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การรักษาผูปวยที่ถกูงพูิษกัดโดยการใหเซรุมที่จําเพาะตอพิษงนูัน้จําเปนจะตองทราบชนิด

ของพิษงูที่แนนอน วธิีหนึ่งที่ใชในการตรวจสอบชนิดของพิษง ู คือการใช ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) แตเทคนคินี้มีขอเสียคือใชเวลานานและตองใชเคร่ืองมือราคาแพง  
ในการศึกษานีจ้ึงมีวัตถุประสงคเพื่อพฒันาวิธีการตรวจพษิงูโดยเทคนิคดอต-อิไลซาบนกระดาษไน
โตรเซลลูโลสโดยใชพิษงูกะปะ Calloselasma rhodostoma และพิษงูเหา Naja kaouthia เปน 
ตนแบบ, ไดมีการปรับเปล่ียนตัวแปรตางๆ ไดแกวิธีการทําแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูให
บริสุทธิ์,  เวลาของการบมและลาง, ปริมาตรและความเขมขนของรีเอเจนตและสับสเตรตสําหรับ
การตรวจสอบดวยเอนไซมทีใ่ชจนกระทั่งไดสภาวะที่เหมาะสม ผลการศึกษาดวยวธิีดอต-อิไลซา 
สามารถตรวจระดับพิษงกูะปะไดที่ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและตรวจระดับพิษงูเหาไดที่  
1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและไมพบปฏิกริิยาขามกลุม (cross-reaction) ระหวางพิษงกูะปะและ
พิษงเูหาที่ระดับพิษ 0.2-25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับวิธ ีELISA ทีท่าํในไมโครเพลต ซึง่
ตรวจระดับพษิงูกะปะและพิษงเูหาไดที ่ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวาวธิีที่พฒันาข้ึนยังมี
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ตองการเคร่ืองมือราคาแพงจึงอาจนําไปใชในภาคสนามได 
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Treatment of snake-bite using species-specific antivenoms requires 

identification of the snake venom. One method to achieve this is to use ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) technique. However, this method has some 
disadvantages including long incubation time and the  requirement of expensive 
instruments. The objective of this study is to develop a practical method for detection of 
snake venom by dot-ELISA on nitrocellulose paper using Calloselasma rhodostoma and 
Naja kaouthia venoms as models. Several parameters including purification method of  
anti-venom IgG, time for incubation and washing, volume and concentration of reagents 
and substrate for enzymatic detection were optimized. The sensitivity of the detection 
was 5 µg/mL for Calloselasma rhodostoma and 1 µg/mL for Naja kaouthia. No  
cross-reaction between the two snake venoms was observed between 0.2-25 µg/mL. 
For comparison, the same ELISA were performed in microtiter plates and showed 
detection limit of 1 ng/mL for Calloselasma rhodostoma and Naja kaouthia venoms. In 
spite of poorer sensitivity, the developed dot-ELISA technique is much less time 
consuming and requires no special instrument which might be advantageous for field-
test.   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

หากกลาวถึงอันตรายท่ีมนษุยไดรับจากสัตวตาง ๆ ท้ังสัตวมีพิษและสัตวไมมีพษิยอมเปนท่ี
รูกันดีวา งูพิษเปนสัตวมีพิษที่อันตรายและมีความสําคัญทางการแพทยมากท่ีสุดชนิดหนึ่ง งูพษิ
สามารถพบไดท่ัวทุกภาคของประเทศและท่ัวโลก โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศกําลังพัฒนา 
(Warrell, 1993) ในบริเวณปา ทุงหญา รวมทั้งในท่ีชุมชนแออัดและท่ีรกรางก็มักพบได 

งูเปนสัตวเล้ือยคลานเลือดเยน็ อยูใน Class reptilia, Order squamata งูมีลักษณะเฉพาะตัว 
คือ ลําตัวกลมยาวโคงงอได สวนท่ีหอหุมภายนอกตัวงู เปนผิวหนังท่ีมีเกล็ดปกคลุมโดยตลอด งูไมมี
เยื่อเปด ปดตา แตมีคราบใสครอบตา ไมมีขาหรือชองหูรับเสียง สามารถเคล่ือนตัวไดอยางอิสระ 
ฟนของงูจะโคงเขาในไวสําหรับยึดจับตัวเหยื่อเปนอาหาร ปากของงูจะมีกลามเนือ้ท่ีสามารถยืด
ขยายปากใหกวางกวาปกติเวลากินอาหาร มันจึงกลืนสัตวขนาดใหญไดท้ังตัว โดยท่ัวไปสามารถ
จําแนกงูออกเปนงูพิษและงูไมมีพิษ งูพษิจะมีลักษณะแตกตางจากงูไมมีพิษคือ งูพษิจะมีลักษณะหัว
เปนรูปสามเหล่ียม จะมีเข้ียวพิษและรูตาดาํ (pupil) เปนรูปวงรี สวนงูไมมีพิษจะมีรูตาดําเปนรูป
วงกลม การตรวจสอบบาดแผลของผูปวยท่ีถูกงูกัดสามารถบงช้ีไดวาผูปวยโดนงูพิษกัดหรือไม โดย
บริเวณท่ีถูกงพูิษกัดจะเปนรอยเข้ียวและอาจมีเลือดออกท่ีบาดแผลได หากเปนงูไมมีพษิกัด จะพบวา 
บริเวณแผลจะเปนรอยฟนของงูเทานั้น ไมมีรอยของเข้ียวพษิ ในขณะท่ีงูพิษกัดเหยือ่ กลามเนื้อใน
บริเวณรอบตอมพิษจะบีบตัว ทําใหพิษถูกปลอยออกมาจากตอมพิษ (venom gland) แลวสงผานทอ
นําพิษไปยังบริเวณแผลและหากไดรับการรักษาไมทันเวลา อาจเปนอันตรายถึงชีวิตได 

งูมีถ่ินอาศัยอยูท่ัวโลก ในปจจุบันมีท้ังหมด 23 วงศ (Families) ประมาณเกือบ 3,000 ชนิด 
แบงเปนงูพษิ, งูพิษออนและงูไมมีพิษ งูพิษอันตรายสวนใหญอาศัยอยูในประเทศเขตรอน งูท่ีมี
ถ่ินอาศัยอยูในประเทศไทย จําแนกได 162 ชนิด เปนงูพษิ 10 ชนิด งูพษิออน 23 ชนดิ งูทะเลพิษ 22 
ชนิด งูทะเลพษิออน 2 ชนิด นอกนัน้เปนงูท่ีไมมีพิษ (วิโรจน, 2514) ในการจําแนกงูพิษนั้นสามารถ
จําแนกไดท้ังหมด 4 วงศ (family) ดังนี ้

1. วงศ Elapidae งูในกลุมนีท่ี้สําคัญ ไดแก 
งูเหา (Cobra) Genus: Naja เปนงูท่ีมีพิษรุนแรงท่ีสุด ซ่ึงสามารถจําแนกไดหลายพันธุ งูเหา

สามารถแผแมเบ้ียได โดยการต้ังสวนหวัและคอข้ึน แลวแผกางสวนคอใหขยายออกไป (ไพบูลย, 
2539) ชอบอาศัยอยูตามพ้ืนราบช้ืน มีหญาปกคลุมหรือตามทุงนา ออกหากนิในเวลาพลบคํ่ากนิ
อาหารทั้งหนู นก กบ เขียด รวมท้ังงูท่ีมีขนาดเล็กกวา (Viravan et al., 1992) พบไดทุกภาคของ
ประเทศ (รูปท่ี 1.1) 



งูจงอาง (King cobra) Genus: Ophiophagus เปนงูพิษท่ีมีขนาดยาวและใหญท่ีสุด สามารถ
แผแมเบ้ียไดเหมือนงูเหา แตสวนหวัและแมเบ้ียจะมีขนาดเล็กกวางูเหา ตามปกติงูจงอางจะอาศัยอยู
ตามพ้ืนดิน บริเวณปาทึบและแถบภเูขา ออกหากนิท้ังในเวลากลางวนัท่ีแดดไมรอนจัดและพลบค่ํา 
กินสัตวเล้ือยคลานและงูขนาดเล็กกวาเปนอาหาร พบมากในภาคใต  

งูสามเหล่ียม (Banded krait) Genus: Bungarus ลักษณะลําตัวเปนรูปสามเหล่ียมโดยมีสันอยู
กลางหลัง มีลายเปนปลอง ๆ สลับสี ออกหากนิเวลากลางคืน กินกบ เขียด หนู และงูท่ีมีขนาดเล็ก
กวา 

2. วงศ Viperidae งูในกลุมนี ้ไดแก 
งูแมวเซา (Russell�s viper) ลักษณะลําตัวคอนขางอวน ลําตัวมีสีน้ําตาลออน มีลายเปนวง

ใหญ สีน้ําตาลเขมท้ังตัว อาศัยอยูตามทุงหญา หุบเขา ชอบนอนขดตัวตามทุงนาและซอกหิน โดย
ปกติจะเคล่ือนตัวชา ออกหากินเวลากลางคืน กินนก หนู เขียดเปนอาหาร พบมากในภาคกลางของ
ประเทศไทย (รูปท่ี 1.2) 

3. วงศ Crotalidae งูในกลุมนี ้ไดแก 
งูกะปะ (Malayan pit viper) ลักษณะลําตัวยาวไมเกิน 1 เมตร หัวเปนรูปสามเหล่ียมคอนขาง

ใหญ ลําตัวสีน้าํตาล มีลายรูปขนมเปยกปูนตลอดลําตัว ปลายหางเล็กและแหลม อาศัยตามพ้ืนดินใน
ซอกหิน ชอบนอนขดตัวนิ่ง ๆ ออกหากินเวลาพลบคํ่า กินหนู นก เขียด เปนอาหาร พบมากใน
ภาคใตและทางฝงทะเลตะวนัออกของประเทศไทย (รูปท่ี 1.3) 

งูเขียวหางไหม (Green pit viper) สวนหวัเปนรูปสามเหล่ียมขนาดโตกวาสวนคอ ลําตัวเรียว
ยาว สวนใหญมีสีเขียวคลายใบไม อาศัยบนตนไม กนินก กิ้งกาเปนอาหาร 

4. วงศ Hydrophidae งูในกลุมนี้ ไดแก 
จํานวนกลุมของงูทะเล (Sea snakes) ลําตัวมีรูปรางและขนาดตางกันไป ไมมีเหงือกและ

ตองข้ึนมาเหนือผิวน้ําเพื่อรับอากาศหายใจแตตัวมันสามารถสํารองอากาศไวใชไดหลายช่ัวโมงสวน
หางมีลักษณะเปนใบพาย กนิปลาเปนอาหาร อาศัยในทะเลและทะเลสาบ (Watt and Theakston, 
1985) พิษของงูทะเลนี้มีความรุนแรงแตหากไดรับการรักษาทันเวลาก็สามารถชวยชีวติได (Rawat et 
al., 1994) งูทะเลท่ีพบในทะเลไทย เชน งูอายง่ัว, งแูสมรังลายคราม, งูคอออน เปนตน (รูปท่ี 1.4) 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

                                      
  
 

รูปท่ี 1.1 งูเหาเปนงูในวงศ  Elapidae (ไพบูลย, 2539) 
   
 
                                       

 

                    
 

 
รูปท่ี 1.2  งูแมวเซาเปนงูในวงศ  Viperidae (ไพบูลย, 2539) 

 
 



 
 

                                
 
 

รูปท่ี 1.3  งูกะปะเปนงูในวงศ  Crotalidae (ไพบูลย, 2539) 
 
 
 

 

                                
 
 

รูปท่ี 1.4  งูทะลเปนงูในวงศ  Hydrophidae (ไพบูลย, 2539)  
 



สารประกอบในพิษง ู
 
ในพิษงูมีสารประกอบหลายชนิด ซ่ึงสวนใหญเปนโปรตีน โดยพิษงูมากกวา 90 % ของ

น้ําหนกัแหงเปนโพลีเพปไทด (polypeptides) ประกอบดวย เอนไซม, พิษ และสารประกอบอ่ืน ๆ 
(Harvey, 1991) ซ่ึงจะใชในการฆาเหยื่อและชวยยอยอาหาร พิษของงูแตละตัวจะมีปริมาณและความ
แรงของพิษแตกตางกันออกไป ข้ึนอยูกับอายุ เพศ และถ่ินท่ีอยูอาศัย  

สวนประกอบในพิษงูท่ีเปนโปรตีนแบงออกเปน 2 กลุม ไดแก พิษ (toxins) และเอนไซม 
(enzymes)  

พิษงู (toxins) เปนสารประกอบโปรตีนซับซอนมีขนาดน้ําหนกัโมเลกุลแตกตางกัน แต
โดยท่ัวไปมีน้าํหนักโมเลกุลตํ่ากวา 20 กโิลดาลตัน เชน พวกเพปไทด (peptides), นิวคลีโอไซด 
(nucleosides), และ metal ion โดยจํานวนของสารประกอบท่ีมีในพิษไมทราบแนชัด  เม่ือไดรับพิษงู 
พิษจะเขาไปทําลายเซลลเมมเบรน (cell membrane) กอใหเกิดผลตอระบบประสาทท่ีควบคุมการ
ทํางานของหัวใจและกลามเนื้อ (Lalloo et al., 1994) โดยอาการจะแสดงมากหรือนอยข้ึนกับปริมาณ
ของพิษงูท่ีไดรับเขาไป พิษของงูในกลุม Elapidae จะมีปริมาณของพิษในสวนนี้มากโดยเฉพาะงูเหา 
(Lipps, 1998) 
 สวนประกอบของพิษท่ีมีผลตอระบบประสาท (Neurotoxin) สามารถแบงได 2 กลุม ตาม
ตําแหนงท่ีพิษเขาไปทําปฏิกิริยา ไดแก postsynaptic neurotoxin และ presynaptic neurotoxin 
  Postsynaptic neurotoxin พิษจะจับกับ nicotinic acetylcholine receptor ท่ี motor end plate 
ทําให acetylcholine ไปจับท่ี motor end plate ไมได  acetylcholine จงึไมสามารถทําปฏิกิริยาได ทํา
ใหปลายประสาทไมส่ังงาน สงผลใหกลามเนื้อหยดุทํางานของ พิษในกลุมนี้ เชน Curaremimetic 
toxin 

Presynaptic neurotoxin พิษจะไปจบัท่ี nerve terminal ทําใหไมสามารถปลอย 
acetylcholine ออกมาได การไปยับยั้งการไหลของ acetylcholine นี้ทําใหผูถูกงูกัดตาย เนื่องจากการ
เปนอัมพาตของกลามเนื้อหวัใจ (paralysis) ทําใหการทํางานของหัวใจลมเหลวนอกจากน้ียัง
กอใหเกิดพษิตอกลามเนื้อ ทําใหเนื้อเยื่อกลามเนื้อถูกทําลาย (Karlsson, 1979) ซ่ึงพิษสวนนี้จะทําให
สัตวท่ีไดรับมีอัตราการตายสูงกวาพิษ Postsynaptic neurotoxin พิษในกลุมนี้เชน notexin จากงู 
Australian tiger snake, Taipoxin จากงู Australian taipan, Crotoxin จากงู South American rattle 
snake และ β-Bungarotoxin จากงู Bungarus multicinctus 
 เอนไซม (enzymes) เปนโปรตีนที่มีขนาดน้ําหนกัโมเลกลุมากกวาพษิ แตสามารถทนความ
รอนไดต่ํากวาพิษ (Rangel-Santos and Mota, 2000) เอนไซมท่ีพบในพษิงูมี 26 ชนิด (Iwanaga and 
Suzuki, 1979) ท่ีพบในงูพษิทุกกลุมมี 12 ชนิด ดังตารางท่ี 1.1 แตปริมาณของเอนไซมในงูพิษแตละ
ตัวจะแตกตางกันข้ึนอยูกับสภาวะของงู เชน อายุ ท่ีอยูอาศัย ชนิดของงู เปนตนและเหตุผลท่ีงูแตละ



ตัวมีปริมาณเอนไซมตางกันไปยังไมสามารถอธิบายไดงายนัก (Lee, 1979) โดยท่ัวไปงูแตละกลุม
มักมีชนิดของเอนไซมท่ีตางกัน เชน acetylcholinesterase ไมพบในงูกลุม Viperid และ Crotalid 
(Lee, 1979)  
 
ตารางท่ี 1.1 เอนไซมตางๆ ท่ีพบในพษิง ู
 
Enzymes found in all snake venoms 
Phospholipase A2 (3.1.1.4), L-Amino acid oxidase (1.4.3.2), Phosphodiesterase (3.1.4.1), 5�-
Nucleotidase (3.1.3.5), Phosphomonoesterase (3.1.3.2), Deoxyribonuclease (3.1.4.6), 
Ribonuclease (2.7.7.16), Adenosine triphosphatase (3.6.1.8), Hyaluronidase (4.2.99.1), NAD-
nucleosidase (3.2.2.5), Arylamidase, Peptidase 
 
Enzymes found in crotalid and viperid venoms 
Endopeptidase, Arginine ester hydrolase, Kininogenase (3.4.4.21), Thrombinlike enzyme, Factor 
X activator, Prothrombin activator 
 
Enzymes found mainly in elapid venoms 
Acetylcholinesterase (3.1.1.7), Phospholipase B (3.1.1.5), Glycerophosphatase 
 
Enzymes found in some venoms 
Glutamic-pyruvic transaminase (2.6.1.2), Catalase (1.11.1.6), Amylase (3.2.1.1),  
β-Glucosaminidase, Lactate dehydrogenase (1.1.1.27), Heparinaselike enzyme 
 
ท่ีมา: Iwanaga และ Suzuki, 1979 
 

ผลของเอนไซม กอใหเกิดผล 3 ประการ 
1. ทําใหเกดิเนื้อเยื่อตาย (necrosis) (Borkow, Gutierrez, and Ovadia, 1997) ไดแก

เอนไซม proteases, phospholipase, arginine ester hydrolases และ hyaluronidase  
2. ทําใหการทํางานของระบบเลือดผิดปกติ ทําใหเลือดจับตัวเปนล่ิม (coagulation) และ

เลือดไมแข็งตัว ไดแก เอนไซม proteases ตาง ๆ และ phospholipase A  
3. กอใหเกิดความดันโลหิตตํ่าเฉียบพลัน (acute hypotension) และเกิดอาการปวด

เนื่องจากการปลอยสารบางชนิดไดแก kininogenase (kinin-releasing enzyme)  



กลไกการทํางานของเอนไซมในพิษงูท่ีทําใหเกดิภาวะเลือดออก โดยเอนไซมในพิษงูจะ
รวมกับ Prothrombin ทําใหเกิดเปน Thrombin สวน Thrombin จะไปเปล่ียน Fibrinogen ใน
พลาสมาไปเปน Fibrin แลวทําใหเลือดเกดิการแข็งตัว (clot) ข้ึน  เม่ือเลือดแข็งตัวมากข้ึนทําให
จํานวนของ Fibrinogen ในพลาสมาลดลง Plasmin จะไปยอย Fibrin  ทําใหเกดิ Fibrinolysis  ดังรูป
ท่ี 1.5 ทําใหเกดิภาวะเลือดออกมากข้ึนเนื่องจากใชปจจัยตางๆท่ีทําใหมีการแข็งตัวของเลือดหมดไป 
 เอนไซมในพษิงูมีความคงทน (stability) สูงเม่ือเก็บในสภาพแหง (lyophilized) และ
สามารถเก็บได 17�39 ป ในอุณหภูมิหอง โดยแอคติวตีิ (activity) ของเอนไซมยังคงเดิม (Iwanaga 
and Suzuki, 1979)  
    

Prothrombin 
                                                                                           Enzyme in venom 

Thrombin 
                                              
                                              Fibrinogen                                  Fibrin 
                                                                                                                  Plasmin   
                                                                                              Fibrinolysis 

 
รูปท่ี 1.5  ข้ันตอนการแข็งตัวของเลือด (clot) และการเกิดภาวะเลือดออก 

 
อาการผูปวยท่ีไดรับพิษจากงใูนกลุมตางๆ  
 

พิษงูแตละชนดิจะมีผลตอระบบการทํางานของรางกายท่ีเดนชัดแตกตางกันไป ดังนั้นผูปวย
ท่ีถูกงูกัดจะแสดงอาการท่ีแตกตางกัน แลวแตชนดิของงูท่ีกัด ซ่ึงสามารถจําแนกอาการของผูปวยได
ดังนี้  

อาการทางระบบประสาท สวนใหญจะเกดิกับผูปวยท่ีถูกงูในกลุม Elapidae กัด ฤทธ์ิของ
พิษงูในกลุมนีจ้ะออกฤทธ์ิรุนแรงตอระบบประสาท โดยผูปวยจะแสดงอาการเร่ิมจาก ตาพรา หนัง
ตาตก ลืมตาไมข้ึน พูดจาไมชัด กลืนน้ําและอาหารลําบาก กลามเนื้อหลอดอาหารเปนอัมพาต 
คล่ืนไสอาเจียน หายใจไมสะดวก และเสียชีวิต เนื่องจากการหายใจลมเหลว 

อาการทางระบบโลหิต  ฤทธ์ิของพิษงูในกลุม Viperlidae และ Crotalidae นี้จะออกฤทธ์ิ
รุนแรงตอระบบโลหิต ในพษิงูของงูกลุมนี้จะมีปริมาณเอนไซมอยูมาก โดยผูปวยท่ีถูกงูกัดจะแสดง
อาการปวดบริเวณแผลท่ีถูกกัด มีเลือดออกท่ีแผล เหงือก ทางเดินอาหารและปสสาวะเปนเลือดไอ 



หรืออาเจียนเปนเลือด เลือดไมแข็งตัว และมักเสียชีวติเนือ่งจากเลือดออกในสมอง (Warrell, 1992) 
และไตวายเฉียบพลัน (Burdmann et al., 1993) 

อาการทางระบบกลามเนื้อ ฤทธ์ิของพิษงูในกลุม Hydrophidae จะออกฤทธ์ิรุนแรงตอระบบ
กลามเนื้อ (myotoxic) ทําใหผูปวยที่ถูกงูในกลุมนี้กดั จะแสดงอาการปวดกลามเนื้อท่ัวไป (muscular 
pain) หรืออาจถึงกับเปนอัมพาตบางสวน ปริมาณปสสาวะลดนอยลงและมีสีเขมข้ึน หายใจลําบาก 
ผูปวยมักเสียชีวิตจากการหายใจลมเหลวและภาวะไตวาย 

 
การตรวจวินิจฉัยและการรักษา 
 

การตรวจวินิจฉัยผูปวยท่ีถูกงูพิษกัดนั้น แพทยจะดูจากแผลท่ีถูกกัด หากมีจุดลึก 2 จดุท่ีแผล
ก็แสดงวาเปนงูพิษกัด กรณีท่ีผูปวยมีสติ สามารถซักถามไดถึงชนดิหรือลักษณะของงูท่ีกัดและ
สถานท่ีท่ีถูกงูกัด ซ่ึงจะเปนขอมูลเบ้ืองตนในการวินจิฉัย สําหรับอาการของผูปวยท่ีแสดงออกจะ
แตกตางกนั (ดังท่ีกลาวขางตน) เชนอาการทางระบบประสาท มักเกิดจากงูในกลุม Elapidae หาก
ผูปวยมีอาการทางระบบโลหิต มักเกดิจากงูในกลุม Viperidae และ Crotalidae และเม่ือถูกงูกดัแลว
ระยะเวลาท่ีเอนไซมในพษิงูเขาไปทําลายเซลล จะมีผลกระทบมากกวาปริมาณของเอนไซมท่ีเขาไป
ดังนั้นจึงควรรีบรักษาเม่ือถูกงูกัด (Warrell et al., 1986) สําหรับการปฐมพยาบาลเบ้ืองตนทําไดโดย
การใชผาพันเหนือบาดแผลที่ถูกงูกัด เพื่อชะลอการไหลของพิษไปสูสวนตางๆ ของรางกายหรืออาจ
ใชสมุนไพรชวยรักษา (Mebs, 2000 ; Borges et al., 2001) จากนัน้รีบนาํสงโรงพยาบาลทันที 

ในปจจุบันการรักษาผูปวยท่ีถูกงูพิษกดั แพทยจะใหเซรุมท่ีมีฤทธ์ิจําเพาะตอพิษงนูั้น โดยดู
จากอาการของผูปวย แตอาการของผูปวยท่ีแสดงออกหากเกิดจากงูพิษในกลุมเดียวกันอาการจะ
คลายกันแพทยท่ีรักษาอาจวนิิจฉัยผิด วาเปนงูพิษชนดิไหนกัดก็ได ทําใหผูปวยไดรับเซรุมท่ีไม
จําเพาะตอพิษงู กอใหเกิดผลเสียตอผูปวย อีกท้ังยังเปนการใชเซรุมท่ีส้ินเปลือง 

เซรุมท่ีใชแกพษิงูตางๆ ผลิตไดจากสัตว เชน มา โดยการฉีดกระตุนดวยพิษงูเพื่อใหมาสราง
แอนติบอดีท่ีจาํเพาะตอพษิงนูั้นๆมา จากน้ันจึงนําซีร่ัมท่ีมีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอพิษงูไปผลิตเปน
เซรุมใชตอไป เซรุมท่ีไดนี้เปนส่ิงจําเปนท่ีใชในการแพทย เพื่อรักษาผูปวยที่ถูกงูพิษกัด สําหรับการ
รักษาผูท่ีถูกงูพิษกัดในประเทศไทยนัน้ แพทยจะใหเซรุมท่ีจําเพาะตอพิษงู ซ่ึงปจจบัุนเซรุมเหลานี้
ผลิตจากสถานเสาวภา สภากาชาดไทย (Queen Saovabha Memorial Institute) และผลิตเซรุม
ท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก เซรุมแกพิษงเูหา ( Naja kaouthia), เซรุมแกพษิงูจงอาง (Ophiophagus 
hannah), เซรุมแกพิษงูสามเหล่ียม (Bungarus fasciatus), เซรุมแกพษิงูกะปะ (Calloselasma 
rhodostoma), เซรุมแกพิษงแูมวเซา (Daboia russelii siamensis) และเซรุมแกพิษงูเขียวหางไหม 
(Trimeresurus albolabris)  



การท่ีทราบถึงชนิดของงูท่ีกดันั้นจะทําใหการรักษาโดยการใหเซรุมรวดเร็วข้ึน ซ่ึงผูปวย
อาจบอกถึงลักษณะงูท่ีกัดหรือนํางูท่ีกัดนัน้มาท่ีโรงพยาบาล เพื่อสะดวกในการวินจิฉัยและรักษาแต
ท้ังนี้เม่ือผูท่ีถูกกัดไมสามารถบอกลักษณะตางๆของงูท่ีกัดได กย็อมเปนหนาท่ีของแพทยท่ีจะ
วินิจฉัยจากอาการผูปวย ซ่ึงหากแพทยท่ีรักษาขาดความชํานาญอาจรักษาโดยใหเซรุมท่ีไมจําเพาะ
กับพิษงูได ดงันั้นจึงตองอาศัยการตรวจชนิดพิษงูในหองปฏิบัติการเพื่อความถูกตองและทราบชนดิ
พิษงูท่ีแนนอน ดังนั้นในการรักษาจะตองวินิจฉัยจําแนกงูพิษท่ีกัดใหถูกตองและเลือกใหเซรุมท่ี
จําเพาะกับพิษงูนั้น (Camey, Velerde and Sanchez, 2002) เพื่อการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงผูปวย
ท่ีถูกงูพิษกดัแตละคนจะไดรับจํานวนเซรุมตางกันข้ึนกับปริมาณของพิษ (Shemesh et al., 1998) อีก 
ท้ังตองเปนเซรุมท่ีจําเพาะตอพิษงูนั้นและไดรับการรักษาอยางเร็วท่ีสุด จะสามารถชวยการรักษาได
รวดเร็วข้ึน (Borkow, Gutierrez and Ovadia, 1997 ; Gutierruz et al., 1998) และยับยั้งการเกิดการตก
เลือด (hemorrhage) (Estevao-Costa et al., 2000 ; Sanchez et al., 1998) 

 การตรวจวิเคราะหชนดิของพิษงูในหองปฏิบัติการไดมีการพัฒนาเทคนิคทางอิมมูโนวิทยา
มาใช เชน RIA (radio immunoassay) (Pukrittayakamee et al., 1987), ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) แตปจจุบันนิยมใชเทคนิค ELISA เนื่องจากเปนวิธีท่ีใหผลแมนยํามี
ความจําเพาะสูง (Barral-Netto and Sohsten, 1991) ไมยุงยากเหมือนวิธี RIA และโดยท่ัวไปสามารถ
ตรวจระดับพษิงูไดคาตํ่าถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Ho et al., 1986 ; Bhatti et al., 1993) 
 เทคนิค ELISA เปนวิธีการตรวจหาระดับของแอนติบอดี (Antibody, Ab) หรือแอนติเจน 
(Antigen, Ag) โดยการติดฉลากแอนติบอดีหรือแอนติเจนกับเอนไซม โดยแอนติบอดหีรือ
แอนติเจนสวนหนึ่งจะถูกตรึงกับผิวของวสัดุของแข็ง เชน ผิวพลาสติก จากนัน้แอนติบอดหีรือ
แอนติเจนท่ีตดิฉลากกับเอนไซมจะไปจับกับแอนติบอดหีรือแอนติเจนท่ีถูกตรึงกับผิวของวัสดุ โดย
การจับกันจะเกิดความจําเพาะระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน เม่ือเตมิสารละลายสับสเตรตลงไป
สวนของเอนไซมท่ีใชในการติดฉลากจะทําปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรต เกิดเปนสีข้ึนมา แลว
นําไปอานผลดวยเคร่ืองอานไมโครเพลต (microplate reader) หรือมองดูดวยตาเปลา เทคนิค ELISA 
นี้ยังนําไปใชในการตรวจพษิอ่ืนๆ ดวย เชน พษิจากแมงปอง (Krifi et al., 1998) พิษจากเช้ือ 
Clostridium botulinum ท่ีมีผลตอระบบประสาท (Doellgast et al., 1993) และใชตรวจระดับ
แอนติบอดีตอแอนติเจน (Doellgast et al., 1994) เปนตน 
 วิธี ELISA แบงเปน 2 กลุม คือ  

1. Competitive ELISA หลักการทดสอบคือ เคลือบผิววัสดุของแข็งดวยแอนติบอดหีรือ
แอนติเจน เติมแอนติบอดหีรือแอนติเจนท่ีจาํเพาะตอส่ิงท่ีตองการตรวจและไดตดิฉลากดวยเอนไซม
แลวเกดิปฏิกิริยาการจับกันระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจน เติมสารละลายสับสเตรตลงไปเพ่ือวดั
ปริมาณเอนไซมท่ีติดอยูบนผิวก็จะทราบถึงปริมาณแอนติบอดีหรือแอนติเจนท่ีตองการทดสอบ 
 



 2.Non-competitive ELISA อาจแบงไดเปน Direct ELISA และ Indirect ELISA  
 Direct ELISA หลักการทดสอบคือ เคลือบผิววัสดุดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับส่ิงท่ีตองการ
ตรวจ เติมแอนติเจนท่ีตองการตรวจลงไป จากนัน้เติมแอนติบอดีตวัท่ีสองท่ีมีความจําเพาะและได
ติดฉลากดวยเอนไซมแลวเติมสารละลายสับสเตรตลงไป เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับ
สับสเตรตเพ่ือวัดปริมาณของส่ิงท่ีตองการตรวจ วิธีการนีอ้าจเรียกวา sandwich assay ก็ได 
 Indirect ELISA เปนเทคนิคท่ีดัดแปลงจากวิธี direct ELISA โดยใชแอนติบอดีตัวท่ีสองท่ี
ไมไดติดฉลากดวยเอนไซมและจะใชแอนตบิอดีท่ีจําเพาะตออิมมูโนโกลบูลินติดฉลากดวยเอนไซม
เพื่อวัดปริมาณของแอนติบอดีตัวท่ีสองท่ีจบัอยูกับแอนติเจนท่ีตองการตรวจ ซ่ึงแอนติบอดีตัวแรกท่ี
ติดบนพื้นผิววสัดุกับแอนติบอดีตัวท่ีสองจะตองเปนอิมมูโนโกลบูลินของสัตวตางชนดิกัน 
 เทคนิค ELISA เร่ิมนํามาใชศึกษาตรวจหาพิษงูในป ค.ศ.1977 โดย Theakston และคณะ ได
ทดลองนําแกมมาโกลบูลิน (IgG) ท่ีแยกไดจากการตกตะกอนดวยเกลือ มาเคลือบบนไมโครเพลต 
ในการศึกษาไดใชซีร่ัมจากหนูทดลองมาวิเคราะหและสามารถตรวจระดับพิษไดต่ําถึง 1-5 นาโน
กรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นกมี็การศึกษาพฒันาการตรวจพิษงูดวยวิธีนี้เร่ือยมา (Dong et al., 2002 ; 
Amuy et al., 1997 ; Lalloo et al.,1994 ; Barral-Netto et al., 1990) และนํามาตรวจพิษงูท้ังในซีร่ัม
ของผูปวยและในปสสาวะดวย (Audebert et al., 1993)  

การตรวจระดบัพิษงูอาจเกิดปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reactivity) ไดทําใหคาท่ีไดเปน
ผลบวกเท็จ (false-positive) ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาการตรวจระดับพิษงูใหมีความจําเพาะและมี
ความไวมากข้ึน โดยใชหลักการของ affinity chromatography ในการแยกแกมมาโกลบูลิน ให
จําเพาะกับพิษงูมากข้ึน และเปนการกําจดักลุมท่ีไมจําเพาะ (non-specific) ออกไป เพือ่เพ่ิมระดับการ
ตรวจใหดีข้ึนและปองกันการเกิดปฏิกริยาขามกลุม (cross-reactivity)(Heneine and Catty, 1993) 
ดังเชน การนําแอนติบอดจีากกระตายท่ีจําเพาะตอพิษท่ีมีผลตอกลามเนื้อ (myotoxin) จากพษิงู 
Agkistrodon sp. มาวิเคราะหระดับพษิโดยวิธี ELISA ในไมโครเพลต จากการทดลองสามารถวัด
ระดับพิษไดต่าํถึงระดับ 2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Li and Ownby, 1994) และในการศึกษาแยก
แอนติบอดีเพือ่ตรวจพิษงู Bothop sp. และCrotalus durissus ดวย วิธี ELISA สามารถวัดไดถึงระดบั 
5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Chavez-Olortegui et al., 1997) 
 ในป ค.ศ.2002 Dong และคณะศึกษาตรวจระดับ β-Bungarotoxin ของพิษงูในเลือด,
พลาสมา โดยการใชสาร avidin-biotin ดวยวิธี ELISA โดยใชแอนตบิอดีเคลือบบนไมโครเพลต 
จากนั้นใสพิษงูลงไป เติมโมโนโคลนัลแอนติบอดี (monoclonal antibody, mAb)-biotin และเตมิ
คอนจูเกต Horseradish peroxidase (HRP)-avidin เพื่อไปจับกับ mAb-biotin แลวเติมสารละลาย
สับสเตรต O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) และเติมกรดซัลฟูริก (sulfuric acid) แลว
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร จากการศึกษาพบวา สามารถตรวจพิษ



ในสารละลายบัฟเฟอร (buffer) ไดต่ําถึง 16 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจพิษในเลือดและ
พลาสมาไดถึงระดับ 100 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 
 แตเนื่องจากการทดสอบดวยวิธี ELISA ในไมโครเพลตจะตองใชเคร่ืองอานไมโครเพลต 
(microplate reader) และใชเคร่ืองลางไมโครเพลต (microtiterplate washer) จึงเปนการยุงยากในการ
จัดการ ซ่ึงในการตรวจสอบพิษหรือเช้ือตาง ๆ นั้น ไมเพยีงแตผลท่ีไดจะตองจําเพาะ (specific) และ
มีความไว (sensitivity) เทานั้น แตตองมีการจัดการท่ีงายและรวดเร็วดวย 
 ดังนั้น จึงมีการประยุกตใชวธีิ ELISA ท่ีทดสอบในไมโครเพลตมาทดสอบในกระดาษไน
โตรเซลลูโลส โดยใชข้ันตอนของวิธี ELISA เชนกนั และเรียกวธีินี้วา dot-ELISA วิธีนี้นาํมา
ทดสอบหาแอนติบอดี (Londner et al., 1987 ; Kumar et al., 1985) และหาแอนติเจน (Tellez-Giron 
et al., 1987 ; Bosompem, Assoku and Nantulya, 1996 ; Requejo et al., 1997) อีกท้ังผลการทดสอบ
ดวยวิธีดังกลาวนี้ สามารถดูผลท่ีเกิดเปนจดุสีบนแผนไนโตรเซลลูโลสไดดวยตาเปลาและงาย 
(Boctor et al., 1987 ; Vinayak, Dutt and Puri, 1991) รวดเร็ว (Pappas, Hajkowski and Hockmeyer, 
1983) มีความจําเพาะสามารถตรวจไดถึงระดับพิโคกรัมตอมิลลิลิตร (นันทิกา ปานจันทร, 2542) 
และไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือราคาแพง (Vercammen et al., 1998) จงึนาจะมีประโยชนมากในการ
นําไปใชในภาคสนาม (Pappas, Hajkowski and Hockmeyer, 1984 ; Pappas, 1988) และในท่ีชนบท
หางไกลท่ียังขาดแคลนเคร่ืองมือตาง ๆ ท่ีมีราคาแพง ดังนัน้จึงมีการศึกษานําวิธี dot-ELISA มาใชใน
งานวิจยัตางๆ เชน 

ในป 1983 Pappas, Hajkowski และ Hockmeyer ทําการศึกษาใชเทคนิค dot-ELISA โดย
การตัดกระดาษไนโตรเซลลูโลสเปนแผนเล็ก ๆ วางลงในไมโครเพลต เพื่อใชตรวจสอบเช้ือท่ี
กอใหเกิดโรค Visceral Leishmaniasis ซ่ึงผลการทดสอบจะเกดิเปนจุดสีฟาบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสสามารถดูดวยตาเปลาได จากการทดลองพบวาสามารถตรวจเช้ือในแอนติบอดีของคนได
ต่ําในระดับ 1 ng ถึง 0.1 ng ซ่ึงเห็นเปนจุดสีฟาบนกระดาษ สวนของหลุมท่ีไมมีเช้ือ (แอนติเจน) ก็
จะไมเกิดสี 
 ในป 1995 Draelants และคณะทําการศึกษาเชื้อ Taenia saginata ในวัวดวยเทคนิค  
dot-ELISA โดยทําการตรวจเช้ือนี้หลังจากการฉีดเช้ือเขาไป 5 สัปดาห พบวาหากมีเช้ือนอยกวา 100
ตัวอาจจะเช่ือถือการตรวจสอบไมไดนกั แตหากมีเช้ือมากกวา 100 ตัวจะสามารถตรวจสอบได 
87.5% สําหรับการทดลองนี้มีความจําเพาะอยูระดับ 93.5% 
 ในป 1998 Vercammen และคณะไดศึกษาการตรวจหาแอนติบอดตีอเช้ือ Leishmania 
infantum ในสุนัขดวยวิธี dot-ELISA โดยการหยดแอนติเจนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและทํา
การเคลือบสวนท่ีเหลือดวยนมพรองมันเนย (skim milk) แลวตดักระดาษท่ีเตรียมใสลงในไมโคร
เพลต จากนัน้ใสซีร่ัมท่ีมีแอนติบอดีลงไป แลวลางไมโครเพลต เติมซีร่ัม goat anti-dog คอนจูเกตกับ
เอนไซม alkaline phosphatase ใสสารละลายสับสเตรตแลวดจูุดสีฟาท่ีเกิดข้ึนบนกระดาษไนโตร



เซลลูโลส ผลการศึกษาพบวา สามารถตรวจสอบแยกแอนติบอดีท่ีใหผลบวกเกิดเปนจุดสีฟาและที่
ใหผลลบไมเกดิจุดสีไดและการตรวจสอบใชเวลาเพียง 30 นาทีก็สามารถดูผลไดงายและรวดเร็ว
ดวยตาเปลา 
 ในป 2541 นันทิกา ปานจันทรไดทําการศึกษาโดยเทคนิค dot-ELISA ทดสอบ
ความสามารถในการจับของแอนติบอดีตอฮอรโมน CHH (Crustacean Hyperglycemic Hormone) 
จากกานตากุงกามกราม พบวา แอนตบิอดีตอ CHH ท่ีไดจากการกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว
สามารถจับกับ CHH ไดและมีสภาพไว (sensitivity) ของการตรวจวัดต่าํถึง 15 พิโคกรัมตอจุดและ
เกิดปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับเพปไทดท่ีคลายคลึงกันตํ่ามาก 
 จากการคนควาขอมูล ยังไมพบการใชวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ในการ
ตรวจวเิคราะหหาชนิดของพิษงูตางๆ ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้ จึงทําการทดลองใชแกมมาโกลบูลิน
(แอนติบอด)ี ท่ีจําเพาะตอพษิงูมาเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส เพื่อวิเคราะหหาชนิดของพิษงู 
ดวยวิธี dot-ELISA โดยเลือกพิษงูกะปะ ซ่ึงเปนพิษงูท่ีอยูในกลุมงูท่ีพษิออกฤทธ์ิตอระบบโลหิตและ 
พิษงูเหา ซ่ึงเปนพิษงูท่ีอยูในกลุมงูท่ีพิษมีผลตอระบบประสาท เปนพิษงูตัวอยาง  
 
ขอบเขตการวจัิย 
 
 พัฒนาเทคนิค dot-ELISA เพื่อตรวจวดัพิษงูกะปะท่ีพิษออกฤทธ์ิตอระบบโลหิตและพิษ
งูเหาท่ีพิษออกฤทธ์ิตอระบบประสาท ซ่ึงจะเปรียบเทียบการใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูท่ี
แยกไดดวยวิธี Ion-exchange chromatography กับวิธี Affinity chromatography และหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในข้ันตอนของ dot-ELISA และศึกษาการเกิดปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) ระหวาง
พิษงูท้ังสองและเปรียบเทียบกับการตรวจวัดพษิงูกับวิธี ELISA บนไมโครเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วิธีการทดลอง 
 

อุปกรณการทดลอง 
 
1.  เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectophotometer) Beckman Coulter รุน DU 650 
2.  เคร่ืองปนเหวีย่ง (Centrifuge)              Hettich รุน Universal 30 RF 
3.    เคร่ืองอานไมโครเพลต ELISA (Microplate Reader) Diagnostics Pasteur, LP 200 
4.  เคร่ืองเก็บแฟรคชั่น (Fraction Collector)            Bio-RAD, model 2110 
5.  เคร่ืองลางไมโครเพลต (Microtiter Plate Washer) Sanofi, PW 40 
6.  เคร่ืองช่ังละเอียด               Sartorius รุน 1620 MPB-1 
7.  เคร่ืองผสมสาร (Vortex Mixer)             Lab-line instrument, G-560E 
8.  ตูบม (Incubator)               Memmert 
9.    ถุงไดอะไลซิส (Dialysis Tube): M.W. cut off 3,000                 Spectrapor 
10.  ไมโครเพลต ELISA 96 หลุม (Microtiter plate 96 well) Costar 
11.  กระดาษไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose Membrane) Mecherey-nagel 
12.  เคร่ืองอิเลคโตรโฟรีซิส 
13.  เคร่ืองวัด pH Cyberscan 
14.  เคร่ืองกวนผสมสาร (Magnetic Stirrer)                                      Framo- Geratetechnik, M 20/1 
15.  เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Power Supply)                                   Hoefer, PS 50 XT D 
 
สารเคมี 
 
1. พลาสมาท่ีมีแอนติบอดีตอพิษงูกะปะ สถานเสาวภา 
2. พลาสมาท่ีมีแอนติบอดีตอพิษงูเหา สถานเสาวภา 
3. พิษงูกะปะและพิษงูเหา สถานเสาวภา 
4. Cyanogen bromide activated Sepharose 4B Sigma � Aldrich 
5. Horse IgG Sigma 
6. Sephadex G-200 Phamacia 
7. Diethylaminoethyl cellulose Whatman 



8. Bovine Serum Albumin (BSA)      Sigma 
9. Peroxidase Type VI-A from Horseradish 987 units/mg solid Sigma, P-6782 
10.   Hydrochloric acid (HCl)      Merck 
11.  Glacial acetic acid      Merck 
12. 4-Chloro-1-Naphthol      Sigma 
13. 1,2-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)                Dako 
14. Kaleidoscope Prestained Standards Marker Protein   Biorad 
15. Polyethylene glycol, M.W. 8,000                 Sigma 
16. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)   Merck 
17. Glycine                                                                                  Merck 
18. Sodium acetate (CH3COONa)    Merck 
19. Boric acid (H3BO3)      Merck 
20. Agar noble       Difco 
21. Acrylamide       Sigma 
22. Sodium dodecyl sulfate (SDS)    Sigma 
23. Ammonium persulfate     Merck 
24. N, N, N�, N�, -Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED)  Sigma 
25. Bromophenol blue                                                                        Merck 
26. Coomassie Brilliant blue R     Sigma 
27. Tween 20       Sigma 
28. Folin-ciocaltens phenol reagent    Merck 
29. 2,4 � Dinitro-fluorobenzene (DNFB)    Sigma 
30. Sodium metaperiodate (NaIO4)    Sigma 
31. Sodium borohydride (NaBH4)    Sigma 
32. Ethylene glycol (C2H6O2)     Sigma 
33. Skim milk       Difco 
34. Triton X-100      Sigma 
35. Thimerosal (C2H5HgSC6H4COONa)    Fluka 
36. Sodium azide (NaN3)     Sigma 
37. Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)   Merck 
38. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)   Merck 
39. Tris (hydroxymethyl) aminomethane    Sigma 



วิธีการทดลอง 
  
1. การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษง ู
 

1.1 การแยกโกลบูลินโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและการแยก 
แกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography 

 
1.1.1 การแยกโกลบูลินโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต  

(Kawamura, 1982) 
 
นําพลาสมาของมาท่ีมีแอนติบอดีจําเพาะตอพิษงู (ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก

สถานีเพาะเล้ียงมาและสัตวทดลองฯ สถานเสาวภา) มาผสมกับน้ําเกลือในปริมาตรเทากัน แลว
คอยๆเติมสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอ่ิมตัว (Saturated Ammonium Sulphate, SAS) ลงไป
พรอมกวนเบาๆ เพื่อใหไดปริมาณสารละลายอ่ิมตัวท้ังหมด 20 % ตั้งท้ิงไว 1 ชม. ท่ีอุณหภูมิ 4 oC 
นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm  เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนน้ําใสมาเติมดวย SAS ใหไดปริมาณ
สารละลายอ่ิมตัวท้ังหมด 50 % ตั้งท้ิงไว 1 ชม. ท่ีอุณหภมิู 4 oC นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 15 นาที แยกสวนน้ําใสออกและเก็บสวนตะกอนท่ีไดนําไปละลายใน
น้ําเกลือ (ใชปริมาณเทากับท่ีใชในข้ันตอนแรก) และเติม SAS ลงไปใหไดปริมาณสารอ่ิมตัว 50% 
นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนตะกอนท่ีไดนําไป
ละลายในน้ําเกลือ (ใชปริมาตรเทากับท่ีใชในตอนแรก) จากนัน้เติม SAS ลงไปเพ่ือใหไดปริมาณ
สารอ่ิมตัว 50 %  นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm  ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 15 นาที เก็บสวน
ตะกอนท่ีไดมาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) แลวนําไปไดอะไลซ (dialyse) ใน PBS 
pH 7.2 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เพื่อกาํจัดแอมโมเนียมซัลเฟตออกไป 
 

1.1.2 การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography 
(Levy, 1960) 

 
นําโกลบูลินท่ีแยกไดโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ดังขอ 1.1.1 มา

แยกใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography โดยใช DEAE-cellulose ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.0175 M pH 6.3 ท่ีบรรจุในคอลัมนขนาด 1.8 × 25 เซนติเมตร นํา
โกลบูลินท่ีได (จากขอ 1.1.1) ไปปนแยกตะกอนท่ีความเร็ว 10,000 xg เปนเวลา 10 นาที นําสวนใส



มาผานลงในคอลัมนท่ีเตรียมไว จากนัน้ชะสารดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.0175 M 
pH 6.3 (บัฟเฟอรตัวท่ี 1) อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมงและเก็บสวนท่ีผานคอลัมนออกมา 
แฟรกช่ัน (fraction) ละ 2 มิลลิลิตร นําแฟรกช่ันท่ีแยกไดไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร จนวัดคาการดูดกลืนแสงไดเทากับ baseline จึงเปล่ียนเปนบัฟเฟอรตัวท่ี 2 คือ 
สารละลายโซเดียมฟอสเฟต ความเขมขน 0.4 M pH 5.2 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 2 M เพื่อชะโปรตีนท่ี
เหลืออยูในคอลัมนออกมา จนวดัคาการดดูกลืนแสงไดเทากับ baseline จึงกลับไปชะดวยบัฟเฟอร
ตัวแรกดังเดิม นําคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตรของแตละแฟรกช่ันมาเขียนกราฟ โดยแกน X 
เปนลําดับท่ีของแฟรกช่ันและแกน Y เปนคาการดูดกลืนแสง  

นําแตละแฟรกช่ันของ peak 1 ท่ีเปนแกมมาโกลบูลินมารวมกันแลวทําใหเขมขน
ข้ึนโดยใช PEG (polyethylene glycol) โดยใสแกมมาโกลบูลินลงใน dialysis tubing ท่ีมี MW cut 
off 3,500 ดาลตัน ปดหวัและทายของถุง นํามาวางบนจานแกว เทผง PEG (MW 8,000) ลงบนถุง  
ซ่ึง PEG จะดดูน้ําในถุงออก ทําใหปริมาณของสารละลายในถุงลดลงและมีความเขมขนสูงข้ึน ทํา
จนสารละลายในถุงเหลือปริมาณเล็กนอย วัดปริมาตรของสารละลาย จากนั้นเก็บสารละลายท่ีเหลือ
ในถุงไวท่ีอุณหภูมิ �20 oC วดัปริมาณโปรตีนของสารละลายแกมมาโกลบูลิน ดวยวิธี Lowry โดยใช
สารละลายท่ีตองการวัดปริมาณโปรตีน 100 ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย A (ภาคผนวก) 3.0 
มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย B (ภาคผนวก) 0.3 มิลลิลิตร วาง
ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ี นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร อานคาปริมาณโปรตีนของสารละลายตัวอยาง โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงจากกราฟ
มาตรฐาน (standard curve) ดังรูปท่ี 2.1 ซ่ึงเปนสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ท่ีมีปริมาณ
โปรตีนต้ังแต    0- 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแกมมาโกลบูลินท่ีแยก
ไดดวยวิธี Immunodiffusion test (อางถึงหัวขอ 1.3.1) และ  SDS-PAGE  (อางถึงหัวขอ 1.3.2) 
จากนั้นทําการแบงแกมมาโกลบูลินออกเปน 2 สวน คือ  สวนที่ 1 นํามาใชสําหรับเคลือบบน
แผนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและสวนท่ี 2 นํามาติดฉลากดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อใหได
แกมมาโกลบลิูน- เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
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รูปท่ี 2.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขน

ของโปรตีนมาตรฐาน BSA 
 

1.2 การแยกแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Affinity chromatography 
 

1.2.1  การเตรียม Affinity column ท่ีใชทําการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอ
พิษง ู(Pharmacia)  

 
ช่ัง CNBr-Sepharose 4B มา 1 กรัม ละลายในสารละลาย HCl ความเขมขน 10-3 M 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใหอยูในรูปสารแขวนลอย นาํมากรองและลางบนตัวกรอง  ช่ังพิษงู  
20 มิลลิกรัมละลายในสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต ความเขมขน 0.1 M pH 8.3 ปริมาตร  
10 มิลลิลิตร มาผสมกับ CNBr-Sepharose 4B ท่ีเตรียมไว ต้ังท้ิงไว 2-3 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง นํามา 
กรองและลางดวยสารละลาย Glycine ความเขมขน 0.2 M  ต้ังท้ิงไว 2-3 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง 
จากนั้นนํามาลางดวย (1) สารละลาย NaHCO3 ความเขมขน 0.1 M pH 8.3 (coupling buffer) และ
ลางตอดวย (2) สารละลาย CH3COONa ความเขมขน 0.1 M pH 4 จากนั้นลางดวยบัฟเฟอร (1) และ 



(2) สลับกัน 3 รอบ  แชเจลใหพองและอ่ิมตัวใน PBS, pH 7.4 เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิู  
4 oC นําเจลท่ีเตรียมไดมาบรรจุในคอลัมนขนาด 1 × 5 เซนติเมตร และชะคอลัมนดวย PBS  pH 7.4 
ในปริมาตร 4- 5 เทาของปริมาตรท้ังหมดในคอลัมน ดังรูปท่ี 2.2  
 

1 g. ของ CNBr-Sepharose 4B ในสารละลาย HCl ความเขมขน 10-3 M ปริมาตร200 ml 
กรองและลางบนตัวกรอง 

             ช่ังพิษงู 20 mg ละลายใน 
         10 ml ของ 0.1 M NaHCO3 pH 8.3 

นําพิษงูมาผสมกับ Sepharose 4B 
                                                                                                   อุณหภูมิหอง , 2-3 ช่ัวโมง 

กรองและลางดวยสารละลาย Glycine ความเขมขน 0.2 M  
                                                                                       อุณหภูมิหอง , 2-3 ช่ัวโมง 
ลางดวยสารละลาย NaHCO3 ความเขมขน 0.1 M pH 8.3 [coupling buffer, (บัฟเฟอรท่ี 1)] 

 
ลางดวยสารละลาย CH3COONa ความเขมขน 0.1 M pH 4 (บัฟเฟอรท่ี 2) 

 
ลางกับสารละลายบัฟเฟอร ท่ี 1 และ  2 สลับกัน 3 รอบ 

 
บรรจุในคอลัมนขนาด 1 × 5 cm และชะดวย PBS (phosphate buffer saline) pH 7.4 

 
รูปท่ี 2.2 ข้ันตอนการเตรียม Affinity column ท่ีใชทําการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอ

พิษงู 
 

1.2.2 การแยกแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Affinity chromatography  
          
นําพลาสมาของมาท่ีมีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอพิษงูมาแยกแกมมาโกลบลิูน ดวยวิธี 

Affinity chromatography โดยผานพลาสมาลงในคอลัมนท่ีบรรจุ CNBr-Sepharose 4B ท่ีจับกับพษิงู 
(ท่ีเตรียมไวในขอ 1.2.1) ชะคอลัมนดวย PBS pH 7.4 (บัฟเฟอร ตัวท่ี 1) อัตราการไหล 15 มิลลิลิตร
ตอช่ัวโมง เกบ็สวนท่ีผานคอลัมนออกมาแฟรกช่ันละ 1 มิลลิลิตร เพื่อชะโปรตีนท่ีไมไดจับกับ
คอลัมนออกมา จนกระท่ังวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ไดเทากับ baseline  แลวจงึ
เปล่ียนไปชะดวยสารละลาย Glycine/HCl ความเขมขน 0.1 M pH 2.5 (บัฟเฟอร ตัวท่ี 2) เก็บ 
แฟรกช่ันจากการชะบัฟเฟอรตัวท่ี 2 ซ่ึงในหลอดเก็บแฟรกช่ันจะมี Tris pH 9.0 เพื่อปรับ pH ของ



แกมมาโกลบลิูนที่แยกไดใหเปนกลาง  ทําการชะแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูซ่ึงจับอยูใน
คอลัมนออก จนไมมีโปรตนีออกมาแลวจงึเปล่ียนกลับไปชะดวยบัฟเฟอรตัวท่ี 1 แลวนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ไดเทากับ baseline นําแกมมาโกลบูลินท่ีไดแตละแฟรกช่ันใน 
peak 2 มารวมกันแลวไป dialyse (โดยใช dialysis tubing ท่ีมี MW. cut off 3,500) กับน้ํากล่ันท่ี
อุณหภูมิ 4 oC และไปทําใหเขมขนข้ึนโดยใช PEG (อางถึงหัวขอ 1.1.2) จากนัน้เก็บสารละลายท่ีได
ไวท่ีอุณหภูมิ �20 oC  ทําการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry และตรวจสอบแกมมาโกลบูลินท่ีแยก
ไดดวยวิธี Immunodiffusion test (อางถึงหัวขอ 1.3.1) และ SDS-PAGE (อางถึงหัวขอ 1.3.2) 
จากนั้นทําการแบงแกมมาโกลบูลิน ออกเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 ใชสําหรับเคลือบแผนกระดาษไน
โตรเซลลูโลส และสวนท่ี 2 นํามาติดฉลากดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อใหไดแกมมาโกลบูลิน- 
เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 

 
1.3 การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Ion - exchange chromatography และ
วิธี Affinity  chromatography 

 
1.3.1 การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Immunodiffusion test  

(Ouchterlony, 1953) 
 
  นํา 1% agarose gel  ใน verosal buffer (วิธีเตรียมดูภาคผนวก) มาตมให  
agarose gel ละลายจนหมดแลวเทเจลปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ลงในจานแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง  
5 เซนติเมตร รอใหเจลแข็งตัวเจาะหลุมตรงกลางจานแกวและรอบๆหลุมกลาง (ขนาดหลุม
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร) ดังรูปท่ี 2.3 นําพิษงูความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ใสในหลุมกลาง (หลุม c) และแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1.2 และ 1.2.2 หรือ
สารตัวอยางท่ีตองการทดสอบความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและเจือจางเปนลําดับใน PBS ท่ี 
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ใสในหลุมท่ี 1 - 6 ตามลําดับ หลุมละ 50 ไมโครลิตร นําจานแกวไปวางใน
กลองท่ีมีสําลีชุบน้ําเพื่อใหเกิดความชืน้ภายในกลอง ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองขามคืน เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาระหวางพิษงู (แอนติเจน) กับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะกับพิษงู (แอนติบอดี) ถาสารท่ี
แยกไดจากขอ 1.1.2 และ1.2.2 เปนแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงจูะปรากฏเสนตะกอนใหเห็น   
 



                             
 

รูปท่ี 2.3  agarose gel plate สําหรับใชตรวจสอบแกมมาโกลบูลินดวยวิธี             
                              Immunodiffusion test.   
 

1.3.2  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
 
นําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1.2 และ 1.2.2 มาตรวจสอบดวยวิธี SDS-

PAGE  โดยใช 8% acrylamide ในสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.75 M pH 8.8 เปน separating 
gel และ 3.75 % acrylamide ในสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.125 M pH 6.8 เปน stacking 
gel ซ่ึงมีข้ันตอนในการเตรียมเจล  ดังนี ้

นําสวนของ separating gel ซ่ึงประกอบดวย 30 % acrylamide ปริมาตร 1.85 
มิลลิลิตร, Tris-HCl 3 M pH 8.8 ปริมาตร 1.75 มิลลิลิตร, 1 % SDS ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร, 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ปริมาตร 0.35 มิลลิลิตร, TEMED ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร, น้ํากล่ัน
ปริมาตร 2.35 มิลลิลิตร มาใสในแผนกระจกท่ีเตรียมไวดังรูปท่ี 2.4 รอใหเจลแข็งตัวจึงใสสวนของ 
stacking gel ซ่ึงประกอบดวย 30 % acrylamide ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร, Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร, 1 % SDS ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร, แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ปริมาตร  
0.2 มิลลิลิตร, TEMED 0.005 มิลลิลิตร, น้ํากล่ันปริมาตร 1.9 มิลลิลิตร แลวใสหวีเขาไปทันที โดย
ปลายหวหีางจากผิวของช้ัน stacking gel ประมาณ 1 เซนติเมตร เม่ือเจลในสวนนี้แข็งตัวจึงนําไปตอ
เขากับชุดอุปกรณอิเลคโตรโฟริซีสท่ีใส Tris running buffer (วิธีเตรียมดูภาคผนวก) เรียบรอยแลว 
ดึงหวีออกแลวลางแตละหลุมดวย Tris running buffer เพื่อไลฟองอากาศในหลุมออก เตรียมสาร
ตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตร ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรผสมกับบรอมฟนอลบลู  
(0.5% bromophenol blue) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เพื่อดูการเคล่ือนท่ีของสารในแผนเจล จากน้ันใส



สารตัวอยางในแตละหลุม ตอชุดอิเลคโตรโฟรีซิสเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟฟา ใชกระแสไฟฟา  
30 มิลลิแอมแปรในข้ันตอนการแยกสาร ทําการทดลองท่ีอุณหภมิูหอง ปดกระแสไฟฟาเม่ือ
สังเกตเห็นแถบสีของบรอมฟนอลบลูเคล่ือนท่ีลงไปหางจากขอบเจลดานลางประมาณ 1 เซนติเมตร 
นําเจลไปยอมสีดวย Coomassie blue R 250 staining solution เปนเวลา 1 ชม. แลวลางสีออกจากพ้ืน
เจล (Background) ดวย destain solution (วิธีเตรียมดภูาคผนวก) เขยาเบาๆเปล่ียน destain solution 
หลายๆคร้ัง จนพื้นเจลใสและเหน็สีของแถบโปรตีน 
 

             
 
    
รูปท่ี 2.4 ชุดอุปกรณอิเลคโตรโฟรีซีส (Voet and Voet, 1995) 

 
2. วิธีการติดฉลากและการตรวจสอบการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส 
คอนจูเกต 

 
2.1 วิธีการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (Nakane, 1974) 

 
การติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส ทําไดโดยละลายเอนไซมเปอร

ออกซิเดส (HRP type VI-A; Sigma) ปริมาณ 10 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 
ความเขมขน 0.3 M pH 8.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (โดยโซเดียมไบคารบอเนตจะเตรียมทันทีกอนท่ีจะ
ใช) และนํา 1 % DNFB (2,4-Dinitrofluorobenzene) ในเอธานอล ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร คอยๆเติม



ลงในสารละลายท่ีเตรียมไวและกวนเบาๆ วางตั้งท้ิงไว 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นคอยๆเติม
สารละลาย sodium metaperiodate 0.06 M ในน้ํากล่ันปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในสารละลายขางตน 
กวนเบาๆ ตั้งท้ิงไว 1 ช่ัวโมง.ท่ีอุณหภมิูหอง จนกระท่ังสีของสารละลายผสมเปล่ียนเปนสีเขียว
เหลือง แลวจึงคอยๆเติมสารละลาย ethylene glycol 0.16 M ในน้ํากล่ันปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงใน
สารละลาย กวนเบาๆ ตั้งท้ิงไว 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารละลาย (1) ท่ีไดมา dialyse  
3 คร้ัง ดวยสารละลายโซเดียมคารบอเนตบัฟเฟอร 0.01 M pH 9.5 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  

นําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1.2 หรือ ขอ 1.2.2 ปริมาณ 10 มิลลิกรัมละลายใน
สารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 0.01 M pH 9.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรคอยๆเติมลงในสารละลาย (1) ท่ี
เตรียมไวขางตน กวนเบาๆ ตั้งท้ิงไว 2-3.ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นเติม sodium borohydride 
ปริมาณ 5 มิลลิกรัม ลงในสารละลาย ตั้งท้ิงไว 3 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  และนําสารละลายมา 
dialyse ใน PBS, pH 7.2 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  

นําสารละลายท่ีไดมาแยกโดยวิธี Gel filtration chromatography ดวย  Sephadex G-200 ใน
คอลัมนขนาด 0.8 × 70 เซนติเมตร แลวชะสารดวยสารละลาย PBS pH 7.2 อัตราการไหล  
10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง เก็บสวนท่ีผานคอลัมนออกมาแฟรกช่ันละ 1.5 มิลลิลิตร  นําแตละแฟรกช่ัน
ท่ีแยกไดไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 และ 403 นาโนเมตร แลวนาํคาการดูดกลืน
แสงมาเขียนกราฟ 
 

2.2 การตรวจสอบการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
โดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  

 
นําแตละแฟรกช่ันท่ีแยกไดจากขอ 2.1 มาตรวจสอบโดยวิธี ELISA ซ่ึงมีข้ันตอนตามลําดับ 

คือ นําพิษงูท่ีจาํเพาะกับแกมมาโกลบูลินมาละลายในสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 0.05 M pH 9.6 
ใหไดความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสลงในไมโครเพลต (ELISA plate) หลุมละ 50 
ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 20-24 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer (วิธีเตรียมดู
ภาคผนวก) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ังๆละ 1 นาที เติม 1% BSA ใน PBST 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
washing buffer ปริมาตร  200 ไมโครลิตรตอหลุม  จํานวน 3 คร้ังๆละ 1 นาที เติมคอนจูเกตท่ีไดจาก
แตละแฟรกช่ันจากขอ 2.1 ลงในแตละหลุมปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer  ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ังๆละ  
1 นาที เติมสารละลายสับสเตรต OPD ลงในแตละหลุมๆละ 100 ไมโครลิตร วางไวท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 M ในแตละหลุมๆละ  



100 ไมโครลิตร นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง microplate 
reader 

 
3. การตรวจหาชนดิของพิษงู โดยวิธี dot-ELISA 
  

นําแกมมาโกลบูลินความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC  เปนเวลา 1 ช่ัวโมงและลางดวย PBS  
3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที นําไปแชใน 5 %  blotto (วิธีเตรียมดูภาคผนวก) ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังเปนเวลาคร้ังละ 5 นาที แลวปลอยไวใหแหง หยดพิษ
งูหรือตัวอยางท่ีตองการหาพษิงูท่ีมีความเขมขนตาง ๆกนัปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิ  
37 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังเปนเวลาคร้ังละ 5 นาที และแชในแกมมา
โกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย 
0.5% blotto 3 คร้ังเปนเวลาคร้ังละ 5 นาที จากนัน้นําไปแชในสารละลายสับสเตรต OPD เปนเวลา 
30 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันหลายๆคร้ัง (ดังรูปท่ี 2.5)  ดูสีท่ีเกิดข้ึนแตละจดุบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส   

 
(1)   Antibody (IgG) 

                                                                                        wash 
 

(2)   Blocking 
                                                                                        wash 

 
(3)   Sample or antigen 

                                                                                       wash 
 

(4)   IgG-horseradish peroxidase conjugate 
                                                                                       wash 

 
(5)   Substrate 

 
รูปท่ี 2.5  ข้ันตอนการทดสอบโดยวิธี dot-ELISA 
 



3.1 การหาชนิดของพิษงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกดวยวธีิ Ion-exchange  
chromatography 

 
นําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกโดยวิธี   Ion-exchange chromatography ท่ีใชสําหรับหยดเคลือบ

ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและทําแกมมาโกลบูลิน- เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต   มาทํา
การทดสอบหาชนิดของพิษงูดวยวิธี dot-ELISA ตามข้ันตอนท่ีกลาวไวดังขอ 3 ขางตน 

  
3.2 การหาชนิดของพิษงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกดวยวธีิ Affinity chromatography 
 

3.2.1 การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับขั้นตอนตาง ๆ  
 

3.2.1.1  การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแกมมาโกลบลิูนท่ีจําเพาะตอ 
 พิษงูท่ีใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  
 (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 1)   

 
โดยการเจือจางแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูท่ีจะนํามาใช เคลือบบน

กระดาษไนโตรเซลลูโลสใหมีความเขมขนเปน 1, 10, 50, 100, 200, 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร แลวหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยทําแบบ duplicate 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  จากน้ันนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตาม
ข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 เลือกความเขมขนตํ่าสุดของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ี
ใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสแลวใหสีท่ีเกดิชัดเจนท่ีสุด 

 
3.2.1.2 การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแกมมาโกลบูลิน-เปอรออกซิ

เดสคอนจูเกต (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 4) 
 

ทําตามข้ันตอน dot-ELISA ดังรูปท่ี 2.5 จนถึงข้ันตอนท่ี 4 ใชคอนจูเกตท่ี
เจือจางใน 5% blotto ในอัตราสวน undilute, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:50 และ 1:100 นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 oC  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอน
ดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 ดูสีท่ีเกิดขึ้นแตละจุดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  เลือกความเขมขนท่ี
เหมาะสมท่ีสุด โดยดูจากความชัดเจนของจุดสีบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสแลวจึงนําความเขมขน
นั้นไปใชในการทดสอบตอไป 



3.2.2 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 

3.2.2.1 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการบมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ี
ใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 1)    

 
หยดแกมมาโกลบูลินท่ีมีความเขมขนท่ีเหมาะสมตามท่ีตองการ (จากขอ 

3.2.1.1) ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภมิู 25, 37 และ  
56 oC และอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  เพื่อทดสอบหาอุณหภูมิในการบมแกมมาโกลบูลินที่
เหมาะสม จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 

 
3.2.2.2  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการบมพษิงูหรือตัวอยางท่ีตองการ 

ทดสอบ (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 3)    
 
หยดพิษงูท่ีมีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงบนกระดาษ

ไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแกมมาโกลบูลินความเขมขนท่ีเหมาะสมปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25, 37 และ 56 oC และอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อทดสอบหาอุณหภูมิ
ในการบมพษิงูท่ีเหมาะสม จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอนดังกลาว
ข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 

  
3.2.3 การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสม 

 
3.2.3.1 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการเคลือบแกมมาโกลบูลินท่ี

จําเพาะตอพิษงูบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
 
หยดแกมมาโกลบูลินท่ีมีความเขมขนท่ีเหมาะสมตามท่ีตองการ    (จากขอ 

3.2.1.1) ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร      นําไปบมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
(จากขอ 3.2.2.1) เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที  เพื่อทดสอบหาเวลาในการบมแกมมาโกลบูลินท่ี
เหมาะสม จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5  

 
 



3.2.3.2 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมพิษงูหรือตวัอยางท่ีตองการ
ทดสอบ 

 
นํากระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษ

งูความเขมขนท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.1.1) และทําตามข้ันตอนทดสอบโดยวธีิ dot-ELISA 
ตามลําดับ จนถึงข้ันตอนท่ี 3 หยดพษิงูท่ีมีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร  
1 ไมโครลิตร  ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสตรงตําแหนงท่ีเคลือบไวดวยแกมมาโกลบูลิน นําไป
บมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.2.2) เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที โดยในแตละข้ันตอน
ทําตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5  

 
3.2.3.3 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการแชคอนจูเกต  

 
นํากระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษ

งูความเขมขนท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.1.1) และทําตามข้ันตอนทดสอบโดยวธีิ dot-ELISA 
ตามลําดับ จนถึงข้ันตอนในการแชคอนจูเกต แชกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกตท่ีความ
เขมขนท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.1.2) และนาํไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที 
ตามลําดับ เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการแชคอนจูเกต จากน้ันทําตามข้ันตอนอ่ืน ดงั
แสดงในรูปท่ี 2.5 
 

3.2.3.4 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการลาง 
 
กระดาษไนโตรเซลลูโลสที่ทําตามข้ันตอนในรูปท่ี 2.5 จํานวน 3 ชุด ซ่ึง

ในข้ันตอนการลางดวย 0.5% blotto นั้นแตละชุดลางเปนเวลาตางๆกนั ชุดที่ 1 ลาง 3×1 นาที, ชุดที่ 
2 ลาง 3×2 นาที, ชุดท่ี 3 ลาง 3×5 นาที 
 

3.2.4 การทดสอบหาสับสเตรตท่ีเหมาะสมในการทดสอบ 
 

ในข้ันตอนสุดทาย (ข้ันตอนท่ี 5) แชกระดาษไนโตรเซลลูโลสในสารละลายสับ 
สเตรตโดยใช OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) ละลายในนํ้ากล่ัน (0.66 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) และ naphthol (4-chloro-1-naphthol) ละลายใน PBS (0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เปน
สับสเตรตแลวเปรียบเทียบความชัดเจนของสีท่ีเกิดขึ้นบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยในแตละ
ข้ันตอนทําตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 



 เม่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนในการทํา dot-ELISA บนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสแลว จึงนํามาตรวจสอบเพ่ือหาปริมาณพิษงูท่ีสามารถตรวจสอบไดท้ังของพิษงูกะปะและ
พิษงูเหา ตามขั้นตอนของวธีิ dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ดังรูปท่ี 2.5 โดยการเจือจาง
พิษงูกะปะใน PBS ใหมีความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวทดสอบหา
ปริมาณพิษงู โดยจะใช  PBS เปนชุดควบคุม (control) สําหรับการตรวจสอบปริมาณพิษงูเหานั้นใช
วิธีการเชนเดียวกัน (ดังรูปท่ี 2.5) และใชสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีหาไดในแตละข้ันตอนจากขอ 3 ใน
การตรวจสอบพิษงูท้ังสองชนิด 
 
4. การทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
 

นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะมาทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุมกับพิษงูเหา โดย
ทําการทดสอบตามข้ันตอนของวิธี dot-ELISA  ซ่ึงในขั้นตอนการตรวจสอบพิษงูจะใชพิษงูกะปะ
และพิษงเูหาท่ีละลายในซีร่ัม (serum) ของคนปกติความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ
และเชนเดียวกนั นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหามาทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุมกับพิษงู
กะปะ โดยทําการทดสอบตามข้ันตอนของวิธี dot-ELISA ซ่ึงในข้ันตอนการตรวจสอบพิษงูจะทํา
การหยดพิษงูเหาและพษิงูกะปะท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอ
พิษงูเหา จากนั้นทําตามข้ันตอนการหาชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA ตามลําดับและดจูุดสีท่ี
เกิดข้ึนบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสเพื่อดูปฏิกิริยาขามกลุมของงูแตละชนิด 
 
5. เปรียบเทียบการตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต และวิธี dot-ELISA บน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส  

  
5.1 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  

 
     นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะ มาละลายในสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร  

0.05 M pH 9.6 ใหมีความเขมขน 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสหลุมละ 50 ไมโครลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง ลางดวย  washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม
จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 1 นาที เติม 1 % BSA ใน PBST ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม ตั้งไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 
3 คร้ังๆ ละ 1 นาที เติมพิษงูกะปะความเขมขนตางๆ ในสารละลาย diluent (วิธีเตรียมดูภาคผนวก)



หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยหลุมท่ีใชเปน control จะเติมเฉพาะสารละลาย diluent เทานั้น ต้ังท้ิงไว
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม 
จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 1 นาที  เติมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ-เอนไซมเปอรออกซิ
เดสคอนจูเกต ท่ีความเจือจางตางๆ (1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) ในสารละลาย 
diluent ลงในแตละหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร  ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา  
1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 1 นาที เติม
สารละลายสับสเตรต OPD  ลงในแตละหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที และเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 M ลงในแตละหลุมๆละ 100 
ไมโครลิตร  เพื่อหยดุปฏิกริิยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดวย
เคร่ือง microplate reader สําหรับการตรวจสอบปริมาณพิษงูเหานัน้ใชวธีิการเชนเดยีวกัน 
 

5.2 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และการ
ทดสอบความแมนยํา 

 
      5.2.1 การตรวจสอบชนิดของพษิงูโดยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 

 
ใชสภาวะท่ีเหมาะสมของแตละข้ันตอน ในการทํา dot-ELISA บนกระดาษไนโตร

เซลลูโลสที่หาไดจากขอ 3 นํามาตรวจสอบชนิดของพิษงู โดยการเจือจางพิษงูกะปะในซีร่ัมของคน
ปกติใหมีความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรแลวใชทดสอบบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส โดยจะใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุดควบคุม สําหรับการตรวจสอบปริมาณพิษงูเหานั้นใช
วิธีการเชนเดียวกัน (ดังรูปท่ี 2.5) โดยการเจือจางพษิงูเหาในซีร่ัมของคนปกติใหมีความเขมขน 0.2, 
1, 5, และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและใชสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีหาไดในแตละข้ันตอนข้ันตนใน
การตรวจสอบ 

 
  5.2.2 การทดสอบความแมนยํา 
 

การทดสอบหาคาความแมนยํา (precision) ของการตรวจหาชนดิของพิษงูโดยการ
คํานวณจากการทดสอบซํ้าสิบคร้ัง ซ่ึงคาท่ีไดจะนํามาคํานวณหาคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน 
(coefficiency of  variation), % CV  

จากสูตร % CV  =     SD     × 100 
                              MEAN                           

 



บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษง ู
 

1.1  การแยกโกลบูลินโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและ 
การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange  chromatography 

 
นําพลาสมามาท่ีมีแอนติบอดท่ีีจําเพาะตอพษิงูมาตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เพื่อ

แยกโกลบูลินออกมา จากนัน้ทําการแยกโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography 
ซ่ึงเปนเทคนิคการแยกสารโดยใชหลักการแลกเปล่ียนไอออนในสารละลาย ทําการแยกตามวิธีของ 
Levy and Sober, 1960 โดยการนําโกลบูลินที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมาผาน
คอลัมนท่ีบรรจุดวย DEAE-cellulose แลวทําการชะดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน  
0.0175 M pH 6.3 ซ่ึงเปนตัวชะตัวท่ี 1 ซ่ึงแกมมาโกลบลิูนจะถูกชะและตามดวยตัวชะตัวท่ี 2 คือ
สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.4 M pH 5.2 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 2 M เพื่อชะ
เอาโปรตีนท่ีจบักับคอลัมนออกมาได โดยมี Chromatogram เปนดังกราฟรูปท่ี 3.1 ซ่ึงเปนการแยก
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ (แฟรกช่ัน 10-35) มีปริมาณโปรตีน 257.5 มิลลิกรัมและ
กราฟรูปท่ี 3.2 ซ่ึงเปนการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (แฟรกช่ัน 9-62) มีปริมาณ
โปรตีน 206.8 มิลลิกรัม เก็บแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดและนําไปทดสอบแอนติบอดีตอพิษงูกะปะ
และพิษงเูหา ตรวจสอบความบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE จากนั้นแบงเปน 2 สวนสวนหนึ่งจะเก็บ
ไวเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและ ELISA plate อีกสวนหนึ่งจะนําไปติดฉลากดวย
เอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อนําไปใชในข้ันตอนตรวจสอบพิษงูของวธีิ dot-ELISA ตอไป 

 
1.2 การแยกแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Affinity  chromatography 

 
ในการแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Affinity chromatography โดยการใช

พลาสมาท่ีจําเพาะตอพษิงูมาผานคอลัมนท่ีบรรจุดวย CNBr-Sepharose 4B ท่ีจับกับพิษงูชะดวย
บัฟเฟอร PBS pH 7.4 เปนบัฟเฟอรตัวแรกซ่ึงจะชะโปรตีนอ่ืนๆ และโกลบูลินท่ีไมจําเพาะตอพิษงู
ในคอลัมนออกมา สวนโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูจะจับอยูกับพษิงูในคอลัมน วัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ี 280 นาโนเมตรของแฟรกช่ันท่ีเก็บจนกระท่ังไดเทากับ baseline จึงเปล่ียนตัวชะเปนสารละลาย 



Glycine/HCl ความเขมขน 0.1 M pH 2.5 เปนบัฟเฟอรตัวท่ี 2 เพื่อชะสวนของแกมมาโกลบูลินท่ี
จําเพาะกับพิษงูท่ีจับอยูในคอลัมนออกมาวัดคาดดูกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตรไดเทากับ baseline จึง
กลับไปชะดวยบัฟเฟอรตวัแรก จากกราฟรูปท่ี 3.3 ซ่ึงแสดง Chromatogram ของการแยกแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะเก็บรวบรวมแฟรกช่ันท่ี 33-42 ภายใต peak ท่ี 2 ซ่ึงเปนสวนของ
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะและวัดปริมาณโปรตีนได 4.86 มิลลิกรัม (2.31% yield) ใน
ทํานองเดียวกนัผลการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา ดังแสดงในกราฟรูปท่ี 3.4 เก็บ
รวบรวมแฟรกช่ันท่ี 48-55 ภายใต peak ท่ี 2 และนําไปวัดปริมาณโปรตีนได 3.51 มิลลิกรัม (2.48% 
yield) นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูท่ีแยกไดไปทดสอบแอนติบอดีตอพิษงู, ความบริสุทธ์ิ
และแบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งสําหรับไวเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและ ELISA plate อีก
สวนหนึ่งจะนาํไปติดฉลากกับเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อนําไปใชในข้ันตอนตรวจสอบพิษงูของ
วิธี dot-ELISA ตอไป 

เม่ือทําการแยกสวนของแกมมาโกลบูลินท่ีตองการในหลาย ๆ คร้ังโดยใชคอลัมนอันเดิมท่ี
เตรียมไวจะพบวา ประสิทธิภาพการจับระหวางแกมมาโกลบูลินกับพษิงูในแตละคร้ังจะนอยลงทํา
ใหปริมาณแกมมาโกลบูลินท่ีตองการมีปริมาณลดลง อาจเนื่องจากมีการเปล่ียนบัฟเฟอรท่ีมีคาความ
เปนกรดสูง ทําใหประสิทธิภาพการจับกนัลดลงและแมวาแกมมาโกลบูลินท่ีเตรียมไดในแตละคร้ัง
มีปริมาณนอย เนื่องจากคอลัมนมีขนาดเล็กแตก็ชวยลดข้ันตอนการแยกสวนของอัลบูมินออกดวย
วิธีการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (Russell, et al., 1985) 
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รูปท่ี 3.1 การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพ

chromatography  ทําการแยกดวย DEA
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขม
ดวยบัฟเฟอรตัวท่ี 2 ในแฟรกช่ันท่ี 10
ความเขมขน 0.4 M pH 5.2 ท่ีมีสาร
อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 
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ษิงูกะปะ โดยวิธี Ion-exchange 
E-cellulose ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรกคือ
ขน 0.0175 M pH 6.3 และเปล่ียนมาชะ
1  คือสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร
ละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 M 
   ปริมาตรแฟรกช่ัน 2 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี3.2 การแยกแกมมาโ

chromatography
สารละลายฟอสเ
ดวยบัฟเฟอรตัวท
เขมขน 0.4 M
อัตราการไหล 30

 
       
 
          
 
 
 
 
 

บัฟเฟอร 1
50 75 100
Fraction N

 

กลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิ
  ทําการแยกดวย DEAE
ฟตบัฟเฟอรความเขมขน
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งูเหา โดยวิธี Ion-exchange 
-cellulose ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรกคือ
 0.0175 M pH 6.3 และเปล่ียนมาชะ

6  คือสารละลายโซเดียมฟอสเฟตความ
ายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 M  
ริมาตรแฟรกช่ัน 2 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.3  การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะต

ทําการแยกดวย MPV-Sepharose 
คือสารละลาย PBS  pH 7.4 และจ
สารละลาย Gly/HCl ความเขมขน
ตอช่ัวโมง ปริมาตรแฟรกช่ัน 1 มิล
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อพิษงูกะปะโดยวิธี Affinity chromatography 
4B affinity column ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรก
ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวท่ี 2 ในแฟรกช่ันท่ี 30 คือ

 0.1 M pH 2.5 อัตราเร็วในการชะ 15 มิลลิลิตร
ลิลิตร   
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รูปท่ี 3.4  การแยกแกมมาโ

ทําการแยกดวย 
คือสารละลาย P
สารละลาย Gly/
ตอช่ัวโมง ปริมา
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กลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาโดยวิธี 
CV-Sepharose 4B affinity column 
BS pH 7.4 และจึงชะดวยบัฟเฟอรตัว
HCl ความเขมขน 0.1 M pH 2.5 อัตรา
ตรแฟรกช่ัน 1 มิลลิลิตร    
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Affinity chromatography 
ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรก
ท่ี 2 ในแฟรกช่ันท่ี 40 คือ
เร็วในการชะ 15 มิลลิลิตร



1.3  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Ion-exchange chromatography และ
วิธี Affinity  chromatography 

 
1.3.1  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Immunodiffusion test 

 
เม่ือนําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี Ion-exchange chromatography (จากขอ 

1.1) และโดยวธีิ Affinity  chromatography (จากขอ 1.2) มาตรวจสอบโดยวิธี Immunodiffusion test 
ซ่ึงเปนการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน โดยใช 1% agarose gel ในจานแกวขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 เซนติเมตร ซ่ึงหลุมกลางจะใสพิษงกูะปะความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และหลุมรอบๆหลุมกลางจะใสแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1 และขอ 1.2 ความเขมขน  
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและเจือจางแบบ 2-fold serial dilution 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ในหลุมท่ี  
1- 6 ตามลําดับ ท้ิงไวขามคืนในกลองที่มีความช้ืน จากนั้นเม่ือนําจานแกวมาสองดูกับหลอดไฟ
ฟลูออเรสเซนส พบวา แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ีไดจากการแยกโดยวธีิ Ion-exchange 
chromatography ทําปฎิกิริยากับพษิงูกะปะท่ีหลุมกลางเห็นเสนตะกอนขาวขุนเกดิข้ึนอยูกึ่งกลาง
ระหวางหลุม c กับหลุม 1 และเสนตะกอนจะเกดินอยลงในหลุม 2, 3 และไมเกิดเสนตะกอนในหลุม
ท่ี 4-6 ดังรูปท่ี 3.5 สําหรับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีไดจากการแยกโดยวิธี Affinity 
chromatography ทําปฎิกิริยากับพษิงูกะปะท่ีหลุมกลางเห็นเสนตะกอนขาวขุนเกิดข้ึนเชนกนัซ่ึงอยู
กึ่งกลางระหวางหลุม c กับหลุม 1 ดังรูปท่ี 3.6 และเสนตะกอนจะเกดินอยลงในหลุม 2, 3 และ 4 
และไมเกิดเสนตะกอนในหลุมท่ี 5- 6 ดังนั้นแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากท้ังสองวิธีจะทําปฏิกิริยา
กับพิษงูท่ีหลุมกลางเกิดเสนตะกอนข้ึน นัน่คือสวนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูนั้น ในการ
ทดสอบความเขมขนของหลุมเร่ิมตนควรจะเทากับหลุมกลางเพราะจะทําใหเสนตะกอนเกิดข้ึนท่ี
กึ่งกลาง หากความเขมขนของหลุมไมเทากันจะทําใหเสนตะกอนท่ีเกิดข้ึนอยูใกลกับหลุมท่ีมีความ
เขมขนนอยกวา เม่ือทําการเปรียบเทียบปริมาณของแกมมาโกลบูลินท่ีมีความแรง (potency) ตอพิษงู
ท่ีไดจากการแยกใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography (จากรูปท่ี 3.5) และโดยวิธี 
Affinity  chromatography (จากรูปท่ี 3.6) จะเห็นวาแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี Ion-exchange 
chromatography มีระดับแอนติบอดีท่ีมีความแรงตอพิษงถึูงอัตราสวน 1:4 และแกมมาโกลบูลินท่ี
แยกไดโดยวิธี Affinity chromatography จะมีความแรงตอพิษงูถึงอัตราสวน 1:8 ท่ีความเขมขน
เร่ิมตน (undilute)  1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเทากัน ดังนัน้จึงกลาวไดวาแกมมาโกลบลิูนที่แยกไดโดย
วิธี Affinity chromatography จะมีแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูมากกวาแกมมาโกลบูลินท่ีแยก
โดยวิธี Ion-exchange chromatography  
 
 



 

              
 

รูปท่ี 3.5 ผล Immunodiffusion ของแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Ion-exchange 
Chromatography, หลุม c = พิษงูกะปะ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, หลุม 1- 6 คือ 
แกมมาโกลบลิูน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีเจือจางในอัตราสวน = undilute, 1:2, 
1:4, 1:8, 1:16, 1:32          

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 



 

               
 
 
รูปท่ี3.6 ผล Immunodiffusion ของแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Affinity 

Chromatography, หลุม c = พิษงูกะปะ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, หลุม 1-6 คือ 
แกมมาโกลบลิูน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีเจือจางในอัตราสวน = undilute, 1:2, 
1:4, 1:8, 1:16, 1:32          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



1.3.2 การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี SDS-PAGE 
 

แกมมาโกลบลิูนที่แยกใหบริสุทธ์ิ โดยวิธี Ion exchange chromatography (จากขอ 
1.1) และโดยวธีิ Affinity chromatography (จากขอ 1.2) นํามาตรวจสอบโดยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงเปน
เทคนิคการแยกสารโดยใชการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมีประจุในสนามไฟฟา ในการทดลองใช 8 % 
acrylamide ใน 0.75 M Tris-HCl  pH 8.8  เปน separating gel และจะใช  3.75 % acrylamide  ใน 
0.125 M Tris-HCl pH 6.8 เปน stacking gel แลวนํามาเทียบกับแถบโปรตีน Horse IgG มาตรฐาน
และแถบโปรตีนมาตรฐานซ่ึงประกอบดวยโปรตีน 7 ชนิดไดแก Aprotinin (7.1 kDa), Lysozyme 
(18.1 kDa), Soybean trypsin inhibitor (31.8 kDa), Carbonic anhydrase (41.3 kDa), Bovine serum 
albumin (89.0 kDa), β-Galactosidase (131.0 kDa) และ Myosin (210.0 kDa) ดังรูปท่ี 3.7 พบวา
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ (แถวท่ี 4) และแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูเหา (แถวท่ี 
5) ซ่ึงแยกโดยวิธี Ion - exchange chromatography รวมถึงแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ
(แถวท่ี 6) และแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพษิงูเหา (แถวท่ี 7) ซ่ึงแยกโดยวิธี Affinity 
chromatography ปรากฏแถบโปรตีนแถบเดียวมีขนาดโมเลกุล 140 กิโลดาลตันและตรงกับแถบของ
โปรตีน Horse IgG มาตรฐาน ไมพบแถบโปรตีนของอัลบูมินดังเชนในแถวท่ี 3 ท่ีแสดงแถบโปรตีน
ของพลาสมาท่ีประกอบดวยโกลบูลิน, อัลบูมินและโปรตีนอ่ืนๆ ดังนั้นการแยกแกมมาโกลบูลินท่ี
จําเพาะตอพิษงูกะปะและจําเพาะตอพษิงูเหาท้ังโดยวิธี Ion - exchange chromatography และโดยวิธี 
Affinity chromatography สามารถแยกโปรตีนสวนอ่ืนในพลาสมาออกจากแกมมาโกลบูลินที่
ตองการได  
              

  
                              

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                       
 

รูปท่ี 3.7  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี SDS-PAGE โดยใช separating gel เปน 
8% acrylamideใน 0.75 M Tris-HCl  pH 8.8 และใช stacking gel เปน 3.75% 
acrylamideใน 0.125 M Tris-HCl pH 6.8 เปดกระแสไฟฟา 30 มิลลิแอมแปร
และใช Tris running buffer ในข้ันตอนการแยกสารแลวนําเจลไปยอมสีกับ 
Coomassie blue R 250 staining solution ลางกับ destain solution 
แถวท่ี 1  โปรตีนมาตรฐาน (kDa) A=210, B=131, C=89, D=41.3, E=31.8, 

F=18.1, G= 7.1 
แถวท่ี 2  โปรตีน Horse IgG มาตรฐาน 
แถวท่ี 3  พลาสมาต้ังตน (Horse Plasma) 
แถวท่ี 4  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีแยกโดยวิธี Ion-exchange 

chromatography 
แถวท่ี 5  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีแยกโดยวิธี Ion-exchange 

chromatography 
แถวท่ี 6  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีแยกโดยวิธี Affinity  

chromatography 
แถวท่ี 7  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีแยกโดยวิธี Affinity 

chromatography 
 



2.  การแยกแกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตโดยวิธี Gel filtration    
chromatography และการตรวจสอบการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิ
เดสคอนจูเกตโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  

 
เม่ือเตรียมแกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตตามวิธีของ Nakane (1974) 

แลวนํามาผานคอลัมนซ่ึงบรรจุดวย  Sephadex G-200 เพื่อแยกคอนจูเกตออกจากแกมมาโกลบูลิน
และเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ไมไดจับกันเปนคอนจูเกต ดวยหลักการของ Gel filtration 
chromatography ซ่ึงเปนเทคนิคการแยกสารโดยใชขนาดโมเลกุล โดยตัวดูดซับซ่ึงเปนเจลท่ีมีรูพรุน
จะมีสมบัติยอมใหโมเลกุลขนาดเล็กผานเขาไปขางในรูพรุนได แตโมเลกุลขนาดใหญกวารูจะไม
สามารถเขาไปไดทําใหถูกชะออกมากอน และสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีดวยอัตราชากวา 
การแยกสารโดยอาศัยความแตกตางของขนาดโมเลกุลของสาร ในกรณีนี้คอนจูเกตมีโมเลกุลใหญ
ท่ีสุดจะผานออกมากอน สวนแกมมาโกลบูลินและเอนไซมเปอรออกซิเดสจะเขาไปผานชองของ 
Sephadex G-200 จะเคล่ือนออกมาทีหลังตามลําดับ 

จากผลที่แสดงในกราฟรูปท่ี 3.8 ซ่ึงเปนการแยกแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ 
(โดยวิธี Ion-exchange chromatography) � เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต พบวา แยกได peak 
ขนาดใหญท่ีมี shoulder และ tail (แฟรกช่ันท่ี 14-28)  มีปริมาณโปรตีน 2.35 มิลลิกรัม (77.5% 
yield) และกราฟรูปท่ี 3.10 ซ่ึงเปนการแยกแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี Ion-
exchange chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต ได peak (แฟรกช่ันท่ี 12-27) เดียว
เชนกันโดยมีปริมาณโปรตีน 2.48 มิลลิกรัม (91.3% yield) จะเห็นวาการแยกคอนจเูกตของท้ังสอง
คร้ังไมสามารถแยกแกมมาอิมมูโนโกลบูลินอิสระและเอนไซมเปอรออกซิเดสอิสระออกจากคอนจู
เกตได อยางไรก็ตามเม่ือทําการตรวจสอบแตละแฟรกช่ันดวยวิธี ELISA โดยเคลือบพิษงูท่ีจําเพาะ
ไวบนไมโครเพลตจะพบวา แฟรกช่ันเหลานี้ทําใหเกดิสีเม่ือทําปฏิกิริยากับ OPD ซ่ึงเปนสับ 
สเตรตของเอนไซมเปอรออกซิเดส แสดงวาเปนแฟรกช่ันท่ีมีคอนจูเกตท่ีตองการอยู กราฟแสดงคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรเปนดังรูปท่ี 3.9 และรูปท่ี 3.11    
  ผลของวิธี ELISA และการแยกคอนจเูกตโดยวิธี Gel filtration chromatography แสดงวาใน
แตละแฟรกช่ันท่ีนํามารวมกันนั้นมีคอนจูเกตเปนสวนใหญ ดังนัน้จึงนําสวนของแฟรกช่ันท่ี 14-28 
ตามกราฟรูปท่ี 3.8 มารวมกันและแฟรกช่ันท่ี 12-27 ตามกราฟรูปท่ี 3.10 มารวมกันแลวนํา
สารละลายท่ีไดมาแบงเปนสวน (aliquot) และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ �20 oC เพื่อใชในข้ันตอนของ  
dot-ELISA ตอไป 

ในทํานองเดียวกันผลการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ (โดยวิธี affinity 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต ดังกราฟรูปท่ี 3.12  สามารถแยกไดเปน peak 
ขนาดใหญ peak เดียว (แฟรกช่ันท่ี 10-18) มีปริมาณโปรตีน 1.86 มิลลิกรัม (70.9% yield) และการ



แยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี affinity chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิ
เดสคอนจูเกต ดังกราฟรูปท่ี 3.14 สามารถแยกไดเปน peak ขนาดใหญ peak เดียวเชนกัน (แฟรกช่ัน
ท่ี 13-18) มีปริมาณโปรตีน 2.25 มิลลิกรัม (80% yield) เม่ือทําการตรวจสอบแตละแฟรกช่ันของการ
แยกคอนจูเกตท้ังสองคร้ังโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลตท่ีเคลือบดวยพิษงู (กราฟรูปท่ี 3.13 และ
กราฟรูปท่ี 3.15) พบวาในแฟรกช่ันท่ีเลือกไวของท้ังสองคอนจูเกตท่ีแยกไดมีคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรมีคาสูง นั่นคือมีคอนจูเกตที่ตองการ จึงนําสวนของแฟรกช่ันท่ี 10-18 
ตามกราฟรูปท่ี 3.12 มารวมกันและนําแฟรกช่ันท่ี 13-18 ตามกราฟรูปท่ี 3.14 มารวมกันแลวนาํ
สารละลายท่ีไดมาแบงเปนสวนและเก็บไวท่ีอุณหภูมิ � 20 oC  เพื่อใชในข้ันตอนของ dot-ELISA 
ตอไป 
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รูปท่ี 3.8 การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะ (โดยวธีิ Ion - exchange 

chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี Gel filtration 
chromatography โดยใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, อัตรา
การไหล 10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.9 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ(โดยวิธี Ion - exchange 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต  
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รูปท่ี 3.10  การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวธีิ Ion � exchange 

chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี Gel filtration 
chromatography โดยใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, 
อัตราการไหล 10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง  ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.11 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี Ion-exchange 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต  
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รูปท่ี 3.12 การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะ (โดยวิธี affinity 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี Gel filtration 
chromatography โดยใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, 
อัตราการไหล 10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง  ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.13 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ (โดยวิธี affinity  

chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต  
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รูปท่ี 3.14  การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี affinity chromatography) 
-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวธีิ Gel filtration chromatography โดย
ใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, อัตราการไหล 10 มิลลิลิตร
ตอช่ัวโมง  ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

                    

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 10 20 30 40
Fraction No.

OD
 49

2

 
 

รูปท่ี 3.15 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี affinity  
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตโดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหาชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA 
 

 นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงหูยดเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร  
1 ไมโครลิตรปลอยใหแหงและลาง จากนั้นนําไปแชใน 5% blotto แลวลาง ปลอยท้ิงไวใหแหง  
หยดพิษงูท่ีมีความเขมขนตางๆกันปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวลางและแชในแกมมาโกลบูลิน-
เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต  แลวลาง นําไปแชในสารละลายสับสเตรตแลวลางดวยน้ํากล่ัน
หลายๆคร้ัง ตามข้ันตอนดังรูปท่ี 2.5 ดูสีท่ีเกิดข้ึนแตละจุดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และเพื่อให
การตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA ไดผลท่ีเห็นสีชัดเจนที่สุด จงึทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดในการตรวจสอบชนิดของพิษงู ไดผลดังนี ้
 
 3.1 การตรวจสอบพิษงูโดยใชแกมมาโกลบลิูนท่ีแยกไดจากวิธี   

Ion-exchange chromatography 
 
จากการทดสอบ (ตามข้ันตอนในขอ 3 ขางตน)ใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูท่ีแยก

ไดจากวิธี Ion-exchange chromatography หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสปริมาตร  
1 ไมโครลิตร ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและแชใน 5% blotto จากนั้นเจือจางพิษงูท่ีความ
เขมขนตางๆกันหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวแชในแกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออก
ซิเดสคอนจูเกต ตามข้ันตอนของวิธี dot-ELISA พบวา สามารถตรวจสอบระดับพิษงูกะปะไดท่ี  
5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและสามารถตรวจสอบระดับพิษงูเหาไดท่ี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ
ใช PBS เปนชุดควบคุม(control) ในการตรวจสอบระดบัพิษงูท้ังสองชนิดพบวาไมเกิดจุดสีข้ึนท่ีจดุ
ของ PBS ดังรูปท่ี 3.16 แตหลังการตรวจสอบระดับพิษงกูะปะจะพบวา พื้นผิวบางสวนของกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลสจะเปอนสีของสับสเตรต ทําใหมองเห็นจดุสีบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสไดไม
ชัดเจน ซ่ึงอาจเกิดจาก non-specific ในแกมมาโกลบูลินมาจับบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ทําให
พื้นของกระดาษเปอน สวนการตรวจสอบระดับพิษงเูหาพบวาพืน้ของกระดาษไนโตรเซลลูโลสจะ
สะอาดขาวกวา ทําใหมองเห็นจุดสีของพิษงูไดชัดเจน ดังนั้นจึงไดทําการทดลองแยกแกมมาโกลบู
ลินโดยวิธี affinity chromatography เพื่อใหไดแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะและแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีบริสุทธ์ิมากข้ึน ปราศจากแกมมาโกลบูลินชนิดไมจาํเพาะอ่ืนๆ เม่ือ
ทดสอบซํ้าภายใตภาวะเดยีวกัน พบวาแมจะตรวจสอบพิษไดในระดบัความเขมขนใกลเคียงกับเดมิ
แตจะสังเกตสีของจุดไดชัดเจนกวามาก 

 
 

 



 
 
 
 
 
 

  
 

 
 
 

 
 
รูปท่ี 3.16 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี  Ion-

exchange chromatography, MPV= การตรวจสอบพษิงูกะปะ, CV= การ
ตรวจสอบพิษงูเหา ท่ีระดับความเขมขนของพิษงูตางๆ [C=ชุดควบคุม, ตัวเลข
เปนความเขมขนในหนวย µg/mL ]  

 
3.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหาชนดิของพษิงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี  

affinity chromatography 
  

3.2.1 การหาความเจือจางของการใชคอนจูเกตและความเจือจางของแกมมาโกลบู
ลินท่ีใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเหมาะสม 

 
 นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ีแยกไดดวยวิธี  affinity chromatography 

หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
และแชใน blotto 5% จากนัน้หยดพิษงูท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 1 ไมโครลิตรตามข้ันตอนของ
วิธี dot-ELISA แลวเจือจางคอนจูเกตดวย 5 % blotto ในอัตราสวน undilute, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 
1:32, 1:50 และ 1:100 เพื่อหาความเจอืจางท่ีเหมาะสมของคอนจูเกต โดยการทดลองทําแบบ 
duplicate พบวา ใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ- เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
(0.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)ในอัตราสวน 1:4 เหมาะสมที่สุด ซ่ึงสามารถมองเห็นจุดสีของระดับพิษ
งูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและท่ีจุดของระดบัพิษงูกะปะท่ี  5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็น



สีจางและท่ีระดับพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี ดังรูปท่ี 3.17 สําหรับแกมมาโกลบูลินท่ี
จําเพาะตอพิษงูเหา-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ใหผล
เชนเดยีวกัน คือใชคอนจูเกตในอัตราสวน 1: 4 เหมาะสมท่ีสุด ซ่ึงสามารถมองเห็นจุดสีของระดับ
พิษงูเหาท่ี  25, 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและท่ีจุดของระดับพษิงูเหาท่ี 1  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เห็นสีจาง (ไมไดแสดงรูป) สําหรับคอนจูเกตของท้ังงูกะปะและงูเหาเม่ือเจือจางท่ีอัตราสวน 1:8, 
1:16, 1:32, 1:50, 1:100 ไมสามารถมองเห็นจุดสีของระดับพษิงูท่ี 25, 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เนื่องจากการเจือจางของคอนจูเกตมากเกินไป ทําใหปริมาณของคอนจูเกตท่ีจะจับกับพิษงูมีนอย 
ดังนั้นปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีทําตอสับสเตรตเพ่ือใหเกดิสีจึงเกิดนอย ทําใหเห็นสีจางมากกระทั่ง
มองจนไมเห็นสี 

    ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน
ข้ันแรกสุดเปนอีกตัวแปรหนึ่งท่ีไดทําการศึกษา โดยการเจือจางแกมมาโกลบูลินกับ PBS ใหมีความ
เขมขน 1, 10, 50, 100, 200, 500, 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและหยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยทําแบบ duplicate และทําตามข้ันตอนของวธีิ dot-ELISA 
พบวา ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะเทากบั 50, 100, 200, 500, 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรใหผลเชนเดียวกนัซ่ึงสามารถมองเห็นจดุสีของระดับพิษงกูะปะท่ี 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีจุดของระดับพษิงูกะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ี
ระดับพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี ดังรูปท่ี 3.18 สวนแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษ
งูกะปะท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่ใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส
สามารถมองเห็นจุดสีจางท่ีระดับพิษงกูะปะ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, ระดับพษิงูกะปะที่  
5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางมากและระดับพษิงูกะปะท่ี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็น
จุดสี และสําหรับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่
ใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสไมสามารถมองเห็นจดุสีของระดับพษิงูกะปะท่ี 25, 5, 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกใชความเขมขนของแกมมาโกลบลิูนที่
จําเพาะตอพิษงูกะปะท่ี 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส
ตามวิธี dot-ELISA และเชนเดียวกันไดทําการศึกษาหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแกมมาโกลบูลิน
ท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส โดยการเจือจางแกมมาโกลบูลิ
นดวย PBS ใหไดความเขมขน 1, 10, 50, 100, 200, 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ พบวาความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีเหมาะสมในการเคลือบลง
บนแผนไนโตรเซลลูโลสคือ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะ
ตอพิษงูกะปะและพิษงเูหาท่ีใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส หากมีปริมาณสูงกวา 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในปริมาตร 1 ไมโครลิตร จะเปนสวนเกินท่ีจะสามารถจับบนแผนกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลสได ทําใหถูกลางออกไปและหากมีความเขมขนตํ่ากวา 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 



ในปริมาตร 1 ไมโครลิตร ก็ทําใหมีพื้นทีบ่างสวนวาง ดังนั้นแกมมาโกลบูลินท่ีจับบนกระดาษไน
โตรเซลลูโลสจึงมีนอย สงผลใหปริมาณท่ีตรวจสอบไดมีนอย สีท่ีเกิดข้ึนมีสีจางจนถึงมองไมเห็น 

 
3.2.2 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการบมแกมมาโกลบูลิน 

 
ในการทดลองนี้ใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะท่ีความเขมขน 50  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อางจากขอ 3.2.1) ในการเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวบมท่ี
อุณหภูมิ  25, 37, 56 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตามวิธี dot-ELISA เพื่อการตรวจหาชนิดของพิษงูท่ี
ความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยทําแบบ duplicate พบวา อุณหภมิูตางๆ ซ่ึงใชใน
การบมแกมมาโกลบูลินท่ีเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ใหผลในการ
ตรวจสอบพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกนั กลาวคือ ระดบั
พิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีบนกระดาษและท่ีจดุของระดับพิษงู
กะปะท่ี  5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดบัพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจดุสี 
ซ่ึงจะใช PBS เปนชุดควบคุม(control) ก็พบวาไมเกิดจดุสีข้ึน ดังรูปท่ี 3.19 ดังนั้นในการทดสอบจึง
สามารถใชไดทุกอุณหภูมิในการบมแกมมาโกลบูลินบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แตการทดลอง
คร้ังนี้จะเลือกท่ีอุณหภูมิ 37 oC ในการบมเพราะชวยใหกระดาษแหงเร็วข้ึน ซ่ึงอาจชวยลดเวลาใน
การบมกระดาษโดยจะทําการทดลองในข้ันตอไป และในทํานองเดยีวกัน เม่ือทําการทดสอบแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีความเขมขน  50  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อางจากขอ 3.2.1) ท่ี
อุณหภูมิตางๆ และข้ันตอนท่ีทดสอบเหมือนกับการทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะ 
ก็พบวาใหผลเชนเดียวกนั (ไมไดแสดงรูป)  ดังนั้นจึงเลือกใชท่ีอุณหภมิู 37 oC ในการบมแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส   

ในอีกข้ันตอนหนึ่งท่ีตองมีการบมคือ ข้ันตอนท่ีหยดพิษงูลงไปใหจับกับแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงู จากการทดสอบหยดพิษงูกะปะท่ีระดับพิษ 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร อุณหภูมิ  25, 37, 56 oC  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตามวธีิ dot-ELISA  
พบวา ท่ีอุณหภูมิตางๆ ในการบมพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ ใหผลในการตรวจสอบไมแตกตางกนั 
กลาวคือ ระดบัพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีบนกระดาษและท่ีจดุ
ของระดับพิษงูกะปะท่ี  5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดับพิษ 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี ดังรูปท่ี 3.20  สวนการตรวจระดับพิษงูเหาใหผลเชนเดยีวกัน (ไมไดแสดงรูป)   
ดังนั้นในการบมพิษงูกะปะและพิษงเูหาในการทดลองจะบมท่ีอุณหภมิู  37 oC 
 
  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี3.17 ผลของการใชคอนจูเกตท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะท่ีเจือจางในอัตราสวนตางๆ  
(A= undilute, B= 1:2, C= 1:4, D= 1:8) ในการตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตาง ๆ  
[1=ชุดควบคุม (PBS),  2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี3.18 ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีใชเคลือบลงบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลสที่ความเขมขนตาง ๆ (µg/mL) A=1,000, B=500, 
C=200, D=100, E=50, F=10, G=1 ในการตรวจพษิงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ  
[1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 



 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี3.19 สภาวะอุณหภูมิตางๆ ในการบมหลังข้ันตอนการเติมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอ

พิษงูกะปะ A=25 oC, B=37 oC, C=56 oC ในการตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ 
[1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.20 สภาวะอุณหภมิูตางๆ ในการบมหลังข้ันตอนการหยดพษิงูกะปะ A=25 oC,  

B=37 oC, C=56 oC ในการตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพษิตางๆ [1=ชุดควบคุม 
(PBS),  2= 25 µg/mL,   3= 5 µg/mL,  4= 1 µg/mL] 



3.2.3 การทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมในขัน้ตอนตางๆ 
 

จากการทดสอบใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะท่ีความเขมขน  50  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อางจากขอ 3.2.1) ในการเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวบมท่ี
อุณหภูมิ  37 oC (อางจากขอ 3.2.2) เปนเวลาตางๆไดแก 15, 30, 45, 60 นาที ตามวิธี dot-ELISA เพือ่
การตรวจหาชนิดของพิษงูท่ีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยทําแบบ duplicate 
พบวา การบมแกมมาโกลบูลินที่เคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ท่ีระยะเวลาตางๆ ใหผลในการ
ตรวจสอบพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกนั กลาวคือ ระดบั
พิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีบนกระดาษและท่ีจดุของระดับพิษงู
กะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดบัพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจดุสี 
ซ่ึงเม่ือใช PBS เปนชุดควบคุม (control) ก็พบวาไมเกิดจดุสีข้ึน (ดังรูปท่ี 3.21) ดังนัน้การบมแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะในการทดลองจึงเลือกใชเวลา 15 นาที และในทํานองเดียวกัน เม่ือ
ทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาจะใหผลเหมือนกัน (ไมไดแสดงรูป) ดงันั้นในการบม
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูเหาในการทดลองจึงเลือกใชเวลา 15 นาที เชนกนั 

 จากการทดสอบหยดพิษงูกะปะท่ีระดับพิษ 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 15, 30, 45, 60 นาที ตามวิธี dot-ELISA พบวา ใน
เวลาตางๆ ในการบมพิษงกูะปะท่ีระดับพิษตางๆ ใหผลในการตรวจสอบไมแตกตางกัน กลาวคือ 
ระดับพิษงกูะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจดุสีบนกระดาษและท่ีจุดของระดับ
พิษงูกะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดับพษิ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็น
จุดสี (ดังรูปท่ี 3.22) สวนการตรวจระดับพิษงูเหาใหผลเชนเดยีวกัน (ไมไดแสดงรูป) ดังนัน้ในการ
บมพิษงูกะปะและพิษงเูหาในการทดลองจะบมท่ีอุณหภมิู 37 oC เปนเวลา 15 นาที  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 3.21 ระยะเวลาตางๆในการบมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ A=15 นาที, 

B=30 นาที, C=45 นาที, D=60 นาที เพื่อตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ  
[1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.22 ระยะเวลาตาง ๆ (15, 30, 45, 60 นาที) ในการบมพษิงูกะปะ  เพือ่ตรวจพิษงู

กะปะท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL,  
4= 1 µg/mL] 



จากการทดสอบในข้ันตอนการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกต 
อัตราสวน 1:4 (อางจากขอ 3.2.1) ท่ีอุณหภมิูหอง เปนเวลา 15, 30, 45, 60 นาที ตามวธีิ dot-ELISA 
พบวา การบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกต เปนเวลา 30, 45, 60 นาที ใหผลในการ
ตรวจสอบไมแตกตางกนั กลาวคือ ระดับพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็น
จุดสีบนกระดาษและท่ีจดุของระดับพิษงกูะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดับ
พิษงู 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกต
เปนเวลา 15 นาที พบวา ระดบัพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีจางและ
ท่ีระดับพิษงกูะปะท่ี 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี (ดังรูปท่ี 3.23) สวนการตรวจ
ระดับพิษงเูหาใหผลเชนเดยีวกัน (ไมไดแสดงรูป)  ดังนั้นในการแชกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ - เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตและในแกมมาโกลบูลิน
ท่ีจําเพาะตอพษิงูเหา-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตจะใชเวลา 30 นาทีในการทดสอบ หากการ
ทดลองใชเวลานอยกวา 30 นาที ในการทําปฏิกิริยาระหวางพิษงูกับคอนจูเกต ก็จะใหผลท่ีไดไมดี
พอ ปริมาณของคอนจูเกตท่ีจับกับพิษงนูอยสงผลใหจุดสีท่ีเกิดขึ้นมีสีจาง จากการทดสอบการลาง
กระดาษไนโตรเซลลูโลสในข้ันตอนตาง ๆ ดวย 0.5 % blotto เปนเวลา 1, 2, 5 นาที ในการลางแตละ
คร้ังและลาง 3 คร้ังในแตละข้ันตอน พบวา การลางกระดาษไนโตรเซลลูโลสเปนเวลา 1, 2, 5 นาที 
ใหผลในการตรวจระดับพิษไมแตกตางกัน (ดังรูปท่ี 3.24) ท้ังการตรวจระดับพิษของงูกะปะและ
ของงูเหา ดังนั้น การทดสอบจะทําการลางกระดาษไนโตรเซลลูโลสในแตละคร้ังเปนเวลา 1 นาที 
และลาง 3 คร้ังในแตละข้ันตอนของการทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.23 ระยะเวลาตาง ๆ (15, 30, 45, 60 นาที) ในการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน

คอนจูเกต เพื่อตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุดควบคุม (PBS),  
2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL, 5= 0.2 µg/mL] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.24 ระยะเวลาตาง ๆ (1, 2, 5 นาที) ในการลางกระดาษไนโตรเซลลูโลสในข้ันตอน

ตางๆ ดวย 0.5% blotto เพื่อตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุดควบคุม 
(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 



3.2.4 การทดสอบหาสับสเตรตท่ีเหมาะสม 
 

ในข้ันตอนการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในสารละลายสับสเตรต ไดแก 
สารละลาย OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) และ Naphthol (4-chloro-1-Naphthol) เปน
เวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เพื่อเปรียบเทียบความชัดเจนของสีท่ีเกิดข้ึน พบวา จุดสีท่ีเกิดบน
กระดาษจากการบมในสารละลาย naphthol  เปนจุดสีมวง ซ่ึงจะเหน็ชัดเจนกวาจดุสีท่ีเกิดจากการ
บมในสารละลาย OPD ท่ีใหจุดเปนสีสม ในการตรวจระดับพิษเดียวกัน (ไมไดแสดงรูป) ดังนัน้ใน
การทดสอบจึงใช naphthol เปนสับสเตรต 

เม่ือทําการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนของวิธี dot-ELISA แลว 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปสภาวะในการทดสอบแตละข้ันตอน (รูปท่ี 3.25) ในการตรวจหาชนิดของพษิ
งูกะปะและพิษงูเหาจะใชเวลาในแตละข้ันตอนรวมถึงการลางท้ังส้ินประมาณ 2 ช่ัวโมง 45 นาที 
(จากตารางท่ี 3.1 และตารางท่ี 3.2 ใชเวลา 2 ช่ัวโมง รวมกับการลางในแตละข้ันตอนอีกประมาณ  
15 นาที และข้ันตอนหลังจากแชใน blotto 5% (กอนจะหยดพิษงู) จะนํากระดาษในโตรเซลลูโลส
ไปทําใหแหงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 15 นาที หรือปลอยท้ิงไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  
25-30 นาที)  
 

(1) แกมมาโกลบูลิน (Antibody) 
                                                                                         15 นาที, 37  oC, ลาง 

(2)  Blotto 5% (Blocking) 
                                                                                         30 นาที, 25  oC, ลาง 

(3) พิษงูหรือตัวอยาง (Antigen) 
                                                                                        15 นาที, 37  oC, ลาง 

(4) แกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
                                                                                         30 นาที, 25  oC, ลาง 

(5) สารละลายสับสเตรต 
                                                            30 นาที, 25  oC, ลาง 

(6) อานผลดวยตาเปลา 
 

รูปท่ี 3.25  ข้ันตอนการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA 
 
 

 



ตารางท่ี 3.1 สภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนของวธีิ dot-ELISA ในการตรวจหาชนิดของพิษงู
กะปะ 

 
ข้ันตอน ความเขมขน อุณหภูมิ ( oC) เวลา (นาที) 

1. แกมมาโกลบูลิน 50 µg/ml 37 15 
2. blotto 5% 25 30 
3. พิษงู - 37 15 
4. คอนจูเกต  (0.20 mg/mL) 1 : 4 25 30 
5. สับสเตรต (naphthol)  25 30 
    
ตารางท่ี 3.2 สภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนของวธีิ dot-ELISA ในการตรวจหาชนิดของพิษ

งูเหา 
 
ข้ันตอน ความเขมขน อุณหภูมิ ( oC) เวลา (นาที) 

1. แกมมาโกลบูลิน 50 µg/ml 37 15 
2. blotto 5% 25 30 
3. พิษงู - 37 15 
4. คอนจูเกต (0.28 mg/mL) 1 : 4  25 30 
5. สับสเตรต (naphthol)  25 30 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
    
                      



4. การทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
 

จากการตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติ ในระดับพิษเทากับ 
25, 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะ (ทํา duplicate) เพื่อทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) 
พบวา เหน็จุดสีระดับพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและท่ีระดับพิษงูกะปะท่ี 5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจาง สวนท่ีระดับพษิงูกะปะท่ี 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี 
สําหรับพิษงูเหาในระดับพษิท่ี 25, 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีหยดบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส พบวา ไมเกดิจุดสีข้ึนและในการทดลองใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุดควบคุม (control) ก็ไม
เกิดจดุสีเชนกนั รูปท่ี 3.26 แสดงวา พิษงูเหาไมจับกับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ี
เคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ดังนั้นในการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA จึงทําใหไม
เกิดปฏิกิริยาขามกลุม ซ่ึงเปนส่ิงสําคัญในการนําไปใชประโยชนตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.26  การตรวจสอบพิษงูกะปะ(MPV) และพิษงูเหา(CV) ท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุด
ควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ),  2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL, 5= 0.2 
µg/mL] บนกระดาษท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ 



การตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติในระดับพษิเทากบั 25, 
5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบู
ลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (ทํา duplicate) เพือ่ทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม(cross-reaction) พบวา เห็น
จุดสีของระดับพิษงูเหาท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและระดับพิษงูเหาท่ี 5, 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เห็นจุดสีจาง สวนท่ีระดับพิษงูเหาท่ี 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี สําหรับพิษงู
กะปะในระดบัพิษท่ี 25, 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
พบวา ไมเกิดจุดสีข้ึนและในการทดลองใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุดควบคุม (control) ก็ไมเกิดจดุสี
เชนกัน ดังรูปท่ี 3.27 แสดงวา พิษงูกะปะไมจับกับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีเคลือบบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส ดังนั้นจึงเปนการยืนยนัผลการทดลองขางตนในการตรวจสอบพิษงูดวย
วิธี dot-ELISA ซ่ึงจะไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุม อยางไรก็ตามนี่เปนเพียงผลการทดลองเบ้ืองตน
เทานั้น ในการนําไปใชงานจริงตองศึกษาปฏิกิริยาขามกลุมของงูท่ีหลากหลายกวานี้ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งงูในกลุมท่ีพิษออกฤทธ์ิคลายๆกัน 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.27 การตรวจสอบพษิงูเหา(CV) และพิษงูกะปะ(MPV) ท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุด

ควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ),  2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL, 5= 0.2 
µg/mL] บนกระดาษท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา 



5. เปรียบเทียบการตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลตและวิธี dot-ELISA บน   
 กระดาษไนโตรเซลลูโลส  
  

5.1 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  
 

แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีแยกไดดวยวิธี affinity chromatography นํามา
เคลือบบนไมโครเพลตและใชคอนจูเกตท่ีเตรียมไดมาเจอืจางในสารละลาย diluent ตามข้ันตอนของ
วิธี ELISA เพื่อทดสอบหาปริมาณพิษงกูะปะในระดับพษิตางๆ พบวา สามารถทดสอบหาระดับพษิ
งูกะปะไดต่ําถึง 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชคอนจูเกตท่ีอัตราสวน 1:4  (ตารางท่ี 3.3) 
 
ตารางท่ี 3.3 ไตเตอร (titer) ท่ีตรวจสอบพษิงูกะปะโดยวธีิ ELISA บนไมโครเพลต โดยใชคอนจูเกต

ท่ีอัตราสวน 1: 4  
 

ความเขมขนพษิงูกะปะ (ng/mL) คาการดูดกลืนแสง (492 nm) 
400 1.703 
200 1.138 
100 0.794 
50 0.494 
25 0.271 
1 0.014 

negative control 0.006 
 
          
 
 
 
 

 
 

 
 

 



นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีแยกไดดวยวิธี affinity chromatography มา
เคลือบบนไมโครเพลตและใชคอนจูเกตท่ีเตรียมไดมาเจอืจางในสารละลาย diluent ตามข้ันตอนของ
วิธี ELISA เพื่อทดสอบหาปริมาณพิษงูเหาในระดับพษิตางๆ พบวา สามารถทดสอบหาระดับพิษ
งูเหาไดต่ําถึง 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชคอนจูเกตที่อัตราสวน 1: 4 (ตารางท่ี 3.4) 

 
ตารางท่ี3.4 ไตเตอร (titer) ท่ีตรวจสอบพิษงูเหาโดยวธีิ ELISA บนไมโครเพลต โดยใชคอนจูเกตท่ี

อัตราสวน 1: 4  
 

ความเขมขนพษิงูเหา (ng/mL) คาการดูดกลืนแสง (492 nm) 
400 1.371 
200 1.190 
100 0.935 
50 0.755 
25 0.446 
1 0.026 

negative control 0.005 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



5.2 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและการ
ทดสอบความแมนยํา 

 
จากการทดสอบใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี affinity chromatography ในการ

เคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และสวนหนึ่งนําไปคอนจูเกตกบัเอนไซมเปอรออกซิเดส แลว
นํามาใชในข้ันตอนของวิธี dot-ELISA เพื่อตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายใน PBS ท่ี
ระดับพิษตางๆ โดยทํา duplicate พบวา ระดับพษิงูกะปะท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถเห็นจดุสีไดและระดับพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางและ
ระดับพิษงกูะปะท่ีความเขมขน 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใช PBS เปนชุด
ควบคุม ก็ไมเกิดจุดสี สวนระดับพษิงูเหาท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถเห็นจดุ
สีไดและระดบัพิษงูเหาท่ีความเขมขน 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางและระดับพิษงเูหาท่ี
ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใช PBS เปนชุดควบคุม ดังนั้นเม่ือเทียบ
กับการตรวจสอบพิษงูท่ีใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี Ion-exchange chromatography จะ
พบวาหลังการแชกระดาษไนโตรเซลลูโลสในสารละลายสับสเตรต naphthol แลว พืน้ของกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลสจะขาวสะอาดข้ึนทําใหเหน็จุดสีชัดกวา ดังรูปท่ี 3.28 

เม่ือทําการตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีนํามาละลายในซีร่ัมของคนปกติแลวตรวจท่ี
ระดับพิษตางๆ โดยทํา duplicate พบวา ระดับพษิงูกะปะท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถเห็นจดุสีไดและระดับพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางเละ
ระดับพิษงกูะปะท่ีความเขมขน 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใชซีร่ัมของคนปกติ
เปนชุดควบคุม ก็ไมเกดิจุดสี สวนระดับพิษงูเหาท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถ
เห็นจดุสีไดและระดับพิษงูเหาท่ีความเขมขน 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางและระดบั
พิษงูเหาท่ีความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุด
ควบคุม ก็ไมเกิดจุดสีเชนกนั ดังรูปท่ี 3.29 และเม่ือเปรียบเทียบการตรวจสอบระดบัพิษท่ีละลายใน 
PBS จะพบวาสามารถตรวจวัดระดับพิษไดเทากับการตรวจระดับพิษท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติ  

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.28 การตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายใน PBS โดยใชแกมมาโกลบูลินท่ี

แยกไดจากวิธี affinity chromatography, MPV = พิษงูกะปะ, CV =พิษงูเหา   
ท่ีระดับความเขมขนของพิษงูตางๆ [C=ชุดควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ), ตัวเลขเปน
ความเขมขนในหนวย µg/mL ]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.29 การตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายในซีร่ัมคนปกติ โดยใชแกมมา

โกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี affinity chromatography, MPV=พิษงูกะปะ,  
CV=พิษงูเหา  ท่ีระดับความเขมขนของพิษงูตางๆ[C=ชุดควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ, 
ตัวเลขเปนความเขมขนในหนวย µg/mL]  



การทดสอบความแมนยํา (precision) ในการตรวจสอบพิษงูท่ีระดับพษิตางๆจะเปรียบเทียบ
ระดับความเขมของจุดสีตางๆกับจุดสีมาตรฐาน โดยหยดเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ละลายใน
สารละลาย PBS ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บนแถบกระดาษไนโตรเซลูโลส ปริมาตร  
1 ไมโครลิตร และเจือจางแบบ 2-fold serial dilution ในจดุท่ี 2-12 ตามลําดับ ปลอยใหแหงและลาง 
นําไปแชใน 5 % blotto แลวลาง จากนั้นนําไปแชในสารละลายสับสเตรต naphthol ดังรูปท่ี 3.30 
และใหแตมความเขมของจดุสีในระดับตางๆ ดังนี้ จุดสีท่ี 1-7 = 4 แตม, จุดสีท่ี 8 = 3 แตม, จุดสีท่ี  
9 = 2 แตม, จุดสีท่ี 10 = 1 แตมและจุดสีท่ี 11 และ12 ไมมีแตม จากการทดสอบ 10 ซํ้าพบวาการ
ตรวจพษิงูกะปะท่ีระดับพิษ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 3.98 ± 0.14, CV = 3.5% และ
ระดับพิษงูกะปะ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไดคาเฉล่ีย 1.92± 0.27, CV = 14% สําหรับการตรวจพษิ
งูเหาท่ีระดับพษิ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 3.98 ± 0.14, CV = 3.5% ระดับพิษงูเหาท่ี  
5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 2.84 ± 0.37, CV = 13% และระดบัพิษงูเหาท่ี 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 1.18 ± 0.43, CV = 36% จากการตรวจสอบพิษงูท้ังสองชนิดจะพบวา ในการ
ตรวจระดับพษิงูท่ีนอยลงคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนจะเพ่ิมข้ึน อาจเปนเพราะการตรวจใน
ระดับพิษท่ีนอยจุดสีท่ีเกิดข้ึนจะเห็นไมชัดเจน  ทําใหคาความแปรปรวนมาก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 3.30 ระดับความเขมของจุดสีมาตรฐาน  จุดสีท่ี 1-7 = 4 แตม, จุดสีท่ี 8 = 3 แตม, จุดสี

ท่ี 9 = 2 แตม, จุดสีท่ี 10 = 1 แตมและจุดสีท่ี 11 และ12 ไมมีแตม 



ปริมาณแกมมาโกลบูลินท่ีใชในการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลต ใช
ความเขมขน 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 50 ไมโครลิตรตอ 1 หลุม หรือ 1 ตัวอยาง โดยคิด
เปนแกมมาโกลบูลิน 0.2 ไมโครกรัมหรือ 200 นาโนกรัมตอ 1 หลุม เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ
แกมมาโกลบลิูนที่ใชในการตรวจพิษงูดวยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ใชความ
เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ตอ 1 หยด หรือ 1 ตัวอยาง โดยคิดเปน 
แกมมาโกลบลิูน 0.05 ไมโครกรัมหรือ 50 นาโนกรัม ซ่ึงการตรวจสอบดวยวิธี dot-ELISA จะใช
ปริมาณแกมมาโกลบูลินนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลต ทําใหไมตองใช
แกมมาโกลบลิูนมากลดการส้ินเปลือง  

การตรวจพิษงกูะปะดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลตและดวยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไน
โตรเซลลูโลสจะใชคอนจูเกต (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในอัตราสวน 1:4 คิดเปนความเขมขน
สวนคอนจูเกต 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเทากัน สําหรับการตรวจพิษงูเหาดวยวธีิ ELISA บน 
ไมโครเพลต จะใชคอนจูเกต (0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในอัตราสวน 1:4 คิดเปนความเขมขน
คอนจูเกต 70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และวิธี dot-ELISA จะใชคอนจูเกต (0.28 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 1:4 คิดเปนความเขมขนคอนจูเกต 70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเชนกัน 

เม่ือทําการตรวจสอบพิษงูกะปะดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลตจะใชปริมาณพิษในการ
ตรวจสอบ 50 ไมโครลิตรตอ 1 หลุมและนํามาทดสอบดวยคอนจูเกตที่เตรียมไดสามารถตรวจสอบ
ไดถึงระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ซ่ึงตองใชพิษ 0.05 นาโนกรัม) สวนการตรวจพิษงูกะปะดวย
วิธี dot-ELISA จะใชปริมาณพิษ 1 ไมโครลิตร และสามารถตรวจวัดไดถึงระดับ 5 ไมโครกรัมตอมิ
ลลิตร ดังนั้นตองใชพิษ 5 นาโนกรัมตอจุดจึงจะตรวจสอบได สําหรับการตรวจสอบพษิงูเหาดวยวิธี 
ELISA จะใชปริมาณพิษ 50 ไมโครลิตร และสามารถตรวจไดถึงระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
ตองใชจํานวนพิษ 0.05 นาโนกรัมตอหลุม สวนการตรวจสอบพิษงูเหาดวยวิธี dot-ELISAจะใช
ปริมาณพิษ 1 ไมโครลิตร สามารถตรวจไดถึงระดับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิตร (จํานวนพิษ 1 นาโน
กรัมตอจุด) เม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจสอบท้ังสองวิธี (ตารางท่ี 3.5 และตารางท่ี 3.6) จะพบวาใน
การตรวจสอบดวยวิธี ELISA ของพิษงท้ัูง 2 ชนิดจะใชเนื้อพิษนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี  
dot-ELISA และวิธี ELISA สามารถตรวจระดับพษิไดต่ําถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร แตเม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณของพิษงูหรือตัวอยางท่ีจะทดสอบวธีิ dot-ELISA ไมจําเปนตองใชปริมาณ
ตัวอยางมากใชปริมาณเพียง 1 ไมโครลิตร ก็ทําการทดสอบได 

ในการตรวจสอบพิษงูดวยวธีิ dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลสยังมีขอจํากัดคือ
สามารถตรวจระดับพิษงกูะปะไดท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจระดับพิษงเูหาไดท่ี  
1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังรูปท่ี 3.29) ซ่ึงการศึกษาคร้ังนี้สามารถตรวจวัดระดบัพิษงูไดเพียง
ระดับไมโครกรัมแตเคยมีรายงานในการตรวจสอบเช้ือโรคดวยวิธี dot-ELISA นี้สามารถไดถึง
ระดับนาโนกรัม (Pappas, Hajkowski and Hochmeyer, 1983 ; Tellez-giron et al., 1987)  อาจ



เนื่องจากการแยกคอนจูเกตออกจากแกมมาโกลบูลินอิสระและเอนไซมอิสระไมด ี จึงทําให
ความจําเพาะในการตรวจสอบลดลง ผลของการศึกษาคร้ังนี้จึงยังไมดีเทาผลงานวิจัยท่ีผานมาซ่ึงได
ศึกษาตรวจหาเช้ือโรค(แอนติเจน) และแอนติบอดี (Silva et al., 1990) ดวยวิธี dot-ELISA และ
สามารถวัดระดับแอนติเจนและแอนติบอดีไดต่ําถึงระดับนาโนกรัม ซ่ึงใกลเคียงกบัการตรวจหาพิษ
งูดวยวิธี ELISA บนถาดหลุมพลาสติกท่ีโดยทั่วไปสามารถตรวจวัดไดถึงระดับนาโนกรัม 
(Sjostrom et al., 1996 ; Li and Ownby, 1994) นอกจากนี้ยังมีงานวิจยัท่ีสามารถวัดระดับพษิงูไดต่าํ
ถึงระดับพิโคกรัม (Dong et al., 2002) 

 
ตารางท่ี 3.5 การเปรียบเทียบการหาชนิดของพิษงูกะปะดวยวิธี ELISA และ dot � ELISA 
 
 ELISA dot � ELISA 
ปริมาณ IgG (ng) ท่ีใชเคลือบ 200 50 
ความเขมขนคอนจูเกต (µg/mL) ท่ีใช 50 50 
ระดับพิษตํ่าสุดท่ีตรวจได  0.05 ng 5 ng 
 
ตารางท่ี 3.6 การเปรียบเทียบการหาชนิดของพิษงูเหาดวยวิธี ELISA และ dot � ELISA 
 
 ELISA dot � ELISA 
ปริมาณ IgG (ng) ท่ีใชเคลือบ 200 50 
ความเขมขนคอนจูเกต (µg/mL) ท่ีใช 70 70 
ระดับพิษตํ่าสุดท่ีตรวจได  0.05 ng 1 ng 
 

 
อยางไรก็ตามขอดีของการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA ท่ีไดศึกษาวจิัยนี้คือเปนวิธีท่ี

งายและไมยุงยาก สามารถมองผลไดดวยตาเปลา ปริมาณของสารตัวอยางท่ีตรวจสอบใชนอย ไม
จําเปนตองใชเคร่ืองลางไมโครเพลต, เคร่ืองอานไมโครเพลต (microplate reader) และเคร่ืองมือ
ราคาแพง เหมือนวิธี ELISA บนไมโครเพลตและยงันําไปใชในภาคสนามได อีกท้ังสามารถ
ตรวจสอบพิษงูในเวลาเพียง 2 ช่ัวโมง (ดังตารางท่ี 3.1 และ 3.2) และอาจลดระยะเวลาเหลือเพียง 30 
นาที ดังเชนงานวิจยัของ Vercamen และคณะ ในป ค.ศ.1998 ท่ีใชวิธี dot-ELISA ในการตรวจหา
แอนติบอดีตอเช้ือ Leishmania infantum ในสุนัข  สําหรับการทดสอบคร้ังนี้สามารถเก็บรักษา
กระดาษไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูไวแลว เพื่อใชในการตรวจสอบ
สามารถเก็บไวไดนานอยางนอย 3 สัปดาห ท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีทึบแสงและไมโดนลม 



ในการวิจัยคร้ังนี้ไดทดลองศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจพิษงูดวยวิธี dot-ELISA บน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส และสามารถวัดระดับพิษงกูะปะไดท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและวัด
ระดับพิษงเูหาไดท่ี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและพบวาไมเกิดปฎิกิริยาขามกลุมในการทดสอบ
ระหวางพิษงกูะปะและพิษงเูหาท่ีระดับพษิ 25, 5, 1,0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังรูปท่ี 3.26 และ 
รูปท่ี 3.27 แตการทดสอบดวยวิธี dot-ELISA ในงานวิจัยนี้ อาจจะยังไมสามารถนําไปใชในทาง
ปฏิบัติไดจริง เนื่องจากปริมาณพิษงใูนผูปวยท่ีถูกงูกัดจะตรวจพบอยูในระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
เชนในการศึกษา (Selvanayagam, 1999) ปริมาณพิษงูในอวัยวะของซากศพผูท่ีถูกงูกัดพบวาใน
บริเวณเนื้อเยื่อท่ีถูกงูกัดจะมีระดับพษิสูงสุดและตรวจพบท่ีระดับ 1.9 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สวน
อวัยวะภายในสวนอ่ืนเชน ตบั, สมองและไตจะมีระดับพิษประมาณ 0.5-0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
และระดับพิษงูท่ีตรวจพบจากตัวอยางของผูปวยท่ีถูกงูกดัโดยวิธี ELISA ซ่ึงทางสถานเสาวภา
พัฒนาข้ึนสามารถตรวจพิษไดถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร และการศึกษาตรวจเชื้อท่ีกอใหเกิด
โรค Visceral Leishmaniasis (Pappas, Hajkowski and Hockmeyer, 1983) ดวยวิธี dot-ELISA 
สามารถตรวจเช้ือไดต่ําถึงระดับ 1 นาโนกรัม ดังนัน้ในการศึกษาตรวจหาชนิดของพิษงูดวยวธีิ  
dot-ELISA จึงยังตองมีการปรับปรุงเทคนิคในบางข้ันตอนหรือปรับปรุงวิธีการตางๆเชน การใชโม
โนโคลนัลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) ซ่ึงอาจจะทําใหการจับแอนติเจนดีข้ึน (Saengjaruk et 
al., 2002 ; Sithigorngul, Stretton and Cowden, 1991) เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจสอบใหมี
ความไว (sensitivity) มากข้ึน เพื่อท่ีจะสามารถนําไปใชประโยชนในทางการแพทยตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิดวยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตแลว
นํามาผานคอลัมน Ion-exchange chromatography สามารถแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงู
กะปะและแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาได 

2. การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมน affinity chromatography สามารถแยก
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะและแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาได 

3. แกมมาโกลบลิูนที่แยกไดดวยวิธี affinity chromatography จะมีแกมมาโกลบลิูนที่
จําเพาะตอพิษงูมากกวาแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดดวยวิธี Ion-exchange chromatography 

4. ในการเตรียมคอนจูเกตระหวางแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูับเอนไซมเปอรออก
ซิเดส พบวาในทุกกรณีไมสามารถแยกคอนจูเกตท่ีไดจากแกมมาโกลบูลินอิสระและเอนไซมอิสระ
ออกจากคอนจเูกตโดยใชเทคนิค gel filtration chromatography ได 

5. การตรวจสอบชนิดของพิษงูดวยวิธี dot-ELISA โดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี 
Ion-exchange chromatography สามารถอานผลในการตรวจวัดระดับพษิงูไดไมชัดเจน เนื่องจากพ้ืน
ของกระดาษไนโตรเซลลูโลสจะเปอนสีไมสะอาด ทําใหการอานผลไมชัดเจนและการใชแกมมา
โกลบูลินท่ีแยกโดยวิธี affinity chromatography จะใหผลดีกวา 

6. การตรวจสอบปฏิกิริยาขามกลุมของพิษงูกะปะและพิษงูเหา ดวยวธีิ dot-ELISA พบวา
ไมเกิดปฎิกิริยาขามกลุมระหวางพิษงูท้ังสองชนิดนี ้

7. การตรวจสอบชนิดของพิษงดูวยวิธี ELISA บนไมโครเพลต โดยใชคอนจูเกตท่ีเตรียม
ไดในการตรวจสอบ สามารถวัดระดับพิษงูกะปะไดท่ีระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และพิษงเูหาท่ี
ระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

8. การตรวจสอบชนิดของพิษงูดวยวิธี dot-ELISA โดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดดวยวิธี 
affinity chromatography จะสามารถตรวจสอบพิษงูกะปะไดท่ีระดับ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ
สามารถตรวจสอบพิษงูเหาไดท่ีระดับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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วิธีเตรียมสารเคมี 
 
1 mM HCl 
 HCl      83.6  ไมโครลิตร 
 น้ํากล่ัน    1  ลิตร 
 
0.1 M NaHCO3, pH 8.3 (coupling buffer) 
 NaHCO3    8.4  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
0.1 M Glycine, pH 8.0 

Glycine     1.5  กรัม 
 น้ํากล่ัน        100  มิลลิลิตร 
 
0.1 M Sodium acetate buffer (CH3COONa, pH 4.0) 
 CH3COONa    8.2  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
0.1 M Glycine/HCl, pH 2.5 

Glycine     7.5  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 

 
Verosal buffer, pH 8.5 
 H3BO3     9  กรัม  

NaOH     2  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
 
 
 
 



0.15 M phosphate buffer saline (PBS), pH 7.2 
 NaCl     8.0  กรัม 
 KH2PO4     0.2  กรัม 
 KCl     0.2  กรัม 
 Na2HPO4    1.15  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
3.75% และ 8.0% SDS-acrylamide 
    ความเขมขน 3.75% ความเขมขน 8.0%   
30% acrylamide    0.5   1.85  มิลลิลิตร 
3 M Tris-HCl pH 8.8   -   1.75  มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8   1.0      -  มิลลิลิตร 
1% SDS    0.4   0.7  มิลลิลิตร 
2.5% APS    0.2   0.35  มิลลิลิตร 
TEMED    0.005   0.01  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน        1.9   2.35  มิลลิลิตร 
รวม     4   7  มิลลิลิตร 
 
30% acrylamide 

Acrylamide    30  กรัม 
 N, N�-methylene bisacrylamide  0.8  กรัม 
 น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 
3 M Tris-HCl, pH 8.8 
 Tris     36.33  กรัม 

น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
Tris     6.055  กรัม 
น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 



1% SDS     
Sodium dodecyl sulfate (SDS)  1  กรัม 
น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 

 
2.5 % ammonium persulfate (APS)   

APS     0.025  กรัม 
น้ํากล่ัน         1  มิลลิลิตร 
 

0.5 % Bromophenol blue 
Bromophenol blue   0.05   กรัม 
Tris     10  มิลลิลิตร 

 
Running buffer 

Tris     3.03  กรัม 
Glycine     14.4  กรัม 
SDS     1  กรัม 
น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

Coomassie brilliant blue staining solution 
 0.2% Coomassie brilliant blue  0.014  กรัม 
 Acetic acid    7  มิลลิลิตร 

Methanol     46.5  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน         1  มิลลิลิตร 
 

Destaining solution 
 Acetic acid    125  มิลลิลิตร 

Methanol     250  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน         625  มิลลิลิตร 
 
 
 



0.05 M Sodium carbonate � bicarbonate buffer, pH 9.6 (coating buffer) 
 Na2CO3     1.59  กรัม 
 NaHCO3    2.93  กรัม 

น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

Phosphate buffer saline�Tween (PBST) 
 Tween 20    0.5  มิลลิลิตร 
 PBS     1  ลิตร 
 
0.5% BSA ใน PBST (Diluting buffer) 
 BSA     0.5  กรัม 
 PBST     100  มิลลิลิตร 
 
Washing buffer 
 NaCl     9.0  กรัม 
 Tween 20    0.5  มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

สารละลายสับสเตรต OPD 
 o-phenylenediamine dihydrochloride 8  มิลลิกรัม 
 30% H2O2    5    ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน         12  มิลลิลิตร 
 

Naphthol (stock) 
 4-chloro-1-naphthol   30  มิลลิกรัม 
 Methanol     10  มิลลิลิตร 
  
สารละลายสับสเตรต Naphthol 
 4-chloro-1-naphthol (stock)  2  มิลลิลิตร 
 30% H2O2    5  ไมโครลิตร 

PBS     10  มิลลิลิตร  



0.3 M Sodium bicarbonate, pH 8.1 
 NaHCO3    2.52  กรัม  
 น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 
1% Dinitro � fluorobenzene (DNFB) 
 DNFB     10  ไมโครลิตร 

เอธานอล    1,000  ไมโครลิตร 
 
0.06 M Sodium metaperiodate 
 NaIO4     0.12  กรัม 

น้ํากล่ัน         10  มิลลิลิตร 
 

0.16 M Ethylene glycol 
 C2H6O2     0.993  กรัม 
 น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 
0.01 M Carbonate buffer, pH 9.5 
 Na2CO3     1.06  กรัม 

น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

5% Sodium borohydride 
 NaBH4     50  มิลลิกรัม 

น้ํากล่ัน         1  มิลลิลิตร 
 
สารละลาย blotto 5% 
 นมพรองมนัเนย (skim milk)  5  กรัม 
 Triton X-100    0.1  มิลลิลิตร 
 สารละลายเมอรไธโอเลต 1%  1  มิลลิลิตร 
 PBS     100  มิลลิลิตร 
 
 



สารละลายเมอรไธโอเลต 1% 
 C9H9HgNaO2S    0.1  กรัม 
 PBS     10  มิลลิลิตร 
 
การวัด Protien โดยวิธ ีLowry 
Reagent A 
ก. 2% Sodium potassium tartrate 1 มิลลิลิตร 
ข. 1% CuSO4 5H2O  1 มิลลิลิตร 
ค. 2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH  98 มิลลิลิตร 

 
Reagent B 
 2 N � Folin � phenol   25  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน         75  มิลลิลิตร 
 
2% Sodium potassium tartrate 
 NaKC4H4O6.4H2O   0.2  กรัม 

น้ํากล่ัน         10  มิลลิลิตร 
 
1% CuSO4.5H2O 
 CuSO4.5H2O    0.1  กรัม 
 น้ํากล่ัน         10  มิลลิลิตร 
 
2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH 
 Na2CO3     2  กรัม 
 NaOH     0.4  กรัม 
 น้ํากล่ัน        100  มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 



ประวัติผูเขียน 
 

นายกิตติพนัธุ รุงเรืองสาร เกิดเมื่อวนัที ่ 9 มกราคม พ.ศ. 2519 ทีก่รุงเทพมหานคร สําเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในปการศึกษา 2539 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 
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