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สิริรัตน์ แก๎วสลับนิล : การผลิตและลักษณะสมบัติของมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอ 
Perkinsus olseni ในหอยลาย Paphia undulata (PRODUCTION AND 
CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODY AGAINST Perkinsus olseni IN 
UNDULATED SURF CLAMS Paphia undulata ) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร.
นันทิกา คงเจริญพร, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์รํวม: อ. ดร.กิตตินันท์ โกมลภิส, 85 หน๎า. 

โรคเพอร์คินซัส (Perkinsosis) เป็นโรคปรสิตในหอยสองฝาที่มีความส าคัญเชิงพาณิชย์ 
โดยเฉพาะอยํางยิ่งในหอยลาย (undulated surf clam, Paphia undulata) โดยมีสาเหตุมาจากเชื้อ
ปรสิต Perkinsus olseni การติดเชื้อที่รุนแรงท าให๎เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อและการตายของหอย
จ านวนมากซึ่งสํงผลกระทบตํอเศรษฐกิจและสังคม จุดประสงค์ในงานวิจัยนี้จึงมีเพื่อผลิตและศึกษา
ลักษณะสมบัติของมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอ P. olseni ในหอยลาย P. undulata ภูมิคุ๎มกันของหนู
ทดลองถูกกระตุ๎นด๎วย P. olseni ที่อยูํในระยะ zoospore และ hypnospore หลังจากการหลอมรวม
เซลล์และการคัดกรองจะได๎มอนอโคลนทั้งหมด 11 โคลน จากการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องต๎นของ
มอนอโคลนอลแอนติบอดี พบวําความไวในการตรวจหา P. olseni ระยะ zoospore ด๎วยวิธี dot 
blotting จะอยูํในชํวง 2.6 x 107 ถึง 3.3 x 109 เซลล์ตํอมิลลิลิตร และระยะ hypnospore อยูํในชํวง 
1.6 x 105 ถึง 2.0 x 107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร โดยมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎นี้มีความสามารถในการจับ
กับระยะตํางๆของ P. olseni ได๎แตกตํางกัน มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 1 จะจับแบบจ าเพาะ
ตํอระยะ zoospore ในขณะที่หมายเลข 12 จะจับแบบจ าเพาะตํอระยะ hypnospore สํวนมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีที่เหลือจะจับ P. olseni ที่อยูํในทั้ง 2 ระยะ เมื่อตรวจสอบไอโซไทป์พบวํามีมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 1, 9, 15, 17, 19 และ 22 เป็นชนิด IgG1  ขณะที่หมายเลข 7, 12, และ 
20 เป็นชนิด IgG2b และหมายเลข 5 และ 24 เป็นชนิด IgM ท าการคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีมา
ทั้งหมด 7 โคลนโดยอาศัยวิธี dot blotting เพื่อใช๎ตรวจหาเชื้อปรสิตด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีในเนื้อเยื่อ
หอยลายที่มีรายงานและไมํมีรายงานการติดเชื้อ หอยนางรม หอยแครง และหอยแมลงภูํ ผลการทดลอง
แสดงให๎เห็นวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกมาจับกับเชื้อปรสิต P. olseni เฉพาะในหอยลายที่มี
รายงานการติดเชื้อ แตํไมํจับกับเนื้อเยื่อของหอยลายที่ไมํมีรายงานการติดเชื้อและเนื้อเยื่อหอยชนิดอื่นที่
ถูกทดสอบ นอกจากนี้เมื่อน ามอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, 12 และ 20 มาผสมใช๎รํวมกัน 
พบวําประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อปรสิตในเนื้อเยื่อหอยลายจะเพิ่มสูงขึ้น  ทั้งนี้เนื่องจากมอนอ
โคลนอลแอนติบอดีทั้งสามจับที่อิพิโทปตํางกัน 
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Perkinsosis is a disease in commercially important bivalves, especially 
undulated surf clams Paphia undulata, caused by the protozoa Perkinsus olseni. 
Severe infection leads to tissue inflammation and mortality of the bivalves, thus 
affecting economic and society. The aim of this research was to produce and 
characterize the monoclonal antibody against P. olseni in undulated surf clams P. 
undulata. Mice were immunized by using zoospore and hypnospore of P. olseni as the 
antigen. After conventional cell fusion and screening, 11 monoclones were obtained. 
Characterizations of monoclonal antibodies (MAbs) from these clones revealed that the 
sensitivity of P. olseni zoospore detection by dot blotting method was found in the 
range of 2.6 x 107 - 3.3 x 109 cells/ml while that of hypnospore was found in the range 
of  1.6 x 105 - 2.0 x 107 cells/ml. The obtained MAbs can differently bind to different 
stages of P. olseni. MAbs No. 1 can bind only to the zoospore stage where as MAbs No. 
12 can bind specifically to the hypnospore stage while the other MAbs can bind to P. 
olseni at both stages. Isotype of each monoclonal antibody was determined. MAb No. 
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and 24 are IgM. Based on dot blotting method, 7 MAbs were selected to detect P. 
olseni in infected and uninfected clam, oysters, cockles and mussels using 
immunohistochemistry method. The results showed that the selected MAbs only bind 
to P. olseni in the infected clam tissues but do not bind to the uninfected clam tissue 
and other tested tissues. In addition, MAbs No. 7, 12 and 20 were mixed and applied. 
Surprisingly, the detection efficiency increased because the MAbs bound to the 
different epitopes. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

จากปริมาณหอยสองฝาราวๆ 300,000 ตันที่ถูกเก็บและน าไปค๎าขายในแตํละปีของประเทศ

ไทย ชนิดของหอยสองฝาสํวนใหญํที่ส าคัญ ได๎แกํ หอยลาย (Paphia undulata), หอยแครง 

(Anadara granosa), หอยแมลงภูํ (Perna viridis) และหอยนางรม (Crassostrea commercialis 

และ C. lugubris) โดยการประมงหอยลายสํวนใหญํได๎จากธรรมชาติ ไมํมีการเพาะเลี้ยงในท๎องถิ่น

ทั่วไป อาศัยการจับของชาวประมง ดังนั้นการเพ่ิมปริมาณผลผลิตจึงขึ้นอยูํกับการอนุรักษ์พ้ืนที่อยูํ

อาศัยของหอยลาย แตกตํางจากหอยสองฝาที่ส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดอ่ืนที่สามารถเพาะเลี้ยงได๎ใน

ประเทศไทย และมีบางสํวนที่ได๎จากการจับตามธรรมชาติ  ส าหรับหอยลายสายพันธุ์ Paphia 

undulata ถูกพบมากทั้งในอําวไทยและทะเลอันดามัน โดยธรรมชาติหอยลายอาศัยอยูํในพ้ืนที่ดิน

โคลนใต๎ทะเลหํางจากชายฝั่งประมาณ 3-7 กิโลเมตร ดังนั้นหลายๆจังหวัดในประเทศไทยที่มีพ้ืนที่ติด

ชายฝั่งทะเลก็จะพบวํามีประชากรหอยลายอาศัยอยูํและสามารถเก็บผลผลิตได๎ตลอดทั้งปี ซึ่งหากเกิด

โรคระบาดในหอยลายจะสํงผลกระทบตํอชาวประมงท๎องถิ่นและอุตสาหกรรมหอยลายเป็นอยํางมาก 

เนื่องจากผลผลิตที่ได๎คุณภาพสํวนใหญํได๎มาจากการเก็บเกี่ยวตามธรรมชาติ  ส าหรับประเทศไทยมี

รายงานการค๎นพบโรคเพอร์คินซัส (Perkinsosis) ในหอยลายและหอยนางรม โดยท าการส ารวจหา

ปรสิตด๎วยวิธี Ray's Fluid Thioglycollate medium (RFTM) [1] 

โรคเพอร์คินซัสเกิดจากปรสิตใน Genus Perkinsus โดยพบรายงานการกํอให๎เกิดโรคในหอย

ทะเลที่ส าคัญทางเศรษฐกิจทั่วโลกโดยเฉพาะหอยสองฝา เชํน หอยนางรม หอยลาย หอยเป๋าฮ้ือ และ

หอยเชลล์ การติดเชื้อที่รุนแรงท าให๎เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อและการตายของหอยเป็นจ านวนมาก  

ปัจจุบันเชื้อปรสิต Perkinsus ถูกค๎นพบหลายสปีชีส์ในหอยทะเลทั่วโลก แตํมีสองสปีชีส์ถูกจัดเข๎าไว๎ใน

บัญชีของเอกสารอ๎างอิงเกี่ยวกับสุขอนามัยสัตว์ระหวํางประเทศ  (The Aquatic Animal Health 

Code) ขององค์กรโรคระบาดสัตว์ระหวํางประเทศ (World Organization for Animal Health หรือ 

Office International des Epizooties; OIE) คือ Perkinsus marinus และ Perkinsus olseni 

ส าหรับองค์กร OIE เป็นองค์กรระหวํางประเทศท่ีดูแลในสํวนของสุขภาพสัตว์และขึ้นทะเบียนเกี่ยวกับ

โรคระบาดในสัตว์ นั่นหมายความวําหากค๎นพบเชื้อ P. marinus หรือ P. olseni ในหอย ต๎องรายงาน
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ไปยังหนํวยงานที่เกี่ยวข๎อง ส าหรับประเทศไทยมีหนํวยงานที่รับผิดชอบ 4 หนํวยงาน ได๎แกํ ส านักงาน

มาตรฐานสินค๎าเกษตรและอาหารแหํงชาติ กรมประมง กรมปศุสัตว์ และกรมวิชาการเกษตร [2] โดย

ในประเทศไทยพบเชื้อ P. olseni ในหอยลาย (Paphia undulata) และหอยนางรมปากจีบ 

(Saccostrea sp.) [3] 

วงจรชีวิตของปรสิต Perkinsus มีทั้งหมดสามระยะ โดยระยะ trophozoite และ 

hypnospore เป็นระยะที่อยูํภายในเนื้อเยื่อหอย สํวนระยะ zoospore เป็นระยะที่อยูํภายนอก

เนื้อเยื่อหอย ระยะ trophozoite จะแบํงตัวภายในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของหอยและเป็นระยะที่พบมาก

ที่สุดในหอยที่ติดเชื้อ ส าหรับ hypnospore สังเกตได๎ยากภายในเนื้อเยื่อหอยแตํจะพบปริมาณมาก

เมื่อบํมเนื้อเยื่อของหอยที่ติดเชื้อใน fluid thioglycollate medium (FTM) ซึ่งเลียนแบบสภาวะ

เสมือนปรสิตอยูํในเนื้อเยื่อหอย เมื่อน าเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อบํมในอาหาร trophozoite จะหยุดการ

แบํงตัวและขยายขนาดเป็น hypnospore ( 50-100 µm) หลังจากย๎าย hypnospore ลงสูํน้ าทะเล

จะเกิดการแบํงนิวเคลียส (karyokinesis) และแบํงไซโทพลาสซึม (cytokinesis) เปลี่ยนเป็น 

zoosporangia ที่มี biflagellated zoospore จ านวนมากอยูํภายใน ส าหรับหอยนางรมพบวํา

สามารถติดเชื้อปรสิต P. marinus จากการทดลองได๎ทั้งระยะ trophozoite และ hypnospore 

สํวนระยะ zoospore ก็ถูกเชื่อวําเป็นหนึ่งในระยะแพรํเชื้อ ในขณะนี้ยังไมํพบรายงานการทดลองวํา

ระยะ trophozoite หรือ hypnospore แพรํเชื้อสูํหอยลาย แตํอยํางไรก็ตามพบรายงานวํามีการติด

เชื้อในหอยลายจากระยะ zoospore ของ P. olseni [4] 

ส าหรับการวินิจฉัยโรคเพอร์คินซัสในเนื้อเยื่อหอยมีด๎วยกันหลายวิธี เชํน Histology and 

electron microscopy โดยงานวิจัยกํอนหน๎าได๎มีการน าเอาเนื้อเยื่อของหอยนางรม Crassostrea 

v i rg in ica  มาตรวจสอบลักษณะการเปลี่ ยนแปลงทางพยาธิวิทยาที่ เกี่ ยวข๎องกับปรสิต 

Dermocystidium marinum ด๎วยการย๎อมสี hematoxylin และ eosin [5] และเทคนิค fluid 

thioglycollate medium (FTM) โดยมีการน าเอาเนื้อเยื่อของหอยนางรมบํมใน FTM เพ่ือเปลี่ยน

ระยะของปรสิตจาก trophozoite เป็นระยะ hypnospore จากนั้นจึงย๎อมด๎วยลูกอลไอโอดีน 

(Lugol’s iodine) เพ่ือน าไปศึกษาปริมาณและความถี่การกระจายตัวของปรสิต [6] โดยหลักการของ

ลูกอลไอโอดีน เป็นการย๎อมเนื้อเยื่อที่กระท าตํอไกลโคเจนบนผนังเซลล์ วิธีการคือ หยดสารละลาย

ไอโอดีนลงบนสไลด์ ปิดด๎วยแผํนปิดสไลด์ทิ้งไว๎เป็นเวลาอยํางน๎อย 5 นาทีและน าไปสํองดูด๎วยกล๎อง

จุลทรรศน์ นับจ านวนเซลล์ที่ให๎ผลบวกคือเห็นเซลล์เป็นสีน้ าตาลไหม๎หรือสีช็อคโกแลต ในขณะที่
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เทคนิค PCR assay โดยมี DNA เป้าหมายคือ non-transcribed spacer (NTS) region ขนาด 307 

bp พบวํามีความไวและความจ าเพาะสูงกวําเทคนิค FTM ในการจ าแนก P. marinus ออกจาก 

Perkinsus spp.อ่ืน [7] เทคนิคทางภูมิคุ๎มกันวิทยา เป็นเทคนิคที่ใช๎เวลาน๎อยกวําเทคนิค FTM และมี

ความจ าเพาะสูงเชํนเดียวกับการ PCR assay โดยไมํต๎องอาศัยผู๎เชี่ยวชาญหรือเครื่องมือและอุปกรณ์

จ านวนมากในการปฏิบัติงาน แตํอาศัยการใช๎แอนติบอดีซึ่งมีความจ าเพาะตํอเชื้อปรสิต Perkinsus ใน

การตรวจวินิจฉัยโรคปรสิตในเนื้อเยื่อหอยเทํานั้น โดยแอนติบอดีที่ใช๎มี 2 แบบ คือ พอลิโคลนอล

แอนติบอดีและมอนอโคลนอลแอนติบอดี เชํน การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตํอ P. marinus 

ระยะ hypnospore ที่ได๎จากการบํมเนื้อเยื่อหอยนางรมในอาหารเลี้ยงเชื้อ FTM [8] แตํพอลิโคลนอล

แอนติบอดีพบวําสามารถเกิดปฏิกิริยาข๎าม (cross reaction) กับสาหรํายจ าพวก dinoflagellate ที่

อาศัยอยูํในหอยทะเลได๎เชํนเดียวกัน ส าหรับมอนอโคลนอลแอนติบอดีซึ่งมีความจ าเพาะและความไว

สูง พบรายงานการผลิตตํอเชื้อปรสิตในระยะ trophozoite โดยมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎

สามารถจับกับ P. marinus ได๎ทุกระยะ [9] ตํางจากงานวิจัยกํอนหน๎าที่ผลิตมอนอโคลนอล

แอนติบอดีระยะ hypnospore แตํไมํสามารถจับกับระยะอ่ืนได๎ [10] 

งานวิจัยนี้มุํงเน๎นในการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีสามารถจับกับเชื้อปรสิต P. olseni  

ภายในเนื้อเยื่อหอยลายอยํางจ าเพาะ นอกเหนือจากวิธีเดิมคือการย๎อมด๎วยสารละลายลูกอลไอโอดีน 

ซึ่งใช๎ในการตรวจหาระยะ hypnospore โดยวิธีนี้ยังต๎องอาศัยบุคลากรที่มีความช านาญเพ่ือจ าแนก

ชนิดของปรสิตภายในตัวหอย ดังนั้นมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎จะเป็นประโยชน์ในการตรวจ

วิ นิ จ ฉั ย เ ชื้ อปรสิ ตภาย ใน เนื้ อ เ ยื่ อหอย ได๎ โ ดยวิ ธี ก า รย๎ อม พิ เ ศษทาง อิมมู โ น ฮีส โต เคมี 

(immunohistochemistry) ซึ่งเป็นการป้องกันไมํให๎เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจและเป็นข๎อมูล

พ้ืนฐานเกีย่วกับการระบาดของโรคปรสิตในหอยทะเลตํอไป 

 

1.2  วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. ผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni  ในหอยลาย Paphia 

undulata 

2. ศึกษาลักษณะสมบัติของมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni  

3. เพ่ือประเมินความสามารถของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจเชื้อปรสิต       

P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 
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1.3 ขอบเขตและวิธีด าเนินการวิจัย 

1.  ค๎นคว๎า ศึกษาและรวบรวมข๎อมูลส าหรับการท าวิจัย 

2. กระตุ๎นการสร๎างแอนติบอดีในหนูทดลอง 

3. การผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni  

4. ศึกษาลักษณะเบื้องต๎นของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

5. ตรวจหาเชื้อปรสิตในหอยลายโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 

6. วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง เผยแพรํผลงานวิจัย และเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

            ได๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni และน าไปตรวจหาเชื้อปรสิต           

P. olseni ในหอยลายได๎ 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 หอยลายในประเทศไทย 

Undulated surf clam เป็นชื่อสามัญของหอยลายสายพันธุ์ Paphia spp. โดยหอยลาย

ชนิดนี้มีชื่อสามัญหลายชื่อ ได๎แกํ Undulated clam, Short-necked surf, Surf clam, Carpet 

clam และ Venus shell โดยในทางอุตสาหกรรมจะนิยมเรียก Baby clam เป็นชื่อทางการค๎า และ 

Asari เป็นชื่อที่ก าหนดโดยกรมศุลกากรส าหรับใช๎ในการสํงออก  

อนุกรมวิธาน [11] 

  Phylum Mollusca  

Class Bivalvia  

Order Eulamellibranchiata  

Family Verneridae  

Genus Paphia 

 หอยลาย (Undulated surf clam, Paphia spp.) ถูกพบทั้งหมด 3 สปีชีส์ในประเทศไทย 

ได๎แกํ Paphia undulata, Paphia alapapilionis และ Paphia crassisulca โดยสปีชีส์ที่มี

ความส าคัญทางเศรษฐกิจตํอไทยคือ Paphia undulata [12] 

 

2.1.2 ลักษณะทั่วไปของหอยลาย (Undulated surf clam) 

 หอยลายเป็นหอยสองฝาชนิดหนึ่ง เปลือกของหอยลายจะมีรูปรํางเป็นรูปไขํ สีน้ าตาลอํอน 

เปลือกบางและสมมาตรกันทั้งฝาบนและฝาลําง ผิวชั้นนอกเรียบมันวาว มีเส๎นรอยหยักสีน้ าตาลเข๎ม

ตลอดความยาวของเปลือก [12] สํวนผิวเปลือกชั้นในเรียบ มีสีขาว ในสํวนของบานพับ (Hinge) ที่เป็น

สํวนตํอระหวํางฝาทั้งสอง มีลักษณะคล๎ายฟันซี่เล็กๆ ฝาละ 3 ซ่ี [11] หอยลายกินแพลงก์ตอนเป็น

อาหารรวมถึงสารที่แขวนลอยอยูํในน้ า ได๎แกํ ซากพืช ซากสัตว์ จุลินทรีย์ เป็นต๎น นักชีววิทยาบางสํวน

จัดหอยลายให๎อยูํในกลุํมสิ่งมีชีวิตกินแพลงก์ตอน (Planktivore) โดยหอยจะดูดเอาน้ าที่มีอนุภาคของ
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อาหารผํานอวัยวะที่เป็นตัวกรอง นั่นก็คือเหงือก (Gill) ซึ่งได๎รับการพัฒนาให๎มีกลไกที่สามารถกรอง

อาหารและแลกเปลี่ยนแก๏สได๎ เรียกกลไกนี้วํา Lamellibranch โดยลักษณะของเหงือกจะเป็นสํวนที่

ใช๎ในการจ าแนกชนิดของหอยสองฝา [12] 

 

2.1.3 การเจริญเติบโตของหอยลายในประเทศไทย 

 การศึกษาการเจริญเติบโตและการสืบพันธุ์ของหอยลายที่ผํานมา พบวําข๎อมูลทางชีววิทยาที่

เกี่ยวข๎องกับการเจริญเติบโตและการสืบพันธุ์มีความแตกตํางไปตามแหลํงที่อยูํ เชํน จังหวัดสุราษฎร์ -

ธานี พบคําสัมประสิทธิ์การเจริญเติบโตสูงที่สุด 1.74 ตํอปี แตํในพ้ืนที่อ่ืนๆมีคําใกล๎เคียงกัน 0.9 ตํอปี 

โดยทั่วไปฤดูสืบพันธุ์ของหอยลายในประเทศไทยพบวํามีสองชํวงในแตํละปี คือ เดือนกุมภาพันธ์ถึง

เดือนพฤษภาคม และเดือนสิงหาคมถึงเดือนพฤศจิกายน แตํส าหรับหอยลายที่อาศัยอยูํบริเวณรอบๆ

อําวมหาชัย จังหวัดสมุทรสาครมีฤดูสืบพันธุ์เพียงชํวงเดียวคือ เดือนสิงหาคมถึงเดือนตุลาคม ซึ่ง

แตกตํางจากแหลํงที่อยูํอ่ืน โดยนักวิจัยสันนิษฐานวําเกิดจากการไหลบําของน้ าจืดจากแมํน้ าทําจีน

ในชํวงเดือนพฤศจิกายนของทุกๆปีและเป็นสาเหตุให๎เกิดการตายของหอยลายจ านวนมาก 

นอกจากนั้นพํอพันธุ์แมํพันธุ์ของหอยลายยังมีปริมาณน๎อยไมํเพียงพอตํอการสืบพันธุ์ในชํวงเดือน

กุมภาพันธ์ถึงเดือนพฤษภาคม [12] 

 

2.1.4 การประมงหอยลายในประเทศไทย 

 หอยลายเป็นสิ่งมีชีวิตหน๎าดินถูกจัดอยูํในกลุํม อินฟาวนา ( infauna) คืออาศัยอยูํในพ้ืนดิน

บริเวณที่อาศัยตลอด ซึ่งหอยลายมักจะพบบริเวณรอบอําวและปากแมํน้ าของไทยที่ความลึกของน้ า  

3-15 เมตร จากการวิเคราะห์ตัวอยํางตะกอนดินที่จังหวัดตราด พบวําบริเวณพ้ืนดินที่หอยลายอาศัย

อยูํมีธาตุอาหารสูง ร๎อยละคําเฉลี่ยของสารอินทรีย์รวมเป็น 2.06 -3.23% และองค์ประกอบของ

ตะกอนดิน ได๎แกํ ดินทรายแป้ง 44.35% ดินเหนียว 38.19% และทราย 17.12% [12] 

 กรมประมงได๎ท าการส ารวจแหลํงที่อยูํอาศัยของหอยลายในอําวไทยและทะเลอันดามัน โดย

ใช๎เรือวิจัย มีรายละเอียดจังหวัดในประเทศไทยที่พบแหลํงที่อยูํของหอยลายดังนี้ [12] 

 อําวไทย ได๎แกํ ตราด, สมุทรปราการ, สมุทรสาคร, สมุทรสงคราม, เพชรบุรี, ประจวบคีรีขันธ์

สุราษฎร์ธานี, นครศรีธรรมราช, สงขลา และปัตตานี 
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 ทะเลอันดามัน ได๎แกํ ระนอง, พังงา, ภูเก็ต, กระบี่, ตรัง และสตูล  

 

2.1.5 โรคติดเชื้อในหอย 

 เนื่องจากหอยมีลักษณะการกินอาหารเป็นแบบกรองกิน ท าให๎สามารถได๎รับทั้งสารเคมีที่เป็น

อันตรายและเชื้อกํอโรคได๎งําย ซึ่งอาจท าให๎เกิดปัญหาตํอการควบคุมประชากรของหอยและโรคที่เกิด

ในมนุษย์ อีกทั้งปัจจัยทางสิ่งแวดล๎อมยังสํงผลกระทบตํอหอยโดยเฉพาะที่อาศัยอยูํในแหลํงน้ าเค็ม 

เชํน การเปลี่ยนแปลงของความเค็มและอุณหภูมิน้ า ลักษณะของคลื่นตามฤดูกาล และต าแหนํงที่มี

โอกาสแตกตํางกันในการสัมผัสกับมลภาวะทั้งจากในเมืองและอุตสาหกรรมที่ปลํอยลงสูํแหลํงน้ า โรค

ของหอยที่เกิดขึ้นในธรรมชาติจะไมํสามารถรักษาได๎เนื่องจากเลี้ยงในระบบเปิด ท าให๎ไมํสามารถใช๎ยา

รักษาโรคได๎ แตํโรคที่เกิดขึ้นกับหอยในโรงเพาะเลี้ยงสามารถให๎ยารักษาโรคได๎ ยกเว๎นโรคที่เกิดจาก

ไวรัสบางโรค อีกทั้งโรคที่เกิดกับหอยในโรงเพาะเลี้ยงที่ได๎รับการตีพิมพ์ยังมีน๎อยเมื่อเทียบกับโรคของ

ปลาและกุ๎ง โรคของหอยที่พบวํามีการศึกษามากที่สุดและมีข๎อมูลตีพิมพ์อยํางกว๎างขวางมักเป็นโรค

ปรสิตที่เกิดขึ้นกับหอยนางรมหรือหอยตะโกรมในธรรมชาติ โรคเหลํานี้มักกํอให๎เกิดความเสียหายมาก

และไมํสามารถแก๎ไขได๎นอกจากย๎ายสถานที่เลี้ยง หรือน าหอยชนิดอ่ืนที่ต๎านทานโรคมาเลี้ยงแทน [13] 

 หอยนางรม หอยลาย หอยแครง หอยเชลล์ และหอยแมลงภูํ เป็นหอยสองฝาสํวนใหญํที่พบ

ครอบคลุมอุตสาหกรรมการผลิตและเพาะเลี้ยงหอยทั่วโลก โดยทั่วไปหอยสองฝาสายพันธุ์เหลํานี้จะ

ถูกเพาะเลี้ยงในระบบที่มีความหนาแนํนสูงซึ่งใช๎พ้ืนที่ในการเลี้ยงน๎อย แตํอยํางไรก็ตามระบบการเลี้ยง

แบบแออัดและมีพ้ืนที่จ ากัดสํงผลให๎งํายตํอการติดโรคระบาด การระบาดของโรคในหอยเป็นข๎อจ ากัด

ที่ส าคัญตํอการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าและการค๎าขาย สํงผลกระทบตํอการพัฒนาเศรษฐกิจรวมไปถึงรายได๎

ทางเศรษฐกิจและสังคม ปัจจุบันมีการรายงานรายชื่อโรคระบาดในหอยทะเลที่มีความส าคัญทาง

เศรษฐกิจ โดยองค์การอาหารและการเกษตรแหํงสหประชาชาติ  (FAO) ได๎แกํ Bonamiosis, 

Marteiliosis, Haplosporidiosis, Marteilioidosis และ Perkinsosis ส าหรับในนํานน้ าทะเลทวีป

เอเชีย รายงานโรคระบาดที่พบบํอยในหอยทะเล คือ โรคที่เกี่ยวข๎องกับ Perkinsus olseni ซึ่งเป็น

เชื้อปรสิตกํอโรค โดยพบวําเป็นสาเหตุการตายหอยลายสายพันธุ์ Ruditapes จ านวนมาก ในชายฝั่ง

ทะเลเมดิเตอร์เรเนียนและมหาสมุทรแอตแลนติกของยุโรป ส าหรับประเทศไทยพบการติดเชื้อปรสิต

ชนิดนี้ในหอยลายสายพันธุ์ Paphia undulata [14] 
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2.1.6 โรคเพอร์คินซัส (Perkinsosis) 

 การศึกษาโรคเพอร์คินซัสครั้งแรกเริ่มในปี 1946 เมื่อพบการตายของหอยนางรมเป็นจ านวน

มากในรัฐหลุยส์เซียนํา (อําวแม็กซิโก, สหรัฐอเมริกา) และเนื่องจากความส าคัญทางเศรษฐกิจของ

ทรัพยากรหอย ท าให๎กลุํมวิจัยตํางๆได๎กํอตั้งขึ้นเพ่ือระบุสาเหตุของปัญหา ในชํวงแรกมีการมุํงเน๎นไปที่

น้ ามันดิบที่รั่วไหลลงสูํแหลํงน้ าจากบริษัทน้ ามันแหํงหนึ่งซึ่งอยูํใกล๎ชายฝั่ง แตํหลังจากนั้น 2 ปี A.W. 

Collier,  J.G. Mackin และ H.M Owen ได๎ค๎นพบสิ่งมีชีวิตรูปรํางกลมในหอยนางรมที่เป็นโรค แตํไมํ

พบในหอยปกติ การท างานรํวมกันของ 3 นักวิจัยเป็นผลให๎เกิดการตั้งชื่อสิ่งมีชีวิตที่พบวํา 

Dermocystedium marinum (Dermo) หรือ Perkinsus marinus [14] 

มีการศึกษาและจ าแนกอนุกรมวิธานของเชื้อปรสิตที่ในปัจจุบันคือ P. marinus [14] ได๎ดังนี ้

Phylum Apicomplexa  

Class Perkinsea  

Order Perkinsida 

Family Perkinsidae 

Genus Perkinsus 

 P. marinus ถูกพบในหอยนางรมพ้ืนเมือง Crassostrea virginica ซึ่งอาศัยอยูํบริเวณ

ชายฝั่งมหาสมุทรแอตแลนติกของประเทศสหรัฐอเมริกาและเม็กซิโก ตั้งแตํรัฐเมนซึ่งอยูํทางตะวันออก

สุดของอเมริกาจนถึงรัฐตาบัสโกของเม็กซิโก และยังพบในอําวเม็กซิโกอีกด๎วย  นอกจาก                 

P. marinus ยังมีการค๎นพบ Perkinsus sp. สปีชีส์อื่นอีกหลายสปีชีส์ (ตารางที่ 2.1)  

P. olseni จากรายงานพบในหอยทะเลทั่วโลก โดยเฉพาะในทวีปเอเชีย ได๎แกํ หอยเป่าฮ้ือ 

Haliotis ruber บริเวณภาคใต๎ของประเทศออสเตรเลีย, หอยมุก Pinctada maxima, หอยหลาย

สายพันธุ์ในประเทศออสเตรเลีย, หอยลายมะนิลา Tapes philippinarum ประเทศเกาหลีใต๎, หอย

ลาย ประเทศญี่ปุ่น, หอยลาย Ruditapes philippinarum ประเทศจีน และหอยลาย Paphia 

undulata ประเทศไทย  

Azevedo (1989) ได๎รายงานการติดเชื้อปรสิต Perkinsus ในหอยลาย R. decussatus ใน

โปรตุเกสและให๎ชื่อสายพันธุ์ใหมํนี้วํา P. atlanticus [15] โดยยังได๎รับรายงานในหอยลายหลายชนิด 

เชํน T. decussatus, T. philippinarum, Venerupis pullastra และ Paphia aurea บริเวณ

ชายฝั่งมหาสมุทรแอตแลนติกและเมดิเตอร์เรเนียนของสเปน นอกจากนั้นยังพบรายงานปรสิตคล๎าย 
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Perkinsus sp. ในโซนยุโรปหลายประเทศ เชํน ฝรั่งเศส อิตาลี และสเปน อีกทั้งยังพบในหอยลาย   

T. decussatus และ T. philippinarum ที่ชายฝั่งเมดิเตอร์เรเนียนของแอฟริกาเหนือ จากข๎อมูล

รายงานทางพันธุกรรมพบวํา P. olseni และ P. atlanticus เป็นชนิดเดียวกัน ความเหมือนทาง

พันธุกรรมของ Perkinsus sp. ทั้งสองสปีชีส์นั้น สนับสนุนสมมติฐานที่วํามีการเคลื่อนย๎ายปรสิต     

P. olseni จากทวีปเอเชียไปทวีปยุโรปโดยการขนสํงหอยลาย T. philippinarum ที่ติดเชื้อ ตํอมามี

การยืนยันวําพบ Perkinsus ในหอยเจ๎าบ๎านอยํางกว๎างขวาง  

 P. qugwadi เป็นสาเหตุให๎หอยเชลล์ญี่ปุ่น Patinopecten yessoensis ตายเป็นจ านวน

มากในรัฐบริติชโคลัมเบีย ประเทศแคนาดา  

P. chesapeaki ถูกพบในหอยลาย Mya arenaria บริเวณอําวเชซาพีค 

P. andrewsi ได๎รับรายงานในหอยลายบอลติก Macoma balthica จากอําวเซซาพีค

เชํนเดียวกัน และยังพบในหอยนางรม C. virginica หอยลาย Macoma mitchelli และ 

Mercenaria mercenary 

P. mediterraneus เป็นสปีชีส์ลําสุดที่พบในหอยนางรมยุโรป Ostrea edulis บริเวณหมูํ

เกาะแบลีแอริกในทะเลเมดิเตอร์เรเนียน ประเทศสเปน  

โรคเพอร์คินซัสสํงผลกระทบตํอหอยหลากหลายชนิดทั่วโลก เชํน หอยนางรม หอยเป๋าฮ้ือ 

หอยลาย หอยเชลล์ หอยมุก หอยแครง หอยแมลงภูํ เป็นต๎น โดยในบรรดาโรคติดเชื้อในหอย โรค

เพอร์คินซัสท าให๎เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจที่รุนแรงมากที่สุด ดังนั้นนักวิจัยจากทั่วโลกจึงให๎

ความส าคัญกับการศึกษาปรสิต Perkinsus 
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2.1.7 วงจรชีวิตและการแพรํระบาดของเชื้อปรสิต P. olseni  

 P. olseni มีวงจรชีวิตทั้งหมด 3 ระยะ ได๎แกํ ระยะ trophozoite, hypnospore และ 

zoospore ในเนื้อเยื่อหอยลาย (รูปที่ 2.1) trophozoite มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยวที่มีหลายนิวเคลียส

อยูํภายใน เมื่อ trophozoite อยูํในสภาวะไมํมีออกซิเจน เชํน ใน fluid thioglycollate medium 

(FTM) หรือในเนื้อเยื่อตาย (necrotic tissues) จะพัฒนาเข๎าสูํระยะ hypnospore หรือระยะ 

prezoosporangia ซึ่งเซลล์จะมีขนาดใหญํขึ้นและผนังเซลล์หนา ท าให๎สามารถย๎อมติดสีน้ าเงินเข๎ม

หรือสีน้ าตาลของลูกอลไอโอดีนได๎ เมื่อบํม hypnospore ในน้ าทะเลที่มีการให๎ออกซิเจน พบวําจะ

เกิดกระบวนการ zoosporulation จากนั้นหลังบํม hypnospore 2-3 วันที่อุณหภูมิห๎อง จะเกิดรูที่

บริเวณเซลล์ และมีการแบํงเซลล์เกิดขึ้น การแบํงแยกเป็นสองของนิวเคลียสท าให๎ได๎ bi-flagellated 

zoospore เพ่ิมขึ้นตั้งแตํ 4, 8, 16 ถึง 64 เซลล์ ตํอมาเมื่อบํม hypnospore ตํอเป็นเวลา 2-3 วัน 

zoospore จะถูกปลํอยออกมาผํานรูซึ่งเรียกวํา discharged tube [16] 
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รูปที่ 2.1 วงจรชีวิตของ P. olseni ในหอยลายมะนิลา [16] 
 

การแพรํระบาดของเชื้อปรสิตเกิดขึ้นโดยไมํผํานโฮสต์ตัวกลาง ในปี 1987 White และคณะ 

ได๎รายงานเกี่ยวกับการแพรํระบาดของเชื้อปรสิต P. marinus สูํหอยนางรมปกติจากปรสิตภายนอก

ของหอยทาก Boonea impressa ที่ใช๎เลี้ยงหอยนางรมที่ติดเชื้อ อยํางไรก็ตามการแพรํระบาดเกิดใน

พ้ืนที่ที่ไมํมีหอยทาก ดังนั้นปรสิตภายนอกของหอยทากจึงไมํมีสํวนเกี่ยวข๎องตํอการแพรํระบาด โดย

ทุกระยะของ Perkinsus ผํานการทดสอบมาแล๎ววําเป็นสาเหตุของการกํอโรคเพอร์คินซัส ยกตัวอยําง

เชํน หอยนางรมที่ฉีดเชื้อปรสิต P. marinus ระยะ trophozoite เข๎าไปท าให๎เกิดการแพรํระบาดที่สูง 

และมีความรุนแรงมากกวําฉีดด๎วยระยะ hypnospore แตํอยํางไรก็ตามระยะ trophozoite ก็ยัง

ไมํใชํระยะที่ส าคัญหรือมีประสิทธิภาพในการแพรํเชื้อสูํธรรมชาติ เซลล์ P. marinus ที่มีชีวิตจะถูก

ปลํอยจากหอยนางรมติดเชื้อที่มีชีวิตผํานผนังหลอดเลือดหรือผํานอุจจาระ ดังนั้นหอยติดเชื้อที่มีชีวิต
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จึงเป็นแหลํงแพรํเชื้อตํอเนื่องของระยะ trophozoite และหากวัฏจักรสมมุติที่อธิบายข๎างต๎นเกิดใน

สภาพแวดล๎อมธรรมชาติ การตายของหอยไมํสามารถยับยั้งการแพรํระบาดได๎ เนื่องจากมีการเปลี่ยน

รูปเป็นระยะ hypnospore ซึ่งสามารถแพรํเชื้อโดยตรงหรือปลํอย zoospore โดยเมื่อเร็วๆนี้พบ

อัตราการระบาดสูงที่สุดของ P. marinus สังเกตได๎จากการตายของหอยนางรม C. virginica จ านวน

มากเนื่องจากปรสิตชนิดนี้ [17] 

 

2.1.8 ระบบภูมิคุ๎มกันของหอยลายตํอเชื้อปรสิต Perkinsus  

 ระบบภูมิคุ๎มกันของหอยสองฝาขึ้นอยูํกับระบบ nonlymphoid เป็นสํวนใหญํเนื่องจากหอย

สองฝาเป็นสัตว์ไมํมีกระดูกสันหลัง โดยกลไกการป้องกันภายในของหอยมีทั้งแบบ cellular 

component ได๎แกํ phagocytosis และ encapsulation ด๎วยการท าลายเชื้อกํอโรคผํานเอนไซม์

และ oxygen metabolite แบบ humoral component ประกอบด๎วย lectin (agglutinin และ 

opsonin), lysosomal enzyme (phosphatase acid, lysozyme และ hydrolytic enzyme), 

antimicrobial peptide และ protease inhibitor เป็นต๎น 

เลคติน (lectin) เป็นกลุํมของไกลโคโปรตีนที่มีความหลากหลายสามารถจับกับคาร์โบไฮเดรต

และลิแกนด์อ่ืนๆได๎ ได๎แกํ โปรตีน , ไขมัน และกรดนิวคลีอิก มีการท างานหลายรูปแบบในระบบ

ภูมิคุ๎มกันส าหรับการป้องกันเชื้อโรคแบบไมํจ าเพาะ (non-specific immune response) และการ

ป้องกันการเกิดอาการแพ๎ภูมิคุ๎มกันตัวเอง (autoimmune reaction) โดยจากการศึกษาหน๎าที่ของ  

เลคตินในระบบภูมิคุ๎มกันสัตว์ทะเลไมํมีกระดูกสันหลังพบวํา สามารถเหนี่ยวน าเซลล์เม็ดเลือดให๎เกิด

กระบวนการกลืนกินเซลล์ (phagocytosis) เมื่อมีเชื้อแบคทีเรียเข๎าสูํตัวสัตว์ เลคตินจึงเป็นสารที่มี

ความส าคัญในระบบภูมิค๎ุมกันของสัตว์ทะเลไมํมีกระดูกสันหลัง เปรียบเทียบหน๎าที่คล๎ายแอนติบอดีใน

ระบบภูมิคุ๎มกันแตํตํางกันตรงที่เลคตินไมํมีความจ าเพาะตํอสิ่งแปลกปลอม จากการศึกษาเลคตินของ

หอยลายมะนิลา (Manila clam) ที่ตรวจพบระหวํางการติดเชื้อ P. olseni แสดงให๎เห็นวํา หอยลาย

มะนิลาจะสังเคราะห์ C-type lectin ที่เรียกวํา Manila clam lectin (MCL) ระหวํางการติดเชื้อ

ปรสิตชนิดนี้ โดยเลคตินที่แยกได๎นั้นสามารถจับกับบริเวณผิวเซลล์ของ Perkinsus ได๎ โดย MCL จะ

ถูกหลั่งเข๎าสูํ hemolymp ของหอยและเข๎าไปล๎อมรอบปรสิต P. olseni เพ่ือให๎เซลล์เม็ดเลือดของ

หอยตรวจพบได๎และเกิดกระบวนการ phagocytosis เพ่ิมข้ึน [3] 
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 ส าหรับขบวนการเกิด encapsulation ตํอเซลล์ปรสิต จะพบได๎งํายในสไลด์ทางด๎านพยาธิ

สภาพ [3] 

 

2.1.9 การตรวจวินิจฉัยโรคเพอร์คินซัส 

2.1.9.1 เทคนิค Ray’s fluid thioglycollate (RFTM) 

วิธีมาตรฐานที่ใช๎ในการตรวจหาเชื้อปรสิต Perkinsus คือ การน าเนื้อเยื่อของหอย 

บํมใน fluid thioglycollate medium (FTM) เทคนิคนี้ถูกค๎นพบโดย Ray ในปี 1950 ส าหรับการ

ตรวจวินิจฉัยจะท าการใช๎ antibiotic กับเนื้อเยื่อหอย กํอนบํมในอาหารเลี้ยงเชื้อปรสิต RFTM เพ่ือ

ความปลอดเชื้อ หลังจากนั้น 48 ชั่วโมง เซลล์ปรสิตจะมีขนาดใหญํขึ้น โดยสามารถสังเกตได๎งํายขึ้น

จากการย๎อมด๎วยลูกอลไอโอดีน และสํองผํานกล๎องจุลทรรศน์ จะเห็นเป็นลักษณะวงแหวนสีน้ าเงินด า 

แตํเทคนิคนี้จะไมํจ าเพาะตํอสปีชีส์ของเชื้อปรสิต Perkinsus [18] 

 

2.1.9.2 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยทางโมเลกุล 

เมื่อหลายปีมานี้เทคนิคทางภูมิคุ๎มกันวิทยาและเทคนิคทางโมเลกุลถูกพัฒนาเพ่ือเป็น

ทางเลือกนอกจากเทคนิค RFTM ซึ่งสามารถตรวจวินิจฉัยโดยเจาะจงไปที่สปีชีส์ของ Perkinsus โดย

งานวิจัยที่ผํานมาของ Choi และคณะ (1991) ได๎มีการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะตํอ     

P. marinus ระยะ hypnospore พบวําสามารถท าปฏิกิริยากับระยะอ่ืนของปรสิตได๎ ชี้ให๎เห็นถึงการ

เปลี่ยนแปลงของอิพิโทปของระยะตํางๆ ระหวํางการเจริญของผนังเซลล์ของ hypnospore [8] 

เชํนเดียวกับงานวิจัยที่เกิดขึ้นในมอนอโคลนอลแอนติบอดี [10] ตรงกันข๎ามกับพอลิโคลนอล

แอนติบอดีที่ถูกพัฒนาให๎สามารถจับกับทุกระยะของ P. marinus และจดจ าสารโมเลกุลเล็กที่อยูํใน

เนื้อเยื่อโฮสต์ โดยพบวํายังสามารถจดจ าเชื้อปรสิต P. olseni หรือ P. atlanticus และสปีชีส์อ่ืนของ 

Perkinsus ได๎เชํนกัน ตํอมาแอนติบอดีเหลํานี้มีการศึกษาวําเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับ dinoflagellate 

ส าหรับเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ที่ใช๎พอลิโคลนอลแอนติบอดีตํอ 

extracellular product ใน P. marinus พบวํามีความไวมากกวําเทคนิค RFTM [19] 

ส าหรับเทคนิค PCR ที่มีเป้าหมายคือล าดับดีเอ็นเอที่ non-transcribed spacer 

(NTS) region ของ P. marinus โดยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอชิ้นสํวน 307 bp พบวํามีความไวและ
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จ าเพาะมากกวําเทคนิค RFTM ในการแยก P. marinus ออกจากสปีชีส์อ่ืนของ Perkinsus [7] ตํอมา

มีการออกแบบ PCR primer บนล าดับดีเอ็นเอ ITS region เพ่ือตรวจหาเชื้อปรสิต Perkinsus    

ทุกสปีชีส์ ยกเว๎น P. qugwadi [20] 

2.1.10 ทฤษฎีทางภูมิคุ๎มกันวิทยา  

  2.1.10.1 แอนติเจน (Antigen, Ag)  

  แอนติเจน คือ สิ่งแปลกปลอมหรือสารที่ไมํมีอยูํในรํางกายเมื่อเข๎าสูํรํางกายสามารถ

เหนี่ยวน าให๎เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ๎มกันแบบจ าเพาะ โดยท าให๎เกิดการสร๎างแอนติบอดีซึ่ง

สามารถท าปฏิกิริยากับแอนติเจนนั้นได๎ๆ โดยแอนติเจนต๎องมีคุณสมบัติ 2 ประการ คือ 

1.) Immunogenicity คือ ความสามารถของแอนติเจนตํอการกระตุ๎นการตอบสนอง

ทางภูมิคุ๎มกัน (immune response) ในรํางกายของมนุษย์หรือสัตว์ หรืออีกนัยหนึ่ง คือความสามารถ

ในการเหนี่ยวน า humoral immune response และ cell mediated immune response สารที่

สามารถกระตุ๎นให๎เกิด immune response เรียกวํา immunogen 

2.) Specific reactivity หรือ antigenicity คือ ความสามารถของแอนติเจนในการ 

ท าปฏิกิริยาแบบจ าเพาะกับแอนติบอดีที่เกิดขึ้นจากการกระตุ๎นของแอนติเจนนั้นๆเอง บนแอนติเจน 

1 โมเลกุลประกอบด๎วยหนํวยยํอยบนโมเลกุลหรือต าแหนํงยํอยๆบนผิวของแอนติเจนที่จะเป็น

ตัวกระตุ๎นระบบภูมิคุ๎มกันของรํางกาย โดยเรียกหนํวยยํอยเหลํานั้นวํา antigenic determinant หรือ

อิพิโทป (epitope) โดยแอนติเจน 1 ตัวสามารถมีหลายอิพิโทปและแอนติเจนแตํละชนิดจะมีอิพิโทป

ไมํเทํากัน 

คุณสมบัติโดยทั่วไปของแอนติเจน 

1.) Foreignness ต๎องเป็นสิ่งแปลกปลอม โดยจะต๎องไมํพบในเซลล์รํางกาย หรือ 

เป็นสิ่งที่อยูํในรํางกายแตํไมํเคยสัมผัสกับระบบภูมิค๎ุมกัน เชํน ตัวอสุจิ, กระจกตา เป็นต๎น หากเกิดการ

เล็ดลอดออกมา ระบบภูมิคุ๎มกันจะจัดเป็นสิ่งแปลกปลอมเชํนกัน 

2.) Molecular size สารที่เป็นแอนติเจนที่ดีต๎องมีน้ าหนักโมเลกุลมากกวํา 10,000 

ขึ้นไป สารที่มีน้ าหนักโมเลกุลน๎อยกวํา 10,000 มักเป็นแอนติเจนที่ไมํดีหรือไมํสามารถเป็นแอนติเจน

ได ๎

3.) Chemical complexity ถ๎าแอนติเจนมีโครงสร๎างซับซ๎อนจะกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันได๎ 
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ดี เชํน กรดอะมิโนที่เป็นโมเลกุลเดี่ยว (monomer) จะไมํกระตุ๎นระบบภูมิคุ๎มกัน แตํถ๎าโปรตีน

ประกอบด๎วยโมเลกุลหลายโมเลกุล (polymer) จะสามารถกระตุ๎นให๎เกิดการสร๎างแอนติบอดีได๎ 

4.) Charge ความเป็นแอนติเจนที่ดีไมํข้ึนกับประจุของแอนติเจนนั้นๆ แตํมีผลตํอ 

แอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน เชํน การกระตุ๎นด๎วยแอนติเจนที่มีประจุบวก แอนติบอดีท่ีเกิดข้ึนจะเป็นประจุลบ 

5.) Accessibility การเรียงตัวที่เหมาะสมของอิพิโทป จะท าให๎เกิดแอนติบอดีได๎  

เนื่องจากการเรียงตัวที่หนาแนํนเกินไปอาจท าให๎ระบบภูมิค๎ุมกันไมํสามารถเข๎าไปรับรู๎ได๎ 

6.) Chemical composition สารอินทรีย์ทั้งหมดรวมถึงจุลินทรีย์และผลผลิตของ 

จุลินทรีย์ เชํน พิษ (toxin) หรือแม๎แตํสารสังเคราะห์บางอยํางก็สามารถเป็นแอนติเจนได๎ ระหวําง 

โปรตีน คาร์โบไฮเดรต กรดนิวคลีอิกและไขมัน โปรตีนจัดเป็นแอนติเจนที่ดีที่สุด 

7.) Metabolizable สารที่เป็นแอนติเจนที่ดีต๎องถกู macrophage จับกินและยํอย 

ได๎ภายในเซลล์ของ macrophage แตํสารบางชนิด เชํน polystylene ที่ถูก macrophage กินแตํไมํ

ถูกยํอยก็สามารถเป็นแอนติเจนได๎แตํไมํดีนัก และถ๎าถูกยํอยจนหมดไปก็จะไมํเกิดการกระตุ๎นภูมิค๎ุมกัน  

8.) Responding host ความเป็นแอนติเจนที่ดีก็ยังขึ้นกับคุณสมบัติของ host ซึ่งจะ 

แตกตํางกันเมื่อตําง species หรือแม๎แตํ species เดียวกันก็ตํางกันในแตํละบุคคล นอกจากนั้นก็มี

เรื่องของ อายุ เพศ พันธุกรรม อาหาร ปริมาณแอนติเจนที่เข๎าสูํรํางกาย (dose) น๎อยหรือมากเกินไป

รวมทั้งทางท่ีแอนติเจนเข๎าสูํรํางกายอีกด๎วย (route) 

Adjuvant เป็นสารที่เมื่อให๎เข๎าสูํรํางกายพร๎อมกับแอนติเจนจะชํวยให๎รํางกายมีการ

ตอบสนองตํอแอนติเจนนั้น ๆ ได๎ดียิ่งขึ้น โดยอาจจะไปยืดระยะเวลาของแอนติเจนให๎อยูํในรํางกายได๎

นานขึ้น ท าให๎ระบบภูมิคุ๎มกันถูกกระตุ๎นด๎วยแอนติเจนได๎มากขึ้นหรือท าให๎เกิดการอักเสบบริเวณที่

ได๎รับซึ่งจะท าให๎มีการรวมตัวของเม็ดเลือดขาวบริเวณนั้นจ านวนมาก  ก็จะมีการกระตุ๎นระบบ

ภูมิคุ๎มกันได๎ดีขึ้น ตัวอยํางของ Adjuvant ที่นิยมใช๎ ได๎แกํ Freund's adjuvant ซึ่งแบํงเป็น

Complete Freund's adjuvant เป็น water-in oil emulsion ที่มีเชื้อ Mycobacterium 

tuberculosis ที่ฆําด๎วยความร๎อนแล๎วอยูํในชั้นของน้ ามันด๎วย โดย complete Freund's adjuvant 

จะกระตุ๎นให๎เกิดการสร๎างแอนติบอดีได๎ดีกวํา แตํมักจะเกิด granuloma หรือมีการอักเสบรุนแรง

บริเวณที่ฉีด โดยทั่วไปการฉีดสัตว์ทดลองครั้งแรก (primary immunization) มักจะใช๎ complete 

Freund's adjuvant แตํครั้งตํอ ๆ มา (booster) ก็จะใช๎ incomplete Freund's adjuvant ข๎อควร

ระวัง Freund's adjuvant ใช๎กับสัตว์ทดลองเทํานั้น ถ๎าฉีดในมนุษย์จะท าให๎เกิดการอักเสบที่รุนแรง
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และเรื้อรัง และถ๎าเข๎าตาอาจท าให๎ตาบอดได๎ ส าหรับ Incomplete Freund's adjuvant มีลักษณะ

เป็น water-in-oil emulsion เชํนกัน แตํไมํมีเชื้อ Mycobacterium tuberculosis  

แอนติเจนบางชนิดมีคุณสมบัติไมํครบถ๎วน คือมีความจ าเพาะแตํไมํสามารถกระตุ๎น

ระบบภูมิคุ๎มกันได๎ เรียกแอนติเจนนั้นวํา แฮปเทน (hapten) หรือ incomplete antigen หากจับกับ

สารที่มีโมเลกุลใหญํกวําที่เรียกวํา carrier จะสามารถกระตุ๎นให๎เกิดการสร๎างแอนติบอดีได๎ เชํน 

arsanilic acid เป็นแฮปเทนเมื่อรวมกับโปรตีน (carrier) จะสามารถกระตุ๎นให๎รํางกายสร๎าง

แอนติบอดีตํอ arsanilic acid ได ๎[21] 

 

2.1.10.2 แอนติบอดี (Antibody, Ab)  

แอนติบอดีอยูํในกลุํมโปรตีนที่เรียกวํา อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) คือ  

โปรตีนที่สร๎างจากเม็ดเลือดขาวชนิด บี-ลิมโฟไซต์ (B-lymphocyte) ที่เปลี่ยนแปลงเพ่ือท าหน๎าที่หลั่ง

แอนติบอดีเรียกวํา พลาสมาเซลล์ (plasma cell) โดยแอนติบอดีมีความสามารถจับกับ antigenic 

determinant หรืออิพิโทปของแอนติเจนที่เป็นตัวกระตุ๎นได๎อยํางจ าเพาะ  

โครงสร๎างโมเลกุลของแอนติบอดีเป็นรูปตัววาย (รูปที่ 2.2) ประกอบด๎วยสายโพลี

เพป-ไทด์ 4 สาย คือ โปรตีนสายยาวและมีน้ าหนักโมเลกุลมาก (heavy chain, H) 2 สายที่เหมือนกัน 

และอีก 2 สายที่เป็นโปรตีนสายสั้นและมีน้ าหนักโมเลกุลน๎อย (light chain, L) ซึ่งมีลักษณะ

เหมือนกันทั้ง 2 สายเชํนเดียวกัน H-chain และ L-chain ทั้ง 4 สายเชื่อมตํอกันด๎วยพันธะไดซัลไฟด์ 

(interchain disulfide bonds) ปลายข๎างหนึ่งของแตํละสายจะเป็นกรดอะมิโน เรียกวํา amino 

terminal หรือปลาย –N หรือ –NH2 สํวนปลายอีกข๎างจะเป็นคาร์บอกซิลิก เรียกวํา carboxy 

terminal หรือปลาย –C หรือ –COOH โดยทั้ง 4 สายจะหันปลาย –NH2 หรือ –COOH ไปทาง

เดียวกัน โดยจะมี hinge region อยูํตรงกลางระหวําง H-chain และ L-chain เป็นบานพับที่ขยับ

เปลี่ยนรูปรํางได๎ ท าให๎แอนติบอดีสามารถจับกับแอนติเจนได๎หลายแบบและได๎จ านวนสูงสุด ซึ่ง

บริเวณนี้สามารถยืดหยุํนได๎ท าให๎แขนทั้ง 2 ข๎างยืดหํางกัน และจับแอนติเจนได๎ดียิ่งขึ้น 
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รูปที่ 2.2 โครงสร๎างพื้นฐานของแอนติบอดี [22] 

 

  แอนติบอดีสามารถแบํงได๎ 5 class ตามความแตกตํางของ H-chain คือ IgG, IgM, 

IgA, IgD และ IgE โดย H-chain เป็น gamma (γ), mu (μ), alpha (α), delta (δ) และ epsilon 

(ε) ตามล าดับ H-chain แตํละ class จะมีความแตกตํางกันที่น้ าหนักโมเลกุล การเรียงตัวของ  

กรดอะมิโน สํวนประกอบของคาร์โบไฮเดรต antigenic determinant คุณสมบัติทางชีวภาพและการ

เคลื่อนที่เมื่อท า electrophoresis สํวน L-chain สามารถแบํงได๎เป็น 2 type คือ kappa (κ) และ 

lambda (λ) โดยในมนุษย์สัดสํวน κ และ λ = 60:40 โดยแอนติบอดี 1 โมเลกุล จะประกอบด๎วย L-

chain ชนิดใดชนิดหนึ่งเทํานั้น เชํน IgG kappa หรือ IgG lambda [23]   

คุณสมบัติของแอนติบอดีแตํละชนิด [24] 

  1. IgG เป็นแอนติบอดีชนิดที่พบมากที่สุดในรํางกายประมาณ 80% ของแอนติบอดี

ทั้งหมด เป็นแอนติบอดีที่สามารถถํายทอดจากมารดาไปสูํทารกได๎ผํานสายรก มีสํวนจับแอนติเจน 2 

ต าแหนํง IgG จะมีการสร๎างเพ่ิมมากขึ้นเมื่อมีการกระตุ๎นด๎วยแอนติเจนเดิมครั้งที่สองหรือครั้งตํอไป 

IgG มี 4 subclass คือ IgG1, IgG2, IgG3 และ IgG4 โดย IgG สามารถตรึงคอมพลีเมนต์ได๎ โดยเฉพาะ 

IgG3 มีความสามารถสูงสุด 
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  2. IgA เป็นแอนติบอดีชนิดที่พบมากในซีรัมและสารคัดหลั่ง จัดเป็นภูมิคุ๎มกัน

เฉพาะที่ (local immunity) IgA สํวนใหญํเป็นโมเลกุลเดี่ยว (monomer) มี IgA ประมาณ 10-15% 

ที่อยูํในรูป polymer เชํน dimer (2 โมเลกุล) หรือ trimer (3 โมเลกุล) ส าหรับ IgA ที่พบในซีรัมสํวน

ใหญํจะเป็นชนิด monomer และ IgA มี 2 subclass คือ IgA1, IgA2 

  3. IgM เป็นแอนติบอดีที่มีขนาดใหญํที่สุดประกอบด๎วย 5 หนํวย (pentamer) 

เชื่อมตํอกันด๎วย J chain จึงมีบริเวณที่จับกับแอนติเจนได๎ 10 ต าแหนํง IgM เป็นแอนติบอดีชนิดแรก

ที่รํางกายสร๎างขึ้นหลังจากมีการปฏิสนธิเพียง 10 สัปดาห์ IgM เป็นแอนติบอดีที่สามารถตรึงคอมพลี

เมนท์ได๎ และเมื่อทดสอบปฏิกิริยาการเกาะกลุํม (agglutination) กับแอนติเจน พบวําจะมีการเกาะ

กลุํมท่ีดีกวําแอนติบอดีชนิดอ่ืนเนื่องจากมีบริเวณที่จับกับแอนติเจนได๎มากกวํา Ig class อ่ืนๆ IgM ไมํ

มี subclass 

  4. IgD เป็นแอนติบอดีที่ไมํทราบคุณสมบัติทางชีวภาพที่ชัดเจน เชื่อวําเกี่ยวข๎องกับ

กระบวนการเปลี่ยนแปลงการผลิต H-chain ชนิดตํางๆบนผิวของ B lymphocyte สํวนใหญํจะเป็น 

IgD (surface Ig) ที่หลุดออกมาจากผิวของ B lymphocyte และพบได๎น๎อยในซีรัม IgD ไมํมี 

subclass 

  5. IgE เป็นแอนติบอดีที่พบปริมาณมากในผู๎ป่วยที่เป็นโรคเกี่ยวกับภูมิแพ๎หรือติดเชื้อ

ปรสิต มีสํวน Fc ที่สามารถจับได๎กับเซลล์เม็ดเลือดขาวบางชนิด IgE ไมํมี subclass 

  เมื่อรํางกายถูกกระตุ๎นด๎วยสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนจะมีการตอบสนองทาง

ภูมิคุ๎มกันตํางกัน โดย IgM จะเป็นแอนติบอดีชนิดแรกที่ถูกสร๎างขึ้น และมี IgG สร๎างขึ้นภายหลังใน

ปริมาณที่ใกล๎เคียงกัน เรียกวําเป็นการตอบสนองขั้นต๎น (primary immune response) และเมื่อ

ได๎รับแอนติเจนซ้ าอีกครั้งจะพบวํามีการตอบสนองโดยสร๎าง IgG เป็นสํวนใหญํ ซึ่งจะมีปริมาณเพ่ิมขึ้น

กวําการตอบสนองครั้งแรก ในขณะที่ IgM จะมีปริมาณน๎อยกวํา และปริมาณของแอนติบอดีรวมเมื่อมี

การกระตุ๎นครั้งที่สองจะสูงกวําครั้งแรก  

 

 2.1.11 มอนอโคลนอลแอนติบอด ี 

 การผลิตแอนติบอดีในสิ่งมีชีวิตจะเริ่มจากการที่รํางกายได๎รับการกระตุ๎นจากแอนติเจนที่มัก

มีอิพิโทปจ านวนมาก จากนั้นกระบวนการทางภูมิคุ๎มกันของรํางกายจะท าการตอบสนองตํอแอนติเจน

นั้น โดยแตํละอิพิโทปของแอนติเจนจะกระตุ๎นบีเซลล์พร๎อมกันหลายเซลล์หรือหลายโคลน แอนติบอดี



 

 

32 

ที่สร๎างขึ้นจากหลายๆโคลนของบีเซลล์จะมีความจ าเพาะตํออิพิโทปที่หลากหลาย เรียกวํา พอลิ

โคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) อยํางไรก็ตามการสร๎างแอนติบอดีเพ่ือใช๎ในงานวิจัย

หรือการตรวจวินิจฉัยโรค สามารถสร๎างและคัดเลือกแอนติบอดีที่มาจากโคลนเดียวหรือจ าเพาะตํออิพิ

โทปใดอิพิโทปหนึ่งของแอนติเจนนั้น ซึ่งจะท าให๎ได๎แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูง เรียกแอนติบอดีนี้

วํา มอนอโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 

 การผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีจะเริ่มต๎นเชํนเดียวกับการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

ขั้นตอนแรกคือการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน โดยสามารถเลือกกระตุ๎นได๎ทั้งแบบ in vivo และ in vitro 

ส าหรับการกระตุ๎นแบบ in vivo ท าได๎โดยการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันสัตว์ทดลอง เชํน หนูสายพันธุ์ 

BALB/c ถูกฉีดด๎วยแอนติเจนที่ผสมด๎วย adjuvant ในปริมาณที่เหมาะสม ส าหรับการตรวจวําหนู

ทดลองสร๎างภูมิคุ๎มกันตํอแอนติเจนหรือไมํ จะท าโดยการน าเอาเลือดของหนูมาทดสอบทั้งกํอนกระตุ๎น

และหลังกระตุ๎นผํานเทคนิค ELISA กํอนขั้นตอนการหลอมรวมเซลล์จากม๎ามหนู ในสํวนของ in vitro 

การกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันจะไมํเกิดในสัตว์ทดลอง แตํเกิดจากการเพาะเลี้ยง แยกบีเซลล์ออกจากม๎ามของ

สัตว์ทดลองที่ไมผํํานการกระตุ๎นใดๆ และน ามาเลี้ยงในอาหาร RPMI 1640 หรือ DMEM ที่ไมํเติมซีรัม 

จากนั้นจึงผสมกับแอนติเจน แอนติบอดีจะถูกสร๎างหลังบํม 4-5 วัน การกระตุ๎นแบบนี้จะ

ประหยัดเวลาและใช๎แอนติเจนน๎อยกวําการกระตุ๎นแบบ in vivo แตํไมํวําอยํางไรก็ตามเทคนิค in 

vivo ก็ยังเป็นที่นิยมมากกวํา เพราะเทคนิค in vitro สามารถกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันได๎เพียงครั้งเดียว

เทํานั้น  

 ขั้นตอนการหลอมรวมเซลล์จะเริ่มจากการแยกบีเซลล์จากม๎ามแล๎วน ามาหลอมรวมกับเซลล์

มัยอิโลมาในอัตราสํวน 1:1 และ 2:1 (B-cell : myeloma cells) ขั้นตอนนี้ใช๎เวลาประมาณ 1 นาที

ในอาหารที่ไมํมีซีรัมโดยเติมพอลิเอทิลีนไกลคอล (PEG) หลังจากหลอมรวมแล๎วจะได๎เซลล์ไฮบริดหรือ

เซลล์ไฮบริโดมา ส าหรับการคัดเลือกจะใช๎อาหาร HAT medium (hypoxanthine-aminopterin-

thymidine medium) พ้ืนฐานจากเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนมสํวนใหญํสามารถสังเคราะห์นิวคลีโอ

ไทด์ได๎ 2 แบบ คือ de novo pathway และ salvage pathway (รูปที่ 2.3) โดย aminopterin จะ

ยับยั้งเอนไซม์ใน de novo pathway เมื่อ de novo pathway ถูกยับยั้งเซลล์ก็จะเปลี่ยนมาใช๎ 

salvage pathway เอนไซม์ที่ใช๎ใน salvage pathway คือ hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyl transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) การเกิด mutation ของ

เอนไซม์ตัวใดตัวหนึ่งจะยับยั้งการใช๎ salvage pathway ดังนั้นเซลล์ที่ขาดเอนไซม์ HGRRT หรือ TK 



 

 

33 

จะตายใน HAT medium (รูปที่ 2.4) เพราะไมํสามารถใช๎ salvage pathway ในการสังเคราะห์     

นิวคลีโอไทด์ส าหรับสร๎าง DNA หรือ RNA  

 ส าหรับการคัดเลือกโคลนของเซลล์ไฮบริโดมาที่มีการสังเคราะห์แอนติบอดีที่ต๎องการจะใช๎

เทคนิค ELISA และเมื่อได๎โคลนที่ต๎องการแล๎วเข๎าสูํขั้นตอนการโคลนซ้ า (recloned) อยํางน๎อยสอง

ครั้งเพ่ือเป็นการยืนยันวํากลุํมโคลนที่ได๎มาจากโคลนเดียวเทํานั้น เรียกเทคนิคนี้วํา limiting dilution 

เป็นการท าให๎ในหนึ่งหลุมของ microtiter plate มีเซลล์ไฮบริโดมาเพียงเซลล์เดียว 

 โคลนที่ถูกเลือกจะถูกน ามาเพาะเลี้ยงเซลล์ in vitro โดยเซลล์ไฮบริโดมาผลิตแอนติบอดี

ออกมาอยูํในอาหารเลี้ยงเซลล์ ซึ่งน้ าเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาสามารถน ามาใช๎ได๎ทั้งแบบไมํท าให๎บริสุทธิ์

หรือท าให๎บริสุทธิ์แล๎ว เทคนิคในการเพ่ิมปริมาณของมอนอโคลนอลแอนติบอดีสามารถใช๎เทคนิค 

ascites ซึ่งเป็นการฉีดเซลล์ไฮบริโดมาเข๎าไปทางชํองท๎องของหนูและท าให๎เกิดการผลิตแอนติบอดีขึ้น

ในนั้น (in vivo) แตํเทคนิคนี้อาจจะไมํสามารถท าได๎ในบางประเทศเนื่องจากกฎหมายห๎าม [25]  

 

 
 

รูปที่ 2.3 การสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์โดย denovo pathway และ salvage pathway [26] 
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รูปที่ 2.4 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาใน HAT medium [27] 
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2.2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 Choi และคณะ (1991) ได๎ท าการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. marinus 

ระยะ hypnospore ที่ได๎จากการบํมเนื้อเยื่อหอยนางรมในอาหารเลี้ยงเชื้อ FTM พบวําพอลิโคลนอล

แอนติบอดีที่ได๎ไมํเกิดปฎิกิริยาข๎าม (cross reactivition) กับ P. marinus ระยะอ่ืน โดยใช๎เทคนิค 

ELISA และผลจากการท า immunofluorescence พบวําพอลิโคลนอลแอนติบอดีสามารถจดจ า

แอนติเจนที่อยูํบนพื้นผิวของผนังเซลล์ hypnospore ได๎ [8] 

 Romestand และคณะ (2001) ได๎ท าการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต       

P. marinus ระยะ trophozoite โดยได๎จากการน าไอโซเลต Perkinsus 1 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

JLODP1 เมื่อน าไปฉีดในหนูทดลองสายพันธุ์ BALB/c พบวําระดับแอนติบอดีอยูํที่ 480,000 และ ได๎

มอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 2 โคลน (17B2D5 และ 19G3H6) จากการศึกษาลักษณะสมบัติของ

มอนอโคลนอลแอนติบอดีพบวําทั้ง 2 โคลนเป็นไอโซไทป์ IgG1 และสามารถเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับ     

P. marinus ทุกระยะ ได๎แกํ hypnospore และ zoospore แตํไมํเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับเนื้อเยื่อ 

hemolymph ของหอยนางรม Crassostrea gigas และ C. virginica, ปรสิต Banamia ostrea 

และ Marteilia refringens [9] 

 Leethochavalit และคณะ (2004) ได๎รายงานการแพรํระบาดของเชื้อปรสิต Perkinsus ใน

หอยลายบริเวณอําวไทยเป็นครั้งแรก ในการส ารวจหอยลายใช๎เทคนิค fluid thioglycollate 

medium (FTM) โดยเก็บตัวอยํางตั้งแตํเดือนมกราคมถึงธันวาคม ปี 2544 พบความชุกชุมรายเดือน

เฉลี่ย 84.7% (n=360) โดยความชุกชุมรายเดือนของหอยลายที่ติดเชื้อสูงสุดอยูํที่ 100%, ความชุกชุม

ต่ าอยูํที่ 66.7% ในเดือนพฤษภาคม และไมํพบการติดเชื้อในเดือนกันยายน จากการเลี้ยงปรสิตใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ FTM ขนาดของ prezoosporangia หรือ hypnospore จะขยายเพ่ิมขึ้น

เส๎นผําศูนย์กลางจาก 25-75 µm ตํอมาเมื่อบํมในน้ าทะเลที่มีการเติมอากาศเป็นเวลาหลายวัน พบวํา 

hypnospore จะแบํงเซลล์เป็นสองสํวนและเกิดเป็น zoospore ขนาดความยาว 2-5 µm โดย 

zoospore ถูกปลํอยสูํน้ าทะเลผําน discharge tube ส าหรับเนื้อเยื่อหอยลายที่ตัดตัวอยํางชิ้นเนื้อ

แบบอัตโนมัติ (semi-thin section) ความหนา 1-4 µm พบ trophozoite ขนาด 3-6 µm ภายใน

เหงือก เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ตํอมเพศ และโดยเฉพาะในตํอมสร๎างน้ ายํอยของหอย จากรายละเอียดความ

แตกตํางของวงจรชีวิตของสปีชีส์ปรสิต Perkinsus ในประเทศไทยใกล๎เคียงกับ P. olseni (=         
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P. atlanticus) ที่พบรายงานในประเทศออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ เกาหลี ญี่ปุ่น สเปน และโปรตุเกส 

[28] 

 Earnhart และคณะ (2004) ได๎ท าการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอ extracellular 

product (ECP) ของ P. marinus โดย ECP มีสํวนเกี่ยวข๎องกับความรุนแรงของกํอโรค (virulence) 

และความสามารถของ ECP สามารถเปลี่ยนแปลงได๎ด๎วยการเติม oyster tissue homogenate ลง

ไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งจะเหนี่ยวน าให๎ปรสิตเปลี่ยนจากระยะ trophozoite เป็นระยะ 

hypnospore โดยไมํต๎องบํมในอาหารเลี้ยงเชื้อ RFTM จากการศึกษาพบวําได๎มอนอโคลนอล

แอนติบอดีทั้งหมด 5 โคลน แตํมีเพียง 1 โคลน (5A2) ที่สามารถจับกับ P. marinus ระยะ 

trophozoite ในเนื้อเยื่อหอยนางรมที่ผํานเทคนิคการย๎อมชิ้นเนื้อด๎วยแอนติบอดีที่จ า เพาะอิมมู-

โนฮีสโตเคมี (immunohistochemistry) ในขณะเดียวกันก็ไมํเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับเนื้อเยื่อหอยนางรม

ที่ไมํติดเชื้อ, P. atlanticus และ dinoflagellate Hematodinium perezi [29] 

 Kim และคณะ (2008) ได๎ท าการศึกษาคุณลักษณะ การแสดงออกของเนื้อเยื่อ และการหา

ต าแหนํงของ MCL3 ซึ่งเป็น C-type lectin ที่หอยลายมะนิลา (Manila clam) สังเคราะห์ระหวําง

การติดเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยเทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมี เลคตินเป็นโปรตีนดํานแรกที่ผลิตออกมา

เพ่ือป้องกันและท าลายสิ่งแปลกปลอม (humoral defence protein) จากการศึกษาได๎ท ารีคอม-

บิแนนท์ MCL3 ที่แสดงออกใน Escherichia coli M15 ให๎บริสุทธิ์ แล๎วน ามาฉีดกระตุ๎นในกระตําย 

จากนั้นจึงน าซีรัมของกระตํายมาวัดการผลิตแอนติบอดีที่มีตํอ cell lysate จาก MCL3-

transformed E. coli ด๎วยเทคนิค Western blot และน า anti-rMCL3 มายืนยันต าแหนํงของ 

MCL3 ในเนื้อเยื่อบริเวณตํางๆของหอยลายมะนิลาที่ติดเชื้อ Perkinsus ได๎แกํ เท๎า, ตํอมสร๎างน้ ายํอย, 

ตํอมเพศ, เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน, เหงือก, แมนเทิล, ล าไส๎ และกระเพาะอาหาร MCL3 จะพบมากในตํอม

สร๎างน้ ายํอย โดยเฉพาะบริเวณทางเดินอาหาร และพบน๎อยบริเวณผนังทางเดินอาหาร จากการย๎อม

เนื้อเยื่อพบวํามี MCL3 มากในเหงือก แมนเทิลและล าไส๎ ถัดมาเป็นบริเวณเท๎าและกระเพาะอาหาร

ของหอย แตํในเนื้อเยื่อเก่ียวพันและตํอมเพศพบ MCL3 น๎อย [30] 

 Park และคณะ (2010) ได๎ท าการแยกเชื้อ (isolation) และตรวจพิสูจน์เชื้อ (identification) 

P. olseni จากอุจจาระของหอยลายมะนิลา และตะกอนดินในทะเลโดยการใช๎เทคนิคทางภูมิคุ๎มกัน

วิทยาและเทคนิคทางโมเลกุล โดยท าการกระตุ๎นหนูด๎วยโปรตีนสกัดจากปรสิตระยะ hypnospore 

จากนั้นจึงน าแอนติซีรัมของกระตํายมาทดสอบความจ าเพาะด๎วยเทคนิค ELISA ส าหรับแอนติบอดีที่
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สามารถเกิดปฏิกิริยาข๎ามจะถูกแยกออกไปโดยการใช๎ immunoadsorbent ที่เตรียมจากเนื้อเยื่อหอย

ลายมะนิลาที่ไมํติดเชื้อ ตํอมา anti- P. olseni IgG หรือพอลิโคลนอลแอนติบอดีตํอ P. olseni ที่มีไอ

โซไทป์ IgG จะถูกท าให๎ตกตะกอนด๎วยสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟต จากการศึกษา 

immunofluorescent พบวํา anti- P. olseni IgG มีความจ าเพาะกับ P. olseni ทุกระยะ ได๎แกํ 

ระยะ trophozoite, hypnospore และ zoospore และพบวําสามารถแยกเซลล์ที่มีรูปรํางคล๎าย   

P. olseni ระยะ hypnospore จากตะกอนดินที่เก็บจาก Hwangdo ชายฝั่งตะวันตกของเกาหลีซึ่ง

เป็นบริเวณที่มีการตายของหอยลายที่ติดเชื้อ P. olseni จ านวนมาก พบวําเซลล์ที่ถูกท าให๎บริสุทธิ์ให๎

ผลบวกตํอการท า immunofluorescent เป็นการยืนยันการพบเชื้อปรสิต P. olseni เป็นครั้งแรกใน

ตะกอนดินใต๎ทะเล และยังพบวําหอยลายจะปลํอย hypnospore 1-2 เซลล์ตํอวันผํานอุจจาระโดย

การศึกษาผํานเทคนิค PCR ดังนั้นจากข๎อมูลทั้งหมดจึงสามารถสรุปการแพรํระบาดของเชื้อปรสิต    

P. olseni ได๎สองทางคือ ผํานอุจจาระและผํานการสลายตัวของเนื้อเยื่อหอยลายที่ติดเชื้อ [31] 

 



 

 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สัตว์ทดลอง เซลล์ และปรสิตที่ใช้ในงานวิจัย 

- หนูทดลองสายพันธุ์ ICR (outbred strain) เพศเมีย อายุ 6-8 สัปดาห์ จากศูนย์

สัตว์ทดลองแหํงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

- เซลล์มัยอิโลมา P3-X63Ag8 ได๎ร ับความอนุเคราะห์จากผู ๎ช ํวยศาสตราจารย์     

ดร.ศิวาพร ลงยันต์ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทร- 

วิโรฒ ประสานมิตร กรุงเทพฯ 

- Perkinsus olseni ระยะ zoospore และ hypnospore ได๎รับความอนุเคราะห์

จาก ดร. จันทร์จรัส วัฒนะโชติ สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

3.2 สารเคมี  

 - 3,3’ Diaminobensidine tetrahydrochloride (DAB)  Sigma-Aldrich, USA 

 - 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)   Sigma-Aldrich, USA 

 - 30% Hydrogen peroxide (H2O2)    Merck, Germany 

 - Aminopterin       Sigma-Aldrich, USA 

 - Bovine serum albumin (BSA)     Sigma-Aldrich, USA 

- Butanol        Ajex finechem pty  

Ltd., New Zealand 

 - Citric acid       Merck, Germany 

 - Cobalt (III) chloride hexahydrate (CoCl2·6H2O)  Sigma-Aldrich, USA 

 - Dimethyl sulfoxide (DMSO)     Fluka, Switzerland 

 - di-Sodium hydrogen phosphate    Merck, Germany 

 - Eosin        POCH S.A., Poland 

 - Ethanol       Merck, Germany 
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 - Fetal calf serum (FCS)     Biowest, South  

America 

 - Freund’s complete adjuvant (FCA)    Sigma-Aldrich, USA 

 - Freund’s incomplete adjuvant (FIA)    Sigma-Aldrich, USA 

 - Gentamycin       T.P. drug  

laboratories  

         (1969) Co., LTd,  

Thailand 

 - Hematoxylin       Bio optica, Italy 

 - Horseradish peroxidase-conjugate goat anti mouse  Jackson Immuno, 

  IgG (GAM-HRP)      USA 

- Hypoxanthine      Sigma-Aldrich, USA 

- L-glutamine       Sigma-Aldrich, USA 

 - Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit   Sigma-Aldrich, USA 

 - Permouting medium      Bio optica, Italy 

 - Penicilline G       Sigma-Aldrich, USA 

 - Peroxidase labeled Goat Anti-Mouse IgG (Fab Specific) Sigma-Aldrich, USA 

 - Polyethylene glycol (PEG)     Sigma-Aldrich, USA 

 - Potassium chloride (KCl)     Merck, Germany 

 - Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)   Merck, Germany 

 - RPMI 1640 medium      Biochrome AG,  

Germany 

 - Skim milk        บริษัท ฟอนเทียรํา  

แบรนด์ส  

(ประเทศไทย) จ ากัด 

 - Sodium chloride      Merck, Germany 

 - Sodium carbonate      Merck, Germany 



 

 

40 

 - Sodium pyruvate (C3H3O3Na)    Sigma-Aldrich, USA 

 - Streptomycin       Sigma-Aldrich, USA 

 - Sulfuric acid (H2SO4)      Merck, Germany 

 - Thimerosol       Sigma-Aldrich, USA 

 - Thymidine       Sigma-Aldrich, USA 

 - Tween 20       Riedel-de Haën,  

UK 

 - Xylene       Bio optica, Italy 

3.3 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

- กระดาษกรอง       Whatman,  

Germany 

- กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร    Nipro, Japan 

- กล๎องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ     Nikon, Japan 

- เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G     Nipro, Thailand 

- ขวดแก๎ว       Boro, Germany 

- เครื่องกวนสาร (stirrer)      เบคไทย, Thailand 
- เครื่องนึ่งฆําเชื้อ (autoclave)   Udono-Rll  

memmert, Japan 
- เครื่องปั๊ม (pump)      Iwaki, Japan 

- เครื่องผสมสาร (vortex)      Scientific  

Industries, Inc.,  

USA 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) Hettich 

Zentrifugen, 

Germany 
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- เครื่องวัดความเป็นกรดดําง (pH meter) Metter Toledo, 

  USA 

- เครื่องอํานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (microtiterplate reader) Titertek multiskan, 

Finland 

- จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Corning, USA 

- จานเลี้ยงเซลล์ ชนิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 หลุม Costar, USA 

- จานเลี้ยงเซลล์ (Petri dish)     Hycon, Germany 

- ตู๎แชํแข็งอุณหภูมิ -20 °C และ -70 °C Sanyo, Japan  

 - ตู๎บํมอุณหภูมิ 37 °C 5% CO2 (model 3111)   Thermo Scientific,  

USA  

 - ตู๎ปลอดเชื้อ (laminar flow)     International  

Scientific 

         Supply Co., Ltd.,  

Thailand 

- ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank)   Harsco  

Corporation, USA 

- ถุงมือยางธรรมชาติ      ด๏อกเตอร์ ปู จ ากัด,  

        Thailand 
 - ทิป        Axygen, USA 

- บีกเกอร์ขนาด 50-500 มิลลิลิตร     Boro, Germany 
 - ปิเปตแก๎ว       HBG, Germany 

 - ปิเปตอัตโนมัติ (automatic pipette)    Gilson, France 

 - ไมโครปิเปต (micropipette)     Eppendorf Co.,  

Ltd., Thailand 

- ไมโครปิเปตชนิดมัลติชาแนล (multichannel micropipette) PZ HTL S. A.,  

        Poland 
- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (eppendorf)    Axygen, USA 
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 - หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร   Axygen, USA 

 - หลอดส าหรับแชํแข็งเซลล์ (cryotube)    Corning, Mexico 

 - อํางควบคุมอุณหภูมิ (water bath)    Memmert,  

Germany 
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3.4 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 3.4.1 การกระตุ๎นระบบภูมิคุ๎มกันของหนูทดลองให๎สร๎างแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni 

แอนติเจนที่ใช๎การฉีดกระตุ๎นระบบภูมิคุ๎มกันแบํงออกเป็นสองระยะ คือ P. olseni ระยะ 

zoospore (2.0x109 เซลล์ตํอมิลลิลิตร) และ P. olseni ระยะ hypnospore (2.0x107 เซลล์ตํอ

มิลลิลิตร) โดยได๎รับความอนุเคราะห์จากสถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา ในรูปคง

สภาพ (4% paraformaldehyde fixation) ที่ผํานการล๎างด๎วยน้ ากลั่น 5 ครั้งโดยแตํละครั้งจะผําน

การปั่นเหวี่ยงด๎วยความเร็ว 1500 รอบตํอนาที ครั้งละ 5 นาที เพ่ือล๎างเอาฟอร์มาลีนออก จากนั้นจึง

ผสมแอนติเจนกับ Freund’s complete adjuvant ในอัตราสํวน 1:1 (v/v) ฉีดกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของ

หนูสายพันธุ์ ICR เพศเมียอายุ 6 สัปดาห์ เข๎าชํองท๎อง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้นฉีด

กระตุ๎นอีก 3 ครั้ง  โดยฉีดซ้ าทุกๆ 2 สัปดาห์ด๎วยแอนติเจนเดิมที่ผสมกับ Freund’s incomplete 

adjuvant ในอัตราสํวน 1:1 (v/v)ในครั้งที่ 2, 3 และ 4 จากนั้น 1 สัปดาห์ หลังการฉีดครั้งที่ 4 เจาะ

เลือดจากหางหนูมาตรวจหาการตอบสนองของแอนติบอดีด๎วยวิธี dot blotting (หัวข๎อ 3.4.3.1) เมื่อ

ได๎ระดับแอนติบอดีที่สูงพอแล๎ว จะท าการกระตุ๎นครั้งสุดท๎ายด๎วยแอนติเจนของ P. olseni กํอนการ

หลอมรวมเซลล์ (ส าหรับการดูแลหนูทดลองเป็นไปตามจรรยาบรรณการใช๎สัตว์ทดลองเพ่ืองานทาง

วิทยาศาสตร์ และผํานการพิจารณาจากคณะกรรมการแล๎ว) 

 

3.4.2 การเตรียมและคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต 
P. olseni 

  3.4.2.1 การเตรียมเซลล์มัยอิโลมา 

กํอนท าการหลอมรวมเซลล์น าเซลล์มัยอิโลมา P3X เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI  

1640 ที่มีซีรัมจากลูกวัว (fetal calf serum: FCS) ความเข๎มข๎น 10% (v/v) และบํมในตูํบํมที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ความเข๎มข๎น 5% โดยในวันหลอมรวมเซลล์ น าเซลล์มัยอิโลมาที่มีระยะการเติบโต

สูงสุด (log phase) มารวมไว๎ในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรและบํมไว๎ที่ตู๎บํมที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ความเข๎มข๎น 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กํอนเตรียมหลอมรวมกับเซลล์

ม๎ามที่เตรียมไว๎ 
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3.4.2.2 การเตรียมเซลล์ม้าม 

ท าการสลบหนูทดลองที่ให๎คําระดับแอนติบอดีตํอ P. olseni ที่สูง (ข๎อ 3.4.1) โดยใช๎ 

ไดเอทิลอีเธอร์ (diethylether) เจาะเลือดจากหัวใจเพ่ือเก็บเป็นซีรัมไว๎ใช๎ตํอไป ท าการเปิดชํองท๎อง

โดยวิธีปลอดเชื้อเพ่ือน าม๎ามของหนูออกมา แชํในอาหาร RPMI 1640 ที่มี gentamycin เข๎มข๎น 0.2 

มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร จากนั้นจึงใช๎กรรไกรตัดม๎ามให๎เป็นชิ้นเล็กๆบนตะแกรงลวด แล๎วใช๎ด๎ามของ

หลอดฉีดยาขนาด 5 มิลลิลิตร บดม๎ามเบาๆให๎ละเอียด เมื่อได๎เซลล์ม๎ามแล๎วให๎น ามาปั่นล๎างในอาหาร 

RPMI 1640 ที่มี gentamycin ปริมาตร 35 มิลลิลิตร ด๎วยความเร็ว 1500 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 5 

นาที แล๎วทิ้งสํวนใส เติมอาหารปริมาตร 35 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมน าไปหลอมรวมเซลล์กับเซลล์มัยอิ-

โลมาตํอไป 

 

3.4.2.3 การหลอมรวมเซลล์ 

น าเซลล์ม๎ามและเซลล์มัยอิโลมาท่ีเตรียมไว๎ผสมให๎เข๎ากันเบาๆ กํอนน าไปปั่นเหวี่ยงด๎วย   

ความเร็ว 1500 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทสํวนใสทิ้งและเขยําเบาๆเพ่ือไมํเซลล์เกาะ

กลุํมกันเป็นก๎อน คํอยๆหยดพอลีเอทิลีนไกลคอล ซึ่งเป็นสารที่มีมวลโมเลกุล 3,000-3,700 ดาลตัน 

ความเข๎มข๎น 50% (v/v) เป็นสารที่ชํวยในการหลอมรวมเซลล์ทั้งสอง ลงไปพร๎อมกับหมุนหลอด

ทดลอง จากนั้นจึงเคาะหลอดทดลองเบาๆ โดยควบคุมอัตราการหยดพอลีเอทิลีนไกลคอล 1 มิลลิลิตร 

ให๎หมดภายใน 1 นาที เติมอาหาร RPMI 1640 ที่มี gentamycin ความเข๎มข๎น 0.2 มิลลิกรัมตํอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 35 มิลลิลิตรลงไปน าเซลล์ที่ได๎ไปบํมในตู๎บํมที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ความเข๎มข๎น 

5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500 

รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสํวนใสทิ้ง น าเซลล์มาเติมลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ HAT ที่มี FCS 

ความเข๎มข๎น 20% (v/v) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปิเปตต์กระจายเซลล์ลงในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 

หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร น าไปเลี้ยงในตู๎บํมเป็นเวลา 10-14 วัน เมื่อเซลล์ไฮบริโดมาเจริญเติบโต

ประมาณ 25% ของพ้ืนที่หลุม น าอาหารเลี้ยงเซลล์ในแตํละหลุมไปทดสอบวํามีการสร๎างแอนติบอดี

ตํอ P. olseni หรือไมํ โดยวิธี dot blotting 
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3.4.3 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต     
P. olseni 

3.4.3.1 การคัดเลือกเซลล์โดยวิธี dot blotting 

 น า P. olseni ระยะ zoospore (6.6 x 108 เซลล์ตํอมิลลิลิตร) หรือ ระยะ 

hypnospore (2.0 x 107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร) มาหยดลงบนแผํนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 ไมโครลิตร

ตํอจุด อบให๎แห๎งที่ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แชํใน 5% skim milk เป็นเวลา 30 นาที 

แล๎วล๎างด๎วย PBS ที่มี Tween 20 (PBS-T) เข๎มข๎น 0.05% (v/v) จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมน้ าเลี้ยง

เซลล์ไฮบริโดมาหรือซีรัมของหนู แล๎วบํมที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง (หรือบํมข๎ามคืนที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส) ล๎างด๎วย PBS-T 3 ครั้ง แล๎วเติม แอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่

เชื่อม horseradish peroxidase (GAM-HRP) ที่ความเจือจาง 1:3000 ใน PBS บํมเป็นเวลา 3 

ชั่วโมงที่อุณหภูมิห๎อง (หรือบํมข๎ามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) แล๎วล๎างด๎วย PBS-T 3 ครั้ง 

จากนั้นเติมสารละลายผสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 0.006%, 3,3-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB) 0.03% และโคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2) 0.05% ใน PBS หากเกิดการจับ

กันของแอนติเจนกับแอนติบอดีจะเกิดจุดสีด า  

 

  3.4.3.2 การแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้เซลล์เดี่ยวโดยวิธี limiting dilution 

 เพ่ือยืนยันวําเซลล์ไฮบริโดมาได๎นั้นมาจากต๎นก าเนิดเซลล์เพียงเซลล์เดียวเทํานั้น น า

เซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตํอ P. olseni จากการคัดเลือกโดยวิธี dot blotting มาท า

เจือจาง 1 เซลล์ตํอหลุมเพ่ือท าให๎เป็นโคโลนีเดี่ยว เมื่อเซลล์เจริญเติบโตเป็นโคโลนีเดี่ยวในหลุม

ประมาณ 25% ของพ้ืนที่ก๎นหลุม น าอาหารเลี้ยงเซลล์มาตรวจสอบวํามีการผลิตแอนติบอดีตํอ       

P. olseni หรือไมํ ถ๎าเซลล์ยังมีการสร๎างแอนติบอดีตํอ P. olseni ให๎ท าการขยายเซลล์เพ่ิมจ านวน 

แล๎วน าไปแชํแข็งในไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ไว๎ใช๎ในการทดสอบตํอไป 

 

  3.4.3.3 การเก็บเซลล์ไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 

 น าเซลล์ไฮบริโดมาที่ต๎องการเก็บมาเลี้ยงตํอในอาหาร RPMI 1640 ที่มี FCS ความ

เข๎มข๎น 10% (v/v) ให๎อยูํในชํวงที่มีการเจริญเติบโตสูงที่สุด (log phase) มาปั่นเหวี่ยงให๎เซลล์
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ตกตะกอนด๎วยความเร็ว 1500 รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่อยูํ

ด๎านบนทิ้ง และเติมอาหาร RPMI 1640 ที่มีไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide, DMSO) 

ความเข๎มข๎น 10% (v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใช๎พลาสเจอร์ปิเปตดูดขึ้นลงเบาๆ จนเซลล์เข๎ากันดีกับ

อาหารส าหรับแชํแข็งเซลล์ กํอนถํายเซลล์ลงในหลอดเก็บเซลล์ขนาด 2 มิลลิลิตร และน าไปแชํที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสข๎ามคืน หลังจากนั้นย๎ายลงในถังไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ -

196 องศาเซลเซียส 

 

  3.4.3.4 การน าเซลล์ไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวกลับมาเลี้ยง 

 น าหลอดที่เก็บเซลล์ไฮบริโดมาออกมาจากถังไนโตรเจนเหลวมาแชํ ในน้ าที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียสทันที เมื่ออาหารส าหรับแชํแข็งเซลล์ในหลอดละลายหมดแล๎ว ให๎ถํายเซลล์ลงหลอด

ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปปั่นที่ความเร็ว 1500 รอบตํอนาที เป็น

เวลา 5 นาที กํอนน าเซลล์ไปเลี้ยงตํอในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่มี FCS ความเข๎มข๎น 10% 

(v/v) 

 

 3.4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องต๎นของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

3.4.4.1 การทดสอบความไวและความสามารถในการจับกับแอนติเจนของมอนอ
โคลนอลแอนติบอดี 

ใช๎วิธี dot blotting โดยการท าการเจือจางแอนติเจนของ P. olseni ที่ระดับความ

เข๎มข๎น 109, 108,107,106,105 เซลล์ตํอมิลลิลิตร จากนั้นท าตามวิธีในข๎อ 3.4.3.1 สังเกตจุดสีด าที่

เกิดข้ึน โดยคําความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีจะขึ้นกับความเข๎มข๎นของแอนติเจนที่น๎อยที่สุดที่

ท าให๎เกิดจุดสีด า  

 

3.4.4.2 การตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

 ใช๎ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป โดยตรึงก๎นหลุมด๎วย isotyping specific antibody (IgG1, 

IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, และ IgM) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตํอหลุม บํมที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง ล๎างด๎วย PBS 3 ครั้ง แล๎วเติมมอนอโคลนอลแอนติบอดีปริมาตร 100 ไมโครลิตรตํอ
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หลุม บํมที่อุณหภูมิห๎อง 1 ชั่วโมง ล๎างด๎วย PBS 3 ครั้ง จากนั้นเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จ าเพาะตํอ 

Fab ที่เจือจางใน PBS ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตํอหลุม บํมที่อุณหภูมิห๎อง 30 นาที ล๎างด๎วย PBS 3 

ครั้ง แล๎วเติมสารละลายสับสเตรต ซึ่งประกอบด๎วย TMB และ H2O2 ละลายในซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 4 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตํอหลุม ทิ้งไว๎เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงเติมกรดซัลฟิวริก (H2SO4) ความ

เข๎มข๎น 1 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตํอหลุม น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 

นาโนเมตร 

 

3.4.5 การตรวจหาเชื้อปรสิตในหอยลายโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 

 สไลด์เนื้อเยื่อหอยได๎รับความอนุเคราะห์จากงานวิจัยกํอนหน๎า ซึ่งศึกษาเกี่ยวกับโรคปรสิต

และระบบภูมิคุ๎มกันในหอยเศรษฐกิจที่เลี้ยงบริเวณชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย  [3] 

โดยน ามาผํานกระบวนการอิมมูโนฮีสโตเคมีด๎วยวิธี indirect immunoperoxidase มีวิธีโดยยํอดังนี้  

rehydrate เนื้อเยื่อโดยล๎าง paraffin ออกจากเนื้อเยื่อด๎วย xylene จากนั้นผํานลง butanol และ 

แอลกอฮอล์เปอร์เซ็นต์ตํางๆ ตั้งแตํ 95%, 90%, 80%, 75%, น้ า และ PBS ตามล าดับ หยดมอนอ

โคลนอลแอนติบอดีที่ได๎ลงบนเนื้อเยื่อ บํมข๎ามคืนที่ 4 ºC ล๎างและบํมด๎วย GAM-HRP เจือจาง 

1:2,000 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นแชํในสารละลายสับสเตรตประกอบด๎วย 0.03% DAB, 0.006% 

H
2
O

2 
ละลายใน PBS เป็นเวลา 5 นาที ย๎อมด๎วย haematoxylin ดึงน้ าด๎วยแอลกอฮอล์เปอร์เซ็นต์

ตํางๆ ตั้งแตํ 75%, 80%, 90%, 95% ย๎อมซ้ าด๎วย eosin จากนั้นล๎าง eosin สํวนเกินออกด๎วย

แอลกอฮอล์ 95% ตํอด๎วย butanol ท าให๎ใสใน xylene ท าเป็นสไลด์ถาวร โดยใช๎ permount และ

ปิดทับด๎วย cover glass บริเวณที่มอนอโคลนอลแอนติบอดีจับกับเชื้อปรสิตจะปรากฏเป็นสีน้ าตาล 

(รูปที่ 3.1) 
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รูปที่ 3.1 การทดสอบอิมมูโนฮีสโตเคมี [32] 
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3.4.6 การตรวจสอบอิพิโทปด๎วยวิธี indirect ELISA 

วิธีการตรวจสอบมอนอโคลนอลแอนติบอดีวําจับอิพิโทปเดียวกันบนแอนติเจนหรือจับคน

ละอิพิโทปนั้นอ๎างอิงจาก Wilsa และคณะ (2008) โดยจะท าการตรึง P. olseni ระยะ hypnospore 

ความเข๎มข๎น 8.00 x 105 เซลล์ตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตํอหลุม ทิ้งไว๎ข๎ามคืนที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ล๎างด๎วย PBST 3 ครั้ง แล๎วเติม 5% skim milk ใน PBS (300 ไมโครลิตรตํอหลุม) 

บํมทิ้งไว๎ที่ 37 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากล๎างด๎วย PBST เติมมอนอโคลนอลแอนติบอดี (ความ

เข๎มข๎น 1:2 ใน PBS) ลงไปในหลุมและบํมที่ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล๎างด๎วย PBST จากนั้นจึงเติม 

GAM-HRP เจือจาง 1:10,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร และบํมที่ 37 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

หลังจากล๎างด๎วย PBST เติมสารละลายสับสเตรต TMB 100 ไมโครลิตรตํอหลุม น าไปบํมในที่มืด 

อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม 1 M H2SO4 100 ไมโครลิตรตํอหลุม วัดคําการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบคําการดูดกลืนแสงระหวํางมอนอโคลนอล

แอนติบอดีแบบเดี่ยวกับแบบคูํ หากผลตํางมากกวํา 0.2 หนํวย แสดงวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้ง

สองโคลนมีแนวโน๎มจับที่อิพิโทปของแอนติเจนทีต่ํางกัน 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของหนูทดลองให้สร้างแอนติบอดีต่อเชื้อปรสิต P. olseni 

 ท าการฉีดกระตุ๎นหนูทดลองทั้งหมด 8 ตัว โดยแบํงเป็น 2 กลุํมที่ฉีดด๎วยแอนติเจนที่แตกตําง

กัน ได๎แก ํ กลุํมท่ีฉีดกระตุ๎นด๎วย P. olseni ระยะ zoospore (จ านวน 5 ตัว) และกลุํมที่ฉีดกระตุ๎น

ด๎วย P. olseni ระยะ hypnospore (จ านวน 3 ตัว) ซึ่งหนูทดลองทั้งหมดเป็นหนูสายพันธุ์ ICR 

(outbred strain) เพศเมีย อายุ 6 สัปดาห์ โดยกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันเป็นจ านวน 4 ครั้ง หลังจากกระตุ๎น

ครั้งสุดท๎ายเจาะเลือดบริเวณหางเพ่ือเก็บซีรัมจากหนูทดลองท้ังหมดเพ่ือน ามาทดสอบหาระดับแอนติ-

บอดีตํอ P. olseni ในระยะเดียวกับท่ีใช๎ฉีดกระตุ๎นด๎วยวิธี dot blotting และน าหนูทดลองท่ีให๎ระดับ

แอนติบอดีที่เหมาะสมน ามาใช๎หลอมรวมเซลล์ส าหรับผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอไป 

จากการทดสอบระดับแอนติบอดีของหนูทดลองด๎วยวิธี dot blotting ได๎ผลดังรูปที่ 4.1 โดย

เลือกระดับแอนติบอดีท่ีความเจือจางที่น๎อยที่สุดที่ให๎ความเข๎มของจุดสีด าเทาเมื่อเปรียบเทียบกับซีรัม

จากหนูทดลองที่ไมํได๎รับการฉีดกระตุ๎น พบวําหนูทดลองทั้งหมด 8 ตัว สามารถผลิตแอนติบอดีตํอ             

P. olseni ได๎ โดยจากผลการทดลอง พบวํากลุํมที่ฉีดด๎วย zoospore ให๎คําระดับแอนติบอดีอยูํ

ระหวําง 32,000 ถึง 512,000 และกลุํมที่ฉีดด๎วย hypnospore พบวําให๎คําระดับแอนติบอดีอยูํ

ระหวําง 128,000 ถึง 1,024,000 (ตารางที่ 4.1) 
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รูปที่ 4.1 ผล dot blotting เพ่ือวัดระดับแอนติบอดีตํอ P. olseni ของซีรัมหนูทดลองที่ได๎รับการ

กระตุ๎น (ตัวที่ 1-8) และซีรัมหนูทดลองที่ไมํได๎รับการกระตุ๎น โดยหนูตัวที่ 1-5 ฉีดกระตุ๎นด๎วย 

zoospore (2.0x109 เซลล์ตํอมิลลิลิตร) และหนูตัวที่ 6-8 ฉีดกระตุ๎นด๎วย hypnospore (2.0x107 

เซลล์ตํอมิลลิลิตร) 
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ตารางที่ 4.1 แสดงระดับแอนติบอดีของหนูทดลองที่มีการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันตํอเชื้อปรสิต P. olseni 
ด๎วยวิธ ีdot blotting 

หนูตัวที ่ แอนติเจนที่ใช๎ฉีดกระตุ๎น ระดับแอนติบอดี 

1 zoospore 32,000 

2 zoospore 128,000 

3 zoospore 32,000 

4 zoospore 32,000 

5 zoospore 512,000 

6 hypnospore 128,000 

7 hypnospore 1,024,000 

8 hypnospore 512,000 

 

4.2 การหลอมรวมเซลล์และคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีต่อเชื้อปรสิต P. olseni 

 น าเซลล์ม๎ามจากหนูทั้งหมด 8 ตัวที่ได๎รับการฉีดกระตุ๎นด๎วย P. olseni ทั้ง 2 ระยะ คือ 

zoospore และ hypnospore มาหลอมรวมกับเซลล์มัยอิโลมา (P3X) หลังจากนั้นเป็นระยะเวลา 2 

สัปดาห์ ดูลักษณะของเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเกิดขึ้นผํานกล๎องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ โดยจะเห็นเซลล์

รูปรํางกลมใสขนาดเล็กเกาะกลุํมกันเป็นโคโลนีภายในหลุม เมื่อมีการเจริญเติบโตประมาณ 1 ใน 4 

ของหลุม น าน้ าเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมามาคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตํอ P. olseni ได๎

ด๎วยวิธี dot blotting หลังจากนั้นจึงเข๎าสูํขั้นตอน limiting dilution พบวําได๎มอนอโคลนอล

แอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni ทั้งหมด 11 โคลน แบํงออกเป็น 3 โคลนที่ได๎จากการกระตุ๎นด๎วย

ระยะ zoospore และอีก 8 โคลนที่ได๎จากการกระตุ๎นด๎วยระยะ hypnospore ได๎ผลดังตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 สรุปการหลอมรวมเซลล์เพื่อให๎ได๎เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตมอโนโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อ
ปรสิต P. olseni 

ครั้ง

ที ่

ระดับ

แอนติบอด ี

จ านวน

หลุมตั้ง

ต๎น 

จ านวนหลุม

ที่มีเซลล์

ไฮบริโดมา 

จ านวนหลุมที่

เซลล์ไฮบรโิดมา

ผลิตแอนติบอด ี

จ านวนหลุมที่

แอนติบอดีจับกับ 

P. olseni 

รหัสมอนอโคลน

ที่ได ๎

1 32,000 1056 528 12 0 - 

2 128,000 1056 1056 11 1 2/B4/A2 (1) 

3 32,000 1056 634 51 0 - 

4 32,000 1056 739 14 1 8/H11/B5 (5) 

5 512,000 864 864 20 
1 3/F3/G6/G3 

(24) 

6 128,000 1056 1056 5 0 - 

7 1,024,000 1056 1056 777 7 106/D10/C8 (7), 

128/D6/C1 (9), 

67/G7/E3 (12), 

114/B1 (17), 

74/C6 (19),  

136/F10/B2 (20), 

137/G4/D10 (22) 

8 512,000 864 864 163 
1  24/E11/H4 

(15) 

- ไมํได๎โคลนที่ผลิตแอนติบอดีตํอ P. olseni จากการหลอมรวมเซลล์ 

- วงเล็บหลังรหัสโคลนคือหมายเลขตัวแทนโคลนนั้นๆ 

 
 

 



 

 

54 

4.3 การศึกษาลักษณะเบื้องต้นของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

4.2.1 ผลการทดสอบความไวและความสามารถในการจับกับแอนติเจนของมอนอโคลนอล
แอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni 

มอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได๎สามารถตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ระยะ 

zoospore และ hypnospore โดยวิธี dot blotting ได๎ในระดับความไวที่แตกตํางกัน (รูปที่ 4.2) 

โดยจากตารางที่ 4.3 สามารถอํานผลการทดลองได๎ดังตัวอยํางมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข  1 

ดังนี้ 

มอนอโคลนอลแอนติบอดี หมายเลข 1 ที่ผลิตจากการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันด๎วย         

P. olseni ระยะ zoospore สามารถจับกับระยะ zoospore ได๎เพียงระยะเดียว ที่ระดับความเข๎มข๎น 

6.6 x 108 เซลล์ตํอมิลลิลิตร 

  สรุปผลการทดสอบความไวและความสามารถในการจับกับ P. olseni ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.3 โดยพบวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีได๎สํวนใหญํจับกับ P. olseni ได๎ทั้ง 2 ระยะ จับกับ

ระยะ zoospore อยูํในชํวงความไว 2.6 x 107 ถึง 3.3 x 109 เซลล์ตํอมิลลิลิตร และจับกับระยะ 

hypnospore อยูํในชํวงความไว 1.6 x 105 ถึง 2.0 x 107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร ยกเว๎นมอนอโคลนอล

แอนติบอดีหมายเลข 1 และหมายเลข 12 จับกับระยะ zoospore และ hypnospore เพียงระยะ

เดียว ตามล าดับ  
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รูปที่ 4.2 ผลการทดสอบความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni 
ด๎วยวิธี dot blotting โดยหยดเชื้อปรสิตในระยะ zoospore (A) และ hypnospore (B) ที่ความ
เข๎มข๎นตํางๆตั้งแตํ 3.3 x 109 ถึง 3.2 x 104 เซลล์ตํอมิลลิลิตร ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 1 
ไมโครลิตรตํอจุด และบํมในมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได๎ ความเข๎มข๎นของ P. olseni ที่ใช๎ใน
การทดลองมีดังนี้ 

แถว 1 : 3.3 x 109 เซลล์ตํอมิลลิลิตร แถว 6 : 2.0 x 107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร

 แถว 2 : 6.6 x 108 เซลล์ตํอมิลลิลิตร แถว 7 : 4.0 x 106 เซลล์ตํอมิลลิลิตร 

  แถว 3 : 1.3 x 108 เซลล์ตํอมิลลิลิตร แถว 8 : 8.0 x 105 เซลล์ตํอมิลลิลิตร 

แถว 4 : 2.6 x 107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร แถว 9 : 1.6 x 105 เซลล์ตํอมิลลิลิตร 

แถว 5 : 5.3 x 106 เซลล์ตํอมิลลิลิตร แถว 10 : 3.2 x 104 เซลล์ตํอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบความไวและความสามารถในการจับกับเชื้อปรสิต P. olseni ของมอนอ
โคลนอลแอนติบอดี 
 

MAb 
no. 

ความสามารถในการจับกับแอนติเจน ความไว (cell/ml) 
zoospore hypnospore zoospore hypnospore 

1  X 6.6 x 108 (+) X 

5   1.3 x 108 (++) 8.0 x 105 (++) 

7   2.6 x 107 (+++) 1.6 x 105 (+++) 

9   1.3 x 108 (++) 4.0 x 106 (++) 

12 X  X 1.6 x 105 (++) 

15   3.3 x 109 (+) 2.0 x 107 (+) 

17   2.6 x 107 (+++) 1.6 x 105 (+++) 

19   1.3 x 108 (++) 8.0 x 105 (++) 

20   1.3 x 108 (+++) 8.0 x 105 (+++) 

22   2.6 x 107 (+++) 1.6 x 105 (+++) 

24   1.3 x 108 (++) 8.0 x 105 (++) 
a ผลการทดสอบความไวและความสามารถในการจับกับ P. olseni ด๎วยเทคนิค dot blotting โดย

การหยดเชื้อปรสิต P. olseni ระยะ zoospore และ hypnospore ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 

คําความเข๎มของผล dot blotting เพ่ือดูความแรงของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับ

แอนติเจน ใช๎สัญลักษณ์ +++; เข๎มมาก, ++; เข๎มปานกลาง และ +; เข๎มน๎อย 

 

4.2.2 ผลการตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

การตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีใช๎ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป โดยวัดคําการ

ดูดกลืนแสงจากมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที ่

4.4 โดยไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีถูกระบุด๎วยตัวหนังสือหนา พ้ืนหลังสีเทา  มอนอ

โคลนอลแอนติบอดีท่ีได๎มีไอโซไทป์เป็นชนิด IgG1 6 โคลน, ชนิด IgG2b 3 โคลน และชนิด IgM 2 โคลน 
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ตารางที่ 4.4 คําการดูดกลืนแสงของมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎จากการตรวจสอบไอโซไทป์ 

MAb 
A450

a 
ไอโซไทป์ 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

1 2.942 0.135 0.117 0.122 0.165 0.114 IgG1 

5 0.115 0.114 0.099 0.102 1.265 0.144 IgM 

7 0.149 0.156 1.849 0.154 0.197 0.124 IgG2b 

9 3.110 0.207 0.137 0.230 0.339 0.155 IgG1 

12 0.132 0.135 1.838 0.131 0.158 0.120 IgG2b 

15 2.369 0.131 0.110 0.107 0.168 0.114 IgG1 

17 2.361 0.173 0.150 0.133 0.184 0.124 IgG1 

19 2.252 0.145 0.130 0.133 0.198 0.116 IgG1 

20 0.144 0.168 1.571 0.147 0.205 0.126 IgG2b 

22 2.546 0.145 0.119 0.127 0.248 0.134 IgG1 

24 0.102 0.350 0.095 0.172 3.588 0.160 IgM 
aA450 คําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

 

4.4 การตรวจหาเชื้อปรสิตในหอยโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 

 เพ่ือการยืนยันวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎มีความสามารถในการจับกับเชื้อปรสิตใน

สภาพธรรมชาติได๎หรือไมํ จึงได๎ท าการตรวจหาเชื้อปรสิตในหอยลายโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี  จาก

เนื้อเยื่อหอยลายจ านวน 10 ตัวที่ได๎รับรายงานวํามีการติดเชื้อปรสิตและไมํมีรายงานการติดเชื้อ[3] 

โดยคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีจากผลการทดลอง dot blotting (รูปที่ 4.2) ที่แสดงจุดสีเข๎ม 

ได๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีท่ีน ามาทดสอบ 7 โคลน ได๎แกํ มอนอโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถจับกับ

ระยะ hypnospore ได๎เพียงระยะเดียว คือ หมายเลข 12 และมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถ

จับกับระยะ zoospore และระยะ hypnospore ได๎ทั้งสองระยะ ได๎แกํ มอนอโคลนอลแอนติบอดี

หมายเลข 7, 9, 17, 19, 20 และ 22 ซึ่งทั้งสองกลุํมมีไอโซไทป์เป็น IgG ทั้งหมด จากผลการทดลองใน

เนื้อเยื่อหอยลายที่ได๎รับรายงานการติดเชื้อจาก 10 ตัวที่น ามาทดสอบ (ตารางที่ 4.5) พบวําเมื่อใช๎
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มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, 17 และ 19 มีเพียงหอย 1 ตัวที่ให๎ผลบวก ในขณะที่หมายเลข 

12 และ 20 มีหอย 6 ตัว และ 5 ตัว ที่ให๎ผลเป็นบวกตามล าดับ แสดงวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีมี

ความสามารถในการจับกับเชื้อปรสิต P. olseni ในสภาพธรรมชาติได๎ ตัวอยํางเชํน รูปที่ 4.3 แสดง

ความสามารถในการจับกับ P. olseni ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 20 และรูปที่ 4.4 

แสดงความสามารถในการจับกับ P. olseni ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 12 และ 20

ในขณะที่เมื่อใช๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 9 และ 22 ไมํพบเนื้อเยื่อที่มีการติดเชื้อปรสิต    

P. olseni นั่นแสดงวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองไมํมีความสามารถในการจับกับเชื้อปรสิตใน

สภาพธรรมชาติได๎ ในเนื้อเยื่อหอยลายที่ได๎รับรายงานวําไมํมีการติดเชื้อ 10 ตัว (ตัวอยํางรูปที่ 4.5) 

เมื่อน าเนื้อเยื่อบํมด๎วยมอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 7 ตัว พบวําให๎ผลเป็นลบ ไมํพบการติดสีน้ าตาล

บริเวณเนื้อเยื่อทดสอบ เชํนเดียวกับในเนื้อเยื่อหอยชนิดอ่ืน (รูปที่ 4.6-4.8) 

 จากผลการทดลองเบื้องต๎นได๎น ามอนอโคลนอลแอนติบอดี 3 โคลน คือ หมายเลข 7, 12 

และ 20 มาผสมกัน แล๎วน าไปทดสอบกับเนื้อเยื่อหอยลายที่มีรายงานและไมํมีรายงานการติดเชื้อ 

เนื้อเยื่อหอยแมลงภูํ หอยแครง และหอยนางรมด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีอีกครั้ง เมื่อใช๎มอนอโคลนอล

แอนติบอดีผสมกัน ในเนื้อเยื่อหอยลายพบวํามีการติดสีน้ าตาลเข๎มขึ้น เมื่อเทียบกับการใช๎มอนอ

โคลนอลแอนติบอดี 1 ชนิดในการตรวจหาเชื้อปรสิต และไมํติดสีน้ าตาลในเนื้อเยื่อหอยลายที่ไมํมี

รายงานการติดเชื้อ เชํนเดียวกับหอยชนิดอ่ืนๆที่น ามาทดสอบ (รูปที่ 4.9-4.11) และเมื่อเทียบกับการ

พอลิโคลนอลแอนติบอดีมีการติดสีในระดับสีใกล๎เคียงกัน รูปที่ 4.9 แสดงการใช๎มอนอโคลนอล

แอนติบอดีในรูปแบบผสม เพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจหาเชื้อปรสิตในเนื้อเยื่อหอยลายได๎ 
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ตารางที่ 4.5 ผลการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ในตัวอยํางหอยลาย (Paphia undulata) ทีมี่
รายงานวํามีการติดเชื้อปรสิต 

หอย

ตัวที ่

MAb 

7 9 12 17 19 20 22 

1 - - - - - + - 

2 - - + - - - - 

3 - - + - - - - 

4 - - + - - - - 

5 - - + + - - - 

6 - - - - - + - 

7 + - - - - + - 

8 - - + - - - - 

9 - - - - + + - 

10 - - + - - + - 

   + พบการติดเชื้อปรสิต P. olseni 

   - ไมํพบการติดเชื้อปรสิต P. olseni 
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รูปที่ 4.3 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณทางเดินอาหาร
ของหอยลายที่มีรายงานการติดเชื้อ โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี และ
เนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, หมายเลข 12 และหมายเลข 20 
ย๎อมด๎วยสี haematoxylin และ eosin (ก าลังขยาย 40x) 
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รูปที่ 4.4 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณทางเดินอาหาร
ของหอยลายที่มีรายงานการติดเชื้อ โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี และ
เนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, หมายเลข 12  และหมายเลข 20 
ย๎อมด๎วยสี eosin (ก าลังขยาย 40x) 
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รูปที่ 4.5 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณกล๎ามเนื้อของ
หอยลายที่ไมํมีรายงานการติดเชื้อ โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี และ
เนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, หมายเลข 12 และหมายเลข 20 
ย๎อมด๎วยสี haematoxylin และ eosin (ก าลังขยาย 20x) 
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รูปที่ 4.6 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณเหงือกของ
หอยแมลงภูํ โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี และเนื้อเยื่ออีกสํวนน าไป
บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, หมายเลข 12 และหมายเลข 20 ย๎อมด๎วยสี 
haematoxylin และ eosin (ก าลังขยาย 40x) 
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รูปที่ 4.7 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณทางเดินอาหาร
ของหอยแครง โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี และเนื้อเยื่ออีกสํวนน าไป
บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, หมายเลข 12 และหมายเลข 20 ย๎อมด๎วยสี 
haematoxylin และ eosin (ก าลังขยาย 10x) 
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รูปที่ 4.8 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณเหงือกของหอย
นางรม โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี และเนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับ
มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, หมายเลข 12 และหมายเลข 20 ย๎อมด๎วยสี haematoxylin 
และ eosin (ก าลังขยาย 40x) 
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รูปที่ 4.9 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณทางเดินอาหาร 
(1-3) และเหงือก (4-6) ของหอยลาย โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี   
(1 และ 4) เนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีผสมระหวํางหมายเลข 7, 12 และ 
20 (2 และ 5) และพอลิโคลนอลแอนติบอดี (3 และ 6) ย๎อมด๎วยสี haematoxylin และ eosin 
(ก าลังขยาย 40x) 
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รูปที่ 4.10 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณทางเดิน
อาหารของหอยลายที่ไมํมีรายงานการติดเชื้อ (1-3) และทางเดินอาหารและไขํของหอยนางรม (4-6) 
โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดี (1 และ 4) เนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับ
มอนอโคลนอลแอนติบอดีผสมระหวํางหมายเลข 7, 12 และ 20 (2 และ 5) และพอลิโคลนอล
แอนติบอดี   (3 และ 6) ย๎อมด๎วยสี haematoxylin และ eosin (ก าลังขยาย 40x) 
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รูปที่ 4.11 การตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ในเนื้อเยื่อบริเวณล าไส๎ของ
หอยแครง (1-3) และทางเดินอาหารของหอยแมลงภูํ (4-6) โดยน าตัวอยํางเนื้อเยื่อไมํได๎บํมกับมอนอ
โคลนอลแอนติบอดี (1 และ 4) เนื้อเยื่ออีกสํวนน าไปบํมกับมอนอโคลนอลแอนติบอดีผสมระหวําง
หมายเลข 7, 12 และ 20 (2 และ 5) และพอลิโคลนอลแอนติบอดี (3 และ 6) ย๎อมด๎วยสี 
haematoxylin และ eosin (ก าลังขยาย 40x) 
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4.5 การตรวจสอบอิพิโทปด้วยวิธี indirect ELISA 

 จากผลการทดลองเพ่ือตรวจสอบวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, 12 และ 20 จับ

ที่อิพิโทปเดียวกันหรือไมํ ตารางที ่4.6 แสดงคําการดูดกลืนแสงของแตํละโคลนและคําการดูดกลืนของ

โคลนที่จับคูํกัน (ชํองสีเทา) พบวําเมื่อเปรียบเทียบคําการดูดกลืนแสงของคูํโคลนหมายเลข 7 กับ 12 

กับคําดูดกลืนแสงของมอนอโคลนอลแอนติบอดีแบบเดี่ยวของทั้งสองโคลน โดยคําการดูดกลืนแสง

ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7 ถูกใช๎เป็นคําเปรียบเทียบ เนื่องจากมีคํามากที่สุด พบวํา คํา

การดูดกลืนแสงของคูํโคลนหมายเลข 7 กับ 12 มีคํามากกวําคําการดูดกลืนแสงของมอนอโคลนอล

แอนติบอดีหมายเลข 7 ประมาณ 0.2 หนํวย แสดงวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7 กับ 12 มี

แนวโน๎มจับที่อิพิโทปตํางกันบนแอนติเจน เชํนเดียวกับคําการดูดกลืนแสงของคูํโคลนหมายเลข 12 

กับ 20 และคูํโคลนหมายเลข 7 กับ 20 ที่มีคํามากกวําคําการดูดกลืนแสงแบบเดี่ยวของมอนอ

โคลนอลแอนติบอดีที่มากที่สุด โดยมีผลตํางมากกวํา 0.2 หนํวย จากผลการทดลองสรุปได๎วํา มอนอ

โคลนอลแอนติบอดีท้ังสามมีความสามารถในการจับกับอิพิโทปที่แตกตํางกันบนแอนติเจน 

 

ตารางที่ 4.6 คําการดูดกลืนแสงของมอนอโคลนอลแอนติบอดีแตํละตัวและคํูโคลนa 
 

 
 

 

 

 

 

 

a ความเข๎มข๎นของ P. olseni ระยะ hypnospore ที่ใช๎เป็น coating antigen คือ 

8.00 x 105 เซลล์ตํอมิลลิลิตร 
b คําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
c ความเข๎มข๎นของมอนอโคลนอลแอนติบอดีเจือจางที่ 1:2

MAbsc 
A450

b 

7 12 20 

7 2.184 2.385 3.018 

12  0.646 3.038 

20   2.775 



 

 

บทที่ 5 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

 จากการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni ในหอยลาย Paphia 

undulata ด๎วยวิธีหลอมรวมเซลล์ม๎ามซึ่งได๎จากหนูทดลองที่ถูกกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันกับเซลล์มัยอิโลมา 

P3X พบวําการกระตุ๎นหนูทดลองด๎วยระยะ hypnospore ให๎คําระดับแอนติบอดีอยูํระหวําง 

128,000 ถึง 1,024,000 ซึ่งตอบสนองได๎ดีกวําการกระตุ๎นด๎วยระยะ zoospore ที่ให๎คําระดับ

แอนติบอดีอยูํระหวําง 32,000 ถึง 512,000 เนื่องจาก hypnospore มีคุณสมบัติในการเป็น

แอนติเจนที่ดีกวํา zoospore เพราะมีขนาดของโมเลกุลที่ใหญํ ท าให๎มีความสามารถในการกระตุ๎นให๎

เกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมิคุ๎มกัน (Immunogenicity) ได๎ดี โดยขนาดเส๎นผําศูนย์กลางของ 

hypnospore อยูํที่ 50-100 µm [4] และ zoospore มีขนาดเส๎นผําศูนย์กลางบริเวณสํวนหัวเฉลี่ย

อยูํ 4.55±0.90 µm [33]  

หลังจากการหลอมรวมเซลล์ และคัดเลือกเซลล์ด๎วยวิธี dot blotting พบวําได๎มอนอ

โคลนอลแอนติบอดีตํอเชื้อปรสิต P. olseni ทั้งหมด 11 โคลน แบํงออกเป็น 3 โคลนที่ได๎จากการ

กระตุ๎นด๎วยระยะ zoospore และอีก 8 โคลนที่ได๎จากการกระตุ๎นด๎วยระยะ hypnospore จากผล

การทดลองศึกษาลักษณะเบื้องต๎นของมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎ พบวําสามารถแบํงมอนอ

โคลนอลแอนติบอดีได๎เป็น 3 กลุํมจากผลการจับกับ P. olseni ระยะ zoospore และ hypnospore 

ได๎แกํ มอนอโคลนอลแอนติบอดีกลุํมที่ 1 สามารถจับกับระยะ zoospore ได๎เพียงระยะเดียว คือ 

หมายเลข 1, มอนอโคลนอลแอนติบอดีกลุํมที่ 2 สามารถจับกับระยะ hypnospore ได๎เพียงระยะ

เดียว คือ หมายเลข 12 และมอนอโคลนอลแอนติบอดีกลุํมที่ 3 สามารถจับได๎ทั้งระยะ zoospore 

และ hypnospore มีทั้งหมด 9 โคลน ได๎แกํ หมายเลข 5, 7, 9, 15, 17, 19, 20, 22 และ 24  จาก

งานวิจัยกํอนหน๎าที่ใช๎ P. marinus ระยะ trophozoite เป็นแอนติเจนฉีดกระตุ๎นหนูทดลองสายพันธุ์ 

BALB/c พบวําได๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 2 โคลน และสามารถเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับระยะ 

hypnospore และ zoospore [9] ในขณะที่เมื่อใช๎ extracellular product (ESP)  ที่ได๎จาก      P. 

marinus เป็นแอนติเจนฉีดกระตุ๎นหนูทดลองสายพันธุ์ BALB/cJ พบวําได๎มอนอโคลนอลแอนติบอดี

ทั้งหมด 5 โคลน โดยพบวําสามารถจับกับทั้งระยะ trophozoite และ hypnospore แตํไมํจับกับ
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ระยะ zoospore [34] ส าหรับการเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับระยะอ่ืนๆนั้นเกิดขึ้นได๎ เนื่องจากระยะ 

hypnospore เป็นระยะที่พัฒนามาจากระยะ trophozoite เมื่อบํมเนื้อเยื่อหอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

fluid thioglycollate medium (FTM) trophozoite จะมีขนาดใหญํและผนังเซลล์หนาขึ้น 

กลายเป็นระยะ hypnospore เมื่อแยกเซลล์จากอาหารและถํายเซลล์ลงในน้ าทะเล จะเกิด

กระบวนการ zoosporulation และมีการแบํงนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม ท าให๎มี zoospore เกิด

ขึ้นอยูํภายในผนังเซลล์ของ hypnospore และถูกปลํอยออกมาภายนอกผําน discharge tube โดย

ถือได๎วํา hypnospore เป็น precursor ของ zoospore [18] ดังนั้นโอกาสที่จะมีอิพิโทปรํวมกัน

ระหวํางทั้งสามระยะของ P. olseni จึงมีความเป็นไปได๎ โดยในงานวิจัยนี้ต๎องการมอนอโคลนอล

แอนติบอดีที่สามารถจับได๎ทั้งระยะ zoospore และ hypnospore เพ่ือน าไปใช๎ตรวจหาเชื้อปรสิตใน

เนื้อเยื่อหอยด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 

ส าหรับผลการทดสอบความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา P. olseni ด๎วย

วิธี dot blotting โดยแบํงออกเป็นชํวงความไวตํอระยะ zoospore อยูํระหวําง 107-109 เซลล์ตํอ

มิลลิลิตร และชํวงความไวตํอระยะ hypnospore อยูํระหวําง 105-107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร ส าหรับ

มอนอโคลนอลแอนติบอดีในกลุํมที่ 3 หมายเลข 7, 17 และ 22 มีความไวและความแรงในการจับ 

(affinity) สูงที่สุด โดยในงานวิจัยที่ท าการผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอ P. marinus ระยะ 

trophozoite พบวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎มีคําความไวอยูํที่ 2 x 104 เซลล์ตํอมิลลิลิตรจาก

การคัดเลือกด๎วยเทคนิค ELISA [9] โดยเทคนิคนี้เป็นเทคนิคที่มีความไวในการตรวจวัดสูงกวําเทคนิค 

dot blotting จึงท าให๎คําความไวที่ได๎สูงขึ้นเชํนกัน ส าหรับมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 1 ที่

จับได๎เฉพาะระยะ zoospore เทํานั้น มีคําความไวและความแรงในการจับต่ า ในขณะที่มอนอ

โคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 12 ที่จับได๎เฉพาะระยะ hypnospore มีความไวและความแรงในการ

จับสูง 

 จากผลการตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีใช๎ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป โดย

วัดคําการดูดกลืนแสงจากมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร พบวํา     

มอนอโคลนอลแอนติบอดีมีไอโซไทป์เป็นชนิด IgG1 6 โคลน ได๎แกํ หมายเลข 1, 9, 15, 17, 19 และ 

22 ชนิด IgG2b 3 โคลน ได๎แกํ หมายเลข 7, 12 และ 24 และเป็นชนิด IgM 2 โคลน ได๎แกํ 5 และ 24 
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โดยในงานวิจัยของ Earnhart และคณะ (2005) มอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอ P. marinus ที่ผลิตได๎ 

2 โคลน มีไอโซไทป์เป็น IgG1 ทั้งหมด [34] 

 ส าหรับการน ามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได๎มาใช๎ในการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni 

ในเนื้อเยื่อหอย จากการศึกษาลักษณะสมบัติทั้งความสามารถในการจับ ความไว และชนิดของไอโซ

ไทป์ ท าให๎ได๎โคลนที่จะน ามาใช๎ในตรวจหาปรสิตด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีทั้งหมด 7 โคลน ได๎แกํ 

หมายเลข 7, 9, 12, 17, 19, 20 และ 22 ซึ่งทุกโคลนมีไอโซไทป์เป็นชนิด IgG ทั้งหมด เนื่องจากไอโซ

ไทป์ IgM จะจับกับกลุํมของแอนติเจนได๎ในชํวงกว๎างที่คํา affinity ต่ า ในขณะที่ไอไซไทป์ IgG จับกับ

กลุํมของแอนติเจนในชํวงที่แคบกวําที่คํา affinity สูง ซึ่งการทดลองที่มีอิพิโทปมาเกี่ยวข๎องสํวนใหญํ

จะมุํงเน๎นไปที่ไอโซไทป์ชนิด IgG [35] ส าหรับปฏิกิริยาข๎ามจะมีทั้งที่จับได๎เฉพาะระยะ hypnospore 

และจับได๎ทั้งสองระยะ สํวนมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 1 และ 15 ที่ไมํถูกเลือก เนื่องจาก

หมายเลข 1 ที่จับได๎เฉพาะระยะ zoospore นั้นมีความไวและความแรงในการจับกับแอนติเจนต่ า 

เชํนเดียวกับหมายเลข 15 การคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่จับเชื้อปรสิต P. olseni ได๎ทั้งสอง

ระยะเป็นสํวนใหญํ เหมาะสมในการใช๎งานมากกวํา เนื่องจากเนื้อเยื่อหอยลายที่น ามาทดสอบเป็นการ

สุํมตัวอยํางจากธรรมชาติ ดังนั้นจึงไมํสามารถควบคุมวงจรชีวิตของเชื้อปรสิตที่อยูํภายในหอยลายได๎

เหมือนการเพาะเลี้ยง โดยตัวอยํางสไลด์เนื้อเยื่อหอยที่ได๎สํวนใหญํได๎รับมาจากรายงานการวิจัยกํอน

หน๎าเป็นการศึกษาโรคปรสิตและระบบภูมิคุ๎มกันในหอยเศรษฐกิจที่เลี้ยงบริเวณชายฝั่งทะเลภาค

ตะวันออกของไทย [3] ซึ่งจากการศึกษาน าหอยลายที่ไมํติดเชื้อมาเลี้ยงรํวมกับเชื้อปรสิต P. olseni 

เพ่ือบังคับการติดเชื้อในหอย พบวําใช๎เนื้อเยื่อหอยลายที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงมาท าการทดลองไมํได๎

เนื่องจากหอยตายหลังจากติดเชื้อ งานวิจัยที่ผํานมามีการสุํมตัวอยํางหอยลายจากธรรมชาติมาใช๎ใน

การทดลองตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni เชํนกัน โดยสุํมตัวอยํางบริเวณชายฝั่งตะวันตกของเกาหลี 

ซึ่งพบการแพรํระบาด 90-100% [16]  

 มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, 12, 17, 19 และ 20 พบวําสามารถใช๎ตรวจหาเชื้อ

ปรสิต P. olseni ในเนื้อเยื่อหอยลายที่มีรายงานการติดเชื้อโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีได๎ (ตารางที่ 4.5) 

เชํนเดียวกับงานวิจัยของ Earnhart และคณะ (2004) ซึ่งได๎น าเอามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะ

ตํอ extracellar product (ECP) ของ P. marinus มาใช๎ตรวจหาการติดเชื้อ P. marinus ใน

กระเพาะ (digestive gland) และเหงือก (gill) ของหอยนางรม Crassostrea virginica และ         

P. atlanticus ในหอยลาย Ruditapes decussatus [29] โดยมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 
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12 และ 20 มีความสามารถในการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ในสภาพธรรมชาติมากที่สุดจาก

เนื้อเยื่อหอยลายทั้งหมด 10 ตัว และไมํเกิดปฏิกิริยาข๎ามกับเนื้อเยื่อของหอยชนิดอ่ืน ได๎แกํ หอย

นางรม หอยแมลงภูํ และหอยแครง โดยเฉพาะในหอยนางรมที่มีรายงานพบการติดเชื้อ Perkinsus 

sp. เชํนเดียวกับในหอยลาย แตํเมื่อตรวจด๎วยมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎กลับไมํพบการติดเชื้อใน

เนื้อเยื่อหอยนางรม ซึ่งจากการศึกษาท่ีผํานมาพบวํามีการติดเชื้อ P. marinus ในหอยนางรมเป็นสํวน

ใหญํ ในขณะที่ P. olseni ถูกพบในหอยลาย [1] โดยในการศึกษากํอนหน๎าไมํสามารถใช๎มอนอ

โคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาเชื้อปรสิต Perkinsus sp. ในสปีชีส์ที่ตํางกันได๎ ตัวอยํางเชํน มอนอ

โคลนอลแอนติบอดีตํอ P. marinus ในหอยนางรม พบวําไมํสามารถใช๎ตรวจเนื้อเยื่อหอยลายที่ติดเชื้อ 

P. atlanticus ด๎วยเทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมีได๎ [29] ส าหรับ P. atlanticus ถือได๎วําเป็นสปีชีส์

เดียวกับ P. olseni มีล าดับดีเอ็นเอในบริเวณ NTS และ ITS เหมือนกัน [33] 

 จากผลการทดลองที่ได๎พบวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 12 และ 20 มี

ความสามารถในการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ในสภาพธรรมชาติได๎ดีที่สุด และเมื่อพิจารณา

มอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, 17 และ 19 จากผล dot blotting และอิมมูโนฮีสโตเคมี 

พบวํามีประสิทธิภาพที่ใกล๎เคียงกัน จึงท าการคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีมาหนึ่งโคลน นั่นก็คือ 

หมายเลข 7 เพ่ือท าการตรวจสอบอิพิโทปของแอนติเจนที่จับโดยมอนอโคลนอลแอนติบอดี พบวํา

มอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้งสามจับที่ อิพิโทปตํางกันบนแอนติเจน และเมื่อน ามอนอโคลนอล

แอนติบอดีหมายเลข 7, 12 และ 20 ผสมกัน พบวําสามารถเพ่ิม affinity ในการจับกับอิพิโทปบน

แอนติเจนที่ใช๎ในการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ในเนื้อเยื่อหอยลายในสภาพธรรมชาติได๎ (รูปที่ 

4.9) เมื่อเปรียบเทียบกับการใช๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีแบบเดี่ยว ซึ่งแตกตํางจากงานวิจัยที่ผํานมา

ที่ยังไมํมีการใช๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีแบบผสมในการตรวจหาเชื้อปรสิต Perkinsus โดยจะเห็นได๎

วําทั้งมอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 12 และ 20 มีความสามารถในการจับที่สูงอยูํแล๎วจากผล

การทดลองกํอนหน๎า เมื่อศึกษาและพบวําจับอิพิโทปที่ตํางกันบนเชื้อปรสิต P. olseni จึงท าให๎ 

affinity ที่ได๎จากการผสมทั้งสามโคลนเพ่ิมขึ้น ท าให๎เห็นผลการทดลองที่ชัดเจนขึ้นผํานกล๎อง

จุลทรรศน์ไมํแตกตํางจากการใช๎พอลิโคลนอลแอนติบอดี  

 ดังนั้นจากผลการศึกษาทั้งหมด แสดงวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีแบบผสม ซึ่งจับอิพิโทปบน

แอนติเจนที่แตกตํางกัน ให๎ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ในหอยลายได๎ดีกวํา

มอนอโคลนอลแอนติบอดีแบบเดี่ยวด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ซึ่งสะดวกกวําการย๎อมด๎วยวิธีเดิมคือการ
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ย๎อมด๎วยลูกอลไอโอดีน และมีความจ าเพาะตํอ P. olseni โดยมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได๎

สามารถน าไปใช๎ตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni เพ่ือรวบรวมเป็นข๎อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับโรคระบาดเพอร์-

คินซัสในหอยลายตํอไปได ๎



 

 

บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

จากการฉีดกระตุ๎นหนูทดลองด๎วยเชื้อปรสิต P. olseni ระยะ zoospore และ hypnospore 

พบวําได๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 11 โคลน โดยหนูทดลองกลุํมที่ฉีดกระตุ๎นด๎วย zoospore 

ได๎ทั้งหมด 3 โคลน และกลุํมที่ฉีดกระตุ๎นด๎วย hypnospore ได๎ทั้งหมด 8 โคลน มอนอโคลนอล

แอนติบอดทีี่ได๎สํวนใหญํจับกับ P. olseni ได๎ทั้ง 2 ระยะ โดยจับกับระยะ zoospore อยูํในชํวงความ

ไว 2.64 x 107 ถึง 3.30 x 109 เซลล์ตํอมิลลิลิตร และจับกับระยะ hypnospore อยูํในชํวงความไว 

1.60 x 105 ถึง 2.00 x 107 เซลล์ตํอมิลลิลิตร มอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได๎มีไอโซไทป์เป็นชนิด IgG1 

6 โคลน, ชนิด IgG2b 3 โคลน และชนิด IgM 2 โคลน จากการตรวจหาเชื้อปรสิตในเนื้อเยื่อหอยลาย

โดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี พบวํามอนอโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 7, 12, 17, 19 และ 20 สามารถ

ตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ในเนื้อเยื่อหอยลายสภาพธรรมชาติที่พบรายงานการติดเชื้อได๎ แตํไมํ

เกิดปฏิกิริยาข๎ามกับเนื้อเยื่อหอยลายที่ไมํพบรายงานการติดเชื้อและเนื้อเยื่อหอยชนิดอ่ืน และมอนอ

โคลนอลแอนติบอดีแบบผสมของหมายเลข 7, 12 และ 20 สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับกับเชื้อ

ปรสิต P. olseni เนื่องจากมอนอโคลนอลแอนติบอดีท้ังสามโคลนจับอิพิโทปที่ตํางกันบนเชื้อปรสิต 

ข้อเสนอแนะ 

 เนื่องจากมอนอโคลนอลแอนติบอดีแบบผสมที่ได๎เมื่อน ามาตรวจหาเชื้อปรสิต P. olseni ใน

เนื้อเยื่อหอยลายด๎วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี พบวํามีประสิทธิภาพที่ดีกวําการใช๎แบบเดี่ยว ดังนั้นใน

การศึกษาตํอไป ควรที่จะต๎องเพ่ิมตัวอยํางเนื้อเยื่อหอยที่น ามาทดสอบ เพ่ือเพ่ิมความนําเชื่อถือของ

การใช๎มอนอโคลนอลแอนติบอดีเป็นเครื่องมือในการตรวจหาเชื้อปรสิตในสภาพธรรมชาติ และน าผล

การทดสอบที่ได๎เปรียบเทียบกับวิธีที่ใช๎อยูํในปัจจุบันคือการย๎อมด๎วยลูกอลไอโอดีน เพ่ือให๎เกิดความ

ถูกต๎องและแมํนย ามากขึ้น 
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ภาคผนวก ก. 

อาหารเลี้ยงเซลล์ และสารเคมีส าหรับผลิตเซลล์ไฮบริโดมา 

1. Stock 100x HT 

 Hypoxanthine     0.1360 g ในน้ ากลั่น 20 ml 

 Thymidine     0.0388 g ในน้ ากลั่น 20 ml 

 ละลายสารและปรับปริมาตรเป็น 100 ml ในน้ ากลั่น แบํงใสํขวดและเก็บที่ -20 ºC กํอนใช๎ 

2. Stock 100x HAT 

 Hypoxanthine     0.1360 g ในน้ ากลั่น 20 ml 

Aminopterin     0.0018 g ในน้ ากลั่น 20 ml 

Thymidine     0.0388 g ในน้ ากลั่น 20 ml 

ละลายสารและปรับปริมาตรเป็น 100 ml ในน้ ากลั่น แบํงใสํขวดและเก็บที่ -20 ºC กํอนใช๎ 

3. อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 

 RPMI 1640     10.43 g 

 NaHCO3     2 g 

 L-glutamine     0.1 g 

 Glucose     2 g 

 Sodium pyruvate    0.11 g 

 น้ ากลั่น      1000 ml 
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 เติมสารละลาย Penicillin G และ Streptomycin ลงไปให๎มีปริมาตรสุดท๎ายเป็น 1000 

หนํวย และ 100 mg/l ตามล าดับ กรองอาหารเลี้ยงเซลล์โดยใช๎ Millipore membrane (ขนาดรู 

0.22 µm) เก็บท่ี 4 ºC 

4. อาหารเลี้ยงเซลล์ HT  

 อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640   1000 ml 

 100x HT     10 ml 

 ผสมอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองให๎เข๎ากันดีและกรองด๎วย Millipore membrane (ขนาดรู 

0.22 µm) เก็บท่ี 4 ºC 

5. อาหารเลี้ยงเซลล์ HAT  

 อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640   1000 ml 

 100x HAT     100 ml 

 ผสมอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองให๎เข๎ากันดีและกรองด๎วย Millipore membrane (ขนาดรู 

0.22 µm) เก็บท่ี 4 ºC 

6. 50% (w/v) polyethylene glycol (PEG) 

 ละลาย PEG ในอํางน้ าร๎อน 60 ºC โดยสารละลายเตรียมจากละลาย PEG 2 g ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 แบํงสารละลาย PEG หลอดละ 1 ml และเก็บที่ 4 ºC กํอนใช๎น าสารละลาย 

PEG ที่แบํงใสํหลอดไว๎มาวางในตู๎บํมที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% อุณหภูมิ 37 ºC  

7. อาหารเลี้ยงเซลล์ส าหรับแช่แข็งเซลล์ (10% DMSO) 

 อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640   90 ml 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   10 ml 
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ภาคผนวก ข 

บัฟเฟอร์ และสารเคมีส าหรับ immunoassay 

1. 0.15 M Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 

 NaCl      8 g 

 KCl      0.2 g 

 KH2PO2      0.2 g 

 Na2HPO4     1.15 g 

 ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นเป็น   1000 ml 

 ปรับ pH เป็น 7.4 

2. 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBST) 

 Tween 20     500 µl 

 PBS      1000 ml 

3. 5% skim milk 

 Skim milk     5 g 

 PBS      100 ml 

4. 1% CoCl2 

 CoCl2·6 H2O     1.83 g 

 ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นเป็น   100 ml 
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5. 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 

 Na2HPO4     9.5 g 

 Citric acid     7.3 g 

 ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นเป็น   1000 ml 

ปรับ pH เป็น 5.0 และเก็บที่ 4 ºC ในที่มืดกํอนน ามาใช๎ 

6. สารละลายซับสเตรต TMB 

 Tetramethylbenzidine  (TMB)   3 mg 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   0.3 ml 

 30% H2O2      0.0034 ml 

 0.15 M Phosphate Citrate buffer  9.9 ml 

7. สารละลายซับสเตรต DAB 

 3,3’ Diaminobensidine tetrahydrochloride 15 mg 

 30% H2O2     0.05 ml 

 1% CoCl2     0.125 ml 

 PBS      50 ml 

8. 1 M H2SO4 (สารละลายหยุดปฏิกิริยา) 

 H2SO4 (96%)     55.53 ml 

 ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นเป็น   1000 ml 
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ภาคผนวก ค 

สารเคมีส าหรับเทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมี 

1. 0.15 M Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 

 NaCl      8 g 

 KCl      0.2 g 

 KH2PO2      0.2 g 

 Na2HPO4     1.15 g 

 ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นเป็น   1000 ml 

 ปรับ pH เป็น 7.4 

2. 1% BSA ใน PBS (blocking solution) 

 BSA      0.2 g 

 PBS      20 ml 

3. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol  

สี Eosin Y      0.2  g 

 95% ethanol     100 ml 
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นางสาวสิริรัตน์ แก๎วสลับนิล เกิดเมื่อวันที่ 16 ธันวาคม พ.ศ. 2531 ที่จังหวัดสงขลา 

ส าเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี จากคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2554 และเข๎าศึกษาตํอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

ของคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2554 โดยเสนอผลงานเรื่องการ

ผลิตและลักษณะสมบัติของมอนอโคลนอลแอนติบอดีตํอ Perkinsus olseni ในหอยลาย Paphia 

undulata ในการประชุมเสนอผลงานวิจัย Food and Applied Bioscience (FAB) ครั้งที่ 2 เมื่อ

วันที่ 6-7 กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2557 ที่โรงแรมดิเอ็มเพรส จังหวัดเชียงใหมํ 
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