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บทสรุปผู้บริหาร 

(Excecutive Summary) 

 
 ข้าพเจ้า อาจารย์ ดร.พอจิต  นันทนาวัฒน์  ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัยจาก
มหาวิทยาลัยบูรพา ประเภทงบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
มหาวิทยาลัยบูรพา ในโครงการวิจัย เร่ือง การพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินใน
พลาสมาของปลากะพงขาว  ( Lates  calcarifer  Bloch) (Development of monoclonal 
antibody specific to plasma vitellogenin in Asian sea bass (Lates  calcarifer Bloch)) รหัส
โครงการ 2559A10802047/ สัญญาเลขที่ 71/2559  ได้รับงบประมาณรวมทั้งสิ้น 708,400 บาท 
(เจ็ดแสนแปดพันสี่ร้อยบาทถ้วน) ระยะเวลาด าเนินงาน 1 ปี 10 เดือน  (ระหว่างวันที่ 9 ธันวาคม พ.ศ.
2559 –  6 สิงหาคม พ.ศ.2560) 
 

บทคัดย่อ 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลากะพงขาว 
(MAb-sea bass VTG)  ถูกผลิตขึ้นโดยน าเซลล์ม้ามของหนูเมาส์สายพันธ์ุ BALB/c ที่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วยไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลา มาหลอมกับเซลล์ไมอิโลมา  ได้เซลล์ลูกผสมที่จ านวน 11 
โคลน ที่มจี าเพาะต่อไวเทลโลเจนินที่แยกได้จากพลาสมาของปลากะพงขาว (169, 132, 112 และ 86 
กิโลดาลตัน) โดยเทคนิคเวสเทิร์น บลอท และแสดงผลของปฏิกิริยาสีน้ าตาลอ่อน กับไวเทลโลเจนินใน
เนื้อเยื่อตับ ม้าม และล าไส้ ของปลากะพงขาววัยอ่อนที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วย 17β-estradiol  โดย
เทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมิสทรี โดยไม่ท าปฏิกิริยากับโปรตีนอ่ืนในพลาสมาของปลาที่ไม่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วยฮอร์โมน นอกจากนี้ MAb-sea bass VTG 23 และ 41 สามารถท าปฏิกิริยาข้ามได้กับไว
เทลโลเจนินในเลือดปลานิล (Oreochromis niloticus)  (210 และ 140 กิโลดาลตัน)  ปลาเก๋า
ปะการัง (Epinephelus corallicola) (152, 133, 81, 72 และ 63 กิโลดาลตัน) ที่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วย 17β-estradiol   โดยเทคนิคดอท บลอท เวสเทิร์น บลอท และอิมมูโนฮีสโตเคมิสทรี และ
ไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลลินในฮีโมลิมป์ของปูม้า (Portunus pelagicus) ที่ได้รับการฉีดกระตุ้น
ด้วย 17β-estradiol   
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 2.  การจดอนุสิทธิบัตร   
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เทคนิคทางแอนติบอดี  ในรูปแบบโปสเตอร์ 
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ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยและการประยุกตผ์ลการวิจัย 

 ควรพัฒนารูปแบบการน าแอนติบอดีไปใช้ในลักษณะที ่สะดวก ต่อการออก
ภาคสนามหรือการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการพ้ืนฐานต่าง ๆ  อาจเป็นในรูปของ Strip test 
หรือ ชุดตรวจเชิงปริมาณส าเร็จรูป โดยเทคนิค ELISA ซึ ่งต้องมีกระบวนการพัฒนาให้มีความ
แม่นย าสูงใน plat form ต่าง ๆ กัน เพ่ือสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจสอบไวเทลโลเจนิน
ทั้งในด้านของการตรวจสอบเพ่ือใช้เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพส าหรับสารรบกวนการท างานของต่อมไร้
ท่อ (EDCs) และการตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในปลาแม่พันธุ์เพื่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าที่มี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจต่อไป  
 

 
 

 



บทคัดย่อ 

 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลากะพงขาว 
(MAb-sea bass VTG)  ถูกผลิตขึ้นโดยน าเซลล์ม้ามของหนูเมาส์สายพันธ์ุ BALB/c ที่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วยไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลา มาหลอมกับเซลล์ไมอิโลมา  ได้เซลล์ลูกผสมที่จ านวน 11 
โคลน ที่มจี าเพาะต่อไวเทลโลเจนินที่แยกได้จากพลาสมาของปลากะพงขาว (169, 132, 112 และ 86 
กิโลดาลตัน) โดยเทคนิคเวสเทิร์น บลอท และแสดงผลของปฏิกิริยาสีน้ าตาลอ่อน กับไวเทลโลเจนินใน
เนื้อเยื่อตับ ม้าม และล าไส้ ของปลากะพงขาววัยอ่อนที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วย 17β-estradiol  โดย
เทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมิสทรี โดยไม่ท าปฏิกิริยากับโปรตีนอ่ืนในพลาสมาของปลาที่ไม่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วยฮอร์โมน นอกจากนี้ MAb-sea bass VTG 23 และ 41 สามารถท าปฏิกิริยาข้ามได้กับไว
เทลโลเจนินในเลือดปลานิล (Oreochromis niloticus)  (210 และ 140 กิโลดาลตัน)  ปลาเก๋า
ปะการัง (Epinephelus corallicola) (152, 133, 81, 72 และ 63 กิโลดาลตัน) ที่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วย 17β-estradiol   โดยเทคนิคดอท บลอท เวสเทิร์น บลอท และอิมมูโนฮีสโตเคมิสทรี และ
ไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลลินในฮีโมลิมป์ของปูม้า (Portunus pelagicus) ที่ได้รับการฉีดกระตุ้น
ด้วย 17β-estradiol   
 



Abstracts 

 
 Monoclonal antibody specific to Asian sea bass vitellogenin (MAb sea 
bass VTG) was produced by fusion of myeloma cell and spleen cell of BALB/c mouse 
immunized with vitellogenin (VTG).  11 clones of hybridoma can produced MAbs and  
specificity to plasma VTG were checked by western blot (169, 132, 112 and 86 kDa) 
and dot blot.  The immunohistochemistry showed brownish reaction with VTG in 17β-
estradiol  treatment fish’s liver, spleen and intestine with no reaction with the control 
groups.   Moreover, MAb-sea bass VTG 23 and 41 showed cross-reactivity with VTG in 
tilapia (Oreochromis niloticus) (210 and 140 kDa) and coral grouper (Epinephelus 
corallicola) (152, 133, 81, 72 and 63 kDa) which were treated with 17β-estradiol by 
western blot, dot blot and immunohistochemistry as well.  All clones were not showed 
cross-reactivity with vitellin in hemolymph of blue swimming crab (Portunus pelagicus) 
treated with 17β-estradiol   
 
 

  

 

 



สารบัญ 
 

หน้า 
 

กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………………………………………. ค 
บทสรุปผู้บริหาร……………………………………………………………………………………………………………. ง 
บทคัดย่อภาษาไทย………………………………………………………………………………………………………… ช 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ…………………………………………………………………………............................... ซ 
สารบัญตาราง………………………………………………………………………………………………………………… ฌ  
สารบัญรูป...….……………………………………………………………………………………………………………..… ญ 
 
บทที่ 1  บทน า………………………………………………………………………………………………………………. 1 
บทที่ 2  เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง………………………………………………………………………..…. 5 
บทที่ 3  วัสดุ  อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง……………………..………………………………………………… 8 
บทที่ 4  ผลการทดลอง………………………………………………………………………………………..………... 12 
บทที่ 5  อภิปรายและสรุปผลการทดลอง……………………………………………………………….………… 38 
รายงานสรุปการเงิน…………………………………………………………………………………………….…………. 42 
เอกสารอ้างอิง…………………………………………………………………………………………………….…………. 43 
ประวัตินักวิจัย................................................................................................. ............................. 47 



สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี หน้า 
4-1   ผลการทดสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนิน……….……….. 13 
 



สารบัญรูป 
 

รูปที่ หน้า 

4-1 การทดสอบไวเทลโลเจนินบริสุทธ์ิ (ปริมาณโปรตีน 4 ไมโครกรัม) ด้วยเทคนิค      
Western blot โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินจากพลาสมา          
ปลากะพงขาวแต่ละโคลนเปรียบเทียบกับโพลิโคลนอลแอนติบอดี ….………................ 14 

4-2 ผลการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนิน             
ด้วยเทคนิค Western blot โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ถูกดูดซับโปรตีน         
ทั่วไปที่พบในพลาสมา ………………………………………………………………………………………. 15 

4-3  การทดสอบไวเทลโลเจนินบริสุทธ์ิปริมาณโปรตีน  0.0039 ถึง 2 ไมโครกรัม            
ตามผังการหยดแอนติเจน (ก) ด้วยเทคนิค Dot blot โดยใช้ MAb-sea bass VTG      
แต่ละโคลน (ข) ……………………………………………………………………………..…………………. 16 

4-4  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับการเจือจางแอนติบอดี โดยใช้
ระดับความเข้มข้นของแอนติเจนเคลือบเพลท 1,000-4,000 นาโนกรัมต่อหลุม โดยใช้
แอนติบอดี 4 โคลน………………………………………………………………………………………… 18 

4-5  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและปริมาณไวเทลโลเจนินจาก           
การทดสอบด้วยเทคนิค ELISA แบบ Competitive .…………………………………..….….. 19 

4-6   การตรวจสอบเนื้อเยื่อปลากะพงขาวโดยเทคนิค Immunohistochemistry                  
ในปลากะพงขาวกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสาร (Control)………………………………………….. 21 

4-7   การตรวจสอบเนื้อเยื่อปลากะพงขาวโดยเทคนิค Immunohistochemistry ในปลากะพง
ขาวกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลายฮอร์โมน ……………………………………….………….…… 22 

4-8   การตรวจสอบเนื้อเยื่อปลากะพงขาวโดยเทคนิค Immunohistochemistry ในปลากะพง
ขาวที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol.………………………………………..…………….…..….…….. 23 

4-9 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลากะพงขาว              
ที่ได้รับสาร โนนิลฟีนอล..……………………………………….………………………………………….. 24 

4-10  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิล                
(ช่องที่ 1-12; ปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม) เปรียบเทียบกับโพลีโคลนอล        
แอนติบอดีและด้วยเทคนิค Western blot…………………………………………..……..……. 25 

4-11 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี      
กับพลาสมาปลาเก๋าปะการัง (ช่องที่ 1-12, ปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม)                 
ด้วยเทคนิค Western blot…………………………………………………………………………………. 26 



4-12  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิลและ           
ปลาเก๋า   ปะการัง ด้วยเทคนิค Dot blot..……………………….……………………………….. 27 

4-13  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิลและปลาเก๋า
ปะการัง ด้วยเทคนิค ELISA แบบ competitive โดยใช้  MAb-sea bass VTG 41     
(1:500)…………………..…………………………………………………………………………………………. 28 

4-14  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิลและปลาเก๋า
ปะการัง ด้วยเทคนิค ELISA แบบ competitive โดยใช้ MAb-sea bass VTG 23 
(1:20)…………………..………………………………………………………………………………………..…. 29 

4-15   การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 
ในปลานิลกลุ่มควบคุม (Control).……………………………………………………………….………. 30 

4-16  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 
ในปลานิลกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลายฮอร์โมน (Vehicle control)..…………………. 31 

4-17  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohisto-
chemistry ในปลานิลที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol…………..……………………………….. 32 

4-18  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohisto-
chemistry ในปลาเก๋าปะการังกลุ่มควบคุม (Control) ..……………………………………..…. 33 

4-19   การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohisto-
chemistry ในปลาเก๋าปะการังกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลายฮอร์โมน (Vehicle 
control)).……………………………………………………………….………………………………………… 34 

4-20  20 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค 
Immunohistochemistry ใน ปลาเก๋าปะการังที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol ..…….. 35 

4-21  การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปูม้าด้วยเทคนิค SDS-PAGE (ก) และเทคนิค           
Western blot โดยใช้ MAb-sea bass VTG 23 (ข) ..……………………………………....…. 36 

4-22   การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปูม้าด้วยเทคนิค Dot blot โดยใช้ MAb-sea bass 
VTG.……………………………………………………………….………………………………………..……… 37  

 



1 

บทที่ 1   

บทน ำ 
 

1.1  ควำมส ำคัญ และที่มำของงำนวิจัย 

ปัจจุบันมนุษย์ได้มีการใช้สารเคมีชนิดต่าง ๆ ในชีวิตประจ าวันเป็นจ านวนมาก ซึ่งสารเหล่านี้ได้
ถูกปล่อยลงสู่สิ่งแวดล้อมและก่อให้เกิดมลพิษเป็นปัญหาต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อมอย่างมาก สารเคมี
หลายชนิดที่ใช้ในชีวิตประจ าวัน เช่น สารเติมแต่งในกระบวนการผลิตพลาสติก (plasticiizer) สารลดแรง
ตึงผิว (surfactant) และสารก าจัดแมลงในกลุ่มออร์กาโนคลอรีน ซึ่งเป็นสารรบกวนฮอร์โมนเอสโตรเจน 

(estrogenic endocrine disruptor)  (Arukwe และ Meucci, 2005) ส่งผลกระทบต่อการท างานของ
ระบบสืบพันธุ์สิ่งมีชีวิต ท าให้เกิดความผิดปกติของการพัฒนาระบบสืบพันธุ์ เช่น การสร้างโปรตีนไวเทลโล
เจนินในปลาเพศผู้แล้ว ยังอาจส่งผลกระทบให้ลูกปลามีอัตรารอดน้อยลง ท าให้มีการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของประชากรและสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศนั้นได้ (Scholz และ Mayer, 2008)  

ไวเทลโลเจนิน (Vitellogenin) เป็นโปรตีนที่พบในสิ่งมีชีวิตที่สืบพันธุ์ด้วยการวางไข่ สร้างขึ้น
โดยการควบคุมของฮอร์โมน 17β-estradiol มีการสังเคราะห์ขึ้นบริเวณตับของปลาเพศเมียที่โตเต็มวัย 
และหลั่งสู่กระแสเลือดเพื่อพัฒนาโอโอไซต์ (Oocyte) (Hock และคณะ, 2001) การสังเคราะห์ไวเทลโล
เจนินถูกควบคุมโดยระบบฮอร์โมน ซึ่งในสภาวะปกติปลาเพศผู้และปลาวัยอ่อน จะไม่มีการสังเคราะห์ไว
เทลโลเจนิน อย่างไรก็ดีปลาเพศผู้และปลาวัยอ่อนสามารถสังเคราะห์ไวเทลโลเจนินได้ เมื่อได้รับการ
กระตุ้นจากสารรบกวนฮอร์โมนเอสโตรเจน ที่ปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อม ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกลไก
ของฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับระบบสืบพันธุ์ จัดเป็นสารคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจน (Xenoestrogen) ที่
สามารถกระตุ้นการสร้างไวเทลโลเจนินได้ เช่นเดียวกับฮอร์โมนเอสโตรเจนที่สังเคราะห์ขึ้นจากภายใน
ร่างกาย (Marin และ Matozzo, 2004) ซึ่งการเพิ่มขึ้นของระดับไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้สามารถ
เกิดขึ้นโดยสารคล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจนชนิดเดียวหรือหลายชนิดรว่มกนั ทั้งการสัมผัสสารที่มีความเข้มข้น
ต่ าเป็นระยะเวลานาน หรือสัมผัสสารความเข้มข้นสูงในเวลาสั้น ๆ สามารถชักน าการสร้างไวเทลโลเจนิน
ได้เช่นกัน (Hock และคณะ, 2001)  

ดังนั้นการใช้ไวเทลโลเจนินเป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพส าหรับการรับสัมผัสสารรบกวนฮอร์โมน
เอสโตรเจนในสัตว์น้ า จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่ใช้ประเมินการปนเปื้อนของมลพิษในแหล่งน้ าที่ส่งผลกระทบ
ต่อสัตว์น้ าและระบบนิเวศ โดยทั่วไปการวัดปริมาณไวเทลโลเจนินมีหลายวิธีเช่น วิธี alkaline-labile 
phosphate หรือการใช้เทคนิคทางพันธุกรรม ตรวจวัดยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์ไวเทลโลเจนิน และการ
ใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันโดยใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนิน โดยไวเทลโลเจนินเป็นโปรตีนที่มี
ขนาดโมเลกุลใหญ่เหมาะกับการน ามาประยุกต์ใช้กับเทคนิคทางแอนติบอดี ซึ่งเป็นเทคนิคที่ไม่ซับซ้อน มี
ความแม่นย าสูง ใช้เวลาในการวิเคราะห์ และค่าใช้จ่ายน้อย ซึ่งการใช้พอลิโคนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะ
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ส าหรับสัตว์น้ าหลายชนิดได้ถูกพัฒนาขึ้นมาเพื่อใช้ตรวจสอบการสร้างไวเทลโลเจนิน แต่พอลิโคลนอล
แอนติบอดียังมีข้อจ ากัดในด้านของปริมาณการผลิต 

 ซึ่งจากการท าวิจัยร่วมกับนักวิจัยจากกรมประมงก่อนหน้านี้ได้ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี
จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากปลากะรังจุดฟ้า (ชุติมา ถนอมสิทธิ์ และคณะ, 2552)  พบว่ามีข้อจ ากัดเรื่อง
ปริมาณพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้มีปริมาณน้อยเนื่องจากหากสัตว์ทดลอง (หนูเมาส์) ที่ใชผ้ลิตพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีตายไป จ าเป็นต้องเริ่มหาแอนติเจนและฉีดกระตุ้นหนูขาวตัวใหม่เพื่อผลิตแอนติบอดี
อีกครั้ง  สร้างความสูญเสียสัตว์ทดลองอย่างต่อเนื่อง แต่หากน าหนูเมาส์ที่ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่
ผลิตแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินได้นั้น มาผ่าตัดน าม้ามออกมาหลอมกับเซลล์ไมอิโลมาที่ผ่านการ
กลายพันธุ์ ตามเทคนิคของ Köhler และ Milstein (1976) และคัดเลือกเซลล์ลูกผสม ที่สามารถผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ซึ่งมีวิธีการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์ ใน
ห้องปฏิบัติการจะท าให้ผลิตแอนติบอดีได้ในปริมาณมากและได้ ไม่จ ากัด และยังน าเซลล์โคลนนั้น เก็บ
รักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว (cryopreservation) ได้อย่างยั่งยืน และส่วนใหญ่แอนติบอดีที่จ าหน่ายทางการ
ค้าเป็นแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากปลาในต่างประเทศ   ดังนั้นหากสามารถพัฒนาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาว ซึ่งเป็นปลาเศรษฐกิจที่ส าคัญของไทย ก็
จะสามารถประยุกต์ใช้เทคนิคทางแอนติบอดีในการตรวจสอบการรับสัมผัสสารรบกวนฮอร์โมนเอสโตรเจน
ได้ ซึ่งการตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามยังเป็นการยืนยันได้ว่าแอนติบอดีที่ผลิตได้นี้ยังไปจ าเพาะกับไวเทลโล
เจนินในปลาทะเล ปลาน้ าจืด หรือสัตว์น้ าชนิดอื่นได้อีก  จึงสามารถที่ใช้ตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลา
หรือสัตว์น้ าชนิดอื่นที่เสี่ยงต่อการรับสัมผัสสารรบกวนฮอร์โมนเอสโตรเจน และการเปลี่ยนแปลงสัดส่วน
ประชากรสัตว์น้ าในระบบนิเวศ ซึ่งอาจท าให้เกิดการสูญพันธุ์ของประชากรชนิดนั้นในธรรมชาติได้  อีกทั้ง
ยังสามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบความสมบูรณ์เพศของแม่พันธุ์ในวงการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าได้อีกด้วย 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1)  เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในพลาสมาของปลากะพงขาว (Lates  
calcarifer Bloch)  

2)  เพื่อศึกษาลักษณะและคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในพลาสมา
ของปลากะพงขาวที่ผลิตได้ 

3)  ตรวจสอบการท าปฏิกิริยาข้ามต่อสัตว์น้ าเศรษฐกิจกลุ่มอื่น ๆ โดยใช้เทคนิคทางแอนติบอดี
ตรวจสอบไวเทลโลเจนินในพลาสมาที่เกิดขึ้นหลังจากสัตว์น้ าได้รับสัมผัสจากสารรบกวนฮอร์โมนเอสโตร
เจนเพื่อใช้เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพในสัตว์น้ า  
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1.3  ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินที่ได้จากการกระตุ้นให้ปลากะพง
ขาวสร้างขึ้นหลังได้รับสาร 17 β-estradiol จากนั้นตรวจสอบลักษณะและคุณสมบัติของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ได้  ทดสอบและเปรียบเทียบความจ าเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทล
โลเจนินในปลากะพงขาว  ปลา และสัตว์น้ าชนิดอื่น ๆ ด้วยเทคนิคทางแอนติบอดีได้แก่ Western blot, 
Dot blot, ELISA และ Immunohistochemistry 
 
การแบ่งหัวข้อในการทดลอง 
    1.  การตรวจสอบลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาว
กับไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาววัยอ่อนที่ได้รับการชักน าให้เกิดด้วย 17-estradiol 
 2.  การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาววัยอ่อนที่ได้รับการชักน าให้เกิด VTG ด้วย 
สารเคมีชนิดอื่น ด้วยเทคนิค western blot 
 3.  การทดสอบปฏิกิริยาข้าม (Cross reaction) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจ
นินจากปลากะพงขาว กับไวเทลโลเจนินในปลาชนิดต่าง ๆ ที่ได้รับการชักน าให้เกิด VTG ด้วย 17-
estradiol 

1.4 กำรใช้สัตว์ทดลอง 
หนูเมาส ์
หนู เมาส์ที่น ามาใช้จะ เลี ้ย งที ่ห ้องปฏ ิบ ัต ิการ โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ี สถาบันวิจัย

เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งเลี้ยงในกรงพลาสติกทนความ
ร้อนขนาด 26x42x18 เซนติเมตร ในชุดกรงเลี้ยงสัตว์ทดลองแบบปลอดเชื้อ  ในห้องควบคุมอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส และให้อาหารส าเร็จรูปชนิดเม็ด และมีการเปลี่ยนวัสดุรองนอนและการดูแลจัดการตาม
มาตรฐานของจรรยาบรรณการเลี้ยงสัตว์ทดลอง ในการฉีดกระตุ้นให้หนูขาวสร้างแอนติบอดีจะฉีดไวเทลโล
เจนินเข้าทางช่องท้องของหนูขาว และมีการเจาะเลือดที่บริเวณปลายหาง   การเก็บม้ามของหนูท าโดย
สลบหนูขาวด้วยไอโซฟลูราน (isoflurane) และส่วนที่เหลือของหนูจะส่งให้เจ้าหน้าที่ห้องทดลองส่งท าลาย
ตามมาตรฐานจรรยาบรรณการเลี้ยงสัตว์ทดลอง 

 
สัตว์น้ า 
สัตว์ทะเล ได้แก่ ปลากะพงขาว ปลากะรัง และปูม้า โดยปลากะพงขาวที่น ามาใช้ในการ

ทดลองมีน้ าหนักเฉลี่ย 200-500 กรัม ได้มาจากฟาร์มทะเลทอง ต.อ่างศิลา อ.เมือง จ.ชลบุรี น ามา
เลี้ยงในบ่อปูนขนาด 5 ตัน ที่ความเค็มเช่นเดียวกับความเค็มในแหล่งเลี้ยง ส่วนปลากะรัง น้ าหนัก 50-
200 กรัม ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างปลาและสถานที่ท าการทดลองโดยศูนย์วิจัยและพัฒนาประมง
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ชายฝั่งตราด อ.เมือง จ.ตราด และปูม้า ขนาด 65-120 กรัม ได้จากการประมงอวนลอยปูม้า บริเวณ
หาดวอนนภา อ.เมือง จ.ชลบุรี น ามาเลี้ยงในตู้กระจก ขนาด 18 X 32 X 16 นิ้ว ที่ความเค็ม 30  

สัตว์น้ าจืดได้แก่ ปลานิล ขนาด 50-200 กรัม ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างปลาและ
สถานที่ท าการทดลองโดย สาขาวิชาประมง คณะเกษตรศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชมงคล
อีสาน วิทยาเขตสุรินทร์ 

 โดยน าสัตว์น้ ามาเลี้ยงในห้องทดลองเพื่อปรับสภาพเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ซึ่งสัตว์น้ าแต่ละ
ชนิดจะได้รับอาหารวันละ 1 ครั้ง จากนั้นจึงน ามาฉีดฮอร์โมน 17β-estradiol 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ของน้ าหนักตัว จ านวน 4 ครั้ง แต่ละครั้ง ห่างกัน 3 วัน หลังจากการฉีดครั้งสุดท้ายเป็นเวลา 3 วัน น า
สัตว์น้ ามาสลบ และเก็บเลือดปลาหรือฮีโมลิมพ์ของปู และจัดการกับส่วนที่เหลือของสัตว์น้ าโดยการน า
ใส่ถุงพลาสติกและส่งไปก าจัดพร้อมขยะติดเชื้อ 
 

1.5 สถำนที่ท ำกำรทดลอง 
ห้องปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยบูรพา 
ห้องปฏิบัติการโมโนโคลนอลแอนติบอดี สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรม             

พันธุศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย 
ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงชายฝั่งตราด อ.เมือง จ.ตราด 
ฟาร์มทะเลทอง ต.อา่งศลิา อ.เมือง จ.ชลบุรี 
บ่อเลี้ยงปลา คณะเกษตรศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชมงคลอีสาน วิทยาเขต

สุรินทร์ 
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

ไวเทลโลเจนินได้ถูกน ามาใช้เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพส าหรับการรับสัมผัสสาร xenoestrogen 
อย่างแพร่หลาย โดยโปรตีนไวเทลโลเจนิน จะมีรูปแบบจ าเพาะในปลาแต่ละชนิด และจ าเป็นต้องมี
แอนติบอดีที่จ าเพาะส าหรับปลาแต่ละชนิดในการตรวจสอบโดยใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกัน (Hansen และ
คณะ, 1998) จึงมีงานวิจัยจ านวนมากที่ได้มีการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะไวเทลโลเจนินใน
ปลาชนิดต่าง ๆ และการน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปตรวจสอบการรับสัมผัสสาร xenoestrogen ในปลา
จากแหล่งน้ าธรรมชาติ หรือการทดสอบการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาทดลองชนิดต่าง ๆ (Codi King และ
คณะ, 2008; Eidem และคณะ, 2006; Nishi และคณะ, 2002)  

Hock และคณะ (2001) ได้พัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะไวเทลโลเจนินในปลาเรน
โบว์เทราท์ การศึกษาพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้มีค่า detection limit เท่ากับ 5 ไมโครกรัม
ต่อลิตร โดยสามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปลาชนิดอื่น ๆ ได้แก่ ปลา Roach (Rutilus 
rutilus) ปลา Flounder (Platichthys flesus) และ Dab (Limanda limanda) จากนั้นจึงได้น าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ได้ไปตรวจสอบปลาเรนโบว์เทร้าท์ที่ได้รับน้ าเสียจากแหล่งที่ปล่อยน้ าทิ้ง ความเข้มข้น 
10%, 20%, 30% และ 40% เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ด้วยวิธี Enzyme immunoassay เปรียบเทียบกับใน
ปลาที่ไม่ได้รับสารพบว่าปลาเพศผู้ที่ได้รับน้ าเสียมีการสร้างไวเทลโลเจนิน โดยการเพิ่มขึ้นของไวเทลโล
เจนินสัมพันธ์กับระดับความเข้มข้นของน้ าเสีย 

Nishi และคณะ (2002) ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยการฉีดกระตุ้นหนู BALB/c 
ด้วยไวเทลโลเจนินจากพลาสมาของปลา Japanese medaka ที่ได้รับสาร 17β-estradiol พบว่าไวเทลโล
เจนินในปลา Japanese medaka มีขนาด 200 กิโลดาลตัล จากนั้นจึงน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้มา
ทดสอบด้วยเทคนิค Sandwich ELISA เพื่อวิเคราะห์ปริมาณไวเทลโลเจนิน พบว่าสามารถวิเคราะห์ได้
ตั้งแต่ความเข้มข้นไวเทลโลเจนินเท่ากับ 1-100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อทดสอบ dilution test พบว่า
กราฟความเข้มข้นไวเทลโลเจนินเป็นเส้นตรง และการหา %recovery ของไวเทลโลเจนินโดยการเติมไว
เทลโลเจนินที่ท าให้บริสุทธิ์ความเข้มข้นต่าง ๆ ในไวเทลโลเจนินจากพลาสมาที่ปลา Japanese medaka 
สร้างขึ้น มีค่าเท่ากับ 92-111% การศึกษาไวเทลโลเจนินจากพลาสมาและตับพบว่าหลังจากที่ปลาได้รับ
สาร 17β-estradiol (10 นาโนกรัมต่อลิตร) สามารถพบไวเทลโลเจนินในตับและพลาสมาได้ตั้งแต่วันแรก 
และสูงสุดในวันที่ 3- 5 โดยมีแนวโน้มของปริมาณเช่นเดียวกัน แต่ในพลาสมาจะพบปริมาณมากกว่าในตับ 

Van den Belt และคณะ (2003) ทดสอบการสร้างไวเทลโลเจนินในปลา zebrafish และปลา
เรนโบว์เทร้าท์ ที่ได้รับสารกระตุ้นการสร้างไวเทลโลเจนินผ่านทางน้ าที่ใช้เลี้ยง คือ 4-nonylphenol (20, 
100 และ 500 นาโนกรัมต่อลิตร ) สาร Bisphenol (40, 200 และ 1000 นาโนกรัมต่อลิตร ) สาร 
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dibutylphthalate (40, 200 และ 1000 นาโนกรัมต่อลิตร) และ 17β-estradiol (20 และ 100 นาโน
กรัมต่อลิตร) การตรวจสอบด้วยเทคนิค ELISA พบมีการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาที่ได้รับสารทุกชนิดที่
ทุกความเข้มข้น ยกเว้นสาร dibutylphthalate ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อลิตร ไม่พบการสร้างไวเทล
โลเจนิน ซึ่งพบการสร้างไวเทลโลเจนินในปลา zebrafish น้อยกว่าปลาเรนโบว์เทร้าท์ ที่ได้รับสาร 4-
nonylphenol ประมาณ 5 เท่า ส่วนในสาร อื่น ๆ ไม่แตกต่างกัน การทดสอบด้วยเทคนิค Western blot 
พบว่าไวเทลโลเจนินในปลาทั้งสองมีโปรตีน 2 แถบ ขนาดประมาณ 193, 134 กิโลดาลตัล และ 177, 138 
กิโลดาลตัล ตามล าดับ 

Watt และคณะ (2003) ศึกษาการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้ 3 ชนิดคือ ปลา Atlantic 
salmon ปลา Greenback flounder และปลาเรนโบว์เทร้าท์ ที่ได้รับสาร 17β-estradiol ความเข้มข้น 5 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า ในปลา Atlantic salmon และปลา Greenback flounder มี 3 แถบโปรตีน
คือ 159, 117, 86 กิโลดาลตัล และ 155, 104, 79 กิโลดาลตัล ตามล าดับ ส่วนในปลาเรนโบว์เทร้าท์พบ
โปรตีนขนาด 154 กิโลดาลตัล เท่านั้น จากนั้นจึงน าแถบโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลมากที่สุดในปลาแต่ละ
ชนิด มาฉีดกระตุ้นในแกะเพื่อให้สร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนิน ซึ่งแอนติบอดีที่ได้สามารถท า
ปฏิกิริยากับโปรตีนทุกขนาด ส่วนการตรวจสอบด้วยเทคนิค ELISA พบว่าแอนติบอดีที่ได้ไม่ท าปฏิกิริยากับ
พลาสมาปลาเพศผู้ที่ไม่ได้รับสาร 17β-estradiol แสดงว่าแอนติบอดีที่ได้มีความจ าเพาะมากและสามารถ
ท าปฏิกิริยาข้ามกับปลาแซลมอนได้อีก 2 ชนิด แสดงให้เห็นว่าการแยกขนาดไวเทลโลเจนินบน SDS-PAGE 
แล้วตัดแถบโปรตีนขนาดที่คาดว่าจะเป็นไวเทลโลเจนินจากแผ่นเจลมาเป็นแอนติเจนส าหรับฉีดกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน เป็นวิธีหน่ึงที่สามารถน ามาผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับไวเทลโลเจนินได้ 

Arukewe และ Meucci (2005) ศึกษาการสร้างไวเทลโลเจนินและโปรตีน zona radiata (Zr-
protein) ในพลาสมาของปลาเพศผู้ และปลาวัยอ่อนที่มีการสืบพันธุ์ด้วยการวางไข่ เพื่อใช้เป็นตัวชี้วัดการ
รับสัมผัสสารเลียนแบบการท างานของฮอร์โมนเอสโตรเจนโดยให้ปลา Atlantic salmon ได้รับสาร 
nonylphenol ผ่านทางน้ าที่ใช้เลี้ยงความเข้มข้น 5, 15 และ 50 ไมโครกรัมต่อลิตร จากนั้นน าพลาสมา
และmucus มาตรวจสอบการสร้างไวเทลโลเจนินและ Zr-protein ด้วยเทคนิค western blot และ 
ELISA โดยใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากปลา Arctic charr และแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
Zr-protein จากปลา Atlantic salmon พบว่าระดับไวเทลโลเจนินและ Zr-protein ในพลาสมาและ 
mucus มีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกัน ซึ่งสัมพันธ์กับความเข้มข้นของ nonylphenol และระยะเวลาที่
ได้รับสาร โดยไวเทลโลเจนินในปลา Atlantic salmon พบว่ามีขนาด 180 กิโลดาลตัล  

An และคณะ (2007) ได้พัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในปลา Crucian carp 
(Carassius carassius) พบว่าไวเทลโลเจนินในปลา Crucian carp มีขนาด 149.4 กิโลดาลตัล  ค่า 
antibody titer เท่ากับ 105-106 และค่าคงที่ affinity เท่ากับ 7x108 ลิตรต่อโมลาร์ ซึ่งแสดงว่า โมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ได้มีความไวและความจ าเพาะสูง การทดสอบด้วยเทคนิค Sandwich ELISA พบว่ามี
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ค่า detection limit เท่ากับ 0.98 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบ
ได้ในปลากลุ่ม Cyprinids เช่น ปลา minnow, zebrafish และ ปลา carp จากนั้นจึงน าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีไปตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลาที่ ได้รับน้ าทิ้งจากการบ าบัดของโรงบ าบัดน้ าเสีย 
Gaobeidian พบว่าปริมาณไวเทลโลเจนินในปลา crucian carp วัยอ่อนสูงขึ้น โดยเพิ่มขึ้นตามระยะเวลา
ที่ได้รับ และความเข้มข้นของไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้ที่อยู่ในแหล่งน้ าได้รับน้ าทิ้งเท่ากับ 888.62 
±827.73 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนในบริเวณควบคุมไม่สามารถตรวจวัดปริมาณของไวเทลโลเจนินได้ 

Codi King และคณะ (2008) ได้ศึกษาความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในพลาสมาของปลา Barramundi และปลา Black bream เพศผู้ที่
ได้รับ 17β-estradiol เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2.5-5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ แล้วน าไป
ทดสอบด้วยเทคนิค Indirect ELISA และ Western blot ผลการทดสอบด้วยเทคนิค Indirect ELISA 
พบว่าปริมาณไวเทลโลเจนินในปลาทั้งสองชนิดที่ได้รับ 17β-estradiol สูงกว่าในปลาชุดควบคุม ซึ่งในปลา 
Black bream ปริมาณไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้และเพศเมียไม่แตกต่างกัน ส่วนการตรวจสอบด้วย
เทคนิค  Western blot พบว่าไวเทลโลเจนินในปลาทั้งสองมีขนาดประมาณ 100-200 กิโลดาลตัล ซึ่งการ
ทดลองชี้ให้เห็นว่าการสร้างไวเทลโลเจนินในปลาเพศผู้ทั้งสองชนิดสามารถใช้เป็นตัวชี้วัดในการรับสัมผัส
สารประกอบเอสโตรเจนได้ 

Lou และคณะ (2011) ได้พัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อใช้วัดปริมาณไวเทลโลเจนินในพลาสมาของ
ปลา Chinese rare minnow  ที่ ได้ รับผลกระทบจากสาร  endocrine disrupting chemicals ใน
สิ่งแวดล้อม โดยน าไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลาที่กระตุ้นด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol (E2) มาท าให้
บริสุทธิ์แล้วน าไปผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี และโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกระต่ายและหนูขาวสาย
พันธุ์ BALB/c  เทคนิค competitive ELISA ที่พัฒนาได้จากแอนติบอดีทั้งสองชนิดสามารถน ามาวัด
ปริมาณไวเทลโลเจนินในพลาสมา มีค่าที่วัดได้อยู่ต่ ากว่า 3 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่าเทคนิคนี้
มีความไวสูงและสามารถน ามาใช้วัดปริมาณไวเทลโลเจนินในพลาสมาปลา rare minnow ได้ 

Garnayak และคณะ (2013) ได้ศึกษาไวเทลโลเจนินใน Asian catfish (Clarias batrachus) 
เพศผู้ที่ได้รับการชักน าให้เกิดการสังเคราะห์ขึ้นด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol (2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ของ
น้ าหนักตัว) ท าให้บริสุทธ์โดยการตกตะกอนด้วย EDTA-MgCl2 และคอลัมน์โครมาโตกราฟี Sephacryl-
S300-HR  น าโปรตีนไปผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี และน ามาตรวจสอบปริมาณไวเทลโลเจนินใน
ตัวอย่างพลาสมาปลาด้วยเทคนิค competitive ELISA ได้ค่าเหมาะสมในการตรวจสอบได้ เป็น 7.8-500 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในพลาสมาปลาในช่วง
ระยะของการสร้างไข่ในช่วงปีในปลา Asian catfish เพศเมีย ได้อยู่ในค่าเฉลี่ย 2,187.51 ± 228.8 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร ในช่วง 1 เดือนก่อนการวางไข่ในเดือนพฤษภาคม  
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บทที่  3 
วิธีกำรทดลอง 

 
 น าโมโนโคลนอลแอนติบอดี จ านวน 11 โคลน ทีไ่ด้จากพอจติ นันทนาวฒัน์ นันทิกา คง
เจริญพร และศุภกิจ  ศรสีวัสดิ ์(2558) มาตรวจสอบความจ าเพาะกับไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาวที่ได้รับ
การชกัน าดว้ย 17-estradiol หรือสารเคมีชนิดอื่น ๆ  รวมทั้งทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินใน
ปลาชนิดอื่น ๆ ที่ได้รับการชักน าด้วย 17-estradiol  ตามวธิีการทดลอง ดังนี้  

3.1  กำรตรวจสอบลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินจำกปลำกะพงขำวกับ
ไวเทลโลเจนินในปลำกะพงขำววัยอ่อนที่ได้รับกำรชักน ำให้เกิดดว้ย 17-estradiol  
 3.1.1  กำรทดสอบควำมไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

ทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยพิจารณาจากค่า detection limit ของ
แอนติบอดี เตรียมไวเทลโลเจนินที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 0.1 – 1,000 µg/ml น ามาทดสอบ
ความสามารถในการท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีด้วยวิธี Dot blot และ ELISA เพื่อดูระดับความเข้มข้นที่
น้อยที่สุดที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับแอนติเจนความเข้มข้นที่น้อยที่สุด ในแต่ละเทคนิค 

ก. เทคนิค Dot Blot 
น าไวเทลโลเจนินมาเจือจางแบบ serial dilution แล้วหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 

ทิ้งไว้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปแช่ในสารละลาย 10% formalin ใน PBS  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้าง
ด้วยน้ ากลั่นหลาย ๆ ครั้ง น าไปแช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน ามาบ่มใน 
culture media ของแต่ละโคลน  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  ล้างด้วย 0.5% blotto 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที บ่มต่อ
ใน GAM-HRP เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS  จากนั้นน ามาใส่ในสารละลายสับสเตรท ประกอบด้วย 
0.03% DAB, 0.006% hydrogen peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS เป็นเวลา 5 นาท ี
ล้างด้วยน้ ากลั่นหลาย ๆ ครั้ง  ตรวจผลบวกที่ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตรวจจับได ้

ข. เทคนิค ELISA 
เติมไวเทลโลเจนิน 100 µl ลงแต่ละหลุมใน Microtiter plate บ่มที่อุณหภูมิ 4 เซลเซียส 

ข้ามคืน  ล้างเพลท ด้วย 0.5% blotto เติมในสารละลาย 5% blotto หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน ามาบ่มใน culture media ของแต่ละโคลน  เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  
ล้างด้วย 0.5% blotto 3 ครั้งๆละ 5 นาที บ่มต่อใน GAM-HRP เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS  จากนั้น
เติมสารละลายสับสเตรท ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายในสารละลายซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 4.0 
หลุมละ 100 µl เป็นเวลา 15 นาที เติมกรดไฮโดรคลอริก หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยยาของ
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เอนไซม์ จากนั้นน าเพลทมาอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate Reader 
ตรวจผลบวกที่ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีตรวจจับได้  

3.1.2  กำรทดสอบควำมจ ำเพำะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี  Western blot  
ท าการแยกไวเทลโลเจนินใน 7.5 % SDS-PAGE จากนั้นน าเจลที่แยกโปรตีนแล้วถ่าย

โปรตีนจากแผ่นเจลลงสู่กระดาษไนโตรเซลลูโลส  น าไปบ่มในโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลน เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง ล้างด้วย 0.5% blotto บ่มใน GAM-HRP 3 ชั่วโมง ล้างด้วย 0.5% blotto และบ่มใน
สารละลาย 0.03% DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 เป็นเวลา 5 นาที  ล้างด้วยน้ าหลาย ๆ ครั้ง  
ตรวจดูแถบโปรตีนที่ให้ผลบวกกับแอนติบอดีแต่ละตัว  ค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลโดยเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน  

3.1.3  กำรทดสอบควำมจ ำเพำะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีบนเนื้อเยื่อโดยวิธี 
Immunohistochemistry 

น าตัวอยา่งตับ เหงือก และล าไส้ของปลาที่ถูกชักน าให้สร้างไวเทลโลเจนิน แชใ่น 10% 
formalin ล้างน้ า และดงึน้ าออกจากตัวอยา่งโดยแช่ในเอทานอลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ใน บิวทานอล และ
ในไซลีน จากนั้นฝังในพาราฟิน ตดัเป็นชิ้น ๆ มีความหนา 5 ไมครอน  ติดเนื้อเยื่อตับ เหงือก แลล าไส้ลงบน
สไลด์ น าไปอบให้แห้ง 

น าสไลด์เนื้อเยื่อมาละลายพาราฟินออก และน าน้ าเข้าเนื้อเยื่อ (rehydrate) จากนั้นบ่ม
ด้วย 10% fetal calf serum และบ่มด้วย MAb แต่ละโคลน เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ล้างสไลด์ด้วย PBS 
จากนั้นบ่มด้วย GAM-HRP เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และท าการแช่สไลด์ในสารละลายสับสเตรทที่ประกอบด้วย 
0.03% DAB, 0.006% H2O2, เป็นเวลา 5 นาที และล้างด้วยน ากลั่นหลาย ๆ ครั้ง ย้อมสี H&E และท า
สไลด์ถาวร 

3.2  กำรตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลำกะพงขำวที่ได้รับกำรชักน ำให้เกิด VTG ด้วย สำรเคมีชนิดอื่น 
ด้วยเทคนิค western blot 

 น าปลากะพงขาววัยอ่อนความยาวเฉลี่ย 10 เซนติเมตร น้ าหนักเฉลี่ย 11.5 กรัม มาเลี้ยง
ในห้องทดลองเพื่อปรับสภาพเป็นเวลา 7 วัน ในตู้กระจกขนาด 18 X 32 X 16 นิ้ว ปริมาณน้ า 30-40 ลิตร 
แบ่งปลาออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่  1) กลุ่มควบคุม  2) กลุ่มทดลองที่ได้รับโนนิลฟีนอล (25 มิลลิกรัมต่อ
น้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม)   3) กลุ่มทดลองที่ได้รับเบนโซเอไพรีน (0.5 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม) 
และ 4) กลุ่มทดลองที่ได้รับแคดเมียมคลอไรด์ (0.5 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม) เก็บตัวอย่างเลือด
ปลา ก่อนเริ่มท าการทดลอง และหลังจากได้รับการฉีดกระตุ้นในวันที่ 3, 6, 9, 12, 15, 18 และ 21 ของ
การทดลอง เพื่อน ามาตรวจสอบไวเทลโลเจนินด้วยเทคนิค western blot 
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3.3  กำรทดสอบปฏิกิรยิำข้ำม (cross reaction) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินใน
ปลำชนิดต่ำง ๆ ที่ได้รับกำรชักน ำให้เกิด VTG ด้วย 17β-estradiol 

ท าการชักน าใหป้ลาน้ าจดื ปลาทะเล ชนิดอื่น ได้แก่ ปลานิลและปลาเก๋าปะการัง สรา้ง
โปรตีนไวเทลโลเจนิน โดยการฉีดกระตุ้นด้วยฮอรโ์มน 17β-estradiol จากนั้นน าพลาสมาหรือเนื้อเยื่อของ
ปลามาทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนที่ผลิตได้โดยวิธ ีdot-blot, western 
blot  และ immunohistochemistry 

3.3.1  กำรทดสอบกับไวเทลโลเจนินในปลำนิล 
น าปลานิล (Oreochromis niloticus) น้ าหนัก 20-25 กรัม ปรับสภาพการเลี้ยงปลานิล

ในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 7 วัน จากนั้นแบ่งปลานิลออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 1) กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการฉีด
สารกระตุ้นใดๆ 2) กลุ่มควบคุมที่ฉีดตัวท าละลายฮอร์โมน และ 3) กลุ่มทดลองที่ฉีดฮอร์โมน 17β-
estradiol ปริมาณ 2 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม โดยท าการฉีดกระตุ้นปลาในแต่ละกลุ่ม ทุก ๆ 6 
วัน จ านวน 3 ครั้ง เป็นระยะเวลา 18 วัน (ฉีดกระตุ้นวันที่ 0, 6 และ 12 หลังการเก็บตัวอย่างเลือดปลา) 
การเก็บตัวอย่างเลือดปลาจะท าการเก็บทุกๆ 3 วัน ก่อนการฉีดกระตุ้น โดยเริ่มเก็บตัวอย่างเลือดตั้งแต่
ก่อนฉีดครั้งแรก (วันที่ 0) จนถึงครั้งสุดท้าย และหลังจากฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ายเป็นเวลา 3 และ 6 วัน เก็บ
เลือดปลา ปั่นแยกพลาสมา และเก็บตับ เหงือก และล าไส้ของปลามาแช่ใน 10% formaldehyde ใน 
PBS เป็นเวลาข้ามคืน เพื่อน าไปเตรียมเนื้อเยื่อให้มีความหนา 8 ไมครอน ส าหรับน าไปตรวจสอบปฏิกิริยา
ข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนต่อไป  ด้วยเทคนิค western blot, dot blot, ELISA และ 
immunohistochemistry  

3.3.2  กำรทดสอบกับไวเทลโลเจนินในปลำเก๋ำปะกำรัง 
น าปลาเก๋าปะการัง (Epinephelus corallicola) น้ าหนักเฉลีย่ 80-100 กรัม จ านวน 10 

ตัว ปรับสภาพการเลี้ยงปลาเก๋าปะการังในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 7 วัน จากนั้นแบ่งปลาออกเป็น 2 กลุ่ม 
คือกลุ่มควบคุมฉีดตัวท าละลายฮอร์โมน 3 ตัว และกลุ่มทดลองฉีดฮอร์โมน 17β-estradiol 2 มิลลิกรัมต่อ
น้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม จ านวน 7 ตัว เก็บเลือดปลากลุ่มควบคุมก่อนท าการฉีดฮอร์โมน จากนั้นท าการฉีด
กระตุ้นปลานิลด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol หรือตัวท าละลายฮอร์โมน ทุก 3 วัน จ านวน 3 ครั้ง หลังจาก
ฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ายเป็นเวลา 3 วัน เก็บเลือดปลา ปั่นแยกพลาสมา และเก็บตับ เหงือก และล าไส้ของ
ปลามาแช่ใน 10% formaldehyde ใน PBS เป็นเวลาข้ามคืน เพื่อน าไปเตรียมเนื้อเยื่อให้มีความหนา 8 
ไมครอนส าหรับน าไปตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนต่อไป ด้วยเทคนิค 
western blot, dot blot, ELISA และ immunohistochemistry  
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3.4  กำรทดสอบปฏิกิริยำข้ำม (cross reaction) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินใน
สัตว์ทะเลชนิดอื่น  ที่ได้รับกำรชักน ำให้เกิด VTG ด้วย 17β-estradiol 

น าปูม้ า  (Portunus pelagicus)  น้ าหนัก  65-120 กรัม   ปรับสภาพการเลี้ ยงใน
ห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 7 วัน จากนั้นแบ่งปูม้าออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 1) กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการฉีดสาร
กระตุ้นใดๆ 2) กลุ่มควบคุมที่ฉีดตัวท าละลายฮอร์โมน และ 3) กลุ่มทดลองที่ฉีดฮอร์โมน 17β-estradiol 
ปริมาณ 2 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม โดยท าการฉีดกระตุ้นปูม้าแต่ละกลุ่ม ทุก ๆ 3 วัน จ านวน 
4 ครั้ง และหลังจากฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ายเป็นเวลา 3 วัน เก็บฮีโมลิมพ์ ปั่นแยกพลาสมา น าไปตรวจสอบ
ปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค western blot  
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลอง 
 

4.1  ผลกำรตรวจสอบลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  เมื่อน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนิน (MAb- sea bass VTG) ที่ผลิตได้จาก 
พอจิต นันทนาวัฒน์ และคณะ (2559) จ านวน 11 โคลน มาตรวจสอบลักษณะสมบัติของแอนติบอดีแต่ละ
โคลน ได้ผลการทดลอง ดังนี้ 

4.1.1  ผลกำรทดสอบควำมไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
การทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ทั้ง 11 โคลนด้วยเทคนิค Western blot พบว่า

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 11 โคลนมีความจ าเพาะกับไวเทลโลเจนินโดยไม่ท าปฏิกิริยากับโปรตีนอื่น
ในเลือดปลา อย่างไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนมีความไวในการท าปฏิกิริยากับไวเทลโล
เจนินที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ (4 ไมโครกรัม) ที่อัตราการเจือจางต่างกัน ดังตารางที่ 4-1 และภาพที่ 4-
1 จากผลการทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค Western blot จึงท าการเลือกโมโน
โคลนอลแอนติบอดีโคลนที่มีความไวสูง จ านวน 4 โคลน คือ MAb-sea bass VTG 18, MAb-sea 
bass VTG 37, MAb-sea bass VTG 41, และ MAb-sea bass VTG 23 มาใช ้ในการทดสอบด้วย
เทคนิคทางแอนติบอดีแบบอื่น ๆ ต่อไป 
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 ตารางที่ 4-1 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนิน 

ที่ โมโนโคลนอลแอนติบอดี
จ าเพาะต่อไวเทลโลเจ
นินจากปลากะพงขาว 
(MAb-sea bass VTG) 

ก าหนดชื่อโคลน
เป็น* 

ได้จาก
การหลอม
เซลล์ครั้ง

ที่ 

Isotyping อัตราการเจือจาง
ที่เหมาะสม

ส าหรับ 
Western blot 

1 18-7G, 18-6G MAb-sea bass 
VTG 18 

1 IgG1 1:10,000 

2 37-1F MAb-sea bass 
VTG 37 

1 IgG1 1:5,000 

3 41-7G, 41-10G MAb-sea bass 
VTG 41 

1 IgG2b 1:10,000 

4 1-7C MAb-sea bass 
VTG 1 

2 IgM 1:10 

5 42-7D, 42-12C MAb-sea bass 
VTG 42 

2 IgG2b 1:10 

6 46-11G MAb-sea bass 
VTG 46 

2 IgG2b 1:10 

7 F3-18-2D, F3-18-2F,  
F3-18-2G 

MAb-sea bass 
VTG F3-18 

3 IgG1 1:100 

8 F3-19-5B, F3-19-5D,  
F3-19-4C 

MAb-sea bass 
VTG 19 

3 IgG2a 1:100 

9 F3-20-7C, F3-20-8C,  
F3-20-9C 

MAb-sea bass 
VTG 20 

3 IgG1 1:100 

10 F3-23-3C, F3-23-2D,  
F3-23-1A 

MAb-sea bass 
VTG 23 

3 IgG1 1:100-1:1,000 

11 F3-35-7B, F3-35-7C MAb-sea bass 
VTG 35 

3 IgG1 1:100 

* เนื่องจากเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนเดียวกัน จึงก าหนดชื่อเรียกแทนโคลนต่าง ๆ เพื่อให้ง่ายต่อการน าไปใช้
ประโยชน์ 
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ภาพที่ 4-1  การทดสอบไวเทลโลเจนินบริสุทธิ์ (ปริมาณโปรตีน 4 ไมโครกรัม) ด้วยเทคนิค Western 

blot โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลากะพงขาวแต่ละ
โคลนเปรียบเทียบกับโพลิโคลนอลแอนติบอดี ดังนี้ 

ช่องที่ 1  PAb-sea bass VTG (1:10,000)   ช่องที่ 2  MAb-sea bass VTG 18 (1:10,000)  
ช่องที่ 3  MAb-sea bass VTG 37 (1:5,000)  ช่องที่ 4  MAb-sea bass VTG 41 (1:10,000)  
ช่องที่ 5  MAb-sea bass VTG 1 (1:10)   ช่องที่ 6  MAb-sea bass VTG 42 (1:10)  
ช่องที่ 7  MAb-sea bass VTG 46 (1:10)   ช่องที่ 8 MAb-sea bass VTG F3-18 (1:100)  
ช่องที ่9   MAb-sea bass VTG 19 (1:100)   ช่องที่ 10 MAb-sea bass VTG 20 (1:100)  
ช่องที่ 11 MAb-sea bass VTG 23 (1:1,000)   ช่องที่ 12 MAb-sea bass VTG 35 (1:100) 

 
4.1.2  ผลกำรทดสอบควำมจ ำเพำะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค Western 

blot 
การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อยืนยันว่าโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตได้มีความจ าเพาะกับไวเทลโลเจนิน โดยไม่จับกับโปรตีนที่พบทั่วไปในพลาสมาของ
ปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน จึงน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปท าปฏิกิริยากับ
พลาสมาของปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน เพื่อดูดซับโปรตีนทั่วไปในพลาสมา
ก่อน จากนั้นจึงน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นมาใช้ตรวจสอบกับพลาสมาปลาที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น
ด้วยฮอร์โมน พลาสมาปลาหลังได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol  และไวเทลโลเจ
นินจากพลาสมาปลากะพงขาวที ่ผ ่านการท าบริสุทธิ ์ ด้วยเทคนิค Western blot พบว่าทั ้งโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไม่ได้ผสมพลาสมาปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน และ โมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ถูกดูดซับโปรตีนทั่วไปที่พบในพลาสมา ไม่ปรากฏแถบโปรตีนสีน้ าตาลด าเมื ่อ
ทดสอบกับพลาสมาปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน ส่วนในพลาสมาปลากะพงขาว
ที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol และไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลากะพงขาวที่

 MW  1      2     3      4     5     6     7      8     9    10    11   12     
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ผ่านการท าบริสุทธิ์ ปรากฏแถบโปรตีนหลักสีน้ าตาลเทา 4 แถบ ที่มีน้ าหนักโมเลกุลเป็น 169, 132, 
112 และ 86 กิโลดาลตัน โดยแถบโปรตีนขนาด 169 กิโลดาลตัน สามารถสังเกตเห็นได้ชัดเจนมาก
ที่สุด จึงอาจกล่าวได้ว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้มีความจ าเพาะต่อโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 
169 กิโลดาลตัน มากที่สุดดังแสดงในภาพที่ 4-2 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4-2  ผลการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินด้วยเทคนิค 

Western blot โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ถูกดูดซับโปรตีนทั่วไปที่พบในพลาสมา 
ได้แก่ MAb-sea bass VTG 18 (ก), MAb-sea bass VTG 37 (ค), MAb-sea bass VTG 
41 (จ) และ MAb-sea bass VTG 23 (ช) และทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
MAb-sea bass VTG 18 (ข), MAb-sea bass VTG 37 (ง) MAb-sea bass VTG 41 (ฉ) 
และ MAb-sea bass VTG 23 (ซ) โดยที่  
ช่องที่ 1 และ 4 พลาสมาปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการฉีดฮอร์โมน (ปริมาณโปรตีน 4 

ไมโครกรัม) 
ช่องที่ 2 และ 5 พลาสมาปลากะพงขาวหลังได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน (ปริมาณ

โปรตีน 4  ไมโครกรัม)  
ช่องที่ 3 และ 6 ไวเทลโลเจนินที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ (ปริมาณโปรตีน 4 ไมโครกรัม) 
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4.1.3  ผลกำรทดสอบควำมจ ำเพำะโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค Dot blot  
การทดสอบระดับการเจือจางไวเทลโลเจนินที่เหมาะสมโดยเทคนิค Dot blot ส าหรับ

การตรวจสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนคือ MAb-sea bass VTG 18 (1:10,000) 
MAb-sea bass VTG 41 (1:10,000) MAb-sea bass VTG 37 (1:5,000) และ MAb-sea bass VTG 
23 (1:1,000) โดยท าการเจือจางไวเทลโลเจนินที่ผ่านการท าบริสุทธิ์เข้มข้นตั้งแต่ 0.0039 ไมโครกรัม 
ถึง 2 ไมโครกรัม พบว่า MAb-sea bass VTG 41 มีความไวในการทดสอบด้วยเทคนิค Dot blot มาก
ที่สุด เนื่องจากสามารถจับกับไวเทลโลเจนินได้ที่ระดับการเจือจางไวเทลโลเจนินตั้งแต่  2 - 0.0312 
ไมโครกรัม ในขณะที่ MAb-sea bass VTG 18, 37 และ 23 สามารถจับกับไวเทลโลเจนินได้ที่ระดับ
การเจือจางไวเทลโลเจนินตั้งแต่  2- 0.125 ไมโครกรัม (ภาพที่ 4-3) ซึ่งสามารถเลือกใช้ระดับการเจือ
จางโปรตีนในช่วงดังกล่าวส าหรับทดสอบด้วย Dot blot โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนต่าง ๆ 
ตามความเหมาะสมต่อไป  

 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
ภาพที่ 4-3  การทดสอบไวเทลโลเจนินบริสุทธิ์ปริมาณโปรตีน  0.0039 ถึง 2 ไมโครกรัม ตามผังการ

หยดแอนติเจน (ก) ด้วยเทคนิค Dotblot โดยใช้ MAb-sea bass VTG แต่ละโคลน (ข)  
  

ไวเทลโลเจนินความเข้มข้นต่างๆ (1µl/ช่อง) (ไมโครกรัม) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Negative 
control 

2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078 0.0039 

Positive  
control 

2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078 0.0039 

(ก)  

(ข)  

MAb-sea bass VTG 18 

MAb-sea bass VTG 37 

 MAb-sea bass VTG 41 

MAb-sea bass VTG 23 

 1      2      3      4      5      6     7       8      9     10 
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4.1.4  กำรทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค ELISA  
การหาสภาวะที ่เหมาะสมในการพัฒนาเทคนิค ELISA แบบที ่เคลือบเพลทด้วย

แอนติเจน ส าหรับการตรวจสอบไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาว พบว่า MAb-sea bass VTG 41 มี
ความไวในการตรวจสอบสูงที่สุด เมื่อใช้ไวเทลโลเจนินบริสุทธิ์ความเข้มข้น 2,000-4,000 นาโนกรัมต่อ
หลุม เคลือบเพลท โดยใช้ MAb-sea bass VTG 41 เจือจาง 1:500 และ GAM-HRP เจือจาง 1:10,000 
ซึ่งผลจากสภาวะที่ใช้ในการทดสอบดังกล่าวท าให้ค่าการดูดกลืนแสงมีค่าเข้าใกล้ 1 มาก ซึ่งเป็นช่วงค่า
การดูดกลืนแสงที่เหมาะสมมากที่สุดดังภาพที่ 4-4 (ค)  

เมื ่อน า MAb-sea bass VTG 41 มาพัฒนาการตรวจสอบไวเทลโลเจนินด้วย
เทคนิค ELISA แบบ competitive พบว่าสามารถตรวจสอบปริมาณไวเทลโลเจนินได้ในช่วงความ
เข้มข้น 40-4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน ามาสร้างกราฟมาตรฐานไวเทลโลเจนินแบบเส้นตรง ดัง
แสดงในภาพที่ 4-5 (ก) และ (ข) โดยมีค่าความแปรปรวนในการวิเคราะห์ระหว่างเพลท (inter-assay) 
เท่ากับ 11.46%  (n=6) และค่าความแปรปรวนในการวิเคราะห์ในเพลทเดียวกัน (intra-assay) 
เท่ากับ 4.51% (n=6)  
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ภาพที่ 4-4  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับการเจือจางแอนติบอดี โดยใช้

ระดับความเข้มข้นของแอนติเจนเคลือบเพลท 1,000-4,000 นาโนกรัมต่อหลุม โดยใช้
แอนติบอดี 4 โคลน คือ MAb-sea bass VTG 18 (ก) MAb-sea bass VTG 37 (ข) MAb-
sea bass VTG 41 (ค) และ MAb-sea bass VTG 23 (ง) 
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ภาพที่ 4-5  กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและปริมาณไวเทลโลเจนินจากการทดสอบ

ด้วยเทคนิค ELISA แบบ Competitive โดยใช้ระดับความเข้มข้นของแอนติเจนเคลือบ
เพลท 2,000 นาโนกรัมต่อหลุม ระดับการเจือจางของ MAb-sea bass VTG 41 เท่ากับ 
1:500 และ GAM-HRP 1:10,000 แบบ logarithmic scale (ก) และกราฟมาตรฐาน
แบบ linear scale (ข) 
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4.1.5  กำรทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมมิสตรี 
การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในเนื้อเยื่อของปลากะพงขาว ได้แก่ เนื้อเยื่อเหงือก ตับ 

และล าไส้ พบว่าเนื้อเยื่อที่ย้อมด้วย MAb-sea bass VTG 18 (1:50), 37 (1:50), 41 (1:5) และ 23 
(1:50) ในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสาร และกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลายฮอร์โมน ไม่พบการแสดงผล
ของปฏิกิริยาสีน้ าตาล มีเพียงกลุ่มทดลองที่ฉีดกระตุ้นด้วย 17β-estradiol ปริมาณ 2 mg/kg BW ที่
แสดงผลการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินพบปฏิกิริยาสีน้ าตาลในเนื้อเยื่อ คือ เนื้อเยื่อ
ตับเกิดสีน้ าตาลเข้มที่เซลล์ตับ (hepatocytes) และไซนูซอยด์ (sinusoid) ล าไส้เกิดปฏิกิริยาสีน้ าตาล
เข ้มบร ิเวณชั ้นซ ีโรซา (serosa) ชั ้นใต ้เยื ่อ เม ือก (submucosa) และชั ้นม ัสค ิวลาร ิส ม ิวโคซา 
(muscularis mucosa) และเหงือกเกิดปฏิกิริยาสีน้ าตาลเข้มบริเวณลาเมลลา (gill lamella) และเส้น
เลือดภายในเหงือก (blood vessels) ดังแสดงในภาพที่ 4-6 ถึง 4-8 
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ล าไส้ ตับ 

(ข) 

(ก) 

เหงือก 

(ค) 

(ง) 

(จ) 

ภาพที ่4-6  การตรวจสอบเนื้อเยื่อปลากะพงขาวโดยเทคนิค Immunohistochemistry ในปลากะพงขาวกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ได้รับสาร (Control) ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดี (ก) และที่ย้อมด้วย MAb-sea bass 
VTG 18 (ข), 37 (ค) , 41 (ง) และ 23 (จ) 
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ภาพที ่4-7  การตรวจสอบเน้ือเยื่อปลากะพงขาวโดยเทคนิค Immunohistochemistry ในปลากะพงขาว
กลุ่มควบคุมที่ไดร้ับตัวท าละลายฮอร์โมน (Vehicle control) ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดี (ก) 
และที่ย้อมด้วย MAb-sea bass VTG 18 (ข),  37 (ค) ,  41 (ง) และ  F3-23 (จ) 

 
  

ล าไส้ ตับ 

(ข) 

(ก) 

เหงือก 

(ค) 

(ง) 

(จ) 
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ภาพที่ 4-8  การตรวจสอบเน้ือเย่ือปลากะพงขาวโดยเทคนิค Immunohistochemistry ในปลากะพงขาว
ที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดี (ก) และที่ย้อมด้วย MAb-sea 
bass VTG 18 (ข), 37 (ค) , 41 (ง) และ F3-23 (จ) โดย Scale bar มีขนาดเท่ากับ 10 
ไมโครเมตร   L=gill lamella, BV=blood vessels, H = hepatocytes, V = blood vein, 
SI= sinusoid, S = serosa, SM = submucosa, MM = muscularis mucosa 
 

ล าไส้ ตับ 
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4.2  ผลกำรตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลำกะพงขำวที่ได้รับกำรชักน ำให้เกิด VTG ด้วย สำรเคมีชนิด
อื่น  

การทดสอบไวเทลโลเจนินของปลากะพงขาวที่ได้รับการฉีดสารเคมีในกลุ่มสารรบกวนการ
ท างานของต่อมไร้ท่อ ได้แก่ สารโนนิลฟีนอล (25 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม) เบนโซเอไพรีน 
(0.5  มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม) และแคดเมียมคลอไรด์ (0.5 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 
กิโลกรัม) ผลการตรวจสอบพบว่ามีเพียง MAb-sea bass VTG 23 ที่สามารถตรวจพบการสร้างไวเทลโล
เจนินในปลากะพงขาววัยอ่อนหลังได้รับแคดเมียมคลอไรด์ เป็นเวลา 3 วัน ดังแสดงในภาพที่ 4-9  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

   
 

ภาพที ่ 4 - 9  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลากะพงขาวทีไ่ด้รับสาร  
โนนิลฟีนอล (ก) เบนโซเอไพรีน (ข) และแคดเมียมคลอไรด์ (ค) ด้วยเทคนิค Western blot 
โดยใช ้MAb-sea bass VTG 23  (ช่องที ่1-12, ปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม) ด้วยเทคนิค 
Western blot โดยที ่ ช่องที่ 1 คือพลาสมาปลากะพงขาวก่อนไดร้ับสาร ช่องที่ 2-8 คือ 
พลาสมาปลากะพงขาวหลังได้รับสารเป็นเวลา 3, 6, 9, 12, 15, 18, และ 21 วัน ตามล าดับ 

  

* 
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4.3  ผลกำรทดสอบปฏกิิริยำข้ำมของ MAb-sea bass VTG ในปลำชนิดต่ำง ๆ ที่ได้รับกำรชกัน ำให้
เกิด VTG  ด้วย 17β-estradiol และสำรรบกวนฮอร์โมนเอสโตรเจนอื่น ๆ 

4.3.1 กำรทดสอบปฏิกริิยำข้ำมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค Western blot 
 ก) การทดสอบกับไวเทลโลเจนินในพลาสมาปลานิล 

   การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 11 โคลนกับไวเทลโลเจนินใน
พลาสมาปลานิลที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol (2 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม) ด้วยเทคนิค 
Western blot พบว่ามีเพียงโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมเซลล์ครั้งที่ 3 จ านวน 5 โคลน 
(MAb-sea bass VTG 18, 19, 20, 23 และ 35) ที่สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินจากปลา
นิลได้ อย่างไรก็ตามพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี MAb-sea bass VTG 23 สังเกตพบการเกิดแถบ
ปฏิกิริยาได้ชัดเจนที่สุดที่อัตราการเจือจางเท่ากับ 1:100 โดยพบแถบโปรตีนขนาด 210 และ 140 กิโล
ดาลตัน (ภาพที่ 4-10) จึงเลือกใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี MAb-sea bass VTG 23 ใช้ส าหรับทดสอบ
ปฏิกิริยาข้ามในปลานิลด้วยเทคนิคอื่นต่อไป  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-10 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิล (ช่องที่ 1-12; 

ปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม) เปรียบเทียบกับโพลีโคลนอลแอนติบอดีและด้วยเทคนิค 
Western blot โดยที่ 

ช่องท่ี 1 PAb-sea bass VTG  (1:10,000)  ช่องท่ี 2 MAb-sea bass VTG 18 (1:10,000) 
ช่องท่ี 3 MAb-sea bass VTG 37 (1:5,000)  ช่องท่ี 4 MAb-sea bass VTG 41 (1:10,000) 
ช่องท่ี 5 MAb-sea bass VTG 1 (1:10)   ช่องท่ี 6 MAb-sea bass VTG 42 (1:10)  
ช่องท่ี 7 MAb-sea bass VTG 46 (1:10)   ช่องท่ี 8 MAb-sea bass VTG F3-18 (1:100)  
ช่องท่ี 9 MAb-sea bass VTG 19 (1:100)  ช่องท่ี10 MAb-sea bass VTG 20 (1:100)  
ช่องท่ี 11 MAb-sea bass VTG F23 (1:100)  ช่องท่ี 12 MAb-sea bass VTG 35 (1:100)  
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ข) การทดสอบกับไวเทลโลเจนินในพลาสมาปลาเก๋าปะการัง 
การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 11 โคลนกับไวเทลโลเจนินใน

พลาสมาปลาเก๋าปะการังที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol (2 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม) ด้วย
เทคนิค Western blot พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ทุกโคลนสามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทล
โลเจนินในปลาเก๋าปะการังได้ ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดี MAb-sea bass VTG 23 ที่อัตราการเจือจาง
เท่ากับ 1:1,000 และ  MAb-sea bass VTG 41 (1:10,000) พบการเกิดแถบปฏิกิริยาได้ชัดเจนที่สุด โดย
พบแถบโปรตีนขนาด 152, 133, 81, 72 และ 63 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 4-11) จึงเลือกใช้โมโนโคลนอล
แอนติบอดี MAb-sea bass VTG 41 และ 23 ส าหรับทดสอบปฏิกิริยาข้ามในปลาเก๋าปะการังด้วยเทคนิค
อื่นต่อไป  

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-11  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ

พลาสมาปลาเก๋าปะการัง (ช่องที่ 1-12, ปริมาณโปรตีน 20 ไมโครกรัม) ด้วยเทคนิค 
Western blot โดยที่ 

  ช่องท่ี 1 PAb-sea bass VTG  (1:10,000)  ช่องที่ 2 MAb-sea bass VTG 18 (1:5,000) 
ช่องท่ี 3 MAb-sea bass VTG 37 (1:5,000)  ช่องท่ี 4 MAb-sea bass VTG 41 (1:10,000) 
ช่องท่ี 5 MAb-sea bass VTG 1 (1:10)  ช่องท่ี 6 MAb-sea bass VTG 42 (1:10)  

   ช่องท่ี 7 MAb-sea bass VTG 46 (1:10)  ช่องท่ี 8 MAb-sea bass VTG F3-18 (1:100)  
   ช่องท่ี 9 MAb-sea bass VTG 19 (1:100)  ช่องท่ี 10 MAb-sea bass VTG 20 (1:100)  
   ช่องท่ี 11 MAb-sea bass VTG 23 (1:1,000)  ช่องท่ี 12 MAb-sea bass VTG 35 (1:100) 
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4.3.2 ผลกำรทดสอบปฏิกิริยำข้ำมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค Dotblot 

เมื่อทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในปลานิลและ
ปลาเก๋าปะการังด้วยเทคนิค Dot blot พบว่า MAb-sea bass VTG 18, 37, 41 และ 23 สามารถท า
ปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปลานิลที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol โดยไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับ
พลาสมาของปลานิลที่ไม่ได้รับการฉีดฮอร์โมน ส่วนในปลาเก๋าปะการังพบว่ามีเพียง  MAb-sea bass 
VTG 23 ที่สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปลาเก๋าปะการังที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol 
โดยไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับพลาสมาของปลาเก๋าปะการังที่ไม่ได้รับการฉีดฮอร์โมน ในขณะที่ MAb-sea 
bass VTG 18, 37 และ 41 ท าปฏิกิริยาแบบไม่จ าเพาะกับพลาสมาของปลาเก๋าปะการังที่ไม่ได้รับการ
ฉีดฮอร์โมนด้วย ดังแสดงในภาพที่ 4-12 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4-12  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิลและปลาเก๋า   

ปะการัง ด้วยเทคนิค Dot blot โดย ช่องที่ 1-2 พลาสมาปลาที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น

ด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol ตัวที่ 1 และ 2 ช่องที่ 3-10 พลาสมาปลาที่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol ตัวที่ 1-8 โดยใช้ MAb-sea bass VTG 18 (ก), 
MAb-sea bass VTG 37 (ข), MAb-sea bass VTG 41 (ค), และ MAb-sea bass VTG 
23 (ง) 
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4.3.3 ผลกำรทดสอบปฏิกิริยำข้ำมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค ELISA 
การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในปลานิล

และปลาเก๋าปะการังด้วยเทคนิค ELISA แบบ competitive พบว่า MAb-sea bass VTG 41 สามารถท า
ปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปลานิลที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol โดยไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับ
พลาสมาของปลานิลที่ไม่ได้รับการฉีดฮอร์โมน ปลาเก๋าปะการังทั้งที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol และ
ไม่ได้รับฮอร์โมน ดังแสดงในภาพที่ 4-13 ส่วน MAb-sea bass VTG 23 สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับ       
ไวเทลโลเจนินในปลานิลและปลาเก๋าปะการังที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol โดยไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับ
พลาสมาของปลานิลและปลาเก๋าปะการังที่ไม่ได้รับการฉีดฮอร์โมน ดังแสดงในภาพที่ 4-14 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที ่4-13  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิลและปลาเก๋า

ปะการัง ดว้ยเทคนิค ELISA แบบ competitive โดยใช้ MAb-sea bass VTG 41 (1:500) 
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ภาพที ่4-14  การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับพลาสมาปลานิลและปลาเก๋า

ปะการัง ดว้ยเทคนิค ELISA แบบ competitive โดยใช้ MAb-sea bass VTG 23 (1:20) 

 

4.3.4 ผลกำรทดสอบปฏิกิริยำข้ำมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค 
Immunohistochemistry 

การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในปลานิล
และปลาเก๋าปะการังด้วยเทคนิค Immunohistochemistry พบว่า MAb-sea bass VTG 41 และ 23 
เจือจาง 1:20 และ GAM-HRP เจือจาง 1:1,000 สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปลานิล
และปลาเก๋าปะการังที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol โดยไม่ท าปฏิกิริยาข้ามกับพลาสมาของปลานิลและ
ปลาเก๋าปะการังที่ไม่ได้รับการฉีดฮอร์โมน โดยพบการเกิดไวเทลโลเจนินได้ในเนื้อทั้งเหงือก ตับ และ ล าไส้ 
โดยแสดงผลการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินที่พบปฏิกิริยาสีน้ าตาลในเนื้อเยื่อ คือ 
เนื้อเยื่อตับเกิดสีน้ าตาลเข้มที่เซลล์ตับ (hepatocytes) และไซนูซอยด์ (sinusoid) ล าไส้เกิดปฏิกิริยาสี
น้ าตาลเข้มบริเวณชั้นซีโรซา ( serosa) ชั้นใต้ เยื่อเมือก (submucosa) ชั้นมัสคิวลาริส มิวโคซา 
(muscularis mucosa) และวิลไล (Villi) และเหงือกเกิดปฏิกิริยาสีน้ าตาลเข้มบริเวณลาเมลลา                    
(gill lamella) และเส้นเลือดภายในเหงือก (blood vessels) ดังแสดงในภาพที่ 4-15 – 4-20  
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ภาพที ่4-15 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 

ในปลานิลกลุ่มควบคุม (Control) ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดี (ก) และที่ย้อมด้วย MAb-sea 
bass VTG 41 (ข) และ 23 (ค) 

 

 

 

 

 

 

 

ล าไส้ ตับ 

(ข) 

(ก) 

เหงือก 

(ค) 
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ภาพที ่4-16 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 
ในปลานิลกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลายฮอร์โมน (Vehicle control) ทีไ่ม่ได้ย้อมด้วย
แอนติบอดี (ก) และที่ย้อมด้วย MAb-sea bass VTG 41 (ข) และ 23 (ค) 

 

 

 

 

 

 

 

ล าไส้ ตับ 

(ข) 

(ก) 

เหงือก 

(ค) 



32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4-17 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 
ในปลานิลที่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอด ี(ก) และที่ย้อมด้วย 
MAb-sea bass VTG 41 (ข) และ 23 (ค) 

  โดยที่ PL= primery lamella, BV=blood vessals, H = hepatocytes, V = blood 
vein,  SI = sinusoid  S = serosa, SM = submucosa, VI = villi of the intestine 
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ภาพที ่4-18 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 
ในปลาเก๋าปะการังกลุ่มควบคุม (Control) ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดี (ก) และที่ย้อมด้วย 
MAb-sea bass VTG 41 (ข) และ 23 (ค) 

 

 

 

 

 

 

 

ล าไส้ ตับ 

(ข) 

(ก) 

เหงือก 

(ค) 
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ภาพที ่4-19 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 
ในปลาเก๋าปะการังกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลายฮอร์โมน (Vehicle control) ที่ไม่ได้ย้อม
ด้วยแอนติบอดี (ก) และที่ย้อมด้วย MAb-sea bass VTG 41 (ข) และ 23 (ค) 

 

 

 

 

 

 

 

ล าไส้ ตับ 

(ข) 

(ก) 

เหงือก 

(ค) 
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ภาพที ่4-20 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry 

ใน ปลาเก๋าปะการังที่ไดร้ับฮอร์โมน 17β-estradiol ที่ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดี (ก) และที่
ย้อมด้วย MAb-sea bass VTG 41 (ข) และ 23 (ค)   โดยที่ L= gill lamella, H = 
hepatocytes, S = serosa, MM = muscularis mucosa,  VI = villi of intestine 
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4.4  กำรทดสอบปฏิกิริยำข้ำม (cross reaction) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินใน
สัตว์ทะเลชนิดอื่น  ที่ได้รับกำรชักน ำให้เกิด VTG ด้วย 17β-estradiol 

 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในสัตว์ทะเลชนิดอื่น คือ ปูม้า (Portunus 
pelagicus) โดยเทคนิคทางแอนติบอดี Western blot และ dot blot ผลการศกึษาพบวา่ MAb-sea 
bass VTG ทั้ง 11 โคลน และ PAb-sea bass VTG  ไม่สามารถท าปฏิกิรยิาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปูม้า
ได้ ดังภาพที ่4-21 และ 4-22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที ่ 4-21 การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปูม้าด้วยเทคนิค SDS-PAGE (ก) และเทคนิค Western blot 

โดยใช้ MAb-sea bass VTG 23 (ข) โดยช่องที่ 1-2 คือพลาสมาปูม้าเพศผูท้ี่ไม่ได้รับ
ฮอร์โมน 17β-estradiol ช่องที่ 3-4 คือพลาสมาปูม้าเพศเมียที่ไม่ได้รับฮอร์โมน 17β-
estradiol  และช่องที่ 5-16 คือพลาสมาปูม้าที่ไดร้ับฮอร์โมน 17β-estradiol ตวัที่ 1-12  

MW  1     2       3      4     5    6      7     8     9    10    11   12    13   14   15   16   P-VTG 

(ก) 

(ข) 
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169  
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150 
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 86  
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ภาพที ่ 4-22 การตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปูม้าด้วยเทคนิค dot blot โดยใช้ MAb-sea bass VTG 18 
(ก) MAb-sea bass VTG 37 (ข) MAb-sea bass VTG 41 (ค)  และ MAb-sea bass VTG 
23 (ง) โดยที่ช่อง C คอื negative และ positive control ช่องที่ 1-2 คือพลาสมาปูม้าเพศ
ผู้ที่ไม่ได้รับฮอร์โมน 17β-estradiol ช่องที่ 3-4 คือพลาสมาปูม้าเพศเมียที่ไม่ได้รับฮอร์โมน 
17β-estradiol  และช่องที่ 5-16 คือพลาสมาปูมา้ที่ไดร้ับฮอร์โมน 17β-estradiol  ตัวที ่ 
1-12 
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บทที่  5 

อภิปรำยและสรุปผลกำรทดลอง 

 

5.1  อภิปรำยและสรุปผลกำรทดลอง 

ตามข้อเสนอโครงการต่อเนื่อง 2 ปี  ซึ่งในปีที่ 1 ได้มีการผลิตและศึกษาลักษณะสมบัติของพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินเป็นหลัก ซึ่งมีสัมฤทธิผล 2 ประการ คือ ได้พอลิโคลนอล
แอนติบอดีจากหนูเมาส์มาใช้ส าหรับตรวจสอบไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาว (พอจิต นันทนาวัฒน์ และ
คณะ, 2559)  และได้มีการน าหนูเมาส์เหล่านั้นมาหลอมเซลล์เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อความ
ยั่งยืนในด้านปริมาณการผลิตแอนติบอดีต่อไป ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสิ้น 11 โคลน ซึ่งในการ
ท างานโครงการต่อเนื่องทั้งในปีที่ 1 และปีที่ 2 ของโครงการตามแผนของการด าเนินโครงการ มีข้อสรุป 
ดังนี้ 

1.  ผลิตไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาวเพื่อเป็นแอนติเจน ท าโดยใช้ปลากะพงขาวมาฉีด
กระตุ้นด้วยฮอร์โมน 17β-estradiol จากนั้นน าพลาสมาปลามาแยกไวเทลโลเจนินด้วยเทคนิคคอลัมน์โคร
มาโตกราฟี และตรวจสอบลักษณะสมบัติของไวเทลโลเจนินที่ได้โดยเทคนิคทางเคมีตามลักษณะสมบัติของ
ไวเทลโลเจนินซึ่งเป็นฟอสโฟไลโปไกลโคโปรตีน โดยการย้อมสีไวเทลโลเจนินที่ผลิตได้ด้วยสีย้อมโปรตีน 
คาร์โบไฮเดรต และลิปิด ใน Native-PAGE (Garnayak และคณะ, 2013) และตรวจสอบน้ าหนักโมเลกุล
ด้วย SDS-PAGE ไวเทลโลเจนินที่มีขนาด 169, 132, 112 และ 86 กิโลดาลตัล ซึ่งสอดคล้องกับขนาดของ
ไวเทลโลเจนินที่พบในปลาชนิดอื่น ๆ ซึ่งโดยทั่วไปไวเทลโลเจนินจะมีขนาดโมเลกุล 300-600 กิโลดาลตัล 
และเมื่ออยู่ในรูปโมเลกุลเดี่ยวจะมีขนาดประมาณ 150-200 กิโลดาลตัล (Scott และ Robinson, 2008)  
เช่น ขนาดของไวเทลโลเจนินในปลา shorthead redhorse และปลา copper redhorse เท่ากับ 150 
กิโลดาลตัล (Maltais และ Roy, 2009) ปลา cod 165, 135 และ 116 กิโลดาลตัล (Scott และคณะ, 
2006) หรือในปลา Stone flounder ซึ่งมีขนาด 165 และ 106 กิโลดาลตัล (Pan และคณะ, 2012) เป็น
ต้น 

2.  น าไวเทลโลเจนินที่ได้ไปฉีดกระตุ้นในหนูเมาส์จ านวน 3 ตัว เพื่อผลิตพอลิโคลนอล
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาว (PAb-Seabass VTG) ซึ่งแอนติบอดีที่ผลิตได้มี
ความจ าเพาะกับไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาวโดยไม่ท าปฏิกิริยากับโปรตีนอื่นในพลาสมาของปลาที่ไม่ได้
รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมน ซึ่งสามารถน าไปใช้ทดสอบในห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิคทางแอนติบอดีทั้ง 
western blot, dot blot, และ ELISA  จึงสามารถน าพอลิโคลนอลแอนติบอดีจากหนูเมาส์ทั้ง 3 ตัวนี้ 
มาใช้ในการตรวจสอบไวเทลโลเจนินได้ดีในระดับหนึ่ง  นอกจากนี้ในการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีจากหนูตัวที่ 2 กับไวเทลโลเจนินในปลานิลและปลาเก๋าปะการังพบว่าพอลิโคลนอล
แอนติบอดีสามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในพลาสมาของปลานิลและปลาเก๋าปะการัง และ
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เนื้อเยื่อของปลานิลที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยฮอร์โมนเดียวกันได้ ท าให้มูลค่าของพอลิโคลนอลแอนติบอดี
ที่ผลิตได้นี้สูงขึ้น เนื่องจากสามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบไวเทลโลเจนินที่เกิดขึ้นในปลานิลและปลาเก๋า
ได้อีกด้วย อย่างไรก็ตามพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีข้อจ ากัดในด้านของปริมาณที่สามารถผลิตได้ไม่มาก
นัก และเนื ่องจากมีความจ า เพาะต่ออิพิโทปที ่หลากหลาย จึงได้มีการพัฒนาเป็นโมโนโคลนอล
แอนติบอดีเพื่อความยั่งยืนในการมีแอนติบอดีส าหรับใช้ตรวจสอบต่าง ๆ ได้ต่อไป 

3.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท าโดยน าเซลล์ม้ามจากหนูเมาส์ 3 ตัวที่ได้รับการฉีด
กระตุ้นด้วยไวเทลโลเจนินมาท าการหลอมเซลล์กับเซลล์ไมอิโลมา เพื่อสร้างเซลล์ลูกผสมที่สามารถ
เพาะเลี้ยงและถ่ายทอดลักษณะการสร้างแอนติบอดีได้ การท าหลายครั้ง เป็นการเพิ่มโอกาสในการท า
ให้ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที ่มีความจ าเพาะต่ออิพิโทปบนแอนติเจนที่หลากหลายมากขึ้น  ใน
เบื ้องต้นคัดเลือกไว้จ านวน 11 โคลน จากการหลอมเซลล์ 3 รอบ ซึ ่งแต่ละโคลนมีลักษณะการ
ตอบสนองต่อแอนติเจนแตกต่างกัน ซึ่งมีการพิสูจน์ต่อเนื่องในการวิจัยในปีที่ 2 

จากงานวิจัยต่อเน่ืองในปีที่ 2 นี้พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นได้ มีความจ าเพาะกับไว
เทลโลเจนินในปลากะพงขาวโดยไม่ท าปฏิกิริยากับโปรตีนอื่นในพลาสมาของปลาที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น
ด้วยฮอร์โมน ซึ่งสามารถน าไปใช้ทดสอบในห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิคทางแอนติบอดีทั้ง western blot, 
dot blot, ELISA และ Immunohistochemistry โดยแอนติบอดีที่มีความไวเหมาะสมส าหรับน าไปใช้
ตรวจสอบ ไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาว ได้แก่ MAb-sea bass VTG 18 (1:10,000), MAb-sea bass 
VTG 37 (1:5,000), MAb-sea bass VTG 41 (1:10,000) และ MAb-sea bass VTG 23 (1:1,000) การ
ทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับปลานิลและปลากะพงขาว พบว่า MAb-sea bass 
VTG 23 (1:100) สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโลเจนินในปลานิลและมีความไวในการตรวจสอบ
สูงที่สุด ในปลาเก๋าปะการังพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนสามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไวเทลโล
เจนินในปลาเก๋าปะการังได้ โดยแอนติบอดีที่มีความไวเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ตรวจสอบ ได้แก่ MAb-
sea bass VTG 23 (1:1,000) (วิชชุดา ประสาทแก้ว,  ชุติมา ถนอมสิทธิ์ , และ พอจิต นันทนาวัฒน์. 
(2559)  นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดี MAb-sea bass VTG 23 ยังสามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับไว
เทลโลเจนินในปลากะพงขาวที่ได้รับแคดเมียมคลอไรด์ ขณะที่การทดสอบปฏิกิริยาข้ามในสัตว์ทะเลชนิด
อื่น คือ ปูม้า พบว่าทั้งโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีแอนติบอดีไม่สามารถจับ
กับไวเทลลินในปูม้าได้ ดังนั ้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นได้จากงานวิจัยนี้จึงสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบไวเทลโลเจนินได้กว้างขวางยิ่งขึ้นในปลาทั้งน้ าจืดและน้ าเค็ม รวมทั้งใน
ด้านการส ารวจทางสิ่งแวดล้อม และการทดลองในห้องปฏิบัติการต่อไป  
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5.2  ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับกำรวิจัยและกำรประยุกต์ผลกำรวิจัย 
ควรพัฒนารูปแบบการน าแอนติบอดีไปใช้ในลักษณะที่สะดวก ต่อการออกภาคสนาม

หรือการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการพื้นฐานต่าง ๆ  อาจเป็นในรูปของ Strip test หรือ ชุดตรวจ
เชิงปริมาณส าเร็จรูป โดยเทคนิค ELISA ซึ่งต้องมีกระบวนการพัฒนาให้มีความแม่นย าสูงใน plat 
form ต่าง ๆ กัน เพื่อสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจสอบไวเทลโลเจนินทั้งในด้านของการ
ตรวจสอบเพื่อใช้เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพส าหรับสารรบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อ (EDCs) และการ
ตรวจวัดปริมาณไวเทลโลเจนินในปลาแม่พันธุ์เพื่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ
ต่อไป  

 
5.3  ผลผลิต 
 5.3.1  กำรตีพมิพ์ และกำรน ำเสนอผลงำน 
สุรัสวด ีแพทยร์ังษี, วชิชดุา ประสาทแก้ว, และ พอจิต นันทนาวัฒน.์ (2560)  ผลของโนนิลฟีนอลต่อการ

ชักน าไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาววัยอ่อน.  วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา.ปีที่ 22 (ฉบับพิเศษ) 
การประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตรว์ิจยั ครั้งที ่9”.  195-202. 

หน่ึงฤทัย เอกจิตต,์ วิชชดุา ประสาทแก้ว และ พอจิต นันทนาวัฒน์.  (2560).  การทดสอบปฏิกิริยาข้าม
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในปลากะพงขาวกับไวเทลโลเจนินในปลาชนิดอื่น 
ด้วยเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมิสทร.ี ใน การประชุมวิชาการระดับชาติ วทิยาศาสตร์วิจัย ครั้งที ่9, 
ชลบุรี ; มหาวิทยาลัยบูรพา. (โปสเตอร์) 

พิชยาภรณ์ โชติฐิตธินหิรญั, วิชชดุา ประสาทแกว้, พอจติ นันทนาวัฒน์.  (2560).  การทดสอบปฏิกิริยา
ข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนนิในปลากะพงขาวกับไวเทลโลเจนินในปลาชนิด
อื่นด้วยเทคนิค western blot.  ใน การประชุมวชิาการระดับชาต ิวิทยาศาสตรว์ิจัย ครั้งที ่9, 
ชลบุรี ; มหาวิทยาลัยบูรพา. (โปสเตอร์) 

พอจิต นันทนาวัฒน,์  นันทิกา คงเจริญพร, วิชชดุา ประสาทแก้ว และ ศภุกิจ ศรีสวัสดิ.์  (2559).  การ
ผลิตพอลิโคลนอลแอนตบิอดีจ าเพาะต่อไวเทลโลเจนินจากพลาสมาปลากะพงขาว. ในรายงาน
สืบเนื่อง การประชุมวิชาการระดับชาติ วทิยาศาสตร์วจิัย ครั้งที่ 8 (หน้า 518-523).  พะเยา ; 
มหาวิทยาลัยพะเยา.  

วิชชุดา ประสาทแก้ว,  ชุติมา ถนอมสิทธิ,์ และ พอจิต นันทนาวัฒน์. (2559).  การทดสอบปฏิกิริยาข้าม
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินจากปลากะพงขาว. ในรายงานสืบเนื่อง การประชุม
วิชาการระดับชาติ วทิยาศาสตร์วิจัย ครั้งที ่8 (หน้า 491-496).  พะเยา ; มหาวิทยาลัยพะเยา. 
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สุรัสวด ีแพทยร์ังษ,ี ณัฐธยาน์ โทธกานันท,์ และพอจิต นันทนำวัฒน์.  (2559).  ผลของแคดเมียมในการ
ชักน าให้เกิดไวเทลโลเจนนิในปลากะพงขาววัยอ่อน.  ใน การประชุมวิชาการระดับชาต ิ
วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที ่8, พะเยา ; มหาวิทยาลัยพะเยา. (โปสเตอร์) 

ยังมีผลงานที่อยู่ในระหว่างการเสนอพิจารณาตีพิมพ์ในวารสารต่างประเทศ จ านวน 1 
ผลงาน  
 5.3.2 กำรจดอนสุิทธบิัตร   
 ได้ยื่นค าขอรับการจดอนสุิทธิบัตร จ านวน 2 เรื่อง  ได้แก ่
 1.  ค าขอรับอนุสิทธิบัตร เรื่อง  โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนนิในปลากระพงขาว เมื่อ
วันที่ 25 กุมภาพันธ์ พ.ศ.2559  เลขที่ค าขอ 1603000313 
 2.  ค าขอรับอนุสิทธิบัตร เรื่อง  วิธตีรวจสอบการปนเปื้อนสารคล้ายเอสโตรเจนในแหล่งน้ าด้วย
การวัดระดับไวเทลโลเจนิน  เมื่อวันที่ 25 กุมภาพันธ์ พ.ศ.2559  เลขที่ค าขอ 1603000314 
 5.3.3. กำรถำ่ยทอดเทคโนโลยี 
 1. การถ่ายทอดเทคโนโลยีและผลการวจิัยให้แก่นักเรียน นิสิต/นักศึกษา นกัวิจัย และประชาชน
ทั่วไปในงานนิทรรศการสัปดาห์วิทยาศาสตร์แห่งชาติภาคตะวันออก ทีจ่ัดข้ึนเมื่อวันที่ 16-18 สิงหาคม 
พ.ศ. 2559 ณ มหาวิทยาลัยบูรพา โดยให้ความรูเ้กี่ยวกับการใช้ไวเทลโลเจนินเป็นตัวชี้วัดทางชวีภาพ 
วิธีการผลิตแอนติบอดีทีจ่ าเพาะตอ่ไวเทลโลเจนิน และวิธีการตรวจไวเทลโลเจนินด้วยเทคนิคทาง
แอนติบอดี  ในรูปแบบโปสเตอร์ 
 2.  บูรณาการงานวจิัยกบัการเรียนการสอน รายวิชา 307335 การผลิตแอนติบอดี  307336 
ปฏิบัติการการผลิตแอนติบอดี  และ 307376 เทคนิคทางแอนติบอดีเพื่อตรวจสอบสิ่งแวดล้อม ให้แก่นิสิต
สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ เพือ่น าไปใช้ประโยชน์ได้ในการท าปัญหาพิเศษทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ และการท างานในอนาคต 
 3.  น าผลงานที่ได้จากโครงการวิจัยเข้ารว่มประชมุทางวิชาการและเสนอผลงานวิจัย โดยมีการ
น าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการระดับชาติ วทิยาศาสตรว์ิจัย ครั้งที ่7 ณ มหาวิทยาลัยนเรศวร จ. 
พิษณุโลก จ านวน 6 ผลงาน ครั้งที ่8 ณ มหาวทิยาลัยพะเยา จ.พะเยา จ านวน 3 ผลงาน และในการ
ประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตรว์ิจัย ครั้งที่ 9 ณ มหาวิทยาลัยบูรพา จ.ชลบุรี จ านวน 3  ผลงาน  
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รำยงำนสรุปกำรเงิน 
เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย 2559A10802047/ สัญญาเลขที่ 71/2559 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ.2559 

มหาวิทยาลัยบูรพา 
ชื่อโครงกำร การพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไวเทลโลเจนินในพลาสมาของปลากะพงขาว 

(Lates  calcarifer  Bloch) 
ชื่อหัวหน้ำโครงกำรวิจัยผู้รับทุน อ.ดร.พอจิต  นันทนาวัฒน์ 
รำยงำนในช่วงตั้งแต่วันที่  ระหว่างวันที่ 1  ตุลาคม พ.ศ.2558  ถึงวันที่  30 กันยายน พ.ศ.2560 
ระยะเวลำด ำเนินกำร 1 ปี 10 เดือน (ระหว่างวันที่ 9 ธันวาคม พ.ศ.2559 –  6 สิงหาคม พ.ศ.2560) 

รำยรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ (หลังจากหักค่าสาธารณูปโภค 10% แล้ว) 

- งวดที่ 1 (50%) 354,200.00 บาท เมื่อวันที่    พฤศจิกายน พ.ศ.2558 
- งวดที่ 2 (40%) 283,360.00 บาท เมื่อวันที่     มิถุนายน พ.ศ.2559 
- งวดที่ 3 (10%) - เมื่อวันที่ - 

 รวม 637,560.- บาท (หกแสนสามหมื่นเจ็ดพันห้าร้อยหกสิบบาทถ้วน) 

รำยจ่ำย 
รายการ งบประมาณที่ตั้งไว ้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ 
1. งบบุคลากร 0.- 0.- 0.- 
2. ค่าตอบแทนนักวิจัย 62,400.- 56,160.- 6,240.- 
3. ค่าใช้สอย 260,200.- 234,180.- 26,020.- 
4. ค่าวัสด ุ 314,960.- 283,464.- 31,496.- 
5. ค่าสาธารณูปโภค10 % 70,840.- 63,756.- 7,084.- 
6. ค่าครุภัณฑ ์ -.- -.- -.- 
รวม 708,400.- 637,560.- 70,840.- 

 

(นางพอจิต  นันทนาวัฒน์) 
หัวหน้าโครงการ 
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