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โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวผลิตโดย

เตรียมตะกอน Ig/BSA complex จากการกระตุน้ภูมิคุม้กันปลาดว้ยโปรตีน BSA แลว้น าซีรมัปลา
มาตกตะกอนกับ BSA ด้วยวิธี immunoprecipitation จากนั้นน าตะกอน Ig/BSA complex มา
ปลกูภูมิคุม้กนัในหนขูาว และท าการเก็บซีรมัจากหนมูาตรวจสอบความจ าเพาะกบัอิมมูโนโกลบูลิ
นของปลาดว้ยวิธี Western blot แลว้ท าการแยกมา้มจากหนตูวัท่ีตอบสนองไดดี้ท่ีสดุมาหลอมรวม
กับเซลลไ์มอีโลมาเพ่ือท าการผลิตเซลลล์ูกผสม  จากการทดสอบดว้ยวิธี dot blot และ Western 
blot พบว่าสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดท้ัง้หมด 8 โคลน แบ่งเป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (6H7, 6H8 และ  15C8 ) จ าเพาะกับโปรตีนสายยาว  กลุ่ม ท่ี  2 
โมโนโคลนอลแอนตบิอดี (6H11) จ าเพาะกบัโปรตีนสายสัน้ และกลุม่ท่ี 3 โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
(4C7, 9D4, 11C9 และ 15G7 ) จ าเพาะกบัโปรตีนสายยาว และเกิดปฎิกิริยาขา้มกบัซีรมัของปลา
นิลได้ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมดอยู่ในคลาส  IgG เม่ือตรวจสอบความไวของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี dot blot พบว่าโคลน 6H7 และ 6H8 มีความไวในการจับกับอิมมูโน
โกลบูลินในซีรมัปลาได้มากท่ีสุด  ดังนั้นจึงน าไปใช้ในการตรวจสอบการตอบสนองภูมิคุ้มกัน
จ าเพาะในปลากะพงขาว หลงัจากการไดร้บัการปลกูภมูิคุม้กนัดว้ยเชือ้แบคทีเรีย Vibrio vulnificus 
จ านวน 2 ครัง้ ดว้ยวิธี triple antibody indirect ELISA พบว่าปลาท่ีไดร้บัการปลูกภูมิคุม้กันดว้ย
เชือ้แบคทีเรียมีระดบัแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะเพิ่มสูงขึน้  ดงันัน้จึงคาดว่าจะสามารถน าแอนติบอดีท่ี
ผลิตไดนี้ไ้ปใชใ้นการพฒันาเป็นชุดตรวจ ELISA ส าหรบัตรวจภูมิคุม้กันจ าเพาะในปลากะพงขาว
หลงัจากการไดร้บัวคัซีนตอ่ไป 

 
ค าส าคญั : โมโนโคลนอลแอนตบิอดี, อิมมโูนโกลบลูิน, ปลากะพงขาว, immunoprecipitation, 
ELISA 

 

 



  จ 

 

 



  ฉ 

บทคดั ย่อภาษาองักฤษ  

Title DEVELOPMENT OF MONOCLANAL ANTIBODY SPECIFIC TO 
IMMUNOGLOBULIN M OF ASIAN SEABASS, LATES 
CALARIFER FOR MONITORING IMMUNE RESPONSE AFTER 
VACCINATION 

Author TANAPON SOONTHONSRIMA 
Degree MASTER OF SCIENCE 
Academic Year 2019 
Thesis Advisor Associate Professor SIWAPORN LONGYANT , Ph.D. 

  
Monoclonal antibodies (MAbs) specific to immunoglobulin (Ig) of Asian sea 

bass were generated using an Ig/BSA complex as immunogen. The Ig/BSA complex 
was obtained by the immunization of the fish with BSA and then the reactive fish anti-
BSA antisera were mixed with BSA to produce the fish Ig/BSA complex. After the Ig/BSA 
complex was immunized in to mice, serum from each mouse was collected to determine 
the specificity of the immunoglobulin of the fish by the Western blot method. One of the 
mice with the best responses  was used as spleen donor for hybridoma production. The 
selection of hybridoma cells was performed by dot blot and Western blot methods. The 
eight hybridoma clones specific to the immunoglobulin of Asian sea bass were 
obtained. They were classified into three groups as follows: group one (6H7, 6H8 and 
15C8) specific to heavy chain of immunoglobulin, group two (6H11) specific to light 
chain of immunoglobulin and group three (4C7, 9D4, 11C9 and 15G7) specific to heavy 
chain of immunoglobulin but demonstrated cross reaction with tilapia serum. All MAbs 
were in the IgG class. The 6H7 and 6H8 demonstrated the highest sensitivity levels. 
These MAbs may be used for the determination of specific immune responses in Asian 
sea bass after immunization with Vibrio vulnificus by indirect ELISA method. Therefore, 
these MAbs could be used to develop an ELISA test kit for determination of the specific 
fish immune response after vaccination. 
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บทที ่1  
บทน า 

 
ภูมิหลัง และความส าคัญของการวิจัย 

ปลากะพงขาว หรือ Asian sea bass (Lates calcarifer) เป็นปลาน า้กร่อย กินเนือ้เป็น
อาหาร และในธรรมชาติสามารถพบได้ตามบริเวณชายฝ่ัง ปัจจุบันมีการเพาะเลีย้งกันอย่าง
แพรห่ลายเน่ืองจากไดร้บัความนิยมในการบริโภคสงู ท าใหเ้ป็นสตัวส์  าคญัทางเศรษฐกิจในหลายๆ 
ประเทศ เช่น ประเทศไทย และประเทศออสเตรเลีย ในระหว่างปี ค.ศ. 2007-2009 ประเทศไทยมี
การส่งออกเนือ้ปลากะพงขาวถึง 104 ตนั คิดเป็นมูลค่าประมาณ 12 ล้านบาท และยังมีการส่ง
ออกลูกปลาประมาณ 38 ลา้นตวั หรือคิดเป็นมูลค่าประมาณ 61 ลา้นบาท (Thipduang, 2012) 
จากมลูค่าท่ีเพิ่มสงูขึน้ของปลากะพงขาวท าใหเ้กษตรกรสนใจหนัมาเพาะเลีย้งปลาชนิดนีม้ากขึน้ 
และมีการเพาะเลีย้งอย่างหนาแน่น ทัง้นีก้ารขาดความเอาใจใส่ในการรกัษาความสะอาดของบ่อ
เลี ้ยงท าให้เกิดการระบาดของโรคซึ่งมีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย และไวรัสหลายชนิด (Azad, 
Jithendran, Shekhar, Thirunavukkarasu, & de la Pena, 2 0 0 6 ; Azad, Shekhar, 
Thirunavukkarasu, & Jithendran, 2 0 0 7 ; Azad et al., 2 0 0 5 ; Azad, Thirunavukkarasu, 
Kailasam, & Rajan, 2004; Sharma, Rathore, Verma, Sadhu, & Philipose, 2013) ดังนั้นการ
ผลิตและใหว้คัซีนต่อเชือ้แบคทีเรีย และไวรสัท่ีก่อโรคดงักล่าวจะช่วยลดความสูญเสียท่ีจะเกิดขึน้
ได ้ท าให้การตรวจสอบประสิทธิภาพของวัคซีนท่ีใช้จึงมีความจ าเป็นอย่างมาก (Chettri et al., 
2015) 

ส าหรบัวิธีการตรวจสอบประสิทธิภาพของวัคซีนไดมี้การพัฒนาเทคนิคทางภูมิคุม้กัน
วิทยาในการตรวจสอบโดยผลิตแอนติบอดี (antibody) ในรูปโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal 
antibody; PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี  (Monoclonal antibody; MAb) ท่ีจ  าเพาะกับ 
อิมมูโนโกลบูลินของปลากระดูกแข็งหลายชนิด (Soonthonsrima, Wangman, Sithigorngul, & 
Longyant, 2017; Yang, Tang, Sheng, Xing, & Zhan, 2018) ซึ่งจากรายงานก่อนหนา้นีว้ิธีการ
เตรียมอิมมโูนโกลบลูินเพ่ือใชเ้ป็นแอนติเจน (antigen) ส าหรบัปลกูภูมิคุม้กนัในหนขูาวท าโดยการ
ใชว้ิธีโครมาโทกราฟีคอลมันต์า่งๆ ในการท าใหบ้รสิทุธ์ิอิมมโูนโกลบลูิน แต่ในการศกึษาครัง้นีใ้ชว้ิธี 
immunoprecipitation ท าโดยใชโ้ปรตีน bovine serum albumin (BSA) ฉีดให้กับปลากะพงขาว
เพ่ื อเป็นการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ต่อ BSA ให้เพิ่ มสูงขึ ้น  และเก็บซีรัมมาท าการตกตะกอน 



  2 

อิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งวิธีการนีมี้ความสะดวก และง่ายในขัน้ตอนการเตรียม รวมถึงมีราคาต ่าเม่ือ
เทียบกบัการใชค้อลมันใ์นการท าใหบ้รสิทุธ์ิอิมมโูนโกลบลูิน จากนัน้น าอิมมโูนโกลบลูินของปลามา
ปลูกภูมิคุม้กันในหนูขาวเพ่ือท าการผลิต และคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะ
กบัอิมมโูนโกลบูลินของปลากะพงขาว และคาดว่าจะสามารถน าแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าใชใ้นการ
ตรวจสอบการเพิ่มขึน้ของภูมิคุม้กันอย่างจ าเพาะดว้ยวิธี  indirect ELISA ได ้และอาจจะสามารถ
ใชแ้อนติบอดีดงักล่าวในการตรวจสอบการติดเชือ้ไวรสั หรือแบคทีเรียก่อโรคในปลาชนิดนีแ้บบ
ทางออ้มไดด้ว้ย 

ส าหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท าโดยน าบี เซลล์  (B-lymphocyte) และ
เซลลม์ะเร็ง (myeloma) มาหลอมรวมกัน เพ่ือใหไ้ดเ้ซลลล์ูกผสม (hybridoma) ท่ีมีคุณสมบตัิใน
การสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกับแอนติเจนท่ีตอ้งการจากบีเซลล ์และความอมตะของเซลลม์ะเร็ง 
ท าใหไ้ดผ้ลผลิตของแอนตบิอดีท่ีไดมี้ความจ าเพาะ และสามารถท าไดใ้นปริมาณมากเทา่ท่ีตอ้งการ 
โดยท าการเลีย้งเซลลล์กูผสมท่ีไดใ้นอาหารเลีย้งเซลล ์แลว้ท าการเก็บน า้เลีย้งมาใชใ้นการทดสอบ
ดว้ยกระบวนการทางภูมิคุม้กันวิทยาต่างๆ ซึ่งสามารถน าไปใชก้ับงานวิจัยพืน้ฐาน  (Y. Li et al., 
2015) จนถึงน ามาประยกุตใ์ชใ้นการวินิจฉัยโรคตา่งๆ เช่น การน าไปใชใ้นการตรวจสอบการติดเชือ้
ไวรสั (Wangman et al., 2012) หรือแบคทีเรียก่อโรคในกุง้ (Pengsuk et al., 2010) เป็นตน้ ดงันัน้
จึงคาดว่าการผลิต และพฒันาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกบัอิมมูโนโกลบูลินของ
ปลากะพงขาวจะสามารถน าไปประยกุตเ์พ่ือใชใ้นการศกึษาและตรวจสอบภูมิคุม้กนัของปลาชนิด
นีไ้ด ้ทัง้นีใ้นปลากระดกูแข็งซึ่งเป็นสตัวมี์กระดกูสนัหลงัท่ีมีระบบภูมิคุม้กนัอย่างจ าเพาะท่ีสามารถ
จดจ าสิ่งแปลกปลอมท่ีเขา้มาสู่รา่งกาย โดยสามารถสรา้งแอนตบิอดี (อิมมโูนโกลบลูิน) มาตอ่ตา้น
และส่งเสรมิการท าลายสิ่งแปลกปลอมของภูมิคุม้กนัตามธรรมชาติได ้ซึ่งการพฒันาและใชว้คัซีน
ส าหรบัการปลูกภูมิคุม้กันเพ่ือต่อตา้นเชือ้โรคท่ีอาจเกิดการระบาดในปลาท่ีมีความส าคัญทาง
เศรษฐกิจ เช่น วคัซีนตอ่เชือ้ไวรสั (Buonocore et al., 2017) และแบคทีเรีย (Chettri et al., 2015) 
โดยรายงานการทดสอบประสิทธิภาพของวคัซีนเหล่านีใ้นการเพิ่มภูมิคุม้กนัตอ่เชือ้ก่อโรคในปลาท่ี
ไดร้บัวคัซีนนัน้ท าโดยวิธีการฉีดเชือ้เป็นใหก้ับปลาท่ีไดร้บัวคัซีน แลว้ท าการเก็บผลอตัราการรอด
ชีวิตของปลาเทียบกับกลุ่มควบคุม (LaFrentz & Shoemaker, 2015; Soto et al., 2016) ซึ่งวิธีนี ้
ท  าใหต้อ้งสญูเสียปลาไปจ านวนมากในการศึกษาแตล่ะครัง้ และอาจเกิดการตายของปลาจากการ
ปนเป้ือนจากเชือ้อ่ืนๆ หรือสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมในการทดลองได ้ดงันัน้การตรวจสอบ
ปริมาณท่ีเพิ่มขึน้ของอิมมูโนโกลบูลินจากซีรมัของปลาท่ีไดร้บัวคัซีนจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมี
ประสิทธิภาพ และมีความจ าเพาะมากกว่าเน่ืองจากอิมมโูนโกลบลูินของปลาเป็นสว่นท่ีตอบสนอง
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ต่อเชื ้อโรคโดยตรง (Chettri et al., 2015; Jaafar et al., 2017; Villumsen, Neumann, Ohtani, 
Strøm, & Raida, 2014)  

ส าหรับการศึกษาครัง้นี ้เป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกับ 
อิมมูโนโกลบูลินทัง้โปรตีนสายยาว หรือโปรตีนสายสัน้ของปลากะพงขาว รวมไปถึงคาดว่าจะได้
แอนติบอดีท่ีมีความไวสงูในการจบักับอิมมูโนโกลบูลิน เพ่ือน าไปพฒันาการตรวจสอบภูมิคุม้กัน
อยา่งจ าเพาะท่ีเพิ่มขึน้หลงัจากปลาชนิดนีไ้ดร้บัวคัซีน หรือตดิเชือ้โรคตา่งๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
ความมุ่งหมายของการวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นีมี้จดุมุง่หมายดงันี ้
1. เพ่ือแยกอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวจากซีรมัของปลาส าหรบัปลกูภูมิคุม้กนัใน

หนขูาว 
2. เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 
3. เพ่ือน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดม้าใชต้รวจการตอบสนองของภูมิคุม้กันอย่าง

จ าเพาะในปลากะพงขาว 
 

ขอบเขตการวิจัย 
1. การแยกอิมมูโนโกลบูลินจากซีรัมปลากะพงขาว และการท าให้บริสุทธ์ิบางส่วน 

อิมมโูนโกลบลูินส าหรบัปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาว 
2. การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 
3. การคัดเลือกและการพิสูจน์คุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะ 

อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวโดยวิธีทางภมูิคุม้กนัวิทยา 
4. การใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบการตอบสนองของภูมิคุม้กันอย่าง

จ าเพาะในปลากะพงขาวดว้ยวิธี ELISA 
 

สมมุตฐิานในการวิจัย 
สามารถเตรียมแอนติเจน Ig/BSA complex ด้วยวิธี immunoprecipitation เพ่ือใช้ใน

การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาวได้ และสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะ
กบัอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 
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ผลทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
1. ไดอิ้มมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวท่ีบรสิทุธ์ิบางสว่นจากวิธี immunoprecipitation  
2. ไดโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวใน

รูปแบบธรรมชาต ิ 
3. สามารถน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าใชใ้นการตรวจสอบการตอบสนอง

ของภมูิคุม้กนัอยา่งจ าเพาะในปลากะพงขาวตอ่เชือ้ท่ีปลกูภมูิคุม้กนัได ้
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บทที ่2  
เอกสารทีเ่กี่ยวข้อง 

 
1. ชีววิทยาของปลากะพงขาว 

ปล ากะพ งขาว  ห รื อ  Asian sea bass ห รื อ  Giant sea perch ห รื อ  Barramundi 
(Mathew, 2009) (ภาพประกอบ 1) เป็นปลาท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศในทวีป
เอเชีย และออสเตรเลีย มีช่ือทางวิทยาศาสตรว์่า Lates calcarifer (Bloch, 1970) ปลาชนิดนีมี้
ขนาดกลางถึงใหญ่มกัอาศยัอยู่กน้พืน้ของชายฝ่ัง หรือปากแม่น า้ ลึกลงไปประมาณ 10-50 เมตร 
กินสตัวน์  า้ขนาดเล็ก เช่น กุง้ ป ูและปลาขนาดเล็กเป็นอาหาร นอกจากนีย้งัเป็นปลาท่ีนิยมล่าเป็น
เกมกีฬาของประเทศออสเตรเลีย เน่ืองจากมีราคา และความตอ้งการจากตลาดสงู รวมไปถึงมีการ
เพาะเลีย้งกันอย่างแพรห่ลายในประเทศต่างๆ ทั่วโลก ในประเทศแถบทวีปเอเชียรูจ้กัปลากะพง
ขาวในช่ือ sea bass แต่ในประเทศออสเตรเลียเรียกปลาชนิดนีว้่า barramundi ในอดีตท่ีผ่านมา
ปลาชนิดนีถ้กูจดัจ าแนกอยู่ในหลายตระกลู (family) เช่น Serranidea เป็นตน้ แตใ่นปัจจบุนัถกูจดั
อยู่ในตระกูล Centropomidea และพบว่ามีการแพร่กระจายตามธรรมชาติในบริเวณมหาสมุทร
อินเดีย ตอนกลาง จนถึงฝ่ังตะวนัตกของมหาสมทุรแปซิฟิคท่ีละตจิดู 24 องศาเหนือถึง 25 องศาใต ้
และลองติจูด  50 องศาตะวันออกถึง 160 องศาตะวันตก (Jerry, 2014 ; Mathew, 2009) 
(ภาพประกอบ 2) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 Lates calcarifer 
 

ท่ีมา: (Jerry, 2014) 
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ภาพประกอบ 2 การกระจายตวัของปลากะพงขาวในธรรมชาติ 

 
ท่ีมา: (Jerry, 2014) 

 
1.1 อนุกรมวิธาณ (Taxonomy) ของปลากะพงขาว 

Phylum: Chordata 
Class:  Pisces 
     Subclass: Teleostomi 
           Order:  Percomorphi (Perciformes) 
     Suborder: Percoidei 
                           Family: Centropomidae (Latidae) 
     Genus: Lates  
          Species: Lates calcarifer (Bloch, 1790) 
ท่ีมา: (Jerry, 2014; Mathew, 2009; วิมล เหมะจนัทร, 2556) 

1.2 โครงสร้าง และลักษณะท่ัวไป 
ปลากะพงขาวไดร้บัความนิยมน ามาบริโภคเป็นจ านวนมากในประเทศแถบเอเชีย 

และประเทศออสเตรเลีย มีการบนัทึกขนาด และน า้หนกัท่ีเลีย้งไดส้งูสดุถึง 44 กิโลกรมั สามารถมี
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ความยาวไดถ้ึง 1.3 เมตร (Mathew, 2009) ลกัษณะล าตวัของปลาชนิดนี ้ค่อนขา้งยาว และแบน
ขา้ง มีปากขนาดกวา้งโดยท่ีขากรรไกรล่างย่ืนยาวกว่าขากรรไกรดา้นบนเล็กนอ้ย มีฟันละเอียดรูป
กรวยเล็กกระจายตวัทัง้ขากรรไกรบนและล่าง มีตาขนาดกลางอยู่ชิดกบัส่วนของจมูก บริเวณช่อง
ปิดเหงือก (operculum) พบขอบหยักท่ีกระดูกส่วน preopercle และมีกระดูกพยุงเย่ือฐานช่อง
เหงือก (branchiostegal ray) จ  านวน 7 ชิน้ยึดติดกันด้วยเย่ือฐานช่องเหงือก (branchiostegal 
mambrane) ครีบหลัง (dorsal fin) อยู่ต  าแหน่งขนานกับครีบทอ้ง (pelvic fin) มีเง่ียง 7 ถึง 9 ชิน้ 
ก้านอ่อน (soft rays) อยู่ถัดจากครีบหลังเล็กน้อย มีจ านวน 10 ถึง 14 ชิน้ ครีบก้น (anal fin) มี
เง่ียง 3 ชิน้ และก้านอ่อน 7 ถึง 9 ชิน้ มีครีบหางชนิด homocercal tail แบบกลม (rounded tail) 
นอกจากนีป้ลากะพงขาวมีขนาดความยาวมาตรฐานล าตวัเท่ากบั 28-34% ซึ่งใหญ่กวา่ปลากะพง 
L. lakdiva แต่มีจ  านวนเกล็ด 6 แถวอยู่ระหว่างครีบหลงักับเสน้กลางล าตวั (lateral line) ซึ่งนอ้ย
กว่าปลากะพง L. japonicas (มีเกล็ด 7-8 แถว) (Jerry, 2014; Mathew, 2009; นิสราภรณ์ เพ็ชร ์
สทุธ์ิ, 2551; วิมล เหมะจนัทร, 2556) 

 
1.3 วงชีวิต 

ปลากะพงขาววยัเจรญิพนัธุจ์ะว่ายจากแหลง่น า้จืดท่ีอาศยัอยูม่าผสมพนัธุใ์นน า้ทะเล
บริเวณท่ีมีความเค็มของน ้าประมาณ 30-32 ppt และมีการปฎิสนธิแบบภายนอก (external 
fertilization) โดยปลาตวัเมียท่ีไข่แก่จะท าการวางไข่ และปลาตวัผูจ้ะท าการปล่อยน า้เชือ้มาผสม
กับไข่ ภายในเวลา 24 ชั่วโมงไข่ท่ีไดร้บัการปฎิสนธิแลว้จะฟักตวั จากนัน้ตวัอ่อน  (fry) จะว่ายไป
เจริญเติบโตในบริเวณของป่าชายเลนจนกระทั้งเม่ื อเจริญเติบโตได้ในระยะหนึ่งจะว่ายทวน
กระแสน า้ขึน้ไปอาศยัในแหล่งน า้จืด และใชร้ะยะเวลาอีกประมาณ 3-4 ปีในการเจริญเติบโตจนมี
ระบบสืบพนัธุเ์จริญเติบโตสมบูรณ ์แลว้จึงว่ายออกสู่ทะเลเพ่ือผสมพนัธุแ์ละวางไข่อีกครัง้ (Jerry, 
2014; Mathew, 2009) 

 
2. การเพาะเลีย้งและการเกดิโรคระบาดในปลากะพงขาว 

2.1 การเพาะเลีย้งปลากะพงขาว 
การเพาะเลีย้งปลากะพงขาวมีอย่างแพร่หลายในประเทศแถบเอเชีย และประเทศ

ออสเตรเลีย ในอดีตจนถึงปัจจบุนัไดมี้การพฒันาวิธีการเลีย้ง และเพิ่มผลผลิตจนเป็นอตุสาหกรรม
ส่งออกท่ีส าคญัในหลายๆ ประเทศ โดยท่ีปลากะพงขาวเป็นปลาน า้กรอ่ยท่ีสามารถเลีย้งไดท้ัง้ใน
กระชัง บ่อดิน และบ่อปูน (Aldon, 1997; Tookwinas, 1989) เลีย้งง่าย และเจริญเติบโตเร็ว ใน
การเลีย้งปลาชนิดนีส้ามารถท าไดห้ลากหลายวิธีตัง้แตก่ารเลีย้งในกระชงัตามแหล่งน า้ไหล จนถึง
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การเลีย้งในบ่อท่ีขุดขึน้ และไม่จ  าเป็นตอ้งเลีย้งภายในบริเวณใกลช้ายฝ่ัง สามารถเลีย้งในจงัหวดั 
หรือพืน้ท่ีถัดเขา้มาในแผ่นดินได ้การเลีย้งแบบนีอ้าศยัความรูใ้นการปรบัสภาพน า้ใหเ้หมาะสม 
โดยสามารถเลีย้งในน า้ท่ีมีความเค็มตัง้แต่ 0-31 ppt ส าหรบัประเทศไทยในปีค.ศ. 2009 จงัหวัด
ฉะเชิงเทรา ปัตตานี และสงขลา เป็นจงัหวดัท่ีมีการเพาะเลีย้งไดผ้ลผลิตรวมมากท่ีสดุถึง 8,697 ตนั
(Jerry, 2014) 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 3 การเพาะเลีย้งปลากะพงขาวในบอ่ดนิ และในกระชงั 

 
ท่ีมา: (Aldon, 1997) 

การเพาะเลีย้งปลากะพงขาวในประเทศไทยมีการเพาะเลีย้งอยู่ดว้ยกัน 2 รูปแบบ 
ไดแ้ก่ การเพาะเลีย้งในบ่อ และการเลีย้งในกระชงั (ภาพประกอบ 3) อย่างไรก็ตามการเพาะเลีย้ง
ในบ่อยังคงมีความหลากหลายท่ีแตกต่างกันตามสภาพของเกษตรกร และพืน้ท่ีของเกษตรกร 
สามารถแบง่ไดด้งันี ้1. การเลีย้งในนาขา้ว เป็นวิธีของเกษตรกรท่ีสามารถเลีย้งปลากะพงขาวเป็น
รายไดเ้สริมนอกจากการปลูกขา้ว ขอ้ดีของการเลีย้งแบบนีคื้อสามารถใชน้  า้จากนาขา้วเลีย้งปลา
ไปดว้ยได ้แต่ขอ้เสียคือตอ้งใชพ้ันธุ์ปลากะพงขาวท่ีอาศยัในน า้จืดได ้และตอ้งกินอาหารท่ีอยู่ใน
แหล่งนาขา้วได ้เช่น ลูกปลา ลูกกุง้ และแมลง เป็นตน้ 2. การเพาะเลีย้งในนากุง้ วิธีนีเ้หมือนกับ
การเพาะเลีย้งในนาขา้ว แตต่า่งกนัตรงท่ีไมไ่ดเ้ลีย้งกุง้ และปลาพรอ้มกนั เม่ือเลีย้งกุง้เสรจ็เรียบรอ้ย
แลว้จึงค่อยท าความสะอาดบ่อ แลว้จึงน าปลาลงมาเลีย้ง ขอ้ดีคือไม่ตอ้งขุดบ่อใหม่ส าหรบัเลีย้ง
ปลา แตส่ามารถใชบ้อ่กุง้ท่ีใชง้านเสรจ็แลว้มาเลีย้งตอ่ไดเ้ลย นอกจากนีก้ารเลีย้งในบอ่กุง้ยงัมีพืน้ท่ี
มากกว่าการเลีย้งในนาขา้ว ท าใหป้ลามีพืน้ท่ีในการว่าย และอาศยัอยู่ในบอ่ แต่ขอ้เสียคือหากบ่อ
กุง้นัน้ท าความสะอาดไม่ดี หรือมีการระบาดของโรคท่ีมีมาก่อนหนา้นีแ้ลว้โรคนัน้สามารถติดต่อสู่
ปลาไดก็้จะส่งผลใหป้ลาเกิดความเสียหายไดเ้ช่นเดียวกัน 3. การเลีย้งในบ่อดินแบบพัฒนา โดย
อาศยัองคค์วามรูใ้นการบรหิารจดัการน า้ และการตรวจสอบโรคเขา้มาชว่ยในการจดัการ ส่วนใหญ่
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การเลีย้งแบบนีเ้ป็นระบบปิด คือไม่มีน า้จากแหล่งธรรมชาติท่ีไมไ่ดร้บัการบ าบดัเขา้มาเจือปน และ
ไม่มีน า้จากภายในท่ีปราศจากการบ าบัดออกสู่ธรรมชาติ นอกจากนีก้ารเลีย้งแบบนีมี้การเสริม
อาหารใหก้ับปลา และมีการตรวจสอบคณุภาพอาหาร และสารอาหารใหเ้หมาะสมกับปลาก่อน 
เพ่ือปอ้งกนัโรคท่ีอาจปนเป้ือนมากบัอาหาร ขอ้ดีของวิธีการเลีย้งแบบนีคื้อมีประสิทธิภาพสงู ท าให้
ไดผ้ลผลิตของปลาคงท่ี และไม่เกิดโรคระบาดรุนแรง ขอ้เสียคือมีค่าใชจ้่ายในการด าเนินการสูง 
(นิสราภรณ ์เพ็ชรส์ทุธ์ิ, 2551) 

การเพาะเลีย้งในกระชงั เป็นอีกหนึ่งวิธีท่ีนิยมในการเพาะเลีย้งปลากะพงขาวกนัอยา่ง
แพรห่ลาย วิธีนีน้ิยมท ากนัในพืน้ท่ีท่ีมีแหล่งน า้ไหล เช่น แม่น า้ ปากแม่น า้ และชายฝ่ังทะเล ปลาท่ี
สามารถเลีย้งดว้ยวิธีนีไ้ดต้อ้งมีขนาดความกวา้งล าตวัมากกวา่ความกวา้งของตาข่ายท่ีใชเ้ลีย้ง วิธี
นีมี้อตัราการรอดของปลาสงูเน่ืองจากไม่เกิดปัญหาเรื่องน า้เสียมากนกั เพราะของเสียถกูพดัพาไป
กบักระแสน า้ หรือตกลงกน้แหลง่น า้ ขอ้ดีอีกอย่างหนึ่งของวิธีนีคื้อไมจ่  าเป็นตอ้งใหอ้าหารบอ่ย หรือ
ตลอดเวลา เน่ืองจากไดแ้หล่งอาหารท่ีถกูพามากบักระแสน า้ อย่างไรก็ตามวิธีนีก็้มีขอ้เสียอยูไ่ดแ้ก่ 
อาหารบางส่วนท่ีใหก้บัปลานัน้อาจหลดุลอดตาข่ายไปได ้ท าใหป้ลาไดร้บัอาหารไม่เพียงพอ หรือ
ไม่ไดอ้ย่างเต็มท่ี และอาจเกิดการระบาดของโรคจากแหล่งน า้ท่ีเลีย้งได ้(Jerry, 2014; นิสราภรณ ์
เพ็ชรส์ทุธ์ิ, 2551) 

   
2.2 การเกิดโรคระบาดในปลากะพงขาว 

ในปัจจุบนัความตอ้งการในการบริโภคปลากะพงขาวในตลาดท่ีเพิ่มสูงขึน้ ส่งผลให้
เกิดแรงจูงใจใหเ้กษตรกรจ านวนมากสนใจหันมาเพาะเลีย้งปลาชนิดนีใ้นบ่อในปริมาณมากขึน้ 
และมีการปล่อยปลาท่ีมีความหนาแน่นเพิ่มขึน้ เพ่ือตอ้งการใหไ้ดผ้ลผลิตจ านวนมากและรวดเร็ว 
การขาดการจดัการดแูลความสะอาด รวมไปถึงคณุภาพน า้ท าใหเ้กิดปัญหาท่ีส าคญัตามมาคือการ
ป่วยของปลา และการแพร่ระบาดของโรคท่ีเกิดขึน้อย่างรวดเร็วท าใหเ้กิดการตายของปลา และ
ความเสียหายแก่เกษตรกรผูเ้พาะเลีย้ง โดยทั่วไปแลว้อาจมีการปนเป้ือนของเชือ้ท่ีก่อโรคเช่น ไวรสั 
และแบคทีเรียในแหล่งน า้ตามธรรมชาติอยู่แลว้ แต่ความรุนแรงของการระบาดของโรคขึน้อยู่กับ
หลายปัจจยั เช่น ความหนาแน่นของปลา ความเครียดของปลา อณุหภูมิ  และความเป็นกรด-ดา่ง
ของน า้ เป็นตน้ ปัจจยัเหลา่นีมี้ผลท าใหภู้มิคุม้กนัของปลาลดลง สง่ผลใหป้ลาออ่นแอและท าใหเ้กิด
การติดเชื ้อโรคต่างๆ ได้ง่ายขึน้ ส  าหรับโรคท่ีเกิดกับปลากะพงขาวมีสาเหตุมาจากทั้งไวรัส 
แบคทีเรีย ฟังไจ และปรสิต ไวรสัท่ีมีบทบาทในการสรา้งความเสียหายใหก้ับปลาในชนิดนีไ้ดแ้ก่ 
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Nodaviridea และ Iridoviridea ส่วนแบคทีเรียท่ีก่อโรคส าคญัไดแ้ก่ Vibrio, Streptococcus และ 
Flexibacter  (Jerry, 2014) 

แบคทีเรียในสกลุ Vibrio เป็นสาเหตหุนึ่งท่ีท าใหส้ตัวน์  า้ตายเป็นจ านวนมาก (Flegel, 
2012; Hjerde et al., 2008) โดยแบคทีเรียในสกุลนี ้เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative) 
รูปร่างเป็นแท่ง (rod) และมีแฟลเจลลมัท่ีขัว้ของเซลล ์(polar flagella) เป็นสาเหตุส  าคญัท่ีท าให้
เกิดโรค Vibriosis ในสตัวน์  า้ เช่น กุง้ หอย และปลาทะเล โดย Vibrio spp.ท่ีเป็นสาเหตใุหเ้กิดโรคนี ้
ได้แก่ V. salmonicida โดยสายพันธุ์นี ้มีรายงานการระบาดในฟารม์เพาะเลีย้งปลาแซลมอน
ประเทศนอรเ์วย์ ส่งผลให้ปลาตายเป็นจ านวนมาก (Bruno, Noguera, & Poppe, 2013), V. 
parahaemolyticus เป็นสายพนัธุท่ี์เกิดการระบาด และส่งผลอนัตรายตอ่มนษุยแ์ลว้ยงัเป็นสาเหตุ
ท่ีท าใหเ้กิดโรค Acute hepatopancreatic necrosis ส่งผลใหมี้การตายและอตัราการเจริญเติบโต
ชา้ในกุ้งขาวอีกดว้ย (De Schryver, Defoirdt, & Sorgeloos, 2014), V. harveyi เป็นสายพันธุ์ท่ี
ก่อใหเ้กิดโรคในสตัวน์  า้หลายชนิด ก่อใหเ้กิดการตายอย่างเฉียบพลนัในตวัอ่อนของกุง้ หอย และ
เป็นเชือ้ฉวยโอกาสในปลาทะเลไดด้ว้ย (Mohamad et al., 2019) และ V. vulnificus เป็นสาเหตใุห้
เกิดการตายในมนษุยส์งูถึงรอ้ยละ 50 และพบวา่มีการตดิเชือ้ในปลาทะเล และปลาน า้จืดในหลาย
ประเทศทั่วโลก เช่น ปลาไหลญ่ีปุ่ น, ปลาไหลยุโรป ปลาเทราต ์และปลากะพง เป็นตน้ (Austin & 
Austin, 2016) ลักษณะอาการของโรค Vibriosis ในปลาไดแ้ก่ มีการอกัเสบบวมแดงบริเวณทอ้ง 
และดา้นขา้งของล าตวั มีอาการครีบเน่า และมีเลือดคลั่งบริเวณครีบ ช่องปาก ทวารหนัก และ
ทางเดินอาหาร นอกจากนีอ้าจพบตุม่หนองตามบรเิวณล าตวั และโคนหางของปลาดว้ย โดยอาการ
ของโรคนีม้กัพบอาการของโรค gastroenteritis ประกอบดว้ย นัน้คือมีอาการอกัเสบของทางเดิน
อาหาร และยงัพบวา่มีการอกัเสบบวมของอวยัวะภายใน เชน่ ตบั มา้ม และไตรว่มดว้ย การระบาด
ของโรค Vibriosis สามารถส่งผ่านไดแ้บบ horizontal transmission เน่ืองจากเชือ้สามารถติดต่อ
ผ่านปลาท่ีเป็นโรคสู่ปลาปกติได้ โดยน ้าท่ีปนเป้ือนเชือ้เป็นตัวน าพาโรคไปนั้นเอง ดังนั้นการ
ตรวจสอบ และรกัษาความสะอาดของบ่อเลีย้งจึงมีความส าคญัในการป้องกันปลาจากโรคนีไ้ด ้
(Mohamad et al., 2019) 
3. วัคซนี และการป้องกันโรคระบาดในปลา 

ปลากะพงขาวมีระบบภูมิคุ้มกันอย่างจ าเพาะซึ่งมีความสามารถในการจดจ าสิ่ง
แปลกปลอมท่ีเคยเขา้มารุกรานในรา่งกายได ้รวมทัง้สามารถตอบสนองตอ่สิ่งแปลกปลอมท่ีเขา้มา
ครัง้ท่ี 2 ไดอ้ย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ ดงันัน้นกัวิจยัจึงใชค้วามสามารถนีม้าใชป้ระโยชนใ์น
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การปลูกภูมิคุม้กันโดยอาศยัวัคซีน (vaccine) เป็นเครื่องมือในการสรา้งภูมิต่อเชือ้ท่ีปลาจะเผชิญ
ในสภาพการเลีย้ง 

มีรายงานการพัฒนาวัคซีนต่อเชือ้ชนิดต่างๆ ท่ีสามารถก่อโรคในปลาท่ีส าคัญทาง
เศรษฐกิจ ตวัอย่างเช่นในปลากะพงขาว ในปี ค.ศ. 2007  Kumer และคณะไดท้ าการพฒันาวคัซีน
ต่อเชือ้ Vibrio anguillarum ดว้ยวคัซีนชนิดใชดี้เอ็นเอ (DNA vaccine) โดยใชร้หสัพันธุกรรมของ
เชือ้แบคทีเรียในส่วนของ outer membrane porin (OMP) ท่ีเก่ียวขอ้งกับการส่ือสารของแบคทีเรีย
ชนิดนีม้าใช้ในการท าวัคซีน และท าการให้วัคซีนนีโ้ดยวิธีการแช่ (immersion) และการฉีดเข้า
บริเวณกลา้มเนือ้ (intramuscular injection) แลว้ท าการตรวจสอบภูมิคุม้กันแบบหลั่งแอนติบอดี 
(humoral immune response) ด้ ว ย วิ ธี  ELISA ห รื อ  enzyme-linked immunosorbent assay 
(Kumar, Parameswaran, Ahmed, Musthaq, & Hameed, 2 0 0 7 )  โด ย ใช้ โพ ลี โค ล น อ ล -
แอนติบอดีจากกระตา่ยท่ีจ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูินของปลาส าหรบัการตรวจสอบ ซึ่งปัญหาของ
การใช้แอนติบอดีแบบโพลีโคลนอลแอนติบอดีคือในแต่ละครัง้ของการผลิตประสิทธิภาพ และ
ความจ าเพาะของแอนติบอดีอาจไม่คงท่ี โดยมีความจ าเพาะต่ออิพิโทป (epitope) บนผิว
แอนติเจนหลากหลาย จึงอาจท าใหเ้กิดปฎิกิริยาขา้มได ้นอกจากนีย้งัมีรายงานการพฒันาวคัซีน
ต่อเชือ้โรคอ่ืนๆ ไดแ้ก่ วัคซีนต่อ Flavobacterium columnare (Shoemaker, Klesius, Drennan, 
& Evans, 2011), วัค ซีน ท่ี ให้ทางปาก และทวารหนัก  (oral and anal vaccination) ต่อเชื ้อ 
Yersinia ruckeri ท่ีก่อให้เกิดโรค Enteric redmouth disease (ERM) ในปลาเทราส์ (Villumsen 
et al., 2014), วคัซีนจากซีรมัปลาท่ีไดร้บัการปลูกภูมิคุม้กัน หรือวคัซีนเชือ้ตาย (Collado, Fouz, 
Sanjuan, & Amaro, 2000) ต่อเชื ้อ V. vulnificus ในปลานิล และปลาไหล (Esteve-Gassent, 
Fouz, & Amaro, 2004 ; Fouz et al., 2001 ; LaFrentz & Shoemaker, 2015), วัค ซีนต่อ เชื ้อ 
Streptococcus agalactiae ในปลานิล (Soto et al., 2016), วัคซีนแบบแช่ต่อโรค ERM (Chettri 
et al., 2015; Jaafar et al., 2017), วัค ซีนต่อไวรัส  Betanodavirus (Buonocore et al., 2017), 
วั ค ซี น ต่ อ เ ชื ้ อ  Aeromonas salmonicida (Rønneseth, Haugland, Colquhoun, Brudal, & 
Wergeland, 2017) แล ะวัค ซี น แบบแช่ ต่ อ เชื ้อ  F. psychrophilum (Hoare, Ngo, Bartie, & 
Adams, 2017) เป็นตน้ อย่างไรก็ดีนอกจากการใหว้คัซีนกบัปลาเพ่ือตา้นทานต่อโรคแลว้ ปัจจบุนั
นิยมท่ีใช้พืชสมุนไพร หรือพืชในท้องถ่ินมาผสมอาหารแล้วให้ปลากินเป็นอาหารเพ่ือให้ปลามี
ภูมิคุม้กันท่ีสงูขึน้ (Ali, Ambasankar, Saiyad Musthafa, & Harikrishnan, 2017; Mahmoud, Al-
Sagheer, Reda, Mahgoub, & Ayyat, 2017; Talpur & Ikhwanuddin, 2013) 
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4. ระบบภูมิคุ้มกันในปลากระดูกแข็ง 
ระบบภูมิคุม้กนัของสตัวส์ามารถแบง่ออกเป็น 2 ประเภท คือ 1. ภูมิคุม้กนัตามธรรมชาติ 

(innate immunity) และ 2. ภูมิคุม้กันแบบจ าเพาะ (adaptive immunity) ทัง้นีใ้นสตัวไ์ม่มีกระดูก
สนัหลงั (invertebrate) เช่น ฟองน า้ กุง้ ป ูพบเฉพาะภูมิคุม้กนัตามธรรมชาติ และไม่สามารถแยก
ความแตกตา่งระหว่างเนือ้เย่ือแต่ละชนิดได ้ในทางตรงกันข้ามสตัวมี์กระดกูสนัหลงั (vertebrate) 
สามารถพบไดท้ัง้ภูมิคุม้กันตามธรรมชาติ และภูมิคุม้กันแบบจ าเพาะ นอกจากนีย้งัมีการพฒันา
ของเนือ้เย่ือท่ีเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุม้กันกระจายตัวอยู่ตามทางเดินอาหาร ในกลุ่มของปลา
กระดกูแข็ง (teleost fish) สามารถพบอวยัวะในระบบน า้เหลืองไดแ้ก่ ตอ่มไทมสั (thymus gland), 
ไข ก ระดู ก  (bone marrow)  แล ะ เนื ้ อ เ ย่ื อ น ้ า เห ลื อ งบ ริ เวณ ไต  (renal lymphoid tissue) 
(ภาพประกอบ  4) (Van Muiswinkel, 1995; ไพศาล สิทธิกรกุล , 2548) ทั้งนี ้ภูมิคุ้มกันตาม
ธรรมชาติ และภูมิคุม้กนัอยา่งจ าเพาะสามารถจ าแนกลงไปไดอี้ก คือภูมิคุม้กนัแบบพึ่งเซลล ์ (cell-
mediated immunity) เก่ียวขอ้งกับปฎิสัมพันธ์ระหว่างเซลลท่ี์เขา้มาท าลายสิ่งแปลกปลอม เช่น 
เซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดตา่งๆ และภมูิคุม้กนัแบบไม่พึ่งเซลล ์(humoral immunity) เก่ียวขอ้งกบัการ
หลั่งสารคดัหลั่งท่ีผลิตจากเซลลม์าก าจดั หรือส่งเสริมการท าลายสิ่งแปลกปลอมท่ีเขา้สู่รา่งกายได ้
ทั้งแบบจ าเพาะกับสิ่งแปลกปลอม เช่น แอนติบอดี และไม่จ  าเพาะกับสิ่งแปลกปลอม เช่น 
complement เป็นตน้ (Male, Brostoff, Roth, & Roitt, 2006; รบัพร กิตตวิชัร, 2556) 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 4 แสดงต าแหนง่อวยัวะในระบบน า้เหลืองของปลากระดกูแข็ง T; ตอ่มไทมสั, RLT; 

เนือ้เย่ือน า้เหลืองบรเิวณไต และ S; มา้ม 
 

ท่ีมา: (Van Muiswinkel, 1995) 



  13 

4.1 ภูมิคุ้มกันตามธรรมชาต ิ
ส าหรบัภูมิคุ้มกันตามธรรมชาติในปลากระดูกแข็งพบแนวป้องกันทางกายภาพ 

(physical barrier) และแนวป้องกันทางสรีรวิทยา (physiological barrier) เป็นปราการดา้นแรกท่ี
สามารถใช้ในการป้องกันไม่ให้เชือ้โรค และสิ่งแปลกปลอมเข้าสู่ร่างกายได้ หรือหากเข้ามาสู่
รา่งกายก็สามารถท าลาย หรือหยดุยัง้การเจรญิเติบโต และความรุนแรงท่ีสง่ผลเสียตอ่รา่งกายของ
ปลาได ้แนวปอ้งกนันีป้ระกอบดว้ยเกล็ดของปลา เย่ือเมือกผิวหนงับรเิวณเหงือก และเย่ือบทุางเดิน
อาหาร เป็นตน้ นอกจากนีย้ังมีการหลั่งสารคดัหลั่งออกมาบริเวณเย่ือเมือกต่างๆ ทัง้ในทางเดิน
อาหาร และผิวหนังภายนอก ตวัอย่างเช่น สาร transferin ช่วยในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียได้ โดยการศึกษาในปลาแซลมอล  Oncorhynchus kisutch พบว่าสาร transferin 
สามารถยับยั้งการติดเชื ้อแบคทีเรียบริเวณไตได้ (Van Muiswinkel, 1995), สาร lectins ช่วย
ส่งเสริมกระบวนการ phagocytosis, C-reactive protein, interferon, complement และ IgM ท่ี
หลั่งออกมาบริเวณเย่ือเมือก (Magnadottir, 2006) ในปัจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทาง
ภูมิคุม้กนัของเย่ือเมือก (mucosal immunity) เน่ืองจากเป็นบริเวณท่ีไดส้มัผสักบัเชือ้โดยตรง และ
มีการตอบสนองเป็นบริเวณแรกๆ ดงันัน้ในการตรวจสอบประสิทธิภาพของอาหารเสริม หรือวคัซีน
ตอ่โรคตา่งๆ จึงนิยมท าการตรวจวดัการท างานของภูมิคุม้กันแบบนีม้ากขึน้ (Hoare et al., 2017; 
Salinas, Zhang, & Sunyer, 2011; Talpur & Ikhwanuddin, 2013; Yang, Tang, Sheng, Xing, 
& Zhan, 2017; Yang et al., 2018) 

4.2 ภูมิคุ้มกันอย่างจ าเพาะ 
ภูมิคุม้กันอย่างจ าเพาะชนิดหลั่งแอนติบอดีถือว่าเป็นวิธีการต่อตา้น และก าจัดสิ่ง

แปลกปลอมท่ีส าคญั มีประสิทธิภาพ ความจ าเพาะ และสามารถจดจ าสิ่งแปลกปลอมท่ีเขา้มาได้
เม่ือเกิดการรุกรานซ า้จะสามารถท างานเพ่ือก าจดัสิ่งแปลกปลอมนัน้ไดร้วดเร็วขึน้ ทัง้นีก้ารศกึษา
ในปลากระดูกแข็ง เช่น ปลาม้าลายพบว่าบี-ลิมโฟไซตมี์การพัฒนาในตบัอ่อน (pancreas) ใน
ระยะแรกของการเจริญ แล้วจึงเคล่ือนท่ีไปพัฒนา และเพิ่มจ านวนอย่างถาวรท่ีไขกระดูก เม่ือ
พฒันาเป็นระยะท่ีสมบรูณแ์ลว้ บี-ลิมโฟไซตจ์ะเคล่ือนท่ีไปอยู่ในอวยัวะน า้เหลืองตา่งๆ ในรา่งกาย
ของปลา (Lieschke & Trede, 2009) บนผิวเซลลข์องบี-ลิมโฟไซตข์องปลากระดูกแข็งสามารถ
พบอิมมูโนโกลบูลินชนิดต่างๆ ได้แก่ พบทั้ง  IgM และ IgD, พบเฉพาะ IgM หรือ IgD และพบ
เฉพาะ IgT (Secombes & Wang, 2012) แต่ปลากระดกูแข็งบางชนิดพบบี-ลิมโฟไซตท่ี์มีรูปแบบ
อิมมโูนโกลบลูินท่ีปรากฎบนผิวดงักลา่วเป็น IgM รว่มกบั IgD และ IgT เท่านัน้ เชน่ ในปลาเรนโบว์
เทราส ์(Y. A. Zhang et al., 2010) 
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5. อิมมูโนโกลบูลินในปลากระดูกแข็ง 
อิมมูโนโกลบูลิน หรือแอนติบอดี เป็นสารชีวโมเลกลุชนิดไกลโครโปรตีน (glycoprotein) 

มีคุณสมบตัิในการจับกับแอนติเจนหรือสิ่งแปลกปลอมอย่างจ าเพาะ ถูกสรา้งมาจากลิมโฟไซต์
ชนิดบี และท าหนา้ท่ีช่วยในการก าจดั และสลายแอนติเจน (neutralization) หรือสิ่งแปลกปลอมท่ี
เขา้สูร่า่งกายได ้(Male et al., 2006) 

อิมมูโนโกลบูลินประกอบด้วยโมเลกุลของโปรตีนสายยาว (heavy chain; IgH) และ
โปรตีนสายสั้น (light chain; IgL) อย่างละ 1 คู่ โปรตีนทั้ง 2 ชนิด มีส่วนแปรปรวน (variable 
region) และส่วนคงท่ี (constant region) ประกอบกันอยู่ในอตัราส่วนท่ีต่างกัน บริเวณท่ีมีความ
แปรปรวนนีท้  าใหแ้อนติบอดีมีความจ าเพาะตอ่สิ่งแปลกปลอมประกอบดว้ย โปรตีนสายยาว และ
โปรตีนสายสัน้ท่ีเช่ือมต่อกันดว้ยพันธะไดซัลไฟด ์(disulfide bond) ระหว่างกรดอะมิโนซิสเทอีน 
(cysteine) ท าใหมี้รูปรา่งสองมิติเหมือนรูปตวัอกัษร “Y” อิมมูโนโกลบลูินสามารถจ าแนกออกเป็น
ไอโซไทป์ (isotype) ชนิดต่างๆ ได้จากส่วนของโปรตีนสายยาว ในสัตวเ์ลีย้งลูกด้วยน า้นมพบ 
ไอโซไทป์ของอิมมูโนโกลบูลินอยู่ 5 ชนิด ได้แก่ IgM, IgG, IgA, IgD และ IgE แต่ส าหรับปลา
กระดูกแข็งพบเพียง 3 ชนิด ได้แก่  IgM, IgD และ IgT/Z ส่วนของ IgM และ IgD มีลักษณะ
ใกลเ้คียงกนัระหวา่งสตัวมี์กระดกูสนัหลงั ส าหรบั IgT/Z พบเฉพาะในปลากระดกูแข็ง (T หมายถึง 
teleost fish และ Z หมายถึง ปลาม้าลาย หรือ zebra fish) ทั้งนี ้IgM ถือเป็นอิมมูโนโกลบูลินท่ี
เก่าแก่มากท่ีสุด และในปลา อิมมูโนโกลบูลินชนิดนี ้ ท  าหน้าท่ีหลักในการตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอม ส่วน IgD เป็นอิมมโูนโกลบลูินท่ียงัไม่ทราบหนา้ท่ีแน่ชดั แตส่นันิษฐานวา่เก่ียวขอ้งกบั
การกระตุ้นและส่งเสริมภูมิคุ้มกันตามธรรมชาติ ส  าหรับ IgT/Z มีบทบาทเก่ียวข้องกับการ
ตอบสนองของภูมิคุม้กันเย่ือเมือก ซึ่งพบว่ามีการหลั่ง และท างานในทางเดินอาหาร โดยสามารถ
ถูกกระตุ้นให้มีการผลิตและตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมในทางเดินอาหารได้ (Mashoof & 
Criscitiello, 2016; Secombes & Wang, 2012; Y. A. Zhang et al., 2010) 
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ภาพประกอบ 5 อิมมโูนโกลบลูินท่ีมีลกัษณะ 4 แขน (tetramer) ในซีรมัปลากระดกูแข็ง ซึ่งเช่ือมตอ่
กนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟด ์ไดแ้ก่ IgM และ IgT เปรียบเทียบกบัอิมมโูนโกลบลูินท่ีมีลกัษณะ 5 แขน 

(pemtamer) ในซีรมัมนษุย ์ซึ่งเช่ือมตอ่กนัดว้ยโปรตีน J (J chain) 
ดดัแปลงจาก: Hordvik, 2015 (Hordvik, 2015) 

 
IgM ท่ีพบในซีรัมของปลากระดูกแข็งมีการแสดงออกตั้งแต่ช่วงแรกของระยะการ

เจริญ เติบโตประมาณ  4 วันหลังจากการปฎิสนธิ (Secombes & Wang, 2012) และเป็น
แอนติบอดีชนิดแรกท่ีตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมท่ีพบ โครงสร้างของ  IgM มีขนาดใหญ่ 
ประกอบดว้ย 4 แขน (tetramer) (ภาพประกอบ 5A) แต่ในปลาบางชนิดสามารถพบ IgM ในรูป
แขนเดียว (monomer) ไดเ้ช่นกนั ตวัอย่างเช่น กลุ่มปลากะรงั (grouper fish) และกลุ่มปลาเทราต ์
เป็นต้น (Mashoof & Criscitiello, 2016) ซึ่งแตกต่างจาก IgM ของสัตวเ์ลีย้งลูกด้วยน ้านมท่ีมี
โครงสรา้งประกอบดว้ย 5 แขน (pentamer) ท่ีมีโปรตีน J (J chain) เช่ือมแขนทัง้หมดของอิมมูโน
โกลบลูินเขา้ไวด้ว้ยกนั (ภาพประกอบ 5C) สว่นในปลาจะยึดกนัโดยใชพ้นัธะไดซลัไฟตใ์นการเช่ือม
กันแทน (Kaattari et al., 2006) ในปลาสามารถพบปริมาณความเข้มข้นของ  IgM ในซีรัมได้
ระหว่าง 800-9,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Ye, Kaattari, Ma, & Kaattari, 2013) ซึ่งนอกจากมี
บทบาทส าคญัในระบบภูมิคุม้กันอย่างจ าเพาะแลว้ ยงัมีส่วนรว่มท่ีส าคญัในระบบคอมพลีเมนต ์
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และการเกิด opsonization ไดอี้กดว้ย นอกจากนีใ้นปี ค.ศ. 2005 Hansen และคณะไดค้น้พบอิมมู
โนโกลบูลินชนิด IgT ในทางเดินอาหารของปลาท่ีมีการติดเชือ้ปรสิตโดยมีการเพิ่มขึน้อย่างมี
นยัส าคญั และมีบทบาทไปตลอดการตดิเชือ้ปรสิตในทางเดนิอาหารนัน้ ทัง้นีโ้ครงสรา้งของ IgT จะ
มีลกัษณะเป็นแขนเดียวบนผิวเซลล ์(ภาพประกอบ 5D) และเป็นโครงสรา้ง 4 แขนในบริเวณเย่ือ
เมือก (ภาพประกอบ 5B) ดงันัน้ IgT จึงเป็นกญุแจส าคญัในการศึกษาภูมิคุม้กันเย่ือเมือกรว่มกับ 
IgM ดว้ย (Hansen, Landis, & Phillips, 2005)  

นอกจากนีย้ังมีรายงานการศึกษาโครงสรา้ง และการจ าแนกอิมมูโนโกลบูลินของปลา
กระดูกแข็งหลายชนิด เช่น ปลากะพง (European seabass), ปลากะพงแดง (gilthead sea 
bream) (Palenzuela, SitjÀ-Bobadilla, & Alvarez-Pellitero, 1996), ปลานิล (Smith, Gebhard, 
Housman, Levy, & Noga, 1993), ปลาแซลมอล, ปลาฮาลิงบคั (halibut), ปลากเุลา (haddock), 
ปลาคอต (cod) (Magnadottir, 1998), ปลากะพงขาว (Choudhury & Pani Prasad, 2011) เป็น
ต้น โดยพบว่าปลาส่วนใหญ่ มีอิมมูโนโกลบูลินท่ีมีขนาดอยู่ระหว่าง 600-900 กิโลดาลตัน
ประกอบดว้ยโปรตีน 2 สาย โดยโปรตีนสายยาวมีขนาดอยู่ท่ี 60-77 และโปรตีนสายสัน้มีขนาดอยู่
ระหวา่ง 22-26 กิโลดาลตนัตามล าดบั (Van Muiswinkel, 1995) 

 
6. โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

โมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นเครื่องมือท่ีดีส าหรับการติดตามเป้าหมายได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ เน่ืองจากมีคุณสมบัติการจับกันอย่างจ าเพาะของแอนติเจน -แอนติบอดีท าให้
สามารถพัฒนาไปใชใ้นการตรวจสอบเชือ้โรคและปรสิตขนาดเล็กได ้ซึ่งนอกจากน าไปใชใ้นทาง
การแพทยแ์ลว้ ยงัสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาชีววิทยาของภูมิคุม้กนัในปลากระดกูแข็ง
ไดด้ว้ย โดยการน ามาใชเ้ป็นเครื่องมือในการติดตามการท างานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กัน หรือ
ตรวจสอบการเพิ่มขึน้ของแอนตบิอดีเม่ือปลามีการติดเชือ้ หรือไดร้บัวคัซีน และยงัสามารถน าไปใช้
ในการท าใหบ้ริสทุธ์ิอิมมูโนโกลบลูินของปลาเพ่ือใชใ้นการศึกษาโครงสรา้งของอิมมโูนโกลบลูินได้
อีกดว้ย (Palenzuela et al., 1996)  

ส าหรบัการผลิตแอนติบอดีในรูปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีอาศยัหลักการของการ
หลอมรวมเซลล ์(somatic hybridization) เริ่มตน้จากน าบีเซลลท่ี์ไดจ้ากการกระตุน้ดว้ยแอนติเจน
ท่ีต้องการมาหลอมรวมกับเซลล์มะเร็งของพลาสมาเซลล์โดยอาศัยพอลิเอทิ ลีนไกลคอน 
(polyethylene glycol ; PEG) ท าใหไ้ดเ้ซลลล์กูผสมหรือไฮบริโดมาเป็นผลผลิต โดยเซลลล์กูผสมท่ี
ได้จะมีคุณสมบัติจากเซลลด์ั่ งเดิมมาด้วยคือ คุณสมบัติการสรา้งแอนติบอดีของบีเซลล์ และ
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คณุสมบตัิสามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนไดต้ลอดของเซลลม์ะเร็ง ท าใหเ้ซลลล์ูกผสมสามารถสรา้ง
แอนตบิอดี และแบง่ตวัไดอ้ยา่งไม่มีท่ีสิน้สดุ อย่างไรก็ตามบีเซลลแ์ละเซลลม์ะเรง็ไม่สามารถหลอม
รวมกันไดทุ้กเซลล ์เน่ืองจากการหลอมรวมกันของเซลลเ์กิดขึน้อย่างสุ่ม แลว้อาจมีบีเซลล ์หรือ
เซลลม์ะเร็งหลอมรวมกันเอง ดงันัน้จึงจ  าเป็นตอ้งมีสภาวะท่ีเหมาะสมกับเซลลล์ูกผสมเท่านัน้ท่ี
สามารถอยู่รอดได ้ซึ่งวิธีท่ีนิยมใชคื้อการใชเ้ซลลม์ะเร็งของเม็ดเลือดขาวท่ีมีความบกพรอ่งในการ
สร้างเอมไซม์ hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) ท่ี เก่ียวข้องกับ
การสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทป์ในกระบวนการ salvage pathway จึงท าใหเ้ซลลม์ะเรง็เม็ดเลือดขาวท่ี
ไม่ ได้หลอมรวมกับบี เซลล์ไม่ สามารถ เจริญ ในอาหารเลี ้ย ง เซลล์ ท่ี เติม ไฮ โปแซน ทีน 
(hypoxanthine), อะมินอปเทอรีน (aminopterine) และ ไทมิดีน (thymidine) หรือ HAT medium 
เซลลล์กูผสมท่ีเกิดจากการรวมกนัของบีเซลล ์และเซลลม์ะเร็งของพลาสมาเซลลเ์ท่านัน้ท่ีสามารถ
รอดชีวิตใน HAT medium ได้ เพราะได้เอมไซม์ HGPRT จากบีเซลล์ ส่วนบีเซลล์ท่ีหลอมรวม
กันเองสามารถรอดชีวิตเพียงระยะเวลาสั้นๆ และตายไปในท่ีสุด  การใช้ HAT medium ในการ
คดัเลือกเลือกเซลลล์กูผสมอาศยัความสามารถในการสงัเคราะหน์ิวคลีโอไทป์ดว้ย 2 กระบวนการ 
คือ  de novo pathway และ salvage pathway โดยอะมินอปเทอรีนจะยับยั้งกระบวนการ  
de novo pathway เซลลจ์ึงถูกบงัคบัใหเ้ปล่ียนมาใช ้salvage pathway อาศยัไฮโปแซนทีน และ
ไทมิดีนในการเจริญปกติต่อไปได ้นอกจากนีเ้ซลลม์ะเร็งของพลาสมาเซลลน์อกจากจะบกพร่อง  
เอมไซม ์HGPRT แลว้ จะตอ้งไม่สามารถสรา้งอิมมูโนโกลบูลินอีกดว้ย เพ่ือใหแ้น่ใจว่าการสรา้ง
แอนติบอดีท่ีเกิดขึน้นัน้มาจากเซลลล์ูกผสมเท่านัน้ เม่ือไดเ้ซลลล์ูกผสมแลว้ ตอ้งมีขัน้ตอนในการ
คดัเลือกเซลลล์กูผสมท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัแอนติเจนท่ีตอ้งการ เน่ืองจากมีเพียงบางเซลล์
เทา่นัน้ท่ีหลั่งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัแอนติเจน วิธีท่ีนิยมใชใ้นการตรวจสอบ เชน่ ELISA (enzyme 
linked immunosorbent assay) หรือการทดสอบดว้ยวิธีการทางภูมิคุม้กนัวิทยา เช่น วิธี Western 
blot, dot blot, immunohistochemistry และวิธีอ่ืนๆ เม่ือคดัเลือกเซลลล์ูกผสมท่ีสรา้งแอนติบอดี
ตอ่แอนติเจนไดแ้ลว้ ตอ้งท าการโคลนซ า้ (reclone) เพ่ือใหม้ั่นใจว่าเซลลล์ูกผสมโคลนนัน้มาจาก
เซลลต์น้ก าเนิดจากเซลลล์กูผสมเซลลเ์ดียวเทา่นัน้ จากนัน้จงึท าการเพิ่มจ านวนเซลลเ์พ่ือผลิตโมโน
โคลนอลแอนตบิอดีใหไ้ดป้รมิาณมากตอ่ไป (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 

 
7. การผลิตแอนตบิอดจี าเพาะตอ่อิมมูโนโกลบูลินของปลากระดูกแข็ง  

จากรายงานการผลิตแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินของปลาพบว่ามีการผลิต
แอนติบอดีทัง้ในรูปแบบโพลีโคลนอลแอนติบอดี และโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปลากระดกูแข็ง



  18 

ชนิดต่างๆ ดงัตาราง 1 ทัง้นีก้ารผลิตแอนติบอดี บางส่วนไดมี้การพฒันาออกมาในเชิงการคา้แลว้ 
เพ่ือใชศ้ึกษาการตอบสนองภูมิคุม้กันอย่างจ าเพาะของปลา หรือน าไปประยุกตใ์ชใ้นการติดตาม
อิมมูโนโกลบูลินดว้ยวิธีทางภูมิคุม้กันวิทยา เช่น Western blot, ELISA, immunohistochemistry 
แล ะ  immunofluorescence เป็ น ต้น  (Shelby, Shoemaker, Evans, & Klesius, 2001; Sood, 
Chaudhary, Singh, & Rathore, 2012; Suresh Babu, 2015; Suresh Babu, Shankar, 
Honnananda, & Abhiman, 2014; W. Zhang, Tang, Sheng, Xing, & Zhan, 2017) 

ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลานัน้มีขัน้ตอนท่ี
ส าคญัคือการเตรียมแอนติเจนใหมี้ความบริสุทธ์ิสูง และมีปริมาณมากเพียงพอส าหรบัใชใ้นการ
ปลูกภูมิคุม้กัน วิธีการเตรียมอิมมูโนโกลบูลินของปลาเพ่ือใชเ้ป็นแอนติเจนนัน้มีอยู่หลากหลาย
รูปแบบ วิ ธี ท่ี ได้รับความ นิยม คือการท าให้บริสุท ธ์ิด้วยการใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟี 
(chromatographic column) เ ช่ น  ค อ ลั ม น์  BSA agarose (Bag, Makesh, Rajendran, & 
Mukherjee, 2009; Rathore, Kumar, Sood, Kapoor, & Lakra, 2008; Sood et al., 2012), 
คอลัมน ์anti-mouse IgG agarose (Smith et al., 1993), คอลมัน ์mannan-binding protein (Al-
Harbi, Truax, & Thune, 2000), ค อ ลั ม น์ ช นิ ด แ ล ก เป ล่ี ย น ป ระ จุ  CM Gel blue column 
(Magnadottir, 1998; Magnadottir, Kristjansdottir, & Gudmundsdottir, 1996) แ ล ะ  gel 
filtration (Romestand, Breuil, Bourmaud, Coeurdacier, & Bouix, 1995; Shelby et al., 2001; 
van der Heijden, Rooijakkers, Booms, Rombout, & Boon, 1995; Vesely, Reschova, 
Pokorová, Hulova, & Smržová, 2006) เ ป็ น ต้ น  น อ ก จ า ก นี้ ยั ง มี ก า ร ท า ใ ห้ บ ริ สุ ท ธ์ิ 
อิมมู โน โกลบูลิ นด้วยวิ ธี  immunoprecipitation (Miyadai, Ootani, Tahara, Aoki, & Saitoh, 

2004; Soonthonsrima et al., 2017) รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ 
อิมมโูนโกลบลูินของปลาชนิดตา่งๆ มีดงันี ้

ในปี ค.ศ. 2004 Miyadai และคณะได้รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินท่ีอยู่ในซีรมั และบนผิวเซลลข์องปลาปักเป้า โดยแยกอิมมูโนโกลบูลิ
นจากซีรมัของปลาชนิดนีด้ว้ยคอลมันช์นิดแลกเปล่ียนประจ ุรวมทัง้เตรียมอิมมโูนโกลบลูินจากการ
ฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัดว้ยไวรสัใหก้บัปลา แลว้ท าการแยกอิมมโูนโกลบลูินท่ีมีความจ าเพาะกบัไวรสั
ดว้ยคอลัมนท่ี์ตรึงส่วนของไวรสัไวภ้ายใน จากนั้นท าการปลูกภูมิคุม้กันในหนูขาว และท าการ
หลอมรวมเซลล์ม้ามกับเซลล์มะเร็งเพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 16F3 สามารถจบักบัอิมมโูนโกลบลูินทัง้รูปแบบท่ีเสียสภาพ และรูปแบบธรรมชาตท่ีิท า
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การแยกจากวิธีทัง้ 2 วิธี แตโ่มโนโคลนอลแอนติบอดี 4H5 สามารถจบักบัอิมมโูนโกลบลูินของปลา
ชนิดนีไ้ดเ้ฉพาะรูปแบบธรรมชาตเิทา่นัน้ (Miyadai et al., 2004) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2007 Li และคณะไดท้ าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะ
กบัอิมมโูนโกลบูลินของปลาฮาลิบคัญ่ีปุ่ นโดยเตรียมอิมมูโนโกลบูลินจากการกระตุน้ปลาดว้ยเชือ้
ไวรสัท่ีตายแลว้ เพ่ือเพิ่มปรมิาณของอิมมโูนโกลบลูินในซีรมัของปลาใหม้ากขึน้ ซึ่งวิธีการนีไ้ดมี้การ
รายงานการศกึษาจ านวนมาก เชน่ การใชโ้ปรตีน BSA ปลกูภูมิคุม้กนัในปลา แลว้ท าการเก็บเลือด
บริเวณโคนหางของปลามาท าใหบ้ริสุทธ์ิอิมมโูนโกลบูลินดว้ยคอลมัน ์BSA-Cl agarose (Rathore 
et al., 2008) หรือการกระตุน้ภูมิคุ้มกันด้วย BSA ในปลานิล แต่ใช้คุณสมบัติการท าปฎิกิริยา
ของอิมมู โน โกลบูลิ น ท่ี จ  า เพาะกับ  BSA ในการท าให้บ ริสุท ธ์ิ อิมมู โน โกลบูลิ นด้วย วิ ธี 

immunoprecipitation (Soonthonsrima et al., 2017) นอกจากนีย้ังมีการเตรียมอิมมูโนโกลบูลิ
นจากเลือดของปลาโดยตรง เช่นจากรายงานของ Li และคณะ ท าโดยการเก็บเลือดจากปลาฮา
ลิบคัญ่ีปุ่ น แลว้น าซีรมัท่ีไดม้าตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตเพ่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของอิมมโูน
โกลบลูิน และใชค้อลมัน ์DEAE ในการแยกบริสทุธ์ิอิมมโูนโกลบลูิน แลว้น าไปปลกูภูมิคุม้กนัในหน ู
และผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่าสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจับจ าเพาะกับ
โปรตีนสายยาวของปลาชนิดนีเ้ม่ือตรวจสอบดว้ยวิธี Western blot และสามารถจับกับอิมมูโน
โกลบูลินบนผิวเซลล์ของลิมโฟไซตไ์ด้ (Q. Li, Zhan, Xing, & Sheng, 2007) ซึ่งผลการทดลอง
ดงักลา่วสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Rothore และคณะ (Rathore et al., 2008) 

Purcell และคณะ ในปี ค.ศ. 2012 ไดท้  าการศึกษาการแสดงออกของยีน IgM ของปลา
เฮรร์งิ แลว้ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบั IgM เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนท่ีศกึษา (Purcell et al., 2012) นอกจากนีย้งัมีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใช้
วิธีการทางพนัธุวิศวกรรมในการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนของโปรตีนสายยาวเพ่ือใชใ้นการปลูก
ภูมิคุ้มกันในหนู (Jirapongpairoj, Hirono, & Kondo, 2017; Tang, Liu, Sheng, Xing, & Zhan, 
2017) 

จากรายงานการวิจยัในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ  าเพาะตอ่ IgM ของปลาท่ีผ่าน
มาพบว่าสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกับโปรตีนสายยาว (Q. Li et al., 2007; Purcell et al., 
2012; Rathore et al., 2008; Shin et al., 2006; Sood et al., 2012; Vesely et al., 2006; Yang 
et al., 2018; W. Zhang et al., 2017) หรือสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อโปรตีนสายยาว 
หรือ โปรตีนสายสั้น  (Jang, Woo, Cho, Kyong, & Choi, 2004 ; Magnadottir et al., 1996 ; 
Miyadai et al., 2004 ; Romestand et al., 1995; N. M. S. Santos, Taverne, Taverne-Thiele, 
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de Sousa, & Rombout, 1997; Scapigliati et al., 1996; Suresh Babu et al., 2014; van der 
Heijden et al., 1995; Yang et al., 2017) แตอ่ย่างไรก็ตามแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนสายสัน้
มีความไวต ่ากวา่แอนตบิอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนสายยาว (Yang et al., 2017) 

ตาราง 1 สรุปการผลิตแอนตบิอดีตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากระดกูแข็งชนิดตา่งๆ 
 

ช่ือ/ช่ือวิทยาศาสตร ์ รูปแบบของ
แอนติบอดี 

ความจ าเพาะตอ่ Ig คณะผูว้ิจยั 

ปลากะพง 
Dicentrachus labrax 

MAb H or L chain (Romestand et al., 1995; N. 
M. S. Santos et al., 1997; 
Scapigliati et al., 1996) 

ปลาไหล   
Anguilla anguilla 

MAb H or L chain (van der Heijden et al., 1995) 

ปลาแซลมอล 
Salmo salar 

MAb H or L chain (Magnadottir et al., 1996) 

ปลานิล 
Oreochromis 
niloticus 

MAb & PAb H chain (Al-Harbi et al., 2000; Shelby 
et al., 2001; Soonthonsrima et 
al., 2018), 

ปลากะพงขาว 
Lates calcarifer 

PAb H & L chain (Crosbie & Nowak, 2002) 

ปลาฮาลิบคัญ่ีปุ่ น 
Paralichthys 
olivaceus 

MAb & PAb H or L chain (Jang et al., 2004; Kim et al., 
2017; Tang et al., 2017) 
(Jirapongpairoj et al., 2017; 
Q. Li et al., 2007; M. D. 
Santos et al., 2009) 

ปลาปักเปา้ 
Takifugu rubripes 

MAb H or L chain (Miyadai et al., 2004) 

ปลาคราฟ 
Cyprinus carpio 

MAb H chain (Vesely et al., 2006) 

ปลาหิน MAb H chain (Shin et al., 2006; W. Zhang et 
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Sebastes schlegeli al., 2017) 
ปลาย่ีสกเทศ 
Labeo rohita 

MAb H chain (Bag et al., 2009; Rathore et 
al., 2008; Suresh Babu, 2015; 
Suresh Babu et al., 2014) 

ปลาดกุ 
Clarias batrachus 

MAb H chain (Sood et al., 2012) 

ปลาเฮรร์งิ 
Clupea pallasii 

MAb H chain (Purcell et al., 2012) 

ปลาดกุ 
Rhamdia quelen 

PAb H & L chain (Kreutz, Canova, Nied, 
Bortoluzzi, & Frandoloso, 
2016) 

ปลาลิน้หมา 
Cynoglossus 
semilaevis 

MAb H or L chain (Yang et al., 2017) 

ปลากะพงญ่ีปุ่ น 
Lateolabrax 
japonicas 

MAb H chain (Yang et al., 2018) 

    
PAb หมายถึง โพลีโคลนอลแอนตบิอดี 
MAb หมายถึง โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

8. การประยุกตใ์ช้โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี
โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นงานวิจยัพืน้ฐานทางชีววิทยา การ

วินิจฉัยการติดเชือ้ไวรสัและแบคทีเรีย รวมถึงสามารถน ามาใชใ้นการรกัษาโรคไดอ้ย่างแพรห่ลาย 
ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดีจ  าเพาะต่ออิมมโูนโกลบลูินของปลาชนิดตา่งๆ สามารถน ามาใชใ้น
การตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัอยา่งจ าเพาะหลงัจากปลาไดร้บัเชือ้ หรือไดร้บัวคัซีนตอ่
เชือ้ก่อโรคชนิดต่างๆ ได ้โดยน ามาประยุกตใ์ชใ้นวิธีการทางภูมิคุม้กันวิทยาแบบต่างๆ เช่น dot 
blot, Western blot, immunohistochemistry, immunofluorescent แล ะ  ELISA เป็ น ต้น  ซึ่ ง มี
รายงานการศกึษาดงันี ้
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Shelby และคณะในปี ค.ศ. 2001 ไดท้  าการพัฒนาวิธีการตรวจสอบการตอบสนองต่อ
เชือ้ Streptococus iniae ในปลานิลดว้ยวิธีการ indirect ELISA โดยใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูินของปลานิล ตอ่มาในปี ค.ศ. 2008 Rathore และคณะไดท้ าการพฒันา
วิธีตรวจสอบการตอบสนองของภูมิคุม้กันอย่างจ าเพาะต่อเชือ้ Edwardsiella tarda ในปลาย่ีสก
เทศดว้ยวิธี indirect ELISA โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลิน 
ของปลาชนิดนี ้(Rathore et al., 2008) เช่นเดียวกับการตรวจสอบภูมิคุม้กันอย่างจ าเพาะต่อเชือ้ 
E. tarda ในปลาดกุ (Sood et al., 2012) และปลาหิน (W. Zhang et al., 2017) จากรายงานการ
วิจยัขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นถึงการประยุกตใ์ชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบการเพิ่มขึน้
ของภูมิคุ้มกันอย่างจ าเพาะของปลาเม่ือได้รับเชื ้อด้วยวิธี indirect ELISA ซึ่งวิธีนี ้เป็นวิธีท่ีมี
ประสิทธิภาพสงู และสามารถท าไดใ้นหอ้งปฎิบตัิพืน้ฐานไดง้่าย อย่างไรก็ตามขัน้ตอนการทดสอบ
ยังต้องใช้ระยะเวลาในการท าท่ีมากกว่าวิธี ELISA แบบปกติ เน่ืองจากต้องใช้แอนติบอดีท่ี
เก่ียวขอ้งถึง 3 ชนิด ไดแ้ก่ แอนติบอดีของปลาท่ีจ าเพาะกับแอนติเจน แอนติบอดีตวัท่ี 2 ท่ีจ  าเพาะ
กับแอนติบอดีของปลา และแอนติบอดีตัวท่ี  3 ท่ีจ  าเพาะกับแอนติบอดีตัวท่ี 2 ท าให้มีการเพิ่ม
ระยะเวลาในการบ่มท่ีนานขึน้ ดงันัน้ในปี ค.ศ. 2015 Casini และคณะไดร้ายงานการพัฒนาวิธี 
ELISA ความไวสงู โดยอาศยัระยะเวลาประมาณ 30 นาทีในการบม่แอนติบอดีทัง้หมด โดยมีความ
แตกต่างจากวิธี ELISA ปกติคือการผสมแอนติบอดีตัวท่ี  2 และ 3 เข้าดว้ยกันในหลอดทดลอง
ก่อนท่ีน ามาบม่กบัแอนติบอดีตวัท่ี 1 ท่ีจบักบัแอนติเจนท่ีตรงึไวใ้นเพลท ELISA (Casini, Fontani, 
Ruggiero, Balducci, & Berti, 2015)  นอกจากการประยุกตใ์ชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีดงักล่าว 
ยงัสามารถใชใ้นการศึกษาอิมมูโนโกลบูลินบนผิวเซลลใ์นเนือ้เย่ือ หรือในหลอดเลือดของปลาได ้
เช่น Tang และคณะในปี ค.ศ. 2017 ใช้วิธี immunofluorescence ในการศึกษา IgD ในหลอด
เลือดของปลาลิน้เสือ (Tang et al., 2017) หรือ Yang และคณะในปี ค.ศ. 2017 และ 2018 ได้
พฒันาโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการศึกษาความเก่ียวขอ้งของกระบวนการฟาโกไซโทซิส และ 
IgM บนผิวเซลลข์องลิมโฟไซต ์(Yang et al., 2017, 2018) 

ดงันัน้ในการศึกษาครัง้นี ้เม่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะตอ่อิมมโูนโกลบลูิน 
ของปลากะพงขาวได้ คาดว่าจะสามารถใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้นี ้ในการตรวจ  
ภมูิคุม้กนัแบบจ าเพาะในปลากะพงขาวหลงัจากการไดร้บัวคัซีนของแบคทีเรียท่ีก่อโรคในปลาชนิด
นี ้ได้ โดยจะท าการตรวจสอบด้วยวิธี indirect ELISA ซึ่งวิธี ELISA นี ้ เป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการ
ตรวจสอบแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกบัแอนติเจนภายในซีรมั เช่น การตรวจแอนตบิอดีท่ีจ  าเพาะ
กบัไวรสั HIV ในมนษุย ์โดยท าการตรงึไวรสัท่ีกน้หลมุของเพลท ELISA แลว้ท าการบม่ดว้ยซีรมัจาก
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ผู้ป่วย จากนั้นใส่แอนติบอดีตัวท่ีสองซึ่งจ  าเพาะกับแอนติบอดีของผู้ป่วย เม่ือใส่สารละลาย 
ซับสเตรตท าใหเ้กิดการเปล่ียนสีของสารละลาย ท าการวัดค่าสีท่ีปรากฎขึน้เพ่ือใชว้ิเคราะหผ์ล
ตอ่ไป (Barnum, 2005) ซึ่งหลกัการ ELISA สามารถน ามาประยกุตใ์ชก้บัตรวจสอบการตอบสนอง
ภูมิคุม้กนัอย่างจ าเพาะของปลาตอ่เชือ้โรคท่ีไดร้บั โดยตรงึแอนติเจนของเชือ้นัน้ท่ีกน้หลุม และบ่ม
ด้วยซีรัมของปลาท่ีได้รับเชื ้อ จากนั้นบ่มซ ้าด้วยโมโนโคลนอลแอนติ บอดี ท่ีจ  าเพาะกับ 
อิมมูโนโกลบลูินของปลา และบม่ดว้ยแอนติบอดีตวัท่ีสามท่ีจ าเพาะกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูินของปลา 
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บทที ่3  
วธีิการด าเนินการวจิยั 

 
อุปกรณแ์ละสารเคม ี

1. สัตวท์ีใ่ช้ในการทดลอง 
1.1 หนขูาว (Swiss mouse) จากศนูยส์ตัวท์ดลองแหง่ชาต ิ

มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขตศาลายา จงัหวดันครปฐม 
1.2 ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) จากฟารม์ในจงัหวดั

สมทุรสงคราม 
1.3. ปลานิล (Oreochromis niloticus) จากฟารม์ในจงัหวดั

สมทุรสงคราม 
2. เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 2 
 
ตาราง 2 เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

เครื่องมือท่ีใชใ้นการทดลอง บรษิัท 
1. เครื่อง electrophoresis apparatus  
2. ชดุ transblot apparatus 
3. เครื่อง microcentrifuge รุน่ 7M 
4. เครื่องผสมสาร (Vortex mixter) 
5. ตูป้ลอดเชือ้ (horizontal laminar flow cabinets) 
6. ตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์(5% CO2 incubator) 
7. เครื่องชั่ง รุน่ A200S 
8. หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ดว้ยไอน า้ รุน่ HA-36 
9. ตูแ้ชแ่ข็ง -20 องศาเซลเซียส 
10. ตูแ้ชแ่ข็ง -70 องศาเซลเซียส 

Bio-Rad 
Bio-Rad 
Spectrafuge 
Scientific industries 
NUAIRE 
NUAIRE 
Sartorius 
Hirayama 
Sanyo 
Sanyo 
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3. สารเคมี 
สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง ดงัตาราง 3 
 
ตาราง 3 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 

สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง บรษิัท 
1. fetal bovine serum  
2. polyethylene glycol (PEG)  
3. dimethylsulfoxide (DMSO)  
4. hypoxanthine  
5. aminopterin  
6. nitrocellulose membrane   
7. diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)  
8. goat anti – mouse horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) 
9. goat anti – rabbit horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP)  
10.ชดุ Zymed’s Mouse MonoAb (HRP)  
11. อาหารเลีย้งเซลล ์RPMI 1640  
12. ยาปฎิชีวนะ ampicillin  
13. ยาปฎิขีวนะ penicillinและ streptomycin  
14. sodium pyruvate  
15. sodium hydrogen carbonate  
16. HEPES  
17. HT supplement  
18. sodium dodecyl sulfate (SDS)  
19.acrylamide  
20. bis acrylamide  
21. glycine  

Hyclone 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Gibco 
GE healthcare  
Sigma 
Bio-Rad 
Bio-Rad 
Zymed 
Gibco 
Sigma 
Corning 
Sigma 
Amresco 
Amresco 
Gibco 
Bio-Rad 
GE healthcare  
Bio basic INC. 
Research Organics 
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ตาราง 2 (ตอ่) 

 
วิธีการด าเนินการทดลอง 
การทดลองประกอบดว้ย 4 ขัน้ตอนดงันี ้
1. การเตรียมอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 
2. การปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาว 
3. การผลิต การคดัเลือก และการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
4. การประยกุตใ์ชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบการตอบสนองภูมิคุม้กนั

อยา่งจ าเพาะในปลากะพงขาว 
ซึ่งขัน้ตอนตา่งๆ สามารถสรุปไดด้งัภาพประกอบ 6 

 
 
 
 
 
 
 

22. tris aminomethane  
23. mercaptoethanol  

Promega 
Sigma 

สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง บรษิัท 
24. thimerosal  
25. triton X-100  
26. ammonium sulfate  
27. TEMED  
28. hydrogen peroxide  
29. coomassie brilliant blue R-250  
30. protein standards  

Sigma 
Sigma 
Promega 
Sigma 
Sigma 
Bio-Rad 
Bio-Rad 
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การกระตุน้ภมูิคุม้กนัในปลากะพงขาวดว้ยโปรตีน BSA 

 
 

การท าใหบ้รสิทุธ์ิบางสว่นอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 
 
 

ปลกูภมูิคุม้กนัหนขูาวดว้ยอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 
 
 

ทดสอบความจ าเพาะของแอนตซีิรมัจากหนขูาว 
 
 

ผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
 
 

การคดัเลือก และทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะ
ตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาว 

 
 

การตรวสอบ class และ subclass, epitope, ความไว, ความจ าเพาะ และการ
ตรวจสอบปฎิกิรยิาขา้มกบัซีรมัของปลานิล 

 
 

การประยกุชใ์ชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบการตอบสนองภมูิคุม้กนั
อยา่งจ าเพาะของปลากะพงขาว 
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ภาพประกอบ 6 สรุปขัน้ตอนในการด าเนินงานวิจยั 
1. การเตรียมอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาว 

1.1 การกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลากะพงขาวด้วยโปรตีน bovine serum 
albumin (BSA) 

น าปลากะพงขาว 30 ตวั ขนาด 15-30 เซนติเมตร มาเลีย้งในบอ่เลีย้งขนาด 1 X 1 X 
0.5 เมตร บ่อละ 5 ตัว เป็นเวลา 1 สัปดาห์เพ่ือให้ปลาปรับสภาพกับสิ่งแวดล้อม จากนั้นน า
สารละลายโปรตีน BSA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตรผสมกบั complete Freund’s adjuvant 
(CFA) ในอัตราส่วน 1:1 ฉีดเขา้ท่ีบริเวณช่องทอ้ง (intraperitoneal cavity) ของปลาปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร/ตัว  และท าการฉีดซ ้าอีก 3 ครั้งทุกๆ  3 สัปดาห์โดยใช้สารละลาย BSA ผสมกับ 
incomplete Freund’s adjuvant (IFA) แทน หลังจากการฉีดกระตุน้ครัง้ท่ี 4 เป็นเวลา 1 สัปดาห์
ท าการเก็บเลือดบริเวณโคนหางของปลาใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิว (microcentrifuge tube) 
หลอดละประมาณ 1 มิลลิลิตร น าไปป่ัน (centrifuge) ท่ีความเร็ว 5,000 รอบ/นาทีเป็นเวลา 10 
นาที แยกส่วนใสท่ีเป็นซีรมัเก็บเอาไวเ้พ่ือน ามาตรวจสอบการสรา้งแอนติบอดีต่อ BSA ดว้ยวิธี
ดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชั่น (double immunodiffusion) คดัเลือกซีรมัท่ีมีอิมมูโนโกลบูลินท่ีจ  าเพาะ
ตอ่ BSA สงูส าหรบัใชใ้นการแยกอิมมโูนโกลบลูินในขัน้ตอนตอ่ไป 

1.2 การทดสอบการตอบสนองของภูมิคุ้มกันในปลากะพงขาวด้วยวิธี 
ดับเบิลอิมมูโนดฟิฟิวช่ัน  

เตรียมวุ้น 1% ละลายใน PBS (phosphate buffered saline pH 7.2) ท่ีอุณหภูมิ 
55-60 oC เทวุน้ปริมาตร 5-6 มิลลิลิตรลงบนแผ่นสไลดก์ระจายใหส้ม ่าเสมอ ทิง้ไวใ้หแ้ข็งตวั เจาะ
วุน้ใหเ้ป็นหลุมกลม และดดูเศษวุน้ในหลมุออก ใส่สารละลาย BSA ลงหลุมตรงกลางและซีรมัของ
ปลาท่ีตอ้งการทดสอบลงในหลมุรอบๆ บม่แผ่นสไลดใ์นกล่องชืน้ท่ี 37 oC เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
จากนัน้สงัเกตการเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติซีรมัของปลากะพงขาวกับ BSA โดยสงัเกตเสน้ของ
การตกตะกอน น าแผ่นสไลดไ์ปแช่ในน า้กลั่นเป็นเวลา 72 ชั่วโมงเปล่ียนน า้กลั่นทุกๆ 12 ชั่วโมง 
เพ่ือลา้งโปรตีนส่วนท่ีเหลือออก  น าไปยอ้มดว้ยสียอ้ม (0.1% coomassie blue R-250 เมทานอล 
50% กรดอะซีติก 10%) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ลา้งดว้ยน า้ยาลา้งสี I (เมทานอล 50% กรดอะซีติก 
10%) เป็นเวลา 30 นาที และน า้ยาลา้งสี II (เมทานอล 5% กรดอะซีติก 7%) ตามล าดบั จนกระทั่ง

วุน้ในส่วนท่ีไม่มีตะกอนใส แลว้ตากให้แห้ง  (Smith et al., 1993; Soonthonsrima et al., 2017; 
ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 
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1.3 การท าให้บริสุทธิ์บางส่วนอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวด้วยวิธี 
immunoprecipitation 

น าซีรมัของปลากะพงขาวท่ีเกิดปฏิกิริยาตกตะกอนกับ BSA ในขอ้ 1.2 มารวมกัน
แลว้ผสมกับ BSA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตรในอัตราส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ 1:1, 1:2, 1:3, 3:1 
และ 2:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มไว้เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง จากนั้นท าการแยกตะกอน Ig/BSA 
complex โดยป่ันท่ีความเร็ว 8,000 รอบ/นาทีเป็นเวลา 10 นาทีและลา้งตะกอนดว้ย PBS 3 ครัง้ 
น าตะกอน Ig/BSA complex ท่ีได้มาเติม PBS ปริมาตร 100 ไมโครลิตรแล้วท าการวัดความ
เข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี  Bradford (Bradford, 1976) เก็บไว้ท่ี  -20 oC จนกระทั่ งน าไปใช้
ตรวจสอบองคป์ระกอบดว้ยวิธี SDS-PAGE และใชใ้นการปลกูภมูิคุม้กนัในหนขูาวตอ่ไป 

1.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ Ig/BSA complex ด้วยวิธ ีsodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

น าตะกอน Ig/BSA complex จากการตกตะกอนในขอ้ 1.3 BSA และซีรมัปลากะพง
ขาวท่ีไม่ไดป้ลกูภูมิคุม้กนั มาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า 80 โวตต ์เป็นเวลา 120 นาที ผ่าน 15% SDS-
PAGE จากนัน้น าแผ่น SDS-PAGE ท่ีมีโปรตีนท่ีแยกตามขนาดโมเลกลุแลว้มายอ้มสี coomassie 
blue R-250 เป็นเวลา 15-30 นาที แลว้ลา้งดว้ยน า้ยาลา้งสี I และน า้ยาลา้งสี II ตามล าดบัจนกว่า
สีสว่นเกินหลดุออกหมด ตรวจสอบผลโดยการเปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีแยกได ้

 
2. การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาว 

น าหนูขาว จ านวน 4 ตวั มาฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กัน โดยท าการฉีดดว้ย Ig/BSA complex 
ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร ผสมกับ CFA ในอัตราส่วน 1:1 ท าการฉีดกระตุน้หนูซ  า้อีก 3 
ครัง้ ในทุกๆ 2 สปัดาห ์โดยใชแ้อนติเจนท่ีฉีดหนูผสมกับ IFA ในอตัราส่วน 1:1 เช่นเดียวกัน หลัง
การฉีดกระตุ้นครัง้สุดท้าย 1 สัปดาห์ ท าการเก็บซีรัมของหนูขาวแต่ละตัวมาตรวจสอบการ
ตอบสนองท่ีจ าเพาะตอ่อิมมูโนโกลบูลินจากซีรมัของปลากะพง โดยวิธี Western blot โดยน าซีรมั
ปลาท่ีไม่ได้รับการปลูกภูมิคุ้มกัน  ตะกอน Ig/BSA complex และโปรตีน BSA มาแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าผ่าน SDS-PAGE แล้วท าการย้ายโปรตีนจากแผ่น SDS-PAGE สู่กระดาษไนโตร
เซลลโูลส คดัเลือกหนท่ีูมีการตอบสนองดีท่ีสดุ เพ่ือใชใ้นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่ไป 
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3. การผลิต การคัดเลือก และการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอล
แอนตบิอด ี

3.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
น าหนท่ีูใหผ้ลตอบสนองกบัแอนติเจนไดดี้ท่ีสุดมาใชใ้นการผลิตเซลลล์กูผสมโดยท า

การผ่าตดัน ามา้มมาบดแยกกระจายใหเ้ป็นเซลลเ์ด่ียวๆ จากนัน้น าเซลลม์า้มหลอมรวมกับ P3X 
myeloma cell line ดว้ย 50% polyethylene glycol (PEG) บ่มไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท าการล้าง 
PEG ออก และน าเซลล์ท่ี ได้มาเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเซลล์ RMPI ท่ี มี  HAT (Hypoxanthine 
Aminopterin Thymidine) ท่ีเสริมด้วย 20% fetal bovine serum และเม็ดเลือดแดง 1% ใน 96 
wells microculture plate จ านวน  15 เพลต บ่ม ในตู้ เลี ้ยงเซลล์ท่ี อุณ หภูมิ  37 oC ภายใต้
บรรยากาศคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 7-10 วัน ตรวจสอบการเจริญของเซลลล์ูกผสม
ภายใตก้ล้องจุลทรรศนแ์บบ inverted microscope จากนั้นน าน า้เลีย้งเซลลจ์ากหลุมท่ีมีเซลล์
ลกูผสมมาคดัเลือกโคลนท่ีมีการสรา้งแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกับอิมมโูนโกลบลูินจากซีรมัปลา
กะพงขาวดว้ยวิธี dot blot และ Western blot  

 
3.2 การคัดเลือกเซลลลู์กผสม 

การคดัเลือกเซลลล์กูผสมท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีจ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูิน
ในซีรมัของปลากะพงขาวท า 2 ขัน้ตอน คือขัน้ตอนแรกดว้ยวิธี dot blot และขัน้ตอนท่ี 2 ดว้ยวิธี 
Western blot 

3.2.1 การคดัเลือกขัน้ท่ี 1 ดว้ยวิธี dot blot 
น าซีรมัจากปลากะพงขาวหรือ BSA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตรท่ีเจือจาง 

1:1,000 เท่าด้วย PBS แล้วน ามาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสในจุดแรก  และจุดท่ี  2 
ตามล าดบั ประมาณ 1 ไมโครลิตร/จุด ทิง้ใหแ้หง้ แลว้น าไปแช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 
10 นาที ล้างใน PBS 3 ครัง้ ตัดแบ่งกระดาษไนโตรเซลลูโลส และใส่ลงใน microculture plate 
จากนัน้ใส่แอนตซีิรมัจากหนขูาวท่ีใหผ้ลตอบสนองตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวดีท่ีสดุเจือ
จาง 1:5,000 เท่า หรือน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีตอ้งการทดสอบ โดยเจือจาง 1:8 เท่าดว้ย 1% 
blotto บ่ ม ท่ี อุณ หภู มิ ห้ อ ง เป็ น เวล า  4 ชั่ ว โม ง  ล้ า งด้ วย  PBS 4 ค รั้ง  จ ากนั้ น บ่ ม ด้ว ย  
Goat anti – mouse horseradish peroxidase conjugate (GAM–HRP) เจื อจาง  1:3,000 เป็ น
เวลา 4 ชั่ วโมง ล้างด้วย PBS อีก 3 ครั้ง แช่ในสารละลายซับสเตรทประกอบด้วย 0.03% 
diaminobenzidine (DAB), 0.006% H2O2, 0.05% CoCl2 ละลายใน PBS เป็นเวลา 5 นาที น าไป
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ลา้งน า้ประปาหลายๆ ครัง้ เลือกน า้เลีย้งของเซลลล์กูผสมท่ีมีการสรา้งแอนติบอดีจ าเพาะตอ่ซีรมั
ของปลากะพงขาว แตไ่มท่  าปฎิกิรยิากบัโปรตีน BSA ไปท าการคดัเลือกตอ่ในขัน้ตอนท่ี 2 

3.2.2 การคดัเลือกขัน้ท่ี 2 ดว้ยวิธี dot blot 
น าซีรมัจากปลากะพงขาว หรือ โปรตีน BSA หรือ ตะกอน Ig/BSA complex หรือ

ซีรมัปลานิล น ามาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลสในจดุท่ี 1, 2, 3 และจดุท่ี 4 ตามล าดบั จดุละ
ประมาณ 1 ไมโครลิตร ทิง้ใหแ้หง้แลว้ น าไปแช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 10 นาที ลา้งใน 
PBS 3 ครัง้ แลว้ตดัแบ่งกระดาษไนโตรเซลลูโลส และใส่ลงใน microculture plate จากนัน้น าไป
บม่กบัแอนติซีรมัจากหนขูาว หรือน า้เลีย้งเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีตอ้งการทดสอบ และผ่านกระบวนการ
เช่นเดียวกับขอ้ 3.2.1 เลือกเซลลล์ูกผสมท่ีท าปฎิกิริยากับซีรมัของปลากะพงขาว และตะกอน 
Ig/BSA complex หรือซีรมัของปลานิล แต่ไม่เกิดปฎิกิริยากับโปรตีน BSA ไปท าการคดัเลือกใน
ขัน้ตอนตอ่ไป 

 
3.2.3 การคดัเลือกขัน้ท่ี 2 ดว้ยวิธี Western blot 

3.2.3.1 การตรวจความจ าเพาะโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี Western blot 
น าซีรมัปลากะพงขาวท่ีไม่ไดร้บัการกระตุน้ภูมิคุม้กนั หรือซีรมัปลากะพงขาว

ท่ีไดร้บัการกระตุน้ภูมิคุม้กันดว้ย BSA หรือโปรตีน BSA 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร เจือจาง 1:100 เท่า
ใน PBS มาแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าผ่าน 15% SDS-PAGE แลว้ท าการยา้ยโปรตีนสู่กระดาษ
ไนโตรเซลลโูลส บ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการทดสอบเจือจาง 1:20 เท่าใน 1% blotto 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ก่อนลา้ง PBS  3 ครัง้ จากนั้นบ่มดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1:3,000 เท่า เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง แลว้ลา้ง PBS เตมิสารละลายซบัสเตรตเชน่เดียวกบัวิธี dot blot ในขอ้ 3.2.1 

3.2.3.2 การตรวสอบปฎิกิรยิาขา้มของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่ซีรมัปลานิล
ดว้ยวิธี Western blot 
น าซีรมัปลากะพงขาว หรือปลานิล มาเจือจาง 1:50 เท่าใน PBS แลว้น ามา

แยกโปรตีนใน 15%  SDS-PAGE เช่นเดียวกันกับข้อ 3.2.3.1 จากนั้นบ่มกับโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีท่ีตอ้งการทดสอบเจือจาง 1:20 เท่าใน 1% blotto เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ก่อนลา้งดว้ย PBS 
3 ครั้ง บ่มซ ้าด้วย GAM-HRP เจือจาง 1:3,000 เท่า เป็นเวลา 3 ชั่ วโมง ล้างด้วย PBS เติม
สารละลายซบัสเตรตเชน่เดียวกบัวิธี dot blot ในขอ้ 3.2.1 
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3.2.4 การโคลนซ า้ดว้ยวิธี Limited dilution 
น าโคลนของเซลลล์กูผสมท่ีมีการสรา้งแอนตบิอดีท่ีจ  าเพาะกบัซีรมัปลากะพงขาว

ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกขา้งตน้ มาโคลนซ า้ดว้ยวิธี limited dilution โดยการกระจายเซลลล์กูผสมใน
หลุมของเพลท 96 หลุมเริ่มจากดูดเซลล์จากหลุมท่ีต้องการลงในจานเลี ้ยงเชื ้อประมาณ  1 
ไมโครลิตร นบัจ านวนเซลลใ์หมี้ประมาณ 100 เซลล ์แลว้ท าการเติมอาหาร RPMI ท่ีผสมกบั 20% 
fetal bovine serum และ เม็ดเลือดแดง 1% ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วดูดลงใน 
microculture plate 32 หลุมแรก (แถวท่ี 1-4) หลุมละ 120 ไมโครลิตร จากนัน้เติมอาหาร RPMI 
เพิ่มลงไปอีก 3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ดดูลงใน microculture plate (แถวท่ี 5-8) หลมุละ 120 
ไมโครลิตร และท าเช่นเดียวกันกับแถวท่ี 9-12 จากนั้นน าบ่มในตู้เลีย้งเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 
ภายในบรรยากาศคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 1-2 สปัดาห ์ตรวจสอบการเจริญเติบโตของ
เซลลล์ูกผสม น าน า้เลีย้งเซลลท่ี์มีเซลลล์ูกผสมขึน้เพียง 1 โคลนมาทดสอบดว้ยวิธีการ dot blot 
ก่อนขยายเพ่ือเพิ่มจ านวนเซลลต์อ่ไป 

3.2.4 การเก็บเซลลล์กูผสม 
ท าการเลีย้งเซลลล์กูผสมในอาหาร RPMI ท่ีเติม 20% fetal bovine serum ใหอ้ยู่

ในระยะ log phase แลว้ท าการเก็บเซลลใ์นหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร ป่ันท่ีความเร็ว 3,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 10 นาที แยกสารละลายส่วนบนออกใหเ้หลือเพียงตะกอนของเซลล ์แลว้เติม 12% 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ในอาหาร RMPI ผสมให้เข้ากัน ดูดเซลล์แขวนลอยลงในหลอด
ส าหรับแช่แข็งเซลล์ (cryopreservation tube) หลอด 1 มิลลิลิตร และเก็บรักษาเซลล์ในถัง
ไนโตรเจนเหลว 
4. การพสูิจนเ์อกลักษณข์องโมโนโคลนอลแอนตบิด ี

4.1 การตรวจสอบอิพิโทปทีท่ับซ้อนของแอนตเิจนที่จับโดยโมโนโคลนอล
แอนตบิอดดี้วยวิธี indirect ELISA  

น าซีรมัของปลากะพงขาวความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ใน PBS ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร/หลุมมาใส่ในหลุม 96 หลุมของเพลท ELISA บ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 oC จากนัน้ลา้ง
ดว้ย 0.1% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/หลุม จ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที แลว้เติม 5% blotto 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในหลุมเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ใส่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีตอ้งการ
ทดสอบเจือจาง 1:20 เท่าใน 0.5%  blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุมโดยใช้โมโนโคลนอล
แอนติบอดีชนิดเดียว หรือโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิดผสมกัน บ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนัน้
ลา้งดว้ย 0.1% blotto เช่นเดิม ตามดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1:1,500 เท่า ในสารละลาย 0.5% 
blotto บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ล้างทุกหลุมดว้ย PBS จ านวน 4 ครัง้ๆ ละ 10 นาที 
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ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/หลุม เติมสารละลายซับสเตรตประกอบด้วย  O-phenelenediamine 
(OPD) 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร, 0.006% H2O2 ในสารละลาย 0.1 M citrate buffer pH 4.5 ปรมิาตร 
100 ไมโครลิตร /หลุม  ทิ ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที  หยุดปฎิ กิริยาด้วย 1N H2SO4 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร/หลุม น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรโดยเครื่อง 
microplate reader (ภาพประกอบ 7) 
 
MAb A B C D 
A A+A A+B A+C A+D 
B  B+B B+C B+D 
C   C+C C+D 
D    D+D 
 
ภาพประกอบ 7 การตรวจสอบอิพิโทปทบัซอ้นของแอนตเิจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีดว้ย

วิธี indirect ELISA ( A ถึง D แสดงถึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะชนิด) 
4.2 การจ าแนก Class และ Subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีด้วยวิธี 

Sandwich ELISA โดยใช้ชุด Zymed’s Mouse MonoAb ID (HRP) 
น า  goat anti-Mouse Ig heavy and light chain specific antibody (GAM Ig-

H+L) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ใน PBS ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร/หลมุตรงึในหลมุของ
เพลท ELISA บ่มเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 o C จากนั้นล้างด้วย 0.1% blotto ปริมาตร   
150 ไมโครลิตร/หลุม เป็นจ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีต้องการ
ทดสอบแต่ละชนิดเจือจาง 1:20 เท่า ใน 0.5% blotto ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม ลงในแต่ละ
คอลมัน ์บม่เป็นเวลา 4 ชั่วโมงท่ีอณุหภูมิหอ้ง ลา้งดว้ย 0.1% blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/หลมุ 
จ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที เติม rabbit anti-isotype antibodies แต่ละชนิดเจือจาง 1:50 เท่า 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลมุ ลงในแตล่ะแถว บม่เป็นเวลา 4 ชั่วโมงท่ีอณุหภูมิหอ้ง ลา้งดว้ย 0.1% 
blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/หลุม จ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที จากนัน้เติม goat anti-rabbit 
IgG heavy chain and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAR-HRP) เจื อจาง 
1:1,500 เท่า ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มเป็นเวลา 4 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง ลา้งดว้ย 0.1% 
blotto ปริมาตร 150 ไมโครลิตร/หลุม จ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที เติมสารละลายซบัสเตรต และ
ผา่นกระบวนการเชน่เดียวกนักบัหวัขอ้ 4.1 (ภาพประกอบ 8) 
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4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดดี้วยวิธี dot blot 
น าซีรมัปลากะพงขาวมาท าการเจือจางแบบ two fold serial dilution ดว้ย PBS แลว้

หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสจากนั้นท าการบ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีต้องการ
ทดสอบเจือจาง 1:20 เท่า ใน 1% blotto ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 ชั่วโมง และผ่านกระบวนการ
เช่นเดียวกับขอ้  3.2.1 ตรวจสอบปฎิกิริยาของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสามารถท าปฎิกิริยาใน
ระดบัการเจือจางต ่าท่ีสดุ ซึ่งสามารถสงัเกตไดด้ว้ยตาเปลา่ 

GAM-Ig (H+L) 
 

ลา้งดว้ย 0.1% blotto 
 

MAb ใสแ่ตล่ะแถวในแนวตัง้ 
 

ลา้งดว้ย 0.1% blotto 
 

Rabbit anti-isotype antibody ใสแ่ตล่ะแถวในแนวนอน 
 

ลา้งดว้ย 0.1% blotto 
 

GAR-HRP 
 

ลา้งดว้ย PBS 
 

OPD, H2O2 ใน citrate buffer pH 4.5 
 

1N H2SO4 
 

OD 490 nm 
ภาพประกอบ 8 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

 

3 ครัง้ๆละ 5 นาที 

3 ครัง้ๆละ 5 นาที 

3 ครัง้ๆละ 5 นาที 

4o C ขา้มคืน 

3 ครัง้ๆละ 5 นาที 

4 ชั่วโมง 

1 ชั่วโมง 

4 ชั่วโมง 

5 นาที 

5 นาที 
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5. การประยุกตใ์ช้โมโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการตรวสอบการตอบสนอง
ภูมิคุ้มกันอย่างจ าเพาะในปลากะพงขาว 

5.1 การเตรียมเชือ้แบคทเีรีย Vibrio vulnificus 
ท าการเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย V. vulnificus (จากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร)์ บน

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB (tryptic soy broth) เสริมดว้ย 0.5% Nacl บ่มท่ี 30 oC เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
จากนั้นเก็บเซลลข์องแบคทีเรียโดยการป่ันเหว่ียงท่ี  8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที น าเชือ้
แบคทีเรียท่ีเตรียมได ้มาปรบัค่าใหมี้ปริมาณของแบคทีเรียเท่ากับ 109 CFU/มิลลิลิตรแลว้น าไป
ตรวจสอบชนิดของ Vibrio sp. ดว้ยวิธี Western blot เพ่ือยืนยนัชนิดของแบคทีเรีย V. vulnificus 
โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ V. vulnificus (Surasilp, 2012)จากนัน้น ามาเตรียม
เชือ้ตายดว้ยวิธี heat-killed โดยน าเชือ้ไปอบในตูอ้บความรอ้น 60 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท าการ
ป่ันเหว่ียงท่ีความเรว็ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ลา้งตะกอนดว้ย PBS จ านวน 3 ครัง้ แลว้
ท าการเก็บตะกอนใน PBS ท่ีอณุหภูมิ 4 oC และทดสอบอตัราการรอดชีวิตของเชือ้ดว้ยวิธี spread 
plate technique ถา้ไมมี่โคโลนีของแบคทีเรียปรากฎขึน้ จงึน าเชือ้ท่ีไดไ้ปฉีดปลาตอ่ไป 

5.2 การปลูกภูมิคุ้มกันในปลากะพงขาวด้วยเชือ้ V. vulnificus 
น าปลากะพงขาวจ านวน 20 ตวัมาเลีย้ง และท าการเก็บเลือดบริเวณโคนหาง (วนัท่ี 

0) จากนัน้ 1 สัปดาหแ์บ่งปลาออกเป็นกลุ่ม 2 กลุ่มๆ ละ 10 ตวั ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุมฉีดดว้ย PBS 
และกลุ่มทดลองฉีดดว้ยเชือ้แบคทีเรีย V. vulnificus ที่ท ำใหต้ำยแบบ heat-killed ความเขม้ข้น 
108 CFU/มิลลิลิตรโดยผสมกบั CFA แลว้ฉีดเขา้ทางชอ่งทอ้งปรมิาตร 100 ไมโครลิตร หลงัจากนัน้ 
1 สปัดาหท์ าการเจาะเก็บเลือด (วนัท่ี 14) เพ่ือใชใ้นการตรวจสอบการตอบสนองภูมิคุม้กนัปฐมภูมิ 
และฉีดซ า้ (booster) ในอีก 1 สปัดาหต์อ่มา (วนัท่ี 21) โดยผสมกบั IFA ท าการเจาะเก็บเลือดหลงั
การฉีดครัง้ท่ี 2 แลว้ 1 สปัดาห ์(วนัท่ี 28) น าซีรมัมาตรวจสอบการสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะดว้ยวิธี 
indirect ELISA และ Western blot  

5.3 การตรวจสอบการตอบสนองภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะของปลากะพงด้วย
โมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยวิธี indirect ELISA และ Western blot 

5.3.1 การตรวจสอบการตอบสนองภมูิคุม้กนัแบบจ าเพาะของปลา
กะพงดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีโดยวิธี Triple antibodies indirect ELISA 

น าสารละลายแบคทีเรีย V. vulnificus ความเขม้ขน้ 108 CFU/มิลลิลิตรใส่ลงใน
ถาด 96 หลุม (50 ไมโครลิตร/หลุม) บ่มไวท่ี้ 4 oC ขา้มคืน ลา้งดว้ย 0.5% blotto จ านวน 3 ครัง้ๆ 
ละ 10 นาที บม่กบั 5% blotto หลมุละ 50 ไมโครลิตร/หลมุ เป็นเวลา 15 นาที แลว้น าซีรมัจากปลา
ตวัอย่างก่อน (วนัท่ี 0) และหลงัการฉีด PBS หรือเชือ้แบคทีเรีย (วนัท่ี 14 และ 28) เจือจางท่ีความ
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เขม้ขน้ต่างๆ โดยเจือจางแบบ two fold dilution ดว้ย 1% blotto ใส่ลงไปในแต่ละหลุมปริมาตร 
100 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที ลา้งดว้ย 0.5% blotto แลว้เตมิโม
โนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาว (โคลน 6H8) แล้วบ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่ วโมง ล้าง แล้วเติม GAM-HRP จากนั้นล้างด้วย PBS แล้วเติม
สารละลายซับสเตรตประกอบดว้ย OPD 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร, 0.006% H2O2 ใน 0.1 M citrate 
buffer pH 4.5 ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร/หลมุ ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที หยดุปฎิกิริยาดว้ยการเติม 1N 
H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรโดย
ใชเ้ครื่อง microplate reader น าค่าท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัซีรมัจากกลุ่มควบคมุท่ีไม่ไดท้  าการฉีดเชือ้ 
(ภาพประกอบ 9) 

 5.3.2 การตรวจสอบการตอบสนองภมูิคุม้กนัแบบจ าเพาะของปลา
กะพงดว้ยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีโดยวิธี Western blot 

น าเชื ้อ V. vulnificus มาแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าผ่าน 15% SDS-PAGE 
แลว้ท าการยา้ยโปรตีนสู่กระดาษไนโตรเซลลูโลสดว้ยวิธี Western blot จากนัน้บ่มดว้ยซีรมัของ
ปลาท่ีให้ผลดีจากข้อ 5.3.1 หรือซีรมัปลาท่ีฉีด PBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วล้างออกดว้ย PBS 
จ านวน 3 ครัง้ บ่มต่อดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6H8 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ก่อนลา้งดว้ย 
PBS  3 ครัง้ บ่มซ า้ดว้ย GAM-HRP เจือจาง 1:3,000 เท่า เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ลา้งดว้ย PBS เติม
สารละลายซบัสเตรตเชน่เดียวกบัวิธี dot blot ในขอ้ 3.2.1 
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ภาพประกอบ 9 การใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดีในการตรวจสอบการตอบสนองภมูิคุม้กนัแบบ

จ าเพาะในปลากะพงขาว 
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บทที ่4  
ผลการทดลอง 

1. การเตรียมอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาว 
1.1 การทดสอบการตอบสนองของภูมิคุ้มกันในปลากะพงขาวด้วยวิธี

ดับเบิลอิมมูโนดฟิฟิวช่ัน 
หลงัจากกระตุน้ภูมิคุม้กนัในปลากะพงขาวดว้ยโปรตีน BSA ครัง้ท่ี 4 แลว้ ท าการเก็บซีรมั

จากโคนหางของปลามาท าการตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัพบว่าปลาจ านวน 20 จาก 
30 ตวัใหผ้ลแถบตะกอนหลังจากการยอ้มสีโปรตีนดว้ย Coomassie blue R-250 ชัดเจนระหว่าง
หลุมท่ีใส่โปรตีน BSA และหลุมท่ีใส่ซีรมัของปลาแต่ละตวั (ภาพประกอบ 10) จากนัน้จึงท าการ
รวบรวมซีรมัของปลาทัง้หมดท่ีใหผ้ลบวกกับโปรตีน BSA เพ่ือใชใ้นการแยกอิมมูโนโกลบูลินของ
ปลาตอ่ไป 

1.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของตะกอน Ig/BSA complex ด้วยวิธี SDS-
PAGE 
เม่ือน าซีรมัปลาท่ีเกิดปฏิกิริยาตกตะกอนกับโปรตีน BSA ในหัวขอ้ 1.1 มารวมกันแล้ว

ผสมกับโปรตีน BSA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรในอัตราส่วนต่างๆ กันเพ่ือท าการหา
สดัส่วนการตกตะกอนท่ีดีท่ีสดุ พบว่าไดป้ริมาณตะกอนจากอตัราส่วน 1:1, 1:2, 1:3, 3:1 และ 2:1 
ปริมาตร/ปริมาตร ดงันี ้0.711, 0.201, 0.025, 3.880 และ 2.474 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร ตามล าดบั 
เม่ือท าการตรวจสอบองคป์ระกอบของตะกอน Ig/BSA complex โดยการแยกโปรตีนผ่าน 15% 
SDS-PAGE พบว่าอตัราสว่นการตกตะกอนระหว่างซีรมัปลา และโปรตีน BSA ท่ีใหผ้ลแถบโปรตีน
สายยาว และสายสัน้ของอิมมูโนโกลบูลินของปลาไดช้ดัเจน คืออตัราส่วน 3:1  จึงน าซีรมัท่ีใหผ้ล
บวกกับโปรตีน BSA มาตกตะกอนในอัตราส่วน 3:1 เพ่ือผลิตตะกอน Ig/BSA complex และท า
การตรวจสอบองคป์ระกอบของตะกอนท่ีไดด้ว้ยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทียบกบัซีรมัปลาท่ีไมไ่ดท้  า
การตกตะกอน และโปรตีน BSA พบว่าตะกอน Ig/BSA complex ประกอบดว้ยโปรตีนสายยาวมี
ขนาดประมาณ 80 กิโลดาลตนั โปรตีนสายสัน้มีขนาดประมาณ 25 กิโลดาลตนั และโปรตีน BSA 
ขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตนั นอกจากนีใ้นแถวของตะกอน Ig/BSA complex ไมพ่บโปรตีนอ่ืนๆ 
ปะปนมาเม่ือเทียบกบัแถวของซีรมัปลา (ภาพประกอบ 11)   
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ภาพประกอบ 10 การทดสอบความจ าเพาะของซีรมัของปลาจากการปลกูภมูิคุม้กนัในปลากะพง
ขาวดว้ยโปรตีน BSA ทดสอบดว้ยวิธีดบัเบลิอิมมโูนดฟิฟิวชั่นโดยใสซี่รมัของปลาแตล่ะตวัลงใน
หลมุตา่งๆ (หมายเลข 1-6) และใสโ่ปรตีน BSA ใสไ่วใ้นหลมุตรงกลาง (B) และท าการยอ้มแถบ
ตะกอนดว้ยสียอ้มหลงัจากการเกิดปฏิกิรยิาการตกตะกอนระหวา่งแอนติบอดีของปลากบัโปรตีน 

BSA พบแถบตะกอนสีน า้เงิน (หวัลกูศร) ของซีรมัปลาท่ีมีการตอบสนองสงูปรากฎขึน้ (หลมุท่ี 1, 5 
และ 6) สว่นซีรมัปลาท่ีไมมี่การตอบสนองตอ่โปรตีน BSA หรือมีการตอบสนองนอ้ยไม่พบแถบ

ตะกอนเกิดขึน้ (หลมุท่ี 2, 3 และ 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 11 การตรวจสอบองคป์ระกอบของตะกอน Ig/BSA complex ดว้ยวิธี SDS-PAGE 
โดยน า (1) Ig/BSA complex (2) โปรตีน BSA 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร และ(3) ซีรมัของปลากะพง

ขาวท่ีไมไ่ดร้บัการปลกูภมูิคุม้กนัมาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าจากนัน้ท าการยอ้มสีเจลดว้ยสี 
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coomassie blue R-250 M; โปรตีนมาตรฐาน H; โปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูิน L; โปรตีน
สายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูินและ B; โปรตีน BSA  

2. การปลูกภูมิคุ้มกันในหนูขาว 
หลงัจากน าตะกอน Ig/BSA complex ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1.2 ไปปลกูภูมิคุม้กนัในหนขูาว 

และท าการเก็บซีรมัจากหนูแต่ละตวัมาทดสอบความจ าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินของปลาดว้ยวิธี 
Western blot พบวา่หนทูัง้หมดสามารถตอบสนองตอ่โปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูินของปลา
ไดอ้ย่างจ าเพาะ แต่มีเพียงหนู 2 ตวัท่ีสามารถจบัจ าเพาะกับทัง้โปรตีนสายยาว และสายสัน้ของ 
อิมมโูนโกลบลูินของปลาได ้นอกจากนีย้งัพบว่ามีการสรา้งแอนติบอดีท่ีจบักบัโปรตีนอ่ืนๆ ท่ีพบใน
ซีรมัของปลาไดบ้า้ง และมีบางส่วนท่ีจบัจ าเพาะตอ่โปรตีน BSA ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ Ig/BSA 
complex (ภาพประกอบ 12) จากนัน้น าหนูท่ีมีการสรา้งแอนติบอดีตอบสนองต่อโปรตีนสายยาว 
และสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูินไดดี้ท่ีสดุไปใชใ้นการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
3. การผลิต การคัดเลือก และการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอล
แอนตบิอด ี

จากการคดัเลือกเซลลล์ูกผสมเบือ้งตน้ดว้ยวิธี dot blot โดยการหยดซีรมัของปลากะพง
ขาว และโปรตีน BSA พบวา่มีน า้เลีย้งเซลลท่ี์ไดจ้ากหลมุของเซลลล์กูผสมประมาณ 45 หลมุใหผ้ล
บวกจาก 1,500 หลมุ แตล่ะหลมุท่ีใหผ้ลบวกเฉพาะกบัซีรมัปลา มีโคลนของเซลลล์กูผสมประมาณ 
4-5 โคลน เม่ือท าการคดัเลือกขัน้ท่ี 2 โดยวิธี dot blot อีกครัง้โดยหยดตวัอย่างของตะกอน Ig/BSA 
complex และซีรมัของปลานิล พบว่ามีเซลลล์กูผสมจ านวน 8 โคลนท่ีใหผ้ลบวกกบัซีรมัปลากะพง
ขาว และตะกอน Ig/BSA complex นอกจากนีเ้ซลลล์ูกผสมจ านวน 4 จาก 8 โคลนสามารถเกิด
ปฎิกิริยาขา้มกับซีรมัของปลานิลได ้(ภาพประกอบ 13) ส่วนโคลนท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีสามารถจบั
กบัซีรมัของปลากะพงขาวได ้แตไ่ม่เกิดปฎิกิรยิากบัตะกอน Ig/BSA complex หรือสรา้งแอนตบิอดี
ท่ีจ  าเพาะต่อโปรตีน BSA ถูกคดัทิง้ไป โดยเปรียบเทียบกับแอนติซีรมัจากหนูขาวในหวัขอ้ 2 ท่ีท  า
การดดูซบั (absorb) ดว้ยโปรตีน BSA (ภาพประกอบ 13-1) 
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ภาพประกอบ 12 การตรวจสอบการตอบสนองทางภมูิคุม้กนัของหนขูาวท่ีปลกูภมูิคุม้กนัดว้ย
ตะกอน Ig/BSA complex ดว้ยวิธี Western blot ท าโดยน า (1) ซีรมัปลากะพงขาวท่ีไมไ่ดร้บัการ
ปลกูภมูิคุม้กนั (2) ตะกอน Ig/BSA complex และ (3) โปรตีน BSA 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตรมาแยก
โปรตีนดว้ยวิธี SDS-PAGE จากนัน้ท าการยา้ยแถบโปรตีนจากเจลลงกระดาษไนโตรเซลลโูลส และ
บม่ดว้ยแอนตซีิรมัจากหนขูาวแตล่ะตวั (mouse 1-4) M; โปรตีนมาตรฐาน H; โปรตีนสายยาวของ 
อิมมโูนโกลบลูิน L; โปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูิน, B; โปรตีน BSA และ *; โปรตีนอ่ืนๆ ใน

ซีรมั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 13 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบอิมมโูน
โกลบลูินในซีรมัของปลากะพงขาวดว้ยวิธี dot blot โดยการหยดตวัอยา่งตา่งๆ คือ ซีรมัปลากะพง
ขาว โปรตีน BSA ตะกอน Ig/BSA complex หรือซีรมัปลานิล ลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลส  
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(1 ไมโครลิตร/จดุ) และน าไปบม่กบั (1) แอนตซีิรมัจากหนขูาวท่ีท าการดดูซบัดว้ยโปรตีน BSA หรือ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตา่งๆ ดงันี ้(2) 6H7, (3) 6H8, (4) 15C8, (5) 6H11, (6) 4C7, (7) 9D4, 

(8) 11C9 และ (9) 15G7 ตามล าดบั  
จากการน าน า้เลีย้งเซลล์ลูกผสมทั้ง 8 โคลนมาท าการทดสอบด้วยวิธี dot blot และ 

Western blot สามารถคดัแยกเซลลล์กูผสมท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกเป็น 3 กลุม่ ดงันี ้
กลุ่ม ท่ี  1 คือโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี มีความจ าเพาะกับโปรตีนสายยาวของ 

อิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาว และไม่เกิดปฏิ กิริยาข้ามกับอิมมูโนโกลบูลินของปลานิล 
ประกอบดว้ยแอนติบอดี 3 โคลน ไดแ้ก่ 6H7, 6H8, และ 15C8 เม่ือทดสอบดว้ยวิธี Western blot 
พบวา่ทัง้ 3 โคลนสามารถจบักบัโปรตีนสายยาวของอิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวซึ่งมีน า้หนกั
โมเลกลุประมาณ 80 กิโลดาลตนัไดใ้นรูปเสียสภาพ (denature form) (ภาพประกอบ 14-1 ถึง 14-
3) และแอนติบอดีทั้ง  3 โคลนไม่แสดงปฎิ กิริยาข้ามกับโปรตีนใดๆ ในซีรัมของปลานิล 
(ภาพประกอบ 15-1 ถึง 15-3) นอกจากนีเ้ม่ือทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับ
กบัอิมมโูนโกลบลูินในรูปธรรมชาต ิ(natural form) ดว้ยวิธี dot blot แอนตบิอดีทัง้ 3 โคลนสามารถ
จับกับซีรมัของปลาท่ีไม่ได้รับการปลูกภูมิคุ้มกัน และตะกอน Ig/BSA complex ได้ รวมทั้งไม่
เกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัโปรตีน BSA และซีรมัของปลานิล (ภาพประกอบ 13-2 ถึง 13-4) 

กลุ่มท่ี 2 คือโมโนโคลนอลแอนติบอดี 6H11 เม่ือทดสอบดว้ยวิธี Western blot พบว่า
สามารถจบักบัโปรตีนสายสัน้ของอิมมูโนโกลบูลินในปลากะพงขาวไดใ้นรูปเสียสภาพ ท่ีมีน า้หนกั
โมเลกลุประมาณ 25 กิโลดาลตนั (ภาพประกอบ 14-4) แอนติบอดีดงักล่าวไม่เกิดปฎิกิริยาขา้มกบั
โปรตีนใดๆ ในซีรมัของปลานิล (ภาพประกอบ 15-4) และสามารถจบักับกบัอิมมโูนโกลบลูินในรูป
ธรรมชาติด้วยวิธี dot blot กับซีรมัของปลาท่ีไม่ได้รับการปลูกภูมิคุ้มกัน และตะกอน Ig/BSA 
complex ได ้และไมเ่กิดปฏิกิรยิาขา้มกบัโปรตีน BSA และซีรมัของปลานิล (ภาพประกอบ 13-5)  

กลุ่มท่ี 3 คือโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนสายยาวของ
ปลากะพงขาว และเกิดปฎิกิริยาขา้มกบัโปรตีนสายยาวของปลานิลได ้ประกอบดว้ยแอนติบอดี 4 
โคลน ไดแ้ก่ 4C7, 9D4, 11C9 และ 15G7 เม่ือทดสอบดว้ยวิธี Western blot พบว่าสามารถจบักบั
โปรตีนสายยาวของอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวซึ่งมีน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 80 กิโลดาล
ตนัไดใ้นรูปเสียสภาพ เช่นเดียวกันกับโปรตีนสายยาวของปลานิล (ภาพประกอบ 14-5 ถึง 14-8 
และ 15-5 ถึง 15-8) และเม่ือทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบัอิมมโูนโกลบลูินใน
รูปธรรมชาติดว้ยวิธี dot blot พบว่าแอนติบอดีทัง้ 4 โคลนสามารถจบักบัซีรมัของปลากะพงขาวท่ี
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ไม่ไดร้บัการปลกูภูมิคุม้กนั ซีรมัปลานิล และตะกอน Ig/BSA complex ได ้(ภาพประกอบ 13-6 ถึง 
13-9)  

 
 

ภาพประกอบ 14 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี Western blot 
โดยน า(A) ซีรมัของปลากะพงขาว และ(B) ตะกอน Ig/BSA complex มาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า
ผา่น 15%SDS-PAGE แลว้น าโปรตีนจากเจลยา้ยลงสูก่ระดาษไนโตรเซลลโูลส น าไปบม่กบั 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไดแ้ก่ (1) 6H7 (2) 6H8 (3) 15C8 (4) 6H11 (5) 4C7 (6) 9D4 (7) 11C9 
และ (8) 15G7 M; โปรตีนมาตรฐาน 

 

 
ภาพประกอบ 15 การทดสอบการเกิดปฏิกิรยิาขา้มของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีดว้ยวิธี Western 

blot โดยน า(A) ซีรมัของปลากะพงขาว และ(B) ซีรมัของปลานิลมาแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าผา่น 15% 
SDS-PAGE แลว้น าโปรตีนจากเจลยา้ยลงสูก่ระดาษไนโตรเซลลโูลส น าไปบม่กบัโมโนโคลนอล
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แอนติบอดี ไดแ้ก่ (1) 6H7 (2) 6H8 (3) 15C8 (4) 6H11 (5) 4C7 (6) 9D4 (7) 11C9 และ (8) 
15G7 M; โปรตีนมาตรฐาน 

4. การพสูิจนเ์อกลักษณข์องโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี
4.1 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนตเิจนทีจั่บโดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดี

ด้วยวิธี indirect ELISA 
จ า ก ก า ร ต ร ว จ ส อ บ อิ พิ โ ท ป ทั บ ซ้ อ น ข อ ง แ อ น ติ เจ น ท่ี ถู ก จั บ ด้ ว ย 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตา่งๆ ท่ีผลิตได ้โดยน าโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทัง้ 8 โคลนมาผสมรวมกนั
ทีละคู่ (combine) แล้วทดสอบกับซีรมัของปลากะพงขาว ดว้ยวิธี  indirect ELISA พบว่า โมโน
โคลนอลแอนติบอดีทัง้ 8 โคลนจบัแอนติเจนท่ีต่างกันอยู่ 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 คือ โคลน 6H7, 
6H8, และ 15C8 กลุ่มท่ี 2 คือ โคลน 6H11 และกลุ่มท่ี 3 สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย ไดแ้ก่ 
กลุ่มท่ี 3.1คือ โคลน 4C7 และกลุ่มท่ี 3.2 คือ โคลน 9D4, 11C9 และ 15G7 โดยเม่ือน าแอนติบอดี
ภายในกลุ่มเดียวกนัมาผสมรวมกนั และท าการทดสอบดว้ยวิธี indirect ELISA แลว้ไม่พบว่ามีการ
เพิ่มขึน้ของค่าดดูกลืนแสง แสดงใหเ้ห็นว่าแอนติบอดีในกลุ่มเดียวกนัจบักับอิพิโทปของแอนติเจน
บรเิวณเดียวกนั หรือคาบเก่ียวกนั (ตาราง 4) 
ตาราง 4 การตรวจสอบอิพิโทปทบัซอ้นของแอนตเิจนท่ีจบัโดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีจ  าเพาะ
ตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพงขาวดว้ยวิธี indirect ELISA  

   กลุม่ท่ี 1 กลุม่ท่ี 2 กลุม่ท่ี 3 
       กลุม่ท่ี 3.1 กลุม่ท่ี 3.2 
  แอนติบอดี 6H7 6H8 15C8 6H11 4C7 9D4 11C9 15G7 
  6H7 1.497 1.479 1.478 1.556 1.725 1.561 1.527 1.571 
กลุม่ท่ี 1  6H8  1.453 1.471 1.543 1.287 1.594 1.544 1.616 
  15C8   0.302 0.645 1.125 0.686 0.622 0.669 
กลุม่ท่ี 2  6H11    0.586 1.287 0.931 0.894 0.880 
 กลุม่ท่ี 3.1 4C7     1.067 1.235 1.273 1.252 
กลุม่ท่ี 3  9D4      0.608 0.589 0.618 
 กลุม่ท่ี 3.2 11C9       0.554 0.597 
  15G7        0.591 

หมายเหตุ พิจารณาความแตกตา่งของคา่ดดูกลืนจากทศนิยมต าแหนง่ท่ีหนึ่งมีคา่ตา่งกนัมากกว่า 
0.1 ถือวา่มีคา่การดดูกลืนแสงแตกตา่งกนั 
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4.2 การจ าแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
การจ าแนก Class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชชุ้ด Zymed’s 

Mouse MonoAb ID (HRP) พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 8 โคลนมี class เป็น IgG และมี 
subclass เป็น IgG1, IgG2a และ IgG2b สว่น light chain เป็น kappa (K) (ตาราง 5 ) 
 

4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการตรวจสอบ
อิมมูโนโกลบูลินในซีรัมของปลาโดยวิธี dot blot 

จากการน าซีรมัของปลาท่ีไม่ไดร้บัการปลกูภูมิคุม้กนัมาเจือจางท่ีความเขม้ขน้ 1:100 
ถึง1:256,000 และหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลโูลสแลว้ท าการบม่ดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ชนิดตา่งๆ พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มท่ี 1 ไดแ้ก่ 6H7 และ 6H8 มีความไวในการจบักบั
ซีรมัเจือจางท่ีระดับ 1:16,000 เท่ากัน และโคลน 15C8 มีความไวในการจับกับซีรมัท่ีเจือจางได้
เพียง 1:8,000 เท่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มท่ี 2 ไดแ้ก่ 6H11 สามารถจบักับซีรมัในระดบั
การเจือจาง 1:4,000 ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุ่มท่ี 3 สามารถจ าแนกไดเ้ป็นกลุ่มท่ี 3.1 
ได้แก่ 4C7 สามารถจับกับซีรัมท่ีระดับการเจือจาง 1:16,000 เท่า และกลุ่มท่ี 3.2 ได้แก่ 9D4, 
11C9 และ15G7 สามารถจับกับซีรัมท่ีระดับการเจือจาง 1:8,000 เท่ากันโดยโคลน 6H11 ท่ี
สามารถสรา้งแอนตบิอดีท่ีจบัจ าเพาะตอ่โปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูินไดน้ัน้มีความไวต ่าท่ีสดุ 
ส าหรบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกับโปรตีนสายยาวในกลุ่มท่ี 1 ไดแ้ก่ 
6H7 และ 6H8 มีความไวในการเกิดปฎิกิริยากับซีรมัปลาไดม้ากกว่า 15C8 ซึ่งเป็นแอนติบอดีใน
กลุ่มเดียวกันอยู่ 2 เท่า และแอนติบอดีทั้ง 2 โคลนนี้ (6H7 และ 6H8) มีความไวสูงกว่าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในกลุ่มท่ี 2 (6H11) อยู่ 4 เท่า และมีความไวกว่าแอนติบอดีในกลุ่มท่ี 3.2 
(9D4, 11C9 และ 15G7) ท่ีสรา้งแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนสายยาว และเกิดปฎิกิริยาขา้มกับ
ซีรมัของปลานิลไดอ้ยู่ 2 เท่า แตอ่ย่างไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทัง้ 8 โคลนมีความไวในการ
จบักบัซีรมัปลาต ่ากวา่แอนตซีิรมัจากหนขูาว (1:32,000) (ภาพประกอบ 16) 

 
 
 

 
 
 
 



  46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 16 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจสอบอิมมโูนโกลบู
ลินในซีรมัของปลากะพงขาวดว้ยวิธี dot blot โดยการหยดซีรมัของปลาท่ีไมไ่ดร้บัการปลกู

ภมูิคุม้กนัท่ีเจือจางดว้ย PBS ความเขม้ขน้ตา่งๆ ตัง้แต ่1:100 ถึง 1:256,000 เทา่ ลงบนกระดาษ
ไนโตรเซลลโูลส (1 ไมโครลิตร/จดุ) และน าไปบม่กบัแอนติบอดีตา่งๆ ไดแ้ก่ (1) แอนตซีิรมัจากหนท่ีู
ปลกูภมูิคุม้กนัดว้ยตะกอน Ig/BSA complex และโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลิตไดคื้อ (2) 6H7, 

(3) 6H8, (4) 15C8, (5) 6H11, (6) 4C7, (7) 9D4, (8) 11C9 และ (9) 15G7 ตามล าดบั  
* แสดงความเขม้ขน้ท่ีเจือจางมากท่ีสดุท่ีแอนตบิอดีสามารถจบักบัแอนตเิจนได  ้

 
ตาราง 5 ความจ าเพาะ และความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลิตได ้

กลุม่ท่ี  MAb Class  
subclass 

H-chain 
specific 

L-chain 
specific 

Sensitivity 
1 : 

Cross-
reaction 
with 
tilapia 

1  6H7 IgG2a   16,000  
  6H8 IgG2a   16,000  
  15C8 IgG1   8,000  
2  6H11 IgG2b   4,000  
3 3.1 4C7 IgG1   16,000  
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3.2 9D4 IgG2b   8,000  
 11C9 IgG2a   8,000  
 15G7 IgG2a   8,000  

 
5. การประยุกตใ์ช้โมโนโคลนอลแอนตบิอดใีนการตรวจสอบภูมิคุ้มกันจ าเพาะ
หลังจากการปลูกภูมิคุ้มกัน 

5.1 การเตรียมเชือ้แบคทเีรีย Vibrio vulnificus ส าหรับการปลูกภูมิคุ้มกันใน
ปลา 

หลงัจากการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย V. vulnificus ท่ี 30 oC เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท าการ
เก็บเชือ้มาตรวจสอบเพ่ือยืนยันชนิดของเชือ้ โดยหลังจากการบ่มดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
20D4 ท่ีจ  าเพาะกบั V. vulnificus พบว่าสามารถจบัอย่างจ าเพาะกบัโปรตีนขนาด 10 กิโลดาลตนั
ของ V. vulnificus ท่ีเตรียมไดจ้ากการทดลอง ซึ่งผลการทดลองสอดคลอ้งกบัรายงานการวิจยัก่อน
หน้านี ้ (Surasilp, 2012) จากนั้นน าแบคทีเรีย ท่ีได้ไปใช้ในการปลูกภูมิคุ้มกันในปลาต่อไป 
(ภาพประกอบ 17-1 และ 17-2) 

5.2 การตรวจสอบการเพิ่มขึน้ของภูมิคุ้มกันจ าเพาะในปลาหลังได้รับการ
ปลูกภูมิคุ้มกันด้วยวิธี Triple indirect ELISA และ Western blot 

หลงัจากการกระตุน้ภูมิคุม้กนัในปลาดว้ย V. vulnificus ครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 แลว้ท า
การเก็บตวัอย่างซีรมัปลาจากโคนหางของปลา (วันท่ี 14 และ 28) หลังจากการฉีดกระตุน้ เพ่ือ
ตรวจสอบระดบัแอนติบอดีเปรียบเทียบกับตวัอย่างซีรมัปลา วนัท่ี 0 และกลุ่มควบคุม (ฉีด PBS) 
ดว้ยวิธี indirect ELISA พบว่าซีรมัของปลาท่ีไดร้บัการปลูกภูมิคุม้กันดว้ยเชือ้แบคทีเรียจ านวน 8 
ใน 10 ตวัใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงกว่าในทุกๆ ระดับการเจือจางของซีรมั (1:100 ถึง 1:12,800) 
เม่ือเทียบกับตวัอย่างซีรมัปลา วนัท่ี 0 (ใหค้่าการดดูกลืนแสง 0.001 ± 0.040 ถึง 0.109 ± 0.040)  
(ภาพประกอบ 18) และกลุ่มควบคมุท่ีฉีด PBS (วนัท่ี 14 และ 28) ใหค้่าการดดูกลืนแสง 0.001 ± 
0.022 ถึง 0.099 ± 0.022 ซึ่งมีค่าดูดกลืนแสงใกลเ้คียงกับตวัอย่างซีรมัปลาวันท่ี 0 ก่อนฉีด PBS 
(ไม่ไดแ้สดงผลในภาพประกอบ) นอกจากนีพ้บว่าซีรมัจากปลาท่ีไดร้บัการปลูกภูมิคุม้กันซ า้ดว้ย
เชือ้ V. vulnificus ครัง้ท่ี 2 (วันท่ี 28) ให้ค่าการดูดกลืนแสง (0.417 ± 0.222 ถึง 1.208 ± 0.222) 
สูงกว่าซีรมัจากปลาท่ีไดร้บัการปลูกภูมิคุม้กันครัง้ท่ี 1 (วนัท่ี 14) ใหค้่าการดดูกลืนแสง (0.260 ± 
0.199 ถึง 1.041 ± 0.199) อยูป่ระมาณ 2 เทา่ (ภาพประกอบ18)  

จากการสุ่มซีรมัของปลาท่ีฉีดดว้ยเชือ้ V. vulnificus ท่ีใหค้่าดดูกลืนแสงสูงสุด และ
ซีรมัของปลาท่ีฉีด PBS มาท าการทดสอบความจ าเพาะกับเชือ้ V. vulnificus ดว้ยวิธี Western 
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blot พบว่าซีรมัของปลาท่ีตอบสนองกับเชือ้ V. vulnificus จากวิธี ELISA สามารถจับกับโปรตีน
ของ V. vulnificus ท่ีมีขนาดประมาณ 10-15 กิโลดาลตนัได ้(ภาพประกอบ 17-3) ในขณะท่ีซีรมั
จากปลาท่ีฉีดดว้ย PBS ไมพ่บแถบโปรตีนเกิดขึน้ (ไมไ่ดแ้สดงผล) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 17 การตรวจสอบยืนยนัชนิดของ V. vulnificus ดว้ยวิธี SDS-PAGE (1) และ 
Western blot (2) และการตรวจสอบความจ าเพาะของซีรมัของปลาท่ีไดร้บัการปลกูภมูิคุม้กนัดว้ย
แบคทีเรียโดยวิธี triple antibody-Western blot (3) ท าโดยน าเชือ้ V. valnificus ท่ีท  าใหต้ายดว้ย
ความรอ้นมาแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า แลว้ตดัเจลมายอ้มสี coomassie blue (1) เจลสว่นท่ี
เหลือท าการยา้ยโปรตีนลงกระดาษไนโตรเซลลโูลสแลว้บม่ดว้ย (2) โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 20D4 
ท่ีจ  าเพาะตอ่แบคทีเรีย V. vulnificus หรือบม่กบั (3) ซีรมัของปลาท่ีไดร้บัการปลกูภมูิคุม้กนัดว้ย V. 
vulnificus และตามดว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 6H8 ท่ีจ  าเพาะตอ่อิมมโูนโกลบลูินของปลากะพง

ขาว M; โปรตีนมาตรฐาน 
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ภาพประกอบ 18 การตดิตามแอนติบอดีจากซีรมัของปลากะพงขาวท่ีมีความจ าเพาะกบัเชือ้ V. 
vulnificus ท่ีไดร้บัการปลกูภูมิคุม้กนัครัง้ท่ี 1 (วนัท่ี 14) และครัง้ท่ี 2 (วนัท่ี 28) เทียบกบัซีรมัจาก
ปลาท่ีไมไ่ดร้บัการปลกูภมูิคุม้กนัวนัท่ี 0 โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน 6H8 ในการตดิตาม

ดว้ยวิธี indirect ELISA คา่เฉล่ีย ± ความคาดเคล่ือนมาตรฐาน (mean ± SE)  
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บทที ่5  
สรุป และวเิคราะหผ์ลการทดลอง 

 
การเตรียมอิมมโูนโกลบูลินของปลาใหมี้ความบริสทุธ์ิสงูสามารถท าไดห้ลากหลายวิธีซึ่ง

ขึน้อยู่กบัปัจจยัหลายๆ อย่าง เช่น อปุกรณ ์และ/หรือ ตน้ทนุในการวิจยันัน้ๆ จากรายงานการผลิต
โมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินของปลากระดูกแข็งนัน้ พบว่ามีการเตรียม
อิมมูโนโกลบูลินให้มีความบริสุทธ์ิโดยวิธีการใช้ระบบโครมาโทรกราฟี (chromatographic 
system) ซึ่งเป็นวิธีท่ีงานวิจัยส่วนมากเลือกใช้ ตวัอย่างเช่น คอลัมน ์BSA agarose (Bag et al., 
2009; Rathore et al., 2008; Sood et al., 2012), คอลัมน์ anti-mouse IgG agarose (Smith et 
al., 1993), ค อ ลั ม น์  mannan-binding protein affinity (Al-Harbi et al., 2000), ค อ ลั ม น ์
mannan-binding protein affinity และคอลัมน์ staphylococcal proteinA (Crosbie & Nowak, 
2002), หรือคอลัมน์ DEAE Sepharose (Q. Li et al., 2007) เป็นต้น ซึ่ งขั้นตอนในการท าให้
บริสุทธ์ิอิมมูโนโกลบูลินมีความส าคัญมากในกระบวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี
ความจ าเพาะสงูตอ่โปรตีนเปา้หมาย ถา้สามารถเตรียมอิมมโูนโกลบลูินท่ีมีความบรสิทุธ์ิ และมีการ
ปนเป้ือนของโปรตีนอ่ืนๆ ในซีรมันอ้ย เม่ือน าไปใชป้ลูกภูมิคุม้กันในหนูขาวก็ท าใหมี้โอกาสผลิต
แอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะตอ่โปรตีนสายยาว และโปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบูลินไดม้ากขึน้
ไปดว้ย 

นอกจากนีย้งัมีรายงานการวิจยัอีกจ านวนหนึ่งท่ีอาศยัการปลูกภูมิคุ้มกันในปลาเพ่ือให้
ปลามีระดบัอิมมูโนโกลบลูินท่ีเพิ่มสงูขึน้ และมีความจ าเพาะตอ่แอนติเจนก่อนท าการเก็บซีรมัมา
ใช้ (W. Zhang et al., 2017) เช่น การใช้โปรตีน BSA ในการปลูกภูมิคุม้กันในปลาก่อน  แล้วใช้
คอลัมนท่ี์ท าการตรึงโปรตีน BSA ไวภ้ายในแลว้ใชค้ดัแยกอิมมูโนโกลบูลินท่ีจ  าเพาะกับโปรตีน 
BSA ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ ในซีรมัของปลาได ้(Choudhury & Pani Prasad, 2011; Kreutz et al., 
2016) ทัง้นีว้ิธีการใชร้ะบบโครมาโทรกราฟีมีราคาสงู จึงมีรายงานการวิจยัอีกส่วนหนึ่งท่ีเลือกใชว้ิธี
ท่ีมีราคาถกู และขัน้ตอนในการเตรียมท่ีง่ายแทนโดยใชแ้อนติเจนในการปลกูภูมิคุม้กนัในปลา เช่น 
โปรตีน BSA แล้วท าใหบ้ริสุทธ์ิอิมมูโนโกลบูลินดว้ยวิธี immunoprecipitation ซึ่งเม่ือน าตะกอน
ของอิมมโูนโกลบลูินมาทดสอบพบว่ามีความบรสิทุธ์ิสงู พบโปรตีนอ่ืนๆ ท่ีปะปนอยู่ในซีรมัของปลา
ค่อนขา้งนอ้ย และสามารถใชก้ระตุน้ภูมิคุม้กันของหนูขาวใหต้อบสนองต่อโปรตีนสายยาว และ
สายสัน้ของอิมมูโนโกลบูลินไดดี้ (Soonthonsrima et al., 2018) เม่ือน าไปเปรียบเทียบกับวิธีการ
ท าใหบ้ริสุทธ์ิอิมมูโนโกลบูลินของ Crosbie และ Nowak ท่ีท  าการแยกอิมมูโนโกลบูลินโดยอาศยั
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คอลัมน์ mannan-binding protein affinity และคอลัมน์ staphylococcal proteinA พบโปรตีน
อ่ืนๆ ท่ีปะปนในซีรมัของปลาท่ีมีน า้หนักโมเลกุลประมาณ 108 และ 55 กิโลดาลตนัออกมาดว้ย
เช่นกนั (Crosbie & Nowak, 2002) ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดเ้ลือกใชว้ิธีการ immunoprecipitation 
ในการเตรียมอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิบางส่วนจากการปลูกภูมิคุม้กันปลากะพงขาวดว้ยโปรตีน 
BSA แลว้น าซีรมัของปลาท่ีไดม้าท าการตรวจสอบการตอบสนองดว้ยวิธีดบัเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชั่น 
พบแนวตะกอนท่ีเกิดจากการจับกันอย่างจ าเพาะของแอนติเจน-แอนติบอดีชดัเจน ทัง้นีพ้บแถบ
ตะกอนท่ีเกิดใกลก้ับหลมุท่ีใส่ซีรมัของปลาเพราะอาจเกิดจาก 1) ความเขม้ขน้ของโปรตีน BSA มี
มากกว่าแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกับโปรตีน BSA ในซีรมัของปลา และ/หรือ 2) อาจเป็นเพราะว่า
โครงสร้างของแอนติบอดีของปลามีขนาดใหญ่  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาโครงสร้างของ 
อิมมโูนโกลบลูินในปลากะพงขาวท่ีเป็นชนิด IgM และมีโครงสรา้งเป็น Tetramer มีน า้หนกัโมเลกลุ
ประมาณ 860 กิโลดาลตนั (Crosbie & Nowak, 2002) จึงส่งผลใหเ้คล่ือนท่ีผ่านช่องวา่งของวุน้ได้
ชา้กว่าโปรตีน BSA ท่ีมีโครงสรา้งเล็กกว่า ผลการทดลองนีมี้ความใกลเ้คียงกับการทดลองก่อน
หน้าในการผลิตแอนติ ซี รัม ท่ีจ  า เพาะกับ โปรตีน  BSA ในปลานิล  (Shelby et al., 2001 ; 
Soonthonsrima et al., 2017) ซึ่งวิธีดับเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชั่ น  ดังกล่าวใช้อุปกรณ์พื ้นฐานใน
หอ้งปฏิบตัิการในการทดสอบ จึงเป็นวิธีท่ีง่าย รวมทัง้เหมาะสมกับการตรวจสอบตวัอย่างจ านวน
มาก จากนัน้จึงน าซีรมัปลาท่ีใหผ้ลตะกอนท่ีชดัเจนระหว่างโปรตีน BSA และซีรมัปลา มาท าการ
ตกตะกอนกับโปรตีน BSA พบว่าไดต้ะกอนของอิมมูโนโกลบูลินของปลา และโปรตีน BSA หรือ
เรียกว่า Ig/BSA complex เม่ือน ามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิดว้ยวิธี SDS-PAGE พบว่าตะกอนท่ี
ไดมี้การปรากฏของแถบโปรตีน 3 แถบ คือ โปรตีนสายยาว โปรตีนสายสัน้ของอิมมูโนโกลบูลิน 
และโปรตีน BSA และยงัพบโปรตีนอ่ืนๆ นอ้ยกว่าเม่ือเทียบกบัซีรมัของปลาปกติ อยา่งไรก็ตามจาก
การศกึษาครัง้นีพ้บว่าน า้หนกัโมเลกลุของโปรตีนสายยาวท่ีไดมี้ขนาดแตกตา่งจากการศึกษาก่อน
หนา้นี ้ซึ่งอาจเกิดจากวิธีการเตรียม SDS-PAGE และโปรตีนท่ีใชเ้ป็นมาตรฐานในการหาน า้หนัก
โมเลกลุท่ีแตกตา่งกนั (Choudhury & Pani Prasad, 2011; Crosbie & Nowak, 2002) นอกจากนี้
วิธี immunoprecipitation ท าใหไ้ดอิ้มมูโนโกลบูลินเพียงบางส่วนจากอิมมูโนโกลบูลินทัง้หมดใน
ซีรัมของปลา แต่วิธีนี ้ให้ผลการแยกโปรตีนสายสั้นของอิมมูโนโกลบูลินได้ชัดเจนกว่า เม่ือ
เปรียบเทียบกบัวิธีการแยกอิมมโูนโกลบลูินออกดว้ยคอลมันโ์ครมาโทรกราฟี (Choudhury & Pani 
Prasad, 2011; Rathore et al., 2008) 

เม่ือน าตะกอน Ig/BSA complex ไปปลูกภูมิคุม้กันในหนูขาวเพ่ือท าการผลิตแอนติซีรมั 
และทดสอบดว้ยวิธี Western blot พบว่าแอนตบิอดีท่ีผลิตไดจ้ากหนมีูความจ าเพาะกบัโปรตีนสาย
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ยาว และโปรตีนสายสัน้ของอิมมูโนโกลบูลินในปลาทั้งจากตวัอย่างซีรมัปลาท่ีไม่ไดร้บัการปลูก
ภมูิคุม้กนั และตะกอนของ Ig/BSA complex โดยแอนติซีรมัท่ีผลิตไดย้งัสามารถจบักบัโปรตีนอ่ืนๆ 
ท่ีปรากฏในซีรมัไดบ้างส่วน และโปรตีน BSA ท่ีเป็นส่วนประกอบของตะกอน Ig/BSA complex ท่ี
ใชใ้นการปลกูภมูิคุม้กนั ดงันัน้วิธีการเตรียมแอนตเิจนขา้งตน้เพ่ือน ามาใชป้ลกูภูมิคุม้กนัในหนขูาว
นัน้ดีเชน่เดียวกบัการใชค้อลมันใ์นการท าใหบ้รสิทุธ์ิอิมมโูนโกลบลูิน ซึ่งมีการรายงานมาก่อนหนา้นี ้
(Crosbie & Nowak, 2002; Kreutz et al., 2016) และมีโอกาสท่ีสามารถผลิตแอนติซีรัมท่ีมี
ค ว า ม จ า เพ า ะ กั บ โป ร ตี น ส า ย สั้ น ข อ ง อิ ม มู โน โก ล บู ลิ น ใน ป ล า ได้ ดี ก ว่ า ก า ร ใช้ 
อิมมูโนโกลบูลินท่ีไดจ้ากการผ่านคอลัมนโ์ครมาโทรกราฟี (Choudhury & Pani Prasad, 2011; 
Rathore et al., 2008) และการใช้วิ ธีการสัง เคราะห์เพป ไท ป์ ของโปรตีนสายยาวของ 
อิมมโูนโกลบลูินของปลาเพ่ือใชใ้นการปลกูภมูิคุม้กนัในสตัวท์ดลอง (Jirapongpairoj et al., 2017) 

หลังจากน าหนูขาวท่ีแสดงการตอบสนองได้ดีท่ีสุดมาใช้ในการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี และท าการคัดเลือกดว้ยวิธี dot blot และวิธี Western blot พบว่าสามารถคัดเลือก
เซลล์ลูกผสมได้ 8 โคลน แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม  โดยกลุ่ม ท่ี  1 (6H7, 6H8 และ 15C7) สร้าง
แอนติบอดีท่ีจบักับโปรตีนสายยาว กลุ่มท่ี 2 (6H11) สรา้งแอนติบอดีท่ีจบักับโปรตีนสายสัน้ และ
กลุ่มท่ี 3 (4C7, 9D4, 11C9 และ 15G7) สรา้งแอนติบอดีท่ีสามารถเกิดปฎิกิริยาข้ามกับโปรตีน
สายยาวของอิมมโูนโกลบลูินในปลานิลได ้ซึ่งการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีน
สายยาวของอิมมโูนโกลบลูินในปลากระดกูแข็งนัน้ท าไดง้่ายกว่าโปรตีนสายสัน้ เน่ืองจากมีขนาดท่ี
ใหญ่ และมีความเป็นแอนติเจนมากกว่า สอดคล้องกับงานวิจัยในการผลิตแอนติบอดีต่อ  
อิมมูโนโกลบูลินของปลากระดกูแข็งหลายๆ ชนิด (Al-Harbi et al., 2000; Soonthonsrima et al., 
2018; Yang et al., 2017) ส าหรับในการศึกษาครัง้นีส้ามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะต่อโปรตีนสายสัน้ของอิมมโูนโกลบลูินในปลากะพงขาวไดอ้ย่างจ าเพาะ ถึงแมว้่ามีโอกาส
น้อยท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีจ าเพาะต่อโปรตีนสายสั้นของอิมมูโนโกลบูลินของปลาได้ แต่
อย่างไรก็ตามโคลน 6H11 ท่ีไดมี้ความไวต ่าในการเกิดปฎิกิริยากบัโปรตีนสายสัน้เม่ือทดสอบดว้ย
วิธี Western blot สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้ในการผลิตแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัโปรตีนสายสัน้
ในปลากะพง (sea bass, Dicentrarchus labrax) (Scapigliati et al., 1996) ส าหรับการศึกษา
ครัง้นีส้ามารถผลิตเซลลล์ูกผสมโคลน 6H7 และ 6H8 ท่ีมีความไวสูงในการจบัจ าเพาะกับโปรตีน
สายยาวของอิมมูโนโกลบูลินภายในซีรมัของปลาไดเ้ม่ือทดสอบดว้ยวิธี dot blot อย่างไรก็ตามทัง้ 
2 โคลนยงัมีความไวต ่ากว่าแอนติซีรมัท่ีผลิตไดจ้ากหนูขาวอยู่เพียงเล็กนอ้ย แต่มีความไวสูงกว่า
โคลนอ่ืนๆ ดังนั้นโคลน 6H7 และ 6H8 จึงเหมาะสมท่ีจะสามารถน าไปพัฒนา หรือใช้ในการ
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ตรวจสอบปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินในซีรมัของปลาดว้ยวิธีทางภูมิคุม้กันวิทยา เช่น dot blot, 
Western blot และ ELISA เพ่ือใชใ้นการติดตามหรือตรวจสอบการตอบสนองของภูมิคุ้มกันอย่าง
จ าเพาะในปลากะพงขาวหลงัจากการไดร้บัวคัซีนตอ่เชือ้ก่อโรคท่ีส าคญัตา่งๆ อยา่งไรก็ตามเม่ือน า
แอนติบอดีท่ีผลิตไดท้ัง้ 8 โคลนไปตรวจสอบปฏิกิริยาขา้มกับซีรมัของปลานิล พบว่าโคลน 4C7, 
9D4, 11C9 และ 15G7 มีการแสดงปฏิกิรยิาขา้มกบัโปรตีนสายยาวของปลานิลได ้ผลการทดลอง
ดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะกับ  
อิมมโูนโกลบลูินของปลานิล ซึ่งสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีสามารถแสดงปฏิกิรยิาขา้ม
กับโปรตีนสายยาวของอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวได้เช่นกัน (Soonthonsrima et al., 
2018) ทั้งนีก้ารคดัเลือกโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีเกิดปฎิกิริยาขา้มกับโปรตีนสายยาวของปลา
กระดกูแข็งชนิดอ่ืนๆ ไดน้ัน้มีโอกาสเกิดขึน้ได ้เพราะอิมมโูนโกลบลูินของปลากระดกูแข็งชนิดตา่งๆ 
มีส่วนของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนสายยาวคล้ายกัน (Kreutz et al., 2016; Phuyindee, 
Unajak, & Srisapoome, 2015; Soonthonsrima et al., 2018) นอกจากนีย้งัสามารถยืนยนัไดว้่า
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ทั้ง 8 โคลนนี้จับกับโปรตีนส่วนคงท่ี (constand region) 
ของอิมมูโนโกลบูลิน โดยพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้หมดสามารถจับกับอิมมูโนโกลบูลิน  
ของปลากะพงขาวปกติท่ีไม่ไดท้  าการปลกูภูมิคุม้กนัดว้ยโปรตีน BSA ได ้ดงันัน้จึงสามารถน าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้นี ้ไปใช้ในการติดตามอิมมูโนโกลบูลินจากการตอบสนองทาง
ภมูิคุม้กนัในปลาหลงัจากไดร้บัวคัซีนหรือติดเชือ้ตา่งๆ ได ้

ส าหรบัการใชแ้อนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินในการติดตามการตอบสนองต่อ
สนองต่อสิ่งแปลกปลอมของปลาได้มีการศึกษา และพัฒนาในปลาหลายๆ ชนิด  เช่น การใช้ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใช้ในการตรวจสอบการตอบสนองต่อโปรตีน BSA ด้วยวิธี Triple 
antibody indirect ELISA (Soonthonsrima et al., 2018) หรือตอบสนองต่อการได้รับการปลูก 
ภูมิคุม้กันดว้ยแบคทีเรียท่ีท าใหต้าย หรือท าใหอ้่อนแรงลง (Chettri et al., 2015; Rathore et al., 
2008; Shelby et al., 2001; Sood et al., 2012; Suresh Babu, 2015; W. Zhang et al., 2017) 
การศึกษาครัง้นีไ้ดน้  าโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6H8 มาใชใ้นการตรวจสอบแอนติบอดีท่ีมี
ความจ าเพาะท่ีเพิ่มขึน้ในปลากะพงขาวหลังจากไดร้บัการฉีดเชือ้ Vibrio vulnificus เน่ืองจากมี
ความไวสามารถใชใ้นการติดตามอิมมโูนโกลบลูินดว้ยวิธี ELISA ทัง้นีแ้อนติบอดีโคลนนีใ้หผ้ลการ
ทดสอบเช่นเดียวกบัโคลน 6H7 และมีอิพิโทปท่ีจ าเพาะกบัแอนติเจนเหมือนกนั โดยใชแ้อนติบอดีท่ี
ผลิตไดจ้ากโคลน 6H8 เป็นแอนติบอดีตวัท่ีสอง (secondary antibody) ในวิธีการ indirect ELISA 
ผลการทดลองหลังจากท่ีปลาได้รับการปลูกภูมิคุ้มกันด้วยเชือ้ตาย 1 ครัง้พบว่าแอนติบอดีท่ี
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จ าเพาะของปลาท่ีสามารถตอบสนองต่อเชือ้ท่ีใช้ในการปลูกภูมิคุม้กันเพิ่มขึน้อย่างชัดเจนเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ และซีรมัก่อนท่ีไดร้บัการปลูกภูมิคุม้กันซึ่งสอดคลอ้งกับการทดลอง
ก่อนหนา้นี ้(W. Zhang et al., 2017) และเม่ือตรวจสอบซีรมัของปลาท่ีไดร้บัการปลกูภูมิคุม้กนัซ า้ 
(ครัง้ท่ี 2) พบว่าแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแบคทีเรีย V. vulnificus มีระดบัเพิ่มขึน้อย่างชดัเจน เม่ือ
เทียบกับซีรมัของปลาจากกลุ่มควบคุม (ฉีด PBS) และซีรมัปลาจากปลาท่ีรบัการปลูกภูมิคุม้กัน
ครั้ง ท่ี  1 ซึ่ งสอดคล้องกับ งานวิจัยก่ อนหน้า  (Rathore et al., 2008 ; Sood et al., 2012 ; 
Soonthonsrima et al., 2018) จากการน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาประยุกตใ์ชใ้นการติดตาม
แอนตบิอดีของปลาดว้ยวิธี ELISA นัน้มีประสิทธิภาพมากกวา่การใชแ้อนตซีิรมัจากกระตา่ยท่ีปลกู
ภมูิคุม้กนัดว้ยอิมมโูนโกลบลูินของปลาจากเพปไทป์สงัเคราะห์ เน่ืองจากแอนติบอดีจากกระตา่ยท่ี
ได้ไม่สามารถจับกับอิมมูโนโกลบูลินในรูปแบบธรรมชาติได้ ท าให้ไม่สามารถใช้ตรวจสอบ
แอนติบอดีดว้ยวิธี ELISA ได ้(Jirapongpairoj et al., 2017) นอกจากนีก้ารตรวจสอบแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะในซีรมัของปลาดว้ยวิธี ELISA มีขอ้ดี และไดเ้ปรียบคือใชซี้รมัปริมาณนอ้ยจากตวัอย่าง 
รวมถึงใชเ้วลาในการตรวจสอบรวดเร็วกว่าวิธีการตรวจสอบการตอบสนองของภูมิคุม้กันต่อเชือ้
แบคทีเรียดว้ยวิธี agglutination (Shelby et al., 2001)  

จากงานวิจยัครัง้นีส้ามารถเตรียมอิมมูโนโกลบูลินของปลากะพงขาวไดโ้ดยการกระตุน้
ภูมิคุม้กนัในปลาดว้ยโปรตีน BSA เพ่ือใหป้ลามีระดบัอิมมโูนโกลบลูินท่ีสงูขึน้ และมีความจ าเพาะ
ต่อโปรตีน BSA เพ่ือน ามาใช้ในกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนของอิมมูโนโกลบูลินดว้ยวิธี 
immunoprecipitation ท าใหไ้ดต้ะกอน Ig/BSA complex ท่ีสามารถน าไปใชใ้นการปลกูภูมิคุม้กัน
ในหนูขาวได ้จากการผลิตและคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถผลิตเซลลล์ูกผสมได ้8 
โคลนแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม โดยกลุ่มท่ี 1 (6H7, 6H8 และ 15C7) สรา้งแอนติบอดีท่ีจบักับโปรตีน
สายยาว กลุม่ท่ี 2 (6H11) สรา้งแอนติบอดีท่ีจบักบัโปรตีนสายสัน้ และกลุ่มท่ี 3 (4C7, 9D4, 11C9 
และ 15G7) สรา้งแอนตบิอดีท่ีสามารถจบักบัโปรตีนสายยาว และเกิดปฎิกิริยาขา้มโปรตีนสายยาว
ของอิมมโูนโกลบูลินในปลานิล ทัง้ 8 โคลนสามารถจบักับอิมมูโนโกลบูลินทัง้ในรูปธรรมชาติและ
รูปเสียสภาพได ้ทัง้นีแ้อนติบอดีในกลุ่มท่ี 1 สามารถน ามาใชใ้นการพฒันาในวิธีการตรวจสอบการ
ตอบสนองของภูมิคุม้กันของปลาต่อแบคทีเรียท่ีใชใ้นการปลูกภูมิคุม้กันดว้ยวิธี ELISA ไดดี้ จึง
คาดหวงัวา่จะสามารถน าไปพฒันาเป็นชดุตรวจสอบการเพิ่มขึน้ของภูมิคุม้กนัอย่างจ าเพาะตอ่เชือ้
ก่อโรค หรือส าหรบัทดสอบผลของวคัซีนในเชิงการคา้ตอ่ไปในอนาคต 
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