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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 

 กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) หรือ Giant tiger prawn จัดเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจชนิด

หนึง่ทีท่ํารายไดใหกับประเทศไทยไดคอนขางสูงจากการเปนสินคาสงออก ปจจุบันการเพาะเล้ียง

กุงกุลาดําประสบกับปญหาหลายดาน ปญหาหลักไดแก การระบาดของโรควิบริโอสิส (Vibriosis) 

ที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรียในกลุมวิบริโอ ในป ค.ศ. 1854 Filippo Pacini นักวิทยาศาสตรชาวอิตาลี

เปนผูคนพบสปชีสแรกของ Vibrio ซึ่งไดแก V. cholerae (Thompson และคณะ, 2004) ทีเ่ปน

สาเหตุโรคอหวิาตกโรคในคน ตอมามีรายงานการระบาดโรคในกุงทีม่ีสาเหตุจาก V. vulnificus,    

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus และ V.  harveyi (Gopal และคณะ, 2004) 

V. harveyi จัดเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง เจริญไดดีทั้งสภาพทีม่แีละไมมีอากาศ พบ

ทั่วไปในน้ําทะเล บนผิว อวยัวะภายในและระบบทางเดินอาหารของสัตวทะเล (Baumann และ

คณะ, 1971) V. harveyi เปนหนึ่งในแบคทีเรียสกุลวบิริโอที่สรางปญหาการระบาดในกุงทัว่โลก 

ภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญคือ อุณหภูมิ 25-32 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดและดาง (pH) 

5-9 และปริมาณเกลือ (NaCl) 1-6% (น้ําหนกั/ปริมาตร) คาออกซิเจนที่ละลายในนํ้า 0.5-7.8 

มิลลิกรัมตอลิตร ระดับความเค็ม 15-30 สวนในพันสวน (ppt) ปริมาณสารอาหารในนํ้าไดแก 

สารอินทรียทีม่ีปริมาณสูง เชน น้าํตาล กรดอะมิโน และสารอนนิทรียโดยเฉพาะอิออนของโซเดียม 

ซึ่งปจจัยดังกลาวเปนภาวะที่พบไดในบอเล้ียงกุงกุลาดํา (Kiriratnikom และคณะ, 2000) สาเหตุที่

ทําใหกุงปวยและตายเกิดจากเม่ือปจจัยจากภาวะแวดลอมภายนอกมีความเหมาะสมทําให        

V. harveyi ที่มีอยูแลวในธรรมชาติเพิ่มจํานวนมากข้ึน สามารถเขายึดเกาะอยูตามอวยัวะ

ภายนอกตางๆ ของกุงเชน เปลือก เหงือก ขาทกุสวนและปะปนกับน้าํที่กุงรับเขาไปโดยตรงและมี

ปริมาณมากในตับ เมื่อกุงลอกคราบ เกิดบาดแผลหรือกุงตัวอ่ืนมากนิกุงที่กาํลังติดเช้ือ V. harveyi 

อยู เชื้อนี้ก็จะแพรกระจายอยางรวดเร็ว หลังจากที ่ V. harveyi เขามาอยูในตัวกุงจะเพิ่มจํานวน

และเขาทาํลายอวัยวะภายในบริเวณตับ เนื้อเยื่อหัวใจ ตอมน้ําเหลือง เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ทางเดิน

อาหาร เซลลสืบพันธุและกลามเนื้อ ทายสุดจะเขาสูกระแสเลือดและสรางสารพิษออกมาเปนผลให

เกิดการติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด (Septicemia) มีผลทาํใหเม็ดเลือดของกุงแตก กุงจะ

ออนแอเกิดการอักเสบเปนลักษณะเนื้อเยือ่ตาย (necrosis) ตามอวัยวะตางๆ เชน เหงือกอักเสบ 

รยางคฉีกขาด จุดดําตามเปลือกกุง ตับอักเสบและตายในที่สุด (Montero และ Austin, 1999) 

การสังเกตการเกิดโรคติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ในการเพาะเล้ียงกุงกลุาดํา

ทั้งในโรงเพาะฟกและบอดินนั้นจะสังเกตเห็นเมื่อมีปริมาณ V. harveyi สูงมากในน้าํเล้ียงกุงและ
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เมื่อเกิดการติดเช้ือ  V. harveyi เขาสูตัวกุงแลว โดยจะเหน็เปนแสงพราวในเวลากลางคืนบริเวณ

เหงือกและเปลือกสวนหัว ตอมากุงจะปวย กนิอาหารลดลง ตับและตับออนลีบฝอ เกิดลักษณะ

เนื้อเยื่อตาย พฤติกรรมภายนอกที่เห็นคือ กุงจะมีอาการเซื่องซึม วายน้ําเกยขอบบอ เรืองแสงในท่ี

มืดและมีการตายเพิม่มากข้ึนตามระยะเวลาการติดเช้ือและในที่สุดจะตายทั้งหมดภายในเวลา 2-3 

วัน ดังนัน้จึงกอใหเกิดความเสียหายตอการเพาะเล้ียงอยางมาก เนือ่งจากการใชเทคนิคทางจุล

ชีววทิยาตรวจวิเคราะหและจําแนกแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi นัน้จําเปนตองใชเวลาประมาณ 

3-4 วันหรือมากกวา 1 สัปดาห จงึจะทราบผลการตรวจที่แนนอน (Krieg และ Holt, 1984) จึงไม

สามารถแกปญหาของโรคนี้ไดทันและเทคนิคนี้ยงัตองใชอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความจาํเพาะ การ

ตรวจสอบดวยวิธทีางโมเลกุลจึงไดมีการพัฒนาข้ึนโดยการใชเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) ออกแบบไพรเมอร (primer)  ที่จาํเพาะกับ V. harveyi เพื่อใชตรวจหาแบคทีเรียดังกลาว 

(Thaithongnum และคณะ, 2006) ซึ่งจะใหผลที่รวดเร็วและมีความแมนยําแตมีขอจํากัดในเร่ือง

คาใชจายที่สูง ตองการบุคลากรที่มีความชํานาญและหองปฏิบัติการเฉพาะดาน  

เทคนิคทางวทิยาภูมิคุมกนัเปนการนําเอาแอนติบอดี มาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะห 

วินิจฉัยโรคติดเช้ือโดยอาศัยปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะ 

(specificity) ตอกันสูงมาก แอนติบอดีที่สรางข้ึนตอแอนติเจนชนดินั้นสามารถทําปฏิกิริยากับ

แอนติเจนชนดิเดียวกนันี้ (homologous antigen) ไดอยางจาํเพาะ แอนติบอดีจะรับรูโครงสราง

โดยรวมของอิพิโทปบนแอนติเจนและสามารถแยกแยะความแตกตางแมเพียงเล็กนอยที่เกิดข้ึนบน 

อิพิโทป เชน ลําดับกรดอะมิโน เปนตน ในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ไดคิดคนวิธีเตรียม

เซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีที่กําหนดความจาํเพาะได และสามารถสรางไดจํานวนมากโดย

อาศัยหลักการของการหลอมรวมเซลล (cell fusion) หรือ somatic cell hybridization ระหวางบี-

เซลลที่ปกติเปนเซลลสรางแอนติบอดีกับ myeloma cell ที่เปนเซลลมะเร็ง จากการหลอมรวม

กอใหเกิดเซลลลูกผสม (hybrid cell) ทีส่ามารถสรางแอนติบอดีที่มคีวามจาํเพาะตามที่ตองการ

และมีอายุยนืยาวไมตาย เรียกเซลลนีว้า ไฮบริโดมา (hybridoma) และแอนติบอดีที่ไดคือโมโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies) เปนแอนติบอดีที่สรางจากโคลน (clone) เดียวกนั

และมีความจําเพาะตออิพิโทปที่เปนตัวชกันําใหสรางเทานั้น ตัวอยางการนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีไปใชประโยชนทีสํ่าคัญ เชน การตรวจวิเคราะหการต้ังครรภและการตรวจหมูเลือด เปน

ตน (อรวดี หาญวิวัฒนวงศ, 2543) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถนํามาใชเปนตัวบงชี้

จําเพาะ (specific marker) เพื่อจําแนกชนิดแบคทเีรียที่ตองการจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนและยงั

สามารถนํามาพัฒนาเปนวัคซีนเพื่อใชในการรักษาโรคติดเช้ือไดดวย (Adam และคณะ, 1995) 

ทั้งนี้เนื่องจากโมโนโคลแอนติบอดีที่ผลิตไดมีความไว แมนยาํสูง ใหผลรวดเร็วเม่ือนาํมาเตรียมเปน

ชุดสําเร็จรูปสะดวกใชบุคคลทั่วไปและเกษตรกรสามารถนําไปใชงานตรวจวิเคราะหไดเองเพราะ
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สะดวก ทาํไดงาย และปลอดภัย ตนทนุตํ่าไมจําเปนตองใชบุคลากรทีม่ีความชาํนาญสูง 

(Sithigorngul และคณะ, 2000)  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคถูกผลิตออกมามากมายเชน 

Bacillus cereus ซึ่งกอโรคอาหารเปนพิษชนิด Emetic และ Diarrheal ในคน (Charni และคณะ, 

2000) V. cholera กอโรคอาหารเปนพิษในคน (Saha และ Nair, 1997) และ Photobacterium 

damsilae spp. piscicida กอโรค Pasteurellosis ในปลา (Jung และคณะ, 2001) แตในปจจุบัน

มีเพียงรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะกับ V. harveyi ซึ่งไดโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตรวจไดเฉพาะ V. harveyi สายพันธุ 639 เทานัน้ (Phianphak และคณะ, 2005) 

ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค เพื่อเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ

กับ V. harveyi สายพนัธุ 1526 ตนเหตุของโรคเรืองแสง ทัง้นี้คาดวาจะไดโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ที่สามารถแยก V. harveyi จาก Vibrio  spp. อ่ืนๆ และแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ และนาํโมโนโคลนอล

แอนติบอดีมาทดสอบความจําเพาะกบัเนือ้เยื่อกุงที่ติดเช้ือ V. harveyi โดยวิธ ี immunohisto-

chemistry เพื่อศึกษาบริเวณที่ V. harveyi เขาทําลายอวยัวะภายในของกุงกุลาดําเพื่อใชเปน

พื้นฐานในการพัฒนาชุดตรวจอยางงาย แมนยาํ และรวดเร็วในการพสูิจนและวินิจฉัยโรคจากการ

ติดเช้ือ V.  harveyi   

 

วัตถุประสงค 

 เตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะตอ V. harveyi แบคทีเรียกอโรคเรืองแสง

ในกุงกุลาดําเพื่อใชจําแนก V. harveyi จาก Vibrio spp. และแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. harveyi 1526  และไอโซเลตอ่ืนๆ ที่แยกได

จากกุงปวยจากแหลงตางๆ 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 กุงกลุาดํา (Penaeus monodon, Fabricius, 1798) 
 อยูในไฟลัมอารโทรโพดา (Arthropoda) คลาสครัสเตเซีย (crustacea) มีชื่อวทิยาศาสตร

วา Penaeus monodon Fabricius และช่ือภาษาอังกฤษคือ Giant tiger prawn (วัลลภ คง

เพิ่มพูน, 2534) 
   1. ลกัษณะทั่วไป 
 เปนกุงทะเล ลําตัวสีแดงอมน้ําตาลถงึน้าํตาลเขม มีลายพาดขวางทีห่ลังประมาณ 9 ลาย 

และสีออกน้ําตาลเขมขางแถบสีขาว ดานบนของกรีมฟีน 7-8 ซี่ ดานลางมี 3 ซ่ี สันกรียาวเกือบถงึ

คาราเปส มีสันตับ (Hepatic crest) ยาวตรงขนานไปกบัลําตัว หนวดยาวไมมีลายชดัเจน ขาเดินมี

สีแดงปนดํา ขาวายน้าํมีสีน้ําตาลปนน้ําเงิน โคนสีขาว ขาเดินคูหนาไมม ี exopod ขนาดยาว

ประมาณ 18-25 เซนติเมตร (วัลลภ คงเพิม่พูน, 2534) 
   2. การสืบพันธุ 
  กุงมีอวัยวะเพศภายนอกมองเหน็ไดชัดเจน และสามารถใชลักษณะความแตกตางของ

อวัยวะเพศในการจําแนกชนดิได อวัยวะเพศผูเรียกวา พีแตสมา (petasma) เกิดจากการ

เปล่ียนแปลง แขนงอันในของขาวายน้ําคูแรกทั้ง 2 ขางเชื่อมติดกันเพือ่ทําหนาทีเ่ปนอวัยวะเพศผู 

สวนอวัยวะเพศเมีย เรียกวา ทีไลคัม (thelycum) เกิดจากการเปล่ียนแปลงผนังดานทอง (sternal 

plate) ของรยางคสวนอก ปลองที ่7 และ 8 หรือตรงกับขาเดินคูที ่4-5 พัฒนามาเปนถงุสําหรับรับ

น้ําเช้ือ วยัเจริญพันธุ (maturation) หมายถึง รังไขหรืออวัยวะที่ใชในการผสมพนัธุพฒันาเต็มที ่ใน

การผลิตไข (egg) หรือน้าํเชือ้ (sperm) พรอมที่จะผสมพันธุโดยใชอวยัวะภายนอก เมื่อลอกคราบ 

เพื่อเขาสูวัยเจริญพันธุอวัยวะเพศทัง้ 2 เพศ เติบโตดีแลวการผสมพนัธุจะเกิดข้ึนภายหลังจากที่ตัว

เมียลอกคราบใหม ซึ่งแหลงที่มาของพอแมพนัธุสวนใหญจะไดมาจากการจับจากทะเลหรือบอ

เล้ียง (วัลลภ คงเพิ่มพนู, 2534) 
   3. วงจรชีวติ 
 ไขจะฟกเปนตัวออนระยะนอเพียส (Nauplius) ภายใน 12 ชั่วโมง หลังไดรับการปฏิสนธิ

ระยะนอเพียส มีขนาด 0.3-0.33 มิลลิเมตร ยังไมกนิอาหาร ดํารงชีวิตแบบแพลงกตอนประมาณ 2 

วัน ระยะนี้จะมีการลอกคราบ 6 คร้ัง ส้ินสุดระยะนอเพลียสจะมีขนาดประมาณ 0.6 มิลลิเมตร จะ

เติบโตเขาสูระยะโปรโตซูเอีย (Protozuea) มีขนาด 1-3.3 มิลลิเมตร กินแพลงตอนพืชเปนอาหาร 

ลอกคราบ 3 คร้ัง ใชเวลา 3-4 วัน จะเติบโตเขาสูระยะไมสีส (Mysis) ขนาดประมาณ 3.3-5 
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เซนติเมตร กนิแพลงกตอนสัตวเปนอาหาร ใชเวลา 3-4 วัน จะเขาสูระยะโพสลาวา (Postlarva) 

หรือทีน่ิยมเรียกวา P1 ระยะนี้จะเรียกตามจํานวนวันที่กุงเติบโต เชน P10 คือกุงในระยะนี้อาย ุ 10 

วัน จนวนัที่ 20 กุงจะมีขนาด 2-3 เซนติเมตร จะเขาสูระยะจูเวนไนล (Juvenile) มีลักษณะตางๆ 

สมบูรณเหมือนตัวเต็มวัย แตไมสามารถสืบพันธุได จนเขาสูระยะเจริญพันธุ และใชเวลา 10 เดือน 

จะเปนตัวเต็มวัย (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534) 
   4. ถ่ินอาศยั           

พบไดทั่วไปในทวีเอเซยี ในประเทศไทยพบการแพรกระจายทัว่ไป พบมากบริเวณเกาะชาง

บริเวณนอกฝงชุมพรถึงนครศรีธรรมราชและทางฝงอันดามันจะพบมากที่ภูเก็ต ระนอง ชอบอาศัย

อยูในบริเวณทีม่ีดินเปนทรายปนโคลนหรือทรายปนเปลือกหอยและหนิประการัง สามาถปรับตัว

เขากับสภาพแวดลอมไดดี อดทน โตเร็ว จึงนิยมนํามาทําการเพาะเลี้ยงเพื่อการคา (วัลลภ คง

เพิ่มพูน, 2534) 
  5. การเพาะเลี้ยง 
 ประเทศไทยมกีารเพาะเล้ียงหลายรูปแบบ ไดแก แบบธรรมชาติ แบบกึ่งพฒันา และแบบ

พัฒนา กุงกุลาดําจะเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ความเค็มของน้าํ 15-30 สวนใน

พันสวน ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําไมนอยกวา 3-5 สวนในลานสวน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาความเปนกรดและดางของน้าํ 7.5-8.5 แอมโมเนียไมควรเกิน 0.1 สวนในลานสวน กาซ

ไฮโดรเจนซัลไฟดไมควรเกิน 0.033 สวนในลานสวน มีธาตุอาหารจาํพวกไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

และซิลิกาไมมากเกนิไป น้ําที่ใชเพาะเล้ียงตองปราศจากสารพิษตางๆ ไดแก ยาปราบศัตรูพืช ยา

ฆาแมลง และโลหะหนกั จาํพวกปรอท ทองแดง สังกะสี แคดเมียม เปนตน และสภาพพ้ืนบอไม

ควรเนาเสีย ปองกนัโดยการดูแลควบคุมอาหารที่ใหและควบคุมปริมาณของแพลงตอนพืชในบอ 

(ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2543; วัลลภ คงเพิ่มพนู, 2534) 

 
2.2 โรควิบรโิอซิส 
 โรควิบริโอซิสเปนสาเหตุหนึง่ทีก่อใหเกิดปญหาการตายในการเพาะเล้ียงกุง (Austin และ 

Austin, 1993) และสัตวน้าํอ่ืนๆ เชน ในกุงมังกร (Diggles และคณะ, 2000) มีสาเหตุจากการติด

เชื้อแบคทีเรียในสกุลวบิริโอ โดยทัว่ไปแบคทีเรียกลุมนี้จะอาศัยอยูในบริเวณน้าํเค็มและน้ํากรอย มี

รายงานการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียสกุลวบิริโอโดยทําการแยกเช้ือจากตัวอยางทั้ง

สัตวและพืชในระบบการเพาะเล้ียงสัตวทะเล พบวามีความหลากหลายของแบคทีเรียกลุมนี้

คอนขางมาก (Vandenberghe และคณะ, 2003) ในปค.ศ. 1991 Ruangpan และ Kitao ทําการ

แยกเชื้อสกุลวบิริโอไดถึง 205 ไอโซเลต จากกุงกุลาดําทีเ่ปนโรค ตัวอยางของแบคทเีรียสกุลวิบริโอ

ที่กอใหเกิดโรคในกุงไดแก V. alginolyticus, V. vulnificus,  V. parahaemolyticus, V. harveyi 
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และ V. penaeicida (Gopal และคณะ, 2004; Aguirre-Guzmãn และคณะ, 2001) ลักษณะ

โดยทัว่ไปของกุงที่เปนโรคชนิดนี้คือ กุงจะมีอาการออนแอ เกิดการอักเสบเปนลักษณะเนื้อตาย

ตามอวัยวะตาง ๆ เหงือกอักเสบ ตับอักเสบ รยางคฉีกขาด พบจุดดําตามบริเวณเปลือก ติดเช้ือใน

กระแสเลือด และตายในทีสุ่ด (Chen และคณะ, 1992b; Lightner, 1996) V. harveyi เปนหนึ่งใน

แบคทีเรียสกุลนี้ที่สรางปญหาการระบาดในกุงกุลาดํา (Lee และคณะ, 1999)  

 
2.3 Vibrio harveyi 
   1. ลกัษณะของ Vibrio harveyi 
 V. harveyi  จัดเปนแบคทีเรีย  แกรมลบ รูปแทง เจริญไดดีทั้งสภาพที่มีและไมมอีากาศ 

พบทัว่ไปในน้าํทะเล บนผวิ อวัยวะภายในและระบบทางเดินอาหารของสัตวทะเล (Baumann และ

คณะ, 1971) สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญคือ อุณหภูมิ 25-32 องศาเซลเซยีส  คาความเปน

กรดและดาง 5-9 และปริมาณเกลือ 1-6% (น้ําหนัก/ปริมาตร) คาออกซเิจนที่ละลายในนํ้า 0.5-7.8 

มิลลิกรัมตอลิตร ระดับความเค็ม 15-30 สวนในพันสวน (ppt) ปริมาณสารอาหารในนํ้าไดแก 

สารอินทรียทีม่ีปริมาณสูง เชน น้ําตาล กรดอะมิโน เปนตน และสารอนินทรียโดยเฉพาะอิออนของ

โซเดียม ซึง่ปจจัยดังกลาวเปนภาวะทีพ่บไดในบอเล้ียงกุงกลุาดํา (Kiriratnikom และคณะ, 2000) 
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ตารางที่ 2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของ V. harveyi (Baumann และ Schubert, 

1984) 

 
สมบัติ V. harveyi 

Gram reaction - 

Cell morphology r 

Luminesence d 

Swarming - 

0/129 sensitivity 

     10 μg 

   150 μg 

 

d 

+ 

Oxidation/fermentation F 

Decarboxylase 

   Arginine 

   Lysine 

   Ornithine 

 

- 

+ 

+ 

Growth in % NaCl 

    0 

    3 

    6 

    8 

   10 

 

- 

+ 

+ 

d 

nd 

Catalase nd 

Oxidase + 

Voges Proskauer - 

Growth at oC 

     4 

   30 

   35 

   40 

 

- 

+ 

+ 

d 

Acid from 

   Glucose 

   Arabinose 

   Salicin 

   Sucrose 

 

nd 

d 

d 

d 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

 
สมบัติ V. harveyi 

Enzyme production 

   Alginase 

   Amylase 

   Gelatinase 

   Lipase 

 

d 

+ 

+ 

+ 

Carbon sources 

   Xylose 

   Mannose 

   Arabinose 

   Cellulose 

   Glucose 

   Galactose 

   Trehalose 

   Melibiose 

   Lactose 

   Mannitol 

 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

d 

+ 

- 

- 

+ 

หมายเหตุ  + = positive reaction, - = negative reaction, F = fermentative, d = 

diverse, nd = no data, r = rod shape. 

 
   2. การกอโรค 
 V. harveyi เปนแบคทีเรียที่พบอยูแลวในธรรมชาติ เมือ่ปจจัยจากภาวะแวดลอมภายนอก

มีความเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือนีท้าํให V. harveyi เพิ่มจาํนวนมากข้ึน ซึ่งจะเปนสาเหตุที่

ทําใหกุงปวยและตายไดโดยเช้ือชนิดนี้สามารถเขายึดเกาะอยูตามอวัยวะภายนอกตางๆ ของกุง

เชน เปลือก เหงือก ขาทุกสวน และปะปนกับน้าํทีกุ่งรับเขาไปโดยตรงและมีปริมาณมากในตับ เมือ่

กุงลอกคราบ เกิดบาดแผลหรือกุงตัวอ่ืนมากนิกุงทีก่ําลังติดเช้ือ V. harveyi อยู เชื้อนี้ก็จะ

แพรกระจายอยางรวดเร็ว หลังจากที ่V. harveyi เขามาอยูในตัวกุงก็จะเพิ่มจาํนวนและเขาทาํลาย

อวัยวะภายในบริเวณตับ เนื้อเยื่อหัวใจ ตอมน้ําเหลือง เนื้อเยื่อเกีย่วพนั ทางเดินอาหาร เซลล

สืบพันธุและกลามเนื้อ ทายสุดจะเขาสูกระแสเลือดและสรางสารพิษออกมาเปนผลใหเกิดการติด

เชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือดมีผลทําใหเม็ดเลือดของกุงแตก กุงจะออนแอเกิดการอักเสบเปน

ลักษณะเนื้อเยื่อตายตามอวัยวะตางๆ เชน เหงือกอักเสบ รยางคฉีกขาด จุดดําตามเปลือกกุง ตับ
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อักเสบและตายในที่สุด (Montero และ Austin, 1999) ตัวอยางของงานวิจัย ที่เกีย่วของกับการกอ

โรคของ  V. harveyi ไดแก 

 Prayitno และ Latchford (1995) ไดทําการศึกษาการติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง             

V. harveyi และ Photobacterium phosphosporeum ในกุงกุลาดํา (P. monodon) โดยการผสม

แบคทีเรียลงในบอเล้ียงกุง พบวากุงจะเกดิโรคเม่ือติดเช้ือ V. harveyi ที่ความเขมขน 103 CFU/

มิลลิลิตร และการระบาดของโรคเรืองแสงจะพบในฤดูฝน  

Lavilla-Pitogo และคณะ (1998) ศึกษาการเกิดโรคของลูกกุงกุลาดํา (P. monodon) ใน

บอเล้ียงจากการติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสงในกลุมวิบริโอ โดยตรวจวดัจํานวนแบคทีเรียในน้ําของ

บอเล้ียงกุงเปนเวลา 60 วนั พบวาจํานวนแบคทีเรียเรืองแสงกลุมวบิริโอในบอเล้ียงกุงทีเ่กิดโรคจะ

เพิ่มข้ึนอยางชัดเจนในวันที่ 12 ถึงอาทิตยที่ 3 ของการเล้ียง และจากการศึกษาทางพยาธิวทิยา

ทางเนื้อเยื่อ (Histopathology) พบวาอวยัวะเปาหมายของการติดเช้ือคือ ตับ ซึง่จะเกิดการอักเสบ

อยางรุนแรงในบริเวณ intertubular sinuses 

 Leaño และคณะ (1998) ศึกษาปริมาณแบคทีเรียเรืองแสงกลุมวิบริโอในตับ 

(Hepatopancreas; hp) ของลูกกุงกุลาดํา (P. monodon) ในบอเล้ียงกุงตัวอยาง 23 บอ ซึ่งมี 14 

บอที่เกิดโรคโดยทําการนบัปริมาณแบคทเีรียเรืองแสงในการเล้ียงวันที่ 15 ไดผลดังนี ้ ในตับของกุง

จากบอที่เกิดโรคมีจํานวนแบคทีเรียเรืองแสงเฉล่ีย 2.4 x 101 CFU/ตับออน ขณะที่ในตับของกุง

จากบอที่ไมเปนโรคนับปริมาณแบคทีเรียเรืองแสงเฉลี่ยได 0.3 x 101 CFU/ตับออน และระหวาง

การเกิดโรคในการเล้ียงวนัที ่ 18-32 ปริมาณแบคทีเรียเรืองแสงในตับของกุงที่เกิดโรคสูงกวาในตับ

ของกุงปกติอยางชัดเจนคือ 9.0 x 104 CFU/ตับออน และ 7.0 x 101 CFU/ตับออน ตามลําดับ  

 Montero และ Austin (1999) ศึกษาการสราง extracellular products (ECPs) ของ

แบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ซึ่งแยกไดจากตัวออนของกุงขาว (P. vannamei) ที่เปนโรค โดย

การเล้ียง V. harveyi ในอาหารเหลวทริปโตนซอย (Tryptone soy broth) ผสมเกลือโซเดียมคลอ

ไรด 1 % พบวาสาร ECPs มีความเปนพิษเมื่อฉีดเขากุงในปริมาณ 4.4 ไมโครกรัม พบการ

เกิดปฏิกิริยาโปรทิโอไลติก (Proteolytic) ฮีโมไลติก (Haemolytic) และ ไซโททอกซิก (Cytotoxic) 

สาร ECPs ทนรอนไดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีและเม่ือนาํสาร ECPs มา

ยอยดวยโปรตีเอสเค (protease K) พบวายังสามารถทาํใหเกิดโรคในกุงไดเมื่อฉีดเขากุงผานทาง

กลามเนื้อ (intramuscular injection) 

 Lee และคณะ (1999) ศึกษาผลกระทบตอการจับตัวกันเปนกอนของเลือดกุงกุลาดําจาก

การติดเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi  รวมถงึสาร ECPs และซิสทีอีนโปรตีเอส (cysteine protease) ที่

ไดจาก V. harveyi พบวาเลือดของกุงทีถู่กฉีดดวย V. harveyi  สาร ECPs และซิสทีอีนโปรตีเอส 
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จะไมจับตัวกนัเปนกอน นอกจากนัน้ยงัไมพบสารโคแอกูโลเจน (coagulogen) ในพลาสมา 

(plasma) ของกุงที่ถกูฉีดดวย V. harveyi  สาร ECPs และซิสทีอีนโปรตีเอสของ V. harveyi   

 Aguirre-Guzmãn และคณะ (2001) ศึกษาความไวในการติดเช้ือแบคทีเรียกลุมวิบริโอ 4 

สายพนัธุ (V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus และ V. penaeicida) ในตัวออน

ระยะตางๆของกุงขาวอเมริกา (Litopenaeus vannamei) คือ nauplii, protozoea I-III, mysis I-III 

และ postlarvae 1 โดยทําการแชกุงในแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆคือ 103 105 และ 107 CFU/

มิลลิลิตร เปนเวลา  30 นาที พบวาตัวออนกุงทุกระยะทีแ่ชใน V. alginolyticus จะมีอัตราการรอด

ตายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมคือตัวออนกุงที่ไมไดถูกแชในแบคทีเรียไมแตกตางกนั โดยกุง

ที่ถูกทําใหติดเช้ือ V. alginolyticus จะมีอัตราการรอดตายสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทยีบกบักุงที่ถูกทําให

ติดเช้ือดวยแบคทีเรียอีก 3 สายพนัธุ สวนกุงที่ถกูทาํใหติดเช้ือ V. penaeicida จะมีการตายมาก

ที่สุดโดยกุงในทุกระยะจะมีอัตราการรอดตายตํ่าที่สุดเมื่อติดเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้เพียงแคในระดับ

ตํ่า (103 CFU/มิลลิลิตร) ขณะที่กุงซึ่งติดเชื้อ V. harveyi และ V. parahaemolyticus จะมีอัตรา

การตายสูงเมือ่ติดเช้ือในปริมาณมาก 

 Alavandi และคณะ (2006) ศึกษาลักษณะไบโอไทปของ V. harveyi และการกอโรคใน

ตัวออนกุงกุลาดํา พบวาไบโอไทปที่สามารถหมักน้ําตาลซูโครสได (sucrose-fermenting biotype) 

จะกอโรคในตัวออนกุงกุลาดํา โดยกุงในระยะไมซิส (mysis) ซึ่งเล้ียงในภาชนะที่บรรจุน้ําทะเล

ปลอดเช้ือ 1 ลิตร จะมีอัตราการตายประมาณ 34-41% เมื่อใสเชื้อ V. harveyi ลงในภาชนะเล้ียง

ใหมีความเขมขน 106 เซลล/มิลลิลิตร ภายในเวลา 60 ชั่วโมง อัตราการตายของกุงเนื่องจากการ

ติดเช้ือ V. harveyi จะสูงข้ึนเม่ือเล้ียงในภาวะที่มเีกลือสูง (35 ppt) และอุณหภูมิสูง (30 องศา

เซลเซียส) นอกจากน้ียงัพบวา V. harveyi สรางปจจัยตางๆทีเ่อ้ือใหเกดิโรคมากข้ึนไดแก การหล่ัง

เอนไซมออกนอกเซลล เชน ฟอสโฟไลเพส เจลาทิเนส เคซีเนส โปรติเอส และฮีโมไลซิน 

 นอกจากกุงแลว V. harveyi ยังกอโรคในสัตวน้าํทีม่กีารเพาะเล้ียงเพื่อการพาณิชยชนิด

อ่ืนๆอีกดังรายงานการศึกษาการกอโรคของ V. harveyi ในสัตวน้าํชนดิอ่ืนเชน  

 Zhang และ Austin (2000) รายงานการกอโรคจากการติดเช้ือ V. harveyi ใน

ปลาแซลมอน พบวาปลาแซลมอนมีอัตราการตายสูงถงึ 100% เมื่อฉีด V. harveyi ปริมาณ 106 

เซลล เขาทางชองทอง (Intraperitoneal injection) พบการสรางสาร ECPs ของ V. harveyi ซึ่งใน

สาร ECPs ประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดไดแก โปรตีเอสชนิดเคซเีนส (caseinase) เจลาทิเนส 

(gelatinase) ฟอสโฟไลเพส (phospholipase) ไลเพส (lipase) และสารฮีโมไลซิน (haemolysin) 

 Alcaide และคณะ (2001) รายงานการเกิดโรคของมาน้ํา (Hippocampus sp.) โดยมี

อาการคลายกบัโรควิบริโอซิสคือ มีเลือดออกตามผิวและตับ นอกจากนัน้ยงัพบการสะสมของน้าํ

ในชองทองหลังจากทาํการแยกเชื้อจากตัวอยางมาน้ําที่เปนโรค พบวาเกิดจากการติดเช้ือ         
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V. harveyi เนื่องจากมกีารตรวจพบ V. harveyi ในบริเวณผิวทีม่ีเลือดออก ปาก และตับของ

ตัวอยางที่ใกลตาย อัตราการตายของมาน้าํที่เกิดจากการติดเช้ือ V. harveyi สูงถงึ 90% และตาย

ภายใน 3-5 วนั หลังจากแสดงอาการของโรค 

 Tendencia (2002) พบการเกิดโรคในปลา seabass (Lates calcarifer) โดยมีอาการ

ดวงตาทึบแสงและย่ืนออก วายน้าํสะเปะสะปะ และเกิดแผลมีเลือดออกตามบริเวณผิวประมาณ 3 

วันหลังจากมีอาการตายื่นออก จากการศึกษาตัวอยางเนื้อเยื่อ เชน มาม ไต ตา สมอง และบริเวณ

ผิวที่เปนแผลของปลาที่เปนโรคพบวาเกิดจากการติดเช้ือ V. harveyi  

 Liu และคณะ (2003) รายงานการเกิดโรคในปลา red drum (Sciaenops ocellatus) มี

อาการลําไสบวมเนื่องจากลําไสและกระเพาะอักเสบรวมถึงเกิดน้าํสีเหลืองใสในโพรงเยื่อบุชองทอง 

หลังจากทําการแยกเช้ือจากไต ตับ และน้าํในโพรงเยื่อบุชองทอง พบวาเปนแบคทีเรีย V. harveyi 

มีคา LD50 อยูที่ 2.9 x 107 CFU/กรัม ของน้ําหนกัปลา 

 Zorrilla และคณะ (2003) รายงานการเกิดโรคในปลาล้ินหมา (Solea senegalensis 

(Kaup)) พบวาเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi และ V. parahaemolyticus จากการแยก

เชื้อบริเวณ แผลเปอย ตับ มาม และไต โดยคา LD50 ของ V. harveyi มีคา 7.4 x 104 CFU/กรัม 

ของน้ําหนักปลา ในขณะทีค่า LD50 ขอ V. parahaemolyticus อยูที่ 6.3 x 105 CFU/กรัม ของ

น้ําหนกัปลา 

 Tendencia (2004) รายงานการเกิดโรคในมาน้ํา (Hippocampus kuda) โดยมีอาการผิว

บริเวณสวนกลางและบนของมาน้ําเปล่ียนสีจากดําเปนขาว ออนแอ เคล่ือนที่ชา และไตมีสีซีด หลัง

การแยกเช้ือจากตัวอยางมาน้ําพบแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ในบริเวณผิวและไตของตัวอยาง 

 Austin และ Zhang (2006) ทําการศึกษาคนควา และรายงานการกอโรคของ V. harveyi 

ในสัตวทะเลทัง้ในกลุมมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลังวา V. harveyi เปนแบคทีเรียกอโรค

ที่สําคัญไมวาจะเปนในปลาทะเลและสัตวกลุมไมมีกระดูกสันหลังโดยเฉพาะกุง ดังแสดงในตาราง

ที่ 2.2 และ 2.3 
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ตารางที่ 2.2 โรคของสัตวทะเลที่เกิดจาก V. harveyi (Austin และ Zhang, 2006) 

 

Host Name of disease Key reference(s) 

Vertebrates 
    Jack crevalle (Caranx hippos)  

    

    Various fish species 

    Various fish species 

     

    Summer flounder (Paralichthys  

                                  dentatus) 

     

    Sandbar shark (Carcharhinus  

                              plumbeus) 

    Lemon shark (Negraprion                  

brevirostris) 

    Sandbar shark 
Invertebrates 
    Japanese abalone (Sulculus  

                   diversicolor supertexta) 

    Penaeid shrimp 

    

    Penaeid shrimp 

     

Sea cucumber (Holothuria scabra)         

 

Deep dermal 

lesions 

Gastro-enteritis 

Eye lesions 

 

Infectious 

necrotizing 

enteritis 

Vasculitis 

 

Vasculitis 

 

Skin ulcer 

 

White spot on 

the foot 

Luminous 

vibriosis 

Bolitas 

negricans 

Skin ulceration 

 

Kraxberger-Beatty et al. 

(1990) 

Lee et al. (2002) 

Ishimura and Muroga (1997) 

 

Soffientino et al. (1999) and 

Lee et al. (2002) 

 

Grimes et al. (1984b) and 

Colwell and Grimes (1984) 

 

 

Bertone et al. (1996) 

 

Nishimori et al. (1998) 

 

Prayitno and Latchford (1995) 

 

Robertson et al. (1998) 

 

Becket et al. (2004) 
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ตารางที่ 2.3 กลไกการกอโรคของ V. harveyi (Austin และ Zhang, 2006) 

 

Pathogenicity mechanism Key reference(s) 

Extracellular products (cysteine protease,   

phospholipase, haemolysin) 

Lipopolysaccharide 

Bacteriophage 

Bacteriocin-like substance 

Quorum-sensing factors 

Capacity to bind iron 

Ability to attach and from biofilms 

Liu et al. (1996) and Soto-Rodriguez et al. 

(2003) 

Montero and Austin (1999) 

Oakey and Owens (2000) 

Prasad et al. (2005) 

Henke and Bassler (2004) 

Owens et al. (1996) 

Karunasagar et al. (1994) 

 

 Nakayama และคณะ (2006) ศึกษาความเปนพษิและความตานทานตอสารปฏิชีวนะ

ของแบคทีเรีย V. harveyi  6 สายพนัธุ แบงเปน 2 กลุมคือ สายพนัธุที่แยกไดจากกุง 3 สายพันธุ 

และสายพนัธุที่ผานการเลี้ยงเก็บไวอีก 3 สายพนัธุ ทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งปากมดลูก 

(Hela cells) พบวาสายพนัธุที่แยกไดจากกุงมีความเปนพิษตอเซลลมะเร็งปากมดลูกสูงกวาสาย

พันธุที่ผานการเล้ียงเก็บไวประมาณ 2 เทาคือ ใหอัตราการรอดของเซลลมะเร็งปากมดลูกอยูที่ 

44% และ 92% ตามลําดับ สายพนัธุที่แยกไดจากกุงแสดงการยอยเมด็เลือดแดงของแกะในขณะที่

สายพนัธุที่ผานการเล้ียงเกบ็ไวไมแสดงเม่ือเล้ียงในอาหารแข็งผสมเม็ดเลือดแดงแกะ (blood 

agar) สายพนัธุที่แยกไดจากกุงมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะ (Kanamycin, Oxytetracyclin, 

Carbenicillin และ Amphicillin) สูงกวาสายพนัธุทีผ่านการเลี้ยงเก็บไว หลังการทดสอบหาคา

ความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ตํ่าที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียได (Minimum 

Inhibitory Concentration; MIC) 
   3. การควบคุม 
 การศึกษาเพื่อควบคุมแบคทเีรียกอโรคที่เกดิข้ึนในการเพาะเล้ียงกุง โดยวิธกีารใชสารตาน   

จุลชีพชนิดตางๆ ตัวอยางเชน การใชสารตานจุลชีพชนิด oxytetracycline หรือ chloramphenical    

(สุกิจ รัตนวินจิกุล และคณะ, 2531; นพดล คาขาย และคณะ, 2532) การใชยา lincomycin และ 

spectinomycin (บัณฑิต ลีลายนะ และคณะ, 2533) นอกจากการใชยาตานจุลชีพแลวยงัมี

รายงานการลดความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทเีรีย V. harveyi โดยใชสารเคมีบางชนิด 

เชน ฟอรมาลีน ที่ความเข็มขน 50 และ 75 สวนในลาน สามารถฆาเชือ้ V. harveyi ที่ความเขมขน 
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3x107 CFU/มิลลิลิตร ในเวลา 24 และ 12 ชั่วโมง สวนทีค่วามเขมขน 25 สวนในลาน สามารถฆา

เชื้อได 50% ในเวลา 24 ชั่วโมง (เต็มดวง พึ่งขจรบุญ, 2532) การใชสารตานจุลชีพมีขอเสียคืออาจ

ทําใหแบคทีเรียกอโรคเกิดการด้ือยาดังตัวอยางงานวิจัยของ Tendencia และ de la Peña (2000) 

ซึ่งศึกษาการตานทานตอสารตานจุลชีพของแบคทีเรียในบอเล้ียงกุง โดยทาํการแยกแบคทีเรียจาก

น้ํา ตะกอน และกุงจากบอเล้ียงกุง 3 ลักษณะคือ บอทีไ่มเคยใชสารตานจุลชีพ บอที่เคยใชสารตาน

จุลชีพและบอที่ใชสารตานจุลชีพอยูในปจจุบัน แบคทีเรียสวนใหญที่แยกไดเปน V. harveyi ความ

ตานทานตอสารตานจุลชีพพบสูงสุดในแบคทีเรียที่แยกไดจากบอที่ปจจุบันใชสารตานจุลชีพอยู

ตามดวยบอที่เคยใชสารตานจุลชีพและบอที่ไมเคยใช แบคทีเรียที่แยกไดมีความตานทานตอ 

Oxytetracyclin สูงสุด (4.3%) ตามดวย Furazolidone (1.6%), Oxolinic acid (1%) และ 

Chloramphenicol (0.66%) 

 สําหรับการควบคุมปริมาณเช้ือ V. harveyi ดวยวธิีการทางชีวภาพนัน้ไดมีผูทําการทดลอง

พบวามีแบคทเีรีย B. subtilis AM-01, B. licheniformis AM-04 Nitrosomonas sp. AM-11 และ

Alteromonas sp. S9730 รวมทัง้ V. alginolyticus สามารถยับยัง้การเจริญของ V. harveyi ได    

(มณีจันทร เมฆธน และ กมลพร มาแสวง, 2543; ขนิษฐา แสงงาม, 2544; ศิริรัตน เรงพพิัฒน, 

2542; สงศรี มหาสวัสด์ิ และคณะ 2541; ณัฎฐา วิศิษฎวิทยากร, 2543) งานวิจัยอ่ืนๆ ที่เกีย่วของ

กับการศึกษาการควบคุม V. harveyi ไดแก 

 Moriarty (1998) ศึกษาการควบคุมแบคทเีรียเรืองแสงในบอเล้ียงกุงในประเทศอนิโดนีเซีย 

โดยการใชแบคทีเรียสกุลบาซิลลัส (Bacillus) พบวาในฟารมที่ไมไดใชแบคทีเรียบาซิลลัส จะพบ

การเกิดโรคติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสงในสกุลวิบริโอซ่ึงทาํใหกุงตายกอนที่จะถงึวนัที ่ 80 ของการ

เพาะเล้ียง ขณะที่ฟารมที่ใชแบคทีเรียบาซิลลัสสามารถเล้ียงกุงไดมากกวา 160 วัน โดยไมพบ

ปญหาการติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi  

 Chythanya และคณะ (2001) ศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียสกุลวิบริโอทีก่อโรคในกุง โดยใช

แบคทีเรีย Pseudomonas พบวาแบคทีเรียดังกลาวสรางสารประกอบที่ยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียสกุลวิบริโอซ่ึงประกอบดวย V. harveyi, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. 

damsela และ V. vulnificus ได สารประกอบทีพ่บมนี้ําหนกัโมเลกลุตํ่า ทนรอน ละลายไดใน

คลอโรฟอรม(chloroform) และทนตอการยอยสลายดวยเอนไซม สารประกอบที่ผานการสกัดดวย

คลอโรฟอรมสามารถลดปริมาณ V. harveyi ในน้าํไดเมือ่ใชในปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยสารสกัดดังกลาวไมมีผลกระทบตอกุงแมจะใชปริมาณสูงถึง 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 Abrahum (2004) ศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเรือง

แสง V. harveyi  โดย Altermonas sp. ซึ่งแยกไดจากกุงกุลาดํา พบการสรางสารยบัยั้งแบคทีเรียที่

ละลายไดในสารละลายอินทรียและติดอยูบริเวณผิวดานนอกของเซลลหลังจากทดสอบให 
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Altermonas sp. เจริญในตัวกุง พบวาสามารถยับยั้งการติดเช้ือ V. harveyi  และลดอัตราการตาย

ของกุงกุลาดําได 

 Chabrillõn และคณะ (2005) ศึกษาความสามารถในการยับยัง้การกอโรคของ            

V. harveyi  ในปลาล้ินหมา Solea senegalensis (Kaup) โดยใชแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต ซึ่งอยูใน

กลุม Vibrionaceae และ Pseudomonas ที่แยกไดจากปลา gilthead sea bream (Sparus 

aurata L.) โดยศึกษาความสามารถในการจับกับผิวและเยื่อเมือกของปลาลิน้หมา ตลอดจน

ผลกระทบตอ V. harveyi พบวาแบคทีเรียที่แยกไดจากปลา gilthead sea bream มี

ความสามารถในการยึดเกาะกับเย่ือเมือกของลําไสปลาลิ้นหมาไดดีกวา V. harveyi และมี

แบคทีเรีย 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของ V. harveyi  ได เมื่อนําแบคทีเรียดังกลาวผสม

กับอาหารใหปลากิน พบวาสามารถลดอัตราการตายของปลาไดถึง 60% เมื่อทดสอบการติดเช้ือ             

V. harveyi  

 นอกจากแบคทีเรียแลวยงัมกีารศึกษาการใชส่ิงมีชีวิตในกลุมไวรัสเพื่อควบคุมแบคทเีรีย

กอโรคในกุงดวย เชน Vinod และคณะ (2005) ทําการแยกไวรัสของแบคทีเรีย (Bacteriophage) 

เพื่อใชในการควบคุมแบคทเีรียเรืองแสง V. harveyi  ไวรัสของแบคทเีรียที่ไดมีลักษณะเปน ไวรัสที่

มีดีเอ็นเอสายคู (Double strand DNA) จัดอยูในกลุม Siphoviridae ไวรัสนี้มีผลทําใหเซลลของ  

V. harveyi  แตกซ่ึงสามารถใชในการควบคุมแบคทีเรียนี้ได 

 Pasharawipas และคณะ (2005) ทําการแยกไวรัสของแบคทีเรีย V. harveyi 1114 ที่แยก

ไดจากกุงในประเทศไทย ไวรัสที่ไดเปนไวรัสดีเอ็นเอสายคูขนาดประมาณ 80 กิโลเบส รูปราง

บริเวณหัวเปน ไอโคสะฮีดรอล (icosahedral) เสนผานศูนยกลาง 60-62 นาโนเมตร จัดอยูในกลุม 

Siphoviridae พบวาไวรัสนีท้าํใหเซลลของ V. harveyi เกดิการแตกได 

 Karunasagar และคณะ (2007) ศึกษาการควบคุม V. harveyi  โดยทําการแยกไวรัสของ

แบคทีเรียในกลุมที่กอใหเกิดการแตกของเซลลแบคทีเรียที่จําเพาะกับ V. harveyi  ได 4 ไอโซเลต 

แบงเปน 3 ไอโซเลต จากเนื้อเยื่อหอยนางรมและจากน้าํบอเล้ียงกุง 1 ไอโซเลต ไวรัสดังกลาว

สามารถทําลายแบคทีเรีย V. harveyi  ได 55-70% ไวรัสนี้จัดอยูในกลุม Siphoviridae ซึ่งสามารถ

ลดจํานวน   V. harveyi  ในรูปแบบไบโอฟลม (biofilm) ได และจากการทดลองในบอเพาะเล้ียงกุง

โดยใชไวรัส 2x106 PFU/มิลลิลิตร พบวากุงมีอัตราการรอดมากกวา 85% 

 สําหรับวธิีทางวิทยาภูมิคุมกนันัน้เปนอีกวธิีหนึ่งที่มีการศึกษาเพื่อใชในการควบคุม

แบคทีเรีย V. harveyi ตัวอยางเชน Lee และคณะ (1997) ศึกษาความสามารถในการเปน

ภูมิคุมกันตอ V. harveyi ของแอนติบอดีจากกระตายทีจ่ําเพาะกบั ECPs ของ V. harveyi และ

แอนติบอดีที่จาํเพาะกับเซลลของ V. harveyi เมื่อทําการฉีดแอนติบอดีดังกลาวใหกุงเปนเวลา 10, 

17 และ 24 วัน พบวากุงกุลาดําที่ไดรับการฉีดดวยแอนติบอดีจากกระตายที่จําเพาะกับ ECPs ของ 
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V. harveyi และแอนติบอดีที่จําเพาะกับเซลลของ V. harveyi เปนเวลา 10 และ 17 วนั สามารถ

อยูรอดไดนานถึง 2 สัปดาห เมื่อทดสอบการติดเช้ือ V. harveyi   

 Crosbie และ Nowak (2004) ศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกนัของปลา barramundi 

(Lates calcarifer (Bloch)) ตอสารแบคเทอริน (bacterin) ของ V. harveyi ที่ผานการทาํลายดวย

ฟอรมาลีน ภายหลงัจากการนําเขาตัวปลา 3 วธิีคือ ฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal injection) 

ฉีดเขาทางทวาร (anal intubation) และการจุม (immersion) พบการสรางซรัีมจากปลาในทกุวธิ ี

โดยพบมากทีสุ่ดในการทดลองแบบฉีดเขาทางชองทอง เมื่อนําซีรัมมาทดสอบกับ V. harveyi ก็พบ

การตอบสนองที่จาํเพาะตอ V. harveyi สูงสุดในซีรัมที่ไดจากการฉีดสารแบคเทอริน (bacterin) 

ของ V. harveyi เขาทางชองทองของปลาเชนกนั 
   4. การตรวจวิเคราะห V. harveyi 
 การสังเกตการเกิดโรคติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ในการเพาะเล้ียงกุงกลุาดํา

ทั้งในโรงเพาะฟกและบอดินนั้นจะสังเกตเห็นเมื่อมีปริมาณ V. harveyi สูงมากในน้าํเล้ียงกุงและ

กุงเกิดการติดเช้ือ V. harveyi เขาสูตัวกุงแลว โดยจะเห็นเปนแสงพราวในเวลากลางคืนบริเวณ

เหงือกและเปลือกสวนหัว ตอมากุงจะปวย กนิอาหารลดลง ตับและตับออนลีบฝอ เกิดลักษณะ

เนื้อเยื่อตาย พฤติกรรมภายนอกที่เห็นคือ กุงจะมีอาการเซื่องซึม วายน้ําเกยขอบบอ เรืองแสงในท่ี

มืดและมีการตายเพิม่มากข้ึนตามระยะเวลาการติดเช้ือและในที่สุดจะตายทั้งหมดภายในเวลา 2-3 

วัน ดังนั้นจงึกอใหเกิดความเสียหายตอการเพาะเล้ียงอยางมาก ไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจหา V. 

harveyi ข้ึนหลากหลายวธิีไดแก การใชเทคนิคทางจลุชีววทิยาและการทดสอบทางชีวเคมีตรวจ

วิเคราะหและจําแนกแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi (Krieg และ Holt, 1984) โดยทั่วไปการตรวจ

โดยใชเทคนิคนี้คอนขางยุงยาก ซับซอน และใชระยะเวลานานประมาณ 3-4 วันหรือมากกวา 1 

สัปดาห จงึจะทราบผลการตรวจที่แนนอน จึงทาํใหการควบคุมการแพรกระจายของเชื้อเปนไป

อยางลาชา อีกทั้งยังมีความจําเปนตองใชอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความจําเพาะ และตองอาศัย

บุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ สวนการตรวจสอบดวยวธิทีางโมเลกุล (Molecular method) ซึ่งไดมี

การพัฒนาข้ึนโดยการใชเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยการออกแบบไพรเมอร 

(primer) ที่จาํเพาะกับ V. harveyi เพื่อใชตรวจหาแบคทีเรียดังกลาว (Thaithongnum และคณะ, 

2006) ตัวอยางของงานวิจัยที่ใชวิธทีางโมเลกุลในการตรวจวิเคราะห V. harveyi  คือ 

 Oakey และคณะ (2003) ศึกษาวิธกีารตรวจ V. harveyi โดยใช PCR โดยทําการ

ออกแบบไพรเมอรและหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจ 16s rDNA ซึ่งเปนยีนที่มคีวามอนุรักษสูง

ในกลุมยูแบคทีเรีย (Eubacteria) และมีความจาํเปนตอการดํารงชีวติของเซลล มขีนาดประมาณ 

1,500 เบส ประกอบดวยบริเวณสวนมากที่เปนบริเวณอนุรักษ และบริเวณแปรผันเล็กนอย บริเวณ

แปรผันเปนสวนทีถู่กใชในการออกแบบไพรเมอรในการตรวจ เนื่องจากมีความแตกตางใน
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แบคทีเรียแตละชนิด จากงานวิจัยนี้ไดไพรเมอรที่ใหผลผลิตขนาด 413 เบส และหาอุณหภูมิใน

ข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสม พบวาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมทิี่เหมาะสมที่สุด 

แตในงานวิจยันี้ยงัไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง V. harveyi กับ V. alginolyticus  จงึตอง

มีการใชวธิีทางชีวเคมมีาทดสอบเพิ่มเติมในการแยกหลังจากใชวธิี PCR 

 Conejero และ Hedreyda (2003) ทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับการตรวจหายีน toxR 

ของ V. harveyi  ซึ่งเปนยนีที่ระบุรหัสการควบคุมเกีย่วกับการสงผานสารของเยื่อหุมเซลลซึง่ยนีนี้

พบทัง้ใน V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. fischeri, V. vulnificus, V. alginolyticus,              

V. mimicus, V. fluvialis และ V. anguillarum เมื่อเปรียบเทยีบลําดับกรดอะมิโนของยีน toxR 

จากวบิริโอสายพนัธุตางๆ พบวามีความตางกนัคอนขางสูง ดังนัน้จึงทาํการแยกยีน toxR โฮโมลอก 

(Homologue) จาก V. harveyi โดยใชดีเจเนอเรตไพรเมอร (Degenerate primers) เพื่อใชในการ

วิเคราะหหาบริเวณที่ใชเปนเปาหมายในการตรวจหา V. harveyi ไดยีนบางสวน (Partial toxR 

gene) ขนาด 578 เบส ซึง่มคีวามเหมือนกบัยีน toxR ของ V. parahaemolyticus มากสุดถึง 68% 

หลักจากทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสามารถออกแบบไพรเมอรที่ใหชิน้สวนยนีขนาด 390 

เบส โดยมีความจําเพาะตอ V. harveyi และไมพบช้ินสวนนี้ของยีนเมื่อใชไพรเมอรดังกลาวตรวจ

ในวิบริโอสายพันธุอ่ืนๆ หรือแบคทีเรียแกรมลบอ่ืนๆ  

 Pang และคณะ (2006) ออกแบบไพรเมอรในการตรวจวิเคราะหยนี toxR เพื่อใชในการ

แยก V. harveyi ไดไพรเมอรที่ใหผลผลิตเปนชิ้นสวนของยีนดังกลาวขนาด 382 เบส ซึ่งไพรเมอรนี้

มีความจําเพาะตอ V. harveyi คอนขางสูง เนื่องจากสามารถใชในการตรวจหาช้ินสวนยนี toxR 

ขนาด 382 เบส ไดใน V. harveyi ทัง้ 20 ไอโซเลต ที่นาํมาศึกษา ในขณะที่ไมสามารถใชไพรเมอร

ดังกลาวในการตรวจกับ V. parahaemolyticus 13 สายพนัธุ ซึ่งมลํีาดับกรดอะมิโนของโปรตีน

จากยนี toxR ใกลเคียงกบัของ V. harveyi สูงสุดที ่ 68% ตลอดจนไมพบผลผลิตขนาด 382 เบส 

เชนกนั เมื่อใชไพรเมอรนี้ในการวิเคราะหแบคทีเรียสกลุวิบริโออ่ืนอีก 23 สายพนัธุ วธิีดังกลาว

สามารถตรวจหา V. harveyi ไดเมื่อมีปริมาณตํ่าสุดที ่ 4.0 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร โดยใชเวลา

ต้ังแตเร่ิมทําการสกัด DNA จนเสร็จการทดลองอยูที ่5 ชั่วโมง 

 นอกจากการใชเทคนิคดังที่กลาวมาแลวยงัมีการพฒันาการตรวจวิเคราะห V. harveyi  

โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ เชน 

 Gomez-Gil และคณะ (2004) ศึกษาการวิเคราะหแบคทีเรียทีม่ีความคลายคลึงกนัไดแก            

V. harveyi, V. cambellii และ V. rotiferianus ทั้งหมด 50 สายพันธุ เพื่อหาวธิีที่เหมาะสมในการ

จําแนกแบคทีเรียดังกลาว การใชวธิีการเปรียบเทยีบลักษณะทางดานกายภาพและสรีระวิทยา 

(Phenotype) ไมสามารถระบุความแตกตางระหวาง V. harveyi  กับ V. cambellii ได เนื่องจากมี

ลักษณะที่คลายคลึงกันถึง 100 ลักษณะ จากงานวจิัยนี้พบวามีแบคทีเรียถงึ 39 สายพนัธุ ที่เมื่อ
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ตรวจสอบลักษณะทางดานกายภาพและสรีรวิทยาแลวพบวาเปน V. harveyi แตเมื่อนาํมา

วิเคราะหดวยวิธีทางดานโมเลกุล (FAFLP, REP-PCR, IGS-PCR และ DNA-DNA hybridization) 

กลับกลายเปน V. cambellii จากการใชเทคนิคทางโมเลกุลดังกลาวสามารถแบงกลุมแบคทเีรีย

ออกไดเปน 3 กลุม คือ V. harveyi, V. cambellii และ V. rotiferianus โดยเทยีบกับแบคทีเรียที่

ทราบสายพนัธุแลว (reference strains) 

 Kita-Tsukamoto และคณะ (2006) พฒันาวิธกีารตรวจแบคทีเรียเรืองแสงที่รวดเร็วข้ึน

โดยใชการวเิคราะหรูปแบบของขนาดชิน้สวน 16s rDNA ของแบคทีเรียหลังผานการยอยดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) ซึ่งประกอบดวย EcoRI, DdeI, HhaI, HinfI และ RsaI 

พบวารูปแบบที่เกิดจากการยอยสามารถใชจําแนกแบคทีเรีย 14 สายพันธุ ซึง่อยูในสกุล Vibrio, 

Photobacterium และ Shewanella ออกจากกนัไดหลังจากใชวธิีดังกลาวในการจาํแนกแบคทีเรีย

จากธรรมชาติ 129   ไอโซเลต (isolate) พบวามีถงึ 127 ไอโซเลต ทีส่ามารถจําแนกออกมาไดเปน 

6 กลุม คือ P. angustum, P. leiognathi, P. phosphorum, S. woodyi, V. fischeri และ         

V. harveyi ขณะที่อีก 2 ไอโซเลตใหรูปแบบหลังผานการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะไมชัดเจน

เนื่องจากมีความคลายกับ P. leiognathi และ P. phosphorum 

 
2.4 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

การตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางโมเลกุลแมจะใหผลที่รวดเร็วและแมนยาํ แตมีขอจํากัดใน

เร่ืองของคาใชจายที่สูง อีกทัง้ยังจําเปนตองมีบุคลากรทีม่ีความชาํนาญ และหองปฏิบัติการเฉพาะ

ดาน ดังนั้นจงึไดมีการพัฒนาเทคนิคทางวทิยาภูมคุิมกันข้ึนโดยการนาํเอาแอนติบอดีมา

ประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหและวนิิจฉัยโรคติดเช้ืออาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน

และแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ (specificity) ตอกันสูงมาก แอนติบอดีที่สรางข้ึนตอแอนติเจน

ชนิดนัน้สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนชนิดเดียวกันนี้ (homologous antigen) ไดอยางจาํเพาะ 

แอนติบอดีจะรับรูโครงสรางโดยรวมของอิพิโทปบนแอนติเจนและสามารถแยกแยะความแตกตาง

แมเพียงเล็กนอยที่เกิด ข้ึนบนอิพิโทป เชน ลําดับกรดอะมิโน เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิ

โทปจาํนวนมาก จึงสามารถชักนาํกระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบี-เซลลจํานวนมากที่

ตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละ

ชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกันในซีรัมเรียกวาพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

(polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาที่ตาง ๆ กนัเชน จับกับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอม

พลีเมนตในการสลายแอนติเจน ซึง่เปนประโยชนตอตัวส่ิงมีชีวิตเองที่สามารถชกันาํการตอบสนอง

ในรูปแบบตางๆ เพื่อปองกนัอันตรายจากส่ิงแปลกปลอม แตความหลากหลายของแอนติบอดีใน

ซีรัม ทําใหแอนติบอดีที่ไดมีความจาํเพาะตํ่าและอาจไปทําปฏิกิริยาขาม (cross reaction) กับ
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แอนติเจนอ่ืนซึง่สงผลใหการใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้นมีไมมากเทาที่ควร ดังนั้นการใชโมโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่สรางจากบี-เซลล 1 โคลน ทีม่ีความจําเพาะตออิพิ

โทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548) 

  

 
  

ภาพที ่2.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ีsomatic hybridization 

(ดัดแปลงจากhttp://images.encarta.msn.com/xrefmedia/aencmed/targets/illus/ilt/T059309A.gif) 

 

การหลอมรวมเซลลมะเร็งกบับี-เซลลจากสัตวที่ปลูกภูมคุิมกันดวยแอนติเจนที่ตองการให

สรางแอนติบอดีสามารถทําไดโดยการใชพอลิเอทิลีนไกลคอล ในทางปฏิบัตินั้นไมสามารถหลอม

รวมเซลลเพื่อผลิตไฮบริโดมาไดทั้งหมด จึงมทีั้งเซลลทีห่ลอมรวมกันเองและไมหลอมรวมกนัและมี

เซลลไฮบริโดมาที่ไมตองการปะปนอยูเปนจํานวนมาก ดังนัน้จงึตองหาภาวะที่เลือกใหเฉพาะไฮบริ

โดมาเทานั้นสามารถมีชีวิตรอดและเติบโตได วิธทีี่ใชทัว่ไปไดแก การใชเซลลไมอิโลมาที่มีความ

บกพรองในการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวกบัการสังเคราะหนวิคลีโอไทดในวิถี salvage ซึ่งทาํใหไม

สามารถเติบโตในอาหารเล้ียงเซลลที่เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine 

(HAT medium) ซึ่งเมื่อนาํเซลลผสมที่ไดมาเล้ียงใน HAT medium นี้เซลลไมอิโลมาที่ไมหลอม

รวมกันหรือหลอมรวมกนัเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได แตไฮบริโดมาทีห่ลอมรวมระหวางเซลล

ไมอิโลมากับบี-เซลลเทานัน้ที่สามารถมีชวีติรอดเพราะไดเอนไซมในวถิี salvage จากบี-เซลล สวน
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บี-เซลลที่ไมหลอมรวมกนัหรือหลอมรวมกันเองจะมีชวีติรอดเพียงระยะเวลาส้ันๆ และตายไปเอง

ในที่สุด (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การคัดเลือกของ HAT medium มีพืน้ฐานจากเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมสวนใหญ

สามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 วิถีคือ วิถี de novo และวิถี salvage ในกรณีของวิถี de 

novo จะมีข้ันตอนการยายหมู methyl หรือ formyl จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยายหมู methyl 

หรือ formyl นี้สามารถถกูยับยั้งดวย aminopterin ดังนัน้เม่ือวถิี de novo ถูกยับยั้งเซลลก็จะ

เปล่ียนมาใชวถิี salvage โดยการเปล่ียนพิวรีน (purine) หรือไพริมิดีน (pyrimidine) เปนนวิคลีโอ

ไทดโดยตรงเพื่อใชในการสงัเคราะห DNA แทน เอนไซมที่เกี่ยวของในวถิี salvage นั้นไดแก 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) 

ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งจะยับยั้งการสังเคราะห DNA โดยวถิี 

salvage ได ดังนัน้ aminopterin ที่มีอยูใน HAT medium จะไปขัดขวางวิถี de novo สวน 

hypoxanthine และ thymidine จะทาํใหเซลลสามารถเติบโตไดโดยใชวิถี salvage ดังนัน้เซลลทีม่ี

ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT หรือ TK จะไมสามารถเติบโตไดใน HAT 

medium เพราะไมสามารถใชวิถี salvage ในการสังเคราะห DNA ได (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การผลิตไฮบริโดมานัน้มกัจะใชเซลลไมอิโลมาทีม่ีความบกพรอง 2 ประการดวยกันคือ (1) 

มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT (HGPRT-) และ (2) ไมสามารถสรางอิมมูโน

โกลบูลินได (Ig-) เพื่อใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจากไฮบริโดมานัน้เปนการถอดรหัสการสราง

มาจากยนีของเซลลมามและไมอิโลมามหีนาที่เพียงแตทําใหเซลลสามารถเติบโตไดไมมีที่ส้ินสุด

เทานัน้ 

เมื่อไดไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีแลวตองมีการคัดเลือกไฮบริโดมาทีส่รางแอนติบอดีที่

จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการเนื่องจากมีไฮบริโดมาบางเซลลเทานัน้ทีผ่ลิตแอนติบอดีที่จําเพาะ

ตอแอนติเจนที่ใหแกสัตวทดลอง วิธีทีใ่ชคัดเลือกโดยทั่วไปไดแก ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) และการทดสอบทางวทิยาภูมิคุมกัน (immunoassay) รูปแบบตาง ๆ 

เชน dot-blot, Western blot, immunohistochemistry และอ่ืนๆ ตามแตความเหมาะสม เมื่อ

คัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซํ้า 

(reclone) เพือ่ใหแนใจวาไฮบริโดมานัน้มีตนกาํเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริง ๆ และขยาย

เพิ่มจาํนวนเพือ่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล

, 2548) 
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ภาพที ่2.2 การสังเคราะห DNA โดยวิถี de novo และ วถิี salvage และการยับยั้งการสังเคราะห 

DNA ของ aminopterin ในวถิี de novo (Abbas และคณะ,1991) 

 
ตัวอยางการนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปใชประโยชนที่สําคัญเชน การตรวจวิเคราะห

การต้ังครรภและการตรวจหมูเลือด เปนตน (อรวดี หาญวิวฒันวงศ, 2543) โมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถนํามาใชเปนตัวบงชี้จาํเพาะ (specific marker) เพื่อจําแนกชนดิ

แบคทีเรียที่ตองการจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนและยังสามารถนํามาพฒันาเปนวัคซนีเพื่อใชในการ

รักษาโรคติดเช้ือไดดวย (Adam และคณะ, 1995) อีกทั้งยังมีความไวสูง แมนยาํ ใหผลเม่ือนาํมา

เตรียมเปนชุดสําเร็จรูปสะดวกใชบุคคลทัว่ไปและเกษตรกรสามารถนาํไปใชงานตรวจวิเคราะหได

เองเพราะสะดวก ทําไดงาย และปลอดภัย ตนทนุตํ่าไมจําเปนตองใชบุคลากรที่มคีวามชาํนาญสูง 

(Sithigorngul และคณะ, 2000)  

การศึกษาเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ไดถูกรายงานออกมามากมายเชน 

Basta และคณะ (2004) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอสารอะนานดาไมด 

(anandamide; N-arachidonylethanolamine, AEA) เพื่อใชตรวจสารดังกลาวซ่ึงเปนสารส่ือ

ประสาทชนิดหนึง่จากของเหลวในรางกาย (body fluid)  Winotaphan และคณะ (2005) ทําการ

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอเม็ดเลือดของกุงกุลาดําโดยการฉีดกระตุนภูมิคุมกัน 

ขัดขวางโดย 

aminopterin 

TK+ 

(Thymidine kinase) 

Nucleotides

Ribose-5-phosphate Thymidine Hypoxanthine 

HGPRT+ 

(Hypoxanthine Guanine 

Phosphoribosyl Transferase) 

วิถี De Novo  วิถี Salvage 

DNA
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(immunization) หนูขาว Swiss mice ดวยเม็ดเลือดกุง 2 รูปแบบคือ SDS-treated และ formalin-

fixed ผสมกันในอัตราสวน 1:1 จํานวน 4 คร้ัง เขาทางชองทอง (intraperitoneal route) จากนั้น

หลอมรวมเซลลมามหนูเขากบัเซลลมะเร็ง (P3X) โดยใชพอลีเอธิลีนไกลคอล (polyethylene 

glycol) สําหรับตัวอยางรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอแบคทเีรียมีดังนี ้โมโน

โคลนอลแอนติบอดีตอ Bacillus cereus ซึ่งกอโรคอาหารเปนพษิชนิด Emetic และ Diarrheal ใน

คน (Charni และคณะ, 2000) โมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ V. cholera แบคทีเรียกอโรค

อาหารเปนพิษในคน (Saha และ Nair, 1997) โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Photobacterium 

damsilae spp. piscicida กอโรค Pasteurellosis ในปลา (Jung และคณะ, 2001) Prior และ 

Titball (2002) รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอไลโพพอลิแซคคาไรดของ 

Yersinia pestis แบคทีเรียที่กอโรคกาฬโรค โดยการฉีดแอนติเจนผิวเซลลของแบคทีเรียกระตุน

ภูมิคุมกันหนูขาว 3 คร้ัง แบงเปนคร้ังแรกฉีดเขาทางใตผิวหนัง (subcutaneous route) คร้ังที่ 2 ฉีด

เขาทางชองทองและกอนทาํการหลอมรวมเซลล 3 วัน ฉีดกระตุนอีกคร้ังเขาทางเสนเลือดดํา 

(intravenous route) หลอมรวมเซลลมามที่ไดจากหนูเขากับเซลลมะเร็ง (P3-X63-Ag8-clone-

6.5.3) Hall และคณะ (2003) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอโปรตีน MSCRAMM 

โปรตีนบนผิวเซลลที่เด่ียวของกับการยึดเกาะของ Staphylococcus aureus แบคทีเรียนี้เปน

แบคทีเรียที่กอโรคติดเช้ือไดในมนษุย ทาํการโคลนยีนทีร่ะบุรหัสของโปรตีนดังกลาวเขาแบคทีเรีย 

E. coli จากนัน้นาํโปรตีนที่ไดฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูขาว BALB/c เพศเมีย 2 คร้ังเขาทางใต

ผิวหนังและทางเสนเลือดดําตามลําดับ 3 วนัหลังจากนัน้ ทําการหลอมรวมเซลลมามของหนเูขา

กับเซลลมะเร็ง (SP2/0-Ag14) โดยใชพอลีเอธิลีนไกลคอลชวยในการหลอมรวม สําหรับการผลิต 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi นั้นในปจจุบนัไดมีเพียงรายงานการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจําเพาะกับ V. harveyi ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวตรวจไดเฉพาะ V. harveyi 

สายพนัธุ 639 เทานัน้ (Phianphak และคณะ, 2005) 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณที่สําคัญที่ใชในการทดลอง 

1. เคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน Centrikon T-42K 

ของบริษัท Kontron  Instrument., Germany 

2. เคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 

Beckman, USA 

3. เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixter) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 

Switzerland 

4. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก รุน A200S ของบริษัท Sartorius, Germany. 

 5. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน  Spectronic 21 ของบริษัท 

Bausch & Lomb, USA 

 6. เคร่ืองเขยา (Incubator shaker) 

7. เคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบใชมือหมุน (Rotary microtome) รุน RM2135 ของบริษัท LEICA 

8. แทนอุนสไลด (Slide warmer) ของบริษัท Medax 

9.หมออบฆา เ ช้ือดวยไอน้ํ า  (Autoc lave)  รุ น  HA-36 ของบริษัท  H i rayama 

Manufacturing   Corporation, Japan 

10. ตูอบ (Hot air oven) ของบริษัท Sanyo 

11. ตูบมเช้ือ (Incubator) รุน RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany 

12. ตูเพาะเล้ียงเซลล (5% CO2 Incubator) รุน NU-2500V ของบริษัท NUAIRE 

13. ตูปลอดเช้ือ (Laminar flow) รุน NU-201-330E ของบริษัท NUAIRE 

14. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 

15. ตูแชแข็ง -70 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 

16. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany. 

 17. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน  Spectronic 21 ของบริษัท 

Bausch & Lomb, USA 

 18. ชุด transblot apparatus ของบริษัท Bio-Rad 

 19. กลอง inverted microscope รุน IX 70 ของบริษัท Olympus 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
1. อาหารเล้ียงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories, 

USA 

2. อาหาร Mueller Hinton Broth ของบริษัท Difco Laboratories, USA    

3. อาหารเล้ียงเชื้อแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท (Thiosulfate  citrate  bile  salt  

agar) ของบริษัท Difco  Laboratories, USA  

4. ชุดจัดจําแนกเชื้อสําเร็จรูป API20E ของบริษัท Biomerieux, France 

5. อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ของบริษัท 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 (C3H3O3Na) ของบริษัท Sigma 

11. NaHCO3 

    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) ของบริษทั 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. ชุดตรวจสอบ Hybridoma sub-isotyping, mouse ของบริษัท Zymed 

23. เอทิลแอลกอฮอลล (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. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (phosphate buffered saline, PBS )  0.15 โมลาร คา

ความเปนกรดและดาง 7.2 (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
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28. สารละลาย P1
+ (calf bovine serum:PBS dilution 1:10) (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ช)  

29. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด (Diaminobenzidine  tetrahydrochloride, 

DAB) ของบริษัท Sigma                                                  

30. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogenperoxide, H2O2) 30% ของบริษัท Sigma              

31. อีโอซีน (Eosin Y) 0.02% ใน เอทิลแอลกอฮออล 95% ของบริษทั Harleco (วิธีเตรียม

ดูภาคผนวก ช)                                                                                   

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

33. พาราพลาส พลัส พาราฟน ( Paraplast plus paraffin) ของบริษัท Sherwood      

34. สารละลายเคลือบสไลด (Gelatin coat slide solution) ของบริษัท Difco (วิธีเตรียมดู

ภาคผนวก ช)                                                                                   

35. Davidson’s fixative (วธิีเตรียมดูภาคผนวก ข)                         

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

37. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid ,  HCl) ของบริษัท Merck             

38. Permount ของบริษทั Ficther  Scientific 

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

conjugate) ของบริษัท BioRad 
 

3.3 วิธกีารทดลอง 
1. การเตรียมแบคทีเรีย Vibrio harveyi  และแบคทเีรียสกุลอ่ืนๆ 

   นําแบคทีเรีย V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ที่แยกจากกุงปวยจากแหลงตางๆ และแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนๆ ดังที่ไดแสดงไวในตารางที ่ 3.1 มายืนยันชนิดโดยการเพาะเล้ียงแบคทเีรียสกุลวิบริโอใน

อาหารเล้ียงเชือ้แข็งทริปติกซอยที่เติมโซเดียมคลอไรด 2% (น้ําหนกัตอปริมาตร) และเพาะเล้ียง

แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ในอาหารเล้ียงเชื้อแข็งทริปติกซอย บมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส แลวนําไปทดสอบทางชีวเคมโีดยใชชุดตรวจ API 20E โดยเข่ียเช้ือแบคทีเรียที่เจริญ 18-

24 ชั่วโมง 1 โคโลนีเด่ียว มาแขวนลอยในน้ําเกลือ 0.85% ที่ปลอดเช้ือ ผสมใหเขากันดี แลวปเปต

ลงในชุดทดสอบ หลุมที่ทดสอบ arginine dihydrolase (ADH), lysine decarboxylase (LDC), 

ornithine decarboxylase (ODC), H2S production (H2S) และ urease (URE) จะปเปตทับดวย

พาราฟน เพื่อใหอยูในสภาวะปราศจากออกซิเจน จากนัน้นาํชุดทดสอบใสในถาดทีม่ีน้ํากล่ันปลอด

เชื้อ ปดฝาและบมที่อุณหภูมิ 36 ± 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง การอานผลการ

ทดสอบดังตารางที ่3.2 
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เก็บรักษาแบคทีเรียสกุลวิบริโอที่อุณหภูม ิ-70 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริป 

ติกซอยที่เติมกลีเซอรอล 20% (น้ําหนกั/ปริมาตร) และโซเดียมคลอไรด 2% (น้าํหนกั/ปริมาตร) 

สําหรับแบคทีเรียชนิดอ่ืนเก็บรักษาในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวทริปติกซอยที่เติมเฉพาะกลีเซอรอล 

20% (น้าํหนัก/ปริมาตร) 

เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อแข็งทริปติกซอยลักษณะเดียวกับขางตนที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนัน้เก็บเซลลโดยการแขวนลอยดวย 0.15 โมลาร 

phosphate buffered saline (PBS) เพื่อใชในการเตรียมแอนติเจน 

 

ตารางที่ 3.1 แบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ใชในการทดลอง 

 

แบคทีเรีย แหลงที่มา 

Vibrio harveyi 1526 (VH1526) 

V. harveyi 639 (VH639) 

V. harveyi 1114 (VH1114) 

หนวยวิจัยเพื่อความเปนเลิศดาน

เทคโนโลยีชวีภาพกุง มหาวทิยาลัยมหิดล 

V. harveyi 47666-1 (VH47666-1) ภาควิชาวาริชศาสตร คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาบูรพา 

V. harveyi H1 (VHH1) 

V. harveyi H2 (VHH2) 

V. harveyi H3 (VHH3) 

V. harveyi H4 (VHH4) 

V. harveyi H5 (VHH5) 

บริษัท เจริญโภคภัณฑอาหาร จํากัด (มหาชน) 

V. harveyi (VHSurat) จังหวัดสุราษฎรธาน ี

V. ordalii 

V. anguillarum 

ภาควิชาวาริชศาสตร คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

V. alginolyticus 22082 

V. fluvialis 22087 

V. mimicus 22090 

V. parahaemolyticus 22092 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

V. vulnificus 

V. penaeicida 

V. cholerae 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ตารางที่ 3.1 (ตอ) 

 

แบคทีเรีย แหลงที่มา 

V. shilonii ภาควิชาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 

V. campbellii ประเทศเบลเยีย่ม 

Aeromonas cavia 22103 

A. hydrophila 22097 

A. sorbia 22099 

A. jandaei 22156 

A. veronii 22155 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข 

Plesiomonas shigelloides 22109  กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข 

Photobacterium damselae Subsp. 

damselae 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

Esherichia coli บริษัท เจริญโภคภัณฑอาหาร จํากัด (มหาชน) 

Klebsiella pneumoniae 

Proteus vulgaris 

Pseudomonas aeruginosa 

Salmonella Thyphimurium 

Shigella flexneri 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
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ตารางที่ 3.2 การอานผลการวิเคราะหสมบัติทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบ API 20E (BioMérieux, 

France) 

 
ผลการทดสอบ การทดสอบ 

ผลลบ ผลบวก 

β-galactosidase(ONPG) ไมมีสี เหลือง 

Arginine dihydrolase(ADH) เหลือง แดง/สม 

Lysine decarboxylase (LDC) เหลือง แดง/สม 

Ornithine decarboxylase (ODC) เหลือง แดง/สม 

Citrate utilization เขียวออน/เหลือง เขียวแกมน้ําเงิน/น้ําเงิน 

H2S production (H2S) ไมมีสี/สีเทา ดํา 

Urease (URE) เหลือง แดง/สม 

เติม TDA reagent สังเกตผลทันที Trytophane deaminase (TDA) 

เหลือง น้ําตาลคอนขางแดง 

เติม JAMES reagent สังเกตผลทันที Indole production (IND) 

ไมมีสี/เขียวออน/เหลือง ชมพู 

เติม VP1 และ VP2 บม 10 นาที Acetoin production (VP) 

ไมมีสี ชมพู/แดง 

Gelatinase (GEL) ไมมีการแพรของเม็ดสีดํา มีการแพรของเม็ดสีดํา 

Glucose (GLU) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง/เหลืองเทา 

Mannitol (MAN) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Inositol (INO) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Sorbitol (SOR) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Rhamnose (RHA) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Sucrose (SAC) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Melibiose (MEL) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Amygdalin (AMY) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

Arabinose (ARA) น้ําเงิน/เขียวแกมน้ําเงิน เหลือง 

เติม NIT1 และ NIT2 ในหลุม glucose บม 2-5 นาที NO2 production 

เหลือง แดง 
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2. การเตรียมแอนติเจน  
นํา V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ซึ่งแยกไดจากกุงปวยจากแหลงตางๆ ที่เพาะเล้ียงตามวิธี

ขางตนมาฆาดวยความรอนที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนัน้แบงการเตรียม

แอนติเจนออกเปน 2 รูปแบบ คือ รูปแบบคงสภาพ (heat-killed) โดยการนาํแบคทีเรียที่ผานการ

ฆาดวยความรอนมาปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ใหได 1.0 โดยใช 

PBS และรูปแบบเสียสภาพ (SDS-mercaptoethanol treated) โดยนาํแอนติเจนรูปแบบคงสภาพ

มาเติม SDS-mercaptoethanol อัตราสวน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) ตมในน้ําเดือด 90 วินาท ี     

ไดแอลิซีส (Dialysis) ในน้าํกล่ันเพื่อกาํจัด SDS-mercaptoethanol เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส (Sithigorngul et al., 2002) สําหรับแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ ที่ใชในการทดสอบ

แอนติบอดีจะเตรียมในรูปแบบคงสภาพเทานั้น 
3. การปลกูภมูิคุมกัน (immunization) ในหนูขาว 

นําสวนผสมแอนติเจนของ VH1526 และไอโซเลตอ่ืนๆ ทั้ง 2 รูปแบบผสมกับ Freund’s 

complete adjuvant ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) มาฉีดเขาทีช่องทองของหนูขาว (swiss 

mice) จํานวน 4 ตัว ฉีดกระตุนอีก 3 คร้ัง โดยเวนระยะหางการฉดีแตละคร้ัง 1 สัปดาห ดวย

สวนผสมของ V. harveyi ทัง้ 2 รูปแบบผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ในอัตราสวน 1:1 

(ปริมาตร/ปริมาตร) จากนัน้ 1 สัปดาห หลังจากการฉีดคร้ังที่ 4 เจาะเลือดหนูแตละตัวมาตรวจหา

พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอ  V. harveyi โดยวิธ ี Western blot เลือกหนูตัวที่ใหแถบ

โปรตีนชัดเจนมาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา (Sithigorngul et al., 2002)  
4. การผลิตเซลลไฮบริโดมา 

นําเซลลมามของหนูขาวมาผสมกับเซลลมยัอิโลมา P3X ปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็ว 

1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมสารละลาย polyethylene glycol (PEG) 1 

มิลลิลิตร ใชนิว้ตีกนหลอดใหเซลลผสมกบั PEG เปนเวลา 1 นาท ีคอยๆ เติม RPMI ปริมาตร 39 

มิลลิลิตร ลงขางหลอดชาๆ บมใน CO2 incubator เปนเวลา 2 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงแยกเซลลผสม

ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีกระจายเซลลใน HAT medium (RPMI 1640 ที่

เสริมดวย 20% fetal bovine serum, เม็ดเลือดแดง 0.5%, hypoxanthine, aminopterin และ 

thymidine) และดูดใสใน microculture plate 30 ถาด (96 หลุมตอถาด) บมใน CO2 incubator 

ประมาณ 10-12 วัน ตรวจดูการเติบโตของเซลลในหลุมตางๆ ภายใตกลอง inverted microscope 

จากนั้นคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจน 
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5. การคัดเลอืกเซลลไฮบริโดมา 
5.1 การคัดเลือกขัน้ที่ 1 ดวยวธิี dot blot  (Sithigorngul et al., 2002)  

นํา V. harveyi ผสมทัง้รูปคงสภาพและเสียสภาพอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) 

มาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด ทาํใหแหงโดยนาํไปอบที ่ 60 องศา

เซลเซียส แชใน 5% blotto (nonfat dry milk ที่ละลายใน PBS) ตัดและใสลงใน microculture 

plate ที่ม ี 1% blotto 75 ไมโครลิตรตอหลุม จากนัน้เติมน้าํเล้ียงเซลลไฮบริโดมาปริมาตร 25 

ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 4 คร้ัง นําไปบมที่

อุณหภูมิหองตออีก 3 ชั่วโมง ใน goat anti-mouse immunoglobulin heavy and light chain 

horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP; BioRad) ที่เจือจาง 1:1,500 ใน 1% blotto 

และลางดวย PBS 4 คร้ัง จากนัน้นาํไปทําปฏิกิริยาในสารละลายผสม 0.03% DAB (3,3-

diaminobenzidine tetrahydrochloride; Sigma), 0.006% H2O2 (hydrogen peroxide) และ 

0.05% CoCl2 (cobalt chloride) ใน PBS เซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ    

V. harveyi จะเกิดเปนจุดสีดํา นําน้ําเล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ใหผลบวกไปคัดเลือกในข้ันที ่2 
5.2 การคัดเลือกขัน้ที่ 2 

5.2.1 การตรวจสอบดวยวธิี Western blot  (Sithigorngul et al., 2002) 

นํา V. harveyi ในรูปคงสภาพมาแยกใน 15% SDS-PAGE ดวยกระแสไฟฟา 

100 โวลต แลวนาํเจลที่ไดมายายแถบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยใช transport 

apparatus (BioRad) โดยใชกระแสไฟฟา 50 โวลตเปนเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้นาํกระดาษไนโตร

เซลลูโลสไปแชใน 5% blotto ตัดแบงลงใน microculture plate ที่ม ี 1% blotto นําไปบมดวยน้าํ

เล้ียงเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ใหผล dot blot เปนบวกที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 ชัว่โมง ลางดวย 

PBS 4 คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิหองตออีก 3 ชัว่โมง ใน GAM-HRP ที่เจือจาง 1:1,500 ใน 1% 

blotto และลางดวย PBS 4 คร้ัง จากนัน้นาํไปทาํปฏิกิริยาในสารละลายผสม 0.03% DAB, 

0.006% H2O2 และ 0.05% CoCl2 ใน PBS ตรวจสอบผลโดยเปรียบเทียบกับผลของพอลิโคลนอล

แอนติบอดี 
5.2.2 การตรวจสอบปฏิกริิยาขามกบัแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยวธิี dot blot  

นํา V. harveyi  และแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ ความเขมขน 108 CFU/มิลลิลิตร ในรูป

คงสภาพมาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด ทําใหแหงโดยอบใน 60 องศา

เซลเซียส แชใน 5% blotto แลวนําไปใสใน microculture plate ที่มี 1% blotto และเติมน้าํเล้ียง

เซลลไฮบริโดมาจากหลมุทีใ่หผล dot blot เปนบวก บมที่อุณหภูมิหอง 5 ชัว่โมง นําไปผาน

กระบวนการเหมือนขอ 5.1 ตรวจสอบผลบวกจากจุดสีดําที่เกิดข้ึน 
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5.2.3 การตรวจสอบดวยวธิี Immunohistochemistry 
เล้ียงกุงกุลาดําน้าํหนักตัวประมาณ 20 กรัม ในถังพลาสติกส่ีเหล่ียมที่บรรจุน้ํา

ความเค็มประมาณ 20 ppt จากนั้นฉีดกุงดวย V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ความเขมขน 108 CFU/

มิลลิลิตร ปริมาณ 50 ไมโครลิตรตอตัว ทิ้งไวจนกุงใกลตายจากนัน้นําตัวอยางกุงมาผานข้ันตอน

การทาํ paraffin sectioning และ immunoperoxidase ซึ่งมีข้ันตอนโดยยอดังนี ้เกบ็กุงมาสลบใน

น้ําเย็นจัดและตัดหัวในน้ํายา Davidson’s fixative นาํมาลางน้ําและผานกระบวนการดึงน้ําออก

ดวยแอลกอฮอลที่เปอรเซนตตางๆและไซลีน (xylene) และฝงในพาราฟน ตัดเนื้อเยื่อใหมีความ

หนา 8 ไมโครเมตร ดวยเคร่ืองไมโครโทมและติดเนื้อเยือ่ลงบนสไลด ลางพาราฟนออกโดยใชไซลีน

และผานกระบวนการเติมน้ําดวยแอลกอฮอลที่เปอรเซนตตางๆ ตรึงเนื้อเยื่อดวยฟอรมาลิน 10% 

ลางดวย PBS 4 คร้ัง และเติม P1
+ (10% calf bovine serum ใน PBS) นาํน้าํเล้ียงเซลลไฮบริโดมา

จากหลุมที่ใหผล dot blot เปนบวกมาหยดคลุมเนื้อเยื่อบนสไลด บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

5 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 4 คร้ัง เติม GAM-HRP เจือจาง 1:1,000 ใน P1
+ บมที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 3 ชัว่โมง ลางดวย PBS 4 คร้ัง และเติมสารละลายผสม 0.03% DAB และ 

0.006% H2O2 ใน PBS ยอมสีดวย Eosin Y ผานกระบวนการการดึงน้ําออกดวยแอลกอฮอลที่

เปอรเซนตตางๆ และไซลีน ปดทับดวยกระจกปดสไลดและนําไปสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน

เนื้อเยื่อที่ใหผลบวกจะติดสีน้ําตาล (ภาคผนวก ช) 

6. การโคลนดวยวธิี limited dilution (ดัดแปลงจาก Spinger, 1986) 

   นําเซลลที่คัดเลือกแลวมากระจายในหลุมโดยใชปเปตคอยๆ ดูดสารละลายข้ึนลงหลายๆ 

คร้ัง หยดเซลลแขวนลอยลงในจานเลีย้งเชื้อ 1-2 ไมโครลิตร ใหมีจํานวนเซลลประมาณ 100 เซลล 

โดยนาํไปตรวจดูภายใตกลอง inverted microscope จากนั้นเติม medium (RPMI 1640 ที่เสริม

ดวย 20% fetal bovine serum, เม็ดเลือดแดง 0.5%) ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ดูดเซลลแขวนลอย

ลงใน microculture plate (96 หลุมตอถาด) 48 หลุมแรก (แถว 1-6) หลุมละ 100 ไมโครลิตร เติม 

medium เพิ่มในจานเล้ียงเช้ืออีก 2.5 มิลลิลิตร แลวดูดใสลงใน 48 หลุมหลัง (แถว 7-12) หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บมใน CO2 incubator ประมาณ 10-12 วนั ตรวจสอบหลุมที่มีโคลนเด่ียวภายใต

กลอง inverted microscope จากนั้นคัดเลือกโดยวิธ ีdot blot และขยายเพิ่มจาํนวนเซลล  
7. การเก็บเซลลไฮบริโดมา 

   เล้ียงเซลลไฮบริโดมาใหเจริญอยูในระยะ log phase ในอาหาร RPMI 1640 ที่เสริมดวย 

20% fetal bovine serum กระจายและดูดเซลลแขวนลอยลงในหลอด ปนเหวี่ยงแยกเซลลดวย

ความเร็ว 1500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แยกสารละลายสวนใสออกและเก็บ

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบตอไป จากนั้นเติมสารละลายไดเมทิลซัลฟอก

ไซด 12% (DMSO) ใน RPMI 1640 0.5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับเซลลไฮบริโดมา ดูดเซลล
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แขวนลอยลงในหลอดสําหรับเซลลแชแข็ง (cryopreservation tube) เก็บรักษาในถัง

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 
8. การพิสจูนคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

8.1 การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี dot blot 
นําแบคทีเรียมาเจือจางแบบ serial dilution ใน PBS มาหยดลงบนกระดาษไนโตร

เซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด ทําใหแหงโดยอบที่ 60 องศาเซลเซยีส 10 นาท ีแชในสารละลาย 5% 

blotto เปนเวลา 30 นาที จากนัน้นํามาบมในโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดทีต่องการทดสอบ

โดยเจอืจาง 1:200 ใน 1% blotto แลวนาํมาผานกระบวนการเหมือนขอ 5.1 ตรวจสอบจุดสีดําที่

เกิดข้ึน โดยความเขมขนของแอนติเจนนอยที่สุดที่ทาํใหเกิดจุดสีดําจะเปนคาความไวของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ใชวิเคราะห 
8.2 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี 

indirect ELISA 
ทําการตรึง V. harveyi ทีถู่กทาํใหเสียสภาพโดยใชคล่ืนเสียงความถีสู่ง (sonicate) 

เขมขนประมาณ 106 CFU/มิลลิลิตร ลงที่กนหลุมของถาด 96 หลุม (ELISA microtiter plate) 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและ

ลางทุกหลุมดวย สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที เติม

สารละลาย 5% blotto ทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาท ี เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

ตองการทดสอบ (เจือจาง 1:20 ในสารละลาย 5% blotto) ลงในหลุมตางๆ ของถาด 96 หลุมดัง

ตัวอยางตามตารางที่ 3.3 ทิง้ไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและลางทุก

หลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที เติม GAM–HRP  

เจือจาง 1:1500 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 7 ชั่วโมง ลางทุกหลุมดวย

สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที และคร้ังสุดทายลางดวย 

PBS เติมสารละลายซับสเตรตซึ่งประกอบดวย o-phenylenediamine (OPD) 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 0.006% H2O2 ใน citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดและดาง 4.5 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาท ีแลวหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 นอร

มอล ลงในทุกหลุม ๆ ละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที บันทกึปฏิกิริยาที่เกดิข้ึนโดยนาํไป

อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร โดยใช microplate reader 
8.3 การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ทําการจําแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ที่สรางจากแต

ละโคลนของไฮบริโดมาโดยวิธ ี sandwich ELISA โดยใช Zymed’s Mono Ab ID kit (HRP) 

(Zymed Laboratories) (ดูวิธีทาํในภาคผนวก จ)  
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ตารางที ่3.3 สวนผสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน          

V. harveyi ทีจ่ับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ที่ผลิตได (ตัวเลขแสดงถึงโมโนโคลนอล

แอนติบอดีโคลนตางๆ) 
 

MAbs 1  2  3  4  

1 1+1 1+2 1+3 1+4 

2  2+2 2+3 2+4 

3   3+3 3+4 

4    4+4 

 

 
 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การเตรยีมโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Vibrio harveyi สายพนัธุ 1526 
1. ลักษณะทางสณัฐานวทิยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ 

 จากการตรวจสอบสมบัติทางสัณฐานวทิยาของ VH1526 และ V. harveyi ไอโซเลตอ่ืนๆ 

พบวาโคโลนมีสีีครีม ลักษณะกลม เล็ก เมื่อนาํมาเล้ียงบนอาหาร TCBS โคโลนีจะมีสีเขียว 

สามารถเรืองแสงไดทุกชนิด แตไมพบการ swarm บนอาหาร TSA ที่ผสม 2% NaCl  

 V. harveyi ยอมติดสีแกรมลบ มีรูปรางแทงโคง และสมบัติทางชีวเคมีของ V. harveyi ทุก

ไอโซเลต ทดสอบโดย API 20E สามารถสรุปไดดังตารางที ่4.1 

 

ตารางที่ 4.1 สมบัติทางชีวเคมีของ VH1526 และ V. harveyi ไอโซเลตอื่นๆ โดยชุดทดสอบ API 

20E (BioMérieux, France)  

 
ไอโซเลตของ V. harveyi  

สมบัติ (API 20 E) VH1526 VH639 VH47666-1 VHSurat VHH1 VHH2 VHH3 VHH4 VHH5 

β-galactosidase(ONPG) + + + + + - + + - 

Arginine dihydrolase(ADH) - - - - - + - - - 

Lysine decarboxylase 

(LDC) 

+ + + + + - + + + 

Ornithine decarboxylase 

(ODC) 

- - - - - - - - - 

Citrate utilization - - - - - - - - - 

H2S production (H2S) - - - - - - - - - 

Urease (URE) - - - - - - - - - 

Trytophane deaminase 

(TDA) 

- - - - - - - - - 

Indole production (IND) + + + + + - + + + 

Acetoin production (VP) - - - - - - - - - 

Gelatinase (GEL) + + + + - - - - - 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

 
ไอโซเลตของ V. harveyi 

สมบัติ (API 20 E) VH1526 VH639 VH47666-1 VHSurat VHH1 VHH2 VHH3 VHH4 VHH5 

Fermentation/Oxidation 

Glucose (GLU) 

Mannitol (MAN) 

Inositol (INO) 

Sorbitol (SOR) 

Rhamnose (RHA) 

Sucrose (SAC) 

Melibiose (MEL) 

Amygdalin (AMY) 

Arabinose (ARA) 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Cytochrome-oxidase (Ox) + + + + + + + + + 

NO2 production + + - + - - - - - 

O/F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

หมายเหตุ  + = ผลบวก, - = ผลลบ 

 
2. ความจําเพาะของแอนติซีรัม 
จากการเก็บแอนติซีรัมจากหนูขาวทั้ง 4 ตัว ที่ปลูกภูมิคุมกันดวย VH1526 มาทาํการ

ทดสอบความจําเพาะตอ VH1526 โดยใชวิธี Western blot พบวาแอนติซีรัมจากหนทูั้ง 4 ตัว มี

ความจาํเพาะตอ VH1526 คอนขางสูงโดยแอนติซีรัมจากหนูตัวที่ 2 มีความจาํเพาะตอ VH1526 

ดีที่สุด ซึ่งพบจํานวนแถบโปรตีนมากและมีความชัดเจนมากที่สุด ดังแสดงในภาพที่ 4.1 และเมือ่

ทดสอบความจําเพาะตอแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยวธิี dot blot พบวาแอนติซีรัมจากหนุตัวที ่ 2 

แสดงความจาํเพาะตอ V. harveyi ทุกไอโซเลตและยังแสดงปฏิกิริยาขามกับ Vibrio spp. อ่ืนๆ 

ดวย (ภาพท่ี 4.2 E) จึงใชหนขูาวตัวที่ 2 มาผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 



 36 

 
 

ภาพที ่ 4.1 การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมตอ VH1526 จากหนูขาวทั้ง 4 ตัว ดวยวธิี 

Western blot โดยนํา VH1526 (a) และ V. parahaemolyticus (b) มาแยกโปรตีนดวย

กระแสไฟฟาโดยใช 15% SDS-PAGE นําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลสแลวนาํไป

บมกับแอนติซรัีมที่จําเพาะตอ VH1526 จากหนูขาวแตละตัว (1-4) 

 
3.  การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
จากการผลิตเซลลไฮบริโดมาและคัดเลือกเซลลที่มีความจําเพาะตอ VH1526 ข้ันที่ 1 พบวา

จากเซลลไฮบริโดมาทัง้หมดใน microculture plates ประมาณ 1,000 หลุม ซึง่ในแตละหลุมมี

เซลลอยู ประมาณ 1-5 โคโลนี มีเซลลไฮบริโดมาที่แสดงความจําเพาะตอ VH1526 จํานวนทัง้หมด 

52 หลุม และจากการคัดเลือกในข้ันที ่2 โดยใชวิธ ีWestern blot และ immunohistochemistry ได

เซลลไฮบริโดมาทัง้หมดจํานวน 6 โคลน ที่มีความจําเพาะสูงและแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนไมมาก สามารถแบงโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกไดเปน 4 กลุม ตามความจําเพาะดัง

แสดงในตารางท่ี 4.3 
4.  การพิสูจนเอกลกัษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอ VH1526 ที่ผลิตไดสามารถจาํแนกได 4 กลุม ดังนี้คือ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่1 ประกอบดวย 2 โคลน คือ VH3-10A และ VH15-6F และกลุมที ่

2 ประกอบดวย VH11-6E และ VH17-1B ซึ่งแอนติบอดีทั้ง 2 กลุม จําเพาะตอ VH1526, VH639 

และ VHSurat โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทัง้ 2 กลุมนี้ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ V. harveyi 

ไอโซเลตอื่น ตลอดจนแบคทเีรียในกลุมวิบริโออ่ืนๆ และแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืนๆ (ภาพที ่4.2-A 
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และ B) แตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 2 สามารถตรวจ VH1526 ในเนือ้เยื่อกุงดวยวธิี 

immunohistochemistry ได (ภาพที่ 4.5) สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 (VH5-1G) และ 4 

(VH10-8A) มีความจําเพาะตอวิบริโอเกอืบทุกสายพนัธุยกเวน V. mimicus, V. penaeicida,     

V. ordalii และ V. cholerae และยังสามารถแสดงปฏิกิริยาขามกับ Photobacterium damselae 

สําหรับแอนติบอดีกลุมที ่ 4 ยังแสดงปฏิกริิยาขามกับ Aeromonas jandaei ดวย (ภาพที ่ 4.2-C 

และ D)  

จากการทดสอบโดยวิธี Western blot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 ไดแก VH3-

10A จับกับแถบโปรตีนของ VH1526 ขนาดประมาณ 32, 43 และ 58 กิโลดาลตัน (ภาพที ่4.3 -1) 

และ VH15-6F จับกับแถบโปรตีนของ  VH1526 ขนาดประมาณ 39, 48 และ 53 กิโลดาลตัน 

(ภาพที ่4.3-2) แอนติบอดีในกลุมที ่2 (VH11-6E และ VH17-1B) จับกับแถบโปรตีนของ VH1526 

ขนาดประมาณ 12.5-44 กโิลดาลตัน (ภาพที่ 4.3-3) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่3 และ 4 

จับกับแถบโปรตีนของ VH1526 ในลักษณะเดียวกนัคือ ขนาดประมาณ 21.5 และ 39 กิโลดาลตัน 

(ภาพที ่4.3-4 และ 5) 

สําหรับการทดสอบความไว (Sensitivity) ในการจับ VH1526 ของแอนติบอดีในแตละกลุม

โดยวิธี dot blot พบวาแอนติบอดีจากกลุมที่ 1 และ 2 สามารถตรวจจับกับแอนติเจนของ VH1526 

ไดที่ระดับความเขมขน 107 CFU/มิลลิลิตร (ภาพที ่4.4 -1, 2, 3 และ 4) ในขณะที่แอนติบอดีกลุมที่ 

3 และ 4 มีความไวในการตรวจแอนติเจนของ VH1526 ไดที่ระดับความเขมขน 108 CFU/มิลลิลิตร 

(ภาพที ่4.4 -5 และ 6) 
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ภาพที ่ 4.2 การทดสอบปฏิกิริยาขามกบัแบคทีเรียชนดิอ่ืน ๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 

VH1526 ในกลุมตางๆ ดวยวิธี dot blot โดยหยดแบคทีเรียทีฆ่าใหตายดวยความรอนลงบนแผน

ไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรตอจุด) และนําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตาง ๆ กนั

ไดแก (A) VH3-10A, (B) VH17-1B, (C) VH5-1G, (D) VH10-8A และ (E) โพลีโคลนอล

แอนติบอดี (PAb) ซึ่งแบคทีเรียที่ใชทดสอบมีดังนี ้

แถวที ่1. (a) VH1526, (b) VH639, (c) VH1114, (d)  VHH1, (e) VHH2, (f) VHH3, (g) 

VHH4  

แถวที ่2. (a) VHH5, (b) VH47666-1, (c) VHSurat, (d) V. vulnificus, (e) V. fluvialis,  

(f) V. alginolyticus, (g) V. parahaemolyticus 

แถวที ่3. (a) V. mimicus, (b) V. anguillarum, (c) V. penaeicida, (d) V. ordalii,                

(e) V. cholerae, (f) V. campbelli, (g) V. shilonii 

แถวที ่4. (a) Aeromonas hydrophila, (b) A. sorbia, (c) A. caviae, (d) A. veronii,            

(e) A. jandaei, (f) Plesiomonas shigelloides, (g) Photobacterium 

damselae 

แถวที ่5. (a) Salmonella Typhimurium, (b) Pseudomonas aeruginosa,                           

(c) Escherichia coli, (d) Klebsiella pneumoniae, (e) Shigella flexneri,              

(f) Proteus vulgaris 
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ภาพที ่ 4.3 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ VH1526 ดวยวธิี Western 

blot โดยนํา VH1526 มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวนาํตัวอยางสวนหนึ่งมายอมดวยสี Coomassie 

brilliant blue R–250 (A) หรือนําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส แลวนาํไปบมกบั

โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนดิตางๆ (B), (1) = VH3-10A, (2) = VH15-6F, (3) = VH17-1B, (4) = 

VH5-1G, (5) = VH10-8A และโพลีโคลนอลแอนติบอดี (PAb) ที่จําเพาะตอ VH1526 S = โปรตีน

มาตรฐานน้าํหนกัโมเลกุลตํ่า a = VH1526 

 

 
 

ภาพที ่ 4.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดในการตรวจหา VH1526 

ดวยวิธ ีdot blot โดยหยดแบคทีเรียที่ความเขมขนตาง ๆ กันต้ังแตประมาณ 109 ถงึประมาณ 102 

CFU/มิลลิลิตร ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรตอจุด) และนําไปบมกบัโมโนโคลนอล

แอนติบอดีชนดิตางๆ ความเขมขนของแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบมดัีงนี ้ 

แถว a : 109 CFU/มิลลิลิตร, แถว b : 108 CFU/มิลลิลิตร, แถว c : 107 CFU/มิลลิลิตร, แถว d : 

106 CFU/มิลลิลิตร, แถว e : 105 CFU/มิลลิลิตร, แถว f : 104 CFU/มิลลิลิตร, แถว g : 103 CFU/

มิลลิลิตร และ แถว h : 102 CFU/มิลลิลิตร 
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ภาพที ่ 4.5 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี immunohisto-

chemistry โดยใชเนื้อเยื่อตับของกุงซึง่ถกูชักนาํใหเกิดการติดเช้ือ VH1526 ดวยวิธีการฉีด (1) 

เนื้อเยื่อตับที่ติดเช้ือ VH1526 ยอม Haematoxylin และ Eosin และตัวอยางเนื้อเยื่อตับที่นาํไปบม

ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี (2) กลุมที ่ 1 VH3-10A และกลุมที ่ 2 ไดแก (3) VH11-6E และ (4)  

VH17-1B แลวยอมทับดวยสี Eosin สีน้ําตาลเปนบริเวณที่มีการติดเช้ือ VH1526 
  

5. การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี
indirect ELISA 

จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน VH1526 ที่จบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุม

ที่ 1 และ 2 ซึง่มีความจําเพาะตอ V. harveyi สามสายพันธุเหมือนกนัคือ VH1526, VH639 และ 

VHSurat พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดมีความจําเพาะกบัอิพโิทปของแอนติเจน 

VH1526 ในตําแหนงเดียวกนัหรือคาบเกี่ยวกนัสังเกตไดจากคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา

ระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน เมื่อนําแอนติบอดีแตละชนิดมาผสมรวมกันแลวนํามาทาํปฏิกิริยา

กับแอนติเจนของ VH1526 พบวาไมมีความแตกตางกบัคาการดูดกลืนแสงที่เกิดจากแอนติบอดีที่

ไมไดนํามาผสมรวมกนั โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุมที่ 2 (VH11-6E และ VH17-1B) ให
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คาการดูดกลืนแสงคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุมที่ 1 (VH3-

10A และ VH15-6F) (ตารางท่ี 4.2)  
6. การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

จากการจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 4 กลุม พบวามี 

class เปน IgG1, IgG2a, IgG2b และ IgM และ subclass เปน κ ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 

 

ตารางที่ 4.2 คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน     

VH1526 ที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ 
 

                                                          [----- กลุมที่ 1------]  [----- กลุมที ่2 ------]  

MAbs 
1 

VH3-10A  
2  

VH15-6F 
3  

VH11-6E 
4  

VH17-1B 

1 
VH3-10A 

0.232 0.175 0.720 0.742 
2 

VH15-6F 
 0.183 0.720 0.745 

3 
VH11-6E 

  0.723 0.748 
4 

VH17-1B 
   0.754 
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ตารางที่ 4.3 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ VH1526 ซึ่งทดสอบดวยวิธี dot blot, 

Western blot และ immunohistochemistry 

  

Group MAbs 

(Isotype) 

Sensitivity of 

Dot blotting 

(CFU/ml) 

Detected Antigen 

by Western 

blotting (kDa) 

IHC Bacterial immunoreactivity 

(Dot blotting) 

1 VH 3-10A 

(IgG2b) 

VH 15-6F 

(IgG1)  

107 58, 43, 32 

 

53, 48, 39 

- VH1526, VH639, VH Surat 

2 VH 11-6E  

VH 17-1B 

(IgG2a) 

107 44-12.5 + VH1526, VH639, VH Surat 

3 VH 5-1G 

(IgM)  

108 39- 21.5 - All VH and Vibrio spp. except 

VM, VO and VC, PD 

4 VH 10-8A 

(IgM) 

108 39- 21.5 - All VH and Vibrio spp. except 

VM, VO and VC, PD, AJ 

หมายเหตุ VC = V. cholerae, VM = V. mimicus, VO = V. ordalii, PD = 

Photobacterium damselae และ AJ = Aeromonas jandaei. IHC = 

immunohistochemistry. 
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4.2 การเตรยีมโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Vibrio harveyi ไอโซเลตอ่ืน 
จากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ VH1526 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ    

V. harveyi สายพนัธุ 1526 639 และไอโซเลตจากสุราษฏรธานีเทานัน้โดยยงัไมสามารถใชในการ

ตรวจจับ V. harveyi ไอโซเลตอื่นๆ คือ VHH1, VHH2, VHH3, VHH4, VHH5 และ VH47666-1 

ได จึงไดทําการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีกคร้ังซึ่งไดผลดังนี้ 
1. ความจําเพาะของแอนติซีรัม 
หลังทําการเก็บแอนติซีรัมจากหนูขาวท้ัง 4 ตัว ที่ผานการฉีดกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน

รวมของ V. harveyi ทกุไอโซเลตที่เหลือและทดสอบความจําเพาะตอ V. harveyi โดยวิธ ีWestern 

blot พบวาหนูขาวตัวที ่ 4 ใหผลการตอบสนองตอ V. harveyi ทุกไอโซเลตไดดีที่สุด (ภาพที ่ 4.6) 

และเม่ือทดสอบกับแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยวิธ ี dot blot พบวาแอนติซีรัมจากหนูตัวที่ 4 มี

ความจาํเพาะตอ V. harveyi อีกทัง้ยงัแสดงปฏิกิริยาขามกับ Vibrio spp. (ภาพที่ 4.7 G) จึงไดนาํ

หนูตัวที ่4 มาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 

 
 

ภาพที ่ 4.6 การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมตอ V. harveyi ไอโซเลตอื่น จากหนูขาวทั้ง 4 

ตัว ดวยวธิี Western blot โดยนํา VHH1 (a), VHH2 (b), VHH3 (c), VHH4 (d), VHH5 (e), 

VH47666-1 (f) และ V. parahaemolyticus (g) มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวนาํไปยายโปรตีน

จากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส นาํไปบมกับแอนติซีรัมที่จําเพาะตอ V. harveyi จากหนูขาวแต

ละตัว (1-4) 

 
2. การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
จากการผลิตเซลลไฮบริโดมาและคัดเลือกเซลลที่มีความจําเพาะตอ V. harveyi  ข้ันที ่ 1 

พบวาจากเซลลไฮบริโดมาทัง้หมดใน microculture plates ประมาณ 1,500 หลุม ซึง่ในแตละหลุม
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มีเซลลอยู ประมาณ 1-5 โคโลนี มเีซลลไฮบริโดมาที่แสดงความจําเพาะตอ V. harveyi  จาํนวน

ทั้งหมด 55 หลุม และจากการคัดเลือกในข้ันที ่ 2 โดยใชวิธ ี Western blot และ 

immunohistochemistry ไดเซลลไฮบริโดมาทัง้หมดจํานวน 9 โคลน ที่มีความจาํเพาะคอนขางดี

และมีบางโคลนสามารถแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนได (ตารางที่ 4.5) 
3. การพิสจูนเอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
จากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้งหมด 9 โคลน พบวามีความจําเพาะตอ V. harveyi 

ไอโซเลตตางๆ ซึ่งสามารถแบงออกเปนกลุมตามความจําเพาะได 6 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 

ประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 4 โคลน ไดแก VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ 

VH23-6D ซึ่งมีความจําเพาะตอ VH47666-1 (ภาพท่ี 4.7-A) กลุมที ่ 2 ไดแก โมโนโคลนอล

แอนติบอดี VH15-1E จําเพาะตอ VHH4 (ภาพที่ 4.7-B) และกลุมที่ 3 ไดแก โมโนโคลนอล

แอนติบอดี VH14-7B จําเพาะตอ VHH4 และ VHH5 (ภาพที่ 4.7- C) โดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่กลาวมาทัง้ 3 กลุม (6 โคลน) ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนเลย (ตารางที่ 

4.5) สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหลืออีก 3 กลุม จะแสดงปฏิกริิยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี VH6-5G (กลุมที่ 4) แสดงความจาํเพาะตอ VH1526, VHH3, VHH4, 

VHH5, VH47666-1 และ VHSurat และเกิดปฏิกิริยาขามกบั V. alginolyticus และ                   

V. campbellii (ภาพที่ 4.7-D) โมโนโคลนอลแอนติบอดี VH4-6G (กลุมที่ 5) จําเพาะตอ VHH1 

และเกิดปฏิกิริยาขามกับ V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. campbellii เล็กนอย 

(ภาพที ่4.7-E) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH14-10B (กลุมที่ 6) จําเพาะตอ VHH2 และแสดง

ปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียอ่ืนหลายชนิดทีเ่ห็นชัดเจนไดแก V. ordalii และ Photobacterium 

damselae และยังแสดงปฏิกิริยาขามจางๆ กบัแบคทีเรียสกุลวิบริโอชนิดอ่ืนๆ ยกเวน V. mimicus, 

V. anguillarum และ V. penaeicida (ภาพที ่4.7-F) 

สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดในกลุมที่ 1 (VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ 

VH23-6D) ซึ่งมีความจําเพาะตอ VH47666-1 เชนเดียวกนัแตเมื่อทดสอบดวยวิธ ี Western blot 

พบวามีลักษณะการจับแถบโปรตีนของ VH47666-1 ตางกนัคือ VH8-9H จับแถบโปรตีนขนาด

ประมาณ 65 และ 86 กิโลดาลตัน VH12-6G จับแถบโปรตีนขนาดประมาณ 9, 65 และ 86 กิโล

ดาลตัน VH 23-6D จับแถบโปรตีนขนาดประมาณ 46, 65 และ 86 กิโลดาลตัน และ VH21-3C จับ

แถบโปรตีนขนาดประมาณ 9, 46, 65 และ 86 กิโลดาลตัน สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH15-

1E (กลุมที่ 2) จับแถบโปรตีนของ VHH4 ขนาดประมาณ 86 กิโลดาลตัน VH14-7B (กลุมที่ 3) จับ

แถบโปรตีนของ VHH5 ขนาดประมาณ 9, 41 - 68 และ 86 กิโลดาลตัน VH6-5G (กลุมที ่4) จับ

แถบโปรตีนของ VHH3 ขนาดประมาณ 21.5 และ 42 กิโลดาลตัน VH4-6G (กลุมที่ 5) จับแถบ
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โปรตีนของ VHH1 ขนาดประมาณ 44 และ 48 กิโลดาลตัน และ VH14-10B (กลุมที่ 6) จับแถบ

โปรตีนของ VHH2 ขนาดประมาณ 20, 33 และ 39 กโิลดาลตัน (ภาพที่ 4.8) 
 

 
 

ภาพที ่4.7 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตัวแทนในกลุมตางๆ ดวยวิธ ีdot 

blot โดยหยดแบคทีเรียที่ฆาใหตายดวยความรอนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรตอจุด) 

และนําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตาง ๆ กันไดแก (A) VH8-9H, (B) VH15-1E, (C) 

VH14-7B, (D) VH6-5G, (E) VH4-6G, (F) VH14-10B และ (G) โพลีโคลนอลแอนติบอดี (PAb) 

ซึ่งแบคทีเรียทีใ่ชทดสอบมีดังนี ้

แถวที ่1. (a) VH1526, (b) VH639, (c) VH1114, (d) VHH1, (e) VHH2, (f) VHH3,      

(g) VHH4  

แถวที ่2. (a) VHH5, (b) VH47666-1, (c) VHSurat, (d) V. vulnificus, (e) V. fluvialis,  

(f) V. alginolyticus, (g) V. parahaemolyticus 

แถวที ่3. (a) V. mimicus, (b) V. anguillarum, (c) V. penaeicida, (d) V. ordalii,                

(e) V. cholerae, (f) V. campbelli, (g) V. shilonii 

แถวที ่4. (a) Aeromonas hydrophila, (b) A. sorbia, (c) A. caviae, (d) A. veronii,            

(e) A. jandaei, (f) Plesiomonas shigelloides, (g) Photobacterium 

damselae 

แถวที ่5. (a) Salmonella Typhimurium, (b) Pseudomonas aeruginosa,                           

(c) Escherichia coli, (d) Klebsiella pneumoniae, (e) Shigella flexneri,              

(f) Proteus vulgaris 
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ภาพที่ 4.8 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ดวยวธิี Western 

blot โดยนํา V. harveyi ไอโซเลตตางๆ มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวนําเจลสวนหนึง่มายอมดวยสี 

Coomassie brilliant blue R–250 (A) เจลสวนทีเ่หลือนําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตร

เซลลูโลส (B) นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ไดแก (1) = VH8-9H, (2) = VH12-

6G, (3) = VH21-3C, (4) = VH23-6D, (5) = VH15-1E, (6) = VH14-7B, (7) = VH6-5G, (8) = 

VH4-6G, (9) = VH14-10B และโพลีโคลนอลแอนติบอดี (PAb) ของหนูตอ V. harveyi S = 

โปรตีนมาตรฐานน้ําหนกัโมเลกุลตํ่า a = V. harveyi ไอโซเลตตางๆ b = VH47666-1, c = VHH4, 

d = VHH5, e = VHH3, f = VHH1 และ g = VHH2 

 

 จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 9 โคลน ในการตรวจจับ

แอนติเจนของ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่ 1 (VH8-9H, 

VH12-6G, VH21-3C และ VH23-6D) สามารถตรวจจับแอนติเจน VH47666-1 ไดที่ความเขมขน

ประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 (VH 15-1E) ตรวจจับแอนติเจน 

VHH4 ไดที่ความเขมขน 107 CFU/มิลลิลิตร โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 (VH14-7B) ตรวจ

แอนติเจน VHH5 ไดที่ความเขมขน 107 CFU/มิลลิลิตร โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 4 (VH6-

5G) ตรวจแอนติเจนของ VHH3 ไดที่ความเขมขน 108 CFU/มิลลิลิตร เชนเดียวกับโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากกลุมที่ 5 และ 6 สําหรับการตรวจจับแอนติเจนของ VHH1 และ VHH2 ตามลําดับ 

(ภาพที ่ 4.9, ตารางที ่ 4.5) และจากการทดสอบดวยวิธ ี immunohistochemistry พบวาโมโน

โคลนอลแอนติบอดีทั้งหมดที่ผลิตไดไมสามารถตรวจ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ในเนื้อเยื่อกุงได 
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รูปที่ 4.9 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ในการตรวจหา V. harveyi 

ไอโซเลตตางๆ ดวยวธิี dot blot โดยหยดแบคทีเรียที่ความเขมขนตาง ๆ กันต้ังแตประมาณ 109 ถึง

ประมาณ 102 CFU/มิลลิลิตร ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และนําไปบมกับโมโน

โคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ไดแก (1)  = VH8-9H, (2) = VH12-6G, (3) = VH21-3C, (4) = 

VH23-6D, (5) = VH15-1E, (6) = VH14-7B, (7) = VH6-5G, (8) = VH4-6G และ (9) = VH14-

10B ความเขมขนของแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบมีดังนี ้ 

แถว a : 109 CFU/มิลลิลิตร, แถว b : 108 CFU/มิลลิลิตร, แถว c : 107 CFU/มิลลิลิตร, แถว d : 

106 CFU/มิลลิลิตร, แถว e : 105 CFU/มิลลิลิตร, แถว f : 104 CFU/มิลลิลิตร, แถว g : 103 CFU/

มิลลิลิตร และ แถว h : 102 CFU/มิลลิลิตร, A = VH47666-1, B = VHH4, C = VHH5, D = 

VHH3, E = VHH1 และ F = VHH2 

 
4. การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี

indirect ELISA 

จากการตรวจการจับอิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ VH47666-1 (กลุมที ่

1) ทั้งหมด 4 โคลน พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดมีความจาํเพาะกับอิพิโทปของ

แอนติเจน VH47666-1 ในตําแหนงเดียวกันหรือคาบเกี่ยวกัน ทั้งนีสั้งเกตจากคาการดูดกลืนแสง

เมื่อนําแอนติบอดีแตละชนิดมาผสมกนัในการทําปฏิกริิยากับแอนติเจน VH47666-1 จะใหคาตํ่า

กวาคาการดูดกลืนแสงของแอนติบอดีที่ไมไดผสม (ตารางที ่4.4) 
5. การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

จากการจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 6 กลุม 

พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีสวนใหญม ี class เปน IgM และที่เหลือเปน IgG2a และ IgG2b 

และ subclass เปน κ ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที ่ 4.4 คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน 

VH47666-1 ที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 

 

MAbs 
1 

VH8-9H 
2  

VH12-6G 
3  

VH21-3C 
4  

VH23-6D 

1 
VH8-9H 

0.399 0.509 0.472 0.625 

2 
VH12-6G 

 0.526 0.538 0.664 

3 
VH21-3C 

  0.489 0.618 

4 
VH23-6D 

   0.670 
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ตารางที่ 4.5 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi ไอโซเลตอื่นซึ่งทดสอบดวย

วิธี dot blot, Western blot และ immunohistochemistry 

  

Group MAbs 

(Isotype) 

Sensitivity of 

Dot blotting 

(CFU/ml) 

Detected Antigen 

by Western 

blotting (kDa) 

IHC Bacterial immunoreactivity 

(Dot blotting) 

1 

 

VH8-9H 

(IgM) 

 VH12-6G 

(IgM)  

VH21-3C  

(IgM) 

VH23-6D 

(IgM)  

107 

 

106 

 

107 

 

107 

86, 65 

 

86, 65, 9 

 

86, 65, 46, 9 

 

86, 65, 46 

- VH47666-1 

 

2 VH15-1E 

(IgM) 

107 86 -  VHH4 

3 VH14-7B 

(IgM) 

107 68-41, 9 - VHH4, VHH5 

4 VH6-5G 

(IgG2b) 

108 42, 21.5 - VH1526, VHH3, VHH4, VHH5, 

VH47666-1, VHSurat, VA, 

VCamp 

5 VH4-6G 

(IgM) 

108 48, 44 - VHH1, VP, VV, VCamp 

6 VH14-10B 

(IgG2a) 

108 39, 33, 20 - VHH2, all Vibrio spp. except 

VM, VAng and VPen, PD 

หมายเหตุ VA = V. alginolyticus, VAng = V. anguillarum, VCamp = V. campbellii, 

VM = V. mimicus, VO = V. ordalii , VP = V. parahaemolyticus, VPen =   

V. penaeicida, VV = V. vulnificus, PD = Photobacterium damselae และ 

AJ = Aeromonas jandaei. IHC = immunohistochemistry. 

 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

จากการตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมจากหนขูาวตอ VH1526 และไอโซเลตอ่ืนๆ 

โดยหนูขาวไดรับการฉีดกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจนผสมระหวางรูปแบบเซลลคงสภาพ (heat 

killed) และเซลลที่เสียสภาพ (SDS-mercaptoethanol treated) ซึง่การใชแอนติเจนในรูปแบบ

เซลลคงสภาพและเซลลที่เสียสภาพนี้ชวยกระตุนการตอบสนองตอแอนติเจนของหนขูาว โดยแอน

ติซีรัมจากหนูใหการตอบสนองตอแถบโปรตีนที่แตกตางกัน เนื่องจากแอนติเจนของ V. harveyi ที่

ใชในการฉีดนัน้มีอิพโิทปอยูเปนจํานวนมาก ดังนัน้ระบบภูมิคุมกันของหนูขาวจึงมกีารตอบสนอง

ตออิพิโทปเหลานัน้และทาํใหไดแอนติบอดีที่จําเพาะกับอิพิโทปตางๆ ของ V. harveyi ปะปนกนัใน

แอนติซีรัม นอกจากนี้ยงัพบการเกิดปฏิกริิยาขามกับ V. parahaemolyticus อาจเปนเพราะ V. 

parahaemolyticus กับ V. harveyi  มีความใกลชิดกนัคอนขางมากเมื่อสังเกตจากลําดับกรดอะมิ

โนของผลผลิตจากยนี toxR (Conejero และ Hedreyda, 2003) อยางไรก็ตามปฏิกิริยาขามที่

เกิดข้ึนนัน้มีเพยีงเล็กนอยเทานัน้ซึ่งถาสังเกตจากแถบโปรตีนที่จําเพาะกับแอนติซีรัมจะพบวายังมี

แถบโปรตีนทีจ่ําเพาะกบั V. harveyi  อ่ืนที่ไมตรงกับของ V. parahaemolyticus ซึง่เปนส่ิงที่

สามารถแสดงความแตกตางระหวางแบคทเีรียทั้งสองได เมื่อตรวจดูปฏิกิริยาของแอนติซีรัมจาก

หนูขาวกับแถบโปรตีนของ VH1526 พบวาแอนติซีรัมจากหนูขาวตัวที่ 2 ใหการตอบสนองที่ดีทีสุ่ด

โดยสังเกตจากความเขมและจํานวนแถบโปรตีนของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนมากที่สุด เชนเดียวกนักบั

กรณีของแอนติซีรัมจากหนตัูวที่ 4 ซึ่งทําการปลูกภูมิคุมกันดวย V. harveyi ไอโซเลตอ่ืนๆ จะพบวา

แอนติซีรัมที่ไดสามารถทําปฏิกิริยากับแถบโปรตีนของ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ไดจํานวนมาก

เชนกนั ดังนัน้ในการทดลองนี้จึงไดนาํหนูขาวตัวดังกลาวมาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา  

สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบวาสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีได

ทั้งหมด 15 โคลน แบงออกไดเปน 10 กลุม ตามความจําเพาะตอแบคทีเรียในการทดสอบดวยวธิ ี

dot blot (ตารางที่ 5.1) โดยสามารถแบงแอนติบอดีได 3 แบบ คือ แบบที ่ 1 จําเพาะกับ            

V. harveyi เทานั้นโดยมีทัง้หมด 4 ลักษณะตามไอโซเลตของ V. harveyi ที่แอนติบอดีจับคือ 

VH3-10A, VH15-6F, VH11-6E และ VH17-1B จําเพาะกับ VH1526, VH639 และ VHSurat โดย

ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ V. harveyi ไอโซเลตอื่น จากลักษณะความจําเพาะของแอนติบอดี

ดังกลาวแสดงใหเหน็ถงึความใกลเคียงกันของ V. harveyi ทั้ง 3 ไอโซเลต และความแตกตางของ 

V. harveyi ทั้ง 3 ไอโซเลตนี้กับ V. harveyi ไอโซเลตอ่ืนๆ เชน VH47666-1, VHH1, VHH2, 

VHH3, VHH4 และ VHH5 ซึ่งไดมาจากแหลงที่แตกตางกนั ในขณะที่ VH8-9H, VH12-6G, 
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VH21-3C และ VH23-6D แสดงความจําเพาะกับ VH47666-1 เทานัน้ กรณีของ VH15-1E 

จําเพาะตอ VHH4 เทานัน้เชนกนั และ VH14-7B จําเพาะตอ VHH4 และ VHH5 การที่โมโน

โคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะกบั V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ดังที่ไดกลาวมาเทานัน้แสดงให

เห็นวาแอนติบอดีนี้จําเพาะตอแอนติเจนทีม่ีเฉพาะใน V. harveyi ไอโซเลตนั้นๆ เทานัน้ แบบที่ 2 

เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. harveyi และแสดงปฏิกิริยาขามกบัแบคทีเรียสกลุ

วิบริโอเทานัน้ไดแก VH6-5G จําเพาะตอ VH1526, VHH3, VHH4, VHH5, VH47666-1, VHSurat 

และแสดงปฏิกิริยาขามกับ V. alginolyticus และ  V. campbellii และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

VH4-6G จําเพาะตอ VHH1 และแสดงปฏิกิริยาขามกบั V. parahaemolyticus, V. vulnificus 

และ V. campbellii การเกดิปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในลักษณะนี้มีความเปนไป

ไดวา แอนติบอดีดังกลาวจําเพาะกับแอนติเจนซ่ึงมีอยูรวมกันในแบคทเีรียเหลานัน้ แบบที่ 3 คือ  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแสดงปฏิกิริยาขามกบัแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนดวยไดแก VH5-1G, VH10-8A และ VH14-10B โดยแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่เกดิปฏิกิริยาขาม

คือ Photobacterium demselae และ Aeromonas jandaei แตจากผลการทดสอบความจําเพาะ

ของแอนติซีรัมตอแบคทีเรียชนิดตางๆ โดยวิธี dot blot พบวาแอนติซรัีมจากหนทูั้ง 2 ตัว ที่ใชใน

การผลิตเซลลไอบริโดมาไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. demselae และ A. jandaei อาจเกิด

เนื่องจากแอนติบอดีที่แสดงความจาํเพาะลักษณะนีถู้กสรางข้ึนมาในปริมาณนอยในแอนติซีรัม

เมื่อเทียบกับปริมาณแอนติบอดีชนิดอ่ืนๆ ทําใหมีความไวในการตรวจแบคทีเรียดังกลาวตํ่า แตเมือ่

เซลลเม็ดเลือดขาวที่มีคุณสมบัติในการสรางแอนติบอดีดังกลาวหลอมรวมเขากบัเซลล myeloma 

แอนติบอดีที่ถกูสรางข้ึนจึงมเีพียงชนิดเดียวทาํใหแสดงปฏิกิริยาขามกบั P. demselae และ A. 

jandaei ไดชัดเจน ปฏิกิริยาขามที่เกิดข้ึนดังกลาวทั้งกบัแบคทีเรียสกลุวิบริโอและแบคทีเรียชนิด

อ่ืนๆ สามารถเกิดข้ึนไดในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดังในการทดลองของ Takeda และ

คณะ (1990) ซึ่งไดทาํการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ heat stable enterotoxin ของ V. 

cholerae และพบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมไปทําปฏิกริิยาขามกับแอนติเจนจาก V. 

mimicus และ Yersinia enterocolitica เชนเดียวกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 

cytotoxin ของ V. cholerae ซึ่งทําการผลิตโดย Saha และ Nair (1997) ไปทําปฏิกิริยาขามกบั

แอนติเจนของ V. parahaemolyticus, Aeromonas spp. และ Shigella spp.  และจากการ

ทดลองของ Phianphak และคณะ (2005) ซึ่งไดทาํการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. 

harveyi ก็พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมที่ผลิตไดไปทําปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila 

ไดดวยเชนกนั 

สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH11-6E และ VH17-1B เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี

กลุมเดียวกันที่มีความสามารถในการตรวจการติดเช้ือ VH1526 ในเนื้อเยื่อกุงไดโดยวิธ ี immuno-
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histochemistry ดังนัน้จงึสามารถนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานีม้าใชตรวจติดตามการติดเช้ือ 

VH1526 ในเนื้อเยื่อตาง ๆ ได ดังเชนในการทดลองของ Jung และคณะ (2001) ซึ่งไดนําเอาโมโน

โคลนอลแอนติบอดีมาใชตรวจการติดเชื้อ P. damselae spp. piscicida ในเนื้อเยื่อไต มาม และ

ตับของปลากะพง (Dicentrarchus labrax) 

การตรวจสอบการจับอิพิโทปของ VH1526 โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี indirect 

ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนดิตางๆ ใหคาการดูดกลืนแสงที่ใกลเคียงกัน แสดงถงึการ

จับอิพิโทปของ VH1526 ที่คลายกนัหรือใกลเคียงกัน ในกรณีของ VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C 

และ VH23-6D ซึ่งจําเพาะตอ VH47666-1 เหมือนกันและจากการทดสอบการจับอิพิโทปพบวาคา

การดูดกลืนแสงมีความแตกตางกันไมมากซ่ึงมีความสอดคลองกับผลการทดลองดวยวธิี Western 

blot คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน มีลักษณะการจับแถบโปรตีนที่ตางกนัเล็กนอยโดยมี

ทั้งแถบโปรตีนที่เหมือนกันและตางกนั แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน จับอิพิโทปใน

ตําแหนงที่ใกลเคียงหรือคาบเก่ียวกัน (ตารางที่ 5.1) 

การทดสอบความไวในการตรวจจับ V. harveyi ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดดวย

วิธี dot blot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความไวในการตรวจ V. harveyi อยูที่ความเขมขน

ประมาณ 107-108 CFU/ml หรือประมาณ 104 เซลลตอจุด โดยใชแอนติบอดีที่ผานการเจือจาง 

250 เทา ในขณะที่ class ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดเปน IgG1, IgG2a, IgG2b และ 

IgM (ตารางที ่5.1) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากงานวิจัยนี้ (VH3-10A, VH15-6F, VH11-6E, VH17-

1B, VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C, VH23-6D, VH15-1E และ VH14-7B) มคีวามจาํเพาะตอ  

ไอโซเลตของ V. harveyi ทีห่ลากหลายข้ึน อีกทัง้ยงัจับอิพิโทปของ V. harveyi แตกตางกับโมโน

โคลนอลแอนติบอดีจากงานวิจยัของ Phianphak และคณะ (2005) เมื่อสังเกตจากขนาดของแถบ

โปรตีนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Western blot (ตารางที่ 5.2) และความไวในการ

ตรวจจับ V. harveyi มีคาประมาณ 104 เซลลตอจุดเทานั้น แตก็อาจสามารถนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากงานวิจัยนี้ไปใชรวมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากงานวิจัยของ Phianphak และ

คณะ (2005) ในการตรวจ V. harveyi ไดเนื่องจากมีความแตกตางกนัในดานความจําเพาะตอ   

ไอโซเลตของ V. harveyi ทีห่ลากหลายข้ึนและจับกับอิพิโทปของ V. harveyi ที่แตกตางกัน 
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ตารางที ่ 5.1 สรุปความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi ที่ผลิตไดทั้งหมดซึง่

ทดสอบดวยวธิี dot blot, Western blot และ immunohistochemistry 

  

Group MAbs 

(Isotype) 

Sensitivity of 

Dot blotting 

(CFU/ml) 

Detected Antigen 

by Western 

blotting (kDa) 

IHC Bacterial immunoreactivity 

(Dot blotting) 

1 

 

VH 3-10A 

(IgG2b) 

 VH 15-6F 

(IgG1)  

107 58, 43, 32 

 

53, 48, 39 

- VH1526, VH639, VHSurat 

2 VH 11-6E  

VH 17-1B 

(IgG2a) 

107 44-12.5 + VH1526, VH639, VH Surat 

3 VH8-9H 

(IgM) 

 VH12-6G 

(IgM)  

VH21-3C  

(IgM) 

VH23-6D 

(IgM)  

107 

 

106 

 

107 

 

107 

86, 65 

 

86, 65, 9 

 

86, 65, 46, 9 

 

86, 65, 46 

- VH47666-1 

4 VH15-1E 

(IgM) 

107 86 - VHH4 

5 VH14-7B 

(IgM) 

107 68-41, 9 - VHH4, VHH5 

6 VH6-5G 

(IgG2b) 

108 42, 21.5 - VH1526, VHH3, VHH4, VHH5, 

VH47666-1, VHSurat, VA, 

VCamp 

7 VH4-6G 

(IgM) 

108 48, 44 - VHH1, VP, VV, VCamp 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) 

 

Group MAbs 

(Isotype) 

Sensitivity of 

Dot blotting 

(CFU/ml) 

Detected Antigen 

by Western 

blotting (kDa) 

IHC Bacterial immunoreactivity 

(Dot blotting) 

8 VH14-10B 

(IgG2a) 

108 39, 33, 20 - VHH2, all Vibrio spp. except 

VM, VAng and VPen, PD 

9 VH 5-1G 

(IgM)  

108 39, 21.5 - All VH and Vibrio spp. except 

VM, VO and VC, PD 

10 VH 10-8A 

(IgM) 

108 39, 21.5 - All VH and Vibrio spp. except 

VM, VO and VC, PD AJ 

หมายเหตุ VA = V. alginolyticus, VAng = V. anguillarum, VC = V. cholerae, VCamp 

= V. campbellii, VM = V. mimicus, VO = V. ordalii , VP =                    

V. parahaemolyticus, VPen = V. penaeicida, VV = V. vulnificus, PD = 

Photobacterium damselae และ AJ = Aeromonas jandaei, IHC = 

immunohistochemistry. 
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ตารางที่ 5.2 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi ซึ่งทดสอบดวยวิธ ี dot 

blot, Western blot และ immunohistochemistry (Phianphak และคณะ, 2005) 

 

Group MAbs Sensitivity of Dot 

blotting (CFU/ml) 

Detect Antigen by Western 

blotting (kDa) 

IHC 

1 VH13-4D 

(IgG1) 

~5x105 49 - 

2 VH3-3H 

(IgG2a) 

~5x105 37, 32 + 

3 VH16-2A 

(IgG2a) 

~1x108 37, 32 + 

4 VH39-4E 

(IgG2b) 

~1x106 22 - 

5 VH24-8H 

(IgG2a) 

~5x105 8 - 

6 VH29-6D 

(IgG1) 

~1x104 ~8 - 

หมายเหตุ IHC = immunohistochemistry. 

 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 

 
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดทั้งหมด 15 โคลน แบงออกไดเปน 10 กลุม ตาม

ความจาํเพาะตอแบคทีเรียทีใ่ชทดสอบ (ตารางที่ 5.1) โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5 กลุม แสดง

ความจาํเพาะตอ V. harveyi โดยไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียสกุล

อ่ืนทีน่ํามาทดสอบไดแก กลุมที่ 1 (VH3-10A, VH15-6F) และ 2 (VH11-6E และ VH17-1B) มี

ความจาํเพาะตอ VH1526, VH639 และ VHSurat กลุมที่ 3 ประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

4 โคลน ไดแก VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ VH23-6D มีความจาํเพาะตอ VH47666-1  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 4 (VH15-1E) มีความจําเพาะตอ VHH4 และโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมที่ 5 (VH14-7B) มีความจําเพาะตอ VHH4 และ VHH5 ซึ่งโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากทัง้ 5 กลุมนี้มีความจาํเพาะตอไอโซเลตของ V. harveyi ที่หลากหลายข้ึนเม่ือ

เปรียบเทยีบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากงานวิจยัของ Phianphak และคณะ, 2005 

(ตารางที ่ 5.2) จึงนาที่จะสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากงานวิจยันี้ไปใชรวมกบั

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากงานวิจัยของ Phianphak และคณะ, 2005 ในการตรวจวิเคราะห    

V. harveyi ได 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6 (VH6-5G) และ 7 (VH4-6G) มีความจาํเพาะตอ          

V. harveyi และแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสกุลวบิริโอเทานั้น สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี

กลุมที ่8 (VH5-1G), 9 (VH8-10A) และ 10 (VH14-10B) มีความจาํเพาะตอแบคทเีรียสกุลวิบริโอ

และแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสกุลอ่ืนทีน่ํามาทดสอบ 

สวนการตรวจสอบการติดเช้ือแบคทีเรีย VH1526 ในเนื้อเยื่อกุงดวยวิธี immunohisto-

chemistry (IHC) นัน้พบวามีเพยีงโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 (VH11-6E และ VH17-1B) 

เทานัน้ที่สามารถใชตรวจสอบการติดเช้ือนีไ้ด 

สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่3 (VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ VH23-6D) 

และ 4 (VH15-1E) มีความจาํเพาะตอ V. harveyi เพียงไอโซเลตเดียวเทานัน้คือ VH47666-1 และ 

VHH4 ตามลําดับ ดังนัน้จงึสามารถนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้ไปใชจําแนกสายพันธุของ  

V. harveyi ได 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเล้ียงเชื้อ 

 

1. อาหารเหลวทริปติกซอย ( Tryptic soy broth )    

 ทริปโตน ( Tryptone ) 

ผงสกัดถัว่เหลือง (Soytone) 

เดกซโตส (Dextrose) 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส ( K2HPO4) 

ปรับ pH เปน 7.3±0.2 

17. 

3. 

2. 

5. 

2. 

0 

0 

5 

0 

5 

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

2. อาหารแข็งทริปติกซอย ( Tryptic soy agar )   

 ทริปโตน ( Tryptone ) 

ผงสกัดถัว่เหลือง (Soytone) 

เดกซโตส (Dextrose) 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส ( K2HPO4) 

ผงวุน 

ปรับ pH เปน 7.3±0.2 

17. 

3. 

2. 

 5. 

2. 

15. 
 

0 

0 

5 

0 

5 

0 

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

3. อาหารแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท (Thiosulfate citrate bile salt 

agar) 

  

 ผงสกัดจากยสีต (Yeast extract) 

โปรติโอสเปปโตน เบอร 3 (Proteose peptone No.3) 

โซเดียมไทโอซลัเฟต (Na2S2O3) 

โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2) 

ออกซกอล (Oxgall) 

แซคคาโรส 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe.5H2O) 

บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue) 

ผงวุน 

ปรับ pH เปน 8.6 ± 0.2 

5. 

10. 

10. 

10. 

8. 

20. 

10. 

1. 

  0. 

15. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

04 

0 

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอรและสารเคมี 

 
1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2    

 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

น้ํากล่ัน 

8. 

0. 

0. 

1. 

1000. 

0 

2 

2 

15 

0 

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

มล.

2. สารละลาย Blotto เขมขน 5%   

 นมพรองมันเนย (Skimmed milk) 

PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 

เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma) 

Triton X-100 (Sigma) 

5. 

100. 

1. 

0. 

0 

0 

0 

1 

กรัม

มล.

มล.

มล.

3. Merthiolate เขมขน 1%   

 ไธเมอรโรซอล (Thimerosal) (Sigma) 

น้ํากล่ัน 

1. 

100. 

0 

0 

กรัม

มล.
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ภาคผนวก ค 
สารเคมีสําหรับการผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 

1. อาหาร RPMI    

 RMPI 1640 (Roswell Park Memorial Institute – Gibco BRL, USA) 

D-glucose (Sigma) 

L-glutamine (Sigma) 

Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma) 

NaHCO3 

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, 

Sigma) 

น้ํา (Meri Q water) 

10. 

3. 

0. 

1. 

2. 

 

5. 

1000. 

4 

6 

2923 

1005 

0160 

 

9525 

0 

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

มล.

สุดทายเติมสารละลาย penicillin G, streptomycin และ kanamycin ความเขมขน 20,000 

ยูนิต, 200 มก. และ 200 มก.ตอลิตร ตามลําดับ จากนั้นทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน millipore 

membrane (ขนาด 0.22 ไมโครเมตร) และเก็บรักษาที ่4 องศาเซลเซียส 

2. อาหาร RPMI เสริมดวยซีร่ัม   

 อาหาร RPMI (1) 

Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia) 

    หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 

100 X HT supplement (Gibco BRL, USA) 

    -10  มิลลิโมลาร Sodium hypoxanthine 

    -1.6 มิลลิโมลาร Thymidine 

80. 

20. 

 

1. 

0 

0 

 

0 

มล.

มล.

มล.

3. Hybridoma selective medium (HAT medium)   

 อาหาร RPMI (1) 

FCS 

100 X HT supplement 

50 X Aminopterin (Sigma) 

เม็ดเลือกแดงของหนูขาว 1% 

 

 

 

80. 

20. 

1. 

2. 

0 

0 

0 

0 

มล.

มล.

มล.

มล
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4. สารละลายสําหรับ fusion (polyethylene glycol 40%)  

 Polyethylene glycol (PEG) 4. 0 กรัม

ละลาย polyethylene glycol 2 กรัม ลงในอาหาร RPMI (1) 3 มล. บมใน CO2 incubator ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง กอนนํามาใช 

5. น้าํยาแชแข็ง (DMSO12%)  

 Dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma) 

อาหาร RPMI (1) 

เก็บรักษาที ่4 องศาเซลเซยีส กอนนํามาใช 

12. 

88. 

0 

0 

มล.

มล.
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ภาคผนวก ง 
บัฟเฟอรและสารละลายสําหรับการวิเคราะห Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western blot 

 

1. Stock solution    

 1.1 Monomer solution (T 30%, CBis 2.7%) 

      Acrylamide (BIO-RAD) 

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

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

      เก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซียส ในขวดปองกันแสง 

1.2 4 X Running gel buffer (1.5 โมลาร tris-Cl pH 8.8) 

      Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD) 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

      ปรับ pH ดวย HCl 

1.3 4 X Stacking gel buffer (0.5 โมลาร tris-Cl pH 6.8) 

      Tris 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

      ปรับ pH ดวย HCl 

1.4 SDS 10% 

      SDS (sodium dodecyl sulfate, BIO-RAD) 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

1.5 Ammonium persulfate 10% 

      Ammonium persulfate (BIO-RAD) 

      น้าํกล่ัน 

1.6 Running gel overlay (0.375 โมลาร tris-Cl pH 8.8, SDS 0.1 %) 

      1.5 โมลาร Tris (1.2) 

      SDS 10% (1.4) 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

1.7 2 X Treatment buffer (0.125 โมลาร tris-Cl pH 6.8, SDS 4%, 

glycerol 20%, 2-mercaptoethanol 10%) 

      0.5 โมลาร Tris (1.3) 

 

58. 

1. 

200. 

 

 

36. 

200. 

 

 

3. 

50. 

 

 

50. 

500. 

 

0. 

1. 

 

25. 

1. 

100. 

 

 

2. 

 

4 

6 

0 

 

 

3 

0 

 

 

0 

0 

 

 

0 

0 

 

1 

0 

 

0 

0 

0 

 

 

5 

กรัม

กรัม

มล.

กรัม

มล.

กรัม

มล.

กรัม

มล.

กรัม

มล.

มล. 

มล.

มล.

มล.
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      SDS 10% (1.4) 

      Glycerol 

      2-Mercaptoethanol 

      น้าํกล่ัน 

4. 

2. 

1. 

0. 

0 

0 

0 

5 

มล.

มล.

มล.

มล.

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 

 2.1 Separating gel สําหรับ SDS-PAGE 15% gel (15%T 2.7% CBIS) 

      Monomer solution (1.1) 

      1.5 โมลาร tris-Cl (1.2) 

      SDS 10% (1.4) 

      น้าํกล่ัน 

      Ammonium persulfate 10% (1.5) 

      TEMED 

2.2 Stacking gel สําหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T 2.7% CBIS) 

      Monomer solution (1.1) 

      1.5 โมลาร tris-Cl pH 6.8 (1.3) 

      SDS 10% (1.4) 

      น้าํกล่ัน 

      Ammonium persulfate 10% (1.5) 

      TEMED 

 

15. 

7. 

0. 

6. 

150. 

20. 

 

2. 

5. 

0. 

12. 

100. 

10. 

 

0 

5 

3 

75 

0 

0 

 

66 

0 

2 

2 

0 

0 

มล.

มล.

มล.

มล.

μl

μl

มล.

มล.

มล.

มล.

μl

μl

3. Running buffer (SDS-PAGE Tank buffer (0.025 โมลาร tris pH 8.3, 0.192 โมลาร glycine, 

SDS 0.1%)) 

 Tris 

Glycine 

SDS 10% (1.4) 

น้ํากล่ัน 

12. 

57. 

40. 

4000. 

0 

6 

0 

0 

กรัม

กรัม

มล.

มล.

4. Staining และ destaining solution  

4.1 Staining solution สําหรับ (Coomassie blue)    

 4.1.1 Stain stock (Coomassie blue R-250 1%) 

      Coomassie blue R-250 1% 

      น้ํากล่ัน 

4.1.2 Stain (Coomassie blue R-250 0.1%, methanol 50%, 

 

1. 

100. 

 

 

0 

0 

 

กรัม

มล.
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acetic acid 10%) 

      Stain stock (4.1.1) 

      Methanol 

      Acetic acid 

      น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

 

50. 

250. 

50. 

500. 

 

0 

0 

0 

0 

มล.

มล.

มล.

มล.

4.2  Destaining solution for Coomassie blue    

 4.2.1 Destain I (methanol 50%, acetic acid 10%) 

      Methanol 

      Acetic acid 

      น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

4.2.2  Destain II (methanol 5%, acetic acid 7%) 

      Methanol 

      Acetic acid 

      น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

500.

100.

1000.

50.

70.

1000.

 

0 

0 

0 

 

0 

0 

0 

มล.

มล.

มล.

มล.

มล.

มล.

  

ตารางที ่1 ง การเตรียม separating gel และ stacking gel 
 

Separating gel Stacking gel  

T 15% CBIS 2.7% 

(สําหรับ SDS-PAGE) 

T 4% CBIS 2.7% 

(สําหรับ SDS-PAGE) 

T 30% CBIS 2.7% 15.0    มล. 2.66   มล. 

1.5 โมลาร tris-Cl pH 

8.8(1.2) 

7.5    มล. 

 

- 

0.5 โมลาร tris-Cl 6.8 (1.3) - 5.0    มล. 

SDS 10% 0.3    มล. 0.2    มล. 

น้ํากล่ัน 6.75   มล. 12.2    มล. 

ผสมและดูดอากาศออกโดยใชปมสูญญากาศ 

Ammonium  persulfate 

10% (1.5) 

150     μl 100     μl 

TEMED 20     μl 10      μl 

ผสมและเทอยางรวดเร็ว 
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วิธียอมสีโปรตีนในเจล 
  แชเจลใน Staining solution (4.1.2) เขยาเบา ๆ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง ลางใน destian I 

เขยาเบา ๆ เปนเวลา 1-1½ ชั่วโมง จนเห็นแถบโปรตีน จากนัน้แชเจลใน destain II จนกระทัง่พืน้

เจลใสปราศจากสีของ Coomassie blue ลางเจลในน้าํกล่ันหลาย ๆ คร้ัง แลวประกบเจลทัง้ 2 ดาน

ดวยกระดาษแกวใส (cellophane) ที่ชุมน้ํา ขึงกระดาษแกวใหตึงดวย gel dryer set ตากใหแหง

ในตูอบ 

 

5. SDS molecular weight markers (Sigma) ประกอบดวย    

 - Albumin, bovine serum 

- Ovalbumin, chicken egg 

- Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, rabbit muscle 

- Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes 

- Trypsinogen, bovine pancreas 

- Trypsin inhibitor, soybean 

- α -Lactalbumin, bovine milk 

- Aprotinin, bovine lung 

66. 

45. 

36. 

29. 

24. 

20. 

14. 

6. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

2 

5 

kDa

kDa

kDa

kDa

kDa

kDa

kDa

kDa

6. Towbin transfer buffer pH 8.8 สําหรับการวิเคราะห Western blot  

    (25 มิลลิโมลาร tris, 192 มิลลิโมลาร glycine, methanol 20%) 

  

 Tris 

Glycine 

Methanol 

น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

กอนใชบัฟเฟอรตองแชเย็นจัด 

3. 

14. 

200. 

1000. 

03 

4 

0 

0 

กรัม

กรัม

มล.

มล.
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ภาคผนวก จ 
สารเคมีสําหรับใชในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE ของโมโน

โคลนอลแอนติบอดี 
 

Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดวย 

1) Rabbit anti-Mouse IgG1 (γ1 chain specific) 

2) Rabbit anti-Mouse IgG2a (γ2a chain specific) 

3) Rabbit anti-Mouse IgG2b (γ2b chain specific) 

4) Rabbit anti-Mouse IgG3 (γ3 chain specific) 

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

6) Rabbit anti-Mouse IgM (μ chain specific) 

7) Rabbit anti-Mouse kappa light chain 

8) Rabbit anti-Mouse lambda light chain  

9) Normal Rabbit Serum (Negative Control) 

10) Positive Control Monoclonal Mouse IgG1 (Mouse IgG1 ใน RPMI-1640 ที่เสริมดวย 

10% FBS) 

11) Substrate Buffer, Concentration (10X) (1M Citrate, pH 4.2, containing 0.03% H2O2) 

12) ABTS Substrate, Concentrated (50X) (2,2-azino-di[3-ethylbenzthiazoline sulfonic 

acid]) 

13) Blocking Solution, Concentration (50X) (25% BSA in PBS and 0.05% NaN3) 

14) HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Concentrated (50X) 

15) HRP-Goat anti-Mouse IgG, Concentrated (50X) (0.5 mg/ml in PBS containing 10% 

glycerol and 0.05% NaN3) 

16) 50% Tween 20 

 

วิธีการตรวจสอบ isotype และ subsotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี sandwich 

ELISA (ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548) 

1. เคลือบถาดหลุม 96 หลุมดวย Goat anti-Mouse Ig (H+L) เขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 

ละลายใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 
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2. สลัดสารละลายทิง้และลางทกุหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

3. เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร/หลุม ลงในแตละแถวต้ังแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 

 

 

 

 

 
 

 

4. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 

นาท ี

5. เติม  Rabbit anti isotype antibodies แตละชนิด (1-8) เจือจาง 1:50 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร/หลุมลงในแตละคอลัมนต้ังแตคอลัมน A-H     
                
 

 

 

 

 

 

 

 

6. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตรจํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 

นาท ี

7. เติม HRP-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจาง 1:1500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/

หลุม บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

8. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ 10 นาท ี

9. เติมสารละลาย substrate ซึ่งประกอบดวย O-phenylenediamine (OPD) 1 มก./มล. 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

ต้ังทิง้ไว 5 นาที จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดวยกรด H2SO4 เขมขน 1 N ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

10. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรโดยใช microplate reader 
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ภาคผนวก ฉ 
บัฟเฟอรและสารละลายสําหรับ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

1. สารละลาย Blotto 5% (Johnson และคณะ, 1984)    

 นมพรองมันเนย 

PBS 0.15 โมลาร pH 7.2 

Merthiolate 1% (Sigma) 

Triton X-100 (Sigma) 

5. 

100. 

1. 

0. 

0 

0 

0 

1 

กรัม

มล.

มล.

มล.

2. Washing solution (Blotto 0.5%)   

 สารละลาย Blotto 5% (1) 

PBS 0.15 โมลาร pH 7.2 

50. 

100. 

0 

0 

มล.

มล.

3. 0.1 M Citrate Buffer pH 4.5   

 Sodium citrate 

Merthiolate 1% 

น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

ปรับ pH เปน 4.5 ดวย 0.1 โมลาร HCl 

29. 

10. 

1000. 

41 

0 

0 

กรัม

มล.

มล.

4. 1 นอรมัล H2SO4   

 H2SO4 

น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

27. 

1000. 

0 

0 

มล.

มล

5. O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)  
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ภาคผนวก ช 
สารเคมีและสารละลายสําหรับ Immunohistochemistry (IHC) 

 
1. สารละลายเคลือบสไลด (coated slide solution)    

 Gelatin 

Clone alum (chromium potassium sulphate) 

น้ํากล่ัน 

1. 

0. 

100. 

0 

05 

0 

กรัม

กรัม

มล.

2. Davidson’s fixative   

 Ethanol 95% 

Formalin 100% 

Glacial acetic acid 

น้ํากล่ัน 

30. 

20. 

10. 

30. 

0 

0 

0 

0 

มล.

มล.

มล.

มล.

3. Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 โมลาร, pH 7.2   

 NaCl   

KCl 

KH2PO4 

Na2HPO4.7H2O 

น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

8. 

0. 

0. 

1. 

1000. 

0 

20 

20 

15 

0 

กรัม

กรัม

กรัม

กรัม

มล.

4. Calf serum 10% (P1
+)   

 Calf serum 

PBS 

10. 

100. 

0 

0 

มล.

มล.

5. Enrilich’s acid hematoxylin  

 

 

Hematoxylin 

ethanol 95% 

Aluminium potassium sulphate 

Distilled water 

Glycerine 

Glacial acetic acid 

8. 

400. 

8. 

400. 

400. 

400. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

กรัม

มล.

กรัม

มล.

มล.

มล.

6. Eosin Y 0.2% ใน ethanol 95%  

 Eosin Y 

ethanol 95% 

0. 

100. 

2 

0 

กรัม

มล.
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 การตรวจการติดเช้ือ V. harveyi ในเนื้อเยือ่ดวยวิธ ีimmunohistochemistry และวิธี 

indirect immunoperoxidase (Sithigorngul และคณะ, 2000; 2002) 

1. วิธี Immunohistochemistry (IHC) 

1.1 ตัดสวนหวั (cephalothoraxes) ของกุงขาวที่เกิดการติดเชื้อ V. harveyi แลวนําไปแชใน

น้ํายาคงสภาพเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.2 นํามาลางโดยใหน้าํประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชัว่โมง 

1.3 ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กัน และนอรมัล

บิวทิลแอลกอฮอล ตามลําดับดังนี ้

1.3.1 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

1.3.2 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

1.3.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 2 คร้ัง ๆ ละ 24 ชั่วโมง 

1.3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

1.3.5 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 1 

ชั่วโมง 

1.3.6 แชในไซลีน 2 คร้ัง ๆ ละ 1 ชัว่โมง 

1.3.7 แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บในตูอบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี

1.3.8 แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 30 นาท ี

1.4 นําเนื้อเยื่อของกุงที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (embed) ในพาราพลาสตที่อยู

ในบล็อกส่ีเหล่ียม 

1.5 ตัดเนื้อเยื่อที่ฝงอยูในบล็อกดวยเคร่ืองไมโครโตมแบบโรตารี (rotary microtome) ใหแตละ

เซคชันมีความหนา 8 ไมครอนเรียงตอกัน (serial section) เปนริบบิน (ribbon) 

1.6 นําเซคชนั (section) มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน โดย

หยดน้าํกล่ันลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนัน้นําแถวของเซค

ชันไปวางบนหยดน้ําประมาณ 3-4 เซคชันตอ 1 แถว แลวนําไปวางบนแทนอุนสไลดที่ต้ัง

อุณหภูมิไวที่ 50 องศาเซลเซียส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดจนไมมีการซอนทบัของเนื้อเยื่อแลว ดูด

น้ําออกซับใหแหงจะไดเนื้อเยื่อที่ติดตรึงอยูบนสไลด นาํไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.7 นําสไลดที่มเีซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ (deparafinization) โดย

วางสไลดลงบนตะกรา (slide basket) แลวนาํไปจุมในโถแกวที่บรรจุไซลีน และดึงนําเขา

สูเนื้อเยื่อ (rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กันดังนี ้ 
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1.7.1 แชในไซลีน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.7.2 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.4 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.5 แชในเอทิลแอลกอฮอล 80% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.6 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.7 ลางดวยน้าํกล่ัน 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.8 แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง เปนเวลา 10 นาท ี

1.7.9 ลางดวยน้าํกล่ัน 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.7.10 ลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.8 นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกนิรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปมสุญญากาศ 

(vacuum pump)  

2. วิธี Indirect immunoperoxidase  

2.1 การปองกนัการจับแบบไมจําเพาะ (blocking) 

2.1.1 หยดสารละลาย P1
+ ใหคลุมแตละเซคชันดวยไมโครปเปต 

2.1.2 บมในทีช่ื้นที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  

2.2 การใสแอนติบอดีตัวแรก 

2.2.1 ดูดสารละลาย P1
+ ในแตละเซคชันออก 

2.2.2 หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละเซคชัน (แอนติบอดีตัวแรกคือโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่จาํเพาะตอ V. harveyi) 

2.2.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 

2.2.4 ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจากเซคชนัดวยน้ํากล่ันอยางรวดเร็ว 

2.2.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

2.3 การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
2.3.1 ดูด PBS ในแตละเซคชันออก 

2.3.2 หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (goat anti-mouse horseradish peroxidase 

conjugate (GAM-HRP)) ที่เจือจาง 1:1000 ในสารละลาย P1
+ ลงในทกุเซคชัน 

2.3.3 บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

2.3.4 ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจากเซคชันดวยน้าํกล่ันอยางรวดเร็ว 

2.3.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี
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2.4 นําเซคชนัมาทาํปฏิกิริยากับ 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 0.03% 

และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 0.006% ใน PBS เปนเวลา 5 นาท ี

2.5 ลางเซคชนัดวยน้ําประปา 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3. การยอมเนื้อเยื่อทับดวยสีอิโอซิน 

3.1   ดึงน้าํออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทิลแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% คร้ังละ 5 นาท ี

3.2 ยอมทบัดวยสีอิโอซิน 0.02% ในเอทิลแอลกอฮอล 95% และลางสีสวนเกินออกดวย 

เอทิลแอลกอฮอล 95% 

3.3   แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

3.4   แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาท ี

3.5   แชในไซลีนจาํนวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3.6   ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (mount) ดวยตัวกลางผนึก (permount)  

  นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซึ่งเนื้อเยือ่ที่ใหผลบวกกับแอนติบอดีจะเหน็เปน

สีน้ําตาล 
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