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บทคัดย่อ: การศกึษาการใช้พลาสม่าโคท้องฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัหนทูดลองเพ่ือผลิตแอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะตอ่
โปรตีนบ่งชีก้ารตัง้ท้อง วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของการใช้พลาสม่าโคท้องฉีดกระตุ้นหนทูดลอง สามารถ
ท�ำให้หนทูดลองสามารถสร้างแอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะตอ่ Pregnancy associated glycoproteins (PAG) โดย
น�ำหนทูดลองเพศผู้จ�ำนวน 12 (n=12) ตวั แบง่ฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัด้วยพลาสมา่โคท้องจ�ำนวน 9 ตวั ไมฉี่ด
กระตุ้นภมิูคุ้มกนั 3 ตวั (กลุม่ควบคมุ) จากนัน้น�ำตวัอยา่งเลือดหนทูดลองมาทดสอบ ELISA ; Enzyme-linked 
immunosorbent assay วดัคา่การดดูกลืนแสง (optical density; OD) ท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จาก
การทดสอบความสามารถของแอนตบิอดีในพลาสมา่หนใูนการจบักบั PAG ซึง่ผลการทดสอบพบวา่หนทูดลอง
ท่ีได้รับการฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัด้วยพลาสมา่โคท้องมีมีคา่เฉลี่ยการดดูกลืนแสงของ ELISA เทา่กบั 1.04 และ
กลุม่ท่ีไมไ่ด้ฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัมีคา่เฉลีย่การดดูกลนืแสงของ ELISA เทา่กบั 0.33 ซึง่มีความแตกตา่งกนัอยา่ง
มีนยัส�ำคญัทางสถิติ (P<0.05) จากการศกึษาครัง้นีชี้ใ้ห้เห็นวา่การใช้พลาสมา่โคท้องฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัหนู
ทดลองสามารถท�ำให้หนทูดลองผลติแอนตบิอดีท่ีจ�ำเพาะตอ่ PAG ได้
ค�ำส�ำคัญ: PAG, ELISA, แอนติบอดี

ABSTRACT: The study of using pregnant cow plasma to stimulate immune response of mice to produce 
specific antibodies as pregnant markers of cows. The aim of this study was to inject a pregnant cow 
plasma to mice for create antibodies that are specific to the Pregnancy associated glycoproteins (PAG). 
By using 12 male mices (n=12) to immune injection with pregnant cow plasma and not injected 3 mices 
(control group). Than collect blood samples were tested for ELISA; enzyme-linked immunosorbant 
assay. Measure the absorbance (optical density; OD) at a wavelength of 450 nm. From testing the ability 
of antibodies in plasma mice in binding with PAG. Experience showed that the mice immunity has 
the average OD values of ELISA at 1.04 and the control group is 0.33 which is significantly different 
(P <0.05). In conclusion, this study shows that pregnant cow plasma injection can be used the mice 
immunity for produce specific antibodies as PAG of cows.
Keywords: Antibody, ELISA, PAG
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บทน�ำ

	 หนึ่ ง ในข้อส�ำคัญของการเลี ย้ ง โคใน
ปัจจบุนัคือ การตรวจการตัง้ท้องโค ซึง่ผลของการ
ตรวจการตัง้ท้องของโคมีความส�ำคญัและจ�ำเป็นใน
การประเมินประสิทธิภาพฟาร์ม และการจัดการ
ฟาร์มด้านตา่งๆ (Bromfield, 2016) เพราะซึง่การ
ปลอ่ยให้มีโคท้องวา่งมากกวา่ 12-13 เดือน ภายใน
ฝงู จะสง่ผลให้มีคา่ใช้จา่ยในการเลีย้งโคท้องวา่ง
เพ่ิมขึน้ได้ (Larson และ Ball, 1992) และจากการ
ตรวจการตัง้ท้องในโค ท่ีนิยมกนัในปัจจบุนั มกัจะ
เกิดปัญหาตา่งๆ ในการตรวจ เชน่ ต้องใช้ทัง้ความรู้ 
ประสบการณ์ของผู้ตรวจ บางเทคโนโลยีก็มีราคาสงู 
รวมทัง้ความแม่นย�ำ และช่วงระยะเวลาท่ียาวนาน
กวา่จะทราบผลชดัเจน จงึมีการศกึษาตวับง่ชีก้ารตัง้
ท้องใหม่ๆ  เพ่ือให้มีการตรวจการตัง้ท้องในโคสะดวก
และรวดเร็วย่ิงขึน้อย่าง เช่น การศึกษา Early 
pregnancy factor (EPF) (Morton,1984; Klima et 
al., 1992; Cordoba et al., 2001) ตรวจพบได้โดย 
Rosette inhibition test (RIT assay) เป็นวิธีท่ียุง่
ยาก และอาจมีสารอ่ืนๆ ในตวัอยา่งท่ีสง่ผลให้ผล
ตรวจผิดพลาดได้ การศกึษา Placental lactogen 
(PL) (Byatt et al., 1992) PL มีความเข้มข้นคอ่น
ข้างแปรปรวน และอยูใ่นระดบัต�่ำ ตรวจพบได้ใน
ชว่ง 3-4 เดือนของการตัง้ท้องเทา่นัน้ การศกึษา 
Chorionic Gonadotropins (CG) (Zondek และ 
Aschheim,1927; Cole และ Hart, 1930) ตรวจพบ
ได้ในชว่ง 35-40 วนัของการตัง้ท้อง มีปริมาณน้อย
และตรวจพบได้ช้า การศกึษา Estrone sulphate 
(E1S) (Hung และ Prakash, 1990) E1S พบได้ใน
น�ำ้นม พลาสมา่ และปัสสาวะ ตรวจโดยวิธี RIA 
(radioimmunoassay) และ ELISA สามารถตวรจ
วดัได้ตัง้แต ่ 3.5-4 เดือนขึน้ไปของการตัง้ท้อง และ
การศกึษา Interferon-τ (IFN- τ) ของ Roberts. 
(2007) Interferon- τ พบอยูใ่นมดลกูแตก็่มีปริมาณ
น้อย ไมส่ามารถวดัได้ในกระแสเลือดและของเหลว
สว่นอ่ืนๆ ของแมส่ตัว์ และเพ่ือขจดัปัญหาดงักลา่ว 
จงึมีการศกึษาการตรวจการตัง้ท้องของโค โดยการ
ตรวจหา PAG ท่ีสงัเคราะห์จากรกในแมโ่คท่ีตัง้ท้อง 
PAG เป็นกลุม่ของ glycoproteins ขนาดใหญ่ ท่ี 
โดย PAG สามารถตรวจพบด้วยวิธี RIA และ ELISA 
(Sousa et al., 2006) โมเลกลุ PAG เหลา่นีถ้กู

สังเคราะห์ขึน้โดย mono และ binucleate 
trophoblastic cells และปลอ่ยออกสูก่ระแสเลือด
ของแม่โค ตัง้แต่สัปดาห์แรกของการตัง้ท้องจน
กระทัง่คลอด PAG สามารถตรวจพบได้ในเนือ้เย่ือ
รก เม่ือเร่ิมมีการฝังตวัของตวัออ่นและการสร้างรก 
คณุลกัษณะของ PAG  คือมี มวลโมเลกลุถงึ 70kDa 
มากกวา่ไกลโคโปรตีนอ่ืนๆ  ในพลาสมาเป็นสองเทา่ 
ในสว่นของ Bovine PAG ท่ีค้นพบครัง้แรก คือ 
boPAG-1 หรือท่ีเรียกวา่ boPAG-67kDa สว่นอ่ืนๆ 
ของโมเลกลุท่ีอยูใ่นตระกลูนีมี้จ�ำนวนและช่ือท่ีได้รับ
การยอมรับจาก international nomenclature 
จนถึงปัจจบุนัและได้รับการตรวจสอบพิสจูน์แล้วว่า
มี Bovine PAG อยู ่22 ชนิด คือ boPAG-1 – boPAG-22 
จากการวิเคราะห์ทางชีวเคมีและคุณสมบัติทาง
ชีวภาพของ สามารถแบง่ Bovine PAG ออกเป็น 3 
กลุม่คือ (Gajewski et al., 2009) 1. Bovine PAG-8 
อาจเป็น 2.  boPAG-2 และ 3. คือ boPAG-1 หรือท่ี
เรียกวา่ boPAG-67kDa ซึง่ PAG เป็นกลุม่โมเลกลุ
หลกัของ Bovine PAG (Sousa et al., 2006) 
	 จากการค้นพบ PAG นี ้ จะสามารถน�ำมา
ประยกุต์ใช้ในการตรวจการตัง้ท้องของโค ซึง่จะเป็น
ทางเลือกใหม่ในการตรวจท้องท่ีมีประสิทธิภาพดี
กวา่แบบเดมิท่ีมีข้อจ�ำกดัตา่งๆ การตรวจการตัง้ท้อง
จาก PAG จงึมีเป้าหมายเพ่ือท่ีนัน้ ทราบผลการ
ตรวจท่ีชดัเจนและรวดเร็วกวา่ สามารถตรวจได้งา่ย
กวา่ โดยวตัถปุระสงค์ของการศกึษาครัง้นีคื้อ เพ่ือ
ศึกษาผลของการใช้พลาสม่าฉีดกระตุ้นหนทูดลอง
แทนท่ีการใช้ PAG บริสทุธ์ิ

วธีิการศกึษา

	 เก็บตัวอย่างเลือดจากโคท้องประมาณ 
5-8 เดือน ท่ียืนยนัการตัง้ท้องโดยการล้วงตรวจผา่น
ทางทวารหนกัโดยสตัวบาลประจ�ำฟาร์ม จ�ำนวน 3 
ตวั ปริมาณ 20 มิลลลิติร  น�ำตวัอยา่งเลือดของโคท่ี
เก็บมาป่ันเหว่ียงและดดูเก็บพลาสม่าไว้ใช้ในการเต
รียมเป็นแอนติเจนท่ีใช้ในการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
โดยผสมพลาสมา่โคท้องท่ีเก็บมากบั Incomplete 
freund’s adjuvant ในอตัราส่วน 1:1 ส�ำหรับการ
กระตุ้นภมิูคุ้มกนัในครัง้แรก และครัง้ตอ่ไปเปลี่ยน
เป็น complete freund’s adiuvant ผสมจนเป็น
ของเหลวเนือ้เดียวกนั (homogenization) และน�ำ
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ไปฉีดเข้าใต้ผิวหนงับริเวณหลงัของหนทูดลองพนัธุ์ 
BALB/cAJcl เพศผู้  อาย ุ 3-7 สปัดาห์ ตวัละ 200 
ไมโครลติร ทัง้หมด 9 ตวั ฉีดกระตุ้นทัง้หมด 20 
สปัดาห์ (ฉีดสปัดาห์เว้นสปัดาห์) และไมฉี่ดกระตุ้น 
3 ตวั ก่อนฉีดกระตุ้นทกุครัง้ท�ำการเก็บตวัอยา่ง
เลือดหนูทดลอง โดยการใช้มีดโกนกรีดบริเวณ
เส้นเลือดโคนหาง ให้เป็นแผลขนาดเล็ก และใช้ 
Haematocrit tubes ดดูเก็บเลือด ปริมาณไมเ่กิน 
0.2 มิลิเมตร (เลขท่ีค�ำขอรับใบอนุญาตใช้สัตว์ 
MACUC 002A/2562) ถ่ายใสห่ลอดไมโครเซนตฟิิ
วก์ จากนัน้น�ำไปป่ันเหว่ียงและดดูเก็บพลาสมา่ไว้ท่ี
ตู้แชอ่ณุหภมิู 20 องศาเซลเซียล เพ่ือน�ำไปใช้ใน
ทดสอบ Indirect ELISA (ตามวิธีของของ รัชนี
วรรณ, (2550) เร่ิมจากหาอตัราเจือจางท่ีเหมาะสม
ของแอนตเิจน, แอนตบิอดี และ Goat anti-mouse 
HRP ซึง่อตัราสว่นท่ีเหมาะสม ได้แก่ แอนตเิจน 
(PAG protein) คือ PAG 50 นาโนกรัมตอ่ 
phosphate buffer saline (PBS) 100 ไมโครลติร, 
แอนตบิอดี (พลาสมา่หนทูดลอง) ท่ีเจือจางกบั PBS 
ในอตัราสว่น 1:1000 และ Goat anti-mouse HRP 
ท่ีเจือจางกบั PBS ในอตัราสว่น 1:2000 จากนัน้จงึ
เร่ิมขัน้ตอนของการท�ำ Indirect ELISA ท่ีจ�ำเพาะ
ตอ่ PAG เพ่ือตรวจสอบการสร้างแอนตบิอดีท่ี
จ�ำเพาะตอ่ PAG ของหนท่ีูได้รับการฉีดพลาสมา่โค

ท้อง ผลการท�ำ Indirect ELISA ตอ่ PAG จะได้คา่
การดดูกลืนแสงของ ELISA ท่ีอา่นจากเคร่ือง ELISA 
reader ท่ี 450 nm ข้อมลูท่ีได้จากการทดสอบ
ปฏิกิริยาด้วยเทคนิค indirect ELISA ท่ีจ�ำเพาะตอ่ 
PAG จะถกูน�ำมาวิเคราะห์ภายใต้แผนการทดลอง
การแบบสุ่มสมบรูณ์ท่ีมีการวดัซ�ำ้ โดยใช้ขัน้ตอน 
PLOC GLM  ในโปรแกรมส�ำเร็จรูปส�ำหรับวิเคราะห์
ข้อมลูทางสถิต ิ SAS Studio 3.8 Basic Edition 
(SAS University Edition, 2018)

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง

	 จากการทดสอบปฏิกิริยาด้วยเทคนิค 
Indirect ELISA ท่ีจ�ำเพาะตอ่ PAG พบวา่การ
ทดลองการใช้พลาสม่าโคท้อง ในการฉีดกระตุ้น
ภมิูคุ้มกนัหนทูดลอง สง่ผลท�ำให้หนทูดลองสามารถ
สร้างแอนติบอดีได้โดยดูจากค่าการดูดแสงท่ี
ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของ ELISA พบวา่
หนทูดลองท่ีได้รับการฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัมีคา่เฉลี่ย
การดดูกลืนแสงของ ELISA เทา่กบั 1.04 เทียบกบั
กลุม่ไมไ่ด้ฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัมีคา่เฉลี่ยการดดูกลืน
แสงของ ELISA เทา่กบั 0.33 ซึง่มีความแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ (P<0.05) ดงั Figure 1 
แสดงให้เห็นว่าหนทูดลองสามารถสร้างแอนติบอดี

Figure 1 Chart showing the comparison of the average OD values of ELISA from the reaction of antibodies as 
PAG. (I refers to the average OD values of ELISA in mice immunity group, N refers to the average OD 
value the average OD values of ELISA in control group)
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	 ข้อมลูจาก Figure 2 แสดงให้เหน็วา่คา่
การดดูกลนืแสงมีแนวโน้วเพ่ิมขึน้เร่ือยๆ จากสัปดาห์
ท่ี 0 ไปจนถงึสปัดาห์ท่ี 20 การท่ีคา่การดดูกลืนแสง
ของ ELISA มีคา่สงูขึน้ เกิดจากหลกัการของการท�ำ
ปฏิกิริยาท่ีจ�ำเพาะเจาะจงกนัของแอนติบอดี และ
แอนติเจน โดยใช้เอนไซม์เป็นตวัตรวจวดัการเกิด
ปฏิกิริยา (ปวิน, 2555)  การท่ีคา่การดดูกลืนแสง
ของ ELISA มีคา่สงู แสดงวา่มีการจบักนัของ
แอนตบิอดีและแอนตเิจนหรือ PAG ใน Figure 2 
สปัดาห์ท่ี 0 ของทัง้สองกลุม่ (I คือ กลุม่ท่ีฉีดกระตุ้น
และ N คือกลุม่ท่ีไมไ่ด้ฉีดกระตุ้น) มีคา่ใกล้เคียงกนั
และน้อยท่ีสดุ เม่ือเทียบกบัสปัดาห์ถดัไป และใน
ชว่งสปัดาห์ท่ี 2 ขึน้ไป กลุม่ท่ีได้รับการฉีดกระตุ้นมี
ค่าสงูขึน้เร่ือยๆ อย่างเห็นได้ชดั ตามกลไกการ
ท�ำงานของการสร้างภมิูคุ้มกนัท่ีมีการตอบสนองตอ่
แอนตเิจนซึง่จะใช้เวลาประมาณ 5-10 วนั (สนันิภา, 
2549) และจากการศกึษาของ Fricke et al. (2016) 
เก่ียวกบัระดบั PAG ในพลาสมา่และน�ำ้นม พบวา่ 
ระดบั PAG ในพลาสมา่จะเร่ิมเพ่ิมขึน้ในวนัท่ี 25 
หลงัผสมเทียม และมีปริมาณสงูสดุในวนัท่ี 32 หลงั
ผสมเทียม จากนัน้จะลงลงต�่ำสดุในชว่งวนัท่ี 53-67 
หลงัผสมเทียม และจะคอ่ยๆ เพ่ิมระดบัขึน้ในวนัท่ี 

74 หลงัผสมเทียม Green et al. (2005) ระบวุา่ 
ELISA สามารถตรวจพบ PAG ในเลือดของโคท่ีตัง้
ท้องได้อยา่งชดัเจนภายใน 28 วนัหลงัการผสมเทียม 
(ความเข้มข้นของ PAG ในเลือดคือ 8.75 ± 3.04 
ng/mL) ความเข้มข้นของ PAG มีคา่สงูสดุในชว่ง
สปัดาห์ท่ีคลอดท่ี 588.90 ± 249.90 ng/ mL  และ
จะลดลงอยา่งรวดเร็วหลงัจากคลอด โดยระดบั
ความเข้มข้นของ PAG ท่ี 0.80 ng/ml ในเลือดถกูใช้
เป็นจดุตดัเพ่ือวินิจฉยัการตัง้ท้องของโค (Karen et 
al., 2014)

สรุป

	 ผลจากการใช้พลาสม่าโคท้องฉีดกระตุ้น
ภมิูคุ้มกนัหนทูดลอง เพ่ือกระตุ้นให้หนทูดลองสร้าง
แอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะต่อตัวบ่งชีก้ารตัง้ท้องของโค 
ในท่ีนีคื้อ pregnancy associated glycoproteins 
ซึง่ผลจากการทดสอบปฏิกิริยาด้วยเทคนิค indirect 
ELISA ท่ีจ�ำเพาะตอ่ PAG พบวา่หนทูดลองสามารถ
สร้างแอนตบิอดีตอ่ PAG ได้ โดยหนทูดลองในกลุม่
ท่ีได้รับการฉีดกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันมีค่าเฉลี่ยการดูด
กลืนแสงของ ELISA เทา่กบั 1.04 และกลุม่ไมไ่ด้ฉีด

Figure 2 Chart showing the comparison of the average OD values of ELISA in each week from the reaction of 
antibodies as PAG. (I refers to the average OD of ELISA in mice immunity group, N refers to the average 
OD of ELISA in control group)
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กระตุ้นภูมิคุ้ มกันมีมีค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของ 
ELISA เทา่กบั 0.33  ซึง่มีความแตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัส�ำคญัทางสถิต ิ (P<0.05) จะเหน็ได้วา่สว่นตา่ง
ของค่าการดดูกลืนแสงท่ีแตกต่างกนั มีการสร้าง
แอนติบอดีท่ีอาจจ�ำเพาะต่อการบ่งบอกการตัง้ท้อง
ของโค ดงันัน้ในการศกึษาขัน้ตอ่ไปจะน�ำหนทูดลอง
ท่ีได้รับการฉีดกระตุ้ นและมีค่าการดูดกลืนแสง
สงูสดุ ไปใช้ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่ PAG 
เพ่ือน�ำแอนติบอดีท่ีได้มาพฒันาชุดตรวจสอบการ
ตัง้ท้องของโคภาคสนาม โดยใช้ PAG เป็นตวับง่
บอก และพฒันาให้มีความแมน่ย�ำสงูสดุตอ่ไป
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มหาวิทยาลยัแมโ่จ้ท่ีสนบัสนนุทนุในการทดลองครัง้
นี ้ พร้อมทัง้คณาจารย์มหาวิทยาลยัแมโ่จ้ท่ีให้การส
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