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โรคตับฝ่อเฉียบพลันเกิดจากเชือ้ Vibrio spp. บางไอโซเลตที่สร้างท็อกซิน A และ B 

เข้าไปท าลายตับและตบัอ่อนของกุ้ง ท าให้เกิดการตายของกุ้งได้อย่างรวดเร็ว สร้างความเสียหาย
อย่างมากต่ออตุสาหกรรมการเลีย้งกุ้ง ดงันัน้การพฒันาวิธีที่รวดเร็ว แม่นย า และตรวจสอบได้คราว
ละหลายตัวอย่าง เพื่อใช้ตรวจสอบท็อกซินของเชือ้ Vibrio spp. ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันจึงมี
บทบาทส าคญัที่ช่วยให้การควบคมุโรคมีประสิทธิภาพมากขึน้ งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพื่อผลิต 
โมโนโคลนอลและพอลิโคลนอลแอนติบอดีและน ามาพัฒนาเพื่อตรวจสอบท็อกซินของเชือ้ V. 
parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลนัด้วยเทคนิค sandwich ELISA โดยใช้รีคอมบิแนนท์
โปรตีนท็อกซิน A และ B ปลูกภูมิคุ้มกันในกระต่ายเพื่อผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี  และปลูก
ภูมิคุ้มกันในหนูขาวเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้จ านวน 4 
โคลนมีความจ าเพาะต่อท็อกซิน  B โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียที่ไม่ก่อโรคตับฝ่อ
เฉียบพลนั เมื่อน าแอนติบอดีที่ผลิตได้ไปใช้ร่วมกนัในเทคนิค sandwich ELISA เพื่อตรวจสอบท็อก
ซิน B พบว่าปริมาณท็อกซิน B ต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (limit of detection) อยู่ที่ 1.1 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกบัเชือ้แบคทีเรียที่ไม่ก่อโรค เมื่อทดสอบวดัปริมาณท็อก
ซิน B ที่เติมลงไปในตวัอย่างเนือ้กุ้ งพบว่า %recovery อยู่ในช่วง 87-105% และสมัประสิทธ์ิความ
แปรปรวนไม่เกิน 15% และเมื่อน าไปใช้ในการตรวจสอบท็อกซินหลังการบ่มเชือ้ในอาหารที่มี
ตัวอย่างเนือ้กุ้ ง พบว่าสามารถตรวจสอบเชือ้ความเข้มข้น 1 CFU ต่อมิลลิลิตรได้หลงับ่มเชือ้เป็น
เวลา 6 ชั่วโมง ซึ่งตรงกับเวลาบ่มเชือ้ที่แนะน าโดยกรมประมง ดังนัน้เทคนิค sandwich ELISA 
ส าหรับตรวจสอบและวัดปริมาณท็อกซิน  B นีน้่าจะสามารถใช้เป็นแนวทางในการศึกษาและ
ป้องกนัการระบาดของโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัในกุ้งต่อไปได้ 
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Acute heptatopancreatic necrosis disease (AHPND) is caused by toxin A 

and B-secreting Vibrio spp., and leading to the rapid mortality of shrimp from 
hepatopancreatic cell sloughing, resulting in significant losses in the shrimp industry. An 
accurately, precisely and high throughput detection method could be an important tool 
for the effective control of AHPND outbreaks. Therefore, this study aimed to produce 
monoclonal and polyclonal antibody (MAb and PAb), then used in a sandwich ELISA 
(sELISA) for the detection of AHPND-causing toxins of V. parahaemolyticus (VPAHPND). In 
this study, recombinant proteins of toxin A and B were used to immunize rabbits and 
Swiss mice for PAb and MAb production. The four selected clones of MAbs specific to 
toxin B without cross-reactivity to non-AHPND bacteria. These PAb and MAb were used 
to develop a sELISA method to detect toxin B of V. parahaemolyticus with a limit of 
detection at 1.1 ng/ml without cross-reactivity. The detection of toxin B in spiked shrimp 
samples showed recovery between 87-105% and coefficient of variation below 15%. 
After six hours of pre-enrichment of spiked-shrimp samples, the recommended timing 
from the Thai Department of Fisheries, this sELISA method could detect 1 CFU/ml of 
VPAHPND. Thus, a sELISA developed from MAb and PAb in this study could be used to 
detect and evaluate toxin B of VPAHPND and might be a useful tool in further study for 
more understanding and preventing losses from AHPND outbreaks. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

อตุสาหกรรมการเลีย้งกุ้งเป็นอตุสาหกรรมที่มีมลูค่าทางเศรษฐกิจสงู ได้รับความนิยมทั่ว
โลก รวมไปถึงประเทศในแถบเอเชียและประเทศไทย ซึ่งเป็นหนึ่งในประเทศผู้ผลิตกุ้ งหลกัของโลก  
(Briggs, 2021) และโดยเฉพาะอย่างยิ่งการผลิตกุ้ งทะเลสายพันธุ์ Penaeus vannamei หรือกุ้ ง
ขาว ซึ่งคิดเป็นอัตราส่วน 80% ของผลผลิตกุ้ งทั่วโลก (Dugassa & Gaetan, 2018) จากรายงาน
ของกรมประมง ปี พ.ศ. 2563 ประเทศไทยมีการส่งออกกุ้ งทะเล 149,490.99 ตัน คิดเป็นมูลค่า
กว่า 4 หมื่นล้านบาท โดยมีการส่งออกกุ้ งขาวเป็น 76% หรือมลูค่ากว่า 3 หมื่นล้านบาท (จิตรลดา 
ศรีตระกูล และพัชรินธร ลังกาปอน, 2563) อย่างไรก็ตามการขยายตัวอย่างรวดเร็วของฟาร์มกุ้ ง 
การเลีย้งกุ้ งอย่างหนาแน่น ความแปรปรวนของสภาพอากาศและสภาพแวดล้อม อาจเป็นผลให้
เกิดการแพร่กระจายของโรคในกุ้ งมาตัง้แต่เร่ิมมีการท าฟาร์มกุ้ งกันอย่างแพร่หลาย โดยโรคบาง
ชนิดก่อให้เกิดความเสียหายอย่างมากในอุตสาหกรรมการเลีย้งกุ้ ง เช่น โรคจุดขาว (white spot 
disease) (Lo & Kou, 1998) โรคหัวเหลือง (yellow head disease) (Cowley et al., 1999) โรค
กล้ามเนือ้ตายจากการติดเชือ้ไวรัส ( infectious myonecrosis) (Lightner, Redman, Pantoja, 
Noble, & Tran, 2012)  การติดเชือ้ covert mortality nodavirus (CMNV) (Zhang et al., 2014) 
การติดเชื อ้  microsporidian parasite Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) (Tourtip et al., 
2009) และโรคตับฝ่อเฉียบพลัน (acute hepatopancreatic necrosis disease; AHPND) ที่เกิด
จากเชือ้ Vibrio parahaemolyticus (Tran et al., 2013) เป็นต้น 

ส าหรับโรคตับฝ่อเฉียบพลันเป็นโรคที่ท าให้เกิดการตายของกุ้ งขาวและกุ้ งกุลาด า  
(P. monodon) ในฟาร์มเพาะเลี ย้งได้อย่างรวดเร็วและรุนแรง (Han, Tang, Aranguren, & 
Piamsomboon, 2017) ท าให้เกษตรกรไม่สามารถเก็บเก่ียวกุ้งหรือจดัการฟาร์มได้ทนั ส่งผลให้เกิด
ความสญูเสียทางเศรษฐกิจต่ออตุสาหกรรมการเลีย้งกุ้งอย่างมาก โดยในประเทศไทยมีผลผลิตของ
กุ้ งลดลงมากกว่า 400,000 เมตริกตัน ในช่วงที่มีการระบาดของโรค (Thitamadee et al., 2016) 
การระบาดของโรคนีเ้ร่ิมพบในปี ค.ศ. 2009 ในประเทศจีน และกระจายไปยงัเวียดนามในปี 2010 
มาเลเซียในปี 2011 ประเทศไทยในปี 2012 (Tran et al., 2013) และแพร่ระบาดไปยงัประเทศอ่ืนๆ 
ในทวีป เอเชียและอเม ริกาใต้  (Soto-Rodriguez, Gomez-Gil, Lozano-Olvera, Betancourt-
Lozano, & Morales-Covarrubias, 2015) ในปี 2013 Tran และคณะ ได้ท าการแยกเชือ้แบคทีเรีย
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จากกุ้ งที่ เป็นโรคจากพืน้ที่ที่มีการระบาดของโรค และน าเชือ้ไปทดสอบด้วยวิธีทางชีวภาพ 
(bioassay) ใน กุ้ ง ป ก ติ  พ บ ว่ า เชื ้อ ที่ ท า ใ ห้ เกิ ด โรค ตั บ ฝ่ อ เฉี ย บ พ ลั น ที่ แ ย ก ไ ด้ นี ้คื อ  
V. parahaemolyicus ที่สามารถสร้างท็อกซินที่ท าให้เกิดการหลุดลอกของเซลล์บุท่อในตับ 
(hepatopancreatic tubule epithelial cell) ของกุ้ ง ลักษณะของกุ้ งที่ เป็นโรคตับฝ่อเฉียบพลัน
แสดงอาการเซื่องซึม มีทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) ที่ว่างเปล่าและเป็นสีขาวซีด มีการ
ฝ่อของตับและตับอ่อน เมื่อตรวจวินิจฉัยทางพยาธิวิทยาพบการตายของเนือ้เยื่อตับและตับอ่อน
และการหลดุลอกของเซลล์บุท่อของตับและตบัอ่อน (necrotic sloughing) ไม่พบเซลล์ปกติในตับ
และตบัอ่อนของกุ้ง ได้แก่ เซลล์ B เซลล์ F และเซลล์ R ซึ่งท าหน้าที่เก่ียวกบัการย่อย ดดูซึม สะสม 
และล าเลียงสารอาหารในกุ้ ง พบการแทรกตัวของเม็ดเลือด (hemolytic infiltration) ที่บริเวณ
โดยรอบของเซลล์ที่ เกิดการหลุดลอก เซลล์บุท่อบางเซลล์มีการขยายตัวของนิวเคลียส 
(karyomegaly) และมักพบการบุกรุกของแบคทีเรียในช่องว่าง ( lumen) ของท่อของตับและตับ
อ่อนในระยะท้ายของการเป็นโรค (Tran et al., 2013) 

ต่ อ ม า ใ น ปี  2014 แ ล ะ  2015 มี ก า ร ศึ ก ษ า ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ข อ ง เชื ้อ  
V. parahaemolyticus ที่ ก่ อ โรคตับ ฝ่อ เฉี ยบพลัน เป รียบ เที ยบกับ  V. parahaemolyticus  
ที่ไม่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลัน พบว่าในทุกไอโซเลตที่ก่อโรคมีล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด  
ในตระกูล pVH ที่มีขนาดประมาณ 6,900 คู่เบส ในขณะที่ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรคไม่พบล าดบันิวคลี-
โอ ไท ด์ ของพ ล าสมิ ดนี ้ (Han, Tang, Tran, & Lightner, 2015 ; Yang et al., 2014)  แล ะ 
จากการศึกษาของ Han และคณะ พบว่าบนพลาสมิดนีม้ีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถอดรหัสได้โปรตีน 
ที่เก่ียวข้องกบัการก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลนั ที่มีความคล้ายคลึงกับ Photorhabdus insect-related 
(Pir) toxin ที่เป็นท็อกซินซึ่งหลั่งโดยแบคทีเรียในล าไส้ของหนอนตัวกลมที่ท าให้เกิดการตายใน
แมลง จึงมีการตัง้ชื่อท็อกซินจาก V. parahaemolyticus นีว้่า Pir-like toxin ซึ่งท็อกซินทัง้ 2 ชนิดนี ้
เป็นโปรตีนที่ถอดรหสัมาจากยีน pirA-like และ pirB-like โดยโปรตีนท็อกซิน A ถอดรหสัมาจากยีน 
pirA-like (336 คู่เบส) มีขนาดประมาณ 13 กิโลดาลตัน ในขณะที่โปรตีนท็อกซิน B ถอดรหัสมา
จากยีน pirB-like (1317 คู่เบส) มีขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตนั (Han et al., 2015; Yang et al., 
2014) และจากการศึกษาของ Sirikharin และคณะ ได้มีการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
(recombinant plasmid) เพื่อใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนของท็อกซิน A และ B เพื่อศึกษา
คณุสมบติัในการก่อโรคของสารพิษทัง้ 2 ชนิด พบว่าการเกิดโรคตับฝ่อเฉียบพลนัในกุ้งต้องอาศัย
ทัง้ท็อกซินชนิด A และ B ร่วมกนั จึงท าให้เกิดพยาธิสภาพของการหลดุลอกของเซลล์บุท่อของตับ
และตบัอ่อน และเกิดการตายของกุ้งได้ (Sirikharin et al., 2015) อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ 
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Lee และคณะในปีเดียวกันพบว่าท็อกซิน B เพียงอย่างเดียวก็สามารถชกัน าให้เกิดการหลุดลอก
ของเซลล์บทุ่อตบัและตบัอ่อนซึง่เป็นลกัษณะส าคญัของโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัได้ (Lee et al., 2015)  

จากสถานการณ์ดงักล่าวท าให้การพฒันาวิธีที่ถูกต้อง รวดเร็ว แม่นย า และตรวจสอบได้
คราวละหลายตัวอย่าง เพื่อใช้ตรวจสอบท็อกซินของเชือ้ Vibrio spp. ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลัน
น่าจะมีบทบาทส าคัญที่ช่วยให้การควบคมุโรคมีประสิทธิภาพมากขึน้  ส าหรับวิธีการตรวจโรคตับ
ฝ่อเฉียบพลนัมีวิธีที่นิยมใช้กนัอย่างแพร่หลายในปัจจุบนัคือการตรวจทางชีวโมเลกุล (molecular-
based assay) ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งเป็นการตรวจสอบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของเชือ้ก่อโรคและท็อกซินที่เป็นสาเหตุของโรค ตัวอย่างเช่น วิธี AP3 ซึ่งเป็นการ
ตรวจสอบยีนที่สร้างท็อกซิน A (Sirikharin et al., 2015) หรือวิธี AP4 nested PCR ที่ เป็นการ
ตรวจสอบที่ครอบคลุมยีนที่สร้างท็อกซิน A และ B (Sritunyalucksana et al., 2015) ถึงแม้การ
ตรวจโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลจะเป็นที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย มีความไวสูง 
และให้ผลการตรวจที่ ค่อนข้างแม่นย าสูง แต่ก็อย่างไรก็ตามมีการพบสายพันธุ์ กลายของ  
V. parahaemolyticus ที่สญูเสียความสามารถในการก่อโรค โดยพบว่าบนพลาสมิดของสายพนัธุ์
กลายที่พบนัน้ เกิดการ deletion หรือ insertion ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนที่เก่ียวข้องกับการ
สร้างท็อกซิน ส่งผลให้บางไอโซเลตของเชือ้สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมได้ แต่อาจไม่มีการ
ถอดรหสัสารพนัธุกรรมออกมาเป็นโปรตีนท็อกซินที่สมบูรณ์ จึงไม่สามารถก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั
หรือท าให้กุ้ งตายได้ สายพันธุ์กลายดังกล่าวจึงอาจท าให้เกิดความผิดพลาดในการตรวจ
วินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลันด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลโดยการตรวจสอบสารพันธุกรรมของเชือ้ได้  
ทัง้นีก้ารพฒันาการตรวจสอบการแสดงออกของยีนหรือตรวจสอบโปรตีนท็อกซินควบคู่ไปกบัการ
ตรวจสอบสารพันธุกรรม น่าจะเป็นเคร่ืองมือส าคญัที่จะช่วยให้การวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลนัมี
ความแม่นย าและมีประสิทธิภาพมากขึน้ได้ (Aranguren Caro, Mai, Kanrar, Cruz-Flores, & 
Dhar, 2020 ; Han et al., 2017 )  ดั งนั ้น วิ ธี ก ารต รวจ ด้ วย เทคนิ คท างวิท ยาภู มิ คุ้ ม กั น 
(immunoassay) หรือการตรวจโดยใช้แอนติบอดี (antibody-based assay) จึงเป็นอีกทางเลือก
หนึ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากเป็นวิธีการตรวจที่มีราคาไม่สูง ปฏิบัติได้ไม่ยาก มีความจ าเพาะสูง  
และมีความไวเพียงพอที่สามารถใช้ในการตรวจติดตามโรคติดเชือ้ต่างๆ โดยในปี 2017 มีรายงาน
ว่า Wangman และคณะ ได้ท าการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อท็อกซิน A  
ได้จ านวน 1 โคลน และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อท็อกซิน B ได้จ านวน 2 โคลน 
โดยแอนติบอดีที่ผลิตได้สามารถใช้ในการตรวจสอบเชือ้ V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค
ตับฝ่อเฉียบพลันได้ โดยไม่เกิดปฏิกิ ริยาข้ามกับเชือ้ชนิดอ่ืนๆ ที่ไม่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลัน 
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(Wangman et al., 2017) และจากความรู้เก่ียวกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เก่ียวข้องกับการสร้าง 
ท็อกซิน A และ B ของ V. parahaemolyticus ท าให้สามารถสร้างเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนของ 
ท็อกซินได้ (Sirikharin et al., 2015) การผลิตท็อกซินจากรีคอมบิแนนท์โปรตีนนี ้น่าจะสามารถ
น ามาใช้ปลกูภูมิคุ้มกนัเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซินที่
ต้องการ เพื่อน าไปใช้ในการพัฒนาตรวจวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลันได้ โดยวิธีการตรวจด้วย
เทคนิคทางวิทยาภูมิคุ้มกันหรือการตรวจโดยใช้แอนติบอดีที่น่าสนใจวิธีหนึ่งคือการใช้เทคนิค 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซึ่งเป็นวิธีตรวจสอบแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่
มีความไวสูง โดยใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนสับเสตรทที่ไม่มีสีเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีสี  
ซึง่ข้อได้เปรียบของเทคนิค ELISA คือมีความไวและความจ าเพาะสงู และสามารถตรวจตวัอย่างได้
คราวละมากๆ (Duong et al., 2021; B. K. Kumar et al., 2011; Li et al., 2019; Mai, Cruz-
Flores, & Dhar, 2020) ซึ่งน่าจะท าให้สามารถลดต้นทุนและระยะเวลาในการตรวจตัวอย่าง
จ านวนมากลงได้ ท าให้สามารถตรวจสอบและรายงานผลให้กับฟาร์มเลีย้งกุ้ ง ซึ่งต้องมีการสุ่ม
ตวัอย่างคราวละมากๆ เพื่อเป็นข้อมูลให้เกษตรกรตดัสินใจในการจดัการฟาร์มได้ทันสถานการณ์ 
นอกจากนีเ้ทคนิค ELISA ยังสามารถออกแบบให้ตรวจวัดปริมาณสารที่ต้องการตรวจสอบได้  
จึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการศกึษาเก่ียวกบัโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัต่อไปได้ 

ดังนัน้ในการศึกษาครัง้นี เ้ป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอล
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซินของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลนัเพิ่มเติม 
โดยใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนของท็อกซิน A และ B เป็นแอนติเจนส าหรับการปลูกภูมิคุ้มกันในหนู
และกระต่าย และท าการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะและความไวสงู ส าหรับ
ใช้ในการพัฒนาวิ ธีการตรวจเชื อ้  V. parahaemolyticus ที่ท าให้ เกิดโรคตับฝ่อเฉียบพลัน  
ด้วยเทคนิค sandwich ELISA ต่อไป 

 
ความมุ่งหมายของการวิจัย 

1. เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B ของเชือ้ V. parahaemolyticus  
ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 

2. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน  
ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 

3. เพื่ อน าแอนติบอดีที่ ผลิตได้มาใช้พัฒ นาวิ ธีการตรวจสอบท็อกซินของเชื อ้  
V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัด้วยเทคนิค sandwich ELISA  
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ความส าคัญของการวิจัย 
เทคนิค sandwich ELISA ส าหรับตรวจสอบท็อกซินของเชือ้ V. parahaemolyticus  

ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันที่พัฒนาขึน้ สามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการตรวจสอบและ 
วดัปริมาณของท็อกซิน เพื่อประโยชน์ในการศึกษาและป้องกนัการระบาดของโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั
ในกุ้งต่อไป 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
1. การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B ของเชือ้ V. parahaemolyticus  

ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั เพื่อใช้เป็นแอนติเจนในการปลกูภมูิคุ้มกนัในหนขูาวและกระต่าย 
2. เก็บแอนติซีรัมของกระต่ายน าไปแยกเป็นพอลิโคลนอลแอนติบอดี ท าการทดสอบ

ความจ าเพาะและความไวของพอลิโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Western blotting และ dot 
blotting 

3. คดัเลือกหนขูาวตวัที่ตอบสนองดีที่สดุเพื่อน ามาใช้ในการผลิตเซลล์ไฮบริโดมา 
4. คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซินของ  

เชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั โดยวิธี dot blotting และ Western blotting 
5. ทดสอบทราบคุณสมบติัโดยการตรวจสอบอิพิโทป การจ าแนก class และ subclass 

รวมทัง้ความจ าเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ 
6 . พัฒนาวิ ธี  sandwich ELISA เพื่ อใช้ ในการตรวจสอบโปรตีนท็อกซินของเชื อ้  

V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 
 

สมมติฐานในการวิจัย 
การใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนของท็อกซิน A หรือ B ของเชื อ้  V. parahaemolyticus  

ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั เป็นแอนติเจนในการกระตุ้นหนูขาวและกระต่าย อาจท าให้สามารถผลิต  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซินดงักล่าวได้ และสามารถ
น าแอนติบอดีที่ผลิตได้นี  ้มาใช้พัฒนาวิธี sandwich ELISA ส าหรับใช้ในการตรวจสอบโปรตีน 
ท็อกซินของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัได้ 
 

 



 

บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 
กุ้งขาว 

กุ้งขาว หรือกุ้งขาวแวนนาไม มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Penaeus (Litopenaeus) vannamei 
ชื่อสามญั Pacific white shrimp, white leg shrimp และ  white shrimp  

 
อนุกรมวิธาน (Perez Farfante & Kensley, 1997) 
Perez และ Kensley (1997) ได้จดัจ าแนกอนกุรมวิธานของกุ้งขาวไว้ดงันี ้

Phylum  Arthropoda 
Class Crustacea 

Subclass  Malacostraca 
Order  Decapoda 

Suborder Dendrobranchiata 
Family Penaeidae 

Genus  Litopenaeus 
Species P.  vannamei (Boone, 1931) 

 
ลักษณะท่ัวไปของกุ้งขาว  
กุ้งขาวเป็นกุ้งพืน้เมืองทางชายฝ่ังตะวนัออกของมหาสมทุรแปซิฟิก โดยทัว่ไปอาศยัอยู่ใน

น า้เค็ม ลกัษณะทั่วไปคล้ายกับกุ้ งในตระกูล Penaeid ตัวสีขาวใส ขาสีขาว ร่างกายแบ่งออกเป็น
ส่วนหัวเชื่อมกับอก (cephalothorax) มีเปลือกคลุมเป็นส่วนเดียว และส่วนท้อง (abdomen) มี
เปลือกคลุมแบ่งเป็นปล้องจ านวน 6 ปล้อง ทางด้านหน้าของส่วนหัวมีกรีที่มีลกัษณะงุ้มเล็กน้อย 
สนักรีบน (dorsal rostrum) มีหยกัประมาณ 7-10 ซี่ สนักรีล่าง (ventral rostrum) มีหยกัประมาณ 
1-3 ซี่ รยางค์ส่วนหวัประกอบด้วยหนวด 2 คู่ (antennule & antenna) ขากรรไกรล่าง (mandible) 
1 คู่  และขากรรไกรบน (maxilla) 2 คู่  รยางค์ส่วนอกประกอบด้วย maxilliped 3 คู่  ขาเดิน 
(pereiopod) 5 คู่ รยางค์ส่วนท้องประกอบด้วยขาว่ายน า้ (pleopod) 5 คู่ แพนหาง (uropod) 2 คู่ 
และปลายหาง (telson)  (Bailey-Brock & Moss, 1992) ดงัภาพประกอบ 1 และ 2 
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ภาพประกอบ 1 ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งขาว 
 

ที่มา: ดดัแปลงจาก Wakida-Kusunoki, A. T., Amador-del Angel, L. E., Alejandro, P. 
C., & Brahms, C. Q. (2011). Presence of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei 
(Boone, 1931) in the Southern Gulf of Mexico. Aquatic Invasions, 6(1), S139-S142. 
(Wakida-Kusunoki, Amador-del Angel, Alejandro, & Brahms, 2011) 

 
 

ภาพประกอบ 2 ภาพวาดลกัษณะทัว่ไปของกุ้งขาว 
 

ที่ ม า : Sucharitha, V., & Jyothi, S. (2013). An identification of penaeid prawn 
species based on histogram values. International Journal of Advanced Research in 
Computer Science and Software Engineering, 3(7), 807-811. (Sucharitha & Jyothi, 2013) 
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วงจรชีวิตของกุ้งขาว 
กุ้งขาวตวัเต็มวยั (adult) อาศยัและวางไข่ในทะเล กุ้งที่มีอายุประมาณ 6-7 เดือนเพศผู้มี

น า้หนกัประมาณ 20 กรัมขึน้ไป และเพศเมียมีน า้หนักประมาณ 28 กรัมขึน้ไป กุ้ งขาวที่มีน า้หนัก
ประมาณ 30-45 กรัม สามารถวางไข่ได้ประมาณ 100,000-250,000 ฟอง โดยไข่จะฟักเป็นตัว
ภายในระยะเวลาประมาณ 16-24 ชัว่โมง กุ้งตวัอ่อน (larva) ในระยะแรกหลงัฟักเรียกว่า nauplius 
เป็นระยะที่ยงัไม่กินอาหาร แต่อาศยัสารอาหารจากไข่แดง (yolk) และเจริญไปเป็นตวัอ่อนในระยะ
ถัดไป ได้แก่ระยะ protozoea และ mysis ตามล าดับ กุ้ งในระยะนีจ้ะกินแพลงก์ตอนพืชและ
แพลงก์ตอนสัตว์ ก่อนเร่ิมเข้าใกล้ชายฝ่ังเพื่อพัฒนาเป็นกุ้ งระยะหลังวัยอ่อน (postlarva; PL)  
กุ้ งวัยรุ่น (juvenile) และกุ้ งระยะก่อนเต็มวัย (subadult)  ตามล าดับ ซึ่งจะเร่ิมกินอาหารบนหน้า
ดิน ได้แก่ หนอน หอย และสัตว์ในตระกูล crustacean ต่างๆ (Bailey-Brock & Moss, 1992; 
Briggs, 2021) วงจรชีวิตของกุ้งขาวแสดงดงัภาพประกอบ 3 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 วงจรชีวิตของกุ้งขาว 
 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Bailey-Brock, J.H., & Moss, S. M. (1992). Penaeid taxonomy, 
biology and zoogeography. Developments In Aquaculture And Fisheries Science, 23, 9-
27. 
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การเพาะเลีย้งและโรคในกุ้งขาว 
การเพาะเลีย้งกุ้ งขาวเร่ิมจากการน าพ่อ-แม่พันธุ์ (broodstock) มาเลีย้งให้เจริญเติบโต 

ท าการผสมภายนอก (external fertilization) และให้แม่พันธุ์วางไข่ในบ่อวางไข่ (spawning tank) 
และน าไข่ไปฟักในบ่อเพาะฟัก (hatching tank) เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง น าตัวอ่อนที่ฟักออกจาก
ไข่ไปเลีย้งในบ่ออนุบาล (rearing tank) เป็นเวลา 26-31 วัน จนตัวอ่อนเจริญเป็นกุ้ งระยะ post 
larva ก่อนน าไปเลีย้งในบ่อเลีย้งเป็นเวลา 3-5 เดือนส าหรับการเลีย้งแบบหนาแน่น หรือ 4-6 เดือน
ส าหรับการเลีย้งแบบไม่หนาแน่น จึงจะสามารถเก็บเก่ียวกุ้ งเพื่อน ามาบริโภคหรือจ าหน่ายได้ ดัง
แสดงในภาพประกอบ 4(จิตรลดา ศรีตระกูล & พชัรินธร ลงักาปอน 2563) 

กุ้ งขาวเร่ิมเข้ามามีบทบาทส าคัญและเป็นทางเลือกที่ เป็นที่นิยมของเกษตรกรใน
อุตสาหกรรมการเลีย้งกุ้ งทั่วโลกหลังปี ค.ศ. 2000 เนื่องจากประสบความส าเร็จในการพัฒนากุ้ ง
ปลอดเชือ้ (specific pathogen free; SPF) เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหาจากการระบาดของโรคจุดขาว 
(white spot disease; WSD) ซึ่งเป็นโรคระบาดส าคัญในกุ้ งกุลาด าหรือ P. monodon อย่างไรก็
ตามกุ้ งขาวรวมไปถึงกุ้ ง Penaeus สปีชีส์อ่ืน เช่น P. japonicus ก็ได้รับผลกระทบจากโรคระบาด
อ่ืนๆ เช่น การระบาดของไวรัสโรคหัวเหลือง (yellow head virus; YHV) การติดเชื อ้  covert 
mortality nodavirus (CMNV) ก า ร ติ ด เ ชื ้ อ  microsporidian parasite Enterocytozoon 
hepatopenaei (EHP) การระบาดของโรคตับฝ่อเฉียบพลนั (acute hepatopancreatic necrosis 
disease) ที่เกิดจากเชือ้ V. parahaemolyticus เป็นต้น (Thitamadee et al., 2016) 
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ภาพประกอบ 4 แสดงขัน้ตอนของการเพาะเลีย้งกุ้ง 

 
ที่ ม า : Briggs, M. (2021). Cultured Aquatic Species Information Programme. 

Penaeus vannamei. FAO Fisheries and Aquaculture Department [online].  Retrieved 
from https://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Penaeus_vannamei/en 
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ภูมิหลังโรคตับฝ่อเฉียบพลัน 
โรคตับฝ่อเฉียบพลัน (acute hepatopancreatic necrosis disease; AHPND) เป็นโรค

ที่ท าให้เกิดการตายของกุ้ งขาว (P. vannamei) และกุ้งกุลาด า (P. monodon) ในฟาร์มเพาะเลีย้ง
ได้อย่างรวดเร็วและรุนแรง (Han et al., 2017) เร่ิมพบการระบาดในปี ค.ศ. 2009 ในประเทศจีน 
และกระจายไปยังเวียดนามในปี 2010 มาเลเซียในปี 2011 ประเทศไทยในปี 2012 (Tran et al., 
2013) และแพร่ระบาดไปยังประเทศอ่ืนๆ ในทวีปเอเชียและอเมริกาใต้ (Soto-Rodriguez et al., 
2015) การระบาดของโรคตับฝ่อเฉียบพลนัก่อให้เกิดความเสียหายอย่างมากในอุตสาหกรรมการ
เพาะเลีย้งกุ้ งในหลายประเทศ รวมไปถึงประเทศไทยที่มีผลผลิตของกุ้ งลดลงมากกว่า 400,000 
เมตริกตนั ในช่วงที่มีการระบาดของโรคดงักลา่ว (Thitamadee et al., 2016)  

โรคตบัฝ่อเฉียบพลนั ท าให้เกิดการตายของกุ้งได้อย่างรวดเร็ว โดยอาจเกิดการตายขึน้ได้
ภายใน 30-35 วนั หลงัจากปล่อยกุ้งระยะหลงัวยัอ่อนลงในบ่อเลีย้ง (Tang et al., 2020) จึงท าให้
โรคนีเ้ดิมมีชื่อว่า โรคตายด่วน (early mortality syndrome; EMS) จากการศึกษาของ Lightner 
และคณะ ในปี 2012 พบว่ากุ้ งที่ตายด้วยโรคนีม้ีลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา (histopathology)  
ที่มีการหลุดลอกของเซลล์บุท่อของตับและตับอ่อน (hepatopancreatic tubule epithelial cell) 
และมีการตาย (necrosis) ของเนือ้เยื่อตับและตับอ่อน ท าให้มีการเปลี่ ยนมาเรียกโรคนี ว้่า  
กลุม่อาการตบัฝ่อเฉียบพลนั (acute hepatopancreatic necrosis syndrome; AHPNS (Lightner 
et al., 2012) ในปี 2013 Tran และคณะ ได้ท าการแยกเชือ้แบคทีเรียจากกุ้งที่เป็นโรคจากพืน้ที่ที่มี
การระบาดของโรค และน าเชือ้ไปทดสอบด้วยวิธีทางชีวภาพ (bioassay) ในกุ้งปกติ พบว่าเชือ้ที่ท า
ให้เกิดโรคตับฝ่อเฉียบพลันที่แยกได้นีคื้อ V. parahaemolyticus ที่สามารถสร้างท็อกซินที่ท าให้
เกิดการหลุดลอกของเซลล์บุท่อในตับของกุ้ งได้ และในภายหลังได้มีการเปลี่ยนชื่อโรคเป็น  
โรคตับฝ่อเฉียบพลัน (AHPND) โดยลักษณะของกุ้ งที่เป็นโรคตับฝ่อเฉียบพลันจะแสดงอาการ 
เซื่องซึม มีทางเดินอาหารที่ว่างเปล่าและเป็นสีขาวซีด มีการฝ่อของตบัและตบัอ่อน (ภาพประกอบ 
5) และ กุ้ งที่ใช้ในการทดสอบมีอัตราการตายสะสมเป็น 100% ภายในระยะเวลา 4 วันหลังจาก
ได้รับเชือ้ด้วยวิธีการแช่กุ้งลงในเชือ้ (immersion) (Tran et al., 2013) 
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ภาพประกอบ 5 ลกัษณะภายนอกของกุ้งขาวที่เป็นโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 
ภาพ A และ B คือตวัอย่างกุ้งที่เป็นโรคแสดงลกัษณะของทางเดินอาหารที่ว่างเปล่าและเป็นสีขาว
ซีด และมีการฝ่อของตับและตับอ่อน ภาพ C และ D คือตัวอย่างของกุ้ งปกติ (MG; midgut, HP; 
hepatopancreas, ST; stomach) 

 

ที่ ม า : Tran, L., Nunan, L., Redman, R. M., Mohney, L. L., Pantoja, C. R., 
Fitzsimmons, K., & Lightner, D. V. (2013). Determination of the infectious nature of the 
agent of acute hepatopancreatic necrosis syndrome affecting penaeid shrimp. Diseases 
of aquatic organisms, 105(1), 45-55.  

 

ต่อมาได้มี การศึกษาล าดับนิ วคลี โอไท ด์ทั ง้หมดจากไอโซ เลตของแบคที เรีย  
V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั (VPAHPND) เปรียบเทียบกบัไอโซเลตที่ไม่ก่อให้เกิด
โรคตบัฝ่อเฉียบพลนั (VPnon-AHPND) พบว่าในไอโซเลตที่ก่อโรคมีล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดใน
ตระกูล pVH ที่มีขนาดประมาณ 6,900-7,000 คู่เบส ในขณะที่ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรคไม่พบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดนี  ้(Han et al., 2015; Yang et al., 2014) จากการวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดนี ้น าไปสู่การพัฒนาเป็นวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลัน
เบือ้งต้นในเวลาต่อมา เรียกว่าวิธี AP1 และ AP2 (Flegel & Lo, 2014) และจากการศึกษาของ 
Sirikharin และคณะในปี 2015 สามารถแยกโปรตีนท็อกซิน A และ B จากแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุ
ของโรคได้ และมีการพฒันาวิธีการ AP 3 เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัซึง่ให้ผลการตรวจที่
แม่นย ากว่าวิธี AP1 และ AP2 (Sirikharin et al., 2014) ต่อมาในปี 2015 Sritunyalucksana และ
คณะ ได้พัฒนาวิธีการ AP4 ซึ่งเป็นวิธีตรวจโรคตับฝ่อเฉียบพลันโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุลด้วย
หลักการ nested PCR (Sritunyalucksana et al., 2015) นอกจากนีย้ังมีวิธีอ่ืนๆ ที่ถูกพัฒนาขึน้
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ตามมาเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลันด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยอาศัยล าดับ  
นิวคลีโอไทด์ของท็อกซินดงักลา่ว 

จากการพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลันด้วยเทคนิคทางอณูวิทยาข้างต้น 
น าไปสู่การส ารวจโดยการเก็บตัวอย่างพ่อ-แม่พันธุ์กุ้ งปราศจากเชือ้ที่น าเข้ามาจากต่างประเทศ 
พบว่าให้ผลการตรวจที่เป็นลบ ในขณะที่ตวัอย่างพ่อ-แม่พนัธุ์และลกูกุ้งจากโรงเพาะฟักและกุ้งจาก
บ่อเพาะเลีย้งในประเทศไทยให้ผลเป็นบวก การเก็บตัวอย่างและตรวจวินิจฉัยนีช้ี ใ้ห้เห็นว่า  
การปนเปื้อนของพ่อ-แม่พันธุ์และลูกกุ้ งอาจเกิดขึน้ในโรงเพาะฟัก และเมื่อน าลูกกุ้ งที่เป็นโรคไป
เลีย้งต่อในบ่อเพาะเลีย้ง จึงท าให้เกิดการระบาดของโรคในบ่อเลีย้งเช่นกัน สาเหตทุี่ท าให้เกิดการ
ระบาดของโรคอันเนื่องมาจากการติดเชือ้ VPAHPND ในพ่อ-แม่พันธุ์และลูกกุ้ ง ซึ่งอาจติดมาจาก
อาหารสดที่ให้กบักุ้ง เช่น หอยกาบ หอยนางรม เนือ้ปลาหมกึ และไส้เดือนทะเล จากการตรวจสอบ
อาหารสดที่น าเข้าจากต่างประเทศ พบว่ามีเชือ้ VPAHPND ปนเปือ้นอยู่ ซึง่การปนเปือ้นเชือ้ในอาหาร
ที่น าเข้าดังกล่าว อาจเป็นเส้นทางของการเร่ิมต้นการระบาดของโรคตับฝ่อเฉียบพลันเข้ามาใน
ประเทศไทย (Thitamadee et al., 2016) 

 
ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของกุ้งท่ีเป็นโรคตับฝ่อเฉียบพลัน 

จากการศึกษากุ้ งที่เป็นโรคตับฝ่อเฉียบพลัน ที่มีการฝ่อของตับและมีทางเดินอาหารที่  
ว่างเปล่าเป็นสีขาวซีด เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีทางจุลพยาธิวิทยาพบการตายของเนือ้เยื่อตบัและตับ
อ่อนและการหลดุลอกของเซลล์บุท่อของตบัและตบัอ่อน (necrotic sloughing) ไม่พบเซลล์ปกติที่
พบในตับและตับอ่อนของกุ้ ง ได้แก่ เซลล์ B ซึ่งเป็นเซลล์ที่เก่ียวข้องกับการผลิตเอนไซม์ การย่อย 
และขนส่งสารอาหาร เซลล์ F ซึ่งเก่ียวข้องกับการสงัเคราะห์โปรตีนและสะสมแร่ธาตุ และเซลล์  R 
ซึง่เก่ียวข้องกบัการขบัแร่ธาต ุการดดูซมึและสะสมลิพิดและไกลโคเจน และยงัพบการแทรกตวัของ
เม็ดเลือด (hemolytic infiltration) ที่บริเวณโดยรอบของเซลล์ที่ เกิดการหลุดลอก เซลล์บุท่อ 
บางเซลล์มีการขยายตัวของนิวเคลียส (karyomegaly) และในระยะท้ายของการเป็นโรค พบการ
รุกรานของแบคทีเรียในช่องว่าง (lumen) ของท่อของตับและตับอ่อนด้วย (Tran et al., 2013)  
ดงัภาพประกอบ 6 
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ภาพประกอบ 6 ลกัษณะทางจลุพยาธิวิทยาของกุ้งที่เป็นโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 
ตรึงเนื อ้เยื่อด้วย AFA Davidson’s fixative และย้อมด้วย hematoxylin และ eosin-phloxine 
(H&E) ภาพ A และ B แสดงเนือ้เยื่อบริเวณตับและตับอ่อน (hepatopancreas) จากกุ้ งปกติ 
(ขนาดสเกลเท่ากบั 100 ไมโครเมตร) ภาพ C ถึง F แสดงลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยาของกุ้ งที่เป็น
โรคตับฝ่อเฉียบพลัน ภาพ C และ D แสดงการตายและหลุดลอกเซลล์บุท่อของตับและตับอ่อน 
(NC; necrosis) (ขนาดสเกลของภาพ C เท่ากับ 50 ไมโครเมตร ของภาพ D เท่ากับ 100 
ไมโครเมตร) ภาพ E แสดงระยะท้ายของการเป็นโรค โดยมีการหลุดลอกของเซลล์ (ลูกศร)  
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มีการบุกรุกของแบคทีเรีย (BC; bacterial colonization) และพบการแทรกตวัของเม็ดเลือด (ขนาด
สเกลเท่ากับ 50 ไมโครเมตร) ภาพ F ลูกศรแสดงการขยายตัวของนิวเคลียสของเซลล์บุท่อในตับ
และตบัอ่อนของกุ้งที่เป็นโรค (ขนาดสเกลเท่ากบั 30 ไมโครเมตร) 
 

ที่ ม า : Tran, L., Nunan, L., Redman, R. M., Mohney, L. L., Pantoja, C. R., 
Fitzsimmons, K., & Lightner, D. V. (2013). Determination of the infectious nature of the 
agent of acute hepatopancreatic necrosis syndrome affecting penaeid shrimp. Diseases 
of aquatic organisms, 105(1), 45-55.  
 
สาเหตุของโรคตับฝ่อเฉียบพลัน 

เชือ้ Vibrio เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง พบในน า้ทะเลและแถบชายฝ่ังได้ทั่วโลก 
รวมไปถึงเป็นหนึ่งในเชือ้ประจ าถิ่นในบ่อเลีย้งกุ้ง และมกัเป็นเชือ้ทุติยภูมิที่จะฉวยโอกาสเข้ารุกราน
เมื่อสตัว์น า้เป็นโรค (Tang et al., 2020) แต่อย่างไรก็ตาม Vibrio spp. บางไอโซเลตถูกค้นพบว่า
เป็นสาเหตุปฐมภูมิของโรคตับฝ่อเฉียบพลนัในกุ้ ง จากการศึกษาของ Tran และคณะ ในปี ค.ศ. 
2013 พบว่าสาเหตุของโรคตับฝ่อเฉียบพลนัเกิดจากบางไอโซเลตของเชือ้ V. parahaemolyticus 
(VPAHPND) ที่เข้าไปอาศัยอยู่ในกระเพาะของกุ้ งและสร้างท็อกซินออกมา โดยท็อกซินนีจ้ะเข้าไปสู่
สว่นตบัและตบัอ่อนของกุ้ง ท าให้เกิดการหลดุลอกของเซลล์บุท่อของตบัและตบัอ่อน (Tran et al., 
2013)  

ต่อมาในปี 2015 มีการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค
ตบัฝ่อเฉียบพลนัเปรียบเทียบกบั V. parahaemolyticus ที่ไม่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั (VPnon-AHPND) 
พบว่าในไอโซเลตที่ก่อโรคมีล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pVA1 หรือ pVPA3-1 ซึ่งเป็น 
พลาสมิดในตระกูล pVH ที่มีขนาดประมาณ 69-70 กิโลเบส ในขณะที่ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรคไม่พบ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดนี ้(Han et al., 2015; Lee et al., 2015) พลาสมิดดงักล่าวมีส่วน
ที่สามารถถอดรหัสเป็นโปรตีนได้ (open reading frame; ORF) จ านวน 90-92 แห่ง ประกอบไป
ด้วยส่วนที่สามารถถอดรหัสให้โปรตีนท็อกซินซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญที่เก่ียวข้องกับการก่อโรคตับฝ่อ
เฉียบพลันที่มีความคล้ายคลึงกับ Photorhabdus insect-related (Pir) toxin ซึ่งเป็นท็อกซินซึ่ง
หลั่งโดยแบคทีเรียในล าไส้ของหนอนตัวกลมที่ท าให้เกิดการตายของแมลง จึงมีการตัง้ชื่อ  
ท็อกซินจาก V. parahaemolyticus นี ว้่าท็อกซิน  Pir-like เป็นโปรตีนที่ถอดรหัสมาจากยีน  
pirA-like (336 คู่เบส) และ pirB-like (1317 คู่เบส) บนพลาสมิดดังกล่าว และถูกขนาบข้างด้วย
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ เป็น inverted repeat และยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการ transposition  
จากการศึกษาด้านโปรตีน พบว่าโปรตีนท็อกซิน A ที่ถอดรหัสมาจากยีน pirA-like มีขนาด
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ประมาณ 13 กิโลดาลตัน ในขณะที่โปรตีนท็อกซิน B ที่ถอดรหัสมาจากยีน pirB-like มีขนาด
ประมาณ 50 กิโลดาลตัน (Han et al., 2015) นอกจากนีพ้ลาสมิด pVA1 ยังประกอบไปด้วยยีน
ส าคัญที่ เก่ียวข้องกับระบบการหลั่งสาร (secretion system) ยีนที่ เก่ียวข้องกับกระบวนการ 
conjugate (conjugation factor) ยีนที่ ถอดรหัสให้โปรตีนเก่ียวข้องกับการรักษาพลาสมิด  
ยีนที่ เก่ียวข้องกับระบบ post-segregational killing (PSK) และยีนอ่ืนๆ (Wang et al., 2020)  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 (Wang, Lin, Mohapatra, Kumar, & Wang, 2020) 

ทัง้นี ้นอกจาก V. parahaemolyticus แล้วยังมี Vibrio สปีชีส์อ่ืนอีกที่ถูกค้นพบว่ามียีน
ของพลาสมิดที่ เก่ียวข้องกับ โรคตับ ฝ่อเฉียบพลัน  ได้แก่  V. harveyi (Xiao et al., 2017),  
V. campbelli (Wangman et al., 2018), V. owensii (Liu et al., 2018) แ ล ะ  V. punensis 
(Restrepo et al., 2018)  

 

 
 

ภาพประกอบ 7 แสดงการแบ่งประเภทของยีนต่างๆ ที่พบบนพลาสมิด pVA1 
โดยข้อมูลดังกล่าวศึกษาบนพลาสมิด pVA1 ของเชือ้ V. parahaemolyticus ไอโซเลต 3HP  
(NCBI accession number: KP324996) 
 

ที่มา : Wang, H-C., Lin, S-J., Mohapatra, A., Kumar, R., & Wang, H-C. (2020). A 
Review of the Functional Annotations of Important Genes in the AHPND-causing pVA1 
Plasmid. Microorganisms, 8(7), 996. 
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โครงสร้างและกลไกการออกฤทธิ์ของทอ็กซิน 
จากการศึกษาโครงสร้างสามมิติของท็อกซิน A และ B ของเชือ้ V. parahaemolyticus 

(ภาพประกอบ  8) พบว่ามีความสัมพัน ธ์กันกับโครงสร้างท็อกซิน  Cry ของเชื อ้  Bacillus 
thuringiensis ซึ่งเป็นท็อกซินที่ท าให้เกิดการตายของแมลง โดยโครงสร้างหลักของท็อกซิน Cry 
ประกอบด้วย 3 โดเมน (ภาพประกอบ 9) ที่ท าหน้าที่แตกต่างกันได้แก่ โดเมน I ที่ท าให้เกิดรูพรุน 
(pore-forming domain I) โดเมน II ส าหรับจับกับ receptor (receptor-binding domain II) และ 
โดเมน III ส าหรับจับกับน า้ตาล (sugar-binding domain III) โดยกลไกการออกฤทธ์ิของท็อกซิน 
Cry จะขึน้อยู่กับโดเมนเหล่านี ้เร่ิมจากโดเมน III จับกับ N-acetylgalactosamine (GalNAc) ซึ่ง
พบมากใน receptor เช่น aminopeptidase N (APN) ที่อยู่ในทางเดินอาหารส่วนกลางของตวัอ่อน
แมลง ตามมาด้วยโดเมน II ที่สามารถจบักบั receptor ดงักล่าว และเมื่อท็อกซิน Cry ถกูสะสมจน
มีความเข้มข้นเพิ่มมากขึน้ จึงเกิดปฏิกิริยากบั receptor อีกตวัคือ cadherin-like receptor (CAD) 

ซึ่งน าไปสู่การตัดโปรตีนบน α1 helix ของโดเมน I การตัดนีท้ าให้เกิด Cry oligomer เกิดเป็น
โครงสร้างของโดเมน  I ที่ถูกกระตุ้ นให้สร้างรูพรุนขึน้บนเยื่อหุ้ มเซลล์ น าไปสู่การร่ัวไหลของ
ของเหลวส่งผลให้เกิดการเสียสมดุลของแรงดัน colloidal osmotic ท าให้เซลล์แตกในที่สุด (Lin, 
Hsu, & Wang, 2017; Wang et al., 2020)  
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ภาพประกอบ 8 แสดงโครงสร้างสามมิติของท็อกซิน A (PirAvp) และท็อกซิน B (PirBvp)  

α-helix และ ß-strand แสดงด้วยสีแดงและเหลือง ตามล าดับ โดยลักษณะทางกายภาพของ 
ท็อกซิน A มีการจัดเรียงตัวของ antiparallel ß-barrel จ านวน 8 สายด้วยลักษณะแบบ jelly-roll 
สว่นท็อกซิน B แบ่งออกเป็น 2 โดเมนด้วยลกัษณะของโครงสร้างที่แตกต่างกนั โดยส่วนปลายด้าน

หมู่อะมิโน (PirBvpN; ล าดับอะมิโนที่ 12-256) เรียงตัวเป็น α-helix จ านวน 7 เกลียว ส่วนปลาย
ด้านหมู่คาร์บอกซิล (PirBvpC; ล าดับอะมิโนที่ 279-436) ประกอบไปด้วย antiparallel ß-sheet 4 
สาย จ านวน 2 คู่ โดยทัง้ 2 ส่วนนีเ้ชื่อมกนัด้วยลปู (loop) ขนาดยาว (รหสัสืบค้นส าหรับท็อกซิน A 
และ B ของ V. parahaemolyticus บน protein data bank คือ 3X0T และ 3X0U ตามล าดบั) 
 

ที่ ม า : Lin, S-J., Hsu, K-C., & Wang, H-C. (2017). Structural Insights into the 
Cytotoxic Mechanism of Vibrio parahaemolyticus PirAvp and PirBvp Toxins. Marine Drugs, 
15(373), 1-12.  
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โครงสร้างและกลไกการออกฤทธิ์ของทอ็กซิน B 
ท็อกซิน  B ของเชื อ้  V. parahaemolyticus มี โครงสร้างคล้ายกับโดเมน I และ II  

ของท็อกซิน Cry ของเชื อ้  B. thuringiensis ซึ่งมีหน้าที่ท าให้เกิดรูพ รุนบนเซลล์และจับกับ 
receptor ตามล าดับ โดยปลายด้านหมู่อะมิโนของท็อกซิน B (PirBvpN) และโดเมน I ของท็อกซิน 

Cry ประกอบไปด้วยส่วนที่จัดเรียงตัวแบบ α-helix (ภาพประกอบ 9A) ส่วนกลางของกลุ่ม  

α-helix ดงักลา่วประกอบไปด้วยสว่นที่ไม่ชอบน า้ (hydrophobic) จ านวนมาก และถูกล้อมรอบไป
ด้วยส่วนที่ชอบทัง้น า้และลิพิด (amphipathic) (ภาพประกอบ 9B) การจัดเรียงโครงสร้างใน
ลกัษณะนีเ้รียกว่า inside-out membrane fold ซึ่งมักพบในท็อกซินที่มีคุณสมบติัท าให้เกิดรูพรุน 
การจดัเรียงตวัในลกัษณะนีท้ าให้โปรตีนดงักล่าวสามารถเปลี่ยนรูปร่างกลบัไปมาระหว่างการเป็น
โปรตีนที่ละลายได้และโปรตีนที่เป็น transmembrane โดยหลังจากที่ถูกกระตุ้นให้เปลี่ยนรูปร่าง
แล้วส่วนที่ไม่ชอบน า้จะหนัออกสู่ภายนอกท าให้สามารถมีปฏิสมัพนัธ์กบัเยื่อหุ้มเซลล์ที่เป็นลิพิดได้ 

นอกจากนี ้α-helix ดงักล่าวมกัมีความยาวมากกว่า 40 องัสตรอม (Å) ซึ่งเป็นความยาวที่สามารถ
ผ่านชัน้ เยื่อหุ้ มเซลล์ ได้ (โดยทั่วไปชัน้ เยื่อหุ้ มเซลล์มีความหนาประมาณ 40 อังสตรอม)  
จากการศึกษาโครงสร้างดังกล่าวจึงอาจเชื่อได้ว่าปลายด้านหมู่อะมิโนของท็อกซิน B น่าจะ
สามารถท าให้เกิดรูพรุนบนเยื่อหุ้มเซลล์และท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้  

ส าหรับปลายด้านหมู่คาร์บอกซิลของท็อกซิน B (PirBvpC) มีลกัษณะเป็น ß-sheet ที่เรียง
ตัวแบบ antiparallel คล้ายกับโดเมน II ของท็อกซิน Cry (ภาพประกอบ 9C) ซึ่งเก่ียวข้องกับการ
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่าง โปรตีน-โปรตีน และโปรตีน-ลิแกนด์ ดงันัน้จึงคาดว่าปลายด้านหมู่คาร์บอกซิล
ของท็อกซิน B น่าจะมีหน้าที่อย่างเดียวกนั และเนื่องจากโดเมน II ของท็อกซิน Cry สามารถจบักบั 
receptor ในแมลงได้ ดังนัน้จากความคล้ายกันทางโครงสร้างนี ้ปลายด้านหมู่คาร์บอกซิลของ 
ท็อกซิน B ก็น่าจะเป็นสว่นที่ใช้จบักบั receptor ของกุ้งเช่นกนั (Lin et al., 2017) 
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โครงสร้างและกลไกการออกฤทธิ์ของทอ็กซิน A 
ท็อกซิน A ของเชือ้ V. parahaemolyticus มีการเรียงตัวแบบ antiparallel ของ ß-sheet 

ในลกัษณะ jelly-roll ซึ่งคล้ายกบัโครงสร้างของโดเมน III ของท็อกซิน Cry (ภาพประกอบ 9D) โดย
โดเมน III ของท็อกซิน Cry นีม้ีส่วนพับที่เป็น galactose-binding domain-like ซึ่งมีความสมัพันธ์
กับความจ าเพาะของท็อกซินโดยการจดจ ากับ N-acetylgalactosamine โดยในการจับกันของ 
ท็อกซิน Cry1Ac กับ aminopeptidase N โดเมน III ของท็อกซินดังกล่าวจะเป็นตัวริเร่ิมจับกับ  
N-acetylgalactosamine บ น  aminopeptidase N น า ไป สู่ ก า ร จั บ กั น ข อ ง  receptor กั บ 
ท็อกซินดังกล่าว ดังนัน้บทบาทของท็อกซิน A น่าจะมีความคล้ายกันกับบทบาทของโดเมน III 
ของท็อกซิน Cry ซึ่งเป็นการจดจ ากบัเป้าหมายอย่างจ าเพาะด้วยการจบักบัลิแกนด์บนเยื่อหุ้มเซลล์
หรือ receptor นอกจากนีท้็อกซิน A ยังมีโครสร้างส่วน loop ที่น่าจะเป็นช่องที่ใช้จับกับน า้ตาลได้ 
(ภาพประกอบ 9E) นอกจากนีโ้มเดลจ าลองการจบักนัของท็อกซิน A กบั N-acetylgalactosamine 
แสดงให้เห็นว่าโมเลกุลดังกล่าวน่าจะมีปฏิสมัพันธ์กับ Lys29, Glu36, Val37, Gly38 และ Arg84 
ของท็อกซิน A และด้วยลักษณะของช่องจับที่ลึกและแคบน่าจะท าให้ท็อกซิน A จับกับ 
oligosaccharide ได้ด้วย (Lin et al., 2017) 
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ภาพประกอบ 9 เปรียบเทียบโครงสร้างระหว่างท็อกซิน Cry ของ B. thuringiensis กบัท็อกซิน A 
และ B ของ V. parahaemolyticus  
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โดย α-helix และ ß-sheet ของท็อกซิน Cry แสดงด้วยสีฟ้าและชมพู ส่วนของท็อกซิน A และ B 

แสดงด้วยสีแดงและเหลือง ตามล าดบั  A) เปรียบเทียบระหว่างโดเมน I ของท็อกซิน Cry กบัปลาย

ด้านหมู่อะมิโนของท็อกซิน B; B) ในกลุ่มของ α-helix ของท็อกซิน B มีกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน า้ 

(hydrophobic) แสดงด้วยสีเหลือง; C) เปรียบเทียบระหว่างโดเมน II ของท็อกซิน Cry กับปลาย

ด้านหมู่คาร์บอกซิลของท็อกซิน B ภาพแสดงลูปภายในโดเมน II ของท็อกซิน Cry ที่ใช้ส าหรับจับ

กับ receptor (receptor binding region) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะของปลายด้านหมู่ 

คาร์บอกซิลของท็อกซิน B มีความเป็นไปได้ว่าส่วนนีข้องท็อกซิน B จะเป็นส่วนที่ใช้จับกับ 

receptor (possible receptor binding region); D) เปรียบเทียบระหว่างโดเมน III ของท็อกซิน 

Cry กบัท็อกซิน A; E) สว่นของท็อกซิน A ที่มีความเป็นไปได้ว่าจะเป็นสว่นที่ใช้จบักบัลิแกนด์ซึง่ใน

ภาพเป็นการจ าลองการจบักบั N-acetylgalactosamine (GalNAc) โดยใช้เคร่ืองมือ iGEMDOCK 

โดยในแบบจ าลอง ออกซิเจนซึ่งเป็น heteroatom ของ GalNAc สามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนกับ 

Lys29 ของท็ อกซิน  A กรดอะมิ โน  Glu36 ของท็ อกซิน  A ส ร้างพันธะไฮ โดรเจนกับหมู่ 

ไฮดรอกซิลของ GalNAc กรดอะมิโน Gly38 เป็นโมเลกุลที่ไม่มีขัว้ซึ่งถูกขนาบข้างแบบ sandwich 

ด้วยหมู่ไฮดรอกซิลสองหมู่ที่อยู่ชิดกนัของ GalNAc กรดอะมิโน Val37 และ Arg84 สร้างพนัธะด้วย

แรง van der Waals ต่อโมเลกุลของ GalNAc (รหัสสืบค้นส าหรับท็อกซิน Cry บน protein data 

bank คือ 1CIY) 

 
ท่ี ม า : Lin, S-J., Hsu, K-C., & Wang, H-C. (2017). Structural Insights into the 

Cytotoxic Mechanism of Vibrio parahaemolyticus PirAvp and PirBvp Toxins. Marine Drugs, 
15(373), 1-12. 
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จากการศึกษาของ Sirikharin และคณะ ในปี 2015 โดยการทดสอบการก่อโรคของ 
ท็อกซินที่ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต  60% เปรียบเทียบกับการก่อโรคของ 
ท็อกซินที่ได้จากการแสดงออกของยีนสร้างท็อกซินที่โคลนเข้าสู่พลาสมิด พบว่าการเกิดโรคตบัฝ่อ
เฉียบพลนัในกุ้งต้องอาศยัทัง้ท็อกซินชนิด A และ B ร่วมกนั จึงจะท าให้เกิดการตายสะสมของกุ้งได้ 
100% และเกิดการหลุดลอกของเซลล์บุท่อของตบัและตับอ่อนของกุ้ง นอกจากนีท้็อกซินที่ได้จาก
การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตจากอาหารที่ใช้เลีย้งเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค 
อาจมีปัจจยัอ่ืนๆ อีกที่สง่เสริมการท างานของท็อกซิน เนื่องจากสามารถท าให้เกิดการตายของกุ้งได้ 
100% แม้ใช้ในปริมาณที่น้อยกว่าท็อกซิน A และ B บริสทุธ์ิท่ีได้จากการกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีนในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (recombinant plasmid) (Sirikharin et al., 2015) อย่างไรก็ตาม
จากการศึกษาในปีเดียวกันของ Lee และคณะ พบว่าเมื่อฉีดกุ้ งด้วยวิธี reverse gavage assay 
ด้วยรีคอมบิแนนท์ท็อกซิน A หรือรีคอมบิแนนท์ท็อกซิน B เพียงอย่างเดียวหรือผสมรีคอมบบิแนนท์
ท็อกซิน A และ B เข้าด้วยกนั กุ้ งที่ได้รับรีคอมบิแนนท์ท็อกซิน A เพียงอย่างเดียวมีจุลพยาธิสภาพ
ของตบัและตบัอ่อนที่มีการเปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กน้อยเท่านัน้ ในขณะที่รีคอมบิแนนท์ท็อกซิน  B 
เพียงอย่างเดียวและรีคอมบบิแนนท์ท็อกซิน A และ B ผสมกนั สามารถชกัน าให้เกิดอาการของโรค
ตบัฝ่อเฉียบพลนัซึง่มีการหลดุลอกของเซลล์บทุ่อตบัและตบัอ่อนได้ (Lee et al., 2015) 
 
สายพันธ์ุกลายของ V. parahaemolyticus 

จากรายงานการพบสายพนัธุ์กลาย (mutant) ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่พบยีนของ 
พลาสมิดที่เก่ียวข้องกับโรคตับฝ่อเฉียบพลันรวมไปถึงพบยีนของท็อกซินแต่ไม่ก่อโรคตับฝ่อ
เฉียบพลัน โดยในปี 2017 Phiwsaiya และคณะ พบว่าเมื่อตรวจสอบ V. parahaemolyticus  
ไอโซเลต XN87 ไม่พบยีนที่สร้างท็อกซิน A แต่พบการ insertion ในส่วนของยีนดงักล่าว ในขณะที่
สามารถตรวจพบยีนของท็อกซิน B ได้ แต่มีการ frameshift และไม่สามารถสร้างท็อกซิน B ได้ 
อย่างไรก็ตามไอโซเลตดังกล่าวท าให้เกิดอัตราการตายของกุ้งได้ 47% โดยไม่แสดงการหลุดลอก
ของเซลล์บุท่อตับและตับอ่อนแต่เกิดการทรุดตัว (collapse) ของเซลล์แทน (Phiwsaiya et al., 
2017) จากการศึกษาในปีเดียวกนัของ Han และคณะ ได้แบ่งประเภทของสายพนัธุ์กลายออกเป็น 
ประเภท I และ II โดยสายพนัธุ์กลายประเภท I เป็นสายพนัธุ์ที่เกิดการ deletion ของยีนท็อกซิน A 
และ B ทัง้หมด ในขณะที่สายพันธุ์กลายประเภท II เป็นสายพันธุ์ที่ เกิดการ deletion ของยีน 
ท็อกซิน A ทัง้หมดและยีนท็อกซิน B บางสว่น ซึ่งสายพนัธุ์กลายทัง้สองประเภทนีไ้ม่สามารถก่อโรค
ตับฝ่อเฉียบพลันในกุ้ งได้เมื่อทดสอบด้วยวิธีทางชีวภาพ (Han et al., 2017) ต่อมาในปี 2020 
Aranguren Caro และคณะ พบสายพันธุ์กลายที่มีทัง้ยีนท็อกซิน A และ B แต่ไม่สามารถสร้าง 
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ท็อกซิน A และ B ได้ ส่งผลให้ไม่มีความสามารถในการก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลนั และไม่ท าให้เกิด
การตายของกุ้ ง จึงได้จ าแนกเป็นสายพันธุ์กลายประเภท III (Aranguren Caro et al., 2020) 
(ตาราง 1) 
 
ตาราง 1 สรุปการศกึษาสายพนัธุ์กลายของ V. parahaemolyticus 
 

ประเภทของ
สายพันธ์ุ
กลาย 

ตัวอย่าง 
ไอโซเลต 

ยีนทอ็กซนิ 
ที่ตรวจ 
ไม่พบ 

ยีนทอ็กซนิ 
ที่ตรวจพบ 

การก่อโรค อ้างอิง 

- XN87 A B 
(frameshift) 

อตัราการตาย 
47% แต่ไมม่ี
ลกัษณะของ 
AHPND 

(Phiwsaiya et al., 
2017) 

ประเภท I 13-511/A2, 
14-188/7, 
14-231/32.1 

A และ B - ไม่ก่อโรค (Han et al., 2017) 

ประเภท II 16-900/1, 
16-901/1, 
S2, R13 

A B (บางส่วน) ไม่ก่อโรค (Han et al., 2017; 
Aranguren Caro 
et al., 2020) 

ประเภท III R14 - A และ B ไม่ก่อโรค (Aranguren Caro 
et al., 2020) 

 
การสูญเสียความสามารถในการก่อโรคในสายพันธุ์กลายของเชือ้ V. parahaemolyticus 

รวมไปถึงการพบ Vibrio ชนิดอ่ืนที่สร้างท็อกซิน A และ B ได้นัน้ อาจเกิดจากการที่บนพลาสมิดที่มี
ยีนท็อกซิน  A และ B ของ Vibrio มีล าดับนิ วคลี โอไทด์ส่วนที่ เก่ียวข้องกับกระบวนการ 
transposition ของยีน ท าให้เกิดการ deletion และ insertion และเกิดการถ่ายทอดยีนทัง้ภายใน 
สปีชีส์เดียวกนัและต่างสปีชีส์กนัได้  และจากการ transposition รวมไปถึงการไม่แสดงออกของยีน
ดงักล่าวอาจท าให้เกิดความผิดพลาดในการตรวจวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลนัด้วยวิธีที่อาศัยการ
ตรวจสอบเฉพาะล าดับนิวคลีโอไทด์ของท็อกซินได้ ดังนัน้การออกแบบวิธีการตรวจสอบยีนที่
ครอบคลมุควบคู่ไปกบัการตรวจสอบการแสดงออกของยีนหรือการตรวจสอบโปรตีนท็อกซินน่าจะ
เป็นเคร่ืองมือส าคัญที่จะช่วยให้การวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลนัแม่นย าขึน้ได้ (Aranguren Caro 
et al., 2020; Han et al., 2017) 
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การวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลัน 
จากค าแนะน าขององค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่างประเทศ (World Organization for 

Animal Health; OIE) และองค์การอาหารและการเกษตรแห่ งสหประชาชาติ  (Food and 
Agriculture Organization of the United Nations; FAO) การตรวจวินิจฉัยโรคตับฝ่อเฉียบพลัน
และการเก็บตวัอย่างกุ้งที่สงสยัว่าเป็นโรค มีอยู่ด้วยกนัหลายวิธีขึน้อยู่กบัวัตถุประสงค์ในการตรวจ
และความพร้อมของเคร่ืองมือและห้องปฏิบัติการ โดยเทคนิคต่างๆ ที่ใช้ในการวินิจฉัยโรคตับฝ่อ
เฉียบพลนัแบ่งออกเป็น 3 ระดบั ได้แก่ ระดับ I การสงัเกตอาการภายนอก (gross clinical signs) 
ระดับ II การวินิจฉัยจากลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา (histopathology) และระดับ III การวินิจฉัย
ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (Molecular techniques) (OIE, 2021; Tang et al., 2020) โดยมี
แผนผงัของการวินิจฉยัแสดงดงัภาพประกอบ 10 

 

 
 

ภาพประกอบ 10 แผนผงัของการวินิจฉยัโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 
 

ที่ ม า : ดั ด แ ป ล ง จ า ก  Tang, K. F., Bondad-Reantaso, M. G., Arthur, J. R., 
MacKinnon, B., Hao, B., Alday-Sanz, V., Liang, Y. & Dong, X. (2 0 2 0 ) .  Shrimp acute 
hepatopancreatic necrosis disease strategy manual. FAO Fisheries and Aquaculture 
Circular (No. 1190), 1-65. 
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 รายละเอียดของการวินิจฉยัในขัน้ตอนต่างๆ ได้แก่ 
1. การสังเกตอาการภายนอก (ระดับ I)  
โรคตับฝ่อเฉียบพลนัก่อให้เกิดการตายของกุ้ งภายในเวลาประมาณ 30-35 วันหลงัจาก

น ากุ้งลงสู่บ่อเลีย้ง อาการภายนอกของกุ้งที่เป็นโรคจะมีการฝ่อของตับและตบัอ่อนและมีสีซีดขาว 
ทางเดินอาหารว่าง เกิดจุดหรือรอยขีดสีด าบนตับและตับอ่อน และอาจมีเปลือกนิ่มเมื่อโรคอยู่ใน
ระยะเรือ้รัง (chronic phase) 

 
2. การวินิจฉัยจากลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา (ระดับ II) 
การวินิจฉยัโรคด้วยลกัษณะทางพยาธิวิทยา เมื่อน าตบัและตบัอ่อนหรือตวัอ่อนของกุ้งไป

ผ่านกระบวนการตรึงเนือ้เยื่อด้วย Davidson’s fixative ตดัเนือ้เยื่อ และย้อมด้วยสี H&E ดูภายใต้
กล้องจุลทรรศน์พบว่ากุ้งที่เป็นโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัในระยะแรกพบการหลดุลอกของเซลล์บุท่อของ
ตบัและตบัอ่อน ในขณะที่กุ้ งที่เป็นโรคในระยะท้ายๆ พบการตายและการหลดุลอกของเนือ้เยื่อและ
เซลล์บุท่อของตับและตับอ่อน พบการแทรกตัวของเม็ดเลือดโดยรอบเซลล์ที่เกิดการหลุดลอก  
และพบการติดเชือ้จากแบคทีเรียชนิดอ่ืนร่วมด้วย (Tran et al., 2013) 

 
3. การวินิจฉัยด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (ระดับ III) 

3.1 การตรวจด้วยวิธี PCR 
จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อ

เฉียบพลัน ท าให้ทราบถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ของท็อกซิน A และ B บนพลาสมิด pVA1 ที่เป็น
สาเหตขุองโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั การวินิจฉัยทางอณูชีววิทยาด้วยวิธี one-step polymerase chain 
reaction (single-step PCR) จึงถกูพฒันาขึน้โดย Flegel และ Lo ในปี 2014 เรียกว่าวิธี AP1 และ 
AP2 (Flegel & Lo, 2014) และจากการศึกษาของ Sirikharin และคณะ พบว่าวิธี AP2 ให้ผลการ
ตรวจที่แม่นย ากว่า เนื่องจากให้ผลบวกปลอม (false positive) ที่น้อยกว่าวิธี AP1 จากการทดสอบ
ด้วยไอโซเลตของเชือ้ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันจ านวน 80 ไอโซเลต และเชือ้ที่ไม่ก่อโรคตับฝ่อ
เฉียบพลันจ านวน 24 ไอโซเลต (Sirikharin et al., 2015) และต่อมาได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยด้วยวิธี AP3 (Sirikharin et al., 2014) ซึ่งเป็นวิธีที่มีความแม่นย ามากยิ่งขึน้ โดยจาก
การศกึษาของ Soto-Rodriguez และคณะ พบว่าเป็นวิธีที่ให้ผลบวกปลอมเพียงครัง้เดียว จากการ
ทดสอบด้วยไอโซเลตของเชือ้ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันจ านวน 9 ไอโซเลต และเชือ้ที่ไม่ก่อโรค 
ตับฝ่อเฉียบพลันจ านวน 11 ไอโซเลต ที่แยกได้จากประเทศเม็กซิโก (Soto-Rodriguez et al., 
2015)  
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วิธีที่กล่าวมาข้างต้นเป็นวิธีการวินิจฉยัที่ต้องมีขัน้ตอนของการท าให้เชือ้ในตวัอย่างมี
จ านวนมากขึน้ก่อน หากต้องการตรวจตัวอย่างที่มีการติดเชือ้ในปริมาณน้อยหรือตัวอย่างที่เกิด
การติดเชือ้ในระยะแรกๆ โดยการน าตัวอย่างไปผสมใน alkaline peptone water (APW) หรือ 
tryptic soy broth (TSB) ที่เสริมด้วยโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 1.5 ก่อนน าไปบ่มและเขย่า
เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เพื่อให้เกิดการเจริญของเชือ้ในตัวอย่าง ท าให้การตรวจวินิจฉัยด้วยวิธีดงักล่าว
ต้องใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่าง จึงได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจโดยใช้เทคนิค  PCR ด้วยวิธี AP4 
nested PCR ขึน้ (Sritunyalucksana et al., 2015) โดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ในการท าปฏิกิริยาเพื่อเพิ่ม
ความจ าเพาะและความไวในการตรวจสอบ อีกทัง้ยงัมีล าดบันิวคลีโอไทด์เป้าหมายที่ครอบคลมุทัง้
ยีนของท็อกซิน A และ B ควบคู่กนั โดยวิธี AP4 นี ้ให้ผลบวกและผลลบถูกต้องเมื่อการทดสอบกบั
เชือ้ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันจ านวน 51 ไอโซเลต และเชือ้ที่ ไม่ก่อโรคจ านวน 34 ไอโซเลต 
นอกจากนีว้ิธี AP4 nested PCR ยังมีความไวมากกว่าวิธี AP3 one-step PCR ถึง 100 เท่า และ
สามารถตรวจสอบเชือ้ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัในกุ้งที่ถกูท าให้ติดเชือ้ได้ตัง้แต่ชัว่โมงที่ 6 หลงัจาก
การติดเชือ้ (Dangtip et al., 2015) 

 
3.2 การตรวจด้วยวิธี LAMP  
โดยทั่วไปการตรวจด้วย single-step PCR มีความไวในการตรวจเชื อ้  VPAHPND  

ที่ความเข้มข้นประมาณ 104 CFU ต่อมิลลิลิตร การตรวจด้วยวิธี  LAMP (Loop-meditated 
isothermal amplification) ให้ความไวมากกว่าวิ ธี  PCR ประมาณ  100 เท่า โดยในปี 2015 
Kongrueng และคณะ ได้พฒันาการตรวจด้วยวิธี LAMP โดยพฒันามาจากไพรเมอร์ของวิธี PCR 
AP2 (จ าเพาะกับล าดับนิวคลี โอไทด์บนพลาสมิด ) และ AP3 (จ าเพาะกับยีนท็อกซิน A) 
(Kongrueng et al., 2015) และในปีเดียวกัน Koiwai และคณะได้พัฒนาวิธี LAMP ที่จ าเพาะต่อ
ยีนท็อกซิน A และ B (Koiwai, Tinwongger, Nozaki, Kondo, & Hirono, 2016) และต่อมาในปี 
2016 Arunrut และคณะ ได้พัฒนาการใช้วิ ธี  LAMP จ าเพาะต่อยีนท็อกซิน A ร่วมกับการ
ตรวจสอบผลด้วย ssDNA-labled nanogold probe (AuNP) ที่มีความไวในการตรวจสอบเชือ้อยู่ที่ 
100 CFU และสามารถตรวจสอบผลได้ด้วยตาเปล่า ท าให้ง่ายต่อการน าไปใช้งาน (Arunrut et al., 
2016) 

นอกจากวิธีที่กล่าวมาข้างต้น ยังมีวิธีการวินิจฉัยด้วยการตรวจสอบสารพันธุกรรม
ของเชือ้ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัที่ถกูพฒันาขึน้อีกหลายวิธี ดงัแสดงในตาราง 2  
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ตาราง 2 แสดงวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบสารพนัธุกรรมของเชือ้ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั 
 

วิธีการตรวจ ไพรเมอร์และ 
ยีนที่จ าเพาะ 

ตัวอย่างที่แนะน าให้ 
ใช้ตรวจ 

อ้างอิง 

Conventional PCR AP1, AP2 (พลาสมิด) กระเพาะ, ตบัและตบัอ่อน (Flegel & Lo, 
2014) 

Conventional PCR TUMSAT-Vp3  
(pirA-like) 

กระเพาะ (Tinwongger et 
al., 2014) 

Conventional PCR AP3 (pirA-like) กระเพาะ, ตบัและตบัอ่อน, 
อจุจาระ 

(Sirikharin et al., 
2015) 

Nested PCR AP4 (pirA-like,pirB-like) กระเพาะ (Sritunyalucksana 
et al., 2015) 

Multiplex PCR pirA-like, pirB-like,  
18S rRNA ของกุ้ง และ 
16S rRNA ของแบคทเีรีย 

ตบัและตบัอ่อน (Cruz-Flores, Mai, 
& Dhar, 2019) 

Isothermal 
recombinase 
polymerase 
amplification assay 
(RPA) 

pirA-like ตบัและตบัอ่อน (Liu et al., 2017) 

LAMP pirA-like และพลาสมิด - (Kongrueng et al., 
2015) 

LAMP pirA-like, pirB-like - (Koiwai et al., 
2016) 

LAMP pirA-like กระเพาะ (Arunrut et al., 
2016) 

PCR-DNA 
chromatography 

TUMSAT-Vp3  
(pirA-like) 

- (Koiwai et al., 
2018) 

(R. Kumar, Ng, & Wang, 2020) 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Kumar, R., Ng, T. H., & Wang, H. C. (2020). Acute hepatopancreatic 
necrosis disease in penaeid shrimp. Reviews in Aquaculture, 12(3), 1867-1880. 
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3.3 การตรวจด้วยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุ้มกัน 
การตรวจด้วยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุ้ มกัน เป็นการตรวจสอบปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูง ท าให้สามารถใช้พิสูจน์ทราบ วดัปริมาณ ตรวจหา
ต าแหน่งของโมเลกุล เซลล์หรือจุลินทรีย์ต่างๆ ได้อย่างแม่นย าและมีความเชื่อมั่นสูง  (ไพศาล  
สิทธิกรกลุ, 2548) 

ในปี 2017 ได้มีการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A และ B 
ของเชื อ้  V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันในกุ้ ง โดย Wangman และคณะ 
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A จ านวน 1 โคลน และจ าเพาะต่อ 
ท็อกซิน B จ านวน 2 โคลน โดยที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน A และ B ทัง้ 3 โคลน
ดังกล่าว สามารถตรวจสอบเชื อ้  V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันได้ และ 
ไม่ เกิดปฏิกิ ริยาข้ามกับ V. parahaemolyticus และแบคที เรียชนิดอ่ืนๆ ที่ ไม่ก่อโรคตับฝ่อ
เฉียบพลัน เมื่อทดสอบด้วยวิธี dot blotting และ Western blotting โดยแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
ท็อกซิน A และ B นีม้ีความไวในการตรวจสอบสารพิษโดยวิธี dot blotting อยู่ที่ 3 นาโนกรัมต่อจุด 
และ 0.78 นาโนกรัมต่อจุด ตามล าดับ จากการทดสอบการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อ
ตรวจสอบท็อกซิน A และ B ในตัวอย่างของกุ้ งที่มีเชือ้ พบว่าแอนติบอดีต่อท็อกซิน A สามารถ
ตรวจพบท็อกซินจากเชือ้จ านวน 105 CFU ต่อมิลลิลิตร ในตวัอย่างได้ภายหลงัการบ่มเชือ้เป็นเวลา 
3 ชัว่โมง ในขณะที่แอนติบอดีต่อท็อกซิน B สามารถตรวจพบท็อกซินจากเชือ้จ านวน 106 CFU ต่อ
มิลลิลิตรในตัวอย่างได้ภายหลงัการบ่มเชือ้เป็นเวลา 0 ชั่วโมง และแอนติบอดีทัง้ 2 ชนิด สามารถ
ตรวจพบท็อกซินจากเชือ้จ านวน 1 CFU ต่อมิลลิลิตรในตัวอย่างได้ภายหลงัการบ่มเชือ้เป็นเวลา  
6 ชัว่โมง (Wangman et al., 2017) 
 

4. การทดสอบทางชีวภาพ 
การทดสอบทางชีวภาพ (bioassay) ใช้ส าหรับตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคของ 

Vibrio spp. โดยมีวิธีต่างๆ ดงันี ้
4.1 การแช่ (immersion) 
เลีย้งแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้แบบเหลวหรือแข็งเพื่อใช้เป็นหัวเชือ้ เจือจางให้ได้

ความเข้มข้นที่ต้องการ น ากุ้ งสุขภาพดีมาแช่ในภาชนะที่มีเชือ้ความเข้มข้น 108-109 CFU ต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วยเชือ้ความเข้มข้น 105-106 CFU ต่อมิลลิลิตร อีก 15 นาที โดย
ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ที่ปลอดเชือ้แทนในกลุ่มควบคมุผลลบ กุ้งที่สมัผสักบัเชือ้ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั
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มกัมีการตายสะสมเป็น 100% ภายในเวลา 72 ชัว่โมง อาการใกล้ตายหรือการตายสามารถเกิดขึน้
ได้ภายใน 12 ชัว่โมงหลงัสมัผสัเชือ้ ขึน้อยู่กบัความรุนแรงของเชือ้ที่ใช้ทดสอบ 

 
4.2 การป้อน (per os) 
เลีย้งแบคทีเรียให้ได้ความเข้มข้น 109 CFU ต่อมิลลิลิตร จากนัน้น าไปผสมคลกุเคล้า

กับอาหารกุ้ งเป็นเวลา 5 นาที (อัตราส่วน 1 กรัมของอาหารต่อเชือ้ 1 มิลลิลิตร) น าอาหารที่ผสม
เชือ้แล้วไปให้กุ้ งที่ใช้ทดสอบ โดยกลุ่มควบคุมผลลบใช้อาหารเลีย้งเชือ้ที่ปลอดเชือ้ผสมกบัอาหาร
กุ้ง 

 
4.3 การฉีด (reverse gavage assay) 
การฉีดด้วยวิธี reverse gavage เป็นการส่งท็อกซินให้เข้าสู่ตับและตับอ่อนของกุ้ ง

โดยตรง ท าได้โดยการเลีย้งหัวเชือ้ในอาหารเหลวเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง น ามาป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็ว 3,200 xg เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใสที่มีท็อกซิน A และ B ไปกรองผ่านกระดาษกรอง
ขนาด 0.2 ไมโครเมตร จากนัน้น าไปเติมสีผสมอาหาร เพื่อใช้ติดตามสารละลายท็อกซินที่ฉีดเข้าไป 
โดยฉีดเข้าตวัละ 0.1 มิลลิลิตรผ่านทางทวาร กลุ่มควบคมุผลลบใช้อาหารเลีย้งเชือ้ที่ปลอดเชือ้ผสม
กบัส ี
 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี  

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) เป็นแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูง 
สร้างจากกลุ่มเซลล์พลาสมาหรือเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิดบี (B-lymphocyte) หรือบีเซลล์ที่ถูกกระตุ้น
ซึ่งมีต้นก าเนิดมาจากเซลล์เดียว ท าให้โมเลกุลของแอนติบอดีเหล่านีม้ีคุณสมบัติเหมือนกันทุก
ประการ โดยจ าเพาะต่ออิพิโทป (epitope) ของแอนติเจนเพียงต าแหน่งเดียว ท าให้สามารถใช้ใน
การพิสูจน์ทราบ วัดปริมาณ วัดความเข้มข้น ใช้ตรวจหาต าแหน่งของโมเลกุล ของเซลล์ หรือ
จลุินทรีย์ต่างๆ ได้อย่างแม่นย า โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีอาจถกูสร้างได้จากห้องปฏิบติัการโดย
กลุ่มเซลล์ลูกผสมไฮบริโดมา (hybridoma) ที่เกิดจากการหลอมรวมกันของเซลล์มะเร็งหรือเซลล์
ไมอิโลมา (myeloma) ที่มีความเป็นอมตะกับบีเซลล์ที่สร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่
สนใจ ท าให้ได้แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูง ผลิตซ า้ได้อย่างต่อเนื่องโดยมีคุณสมบัติคงเดิม 
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่างๆ ได้มากมาย ตัวอย่างเช่น ใช้เป็นตัวตรวจสอบด้วยวิธีทางวิทยา
ภูมิคุ้มกัน (immunoassay) ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค ใช้ในการรักษาโรค ( immunotherapy) ใช้
ในงานด้านการศกึษาวิจยั เป็นต้น (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 
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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
เนื่องจากแอนติเจนแต่ละชนิดมักมีอิพิโทปที่หลากหลายและมีจ านวนมาก จึงสามารถ 

ชักน าและกระตุ้นการตอบสนองโดยหลากหลายโคลนของบีเซลล์จ านวนมากที่ตรวจจับแต่ละ  
อิพิโทปของแอนติเจน ท าให้มีการสร้างแอนติบอดีหลายชนิดปะปนกันอยู่ในซีรัมของสตัว์ที่ได้ รับ
การปลกูหรือกระตุ้นภูมิคุ้มกนั แอนติบอดีแต่ละชนิดที่จ าเพาะต่อแต่ละอิพิโทปซึ่งรวมอยู่ด้วยกนัใน
ซีรัมเรียกว่าพอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) อย่างไรก็ตามความจ าเพาะที่
หลากหลายของพอลิโคลนอลแอนติบอดีนัน้ อาจส่งผลกระทบต่อการใช้งานนอกร่างกาย เช่น  
การตรวจสอบแอนติเจนด้วยวิธีทางวิทยาภูมิคุ้มกนั การตรวจวินิจฉยั การรักษา หรือการศกึษาวิจยั
ต่างๆ เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาข้ามของแอนติบอดีกับแอนติเจนที่มีอิพิโทปหลากหลายหรือ
แอนติเจนที่ปนเปื้อนมากับการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหรือแอนติเจนที่สัตว์สัมผัสจากสิ่งแวดล้อม 
ดงันัน้เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าวจึงต้องมีการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างจากโคลนเดียวของบี
เซลล์ที่จ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวของแอนติเจนที่สนใจ โดยการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นวิธีที่
พัฒนาโดย Köhler และ Milstein ในปี 1976 (Köhler & Milstein, 1976) จากการน าบีเซลล์จาก
สัตว์ที่ถูกกระตุ้ นด้วยแอนติเจนที่ ต้องการ  มาหลอมรวมกับเซลล์มะเร็งหรือเซลล์ไมอิโลมา 
กลายเป็นเซลล์ลูกผสมไฮบริโดมาซึ่งมีคุณสมบัติเป็นอมตะของเซลล์มะเร็งและสามารถผลิต
แอนติบอดีที่ต้องการได้ ท าให้สามารถผลิตโคลนของเซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถสร้างแอนติบอดีได้ 
(ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 

การผลิตเซลล์ไฮบริโดมาสามารถท าได้โดยการใช้สาร polyethylene glycol (PEG) ช่วย
ในการหลอมรวมเซลล์ไมอิโลมากบับีเซลล์ที่ได้จากม้ามของสตัว์ที่ถูกปลกูภูมิคุ้มกนัด้วยแอนติเจน
ที่สนใจ ในขัน้ตอนของการหลอมรวมเซลล์ให้กลายเป็นเซลล์ไฮบริโดมานัน้ จะมีทัง้บีเซลล์กบัเซลล์
ไมอิโลมาที่หลอมรวมกันส าเร็จ และเซลล์ที่หลอมรวมไม่ส าเร็จ ได้แก่เซลล์ที่หลอมรวมกับเซลล์
ประเภทเดียวกันเองและเซลล์ที่ไม่หลอมรวมกันปะปนกันอยู่ด้วย ดังนัน้จึงต้องอาศัยระบบการ
คัดเลือกและเพาะเลีย้งให้มีเฉพาะเซลล์ไฮบริโดมาเท่านัน้ที่มีชีวิตรอดและเจริญเติบโตเพื่อสร้าง
แอนติบอดีที่ต้องการต่อไปได้ โดยทั่วไปท าได้โดยการเลีย้งเซลล์ที่หลอมรวมกันนี ใ้นอาหารเลีย้ง
เซลล์ HAT โดยเซลล์ไมอิโลมาที่น ามาใช้ในการผลิตไฮบริโดมาจะมีความบกพร่องของเอนไซม์ที่
เก่ียวกับการสงัเคราะห์นิวคลีโอไทด์ใน salvage pathway ได้แก่เอนไซม์ thymidine kinase (TK) 
และ hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) ซึ่งการบกพร่องเอนไซม์ 
TK หรือ HGPRT ดังกล่าว ท าให้ไม่สามารถเจริญได้ในอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ที่มีส่วนผสมของ 
hypoxanthine aminopterin และ thymidine โดย aminopterin ที่มีในอาหารจะไปขัดขวางการ
สงัเคราะห์นิวคลีโอไทด์ด้วย de novo pathway ท าให้เซลล์ต้องเปลี่ยนไปใช้ salvage pathway ใน
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การสงัเคราะห์นิวคลีโอไทด์แทน ซึ่งเมื่อน าเซลล์ที่ถูกผสมมาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ HAT เซลล์
ไมอิโลมาที่ไม่ได้หลอมรวมกับบีเซลล์หรือหลอมรวมกันเองจะไม่สามารถมีชีวิตรอดได้ เนื่องจาก
ขาดเอนไซม์ TK หรือ HGPRT ส่วนบีเซลล์ที่ ไม่บกพร่องเอนไซม์นัน้จะสามารถสังเคราะห์ 
นิวคลีโอไทด์ได้ แต่เมื่อไม่ได้หลอมรวมกับเซลล์ไมอิโลมาจะไม่มีความเป็นอมตะเนื่องจากมีรอบ
การแบ่งเซลล์ที่จ ากัด ส่งผลให้สามารถอยู่รอดได้เพียงระยะเวลาสัน้ๆ และตายไปเอง ในขณะที่ 
บีเซลล์ที่หลอมรวมกบัเซลล์ไมอิโลมากลายเป็นเซลล์ไฮบริโดมาจะสามารถมีชีวิตรอดและเจริญได้
ในอาหารเลีย้งเซลล์ HAT เนื่องจากได้เอนไซม์ที่ใช้ในการสงัเคราะห์นิวคลีโอไทด์จากบีเซลล์และได้
ความเป็นอมตะจากเซลล์ไมอิโลมา และเมื่อคัดเลือกในอาหารเลีย้งเซลล์จนได้เซลล์ที่หลอม
รวมกันส าเร็จเป็นเซลล์ไฮบริโดมาแล้ว จะต้องมีการคัดเลือกเฉพาะโคลนของเซลล์ไฮบริโดมาที่
สร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่ต้องการ โดยอาจใช้วิธีทางวิทยาภูมิคุ้มกันรูปแบบต่างๆ 
เช่ น   enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), dot blotting ห รื อ  Western blotting  
เป็นต้น หลังจากคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่
ต้องการแล้ว เพื่อให้ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวและมีคุณสมบัติ
เหมือนกันทุกประการจริง เซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีดังกล่าวต้องมีต้นก าเนิดมาจากเซลล์
เดียว ซึ่งแยกได้ได้โดยการโคลนซ า้ (reclone) ก่อนน าไปเพาะเลีย้งเพื่อขยายและเพิ่มจ านวนเพื่อ
ใช้เซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างขึน้ได้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการต่อไป (ไพศาล สิทธิ
กรกลุ, 2548) 

 
พอลิโคลนอลแอนติบอดี  

พอลิโคลนอลแอนติบอดีเป็นแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อหลากหลายอิพิโทปของแอนติเจนที่
รวมอยู่ด้วยกนัในซีรัม สามารถท าหน้าที่ต่างๆ เช่น จบักบัแอนติเจน กระตุ้นระบบคอมพลีเมนต์ใน
การสลายแอนติเจน ซึ่งท าให้ตัวสิ่งมีชีวิตสามารถชักน าการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในรูปแบบ
ต่างๆ เพื่อป้องกนัและก าจดัอนัตรายจากเชือ้โรคและสิ่งแปลกปลอมได้ โดยการผลิตพอลิโคลนอล
แอนติบอดีเพื่อใช้ประโยชน์นอกร่างกายรวมถึงในการศึกษาวิจัยยังคงเป็นที่นิยมมาก เนื่องจาก
สามารถประยุกต์ใช้ได้กบัวิธีทางวิทยาภูมิคุ้มกนัส่วนใหญ่ได้หลากหลายและเกือบทุกรูปแบบ อีก
ทัง้มีขัน้ตอนการผลิตที่ใช้เวลาไม่มากและไม่ยุ่งยากนกั สามารถผลิตในปริมาณมากเชิงพาณิชย์ได้
ในสตัว์ที่ใหญ่ขึน้ แต่เนื่องจากพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจ าเพาะต่อหลากหลายอิพิโทปของ
แอนติเจน จึงมีข้อควรพิจารณาในการน ามาใช้ในการทดสอบต่างๆ เนื่องจากอาจเกิดปฏิกิริยาข้าม
กบัแอนติเจนที่ปนเปือ้นในขัน้ตอนของการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้ มกนั หรืออาจมีแอนติบอดีที่เกิดจากการ
ที่สตัว์ทดลองตอบสนองต่อแอนติเจนในสิ่งแวดล้อมปะปนอยู่ด้วย (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 
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Enzyme-linked immunosorbent assay 
ในปี  1960 Yalow และ Berson ได้พัฒนาเทคนิค Radioimmunoassay (RIA) ที่ ใช้

ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดีในการตรวจสอบปริมาณสาร โดยอาศยัการติดฉลากด้วย
กมัมันตรังสีในการตรวจสอบปฏิกิริยา (Yalow & Berson, 1960) ต่อมาได้มีการใช้เอนไซม์เข้ามา
ทดแทนการใช้สารกัมมันตรังสีเพื่อลดปัญหาเก่ียวกับการจัดการของเสียปนเปื้อน กลายเป็นวิธีที่
เรียกว่า Enzyme immunoassay (EIA) หรือ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
ซึง่เป็นวิธีการตรวจสอบแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่มีความไวสงู โดยใช้เอนไซม์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา
เปลี่ยนสบัเสตรทที่ไม่มีสี (chromogenic substrate) เช่น 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TBM) 
หรือ o-phenylenediamine (OPD) เป็นผลิตภณัฑ์ที่มีสี เพื่อตรวจสอบปฏิกิริยาของแอนติเจนและ
แอนติบอดี หลักการโดยทั่วไปมักตรึงแอนติเจนหรือแอนติบอดีไว้ด้วยวัสดุดูดซับที่เป็น solid 
phase เช่น หลุมพลาสติก polystyrene หรือ polyvinyl chloride จากนัน้จึงใส่ตัวตรวจสอบ
โดยตรง (direct) ด้วยแอนติบอดีที่ติดฉลากเอนไซม์ หรือตรวจสอบแบบอ้อม (indirect) ด้วยการ
เติมแอนติบอดีตัวแรก แล้วตามด้วยแอนติบอดีตัวที่สองที่เชื่อมกับเอนไซม์โดยแอนติบอดีตวันีจ้ะ
จ าเพาะกับแอนติบอดีตัวแรก จากนัน้จึงเติมสับสเตรทเพื่อตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ เอนไซม์
ต่างๆ ที่ใช้ใน ELISA ได้แก่ alkaline phosphatase (ALP), horseradish peroxidase (HRP) หรือ 
ß-galactosidase เป็นต้น ELISA ถูกพฒันาให้มีรูปแบบต่างๆ เพื่อให้สามารถเลือกใช้เทคนิคนีใ้น
การตรวจสอบแอนติเจนหรือแอนติบอดีได้ทัง้ในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยการตรวจสอบใน
เชิงปริมาณสามารถท าได้โดยการใช้แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบความเขม้ข้นหรือปริมาณ
แน่นอนเพื่อเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) ส าหรับเปรียบเทียบผลที่ได้จากตัวอย่าง 
(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) รูปแบบต่างๆ ของ ELISA สามารถแบ่งออกเป็น 4 แบบ ได้แก่ direct 
ELISA, indirect ELISA, competitive ELISA และ sandwich ELISA ดงันี ้ 

 

1. Direct ELISA 
วิธี direct ELISA เป็นวิธีที่มีความซับซ้อนน้อยที่สุด สามารถใช้ตรวจสอบหรือตรวจวัด

ปริมาณแอนติบอดีหรือแอนติเจนได้ โดยการเคลือบแอนติเจนที่ต้องการตรวจสอบไว้ที่ก้นหลุม 
จากนัน้เติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ ทิง้ไว้ให้เกิดปฏิกิริยาก่อนล้างแอนติบอดีส่วนเกินที่
ไม่จบักบัแอนติเจนออก เติมสบัสเตรทและวดัค่าดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดขึน้  (ภาพประกอบ 
11A) 

 



  34 

2. Indirect ELISA 
วิธี indirect ELISA คล้ายกับ direct ELISA แต่ใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่

เคลือบก้นหลุมโดยที่แอนติบอดีตัวแรกนีไ้ม่ติดฉลาก จากนัน้ตรวจสอบการจบักนัของแอนติบอดี
ตัวแรกกับแอนติเจนโดยใช้แอนติบอดีตัวที่สองที่เชื่อมกับเอนไซม์ โดยท่ีแอนติบอดีตัวที่สองนีม้ี
ความจ าเพาะต่อแอนติบอดีตัวแรก หลังจากล้างแอนติบอดีส่วนเกินออก เติมสับสเตรทและ
ตรวจสอบผลเช่นเดียวกบั direct ELISA (ภาพประกอบ 11B) 

 

3. Competitive ELISA 
เป็นวิธีการวดัปริมาณแอนติเจน โดยอาศยัการแข่งขนัในการจบั ท าได้โดยใช้แอนติบอดี

ผสมกบัตัวอย่างแอนติเจนมาตรฐานหรือตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบ ให้เกิดเป็นคอมเพลกซ์ของ
แอนติเจน-แอนติบอดี (antigen-antibody complex) จากนัน้เติมลงในเพลท 96 หลมุที่เคลือบด้วย
แอนติเจน ซึ่งถ้าเติมตวัอย่างมากแอนติบอดีที่เหลือส าหรับจบักับแอนติเจนที่ก้นหลุมจะมีน้อยลง 
จากนัน้ล้างคอมเพลกซ์ของแอนติเจน-แอนติบอดีและแอนติบอดีส่วนเกินที่ไม่ได้จบักบัแอนติเจนที่
ก้นหลมุออกก่อนเติมแอนติบอดีตวัที่สองที่เชื่อมด้วยเอนไซม์ และมีความจ าเพาะต่อแอนติบอดีตวั
แรก เพื่อใช้ตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีตัวแรกที่จับกับแอนติเจนที่ก้นหลุม คล้ายกับ indirect 
ELISA แต่ในกรณีนีต้วัอย่างที่มีความเข้มข้นของแอนติเจนสูงจะให้ค่าการดดูกลืนแสงต ่า (สีจาง) 
กว่าหลมุที่มีแอนติเจนความเข้มข้นต ่า  (ภาพประกอบ 11C) 

 

4. Sandwich ELISA 
วิธีนีส้ามารถใช้ตรวจสอบแอนติเจนที่ผสมอยู่กบัสารชนิดอ่ืนในสารละลายได้ดี ท าได้โดย

การใช้แอนติบอดีตัวตรึง (capture antibody) เคลือบในเพลท 96 หลุมจากนัน้เติมตัวอย่างที่
ต้องการตรวจสอบ ทิง้ให้ท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่ถูกตรึงอยู่  ล้างแอนติเจนส่วนเกินออก  
ก่อนเติมแอนติบอดีตวัตรวจสอบ (detection antibody) อีกตวัที่ติดฉลากเอนไซม์ และจ าเพาะต่อ 
อิพิโทปของแอนติเจนบริเวณที่ต่างจากอิพิโทปที่แอนติบอดีตวัตรึงจบัอยู่ ในขัน้ตอนนีแ้อนติเจนจะ
ถูกจับไว้ตรงกลางในลักษณะของ sandwich จากนัน้ล้างแอนติบอดีที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยาออก  
เติมสับสเตรทและตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง ซึ่งกรณีนีอ้าจดัดแปลงเป็นวิธี indirect ได้ โดยใช้
แอนติบอดีอีกตวัที่ติดฉลากเอนไซม์ซึ่งแอนติบอดีนีจ้ าเพาะต่อแอนติบอดีตวัที่สองหรือแอนติบอดี
ตวัตรวจสอบ แต่ในกรณี indirect นี ้แอนติบอดีตวัตรึงและแอนติบอดีตวัตรวจสอบต้องมาจากสตัว์
คนละชนิดกนั เพื่อป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาข้าม (ภาพประกอบ 11D) 
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(A) 

 

  
(B) 

 
 

 
ภาพประกอบ 11 หลกัการของ ELISA รูปแบบต่างๆ  
โดย (A) คือ direct ELISA (B) คือ indirect ELISA 
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(C) 

 

  
(D) 

 

 

ภาพประกอบ 11 (ต่อ) หลกัการของ ELISA รูปแบบต่างๆ  
โดย (C) คือ competitive ELISA และ (D) คือ sandwich ELISA 

 
 ที่มา: Shah, K., & Maghsoudlou, P. (2016). Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA): the basics. British journal of hospital medicine, 77(7), C98-C101. 

(Shah & Maghsoudlou, 2016) 
จะเห็นได้ว่าเทคนิค ELISA แบบต่างๆ นิยมท าในตัวดูดซับที่เป็นเพลท 96 หลุมท าให้

สามารถทดสอบได้หลายตัวอย่างในคราวเดียว ซึ่งถือเป็นข้อได้เปรียบของเทคนิคนี ้นอกจากนี ้
เทคนิค ELISA แบบต่างๆ ยังมีข้อดีและข้อเสียอ่ืนๆ ซึ่งสามารถสรุปได้ดังแสดงในตาราง 3 และ
ตาราง 4  
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ตาราง 3 ข้อดีและข้อเสียของเทคนิค ELISA 
 

ข้อดี ข้อเสีย 
- มีความไวและความจ าเพาะสงู เนื่องจาก
อาศยัการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกบั
แอนติบอดี 

- การอ่านผลตรวจต้องท าในทนัที  

- ตรวจตวัอย่างได้คราวละมากๆ  
(high throughput) 

- ความไวและความจ าเพาะขึน้อยู่กบั
ความสามารถของแอนติบอดีที่ผลิตได้ 

- รู้ผลได้รวดเร็ว  
- ใช้งานง่าย สามารถปฏิบติัการตามขัน้ตอน
ได้  
มีความยุ่งยากน้อย และไม่ต้องอาศยัความ
เชี่ยวชาญพิเศษ สามารถพฒันาเป็นชดุตรวจ
ได้ 

 

- สามารถพฒันาให้วดัปริมาณของสารที่
ต้องการตรวจได้ 

 

- ใช้ตวัอย่างได้หลากหลาย เช่น ซีรัม พลาสมา 
น า้เลีย้งเซลล์ เป็นต้น 

 

 

(Duong et al., 2021; B. K. Kumar et al., 2011; Li et al., 2019; Mai et al., 2020) 
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ตาราง 4 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของ ELISA รูปแบบต่างๆ 
 

รูปแบบของ ELISA ข้อดี ข้อเสีย 
Direct ELISA - รวดเร็ว ใช้เวลาน้อย 

- ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามของ
แอนติบอดีตวัที่สอง 

- ความไวต ่า 
- ต้องมีการเตรียมแอนติบอดีติด
ฉลากเอนไซม์ที่จ าเพาะต่อ
แอนติเจนโดยเฉพาะ ท าให้
เสียเวลาในการเตรียมมาก 

Indirect ELISA - ความไวสงู 
- ค่อนข้างประหยดัค่าใช้จ่าย 
- มีความยืดหยุ่นสงู สามารถใช้
แอนติบอดีตวัแรกได้หลากหลาย 

- มีความเสี่ยงที่จะเกิดปฏิกิริยา
ข้ามของแอนติบอดีตวัที่สอง 

Competitive ELISA - ไม่จ าเป็นต้องใช้ตวัอย่างที่มี
ความบริสทุธ์ิสงู 
- มีช่วงของความเข้มข้นที่
ตรวจวดัได้ค่อนข้างกว้าง 
- ใช้กบัแอนติเจนที่มีขนาดเล็กได้ 
- ความแปรปรวนต ่า 

- มีความจ าเพาะต ่ากว่าแบบ 
sandwich  
 

Sandwich ELISA - ไม่จ าเป็นต้องใช้ตวัอย่างที่มี
ความบริสทุธ์ิสงู 
- มีความไวและความจ าเพาะสงู 

- ต้องมีการทดสอบคู่ของ
แอนติบอดีตวัตรึงและตวั
ตรวจสอบที่ให้ผลดีที่สดุ 
- ใช้เวลามากกว่าแบบอื่นๆ 

 
ที่มา: Shah, K., & Maghsoudlou, P. (2016). Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA): the basics. British journal of hospital medicine, 77(7), C98-C101. 
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การประยุกต์ใช้เทคนิค ELISA  
ปัจจบุนัมีการใช้เทคนิค ELISA มาประยุกต์ใช้งานอย่างหลากหลาย เนื่องจากเป็นเทคนิค

ที่ใช้ตรวจตัวอย่างได้คราวละมากๆ และให้ผลการตรวจที่รวดเร็ว จึงนิยมน ามาใช้ตรวจสอบการ
ปนเปื้อนในอาหาร เช่น การใช้เทคนิค sandwich ELISA ตรวจการปนเปื้อนของ botulinum 
neurotoxin serotype B ในน า้นม (Scotcher, Cheng, & Stanker, 2010) ใช้ในด้านการศึกษา 
วิจยั เช่น การใช้เทคนิค ELISA ในการคดัเลือกไฮบริโดมาโคลนในการผลิตโมโนโคลนอแอนติบอดี 
(Longyant, Sithigorngul, Thammapalerd, Sithigorngul, & Menasveta, 2000 )  ใ ช้ ใน ด้ าน
การแพทย์ การตรวจวินิจฉัยโรค เช่น การตรวจสอบเชือ้ HIV โดยการตรวจหาแอนติบอดีใน
ตัวอย่างเลือด การพัฒนาเทคนิค ELISA ส าหรับตรวจวัดปริมาณ Aß peptide เพื่อวินิจฉัย 
โรคอลัไซเมอร์ (Schmidt, Mazzella, Nixon, & Mathews, 2012)  

นอกจากนีย้งัมีการพฒันาเทคนิค ELISA ส าหรับการตรวจโรคในสตัว์ รวมไปถึงสตัว์น า้ที่
มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เพื่อป้องกันการแพร่ระบาดของโรคซึ่งอาจก่อให้เกิดผลกระทบต่อ
เกษตรกรและความเสียหายต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตว์น า้ ตัวอย่างเช่น ในปี 2019  
ได้มีการพัฒนาเทคนิค sandwich ELISA ที่มีความไวและความจ าเพาะสูง ซึ่งสามารถน ามาใช้
ตรวจสอบ KHV ในซีรัมของปลาคาร์พได้โดยตรง ซึ่งให้ผลการตรวจที่รวดเร็วและน่าเชื่อถือเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบสารพันธุกรรมของไวรัสอย่าง PCR ซึ่งเทคนิค sandwich ELISA 
ที่พัฒนาขึน้นีส้ามารถตรวจสอบไวรัสที่ความเข้มข้นน้อยที่สุด  (limit of detection) ได้ที่ 3.923  
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามต่อไวรัสชนิดอ่ืนที่พบในปลาคาร์พ (Li et al., 2019)  

เชือ้ Vibrio บางสปีชีส์อาจก่อให้เกิดความเสียหายต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งและ
สง่ออกสตัว์น า้ โดยเฉพาะการเพาะเลีย้งและสง่ออกกุ้ง เนื่องจาก Vibrio บางชนิดที่ปนเปือ้นมากบั
กุ้ งและอาหารทะเลอาจเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค เช่น เชือ้ V. parahaemolyticus ซึ่งเป็นหนึ่งใน
สาเหตุของโรคกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ (gastroenteritis) โดยผู้ ได้รับเชือ้จะมีอาการ
อาเจียนและท้องเสีย (Fujino et al., 1953) ในขณะเดียวกัน เชือ้ Vibrio บางสปีชีส์ยังเป็นสาเหตุ
ของโรคระบาดที่ก่อให้เกิดความเสียหายต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้ ง เช่น การตายของกุ้ ง  
ที่ เกิ ดจากการติด เชื อ้  V. harveyi (Jiravanichpaisal, Miyazaki, & Limsuwan, 1994) ห รือ 
โรคตับฝ่อเฉียบพลันซึ่งมีสาเหตุมาจากเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ท าให้เกิดการตายอย่าง
รวดเร็วของกุ้ง (Tran et al., 2013)  
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เทคนิค ELISA เป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่ถูกพัฒนาเพื่อน ามาใช้ตรวจเชือ้ Vibrio ที่ก่อโรค 
ซึ่งอาจปนเปือ้นมากับสตัว์น า้ที่จะน ามาใช้ในการเพาะเลีย้งหรือส่งออก ซึ่งข้อดีที่สามารถใช้ตรวจ
ตัวอย่างได้ทีละหลายตัวอย่าง มีความไวและความจ าเพาะสูง ให้ผลการตรวจที่ค่อนข้างเร็ว  
เป็นข้อได้เปรียบในการน าเทคนิคนีม้าประยุกต์ใช้ เนื่องจากท าให้สามารถตรวจสอบและคดัเลือก
ตวัอย่างได้อย่างรวดเร็วก่อนที่ตวัอย่างจะเน่าเสีย และเป็นการประหยดัเวลาและต้นทนุได้ ตวัอย่าง
การพัฒนาเทคนิค ELISA เพื่อน ามาใช้ตรวจเชือ้ Vibrio ก่อโรค เช่น ในปี 2011 Kumar และคณะ 
ได้พัฒนาเทคนิค sandwich ELISA ส าหรับตรวจการปนเปื้อนของเชือ้ V. parahaemolyticus ท่ี
ก่อโรคในตัวอย่างอาหารทะเล โดยใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีน TRH (TDH-related 
hemolysin) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ เก่ียวข้องกับการก่อโรคของเชือ้  V. parahaemolyticus เทคนิค 
sandwich ELISA ที่พัฒนาขึน้นีส้ามารถตรวจสอบเชือ้ V. parahaemolyticus สายพันธุ์ที่ก่อโรค
ได้ โดยสามารถตรวจพบเชือ้ที่ความเข้มข้น 103 เซลล์ได้ เมื่อผ่านการบ่มเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
alkaline peptone water ที่มีตัวอย่างอาหารทะเลเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ในขณะที่ PCR สามารถ
ตรวจพบเชือ้ที่ความเข้มข้น 101 เซลล์ได้ และเมื่อน าเทคนิคที่พัฒนานีไ้ปทดลองใช้ในการตรวจ
ตัวอย่างอาหารทะเล พบว่าให้ผลเป็นบวก 14 ตัวอย่าง จาก 34 ตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 
ในขณะที่เทคนิค PCR ให้ผลบวก 15 ตัวอย่าง ซึ่งผู้ วิจัยได้วิเคราะห์ว่าผลการตรวจด้วยเทคนิค 
sandwich ELISA ที่พัฒนาขึ น้นี  ้ให้ผลที่คลาดเคลื่ อนจากการตรวจด้วยเทคนิค PCR ไป  
1 ตัวอย่าง อาจเกิดขึน้เนื่องจากการตรวจด้วยเทคนิค PCR เป็นการตรวจสอบยีน trh และ tdh 
(thermostable direct hemolysin) ซึ่งเป็นยีนที่ถอดรหสัให้โปรตีนท็อกซินที่เก่ียวข้องกบัการก่อโรค
ของ V. parahaemolyticus เป็นไปได้ว่าในตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกเมื่อตรวจด้วยวิธี PCR แต่
ให้ผลเป็นลบเมื่อตรวจด้วยเทคนิค sandwich ELISA อาจมีการแสดงออกของยีน trh น้อย 
เนื่องจากมีเชือ้ V. parahaemolyticus ในปริมาณไม่มากหรือเชือ้อาจตายไปแล้ว ท าให้ได้ผลผลิต
เป็นโปรตีน TRH น้อย จึงเกิดผลลบเมื่อตรวจด้วยเทคนิค sandwich ELISA ซึ่งเป็นการตรวจสอบ
โปรตีนดังกล่าว แต่อย่างไรก็ตาม เทคนิค sandwich ELISA นับว่าเป็นเทคนิคที่มีข้อดีที่สามารถ
ให้ผลการตรวจได้รวดเร็ว ตรวจได้คราวละหลายตวัอย่าง และเป็นเทคนิคที่ท าได้ไม่ยากเมื่อเทียบ
กับเทคนิค PCR จึงอาจน ามาใช้เป็นทางเลือกหรือเทคนิคที่ใช้ควบคู่กันไปในการตรวจสอบการ
ปนเปือ้นของเชือ้ V. parahaemolyticus ในตวัอย่างได้ (B. K. Kumar et al., 2011)  

ส าหรับการพัฒนาการตรวจสอบโรคตับฝ่อเฉียบพลนัด้วยเทคนิค ELISA มีรายงานว่า 
Mai และคณะได้พัฒนาการตรวจโรคตับฝ่อเฉียบพลนัด้วยเทคนิค indirect ELISA ขึน้ในปี 2020 
โดยใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนของท็อกซินในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A 
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และ B ซึ่งวิธีที่พัฒนาขึน้นีม้ีความไวในการตรวจสอบทัง้ท็อกซิน A และ B อยู่ที่ 8 นาโนกรัมต่อ 
มิลลิลิตร และให้ผลบวกในการทดสอบกุ้ งที่ติดเชือ้โรคตับฝ่อเฉียบพลันได้ 29 จาก 30 ตัวอย่าง 
(Mai et al., 2020) ต่อมาในปี 2021 Duong และคณะ ได้พัฒนาพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
ท็อกซิน B โดยการปลกูภูมิคุ้มกนัในกระต่าย พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่พฒันาขึน้เมื่อทดสอบด้วย
วิธี dot blotting มีความไวต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B และท็อกซิน B ธรรมชาติเป็น 6.25 
และ 12.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ และเมื่อน ามาทดสอบด้วยเทคนิค indirect ELISA 
พบว่าพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ที่ผลิตได้มีความไวในการ
ตรวจสอบอยู่ที่ 0.1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (Duong et al., 2021) 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

แบคทีเรียและสัตว์ทดลอง 
1. แบคที เรีย E. coli สายพันธุ์  BL21 (DE3) ที่มีพลาสมิด ToxA-pET-15b ซึ่งมียีน 

ท็อกซิน A ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND  
2. แบคที เรีย E. coli สายพันธุ์  BL21 (DE3) ที่มีพลาสมิด ToxB-pET-15b ซึ่งมียีน 

ท็อกซิน B ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND  
3. แบคทีเรียไอโซเลตต่างๆ ดงัตาราง 5 
4. หนูขาว (swiss mouse) สายพันธุ์  ICR เพศเมี ย  ที่ มี อายุ  6 สัปดาห์  จากศูน ย์

สตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขตศาลายา จงัหวดันครปฐม 
 
ตาราง 5 แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบคณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอล
แอนติบอดี 
 

No. แบคทีเรีย แหล่งที่มา แหล่งที่แยกเชือ้ 
Vibrio parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND (VPAHPND)   
1 V. parahaemolyticus CN (China) CENTEX Penaeus vannamei 
2 V. parahaemolyticus 3HP (Thailand) CENTEX P. vannamei 
3 V. parahaemolyticus F2 (Thailand) CPF P. vannamei 
4 V. parahaemolyticus F6 (Thailand) CPF P. vannamei 
5 V. parahaemolyticus TR (Thailand) CPF P. vannamei 
6 V. parahaemolyticus XN82 (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
7 V. parahaemolyticus XN83 (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
8 V. parahaemolyticus XN84 (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
9 V. parahaemolyticus XN86 (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
10 V. parahaemolyticus XN88 (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
11 V. parahaemolyticus XN89 (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
12 V. parahaemolyticus 2983MCO (Vietnam) CENTEX P. vannamei 
13 V. parahaemolyticus SE-B2 (Malaysia) CENTEX P. vannamei 
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ตาราง 5 (ต่อ) 
 

No. แบคทีเรีย แหล่งที่มา แหล่งที่แยกเชือ้ 
V. campbellii ที่ก่อโรค AHPND 
14 V. campbellii VH-639 CENTEX P. vannamei 
15 V. campbellii VH-Surat CENTEX P. vannamei 
V. parahaemolyticus ที่ไม่ก่อโรค AHPND (VPnon-AHPND)   
16 V. parahaemolyticus VPV VMRC Aquatic animal 
17 V. parahaemolyticus VPB DABU P. monodon 
18 V. parahaemolyticus 45034 DABU - 
19 V. parahaemolyticus 5665 DMSC Stool 
20 V. parahaemolyticus 15285 DMST Food 
21 V. parahaemolyticus 20245 DMST - 
22 V. parahaemolyticus 21243 DMST - 
23 V. parahaemolyticus 21296 DMST Chicken 
24 V. parahaemolyticus 21308 DMST Cuttlefish 
25 V. parahaemolyticus 21318 DMST Pork 
Vibrio spp. และแบคทีเรียอื่นๆ   
26 V. alginolyticus 24049 DMST Water 
27 V. vulnificus 22441 DMST Hemoculture 
28 V. campbellii 21362 GB - 
29 V. harveyi H1 CPF P. monodon 
30 V. fluvialis 22086 DMST Stool 
31 V. mimicus 24053 DMST Food 
32 V. cholerae 22137 DMST Stool 
33 V. ordallii DABU - 
34 V. shilonii DBSWU P. vannamei 
35 Aeromonas hydrophila 04082 AAHRI - 
36 Flavobacterium columnare CUVET 1201 CUVET Red tilapia 
37 Flavobacterium columnare AT CPF Nile tilapia 
38 Shigella dysenteriae DMST - 
39 Salmonella Typhi DMSM - 
40 Morganella morganii DMST - 
41 E. coli ATCC 25922 ATCC - 



  44 

หมายเหต:ุ    

AAHRI = Aquatic Animal Health Research Institute, Department of Fisheries, Ministry of 

Agriculture 

ATCC = The American Type Culture Collection 

CENTEX = Centex Shrimp, Faculty of Science, Mahidol University 

CUVET = Department of Veterinary Microbiology, Faculty of Veterinary Science, 

Chulalongkorn University 

DMSC = Department of Microbiology, Faculty of Science, Chulalongkorn University 

DMSM = Department of Microbiology, Faculty of Science, Mahidol University 

DMST = Department of Medical Science, Ministry of Public Health Thailand 

DABU = Department of Aquatic Science, Faculty of Science, Burapha University 

VMARC = Veterinary Medical Aquatic Research Center, Chulalongkorn University 

DBSWU = Department of Biology, Faculty of Science, Srinakharinwirot University 

CPF = Charoen Pokphand Foods Public Co. Ltd 

GB= Ghent University, Belgium 

- = ไม่ทราบแหลง่ที่แยกเชือ้ 
 

อุปกรณ์และสารเคมี  
เคร่ืองมือ 

1. เคร่ือง electrophoresis apparatus และอปุกรณ์ ของบริษัท Bio-Rad 
2. ชดุ mini-protein III electrophoresis ของบริษัท Bio-Rad 
3. ชดุ transblot apparatus ของบริษัท Bio-Rad 
4. เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (centrifuge) รุ่น 5804 R ของบริษัท Eppendorf 
5. ตู้ปลอดเชือ้ (laminar flow cabinet) ของบริษัท NUAIRE 
6. ตู้เพาะเลีย้งเซลล์ (CO2 incubator) ของบริษัท NUAIRE 
7. ตู้บ่มเชือ้ (incubator) รุ่น RO8 ของบริษัท Memmert 
8. ตู้อบ (hot air oven) ของบริษัท Sanyo 
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เคร่ืองมือ (ต่อ) 
9. เค ร่ืองวัด ค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น  Jenway 6400 ของบ ริษั ท 

Bausch & Lomb 
10. เคร่ืองชัง่ รุ่น TE313S ของบริษัท Sartorius 
11. เคร่ืองอ่านค่าดดูกลืนแสงจากไมโครเพลท (microplate reader) ของบริษัท Thermo 
12. เคร่ืองนึ่งฆ่าเชือ้โดยใช้ไอน า้และความดนั (autoclave) รุ่น ES315 ของบริษัท Tomy 
13. กล้อง inverted microscope รุ่น IX 70 ของบริษัท Olympus  
14. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 
15. ตู้แช่แข็ง -70 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 
16. เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) รุ่น VX100 ของบริษัท Labnet 

  

สารเคมี 
1. อาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani (LB) broth 

1.1 Tryptone type-1 (Casitose type-I) ของบริษัท HIMEDIA 
1.2 Yeast extract powder ของบริษัท HIMEDIA 
1.3 NaCl ของบริษัท Ajax Finechem 

2. อาหารเลีย้งเชือ้ tryptic soy broth (TSB) ของบริษัท HIMEDIA 
3. ผงวุ้น (agar powder) ของบริษัท HIMEDIA 
4. ยาปฏิชีวนะ ampicillin และ chloramphenicol ของบริษัท SIGMA 
5. อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ของบริษัท GIBCO 
6. Fetal bovine serum ของบริษัท Thermo 
7. D-glucose ของบริษัท GIBCO 
8. NaHCO3 ของบริษัท AMRESCO 
9. Sodium pyruvate ของบริษัท SIGMA 
10. HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ylethanesulfonic acid)  
ของบริษัท AMRESCO 
11. HT supplement ของบริษัท GIBCO 
12. Aminopterin ของบริษัท SIGMA 
13. Dimethyl sulfoxide (DMSO) ของบริษัท SIGMA 
14. Polyethylene glycol (PEG) ของบริษัท SIGMA 
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สารเคมี (ต่อ) 
15. Sodium dodecyl sulfate (SDS) ของบริษัท BIO BASIC 
16. Acrylamide ของบริษัท BIO-RAD 
17. Bis (N, N’-methylene-bis-acrylamide) ของบริษัท BIO BASIC 
18. TRIS (hydroxymethyl) aminomethane ของบริษัท AMRESCO 
19. Glycine ของบริษัท AMRESCO 
20. 2-mercaptoethanol ของบริษัท SIGMA 
21. Ammonium persulfate ของบริษัท BIO-RAD 
22. TEMED (N’,N’,N’,N’-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท PROMEGA 
23. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ของบริษัท SIGMA 
24. Hydrogen peroxide (H2O2) ของบริษัท SIGMA 
25. Coomassie brilliant blue R-250 ของบริษัท SIGMA 
26. Coomassie brilliant blue G-250 ของบริษัท BIO BASIC 
27. o-phenylenediamine (OPD) ของบริษัท SIGMA 
28. Cobalt Chloride (CoCl2) ของบริษัท SIGMA 
29. Imidazole ของบริษัท PanReac AppliChem 
30. Goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 

conjugate (GAM-HRP) ของบริษัท BIO-RAD 
31. Goat anti-rabbit IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 

conjugate (GAR-HRP) ของบริษัท BIO-RAD 
32. Protein standard (KaleidoscopeTM) ของบริษัท BIO-RAD 
31. ชดุ Zymed’s Mouse MonoAb (HRP) ของบริษัท Zymed 
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วิธีด าเนินการทดลอง 
ด าเนินการโดยภาพรวม 
 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนท็อกซิน A และ B 

 

กระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B 

 

ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B 

 

แยกรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B ให้บริสทุธ์ิ 

 

เตรียมแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ 

 

ผลิตและทดสอบคณุสมบติัของพอลิโคลนอลแอนติบอดีท็อกซิน A และ B 

 

ผลิตและคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนท็อกซิน B 

 

ศกึษาคณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

พฒันาวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบโปรตีนท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND 
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1. การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนทอ็กซิน A และ B 
ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ของยีน ToxA ขนาด 336 คู่เบส และยีน ToxB ขนาด 1,317  

คู่เบส ของเชือ้ VPAHPND โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่รายงานในฐานข้อมูล Genbank (accession 
number; KU556825.1) และโคลนเข้าสู่ expression vector (pET-15b) โดยบริษัท Genscript 
(New Jersey, USA) ตรวจสอบความถูกต้องของ ORF โดยการวิเคราะห์ล าดับดีเอ็นเอก่อน 
transform เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 โดยน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b 
หรือ ToxB-pET-15b ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมกับ
แบคทีเรีย E. coli BL21 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนัน้วางลงในน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที และ
น าลงอ่างควบคมุอณุหภูมิ (water bath) ที่อณุหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที (heat-
shock) แล้วน าลงวางในน า้แข็งอีกครัง้เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani 
(LB) broth ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มใน incubator shaker ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 225 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ท าการป่ันเหวี่ยงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 10 
นาที ดูดสารละลายส่วนใสออก และเติม LB broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ก่อนน าไป spread 
บน LB agar ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ท าการคัดเลือกโคโลนีเด่ียว เพื่อน าไปเลีย้งในอาหาร LB broth และกระตุ้นการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B ในขัน้ตอนต่อไป 

 
2. การกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนทอ็กซิน A และ B 
ท าการกระตุ้ นการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A (His-ToxA) และ B 

(His-ToxB) โดยน าแบคทีเรีย E. coli BL21 ที่มี รีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b หรือ 
ToxB-pET-15b มาเลีย้งในอาหาร LB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 225 รอบต่อ
นาที น าเชือ้ตัง้ต้นที่ได้ไปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะ 
ampicillin บ่มและเขย่าที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วดัการเจริญเติบโตของเชือ้ที่ค่าดดูกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้มีค่าอยู่ในช่วง 0.6 ถึง 0.8 ก่อนกระตุ้นให้แบคทีเรียผลิตรีคอม
บิแนนท์โปรตีนด้วยการเติม isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ให้มีความเข้มข้น
สดุท้าย 0.5 มิลลิโมลาร์ น าไปบ่มและเขย่าต่ออีก 6 ชัว่โมง ที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เก็บเซลล์
โดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000 xg เป็นเวลา 10 นาที น าตะกอนเซลล์ที่ได้มาแขวนลอยใน 
0.15 M phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม phenylmethane-
sulfonyl fluoride (PMSF) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มิลลิโมลาร์ ก่อนน าไปท าให้เซลล์ของ
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แบคที เรียแตกโดยใช้คลื่ น เสียงความ ถ่ีสู ง  (sonicate) เป็น เวลา 10 นาที  ที่ อุณ หภูมิ  4  
องศาเซลเซียส น าตะกอนเซลล์ออกโดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000 xg เป็นเวลา 10 นาที  
แยกเก็บสารละลายส่วนใส (lysate) ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปตรวจสอบการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยวิ ธี  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

 
3. การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีนทอ็กซิน A และ B  
น าสารละลายส่วนใสที่ได้หลงัจากการท าให้เซลล์แตกจากเชือ้ E. coli BL21 ที่มีรีคอม-

บิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A หรือ B จากข้อ 2 มาผสมกับ 2X sodium dodecyl sulfate (SDS) 
treatment buffer ในอตัราส่วน 1:1 แล้วต้มในน า้อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 90 วินาที 
จากนัน้น าโปรตีนไปแยกด้วย 15% SDS-PAGE เปรียบเทียบกับ lysate จาก E. coli BL21 ที่ไม่มี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด และมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแต่ไม่ถูกกระตุ้นการสร้างรีคอมบิแนนท์
โปรตีนด้วย IPTG ท าการแยกโปรตีนโดยผ่านกระแสไฟฟ้าที่ 80 โวลต์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้
จึงย้อมเจลด้วยสี coomassie brilliant blue R-250 สงัเกตแถบของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A 
และรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B โดยรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ได้ควรมีน า้หนักโมเลกุลประมาณ 
16 และ 50 กิโลดาลตนั ตามล าดบั 

 
4. การแยกรีคอมบิแนนท์โปรตีนทอ็กซิน A และ B ให้บริสุทธิ์ 
การแยกรีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสทุธ์ิ ท าโดยน าสารละลายส่วนใสท่ีได้หลงัจากการท า

ให้เซลล์แบคทีเรียที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแตกจากข้อ 2 มากรองด้วยแผ่นกรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตร จากนัน้จึงน าไปแยกผ่าน  metal ion affinity column HisTrap FF (GE Healthcare, 
USA) ล้างโปรตีนอ่ืนๆ ออกจากคอลัมน์ด้วย binding buffer (20 mM Na3PO4, 0.5 M NaCl, 20 
mM imidazole, pH 7.4) ก่อนชะรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ต้องการออกจากคอลัมน์ด้วย elution 
buffer (20 mM Na3PO4, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4) เก็บสารละลายที่ได้จากการ
ชะคอลัมน์ fraction ละ 1 มิลลิลิตร ไปตรวจสอบด้วยวิธี SDS-PAGE หลังจากนัน้รวบรวม 
fraction ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิ มาไดอะไลซ์ในสารละลาย PBS เพื่อก าจัด imidazole 
และท าให้โปรตีนมีความเข้มข้นมากขึน้โดยใช้ชุด Vivaspin 6 (GE Healthcare) ที่มี molecular 
weight cut off 10 kDa จากนัน้น ามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยวิธี SDS-PAGE และย้อมสี 
coomassie brilliant blue วัดความเข้มข้นของสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธ์ิด้วยวิธี 
Bradford protein assay โดยเทียบกับสารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin 
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(BSA) แบ่งสารละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B บริสุทธ์ิ ใส่หลอด หลอดละ  
1 มิลลิกรัม เก็บรักษาไว้ที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
5. การเตรียมแบคทีเรียส าหรับใช้ในการทดสอบความจ าเพาะ 
น าแบคทีเรียชนิดต่างๆ ดงัที่แสดงในตาราง 5 มาเลีย้งบนอาหาร tryptic soy agar (TSA) 

โดยแบคทีเรียในจีนสั Vibrio ให้เสริมอาหารด้วย 1.5% NaCl (น า้หนกัต่อปริมาตร) เลีย้งข้ามคืนที่
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก่อนเก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการล้างหน้าจานเพาะเชือ้ด้วยสารละลาย 
PBS แล้วน าไปท าให้เชือ้ตายด้วยความร้อน (heat-killed) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 นาที จากนัน้เจือจางเซลล์แขวนลอยด้วยสารละลาย PBS ให้มีค่าดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร เท่ากับ 1.0 (ความเข้มข้นของเชือ้ประมาณ 109 CFU ต่อมิลลิลิตร) จากนัน้แบ่ง
เซลล์แขวนลอยของเชือ้ที่ได้เก็บรักษาไว้ที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
6. การผลิตและทดสอบคุณสมบัติของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 

ทอ็กซิน A และ B โดยการปลูกภูมิคุ้มกันในกระต่าย 
ด าเนินการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีโดยบริษัท ChinaPeptides (Shanghai, China) 

โดยการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในกระต่ายด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A (His-ToxA) หรือ B 
(His-ToxB) บริสทุธ์ิ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับ complete Freund’s adjuvant 
(CFA) และฉีดกระตุ้นอีก 2 ครัง้ โดยผสมกบั incomplete Freund’s adjuvant (IFA) การฉีดในแต่
ละครัง้ห่างกัน 14 วัน หลงัจากฉีดกระตุ้นครัง้สุดท้ายเป็นเวลา 1 สปัดาห์ เจาะเลือดของกระต่าย
น ามาป่ันเหว่ียงเพื่อเก็บแอนติซีรัมและน าไปท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนโดยการตกตะกอนแอนติบอดี
ด้วย 40% saturated (NH4)2SO4 ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ป่ันแยกตะกอนโปรตีนออกที่
ความเร็ว 3000 xg เป็นเวลา 10 นาที น าตะกอนที่ได้ไปแขวนลอยและไดอะไลซ์ในสารละลาย 
binding buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.0) แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บสารละลายส่วนใสและ
น าไปท าให้บริสุทธ์ิโดยผ่าน protein A affinity column รวบรวม fraction ที่มีแอนติบอดีน าไป
ไดอะไลซ์ในสารละลาย PBS วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิ ธี  Bradford protein assay ทดสอบ
ความจ าเพาะและความไวของพอลิโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Western blotting และ dot 
blotting 
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6.1 การทดสอบความจ าเพาะของพอลิโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Western 
blotting  

น า lysate จาก E. coli BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด, lysate รีคอมบิแนนท์
โปรตีนท็อกซิน A หรือ B, เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND (CN- 
VPAHPND) และไม่ก่อโรค AHPND (VPnon-AHPND) ที่ผ่านการฆ่าด้วยความร้อน ผสมกับ 2X SDS 
treatment buffer ก่อนน ามาแยกด้วย 15% SDS-PAGE ผ่านกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง หลังจากนัน้ถ่ายโปรตีนที่แยกได้จากเจลลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  (nitrocellulose 
membrane) โดยใช้ชุด transblot apparatus ผ่านกระแสไฟฟ้า 70 โวลต์ เป็นเวลา 120 นาที น า
กระดาษไนโตรเซลลูโลสแช่ในสารละลาย 5% blotto (ประกอบด้วย 5% non-fat dry milk, 0.1% 
Triton X-100 ละลายใน PBS) ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เพื่อปิดกัน้ไม่ให้โปรตีนชนิดอ่ืนถูก
ดดูซบัลงบนกระดาษส่วนที่ไม่มีแอนติเจน ก่อนล้างด้วย PBS และบ่มกบัพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่
ต้องการทดสอบความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใน 1% blotto ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง ก่อนล้างด้วย PBS แล้วน ามาบ่มกบั goat anti-rabbit IgG heavy and light chain 
horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP) เจือจาง 1: 3,000 ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง จากนัน้ล้างด้วย PBS ก่อนน ามาท าปฏิกิริยากบัสารละลายสบัสเตรท (ประกอบด้วย 0.030 
% diaminobenzidine (DAB) 0.006% hydrogen peroxide (H2O2) 0.050% cobalt chloride 
(CoCl2) ละลายใน PBS) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยน า้สะอาด (ไพศาล 
สิทธิกรกลุ, 2548) ตรวจสอบแถบตะกอนที่เกิดขึน้ 

 
6.2 การทดสอบความไวของพอลิโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting  
น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A หรือ B ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มาท าการเจือจางเป็นล าดับ (serial dilution) แล้วหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส
ปริมาตรหยดละ 1 ไมโครลิตร อบให้แห้งที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วแช่ใน
สารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วย PBS และบ่มกับพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่
ต้องการทดสอบความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใน 1% blotto ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา  4 ชั่ ว โม ง  ล้ าง ด้ วย  PBS และบ่ มกับ  GAR-HRP เจื อ จาง  1:3,000 ใน  1% blotto ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS และน ามาท าปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรท 
เช่นเดียวกับข้อ 6.1 ตรวจดูระดับความไวของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่แสดงปฏิกิริยากับรีคอม
บิแนนท์ท็อกซิน โดยสงัเกตความเข้มข้นที่ต ่าที่สุดที่สามารถท าปฏิกิริยาและเกิดตะกอนสีด าบน
กระดาษไนโตรเซลลโูลส  
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7. การผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซินของ
เชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND  

7.1 การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาวด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนทอ็กซิน A หรือ B  
น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A (His-ToxA) หรือ B (His-ToxB) บริสุทธ์ิ ความ

เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) จากนัน้น าไปฉีดเข้าช่องท้อง (intraperitoneal injection) ของหนูขาวตัวละ 
100 ไมโครลิตร โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายของแอนติเจนเป็น 50 ไมโครกรัม และฉีดกระตุ้นอีก  
3 ครัง้โดยผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant การฉีดในแต่ละครัง้ห่างกัน 14 วัน หลังจาก
ฉีดกระตุ้นครัง้สดุท้ายเป็นเวลา 1 สปัดาห์ เก็บเลือดของหนแูต่ละตวั โดยการเจาะแอ่งเลือดบริเวณ
ตา (orbital sinus) น ามาป่ันเหวี่ยงแยกเม็ดเลือดออกเพื่อเก็บแอนติซีรัมมาทดสอบความจ าเพาะ
ต่อท็อกซิน A หรือ B โดยวิธี Western blotting เลือกหนูตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาฉีดด้วยรีคอม
บิแนนท์โปรตีนท็อกซินอีกครัง้ ก่อนการผลิตเซลล์ไฮบริโดมา 3 วนั  

ส าหรับการผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A 
หรือท็อกซิน B นัน้ แบ่งเป็น 2 สว่นคือการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน A และการผลิต 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน B ซึ่งมีขัน้ตอนในการผลิตและคัดเลือกโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จ าเพาะคล้ายคลึงกัน แต่ในงานวิจัยนีไ้ม่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
จ าเพาะต่อท็อกซิน A ได้ จึงเขียนบรรยายเฉพาะขัน้ตอนการผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจ าเพาะต่อท็อกซิน B เท่านัน้ 

 
7.2 การผลิตเซลล์ไฮบริโดมา 
การผลิตเซลล์ไฮบริโดมาในการศกึษาครัง้นีพ้ฒันาจากวิธีการดัง้เดิมของ Köhler และ 

Milstein ในปี 1976 ซึ่งถูกดัดแปลงในปี ค.ศ. 1979 โดย Mosmann Bauman และ Williamson 
โดยน าหนูที่ได้รับการปลกูภูมิคุ้มกนัด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซินที่ให้ผลของปฏิกิริยาระหว่าง
แอนติซีรัมกับแอนติเจนที่ดีที่สุดมาแยกเซลล์ม้ามให้เป็นเซลล์เด่ียว แล้วน ามาหลอมรวมกับ P3X 
myeloma cell line โดยใช้ 50% polyethylene glycol (PEG) หลงัจากนัน้น าเซลล์ลกูผสมมาเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ซึ่งประกอบด้วย hypoxanthine, aminopterin, thymidine และ 20% 
fetal bovine serum ในอาหาร RPMI 1640 และมี 1% mouse red blood cell เป็น feeder layer 
ในเพลท 96 หลุมจ านวน 20 เพลต บ่มไว้ที่ตู้ เพาะเลีย้งเซลล์  ภายใต้บรรยากาศคาร์บอน 
ไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ตรวจดูการเจริญของเซลล์ 
ไฮบริโดมา ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ inverted microscope น าน า้เลีย้งเซลล์จากแต่ละหลุมที่มี
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เซลล์ไฮบริโดมาไปคัดเลือกเซลล์ที่สร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน B โดยวิธี dot blotting 
และ Western blotting (Mosmann, Baumal, & Williamson, 1979) 

 
7.3 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมา 
จากการผลิตเซลล์ไฮบริโดมาที่เลีย้งในเพลท 96 หลุมซึ่งมีจ านวน 20 เพลท ท าให้ได้

เซลล์ไฮบริโดมาจ านวนมาก จึงจ าเป็นต้องท าการคัดเลือกขัน้ที่  1 โดยวิธี dot blotting ก่อน 
จากนัน้จึงน าน า้เลีย้งเซลล์จากโคลนของไฮบริโดมาที่ให้ผลบวกกับวิธี dot blotting ในขัน้ที่ 1  
มาคดัเลือกขัน้ที่ 2 ต่อโดยวิธี dot blotting และ Western blotting 

 
7.3.1 การคัดเลือกขัน้ท่ี 1 โดยวิธี dot blotting 
ส าหรับการคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน B 

ด้วยวิธี dot blotting ท าโดยแยกการหยดแอนติเจนออกเป็นสองส่วนคือ 1) lysate เชือ้ E. coli 
BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด และ 2) lysate เชือ้ E. coli BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
ท็อกซิน B หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส อบกระดาษที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที แล้วแช่ในสารละลาย 5% blotto ก่อนน ามาบ่มในน า้เลีย้งเซลล์จากไฮบริโดมาในแต่ละ
หลุม เจือจาง 1:8 ด้วย 1% blotto ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลงัจากนัน้ล้างด้วย PBS 3 
ครัง้แล้วน ามาบ่มกับ goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 
conjugate (GAM-HRP) เจือจาง 1: 3,000 ในสารละลาย 1% blotto ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง ล้างด้วย PBS และน ามาท าปฏิกิริยากบัสารละลายสบัสเตรท เช่นเดียวกบัข้อ 6.1 เป็นเวลา 
5 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยน า้สะอาด เลือกไฮบริโดมาโคลนที่จ าเพาะ lysate เชือ้ E. coli BL21 ที่มี 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B แต่ไม่จับกับ lysate เชือ้ E. coli BL21 น าไปคัดเลือกขัน้ที่ 2 ด้วย
วิธี dot blotting และ Western blotting ต่อไป 

 
7.3.2 การคัดเลือกขัน้ท่ี 2 ด้วยวิธี dot blotting 
ส าหรับการคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน B  

ในขัน้ที่  2 ท าโดยการหยดแอนติเจนที่ใช้ทดสอบ 4 แบบ ได้แก่ 1) lysate เชื อ้ E. coli BL21  
2) lysate เชือ้ E. coli BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B 3) เชือ้แบคทีเรียไอโซเลตที่ไม่ก่อ
โรค AHPND (VPnon-AHPND) และ 4) ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND (CN- VPAHPND) ที่ผ่านการฆ่าด้วย
ความร้อน หยดแอนติเจนดงักลา่วลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส อบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที น ามาบ่มกบัน า้เลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาจากแต่ละหลมุที่ผ่านการคดัเลือกขัน้ที่ 1 ด้วยวิธี dot 
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blotting แล้ว โดยเจือจาง 1:20 ในสารละลาย 1% blotto บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
ก่อนล้างด้วย PBS และน ามาบ่มกับ GAM-HRP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS จากนัน้น ามา
ผ่านขัน้ตอนท าปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรทเช่นเดียวกับข้อ 6.1 คัดเลือกไฮบริโดมาที่สร้าง
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน B ทัง้ในรูปแบบของรีคอมบิแนนท์โปรตีน และรูปแบบธรรมชาติ
ของเชือ้ VPAHPND  

 
7.3.3 การคัดเลือกขัน้ท่ี 2 ด้วยวิธี Western blotting 
น าเชือ้ CN-VPAHPND ที่ผ่านการฆ่าด้วยความร้อน ความเข้มข้น 1x109 CFU ต่อ

มิลลิลิตร มาแยกด้วย 15% SDS-PAGE และถ่ายโปรตีนที่แยกได้จากเจล ลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส โดยใช้ชุด transblot apparatus จากนัน้น ากระดาษไนโตรเซลลูโลสที่ได้รับการถ่าย
โปรตีนแล้วแช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วย PBS แยกบ่มในน า้เลีย้งเซลล์
จากไฮบริโดมาแต่ละหลมุที่ผ่านการคดัเลือกขัน้ที่ 1 ด้วยวิธี dot blotting แล้ว โดยเจือจาง 1:20 ใน
สารละลาย 1% blotto บ่มที่อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ก่อนล้างด้วย PBS แล้วน ามาบ่มกับ 
GAM-HRP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้ล้างด้วย PBS ก่อนน ามาท าปฏิกิริยากับสารละลาย 
สบัสเตรทเป็นเวลา 5 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วยน า้สะอาด ตรวจสอบแถบตะกอนที่เกิดขึน้ เพื่อยืนยนั
ความจ าเพาะของแอนติบอดีที่มาจากโคลนของไฮบริโดมาที่ผลิตได้ 

 
7.4 การโคลนซ า้ด้วยวิธี limited dilution 
น าโคลนของไฮบริโดมาที่มีการสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนท็อกซิน B ของ 

VPAHPND ซึ่งผ่านการคัดเลือกทัง้ 2 ขัน้ตอนมาโคลนซ า้ด้วยวิธี limited dilution (Eshhar, 1985)  
ท าโดยกระจายเซลล์ไฮบริโดมาในเพลท 96 หลุมโดยใช้ปิเปตดูดน า้เลีย้งเซลล์ขึน้ลงหลายๆ ครัง้ 
หยดเซลล์แขวนลอยลงในจานเลี ย้งเชื อ้  1-2 ไมโครลิตร น าไปตรวจดูใต้กล้อง inverted 
microscope และปรับให้มีจ านวนเซลล์ประมาณ 100 เซลล์ จากนัน้เติมอาหาร RPMI ที่เสริมด้วย 
20% fetal bovine serum และ 1% mouse red blood cell ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ดูดเซลล์
แขวนลอยลงในเพลท 96 หลุมในแถวที่ 1-6 หลมุละ 100 ไมโครลิตร เติมอาหาร RPMI เพิ่มลงใน
จานอีก 2.5 มิลลิลิตร แล้วดูดใส่ลงในแถวที่ 7-12 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไว้ในตู้ เพาะเลีย้ง
เซลล์ ภายใต้บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 
สปัดาห์ ตรวจดูการเจริญของเซลล์ไฮบริโดมา น าน า้เลีย้งเซลล์ของหลุมที่มีไฮบริโดมาโคลนเด่ียว
มาทดสอบด้วยวิธี dot blotting ก่อนขยายเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ต่อไป 
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8. การศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
หลงัจากการโคลนซ า้และคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาแล้ว น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน

ต่างๆ ที่ผลิตได้มาศึกษาคณุสมบติั โดยการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จบัโดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีด้วยวิธี  indirect ELISA ท าการจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีด้วยวิธี sandwich ELISA รวมทัง้ทดสอบความไวและความจ าเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ดงันี ้

 
8.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ด้วยวิธี indirect ELISA  
ท าการตรึงรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B บริสุทธ์ิ ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรในสารละลาย PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม ในเพลท ELISA บ่มข้ามคืนที่
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้จึงสลดัออกและล้างด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที แล้วเติมสารละลาย 5% blotto ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้อง 60 นาที แล้วจึงสลัดออกก่อนเติมโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 1 หรือ 2 ชนิดที่ต้องการทดสอบ เจือจาง 1: 20 ในสารละลาย 1% blotto ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในหลุมต่างๆ (ภาพประกอบ 12) จากนัน้บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  
4 ชั่วโมง ก่อนสลัดออกแล้วล้างด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละ
หลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที เติม GAM-HRP เจือจาง 1: 1,500 ในสารละลาย 1% blotto 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วยสารละลาย 0.5% 
blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ครัง้สุดท้ายล้างด้วย 
PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลายสับสเตรท ประกอบด้วย o-phenylenediamine 
(OPD) 1 มิ ลลิ ก รัม ต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร  0.006% H2O2 ใน  0.1 M citrate buffer pH 4.5 ป ริม าต ร  
100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่ม 5 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 N H2SO4 ปริมาตรหลุมละ 
100 ไมโครลิตร อ่านค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง microplate 
reader (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 
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MAbs A B C D 

A A+A A+B A+C A+D 
B  B+B B+C B+D 
C   C+C C+D 
D    D+D 

 

ภาพประกอบ 12 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี 
indirect ELISA  

โดยตัวอักษร A-D แสดงถึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนต่างๆ ที่จ าเพาะต่อท็อกซิน B ของเชือ้  
V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND) 
 

8.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างจากแต่ละ

โคลนของไฮบริโดมาด้วยวิธี sandwich ELISA โดยใช้ชุด Zymed’s mouse MonoAb (HRP) ดงันี ้
ท าการตรึง goat anti-mouse Ig heavy chain and light chain specific antibody (GAM H+L) 
ลงที่พืน้ผิวของเพลท ELISA ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย PBS ปริมาตร 
50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลัดออกแล้วล้างทุกหลุมด้วย
สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม  จ านวน 4 ครัง้ ค รัง้ละ 5 นาที  
เติมสารละลาย 5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลมุ บ่มที่อณุหภูมิห้อง 60 นาที สลดัออก
ก่อนเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบ เจือจาง 1: 20 ในสารละลาย 1% blotto 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลมุ ลงในแต่ละคอลมัน์ (1-12) (ภาพประกอบ 13) บ่มที่อณุหภูมิห้อง
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้สลัดออกและล้างทุกหลุมด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ก่อนเติม rabbit anti-isotype antibody แต่ละ
ชนิดเจือจาง 1: 50 ในสารละลาย 5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลมุ ลงในแถวแต่ละแถว 
(A-H) (ภาพประกอบ 14) บ่มที่อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชัว่โมง ก่อนสลดัออกและล้างทุกหลมุด้วย
สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที แล้วเติม 
GAR-HRP เจือจาง 1: 1,500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลมุ บ่มที่อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
สลัดออกและล้างทุกหลุมด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม  
จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ครัง้สดุท้ายล้างด้วย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลาย
สบัสเตรทและหยุดปฏิกิริยาเช่นเดียวกบัการตรวจสอบอิพิโทปทบัซ้อนในข้อ 8.1 สงัเกตปฏิกิริยาที่
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เกิดขึน้ในแต่ละหลมุ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดจะให้สีเหลืองส้ม 1 หลมุตาม isotype 
และอีก 1 หลมุตามชนิดของโปรตีนสายสัน้ (light chain) 

 
 

            

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B             
C             
D             
E             
F             
G             
H             

 

ภาพประกอบ 13 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างจากแต่ละ
โคลนของไฮบริโดมา ด้วยวิธี sandwich ELISA  

ลกูศรแสดงการเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบลงในแต่ละคอลมัน์ (1 คอลมัน์ต่อ 1 
โคลนที่ต้องการทดสอบ) 
 

   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
IgG1  

A             
IgG2a  

B             
IgG2b  

C             
IgG3  

D             
IgA 

 

E             
IgM 

 

F             
Kappa 

 

G             
Lambda 

 

H             

 
ภาพประกอบ 14 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างจากแต่ละ

โคลนของไฮบริโดมา ด้วยวิธี sandwich ELISA  
ลกูศรแสดงการเติม rabbit anti-isotype antibody แต่ละชนิดในแต่ละแถว ตัง้แต่แถว A-H 
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8.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 
น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา

ท า การเจือจางเป็นล าดับ แล้วหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส อบที่อุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แช่ใน 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้บ่มกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตได้ เจือจาง 1:100 ใน 1% blotto เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS และบ่มกับ 
GAM-HRP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS และน ามาท าปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรท 
เช่นเดียวกับข้อ 6.1 ตรวจดูระดับความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แสดงปฏิกิริยากับรีคอม -
บิแนนท์ท็อกซิน โดยสังเกตความเข้มข้นที่ต ่าที่สุดที่สามารถท าปฏิกิริยาและเกิดตะกอนสีด า 
บนกระดาษไนโตรเซลลโูลส 

 
8.4 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Western 

blotting 
น า lysate จาก E. coli BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด, lysate รีคอมบิแนนท์

โปรตีนท็อกซิน B, เชือ้ CN-VPAHPND และเชือ้ VPnon-AHPND ที่ผ่านการฆ่าด้วยความร้อน ความเข้มข้น 
1x109 CFU ต่อมิลลิลิตร มาแยกด้วย 15% SDS-PAGE และถ่ายโปรตีนที่แยกได้จากเจล  
ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส โดยใช้ชดุ transblot apparatus จากนัน้น ากระดาษไนโตรเซลลโูลส
ที่ได้รับการถ่ายโปรตีนแล้วแช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วย PBS บ่มกับ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ เจือจาง 1:100 ใน 1% blotto เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS 
และบ่มกับ GAM-HRP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS และน ามาท าปฏิกิริยากับสารละลาย 
สบัสเตรท เช่นเดียวกบัข้อ 6.1 ตรวจสอบแถบตะกอนที่เกิดขึน้  

 
8.5 การทดสอบปฏิกิ ริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี  dot 

blotting 
ทดสอบปฏิกิริยาข้ามระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน B ของ

เชือ้ VPAHPND หรือ Vibrio ที่ก่อโรค AHPND กับเชือ้ VPnon-AHPND และเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ ดงัตาราง 5 
โดยหยดเชือ้ที่ผ่านการฆ่าด้วยความร้อนความเข้มข้น 108 CFU ต่อมิลลิลิตร ลงบนกระดาษไนโตร
เซลลโูลส อบที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ก่อนแช่ใน 5% blotto และล้างด้วย 
PBS จากนัน้บ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ เจือจาง 1:100 ใน 1% blotto เป็นเวลา  
4 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS ก่อนบ่มเป็นเวลา 2 ชัว่โมงกบั GAM-HRP เจือจาง 1:3,000 ล้างด้วย PBS 



  59 

และน ามาท าปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรท เช่นเดียวกับข้อ 6.1 ตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึน้
ระหว่างแอนติบอดีที่ผลิตได้กบัแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
 

9. การพัฒนาวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ 
VPAHPND 

9.1 การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
น าโคลนของไฮบริโดมาที่คัดเลือก (มีความจ าเพาะและความไวสงูสดุ) มาเลีย้งและ  

โคลนซ า้ (reclone) ขยายเซลล์จนมีจ านวนประมาณ 50 ล้านเซลล์ ป่ันแยกเซลล์และน าไปเลีย้งใน 
serum free medium รวบรวมน า้เลีย้งเซลล์ น ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยผ่าน protein A หรือ protein 
G affinity column ขึน้อยู่กับ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ทดสอบความบริสุทธ์ิของ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีได้โดยวิธี SDS-PAGE และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford protein 
assay ปรับให้มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แบ่งเก็บใส่หลอดและเก็บรักษาไว้ที่
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับใช้ในขัน้ตอนต่อไป 

 
9.2 การทดสอบความเข้มข้นที่ เหมาะสมของพอลิโคลนอลแอนติบอดีและ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีส าหรับวิธี sandwich ELISA  
ในการพัฒนาวิธี sandwich ELISA ส าหรับตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND  

ได้ท าการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ได้แก่ 1) ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของแอนติบอดีที่ใช้ตรึงที่พืน้ผิวเพลท ELISA (capture 
antibody) โดยทดสอบที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางใน PBS ท า two-
fold serial dilution ไปจนถึง 0.15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 2) ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของ
แอนติบอดีที่ใช้ตรวจสอบ (detection antibody) โดยทดสอบที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20 ไมโครกรัม
ต่อมิ ลลิลิตร เจื อจางใน 1% blotto ท า  two-fold serial dilution ไปจนถึ ง  0.15 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร 

 
9.3 วิธี sandwich ELISA เพื่อตรวจสอบทอ็กซิน B ของเชือ้ VPAHPND 
ขัน้ตอนของ sandwich ELISA เพื่อตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND  เร่ิมจาก 

การตรึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเข้มข้นที่เหมาะสม เจือจางใน PBS ลงในแต่ละหลุมของ
เพลท ELISA ปริมาตรหลมุละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
สลัดออกและล้างด้วยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน  
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4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที แล้วเติม 5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที สลัดออก ก่อนเติมตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบเจือจางใน 1% 
blotto ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มข้ามคืนที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลดัออกและล้าง
ด้วย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที เติมพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีที่ใช้ตรวจสอบตามความเข้มข้นที่เหมาะสม เจือจางใน 1% blotto ลงในแต่ละ
หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง สลัด
ออกและล้างด้วย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 
นาที เติม GAR-HRP ความเข้มข้น 1:1500 เจือจางใน 1% blotto บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 90 นาที สลัดออกและล้างด้วย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม 
จ านวน 4 ครัง้  ค รัง้ละ 5 นาที  ครัง้สุดท้ายล้างด้วย PBS ก่อนเติมสารละลายสับสเตรท 
ประกอบด้วย o-phenylenediamine (OPD) 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 0.006% H2O2 ใน 0.1 M 
citrate buffer pH 4.5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ทิง้ไว้ 5 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาโดยการ
เติม 1 N NH2SO4 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง microplate reader 

 
9.4 การสร้างกราฟมาตรฐาน 
เตรียมรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี  ้50,000, 20,000, 

10,000, 5,000, 2,000, 1,000, 500, 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.2, 0.1 แ ล ะ  0.05  
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเจือจางใน 1% blotto ส าหรับใช้เป็นแอนติเจนเพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน
ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร กบัความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B   
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9.5 การประเมินประสิทธิภาพของวิธี sandwich ELISA ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบ 
ทอ็กซิน B ของเชือ้ VPAHPND 

9.5.1 การทดสอบความไวของวิธี sandwich ELISA  
เตรียมรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ท าการเจือจางที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ด้วย 1% blotto และใช้เป็นแอนติเจนเพื่อ
ทดสอบความไวของวิธีการ sandwich ELISA ที่พัฒนาขึน้ โดยปฏิบัติตามขัน้ตอนในข้อ 9.2  
ท าการค านวณค่าดดูกลืนแสงและค่าปริมาณสารต ่าสุดที่สามารถตรวจวดัได้ (limit of detection; 
LOD) และค่าดูดกลืนแสงและค่าปริมาณสารต ่าสุดที่สามารถวัดในเชิงปริมาณได้อย่างถูกต้อง 
(limit of quantitation; LOQ) ตามวิธีการของ Shrivastava., et al 2011 (Shrivastava & Gupta, 2011) 

 
LODOD = Meanblank + 3SD 

 
LOQOD = Meanblank + 10SD 

 

LODconc. = 
3SD

slope
 

 

LOQconc. = 
10SD

slope
 

 
เมื่อ Meanblank คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดดูกลืนแสงของ blank ท่ี 492 นาโนเมตร 

SD คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าการดดูกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร  
slope คือ ค่าความชนัของกราฟ 
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9.5.2 การทดสอบความจ าเพาะและปฏิกิริยาข้ามของวิธี sandwich ELISA 
น าเชือ้แบคทีเรียไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND และไม่ได้ก่อโรค AHPND ชนิดต่างๆ 

ดงัตาราง 5 มาเจือจางด้วย 1% blotto ให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1x108 CFU ต่อมิลลิลิตร ใช้เป็น
แอนติเจนส าหรับทดสอบด้วยวิธี sandwich ELISA ที่พฒันาขึน้ โดยปฏิบติัตามขัน้ตอนในข้อ 9.3 
สามารถสงัเกตปฏิกิริยาจากสีที่เกิดขึน้ หรือวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร  

 
9.5.3 การทดสอบความถูกต้อง (accuracy) และความแม่นย า (precision) 

ของวิธี sandwich ELISA 
ค่าความถูกต้องของวิธี sandwich ELISA ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบท็อกซิน B ของ

เชือ้ VPAHPND วิเคราะห์ได้จากค่า %recovery โดยท าการเติมรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ใน
สารละลาย 1% blotto ที่มีตัวอย่างเนือ้กุ้ งผสมอยู่ 1:10 โดยน า้หนักต่อปริมาตร ให้มีความเข้มข้น
สดุท้ายของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเป็น 10, 20 และ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ก่อนน าไปตรวจด้วย
วิธี sandwich ELISA และด าเนินการตามข้อ 9.3 เพื่อหาปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนโดยการ
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน จากนัน้น ามาค านวณหาค่า % recovery ตามวิธีการของ Lugos 
et al., 2019 โดยมีเกณฑ์การยอมรับ %recovery อยู่ในช่วง 80 - 120%  

 

 
 

ค่าความแม่นย าวิเคราะห์ได้โดยการศึกษาค่าสัมประสิท ธ์ิความแปรปรวน 
(%coefficient of variation; %CV) ของการท าการทดลองซ า้ในครัง้เดียวกัน (intra-assay) และ
การท าการทดลองซ า้ระหว่างครัง้การทดลอง (inter-assay) โดยท าการทดลองจ านวน 6 ซ า้ และ
ค านวณหาค่าสมัประสิทธ์ิความแปรปรวนจากสตูร 

 

 
 

เมื่อ %CV คือ ค่าร้อยละของสมัประสิทธ์ิของความแปรปรวน 
SD   คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของชดุข้อมลู 
µ    คือ ค่าเฉลี่ยของชดุข้อมลู 

%RC  =  
ความเข้มข้นของท็อกซินที่วดัได้

ความเข้มข้นของท็อกซินที่เติมลงไป
 × 100 

%CV  =  
SD

µ
 × 100 
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9.6 การตรวจสอบโปรตีนท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND หลังการบ่มเชือ้ใน
อาหารเลีย้งเชือ้ tryptic soy broth ที่มีตัวอย่างเนือ้กุ้ง 

น าเชือ้ VPAHPND ไอโซเลต F2 ที่เก็บรักษาอยู่ในอณุหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาเลีย้ง
บนอาหาร TSA ที่เสริมด้วย 1.5% NaCl บ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก่อนเก็บเซลล์
แบคทีเรียโดยล้างหน้าจานเพาะเชือ้ด้วย PBS ที่ปลอดเชือ้ เจือจางเซลล์แขวนลอยให้มีค่าดดูกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเท่ากับ 1.0 (ความเข้มข้นของเชือ้ประมาณ 1x109 CFU ต่อ
มิลลิลิตร) น าเซลล์แขวนลอยมาเจือจางที่ระดบัความเข้มข้นต่างๆ ขัน้ละ  10 เท่า (ten-fold serial 
dilution) ในอาหาร TSB ที่เสริมด้วย 1.5% NaCl ที่มีตวัอย่างเนือ้กุ้ งขาวผสมอยู่ 1:10 (น า้หนกัต่อ
ปริมาตร) ให้มีเชือ้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1x107 ถึง 1 CFU ต่อมิลลิลิตร และใช้อาหารที่มี
ตวัอย่างเนือ้กุ้ งแต่ไม่มีการผสมเชือ้เป็นชุดควบคมุที่ให้ผลลบ บ่มเชือ้ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่เวลาดังกล่าว โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส่วน
หนึ่งน ามาท าให้เชือ้ตายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้วน ามาทดสอบกับ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting ตามวิธีในข้อ 7.3 อีกส่วนน ามาผสมกบั lysis buffer 
(30 mM Tris, 336 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 9.3) ใน อั ต ราส่ วน  1:1 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ก่อนน ามาตรวจสอบด้วยวิธีการ sandwich ELISA ตามวิธีในข้อ 9.3 
เปรียบเทียบระดับการเจือจางของเชือ้แบคทีเรียสูงสุดและระยะเวลาในการบ่มเชือ้ที่แต่ล ะวิธี
สามารถตรวจพบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทท่ี 4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 

1. การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนทอ็กซิน A และ B 
จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b และ 

ToxB-pET-15b ที่โคลนได้ พบว่ามีล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงกบัยีน ToxA (336 คู่เบส) และยีน ToxB 
(1,317 คู่ เบส) ของเชือ้ VPAHPND ที่รายงานในฐานข้อมูล GenBank ร้อยละ 100 และมีการจัด
เรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ภายใน open reading frame ของพลาสมิด pET-15b อย่างถูกต้อง 
 โดยสามารถถอดรหัสได้กรดอะมิโน 112 และ 439 หน่วย ตามล าดับ จึงน ารีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดที่ได้ transform เข้าสูแ่บคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนโดย
การกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG เป็นระยะเวลา 6 ชัว่โมง ภายหลงัเก็บเซลล์
ของแบคทีเรียมาท าให้ผนังเซลล์แตก และท าการวิเคราะห์ผลโดยแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
พบว่าแบคทีเรีย E. coli สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซินได้ทัง้ 2 ชนิด และสามารถท า
โปรตีนบริสุทธ์ิได้จากการแยกผ่าน metal ion affinity column โดยรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A 
(His-ToxA) มีขนาดประมาณ 16 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 15 แถวที่ 3 และ 4) และรีคอม-
บิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B (His-ToxB) มีขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตนั (ภาพประกอบ 15 แถวที่ 6 
และ 7) ในขณะที่แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด หรือมีรีคอม-
บิแนนท์พลาสมิดแต่ไม่ ได้ถูกกระตุ้ นด้วย IPTG ไม่พบการแสดงออกของโปรตีนดังกล่าว 
(ภาพประกอบ 15 แถวท่ี 1, 2 และ 5)   
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ภาพประกอบ 15 การตรวจสอบการแสดงออกและการตรวจสอบความบริสทุธ์ิของรีคอมบิแนนท์
โปรตีนท็อกซิน A และ B ด้วยวิธี SDS-PAGE  

โดยน า lysate ชนิดต่างๆ ของแบคทีเรียและโปรตีนท่ีผ่านการท าให้บริสทุธ์ิมาแยกด้วย 15% SDS-
PAGE แล้วย้อมสีเจลด้วย coomassie brilliant blue R-250 เทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน (M) 
แถวท่ี 1 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
แถวที่ 2 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b 

ที่ยงัไม่ได้กระตุ้นการแสดงออก 
แถวที่ 3 lysateของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b 

ที่ได้รับการกระตุ้นการแสดงออก 
แถวที่ 4 รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A (ขนาดประมาณ 16 กิโลดาลตัน) หลังผ่านการท าให้ 

บริสทุธ์ิ  
แถวที่ 5 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxB-pET-15b 

ที่ยงัไม่ได้กระตุ้นการแสดงออก 
แถวที่ 6 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxB-pET-15b 

ที่ได้รับการกระตุ้นการแสดงออก 
แถวที่ 7 รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B (ขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตัน) หลังผ่านการท าให้

บริสทุธ์ิ  
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2. การผลิตและทดสอบคุณสมบัติของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A 
และ B โดยการปลูกภูมิคุ้มกันในกระต่าย 

จากการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน A และ B ที่ผลิตได้ไปปลูกภูมิคุ้ มกันในกระต่าย  
ก่อนเก็บแอนติซีรัมและท าให้พอลิโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธ์ิและน ามาทดสอบความจ าเพาะด้วย
วิธี Western blotting พบว่าพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ได้จากการปลูกภูมิคุ้มกันในกระต่ายด้วย 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A (rabbit anti His-ToxA antibody) มีความจ าเพาะต่อรีคอม -
บิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และสามารถจับกับโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 16 กิโลดาลตัน ของเชือ้
แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND (VPAHPND) ซึง่ตรงกบัขนาดของโปรตีน
ท็อกซิน A ของเชือ้ที่ก่อโรค AHPND เช่นเดียวกับพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ได้จากการปลูก
ภูมิ คุ้ มกัน ด้วย รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน  B (rabbit anti His-ToxB antibody) พบว่ามี
ความจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B และสามารถจบักบัโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 50 
กิ โลดาลตัน  ซึ่ งตรงกับขนาดของโปรตีนท็อกซิน  B ของเชื อ้ก่อโรค AHPND  นอกจากนี ้
พอลิโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 2 ชนิด ยงัสามารถสามารถเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross-reaction) โดยจบั
กั บ โป ร ตี น ขน าด ต่ า งๆ  ข อ งแบ คที เ รี ย  E. coli ส าย พั น ธุ์  BL21 แ ล ะ เชื ้อ แบ คที เ รี ย  
V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND (VPnon-AHPND) (ภาพประกอบ 16) 
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ภาพประกอบ 16 การทดสอบความจ าเพาะของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้  
ด้วยวิธี Western blotting โดยน า lysate ชนิดต่างๆ ของแบคทีเรียมาแยกด้วย 15% SDS-PAGE 
แล้วท าการย้ายแถบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ก่อนน ามาบ่มกับพอลิโคลนอล
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A (PAb A) หรือท็อกซิน B (PAb B) โดยเทียบกับแถบโปรตีน
มาตรฐาน (M)  
แถวท่ี 1 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
แถวท่ี 2 lysateของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b 
แถวท่ี 3 lysateของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxB-pET-15b 
แถวท่ี 4 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND (VPAHPND)  
แถวท่ี 5 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND (VPnon-AHPND) 
(* และ # คือโปรตีนอ่ืนๆ ที่เกิดปฏิกิริยาข้ามกบัพอลิโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ) 
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เมื่อท าการทดสอบความไวของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ด้วยวิธี dot blotting 
โดยการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A หรือ B ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
มาเจือจางที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ แล้วหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ก่อนน าไปบ่มกับ  
พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A หรือ B ที่ผลิตได้ พบว่าแอนติบอดีทัง้ 2 ชนิด
สามารถตรวจจับรีคอมบิแนนท์ท็อกซินได้ที่ความเข้มข้นต ่าสุด 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาพประกอบ 17) 

 

 
 

ภาพประกอบ 17 การทดสอบความไวของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ ด้วยวิธี dot blotting  
โดยการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A (His-ToxA) หรือท็อกซิน B (His-ToxB) มาเจือจางที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ ตัง้แต่ 20 ถึง 0.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อจุด แล้วน าไปบ่มกับพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
ท็อกซิน A (PAb A) หรือท็อกซิน B (PAb B) (* คือความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถเห็นการเกิด 
ปฏิกิริยาได้) 
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3. การผลิตและคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ จ าเพาะต่อท็อกซิน ของเชื ้อ  
V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND 

3.1 การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาว 
หลงัจากการปลกูภูมิคุ้มกันหนูขาวด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A หรือ B จ านวน 4 

ครัง้ เมื่อเก็บซี รัมมาทดสอบด้วยวิธี Western blotting พบว่าแอนติซี รัมจากหนูที่ถูกกระตุ้ น
ภูมิคุ้มกันด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A มีการตอบสนองต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A 
และสามารถจับกับโปรตีนท็อกซิน A ของเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค 
AHPND ขนาดประมาณ 16 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 18A) ส่วนหนูที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B มีการตอบสนองต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B และสามารถจบั
กับโปรตีนท็อกซิน B ของเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND ขนาด
ประมาณ 50 กิโลดาลตัน นอกจากนีย้ังตอบสนองต่อโปรตีนขนาดต่างๆ ของแบคทีเรีย E. coli 
สายพนัธุ์ BL21 แต่ไม่แสดงปฏิกิริยาข้ามกบัเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อ
โรค AHPND (ภาพประกอบ 18B) จึงน าหนทูดลองดงักล่าวมาท าการปลกูภูมิคุ้มกนัอีกครัง้เพื่อท า
การผลิตเซลล์ไฮบริโดมาต่อไป 
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ภาพประกอบ 18 การทดสอบแอนติซีรัมจากหน ูโดยวิธี Western blotting  
โดยน า lysate รีคอมบิแนนท์โปรตีนและแบคทีเรียที่ก่อโรคและไม่ก่อโรค AHPND มาแยกด้วย 
15% SDS-PAGE แล้วย้ายแถบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส แล้วน ามาบ่มกบัแอนติซีรัม
จากหนูที่ได้รับการปลูกภูมิคุ้มกันด้วย A) รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B) รีคอมบิแนนท์
โปรตีนท็อกซิน B โดยเทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน (M)  
แถวท่ี 1 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxA-pET-15b 
แถวท่ี 2 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ToxB-pET-15b 
แถวท่ี 3 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND  
แถวท่ี 4 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND  
(# คือ โปรตีนของท็อกซิน A ขนาดประมาณ 16 กิโลดาลตัน และ * คือ โปรตีนของท็อกซิน B 
ขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตนั)  
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3.2 การผลิตและคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
จากการน าเซลล์ม้ามของหนูที่ตอบสนองต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A หรือ B มา

หลอมรวมกับ P3X myeloma cell line เพื่อให้ได้เซลล์ไฮบริโดมาและเพาะเลีย้งในเพลท 96 หลุม 
ในงานวิจัยครัง้นีไ้ม่สามารถผลิตเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ  
ท็อกซิน A ได้ จึงแสดงเฉพาะผลการผลิตและคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อท็อกซิน B โดยเมื่อน าน า้เลีย้งเซลล์มาทดสอบปฏิกิริยากับท็อกซิน B ของเชือ้ 
VPAHPND พบหลุมที่ให้ผลบวกประมาณ 10 หลุม เมื่อคัดเลือกขัน้ที่ 2 ต่อด้วยวิธี dot blotting และ 
Western blotting พบว่าสามารถคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะ
ต่อท็อกซิน B ได้จ านวน 4 โคลน คือ 17B, 110B, 101H และ 136D ซึ่งจากการตรวจสอบ
ความจ าเพาะด้วยวิธี dot blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 4 โคลนที่ผลิตได้ สามารถจบั
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B และจบักบัเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค 
AHPND โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND และ lysate ของแบคทีเรีย  
E. coli BL21 ที่ใช้เตรียมรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (ภาพประกอบ 19) 

ส าหรับการทดสอบความจ าเพาะด้วยวิธี  Western blotting พบว่าโมโนโคลนอล

แอนติบอดีทัง้ 4 โคลนที่ผลิตได้ สามารถจบักับรีคอมบิแนนท์โปรตีน His-ToxB  และจบักบัโปรตีน

ขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตันของเชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค  

ซึ่งตรงกับขนาดของโปรตีนท็อกซิน B ตามธรรมชาติ โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับไอโซเลตที่ไม่ก่อ

โรคและ lysate จาก E. coli BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (ภาพประกอบ 20)   

ทัง้นีเ้ซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตได้ดังกล่าวสามารถเพาะเลีย้งต่อไปเป็น cell line ถาวรได้ 

สว่นการจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี sandwich ELISA โดย

ใช้ชุด Zymed’s Mouse MonoAb ID (HRP) พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 4 โคลนที่ผลิตได้มี 

class เป็น IgG โดยมี subclass IgG1 และ IgG2b สว่น light chain เป็น kappa (K) ดงัตาราง 7 
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ภาพประกอบ 19 การคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน B ขัน้ที่ 2 
ด้วยวิธี dot blotting โดยหยดตัวอย่างชนิดต่างๆ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส แล้วน ามาบ่มกับ

น า้เลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิด ได้แก่ 17B, 110B, 101H และ 

136D ก่อนน าไปท าปฏิกิริยากบัสบัเสตรทและสงัเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้เห็นเป็นจดุสีด า 

ช่องที่ 1 lysate เชือ้ E. coli BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

ช่องที่ 2 lysate เชือ้ E. coli BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B  

ช่องที่ 3 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND 

ช่องที่ 4 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND   
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ภาพประกอบ 20 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดที่ผลิตได้ 

ด้วยวิธี Western blotting 
โดยน า lysate และเชือ้แบคทีเรียที่ก่อโรคและไม่ก่อโรค AHPND มาแยกโปรตีนด้วย 15% SDS-

PAGE แล้วท าการย้ายแถบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วน ามาบ่มกบัโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตได้ (17B, 110B, 101H และ 136D) โดยเทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน (M) 

แถวท่ี 1 lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่ไม่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
แถวท่ี 2 lysateของแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ที่มีรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B 
แถวท่ี 3 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND 
แถวท่ี 4 เชือ้แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND 
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4. การศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
4.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วย

วิธี indirect ELISA 
จากการตรวจสอบอิพิโทปทับซ้อนของแอนติเจนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้  

4 โคลน ที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนท็อกซิน B ด้วยวิธี indirect ELISA พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดี จ านวน 3 โคลน คือ 17B, 110B, และ 101H จับที่อิพิโทปต าแหน่งเดียวกันหรือคาบ
เก่ียวกัน เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี เมื่อน ามา
ผสมรวมกัน (combine) มีการเพิ่มขึน้หรือลดลงเพียงเล็กน้อย  (ไม่เกิน 0.200) เมื่อเทียบกับ
ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดีเพียงชนิดเดียว ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 136D 
น่าจะจับต าแหน่งอิพิโทปที่ต่างออกไป อย่างไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดี 17B ให้ค่าการ
ดดูกลืนแสงสงูสดุ ดงัตาราง 6 

 

ตาราง 6 ค่าดดูกลืนแสงจากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
แต่ละชนิด ด้วยวิธี indirect ELISA 
 

MAbs 17B 110B 101H 136D 

17B 1.572 1.535 1.506 1.613 

110B  1.427 1.622 1.572 

101H   1.049 1.423 

136D    0.844 
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4.2 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
จากการทดสอบความจ าเพาะและปฏิกิริยาข้าม  (cross-reaction) กับแบคทีเรียชนิด

ต่างๆ จ านวน 30 ไอโซเลต ด้วยวิธี dot blotting โดยน าแบคทีเรียชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 1x108 
CFU ต่อมิลลิลิตร มาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วน ามาบ่มกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 17B, 110B, 101H และ136D พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ทัง้ 4 โคลน 
สามารถจับกับเชือ้ V. parahaemolyticus และ V. campbellii ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND ได้
ทัง้หมด 5 ไอโซเลต โดยไม่แสดงปฏิกิริยาข้ามกับเชือ้ V. parahaemolyticus และ Vibrio spp.  
ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค AHPND และแบคทีเรียแกรมลบชนิดต่างๆ ที่ใช้ทดสอบ แสดงให้เห็นว่า 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้มีความจ าเพาะโปรตีนท็อกซิน B สามารถใช้ในการจ าแนก
แบคทีเรียกลุม่ที่สร้างท็อกซินและก่อโรค AHPND ได้ (ภาพประกอบ 21)   
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ภาพประกอบ 21 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 

โดยหยดแบคทีเรียชนิดต่างๆ จากตาราง 5 ความเข้มข้น 1x108 CFU ต่อมิลลิลิตร ลงบนกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลส แล้วน ามาบ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ (17B, 110B, 101H และ 
136D) ซึง่แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบมีดงันี ้
แถวท่ี 1 เชื อ้  V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND (a-d) ได้แก่ไอโซเลต CN, 3HP, XN82,  

และ SE-B2 และ (e) V. campbellii VH-639 

แถวท่ี 2  เชื อ้  V. parahaemolyticus ที ไม่ ก่ อ โรค  AHPND (a-e) ได้ แก่ ไอ โซ เลต  VPV, VPB, 

45034, 5665, และ 15285 

แถวท่ี 3  เชือ้ V. parahaemolyticus ทีไม่ก่อโรค AHPND (a-e) ได้แก่ไอโซเลต 20245, 21243, 

21296, 21308 และ 21318 

แถวท่ี 4  เชือ้ Vibrio ที่ไม่กอ่โรค AHPND  (a) V. alginolyticus 24049, (b) V. vulnificus 22441, 

 (c) V. campbellii 21362, (d) V. harveyi H1, (e) V. fluvialis 22086 

แถวท่ี 5 เชือ้ Vibrio ที่ไม่ก่อโรค AHPND และเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ ได้แก่ (a) V. mimicus 24053, 

 (b) V. cholerae 22137, (c) V. ordallii, (d) V. shilonii,  

 (e) Aeromonas hydrophila 04082 

แถวท่ี 6 เชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ ได้แก่ (a) Flavobacterium columnare CUVET 1201,  

 (b) Salmonella Typhi, (c) Shigella dysenteriae, (d) Morganella morganii,  

 (e) E. coli ATCC 25922 
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4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 
เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มา

ท าการเจือจางที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ก่อนน าไป
ทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนต่างๆ ได้แก่ 17B, 110B, 101H และ 136D พบว่าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีโคลน 17B, 110B และ 101H สามารถตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปตีนท็อกซิน B 
ที่ความเข้มข้นต ่าสุดได้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่โคลน 136D ตรวจสอบได้ที่  5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพประกอบ 22) 

 

 

 
ภาพประกอบ 22 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ ที่ผลิตได้  

ด้วยวิธี dot blotting  
โดยการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B มาเจือจางที่ระดบัความเข้มข้นต่างๆ ตัง้แต่ 20 ถึง 0.02 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อจุด น าไปบ่ม
กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 17B, 110B, 101H และ 136D (* คือความเข้มข้นต ่าสุดที่
สามารถเห็นการเกิดปฏิกิริยาได้) 
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ตาราง 7 สรุปคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนท็อกซิน B ของ
เชือ้ VPAHPND ที่ผลิตได้ ซึง่ทดสอบโดยวิธี dot blotting และ Western blotting 
 

MAb 
(Isotype) 

ความไวของการ
ตรวจหาแอนติเจน
โดยวิธี dot blotting 

(µg/ml) 

ความจ าเพาะต่อ
แอนติเจนโดยวิธี 
Western blotting 
(ขนาด (kDa)) 

ปฏิกิริยาข้ามกับเชือ้
แบคทีเรียท่ีไม่ก่อโรค 

17B (IgG2b) 0.5 ท็อกซิน B (~50) - 
110B (IgG1) 0.5 ท็อกซิน B (~50) - 
101H (IgG2b) 0.5 ท็อกซิน B (~50) - 
136D (IgG1) 5 ท็อกซิน B (~50) - 
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5. การพัฒนาวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบทอ็กซิน B ของเชือ้ VPAHPND  
จากการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี และท าการทดสอบ

คุณสมบัติต่างๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ ได้แก่  class และ subclass อิพิโทป  
ความไว ความจ าเพาะ และปฏิกิริยาข้ามของแอนติบอดีแล้ว จึงเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
17B ที่ จ าเพาะต่อท็อกซิน  B ของเชื อ้  VPAHPND เนื่ องจากเป็นแอนติบอดีที่ มีความไวและ
ความจ าเพาะสูง จับได้ทัง้ท็อกซิน B ในรูปแบบรีคอมบิแนนท์โปรตีนและรูปแบบธรรมชาติ  
และจากการทดสอบอิพิโทปด้วยวิธี ELISA แสดงให้เห็นว่าเป็นแอนติบอดีที่ให้ค่าการดูดกลืนแสง
สงูที่สดุ จึงเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีนีม้าใช้ร่วมกบัพอลิโคลนอลแอนติบอดีเพื่อพฒันาเป็นวิธี 
sandwich ELISA ส าหรับตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND ต่อไป 

 
5.1 การทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ใน

การตรวจสอบทอ็กซิน B ของเชือ้ VPAHPND 
จากการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบ

ท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND ท าโดยการตรึงโมโนโคลนอลแอนติบอดี 17B ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 
20, 10, 5, 2.50, 1.25, 0.63, 3.12 และ 0.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไว้ที่พื น้ผิวเพลท ELISA 
จากนัน้ใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นตัวอย่างที่
ให้ผลบวก และเชือ้ VPnon-AHPND เป็นตัวอย่างที่ให้ผลลบ จากนัน้เติมพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
ท็อกซิน B ซึ่งใช้เป็นแอนติบอดีส าหรับการตรวจสอบ ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่  20, 10, 5, 2.50, 
1.25, 0.63, 3.12 และ 0.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อท าปฏิกิริยากับสับสเตรทและอ่านค่า
ดดูกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร แล้วค านวณอัตราส่วนค่าการดดูกลืนแสงของตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ต่อตัวอย่างที่ ให้ผลลบ (P/N ratio) พบว่าคู่ความเข้มข้นที่มี ค่าอัตราส่วนมากที่สุดได้แก่ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดีความเข้มข้น 2.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ตาราง 8) จึงเลือกใช้ความเข้มข้นดังกล่าวส าหรับวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบ 
ท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND ต่อไป 
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ตาราง 8 แสดงอตัราสว่นค่าการดดูกลืนแสงของตวัอย่างที่ให้ผลบวกต่อตวัอย่างที่ให้ผลลบจาก
การใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ความเข้มข้นระดบัต่างๆ 
 

P/N ratio 
ความเข้มข้นของพอลิโคลนอลแอนติบอดีส าหรับตรวจสอบ (µg/ml) 

 20 10 5 2.50 1.25 0.63 3.12 0.16 

คว
าม
เข้ม

ข้น
ขอ
งโม

โน
โค
ลน
อล
แอ
นต
ิบอ
ด ี

ที่ต
รึง
บน

ผิว
เพ
ลท
 (µ

g/
ml
) 

20 4.818 6.228 6.487 6.343 5.597 4.088 3.011 2.178 

10 4.993 6.174 6.993 7.137 5.843 4.464 3.248 2.295 

5 5.655 7.650 7.997 8.143 6.781 5.306 3.574 2.522 

2.50 7.977 10.913 11.509 11.555* 9.621 6.851 4.247 3.028 

1.25 7.347 8.729 9.024 9.300 6.419 4.536 3.596 2.504 

0.63 4.299 4.907 5.521 4.888 3.767 2.987 2.230 1.830 

3.12 2.663 2.563 3.075 3.235 2.576 2.089 1.787 1.375 

0.16 1.786 1.884 1.936 1.768 1.773 1.600 1.429 1.242 

 
หมายเหต:ุ * คือคู่ความเข้มข้นที่ให้อตัราสว่นการดดูกลืนแสงของตวัอย่างที่ให้ผลบวกต่อตวัอย่างที่
ให้ผลลบมากท่ีสดุ 
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5.2 กราฟมาตรฐานส าหรับวิธี sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบท็อกซิน 
B ของเชือ้ VPAHPND 

เมื่อได้ความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับวิธี  sandwich ELISA เพื่อใช้ในการตรวจสอบ 
ท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND แล้ว ท าการสร้างกราฟมาตรฐานโดยเตรียมรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
ท็อกซิน B ที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเจือจางที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
ด้วย 1% blotto เพื่อใช้เป็นแอนติเจนส าหรับสร้างกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตร กบัค่าความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B (ภาพประกอบ 23 ) เลือกช่วง
ที่เป็นเส้นตรงส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน (ภาพประกอบ 23 ) สมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ
มาตรฐานคือ y = 0.2217ln(x) + 0.0022 โดยมีค่า R2 เท่ากบั 0.995 

 

 
ภาพประกอบ 23 กราฟระหว่างค่าการดดูกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรกบัค่าความเข้มข้นของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ( ) กราฟมาตรฐาน ( ) สมการเส้นตรง และค่า R2 
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5.3 การประเมินประสิทธิภาพของวิ ธีการ sandwich ELISA ที่ ใช้ส าห รับ
ตรวจสอบทอ็กซิน B ของเชือ้ VPAHPND 

5.3.1 การทดสอบความไวของวิธีการ sandwich ELISA 
จากการตรวจสอบความไวของวิธี sandwich ELISA โดยท าการเจือจางรีคอม -

บิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ที่ระดับความเข้มข้นตัง้แต่ 0.005 ถึง 50,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
พบว่าสามารถตรวจสอบปริมาณโปรตีนท็อกซิน B ได้ในช่วง 1-1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  
และเมื่อค านวณค่าดดูกลืนแสงของปริมาณสารต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได้ (LODOD) และปริมาณ
สารต ่าสุดที่สามารถวดัในเชิงปริมาณได้อย่างถูกต้อง (LOQOD) พบว่ามีค่าเป็น 0.186 และ 0.213 
ตามล าดับ และเมื่อค านวณความเข้มข้นของปริมาณสารต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LODconc.) 
และปริมาณสารต ่าสุดที่สามารถวัดในเชิงปริมาณได้อย่างถูกต้อง (LOQconc.) เป็น 1.122 และ 
1.454 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ดงัตาราง 9 
 
ตาราง 9 แสดงค่าที่ได้จากการทดสอบความไวของวิธีการ sandwich ELISA 
 

ค่าการดูดกลืนแสง
ของ blank 

ที่ 492 นาโนเมตร 
Meanblank SD LODOD LOQOD 

LODconc. 
(ng/ml) 

LOQconc. 
(ng/ml) 

0.172 
0.178 
0.179 
0.172 
0.169 
0.175 

0.174 0.004 0.186 0.213 1.122 1.454 
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5.3.2 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของวิธีการ sandwich ELISA 
เมื่อน าเชือ้แบคทีเรียชนิดต่างๆ ดังตาราง 5 มาทดสอบ พบว่าวิธีการ sandwich 

ELISA สามารถแสดงปฏิกิ ริยาต่อเชือ้  V. parahaemolyticus และ Vibrio สปีชีส์ อ่ืนที่ก่อโรค 
AHPND เท่านัน้ โดยไม่แสดงปฏิกิริยาข้ามกบั V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ไม่ก่อโรค Vibrio 
กลุ่มที่ไม่ก่อโรค และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ และก าหนดให้ค่า cutoff ของค่าการดูดกลืนแสงหลงัตัด
ค่า blank ออกจากแต่ละตวัอย่างอยู่ที่ 0.100 (ภาพประกอบ 24-25 และตาราง 10) 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 24 กราฟแสดงข้อมลูดิบของค่าการดดูกลืนแสงของการตรวจสอบท็อกซิน B  
จากแบคทีเรียชนิดต่างๆ ด้วยวิธี sandwich ELISA 
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ภาพประกอบ 25 กราฟแสดงค่าการดดูกลืนแสงหลงัตดัค่า blank ออกจากแต่ละตวัอย่างของ 

การตรวจสอบท็อกซิน B จากแบคทีเรียชนิดต่างๆ ด้วยวิธี sandwich ELISA 
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ตาราง 10 แสดงการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของวิธีการ sandwich ELISA ที่พฒันาขึน้ 
 

No. แบคทีเรีย ปฏิกิริยา 
ค่าดดูกลืนแสง 

(ข้อมลูดิบ) 
ค่าดดูกลืนแสง 

(หลงัตดัค่า blank) 
Vibrio parahaemolyticus ที่ก่อโรค AHPND (VPAHPND)    
1 V. parahaemolyticus CN (China) + 1.478 1.276 
2 V. parahaemolyticus 3HP (Thailand) + 1.457 1.255 
3 V. parahaemolyticus F2 (Thailand) + 1.775 1.573 
4 V. parahaemolyticus F6 (Thailand) + 1.739 1.538 
5 V. parahaemolyticus TR (Thailand) + 1.593 1.392 
6 V. parahaemolyticus XN82 (Vietnam) + 1.530 1.328 
7 V. parahaemolyticus XN83 (Vietnam) + 1.758 1.556 
8 V. parahaemolyticus XN84 (Vietnam) + 1.492 1.290 
9 V. parahaemolyticus XN86 (Vietnam) + 1.493 1.291 
10 V. parahaemolyticus XN88 (Vietnam) + 1.611 1.409 
11 V. parahaemolyticus XN89 (Vietnam) + 1.700 1.498 
12 V. parahaemolyticus 2983MCO (Vietnam) + 1.493 1.291 
13 V. parahaemolyticus SE-B2 (Malaysia) + 1.605 1.403 
 
V. campbellii ที่ก่อโรค AHPND 

 
 

 

14 V. campbellii VH-639 + 1.338 1.136 
15 V. campbellii VH-Surat + 1.140 0.938 
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ตาราง 10 (ต่อ) 

No. แบคทีเรีย ปฏิกิริยา 
ค่าดดูกลืนแสง 

(ข้อมลูดิบ) 
ค่าดดูกลืนแสง 

(หลงัตดัค่า blank) 
V. parahaemolyticus ที่ไม่ก่อโรค AHPND  
(VPnon-AHPND) 

 
 

 

16 V. parahaemolyticus VPV - 0.237 0.035 
17 V. parahaemolyticus VPB - 0.214 0.012 
18 V. parahaemolyticus 45034 - 0.214 0.012 
19 V. parahaemolyticus 5665 - 0.204 0.002 
20 V. parahaemolyticus 15285 - 0.194 -0.008 
21 V. parahaemolyticus 20245 - 0.204 0.002 
22 V. parahaemolyticus 21243 - 0.207 0.005 
23 V. parahaemolyticus 21296 - 0.197 -0.005 
24 V. parahaemolyticus 21308 - 0.204 0.002 
25 V. parahaemolyticus 24318 - 0.193 -0.009 
 
Vibrio spp. และแบคทีเรียอื่นๆ 

   

26 V. alginolyticus 24049 - 0.225 0.023 
27 V. vulnificus 22441 - 0.218 0.017 
28 V. campbellii 21362 - 0.197 -0.005 
29 V. harveyi H1 - 0.193 -0.009 
30 V. fluvialis 22086 - 0.193 -0.009 
31 V. mimicus 24053 - 0.192 -0.010 
32 V. cholerae 22137 - 0.233 0.032 
33 V. ordallii - 0.210 0.008 
34 V. shilonii - 0.193 -0.009 
35 Aeromonas hydrophila 04082 - 0.192 -0.009 
36 Flavobacterium columnare CUVET 1201 - 0.252 0.050 
37 Flavobacterium columnare AT - 0.221 0.020 
38 Shigella dysenteriae - 0.210 0.008 
39 Salmonella Typhi - 0.234 0.032 
40 Morganella morganii - 0.188 -0.014 
41 E. coli ATCC 25922 - 0.190 -0.012 
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5.3.3 การทดสอบความถูกต้องและความแม่นย าของวิธีการ sandwich ELISA 
เมื่อน ารีคอมบิแนนท์ท็อกซิน B ความเข้มข้น 10, 20 และ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

เติมลงในตวัอย่างเนือ้กุ้ งและน าไปทดสอบด้วยวิธีการ sandwich ELISA พบว่ามีค่าความถูกต้อง
ในการตรวจสอบปริมาณท็อกซิน B อยู่ในช่วง 87 - 105% และเมื่อวิเคราะห์ความแม่นย าของ
วิธีการพบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิของความแปรปรวนของทัง้ intra และ inter-assay ไม่เกิน 15% 
(ตาราง 11 และ 12) 

 

ตาราง 11 ผลการวิเคราะห์ความถกูต้องและแม่นย าแบบ intra-assay 
 

ครัง้ที่ 
ปริมาณทอ็กซิน 

ที่เติมลงในตัวอย่าง
เนือ้กุ้ง (ng/ml) 

Intra-assay (n=6) 

ปริมาณที่วดัได้ 
(ng/ml) 

%RC %CV 

1 

10 9.093±0.561 91 6.168 
20 18.013±1.632 90 9.058 
50 49.016±3.791 98 7.733 

2 

10 8.850±0.940 88 10.586 
20 18.317±1.262 92 6.889 
50 47.472±5.015 95 10.564 

3 

10 9.081±0.893 91 9.831 
20 17.471±2.340 87 13.391 
50 45.29±6.445 91 14.230 

4 

10 9.147±0.992 91 10.844 
20 21.029±2.390 105 11.362 
50 48.314±3.351 97 6.936 

5 

10 9.437±0.518 94 5.483 
20 17.504±0.742 88 4.240 

50 46.058±5.230 92 11.355 

6 

10 9.190±0.674 92 7.338 

20 19.479±2.565 97 13.168 

50 45.304±4.099 91 9.048 

 

หมายเหตุ: n คือจ านวนครัง้ที่ทดสอบ; %RC คือ %recovery และ %CV คือ ค่า สมัประสิทธ์ิของ

ความแปรปรวน 
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ตาราง 12 ผลการวิเคราะห์ความถกูต้องและแม่นย าแบบ inter-assay 
 

ปริมาณทอ็กซิน 
ที่เติมลงในตัวอย่าง
เนือ้กุ้ง (ng/ml) 

Inter-assay (n=6) 

ปริมาณที่วดัได้ (ng/ml) %RC %CV 

10 9.133±0.190 91 2.082 
20 18.635±1.383 93 7.422 
50 46.909±1.591 94 3.391 

 
หมายเหตุ: n คือจ านวนครัง้ที่ทดสอบ; %RC คือ %recovery และ %CV คือ ค่า สมัประสิทธ์ิของ
ความแปรปรวน 
 

5.3.4 การตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND หลังการบ่มเชือ้ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB ที่มีตัวอย่างเนือ้กุ้ง 

เมื่อน าเชือ้ V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรค AHPND ความเข้มข้น 107 ถึง 
100 CFU ต่อมิลลิลิตร มาเลีย้งในอาหาร TSB ที่มีตัวอย่างเนือ้กุ้ งผสมอยู่ และเก็บตัวอย่างที่เวลา 
0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง แล้วแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส่วนหนึ่งน าไปท าให้เชือ้ตายที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที ก่อนน ามาหยดกระดาษไนโตรเซลลโูลส เพื่อน ามาทดสอบด้วยวิธี 
dot blotting กับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 17B, 110B, 101H และ 136D อีกส่วนน ามาผสมกับ 
lysis buffer และทดสอบด้วยวิธี sandwich ELISA โดยมีค่า cutoff ของค่าการดดูกลืนแสงที่ 492 
นาโนเมตร ระหว่างการให้ผลเป็นบวกหรือผลเป็นลบอยู่ที่ 0.100 พบว่าเมื่อทดสอบด้วยวิธี dot 
blotting โมโนโคลนอลแอนติบอดี 136D แสดงปฏิกิริยาอ่อนมาก (ไม่ได้แสดงผลการทดสอบ) 
ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดี 17B, 110B และ 101H สามารถตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้
ความเข้มข้น 1x107 CFU ต่อมิลลิลิตร ได้ตัง้แต่ชั่วโมงที่ 0 (ภาพประกอบ 26) ส่วนวิธี sandwich 
ELISA ตัง้แต่ชัว่โมงที่ 0 สามารถตรวจสอบเชือ้ได้ที่ 1x103 CFU ต่อมิลลิลิตร โดยมีปริมาณท็อกซิน
ที่ตรวจสอบได้เป็น 11.63 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่ อบ่ม เชื อ้ไปเป็นเวลา 3 ชั่วโมง  
วิธี  dot blotting สามารถตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ความเข้มข้นเร่ิมต้น  1x103 CFU ต่อ
มิลลิลิตร ในขณะที่วิธี sandwich ELISA  สามารถตรวจสอบได้ที่ 1x102 CFU ต่อมิลลิลิตร และ
ปริมาณท็อกซินที่ตรวจสอบได้เป็น 72.89 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และทัง้ 2 วิธีสามารถตรวจสอบ 
ท็อกซิน B ของเชือ้ความเข้มข้น 1 CFU ต่อมิลลิลิตรได้ เมื่อบ่มเชือ้ในอาหารไปแล้ว 6 ชั่วโมง  
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โดยปริมาณท็อกซินที่ตรวจสอบได้จากวิธี sandwich ELISA เป็น 599.16 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาพประกอบ 26 และ ตาราง 13 และ 14) 

 

 

 
ภาพประกอบ 26 การตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND หลงับ่มเชือ้ในอาหาร TSB ที่มี

ตวัอย่างเนือ้กุ้ง ด้วยวิธี dot blotting  
โดยน าเชือ้ VPAHPND ความเข้มข้น 107 ถึง 1 CFU ต่อมิลลิลิตร มาเลีย้งในอาหาร TSB ที่มีตัวอย่าง
เนือ้กุ้ งผสมอยู่ เก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง น ามาหยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลโูลส ก่อนบ่มกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ (17B, 110B และ 101H)  
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ตาราง 13 ผลการตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND ที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยวิธี sandwich 
ELISA หลงัการบ่มเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่มีตวัอย่างเนือ้กุ้ง ที่ระยะเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 
ชัว่โมง ตามล าดบั 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ความเข้มข้นของเชือ้ VPAHPND (CFU/ml) 
107 106 105 104 103 102 101 1 0 

ปริมาณทอ็กซินที่วัดได้ด้วยวิธี sandwich ELISA (ng/ml) 
0 453.45 48.39 11.90 11.60 11.63 ND ND ND - 

3 625.58 532.92 518.12 412.36 320.61 72.89 ND ND - 

6 746.99 650.62 662.22 721.26 662.42 671.21 619.73 599.16 - 

12 882.92 704.38 611.67 809.93 756.22 741.41 651.01 603.66 - 

24 1378.94 973.22 935.20 916.34 1086.67 1245.39 970.02 951.31 - 

 

หมายเหต:ุ ND คือ not detected 

 

ตาราง 14 การเปรียบเทียบผลการตรวจสอบท็อกซิน B ของเชือ้ VPAHPND หลงัการบ่มเชือ้ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB ที่มีตวัอย่างเนือ้กุ้ง ด้วยวิธี sandwich ELISA และวิธี dot blotting 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ความเข้มข้นของเชือ้ VPAHPND (CFU/ml) 
107 106 105 104 103 102 101 1 0 

ปฏิกิริยาจากวิธี sandwich ELISA / dot blotting 
0 +/+ +/ND +/ND +/ND +/ND ND/ND ND/ND ND/ND -/- 
3 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/ND ND/ND ND/ND -/- 
6 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/- 
12 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/- 
24 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/- 

 

หมายเหต:ุ ND คือ not detected 



 

บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

จากการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และท็อกซิน B โดยใช้ IPTG กระตุ้ น
แบ คที เ รีย  E. coli ส ายพั น ธุ์  BL21 ที่ มี รีค อม บิ แ น น ท์ พ ล าสมิ ด  ToxA-pET-15b ห รือ  
ToxB-pET-15b พบว่ามีการแสดงออกอย่างชดัเจนของรีคอมบิแนน์โปรตีนท็อกซิน A (His-ToxA) 
และท็อกซิน B (His-ToxB) ขนาดประมาณ 16 และ 50 กิโลดาลตันตามล าดับซึ่งมีขนาดตรงกับ
โปรตีนท็อกซิน A (ToxA) และท็อกซิน B (ToxB) ของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อ
เฉียบพลัน (VPAHPND) ที่มีรายงานก่อนหน้านี ้(Sirikharin et al., 2015) โดยรีคอมบิแนนท์โปรตีน
ของท็อกซินท่ีผลิตได้นีเ้มื่อน าไปท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ metal ion affinity column HisTrap FF พบว่า
ได้โปรตีนท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงสามารถน าไปใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสตัว์ทดลองส าหรับการ
ผลิตแอนติบอดีในรูปพอลิโคลนอลแอนติบอดีหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งจะเพิ่มโอกาสในการ
ผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูงได้ นอกจากนีย้งัสามารถน าไปใช้เป็นโปรตีนมาตรฐานส าหรับ
ใช้ในการเปรียบเทียบเพื่อวดัปริมาณท็อกซินที่สร้างจากเชือ้แต่ละชนิดที่มีการสร้างโปรตีนท็อกซิน  
ทัง้สองชนิดนีต่้อไป 

เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B บริสุทธ์ิไปปลูกภูมิคุ้มกันในกระต่ายเพื่อ
ผลิตเป็นพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A และ B โดยการเก็บแอนติซีรัมของ
กระต่ายมาท าให้บริสุทธ์ิ พบว่าพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ทัง้ 2 ชนิด มีความจ าเพาะและ
ความไวสงู เมื่อทดสอบด้วยวิธี Western blotting สามารถเกิดปฏิกิริยาที่ชดัเจนกบัโปรตีนท็อกซิน 
A หรือท็อกซิน B ขนาดประมาณ 16 และ 50 กิโลดาลตัน ตามล าดับ ทั ง้ใน รูปแบบของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนและท็อกซินที่สร้างจากเชือ้ VPAHPND ได้ และเมื่อทดสอบความไวด้วยวิธี dot 
blotting พบว่าพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน A และ B สามารถตรวจจับรีคอมบิแนนท์ 
ท็อกซินได้ที่ความเข้มข้นต ่าสดุ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีความไวต ่ากว่ารายงานก่อนหน้านี ้
ที่สามารถผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน B ที่มีความไวในการตรวจจับรีคอมบิแนนท์ 
ท็อกซินได้ที่ความเข้มข้น 6.25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการปลูกภูมิคุ้ มกันกระต่ายด้วย 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B เป็นจ านวน 4 ครัง้ (Duong et al., 2021)  

เมื่อน ารีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B บริสุทธ์ิไปปลูกภูมิคุ้ มกันในหนูขาว  
และเก็บแอนติซีรัมจากหนูขาวมาทดสอบความจ าเพาะ พบว่าหนูขาวสามารถตอบสนองต่อ  
รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน A และ B จึงเลือกตัวที่ตอบสนองดีที่สุดมาผลิตโมโนโคลนอล
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แอนติบอดี แต่ไม่สามารถผลิตเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน A ได้ คาดว่าน่าจะเกิดจาก
การที่ท็อกซิน A เป็นโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลค่อนข้างเล็ก ท าให้มีความเป็นอิมมูโนเจน  
(immunogen) ค่อนข้างต ่า อาจส่งผลให้กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัได้ไม่มากนกั (ไพศาล สิทธิกรกุล, 
2548) ท าให้มีปริมาณบีเซลล์ที่หลั่งแอนติบอดีที่จ าเพาะกับท็อกซิน A จ านวนไม่มาก เมื่อน าไป
หลอมรวมกับเซลล์ไมอิโลมาจึงอาจมีโอกาสไม่มากนกัในการที่บีเซลล์ที่หลัง่แอนติบอดีที่จ าเพาะ
กบัท็อกซิน A จะหลอมรวมกบัเซลล์ไมอิโลมากลายเป็นเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี ท าให้ใน
งานวิจัยครัง้นีไ้ม่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A ได้ อย่างไรก็ตาม
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อท็อกซิน B ได้จ านวน 4 โคลน ได้แก่ 17B, 110B, 101H 
และ 136D ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 4 โคลนที่ผลิตได้เป็นคลาส IgG โดยมี subclass เป็น 
IgG1 และ IgG2b สว่น light chain เป็น kappa (K) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหล่านีส้ามารถจบั
กับรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B, เชือ้ V. parahaemolyticus และ V. campbellii ไอโซเลตที่ 
ก่อโรคทัง้ 5 ไอโซเลตที่น ามาทดสอบด้วยวิธี dot blotting ได้ โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชือ้  
E. coli สายพันธุ์  BL21 ที่ใช้ในการเตรียมรีคอมบิแนนท์โปรตีน , V. parahaemolyticus, Vibrio 
spp. และแบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ก่อโรคอีก 25 ไอโซเลตที่น ามาทดสอบ และจากการทดสอบด้วย
วิธี Western blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้มีความจ าเพาะกับโปรตีนขนาด
ประมาณ 50 กิโลดาลตันของเชือ้ V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลัน  
ซึง่ตรงกบัขนาดของท็อกซิน B  

จากการศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 4 โคลน พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจ านวน 3 โคลน คือ 17B, 110B และ 101H มีความจ าเพาะต่ออิพิโทปต าแหน่งเดียวกนั
หรือคาบเก่ียวกนั ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 136D น่าจะมีความจ าเพาะต่ออิพิโทปที่ต่าง
ออกไป และจากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับรีคอมบิแนนท์
โปรตีนท็อกซิน B ด้วยวิธี dot blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 17B, 110B และ 101H มี
ความไวในการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ได้ที่  0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
สว่น 136D ตรวจสอบได้ที่ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งก่อนหน้านีม้ีรายงานการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อท็อกซิน B พบว่าสามารถตรวจสอบรีคอมบิแนนท์ท็อกซิน B ได้ที่ 0.78 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (Wangman et al., 2017; Wangman et al., 2020) อย่างไรก็ตามรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
ท็อกซิน B ที่ใช้ทดสอบในรายงานก่อนหน้านีเ้ชื่อมต่ออยู่กับโปรตีน Glutathione S-transferase 
(GST) ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ประมาณ  26 กิโลดาลตันท าให้ รีคอมบิแนนท์โปรตีน  
GST-ToxB มีขนาดรวมเป็น 76 กิโลดาลตัน ในขณะที่ รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ใช้ทดสอบใน
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การศึกษาครัง้นีเ้ชื่อมต่ออยู่กับโปรตีน histidine (His) จ านวน 6 โมเลกุลซึ่งมีขนาดเล็กกว่าท าให้
ขนาดโดยรวมของรีคอมบิแนนท์โปรตีน His-ToxB ยังคงเป็น 50 กิโลดาลตันเท่ากับขนาดของ 
ท็อกซิน B ตามธรรมชาติ ดงันัน้ในการน ามาทดสอบความไวของแอนติบอดี รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่
เชื่อมต่ออยู่กบั GST จึงอาจมีความเข้มข้นของท็อกซิน B ที่แท้จริงในตวัอย่างที่ใช้ในการทดสอบไม่
เท่ากับโปรตีนที่เชื่อมอยู่กับ histidine เนื่องมาจากขนาดและความเข้มข้นของโปรตีนที่เชื่อมอยู่
ด้วย จึงอาจท าให้ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีที่ได้จากการศึกษาในครัง้นีแ้ตกต่างจาก
แอนติบอดีที่ได้จากงานวิจยัก่อนหน้านี ้เนื่องจากแอนติเจนที่ใช้ทดสอบมีความแตกต่างกนั อย่างไร
ก็ตามการออกแบบรีคอมบิแนนท์โปรตีนให้เชื่อมอยู่กับ GST มักเกิดการแสดงออกของโปรตีนใน
ปริมาณมาก ท าให้สามารถผลิตโปรตีนได้คราวละมากๆ แต่การแสดงออกในปริมาณมากก็อาจ
ส่งผลให้เกิดการรวมตัวสะสมของโปรตีนเกิดเป็น inclusion bodies ท าให้โปรตีนที่ผลิตได้ละลาย
ได้น้อยลงหรือตกตะกอน และยงัท าให้โปรตีนที่ผลิตได้มีลกัษณะการพับตัวของโครงสร้างสามมิติ 
(three-dimensional folding) เปลี่ยนแปลงไปจากสภาพธรรมชาติ ซึ่งส่งผลต่อขัน้ตอนการท า
โปรตีนให้บริสุทธ์ิโดยอาศัยหลักการ affinity chromatography นอกจากนีด้้วยขนาดที่ใหญ่ของ
โปรตีน GST และความสามารถในการเกิดเป็น dimer จึงสง่ผลรบกวนคณุสมบติัของโปรตีนที่เชื่อม
อยู่ด้วย อีกทัง้ตัว GST เองยังเป็นโปรตีนที่มีความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้สูง จึงอาจ
รบกวนการสร้างภูมิคุ้มกันต่อโปรตีนที่สนใจ ดงันัน้อาจต้องเพิ่มขัน้ตอนของการตดั GST ออกหลงั
การท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิก่อนน าไปใช้ในการปลูกภูมิคุ้ มกัน (Kimple, Brill, & Pasker, 2013)  
ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงเลือกใช้ระบบการออกแบบรีคอมบิแนนท์โปรตีนให้เชื่อมอยู่กับ histidine 
เนื่องจากเป็นโปรตีนท่ีสามารถท าให้บริสทุธ์ิผ่าน metal ion affinity column chromatography ได้ 
แม้โปรตีนจะอยู่ในรูปแบบที่เปลี่ยนแปลงไปจากสภาพธรรมชาติ นอกจากนี ้histidine ยังเป็น
โปรตีนที่มีขนาดเล็กจึงแทบไม่รบกวนคุณสมบติัรวมถึงความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของ
โปรตีนที่ถกูน ามาเชื่อมอยู่ด้วย จึงสามารถน าไปใช้ปลกูภูมิคุ้มกนัได้โดยตรง โดยไม่จ าเป็นต้องเพิ่ม
ขัน้ตอนของการตัด histidine ออกจากโปรตีนดังกล่าว (GE-Healthcare, 2016; Kimple et al., 
2013) 

ส าหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 17B ซึ่งให้ค่าดูดกลืนแสงสูงสุดจากการตรวจสอบ 
อิพิโทปในการจับกับท็อกซิน B ด้วยวิธี ELISA และจับกับท็อกซินได้ทัง้ในรูปแบบของรีคอม -
บิแนนท์โปรตีนและรูปแบบท็อกซินธรรมชาติที่ถูกสร้างโดยเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรค 
ตบัฝ่อเฉียบพลนั จึงถูกน ามาใช้ควบคู่กบัพอลิโคลนอลแอนติบอดีในการพฒันาเป็นวิธี sandwich 
ELISA ส าหรับตรวจสอบท็อกซิน B โดยวิธี sandwich ELISA ที่พัฒนาขึน้สามารถตรวจสอบ 
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รีคอมบิแนนท์โปรตีนท็อกซิน B ได้ในช่วง 1-1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีความเข้มข้นของ
ปริมาณท็อกซิน B ต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD) และปริมาณสารต ่าสุดที่สามารถวัดในเชิง
ปริมาณได้อย่างถูกต้อง (LOQ) อยู่ที่ 1.1 และ 1.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ก่อนหน้านีม้ี
รายงานการพฒันา indirect ELISA โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อท็อกซิน A และ B 
พบว่ามีความไวในการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์โปรตีนของท็อกซินอยู่ที่ 8 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
(Mai et al., 2020) ซึ่งมีความไวต ่ากว่าวิธี sandwich ELISA ประมาณ  8 เท่า นอกจากนีย้ังมี
รายงานการใช้พอลิโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบท็อกซิน B ด้วยวิธี ELISA ซึ่งมีความความ
เข้มข้นของปริมาณท็อกซิน B ต ่าสดุที่สามารถตรวจวดัได้เป็น 0.1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (Duong 
et al., 2021) ซึ่งสูงกว่าวิธี sandwich ELISA จากการศึกษาในครัง้นีป้ระมาณ 10 เท่า อย่างไรก็
ตามจากการศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่าปริมาณของท็อกซิน B ที่ท าให้เกิดการตายของกุ้ งคือ 5 
ไมโครกรัมต่อกรัมของกุ้ ง (Sirikharin et al., 2015) และปริมาณของท็อกซิน B ที่ตกตะกอนได้จาก
การเลีย้งเชือ้ V. parahaemolyticus ไอโซเลตที่ก่อโรคที่ท าให้กุ้ งตายได้นัน้มีความเข้มข้นอยู่ที่ 4.8 
ไมโครกรัมต่อกรัมของโปรตีนรวม (Phiwsaiya et al., 2017) ดังนัน้ความไวของวิธี sandwich 
ELISA ที่พัฒนาขึน้ในการศึกษาครัง้นีน้่าจะเพียงพอส าหรับการตรวจสอบท็อกซิน B ที่ท าให้เกิด
โรคตบัฝ่อเฉียบพลนั และท าให้เกิดการตายของกุ้งได้ 

จากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของวิธี sandwich ELISA ในการตรวจสอบท็อกซิน B 
สามารถเกิดปฏิกิริยากับเชือ้ V. parahaemolyticus และ V. campbellii ไอโซเลตที่ก่อโรคทัง้ 15 
ไอโซเลตที่น ามาทดสอบได้ และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกบั V. parahaemolyticus, Vibrio spp. และ
แบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ก่อโรคอีก 26 ไอโซเลตที่น ามาทดสอบ และเมื่อทดสอบความถูกต้องของ
การทดสอบพบว่าวิธี sandwich ELISA มี %recovery อยู่ในช่วง 87 - 105% ซึ่งถือเป็นช่วงที่
ยอมรับได้ (Lugos et al., 2019) และเมื่อทดสอบความแม่นย าของการทดลองซ า้ในครัง้เดียวกัน 
(intra-assay) และการทดลองซ า้ระหว่างครัง้การทดลอง (inter-assay) พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวน (coefficient of variation) ไม่เกิน 15%  

จากการน าวิธี sandwich ELISA ไปใช้ในการตรวจสอบท็อกซินหลงัการบ่มเชือ้ในอาหาร
ที่มีตัวอย่างเนือ้กุ้ งผสมอยู่พบว่าสามารถตรวจสอบเชือ้ความเข้มข้น 1x103 CFU ต่อมิลลิลิตรได้
ตัง้แต่ชั่วโมงที่ 0 และเมื่อบ่มเชือ้ไปเป็นเวลา 3 ชั่วโมง สามารถตรวจสอบได้ท่ี 1x102 CFU ต่อ
มิลลิลิตร และสามารถตรวจสอบเชือ้ปริมาณ 1 CFU ต่อมิลลิลิตรได้เมื่อบ่มเชือ้เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
ทัง้นีจ้ากคู่มือการตรวจโรคสัตว์น า้ด้วยเทคนิค PCR ของกรมประมงได้แนะน าการตรวจเชือ้  
V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั โดยการบ่มตวัอย่างในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็น
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เวลา 3 - 18 ชัว่โมง หรือจนกว่าตวัอย่างจะมีลกัษณะขุ่น (กรมประมง, 2561) ดงันัน้วิธี sandwich 
ELISA ส าหรับตรวจสอบท็อกซินของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลันนี ้ 
อาจสามารถน ามาใช้ตรวจสอบท็อกซินของเชือ้ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลนั ควบคู่ไปกบัการตรวจสาร
พันธุกรรมของท็อกซินด้วยเทคนิค PCR ได้ เนื่องจากใช้เวลาในการบ่มเชือ้อยู่ในช่วงเดียวกัน  
และยังเป็นการยืนยันว่าเชือ้ที่มีสารพันธุกรรมดังกล่าว สามารถผลิตท็อกซินที่เป็นสาเหตุของโรค
ตับฝ่อเฉียบพลันที่สมบูรณ์ออกมาได้ เนื่องจากมีการพบสายพันธุ์กลายของเชือ้ที่ตรวจพบ 
สารพนัธุกรรมของท็อกซิน แต่ไม่สามารถผลิตท็อกซินที่สมบูรณ์ออกมาได้ จึงไม่สามารถก่อโรคตบั
ฝ่อเฉียบพลัน และไม่ท าให้เกิดการตายของกุ้ ง (Aranguren Caro et al., 2020) และเนื่องจากมี
รายงานว่าความรุนแรงของโรคตบัฝ่อเฉียบพลนันัน้ไม่ได้ขึน้อยู่กบัจ านวนของยีน (gene copy) แต่
ขึน้อยู่กบัปริมาณของท็อกซิน (Tinwongger et al., 2016) การตรวจวดัปริมาณท็อกซินด้วยเทคนิค 
sandwich ELISA นีจ้ึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาเก่ียวกบัโรคตบัฝ่อเฉียบพลนัต่อไปได้ 

นอกจากนีเ้ทคนิค sandwich ELISA ยังเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะและความไวสูง ไม่
จ าเป็นต้องใช้ตวัอย่างท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู ท าให้ลดความยุ่งยากในการเตรียมตวัอย่างลงได้ อีกทัง้
สามารถตรวจสอบตัวอย่างได้คราวละหลายตัวอย่างพร้อมกัน จึงลดค่าใช้จ่ายในการตรวจแต่ละ
ตัวอย่างลงได้ ข้อได้เปรียบเหล่านีอ้าจเป็นประโยชน์ส าหรับการน าไปใช้ตรวจติดตามโรคใน
อตุสาหกรรมการเลีย้งกุ้ง ซึง่ต้องมีการสุม่ตวัอย่างคราวละมากๆ ได้  
 อย่างไรก็ตามมีการคาดการณ์ว่าท็อกซิน B ที่สร้างโดยเชือ้ Vibrio spp. ไอโซเลตที่ก่อโรค 
ตับฝ่อเฉียบพลันน่าจะมีบทบาทส าคัญในการก่อโรคและท าให้เกิดการตายของกุ้ ง เนื่องจากมี
โครงสร้างที่คล้ายกับโดเมน I ที่ท าให้เกิดรูพรุน (pore-forming domain I) และโดเมน II ที่จับกับ
โป ร ตี น ตั ว รับ  (receptor-binding domain II) ขอ งท็ อ กซิ น  Cry ที่ ส ร้า ง โดย เชื อ้  Bacillus 
thuringiensis ซึ่งเป็นท็อกซินที่ ก่อโรคและท าให้ เกิดการตายของแมลง (Lin et al., 2017) 
นอกจากนีย้ังมีรายงานว่าเมื่อแยกฉีดท็อกซิน A กับท็อกซิน B และท็อกซิน A ผสมกับ B เข้าสู่กุ้ ง 
แล้วตรวจสอบเนือ้เยื่อตับและตับอ่อนของกุ้ งพบว่าท็อกซิน A เพียงอย่างเดียวก่อให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อเพียงเล็กน้อย ในขณะที่ท็อกซิน B เพียงอย่างเดียว และท็อกซิน A ผสม
กบั B สามารถชักน าให้เกิดลกัษณะของโรคตับฝ่อเฉียบพลนั ซึ่งมีการหลุดลอกของเซลล์บุท่อตับ
และตับอ่อนได้ (Lee et al., 2015) แต่อย่างไรก็ตามยังมีรายงานว่าการใช้ท็อกซิน A และ B 
ร่วมกันอย่างละ 10 ไมโครกรัมต่อกรัมของกุ้ งท าให้เกิดการตายสะสม 100% ภายในเวลา 24 
ชัว่โมง ในขณะที่ท็อกซิน B ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อกรัมของกุ้งเพียงอย่างเดียวท าให้เกิด
การตายได้ 10% ดังนัน้การมีทัง้ท็อกซิน A ร่วมกับท็อกซิน B น่าจะมีส่วนส าคัญในการส่งเสริม



  96 

ความรุนแรงของโรคตบัฝ่อเฉียบพลนั (Sirikharin et al., 2015) นอกจากนีย้งัมีรายงานว่ามีโปรตีน
ชนิดอ่ืนที่พบในเชือ้ก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลัน ที่อาจช่วยส่งเสริมความรุนแรงในการก่อโรคได้ 
(Prachumwat et al., 2019) ดังนัน้ในอนาคตจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมหรือพัฒนาวิธีตรวจสอบ
โปรตีนชนิดอ่ืนที่เก่ียวข้องกับการก่อโรคตับฝ่อเฉียบพลนั ก็อาจท าให้สามารถป้องกันการระบาด
และลดความเสียหายที่เกิดขึน้ต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งกุ้ งที่มีสาเหตุมาจากโรคตับฝ่อ
เฉียบพลนัได้ดียิ่งขึน้ 
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ข้อมูลดิบของการทดสอบความถูกต้องและความแม่นย าของวิธีการ sandwich 
ELISA 

 

ความเข้มข้นของท็อกซิน B ที่วดัได้ในตวัอย่างที่เติมท็อกซิน B ลงไปในเนือ้กุ้ง  

ตวัอย่างที่ 1 ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
 Well No. AVG SD % 

1 2 3 4 5 6 

Plate 
No. 

1 9.177 8.524 8.481 8.950 9.909 9.520 9.093 0.561 6.168 

2 10.150 8.753 8.102 8.022 8.206 9.864 8.850 0.937 10.586 

3 10.843 9.010 8.697 8.966 8.460 8.509 9.081 0.893 9.831 

4 10.009 9.284 9.816 9.901 8.267 7.609 9.147 0.992 10.844 

5 10.153 8.821 9.779 9.059 9.102 9.710 9.437 0.517 5.483 

6 8.658 8.618 8.703 9.707 9.189 10.267 9.190 0.674 7.338 

  
      

9.133 0.190 2.082 

 

ตวัอย่างที่ 2 ความเข้มข้น 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
 Well No. AVG SD % 

1 2 3 4 5 6 

Plate 
No. 

1 17.500 17.260 17.067 16.652 21.094 18.505 18.013 1.632 9.058 

2 20.451 18.449 17.412 18.245 18.603 16.741 18.317 1.262 6.889 

3 21.670 18.529 17.104 16.091 16.169 15.262 17.471 2.339 13.391 

4 23.203 21.260 23.203 20.512 16.705 21.289 21.029 2.389 11.362 

5 17.736 16.228 17.328 17.419 17.855 18.459 17.504 0.742 4.240 

6 22.457 17.914 22.881 16.694 18.771 18.159 19.479 2.565 13.168 

        18.635 1.383 7.422 

 

ตวัอย่างที่ 2 ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
 Well No. AVG SD % 

1 2 3 4 5 6 

Plate 
No. 

1 51.962 45.263 44.607 52.506 47.052 52.704 49.016 3.790 7.733 

2 51.090 50.356 41.409 48.757 40.933 52.287 47.472 5.015 10.564 

3 58.098 43.623 40.622 41.357 43.602 44.434 45.289 6.445 14.230 

4 49.869 53.064 44.912 44.245 47.811 49.983 48.314 3.351 6.936 

5 46.357 41.558 55.795 46.867 42.235 43.539 46.058 5.230 11.355 

6 48.335 45.466 41.479 40.780 51.516 44.246 45.304 4.099 9.048 

        46.909 1.591 3.391 
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อาหารเลีย้งเชือ้  
 

1. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
Tryptone       5.0 กรัม 
Yeast-extract       2.5 กรัม 
NaCl        5.0 กรัม 
Agar        7.5 กรัม 
ปรับปริมาตรให้ได้ 500 มล. และท าการฆ่าเชือ้ด้วยเคร่ือง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121°C 

เป็นเวลา 15 นาท ี
 

2. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Luria-Bertani (LB broth) 
Tryptone       5.0 กรัม 
Yeast-extract       2.5 กรัม 
NaCl        5.0 กรัม 
ปรับปริมาตรให้ได้ 500 มล. และท าการฆ่าเชือ้ด้วยเคร่ือง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121°C 

เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Tryptic soy agar (TSA) 

Tryptone       17.0 กรัม 
Soytone       3.00 กรัม 
Dextrose       2.50 กรัม 
NaCl        5.00 กรัม 
K2HPO4       2.50 กรัม 
Agar        15.0 กรัม 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล. pH 7.3 และท าการฆ่าเชื อ้ด้วยเคร่ือง autoclave ท่ี

อณุหภมูิ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี
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4. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Tryptic soy broth (TSB) 
Tryptone       17.0 กรัม 
Soytone       3.00 กรัม 
Dextrose       2.50 กรัม 
NaCl        5.00 กรัม 
K2HPO4       2.50 กรัม 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มล. pH 7.3 และท าการฆ่าเชื อ้ด้วยเคร่ือง autoclave ท่ี

อณุหภมูิ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี
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บัฟเฟอร์และสารเคมี 
 

1. IPTG ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 
IPTG  238.00 มิลลิกรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

 
2. PMSF ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 

PMSF  17.40 มิลลิกรัม 
Isopropanol 1.00 มิลลิลิตร 

 
3. สารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) ความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ pH 7.2 

NaCl  8.00 กรัม 
KCl 0.20 กรัม 
KH2PO4 0.20 กรัม 
Na2HPO4 1.15 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 

4. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 
Skimmed milk 5.00 กรัม 
สารละลาย PBS ความเข้มข้น 0.15 M pH 7.2 100.00 มิลลิลิตร 
Merthiolate 1% (Sigma) 1.00 มิลลิลิตร 
Triton X-100 (Sigma)  0.10 มิลลิลิตร 

 
5. Merthiolate ความเข้มข้น 1% 

Thimerosal (Sigma) 1.00 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 100.00 มิลลิลิตร 
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6. lysis buffer (30 mM Tris, 336 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 9.3) 

Tris (BIO-RAD) 3.6342 กรัม 
NaCl 19.6358 กรัม 
EDTA 2.9224 กรัม 
Triton X-100 10.00 มิลลิลิตร 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1,000.00 มิลลิลิตร 
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สารเคมีท่ีใช้ในการผลิตไฮบริโดมา 
 
1. อาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมา (RPMI medium) 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA) 10.40 กรัม 
D-glucose (Sigma) 3.60 กรัม 
L-glutamine (Sigma) 0.2923 กรัม 
Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma) 1.1005 กรัม 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 2.0160 กรัม 
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N-2- 
ethane sulfonic acid) (Sigma) 

5.5925 กรัม 

Penicillin G 20,000 unit 
Streptomycin G 200.00 มิลลิกรัม 
น า้กลัน่ (Milli Q water)  1,000.00 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้ผสมส่วนผสมจนเข้ากนั ท าให้ปลอดเชือ้ด้วย

การกรองผ่าน sterilized Millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร จากนัน้เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
4 ºC 
 
2. อาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาที่เสริมด้วย Fetal bovine serum ความเข้มข้น 20% 

RPMI medium (1) 80.00 มิลลิลิตร 
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia) 20.00 มิลลิลิตร 
100 x HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.00 มิลลิลิตร 

 
3. อาหารคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมา (HAT medium) 

เม็ดเลือดแดงจากหนเูมาส์ 1% ใน RPMI medium (1) 80.00 มิลลิลิตร 
FBS RPMI medium (1) 20.00 มิลลิลิตร 
100 x HT supplement RPMI medium (1) 1.00 มิลลิลิตร 
50 x Aminopterin (Sigma) RPMI medium (1) 2.00 มิลลิลิตร 
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4. สารละลายเพื่อใช้ในการหลอมรวมเซลล์ (Polyethylene glycol ความเข้มข้น 40%) 
Polyethylene glycol 5.00 กรัม 
RPMI medium (1) 5.00 มิลลิลิตร 
เติม  RPMI medium (1) ล งใน  Polyethylene glycol ที่ ป ราศจาก เชื อ้  บ่ ม ในตู้ บ่ ม

คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อณุหภมูิ 37ºC ก่อนน ามาใช้งาน 
 

5. สารละลายเพื่อใช้ในการแช่แข็งเซลล์ไฮบริโดมา (Dimethyl sulfoxide ความเข้มข้น 
12%) 

Dimethyl sulfoxide (Sigma) 12.00 มิลลิลิตร 
RPMI medium (1) 88.00 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากนั เก็บท่ีอณุหภมูิ 4ºC ก่อนน ามาใช้งาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก จ 
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บัฟเฟอร์และสารเคมีที่ใช้ในงาน Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western blotting 

 
1. Stock solution 

1.1 สารละลายโมโนเมอร์ (30% T, 2.7% CBis) 
Acrylamide      58.40 กรัม 
N, N’-methylene-bis-acrylamide    1.60  กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร     200.00 มล. 
ผสมให้เข้ากนั เก็บในขวดสีชา ที่อณุหภมูิ 4 ºC 
 

1.2 4x running gel buffer (tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH 8.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)  36.3 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร     200.0 มล. 
 

1.3 4X Stacking gel buffer (tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 6.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD)  3.0 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร     50.0 มล. 
 

1.4 SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% 
Sodium dodecyl sulfate     50.0 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร     500.0 มล. 
 

1.5 Ammonium persulfate ความเข้มข้น 10% 
Ammonium persulfate     0.1 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร     1.0 มล. 
 

1.6 Running gel overlay 
Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ (1.2)   25.0 มล. 
SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% (1.4)   1.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร     100 มล. 
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1.7 2x treatment buffer 

Tris ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (1.3)             2.5 มล. 
SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% (1.4)            4.0 มล. 
Glycerol                2.0 มล. 
ᵦ-mercaptoethanol              1.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร              0.5 มล. 
 

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel  
2.1 การเตรียม separating gel ส าหรับ SDS-PAGE 15% gel (15% T2.7% CBis) 

สารละลายโมโนเมอร์ (1.1)            15.0 มล. 
Tris-HCl 1.5 โมลาร์ pH 8.8 (1.2)             7.5 มล. 
SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% (1.4)             0.3 มล. 
น า้กลัน่                0.75 มล. 
10% Ammonium persulfate (1.5)           150.0 ไมโครลิตร 
N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine (TEMED)         20.0 ไมโครลิตร 
 

2.2 การเตรียม stacking gel ส าหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T2.7% CBis) 
สารละลายโมโนเมอร์ (1.1)            2.66 มล. 
Tris-HCl 0.5 โมลาร์ pH 6.8 (1.3)             5.0 มล. 
SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% (1.4)            0.2 มล. 
น า้กลัน่              12.2 มล. 
10% Ammonium persulfate (1.5)           100.0 ไมโครลิตร 
N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine (TEMED)        10.0 ไมโครลิตร 
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ตาราง ส่วนผสมพอลิอะคริลาไมด์ของ separating gel และ stacking gel 

สว่นผสม Separating gel Stacking gel 
15% T2.7% CBis 4% T2.7% CBis 

30% T, 2.7% CBis 15 มล. 2.66 มล. 
Tris-HCl 1.5 โมลาร์ pH 8.8 (1.2)            7.5 มล. - 
Tris-HCl 0.5 โมลาร์ pH 6.8 (1.3) - 5 มล. 
SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% (1.4) 0.3 มล. 0.2 มล. 
น า้กลัน่ 6.75 มล. 12.2 มล. 
10% Ammonium persulfate (1.5) 150 ไมโครลิตร 100 ไมโครลิตร 
(TEMED)         20 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 

  

3. Running buffer 
3.1 SDS-PAGE Tank buffer 

Tris             12.0 กรัม 
Glycine             57.6 กรัม 
SDS ความเข้มข้นความเข้มข้น 10% (1.4)          40.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร                  4,000.0 มล. 
 

4. สารละลายย้อมโปรตีน และล้างสีส่วนเกิน 
4.1 สารละลายย้อมโปรตีน (Coomassie blue) 

4.1.1 Stain stock (สี Coomassie blue R-250 ความเข้มข้น 1%) 
สี Coomassie blue R-250            1.0 กรัม 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร         100.0 มล. 

4.1.2 Stain (สี Coomassie blue R-250 ความเข้มข้น 0.01%) 
Stain stock             50.0 มล. 
Methanol            250.0 มล. 
Acetic acid             50.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร         500.0 มล. 
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4.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 
4.2.1 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 1 

Methanol           550.0 มล. 
Acetic acid           100.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร       1000.0 มล. 

4.2.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 2 
Methanol             50.0 มล. 
Acetic acid              70.0 มล 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร       1000.0 มล. 
ท าการย้อมเจลโดยถอดเจลออกจากกระจก แช่ลงในสีย้อม Coomassie blue R-

250 ความเข้มข้น 0.01% (4.1.2) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 2-4 ชัว่โมง จากนัน้ท าการล้างสีส่วนเกินโดย
น าเจลลงแช่ใน สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 1 (4.2.1) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
เมื่อครบเวลา ย้ายเจลลงแช่ใน สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 2 (4.2.2) จนสีพืน้ของเจล
ใสปราศจากส ี

  
5. Towbin transfer buffer pH 8.8 เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ Western blotting  

Tris              3.03 กรัม 
Glycine            14.4 กรัม  
Methanol            200.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร          800.0 มล. 
แช่บฟัเฟอร์ให้เย็นจดัก่อนน าไปใช้ 

 

 

  
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ฉ 
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สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจสอบ class และ Subclass ของโมโนโคลนอล
แอนติบอด ี

 
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบด้วย 

1. Rabbit anti-Mouse IgG1 (ᵧ1 chain specific) 
2. Rabbit anti-Mouse IgG2a (ᵧ2a chain specific) 
3. Rabbit anti-Mouse IgG2b (ᵧ2b chain specific) 
4. Rabbit anti-Mouse IgG3 (ᵧ3 chain specific) 

5. Rabbit anti-Mouse IgA (α chain specific) 

6. Rabbit anti-Mouse IgM (µ chain specific) 
7. Rabbit anti-Mouse kappa light chain 
8. Rabbit anti-Mouse lambda light chain 
9. Normal Rabbit Serum (negative control) 
10. Positive control, Monoclonal Mouse IgG1 (Mouse IgG1 ใน  RPMI-1640 ท่ี

เสริมด้วย 10% FBS)  
11. Substrate buffer, concentrated (10x) (1M citrate, pH 4.2, containing 

0.03% H2O2) 
12. ABTS substrate, concentrated (50x) (2,2-azino-di (3-ethlbenzthiazoline 

sulfonic acid)) 
13. Blocking solution, concentrated (50x) (25% BSA and 0.05% NaN3) 
14. HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), concentrated (50x) 
15. Goat anti- Mouse IgGAM, concentrated (50x) (0.5 mg/ml containing 

10% glycerol and 0.05% NaN3) 
16. 50% Tween 20  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ช 
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บัฟเฟอร์และสารเคมีในงาน Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 
1. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 

Skimmed milk               5.0 กรัม 
สารละลาย PBS ความเข้มข้น 0.15 M pH 7.2        100.0 มล. 
Merthiolate 1% (Sigma)              1.0 มล. 
Triton X-100 (Sigma)               0.1 มล. 
 

2. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 0.5% 
สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5%           50.0 มล. 
สารละลาย PBS ความเข้มข้น 0.15 M pH 7.2        950.0 มล. 
 

3. Citrate buffer ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 4.5 
Sodium citrate          29.41 กรัม 
Merthiolate 1% (Sigma)            10.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร        1000.0 มล. 
ปรับ pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 N 
 

4. กรดซัลฟูริกเข้มข้น 1 N 
Sulfuric acid              27.0 มล. 
เติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร        1000.0 มล. 
 

5. O-Phenylenediamine (OPD) 



 

 
ประวัติผู้เขียน  

ประวัติผู้ เขียน 
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