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บทคัดย่อ 
 การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะตอ่อิมมโูนโกลบลูิน (Ig) ของปลากะพงขาว ท าโดยการปลกูภมูิคุ้มกนัปลา
ด้วยโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) จากนัน้น าซีรัมปลาที่ได้ไปตกตะกอนกับ BSA ด้วยวิธี immunoprecipitation               
น าตะกอน Ig/BSA complex ที่ได้ไปปลกูภมูิคุ้มกนัในหนขูาว แล้วคดัเลือกหนทูี่ตอบสนองต่ออิมมโูนโกลบลูินของปลาดีที่สดุ
ไปผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี หลงัการหลอมรวมเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวกบับีเซลล์ของหน ูท าการคดัเลือกเซลล์ลกูผสม            
ที่ผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูินด้วยวิธี dot blot และ Western blot สามารถเลอืกเซลล์ลกูผสมได้ 
3 โคลนที่สามารถหลัง่แอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออิมมโูนโกลบลูินสายยาวขนาดประมาณ 80 กิโลดาลตนัของปลากะพงขาว คือ 
4C7, 6H7 และ 15C8   โดยโคลน 4C7 แสดงปฏิกิริยาข้ามกบัอิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลได้เลก็น้อย 
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Abstract 
Production of monoclonal antibodies (MAbs) specific to Asian sea bass immunoglobulin (Ig) was prepared 

by peritoneal injection the Asian sea bass with Bovine serum albumin (BSA) first. Then the fish anti-BSA antiserum 
was used to precipitate with BSA by immunoprecipitation method. The Ig/BSA complex was then immunized into 
mice. The mouse that showed the strongest immune response against Asian sea bass Ig was used for monoclonal 
antibody production.  After fusion of myeloma with B cells of mice, 3 hybridoma clones (4C7, 6H7 and 15C8) 
producing monoclonal antibody specific to heavy chain (~80 kDa) of Asian sea bass Ig were selected by dot blot 
and Western blot, however the MAb (4C7) showed slightly cross reaction with tilapia serum. 
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บทน า 
 อิมมโูนโกลบลูิน (immunoglobulin; Ig) หรือแอนติบอดี (antibody) เป็นไกลโคโปรตีนท่ีถกูสร้าง และหลัง่โดยบีเซลล์
ท าหน้าที่จับกบัแอนติเจนอย่างจ าเพาะ ช่วยก าจดั และสลายแอนติเจน (neutralization) ที่เข้ามาสู่ร่างกายของสตัว์ ส าหรับ
ปลากระดูกแข็ง (bony fish) เป็นสตัว์มีกระดูกสนัหลงักลุ่มแรกที่สามารถพบอิมมูโนโกลบูลินได้ ในปลาสามารถพบอิมมูโน
โกลบูลินได้ 3 ชนิด ได้แก่ IgM, IgD และ IgT ต่างจากสตัว์เลีย้งลกูด้วยน า้นมที่สามารถพบได้ 5 ชนิด (IgM, IgG, IgD, IgA 
และ IgE)   โดย IgM เป็นอิมมโูนโกลบลูนิท่ีเก่าแก่มากที่สดุ อิมมโูนโกลบลูนิชนิดนีใ้นปลาท าหน้าที่หลกัในการตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอมและพบปริมาณมากที่สดุในซีรัมของปลา (Mashoof & Criscitiello, 2016; Ye et al., 2013)   ส าหรับเทคโนโลยีใน
การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody; PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody; MAb) 
ได้ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในการตรวจสอบทางภูมิคุ้มกันวิทยาต่อการติดเชือ้ไวรัสและแบคทีเรียในสตัว์น า้ (Pengsuk                
et al., 2010; Wangman et al., 2016)   นอกจากนี ้MAb ยงัเป็นเคร่ืองที่มีประสิทธิภาพในการติดตามการท างานของเซลล์ใน
ระบบภมูิคุ้มกนัหรือตรวจสอบการเพิ่มขึน้ของแอนติบอดีเมือ่ปลามีการติดเชือ้ หรือได้รับวคัซีน และยงัสามารถน าไปประยกุต์ใช้
ในการท าอิมมูโนโกลบูลินของปลาให้บริสุทธ์ิเพื่อใช้ในการศึกษาโครงสร้างทางชีวโมเลกุลของอิมมูโนโกลบูลินได้อีกด้วย 
(Palenzuela et al., 1996) จากรายงานที่ผ่านมามีการผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออิมมโูนโกลบลูินของปลาที่มีความส าคญั
ทางเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น ปลานิล (Al-Harbi et al., 2000; Soonthonsrima et al., 2017, 2018) มีการผลิตแอนติบอดี            
ที่จ าเพาะต่อโปรตีนสายยาว (heavy chain) ของ IgM ทัง้ในรูปของ PAb และ MAb  เช่น ปลาลิน้หมา (Yang et al., 2017) 
ปลาดุก (Kreutz et al., 2016) และปลาคราฟ (Vesely et al., 2006) เป็นต้น   ส าหรับปลากะพงขาว Lates calcarifer เป็น
ปลาน า้กร่อยกินเนือ้ที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทยมีมลูค่าการสง่ออกมากกว่า 70 ล้านบาท  ในปีพ.ศ. 2552 
(Thipduang, 2012) ในปัจจุบันมีการรายงานการเกิดโรคระบาดจากไวรัส และแบคทีเรียในการเพาะเลีย้งเป็นอย่างมาก              
(de Groof et al., 2015; Kayansamruaj et al., 2015) ดังนัน้การผลิตและให้วัคซีนต่อเชือ้ไวรัส และแบคทีเรียอาจช่วยลด
ความสญูเสียที่จะเกิดขึน้ได้ โดยการตรวจสอบประสิทธิภาพของวคัซีนจึงมีความจ าเป็นอย่างมาก (Chettri et al., 2015) และ       
ที่ผ่านมามีเพียงรายงานการผลิต PAb ที่จ าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวเท่านัน้ (Crosbie & Nowak, 2002) 
ส าหรับการวิจัยครัง้นี เ้ป็นการผลิต MAb ที่มีความจ าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาว และสามารถคัดเลือก
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แอนติบอดีที่มีความไวสงูในการจับกับอิมมูโนโกลบูลินได้ เพื่อน าไปพฒันาการตรวจสอบภูมิคุ้มกันอย่างจ าเพาะที่เพิ่มขึน้
หลงัจากปลาได้รับวคัซีนตอ่ไปในอนาคตได้ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
สตัว์ทดลอง 
 ปลากะพงขาว Asian sea bass  Lates calcarifer ซือ้จากฟาร์มเพาะเลีย้งในจงัหวดัสมทุรสาคร และหนขูาวซือ้จาก
ศูนย์สตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขตศาลายา จังหวดันครปฐม วิธีการทดลองที่เก่ียวข้องกับสตัว์ทดลอง 
ได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการก ากับดูแลการด าเนินการต่อสัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ของคณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ภายใต้ทนุวิจยัเลขที่ 087/2562 

การเตรียมอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวโดยการกระตุน้ภูมิคุม้กนัดว้ยโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) 
 ปลากะพงขาว 45 ตวัขนาด 15-30 เซนติเมตร น า้หนกัประมาณ 200-300 กรัม น ามาเลีย้งในบอ่ขนาด 1x1x0.5 เมตร 
เป็นเวลา 1 สปัดาห์ เพื่อให้ปลาปรับสภาพให้เข้ากบัสิ่งแวดล้อม  จากนัน้ท าการปลกูภูมิคุ้มกันด้วยสารละลายโปรตีน BSA 
ความเข้มข้น 1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร โดยผสมกบั complete Freund’s adjuvant (CFA) ในอตัราสว่น 1:1 (ปริมาตร : ปริมาตร)
ฉีดเข้าช่องท้อง (intraperitoneal cavity) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตวั ท าการฉีดกระตุ้นซ า้อีก 2 ครัง้ทุกๆ 3 สปัดาห์ โดยใช้
ความเข้มข้นของแอนติเจนเทา่เดิมแตผ่สมกบั incomplete Freund’s adjuvant (IFA) หลงัจากการกระตุ้นครัง้สดุท้าย เป็นเวลา 
1 สปัดาห์ ท าการเก็บเลือดปลาแต่ละตวัจากบริเวณโคนหาง น าไปป่ันแยกเพื่อท าการเก็บซีรัมที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 10 นาที น าซีรัมที่ได้เก็บรักษาที่อณุหภมูิ -20 oC  (Soonthonsrima et al., 2018) 
การทดสอบการตอบสนองของการปลูกภูมิคุม้กนัในปลากะพงขาวดว้ยวิธีดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชัน่ (double immunodiffusion)  
 น าซีรัมที่เก็บได้จากปลาแต่ละตวัมาท าการทดสอบความจ าเพาะต่อโปรตีน BSA ด้วยวิธีดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชัน่        
โดยการเตรียมวุ้น 1% ละลายใน PBS (phosphate buffered saline pH 7.2) ที่อณุหภมูิ 55-60 oC เทวุ้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ลงบนแผ่นสไลด์สะอาดกระจายให้สม ่าเสมอ ทิง้ไว้ในอณุหภมูิห้องให้แข็งตวั เจาะวุ้นให้เป็นหลมุกลม ดดูเศษวุ้นในหลมุออก 
จากนัน้ใสส่ารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ลงในหลมุตรงกลางและซีรัมของปลาแตล่ะตวัลงในหลมุรอบๆ 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม แล้วบ่มสไลด์ในกล่องชืน้ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง สังเกตเส้นของการ
ตกตะกอนของปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีของปลากบั BSA ท าการย้อมโปรตีนด้วยสีย้อม (0.1% Coomassie blue R-250   
เมทานอล 50% กรดอะซีติก 10%) (Smith et al., 1993; Soonthonsrima et al., 2018) 
การเตรียม Ig/BSA complex ดว้ยวิธี immunoprecipitation  
 น าซีรัมของปลากะพงขาวที่แสดงปฏิกิริยาตกตะกอนกบั BSA จากวิธีดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชัน่ มารวมกนัแล้วผสม           
กบัสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในอตัราสว่น 3:1 (ปริมาตร : ปริมาตร) บ่มไว้ที่อณุหภมูิ 4 oC เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ท าการป่ันแยกตะกอน Ig/BSA complex ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาทีเป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 
PBS จ านวน 3 ครัง้ ก่อนน าตะกอนท่ีได้มาเติม PBS แล้วท าการวดัความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวธีิ Bradford (Bradford, 1976) 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  -20 oC และน ามาตรวจองค์ประกอบของ Ig/BSA complex ด้วย 15% sodium dodecyl sulfate–
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)   
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การปลูกภูมิคุม้กนัในหนูขาว  
 น าหนูขาวมาปลูกภูมิคุ้ มกันด้วย Ig/BSA complex ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยผสมกับ CFA ใน
อตัราสว่น 1:1 (ปริมาตร : ปริมาตร) ฉีดบริเวณช่องท้องของหนขูาวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตวั ท าการฉีดกระตุ้นหนซู า้อีก 3 
ครัง้ ในทกุๆ 2 สปัดาห์ โดยใช้แอนติเจนความเข้มข้นเท่าเดิมแตผ่สมกบั IFA ในอตัราสว่น 1:1 (ปริมาตร : ปริมาตร) หลงัจาก
การกระตุ้นครัง้สุดท้าย 1 สปัดาห์ ท าการเก็บซีรัมของหนูขาวแต่ละตัวมาตรวจสอบความจ าเพาะกับซีรัมปลากะพงขา ว                 
ด้วยวิธี Western blot เก็บรักษาซีรัมของหนขูาวไว้ที่อณุหภมูิ -20 oC คดัเลอืกหนทูี่มีการตอบสนองตอ่อิมมโูนโกลบลูนิของปลา
กะพงขาวที่ดีที่สดุ เพื่อใช้ในการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่ไป 
การผลิตและการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 น าหนขูาวที่ตอบสนองดีที่สดุกับอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวมาใช้ในการผลิตเซลล์ลกูผสมโดยท าการผ่าตดั
แยกม้ามมาบดแยกกระจายให้เป็นเซลล์เดี่ยว จากนัน้น าเซลล์ม้ามที่ได้มาหลอมรวมกับ P3X myeloma cell line ด้วย 50% 
polyethylene glycol (PEG) ทิง้ไว้เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แล้วน าเซลล์ที่ได้มาเลีย้งในอาหาร RPMI ที่ผสม HAT (Hypoxanthine, 
Aminopterin และ Thymidine) เสริมด้วยเม็ดเลือดแดง 1% และ 20% fetal bovine serum ใน 96 wells microculture plate 
บ่มที่ 37 oC ภายใต้บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 10 วนั จากนัน้น าน า้เลีย้งเซลล์จากหลมุที่มีเซลล์ลกูผสมอยู่
มาคดัเลือกด้วยวิธีการ dot blot โดยการน าซีรัมจากปลากะพงขาว หรือ BSA ที่เจือจาง 1:500 เท่าด้วย PBS มาหยดลงบน
กระดาษไนโตรเซลลโูลส ประมาณ 0.5 ไมโครลติรตอ่จดุ ทิง้ให้แห้งที่อณุหภมูิห้อง แล้วท าการแช่ในสารละลาย 5% blotto (5% 
นมปราศจากไขมนัใน PBS) เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างด้วย PBS 3 ครัง้ ตดัแบง่กระดาษไนโตรเซลลโูลส บม่กบัน า้เลีย้งเซลล์ที่
ต้องการทดสอบเป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วตามด้วย goat-anti-mouse IgG heavy and light chain-specific horseradish 
peroxidase conjugate (GAM-HRP, BioRad) เจือจาง 1:3,000 เท่าใน 1% blotto เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนัน้ล้างด้วย PBS              
3 ครัง้ แล้วแช่ในสารละลายซับสเตรทประกอบด้วย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% H2O2 และ 0.05% CoCl2              
ใน PBS เป็นเวลา 5 นาที น าไปล้างน า้ประปาหลายๆ ครัง้ คดัเลือกหลมุที่ปรากฏจุดสีด าจากบริเวณที่หยดซีรัมปลากะพงขาว
ไปท าการตรวจสอบความจ าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินต่อไปด้วยวิธี Western blot จากนัน้ท าการโคลนซ า้ด้วยวิธี limited 
dilution แล้วท าการขยายเพิ่มจ านวนเซลล์เพื่อเก็บน า้เลีย้งเซลล์มาใช้ในการจ าแนก class และ subclass ด้วยชุด Zymed’s 
Mouse MonoAb ID (HRP) (Zymed, S. San Francisco, CA, USA) และท าการเก็บรักษาเซลล์ลูกผสมใน 12% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) ละลายในอาหาร RPMI และเก็บรักษาเซลล์ที่อณุหภมูิ -196 oC  
การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blot 
 น าซีรัมปลากะพงขาวมาเจือจางแบบ 2-fold serial dilution ด้วย PBS แล้วหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส ทิง้ให้
แห้งที่อณุหภมูิห้อง แล้วน ามาบม่กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบเจือจาง 1:20 เทา่ใน 1% blotto ทีอ่ณุหภมูิห้อง
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนัน้บ่มด้วย GAM-HRP เจือจาง 1:3,000 เท่าใน 1% blotto เป็นเวลา 3 ชั่วโมงเช่นกัน ล้างด้วย PBS             
3 ครัง้ แล้วแช่ด้วยสารละลายซบัสเตรทเช่นเดียวกบัวิธีการคดัเลอืกเซลล์ลกูผสม 
การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 
 น าซีรัมปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการกระตุ้นภมูิคุ้มกนั หรือซีรัมของปลานิลเจือจาง 1:100 เท่าใน PBS มาแยกโปรตีน
ด้วยกระแสไฟฟ้าผ่าน 15% SDS-PAGE เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่ 80 โวลต์ แบ่งเจลส่วนหนึ่งท าการย้อมสี Coomassie brilliant 
blue R-250 เจลอีกส่วนหนึ่งท าการย้ายแถบโปรตีนสู่กระดาษไนโตรเซลลโูลส จากนัน้น ากระดาษไนโตรเซลลโูลสแช่ใน 5% 
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blotto เป็นเวลา 15 นาที ล้างด้วย PBS 3 ครัง้ แล้วบ่มกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบเจือจาง 1:20 เท่าใน 1% 
blotto เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ก่อนล้าง PBS 3 ครัง้ จากนัน้บ่มด้วย GAM-HRP เจือจาง 1:3,000 เท่าใน 1% blotto เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง แล้วล้าง PBS เติมสารละลายซบัสเตรตเช่นเดียวกบัวิธี dot blot 
 
ผลการวิจัย 
การตรวจสอบการตอบสนองการปลูกภูมิคุม้กนัปลากะพงขาวดว้ยวิธีดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชัน่ 
 หลงัจากท าการเก็บซีรัมจากปลามาท าการตรวจสอบภูมิคุ้มกนัต่อโปรตีน BSA พบว่าปลาจ านวน 20 จาก 45 ตวั

ให้ผลแถบตะกอนชดัเจนระหวา่งหลมุที่ใสโ่ปรตีน BSA และหลมุที่ใสซ่ีรัมของปลาแตล่ะตวั (ภาพที ่1) ท าการรวมซีรัมของปลา

ทัง้หมดที่ให้ผลบวกกบัโปรตีน BSA มารวมกนัเพื่อใช้ในการแยกอิมมโูนโกลบลูนิของปลาตอ่ไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1 การทดสอบความจ าเพาะของซีรัมจากปลากะพงขาวที่ได้รับการปลกูภมูิคุ้มกนัด้วยโปรตนี BSA โดยวิธี 
            ดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่ ซีรัมของปลาแตล่ะตวัถกูใสใ่นหลมุตา่งๆ (1-6) และโปรตีน BSA ใสไ่ว้ในหลมุ 
              ตรงกลาง หลงัจากเกิดปฏิกิริยา และท าการย้อมสแีถบตะกอนระหวา่งแอนติบอดีของปลากบัโปรตีน BSA    
              ซีรัมของปลาที่มกีารตอบสนองสงูพบแถบตะกอน (หวัลกูศร) เกิดขึน้ระหวา่งหลมุที่ใสซ่ีรัมของปลากบัหลมุ 
              ที่ใสโ่ปรตีน BSA (หลมุที่ 2, 3 และ 4) และซีรัมของปลาทีม่ีการตอบสนองต ่าตอ่โปรตีน BSA ไมพ่บแถบ 
              ตะกอนเกิดขึน้ระหวา่งหลมุที่ใสซ่ีรัมและโปรตีน BSA (หลมุที่ 1, 5 และ 6) 
 
การตรวจสอบ Ig/BSA complex ดว้ย SDS-PAGE 
 จากการน าซีรัมปลาที่ให้ผลบวกจากวิธีดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชั่นมาผสมกับโปรตีน BSA พบว่าได้ตะกอน Ig/BSA 
complex ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนประมาณ 3.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อตรวจสอบด้วย SDS-PAGE พบว่า Ig/BSA 
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complex ประกอบด้วยโปรตีนสายยาวมีขนาดประมาณ 80 กิโลดาลตนั โปรตีนสายสัน้มีขนาดประมาณ 25 กิโลดาลตนั และ
โปรตีน BSA ขนาด 60 กิโลดาลตนั และยงัพบวา่ในแถวของตะกอน Ig/BSA complex มีโปรตีนอื่นๆ ที่อยูใ่นซีรัมของปลาปะปน
บ้างเลก็น้อยกวา่เมื่อเทียบกบัแถวของซีรัมปลา (ภาพท่ี 2) 
   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่2 การตรวจสอบองค์ประกอบของโปรตีนโดย  SDS-PAGE (1) โปรตีน BSA 1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร  (2) ซีรัมของปลา

กะพงขาวที่ไมไ่ด้รับการปลกูภมูิคุ้มกนั และ (3) Ig/BSA complex    M; โปรตีนมาตรฐาน H; โปรตีนสายยาวของ   
อิมมโูนโกลบลูนิ L; โปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูนิ และ B; โปรตีน BSA 

 
การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนูขาวดว้ยวิธี Western blot 
 เมื่อน าตะกอน Ig/BSA complex ที่เตรียมได้ไปปลูกภูมิคุ้ มกันในหนูขาว แล้วท าการเก็บซีรัมมาท าการทดสอบ
ความจ าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินของปลาด้วยวิธี Western blot พบว่าหนูทัง้หมดสามารถตอบสนองต่อโปรตีนสายยาว
ของอิมมโูนโกลบลูินของปลาได้อย่างจ าเพาะ แต่มีหนเูพียง 2 ตวัที่สามารถจบัจ าเพาะกบัโปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูิน 
ของปลาได้ นอกจากนีย้งัพบว่ามีการตอบสนองกบัโปรตีนอื่นๆ ที่พบอยู่ในซีรัมของปลาและตอบสนองต่อโปรตีน BSA ที่เป็น
สว่นประกอบของ Ig/BSA complex ด้วย (ภาพที่ 3) หนทูี่มีการตอบสนองต่อโปรตีนสายยาวและสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูนิ
ได้ดีที่สดุถกูคดัเลอืกเพื่อใช้ในการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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ภาพที่ 3 การตรวจสอบการตอบสนองของหนูขาวที่ปลกูภูมิคุ้มกันด้วยตะกอน Ig/BSA complex ด้วยวิธี Western blot (1) 
ซีรัมปลากะพงขาวที่ไม่ได้รับการปลกูภูมิคุ้มกนั (2) ตะกอน Ig/BSA complex และ (3) โปรตีน BSA 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร   M; โปรตีนมาตรฐาน H; โปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูิน L; โปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูิน และ 
B; โปรตีน BSA   *; โปรตีนอื่นๆ ภายในซีรัมปลา 

 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 จากการหลอมรวมบีเซลล์ของหนูกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวพบว่ามีเซลล์ลกูผสมจ านวน 3 โคลน สามารถผลิต
แอนติบอดีที่จ าเพาะกบัอิมมูโนโกลบูลินของปลา ได้แก่ 4C7, 6H7 และ 15C8 โดยโคลน 4C7 และ 15C8 อยู่ในคลาส IgG1 
และโคลน 6H7 อยู่ในคลาส IgG2a ทัง้สามโคลนสามารถจบัจ าเพาะกบัโปรตีนสายยาวขนาดประมาณ 80 กิโลดาลตนัของ 
อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวได้ทัง้ในซีรัมของปลาที่ไม่ได้ปลกูภมูิคุ้มกนั และตะกอน Ig/BSA complex (ภาพที่ 4) และ
พบวา่โคลน 4C7 สามารถแสดงปฏิกิริยาข้ามกบัโปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลได้เลก็น้อย (ภาพท่ี 5) 
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ภาพที ่4 การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่อิมมโูนโกลบลูนิของปลากะพงขาวด้วยวธีิ Western blot 

โดยท าการบม่ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะตวัที่ผลติได้ ได้แก่ (1) 4C7, (2) 6H7 และ (3) 15C8    M; โปรตีน
มาตรฐาน A; ซีรัมของปลากะพงขาวที่ไมไ่ด้รับการปลกูภมูิคุ้มกนั B; ตะกอน Ig/BSA complex 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5 การตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอ่อิมมโูนโกลบลูนิของปลากะพงขาวกบัซีรัมของปลานิล
ด้วยวิธี Western blot โดยบม่ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตา่งๆ ได้แก ่(1) 4C7, (2) 6H7 และ (3) 15C8                 
M; โปรตีนมาตรฐาน A; ซีรัมปลากะพงขาวที่ไมไ่ด้รับการปลกูภมูิคุ้มกนั B; ซีรัมปลานิล  



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  24  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2562 1245  
 

การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blot 
 เมื่อท าการเจือจางซีรัมของปลาที่ไม่ได้รับการปลกูภมูิคุ้มกนั และหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลสแล้วท าการบ่ม
ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ชนิดต่างๆ พบว่า โคลน 4C7, 6H7 และ 15C8 สามารถจบักบัซีรัมของปลาที่เจือจางได้เทา่กบั 
1:8,000, 1: 16,000 และ 1:16,000 ตามล าดบั โดยโคลน 6H7 และ 15C8 มีความไวในการจับกับซีรัมของปลาสงูกว่าโคลน 
4C7 อยู ่2 เทา่ (ภาพท่ี 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะตอ่อิมมโูนโกลบลูนิในซีรัมของปลากะพงขาวด้วยวิธี           

dot blot โดยท าการเจือจางซีรัมของปลาที่ความเข้มข้นตา่งๆ แล้วบม่ด้วยโมโนโคลนแอนติบอดีแตล่ะตวัดงันี ้             
(2) 4C7, (3) 6H7 และ (4) 15C8 เปรียบเทยีบกบั (1) แอนติซีรัมที่ได้จากหนขูาว   * แสดงระดบัการเจือจาง                 
มากที่สดุที่แอนติซีรัมหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถท าปฏิกิริยากบัอมิมโูนโกลบลูนิในซีรัมของปลาได้ 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย   
 ส าหรับกระบวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสงูต่อโปรตีนเป้าหมายนัน้ ขัน้ตอนในการเตรียม
แอนติเจนให้บริสทุธ์ิถือว่ามีความส าคญัมาก ถ้าสามารถเตรียมแอนติเจนเพื่อใช้ในการปลกูภูมิคุ้มกันในหนูขาวให้มีความ
บริสทุธ์ิสงูก็จะสง่ผลให้มีโอกาสในการผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะและความไวในการจบักบัแอนติเจนที่ต้องการได้ดีมาก
ขึน้ไปด้วย ในการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูนิของปลากะพงขาวครัง้นีจ้ึงได้ท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น
ของอิมมโูนโกลบูลินออกจากโปรตีนอื่นๆ ในซีรัมของปลาก่อนแล้วน าไปปลกูภูมิคุ้มกนัในหนูขาว จากรายงานการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากระดกูแข็งหลายชนิดพบวา่มีการเตรียมอิมมโูนโกลบลูนิบริสทุธ์ิได้หลากหลาย
วิธี โดยวิธีที่นกัวิจยัเลอืกใช้เป็นสว่นมากคือการอาศยัหลกัการ chromatographic system (Al-Harbi et al., 2000; Crosbie & 
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Nowak, 2002; Yang et al., 2017, 2018) นอกจากนีย้งัมีรายงานการวจิยัที่อาศยัการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัของปลาท าให้ปลาสร้าง
อิมมูโนโกลบูลินที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่ปลูกภูมิคุ้มกัน เพื่อให้ปลามีระดับของอิมมูโนโกลบูลินที่เพิ่มขึน้ก่อนท าการเก็บ
ตวัอย่างเลือดมาใช้ในการท าให้บริสทุธ์ิผ่านคอลมัน์ท่ีจ าเพาะกับแอนติเจนเหล่านัน้ได้ (Zhang et al., 2017) เช่น การปลกู
ภมูิคุ้มกนัด้วยโปรตีน BSA แล้วใช้คอลมัน์ที่ท าการตรึงโปรตีน BSA ไว้ภายใน เพื่อท าการคดัแยกอิมมโูนโกลบลูินที่จ าเพาะกบั
โปรตีน BSA ออกจากโปรตีนอื่นๆ ในซีรัมของปลาได้ (Choudhury & Pani Prasad, 2011; Kreutz et al., 2016) ซึ่งวิธีการ           
ท าใ ห้บริสุท ธ์ิ อิมมูโนโกลบูลินโดยอาศัยคอลัมน์โครมาโทรกราฟีนัน้มี ราคาสูง  การทดลองนี จ้ึ งมีการใช้วิ ธีการ 
immunoprecipitation โดยใช้แอนติเจนท าการปลกูภมูิคุ้มกนัในปลา เช่น โปรตีน BSA แล้วอาศยัหลกัการจบักนัอยา่งจ าเพาะ
ของแอนติเจน-แอนติบอดีมาใช้ในการท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนของอิมมูโนโกลบูลินจากโปรตีนอื่นๆ ในซี รัมได้เช่นกัน 
(Soonthonsrima et al., 2017, 2018) ซึง่วิธีการดงักลา่วมีข้อดีคือราคาถกูและมีขัน้ตอนในการเตรียมง่าย   ส าหรับในงานวิจยั
นีไ้ด้ใช้วิธีการ immunoprecipitation ในการเตรียมอิมมูโนโกลบูลินบริสทุธ์ิบางส่วนจากการปลกูภูมิคุ้มกันปลาด้วยโปรตีน 
BSA แล้วน าซีรัมของปลาที่ได้มาท าการตรวจสอบการตอบสนองตอ่ด้วยวิธีดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่ ซึ่งวิธีนีใ้ช้อปุกรณ์พืน้ฐาน
ในห้องปฏิบตัิการในการทดสอบจึงเป็นวิธีที่ง่าย รวมทัง้เหมาะสมกบัการตรวจสอบตวัอยา่งจ านวนมาก   จากนัน้จึงน าซีรัมปลา
ที่ให้ผลตะกอนที่ชดัเจนระหว่างโปรตีน BSA และซีรัมปลามาท าการตกตะกอนกับโปรตีน BSA พบว่าได้ตะกอนของอิมมโูน
โกลบูลินของปลาและโปรตีน BSA หรือ Ig/BSA complex และเมื่อน ามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วย SDS-PAGE พบว่า
ตะกอนที่ได้มีการปรากฏของแถบโปรตีน 3 แถบ ได้แก่ โปรตีนสายยาว โปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบูลิน และโปรตีน BSA 
ขนาดประมาณ 80, 25 และ 60 กิโลดาลตนัตามล าดบั และพบโปรตีนอื่นๆ น้อยกวา่เมื่อเทียบกบัซีรัมของปลา โดยโปรตีนสาย
ยาวของอิมมูโนโกลบูลินที่ได้มีขนาดใกล้เคียงกับอิมมูโนโกลบูลินชนิด M ของปลากะพงขาวที่ได้มีรายงานมาก่อนหน้านี ้
(Choudhury & Pani Prasad, 2011) เมื่อน าไปปลกูภมูิคุ้มกนัในหนขูาวเพื่อท าการผลติแอนติซีรัมและทดสอบด้วยวิธี Western 
blot พบวา่แอนติบอดีที่ผลติได้มีความจ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูนิของปลาทัง้จากตวัอยา่งซีรัมปลาที่ไมไ่ด้รับการปลกูภมูิคุ้มกนั
และตะกอนของ Ig/BSA complex โดยแอนติบอดีที่ผลิตได้ยงัสามารถจับกับโปรตีนอื่นๆ ที่ปรากฏในซีรัมได้บางส่วนและ
โปรตีน BSA ที่เป็นสว่นประกอบของตะกอน Ig/BSA complex ที่ใช้ในการปลกูภมูิคุ้มกนั   ดงันัน้วิธีการเตรียมแอนตเิจนข้างต้น
เพื่อน ามาใช้ปลกูภมูิคุ้มกนัในหนขูาวนัน้ดีเช่นเดียวกบัการใช้คอลมัน์ในการท าให้บริสทุธ์ิอิมมโูนโกลบลูิน ซึ่งมีการรายงานมา
ก่อนหน้านี ้(Crosbie & Nowak, 2002) 
 หลงัจากน าหนขูาวที่แสดงการตอบสนองได้ดีที่สดุมาใช้ในการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี และท าการคดัเลอืกด้วย
วิธี dot blot และวิธี Western blot พบว่าสามารถคดัเลือกเซลล์ลกูผสมได้ 3 โคลนที่สร้างแอนติบอดีที่จบักบัโปรตีนสายยาว
จากตวัอยา่งซรัีมของปลาที่ไมไ่ด้รับการปลกูภมูิคุ้มกนัและจากตะกอน Ig/BSA complex ซึง่การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จ าเพาะกบัโปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูินในปลากระดกูแข็งนัน้ท าได้ง่ายกวา่โปรตีนสายสัน้ เนื่องจากมีขนาดที่ใหญ่และ
มีความเป็นแอนติเจนมากกวา่สอดคล้องกบังานวิจยัในการผลติแอนติบอดีตอ่อิมมโูนโกลบลูนิของปลากระดกูแข็งหลายๆ ชนิด 
(Al-Harbi et al., 2000; Soonthonsrima et al., 2018; Yang et al., 2017) โดยเซลล์ลูกผสมโคลน 6H7 และ 15C8 มีความ          
ไวสูงในการจับจ าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินในซีรัมของปลากระพงขาว   อย่างไรก็ตามแอนติบอดีที่ผลิตได้จากทัง้ 2 โคลน            
ยงัมีความไวต ่ากว่าความไวของแอนติซีรัมที่ผลิตได้จากหนขูาวอยูเ่ล็กน้อยแต่สงูกวา่โคลน 4C7 ดงันัน้โคลน 6H7 และ 15C8 
จึงเหมาะสมที่จะน าไปพฒันาหรือใช้ในการตรวจสอบปริมาณของอิมมโูนโกลบลูินในซีรัมของปลาด้วยวิธีทางภมูิคุ้มกนัวิทยา 
เช่น dot blot, Western blot และ ELISA เพื่อใช้ในการติดตามหรือตรวจสอบการตอบสนองของภมูิคุ้มกนัอยา่งจ าเพาะในปลา
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กะพงขาวหลงัจากการได้รับวคัซีนต่อเชือ้ก่อโรคที่ส าคญัต่างๆ   และเมื่อน าแอนติบอดีที่ผลิตได้จากทัง้ 3 โคลนไปตรวจสอบ
ปฏิกิริยาข้ามกบัซีรัมของปลานิล พบวา่โคลน 4C7 มีการแสดงปฏิกิริยาข้ามกบัโปรตีนสายยาวของปลานิลได้ ซึง่ผลการทดลอง
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านีใ้นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับอิมมโูนโกลบูลินของปลานิล ซึ่งสามารถ          
ผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถแสดงปฏิกิริยาข้ามกบัโปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูนิของปลากะพงขาวได้เช่นกนั 
(Soonthonsrima et al., 2018) 
 
สรุปผลการวิจัย   

งานวิจยันีไ้ด้มีการเตรียมอิมมโูนโกลบลูนิของปลากะพงขาวโดยการปลกูภมูิคุ้มกนัในปลาด้วยโปรตีน BSA ท าให้ปลา
มีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่เพิ่มสูงขึน้และมีความจ าเพาะต่อโปรตีน BSA เพื่อน ามาใช้ในการท าอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ
บางสว่นด้วยวิธี immunoprecipitation ซึ่งตะกอน Ig/BSA complex ที่ได้มีความบริสทุธ์ิและปริมาณมากพอส าหรับใช้ในการ
ปลกูภมูิคุ้มกนัในหนขูาว   จากการผลติและคดัเลอืกโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถผลติเซลล์ลกูผสมได้ 3 โคลนได้แก่ 4C7, 
6H7 และ 15C8 ซึ่งมีความไวในการจบักับอิมมูโนโกลบูลินสงู สามารถจับกับอิมมูโนโกลบูลินทัง้ในรูปธรรมชาติและรูปเสีย
สภาพได้ จึงคาดว่าจะสามารถน าแอนติบอดีที่ผลิตได้ทัง้ 3 โคลนไปพัฒนาวิธีการตรวจการตอบสนองของภูมิคุ้ มกันแบบ
จ าเพาะหลงัจากปลากะพงขาวได้รับวคัซีนตอ่ไปได้ 
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