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การแพร่ระบาดของเชื ้อไวรัส  nervous necrosis virus (NNV) ซึ่งเป็นสาเหตุของโรค  viral nervous 

necrosis (VNN) ส่งผลใหเ้กิดความสูญเสียอย่างมากในอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสัตวน์ า้  ดังนั้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่
จะตอ้งพฒันาเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการตรวจจบัและควบคมุการติดเชือ้ NNV เพ่ือลดผลกระทบต่อเกษตรกร  ยีนที่
เป็นรหัสของโปรตีนแคปซิดของเชือ้  red-spotted grouper nervous necrosis virus  (RGNNV)   ไดถู้กน ามาโคลนเขา้
สู่พลาสมิดและน าเขา้สู่เชือ้ E. coli ภายหลังกระตุน้การแสดงออก พบว่ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดที่ผลิตขึน้มีน า้หนัก
โมเลกุลประมาณ 63 กิโลดาลตัน จากการน าแคปซิดโปรตีนไปผสมกับน า้เลีย้งเซลล์ E11 ที่ติดเชื ้อ RGNNV ไปปลูก
ภูมิคุม้กันในหนูเมาส ์พบว่าสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อ RGNNV ได ้5 โคลน ไดแ้ก่ 5C1, 
5C4, 14E6, 15E10 และ 9D1 ซึ่งสามารถตรวจจับการติดเชือ้  RGNNV ในตัวอย่างปลาได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วย
เทคนิค dot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry โดยไม่แสดงปฏิกิริยาขา้มกับรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
แคปซิดของ infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV), scale drop disease virus (SDDV), tilapia lake 
ไวรสั (TiLV) หรือแบคทีเรียก่อโรคที่พบไดท้ั่วไปในอุตสาหกรรมเพาะเลีย้งสัตวน์ า้  การตรวจสอบ class และ subclass 
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่า 5C1, 5C4 และ 9D1 เป็น IgG โดยมี subclass คือ IgG2a, IgG2a และ IgG2b 
ตามล าดับ  ส่วน  14E6 และ  15E10 เป็น  IgA โดยทั้งหมดมี  light chain เป็น  kappa (K) และสามารถแบ่งตาม
ความจ าเพาะต่ออิพิโทปที่แตกต่างกันออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 คือ 5C1 และ 5C4 กลุ่มอิพิโทปที่ 2 คือ 14E6, 15E10 
และ 9D1 เม่ือทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting โดยใชร้ีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดที่ท า
ให้บริสุทธ์ิ พบว่า 9D1 และ 5C4 มีความไวสูงในการจับกับรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดเท่ากับ  0.274 และ 0.547 
ไมโครกรมั/ มิลลิลิตร และตรวจหาเชือ้ NNV จากสารสกัดเนือ้เยื่อของปลาติดเชือ้ที่เจือจาง 1:256 และ 1:128 ตามล าดับ 
และพบว่าเม่ือรวมแอนติบอดีทัง้สองชนิดเขา้ดว้ยกัน ท าใหค้วามไวในการตรวจการติดเชือ้ RGNNV เพ่ิมขึน้ แต่ยังคงต ่า
กว่าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค RT-PCR สองเท่า นอกจากนีย้ังสามารถใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีตรวจสอบการติดเชือ้ 
RGNNV จากตัวอย่างปลาติดเชื ้อได้ 14/15 ตัวอย่าง ซึ่งใกล้เคียงกับวิธี RT-PCR ที่สามารถตรวจได้ 15/15 ตัวอย่าง 
ดงันัน้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึน้ สามารถน ามาประยุกตใ์ชเ้พ่ือตรวจสอบการติดเชือ้ RGNNV จากตวัอย่างปลาที่
ติดเชือ้ตามธรรมชาติโดยใชก้ารตรวจวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคที่ใชห้ลกัการของแอนติบอดี เช่น dot blotting ได ้
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The outbreaks of the nervous necrosis virus (NNV), which causes viral nervous necrosis 

(VNN), have resulted in huge losses in the aquaculture industry. Therefore, it is essential to develop effective 
tools to detect and control NNV infection in order to minimize the impact on farmers. The gene encoding the 
major capsid protein (MCP) of red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) was cloned into a 
plasmid and transformed into E. coli. These recombinant capsid proteins were produced and had an 
approximate molecular weight of 63 kilodaltons (kDa). This protein was purified and mixed with the culture 
fluid of RGNNV-infected E11 cells for immunization of Swiss mice to generate MAbs specific to RGNNV. A 
total of five clones, namely 5C1, 5C4, 14E6, 15E10, and 9D1, were obtained. These MAbs can effectively 
detect RGNNV infection in fish samples using dot blotting, Western blotting, and immunohistochemistry 
without exhibiting cross-reactivity with the recombinant capsid protein of infectious spleen and kidney 
necrosis virus (ISKNV), scale drop disease virus (SDDV), tilapia lake virus (TiLV), or common bacterial 
pathogens in the aquaculture industry. The class and subclass of the MAbs were examined, revealing that 
5C1, 5C4, and 9D1 belonged to the IgG class, with subclass IgG2a, IgG2a, and IgG2b, respectively. 
Meanwhile, 14E6 and 15E10 belonged to the IgA class, with kappa (K) as the light chain. All of these 
antibodies target different epitopes and divided into two groups: the first group consisted of 5C1 and 5C4, 
and the second group consisted of 14E6, 15E10, and 9D1. By dot blot assay, the sensitivity of MAbs using 
purified recombinant capsid protein, 9D1 and 5C4 demonstrated the high sensitivity and binding capacity to 
the recombinant capsid protein of 0.274 and 0.547 micrograms/milliliter, respectively. and detected the 
homogenate of NNV-infected fish at dilutions of 1:256 and 1:128, respectively. Combination of both 
antibodies, the sensitivity for the detection of RGNNV infection increased but was two times lower than that of 
RT-PCR. In addition, MAbs could be used to detect RGNNV infection in 14/15 fish samples, which was close 
to the detection rate of 15/15 by RT-PCR. Therefore, the generated MAbs can be applied to detect RGNNV 
infection from naturally infected fish samples using an antibody-based assay such as dot blotting. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

ภูมิหลัง 
การเพาะเลีย้งสัตวน์ า้ในปัจจุบันมีความส าคัญมากขึน้ เน่ืองจากเป็นการเพาะเลีย้งเพื่อ

ทดแทนผลผลิตสัตว์น ้าท่ีได้จากธรรมชาติ จากข้อมูลขององค์การอาหารและการเกษตรแห่ง
สหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of United Nation : FAO) รายงานว่า พ.ศ. 
2557 ประเทศไทยถูกจัดเป็นหน่ึงในประเทศผู้ผลิตสินค้าประมงท่ีส าคัญของโลก (FAO, 2016) 
สินคา้ประมงของไทยมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจของประเทศเป็นอย่างมาก สามารถน ารายไดเ้ขา้สู่
ประเทศจ านวนมาก ปัจจบุนัสินคา้ประมงของไทยมีคณุภาพไดม้าตรฐานสากลจนเป็นท่ียอมรบัใน
ตลาดโลก ตลาดส่งออกท่ีส าคัญของไทย ได้แก่ สหรฐัอเมริกา ญ่ีปุ่ น สหภาพยุโรป และอาเซียน 
สินคา้ส่งออกท่ีส าคัญ ได้แก่ กุง้และผลิตภัณฑ ์ทูน่ากระป๋อง และหมึกสดแช่แข็ง (ชมัยพร ชูงาน, 
2561) ปลานับเป็นสัตวเ์ศรษฐกิจท่ีส าคัญอย่างหน่ึงท่ีมีการเพาะเลีย้งกันอย่างแพร่หลายสามารถ
สรา้งรายไดใ้หก้ับประเทศไทยและอีกหลายประเทศทั่วโลก ไม่ว่าจะเป็นปลาน า้จืด ปลาน า้กร่อย 
และปลาทะเล โดยจากค่าประมาณการผลผลิตจากการท าการประมงทะเลใน ปี พ.ศ. 2563 มี
ปริมาณและมูลค่าการจับสัตวน์ า้ในแต่ละกลุ่มสัตวน์ า้พบว่า กลุ่มปลาจับไดม้ากท่ีสดุ 1,211,893 
ตนั มูลค่าผลผลิต 34,443 ลา้นบาท (รอ้ยละ 51.21) การประมาณการผลผลิตจากการเพาะเลีย้ง
สตัวน์ า้จืดใน ปี พ.ศ. 2563 พบว่า ปลานิล มีการเพาะเลีย้งมากท่ีสุด มูลค่าผลผลิต 10,117 ลา้น
บาท (รอ้ยละ 39.65) ปลาดกุ มลูค่าผลผลิต 4,452 ลา้นบาท (รอ้ยละ 17.45) ปลาตะเพียน มูลค่า
ผลผลิต 992 ลา้นบาท (รอ้ยละ 3.89) ปลาช่อน มูลค่าผลผลิต 130 ลา้นบาท (รอ้ยละ 0.51) ปลา
แรด มูลค่าการผลิต 73 ลา้นบาท (รอ้ยละ 0.29) ประมาณการผลผลิตจากการเพาะเลีย้งสัตวน์ า้
ชายฝ่ังใน ปี พ.ศ. 2563 พบว่าปลากะพงมีการเลีย้งมากท่ีสดุ มูลค่าผลผลิต 3,904 ลา้นบาท (รอ้ย
ละ 93.44) และรองลงมาเป็นการเลีย้งปลากะรงั มูลค่าผลผลิต 274 ลา้นบาท (รอ้ยละ 6.56) (กอง
นโยบายและแผนพฒันาการประมง, 2563) จากขอ้มลูเบือ้งตน้เหล่านีแ้สดงใหเ้ห็นถึงความส าคัญ
ของการเพาะเลีย้งสัตวน์ า้ในกลุ่มปลา เน่ืองจากสามารถสรา้งรายไดอ้ย่างมากใหก้บัเกษตรกรจน
กลายเป็นอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งขนาดใหญ่ ซึ่งส่วนใหญ่มีจุดประสงคใ์นการเพิ่มผลผลิตให้
เพียงพอต่อความตอ้งการของตลาด จึงเกิดการเพาะเลีย้งท่ีมีความหนาแน่นต่อพืน้ท่ีการเพาะเลีย้ง
มากเกินไป (intensive system) ส่งผลท าใหบ้่อและบริเวณท่ีเพาะเลีย้งเกิดความเส่ือมโทรม รวมถึง
การเกิดโรคระบาดในสัตวน์ า้ (Bondad-Reantaso et al., 2005) ท่ีมักมีสาเหตุมาจากการจัดการ
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และการควบคมุโรคท่ีไม่เหมาะสม โดยโรคระบาดท่ีเป็นปัญหาในปัจจุบนัส่วนใหญ่เกิดจากการติด
เชือ้แบคทีเรีย เชือ้รา โปรโตซวั ปรสิต และไวรสั ท าใหเ้กิดความเสียหายอย่างมากแก่เกษตรกร เช่น 
ผู้เพาะพันธุ์ และผู้อนุบาลปลา โดยเฉพาะไวรัสในกลุ่ม nervous necrosis virus (NNV) เป็น
สาเหตุส าคัญท่ีก่อให้เกิดโรคติดเชือ้ในปลาทัง้ปลาทะเล ปลาน า้จืด และปลาน า้กรอ่ย ท าใหป้ลา
ตายเป็นจ านวนมากโรค viral nervous necrosis (VNN) หรือ โรค viral encephalopathy and 
retinopathy (VER) ซึ่งเป็นโรคท่ีเคยปรากฏอยู่ในบัญชีรายชื่อของ Office International des 
Epizooties (OIE) (ศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น ้าสงขลา, 2561) โดยมีสาเหตุจากเชื ้อไวรัสในกลุ่ม 
nervous necrosis virus (NNV) จัดอยู่ในวงศ ์Nodaviridae สกุล Betanodavirus เป็นเชือ้ไวรสัท่ี
ก่อใหเ้กิดโรคในปลาโดยเชือ้ไวรสัจะเข้าท าลายระบบประสาทตาและสมอง (Comps, Pepin, & 
Bonami, 1994; Mori et al., 1992) ปลาท่ีติดเชือ้จะแสดงอาการว่ายน า้ควงสว่าน สีล าตวัคล า้ขึน้ 
เซื่องซึม ไม่กินอาหาร หงายทอ้งลอยตวัขึน้สู่ผิวน า้เป็นครัง้คราว บางส่วนนอนอยู่ท่ีกน้บ่อเลีย้งปลา 
และเกิดโรคอมัพาตในท่ีสดุ คือ การตอบสนองต่อส่ิงกระตุน้นอ้ย (เยาวนิตย ์ดนยดล, สถาพร ดิเรก
บุษราคัม และ กิจการ ศุภมาตย์., 2563) ส่วนอวัยวะภายในของปลาท่ีติดเชือ้ไวรัส คือ ตับซีด 
ล าไสว้่างเปล่า และมีของเหลวลกัษณะสีเขียวเหลืองในล าไส ้โดยเชือ้สามารถเพ่ิมจ านวนในอวยัวะ 
ได้แก่ ตา สมอง ตับ ไต กระเพาะอาหาร และล าไส้  โดยการเพิ่มจ านวนของเชือ้ Nodavirus มี
ปัจจัยท่ีส าคัญ คืออุณหภูมิ (Chua, Ng, Loo, & Wee, 1995) มีการรายงานการระบาดของโรค 
VNN ในประเทศไทย เกิดขึ ้นทั้งช่วงฤดูร้อนและฤดูหนาว (Kanchanakhan, Dolnayadol, & 
Roongkamnertwongsa, 2005) ซึ่งพบเชือ้ไวรสั NNV ได้ตลอดทุกช่วงอายุตัง้แต่ในลูกปลาระยะ 
larva และ juvenile ส่งผลให้มีอัตราการตายสูงถึง 80 - 100% และในปลาขนาดใหญ่จะมีอัตรา
การตายนอ้ยกว่า 20% (คะเณ สุขเกือ้ และ ธีรวัตร จริตงาม, 2561) การติดต่อของเชือ้ไวรสั NNV 
สามารถติดต่อได้ทัง้ในรูปแบบการถ่ายทอดเชือ้ในแนวราบ (horizontal transmission) เช่น จาก
การสมัผสักบัเชือ้ท่ีปนเปื้อนอยู่ในน า้ และ อาหารมีชีวิตท่ีใชเ้ลีย้งปลา และรูปแบบการถ่ายทอดเชือ้
ในแนวด่ิง (vertical transmission) เช่น  ติดต่อจากพ่อแม่พันธุส์ู่ลกู มีรายงานการติดเชือ้ไวรสักลุ่ม 
NNV นี ้ในปลากะรงัและปลาทะเลอย่างน้อย 30 ชนิดทั่วโลก (OIE, 2019) พบมากในกลุ่มปลา
กะรัง (grouper) ปลากะพงขาว (sea bass) และปลาอื่น ๆ เช่น parrotfish, striped jack และ 
halibut เ ป็ น ต้ น  (Breuil, Bonami, Pepin, & Pichot, 1991; Chi et al., 1997; S. Grotmol, 
Totland, Kvellestad, Fjell, & Olsen, 1995; Mori et al., 1992; Munday, Langdon, Hyatt, & 
Humphrey, 1992; Yoshikoshi & Inoue, 1990) โรคติดเชือ้ NNV มีการรายงานครั้งแรกในปลา
กะรงัดอกแดง (Epinephelus akaara) วยัอ่อนในประเทศญ่ีปุ่ น (OIE, 2019; Nakai et al., 1994) 
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ส่วนในประเทศไทยมีรายงานการติดเชือ้ NNV ครัง้แรก ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2526 ในบริเวณพืน้ท่ีการ
เพาะเลีย้งภาคใตใ้นเขตจังหวดั สงขลา สตูล ตรงั กระบี่ พังงา และภูเก็ต ท าใหเ้กิดความเสียหาย
ประมาณ 80-90% ของปลาท่ีเพาะเลีย้งทัง้หมด (เยาวนิตย ์ดนยดล และคนอื่น ๆ , 2563) โดยใน
ประเทศไทยสามารถแยกเชือ้ไดจ้ากปลากะรงั ปลากะรงัจุดน า้ตาล (E. malabaricus) ทัง้จากลูก
ปลา และปลาโตเต็มวัย เชือ้ท่ีแยกไดจ้ัดอยู่ในจีโนไทป์ red-spotted grouper nervous necrosis 
virus (RGNNV) (Kanchanakhan et al., 2005) และมีรายงานการติดเชือ้ในปลากะรงัอีกหลาย
ชนิด ท่ีเลีย้งในประเทศไทย สิงคโปร ์ฟิลิปปินส ์อินโดนีเซีย บรูไน เกาหลี และ ญ่ีปุ่ น (Lio-Po & de 
la Peña, 2004) นอกจากนี้เมื่อปี พ .ศ.2548 พบเชื ้อไวรัสจีโนไทป์ RGNNV ก่อโรคในปลานิล 
(Oreochromis niloticus) โดยเป็นปลาท่ีเพาะเลีย้งในฟารม์บริเวณภาคกลางของประเทศไทย ถือ
เป็นการรายงานครั้งแรกของการติดเชื ้อ  Betanodavirus ในปลาน ้าจืดของประเทศไทย 
(Keawcharoen et al., 2015) ซึ่งสรา้งความเสียหายอย่างมากแก่เกษตรกรผูเ้ลีย้งปลา 

จากท่ีกล่าวมาจะเห็นได้ว่าการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชือ้ NNV จึงมีความส าคัญ ในการ
วิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายเพื่อผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิด (capsid protein) ของเชื ้อ 
RGNNV ในรูปแบบโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อพัฒนาเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยาท่ีอาศัย
ปฏิกิริยาการจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งเป็นปฎิกิริยาท่ีมีความจ าเพาะสูง 
นอกจากนีย้ังสามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปใช้ในการพัฒนาวิธีการตรวจเชือ้นีไ้ดห้ลาย
รูปแบบ เช่น การพัฒนาชุดตรวจแบบแถบสี (strip test) (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) โดยการตรวจ
ดว้ยชดุตรวจรูปแบบนีไ้ม่ตอ้งอาศยับุคลากรท่ีมีความเชี่ยวชาญเฉพาะและไมต่อ้งอาศยัอปุกรณท่ี์มี
ราคาแพง เกษตรกรสามารถน าไปตรวจเชือ้ในฟารม์ได ้ดงันัน้การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ
แคปซิดของเชื ้อไวรัส RGNNV จึงมีประโยชน์ต่อการควบคุมการแพร่ระบาดของเชื ้อไวรัสใน
เบือ้งตน้ และเพื่อใชใ้นการตรวจวิเคราะหก์ารเกิดโรคจากเชือ้ดงักล่าว 
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วัตถุประสงคข์องงานวิจัย 
เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิด

ของเชือ้ RGNNV 

ขอบเขตการวิจัย 
1. กระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV 
2. การท ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิด RGNNV ใหบ้ริสทุธิ์ 
3. การใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีน GST-RGNNV ร่วมกับโปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV 

จากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ในการปลกูภมูิคุม้กนัหนขูาว 
4. การผลิตและคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV โดย

วิธี dot blotting, western blotting และ immunohistochemistry  
5. การพิสูจนค์ุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได ้โดยการตรวจสอบความ

ทับซอ้นอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี indirect ELISA และการ
จ าแนก class และ subclass ของโมโนโคนอลแอนติบอดี รวมทั้งการทดสอบความไวของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting 

6. การทดสอบความสามารถของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดใ้นการตรวจ 
วิเคราะหป์ลากะพงขาวติดเชือ้ดว้ยวิธี dot blotting และ immunohistochemistry 

สมมติฐานงานวจิัย 
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของ RGNNV น่าจะ

สามารถใชต้รวจวิเคราะหป์ลาท่ีติดเชือ้ RGNNV ในเบือ้งตน้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

ผลที่คาดว่าจะได้รับจากงานวจิัย 
1. ไดร้ีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV 
2. ไดโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV 
3. สามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าใชใ้นการตรวจวิเคราะหป์ลาท่ีติด 

เชือ้ NNV ไดอ้ย่างจ าเพาะ แม่นย า และมีประสิทธิภาพ 
 

 
 



 
 

 

 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1. โรค viral nervous necrosis (VNN) หรือ โรค viral encephalopathy and retinopathy 
(VER) 

โรค viral nervous necrosis (VNN) หรือ โรค viral encephalopathy and retinopathy 
(VER) เป็นโรคท่ีเกี่ยวขอ้งกับความผิดปกติในระบบประสาท เน่ืองจากการติดเชือ้ไวรสั เริ่มมีการ
ระบาดมาตั้งแต่ปี 1985 ในประเทศออสเตรเลียและแถบแคริบเบียน และถือเป็นปัญหาหลักท่ี
ส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัวน์ า้ทั่วโลกมาจนถึงปัจจุบนั (Costa & Thompson, 
2016) จากรายงานพบว่าโรค VNN มีอตัราการตายสงูถึง 100% ภายใน 1 อาทิตยห์ลังการติดเชือ้ 
มกัส่งผลกระทบรุนแรงต่อปลาในระยะวยัอ่อน (larva) และระยะวยัรุน่ตอนตน้ (early juvenile) ท า
ให้เกิดความสูญเสียในโรงเพาะเลีย้งอย่างรวดเร็ว ในส่วนของปลาโตเต็มวัย สามารถติดเชือ้ได้
เช่นเดียวกันแต่มีอัตราการตายหลังการติดเชือ้ท่ีต ่ากว่า (Marsian et al., 2019)  โรค VNN เริ่มมี
รายงานอย่างเป็นทางการครั้งแรกในปี 1990 ในปลา Japanese parrotfish (Oplegnathus 
fasciatus) ท่ีประเทศญ่ีปุ่ น (Yoshikoshi & Inoue, 1990) และยงัพบการติดเชือ้ในปลาชนิดต่าง ๆ 
ทั่ วโลก ยกตัวอย่างเช่น European sea bass (Dicentrarchus labrax) (Breuil et al., 1991), 
Asian sea bass (Lates calcarifer) (Glazebrook, Heasman, & De Beer, 1990), red spotted 
grouper (Epinephelus akaara) แ ล ะ  striped jack (Pseudocaranx dentex) (Mori et al., 
1992) เป็นตน้ จากการศึกษาก่อนหนา้นี ้โรค VNN ถกูระบุว่ามีสาเหตุมาจากการติดเชือ้ picorna-
like virus (Breuil et al., 1991; Glazebrook et al., 1990) หลังจากนั้นในปี 1992 จากการศึกษา
คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของเชือ้ท่ีถูกแยกออกมาจากปลา  striped jack ระยะวัย
อ่อน พบว่าเชือ้ไวรสัชนิดนีเ้ป็นไวรสัชนิดใหม่ท่ีถูกจดัอยู่ในวงศ ์Nodaviridae และตัง้ชื่อว่า striped 
jack nervous necrosis virus (SJNNV) (Mori et al., 1992) เมื่อท าการศึกษาถึงความสมัพนัธเ์ชิง
วิวัฒนาการ โดยอาศัยบริเวณ  variable region ของยีนท่ีถอดรหัสเป็นโปรตีนแคปซิด (coat 
protein) พบว่าสามารถแบ่งเชื ้อไวรัสในสกุล Betanodavirus ได้เป็น 4 ชนิด คือ striped jack 
nervous necrosis virus (SJNNV), barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV), red-
spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) และ tiger puffer nervous necrosis virus 
(TPNNV) (Nishizawa, Furuhashi, Nagai, Nakai, & Muroga, 1997) ต่อมาได้มีการรายงานถึง
เชื ้อ  Betanodavirus 2 ช นิด  turbot (Scophtalmus maximus) (TNV) และ เชื ้อ  Atlantic cod 
(Gadus morhua) (ACNNV) ท่ี แ ย ก ไ ด้ จ า ก  Atlantic cod, haddock (Melanogrammus 
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aeglefinus) แ ล ะ  winter flounder (Pseudopleuronectes americanus) (Gagné, Johnson, 
Cook-Versloot, MacKinnon, & Olivier, 2004; Johansen et al., 2004) อย่างไรก็ตามมี เพียง 
TNV ท่ีได้รับจัดเป็นชนิดท่ี 5 ของเชื ้อ Betanodavirus ในขณะท่ี ACNNV ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของ 
BFNNV (Moody et al., 2009) และในปี 2000 ไวรัสท่ีอยู่ในวงศ์ Nodaviridae ได้มีการจัดกลุ่ม
ใหม่ และมี ก ารแบ่ งออก เป็ น  2 สกุล  คื อ  Betanodavirus และ  Alphanodavirus โดย เชื ้อ 
Betanodavirus เรียกอีกอย่างว่า Nervous necrosis virus (NNV) 

2. Nervous necrosis virus (NNV) 
เชื ้อ  NNV เป็นไวรัสท่ีไม่มี เปลือกหุ้ม (non-envelope) มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

ประมาณ 25-30 นาโนเมตร รูปร่างแบบ icosahedral สารพันธุกรรมของไวรัสเป็นแบบ single-
stranded positive-sense RNA ประกอบดว้ย 2 เสน้ คือ RNA1 และ RNA2 บรรจุในอนุภาคของ
ไวรสั โดยปลายทางดา้น 5’ มีการเติม cap แต่ปลายทางดา้น 3’ ไม่มีการเติม poly A tail (Delsert, 
Morin, & Comps, 1997) 

RNA1 มีขนาดประมาณ  3100 นิวคลีโอไทด์ มี open reading frame (ORF) ส าหรับ 
RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp) หรือ ท่ี เรียกว่า  protein A ขนาด  110 kDa และ 
RNA2 มีขนาดประมาณ 1410–1433 นิวคลีโอไทด ์ถอดรหัสให้โปรตีนแคปซิด (capsid protein; 
CP) ขนาด 37 kDa และยังมีส่วน subgenomic RNA ท่ีเรียกว่า RNA3 มีขนาดประมาณ 371–
378 นิวคลีโอไทด ์ซึ่งไม่ถกูบรรจุเขา้อนภุาคของไวรสั โดยชิน้ส่วนนีถู้กสังเคราะหม์าจากปลายทาง
ด้าน 3’ ของ RNA1 ท่ีถอดรหัสให้ non-structural viral proteins 2 ชนิด ท่ี เรียกว่า B1 (111 
กรดอะมิโน) และ B2 (75 กรดอะมิโน) (Nagai & Nishizawa, 1999) 

การจ าลองตัวเองของไวรัสเริ่มจากการท่ีสาย single-stranded positive-sense RNA 
ของไวรสัถูกปลดปล่อยเขา้ไซโตพลาสซึมของเซลล ์ribosomes ของโฮสตจ์ะแปลรหัสของ RNA1 
เป็ น  RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (A) ของไวรัส  จากนั้น  RdRp จะท าการ
สังเคราะห์ complementary RNA (negative-sense RNA) เป็น dsRNA (B) โครงสรา้ง dsRNA 
ถูกใช้ในกระบวนการ replication/transcription ได้เป็นโมเลกุล  RNA1 ใหม่ขึ ้นมา  (C) โดย
กระบวนการเหล่านีเ้กิดขึน้ในบริเวณ outer mitochondrial membranes หลังจากนัน้บริเวณ sub-
genomic RNA ท่ีเรียกว่า RNA3 ถูกสังเคราะห์ขึน้จากปลายทางด้าน 3’ ของ RNA1 (D) RNA3 
แปลรหัสเป็นโปรตีนขนาดเล็กท่ีเรียกว่า  B1 และ B2 (E) ซึ่งเกิดในบริเวณ nucleus นอกจากนี ้
RNA3 น่าจะมีหนา้ท่ีคลา้ยกับใน Alphanodavirus ท่ีควบคมุการสงัเคราะห ์RNA2 (F) และจะถูก
ลดระดับการแสดงออกลงเมื่อมีการ replication/transcription ของ RNA2 (เสน้ประ) โดย RNA2 
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จะแปลรหัสเป็น capsid protein (G) สุดท้ายแล้ว สาย positive-sense ของ RNA1 และ RNA2 
จะถกูบรรจเุขา้สู่อนภุาคไวรสั (H) (Iwamoto et al., 2005) (ภาพประกอบ 1) 
 

 

 ภาพประกอบ 1 แผนผงัภาพรวมวงจรการจ าลองตวัเองของไวรสัในสกุล Betanodavirus 

ท่ีมา; Bandín, I., & Souto, S. (2020). Betanodavirus and VER disease: a 30-year 
research review. Pathogens. p. 2. 
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3. การแพร่กระจายของเชือ้ไวรัส (viral transmission) 
Betanodavirus เป็นเชือ้ไวรสัท่ีส่งผลกระทบปลาวัยอ่อน (fish larvae) และปลาระยะ

วยัรุ่น (juvenile) เป็นอย่างมาก ดงันัน้ การท าความเขา้ใจเกี่ยวกบัรูปแบบการแพรเ่ชือ้ของไวรสัจึง
มีความส าคัญอย่างยิ่งในการป้องกันและลดการแพร่ระบาดของเชือ้ไวรสั โดยพบว่าเชือ้ไวรัส
ขา้งตน้มีความสามารถในการแพร่เชือ้ทัง้ในการแพรร่ะบาดในแนวราบ (horizontal transmission) 
คือ การติดต่อผ่านการสัมผสัสารคัดหลั่งโดยตรง เช่น เมือก เลือด หรือผ่านตัวกลางท่ีมีชีวิตหรือไม่
มีชีวิตก็ได ้เช่น แมลง อาหาร เป็นตน้ โดยในปี 1997 Breton และคณะไดม้ีการรายงานถึงการแพร่
ระบาดในแนวราบของเชือ้ nodavirus ในกระชังเพาะเลีย้ง European sea bass (Dicentrarchus 
labrax) (Le Breton, Grisez, Sweetman, & Ollevier, 1997) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองในปี 
1999 ของ Peducasse และคณะ ท่ีท าการตรวจสอบรูปแบบการติดโรค VER ของปลากะพง 
(Dicentrarchus labrax) ระยะวัยรุ่น พบว่า VER มีความสามารถในการแพร่ระบาดในแนวราบ
และเป็นรายงานแรกท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงการแพรร่ะบาดรูปแบบนีใ้นปลากะพง เป็นตน้ (Peducasse 
et al., 1999) นอกจากนีย้งัสามารถแพรร่ะบาดในแนวด่ิง (vertical transmission) คือ การส่งผ่าน
จากรุ่นหน่ึงไปสู่อีกรุน่หน่ึง เช่น จากแม่สู่ลูก โดยในปี 1992 Arimoto และคณะไดท้ าการตรวจสอบ
การติดเชื ้อ SJNNV ใน Pseudocaranx dentex ด้วยเทคนิค indirect ELISA พบแอนติเจนของ
ไวรสัในบางตัวอย่างของไข่ท่ีไดร้บัการปฏิสนธิแลว้ (fertilized egg) และรงัไข่แต่ไม่พบในอัณฑะ 
(testis) หรือสมอง ดังนั้นจึงสามารถบ่งบอกไดว้่าปลาเพศเมียอาจเป็นแหล่งส่งต่อของเชือ้ไวรสันี ้
(Arimoto et al., 1992) และสอดคล้องกับรายงานก่อนหนา้นีข้อง Breuil และคณะ ในปี 1991 ท่ี
รายงานถึงความเป็นไปไดใ้นการแพร่ระบาดในแนวตัง้ในปลากะพง (Dicentrarchus labrax) และ
ในปี 2002 Breuil และคณะ ไดตี้พิมพร์ายงานเกี่ยวกบัการทดลองการติดเชือ้ nodavirus ในไข่และ
ปลาระยะวัยรุ่นของ Dicentrarchus labrax ท่ียืนยันถึงความเป็นไปได้ข้างต้น (Breuil et al., 
1991; Breuil, Pepin, Boscher, & Thiery, 2002) จากข้อมูลดังกล่าว การคัดเลือกพ่อแม่พันธุ ์
สภาพแวดลอ้ม อาหาร อุปกรณ์การเพาะเลีย้งท่ีปราศจากเชือ้ตั้งแต่ต้น จึงมีความส าคัญในการ
ป้องกนัและลดการแพรร่ะบาดของเชือ้เป็นอย่างมาก 
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4. การกระจายตัวทางภูมิศาสตรแ์ละโฮสต ์(geographical distribution and hosts) 
จากการศึกษาพบว่าเชือ้ Betanodavirus มีการกระจายตวัในหลายท่ีทั่วโลก แต่ลกัษณะ

การกระจายตวัของเชือ้ขึน้อยู่กบัความสามารถในการทนต่ออุณหภมูิ (thermotolerance) ของเชือ้
ไวรสัแต่ละจีโนไทป์ 

เชือ้จีโนไทป์ BFNNV มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญในหลอดทดลอง (in vitro) อยู่ท่ี 
15-20 องศาเซลเซียส มักพบการติดเชือ้ในปลาทะเลเขตหนาว (cold-water fish) บริเวณประเทศ
ญ่ีปุ่ น ตอนเหนือของทวีปยุโรปและอเมริกา โดยส่วนใหญ่เชือ้จีโนไทป์ BFNNV ถูกแยกได้จาก
ฟ า ร์ม ป ล า  เช่ น  ป ล า  Atlantic แ ล ะ  Pacific cod (G. macrocephalus) ป ล า  haddock 
(Melanogrammus aeglefinus) ปลา Atlantic halibut และปลา barfin flounder แต่สามารถพบ
การติดเชือ้ในปลาธรรมชาติ (wild fish) บางชนิด เช่น ปลา Atlantic cod ปลา wrasse สายพันธุ์
ต่าง ๆ  เช่น  ballan wrasse (Labrus bergylta) corking wrasse (Symphodus melops) และ 
goldsinny wrasse (Ctenolabrus rupestri) ในน่านน ้าชายฝ่ังสแกนดิเนเวียและปลา winter 
flounder (Pseudopleuronectes americanus) ในแคนาดา (Bandín & Souto, 2020) 

เชือ้จีโนไทป์ RGNNV มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญในหลอดทดลอง (in vitro) อยู่ท่ี 
25-30 องศาเซลเซียส มกัพบการติดเชือ้ในปลาเขตรอ้น (tropical fish) และเขตอบอุ่น (temperate 
fish) รวมทัง้มีความสามารถในการติดเชือ้ในโฮสตท่ี์หลากหลายดว้ย จากรายงานสามารถพบเชือ้นี ้
ไดท้ัง้ในฟารม์ปลาและปลาธรรมชาติ เชือ้จีโนไทป์ RGNNV ถูกแยกไดจ้ากฟารม์ปลา white sea 
bass (Atractoscion nobilis) ในแคลิฟอรเ์นีย นอกจากนีย้ังพบการติดเชือ้ตามธรรมชาติในปลา 
ballan wrasse และ corkwing wrasse ท่ีอาศยัในเขตเมดิเตอรเ์รเนียนดว้ย และยงัพบว่าเป็นเชือ้จี
โนไทป์เดียวท่ีมีการระบาดในปลาน า้จืดในยุโรป เอเชียและออสเตรเลีย (Doan, Vandeputte, 
Chatain, Morin, & Allal, 2017) 

เชือ้จีโนไทป์ SJNNV มีอุณหภมูิท่ีเหมาะสมต่อเจริญในหลอดทดลอง (in vitro) อยู่ท่ี 20-
25 องศาเซลเซียส เคยถูกระบุว่ามีการติดเชือ้จ ากัดอยู่ในเขตน่านน ้าของประเทศญ่ีปุ่ นเท่านั้ น 
ต่อมาภายหลังพบการติดเชื ้อในฟารม์ปลา senegalese sole และปลา gilthead sea bream 
farmed ในคาบสมทุรไอบีเรีย ซึ่งทัง้สองสายพนัธุ์ท่ีพบภายหลงัมีความแตกต่างจากสายพันธุ์ท่ีพบ
ในประเทศญ่ีปุ่ น (Bandín & Souto, 2020) 

เชือ้จีโนไทป์ TPNNV มีอุณหภมูิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญในหลอดทดลอง (in vitro) อยู่ท่ี 
20 องศาเซลเซียสและพบรายงานการติดเชือ้เฉพาะในปลา tiger puffer (Takifugu rubripes) ใน
ประเทศญ่ีปุ่ น (Doan et al., 2017) 
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เชือ้จีโนไทป์ TNV เป็นเชือ้ท่ีสามารถแยกไดจ้ากปลา turbot (Scophthalmus maximus) 
ในนอรเ์วย์จากการศึกษาด้วยเทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล ์โดยใชเ้ซลลเ์พาะเลีย้ง SSN-1 พบว่า
เซลลเ์พาะเลีย้งไม่มีการเกิด cytopathic effects (CPE) ภายหลังการเพาะเชือ้ในเซลลเ์พาะเลีย้ง
เป็นเวลา 18 วัน และพบว่าเชือ้ TNV อาจเป็นสมาชิกโบราณของเชือ้ Betanodavirus ของสาย
พนัธุย์โุรป (Johansen et al., 2004) 

นอกจากนีย้ังพบการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมระหว่างเชือ้ไวรัสด้วยกัน ท าให้ได้ไวรัส
สายพันธุ์ใหม่เกิดขึน้ (reassortant virus) เช่น SJNNV/RGNNV ท่ีแยกได้จากปลา sea bass ใน
ชายฝ่ังของอิตาลี และ RGNNV/SJNNV ท่ีมีการระบาดในยโุรปตอนใตแ้ละในแถบเมดิเตอรเ์รเนียน 
ท่ีแยกได้จากฟาร์มปลา European sea bass และปลา sole (Solea senegalensis และ S. 
solea) ป ล า  gilthead sea bream แ ล ะ  Mediterranean horse mackerel (Trachurus 
mediterraneus) (Bandín & Souto, 2020) (ภาพประกอบ 2) 
 

 

ภาพประกอบ 2 การกระจายตวัของเชือ้ nervous necrosis virus (NNV) จีโนไทป์ต่าง ๆ 

ท่ีมา; Bandín, I., & Souto, S. (2020). Betanodavirus and VER disease: a 30-year 
research review. Pathogens. p. 5 
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5. อาการแสดงออกของโรค (clinical signs) 
การแสดงออกของโรคในปลาติดเชือ้ท่ีสังเกตไดแ้ตกต่างกันไปตามสายพันธุ์ปลา ระยะ

การพัฒนาของปลา ระยะการพัฒนาของโรคและอุณหภูมิ แต่โดยทั่วไปแลว้ ปลาท่ีติดเชือ้มักเกิด
การเปล่ียนสีท่ีผิดปกติ (สีจางลงหรือเขม้ขึน้) ความผิดปกติท่ีเกี่ยวขอ้งกับระบบประสาทท่ีปรากฏ
รอยโรคในสมองและเรตินาของปลา เช่น อาการเบื่ออาหาร อาการเฉ่ือยชา และพฤติกรรมการว่าย
น า้ท่ีผิดปกติ เช่น การว่ายน า้แบบควงสว่าน การว่ายน า้หงายทอ้งท่ีผิวน า้ ( inverted swimming) 
เน่ืองจากความผิดปกติของระบบประสาท (ภาพประกอบ 3) (Doan et al., 2017) และช่องท้อง
ของปลาท่ีติดเชือ้มีการขยายตัวและมีการอักเสบของถุงลม (swim bladder) (ภาพประกอบ 4) 
โดยมักพบโรคดังกล่าวในลูกปลาขนาดเล็ก แต่ในปลากะพงขาวและปลากะรงัหลายชนิดพบเชือ้
ไวรัสได้ตลอดทุกช่วงอายุสร้างความเสียหายให้แก่ เกษตรกรผู้เลี ้ยงปลาเป็นจ านวนมาก 
(Zorriehzahra et al., 2014) 

 

 

ภาพประกอบ 3 ลกัษณะอาการวา่ยน า้หงายทอ้งท่ีผิวน า้ (inverted swimming) ของปลา 
European sea bass ท่ีติดเชือ้ nervous necrosis virus (NNV)  (ลกูศร = ปลาท่ีติดเชือ้) 

 

ท่ีมา ; Doan, Q., Vandeputte, M., Chatain, B., Morin, T., & Allal, F. (2017). Viral 
encephalopathy and retinopathy in aquaculture: a review. Journal of Fish Diseases. p. 
10. 

 

A 
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ภาพประกอบ 4 อาการแสดงออกของโรค VNN ในปลา Liza aurata ท่ีติดเชือ้ตามธรรมชาติใน
ทะเลแคสเปียน (A) ช่องทอ้งมีการขยายขนาด (B) ในปลา Liza aurata ท่ีติดเชือ้ตามธรรมชาติใน

ทะเลแคสเปียน  

ท่ีมา; Zorriehzahra, M. J., Nazari, A., Ghasemi, M., Ghiasi, M., Karsidani, S. H., 
Bovo, G., & Daud, H. H. M. (2014). Vacuolating encephalopathy and retinopathy 
associated with a nodavirus-like agent: a probable cause of mass mortality of wild 
Golden grey mullet (Liza aurata) and Sharpnose grey mullet (Liza saliens) in Iranian 
waters of the Caspian Sea. Virus Disease. p. 432.  

6. ลักษณะทางจุลพยาธิ (histopathology) 
โรค VNN เป็นโรคท่ีเกี่ยวขอ้งกบัความเสียหายของระบบประสาทส่วนกลางของปลาท่ีติด

เชื ้อ เน่ืองจากอวัยวะเป้ าหมายของเชื ้อ คือ  ระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous 
system,CNS) เช่ น  ส ม อ ง ใน ส่ ว น  medulla oblongata, telencephalon, metencephalon, 
mesencephalon, spinal cord และ germinal epithelium และชั้นจอประสาทตา อาการของโรค
ท่ีพบในเนื้อเยื่อของปลาติดเชื ้อโดยทั่วไปคือ พบการตายของเซลล์แบบ necrosis ใน central 
nervous system พบอนุภาคของไวรสัในไซโตพลาซึมของเซลลป์ระสาทท่ีติดเชือ้ และยังพบการ
เกิดช่องว่าง (vacuolation) ความเส่ือมของเซลลป์ระสาท (neuronal degeneration) ของสมอง
ส่วนกลาง สมองส่วนหลงัและบริเวณเรตินา (Munday, Kwang, & Moody, 2002) (ภาพประกอบ 
5) จากการศึกษาโดยใช้ inverted microscopy ส่องดูเนือ้เยื่อของปลา Cromileptes altivelis ท่ี
ติดเชือ้ พบการเปล่ียนแปลงของเนือ้เยื่อในบริเวณล าไส้ ไต ตับ เหงือก สมอง และตา โดยพบว่า
เกิด vacuolation การเกิดผังผืด (fibrosis) พบความเสียหายในเนื้อเยื่อบุผิว (epithelial tissue) 

B A 
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ภาวะเลือดคั่ ง การบวมของเซลล์ การรวมตัวของ globlet cell และ inclusion bodies เป็นต้น 
(Zorriehzahra et al., 2014) (ภาพประกอบ 6) 

 

  

ภาพประกอบ 5 การเกิดชอ่งว่าง (vacuolation) ท่ีเกิดจากการตายของเซลลใ์นส่วนของสมอง
และเรตินาของลกูปลากะพงขาวท่ีติดเชือ้ Betanodavirus  (ลกูศร) โดยการยอ้มดว้ยสี H&E, 

Scale bar = 100 µm 

ท่ีมา ; Munday, B., Kwang, J., & Moody, N. (2002). Betanodavirus infections of 
teleost fish: a review. Journal of Fish Diseases. p. 131. 
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ภาพประกอบ 6 การเกิดชอ่งว่าง (vacuolation) (ลกูศร) ในสมองของปลา golden grey mullet 
(Liza aurata) ท่ีติดเชือ้ตามธรรมชาติในแถบทะเลแคสเปียน  

 

ท่ีมา; Zorriehzahra, M. J., Nazari, A., Ghasemi, M., Ghiasi, M., Karsidani, S. H., 
Bovo, G., & Daud, H. H. M. (2014). Vacuolating encephalopathy and retinopathy 
associated with a nodavirus-like agent: a probable cause of mass mortality of wild 
Golden grey mullet (Liza aurata) and Sharpnose grey mullet (Liza saliens) in Iranian 
waters of the Caspian Sea. Virus Disease. p. 432. 

 

7. การตรวจวินจิฉัยเชือ้ NNV 
7.1. การเพาะแยกเชือ้ไวรัส (virus isolation) 

การเพาะแยกเชือ้ไวรสัเป็นวิธีการท่ีมีความไวและความจ าเพาะในการตรวจสอบสูง 
โดยตวัอย่างท่ีน ามาใชส้ าหรบัการเพาะแยกเชือ้ไวรสัสามารถใชต้วัอย่างไดจ้ากทัง้ปลาท่ีมีชีวิตหรือ
เนือ้เยื่อแช่แข็ง โดยในระยะแรกการเพาะแยกเชือ้ไวรสัในสกุล Betanodavirus ต้องประสบกับ
ปัญหาของการไม่มี cell line ท่ีเหมาะสมส าหรบัเพาะเลีย้งเชือ้ไวรสั หลังจากนั้นในปี 1996 ได้มี
การพฒันา cell line ท่ีชื่อว่า striped snakehead cell line (SSN-1) (Frerichs, Rodger, & Peric, 
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1996) ซึ่งมีความสามารถในการเข้ากันได้กับ 17 isolates ของ nodavirus ซึ่งรวมถึง RGNNV, 
SJNNV, TPNNV และ BFNNV ต่อมาในปี 1999 มีการพัฒนา cell line จากปลา grouper หรือ
ปลาเก๋า (Epinephelus coiodes) ตั้งชื่อว่า GF-1 (Chi, Hu, & Lo, 1999) cell line ท่ีพัฒนามา
จาก E. awoara (Lai et al., 2001) หรือ cell line ท่ีพัฒนาจากปลา groupers (E. coiodes) (Q. 
Qin, Wu, Jia, Hegde, & Zhang, 2006) แต่ SSN-1 ยงัคงไดร้บัความนิยมในการใชต้รวจสอบเชือ้
มากกว่า โดยไวรสัจะเหน่ียวน าให ้cell line เกิด cytopathic effects (CPEs) ในไซโตพลาซึมของ
เซลล ์ในระยะเวลาประมาณ 3-5 วันหลังการเพาะเชือ้ ส าหรบั SSN-1 cells CPE จะเกิดในช่วง
ระยะเวลาประมาณ 72 ชั่วโมงหลังการเพาะเชือ้ จะพบเซลลม์ีการขยายขนาดขึน้ และเซลลท่ี์มี
ลกัษณะเป็น monolayer จะเกิดช่องว่างจากเซลลท่ี์ตายในท่ีสดุ (Maltese & Bovo, 2007) อย่างไร
ก็ตาม พบว่า อย่างไรก็ตาม cell line SSN-1 ประกอบดว้ยเซลลท่ี์หลากหลายท าใหเ้กิดความไม่
สอดคล้องกันของ cytopathic effects (CPE) ท่ีสังเกตได้ระหว่างติดเชือ้ไวรัส ต่อมาในปี 2000 
Iwamoto และคณะ ไดท้ าการพฒันา cell line SSN-1 โดยท าใหเ้กิดการติดเชือ้ C-type retrovirus 
snakehead fish retrovirus (SnRV) พบว่า cell line ท่ีถูกพัฒนาขึน้มีความเสถียร เจริญเติบโต
อย่างรวดเร็วและสามารถเพาะเลีย้งไดอ้ย่างมีเสถียรภาพยาวนานขึน้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห ์ท่ี 
25 องศาเซลเซียส และ 4 สัปดาห ์ท่ี 20 องศาเซลเซียส นอกจากนีย้งัสามารถสงัเกต CPE คือ การ
เกิด vacuole ภายในเซลลไ์ด้อย่างชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับ SSN-1 (Iwamoto, Nakai, Mori, 
Arimoto, & Furusawa, 2000) ส าหรบัการศึกษาเกี่ยวกับความไวในการติดเชือ้ (susceptibility) 
และการยอมรบัเชือ้ของ cell line (permissiveness) ใน cell line ท่ีถกูพฒันาขึน้ทัง้ 5 ชนิด คือ E-
11, GF-1, SAF-1, DLB-1, และ  SaB-1 กับไวรสัในสกุล NNV 3 ชนิด คือ RGNNV, SJNNV และ 
RGNNV/SJNNV จากผลการศึกษาพบว่า E-11 เป็นเซลลท่ี์เหมาะสมท่ีสุดส าหรับการเพาะเลีย้ง
เชือ้ไวรสั RGNNV, SJNNV และ RGNNV/SJNNV (Valero et al., 2021) 

 
7.2. Enzyme-linked immunosorbent assay 

ELISA เป็นวิธีการตรวจสอบท่ีรวดเร็วและมีความไวส าหรบัการตรวจสอบแอนติบอดี
ท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ nodavirus จากเลือดหรือของเหลวท่ีได้จากปลาติดเชือ้ ซึ่งเหมาะส าหรบัการ
ตรวจสอบเชื ้อในโฮสต์ท่ีแตกต่างกันจากทั้งพาหะและพ่อแม่พันธุ์เพื่อป้องกันการติดเชื ้อแบบ 
vertical transmission โดยการตรวจสอบการติดเชือ้ดว้ยเทคนิค ELISA เริ่มมาตั้งแต่ปี 1992 ใน
ป ล า  striped jack, ป ล า  barfin flounder แ ล ะ  ป ล า ก ะ พ งข า ว  (L. calcarifer, Bloch) 
(Zorriehzahra et al., 2014)  
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7.3. Immunofluorescence antibody test (IFT) 
IFT เป็นวิธีการท่ีรวดเร็ว ประหยดั มีศักยภาพและเป็นประโยชนส์ าหรบัการคัดกรอง

ไวรสัในวงศ ์Nodaviridae โดยใชแ้อนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสงเพื่อตรวจหาแอนติเจนท่ี
จ าเพาะในเนื้อเยื่อท่ีต้องการตรวจสอบ ได้แก่ สมอง ไขสันหลังและจอประสาทตา หรือการ
ตรวจสอบการติดเชือ้ใน cell line  (ภาพประกอบ 7) การตรวจสอบด้วยวิธี IFT จ าเป็นท่ีจะต้อง
เตรียมสไลด์เนื ้อเยื่อของสมองหรือเนื้อเยื่อเป้าหมายส่วนอื่น เช่น ตา ถุงลม ม้าม ไต และตับ 
จากนั้นท าการยอ้มด้วยเทคนิค immunofluorescence เพื่อท าการศึกษาถึงต าแหน่งของไวรสัใน
อวยัวะเป้าหมาย เมื่อแอนติบอดีเขา้จบักบัแอนติเจนท่ีอวยัวะเป้าหมาย สามารถมองเห็นไดเ้มื่อท า
การติดฉลากแอนติบอดีด้วย fluorochrome โดยตรงหรือการติดฉลากทางอ้อมโดยอาศัย 
fluorescent reagent โด ย ส า ห รับ วิ ธี  indirect fluorescent antibody test ได้ มี ก า รน า ม า
ประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบเชื ้อ  Betanodavirus ในเนื้อ เยื่ อปลา golden grey mullet (L. 
auratus) พบเชือ้ใน optic nerve, outer molecular และในชั้น granular ของสมอง รวมทัง้ในชั้น 
nuclear ของเรตินา (Doan et al., 2017; Zorriehzahra et al., 2014) 

 

 

ภาพประกอบ 7 การตรวจสอบการติดเชือ้ Betanodavirus ใน SSN-1 cell line ดว้ยเทคนิค 
immunofluo-rescence antibody test  (บริเวณท่ีพบเชือ้ = สีเขียว) 

ท่ีมา ; Doan, Q., Vandeputte, M., Chatain, B., Morin, T., & Allal, F. (2017). Viral 
encephalopathy and retinopathy in aquaculture: a review. Journal of Fish Diseases. p. 
10. 
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7.4. การตรวจสอบด้วยเทคนิคทางชวีวิทยาโมเลกุล (molecular diagnostic 
techniques) 

ในช่วงหลายปีท่ีผ่านมามีการพัฒนาวิธีการตรวจท่ีหลากหลายมากขึน้ แต่เดิมนั้น
อาศยัการตรวจโดยพิจารณาจากอาการท่ีปลาแสดงออก เช่น การว่ายน า้ผิดปกติ เป็นตน้ หรือ การ
ตรวจสอบลักษณะทางจุลพยาธิ เช่น การเกิด vacuolation ในเนือ้เยื่อสมองและเรตินาของปลาท่ี
ติดเชือ้ อย่างไรก็ตามวิธีการเหล่านีส้ามารถใชเ้ป็นขอ้สนบัสนนุการวินิจฉัยเท่านั้น เน่ืองจากอาจมี
ความคลาดเคล่ือนจากการสงัเกตอาการ หรือการติดเชือ้อื่นท่ีส่งผลใหม้ีพฤติกรรมหรือลกัษณะของ
โรคท่ีแสดงออกคลา้ยคลึงกับการติดเชือ้ NNV หรือการตรวจสอบดว้ยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุม้กัน 
เช่น ELISA หรือ IFT โดยเฉพาะเทคนิค ELISA ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย า แต่ปัญหาในเร่ือง
ของการเกิด background ของค่า optical density (OD) จากการจับแบบไม่จ าเพาะของ
แอนติบอดีกบัอนุภาคของไวรสั (Jaramillo et al., 2016) ภายหลังจึงมีการประยุกตใ์ชเ้ทคนิคทาง
ชีววิทยาโมเลกุลเพื่อวินิจฉัยเชื ้อ NNV โดยอ้างอิงตามวิธีการตรวจสอบมาตรฐานท่ีถูกระบุใน 
Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals ของ OIE ในปี 2019 (OIE, 2019) ในปี 1994 
Muroga และคณะ ได้มีการประยุกต์ใช้เทคนิค RT-PCR ในการตรวจสอบเชือ้ SJNNV ในปลา 
striped jack (Pseudocaranx dentex) โดยใช้บ ริ เวณ  T4 variable region ของ RNA2 เป็ น
เป้าหมาย ไดผ้ลผลิตของปฏิกิริยาที่มีขนาด 430 คู่เบส และมีความสามารถในการตรวจสอบต ่าสุด
อยู่ท่ี 100 fg ของ SJNNV RNA (Muroga, 1994) 

ในปี 1999 Thiery และคณะ ได้มีการพัฒนาเพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบเชือ้ 
Betanodavirus ในปลากะพง (Dicentrarchus labrax) ด้วยวิธี RT-PCR ร่วมกับ nested PCR 
โดยผูว้ิจยัไดม้ีการใชไ้พรเมอรใ์นขัน้แรกของปฏิกิริยาที่มีการรายงานก่อนหนา้นี ้(Nishizawa et al., 
1994) และได้ท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน ท่ีแปลรหัสให้โปรตีนแคปซิดของ 
nodavirus ท่ีแยกไดจ้ากปลากะพง ซึ่งไดผ้ลผลิตท่ีมีขนาด 294 คู่เบส และมีความสามารถในการ
ตรวจสอบต ่าสุดอยู่ท่ี 10-1 และ 10-2 copies ของ plasmid DNA (Thiery, Raymond, & Castric, 
1999) 

ในปี 2000 Grotmol และคณะ ได้มีการพัฒนาเทคนิค RT-PCR ร่วมกับ nested 
PCR ในการตรวจสอบเชือ้ nodavirus ในปลา Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus) 
โดยผูว้ิจยัไดท้ าการออกแบบไพรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อบริเวณ T7 ของ RNA2 ของไวรสั ซึ่งไดผ้ลผลิตท่ี
มีขนาด 341 คู่เบส และมีความสามารถในการตรวจสอบต ่าสุดอยู่ท่ี 10 copies ของพลาสมิดท่ีมี
ยี น  T2 ขอ งไวรัส  และ  1000 RNA copies ขอ งไวรัส  (Sindre Grotmol, Nerland, Biering, 
Totland, & Nishizawa, 2000) 
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ในปี 2000 Dalla และคณะ ได้มีการพัฒนาเทคนิค RT-PCR ร่วมกับ nested PCR 
ในการตรวจสอบเชือ้ NNV ในปลา โดยผูว้ิจัยไดท้ าการออกแบบไพรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อ conserved 
region ของยีนท่ีแปลรหัสใหโ้ปรตีนแคปซิดของไวรสั ซึ่งในขัน้แรกของปฏิกิริยาไดผ้ลผลิตท่ีมีขนาด 
605 คู่เบส และในขั้นต่อมาได้ผลผลิตท่ีมีขนาด 255 คู่เบส จากผลการทดลองพบว่าเทคนิค RT-
PCR, nested PCR และ RT-PCR ร่วมกับ nested PCR ในหลอดเดียวกนัมีความสามารถในการ
ตรวจสอบต ่าสดุอยู่ท่ี 10-6, 10-8 และ 10-7 ของ RNA dilution ท่ีสกดัจากน า้เลีย้งเซลล ์SSN-1 ท่ีติด
เชือ้ NNV ตามล าดบั ซึ่งการพฒันาเทคนิคขา้งตน้ ท าใหม้ีความไวในการตรวจสอบเพิ่มขึน้ 10-100 
เท่า (Dalla Valle et al., 2000) โดยทาง OIE แนะน าใหว้ิธีการตรวจสอบท่ีถกูพฒันาขึน้โดย Thiéry 
และคณะ รวมทั้ง Dalla Valle และคณะ เหมาะส าหรับใช้ในการตรวจสอบเชือ้ Betanodavirus 
ท่ีมาจากแถบเมดิเตอรเ์รเนียน ขณะท่ีวิธีการของ Grotmol และคณะ เหมาะส าหรบัตรวจสอบเชือ้ 
cold water strains (OIE, 2000) 

หลงัจากนั้นไดม้ีการพฒันาเทคนิค real-time RT-PCR โดยอาศยั RNA1 และ RNA2 
ส าหรับการตรวจสอบ Betanodavirus ซึ่งช่วยลดระยะเวลาในการตรวจสอบและลดการเกิด 
cross-contamination ระหว่างกระบวนการ post-amplification  

ในปี 2005 Dalla และคณะ ไดพ้ฒันาเทคนิค SYBR Green I-based real-time PCR 
ส าหรบัตรวจสอบเชือ้ NNV โดยผูว้ิจยัไดท้ าการออกแบบไพรเมอร ์2 คู่ ท่ีจ  าเพาะต่อบริเวณอนรุกัษ์
ของยีน RdRp ซึ่งไดผ้ลผลิตท่ีมีขนาด 273 คู่เบส และยีน CP ท่ีไดผ้ลผลิตท่ีมีขนาด 230 คู่เบส และ
ยงัไดม้ีการพัฒนาเทคนิค qPCR ท่ีจ  าเพาะต่อ 18S rRNA ของปลากะพงเพื่อใชต้รวจสอบปริมาณ 
RNA ท่ีใช้ในการทดลอง โดยพบว่าเทคนิคท่ีพัฒนาขึน้สามารถตรวจสอบความเข้มข้นของยีน 
Betanodavirus จาก 10-1 ถึง 10-8 copies per reaction เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค one-step 
RT-PCR และ  virus isolation พบว่าเทคนิค ท่ีพัฒนาขึ ้นมี ความ น่าเชื่ อถือ  ความ ไวและ
ความจ าเพาะต่อเชือ้ Betanodavirus (Dalla Valle et al., 2005)  

ในปี 2006 Grove และคณะ ไดพ้ัฒนาเทคนิค competitive real-time RT-PCR โดย
ท าการออกแบบไพรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อยีนท่ีแปลรหัสให้โปรตีนแคปซิดของไวรัส และใช้เทคนิค 
double-dye ในการออกแบบโพรบ จากการทดลองพบผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 194 คู่เบส และ
เทคนิคท่ีพัฒนาขึน้มีขีดจ ากัดความสามารถในการตรวจสอบอยู่ ท่ี 980 copies ของ RNA per 
reaction (Grove, Faller, Soleim, & Dannevig, 2006) 

ในปี 2010 Hick และ Whittington ไดพ้ัฒนาเทคนิค TaqMan-based RT-qPCR ใน
การตรวจสอบเชื ้อ RGNNV, SJNNV, BFNNV และ TPNNV โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ี
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จ าเพาะต่อบริเวณอนรุกัษ์ของ RNA2 ของไวรสั จากการทดลองพบผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 93 
คู่เบส และเทคนิคท่ีพัฒนาขึน้มีขีดจ ากัดความสามารถในการตรวจสอบอยู่ท่ี 102 copies ของ 
พลาสมิดท่ีมียีน RNA2 หรือ viral RNA ในส่วนใสของน า้เลีย้งเซลล ์(cell culture supernatant) 
อยู่ท่ีระหว่าง 0.04 และ 0.4 TCID50 units per reaction นอกจากนี้ยังพบว่าจากการตรวจสอบ
ความไวระหว่างเชือ้ทั้ง 4 ชนิด พบว่าวิธีการดังกล่าวสามารถตรวจพบเชือ้ RGNNV ได้ดีท่ีสุด 
(Hick & Whittington, 2010) 

ในปี 2010 Panzarin และคณะไดท้ าการพัฒนาเทคนิค real-time TaqMan PCR ท่ี
ใชเ้ป็นเทคนิคอา้งอิงในการตรวจสอบเชือ้ไวรสั โดยท าการออกแบบไพรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อบริเวณ
อนรุกัษ์ของยีนท่ีแปลรหัสใหโ้ปรตีนแคปซิดจากการทดลองพบผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 69 คู่เบส 
และเทคนิคท่ีพัฒนาขึน้มีขีดจ ากดัความสามารถในการตรวจสอบอยู่ท่ี 10 TCID50/ml ซึ่งมีความไว
มากกว่าเทคนิค RT-seminested PCR และเทคนิค virus isolation ในเซลล์เพาะเลี้ยง SSN-1 
ประมาณ 100 เท่า (Panzarin et al., 2010) 

ต่อมาได้มีการพัฒนาเทคนิค isothermal amplification ส าหรับใช้ตรวจสอบเชื ้อ 
NNV เช่ น  ก ารใช้ เทค นิ ค  nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) ในก า ร
ตรวจสอบเชือ้ ผลการศึกษาพบว่าความสามารถในการตรวจสอบต ่าสุดอยู่ท่ี 1.0 และ 0.1 TCID50 
และระหว่าง 103 และ 102 copies (Starkey et al., 2004) เทคนิค loop-mediated isothermal 
amplification มีความไวในการตรวจสอบมากกว่า nested PCR 100 เท่า (Mekata et al., 2015; 
Xu, Feng, Guo, Ou, & Wang, 2010) แ ล ะ ก า ร ใ ช้ เ ท ค นิ ค  cross-priming isothermal 
amplification รว่มกบั lateral flow dipstick (CPA-LFD) มีความไวในการตรวจสอบต ่าสดุอยู่ท่ี 10 

copies/μL ของ RNA ตวัอย่าง เมื่อเทียบกบั RT-qPCR (Su et al., 2015) 

8. การศึกษาเก่ียวกับ viral structural protein ของเชือ้ NNV 
ตัง้แต่ในปี 1992 ท่ี Mori และคณะไดท้ าการแยกเชือ้ไวรสัท่ีก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อระบบ

ประสาทส่วนกลางและเรตินาของปลา striped jack (Pseudocaranx dentex) พบว่าภายหลงัการ
แยก viral structural protein ดว้ยเทคนิค SDS-polyacrylamide gel electrophoresis พบโปรตีน
ขนาดประมาณ 40 และ 42 kDa (ภาพประกอบ 8A) เมื่อศึกษาด้วยเทคนิคการสรา้งโปรตีนใน
หลอดทดลอง (in vitro translation) พบ polypeptides หลกั 3 สาย โดยสายท่ี 1 มีขนาดประมาณ 
100 kDa ท่ีแปลรหัสมาจาก RNA1 และสายท่ี 2 และ 3 มีขนาดประมาณ 42 และ 40 kDa ท่ีแปล
รหสัมาจาก RNA2 ตามล าดบั (ภาพประกอบ 8B) จากการศึกษาคุณสมบัติของไวรสัทางผูว้ิจัยจึง
ได้จัดให้เป็นสมาชิกใหม่ของวงศ์ Nodaviridae และตั้งชื่อว่า striped jack nervous necrosis 
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virus (SJNNV) ต่ อมาจึ งมี ก ารจัด ให้ เป็ นสม าชิกขอ งสกุ ล  Betanodavirus ในภายหลั ง 
(Machimbirike et al., 2019; Mori et al., 1992) 
  

 
 

ภาพประกอบ 8 การตรวจสอบ viral structural protein ดว้ยเทคนิค SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis และ ผลการทดลองของ in vitro translation ของ SJNNV 

(A) การตรวจสอบ viral structural protein ดว้ยเทคนิค SDS-polyacrylamide gel Lane 1: 
standard marker Lane 2: structural protein (B) ผลการทดลองของ in vitro translation 

Lane1: total viral RNA Lane 2: RNA1 และ Lane 3: RNA2  

ท่ีมา; Mori, K.-I., Nakai, T., Muroga, K., Arimoto, M., Mushiake, K., & Furusawa, I. 
(1992). Properties of a new virus belonging to Nodaviridae found in larval striped jack 
(Pseudocaranx dentex) with nervous necrosis. Virology. p. 370. 

 

ในปี 1995 Nishizawa และคณะ ได้ท าการเปรียบเทียบยีนโปรตีนแคปซิดของ SJNNV 
กับ  TPNNV, BFNNV, RGNNV และ Japanese flounder nervous necrosis virus (JFNNV) ท่ี
แยกจาก japanese flounder โดยไวรสัขา้งตน้เป็นสาเหตุในการเกิดโรค viral nervous necrosis 
ในปลาทะเล พบว่าเมื่อท าการแปลรหัสยีนโปรตีนแคปซิดได้สาย polypeptide ท่ีมีความยาว
ประมาณ 340 กรดอะมิโน ซึ่งสามารถค านวณขนาดโมเลกุลอยู่ท่ี 37180 Da ซึ่งน้อยกว่าขนาด
โมเลกุลท่ี Mori และคณะได้รายงานไวใ้นปี 1992 ท่ีมีขนาด 42 kDa เมื่อท าการเพิ่มปริมาณสาร
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พันธุกรรมดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรท่ี์ออกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ SJNNV ท่ีมี
ขนาดประมาณ 870-876 คู่เบส พบว่าล าดับนิวคลีโอไทดข์อง SJNNV และ NNV อื่นอีก 4 ชนิด มี
ความคลา้ยคลึงกนัอยู่ท่ีมากกว่า 75.8 % และความคลา้ยคลึงกนัในระดบักรดอะมิโนอยู่ท่ีมากกว่า 
80.9 % เมื่อพิจารณาเฉพาะ JFNNV และ RGNNV พบว่ามีความคลา้ยคลึงกนัของล าดับกรดอะมิ
โนในบริเวณ variable region อยู่ท่ี 95.1% จากการศึกษาในภายหลังพบว่า JFNNV ถูกจัดเป็น
สมาชิกของไวรสัในกลุ่ม RGNNV (Nishizawa, Kise, Nakai, & Muroga, 1995; Thiery, Cozien, 
de Boisseson, Kerbart-Boscher, & Nevarez, 2004) 

ในปี  2001 Chi, Lo, & Lin ได้ท าการศึกษาถึงคุณลักษณะของ grouper nervous 
necrosis virus (GNNV) ท่ีแยกจาก Epinephelus sp. โดยใช้เซลลเ์พาะเลีย้ง GF-1 เมื่อท าการ
ตรวจสอบโปรตีนของไวรัสด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากนั้นย้อมด้วยสี coomassie blue พบ
โปรตีนแคปซิดของไวรัส 2 ขนาด คือ 43 และ 41 kDa (ภาพประกอบ 9A) และเมื่อย้อมด้วย 
periodic acid-silver พบว่า โปรตีนแคปซิดของไวรสัถกูยอ้มติดสีน า้ตาลเหมือนกับ glycoprotein 
และ  ovalbumin (ภาพป ระกอบ  9B) ดั งนั้ นจึ งคาดว่ า  capsid protein ขอ ง GNNV เป็ น 
glycoprotein (Chi, Lo, & Lin, 2001) 
 
 

 

 

 

ภาพประกอบ 9 ผลการตรวจสอบโปรตีนของไวรสัดว้ยเทคนิค SDS-PAGE(A) การยอ้มดว้ยสี 
coomassie blue (B) การยอ้มสีดว้ย periodic acid-silver M = prestained protein 
marker (Bio-Rad, Cat. 161±0305), BSA = bovine serum albumin, OVA = 
ovalbumin. 

ท่ี ม า ; Chi, S., Lo, B., & Lin, S. (2001). Characterization of grouper nervous 
necrosis virus (GNNV). Journal of Fish Diseases. p. 6. 
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9. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody: MAb) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีท่ีถูกสรา้งขึน้มาจาก

เซลลพ์ลาสมาท่ีพฒันามาจากลิมโฟซยัทช์นิด B กลุ่มเดียวกนั จึงท าใหแ้อนติบอดีท่ีไดม้ีคณุสมบัติ
เหมือนกนัทุกประการ ทัง้ดา้นองคป์ระกอบของแอนติบอดี เช่น สายยาว (heavy chain) และสาย
สัน้ (light chain) ของอิมมโูนโกลบูลิน (immunoglobulin) และความจ าเพาะต่ออิพิโทป (epitope) 
ของแอนติเจน แต่โดยทั่วไปแลว้แอนติเจนแต่ละชนิดจะมีอิพิโทปจ านวนมาก จึงสามารถชกัน าและ
กระตุ้นการตอบสนองของลิมโฟซัยท์ชนิด B กลุ่มต่าง ๆ เป็นจ านวนมากเป็นผลให้มีการสรา้ง
แอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยู่ในซีรมั เรียกแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแต่ละอิพิโทปท่ีปะปนอยู่ในซีรมั
เหล่านีว้่า พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อตัวส่ิงมีชีวิตเอง 
เพื่อป้องกันอันตรายจากเชือ้โรค แต่อย่างไรก็ตามความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรมัอาจ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพการวินิจฉัยนอกรา่งกาย เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาขา้มของแอนติบอดีและ
แอนติเจนท่ีปนเปื้อนอยู่ในตัวอย่าง ดังนั้นจึงมีการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีขึน้มาเพื่อ
แกปั้ญหาเหล่านี ้(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  
 

9.1. หลักการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ในปี 1975 Georges Köhler และ César Milstein ได้พัฒนาแนวทางในการผลิตโม

โนโคลนอลแอนติบอดีโดยอาศัยการหลอมรวมเซลล ์(somatic hybridization) โดยการน าลิมโฟ
ซัยทช์นิด B ท่ีได้รบัการกระตุน้จากแอนติเจนท่ีตอ้งการมารวมกับเซลลม์ะเร็งของเซลลพ์ลาสมา
หรือเซลลไ์มอิโลมา (myeloma cell) เพื่อใหก้ลายเป็นเซลลล์ูกผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) 
ซึ่งมีคุณสมบัติของเซลลไ์มอิโลมา คือสามารถแบ่งตัวและเจริญไดใ้นอาหารเลีย้งเซลลโ์ดยไม่มีวัน
ตาย ขณะเดียวกันคุณสมบัติของลิมโฟซัยท์ชนิด B ท าให้เซลล์ลูกผสมสามารถสรา้งและหลั่ง
แอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจนเพียงชนิดเดียวซึ่งเรียกว่า โมโนโคลนอล
แอนติบอดี (ภาพประกอบ 10) ต่อมาภายหลัง Köhler และ Milstein ได้รบัรางวัลโนเบลสาขา
การแพทยใ์นปี 1984 (Rajewsky, 2019)  

 
9.2. การคัดเลือกเซลลล์ูกผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) 

การหลอมรวมเซลลไ์มอิโลมาและลิมโฟซยัทช์นิด B สามารถท าไดโ้ดยการใชพ้อลิเอ
ทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ในความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม แต่อย่างไรก็ตามในความ
เป็นจริงไม่สามารถท่ีจะหลอมรวมทุกเซลลเ์พื่อให้เป็นเซลลล์ูกผสมได ้จะยังคงเหลือเฉพาะเซลล์
ไมอิโลมาและบี-เซลลท่ี์ไม่ได้รวมกัน ดังนั้นจึงจ าเป็นท่ีจะต้องหาสภาพท่ีเหมาะสมในการเลีย้ง
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เพื่อใหเ้หลือเฉพาะเซลลล์ูกผสมเท่านั้นท่ีสามารถมีชีวิตรอดและเจริญได้ โดยทั่วไปแลว้เซลลไ์มอิ
โลมาท่ีถูกน ามาใชจ้ะมีความบกพรอ่งในการสังเคราะหเ์อนไซมท่ี์เกี่ยวกับการสังเคราะหนิ์วคลีโอ
ไทด์ในวิถี  salvage ท าให้ไม่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ี เสริมด้วย hypoxanthine, 
aminopterin และ thymidine (HAT medium) เมื่อน าเซลลล์ูกผสมท่ีไดม้าเลีย้งใน HAT medium 
นี ้เซลลไ์มอิโลมาท่ีไม่หลอมรวมกันหรือหลอมรวมกันเองจะไม่สามารถมีชีวิตรอดได้ แต่เซลล์
ลกูผสมท่ีเกิดจากการหลอมรวมระหว่างเซลลไ์มอิโลมาและลิมโฟซัยทช์นิด B เท่านัน้ท่ีจะสามารถ
มีชีวิตรอด เพราะได้เอนไซม์ในวิถี salvage จากลิมโฟซัยท์ชนิด B ส่วนลิมโฟซัยท์ชนิด B ท่ีไม่
หลอมรวมกันหรือหลอมรวมกันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะเวลาสัน้ ๆ และตายไปในท่ีสุด (ไพศาล 
สิทธิกรกุล, 2548) 

การคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาโดยใช ้HAT medium มีพืน้ฐานจากเซลลข์องสัตวเ์ลีย้ง
ลกูดว้ยน า้นมส่วนใหญ่สามารถสังเคราะหนิ์วคลีโอไทดไ์ด ้2 กระบวนการ คือ de novo pathway 
และ salvage pathway ในกรณีของ de novo pathway (ภาพประกอบ 11) มีขัน้ตอนการยา้ยหมู่ 
methyl หรือ formyl จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยา้ยหมู่ methyl หรือ formyl นีส้ามารถถกูยบัยั้ง
ด้วย aminopterin ดังนั้น เมื่ อ  de novo pathway ถูกยับยั้ งเซลล์ก็จะเป ล่ียนมาใช้ salvage 
pathway โดยการเปล่ียนพิวรีน (purine) หรือ ไพริมิดีน (pyrimidine) เป็นนิวคลีโอไทดโ์ดยตรงเพื่อ
ใช้ในการสังเคราะห์ DNA แทน เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องใน salvage pathway นั้นได้แก่ เอนไซม ์
hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) แ ล ะ เอ น ไ ซ ม์  thymidine 
kinase (TK) ความบกพรอ่งในการสงัเคราะหเ์อนไซมต์วัใดตวัหน่ึงจะยบัยัง้การสงัเคราะห ์DNA ใน 
salvage pathway ได้ ดังนั้น  aminopterin ท่ีมีอยู่ ใน HAT medium จะไปขัดขวาง de novo 
pathway ส่วน hypoxanthine และ thymidine จะท าให้เซลล์สามารถเจริญได้โดยใช้ salvage 
pathway ดังนั้นเซลลท่ี์มีความบกพร่องในการสังเคราะหเ์อนไซม ์HGPRT หรือ TK จะไม่สามารถ
เจริญได้ใน HAT medium เพราะไม่สามารถใช้ salvage pathway ในการสังเคราะห์ DNA ได ้
(ไพศาล สิท ธิกรกุล , 2548; Abbas, Lichtman, & Pillai, 2014) (Abbas, Lichtman, & Pillai, 
2014; ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)h 
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ภาพประกอบ 10 หลกัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ท่ีมา ; Saeed, A., Wang, R., Ling, S., & Wang, S. (2017). Antibody Engineering 
for Pursuing a Healthier Future. Frontiers in Microbiology, 8. (Saeed, Wang, Ling, & 
Wang, 2017) 
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ภาพประกอบ 11 แนวทางการสงัเคราะห ์DNA ดว้ยวิถี de novo และวิถี salvage และการยบัยัง้
การสงัเคราะห ์DNA ของ aminopterin ในวิถี de novo 

ท่ีมา ; Abbas, A. K., Lichtman, A. H., & Pillai, S. (2014). Cellular and molecular 
immunology E-book: Elsevier Health Sciences. 

การผลิตเซลลล์กูผสมนัน้มกัจะใชเ้ซลลไ์มอิโลมาท่ีมีความบกพรอ่ง 2 ประการดว้ยกัน
คือ มีความบกพร่องในการสังเคราะหเ์อนไซม ์HGPRT (HGPRT - ) และไม่สามารถสรา้งอิมมูโน
โกลบูลินได้ (Ig- ) เพื่อให้แน่ใจว่าการสรา้งแอนติบอดีจากเซลลล์ูกผสมนั้นเป็นการถอดรหัสการ
สรา้งมาจากยีนของลิมโฟซยัทช์นิด B และเซลลไ์มอิโลมามีหนา้ท่ีเพียงแต่ท าใหเ้ซลลส์ามารถเจริญ
ได้ไม่มีท่ีสิน้สุดเท่านั้น เมื่อไดเ้ซลลล์ูกผสมท่ีสามารถสรา้งแอนติบอดีแลว้ จ าเป็นท่ีจะต้องมีการ
คัดเลือกเซลลล์ูกผสมท่ีสามารถสรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีต้องการได ้เน่ืองจากมี
เซลลล์ูกผสมบางเซลลเ์ท่านั้นท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีฉีดกระตุน้แก่สัตวท์ดลอง
ได้ วิธีท่ีใช้คัดเลือกโดยทั่วไป ได้แก่ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และการ
ท ด ส อ บ ท า ง วิ ท ย า ภู มิ คุ้ ม กั น รู ป แ บ บ ต่ า ง  ๆ  เช่ น  dot blotting, Western blotting, 
immunohistochemistry และอื่น ๆ ตามความเหมาะสม เมื่อคัดเลือกเซลล์ลูกผสมท่ีสร้าง
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แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีตอ้งการไดแ้ลว้ตอ้งท าการโคลนซ า้ (re-clone) เพื่อใหแ้น่ใจว่า
เซลลล์กูผสมนัน้มีตน้ก าเนิดมาจากเซลลล์กูผสมเซลลเ์ดียวจริง ๆ และขยายเพิ่มจ านวนเพื่อผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดีใหไ้ดป้ริมาณตามท่ีตอ้งการต่อไป (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  

ส าหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อใช้ส าหรบัการตรวจวินิจฉัยเชือ้ NNV 
นัน้มีการพัฒนามาตัง้แต่ปี 1995 โดย Nishizawa และคณะ ไดม้ีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ท่ีจ าเพาะต่อเชื ้อ  SJNNV โดยใช้ homogenate ของลูกปลา striped jack ท่ี ติดเชื ้อ  เมื่ อน า
แอนติบอดีท่ีไดม้าทดสอบดว้ย Western blot พบว่าสามารถจบักบัโปรตีนแคปซิดของ SJNNV ท่ีมี
ขนาด 42 kDa (Nishizawa et al., 1995) หลังจากนั้นได้มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อ yellow grouper nervous necrosis virus (YGNNV) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้
เป็น immunoglobulin G (IgG) เมื่อน ามาทดสอบดว้ย Western blot พบว่าสามารถจบักบัโปรตีน
แคปซิดของ YGNNV ท่ีมีขนาด 42 kDa (Lai et al., 2001) และการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อสายพนัธุ ์G9508KS ของ grouper nervous necrosis virus (GNNV) ท่ีสามารถเขา้จบั
กับโปรตีนแคปซิดท่ีถูกท าให้เสียสภาพท่ีแยกจาก GNNV-infected GF-1 เมื่อน ามาทดสอบดว้ย 
Western blot แต่ไม่เข้าจับกับ GNNV recombinant capsid protein เมื่อทดสอบด้วย indirect 
immnunosorbent enzyme linked assay (ELISA) (Shieh & Chi, 2005) ใ น ปี  2020 Shyam 
และคณะ ได้ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่ อพัฒนาเป็น lateral flow immuno-
chromatographic assay (LFIA) ส าหรบัใชใ้นการตรวจวินิจฉัยเชือ้ NNV จีโนไทป์ RGNNV โดย
ใช้เชื ้อ RGNNV isolate (SGYeosu08, GenBank accession No: KM095959.1) ท่ีแยกได้จาก
ปลา sevenband grouper ท่ีเพิ่มจ านวนในเซลลเ์พาะเลีย้ง SNN-1 พบว่ามีเซลลล์กูผสม 6 โคลน 
(2B1, 2B11, 2C12, 13C1-1, 13C1-2 และ 14D11) ท่ีสามารถสรา้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ NNV ท่ีมีขนาด 41 kDa เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค Western 
blot analysis โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดเ้ป็น IgG2a isotype และ kappa light chain 
ภายหลังผู้วิจัยได้ท าการเลือกโคลนหมายเลข 2B1 ท าการ conjugate กับ  colloidal gold 
nanoparticles และโคลนหมายเลข 2B11 ท าการตรงึท่ีบริเวณ test line พบว่า ความสามารถใน
การตรวจสอบต ่าสดุอยู่ท่ี 105.05 TCID50/100 μL และไม่พบปฏิกิริยาขา้มกบัเชือ้ไวรสัอื่น ๆ และจาก
ก า รต ร ว จ ส อ บ โด ย ใช้ เ นื ้ อ เยื่ อ ส ม อ ง ข อ ง ป ล า  sevenband grouper (Hyporthodus 
septemfasciatus) พบว่า LFIA ดังกล่าวมีความจ าเพาะ (specificity) ท่ี 100% และมีความไว 
(sensitivity) คิดเป็น 94.92% และมีประสิทธิผลในการตรวจวินิจฉัย (diagnostic effectiveness) 
อยู่ท่ี 96.81% (Shyam, Jeong, Oh, Kim, & Kim, 2020) 
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การศึกษาในครัง้นีผู้ว้ิจยัมีวตัถปุระสงคใ์นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะ
ต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ red-spotted nervous necrosis virus (RGNNV) เพื่อใชเ้ป็นเครื่องมือ
ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชือ้ในสัตวน์ า้ ส าหรบัควบคมุและลดผลกระทบท่ีจะเกิดขึน้เมื่อเกิดการ
ระบาดเป็นวงกวา้งภายในฟารม์เพาะเลีย้ง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวจิัย 

อุปกรณแ์ละสารเคม ี
1. สัตวท์ี่ใช้ในการทดลอง 

1.1 หนูขาว (Swiss mice) สายพันธุ์  ICR เพศเมีย  อายุ  6 สัปดาห์ จากศูนย์
สตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขตศาลายา จงัหวดันครปฐม 

1.2 ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ท่ี ติด เชื ้อ ไวรัส  nervous necrosis virus 
(NNV) จากฟารม์เพาะเลีย้งปลา จงัหวดั เพชรบุรี 

2. แบคทีเรียและพลาสมิด  
2.1 แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีมีพลาสมิด RGNNV-pGEX ซึ่งมียีนโปรตีน

แคปซิดของเชือ้ RGNNV  
2.2 แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบปฏิกิริยาขา้ม ดงัตารางที่ 3 
2.3 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV จากความอนเุคราะหข์อง อ. ดร. แสงจนัทร ์

เสนาปิน หน่วยวิจยัเพื่อความเป็นเลิศ เทคโนโลยีชีวภาพกุง้ (Centex Shrimp) ศนูยพ์ันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีแห่งชาติ 

3 เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง  
เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 1 
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ตาราง 1 เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง  

เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง  บริษัท 

1. กลอ้ง inverted microscope รุน่ IX70 Olympus, U.S.A. 

2. กลอ้ง compound microscope Olympus, U.S.A. 

3. เครื่องชั่งสาร รุน่ A200S Sartorius, Germany 

4. เครื่องป่ันเหวี่ยง microcentrifuge รุน่ 7M Spectrafuge, Korea 

5. เครื่องป่ันเหวี่ยงควบคมุอณุหภมูิ (refrigerated centrifuge) Eppendorf, Germany 

6. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน่ G560E Scientific industries 

7. เครื่องวดัการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) รุน่ Jenway6400 Bausch & Lomb, U.S.A. 

8. เครื่อง speed vaccum concentrator รุน่ SC210A Savant 

9. เครื่อง NanoDrop™ Lite Spectrophotometer Thermo scientific 

10. เครื่อง thermal cycler Eppendorf, Germany 

11. เครื่อง sonicator LABQUIP 

12. เครื่อง electrophoresis apparatus และอปุกรณ ์ Bio-Rad, U.S.A. 

13. เครื่อง nucleic acid electrophoresis Bio-Rad, U.S.A. 

14. ชดุ Mini-protein III electrophoresis Bio-Rad, U.S.A. 

15. ชดุ transblot apparatus Bio-Rad, U.S.A. 

16. ตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์(5% CO2 incubator) NUAIRE, U.S.A. 

17. เครื่อง rotary microtome รุน่ RM2135 LEICA 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง  บริษัท 

18. เครื่อง autoclave รุน่ HA-36 Hirayama 

20. ตูป้ลอดเชือ้ส าหรบัท า culture (horizontal laminar flow cabinets) NUAIRE 

 
4 เคมีภัณฑ ์

เคมีภณัฑท่ี์ใชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 2 

ตาราง 2 เคมีภณัฑท่ี์ใชใ้นการทดลอง 

เคมีภณัฑท่ี์ใชใ้นการทดลอง บริษัท 

1.ยาปฏิชีวนะ ampicillin, kanamycin Sigma, U.S.A. 

2.ยาปฏิชีวนะ penicillin, streptomycin M&H 

3. ชดุ high pure viral nucleic acid Roche 

4. ชดุ SuperScript™III One-Step RT-PCR System Invitrogen 

5. Platinum® Taq DNA Polymerase Invitrogen 

6. Fetal bovine serum Sigma, U.S.A. 

7. Polyethylene glycol (PEG) Sigma, U.S.A. 

8. Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma, U.S.A. 

9. Hypoxanthine Gibco, U.S.A. 

10. Aminopterin Sigma, U.S.A. 

11. Nitrocellulose membrane Sigma, U.S.A 
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ตาราง 2 (ต่อ) 

เคมีภณัฑท่ี์ใชใ้นการทดลอง บริษัท 

12. ชดุ Zymed’s Mouse MonoAb kit (HRP) Zymed, U.S.A. 

13. Goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) Bio-Rad, U.S.A 

14. D-glucose Gibco, U.S.A. 

15. L-glutamine Gibco, U.S.A. 

16. Sodium pyruvate (C3H3O3Na) Sigma, U.S.A. 

17. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) Amresco, U.S.A.. 

18. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) Amresco, U.S.A. 

19. HT supplement Gibco, U.S.A. 

20. Acrylamide Bio-Rad, U.S.A. 

22. Bis (N, N’-methylene-bis-acrylamide) Bio-Rad, U.S.A. 

23. Tris (hydroxyethyl) aminomethane Bio-Rad, U.S.A. 

24. SDS (Sodium dodecyl sulfate) Bio-Rad, U.S.A. 

25. Mercaptoethanol Sigma, U.S.A. 

26. molecular weight markers Sigma, U.S.A. 

27. Thimerosal Sigma, U.S.A. 

28. Ammonium persulfate Bio-Rad, U.S.A. 

29. Triton X-100 Sigma, U.S.A. 

30. TEMED (N’, N’, N’, N’, N’-Tetramethylethylenediamine) Promega 
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ตาราง 2 (ต่อ) 

เคมีภณัฑท่ี์ใชใ้นการทดลอง บริษัท 

31. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Sigma, U.S.A. 

32. Hydrogen peroxide (H2O2) Sigma, U.S.A. 

33. Coomassie brilliant blue R-250 Sigma, U.S.A. 

34. Eosin Y Harleco 

35. Hematoxylin  Harleco 

36. Paraplast Sherwood 

37. O-Phenylenediamine (OPD) Sigma, U.S.A. 

38. Dialysis tubing cellulose membrane Sigma, U.S.A. 

39. Protein standard (Kaleidoscope™) Bio-Rad, U.S.A. 

40. ชดุทดสอบ Hybridoma sub-isotype, mouse Zymed, U.S.A. 

41. อาหารเลีย้งเซลล ์RPMI 1640 Gibco, U.S.A. 

 

5 แบคทีเรีย 
แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบปฏิกิริยาขา้ม ดงัตาราง 3   

ตาราง 3 แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบปฏิกิริยาขา้ม 

แบคทีเรีย             รหสั ท่ีมา 

Aeromonas caviae             22106 DMST 

A. hydrophila             22097 DMST 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

แบคทีเรีย รหสั ท่ีมา 

A. sobria 22100 DMST 

Flavobacterium columnare 1301 CPF 

Photobacterium damselae N/A DABU 

Pseudomonas aeruginosa 11-12610 DBSWU 

Streptococcus iniae 2396  CENTEX  

Vibrio alginolyticus 24048 DMST 

V. parahaemolyticus 22093 DMST 

V. vulnificus 27427 DMST 

 
หมายเหต:ุ CENTEX = Centex Shrimp, Faculty of Science, Mahidol University, Thailand, 

    CPF        = Charoen Pokphand Food Public Co., Ltd.,  
    DABU     = Department of Aquatic Science, Faculty of Science, Burapha    
           University 
    DBSWU  = Department of Biology, Faculty of Science, Srinakharinwirot    
           University 
    DMST     = Department of Medical Science, Ministry of Public Health Thailand  
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วิธีด าเนินการทดลอง 
ขั้นตอนการด าเนินการสรุปได้ดังนี ้

การกระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของเชือ้ RGNNV (GST-RGNNV) 
 

การท ารีคอมบิแนนท ์GST-RGNNV ใหบ้ริสทุธิ์ 
 

ปลกูภมูิคุม้กนัหนขูาวดว้ยรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิด GST-RGNNV บริสทุธิ์ ผสมกบัตะกอนจาก
น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั 

 
ทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนขูาว 

 
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 
คดัเลือกและทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของ 

NNV 
 

ตรวจสอบคณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยการทดสอบหาอิพิโทป class และ 
subclass และทดสอบความไวของแอนติบอดี 
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1. การกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตนีแคปซิดของ RGNNV 
ท าการกระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV โดย

เร่ิมจากน าแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pGEX-RGNNV มาเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเชือ้ LB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin ความเขม้ขน้ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมอยู่ บ่มข้ามคืนใน incubator shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่าดว้ยความเร็วรอบ 225 รอบต่อนาที จากนัน้น าแบคทีเรียท่ีเตรียมไว ้5 มิลลิลิตร ใส่ลงใน flask 
ท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื ้อ  LB broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และมี  ampicillin ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ผสมอยู่ น าไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 225 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 60-90 นาที แลว้น าไปวดัค่า OD ท่ีมีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ให้
มีค่าอยู่ในช่วง 0.5-0.6 แล้วท าการกระตุ้นให้แบคทีเรียผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน ด้วยการเติม 
isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) ซึ่งปรบัใหม้ีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มิลลิโมลาร ์แล้ว
น าไปบ่มและเขย่าต่ออีก 4 ชั่วโมง ท าการเก็บเซลลแ์บคทีเรียโดยน าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000 ×g 
เป็นเวลา 20 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิง้แลว้น าตะกอนเซลลแ์บคทีเรียผสมกับ buffer B (100 mM 

NaH2PO4,10 mM Tris-Cl,8 M Urea pH 8) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมกนัจนตะกอนเซลลล์ะลาย 

และเติม phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มิลลิโมลาร ์
จากนั้นน าไปผ่านคล่ืนความถี่สงู (sonicate) เพื่อใหผ้นงัเซลลข์องแบคทีเรียแตก โดยท าท่ีอณุหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสเก็บ lysate ท่ีไดไ้วท่ี้อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  

 
2. การตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV 

น า lysate ท่ีได้จากข้อ 1 มาผสมกับ 2X SDS-treatment buffer ในอัตราส่วน 1:1 
แลว้ตม้ท่ีอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที จากนัน้น าโปรตีนมาแยกตามขนาดดว้ย 
15% SDS-PAGE ตามวิธีของ Leammli (Laemmli, 1970) โดยใช้แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ ์
BL21 ท่ีมี เฉพาะ พลาสมิด pGEX-6P-1 ซึ่ งผลิตโปรตีน  glutathione-S-transferase (GST) มี
ขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน (kDa) เป็น positive control ส าหรบัตรวจสอบความส าเร็จจาก
การกระตุน้ดว้ยดว้ย IPTG ในขอ้ 1 และใชแ้บคทีเรีย E. coli สายพันธุ ์BL21  ท่ีปราศจากพลาสมิด
เป็น negative control ท าการแยกโปรตีนโดยผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศักย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 
2 ชั่วโมง จากนั้นน าเจลไปย้อมด้วยสี Coomassie brilliant blue R-250 สังเกตแถบของรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของ RGNNV เปรียบเทียบกบัโปรตีนจากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ ์BL21 



  36 

ท่ีมีและไม่มีพลาสมิด pGEX-6P-1 โดยรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดท่ีอยู่ในรูป fusion protein ของ 
GST-RGNNV ท่ีมีขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตนั  
  

3. การแยกรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ให้บริสุทธ์ิ 
การแยกรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ใหบ้ริสุทธิ์ ท าโดยน า lysate 

ของแบคทีเรียท่ีไดม้าแยกโปรตีนตามขนาดโดยใช ้15% SDS-PAGE ตามขั้นตอนในขอ้ 2 แลว้น า
เจลไปแช่ใน KCl ความเข้มข้น 0.3 โมลาร ์ท่ีเย็นเป็นเวลาประมาณ 20 นาที จนโปรตีนภายใน     
เจลตกตะกอนเห็นเป็นแถบสีขาวขุ่น จากนั้นตัดแถบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดจากเจล แช่ใน
สารละลาย 0.1% SDS ข้ามคืน เก็บสารละลายและเจลท่ีตัดใส่ในถุง dialysis แล้วท าการดึง
โปรตีนออกจากเจลโดยใช้ชุด transblot apparatus (BioRad) ผ่านกระแสไฟฟ้าใน Towbin 
buffer 50 โวลต์ เป็นเวลา 10 ชั่วโมง ถ่ายสารละลายท่ีไดใ้ส่ถุง dialysis อันใหม่ แลว้น าไปแช่น า้
กลั่นเป็นเวลา 3 วัน และเปล่ียนน ้าทุก ๆ 12 ชั่วโมง ท าให้โปรตีนเข้มข้นด้วยเครื่อง vacuum 
concentrator ให้ได้ปริมาตรสุทธิเท่ากับปริมาตรเริ่มต้น วัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยเครื่อง 
nanodrop spectrophotometer เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส น ารีคอมบิแนนท์โปรตีน   
แคปซิดของเชือ้ RGNNV ท่ีบริสุทธิ์แลว้ไปปลกูภมูิคุม้กนัหนขูาว เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
และใชส้ าหรบัการตรวจสอบคณุสมบติัโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

 
4. การเตรียมเชือ้ไวรัส RGNNV จากน ้าเลีย้งเซลล ์E11 ที่ตดิเชือ้ และการ

ตรวจสอบเชือ้ RGNNV 
การเตรียมเชือ้ RGNNV ในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ ท าโดยน าน า้เลีย้งเซลลจ์าก

การเพาะเลี้ยงเซลล์ E11 ท่ีท าให้ติดเชื ้อไวรัส แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 
มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันท่ีความเร็ว 20000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง เพื่อใหไ้วรสัตกตะกอน (Liu et al., 2009) ดูดเก็บส่วนใสด้านบนแยกใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้ว ละลายตะกอนไวรสัด้วย PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยท าท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เก็บตะกอนไวรสัท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส และท าเช่นเดียวกับดังท่ีกล่าวมา
กบัน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ไวรสั เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของขนาดโปรตีน และยืนยัน
ความถกูตอ้งของขนาดโปรตีนท่ีปรากฏหลงัน าไปตรวจสอบ  

ท าการตรวจสอบส่วนตะกอนและส่วนใสท่ีไดจ้ากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้และไม่
ติดเชือ้ไวรสั โดยการนามาแยกโปรตีนตามขนาดดว้ย 15% SDS-PAGE ตามขัน้ตอนในขอ้ 2 โดย
ใชน้ า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสัและไม่ติดเชือ้ไวรสัก่อนการตกตะกอน เป็นกลุ่มควบคมุ โดยท า
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การแยกโปรตีนโดยผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศักย์ 80 โวลต ์เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าเจล
ไปยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250  

น าตะกอนท่ีไดจ้ากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ท่ีผ่านการตรวจสอบยืนยันแลว้ไปใช้
ปลูกภูมิคุ้มกันหนูขาวร่วมกับรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชือ้  RGNNV ท่ีผ่านการท าให้
บริสุทธิ์แล้วในข้อ 3 เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี และใช้สาหรับการตรวจสอบคุณสมบัติ      
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

5. การเตรียมตัวอย่างปลากะพงขาวที่ติดเชือ้ NNV 
ท าการเก็บรวบรวมตัวอย่างปลากะพงขาวท่ีมีการติดเชือ้ NNV จากธรรมชาติ ไดร้บั

ความอนเุคราะหจ์ากฟารม์เพาะเลีย้งปลา จงัหวดั เพชรบุรี จากนัน้น ามาตรวจสอบการติดเชือ้ ดงันี ้
5.1 การสกัดกรดนิวคลิอิกของเชือ้ NNV จากตัวอย่างปลา 

กรณีตัวอย่างเป็นลกูปลาขนาดเล็กจะใชส่้วนหวัทัง้หมดเน่ืองจากไม่สามารถแยก
อวัยวะได ้แต่ในกรณีตัวอย่างเป็นปลาตัวเต็มวัยจะน าอวัยวะของตัวอย่างปลาบริเวณสมอง ตา 
และเหงือกของปลากะพงขาว บดใน PBS โดยใช้อัตราส่วน 1:1 (ตัวอย่างหนัก 1 กรัม ใน PBS 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,500 × g เป็นเวลา 10 นาที แบ่งสาร
สกัดท่ีได้ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึงเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ  -70 องศาเซลเซียส ส าหรับทดสอบกับ
แอนติบอดีท่ีผลิตได้โดยวิธี dot blotting และ Western blotting และสารสกัดอีกส่วนน ามา ผสม
กับ lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 50 mM NaCl, 2% SDS, pH 9) เพื่อสกัด
กรดนิวคลีอิก โดยใช้ชุด high pure nucleic acid kit (Roche Molecular Biochemical) ท าตาม
ขัน้ตอนท่ีระบุไวใ้นคู่มือ เก็บกรดนิวคลีอิกท่ีสกดัไดไ้วท่ี้ในอณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส  

 
5.2 การตรวจการติดเชือ้กลุ่ม NNV ด้วยวิธี RT-PCR  

การตรวจการติดเชือ้ไวรสักลุ่ม NNV ด้วยวิธี RT-PCR ท่ีจ  าเพาะกับยีนโดยน า
กรดนิวคลิอิกท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 5.1 มาเป็นตน้แบบในการสังเคราะห ์cDNA ของยีน RNA2 ซึ่งแปล
รหัสให้โปรตีนแคปซิดของเชือ้ไวรสักลุ่ม  NNV โดยใช้เอนไซม์ reverse transcriptase และ Taq 
DNA polymerase ตามล าดับ โดยผสมสารเคมีส าหรบั RT-PCR (ตาราง 4) ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 200 ไมโครลิตร จากนั้นน าเข้าเครื่อง thermal cycler ก าหนดอุณหภูมิและเวลาของแต่ละ
ขั้นของการเพิ่มจ านวนยีน (ตาราง 5) โดยใช้ไพรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อ major capsid protein ของ
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ไวรสัในกลุ่ม NNV โดยไพรเมอรท่ี์ใชส้ าหรบัวิธี RT-PCR คือ VNNV1 และ VNNV2  (Dalla Valle et 
al., 2000) โดยใหผ้ลผลิตท่ีมีขนาด 605 คู่เบส ล าดบัเบสของไพรเมอรด์งันี ้

 
Forward primer: (VNNV1) 5’- ACACTGGAGTTTGAAATTCA - 3’ 
Reverse primer: (VNNV2) 5’- GTCTTGTTGAAGTTGTCCCA – 3’ 

ตาราง 4 ส่วนผสมของการท า RT-PCR  

ส่วนผสมของการท า RT-PCR ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

กรดนิวคลิอิกท่ีสกดัไดจ้ากปลากะพงขาว 

SuperScript™ III RT/ Platinum ® Taq Mix 

2X reaction mix (0.4 mM dNTPs, 2.4 mM MgSO4) 

Forward primer : VNNV1 (10 μM) 

Reverse primer : VNNV2 (10 μM) 

Deionized water 

5.0 

1.0 

12.5 

1.0 

1.0 

4.5 

ปริมาตรสทุธิ 25.0 
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ตาราง 5 ขัน้ตอน อณุหภมู ิและเวลาส าหรบัการตรวจสอบยีนโปรตีนแคปซิดดว้ยวิธี RT-PCR 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที)  

1. cDNA synthesis  

2. pre-denaturation 

3. denaturation 

4. annealing 

5. extension 

6. final extension  

50 

94 

94 

57 

68 

68 

30.00 

2.00 

0.15 

0.30 

1.00 

5.00 

ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 

3 – 5 

เป็นจ านวน 40 รอบ 

 
น าผลผ ลิต  RT-PCR ท่ี ได้ม าวิ เค ราะห์ขนาดด้วยด้วย  1% agarose gel 

electrophoresis ท่ีความต่างศักย ์90 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลว้ส่องดูผลภายใตแ้สง UV ดว้ย 
เครื่อง gel documentation ตดัแถบ DNA ท่ีมีขนาดเท่ากบั 605 คู่เบสซึ่งเป็นผลผลิตของ RT-PCR 
ไปท าใหบ้ริสุทธิ์โดยใชชุ้ด NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) ตาม 
ขั้นตอนท่ีระบุไวใ้นคู่มือ เก็บผลผลิต DNA ท่ีสกัดไดไ้วท่ี้ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปโคลนเขา้สู่ 
cloning vector และส่งไปตรวจสอบล าดบั DNA ต่อไป 

 
5.3 การตรวจการติดเชือ้ไวรัสกลุ่ม NNV ด้วยวิธี nested RT-PCR 

ท าโดยน าผลผลิตท่ีไดจ้ากการท า RT-PCR ในขอ้ 5.2 มาเป็นตน้แบบและท าการ 
เพิ่มจ านวนยีน RNA2 ซึ่งแปลรหัสใหโ้ปรตีนแคปซิดของเชือ้กลุ่ม  NNV โดยใช้ไพรเมอร ์VNNV3 
และ VNNV4 ใหผ้ลผลิตท่ีมีขนาด 255 คู่เบส โดยผสมสารเคมีส าหรบั nested RT-PCR ดงั ตาราง 
6 ลงในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร จากนั้นน าเขา้เครื่อง thermal cycler ก าหนดอุณหภูมิ และ
เวลาของแต่ละขั้นของการเพิ่มจ านวนยีน (ตาราง 7) โดยใช้ไพรเมอร์ VNNV3 และ VNNV4 มี 
ล าดบัเบสดงันี ้(Dalla Valle et al., 2000)  

  
 



  40 

Forward primer: (VNNV3) 5’- ATTGTGCCCCGCAAACAC - 3’ 
Reverse primer: (VNNV4) 5’- GACACGTTGACCACATCAGT – 3 

ตาราง 6 ส่วนผสมของการท า nested RT-PCR 

ส่วนผสมของการท า nested RT-PCR 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขม้ขน้สดุทา้ย 

(Final concentration) 

RT-PCR product 1.00 - 

Platinum ® Taq DNA Polymerase (5 unit / μl) 0.25 1X buffer 

10X PCR buffer 2.50 200 μM 

10 mM dNTPs 0.50 1.5 mM 

50 mM MgCl2 0.75 0.4 μM 

Forward primer : VNNV3 (10 μM) 1.00 0.4 μM 

Reverse primer : VNNV4 (10 μM) 1.00 0.4 μM 

Deionized water 18.00 - 

ปริมาตรสทุธิ 25.0  
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ตาราง 7 ขัน้ตอน อณุหภมู ิและเวลาส าหรบัเพิ่มจ านวนยีนโปรตีนแคปซิด ดว้ยวิธี nested RT-
PCR 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที)  

1. intial denaturation  

2. denaturation 

3. annealing 

4. extension 

5. final extension 

94 

94 

57 

72 

72 

3.00 

0.30 

0.30 

0.30 

10.00 

ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 

2 - 4  

เป็นจ านวน 35 รอบ 

 
น าผลผลิต nested RT-PCR ท่ีได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธี 1% agarose gel 

electrophoresis ท่ีความต่างศักย ์90 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลว้ส่องดูผลภายใตแ้สง UV ดว้ย 
เค รื่ อ ง  gel documentation ใน ก รณี ท่ี ผ ล ก า ร วิ เค ร า ะ ห์ ข น า ด ด้ ว ย  1% agarose gel 
electrophoresis จากการท า RT-PCR ในขอ้ 5.2 ไม่พบแถบผลผลิต DNA แต่พบในรอบของการ 
ท า nested RT-PCR จะตัดแถบ DNA ท่ีมีขนาดเท่ากบั 255 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตของ nested RT-
PCR ไปท าใหบ้ริสุทธิ์โดยใชชุ้ด NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) 
ตามขั้นตอนท่ีระบุไว้ในคู่มือ เก็บผลผลิตท่ีสกัดได้ไวท่ี้  -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปโคลนเข้าสู่ 
cloning vector และส่งไปหาล าดบั DNA ต่อไป 
 

6. การหาล าดับ DNA  
6.1 การโคลนผลผลิตที่ ได้จากการท า PCR เข้าสู่  pCR™8/GW/TOPO™ 

vector และการ transformation เข้าสู่ competent cells 
จากการท า nested RT-PCR มีการใช ้Platinum ® Taq ท าใหบ้ริเวณปลายของ

ผลผลิต PCR ถูกเติมเบส adenine (A) ส่งผลให้ผลผลิตเป็นปลายเหนียว จึงต้องท าการโคลน
ผลผลิตเขา้สู่เวกเตอรท่ี์มีเบส thymine (T) ยื่นออกมา เพื่อจับกับเบส A บริเวณปลายของผลผลิต
ได้ จึงท าการโคลนผลผลิตท่ีได้จากข้อ 5.3 เข้าสู่  pCR™8/GW/TOPO™  vector โดยใช้ชุด 
pCR™8/GW/TOPO™ TA Cloning Kit (Invitrogen) โดยผสมสารต่าง ๆ ดงัตาราง 8 
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ตาราง 8 ส่วนผสมของการเชื่อมกนั (ligation) ระหว่างผลผลิต PCR ท่ีไดก้บั 
pCR™8/GW/TOPO™ vector 

ส่วนผสมของการท า ligation ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

DNA ผลผลิตจากการท า nested RT-PCR  

pCR™8/GW/TOPO™ vector 

Salt solution 

4 

1 

1 

ปริมาตรสทุธิ 6 

 
ท าการผสมสารทัง้หมดใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที เพื่อให ้DNA เชื่อมต่อเข้ากับเวกเตอรใ์หไ้ดเ้ป็นรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด จากนั้นดูด
ส่วนผสม ligation ทั้งหมดใส่หลอด competent cells สายพันธุ์  E. coli TOP10 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรท่ีละลายแลว้บนน า้แข็ง ใชนิ้ว้ดีดหลอดเบา ๆ ใหเ้ขา้กัน วางไวบ้นน า้แข็ง เป็นเวลา 30 
นาที แลว้ท าการ heat-shock โดยน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที แลว้
น ากลบัไปวางบนน า้แข็งเป็นเวลา 20 นาที ใส่อาหารเลีย้งเชือ้ LB broth ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
แลว้น าไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 225 rpm ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,000 ×  g เป็นเวลา 3 นาที แลว้ดดูส่วนใสดา้นบนทิง้ใหป้ริมาตรสทุธิท่ีเหลือ
ในหลอดเป็น 100 ไมโครลิตร ผสม competent cells ท่ีตกตะกอนท่ีก้นหลอดให้เขา้กัน แล้วดูด
ทัง้หมดไป spread บน LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นเติม isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 
ความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร ์(mM) ปริมาตร 12 ไมโครลิตร และ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl 
β-D-Galactopyranoside (X-gal) ความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 12 ไมโครลิตร 
น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน  
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6.2 การคัดเลือกโคลน E. coli ที่มีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด 
ท าการคัดเลือกโคโลนีท่ีมีชิน้ DNA โดยเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวท่ีเจริญบน LB 

agar ในข้อ 6.1 มาเลีย้งต่อใน LB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยใส่ยา spectinomycin ความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร น าไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 225 rpm ท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน จากนั้นน าไปสกัดพลาสมิดโดยใชชุ้ด NucleoSpin Plasmid 
EasyPure (MACHEREY-NAGEL) ท าตามขั้นตอนท่ีระบุไว้ในคู่มือ จะได้พลาสมิดปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แบ่งพลาสมิดปริมาตร 8 ไมโครลิตร ไปตัดด้วย
เอนไซมต์ัดจ าเพาะ (ตาราง 9) เพื่อตรวจสอบว่า DNA ท่ีเป็นผลผลิตจากการท า nested RT-PCR 
ท่ีถกูเชื่อมต่อเขา้กบัเวกเตอรจ์ริง ก่อนส่งไปหาล าดบั DNA   
 

ตาราง 9 ส่วนผสมของการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

ส่วนผสม ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

พลาสมิด 

10X CutSmart buffer 

EcoRI-HF 

8 

1 

1 

ปริมาตรสทุธิ 10 

 

ท าการผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 ชั่วโมง จากนัน้น ามาวิเคราะหข์นาดดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช ้1% agarose 
gel โดยใชค้วามต่างศักยท่ี์ 90 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลว้ส่องดูผลภายใตแ้สง UV ดว้ยเครื่อง 
gel documentation หาก DNA ท่ีเป็นผลผลิตจากการท า nested RT-PCR ถูกเชื่อมต่อเข้ากับ 
pCR™8/GW/TOPO™ vector จะปรากฏ 2 แถบ คือ แถบของ pCR™8/GW/TOPO™ vector ท่ี
มีขนาด 2,817 คู่เบส และแถบของ DNA ท่ีเป็นผลผลิตจากการท า nested RT-PCR ท่ีมีขนาด 225 
คู่เบส จากนั้นแบ่งพลาสมิดท่ีเหลือท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ใส่ในหลอดใหม่เพื่อส่งไปหาล าดับ DNA จากผลการหาล าดับ DNA พบว่าเป็นยีนโปรตีนแคปซิด
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ของเชือ้กลุ่ม NNV จีโนไทป์ RGNNV น าปลากะพงขาวตัวดังกล่าวไปใช้ในขั้นตอนการคัดเลือก
และทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป 

 
6.3 การเตรียมโปรตีนเสียสภาพของตัวอย่างปลากะพงขาว  

น าตวัอย่างปลากะพงขาวปกติและปลากะพงขาวท่ีติดเชือ้กลุ่ม NNV ท่ีไดร้บัการ 
ตรวจการติดเชือ้จากขอ้ 5.2 และผ่านการยืนยนัจากการหาล าดับ DNA ในขอ้ 6.2 ส่วนหน่ึงมาท า 
ให้เสียสภาพโดย ผสมกับ  2X SDS-treatment buffer ในอัตราส่วน 1:1 ในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แลว้ตม้ท่ีอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ตดัถุง dialysis ใหม้ีขนาดใหญ่
กว่าปากหลอดเล็กนอ้ย แล้วน าไปครอบปากหลอดในลักษณะท่ีคว ่าลง จากนั้นน าไปแช่ใน PBS 
เป็นเวลา 1 คืน เพื่อดึง SDS ออก และเก็บตัวอย่างไว้ท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ใน
ขัน้ตอนการคดัเลือกและทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป 
 

7. การผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีจ่ าเพาะต่อโปรตนี 
แคปซิดของเชือ้ RGNNV 

7.1 การปลูกภูมิคุ้มกันหนูขาว 
น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ท่ีท าใหบ้ริสุทธิ์แล้วจากขอ้ 3 

ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 240 ไมโครลิตร และตะกอนของน า้เลีย้งเซลล ์E11 
ท่ีติดเชือ้ไวรัสจากข้อ 4 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมเข้า
ดว้ยกนั แลว้น าไปผสมกบั complete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1 : 1 ท าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้
สดุทา้ยของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV เป็น 0.5 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร จากนั้น
น าไปฉีดเขา้ช่องทอ้งหนูขาว จ านวน 4 ตวั ๆ ละ 100 ไมโครลิตร ท าการกระตุน้ภมูิคุม้กนัอีก 3 ครัง้ 
โดยผสมโปรตีนท่ีความเข้มข้นเดิมกับตะกอน ปริมาตรเท่าเดิม ผสมกับ incomplete Freund’s 
adjuvant เว้นระยะห่างระหว่างการฉีดแต่ละครั้ง 2 สัปดาห์ หลังจากการฉีดครั้งท่ี 4 ไปแล้ว 1 
สปัดาห ์ท าการเก็บเลือดบริเวณหวัตา (orbital sinus) ของหนูขาวทัง้ 4 ตวั จากนัน้น ามาป่ันเหวี่ยง
ท่ี 6,000 ×g เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อแยกแอนติซีรัม (antiserum) หนูแต่ละตัว แลว้น ามาทดสอบ
ความจ าเพาะของแอนติซีรมัต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ดว้ยวิธี Western 
blotting โดยแอนติซีรัมแสดงปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะต่อรีคอมบิเนนท์โปรตีนแคปซิดของเชือ้ไวรัส 
โปรตีนแคปซิดไวรสัในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ และ โปรตีนแคปซิดจากสารสกัดของปลาติด
เชือ้ไวรสั โดยไม่แสดงปฏิกิริยาหรือแสดงปฏิกิริยานอ้ยท่ีสดุกบัสารสกัดจากปลาปกติ น า้เลีย้งเซลล ์
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E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ไวรสั เลือกหนูตวัท่ีมีตอบสนองดีท่ีสดุมาใชผ้ลิตเซลลไ์ฮบริโดมา โดยฉีดกระตุน้ซ า้
อีก 2 ครัง้ ดว้ยรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดผสมกบั incomplete Freund’s adjuvant 

7.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
วิธีการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมาในการศึกษาครัง้นีไ้ดพ้ฒันามาจากวิธีการดัง้เดิมของ  

(Köhler & Milstein, 1976) ซึ่งดัดแปลงโดย (Mosmann, Baumal, & Williamson, 1979) โดยน า
หนูขาวตัวท่ีให้ผลของปฏิกิริยาระหว่างแอนติซีรมักับแอนติเจนท่ีดีท่ีสุด จากข้อ 7.1 มากระตุ้น
ภูมิคุ้มกันซ ้าด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของ RGNNV ท่ีผสมกับ incomplete Freund’s 
adjuvant อีกครัง้โดยท าการฉีดซ า้ 3 วันก่อนด าเนินการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา จากนั้นฆ่าหนูตัว
ดังกล่าวโดยดึงขอ้ต่อบริเวณคอ (cervical dislocation) แลว้ท าการผ่าตัดแยกม้ามและกระจาย
เซลลม์า้มใหเ้ป็นเซลลเ์ด่ียว น ามาหลอมรวมกับ P3X myeloma cell line โดยใชพ้อลิเอทิลีนไกล
คอล (polyethylene glycol) เขม้ขน้ 50% เป็นเวลา 1 นาที ท าใหไ้ดเ้ป็นเซลลล์ูกผสม  หลงัจากนั้น
เติมอาหารเลีย้งเซลล ์RPMI และบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 2 ชั่วโมงท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส แลว้ป่ัน
แยกและกระจายเซลลล์งใน 96 well microculture plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล ์RPMI เสริมด้วย 
HAT medium (ท่ีประกอบด้วย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine) กับ  20% fetal 
bovine serum (FBS) และ เม็ดเลือดแดง 0.5% เป็นจ านวน 15 เพลต เลีย้งในตู ้CO2 incubator 
ภายใตส้ภาวะท่ีมีคารบ์อนไดออกไซด ์5% และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 สัปดาห ์ 
ติดตามการเจริญของเซลลภ์ายในเพลต ดว้ยกล้องจุลทรรศนแ์บบ inverted microscope น าน า้
เลีย้งเซลลใ์นแต่ละหลมุมาทดสอบดว้ยวิธี dot blotting และ western blotting ต่อไป 

 
7.3 การคัดเลือกไฮบริโดมา  

จากการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเลีย้งใน 96 well microculture plate ซึ่งมีจ  านวน 
15 เพลต ท าใหไ้ดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาจ านวนมาก จึงจ าเป็นตอ้งคัดเลือกขั้นท่ี 1 โดยวิธี dot blotting 
ก่อน จากนัน้จึงน าน า้เลีย้งเซลลข์องโคลนไฮบริโดมาท่ีใหผ้ลบวกกบัวิธี dot blotting มาคดัเลือกขัน้
ท่ี 2 ต่อโดยวิธี dot blotting, western blotting และ immunohistochemistry 

  
7.3.1 การคัดเลือกขั้นที่ 1 โดยวิธี dot blotting  

การใชพ้ลาสมิด pGEX-6P-1 expression vector ในการผลิตโปรตีนลกูผสม
ของ GST จาก vector กับโปรตีนท่ีตอ้งการดังนั้นในการคัดเลือกขั้นท่ี 1 โดยวิธี dot blotting เพื่อ
คัดเลือกไฮบริโดมาท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของ RGNNV เท่านั้น ดังนั้นจึง
จ าเป็นตอ้งหยด lysate ของโปรตีนท่ีไดจ้าก E. coli ท่ีมีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ GST-
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RGNNV และ lysate ของ E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 (GST) โดยหยดลงบนกระดาษ 
nitrocellulose ประมาณ 1 ไมโครลิตรต่อหยด รอใหก้ระดาษ nitrocellulose แห้ง แลว้แช่ใน 5% 
blotto (นมพรอ่งมนัเนย 5%, 0.1% Triton X-100 ละลายใน PBS) เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้น าไป
บ่มในน ้าเลี ้ยงเซลล์จากไฮบริโดมาในแต่ละหลุม (น ้าเลีย้งเซลล์เจือจาง 1:8 ใน 1% blotto) ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 3 ครัง้ บ่มซ า้ด้วย horseradish peroxidase 
labeled goat anti-mouse IgG heavy and light chain specific antibody (GAM-HRP) เจือจาง 
1 : 2500 ใน 1% blotto ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่ วโมง ล้างด้วย  PBS 3 ครั้ง จากนั้นเติม
สารละลาย substrate ท่ีประกอบด้วย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen 
peroxide (H2O2) และ 0.05% cobalt chloride (CoCI2) ในสารละลาย PBS คดัเลือกไฮบริโดมาท่ี
สรา้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของ RGNNV และโปรตีนแคปซิด
ไวรัสในน ้าเลี ้ยงเซลล์ E11 ท่ีติดเชือ้ โดยดูจากต าแหน่งท่ีหยดหยดโปรตีน GST-RGNNV ของ 
lysate ท่ี ได้จาก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV ผสมกับน ้าเลี ้ยงเซลล์ E11 ท่ี ติดเชื ้อ 
RGNNV ปรากฏจุดสีด าขึน้ และไม่ปรากฏจุดสีด าในต าแหน่งท่ีหยดโปรตีน GST ของ lysate ท่ีได้
จาก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 ผสมกับน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ น าน า้เลีย้งเซลล์
ไฮบริโดมาท่ีให้ผลดังกล่าว ไปคัดเลือกต่อในการคัดเลือกขั้นท่ี 2 โดยวิธี dot blotting และ 
Western blotting 

 
7.3.2 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี dot blotting  

การคดัเลือกในขัน้ตอนนีค้ลา้ยกับการคดัเลือกในขัน้ตอนท่ี 1 แต่ในขัน้ตอนนี้
ท าการหยดตัวอย่าง 4 จดุท่ีต่างกันไดแ้ก่ 1) โปรตีน GST-RGNNV ของ lysate ท่ีไดจ้าก E. coli ท่ี
มีพลาสมิด pGEX-RGNNV 2) โปรตีน GST ของ lysate ท่ีไดจ้าก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-
1 3) น ้าเลีย้งเซลล  ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV และ 4) น า้เลีย้งเซลล  ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ RGNNV โดย
หยดตวัอย่างสารละลายแต่ละจุดประมาณ 1 ไมโครลิตร รอใหแ้หง้ท่ีอณุหภมูิหอ้ง แลว้น า ไปแช่ใน
สารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นบ่มกับน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมาจากหลุม
เดียวกนักบัท่ีใหผ้ลบวกจากการคดัเลือกขัน้ท่ี 1 ในขอ้ 7.3.1 ท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แลว้
ลา้งดว้ย PBS 3 ครัง้ บ่มซ า้ดว้ย GAM-HRP จากนั้นด าเนินการเช่นเดียวกันกบัขอ้ 7.3.1 คัดเลือก
ไฮบริโดมาท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชื ้อ  RGNNV และ
จ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดไวรสัในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ได ้
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7.3.3 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี Western blotting 
น า lysate ของโปรตีนท่ีไดจ้าก E. coli ท่ีมีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของ

เชื ้อ RGNNV และ น ้าเลี ้ยงเซลล์ท่ี ติดเชื ้อ RGNNV มาแยกโปรตีนใน 15% SDS-PAGE ผ่าน
กระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายโปรตีนจากเจลลงสู่กระดาษ 
nitrocellulose โดยใช้ชุด transblot apparatus ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศักย์ 70 โวลต ์เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง แลว้น ากระดาษ nitrocellulose แช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที แลว้
ตัดกระดาษ nitrocellulose เป็นเสน้แยกใส่ในน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผ่านการคัดเลือกโดยวิธี 
dot blotting แลว้ โดยเจือจาง 1:20 ใน 1% blotto บ่มท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แลว้น าไป
ผ่านกระบวนการ immuno-peroxidase เช่นเดียวกบัขัน้ตอนในขอ้ 7.3.1 เพื่อยืนยันความจ าเพาะ
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี และตรวจสอบผลท่ีไดโ้ดยเทียบกบัแถบโปรตีนท่ีบ่มดว้ยแอนติซีรมั 

 
7.3.4 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี immunohistochemistry 

น าตัวอย่างปลากะพงขาวท่ีตรวจพบการติดเชือ้กลุ่ม NNV มาท าใหค้งสภาพ 
(fix) ในสารละลาย Davidson’s fixative นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นล้างดว้ยน า้ประปา เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง โดยใหน้ า้ผ่านตลอดเพื่อก าจัด fixative แลว้น ามาผ่านกระบวนการดึงน า้ออกจากเนือ้เยื่อ 
(dehydration) ด้วยเอทานอลเปอรเ์ซ็นต์ต่าง ๆ จากความเข้มข้นน้อยไปมาก ดังนี้ 70, 90, 95 
เปอรเ์ซ็นต์ บิวทานอล บิวทานอลผสมไซลีนในอัตราส่วน 1:1 และ ไซลีน ตามล าดับ จากนั้นอิน
ฟิลเตรท (infiltration) ดว้ยพาราพลาสตแ์ละฝังเนือ้เยื่อในพาราพลาสต ์(embedding) แลว้น าไป
ผ่านกระบวนการ paraffin sectioning ด้วยเครื่องตัดชิน้เนือ้แบบโรตารี (rotary microtome) ตัด
เนือ้เยื่อเป็นชิน้ให้มีความหนา 8 ไมโครเมตร น าไปติดบนสไลด์ท่ีเคลือบด้วยสารละลายเจลาติน 
(gelatin solution) อบท่ีตูอ้บอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 12 ) 
น ามาผ่านกระบวนการ immune-peroxidase โดยน าสไลดท่ี์ติดเนือ้เยื่อมาละลายพาราพลาสตอ์
อกดว้ยไซลีน (deparaffination) และบิวทานอล จากนัน้น าไปผ่านกระบวนการเติมน า้เขา้สู่เนือ้เยื่อ
ด้วยเอทานอลเปอรเ์ซ็นต์ต่าง ๆ จากความเข้มข้นมากไปน้อยดังนี้ 95, 90 และ 70 เปอรเ์ซ็นต ์
ตามล าดับ ตรึงเนือ้เยื่อด้วยฟอรม์าลินความเขม้ข้น 10% ลา้งดว้ยน า้กลั่น และ PBS 3 ครัง้ หยด
คลุมเนือ้เยื่อด้วยสารละลาย P1

+ (fetal bovine serum เข้มข้น 10% ใน PBS) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสในกล่องเก็บความชืน้เป็นเวลา 30 นาที น าน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีใหผ้ลบวกจาก
การคัดเลือกในข้อ 7.3.1 และ 7.3.2 เจือจาง 1:20 ในสารละลาย P1

+  หยดคลุมเนื้อเยื่อ บ่มท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั่วโมง แลว้ลา้งดว้ย PBS 4 ครัง้ ๆ ละ 10 นาที จากนัน้บ่ม
ซ า้ดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1:2500 ในสารละลาย P1

+  หยดคลุมเนือ้เยื่อ บ่มท่ีอุณหภมูิ 37 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่ วโมง ล้างด้วย PBS 4 ครั้ง ๆ ละ 10 นาที และน าไปท าปฎิกิริยากับ
สารละลายซบัสเตรท ประกอบดว้ย 0.03% DAB และ 0.006% H2O2 ในสารละลาย PBS เป็นเวลา 
5 นาที ลา้งเนือ้เยื่อดว้ยน า้กลั่น จากนั้นน าไปยอ้มซ า้ดว้ยสี haematoxylin และสี eosin Y (H&E) 
เพื่อใหเ้ห็นขอบเขตเนือ้เยื่อไดช้ดัเจน แลว้ผ่านกระบวนการดึงน า้ออกจากเนือ้เยื่ออีกครัง้ดว้ยเอทา
นอลเปอรเ์ซ็นตต่์าง ๆ จากความเขม้ขน้นอ้ยไปมาก จากนัน้ท าใหเ้นือ้เยื่อใสดว้ยไซลีน ท าเป็นสไลด์
ถาวรโดยหยดทับเนือ้เยื่อดว้ย permount  และปิดด้วยกระจกปิดสไลด ์น าไปส่องดูภายใต้กลอ้ง
จุลทรรศน์ บริเวณท่ีมีการติดเชือ้จะปรากฏเป็นสีน า้ตาลในเซลลเ์ป้าหมายของเนือ้เยื่อของปลา
กะพงขาวท่ีติดเชือ้ (ภาพประกอบ 13) 
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ภาพประกอบ 12 แผนผงัการเตรียมเนือ้เยื่อปลาส าหรบัวิธี immunohistochemistry (IHC)  

(ดดัแปลงจาก(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548): หนา้ 27-34) 

ปลาติดเชือ้กลุม่ NNV 
 

สารละลาย Davidson’s fixative 
24 ชั่วโมง 

ลา้งน า้ประปา 
3 ชั่วโมง 

70% เอทานอล 
3 ชั่วโมง 

90% เอทานอล 
3 ชั่วโมง 

95% เอทานอล 
        2 ครัง้ ขา้มคืน 

บิวทานอล 
          1 ชั่วโมง 

บิวทานอล : ไซลนี (1:1) 
          1 ชั่วโมง 
ไซลนี 

3 ครัง้ๆ ละ 30 นาที 
ไซลนี : พาราพลาสต ์(1:1) 

60 องศาเซลเซียส 30 นาที 
พาราพลาสต ์

60 องศาเซลเซียส 3 ครัง้ๆ ละ30 นาที 
ฝังเนือ้เยื่อในพาราพลาสต ์

 
ตดัเนือ้เยื่อดว้ยเครื่องไมโครโตม 

 
ติดเนือ้เยื่อลงบนสไลด ์
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ภาพประกอบ 13 แผนผงักระบวนการยอ้มโดยวิธี immunohistochemistry  

(ดดัแปลงจาก(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548): หนา้ 27-34) 
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8. การโคลนซ า้ด้วยวิธี limited dilution  
น าโคลนของไฮบริโดมาท่ีมีการสรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ 

RGNNV ท่ีผ่านการคดัเลือกทัง้ขัน้ท่ี 1 และ 2 มาโคลนซ า้ดว้ยวิธี limited dilution (Eshhar, 1985) 
เพื่อใหแ้น่ใจว่าเซลลไ์ฮบริโดมานั้นมีตน้ก าเนิดมาจากเซลลไ์ฮบริโดมาเพียงเซลลเ์ดียว โดยน าเซลล์
ไฮบริโดมามากระจายภายในหลุม 96 well plate โดยใชปิ้เปตดูดสารขึน้ลงหลาย ๆ ครัง้จนกระทั่ง
แน่ใจว่าเซลลใ์นหลุมกระจายแลว้ หยดเซลลแ์ขวนลอยลงในจานเลีย้งเชือ้ 1-2 ไมโครลิตร ท าการ
นบัเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบ inverted microscope ปรบัใหม้ีจ  านวนเซลลป์ระมาณ 100 
เซลล ์จากนั้นเติม RPMI 1640 medium ท่ีเสริมด้วย 20% fetal bovine serum, 1% mouse red 
blood cell ปริมาณ 7.5 มิลลิลิตร ดูดเซลลแ์ขวนลอยลงใน 48 หลุมแรก (แถว 1-6) ของ 96 wells 
plate อนัใหม่ หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม RPMI medium เพิ่มในจานเลีย้งเชือ้อันเดิมอีก 
2.5 มิลลิลิตร ดูดลงใน 48 หลุมหลัง (แถว 7-12) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไว้ในตู้ CO2 
incubator ภายใตบ้รรยากาศคารบ์อนไดออกไซด ์5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 
สัปดาห์ ตรวจสอบหลุมท่ีมีไฮบริโดมาโคลนเด่ียว (single clone) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
inverted microscope น าน า้เลีย้งเซลลจ์ากหลมุดงักล่าวมาทดสอบดว้ยวิธี dot blotting ก่อนการ
ขยายเพื่อเพิ่มจ านวนเซลลไ์ฮบริโดมา 

 
9. การเก็บเซลลไ์ฮบริโดมา  

เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาให้เจริญอยู่ในอาหาร RPMI medium ท่ีเสริมด้วย 20% fetal 
bovine serum กระจายและดูดเซลลแ์ขวนลอยลงในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 1,500 ×g เป็นเวลา 5 นาที ดูดแยกสารละลายแอนติบอดีส่วนใสออกจากเซลลไ์ฮบริโด
มาใส่ในหลอดใหม่แล้วเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดสอบ จากนั้นเติม
สารละลาย ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 12% (dimethyl sulfoxide: DMSO) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไป
ผสมกบัเซลลไ์ฮบริโดมา ดดูเซลลแ์ขวนลอยลงในหลอดส าหรบัเก็บเซลล ์(cryopreservation tube) 
หลอดละ 1 มิลลิลิตร และเก็บรกัษาในไนโตรเจนเหลว อณุหภมูิประมาณ-196 องศาเซลเซียส  

 
10. การพิสูจนค์ณุสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ภายหลังจากการเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาและโคลนซ า้ดว้ยวิธี limited dilution แลว้ท า
การขยายเพิ่มจ านวนเซลลไ์ฮบริโดมาเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีปริมาณมาก น าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนท่ีผลิตได้มาพิสูจน์คุณสมบัติ โดยการตรวจสอบอิพิโทปของ
แอนติเจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี indirect ELISA ตรวจสอบชนิดของ class และ 
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subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนดว้ยวิธี sandwich ELISA ทดสอบความไวใน
การตรวจจับเชื ้อ RGNNV ด้วยวิธี dot blotting และยืนยันความจ าเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีโดยการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับเชื ้อไวรัสชนิดอื่น ๆ ท่ีก่อโรคในปลา ด้วยวิ ธี 
immunohistochemistry   

 
10.1 การตรวจสอบความทับซ้อนอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยโมโน

โคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA 
ท าการตรึงรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชื ้อ RGNNV ลงท่ีก้นหลุมของ 

ELISA microtiter plate ความเข้มข้น 5 µg/mL ใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน สลัดสารละลายทิง้แลว้ลา้งทกุหลุมดว้ย 0.5% blotto ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร จ านวน 4 ครัง้ ๆ ละ 5 นาที แลว้เติม 5% blotto ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดท่ีต้องการ
ทดสอบหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิดผสมกัน (เจือจาง 1:20 ใน 5% blotto) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในหลุม ELISA microtiter plate (ภาพประกอบ 14)  บ่มท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็น
เวลา 4 ชั่วโมง สลัดสารละลายทิ้งแล้วล้างทุกหลุมด้วย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จ านวน 4 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที เติม GAM-HRP เจือจาง 1:1,500 ในสาร 1%  blotto ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม โดยบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ล้างทุกหลุมด้วย 0.5% blotto 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม 4 ครัง้ ๆ ละ 5 นาที และลา้งดว้ย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ในครั้งสุดท้าย จากนั้นเติมสารละลายซับสเตรทประกอบด้วย O-phenelenediamine (OPD) 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 0.006% H2O2 ใน 0.1 M citrate buffer pH 4.5 ปริมาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร ทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 1N H2SO4  ลงในทุกหลุม 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง 
Thermo iEMS microplate reader ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออิพิโทป
ต่างกัน ค่าการดูดกลืนแสงของปฎิกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีจะเพิ่มสูงขึน้ 
เมื่อเทียบกับปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีเพียงชนิดเดียว ในขณะท่ีโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวกันหรือคาบเกี่ยวกัน จะมีค่าการดูดกลืนแสงของ
ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเพิ่มขึน้หรือลดลงเพียงเล็กนอ้ย เมื่อเทียบกบัปฏิกิริยา
ระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดีชนิดเดียว (อารีรตัน ์คณุานพรตัน,์ 2553)  
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Mab A B C D E 

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

B  B+B B+C B+D B+E 

C   C+C C+D C+E 

D    D+D D+E 

E     E+E 

 

ภาพประกอบ 14 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี 
indirect ELISA โดยผสมโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนท่ีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 

แคปซิดของ RGNNV (ตวัอกัษร A-E แสดงถึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนต่าง ๆ) 

 

10.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ท าการจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งจากแต่

ละโคลนของไฮบริโดมาด้วยวิธี sandwich ELISA โดยใช้ชุด Zymed’s Mouse MonoAb ID kit 
(HRP) ดังนี ้ท าการตรึง goat anti-mouse Ig heavy and light chain specific antibody (GAM-
H+L) ลงท่ีก้นหลุม ELISA microtiter plate ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน PBS 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อ
ครบเวลาล้างทุกหลุมด้วย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที เติมโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการทดสอบ เจือจาง 1:20 ใน 5%blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ลงในแต่ละคอลัมนต์ัง้แต่คอลัมน ์1-12 บ่มท่ีอุณหภมูิหอ้งเป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้ลา้งทุกหลุมดว้ย 
0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที จากนั้นเติม rabbit anti-isotype 
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antibodies แต่ละชนิด (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM, Kappa และ Lambda) เจือจาง 
1:50 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในแต่ละแถวตั้งแต่แถว A-H แถวละ 1 ชนิด บ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นลา้งดว้ย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครัง้ ๆ 
ละ  5 นาที  แล้ว เติม  goat anti-rabbit IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 
conjugate (GAR-HRP) เจือจาง 1:1,500 ใน 1% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลมุ โดยบ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ล้างด้วย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 ครัง้ ๆ ละ 5 
นาที และล้างด้วย PBS ในครัง้สุดท้าย จากนั้นเติมสารละลาย substrate ประกอบดว้ย OPD 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 0.006% H2O2 ใน 0.1 M citrate buffer pH 4.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
เป็นเวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาดว้ย 1N H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม และอ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Thermo iEMS microplate reader 
(ภาพประกอบ 15) 
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เติม GAM-IgG 1:50 หลมุละ 50 µl 
              บ่ม 4ºC ขา้มคืน 

          ลา้ง 
   0.5% blotto 4 ครัง้ ๆ ละ 5 นาที 

เติม MAb 1:20 หลมุละ 50 µl แต่ละแถวแนวตัง้ 
 

 
   
   

 
   

   บ่มอณุหภมูิหอ้ง 4 ชั่วโมง 
              ลา้ง 

  0.5% blotto 4 ครัง้ ๆ ละ10 นาที 
       เติม rabbit anti-isotype antibodies (RAM-Ig) 1:50 หลมุละ 50 µl แต่ละแถวในแนวนอน 

     
      

 
 
 
  

   บ่มอณุหภมูิหอ้ง 4 ชั่วโมง 
         ลา้ง 

                                                                             0.5% blotto 4 ครัง้ ๆ ละ10 นาที 
       เติม GAR-HRP 1:1,500 หลมุละ 50 µl 

                         บ่มอณุหภมูิหอ้ง 4 ชั่วโมง 
               ลา้ง 

                         
   OPD 1mg/ml, 0.006% H2O2 ใน 0.1M citrate buffer pH 4.5 หลมุละ100 µl  

0.5% blotto 10 นาที 4 ครัง้ 
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   5 นาที 
          หยดุปฏิกิริยาดว้ย 1N H2SO4 หลมุละ 100 µl และวดั OD 490 nm 
 

ภาพประกอบ 15 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

(ดดัแปลงจาก (กลัยา ไชยสิทธิ์ตระกูล, 2551): หนา้ 36)  

 

10.3 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับเชื้อไวรัสชนิด
อ่ืนๆ ที่ก่อโรคในปลาด้วยวิธี immunohistochemistry 

ท าการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน  
แคปซิดของเชื ้อ  RGNNV ท่ีผลิตได้ด้วยวิ ธี  immunohistochemistry โดยบ่มโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตไดก้ับเนือ้เยื่อของปลาท่ีติดเชือ้ไวรสัชนิดต่าง ๆ และใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อไวรัสชนิดนั้น ๆ เป็น positive control คือ 10F3 ท่ีจ  าเพาะต่อเชื ้อไวรัส infecious 
spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) (Vaniksampanna et al., 2023), 12B12 ท่ีจ  าเพาะ
ต่อเชือ้ไวรสั scale drop disease virus (SDDV) (อรพรรณ มานะจิตต;์ ไม่ไดตี้พิมพ)์ และ 15A10 
ท่ีจ  าเพาะต่อเชือ้ไวรสั tilapia lake virus (TiLV) (นนัตธ์วฒุิ พลภกัดี; ไม่ไดตี้พิมพ)์ ซึ่งเมื่อผ่านการ
เตรียมเป็นสไลดถ์าวรแลว้ น ามาส่องดูเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์เปรียบเทียบบริเวณต่าง ๆ 
ของเนื้อเยื่อท่ีติดเชือ้ไวรัสชนิดต่าง ๆ ท่ีเห็นเป็นสีน ้าตาลซึ่งบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
จ าเพาะต่อไวรสัท่ีใชเ้ป็น positive control กับผลท่ีไดจ้าการบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ
โปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ท่ีผลิตไดใ้นต าแหน่งเดียวกนับนเนือ้เยื่อ  

 

10.4 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกับรีคอมบิแนนท์
โปรตีนของเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืน ๆ ที่ก่อโรคในปลาด้วยวิธี dot blotting 

น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนของเชือ้ไวรสัทั้ง 3 ชนิด คือ GST-ISKNV, GST-SDDV 
และ His-TiLV โปรตีน GST ของ lysate ท่ีได้จาก E.coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 และ โปรตีน 
histidine ของ lysate ท่ีได้จาก E.coli ท่ีมีพลาสมิด pET15b มาหยดบนกระดาษ nitrocellulose 
ประมาณ 1 ไมโครลิตร รอให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน าไปแช่ใน 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นบ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของ RGNNV 
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หรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวรสัชนิดต่าง ๆ ซึ่งใชเ้ป็น positive control เช่นเดียวกับ
ข้อ 10.3 ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 3 ครัง้ จากนั้นผ่านกระบวนการ 
immuno-peroxidase เช่นเดียวกบัขัน้ตอนการคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา แลว้ตรวจสอบผลท่ีได ้ 

 
10.5 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับแบคทีเรีย

ชนิดต่าง ๆ ด้วยวิธี dot blotting 
น าแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ดังแสดงในตารางท่ี 3 ในรูปแบบ heat killed ความ

เข้มข้น 108 CFU/mL หยดลงบนกระดาษ nitrocellulose ท่ีขีดเป็นตารางขนาด 0.5 × 0.5 
เซนติเมตรช่องละ 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มด้วย 5% blotto เป็นเวลา 5 นาที แล้วบ่มด้วยโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของ RGNNV ท่ีต้องการทดสอบ จากนั้นผ่าน
กระบวนการ immuno-peroxidase เช่นเดียวกบัขอ้ 10.4 

 
10.6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 

น ารีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชื ้อ 
RGNNV และสารสกดัจากปลาท่ีติดเชือ้ NNV ท่ีอยู่ในสภาพธรรมชาติและในรูปเสียสภาพจากขอ้ 
6.3 ม าท า กา รเจื อ จ า งแบ บ  2 fold serial dilution ด้ วย  PBS แล้วหยดลงบ นกระดาษ 
nitrocellulose โดยใชส้ารสกัดจากปลาท่ีไม่ติดเชือ้เป็น negative control แลว้น าไปบ่มดว้ย 5% 
blotto เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้แต่ละโคลน หรือโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีมีอิพิโทปต่างกนัรวมกัน โดยเจือจาง 1:10 ใน 1% blotto ท่ีอณุหภมูิหอ้ง เป็น
เวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นผ่านกระบวนการ immuno-peroxidase เช่นเดียวกับขั้นตอนการคัดเลือก
เซลลไ์ฮบริโดมา ตรวจสอบดรูะดับความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดของแต่ละตวัอย่างท่ีสามารถท าปฏิกิริยา
กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งสามารถสงัเกตเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า 

  
10.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบ

ตัวอย่างปลาติดเชือ้ด้วยวิธี dot blotting เปรียบเทียบกับ วิธี RT-PCR 
น าตวัอย่างปลาติดเชือ้กลุ่ม NNV มาบดใน PBS โดยใชอ้ตัราส่วน 1 : 1 (น า้หนัก

ต่อปริมาตร PBS) แลว้แบ่งตวัอย่างออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนหน่ึงท าการเจือจางแบบ 2 fold serial 
dilution ด้วยสารสกัดจากเนือ้เยื่อปลาปกติใน PBS น าตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 1 
ไมโครลิตร หยดบนกระดาษ nitrocellulose ทดสอบด้วยวิธี dot blotting เช่นเดียวกับข้อ 9.6 
จากนั้นน าตัวอย่างอีกส่วนมาสกัดกรดนิวคลิอิก โดยใช้ชุด high pure nucleic acid kit (Roche 
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Molecular Biochemical) ท าตามขั้นตอนท่ีระบุไว้ในคู่มือ ท าการเจือจางแบบ 10 fold serial 
dilution ดว้ยกรดนิวคลิอิกท่ีสกัดจากปลาปกติ แลว้น าตัวอย่างแต่ละความเขม้ขน้ท าสอบดว้ยวิธี 
RT-PCR เช่นเดียวกบัขอ้ 5.2 เปรียบเทียบระดบัความเจือจางสงูสดุท่ีทัง้ 2 วิธีสามารถตรวจพบการ
ติดเชือ้ได ้

 
10.8 การตรวจการติด เชื้อ NNV จากตัวอย่างปลาด้วยวิ ธี  dot blotting 

เปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR และ nested RT-PCR 
น าตัวอย่างปลาจ านวน 30 ตัวอย่างจากฟารม์ในจังหวัดเพชรบุรี โดยแบ่งเป็น

ปลาติดเชือ้กลุ่ม NNV จ านวน 15 ตัว และปลาปกติจ านวน 15 ตัวอย่าง มาแยกอวยัวะเป้าหมาย 
ไดแ้ก่ ตา สมอง และเหงือก บดใน PBS โดยใชอ้ัตราส่วน 1 : 1 (น า้หนักต่อปริมาตร) แลว้แบ่งตัว
อย่างออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนหน่ึงน าไปทดสอบดว้ยวิธี dot blotting โดยตีตารางขนาด 0.5 × 0.5 
เซนติเมตร บนกระดาษ nitrocellulose แลว้น าสารสกดัจากปลาแต่ละตวัท่ีผ่านการตม้แลว้มาหยด
ในแต่ละช่อง โดยหยดปริมาตร 1 ไมโครลิตร บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลน จากนั้น
ผ่านกระบวนการ immuno-peroxidase เช่นเดียวกับขั้นตอนการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา และ
ตัวอย่างอีกส่วนน ามาสกัดกรดนิวคลิอิก แล้วทดสอบด้วยวิธี RT-PCR และ nested RT-PCR 
เช่นเดียวกบัขอ้ 5.2 และ 5.3 ตามล าดับ และบนัทึกผลการตรวจตวัอย่างปลาติดเชือ้แต่ละตวัในแต่
ละวิธี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

1. การกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตนีแคปซิดของ RGNNV 
จากการน าแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ ์BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pGEX-RGNNV 

มากระตุน้ใหม้ีการสรา้งรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ดว้ย IPTG ซึ่งท าหนา้ท่ีเป็น 
inducer ของ lac promoter หลังจากท าการป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลลแ์ละผ่านคล่ืนความถี่สงูเพื่อให้
ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแตกจากนั้นท าการตรวจสอบการสรา้งรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน โดยน าโปรตีน
มาแยกตามขนาดดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250 พรอ้ม
กบัตรวจสอบดว้ยวิธี Western blotting ท่ีบ่มกบัแอนติบอดีจ าเพาะต่อโปรตีน GST (ภาพประกอบ 
16) พบว่า แบคทีเรียท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดดงักล่าวสามารถผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิด
ของเชื ้อ  RGNNV ซึ่ งอ ยู่ ใน รูป  fusion protein ของ GST-RGNNV ท่ี มี ขนาดประมาณ  63                  
กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 16 แถว 3) ส่วนแบคทีเรียท่ีมีเพียงพลาสมิด pGEX-6P-1 ผลิตเฉพาะ
โปรตีน GST ท่ีมีขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 16 แถว 2) และแบคทีเรียท่ีไม่มี 
พลาสมิดไม่พบการสรา้งโปรตีนทัง้ 2 ชนิดดงักล่าว (ภาพประกอบ16 แถว 1)  

 

2. การแยกรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ให้บริสุทธ์ิ 
จากการน ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV มาท าใหบ้ริสทุธิ์ โดยน า lysate 

ของแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pGEX-RGNNV มาแยกโปรตีน
ตามขนาดโดยใช ้15% SDS-PAGE แล้วน าแผ่นเจลไปแช่ใน KCl ความเข้มข้น 0.3 โมลาร ์เมื่อ
โปรตีนภายในเจลตกตะกอนจนเห็นเป็นแถบสีขาวขุ่น ตดัแถบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดจากเจล 
มีขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตัน แช่ในสารละลาย 0.1% SDS ขา้มคืน เก็บสารละลายและเจลท่ี
ตัดใส่ในถุง dialysis แลว้ท าการดึงโปรตีนออกจากเจลโดยใชชุ้ด transblot apparatus โดยผ่าน
กระแสไฟฟ้าใน Towbin buffer และน ามา dialysis ในน า้กลั่น ท าให้โปรตีนเข้มข้นด้วยเครื่อง 
vacuum concentrator น าไปตรวจสอบโดยแยกโปรตีนตามขนาดโดยใช้ 15% SDS-PAGE แล้ว
ย้อมด้วยสี Coomassie brilliant blue R-250 เปรียบเทียบกับวิธี Western blotting ท่ีบ่มด้วย
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะกับโปรตีน GST พบว่าโปรตีนท่ีแยกไดม้ีความบริสุทธิ์และไม่พบการเจือปน
ของแถบโปรตีนอื่น ซึ่งโปรตีนท่ีไดม้ีขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตนั (ภาพประกอบ 16 แถว 4) 
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ภาพประกอบ 16 การตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของ RGNNV 

โดยน ามาแยกดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250 
(A) และ ตรวจสอบดว้ยวิธี Western blotting (B) ท่ีบ่มดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบัโปรตีน GST 

แถวที่ M โปรตีนมาตรฐาน 
แถวที่ 1 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีปราศจากพลาสมิด 
แถวที่ 2 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 
แถวที่ 3 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX- RGNNV 
แถวที่ 4 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน GST-RGNNV ท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์ 
โดย *     คือ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน GST-RGNNV ขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตนั 
         คือ โปรตีน GST ขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตนั  

 

 

 

* 
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3. การเตรียมเชือ้ไวรัส RGNNV จากน ้าเลีย้งเซลล ์E11 ที่ตดิเชือ้ และการตรวจสอบเชือ้ 
RGNNV 

จากการท าบริสุทธิ์บางส่วนของเชือ้ RGNNV ในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ โดยน าน า้
เลี ้ยงเซลล์ E11 ท่ีติดเชื ้อ RGNNV ไปป่ันท่ีความเร็ว 20000 รอบต่อนาที เพื่อต้องการให้ไวรัส
ตกตะกอน แลว้ดดูส่วนใสดา้นบนแยกใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร และท าเช่นเดียวกนักบัน า้เลีย้ง
เซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ไวรัส เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของขนาดโปรตีน และยืนยันความ
ถูกต้องของขนาดโปรตีน ตรวจสอบโดยน าส่วนตะกอนและส่วนใสท่ีไดไ้ปแยกโปรตีนตามขนาด
ดว้ย 15% SDS-PAGE จากนัน้น าเจลไปยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250 ใชน้ า้เลีย้ง
เซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสัและไม่ติดเชือ้ไวรสัก่อนการตกตะกอน เป็นกลุ่มควบคุม พบว่าทัง้ในส่วน
ตะกอน (ภาพประกอบ 17 แถว 3) ส่วนใส (ภาพประกอบ 17 แถว 2)  และน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติด
เชือ้   ก่อนการตกตะกอน (ภาพประกอบ 17 แถว 1) พบแถบโปรตีน 2 แถบท่ีมีขนาดต่างกัน คือ          
แถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตนั ซึ่งตรงกับขนาดโปรตีนแคปซิดของไวรสักลุ่ม NNV 
และ แถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 72 กิโลดาลตัน ซึ่งเป็นโปรตีนของเซลล ์E11 แต่พบแถบ
โปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตัน ท่ีปรากฎในส่วนตะกอนในปริมาณมากกว่าท่ีปรากฏใน
ส่วนใส และในน ้าเลี ้ยงเซลล์ก่อนตกตะกอน ในขณะท่ีแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 72            
กิโลดาลตัน  ท่ีปรากฏในส่วนตะกอน มีปริมาณนอ้ยกว่าท่ีปรากฏในส่วนใส และในน า้เลีย้งเซลล ์
E11 ท่ีติดเชือ้ และในทางตรงกันขา้มพบว่าทัง้ในส่วนตะกอน (ภาพประกอบ 17 แถว 6) ส่วนใส 
(ภาพประกอบ 17 แถว 5) และน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ก่อนการตกตะกอน (ภาพประกอบ 
17 แถว 4) พบแถบโปรตีนเพียง 1 แถบท่ีมีขนาดประมาณ 72 กิโลดาลตัน โดยแถบโปรตีนท่ี
ปรากฏในน า้เลีย้งก่อนตกตะกอนของเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้หนากว่าท่ีปรากฏในส่วนใส และส่วน
ตะกอน (ภาพประกอบ 17 )   
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ภาพประกอบ 17 การตรวจสอบการแยกเชือ้ RGNNV ในน า้เลีย้งเซลลใ์หบ้ริสทุธิ์จากการตะกอน  

โดยน ามาแยกดว้ย 15% SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250 
แถวที่ M โปรตีนมาตรฐาน 
แถวที่ 1 น า้เลีย้งเซลลท่ี์ติดเชือ้ RGNNV ก่อนตกตะกอน 
แถวที่ 2 ส่วนใสจากน า้เลีย้งเซลลท่ี์ติดเชือ้ RGNNV หลงัตกตะกอน 
แถวที่ 3 ส่วนตะกอนจากน า้เลีย้งเซลลท่ี์ติดเชือ้ RGNNV หลงัตกตะกอน 
แถวที่ 4 น า้เลีย้งเซลลท่ี์ไม่ติดเชือ้ RGNNV ก่อนตกตะกอน  
แถวที่ 5 ส่วนใสจากน า้เลีย้งเซลลท่ี์ไม่ติดเชือ้ RGNNV หลงัตกตะกอน 
แถวที่ 6 ส่วนตะกอนจากน า้เลีย้งเซลลท่ี์ไม่ติดเชือ้ RGNNV หลงัตกตะกอน 
โดย *  เป็นโปรตีนแคปซิดไวรสั RGNNV ขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตนั 
 
 
 
 
 

 

 

* 
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4. การตรวจการติดเชือ้กลุ่ม NNV ในปลากะพงขาวด้วยวิธี RT-PCR และวิธี nested RT-
PCR 

จากการน ากรดนิวคลิอิกท่ีสกัดได้จากตัวอย่างปลากะพงขาวท่ีมีการติดเชือ้ NNV จาก
ธรรมชาติ ไดร้บัความอนเุคราะหจ์าก จากฟารม์เพาะเลีย้งปลา จงัหวดั เพชรบุรี จ  านวน 8 ตวัอย่าง
มาเป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ cDNA ของยีน RNA2 ซึ่งแปลรหัสเป็น coat protein ของเชื ้อ
ไวรสักลุ่ม NNV โดยใชไ้พรเมอร ์VNNV1 และ VNNV2 ท่ีจ  าเพาะต่อ major capsid protein ของ
ไวรสัในกลุ่ม NNV น าผลผลิตท่ีไดส่้วนหน่ึงวิเคราะหข์นาดดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 
แล้วส่องดูผลภายใต้แสง UV พบผลผลิตมีขนาด 605 คู่ เบส ในปลาตัว ท่ี  1, 3, 7 และ  8 
(ภาพประกอบ 18 A)  

น าผลผลิตจากการท า RT-PCR อีกส่วนหน่ึงมาเป็นต้นแบบส าหรับการตรวจด้วยวิธี 
nested RT-PCR และท าการเพิ่มจ านวนยีน RNA2 ซึ่งแปลรหัสเป็น coat protein ของเชือ้กลุ่ม 
NNV โดยใช้ไพรเมอร ์VNNV3 และ VNNV4 วิเคราะห์ขนาดผลผลิตด้วยวิธี 1% agarose gel 
electrophoresis ส่องดูผลภายใต้แสง UV พบผลผลิตมีขนาด 255 คู่ เบส ในปลาตัวท่ี 1 - 8 
(ภาพประกอบ 18 B) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 18 การตรวจการติดเชือ้กลุ่ม NNV ในปลากะพงขาวดว้ยวิธี (A) RT-PCR และวิธี 
(B) nested RT-PCR 
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โดยวิเคราะหข์นาดดว้ย 1%agarose gel electrophoresis ผลผลิตมีขนาด 605 bp และ 
255 bp ตามล าดับ M คือ DNA มาตราฐาน (1 kb plus DNA ladder) N คือ negative control 
(น า้ปราศจาก DNase และ RNase ส าหรับท า PCR) P คือ positive control (พลาสมิด pGEX-
RGNNV) และ ตวัเลข 1 - 8 คือ ตวัอย่างปลาท่ีน ามาตรวจ 
 

5. การหาล าดับ DNA 
จากการตัดแถบ DNA ของปลาตวัท่ี 3 และ 8 ซึ่งใชเ้ป็นตวัแทนของปลาตัวอื่น ๆ ท่ีใหผ้ล

ผลิตท่ีมีขนาดเท่ากบั 605 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตของ RT-PCR ไปท าใหบ้ริสทุธิแ์ลว้น าไปโคลนเขา้สู่ 
pCR™ 8 /GW/TOPO™  vector ซึ่ ง เป็ น  cloning vector และท ากา ร transformation เข้า สู่ 
competent cells สายพันธุ์  E. coli TOP10 ด้วยวิธี heat-shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นคดัเลือกเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดร้บั vector ดว้ยวิธี blue white screening 
โดยน าเชือ้ไป spread บน LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ spectinomycin, IPTG, X-gal และคัดเลือก
เฉพาะโคโลนีสีขาวท่ีเจริญบน LB agar มาเลีย้งต่อใน LB broth ท่ีมียา spectinomycin จากนั้น
น าไปสกัดพลาสมิด แลว้แบ่งพลาสมิดส่วนหน่ึงไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพื่อตรวจสอบว่า 
DNA ท่ีเป็นผลผลิตจากการท า RT-PCR ถกูเชื่อมต่อเขา้กบัเวกเตอรจ์ริง น าไปวิเคราะหข์นาดดว้ย 
1% agarose gel electrophoresis ส่องดูผลภายใตแ้สง UV พบว่าปรากฏแถบ 2 แถบ ท่ีมีขนาด
ต่างกนั คือ แถบขนาดประมาณ 2,800 คู่เบส ซึ่งตรงกับขนาด pCR™8/GW/TOPO™ vector ท่ีมี
ขนาด 2,817 คู่ เบส และแถบขนาด 605 คู่เบส ซึ่งตรงกับขนาดผลผลิตจากการท า RT-PCR 
(ภาพประกอบ 19A) จากนัน้น าพลาสมิดส่วนท่ีเหลือจากการตรวจสอบส่งไปหาล าดบั DNA และ
เมื่อน าล าดบั DNA ท่ีไดไ้ปวิเคราะหเ์ปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู NCBI ดว้ยโปรแกรม Blastn ผลการ
วิเคราะหพ์บว่า DNA ท่ีไดจ้ากปลาติดเชือ้ทัง้ 2 ตัวมีความคลา้ยกับยีนท่ีแปลรหัสให ้coat protein 
ของเชือ้กลุ่ม NNV จีโนไทป์ RGNNV (ภาพประกอบ 19B) และคาดว่าปลาติดเชือ้ตัวอื่น ๆ ท่ีพบ
แถบ DNA ขนาดเดียวกนัใหผ้ลเช่นเดียวกนั  
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ภาพประกอบ 19 การตรวจสอบ recombinant DNA โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (A) และ
ภาพแสดงผลลพัธจ์ากฐานขอ้มลู NCBI (B) 

(A) การตรวจสอบ DNA ท่ีเป็นผลผลิตจากการท า RT-PCR ซึ่งมีขนาด 605 pb ถูก
เชื่อมต่อเขา้กับ pCR™8/GW/TOPO™ vector ท่ีมีขนาด 2,817 bp โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ ก่อนส่งไปหาล าดบั DNA  M คือ DNA มาตราฐาน (1 kb plus DNA ladder) ตวัเลข 1 - 5 
คือ พลาสมิดท่ีสกัดจากโคโลนีสีขาวท่ีถูกคัดเลือกจ านวน 5 โคโลนี (B) แสดงผลลัพธ์ของล าดับ 
DNA จากฐานขอ้มลู NCBI ท่ีตรงกับล าดับ DNA ของปลาติดเชือ้ท่ีน ามาตรวจ พบว่าล าดับ DNA 
ตรงกบั NNV จีโนไทป์ RGNNV 
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6. การผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีจ่ าเพาะต่อโปรตนีแคปซิดของเชือ้ 
RGNNV 

จากการน ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV บริสทุธิ ์ปริมาณ 1 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร ผสมกับส่วนตะกอนของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั มาใชเ้ป็นแอนติเจนเพื่อปลูก
ภมูิคุม้กนัในหนขูาว เมื่อทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนขูาวทัง้ 4 ตวั ดว้ยวิธี Western 
blotting พบว่าหนูขาวทั้ง 4 ตัวสามารถตอบสนองต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของเชื ้อ 
RGNNV ขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตัน และโปรตีนจากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั ขนาด
ประมาณ 37 กิโลดาลตัน ไดใ้นระดับท่ีใกลเ้คียง และมีหนูขาวเพียง 3 ตัวท่ีสามารถตอบสนองต่อ
โปรตีนในสารสกัดจากปลาติดเชื ้อ ขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตัน ในระดับท่ีแตกต่างกัน 
นอกจากนีย้ังพบว่าแอนติซีรมัของหนูท าปฏิกิริยากับแถบโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กกว่ารีคอมบิแนนท์
โปรตีนแคปซิด คาดว่าอาจเป็นแถบโปรตีนท่ีเกิดจากการเสียสภาพของรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน
ระหว่างการเตรียม (ภาพประกอบ 20) เพื่อเป็นการเนน้ใหเ้กิดการตอบสนองต่อส่วนโปรตีนแคปซิด
ให้ได้มากท่ีสุด จึงฉีดกระตุ้นหนูทุกตัวซ ้าอีก 2 เข็มด้วยรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดผสมกับ 
incomplete Freund’s adjuvant โดยได้เลือกหนูขาวตัวจ านวน 2 ตัว ท่ีสามารถตอบสนองดีท่ีสุด
ต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิด โปรตีนจากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั และโปรตีนในสาร
สกัดจากปลาติดเชือ้ มาฉีดกระตุน้ครัง้สุดทา้ยก่อนการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมาเป็นเวลา 3 วัน ดว้ยรี
คอมบิแนนท์โปรตีนแคปซิดของ RGNNV กับส่วนตะกอนของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรัส 
ผสมกับ  incomplete Freund’s adjuvant จากการผลิตและท าการคัดเลือกโมโนโคลนอล
แอนติบอดีขั้นท่ี 1 โดยวิธี dot blotting พบว่ามีน ้าเลี ้ยงเซลล์จากไฮบริโดมาใน 96 well plate 
จ านวนหลายหลุม ท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีนแคปซิดของเชื ้อ  RGNNV ได้ (ไม่ได้แสดง
ภาพประกอบ) น าน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาหลมุท่ีใหผ้ลดังกล่าว มาคดัเลือกต่อในการคัดเลือกขัน้ท่ี 
2 ในวิธี dot blotting พบว่ามีน ้าเลี ้ยงเซลล์ไฮบริโดมาเพียงไม่กี่หลุมท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับ
โปรตีน GST-RGNNV ของ lysate ท่ีไดจ้าก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV และ โปรตีนใน
น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับโปรตีน GST ของ lysate ท่ีได้จาก 
E.coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 (ภาพประกอบ 21A) ส่วนในวิธี Western blotting พบว่ามีน ้า
เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาเพียงไม่กี่หลุมเช่นเดียวกันท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีน GST-RGNNV 
ของ lysate ท่ีไดจ้าก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV ขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตัน และ 
โปรตีนจากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั ขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 21B) 
จากนั้นท าการแยกโคลนไฮบริโดมาท่ีให้ผลบวกกับทั้ง 2 วิธีและโคลนซ ้า แล้วตรวจสอบ



 

 

67 

ความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี SDS-PAGE และ Western blotting พบว่ามี
ไฮบริโดมาจ านวน 5 โคลน ท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกับรีคอมบิแนนท์
โปรตีนแคปซิด ขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตัน โปรตีนของไวรสัขนาด 37 กิโลดาลตัน ในน า้เลีย้ง
เซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ และในสารสกดัจากปลาติดเชือ้ ส่วนแถบโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กกว่าในแถวของรี
คอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดอาจเกิดจากการเสียสภาพของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน (ภาพประกอบ 22) 
 

 

ภาพประกอบ 20 การตรวจสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัท่ีไดจ้ากหนขูาวดว้ยวิธี SDS-PAGE 
และ Western blotting 

(A) การตรวจสอบด้วยวิธี SDS-PAGE แยกโปรตีนตามขนาดด้วย 15% SDS-PAGE 
แล้วย้อมด้วยสี Coomassie brilliant blue R-250(B-D) การตรวจสอบความจ าเพาะแอนติซีรัม
ของหนตูวัท่ี 1, 2 และ 3 ตามล าดบั ดว้ยวิธี Western blotting โดยท าการดดูซบัแอนติเจนท่ีเจือปน 
(preabsorption) ดว้ย lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 ท่ีมี
การแสดงออกของโปรตีน GST น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่มีการติดเชือ้ และสารสกัดจากปลาปกติ 
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พบว่าหนูขาว 3 ตัว มีการตอบสนองต่อทั้งรีคอมบิแนนท์โปรตีน RGNNV ขนาด 63 กิโลดาลตัน 
โปรตีนขนาด 37 กิโลดาลตันของไวรสัในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ และ ไวรสัในสารสกัดจาก
ปลาติดเชือ้ NNV 

แถวที่ M โปรตีนมาตรฐาน 
แถวที่ 1 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีปราศจากพลาสมิด 
แถวที่ 2 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 
แถวที่ 3 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV 
แถวที่ 4 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน GST-RGNNV ท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์ 
แถวที่ 5 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ 
แถวที่ 6 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV 
แถวที่ 7 สารสกดัจากปลาปกติ 
แถวที่ 8 สารสกดัจากปลาติดเชือ้ 

a คือ โปรตีน GST ขนาด 26 กิโลดาลตนั 
b คือ โปรตีน GST-RGNNV ขนาด 63 กิโลดาลตนั 
c คือ โปรตีนของเซลล ์E11 ขนาด 72 กิโลดาลตนั 
d คือ โปรตีนแคปซิด NNV ขนาด 37 กิโลดาลตนั 
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ภาพประกอบ 21 การคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาขัน้ท่ีสองดว้ยวิธี dot blotting และ              
Western blotting 

Dot blotting (A) 
ช่องท่ี 1 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ 
ช่องท่ี 2 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ 
ช่องท่ี 3 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV 
ช่องท่ี 4 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 

Western blotting (B) 
แถบ M   โปรตีนมาตรฐาน 
แถบท่ี 1 แสดงการเกิดปฏิกิริยาระหว่างน า้เลีย้งเซลลจ์ากเซลลไ์ฮบริโดมากับ lysate 

ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ขนาดประมาณ 63 กิโลดาลตนั  
แถบท่ี 2 แสดงการเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีจากเซลลไ์ฮบริโดมากับโปรตีน   

แคปซิดจากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ไวรสั ขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตนั 
โดย     คือ แถบโปรตีนขนาด 63 กิโลดาลตัน ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของ

เชือ้ RGNNV 
           คือ แถบโปรตีนขนาด 37 กิโลดาลตัน ของแคปซิดไวรสัในน า้เลีย้งเซลล ์E11 

ท่ีติดเชือ้ 
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ภาพประกอบ 22 การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีนแคปซิดของ
เชือ้ RGNNV ดว้ยวธีิ SDS-PAGE และ Western blotting 

(A) ตรวจสอบดว้ยวิธี SDS-PAGE โดยแยกโปรตีนดว้ย 15% SDS-PAGE ยอ้มเจลดว้ยสี 
Coomassie brilliant blue R-250 เจลอีกส่วนน ามาท า  Western blotting ทดสอบด้วยโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 5C1(B), 5C4(C), 14E6(D) 15E10(E) และ 9D1(F)  
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แถวที่ M โปรตีนมาตรฐาน 
แถวที่ 1 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีปราศจากพลาสมิด 
แถวที่ 2 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 
แถวที่ 3 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV 
แถวที่ 4 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน GST-RGNNV ท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์ 
แถวที่ 5 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ 
แถวที่ 6 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV 
แถวที่ 7 สารสกดัจากปลาปกติ 
แถวที่ 8 สารสกดัจากปลาติดเชือ้ 

a คือ โปรตีน GST ขนาด 26 กิโลดาลตนั 
b คือ โปรตีน GST-RGNNV ขนาด 63 กิโลดาลตนั 
c คือ โปรตีนของเซลล ์E11 ขนาด 72 กิโลดาลตนั 
d คือ โปรตีนแคปซิด NNV ขนาด 37 กิโลดาลตนั 

7. การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดดี้วยวิธี immunohistochemistry   
ส าหรบัการตรวจสอบเชือ้ NNV ในเนือ้เยื่อปลาท่ีติดเชือ้โดยวิธี immunohistochemistry 

พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 โคลน ท่ีผลิตได้สามารถตรวจจับเชื ้อไวรัส NNV บริเวณ         
ไซโตพลาซึมของเนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ ท่ีเป็นอวัยวะเป้าหมายของเชื ้อไวรัสในกลุ่ม NNV คือ ใน
เนื้อเยื่อตาพบ immunoreactivity ในไซโตพลาซึมของเซลล์ทุกชั้น พบความผิดปกติของเซลล ์
ได้แก่  การเกิด vacuolation ในเซลล์ชั้น  inner plexiform และการเกิด hypertrophy ในชั้น 
ganglion cell และ ชั้น inner nuclear (ภาพประกอบ 23) เนือ้เยื่อเหงือก พบการบวมของเซลล์
จากการติดเชื ้อ (ภาพประกอบ 24) และเนือ้เยื่อปมประสาทพบการเกิด inclusion body และ 
vacuolation (ภาพประกอบ 25) โดยไม่มีปฏิกิริยาขา้มกับเซลลใ์นอวัยวะเหล่านีใ้นเนือ้เยื่อปลา
ปกติ (ภาพประกอบ 26) ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 และ 9D1 สามารถตรวจจบัเชือ้ NNV ใน
เนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ไดช้ัดเจนท่ีสุด ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนอื่น ๆ คือ 5C1 สามารถจับ
กบัเชือ้ NNV ไดต้ ่ากว่าเล็กนอ้ย ส่วน 14E6 และ 15E10 สามารถจบัเชือ้ NNV ไดเ้ล็กนอ้ย (ตาราง 
10 )  
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ภาพประกอบ 23 การตรวจการติดเชือ้ NNV ดว้ยวิธี immunohistochemistry ในเนือ้เยื่อตาของ
ปลาติดเชือ้ 

(A) ภาพ ท่ีก าลังขยาย 10X แสดงภาพรวมเนื้อเยื่อตาของปลาติดเชื ้อ  (B) ภาพ
ก าลังขยาย 100X แสดงลักษณะความผิดปกติของเซลลใ์นเนือ้เยื่อตาปลาติดเชือ้ ได้แก่ การเกิด 
vacuolation (ลูกศรสีแดง) และ การเกิด hypertrophy (ลูกศรสีขาว) ในเซลลช์ั้น inner nuclear 
และ พบ immunoreactivity ในไซโตพลาซึมของเซลล์ทุกชั้น  โดยในคอลัมน์ (1) บ่มด้วยโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 5C4 (2) บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 และ (3) ยอ้มสี H&E  
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ภาพประกอบ 24 การตรวจการติดเชือ้ NNV ดว้ยวิธี immunohistochemistry ในเนือ้เยื่อเหงือก
ของปลาติดเชือ้  

(A) ภาพท่ีก าลังขยาย 10X แสดงภาพรวมเนื้อเยื่อเหงือกของปลาติดเชื ้อ (B) ภาพ
ก าลังขยาย 100X แสดงลักษณะความผิดปกติของเซลลใ์นเนือ้เยื่อเหงือกปลาติดเชือ้ ไดแ้ก่ การ
บวมของเซลลจ์ากการติดเชือ้ (ลูกศรสีด า) และ พบ immunoreactivity ในไซโตพลาซึมของเซลล ์
โดยในคอลัมน์ (1) บ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 (2) บ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
9D1 และ (3) ยอ้มสี H&E  
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ภาพประกอบ 25 การตรวจการติดเชือ้ NNV ดว้ยวิธี immunohistochemistry ในเนือ้เยื่อประสาท
ของปลาติดเชือ้  

(A) ภาพท่ีก าลังขยาย 10X แสดงภาพรวมเนื้อเยื่อประสาทของปลาติดเชือ้ (B) ภาพ
ก าลังขยาย 100X แสดงลักษณะความผิดปกติของเซลลใ์นเนือ้เยื่อประสาทปลาติดเชือ้ ไดแ้ก่ การ
เกิด inclusion body (ดอกจันสีด า) และ vacuolation (ลูกศรสีแดง) และ พบ immunoreactivity 
ในไซโตพลาซึมของเซลล ์โดยในคอลัมน ์(1) บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 (2) บ่มดว้ยโม
โนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 และ (3) ยอ้มสี H&E 
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ภาพประกอบ 26 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มในเนือ้เยื่อปลาปกติ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อไวรสั NNV ท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี immunohistochemistry 

โดยใชเ้นือ้เยื่อบริเวณเดียวกนักบัท่ีทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน
ปลาติดเชือ้ ไดแ้ก่ ตา (A), เหงือก (B) และปมประสาท (C) ซึ่งเป็นภาพท่ีก าลังขยาย 100X โดยใน
คอลมัน ์(1) บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 (2) บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 และ 
(3) ไม่ไดบ้่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อใชเ้ทียบเป็น negative control  
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8. การพิสูจนค์ุณสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
8.1 การตรวจสอบความทับซ้อนอิพิโทปของแอนติเจนที่จบัโดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA 
จากการตรวจสอบอิพิโทปทับซอ้นของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี

โคลนต่าง ๆ ดว้ยวิธี indirect ELISA โดยทดสอบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลน หรือโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผสมรวมกนัทีละคู่ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิด
ไวรสั RGNNV จ านวน 5 โคลน มีอิพิโทปท่ีต่างกัน โดยสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่ม   
อิพิโทปท่ี 1 คือ 5C1 และ 5C4 กลุ่มอิพิโทปท่ี 2 คือ 14E6 15E10 และ 9D1 เมื่อน าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีอยู่ในกลุ่มอิพิ โทปต่างกันมาผสมกัน ค่าดูดกลืนแสงท่ีวัดได้มี ค่าเพิ่มขึ ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มใดกลุ่มหน่ึงเพียงชนิดเดียว ในขณะท่ีโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีมีอิพิโทปคาบเกี่ยวกัน ค่าดูดกลืนแสงมีค่าเพิ่มขึน้หรือลดลงเพียงเล็กน้อย
(ภาพประกอบ 27) 

 
 

ภาพประกอบ 27 การตรวจสอบอิพิโทปทบัซอ้นของแอนติเจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV ดว้ยวิธี indirect ELISA 

 

แอนติบอดี 5C1 5C4 14E6 15E10 9D1 

5C1 1.1751 1.084 1.319 1.336 1.379 

5C4  1.1861 1.291 1.321 1.440 

14E6   0.7242 0.797 1.368 

15E10    0.8092 1.079 

9D1     1.2902 
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สามารถจ าแนกแอนติบอดีได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ 5C1 และ 5C4 กลุ่มท่ี 2 
ไดแ้ก่ 14E6 15E10 และ 9D1 จากค่าดูดกลืนแสงในตาราง จึงใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 
และ 9D1 เป็นตัวแทนกลุ่มอิพิโทปท่ี 1 และ 2 ตามล าดับ เน่ืองจากมีผลรวมของค่าดูดกลืนแสง
สงูสดุ 
 

8.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งจากแต่ละ

โคลนของไฮบริโดมาท าด้วย sandwich ELISA โดยใช้ชุด Zymed’s Mouse MonoAb ID kit 
(HRP) พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจ้  านวน 3 โคลน มี class เป็น IgG โดยมี subclass 
เป็น IgG2a และ IgG2b ส่วนอีก 2 โคลน มี class เป็น IgA และ light chain ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทัง้ 5 โคลน เป็น kappa (K) (ตาราง 10) 
 

8.3 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
ที่ก่อโรคในปลาด้วยวิธี immunohistochemistry  

จากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน       
แคปซิดของเชือ้ NNV ท่ีผลิตได้ดว้ยวิธี immunohistochemistry โดยใชเ้นือ้เยื่อของปลาท่ีติดเชือ้
ไวรสัอื่น ๆ ไดแ้ก่ ISKNV SDDV และ TiLV และใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อไวรสัชนิด
นั้น ๆ เป็น positive control คือ 10F3 15A10 และ 12B12 ตามล าดับ  พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตได้ทั้ง 5 โคลนไม่ เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเนื้อเยื่อปลาติดเชื ้อ ไวรัสเหล่านั้น 
(ภาพประกอบ 28) 
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ภาพประกอบ 28 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อไวรสั 
RGNNV ท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี immunohistochemistry กบัเนือ้เยื่อของปลาติดเชือ้ไวรสัต่าง ๆ 

 

ไดแ้ก่ เหงือกท่ีติดเชือ้ ISKNV (A), เหงือกท่ีติดเชือ้ TiLV (B), และเหงือกท่ีติดเชือ้ SDDV 
(C) โดยในคอลมัน ์(1) บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 (2) บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ท่ีติดในเนือ้เยื่อนัน้ ๆ ไดแ้ก่ 10F3 จ าเพาะต่อเชือ้ ISKNV (A2), 15A10 จ าเพาะต่อ
เชือ้ TiLV (B2) และ 12B12 จ าเพาะต่อเชือ้ SDDV (C2) คอลัมน์ (3) เนื ้อเยื่อของปลาติดเชือ้ท่ี
ไม่ไดบ้่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อใชเ้ทียบเป็น negative control  
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8.4 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับรีคอมบิแนนท์
โปรตีนของเชือ้ไวรัสชนดิอ่ืน ๆ ที่ก่อโรคในปลาด้วยวิธี dot blotting 

จากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ โดยใช้รีคอม
บิแนนท์โปรตีนของเชือ้อื่น ๆ มาทดสอบ ได้แก่ GST-ISKNV, GST-SDDV และ His-TiLV และมี
การหยดโปรตีน GST ของ lysate ท่ี ได้จาก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 และ โปรตีน 
Histidine ของ lysate ท่ีไดจ้าก E. coli ท่ีมีพลาสมิด pET15b เพื่อใชเ้ป็น negative control และ
ใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อไวรสัชนิดนั้น ๆ เป็น positive control คือ 10F3 15A10 
และ 12B12 ตามล าดับ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนท่ีผลิตไดไ้ม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับ   
รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของเชือ้เหล่านัน้ (ภาพประกอบ 29) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 29 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อไวรสั 
RGNNV ท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี dot blotting 
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โดยใช้รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของเชือ้ไวรสัชนิดอื่น ๆ ท่ีก่อโรคในปลา ไดแ้ก่ lysate GST-
ISKNV, lysate GST-SDDV, และ lysate His-TiLV โดยบ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C1(A), 
5C4(B), 14E6(C), 15E10(D) และ 9D1(E) และบ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อเชือ้ 
ISKNV 10F3 (F), จ าเพาะต่อเชือ้ SDDV 12B12, (G) และ จ าเพาะต่อเชือ้ TiLV 15A10 (H)  

ช่องท่ี 1 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX 
ช่องท่ี 2 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-ISKNV 
ช่องท่ี 3 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-SDDV 
ช่องท่ี 4 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pET15b 
ช่องท่ี 5 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pET15b-TiLV 
ช่องท่ี 6 lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX-RGNNV 
ช่องท่ี 7 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV  
 

8.5 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลติได้กับแบคทีเรีย
ชนิดต่าง ๆ ด้วยวิธี dot blotting 

จากการทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตกับแบคทีเรียชนิด
ต่าง ๆ ท่ีก่อโรคในสัตวน์ า้ ดว้ยวิธี dot blotting พบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับแบคทีเรียทุกชนิดท่ี
น ามาทดสอบ (ภาพประกอบ 30) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 30 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดก้บัแบคทีเรียชนิด
ต่าง ๆ ท่ีก่อโรคในสตัวน์ า้ ดว้ยวิธี dot blotting  โดยใชแ้บคทีเรียชนิดต่าง ๆ ในรูปแบบ heat killed 
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บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C1 (A), 5C4 (B), 14E6 (C), 15E10 (D), และ 9D1 (E) พบว่า
โมโนโคลนอลแอนติบอดีทกุโคลนท่ีผลิตไดไ้ม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัแบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบ  

ช่องท่ี 1 Aeromonas veronii   
ช่องท่ี 2 Aeromonas sobria  
ช่องท่ี 3 Aeromonas hydrophila     
ช่องท่ี 4 Aeromonas caviae    
ช่องท่ี 5 Streptococcus agalactiae   
ช่องท่ี 6 Photobacterium damselae 
ช่องท่ี 7 Pseudomonas aeruginosa 
ช่องท่ี 8 Flavobacterium columnare 
ช่องท่ี 9 Vibrio vulnificus 
ช่องท่ี 10 Vibrio parahaemolyticus 
ช่องท่ี 11 Vibrio cholerae  
ช่องท่ี 12 Streptococcus iniae 
ช่องท่ี 13 positive control (lysate GST-RGNNV) 
 

8.6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 
จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 โคลน ด้วยวิธี dot 

blotting ในการตรวจหารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดของเชือ้ RGNNV น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ 
RGNNV และสารสกัดจากปลาท่ีติดเชือ้กลุ่ม NNV โดยใช้ปลาปกติเป็น negative control พบว่า
การทดสอบความไวโดยใชแ้อนติเจนทัง้ 3 ชนิดใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกนั โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
แต่ละโคลนมีความไวท่ีแตกต่างกันออกไป ซึ่งสามารถตรวจหารีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมีความ
เขม้ขน้นอ้ยท่ีสุดอยู่ในช่วง 0.274 - 2.188 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร และตรวจน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติด
เชือ้ RGNNV ไดท่ี้ค่าความเจือจางสงูสดุ 8 - 128 เท่า โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 มีความไว
มากท่ีสุด คือสามารถตรวจหารีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมีความเข้มข้นเพียง 0.274 ไมโครกรัม /
มิลลิลิตร (4.3 เฟมโตโมล/จุด) ตรวจน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ ไดท่ี้ค่าความเจือจางสูงสุด 128 
เท่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความไวรองลงมาคือ 5C1 และ 5C4 สามารถตรวจหารีคอม
บิแนนท์โปรตีนท่ีมีความเขม้ข้น 0.547 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร (8.6 เฟมโตโมล/จุด) ตรวจน า้เลีย้ง
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เซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ ไดท่ี้ค่าความเจือจางสงูสุด 64 เท่า ถึงแม ้5C1 และ 5C4 สามารถตรวจเชือ้ได้
ท่ีค่าความเจือจางเดียวกันแต่จดุด าท่ีปรากฏของ 5C4 เขม้กว่า 5C1 ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนอื่น ๆ (14E6 และ 15E10) สามารถตรวจหารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีความเขม้ขน้ 2.188 และ 
1.094 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร และตรวจการติดเชือ้ในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ อยู่ในช่วง 8 ถึง 32 
เท่า (ภาพประกอบ 31) 

ส าหรบัความไวในการตรวจพบเชือ้ในสารสกดัจากตวัอย่างปลาติดเชือ้ในรูปแบบเสีย
สภาพธรรมชาติ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 สามารถตรวจพบเชือ้ไดท่ี้ค่าความเจือจาง
สูงสุด 512 เท่า 5C1 และ 5C4 ตรวจพบได้ท่ี 128 เท่า ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนอื่น ๆ 
สามารถตรวจพบเชือ้ได้ในช่วง 64 ถึง 128 เท่า (ภาพประกอบ 32 แถว A) และพบว่าโมโนโคลน
นอลแอนติบอดีทัง้ 5 โคลนแสดงปฏิกิริยาขา้มกบัสารสกดัจากปลาปกติในรูปแบบสภาพธรรมชาติ
ท่ีใชเ้ป็น negative control ไดท่ี้ค่าความเจือจางต่างกนั (ภาพประกอบ 32 แถว C) ทัง้นีค้าดว่าเกิด
จากการจบัของแอนติบอดีตวัท่ี 2 (GAM-HRP) ท่ีใชใ้นการทดสอบ (ไม่ไดแ้สดงผล) 

เมื่อเปรียบเทียบผลจากการทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Western 
blotting จากภาพประกอบ 20 พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 5 โคลน ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับ
ตัวอย่างปลาปกติท่ีถูกท าให้เสียสภาพธรรมชาติ ซึ่งเป็นปลาตัวเดียวกันกับท่ีน ามาใช้เป็น 
negative control ในการตรวจสอบความไวด้วยวิธี dot blotting ดังนั้นก่อนน าตัวอย่างปลามา
ทดสอบ จึงมีการเตรียมตวัอย่างโดยการน าสารสกดัจากตัวอย่างปลาไปตม้เพื่อใหโ้ปรตีนอยู่ในรูป
เสียสภาพ เช่นเดียวกับการเตรียมตัวอย่างส าหรบัทดสอบดว้ยวิธี Western blotting จากนั้นเจือ
จางตัวอย่างปลาในรูปเสียสภาพแบบ 2 fold serial dilution แล้วทดสอบกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทัง้ 5 โคลนอีกครัง้ พบว่า 9D1 สามารถตรวจตวัอย่างปลาติดเชือ้ในรูปเสียสภาพไดท่ี้ค่า
ความเจือจางสูงสุด 256 เท่า ส่วน 5C4 5C1 15E10 และ 14E10 สามารถตรวจได้ท่ีค่าความเจือ
จางสูงสุดท่ี 128, 64, 32 และ 16 เท่า ตามล าดับ (ภาพประกอบ 32 แถว B) และพบว่าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีทุกตัวไม่ เกิดปฏิกิริยาข้ามกับตัวอย่างปลาปกติท่ีอยู่ในรูปเสีย สภาพ 
(ภาพประกอบ 32 แถว D) ดังนั้น เพื่อลดการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีตัวท่ี 2 กับเนือ้เยื่อของ
ปลาท่ีใชใ้นการทดสอบ ซึ่งอาจท าใหเ้กิดการแปลผลผิดจากการตรวจเชือ้ดว้ยวิธี dot blotting จึง
น าสารสกัดจากตัวอย่างปลาไปต้มเพื่อท าให้โปรตีนต่าง ๆ อยู่ในรูปเสียสภาพก่อนการน าไป
ทดสอบ 
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จากการยืนยนัโมโนโคลนอลแอนติบอดีว่าไม่มีการเกิดปฏิกิริยาขา้มกับองคป์ระกอบ
อื่น ๆ ท่ีต่อ และท่ีปะปนอยู่กับแอนติเจนท่ีใช้กระตุ้นภูมิคุ้มกันหนู โดยน าตัวอย่างท่ีเป็น
องค์ประกอบเหล่านั้น มาท าการเจือจางแบบ 2 fold serial dilution พบว่า โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 9D1 เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัโปรตีน lysate E.coli ท่ีปราศจากพลาสมิด และ โปรตีน GST 
ของ lysate ท่ี ได้จาก E.coli ท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 ได้ท่ี ค่าความเจือจางสูงสุด 16 เท่า 
(ภาพประกอบ 33 แถว A และ B ตามล าดบั) แต่ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติด
เชือ้ (ภาพประกอบ 33 แถว C) ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีตวัอื่น ๆ ไม่พบการเกิดปฏิกิริยาขา้ม
กบัทัง้ 3 ตวัอย่าง (ภาพประกอบ 33) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 31 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีนแคปซิดของไวรสั 
RGNNV ดว้ยวิธี dot blotting 

โดยทดสอบกับ  (A) รีคอมบิแนนท์โปรตีน  RGNNV ท่ีมี ความ เข้มข้น 0.137-35 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ (B) น ้าเลี ้ยงเซลล์ E11 ท่ีติดเชื ้อ RGNNV ท่ีเจือจาง 2-1,024 เท่า                  

แสดงความเขม้ขน้และความเจือจางท่ีสงูสดุท่ีสามารถสงัเกตเห็นปฏิกิริยาได ้
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ภาพประกอบ 32 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting ในการ
ตรวจไวรสัในสารสกดัจากตวัอย่างปลาท่ีติดเชือ้ โดยท าการเจือจางตวัอย่างแบบ 2 fold serial 

dilution เร่ิมตน้ 1: 8 -1:4,096  
แถว A สารสกดัจากปลาติดเชือ้กลุ่ม NNV ในรูปสภาพธรรมชาติ 
แถว B สารสกดัจากปลาติดเชือ้กลุ่ม NNV ในรูปเสียสภาพธรรมชาติ 
แถว C สารสกดัจากปลาปกติ ในรูปสภาพธรรมชาติ 
แถว D สารสกดัจากปลาปกติ ในรูปเสียสภาพธรรมชาติ 

          แสดงค่าความเจือจางท่ีสงูสดุ ท่ีสามารถสงัเกตเห็นปฏิกิริยาได ้
          แสดงค่าความเจือจางท่ีสงูสดุ ท่ีสามารถสงัเกตเห็นปฏิกิริยาขา้มได ้
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ภาพประกอบ 33 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัองคป์ระกอบ
อื่น ๆ ท่ีต่อและท่ีปะปนอยู่กบัแอนติเจนท่ีใชป้ลกูภมูิคุม้กนัหน ูดว้ยวิธี dot blotting   

โดยท าการเจือจางแบบ 2 fold serial dilution เริ่มตน้ 1:2 -1:1,024 พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 9D1 เกิดปฏิกิริยาขา้มกับ lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีปราศจาก
และท่ีมีพลาสมิด pGEX-6P-1 

แถว A lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีปราศจากพลาสมิด 
แถว B lysate ของแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pGEX 
แถว C น า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้  
          แสดงค่าความเจือจางท่ีสงูสดุ ท่ีสามารถสงัเกตเห็นปฏิกิริยาขา้มได ้
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8.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจตัวอย่างปลาที่
ติดเชือ้ ด้วยวิธี dot blotting เปรียบเทียบกับ วิธี RT-PCR  

จากการทดสอบความไวในการตรวจปลาท่ีติดเชือ้ NNV โดยน าสารสกดัจากตวัอย่าง
ปลาติดเชือ้ท่ีติดเชือ้กลุ่ม NNV ในรูปแบบท่ีถูกท าใหเ้สียสภาพธรรมชาติ มาเจือจางท่ีระดบัต่าง ๆ 
โดยน ามาทดสอบกับตวัแทนโมโนโคลนอลแอนติบอดีของอิพิโทปแต่ละกลุ่ม (5C4 และ 9D1) หรือ
น ามาผสมรว่มกนั พบว่าเมื่อใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีผสมกันสามารถเพิ่มความไวในการตรวจ
เชือ้ในตัวอย่างจากสารสกดัปลาติดเชือ้ในรูปเสียสภาพ ขึน้อีก 2 - 4 เท่า เมื่อเทียบกับการใชโ้มโน
โคลนอลแอนติบอดีเหล่านั้นเพียงชนิดเดียว (ภาพประกอบ 34) และเมื่อน าสารสกัดจากตัวอย่าง
ปลาติดเชือ้กลุ่ม NNV ท่ีใชท้ดสอบเดียวกันนี ้ไปสกัดกรดนิวคลิอิก แลว้น าไปทดสอบดว้ยวิธี RT-
PCR พบว่าสามารถตรวจพบการติดเชื ้อ  NNV จากกรดนิวคลิอิกท่ีค่าความเจือจาง 1:1,000 
(ภาพประกอบ 35) ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้มีความไวต ่ากว่าการตรวจด้วยวิธี     
RT-PCR ประมาณ 2 เท่า 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 34 การทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ NNV ดว้ยวิธี dot blotting  
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โดยเจือจางสารสกดัจากปลาติดเชือ้ NNV ในรูปเสียสภาพ ดว้ยสารสกดัจากปลาปกติใน
รูปเสียสภาพ ใน PBS ตัง้แต่ 1:8 ถึง 1:2,048 โดยบ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4, 9D1 และ 
5C4 ผสมกบั 9D1 (   ) คือระดบัความเจือจางสงูสุดท่ีสามารถสังเกตเห็นปฏิกิริยา normal คือ สาร
สกดัจากปลาปกติในรูปแบบเสียสภาพเจือจาง 1 : 10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 35 การทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ NNV ดว้ยวิธี RT-PCR โดยเจือจางกรด
นิวคลิอิกของปลาติดเชือ้ NNV ดว้ยกรดนิวคลิอิกของปลาปกติตัง้แต่ 100 ถึง 10-4

 แลว้น าตวัอย่าง
แต่ละความเขม้ขน้มาทดสอบดว้ยวิธี RT-PCR โดยผลผลิตมีขนาด 605 คู่เบส หวัลกูศร คือ ระดับ
การเจือจางสูงสุดท่ีสามารถตรวจพบได ้M คือ DNA มาตราฐาน (1 kb plus DNA ladder) N คือ 
กรดนิวคลีอิกจากตวัอย่างปลาปกติ และ P คือ positive control โดยใชพ้ลาสมิด pGEX-RGNNV 
เป็น DNA ตน้แบบ 

 
8.8 การตรวจหาเชือ้ NNV จากตวัอย่างปลาด้วยวิธี dot blotting เปรียบเทียบกับ

วิธี RT-PCR และ nested RT-PCR 
จากการน าตัวอย่างปลาจากฟารม์ในจังหวัดเพชรบุรี จ  านวน 30 ตัวอย่าง โดย

แบ่งเป็นติดเชือ้กลุ่ม NNV 15 ตวัอย่าง และปลาปกติจ านวน 15 ตวัอย่าง มาแยกอวัยวะเป้าหมาย 
ได้แก่ ตา สมอง และเหงือก บดใน PBS โดยใชอ้ัตราส่วน 1:1 (น า้หนักต่อปริมาตร) แล้วแบ่งตัว
อย่างออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนหน่ึงน าไปต้มเพื่อให้เสียสภาพก่อนทดสอบกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting และอีกส่วนน ามาสกดักรดนิวคลิอิก แลว้น ามาทดสอบดว้ยวิธี RT-
PCR และ nested RT-PCR ตามล าดบั จากการตรวจสอบพบว่า ตวัอย่างปลาติดเชือ้ทกุตวัจ านวน 
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15 ตัวอย่าง (15/15) มีการติดเชือ้ NNV เมื่อตรวจดว้ยวิธี nested RT-PCR ในขณะท่ีพบตัวอย่าง
ปลา จ านวน 14 ตัวอย่าง (14/15) มีการติดเชือ้ NNV เมื่อตรวจดว้ยวิธี RT-PCR และพบตวัอย่าง
ปลาจ านวน 14 ตวัอย่าง (14/15) มีการติดเชือ้ NNV เมื่อตรวจดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี 
dot blotting (ภาพประกอบ 36) 

 

 

ภาพประกอบ 36 การตรวจการติดเชือ้ NNV จากตวัอย่างปลาติด โดยวิธี dot blotting 
เปรียบเทียบกบัวิธี RT-PCR และ nested RT-PCR 

โดยน าสารสกัดจากตัวอย่างปลาติดเชือ้ จ านวน 15 ตัว (1-15) และสารสกัดจากปลา
ปกติจ านวน 15 ตวั (16-30) โดยแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ี 1 น าสารสกัดจากตัวอย่างปลามาท า
ใหอ้ยู่ในรูปเสียสภาพ (ผ่านการตม้) แลว้น ามาทดสอบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 หรือ 9D1 
ซึ่งเป็นตวัแทนของอิพิโทปแต่ละกลุ่ม หรือ 5C4 ผสมกบั 9D1 สารสกดัตวัอย่างปลาส่วนท่ี 2 น ามา
สกัดกรดนิวคลิอิกและทดสอบด้วยวิธี RT-PCR (B-1) และ nested RT-PCR (B-2) โดยผลผลิตมี
ขนาด 605 คู่เบส และ 255 คู่เบส ตามล าดับ M คือ DNA มาตราฐาน (1 kb plus DNA ladder) 
และ P คือ positive control โดยใชก้รดนิวคลิอิกท่ีสกดัจากน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ 
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ตาราง 10 สรุปสมบติัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ NNV ท่ีผลิตได ้ 

 

หมายเหต ุ  -  โมโนโคลนอลแอนติบอดีไม่แสดงปฏิกิริยา 
   ++  โมโนโคลนอลแอนติบอดีแสดงปฏิกิริยาไดช้ดัเจน 
   +++  โมโนโคลนอลแอนติบอดีแสดงปฏิกิริยาไดช้ดัเจนมาก 
 

 

 

MAbs 
(class 

/subclass) 

ความไวของการ
ตรวจหาแอนติเจน
โดยวิธี dot blotting 

การตรวจหาแอนติเจน
โดยวิธี Western 

blotting (สารสกดัจาก
เนือ้เยื่อของปลาติดเชือ้) 

IHC 

การทดสอบ
ปฏิกิริยาขา้มกับ 
ISKNV, SDDV 
และ TiLV 

การทดสอบ
ปฏิกิริยาขา้ม
กบัแบคทีเรีย
ทัง้ 12 ชนิด µg/mL 

fmole 
/spot 

5C1 
(IgG2a) 

0.547 8.6 ++ ++ - - 

5C4 
(IgG2a) 

0.547 8.6 +++ 
++
+ 

- - 

14E6 
(IgA) 

2.188 34.7 + + - - 

15E10 
(IgA) 

1.094 17.3 + + - - 

9D1 
(IgG2b) 

0.274 4.3 +++ 
++
+ 

- - 



 
 

 

บทท่ี 5  
สรุปผล อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

จากการกระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนท ์major capsid protein (MCP) ของเชือ้ 
RGNNV โดยใช้แบคทีเรีย E.coil สายพันธุ์ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEX-RGNNV 
ภายหลังท าให้บริสุทธิ์ พบว่าสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนท่ีมีขนาด 63 กิโลดาลตัน (kDa) 
ขณะท่ีการเตรียมสารละลายไวรสั RGNNV กึ่งบริสุทธิ์จากน า้เลีย้งเซลล ์พบกลุ่มของโปรตีนท่ีมี
ขนาดประมาณ 37 kDa ซึ่งคาดว่าเป็นอนุภาคของไวรสัจากน า้เลีย้งเซลล ์รวมถึงโปรตีนอื่นขนาด
ประมาณ 72 kDa ซึ่งมาจากเซลล ์E11 เมื่อน าไปแยกโปรตีนตามขนาดด้วย 15% SDS-PAGE 
และยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250 ซึ่งสอดคล้องกับการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
ของเชือ้ RGNNV โดยใช้ Saccharomyces cerevisiae และ E.coil สายพันธุ์ BL21 ตามทดลอง
ก่อนหน้านี้ (Choi, Kim, Lee, Kang, & Kim, 2013; Y. Qin, Liu, Lu, & Liu, 2022) ตามล าดับ 
ภายหลงัการใชรี้คอมบิแนนทโ์ปรตีนบริสทุธิ์ผสมกับสารละลายไวรสักึ่งบริสทุธิ์เป็นแอนติเจนในการ
ปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาวและทดสอบแอนติซีรั่มด้วยวิธี Western blot พบว่าหนูทุกตัวมีการ
ตอบสนองต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนและโปรตีนแคปซิดของไวรสั RGNNV ในน า้เลีย้งเซลล ์จึงเลือก
หนูท่ีตอบสนองดีท่ีสุดมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่าสามารถผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีได้ 5 โคลน ได้แก่ 5C1 5C4 14E6 15E10 และ 9D1 จากการตรวจสอบ class และ 
subclass พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C1 5C4 และ 9D1 เป็น immunoglobulin G (IgG) 
โดยพบว่า 5C1 5C4 มี subclass เป็น IgG2a และ 9D1 มี subclass IgG2b ในขณะท่ี 14E6 และ 

15E10 มี class เป็น immunoglobulin A (IgA) โดยทกุตัวมี light chain เป็น Kappa (Ƙ) ซึ่งโมโน
โคลนอลแอนติบอดีเหล่านี ้สามารถเกิดปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะกับรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิด ขนาด 
63 กิโลดาลตัน และโปรตีนแคปซิดของไวรสัในน า้เลีย้งเซลลแ์ละในสารละลายท่ีสกดัจากตวัอย่าง
ปลาติดเชือ้ RGNNV ขนาด 37 กิโลดาลตนั เมื่อท าการตรวจสอบดว้ยวิธี Western blotting  

จากการศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ดว้ยวิธี indirect ELISA 
พบว่าสามารถแบ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกเป็น 2 กลุ่ม ตามความจ าเพาะต่ออิพิโทปท่ี
แตกต่างกัน กลุ่มอิพิโทปท่ี 1 ได้แก่ 5C1 และ 5C4 กลุ่มอิพิโทปท่ี 2 คือ 14E6 15E10 และ 9D1 
โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 และ 9D1 เป็นแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดภายในแต่ละกลุ่ม 
เน่ืองจากให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด สอดคล้องกับผลการทดสอบความไวดว้ยวิธี dot blotting  
พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 สามารถตรวจหารีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีมีความเขม้ขน้ 0.547 
ไมโครกรมั/มิลลิลิตร (8.6 เฟมโตโมล/จดุ) ตรวจน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV ท่ีเจือจาง 64 
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เท่า และตรวจสารละลายท่ีสกัดจากตวัอย่างปลาติดเชือ้ RGNNV ท่ีเจือจาง 128 เท่า ในขณะท่ีโม
โนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 มีความไวสูงกว่า 5C4 ประมาณ 2 เท่า โดยสามารถตรวจหารีคอม
บิแนนท์โปรตีนท่ีมีความเขม้ข้น 0.274 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร (4.3 เฟมโตโมล/จุด) ตรวจน า้เลีย้ง
เซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ RGNNV ท่ีเจือจาง 128 เท่า และตรวจสารละลายท่ีสกัดจากตัวอย่างปลาติด
เชือ้ RGNNV ไดท่ี้ความเจือจาง 256 เท่า 

ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้ีความสามารถในการตรวจสอบเชือ้ RGNNV 
ไดแ้ตกต่างกันในแต่ละวิธีการ โดยโคลน 5C1 5C4 และ 9D1 สามารถจับกับอวัยวะท่ีติดเชือ้ใน
ปลาได ้เมื่อตรวจการติดเชือ้ดว้ยวิธี immunohistochemistry โดยพบว่าแอนติบอดีขา้งตน้สามารถ
เขา้จับกบัเชือ้ไวรสั NNV ในบริเวณไซโตพลาสซึมของเซลลต์า เหงือก ปมประสาท และสมอง และ
ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับเนือ้เยือ้ปลาปกติ ในขณะท่ี 14E6 และ 15E10 ไม่เหมาะส าหรบัใชต้รวจ
การติดเชือ้ดว้ยวิธีนี ้เน่ืองจากแสดงผลการติดเชือ้ไวรสัในเนือ้เยื่อปลาไดไ้ม่ชดัเจน เมื่อทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียและเชื ้อไวรัสอื่นท่ีมีรายงานการติดเชื ้อใน สัตว์น ้า ด้วยวิ ธี 
immunohistochemistry และวิธี dot blotting โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อไวรัส
ชนิดนั้น ๆ เป็น positive control ไดแ้ก่ 10F3 จ าเพาะต่อเชือ้ไวรสั ISKNV, 12B12 จ าเพาะต่อเชือ้ 
SDDV และ 15A10 จ าเพาะต่อเชือ้ TiLV พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดไ้ม่เกิดปฏิกิริยา
ขา้มกับเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ ISKNV, SDDV, TiLV และรีคอมบิแนนท์โปรตีนของเชือ้ไวรสัขา้งต้น 
และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับแบคทีเรียในรูปแบบ heat killed ทัง้ 12 ชนิด เมื่อน ามาทดสอบดว้ยวิธี 
dot blotting   

อย่างไรก็ตามพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 โคลน เกิดปฏิกิริยาข้ามเมื่อน ามา
ทดสอบกับสารละลายท่ีสกัดจากปลาท่ีไม่ติดเชือ้ท่ีอยู่ในสภาพธรรมชาติ เมื่อทดสอบดว้ยวิธี dot 
blotting แต่ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามเมื่อทดสอบด้วยวิธี Western blotting แสดงให้เห็นว่าอาจมี
องคป์ระกอบของโปรตีนอื่นในสารละลายท่ีสกดัจากปลาท าใหเ้ห็นเป็นพืน้หลัง (blackground) ซึ่ง
ส่งผลต่อการอ่านและแปลผลการตรวจสอบการติดเชือ้ เมื่อท าการตรวจสอบโดยใช้สารละลายท่ี
สกดัจากปลาท่ีไม่ติดเชือ้ท่ีอยู่ในสภาพธรรมชาติบ่มกับ goat anti-mouse antibody (GAM) เพียง
อย่างเดียว พบว่า สามารถเห็นจุดด าซึ่งเป็นผลของปฏิกิริยาไดเ้ช่นเดียวกัน ภายหลังเมื่อน าสาร
สกดัจากปลาท่ีไม่ติดเชือ้ผสมกบั treatment buffer (10 % SDS, β-mercaptoethanol ) แลว้น าไป
ตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที ก่อนท าไปตรวจสอบดว้ยวิธี dot blotting 
และบ่มดว้ย GAM เพียงอย่างเดียว พบว่า ไม่เห็นจุดด าบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส จึงสรุปไดว้่า 
GAM สามารถเกิดปฏิกิริยาขา้มกับองคป์ระกอบของโปรตีนอื่นในสารละลายปลาท่ีไม่ติดเชือ้ท่ีอยู่
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ในสภาพธรรมชาติได ้ดังนั้นในการเตรียมตัวอย่างสารละลายท่ีสกัดจากปลา เพื่อน าไปทดสอบ
ดว้ยเทคนิค dot blotting จ าเป็นตอ้งน าไปท าใหเ้สียสภาพดว้ยการผสมกบั treatment buffer และ
ตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที ก่อนเพื่อลดการเกิดพืน้หลังท าให้สามารถ
อ่านและแปลผลการตรวจสอบดว้ยตาเปล่าไดง้่ายและแม่นย าขึน้ 

เมื่อเปรียบเทียบความไวในการตรวจเชือ้ RGNNV ในสารสกัดจากปลาติดเชือ้ก่อนและ
หลังตม้ ดว้ยวิธี dot blotting พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 สามารถตรวจเชือ้ RGNNV ใน
สารสกัดจากปลาติดเชื ้อก่อนและหลังต้มได้ท่ีค่าความเจือจางเดียวกัน แต่จุดด าท่ีปรากฏใน
ตัวอย่างหลังต้มจางกว่าตัวอย่างก่อนตม้ ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C1 14E6 15E10 และ 
9D1 สามารถตรวจเชือ้ RGNNV ในสารสกัดจากปลาติดเชือ้หลงัตม้ไดท่ี้ค่าความเจือจางนอ้ยกว่า
ก่อนต้ม 2 เท่า และจากการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับองค์ประกอบอื่นท่ีปะปนอยู่กับ
แอนติเจนท่ีใช้กระตุ้นภูมิคุ้มกันหนู พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี 9D1 เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
แบคทีเรีย E.coil สายพนัธุ ์BL21 และ โปรตีน GST ของ lysate ท่ีไดจ้าก E.coli ไดท่ี้ความเจือจาง
เดียวกนั แต่ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับน า้เลีย้งเซลลไ์ลน ์E11 ท่ีไม่ติดเชือ้ ซึ่งอาจเกิดจากรูปแบบของ
แอนติเจนซึ่งเป็นโปรตีนลูกผสมระหว่างโปรตีนแคปซิดของไวรัส ท่ีมีขนาด 37 กิโลดาลตัน กับ
โปรตีน GST ซึ่งมีขนาด 26 กิโลดาลตัน ซึ่งช่วยเพิ่มความสามารถในการละลายน า้ของโปรตีน
ลูกผสมและส่งเสริมให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน แต่ในขณะเดียวกันโปรตีน GST มี
ความสามารถในการกระตุน้ภูมิคุม้กันได ้เมื่อเปรียบเทียบเฉพาะขนาดของโปรตีนท่ี 26 กิโลดาล
ตัน  เช่ น เดียวกับ โป รตีนของเชื ้อ  White spot syndrome virus (WSSV) (Vaniksampanna, 
Longyant, Wangman, Sithigorngul, & Chaivisuthangkura, 2017) เมื่อน ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
ปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาวจึงท าใหม้ีการตอบสนองโดยการสรา้งแอนติบอดีทัง้ต่อส่วนโปรตีนแคปซิด 
และส่วนโปรตีน GST ในขณะท่ีจากการทดสอบดว้ยวิธี Western blotting โดยใชต้ัวอย่างเดียวกัน 
พบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม เช่นเดียวกันกับในกรณีตรวจตัวอย่างปลา ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 9D1 ท่ีผลิตได้ เหมาะส าหรับตรวจการติดเชือ้ในตัวอย่างท่ีผ่านการท าให้
โปรตีนเสียสภาพหรือประยกุตใ์ชใ้นการตรวจตวัอย่างท่ีไม่มีการปนเปื้อนแบคทีเรีย E.coil สายพนัธุ ์
BL21 และ โปรตีน GST ตัวอย่างเช่น วิธี immunohistochemistry เพื่อให้สามารถตรวจสอบการ
ติดเชือ้ RGNNV ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพและแม่นย ากว่า 

จากการทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ NNV จากสารสกัดปลาติดเชือ้ ท่ีผ่านการท าให้
โปรตีนเสียสภาพด้วยวิธี dot blotting โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความไวสูงสุดและมี
ต าแหน่งการจับอิพิโทปท่ีต่างกัน จ านวน 2 ชนิด ร่วมกันคือ 5C4 และ 9D1 พบว่าความไวในการ
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ตรวจเชือ้ NNV เพิ่มสูงขึน้กว่าการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีเพียงชนิดเดียว ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจยัก่อนหนา้นี ้ท่ีพบว่าการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีมากกว่า 1 ชนิด โดยแต่ละชนิดจับอิพิ
โทปต าแหน่งต่างกันน ามารวมกัน สามารถเพิ่มความไวในการตรวจเชื ้อได้ เช่น การใช้โม โน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ ISKNV (14H7 ร่วมกับ 1G11 และ 14H7 
ร่วมกับ 10F3) ส าหรับตรวจเชือ้ไวรัส ISKNV (Vaniksampanna et al., 2023) หรือการใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชื ้อ IMNV (IMN3 IMN92 และ IMC19 
รว่มกัน) ส าหรบัการพฒันาชุดตรวจเชือ้วสั IMNV (ประดิษฐ์ หวังมาน, 2559) จากการทดสอบการ
ตรวจการติดเชือ้ในแต่ละวิธีพบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 ซึ่งเป็นตัวแทนอิพิโทปกลุ่มท่ี 1 
และ 9D1 ซึ่งเป็นตัวแทนอิพิโทปกลุ่มท่ี 2 มีประสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ต่างกันในแต่ละวิธี จาก
การศึกษาพบว่า 9D1 มีความไวในการตรวจเชือ้ในวิธี dot blotting สูงกว่า 5C4 แต่ประสิทธิภาพ
ในการตรวจเชือ้ดว้ยวิธี immunohistochemistry ไม่ชดัเจนเท่า 5C4 จึงสามารถสรุปความสามารถ
ของแอนติบอดีท่ีผลิตได้ ดังนี ้ โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 เหมาะส าหรบัการตรวจการติดเชื ้อ
ดว้ยวิธี dot blotting และ immunohistochemistry ส่วน 9D1 เหมาะส าหรบัการตรวจการติดเชือ้
ดว้ยวิธี Western blotting และ dot blotting ซึ่งจากผลการทดสอบดว้ยวิธี dot blotting ท่ีใหผ้ลท่ี
แม่นย าและชดัเจนขึน้เมื่อใช ้5C4 รว่มกนักบั 9D1  

การตรวจสอบความสามารถในการประยุกต์ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี ในการตรวจ
ตัวอย่างปลาจ านวน 30 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นปลาติดเชือ้จ านวน 15 ตัวอย่าง และปลาปกติ
จ านวน 15 ตัว พบว่าการตรวจดว้ยวิธี RT-PCR พบการติดเชือ้จ านวน 14 จาก 15 ตัวอย่าง และ
เมื่อตรวจดว้ยวิธี dot blotting โดยบ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 ร่วมกับ 9D1 พบการติด
เชื ้อจ านวน 14 จาก 15 ตัวอย่าง คิดเป็น 93% ในขณะท่ีการตรวจด้วยวิธี nested RT-PCR 
สามารถตรวจพบการติดเชือ้ทัง้ 15 ตัวอย่าง จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจเชือ้ของ
ทัง้ 2 วิธี แสดงใหเ้ห็นว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดของเชือ้ NNV ท่ีผลิต
ได ้สามารถตรวจยืนยนัการติดเชือ้ RGNNV ในตวัอย่างปลาติดเชือ้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ แมจ้ะมี
ความไวในการตรวจต ่ากว่าวิธี nested RT-PCR แต่มีความถกูตอ้งแม่นย าเหมือนกบัการตรวจดว้ย
วิธี RT-PCR  

จากการศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่าการใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนเป็นแอนติเจนในการปลูก
ภูมิคุ้มกัน สามารถกระตุน้ให้หนูตอบสนองและสรา้งโมโนโคลนอลแอนติบอดีได ้อย่างไรก็ตาม 
พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตขึน้ไม่สามารถเขา้จับกบัโปรตีนแคปซิดของไวรสั RGNNV ใน
น า้เลีย้งเซลล ์E11 ได ้เมื่อน ามาทดสอบดว้ยวิธี dot blotting และสามารถจับไดเ้ล็กนอ้ยเมื่อน ามา
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ทดสอบด้วยวิธี Western blotting ซึ่งอาจเกิดจากรูปแบบของแอนติเจนท่ีน ามาใช้ในการปลูก
ภมูิคุม้กนัท่ีเป็นโปรตีนในรูปเสียสภาพจากการท าบริสทุธิ์ดว้ยเทคนิค electroelution อย่างไรก็ตาม
จากงานวิจัยเกี่ยวกับการสรา้งแอนติบอดีท่ีสามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนของไวรสั (neutralizing 
antibody) พบว่าอนภุาคไวรสั RGNNV ท่ีถูกท าใหเ้สียสภาพดว้ยความรอ้นสามารถกระตุน้ใหเ้กิด
การสรา้งแอนติบอดีท่ีเขา้จับกับอนุภาคไวรสัในรูปแบบธรรมชาติและเสียสภาพได ้ (Gye, Park, 
Kim, Oh, & Nishizawa, 2018) ซึ่งผลดังกล่าวอาจเกิดจากความเป็น antigenicity ท่ีลดลงใน
ขั้นตอนการเตรียมแอนติเจนด้วย dialysis buffer (Gye & Nishizawa, 2016) ดังนั้นผู้วิจัยจึงใช้
แอนติเจนรูปแบบผสมระหว่างรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนแคปซิดและสารละลายไวรสัในน า้เลีย้งเซลล ์
ซึ่งเป็นไวรสัทัง้อนุภาค ซึ่งท าใหไ้ดแ้อนติเจนท่ีมีส่วนของ epitope ท่ีหลากหลาย ส่งผลใหส้ามารถ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสามารถเข้าจับกับโปรตีนแคปซิดของเชื ้อ RGNNV ในสภาพ
ธรรมชาติและเสียสภาพได ้

ดงันัน้คาดว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนแคปซิดไวรสัชองเชือ้ RGNNV 
ท่ีผลิตได้ในครั้งนี ้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาเป็นชุดตรวจไวรัสแบบง่ายในรูปแบบ 
immunochromatographic strip test เช่นเดียวกับ ชุดตรวจเชื ้อ  WSSV (Sithigorngul et al., 
2006) ชุดตรวจเชือ้ Vibrio parahaemolyticus (Wangman et al., 2020) เพื่อใชใ้นการตรวจการ
ติดเชือ้เบือ้งตน้ไดใ้นระดับห้องปฏิบัติการ และเป็นแนวทางในการพัฒนาและเพิ่มประสิทธิภาพ
ของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ RGNNV ไดใ้นอนาคต 
 



 
 

 

 

บรรณานุกรม 
 

บรรณานุกรม 
 

 

กลัยา ไชยสิทธิ์ตระกูล. (2551). การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ Aeromonas hydroplila. 
(ปริญญานิพนธป์ริญญามหาบณัฑิต, มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ, กรุงเทพฯ).สืบคน้จาก 
http://ils.swu.ac.th:8991/exlibris/aleph/a22_1/apache_media/SQSBAR21RB4TQGM
33G936L49IMYBHY.pdf  

กองนโยบายและแผนพฒันาการประมง. (2563). ผลผลิตของการประมงไทย ปี 2563.  สืบคน้จาก 
https://www4.fisheries.go.th/local/file_document/20200922100212_1_file.pdf 

คะเณ สขุเกือ้ และ ธีรวตัร จริตงาม. (2561). การน าเขา้ส่งออกปลากะรงัมีชวีิตผ่านด่านตรวจสตัว์น า้
ของประเทศไทยระหว่างปี พ.ศ. 2557-2559 (เอกสารวิชาการฉบบัท่ี 1/2561).   

ชมยัพร ชงูาน. (2561). สถานการณ์การประมงไทย Thailand’s Fisheries Situation. . (เอกสาร
วิชาการฉบบัท่ี 1/2561).      

ไพศาล สิทธิกรกุล. (2548). วิทยาภมูิคุม้กนั : ส าหรบัการเรียนการสอนและการวิจยั. กรุงเทพฯ: ศนูย์
ส่ือเสริมกรุงเทพ.หนา้ 90-91  

เยาวนิตย ์ดนยดล สถาพร ดิเรกบุษราคมั และ กิจการ ศภุมาตย.์ (2563). โรคอมัพาตในปลากะรงัจุด
น า้ตาล (Epinephelus malabaricus). (เอกสารเผยแพรฉ่บบัท่ี 6/2536)       

ศนูยว์ิจยัสขุภาพสตัวน์ า้สงขลา. (2561). คู่มือการตรวจโรคสตัว์น า้ดว้ยเทคนิค PCR Manual for 
Aquatic Animal’s Disease Diagnosis Using PCR Techniques. สืบคน้จาก 
https://www4.fisheries.go.th/local/file_document/20200128151951_1_file.pdf 

ประดิษฐ์ หวงัมาน. (2559). การพฒันาชดุตรวจแถบสีความไวสูงส าหรบัไวรสัก่อโรครุนแรงในกุง้ : 
ไวรสัโรคตวัแดงดวงขาวและไวรสักลา้มเนือ้ตาย. (ปริญญานิพนธป์ริญญาดษุฎีบณัฑิต 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ, กรุงเทพฯ).สืบคน้จากวิทยานิพนธป์ริญญาเอก  

อารีรตัน ์คณุานพรตัน.์ (2553). การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อรีคอมบีแนนท์แคปซิดโปรตีนของ 
infectious myonecrosis virus (IMNV). (ปริญญานิพนธป์ริญญามหาบณัฑิต, 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ, กรุงเทพฯ). สืบคน้จาก 
http://ils.swu.ac.th:8991/exlibris/aleph/a22_1/apache_media/GP3LYMMXG9ENJLC
5MCUC2XRQ9BVIT6.pdf  

Abbas, A. K., Lichtman, A. H., & Pillai, S. (2014). Cellular and molecular immunology E-
book: Elsevier Health Sciences 

 



  

 

96 

 

Arimoto, M., Mushiake, K., Mizuta, Y., Nakai, T., Muroge, K., & Furusawa, I. (1992). 
Detection of striped jack nervous necrosis virus (SJNNV) by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Fish Pathology, 27(4), 191-195. 

Bandín, I., & Souto, S. (2020). Betanodavirus and VER disease: a 30-year research review. 
Pathogens, 9(2), 106. 

Bondad-Reantaso, M. G., Subasinghe, R. P., Arthur, J. R., Ogawa, K., Chinabut, S., 
Adlard, R., . . . Shariff, M. (2005). Disease and health management in Asian 
aquaculture. Veterinary parasitology, 132(3-4), 249-272. 

Breuil, G., Bonami, J., Pepin, J., & Pichot, Y. (1991). Viral infection (picorna-like virus) 
associated with mass mortalities in hatchery-reared sea-bass (Dicentrarchus 
labrax) larvae and juveniles. Aquaculture, 97(2-3), 109-116. 

Breuil, G., Pepin, J., Boscher, S., & Thiery, R. (2002). Experimental vertical transmission of 
nodavirus from broodfish to eggs and larvae of the sea bass, Dicentrarchus labrax 
(L.). Journal of Fish Diseases, 25(12), 697-702. 

Chi, S., Hu, W., & Lo, B. (1999). Establishment and characterization of a continuous cell 

line (GF‐1) derived from grouper, Epinephelus coioides (Hamilton): a cell line 
susceptible to grouper nervous necrosis virus (GNNV). Journal of Fish Diseases, 
22(3), 173-182. 

Chi, S., Lo, B., & Lin, S. (2001). Characterization of grouper nervous necrosis virus 
(GNNV). Journal of Fish Diseases, 24(1), 3-13. 

Chi, S., Lo, C., Kou, G., Chang, P., Peng, S., & Chen, S. (1997). Mass mortalities 

associated with viral nervous necrosis (VNN) disease in two species of hatchery‐
reared grouper, Epinephelus fuscogutatus and Epinephelus akaara (Temminck & 
Schlegel). Journal of Fish Diseases, 20(3), 185-193. 

Choi, Y. R., Kim, H. J., Lee, J. Y., Kang, H. A., & Kim, H.-J. (2013). Chromatographically-
purified capsid proteins of red-spotted grouper nervous necrosis virus expressed 
in Saccharomyces cerevisiae form virus-like particles. Protein Expression and 
Purification, 89(2), 162-168. 

Chua, F. H. C., Ng, M. K., Loo, I. J., & Wee, J. Y. (1995). Mass mortality in juvenile greasy 

 



  

 

97 

 

grouper, Epinephelus tauvina, associated with vacuolating encephalopathy and 
retinopathy. Dis Asian Aquacult, 11, 235-241. 

Comps, M., Pepin, J., & Bonami, J. (1994). Purification and characterization of two fish 
encephalitis viruses (FEV) infecting Lates calcarifer and Dicentrarchus labrax. 
Aquaculture, 123(1-2), 1-10. 

Costa, J. Z., & Thompson, K. D. (2016). Understanding the interaction between 
Betanodavirus and its host for the development of prophylactic measures for viral 
encephalopathy and retinopathy. Fish & shellfish immunology, 53, 35-49. 

Dalla Valle, Zanella, L., Patarnello, P., Paolucci, L., Belvedere, P., & Colombo, L. (2000). 
Development of a sensitive diagnostic assay for fish nervous necrosis virus based 
on RT-PCR plus nested PCR. Journal of Fish Diseases, 23(5), 321-327. 

Dalla Valle, L., Toffolo, V., Lamprecht, M., Maltese, C., Bovo, G., Belvedere, P., & Colombo, 
L. (2005). Development of a sensitive and quantitative diagnostic assay for fish 
nervous necrosis virus based on two-target real-time PCR. Veterinary microbiology, 
110(3-4), 167-179. 

Dalla Valle, L., Zanella, L., Patarnello, P., Paolucci, L., Belvedere, P., & Colombo, L. (2000). 
Development of a sensitive diagnostic assay for fish nervous necrosis virus based 

on RT‐PCR plus nested PCR. Journal of Fish Diseases, 23(5), 321-327. 
Delsert, C., Morin, N., & Comps, M. (1997). A fish encephalitis virus that differs from other 

nodaviruses by its capsid protein processing. Archives of virology, 142(12), 2359-
2371. 

Doan, Q., Vandeputte, M., Chatain, B., Morin, T., & Allal, F. (2017). Viral encephalopathy 
and retinopathy in aquaculture: a review. Journal of Fish Diseases, 40(5), 717-742. 

Eshhar, Z. (1985). Monoclonal antibody strategy and techniques Hybridoma technology in 
the Biosciences and Medicine (pp. 3-41): Springer. 

FAO. (2016). Food and Agriculture Organization of the United Nations for a world without 
hunger.  Retrieved from 
http://www.fao.org/fishery/countrysector/naso_thailand/en#tcN700C5 

Frerichs, G., Rodger, H., & Peric, Z. (1996). Cell culture isolation of piscine neuropathy 

 



  

 

98 

 

nodavirus from juvenile sea bass, Dicentrarchus labrax. Journal of General 
Virology, 77(9), 2067-2071. 

Gagné, N., Johnson, S., Cook-Versloot, M., MacKinnon, A., & Olivier, G. (2004). Molecular 
detection and characterization of nodavirus in several marine fish species from the 
northeastern Atlantic. Diseases of aquatic organisms, 62(3), 181-189. 

Glazebrook, J., Heasman, M., & De Beer, S. (1990). Picorna-like viral particles associated 
with mass mortalities in larval barramundi, Lates calcarifer Bloch. Journal of Fish 
Diseases, 13(3), 245-249. 

Grotmol, S., Nerland, A. H., Biering, E., Totland, G. K., & Nishizawa, T. (2000). 
Characterisation of the capsid protein gene from a nodavirus strain affecting the 
Atlantic halibut Hippoglossus hippoglossus and design of an optimal reverse-
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) detection assay. Diseases of 
aquatic organisms, 39(2), 79-88. 

Grotmol, S., Totland, G., Kvellestad, A., Fjell, K., & Olsen, A. (1995). Mass mortality of larval 
and juvenile hatchery-reared halibut (Hippoglossus hippoglossus L.) associated 
with the presence of virus-like particles in vacuolated lesions in the central nervous 
system and retina. Bulletin of The European Association of Fish Pathologists, 15, 
176-180. 

Grove, S., Faller, R., Soleim, K. B., & Dannevig, B. H. (2006). Absolute quantitation of RNA 
by a competitive real-time RT-PCR method using piscine nodavirus as a model. 
Journal of virological methods, 132(1-2), 104-112. 

Gye, H. J., & Nishizawa, T. (2016). Dialysis buffer with different ionic strength affects the 
antigenicity of cultured nervous necrosis virus (NNV) suspensions. Virus Research, 
223, 108-114. 

Gye, H. J., Park, M.-J., Kim, W.-S., Oh, M.-J., & Nishizawa, T. (2018). Heat-denaturation of 
conformational structures on nervous necrosis virus for generating neutralization 
antibodies. Aquaculture, 484, 65-70. 

Hick, P., & Whittington, R. J. (2010). Optimisation and validation of a real-time reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction assay for detection of betanodavirus. 

 



  

 

99 

 

Journal of virological methods, 163(2), 368-377. 
Iwamoto, T., Mise, K., Takeda, A., Okinaka, Y., Mori, K.-I., Arimoto, M., . . . Nakai, T. (2005). 

Characterization of Striped jack nervous necrosis virus subgenomic RNA3 and 
biological activities of its encoded protein B2. Journal of General Virology, 86(10), 
2807-2816. 

Iwamoto, T., Nakai, T., Mori, K.-i., Arimoto, M., & Furusawa, I. (2000). Cloning of the fish 
cell line SSN-1 for piscine nodaviruses. Diseases of aquatic organisms, 43(2), 81-
89. 

Jaramillo, D., Hick, P., Deece, K., Tweedie, A., Kirkland, P., Arzey, E., & Whittington, R. J. 
(2016). Comparison of ELISA formats for detection of antibodies specific for 
nervous necrosis virus (Betanodavirus) in the serum of immunized barramundi 
Lates calcarifer and Australian bass Macquaria novemaculeata. Aquaculture, 451, 
33-38. 

Johansen, R., Sommerset, I., Tørud, B., Korsnes, K., Hjortaas, M., Nilsen, F., . . . Dannevig, 
B. (2004). Characterization of nodavirus and viral encephalopathy and retinopathy 
in farmed turbot, Scophthalmus maximus (L.). Journal of Fish Diseases, 27(10), 
591-601. 

Kanchanakhan, S., Dolnayadol, Y., & Roongkamnertwongsa, S. (2005). Detection and 
identification of viral pathogens of grouper (Epinephelus malabaricus) cultured in 
Thailand Recent Advances in Diagnosis and Prevention of Fish and Shrimp 
Diseases in Southeast Asia (pp. 85-94): Aquaculture Department, Southeast Asian 
Fisheries Development Center. 

Keawcharoen, J., Techangamsuwan, S., Ponpornpisit, A., Lombardini, E., Patchimasiri, T., 
& Pirarat, N. (2015). Genetic characterization of a betanodavirus isolated from a 

clinical disease outbreak in farm‐raised tilapia Oreochromis niloticus (L.) in 
Thailand. Journal of Fish Diseases, 38(1), 49-54. 

Köhler, G., & Milstein, C. (1976). Derivation of specific antibody‐producing tissue culture 
and tumor lines by cell fusion. European journal of immunology, 6(7), 511-519. 

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 

 



  

 

100 

 

bacteriophage T4. nature, 227(5259), 680-685. 
Lai, Y. S., Murali, S., Chiu, H. C., Ju, H. Y., Lin, Y. S., Chen, S. C., . . . Chang, C. Y. (2001). 

Propagation of yellow grouper nervous necrosis virus (YGNNV) in a new 

nodavirus‐susceptible cell line from yellow grouper, Epinephelus awoara 
(Temminck & Schlegel), brain tissue. Journal of Fish Diseases, 24(5), 299-309. 

Le Breton, A., Grisez, L., Sweetman, J., & Ollevier, F. (1997). Viral nervous necrosis (VNN) 

associated with mass mortalities in cage‐reared sea bass, Dicentrarchus labrax 
(L.). Journal of Fish Diseases, 20(2), 145-151. 

Lio-Po, G. D., & de la Peña, L. D. (2004). Viral disease. InK. Nagasawa, E. R. Cruz-
Lacierda, & (Eds.), Disease of Culture Groupers. Tigbauan, Iloilo, Philippines,: 
Aquaculture Department, Southeast Asian Fisheries Development Center. 

Liu, Q.-H., Ma, C.-Y., Chen, W.-B., Zhang, X.-L., Liang, Y., Dong, S.-L., & Huang, J. (2009). 
White spot syndrome virus VP37 interacts with VP28 and VP26. Diseases of 
aquatic organisms, 85(1), 23-30. 

Machimbirike, V. I., Jansen, M. D., Senapin, S., Khunrae, P., Rattanarojpong, T., & Dong, 
H. T. (2019). Viral infections in tilapines: More than just tilapia lake virus. 
Aquaculture, 503, 508-518. 

Maltese, C., & Bovo, G. (2007). Viral encephalopathy and retinopathy. Ittiopatologia, 9, 93-
146. 

Marsian, J., Hurdiss, D. L., Ranson, N. A., Ritala, A., Paley, R., Cano, I., & Lomonossoff, G. 
P. (2019). Plant-Made Nervous Necrosis Virus-Like Particles Protect Fish Against 
Disease. Frontiers in Plant Science, 10(880). 

Mekata, T., Satoh, J., Inada, M., Dinesh, S., Harsha, P., Itami, T., & Sudhakaran, R. (2015). 
Development of simple, rapid and sensitive detection assay for grouper nervous 

necrosis virus using real‐time loop‐mediated isothermal amplification. Journal of 
Fish Diseases, 38(10), 873-879. 

Moody, N., Horwood, P., Reynolds, A., Mahony, T., Anderson, I., & Oakey, H. (2009). 
Phylogenetic analysis of betanodavirus isolates from Australian finfish. Diseases of 
aquatic organisms, 87(3), 151-160. 

 



  

 

101 

 

Mori, K.-I., Nakai, T., Muroga, K., Arimoto, M., Mushiake, K., & Furusawa, I. (1992). 
Properties of a new virus belonging to Nodaviridae found in larval striped jack 
(Pseudocaranx dentex) with nervous necrosis. Virology, 187(1), 368-371. 

Mosmann, T. R., Baumal, R., & Williamson, A. R. (1979). Mutations affecting 
immunoglobulin light chain secretion by myeloma cells I. Functional analysis by 
cell fusion. European journal of immunology, 9(7), 511-516. 

Munday, B., Kwang, J., & Moody, N. (2002). Betanodavirus infections of teleost fish: a 
review. Journal of Fish Diseases, 25(3), 127-142. 

Munday, B., Langdon, J., Hyatt, A., & Humphrey, J. (1992). Mass mortality associated with 
a viral-induced vacuolating encephalopathy and retinopathy of larval and juvenile 
barramundi, Lates calcarifer Bloch. Aquaculture, 103(3-4), 197-211. 

Muroga, K. (1994). Polymerase chain reaction (PCR) amplification of RNA of striped jack 
nervous necrosis virus (SJNNV). Diseases of aquatic organisms, 18, 103-107. 

Nagai, T., & Nishizawa, T. (1999). Sequence of the non-structural protein gene encoded by 
RNA1 of striped jack nervous necrosis virusThe DDBJ accession number of the 
sequence reported in this paper is AB025018. Journal of General Virology, 80(11), 
3019-3022. 

Nakai, T., Dung, N. H., Nishizawa, T., Muroga, K., Arimoto, M., & Ootsuki, K. (1994). 
Occurrence of viral nervous necrosis in kelp grouper and tiger puffer. Fish 
Pathology, 29(3), 211-212. 

Nishizawa, T., Furuhashi, M., Nagai, T., Nakai, T., & Muroga, K. (1997). Genomic 
classification of fish nodaviruses by molecular phylogenetic analysis of the coat 
protein gene. Applied and Environmental Microbiology, 63(4), 1633-1636. 

Nishizawa, T., Kise, M., Nakai, T., & Muroga, K. (1995). Neutralizing monoclonal antibodies 
to striped jack nervous necrosis virus (SJNNV). Fish Pathology, 30(2), 111-114. 

Office International des Epizootics (OIE). (2019). Chapter 2.3.12. Viral encephalopathy and 
retinopathy. In Manual of diagnostic Tests for Aquatic Animals. Paris: Aquatic 
Animal Health Standards Commission, Office International des Epizooties. FAO. 

Office International des Epizootics (OIE). (2000). Viral encephalopathy and retinopathy 

 



  

 

102 

 

Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases (pp. 69-73). 
Office International des Epizootics (OIE). (2017). Chapter 2.3. 12. Viral encephalopathy 

and retinopathy. In: World Organisation for Animal Health Paris, France. 
Panzarin, V., Patarnello, P., Mori, A., Rampazzo, E., Cappellozza, E., Bovo, G., & Cattoli, G. 

(2010). Development and validation of a real-time TaqMan PCR assay for the 
detection of betanodavirus in clinical specimens. Archives of virology, 155(8), 
1193-1203. 

Peducasse, S., Castric, J., Thiery, R., Jeffroy, J., Le Ven, A., & Laurencin, F. B. (1999). 
Comparative study of viral encephalopathy and retinopathy in juvenile sea bass 
Dicentrarchus labrax infected in different ways. Diseases of aquatic organisms, 
36(1), 11-20. 

Qin, Q., Wu, T., Jia, T., Hegde, A., & Zhang, R. (2006). Development and characterization 
of a new tropical marine fish cell line from grouper, Epinephelus coioides 
susceptible to iridovirus and nodavirus. Journal of virological methods, 131(1), 58-
64. 

Qin, Y., Liu, J., Lu, Y., & Liu, X. (2022). Generation and Characterization of Monoclonal 
Antibodies Against Red-Spotted Grouper Nervous Necrosis Virus (RGNNV). 
Journal of Ocean University of China, 21(4), 1061-1067. 

Rajewsky, K. (2019a). The advent and rise of monoclonal antibodies. In: Nature Publishing 
Group. 

Rajewsky, K. (2019). The advent and rise of monoclonal antibodies. In: Nature Publishing 
Group. 

Saeed, A., Wang, R., Ling, S., & Wang, S. (2017). Antibody Engineering for Pursuing a 
Healthier Future. Frontiers in Microbiology, 8. 

Shieh, J., & Chi, S. (2005). Production of monoclonal antibodies against grouper nervous 
necrosis virus (GNNV) and development of an antigen capture ELISA. Diseases of 
aquatic organisms, 63(1), 53-60. 

Shyam, K., Jeong, H.-N., Oh, M.-J., Kim, C.-S., & Kim, W.-S. (2020). Development of a 
lateral flow immuno-chromatic strip assay for the detection of nervous necrosis 

 



  

 

103 

 

virus (NNV, RGNNV genotype). Aquaculture, 520, 734944. 
Sithigorngul, W., Rukpratanporn, S., Pecharaburanin, N., Longyant, S., Chaivisuthangkura, 

P., & Sithigorngul, P. (2006). A simple and rapid immunochromatographic test strip 
for detection of white spot syndrome virus (WSSV) of shrimp. Diseases of aquatic 
organisms, 72(2), 101-106. 

Starkey, W. G., Millar, R. M., Jenkins, M. E., Ireland, J. H., Muir, K. F., & Richards, R. H. 
(2004). Detection of piscine nodaviruses by real-time nucleic acid sequence based 
amplification (NASBA). Diseases of aquatic organisms, 59(2), 93-100. 

Su, Z. D., Shi, C. Y., Huang, J., Shen, G. M., Li, J., Wang, S. Q., & Fan, C. (2015). 
Establishment and application of cross-priming isothermal amplification coupled 
with lateral flow dipstick (CPA-LFD) for rapid and specific detection of red-spotted 
grouper nervous necrosis virus. Virology journal, 12(1), 1-8. 

Thiery, R., Cozien, J., de Boisseson, C., Kerbart-Boscher, S., & Nevarez, L. (2004). 
Genomic classification of new betanodavirus isolates by phylogenetic analysis of 
the coat protein gene suggests a low host-fish species specificity. Journal of 
General Virology, 85(10), 3079-3087. 

Thiery, R., Raymond, J.-C., & Castric, J. (1999). Natural outbreak of viral encephalopathy 
and retinopathy in juvenile sea bass, Dicentrarchus labrax: study by nested 
reverse transcriptase–polymerase chain reaction. Virus Research, 63(1-2), 11-17. 

Valero, Y., López-Vázquez, C., Souto, S., Olveira, J., Cuesta, A., & Bandín, I. (2021). 
Differential Nervous Necrosis Virus (NNV) Replication in Five Putative Susceptible 
Cell Lines. Pathogens 2021, 10, 1565. In: s Note: MDPI stays neutral with regard to 
jurisdictional claims in published  

Vaniksampanna, A., Longyant, S., Wangman, P., Sithigorngul, P., & Chaivisuthangkura, P. 
(2017). Enhancement and confirmation of white spot syndrome virus detection 
using monoclonal antibody specific to VP 26. Aquaculture Research, 48(4), 1699-
1710. 

Vaniksampanna, A., Manajit, O., Senapin, S., Kamsamarn, S., Wangman, P., Longyant, S., 
& Chaivisuthangkura, P. (2023). Generation of monoclonal antibodies against 

 



  

 

104 

 

heterologously expressed major capsid protein of infectious spleen and kidney 
necrosis virus (ISKNV). Aquaculture, 563, 738895. 

Wangman, P., Chaivisuthangkura, P., Taengchaiyaphum, S., Pengsuk, C., Sithigorngul, P., 
& Longyant, S. (2020). Development of a rapid immunochromatographic strip test 
for the detection of Vibrio parahaemolyticus toxin B that cause acute 
hepatopancreatic necrosis disease. Journal of Fish Diseases, 43(2), 207-214. 

Xu, H.-D., Feng, J., Guo, Z.-X., Ou, Y.-J., & Wang, J.-Y. (2010). Detection of red-spotted 
grouper nervous necrosis virus by loop-mediated isothermal amplification. Journal 
of virological methods, 163(1), 123-128. 

Yoshikoshi, K., & Inoue, K. (1990). Viral nervous necrosis in hatchery‐reared larvae and 
juveniles of Japanese parrotfish, Oplegnathus fasciatus (Temminck & Schlegel). 
Journal of Fish Diseases, 13(1), 69-77. 

Zorriehzahra, M. J., Nazari, A., Ghasemi, M., Ghiasi, M., Karsidani, S. H., Bovo, G., & 
Daud, H. H. M. (2014). Vacuolating encephalopathy and retinopathy associated 
with a nodavirus-like agent: a probable cause of mass mortality of wild Golden 
grey mullet (Liza aurata) and Sharpnose grey mullet (Liza saliens) in Iranian waters 
of the Caspian Sea. VirusDisease, 25(4), 430-436. 

เยาวนิตย ์ดนลยล, ส. ด. แ. ศ. (2563). โรคอมัพาตในปลากะรงัจดุน า้ตาล (Epinephelus 
malabaricus).   

 
 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 107 

 

 

อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. LB broth 
Tryptone      5.0  กรมั 
Yeast-extract     2.5  กรมั 
NaCl      5.0  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    500.0  มิลลิลิตร 

2. LB agar 
Tryptone      5.0  กรมั 
Yeast-extract     2.5  กรมั 
NaCl      5.0  กรมั 
Agar      7.0  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    500.0  มิลลิลิตร 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคม ี

1. 100 mM IPTG 
IPTG      238.0  มิลลิกรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    10.0  มิลลิลิตร 
 

2. Buffer B (100 mM Na𝐇𝟐P𝐎𝟒, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea pH 8) 
NaH2PO4      1.38  กรมั 
Tris-HCl (ปรบั pH 8)    0.12  กรมั 
Urea      48.05  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    100.0  มิลลิลิตร 
 

3. 100 mM PMSF 
PMSF      17.4  มิลลิกรมั 
Isopropanol     1.0  มิลลิลิตร 
 

4. 0.15 M Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 
NaCl      8.00  กรมั 
KCl      0.20  กรมั 
KH2PO4      0.20  กรมั 
NaH2PO4      1.15  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    1,000.00 มิลลิลิตร 
 

5. 5% blotto 
นมพรอ่งมนัเนย (Skimmed milk)   5.0  กรมั 
PBS      100  มิลลิลิตร 
1% Merthiolate (Sigma)    1.0  มิลลิลิตร 
Triton X-100 (sigma)    0.1  มิลลิลิตร 
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6. 1% Merthiolate 
Thimerosal (sigma)    1.0  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    100.0  มิลลิลิตร 
 

7. 1M KCl 
KCl      7.46  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    1,000  มิลลิลิตร 
 

8. 1% SDS 
SDS      1.0  กรมั 
เติมน า้ใหไ้ดป้ริมาตร    100.0  มิลลิลิตร 
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สารเคมีส าหรับใช้ในการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 

1. อาหารเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมา (RPMI medium)  
RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)   10.4  กรมั  
D-glucose (Sigma)    3.60  กรมั  
L-glutamine (Sigma)    0.2923  กรมั 
Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma)  1.1005  กรมั 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)  2.0160  กรมั 
HEPES (Sigma)     5.5925  กรมั 
Penicillin G     20,000  units 
Streptomycin G     200.0  มิลลิกรมั 
น า้กลั่น (Milli Q water)     1,000.0  มิลลิลิตร 
ปรบัปริมาตรใหไ้ด ้     1,000  มิลลิลิตร 
จากนั้นผสมส่วนผสมจนเข้ากันดีท าให้ปลอดเชื ้อด้วยการกรองผ่าน sterilized 

Millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เก็บรกัษาท่่ีอณุหภมูิ 4ºC 
 

2. อาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาที่เสริมด้วย Fetal bovine serum ความเข้มข้น 
20% 
RPMI medium (1)     80.0  มิลลิลิตร 
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)  20.0  มิลลิลิตร 
100X HT supplement (Gibco BRL, USA)  1.0  มิลลิลิตร 
 

3. อาหารคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา (HAT medium) 
เม็ดเลือดแดงจากหนเูมาส ์1% ใน RPMI (1)  80.0  มิลลิลิตร 
FBS RPMI medium (1)    20.0  มิลลิลิตร 
100X HT supplement RPMI medium (1)  1.0  มิลลิลิตร 
50X Aminopterin (Sigma) RPMI medium (1) 2.0  มิลลิลิตร 
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4. สารละลายเพื่อใช้ในการหลอมรวมเซลล ์(Polyethylene glycol ความเข้มข้น 
40%)  
Polyethylene glycol    2.0  กรมั 
RPMI medium (1)     3.0  มิลลิลิตร 
เติม RPMI medium (1) ลงใน Polyethylene glycol ท่ีปราศจากเชือ้ บ่มในตู้บ่ม 

คารบ์อนไดออกไซด ์ท่ีอณุหภมูิ 37ºC ก่อนน ามาใชง้าน 
 

5. สารละลายเพื่อใช้ในการแช่แข็งเซลล์ไฮบริโดมา (Dimethyl sulfoxide ความ 
เข้มข้น 12%) 
Dimethyl sulfoxide (Sigma)   12.0  มิลลิลิตร 
RPMI medium (1)     88.0  มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บที่อณุหภมูิ 4ºC ก่อนน ามาใชง้าน 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรับ Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) และ Western blotting 

1. Stock solution 
1.1 Monomer solution (30% T, 2.7% CBis) 

Acrylamide     58.4  กรมั 
N, N’-methylene-bis-acrylamide  1.6  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร   200.0  มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัเก็บในขวดสีชา ท่่ีอณุหภมูิ 4ºC 
 

1.2 4X Running gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane   36.3  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร   200.0  มิลลิลิตร 
 

1.3 4X Stacking gel buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane   3.0  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร   50.0  มิลลิลิตร 
ปรบั pH ดว้ย 0.1 N NaOH 
 

1.4 10% SDS 
Sodium dodecyl sulfate   50.0  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร   500.0  มิลลิลิตร 
 

1.5 Ammonium persulfate ความเข้มข้น 10% 
Ammonium persulfate    0.1  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร   1.0  มิลลิลิตร 
 

1.6 Running gel overlay 
0.15 M Tris-HCl (1.2)    25.0  มิลลิลิตร 
10% SDS (1.4)     1.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร   100.0  มิลลิลิตร 
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1.7 2X treatment buffer 
0.5 M Tris-HCl (1.3)    2.5  มิลลิลิตร 
10% SDS (1.4)     4.0  มิลลิลิตร 
Glycerol     2.0  มิลลิลิตร 
2-mercaptoethanol    1.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      0.5  มิลลิลิตร 
 

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 
2.1 15% separating gel  

Monomer solution (1.1)    15.0  มิลลิลิตร 
0.15 M Tris-HCl (1.2)    7.5  มิลลิลิตร 
10% SDS (1.4)     0.3  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      0.75  มิลลิลิตร 
10% Ammonium persulfate (1.5)  150.0  ไมโครลิตร  
TEMED      20.0  ไมโครลิตร 
 

2.2 4% stacking gel  
Monomer solution (1.1)   2.7  มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl (1.3)    5.0  มิลลิลิตร 
10% SDS (1.4)     0.2  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      12.2  มิลลิลิตร 
10% Ammonium persulfate (1.5)  100.0  ไมโครลิตร 
TEMED     10.0  ไมโครลิตร 
 

3. Running buffer 
4X Tank buffer 
Tris      2.0  กรมั 
Glycine      57.6  กรมั 
10% SDS (1.4)     40.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      4,000.0  มิลลิลิตร 
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4. สารละลายย้อมโปรตีน และล้างสีส่วนเกิน 
4.1 สารละลายย้อมโปรตีน (Coomassie blue) 

4.1.1 Stain stock (1% Coomassie blue R-250) 
Coomassie blue R-250   1.0  กรมั 
น า้กลั่น     100.0  มิลลิลิตร 

4.1.2 Stain (0.01% Coomassie blue R-250) 
Stain stock (4.1.1)    50.0  มิลลิลิตร 
Methanol     250.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    50.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น     500.0  มิลลิลิตร 
 

4.2 สารละลายล้างสีย้อมส่วนเกิน (Destain) 
4.2.1 Destain 1 

Methanol     500.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    100.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      400.0  มิลลิลิตร 

4.2.2 Destain 2 
Methanol     50.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    70.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น     880.0  มิลลิลิตร 
ท าการย้อมเจลโดยถอดเจลออกจากกระจก แช่ลงในสีย้อม Coomassie 

blue R- 250 ความเขม้ขน้ 0.01% (4.1.2) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 2-4 ชั่วโมง จากนั้นลา้งสีส่วนเกิน
โดยน าเจลลงแช่ใน Destain 1 (4.2.1) เขย่าเบาๆเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ยา้ยเจลลงแช่ใน 
Destain 2 (4.2.2) จนสีพืน้ของเจลใส 

 
5.Towbin transfer buffer pH 8.8  

Tris      3.0  กรมั 
Glycine      14.4  กรมั 
Methanol      200.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    1,000  มิลลิลิตร 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรับ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

1. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 5% 
นมพรอ่งมนัเนย (Skimmed milk)   5.0  กรมั 
PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2   100.0  มิลลิลิตร 
Merthiolate 1% (Sigma)    1.0  มิลลิลิตร 
Triton X-100 (Sigma)    0.1  มิลลิลิตร 
 

2. สารละลาย Blotto ความเข้มข้น 0.5% 
สารละลาย Blotto ความเขม้ขน้ 5% (1)  50.0  มิลลิลิตร 
PBS เขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2    950.0  มิลลิลิตร 
 

3. Citrate buffer เข้มข้น 0.1 M pH 4.5 
Sodium citrate     29.41  กรมั 
Merthiolate 1% (Sigma)    10.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    1,000.0  มิลลิลิตร 
ปรบั pH ดว้ย 0.1 N HCl 
 

4. 1 N H2SO4 
H2SO4 (conc.)     27.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    1000.0  มิลลิลิตร 
 

5. O-Phenylenediamine dihydrochioride (OPD) 
 

 

 

 

 

 

 



  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ฉ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 121 

 

 

สารเคมีส าหรับใช้ในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISATYPE ของโมโนโคลนอล
แอนติบอด ี

Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบด้วย 
1) Rabbit anti-Mouse IgG1 (γ1 chain specific) 
2) Rabbit anti-Mouse IgG2a (γ 2a chain specific)  
3) Rabbit anti-Mouse IgG2b (γ 2b chain specific)  
4) Rabbit anti-Mouse IgG3 (γ 3 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 ท่ีเสริมดว้ย 10% FBS)  
11) Substrate buffer, concentration (10X) 

(1M citrate, pH 4.2, containing 0.03% H2O2)  
12) ABTS substrate, concentration (50X)  

(2,2-azino-di [3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid])  
13) Blocking solution, concentration (50X) 

(25% BSA in PBS 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 in PBS containing 10% glycerol and 0.05% NaN3)  
16) 50% Tween 20 
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สารเคมีสาหรับ IMMUNOHISTOCHEMISTRY (IHC) 

1. coated slide solution  
Gelatin      1.0  กรมั 
CrK(SO4)2.12H2O     50.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      100.0  มิลลิลิตร 
 

2. Davidson’s fixative  
95% ethanol     30.0  มิลลิลิตร 
100% formalin     20.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    10.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      30.0  มิลลิลิตร 
 

3. Fetal bovine serum 10% (P1
+)  

Fetal bovine serum    10.0  มิลลิลิตร 
0.15 M PBS pH 7.2     100.0   มิลลิลิตร 
 

4. สี Enrilich’s acid hematoxylin  
Hematoxylin     8.0  กรมั  
95% ethanol     400.0  มิลลิลิตร 
Aluminium Potassium Sulphate   8.0  กรมั 
Glycerine      400.0  มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    400.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น      400.0  มิลลิลิตร 
 

5. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol  
Eosin Y      0.2  กรมั 
95% ethanol     100.0  มิลลิลิตร 
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ผลการทดลองเพิ่มเติม 

การตรวจสอบส่วนใสและส่วนตะกอนของน ้าเลี้ยงเซลล์ E11 ที่ติดเชื้อ หลัง
ตกตะกอนด้วยวิธี RT-PCR และ nested RT-PCR 

น าส่วนใส และส่วนตะกอน ของน ้าเลี ้ยงเซลล์ E11 หลังตกตะกอน ไปสกัดกรด
นิวคลิอิก โดยใช้ชุด high pure nucleic acid kit (Roche Molecular Biochemical) ท าการเจือ
จางกรดนิวคลิอิกท่ีสกัดได้แบบ 10 fold serial dilution ด้วยกรดนิวคลิอิกท่ีสกัดจากปลาปกติ 
ตัง้แต่ 100 ถึง 10-10  จากนั้นน าความเขม้ขน้ท่ี 10-5 ของทุก ๆ ตวัอย่างท าสอบดว้ยวิธี RT-PCR และ 
nested RT-PCR โดยวิเคราะหข์นาดดว้ย 1%agarose gel electrophoresis ผลผลิตมีขนาด 605 
bp และ 255 bp (ภาพประกอบ 37) ตามล าดบั  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 37 การตรวจสอบส่วนใสและส่วนตะกอนของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ท่ีติดเชือ้ หลงั
ตกตะกอนดว้ยวิธี RT-PCR (A) และ nested RT-PCR (B) 
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M คือ DNA มาตราฐาน (1 kb plus DNA ladder)  
N คือ negative control (น า้ปราศจาก DNase และ RNase ส าหรบัท า PCR)  
P คือ positive control (พลาสมิด pGEX-RGNNV) 
แถวที่ 1 ส่วนตะกอน ของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้หลงัตกตะกอน ความเขม้ขน้ 10-5  
แถวที่ 2 ส่วนใส ของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้หลงัตกตะกอน ความเขม้ขน้ 10-5  
แถวที่ 3 น า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้ ก่อนตกตะกอน ความเขม้ขน้ 10-5  
 
จากผลการท าสอบเมื่อเปรียบเทียบความหนาของแถบ DNA ท่ีความเขม้ขน้เดียวกัน 

พบว่า ส่วนตะกอนของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้ หนาท่ีสดุ รองลงมาคือ น า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้ 
ก่อนตกตะกอน และไม่พบแถบ DNA ในส่วนใสของน า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้หลงัตกตะกอนทัง้ใน
วิธี RT-PCR และ nested RT-PCR ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า การน าน า้เลีย้งเซลล ์E11 ติดเชือ้ไปป่ันท่ี
ความเร็วรอบ 20000 rpm เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท าใหไ้วรสัตะกอนลงมา ในส่วนตะกอนจึงมีปริมาณ
ไวรสัมากท่ีสดุ เมื่อเทียบกบัส่วนใส และในน า้เลีย้งเซลล ์E11 ก่อนตกตะกอน 
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ยืนยันความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี immunohistochemistry 
ท าโดยน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาท าการดูดซับดว้ยน า้เลีย้งเซลลท่ี์ติดเชือ้ไวรสั 

NNV (preabsorption) ก่อนน าไปบ่มกบัเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ NNV 
 

 

ภาพประกอบ 38 ยืนยนัความจ าเพาะของโมโนโคลนนอลแอนติบอดีการตรวจการติดเชือ้ NNV 
ดว้ยวิธี immunohistochemistry  

โดยใชเ้นือ้เยื่อชนิดต่าง ๆ ของปลาติดเชือ้ ไดแ้ก่ ตา (A), เหงือก (B) และปมประสาทใต้
สมองส่วน mesencephalon (C) บ่มกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4  

คอลมันท่ี์ 1 บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ผ่านการดดูซบั (preabsorption)  
คอลมันท่ี์ 2 บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีถกูดดูซบัดว้ยน า้เลีย้งเซลลติ์ดเชือ้  
คอลัมน์ท่ี 3 ไม่ได้บ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อใช้เทียบเป็น negative 

control 
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ตรวจสอบตัวอย่างปลาติดเชื้อที่ผ่านการต้ม และยืนยันความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 

จากผลการทดสอบความไวในภาพประกอบ 32 เมื่อน าตวัอย่างปลาติดเชือ้ท่ีไม่ผ่าน
การต้มและผ่านการต้มท าการเจือจางแบบ 2 fold serial dilution แล้วบ่มกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดี พบว่าค่าความเจือจางของทัง้ 2 ตัวอย่างท่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถตรวจสอบ
ไดแ้ตกต่างกนัเพียงเล็กนอ้ย ดงันั้นเพื่อตรวจสอบและยืนยนัว่าผลท่ีปรากฏเกิดจากการท าปฏิกิริยา
กนัระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัไวรสัในตวัอย่าง จึงน าน า้เลีย้งเซลลท่ี์ติดเชือ้ และตัวอย่าง
ปลาติดเชื ้อ ท่ี ผ่านการต้มมาเจือจางแบบ 2 fold serial dilution แล้วบ่มกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีดูดซับ 2 แบบเปรียบเทียบกัน คือ1) ดูดซับดว้ยตัวอย่างปลาติดเชือ้ท่ีผ่านการตม้ซึ่ง
เป็นตวัอย่างเดียวกนักบัท่ีน าไปเจือจาง และ 2) ดดูซบักบัตวัอย่างปลาปกติท่ีผ่านตม้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 39 ตรวจสอบตวัอย่างปลาติดเชือ้ท่ีผ่านการตม้ และยืนยนัความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting  

โดยเจือจางตัวอย่างแบบ 2 fold serial dilution บ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5C4 ท่ี
ดดูซบัดว้ยตวัอย่างปลาติดเชือ้ท่ีผ่านการตม้ หรือดูดซับกับตัวอย่างปลาปกติท่ีผ่านตม้ แลว้บ่มกับ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีความเขม้ขน้ 1:20 ซึ่งใชค้วามเขม้ขน้นอ้ยกว่าการทดสอบความไวใน
ภาพประกอบ 32 

A บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ผ่านการดดูซบั 
B บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีถกูดดูซบัดว้ยตวัอย่างปลาติดเชือ้ท่ีผ่านการตม้ 
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C บ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีถกูดดูซบัดว้ยตวัอย่างปลาปกติท่ีผ่านการตม้ 
แถวที่ 1 น า้เลีย้งเซลลติ์ดเชือ้ NNV  
แถวที่ 2 ตวัอย่างปลาติดเชือ้ท่ีผ่านการตม้ 
คือ ค่าความเจือจางท่ีนอ้ยท่ีสดุท่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถท าปฏิกิริยาได ้

จากการพิสูจน์เพื่อยืนยันความจ าเพาะจากทั้งวิธี immunohistochemistry และวิธี 
dot blotting สามารถสรุปไดว้่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีจบัจ าเพาะกับเชือ้ไวรสั NNV และ ส่ิงท่ีท า
ปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีในตัวอย่างปลาติดเชือ้ท่ีผ่านการตม้ คือ โปรตีนแคปซิดของ
ไวรสั  
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วิธีค านวณความเข้มข้นของโปรตีนเป็นหน่วย fmole 

แปลงหน่วยความเข้มข้นจาก µg/mL เป็น fg/µg 
ตวัอย่าง โปรตีนเขม้ขน้ 0.274 µg/mL 

0.274 µg/mL     = 274 ng/mL 
      = 274000 pg/mL 
      = 274000000 fg/mL 
ดงันัน้ โปรตีนปริมาตร 1 µL มีความเขม้ขน้ = 274000000/1000 
      = 274000 fg/µL 

ค านวณ mol 
mol           = น า้หนกัท่ีวดัได/้มวลโมเลกุล (dalton) 
รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน GST-RGNNV ขนาด 63 กิโลดาลตนั  
ดงันัน้ mol = 274000/63 × 1000 
      = 4.3 fmol/µL 
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ชื่อ-สกุล สพุตัรา ค าสมาน 
วัน เดือน ปี เกิด 18 เมษยน 2540 
สถานที่เกิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒิการศึกษา พ.ศ.2561 วิทยาศาตรบณัฑิต สาขาชีววิทยา   

จาก มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ   
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