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บทคดัย่อ 
  การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะตอ่ไซโตโครม P4501A (CYP1A) ของปลากะพงขาว 
(Lates calcarifer Bloch) ที่ได้รับสารเบนโซ [เอ] ไพรีน  โดยการฉีดกระตุ้นหนขูาวด้วย CYP1A จากตบัปลากะพงขาวสกดั
จ านวน 4 ครัง้ จากนัน้น าม้ามหนทูี่ตอบสนองตอ่แอนติเจนมาหลอมกบั myeloma เพื่อผลิตเซลล์ลกูผสม  คดัเลอืกโคลนที่
มีคุณสมบัติจ าเพาะต่อ CYP1A จากตับปลากะพงขาวสกัด ที่มีน า้หนักโมเลกุล 56 และ 74 กิโลดาลตัน โดยเทคนิค            
dot blot และ western blot พบโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อ CYP1A จ านวน 3 โคลน  ได้แก่  MAb- sea 
bass CYP1A 1.4-3D,  2.3-4G-6E  และ 155-4D  ที่มีไอโซไทป์ เป็น IgG1, IgG1 และ IgM  ตามล าดบั     โมโนโคลนอล
ที่ผลิตได้นีจ้ัดได้เป็น 2 กลุ่มตามความจ าเพาะของ CYP1A ในรูปแบบเสียสภาพ (denatured) และรูปแบบไม่เสียสภาพ 
(native form) ได้แก่ กลุม่ที่ 1 จ าเพาะต่อ CYP1A ในรูปแบบเสียสภาพเท่านัน้ มี 2 โคลน ได้แก่ MAb-sea bass CYP1A 
1.4-3D  และ  2.3-4G-6E  และกลุม่ที่ 2  จ าเพาะตอ่ CYP1A ทัง้ในรูปแบบเสยีสภาพ และรูปแบบไมเ่สยีสภาพ มี 1 โคลน  
ได้แก่ MAb-sea bass CYP1A 155-4D ซึ่งแอนติบอดีที่ผลิตได้นีส้ามารถน าไปใช้ตรวจสอบ CYP1A ได้ด้วยเทคนิค dot 
blot, western blot และ immunohistochemistry หรือพัฒนาเทคนิค ELISA ได้ต่อไป  นอกจากนีพ้บว่า โมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตได้ทัง้ 3 โคลน  มีสมบตัิในการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุม่ได้กบัปลาทะเลชนิดต่าง ๆ   ปลาน า้กร่อย และปลา
น า้จืดบางชนิดได้  
 

ค าส าคัญ  :  ไซโตโครม P4501A   โมโนโคลนอลแอนติบอดี   ปลากะพงขาว   พีเอเอช   เบนโซ [เอ] ไพรีน 
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Abstract 

  Monoclonal antibodies specific to cytochrome P4501A of Asian sea bass (Lates calcarifer 
Bloch) exposed to benzo[a]pyrene were generated from a mouse immunized with fish liver cytochrome 
P4501A extracts. The spleen was fused with myelomas to provide hybridomas.  Hybridomas were screened 
by dot blot and western blot against Asian sea bass CYP1A extracts. Three clones of monoclonal antibodies 
(MAb-sea bass CYP1A1.4-3D,  2.3-4G-6E and 155-4D) specific to Asian sea bass CYP1A (54 and 76 kDa) 
were obtained and the isotyping were IgG1, IgG1 and IgM, respectively.  They were divided into 2 groups 
according to their specific binding to denatured and native form of CYP1A.  The first group of antibodies             
(1.4-3D, 2.3-4G-6E) recognized only denatured form and the second group (155-4D) recognized both 
denatured and native form of CYP1A.  The monoclonal antibodies  can use for CYP1A detection  by antibody 
techniques such as dot blot, western blot and immunohistochemistry or develops for ELISA.  In addition,             
all clones of monoclonal antibodies were cross-reacted with liver cytochrome P4501A from some marine, 
brackish or freshwater fishes.   
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บทน า 

 ในปัจจุบนัมีการใช้ตวัชีว้ดัทางชีวภาพในการตรวจสอบการปนเปือ้นของสาร xenobiotics ในแหลง่น า้  
ซึ่งสารเหล่านีม้ีผลในการชักน าให้เกิดไซโตโครม P4501A  (CYP1A) ซึ่งเป็นโมโนออกซิเจเนส ที่สร้างขึน้ในตับ และท า
หน้าที่เปลี่ยนโครงสร้างและก าจดัสารปนเปือ้นออกจากร่างกาย มีการใช้ไซโตโครม P4501A เป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพหลงั
ได้รับผลกระทบจากสารในกลุ่มของ Polychlorinated biphenyl (PCB), Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (PAH) 
(Eggens และคณะ, 1995) ใช้เป็นตวัชีว้ดัติดตามผลกระทบต่อปลาในแหล่งน า้ได้   ไซโตโครม P4501A  ในปลากระดูก
แข็งมีขนาดโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 40-60 กิโลดาลตนั สามารถตรวจหา CYP1A  ได้โดยการวดักิจกรรมของ 7-ethoxyresorufin 
o-deethylase (EROD) หรือโดยเทคนิคทางแอนติบอดี (antibody techniques) เช่น western blot, Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA), immunohistochemistry (Al-Arabi และ  GoksØyr, 2002; Tom และคณ ะ , 2002; 
Desantis และคณะ, 2005)    การผลิตและศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ  CYP1A จากปลา    
กะพงขาวที่ได้รับสารเบนโซ [เอ] ไพรีน  เพื่อน ามาประยุกต์ใช้ในเทคนิคทางแอนติบอดีซึ่งมีความจ าเพาะสงูมาช่วยใน             
การตรวจสอบปริมาณของ CYP1A ซึ่งเป็นตัวชีว้ัดทางชีวภาพส าหรับการปนเปื้อนของสารในกลุ่ม PAH ในแหล่งน า้  
นอกเหนือจากการใช้เทคนิคทางเอนไซม์   โดยแอนติบอดีที่ผลิตได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นเคร่ืองมือตรวจสอบ
แอนติเจนโดยเทคนิคทางแอนติบอดีได้หลายรูปแบบ (FÖrlin และ Celander, 1993; Rice และคณะ, 1998)  ในการใช้
เทคนิคแอนติบอดีตรวจหา CYP1A ในปลากะพงขาวซึง่เป็นปลาเศรษฐกิจที่มีการเพาะเลีย้งกนัอย่างกว้างขวางในบริเวณ
ชายฝ่ังภาคตะวนัออก หรือปลาชนิดอื่น ๆ ที่อาศยัในเขตที่มีแหลง่อตุสาหกรรม ซึง่จะได้รับผลโดยตรงจากการปนเปือ้นของ
สารพิษในแหลง่น า้และอาจสง่ผลกระทบต่อสรีระวิทยา การเจริญพนัธุ์ และสะสมสารพิษเป็นอนัตรายในการบริโภคของ
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มนษุย์  เพื่อติดตามประเมินคณุภาพของน า้ ประเมินสขุภาพของสตัว์น า้ที่เลีย้งในแหลง่ที่มีความเสี่ยงในการปนเปือ้นซึ่ง
อาจสง่ผลท าให้สตัว์น า้มีภมูิต้านทานจากเชือ้โรคน้อยลงอีกทัง้ยงัเป็นการเฝ้าระวงัผลกระทบที่มีตอ่สิง่แวดล้อมด้วย 

 
วัสดุอุปกรณ์และวธีิการวิจัย 
1.  การเตรียมแอนติเจน 

1.1  การชกัน าให้เกิด CYP1A ในสัตว์ทดลอง  
ปลากะพงขาว (Asian sea bass; Lates calcarifer Bloch) ขนาด 400-500 g มาเลีย้งปรับสภาพเป็นเวลา            

7 วนั ท่ีระดบัความเค็ม 15 ppt จากนัน้ฉีดเบนโซ [เอ] ไพรีน (B[a]P) ในน า้มนัข้าวโพด (corn oil) ปริมาณ 10 mg/kg BW 
เพื่อกระตุ้นให้ปลาสร้างไซโตโครม P4501A เมื่อครบ 7 วนัหลงัจากฉีดกระตุ้น เก็บตบัปลากะพงขาว 20 g ส าหรับน ามา
สกัดไซโตโครม P4501A เพื่อใช้เป็นแอนติเจน และสว่นที่เหลือน าไปแช่ใน 10% PBS formalin เพื่อใช้ส าหรับตรวจสอบ
โดยเทคนิคอิมมโูนฮีสโตเคมิสทรี  

1.2  การสกัด CYP1A เพื่อใช้เป็นแอนติเจน 
 สกดัโปรตีนตามวิธีของ Rice และคณะ (1995) โดยน าตบัปลากะพงขาว 1 กรัม มาล้างด้วย 1.15% KCl เก็บไว้
ในหลอด cryotube แล้วเก็บในถงัไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 2 วนั  ก่อนย้ายไปเก็บที่อณุหภมูิ -80°C จากนัน้น าตบัปลามา
สกัด ด้วยสารละลายทริสอะซิ เตทบัฟ เฟอร์ (0.01 M Tris-acetate containing 0.1 M KCL, 1mM EDTA, 0.1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)) ป่ันเหวี่ยงที่ 20,000 xg เป็นเวลา 30  นาที  เก็บสารละลายส่วนใสด้านบนมา
ป่ันเหวี่ยงที่ 100,000 xg เป็นเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C เก็บตะกอนมาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์           
(0.1 M K3P04, 20% glycerol และ 1 mM EDTA) น าไปวัดปริมาณโปรตีน และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะ
น ามาใช้  น าโปรตีนสกัดมาแยกใน 12% SDS-PAGE จากนัน้ตดัเจลช่วงแถบโปรตีนขนาด 50-80 kDa  มาสกัดโปรตีน
ออกจากเจล โดยใช้ Miniprotein Eluter (BioRad)   น าเจลมาตรวจสอบ CYP1A โดยเทคนิค western blot ด้วยโพลี
โคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ CYP1A ของปลาเรนโบว์เทร้าท์ (PAb rabbit anti-Rainbow trout CYP1A)  ได้รับความ
อนุเคราะห์จาก Dr. Malin C. Celander, Department of Zoophysiology, Göteborg University, Göteborg, Sweden) 
(FÖrlin และ Celander, 1993)   เพื่อยืนยันสมบตัิของ CYP1A และน าโปรตีนที่ได้มาใช้เป็นแอนติเจนในการฉีดกระตุ้น   
หนูขาวให้สร้างแอนติบอดี โดยวิธีการที่ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการใช้สตัว์ทดลอง                
มหาวิทยาลยับรูพา 
2. การผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ CYP1A จากปลากะพงขาว 
 2.1  การฉีดกระตุ้นหนูขาวให้สร้างแอนตบิอด ี
 น าหนูขาว (Swiss mice) อายุ 6 สปัดาห์ จ านวน 4 ตวั ซือ้จากส านักสตัว์ทดลอง มหาวิทยาลยัมหิดล มาฉีด
กระตุ้นด้วยโปรตีน CYP1A จากปลากะพงขาวที่สกดัออกจากเจล โดยน า CYP1A สกดั ความเข้มข้น 1 mg/ml ผสมกับ 
Freund’s Complete Adjuvant ในอตัราสว่น 1:1  ฉีดเข้าบริเวณช่องท้องของหนขูาวจ านวน 4 ตวั  ตวัละ 150 µl หลงัจาก
นัน้ฉีดซ า้อีก 3 ครัง้ ด้วย CYP1A สกัด ผสมกับ Freund’s Incomplete Adjuvant  ในอตัราส่วนเดียวกับการฉีดครัง้แรก           
ท าการฉีดทกุ ๆ 2  สปัดาห์ หลงัจากฉีดครัง้ที่ 4 เป็นเวลา 1 สปัดาห์ เจาะเลอืดหน ูเก็บซีรัมแตล่ะตวั มาใช้เป็นโพลโีคลนอล
แอนติบอดี เพื่อทดสอบความจ าเพาะตอ่ CYP1A   
 น าซีรัมของหนขูาวทัง้ 4 ตวั มาตรวจสอบความจ าเพาะต่อโปรตีน CYP1A ด้วยเทคนิค  Western blot โดยแยก
สารสกัด CYP1A ด้วยเทคนิค 12% SDS-PAGE  โดยใช้ BioRad mini protein III ที่กระแสไฟฟ้า 110 v จากนัน้ย้าย
โปรตีนจากเจล ลงสู่กระดาษไนโตรเซลลโูลส (BioRad) โดยเคร่ือง BioRad Trans-Blots Semi-Dry โดยใช้กระแสไฟฟ้า  
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15 v เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้น ากระดาษไนโตรเซลลโูลสออกมาแช่ใน 5% blotto (5% นมพร่องมนัเนยในสารละลาย 
PBS ที่มี 1% Triton-X100) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 0.5% blotto ครัง้ละ 5 นาที จ านวน 3 ครัง้  ตัดแยกกระดาษ           
ไนโตรเซลลูโลสเป็นชิน้ละ 1 ช่องเจล  แช่ลงในซีรัมหนูแต่ละตัว  (1:100) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างแอนติบอดีส่วนเกิน          
ออกด้วย 0.5% blotto ครัง้ละ 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ แช่กระดาษไนโตรเซลลโูลส ใน secondary antibody (Goat anti-
mouse IgG conjugated horseradish peroxidase; GAM-HRP) (1:1,000) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างแอนติบอดีส่วนเกิน
ออกด้วย 0.5% blotto ครัง้ละ 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ แล้วน ากระดาษไนโตรเซลลโูลส  แช่ในสารละลายสบัสเตรท (0.03% 
DAB, 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 ใน PBS ) ที่อณุหภมูิห้องเพื่อให้เกิดสี ภายในเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาล้างกระดาษ
ไนโตรเซลลโูลสด้วยน า้กลัน่หลาย ๆ ครัง้  ค านวณหาน า้หนกัโมเลกุลโดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน pre-stained 
น า้หนกัโมเลกุล 31.4-126 kDa (Sigma)  ตรวจดแูถบโปรตีนที่ให้ผลบวกกบัแอนติบอดี  เปรียบเทียบผลการเกิดปฏิกิริยา
กบั CYP1A สกดั ระหวา่งโพลโีคลนอลแอนติบอดีจากซีรัมหนทูัง้ 4 ตวั กบัโพลโีคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะตอ่ CYP1A ของ
ปลาเรนโบว์เทร้าท์  
 
3. การผลิตและตรวจสอบลกัษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดต่ีอ CYP1A จากปลากะพงขาว 
 3.1  การหลอมเซลล์เพื่อผลติเซลล์ลูกผสมที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 น าหนูขาวตวัที่ฉีดกระตุ้นให้สร้างโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ CYP1A ที่มีไตเตอร์ของแอนติบอดีมาฉีดกระตุ้น
ด้วย CYP1A สกัด ผสมกับ Freund’s Incomplete Adjuvant  อีก 1 ครัง้ 3 วัน ก่อนท าการหลอมเซลล์เพื่อผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี น าเซลล์ม้ามจากหนูขาวที่ฉีดกระตุ้ น มาหลอมรวมกับ myeloma cell ตามวิธีของ Köhler และ 
Milstein (1976) และดดัแปลงจาก Mosmann และคณะ (1979) โดยท าตามขัน้ตอนดงันี ้ 
 น าเซลล์ม้ามมาใส่รวมกับเซลล์ myeloma NS-I ในอตัราส่วน 1:10 แล้วป่ันแยกเซลล์ออกจากอาหารที่ 1,500 
รอบต่อนาที   เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เท RPMI ออกทิง้ ค่อยๆ เติมสารละลาย 50% polyethylene glycol (PEG)           
ใน RPMI medium ปริมาตร 1 ml เขย่าเบา ๆ ให้เซลล์ผสมกันเป็นเวลา  1 นาที จากนัน้เติม RPMI medium ปริมาตร           
30 ml ตัง้บม่ไว้ในใน CO2 incubator ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
 ผลิตเซลล์ลกูผสม (hybridomas)  โดยป่ันแยกเซลล์ที่บ่มไว้ที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที แล้วกระจายเซลล์
อย่างสม ่าเสมอในอาหารคัดเลือกเซลล์ลูกผสม 20% Fetal calf serum (FCS), RPMI-HAT medium ปริมาตร 250 ml    
ดดูเซลล์ใส่ในถาดหลมุเลีย้งเซลล์ (96 well plate) หลมุละ 200 µl จ านวน 12 ถาด บ่มใน CO2 incubator ที่ 37 °C เป็น
เวลา 14 วนั  ตรวจดกูารปนเปือ้น และสงัเกตการเจริญของเซลล์ลกูผสม ถ้าโคโลนีของเซลล์ลกูผสม มีขนาดใหญ่ประมาณ 
100 เซลล์ขึน้ไป น าอาหารเลีย้งเซลล์ปริมาตร 100 µl  มาทดสอบการสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ CYP1A ด้วยเทคนิค 
western blot เพื่อคดัเลือกเซลล์ลกูผสมที่สร้างแอนติบอดีจ าเพาะต่อ CYP1A  น าเซลล์ที่ผลิตแอนติบอดีให้ผลบวกมาท า
การรีโคลน (re-clone) และเลีย้งเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ และปริมาณแอนติบอดีตามที่ต้องการจากนัน้ให้แยกเซลล์มาเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลว และน าอาหารเลีย้งเซลล์มาใช้เป็นแอนติบอดีตอ่ไป 
 3.2  การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ต่อ CYP1A โดยเทคนิค Dot-blot 
 น า CYP1A สกัด ที่ความเข้มข้น 1, 2.5, 5, 10, 20 และ 40 µl/ml มาหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ขนาด           
ช่องละ 0.5 x 0.5 cm ที่ความเข้มข้นละ 1 µl ปลอ่ยให้แห้ง แล้วน าไปแช่ในสารละลาย  0.25% glutaraldehyde เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง ล้างด้วยน า้กลัน่หลาย ๆ ครัง้ แล้วน าไปแช่ใน 5% blotto เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น ามาบ่มในโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อ CYP1A ที่คดัเลือกได้แต่ละโคลน ท่ีระดบัการเจือจาง  1: 10, 1:50, 1: 100, 1:200 และ 1: 400  เป็นเวลา           
3 ชัว่โมง  ล้างด้วย 0.5% blotto 4 ครัง้ ๆ ละ 10 นาที บ่มต่อใน GAM-HRP (1: 1000) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ที่อณุหภูมิห้อง  
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ล้างด้วย PBS  จากนัน้น ามาเติมสารละลายสบัสเตรท สงัเกตผลบวกสเีทาด าที่ระดบัการเจือจางสงูที่สดุ เป็นปริมาณของ 
CYP1A ที่น้อยที่สดุที่สามารถใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะโคลนตรวจสอบได้ 
 3.3  การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ต่อ CYP1A โดยเทคนิค western blot 
 น า CYP1A สกัด มาแยกด้วยเทคนิค 12% SDS-PAGE โดยให้มีปริมาณโปรตีนในแต่ละเลน 40 µg  แล้วย้าย
โปรตีนลงในกระดาษไนโตรเซลลโูลส และน ากระดาษไนโตรเซลลูโลสแต่ละช่องเจลมาทดสอบความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลน  โดยแช่กระดาษไนโตรเซลลโูลสในสารละลาย 5% blotto  เป็นเวลา 30 นาที  จากนัน้บ่ม
ในโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะโคลนท่ีระดบัการเจือจางตา่ง ๆ ได้แก่ 1: 2, 1: 5, 1: 10, 1:50, 1:100 , 1:200  และไมเ่จือ
จาง  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง ล้างแอนติบอดีส่วนเกินออกจากนัน้ท าขัน้ตอนเช่นเดียวกับเทคนิค dot blot  
ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาสีเทาด าที่แถบโปรตีนขนาด 50-80 kDa เป็นผลบวก  สงัเกตผลบวกสเีทาด าที่ระดบัการเจือจาง
สงูที่สดุ เป็นระดบัการเจือจางที่มากที่สดุที่สามารถใช้ตรวจสอบสารสกดั CYP1A ปริมาณ 40 µg/ช่องเจลได้ 
 3.4  การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CYP1A 
 การตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ โดยใช้เทคนิค Sandwich ELISA ตามวิธีการที่ระบุ
ในชดุตรวจส าเร็จรูป Mouse Monoclonal Ab Isotyping Reagents kit (Sigma)  
 
4.  การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CYP1A โดยเทคนิค immunohistochemistry 
 น าปลากะพงขาว ปลานวลจนัทร์ทะเล ปลาเก๋าจุดน า้ตาล และปลานิล ขนาด 400-500 g มาฉีดกระตุ้นด้วยสาร
เบนโซ [เอ] ไพรีนในน า้มนัข้าวโพด 10 mg/kg BW โดยกลุม่ควบคมุฉีดน า้มนัข้าวโพด เมื่อครบเวลา 7 วนั  เก็บเนือ้เยื่อตบั 
เหงือก และล าไส้ ที่ตรึงด้วย 10% PBS formalin มาผ่านกระบวนการเข้าพาราพลาสต์ (paraffination) โดยใช้การดึงน า้
ออกจากเซลล์ด้วยแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 70%, 90% และ 95% ตามล าดับ บิวทานอล ไซลีน จากนัน้แทรกซึม              
พาราพลาสต์ ฝังตวัอย่างเนือ้เยื่อ ตบั เหงือก และล าไส้ลงในแม่พิมพ์ น าไปตดัด้วยเคร่ืองไมโครโตมให้มีความหนา 8 µm  
แล้วติดลงบนกระจกสไลด์ที่เคลอืบด้วยเจลาติน (1% gelatin, 0.05% Chrome Alum)   
 น าสไลด์เนือ้เยื่อที่ได้มาตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยละลายพาราฟินออก  
(deparaffination) และน าน า้เข้าเนือ้เยื่อ (rehydrate) ก าจดัเปอร์ออกซิเดสในเนือ้เยื่อด้วยการแช่ใน 1% ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ ล้างด้วยน า้กลัน่ จากนัน้แช่ใน PBS  5 นาที 3 ครัง้ น าสไลด์เนือ้เยื่อมาหยดด้วย P1+(10% calf serum ใน PBS) 
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที ตามด้วยการหยดโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนที่ต้องการตรวจสอบ
ความจ าเพาะ ลงบนเนือ้เยื่อแตล่ะชิน้ บม่ที่ 37°C   เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ล้างสว่นเกินท่ีไมท่ าปฏิกิริยาออกด้วย PBS 4 ครัง้ ๆ 
ละ 10 นาที หยด GAM-HRP (1:1000) ลงบนเนือ้เยื่อทกุชิน้ บม่ที่ 37°C  เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  ล้างสว่นเกินท่ีไมท่ าปฏิกิริยา
ออกด้วย PBS 4 ครัง้ ๆ ละ 10 นาที  แช่สไลด์ลงในสารละลายสบัสเตรท (0.03% DAB, 0.006% H2O2 ใน PBS ) ในที่มืด 
เป็นเวลา 5 นาที  ล้างสไลด์ด้วยน า้กลัน่เพื่อล้างส่วนเกินของปฏิกิริยา สงัเกตผลบวกสีน า้ตาลของปฏิกิริยา จากนัน้น า
สไลด์มาย้อมสฮีีมาทอกไซลนิ (hematoxylin)  และเตรียมท าสไลด์ถาวรตอ่ไป 

 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
ผลการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ CYP1A จากปลากะพงขาว 

เมื่อน าโปรตีน CYP1A สกัดจากแถบโปรตีนใน  12% SDS-PAGE ได้โปรตีนขนาดประมาณ 56 kDa เป็น
แอนติเจนไปฉีดกระตุ้นให้หนขูาวสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ CYP1A  เป็นโพลิโคลนอลแอนติบอดี  และเมื่อตรวจสอบ
ความจ าเพาะของโพลโิคลนอลแอนติบอดีตอ่ CYP1A ที่สกดัจากตบัปลากะพงขาว ท่ีได้รับสารเบนโซ[เอ]ไพรีน ในเบือ้งต้น
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ได้แสดงให้เห็นความจ าเพาะที่  โปรตีนขนาด 56 kDa และเมื่อเปรียบเทียบผลการได้วิเคราะห์ยีน โปรตีน CYP1A                
มี sequence identity ความคล้ายคลงึกบั ปลา European sea bass (Dicentrarchus labrax) 88% และ ปลา Rainbow 
trout 79% (K-Barnette  และคณะ, 2010)    

จากนัน้จึงน าม้ามของหนขูาวตวัที่ให้แอนติซีรัมผลบวกนัน้ ไปหลอมรวมกบัเซลล์มะเร็งในขัน้ตอนการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน CYP1A ของปลากะพงขาว ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับ
แอนติเจนโปรตีนที่ขนาด 56 และ 74 kDa จ านวน 3 โคลน จากการหลอมเซลล์จ านวน 4 ครัง้ ได้แก่ MAb-Sea bass 
CYP1A 1.4-3D, 2.3-4G-6E และ 155-4D ซึง่คดัเลอืกได้โดยเทคนิค western blot  โดยตรวจความจ าเพาะของแอนติบอดี
กบัโปรตีน CYP1A สกดัจากตบัของปลากะพงขาวที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยเบนโซ [เอ] ไพรีน (ดงัภาพที่ 1)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1  การทดสอบความจ าเพาะของ MAb-sea bass CYP1A กบัตวัอย่างโปรตีน CYP1A สกดัจากตบัปลา

กะพงขาวที่ได้รับสารเบนโซ [เอ] ไพรีน ปริมาณโปรตีน 40 ไมโครกรัม/ช่องเจล  ด้วยเทคนิค Western blot เปรียบเทียบกบั
น า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน (MW)  (A)  ย้อมด้วย MAb-sea bass CYP1A (1.4-3D) 1:200  (B) ย้อมด้วย MAb-
sea bass CYP1A (2.3-4G-6E) 1:100  (C) ย้อมด้วย MAb-Sea bass CYP1A (155-4D) 1:100  (D)  ย้อมด้วย PAb 
rabbit anti-Rainbow trout CYP1A  1:100 

พบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ มีความจ าเพาะต่อโปรตีนที่ขนาด 56 และยงัจ าเพาะต่อโปรตีนที่ขนาด 
74 kDa ด้วย  ซึ่งเป็นช่วงขนาดของโปรตีน CYP1A ที่ท าปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะตอ่ CYP1A ของปลา
เรนโบว์เทร้าท์  (ภาพที่ 1D) ซึง่ตามที่ได้มีผู้วิจยัรายงานขนาดของ CYP1A ในสตัว์ทดลองแตล่ะชนิดมีขนาดแตกต่างกนัไป  
ซึ่งส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 46-60 kDa อาทิ การศึกษาของ Wolkers และคณะ (1998) โดยการใช้  MAb anti Rat CYP1A 
พบ CYP1A ใน Ringed Seals และ Harp Seals มีขนาด 56 kDa ส่วน  Al-Arabi และ Goksøyr (2002)  ศึกษาการ
ตอบสนองของ CYP1A ในปลาเขตร้อน 2 ชนิด ได้แก่ ปลาดุกแม่น า้ (Rita rita) และปลาทะเล Mudfish (Apocryptes 
bato) โดยการให้ปลาทัง้สองชนิดได้รับสาร ß-Naphthoflavone (BNF) ในขนาด 50 มิลลิกรัมต่อน า้หนกัปลา 1 กิโลกรัม 
พบว่าสามารถชกัน าการสร้าง CYP1A ได้โดย CYP1A ในปลาทัง้สองมีขนาดโปรตีนตา่งกนัคือ 58 kDa ใน Mudfish และ 
49.5 kDa ใน Catfish เมื่อใช้แอนติบอดี MAb anti Fish CYP1A FA-1   อย่างไรก็ตามการที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จ าเพาะตอ่ แถบโปรตีน CYP1A 2 แถบที่ขนาด 56 และ 74 kDa ในปลากะพงขาว นัน้ชีใ้ห้เห็นว่า โปรตีน CYP1A น่าจะมี
สองรูปแบบ (Isoform) ซึง่สามารถจบักบัโพลโิคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะตอ่ CYP1A ของปลาเรนโบว์เทร้าท์ได้เช่นเดียวกนั  
ซึ่งสอดคล้องกับ Goksøyr และคณะ (1992) ที่ใช้   MAb anti- Cod CYP1A1 ทดสอบในแมวน า้ (Harp Seals และ 
Hooded Seals) พบวา่มีแถบโปรตีน 2 Isoform เกิดขึน้สองแถบท่ี 54 และ 52 kDa 

MW       A           B         C          D  
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ผลการศึกษาลกัษณะสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตนี CYP1A จากปลากะพงขาว 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ จ านวน 3 โคลน ได้แก่ MAb-sea bass CYP1A 1.4-3D,  2.3-4G-6E  และ 
155-4D มีความจ าเพาะต่อโปรตีน CYP1A ต่อปลาทะเล ปลาน า้กร่อย และปลาน า้จืด และมีลกัษณะสมบตัิอื่น ๆ ด้วย
เทคนิคตา่ง ๆ ดงัแสดงในตารางที่ 1  
ตารางที ่1  ลกัษณะสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะตอ่ CYP1A ของปลากะพงขาวทีไ่ด้รับสารเบนโซ[เอ]ไพรีน 

ที ่
MAb-sea 

bass CYP1A 
ไอโซ
ไทป์ 

ความจ าเพาะ
โดย western 

blot 
(kDa ) 

Dot blot 
sensitivity 
(µg /µl)  
1:100 

ความจ าเพาะตอ่เนือ้เยื่อปลา 
โดยเทคนิคอมิมโูนฮีสโตเคมิสทรี 

กะพงขาว 
นวลจนัทร์
ทะเล 

เก๋าจดุ
น า้ตาล 

นิล 

1 1.4-3D IgG1 56,74 + (20 µg) - - - - 

2 2.3-4G-6E IgG1 56,74 + (20 µg) - - - - 

3 155-4D IgM 56,74 + (20 µg) + + + + 

หมายเหต ุ เคร่ืองหมาย (+) คือ เกิดปฏิกิริยาผลบวกในเนือ้เยื่อ 
  เคร่ืองหมาย (-)  คือ ไมเ่กิดปฏิกิริยาผลบวกในเนือ้เยื่อ 
 จากตารางจะเห็นว่าลกัษณะสมบตัิของแอนติบอดีทัง้ 3 โคลนที่เหมือนกนัคือ การที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีมี
ความจ าเพาะต่อโปรตีน CYP1A จากปลากะพงขาวขนาด 56 และ 74 kDa  ด้วยเทคนิค western blot และมีความไวต่อ
การจบัโปรตีน CYP1A ด้วยเทคนิค dot blot  ได้ระดบั 20 µg/µl โดยใช้แอนติบอดีเจือจาง 1: 100  ดงัภาพที่ 2  
 เมื่อน าเนือ้เยื่อปลากะพงขาว  ปลานวลจนัทร์ทะเล ปลาเก๋าจุดน า้ตาล และปลานิล ท่ีฉีดกระตุ้นด้วยสารเบนโซ 
[เอ] ไพรีน  มาย้อมด้วย MAb-sea bass CYP1A 1.4-3D และ 2.3-4G-6E ไม่แสดงผลของปฎิกิริยาของแอนติบอดีต่อ
โปรตีน CYP1A พบเพียงโคลน 155–4D ที่แสดงผลของปฎิกิริยาของแอนติบอดีตอ่ CYP1A เกิดสีน า้ตาลในเนือ้เยื่อที่ย้อม
ทกุตวัอยา่งการทดลอง ซึง่อาจเกิดเนื่องจากโคลน 155-4D มีความจ าเพาะกบัโปรตีน CYP1A สามารถจบักบัโปรตีนทัง้ใน
รูปแบบเสียสภาพโดยเทคนิค western blot และ dot blot และแบบสภาพธรรมชาติ โดยเทคนิค immunohistochemistry  
(ตารางที่ 2 และภาพที่ 3) 
 ในเนือ้เยื่อปลากะพงขาว เกิดสนี า้ตาลปานกลางที่ในบริเวณเยื่อบผิุวของเนือ้เยื่อเหงือกสว่นของลาเมลลาในภาพ
ที่ 3-1A สว่นในเนือ้เยื่อตบั ในภาพที่ 3-1B เกิดสนี า้ตาลเข้มที่เยื่อบอุวยัวะในระบบไหลเวยีนเลอืดสว่นของไซนซูอยด์ และ
ล าไส้เกิดสนี า้ตาลเข้มที่เยื่อบอุวยัวะในระบบไหลเวียนเลอืดสว่นของไมโครวิลไลในภาพที่ 3-1C  
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ภาพที ่ 2   ผลการทดสอบความไวของ (1) MAb-sea bass CYP1A 1.4-3D  (2) MAb-sea bass CYP1A 2.3-4G-6E  

(3) MAb-sea bass CYP1A 155-4D  ด้วยเทคนิค  (A)  dot blot การหาปริมาณโปรตีนในตวัอยา่งที่เหมาะสม
ตอ่ MAb-sea bass CYP1A   ที่ระดบัการเจือจาง 1:10-1:400  โดยใช้ CYP1A สกดัปริมาณโปรตนีจดุละ 1-
40 µg/µl  และ  (B)  western blot แถวที ่1 CYP1A สกดั ปริมาณโปรตีนในตวัอยา่ง 40 µg ตอ่ชอ่งเจล โดยไม่
เจือจางแอนติบอดี   แถวที่ 2 pre-stained standard protein   แถวที่ 3 -8 CYP1A สกดั มีปริมาณโปรตีนใน
ตวัอยา่ง 40 µg ตอ่ช่องเจล  ทีร่ะดบัการเจือจางของแอนติบอด ี 1: 2, 1: 5,  1: 10, 1: 50, 1: 100 และ 1: 200 
ตามล าดบั    
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ผลการทดสอบปฏกิิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CYP1A โดยเทคนิค immunohistochemistry 
 ในการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของแอนติบอดีต่อ CYP1A ของปลากะพงขาวกับ CYP1A ในเนือ้เยื่อของปลา
นวลจนัทร์ทะเล  ปลาเก๋าจดุน า้ตาล และปลานิล ท่ีได้รับสารเบนโซ [เอ] ไพรีน โดย MAb-sea bass CYP1A 155-4D  พบ
การเกิดปฏิกิริยาในเนือ้เยื่อเหงือก  ตบั ล าไส้ และ ไต ในปลาทัง้ 3 ชนิด ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Sarasquete 
และ Segner (2000)  ซึง่ส ารวจเนือ้เยื่อที่มีการแสดงออกของ CYP1A ดงัตารางที่ 2 และ ภาพที่ 3 
 

ตารางที ่2  ความสามารถของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะตอ่ CYP1A ของปลากะพงขาวและการเกิดปฏิกิริยาข้าม
กบัปลาเศรษฐกิจชนดิอื่น ๆ โดย  MAb-sea bass CYP1A 155-4D  ด้วยเทคนคิ immunohistochemistry 

สารท่ีเผชิญ เนือ้เยื่อ  
MAb-sea bass CYP1A 155-4D  

กะพงขาว นวลจนัทร์ทะเล เก๋าจดุน า้ตาล นิล 
กลุม่ควบคมุ 

(น า้มนัข้าวโพด) 
เหงือก (n) ++ (2) , - (1) +(0) , - (2) +++(5) ++ (3) 
ตบั (n) ++ (3) , - (0) +(0) , - (2) +++(5) +++ (3) 
ล าไส้ (n) +++ (3) , - (0) ++(2) , - (0) +++(5) +++ (3) 

เบนโซ [เอ] 
ไพรีน 

เหงือก (n)  ++ (4) , - (3) NA +++(5) NA 
ตบั (n) +++ (7) , - (0) +(0) , - (2) +++(5) - (3) 
ล าไส้ (n) +++ (6) , - (1) +++(2) , - (0) +++(5) +++ (3) 
ไต (n) NA NA NA +++ (3) 

หมายเหต ุ: สญัลกัษณ์แทนการเกิดปฏิกิริยา ดงันี ้ 
n  คือ จ านวนปลา (ตวั),  NA  คือ ไมม่ีการตรวจสอบ,  - คือ ไมต่ิดสนี า้ตาล,   + คือ ติดสนี า้ตาลระดบั 1,      
++ คือ ติดสนี า้ตาลระดบั 2,  +++ คือ ติดสนี า้ตาลระดบั 3   
 ในปลานวลจนัทร์ทะเลพบปฏิกิริยาผลบวกในล าไส้บริเวณเซลล์เยื่อบผิุวของ ไมโครวิลไล โดยสามารถสงัเกตเห็น
สนี า้ตาลบริเวณเนือ้เยื่อได้ชดัเจน ภาพที่ 3-2C สว่นบริเวณเนือ้เยื่อตบัไมพ่บบริเวณที่เกิดปฏิกิริยาผลบวก ดงัภาพที่ 3-2B 
 ในเนือ้เยื่อปลาเก๋าจุดน า้ตาล การเกิดปฏิกิริยาผลบวกของแอนติบอดีต่อ CYP1A ติดสีน า้ตาลเข้มในทกุอวยัวะ 
ในบริเวณเยื่อบุผิวของเนือ้เยื่อเหงือกในสว่นของลาเมลลา ภาพที่ 3-3A เนือ้เยื่อตบัเกิดที่เยื่อบุอวยัวะในระบบไหลเวียน
เลือดในส่วนของไซนูซอยด์ ภาพที่  3-3B ที่ล าไส้เกิดที่ เยื่อบุอวัยวะในระบบไหลเวียนเลือดส่วนของอีพิที เลียม                   
ในภาพที่ 3-3C 

 ในเนือ้เยื่อปลานิลที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยเบนโซ [เอ] ไพรีน ไม่พบการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดี MAb-sea 
bass CYP1A 155-4D ในเนือ้เยื่อตับ ดังภาพที่ 3-4B  ส่วนเนือ้เยื่อล าไส้พบการเกิดปฏิกิริยาผลบวก ติดสีน า้ตาลเข้ม  
บริเวณเซลล์เยื่อบุผิวไมโครวิลไล ดังภาพที่ 3-4C และ เนือ้เยื่อไตติดสีน า้ตาลเข้ม บริเวณเยื่อบุภายนอกและระบบ
หมนุเวียนเลอืด ดงัภาพที่ 3-4D 
 การศึกษาโดยใช้เทคนิค immunohistochemistry ในครัง้นี ้ มีวตัถปุระสงค์เพื่อทดสอบปฏิกิริยาข้ามของ MAb-
sea bass CYP1A 155-4D กบั CYP1A ในเนือ้เยื่อปลากะพงขาวและปลาชนิดอื่น ที่ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วยเบนโซ [เอ] 
ไพรีน ซึ่งหากแอนติบอดีไม่สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกับเนือ้เยื่อปลากะพงขาวและปลาเศรษฐกิจชนิดอื่น ๆ นี ้  ก็จะไม่
ปรากฎสีน า้ตาลเข้มบนเนือ้เยื่อในอวยัวะที่เก่ียวข้องกับ CYP1A  แต่เนื่องจากในการทดลองนีใ้ช้สายตาในการประเมิน
ความเข้มของส ีในตวัอย่างเนือ้เยื่อ ซึ่งอาจเป็นสาเหตใุห้เกิดความคลาดเคลื่อนได้ ประกอบกบัปลาที่น ามาทดลองแต่ละ
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ตวัมีความสามารถในการตอบสนองต่อสาร xenobiotics แตกต่างกัน  ท าให้ผลการทดลองเกิดการคลาดเคลื่อนโดยใช้
เทคนิคนีไ้ด้   อย่างไรก็ตาม จะเห็นได้วา่ MAb-sea bass CYP1A  155-4D สามารถท าปฏิกิริยาข้ามกบั CYP1A ในเซลล์
ตา่ง ๆ ของเนือ้เยื่อปลาได้ โดยไมจ่บักบัโปรตีนอื่น ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 3  ผลการท าปฏิกิริยาของ MAb sea bass CYP1A 155-4D ในเนือ้เยื่อ (1) ปลากะพงขาว (2) ปลานวลจนัทร์ 

ทะเล (3) ปลาเกา๋จดุน า้ตาล  (4) ปลานิล ที่ได้รับเบนโซ [เอ] ไพรีน  ย้อมด้วยส ีH&E   A) เหงือก   B) ตบั     
C) ล าไส้   D) ไต   L = ลาเมลลา   S = ไซนซูอยด์   M = ไมโครวิลไล   E = อิพิทีเลยีม 
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 จากลกัษณะสมบัติที่แตกต่างกัน ได้แก่ ไอโซไทป์ของแอนติบอดี และความสามารถในการจับกับ CYP1A ใน
เนือ้เยื่อปลาที่ตรวจสอบโดยเทคนิค immunohistochemistry ท าให้สามารถจดักลุม่ของแอนติบอดีที่ผลติได้นี ้เป็น 2 กลุม่  
ได้แก่  

 กลุ่มที่  1  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับ CYP1A ในรูปของโปรตีนที่ เสียสภาพ (denatured protein)  
ประกอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 โคลนที่มีลักษณะสมบัติเหมือนกัน ได้แก่  MAb-sea bass CYP1A 1.4-3D             
และ  2.3-4G-6E ซึ่ง สรุปได้จากการที่สามารถทดสอบได้ผลบวกเมื่อทดสอบด้วยเทคนิค western blot และ เทคนิค dot 
blot ซึง่เป็นเทคนิคที่มีการเตรียมตวัอยา่งแอนติเจนโดยท าให้โปรตีนเสยีสภาพด้วยสารเคมี และความร้อน ก่อนทดสอบ 
 กลุ่มที่ 2  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับ CYP1A ในรูปของโปรตีนที่เสียสภาพและโปรตีนสภาพธรรมชาติ 
(native protein) จ านวน 1 โคลน  ได้แก่ MAb-sea bass CYP1A 155-4D   โดยแอนติบอดีโคลนนีส้ามารถให้ผลบวกได้
กับเทคนิค western blot และ dot blot  ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีการท าให้โปรตีนตัวอย่างเสียสภาพ และเทคนิค immuno-
histochemistry ซึง่เป็นเทคนิคที่ทดสอบกบัโปรตีนที่รักษาสภาพธรรมชาติด้วยฟอร์มาลนิ (ภาพที่ 3) 

 จากผลการศึกษาลกัษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท าให้เราทราบลกัษณะสมบัติที่แตกต่างของ
แอนติบอดีที่ผลิตได้นี ้และสามารถคัดเลือกแอนติบอดีโคลนต่าง ๆ ไปใช้ในการตรวจสอบตัวอย่าง โดยเทคนิคทาง
แอนติบอดีได้ 
 ทัง้นีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี กลุม่ที่ 2 คือ MAb-sea bass CYP1A 155-4D มีแนวโน้มที่จะน าไปพฒันาเทคนิค
ทางแอนติบอดีเพื่อติดตามการปนเปื้อนสาร xenobiotics เนื่องจากสามารถจับกับ CYP1A ได้ทัง้ในรูปแบบโปรตีนเสีย
สภาพและรูปแบบธรรมชาติ ซึ่งน าไปประยกุต์ใช้ได้กว้างขวางกว่า MAb กลุม่ที่ 1 แม้ว่าจากผลการวิจยัมีการติดสีของชุด
ควบคมุ ซึง่อาจมีความเป็นไปได้ โดยปกติแล้วในร่างกายสิง่มีชีวิตอาจมีปริมาณ CYP1A อยูร่ะดบัหนึง่  ความแปรปรวนใน
สิ่งมีชีวิตหรือความต้านทานต่อสารเคมีภายนอกที่ได้รับของสตัว์แต่ละตวัแตกต่างกัน และจ านวนตวัอย่างชุดควบคมุไม่
เหมาะสม  ส่งผลให้พบการติดสีของชุดควบคุมได้ ท าให้การแปลผลเปรียบเทียบระหว่างชุดควบคุมกับชุดทดลองไม่
แตกตา่งอยา่งเห็นได้ชดั  อยา่งไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้นีส้ามารถน าไปประยกุต์ใช้ในลกัษณะของการประเมนิ
ความเสี่ยงของสารพิษในสตัว์น า้เบือ้งต้นได้   เพื่อเป็นข้อมลู ส าหรับประกอบการประเมินมลพิษในสิ่งแวดล้อมทางทะเล  
โดยใช้ CYP1A ซึ่งเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพตวัหนึ่งร่วมกบัเทคนิคทางแอนติบอดี และเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุที่ไม่เคย
รับสมัผสัสาร xenobiotics จากสิง่แวดล้อมมาก่อน 
  การที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามกับ  CYP1A ในปลาชนิดอื่น ๆ นัน้มีข้อดีคือ               
ท าให้สามารถน าแอนติบอดีโคลนนัน้ ๆ ไปตรวจสอบ CYP1A ที่เกิดขึน้จากการชกัน าโดยสาร xenobiotic ชนิดตา่ง ๆ ที่อยู่
ในสิง่แวดล้อมได้โดยเทคนิคที่เหมาะสม ตามวตัถปุระสงค์ของการตรวจสอบได้ 

 
สรุปผลการวิจัย 

จากการสกดัไซโตโครม P4501A หรือ CYP1A จากปลากะพงขาวที่ฉีดกระตุ้นด้วยสารเบนโซ [เอ] ไพรีน และน า
โปรตีนขนาด 50-80 kDa มาฉีดกระตุ้นให้หนขูาวสร้างแอนติบอดีได้   และน าหนขูาวนัน้มาผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี
จ าเพาะตอ่ไซโตโครม P4501A จากปลากะพงขาว ได้จ านวน 3 โคลน โดยแบง่ตามลกัษณะสมบตัิของแอนติบอดีได้เป็น            
2 กลุม่ คือ 

กลุม่ที่ 1  จ าเพาะกบั CYP1A ในรูปแบบโปรตีนเสยีสภาพ ได้แก่ MAb-sea bass CYP1A 1.4-3D                    
และ  2.3-4G-6E  
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กลุม่ที่ 2  จ าเพาะกบั CYP1A ทัง้ในรูปแบบโปรตีนเสยีสภาพ และรูปแบบธรรมชาติ ได้แก่ MAb-sea bass 
CYP1A 155-4D 

นอกจากนีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ยงัมีสมบัติในการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มได้กับปลาทะเล ปลาน า้
กร่อย และปลาน า้จืดบางชนิดได้  ซึ่งท าให้สามารถน าไปใช้ตรวจหา CYP1A  ได้ในปลาชนิดอื่นด้วย นอกเหนือจากการ
ตรวจสอบในปลากะพงขาว   
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