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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 

 กุงกุลาดํา (Penaeus monodon) หรือ Giant tiger prawn จัดเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจชนิด

หนึง่ทีท่ํารายไดใหกับประเทศไทยไดคอนขางสูงจากการเปนสินคาสงออก ปจจุบันการเพาะเล้ียง

กุงกุลาดําประสบกับปญหาหลายดาน ปญหาหลักไดแก การระบาดของโรควิบริโอสิส (Vibriosis) 

ที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรียในกลุมวิบริโอ ในป ค.ศ. 1854 Filippo Pacini นักวิทยาศาสตรชาวอิตาลี

เปนผูคนพบสปชีสแรกของ Vibrio ซึ่งไดแก V. cholerae (Thompson และคณะ, 2004) ทีเ่ปน

สาเหตุโรคอหวิาตกโรคในคน ตอมามีรายงานการระบาดโรคในกุงทีม่ีสาเหตุจาก V. vulnificus,    

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

V. harveyi จัดเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง เจริญไดดีทั้งสภาพทีม่แีละไมมีอากาศ พบ

ทั่วไปในน้ําทะเล บนผิว อวยัวะภายในและระบบทางเดินอาหารของสัตวทะเล (Baumann และ

คณะ, 1971) V. harveyi เปนหนึ่งในแบคทีเรียสกุลวบิริโอที่สรางปญหาการระบาดในกุงทัว่โลก 

ภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญคือ อุณหภูมิ 25-32 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดและดาง (pH) 

5-9 และปริมาณเกลือ (NaCl) 1-6% (น้ําหนกั/ปริมาตร) คาออกซิเจนที่ละลายในนํ้า 0.5-7.8 

มิลลิกรัมตอลิตร ระดับความเค็ม 15-30 สวนในพันสวน (ppt) ปริมาณสารอาหารในนํ้าไดแก 

สารอินทรียทีม่ีปริมาณสูง เชน น้าํตาล กรดอะมิโน และสารอนนิทรียโดยเฉพาะอิออนของโซเดียม 

ซึ่งปจจัยดังกลาวเปนภาวะที่พบไดในบอเล้ียงกุงกุลาดํา (Kiriratnikom และคณะ, 2000) สาเหตุที่

ทําใหกุงปวยและตายเกิดจากเม่ือปจจัยจากภาวะแวดลอมภายนอกมีความเหมาะสมทําให        

V. harveyi ที่มีอยูแลวในธรรมชาติเพิ่มจํานวนมากข้ึน สามารถเขายึดเกาะอยูตามอวยัวะ

ภายนอกตางๆ ของกุงเชน เปลือก เหงือก ขาทกุสวนและปะปนกับน้าํที่กุงรับเขาไปโดยตรงและมี

ปริมาณมากในตับ เมื่อกุงลอกคราบ เกิดบาดแผลหรือกุงตัวอ่ืนมากนิกุงที่กาํลังติดเช้ือ V. harveyi 

อยู เชื้อนี้ก็จะแพรกระจายอยางรวดเร็ว หลังจากที ่ V. harveyi เขามาอยูในตัวกุงจะเพิ่มจํานวน

และเขาทาํลายอวัยวะภายในบริเวณตับ เนื้อเยื่อหัวใจ ตอมน้ําเหลือง เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ทางเดิน

อาหาร เซลลสืบพันธุและกลามเนื้อ ทายสุดจะเขาสูกระแสเลือดและสรางสารพิษออกมาเปนผลให

เกิดการติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด (Septicemia) มีผลทาํใหเม็ดเลือดของกุงแตก กุงจะ

ออนแอเกิดการอักเสบเปนลักษณะเนื้อเยือ่ตาย (necrosis) ตามอวัยวะตางๆ เชน เหงือกอักเสบ 

รยางคฉีกขาด จุดดําตามเปลือกกุง ตับอักเสบและตายในที่สุด (Montero และ Austin, 1999) 

การสังเกตการเกิดโรคติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ในการเพาะเล้ียงกุงกลุาดํา

ทั้งในโรงเพาะฟกและบอดินนั้นจะสังเกตเห็นเมื่อมีปริมาณ V. harveyi สูงมากในน้าํเล้ียงกุงและ
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เมื่อเกิดการติดเช้ือ  V. harveyi เขาสูตัวกุงแลว โดยจะเหน็เปนแสงพราวในเวลากลางคืนบริเวณ

เหงือกและเปลือกสวนหัว ตอมากุงจะปวย กนิอาหารลดลง ตับและตับออนลีบฝอ เกิดลักษณะ

เนื้อเยื่อตาย พฤติกรรมภายนอกที่เห็นคือ กุงจะมีอาการเซื่องซึม วายน้ําเกยขอบบอ เรืองแสงในท่ี

มืดและมีการตายเพิม่มากข้ึนตามระยะเวลาการติดเช้ือและในที่สุดจะตายทั้งหมดภายในเวลา 2-3 

วัน ดังนัน้จึงกอใหเกิดความเสียหายตอการเพาะเล้ียงอยางมาก เนือ่งจากการใชเทคนิคทางจุล

ชีววทิยาตรวจวิเคราะหและจําแนกแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi นัน้จําเปนตองใชเวลาประมาณ 

3-4 วันหรือมากกวา 1 สัปดาห จงึจะทราบผลการตรวจที่แนนอน (Krieg และ Holt, 1984) จึงไม

สามารถแกปญหาของโรคนี้ไดทันและเทคนิคนี้ยงัตองใชอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความจาํเพาะ การ

ตรวจสอบดวยวิธทีางโมเลกุลจึงไดมีการพัฒนาข้ึนโดยการใชเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) ออกแบบไพรเมอร (primer)  ที่จาํเพาะกับ V. harveyi เพื่อใชตรวจหาแบคทีเรียดังกลาว 

(Thaithongnum และคณะ, 2006) ซึ่งจะใหผลที่รวดเร็วและมีความแมนยําแตมีขอจํากัดในเร่ือง

คาใชจายที่สูง ตองการบุคลากรที่มีความชํานาญและหองปฏิบัติการเฉพาะดาน  

เทคนิคทางวทิยาภูมิคุมกนัเปนการนําเอาแอนติบอดี มาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะห 

วินิจฉัยโรคติดเช้ือโดยอาศัยปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะ 

(specificity) ตอกันสูงมาก แอนติบอดีที่สรางข้ึนตอแอนติเจนชนดินั้นสามารถทําปฏิกิริยากับ

แอนติเจนชนดิเดียวกนันี้ (homologous antigen) ไดอยางจาํเพาะ แอนติบอดีจะรับรูโครงสราง

โดยรวมของอิพิโทปบนแอนติเจนและสามารถแยกแยะความแตกตางแมเพียงเล็กนอยที่เกิดข้ึนบน 

อิพิโทป เชน ลําดับกรดอะมิโน เปนตน ในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ไดคิดคนวิธีเตรียม

เซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีที่กําหนดความจาํเพาะได และสามารถสรางไดจํานวนมากโดย

อาศัยหลักการของการหลอมรวมเซลล (cell fusion) หรือ somatic cell hybridization ระหวางบี-

เซลลที่ปกติเปนเซลลสรางแอนติบอดีกับ myeloma cell ที่เปนเซลลมะเร็ง จากการหลอมรวม

กอใหเกิดเซลลลูกผสม (hybrid cell) ทีส่ามารถสรางแอนติบอดีที่มคีวามจาํเพาะตามที่ตองการ

และมีอายุยนืยาวไมตาย เรียกเซลลนีว้า ไฮบริโดมา (hybridoma) และแอนติบอดีที่ไดคือโมโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibodies) เปนแอนติบอดีที่สรางจากโคลน (clone) เดียวกนั

และมีความจําเพาะตออิพิโทปที่เปนตัวชกันําใหสรางเทานั้น ตัวอยางการนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีไปใชประโยชนทีสํ่าคัญ เชน การตรวจวิเคราะหการต้ังครรภและการตรวจหมูเลือด เปน

ตน (อรวดี หาญวิวัฒนวงศ, 2543) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถนํามาใชเปนตัวบงชี้

จําเพาะ (specific marker) เพื่อจําแนกชนิดแบคทเีรียที่ตองการจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนและยงั

สามารถนํามาพัฒนาเปนวัคซีนเพื่อใชในการรักษาโรคติดเช้ือไดดวย (Adam และคณะ, 1995) 

ทั้งนี้เนื่องจากโมโนโคลแอนติบอดีที่ผลิตไดมีความไว แมนยาํสูง ใหผลรวดเร็วเม่ือนาํมาเตรียมเปน

ชุดสําเร็จรูปสะดวกใชบุคคลทั่วไปและเกษตรกรสามารถนําไปใชงานตรวจวิเคราะหไดเองเพราะ
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สะดวก ทาํไดงาย และปลอดภัย ตนทนุตํ่าไมจําเปนตองใชบุคลากรทีม่ีความชาํนาญสูง 

(Sithigorngul และคณะ, 2000)  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคถูกผลิตออกมามากมายเชน 

Bacillus cereus ซึ่งกอโรคอาหารเปนพิษชนิด Emetic และ Diarrheal ในคน (Charni และคณะ, 

2000) V. cholera กอโรคอาหารเปนพิษในคน (Saha และ Nair, 1997) และ Photobacterium 

damsilae spp. piscicida กอโรค Pasteurellosis ในปลา (Jung และคณะ, 2001) แตในปจจุบัน

มีเพียงรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะกับ V. harveyi ซึ่งไดโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตรวจไดเฉพาะ V. harveyi สายพันธุ 639 เทานัน้ (Phianphak และคณะ, 2005) 

ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค เพื่อเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ

กับ V. harveyi สายพนัธุ 1526 ตนเหตุของโรคเรืองแสง ทัง้นี้คาดวาจะไดโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ที่สามารถแยก V. harveyi จาก Vibrio  spp. อ่ืนๆ และแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ และนาํโมโนโคลนอล

แอนติบอดีมาทดสอบความจําเพาะกบัเนือ้เยื่อกุงที่ติดเช้ือ V. harveyi โดยวิธ ี immunohisto-

chemistry เพื่อศึกษาบริเวณที่ V. harveyi เขาทําลายอวยัวะภายในของกุงกุลาดําเพื่อใชเปน

พื้นฐานในการพัฒนาชุดตรวจอยางงาย แมนยาํ และรวดเร็วในการพสูิจนและวินิจฉัยโรคจากการ

ติดเช้ือ V.  harveyi   

 

วัตถุประสงค 

 เตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะตอ V. harveyi แบคทีเรียกอโรคเรืองแสง

ในกุงกุลาดําเพื่อใชจําแนก V. harveyi จาก Vibrio spp. และแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. harveyi 1526  และไอโซเลตอ่ืนๆ ที่แยกได

จากกุงปวยจากแหลงตางๆ 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 กุงกลุาดํา (Penaeus monodon, Fabricius, 1798) 
 อยูในไฟลัมอารโทรโพดา (Arthropoda) คลาสครัสเตเซีย (crustacea) มีชื่อวทิยาศาสตร

วา Penaeus monodon Fabricius และช่ือภาษาอังกฤษคือ Giant tiger prawn (วัลลภ คง

เพิ่มพูน, 2534) 
   1. ลกัษณะทั่วไป 
 เปนกุงทะเล ลําตัวสีแดงอมน้ําตาลถงึน้าํตาลเขม มีลายพาดขวางทีห่ลังประมาณ 9 ลาย 

และสีออกน้ําตาลเขมขางแถบสีขาว ดานบนของกรีมฟีน 7-8 ซี่ ดานลางมี 3 ซ่ี สันกรียาวเกือบถงึ

คาราเปส มีสันตับ (Hepatic crest) ยาวตรงขนานไปกบัลําตัว หนวดยาวไมมีลายชดัเจน ขาเดินมี

สีแดงปนดํา ขาวายน้าํมีสีน้ําตาลปนน้ําเงิน โคนสีขาว ขาเดินคูหนาไมม ี exopod ขนาดยาว

ประมาณ 18-25 เซนติเมตร (วัลลภ คงเพิม่พูน, 2534) 
   2. การสืบพันธุ 
  กุงมีอวัยวะเพศภายนอกมองเหน็ไดชัดเจน และสามารถใชลักษณะความแตกตางของ

อวัยวะเพศในการจําแนกชนดิได อวัยวะเพศผูเรียกวา พีแตสมา (petasma) เกิดจากการ

เปล่ียนแปลง แขนงอันในของขาวายน้ําคูแรกทั้ง 2 ขางเชื่อมติดกันเพือ่ทําหนาทีเ่ปนอวัยวะเพศผู 

สวนอวัยวะเพศเมีย เรียกวา ทีไลคัม (thelycum) เกิดจากการเปล่ียนแปลงผนังดานทอง (sternal 

plate) ของรยางคสวนอก ปลองที ่7 และ 8 หรือตรงกับขาเดินคูที ่4-5 พัฒนามาเปนถงุสําหรับรับ

น้ําเช้ือ วยัเจริญพันธุ (maturation) หมายถึง รังไขหรืออวัยวะที่ใชในการผสมพนัธุพฒันาเต็มที ่ใน

การผลิตไข (egg) หรือน้าํเชือ้ (sperm) พรอมที่จะผสมพันธุโดยใชอวยัวะภายนอก เมื่อลอกคราบ 

เพื่อเขาสูวัยเจริญพันธุอวัยวะเพศทัง้ 2 เพศ เติบโตดีแลวการผสมพนัธุจะเกิดข้ึนภายหลังจากที่ตัว

เมียลอกคราบใหม ซึ่งแหลงที่มาของพอแมพนัธุสวนใหญจะไดมาจากการจับจากทะเลหรือบอ

เล้ียง (วัลลภ คงเพิ่มพนู, 2534) 
   3. วงจรชีวติ 
 ไขจะฟกเปนตัวออนระยะนอเพียส (Nauplius) ภายใน 12 ชั่วโมง หลังไดรับการปฏิสนธิ

ระยะนอเพียส มีขนาด 0.3-0.33 มิลลิเมตร ยังไมกนิอาหาร ดํารงชีวิตแบบแพลงกตอนประมาณ 2 

วัน ระยะนี้จะมีการลอกคราบ 6 คร้ัง ส้ินสุดระยะนอเพลียสจะมีขนาดประมาณ 0.6 มิลลิเมตร จะ

เติบโตเขาสูระยะโปรโตซูเอีย (Protozuea) มีขนาด 1-3.3 มิลลิเมตร กินแพลงตอนพืชเปนอาหาร 

ลอกคราบ 3 คร้ัง ใชเวลา 3-4 วัน จะเติบโตเขาสูระยะไมสีส (Mysis) ขนาดประมาณ 3.3-5 
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เซนติเมตร กนิแพลงกตอนสัตวเปนอาหาร ใชเวลา 3-4 วัน จะเขาสูระยะโพสลาวา (Postlarva) 

หรือทีน่ิยมเรียกวา P1 ระยะนี้จะเรียกตามจํานวนวันที่กุงเติบโต เชน P10 คือกุงในระยะนี้อาย ุ 10 

วัน จนวนัที่ 20 กุงจะมีขนาด 2-3 เซนติเมตร จะเขาสูระยะจูเวนไนล (Juvenile) มีลักษณะตางๆ 

สมบูรณเหมือนตัวเต็มวัย แตไมสามารถสืบพันธุได จนเขาสูระยะเจริญพันธุ และใชเวลา 10 เดือน 

จะเปนตัวเต็มวัย (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534) 
   4. ถ่ินอาศยั           

พบไดทั่วไปในทวีเอเซยี ในประเทศไทยพบการแพรกระจายทัว่ไป พบมากบริเวณเกาะชาง

บริเวณนอกฝงชุมพรถึงนครศรีธรรมราชและทางฝงอันดามันจะพบมากที่ภูเก็ต ระนอง ชอบอาศัย

อยูในบริเวณทีม่ีดินเปนทรายปนโคลนหรือทรายปนเปลือกหอยและหนิประการัง สามาถปรับตัว

เขากับสภาพแวดลอมไดดี อดทน โตเร็ว จึงนิยมนํามาทําการเพาะเลี้ยงเพื่อการคา (วัลลภ คง

เพิ่มพูน, 2534) 
  5. การเพาะเลี้ยง 
 ประเทศไทยมกีารเพาะเล้ียงหลายรูปแบบ ไดแก แบบธรรมชาติ แบบกึ่งพฒันา และแบบ

พัฒนา กุงกุลาดําจะเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ความเค็มของน้าํ 15-30 สวนใน

พันสวน ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําไมนอยกวา 3-5 สวนในลานสวน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาความเปนกรดและดางของน้าํ 7.5-8.5 แอมโมเนียไมควรเกิน 0.1 สวนในลานสวน กาซ

ไฮโดรเจนซัลไฟดไมควรเกิน 0.033 สวนในลานสวน มีธาตุอาหารจาํพวกไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

และซิลิกาไมมากเกนิไป น้ําที่ใชเพาะเล้ียงตองปราศจากสารพิษตางๆ ไดแก ยาปราบศัตรูพืช ยา

ฆาแมลง และโลหะหนกั จาํพวกปรอท ทองแดง สังกะสี แคดเมียม เปนตน และสภาพพ้ืนบอไม

ควรเนาเสีย ปองกนัโดยการดูแลควบคุมอาหารที่ใหและควบคุมปริมาณของแพลงตอนพืชในบอ 

(ชลอ ล้ิมสุวรรณ, 2543; วัลลภ คงเพิ่มพนู, 2534) 

 
2.2 โรควิบรโิอซิส 
 โรควิบริโอซิสเปนสาเหตุหนึง่ทีก่อใหเกิดปญหาการตายในการเพาะเล้ียงกุง (Austin และ 

Austin, 1993) และสัตวน้าํอ่ืนๆ เชน ในกุงมังกร (Diggles และคณะ, 2000) มีสาเหตุจากการติด

เชื้อแบคทีเรียในสกุลวบิริโอ โดยทัว่ไปแบคทีเรียกลุมนี้จะอาศัยอยูในบริเวณน้าํเค็มและน้ํากรอย มี

รายงานการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียสกุลวบิริโอโดยทําการแยกเช้ือจากตัวอยางทั้ง

สัตวและพืชในระบบการเพาะเล้ียงสัตวทะเล พบวามีความหลากหลายของแบคทีเรียกลุมนี้

คอนขางมาก (Vandenberghe และคณะ, 2003) ในปค.ศ. 1991 Ruangpan และ Kitao ทําการ

แยกเชื้อสกุลวบิริโอไดถึง 205 ไอโซเลต จากกุงกุลาดําทีเ่ปนโรค ตัวอยางของแบคทเีรียสกุลวิบริโอ

ที่กอใหเกิดโรคในกุงไดแก V. alginolyticus, V. vulnificus,  V. parahaemolyticus, V. harveyi 
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และ V. penaeicida (Gopal และคณะ, 2004; Aguirre-Guzmãn และคณะ, 2001) ลักษณะ

โดยทัว่ไปของกุงที่เปนโรคชนิดนี้คือ กุงจะมีอาการออนแอ เกิดการอักเสบเปนลักษณะเนื้อตาย

ตามอวัยวะตาง ๆ เหงือกอักเสบ ตับอักเสบ รยางคฉีกขาด พบจุดดําตามบริเวณเปลือก ติดเช้ือใน

กระแสเลือด และตายในทีสุ่ด (Chen และคณะ, 1992b; Lightner, 1996) V. harveyi เปนหนึ่งใน

แบคทีเรียสกุลนี้ที่สรางปญหาการระบาดในกุงกุลาดํา (Lee และคณะ, 1999)  

 
2.3 Vibrio harveyi 
   1. ลกัษณะของ Vibrio harveyi 
 V. harveyi  จัดเปนแบคทีเรีย  แกรมลบ รูปแทง เจริญไดดีทั้งสภาพที่มีและไมมอีากาศ 

พบทัว่ไปในน้าํทะเล บนผวิ อวัยวะภายในและระบบทางเดินอาหารของสัตวทะเล (Baumann และ

คณะ, 1971) สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญคือ อุณหภูมิ 25-32 องศาเซลเซยีส  คาความเปน

กรดและดาง 5-9 และปริมาณเกลือ 1-6% (น้ําหนัก/ปริมาตร) คาออกซเิจนที่ละลายในนํ้า 0.5-7.8 

มิลลิกรัมตอลิตร ระดับความเค็ม 15-30 สวนในพันสวน (ppt) ปริมาณสารอาหารในนํ้าไดแก 

สารอินทรียทีม่ีปริมาณสูง เชน น้ําตาล กรดอะมิโน เปนตน และสารอนินทรียโดยเฉพาะอิออนของ

โซเดียม ซึง่ปจจัยดังกลาวเปนภาวะทีพ่บไดในบอเล้ียงกุงกลุาดํา (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 (ตอ) 

 
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. การกอโรค 
 V. harveyi เปนแบคทีเรียที่พบอยูแลวในธรรมชาติ เมือ่ปจจัยจากภาวะแวดลอมภายนอก

มีความเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือนีท้าํให V. harveyi เพิ่มจาํนวนมากข้ึน ซึ่งจะเปนสาเหตุที่

ทําใหกุงปวยและตายไดโดยเช้ือชนิดนี้สามารถเขายึดเกาะอยูตามอวัยวะภายนอกตางๆ ของกุง

เชน เปลือก เหงือก ขาทุกสวน และปะปนกับน้าํทีกุ่งรับเขาไปโดยตรงและมีปริมาณมากในตับ เมือ่

กุงลอกคราบ เกิดบาดแผลหรือกุงตัวอ่ืนมากนิกุงทีก่ําลังติดเช้ือ V. harveyi อยู เชื้อนี้ก็จะ

แพรกระจายอยางรวดเร็ว หลังจากที ่V. harveyi เขามาอยูในตัวกุงก็จะเพิ่มจาํนวนและเขาทาํลาย

อวัยวะภายในบริเวณตับ เนื้อเยื่อหัวใจ ตอมน้ําเหลือง เนื้อเยื่อเกีย่วพนั ทางเดินอาหาร เซลล

สืบพันธุและกลามเนื้อ ทายสุดจะเขาสูกระแสเลือดและสรางสารพิษออกมาเปนผลใหเกิดการติด

เชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือดมีผลทําใหเม็ดเลือดของกุงแตก กุงจะออนแอเกิดการอักเสบเปน

ลักษณะเนื้อเยื่อตายตามอวัยวะตางๆ เชน เหงือกอักเสบ รยางคฉีกขาด จุดดําตามเปลือกกุง ตับ
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อักเสบและตายในที่สุด (Montero และ Austin, 1999) ตัวอยางของงานวิจัย ที่เกีย่วของกับการกอ

โรคของ  V. harveyi ไดแก 

 Prayitno และ Latchford (1995) ไดทําการศึกษาการติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง             

V. harveyi และ Photobacterium phosphosporeum ในกุงกุลาดํา (P. monodon) โดยการผสม

แบคทีเรียลงในบอเล้ียงกุง พบวากุงจะเกดิโรคเม่ือติดเช้ือ V. harveyi ที่ความเขมขน 103 CFU/

มิลลิลิตร และการระบาดของโรคเรืองแสงจะพบในฤดูฝน  

Lavilla-Pitogo และคณะ (1998) ศึกษาการเกิดโรคของลูกกุงกุลาดํา (P. monodon) ใน

บอเล้ียงจากการติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสงในกลุมวิบริโอ โดยตรวจวดัจํานวนแบคทีเรียในน้ําของ

บอเล้ียงกุงเปนเวลา 60 วนั พบวาจํานวนแบคทีเรียเรืองแสงกลุมวบิริโอในบอเล้ียงกุงทีเ่กิดโรคจะ

เพิ่มข้ึนอยางชัดเจนในวันที่ 12 ถึงอาทิตยที่ 3 ของการเล้ียง และจากการศึกษาทางพยาธิวทิยา

ทางเนื้อเยื่อ (Histopathology) พบวาอวยัวะเปาหมายของการติดเช้ือคือ ตับ ซึง่จะเกิดการอักเสบ

อยางรุนแรงในบริเวณ intertubular sinuses 

 Leaño และคณะ (1998) ศึกษาปริมาณแบคทีเรียเรืองแสงกลุมวิบริโอในตับ 

(Hepatopancreas; hp) ของลูกกุงกุลาดํา (P. monodon) ในบอเล้ียงกุงตัวอยาง 23 บอ ซึ่งมี 14 

บอที่เกิดโรคโดยทําการนบัปริมาณแบคทเีรียเรืองแสงในการเล้ียงวันที่ 15 ไดผลดังนี ้ ในตับของกุง

จากบอที่เกิดโรคมีจํานวนแบคทีเรียเรืองแสงเฉล่ีย 2.4 x 101 CFU/ตับออน ขณะที่ในตับของกุง

จากบอที่ไมเปนโรคนับปริมาณแบคทีเรียเรืองแสงเฉลี่ยได 0.3 x 101 CFU/ตับออน และระหวาง

การเกิดโรคในการเล้ียงวนัที ่ 18-32 ปริมาณแบคทีเรียเรืองแสงในตับของกุงที่เกิดโรคสูงกวาในตับ

ของกุงปกติอยางชัดเจนคือ 9.0 x 104 CFU/ตับออน และ 7.0 x 101 CFU/ตับออน ตามลําดับ  

 Montero และ Austin (1999) ศึกษาการสราง extracellular products (ECPs) ของ

แบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ซึ่งแยกไดจากตัวออนของกุงขาว (P. vannamei) ที่เปนโรค โดย

การเล้ียง V. harveyi ในอาหารเหลวทริปโตนซอย (Tryptone soy broth) ผสมเกลือโซเดียมคลอ

ไรด 1 % พบวาสาร ECPs มีความเปนพิษเมื่อฉีดเขากุงในปริมาณ 4.4 ไมโครกรัม พบการ

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

สาร ECPs ทนรอนไดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีและเม่ือนาํสาร ECPs มา

ยอยดวยโปรตีเอสเค (protease K) พบวายังสามารถทาํใหเกิดโรคในกุงไดเมื่อฉีดเขากุงผานทาง

กลามเนื้อ (intramuscular injection) 

 Lee และคณะ (1999) ศึกษาผลกระทบตอการจับตัวกันเปนกอนของเลือดกุงกุลาดําจาก

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

ไดจาก V. harveyi พบวาเลือดของกุงทีถู่กฉีดดวย V. harveyi  สาร ECPs และซิสทีอีนโปรตีเอส 
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จะไมจับตัวกนัเปนกอน นอกจากนัน้ยงัไมพบสารโคแอกูโลเจน (coagulogen) ในพลาสมา 

(plasma) ของกุงที่ถกูฉีดดวย V. harveyi  สาร ECPs และซิสทีอีนโปรตีเอสของ V. harveyi   

 Aguirre-Guzmãn และคณะ (2001) ศึกษาความไวในการติดเช้ือแบคทีเรียกลุมวิบริโอ 4 

สายพนัธุ (V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus และ V. penaeicida) ในตัวออน

ระยะตางๆของกุงขาวอเมริกา (Litopenaeus vannamei) คือ nauplii, protozoea I-III, mysis I-III 

และ postlarvae 1 โดยทําการแชกุงในแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆคือ 103 105 และ 107 CFU/

มิลลิลิตร เปนเวลา  30 นาที พบวาตัวออนกุงทุกระยะทีแ่ชใน V. alginolyticus จะมีอัตราการรอด

ตายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมคือตัวออนกุงที่ไมไดถูกแชในแบคทีเรียไมแตกตางกนั โดยกุง

ที่ถูกทําใหติดเช้ือ V. alginolyticus จะมีอัตราการรอดตายสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทยีบกบักุงที่ถูกทําให

ติดเช้ือดวยแบคทีเรียอีก 3 สายพนัธุ สวนกุงที่ถกูทาํใหติดเช้ือ V. penaeicida จะมีการตายมาก

ที่สุดโดยกุงในทุกระยะจะมีอัตราการรอดตายตํ่าที่สุดเมื่อติดเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้เพียงแคในระดับ

ตํ่า (103 CFU/มิลลิลิตร) ขณะที่กุงซึ่งติดเชื้อ V. harveyi และ V. parahaemolyticus จะมีอัตรา

การตายสูงเมือ่ติดเช้ือในปริมาณมาก 

 Alavandi และคณะ (2006) ศึกษาลักษณะไบโอไทปของ V. harveyi และการกอโรคใน

ตัวออนกุงกุลาดํา พบวาไบโอไทปที่สามารถหมักน้ําตาลซูโครสได (sucrose-fermenting biotype) 

จะกอโรคในตัวออนกุงกุลาดํา โดยกุงในระยะไมซิส (mysis) ซึ่งเล้ียงในภาชนะที่บรรจุน้ําทะเล

ปลอดเช้ือ 1 ลิตร จะมีอัตราการตายประมาณ 34-41% เมื่อใสเชื้อ V. harveyi ลงในภาชนะเล้ียง

ใหมีความเขมขน 106 เซลล/มิลลิลิตร ภายในเวลา 60 ชั่วโมง อัตราการตายของกุงเนื่องจากการ

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

เซลเซียส) นอกจากน้ียงัพบวา V. harveyi สรางปจจัยตางๆทีเ่อ้ือใหเกดิโรคมากข้ึนไดแก การหล่ัง

เอนไซมออกนอกเซลล เชน ฟอสโฟไลเพส เจลาทิเนส เคซีเนส โปรติเอส และฮีโมไลซิน 

 นอกจากกุงแลว V. harveyi ยังกอโรคในสัตวน้าํทีม่กีารเพาะเล้ียงเพื่อการพาณิชยชนิด

อ่ืนๆอีกดังรายงานการศึกษาการกอโรคของ V. harveyi ในสัตวน้าํชนดิอ่ืนเชน  

 Zhang และ Austin (2000) รายงานการกอโรคจากการติดเช้ือ V. harveyi ใน

ปลาแซลมอน พบวาปลาแซลมอนมีอัตราการตายสูงถงึ 100% เมื่อฉีด V. harveyi ปริมาณ 106 

เซลล เขาทางชองทอง (Intraperitoneal injection) พบการสรางสาร ECPs ของ V. harveyi ซึ่งใน

สาร ECPs ประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดไดแก โปรตีเอสชนิดเคซเีนส (caseinase) เจลาทิเนส 

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

 Alcaide และคณะ (2001) รายงานการเกิดโรคของมาน้ํา (Hippocampus sp.) โดยมี

อาการคลายกบัโรควิบริโอซิสคือ มีเลือดออกตามผิวและตับ นอกจากนัน้ยงัพบการสะสมของน้าํ

ในชองทองหลังจากทาํการแยกเชื้อจากตัวอยางมาน้ําที่เปนโรค พบวาเกิดจากการติดเช้ือ         
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V. harveyi เนื่องจากมกีารตรวจพบ V. harveyi ในบริเวณผิวทีม่ีเลือดออก ปาก และตับของ

ตัวอยางที่ใกลตาย อัตราการตายของมาน้าํที่เกิดจากการติดเช้ือ V. harveyi สูงถงึ 90% และตาย

ภายใน 3-5 วนั หลังจากแสดงอาการของโรค 

 Tendencia (2002) พบการเกิดโรคในปลา seabass (Lates calcarifer) โดยมีอาการ

ดวงตาทึบแสงและย่ืนออก วายน้าํสะเปะสะปะ และเกิดแผลมีเลือดออกตามบริเวณผิวประมาณ 3 

วันหลังจากมีอาการตายื่นออก จากการศึกษาตัวอยางเนื้อเยื่อ เชน มาม ไต ตา สมอง และบริเวณ

ผิวที่เปนแผลของปลาที่เปนโรคพบวาเกิดจากการติดเช้ือ V. harveyi  

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

อาการลําไสบวมเนื่องจากลําไสและกระเพาะอักเสบรวมถึงเกิดน้าํสีเหลืองใสในโพรงเยื่อบุชองทอง 

หลังจากทําการแยกเช้ือจากไต ตับ และน้าํในโพรงเยื่อบุชองทอง พบวาเปนแบคทีเรีย V. harveyi 

มีคา LD50 อยูที่ 2.9 x 107 CFU/กรัม ของน้ําหนกัปลา 

 Zorrilla และคณะ (2003) รายงานการเกิดโรคในปลาล้ินหมา (Solea senegalensis 

(Kaup)) พบวาเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย V. harveyi และ V. parahaemolyticus จากการแยก

เชื้อบริเวณ แผลเปอย ตับ มาม และไต โดยคา LD50 ของ V. harveyi มีคา 7.4 x 104 CFU/กรัม 

ของน้ําหนักปลา ในขณะทีค่า LD50 ขอ V. parahaemolyticus อยูที่ 6.3 x 105 CFU/กรัม ของ

น้ําหนกัปลา 

 Tendencia (2004) รายงานการเกิดโรคในมาน้ํา (Hippocampus kuda) โดยมีอาการผิว

บริเวณสวนกลางและบนของมาน้ําเปล่ียนสีจากดําเปนขาว ออนแอ เคล่ือนที่ชา และไตมีสีซีด หลัง

การแยกเช้ือจากตัวอยางมาน้ําพบแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ในบริเวณผิวและไตของตัวอยาง 

 Austin และ Zhang (2006) ทําการศึกษาคนควา และรายงานการกอโรคของ V. harveyi 

ในสัตวทะเลทัง้ในกลุมมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลังวา V. harveyi เปนแบคทีเรียกอโรค

ที่สําคัญไมวาจะเปนในปลาทะเลและสัตวกลุมไมมีกระดูกสันหลังโดยเฉพาะกุง ดังแสดงในตาราง

ที่ 2.2 และ 2.3 
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ตารางที่ 2.2 โรคของสัตวทะเลที่เกิดจาก 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 กลไกการกอโรคของ 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) ศึกษาความเปนพษิและความตานทานตอสารปฏิชีวนะ

ของแบคทีเรีย V. harveyi  6 สายพนัธุ แบงเปน 2 กลุมคือ สายพนัธุที่แยกไดจากกุง 3 สายพันธุ 

และสายพนัธุที่ผานการเลี้ยงเก็บไวอีก 3 สายพนัธุ ทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งปากมดลูก 

(Hela cells) พบวาสายพนัธุที่แยกไดจากกุงมีความเปนพิษตอเซลลมะเร็งปากมดลูกสูงกวาสาย

พันธุที่ผานการเล้ียงเก็บไวประมาณ 2 เทาคือ ใหอัตราการรอดของเซลลมะเร็งปากมดลูกอยูที่ 

44% และ 92% ตามลําดับ สายพนัธุที่แยกไดจากกุงแสดงการยอยเมด็เลือดแดงของแกะในขณะที่

สายพนัธุที่ผานการเล้ียงเกบ็ไวไมแสดงเม่ือเล้ียงในอาหารแข็งผสมเม็ดเลือดแดงแกะ (blood 

agar) สายพนัธุที่แยกไดจากกุงมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะ (Kanamycin, Oxytetracyclin, 

Carbenicillin และ Amphicillin) สูงกวาสายพนัธุทีผ่านการเลี้ยงเก็บไว หลังการทดสอบหาคา

ความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่ตํ่าที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียได (Minimum 

Inhibitory Concentration; MIC) 
   3. การควบคุม 
 การศึกษาเพื่อควบคุมแบคทเีรียกอโรคที่เกดิข้ึนในการเพาะเล้ียงกุง โดยวิธกีารใชสารตาน   

จุลชีพชนิดตางๆ ตัวอยางเชน การใชสารตานจุลชีพชนิด oxytetracycline หรือ chloramphenical    

(สุกิจ รัตนวินจิกุล และคณะ, 2531; นพดล คาขาย และคณะ, 2532) การใชยา lincomycin และ 

spectinomycin (บัณฑิต ลีลายนะ และคณะ, 2533) นอกจากการใชยาตานจุลชีพแลวยงัมี

รายงานการลดความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทเีรีย V. harveyi โดยใชสารเคมีบางชนิด 

เชน ฟอรมาลีน ที่ความเข็มขน 50 และ 75 สวนในลาน สามารถฆาเชือ้ V. harveyi ที่ความเขมขน 
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3x107 CFU/มิลลิลิตร ในเวลา 24 และ 12 ชั่วโมง สวนทีค่วามเขมขน 25 สวนในลาน สามารถฆา

เชื้อได 50% ในเวลา 24 ชั่วโมง (เต็มดวง พึ่งขจรบุญ, 2532) การใชสารตานจุลชีพมีขอเสียคืออาจ

ทําใหแบคทีเรียกอโรคเกิดการด้ือยาดังตัวอยางงานวิจัยของ Tendencia และ de la Peña (2000) 

ซึ่งศึกษาการตานทานตอสารตานจุลชีพของแบคทีเรียในบอเล้ียงกุง โดยทาํการแยกแบคทีเรียจาก

น้ํา ตะกอน และกุงจากบอเล้ียงกุง 3 ลักษณะคือ บอทีไ่มเคยใชสารตานจุลชีพ บอที่เคยใชสารตาน

จุลชีพและบอที่ใชสารตานจุลชีพอยูในปจจุบัน แบคทีเรียสวนใหญที่แยกไดเปน V. harveyi ความ

ตานทานตอสารตานจุลชีพพบสูงสุดในแบคทีเรียที่แยกไดจากบอที่ปจจุบันใชสารตานจุลชีพอยู

ตามดวยบอที่เคยใชสารตานจุลชีพและบอที่ไมเคยใช แบคทีเรียที่แยกไดมีความตานทานตอ 

Oxytetracyclin สูงสุด (4.3%) ตามดวย Furazolidone (1.6%), Oxolinic acid (1%) และ 

Chloramphenicol (0.66%) 

 สําหรับการควบคุมปริมาณเช้ือ V. harveyi ดวยวธิีการทางชีวภาพนัน้ไดมีผูทําการทดลอง

พบวามีแบคทเีรีย 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 เรงพพิัฒน, 

2542; สงศรี มหาสวัสด์ิ และคณะ 2541; ณัฎฐา วิศิษฎวิทยากร, 2543) งานวิจัยอ่ืนๆ ที่เกีย่วของ

กับการศึกษาการควบคุม V. harveyi ไดแก 

 Moriarty (1998) ศึกษาการควบคุมแบคทเีรียเรืองแสงในบอเล้ียงกุงในประเทศอนิโดนีเซีย 

โดยการใชแบคทีเรียสกุลบาซิลลัส (Bacillus) พบวาในฟารมที่ไมไดใชแบคทีเรียบาซิลลัส จะพบ

การเกิดโรคติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสงในสกุลวิบริโอซ่ึงทาํใหกุงตายกอนที่จะถงึวนัที ่ 80 ของการ

เพาะเล้ียง ขณะที่ฟารมที่ใชแบคทีเรียบาซิลลัสสามารถเล้ียงกุงไดมากกวา 160 วัน โดยไมพบ

ปญหาการติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi  

 Chythanya และคณะ (2001) ศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียสกุลวิบริโอทีก่อโรคในกุง โดยใช

แบคทีเรีย Pseudomonas พบวาแบคทีเรียดังกลาวสรางสารประกอบที่ยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียสกุลวิบริโอซ่ึงประกอบดวย V. harveyi, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. 

damsela และ V. vulnificus ได สารประกอบทีพ่บมนี้ําหนกัโมเลกลุตํ่า ทนรอน ละลายไดใน

คลอโรฟอรม(chloroform) และทนตอการยอยสลายดวยเอนไซม สารประกอบที่ผานการสกัดดวย

คลอโรฟอรมสามารถลดปริมาณ V. harveyi ในน้าํไดเมือ่ใชในปริมาณ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยสารสกัดดังกลาวไมมีผลกระทบตอกุงแมจะใชปริมาณสูงถึง 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 Abrahum (2004) ศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเรือง

แสง V. harveyi  โดย Altermonas sp. ซึ่งแยกไดจากกุงกุลาดํา พบการสรางสารยบัยั้งแบคทีเรียที่

ละลายไดในสารละลายอินทรียและติดอยูบริเวณผิวดานนอกของเซลลหลังจากทดสอบให 
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Altermonas sp. เจริญในตัวกุง พบวาสามารถยับยั้งการติดเช้ือ V. harveyi  และลดอัตราการตาย

ของกุงกุลาดําได 

 Chabrillõn และคณะ (2005) ศึกษาความสามารถในการยับยัง้การกอโรคของ            

V. harveyi  ในปลาล้ินหมา Solea senegalensis (Kaup) โดยใชแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต ซึ่งอยูใน

กลุม Vibrionaceae และ Pseudomonas ที่แยกไดจากปลา gilthead sea bream (Sparus 

aurata L.) โดยศึกษาความสามารถในการจับกับผิวและเยื่อเมือกของปลาลิน้หมา ตลอดจน

ผลกระทบตอ V. harveyi พบวาแบคทีเรียที่แยกไดจากปลา gilthead sea bream มี

ความสามารถในการยึดเกาะกับเย่ือเมือกของลําไสปลาลิ้นหมาไดดีกวา V. harveyi และมี

แบคทีเรีย 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของ V. harveyi  ได เมื่อนําแบคทีเรียดังกลาวผสม

กับอาหารใหปลากิน พบวาสามารถลดอัตราการตายของปลาไดถึง 60% เมื่อทดสอบการติดเช้ือ             

V. harveyi  

 นอกจากแบคทีเรียแลวยงัมกีารศึกษาการใชส่ิงมีชีวิตในกลุมไวรัสเพื่อควบคุมแบคทเีรีย

กอโรคในกุงดวย เชน Vinod และคณะ (2005) ทําการแยกไวรัสของแบคทีเรีย (Bacteriophage) 

เพื่อใชในการควบคุมแบคทเีรียเรืองแสง V. harveyi  ไวรัสของแบคทเีรียที่ไดมีลักษณะเปน ไวรัสที่

มีดีเอ็นเอสายคู (Double strand DNA) จัดอยูในกลุม Siphoviridae ไวรัสนี้มีผลทําใหเซลลของ  

V. harveyi  แตกซ่ึงสามารถใชในการควบคุมแบคทีเรียนี้ได 

 Pasharawipas และคณะ (2005) ทําการแยกไวรัสของแบคทีเรีย V. harveyi 1114 ที่แยก

ไดจากกุงในประเทศไทย ไวรัสที่ไดเปนไวรัสดีเอ็นเอสายคูขนาดประมาณ 80 กิโลเบส รูปราง

บริเวณหัวเปน ไอโคสะฮีดรอล (icosahedral) เสนผานศูนยกลาง 60-62 นาโนเมตร จัดอยูในกลุม 

Siphoviridae พบวาไวรัสนีท้าํใหเซลลของ V. harveyi เกดิการแตกได 

 Karunasagar และคณะ (2007) ศึกษาการควบคุม V. harveyi  โดยทําการแยกไวรัสของ

แบคทีเรียในกลุมที่กอใหเกิดการแตกของเซลลแบคทีเรียที่จําเพาะกับ V. harveyi  ได 4 ไอโซเลต 

แบงเปน 3 ไอโซเลต จากเนื้อเยื่อหอยนางรมและจากน้าํบอเล้ียงกุง 1 ไอโซเลต ไวรัสดังกลาว

สามารถทําลายแบคทีเรีย V. harveyi  ได 55-70% ไวรัสนี้จัดอยูในกลุม Siphoviridae ซึ่งสามารถ

ลดจํานวน   V. harveyi  ในรูปแบบไบโอฟลม (biofilm) ได และจากการทดลองในบอเพาะเล้ียงกุง

โดยใชไวรัส 2x106 PFU/มิลลิลิตร พบวากุงมีอัตราการรอดมากกวา 85% 

 สําหรับวธิีทางวิทยาภูมิคุมกนันัน้เปนอีกวธิีหนึ่งที่มีการศึกษาเพื่อใชในการควบคุม

แบคทีเรีย V. harveyi ตัวอยางเชน Lee และคณะ (1997) ศึกษาความสามารถในการเปน

ภูมิคุมกันตอ V. harveyi ของแอนติบอดีจากกระตายทีจ่ําเพาะกบั ECPs ของ V. harveyi และ

แอนติบอดีที่จาํเพาะกับเซลลของ V. harveyi เมื่อทําการฉีดแอนติบอดีดังกลาวใหกุงเปนเวลา 10, 

17 และ 24 วัน พบวากุงกุลาดําที่ไดรับการฉีดดวยแอนติบอดีจากกระตายที่จําเพาะกับ ECPs ของ 
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V. harveyi และแอนติบอดีที่จําเพาะกับเซลลของ V. harveyi เปนเวลา 10 และ 17 วนั สามารถ

อยูรอดไดนานถึง 2 สัปดาห เมื่อทดสอบการติดเช้ือ V. harveyi   

 Crosbie และ Nowak (2004) ศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกนัของปลา barramundi 

(Lates calcarifer (Bloch)) ตอสารแบคเทอริน (bacterin) ของ V. harveyi ที่ผานการทาํลายดวย

ฟอรมาลีน ภายหลงัจากการนําเขาตัวปลา 3 วธิีคือ ฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal injection) 

ฉีดเขาทางทวาร (anal intubation) และการจุม (immersion) พบการสรางซรัีมจากปลาในทกุวธิ ี

โดยพบมากทีสุ่ดในการทดลองแบบฉีดเขาทางชองทอง เมื่อนําซีรัมมาทดสอบกับ V. harveyi ก็พบ

การตอบสนองที่จาํเพาะตอ V. harveyi สูงสุดในซีรัมที่ไดจากการฉีดสารแบคเทอริน (bacterin) 

ของ V. harveyi เขาทางชองทองของปลาเชนกนั 
   4. การตรวจวิเคราะห V. harveyi 
 การสังเกตการเกิดโรคติดเช้ือแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi ในการเพาะเล้ียงกุงกลุาดํา

ทั้งในโรงเพาะฟกและบอดินนั้นจะสังเกตเห็นเมื่อมีปริมาณ V. harveyi สูงมากในน้าํเล้ียงกุงและ

กุงเกิดการติดเช้ือ V. harveyi เขาสูตัวกุงแลว โดยจะเห็นเปนแสงพราวในเวลากลางคืนบริเวณ

เหงือกและเปลือกสวนหัว ตอมากุงจะปวย กนิอาหารลดลง ตับและตับออนลีบฝอ เกิดลักษณะ

เนื้อเยื่อตาย พฤติกรรมภายนอกที่เห็นคือ กุงจะมีอาการเซื่องซึม วายน้ําเกยขอบบอ เรืองแสงในท่ี

มืดและมีการตายเพิม่มากข้ึนตามระยะเวลาการติดเช้ือและในที่สุดจะตายทั้งหมดภายในเวลา 2-3 

วัน ดังนั้นจงึกอใหเกิดความเสียหายตอการเพาะเล้ียงอยางมาก ไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจหา V. 

harveyi ข้ึนหลากหลายวธิีไดแก การใชเทคนิคทางจลุชีววทิยาและการทดสอบทางชีวเคมีตรวจ

วิเคราะหและจําแนกแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi (Krieg และ Holt, 1984) โดยทั่วไปการตรวจ

โดยใชเทคนิคนี้คอนขางยุงยาก ซับซอน และใชระยะเวลานานประมาณ 3-4 วันหรือมากกวา 1 

สัปดาห จงึจะทราบผลการตรวจที่แนนอน จึงทาํใหการควบคุมการแพรกระจายของเชื้อเปนไป

อยางลาชา อีกทั้งยังมีความจําเปนตองใชอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความจําเพาะ และตองอาศัย

บุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ สวนการตรวจสอบดวยวธิทีางโมเลกุล (Molecular method) ซึ่งไดมี

การพัฒนาข้ึนโดยการใชเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยการออกแบบไพรเมอร 

(primer) ที่จาํเพาะกับ V. harveyi เพื่อใชตรวจหาแบคทีเรียดังกลาว (Thaithongnum และคณะ, 

2006) ตัวอยางของงานวิจัยที่ใชวิธทีางโมเลกุลในการตรวจวิเคราะห V. harveyi  คือ 

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

ออกแบบไพรเมอรและหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจ 16s rDNA ซึ่งเปนยีนที่มคีวามอนุรักษสูง

ในกลุมยูแบคทีเรีย (Eubacteria) และมีความจาํเปนตอการดํารงชีวติของเซลล มขีนาดประมาณ 

1,500 เบส ประกอบดวยบริเวณสวนมากที่เปนบริเวณอนุรักษ และบริเวณแปรผันเล็กนอย บริเวณ

แปรผันเปนสวนทีถู่กใชในการออกแบบไพรเมอรในการตรวจ เนื่องจากมีความแตกตางใน
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แบคทีเรียแตละชนิด จากงานวิจัยนี้ไดไพรเมอรที่ใหผลผลิตขนาด 413 เบส และหาอุณหภูมิใน

ข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสม พบวาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมทิี่เหมาะสมที่สุด 

แตในงานวิจยันี้ยงัไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง V. harveyi กับ V. alginolyticus  จงึตอง

มีการใชวธิีทางชีวเคมมีาทดสอบเพิ่มเติมในการแยกหลังจากใชวธิี PCR 

 Conejero และ Hedreyda (2003) ทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับการตรวจหายีน toxR 

ของ V. harveyi  ซึ่งเปนยนีที่ระบุรหัสการควบคุมเกีย่วกับการสงผานสารของเยื่อหุมเซลลซึง่ยนีนี้

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

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

จากวบิริโอสายพนัธุตางๆ พบวามีความตางกนัคอนขางสูง ดังนัน้จึงทาํการแยกยีน toxR โฮโมลอก 

(Homologue) จาก V. harveyi โดยใชดีเจเนอเรตไพรเมอร (Degenerate primers) เพื่อใชในการ

วิเคราะหหาบริเวณที่ใชเปนเปาหมายในการตรวจหา V. harveyi ไดยีนบางสวน (Partial toxR 

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

หลักจากทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดสามารถออกแบบไพรเมอรที่ใหชิน้สวนยนีขนาด 390 

เบส โดยมีความจําเพาะตอ V. harveyi และไมพบช้ินสวนนี้ของยีนเมื่อใชไพรเมอรดังกลาวตรวจ

ในวิบริโอสายพันธุอ่ืนๆ หรือแบคทีเรียแกรมลบอ่ืนๆ  

 Pang และคณะ (2006) ออกแบบไพรเมอรในการตรวจวิเคราะหยนี toxR เพื่อใชในการ

แยก V. harveyi ไดไพรเมอรที่ใหผลผลิตเปนชิ้นสวนของยีนดังกลาวขนาด 382 เบส ซึ่งไพรเมอรนี้

มีความจําเพาะตอ V. harveyi คอนขางสูง เนื่องจากสามารถใชในการตรวจหาช้ินสวนยนี toxR 

ขนาด 382 เบส ไดใน V. harveyi ทัง้ 20 ไอโซเลต ที่นาํมาศึกษา ในขณะที่ไมสามารถใชไพรเมอร

ดังกลาวในการตรวจกับ V. parahaemolyticus 13 สายพนัธุ ซึ่งมลํีาดับกรดอะมิโนของโปรตีน

จากยนี toxR ใกลเคียงกบัของ V. harveyi สูงสุดที ่ 68% ตลอดจนไมพบผลผลิตขนาด 382 เบส 

เชนกนั เมื่อใชไพรเมอรนี้ในการวิเคราะหแบคทีเรียสกลุวิบริโออ่ืนอีก 23 สายพนัธุ วธิีดังกลาว

สามารถตรวจหา V. harveyi ไดเมื่อมีปริมาณตํ่าสุดที ่ 4.0 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร โดยใชเวลา

ต้ังแตเร่ิมทําการสกัด DNA จนเสร็จการทดลองอยูที ่5 ชั่วโมง 

 นอกจากการใชเทคนิคดังที่กลาวมาแลวยงัมีการพฒันาการตรวจวิเคราะห V. harveyi  

โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ เชน 

 Gomez-Gil และคณะ (2004) ศึกษาการวิเคราะหแบคทีเรียทีม่ีความคลายคลึงกนัไดแก            

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

จําแนกแบคทีเรียดังกลาว การใชวธิีการเปรียบเทยีบลักษณะทางดานกายภาพและสรีระวิทยา 

(Phenotype) ไมสามารถระบุความแตกตางระหวาง V. harveyi  กับ V. cambellii ได เนื่องจากมี

ลักษณะที่คลายคลึงกันถึง 100 ลักษณะ จากงานวจิัยนี้พบวามีแบคทีเรียถงึ 39 สายพนัธุ ที่เมื่อ
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ตรวจสอบลักษณะทางดานกายภาพและสรีรวิทยาแลวพบวาเปน V. harveyi แตเมื่อนาํมา

วิเคราะหดวยวิธีทางดานโมเลกุล (FAFLP, REP-PCR, IGS-PCR และ DNA-DNA hybridization) 

กลับกลายเปน V. cambellii จากการใชเทคนิคทางโมเลกุลดังกลาวสามารถแบงกลุมแบคทเีรีย

ออกไดเปน 3 กลุม คือ V. harveyi, V. cambellii และ V. rotiferianus โดยเทยีบกับแบคทีเรียที่

ทราบสายพนัธุแลว (reference strains) 

 Kita-Tsukamoto และคณะ (2006) พฒันาวิธกีารตรวจแบคทีเรียเรืองแสงที่รวดเร็วข้ึน

โดยใชการวเิคราะหรูปแบบของขนาดชิน้สวน 16s rDNA ของแบคทีเรียหลังผานการยอยดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) ซึ่งประกอบดวย EcoRI, DdeI, HhaI, HinfI และ RsaI 

พบวารูปแบบที่เกิดจากการยอยสามารถใชจําแนกแบคทีเรีย 14 สายพันธุ ซึง่อยูในสกุล Vibrio, 

Photobacterium และ Shewanella ออกจากกนัไดหลังจากใชวธิีดังกลาวในการจาํแนกแบคทีเรีย

จากธรรมชาติ 129   ไอโซเลต (isolate) พบวามีถงึ 127 ไอโซเลต ทีส่ามารถจําแนกออกมาไดเปน 

6 กลุม คือ P. angustum, P. leiognathi, P. phosphorum, S. woodyi, V. fischeri และ         

V. harveyi ขณะที่อีก 2 ไอโซเลตใหรูปแบบหลังผานการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะไมชัดเจน

เนื่องจากมีความคลายกับ P. leiognathi และ P. phosphorum 

 
2.4 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

การตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางโมเลกุลแมจะใหผลที่รวดเร็วและแมนยาํ แตมีขอจํากัดใน

เร่ืองของคาใชจายที่สูง อีกทัง้ยังจําเปนตองมีบุคลากรทีม่ีความชาํนาญ และหองปฏิบัติการเฉพาะ

ดาน ดังนั้นจงึไดมีการพัฒนาเทคนิคทางวทิยาภูมคุิมกันข้ึนโดยการนาํเอาแอนติบอดีมา

ประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหและวนิิจฉัยโรคติดเช้ืออาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน

และแอนติบอดีที่มีความจําเพาะ (specificity) ตอกันสูงมาก แอนติบอดีที่สรางข้ึนตอแอนติเจน

ชนิดนัน้สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนชนิดเดียวกันนี้ (homologous antigen) ไดอยางจาํเพาะ 

แอนติบอดีจะรับรูโครงสรางโดยรวมของอิพิโทปบนแอนติเจนและสามารถแยกแยะความแตกตาง

แมเพียงเล็กนอยที่เกิด ข้ึนบนอิพิโทป เชน ลําดับกรดอะมิโน เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิ

โทปจาํนวนมาก จึงสามารถชักนาํกระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบี-เซลลจํานวนมากที่

ตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละ

ชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกันในซีรัมเรียกวาพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

(polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาที่ตาง ๆ กนัเชน จับกับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอม

พลีเมนตในการสลายแอนติเจน ซึง่เปนประโยชนตอตัวส่ิงมีชีวิตเองที่สามารถชกันาํการตอบสนอง

ในรูปแบบตางๆ เพื่อปองกนัอันตรายจากส่ิงแปลกปลอม แตความหลากหลายของแอนติบอดีใน

ซีรัม ทําใหแอนติบอดีที่ไดมีความจาํเพาะตํ่าและอาจไปทําปฏิกิริยาขาม (cross reaction) กับ
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แอนติเจนอ่ืนซึง่สงผลใหการใชประโยชนจากแอนติบอดีนั้นมีไมมากเทาที่ควร ดังนั้นการใชโมโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่สรางจากบี-เซลล 1 โคลน ทีม่ีความจําเพาะตออิพิ

โทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548) 

  

 
  

ภาพที ่2.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ีsomatic hybridization 

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

 

การหลอมรวมเซลลมะเร็งกบับี-เซลลจากสัตวที่ปลูกภูมคุิมกันดวยแอนติเจนที่ตองการให

สรางแอนติบอดีสามารถทําไดโดยการใชพอลิเอทิลีนไกลคอล ในทางปฏิบัตินั้นไมสามารถหลอม

รวมเซลลเพื่อผลิตไฮบริโดมาไดทั้งหมด จึงมทีั้งเซลลทีห่ลอมรวมกันเองและไมหลอมรวมกนัและมี

เซลลไฮบริโดมาที่ไมตองการปะปนอยูเปนจํานวนมาก ดังนัน้จงึตองหาภาวะที่เลือกใหเฉพาะไฮบริ

โดมาเทานั้นสามารถมีชีวิตรอดและเติบโตได วิธทีี่ใชทัว่ไปไดแก การใชเซลลไมอิโลมาที่มีความ

บกพรองในการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวกบัการสังเคราะหนวิคลีโอไทดในวิถี salvage ซึ่งทาํใหไม

สามารถเติบโตในอาหารเล้ียงเซลลที่เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine 

(HAT medium) ซึ่งเมื่อนาํเซลลผสมที่ไดมาเล้ียงใน HAT medium นี้เซลลไมอิโลมาที่ไมหลอม

รวมกันหรือหลอมรวมกนัเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได แตไฮบริโดมาทีห่ลอมรวมระหวางเซลล

ไมอิโลมากับบี-เซลลเทานัน้ที่สามารถมีชวีติรอดเพราะไดเอนไซมในวถิี salvage จากบี-เซลล สวน
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บี-เซลลที่ไมหลอมรวมกนัหรือหลอมรวมกันเองจะมีชวีติรอดเพียงระยะเวลาส้ันๆ และตายไปเอง

ในที่สุด (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การคัดเลือกของ HAT medium มีพืน้ฐานจากเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมสวนใหญ

สามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 วิถีคือ วิถี de novo และวิถี salvage ในกรณีของวิถี de 

novo จะมีข้ันตอนการยายหมู methyl หรือ formyl จาก tetrahydrofolate ซึ่งการยายหมู methyl 

หรือ formyl นี้สามารถถกูยับยั้งดวย aminopterin ดังนัน้เม่ือวถิี de novo ถูกยับยั้งเซลลก็จะ

เปล่ียนมาใชวถิี salvage โดยการเปล่ียนพิวรีน (purine) หรือไพริมิดีน (pyrimidine) เปนนวิคลีโอ

ไทดโดยตรงเพื่อใชในการสงัเคราะห DNA แทน เอนไซมที่เกี่ยวของในวถิี salvage นั้นไดแก 

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

ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งจะยับยั้งการสังเคราะห DNA โดยวถิี 

salvage ได ดังนัน้ aminopterin ที่มีอยูใน HAT medium จะไปขัดขวางวิถี de novo สวน 

hypoxanthine และ thymidine จะทาํใหเซลลสามารถเติบโตไดโดยใชวิถี salvage ดังนัน้เซลลทีม่ี

ความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT หรือ TK จะไมสามารถเติบโตไดใน HAT 

medium เพราะไมสามารถใชวิถี salvage ในการสังเคราะห DNA ได (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การผลิตไฮบริโดมานัน้มกัจะใชเซลลไมอิโลมาทีม่ีความบกพรอง 2 ประการดวยกันคือ (1) 

มีความบกพรองในการสังเคราะหเอนไซม HGPRT (HGPRT-) และ (2) ไมสามารถสรางอิมมูโน

โกลบูลินได (Ig-) เพื่อใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจากไฮบริโดมานัน้เปนการถอดรหัสการสราง

มาจากยนีของเซลลมามและไมอิโลมามหีนาที่เพียงแตทําใหเซลลสามารถเติบโตไดไมมีที่ส้ินสุด

เทานัน้ 

เมื่อไดไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีแลวตองมีการคัดเลือกไฮบริโดมาทีส่รางแอนติบอดีที่

จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการเนื่องจากมีไฮบริโดมาบางเซลลเทานัน้ทีผ่ลิตแอนติบอดีที่จําเพาะ

ตอแอนติเจนที่ใหแกสัตวทดลอง วิธีทีใ่ชคัดเลือกโดยทั่วไปไดแก ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) และการทดสอบทางวทิยาภูมิคุมกัน (immunoassay) รูปแบบตาง ๆ 

เชน dot-blot, Western blot, immunohistochemistry และอ่ืนๆ ตามแตความเหมาะสม เมื่อ

คัดเลือกไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซํ้า 

(reclone) เพือ่ใหแนใจวาไฮบริโดมานัน้มีตนกาํเนิดมาจากไฮบริโดมาเซลลเดียวจริง ๆ และขยาย

เพิ่มจาํนวนเพือ่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล

, 2548) 

 
 

 



 21 

 
 

 
 

 

ภาพที ่2.2 การสังเคราะห DNA โดยวิถี de novo และ วถิี salvage และการยับยั้งการสังเคราะห 

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

 
ตัวอยางการนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปใชประโยชนที่สําคัญเชน การตรวจวิเคราะห

การต้ังครรภและการตรวจหมูเลือด เปนตน (อรวดี หาญวิวฒันวงศ, 2543) โมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตไดสามารถนํามาใชเปนตัวบงชี้จาํเพาะ (specific marker) เพื่อจําแนกชนดิ

แบคทีเรียที่ตองการจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนและยังสามารถนํามาพฒันาเปนวัคซนีเพื่อใชในการ

รักษาโรคติดเช้ือไดดวย (Adam และคณะ, 1995) อีกทั้งยังมีความไวสูง แมนยาํ ใหผลเม่ือนาํมา

เตรียมเปนชุดสําเร็จรูปสะดวกใชบุคคลทัว่ไปและเกษตรกรสามารถนาํไปใชงานตรวจวิเคราะหได

เองเพราะสะดวก ทําไดงาย และปลอดภัย ตนทนุตํ่าไมจําเปนตองใชบุคลากรที่มคีวามชาํนาญสูง 

(Sithigorngul และคณะ, 2000)  

การศึกษาเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ไดถูกรายงานออกมามากมายเชน 

Basta และคณะ (2004) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอสารอะนานดาไมด 

(anandamide; N-arachidonylethanolamine, AEA) เพื่อใชตรวจสารดังกลาวซ่ึงเปนสารส่ือ

ประสาทชนิดหนึง่จากของเหลวในรางกาย (body fluid)  Winotaphan และคณะ (2005) ทําการ

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอเม็ดเลือดของกุงกุลาดําโดยการฉีดกระตุนภูมิคุมกัน 

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 ดวยเม็ดเลือดกุง 2 รูปแบบคือ SDS-treated และ formalin-

fixed ผสมกันในอัตราสวน 1:1 จํานวน 4 คร้ัง เขาทางชองทอง (intraperitoneal route) จากนั้น

หลอมรวมเซลลมามหนูเขากบัเซลลมะเร็ง (P3X) โดยใชพอลีเอธิลีนไกลคอล (polyethylene 

glycol) สําหรับตัวอยางรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอแบคทเีรียมีดังนี ้โมโน

โคลนอลแอนติบอดีตอ Bacillus cereus ซึ่งกอโรคอาหารเปนพษิชนิด Emetic และ Diarrheal ใน

คน (Charni และคณะ, 2000) โมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ V. cholera แบคทีเรียกอโรค

อาหารเปนพิษในคน (Saha และ Nair, 1997) โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Photobacterium 

damsilae spp. piscicida กอโรค Pasteurellosis ในปลา (Jung และคณะ, 2001) Prior และ 

Titball (2002) รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอไลโพพอลิแซคคาไรดของ 

Yersinia pestis แบคทีเรียที่กอโรคกาฬโรค โดยการฉีดแอนติเจนผิวเซลลของแบคทีเรียกระตุน

ภูมิคุมกันหนูขาว 3 คร้ัง แบงเปนคร้ังแรกฉีดเขาทางใตผิวหนัง (subcutaneous route) คร้ังที่ 2 ฉีด

เขาทางชองทองและกอนทาํการหลอมรวมเซลล 3 วัน ฉีดกระตุนอีกคร้ังเขาทางเสนเลือดดํา 

(intravenous route) หลอมรวมเซลลมามที่ไดจากหนูเขากับเซลลมะเร็ง (P3-X63-Ag8-clone-

6.5.3) Hall และคณะ (2003) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอโปรตีน MSCRAMM 

โปรตีนบนผิวเซลลที่เด่ียวของกับการยึดเกาะของ Staphylococcus aureus แบคทีเรียนี้เปน

แบคทีเรียที่กอโรคติดเช้ือไดในมนษุย ทาํการโคลนยีนทีร่ะบุรหัสของโปรตีนดังกลาวเขาแบคทีเรีย 

E. coli จากนัน้นาํโปรตีนที่ไดฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูขาว BALB/c เพศเมีย 2 คร้ังเขาทางใต

ผิวหนังและทางเสนเลือดดําตามลําดับ 3 วนัหลังจากนัน้ ทําการหลอมรวมเซลลมามของหนเูขา

กับเซลลมะเร็ง (SP2/0-Ag14) โดยใชพอลีเอธิลีนไกลคอลชวยในการหลอมรวม สําหรับการผลิต 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi นั้นในปจจุบนัไดมีเพียงรายงานการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจําเพาะกับ V. harveyi ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวตรวจไดเฉพาะ V. harveyi 

สายพนัธุ 639 เทานัน้ (Phianphak และคณะ, 2005) 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณที่สําคัญที่ใชในการทดลอง 

1. เคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน Centrikon T-42K 

ของบริษัท Kontron  Instrument., Germany 

2. เคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 

Beckman, USA 

3. เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixter) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 

Switzerland 

4. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก รุน A200S ของบริษัท Sartorius, Germany. 

 5. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน  Spectronic 21 ของบริษัท 

Bausch & Lomb, USA 

 6. เคร่ืองเขยา (Incubator shaker) 

7. เคร่ืองตัดเนื้อเยื่อแบบใชมือหมุน (Rotary microtome) รุน RM2135 ของบริษัท LEICA 

8. แทนอุนสไลด (Slide warmer) ของบริษัท Medax 

9.หมออบฆา เ ช้ือดวยไอน้ํ า  (Autoc lave)  รุ น  HA-36 ของบริษัท  H i rayama 

Manufacturing   Corporation, Japan 

10. ตูอบ (Hot air oven) ของบริษัท Sanyo 

11. ตูบมเช้ือ (Incubator) รุน RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany 

12. ตูเพาะเล้ียงเซลล (5% CO2 Incubator) รุน NU-2500V ของบริษัท NUAIRE 

13. ตูปลอดเช้ือ (Laminar flow) รุน NU-201-330E ของบริษัท NUAIRE 

14. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 

15. ตูแชแข็ง -70 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 

16. เคร่ืองชั่งน้ําหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany. 

 17. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน  Spectronic 21 ของบริษัท 

Bausch & Lomb, USA 

 18. ชุด transblot apparatus ของบริษัท Bio-Rad 

 19. กลอง inverted microscope รุน IX 70 ของบริษัท Olympus 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
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 คา

ความเปนกรดและดาง 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. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (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 พาราฟน ( 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 ไอโซเลตตางๆ ที่แยกจากกุงปวยจากแหลงตางๆ และแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนๆ ดังที่ไดแสดงไวในตารางที ่ 3.1 มายืนยันชนิดโดยการเพาะเล้ียงแบคทเีรียสกุลวิบริโอใน

อาหารเล้ียงเชือ้แข็งทริปติกซอยที่เติมโซเดียมคลอไรด 2% (น้ําหนกัตอปริมาตร) และเพาะเล้ียง

แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ในอาหารเล้ียงเชื้อแข็งทริปติกซอย บมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส แลวนําไปทดสอบทางชีวเคมโีดยใชชุดตรวจ API 20E โดยเข่ียเช้ือแบคทีเรียที่เจริญ 18-

24 ชั่วโมง 1 โคโลนีเด่ียว มาแขวนลอยในน้ําเกลือ 0.85% ที่ปลอดเช้ือ ผสมใหเขากันดี แลวปเปต

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

ornithine decarboxylase (ODC), H2S production (H2S) และ urease (URE) จะปเปตทับดวย

พาราฟน เพื่อใหอยูในสภาวะปราศจากออกซิเจน จากนัน้นาํชุดทดสอบใสในถาดทีม่ีน้ํากล่ันปลอด

เชื้อ ปดฝาและบมที่อุณหภูมิ 36 ± 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง การอานผลการ

ทดสอบดังตารางที ่3.2 
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เก็บรักษาแบคทีเรียสกุลวิบริโอที่อุณหภูม ิ-70 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริป 

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

สําหรับแบคทีเรียชนิดอ่ืนเก็บรักษาในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวทริปติกซอยที่เติมเฉพาะกลีเซอรอล 

20% (น้าํหนัก/ปริมาตร) 

เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อแข็งทริปติกซอยลักษณะเดียวกับขางตนที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนัน้เก็บเซลลโดยการแขวนลอยดวย 0.15 โมลาร 

phosphate buffered saline (PBS) เพื่อใชในการเตรียมแอนติเจน 

 

ตารางที่ 3.1 แบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ใชในการทดลอง 

 

แบคทีเรีย แหลงที่มา 

Vibrio harveyi 1526 (VH1526) 

V. harveyi 639 (VH639) 

V. harveyi 1114 (VH1114) 

หนวยวิจัยเพื่อความเปนเลิศดาน

เทคโนโลยีชวีภาพกุง 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 เจริญโภคภัณฑอาหาร จํากัด (มหาชน) 

V. harveyi (VHSurat) จังหวัดสุราษฎรธาน ี

V. ordalii 

V. anguillarum 

ภาควิชาวาริชศาสตร คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

V. alginolyticus 22082 

V. fluvialis 22087 

V. mimicus 22090 

V. parahaemolyticus 22092 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

V. vulnificus 

V. penaeicida 

V. cholerae 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ตารางที่ 3.1 (ตอ) 

 

แบคทีเรีย แหลงที่มา 

V. shilonii ภาควิชาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 

V. campbellii ประเทศเบลเยีย่ม 

Aeromonas cavia 22103 

A. hydrophila 22097 

A. sorbia 22099 

A. jandaei 22156 

A. veronii 22155 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข 

Plesiomonas shigelloides 22109  กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข 

Photobacterium damselae Subsp. 

damselae 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

Esherichia coli บริษัท เจริญโภคภัณฑอาหาร จํากัด (มหาชน) 

Klebsiella pneumoniae 

Proteus vulgaris 

Pseudomonas aeruginosa 

Salmonella Thyphimurium 

Shigella flexneri 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยมหิดล 
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ตารางที่ 3.2 การอานผลการวิเคราะหสมบัติทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบ API 20E (BioMérieux, 

France) 

 
ผลการทดสอบ การทดสอบ 

ผลลบ ผลบวก 

β-galactosidase(ONPG) ไมมีสี เหลือง 

Arginine dihydrolase(ADH) เหลือง แดง/สม 

Lysine decarboxylase (LDC) เหลือง แดง/สม 

Ornithine decarboxylase (ODC) เหลือง แดง/สม 

Citrate utilization เขียวออน/เหลือง เขียวแกมน้ําเงิน/น้ําเงิน 

H2S production (H2S) ไมมีสี/สีเทา ดํา 

Urease (URE) เหลือง แดง/สม 

เติม TDA reagent สังเกตผลทันที Trytophane deaminase (TDA) 

เหลือง น้ําตาลคอนขางแดง 

เติม JAMES reagent สังเกตผลทันที Indole production (IND) 

ไมมีสี/เขียวออน/เหลือง ชมพู 

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

ไมมีสี ชมพู/แดง 

Gelatinase (GEL) ไมมีการแพรของเม็ดสีดํา มีการแพรของเม็ดสีดํา 

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 บม 2-5 นาที NO2 production 

เหลือง แดง 
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2. การเตรียมแอนติเจน  
นํา V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ซึ่งแยกไดจากกุงปวยจากแหลงตางๆ ที่เพาะเล้ียงตามวิธี

ขางตนมาฆาดวยความรอนที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนัน้แบงการเตรียม

แอนติเจนออกเปน 2 รูปแบบ คือ รูปแบบคงสภาพ (heat-killed) โดยการนาํแบคทีเรียที่ผานการ

ฆาดวยความรอนมาปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ใหได 1.0 โดยใช 

PBS และรูปแบบเสียสภาพ (SDS-mercaptoethanol treated) โดยนาํแอนติเจนรูปแบบคงสภาพ

มาเติม SDS-mercaptoethanol อัตราสวน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) ตมในน้ําเดือด 90 วินาท ี     

ไดแอลิซีส (Dialysis) ในน้าํกล่ันเพื่อกาํจัด SDS-mercaptoethanol เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส (Sithigorngul et al., 2002) สําหรับแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ ที่ใชในการทดสอบ

แอนติบอดีจะเตรียมในรูปแบบคงสภาพเทานั้น 
3. การปลกูภมูิคุมกัน (immunization) ในหนูขาว 

นําสวนผสมแอนติเจนของ VH1526 และไอโซเลตอ่ืนๆ ทั้ง 2 รูปแบบผสมกับ Freund’s 

complete adjuvant ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) มาฉีดเขาทีช่องทองของหนูขาว (swiss 

mice) จํานวน 4 ตัว ฉีดกระตุนอีก 3 คร้ัง โดยเวนระยะหางการฉดีแตละคร้ัง 1 สัปดาห ดวย

สวนผสมของ V. harveyi ทัง้ 2 รูปแบบผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ในอัตราสวน 1:1 

(ปริมาตร/ปริมาตร) จากนัน้ 1 สัปดาห หลังจากการฉีดคร้ังที่ 4 เจาะเลือดหนูแตละตัวมาตรวจหา

พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอ  V. harveyi โดยวิธ ี Western blot เลือกหนูตัวที่ใหแถบ

โปรตีนชัดเจนมาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา (Sithigorngul et al., 2002)  
4. การผลิตเซลลไฮบริโดมา 

นําเซลลมามของหนูขาวมาผสมกับเซลลมยัอิโลมา P3X ปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็ว 

1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมสารละลาย polyethylene glycol (PEG) 1 

มิลลิลิตร ใชนิว้ตีกนหลอดใหเซลลผสมกบั PEG เปนเวลา 1 นาท ีคอยๆ เติม RPMI ปริมาตร 39 

มิลลิลิตร ลงขางหลอดชาๆ บมใน CO2 incubator เปนเวลา 2 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงแยกเซลลผสม

ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีกระจายเซลลใน HAT medium (RPMI 1640 ที่

เสริมดวย 20% fetal bovine serum, เม็ดเลือดแดง 0.5%, hypoxanthine, aminopterin และ 

thymidine) และดูดใสใน microculture plate 30 ถาด (96 หลุมตอถาด) บมใน CO2 incubator 

ประมาณ 10-12 วัน ตรวจดูการเติบโตของเซลลในหลุมตางๆ ภายใตกลอง inverted microscope 

จากนั้นคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจน 
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5. การคัดเลอืกเซลลไฮบริโดมา 
5.1 การคัดเลือกขัน้ที่ 1 ดวยวธิี dot blot  (Sithigorngul et al., 2002)  

นํา V. harveyi ผสมทัง้รูปคงสภาพและเสียสภาพอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) 

มาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด ทาํใหแหงโดยนาํไปอบที ่ 60 องศา

เซลเซียส แชใน 5% blotto (nonfat dry milk ที่ละลายใน PBS) ตัดและใสลงใน microculture 

plate ที่ม ี 1% blotto 75 ไมโครลิตรตอหลุม จากนัน้เติมน้าํเล้ียงเซลลไฮบริโดมาปริมาตร 25 

ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 4 คร้ัง นําไปบมที่

อุณหภูมิหองตออีก 3 ชั่วโมง ใน goat anti-mouse immunoglobulin heavy and light chain 

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

และลางดวย 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 เซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ    

V. harveyi จะเกิดเปนจุดสีดํา นําน้ําเล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ใหผลบวกไปคัดเลือกในข้ันที ่2 
5.2 การคัดเลือกขัน้ที่ 2 

5.2.1 การตรวจสอบดวยวธิี Western blot  (Sithigorngul et al., 2002) 

นํา V. harveyi ในรูปคงสภาพมาแยกใน 15% SDS-PAGE ดวยกระแสไฟฟา 

100 โวลต แลวนาํเจลที่ไดมายายแถบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยใช transport 

apparatus (BioRad) โดยใชกระแสไฟฟา 50 โวลตเปนเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้นาํกระดาษไนโตร

เซลลูโลสไปแชใน 5% blotto ตัดแบงลงใน microculture plate ที่ม ี 1% blotto นําไปบมดวยน้าํ

เล้ียงเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ใหผล dot blot เปนบวกที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 ชัว่โมง ลางดวย 

PBS 4 คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิหองตออีก 3 ชัว่โมง ใน GAM-HRP ที่เจือจาง 1:1,500 ใน 1% 

blotto และลางดวย PBS 4 คร้ัง จากนัน้นาํไปทาํปฏิกิริยาในสารละลายผสม 0.03% DAB, 

0.006% H2O2 และ 0.05% CoCl2 ใน PBS ตรวจสอบผลโดยเปรียบเทียบกับผลของพอลิโคลนอล

แอนติบอดี 
5.2.2 การตรวจสอบปฏิกริิยาขามกบัแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยวธิี dot blot  

นํา V. harveyi  และแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ ความเขมขน 108 CFU/มิลลิลิตร ในรูป

คงสภาพมาหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด ทําใหแหงโดยอบใน 60 องศา

เซลเซียส แชใน 5% blotto แลวนําไปใสใน microculture plate ที่มี 1% blotto และเติมน้าํเล้ียง

เซลลไฮบริโดมาจากหลมุทีใ่หผล dot blot เปนบวก บมที่อุณหภูมิหอง 5 ชัว่โมง นําไปผาน

กระบวนการเหมือนขอ 5.1 ตรวจสอบผลบวกจากจุดสีดําที่เกิดข้ึน 
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5.2.3 การตรวจสอบดวยวธิี Immunohistochemistry 
เล้ียงกุงกุลาดําน้าํหนักตัวประมาณ 20 กรัม ในถังพลาสติกส่ีเหล่ียมที่บรรจุน้ํา

ความเค็มประมาณ 20 ppt จากนั้นฉีดกุงดวย V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ความเขมขน 108 CFU/

มิลลิลิตร ปริมาณ 50 ไมโครลิตรตอตัว ทิ้งไวจนกุงใกลตายจากนัน้นําตัวอยางกุงมาผานข้ันตอน

การทาํ paraffin sectioning และ immunoperoxidase ซึ่งมีข้ันตอนโดยยอดังนี ้เกบ็กุงมาสลบใน

น้ําเย็นจัดและตัดหัวในน้ํายา Davidson’s fixative นาํมาลางน้ําและผานกระบวนการดึงน้ําออก

ดวยแอลกอฮอลที่เปอรเซนตตางๆและไซลีน (xylene) และฝงในพาราฟน ตัดเนื้อเยื่อใหมีความ

หนา 8 ไมโครเมตร ดวยเคร่ืองไมโครโทมและติดเนื้อเยือ่ลงบนสไลด ลางพาราฟนออกโดยใชไซลีน

และผานกระบวนการเติมน้ําดวยแอลกอฮอลที่เปอรเซนตตางๆ ตรึงเนื้อเยื่อดวยฟอรมาลิน 10% 

ลางดวย PBS 4 คร้ัง และเติม P1
+ (10% calf bovine serum ใน PBS) นาํน้าํเล้ียงเซลลไฮบริโดมา

จากหลุมที่ใหผล dot blot เปนบวกมาหยดคลุมเนื้อเยื่อบนสไลด บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

5 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 4 คร้ัง เติม GAM-HRP เจือจาง 1:1,000 ใน P1
+ บมที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 3 ชัว่โมง ลางดวย PBS 4 คร้ัง และเติมสารละลายผสม 0.03% DAB และ 

0.006% H2O2 ใน PBS ยอมสีดวย Eosin Y ผานกระบวนการการดึงน้ําออกดวยแอลกอฮอลที่

เปอรเซนตตางๆ และไซลีน ปดทับดวยกระจกปดสไลดและนําไปสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน

เนื้อเยื่อที่ใหผลบวกจะติดสีน้ําตาล (ภาคผนวก ช) 

6. การโคลนดวยวธิี limited dilution (ดัดแปลงจาก Spinger, 1986) 

   นําเซลลที่คัดเลือกแลวมากระจายในหลุมโดยใชปเปตคอยๆ ดูดสารละลายข้ึนลงหลายๆ 

คร้ัง หยดเซลลแขวนลอยลงในจานเลีย้งเชื้อ 1-2 ไมโครลิตร ใหมีจํานวนเซลลประมาณ 100 เซลล 

โดยนาํไปตรวจดูภายใตกลอง inverted microscope จากนั้นเติม medium (RPMI 1640 ที่เสริม

ดวย 20% fetal bovine serum, เม็ดเลือดแดง 0.5%) ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ดูดเซลลแขวนลอย

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

medium เพิ่มในจานเล้ียงเช้ืออีก 2.5 มิลลิลิตร แลวดูดใสลงใน 48 หลุมหลัง (แถว 7-12) หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บมใน CO2 incubator ประมาณ 10-12 วนั ตรวจสอบหลุมที่มีโคลนเด่ียวภายใต

กลอง inverted microscope จากนั้นคัดเลือกโดยวิธ ีdot blot และขยายเพิ่มจาํนวนเซลล  
7. การเก็บเซลลไฮบริโดมา 

   เล้ียงเซลลไฮบริโดมาใหเจริญอยูในระยะ log phase ในอาหาร RPMI 1640 ที่เสริมดวย 

20% fetal bovine serum กระจายและดูดเซลลแขวนลอยลงในหลอด ปนเหวี่ยงแยกเซลลดวย

ความเร็ว 1500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แยกสารละลายสวนใสออกและเก็บ

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบตอไป จากนั้นเติมสารละลายไดเมทิลซัลฟอก

ไซด 12% (DMSO) ใน RPMI 1640 0.5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับเซลลไฮบริโดมา ดูดเซลล
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แขวนลอยลงในหลอดสําหรับเซลลแชแข็ง (cryopreservation tube) เก็บรักษาในถัง

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 
8. การพิสจูนคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

8.1 การตรวจสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี dot blot 
นําแบคทีเรียมาเจือจางแบบ serial dilution ใน PBS มาหยดลงบนกระดาษไนโตร

เซลลูโลส 1 ไมโครลิตรตอจุด ทําใหแหงโดยอบที่ 60 องศาเซลเซยีส 10 นาท ีแชในสารละลาย 5% 

blotto เปนเวลา 30 นาที จากนัน้นํามาบมในโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดทีต่องการทดสอบ

โดยเจอืจาง 1:200 ใน 1% blotto แลวนาํมาผานกระบวนการเหมือนขอ 5.1 ตรวจสอบจุดสีดําที่

เกิดข้ึน โดยความเขมขนของแอนติเจนนอยที่สุดที่ทาํใหเกิดจุดสีดําจะเปนคาความไวของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ใชวิเคราะห 
8.2 การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวธิี 

indirect ELISA 
ทําการตรึง V. harveyi ทีถู่กทาํใหเสียสภาพโดยใชคล่ืนเสียงความถีสู่ง (sonicate) 

เขมขนประมาณ 106 CFU/มิลลิลิตร ลงที่กนหลุมของถาด 96 หลุม (ELISA microtiter plate) 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอหลุม ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและ

ลางทุกหลุมดวย สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที เติม

สารละลาย 5% blotto ทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาท ี เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

ตองการทดสอบ (เจือจาง 1:20 ในสารละลาย 5% blotto) ลงในหลุมตางๆ ของถาด 96 หลุมดัง

ตัวอยางตามตารางที่ 3.3 ทิง้ไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สลัดสารละลายทิ้งและลางทุก

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

เจือจาง 1:1500 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 7 ชั่วโมง ลางทุกหลุมดวย

สารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 4 คร้ัง ๆ ละ 10 นาที และคร้ังสุดทายลางดวย 

PBS เติมสารละลายซับสเตรตซึ่งประกอบดวย o-phenylenediamine (OPD) 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 0.006% H2O2 ใน citrate buffer เขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรดและดาง 4.5 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาท ีแลวหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 นอร

มอล ลงในทุกหลุม ๆ ละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที บันทกึปฏิกิริยาที่เกดิข้ึนโดยนาํไป

อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร โดยใช microplate reader 
8.3 การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ทําการจําแนก class และ subclass ของ mouse immunoglobulin ที่สรางจากแต

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

(Zymed Laboratories) (ดูวิธีทาํในภาคผนวก จ)  
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ตารางที ่3.3 สวนผสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน          

V. harveyi ทีจ่ับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตางๆ ที่ผลิตได (ตัวเลขแสดงถึงโมโนโคลนอล

แอนติบอดีโคลนตางๆ) 
 

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 การเตรยีมโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Vibrio harveyi สายพนัธุ 1526 
1. ลักษณะทางสณัฐานวทิยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ 

 จากการตรวจสอบสมบัติทางสัณฐานวทิยาของ VH1526 และ V. harveyi ไอโซเลตอ่ืนๆ 

พบวาโคโลนมีสีีครีม ลักษณะกลม เล็ก เมื่อนาํมาเล้ียงบนอาหาร TCBS โคโลนีจะมีสีเขียว 

สามารถเรืองแสงไดทุกชนิด แตไมพบการ swarm บนอาหาร TSA ที่ผสม 2% NaCl  

 V. harveyi ยอมติดสีแกรมลบ มีรูปรางแทงโคง และสมบัติทางชีวเคมีของ V. harveyi ทุก

ไอโซเลต ทดสอบโดย API 20E สามารถสรุปไดดังตารางที ่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 (ตอ) 

 
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 ที่ปลูกภูมิคุมกันดวย VH1526 มาทาํการ

ทดสอบความจําเพาะตอ VH1526 โดยใชวิธี Western blot พบวาแอนติซีรัมจากหนทูั้ง 4 ตัว มี

ความจาํเพาะตอ VH1526 คอนขางสูงโดยแอนติซีรัมจากหนูตัวที่ 2 มีความจาํเพาะตอ VH1526 

ดีที่สุด ซึ่งพบจํานวนแถบโปรตีนมากและมีความชัดเจนมากที่สุด ดังแสดงในภาพที่ 4.1 และเมือ่

ทดสอบความจําเพาะตอแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยวธิี dot blot พบวาแอนติซีรัมจากหนุตัวที ่ 2 

แสดงความจาํเพาะตอ V. harveyi ทุกไอโซเลตและยังแสดงปฏิกิริยาขามกับ Vibrio spp. อ่ืนๆ 

ดวย (ภาพท่ี 4.2 E) จึงใชหนขูาวตัวที่ 2 มาผลิตเซลลไฮบริโดมา 
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ภาพที ่ 4.1 การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมตอ VH1526 จากหนูขาวทั้ง 4 ตัว ดวยวธิี 

Western blot โดยนํา VH1526 (a) และ V. parahaemolyticus (b) มาแยกโปรตีนดวย

กระแสไฟฟาโดยใช 15% SDS-PAGE นําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลสแลวนาํไป

บมกับแอนติซรัีมที่จําเพาะตอ VH1526 จากหนูขาวแตละตัว (1-4) 

 
3.  การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
จากการผลิตเซลลไฮบริโดมาและคัดเลือกเซลลที่มีความจําเพาะตอ VH1526 ข้ันที่ 1 พบวา

จากเซลลไฮบริโดมาทัง้หมดใน microculture plates ประมาณ 1,000 หลุม ซึง่ในแตละหลุมมี

เซลลอยู ประมาณ 1-5 โคโลนี มีเซลลไฮบริโดมาที่แสดงความจําเพาะตอ VH1526 จํานวนทัง้หมด 

52 หลุม และจากการคัดเลือกในข้ันที ่2 โดยใชวิธ ีWestern blot และ immunohistochemistry ได

เซลลไฮบริโดมาทัง้หมดจํานวน 6 โคลน ที่มีความจําเพาะสูงและแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนไมมาก สามารถแบงโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกไดเปน 4 กลุม ตามความจําเพาะดัง

แสดงในตารางท่ี 4.3 
4.  การพิสูจนเอกลกัษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอ VH1526 ที่ผลิตไดสามารถจาํแนกได 4 กลุม ดังนี้คือ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่1 ประกอบดวย 2 โคลน คือ VH3-10A และ VH15-6F และกลุมที ่

2 ประกอบดวย VH11-6E และ VH17-1B ซึ่งแอนติบอดีทั้ง 2 กลุม จําเพาะตอ VH1526, VH639 

และ VHSurat โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทัง้ 2 กลุมนี้ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ V. harveyi 

ไอโซเลตอื่น ตลอดจนแบคทเีรียในกลุมวิบริโออ่ืนๆ และแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืนๆ (ภาพที ่4.2-A 
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และ B) แตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 2 สามารถตรวจ VH1526 ในเนือ้เยื่อกุงดวยวธิี 

immunohistochemistry ได (ภาพที่ 4.5) สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 (VH5-1G) และ 4 

(VH10-8A) มีความจําเพาะตอวิบริโอเกอืบทุกสายพนัธุยกเวน V. mimicus, V. penaeicida,     

V. ordalii และ V. cholerae และยังสามารถแสดงปฏิกิริยาขามกับ Photobacterium damselae 

สําหรับแอนติบอดีกลุมที ่ 4 ยังแสดงปฏิกริิยาขามกับ Aeromonas jandaei ดวย (ภาพที ่ 4.2-C 

และ D)  

จากการทดสอบโดยวิธี Western blot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 1 ไดแก 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) แอนติบอดีในกลุมที ่2 (VH11-6E และ VH17-1B) จับกับแถบโปรตีนของ VH1526 

ขนาดประมาณ 12.5-44 กโิลดาลตัน (ภาพที่ 4.3-3) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่3 และ 4 

จับกับแถบโปรตีนของ VH1526 ในลักษณะเดียวกนัคือ ขนาดประมาณ 21.5 และ 39 กิโลดาลตัน 

(ภาพที ่4.3-4 และ 5) 

สําหรับการทดสอบความไว (Sensitivity) ในการจับ VH1526 ของแอนติบอดีในแตละกลุม

โดยวิธี dot blot พบวาแอนติบอดีจากกลุมที่ 1 และ 2 สามารถตรวจจับกับแอนติเจนของ VH1526 

ไดที่ระดับความเขมขน 107 CFU/มิลลิลิตร (ภาพที ่4.4 -1, 2, 3 และ 4) ในขณะที่แอนติบอดีกลุมที่ 

3 และ 4 มีความไวในการตรวจแอนติเจนของ VH1526 ไดที่ระดับความเขมขน 108 CFU/มิลลิลิตร 

(ภาพที ่4.4 -5 และ 6) 
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ภาพที ่ 4.2 การทดสอบปฏิกิริยาขามกบัแบคทีเรียชนดิอ่ืน ๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 

VH1526 ในกลุมตางๆ ดวยวิธี dot blot โดยหยดแบคทีเรียทีฆ่าใหตายดวยความรอนลงบนแผน

ไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรตอจุด) และนําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตาง ๆ กนั

ไดแก (A) VH3-10A, (B) VH17-1B, (C) VH5-1G, (D) VH10-8A และ (E) โพลีโคลนอล

แอนติบอดี (PAb) ซึ่งแบคทีเรียที่ใชทดสอบมีดังนี ้

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 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ VH1526 ดวยวธิี Western 

blot โดยนํา VH1526 มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวนาํตัวอยางสวนหนึ่งมายอมดวยสี Coomassie 

brilliant blue R–250 (A) หรือนําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส แลวนาํไปบมกบั

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

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

มาตรฐานน้าํหนกัโมเลกุลตํ่า a = VH1526 

 

 
 

ภาพที ่ 4.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดในการตรวจหา VH1526 

ดวยวิธ ีdot blot โดยหยดแบคทีเรียที่ความเขมขนตาง ๆ กันต้ังแตประมาณ 109 ถงึประมาณ 102 

CFU/มิลลิลิตร ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรตอจุด) และนําไปบมกบัโมโนโคลนอล

แอนติบอดีชนดิตางๆ ความเขมขนของแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบมดัีงนี ้ 

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 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี immunohisto-

chemistry โดยใชเนื้อเยื่อตับของกุงซึง่ถกูชักนาํใหเกิดการติดเช้ือ VH1526 ดวยวิธีการฉีด (1) 

เนื้อเยื่อตับที่ติดเช้ือ VH1526 ยอม Haematoxylin และ Eosin และตัวอยางเนื้อเยื่อตับที่นาํไปบม

ดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี (2) กลุมที ่ 1 VH3-10A และกลุมที ่ 2 ไดแก (3) VH11-6E และ (4)  

VH17-1B แลวยอมทับดวยสี Eosin สีน้ําตาลเปนบริเวณที่มีการติดเช้ือ VH1526 
  

5. การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี
indirect ELISA 

จากการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน VH1526 ที่จบัโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุม

ที่ 1 และ 2 ซึง่มีความจําเพาะตอ V. harveyi สามสายพันธุเหมือนกนัคือ VH1526, VH639 และ 

VHSurat พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดมีความจําเพาะกบัอิพโิทปของแอนติเจน 

VH1526 ในตําแหนงเดียวกนัหรือคาบเกี่ยวกนัสังเกตไดจากคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา

ระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน เมื่อนําแอนติบอดีแตละชนิดมาผสมรวมกันแลวนํามาทาํปฏิกิริยา

กับแอนติเจนของ VH1526 พบวาไมมีความแตกตางกบัคาการดูดกลืนแสงที่เกิดจากแอนติบอดีที่

ไมไดนํามาผสมรวมกนั โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุมที่ 2 (VH11-6E และ VH17-1B) ให
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คาการดูดกลืนแสงคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากกลุมที่ 1 (VH3-

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

จากการจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 4 กลุม พบวามี 

class เปน IgG1, IgG2a, IgG2b และ IgM และ subclass เปน κ ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 

 

ตารางที่ 4.2 คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน     

VH1526 ที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ 
 

                                                          [----- กลุมที่ 1------]  [----- กลุมที ่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 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ VH1526 ซึ่งทดสอบดวยวิธี 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 การเตรยีมโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Vibrio harveyi ไอโซเลตอ่ืน 
จากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ VH1526 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอ    

V. harveyi สายพนัธุ 1526 639 และไอโซเลตจากสุราษฏรธานีเทานัน้โดยยงัไมสามารถใชในการ

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

ได จึงไดทําการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีกคร้ังซึ่งไดผลดังนี้ 
1. ความจําเพาะของแอนติซีรัม 
หลังทําการเก็บแอนติซีรัมจากหนูขาวท้ัง 4 ตัว ที่ผานการฉีดกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน

รวมของ V. harveyi ทกุไอโซเลตที่เหลือและทดสอบความจําเพาะตอ V. harveyi โดยวิธ ีWestern 

blot พบวาหนูขาวตัวที ่ 4 ใหผลการตอบสนองตอ V. harveyi ทุกไอโซเลตไดดีที่สุด (ภาพที ่ 4.6) 

และเม่ือทดสอบกับแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยวิธ ี dot blot พบวาแอนติซีรัมจากหนูตัวที่ 4 มี

ความจาํเพาะตอ V. harveyi อีกทัง้ยงัแสดงปฏิกิริยาขามกับ Vibrio spp. (ภาพที่ 4.7 G) จึงไดนาํ

หนูตัวที ่4 มาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 

 
 

ภาพที ่ 4.6 การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมตอ V. harveyi ไอโซเลตอื่น จากหนูขาวทั้ง 4 

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

VH47666-1 (f) และ V. parahaemolyticus (g) มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวนาํไปยายโปรตีน

จากเจลลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส นาํไปบมกับแอนติซีรัมที่จําเพาะตอ V. harveyi จากหนูขาวแต

ละตัว (1-4) 

 
2. การผลิตและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
จากการผลิตเซลลไฮบริโดมาและคัดเลือกเซลลที่มีความจําเพาะตอ V. harveyi  ข้ันที ่ 1 

พบวาจากเซลลไฮบริโดมาทัง้หมดใน microculture plates ประมาณ 1,500 หลุม ซึง่ในแตละหลุม
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มีเซลลอยู ประมาณ 1-5 โคโลนี มเีซลลไฮบริโดมาที่แสดงความจําเพาะตอ V. harveyi  จาํนวน

ทั้งหมด 55 หลุม และจากการคัดเลือกในข้ันที ่ 2 โดยใชวิธ ี Western blot และ 

immunohistochemistry ไดเซลลไฮบริโดมาทัง้หมดจํานวน 9 โคลน ที่มีความจาํเพาะคอนขางดี

และมีบางโคลนสามารถแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนได (ตารางที่ 4.5) 
3. การพิสจูนเอกลักษณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
จากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้งหมด 9 โคลน พบวามีความจําเพาะตอ V. harveyi 

ไอโซเลตตางๆ ซึ่งสามารถแบงออกเปนกลุมตามความจําเพาะได 6 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 

ประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 4 โคลน ไดแก VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ 

VH23-6D ซึ่งมีความจําเพาะตอ VH47666-1 (ภาพท่ี 4.7-A) กลุมที ่ 2 ไดแก โมโนโคลนอล

แอนติบอดี VH15-1E จําเพาะตอ VHH4 (ภาพที่ 4.7-B) และกลุมที่ 3 ไดแก โมโนโคลนอล

แอนติบอดี VH14-7B จําเพาะตอ VHH4 และ VHH5 (ภาพที่ 4.7- C) โดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่กลาวมาทัง้ 3 กลุม (6 โคลน) ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนเลย (ตารางที่ 

4.5) สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหลืออีก 3 กลุม จะแสดงปฏิกริิยาขามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี VH6-5G (กลุมที่ 4) แสดงความจาํเพาะตอ VH1526, VHH3, VHH4, 

VHH5, VH47666-1 และ VHSurat และเกิดปฏิกิริยาขามกบั V. alginolyticus และ                   

V. campbellii (ภาพที่ 4.7-D) โมโนโคลนอลแอนติบอดี VH4-6G (กลุมที่ 5) จําเพาะตอ VHH1 

และเกิดปฏิกิริยาขามกับ V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. campbellii เล็กนอย 

(ภาพที ่4.7-E) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH14-10B (กลุมที่ 6) จําเพาะตอ VHH2 และแสดง

ปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียอ่ืนหลายชนิดทีเ่ห็นชัดเจนไดแก V. ordalii และ Photobacterium 

damselae และยังแสดงปฏิกิริยาขามจางๆ กบัแบคทีเรียสกุลวิบริโอชนิดอ่ืนๆ ยกเวน V. mimicus, 

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

สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดในกลุมที่ 1 (VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ 

VH23-6D) ซึ่งมีความจําเพาะตอ VH47666-1 เชนเดียวกนัแตเมื่อทดสอบดวยวิธ ี Western blot 

พบวามีลักษณะการจับแถบโปรตีนของ VH47666-1 ตางกนัคือ 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 สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH15-

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

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

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

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

 
 

ภาพที ่4.7 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตัวแทนในกลุมตางๆ ดวยวิธ ีdot 

blot โดยหยดแบคทีเรียที่ฆาใหตายดวยความรอนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตรตอจุด) 

และนําไปบมดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตาง ๆ กันไดแก (A) VH8-9H, (B) VH15-1E, (C) 

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

ซึ่งแบคทีเรียทีใ่ชทดสอบมีดังนี ้

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 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ดวยวธิี Western 

blot โดยนํา V. harveyi ไอโซเลตตางๆ มาแยกดวยกระแสไฟฟาแลวนําเจลสวนหนึง่มายอมดวยสี 

Coomassie brilliant blue R–250 (A) เจลสวนทีเ่หลือนําไปยายโปรตีนจากเจลลงสูแผนไนโตร

เซลลูโลส (B) นําไปบมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ไดแก (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) ของหนูตอ V. harveyi S = 

โปรตีนมาตรฐานน้ําหนกัโมเลกุลตํ่า a = V. harveyi ไอโซเลตตางๆ b = VH47666-1, c = VHH4, 

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

 

 จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 9 โคลน ในการตรวจจับ

แอนติเจนของ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที ่ 1 (VH8-9H, 

VH12-6G, VH21-3C และ VH23-6D) สามารถตรวจจับแอนติเจน VH47666-1 ไดที่ความเขมขน

ประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 (VH 15-1E) ตรวจจับแอนติเจน 

VHH4 ไดที่ความเขมขน 107 CFU/มิลลิลิตร โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 3 (VH14-7B) ตรวจ

แอนติเจน VHH5 ไดที่ความเขมขน 107 CFU/มิลลิลิตร โมโนโคลนอลแอนติบอดีในกลุมที่ 4 (VH6-

5G) ตรวจแอนติเจนของ VHH3 ไดที่ความเขมขน 108 CFU/มิลลิลิตร เชนเดียวกับโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากกลุมที่ 5 และ 6 สําหรับการตรวจจับแอนติเจนของ VHH1 และ VHH2 ตามลําดับ 

(ภาพที ่ 4.9, ตารางที ่ 4.5) และจากการทดสอบดวยวิธ ี immunohistochemistry พบวาโมโน

โคลนอลแอนติบอดีทั้งหมดที่ผลิตไดไมสามารถตรวจ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ในเนื้อเยื่อกุงได 
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รูปที่ 4.9 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ในการตรวจหา V. harveyi 

ไอโซเลตตางๆ ดวยวธิี dot blot โดยหยดแบคทีเรียที่ความเขมขนตาง ๆ กันต้ังแตประมาณ 109 ถึง

ประมาณ 102 CFU/มิลลิลิตร ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (1 ไมโครลิตร/จุด) และนําไปบมกับโมโน

โคลนอลแอนติบอดีชนิดตางๆ ไดแก (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 ความเขมขนของแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบมีดังนี ้ 

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. การตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนท่ีจับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี

indirect ELISA 

จากการตรวจการจับอิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ VH47666-1 (กลุมที ่

1) ทั้งหมด 4 โคลน พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดมีความจาํเพาะกับอิพิโทปของ

แอนติเจน VH47666-1 ในตําแหนงเดียวกันหรือคาบเกี่ยวกัน ทั้งนีสั้งเกตจากคาการดูดกลืนแสง

เมื่อนําแอนติบอดีแตละชนิดมาผสมกนัในการทําปฏิกริิยากับแอนติเจน VH47666-1 จะใหคาตํ่า

กวาคาการดูดกลืนแสงของแอนติบอดีที่ไมไดผสม (ตารางที ่4.4) 
5. การจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

จากการจําแนก class และ subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดทั้ง 6 กลุม 

พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีสวนใหญม ี class เปน IgM และที่เหลือเปน IgG2a และ IgG2b 

และ subclass เปน κ ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที ่ 4.4 คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจน 

VH47666-1 ที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 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 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi ไอโซเลตอื่นซึ่งทดสอบดวย

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 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

จากการตรวจสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมจากหนขูาวตอ VH1526 และไอโซเลตอ่ืนๆ 

โดยหนูขาวไดรับการฉีดกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจนผสมระหวางรูปแบบเซลลคงสภาพ (heat 

killed) และเซลลที่เสียสภาพ (SDS-mercaptoethanol treated) ซึง่การใชแอนติเจนในรูปแบบ

เซลลคงสภาพและเซลลที่เสียสภาพนี้ชวยกระตุนการตอบสนองตอแอนติเจนของหนขูาว โดยแอน

ติซีรัมจากหนูใหการตอบสนองตอแถบโปรตีนที่แตกตางกัน เนื่องจากแอนติเจนของ V. harveyi ที่

ใชในการฉีดนัน้มีอิพโิทปอยูเปนจํานวนมาก ดังนัน้ระบบภูมิคุมกันของหนูขาวจึงมกีารตอบสนอง

ตออิพิโทปเหลานัน้และทาํใหไดแอนติบอดีที่จําเพาะกับอิพิโทปตางๆ ของ V. harveyi ปะปนกนัใน

แอนติซีรัม นอกจากนี้ยงัพบการเกิดปฏิกริิยาขามกับ V. parahaemolyticus อาจเปนเพราะ V. 

parahaemolyticus กับ V. harveyi  มีความใกลชิดกนัคอนขางมากเมื่อสังเกตจากลําดับกรดอะมิ

โนของผลผลิตจากยนี toxR (Conejero และ Hedreyda, 2003) อยางไรก็ตามปฏิกิริยาขามที่

เกิดข้ึนนัน้มีเพยีงเล็กนอยเทานัน้ซึ่งถาสังเกตจากแถบโปรตีนที่จําเพาะกับแอนติซีรัมจะพบวายังมี

แถบโปรตีนทีจ่ําเพาะกบั V. harveyi  อ่ืนที่ไมตรงกับของ V. parahaemolyticus ซึง่เปนส่ิงที่

สามารถแสดงความแตกตางระหวางแบคทเีรียทั้งสองได เมื่อตรวจดูปฏิกิริยาของแอนติซีรัมจาก

หนูขาวกับแถบโปรตีนของ VH1526 พบวาแอนติซีรัมจากหนูขาวตัวที่ 2 ใหการตอบสนองที่ดีทีสุ่ด

โดยสังเกตจากความเขมและจํานวนแถบโปรตีนของปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนมากที่สุด เชนเดียวกนักบั

กรณีของแอนติซีรัมจากหนตัูวที่ 4 ซึ่งทําการปลูกภูมิคุมกันดวย V. harveyi ไอโซเลตอ่ืนๆ จะพบวา

แอนติซีรัมที่ไดสามารถทําปฏิกิริยากับแถบโปรตีนของ V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ไดจํานวนมาก

เชนกนั ดังนัน้ในการทดลองนี้จึงไดนาํหนูขาวตัวดังกลาวมาใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา  

สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบวาสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีได

ทั้งหมด 15 โคลน แบงออกไดเปน 10 กลุม ตามความจําเพาะตอแบคทีเรียในการทดสอบดวยวธิ ี

dot blot (ตารางที่ 5.1) โดยสามารถแบงแอนติบอดีได 3 แบบ คือ แบบที ่ 1 จําเพาะกับ            

V. harveyi เทานั้นโดยมีทัง้หมด 4 ลักษณะตามไอโซเลตของ V. harveyi ที่แอนติบอดีจับคือ 

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

ไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ V. harveyi ไอโซเลตอื่น จากลักษณะความจําเพาะของแอนติบอดี

ดังกลาวแสดงใหเหน็ถงึความใกลเคียงกันของ V. harveyi ทั้ง 3 ไอโซเลต และความแตกตางของ 

V. harveyi ทั้ง 3 ไอโซเลตนี้กับ V. harveyi ไอโซเลตอ่ืนๆ เชน VH47666-1, VHH1, VHH2, 

VHH3, VHH4 และ VHH5 ซึ่งไดมาจากแหลงที่แตกตางกนั ในขณะที่ VH8-9H, VH12-6G, 
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VH21-3C และ VH23-6D แสดงความจําเพาะกับ VH47666-1 เทานัน้ กรณีของ VH15-1E 

จําเพาะตอ VHH4 เทานัน้เชนกนั และ VH14-7B จําเพาะตอ VHH4 และ VHH5 การที่โมโน

โคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะกบั V. harveyi ไอโซเลตตางๆ ดังที่ไดกลาวมาเทานัน้แสดงให

เห็นวาแอนติบอดีนี้จําเพาะตอแอนติเจนทีม่ีเฉพาะใน V. harveyi ไอโซเลตนั้นๆ เทานัน้ แบบที่ 2 

เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. harveyi และแสดงปฏิกิริยาขามกบัแบคทีเรียสกลุ

วิบริโอเทานัน้ไดแก VH6-5G จําเพาะตอ VH1526, VHH3, VHH4, VHH5, VH47666-1, VHSurat 

และแสดงปฏิกิริยาขามกับ V. alginolyticus และ  V. campbellii และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

VH4-6G จําเพาะตอ VHH1 และแสดงปฏิกิริยาขามกบั V. parahaemolyticus, V. vulnificus 

และ V. campbellii การเกดิปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในลักษณะนี้มีความเปนไป

ไดวา แอนติบอดีดังกลาวจําเพาะกับแอนติเจนซ่ึงมีอยูรวมกันในแบคทเีรียเหลานัน้ แบบที่ 3 คือ  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะตอแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแสดงปฏิกิริยาขามกบัแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนดวยไดแก VH5-1G, VH10-8A และ VH14-10B โดยแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่เกดิปฏิกิริยาขาม

คือ Photobacterium demselae และ Aeromonas jandaei แตจากผลการทดสอบความจําเพาะ

ของแอนติซีรัมตอแบคทีเรียชนิดตางๆ โดยวิธี dot blot พบวาแอนติซรัีมจากหนทูั้ง 2 ตัว ที่ใชใน

การผลิตเซลลไอบริโดมาไมแสดงปฏิกิริยาขามกับ P. demselae และ A. jandaei อาจเกิด

เนื่องจากแอนติบอดีที่แสดงความจาํเพาะลักษณะนีถู้กสรางข้ึนมาในปริมาณนอยในแอนติซีรัม

เมื่อเทียบกับปริมาณแอนติบอดีชนิดอ่ืนๆ ทําใหมีความไวในการตรวจแบคทีเรียดังกลาวตํ่า แตเมือ่

เซลลเม็ดเลือดขาวที่มีคุณสมบัติในการสรางแอนติบอดีดังกลาวหลอมรวมเขากบัเซลล myeloma 

แอนติบอดีที่ถกูสรางข้ึนจึงมเีพียงชนิดเดียวทาํใหแสดงปฏิกิริยาขามกบั P. demselae และ A. 

jandaei ไดชัดเจน ปฏิกิริยาขามที่เกิดข้ึนดังกลาวทั้งกบัแบคทีเรียสกลุวิบริโอและแบคทีเรียชนิด

อ่ืนๆ สามารถเกิดข้ึนไดในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดังในการทดลองของ Takeda และ

คณะ (1990) ซึ่งไดทาํการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ heat stable enterotoxin ของ V. 

cholerae และพบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมไปทําปฏิกริิยาขามกับแอนติเจนจาก V. 

mimicus และ Yersinia enterocolitica เชนเดียวกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 

cytotoxin ของ V. cholerae ซึ่งทําการผลิตโดย Saha และ Nair (1997) ไปทําปฏิกิริยาขามกบั

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

ทดลองของ Phianphak และคณะ (2005) ซึ่งไดทาํการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. 

harveyi ก็พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางกลุมที่ผลิตไดไปทําปฏิกิริยาขามกับ A. hydrophila 

ไดดวยเชนกนั 

สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH11-6E และ VH17-1B เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี

กลุมเดียวกันที่มีความสามารถในการตรวจการติดเช้ือ VH1526 ในเนื้อเยื่อกุงไดโดยวิธ ี immuno-
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histochemistry ดังนัน้จงึสามารถนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานีม้าใชตรวจติดตามการติดเช้ือ 

VH1526 ในเนื้อเยื่อตาง ๆ ได ดังเชนในการทดลองของ Jung และคณะ (2001) ซึ่งไดนําเอาโมโน

โคลนอลแอนติบอดีมาใชตรวจการติดเชื้อ P. damselae spp. piscicida ในเนื้อเยื่อไต มาม และ

ตับของปลากะพง (Dicentrarchus labrax) 

การตรวจสอบการจับอิพิโทปของ VH1526 โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี indirect 

ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนดิตางๆ ใหคาการดูดกลืนแสงที่ใกลเคียงกัน แสดงถงึการ

จับอิพิโทปของ VH1526 ที่คลายกนัหรือใกลเคียงกัน ในกรณีของ VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C 

และ VH23-6D ซึ่งจําเพาะตอ VH47666-1 เหมือนกันและจากการทดสอบการจับอิพิโทปพบวาคา

การดูดกลืนแสงมีความแตกตางกันไมมากซ่ึงมีความสอดคลองกับผลการทดลองดวยวธิี Western 

blot คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน มีลักษณะการจับแถบโปรตีนที่ตางกนัเล็กนอยโดยมี

ทั้งแถบโปรตีนที่เหมือนกันและตางกนั แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลน จับอิพิโทปใน

ตําแหนงที่ใกลเคียงหรือคาบเก่ียวกัน (ตารางที่ 5.1) 

การทดสอบความไวในการตรวจจับ V. harveyi ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดดวย

วิธี dot blot พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความไวในการตรวจ V. harveyi อยูที่ความเขมขน

ประมาณ 107-108 CFU/ml หรือประมาณ 104 เซลลตอจุด โดยใชแอนติบอดีที่ผานการเจือจาง 

250 เทา ในขณะที่ class ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดเปน IgG1, IgG2a, IgG2b และ 

IgM (ตารางที ่5.1) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากงานวิจัยนี้ (VH3-10A, VH15-6F, VH11-6E, VH17-

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

ไอโซเลตของ V. harveyi ทีห่ลากหลายข้ึน อีกทัง้ยงัจับอิพิโทปของ V. harveyi แตกตางกับโมโน

โคลนอลแอนติบอดีจากงานวิจยัของ Phianphak และคณะ (2005) เมื่อสังเกตจากขนาดของแถบ

โปรตีนที่จับโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Western blot (ตารางที่ 5.2) และความไวในการ

ตรวจจับ V. harveyi มีคาประมาณ 104 เซลลตอจุดเทานั้น แตก็อาจสามารถนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากงานวิจัยนี้ไปใชรวมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากงานวิจัยของ Phianphak และ

คณะ (2005) ในการตรวจ V. harveyi ไดเนื่องจากมีความแตกตางกนัในดานความจําเพาะตอ   

ไอโซเลตของ V. harveyi ทีห่ลากหลายข้ึนและจับกับอิพิโทปของ V. harveyi ที่แตกตางกัน 
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ตารางที ่ 5.1 สรุปความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi ที่ผลิตไดทั้งหมดซึง่

ทดสอบดวยวธิี 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 (ตอ) 

 

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 ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ V. harveyi ซึ่งทดสอบดวยวิธ ี 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 

 
สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดทั้งหมด 15 โคลน แบงออกไดเปน 10 กลุม ตาม

ความจาํเพาะตอแบคทีเรียทีใ่ชทดสอบ (ตารางที่ 5.1) โมโนโคลนอลแอนติบอดี 5 กลุม แสดง

ความจาํเพาะตอ V. harveyi โดยไมแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอและแบคทีเรียสกุล

อ่ืนทีน่ํามาทดสอบไดแก กลุมที่ 1 (VH3-10A, VH15-6F) และ 2 (VH11-6E และ VH17-1B) มี

ความจาํเพาะตอ VH1526, VH639 และ VHSurat กลุมที่ 3 ประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

4 โคลน ไดแก VH8-9H, VH12-6G, VH21-3C และ VH23-6D มีความจาํเพาะตอ VH47666-1  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 4 (VH15-1E) มีความจําเพาะตอ VHH4 และโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกลุมที่ 5 (VH14-7B) มีความจําเพาะตอ VHH4 และ VHH5 ซึ่งโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากทัง้ 5 กลุมนี้มีความจาํเพาะตอไอโซเลตของ V. harveyi ที่หลากหลายข้ึนเม่ือ

เปรียบเทยีบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากงานวิจยัของ Phianphak และคณะ, 2005 

(ตารางที ่ 5.2) จึงนาที่จะสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากงานวิจยันี้ไปใชรวมกบั

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากงานวิจัยของ Phianphak และคณะ, 2005 ในการตรวจวิเคราะห    

V. harveyi ได 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 6 (VH6-5G) และ 7 (VH4-6G) มีความจาํเพาะตอ          

V. harveyi และแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสกุลวบิริโอเทานั้น สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี

กลุมที ่8 (VH5-1G), 9 (VH8-10A) และ 10 (VH14-10B) มีความจาํเพาะตอแบคทเีรียสกุลวิบริโอ

และแสดงปฏิกิริยาขามกับแบคทีเรียสกุลอ่ืนทีน่ํามาทดสอบ 

สวนการตรวจสอบการติดเช้ือแบคทีเรีย VH1526 ในเนื้อเยื่อกุงดวยวิธี immunohisto-

chemistry (IHC) นัน้พบวามีเพยีงโมโนโคลนอลแอนติบอดีกลุมที่ 2 (VH11-6E และ VH17-1B) 

เทานัน้ที่สามารถใชตรวจสอบการติดเช้ือนีไ้ด 

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

และ 4 (VH15-1E) มีความจาํเพาะตอ V. harveyi เพียงไอโซเลตเดียวเทานัน้คือ VH47666-1 และ 

VHH4 ตามลําดับ ดังนัน้จงึสามารถนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้ไปใชจําแนกสายพันธุของ  

V. harveyi ได 
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จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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สงศรี มหาสวสัด์ิ, นนทวทิย อารียชน และ ลัดดาวัลย รัศมิทัต.  2541.  ผลของ Lactobacillus ตอ

การยับยัง้การเจริญของเช้ือ Vibrio spp. และความตานทานโรคของกุงกุลาดําวยัออน.  

รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณทุนอุดหนุนวิจัย มก. ประจําป 2541.  สถาบันวิจัยและ

พัฒนา มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร. 

สุกิจ รัตนวินิจกุล, สรรเสริญ ชอเจ้ียง, ทว ีโรจนสารัมภกิจ และ ไพทูรย ชอบสะอาด.  2531.  การ

ทดลองหาแนวทางปองกนัและรักษาโรคทีเ่กิดกับลูกกุงทะเลระยะ P2-P15 ในบออนบุาล.  

เอกสารวิชาการฉบับที ่13/2531.  สถานีประมงน้าํกรอยจังหวัดนครศรีธรรมราช กรม

ประมง. 

อรวดี หาญวิวฒันวงศ.  2543.  วิทยาภูมิคุมกันพื้นฐานและคลินิค.  กรุงเทพฯ: จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเล้ียงเชื้อ 

 

1. อาหารเหลวทริปติกซอย ( Tryptic soy broth )    

 ทริปโตน ( Tryptone ) 

ผงสกัดถัว่เหลือง (Soytone) 

เดกซโตส (Dextrose) 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส ( K2HPO4) 

ปรับ pH เปน 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) 

เดกซโตส (Dextrose) 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส ( K2HPO4) 

ผงวุน 

ปรับ pH เปน 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) 

ออกซกอล (Oxgall) 

แซคคาโรส 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe.5H2O) 

บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue) 

ผงวุน 

ปรับ pH เปน 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 
บัฟเฟอรและสารเคมี 

 
1. Phosphate buffered saline (PBS) เขมขน 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 เขมขน 5%   

 นมพรองมันเนย (Skimmed milk) 

PBS เขมขน 0.15 โมลาร pH 7.2 

เมอรไธโอเลทเขมขน 1% (Sigma) 

Triton X-100 (Sigma) 

5. 

100. 

1. 

0. 

0 

0 

0 

1 

กรัม

มล.

มล.

มล.

3. Merthiolate เขมขน 1%   

 ไธเมอรโรซอล (Thimerosal) (Sigma) 

น้ํากล่ัน 

1. 

100. 

0 

0 

กรัม

มล.
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ภาคผนวก ค 
สารเคมีสําหรับการผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 

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.

สุดทายเติมสารละลาย penicillin G, streptomycin และ kanamycin ความเขมขน 20,000 

ยูนิต, 200 มก. และ 200 มก.ตอลิตร ตามลําดับ จากนั้นทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน millipore 

membrane (ขนาด 0.22 ไมโครเมตร) และเก็บรักษาที ่4 องศาเซลเซียส 

2. อาหาร RPMI เสริมดวยซีร่ัม   

 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. บมใน CO2 incubator ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง กอนนํามาใช 

5. น้าํยาแชแข็ง (DMSO12%)  

 Dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma) 

อาหาร RPMI (1) 

เก็บรักษาที ่4 องศาเซลเซยีส กอนนํามาใช 

12. 

88. 

0 

0 

มล.

มล.
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ภาคผนวก ง 
บัฟเฟอรและสารละลายสําหรับการวิเคราะห 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 ปรับปริมาตรเปน 

      เก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซียส ในขวดปองกันแสง 

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

      Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD) 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

      ปรับ pH ดวย HCl 

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

      Tris 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

      ปรับ pH ดวย HCl 

1.4 SDS 10% 

      SDS (sodium dodecyl sulfate, BIO-RAD) 

      น้าํกล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

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 ปรับปริมาตรเปน 

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 ปรับปริมาตรเปน 

 

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 ปรับปริมาตรเปน 

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

      Methanol 

      Acetic acid 

      น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

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. 

ผสมและดูดอากาศออกโดยใชปมสูญญากาศ 

Ammonium  persulfate 

10% (1.5) 

150     μl 100     μl 

TEMED 20     μl 10      μl 

ผสมและเทอยางรวดเร็ว 
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วิธียอมสีโปรตีนในเจล 
  แชเจลใน Staining solution (4.1.2) เขยาเบา ๆ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง ลางใน destian I 

เขยาเบา ๆ เปนเวลา 1-1½ ชั่วโมง จนเห็นแถบโปรตีน จากนัน้แชเจลใน destain II จนกระทัง่พืน้

เจลใสปราศจากสีของ Coomassie blue ลางเจลในน้าํกล่ันหลาย ๆ คร้ัง แลวประกบเจลทัง้ 2 ดาน

ดวยกระดาษแกวใส (cellophane) ที่ชุมน้ํา ขึงกระดาษแกวใหตึงดวย gel dryer set ตากใหแหง

ในตูอบ 

 

5. SDS molecular weight markers (Sigma) ประกอบดวย    

 - 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 ปรับปริมาตรเปน 

กอนใชบัฟเฟอรตองแชเย็นจัด 

3. 

14. 

200. 

1000. 

03 

4 

0 

0 

กรัม

กรัม

มล.

มล.
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ภาคผนวก จ 
สารเคมีสําหรับใชในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE ของโมโน

โคลนอลแอนติบอดี 
 

Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดวย 

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 ที่เสริมดวย 

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 หลุมดวย Goat anti-Mouse Ig (H+L) เขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 

ละลายใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง 
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2. สลัดสารละลายทิง้และลางทกุหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

3. เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร/หลุม ลงในแตละแถวต้ังแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 

 

 

 

 

 
 

 

4. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ ละ 10 

นาท ี

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

ไมโครลิตร/หลุมลงในแตละคอลัมนต้ังแตคอลัมน A-H     
                
 

 

 

 

 

 

 

 

6. ลางดวยสารละลาย 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 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

8. ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ัง ๆ 10 นาท ี

9. เติมสารละลาย substrate ซึ่งประกอบดวย O-phenylenediamine (OPD) 1 มก./มล. 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

ต้ังทิง้ไว 5 นาที จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดวยกรด H2SO4 เขมขน 1 N ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

10. อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตรโดยใช microplate reader 
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ภาคผนวก ฉ 
บัฟเฟอรและสารละลายสําหรับ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

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

 นมพรองมันเนย 

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 ปรับปริมาตรเปน 

ปรับ pH เปน 4.5 ดวย 0.1 โมลาร HCl 

29. 

10. 

1000. 

41 

0 

0 

กรัม

มล.

มล.

4. 1 นอรมัล H2SO4   

 H2SO4 

น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 

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 ปรับปริมาตรเปน 

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 ในเนื้อเยือ่ดวยวิธ ีimmunohistochemistry และวิธี 

indirect immunoperoxidase (Sithigorngul และคณะ, 2000; 2002) 

1. วิธี Immunohistochemistry (IHC) 

1.1 ตัดสวนหวั (cephalothoraxes) ของกุงขาวที่เกิดการติดเชื้อ V. harveyi แลวนําไปแชใน

น้ํายาคงสภาพเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.2 นํามาลางโดยใหน้าํประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชัว่โมง 

1.3 ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กัน และนอรมัล

บิวทิลแอลกอฮอล ตามลําดับดังนี ้

1.3.1 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

1.3.2 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

1.3.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 2 คร้ัง ๆ ละ 24 ชั่วโมง 

1.3.4 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

1.3.5 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 1 

ชั่วโมง 

1.3.6 แชในไซลีน 2 คร้ัง ๆ ละ 1 ชัว่โมง 

1.3.7 แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวในอัตราสวน 1 : 1 เก็บในตูอบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี

1.3.8 แชในพาราพลาสตหลอมเหลวจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 30 นาท ี

1.4 นําเนื้อเยื่อของกุงที่อินฟลเตรทดวยพาราพลาสตแลวไปฝง (embed) ในพาราพลาสตที่อยู

ในบล็อกส่ีเหล่ียม 

1.5 ตัดเนื้อเยื่อที่ฝงอยูในบล็อกดวยเคร่ืองไมโครโตมแบบโรตารี (rotary microtome) ใหแตละ

เซคชันมีความหนา 8 ไมครอนเรียงตอกัน (serial section) เปนริบบิน (ribbon) 

1.6 นําเซคชนั (section) มาติดบนสไลดแกวที่ผานการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน โดย

หยดน้าํกล่ันลงบนสไลดใหเปนแถว 1 แถวตามแนวนอนของสไลด จากนัน้นําแถวของเซค

ชันไปวางบนหยดน้ําประมาณ 3-4 เซคชันตอ 1 แถว แลวนําไปวางบนแทนอุนสไลดที่ต้ัง

อุณหภูมิไวที่ 50 องศาเซลเซียส เมื่อเนื้อเยื่อแผยืดจนไมมีการซอนทบัของเนื้อเยื่อแลว ดูด

น้ําออกซับใหแหงจะไดเนื้อเยื่อที่ติดตรึงอยูบนสไลด นาํไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

1.7 นําสไลดที่มเีซคชันมาละลายเอาพาราพลาสตออกจากเนื้อเยื่อ (deparafinization) โดย

วางสไลดลงบนตะกรา (slide basket) แลวนาํไปจุมในโถแกวที่บรรจุไซลีน และดึงนําเขา

สูเนื้อเยื่อ (rehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตาง ๆ กันดังนี ้ 
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1.7.1 แชในไซลีน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.7.2 แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.3 แชในเอทิลแอลกอฮอล 95% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.4 แชในเอทิลแอลกอฮอล 90% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.5 แชในเอทิลแอลกอฮอล 80% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.6 แชในเอทิลแอลกอฮอล 70% 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.7 ลางดวยน้าํกล่ัน 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

1.7.8 แชในสารละลายฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง เปนเวลา 10 นาท ี

1.7.9 ลางดวยน้าํกล่ัน 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.7.10 ลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

1.8 นําสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกนิรอบนอกเนื้อเยื่อออกโดยใชปมสุญญากาศ 

(vacuum pump)  

2. วิธี Indirect immunoperoxidase  

2.1 การปองกนัการจับแบบไมจําเพาะ (blocking) 

2.1.1 หยดสารละลาย P1
+ ใหคลุมแตละเซคชันดวยไมโครปเปต 

2.1.2 บมในทีช่ื้นที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  

2.2 การใสแอนติบอดีตัวแรก 

2.2.1 ดูดสารละลาย P1
+ ในแตละเซคชันออก 

2.2.2 หยดแอนติบอดีตัวแรกใหคลุมแตละเซคชัน (แอนติบอดีตัวแรกคือโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่จาํเพาะตอ V. harveyi) 

2.2.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง 

2.2.4 ลางแอนติบอดีตัวแรกออกจากเซคชนัดวยน้ํากล่ันอยางรวดเร็ว 

2.2.5 แชใน PBS จํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 10 นาท ี

2.3 การใสแอนติบอดีตัวที่สอง 
2.3.1 ดูด PBS ในแตละเซคชันออก 

2.3.2 หยดแอนติบอดีตัวที่สอง (goat anti-mouse horseradish peroxidase 

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

2.3.3 บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

2.3.4 ลางแอนติบอดีตัวที่สองออกจากเซคชันดวยน้าํกล่ันอยางรวดเร็ว 

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

และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 0.006% ใน PBS เปนเวลา 5 นาท ี

2.5 ลางเซคชนัดวยน้ําประปา 5 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3. การยอมเนื้อเยื่อทับดวยสีอิโอซิน 

3.1   ดึงน้าํออกจากเนื้อเยื่อดวยเอทิลแอลกอฮอล 70%, 80%, 90% และ 95% คร้ังละ 5 นาท ี

3.2 ยอมทบัดวยสีอิโอซิน 0.02% ในเอทิลแอลกอฮอล 95% และลางสีสวนเกินออกดวย 

เอทิลแอลกอฮอล 95% 

3.3   แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล 1 คร้ัง เปนเวลา 5 นาท ี

3.4   แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีนในอัตราสวน 1 : 1 เปนเวลา 5 นาท ี

3.5   แชในไซลีนจาํนวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาท ี

3.6   ทําเปนสไลดถาวรโดยการผนึกสไลด (mount) ดวยตัวกลางผนึก (permount)  

  นําสไลดที่ไดไปสองดูโดยใชกลองจุลทรรศน ซึ่งเนื้อเยือ่ที่ใหผลบวกกับแอนติบอดีจะเหน็เปน

สีน้ําตาล 
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