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5. บทคัดย่อ    
โอคราทอกซิน เอ เป็นสารพิษที่สร้างโดยเชื้อราบางชนิดในกลุ่ม Aspergillus และ Penicillium เป็น

สารพิษที่มีความส าคัญ เนื่องจากเป็นอันตรายที่อาจก่อให้เกิดการเสียชีวิตได้ในมนุษย์และสัตว์เลี้ยง สารพิษโอครา
ทอกซิน เอ พบปนเปื้อนได้ในธัญพืช กาแฟ องุ่น โกโก้ และผลิตภัณฑ์ วิธีการตรวจวิเคราะห์สารพิษจากเชื้อราใน
วัตถุดิบที่แม่นย าและรวดเร็ว เป็นสิ่งที่จ าเป็นมาก งานวิจัยนี้มีเป้าหมายในการผลิตแอนติซีรัมต่อสารโอคราทอกซิน 
เอ เพ่ือใช้ในการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ด้วยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา โดยผลิตแอนติซีรั่ม
ต่อสารโอคราทอกซิน เอ แบบ polyclonal antibody ในกระต่ายทดลองพันธุ์ New Zealand White จ านวน 4 
ตัว ตกตะกอนแอนติซีรั่มด้วยวิธี Ammonium precipitation ได้แอนติซีรั่มบริสุทธิ์ (IgG-OTA) 320 มิลลิลิตร 
ทดสอบคุณสมบัติแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ด้วยวิธี Ouchterlony double diffusion test พบว่า แอนติซีรั่มที่ผลิตได้เป็น
แอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ และเมื่อทดสอบความเข้มข้นด้วยวิธี Indirect competitive ELISA พบว่า ใน



สัปดาห์ที่ 8 และ 9 ในกระต่ายทั้ง 4 ตัว มีความเข้มข้นสูง 1:1024000 และทดลองการเชื่อมต่อ ochratoxin A 
กับเอนไซม์ Horseradish Peroxidase (HRP) 3 วิธี พบว่า เอนไซม์คอนจูเกต (OTA-HRP conjugate) ที่เตรียม
ตามวิธีการที่ 1 โดยใช้ Dimethylformamide (DMF) จะมีค่าความเข้มข้นสูงกว่าวิธีการที่ 2 ที่ใช้ Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) และ วิธีการที่ 3 ซึ่งใช้ 1,1’-Carbonyldiimidazole (CDI) โดยหลุมทดสอบที่เคลือบด้วย 
IgG-OTA ความเข้มข้น 6 ไมโครกรัม OTA-HRP ความเข้มข้น 1:100 เอนไซม์คอนจูเกตที่เตรียมได้ตามวิธีการที่ 1 
ใช้ DMF มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 3.871  

Abstract 
Ochratoxin A (OTA) is a major mycotoxin produced by some species in Aspergillus and 

Penicillium group that is harmful to human and animal. OTA is often found as contaminant in 

grains, coffee, grapes, cacao and products. Rapid and accurate method for detection of 

mycotoxins is very necessary. Therefore, the purpose of this research was designed to produce 

antiserum against OTA for developing rapid detection method of OTA by immunological assay. 

Polyclonal antibody against OTA were produced by 4 rabbits (New Zealand White). Ammonium 

precipitation was used to purify antiserum and 320 ml of IgG-OTA was obtained. Ouchterlony 

double diffusion test was used to evaluate and confirm the specificity of antiserum against OTA. 

In addition, the concentrations of OTA antiserum were tested by Indirect Competitive ELISA. It 

was observed that in the week 8 and 9 of antiserum production of 4 rabbits gave the highest 

concentration at 1:1024000. Furthermore, three conjugation methods of OTA with Horseradish 

Peroxidase (HRP) were tested. OTA-HRP conjugate of method 1 using Dimethylformamide (DMF) 

gave the high concentration than method 2 using Dimethyl sulfoxide (DMSO) and method 3 

using 1,1’-Carbonyldiimidazole (CDI) with the optical density (O.D.) at 3.871 when the microwell 

was coated with 6 µg/ml of IgG-OTA and OTA-HRP concentration 1:100. 

6. ค าน า                                  

โอคราทอกซิน เป็นกลุ่มของสารพิษจากเชื้อรา เป็นสารทุติยภูมิที่ผลิตขึ้นโดยเชื้อราในกลุ่ม Aspergillus 
และ Penicillium เมื่อเชื้อราเหล่านี้เจริญภายใต้อุณหภูมิและความชื้นที่เหมาะสม สารโอคราทอกซินประกอบด้วย 
ochratoxin A (OTA), ochratoxin B (OTB), Ochratoxin C (OTC) และ ochratoxin  (OT) ซึ่งโอคราทอก
ซิน เอ จัดว่ามีความเป็นพิษมากทีสุ่ด ท าให้ทารกอวัยวะพิการ เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม มีความเป็นพิษ
ต่อตับ ไต และ ท าให้ระบบภูมิคุ้มกันผิดปกติ ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาที่ร้ายแรงต่อทั้งสุขภาพมนุษย์และสัตว์ 
(Meulenberg, 2012) มีการรายงานว่าความเป็นพิษของโอคราทอกซิน เอ มี ผลกระทบหลักต่อการท างานของไต 
สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดภาวะไตวายทั้งและเฉียบพลันและแบบเรื้อรังขึ้นกับปริมาณสารพิษที่ได้รับ ซึ่งก่อให้เกิด



การฝ่อของเยื่อบุท่อไต และพบการรั่วของโปรตีนออกทางปัสสาวะ อาการอาจเริ่มจากอาการโดยทั่วไป เช่น เบื่อ
อาหาร ซึม อ่อนเพลีย ปวดศีรษะ ความรุนแรงของอาการจะสัมพันธ์กับเซลล์ของท่อไตที่ถูกท าลายขัดขวางการ
สังเคราะห์โปรตีน ดีเอ็นเอและอารเ์อ็นเอ (อ านาจ, 2562)   

โอคราทอกซิน เอ จัดเป็นสารพิษจากเชื้อราที่มีความส าคัญเป็นล าดับสามในยุโรป อันเนื่องมาจากอันตราย
ที่อาจก่อให้เกิดการเสียชีวิตได้ในมนุษย์ The International Agency for Research on Cancer (IARC) จัด
สารพิษ Ochratoxin A อยู่ใน Group 2B Possibly carcinogenic to humans คือ อาจจะเป็นสารก่อมะเร็งใน
มนุษย์ (Edwin et al., 2010) การปนเปื้อนของ OTA อาจพบได้ในผลิตภัณฑ์อาหารและอาหารสัตว์มากมาย อาทิ 
ธัญพืชและผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์กาแฟ องุ่นและผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์จากโกโก้ และเครื่องเทศ เป็นต้น นอกจากนี้
ยังพบว่าอาจมีการปนเปื้อนไปยังผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ได้แก่ นม เลือดหมู ตับ ไต และเนื้อสัตว์ปีกที่เลี้ยงด้วยอาหาร
ปนเปื้ อน  OTA องค์ กรสากล Codex Committee on Food Additive and Contaminants (CCFAC) ได้
ก าหนดปริมาณการปนเปื้อนของ OTA ในอาหารส าหรับการบริโภคไว้ที่ 5 ppb และ 20 ppb ส าหรับวัตถุดิบทาง
การค้า (รัชนี และคณะ, 2552) เดิมการวิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ทั่วไปนิยมใช้วิธีทางเคมี เช่น วิธี TLC (thin 
layer chromatography) และวิธี  HPLC (high performance liquid chromatography) (Venkataramana 
et al., 2015) ซึ่งทั้งสองวิธีดังกล่าวต้องใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน ขั้นตอนการวิเคราะห์มีความยุ่งยาก ซับซ้อน 
และมคี่าใช้จ่ายสูงในการวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวนมาก ๆ ปัจจุบันหลายประเทศได้ท าการพัฒนาการตรวจวิเคราะห์
สารพิษโดยการใช้วิธีทาง immunological assay เช่น การใช้วิธี ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay) (อมรา, 2551) วิธี ELISA ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวางในการตรวจประเมินปริมาณสารพิษจากเชื้อรา 
เนื่องจากเป็นปฏิกิริยาที่มีความรวดเร็ว เฉพาะเจาะจง และค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ไม่สูงเมื่อเทียบกับวิธีการ
อ่ืน ๆ โดยมีการใช้ polyclonal antibodies ในการตรวจวิเคราะห์ข้าวบาร์เล่ย์ และข้าวสาลี โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ได้อย่างประสบผลส าเร็จ (Morgan et al., 1983; Lee and Chu, 1984)  

การวิเคราะห์สารพิษ ด้วยวิธี ELISA อาศัยการท าปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี้ 
ดังนั้นส่วนประกอบที่ส าคัญของวิธีทาง Immunoassay ที่ต้องเตรียมเป็นสิ่งแรก คือ การผลิตแอนตีบอดี 
(Antibody) ต่อสารพิษนั้น ๆ (Chu, 1984) ซ่ึงแอนติบอดี คือ สารโปรตีนที่มีอยู่ในซีรั่ม น้ าคัดหลั่งต่าง ๆ ทีร่่างกาย
ของคนหรือสัตว์สร้างขึ้นมาเพ่ือต่อต้านต่อแอนติเจนหรือสารแปลกปลอมที่เข้ามาในร่างกาย โดยแอนติบอดีจะมี
ปฏิกิริยาจ าเพาะแอนติเจนที่มากระตุ้นเท่านั้น  ดังนั้นการผลิตแอนติซีรั่ม (Antiserum) ซ่ึงก็คือ แอนติบอดีชนิด
หนึ่ง เป็นของเหลวส่วนน้ าเหลืองที่สกัดได้จากน้ าเลือดที่มีแอนติบอดีจ าเพาะเจาะจงต่อสารโอคราทอกซิน เอ 
ซึ่งเป็นสารพิษที่ใช้ในการฉีดกระตุ้น เพ่ือน าแอนติซีรั่มที่ผลิตได้มาใช้ต่อยอดในการพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบส าหรับ
วิเคราะห์สารโอคราทอกซิน เอ ในผลิตผลเกษตร โดยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา (Immunology)  ให้สามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว แม่นย า เทียบเท่าการวิเคราะห์ในแบบอ่ืน ๆ เป็นการเสริมคุณภาพสินค้าเกษตรให้มี
ความปลอดภัยต่อผู้ซื้อและผู้บริโภคมากยิ่งขึ้น  

7. วิธีด าเนินการ                      

อุปกรณ์ 



1. กระต่ายทดลองสายพันธุ์ New Zealand White อายุ 3 เดือน น้ าหนัก 2,500-3,000 กรัม  
เพศเมีย จ านวน 4 ตัว 

2. สารโอคราทอกซิน เอ (Ochratoxin A)  
3. Ochratoxin A−BSA conjugate (OTA-BSA) 
4. Complete และ Incomplete Freund’s adjuvant 
5. Goat Anti-Rabbit IgG-HRP Conjugate 
6. Horseradish Peroxidase (HRP) 
7. Bovine Serum Albumin (BSA) 
8. 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) 
9. เข็มฉีดยา 
10. หลอดทดลอง 
11. Dialysis tubing cellulose membrane 
12. เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) 
13. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 
14. เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Micro ELISA Reader) 
15. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 

 
วิธีการ  

1. การเสนอโครงการต่อคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง (National 
Laboratory Animal Centre Animal Care and Use Committee, NLAC-ACUC) 
ด าเนินการเสนอโครงการต่อคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง (National 

Laboratory Animal Centre Animal Care and Use Committee, NLAC-ACUC) โดยจัดท าแบบฟอร์มเสนอ
โครงการวิจัย (protocol) การผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ จากกระต่ายเพ่ือน าเสนอต่อคณะกรรมการ
ก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลองของศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ (NLAC-ACUC) ตามพระราชบัญญัติสัตว์
เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ พ.ศ. 2558 โดยด าเนินการทดลองท่ีศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

2. การผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ 

 2.1 การฉีดแอนต ิเจนในกระต่ายทดลอง  

ผลิตแอนติซีรั่มแบบ polyclonal antibody โดยเตรียมสาร OTA-BSA adjuvant เป็นแอนติเจน 
(Antigen) ส าหรับการฉีดกระต่ายทดลอง การฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันครั้งแรก (Initial immunization) เตรียม OTA-
BSA ปริมาณ 300 ไมโครกรัม ผสมกับ Complete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1:2 ใช้ magnetic stirrer 
ปั่นสารให้ละลายผสมจนเป็นเนื้อเดียวกัน  จากนั้นท าการฉีดแอนติเจนปริมาณ ตัวละ 1 มิลลิลิตร/กระต่าย 1 ตัว 
เข้าใต้ผิวหนังบริเวณหลังคอของกระต่ายทดลอง (subcutaneous injection) โดยแบ่งฉีดบริเวณใต้ผิวหนัง 4 



ต าแหน่ง ๆ ละ 250 ไมโครลิตร  และหลังจากนั้น 3 สัปดาห์ ฉีดกระตุ้น (Boosts) ด้วยสารละลายโอคราทอกซิน 
เอ 250 ไมโครกรัม ที่ผสมกับ Incomplete Freund’s Adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 ปรมิาณ 1 มิลลิลิตร โดยแบ่ง
ฉีดแบบ subcutaneous injection และ ฉีดเข้ากล้ามเนื้อบริเวณต้นขาหลัง (Intramuscular injection) ท าการฉีด
กระตุ้น 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 1 เดือน (ภาพที่ 1) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  การฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบ subcutaneous injection และ Intramuscular injection ใน
กระต่ายทดลอง 

2.2 การเจาะเลือดกระต่ายเพื่อเก็บแอนต ิซีรั่ม  

เจาะเก็บเลือดกระต่ายทุกตัวก่อนการฉีดแอนติเจนครั้งแรก (Initial injection) เพ่ือใช้เป็น normal 
serum ส าหรับเปรียบเทียบคุณภาพแอนติซีรั่ม และหลังการฉีดแอนติเจนครั้งแรกประมาณ 3 สัปดาห์ ท าการเจาะ
เลือดบริเวณเส้นเลือดแดงใหญ่กลางใบหู (central ear vessel) ของกระต่ายทดลอง และท าการเจาะเก็บทุก
สัปดาห์เป็นเวลา 15 สัปดาห์ เก็บเลือดกระต่ายที่ได้ใส่ในหลอดทดลองวางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่วโมง 
จากนั้นน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน  เพ่ือให้เกล็ดเลือดจับตัวเป็นก้อน (blood clots) และดูด
เก็บเฉพาะส่วนของน้ าเหลือง (serum) ใส่ใน micro tube หลอดละ 1 มิลลิลิตร น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อน าไปท าให้เป็นแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ (ภาพที ่2) 

 
 
 
 
 
 
 
 



ภาพที่ 2  เจาะเลือดบริเวณ central ear vessel ของกระต่ายทดลอง หลังจากท้ิงไว้ข้ามคืนเลือดจะเกิด
การจับตัวเป็นก้อน และแยกชั้นเป็นส่วนของ serum ดูดเก็บเฉพาะส่วนของ ซีรั่มใส่ใน micro tube และเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.3 การทดสอบความเข้มขน้ของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้เบื้องต้น  

ทดสอบความเข้มข้นเบื้องต้นด้วยเทคนิคการตกตะกอนผ่านวุ้น (Agar Gel Immunodiffusion 
Test) ด้วยวิธี Ouchterlony Double Diffusion Test ในจานเลี้ยงเชื้อ (Petri Dish) โดยเทวุ้น Agarose ความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ประมาณ 10 มิลลิลิตร ใส่ในจานเลี้ยงเชื้อ เมื่อวุ้นแข็งตัวจะท าการเจาะหลุมตามแผนผังที่วาง
ไว้ โดยเจาะหลุมเป็นกลุ่ม มีหนึ่งหลุมอยู่ตรงกลาง มีหลุมล้อมรอบอีก 6 หลุม ขนาดความกว้างของหลุมประมาณ 
0.5 มิลลิลิตร เตรียมหลุมทดสอบได้ประมาณ 4 กลุ่มต่อจานเลี้ยงเชื้อ การทดสอบจะน าแอนติซีรั่ม (Crude 
Serum) มาเจือจางใน 0.01M Phosphate Buffered Saline (PBS) ให้มีความเข้มข้นเป็น 1:20, 1:40, 1:80, 
1:160 และ1:320 หยดแอนติซีรั่มที่เตรียมลงในหลุม 6 หลุมที่อยู่รอบ ๆ  และหยดแอนติเจน (OTA-BSA) ลงใน
หลุมตรงกลาง น าจานเลี้ยงเชื้อไปใส่ในกล่องที่มีความชื้นปิดฝาแล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ภาพ
ที่ 3) แล้วน ามาอ่านผลของปฏิกิริยาที่เกิดขึน้  

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3  ทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้เบื้องต้นโดยวิธี Ouchterlony test 

2.4 การท าแอนติซีรั่มให้บริสุทธิ์ 

เตรียมแอนติซีรั่มให้บริสุทธิ์ ด้วยวิธี Ammonium precipitation โดยน าแอนตีซีรั่ม (Crude 
Serum) จ านวน  1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตที่อ่ิมตัว 0.5-1 มิลลิลิตร จนได้ตะกอนสีขาว
ขุ่น จากนั้นน าแอนติซีรั่มเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที จะเกิดการ
ตกตะกอนของแอนติซีรั่ม ทิ้งน้ าส่วนใสให้เหลือแต่ตะกอน แล้วน าตะกอนที่ได้มาละลายใน 1 มิลลิลิตร ของ 
0.01M PBS และท าซ้ าขั้นตอนข้างต้นอีกครั้งโดยผสมกับสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตจนได้ตะกอนสีขาวขุ่น 
จากนั้นน าแอนติซีรั่มเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยง น าตะกอนที่ได้มาละลายใน 0.01M PBS แล้วดูดใส่ dialysis tubing 
cellulose membrane ท าการ dialysis โดยน าแอนติซีรั่มที่อยู่ใน dialysis tubing แช่ในน้ ากลั่น 2 ลิตร แล้วตั้ง
ไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เปลี่ยนจากน้ ากลั่นเป็น 0.01M PBS อีก 2 ครั้ง และ dialysis ต่อข้ามคืน (ภาพที่ 4) น าส่วน



ที่ผ่านการ dialysis แล้วมาแบ่งใส่ micro tube หลอดละ 500 ไมโครลิตร แล้วเก็บแอนติซีรั่มโอคราทอกซิน เอ 
บริสุทธิ์ที่ผลิตได้ไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4  การท าแอนติซีรั่มให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Ammonium precipitation 

2.5 การวัดความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ 
วัดความเข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ของกระต่ายแต่ละตัวที่เตรียมได้แต่ละครั้งเปรียบเทียบกับ 

normal serum ด้วยวิธี Indirect Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay โดยเคลือบหลุม
ทดสอบด้วย OTA-BSA ที่ละลายใน 0.01M PBS ความเข้มข้น 1:20,000 ปริมาณหลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้
ข้ามคืนที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเทสารในหลุมทดสอบทิ้ง น ามาล้างด้วย 0.01M PBS + 0.05% 
Tween 20 (PBS-T) 3 ครั้ ง แล้ วเติมด้วย 100 ไมโครลิตร blocking buffer (0.01M PBS + 0.1% Bovine 
Serum Albumin) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าหลุมทดสอบมาล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง 
เตรียม normal serum และแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ที่ผลิตได้ให้มีความเข้มข้นต่างกัน 12 ความเข้มข้น (1:100, 
1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000, 1:64000, 1:128000, 1:256000, 1:512000, 
1:1024000) หยดแอนติซีรั่มแต่ละความเข้มข้นลงในหลุมทดสอบหลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 60 นาที เทสารในหลุมทดสอบทิ้ง และล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง หยด 50 ไมโครลิตร Goat Anti-
Rabbit IgG-HRP Conjugate ลงไปในหลุมทดสอบ บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที เทสารในหลุม
ทดสอบทิ้ง และล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง หยดตามด้วย substrate 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) หลุม
ละ 50 ไมโครลิตร บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เมื่อเกิดสีในหลุมทดสอบแล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย 
3M Phosphoric acid น าหลุมทดสอบไปอ่านค่าการดูดกลืนแสง (Optical Density; O.D.) ด้วยเครื่อง Micro 
ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

3. การเตรียมเอนไซม์คอนจูเกต (OTA-HRP conjugate) 
ทดลองเตรียมการเชื่อมต่อสารโอคราทอกซิน เอ กับเอนไซม์ Horseradish Peroxidase (HRP) 3 

วิธีการ ดังนี้ 
วิธีการที่  1 ตามวิธีการของ Schwerdt et al. (1999) โดยมีสาร N-hydroxysuccinimide (NHS), 

Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) และ Dimethylformamide (DMF) ในการท าปฏิกิริยาเชื่อมต่อ เติมสาร 
OTA 1.6 µmol ลงใน 7.5 µmol NHS และ 15 µmol DCC ละลายสารทั้ง 3 ชนิดด้วย 65 µl DMF แล้วบ่มไว้ที่



อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18  ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการเชื่อมต่อกับเอนไซม์ HRP โดยหยดสารละลาย
ที่ได้ลงใน 0.25 µmol  HRP ที่ละลายใน 1.5 ml 0.13 mmol/l sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 
แล้วบ่มไว้ที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากน าสารที่ได้มา dialysis ใน Phosphate Buffer 
Saline (PBS) ข้ามคืนโดยท าการเปลี่ยน buffer ทุกวัน เป็นเวลา 3 วัน เพ่ือให้ได้สาร OTA-HRP ที่บริสุทธิ์ ดูด 
OTA-HRP ใส่ในขวดสีชา เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

วิธีการที่ 2 ทดลองเตรียม OTA-HRP ตามวิธีการของ Stachowiak et al. (2017) โดยเตรียม OTA 
1.362 µmol ละลายใน 300 µl dimethyl sulfoxide (DMSO) และเตรียม 50 µl ของ DCC และ NHS (80 
mM) ที่ละลายใน DMSO น าสารละลาย DCC และ NHS ที่เตรียมได้เติมลงในสารละลาย OTA น าไปเขย่าและบ่ม
ในที่มืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ข้ามคืน เตรียม 227 nmol HRP ละลายใน 1.7 ml Sodium Phosphate 
Buffer (PB) เติมสารละลาย OTA ที่บ่มข้ามคืนลงในสารละลาย HRP น าไปเขย่าและบ่มในที่มืด อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส ข้ามคืน ดูด OTA-HRP มา dialysis ใน dialyzing buffer (0.9% sodium chloride) เป็นเวลา 3 
วัน โดยเปลี่ยน buffer วันละ 2 ครั้ง น าคอนจูเกตที่ได้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

วิธีการที่ 3 เตรียม OTA-HRP ตามวิธีการของ Radoi et al. (2009) โดยละลาย 5 mg OTA ใน 500 µl 
acetone และเติมด้วย 7.5 mg 1,1’-carbonyldiimidazole (CDI) น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 
20 นาที เตรียมเอนไซม์ HRP โดยชั่ง HRP 21 mg ละลายใน 2 ml carbonate buffer น าสารละลาย OTA มา
หยดลงในสารละลาย HRP แล้วน าสารละลายที่ได้ไปเขย่าและบ่มในที่มืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 4 
ชั่วโมง แยก OTA ที่ไม่ได้คอนจูเกตโดยการผ่าน NAP-10 column โดยมี PBS เป็น mobile phase เก็บเฉพาะ
ส่วนที่คอนจูเกต OTA-HRP ซึ่งมีสีน้ าตาลไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

4. ทดสอบความเข้มข้นของ OTA-HRP conjugate  
น า OTA-HRP ที่เตรียมได้ทั้ง 3 วิธีการ มาทดสอบความเข้มข้นด้วยวิธี Direct competitive ELISA 

โดยการเคลือบหลุมทดสอบด้วยแอนติซีรั่ม OTA บริสุทธิ์ที่ผลิตได้ ความเข้มข้น 5, 6 และ 7 µg/ml หลุมละ 100 
µl บ่มทิ้งไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเทสารในหลุมทดสอบทิ้ง น ามาล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง แล้ว
เติมด้วย 150 ไมโครลิตร blocking buffer (PBS-BSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าหลุม
ทดสอบมาล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง และเตรียม OTA-HRP conjugate ที่ได้จากแต่ละวิธีการให้มีความเข้มข้น
แตกต่างกัน 8 ระดับ (1:100, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000 และ 1:64000)  หยดลงใน
หลุมทดสอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มหลุมทดสอบไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที เทสารในหลุมทดสอบทิ้ง
และล้างหลุมทดสอบด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง หยด 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) substrate ลง
ไปทุกหลุม ๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มหลุมทดสอบนาน 10 นาที เติม 3M Phosphoric acid หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา และน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Micro ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 450 
นาโนเมตร 

เวลาและสถานที่   ระยะเวลาท าการทดลอง:   เริ่มต้น ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 
สถานทีท่ าการทดลอง:  กองวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร และ 



ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล  

8. ผลการทดลองและวิจารณ์   
1. การเสนอโครงการต่อคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง (National 

Laboratory Animal Centre Animal Care and Use Committee, NLAC-ACUC) 
ตามพระราชบัญญัติสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ พ.ศ. 2558 ที่ใช้ก ากับดูแลและส่งเสริมการด าเนินการ

ต่อสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ของประเทศไทยให้สอดคล้องกับหลักจรรยาบรรณและมาตรฐานของสากล เพ่ือ
คุ้มครองชีวิตและสวัสดิภาพของสัตว์ ส่งเสริมความก้าวหน้าทางวิชาการของประเทศ ตลอดจนส่งเสริมนักวิจัยให้มี
ผลงานอันเป็นที่ยอมรับของนานาประเทศ (พระราชบัญญัติสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์, 2558) ท าให้การใช้
สัตว์ทดลองจะต้องมีสถานที่ด าเนินการ สภาพแวดล้อม อุปกรณ์ และมีสัตวแพทยซ์ึ่งได้รับใบอนุญาตเป็นผู้ประกอบ
วิชาชีพการสัตวแพทย์ชั้นหนึ่งจากสัตวแพทยสภา และมีประสบการณ์ทางด้านวิทยาศาสตร์สัตว์ทดลองตามที่
คณะกรรมการก าหนด รวมทั้งให้มีคณะกรรมการก ากับดูแลเพ่ือท าหน้าที่ในการพิจารณาอนุมัติโครงการ และ
ก ากับดูแลการด าเนินการต่อสัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ให้สอดคล้องกับจรรยาบรรณ จึงติดต่อศูนย์สัตว์ทดลอง
แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ในการผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ จากกระต่าย โดยแบบฟอร์มเสนอ
โครงการวิจัยการผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ จากกระต่าย ได้ผ่านการพิจารณาและแก้ไขจาก
คณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง (NLAC-ACUC) แล้ว (ภาพที่ 5) จึงได้ด าเนินการเลี้ยง
กระต่ายทดลองสายพันธุ์ New Zealand White อายุ 3 เดือน น้ าหนัก 2,500-3,000 กิโลกรัม เพศเมีย จ านวน 4 
ตัว ที่ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ส าหรับท าการทดลอง (ภาพท่ี 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  ตัวอย่างแบบฟอร์มเสนอโครงการวิจัยการผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ จากกระต่าย 
ทีผ่่านการพิจารณาและแก้ไขจากคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง (NLAC-ACUC) 

 

 



 

 

 

ภาพที่  6  กระต่ายทดลองสายพันธุ์  New Zealand White จ านวน 4 ตัว ด าเนินการวิจัยที่ศูนย์
สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล  

2. การผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ 

2.1 การฉีดแอนต ิเจนในกระต่ายทดลอง  

เก็บเลือดกระต่ายส าหรับเป็น normal serum ก่อนท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันครั้งแรก และเลือก
ฉีดแอนติเจน (OTA-BSA) 1 มิลลิลิตร แบบ subcutaneous injection โดยแบ่งฉีด 4 ต าแหน่ง เนื่องจากว่าเป็น
การฉีดเข้าใต้ผิวหนัง หากสัตว์ทดลองเกิดอาการผิดปกติจะสามารถรักษาอาการได้ง่ายกว่าตามค าแนะน าของ
สัตวแพทย์ผู้ดูแลสัตว์ทดลอง ส่วนการฉีดกระตุ้น (Boosts) แบ่งฉีดแบบ subcutaneous injection 2 ต าแหน่ง 
และ ฉีดเข้ากล้ามเนื้อบริเวณต้นขาหลัง (Intramuscular injection) 2 ต าแหน่ง Harlow and Lane (1988) 
อธิบายว่า ประสิทธิภาพในการฉีดกระตุ้นภูมิที่ต าแหน่ง subcutaneous จะกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ต่ า เมื่อ
เปรียบเทียบกับการฉีดกระตุ้นภูมิที่ต าแหน่ง Intramuscular เนื่องจาก ฉีดแบบ Intramuscular จะเป็นการ
กระตุ้นแบบ slow release  จึงฉีดกระตุ้นภูมิที่ต าแหน่ง subcutaneous 2 จุด และ Intramuscular 2 จุด 
เพ่ือให้การฉีดกระตุ้นเกิดประสิทธิภาพได้ดีที่สุด รัชนี (2558) อธิบายว่า subcutaneous injection เป็นวิธีที่นิยม
มากในการฉีดสัตว์ที่ ใช้ในห้องทดลองโดยเฉพาะกระต่าย ต าแหน่งที่ฉีดคือ บริเวณใต้ผิวหนังที่หลังคอของ
สัตว์ทดลอง แอนติเจนจะเดินทางเข้าสู่ต่อมน้ าเหลืองที่อยู่ใกล้ที่สุดและสะสมอยู่บริเวณนั้น ถ้าปริมาณที่ฉีดสูงเกิน 
0.8 มิลลิลิตร ควรแบ่งฉีดมากกว่า 1 ต าแหน่ง ส่วน Intramuscular injection เป็นวิธีการฉีดอีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช้
เมื่อต้องการปลดปล่อยแอนติเจนเข้าสู่ระบบการไหลเวียนของกระต่ายอย่างช้า ๆ โดยการฉีดเข้าท่ีกล้ามเนื้อบริเวณ
ต้นขาหลัง 

การเจริญเติบโตของกระต่ายทดลองที่ผลิตแอนติบอดีต่อสารโอคราทอกซิน ทั้ง 4 ตัว มีการ
เจริญเติบโตปกติ มีน้ าหนักเริ่มต้น คือ 2,857  3,082  3,244 และ 3,113 กรัม ตามล าดับ โดยในการทดลองนั้นมี
การชั่งน้ าหนัก 1 ครั้งต่อสัปดาห์ พบว่า น้ าหนักของกระต่ายทั้ง 4 ตัว เพ่ิมขึ้น และในสัปดาห์สุดท้ายของการ
ทดลองกระต่ายทดลองมีน้ าหนัก 3,960  4,379  4,258 และ 4,109 ตามล าดับ 

2.2 การเจาะเลือดกระต่ายเพื่อเก็บแอนต ิซีรั่ม  

ในการเก็บเลือดกระต่ายทดลองครั้งที่ 1 หลังการฉีดแอนติเจนครั้งแรก 3 สัปดาห์ พบว่าเลือดข้น
จับตัวเป็นก้อนและแยกชั้นเป็นส่วนของซีรั่มน้อย ประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร ต่อกระต่าย 1 ตัว อาจเกิดจากกระต่าย
ทดลองกินอาหารข้นที่เป็นอาหารส าเร็จรูปมากไป จึงท าการปรับเสริมด้วยอาหารสดเพ่ือให้กระต่ายได้รับน้ ามาก
ขึ้นในการกินอาหาร หลังจากนั้นสามารถเจาะเก็บเลือดกระต่ายได้ประมาณ 6-8 มิลลิลิตร ต่อกระต่าย 1 ตัว ต่อ



ครั้ง น าเลือดมาดูดเก็บเฉพาะส่วนซีรั่มไดป้ระมาณ 3-5 มิลลิลิตร ต่อกระต่าย 1 ตัว ต่อครั้ง รวมการทดลองทั้งหมด 
18 สัปดาห์ ท าการเก็บเลือดกระต่ายทดลองทั้งหมด 15 ครั้ง ในครั้งสุดท้ายจะท าการเก็บเลือดกระต่ายทดลอง
ทัง้ตัว ไดแ้อนติซีรั่มทั้งหมดประมาณ 420 มิลลิลิตร น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปตกตะกอนให้
เป็นแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ส าหรับการทดลองต่อไป (ภาพที่ 7)  

 

 

 

 

ภาพที่ 7  เก็บเฉพาะส่วน serum ที่ได้น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.3 การทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้เบื้องต้น  
ผลการทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม ที่ผลิตได้ เบื้องต้นโดยวิธี  Ouchterlony double 

diffusion test พบว่าแอนติซีรั่มที่ผลิตได้เป็นแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ เพราะเกิดปฏิกิริยาความสัมพันธ์
ระหว่างแอนตีซีรั่ม ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ กับแอนติเจน (OTA-BSA) ที่อยู่ในหลุมกลาง  เป็นแบบ identity 
คือ แถบของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากหลุมของแอนติซีรั่ม 2 หลุม ท าปฏิกิริยากับแอนติเจนที่น ามาทดสอบเกิดเป็น
แถบตะกอนในวุ้น แต่ในการเก็บแอนติซีรั่มครั้งที่ 1 ถึงครั้งที่ 3 ความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ยังน้อย จะเกิด
แถบปฏิกิริยาที่ความเข้มข้น 1:20 เมื่อเทียบกับ normal serum ซึ่งไม่มีการฉีดแอนติเจนจะพบว่าไม่เกิดแถบ
ปฏิกิริยาในหลุมทดสอบ (ภาพที่ 8) และความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ในการทดสอบเบื้องต้นพบว่ามีความ
เข้มข้นแตกต่างกันจากเลือดที่เจาะได้ในแตล่ะครั้ง ขึ้นอยู่กับประสิทธิภาพของกระต่ายทดลองแต่ละตัว Hassan et 
al. (2014) ได้ทดสอบแอนติบอดีต่อสารแอฟลาทอกซิน บี1 โดยวิธี Ouchterlony test พบว่า ซีรั่มของกระต่ายที่
ผ่านการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย Aflatoxin B1-BSA ในสัปดาห์ที่ 3 ของการทดลอง ไม่พบแอนติบอดีต่อสารแอฟลา
ทอกซิน บี 1 แต่ในสัปดาห์ที่ 5, 7, 9, 11 ซีรั่มของกระต่ายมีแอนติบอดีที่ท าปฏิกิริยาต่อสารแอฟลาทอกซิน บี 1 
เกิดตกตะกอนเป็นแถบแบบ identity ส าหรับแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ที่ผลิตได้ความเข้มข้นสูงสุดที่
สามารถเกิดปฏิกิริยาในหลุมทดสอบคือ 1:160 ในการเจาะเลือดสัปดาห์ที่ 7 จากกระต่ายตัวที ่3 (ภาพที่ 9)   
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ภาพที่ 8  เปรียบเทียบ normal serum (NS) ทีไ่ม่เกิดแถบปฏิกิริยาในหลุมทดสอบกับแอนติซีรั่มที่ผลิต
ได้ครั้งที่ 1, 2 และ 3 (AS1, AS2, AS3) ที่พบแถบของปฏิกิริยาแบบ identity ที่เกิดขึ้นจากแอนติซีรั่มท าปฏิกิริยา
กับแอนติเจน (Ag) เกิดเป็นแถบตะกอนในวุ้น 

 

 

 

 

ภาพที่ 9  ความเข้มข้นสูงสุดที่สามารถเกิดแถบปฏิกิริยาในหลุมทดสอบ คือ 1:160 ในการเจาะเลือด
สัปดาห์ที่ 7 จากกระตา่ยตัวที่ 3 

2.4 การท าแอนติซีรั่มให้บริสุทธิ์ 
การตกตะกอนแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ด้วยวิธี Ammonium precipitation โดยใช้แอมโมเนียมซัลเฟตที่

อ่ิมตัวเพ่ือสกัดอิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin, Ig) หรือแอนติบอดี (Antibody, Ab) ออกจากสารอ่ืนที่มีอยู่
ในซีรั่ม จากแอนติซีรั่มที่ผลิตได้สามารถตกตะกอนให้เป็นแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ต่อสารโอคราทอกซิน เอ (IgG-OTA) ได้
ประมาณ 320 มิลลิลิตร ซ่ึงสามารถน าไปใช้พัฒนาวิธีการตรวจสอบสารโอคราทอกซิน เอ ด้วยวิธีทาง 
Immunoassay ต่อไป ชลิดา (2554) อธิบายว่า แอนติบอดีเป็นสารที่ร่างกายมนุษย์หรือสัตว์เลือดอุ่นสร้างขึ้น เมื่อ
ได้รับการกระตุ้นจากสิ่งแปลกปลอมซึ่งเรียกว่า แอนติเจน โดยแอนติบอดีจะอยู่ในน้ าเลือดหรือซีรั่มในส่วนของโกลบู
ลิน  ซึ่ ง เป็ นการตอบสนองทางภู มิ คุ้ มกั น  จึ ง เรียก โกลบู ลิ นห รือ โปรตีน ชนิ ด นี้ ว่ า  อิมมู โน โกลบู ลิ น 
(Immunoglobulin, Ig) อิมมูโนโกลบูลินมี 5 ชนิด คือ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE  อรดี (ม.ป.ป.)  ให้ข้อมูลว่า 
อิมมูโนโกลบูลินเป็น glycoprotein มีส่วนประกอบของ polypeptide 82-96% และคาร์โบไฮเดรต 4-18% โดย 
IgG มีปริมาณมากที่สุดในน้ าเหลืองคนปกติ พบประมาณ 75-80% ของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินทั้งหมด มีบทบาท
ส าคัญในการป้องกันโรคติดเชื้อต่าง ๆ ระดับของ IgG จะเพ่ิมสูงขึ้นมากภายหลังได้รับการกระตุ้นด้วยแอนติเจน 

2.5 การวัดความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ 
วัดความเข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์  (Purified IgG) ที่ผลิตได้ด้วยวิธี Indirect Competitive 

ELISA พบว่า แอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ เริ่มสร้างหลังจาก Initial injection ในความเข้มข้นระดับต่ า 
และค่อยๆ เพ่ิมสูงขึ้นในสัปดาห์ที่ 2 และ 3 หลังจาก Booster injection โดยหลุมทดสอบที่มีสีเหลืองเข้มแสดงถึง
แอนติซีรั่มบริสุทธิ์มีความเข้มข้นมาก หลุมที่มีสีเหลืองจางแอนติซีรั่มมีความเข้มข้นน้อย ซึ่งแอนติซีรั่มต่อสารโอครา
ทอกซิน เอ ที่ผลิตได้สัปดาห์ที่ 8 และ 9 ในกระต่ายทั้ง 4 ตัวมีความเข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์สูง โดยมีความ
เข้มข้น 1:1024000 (ภาพท่ี 10)   



 

 

 

 

ภาพที ่10  การวัดความเข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ (Purified IgG) ของกระต่ายทั้ง 4 ตัว โดยวิธี 
Indirect Competitive ELISA ในสัปดาห์ที่ 2 และ 3 ของการเก็บเลือด (AS2, AS3) มีความเข้มข้นต่ า (ภาพซ้าย) 
ส่วนในสัปดาห์ที่  8 และ 9 ในกระต่ายทั้ง 4 ตัวมีความเข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์สูง โดยมีความเข้มข้น 
1:1024000 (ภาพขวา)   

ความเข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ในกระต่ายทดลองแต่ละตัวจะมีความแตกต่างกันในแต่ละ
สัปดาห์ โดยหลังการฉีดกระตุ้น (Boosts) ในแต่ละครั้ง กระต่ายทดลองจะผลิตแอนติบอดีเพ่ิมสูงขึ้นซึ่งเป็น
ปฏิกิริยาตอบสนองต่อแอนติเจนที่ฉีดเข้าไป กระต่ายทั้ง 4 ตัว ผลิตแอนติซีรั่มมีความเข้มข้นสูงถึง 1:1024000 ใน
การเก็บเลือดครั้งที่ 8, 9 และ 10 (AS8, AS9, AS10) แต่ในครั้งที่ 10 กระต่ายตัวที่ 4 ผลิตแอนติซีรั่มลดลงเหลือ 
1:512000 ในการปฏิบัติงานพบว่า กระต่ายตัวที่ 1 จะมีปฏิกิริยาตอบสนองต่อแอนติเจนที่ฉีดกระตุ้น และผลิต
แอนติซีรั่มที่มีความเข้มข้นได้ค่อนข้างสูงกว่ากระต่ายตัวอ่ืน ๆ ในเกือบทุกสัปดาห์ แต่กระต่ายตัวที่ 3 ในช่วงแรก
เจาะเก็บเลือดได้น้อย และแอนติซีรั่มมีความเข้มข้นค่อนข้างต่ ากว่ากระต่ายตัวอ่ืน ๆ หลังการฉีดกระตุ้นครั้งที่ 2 
(Boost 2) ในการเก็บเลือดครั้งที่ 6 (AS6) เริ่มตอบสนองต่อแอนติเจนได้ดี ผลิตแอนติซีรั่มที่มีความเข้มข้นสูงขึ้น 
และในการเก็บเลือดครั้งที่ 7-11 (AS7-AS11) ผลิตแอนติซีรั่มที่มีความเข้มข้นสูงถึง 1:1024000 (ภาพที่ 11) 
เช่นเดียวกับรายงานของ อมรา และคณะ (2551) ในการผลิตแอนติซีรั่มต่อสารแอฟลาทอกซิน เอ็ม1 กระต่ายตัวที่ 
1 สร้างแอนติซีรั่มความเข้มข้นสูงสุดในสัปดาห์ที่ 7 และ 12 ส่วนกระต่ายตัวที่ 2 ความเข้มข้นของแอนติซีรั่มสูงสุด
ผลิตได้ในสัปดาห์ที่ 5 และลดต่ าลงในสัปดาห์ที่ 7 ส่วนกระต่ายตัวที่ 3 สามารถผลิตแอนติซีรั่มได้สูงสุด 1:256000 
ในสัปดาห์ที่ 5 หลังจากนั้นลดต่ าลงตั้งแต่สัปดาห์ที่ 9 จนถึงสัปดาห์ที่ 21 จะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพในการสร้าง
แอนติบอดีของกระต่ายแต่ละตัวจะไม่เท่ากัน 
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ภาพที่ 11  ความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้จากการเก็บเลือดในแต่ละครั้งของกระต่ายทดลองทั้ง 4 ตัว  

ค่า Titer หรือ ความเจือจางสูงสุดของแอนติซีรั่มที่ยังท าปฏิกิริยากับสารโอคราทอกซิน เอ ของ
กระต่ายทดลองทั้ง 4 ตัวที่ผลิตได้ เมื่อเปรียบเทียบซีรั่มก่อนการฉีดแอนติเจน (NS) กับแอนติซีรั่มหลังการฉีด
แอนติเจน (AS) จะเห็นได้ว่า แอนติซีรั่มที่ผลิตได้เป็นแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ โดยในแต่ละครั้งของแอน
ติซีรั่มที่ผลิตได้ท าปฏิกิริยาต่อสารโอคราทอกซิน เอ เกิดสีในหลุมทดสอบ และวดัค่าการดูดกลืนแสงได้แตกต่างกัน
ไปตามความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม ค่า Titer ของแอนติซีรั่มที่ผลิตได้ครั้งที่ 1 (AS1) มีค่าความเข้มข้นน้อยท า
ปฏิกิริยากับแอนติเจนในหลุมเป็นสีเหลืองจาง ท าให้มีค่าการดูดกลืนแสงต่ า ที่ความเข้มข้น 1:1000 ค่าการดูดกลืน
แสงอยู่ที่ 0.673-1.131ซึ่งค่า Titer แอนติซีรั่มที่ผลิตได้ในสัปดาห์ที่ 9  มีความเข้มข้นของแอนติซีรั่มปริสุทธ์สูง ใน
กระต่ายทั้ง 4 ตัว ที่ความเข้มข้น 1:1000 ค่าการดูดกลืนแสงสูงอยู่ที่ 3.211-3.237 เนื่องจากกระต่ายทดลอง
เจริญเติบโตมีความแข็งแรงสมบูรณ์เต็มที่ และมีการฉีดแอนติเจนเพ่ือกระตุ้นภูมิคุม้กัน 2 ครั้งแล้ว ในสัปดาห์ที่ 11 
กระต่ายตัวที่ 1 และ3 ยังคงผลิตแอนติซีรั่มที่มีความเข้มข้นสูง แต่แอนติซีรั่มของกระต่ายตัวที่ 2 และ 4 มีความ
เข้มข้นลดลง  (ภาพท่ี 12-15)  
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ภาพที่ 12  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ที่ผลิตได้ในสัปดาห์ที่ 1, 
3, 5, 7, 9, 11, 13 และ15 (AS1, AS3, AS5, AS7, AS9, AS11, AS13, AS15) กับซีรั่มปกติ (Normal Serum, 
NS) ของกระต่ายตัวที่ 1   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่13 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ที่ผลิตไดใ้นสัปดาห์ที ่1, 3, 
5, 7, 9, 11, 13 และ15 (AS1, AS3, AS5, AS7, AS9, AS11, AS13, AS15) กับซีรั่มปกติ (Normal Serum, NS) 
ของกระต่ายตัวที ่2   
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ภาพที่ 14  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ที่ผลิตได้ในสัปดาห์ที่ 1, 
3, 5, 7, 9, 11, 13 และ15 (AS1, AS3, AS5, AS7, AS9, AS11, AS13, AS15) กับซีรั่มปกติ (Normal Serum, 
NS) ของกระต่ายตัวที ่3   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 15  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ที่ผลิตได้ในสัปดาห์ที่ 1, 
3, 5, 7, 9, 11, 13 และ15 (AS1, AS3, AS5, AS7, AS9, AS11, AS13, AS15) กับซีรั่มปกติ (Normal Serum, 
NS) ของกระต่ายตัวที ่4   

3. การเตรียมเอนไซม์คอนจูเกต (OTA-HRP conjugate) 
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ผลการเชื่อมต่อ ochratoxin A กับเอนไซม์  Horseradish Peroxidase (HRP) ตามวิธีการที่  1 ใช้ 
Dimethylformamide (DMF) ในการท าปฏิกิริยาเชื่อมต่อได้ OTA-HRP conjugate ประมาณ 2 มิลิลิตร ซึ่ง
เอนไซม์คอนจูเกตที่ได้ผ่านการ dialysis ใน PBS มีสีน้ าตาลขุ่น ตามวิธีการที่ 2 ที่ใช้ dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ในการท าปฏิกิริยา หลังผ่านการ dialysis ด้วย 0.9% sodium chloride ได้ OTA-HRP conjugate ที่มี
สี น้ าต าล ใสกว่ าวิ ธี ก ารแรก  ประมาณ  2 มิ ลิ ลิ ต ร  ส่ วนวิ ธี ก ารที่  3 ท าปฏิ กิ ริ ย า เชื่ อมต่ อด้ วย  1,1’-
carbonyldiimidazole (CDI) แล้วแยกเอาส่วน OTA ที่ไม่ได้คอนจูเกตออกโดยการผ่าน NAP-10 column ได้ 
OTA-HRP conjugate ประมาณ 4 มิลิลิตร  (ภาพที่ 16)  

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 16  เอนไซม์คอนจูเกต (OTA-HRP conjugate) ที่เตรียมได้จากทั้ง 3 วิธีการ 

4. ทดสอบความเข้มข้นของ OTA-HRP conjugate 
ทดสอบความเข้มข้นของเอนไซม์คอนจูเกต OTA-HRP ที่เตรียมได้ด้วยวิธี Direct competitive ELISA 

พบว่า สีในหลุมทดสอบเรียงกันจากสีฟ้าเข้ม-สีฟ้าจาง ตามความเข้มข้นของสาร โดยหลุมที่มีความเข้มข้นของ 
OTA-HRP conjugate มาก (1:100) สีในหลุมทดสอบเป็นสีฟ้าเข้ม  ส่วนหลุมที่มีความเข้มข้นของ OTA-HRP 
conjugate น้อย (1:64000) สีในหลุมทดสอบเป็นสีฟ้าจาง จะเห็นได้ว่าทุกความเข้มข้นของ IgG-OTA ที่เคลือบใน
หลุมทดสอบ เอนไซม์คอนจูเกตที่เตรียมตามวิธีการที่ 1 จะมีค่าการดูดกลืนแสงสูงกว่าวิธีการที่ 2 และ 3 โดยหลุม
ทดสอบที่เคลือบด้วย IgG-OTA ความเข้มข้น 6 µg/ml ที่ความเข้มข้นสูง 1:100 เอนไซม์คอนจูเกตที่เตรียมได้ตาม
วิธีการที่ 1 มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 3.871 รองลงมาคือวิธีการที่ 2 และ 3 ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 3.782 
และ 0. 867 ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้นต่ า 1:64000 หลุมทดสอบมีสีฟ้าจางและใส เอนไซม์คอนจูเกตที่เตรียม
ได้ตามวิธีการที่ 1 มีค่าการดูดกลืนแสง 0.263 รองลงมาคือวิธีการที่ 2 และ 3 ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.075 
และ 0.067 ตามล าดับ (ภาพที่ 17) (ตารางที่ 1) ซึ่ง OTA-HRP conjugate ที่เตรียมได้ยังต้องน าไปทดสอบร่วมกับ
แอนติซีรั่มที่ผลิตได้ และสารพิษมาตรฐาน เพ่ือพัฒนาเป็นวิธีการตรวจสอบสารโอคราทอกซิน เอ แบบ Indirect- 
หรือ Direct-competitive ELISA ต่อไป  
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ภาพที่ 17  ความเข้มข้นของ OTA-HRP conjugate ที่เตรียมได้ตามวิธีการที่ 1, 2 และ 3 ทดสอบใน
หลุมทดสอบที่เคลือบด้วย IgG-OTA ความเข้มข้น 5, 6 และ 7 µg/ml 

ตารางที่ 1 ค่าการดูดกลืนแสงในหลุมทดสอบที่ระดับความเข้มข้นของ OTA-HRP conjugate ต่าง ๆ  

ความ
เข้มขน้ 

IgG-OTA 

(µg/ml) 

OTA-HRP 
Conjugate 
เตรียมได้ตาม

วิธีการที ่

ค่าการดดูกลืนแสง (O.D.) 

ความเข้มข้นของ OTA-HRP Conjugate 

1:100 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000 

5 
5 
5 

1 
2 
3 

3.795 
3.711 
1.024 

2.020 
1.077 
0.539 

1.538 
0.615 
0.415 

1.129 
0.368 
0.302 

0.830 
0.214 
0.195 

0.572 
0.134 
0.146 

0.392 
0.096 
0.106 

0.259 
0.073 
0.084 

6 
6 
6 

1 
2 
3 

3.871 
3.782 
0.867 

2.020 
0.996 
0.445 

1.548 
0.592 
0.366 

1.198 
0.348 
0.252 

0.872 
0.207 
0.174 

0.619 
0.132 
0.130 

0.406 
0.095 
0.095 

0.263 
0.075 
0.067 

7 
7 
7 

1 
2 
3 

3.613 
3.458 
0.950 

1.927 
0.871 
0.574 

1.546 
0.520 
0.429 

1.187 
0.311 
0.302 

0.837 
0.191 
0.205 

0.606 
0.127 
0.145 

0.378 
0.090 
0.103 

0.242 
0.071 
0.078 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

ผลิตแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ในกระต่ายทดลอง จ านวน 4 ตัว แบบ polyclonal antibody ที่
ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยแผนการปฏิบัติงานได้ผ่านการพิจารณาและแก้ไขจาก
คณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและการใช้สัตว์ทดลอง (NLAC-ACUC) ตามพระราชบัญญัติสัตว์เพ่ืองานทาง
วิทยาศาสตร์ พ.ศ. 2558 สามารถผลิตเป็นแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ต่อสารโอคราทอกซิน เอ (IgG-OTA) ได้ประมาณ 320 
มิลลิลิตร การทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม ที่ผลิตได้เบื้องต้นโดยวิธี Ouchterlony double diffusion test 
พบว่าแอนติซีรั่มที่ผลิตได้เป็นแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ และเมื่อทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่ม
บริสุทธิ์ที่ผลิตได้ด้วยวิธี Indirect Competitive ELISA พบว่า ในสัปดาห์ที่ 8 และ 9 ในกระต่ายทั้ง 4 ตัวมีความ
เข้มข้นของแอนติซีรั่มบริสุทธิ์สูง โดยมีความเข้มข้น  1:1024000 และการเชื่อมต่อ ochratoxin A กับเอนไซม์ 



Horseradish Peroxidase (HRP) เอนไซม์คอนจูเกตที่เตรียมตามวิธีการที่ 1 ซ่ึงใช้ Dimethylformamide (DMF) 
ในการท าปฏิกิริยาเชื่อมต่อ จะมีค่าความเข้มข้นสูงกว่าวิธีการที่ 2 ที่ใช้ DMSO และวิธีการที่ 3 ที่เชื่อมปฏิกิริยาด้วย 
CDI ซึ่งแอนติซีรั่มต่อสารโอคราทอกซิน เอ ที่ผลิตได้ และ OTA-HRP conjugate ที่เตรียมได้ ยังต้องน าไปทดสอบ
ต่อร่วมกับสารพิษมาตรฐาน เพ่ือพัฒนาเป็นวิธีการตรวจสอบสารโอคราทอกซิน เอ แบบ Indirect- หรือ Direct-
competitive ELISA ต่อไป 

  

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์   

1. น าแอนติซีรั่มบริสุทธิ์ต่อสารโอคราทอกซิน เอ (IgG-OTA) ที่ผลิตได้ไปพัฒนาวิธีการตรวจสอบสารโอ
คราทอกซินเอ แบบ Indirect competitive ELISA ต่อไป 

2. เอนไซม์คอนจูเกต (OTA-HRP conjugate) ที่เตรียมได้สามารถน าไปทดสอบร่วมกับแอนติซีรั่ม
บริสุทธิ์ต่อสารโอคราทอกซิน เอ เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจสอบสารโอคราทอกซินเอ แบบ Direct 
competitive ELISA  

3. สามารถน าไปใช้ พัฒนาวิธีการตรวจสอบสารโอคราทอกซิน เอ แบบรวดเร็ว ด้วยวิธีทาง 
Immunoassay เพ่ือลดความยุ่งยากในการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมี 
 

11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)   

ขอขอบคุณท่านที่ปรึกษากรมวิชาการเกษตร (ดร.อมรา ชินภูติ) ที่ให้ค าแนะน าที่มีประโยชน์อย่างมากใน
การท างานวิจัยในครั้งนี้ และเจ้าหน้าที่จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ร่วมกันปฏิบัติงานจน
ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี และขอแสดงความระลึกถึงกระต่ายทดลองทั้ง 4 ตัว ที่ได้สละชีวิตในการปฏิบัติงานในครั้งนี้
เพ่ือให้เป็นประโยชน์ต่องานวิจัยในอนาคตต่อไป 
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