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รายงานผลงานเรื่องเตม็การทดลองที่สิ้นสุด 
  

1. ชุดโครงการวิจัย  : ศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
2. โครงการวิจัย  : การพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs เพ่ือรับรอง 

     สินค้าเกษตร 
3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) : การผลิตชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วส าหรับโปรตีน Cry9C (เป็น  

                                             กรณีศึกษาการใช้กับ) ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
           ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Development of CRY9C Protein Rapid Detection via   
                                             GICA for StarLink BT Corn 
 

4. คณะผู้ด าเนินงาน  
    หัวหน้าการทดลอง : นายพงศกร สรรค์วิทยากุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
    ผู้ร่วมงาน  : นางขนิษฐา  วงศ์วัฒนารัตน์ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
                    : นางปิยรัตน์  ธรรมกิจวัฒน์ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
            : นายศรีเมฆ  ชาวโพงพาง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  
  : นายประเสริฐ  วงศ์วัฒนารัตน์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

 
5. บทคัดย่อ 

 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CRY9C แบบ Strip โดยเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีน CRY9C จากยีน 
cry9c ผู้วิจัยสกัดโปรตีนรีคอมบิแนนท์จากแบคทีเรียEscherichia coliเพ่ือใช้เป็นแอนติเจนผลิตแอนติซีรั่ม น าแอน
ติซีรั่มมาสกัดแอนติบอดี้ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน(IgG) แล้วเชื่อมกับอนุภาคทองค าขนาด 40นาโนเมตร โดยใช้แผ่นไน
โตรเซลลูโลส เป็นวัสดุน าผ่านเปรียบเทียบการเชื่อมต่อ electrostatic force และ nearly covalent พบว่าการ
เชื่อม IgGกับอนุภาคทองค าแบบ nearly covalent ท าให้พันธะของอนุภาคทองค าและIgGมีความเสถียรกว่าการ
เชื่อมแบบ electrostatic forceเมื่อน าไปผลิตเป็นชุดตรวจสอบโปรตีน พบว่าการพ่นอนุภาคทองค า-IgG ที่อัตรา 
15ไมโครลิตร/เซนติเมตรให้ผลดีที่สุดโดยใช้ Goatanti-rabitIgGความเข้มข้น 330ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขีดเป็นเส้น 
control line และใช้ Anti-CRY9C IgGความเข้มข้น 2.3มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ขีดเป็นเส้นTest line ให้ผลการ
ตรวจสอบโปรตีนชัดเจนที่สุดทั้งนี้จากการทดสอบปริมาณความเข้มข้นต่ าสุดที่ชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบ 
โปรตีน CRY9C ได้คือ10นาโนกรัม/ไมโครลิตร เวลาที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยาจนสามารถมองเห็นได้ชัดเจนประมาณ 
20 นาทีโดยสามารถเก็บชุดตรวจสอบได้เป็นระยะเวลาประมาณ 3 เดือน ที่อุณหภูมิห้อง   
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6. ค าน า 

 การตรวจวิเคราะห์พืชดัดแปลงพันธุกรรมหรือผลิตภัณฑ์พืชดัดแปลงพันธุถกรรมในเชิงคุณภาพและ
ปริมาณ วิธีที่นิยมและเป็นมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์คือ PCRและReal-time PCR (Berdal and Holst-
Jensen., 2001) ขนิษฐา และคณะ ปี พ.ศ. 2552 ได้พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม MON810, Bt176, Bt11, GA21 และ MON863 โดยได้สภาวะที่เหมาะสม
ในการท า Real-time PCR นอกจากนี้ก าลังด าเนินการวิจัยพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจสอบการ
ปนเปื้อนของข้าวดัดแปรพันธุกรรม Bt63, LL62 และ LL601 อย่างไรก็ดีการตรวจวิเคราะห์โดยวิธีดังกล่าวต้องใช้
เวลานานและไม่สะดวก(Mettler M. et al.,2005) ต่อการน าไปใช้ในพ้ืนที่จริงในกรณีที่ต้องมีการเก็บตัวอย่าง 
ขนิษฐา และคณะ ปี พ.ศ. 2552 ได้พัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพ่ือใช้ตรวจโปรตีน CP4EPSPS ในถั่วเหลือง
ต้านทานสารก าจัดวัชพืช   ซ่ึงช่วยให้การตรวจวิเคราะห็มีความสะดวกรวดเร็วมากยิ่งขึ้น 
อนึ่งประเทศไทยมีนโยบายให้การสนับสนุนการพัฒนาศักยภาพการวิจัยและพัฒนาพันธุวิศวกรรมให้มีความเข้มแข็ง 
น าไปสู่การพึ่งพาตนเองได้อย่างมีประสิทธิภาพ  แต่ยังไม่อนุญาตให้น าเข้าพืชดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือการเพาะปลูก  
ยกเว้นเพ่ือการศึกษาทดลองเท่านั้น โดยอาศัยกลไกการควบคุมของพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (แก้ไข
เพ่ิมเติม พ.ศ. 2551)  ซึ่งก าหนดให้มีพืชดัดแปลงพันธุกรรมจ านวน 89 รายการเป็นสิ่งต้องห้ามน าเข้า  ยกเว้น
ข้าวโพดและถั่วเหลืองที่ใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเป็นอาหารหรือเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรม โดยเฉพาะข้าวโพด 
StarLinkซึ่งทาง องค์การอาหารและยาไม่อนุญาตให้น าเข้าโดยเด็ดขาด โดยได้ออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับที่ 215 พ.ศ.2544 เรื่อง ก าหนดอาหารที่ห้ามผลิต น าเข้า หรือจ าหน่าย โดยให้อาหารที่มีการปนเปื้อนสาร
พันธุกรรมครายไนน์ซี (Cry9C DNA Sequence) หรือโปรตีนที่สร้างมาจากสารพันธุกรรมนี้ ในข้าวโพดและถั่ว
เหลือง เนื่องด้วยโปรตีน Cry9c มีลักษณะโมเลกุลที่คล้ายกับโปรตีนที่สามารถก่อให้เกิดอาการแพ้ได้ในมนุษย์ 
( Investigation of Human Health Effects  Associated with Potential Exposure to Genetically 
Modified Corn, 2001) 
 ในการตรวจสอบโปรตีนชนิดนี้ นิยมใช้เทคนิค ELISA  เนื่องจากสามารถตรวจสอบตัวอย่างได้ในปริมาณ
มากและการเตรียมตัวอย่างสะดวกกว่าวิธีการตรวจสอบแบบอื่น  โดยทางส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชต้องซื้อ
ชุดตรวจสอบ ELISA (Rica d. l. et al., 2012) จากต่างประเทศ ซึ่งมีราคาประมาณชุดละ 30,000 บาท ชุด
ตรวจสอบ 1 ชุด สามารถตรวจสอบได้ 2–10ตัวอย่าง ประเทศไทยต้องสูญเสียงบประมาณเป็นจ านวนมากในการ
ซื้อชุดตรวจสอบนี้  การทดลองมีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมให้ใช้ได้เอง
ภายในประเทศ  ซึ่งจะเป็นการทดแทนการน าเข้าชุดตรวจสอบจากต่างประเทศและลดต้นทุนการตรวจสอบพืช
ดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาเป็น immune strip ให้มีความสะดวกและรวดเร็วในการใช้งาน
กับพ้ืนที่ในแปลงปลูกหรือด่านตรวจพืชได้อีกประการหนึ่งด้วย 
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7. วิธีด าเนินการ   
อุปกรณ์  

1. เครื่องท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ Aktapure 

2. เครื่องแยกขนาดโปรตีนโดย Acrylamide 

3. เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอโดย Gel-electrophoresis 

4. เครื่องพ่นอนุภาคทองค า Biodot 

วิธีการ 

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน CRY9C 

 น า ล า ดั บ เบ ส ข อ ง ยี น  cry9Cข อ ง ข้ า ว โพ ด จ า ก ฐ า น ข้ อ มู ล  NCBI Protein Accession No. 

Q45733.1(Lambert B. et al., 1996)ขนาด 1,100 bp ไปสังเคราะห์โดยGenScript USA ในพลาสมิดpUC57 

โคลนยีน Cry9C เข้าสู่เวคเตอร์ pET 200/D-TOPO®และถ่ายยีนเข้าสู่ E.coli BL21 จากนั้นน าเซลล์แบคทีเรีย 

BL21 ที่ได้รับ Recombinant vector มาเลี้ยงในอาหารเหลว2xYT 100 ml กับ Kanamycin 50 mg/l เพ่ือใช้

เป็น starter 1 คืน เตรียมอาหารเหลว LB กับน้ าตาล Glucose (1%final concentration)Kanamycin 50 mg/l 

ปริมาตร 1 – 2 ลิตร จากนั้นน า starter ที่ได้เติมลงในอาหารที่เตรียมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 20% เลี้ยงบ่มที่ 

37oC ที่ 250 rpm นาน 1 ชม. หรือ จนกว่าจะได้ OD600 ประมาณ 0.5จากนั้นเติม IPTG 0.5 mMและเลี้ยงต่อ

อีก 3 ชม. เมื่อครบก าหนดน าเซลล์ทั้งหมดไปปั่นตกตะกอนที่  10,000 rpm10 นาที จากนั้นน าเซลล์ที่ปั่น

ตกตะกอนทั้งหมดไปด าเนินการท า Freeze toll โดยแช่ที่ -80oC 1 ชม. จากนั้นน าออกมาละลายและเติม 

Lysozyme ประมาณ 2 กรัม  เขย่า 2 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าไปแช่ในน้ าแข็ง 1 ชม.และ น าไปแช่ที่ -80oC 

อีก 1 ชม. จากนั้นน ามา ปั่นตกตะกอนที่ 10,000 rpm10 นาที 4oCแล้วน าโปรตีนไปท าให้บริสุทธิ์ผ่าน Colum 

Ni-NTA 

 

การผลิตแอนติซีรั่มจากกระต่าย 

เจาะเลือดกระต่ายเก็บเป็น normal Serum เพ่ือใช้เป็น negative control การฉีดครั้งแรกน าโปรตีน 

Cry9c ซึ่งใช้เป็นแอนติเจนมา Dilute กับน้ าให้ได้ความเข้มข้นที่ 1 mg/ml ปริมาตร1 ml จากนั้นน าไปผสมกับ 

adjuvant ชนิด Complete อัตราส่วน 1:1 จนเข้ากันเป็นเนื้อเดียวกันสีขุ่นขาว และฉีดเข้าใต้ผิวหนังบริเวณคอ
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กระต่ายประมาณสามครั้งจนหมด ด าเนินการทดลองฉีดติดต่อกันทั้งหมด 3 สัปดาห์โดยเพ่ิมความเข้มข้นของ

โปรตีนที่ฉีดแต่ละครั้งครั้งละ 0.5 mg/ml และเปลี่ยน adjuvant เป็นชนิด incomplete เมื่อครบก าหนดการฉีด

สัปดาห์ที่ 3 ทิ้งระยะไว้ 1 สัปดาห์แล้วจึงเริ่มเจาะเพ่ือเก็บแอนติซีรั่ม ทั้งหมด 8 ครั้ง ระยะห่าง 1 สัปดาห์/ครั้ง ใน

การเจาะแต่ละครั้งจะด าเนินการใช้เข็มฉีดยาเจาะที่เส้นเลือดบริเวณใบหูของกระต่ายและเก็บเลือดประมาณ 20 

ml/ครั้ง เลือดที่ได้ทิ้งไว้จน Clot แข็งแล้วจึงดูดเก็บ Serum ใสที่แยกชั้นกับเกล็ดเลือด น าไปปั่นที่ 12,000 rpm 

10 นาที แล้วดูดส่วนใสซึ่งเป็น Antiserum เก็บไว้ที่ -20oC 

 

การสกัดและการตรวจสอบคุณภาพIgG 

 น าแอนตีซีรั่มที่ได้มาตกตะกอนโปรตีนด้วย ( NH4)2SO4 จากนั้นน าไปสกัด IgG ด้วยคอลัมน์ protein A 

และ ผ่านเครื่อง AKTA pure โดยผสมแอนติซีรั่มที่ตกตะกอนแล้วกับbinding buffer sodium phosphate ความ

เข้มข้น 20mM ที่pH 7.0 ในอัตราส่วน 1:10 และน าไปผ่านคอลัมน์โปรตีน Aใช้ Elution bufferกรดcitric ความ

เข้มข้น0.1 M ที่ pH3 ชะตัวอย่างออกมาและเติมNeutralizing buffer Tris-HCL ความเข้มข้น 1 M ที่ pH 9.0 ใน

หลอดเก็บตัวอย่างเพ่ือปรับสภาพ pH ของ IgGที่ได้จากนั้นน าIgGที่ได้ไปด าเนินการท าDesalting เพ่ือน าเกลือออก

โดยคอลัมน์Desalting เพ่ือเปลี่ยนสารละลาย วัด AbsorbanceOD 280 เพ่ือตรวจสอบความเข้มข้นโดยตรวจสอบ

คุณภาพของ IgG ที่ได้ด้วย SDS-PAGEและทดสอบปฏิกิริยาของ IgG ด้วยวิธี NCM ELISAหรือ Dot blot โดยหยด

โปรตีน Cry9C ลงบนแผ่น nitrocellulose membrane ช่องละ 5 µl โดยใช้ความเข้มข้น 5 ความเข้มข้น จากนั้น

ทดสอบโดยน า IgG ที่สกัดได้มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 1 mg/ml และทดสอบที่อัตราส่วน 1:2,000 และใช้ BSA 

กับ blank bufferเป็น negative control 

 

การเชื่อมอนุภาคทองค าด้วย Electrastatic force 

 น า IgG ที่สกัดได้มาผสมกับสารละลายอนุภาคทองค าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 40 nm (Kestral) ที่ pH 7.4 

โดยใช้ IgG ที่ปริมาตรแตกต่างกัน 500 µl จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วจึงเติมสารละลาย NaCl 

10% W/V 100 µl เพ่ือหยุดปฏิกิริยาอนุภาคทองค าที่ไม่ได้จับกับ IgG และบ่มทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นน าไปอ่านค่า 

Absorbance ในช่วงความยาวคลื่นตั้งแต่ 400 – 800 nm เพ่ือหาค่า λmax ซึ่งเป็นตัวบอกความยาวคลื่นแสง ที่

ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ในการประเมินคุณภาพของพันธะระหว่าง IgG และอนุภาคทองค า 

 

การเชื่อมอนุภาคทองค าด้วยพันธะ neary-covalent 

 ผสม IgG กับ Sodium periodate (NaIO4) ซึ่งจะท าให้เกิดปฏิกิริยาอ๊อกซิเดชั่นกับหมู่ cis-diols และ

เปลี่ยนหมู่ aldehyde เป็น active aldehydes (–CHO) ทั้งนี้หมู่ (–CHO) จะสามารถท าปฏิกิริยา Coupling กับ 
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Linker (Kumaret al., 2008) ได้ซึ่งในที่นี้ใช้โมเลกุล dithiol aromatic PEG6-CONHNH2  เป็นตัวเชื่อม (Linker) 

บนIgG น า IgG-linker ไปผสมกับอนุภาคทอง เพ่ือให้เกิดพันธะกึ่งโควาเลนต์ หรือ Nearly-covalent ซึ่งจะท าให้

แอนติบอดีและอนุภาคทองค าหลุดออกจากกันได้ยาก และ Blocking บริเวณที่ไม่มี Linker จับด้วยโปรตีน BSA 

10% เพ่ือป้องกัน Non-specific binding จากนั้นน าไปอ่านค่า Absorbance ในช่วงความยาวคลื่นตั้งแต่ 400 – 

800 nm เพ่ือหาค่า λmax และค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ซึ่งเป็นตัวบอกความยาวคลื่นแสง ที่ค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุด เพื่อประเมินคุณภาพของพันธะระหว่าง IgG และอนุภาคทองค า(Michael I.,2011) 

 

การเตรียมและการประกอบ Immunostrip 

ด าเนินการเตรียมแผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad)โดยแช่ในสารละลาย Pretreatment 

(Conjugate pad pretreatmentbuffer, PBS (0.01 mol/L, pH 8.0), 10% sucrose, 0.05% Tween-20) 

และ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนแห้ง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายอนุภาคทอง 10 ml แล้วน าไปผสมกับ IgG-

linker500 µl บ่มที่อุณหภูมิห้อง 20 นาทีจากนั้นจึงเติม BSA 10% และน าไปปั่นตกตะกอนและน าตะกอนอนุภาค

ทองที่ เตรียมไว้มาละลายในสารละลายทอง  (0.01 mol/L PBS; pH 8.0, 1% concentration BSA, 0.05% 

PEG) ให้ได้ปริมาตร 600µl ด าเนินการเตรียมแผ่นไนโตรเซลลูโลสโดยขีดเส้น Test line ด้วย IgG Cry9c ความ

เข้มข้น 2.5 mg/ml และ Control line ด้วย Goat anti-rabit IgG ความเข้มข้น 330 µg/ml แล้วน าไปแช่ใน 

Blocking buffer (PBS (0.001 mol/L, pH 7.4), 1% concentration BSA) 30 นาที ที่ 37oC และตากให้แห้งที่ 

37oC  

เมื่อเตรียมอุปกรณ์ทุกอย่างแล้วจึงน าสารละลายทองค า-แอนติบอดี้ ที่เตรียมไว้มาเข้าเครื่อง Biodot เพ่ือพ่นบน

แผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ที่ 15 µl/cmจากนั้นน าแผ่นทองค าทั้งหมดไปอบที่ 37oC 2 ชม. 

จนแห้งด าเนินการประกอบแผ่นดูดซับ (Absorbance pad) ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) แผ่นซับอนุภาคทอง 

(Conjugate release pad) แผ่นรับตัวอย่าง (Sample application pad) แผ่นรอง (Backing card) เข้าด้วยกัน 

โดยเริ่มจากการวางแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) ลงบนแผ่นรอง (Backing card) จากนั้นจึงวางแผ่นซับ

อนุภาคทอง (Conjugate release pad) ซึ่งได้รับการพ่นอนุภาคทองแล้วด้านล่างของแผ่นเมมเบรนโดยให้เหลื่อม

กับแผ่นเมมเบรนประมาณ 1 mm จากนั้นจึงวางแผ่นรับตัวอย่าง (Sample application pad) โดยให้เหลื่อมกับ

แผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ประมาณ 1 mm เช่นกัน และวางแผ่นดูดซับ (Absorbance 

pad) ด้านบนของแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดยให้เหลื่อมกับแผ่นเมมเบรนประมาณ 1 mm เมื่อ

ประกอบเสร็จแล้วจึงน าไปตัดด้วยเครื่อง Biodot เป็นชิ้นเล็กๆ ขนาดกว้าง 0.35 cm เพ่ือให้สามารถใส่ลงตลับได้ 
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8. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
ผลการทดลอง 

การผลิตโปรตีน Cry9C ของข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมและการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ 
ด าเนินการเลี้ยงและชักน าให้เซลล์แบคทีเรีย E. coli BL21 transformants จากโคลน C2 ที่มีพลาสมิด 

pET200-Cry9c ซึ่งได้รับการยืนยันแล้วในสภาวะที่ทดสอบแล้วว่าสามารถผลิตโปรตีน Cry9c ของข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมได้และด าเนินการเลี้ยงในปริมาณมากเพ่ือด าเนินการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ในคราวเดียวที่ปริมาณมากโดย
ใช้ Buffer E ที่ pH 5.9 (ภาพท่ี 1) เป็นตัว Elute โปรตีนจาก Colum Ni-NTA 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 แสดงการชะโปรตีนด้วย Buffer D ที่ pH 5.9 โดยบ่ม 3 ช่วง ช่วงละ 15 นาที โดยได้จากเซลล์
แบคทีเรียซ่ึงเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื่อ LB+Lactose 1mM 
 
การหาค่าตวามเข้มข้นของโปรตีน Cry9c ที่ท าให้บริสุทธิ์ 
 น าโปรตี BSA (Control) และ Cry9c [1-2] ย้อมกับ Bradford อัตราส่วน 4:1 (โปรตีน : Bradford) และ
ท าการ dilute โปรตีน BSA เป็น Serial dilution 10 ค่า Dilution กับน้ าตั้งแต่ 0, 1:9 ถึง 1:1 และ Dilute 
โปรตีน Cry9c [1-2] ในอัตราส่วน 1:10, 1:30, 1:60 จาก Standard curve ของ BSA ได้กราฟสมการเส้นตรงคือ 
y = 0.023x + 0.543 และ R² = 0.875 (ภาพที่ 2) เมื่อน าค่า Abs ที่วัดได้จาก Cry9c [1-2] ที่อัตราส่วน 1:10 มา
ค านวน พบว่าได้ความเข้มข้นของโปรตีน Cry9c [1-2] ประมาณ 250 mg/ml 
 

 
 
 
 

 

y = 0.0236x + 0.5434

R² = 0.8758
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อย่างไรก็ดีค่าที่วัดได้จากเครื่องอาจมีความคลาดเคลื่อน จึงต้อง Run เจลประกอบเทียบกับค่าที่ค านวนได้เพ่ือหา
ค่าความเข้มข้นที่แท้จริง โดย Dilute โปรตีน BSA และ ให้ได้ความเข้มข้น 250, 100, 25, 10, 5 และ 1 mg/ml 
พบว่า ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml ขนาด Band ของ BSA ใหญ่กว่า Cry9c [1-2] 2.5 เท่า (ภาพท่ี 3) จึงสามารถ 
ประมาณความเข้มข้นที่แท้จริงได้เท่ากับ 100 mg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 แสดง การ Run เจล Acrylamide เปรียบความเข้มข้นระหว่าง control BSA และ Cry9c [1-2] 
การผลิตแอนตี้ซีรั่มจากกระต่าย 
 เจาะเลือดกระต่ายเก็บเป็น Normal Serum เพ่ือใช้เป็น Negative control การฉีดครั้งแรกน าโปรตีน 
Cry9c [1-2] ซึ่งใช้เป็นแอนติเจนมา Dilute กับน้ าให้ได้ความเข้มข้นที่ 1 mg/ml โดยมี Volume final 1 ml 
จากนั้นน าไปผสมกับ adjuvant ชนิด Complete อัตราส่วน 1:1 จนเข้ากันเป็นเนื้อเดียวกันสีขุ่นขาว และฉีดเข้า
ใต้ผิวหนังบริเวณคอกระต่ายประมาณสามครั้งจนหมด ด าเนินการทดลองฉีดติดต่อกันทั้งหมด 3 สัปดาห์โดยเพิ่ม
ความเข้มข้นของโปรตีนที่ฉีดแต่ละครั้งครั้งละ 0.5 mg/ml และเปลี่ยน adjuvant เป็นชนิด incomplete  
 เมื่อครบก าหนดการฉีดสัปดาห์ที่ 3 ทิ้งระยะไว้ 1 สัปดาห์แล้วจึงเริ่มเจาะเพ่ือเก็บแอนตี้ซีรั่ม ทั้งหมด 8 
ครั้ง ระยะห่าง 1 สัปดาห์/ครั้ง ในการเจาะแต่ละครั้งจะด าเนินการใช้เข็มฉีดยาเจาะที่เส้นเลือดบริเวณใบหูของ
กระต่ายและเก็บเลือดประมาณ 20 ml/ครั้ง เลือดที่ได้ทิ้งไว้จน Clot แข็งแล้วจึงดูดเก็บ Serum ใสที่แยกชั้นกับ
เกล็ดเลือด น าไปปั่นที่ 12,000 rpm 10 นาที แล้วดูดส่วนใสซึ่งเป็น Antiserum เก็บไว้ที่ -20oC 
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การวัดค่าไตเตอร์การท าปฏิกิริยาระหว่าง แอนตี้ซีรั่มและ Cry9c [1-2]    
 น าแอนตี้ซีรั่มที่ได้จากการเจาะครั้งที่ 1 – 6 มาทดสอบการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนตี้ซีรั่มและ Cry9c [1-
2] โดยเทคนิค Indirect-Elisa น า Antiserum 1 - 6 มาท า Serial dilution 14 ค่า Dilution โดยหากค่า Abs ที่
เครื่องอ่านได้จากแอนตี้ซีรั่ม เป็น 2 เท่า ของค่า Abs ที่อ่านได้จาก Normal serum จะถือว่าค่าท่ีได้ “ยอมรับได้” 
(Significant) ว่าเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนตี้ซีรั่มและแอนติเจน 
 จากการทดลองพบว่า Antiserum 1 – 3 มีค่า Abs ที่ Significant ถึงระดับ Dilution ที่ 8 คิดเป็น
ประมาณ 1:25,600 ในขณะที่ Antiserum 4 มีค่า Abs ที่ Significant ถึงระดับ Dilution ที่ 10 คิดเป็น 1: 
10,2400 และ Antiserum 5 – 6  มีค่า Abs ที่ Significant ถึงระดับ Dilution ที่ 9 คิดเป็นประมาณ 1: 51,200 
จึงสรุปได้ว่า Antiserum 4 มีความเข้มข้นของ IgG อยู่มากที่สุดจึงท าให้ค่าไตรเตอร์ปฏิกิริยาขึ้นได้สูงสุดที่ 1: 
102,400  ภาพที่ 4) 

 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

As4

As5

As6

Ns

2xNs

v

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

As1

As2

As3

NS

2x NS



9 
 

ภาพที่ 4 แสดงกราฟการวัดค่าไตรเอตร์การท าปฏิกิริยาของ แอนตี้ซีรั่ม As 1 – 6 และนอร์มอลซีรั่ม  
 
การทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) 

น า Antiserum  6/2 มาทดสอบด้วยวิธี NCM ELISA โดยหยด โปรตีน Cry9c ลงบนแผ่น 
nitrocellulose membrane ช่องละ 5 µl ที่ความเข้มข้น 25 ng/µl, 50 ng/µl, 75 ng/µl, 100 ng/µl และ 1 
mg/µl จากนั้นทดสอบ Dot blot ด้วย Antiserum  6/2 ที่อัตราส่วน 1: 2,000 พบว่า Antiserum  6/2 สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ดี สามารถจับกับโปรตีน Cry9c และตกตะกอนได้ที่ความเข้มข้นทุกค่าความเข้มข้นโดยไม่
เกิดปฏิกิริยากับ Buffer negative control และ BSA negative control (ภาพท่ี 5) 
  น า IgG ที่สกัดได้จากการตกตะกอนมาทดสอบด้วยวิธี NCM ELISA โดยหยด โปรตีน Cry9c ลงบนแผ่น 
nitrocellulose membrane ช่องละ 5 µl ที่ความเข้มข้น 25 ng/µl, 50 ng/µl, 75 ng/µl, 100 ng/µl และ 1 
mg/µl จากนั้นทดสอบ Dot blot โดยน า IgG ที่สกัดได้มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 1 mg/ml และทดสอบที่
อัตราส่วน 1: 2,000 พบว่า IgG ที่สกัดได้สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ดีมาก สามารถจับกับโปรตีน Cry9c และ
ตกตะกอนได้ที่ความเข้มข้นทุกค่าความเข้มข้นโดยไม่เกิดปฏิกิริยากับ Buffer negative control และ BSA 
negative control (ภาพท่ี 5) (IgG ที่สกัดได้จากเครื่องได้ผลการทดลองเช่นเดียวกันกับภาพที่ 5 : ผลการทดลอง
ไม่ได้แสดงตรงนี้) 
  ในส่วนของ Normal serum ไม่พบปฏิกิริยาใดๆเกิดขึ้นแต่ที่โปรตีน Cry9c ความเข้มข้น 1 mg/µl พบว่า
เกิดปฏิกิริยาขึ้นเล็กน้อย แต่น้อยมากแถบมองไม่เห็น (ภาพที่ 5)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 แสดงผลการทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) กับโปรตีน Cry9c 
ที่ความเข้มข้น 25 – 100 ng/µl, As : Antiserum, Ns: Normal serum 
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ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ Conjugate ระหว่างอนุภาคทองค าและแอนตีบอดี 

น า IgG ที่สกัดได้จากการตกตะกอนมาผสมกับสารละลายอนุภาคทองค าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 40 nm 
(Kestral) ที่ pH 7.4 โดยใช้ IgG ที่ 1- 10, 15, 20 และ 25 µl ผสมกับสารละลายอนุภาคทองค า 500 µl (ความ
เข้มข้น stock IgG = 1.7 mg/ml, ความเข้มข้นสุดท้ายในสารละลาย 3.4 µg/ml – 34 µg/ml, 51 µg/ml, 68 
µg/ml และ 85 µg/ml) (ภาพที่ 6,7)    
 จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที แล้วจึงเติมสารละลาย NaCl 10% W/V 100 µl เพ่ือหยุด
ปฏิกิริยาอนุภาคทองค าท่ีไม่ได้จับกับ IgG และบ่มทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นน าไปอ่านค่า Absorbance ในช่วงความ

ยาวคลื่นตั้งแต่ 400 – 800 nm เพ่ือหาค่า λmax และค่า Absorbancemax พบว่า อนุภาคทองค ามีค่า λmax เท่ากับ 
520 nm  และค่า Absorbancemax  เท่ากับ 0.3939 และพบว่าปริมาตร IgG ที่ดีที่สุดที่เติมลงในสารละลาย

อนุภาคทองค าเพ่ือ Conjugate ที่ pH 7.4 คือ 6 µl โดยมีค่า λmax เท่ากับ 530 nm  และค่า Absorbancemax  

เท่ากับ 0.2982 โดยมีค่า ∆λmax เท่ากับ 10 nm (Sensitivity แบบหยาบ) ∆Absorbancemax = 0.0957 (ภาพที่ 
7)    

 ในส่วนของการทดสอบสารละลายอนุภาคทองค าที่ pH 9 พบว่าอนุภาคทองค ามีค่า λmax เท่ากับ 520 
nm  และค่า Absorbancemax  เท่ากับ 0.4163 ในส่วนของ IgG ใช้ปริมาตร IgG 5 µl, 10 µl และ 15 µl  เติมลง

ในสารละลายอนุภาคทองค าเพ่ือ Conjugate พบว่า ที่ IgG 5 µl มีค่า λmax เท่ากับ 530 nm  และค่า 

Absorbancemax  เท่ากับ 0.3284 โดยมีค่า ∆λmax เท่ากับ 10 nm (Sensitivity แบบหยาบ) ∆Absorbancemax = 
0.0879 (ภาพที่ 8)    

 
ภาพที่ 6 แสดงภาพปฏิกิริยาระหว่างอนุภาคทองค า pH 9 และ IgG ที่ความเข้มข้นต่างๆ สีชมพูอ่อนแสดงให้

เห็นว่าเกิดการจับตัวกันโดย Electrostatic force ระหว่าง IgG และ อนุภาคทองค า สีที่ใกล้เคียงกับ 
Collidal gold solution มากที่สุดแสดงให้เห็นถึงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ดี 
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 ภาพที่  7 แสดงการวัดค่า Absorbance ที่ช่วงความยาวคลื่น 400 – 800 nm ในสารละลาย 
Colloidal gold-IgG เปรียบเทียบกับ สารละลาย Colloidal gold ที่ pH 7.4 

 
ภาพที่ 8 แสดงการวัดค่า Absorbance ที่ช่วงความยาวคลื่น 400 – 800 nm ในสารละลาย Colloidal 

gold-IgG เปรียบเทียบกับ สารละลาย Colloidal gold ที่ pH 9 
หาก IgG สามารถจับกับ Colloidal gold ได้อย่างสมบูรณ์ ค่าดูดกลืนแสงที่ได้จากสารละลาย Colloidal 

gold-IgG ควรมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับค่าที่ได้จากสารละลาย Colloidal gold อย่างเดียว ส าหรับในการทดลองนี้
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พบว่า ค่า ∆Absorbancemax ที่ได้จากสารละลาย Colloidal gold-IgG pH9 มีค่าน้อยกว่าค่า  ∆Absorbancemax 

ที่ได้จากสารละลาย Colloidal gold-IgG pH 7.4 ซึ่งมีแนวโน้มว่าที่ pH สูง IgG Cry9c มีแนวโน้มที่จะเข้าเชื่อมกับ 
gold particle มากกว่าที่ pH ต่ า และการที่ค่า Abs ของ Colloidal gold-IgG ขึ้นไม่ถึงค่า Abs ของ สารละลาย 
Colloidal gold อาจเป็นไปได้ว่า IgG ที่ได้ยังไม่บริสุทธิ์เพียงพอและเกิดปฏิกิริยาแบบ Competitive ระหว่าง 
gold particle กับ โปรตีนชนิดอื่น ซึ่งจะต้องน า IgG ไปท าให้บริสุทธิ์อีกครั้ง 
 
การเชื่อมอนุภาคทองค าด้วยวิธี Nearly-covalent 
 จากปัญหาการจับตัวกันของ IgG และ อนุภาคทองซึ่งมีความไม่แน่นอนสูงหากมีการเปลี่ยนแปลงค่า pH 
ในสารละลายเพียงเล็กน้อยก็สามารภท าให้อนุภาคทองและ IgG หลุดออกจากกันได้เพราะเป็นการจับตัวกันโดย 
Electrostatic force  
 เพ่ือแก้ปัญหาดังกล่าวจึงทดลองเชื่อม IgG และ อนุภาคทองด้วยโมเลกุลที่มีลักษณะเป็นสายโพลิเมอร์ 
หรือ Heterofuntional Linker เข้ากับต าแหน่ง Fc ของแอนติบอดี้บริเวณหมู่คาร์โบไฮเดรต (polysaccharide)  
(ภาพที่ 9) 

 
ภาพที่ 9 แสดงต าแหน่งหมู่ (–CHO) บนแอนติบอดี้ที่สามารถท าปฏิกิริยา Coupling กับ Linker 

หลังจากปฏิกิริยา Oxydation 
ด าเนินการทดลองผสมแอนติบอดี้กับ Sodium periodate (NaIO4) ซึ่งจะท าให้เกิดปฏิกิริยาอ๊อกซิเดชั่น

กับหมู่ cis-diols และเปลี่ยนหมู่ aldehyde เป็น active aldehydes (–CHO) ทั้งนี้หมู่ (–CHO) จะสามารถท า
ปฏิกิริยา Coupling กับ Linker ได้ซึ่งในท่ีนี้ใช้โมเลกุล dithiol aromatic PEG6-CONHNH2  (ภาพท่ี 10) เป็น
ตัวเชื่อม (Linker) ระหว่างแอนติบอดี้และอนุภาคทองโดยพันธะกึ่งโควาเล้น หรือ Nearly-covalent ซึ่งจะท าให้



13 
 

แอนติบอดีและอนุภาคทองค าหลุดออกจากกันได้ยาก และ Blocking บริเวณท่ีไม่มี Linker จับด้วยโปรตีน BSA 
10% เพ่ือป้องกัน Non-specific binding (ภาพที่ 11) 

 

 
ภาพที่ 10 โมเลกุล dithiol aromatic PEG6-CONHNH2 

 
 

 
ภาพที่ 11 อธิบายข้ันตอนการเชื่อม IgG-linker และ อนุภาคทองค า 
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การทดสอบความเสถียรของอนุภาคทองค าที่เชื่อมกับแอนติบอดีแล้ว 
การทดลองทดสอบ UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลื่นแสง 400 – 800 nm ของอนุภาคทองค าขนาด 

40 nm เพ่ือเปรียบเทียบความเสถียรของอนุภาคทองค าที่เชื่อมกับแอนติบอดีแล้วระหว่างการใช้วิธีปกติโดย 
Electrostatic force และ การใช้วิธี Nearly-covalent ในการเชื่อมแอนติบอดี้และอนุภาคทองค า  
ในส่วนของการเชื่อมแอนติบอดี้และอนุภาคทองค าด้วยวิธี Electrostatic force ด าเนินการโดยผสมแอนตี้บอดี้
ปริมาณ 5 µl (ความเข้มข้น 2.66 mg/ml) และสารละลายอนุภาคทองค าปริมาตร 1 ml เข้าด้วยกันและบ่มที่อุณ
ภูมิห้อง 20 นาที ทั้งนี้แบ่งชุดการทดลองออกเป็น 6 ชุดการทดลอง คือที่ 4oC ที่ 0 ชม. 24 ชม. และ 48 ชม. และ
ที่อุณหภูมิห้องที่ 0 ชม. 24 ชม. และ 48 ชม. จากนั้นด าเนินการวัด UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลื่นแสง 400 
– 800 nm 

ในส่วนของการเชื่อมแอนติบอดี้และอนุภาคทองค าด้วยวิธี Nearly-covalent ด าเนินการโดยผสมแอนตี้
บอดี้-linker ปริมาณ 50 µl (ความเข้มข้น 50 µg/ml ) และสารละลายอนุภาคทองค าปริมาตร 1 ml เข้าด้วยกัน
และบ่มที่อุณภูมิห้อง 20 นาที ทั้งนี้แบ่งชุดการทดลองออกเป็น 6 ชุดการทดลอง คือที่ 4oC 0 ชม. 24 ชม. และ 
48 ชม. และที่อุณหภูมิห้องที่ 0 ชม. 24 ชม. และ 48 ชม. จากนั้นด าเนินการวัด UV-Vis spectra ช่วงความยาว
คลื่นแสง 400 – 800 nm 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 12 แสดงผลการวัดค่า Absorbance UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลืน่แสง 400 – 800 nm 
เปรียบเทียบระหว่าง IgG-linker และ อนุภาคทองค า และ  IgG ปกติกับอนุภาคทองค า  

จากการเก็บที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 



15 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 13 แสดงผลการวัดค่า Absorbance UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลืน่แสง 400 – 800 nm 
เปรียบเทียบระหว่าง IgG-linker และ อนุภาคทองค า และ  IgG ปกติกับอนุภาคทองค า  

จากการเก็บที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14 แสดงผลการวัดค่า Absorbance UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลื่นแสง 400 – 800 nm 
เปรียบเทียบระหว่าง IgG ปกติกับอนุภาคทองค าเก็บที่อุณหภูมิ 4oC กับท่ีอุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 15 แสดงผลการวัดค่า Absorbance UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลืน่แสง 400 – 800 nm 
เปรียบเทียบระหว่าง IgG-linker กับอนุภาคทองค าเก็บท่ีอุณหภูมิ 4oC กับท่ีอุณหภูมิห้อง  

เป็นเวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 
จากกราฟผลการวัดค่า Absorbance UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลื่นแสง 400 – 800 nm เปรียบเทียบ

ระหว่าง IgG-linker และ อนุภาคทองค า และ IgG ปกติกับอนุภาคทองค า ที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 0 ชั่วโมง 24 
ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง (ภาพท่ี 12) พบว่าการเชื่อมอนุภาคทองค ากับ IgG-linker มีความเสถียรและมีความ
หนาแน่นของ IgG บนอนุภาคทองค ามากกว่าการเชื่อมอนุภาคทองค ากับ IgG ปกติโดยค่า Absorbancemax ของ
การเชื่อม อนุภาคทองค ากับ IgG-linker ที่ เวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมงมีค่ามากกว่าค่า 
Absorbancemax ของการเชื่อมอนุภาคทองค ากับ IgG ปกติและเมื่อเวลาผ่านไปพบว่า ค่า Absorbancemax ของ
การเชื่อม อนุภาคทองค ากับ IgG-linker ลดลงเล็กน้อยและหยุดอยู่ที่ระหว่าง 0.3155 – 0.3194 ในขณะที่ค่า 
Absorbancemax ของการเชื่อมอนุภาคทองค ากับ IgG ปกติมีค่าลดลงอย่างรวดเร็วใน 48 ชั่วโมง  
 จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิการเก็บรักษาอนุภาคทองค าที่เชื่อมกับแอนติบอด้ีแล้วมีผลต่อความเสถียร
ของแอนติบอดี้บนอนุภาคทองค าด้วย โดยพบว่าการเก็บรักษาอนุภาคทองค าท่ีเชื่อมกับแอนติบอดี้แล้วที่
อุณหภูมิห้อง ท าให้แอนติบอดี้หลุดออกจากอนุภาคทองค าได้ง่ายและเร็วกว่าที่อุณหภูมิ 4oC ทั้งสองกรณีคือทั้งการ
เชื่อมอนุภาคทองค ากับ IgG-linker และ การเชื่อมอนุภาคทองค ากับ IgG ปกติ (ภาพที่ 14,15) แต่ในกรณีของการ
เชื่อมด้วย IgG-linker ก็ยังมีความเสถียรมากกว่า IgG ปกติถึงแม้จะเป็นที่อุณหภูมิห้องก็ตามแต่ค่า Absorbancmax  
ของการเชื่อมด้วย IgG-linker หยุดอยู่ที่ 0.341-0.374 ที่ 48 ชั่งโมง (ภาพที่ 15) ในขณะที่การเชื่อมด้วย IgG นั้น 
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IgG หลุดออกจากอนุภาคทองค าท้ังหมดที่อุณหภูมิห้อง ที่ 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 14) โดยค่า Absorbancmax กลับไป
เท่ากับอนุภาคทองค า (Control) ที่ 48 ชั่วโมง 
 
การทดสอบหาปริมาตรที่เหมาะสมของ IgG-linker ในการเชื่อมกับอนุภาคทอง 

 ด าเนินการทดลองหาปริมาตรที่เหมาะสมของ IgG-linker ในการเชื่อมกับอนุภาคทอง โดยผสม IgG-
linker ที่ปริมาตร 25 µl 50 µl และ 100 µl กับสารละลายทองค า 1 ml   

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 16 แสดงผลการวัดค่า Absorbance UV-Vis spectra ช่วงความยาวคลืน่แสง 400 – 800 nm 
เปรียบเทียบการผสม IgG-linker กับสารละลายอนุภาคทองค าที่ปริมาตรที่แตกต่างกัน จากการ 

ทดลองพบว่า การผสม IgG-linker ปริมาตร 50 µl กับสารละลายอนุภาคทองค าได้ค่า λmax ที่ 533 nm ซึ่งไม่เกิน 

10 nm เมื่อเทียบกับค่า λmax ของอนุภาคทองค า และค่า Absorbancemax ดีที่สุดเท่ากับ 0.3563 ดังนั้นจึงใช้
ปริมาตร IgG-linker ที่อัตราส่วน 50 µl/ml gold solution ในการผสมสารละลายอนุภาคทองกับ IgG-linker ใน
การทดลองขั้นต่อไป 

 
การทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) กับอนุภาคทองค าท่ีเชื่อมด้วย IgG-linker 

ด าเนินการผสมสารละลายอนุภาคทอง ปริมาตร 10 ml กับ IgG-linker 500 µl แล้วปั่นตกตะกอนทองให้

เหลือปริมาตร 1 ml ผสมกับ 2% skim milk 4 ml เตรียมแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน หยดโปรตีนโปรตีนลงบน

แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ช่องละ 5 µl โดยมีเข้มข้น Cry9c จาก Stock 100 mg/ml ที่ 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 

1:32, 1:64, 1:128, 1:256 และ ทดสอบ Crossing กับ CryIAb ที่ 1:10 จาก Stock 
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ภาพที่ 17 แสดงผลการทดสอบ Dot blot จากอนุภาคทองค าที่เชื่อมกับ IgG-linker 

 
จากการทดลองพบว่าเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดี้บนอนุภาคทองกับโปรตีนเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 

ห้อง 3 ชั่วโมงไปแล้วโดยปฏิกริิยาสามารถเกิดขึ้นได้ถึงอัตราส่วน 1:256 หรือ ประมาณ 390 µg/mlและไม่
เกิดปฏิกิริยากับโปรตีน CryIab และ Negative control buffer (ภาพท่ี 17)   

 
การประกอบชุดตรวจสอบ Strip test 
การทดสอบปริมาณความเข้มข้นของอนุภาคทองที่เหมาะสมในการพ่นลงบนแผ่น Gold conjugate release pad  

ด าเนินการเตรียมแผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) โดยแช่ในสารละลาย Pretreatment 
(Conjugate pad pretreatment buffer, PBS (0.01 mol/L, pH 8.0), 10% sucrose, 0.05% Tween-20) 
และ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนแห้ง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายอนุภาคทอง 10 ml แล้วน าไปผสมกับ IgG-linker 
500 µl บ่มที่อุณหภูมิห้อง 20 นาทีจากนั้นจึงเติม BSA 10% และน าไปปั่นตกตะกอน จากนั้นน าตะกอนอนุภาค
ทองที่เตรียมไว้มาละลายในสารละลายทอง  (0.01 mol/L PBS; pH 8.0, 1% concentration BSA, 0.05% 
PEG) ให้ได้ปริมาตร 600 µl ด าเนินการเตรียมแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยขีดเส้น Test line ด้วย IgG Cry9c 
ความเข้มข้น 2.5 mg/ml และ Control line ด้วย Goat anti- rabit IgG ความเข้มข้น  1 mg/ml แล้วน าไปแช่
ใน Blocking buffer (PBS (0.001 mol/L, pH 7.4), 1% concentration BSA) 30 นาที ที่ 37oC และตากให้
แห้งที่ 37oC  
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เมื่อเตรียมอุปกรณ์ทุกอย่างแล้วจึงน าสารละลายทองค า-แอนติบอดี้ ที่เตรียมไว้มาเข้าเครื่อง Biodot เพ่ือ
พ่นบนแผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 การทดลองคือ พ่นที่ ความ
เข้มข้น 5 µl/cm, 10 µl/cm, 15 µl/cm และ 20 µl/cm ชุดละ 7.5 cm จากนั้นน าแผ่นทองค าท้ังหมดไปอบที่ 
37oC 2 ชม. จนแห้ง (ภาพที่ 18) 

ด าเนินการประกอบแผ่นดูดซับ (Absorbance pad) ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) แผ่นซับอนุภาค
ทอง (Conjugate release pad) แผ่นรับตัวอย่าง (Sample application pad) แผ่นรอง (Backing card) เข้า
ด้วยกัน โดยเริ่มจากการวางแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) ลงบนแผ่นรอง (Backing card) จากนั้นจึงวาง
แผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ซึ่งได้รับการพ่นอนุภาคทองแล้วด้านล่างของแผ่นเมมเบรนโดยให้
เหลื่อมกับแผ่นเมมเบรนประมาณ 1 mm จากนั้นจึงวางแผ่นรับตัวอย่าง (Sample application pad) โดยให้
เหลื่อมกับแผ่นซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ประมาณ 1 mm เช่นกัน และวางแผ่นดูดซับ 
(Absorbance pad) ด้านบนของแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดยให้เหลื่อมกับแผ่นเมมเบรนประมาณ 1 
mm เมื่อประกอบเสร็จแล้วจึงน าไปตัดด้วยเครื่อง Biodot เป็นชิ้นเล็กๆ ขนาดกว้าง 0.35 cm เพ่ือให้สามารถใส่ลง
ตลับได้ (ภาพที่ 19, 20, 21)          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 18 แสดงองค์ประกอบต่างๆของชุด Strip test 
 

Absorbance pad 

Nitrocellulose 

Membrane 

Gold conjugate release pad 

Sample application pad 

Backing card 

1.7 cm 

2 cm 

1 cm 

1.8 cm 

6 cm 



20 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 19 แสดงชุด Strip test ที่ประกอบเสร็จแล้ว 
 

  
ภาพที่ 20 แสดงภาพการตัด Strip test ที่ประกอบเสร็จแล้วด้วยเครื่อง Bio Dot 

 

  
ภาพที่ 21 แสดงภาพการประกอบ Strip test กับ กับตลับพลาสติก 
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ภาพที่ 22 แสดงภาพการทดสอบการพ่น Gold conjugated-IgG-linker 

ที่ปริมาณความเข้มข้น 5 µl/cm, 10 µl/cm, 15 µl/cm, 20 µl/cm 
จากการทดลอง (ภาพที่ 22) พบว่าที่ความเข้มข้น 15 µl/cm ให้ Test-line และ Control-line ที่ชัดเจน

ที่สุด ดังนั้นจึงใช้ความเข้มข้น 15 µl/cm เป็นความเข้มข้นที่ใช้ในการพ่นอนุภาคทองในการทดลองต่อไป 
การทดสอบปริมาณต่ าสุดที่ชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได ้

ด าเนินการทดสอบหาปริมาณต่ าสุดที่ชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได้ โดยเจือจาง
โปรตีนและทดสอบชุด Strip test จากความเข้มข้น 50 ng/µl, 25 ng/µl, 10 ng/µl, 5 ng/µl, 1 ng/µl  
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ภาพที่ 22 แสดงภาพการทดสอบหาปริมาณต่ าสุดของชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได้ 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CRY9C แบบ Strip โดยเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีน CRY9C จากยีน 
cry9c ผู้วิจัยสกัดโปรตีนรีคอมบิแนนท์จากแบคทีเรียEscherichia coliเพ่ือใช้เป็นแอนติเจนผลิตแอนติซีรั่ม น าแอน
ติซีรั่มมาสกัดแอนติบอดี้ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน(IgG) แล้วเชื่อมกับอนุภาคทองค าขนาด 40นาโนเมตร โดยใช้แผ่นไน
โตรเซลลูโลส เป็นวัสดุน าผ่านเปรียบเทียบการเชื่อมต่อ electrostatic force และ nearly covalent พบว่าการ
เชื่อม IgGกับอนุภาคทองค าแบบ nearly covalent ท าให้พันธะของอนุภาคทองค าและIgGมีความเสถียรกว่าการ
เชื่อมแบบ electrostatic forceเมื่อน าไปผลิตเป็นชุดตรวจสอบโปรตีน พบว่าการพ่นอนุภาคทองค า-IgG ที่อัตรา 
15ไมโครลิตร/เซนติเมตรให้ผลดีที่สุดโดยใช้ Goatanti-rabitIgGความเข้มข้น 330ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขีดเป็นเส้น 
control line และใช้ Anti-CRY9C IgGความเข้มข้น 2.3มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ขีดเป็นเส้นTest line ให้ผลการ
ตรวจสอบโปรตีนชัดเจนที่สุดทั้งนี้จากการทดสอบปริมาณความเข้มข้นต่ าสุดที่ชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบ 
โปรตีน CRY9C ได้คือ10นาโนกรัม/ไมโครลิตร เวลาที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยาจนสามารถมองเห็นได้ชัดเจนประมาณ 
20 นาทีโดยสามารถเก็บชุดตรวจสอบได้เป็นระยะเวลาประมาณ 3 เดือน ที่อุณหภูมิห้อง 
 ทั้งนี้ในการทดลองพัฒนาเชิงพานิชย์สามารถกระท าได้โดยการพัฒนาคุณภาพและความบริสุทธิ์ของ IgG 
และพัฒนาวิธีการเก็บรักษาเพ่ือให้ชุดตรวจสอบสามารถมีอายุการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้นจาก 3 เดือน เป็น 1 ปี หรือ
มากกว่านั้น 
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10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
สามารถน าชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของโปรตีน Cry9C ใน

ข้าวโพดให้ใช้ได้เองภายในประเทศ  ซึ่งจะเป็นการทดแทนการน าเข้าชุดตรวจสอบจากต่างประเทศและลดต้นทุน
การตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาเชิงพานิชย์เป็น immune strip ให้มีความ
สะดวกและรวดเร็วในการใช้งานกับพ้ืนที่ในแปลงปลูกหรือด่านตรวจพืชได้อีกประการหนึ่งด้วย 

 
11. ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ท่ีสนับสนุนทุนในการวิจัยและกลุ่มวิจัยพัฒนาการ
ตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรมที่ให้การสนับสนุนสถานที่และเครื่องมือในการทดลองและปฎิบัติงาน 
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