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ในปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลานิลในทวีปเอเชียเป็นที่นิยมมากขึน้รวมถึงในประเทศ

ไทย เนื่องจากปลาชนิดนี้เป็นแหล่งโปรตีนที่ส าคัญ  ราคาไม่แพงและมีความอดทนต่อโรค โดยสามารถสรา้ง
รายไดใ้หแ้ก่เกษตรกรไดม้าก แต่เนื่องจากการระบาดของเชือ้ Tilapia lake virus (TiLV) ซึ่งเป็นไวรสัที่จัดอยู่ใน
อยู่กลุ่มของไวรสั Orthomyxovirus มีรูปร่างกลมและมีเปลือกหุ้ม  เส้นผ่านศูนย์กลาง ประมาณ  60 - 80 nm 
จัดเป็น Single-stranded RNA virus ประกอบไปด้วย 10 จีโนมเซ็กเมนต์ โดยก่อให้เกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจแก่เกษตรกร  ส่งผลให้ปลานิลที่ติดเชื ้อตายจ านวนมาก ส าหรบัการศึกษาครัง้นี ้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ตอ้งการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับ TiLV segment 8 (TiLV-S8) เพ่ือตรวจสอบการติด
เชื ้อ TiLV ในปลานิล โดยน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ที่ได้จากการน ายีนของโปรตีน  S8 โคลนเข้าสู่พ
ลาสมิด pET15-b แลว้ท าการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีนและท าใหบ้ริสทุธ์ิ  จากนั้นน าไปปลกูภูมิคุม้กันในหนู
เมา้ส ์และคดัเลือกหนตูวัที่ใหผ้ลดีท่ีสดุ มาท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ผลจากการวิจยัพบว่าสามารถผลิ
ตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ TiLV-S8 ไดโ้ดยสามารถแบ่งตามความจ าเพาะต่ออิพิโทปที่ต่างกันได้ 
จ านวน 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 คือ 8H-3, 3H-12 และ 14F-4 และกลุ่มที่ 2 คือ 14D-9 จากการตรวจสอบด้วยวิธี 
western blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมี้ความสามารถในการจับกบัโปรตีนของ TiLV-S8 และ 
โปรตีนของเชื ้อไวรัส TiLV ที่ติดในปลา ที่มีขนาด 20 และ 18 kDa ตามล าดับ และเม่ือทดสอบด้วยวิธี dot 
blotting และ immunohistochemistry พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับโปรตีนของเชือ้ไวรสั TiLV 
ที่ติดเชือ้ในปลาไดแ้ละไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับสารสกัดเนือ้เยื่อปลาที่ติดเชือ้ชนิดอื่น  และแบคทีเรียที่ก่อโรคใน
สตัวน์ า้ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมี้ความไวในการจับสารสกัดจากเนือ้เยื่อของปลาที่ติดเชือ้  TiLV ท่ี
เจือจางประมาณ  1:16 ซึ่งมีความไวต ่ากว่าการตรวจสอบด้วยวิธี  RT-PCR ประมาณ  6.25 เท่า เม่ือน าโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 14D-9 และ 8H-3 ผสมกันสามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบปลานิลที่ติดเชื ้อ  TiLV ตาม
ธรรมชาติได้ด้วยวิธี dot blotting ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการตรวจสอบด้วยวิธี RT-PCR ดังนั้นโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตไดจ้ากการศึกษาครัง้นีจ้ึงสามารถน ามาใชใ้นการตรวจสอบการติดเชือ้  TiLV ในตัวอย่างปลาที่
สงสยัว่ามีการติดเชือ้ตามธรรมชาติได ้
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The culture of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is an important industry in many 

countries around the world, including Thailand. This is because this fish is an important source of 
protein. which can greatly increase the income of farmers. There was an outbreak of Tilapia Lake 
Virus (TiLV), which is classified as a Orthomyxovirus. The virus has been described as an enveloped, 
negative-sense, single-stranded RNA virus with 10 segments. This may also cause economic losses 
for farmers. As a result, the infected tilapia dies. The objective of this study was to produce a 
monoclonal antibody specific to TiLV segment 8 to detect TiLV infection in tilapia by using 
recombinant TiLV-S8 protein obtained from the gene. The S8 protein was cloned into plasmid pET15-
b, then protein expression was increased and purified. Then the immunization in mice and select the 
mice that give the best results to produce monoclonal antibodies The results The results show that 
monoclonal antibodies specific to TiLV-S8 that can be divided into two groups, according to their 
specificity towards different epitopes: Group 1 consists of 8H-3, 3H-12 and 14F-4 and group 2 
consists of 14D-9. Western blotting examination found that the monoclonal antibodies were able to 
bind to TiLV-S8 proteins and TiLV-infected fish proteins of 20 and 18 kDa, respectively, when tested 
by dot blotting and immunohistochemistry methods, monoclonal antibodies could bind with proteins 
of TiLV-infected fish and did not cross-reactivity with tissue extracts of other infected fish and 
bacteria that cause diseases in aquatic animals. The produced monoclonal antibody was sensitive to 
detecting tissue extracts of TiLV-infected fish at a dilution of approximately 1:16, which was 
approximately 6.25 times lower than the RT-PCR method. The combination of monoclonal antibodies 
14D-9 and 8H-3 can be used to detect naturally TiLV-infected tilapia by dot blotting, with results 
consistent with RT-PCR. The monoclonal antibodies produced in this study can therefore be used to 
detect TiLV infection in fish samples. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

ภูมิหลัง และความส าคัญของการวิจัย 
ปลานิล (Oreochromis niloticus) จัดเป็นปลาน ้าจืดชนิดหน่ึง ในวงศ์ปลาหมอสี 

(Cichlidae) มีชื่อภาษาอังกฤษว่า Nile tilapia ชื่อวิทยาศาสตร ์Oreochromis niloticus (ชื่อเดิม
คือ Tilapia niloticas) เป็นปลาเศรษฐกิจท่ีนิยมเพาะเลีย้งกันมากกว่า 135 ประเทศทั่วโลก  ซึ่งใน
ปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลาชนิดนีใ้นทวีปเอเชียไดเ้ป็นท่ีนิยมมากขึน้ เน่ืองจากปลา
ชนิดนีเ้ป็นแหล่งโปรตีนท่ีส าคญั ราคาไม่แพงและเป็นปลาท่ีมีความอดทนต่อโรค โดยสามารถสรา้ง
รายได้ให้แก่เกษตรกรเป็นจ านวนมาก ส่งผลให้อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลานิลเติบโตอย่าง
รวดเร็ว เพื่อตอบสนองต่อความตอ้งการหาแหล่งโปรตีนท่ีมีคุณค่าเพียงพอต่อการบริโภคท่ีเพิ่มขึน้
(FAO, 2014, 2020) แต่เน่ืองจากเกิดการระบาดของไวรสั Tilapia lake virus (TiLV) ส่งผลใหป้ลา
นิลท่ีติดเชือ้ตาย ซึ่งเป็นสาเหตุท่ีก่อใหเ้กิดการสูญเสียทางรายไดข้องเกษตรกรผู้เลีย้งปลาชนิดนี ้ 
ไวรสัชนิดนีม้ีการระบาดในฟารม์เลีย้งปลาในประเทศต่าง ๆ เช่น อิสราเอล เอกวาดอร ์โคลัมเบีย 
อียิปต ์ไทย จีน อินเดีย และมาเลเซีย (Senapin, Shyam, Meemetta, Rattanarojpong, & Dong, 
2018) 

การระบาดของ TiLV มีรายงานการระบาดครัง้แรกในฟารม์เพาะเลีย้งปลานิล ของประเทศ
อิสราเอลในปี 2009  (Eyngor et al., 2014) ซึ่งส่งผลเสียทางอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลานิล
เป็นอย่างมาก TiLV เป็นไวรสัท่ีคน้พบใหม่ จัดอยู่ในกลุ่มของไวรสั Orthomyxovirus มีรูปรา่งกลม
และมีเปลือกหุม้ มีเสน้ผ่านศูนยก์ลาง ประมาณ 60-80 nm จัดเป็น Single-stranded RNA virus 
ประกอบไปด้วย 10 จีโนมเซ็กเมนต์ (Bacharach et al., 2016; Surachetpong et al., 2017; 
Tattiyapong, Dachavichitlead, & Surachetpong, 2017) ปลานิลท่ีติดเชื ้อ TiLV จะมีอาการ
เฉ่ือยชา และสภาพร่างกายผอมลง พฤติกรรมการว่ายน า้ผิดปกติ มีภาวะโลหิตจางอย่างรุนแรง 
บริเวณตาของปลามีลักษณะบวมโปนทัง้สองดา้น ส่วนของเลนสก์ระจกตามีลักษณะขุ่น ในปลาท่ี
ติดเชือ้รุนแรงพบการลอกหลุดของเลนสต์า บริเวณท่ีผิวหนังเกิดรอยโรคแผลแบบลอกหลุด พบจุด
เลือดออกตามล าตัว เกล็ดชีต้ั้ง ช่องท้องขยายใหญ่ นอกจากนีย้ังพบบริเวณ เยื่อหุ้มสมองส่วน 
leptomeninges และมา้มพบจดุเลือดออก  (Eyngor et al., 2014; Surachetpong et al., 2017)  
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ในประเทศไทยมีรายงานการระบาดของเชือ้ TiLV ในปลานิลในช่วงระหว่างปี พ.ศ. 2558-
2560 พบอัตราการตายสะสมอยู่ในช่วง 20-90 % ซึ่งช่วงอายขุองปลาท่ีตายเกิดในช่วงลูกปลาเล็ก
ท่ีมีการเคล่ือนยา้ยจากโรงเพาะฟักมาท าการเลีย้งในบ่อดินหรือกระชงั นอกจากนีย้ังมีการรายงาน
การพบเชือ้ TiLV ในปลาท่ีป่วยหนัก (moribund fish) จึงท าใหม้ีการรายงานความสญูเสียนีใ้นชื่อ 
โรคปลานิลตายเดือน (tilapia one month mortality syndrome) (Surachetpong et al., 2017) 

ส าหรับวิธีการตรวจวิเคราะห์เชือ้ TiLV นั้นมีการพัฒนาขึน้มาหลายวิธี เช่น การตรวจ
วินิจฉัยทางพยาธิวิทยา (histopathology) และการตรวจโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน (Transmission electron microscope; TEM) (Tattiyapong et al., 2017) ซึ่งทั้งสองวิธี
เป็นวิธีท่ีเชื่อถือไดแ้ต่ตอ้งใชอ้ปุกรณท่ี์มีราคาแพง และบุคลากรท่ีมีประสบการณส์งู  

การตรวจทางห้องปฏิบัติการเบือ้งต้น (presumptive test methods) สามารถท าได้โดย
การแยกเชือ้ไวรสั (virus isolation) และการเพาะเลีย้งไวรสั (virus culture) ในเซลลเ์พาะเลีย้งเป็น
วิธีมาตรฐานในการศึกษาทางไวรสัวิทยา (จารุภา เถาวัลย,์ 2558) เน่ืองจากเชือ้ท่ีแยกไดส้ามารถ
น าไปศึกษาแอนติเจนและคุณสมบัติทางพันธุกรรม เชือ้ไวรัส TiLV สามารถเจริญใน primary 
tilapia brain cells หรือ E-11 cell line และสามารถตรวจสอบการติดเชือ้ของไวรสัไดจ้ากการดู
ลักษณะของเซลล ์หากเซลลม์ีการติดเชือ้ เซลลจ์ะมีลักษณะกลมเกาะเป็นกลุ่มเล็กๆ และค่อยๆ 
ขยายเป็นกลุ่มกอ้นซึ่งเกิดการเปล่ียนแปลงจากการติดเชือ้ไวรัส เรียกว่าเกิด cytopathic effect 
(CPE) ท่ีเวลา 5-10 วนั (Eyngor et al., 2014)  

ส าหรบัการตรวจยืนยนั (confirmatory test methods) ไดม้ีการออกแบบและพฒันา PCR 
primer set ท่ีใชใ้นการตรวจดว้ยวิธี reverse transcriptase (RT) PCR (Eyngor et al., 2014)  ซึ่ง
ผลการตรวจยังมีความแม่นย าน้อย จึงมีการพัฒนาวิธี nested RT-PCR ให้มีความแม่นย าและ
ความไวต่อเชือ้มากขึน้ (Kembou Tsofack et al., 2017) และในปัจจุบันได้มีกระบวนการตรวจ
วินิจฉัยด้วย semi-nested RT-PCR ท่ีได้รับการพัฒนาให้มีความไวในการตรวจมากกว่าวิธี 
nested RT-PCR โดยสามารถตรวจท่ี 7.5 viral copies per reaction ได ้ (Dong et al., 2017) ซึ่ง
วิธีท่ีกล่าวมาเป็นวิธีท่ีอาศยัหลกัการเพิ่มปริมาณของสารพันธุกรรมของไวรสัใหม้ีปริมาณท่ีมากขึน้ 
ท าให้สามารถตรวจเชื ้อไวรัสได้แม้ในตัวอย่างท่ีมีปริมาณน้อย ซึ่งวิธีข้างต้นสามารถช่วยลด
ระยะเวลาในการตรวจวินัจฉัยได้ และนิยมใช้กันอย่างกว้างขวางในการตรวจเชื ้อไวรัส แต่มี
ขอ้จ ากัดคือต้องใชห้อ้งปฏิบัติการเฉพาะทางและบุคลากรท่ีมีความรูค้วามสามารถ และมีความ
ช านาญในการใชอ้ปุกรณต่์าง ๆ ท าใหเ้ป็นวิธีท่ีไม่เหมาะสมในการตรวจสอบเชือ้ในพืน้ท่ีฟารม์จริง 
อีกทัง้มีราคาในการตรวจวิเคราะหต์วัอย่างค่อนขา้งสงู 
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เทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunoassay) เป็นวิธีท่ีเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาระหว่าง
แอนติเจนและแอนติบอดีเป็นปฏิกิริยาท่ีมีความจ าเพาะสูงคลา้ยกับการท างานของลกูกุญแจและ
แม่กุญแจ ดังนั้นจึงไดม้ีการน ามาใชใ้นการตรวจสอบโดยการผลิตแอนติบอดีในรูปโพลีโคลนอล
แอนติบอดี (Polyclonal antibody; PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody; 
MAb) และมีการน าแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าพฒันาเทคนิคทางวิทยาภมูิคุม้กันส าหรบัใชป้ระโยชนใ์น
หลาย ๆ ดา้น โดยอาศัยปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี (ไพศาล สิทธิกรกุล, 
2548) โดยไดม้ีนักวิชาการหลายกลุ่มพัฒนาวิธีทางวิทยาภูมิคุม้กันมาใชส้ าหรบัการตรวจสอบเชือ้ 
TiLV โดยมีรายงานการผลิตแอนติบอดีในการตรวจสอบเชือ้ TiLV ซึ่งแอนติบอดีท่ีผลิตไดส้ามารถ
น ามาใชใ้นการตรวจดว้ยวิธี indirect ELISA (iELISA) (Hu et al., 2020) 

ส าหรบัการศึกษาครัง้นีเ้ป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกบัเชือ้ไวรสั 
TiLV เพื่อใชใ้นการตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในปลานิล ดว้ยเทคนิคทางภูมิคุม้กันวิทยาแบบต่าง 
ๆ ได้แก่ วิธี dot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry ซึ่งเทคนิคทางวิทยา
ภมูิคุม้กนัเป็นเทคนิคท่ีสะดวก ง่ายต่อการใชง้าน สามารถใหผ้ลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว นอกจากนี้
บางวิธีการทดสอบ เช่น วิธีการตรวจดว้ย strip test ท่ีจ  าเพาะต่อเชือ้ก่อโรคชนิดต่าง ๆ เกษตรกรยงั
สามารถน าไปใชไ้ดเ้องโดยไม่จ าเป็นตอ้งอาศัยความรูค้วามช านาญมาก ท าใหส้ามารถตรวจสอบ
การติดเชือ้ในระหว่างการเลีย้งไดต้ลอดเวลา เป็นการลดความเสียหายของปลานิลจากการติดเชือ้
ก่อโรคชนิดต่าง ๆ 
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จุดมุ่งหมายของการวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีม้ีจดุประสงค ์ดงันี ้
1. เพื่อสรา้งรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV segment 8 ของเชือ้ TiLV 
2. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ TiLV เพื่อตรวจสอบปลาท่ีติดเชือ้ 
3. เพื่อน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าใชต้รวจการติดเชือ้ TiLV ในปลานิลดว้ยวิธี 

dot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry  

ขอบเขตการวิจัย 
1. การผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีไดจ้ากการกระตุน้การแสดงออกใน E. coli  
2. การคดัเลือกโคลนของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV 

segment 8 
3. การท าให้บริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์โปรตีน  TiLV segment 8 ท่ีได้จากการกระตุ้นการ

แสดงออกใน   E. coli สายพนัธุ ์BL21  
4. การปลกูภมูิคุม้กนัในหนเูมาส ์โดยใชร้ีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 
5. การผลิตและคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV segment 

8 โดยวิธี dot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry  
6. การพิสจูนค์ณุสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได ้โดยการตรวจสอบความทับ

ซอ้นอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี indirect ELISA การจ าแนก 
class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี รวมทัง้ การทดสอบความไวของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting 

7. การน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไปใชใ้นการตรวจหาเชือ้ TiLV จากปลาติดเชือ้
ตามธรรมชาติ 
 

สมมติฐานในการวิจัย 
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ TiLV อาจท าโดยใช้รีคอมบิแนนท์

โปรตีน TiLV segment 8 เป็นแอนติเจนในการปลกูภมูิคุม้กนัในหนูเมาส ์
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ผลที่คาดว่าน่าจะได้รับ 
1. สามารถกระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของเชือ้ TiLV ได ้
2. ไดโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ TiLV  
3. สามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าใชต้รวจปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLVดว้ยวิธี 

dot blotting, Western blotting และ immunohistochemistry  
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1. ปลานิล 
ปลานิลเป็นปลาน า้จืดชนิดหน่ึงในวงศ์ของปลาหมอสีอยู่ใน Family Cichlidae มีชื่อทาง

วิทยาศาสตร์ว่า Oreochromis niloticus มีชื่อสามัญคือ Nile Tilapia ซึ่งปลานิลเป็นปลาท่ีมี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจ เน่ืองจากมีคุณค่าทางอาหารทางโปรตีนท่ีสงู ผูค้นนิยมรบัประทาน และ
ปลาชนิดนีส้ามารถเพาะพนัธุไ์ดง้่ายเลีย้งไดใ้นทกุสภาพ เติบโตไดร้วดเร็วและเพาะเลีย้งจนเกิดเป็น
ปลาเศรษฐกิจท่ีนิยมเพาะเลีย้งกันมากกว่า 135 ประเทศทั่วโลก  โดยอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้ง
ปลานิลนั้นมีความส าคญัทางเศรษฐกิจทัง้ในไทยตัง้แต่ปี 2508 และในภมูิภาคเอเชีย (สถาบนัวิจัย
และพฒันาพนัธุกรรมสตัวน์ า้, 2553)  
 

1.1 อนุกรมวิธานของปลานิล 
 
Kingdom Animalia 

Phylum Chordata 
Class Actinopterygii 

Order Cichliformes 
Family Cichlidae 

Genus Oreochromis 
Species Oreochromis niloticus 

 

1.2 ลักษณะโดยทั่วไปของปลานลิ 
        ลกัษณะพิเศษของปลานิล จะมีริมฝีปากบนและล่างเสมอกนั ท่ีบริเวณแกม้มีเกล็ด 4 

แถว มีลายขวางพาดตามล าตัวจ านวน 9-10 แถบ และมีลักษณะทั่วไป ดังนี ้ครีบหลังมีเพียง 1 
ครีบ ประกอบดว้ยกา้นครีบอ่อนและกา้นครีบแข็งเป็นจ านวนมาก ครีบกน้ประกอบดว้ยกา้นครีบ
แข็งและอ่อน มีเกล็ดตามแนวเสน้ขา้งตวั 33 เกล็ด ล าตวัมีสีเขียวปนน า้ตาล ตรงกลางเกล็ดมีสีเขม้ 
ท่ีกระดูกแกม้มีจุดสีเขม้อยู่จุดหน่ึง บริเวณส่วนอ่อนของครีบหลัง ครีบกน้และครีบหาง มีจุดสีขาว
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และสีด าตัดขวางดูคล้ายลายข้าวตอกอยู่โดยทั่วไป (ภาพประกอบ 1) (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณก์รมประมง, 2562)  

 

 

ภาพประกอบ 1 ปลานิล Oreochromis niloticus 

ท่ีมา: (Zeitoun, EL-Azrak, Zaki, Nemat-Allah, & Mehana, 2016) 

1.3 คุณสมบัติและนสิัย 
        ปลานิลมีนิสัยชอบอยู่รวมกันเป็นฝงู (ยกเวน้ช่วงเวลาสืบพนัธุ)์ มีความอดทนต่อโรค

และสามารถปรบัตัวให้เขา้กับสภาวะแวดล้อมได้ดี โดยมีการศึกษาความสามารถในการทนต่อ
ความเค็ม ปลานิลมีความสามารถทนความเค็มได้ถึง 20 ส่วนในพัน มีความสามารถทนต่อค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ไดใ้นช่วง 6.5-8.3 และสามารถทนต่อสภาวะอณุหภมูิท่ีสงูไดถ้ึง 40 องศา
เซลเซียส ในส่วนของอณุหภมูิท่ีต ่ากว่า 10 องศาเซลเซียส พบว่าปลานิลปรบัตวัและเจริญเติบโตได้
ไม่ดี เน่ืองจากถิ่นก าเนิดเดิมของปลาชนิดนี ้อยู่ในเขตรอ้น (นวลมณี พงศธ์นา, 2553)  

1.4 การสืบพันธุ ์
1.4.1 ลกัษณะของปลานิล 
         ตามปกติแล้วรูปร่างภายนอกของปลานิล เพศผู้และเพศเมีย จะมีลักษณะท่ี

เหมือนกนั แต่จะสังเกตลกัษณะเพศไดก้็โดยการด ูอวยัวะเพศท่ีบริเวณใกลก้บัช่องทวาร โดยเพศผู้
จะมีอวยัวะเพศในลกัษณะเรียวยาวยื่นออกมา แต่ส าหรบัตวัเมียมีลกัษณะเป็นรูค่อนขา้งใหญ่และ
กลม ขนาดปลาท่ีจะดูเพศได้ชัดเจนนั้นต้องเป็นปลาท่ีมีขนาดยาวตั้งแต่ 10 เซนติเมตรขึน้ไป 
ส าหรบัปลาท่ีมีขนาดโตเต็มท่ีนัน้ สามารถสงัเกตเพศไดอ้ีกวิธีหน่ึงดว้ย การดสีูท่ีล าตวั ซึ่งปลาเพศผู้
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ท่ีใต้คางและล าตัวจะมีสีเข้มต่างกับเพศเมีย โดยสีของปลานิลจะยิ่งเข้มขึน้เมื่อถึงฤดูผสมพันธุ์ 
(กระทรวงเกษตรและสหกรณก์รมประมง, 2562) # 

 
1.4.2 การผสมพนัธุแ์ละการวางไข่ 
          ปลานิลสามารถผสมพันธุ์ได้ตลอดทั้งปี โดยใช้เวลา 2-3 เดือน/ครั้ง ถ้าสภาวะ

แวดล้อมเหมาะสมในช่วงเวลา 1 ปี จะสามารถผสมพันธุ์ได้มากถึง 5-6 ครัง้ โดยระยะเวลาการ
สืบพันธุข์องปลาแต่ละตัวจะแตกต่างกันตามสภาพแวดลอ้ม โดยปลานิลท่ียงัโตไม่เต็มวัยยังไม่ได้
ขนาดผสมพันธุ์ หรือสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมต่อการวางไข่ โดยปกติปลาจะรวมกันอยู่เป็นฝูง 
เมื่อปลามีขนาดโตพอท่ีจะสามารถสืบพันธุ์ได ้ปลาเพศผู้จะแยกออกจากฝูงแลว้เร่ิมสรา้งรงัโดย
เลือกเอาบริเวณแนวลาดหรือกน้บ่อท่ีมีระดบัน า้ลึกระหว่าง 0.5-1 เมตร โดยวิธีการสรา้งรงันัน้ปลา
นิลจะท าการปักหวัลงในแนวตัง้ฉากกบัพืน้ดินแลว้ใชป้ากและการเคล่ือนไหวของล าตวัเพื่อท่ีจะเข่ีย
ดินตะกอนออก จากนั้นจะอมดินตะกอน เศษส่ิงของต่าง ๆ ออกไปทิง้นอกรงัจนกว่าจะได้รงัท่ีมี
ลกัษณะค่อนขา้งกลม ความกวา้งและลึกของรงัขึน้อยู่กบัขนาดล าตวัของพ่อปลา หลังจากสรา้งรงั
เสร็จเรียบรอ้ยแลว้ พ่อปลาจะพยายามไล่ปลาตัวอื่น ๆ ให้ออกไปนอกรศัมีของรงัประมาณ 2-3 
เมตร ขณะเดียวกนัพ่อปลาท่ีสรา้งรงัจะแผ่ครีบหลงัและอา้ปากกวา้งในขณะท่ีมีปลาตัวเมียว่ายน า้
เขา้มาใกล ้ๆ รงั และเมื่อเลือกตวัเมียไดถ้กูใจแลว้ก็จะแสดงอาการจับคู่โดยว่ายน า้เขา้คู่กนัไป โดย
ใชห้างดีดและกดักนัเบา ๆ การเขา้คู่ใชเ้วลาไม่นานนกั ปลาตวันิลเพศผูก้็จะใชบ้ริเวณหนา้ผากดุน 
ท่ีบริเวณใตท้อ้งของปลานิลเพศเมียเพื่อเป็นการกระตุ้นให้เกิดวางไข่ โดยจะวางไข่ครัง้ละ 10-15 
ฟอง โดยปริมาณไข่ท่ีปลานิลเพศเมียวางรวมกันแต่ละครัง้จะมีประมาณ 50-600 ฟอง โดยขึน้อยู่
กบัขนาดตวัของแม่ปลานิล 

          เมื่อปลานิลเพศเมียท าการวางไข่แต่ละครัง้ปลานิลเพศตัวผูจ้ะว่ายน า้ไปเหนือไข่
แล้วท าการปล่อยน า้เชือ้ลงไปจนกว่าการผสมพันธุ์แลว้เสร็จ โดยใชเ้วลา 1-2 ชั่วโมง ปลานิลเพศ
เมียจะเก็บไข่ท่ีไดร้บัการผสมพันธุ์เสร็จแลว้ไวใ้นปากและว่ายออกจากรงั ส่วนปลานิลเพศผูก้็จะ
คอยหาโอกาส เคลา้เคลียกบัปลาตวัเมียอื่นต่อไป (นวลมณี พงศธ์นา, 2553) 
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1.4.3 การฟักไข่ 
ไข่ปลาท่ีไดร้บัการผสมแลว้จะถูกอมไวโ้ดยปลานิลเพศเมียจะมีการพัฒนาขึน้ตามล าดับ

โดยแม่ปลาจะขยบัปากใหน้ า้ไหลเขา้ออกในช่องปากอยู่เสมอ เพื่อใหไ้ดร้บัน า้ท่ีสะอาด และยงัเป็น
การป้องกันศตัรูท่ีจะมากินไข่ ระยะเวลาท่ีปลานิลเพศเมียใชฟั้กไข่แตกต่างกันตามอุณหภูมิของน า้ 
โดยในน า้ท่ีมีอณุหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ไข่จะมีการพัฒนาเป็นลกูปลาวยัอ่อนภายใน 8 วัน ซึ่งใน
ระยะเวลาดังกล่าวนีถุ้งอาหารยังไม่ยุบ และจะยุบเมื่อลูกปลานิลมีอายุครบ 2 สัปดาห์ หลังจาก
วนัท่ีแม่ปลาวางไข่ ในช่วงระยะเวลาท่ีลูกปลาถูกฟักตัวออกเป็นลูกปลา ลูกปลานิลวัยอ่อนจะอยู่
รวมตัวกันเป็นกลุ่ม โดยว่ายวนเวียนอยู่บริเวณหัวของแม่ปลา และจะเข้าไปหลบซ่อนอยู่ในช่อง
ปากของแม่ปลาเมื่อมีภยัหรือถูกรบกวนโดยปลานิลดว้ยกันเอง เมื่อถุงอาหารยบุลง ลูกปลานิลจะ
เร่ิมกินอาหารจ าพวกพืชและไรน า้ขนาดเล็กได ้และหลังจาก 3 สปัดาหไ์ปแลว้ ลกูปลาก็จะกระจาย
แตกฝงูไปหากินเลีย้งตวัเองไดโ้ดยล าพงั (กระทรวงเกษตรและสหกรณก์รมประมง, 2562; นวลมณี 
พงศธ์นา, 2553) (กระทรวงเกษตรและสหกรณก์รมประมง, 2562; นวลมณี พงศธ์นา, 2553) 
 

1.5 โรคที่เกิดในปลานิล  
แมว้่าปลานิลจะมีความสามารถปรบัตัวให้เขา้กับสภาวะแวดล้อมไดดี้สามารถ

เลีย้งไดใ้นทกุสภาพทัง้ในบ่อดิน และในกระชงั อปุสรรคท่ีส าคญัของการเพาะเลีย้งปลานิล คือ การ
เกิดโรคในปลานิล เน่ืองจากการเลีย้งท่ีหนาแน่นมากและขาดการจัดการท่ีดี รวมทั้งอาหารท่ีใช้
เลีย้งไม่มีคุณภาพ สภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม และคุณภาพน า้ไม่ดี ท าใหป้ลาอ่อนแอ ง่ายต่อ
การติดเชือ้แบคทีเรียและไวรสั 

 
1.5.1 โรคท่ีเกิดในปลานิลจากเชือ้แบคทีเรีย 
 ลกัษณะอาการจากการติดเชือ้แบคทีเรียจะมีลักษณะคลา้ย ๆ กนั ไดแ้ก่ มีการตก

เลือด ตามล าตัวมีแผลถลอก ครีบกร่อนหรือมีแผลบริเวณครีบ เบื่ออาหาร และมีน า้ในช่องท้อง 
แบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดโรคในปลานิลท่ีพบบ่อยมี 2 ชนิด คือ  

 
- โรคท่ีเกิดจากเชือ้แอโรโมแนส (Aeromonas hydrophila)  

 เป็นโรคท่ีก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจและมักพบบ่อยในบ่อท่ีเลีย้งโดย
การให้อาหารสดหรือการเลี้ยงแบบผสมผสาน สามารถพบเชื ้อแบคทีเรียนี้ในแหล่งน ้าท่ีมี
สารอินทรียป์ริมาณสูง และสาเหตท่ีุท าใหป้ลานิลติดเชือ้ ไดแ้ก่ ความเครียดหรือการบาดเจ็บจาก
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การขนส่งการเคล่ือนย้าย ปริมาณออกซิเจนท่ีต ่า การให้อาหารคุณภาพไม่เหมาะสมรวมทั้ง
บาดแผลท่ีเกิดจากปรสิต ปลาติดเชือ้จะว่ายน า้เฉ่ือยชา ไม่กินอาหาร ครีบกร่อน มีการตกเลือด 
เกิดบาดแผล ทอ้งบวม ตับเหลืองมีการตกเลือดบริเวณล าไส้ (ชนกันต์ จิตมนัส, 2556) (ชนกันต ์
จิตมนสั, 2556) 

- โรคคอลมันาริส  
 เกิดจากเชือ้ฟลาโวแบคทีเรียม (Flavobacterium columnarae) ชื่อเดิมคือ แฟลก

ซิแบคเตอร ์(Flexibacter columnaris) โรคนี้มักเกิดจากปัจจัยต่าง ๆ   ท่ีส่งผลต่อปลา ได้แก่ 
ความเครียดจากการขนส่ง โดยเฉพาะในช่วงหนา้รอ้น และการเปล่ียนแปลงสภาพอากาศกะทนัหัน 
อาการทางคลินิกท่ีพบ เช่น มีการหลั่งเมือกมาก ล าตัวปลามีสีด่างซีดเป็นแถบ ๆ ครีบและเหงือก
กรอ่น อาจมีสีเหลืองเกิดขึน้บริเวณบาดแผล การป้องกนัการระบาดของโรคท าไดโ้ดยการลดความ
บอบช า้จากการจับและคัดขนาดปลา ไม่เลีย้งปลาหนาแน่นและควบคุมคุณภาพน า้โดยเฝ้าระวัง
อย่าใหป้ริมาณออกซิเจนในน า้ต ่า (ชนกนัต ์จิตมนสั, 2557)  (ชนกนัต ์จิตมนสั, 2557)  

 
1.5.2 โรคท่ีเกิดในปลานิลจากเชือ้ไวรสั 
 การท่ีปลาติดเชือ้ไวรสันัน้ยากต่อการตรวจวินิจฉัยทั่วไปตอ้งน าตัวอย่างปลาท่ีติด

เชือ้ไปตรวจวินิจฉัยตามหอ้งปฏิบติัการและไม่สามารถใชย้าปฏิชีวนะในการรกัษา โดยมีรายงานว่า
เชื ้อ ไว รัส   Bohle iridovirus (BIV) เป็ นสา เหตุท า ให้ เกิ ด โรคควงสว่ าน  (spinning tilapia 
syndrome) ในป ลา  O. mossambicus (Ariel & Owens, 1997), โรค ท่ี เกิ ด จ าก  Infectious 
pancreatic necrosis virus (IPNV) โดยไวรสัสามารถเพิ่มจ านวน และก่อใหเ้กิดโรคติดเชือ้ในตับ 
มีอาการอักเสบบริเวณตับและอวัยวะภายในของลูกปลานิลท่ีเลีย้งหนาแน่นสูง (Kim, Oseko, 
Nishizawa, & Yoshimizu, 2009) 

         ในปัจจุบนัมีรายงานการระบาดของไวรสัชนิดใหม่ท่ีก่อโรคในปลานิล โดยไวรสัชนิด
นี้มีชื่อว่า Tilapia lake virus หรือเรียกว่า TiLV การระบาดของไวรัสชนิดนี้ ส่งผลต่อระบบ
อุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลานิลเน่ืองจากไวรัสชนิดนีส่้งผลให้ปลา ท่ีติดเชือ้มีอัตราการตาย
สะสมท่ีสงู (Eyngor et al.,2014) 
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2. Tilapia Lake virus (TiLV) 
Tilapia lake virus (TiLV) จัดอยู่ในกลุ่ม Orthomyxo-like virus เมื่อศึกษาโครงสรา้งของ 

TiLV ดัวยกลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscopy; TEM) 
พบว่าอนุภาคของไวรัสมีลักษณะรูปร่างกลมและมีเปลือกหุ้ม  (envelop) เส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ  60-80 นาโนเมตร (ภาพประกอบ 2) (Tattiyapong et al., 2017)  จัดเป็น novel 
segmented single-stranded RNA virus ท่ี ป ระ ก อ บ ด้ ว ย  10 genome segments แ ต่ ล ะ 
segments มีความยาว ระหว่าง 456 ถึง 1,641 nucleotides และ genome total size มีความยาว 
10,323 kb (Bacharach et al., 2016; Kembou Tsofack et al., 2017) 
 

ภาพประกอบ 2 ภาพอนภุาคของ TiLV จากการใชก้ลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(transmission electron microscopy; TEM) 

ท่ีมา (Tattiyapong et al., 2017) 
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2.1 การระบาดของ TiLV 
Tilapia lake virus disease (TiLVD) จัดเป็นโรคอุบั ติใหม่ ในปลานิล (Oreochromis 

spp.) มีการรายงานในหลากหลายภูมิภาคของโลก โดยมีสาเหตุมาจาก Tilapia Lake virus 
(TiLV) การระบาดของ TiLV มีรายงานการระบาดครัง้แรกในฟารม์เพาะเลีย้งปลานิลของประเทศ
อิสราเอลในปี 2009 (Eyngor et al., 2014) ต่อมาไวรัสชนิดนี้มีการพบในประเทศอื่นๆ เช่น 
เอกวาดอร ์(Bacharach et al., 2016)   โคลอมเบีย (Tsofack et al., 2017) อียิปต ์(Fathi et al., 
2017; Nicholson et al., 2017) อิ น เดี ย  (Behera et al., 2018) อิ น โด นิ เซี ย  (Koesharyani, 
Gardenia, Widowati, Khumaira, & Rustianti, 2018) ม า เล เซี ย  (Amal et al., 2018)  แ ล ะ
ประเทศไทย (Dong et al., 2017; Surachetpong et al., 2017)  

 
ส าหรบัในประเทศไทยพบการรายงานการติดเชือ้ TiLV ในปี 2015-2016 ซึ่งในขณะนั้นยัง

ไม่มีการศึกษาเกี่ยวกบัไวรสัชนิดนี ้แต่ดว้ยผลกระทบจากการติดเชือ้ไวรสันีท้ าใหเ้กิดการสญูเสียใน
ฟารม์เลีย้งปลานิลและปลานิลแดงในประเทศไทยหลายแห่ง โดยพบอัตราการตายสะสมอยู่ในช่วง 
20-90% ซึ่งช่วงอายุของปลาท่ีตายเกิดในช่วงลูกปลาเล็กท่ีมีการเคล่ือนยา้ยจากโรงเพาะฟักมาท า
การเลีย้งในบ่อดินหรือในกระชัง ประกอบกับการรายงานการพบเชือ้  TiLV ในปลาท่ีป่วยหนัก 
(moribund fish) จึงท าให้มีการรายงานความสูญเสียนีใ้นชื่อ โรคปลานิลตายเดือน (tilapia one 
month mortality syndrome) (Surachetpong et al., 2017)  

 
ต่อมาในปี 2017 ไดม้ีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับไวรสัชนิดนี ้โดยไดท้ าการแยกเชือ้ไวรสั

จากปลานิลท่ีติดเชือ้ในประเทศไทย ซึ่งขณะนั้นยังไม่ทราบสาเหตุว่าการติดเชือ้นั้นเกิดจากไวรสั
ชนิดใด จากนั้นน าไวรสัจากตัวอย่างปลาท่ีมีอาการป่วยมาตรวจสอบล าดับ sequence ซึ่งล าดับ
ของ sequence ของไวรสัท่ีไดจ้ากการตรวจสอบปลาติดเชือ้ในประเทศไทยนั้นมีล าดบัของนิวคลีโอ
ไทดต์รงกันกบัเชือ้ไวรสั TiLV ท่ีมีการรายงานการติดเชือ้ไวรสัชนิดนีใ้นประเทศอิสราเอลในปี 2009 
จึงสรุปได้ว่าสาเหตุของการติดเชื ้อ ในปลานิลในประเทศไทยนั้นมาจากเชื ้อ ไวรัส  TiLV 
(ภาพประกอบ 3) (Eyngor et al., 2014; Surachetpong et al., 2017)  
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ภาพประกอบ 3 Phylogenetic ของ TiLV ท่ีคดัแยกเชือ้ไวรสัจากปลาท่ีติดเชือ้ในประเทศไทย 

ท่ีมา (Surachetpong et al., 2017)  
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2.2 ลักษณะอาการของปลาที่ตดิโรค 
ปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV แสดงอาการเฉ่ือยชา และสภาพรา่งกายผอมลง พฤติกรรมการว่าย

น า้ผิดปกติ มีภาวะโลหิตจางอย่างรุนแรง บริเวณตาของปลามีลักษณะบวมโปนทัง้สองดา้น ส่วน
ของเลนสก์ระจกตามีลักษณะขุ่น ในปลาท่ีติดเชือ้รุนแรงพบการลอกหลุดของเลนสต์า  บริเวณท่ี
ผิวหนังเกิดรอยโรคแผลแบบลอกหลุด พบจุดเลือดออกตามล าตัว เกล็ดชีต้ัง้ ช่องทอ้งขยายใหญ่ 
นอกจากนีบ้ริเวณเยื่อหุม้สมองส่วน leptomeninges และ มา้มพบจุดเลือดออก (ภาพประกอบ 4) 
(Eyngor et al., 2014; Surachetpong et al., 2017; Tattiyapong et al., 2017)  

 

 

ภาพประกอบ 4 ปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV มีลกัษณะอาการผิวหนงัมีแผลจดุเลือดออก ตาบวมโปน 

ท่ีมา: (Tattiyapong et al., 2017) 

 
2.3 พยาธิสภาพของปลานิลทีต่ิดเชือ้ไวรัส TiLV  
การตรวจพยาธิสภาพของปลานิลท่ีติดเชือ้ไวรสั TiLV สามารถตรวจสอบอวยัวะเป้าหมาย

ของการติดเชือ้ ไดแ้ก่ บริเวณสมอง ตับ ไต มา้ม หวัใจ ของปลานิล ลกัษณะของเนือ้เยื่อของปลา
นิลท่ีติดเชือ้ไวรสั TiLV บริเวณของสมองจะมีอาการคลั่งของเลือดรวมตัวกันเป็นจุด (multifocal 
hemorrhages)  และมีการแพร่กระจายของ glial cells (ภาพประกอบ 5) ในส่วนของบริเวณตับ
ลกัษณะของเนือ้เยื่อของปลานิลท่ีติดเชือ้ไวรสั TiLV นัน้เซลลจ์ะรวมตวักนัเป็นกลุ่ม (syncytial cell 
formation) และเกิดการอักเสบท่ีบริเวณของเซลลต์ับ (hepatocellular necrosis) (ภาพประกอบ 
6) 
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ภาพประกอบ 5 ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อบริเวณสมอง ภาพ A เนือ้เยื่อบริเวณสมอง
ของปลาท่ีไม่ติดเชือ้ และ ภาพ B เนือ้เยือ่บริเวณสมองส่วน optic tectum :OT และบริเวณ 
stratum periventriculare :StP ของปลาท่ีติดเชือ้ ในกรอบสีเหล่ียมแสดงถึงอาการคลั่งของเลือด
รวมตวักนัเป็นจดุ (multifocal hemorrhages) 

ท่ีมา: (Tattiyapong et al., 2017) 

 

ภาพประกอบ 6 ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อบริเวณตบั ภาพ C เนือ้เยื่อบริเวณตบัของ
ปลาท่ีไม่ติดเชือ้ และ ภาพ D เนือ้เยื่อบริเวณตบัของปลาท่ีติดเชือ้ในกรอบสีเหล่ียมแสดงถึงการ
รวมตวักนัเป็นกลุ่มของเซลลต์บั การเกิดการอกัเสบและการเกิด hepatocellular necrosis 

ท่ีมา: (Tattiyapong et al., 2017) 
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บริเวณม้ามและไตของปลานิลท่ีติดเชือ้ไวรสั TiLV เนือ้เยื่อบริเวณม้ามมีอาการอักเสบ 
(inflammatory cells) มี ก า ร เพิ่ ม จ า น ว น ข อ ง  melanomacrophage เ ป็ น จ า น ว น ม า ก 
(melanomacrophage center : MMC) แ ล ะ พ บ ก า ร ร ว ม ก ลุ่ ม ข อ ง  inclusion bodies 
(ภาพประกอบ 7) 

 

ภาพประกอบ 7 ลกัษณะทางพยาธิสภาพของเนือ้เยื่อบริเวณมา้มและไต ภาพ E เนือ้เยือ่บริเวณ
มา้มของปลาท่ีไม่ติดเชือ้ ,ภาพ F เนือ้เยื่อบริเวณมา้มของปลาท่ีติดเชือ้ในกรอบส่ีเหล่ียมแสดงการ
เพิ่มจ านวนของ melanomacrophage ภาพ G เนือ้เยื่อบริเวณไตของปลาท่ีไม่ติดเชือ้ และ ภาพ H 
เนือ้เยื่อบริเวณไตของปลาท่ีติดเชือ้มีลกัษณะของเซลลท่ี์มีอาการอกัเสบ (inflammatory cells) 
และการเพิ่มจ านวนของ melanomacrophage 

ท่ีมา: (Tattiyapong et al., 2017)  
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3. การศึกษาและการตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV  
3.1 การเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัส TiLV 
มีการศึกษาโดยท าการเพาะเลีย้งไวรสั TiLV ในเซลลเ์พาะเลี้ยง primary tilapia brain 

cells หรือ E-11 cell line จากการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มจ านวนไวรสั TiLV ไดใ้นเซลลเ์พาะเลีย้ง 
E-11 และสามารถตรวจสอบการติดเชือ้ของไวรสัไดจ้ากการดลูักษณะของเซลล ์พบเซลลท่ี์ติดเชือ้
จะมีลักษณะกลมเกาะกลุ่มเล็กๆ และค่อยๆ ขยายเป็นกลุ่มกอ้นซึ่งเกิดการเปล่ียนแปลงจากเชือ้
ไวรสั เรียกว่าเกิด cytopathic effect (CPE) (ภาพประกอบ 8 และ 9) ในระยะเวลา 5-10 วัน โดย
ท าการยืนยันผลการศึกษาโดยวิธี RT-PCR การตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอน (Eyngor et 
al., 2014)  จากนั้น Tsofack และคณะ ไดม้ีการศึกษาในการหาอุณหภูมิ และปรบัปรุงสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการเลีย้งเซลลใ์หดี้ขึน้ (Tsofack et al., 2017) 

 

ภาพประกอบ 8 การตรวจสอบลกัษณะไวรสัท่ีท าการเลีย้งในเซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 ดว้ยกลอ้ง
จลุทรรศนอ์ิเล็กตรอน ภาพ A เซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 หลงัจากท าใหติ้ดเชือ้ 5 วนั เซลลม์ีลกัษณะ
ของ CPE และพบบริเวณท่ีเซลลก์่อตวักนัเป็น plaque formation(*), ภาพ B เซลลเ์พาะเลีย้ง 
primary tilapia brain cells หลงัจากติดเชือ้ 10 วนั พบลกัษณะการของ CPE ลกูศรแสดงถึงการ
ยึดยาวของเซลลม์ีลกัษณะบวมรวมกนัเป็นกอ้น, ภาพ C เซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 ปกติ, ภาพ D เซลล์
เพาะเลีย้ง primary tilapia brain cells ปกติ, ภาพ E และ F ภาพจากกลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอน
พบอนภุาคของไวรสั มีขนาดอยู่ท่ี 55-60 นาโนเมตร และ ภาพ G การยอ้มสีแบบเนกาทีฟ 
(negative staining) เพือ่ดโูครงสรา้งของไวรสั 

ท่ีมา: (Eyngor et al., 2014)  
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ภาพประกอบ 9 การตรวจสอบการติดเชือ้ของไวรสั TiLV ในเซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 โดยดจูาก
ลกัษณะของเซลล ์cytopathic effect (CPE) ดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอน ภาพ C เป็นเซลล์
เพาะเลีย้ง E-11 ปกติ และภาพ D เป็นเซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 ท่ีติดไวรสั TiLV  

ท่ีมา: (Tattiyapong et al., 2017)  

3.2 การตรวจการติดเชือ้ TiLV โดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
มีการรายงานการตรวจการติดเชือ้ TiLV ครัง้แรกในปี 2014 โดยมีการออกแบบและพฒันา 

PCR primer set ได้แก่ Nested ext-1, Nested ext-2 และ ME1, 7450/150R/ME2 ท่ีใช้ในการ
ตรวจดว้ยวิธีการ reverse transcriptase RT-PCR ซึ่งผลผลิตของ RT-PCR ท่ีไดม้ีขนาด 491 และ 
250 คู่เบส ตามล าดับ (Eyngor et al., 2014) ซึ่งผลการตรวจยังมีความแม่นย าน้อย จึงมีการ
พฒันาวิธี nested RT-PCR ใหม้ีความแม่นย าและความไวต่อการตรวจสอบเชือ้ TiLV มากขึน้เพื่อ
ตรวจตัวอย่างปลาติดเชือ้จากประเทศ อิสราเอล, เอกวาดอร ์และโคลอมเบีย จากนั้นได้มีการ
พฒันาวิธีการตรวจดว้ย real-time PCR ขึน้เพื่อความสะดวกในการตรวจสอบ (Kembou Tsofack 
et al., 2017) 

ในปัจจุบันวิธีการท่ีนิยมใชใ้นการตรวจวินิจฉัยการติดเชือ้ TiLV คือวิธี semi-nested RT-
PCR ซึ่งถกูปรบัปรุงใหม้ีความสามารถในการตรวจท่ีไวกว่าวิธี nested RT-PCR โดยสามารถตรวจ
ได้ท่ี 7.5 viral copies per reaction (Dong et al., 2017) ต่อมามีรายงานจากประเทศไทยได้ท า
การพัฒนาวิ ธีการตรวจ โดยใช้ TaqMan probe RT-qPCR โดยมี เป้ าหมายเป็น genome 
segments ท่ี  3 ของ TiLV โดยท าการตรวจสอบปลาติดเชื ้อในประเทศไทย  พบว่าวิ ธี นี ้มี
ความจ าเพาะและความไวในการตรวจสอบท่ีสงู (Waiyamitra et al., 2018)  
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3.3 การตรวจการติดเชือ้ TiLV โดยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุ้มกัน 
นอกจากการตรวจการติดเชือ้ TiLV ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลแล้ว ได้มีการพัฒนาการ

ตรวจดว้ยเทคนิคทางวิทยาภมูิคุม้กนั โดยงานวิจยัของ Hu และคนอื่นๆ ไดท้ าการผลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดี (polyclonal antibody) จากการใชร้ีคอมบิแนนท์โปรตีนของ TiLV S8 ท่ีท าใหบ้ริสุทธิ์

มาใช้เป็นแอนติเจนในการปลูกภูมิคุ้มกันให้กับหนู เมื่อตรวจด้วยวิธี Western blotting พบว่า
แอนติบอดีท่ีผลิตได้สามารถตรวจเชือ้ TiLV มีขนาดอยู่ ท่ีประมาณ 19 กิโลดาลตัน และรีคอม
บิแนนท์โปรตีนมีขนาดประมาณ 37 กิโลดาลตันได ้(ภาพประกอบ 10) และได้มีการพัฒนาการ
ตรวจด้วยเทคนิคทางวิทยาภูมิคุ้มกันในการตรวจเชื ้อ TiLV ด้วยวิธี indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (indirect ELISA) โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีนของ TiLV segment 8 พบว่าสามารถตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในตวัอย่างปลานิล
ได ้นอกจากนีย้งัไดใ้ชว้ิธี immunofluorescence assay (IFA) เพื่อตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV โดย
ท าการตรวจเซลล์เพาะเลี้ยงไวรัสพบว่าเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีต่อ TiLV segment 8  
protein กับ เชือ้ไวรสั TiLV ในเซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 สังเกตุจากการเรืองแสงของสี fluorescence 
(ภาพประกอบ 11)  (Hu et al., 2020) 

                       

ภาพประกอบ 10 การตรวจดว้ยวธีิ Western blotting (1) เซลลเ์พาะท่ีติดเชือ้ TiLV, (2) เซลล์
เพาะเลีย้งปกติ และ (3) รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV S8 โดยลกูศร แสดงถึงการเกิดปฎิกิริยาของ
แอนติบอดีและแอนติเจนท่ีจบักนัดว้ยวิธี Western blotting 

ท่ีมา: (Hu et al., 2020) 
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ภาพประกอบ 11 immunofluorescence assay (IFA) จากปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีต่อ S8 
protein กบั เชือ้ไวรสั TiLV ในเซลลเ์พาะเลีย้ง E-11 ภาพ 1 เซลลเ์พาะเลีย้งท่ีติดเชือ้ TiLV และ 
ภาพ 2 เซลลเ์พาะเลีย้งท่ีไม่ติดเชือ้ TiLV 

ท่ีมา: (Hu et al., 2020)  

จากการประยุกตใ์ชว้ิธี indirect ELISA ในการตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV พบว่าสามารถ
ตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในตัวอย่างปลานิลได้และเมื่อเทียบกับวิธี semi-nested PCR มีค่า
ความไว (sensitivity) อยู่ท่ี 80.8% ค่าความจ าเพาะ (specificity) อยู่ท่ี 95.6% และในส่วนของวิธี 
indirect ELISA เทียบกับวิธี immunofluorescence assay (IFA) พบมีค่าความไวอยู่ท่ี 100% ค่า
ความจ าเพาะอยู่ท่ี 92.6%  (Hu et al., 2020) 

 
จากการศึกษาจีโนมของ TiLV มีรายงานว่า TiLV เป็น negative-sense single-stranded 

RNA (-ssRNA) virus ท่ีประกอบด้วย 10 genome segments โดยทุก  segment ถอดรหัสได้
โปรตีน 1 ตวั มีบริเวณปลาย 5’ และ 3’ เป็น non-coding regions  ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม Orthomyxo-
like virus มีส่วนของ segment 1 ท่ีมีลักษณะคล้ายกับไวรัสไข้หวัดใหญ่  influenza C virus 
polymerase basic 1 (PB1) segment และ TiLV มี genome total size มีความยาว 10,323 kb 
(Bacharach et al., 2016; Eyngor et al., 2014)  อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานการศึกษาฟังกช์ั่น
การท างานของทัง้ 10 segment (Bacharach et al., 2016; Surachetpong et al., 2017)  
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จากการศึกษาเกี่ยวกบั segment ต่าง ๆ ของ TiLV เพื่อใชใ้นการตรวจสอบการติดเชือ้ของ 
TiLV พบรายงานในปี 2020 ไดท้ าการศึกษาความสามารถในการกระตุน้ภูมิคุม้กัน (antigenicity) 
ท่ีเกิดขึน้ของ segment ต่าง ๆ ซึ่งผลสรุปท่ีได้คือ TiLV segment 8 มีความสามารถในการเป็น 
antigenicity หรือ immunogen ท่ีใหผ้ลดีท่ีสดุจากผลทดสอบดว้ยแอนติบอดีต่อ TiLV segment 8  
protein กับ เชือ้ไวรสั TiLV ดว้ยวิธี western blotting และ immunofluorescence assay (Hu et 
al., 2020)  

 
นอกจากนีย้งัมีการพัฒนาเทคนิคทางวิทยาภมูิคุม้กนัท่ีใชส้ าหรบัการตรวจสอบการติดเชือ้ 

TiLV ดว้ยวิธี immunohistochemistry โดยใช ้anti-TiLV IgG antibody จากการทดสอบปฏิกิริยา
ดว้ยวิธี immunohistochemistry ภายในเนือ้เยื่อของปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV สามารถตรวจสอบการ
ติดเชื ้อของปลานิลได้ (ภาพประกอบ12) (Piewbang, Tattiyapong, Techangamsuwan, & 
Surachetpong, 2021) 

 

ภาพประกอบ 12 การตรวจการติดเชือ้ TiLV ในเนือ้เยื่อชนิดต่างๆ ดว้ยวิธี 
immunohistochemistry  

ท่ีมา: (Piewbang et al., 2021) 
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ดงันัน้ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงเลือกใช ้TiLV segment 8 (TiLV-S8) โดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทด์
ของ TiLV segment 8 ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน จ านวน 178 ตัว (GenBank accession no. 
MN687722.1) (ภาพประกอบ 13) โดยการน าพลาสมิด pET15-b ท่ีมียีนของโปรตีน TiLV-S8 ท่ี
ผลิตโดยบริษัท Genscript (New Jersey, USA) เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 แล้ว
กระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน และท าใหบ้ริสุทธิ์ จากนั้นน าไปปลูกภูมิคุม้กันใน
หนเูมาส ์และคดัเลือกหนตูวัท่ีใหผ้ลดีท่ีสดุ มาท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

 

ภาพประกอบ 13 ลำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของ TiLV segment 8  

ท่ีมา: (GenBank accession no. MN687722.1) 

4. โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonnal antibody: MAbs) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonnal antibody) คือ แอนติบอดีท่ีสรา้งมาจากเซลล์

พลาสมาซึ่งมีตน้ก าเนิดมาจากบี-เซลล ์(B-cell หรือ B-lymphocytes) เซลลเ์ดียวท าใหทุ้กโมเลกุล
ของแอนติบอดีนั้นมีคณุสมบัติท่ีเหมือนกนั ทัง้ในดา้นความจ าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจน และ
ในด้านชนิดของโปรตีนสายสั้น (light chain) และสายยาว (heavy chain) ของอิมมูโนโกลบูลิน 
(immunoglobulin) ซึ่งเป็นตัวก าหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น เน่ืองจาก
แอนติเจนมีอิพิโทปจ านวนมาก จึงสามารถชักน ากระตุ้นการตอบสนองโดยโคลนต่าง ๆ ของบี -
เซลลจ์ านวนมากท่ีตรวจจับแต่ละอิพิโทปเป็นผลให้มีการสรา้งแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยู่ใน
ซีรัม แอนติบอดีแต่ละชนิดจะจ าเพาะต่อแต่ละอิพิโทปโดยรวมอยู่ด้วยกันในซีรัมเรียกว่า โพลี
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โคลนอลแอนติบอดี ซึ่งสามารถท าหนา้ท่ีต่าง ๆ กันเช่น จับกับแอนติเจนหรือกระตุน้ระบบคอมพลี
เมนตใ์นการสลายแอนติเจน ซึ่งเป็นประโยชนต่์อตวัของส่ิงมีชีวิตเองท่ีสามารถชกัน าการตอบสนอง
ในรูปแบบต่าง ๆ เพื่อป้องกันอนัตรายจากส่ิงแปลกปลอมหรือเชือ้โรคต่าง ๆ แต่ความหลากหลาย
ของแอนติบอดีในซีรมั ท าใหแ้อนติบอดีท่ีได้มีความจ าเพาะต ่าและอาจไปท าปฏิกิริยาขา้มกลุ่ม 
(cross reaction) กบัแอนติเจนอื่นซึ่งส่งผลใหก้ารใชป้ระโยชนจ์ากแอนติบอดีนัน้มีไม่มากเท่าท่ีควร 
ดงันั้นการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งจาก 1 โคลนของบี-เซลลท่ี์มีความจ าเพาะต่ออิพิโทป
เดียวจะสามารถแกปั้ญหาดงักล่าวได ้(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

4.1 หลักการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยหลักการหลอมรวมเซลล ์(somatic hybridization) 

ได้ถูกคิดค้นเป็นผลส าเร็จโดย Köhler และ Milestein ในปี ค.ศ.1975 โดยการน าบี-เซลล์ท่ีถูก
กระตุน้ดว้ยแอนติเจนมารวมกบัเซลลม์ะเร็งของพลาสมาเซลลห์รือไมอิโลมาเซลล ์(myeloma cell) 
โดยคณุสมบติัของเซลลท์ัง้ 2 ชนิดคือ บี-เซลลส์ามารถผลิตแอนติบอดีไดแ้ต่มีอายจุ  ากดัไม่สามารถ
มีชีวิตยาวนาน ส่วนไมอิโลมาเซลลซ์ึ่งไม่ผลิตแอนติบอดีแต่มีความสามารถในการแบ่งตัวเติบโตได้
ตลอดและเจริญไดใ้นอาหารเลีย้งเซลลโ์ดยไม่มีวันตาย จากการหลอมรวมกันท าให้ได้เป็นเซลล์
ลกูผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) ท่ีสามารถสรา้งแอนติบอดีไดเ้ป็นจ านวนมาก และแบ่งตัวไม่
มีท่ีสิน้สดุจากคณุสมบติัของเซลลม์ะเร็ง (ภาพประกอบ 14) (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

  

ภาพประกอบ 14 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี somatic hybridization 

ท่ีมา: (หทยัทิพย ์สขุสดใส, 2551) 
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4.2 การสร้างและการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา 
หลังจากท่ีมีการหลอมรวมไมอิโลมาเซลล์กับบี-เซลล์จากสัตว์ท่ีปลูกภูมิคุ้มกันด้วย

แอนติเจนท่ีต้องการให้สรา้งแอนติบอดีโดยการใช้พอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol; 
PEG) ซึ่งในทางปฏิบติันัน้ไม่สามารถหลอมรวมทกุเซลลเ์พื่อผลิตไฮบริโดมาไดท้ัง้หมด โดยจะมีทัง้
เซลลท่ี์หลอมรวมกันเองและไม่เกิดการหลอมรวมกัน และมีไฮบริโดมาท่ีไม่ตอ้งการปะปนอยู่เป็น
จ านวนมาก ดังนั้นจึงจ าเป็นตอ้งหาสภาพท่ีเหมาะสมท่ีในการเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาใหม้ีชีวิตรอด
และเจริญเติบโตได ้โดยทั่วไปเซลลไ์มอิโลมาเซลลท่ี์มีความบกพร่องในการสังเคราะห์เอนไซม์ท่ี
เกี่ยวกับการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ในขบวนการ salvage pathway คือมีความบกพร่องในการ
สั ง เค ราะห์ เอน ไซม์  Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT-) ให้ ไม่
สามารถเจริญในอาหารเลีย้งเซลลท่ี์เสริมดว้ย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine (HAT 
medium) ซึ่งเมื่อน าเซลลผ์สมท่ีไดม้าเลีย้งใน HAT medium ไมอิโลมาเซลลท่ี์ไม่หลอมรวมกันหรือ
หลอมรวมกันเองจะไม่สามารถมีชีวิตรอดได้จะมีเฉพาะเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีหลอมรวมระหว่างไมอิ
โลมาเซลลก์บับี-เซลลเ์ท่านั้นท่ีสามารถมีชีวิตรอด เพราะไดเ้อนไซมท่ี์ใชใ้น salvage pathway จาก
บี-เซลล ์ส่วนบี-เซลลท่ี์ไม่หลอมรวมกนัหรือหลอมรวมกนัเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะเวลาสัน้ๆ และ
ตายไปเองในท่ีสดุ (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาโดยใช้ HAT medium มีพืน้ฐานจากเซลลข์องสัตว์เลีย้งลูก
ดว้ยน า้นมส่วนใหญ่สามารถสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ได้ 2 ขบวนการ คือ de novo pathway และ 
salvage pathway ในกรณีของ de novo pathway จะมีขั้นตอนการยา้ยหมู่ methyl หรือ formyl 
จาก tetrahydrofolate ซึ่งการย้ายหมู่ methyl หรือ formyl นีส้ามารถถูกยับยั้งดว้ย aminopterin 
ดงันั้นเมื่อ de novo pathway ถูกยบัยั้งเซลลก์็จะเปล่ียนมาใช ้salvage pathway โดยการเปล่ียน
พิวรีน (purine) หรือ ไพริมิดีน (pyrimidine) เป็นนิวคลีโอไทด์โดยตรงเพื่อใช้ในการสังเคราะห ์
DNA แทน เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องใน salvage pathway นั้นได้แก่ เอนไซม์ hypoxanthineguanine 
phosphoribosyl transferase (HGPRT) และเอนไซม์ thymidine kinase (TK) ความบกพร่องใน
การสังเคราะหเ์อนไซมต์ัวใดตัวหน่ึงจะยับยัง้การสังเคราะห์ DNA ใน salvage pathway ไดด้ังนั้น 
aminopterin ท่ีมีอยู่ใน HAT medium จะไปขัดขวาง de novo pathway ส่วน hypoxanthine และ 
thymidine จะท าใหเ้ซลลส์ามารถเจริญไดโ้ดยใช ้salvage pathway ดงันัน้เซลลท่ี์มีความบกพรอ่ง
ในการสังเคราะห์เอนไซม์ HGPRT หรือ TK จะไม่สามารถเจริญได้ใน HAT medium เพราะไม่
สามารถใช ้salvage pathway ในการสงัเคราะห ์DNA ได ้(ภาพประกอบ 15) (ไพศาล สิทธิกรกุล, 
2548)  
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ส าหรบัการผลิตไฮบริโดมานัน้มกัจะใชไ้มอิโลมาเซลลท่ี์มีความบกพรอ่ง 2 ประการดว้ยกัน 
คือ (1) มีความบกพร่องในการสงัเคราะหเ์อนไซม ์HGPRT- และ (2) ไม่สามารถสรา้งอิมมูโนโกลบู
ลินได้ (Ig- mutant) เพื่อให้แน่ใจว่าการสรา้งแอนติบอดีจากไฮบริโดมานั้นเป็นการถอดรหัสการ
สรา้งมาจากยีนของเซลลม์า้ม ส่วนไมอิโลมาเซลลเ์พียงแต่ท าใหเ้ซลลส์ามารถเจริญไดไ้ม่มีท่ีสิน้สุด
เท่านั้น เมื่อได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีสร้างแอนติบอดีแล้วต้องมีการคัดเลือกไฮบริโดมาท่ีสร้าง
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีต้องการเน่ืองจากมีไฮบริโดมาบางเซลล์เท่านั้นท่ีผลิต
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีใหแ้ก่สัตวท์ดลอง วิธีท่ีใชค้ดัเลือกโดยทั่วไปได้แก่ การทดสอบ
ทางวิทยาภูมิคุ้มกัน (immunoassay) รูปแบบต่างๆ เช่นวิธี dot-blotting, western blotting และ 
immunohistochemistry เมื่อคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ี
ตอ้งการได้แล้วต้องท าการโคลนซ า้เพื่อให้แน่ใจว่าไฮบริโดมานั้นมีต้นก าเนิดมาจากไฮบริโดมา
เซลล์เดียวจริงๆ จากนั้นท าการขยายเพิ่มจ านวนเซลลเ์พื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้ได้
ปริมาณตามท่ีตอ้งการตอ่ไป (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 

ภาพประกอบ 15 แนวทางการสงัเคราะห ์DNA ในวิถี de novo pathway และ salvage pathway 
และการยบัยัง้การสงัเคราะห ์DNA ในวิถี de novo pathway 

ท่ีมา: (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2014) 
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ปัจจุบันไดม้ีการน าเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีนีม้าประยุกต์ใช้ในหลาย ๆ ด้าน ได้แก่ 
ด้านการวิจัย  เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีประกอบด้วยแอนติบอดีชนิดเดียวท่ีมี
ความจ าเพาะต่ออิพิโทปเพียง 1 ต าแหน่งบนแอนติเจน จึงสามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมา
ใชใ้นการพิสูจนท์ราบ วัดปริมาณ หรือตรวจหาต าแหน่งของโมเลกุล เซลลห์รือจุลินทรียต่์าง ๆ ได้
อย่างถูกตอ้งและแม่นย า ในดา้นการแพทย ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีประโยชนอ์ย่างมากในทาง
การแพทย์ในแง่การวินิจฉัย การตรวจ และการใช้รักษาโรค ซึ่งในปัจจุบันจะพบการใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดีในการวินิจฉัยการตัง้ครรภ ์การตรวจโรคจากจุลินทรียต่์าง ๆ การวดัปริมาณยา
ในเลือด การตรวจความเข้ากันได้ของเนื้อเยื่อ และตรวจแอนติเจนของเซลล์มะเร็งบางชนิด 
(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

ส าหรบัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ไวรสั TiLV นัน้ยงัไม่พบว่ามีรายงานถึงการ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ไวรสั TiLV ได ้ดังนั้นในการศึกษาครัง้นีจ้ึงเป็นการวิจัยแรก
เกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ไวรสั TiLV ส าหรบัใชเ้ป็นเครื่องมือในการตรวจ
วินิจฉัยการติดเชือ้ในปลานิล เพื่อท่ีจะสามารถแยกปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV ออกและก าจัด ส าหรบั
เป็นการป้องกนัการสญูเสียของเกษตรกรท่ีท าฟารม์เพาะเลีย้งปลานิล 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินการวจิัย 

อุปกรณแ์ละสารเคมี  
สัตวท์ี่ใช้ในการทดลอง 

- หนู เมาส์ (Swiss mouse) อายุ  6 สัปดาห์ จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขต ศาลายา จงัหวดันครปฐม 

- พลาสมิด pET15-b ท่ีมียีนโปรตีนของ TiLV segment-8  
- ปลานิลและปลาทบัทิมจากฟารม์เลีย้งปลาในบริเวณภาคกลางของประเทศไทย  

ส าหรบัการด าเนินการเกี่ยวกับสัตวท์ดลองไดร้บัอนุญาตภายใตก้ารควบคุมของ
คณะกรรมการควบคมุการใชส้ัตวเ์พื่องานทางวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 
ตามเอกสารการอนุญาตการใช้สัตว์ทดลองเพื่องานทางวิทยาศาสตร ์เลขท่ี COA/AE-
002-2566 
 
แบคทีเรียและอาหารเลีย้งเชือ้  

- แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ ์BL21 
- อาหารเลีย้งเชือ้เหลว (LB broth) 
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เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 
เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 1 

เครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท 

1. เครื่อง electrophoresis apparatus และอุปกรณ์ Bio-Rad 

2. ชุด Mini-protein III electrophoresis Bio-Rad 

3. ชุด transblot apparatus Bio-Rad 

4. เครื่อง microcentrifuge รุ่น 7M Spectrafuge 

5. เครื่องผสมสาร (Vortex mixter) Scientific industries 

6. ตู้ปลอดเช้ือสำหรับทำ cell culture (horizontal 

laminar flow cabinets) 

NUAIRE 

7. ตู้ biosafety cabinet NUAIRE 

8. ตู้เพาะเล้ียงเซลล์ (5% CO2 incubator) NUAIRE 

9. เครื่อง spectrophotometer JANWAY 

10. เครื่อง Thermo iEMS Microplate Reader Thermo scientific 

11. เครื่อง NanoDrop™ Lite 

Spectrophotometer 

Thermo scientific 

12. เครื่องตัดเนื้อเย่ือแบบใช้มือหมุน (Rotary 

microtome) รุ่น RM2135 

LEICA 

13. แท่งอุ่นสไลด์ (Slide warmer) Medax 

ตาราง 1 เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง 
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14. เครื่อง Autoclave รุ่น HA-36 Hirayama Manufacturing 

15. Memmert Water Bath Memmert 

17. กล้อง compound microscope Olympus 

18. เครื่องช่ัง รุ่น A200S Sartorius 

19. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส Sanyo 

20. ตู้แช่แข็ง -70 องศาเซลเซียส Sanyo 

21. เครื่อง spectrophotometer รุ่น 6400 JENWAY 

 

เคมีภัณฑ ์
 สารเคมีภัณฑ์ท่ีใช้ในการทดลอง ดังตาราง 2 

 

ตาราง 2 เคมีภณัฑท่ี์ใชใ้นการทดลอง 

สารเคมีภัณฑ์ท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท 

1. Ampicillin Sigma 

2. pET15-b expression vector New England Biolab 

3. Glycine Research Organics 

4. Fetal bovine serum Gibco., U.S.A. 

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

6. Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma., U.S.A. 
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7. Hypoxanthine Gibco., U.S.A. 

8. Nitrocellulose membrane   Sigma., U.S.A. 

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

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

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

12. NaHCO3   Amresco 

13. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-

ethanesulfonic acid)   

Amresco 

HT supplement Gibco, U.S.A. 

14. ชุด Zymed’s Mouse MonoAb kit (HRP) Zymed, U.S.A 

14. Goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate 

(GAM-HRP) 

Bio-Rad 

15. Tris aminomethane Promega 

16. Diaminobenzidine tetrahydrochloridec (DAB) Sigma., U.S.A. 

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

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

19. SDS molecular weight markers Sigma, U.S.A. 

20. Acrylamide  GE healthcare 

21. Mercaptoethanol Sigma., U.S.A. 

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

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

25. Ammonium sulfate Promega 

26. เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol)   BDH 

27. N-butyl alcohol   Univar 

28. Xylene Carlo Erba 

29. Formaldehyde Carlo Erba 

30. Paraplast plus paraffin LEICA 

31. TEMED  Sigma., U.S.A. 

32. Cobalt Chloride (CoCl2) Sigma., U.S.A. 

33. Hydrogen peroxide Sigma., U.S.A. 

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

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

36. Protein standard (KaleidoscopeTM) Bio-Rad 

37. Davidson’s fixative ดูภาคผนวก 

38. สารละลาย P1+ (calf bovine serum: PBS dilution 

1:10) 

ดูภาคผนวก 

39. สีอีโอซิน (Eosin Y) Harleco (ภาคผนวก) 

40. สีฮีมาทอกไซลีน (Haematoxylin) Harleco (ภาคผนวก) 
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41. สารละลายเคลือบสไลด์ (gelatin coat slide solution) DIFCO (ภาคผนวก) 

42. Permount   Ficther Scientific 

43. Paraplast Sherwood 

44. ชุดสกัด Viral Gene-spinTM Viral DNA/RNA Extration 

Kit  

iNtRON Biotechnology 

45.  ชุด SuperScript™III One-Step RT-PCR System Invitrogen 

46. อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 Gibco., U.S.A. 

47. ชุดทดสอบ Hybridoma sub-isotype, mouse Zymed, U.S.A. 
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วิธีการด าเนินการทดลอง 
  

 ขั้นตอนต่างๆ สามารถสรุปได้ดังนี้  

 

การนำ recombinant plasmid เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli  

 

การคัดเลือกโคลนของแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ BL21 ท่ีมี recombinant plasmid 

 

กระตุ้นการแสดงออกของ TiLV segment 8 recombinant protein  

 

การทำให้ TiLV segment 8 recombinant protein บริสุทธิ์ 

 

การปลูกภูมิคุ้มกันหนูเมาส์ด้วย recombinant protein TiLV segment 8 ท่ีบริสุทธิ์ 

 

ทดสอบความจำเพาะของแอนติซีรัมจากหนูเมาส์ 

 

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

คัดเลือกและทดสอบความจำเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อ TiLV 

 

พิสูจน์คุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยการตรวจสอบอิพิโทป class และ subclass  

ทดสอบความไว และความจำเพาะ 

 

การใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบปลานิลท่ีติดเช้ือ TiLV ตามธรรมชาติ 

 

 



  34 

1. การน า recombinant plasmid เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ ์BL21  
การน าพลาสมิด  pET15-b ท่ีมี ยีนของโปรตีน  TiLV-S8 (GenBank accession no. 

MN687722.1) ท่ีผลิตโดยบริษัท Genscript (New Jersey, USA) เข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ์ BL21 โดยน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด TiLV-S8 pET-15b ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ
แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้น วางลงในน า้แข็งเป็นเวลา 30 
นาที และน าลงอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วินาที (heat-shock) แลว้น าลงวางในน า้แข็งอีกครัง้ เป็นเวลา 5 นาที แลว้เติม LB broth ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร บ่มใน incubator shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อ
ครบก าหนดท าการป่ันเหวี่ยงท่ี 6,000 xg เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายส่วนใสออก และเติม 
Luria-Bertani (LB) broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อ resuspend ตะกอน ก่อนน าไป spread 
บน LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน ท าการคัดเลือกโคโลนีเด่ียว เพื่อน าไปเลีย้งในอาหาร LB broth และ
กระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในขัน้ตอนต่อไป 

 

2. การคัดเลือกโคลนและการกระตุ้นการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-
S8 (TiLV segment-8 recombinant protein)  
น าแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด TiLV-S8 มาท าการแยกเชือ้ใหบ้ริสทุธิ์ ให้

ไดเ้ป็นโคโลนีเด่ียว (single colony) น าโคโลนีเด่ียวท่ีไดม้าใส่ในอาหารเลีย้งเชือ้ LB broth ท่ีมีการ
ใส่ยาปฏิชีวนะ ampicillin 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จากนัน้ท า starter โดยเพิ่มจ านวนในหลอด
ทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีมีการใส่ยาปฏิชีวนะและอาหารเลีย้งเชือ้ แล้วท าการบ่มข้ามคืนท่ี
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส น ามาขยายลงในขวดรูปชมพู่ชนาด 250 มิลลิลิตร แลว้ท าการบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เป็นเวลาข้ามคืน น าตัวอย่างในอาหารเลีย้งเชือ้มาท าการวัดด้วย
เครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 ใหม้ีค่าดูดกลืนแสง (O.D) อยู่ในช่วง 0.5-0.7 
จากนั้นใส่ Isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) เพื่อเป็นตัว inducer แล้วท าการบ่ม
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าตัวอย่างมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 xg ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที แลว้ท าการเก็บตัวอย่างของตะกอนมาผสมกับ  Phosphate Buffer Saline (PBS) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเติม phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ความ
เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ แล้วน าไปท าให้ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแตกโดยใช้คล่ืนความถี่สูง 
(Sonicate) จากนัน้น ามาท าการป่ันเหวี่ยงดว้ย microcentrifuge ท่ีความเร็ว 6,000 xg ท าการแยก
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ตะกอนและสารละลายออกมาแล้ว น าส่วนสารละลายแบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร เก็บ
ตวัอย่างท่ีไดไ้วท่ี้อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3. การตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ด้วยวิธี sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
น าตะกอนและส่วนของสารละลายของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 จากขอ้ 2 มาผสม

กบั 2X SDS-treatment buffer อตัราส่วน 1:1 แลว้ตม้ท่ีอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 
วินาที จากนั้นน ามาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 80 โวตล ์เป็นเวลา 120 นาที ผ่าน 15% SDS-PAGE 
จากนั้นน าแผ่นเจลท่ีได้มาท าการย้อมสีด้วย Coomassie brilliant blue R-250 เป็นเวลา 15-30 
นาที แล้วล้างด้วย Destain I (45% Methanol, 9% Glacial acetic acid) และ Destain II (5% 
Methanol, 7% Acetic acid) ตามล าดับจนกว่าสีส่วนเกินจะหลุดออกจนหมด แลว้ตรวจสอบผล
ของแถบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ซึ่งมีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตนั  

 

4. การท าให้รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของ TiLV-S8 ให้บริสุทธ์ิ 
เน่ืองจากพลาสมิด pET15-b ท่ีท าการโคลนยีน TiLV-S8 มีการติดฉลาก Histidine tag 

ดังนั้นในการท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ จึงน าไปแยกผ่าน metal ion affinity column HisTrap FF (GE 
Healthcare, USA) แล้วท าการล้างโปรตีนอื่นๆ ออกจากคอลัมน์ด้วย binding buffer (20 mM 
Na3PO4, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.4) ก่อนชะรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีตอ้งการออก
จากคอลัมน์ด้วย elution buffer (20 mM Na3PO4, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4) 
เก็บสารละลายท่ีไดจ้ากการชะคอลมัน ์fraction ละ 1 มิลลิลิตร ไปตรวจสอบดว้ยวิธี SDS-PAGE 
หลงัจากนัน้รวบรวม fraction ท่ีมีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนบริสทุธิ์ แลว้น าโปรตีนท่ีไดม้าใส่ถงุ dialysis 
เพื่อก าจัดสาร imidazole โดยแช่ใน PBS และท าการเปล่ียน PBS ออกทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3 
วัน จากนั้นท าให้โปรตีนท่ีได้มีความเข้มข้นเพิ่มขึน้โดยใช้ชุด Vivaspin 6 (GE Healthcare) ท่ีมี 
molecular weight cut off 10 kDa น ามาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE และยอ้มสี 
Coomassie brilliant blue R-250 เป็นเวลา 15-30 นาที ท าการวัดความเข้มข้นของสารละลายรี
คอมบิแนนท์โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธี Bradford protein assay โดยเทียบกับสารละลายโปรตีน
มาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) แลว้ท าการเก็บโปรตีน TiLV-S8 แบ่งใส่หลอดเก็บรกัษา
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ไวท่ี้อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส โดยส่วนหน่ึงน ามาใชใ้นการปลกูภมูิคุม้กนัหนูเมาสเ์พื่อสรา้งโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 
 

5. การเตรียมตัวอย่างปลานิลติดเชือ้ TiLV  
ท าการรวบรวมตวัอย่างปลานิลท่ีมีการติดเชือ้ TiLV จากฟารม์เลีย้งปลานิลในจงัหวดัต่างๆ 

ของประเทศ (ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก CPF ฟารม์หาดเจา้วิจัยและพัฒนาปลา) น ามาท าการ
ตรวจยืนยนัการติดเชือ้ TiLV ดว้ยวิธี RT-PCR โดยมีวิธีการและขัน้ตอนต่าง ๆ ดงันี ้
 

5.1 การเตรียม RNA ของ TiLV  
น าตวัอย่างอวยัวะต่างๆ ของปลานิล ไดแ้ก่บริเวณสมอง เหงือก มาบดใน lysis buffer น า

สารละลายท่ีบดไดป้ริมาณ 200 ไมโครลิตรมาสกัด RNA โดยใชชุ้ดสกัด Viral Gene-spinTM Viral 
DNA/RNA Extration Kit (iNtRON Biotechnology) ตามขั้นตอนต่างๆ ในคู่มือการใชง้าน RNA ท่ี
ไดจ้ะละลายใน elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และน าไปเก็บที่ -70 องศาเซลเซียส 

 
5.2 การตรวจการติดเชือ้ TiLV ด้วยวิธี RT-PCR  
การตรวจการติดเชือ้ TiLV ในปลานิลด้วยวิธี RT-PCR ท าโดยการเพิ่มจ านวนยีน    ของ 

TiLV โดยน า RNA ท่ีสกัดได้ (จากข้อ 5.1) มาเป็น template ใช้เอนไซม์ reverse transcriptase 
และ Taq DNA polymerase ซึ่งผสมสารต่างๆ ดงัตาราง 3 จากนั้นน าหลอดท่ีผสมสารต่างๆ ใส่ใน
เครื่อง thermal cycle ก าหนดอุณหภูมิและเวลาตามตาราง 4 ส าหรบัเพิ่มจ านวนยีนโปรตีน โดย 
primer Nested ext-1 และ Nested ext-2 (Eyngor et al., 2014)  ส าหรับเพิ่มจ านวนยีนโปรตีน
ของ TiLV มีล าดบัเบสดงันี ้ 

 
 
Forward primer: (Nested ext-1) 5’-TATGCAGTACTTTCCCTGCC-3’ 
Reverse primer: (Nested ext-2) 5’-TTGCTCTGAGCAAGAGTACC-3’ 
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ส่วนผสมของการทำ RT-PCR ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

RNA ท่ีสกัดจากปลานิล 2 

SuperScriptTM III RT/Platinum® Taq Mix 0.5 

2X Reaction Mix (0.4 nM dNTP, 2.4 mM MgSO4) 12.5 

Forward primer (Nested ext-1) 0.5 

Reverse primer (Nested ext-2) 0.5 

Deionized Water 9 

ปริมาตรสุทธิ 25.0 

 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

ทำซ้ำข้ันตอนที่ 3-5 เป็น

จำนวน 40 รอบ 

1. cDNA synthesis 50 30 

2. pre-denaturation 
95 2 

3. denaturation 95 0.30 

4. annealing 58 0.30 

5. extension 68 0.30 

6. final extension 68 5 

ตาราง 3 ส่วนผสมของสารต่างๆท่ีใชใ้นการท า RT-PCR   

ตาราง 4 ขัน้ตอนอณุหภมูิและเวลาส าหรบัเพิ่มจ านวนยีนโปรตีนของ TiLV ดว้ยวิธี RT-PCR 
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ผลผลิต RT-PCR ท่ีไดน้ ามาวิเคราะหข์นาดดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช ้
1% agarose gel ผ่านกระแสไฟฟ้าท่ี 90 โวลต ์เป็นระยะเวลา 60 นาที แลว้ส่องดูผลภายใตแ้สง 
UV ส าหรบัผล RT-PCR ของ TiLV มีขนาดอยู่ท่ี 491 คู่เบส โดยปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV จะน าไปใช้
ในขัน้ตอนการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อเชือ้ TiLV ต่อไป 

 

6. การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูเมาส ์
น าหนเูมาสจ์ านวน 4 ตวัมาฉีดกระตุน้ภมูิคุม้กนัดว้ยรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ท่ีท าให้

บริสุทธิ์แลว้จากขอ้ 4  ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร โดยท าการฉีดเป็นจ านวน 4 ครัง้ โดย
เวน้ห่างกนัครัง้ละ 2 สปัดาห ์โดยครัง้แรกท าการฉีดสารผสมของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 กับ 
complete Freund’s adjuvant ส่วนในครัง้ต่อ ๆ มาท าการฉีดรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ผสม
กบั incomplete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 โดยใชป้ริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหน ู1 ตัว 
เช่นเดียวกันในทกุ ๆ ครัง้หลงัจากการฉีดกระตุน้ครัง้สดุทา้ย 1 สปัดาห ์ท าการเก็บซีรมัของหนูเมาส์
แต่ละตัวมาตรวจสอบการตอบสนอง โดยใช้วิธี western blot แล้วท าการคัดเลือกหนูท่ีมีการ
ตอบสนองท่ีดีท่ีสดุ เพื่อน าไปใชใ้นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป 

 

7. การผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ TiLV-S8 
วิธีการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมาในการศึกษาครัง้ นีไ้ดพ้ัฒนามาจากวิธีการดัง้เดิมของ Köhler 

และ Milstein ซึ่งไดร้บัการดัดแปลงโดย Mosmann, Bauman และ Williamson ในปี 1979 โดยน า
หนูท่ีไดร้ับการปลูกภูมิคุม้กันดว้ยรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ท่ีมีการตอบสนองของปฏิกิริยา
ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีดีท่ีสุดมาแยกเซลล์ม้าม  แล้วน ามาหลอมรวมกับ P3X 
myeloma cell โดยผ่าตัดมา้มและกระจายเซลลม์้ามออกให้เป็นเซลลเ์ด่ียว จากนั้นน ามาหลอม
รวมกับ P3X โดยใช้ 40% polyethylene glycol (PEG) จากนั้นน าเซลล์ผสมท่ีได้มาเลี้ยงใน 
selective medium-HAT medium ประกอบดว้ย hypoxanthine, aminopterin, thymidine, 20% 
fetal bovine serum ใน RPMI medium และ 1% mouse red blood cell เป็น feeder layer ใน 
96 wells microculture plate และบ่มไวใ้นตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์ภายใตส้ภาวะท่ีมีคารบ์อนไดออกไซด ์
5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ติดตามการเติบโตของเซลลไ์ฮบริโดมาดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์แบบ inverted microscope น าน า้เลีย้งเซลล์จากหลุมต่าง ๆ ท่ีมีเซลลไ์ฮบริโดมาไป
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คดัเลือกเซลลท่ี์สรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 และเชือ้ TiLV ดว้ยวิธี 
dot blotting, Western blotting และ วิธี immunohistochemistry  

 

8. การคัดเลือกไฮบริโดมา 
จากการเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาใน 96  well plate จ านวน 15 เพลต ท าให้ได้ไฮบริโดมา

จ านวนมากจึงจ าเป็นตอ้งท าการคัดเลือกในขัน้ตอนท่ี 1 โดยวิธี dot blotting ก่อนจากนั้นจึงน าน า้
เลีย้งเซลลจ์ากโคลนของไฮบริโดมาท่ีให้ผลบวกกับวิธี dot blotting มาคัดเลือกต่อในขั้นตอนท่ี 2 
โดยวิธี Western blotting และ วิธี immunohistochemistry 

 

8.1 การคัดเลือกขั้นตอนที่ 1 โดยวิธี dot blotting 
ส าหรับการคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ  TiLV ด้วยวิธี dot 

blotting ท าโดยแยกการหยดแอนติเจนบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลิตร/หยด 
แบ่งออกเป็นสองส่วนคือ 1) lysate ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย E. coli น ามาเจือจางดว้ย PBS ใหไ้ดค้วาม
เข้มข้น 1:50 เพื่อเป็น Negative control และ 2) รีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ท่ีเจือจางด้วย 
PBS ให้ได้ความเข้มข้น ท่ี  1:100 เป็น Positive control จากนั้นทิ้งให้แห้งแล้วน าไปบ่มใน
สารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที น ามาบ่มในน า้เลีย้งเซลลจ์ากไฮบริโดมาแต่ละหลุม (น า้
เลีย้งเซลลค์วามเข้มข้น 1:10 ใน 1% blotto) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แลว้ท าการลา้งดว้ย PBS แล้วท าการบ่มซ า้ด้วย goat anti-mouse  IgG heavy and light chain 
horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) เจือจาง 1:3000 เท่า ท่ีอุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส  เป็น เวลา 3 ชั่ ว โมง แล้วล้างด้วย PBS จากนั้นแช่ด้วยสารละลาย  substrate 
ประกอบด้วย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 0.05% 
cobalt chloride (CoCl2) โดยละลายใน PBS จากนั้นลา้งดว้ยน า้ประปาเพื่อหยุดปฏิกิริยา เลือก
โคลนไฮบริโดมาท่ีสรา้งแอนติบอดีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8          
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8.2 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี western blot 
น าสารสกดัจากเนือ้เยื่ออวยัวะของตวัอย่างปลาติดเชือ้ TiLV ท่ีผ่านการตรวจดว้ยวิธี RT-

PCR มาแยกบน 15% SDS-PAGE ท่ี 80 โวลต์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นย้ายแถบโปรตีนจาก
แผ่นเจลสู่กระดาษไนโตรเซลลูโลสดว้ยวิธี western blot น ากระดาษไนโตรเซลลโูลสมาบ่มใน 5% 
blotto เป็นเวลา 10 นาที แล้วน ามาบ่มกับแอนติบอดีท่ีต้องการทดสอบโดยท าการใส่ด้วย
แอนติบอดีจากโคลนไฮบริโดมาท่ีผ่านการคดัเลือกจากวิธี dot blotting ในขอ้ท่ี 8.1 ท่ีเจือจาง 1:50 
ใน 1% blotto บ่มใน 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการลา้งดว้ย PBS ท าการบ่มซ า้ดว้ย 
GAM-HRP เจือจาง 1: 3000 ท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS แลว้
ท าการเติมดว้ยสารละลาย substrate เช่นเดียวกบัขั้นตอน dot blot ในขอ้ 8.1 ตรวจด ูปฏิกิริยาท่ี
เกิดขึน้เพื่อยืนยนัความจ าเพาะของแอนติบอดี 

8.3 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี dot blotting 
ท าโดยแยกการหยดแอนติเจนบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสประมาณ 1 ไมโครลิตร/หยด 

แบ่งออกเป็น 4 ส่วนคือ 1) lysate ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย E. coli น ามาเจือจางดว้ย PBS ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้ 1:50 2) รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ท่ีเจือจางดว้ย PBS ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ี 1:100 3) 
สารสกัดจากเนือ้เยื่ออวัยวะของตัวอย่างปลานิลปกติ 4) สารสกดัจากเนือ้เยื่ออวัยวะของตัวอย่าง
ปลาติดเชือ้ TiLV จากนั้นทิง้ใหแ้หง้แลว้น าไปบ่มในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที แลว้
น ามาบ่มกบัแอนติบอดีท่ีตอ้งการทดสอบโดยท าการใส่ดว้ยแอนติบอดีจากโคลนไฮบริโดมา ท่ีผ่าน
การคดัเลือกจากวิธี dot blotting ในขอ้ท่ี 8.1 ท่ีเจือจาง 1:50 ใน 1% blotto บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการลา้งดว้ย PBS แลว้บ่มซ า้ดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1: 3000 ท่ีอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS แล้วท าการบ่มด้วยสารละลาย substrate 
เช่นเดียวกับขั้นตอน dot blot ในขอ้ 8.1 ตรวจดู ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้เพื่อยืนยันความจ าเพาะของ
แอนติบอดี 

8.4 การคัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี immunohistochemistry 
น าตัวอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV มาตัดส่วนเหงือก สมองและอวัยวะภายในของปลา 

น ามาแช่ใน Bouin solution เป็นเวลา 1 สัปดาห ์เพื่อเป็นการตรึงโครงสรา้งของชิน้เนือ้ และน ามา
แช่ใน Davidson’s fixative ในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร แลว้ลา้งดว้ยน า้ประปาทกุๆ 8 ชั่วโมง เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง เพื่อก าจัด fixative ออก ต่อมาน ามาผ่านกระบวนการดึงน ้าออกจากเนื้อเยื่อ 
(dehydration) ด้วยแอลกอฮอลค์วามเขม้ข้นต่าง ๆ ไดแ้ก่ 70%, 90% และ 95% เอทานอล จาก
ความเขม้ขน้นอ้ยไปมาก ต่อมาใส่ใน บิวทานอล ตามดว้ย บิวทานอล : ไซลีน และตามดว้ยไซลีน 
จากนั้นอินฟิลเตรท (infiltration) ดว้ยพาราพลาสตแ์ละฝังเนือ้เยื่อในพาราพลาสต ์(embedding) 



  41 

น าไปผ่านกระบวนการ paraffin sectioning ด้วยเครื่องตัดตัวอย่าง (microtome) โดยท าการตัด
เนือ้เยื่อหนา 10 ไมโครเมตร ท าการติดเนือ้เยื่อบนสไลด์ท่ีท าการเคลือบดว้ยสารละลายเจลาติน 
(gelatin solution) แลว้น าไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
น ามาผ่านกระบวนการ immunohistochemistry ด้วยวิธี indirect immunoperoxidase โดยน า
สไลด์มาล้างด้วยไซลีน และผ่านกระบวนการเติมน า้เข้าสู่เนื ้อเยื่อด้วย ไซลีน บิวทานอล และ
แอลกอฮอลค์วามเข้มข้นต่าง ๆ จากมากไปน้อย ล้างในน า้กลั่น 3 ครัง้ จากนั้นแช่ใน PBS แล้ว
บล็อกดว้ย P1

+ (fetal bovine serum เขม้ขน้ 10% ใน PBS) แลว้น ามาบ่มดว้ยน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริ
โดมา ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS แลว้ท าการบ่มดว้ย GAM-
HRP 1:1000 ในสารละลาย P1

+  ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้ลา้งดว้ย 
PBS แล้วท าการบ่มในสารละลายซับสเตรท ประกอบด้วย 0.03% DAB, 0.006% H2O2 โดย
ละลายใน PBS แลว้ลา้งดว้ยน า้ประปาหลาย ๆครัง้ น ามายอ้มสีดว้ย haematoxylin ท าการดึงน า้
ออกดว้ยแอลกอฮอลเ์ปอรเ์ซ็นตต่์างๆ จากความเขม้ขน้นอ้ยไปมาก แลว้ยอ้มดว้ยสี  eosin Y ตาม
ดว้ย บิวทานอล ไซลีน ท าเป็นสไลดถ์าวรโดยใช้ permount ปิดทับดว้ย cover glass แล้วน าไป
ส่องใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์โดยบริเวณท่ีติดเชือ้ TiLV จะติดสีน า้ตาลในเซลลเ์ป้าหมายของเนือ้เยื่อปลา
นิลท่ีติดเชือ้ 

9. การโคลนซ า้ด้วยวิธี limited dilution 
น าโคลนของไฮบริโดมาท่ีมีการสรา้งแอนติบอดีต่อโปรตีนของ TiLV-S8 ท่ีผ่านการคัดเลือก

ทั้ง 2 ขั้นตอน มาโคลนซ า้ (reclone) ด้วยวิธี limited dilution เพื่อให้แน่ใจว่าโคลนไฮบริโดมาท่ี
ไดม้านั้นมีตน้ก าเนิดมาจากเซลลเ์พียงเซลลเ์ดียว โดยน าเซลลไ์ฮบริโดมามากระจายในหลุมโดย
การใชปิ้เปตดูดสาร แลว้น าไปหยดในจานอาหารเลีย้งเชือ้ ท าการนับเซลล์ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์
แบบ inverted microscope ใหม้ีจ  านวนเซลลป์ระมาณ 100 เซลล ์จากนั้นเติม RPMI medium ท่ี
เสริมด้วย 20% fetal bovine serum และ 1% mouse red blood cell  ดูดเซลล์ลงใน 96 well 
plate หลุ ม ละ  110 ไม โค ร ลิ ต ร  จ ากนั้ น บ่ ม ใน ตู้ เพ าะ เลี้ย ง เซลล์ภ าย ใต้บ รรย าก าศ  
คารบ์อนไดออกไซด ์5% อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เมื่อครบเวลาตรวจสอบโคลน
เด่ียว แลว้น าไปทดสอบดว้ยวิธี dot botting ต่อไป 
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10. การเก็บเซลลไ์ฮบริโดมา 
หลังจากทดสอบดว้ยวิธี dot botting เพื่อยืนยันว่าเซลลไ์ฮบริโดมานั้นเป็นไฮบริโดมาท่ีมี

การสรา้งแอนติบอดีต่อโปรตีนของ TiLV จากนัน้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาใหเ้จริญเติบโต ท าการขยาย
เพิ่มจ านวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไ้ดป้ริมาณตามตอ้งการ และเก็บเซลล์ท าโดยการ 
ดูดเซลลแ์ละน า้เลีย้งเซลลแ์ล้วท าการป่ันแยกเซลลท่ี์ความเร็ว 1,500 xg เป็นเวลา 5 นาที แยก
สารละลายส่วนใสออกจากเซลลไ์ฮบริโดมา จากนั้นเติมสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซต์ 12% 
(DMSO) ป ริม าตร 3 มิ ล ลิ ลิต ร ผสมกับ เซลล์  แล้วดูด เก็ บ ใส่หลอดส าหรับ เก็ บ เซลล ์
(cryopreservation tube) หลอดละ 1 มิลลิลิตร น าไปแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวเพื่อเก็บไวใ้ชต่้อไป 
ส่วนน า้เลีย้งเซลลท่ี์ไดน้ ามาท าการพิสจูนค์ณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ 
 

11. การพิสูจนค์ุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
หลังจากการโคลนซ า้และคัดเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาแลว้ น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิต

ได้จากโคลนต่างๆ มาศึกษาคุณสมบัติ โดยการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโน
โคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA ท าการจ าแนก class และ subclass ของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี sandwich ELISA ทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ TiLV และยืนยัน
ความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบปฎิกิริยาข้ามด้วยวิธี dot blotting 
ดงัต่อไปนี ้
 

11.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนทีจ่ับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วย
วิธี indirect ELISA 

ท าการตรึงรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ท่ีก้นหลุม ELISA microtiter plate 96 well 
ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรในสารละลาย PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่ม
ขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงเทสารละลายในหลุมทิง้และล้างด้วยสารละลาย 
0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน 4 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แล้วเติม
สารละลาย 5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที เติมโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีต้องการทดสอบ  1 หรือ 2 ชนิด เจือจาง 1:20 ในสารละลาย 1% blotto 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในหลุมต่างๆ (ภาพประกอบ 16) จากนัน้บ่มท่ีอุณหภมูิหอ้งเป็น
เวลา 4 ชั่วโมง ก่อนเทออกแลว้ลา้งดว้ยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละ
หลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที เติม GAM-HRP เจือจาง 1: 1,500 ในสารละลาย 1% blotto 
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ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลา้งด้วยสารละลาย 0.5% 
blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ครัง้สุดท้ายล้างดว้ย 
PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลายซับสเตรตประกอบด้วย o-phenylenediamine 
(OPD) 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 0.006% H2O2 ใน 0.1 M citrate buffer pH 4.5 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม บ่ม 5 นาที แลว้หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 N H2SO4 ปริมาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate 
reader (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  

 
 

ภาพประกอบ 16 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี 
indirect ELISA โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนท่ีจ าเพาะต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของ 

TiLV-S8 หรือผสมโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิด (ตวัอกัษร A-D แสดงถึงโมโนโคลนอล
แอนติบอดีโคลนต่างๆ) 

 
11.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี       
การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งจากแต่ละโคลนของ

ไฮบริโดมาด้วยวิธี sandwich ELISA โดยใช้ชุด Zymed’s mouse MonoAb (HRP) ดังนี ้ท าการ
ตรึง goat anti-mouse Ig heavy chain and light chain specific antibody (GAM H+L) ความ
เขม้ขน้ 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลมุ ลงท่ีพืน้ผิว
ของเพลท ELISA บ่มข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วเททิ้งจากนั้นล้างทุกหลุมด้วย
สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 4 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม
สารละลาย 5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 60 นาที เทออกก่อน
เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการทดสอบ เจือจาง 1: 20 ในสารละลาย 1% blotto ปริมาตร 

MAbs A B C D 

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

B  B+B B+C B+D 

C   C+C C+D 

D    D+D 
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50 ไมโครลิตรต่อหลมุ ลงในแต่ละคอลมัน ์(1-12) (ภาพประกอบ 17) บ่มท่ีอณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 4 
ชั่วโมง จากนั้นเทออกและลา้งทุกหลุมดว้ยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อ
หลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ก่อนเติม rabbit anti-isotype antibody แต่ละชนิดเจือจาง 1: 
50 ในสารละลาย 5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม  ลงในแถวแต่ละแถว (A-H) 
(ภาพประกอบ  18) บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่ วโมง ก่อนเทออกและล้างทุกหลุมด้วย
สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที แลว้เติม 
Goat Anti-Rabbit IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAR-
HRP) เจือจาง 1: 1,500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เท
ออกและลา้งทกุหลมุดว้ยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 4 ครัง้ 
ครัง้ละ 5 นาที ครัง้สุดท้ายลา้งดว้ย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลายซับสเตรทและ
หยุดปฏิกิริยาเช่นเดียวกับการตรวจสอบอิพิโทปทับซอ้นในขอ้11.1 สังเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ในแต่
ละหลุม โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดจะให้สีเหลืองสม้ 1 หลุมตาม isotype และอีก 1 
หลมุตามชนิดของโปรตีนสายสัน้ (light chain) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 17 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งจากแต่ละ
โคลนของไฮบริโดมา ดว้ยวิธี sandwich ELISA ลกูศรแสดงการเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี

ตอ้งการทดสอบลงในแต่ละคอลมัน ์(1 คอลมันต่์อ 1 โคลนท่ีตอ้งการทดสอบ) 

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

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             



  45 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 18 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจ้ากแต่
ละโคลนของไฮบริโดมา ดว้ยวิธี sandwich ELISA ลกูศรแสดงการเติม rabbit anti-isotype 

antibody แต่ละชนิดในแต่ละแถว ตัง้แต่แถว A-H 
 

11.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี dot blotting 
เปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR ในการตรวจหาเชือ้ TiLV  

น ารีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 และสารสกัดจากเนือ้เยื่อปลาท่ีติดเชือ้ TiLV มาท าการ
เจือจางแบบ 2 fold serial dilution ดว้ย PBS แลว้หยดบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส จากนัน้บ่มดว้ย
โมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนเจือจาง 1:100 ใน 1% blotto ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS และบ่มกับ GAM-HRP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลา้งด้วย PBS และ
น ามาท าปฏิกิริยากับสารละลายซับสเตรท ตรวจดูระดับความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
แสดงปฏิกิริยากับรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 และสารสกัดจากเนือ้เยื่อปลาท่ีติดเชือ้ TiLV โดย
สงัเกตความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถท าปฏิกิริยาและเกิดตะกอนสีด าบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส 
และน าตัวอย่างปลาท่ีติดเชือ้ TiLV ไปทดสอบดว้ยวิธี RT-PCR โดยท าการเจือจางแบบ 10 fold 
serial dilution แลว้น าตัวอย่างแต่ละความเขม้ขน้มาทดสอบด้วยวิธี RT-PCR เช่นเดียวกับในข้อ 
5.2 เปรียบเทียบระดับความเจือจางสูงสุดท่ีสามารถเห็นผลผลิตจากการท า RT-PCR กับการ
ทดสอบโดยการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting และ RT-PCR ท่ีสงัเกตเห็นได ้

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

IgG1  A             

IgG2a  B             

IgG2b  C             

IgG3  D             

IgA  E             

IgM  F             

Kappa  G             

Lambda  H             
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11.4 ทดสอบปฎิกิริยาข้ามดว้ยวิธี dot blotting  
ท าการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดก้บัเชือ้ไวรสั

และแบคทีเรียชนิดต่างๆ ได้แก่  เชื ้อไวรัส Red grouper nervous necrosis virus (RGNNV), 
Infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV), Scale Drop Disease Virus (SDDV) 
ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคในปลากะพงขาว หรือแบคทีเรีย ไดแ้ก่, Aeromonas hydrophila, Edwardsiella 
tarda, Flavobacterium columnare, Flectobacilus roseus, Chrysecbacterium massiliae, C. 
taichungense , Vibrio vulnifucus , V. harveyi และ V. parahaemolyticus ดว้ยวิธี dot blotting 
โดยหยดสารสกัดจากเนื้อเยื่อของปลากระพงขาวท่ีติดเชือ้ไวรสั  RGNNV, ISKNV, SDDV และ 
แบคทีเรียต่างๆ ท่ีก่อโรคในปลาและสัตวน์ า้ ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส จากนั้นบ่มกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้แต่ละโคลน เจือจาง 1:100 ใน 1% blotto เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ลา้ง
ด้วย PBS และผ่านกระบวนการ indirect immunoperoxidase ตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ ้น
ระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้กับสารสกัดเนือ้เยื่อของปลาท่ีติดเชือ้ของ RGNNV, 
ISKNV, SDDV และแบคทีเรียต่าง ๆ 
 

12. การทดสอบการติดเชือ้ไวรัส TiLV ตามธรรมชาติในปลานิลด้วยวิธี dot blotting เทียบ
กับวิธี RT-PCR และยืนยันการทดสอบด้วยวิธี immunohistochemistry 

น าตวัอย่างปลาท่ีไม่ติดเชือ้และมีการติดเชือ้ TiLV ตามธรรมชาติ จากนั้นท าการตดัเหงือก
ของปลาทัง้ 2 กลุ่ม โดยแบ่งออกเป็น 3 ส่วน โดนส่วนแรกน ามาทดสอบดว้ย วิธี dot blotting โดย
ท าการบดเหงือกให้ละเอียดด้วยสารละลาย  PBS (Phosphate Buffered Saline) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร แลว้หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีขีดเป็นตารางขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตรช่อง
ละ 1 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี14D-9 ผสมกับ 8H-3 ท่ีเจือจาง 1:100 
ใน 1% blotto อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ลา้งด้วย PBS และบ่มกับ GAM-
HRP เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS และน ามาท าปฏิกิริยากบัสารละลายซบัสเตรท เช่นเดียวกบั
ขัน้ตอนท่ี 11.3 ส าหรบัเหงือกปลาอีกส่วนท่ี 2 น าไปทดสอบดว้ยวิธี RT-PCR โดยท าการสกดั RNA 
โดยชุดสกัด  Viral Gene-spinTM Viral DNA/RNA Extration Kit (iNtRON Biotechnology)  ด้วย
วิธีการเช่นเดียวกับหัวข้อท่ี 5.1 จากนั้นท าการทดสอบด้วยโดยใช้ชุด Platinum™  Taq DNA 
Polymerase ในการทดสอบและใชคู้่ไพรเมอร ์และวิธีการเช่นเดียวกับหัวขอ้ท่ี 5.2 จากนั้นท าการ
เปรียบ เทียบผลการทดสอบ ท่ีได้  ส าหรับ เนื้อ เยื่ อ เหงือกส่วนท่ี  3 น าไปทดสอบด้วยวิ ธี 
immunohistochemistry โดยท าตามขัน้ตอนเดียวกบัในขอ้ 8.4   
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

1.การเตรียมและการท าให้รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 บริสุทธ์ิ 
จากการกระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 โดยน าแบคทีเรีย E.coli 

สายพันธุ์ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 โดยใช้ 1 mM IPTG ซึ่ งท าหน้าท่ีเป็นตัว 
inducer ของ T7 promotor ท าการเก็บเซลล์ของแบคทีเรียมาท าให้ผนังเซลลแ์ตกโดยใช้คล่ืน
ความถี่สูง จากนั้นน ามาวิเคราะห์ผลการสรา้งรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 โดย 15% SDS-
PAGE พบว่าแบคทีเรียสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ซึ่งมีขนาดอยู่ท่ีประมาณ 20 
กิโลดาลตัน (ภาพประกอบ 19 แถว 3 ) ซึ่งสอดคลอ้งกับการค านวณน า้หนกัโมเลกุลจากกรดอะมิ
โนทั้งหมด 174 ตัว มีขนาดของน า้หนักโมเลกุลอยู่ท่ี 19.5 กิโลดาลตัน รวมกับ  6x-His tag ท่ีมี
ขนาดของน า้หนักโมเลกุลอยู่ท่ี 0.8 กิโลดาลตันโดยรวมแลว้ขนาดโปรตีนของ TiLV-S8 จะมีขนาด
อยู่ท่ีประมาณ 20 กิโลดาลตนั ทัง้นีแ้บคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิดจะไม่พบแถบ
ของโปรตีน  TiLV-S8 (ภาพประกอบ 19 แถว 1) และ แบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีมี            
พลาสมิด pET15b-TiLVS8 แต่ยังไม่ได้ผ่านการกระตุน้การแสดงออก จะไม่พบแถบของโปรตีน 
TiLV-S8 เช่นเดียวกนั (ภาพประกอบ 19 แถว 2)  
 

จากนั้นน า lysate ของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-
S8 มาท าให้บริสุทธิ์โดยแยกผ่าน His-Tag protein purification column และท าการล้างโปรตีน
อื่นๆ ท่ีไม่ได้ติดฉลาก histidine tag ออกจากคอลัมน์ด้วย binding buffer แล้วท าการชะล้าง
โปรตีนท่ีต้องการด้วย elution buffer จากนั้นน าโปรตีนท่ีได้มาทดสอบด้วย 15% SDS-PAGE 
พบว่าสามารถแยกโปรตีนท่ีมีความบริสทุธิ์โดยมีน า้หนกัโมเลกุลเท่ากับรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-
S8 ซึ่งมีขนาดประมาณ 20 กิโลดาลตนั (ภาพประกอบ 19 แถว 4)  
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ภาพประกอบ 19 การตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 โดยนำโปรตีนชนิด

ต่างๆมาแยกด้วย 15% SDS-PAGE แล้วทำการย้อมด้วยสี Coomassie brilliant blue R-250 
M คือ โปรตีนมาตรฐาน 
 แถว 1 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด 
 แถว 2 lysate ของ E. coli สายพั นธุ์  BL21 ท่ี มี พ ลาสมิ ด  pET15b-TiLVS8  (non-
induced) 
 แถว 3 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีมีพลาสมิด pET15b-TiLVS8 (induced) 
 แถว 4 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของ TiLV-S8 ท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์ 

 * แสดงรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ซึ่งมีขนาดอยู่ท่ี 20 กิโลดาลตนั 
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2.การตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในตัวอย่างปลานิลในธรรมชาติ 
น าตัวอย่างปลานิลจากธรรมชาติ มาท าการตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV จ านวน 10 ตัว 

ด้วยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  โดยการใช้ไพรเมอร์ Forward primer: (Nested ext-1) 5’-
TATGCAGTACTTTCCCTGCC-3’ แ ล ะ Reverse primer: (Nested ext-2) 5’-
TTGCTCTGAGCAAGAGTACC-3’  ท่ีจ  าเพาะต่อยีนของ TiLV พบว่าผลผลิตของปฎิกิริยามี
ขนาด 491 bp  จากตัวอย่างปลานิลจากธรรมชาติ หมายเลข 1,2,3,4,5,7 และ 8  ซึ่งแสดงผลเป็น
บวก และ ตัวอย่างปลานิลจากธรรมชาติ หมายเลข 6,9 และ 10 แสดงผลเป็นลบ (ภาพประกอบ 
20) จากนั้นจึงน าตัวอย่างของปลานิลท่ีตรวจพบและไม่พบการติดเชือ้ TiLV มาใชส้ าหรบัทดสอบ
ความจ าเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดต่้อไป 
 

 
 
ภาพประกอบ 20 การตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในตวัอย่างปลานิลตามธรรมชาติดว้ยวิธี RT-
PCR พบผลผลิตของปฏิกิริยาขนาด 491 bp 

3. การปลูกภูมิคุ้มกันและการทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนูเมาส์ 
จากการน ารีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV ท่ีท าให้บริสุทธิ์ซึ่งมีความเข้มข้นประมาณ 300

ไมโครกรมั/มิลลิลิตร มาฉีดให้หนูเมาสจ์  านวน 4 ตัว โดยฉีดรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV ท่ีท าให้
บริสุทธิ์ปริมาณ 20 ไมโครกรมัต่อตวั หลังจากกระตุน้ภมูิคุม้กันในหนเูมาสค์รัง้ท่ี 4 แลว้ท าการเก็บ
แอนติซีรมัจากหนูเมาส ์น ามาทดสอบความจ าเพาะกับ lysate ของ E. coli สายพันธุ์ BL21 ท่ีไม่

มีพลาสมิด รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 สารสกัดจากตัวอย่างเนือ้เยื่อจากปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV 
และ สารสกัดจากตวัอย่างเนือ้เยื่อของปลานิลปกติ วิธี Western blotting พบว่าแอนติซีรมัจากหนู
ทัง้ 4 ตัว สามารถจบักับแถบโปรตีนของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 และ ตัวอย่างเนือ้เยื่อจาก
ปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV ได้ ซึ่งมีน า้หนักโมเลกุล 20 และ ประมาณ 18 กิโลดาลตัน โดยหนูตัวท่ี 3 
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ให้ผลการตอบสนองดีท่ีสุด สังเกตจากแถบโปรตีนของปลาติดเชือ้ท่ีเขม้ท่ีสุด (ภาพประกอบ 21) 
ดงันัน้จึงใชห้นตูวัท่ี 3 ส าหรบัขัน้ตอนการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 
 

 
ภาพประกอบ 21 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีท่ีได้จากหนูเมาส์ทั้ง 4 ตัว โดยวิธี 
Western blotting 
โดยน าโปรตีนชนิดต่าง ๆมาแยกด้วย 15% SDS-PAGE ท าการตัดเจลส่วนหน่ึงแล้วท าการย้อม
ดว้ยสี Coomassie brilliant blue R-250 (A) จากนั้นเจลอีกส่วนท าการย้ายโปรตีนสู่กระดาษไน
โตรเซลลโูลสและทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนเูมาสด์ว้ยวิธี Western blotting (B) 
 M คือ โปรตีนมาตรฐาน 
 แถว 1 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด 
 แถว 2 lysate ของ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8  

 แถว 3 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV 
 แถว 4 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลปกติ 

4. การผลิตและการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชือ้ TiLV  
จากการน าหนูเมาสต์ัวท่ีมีการตอบสนองต่อรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV และ สารสกัด

เนือ้เยื่อของปลานิลท่ีติดเชือ้ท่ีดีท่ีสุดมาฉีดดว้ยรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV ท่ีท าใหบ้ริสุทธิ์ ผสมกับ 
incomplete Freund’s adjuvant อีกครัง้ก่อนการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 3 วัน แล้วน ามาผลิตและ
คดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ TiLV โดยวิธี western blotting และวิธี  dot 
blotting พบว่าสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ TiLV ไดจ้  านวน 4 โคลน 
ดังนี้ TiLV8H-3, 14D-9, 3H-12 และ 14F-4 (ตาราง 5) ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV8H-3, 
14D-9, 3H-12 และ 14F-4 สามารถจับกับรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ซึ่งมีขนาดอยู่ท่ี 20 กิโล
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ดาลตัน และ โปรตีนของไวรัส TiLV จากการสกัดเนื้อเยื่อของปลาท่ีติดเช้ือซึ่งมีขนาดอยู่ท่ีประมาณ 18 
กิโลดาลตัน ยกเว้น TiLV 3H-12 ท่ีไม่สามารถจับกับโปรตีนของไวรัส TiLV ได้ ด้วยวิธี western 
blotting (ภาพประกอบ 22)   

ส าหรับการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี dot blotting 
พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี  TiLV8H-3, 14D-9, 3H-12 และ 14F-4 สามารถจับกับรีคอม
บิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 และสารสกัดเนื้อเย่ือจากตัวอย่างปลานิลท่ีติดเช้ือ TiLV โดยไม่เกิดปฎิกิริยา
ข้ามกับสารสกัดเนื้อเยื่อจากตัวอย่างปลานิลท่ีไม่ติดเช้ือด้วยวิธี dot blotting (ภาพประกอบ 23) 
 

 
ภาพประกอบ 22 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่าง ๆ ได้แก่ (B) 
TiLV8H-3, (C) 14D-9, (D) 14F-4 และ (E) 3H-12 โดยเปรียบเทียบกับ (A) โพลีโคลนอลแอนติ
ซีรมัจากหน ูดว้ยวิธี Western blotting  
 M คือ โปรตีนมาตรฐาน 
 แถว 1 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด 
 แถว 2 lysate ของ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8  

 แถว 3 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV 
 แถว 4 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลปกติ 

 * แสดงคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ซึ่งมีขนาดอยู่ท่ี 20 กิโลดาลตนั  

 * แสดงโปรตีนของไวรสั TiLV ซึ่งมีขนาดอยู่ท่ีประมาณ 18 กิโลดาลตนั 
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ภาพประกอบ 23 การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี dot blotting 
โดยหยดโปรตีนชนิดต่างๆลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ประมาณ 1 ไมโครลิตรต่อหยด และทดสอบ
กับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (B) TiLV8H-3, (C) 14D-9, (D) 14F-4 และ (E) 3H-12 โดย
เปรียบเทียบกบั (A) โพลีโคลนอลแอนติซีรมัจากหน ู 
 1 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด 
 2 lysate ของ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8  

 3 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลปกติ 
 4 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV 
 

5. การพิสูจนค์ุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
5.1 การทดสอบปฎิกิริยาข้าม (cross reaction) ด้วยวิธี dot blotting 
จากการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting พบว่า

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนท่ีผลิตได้ไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับสารสกัดเนือ้เยื่อปลา ท่ีติดเชื ้อ 
RGNNV, ISKNV, SDDV และ แบคทีเรียต่างๆท่ีก่อโรคในปลาและสตัวน์ า้ (ภาพประกอบ 24) 
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ภาพประกอบ 24 การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี dot blotting 
โดยหยดโปรตีนชนิดต่างๆลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส ประมาณ 1 ไมโครลิตรต่อหยด และ
ทดสอบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ ท่ีผลิตไดคื้อ TiLV14D-9, 8H-3, 14F-4 และ 3H-12 
ตามล าดบัโดยท าการหยดโปรตีนชนิดต่างๆ ตามตารางดงันี ้

แถวท่ี 1 รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ท่ีท าให้บริสุทธิ์ (TiLV) (A), สารสกัดเนือ้เยื่อของ
ปลาท่ีติดเชือ้ RGNNV (RGNNV) (B), สารสกดัเนือ้เยื่อของปลาท่ีติดเชือ้ SDDV (SDDV) (C), สาร
สกดัเนือ้เยื่อของปลาท่ีติดเชือ้  ISKNV (ISKNV) (D)  

แถวท่ี 2 Flavobacterium columnare isolate 1301 (FC1) (A),  F. columnare isolate 
AT (FC2) (B), Chrysecbacterium massiliae (CM)  (C)  และ C. taichungense (CT)  (D)   

แ ถ ว ท่ี 3 C. indologenes (CI) (A), Flectobacilus roseus (FR) (B), Aeromonas 
hydrophila (AH) (C), และ A. veronii (AV) (D)   

แถวที่ 4 Streptococcus agalactiae (SA)  (A), Vibrio vulnifucus (VV)  (B), V. harveyi  
(VH) (C) และ  V. parahaemolyticus (VP) (D)   
 
 

 

 



  54 

5.2 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี 
immunohistochemistry 

จากการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ทั้ง 4 โคลน ได้แก่ 
TiLV8H-3, TiLV14D-9, TiLV14F-4 แ ล ะ  TiLV3H-12 ด้ ว ย วิ ธี  immunohistochemistry โด ย
ทดสอบในเนือ้เยื่อสมองของปลาท่ีติดเชือ้ TiLV พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV8H-3 และ 
TiLV14D-9 สามารถตรวจจับเชื ้อไวรัส TiLV โดยพบการเกิดปฏิกิริยา immunoreactivity ใน
บริเวณเนือ้เยื่อสมอง หรือเซลลป์ระสาทของปลานิลท่ีติดเชือ้ ในส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
TiLV14F-4 และ TiLV3H-12 ไม่พบการเกิดปฏิกิ ริยากับ เนื้อ เยื่ อปลานิล ท่ี ติด เชื ้อ โดยวิ ธี 
immunohistochemistry ทัง้นีพ้บว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV14D-9 สามารถจบักบัเชือ้ TiLV 
ไดช้ดัเจนท่ีสดุ ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV8H-3 จบัไดต้ ่ากว่า (ภาพประกอบ 25) 
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ภาพประกอบ 25 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ด้วยวิธี 
immunohistochemistry ในเนื้อเยื่อสมองของปลาท่ีติดเชื ้อ TiLV ทดสอบด้วยโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (A) TiLV8H-3, (B) TiLV14D-9, (C) TiLV14F-4 และ (D) TiLV3H-12 พบการติดเชือ้
ในเนือ้เยื่อบริเวณสมองของตัวอย่างปลาท่ีติดเชือ้ TiLV โดยบริเวณท่ีติดเชือ้จะแสดงออกเป็นสี
น า้ตาล 
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5.3 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี 
sandwich ELISA 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนท่ีผลิตได้ มี class และ subclass เป็น IgG1 และ 
IgG2a โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV 8H-3 และ 14F-4 จัดอยู่ class IgG และ subclass 
เป็น IgG1 ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV 14D-9 และ 3H-12 จัดอยู่  class IgG และ 
subclass เป็น IgG2a (ตาราง 5) 
 
ตาราง 5 คณุสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ TiLV-S8 ของเชือ้ TiLV ท่ีผลิตไดใ้น
ครัง้นี ้ทดสอบดว้ยวิธี dot blotting western blotting และ immunohistochemistry (IHC) 

 

ชนิด Mab 
(isotype) 

ความไวของการตรวจหา
แอนติเจน โดยวิธี dot 

blotting (µg/ml) 

การตรวจหา
แอนติเจนดว้ยวิธี 
western blotting 

IHC การทดสอบ
ปฎิกิริยาขา้ม 

1 8H-3  
(IgG1) 

37.5 ++ + - 

2 14D-9 
(IgG2a) 

37.5 +++ +++ - 

3 3H-12 
(IgG2a) 

300 - - - 

4 14F-4 
(IgG1) 

75 ++ - - 
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หมายเหต ุ - โมโนโคลนอลแอนติบอดีไม่แสดงปฎิกิริยา 
  + โมโนโคลนอลแอนติบอดีแสดงปฎิกิริยาชดัเจนนอ้ย 
            ++ โมโนโคลนอลแอนติบอดีแสดงปฎิกิริยาชดัเจนปานกลาง 
                 +++ โมโนโคลนอลแอนติบอดีแสดงปฎิกิริยาชดัเจนมาก 
 

5.4 การตรวจสอบอิพโิทปของแอนติเจนที่จบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดดี้วย
วิธี indirect ELISA 

จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ ท่ี
ผลิตได ้พบว่าสามารถแยกความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ออิพิโทปของแอนติเจนได้
เป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1 (8H-3, 3H-12 และ 14F-4) และกลุ่มท่ี 2 (14D-9) ซึ่งเมื่อน าแอนติบอดีใน
กลุ่มเดียวกันมาผสมรวมกนั (combine) พบว่าไม่มีการเพิ่มขึน้ของค่าดดูกลืนแสงเมื่อเทียบกบัน า
แอนติบอดีท่ีอยู่ต่างกลุ่มกันมาผสมกนั ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าแอนติบอดีในกลุ่มเดียวกนัจบักบัอิพิโทป
ของแอนติเจนต าแหน่งเดียวกนัหรือคาบเกี่ยวกนั (ตาราง 6) 

 
ตาราง 6 ค่าการดูดกลืนแสง (OD) ของปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับ
โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ ด้วยวิธี indirect ELISA 

ตวัเลขท่ีเหนือค่า OD คือโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มต่างๆ ท่ีจบักบัอิพิโทปเดียวกัน(คาบเกี่ยวกัน
หรือท่ีต่างกนั) โดยก าหนดค่า Cut off อยู่ท่ี OD ท่ีแตกต่างกนัเกิน 0.1 จดัเป็นคนละกลุ่ม 
 

 

MAbs 8H-3 14D-9 3H-12 14F-4 

8H-3 0.24401 0.5597 0.3029 0.2582 

14D-9  0.47692 0.5359 0.5566 

3H-12   0.22031 0.2979 

14F-4    0.26981 
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5.5 การทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ TiLV ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วย
วิธี dot blotting เปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR  

การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับ lysate ของ E. coli สาย
พนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตัวอย่างปลานิลท่ี
ติดเชือ้ และ สารสกัดเนือ้เยื่อจากตัวอย่างปลานิลท่ีไม่ติดเชือ้ โดยวิธี dot blotting พบว่าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีทุกชนิดสามารถในการจับกับรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 และ สารสกัด
เนือ้เยื่อจากตัวอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV ได้แตกต่างกัน โดยไม่พบปฏิกิริยากับ lysate ของ E. 
coli สายพันธุ์ BL21 และ สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลปกติ ทัง้นีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 
14D-9 สามารถตรวจพบรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วยความไวสูงสุดประมาณ 1:1600 ส่วนโมโน
โคลนอลแอนติบอดีชนิดอื่นๆ สามารถตรวจรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ี 1:400 ส าหรบัการตรวจความไว
ในการตรวจเชือ้ TiLV จากสารสกัดเนือ้เยื่อจากตัวอย่างปลาติดเชือ้โมโนโคลนอลแอนติบอดี 8H-
3,14D-9 และ 14F-4 สามารถตรวจพบดว้ยความไวสูงสดุประมาณ 1:16 ส่วน MAb 3H-12 จับได้
ท่ี 1:8 เมื่อน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-9 รวมกับ 8H-3 สามารถตรวจพบรีคอมบิแนนท์
โปรตีนดว้ยความไวสูงสุดประมาณ 1:3200 และ ในส่วนของสารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลาติด
เชือ้มีความไวสงูสดุประมาณ 1:16 (ภาพประกอบ 26)  

 
ภาพประกอบ 26 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิด ดว้ยวิธี dot blotting 

แถว 1 lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด ความเขม้ขน้ 1:50 ถึง 25600 
แถว 2 lysate ของ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 ความเขม้ขน้ 1:50 ถึง 25600 
แถว 3 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV ท่ีเจือจาง 1:4 ถึง 1:2048 
แถว 4 สารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลปกติ ท่ีเจือจาง 1:4 ถึง 1:2048 
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ส าหรบัการตรวจความไวในการจับโปรตีนของ TiLV-S8 ท่ีท าใหบ้ริสุทธิ์ความเขม้ขน้ 600 
µg/ml ถึง 4.6 µg/ml พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 8H-3 และ 14D-9 สามารถจับกับโปรตีน 
TiLV ท่ีท าให้บริสุทธิ์ท่ีความเข้มข้นอยู่ท่ี 37.5 µg/ml ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 3H-12 และ 
14F-4 จบัไดท่ี้ความเขม้ขน้ 300 และ 75 µg/ml ตามล าดบั เมื่อน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-
9 รวมกบั 8H-3 สามารถตรวจความไวไดอ้ยู่ท่ี 18.75 µg/ml (ภาพประกอบ 27)  
 

 
ภาพประกอบ 27 การตรวจสอบความไวในการจับโปรตีน TiLV-S8 ท่ีท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี dot 
blotting โดยหยดรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 ท่ีท าให้บริสุทธิ์ท่ีความเขม้ขน้เจือจางตั้งแต่ 600 
จนถึง 4.6 µg/ml และทดสอบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดต่างๆ ท่ีผลิตไดคื้อ TiLV8H-3, 14D-
9, 3H-12, 14F-4 และ 14D-9 ผสมกบั 8H-3 ตามล าดบั 
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เมื่อน าตวัอย่างสารสกดัเนือ้เยื่อจากปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV ท่ีใชใ้นการทดสอบความไวของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting มาท าการทดสอบดว้ยวิธี RT-PCR พบว่าสามารถ
ตรวจพบเชือ้ TiLV จากสารสกดั RNA ท่ีท าการเจือจาง 100 เท่า (ภาพประกอบ 28)  ดังนั้นการใช้
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิด คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-9 และ 8H-3 ผสมกันในการ
ตรวจเชือ้ TiLV ดว้ยวิธี dot blotting มีความไวต ่ากว่าวิธี RT-PCR ประมาณ 6.25 เท่า  

 
ภาพประกอบ 28 การทดสอบความไวในการตรวจเชือ้ TiLV ด้วยวิธี RT-PCR โดยท าการเจือจาง 
RNA จากสารสกดัจากเนือ้เยื่อของปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV ท่ีความเขม้ขน้ตัง้แต่ 10-1 จนถึง 10-7 เท่า 
M = น า้หนกัโมเลกุลของ DNA มาตรฐาน (bp) 
P = Positive control ใชส้ารสกดัเนือ้เยื่อบริเวณจากตวัอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV 
N = Negative control ใชส้ารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีไม่ติดเชือ้ 
 

 

5.6 การตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในตัวอย่างปลาตามธรรมชาติดว้ยวิธี dot 
blotting เทียบกับวิธี RT-PCR 

จากการตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV จากตัวอย่างปลานิลจ านวน 24 ตวัอย่าง โดยวิธี dot 
blotting โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-9 ผสมกบั 8H-3 เปรียบเทียบกบัวิธี RT-PCR พบว่า 
ตัวอย่างปลาท่ีไม่ติดเชื ้อ หมายเลข 1-12 ให้ผลเป็นลบทั้งหมด จากการทดสอบทั้ง 2 วิธี และ
ตัวอย่างปลาท่ีติดเชื ้อ  หมายเลข 13-24 ให้ผลเป็นบวกทั้งหมด จากการทดสอบทั้ง 2 วิ ธี 
เช่นเดียวกนั (ภาพประกอบ 29) 
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ภาพประกอบ 29 การตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในตัวอย่างปลานิลตามธรรมชาติด้วยวิธี dot 
blotting โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-9 รวมกบั 8H-3 (A) เปรียบเทียบกบัวิธี RT-PCR (B) 

 โดยท าการหยดสารสกัดจากเหงือกของปลานิลท่ีไม่มีการติดเชือ้หมายเลข 1-12 และ
ตัวอย่างปลาท่ีติดเชือ้หมายเลข 13-24 บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และผ่านกระบวนการ dot 
blotting (A) และตรวจสอบการติดเชื ้อของปลานิลวิธี RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร ์Nested ext-1 
และ Nested ext-2 ท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ TiLV ทดสอบกบัตวัอย่างปลาเดียวกนั (B) 

P = Positive control โดยใชส้ารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ TiLV 
P1 = Positive control โดยใช ้lysate ของ รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 
N = Negative control โดยใชส้ารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลานิลท่ีไม่ติดเชือ้ 
N1 = Negative control โดยใช ้lysate ของ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ท่ีไม่มีพลาสมิด 
M = น า้หนกัโมเลกุลของ DNA มาตรฐาน (bp) 
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นอกจากนีไ้ดท้ าการตรวจเชือ้ TiLV ในปลาท่ีติดเชือ้ TiLV ตามธรรมชาติและปลาปกติดว้ย
การตรวจการติดเชื ้อด้วยวิธี immunohistochemistry เพื่อยืนยันการติดเชื ้อ TiLV โดยใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดี TiLV14D-9 ท่ีสามารถจับกับเชื ้อ TiLV ได้ชัดเจนท่ีสุดมาทดสอบ พบว่า
สามารถตรวจสอบการติดเชื ้อ TiLV ในปลาท่ีติดเชื ้อตามธรรมชาติได้ผลเช่นเดียวกับวิธี dot 
blotting และวิธี RT-PCR โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจับกับเชือ้ TiLV ได้บริเวณ gill 
filaments ของเซลล์เหงือก และบริเวณเนื้อเยื่อบริเวณสมองของปลาท่ีติดเชื ้อพบปฏิกิริยา 
immunoreactivity (ภาพประกอบ 30-1A และ1B) และจากการตรวจสอบทางพยาธิวิทยาพบ
บริเวณเซลลเ์นือ้เยื่อเหงือกเกิดการอกัเสบของเซลล ์(inflammatory cells) และการรวมกลุ่มกนัของ
เซลลท่ี์ติดเชือ้ (syncytial cell formation) (ภาพประกอบ 30-2A) ในส่วนของเนื้อเยื่อสมองพบ
เซลล์ท่ีมีอาการอักเสบ (inflammatory cells) (ภาพประกอบ 30-2B) โดยไม่พบปฏิกิริยาของ
แอนติบอดีกับองคป์ระกอบต่างๆในเนือ้เยื่อของปลานิลปกติ (ภาพประกอบ 30-3A และ3B) และ
ความผิดปกติทัง้ในเนือ้เยื่อเหงือกและสมองของปลาปกติ (ภาพประกอบ 30-4A และ4B) 
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ภาพประกอบ 30 การตรวจสอบการติดเชือ้ TiLV ในเนือ้เยื่อบริเวณเหงือก (A) และสมอง (B) ของ
ปลาท่ีติดเชื ้อ TiLV ตามธรรมชาติและปลาปกติด้วยวิธี immunohistochemistry โดยใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดี TiLV14D-9  
  1) เนื ้อ เยื่ อ บ ริ เวณ เห งื อ ก และสม อ งขอ งป ลา ท่ี ติ ด เชื ้ อ  ต รวจ สอ บ ด้ ว ย วิ ธี  
immunohistochemistry และยอ้มสีดว้ยอีโอซิน 
 2) เนือ้เยื่อบริเวณเหงือกและสมองของปลาท่ีติดเชือ้ ยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซีลินและยอ้มทับ
ดว้ยอีโอซิน 
 3) เนื ้อ เยื่ อบริเวณ เหงือกและสมองของปลานิลท่ี ไม่ ติดเชื ้อ  ตรวจสอบด้วยวิ ธี 
immunohistochemistry และยอ้มสีดว้ยอีโอซิน 

4) เนือ้เยื่อบริเวณเหงือกและสมองของปลานิลท่ีไม่ติดเชือ้ ยอ้มด้วยสีฮีมาทอกซีลินและ
ยอ้มทบัดว้ยอีโอซิน  
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บทท่ี 5 

สรุปผล อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

จากการตรวจสอบปลานิลในธรรมชาติท่ีติดเชือ้ TiLV ดว้ยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ซึ่ง
ใ ห้ ผ ล เ ป็ น บ ว ก จ า ก ก า ร ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  Forward primer: (Nested ext-1 )  5 ’ -
TATGCAGTACTTTCCCTGCC- 3’  แ ล ะ  Reverse primer: (Nested ext-2 )  5 ’ -
TTGCTCTGAGCAAGAGTACC- 3’ ท่ีจ  าเพาะต่อยีนของ TiLV โดยพบว่าได้ผลิตภัณฑ์ของ
ปฏิกิริยาขนาด 491 bp ซึ่งไดผ้ลสอดคลอ้งกับงานวิจัยก่อนหนา้ของ Eyngor และคณะในปี ค.ศ. 
2014 และของ Surachetpong และคณะในปี ค.ศ. 2017 ท่ีมีการใชไ้พรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อยีนของ 
TiLV ในการตรวจสอบการติดเชื ้อ  TiLV ในตัวอย่างปลานิลท่ีติดเชื ้อ (Eyngor et al., 2014; 
Surachetpong et al., 2017)   
 

จากการกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน TiLV-S8  สามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 
TiLV-S8 โดยใชแ้บคทีเรีย E.coli สายพันธุ ์BL21 พบโปรตีนขนาด 20 กิโลดาลตนัซึ่งสอดคลอ้งกับ
งานวิจัยก่อนหนา้ท่ีมีรายงานเกี่ยวกบัการกระตุน้การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 
ท่ีมีขนาดอยู่ท่ี 20 กิโลดาลตัน (Hu et al., 2020) และจากรายงานก่อนหนา้แสดงใหเ้ห็นว่า TiLV-
S8 นั้นมีความสามารถในการเป็น immunogen ท่ีดีสามารถใชใ้นการปลกูภูมิคุม้กนัและสามารถ
กระตุน้ระบบภมูิคุม้กนัโดยมีการตอบสนองท่ีสูง และสามารถน าโปรตีน TiLV-S8 นีไ้ปทดสอบดว้ย
เท ค นิ ค ท า ง วิ ท ย า ภู มิ คุ้ ม กั น แ บ บ อื่ น ไ ด้ แ ก่  วิ ธี  western blotting, ELISA แ ล ะ 
immunofluorescence assay (IFA) (Hu et al., 2020) งานวิจัยนี้ได้ท าการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนและสามารถท าให้โปรตีนบริสุทธิ์จากการน าไปแยกผ่าน metal ion affinity column 
HisTrap FF (GE Healthcare, USA) โดยพบแถบของเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 เมื่อ
ทดสอบดว้ยจากวิธี SDS-PAGE มีขนาดโปรตีนท่ี 20 กิโลดาลตันเช่นเดียวกัน เมื่อน าโปรตีนท่ีท า
ใหบ้ริสุทธิ์ไปปลกูภูมิคุม้กันในหนูเมาส ์พบว่าหนเูมาสส์ามารถตอบสนองต่อรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน 
TiLV-S8 ไดทุ้กตวั จากการทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรมัจากหนแูต่ละตัวต่อรีคอมบิแนนท์
โปรตีน TiLV-S8  และต่อเชือ้ TiLV ในปลานิลท่ีติดเชือ้ตามธรรมชาติ โดยวิธี Western blotting 
พบว่าสามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 20 และ 18 กิโลดาลตันตามล าดับ ซึ่งใน
กรณีของเชือ้ TiLV จากปลาท่ีติดเชือ้พบว่ามีขนาดของโปรตีนใกลเ้คียงกับงานวิจยัก่อนหนา้ท่ีท า
การทดสอบในน า้เลีย้งเซลล ์E-11 ท่ีติดเชือ้ TiLV ดว้ยวิธี Western blotting พบโปรตีนของไวรสัมี
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ขนาดอยู่ท่ีประมาณ 19 กิโลดาลตัน (Hu et al., 2020) ทัง้นีข้นาดของโปรตีนของเชือ้ TiLV จาก
สารสกัดเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ในการทดลองนี ้มีขนาดแถบโปรตีนอยู่ต ่ากว่าแถบโปรตีนจากน า้เลีย้ง
เซลล ์E-11 เล็กนอ้ยอาจมีสาเหตเุน่ืองจากสารสกดัเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ประกอบไปดว้ย โปรตีนอื่นๆ
ของเนือ้เยื่อปลาท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่อาจมีการเคล่ือนท่ีผ่านรูของเจลท่ีชา้กว่าท าใหโ้มเลกุลของ
ไวรสัท่ีมีขนาดเล็กเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วขึน้ท าใหเ้มื่อท าการแยกโปรตีนผ่านกระแสไฟฟ้าจึงพบแถบโปรตีน
ของเชือ้ TiLV ท่ีไดอ้ยู่ต ่ากว่าแถบโปรตีนจากน า้เลีย้งเซลล ์E-11 ซึ่งประกอบไปดว้ยไวรสัเพียงอย่าง
เดียว จากนัน้เลือกหนตูวัท่ีตอบสนองดีท่ีสดุมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่าสามารถผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดีได้ทั้งหมด 4 โคลน ดังนี้ TiLV8H-3, 14D-9, 3H-12 และ 14F-4 โมโน
โคลนอลแอนติบอดีทัง้ 4 ตวัท่ีผลิตไดใ้นงานวิจยันี ้มี class และ subclass เป็น IgG1 และ IgG2a 
โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV 8H-3 และ 14F-4 มี class และ subclass เป็น IgG1 และโมโน
โคลนอลแอนติบอดี TiLV 14D-9 และ 3H-12 มี class และ subclass เป็น IgG2a  

จากการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดพ้บว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตไดส้ามารถจับกับรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 และเชือ้ TiLV จากปลานิลท่ีติด
เชื ้อตามธรรมชาติเมื่อทดสอบด้วยวิธี dot blotting และเมื่อทดสอบด้วยวิธี western blotting 
พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกชนิด สามารถจับคอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-S8 กับโปรตีนของ
เชือ้ TiLV ท่ีมีขนาดประมาณ 20 และ 18 กิโลดาลตันตามล าดับ ยกเวน้ TiLV3H-12 ท่ีไม่สามารถ
จบักบัโปรตีนของเชือ้ TiLV จากสารสกดัเนือ้เยื่อปลาท่ีติดเชือ้ ได ้นอกจากนีย้งัพบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตได้ไม่เกิดปฎิกิริยาขา้มกับสารสกัดเนือ้เยื่อของปลาท่ีติดเชือ้ RGNNV, ISKNV, 
SDDV และ แบคทีเรียต่าง ๆ ท่ีก่อโรคในปลานิลและสัตวน์ า้เมื่อทดสอบดว้ยวิธี dot blotting ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีได้ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ไวรสั RGNNV 
(Kamsamarn et al., 2023) และ ISKNV (Vaniksampanna et al., 2023) พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีผลิตไดไ้ม่เกิดปฎิกิริยาขา้มกบัเชือ้ TiLV และ แบคทีเรียต่าง ๆ ท่ีก่อโรคในปลานิลและ
สตัวน์ า้เช่นเดียวกนั  
 

ส าหรบัการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจเชือ้ TiLV ใน
เนือ้เยื่อเหงือกและสมองของปลานิลท่ีติดเชือ้ตามธรรมชาติดว้ยวิธี immunohistochemistry พบว่า
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้สามารถจับกับเชื ้อ TiLV ท่ีติดทั้งในเนื้อเยื่อเหงือกบริเวณ gill 
filaments และเนือ้เยื่อสมองบริเวณ cortex ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ (Dong et al., 
2017; Eyngor et al., 2014) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV14D-9 นั้นสามารถแสดงการ



  66 

เกิดปฏิกิริยาไดดี้ท่ีสุดในการตรวจสอบการติดเชือ้ นอกจากนีย้ังไม่พบการเกิดปฎิกิริยาข้ามกับ
เนื้อเยื่อปลาท่ีติดเชื ้อ  RGNNV, ISKNV, SDDV และเนื้อเยื่อปลาท่ีไม่ติดเชื ้อ  เช่นเดียวกับใน
งานวิจัยก่อนหน้า นี้ (Kamsamarn et al., 2023; Vaniksampanna et al., 2023) ดังนั้นโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้จึงสามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบการติดเชื ้อ  TiLV ด้วยวิธี 
immunohistochemistry ไดดี้ โดยใหผ้ลในการตรวจสอบเช่นเดียวกบัวิธี in situ hybridization ซึ่ง
ใช ้probe ท่ีมีความจ าเพาะกบัเชือ้ TiLV (Piewbang et al., 2021) 

จากการตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน ท่ีผลิตได้เมื่อ
ทดสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนพบว่าสามารถแยก
ความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ออิพิโทปของแอนติเจนได้เป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1 
(8H-3, 3H-12 และ 14F-4) และกลุ่มท่ี 2 (14D-9) ซึ่งเมื่อน าแอนติบอดีในกลุ่มเดียวกันมาผสม
รวมกัน (combine) พบว่าไม่มีการเพิ่มขึน้ของค่าดูดกลืนแสงเมื่อเทียบกับการน าแอนติบอดีท่ีอยู่
ต่างกลุ่มกันมาผสมกัน ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าแอนติบอดีในกลุ่มเดียวกันจับกับอิพิโทปของแอนติเจน
ต าแหน่งเดียวกัน นอกจากนีจ้ากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับรี
คอมบิแนนท์โปรตีน TiLV-8 โดยวิธี dot blotting พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV14D-9 
ตวัแทนจากกลุ่มท่ี 2 สามารถตรวจพบรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนท่ีเจือจางสงูสุด 1:1600 และเมื่อน ามา
ผสมรวมกับ TiLV 8H-3 ตัวแทนจากกลุ่มท่ี 1 สามารถตรวจความไวเพิ่มขึน้ท่ี 1:3200  และเมื่อ
ทดสอบกบัสารสกดัเนือ้เยื่อจากตวัอย่างปลาติดเชือ้พบว่าจากการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 8H-
3 ผสมกับ14D-9 สามารถตรวจพบได้ท่ีความไวสูงสุดประมาณ 1:16 ซึ่งเท่ากับการใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดีเพียงชนิดเดียวแต่พบว่าจดุมีสีเขม้ขึน้กว่าและไม่พบปฏิกิริยาใน lysate ของ E. 
coli สายพันธุ์ BL21 และ สารสกัดเนือ้เยื่อจากตัวอย่างปลานิลปกติเช่นเดียวกัน ส่วนการตรวจ
ความไวในการจบัโปรตีน TiLV-S8 ท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 8H-3 และ 14D-

9 สามารถตรวจพบท่ี 37.5 µg/ml และเมื่อน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดผสมรวมกัน

พบว่า สามารถตรวจความไวในการจบัโปรตีน TiLV-S8 ท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์ ไดอ้ยู่ท่ี 18.75 µg/ml  
 

ส าหรบัการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blotting เทียบกับวิธี 
RT-PCR ในการตรวจหาเชื ้อ TiLV จากปลานิลท่ีติดเชื ้อตามธรรมชาติ พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดี TiLV14D-9, 8H-3, 14F-4 และ 8H3 ผสมกับ 14D-9 สามารถตรวจพบเชือ้ TiLV จาก
ตัวอย่างปลานิลท่ีติดเชือ้ตามธรรมชาติท่ีเจือจางสูงสุด 1:16 และเมื่อน าตัวอย่างปลาติดเชือ้ไป
ทดสอบดว้ยวิธี RT-PCR พบว่าสามารถตรวจเชือ้ TiLV จากการสกดั RNA ท่ีเจือจาง 1:100 ดงันั้น
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การใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจเชือ้ TiLV ดว้ยวิธี dot blotting มีความไวต ่ากว่าวิธี RT-
PCR ประมาณ 6.25 เท่า ซึ่งใกลเ้คียงกับงานวิจยัก่อนหนา้ท่ีมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ
เชือ้ไวรสั ISKNV โดยพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดน้ั้นเมื่อเปรียบเทียบความไวในการ
ตรวจสอบด้วยวิธี dot blotting กับวิธี RT-PCR พบว่าวิธี dot blotting มีความไวต ่ากว่าวิธี RT-
PCR ประมาณ 7.8 เท่า (Vaniksampanna et al., 2023)  
 

จากงานวิจัยนีถ้ึงแม้ว่าวิธี dot blotting จะมีความไวนอ้ยกว่าการตรวจสอบดว้ยวิธี RT-
PCR แต่วิธีการ dot blotting นีม้ีขอ้ดีกว่าคือนีไ้ม่จ  าเป็นตอ้งเตรียมตัวอย่างเนือ้เยื่อและไม่ตอ้งใช้
สารละลายต่าง ๆ ส าหรบัสกดักรดนิวคลีอิก โดยวิธี dot blotting สามารถน าเอาเนือ้เยื่อท่ีตอ้งการ
ตรวจสอบมา homogenate แลว้หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส ไดโ้ดยตรง และใชเ้วลาในการ
ทดสอบประมาณ 6 ชั่วโมง (Ponpukdee et al., 2021; Vaniksampanna et al., 2023) 
 

ส าหรับการตรวจสอบการติดเชื ้อ TiLV ในตัวอย่างปลานิลตามธรรมชาติจ านวน 24 
ตวัอย่าง โดยวิธี dot blotting โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-9 ผสมกบั 8H-3 พบว่าผลการ
ทดสอบดว้ยวิธี dot blotting ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการตรวจสอบดว้ยวิธี RT-PCR  
 

จากการศึกษาครัง้นีพ้บว่าการใชร้ีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 เป็นแอนติเจนเพื่อใช้ใน
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีประโยชน์อย่างมาก เน่ืองจากสามารถผลิตโปรตีนได้ตาม
ปริมาณท่ีต้องการโดยไม่จ าเป็นตอ้งแยกเชือ้ไวรสั TiLV จากปลานิลท่ีติดเชือ้ และช่วยลดปัญหา
การเกิดปฏิกิริยาขา้มกับองคป์ระกอบต่างๆ ในเนือ้เยื่อของปลานิล โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
ผลิตได้มีความจ าเพาะต่อเชื ้อ TiLV เท่านั้นดังนั้นจึงสามารถน าไปใช้ประโยชน์ส าหรับการ
ตรวจสอบการติดเชื ้อ TiLV ในปลานิลท่ีติดเชื ้อ ด้วยวิธี dot blotting, western blotting และ 
immunohistochemistry ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตขึน้ในงานวิจัยครั้งนีส้ามารถน าไปใช้
เป็นเครื่องมือในการตรวจการติดเชือ้ TiLV ในปลานิลท่ีติดเชือ้จากธรรมชาติ ดว้ยวิธี dot blotting 
ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนีย้ังสามารถใชใ้นการตรวจสอบในเนือ้เยื่อบริเวณต่างๆ ของปลา
ท่ีติดเชือ้เพื่อใช้ยืนยันผลของการติดเชือ้ด้วยวิธี immunohistochemistry ได้ ดังนั้นการน าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าใชใ้นการตรวจการติดเชือ้ TiLV นัน้จึงเป็นอีกวิธีการตรวจวิเคราะห์
ท่ีมีประสิทธิภาพ มีความแม่นย า และราคาถูก โดยไม่ตอ้งอาศัยการตรวจสอบการติดเชือ้ดว้ยวิธี 
RT-PCR  ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจ้ากการศึกษาครัง้นีย้ังคงมีความไวต ่าดังนัน้จึง
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ยงัมีความจ าเป็นตอ้งผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ TiLV เพิ่มเติมใหม้ีความไวและ
ประสิทธิภาพท่ีดีขึน้ โดยการเพิ่มความหลากหลายของแอนติเจนส าหรบัการปลูกภูมิคุม้กัน โดย
อาจใช้น ้า เลี ้ยงเซลล์ท่ี ติดเชื ้อ TiLV หรือเปล่ียน  His-tag เป็น GST-tag ของ vector ในการ
สังเคราะหร์ีคอมบิแนนทโ์ปรตีน TiLV-S8 หรืออาจท าการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของเชือ้ TiLV 
ในเซ็กเมนตอ์ื่นๆ เพื่อใหไ้ดร้ีคอมบิแนนทโ์ปรตีนตัวใหม่ส าหรบัปลกูภูมิคุม้กันซึ่งคาดว่าอาจท าให้
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ TiLV ท่ีมีความไวและมีประสิทธิภาพสูงใน
การตรวจเชือ้ TiLV ไดดี้ขึน้  
 

ทัง้นีโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV14D-9 ท่ีผลิตไดม้ีความไวสงูสดุในการตรวจการติดเชือ้ 
TiLV จ า ก ตั ว อ ย่ า ง ป ล า นิ ล ท่ี ติ ด เชื ้ อ ต า ม ธ ร ร ม ช า ติ ด้ ว ย วิ ธี  dot blotting แ ล ะ 
immunohistochemistry และเมื่อน ามาใช้ร่วมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี TiLV8H-3 ซึ่งอาจ
สามารถน าไปพัฒนาชุดตรวจไวรสัอย่างง่าย เช่น strip test เช่นเดียวกับชุดตรวจเชือ้ White spot 
syndrome virus (WSSV) (Sithigorngul et al., 2007) โดยชดุตรวจดงักล่าวอาจสามารถใชใ้นการ
ตรวจยืนยนัการติดเชือ้ไวรสัในปลาท่ีเลีย้งในบ่อท่ีมีการระบาดได ้โดยอาจน ามาใชเ้ป็นเครื่องมือใน
การตรวจการติดเชือ้ไวรสัไดง้่ายกว่าเมื่อเทียบกับการใช้วิธีทางวิทยาภูมิคุ้มกัน เช่น dot blotting 
หรือ western blotting เน่ืองจากชุดตรวจสามารถใช้งานโดยเกษตรกรได้ด้วยตนเอง และผู้ใช้
สามารถทราบผลการตรวจสอบไดส้ะดวกรวดเร็ว โดยใชเ้วลาเพียง 15 นาที (Sithigorngul et al., 
2007) ท าใหส้ามารถตรวจสอบการติดเชือ้ไวรสัท่ีระบาดในฟารม์ของเกษตรกรได ้ 
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อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. LB broth 

 Tryptone     5.0  กรมั 
 Yeast-extract     2.5  กรมั 
 NaCl      5.0  กรมั 
 เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร    500.0   มิลลิลิตร 
 
       2. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง (LB agar) 

Tryptone      5.0   กรมั 
Yeast-extract     1.5   กรมั 
Sodium chloride (NaCl)   5.0   กรมั 
dH2O       500   มิลลิลิตร 
Agar       7.0   กรมั 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคม ี
1. 100mM IPTG 

 IPTG       238.0  มิลลิกรมั 
 เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     10.0  มิลลิลิตร 
 

2. 100mM PMSF 
 PMSF       17.4  มิลลิกรมั 
 Isopropanol      1.0  มิลลิลิตร 
 

3. สารละลาย Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 
 NaCl       8.0  กรมั 
 KCl       0.20  กรมั 
 KH2PO4       0.20  กรมั 
 Na2HPO4       1.15  กรมั 
 เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     1,000  มิลลิลิตร 
 

4. 5% Blotto 
 นมพรอ่งมนัเนย (Skimmed milk)    5.0  กรมั 
 PBS       100.0  มิลลิลิตร 
 1% Merthiolate (Sigma)    1.0  มิลลิลิตร 
 Trition X-100 (Sigma)     0.1  มิลลิลิตร 
 

5. 1% Merthiolate      
 Thimerosal (Sigma)     1.0  กรมั 
 เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     100.0  มิลลิลิตร 
 
 
 
 



  78 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  79 

สารเคมีส าหรับใช้ในการผลิตเซลลไ์ฮบริโดมา 
1. อาหารเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมา RPMI medium 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)    10.4  กรมั 
D-glucose (Sigma)     3.6  กรมั 
L-glutamine (Sigma)     0.2923  กรมั 
Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma)   1.1005  กรมั 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)  2.0160  กรมั 
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N-2- 
ethane sulfonic acid) (Sigma)    5.9525  กรมั 
Penicillin G      20,000  unit 
Streptomycin G     200.0  มิลลิกรมั 
น า้กลั่น  (Milli Q water)     1,000.0  มิลลิลิตร 
กรองดว้ย sterilized Millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร  

 
2. อาหารเลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเสริมดว้ย Fetal bovine serum ความเขม้ขน้ 20% 

RPMI medium      80.0  มิลลิลิตร 
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)  20.0  มิลลิลิตร 
100X HT supplement (Gibco BRL, USA)  1.0  มิลลิลิตร 

 
3. อาหารคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมา (HAT medium) 

เม็ดเลือดแดงจากหนเูมาสเ์ขม้ขน้ 1% 
ใน RPMI medium     80.0  มิลลิลิตร 
FBS       20.0  มิลลิลิตร 
100X HT supplement     1.0  มิลลิลิตร 
50X Aminopterin (Sigma)    2.0  มิลลิลิตร 

 
4. สารละลายเพื่อใชใ้นการหลอมรวมเซลล ์(40% Polyethylene glycol)   

Polyethylene glycol     2.0  กรมั 
RPMI medium      3.0  มิลลิลิตร  
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5. สารละลายเพื่อใชใ้นการแช่แข็งเซลลไ์ฮบริโดมา (12% Dimethyl sulfoxide) 

Dimethylsulfoxide (Sigma)    12.0  มิลลิลิตร 
RPMI medium      88.0  มิลลิลิตร 
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สารเคมีส าหรับ SDS-PAGE และ Western blotting 
 

1. Stock solution 
1.1 Monomer solution (30% T, 2.7% CBis) 
Acry lamide      58.4  กรมั 
N, N’-methylene-bis-acrylamide   1.6  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     200.0  มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัเก็บในขวดสีชา ท่ีอณุหภมูิ 4ºC 

 
1.2 4x running gel buffer (tris-HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร ์pH 8.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD) 36.3  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     200.0  มิลลิลิตร 
ปรบั pH ดว้ย 0.1 N NAOH 

 
1.3 4X Stacking gel buffer (tris-HCl ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์pH 6.8) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD) 3.0  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     50.0  มิลลิลิตร 

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

 
1.5 Ammonium persulfate ความเขม้ขน้ 10% 
Ammonium persulfate     0.1  กรมั 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     1.0  มิลลิลตร 
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1.6 Running gel overlay 
Tris-HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร ์(1.2)   25.0  มิลลิลิตร 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)   1.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     100.0  มิลลิลิตร 

 
1.7 2x treatment buffer 
Tris ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์(1.3)   2.5  มิลลิลิตร 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)   4.0  มิลลิลิตร 
Glycerol      2.0  มิลลิลิตร 

β-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 
Tris-HCl 1.5 โมลาร ์pH 8.8 (1.2)   7.5  มิลลิลิตร 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)   0.3  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น       0.75  มิลลิลิตร 
10% Ammonium persulfate (1.5)   150.0  ไมโครลิตร 
N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine (TEMED)  20.0  ไมโครลิตร 

 
2.2 4% stacking gel  
Monomer solution (1.1)    2.66  มิลลิลิตร 
Tris ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์(1.3)   5.0  มิลลิลตร 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)   0.5  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น       12.2  มิลลิลตร 
10% Ammonium persulfate (1.5)   100.0  ไมโครลิตร 
N, N, N’, N’-Tetramethyl ethylenediamine (TEMED) 10.0  ไมโครลิตร 
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3. Running buffer 
4X Tank buffer      12.0  กรมั 
Glycine       57.6  กรมั 
SDS ความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ 10% (1.4)   40.0  มิลลิลิตร 
น า้กลั่น       4000.0  มิลลิลิตร 

 
4. สารละลายยอ้มโปรตีน และลา้งสีส่วนเกิน 

4.1 สารละลายยอ้มโปรตีน (Coomassie blue) 
4.1.1 Stain stock (สี Coomassie blue R-250 ความเขม้ขน้ 1%) 
  สี Coomassie blue R-250  1.0  กรมั 
  น า้กลั่น     100.0  มิลลิตร 

 
 4.1.2 Stain (สี Coomassie blue R-250 ความเขม้ขน้ 0.01%) 

  Stain stock    50.0  มิลลิลิตร 
  Methanol    250.0  มิลลิลิตร 
  Acetic acid    50.0  มิลลิลตร 
  น า้กลั่น     500.0  มิลลิลิตร 

 
4.2 สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 

 4.2.1 สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 1 
  Methanol    550.0  มิลลิลิตร 
  Acetic acid    100.0  มิลลิลิตร 
  น า้กลั่น     1000.0  มิลลิลิตร 

 
4.2.2 สารละลายลา้งสียอ้มส่วนเกิน (Destain) 2 
  Methanol    50.0  มิลลิลิตร 
  Acetic acid    70.0  มิลลิลิตร 
  น า้กลั่น     1000.0  มิลลิลิตร 
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5. Towbin transfer buffer pH 8.8 เพื่อใชใ้นการวิเคราะห ์Western blotting 
Tris       3.03  กรมั 
Glycine       14.4  กรมั 
Methanol      200.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     1000.0  มิลลิลิตร 
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สารเคมีที่ใช้ในการตรวจสอบ class และ Subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดว้ย 
1. Rabbit anti-Mouse IgG1 (ᵧ1 chain specific) 
2. Rabbit anti-Mouse IgG2a (ᵧ2a chain specific) 
3. Rabbit anti-Mouse IgG2b (ᵧ2b chain specific) 
4. Rabbit anti-Mouse IgG3 (ᵧ3 chain specific) 

5. Rabbit anti-Mouse IgA (α chain specific) 
6. Rabbit anti-Mouse IgM (µ chain specific) 
7. Rabbit anti-Mouse kappa light chain 
8. Rabbit anti-Mouse lambda light chain 
9. Normal Rabbit Serum (negative control) 
10. Positive control, Monoclonal Mouse IgG1 (Mouse IgG1 ใน RPMI-1640 ท่ี 
เสริมดว้ย 10% FBS) 
11. Substrate buffer, concentrated (10x) (1M citrate, pH 4.2, containing 
0.03% H2O2) 
12. ABTS substrate, concentrated (50x) (2,2-azino-di (3-ethlbenzthiazoline 
sulfonic acid)) 
13. Blocking solution, concentrated (50x) (25% BSA and 0.05% NaN3) 
14. HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), concentrated (50x) 
15. Goat anti- Mouse IgGAM, concentrated (50x) (0.5 mg/ml containing 
10% glycerol and 0.05% NaN3) 
16. 50% Tween 20 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีในงาน Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
1. สารละลาย Blotto ความเขม้ขน้ 5% 

นมพรอ่งมนัเนย (Skimmed milk)    5.0  กรมั 
PBS       100.0  มิลลิลิตร 
1% Merthiolate (Sigma)    1.0  มิลลิลิตร 
Trition X-100 (Sigma)     0.1  มิลลิลิตร 

 
2. สารละลาย Blotto ความเขม้ขน้ 0.5% 

สารละลาย Blotto ความเขม้ขน้ 5%    50.0   มิลลิลิตร 
สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M pH 7.2   950.0  มิลลิลิตร 

 
3. Citrate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์pH 4.5 

Sodium citrate      28.41  กรมั 
1% Merthiolate      10.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     1,000.0  มิลลิลิตร 
ปรบั pH ดว้ย 0.1 N HCl 

 
4. กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 1 N (H2SO4) 

Sulfuric acid conc. (H2SO4)    27.0  มิลลิลิตร 
เติมน า้กลั่นใหไ้ดป้ริมาตร     1,000.0  มิลลิลิตร 

 
5. O-Phenylenediamine (OPD) 
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บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรับ 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 
สารละลาย PBS ความเขม้ขน้ 0.15 M 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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การตรวจสอบน ้าหนักโมเลกุลของเชือ้ไวรัส TiLV จากสารสกัดเนือ้เย่ือปลาตดิเชือ้ 
 

 
 
ภาพประกอบ 31 การค านวณหาน า้หนกัโมเลกุลของเชือ้ TiLV จากสารสกดัเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ 
 

โดยหา ค่า Rf จากแถบโปรตีนของเชือ้ไวรสั TiLV ของสารสกัดเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ซึ่งเท่ากับ 3.1 ÷ 
5 = 0.62 (A) จากนั้นน าค่า Rf ของแถบโปรตีนของเชือ้ TiLV จากสารสกัดเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้มา
เทียบกบักราฟมาตรฐานของค่า Rf ของแถบโปรตีนมตรฐานกบัค่า Log น า้หนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐานแต่ละชนิดซึ่งจะไดค่้าสมการ y = -1.5776x + 2.2365 (B) 

จากนัน้น าค่า Rf ของแถบโปรตีนของเชือ้ TiLV จากสารสกดัเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้ ไปแทนใน
สมการ จะไดค่้า y = -1.5776 (0.62) + 2.2365 

เมื่อแทนค่าในสมการแลว้จะไดค่้า Log(Mw) = 1.258388 
และเมื่อกลบัค่า Log จะไดค่้า Mw = 18.12959072  

ดงันัน้น า้หนกัโมเลกุลของเชือ้ TiLV จากสารสกดัเนือ้เยื่อปลาติดเชือ้จะมีค่าอยู่ท่ีประมาณ 18 kDa 
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การค านวณเปรียบเทียบค่าความไวของวิธี dot blotting เทียบกับวิธี RT-PCR   
ท าโดยค านวณความไวจากการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี 14D-9 ผสมกับ 8H-3 ซึ่ง

สามารถตรวจตวัอย่างปลาติดเชือ้ท่ีเจือจางได ้1:16 เท่า เมื่อทดสอบดว้ยวิธี dot blotting ส่วนการ
ทดสอบด้วยวิธี RT-PCR พบว่าสามารถตรวจพบเชือ้ TiLV จากสารสกัด RNA ท่ีท าการเจือจาง 
1:100 เท่า   

ดงันั้นการตรวจสอบดว้ยวิธี dot blotting โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิด มีความ
ไวต ่ากว่าวิธี RT-PCR ประมาณ 100 ÷ 16  = 6.25 เท่า 
 
 
 ................. 
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ภาพประกอบ 32 ภาพตวัอย่างปลานิลและปลาทบัทิมท่ีน ามาใชใ้นการศึกษานี ้ 
 โดยปลานิลและปลาทบัทิมท่ีน ามาใชใ้นการทดลองมีขนาดความยาวล าตวัเฉล่ียประมาณ 
5-7 เซนติเมตร 

A) ตวัอย่างปลาท่ีไม่ติดเชือ้ 
B) ตวัอย่างปลาท่ีติดเชือ้ มีอาการเหงือกบวมและมีเลือดออกบริเวณเหงือกและล าตวั 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ชชัพงศ ์โสภา 
วัน เดือน ปี เกิด 24 มกราคม 2540 
สถานที่เกิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒิการศึกษา พ.ศ. 2561 วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาชีววิทยา  
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