
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง
3.1 อุปกรณ์ท่ีสำค้ญ

1. เค ร อ ง ป ่น เห ว ี่ย ง ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ ( R e f r ig e r a t e d  c e n t r i f u g e )  ร ุ่น  C e n tr ik o n  T -4 2 K  

ข อ ง บ ร ิษ ัท  K on tron  In stru m en t., G e r m a n y

2 . เค ร ื่อ ง ป ่น เห ว ี่ย ง ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ ( R e f r ig e r a t e d  c e n t r i f u g e )  ร ุ่น  J 2 -2 1  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

B e c k m a n , U S A

3 . เค ร ือ ง ผ ส ม ส า ร  (V o r te x  m ix ter )  ร ุ่น  G 5 6 0 E  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S c ie n t i f i c  I n d u s tr ie s ,  In c .,  

S w itz e r la n d

4 . เค ร ื่อ ง ช ั่ง น ํ้าห น ัก  ร ุ่น  A 2 0 0 S  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S a rto r iu s, G e r m a n y .

5 . เค ร ือ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ( S p e c t r o p h o t o m e t e r )  ร ุ่น  S p e c t r o n i c  21 ข อ ง บ ร ิษ ัท  

B a u s c h  & L o m b , U S A

6 . เค ร ือ ง เข ย ่า  (In c u b a to r  s h a k e r )

7 . เค ร ื่อ ง ต ัด เน ื้อ เย ื่อ แ บ บ ใช ้ม ือ ห ม ุน  (R otary  m ic r o to m e ) ร ุ่น  R M 2 1 3 5  ข อ ง บ ร ิษ ัท  LEICA

8. แ ท ่น อ ุ่น ส ไ ล ด ์ (S lid e  w a rm er) ข อ ง บ ร ิษ ัท  M ed a x

9 .  ห ม ้อ อ บ ฆ ่า เ ช ื้อ ด ้ว ย ไ อ น ํ้า  ( A u t o c l a v e )  ร ุ่น  H A - 3 6  ข อ ง บ ร ิษ ัท  H i r a y a m a  

M a n u fa c tu r in g  C o rp o ra tio n , J a p a n

10 . ต ู้อ บ  (H ot air o v e n )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S a n y o

1 1 . ต ู้บ ่ม เซ ือ  (In c u b a to r ) รุ่น R O -8  ข อ ง บ ร ิษ ัท  M em m ert, W e s te r n  G e r m a n y

1 2 . ต ู้เพ า ะ เล ี้ย ง เซ ล ล ์(5%  C 0 2 In cu b a to r ) รุ่น N U -2 5 0 0 V  ข อ ง บ ร ิษ ัท  NUA IR E

1 3 . ต ู้ป ล อ ด เช ื้อ  (L am in ar flo w ) ร ุ่น  N U -2 0 1 -3 3 0 E  ข อ ง บ ร ิษ ัท  N U A IR E

14 . ต ู้แ ช ่แ ข ็ง  - 2 0 ๐ ซ ข อ ง บ ร ิษ ัท  S a n y o

15 . ต ู้แ ช ่แ ข ็ง  - 7 0 ° ช  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S a n y o

16 . เค ร ื่อ ง ช ั่ง น ํ้าห น ัก  ร ุ่น  A 2 0 0 S  บ ร ิษ ัท  S a rtor iu s, G e rm a n y .

1 7 . เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ล ง  ( S p e c t r o p h o t o m e t e r )  ร ุ่น  S p e c t r o n ic  21 ข อ ง บ ร ิษ ัท  

B a u s c h  & L o m b , U S A

18 . ช ุด  tr a n sb lo t  a p p a r a tu s  ข อ ง บ ร ิษ ัท  B io -R a d

19 . ก ล ้อ ง  in v e r te d  m i c r o s c o p e  ร ุ่น  IX 7 0  ข อ งบ ร ิษ ัท  O ly m p u s

บทที่ 3
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3.2 เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในงานวิจัย

1. อาหารเล้ียงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories,

USA

2. อาหาร Mueller Hinton Broth ของบริษัท Difco Laboratories, USA

3. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ (Thiosulfate citrate bile salt 

agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA

4. ชุดจัดจำแนกเรือสำเร็จรูป API20E ของบริษัท Biomerieux, France

5 . อาหารเลี้ยงเชลล์ RPMI 1640ของบริษัท Gibco BRL, USA

6. Fetal bovine serum ของบริษัท starrate, Australia

7. Calf bovine serum ของบริษัท Starrate, Australia

8. D-glucose ของบริษัท Sigma

9. L-glutamine ของบริษัท Sigma

10. Sodium pyruvate (C3H30 3Na) ของบริษัท Sigma

11. NaHC03

12. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) บริษัท Sigma

13. HT supplement ของบริษัท Gibco BRL, USA

14. Aminopterin ของบริษัท Sigma

15. Dimethylsulfoxide (DMSO) ของบริษัท Sigma

16. Acrylamide ของบริษัท BIO-RAD

17. Bis (N,N’-methylene-bis-acrylamide) ของบริษัท BIO-RAD

18. Tris (hydroxymethyl) aminomethane ของบริษัท BIO-RAD

19. SDS (sodium dodecyl sulfate) ของบริษัท BIO-RAD

20. Ammonium persulfate ของบริษัท BIO-RAD

21. SDS molecular weight markers ของบริษัท Sigma

22. ชุดตรวจลอบ Hybridoma sub-isotyping, mouse ของบริษัท Zymed

23. เอทิลแอลกอฮอลล์ (Ethyl alcohol) 70%, 80%, 90%, 95% ของบริษัท BDH

24. N-butyl alcohol ของบริษัท Univar

25. ไซลีน (Xylene) ของบริษัท Carlo Erba

26. Formaldehyde ของบริษัท Carlo Erba

27. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer saline, PBS ) 0.15 M pH 7.2 

(วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
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28. ลารละลาย p,+ (calf bovine serum:PBS dilution 1:10) (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ช)

29. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด์ (Diaminobenzidine tetrahydrochloride, 

DAB) ของบริษัท Sigma

30. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogenperoxide, H20 2) 30% ของบริษัท Sigma

31. อีโอซีน (Eosin Y) 0.02% ใน เอทิลแอลกอฮออล์ 95% ของบริษัท Harleco (วิธีเตรียม 

ดูภาคผนวก ซ)

32. อีมาทอกไซลีน (Hematoxylin) (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) ของบริษัท Harleco

33. พาราพลาส พลัส พาราฟิน ( Paraplast plus paraffin) ของบริษัท Sherwood

34. สารละลายเคลือบสไลด์ (Gelatin coat slide solution) ของบริษัท Difco (วิธีเตรียมดู 

ภาคผนวก ซ)

35. Davidson's fixative (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)

36. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH) ของบริษัท Riedel-de Haen

37. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid 1 HCl) ของบริษัท Merck

38. Permount ของบริษัท Ficther Scientific

39. GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish 

peroxidase conjugate) ของบริษัท BioRad

3.4 ว ิธ ีดำเน ินการว ิจย

3.4.1 การเตรียมแบคทีเร ีย

3.4.1.1 การเตรียมเซลล์แบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียชนิดอื่นๆ (ตารางที่ 3.1) โดย 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียสกุลวิบริโอในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอยที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 2% 

(นํ้าหนักต่อปริมาตร) และเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย บ่มบน 

เครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 37°ซ ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นแยกเซลล์ 

โดยการปันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 15 นาที และล้าง 

เซลล์ด้วย 0.15 โมลาร์ phosphate buffered saline (PBS) 2 คร้ัง นำเซลล์ที่ได้มาแขวนลอยใน 

PBS ปรับค่าการดูดกลืนแสง 660 นาโนเมตร ให้ได้ 1.0 โดยใช้ PBS

3.4.1.2 การเก็บเซลล์แบคทีเรีย โดยแขวนลอยเซลลํในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอยและ 

กลีเชอรอล 20% ('ปริมาตรต่อปริมาตร) เก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -70๐ซ เพ่ือใช้ใน 

การทดสอบต่อไป

3.4.1.3 การวิเคราะห์ลมบติทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ API 20E (BioMérieux, France) โดย 

เขี่ยเชื้อแบคทีเรียที่เจริญ 18-24 ชม. 1 โคโลนีเด่ียว มาแขวนลอยในนํ้าเกลือ 0.85% ท่ีปลอดเช้ือ
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ผสมให้เข้ากันดี แล้วปิเปตลงในชุดทดสอบ หลุมที่ทดสอบ arginine dihydrolase(ADH), lysine 

decarboxylase (LDC), ornithine decarboxylase (ODC), H2S production (H2S) และ urease 

(บRE) จะปิเปตทับด้วยพาราปิน เพื่อให้อยู่ในสภาวะปราศจากออกซิเจน จากนั้นนำชุดทดสอบใส่ 

ในถาดที่มีนํ้ากลั่นปลอดเชื้อ ปิดฝาและบ่มที่อุณหภูมิ 36°ซ ±2°ซ เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง การ 

อ่านผลการทดสอบดังตารางที่ 3.2

การวิจัยนี้ได้ทำการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อแอนติเจน \/. vulnificus VVC, 

I/, vulnificus \fVB และ V. mim icus ซึ่งมี'วิธีการทดลองดังน้ี

3.4.2 การเตรียมแอนติเจน

นำแอนติเจน {V. vulnificus และ VI m im icus) ที่เพาะเลี้ยงตามวิธีข้างต้นมาฆ่าด้วยความ 

ร้อนที่อุณหภูมิ 60°ซ เป็นเวลา 60 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20°ซ จากนั้นแบ่งเป็น 2 รูปแบบ คือ

3.4.2.1 รูปแบบ heat killed เติมนำกลั่นอัตราส่วน 1:1 (ปรัมาตรต่อใ]รมาตร)

3.4.2.1 รูปแบบ รอร-ทาercaptoethanol treated เติม SDS-mercaptoethanol อัตราส่วน 

1:1 (ปริมาตรต่อใ]รมาตร) ต้มในนํ้าเดือด 90 วินาที และไดแอลิซีลในนํ้ากล่ัน

3.4.3 การเตรียมติวอย่างกุ้งกุลาดำ

นำกุ้งกุลาดำนํ้าหนัก 20 กรัม มาเลี้ยงในกังพลาสติกสี่เหลี่ยมที่บรรจุนํ้าทะเลความเค็ม 

ประมาณ 20 ส่วนในพันส่วน จากนั้นฉีดด้วยแอนติเจนมีชีวิตความเข้มข้น 108 CFU/ml ใ]ริมาณ 50 

ไมโครลิตรต่อตัว เก็บกุ้งกุลาดำที่ฉีดและไม่ฉีดแอนติเจน (กลุ่มควบคุม) มาสลบในนํ้าเย็นจัด ตัดหัว 

แซ่ในสารละลาย Davidson’s fixative เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใช้ไนการตรวจลอบด้วยวิธี 

เทาทานทohistochemistry ต่อไป

3.4.4 การปล ูกภ ูม ิค ุ้มก ัน

นำส่วนผสมของแอนติเจนทั้ง 2 รูปแบบผสมกับ Freund's complete adjuvant ใน 

อัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) มาฉีดเข้าท่ีซ่องท้องของหนูขาว (swiss mice) จำนวน 4 ตัว 

ฉีดกระตุ้นทุก 2 สัปดาห์ 3 คร้ัง ด้วยส่วนผสมของแอนติเจนทั้ง 2 รูปแบบผสมกับ Freund’s 

incomplete adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) จากนั้น 1 สัปดาห์หลังจากการฉีด 

คร้ังท่ี 4 เจาะเลือดหนูแต่ละตัวมาตรวจหาพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะต่อแอนติเจนโดย

Western blotting ดัดเลือกหนูตัวที่ให้แถบโปรตีนซัดเจนมาใช้ในการผลิตเซลล์ไฮบริโดมา โดยจะ 

ฉีดกระตุ้นหนูขาวด้วยแอนติเจนทั้ง 2 รูปแบบ ก่อนการผลิตเชลล์ไฮบริโดมา 3 วัน



ตารางทื่ 3.1 แบคทีเรียที่ใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ

V. v u ln if ic u s  ( พ C และ พ ธ )  และ V. m im ic u s
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แบคทีเรียทดสอบ แหล่งที่มา

V. v u ln if ic u s  พ C คณะสัตวแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
(สัตว์นํ้าเป็นโรค)

V. v u ln if ic u s  พ ธ ภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาสัยบูรพา (ปลากะพงเป็นโรค)

V. m im ic u s  DMST 15142 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์กระทรวงสาธารณสุข 
(อุจจาระผู้ป่วย)

V. v u ln if ic u s  M06-24/0

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

V. p a ra h a e m o ly t ic u s

V. h a rv e y i 639

V. c h o le ra e

V. p e n a e ic id a

B a c illu s  s u b tilis

E n te ro c o c c u s  fa e c a lis  ATCC 7080

V. f lu v ia lis คณะสัตวแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

V. v u ln if ic u s  BT 2-89/04/7052 Denmark

ภาควิชาวารชศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยบูรพา

V. v u ln if ic u s  MT 1506 UK

1/. v u ln if ic u s  พ ธ ร

V. o rd a in  UK

V. a n g u illa ru m  AVL01

Y e rs in ia  ru c k e r i B04023 UK

E d w a rd s ie lla  ta rd a  B88308

P h o to b a c te r iu m  d a m se lla e  ssp. 
p is c ic id a  UK

A e ro m o n a s  h yd ro p h ila  VMARC 1234
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหิดล

A e ro m o n a s  c a v ia e  NICMB 1444

P le s iom o n a s  s h ig e llo id e s  AAHRI
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ตารางที่ 3.1 (ต่อ)

แบคทีเรียทดสอบ แหล่งที่มา

S a lm o n e lla  Typhi

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหิดล

S a lm on e lla  Typhi murium ATCC 1408

S h ig e lla  f le x n e r i

M o rg a n e lla  m o rg a n ii

E n te ro b a c te r  c lo a c a e

K le b s ie lla  p n e u m o n ia e

P ro te u s  vu lg a r is

P s e u d o m o n a s  a e ru g in o s a

V. v u ln if ic u s  ATCC 29307

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์กระทรวงสาธารณสุข

V. v u ln if ic u s  ATCC 27562

V. m im ic u s  ATCC 33653

V. a lg in o ly tic u s  DMST 14800

A e ro m o n a s  s o b r ia  DMST 12446

E sc h e ric h ia  c o li ATCC 25922

S a lm on e lla  Enteritidis DMST 7108
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ตารางที่ 3.2 การอ่านผลการวิเคราะห์สมบัติทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ API 20E (BioMérieux, 
France)

การทดสอบ ผลการทดสอบ

ผลบวก ผลลบ

(3-galactosidase(ONPG) ไม่มีสี เหลือง

Arginine dihydrolase(ADH) เหลือง แดง/สัม

Lysine decarboxylase (LDC) เหลือง แดง/ล้ม

Ornithine decarboxylase (ODC) เหลือง แดง/ล้ม

Citrate utilization เขียวอ่อน/เหลือง เขียวแกมใ!ทเงิน/'น้ําเงิน

H2S production (H2S) ไม่มีสี/สีเทา ดำ

Urease (URE) เหลือง แดง/ล้ม

Trytophane deaminase (TDA) เติม TDA reagent สังเกตผลทันที

เหลือง นา ตาล ค่อน'ข้าง แดง

Indole production (IND) เติม JAMES reagent สังเกตผลทันที

ไม่มีสี/เขียวอ่อน/เหลือง ซมพู

Acetoin production (VP) เติม VP1 และ VP2 บ่ม 10 นาที

ไม่มีลี ซมพู/แดง

Gélatinase (GEL) ไม่มีการแพร่ของเม็ดสีดำ มีการแพร่ของเม็ดสีดำ

Glucose (GLU) 'พาเงิน/เขียวแกมนํ้าเงิน เหลือง/เหลืองเทา

Mannitol (MAN) นํ้าเงิน/เขียวแกมนํ้าเงิน เหลือง

Inositol (INO) นํ้าเงิน/เขียวแกม,นาเงิน เหลือง

Sorbitol (SOR) นํ้าเงิน/เขียวแกม,นํ้าเงิน เหลือง

Rhamnose (RHA) นํ้าเงิน/เขียวแกมนํ้าเงิน เหลือง

Sucrose (SAC) นํ้าเงิน/เขียวแกมนํ้าเงิน เหลือง

Melibiose (MEL) นํ้าเงิน/เขียวแกม'นาเงิน เหลือง

Amygdalin (AMY) นํ้าเงิน/เขียวแกม,นาเงิน เหลือง

Arabinose (ARA) นํ้าเงิน/เขียวแกมนํ้าเงิน เหลือง

N 02 production เติม NIT1 และ NIT2 ในหลุม glucose บ่ม 2-5 นาที

เหลือง แดง
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3.4.5 การผลิตเชลล์ม ัยอ ิโลมา

เซลล์มัยอิโลมาที่ใช้สำหรับผลิตเซลล์ไฮบริโดมาคือ P3X เตรียมโดยเลี้ยงในอาหาร RPMI 

1640 ทีเสริมด้วย calf bovine serum 20% บ่มใน C 02 incubator ทีอุณหภูมิ 37°ซ

3.4.6 การผลิตเซลล์ไฮบริโดมา (ดัดแปลงจากวิธีของ Mossman และคณะ, 1976; 
Goding, 1983)

นำเซลล์ม้ามของหนู'ขาวมาผสมกับเซลล์มัยอิโลมา P3X ปันเหวี่ยงแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 
1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใส (RPMI) ออก เติมสารละลาย polyethylene glycol 
(PEG) 1 มิลลิลิตร ทีละน้อย ใช้นิ้วตีก้นหลอดให้เซลล์ผสมกับ PEG เป็นเวลา 1 นาที ค่อย  ๆ เติม 
RPMI ปริมาตร 39 มิลลิลิตร ลงข้างหลอดช้าๆ บ่มใน C 0 2 incubator เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ปันเหวี่ยง 
แยกเซลล์ผสมด้วยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที กระจายเซลล์ใน HAT medium  
(RPMI 1640 ทีเสริมด้วย fetal bovine serum 20%, เม็ดเลือดแดง 0.5%, hypoxanthine, 
aminopterin และ thymidine) และดูดใส่ใน m icroculture plate 30 ถาด (96 หลุมต่อถาด) บ่มใน 
C 0 2 incubator ประมาณ 10-12 วัน ตรวจดูการเจริญของเซลล์ในหลุมต่างๆ ภายใต้กล้อง 
inverted m icroscope จากนันคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีจำเพาะต่อแอนติเจน (รูป 
ท่ี 3.1)

m v V K



ฉีดแอนติเจน'ท้ัง 2 รูปแบบ 
ผสมกับแอดจแวนท์ท่ีๆรองทอง
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เชลล์มัยอิโลมา P3X
J , HGPRT'

ฉีดกระตุ้นด้วยแอนติเจนท้ัง 2 รูปแบบ 
ก่อนการผลิตเซลล์ใฮบริ'โดมา

เ ,  3 ว้น 
ผ่าตัดม้ามหนู 

1

M \

1
เซลล์ม้าม 10® เชลล์

▼
2 X 10? เซลล์

4, 4. * *4» »PEG - J

*> *■ ’̂ +- ✓

J  37°ซ, C02 5%, 2 ชม.

HAT medium 
37°ซ, C 0£ 5%, 10-12 วับ

1

, 1, . 7 - . ,

การโดลนด้วอวิfi limited dilution

เซลล์เฮบริโดมา 
(เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว)

\
น้ําแองเชลล์เฮบ'ริ'โดมา (MAb)

รูปที่ 3.1 แผนภาพการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี

(ดัดแปลงจาก: http://www.jpt.com /content/pep/immuno_tools/custom ized.htm )

http://www.jpt.com/content/pep/immuno_tools/customized.htm
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3.4.7 การคัดเลือกเชลล์ไฮบริโดมา
3.4.7.1 การคดเล ือกข้ันที่ 1 ด้วยวิธ ี Dot blotting

นำแอนติเจนทั้ง 2 รูปแบบ มาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรต่อจุด 
ทำให้แห้งโดยอบที่ 60°ซ 10 นาที แซ่ในสารละลาย blotto 5% (นมพร่องมันเนย 5% ที่ละลายใน 
PBS) เป็นเวลา 30 นาที ตัดและใส่ใน microculture plate จากนั้นเติมนํ้าเลี้ยงเซลลํใฮบริ'โดมา 
(เจือจาง 1:4 ใน blotto 1%) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 4 คร้ัง นำไป 
บ่มใน GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase 
conjugate) เจือจาง 1:1500 ใน blotto 5% ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง และล้างด้วย PBS 
4 คร้ัง จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03%, แ20 2 0.006% และ CoCI2 
0.05% ใน PBS เซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนจะเกิดเป็นจุดสีดำ 
นำเซลล์ใฮบริโดมาที่ให้ผลเป็นบวกไปคัดเสือกในขั้นที่ 2 (รูปที่ 3.2)

3.4.7.2 การคัดเลือกขั้นท ี่ 2
3.4.7.2.1 การวิเคราะห์ Western blotting

นำแอนติเจนในรูปแบบคงสภาพ มาแยกใน SDS-PAGE 15% โดยผ่านกระแสไฟฟ้า 
80 โวลต์ นำเจลที่ผ่านกระบวนการทำ SDS-PAGE มาย้ายโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
โดยใช้ transblot apparatus กระแสไฟฟ้า 50 โวลต์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนำกระดาษ 
ไนโตรเซลลูโลสไปแซ่ใน blotto 5% เป็นเวลา 30 นาที ตัดแบ่งลงใน microculture plate ท่ีมี blotto 
1% บ่มด้วยนํ้าเลี้ยงเซลล์ใฮบริโดมา (เจือจาง 1 :40ใน blotto 1%) จากหลุมที่ให้ผลเป็นบวกในการ 
คัดเสือกขั้นที่ 1 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 4 คร้ัง นำไปบ่มใน GAM- 
HRP เจือจาง 1:1500 ใน blotto 5% ทีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง และล้างด้วย PBS 4 คร้ัง 
จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03%, H20 2 0.006% และ CoCI2 0.05% 
ใน PBS ตรวจสอบผลโดยเปรียบเทียบกับผลของพอลิโคลนอลแอนติบอดี (รูปท่ี 3.3)

3.4.7.2.2 การวิเคราะห์ปฏิกิร ิยาข ้ามด้วย Dot blotting
นำแอนติเจนและแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ความเข้มข้นประมาณ 108 CFU/ml ในรูปแบบ

heat killed มาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรต่อจุด ทำให้แห้งโดยอบที่ 60°ช  
10 นาที จากนั้นแซ่ใน blotto 5% เป็นเวลา 30 นาที ตัดแบ่งลงใน microculture plate ท่ีมี blotto 
1 % บ่มด้วยนํ้าเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา (เจือจาง 1:40 ใน blotto 1% )จากหลุมที่ให้ผลเป็นบวกในการ 
คัดเลือกขั้นที่ 1 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 4 คร้ัง นำไปบ่มใน GAM- 
HRP เจือจาง 1:1500 ใน blotto 5% ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง และล้างด้วย PBS 4 คร้ัง 
จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03%, H20 2 0.006% และ CoCI2 0.05% 
ใน PBS ตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียชนิดอื่นๆ จากจุดสีดำ (รูปท่ี 3.3)
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3.4.7.2.3 การตรวจการติดเๆรั้อ'’ในเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำด้'ว?.บวิธื Immunohistochemistry
3.4.7.2.3.1 การเตรียมเนื้อเยื่อ

นำหัวกุ้งกุลาดำที่แซ่ในสารละลาย Davidson’s fixative 24 ชั่วโมง มาล้างด้วย 
นํ้าประปาเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นผ่านกระบวนการล้างพาราทิเนและดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อด้วย 
แอลกอฮอล ์ท ี่เป อร ์เซ ็นต ์ต ่างๆ  และไซล ีน  ฝ ังในพาราป ิน  แล ้วตัดเน ื้อ เย ื่อ ให ้ม ีความหนา 
8 โมโครเมตร ด้วยเครองตัดเนื้อเยื่อแบบใช ้มือหมุน ติดเนื้อเยื่อบนสไลด์ที่เคลือบด้วยสารละลาย 
เจลาติน แล้วนำไปอบที่ 50°ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (รูปท่ี 3.4)

3.4.7.2.3.2 การวิเคราะห์ Immunohistochemistry
นำสไลด์เนื้อเยื่อมาล้างพาราทิเนออกในไซลีน และผ่านกระบวนการเติมนํ้าด้วย

แอลกอฮอล์ที่เปอร์เซ็นต์ต่างๆ ตรีงเนื้อเยื่อด้วยฟอร์มาลิน 10% ล้างด้วย PBS 3 คร้ัง และหยด 
สารละลาย p /  (calf bovine serum 10% ใน PBS) คลุมเน้ือเย่ือ เก็บในกล่องเก็บความชื้น บ่มท่ี 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำนํ้าเลี้ยงเซลล์ไฮบรีโดมาจากหลุมที่ให้ผลเป็นบวกในการ 
คัดเลือกขั้นที่ 1 มาหยดคลุมเนื้อเยื่อบนสไลด์ บ่มท่ี 37°ซ เป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 
3 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที เติม GAM-HRP เจือจาง 1:1000 ในสารละลาย p ,+ บ่มที่ 37๐ซ เป็นเวลา 
3 ชั่วโมง และล้างด้วย PBS 3 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต 
DAB 0.03% และ แ20 2 0.006% ใน PBS เป็นเวลา 5 นาที ย้อมสีด้วยฮีมาทอกไซลีนและอีโอซีน 
ผ่านกระบวนการดึงนํ้าออกด้วยแอลกอฮอล์ที่เปอร์เซ็นต์ต่างๆ และไซลีน ปิดทับด้วยกระจกปิด 
สไลด์ นำไปล่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เนื้อเยื่อที่ให้ผลเป็นบวกจะติดลีนํ้าตาล (รูปท่ี 3.3 และ

3.5)
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แอนติเจนรูปแบบ heat killed : รอร-กาercaptoethanol treated (1:1)

1

หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส

J  อบท ี่60°ช10นาท ี

แช่ใน blotto 5%

J , 30 นาที

เติมนํ้า เลี้ยงเซลล็ใฮบริ'โดมา

J  บ่มที่อุณหภูมิห้อง, 5 ชั่วโมง 

ล้างด้วย PBS 4 คร้ังๆ ละ 5 นาที

I
เติม GAM-HRP 1: 1500

J r บ่มที่อุณหภูมิห้อง, 3 ชั่วโมง 

ล้างด้วย PBS 4 คร้ังๆ ละ 5 นาที

I
ทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03%, แ20 2 0.006% และ CoCI2 0.05% ใน PBS

I
ล้างด้วยนา

ร ูป ท ี่ 3 . 2  แผนผังการคัดเลือกขนที่ 1 ด้วยวิธี Dot blotting (Sithigorngul และคณะ,2000)
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ป ฏ ิก ิร ิยาข ้ามด ้วย Dot blotting W estern blotting เทาทานทohistochem istry

แอนต ิเจนและแบคท ีเร ียอ ื่นๆ
-10 CFU/ml

I
ห ยดลงบนกระดาษ  

ไนโตรเซลลูโลส

อบที่ 60°ซ , 10 นาที ^

แอนติเจน ~ 1 0 8 CFU/ml

1

สไลด ์เน ื้อ เย ื่อท ี่ผ ่าน  
กระบวนการเต ิมน ํ้าแล ้ว

SDS-PAGE
I

ย ้ายโปรต ีนลงบนกระดาษ  
ไนโตรเซลลูโลส

ห ยดส ารละลาย P,

blotto 5%

30 นาที

เต ิมน ํ้า เล ี้ยง เซลล้ใฮบริ'โดมา

บ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง, 5 ชม. 

ล ้างด ้วย PBS 4  ครั้งๆ ละ 5 นาที

I
เติม GAM-HRP 1: 1500

บ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง, 3 ชม.

ล ้างด ้วย PBS 4 ครั้งๆ ละ 5 นาที

I
ทำปฏ ิก ิร ิยาใน สารละลายซ ับสเตรต DAB 0.03% , 

H?0 ,  0.006%  และ CoCI2 0.05%  ใน  PBS

I
ล ้างด ้วยน ํ้า

30  นาที

เต ิมน ํ้าเล ี้ยงเซลล ้ใฮบริ'โดมา 

บ ่ม ท ี่3 7 °ซ , 5ซ ม .

ล ้างด ้วย PBS 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที

I
เติม GAM-HRP 1: 1500  

บ ่ม ท ี่3 7 °ช , 3 ช ม . ^

ล ้างด ้วย PBS 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที

I
ทำปฏ ิก ิร ิยาใน สารละลายซ ับสเตรต DAB 

0.03% , แ 20 '2 0.006%  ใน  PBS

I
ล ้างด ้วยน ํ้า

I
กระบวนการด ึงน ํ้าออกและย ้อมส ี

ร ูป ท ี่ 3 .3  แ ผ น ผ ัง ก า ร ค ัด เล ือ ก ข ั้น ท ี่ 2  ด ้ว ย ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ W e s te r n  b lo t t in g  ป ฏ ิก ิร ิย า ข ้า ม ด ้ว ย  D o t

b lo t t in g  แ ล ะ  เกาทานกo h i s t o c h e m i s t r y  ใ น เน ือ เย ือ ก ุ้ง ก ุล า ด ำ  (S ith ig o rn g u l  แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 0 0 )
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หัวกุ้งกุลาดำทีฉีดและไม่ฉีดแอนติเจน

i
สารละลาย Davidson's fixative

J ,  2 4 ซม.
ล้างด้วยนํ้าประปา 

3 ชม.
เอทานอล 70%

3 ชม.
เอทานอล 90%

I  3 ซม.
เอทานอล 95%

2 คร้ัง ข้ามคืน 
บิวทานอล

1 ชม.
บิวทานอล : ไซลีน (1:1)

1 ซม.
ไชลีน

I  2 คร้ัง  ๆ ละ1 ซม.
ไชลีน : พาราฟิน(1:1)

J ,  60๐ซ, 30 นาที 
พาราทิเน

60°ซ1 3 คร้ัง  ๆ ละ 30 นาที 
การฝังเน้ือเย่ือในพาราทิเน

การตัดเนื้อเยื่อด้วยเครองตัดเนื้อเยื่อแบบใช้มือหมุน

1  1

สไลด์เน้ือเย่ือ
รูปที่ 3.4 แผนผังการเตรียมเนื้อเยื่อกุ้งกุลาดำสำหรับการวิเคราะห์ Immunohistochemistry (IHC)
(Sithigorngul และคณะ, 2000)



4 2
สไลด์เน้ือเย่ือ

I
ข้ันตอนละ 5 นาที

กระบวนการล้างพาราท ิเน  
และด ึงน ื้า เข ้าส ู่เน ื้อ เย ื่อ

Immunohistochemistry

1
หยดสารละลาย p,+

1  30 นาที
น้ืาเล้ียงเชลล์ไฮบรโดมา (MAb)

J , บ่มที่37๐ซ, 5ชม.
ล้างด้วย PBS 3 คร้ังๆ  ละ 10 นาที

I
GAM-HRP 1:1000

J , บ่มที่37๐ช ,3 ชม.
ล้างด้วย PBS 3 คร้ังๆ  ละ 10 นาที

I
สารละลายชับสเตรต DAB 0.03%, แ20 2 0.006% ใน PBS

5 นาที 
ล้างด้วยน้ํา

I
การย้อมสีฮีมาทอกไซลีน

_____________________I

ข้ันตอนละ 5 นาที 

การทำสไลด์ถาวร
1 Permount 

สไลด์ถาวร

รูปที่ 3.5 แผนผังการเตรียม IHC ในเน้ือเย่ือกุ้งกุลาดำ (Sithigorngul และคณะ, 1999)
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3.4.8 การโคลนด้วยวิธี limited dilution (ดัดแปลงจาก Spinger, 1986)

นำเซลล์ที่ดัดเลือกแล้วมากระจายในหลุมโดยใช้ปิเปตค่อยๆ ดูดสารละลายขึ้นลงหลายๆ 
คร้ัง หยดเซลล์แขวนลอยลงในจานเลี้ยงเชื้อ 1-2 ไมโครลิตร ให้มีจำนวนเซลล์ประมาณ 100 เซลล์ 
โดยนำไปตรวจดูภายใต้กล้อง inverted microscope จากน้ันเติม HT medium (RPMI 1640 ท่ี 
เสรมด้วย fetal bovine serum 20%, เม็ดเลือดแดง 0.5%, hypoxanthine และ thymidine) 
ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ดูดเชลล์แขวนลอยลงใน microculture plate (96 หลุมต่อถาด) 48 หลุม 
แรก (แถว 1-6) หลุมละ 100 ไมโครลิตร เติม HT medium เพิ่มในจานเลี้ยงเชื้ออีก 2.5 มิลลิลิตร 
แล้วดูดใส่ลงใน 48 หลุมหลัง (แถว 7-12) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มใน C 02 incubator 
ประมาณ 10-12 วัน ตรวจสอบหลุมที่มีโคลนเดี่ยวภายใต้กล้อง inverted microscope จากนั้น 
คัดเลือกโดยวิธี Dot blotting และขยายเพิ่มจำนวนเซลล์

3.4.9 การเก็บเชลล์ไฮบริโดมา
เลี้ยงเซลลํใฮบริโดมาให้เจริญอยู่ในระยะ log phase ในอาหาร RPMI 1640ที่เสริมด้วย 

fetal bovine serum 20% กระจายและดูดเชลล์แขวนลอยลงในหลอด ป่นเหวี่ยงแยกเซลล์ด้วย 
ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที แยกสารละลายส่วนใสออกจากเซลล ์
ไฮบริโดมาและเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20°ช เพื่อใช้ในการทดสอบต่อไป จากนั้น 
เติมไดเมทิลชัลฟอกไซด์ 12% (DMSO) 0.5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับเซลล์ไฮบริโดมา ดูดเชลล์ 
แขวนลอยลงในหลอดสำหรับเซลล์แช ่แข ็ง (cryopreservation tube) เก ็บร ักษาในก ัง
ไนโตรเจนเหลว (-196๐ซ)

3.4.10 การพิส ูจน์เอกล์กษณ์แอนติเจนที่จ ํบโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี
3.4.10.1 การวิเคราะห์ Western blotting

นำแอนติเจนในรูปแบบคงสภาพและโปรตีนมาตรฐานมาแยกใน SDS-PAGE 15% 
โดยผ่านกระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ แบ่งเจลส่วนท่ีมีโปรตีนมาตรฐานไปย้อมสีด้วย Coomassie 
brilliant blue R-250 0.1% และนำเจลอีกส่วนมาย้ายโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยใช้ 
transblot apparatus กระแสไฟฟ้า 50 โวลต์ เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นนำกระดาษ 
ไนโตรเซลลูโลสไปแช่ใน blotto 5% เป็นเวลา 30 นาที ดัดแบ่งแล้วบ่มกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี 
ต้องการทดสอบ (เจือจาง 1:200 ใน blotto 1%) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย 
PBS 4 คร้ัง นำไปบ่มใน GAM-HRP เจือจาง 1:1500 ใน blotto 5% ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
3 ช่ัวโมง และล้างด้วย PBS 4 คร้ัง จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03%, 
H2(ว2 0.006% และ CoCI2 0.05% ใน PBS ตรวจสอบแถบโปรตีนท่ีให้ผลบวกกับโมโนโคลนอล 
แอนติบอดี และคำนวณหาน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนท่ีจำเพาะกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน63
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3.4.10.2 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาข้ามด้วยวิธ ี Dot blotting
นำแอนติเจนและแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ความเข้มข้นประมาณ 108 CFU/mi ในรูปแบบ

คงสภาพมาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรต่อจุด ทำให้แห้งโดยอบที่ 60°ซ  
10 นาที จากนั้นแช่ใน blotto 5% เป็นเวลา 30 นาที บ่มด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการ 
ทดสอบ (เจือจาง 1:200 ใน blotto 1 %) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 4 คร้ัง 
นำไปบ่มใน GAM-HRP เจือจาง 1 :1500ใน blotto 5% ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง และล้าง 
ด้วย PBS 4 คร้ัง จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03%, แ2<ว2 0.006%  
และ CoCI2 0.05% ใน PBS ตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียซนิดอื่นๆ จากจุดสีดำ

3.4.10.3 การวิเคราะห ์การติดเช ื้อในเน ื้อเย ื่อก ุ้งก ุลาดำด ้วยวิธ ี เทาทานทohistochemistry
นำสไลด์เนื้อเยื่อมาล้างพาราฟินออกในไซสิน และผ่านกระบวนการเติมนํ้าด้วย

แอลกอฮอล์ท่ีเปอร์เซ็นต์ต่างๆ ตรึงเนื้อเยื่อด้วยฟอร์มาลิน 10% ล้างด้วย PBS 3 คร้ัง และหยด 
สารละลาย P น์ (calf bovine serum 10% ใน PBS) คลุมเนื้อเยื่อ เก็บในกล่องเก็บความชื้น บ่มท่ี 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีต้องการทดสอบมาหยดคลุม 
เนื้อเยื่อบนสไลด์ บ่มท่ี 37°ซ เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย PBS 3 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที เติม 
GAM-HRP เจือจาง 1:1000 ในสารละลาย p ,+ บ่มท่ี 37°ซ เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง และล้างด้วย PBS 
3 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต DAB 0.03% และ แ20 2 
0.006% ใน PBS เป็นเวลา 5 นาที ย้อมสีด้วยอีโอชีน ผ่านกระบวนการดึงนํ้าออกด้วยแอลกอฮอล์ 
ท่ีเปอร์เซ็นต์ต่างๆ และไซสิน ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ นำไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
เนื้อเยื่อที่ให้ผลเป็นบวกจะติดสินํ้าตาล

3.4.10.4 การวิเคราะห์ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot blotting
นำแอนติเจนที่เจือจางแบบ serial dilution ใน PBS มาหยดลงบนกระดาษ 

ไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรต่อจุด ทำให้แห้งโดยอบที่ 60๐ซ 10 นาที แช่ในสารละลาย blotto 5% 
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดี (เจือจาง 1:200 ใน blotto 1%) บ่มที่ 
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS 4 คร้ัง นำไปบ่มใน GAM-HRP เจือจาง 1:1500 
ใน blotto 5% ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชั่วโมง และล้างด้วย PBS 4 คร้ัง จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยา 
ในสารละลายซับลเตรต DAB 0.03%, H20 2 0.006% และ CoCI2 0.05% ใน PBS ตรวจสอบจุดสี 
ดำที่เกิดขึ้น โดยความเข้มข้นของแอนติเจนน้อยที่สุดที่ทำให้เกิดจุดสีดำจะเป็นค่าความไวของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชวิเคราะห์

3.4.11 การตรวจจำแนก isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
วิเคราะห์ด้วยวิธี sandwich ELISA และใช้ sub-isotyping kit จาก Zymed Laboratories 

จำแนกโดยเคลือบ microculture plate (96 หลุมต่อถาด) ด้วย GAM-IgG (goat anti-mouse
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IgG) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 ° ช เป็นเวลา 8-12 ช่ัวโมง สลัดสารละลายทิ้งและล้าง 
ด้วย blotto 0.5% หลุมละ 150 ไมโครลิตร 3 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที เติม blotto 5% หลุมละ 50 
ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบ เจือจาง 1:50 
ใน blotto 5% แถวละ 1 ซนิด (1-12) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง 
สลัดสารละลายทิ้งและล้างด้วย blotto 5% หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4 ครัง ๆ ละ 10 นาที แล้วเติม 
rabbit anti-isotype antibodies (lgG1, lgG2a, lgG2b, lgG3, IgA, IgM, X และ K) เจือจาง 1:20 
ใน blotto 5% แถวละ 1 ชนิด (A-H) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง 
สลัดสารละลายทิ้งและล้างด้วย blotto 5% หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4 ครัง ๆ ละ 10 นาที เติม 
GAR-HRP (goat anti-rabbit IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate) 
เจือจาง 1:1500 ใน blotto 5% หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง สลัด 
สารละลายทิ้งและล้างด้วย PBS หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที จากน้ันนำไปทำ 
ปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต OPD (O-phenelenediamine dihydrochloride) 1 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร และ แ20 2 0.006% ใน 0.1 โมลาร์ บัฟเฟอร์ซิเตรท หลุมละ 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 
5 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 นอร์แมล กรดซัลฟูริก หลุมละ 100ไมโครลิตรตรวจสอบผลโดยลังเกต 
สีที่เกิดขึ้นในแต่ละหลุม หรืออ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร ด้วย microplate reader 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละชนิดจะให้มีเข้ม 1 หลุมตาม isotype และอีก 1 หลุมตามชนิดของ 
โปรตีนสายส้ัน (light chain) (รูปท่ี 3.6)



4 6GAM IgG 1:100, 50 JJ.I
I 4 ซ, 8-12 ชม.

ล้างด้วย blotto 5% 3 คร้ัง  ๆละ 10 นาที
' I

เติม blotto 5%, 50 |il
J บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง, 30 นาที

น้ําเล้ียงเซลล้ไฮบรโดมา (MAb) 50 JJ.I
ni l  1 1 1
1 2 3 4  5 6 7  8 9  1 0  1 1  1 2

ABcDEFG * IH
I บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง, 5 ชม.

ล้างด้วย blotto 5% 4 คร้ัง  ๆละ 10 นาที
_ I
RAM-IgG 1:20, 50 |แเ

1 2 3 4  5  6  7 8 9  1 0  1 1  1 2
IgGi

IgG3IgAIgMKappaLambda

•A •B ■ C • D •E - F ■ G

I บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง, 5 ชม.
ล้างด้วย blotto 5% 4 คร้ัง  ๆละ 10 นาที

1
GAR-HRP 1:1000, 50 JU.I

I บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง, 3 ชม.
ล้างด้วย PBS 4 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที

สารละลายซับสเตรต OPD 1 มก./มล. และ แ20 2 0.006%ใน 0.1 โมลาร์บัฟเฟอร์ชิเตรท, 100 เแเ
I 5 นาที

หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 นอร์แมล กรดซัลฟูริก, 100 [Il 
I 5 นาที

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 490 นาโนเมตร
รูปที 3.6 แผนผังการตรวจจำแนก isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
(พinotaphan และคณะ, 2005)
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3.4.12 การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA
เคลือบ microculture plate (96 หลุมต่อถาด) ด้วยเซลล์แอนติเจน (V. v u ln if ic u s  และ 

V. m im ic u s ) ที่ทำให้แตกโดยวิธี sonicate หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 
8-12 ช่ัวโมง สลัดสารละลายทิ้งและล้างด้วย blotto 5% หลุมละ 150 ไมโครลิตร 3 คร้ัง  ๆ ละ 10 
นาที เติม blotto 5% หลุมละ 50 ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีที่ต้องการทดสอบ เจือจาง 1:10 ใน blotto 5% รวมหลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยเติมใน 
แถวแนวนอนและแนวต้ัง จากซ้ายไปขวา (ตารางท่ี 3.3) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง สลัด 
สารละลายทิ้งและล้างด้วย blotto 5% หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที แล้วเติม 
GAM-HRP เจือจาง 1:1500 ใน blotto 5% หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
3 ช่ัวโมง สลัดสารละลายทิ้งและล้างด้วย PBS หลุมละ 150 ไมโครลิตร 4 คร้ัง  ๆ ละ 10 นาที 
จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยาในสารละลายชับลเตรต OPD 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ แ20 2 0.006% 
ใน 0.1 โมลาร์ บัฟเฟอร์ซิเตรท หลุมละ 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 5 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 
1 นอร์แมล กรดซัลฟูริก หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลโดยอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 
นาโนเมตร ด้วย microplate reader

ตารางท่ี 3.3 การเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีผสมสำหรับการวิเคราะหํอิพิโทป

M A b s 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 12
1 1+1 1+2 1+3 1+4 1+5 1+6 1+7 1+8 1+9 1 +  10 1+11 1 + 12

2 2 + 2 2 + 3 2+4 2 + 5 2+ 6 2+ 7 2+ 8 2 + 9 2 + 1 0 2+11 2 + 12

3 3 + 3 3+ 4 3+ 5 3+ 6 3+ 7 3+ 8 3 + 9 3 + 1 0 3+11 3 + 12

4 4 + 4 4 + 5 4 + 6 4+ 7 4 + 8 4 + 9 4 + 10 4 + 11 4 +  12

5 5+ 5 5+ 6 5+7 5+8 5+ 9 5 + 1 0 5+11 5 + 1 2

6 6+ 6 6+7 6+8 6+ 9 6 + 1 0 6+11 6 + 1 2

7 7+7 7+8 7+9 7 + 10 7+11 7 + 12

8 8+ 8 8 + 9 8 + 1 0 8+11 8 + 1 2

9 9 + 9 9 + 1 0 9+11 9 + 1 2

1 0 1 0 -10 10' 11 10-12
11 11+11 11-12
1 2 12-12
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