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บทคัดย่อ 
 

ลูโคมาลาไคธ์ กรีน เป็นสารที่เกิดจากการสลายของมาลาไคธ์ กรีนที่ใช้ในการฆ่าเชื้อราในสัตว์น้ำ 
ซ่ึงจะสะสมอยู่ในบริเวณเน้ือเย่ือของสัตว์น้ำ ในกรณีท่ีมนุษย์บริโภคสัตว์น้ำท่ีมีการตกค้างของลูโคมาลาไคธ์ 
กรีน ทำให้เป็นโรคมะเร็ง ทารกในครรภ์เกิดความผิดปกติ และทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจวัดลูโคมาลา-
ไคธ์ กรีนท่ีตกค้างในสัตว์น้ำ ซ่ึงอาศัยหลักการทางอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน  

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ผลการทดลองพบว่าแอนติบอดี
ทุติยภูมิสำหรับเส้นควบคุมเท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ความเข้มข้นและ
ปริมาตรที่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเช่ือมอนุภาคนาโนทอง เท่ากับ 0.0025 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรและปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตามลำดับ ปริมาตรสารตัวอย่างเท่ากับ 140 ไมโครลิตร และเวลาใน
การตรวจวิเคราะห์เท่ากับ 5 นาที จากนั้นศึกษาประสิทธิภาพของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  
ผลการทดลองพบว่ามีความเที่ยง ความถูกต้องและความจำเพาะเจาะจงสูง โดยมีความเข้มข้นที่เป็น
เส้นตรงอยู่ในช่วง 0.7 - 2 ไมโครกรัมต่อลิตร มีขีดจำกัดในการตรวจพบและขีดจำกัดในการตรวจพบเชิง
ปริมาณเท่ากับ 0.24 และ 0.80 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามลำดับ 

จากนั้นนำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสไปตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริง  
พบว่าในทุกตัวอย่างไม่มีการปนเปื้อนของลูโคมาลาไคธ์ กรีน ข้อดีของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส
ท่ีพัฒนาข้ึน คือ ง่าย รวดเร็ว และสามารถตรวจวัดในภาคสนามได้ 

 
คำสำคัญ:  ลูโคมาลาไคธ์ กรีน  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  อิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน 
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ABSTRACT 

 Leucomalachite green is major reduced metabolite of malachite green, which was 
used as fungicide in aquatic animals. It was left and stored in the tissue of aquatic animals. 
The consumption of the contaminated leucomalachite green aquatic animals caused cancer, 
fetal abnormalities, and mutagenic. Therefore, the objective of this research was to develop 
the immunochromatographic strip test using competitive immunosensor for detection of 
leucomalachite green residual in aquatic animals. 
 The results revealed that the optimum conditions of the immunochromatographic 
strip test were as followed. The concentration of secondary antibody for control line was  
0.1 mg/mL at the volume of 1 µL. The optimal concentration and volume of the LMG pAb-
colloidal gold conjugate were 0.0025 mg/mL and 20 µL, respectively. The sample volume was 
140 µL and the test time was 5 minutes. It was found that the immunochromatographic strip 
test performed high precision, accuracy, and specificity with a linear range of the concentration 
of 0.7 - 2 µg/L. The limit of detection and the limit of quantitation were at 0.24 and 0.80 µg/L, 
respectively. 
 After that, the immunochromatographic strip test was used for detection of 
leucomalachite green in the real samples and it showed that all samples were not 
contaminated with leucomalachite green. The advantage of the developed 
immunochromatographic strip test was that it was simple, rapid and suitable for on-site 
detection.  

 
Keywords:  leucomalachite green, immunochromatographic strip test, competitive  
        immunosensor 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้สำเร็จลุล่วงได้ด้วยดี ด้วยความกรุณาเป็นอย่างสูงจากอาจารย์ที่ปรึกษาหลัก        
คือ ผู ้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศิริวรรณ  ตี ้ภู ่ และอาจารย์ที ่ปรึกษาร่วม คือ ดร. พงศธร ประภักรางกูล                   
ที่เสียสละเวลาและให้คำปรึกษาเป็นอย่างดี พร้อมทั้งติดตามความก้าวหน้าของวิทยานิพนธ์อย่าง
สม่ำเสมอตลอดมา นับตั้งแต่เริ่มต้นจนกระทั่งสำเร็จอย่างสมบูรณ์ ผู้วิจัยรู้สึกซาบซึ้งเป็นอย่างยิ่งที่ให้
ความกรุณาและขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ โอกาสนี้ 
 ขอขอบคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. นภาพร  ยังวิเศษ ประธานในการสอบวิทยานิพนธ์และ 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.อมร  ไชยสัตย์ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ได้เสียสละเวลามาเป็นกรรมการสอบ  
ในครั้งนี ้รวมทั้งยังกรุณาให้คำแนะนำในการแก้ไขข้อผิดพลาดต่างๆ ผู้วิจัยขอขอบพระคุณเป็นอย่างสงูไว้ 
ณ โอกาสนี้  
 ขอขอบคุณโครงการภาคีบัณฑิตศึกษา จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทยที่สนับสนุนทุนการศึกษาและทุนวิจัย ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการแยกและวิเคราะห์สาร
ปริมาณน้อย อาคารสถาบันวิจัยเคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
ธัญบุรี ที่เอื้อเฟื้อห้องปฏิบัติการและอุปกรณ์ในการทำงานวิจัยจนสำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
 ขอขอบคุณคณาจารย์ทุกท่าน ที่ประสิทธิ์ประสาทวิชาความรู้ ให้คำปรึกษาและคำแนะนำ 
พร้อมการสนับสนุนเป็นอย่างดีจนทำให้ผู้วิจัยสามารถนำความรู้มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยนี้จนประสบ
ผลสำเร็จ อีกทั้งความช่วยเหลือจากครอบครัว เพื่อน พี่ และน้อง ตลอดจนบุคลากรที่ให้ความช่วยเหลือ
ในด้านต่างๆ ผู้วิจัยขอขอบคุณเป็นอย่างสูง 
 สุดท้ายนี้ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า วิทยานิพนธ์ฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ให้แก่ผู้สนใจ หากมี
ความผิดพลาดหรือบกพร่องใดๆในวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยกราบขออภัยมา ณ โอกาสนี้ด้วย 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1  ที่มาและความสำคัญ      

 ปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำของประเทศไทยได้พัฒนาขยายตัวอย่างรวดเร็ว

ในช่วงสองทศวรรษที่ผ่านมา  ด้านหนึ่งเป็นผลจากการลดลงของผลผลิตสัตว์น้ำที่จับได้จากแหล่งน้ำตาม

ธรรมชาติและอีกด้านหนึ่งเป็นผลจากการขยายตัวของความต้องการสินค้าสัตว์น้ำทั้งในส่วนของตลาด

การค้าภายในประเทศและตลาดการค้าระหว่างประเทศ  ทำให้เกิดการพัฒนาอุตสาหกรรมการ

เพาะเลี ้ยงส ัตว ์น ้ำหลากหลายชนิดเพื ่อเป็นสินค้าทดแทนสัตว ์น ้ำที ่จ ับได้จากแหล่งธรรมชาต  ิ                  

โดยอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงปลาน้ำจืดถือเป็นอาชีพเศรษฐกิจที่สำคัญในฐานะที่เป็นแหล่งผลิตสัตว์น้ำ

และแหล่งรายได้ที่สำคัญของประเทศไทย แต่เนื่องจากมีปัจจัยเสี่ยงที่มีบทบาทสำคัญต่ออุตสาหกรรม

การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ คือ โรคระบาดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย เช่น เชื้อราบนผิวหนังและโรคจุดขาว     

จึงมีการนำสารเคมีมาใช้เพื่อป้องกันการเกิดโรคระบาดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียของสัตว์น้ำ  ได้แก่      

สารมาลาไคธ์ กรีน (Malachite green : MG) [1] 

มาลาไคธ์ กรีน เป็นสีย้อมในกลุ่มไตรฟีนิลมีเทน (Triphenylmethane) [2] มีลักษณะเป็นผง     

สีเขียวละลายน้ำได้ดี  เมื่อละลายน้ำแล้ว  มาลาไคธ์ กรีน จะถูกดูดซึมเข้าสู่เนื้อเยื่อของสัตว์น้ำได้อย่าง

รวดเร็วและสามารถเปลี่ยนรูปไปเป็นลูโคมาลาไคธ์ กรีน (Leucomalachite green : LMG) ซึ่งจะสะสม

อยู่ในเนื้อเยื่อของสัตว์น้ำและตกค้างเป็นเวลานาน [3]  เมื่อร่างกายได้รับลูโคมาลาไคธ์ กรีนเข้าไป        

มีผลทำให้เป็นโรคมะเร็ง ทารกในครรภ์เกิดความผิดปกติ และทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม  

[4]  จึงทำให้ในประเทศคู่ค้าต่างๆ ได้กำหนดปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนสูงสุดที่อนุญาตให้มีได้ในสัตว์น้ำ

และผลิตภัณฑ์แปรรูปจากสัตว์น้ำ (Maximum residue limit; MRL) เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกา  จีน

แคนนาดา  ไทย  สหภาพยุโรป ได้กำหนดให้มีลูโคมาลาไคธ์ กรีนสูงสุดในสัตว์น้ำได้ไม่เกิน 2 ไมโครกรัม

ต่อลิตร [4]  ดังนั้นจึงมีความจำเป็นที่ต้องตรวจหาปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ตกค้างในสัตว์น้ำและ

ผลิตภัณฑ์แปรรูปจากสัตว์น้ำ 

วิธีทั่วไปที่ใช้ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีน ได้แก่ เทคนิคทางโครมาโตกราฟี  

(Chromatography) และเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์ (Immunosensor)  สำหรับเทคนิคทางโครมาโต- 

กราฟีที่นิยมใช้ในการตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน คือ เทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง         

( High Performance Liquid Chromatography; HPLC) โ ด ย ใ ช ้ ย ู ว ี  ส เ ป ก โ ต ร โ ฟ โ ต ม ิ เ ต อ ร  ์                               
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(UV spectrophotometer) [5] ฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence ) [6]  แมสสเปกโตรม ิเตอร ์ [7]                 

ไดโอดแอเรย์ (Diode-array) เป็นตัวตรวจวัด [8]  นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนได้

โดยใช้เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์ [9, 10] แต่พบว่าเทคนิคดังกล่าว มีข้อจำกัดคือ เครื่องมือมีราคาสูง        

ผู ้ว ิเคราะห์จะต้องมีความชำนาญในการใช้เครื ่องมือเป็นอย่างดี และต้องส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์           

ในห้องปฏิบัติการเท่านั้น 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาวิธีวิเคราะห์ที่สามารถตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนได้ใน

ภาคสนามและให้ผลการตรวจวัดที่รวดเร็ว นั่นคือ ชุดตรวจแบบรวดเร็วในรูปแบบอิมมูโนโครมาโต-

กราฟิก สตริป เทส (Immunochromatographic strip test)  ด้วยเทคนิคแบบแข่งขัน (Competitive 

binding) เพื่อตรวจหาปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ตกค้างในสัตว์น้ำและผลิตภัณฑ์แปรรูปจากสัตว์น้ำ 

  

 1.2  วัตถุประสงค์ของงานการวิจัย 
1.2.1  เพ ื ่ อศ ึกษาว ิ ธ ีสร ้ างอ ิมม ู โนโครมาโตกราฟ ิก  สตร ิป  เทส  สำหร ับตรวจหา                            

ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
1.2.2  เพื ่อหาสภาวะที่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจหา        

ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
1.2.3  เพ ื ่อหาประสิทธ ิภาพของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจหา               

ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
1.2.4  เพื่อตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริงโดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  

 

1.3  ขอบเขตของงานวิจัย  
            1.3.1  สังเคราะห์และตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนทอง (Gold nanoparticle) 
          1.3.2  ศ ึกษาปร ิมาตรท ี ่ เหมาะสมของแอนต ิบอด ีล ู โคมาลาไคธ ์  กร ีนสำหร ับเช ื ่อม                  
อนุภาคนาโนทอง 

1.3.3  ศึกษาวิธีการเชื่อมแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับอนุภาคนาโนทอง 
1.3.4  ศึกษาวิธีการสังเคราะห์คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนสำหรับเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน 
1.3.5  ศึกษาวิธีการเชื่อมคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับโบวินซีรั่มอัลบูมิน   
1.3.6  สร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

       1.3.6.1 เตรียมแผ่นคอนจูเกต (Conjugate pad) 
`       1.3.6.2 เตรียมเส้นทดสอบ (Test line) 
                   1.3.6.3 เตรียมเส้นควบคุม (Control line) 

      1.3.6.4 ประกอบอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
      1.3.6.5 การแปรผลของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับการวิเคราะห์                                             

ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
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 1.3.7  ศึกษาสภาวะที ่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจ
วิเคราะห์หาลูโคมาลาไคธ์ กรีน  
          1.3.7.1  ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีทุติยภูมิสำหรับสร้างเส้นควบคุม 
          1.3.7.2  ศึกษาความเข้มข้นที ่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาค-          
นาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต 
          1.3.7.3  ศึกษาปริมาตรท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเช่ือมอนุภาคนาโนทอง   
บนแผ่นคอนจูเกต 
          1.3.7.4  ศึกษาปริมาตรของสารตัวอย่างท่ีเหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
         1.3.7.5  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 1.3.8  ศึกษาประสิทธิภาพของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  
         1.3.8.1  ศึกษาหาความเที่ยง (Precision) 
         1.3.8.2  ศึกษาหาความถูกต้อง (Accuracy) 
         1.3.8.3  ศึกษาหาความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
         1.3.8.4  ศึกษาหาความไววิเคราะห์ (Sensitivity) 
         1.3.8.5  ศึกษาหาขีดจำกัดในการตรวจพบ (Limit of Detection : LOD) 
         1.3.8.6  ศึกษาหาขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation : LOQ) 
          1.3.8.7  ศึกษาหาความจำเพาะเจาะจง (Selectivity) 
         1.3.8.8  ศึกษาอายุการใช้งานของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 1.3.9  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริงโดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 

1.4  กรอบแนวคิดของการวิจัย 
 ในงานวิจัยนี ้มีแนวความคิดของการพัฒนาอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับ
ตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน โดยใช้หลักการของเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน เป็นเทคนิคที่
วิเคราะห์หาปริมาณของลูโคมาลาไคธ์ กรีน (แอนติเจน) โดยใช้แอนติบอดีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน     
(anti-Leucomalachite green) โดยมีวิธีการสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ดังภาพที่ 1.1 
 ขั ้นที ่ 1 เตรียมแผ่นคอนจูเกตโดยหยดแอนติบอดีของลูโคมาลาไคธ์ กรีนที ่เช ื ่อมกับ          
อนุภาคนาโนทอง 
 ขั ้นที ่ 2 สร้างเส้นทดสอบ โดยหยดลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมโบวินซีร ั ่มอัลบูม ินลงบน               
แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

 ขั ้นที ่ 3 สร้างเส้นควบคุม โดยหยดแอนติบอดีทุต ิยภูม ิของลูโคมาลาไคธ์ กรีนลงบน              
แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

 ขั้นที่ 4 เตรียมแผ่นตัวอย่างและแผ่นดูดซับ 

 ขั ้นที ่ 5 ประกอบเป็นอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส โดยนำแผ่นคอนจูเกตและ            
แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นนำแต่ละส่วนประกอบ
ทั้งหมดมาประกอบลงบนแผ่นพลาสติกรองรับ (Backing card)   
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ขั้นที่ 6  หยดตัวอย่างลงบนแผ่นตัวอย่าง 
ขั ้นที ่ 7  ตรวจวัดความเข้มของสีที ่ได้ตรงตำแหน่งทดสอบและเส้นควบคุมด้วยโปรแกรม          

วัดค่าความเข้มสี (Image J) โดยสัญญาณที่ได้จะแปรผกผันกับปริมาณของลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ต้องการ
วิเคราะห์  

 

ภาพที่ 1.1  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส โดยใช้หลักการของเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน 

(1) แผ่นคอนจูเกต (2) เส้นทดสอบ  (3) เส้นควบคุม (4) แผ่นตัวอย่าง  (5) ประกอบเป็นอิมมูโน-        

โครมาโตกราฟิก สตริป เทส และอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (6) หยดตัวอย่างลงบนแผ่นตัวอย่าง   

(7) ตรวจวัดความเข้มสีที่ได้ตรงตำแหน่งทดสอบและเส้นควบคุม 

1.5  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.5.1  ได้วิธีการสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน
 1.5.2 ได้สภาวะที ่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจหา             
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน                                                                                                 
 1.5.3  ได้ทราบประสิทธิภาพของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับตรวจหา           
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน                                       
 1.5.4  สามารถนำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ไปตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน          
ในตัวอย่างจริงได้ 

= ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

กรีน =  แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทอง 

=  ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน 

= เซคนัแดรี* แอนตบิอดี = แอนติบอดีทุติยภูมิ 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมหรืองานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  อุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำ  

 2.1.1  อุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำของโลก 
                      อุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำยังคงเป็นแหล่งที่สำคัญด้านอาหาร โภชนาการ รายได ้
และการดำรงชีวิตสำหรับมนุษย์ทั่วโลก  การบริโภคผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำสูงถึง 33.73 กิโลกรัมต่อคนต่อปี  
ถือเป็นประวัติการณ์ใหม่ในปี พ.ศ. 2559  แสดงถึงการเจริญเติบโตที่ดีในอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำ  
นอกจากนี้สัตว์น้ำยังคงเป็นหนึ่งในสินค้าอาหารส่วนใหญ่ที่มีการซื้อขายกันทั่วโลก ดังนั้นในอนาคตจะมี
ส่วนสำคัญต่อความมั่นคงทางด้านอาหารที่เพียงพอสำหรับประชากรทั่วโลกและคาดว่าจะถึง 9.7 
พันล้านคนภายในปี พ.ศ. 2593 [11]  จากการรายงานทางสถิติขององค์การอาหารและการเกษตรแห่ง
สหประชาชาติ (FAO, 2018)  คาดว่าจะมีผลผลิตจากอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำเพิ ่มขึ ้นตั ้งแต่ปี      
พ.ศ. 2559 – 2573 จาก 1,916,000 ตัน ถึง 2,392,000 ตัน โดยมีอ ัตราเพิ ่มข ึ ้นเฉลี ่ยเป ็น 24.8 
เปอร์เซ็นต์  ซึ่งเป็นการตอบสนองที่ดีของผลิตภัณฑส์ตัวน์ำ้ตอ่การบรโิภคของมนษุย์ สำหรับประเทศผู้นำ
การผลิตและส่งออกผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำในภูมิภาคเอเชีย ได้แก่  จีน อินเดีย อินโดนีเซีย ญี่ปุ่น ฟิลิปปินส์ 
สาธารณรัฐเกาหลี ไทยและเวียดนาม เมื่อเทียบผลผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำจากประเทศคู่ค้าจากปี พ.ศ 2559 
พบวา่ประเทศไทยมีผลผลิตสัตว์น้ำส่งออกในอัตราที่สูงรองจากประเทศจีนและเวียดนาม ดังภาพที่ 2.1 

  

ภาพที่ 2.1  ผลผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำจากประเทศในภูมิภาคเอเชียปี พ.ศ. 2559 [12] 
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 2.1.2  อุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำของประเทศไทย 
                      ประเทศไทยถือว่าเป็นประเทศที่มีการส่งออกของผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำเป็นลำดับต้น   
ของโลก  นอกจากจะช่วยเพิ่มผลผลิตของสัตว์น้ำแล้วยังเป็นการกระตุ้นเศรษฐกิจภายในประเทศ     
ในช่วงปี พ.ศ. 2543 – 2553  พบว่าผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำที่จับได้ตามแหล่งน้ำธรรมชาติมีแนวโน้มลดลง 20 
เปอร์เซ็นต์  แต่ในช่วง 2 ทศวรรษที่ผ่านมา  อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่อง  ส่งผลให้ในปี พ.ศ. 2551  ประเทศไทยจัดเป็นประเทศที่มีอตุสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำอยู่ใน 5 
อับดับแรกของโลก [13]  จากการรายงานของกรมประมงและสมาคมผู้เพาะเลี้ยงปลาไทยเผยให้เห็นว่า  
อุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำภายในประเทศไทยมีทั้งหมด 647,814 แห่ง  แบ่งเป็นอุตสาหกรรมการ
ผลิตสัตว์น้ำรายใหญ่  41,000 แห่ง และอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำรายย่อย 606,814 แห่ง  คิดเป็น 6 
เปอร์เซ็นต์และ 94 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  ผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำที่สร้างรายได้ให้แก่ประเทศไทยเป็นส่วน
ใหญ่  ได้แก่ ปลานิล ปลาทับทิม ปลาดุก ปลาตะเพียน ปลาสลิด ปลาสวายและกุ้งก้ามกราม  โดยอัตรา
เฉลี่ยผลผลิตจากผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นจากปี พ.ศ. 2554 – 2558 [14]  ดังภาพที่ 2.2   

 

ภาพที่ 2.2  ผลผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำในประเทศไทยปี พ.ศ. 2554-2558 [14] 
 
 2.1.3  ปัจจัยเสี่ยงต่ออุตสาหกรรมการผลิตสัตว์น้ำ 
          โรคระบาดที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย  เป็นปัจจัยเสี่ยงที่สำคัญต่ออุตสาหกรรมการผลิต
สัตว์น้ำ หากเกิดมลพิษทางน้ำ เช่น  การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำในอัตราที่หนาแน่นเกินไป  สัตว์น้ำจะขับถ่าย
ของเสียออกมาในปริมาณมาก ทำให้น้ำเกิดการเน่าเสีย หรือเกิดจากการให้อาหารในปริมาณที่มาก
เกินไป  ทำให้อาหารตกค้างอยู่ภายในบริเวณการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ จึงเป็นสาเหตุท่ีทำให้เกิดมลพิษทางน้ำ  
เ ช ่ น  ทำ ให ้ แบคท ี เ ร ี ย ส ายพ ั น ธ ุ ์  Aeromonas hydrophila และ  Aeromonas salmonicida  
เจร ิญเติบโตได้ด ี เป ็นสาเหตุให้เก ิดโรคระบาดกับสัตว ์น ้ำจ ืด  [15] เช ่น โรคเชื ้อรา โรคปรสิต               
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และโรคเหงือกเน่า จึงได้มีการใช้สารเคมีบางชนิดเพื่อฆ่าเชื้อแบคทีเรียและป้องกันการเกิดโรคระบาด   
ในสัตว์น้ำ [1] ซึ่งส่งผลให้เกิดสารพิษตกค้างในสัตว์น้ำและส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคโดยตรง  
 

2.2  ปัญหาสารตกค้างในสัตว์น้ำ 
 ปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำมีการเติบโตอย่างรวดเร็วและต่อเนื่อง  จึงมีความ
กังวลเกี่ยวกับการใช้ยาที่ไม่ได้รับอนุญาตและสารเคมีที่ไม่ปลอดภัยในอุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ                  
การตรวจสอบปริมาณสารเคมีที ่ตกค้างในอาหารและผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร  เป็นสิ่งจำเป็นเพื่อ
รับประกันถึงความปลอดภัยของแหล่งอาหารและจัดการกับความเสี่ยงด้านสุขภาพของมนุษย์ทั่วโลก   
ซึ่งมียาและสารเคมีบางชนิดที่อนุญาตให้ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำของประเทศไทย ตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 299) พ.ศ. 2549  เช่น  อะม็อกซีซิลิน (Amoxicillin)  เอนโรฟล็อกซาซิน 
(Enrofloxacin)  ซาราฟล็อกซาซิน (Sarafloxacin)  ออกโซลินิก แอซิด (Oxolinic acid)  ออกซีเตตร้า-
ซัยคลิน (Oxytetracyclin)  และโทลทราซูริล (Toltrazuril) 
 นอกจากยาและสารเคมีดังกล่าว  ยังพบว่ามีสารเคมีบางชนิดที่นิยมใช้ในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย
และป้องกันโรคระบาดในสัตว์น้ำ  ซึ่งเป็นสารเคมีที่ไม่อนุญาตให้ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำของประเทศ
ไทย  เนื่องจากเป็นสารเคมีที่มีพิษรุนแรงและส่งผลต่อผู้บริโภค แสดงดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1  ยาและสารเคมีที่ไม่อนุญาตให้ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำของประเทศไทย 

ยาและสารเคมี ความเป็นพิษต่อมนุษย์ 

1.  มาลาไคธ์ กรีน และลูโคมาลาไคธ์ กรีน  1.  เหนี่ยวนำให้เกิดโรคมะเร็ง ทารกใน
ครรภ์ผิดปกติและส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 

2.  คลอแรมฟินิคอล  (Chloramphenicol) 2.  เสี่ยงต่อการเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว  

3.  สารในกลุ่มของไนโตรฟิวแรนส์ (Nitrofurans) 3.  เป็นสารก่อมะเร็ง 

      3.1  ฟูราโซลิโดน  (Furazolidone)     

      3.2  ฟูรัลทาโดน (Furaltadone) 

      3.3  ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone) 

      3.4  ไนโตรฟูรานโทอิ(Nitrofurantoin) 
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2.3  ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

 2.3.1  ลักษณะและสมบัติของลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
          ลูโคมาลาไคธ์ กรีน หรือ 4-[[4-(dimethylamino)phenyl]-phenylmethyl]-N,N-
dimethylaniline  มีโครงสร้างทางเคมี ดังภาพที ่ 2.3  มีลักษณะเป็นผงสีขาวหรือสีน้ำตาลอ่อน          
มีจุดเดือดที่ 102 องศาเซลเซียส  สามารถละลายน้ำได้ แต่จะละลายได้ดีในสารละลายเบนซีนและ   
เอทิลอีเทอร์ 

 

ภาพที่ 2.3  โครงสร้างทางเคมีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  

          ล ู โคมาลาไคธ ์  กร ีน  เก ิดจากกระบวนการสร ้ างและสลาย  (Metabolism)                 
ของมาลาไคธ์ กรีน ซึ่งมาลาไคธ์ กรีนเป็นสีย้อมในกลุ่มไตรฟีนิลมีเทน  เป็นสารเคมีที่มีประสิทธิภาพสูง
ในการกำจัดเชื้อแบคทีเรียและราคาไม่แพง  จึงนิยมนำมาใช้ในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ำ  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศแถบเอเชีย [16]  เมื่อสัตว์น้ำได้รับมาลาไคธ์ กรีน เข้าไปจะเปลี่ยนรูปเป็น  
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนอย่างรวดเร็ว  และจะสะสมอยู่ในเนื้อเยื่อที่มีไขมันของสัตว์น้ำเป็นเวลานาน  ดังนั้นจึง
มีแนวโน้มว่าสารตกค้างส่วนใหญ่ในสัตว์น้ำจะอยู่ในรูปของลูโคมาลาไคธ์ กรีน [17] 

 

ภาพที่ 2.4  กระบวนการเกิดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

 

Reduction 

Oxidation 
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 2.3.2  ความเป็นพิษของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  
          มาลาไคธ์ กรีน  เป็นสารเคมีที่ห้ามใช้ในการรักษาโรคระบาดของอุตสาหกรรมการ

เลี้ยงสัตว์น้ำในหลายประเทศ  เช่น  สหรัฐอเมริกา  แคนาดาและสหภาพยุโรป [16]  เมื่อมาลาไคธ์ กรีน    

ถูกดูดซึมเข้าสู่เนื้อเยื่อของสัตว์น้ำ  จะเกิดกระบวนการสร้างและสลายเป็นลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ซึ่งมีความ

เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตและมนุษย์  มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย  ระบบสืบพันธุ์และเป็นสารก่อมะเร็ง 

[5]  หากผู้หญิงตั้งครรภ์รับประทานอาหารที่มีการปนเปื้อนของลูโคมาลาไคธ์ กรีนในปริมาณสูง จะส่งผล

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม  ทำให้ทารกในครรภ์มีความผิดปกติหรือร่างกายพิการ [17]      

ทำให้สหภาพยุโรปกำหนดให้มีปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนสูงสุดที่อนุญาตให้มีได้ในสัตว์น้ำและผลิตภัณฑ์

แปรรูปจากสัตว์น้ำไม่เกิน  2 ไมโครกรัมต่อลิตร [4]   

2.4  วิธีการทั่วไปในการตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน     

 2.4.1  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้    

ยูวี สเปกโตรโฟโตมิเตอร์เป็นตัวตรวจวัด 

           จากงานวิจัยของ Bergwerff และ Peter [18]  ทำการตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
จากตัวอย่างปลา 29 ตัวอย่าง  โดยสกัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนจากตัวอย่างปลา  ชั่งเนื้อปลาปริมาณ 2 กรัม   
เต ิมสารละลาย McIlvaine บัฟเฟอร์ พีเอช 3.0 ปริมาตร 2 มิลล ิล ิตร  พาราโทลูอ ินซ ัลโฟนิค                    
(p-Toluenesulfonic)  ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ N,N,N’ ,N’-เตตระเมทิล-
1,4-ฟ ี น ิ ล ี น - ไ ด เ อม ี น ไ ด - ไ ฮ โ ด รคลอ ไ รด ์  (N,N,N’,N’-tetramethyl-1,4-phenylenediamine 
dihydrochloride) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิล ิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หลังจากนั ้น        
เติมอะซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile) ปริมาตร 12 มิลลิลิตร  นำไปเขย่าที่ 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 
นาที  นำไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็ว 3,400 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 
นาที  เติมไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  นำไปหมุนเหวี่ยงตกตะตอน
ความเร็ว 3,400 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 15  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  จากนั้นนำสารละลาย
ส่วนใสที่ได้จากการสกัดไปตรวจวัดด้วยเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้ยูวี สเปกโตร-
โฟโตมิเตอร์เป็นตัวตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ใช้คอลัมน์ประเภท C18  และใช้โซเดียม-
เปอร์คลอเรต ความเข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์เป็นเฟสเคลื่อนที่  จากงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าสามารถ
วิเคราะห์ปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างปลาได้ในช่วง 2.5 – 2,000 ไมโครกรัมต่อลิตร มีขีดจำกัด
การตรวจพบที่ 1 ไมโครกรัมต่อลิตร  ได้เปอร์เซ็นต์การได้คืนกลับที่ 105+14 เปอร์เซ็นต์  แต่เทคนิคนี ้ 
ยังมีข ้อจำกัด คือ  เครื ่องมือมีราคาสูง  ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และต้องตรวจวัดภายใน
ห้องปฏิบัติการเท่านั้น [5] 
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 2.4.2  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้
ฟลูออเรสเซนต์เป็นตัวตรวจวัด 

           Guoying และ Shui ในปี ค.ศ. 2010  ได้พัฒนาวิธีการตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วย
เทคน ิคโครมาโตกราฟ ีของเหลวสมรรถนะส ูงโดยใช ้ฟล ูออเรสเซนต ์ เป ็นต ัวตรวจว ัด  [17]          
เนื่องจากลูโคมาลาค์ กรีน เป็นสารที่ไม่สามารถตรวจวัดด้วยตัวตรวจวัดฟลูออเรสเซนต์ได้โดยตรง     
ต้องอาศัยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับเลดออกไซด์ (Lead oxide)  ไอโอดีน (Iodine) และไดคลอโร-
ไดไซยาโนเบนโซควิโนน (Dichlorodicyanobenzoquinone) เพื่อเปลี่ยนลูโคมาลาไคธ์ กรีนให้เป็น
มาลาไคธ์ กรีน  จากนั้นนำสารละลายที่ได้ไปตรวจวัดด้วยเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
ใช้คอลัมน์ชนิด C18  ตรวจวัดด้วยตัวตรวจวัดฟลูออเรสเซนต์  โดยใช้ความยาวคลื่นการกระตุ้นที่ 266  
นาโนเมตร และความยาวคลื่นการคายที่ 360 นาโนเมตร  พบว่าสามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
โดยมีขีดจำกัดการตรวจพบที่ 0.10 นาโนกรัมต่อกิโลกรัม  เปอร์เซ็นต์การได้คืนกลับที่ 80.6 เปอร์เซ็นต์  
แต่เทคนิคนี้ยังมีข้อจำกัด คือ ไม่สามารถตรวจวัดได้โดยตรง จะต้องเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์
หลายขั้นตอน  ทำให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน [5] 

 2.4.3  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้
แมสสเปกโตรมิเตอร์เป็นตัวตรวจวัด 
          ได้มีการพัฒนาวิธีตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง โดยใช้แมสสเปกโตรมิเตอร์เป็นตัวตรวจวัด  [19] เพื ่อตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนใน
ตัวอย่างปลา จำนวน 208 ตัวอย่าง  ใช้คอลัมน์ชนิด C18  ใช้แอมโมเนียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ พีเอช 4.50 
และอะซิโตไนไตรล์ในแอมโมเนียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ พีเอช 4.50  เป็นเฟสเคลื ่อนที ่ โดยใช้ต ัว
ตรวจวัดแมสสเปกโตรมิเตอร์เป็น โหมดมัลติเพิลรีแอกชั่นมอนิทอริ่ง (Multiple reaction monitoring)   
จากงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าสามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน โดยมีขีดจำกัดการตรวจพบที่ 0.24 
ไมโครกรัมต่อลิตร  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 16-19 เปอร์เซ็นต์  แต่เทคนิคนี้ยังมีข้อจำกัด คือ 
เครื่องมือมีราคาสูง ต้องมีทักษะในการใช้เครื่องมือและการแปรผลการวิเคราะห์ [5] 

 2.4.4  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้
ไดโอดแอเรย์เป็นตัวตรวจวัด 
         Stoev และ Stoyanov  ได้พัฒนาวิธีตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคโครมาโต-
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้ไดโอดแอเรย์เป็นตัวตรวจวัด [20]  ประกอบด้วยคอลัมน์ 2 ชนิด  
ได้แก่ คอลัมน์ชนิด C18  และคอลัมน์ที่เคลือบด้วยเลดไดออกไซด์  ใช้อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน ที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตร  จากงานวิจัยนี้  พบว่าตัวตรวจวัดไดโอด-
แอเรย์มีขีดจำกัดการตรวจพบที่ 1 ไมโครกรัมต่อลิตร และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9986   
แต่ก็ยังมีข้อเสีย คือ  จำเป็นต้องเพิ่มความเข้มข้นของตัวอย่างและต้องทำให้ตัวอย่างบริสุทธิ์ก่อนการ
วิเคราะห์  ทำให้ต้องใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน   

 



 

 

21 

 2.4.5  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนโดยใช้เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร์ 

         เทคนิคเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์  (Enzyme limked immunosorbent 
assay ; ELISA)  แบบแข่งขัน (Competitive)  จากงานวิจัยของ Yang และคณะ [21] ได้ทำการตรวจวัด             
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ในตัวอย่างปลา 80 ตัวอย่าง  อาศัยการจับกันอย่างจำเพาะเจาะจงระหว่าง
แอนติเจนลูโคมาลาไคธ์ กรีนและแอนติบอดีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น
โดยตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  ผลการวิเคราะห์ลูโคมาลาไคธ์ กรีนโดยใช้
เทคนิคเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์  พบว่ามีขีดจำกัดการตรวจพบที่ 0.05 ไมโครกรัมต่อลิตร  
มีความจำเพาะเจาะจงและความไววิเคราะห์สูง  แต่ก็ยังมีข้อจำกัด คือ  มีหลายขั้นตอน  ทำให้ใช้เวลาใน
การวิเคราะห์นาน 

          ดังนั ้นในงายวิจัยนี ้จึงสนใจที่จะวิเคราะห์ปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีน ในสัตว์น้ำ       
โดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  เนื่องจากง่าย รวดเร็ว และไม่จำเป็นต้องใช้ผู ้ที ่มีความ
เชี่ยวชาญสูงในการตรวจวัด 

2.5  เทคนิคอิมมูโนเอสเสย์ (Immunoassay)    
 เทคนิคอิมมูโนเอสเสย์ ได้มีการพัฒนาและคิดค้นครั้งแรกใน ค.ศ. 1959 โดย Berson และ 
Yalow [22]  เทคนิคอิมมูโนเอสเสย์เป็นอุปกรณ์การวิเคราะห์หาสารที่ต้องการจะตรวจวัดในตัวอย่าง 
โดยอาศัยการจับกันระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนอย่างจำเพาะเจาะจง  ผลจากการจับกันจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพ เช่น ค่าการนำไฟฟ้า  ความร้อน  แสง หรือการเปลี่ยนแปลงทางมวล ตรวจวัด
การจับกันของแอนติบอดีกับแอนติเจนโดยใช้ตัวตรวจวัด (Transducer) โดยตัวตรวจวัดจะแปลง
สัญญาณที่เกิดขึ้นเป็นสัญญาณไฟฟ้าและแสดงผลออกมา ดังภาพที่ 2.5 ผลจากการจับกันอย่างจำเพาะ
เจาะจงระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีทำให้เทคนิคอิมมูโนเอสเสย์เป็นเทคนิคที่มีความจำเพาะเจาะต่อ
สารที่ต้องการวิเคราะห์สูง ไม่มีผลของตัวรบกวน และให้ขีดจำกัดการตรวจวัดต่ำ ทำให้นิยมประยุกต์ใช้
เทคนิคอิมมูโนเอสเสย์ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารต่างๆ ทั้งทางด้านการแพทย์ [23] สิ่งแวดล้อม  
[24] และอาหาร [25]  เป็นต้น 
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ภาพที่ 2.5  หลักการของเทคนิคอิมมูโนเอสเสย์   [22] 
 

2.6  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 

 2.6.1  หลักการของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส เป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนามาจากเทคนิคอิมมูโนเอส-
เสย์ ครั้งแรกในช่วงปลายทศวรรษ 1960 เพื่อวิเคราะห์หาโปรตีนในปัสสาวะ และได้เริ่มผลิตออกมาเป็น
ผล ิตภ ัณฑ ์จำหน ่ายในเช ิงพาณ ิชย ์ ในป ี ค .ศ . 1976  สำหร ับว ิ เคราะห ์หา  Human choronic 
gonadotropin (hCG) ในปัสสาวะ [26] หลักการของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส เป็นเทคนิค
การตรวจวัดที่อาศัยการจับกันอย่างจำเพาะเจาะจงระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีบนแผ่นเมมเบรน  
[27]  โดยทั่วไปจะเป็นไนโตรเซลลูโลส หรือ ไนลอน (Nylon)  [28]  เมื ่อหยดตัวอย่างบนเมมเบรน     
สารจะเกิดการเคลื่อนที่ด้วยแรงคาพิลลารี (Capillary force)  บนเมมเบรน เกิดการจับกันระหว่าง
แอนติเจนกับแอนติบอดี จากนั้นทำให้เกิดการแยกขึ้น ผลจากการแยกทำให้สามารถตรวจวัดสารที่
ต้องการวิเคราะห์ได้  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส เป็นวิธีการตรวจหาสารที่ต้องการวิเคราะห์ที่
ได้รับความนิยมมากในปัจจุบัน เนื่องจากง่าย สามารถตรวจวัดได้ด้วยตัวเอง  ไม่ต้องใช้เครื่องมือหรือ
อุปกรณ์อื่นประกอบ และให้ผลตรวจวัดที่รวดเร็ว การรายงานผลการวิเคราะห์สามารถรายงานได้ทั้งเชิง
คุณภาพ (Qualitative) และปริมาณวิเคราะห์ (Quantitative)  [29] 
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 2.6.2  ส่วนประกอบของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส [30] 
          อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ประกอบด้วย 5 ส่วน  ได้แก่  แผ่นตัวอย่าง     
แผ่นคอนจูเกต ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน แผ่นดูดซับ และแผ่นพลาสติกรองรับ   
          2.6.2.1  แผ่นตัวอย่าง  เป็นบริเวณสำหรับใส่สารตัวอย่าง  มีหน้าที่ช่วยส่งตัวอย่างไป
ยังแผ่นดูดซับด้วยแรงคาพิลลารี  ทำให้แอนติเจนในสารตัวอย่างเคลื่อนไปจับกับแอนติบอดี  โดยแผ่น
ตัวอย่างส่วนใหญ่ทำจากอะซิเตทเซลลูโลส (Cellulose acetate) หรือแผ่นใยแก้ว (Glass fiber)          
          2.6.2.2  แผ่นคอนจูเกต  เป็นบริเวณสำหรับใส่แอนติบอดีที่เชื่อมกับอนุภาคนาโนทอง 
ซึ่งเป็นเครื่องหมายในการเกิดสัญญาณสำหรับการตรวจวัดสารตัวอย่าง  โดยจะเคลื่อนที่ไปบนไนโตร-
เซลลูโลสเมมเบรนในอัตราคงที่           
          2.6.2.3  แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน  เป็นวัสดุที่สำคัญของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก 
สตริป เทส  เป็นบริเวณที่เกิดการจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี  ประกอบด้วยเส้นทดสอบและ
เส้นควบคุม  เมื่อเกิดการจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี จะแสดงความเข้มสีของสัญญาณ     
บนเส้นทดสอบและเส้นควบคุม                 
          2.6.2.4  แผ่นดูดซับ  เป็นบริเวณที่ช่วยให้อัตราการไหลของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก 
สตริป เทส ตั้งแต่แผ่นตัวอย่างจนถึงแผ่นดูดซับมีอัตราการไหลคงที่  และหยุดการไหลย้อนกลับของสาร
ตัวอย่าง         
          2.6.2.5  แผ่นพลาสติกรองรับ  ใช้สำหรับรองรับแผ่นตัวอย่าง  แผ่นคอนจูเกต        
ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและแผ่นดูดซับ  โดยจะทำการติดส่วนประกอบทั้งหมดไว้บนแผ่นพลาสติก-
รองรับ ซึ่งจะเรียกว่า อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส    

 

 

 

ภาพที่ 2.6  ส่วนประกอบของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส [26] 
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        2.6.3  ประเภทของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส [31] 
     2.6.3.1 อ ิ มม ู โ น โ ค รม า โ ตก ร าฟ ิ ก  สตร ิ ป  เ ทสแบบแซนว ิ ช  (Sandwich 
immunechromatographic str ip test)  
       หลักการของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบแซนวิช แสดงดังภาพที่ 
2.7 โดยใช้แอนติบอดีที่แตกต่างกัน  แอนติบอดปีฐมภูมิ (Primary antibody) จะมีความจำเพาะเจาะจง
กับแอนติเจนในสารตัวอย่าง  แอนติบอดีปฐมภูมิจะเชื่อมกับอนุภาคนาโนทองและถูกตรึงไว้บนแผ่น  
คอนจูเกต  เมื ่อหยดสารตัวอย่างที ่มีแอนติเจนบนแผ่นตัวอย่าง แอนติเจนในตัวอย่างจะไปจับกับ
แอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับอนุภาคนาโนทอง จากนั้นแอนติเจนที่จับกับแอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับ
อนุภาคนาโนทองจะเคลื่อนที่ด้วยแรงคาพิลลารีไปยังตำแหน่งเส้นทดสอบ และไปจับกับแอนติบอดี-  
ปฐมภูมิที่ถูกตรึงไว้ตรงเส้นทดสอบ  ทำให้ปรากฏเส้นสีแดงตรงเส้นทดสอบ (สีแดงเกิดจากอนุภาค       
นาโนทอง) จากนั้นแอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับอนุภาคนาโนทองที่เหลือจะเคลื่อนที่ไปยังเส้นควบคุม   
เพื่อไปจับกับแอนติบอดีทุติยภูมิ (Secondary antibody) ที่ถูกตรึงไว้บนเส้นควบคุม ทำให้เกิดเส้นสีแดง
ขึ้น ดังนั้นการแปรผลของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบแซนวิช ในกรณีที่ตัวอย่างมีแอนติเจน
ที่ต้องการวิเคราะห์อยู่จะปรากฏเส้นสีแดง 2 เส้น (เส้นทดสอบและเส้นควบคุม) แต่ในกรณีที่สารตัวอย่าง
ไม่มีแอนติเจน  เส้นสีแดงจะปรากฏเพียงเส้นควบคุมเท่านั้น อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบ
แซนวิช เหมาะสำหรับวิเคราะห์สารตัวอย่างที่มีมวลโมเลกุลสูง เช่น  ตรวจวัดระดับน้ำตาลเฉลี่ยสะสมใน
เลือด (Hemoglobin A1c) [32]  ตรวจวัดไวรัสตับอักเสบบี(Hepatitis B virus) ในตัวอย่างซีรั่ม [33]  
และตรวจวัดเชื้อซาลโมเนนลา (Salmonella typhi) [34] เป็นต้น 

 

 

ภาพที่ 2.7 อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบแซนวิช [26] 
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     2.6.3.2  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบแข่งขัน 
    หลักการของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส แบบแข่งขัน เป็นดังภาพที่ 2.8 
โดยตรึงแอนติบอดีปฐมภูมิซึ ่งจะเชื่อมกับอนุภาคนาโนทอง ตรึงไว้บนแผ่นคอนจูเกต  เมื่อหยดสาร
ตัวอย่างที่มีแอนติเจนบนแผ่นตัวอย่าง แอนติเจนในตัวอย่างจะไปจับกับแอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับ
อนุภาคนาโนทอง จากนั้นแอนติเจนที่จับกับแอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับอนุภาคนาโนทองที่เหลือจะ
เคลื ่อนที ่ไปจับกับแอนติเจน ที ่ถ ูกตรึงอยู ่บนเส้นทดสอบ  จะปรากฏเส้นสีแดงตรงเส้นทดสอบ            
(ถ้าในตัวอย่างมีแอนติเจนมาก จะเหลือแอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับอนุภาคนาโนทองน้อย สีแดงของ
เส้นทดสอบจะจาง)  จากนั้นแอนติเจนในตัวอย่างที่ไปจับกับแอนติบอดีปฐมภูมิที่เชื่อมกับอนุภาคนาโน-
ทองจะเคลื่อนที่ไปยังเส้นควบคุม เพื่อไปจับกับแอนติบอดีทุติยภูมิที่ถูกตรึงไว้บนเส้นควบคุม ทำให้เกิด
เส้นสีแดงขึ้น ดังนั้นการแปรผลของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบแข่งขัน ในกรณีที่ตัวอย่างมี
แอนติเจนที่ต้องการวิเคราะห์ปริมาณมาก สีแดงของเส้นทดสอบจะจาง  แต่ในกรณีที่สารตัวอย่างไม่มี
แอนติเจน  เส้นสีแดงของเส้นทดสอบจะเข้ม ในขณะที่เส้นควบคุมจะปรากฏสีแดง ทั้งมีและไม่มี
แอนติเจนในตัวอย่าง อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส แบบแข่งขัน เหมาะสำหรับการวิเคราะห์สารที่
มีมวลโมเลกุลต่ำ  เนื่องจากสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กจะไม่สามารถจับกับแอนติบอดี พร้อมกันได้ 2 ตัว  
เช่น  ตรวจวัดสารเจนิสทีน (Genistein) ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถั่วเหลือง [35] ตรวจวัดอะฟลาท็อกซิน-
เอ็ม 1 (Aflatoxin M1) ในตัวอย่างน้ำนม [36] และตรวจวัดสารเร่งเนื้อแดง (Clebuterol) ในปัสสาวะ
สัตว์ [23] เป็นต้น จากการทบทวนวรรณกรรมที่ผ่านมา พบว่ายังไม่มีงานวิจัยใดที่ตรวจหาลูโคมาลาไคธ์- 
กรีน โดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสแบบแข่งขัน 
 

 

ภาพที่ 2.8  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส แบบแข่งขัน [26] 
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2.7  หลักการเลือกแอนติบอดีทุติยภูมิ 

 แอนติบอดีทุติยภูมิเป็นแอนติบอดีที่เชื่อมโยงกับแอนติบอดีปฐมภูมิและทำปฏิกิริยาอย่าง
จำเพาะเจาะจง ในทางอิมมูโนเซนเซอร์จำเป็นต้องเลือกแอนติบอดีทุติยภูมิให้เหมาะสมกันสำหรับการ
ทดสอบ ดังนั้นการเลือกแอนติบอดีทุติยภูมิจึงมีความสำคัญโดยต้องเลือกให้ครอบคลุมถึงชนิดของ
แอนติบอดีปฐมภูมิ ซึ่งจะต้องพิจารณา ดังนี้ [37]    
 2.7.1  แหล่งที่มาของแอนติบอดี         
          แอนติบอดีทุติยภูมิต้องมาจากแหล่งเดียวกับแอนติบอดีปฐมภูมิที่ใช ้ตัวอย่างเช่น หาก
แอนติบอดีปฐมภูมิเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมจากซีรั่มแกะ (Sheep polyclonal antibody) 
ด ังน ั ้นแอนต ิบอด ีท ุต ิยภ ูม ิจ ึงต ้องใช ้แอนต ี ้แกะเป ็นแอนต ิบอด ีรอง (Anti-sheep antibody)
 2.7.2  Subtype ของแอนติบอดีปฐมภูมิ         
          แอนติบอดีทุติยภูมิต้องตรงกับคลาสของแอนติบอดีปฐมภูมิ โดยปกติแอนติบอดีปฐม-
ภูมิแบบโมโนโคลนอลแอนติบอดีและโพลีโคลนอลแอนติบอดีเป็นส่วนสำคัญของอิมมูโนโกลบูลินแบบจี 
(IgG-like immunoglobulin) เช่น ถ้าแอนติบอดีปฐมภูมิเป็นแบบ IgG ของแกะ ดังนั ้นแอนติบอดี-   
ทุต ิยภ ูม ิต ้องเป ็นแอนติบอด ีชน ิด IgG ต่อต ้านแกะ (Anti-Sheep (IgG) secondary antibodies) 
 2.7.3  แหล่งที่มาของแอนติบอดีทุติยภูมิ     
         โดยปกติหลักการเลือกแหล่งที่มาของแอนติบอดีทุติยภูมิจะไม่มีความสัมพันธ์กัน
ระหว่างสายพันธุ์ นั่นคือ หากแอนติบอดีทุติยภูมิที่ได้จากกระต่ายและแอนติบอดีทุติยภมูิที่ได้จากแพะจะ
ไม่แตกต่างกันมากสำหรับใช้ในการทดลอง แต่ถ้าหากแอนติบอดีปฐมภูมิมีแหล่งที่มาจากแกะและ
แอนติบอดีปฐมภูมิที่มาจากเมาส์ ดังนั้นแอนติบอดีทุติยภูมิไม่ควรตรงกับแหล่งที่มาของแอนติบอดี-   
ปฐมภูมิ นั่นคือ แอนติบอดีทุติยภูมิห้ามมีแหล่งที่มาจากแกะหรือเมาส์ 
 

2.8 ประเภทของแอนติบอดี       

 แอนติบอดีเป็นโปรตีนทรงกลมชนิดหนึ ่งที ่ผลิตจากเซลล์พลาสมา บี (Plasma B cells)                         

เพื่อจับกับแอนติเจนที่จำเพาะเจาะจงต่อแอนติบอดี  ตำแหน่งของแอนติเจนที่จับกับแอนติบอดี เรียกว่า       

เอพิโทป (Epitopes)  แอนติบอดีที ่จ ับกับเอพิโทปของแอนติเจน เรียกว่า พาราโทป (Paratope)                            

ซึ่งแอนติบอดีจะแบ่งได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody)                 

และโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody)  เป็นแอนติบอดีที่สามารถใช้ในการรักษาโรค

รวมถึงใช้ในงานวิจัย  ทั้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีและโพลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับแอนติเจน

ชนิดเดียวกันได้  ซึ่งความแตกต่างระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีและโพลิโคลนอลแอนติบอดี คือ     

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจะผลิตจากเซลล์พลาสมา บี ชนิดเดียวกันและสามารถจับกับเอพิโทปของ

แอนติเจนที่จำเพาะเจาะจงได้  ในขณะที่โพลิโคลนอลแอนติบอดีจะผลิตจากเซลล์พลาสมา บี ที่แตกต่าง

กันและสามารถจับกับเอพิโทปที่แตกต่างกันของแอนติเจนเดียวกันได้ 
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 2.8.1 โมโนโคลนอลแอนติบอดี      

         โมโนโคลนอลแอนติบอดีจะมีลักษณะเป็นเนื้อเดียวกัน (Homogeneous) ที่ผลิตจาก

เซลล์พลาสมา บี ชนิดเดียวกัน โดยขั้นแรก ฉีดเอพิโทปของแอนติเจนที่ต้องการเข้าไปในสัตว์ชนิดใดชนิด

หนึ่งเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี กระบวนการนี้เรียกว่าการสร้างภูมิคุ ้มกัน (Immunization)  

จากนั้นสัตว์จะผลิตแอนติบอดีต่อเอพิโทปของแอนติเจนภายในร่างกายและเก็บเซลล์พลาสมา บ ี        

ที่รวมกันจากตำแหน่งเฉพาะ ซึ่งเซลล์เหล่านี้จะรวมกัน เรียกว่า เซลล์มัยอิโลม่า (Myeloma cells) 

จากนั้นนำเซลล์ที่ได้มาเลี้ยงใน HAT medium เพื่อให้เกิดเซลล์ไฮบริโดมา (Hybridoma cells) จะได้

เซลล์โมโนโคลนอล พลาสมา บี ไฮบริโดมาที่ใหญ่ขึ้นและเก็บโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้จากภาชนะที่

เพาะเลี้ยงเซลล์ แสดงดังภาพที่ 2.9 

 

ภาพที่ 2.9  กระบวนการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี [38] 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถรับรู ้และเชื ่อมโยงกับเอพิโทปที ่จำเพาะเจาะจงของ

แอนติเจนได้  โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถนำไปใช้เพื่อระบุโรคที่เกิดขึ้น  ดังนั้นโมโนโคลนอล

แอนติบอดีส่วนใหญ่จึงนิยมใช้เพื่อรักษาโรค 
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 2.8.2 โพลีโคลนอลแอนติบอดี      

         โพล ี โคลนอลแอนต ิบอด ี เป ็ นการผสมก ันของ โม เลก ุ ลอ ิ มม ู โน โกลบ ู ล ิ น 

(Immunogolbulin) โดยแอนติบอดีแต่ละตัวสามารถรับรู้เอพิโทปที่ต่างกันของแอนติเจนได้  เนื่องจาก

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจะผลิตจากเซลล์พลาสมา บี ที่ต่างชนิดกันหลายเซลล์  โดยกระบวนการ

สร้างภูมิคุ ้มกันจะเป็นขั ้นตอนแรกของการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีเช่นเดียวกับโมโนโคลนอล

แอนติบอดี  ซึ่งสัตว์สามารถสร้างภูมิคุ้มกันได้โดยใช้แอนติเจนที่จำเพาะเจาะจงซึ่งอาจมีได้หลายเอพิโทป  

และโพลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถเก็บได้จากซีรั่มของสัตว์ได้โดยตรง  แสดงดังภาพที่ 2.10 

 

ภาพที่ 2.10  กระบวนการสร้างโพลีโคลนอลแอนติบอดี [38] 

 โพลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถเชื่อมกับเอพิโทปได้หลายตำแหน่งของแอนติเจนเดียวกัน           

โดยข้อดีนี้จึงสามารถเพิ่มความจุของการตรวจสอบของแอนติเจนที่จำเพาะเจาะจงได้อย่างยิ่ง 
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ตางรางที่ 2.2 ความแตกต่างระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีและโพลิโคลนอลแอนติบอดี 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี โพลิโคลนอลแอนติบอดี 
1.  โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีม ีล ักษณะเป ็น       
เนื้อเดียวกัน 

1.  โพล ีโคลนอลแอนต ิบอด ีม ีส ่วนผสมของ
โมเลกุลอิมมูโนโกลบูลินที่ได้จากแอนติเจน   
ที่จำเพาะเจาะจง ซึ่งมีลักษณะต่างกัน 

2.  โมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกผลิตโดยเซลล์
พลาสมา บี ชนิดเดียวกัน 

2.  โพล ี โคลนอลแอนต ิบอด ีผล ิตโดยเซลล ์
พลาสมา บี ที่แตกต่างกัน 

3.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต้องผลิต
เซลล์ไฮบริโดมา 

3.  การผลิตแอนติบอดีโพลีโคลนอลไม่จำเป็นต้อง
ใช้เซลล์ไฮบริโดมา แต่สามารถเก็บได้โดยตรง
จากซีรั่ม 

4.  โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีม ีปฏ ิก ิร ิยาก ับ       
เอพิโทปที่จำเพาะเจาะจงในแอนติเจน 

4.  โพลีโคลนอลแอนติบอดีมีปฏิกิริยากับเอพิโทป
ที่แตกต่างกันในแอนติเจนเดียวกัน 

5.  โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีราคาสูงสำหรับ 
การผลิต 

5.  โพลีโคลนอลแอนติบอดีมีราคาถูกสำหรับ   
การผลิต 

6.  ผู้ผลิตต้องมีทักษะในการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

6.  ผู้ผลิตไม่จำเป็นต้องมีทักษะมากในการผลิต 
โพลีโคลนอลแอนติบอดี 

7.  ใช ้ เ วลานานในการผล ิต โม โนโคลนอล
แอนติบอดี 

7.  ใช ้ เ วลาน ้ อย ในการผล ิ ต โพล ี โคลนอล
แอนติบอดี 

8.  โ ม โน โคลนอลแอนต ิ บอด ี ม ี ปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า            
การข้ามน้อย (Cross reactivity) 

8.  โพลีโคลนอลแอนติบอดีมีปฏิกิริยาการข้าม   
ที่ค่อนข้างสูง 

9.  โม โนโคลนอลแอนต ิบอด ีถ ู ก ใช ้ ในการ        
รักษาโรค 

9.  โพลีโคลนอลแอนติบอดีถูกใช้ในงานวิจัยทั่วไป 

10. มีความจำเพาะเจาะจงและความสามารถใน
การทำซ้ำสูง ซึ่งเป็นข้อได้เปรียบของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 

10. มีความทนทานต่อการเปลี ่ยนแปลงของ
สภาวะซ ึ ่ ง เป ็ นข ้ อด ี ของ โพล ี โคลนอล
แอนติบอดี 

 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีและโพลีโคลนอลแอนติบอดีเป็นแอนติบอดีสองประเภทที่ใช้เพื่อ

จุดประสงค์ที ่แตกต่างกัน  โมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกผลิตจากเซลล์พลาสมา บี  ซึ่งโพลีโคลนอล

แอนติบอดีถูกผลิตโดยเซลล์พลาสมา บี ที่แตกต่างกัน  โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับเอพิโทป 

เดียวกันในแอนติเจนในขณะที ่โพลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับเอพิโทปที ่แตกต่างกันของ

แอนติเจนเดียวกัน   
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2.9 การอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J 

 2.9.1.  การเปิดไฟล์รูปภาพที่ต้องการวัดค่าความเข้มสี             

          2.9.1.1 เป ิด โปรแกรม  Image J  จะแสดงหน ้าต ่ างของโปรแกรม  Image J 

ประกอบด้วยเมนูคำสั่งและไอคอนแสดงสัญลักษณ์ของเครื่องมือ 

 

ภาพที่ 2.11  หน้าต่างของโปรแกรม Image J 

          2.9.1.2 เปิดไฟล์รูปภาพที ่ต้องการตรวจวัดค่าความเข้มสี  โดยคลิกที ่เมนูคำสั ่ง     

เลือกที่เมนู File > Open  และเลือกไฟล์รูปภาพที่ต้องการตรวจวัดค่าความเข้มสี 

 

ภาพที่ 2.12  การเปิดไฟล์รูปภาพที่ต้องการตรวจวัดค่าความเข้มสี 
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 2.9.2.  การตรวจวัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J      

          2.9.2.1  เลือกไอคอนรูปสี่เหลี่ยม (Rectangle) ตรงแถบเมนูของหน้าต่างโปรแกรม  

จากนั้นสร้างรูปสี่เหลี่ยมบนรูปภาพที่ต้องการตรวจวัดค่าความเข้มสี  

 

ภาพที่ 2.13  การสร้างรูปสี่เหลี่ยมสำหรับตรวจวัดค่าความเข้มสี 

          2.9.2.2  กำหนดขนาดของรูปสี่เหลี่ยม  โดยคลิกที่เมนูคำสั่ง  Edit > Selection > 

Specific  จากนั้นกำหนดขนาดของรูปสี่เหลี่ยมให้มีขนาด 40x10 เพื่อให้มีขนาดพอดีกับเส้นทดสอบและ

เส้นควบคุมและเพื่อลดความคลาดเคลื่อนในการอ่านค่าความเข้มสี 

 

ภาพที่ 2.14  การกำหนดขนาดของรูปสี่เหลี่ยมสำหรับการอ่านค่าความเข้มสี 

 



 

 

32 

          2.9.2.3  ตรวจว ัดค ่าความเข ้มส ีโดยคลิกท ี ่ เมน ูคำส ั ่ง  Analyze > Histogram          

จะแสดงหน้าต่างของ  Histogram ขึ้นมา  จากนั้นคลิกที่ Live และเลือกการอ่านค่าความเข้มสีแบบ

เฉลี ่ย (R+G+B)  โดยสามารถอ่านค่าความเข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมได้จากค่า Mean       

และนำค่าความเข้มสีที่ได้ไปหาอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม 

 

ภาพที่ 2.15  การอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J 
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บทที่ 3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

 

3.1  สารเคมี 
 3.1.1  แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีน (Anti-Leucomalachite green antibody,      

              Polyclonal, ab31127, Abcam, UK)  
 3.1.2  แอนติบอดีทุติยภูมิ (Rabbit anti-sheep, Abcam, UK) 
 3.1.3  ลูโคมาลาไคธ์ กรีน (Leucomalachite green, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.4  โกลด์ (III) คลอไรด์ ไตรไฮเดรต (Gold(III) chloride trihydrate, Sigma-Aldrich, 
          USA) 
 3.1.5  โซเดียมซิเตรต (Sodium citrate, Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.6  โซเดียมโบโรไฮไดรด์  (Sodium borohydride, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.7  โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.8  โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.9  โบวนิซีรั่มอัลบูมิน (Bovine Serum albumin, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.10  โซเดียมไดไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Sodium di-hydrogen orthophosphase,               
           Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.11  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen orthophosphase,  
                          Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.12  1-เอทิล-3-(3-ไดเมทิลอะมิโนโพรพิล)คาร์โบดิไมด์  (1-Ethyl-3-(3-          
           dimethlyaminopropyl)carbodiimide, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.13  โซเดียมเอไซด์ (Sodium azide, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.14  4-ฟอร์มิลเบนโซอิค แอซิด (4-formylbenzoic acid, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.15  N,N-ไดเมทิลอะนิลีน (N,N-dimethylaniline, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.16  ไบโอติน 3-ซัลโฟ-เอ็น-ไฮดรอกซิซักซินิไมด์ เอสเทอร์ โซเดียม ซอลต์ (Biotin 3-    

             sulfo-N-hydroxysuccinimide ester sodium salt, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.17  สเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส (Streptavidin-peroxidase, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.18  ซูโครส (Sucrose, Sigma-Aldrich, USA) 
 3.1.19  แอนไฮดรัส ซิงค์ คลอไรด์ (Anhydrous zinc chloride, Ajax Finechem,    
           Australia) 
 3.1.20  โซเดียม ไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.21  ไฮโดรเจน เปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide, Ajax Finechem, Australia) 
 3.1.22  เอทานอลบริสุทธิ์ (Absolute ethanol, QreC, New Zealand) 
 3.1.23  ได-เมทิล ซัลฟอกไซด์ (Di-methyl sulfoxide, RCI Labscan, Thailand) 
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 3.1.24  กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid, RCI Labscan, Thailand) 
 3.1.25  อะซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile, RCI Labscan, Thailand) 
 3.1.26  เมทานอล (Methanol, RCI Labscan, Thailand) 
 3.1.27  มาลาไคธ์ กรีน (Malachite green, Union chemical, Thailand) 
 3.1.28  บริลเลี่ยน กรีน (Brilliant green, Himedia Laboratories, India) 
 3.1.29  คริสตัล ไวโอเลต (Crystal violet, Applichem, Germany) 
 3.1.30  เมมเบรนไดอะไลซิส (Seamless cellulose tubing, size 20/32, lot: 009001, 
           Viskase sales corp) 
 3.1.31  3,3’,5,5’ เตตระเมทิลเบนซิดีน (3,3’,5,5’ Tetramethylbenzidine, Sigma-    
           Aldrich, USA) 
 3.1.32  โพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทน โมโนเลท (Polyoxyethylenesorbitan monoleate, 
           Sigma-Aldrich, USA) 
 

3.2  เครื่องมือและอุปกรณ์ 
 3.2.1  แผ่นตัวอย่าง (Sample pad, Millipore CO48, USA) 
 3.2.2  แผ่นคอนจูเกต (Conjugate pad, Whatman, UK) 
 3.2.3  แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose, UniSart CN 95, USA) 
 3.2.4  แผ่นดูดซับ (Absorbance pad, Millipore CO48, USA) 
 3.2.5  แผ่นพลาสติกรองรับ (Backing card, Lohmann, USA)  
 3.2.6  เครื่องเขย่ารุ่น VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, USA) 
 3.2.7  ไมโครปิเปต ขนาด 10  100  และ 1,000 ไมโครลิตร (BRAND, Germany) 
 3.2.8  เครื่องกวนแม่เหล็ก  Magnetic Bar ขนาด 10 เซนติเมตร (IKA RH  basic 1,  
          Germany) 
 3.2.9  เครื่องมือวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น Model UB-10  
           (DENVER INSTRUMENT, USA) 
 3.2.10  เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยมสี่ตำแหน่ง รุ่น AZ Series (SARTORIUS, USA) 
 3.2.11  เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-visible spectrophotometer)   
           รุ่น UV-1601 (SHIMATSU, Japan) 
 3.2.12  ตู้บ่ม รุ่น Loading Model 30-750 (Memmert, Germany) 
 3.2.13  เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) รุ่น 30106889 (Jouan, UK) 
 3.2.14  กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission Electron Microscope)                   
           รุ่น TECHNAI 20  (Phillips, USA) 
 3.2.15  ไมโครเพลท (Microplate, TPP tissue culture plates, Switzerland) 
 3.2.16  เคร ื ่องฮอโมจ ีไนเซอร ์ (Homogenizer) ร ุ ่น T25 digital ultra-turrax (IKA RH  
            basic 1, Germany) 
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3.2.17  เครื่องสแกน (Scanner)  รุ่น Canoscan LIDE 120 (Cannon, Vietnam) 
3.2.18  เครื่องฟลูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Fourier Transform  
            Infrared Spectrophotometer) รุ่น iD7 ATR NICOLET iS5 (Thermo scientific,     
            Massachusetts, USA) 

 

3.3  วิธีการทดลอง 
 3.3.1  การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง   
          นำเคร ื ่องแก้วท ี ่ใช ้ไปทำความสะอาดโดยแช่ในกรดไนตริก ความเข ้มข ้น 10      
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เป็นเวลา 12 ชั่วโมง  ล้างด้วยน้ำกลั่นแล้วนำไปอบจนแห้ง  จากนั้นชั่งโซเดียม- 
ซิเตรต  5.80 มิลลิกรัม  นำไปละลายด้วยน้ำปราศจากไอออน ปริมาตร 500 มิลลิลิตร  ปั่นอย่างต่อเนื่อง
ด้วยเครื่องกวนแม่เหล็ก ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที  จากนั้นเติมโกลด์ (III) คลอไรด์ไตรไฮเดรต 
ความเข้มข้น 0.30 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และโซเดียมโบโรไฮไดรด์ ความเข้มข้น 125 
มิลล ิโมลาร ์ ปริมาตร 1 มิลล ิล ิตร ปั ่นต ่อเน ื ่องด ้วยเคร ื ่องกวนแม่เหล็ก เป ็นเวลา 12 ชั ่วโมง                      
นำสารละลายที ่ได้ไปตรวจวัดหาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดโดยใช้ช่วงความยาวคลื ่นที ่ 400 - 650           
นาโนเมตร และตรวจวัดสมบัติทางกายภาพด้วยเครื่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน [39] 
 
 3.3.2  ศ ึกษาปร ิมาตรท ี ่ เหมาะสมของแอนต ิบอด ีล ูโคมาลาไคธ ์ กร ีนสำหร ับเช ื ่อม                 
อนุภาคนาโนทอง 
          ศึกษาปริมาตรต่ำสุดของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนสำหรับเชื ่อมกับอนุภาค-             
นาโนทอง โดยใช้แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 6 7 
8 9 และ 10 ไมโครลิตร หยดลงในสารละลายอนุภาคนาโนทอง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร พีเอช 8.50 
(ปรับพีเอชด้วยสารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียมคาร์บอเนต) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
เติมโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ
เขย่าเป็นเวลา 1 นาที โดยเกณฑ์การพิจารณาเลือกปริมาตรต่ำสุดของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ไม่
ทำใหส้ีของอนุภาคนาโนทองเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีม่วง [40] 
 
 3.3.3  การเชื่อมแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับอนุภาคนาโนทอง 
          นำอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ได้จากการทดลอง 3.3.1 มาปรับพีเอช ด้วย 0.1    
โมลาร์ โซเดียมคาร์บอเนต ให้มีพีเอชเท่ากับ 8.50 จากนั้นเติมแอนติบอดีลูโคมาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรที่ได้จากการทดลอง 3.3.2 ลงในอนุภาคนาโนทองปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องกวนแม่เหล็ก เป็นเวลา 30 นาที  เติม 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อ
มิลลิลิตร โบวินซีรั่มอัลบูมิน ใน 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องกวน
แม่เหล็กเป็นเวลา 30 นาที  นำไปปั่นตกตะกอนที่ 9,000 รอบต่อนาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
เป็นเวลา 15 นาที แยกเฉพาะส่วนของตะกอนมาละลายด้วย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 
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ที่มีโบวินซีรั่มอัลบูมินและซูโครส ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรและ 0.05 เปอร์เซ็นต์
โดยน้ำหนักต่อปริมาตรของโซเดียมเอไซด์ ให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 5 มิลลิลิตร [40] 
 
 3.3.4  การสังเคราะห์คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
          วิธีการสังเคราะห์คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน อ้างอิงจาก Yang และคณะ [21]   
โดยใช้ 4-ฟอร์มิลเบนโซอิค แอซิด ปริมาณ 450 มิลลิกรัม N,N-ไดเมทิลอะนิลีน ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร
และซิงค์คลอไรด์ ปริมาณ 1.2 กรัมที่ละลายในเอทานอลบริสุทธิ์ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ผสมลงใน             
ขวดรีฟรักซ์แล้วนำไปกวนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
จากนั้นนำสารละลายที่ได้ไปทำให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติมเมทานอล ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ปรับพีเอช
ของสารละลายให้เท่ากับ 5.00 ด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด ์จะมีตะกอนสีเขียวเกิดขึ้น นำตะกอน
ที ่ได้ไปกรองและล้างด้วยน้ำกลั ่น จากนั ้นนำตะกอนไปอบที ่อุณหภูมิ 80 องศาเซลซียสเป็นเวลา          
24 ชั่วโมง จะได้คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน และตรวจสอบหมู่ฟังก์ชั่นด้วยเทคนิคฟลูเรียร์ทรานส์-
ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตสโคปี 

 

 3.3.5  การเชื่อมคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับโบวินซีรั่มอัลบูมิน 
           ขั้นแรกชั่งคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 20 มิลลิกรัม โบวินซีรั่มอัลบูมิน 8 มิลลิกรัม 

และ 1-เอทิล-3-(-3-ไดเมทิลอะมิโนโพรพิล) คาร์โบดิไมด์ 240 มิลลิกรัม ละลายใน 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ พีเอช 5.00 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ปั่นอย่างต่อเนื่องด้วยเครื่องกวนแม่เหล็กที่อุณหภูมิห้อง    
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นปิเปตสารละลายผสมที่ได้ใส่ในถุงไดอะไลซีส และนำไปไดอะไลซีส 
(Dialysis) ด้วยสารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  พีเอช 5.00 ปั่นอย่างต่อเนื่องด้วยเครื่องกวน
แม่เหล็ก ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน เก็บสารละลายที่ได้จากการไดอะไลซีสไว้ที ่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนำไปทดสอบการเชื่อมติดของคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับ       
โบวินซีรั่มอัลบูมิน โดยใช้เทคนิคเอนไซม์-ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ แอสเสย์ [9] 

          ขั้นที่ 1 ปิเปตสารคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน ความเข้มข้น 
0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตรและสารละลายคาร์บอเนตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 
โมลาร์ พีเอช 9.60 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในไมโครเพลท บ่มไว้ที ่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส        
เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.40 
ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรของโบวินซีรั่มอัลบูมิน จำนวน 5 ครั้ง 
        ขั้นที่ 2 นำสารละลายมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ต้องการวิเคราะห์ ปริมาตร 30 
ไมโครลิตรผสมกับแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ติดฉลากด้วยไบโอติน ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตรลงในไมโครเซนติฟิวจ์ทิวบ์ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    
เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.40    
ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรของโบวินซีรั่มอัลบูมิน จำนวน 5 ครั้ง 
        ขั้นที่ 3 เติมสารละลายสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส ความเข้มข้น 0.002 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 40 นาที จากนั้นล้างไมโครเพลทด้วย



 
 

37 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.40 ที่มี 0.05 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อ
ปริมาตรของโพลีออกซีเอทิลลีนซอบิแทนโมโนเลท จำนวน 5 ครั้ง 
        ขั้นที่ 4 ปิเปต 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนและสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตรอย่างละ 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลท บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที จะได้สารละลายสีฟ้า จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริก ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรเพื ่อหยุดการเกิดปฏิกิร ิยา จะได้สารละลายสีเหลือง นำสารละลายที ่ได้ไปวัดค่าการ        
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 
 3.3.6  สร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
         3.3.6.1  การเตรียมแผ่นคอนจูเกต   
        ตัดแผ่นคอนจูเกตขนาด 4x10 มิลลิเมตร นำไปบล็อกด้วยสารละลาย 0.1    
โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.20 ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร โบวินซีรั่มอัลบูมินและ
ซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรและนำไปซับให้แห้ง จากนั้นเติมสารละลาย
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทอง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  หยดลงบนแผ่น         
คอนจูเกต  นำไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที  แสดงดังภาพที่ 3.1 
 

 
 
ภาพที่ 3.1  ขั้นตอนการสร้างแผ่นคอนจูเกต 
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         3.3.6.2  การเตรียมเส้นทดสอบ 
          ตัดแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนขนาด 4x25 มิลลิเมตร  ใช้ด ินสอทำ
เครื่องหมายด้านบนแผ่น  และเครื่องหมายตำแหน่งเส้นทดสอบ ที่อยู่ห่างจากริมบนของแผ่นไนโตร-
เซลลูโลสเมมเบรน  เติมสารละลายคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนที ่เชื ่อมกับโบวีนซีร ั ่มอัลบูมิน        
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใช้ไม้บรรทัดวางให้เป็นแนวเส้นตรง  
จากนั้นใช้ปิเปตที่มีคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั ่มอัลบูมิน ลากเส้นจากด้านซ้ายไป
ทางขวา เพื่อสร้างเป็นเส้นทดสอบ แสดงดังภาพที่ 3.2 

 
 
ภาพที่ 3.2  ขั้นตอนการสร้างเส้นทดสอบ 
 
         3.3.6.3  การเตรียมเส้นควบคุม 
        นำแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่ลากเส้นทดสอบจากการทดลอง 3.3.6.2   
มาสร้างเส้นควบคุมให้อยู่ถัดมาจากเส้นทดสอบ 0.5 เซนติเมตร ใช้ปิเปตดูดสารละลายแอนติบอดี-     
ทุติยภูม ิความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร วางไม้บรรทัดให้เป็นแนวเส้นตรง 
แล้วลากเส ้นจากด้านซ้ายไปทางขวา เพ ื ่อสร ้างเป ็นเส ้นควบคุม นำไปอบแห้งท ี ่อ ุณหภูม ิ 37                 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปบล็อกด้วยสารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์      
พีเอช 7.20 ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร โบวินซีรั ่มอัลบูมินและซูโครส ความเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร และนำไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
แสดงดังภาพที่ 3.3 
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ภาพที่ 3.3  ขั้นตอนการสร้างเส้นควบคุม 
 
         3.3.6.4  การประกอบอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
        สร ้างอ ิมม ู โนโครมาโตกราฟ ิก  สตร ิป  เทส  ขนาด  4x60 ม ิลล ิ เมตร  
ประกอบด้วยแผ่นตัวอย่าง ขนาด 4x18 มิลลิเมตร  แผ่นคอนจูเกต ขนาด  4x10 มิลลิเมตร แผ่นไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน ขนาด 4x25 มิลลิเมตร  และแผ่นดูดซับ ขนาด 4x18 มิลลิเมตร ขั ้นแรกตัด          
แผ่นพลาสติกรองรับให้มีขนาด 4x60 มิลลิเมตร  จากนั้นนำแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่ได้จากการ
ทดลอง 3.3.6.3  แผ่นคอนจูเกตที่ได้จากการทดลอง 3.3.6.1 แผ่นตัวอย่างและแผ่นดูดซับ  มาติดลงบน
แผ่นพลาสติกรองรับ ตามลำดับ จะได้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส เพื่อตรวจหาลูโคมาลาไคธ์- 
กรีน แสดงดังภาพที่ 3.4 
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ภาพที่ 3.4  ส่วนประกอบของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 
         3.3.6.5  การแปรผลของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับการวิเคราะห์หา     
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
        เมื่อหยดตัวอย่างที่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีนบนแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโต-
กราฟิก ตริป เทส  ลูโคมาลาไคธ์ กรีนจะเคลื่อนที่ไปจับกับแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่เชื่อมอนุภาค
นาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต  แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่เชื่อมอนุภาคนาโนทองจึงไม่สามารถจับ
กับลูโคมาลาไคธ์ กรีนตรงเส้นทดสอบได้  ทำให้เส้นทดสอบไม่มีสีหรือมีสีแดงจางลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
เส้นควบคุม แต่ในกรณีหยดตัวอย่างที่ไม่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีนบนแผ่นตัวอย่าง  แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ-์ 
กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองจะเคลื่อนที่ไปจับกับลูโคมาลาไคธ์ กรีนตรงเส้นทดสอบ  ทำให้เส้นทดสอบมี 
สีแดง  จากนั้นตรวจวัดความเข้มสีบนเส้นทดสอบและเส้นควบคุมโดยใช้โปรแกรมอ่านค่าความเข้มสี 
(Image J)  สำหรับการแปรผลการทดลองจะคำนวณจากอัตราส่วนของความเข้มสีของเส้นทดสอบ (It) 
ต่อความเข้มสีของเส้นควบคุม (Ic)  [23]     
 

 
 

ภาพที่ 3.5 การแปรผลของอิมมูโนโครมาโกราฟิก สตริป เทส 
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 3.3.7  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          3.3.7.1  ศึกษาความเข ้มข ้นของแอนติบอดีท ุต ิยภ ูม ิท ี ่ เหมาะสมสำหรับสร ้าง                
เส้นควบคุม 
         ศึกษาความเข้มข้นของแอนติบอดีทุต ิยภูมิสำหรับสร้างเส้นควบคุมที ่          
ความเข้มข้น 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิล ิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยสร้าง                 
เส้นทดสอบโดยใช้คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร นำไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปบล็อกด้วย
สารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.20 ที ่ม ี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร                
โบวินซีรั่มอัลบูมินและซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร และนำไปอบให้แห้งที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นประกอบเป็นอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  
ขั้นต่อไปหยดสารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 5.00  ปริมาตร 140 ไมโครลิตร ลงบน
แผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  เปรียบเทียบอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้น
ทดสอบและเส้นควบคุม เกณฑ์ในการพิจารณาเลือกการทดลองที่ให้ค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบ
เท่ากับเส้นควบคุม 
 
          3.3.7.2  ศ ึกษาความเข ้มข ้นท ี ่ เหมาะสมของแอนต ิบอด ีล ู โคมาลาไคธ ์ กร ีน            
เชื่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต 
                      ศึกษาความเข ้มข ้นของแอนติบอดีล ูโคมาลาไคธ ์ กรีนเช ื ่อมอนุภาค                 
นาโนทองที่ความเข้มข้น 0.0020 0.0025 0.0030 0.0050 และ 0.1000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยนำ
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรที่ได้จากการทดลอง 3.3.2  
ลงในอนุภาคนาโนทอง พีเอช 8.50 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื ่องกวนแม่เหล็ก        
เป็นเวลา 30 นาที  เติม 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อมิลลิลิตร โบวินซีรั ่มอัลบูมิน ใน 0.1 โมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40   ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องกวนแม่เหล็ก 30 นาที  นำไปปั่นตกตะกอนที่ 
9,000 รอบต่อนาที  ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  แยกเฉพาะส่วนของตะกอนมา
ละลายด้วย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.40 ที่มีโบวินซีรั่มอัลบูมินและซูโครส ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรและ 0.05 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรของโซเดียมเอไซด์ 
ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 5 มิลลิลิตร ในขั้นนี้จะได้แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทอง 
ความเข้มข้น 0.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทำการศึกษาหาความเข้มข้นของแอนติบอดีของ             
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองโดยนำไปหยดลงบนแผ่นคอนจูเกต  จากนั้นเตรียมเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุมประกอบเป็นอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  ขั้นต่อไปหยดสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ พีเอช 5.00 ปริมาตร 140 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป- 
เทส เปรียบเทียบอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม เกณฑ์ในการพิจารณา
เลือกการทดลองที่ให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมมากที่สุด 
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          3.3.7.3  ศึกษาปริมาตรที่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาค  
นาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต 
         ศึกษาหาปริมาตรที่เหมาะสมของแอนติบอดีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน ที่เชื่อม
กับอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต  โดยใช้ความเข้มข้นของแอนติบอดีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน         
ที่เชื่อมอนุภาคนาโนทองที่ได้จากการทดลอง 3.3.7.2 ปริมาตร 5 10 15 20 และ 25 ไมโครลิตร หยดลง
บนแผ่นคอนจูเกต  จากนั้นเตรียมเส้นทดสอบและเส้นควบคุมประกอบเป็นอิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทส  ขัน้ตอ่ไปหยดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 5.00 ปริมาตร 140 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น
ตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  เปรียบเทียบอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้น
ทดสอบและเส้นควบคุม เกณฑ์ในการพิจารณาเลือกการทดลองที่ให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้น
ทดสอบและเส้นควบคุมมากที่สุด 
 
          3.3.7.4  ศึกษาปริมาตรของสารตัวอย่างที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทส 
         ศึกษาหาปริมาตรที่เหมาะสมของสารตัวอย่างโดยใช้สารละลายฟอสเฟต-
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.00 ปริมาตร 100 110 120 130 140 150 และ 160 
ไมโครลิตร ขั้นแรกสร้างเส้นทดสอบโดยใช้คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมโบวีนซีรั ่มอัลบูมิน       
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  สร้างเส้นควบคุมโดยใช้แอนติบอดีทุติยภูมิ                
ความเข้มข้นจากการทดลอง 3.3.7.1 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นประกอบเป็นอิมมูโนโครมาโต-
กราฟิก สตริป เทส  ขั้นต่อไปหยดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.00    
ที่ปริมาตรต่างๆ ลงบนแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส เปรียบเทียบอัตราส่วน                        
ค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม เกณฑ์ในการพิจารณาเลือกการทดลองที่ให้อัตราส่วน
ค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมมากที่สุด  
 
          3.3.7.5  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
         ศึกษาเวลาที่เหมาะสมโดยสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ขั้นแรก
สร้างเส้นทดสอบโดยใช้คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่เชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน  ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  สร้างเส้นควบคุมโดยใช้แอนติบอดีทุติยภูมิ ความเข้มข้นจากการ
ทดลอง 3.3.7.1 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั ้นประกอบเป็นอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส      
หยดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.00 ปริมาตรที่ได้จากการทดลอง 
3.3.7.4 ลงบนแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  จากนั้นวางที่ไว้ให้เกิดปฏิกิริยาที่
เวลาต่างๆ ได้แก่ เวลาที่ 1 3 5 7 และ 9 นาที เปรียบเทียบอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุม เกณฑ์ในการพิจารณาเลือกการทดลองที่ให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุมมากที่สุด  
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 3.3.8  ศึกษาประสิทธิภาพของอิมมูโนโครมาโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
         3.3.8.1  หาความเที่ยงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
        1)  ศึกษาการทำซ้ำของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  
                                     ศึกษาการทำซ้ำของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  ทำการทดลอง
ตามข้อ 3.3.6  สำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อลิตร ในสภาวะที่
เหมาะสม  ภายใต้การทดลองเดียวกัน จำนวน 7 ซ้ำ นำอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและ
เส้นควบคุมไปคำนวณหาส่วนเบี ่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Standard Deviation; SD)  เกณฑ์การ
ยอมรับค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  อยู่ในช่วงไม่เกิน 30 เปอร์เซ็นต์  [41] 
                                 2)  ศึกษาการทวนซ้ำของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
                          ศึกษาการทวนซ้ำของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ทำการทดลอง
ตามข้อ 3.3.6  สำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อลิตร ในสภาวะที่
เหมาะสม  โดยใช้วันในการทำการทดลองที่ต่างกัน จำนวน 7 วัน นำอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้น
ทดสอบและเส้นควบคุมไปคำนวณหาส่วนเบี ่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  เกณฑ์การยอมรับค่าส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์อยู่ในช่วงไม่เกิน 30 เปอร์เซ็นต์  [41] 
 
         3.3.8.2  หาความถูกต้องของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 

                      ศึกษาหาความถูกต้องของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส โดยการเติม
สารละลายมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ความเข้มข้น 1.3 1.5 และ 1.7 ไมโครกรัมต่อลิตร ลงใน
ตัวอย่างที่ทราบความเข้มข้น  ทำการทดลองตามข้อ 3.3.6  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม นำอัตราส่วน        
ค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมที ่ได้ มาคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน           
โดยเกณฑ์การยอมรับเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน อยู่ในช่วง 40-120 %  [41] 
  

%Recovery =            x 100  
 

 
         โดย  Csp คือ ความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (Spike sample), 
                 Cs   คือ ความเข้มข้นของตัวอย่างที่ไม่ได้เติมสารมาตรฐาน (Unspike sample)   

       Ca   คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่เติมในตัวอย่าง   
 

         3.3.8.3  หาความเป็นเส้นตรงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
         ศึกษาความเป็นเส้นตรงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  ทำการ
ทดลองตามข้อ 3.3.6 ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน ที่ความเข้มข้น 0.1 0.5 0.7 
0.9 1.0 1.3 1.5 1.7 1.9 2.0 2.3 และ 3.0 ไมโครกรัมต่อลิตร นำค่าความเข้มสีที ่ได้ไปหาอัตราส่วน            
ค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมและนำข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน กับอัตราส่วนค่าความเข้มสีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน           

!
"Csp -Cs#

Ca
$ 
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โดยเกณฑ์การพิจารณา  คือ ความเข้มข้นที ่อยู ่ในช่วงความเป็นเส้นตรงจะต้องมีค่าสัมประสิทธิ ์-
สหสัมพันธ์ (correlation coefficient) มากกว่า 0.995  [42] 
 
         3.3.8.4  หาความไววิเคราะห์ของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
        ศึกษาความไววิเคราะห์โดยตรวจวัดสารละลายมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีน  
ที่ความเข้มข้น 0.7 1.3 1.5 1.7 และ 2.0 ไมโครกรัมต่อลิตร ทำการทดลองตามข้อ 3.3.6  ภายใต้สภาวะ
ที่เหมาะสม นำค่าความเข้มสีที่ได้ไปหาอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมและ
นำข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน กับอัตราส่วน
ค่าความเข้มสีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน โดยความเข้มข้นที ่อยู ่ในช่วงความเป็นเส้นตรงจะต้องมีค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.995  จากนั้นหาค่าความไววิเคราะห์ได้จากสมการเส้นตรง 
 
         3.3.8.5  ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบ 
        ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบ โดยนำสารละลายแบลงค์มาตรวจวัดโดย
ใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส จำนวน 7 ครั้ง จากนั้นหาอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้น
ทดสอบและเส้นควบคุม นำข้อมูลที่ได้มาคำนวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์และคำนวณหาค่า
ขีดจำกัดในการตรวจพบโดยใช้สูตร LOD = 3SD [43]  
 
         3.3.8.6  หาขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ 
        ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ โดยนำสารละลายแบลงค์มา
ตรวจวัดโดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส จำนวน 7 ครั้ง จากนั้นหาอัตราส่วนค่าความเข้มสี
ระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม คำนวณหาค่าขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณโดยใช้สูตร      
LOQ = 10SD  จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาคำนวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธโ์ดยเกณฑ์ที่กำหนด 
คือ ความเข้มข้นที่ได้จะต้องมีความเที่ยงและเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนที่ยอมรับได้ [43] 
 
         3.3.8.7  หาความจำเพาะเจาะจงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
        ศึกษาความจำเพาะเจาะจงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส สำหรับ
ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน กับสารกลุ่มไตรฟีนิลมีเทน ได้แก่ มาลาไคธ์ กรีน บริลเลี่ยน กรีน และคริสตัล
ไวโอเลต [10]  ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยทำการทดลองเช่นเดียวกับการวิเคราะห์หา         
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ในข้อ 3.3.6  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม โดยใช้สารที่นำมาทดสอบความจำเพาะ
เจาะจงแทนลูโคมาลาไคธ์ กรีน  และเกณฑ์ในการพิจารณาความจำเพาะเจาะจงคือ เปรียบเทียบ
อัตราส่วนความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมของสารที่นำมาทดสอบซึ่งจะต้องมีค่ามากกว่า
อัตราส่วนความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  
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         3.3.8.8  ศึกษาอายุการใช้งานของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
        ศึกษาอายุการใช้งานของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส โดยทำการ
ทดลองตามข้อ 3.3.6 ภายใต้สภาวะที ่เหมาะสม จากนั ้นนำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส           
ไปเก็บไว้ในถุงซิปแบบฟรอยด์ ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจน และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสก่อน
นำมาทดสอบ [44] 
 
 3.3.9  ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริงโดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          ตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริง เช่น  ปลาและกุ้ง ทำการสกัดลูโคมาลา-
ไคธ์ กรีนในตัวอย่าง อ้างอิงวิธีการสกัดมาจาก Wang และคณะ [45] โดยใช้ตัวอย่างปริมาณ 1 กรัม     
ผสมกับอะซิโตไนไตรล์ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นำไปบดละเอียดด้วยเครื่องเสียงฮอโมจีไนเซอร์ เป็นเวลา 5 
นาที  จากนั ้นนำไปแยกตะกอนด้วยเครื ่องหมุนเหวี ่ยงตกตะกอน ที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาท ี       
เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไว้  และทำการสกัดตัวอย่างอีกครั้ง  โดยเติมอะซิโตไนไตรล์ 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นำไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอน ที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที     
นำสารละลายส่วนใสที่ได้ไปผสมกับสารละลายส่วนใสทีไ่ด้จากการสกัดครั้งแรก  จากนั้นนำไปอบให้แห้ง
ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ชั่วโมงและนำสารสกัดส่วนที่เหลือมาละลายด้วยฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำสารละลายที่ได้ไปตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีน ด้วยอิมมูโนโครมาโต-
กราฟิก สตริป เทส  
          ขั้นที่ 1 เตรียมแผ่นคอนจูเกตขนาด 4x10 มิลลิเมตร นำไปบล็อกด้วยสารละลาย 0.1        
โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.20 ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร โบวินซีรั่มอัลบูมินและ
ซูโครส ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตรและนำไปซับให้แห้ง จากนั้นเติมสารละลาย
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทอง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  หยดลงบนแผ่น         
คอนจูเกต  นำไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที   

            ขั ้นที ่ 2 เตร ียมเส ้นทดสอบโดยตัดแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนขนาด 4x25 
มิลลิเมตร  ใช้ดินสอทำเครื่องหมายตำแหน่งเส้นทดสอบที่อยู่ห่างจากริมบนของแผ่นไนโตรเซลลูโลส-  
เมมเบรน  เติมสารละลายคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่เชื่อมกับโบวีนซีรั่มอัลบูมิน ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ใช้ไม้บรรทัดวางให้เป็นแนวเส้นตรง  จากนั้นใช้ปิเปตที่ม ี            
คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน ลากเส้นจากด้านซ้ายไปทางขวา เพื่อสร้างเป็นเส้น
ทดสอบ  

            ขั้นที่ 3 เตรียมเส้นควบคุมโดยนำแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่ลากเส้นทดสอบจาก
ขั้นตอนที่ 2 มาสร้างเส้นควบคุมให้อยู่ถัดมาจากเส้นทดสอบ 0.5 เซนติเมตร ใช้ปิเปตดูดสารละลาย   
แอนติบอดีทุติยภูมิ ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร วางไม้บรรทัดให้เป็น
แนวเส้นตรง  แล้วลากเส้นจากด้านซ้ายไปทางขวา เพื่อสร้างเป็นเส้นควบคุม  นำไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไปบล็อกด้วยสารละลาย 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร ์
พีเอช 7.20 ที่มี 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร โบวินซีรั ่มอัลบูมินและซูโครส ความเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ำหนักต่อปริมาตร และนำไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที
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          ขั้นที่ 4  นำแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน แผ่นคอนจูเกต แผ่นตัวอย่างและแผ่นดูดซับ
ที่ได้จากการเตรียมข้างต้นติดลงบนแผ่นพลาสติกรองรับ จากนั้นนำสารสกัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน ที่ได้จาก
ตัวอย่าง  มาหยดลงบนแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  หาปริมาณของ               
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนจากตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและ       
เส้นควบคุมกับสมการเส้นตรงของกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
กับอัตราส่วนค่าความเข้มสีของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  และเปรียบเทียบผลที่ได้กับวิธีอื่น  เช่น  ELISA 
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บทที่  4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1  การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง 
 ศึกษาผลการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรสโคปี  พบว่าอนุภาค
นาโนทองที่สังเคราะห์ได้มีค่าการดูดแสงสูงสุดที่ 525 นาโนเมตร ดังภาพที่ 4.1 (ก) แสดงให้เห็นว่า
อนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ได้มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ในช่วงนาโนเมตรซึ่งสอดคล้องกับการ
ตรวจสอบขนาดของอนุภาคนาโนทองด้วยเครื่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ดังภาพที่ 4.1 
(ข) พบว่าขนาดของอนุภาคนาโนทองที ่สังเคราะห์ได้มีขนาดของอนุภาคประมาณ 15 นาโนเมตร      
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าสามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองได้ 
 

 
 
ภาพที่ 4.1  ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของอนุภาคนาโนทองด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรสโคปี (ก) 
และขนาดของอนุภาคนาโนทองด ้วยกล ้องจ ุลทรรศน์อ ิเล ็กตรอนแบบส่องผ ่านที ่กำล ังขยาย         
210,000 เท่า (ข) 
 

4.2  การหาปริมาตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่เหมาะสมสำหรับเชื่อมอนุภาค    
นาโนทอง 
 ผลการศึกษาการหาปริมาตรต่ำสุดของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนสำหรับเชื่อมอนุภาค   
นาโนทอง  ทำการศึกษาโดยใช้แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
ปริมาตร 5 6 7 8 9 และ 10 ไมโครลิตร โดยแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนสามารถจับกับพื้นที่ผิวของ
อนุภาคนาโนทองได้ด้วยแรงทางกายภาพ ได้แก่ 1) ความสัมพันธ์ระหว่างพันธะไอออนิก (Ionic bond 
interaction) เป็นการดึงดูดของประจุไฟฟ้าระหว่างประจุบวกของแอนติบอดี ลูโคมาลาไคธ์ กรีนและ
ประจุลบของพื้นผิวหน้าของอนุภาคนาโนทอง 2) แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ำ (Hydrophobic 
interaction) ระหว่างส่วนที่ไม่ชอบน้ำของแอนติบอดี ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับพื้นผิวของอนุภาคนาโนทอง 
และ 3) การเชื ่อมติดกัน (Dative binding) ระหว่างอิเล็กตรอนของอนุภาคนาโนทองและอะตอม

(ก) (ข) 
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ซัลเฟอร์ (-S-) ของหมู่อะมิโนในแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีน [46] เมื่อพื้นผิวหน้าของอนุภาคนาโนทอง
ถูกเชื่อมติดโดยแอนติบอดีอย่างเหมาะสมจนมีความเสถียรแล้ว หลังจากเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์
ลงไป ประจุของโซเดียมคลอไรด์ไม่สามารถจับกับพื้นที่ผิวของอนุภาคนาโนทองได้ อนุภาคนาโนทองจึงมี
ขนาดเท่าเดิมและสารละลายยังคงเป็นสีแดง แต่ถ้าหากปริมาณของแอนติบอดีไม่เหมาะสม ทำให้
อนุภาคนาโนทองมีพื้นที่ผิวว่างทำให้โซเดียมคลอไรด์เข้ามาจับได้ โดยประจุระหว่างอนุภาคนาโนทอง
และโซเดียมคลอไรด์มีผลทำให้ขนาดของอนุภาคนาโนทองใหญ่ขึ้น ทำให้สารละลายเปลี่ยนสีจากสีแดง
เป็นสีม่วงหรือเทา ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.2 (ก) พบว่าปริมาตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์- 
กรีนที ่ 8 ไมโครลิตร ไม่ทำให้สีของอนุภาคนาโนทองเปลี ่ยนไป แสดงว่ามีปริมาณของแอนติบอดี           
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเกาะที่ผิวหน้าของอนุภาคนาโนทองเพียงพอ จึงไม่ทำให้อนุภาคนาโนทองเกิดการ
เกาะกันเอง โดยให้ผลสอดคล้องกับค่าการดูดกลืนแสงที่ 525 นาโนเมตร ดังภาพที่ 4.2 (ข) ดังนั้นจึงสรุป
ได้ว่า แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 
เหมาะสมสำหรับการเชื ่อมกับอนุภาคนาโนทองโดยไม่ทำให้สีของอนุภาคนาโนทองหรือขนาดของ
อนุภาคนาโนทองเปลี่ยน 
 

 
 

ภาพที่ 4.2  สีของอนุภาคนาโนทองหลังจากเติมโซเดียมคลอไรด์ (ก) และค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาค
นาโนทองที่เติมโซเดียมคลอไรด์ที่ปริมาตร 5 – 10 ไมโครลิตร (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 
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4.3  การเชื่อมแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับอนุภาคนาโนทอง 
 ผลการเชื ่อมแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับอนุภาคนาโนทองด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล-      
สเปกโตรสโคปี  ดังภาพที่ 4.3 (ก) แสดงค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด 2 ตำแหน่ง โดยความยาวคลื่นที่
ตำแหน่ง 280 นาโนเมตรเป็นแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนซึ่งเป็นโปรตีนและความยาวคลื่นที่ตำแหน่ง 
541 นาโนเมตรเป็นอนุภาคนาโนทอง  แสดงว่าแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนสามารถเชื่อมติดกับอนุภาค
นาโนทองได้ เนื่องจากอนุภาคนาโนทองมีขนาดใหญ่ขึ้นแต่ขนาดยังคงอยู่ในระดับนาโนเมตรเมื่อเชื่อมกับ
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนโดยเปรียบเทียบกับการตรวจสอบขนาดของอนุภาคนาโนทองด้วยเครื่อง
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  ดังภาพที่ 4.3 (ข)  พบว่าอนุภาคนาโนทองมีขนาด 25          
นาโนเมตรเมื่อเชื่อมกับแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า  สามารถเชื่อมแอนติบอดี        
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับอนุภาคนาโนทองได้ 
 

 
 
ภาพที่ 4.3  ค่าการดูดกลืนแสงของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองด้วยเทคนิคยูวี-   
วิส ิเบิลสเปกโตรสโคปี (ก) และขนาดของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทอง            
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านที่กำลังขยาย 210,000 เท่า (ข) 
 

4.4  การสังเคราะห์คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
 ผลการสังเคราะห์คาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคฟลูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรด-
สเปกโตรสโคปี โดยเปรียบเทียบกับลูโคมาลาไคธ์ กรีน พบว่าคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ได้จากการ
สังเคราะห์แสดงร้อยละของแสงที่ผ่านที่ตำแหน่ง 3,400 cm-1  และ 1,700 cm-1 เป็นหมู่ของไฮดรอกซิล 
(-OH) และหมู่คาร์บอนิล (C=O) ตามลำดับ ซึ่งเป็นส่วนประกอบของหมู่คาร์บอกซิลิก (-COOH) โดยสาร
มาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีนไม่แสดงร้อยละของแสงที่ผ่านในตำแหน่งดังกล่าว ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า  
สามารถสังเคราะห์สารคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน โดยการเพิ่มหมู่คาร์บอกซิลิกได้ 
 
 
 
 

(ก) (ข) 



 50 

4.5 การเชื่อมคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับโบวีนซีรั่มอัลบูมิน 
 ผลการเชื ่อมคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับโบวินซีรั ่มอัลบูมินด้วยเทคนิคเอนไซม์-       
ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ แอสเสย์แบบแข่งขัน แสดงดังภาพที่ 4.4 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงมีค่าลดลงเมื่อ
ความเข้มข้นของสารมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีนเพิ่มขึ้น เนื่องจากเมื่อผสมแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์- 
กรีนที่ติดฉลากด้วยไบโอตินกับสารลูโคมาลาไคธ์ กรีน จะเกิดการจับกันก่อนภายในไมโครเซนติฟิวจ์ทิวป์ 
ทำให้เหลือปริมาณแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่แปรผกผันกับลูโคมาลาไคธ์ กรีน ดังนั้นเมื่อหยด
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนข้างต้นลงในไมโครเพลทที่มีการตรึงลูโคมาลาไคธ์ กรีนไว้ ค่าการดูดกลืน
แสงจึงลดลงตามปริมาณที่ลดลงของแอนติบอดี ลูโคมาลาไคธ์ กรีน จึงสรุปได้ว่าสามารถเชื่อมคาร์บอกซี-
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนกับโบวินซีรั่มอัลบูมินได้ 
 

 
 

ภาพที่ 4.4  ผลค่าการดูดกลืนแสงของคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมินด้วยเทคนิค
เอนไซม์-ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ แอสเสย์แบบแข่งขัน 
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4.6  การสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 ผลการทดลองการสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส โดยใช้สารละลาย 0.1 โมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 5.00 เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 2 
ไมโครกรัมต่อลิตร แทนสารละลายตัวอย่างหยดลงบนตำแหน่งแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก
สตริป เทส แสดงดังภาพที่ 4.5 พบว่า เมื่อสารตัวอย่างที่ไม่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีน อิมมูโนโครมาโตกราฟิก
สตริป เทสจะแสดงเส้นสีแดงตรงตำแหน่งเส้นทดสอบและเส้นควบคุม เนื่องจากแอนติบอดีลูโคมาลา-
ไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองตรงแผ่นคอนจูเกต จะเคลื่อนที่ด้วยแรงแคพิลลารี่มาจับกับคารบ์อกซี-  
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนตรงตำแหน่งเส้นทดสอบและแอนติบอดีทุติยภูมิตรงตำแหน่งเส้นควบคุม แต่เมื่อสาร
ตัวอย่างมีลูโคมาลาไคธ์ กรีน อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสจะแสดงเส้นสีแดงตรงตำแหน่งเส้น
ควบคุมเพียงเส้นเดียว เนื ่องจากเกิดการจับกันระหว่างลูโคมาลาไคธ์ กรีนจากสารตัวอย่างและ
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองตรงแผ่นคอนจูเกตก่อน ทำให้แอนติบอดีลูโคมาลา-
ไคธ์ กรนีไมส่ามารถจบักบัคารบ์อกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนตรงตำแหน่งเส้นทดสอบได ้แต่ยังสามารถจับกับ
แอนติบอดีทุติยภูมิตรงตำแหน่งเส้นควบคุมได ้จึงสรุปได้ว่า  สามารถสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป 
เทสสำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนได้ 
 

 
 

ภาพที่ 4.5  ผลการสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
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4.7  การหาสภาวะที่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 4.7.1  ศึกษาความเข้มข้นของแอนติบอดีทุติยภูมิที่เหมาะสมสำหรับสร้างเส้นควบคุม 
          ศึกษาผลของความเข้มข้นของแอนติบอดีทุติยภูมิสำหรับสร้างเส้นควบคุมเพื่อต้องการ
ให้เส้นทดสอบและเส้นคุมคุมมีค่าความเข้มสีที ่เท่ากัน  โดยกำหนดคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีน       
เชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมินที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตรสำหรับสร้างเส้น
ทดสอบ และแอนติบอดีทุติยภูมิสำหรับสร้างเส้นควบคุม โดยศึกษาที่ความเข้มข้น 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 
0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.6  พบว่า ค่าความเข้ม
สีของเส้นควบคุมมากขึ้นตามความเข้มข้นของแอนติบอดีทุติยภูมิ แต่ที่ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรของแอนติบอดีทุติยภูมิ ให้ค่าความเข้มสีใกล้เคียงคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่ม
อัลบูมินตรงตำแหน่งเส้นทดสอบ  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า  สามารถสร้างเส้นทดสอบโดยใช้คาร์บอกซี-         
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
และสร้างเส้นควบคุมโดยใช้แอนติบอดีทุติยภูมิ ที่ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร 
 

 
 
ภาพที่ 4.6  ผลของค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม 
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 4.7.2  ศึกษาความเข้มข้นที ่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาค            
นาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต 
         ความเข้มข้นของแอนติบอดีล ูโคมาลไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทองมีผลต่อ           
ค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม  ดังนั้นจึงทำการศึกษาความเข้มข้นแอนติบอดี         
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกตที่ความเข้มข้น 0.0020 0.0025 0.0030 
0.0050 และ 0.0100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.7  พบว่า ความเข้มข้นของ
แอนติบอดีลูโคมาลไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทองที่ความเข้มข้น 0.0025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร        
ให้อ ัตราส่วนค่าความเข้มสีส ูงที ่ส ุดและคงที ่เม ื ่อความเข้มข้นของแอนติบอดีลูโคมาลไคธ์ กรีน            
เชื ่อมอนุภาคนาโนทองเพิ ่มขึ ้น เนื ่องจากแอนติบอดีลูโคมาลไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทองที ่          
ความเข้มข้น 0.0025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถจับกับคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่ม
อัลบูมินตรงเส้นทดสอบและแอนติบอดีทุติยภูมิตรงเส้นควบคุมได้เหมาะสม เมื ่อความเข้มข้นของ
แอนติบอดีเชื่อมอนุภาคนาโนทองเพิ่มขึ้นจึงไม่มีผลต่อการเพิ่มขึ้นของค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุม  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ความเข้มข้นของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาค         
นาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต คือ 0.0025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

 
 
ภาพที ่ 4.7  ผลของเข้มข้นที ่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทอง           
บนแผ่นคอนจูเกต 
 
 
 
 



 54 

 4.7.3  ศึกษาปริมาตรที่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทอง   
บนแผ่นคอนจูเกต 
          ปริมาตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองมีผลต่อค่าความเข้ม
สีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม ดังนั้นจึงทำการศึกษาปริมาตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์-       
กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกตที่ปริมาตร 5 10 15 20 และ 25 ไมโครลิตร ผลการทดลอง
แสดงดังภาพที่ 4.8  พบว่าที่ปริมาตร 20 ไมโครลิตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาค      
นาโนทองให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมสูงที่สุด เนื่องจากแอนติบอด ี   
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองสามารถจับกับคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่ม
อัลบูมินตรงเส้นทดสอบและแอนติบอดีทุติยภูมิตรงเส้นควบคุมได้อย่างเหมาะสม แต่เมื่อปริมาตรของ
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทองต่ำกว่า 20 ไมโครลิตร อัตราส่วนระหว่าง            
เส้นทดสอบและเส้นควบคุมมีค่าลดลง เนื่องจากอัตราส่วนของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อม
อนุภาคนาโนทองไม่พอดีกับคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมินตรงเส้นทดสอบและ
แอนติบอดีทุติยภูมิตรงเส้นควบคุม และเมื่อปริมาตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาค      
นาโนทองมากกว่า 20 ไมโครลิตร มีอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม          
ไม่เปลี ่ยนแปลง เนื ่องจากมีแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทองที ่มากเกินพอ          
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า  ปริมาตรของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต 
คือ 20 ไมโครลิตร 
 

 
 

ภาพที่ 4.8  ผลของปริมาตรที่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทอง        
บนแผ่นคอนจูเกต 
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 4.7.4  ศึกษาปริมาตรของสารตัวอย ่างท ี ่ เหมาะสมสำหรับอ ิมม ูโนโครมาโตกราฟิก-                
สตริป เทส 
          ปริมาตรของสารตัวอย่างมีผลต่ออัตราการไหลของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป- 
เทสและค่าความเข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุม  ดังนั้นจึงทำการศึกษาปริมาตรของสารตัวอย่าง
โดยใช้ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 5.00 ปริมาตร 100 110 120 130 140 150 และ 160 
ไมโครลิตร ผลการทดลองแสดงดังภาพที ่ 4.9  พบว่าหากปริมาตรของสารตัวอย่างน้อยกว่า 140 
ไมโครลิตร ทำให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมลดลง เนื่องจากปริมาตรของ
สารตัวอย่างมีไม่มากพอที่จะทำให้เกิดอัตราการไหลจากแผ่นตัวอย่างไปสู่แผ่นดูดซับได้อย่างสมบูรณ์    
แต่ที่ปริมาตรของสารตัวอย่างตั้งแต ่140 ไมโครลิตร ให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและ
เส้นควบคุมมากที่สุด เนื่องจากทำให้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสมีอัตราการไหลคงที่และค่าความ
เข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมชัดเจน ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ปริมาตรที่ 140 ไมโครลิตรเป็นปริมาตร
ของสารตัวอย่างที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
 

 
 
ภาพที่ 4.9  ผลของการศึกษาปริมาตรที่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
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 4.7.5  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          เวลาสำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส         
มีผลต่ออัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม  ดังนั้นจึงได้ทำการศึกษาเวลาใน
การตรวจวัดที่เวลา 1 3 5 7 และ 9 นาที โดยใช้ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 5.00 เป็นสาร
ตัวอย่าง  ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.10  พบว่าที่เวลาน้อยกว่า 5 นาที สารละลายตัวอย่างยังไม่
สามารถไหลจนถึงตำแหน่งแผ่นดูดซับได้อย่างสมบูรณ์ทำให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุมมีค่าลดลง แต่ที่เวลา 5 นาที อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสให้อัตราส่วนค่าความ
เข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมมากที่สุด เนื่องจากเกิดอัตราการจับกันอย่างสมบูรณ์ของ
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองกับคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่ม
อัลบูมินตรงเส้นทดสอบและแอนติบอดีทุติยภูมิตรงเส้นควบคุม และที่เวลามากกว่า 5 นาที อัตราส่วนค่า
ความเข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมมีอัตราคงที่ เนื่องจากเกิดการจับกันอย่างสมบูรณ์แล้วของ
แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองกับคาร์บอกซี-ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่ม
อัลบูมินตรงเส้นทดสอบและแอนติบอดีทุติยภูมิตรงเส้นควบคุม  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า  เวลาที่เหมาะสม
สำหรับการตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยเทคนิคอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสที่เหมาะสม คือ
เวลาที่ 5 นาที 
 

 
 
ภาพที่ 4.10  ผลการศึกษาเวลาของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
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ตารางที่ 4.1  สรุปการหาสภาวะที่เหมาะสมของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับตรวจวัด     
      ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

สภาวะที่ศึกษา สภาวะที่เหมาะสม 
1.  ศึกษาความเข้มข้นของแอนติบอดีทุติยภูมิที่เหมาะสมสำหรับสร้าง
เส้นควบคุม (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.1 

2.  ศึกษาความเข้มข้นที ่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์-               
กรีนเชื ่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต (มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

0.0025 

3.  ศ ึกษาปร ิมาตรท ี ่ เหมาะสมของแอนต ิบอด ีล ู โคมาลาไคธ ์-               
กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต (ไมโครลิตร) 

20 

4.  ศึกษาปริมาตรของสารตัวอย่างที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโคร-มา
โตกราฟิก สตริป เทส (ไมโครลิตร) 

140 

5.  ศึกษาเวลาที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
(นาที) 

5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 58 

4.8  การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ 
 การหาประสิทธิภาพของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสที่พัฒนาขึ้นมา เพื่อยืนยันการ
นำไปใช้ได้ของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส  ว่าสามารถนำไปใช้ได้จริงและสามารถตรวจหา
ปริมาณของลูโคมาลาไคธ์ กรีนในเชิงกึ่งปริมาณวิเคราะห์ได้  จึงได้มีการหาประสิทธิภาพ ดังนี้ 
 
 4.8.1  ศึกษาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 
          4.8.1.1  ศึกษาการทำซ้ำของวิธีวิเคราะห์ 
         ศึกษาการทำซ้ำของวิธีวิเคราะห์โดยใช้ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 1 
ไมโครกรัมต่อลิตร  ปริมาตร 140 ไมโครลิตร  ทำการทดลองจำนวน 7 ซ้ำ  ภายใต้สภาวะเดียวกัน         
นำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ที ่ได ้ไปสแกนเพื ่อว ัดอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่าง               
เส้นทดสอบและเส้นควบคุม  จากนั้นคำนวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD)  พบว่าค่าที่ได้
เท่ากับ 3.54  ดังตารางที่ 4.2  ซึ่งอยู่ในช่วงที่สามารถยอมรับได้  เนื่องจากเกณฑ์การยอมรับได้ของ        
% RSD ในช่วงความเข้มข้นระดับไมโครกรัมต่อลิตร จะต้องไม่เกิน 30%  แสดงว่าวิธีนี้มีความเที่ยงสูง 
 
ตารางที่ 4.2  ผลการศึกษาการทำซ้ำของวิธีวิเคราะห์ในการตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

ครั้งที่ อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม 
1 0.80 
2 0.78 
3 0.77 
4 0.74 
5 0.81 
6 0.76 
7 0.74 

ค่าเฉลี่ย 0.77 
SD 0.03 

%RSD 3.54 
 
          4.8.1.2  ศึกษาการทวนซ้ำของวิธีวิเคราะห์ 
         ศึกษาการทวนซ้ำของวิธีวิเคราะห์โดยใช้ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ความเข้มข้น 1 
ไมโครกรัมต่อลิตร ปริมาตร 140 ไมโครลิตร  ทำการทดลองจำนวน 7 ซ้ำ  ภายใต้สภาวะที่ต่างกัน        
นำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ที ่ได ้ไปสแกนเพื ่อว ัดอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่าง             
เส้นทดสอบและเส้นควบคุม  จากนั้นคำนวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ พบว่าค่าที่ได้เท่ากับ 
7.09  ดังตารางที่ 4.3  ซึ่งอยู่ในช่วงที่สามารถยอมรับได้  เนื่องจากเกณฑ์การยอมรับได้ของ % RSD 
ในช่วงความเข้มข้นระดับไมโครกรัมต่อลิตร จะต้องไม่เกิน 30%  แสดงว่าวิธีนี้มีความเที่ยงสูง 
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ตารางที่ 4.3  ผลการศึกษาการทวนซ้ำของวิธีวิเคราะห์ในการตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
ครั้งที่ อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม 

1 0.68 
2 0.67 
3 0.63 
4 0.58 
5 0.69 
6 0.64 
7 0.58 

ค่าเฉลี่ย 0.64 
SD 0.05 

% RSD 7.09 
 
 4.8.2  ศึกษาความถูกต้องของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          ศึกษาความถูกต้องของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส โดยการศึกษาเปอร์เซ็นต์
การได้กลับคืนเพื่อยืนยันความสามารถของวิธีวิเคราะห์  โดยเติมสารมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีน     
ความเข้มข้น 1.3 1.5 และ 1.7 ไมโครกรัมต่อลิตร ลงในสารสกัดจากตัวอย่างจริง  จากนั้นคำนวณหา
เปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.4  พบว่าเปอร์เซ็นต์
การได้กลับคืนอยู่ในช่วง 94-99 % ซึ่งอยู่ในช่วงเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (40-120%)  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าวิธีการ
สกัดและวิธีวิเคราะห์ของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน           
มีความถูกต้องสูง 
 
ตารางที่ 4.4  ผลการศึกษาความถูกต้องของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 

ความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน (ไมโครกรัมต่อลิตร) 
เปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน 

ก่อนเติม เติม หลังเติม 
0.00 0.84 0.78 93+4.63 
0.00 1.30 1.26 97+0.09 
0.00 1.50 1.48 99+0.05 
0.00 1.70 1.60 94+0.04 
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 4.8.3  ศึกษาความเป็นเส้นตรงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          ศึกษาความเป็นเส้นตรงโดยใช้สารมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีนความเข้มข้น 0.1 0.5 
0.7 0.9 1.0 1.3 1.5 1.7 1.9 2.0 2.3 และ 3.0 ไมโครกรัมต่อลิตร นำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป- 
เทส ที่ได้ไปหาอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม  ผลการทดลองพบว่าอิมมูโน
โครมาโตกราฟิก สตริป เทส แสดงเส้นสีแดงของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมที่ความเข้มข้น 0.1 – 1.9 
ไมโครกร ัมต ่อล ิตร และที ่ความเข ้มข ้นของลูโคมาลาไคธ ์ กรีนมากกว่า 2 ไมโครกร ัมต ่อล ิตร                
อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส จะแสดงเส้นสีแดงเพียงเส้นเดียวตรงตำแหน่งเส้นทดสอบ จากนั้นทำ
การสร้างกราฟมาตรฐานเส้นตรง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.12 พบว่าเมื ่อความเข้มข้นของ          
ลูโคมาลาไคธ์ กรีมเพิ่มขึ้น อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมจะลดลง  
โดยมีช่วงความเป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้น 0.7 – 2 ไมโครกรัมต่อลิตรและค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์
เท่ากับ 0.9973 
 

 
 
ภาพที่ 4.11  ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานระหว่างอัตราส่วนค่าความเข้มสีและความ
เข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน  
 
 4.8.4  ศึกษาความไววิเคราะห์ของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          ศึกษาความไววิเคราะห์โดยศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนค่าความเข้มสีของ
เส้นทดสอบกับเส้นควบคุมต่อค่าความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน จากความสัมพันธ์เชิงเส้น              
มีช่วงความเป็นเส้นตรงที ่ 0.7 ถึง 2 ไมโครกรัมต่อลิตร พบว่ามีความไววิเคราะห์เท่ากับ 0.5309 
ไมโครกรัมต่อลิตร 
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 4.8.5  ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบ 
          ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบ  โดยใช้สารละลายแบลงค์ ทำการทดลองจำนวน 7 
ครั้ง นำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสไปหาอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและ             
เส้นควบคุม จากนั้นคำนวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.5 
พบว่าเมื่อคำนวณหาขีดจำกัดในการตรวจพบมีค่าเท่ากับ 0.24 ไมโครกรัมต่อลิตร 
 
ตารางที่ 4.5  อัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและเส้นควบคุมของอิมมูโนโครมาโต กราฟิก-   
      สตริป เทส 

ครั้งที่ 
ความเข้มข้นของแบลงค์  

(ไมโครกรัมต่อลิตร) 
1 0.39 
2 0.55 
3 0.65 
4 0.57 
5 0.44 
6 0.56 
7 0.54 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (SD) 0.08 
 
          โดยขีดจำกัดการตรวจพบคำนวณได้จากสูตร 
 

LOD = 3SD 
 

          เมื่อ  SD  คือ  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการตรวจวัด 
          จะได ้  LOD = 3 (0.08) 

        = 0.24 ไมโครกรัมต่อลิตร 
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 4.8.6  ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ 
          ศึกษาขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ โดยวัดค่าความเข้มข้นจากสารละลาย    
แบลงค์ จำนวน 7 ครั้ง พบว่าขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับ 0.80 ไมโครกรัมต่อลิตร 
โดยมีความเที่ยง (% RSD) เท่ากับ 3.4 เปอร์เซ็นต์ และมีความถูกต้องจากการศึกษาเปอร์เซ็นต์การได้
กลับคืนเท่ากับ 87-96 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ 
เท่ากับ 0.80 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยคำนวณจากสูตร 
 

LOQ = 10SD 
 

          เมื่อ  SD  คือ  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการตรวจวัด 
          จะได ้  LOQ = 10 (0.08) 

        = 0.80 ไมโครกรัมต่อลิตร 
 
 4.8.7  ศึกษาความจำเพาะเจาะจงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
          ศึกษาความจำเพาะเจาะจงโดยใช้สารในกลุ่มไตรฟีนิลมีเทน ได้แก่ มาลาไคธ์ กรีน            
บริลเลี่ยน กรีนและคริสตัล ไวโอเลต โครงสร้างดังภาพที่ 4.12 เปรียบเทียบกับลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ 
ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อลิตร ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.6 และภาพที่ 4.13  พบว่าสาร       
มาลาไคธ์ กรีน  บริลเลี่ยน กรีนและคริสตัล ไวโอเลตให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีที่สูงเท่ากับแบลงค ์    
และลูโคมาลาไคธ์ กรีนให้อัตราส่วนค่าความเข้มสีที่ต่ำ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทส มีความจำเพาะเจาะจงสูงต่อการตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
 

 
 

ภาพที่ 4.12  โครงสร้างของสารในกลุ่มไตรฟีนิลมีเทน ได้แก่ ลูโคมาลาไคธ์ กรีน (ก) มาลาไคธ์ กรีน(ข) 
     บริลเลี่ยน กรีน (ค) และคริสตัล ไวโอเลต (ง) 
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ตารางที่ 4.6  ผลการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
สารตัวอย่าง ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัมต่อลิตร) 
อัตราส่วนค่าความเข้มสี 

ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 2 0.28 
มาลาไคธ์ กรีน 2 1.01 
บริลเลี่ยน กรีน 2 1.01 
คริสตัล ไวโอเลต 2 1.03 
แบลงค์ - 1.01 

 
 

 
 
ภาพที่ 4.13  ผลการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
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4.8.8  ศึกษาอายุการใช้งานของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก ตริป เทส 
         ศึกษาอายุการใช้งานของสารเคมีที่ใช้ในการสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 

โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.00 ทำการทดลองทุกๆ 1 สัปดาห์ 
จนกว่าผลของค่าความเข้มสีจะมีค่าลดลง จากการทดลองดังภาพที่ 4.14 พบว่า อิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทสมีอายุการใช้งาน 4 สัปดาห์ ทดสอบด้วยสถิติ t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่าค่าความเข้มสีลดลงอย่างมีนัยสำคัญ ดังนั้นอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับตรวจวัด      
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน มีอายุการใช้งาน 4 สัปดาห์ ซึ่งสามารถเปรียบเทียบได้กับงานวิจัยอื่น [44] 
 

 
 

ภาพที่ 4.14  ผลการศึกษาอายุการใช้งานของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
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4.9  ตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริงโดยใช้อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส
เปรียบเทียบกับเทคนิคเอนไซม์-ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ 
 เมื ่อทำการทดลองได้สภาวะและวิธีวิเคราะห์ที ่เหมาะสมแล้ว จึงได้ทำการวิเคราะห์หา
ปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริง พบว่าอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสตรวจไม่พบสาร       
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ตกค้างในตัวอย่างสัตว์น้ำทั้ง 3 ตัวอย่าง เพื่อยืนยันความถูกต้องของอิมมูโนโครมา-
โตกราฟิก สตริป เทส จึงได้ทำการเปรียบเทียบกับเทคนิคเอนไซม์-ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ แอสเสย์ซึ่งใช้
เป็นวิธีมาตรฐาน โดยการหาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนของปริมาณลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริง 
จำนวน 3 ตัวอย่างและเติมสารมาตรฐานลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ ความเข้มข้น 0.9-1.9 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.7 พบว่าเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนของความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์- 
กรีนที่วัดได้ด้วยเทคนิคอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส มีค่าใกล้เคียงกับวิธีมาตรฐาน เมื่อนำผล
วิเคราะห์ที่ได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นและวิธีมาตรฐานมาตรวจสอบความแตกต่างของวิธีด้วยสถิติ t-test      
ที่ระดับความเชื่อมั ่น 95 เปอร์เซ็นต์ พบว่าค่าที่ได้จากการคำนวณมีค่าน้อยกว่าค่าที่ได้จากตาราง      
(คา่ที่ได้จากตารางเท่ากับ 2.920) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์ทั้งสองวิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการหาปริมาณ
ของลูโคมาลาไคธ์ กรีนได้ 
 
ตารางที่ 4.7  ผลการวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืนของลูโคมาลาไคธ์ กรีนด้วยสถิติ t-test 

ตัวอย่าง 

ความเข้มข้นของ 
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน 

 (ไมโครกรัมต่อลิตร) 
เปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน 

ก่อนเติม เติม หลังเติม ICS* ELISA 
เนื้อสัตว์ 1 0 0.90 1.00 99+1.30 108+1.53 
เนื้อสัตว์ 2 0 1.30 1.40 102+4.10 105+1.53 
เนื้อสัตว์ 3 0 1.90 1.90 103+0.94 98+1.15 

*ICS คือ อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 ในงานวิจัยนี้ได้พัฒนาอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสสำหรับตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน     
ที่ตกค้างในสัตว์น้ำ โดยอาศัยหลักการทางอิมมูโนเซนเซอร์แบบแข่งขัน โดยอิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทสจะประกอบด้วยแผ่นตัวอย่าง เป็นบริเวณสำหรับใส่สารตัวอย่าง แผ่นคอนจูเกต เป็นบริเวณ
สำหรับแอนติบอดีเชื่อมอนุภาคนาโนทอง แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ประกอบด้วย 2 เส้น ได้แก่    
เส้นทดสอบ เป็นบริเวณของลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน และเส้นควบคุม เป็นบริเวณของ
แอนติบอดีทุติยภูมิ และแผ่นดูดซับ เป็นบริเวณที่ช่วยให้เกิดการเคลื่อนที่อย่างคงที่ของอิมมูโนโครมาโต-
กราฟิก สตริป เทส จากนั้นนำส่วนประกอบทั้งหมดไปติดไว้บนแผ่นพลาสติกรองรับเพื่อประกอบ
เป็นอิมมูโนโครมาโครมาโต กราฟิก สตริป เทส โดยสามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนได้ทั้งเชิงคุณภาพ
และเชิงปริมาณ สำหรับการแปรผลในเชิงคุณภาพ เมื่อหยดสารตัวอย่างที่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีนลงบนแผ่น
ตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส แอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทอง 
บนแผ่นคอนจูเกตจะจับกับลูโคมาลาไคธ์ กรีนที ่มาจากสารตัวอย่างก่อน จึงไม่เหลือแอนติบอดี            
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ว่างพอจะให้จับกับลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมินตรงเส้นทดสอบได้               
อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสจึงแสดงเส้นสีแดงเพียงเส้นเดียวตรงเส้นควบคุม แต่เมื่อหยดสาร
ตัวอย่างที่ไม่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีนลงบนแผ่นตัวอย่างของอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สริป เทส แอนติบอด ี  
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองจะเคลื่อนที่ไปจับกับลูโคมาลาไคธ์ กรีนเชื่อมโบวินซีรั่มอัลบูมิน
ตรงเส้นทดสอบและแอนติบอดีทุติยภูมิตรงเส้นควบคุม ทำให้เห็นเส้นสีแดงสองเส้น สำหรับการตรวจวัด
เชิงปริมาณ นำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสที่ได้ไปสแกนด้วยเครื่องสแกนเนอร์ จากนั้นวัดค่า
ความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าความเข้มสี คำนวณหาอัตราส่วนค่าความเข้มสีระหว่างเส้นทดสอบและ
เส้นควบคุม และนำค่าที่ได้ไปคำนวณหาปริมาณของลูโคมาลาไคธ์ กรีนจากสมการเส้นตรงของกราฟ
มาตรฐานระหว่างอัตราส่วนค่าความเข้มสีและความเข้มข้นของลูโคมาลาไคธ์ กรีน 
 เมื่อสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส ได้แล้ว จึงทำการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม 
พบว่าความเข้มข้นที่เหมาะสมของแอนติบอดีทุติยภูมิสำหรับสร้างเส้นควบคุมเท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ความเข้มข้นและปริมาตรที่เหมาะสมของแอนติบอดีลูโคมาลาไคธ์-     
กรีนเชื่อมอนุภาคนาโนทองบนแผ่นคอนจูเกต เท่ากับ 0.0025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และปริมาตรที่
เหมาะสมเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ปริมาตรของสารตัวอย่างที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทส เท่ากับ 140 ไมโครลิตร และเวลาที่เหมาะสมสำหรับอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส
เท่ากับ 5 นาที 
 เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้ว จึงทำการศึกษาหาประสิทธิภาพของอิมมูโนโครมาโกราฟิก- 
สตร ิป เทส โดยผลการทดลองพบว ่า อ ิมม ูโนโครมาโตกราฟ ิก สตร ิป เทส ม ีความเท ี ่ยงส ูง                   
(% RSD = 3.54) มีความถูกต้องสูงโดยคำนวณจากเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน เท่ากับ 94-99 เปอร์เซ็นต์   
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มีช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 0.7 – 2 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9973 โดยมี
ความไววิเคราะห์เท่ากับ 0.5309 ไมโครกรัมต่อลิตร มีขีดจำกัดในการตรวจพบ เท่ากับ 0.24 ไมโครกรัม
ต่อลิตร ขีดจำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณ เท่ากับ 0.80 ไมโครกรัมต่อลิตรและมีความจำเพาะเจาะจง
สูง โดยมีอายุการใช้งาน 4 สัปดาห์ 

สุดท้ายนำอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสไปตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริง     
โดยสกัดลูโคมาลาไคธ ์กรีนจากตัวอย่างด้วยอะซิโตไนไตรล์และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พบวา่ตรวจ
ไม่พบลูโคมาลาไคธ์ กรีนในตัวอย่างจริง เพื่อยืนยันความถูกต้องของวิธี จึงได้ทำการหาเปอร์เซ็นต์การได้
กลับคืนของสารลูโคมาลาไคธ์ กรีนที่ความเข้มข้น 0.9 – 1.9 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยเปรียบเทียบกับวิธี
เอนไซม์-ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ แอสเสย์ พบว่าวิธีอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสให้เปอร์เซ็นต์การ
ได้กลับคืน เท่ากับ 99 – 103 เปอร์เซ็นต์ และวิธีเอนไซม์-ลิงค์ อิมมูโนซอร์เบนต์ แอสเสย์ เท่ากับ        
98 – 108 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นทดสอบความแตกต่างของทั้งสองวิธีด้วยสถิติ t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์ (P = 0.05) พบว่า ผลการทดลองที่ได้ของทั้งสองวิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัย สำคัญ 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า อิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสที่ได้พัฒนาขึ้น สามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน
ได้ในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยมีข้อดีคือ ง่าย รวดเร็ว สามารถใช้งานได้ในภาคสนามและไม่
จำเป็นต้องใช้เครื่องมือขั้นสูงในการตรวจวัด 
 

5.2  ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1  เนื ่องจากในงานวิจัยนี้มีการใช้แอนติเจนและแอนติบอดีในความเข้มข้นที่ต่ำและ
ปริมาณน้อย จึงต้องมีความระมัดระวังอย่างมากในขั้นตอนการสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทส 
หากใช้สภาวะที่ไม่เหมาะสมอาจส่งผลให้การทดลองคลาดเคลื่อนได้ 
 5.2.2  สารละลายที่ใช้สำหรับสร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก จำเป็นต้องมีการควบคุมพีเอชทุก
ขั้นตอน เนื่องจากสารแต่ละชนิดมีการทำงานในพีเอชที่เหมาะสมต่างกัน หากไม่มีการควบคุมพีเอช    
อาจส่งผลให้การแปรผลไม่ถูกต้อง  
 5.2.3  แสงและอุณหภูมิเป็นสิ่งที่ต้องพึงระวังอย่างมาก เนื่องจากมีผลต่อการทำงานของ
แอนติบอดีและสเถียรภาพของอนุภาคนาโนทอง หากไม่ควบคุมให้ดี อาจทำให้เสื่อมสภาพได้ 
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immunochromatographic strip test for detection of 
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Development of competitive immunochromatographic strip test was developed for detection of leucomalachite green (LMG) 
in aquatic animals. To achieve a qualitative and semi-quantitative immunochromatographic strip test analytical ability, two 
test lines were designed on NC membrane to form the test line and control line. The carboxy LMG-bovine serum albumin 
and rabbit anti-sheep were immobilized on test line and control line, respectively. Anti-LMG polyclonal-gold conjugate was 
added onto the conjugate pad to fabricate competitive immunochromatographic strip test. The appearance of red color 
resulting from anti-LMG gold conjugate binding with LMG on the test zone was observed by naked eyes as a qualitative and 
semi-quantitative signal. This immunochromatographic strip test can be completed within 5 min after dipping the strip into 
analytes with a limit of detection of 2 µg/L. The developed competitive immunochromatographic strip test provided several 
advantages such as rapid, cost-effective and convenient tool for the determination of LMG without special instrumentation.

Ø To develop a competitive immunochromatographic strip test 
for detection of LMG

Objective

The development of competitive immunochromatographic strip 
test for detection of LMG has a standard curve indicated linear 
range from 0.7 to 2.0 µg/L, the linear equation was  y = -0.531x 
+ 1.2849 and a reliable correlation of coefficient (R² = 
0.99255). The proposed strip test was alternative tool for semi-
quantitative detection of LMG on-site.

Ø Science and Technology faculty, Rajamangala University of 
Technology Thanyaburi

Ø Thailand Institute of Scientific and Technological Research
Ø Separation and Trace analysis laboratory, RMUTT

Ø Composition of immunochromatographic strip test

Ø The detection of LMG

Positive Negative Invalid

Ratio =  Intensity of test line (It)     
Intensity of control line (Ic)

y = -0.531x + 1.2849
R² = 0.99255
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 เข้าร่วมประกวดผลงานสิ่งประดิษฐ์ระดับอุดมศึกษาของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
ธ ัญบ ุร ี คร ั ้งท ี ่ 8 (The 8th RMUTT Young Talent Inventor Awards 2019) ว ันท ี ่ 8 พฤษภาคม  
พ.ศ. 2562 ณ ห้องประชุมสงค์ธนาพิทักษ์ อาคารสำนักงานอธิการบดี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
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คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี
อุไรวรรณ  วงษ์ทองดี

ชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟสำหรับตรวจหาลูโคมาลาไคธ์ กรีนท่ีตกค้างในสัตว์น้ำ

ลักษณะผลงาน
     
        ชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟสำหรับตรวจวัด        
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน  เป็นอุปกรณ์ที ่อาศัยหลักการของ    
อ ิมม ู โนโครมาโตกราฟ ิก  สตร ิป  เทส  แบบแข ่งข ัน  
ประกอบด้วยเส้นทดสอบและเส้นควบคุม โดยเส้นทดสอบ
จะเป็นเส้นของแอนติเจนลูโคมาลาไคธ์ กรีน และเส้น
ควบคุมจะเป็นเส้นของเซคันแดรี่ แอนติบอดี  สำหรับการ
ตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน  อิมมูโนโครมาโตกราฟิก- 
สตริป เทส จะแสดงผลการตรวจสอบแบบแปลผกผัน  คือ  
หากสารตัวอย่างที่ไม่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีน อิมมูโนโครมา-
โตกราฟิก สตริป เทส  จะแสดงผลการตรวจสอบมีเส้นสี
แดง  2 เส ้นท ี ่บร ิ เวณเส ้นทดสอบและเส ้นควบค ุม  
หากตัวอย่างที ่มีลูโคมาลาไคธ์ กรีน อิมมูโนโครมาโต-
กราฟิก สตริป เทส จะแสดงเส้นสีแดงเพียง 1 เส้นตรง
บริเวณเส้นควบคุม  โดยพบว่าชุดทดสอบอิมมโูนโครมาโท-
กราฟ สามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน ได้ในความ
เข้มข้นท่ีกฎหมายกำหนด ท่ีความเข้มข้น 2 µg/kg 

ชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟสามารถตรวจวัด
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ได้ในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ 
มีข้อดีคือ
• สามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีน ได้ตามกฎหมาย
กำหนด อย่างแม่นยำและรวดเร็ว

• ใช้งานง่าย ไม่จำเป็นต้องใช้เครื่องมือขั้นสูงในการ
ตรวจวัด

• สามารถใช้งานได้ในภาคสนาม
• ราคาถูก

ความเป็นนวัตกรรม

การนำผลงานไปใช้ในเชิงพาณิชย์
        ปัจจุบันอุตสาหกรรมการส่งออกผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำ
ของประเทศไทยมีอัตราเพิ ่มขึ ้นอย่างรวดเร็ว แต่ทั ้งนี ้
ผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำอาจมีการปนเปื้อนของสารลูโคมาลาไคธ์- 
กรีน ซึ่งสหภาพยุโรปได้มีการกำหนดห้ามตรวจพบสาร
ลูโคมาลาไคธ์ กรีน ในสัตว์น้ำและผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำเกิน 2 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป- 
เทสที่ได้พัฒนาขึ้น สามารถตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์ กรีนได้
ต่ำกว่าที่เกณฑ์ที่มาตรฐานกำหนด โดยงานวิจัยนี้สามารถ
เป็นทางเลือกหนึ่งให้กับผู้เลี้ยงสัตว์น้ำหรือบริษัทส่งออก
ผลิตภัณฑ์สัตว์น้ำ เพื ่อตรวจสอบการตกค้างของสาร
ลูโคมาลาไคธ์ กรีนก่อนการส่งออกได้

อาจารย์ท่ีปรึกษา : ผศ.ดร. ศิริวรรณ  ตี้ภู่  และ ดร.พงศธร  ประภักรางกลู
ข้อมูลสอบถามเพิ่มเติม (Email) : siriwan@mail.rmutt.ac.th
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 นำเสนอผลงานในรูปแบบโปสเตอร์ในการประชุมวิชาการระดับชาติมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราช
มงคล ครั้งที ่ 11 การประชุมวิชาการระดับนานาชาติมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล ครั้งที ่ 10  
“ว ิถ ี ราชมงคลข ับเคล ื ่ อนนว ัตกรรมเพ ื ่ อสร ้ างสรรค ์ เศรษฐก ิจและส ั งคม” ระหว ่างว ันท ี ่  
24 – 26 กรกฎาคม 2562 ณ ศูนย์ประชุมและแสดงสินค้านานาชาติเชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่ 
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 ตีพิมพ์งานวิจัยในวารสารการประชุมวิชาการระดับชาตมิหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล ครั้งที่ 
10 ประจำปี 2562 เลขที่บทความ 224 ในหัวข้อเรื่อง การสังเคราะห์คาร์บอกซีลูโคมาลาไคธ์กรีนสําหรับ
สร้างอิมมูโนโครมาโตกราฟิก สตริป เทสเพื่อตรวจวัดลูโคมาลาไคธ์กรีน 
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