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สารบัญ 
 
 หนา 
  
กิตติกรรมประกาศ  ค 
บทคัดยอภาษาไทย ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ ฉ 
สารบัญ  ซ 
สารบัญตาราง ญ 
สารบัญภาพ ฎ 
บทท่ี 1 บทนํา 1 
บทท่ี 2 ตรวจเอกสาร 3 
บทท่ี 3 อุปกรณและวิธีการ 30 
บทท่ี 4 ผลการทดลอง 45 
 4.1 ผลการกระตุนภูมิคุมกันในสัตวทดลอง (หนูขาวตัวเล็กสายพันธุ Balb/c) 45 
 4.2 ผลการผลิต Hybridoma cells 45 
 4.3 ผลการตรวจหา Hybridoma cells ท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีตอฮอรโมน ZR   

(Screening) 
46 

 4.4 ผลการแยกโคลนเด่ียวโดยวิธี Limiting dilution 46 
 4.5 ผลการจําแนกชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (isotyping) 49 
 4.6 ผลการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก Hybridoma cells 51 
 4.7dผลการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ (purification) ดวย Saturated 

ammonium sulfate และปริมาณแอนติบอดีจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ใหบริสุทธ์ิ 

51 

 4.8dผลการหาอัตราเจือจางท่ีเหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAbZR)   
และเอนไซม (anti-mouse IgG-AP) 

52 

 4.9 ผลการวัดปฏิกิริยาการเกาะเกี่ยวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Cross reaction) 
ของแอนติบอดีตอฮอรโมน ZR 

53 

 4.10 การหา Intra coefficient assay และ Inter coefficient assay 
4.11 ผลการสรางกราฟมาตรฐานของฮอรโมน ZR 

55 
55 
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สารบัญ (ตอ) 
 

 หนา 
  
           4.12 ผลการวิเคราะหหาปริมาณฮอรโมน ZR โดยวิธี Indirect ELISA 57 
บทท่ี 5 วิจารณผลการทดลอง 61 
บทท่ี 6 สรุปผลการทดลอง 66 
เอกสารอางอิง 67 
ภาคผนวก 72 
ประวัติผูเขียน 79 
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สารบัญตาราง 
           
ตาราง  หนา 

1 การเปรียบเทียบระหวางโพลีโคลนอลแอนติบอดี และโมโนโคลนอล
แอนติบอด ี

25 

2 แสดงระยะเวลาและการเตรียมแอนติเจนกระตุนภูมิคุมกนัตอ ZR-BSA          
ในหนูขาวตัวเล็กสายพันธุ Balb/c 

34 

3 แสดงคา Optical density (OD) ของ Media ท่ีเก็บจากหลุมท่ีมีโคลนของ 
Hybridoma cells จากการ fusion ระหวางเซลลมามท่ีถูกกระตุนภูมิคุมกนั
ตอ ZR-BSA และเซลลไมอิโลมา 

47 

4 แสดงคา Optical density (OD) จากการตรวจแอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยากับ 
ZR-BSA และ BSA ของ Media ท่ีเก็บจากกลุมโคลน 1C10 ท่ีมีโคลนเด่ียว 
ภายหลังการทํา Limiting dilution 

48 

5 แสดงคา Optical density (OD) จากการตรวจแอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยากับ 
ZR-BSA และ BSA ของ Media ท่ีเก็บจากหลุมโคลน 1G9 ท่ีมีโคลนเด่ียว 
ภายหลังการทํา Limiting dilution  

49 

6 แสดงคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร จากการตรวจชนิดของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี โดยการทําปฏิกิริยากับ goat anti-mouse IgG1, goat 
anti-mouse IgG2a, goat anti-mouse IgG2b, goat anti-mouse IgG3, goat 
anti-mouse IgM และ goat anti-mouse IgA 

50 

7 แสดงคา % Cross reactivity ของแอนติบอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ฮอรโมนชนิดอ่ืน 

54 

8 แสดงผลที่ไดจากการทํากราฟมาตรฐาน 56 
9 การเปล่ียนแปลงปริมาณ ZR ในราก หลังกรรมวิธี 58 
10 การเปล่ียนแปลงปริมาณ ZR ใน xylem sap หลังกรรมวิธี 59 
11 การเปล่ียนแปลงปริมาณ ZR ในใบ หลังกรรมวิธี 60 

 
 
 
 



 
 
 
 
 

ฎ

สารบัญภาพ 
 
ภาพ  หนา 

1 โครงสรางทางเคมีของสารในกลุมไซโตไคนิน  4 
2 โครงสรางของไซโตไคนินท่ีอยูในรูปของ Isoprenoid และ Aromatic  5 
3 รูปแบบจําลองวิถีของการสังเคราะหไซโตไคนินในตน  Arabidopsis   

โดยผานวิถี methylerythritol phosphate (MEP) และ mevalonate (MVA) 
6 

4 โครงสรางพื้นฐานของแอนติบอดี 22 
5 (a) เปนโพลีโคลนอลแอนติบอดี เปรียบเทียบกับ (b) เปนโมโนโคลนอล

แอนติบอดี 
24 

6 หลักการสราง Monoclonal antibody  29 
7 แสดงการตอระหวาง 3 ทางกับกระบอกฉีดยา เพื่อโฮโมจิไนซระหวาง 

adjuvant กับแอนติเจน 
33 

8 แสดงการฉีดแอนติเจนเขาใตผิวหนังหนูขาวตัวเล็กสายพันธุ Balb/c 34 
9 แสดงการเจาะเลือดจากหางหนูขาวตัวเล็กสายพันธุ  Balb/c 35 
10 แสดงโคลนของ Hybridoma cells ท่ีไดหลังจากการ Fusion x100เทา (A) 

และ x400 เทา (B) 
37 

11 การบดและการสกัดตัวอยางพืชเพื่อวิเคราะหปริมาณฮอรโมน 42 
12 การกรองสาร การระเหยแหง และการปนเหวี่ยงตัวอยาง 43 
13 สวนประกอบของคอลัมนท่ีใชในการทําสารใหบริสุทธ์ิ (Purification)  44 
14 แสดงการจับ (affinity) ระหวาง ZR-H3 กับแอนติบอดี จากหนูขาวตัวเล็ก

สายพันธุ Balb/c จํานวน 3 ตัว หลังจากการกระตุนภูมิคุมกันคร้ังแรก 14 28 
และ 42 ตามลําดับ 

45 

15 แสดง Hybridoma cells หลังการทํา limiting dilution ได  10 วัน ของโคลน 
1C10 (A) และโคลน 1G9 (B) (x 40 เทา) 

46 

16 แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตรของ media ท่ีใชเล้ียงเซลลผลิต
แอนติบอดีของ 2 % FBS และ 10 % FBS 

51 

17 แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตรของการทําใหบริสุทธ์ิดวย saturated 
ammonium sulfate ท่ีความเขมขน 20 %, 30 %, 40 % และ 50 %  

52 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
   

ภาพ  หนา 
18 แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี  405 นาโนเมตร  ในการหาอัตราเจือจางของ

แอนติบอดีกับเอนไซมท่ีเหมาะสม 
53 

19 แสดงผลของแอนติบอดีตอฮอรโมน ZR ทําปฏิกิริยากับ trans-Zeatin 54 
20 แสดงผลของแอนติบอดีตอฮอรโมนทZRmทําปฏิกิริยากับ                         

trans-ZeatinRiboside-5’-monophosphate 
55 

21 แสดงเสนกราฟมาตรฐานของฮอรโมน ZR เม่ือใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีมี อัตราเจือจาง 1:500 พบความไวของการทําปฏิกิริยาท่ี 50% 
binding ได 38.5 นาโนกรัม/50 ไมโครลิตร 

56 

22 แสดงเสนกราฟมาตรฐานของฮอรโมน ZR ท่ีทําควบคูกับการวิเคราะห
ปริมาณ ZR ในตัวอยางพืช พบความไวของการทําปฏิกิริยาท่ี 50% binding 
ได 37.85 นาโนกรัม/50 ไมโครลิตร 

57 

23 การเปล่ียนแปลงปริมาณ ZR ในราก หลังกรรมวิธี 58 
24 การเปล่ียนแปลงปริมาณ ZR ใน xylem sap หลังกรรมวิธี 59 
25 การเปล่ียนแปลงปริมาณ ZR ในใบ หลังกรรมวิธี 60 

 


