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การศึกษาคุณสมบัติของ anti-I clone 1G6 ที่ผลิตด้วย human hybridoma 
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บทคัดย่อ

วัตถุประสงค ์เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางซีโรโลยีของ anti-I clone 1G6 ที่ผลิตด้วย human hybridoma technique  วัสดุและวิธีการ  

น�ำน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6  มาท�ำการทดสอบตรวจหาชนิดของแอนติบอดีด้วย panel cells และ milk inhibition test 

ทดสอบความจ�ำเพาะกับเม็ดเลือดแดงหมู่เลือด A, B, O, AB, Oh, Oi adults, Oi cords และหมู่เลือด A, B, O, AB ของ I adults 

และ i cords รวมทั้งทดสอบความแรง แบบ two fold dilution ที่อุณหภูมิ 4oC อุณหภูมิห้อง และ 37oC  ผลการศึกษา การตรวจ

หาชนิดของแอนติบอดีกับ panel cells พบว่าให้ผลบวกทั้ง 11 เบอร์ ทั้งที่อุณหภูมิห้อง 37oC และ IAT ยังไม่สามารถสรุปได้ เมื่อ

ทดสอบด้วยวิธี milk inhibition test พบว่า ในน�้ำนมสามารถ neutralize anti-I ทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดแดงต่างๆ ได้ผลบวก

แรง 4+ กับเซลล์ A, B, O, AB และ Oh แต่ให้ผลลบกับ Oi adults และ Oi cords ทดสอบความจ�ำพาะกับเซลล์เม็ดเลือดแดง A, 

B, O และ AB ของ I adults จ�ำนวน 12, 28, 29 และ 5 ราย ตามล�ำดับ ให้ผลบวกทั้งหมด และทดสอบความจ�ำพาะกับเซลล์ A, B, 

O และ AB ของ i cords จ�ำนวน 6, 6, 6 และ 1 ราย ตามล�ำดับ ให้ผลลบทั้งหมด นอกจากนี้เมื่อศึกษาความแรงที่อุณหภูมิต่างๆ พบ

ว่า มีความแรง 512 ที่อุณหภูมิ 4oC  สรุป จากการทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ของน�้ำยา human monoclonal anti-I clone 1G6 พบ

ว่าสามารถน�ำไปใช้ในงานวิจัยและพัฒนาองค์ความรู้ต่อไป

คำ�สำ�คัญ :	l แอนติ-I  l ฮิวแมนโมโนโคลนัลแอนติบอดี
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Original Article

Characteristics of anti-I clone 1G6 properties produced by human 
hybridoma technique
Udom Tingtoy, Kanjana Aiemumporn and Jintana Tubrod
National Blood Centre, Thai Red Cross Society

Abstract:

Objective: To study characteristics of the serological properties of anti-I clone 1G6 produced by human hybridoma  

technique.  Materials and Methods: Supernatant of clone 1G6 was assayed for antibody specificity by using 

panel cells and milk inhibition test.  Furthermore, specific tests with red blood cells A, B, O, AB, Oh, Oi adults, 

Oi cords, including A, B, O, AB blood group of I adults and i cords were performed.  Antibody titration tests 

by serial two fold dilution at 4 oC, room temperature and 37 oC.  Results: Antibody specification could not be 

concluded due to the results of antibody identification with all 11 numbers of panel cells were positive at room 

temperature, 37 oC and IAT.  When tested with milk inhibition test, we found that milk could neutralize anti-I.  

Tests with various red blood cells gave a strong positive results 4+ with cells A, B, O, AB and Oh but gave nega-

tive results with Oi adults and Oi cords.  Specific tests with red blood cells A, B, O and AB of I adults, with the 

amount of 12, 28, 29 and 5 cases, respectively, all gave positive results.  And the specific test with cells A, B, O 

and AB of i cords with the amount of 6, 6, 6 and 1 cases, respectively, all gave negative results.  Furthermore, 

when antibody titration performed at different temperature, it was found that the titer of anti-I (1G6) at 4 oC was 

512. Conclusion: From the study characteristics of human monoclonal anti-I clone 1G6 found that it can be able 

to be used in research and knowledge development. 

Keywords :	 l Anti-I  l Human monoclonal antibodies
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บทน�ำ

หมู่เลือด ระบบ I และ Ii collection สามารถจ�ำแนกได้จาก

การแสดงออกของแอนติเจน I และ i บนผิวของเม็ดเลือดแดง 

anti-I เกี่ยวข้องกับ cold antibodies (แอนติบอดีที่ท�ำปฏิกิริยา

ทีอ่ณุหภมูติ�ำ่กว่าอณุหภมูใินร่างกายปกต)ิ และโรคเลอืดบางโรค1,2  

แอนตเิจน I และ i มโีครงสร้างคาร์โบไฮเดรตเป็น glycolipids 

และ glycoproteins ที่ต่อเป็น glycochains แบบสายตรง 

(straight ) หรือแบบแตกแขนง (branch) ประกอบด้วยชุด N-

acetyllactosamine (LacNAc) ตามล�ำดับ  จากการจัดระบบหมู่

เลือดตาม International Society of Blood Transfusion (ISBT) 

แอนติเจน I จัดอยู่ในหมู่เลือด I (No. 027) ในขณะที่แอนติเจน 

I จัดอยู่ใน Ii collection (No. 207) ด้วย โครงสร้างแอนติเจน i 

เชื่อมต่อกันเป็นสายตรง มีน�้ำตาล galactose เชื่อมต่อที่ส่วนปลาย 

[Galβ1→4GlcNAcβ1→ 3Galβ1→4GlcNAcβ1-R] ส่วน

แอนติเจน I เกิดจากยีน I (GCNT2) ที่อยู่บนโครโมโซมแขนสั้นคู่

ที่ 6 ตรงต�ำแหน่ง 6p243  ยีน I ท�ำหน้าที่สร้างเอ็นไซม์ β1→6-N-

acetylglucosaminyltransferase ท�ำให้เกิดการเติมน�้ำตาล N-

acetylglucosamine4 บนเส้นสายตรงของ poly-LacNAc เกิด

เป็น branch chain ของแอนติเจน I

แอนติเจน I และ i  บนผิวเม็ดเลือดแดง มีขบวนการพัฒนา

และมีการควบคุมซึ่งกันและกัน แอนติเจน I พบบนผิวของเม็ด

เลือดแดงของผู้ใหญ่ทุกคน ในขณะที่แอนติเจน i พบเฉพาะในเม็ด

เลือดแดงของทารกในครรภ์และทารกแรกเกิด หลังจากคลอดแล้ว

ระดับของแอนติเจน I จะเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ส่วนระดับแอนติเจน i 

ลดลง โดยปกติระดับแอนติเจน I และ i จะเป็นปกติเมื่ออายุ 13 

ถึง 20 เดือน4-8 การผ่าเหล่าหรือการกลายพันธุ์ของยีน I ที่เรียกว่า 

GCNT2 เกิดจากการถอดรหัส ใน I-branching enzyme ผิด

ปกติ ท�ำให้ไม่สามารถเปลี่ยน i ไปเป็นแอนติเจน I ได้ กลายเป็น 

i 
adult

9 จะแสดงลักษณะออกมาได้ 3 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบที่หนึ่ง 

บนผิวเม็ดเลือดแดงของผู้ใหญ่ตรวจพบฟีโนไทป์ i จ�ำนวนน้อย 

รูปแบบที่สอง บนผิวเม็ดเลือดแดงผู้ใหญ่ตรวจพบแอนติเจน i  มี

จ�ำนวนมาก และรูปแบบที่สาม บนผิวเม็ดเลือดแดงผู้ใหญ่ ตรวจ

พบแอนติเจน I อยู่ในระดับต�่ำ4

แอนติเจน I และ i เป็นส่วนหนึ่งของสารตั้งต้นของ oligosac-

charide ที่ใช้สร้างแอนติเจน ABH และ  Lewis แอนติเจน I ที่พบ

บนเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด เป็น glycolipid 
ส่วนแอนติเจน I ที่พบในสารคัดหลั่ง เช่น น�้ำนม น�้ำลาย พลาสมา 
และ ovarian cyst fluid เป็น glycoprotein9-13

Anti-I พบได้ในน�้ำเหลืองของคนปกติทั่วไป เป็นชนิด isotype 
IgM ท�ำปฏิกิริยาได้ดีที่ 4oC มักมีความแรงน้อยกว่า 64 ท�ำปฏิกิริยา
กับเม็ดเลือดแดงผู้ใหญ่ แต่ท�ำปฏิกิริยาอ่อน (weak) หรือไม่ท�ำ
ปฏิกิริยา (no agglutination) กับเม็ดเลือดแดงจากสายสะดือ 
(cord blood) anti I ส่วนใหญ่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ การติด
เชื้อ Mycoplasma pneumoniae หรือมะเร็ง lymphomas และ 
leukemia บางชนิดท�ำให้เกิด anti-I แรงขึ้น โดยทั่วไปแอนติบอดี
นี้ไม่มีความส�ำคัญทางคลินิก แต่ถ้าเป็น autoanti-I จะมีความ
ส�ำคัญในผู้ป่วย cold agglutinin disease (CAD) ท�ำให้เกิด
การท�ำลายเม็ดเลือดแดงเนื่องจากมีการกระตุ้นคอมพลีเม้นท์ทาง 
classical pathway ท�ำให้เม็ดเลือดแดงแตกอย่างรุนแรงได้14 ถึง
แม้ว่า anti-I จะไม่มีความส�ำคัญทางคลินิก แต่ถ้ามีความแรงมาก 
จะรบกวนการทดสอบทางซีโรโลยี (serological testing)15 เช่น 
การตรวจหาหมู่เลือด ABO และ Rh เมื่อท�ำการทดสอบ direct 
grouping โดยเกิดจากเม็ดเลือดแดงจับกลุ่มกันก่อนแล้วเนื่องจาก
เม็ดเลือดแดงถูก coated ด้วย IgM autoantibody ท�ำให้แปล
ผลเป็นหมู่เลือด AB, Rh+ และเมื่อทดสอบ reverse grouping 
กับเม็ดเลือดแดง A เม็ดเลือดแดง B จะจับกลุ่มกับ anti-I ในน�้ำ
เหลือง ผลจะออกมาเป็นหมู่เลือด O ดังแสดงใน Table 1 การ
แก้ไขปัญหาเหล่านี้ ท�ำโดยล้างเซลล์ในน�้ำเกลือที่อุ่น 37oC (warm 
saline) แล้วท�ำการทดสอบ direct grouping ใหม่ ส่วน reverse 
grouping ควรอุ่นน�้ำเหลือง ก่อนการทดสอบ หรือท�ำการดูดซับ 
(adsorbing) cold autoantibody ออกให้หมดก่อนการทดสอบ 
รวมทั้งปัญหาในการ crossmatching ในผู้ป่วยที่มี anti-I ควร
ท�ำการอุ่นเลือดผู้บริจาค (donor cells) และน�้ำเหลืองผู้ป่วย (pa-
tient) ก่อนการ crossmatching และไม่ควรใช้ตัวเร่งปฏิกิริยา 
(enhancing reagent) เช่น low ionic strength saline (LISS) 
ส่วนขั้นตอน antihuman globulin test ควรใช้ monospecific 
anti-IgG เท่านั้น12

การศึกษาครั้งนี้ได้น�ำเซลล์สายพันธุ์ที่ได้มาจากวิธี human 
monoclonal antibodies16-18 โดยการคดัเลอืกเซลล์ทีส่ร้าง anti-Leb  
จากผู้บริจาคโลหิต ซึ่งคาดว่าจะได้ anti-Leb มาใช้ในศูนย์บริการ
โลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย จึงได้น�ำ buffy coat มาท�ำการแยก

Table 1  High titers of autoanti-I can interfere with serological testing26

Anti- Cells- Interpretation

A B AB D A B O

Unknown ABO groupPatient cells 4+ 4+ 4+ 4+ Patient Serum 4+ 4+ 4+

Interpretation AB, Rh+ Interpretation O
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เอา B-lymphocytes มาท�ำให้เป็นเซลล์มะเร็งด้วย Epstein-Barr 

virus (EBV) ทดสอบความจ�ำเพาะด้วยเซลล์ Leb น�ำกลุ่มที่ให้ผล

บวกกับเซลล์ Leb มาท�ำ fusion กับเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ JMS-3 

คัดเลือกกลุ่มที่ทดสอบกับเซลล์ Leb ให้ผลบวก น�ำมาเลี้ยงขยาย

เพิ่มจ�ำนวน จากนั้นน�ำมาตรวจหาชนิดแอนติบอดีกับ panel cells 

ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ผลการทดสอบได้ผล

บวกแรง 3+ ถึง 4+ กับ panel cells ทุกเบอร์ จึงได้ท�ำการ clon-

ing ด้วยวิธี limiting dilution จนได้เซลล์สายพันธุ์ที่เป็น human 

monoclonal เมื่อท�ำการตรวจหาชนิดแอนติบอดีไม่สามารถสรุป

ชนิดของแอนติบอดีได้ จึงได้ส่งน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์ (supernatant) 

ไปยัง Kanto-Koshinetsu Block Blood Center, Japanese Red 

Cross Society, เพื่อให้ Dr.Makoto Uchikawa และ Ms.Chizu 

Toyoda ช่วยตรวจและทดสอบเพิ่มเติมในการหาชนิดแอนติบอดี

สรุปว่าเป็น anti-I ชนิด IgM (k) [k คือ kappa เป็นอิมมูโน- 

โกลบูลินสายเบา (light chain)]

ต่อมาทางผู้วิจัยและคณะมีความเห็นว่าในเมื่อมีเซลล์สายพันธุ์ 

human monoclonal anti-I แล้วควรจะท�ำการศึกษาต่อ ดังนั้น

การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางซีโรโลยีของ 

anti-I clone 1G6 ที่ผลิตด้วย human hybridoma technique 

เพื่อน�ำมาใช้ประโยชน์ทาง red cell serology ต่อไป

วัสดุและวิธีการ

วัสดุและน�้ำยา

น�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 (ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย) panel cells Lot. 61040 Exp. 13 May 2018 

(ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย) เม็ดโลหิตแดงชนิด 

A, B, O, AB, Oh, Oi adult, Oi cord (ศูนย์บริการโลหิตแห่ง

ชาติ สภากาชาดไทย) น�้ำนมจากหญิงหมู่โลหิต O (ศูนย์บริการ

โลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย) bovine serum albumin, BSA 

(Capricorn Scientific, GmbH, Germany), phosphate buffer 

saline (PBS) pH 7.2 (ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย) 

และ Anti-human globulin serum (AHG) (ศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติ สภากาชาดไทย)

วิธีการศึกษา

1.	 การตรวจหาชนิดของแอนติบอดี (antibody identifica-

tion)19

	 1.1	 ทดสอบน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 กับ panel 

cells ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย Lot. 61040 

Exp. 13 May 2018 โดยเตรียมหลอดทดสอบ 11 หลอด เขียน

ก�ำกับหลอดหมายเลข 1 ถึง 11 ดูดน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 

1G6 ใส่หลอดๆ ละ 100 ไมโครลิตร จนครบ 11 หลอด จากนั้น

เติม panel cells ให้ตรงตามหมายเลขก�ำกับบนหลอดจาก 1 ถึง 

11 โดยใส่หลอดละ 100 ไมโครลิตร incubate ที่อุณหภูมิห้อง 

(22-24oC) นาน 30 นาที ปั่นอ่านปฏิกิริยาและบันทึกผล จากนั้น

น�ำไป incubate ต่อที่ 37oC นาน 30 นาที ปั่นอ่านปฏิกิริยาและ

บันทึกผล และน�ำมาทดสอบ indirect antiglobulin test (IAT) 

ปั่นอ่านปฏิกิริยาและบันทึกผล20

	 1.2	 ท�ำการทดสอบ Milk inhibition test21,22  น�ำน�้ำนม 

(human milk) ของหญิงให้นมบุตรหมู่เลือด O มาปั่นแยกที่ 3,600 

รอบ นาน 10 นาที เพื่อเอาส่วนครีมข้นออกทิ้ง แล้วต้มน�้ำนมใน

น�้ำเดือด นาน 10 นาที เพื่อ inactivate เอนไซม์ น�ำน�้ำนมที่ต้ม

แล้วซึ่งมีสาร I (I substance) มาเจือจาง 1 เท่าด้วย PBS pH 

7.2 จากนั้นเจือจาง น�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6  แบบ two 

fold dilution ทดสอบกับน�้ำนมที่มีสาร I เจือจางแล้ว ที่อุณหภูมิ

ห้อง นาน 10 นาที เพื่อ inhibit anti-I ต่อจากนั้นน�ำน�้ำเพาะเลี้ยง

เซลล์จาก clone 1G6 ที่ neutralize ด้วย สาร I จากน�้ำนมแล้ว 

มาท�ำปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงหมู่เลือด O I adult (indicator 

red cells) เปรียบเทียบกับ control ซึ่งใช้ 0.9% normal saline 

solution (NSS) แทน น�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6  

2.	 การศึกษาหาความจ�ำเพาะ (specificity)

	 2.1	 ท�ำการศึกษาหาความจ�ำเพาะโดยทดสอบกับเม็ดเลือด

แดงหมู่เลือด A, B, O, AB, Oh, Oi adults และ Oi cords โดย

ใช้น�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ท�ำปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดง A, B, O, AB, Oh, Oi adults, Oi 

cords ความเข็มข้น 2-5% ปริมาตร 100 ไมโครลิตร incubate 

ที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที ปั่นอ่านผลปฏิกิริยาและบันทึกผล 

รายงานผลเป็นความแรงของปฎิกิริยาการจับกลุ่ม

2.2	ทดสอบความจ�ำพาะกับเม็ดเลือดแดงหมู่เลือด A, B, O 

และ AB ของ I adults และ i cords โดยใช้ น�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์

จาก clone 1G6 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท�ำปฏิกิริยากับเม็ด

เลือดแดง A, B, O และ AB ความเข็มข้น 2-5% ที่อุณหภูมิห้อง 

นาน 10 นาที ปั่นอ่านปฏิกิริยาและบันทึกผล รายงานผลเป็นความ

แรงของปฏิกิริยาการจับกลุ่ม

3.	 การทดสอบความแรง (potency)23 ด้วยการตรวจหาระดับ

ความแรงของน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 โดยการเจือจางน�้ำ

เพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 แบบ two fold dilution ในน�้ำยา 

1% BSA โดยใช้น�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรผสมด้วย 2-5% OI adult cells ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  

ท�ำการทดสอบ 3 ชุด incubate ที่อุณหภูมิ 4oC อุณหภูมิห้อง 

และ 37oC นาน 30 นาที และปั่นอ่านปฏิกิริยาและบันทึกผล
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ผลการศึกษา

จากผลการศึกษาความจ�ำเพาะของน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 

1G6 พบว่า เป็นน�้ำยา monoclonal anti-I ชนิด IgM (k) สามารถ

น�ำมาใช้ตรวจกรองของแอนติเจน I ของผู้บริจาคโลหิต ในงานวิจัย

และพัฒนาองค์ความรู้ต่อไป

ส�ำหรับการตรวจหาชนิดของแอนติบอดีในน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์

จาก clone 1G6 กับ panel cells พบว่าให้ผลบวกทั้ง 11 เบอร์ 

ทั้งที่อุณหภูมิห้อง 37 oC และ IAT ท�ำให้ยังไม่สามารถสรุปชนิด

แอนติบอดีได้ ดังแสดงใน Table 2 เมื่อทดสอบด้วยวิธี milk 

inhibition test กับน�้ำนมของหญิงให้นมบุตร โดยใช้ 0.9% NSS 

เป็นตัว control พบว่า ในน�้ำนมซึ่งมีสาร I สามารถ neutralize 

anti-I ได้ ดังแสดงใน Table 3

เมื่อศึกษาหาความจ�ำเพาะของน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 

1G6 โดยทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดแดงต่างๆ ได้แก่ เซลล์ A, 

B, O, AB, Oh, Oi adults และ Oi cords ผลการทดสอบได้ผล 

บวกแรง 4+ กับเซลล์ A, B, O, AB และ Oh และให้ผลลบกับ 

Oi adults และ Oi cords  จึงสรุปได้ว่า เป็น anti-I  ดังแสดงใน  

Table 4  อีกทั้งเมื่อทดสอบความจ�ำพาะกับเซลล์เม็ดเลือดแดง A, 

B, O และ AB ของ I adults จ�ำนวน 12, 28, 29 และ 5 ราย ตาม

ล�ำดับ ให้ผลบวกทั้งหมด และทดสอบความจ�ำพาะกับเซลล์ A, B, 

O และ AB ของ i cords จ�ำนวน 6, 6, 6 และ 1 ราย ตามล�ำดับ 

ให้ผลลบทั้งหมด จึงสรุปได้ว่าเป็น anti-I ดังแสดงใน Table 5

นอกจากนี้เมื่อศึกษาความแรงของน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์จาก clone 

1G6 ที่อุณหภูมิต่างๆ พบว่า มีความแรงสูงมากที่อุณหภูมิ 4oC 

Table 3  Milk inhibition test

Test
Dilution of supernatant from clone 1G6

Interpretation
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Supernatant from clone 1G6 + 0.9% NSS 3+ 2+ 1+s 1+ w 0 Anti-I (1G6), titer 8

Supernatant from clone 1G6 + Human milk 0 0 0 0 0 0 Human milk have I-substance, 

neutralized anti-I.

Table 4  Reaction of anti-I (1G6) tested with various red blood cell phenotypes in saline suspension at room 

temperature

Reaction of antibody with red cells
Interpretation

A cells B cells O cells AB cells Oh Oi adults Oi cords

Anti-I(1G6) 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 Anti-I (IgM)

Table 5  Reactions of anti-I (1G6) tested with I adults and i cords blood of different ABO types

Phenotype
I adults i cords

No. tested Results No. tested Results

A 12 4+ 6 0

B 28 4+ 6 0

O 29 4+ 6 0

AB 5 4+ 1 0

Table 2  Antibody Identification

Panel cells No.

Anti-I(1G6)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Interpretation

RT (22-24oC) 4+ 3+ 3+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Unidentified37oC 1+s 1+ 1+ 1+s 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+

IAT 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ w



อุดม  ติ่งต้อย และคณะ

J Hematol Transfus Med  Vol. 29  No. 4  October-December 2019

294

ความแรงเท่ากับ 512 ดังแสดงใน Table 6  และที่อุณหภูมิห้อง 

มีความแรง 32 เหมาะสมที่จะน�ำไปเตรียมเป็นน�้ำยาตรวจกรองหา

แอนติเจน I ในงานวิจัยและพัฒนาองค์ความรู้ต่อไป 

วิจารณ์

การสร้าง autoanti-I ต่อแอนติเจน I บนเม็ดเลือดแดงของ

ตัวเอง (autoantibody) เป็นสาเหตุของ autoimmune hemo-

lytic anemia (AIHA)2 ท�ำให้เกิดโรค CAD เนื่องจาก anti-I 

เป็นแอนติบอดีชนิด IgM ท�ำปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิ 4oC และ 

อุณหภูมิห้อง โดยในปี ค.ศ. 2012  Win N, และคณะ24 ได้

รายงานการเกิด acute HTR ในการให้เลือดเด็ก 2 ถุง ที่เก็บใน

ตู้เย็นและน�ำออกมาให้ผู้ป่วยเด็กที่มี autoanti-I ทันที และพบ

ว่ามีสาเหตุจาก autoanti-I  ทั้งนี้ autoanti-I ไม่ท�ำปฏิกิริยากับ

เซลล์เม็ดเลือดแดงตัวเอง พบได้บ่อยในน�้ำเหลืองของผู้ใหญ่ ที่เม็ด

เลือดแดงมีแอนติเจน i

การตรวจกรองแอนติบอดีที่อ่านผลปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องจะ

พบ anti-I บ่อยเนื่องจากเป็นแอนติบอดีชนิด IgM ที่เกิดขึ้นได้เอง

ตามธรรมชาติ และพบได้ในภาวะติดเชื้อบางชนิดหรือโรคมะเร็ง16

การศึกษา human monoclonal anti-I ครั้งนี้ ได้ศึกษา

คุณสมบัติทางซีโรโลยี ของน�้ำเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 เพื่อบอก

ชนิดแอนติบอดีที่แท้จริง โดยเริ่มจากการทดสอบน�้ำเลี้ยงเซลล์กับ 

panel cells 11 เบอร์ ให้ผลบวกทั้ง 11 เบอร์ ดังแสดงใน Table 

2 ท�ำให้ยังไม่สามารถสรุปชนิดแอนติบอดีได้ ทางคณะผู้วิจัยจึงได้

ส่งตัวอย่างน�้ำเลี้ยงเซลล์ไปยัง Kanto-Koshinetsu Block Blood 

Center, Japanese Red Cross Society เพื่อให้ Dr. Makoto 

Uchikawa และ Ms. Chizu Toyoda ซึ่งเป็นผู้ร่วมศึกษา ช่วย

ตรวจและทดสอบเพิ่มเติมในการบอกชนิดของแอนติบอดี ผลการ

ทดสอบพบว่า ให้ผลบวกกับเซลล์ A, B, O, AB และ Oh รวมทั้ง

ให้ผลลบกับ Oi adults และ Oi cords  จึงสรุปว่าเป็น anti-I ชนิด  

IgM (k) [k คือ kappa ซึ่งเป็นอิมมูโนโกลบูลินสายเบา (light 

chain)] ดังแสดงใน Table 4 ต่อจากนั้นคณะผู้วิจัยมีความเห็นว่า 

ในเมื่อเป็นเซลล์สายพันธุ์ human monoclonal anti-I แล้วควรจะ

ท�ำการศึกษาต่อ เพื่อน�ำมาใช้ประโยชน์ทาง red cell serology ต่อ

ไป จึงได้ท�ำการศึกษาโดยท�ำ milk inhibition test ต่อเพื่อพิสูจน์

ว่าถ้า เป็น anti-I จริง จะต้องถูกล้างฤทธิ์ได้ด้วยน�้ำนม เพราะใน

น�้ำนมจะมี I substance ผลการทดสอบเป็นจริงตามสมมติฐาน

คือในน�้ำนมซึ่งมีสาร I สามารถ neutralize anti-I ได้ ดังแสดง

ใน Table 3 หลังจากได้ผลเป็นที่น่าพอใจแล้ว เพื่อเป็นการยืนยัน

ผลที่ทดสอบแล้วอีกครั้ง จึงทดสอบความจ�ำเพาะกับเซลล์เม็ดเลือด

แดง A, B, O และ AB ของ I adults ให้ผลบวกทั้งหมด และ

ทดสอบความจ�ำเพาะกับเซลล์ A, B, O และ AB ของ i cords 

ให้ผลลบทั้งหมด สรุปได้ว่าเป็น anti-I ดังแสดงใน Table 5 ซึ่ง

คล้ายกับบทวิจารณ์ผู้ป่วยเรื่อง anti-I autoimmune hemolytic 

anemia ในปี ค.ศ. 1995 ที่ สุณี สถาบันสวัสดิการ และคณะ25 

ได้รายงานไว้ในวารสารโลหิตวิทยาและเวชศาสตร์บริการโลหิต ซึ่ง

ผลการตรวจทาง blood group serology ของผู้ป่วยพบว่า cells 

grouping ให้ผล 4+ กับ anti-A, anti-B และ anti-AB, se-

rum grouping ให้ผล 4+ กับ A cells และ B cells รวมทั้ง O 

cells ด้วย เมื่อท�ำ indirect และ direct antiglobulin test พบ

ว่าให้ผล 4+ เมื่อล้างเซลล์ด้วย 0.9%NSS ที่อุณหภูมิห้อง แล้ว

ปฏิกิริยากับ anti-A ไม่หายไป แต่ปฎิกิริยาหายไปเมื่อล้างเซลล์

ด้วย 0.9% NSS ที่ 37oC เมื่อใช้ cord blood หมู่เลือด A และ 

B มาท�ำปฏิกิริยากับซีรัมผู้ป่วย พบว่าให้ผลบวกกับ A cord cells 

เท่านั้น จึงสรุปว่าผู้ป่วยรายนี้มีหมู่เลือด B และได้ investigate 

ต่อไปโดยทดสอบกับ panel cells และ cord O cells พบว่าให้

ผล 4+ กับ adult panel cells ทั้งหมด ตั้งแต่อุณหภูมิห้อง 37oC 

และ IAT แต่ให้ผลลบกับ 3 cord cells และให้ผล 1+ กับ 1 

cord cells ที่อุณหภูมิห้อง รวมถึงให้ผลลบทั้งหมดที่ 37oC และ 

IAT จึงได้ท�ำ milk inhibition test พบว่าแอนติบอดีนี้ถูกล้าง

ฤทธิ์ด้วยน�้ำนมคน จากรายงานนี้พบว่าผู้ป่วยรายนี้เป็น autoim-

mune hemolytic anemia (AIHA) จาก anti-I ซึ่งขั้นตอนและ

ผลจากการ investigate ได้ anti-I เหมือนกัน รวมทั้งในปี ค.ศ. 

2010  เรืองรอง ชีพสัตยากร และคณะ26 ได้รายงานไว้ในวารสาร

โลหิตวิทยาและเวชศาสตร์บริการโลหิต เรื่อง anti-I as a cause 

Table 6  Antibody titration of anti-I (1G6) at different phases, tested with OI adult cells

Phase
Serial two fold dilution of anti-I

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1,024 Interpretation

4oC 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+w 3+ 2+ 1+ w 512

RT 4+ 4+ 4+w 3+ 2+ 1+ 0 0 0 0 0 32

37oC w 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -

IAT w 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -
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of autoimmune hemolytic anemia โดยรายงานการตรวจหมู่

เลือด ABO ด้วยวิธีมาตรฐาน tube test ที่แปลผลไม่ได้ การตรวจ 

direct antiglobulin test พบ C3d เกาะอยู่บนเม็ดเลือดแดง 

autocontrol ให้ผลบวก ทดสอบซีรัมผู้ป่วยด้วย dithiothreitol 

และท�ำ milk inhibition test พบว่าน�้ำนมสามารถยับยั้ง anti-I 

ในซีรัมได้  นอกจากนี้ยังได้ศึกษาหาความแรงของน�้ำเลี้ยงเซลล์จาก 

clone 1G6 ที่อุณหภูมิต่างๆ พบว่า มีความแรงที่อุณหภูมิ 4oC 

เท่ากับ 512 และที่อุณหภูมิห้อง เท่ากับ 32 ดังแสดงใน Table 6 

จากรายงานเปรียบเทียบ anti-I ของทั้งสองคณะ กับการศึกษา

คุณสมบัติทางซีโรโลยีของน�้ำเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 ครั้งนี้

เชื่อมั่นได้ว่าน�้ำเลี้ยงเซลล์จาก clone 1G6 เป็น anti-I สามารถ

น�ำไปใช้ประโยชน์ในการงานวิจัยและพัฒนาองค์ความรู้ต่อไปได้ 

สรุป

จากการทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ของน�้ำเลี้ยงเซลล์จาก clone 

1G6 ที่ผลิตด้วย human hybridoma technique คือ human 

monoclonal anti-I clone 1G6 พบว่าเหมาะสมที่จะน�ำไปใช้ประโยชน์

ในการงานวิจัยและพัฒนาองค์ความรู้ต่อไปได้ และเป็นการลดค่า

ใช้จ่ายในการจัดซื้อน�้ำยา anti-I จากต่างประเทศ รวมทั้งสามารถ

ผลิตเพื่อใช้ในห้องปฏิบัติการทางธนาคารเลือดที่ต้องการได้

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ Dr. Makoto Uchikawa, Ms. Chizu Toyoda 

และคณะ ของ Kanto-Koshinetsu Block Blood Center, 

Japanese Red Cross Society ที่ตรวจผลยืนยัน anti-I ว่า

เป็น IgM ชนิด k
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