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นับ ต้ังแต่ มี รายงาน ผล ความ สำเร็จ ของ การ ใช้ วิธีไฮบริ-
โด มา  (Hybridomas technique) ผลิต น้ำ ยา ตรวจ หมู่

โลหติ เม่ือ ปี  พ.ศ. 25231-4 เป็นต้น มา ศูนย์ บรกิาร โลหติ
แห่ง ชาติ  สภา กาชาด ไทย จึง ได้ พัฒนาการ ผลิต น้ำ ยา
ตรวจ หมู่ โลหิต ชนิด โมโน โคลนัลแอนติบอดี ด้วย วิธีไฮบริ
โด มา5-7 ไดแ้ก่ anti-A anti-B anti-AB anti-D และ
anti-A1

8 ได้ สำเร็จ แต่ anti-A ใน ปัจจุบัน มี โคลน ท่ี นำ
มา ผสม ร่วมกัน (cocktail) มี ความ แรง (titer) และ ความ

นิพนธ์ต้นฉบับ
การ พัฒนาการ ผลิต น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต โมโน โคลนลั แอน ติ- เอ
ของ ศูนย์ บรกิาร โลหิต แห่ง ชาติ สภา กาชาด ไทย

อุดม  ติ่ง ต้อย  สุวิทย์  โพธิ์ นิมิตร์  อัจฉรา  ศิริ พงษ์ษานุสิทธิ์  สาริกา  เมฆ ฉาย
และ  ทัศนีย์  สกุล ดำรงค์พานิช
ฝา่ย ผลติ นำ้ ยา แอน ต ิซรีมัและ ผลติภณัฑ ์เซลล์ ศนูย ์บรกิาร โลหติ แหง่ ชาติ สภา กาชาด ไทย

บท คัด ย่อ : วัตถุประสงค์ ของ การ ศึกษา คร้ัง น้ี เพ่ือ พัฒนาการ ผลิต น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต โมโน โคลนัล anti-A โดย ใช้ เทคนิค
การ เช่ือม เซลล์ ระหว่าง เซลล์ จาก ม้าม ของ หนู Balb/C ท่ี ถูก ฉีด กระตุ้น ด้วย เม็ด เลือด แดง หมู่ A เข้มข้น 20% กับ เซลล์ มะเร็ง
ของ สาย พันธ์ุ เดียว กัน (653) ทำให้ ได้ เซลล์ สาย พันธ์ุ ท่ี คงทน ใน การ สร้าง anti-A ของ ศูนย์ บริการ โลหิต ฯ โคลน ใหม่ (3C4)
ได้ เป็น ผล สำเร็จ นำ อาหาร เล้ียง เซลล์ ท่ี ได้ จาก โคลน 3C4 ท่ี สร้าง แอนติบอดี มา ทดลอง ผสม เป็น น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต anti-
A (3C4) ศึกษา ประสิทธิภาพ ของ ความ เร็ว ความ แรง และ ความ จำเพาะ ใน การ เกิด ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ โลหิต
ต่างๆ เปรียบ เทียบ กับ anti-A ของ ศูนย์ บริการ โลหิต ฯ โคลน เดิม ( ศูนย์ ฯ) และ commercial monoclonal anti-A ตลอด
จน ศึกษา เปรียบ เทียบ ความ คงทน และ ต้นทุน การ ผลิต anti-A ( ศูนย์ ฯ) ผล การ ทดลอง พบ ว่า น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A
(3C4) ท่ี พัฒนา ผลิต ข้ึน ใหม่ มี ความ แรง ดี กว่า น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต anti-A ( ศูนย์ ฯ) และ เทียบ เท่า หรือ ดี กว่า commercial
monoclonal anti-A ของ ต่าง ประเทศ มี ความ เร็ว เฉล่ีย 1-2 วินาที ใน การ เกิด ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A2 A1B
และ A2B บน สไลด์ ไม่ แตก ต่างกัน และ มี ความ จำเพาะ สูงร้อยละ  100 โดย ให้ ผลบวก กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A2 A3 A1B
A2B A3B และ ให้ ผล ลบ กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ B และ O การ พัฒนาการ ผลิต น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต anti-A ใน ครั้ง นี้
สามารถ ลด ต้นทุน ใน การ ผลิต ลงร้อยละ  26.49 และ มี ความ คงทน ของ แอนติบอดี มาก กว่า 18 เดือน โดย ความ แรง ไม่
ลดลง ดี กวา่ anti-A ( ศูนย์ ฯ) ดังนัน้ การ พัฒนาการ ผลติ แอนตบิอด ีน้ี จงึ เหมาะ ที ่จะ นำ มา ผลติ เปน็ น้ำ ยา ตรวจ หมู ่โลหติ
โมโน โคลนัล  anti-A เพื่อ ใช้ ใน งาน ทาง ธนาคาร เลือด ต่อไป
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ไว (avidity) ลดลง ทำให้ ต้อง เพ่ิม ความ เข้มข้น ของ anti-
A ด้วย วิธี dialysis ซึ่ง เป็น การ เพิ่ม ต้นทุน ดังนั้น จาก
ความ รู้ และ ประสบการณ์ ที่ ผ่าน มา จึง ได้ เริ่ม โครงการ
ทดลอง พัฒนา ควบคุม คุณภาพ และ มาตรฐาน ให้ ดี ย่ิง ข้ึน
โดย มี เป้าหมาย ท่ี จะ เพ่ิม การ ผลิต และ ลด ต้นทุน การ ใช้จ่าย
จาก การ คัด เลือก ใช้ เลือด ครบ ส่วน (whole blood)  เม็ด
เลือด แดง หมู่ A1 ฉีด กระตุน้ หนู Balb/C แล้ว นำ เซลล์ ท่ี
ถูก กระตุ้น ให้ สร้าง แอนติบอดี ใน ม้าม (immunized
spleen  cells) ของ หนู มา เชื่อม กับ เซลล์ mouse my-
eloma  (653) จำนวน  14 คร้ัง (14 fusions) เม่ือ ได้ โคลน
ที่ สร้าง anti-A คือ 3C4 และ 10D6 นำ มา ศึกษา เปรียบ
เทียบ ใน ข้าง ต้น พบ ว่า โคลน 3C4 ให้ ผล ดี กว่า จึง ได้ นำ
โคลน 3C4 มา ศึกษา และ คัด เลือก โคลน เพ่ือ ใช้ ผลิต เป็น น้ำ
ยา ตรวจ หมู่ โลหิต anti-A โดย เปรียบ เทียบ ประสิทธิภาพ
กับ โคลน เดิม และ ของ บริษัท ต่าง ประเทศ

 วัสดุ และ วิธีการ
วัสดุ

1. หนู Balb/C อายุ 2 เดือน เพศ เมีย จาก สำนัก สัตว์
ทดลอง แห่ง ชาติ มหาวิทยาลัย มหิดล

2. เซลล์ มะเร็ง ช่ือ P3-X63-Ag-653 (653) จาก ศูนย์
บริการ โลหิต แห่ง ชาติ สภา กาชาด ไทย

3. Polyethylene glycol 4,000 จาก Merck
(Darmstadt,   Germany)

4. Tissue culture plastic ware จาก
NUNCTM  (Roskilde, Denmark)

5. Hypoxanthine Aminoptherine Thymidine
(HAT) จาก Sigma chemical Co (MO, USA)

6. เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A2 A3 A1B A2B A3B  B
 และ O จาก ศูนย์ บรกิาร โลหติ แหง่ ชาต ิฯ

7. Monoclonal anti-A Seraclone (Biotest)
Lot 1211203 (comercial monoclonal anti-
A)

8. Monoclonal anti-A ของ ศูนย์ บริการ โลหิต แห่ง

ชาติ ฯ Lot 48011 anti-A ( ศูนย์ ฯ)
9. Monoclonal anti-A ของ ศูนย์ บริการ โลหิต ฯ

โคลน ใหม่ anti-A (3C4)
วิธีการ

1. การ ผลิต เซลล์ สาย พันธุ์ ที่ สร้าง anti-A (Pro-
duction  of anti-A hybridoma cell line)5,6

1.1 ฉีด กระตุ้น หนู Balb/C ด้วย สาร ละลาย เม็ด
เลือด แดง หมู่ A (20% ใน น้ำ เกลือ) จำนวน 0.2 มล. เข้า
ทาง หาง ใน ครั้ง แรก และ ฉีด อีก 3 ครั้ง เข้า ทาง ช่อง ท้อง
(Intraperitoneum)  ห่าง กัน ครั้ง ละ 1 สัปดาห์ หลัง ฉีด
กระตุ้น หนู คร้ัง สุด ท้าย 3 วัน ทำ การ เช่ือม เซลล์ (fusion)
โดย นำ immunized spleen cells จาก หนู มา เชื่อม ต่อ
กับ เซลล์ มะเร็ง (653) ใน อัตรา ส่วน 5:1 โดย ใช้ 50%
polyetylene  glycol เป็น fusogen เล้ียง เซลล์ ภาย หลัง
fusion  ใน ถาด หลุม 96 หลุม ใน อาหาร เลี้ยง เซลล์ ที่ มี
Hypoxanthine  Aminoptherine Thymidine โดย มี
macrophage จาก หนู Balb/C เป็น feeder cells ภาย
หลัง เช่ือม เซลล์ 10-14 วัน เม่ือ เกิด มี เซลล์ ลูก ผสม (hybri-
doma)  และ โคลน โต 1 ใน 3 ของ หลุม เก็บ อาหาร เล้ียง
เซลล์  (culture supernate) มา ทดสอบ การ สร้าง แอนติ-
บอดี โดย การ ทำ screening test ด้วย วิธี ตก ตะกอน
(hemagglutination) ใน ถาด หลุม รูป ตัว วี กับ เม็ด เลือด
แดง หมู่ A1 A2B B และ O ความ เข้มข้น 2% คัด เลือก
หลุม ท่ี สร้าง anti-A ท่ี ต้องการ นำ เซลล์ hybridoma มา
ทำ limiting dilution 3 ครั้ง โดย เจือ จาง หลุม ที่ สร้าง
แอนตบิอด ีที ่ตอ้งการ เพ่ือ ให ้ได ้เซลล ์เดีย่ว ที ่จะ เจรญิ เปน็
โคลน เด่ียว ที ่มี ความ คงทน และ สรา้ง anti-A ( เซลล ์สาย
พันธ์ุ) ตาม ต้องการ แช่ แข็ง เซลล์ สาย พันธ์ุ ของ โคลน เด่ียว
นี้ ไว้ เพื่อ นำ มา เลี้ยง ขยาย ผลิต แอนติบอดี ต่อไป

1.2  ผลิต น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A นำ เซลล์ สาย
พันธ์ุ hybridoma ท่ี สร้าง anti-A มา เล้ียง ขยาย ใน tis-
sue  culture flasks จน ได้ ประมาณ 5 ลิตร ปล่อย ให้
เซลล์ ตาย นำ ไป ป่ัน แยก เซลล์ debris ท้ิง ไป เก็บ น้ำ อาหาร
เล้ียง เซลล์ มา เติม NaN3 ทำให้ เป็น สาร ละลาย 0.1% เติม



13การพัฒนาการผลติน้ำยาตรวจหมูโ่ลหติโมโนโคลนลั แอนต-ิเอ ของศูนย์บรกิารโลหติแหง่ชาต ิสภากาชาตไิทย

วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบ์รกิารโลหติ  ปทีี ่18 ฉบบัที ่1 มกราคม-มีนาคม 2551

NaCl 8 กรัม/ ลิตร Na2EDTA 704 กรัม/ ลิตร ปรับ pH
ด้วย NaOH จน ได้ pH 7± 0.1 นำ ไป กรอง ให้ ปราศจาก
เช้ือ เก็บ ใน ตู้เย็น 2-8 ซํ.

2. การ ศึกษา คุณภาพ ของ น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-
A  ท่ี พัฒนา ข้ึน ใหม่

ศึกษา เปรียบ เทียบ น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A ของ
ศูนย์ บริการ โลหิต ฯ โคลน ใหม่ (3C4) กับ anti-A ของ
ศูนย์ บริการ โลหิต ฯ โคลน เดิม ( ศูนย์ ฯ) Lot 48011
(16G4 และ 6G4) และ commercials monoclonal
anti-A

2.1 ความ แรง (potency)9 ทำ การ ศึกษา เปรียบ
เทียบ  หา ไต เตอร์ ของ น้ำ ยา แอน ติ ซีรัมต่างๆ โดย การ เจือ
จาง แอน ติ ซีรัมแบบ two-fold serial dilution in NSS
และ ให้ ทำ ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 และ A2B
อ่าน ส่วน กลับ ของ dilution สุด ท้าย ท่ี ให ้ผลบวก ด้วย ตา
เปล่า

2.2 ความ เร็ว ใน การ เกิด ปฏิกิริยา (avidity)10
โดย ให้ ทำ ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A1B A2 และ
A2B ท่ี มี ความ เข้มข้น 30-50% บน แผ่น Slide อ่าน ระยะ
เวลา ท่ี เร่ิม เห็น ปฏิกิริยา การ จับ กลุ่ม ของ เม็ด เลือด แดง และ
รอ อ่าน ความ แรง ที่ มอง เห็น เมื่อ ครบ 2 นาที

2.3 ความ จำเพาะ (specificity) ใน การ เกิด
ปฏิกิริยา

2.3.1 ใช้ แอนติบอดี ที่ จะ ทดสอบ 2 หยด ทำ
ปฏิกิริยา กับ 1 หยด เม็ด เลือด แดง ความ เข้ม ขัน 3%
ของ ผู้ บรจิาค ท่ี ทราบ หมู่ โลหติ A1 A2 A1B A2B A3 B
และ O รวม ท้ัง หมด จำนวน 967 ราย

2.3.2 ทดสอบ กับ papainized cells11 เม็ด
เลือด แดง หมู่ A B O และ AB โดย ทำ การ treat cells
ด้วย papain และ เตรียม เป็น เม็ด เลือด แดง ความ เข้ม ขัน
3% ใน น้ำ เกลือ แลว้ จงึ นำ มา ทดสอบ กับ แอนตบิอด ีที ่จะ
ทดสอบ

3. ศึกษา ความ คงทน (stability)
ท่ี 4 ซํ. อุณหภูมิ ห้อง (20-25 ซํ.) และ 37 ซํ.

4. ศกึษา เปรยีบ เทยีบ ตน้ทนุ การ ผลติ กับ วธิ ีเดมิ

ผล การ ทดลอง
1. การ ผลิต เซลล์ สาย พันธ์ุ ท่ี สร้าง anti-A

จาก การ เช่ือม เซลล์ ระหว่าง เซลล์ ของ ม้าม ของ หนู ท่ี ฉีด
กระตุน้ ด้วย เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 กับ เซลล ์มะเรง็ ใน ครัง้
น้ี มี โคลน เกิด ข้ึน ท้ัง หมด 613 โคลน ผล การ ทดสอบ การ
สร้าง แอนติบอดี ด้วย เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A2B B และ
O พบ ว่า มี โคลน ที่ ไม่ สร้าง แอนติบอดี มี 537 โคลน
โคลน ท่ี สร้าง non-specific antibody ซ่ึง ให้ ผลบวก กับ
เม็ด เลือด แดง ทุก หมู่ มี 36 โคลน สร้าง anti-A โดย ให้
ผลบวก เฉพาะ กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 และ A2B 40
โคลน แต่ เม่ือ นำ มา เล้ียง ขยาย ต่อ พบ ว่า มี 2 โคลน ท่ี เซลล์
สวย เจริญ เติบโต ดี มี รูปร่าง สม่ำเสมอ มี ความ แรง ผ่าน
เกณฑ์ มาตรฐาน สากล คือ มาก กว่า 256 ได้แก่ โคลน 3C4
และ 10D6 แต่ ใน การ พัฒนา งาน ใน ครั้ง นี้ เลือก โคลน
3C4 มา เล้ียง ขยาย ทำ limiting dilution ทำให ้ได้ โคลน
ท่ี เจริญ มา จาก เซลล์ เด่ียว เป็น โมโน โคลน และ ยัง สร้าง anti-
A อยู่ จึง ได้ นำ มา เล้ียง ขยาย และ เก็บ น้ำ อาหาร เล้ียง เซลล์
มา ทดลอง ผสม ทำ เป็น น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A (3C4)
2. การ ศึกษา คุณภาพ ของ น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A ท่ี
พัฒนา ข้ึน ใหม่

2.1 เมื่อ นำ anti-A ของ ศูนย์ บริการ โลหิต ฯ โคลน
ใหม่  (3C4) มา ทดลอง ผสม เป็น น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต แล้ว
นำ มา ทดสอบ เปรียบ เทียบ ความ แรง กับ anti-A ของ ศูนย์
บริการ โลหิต ฯ โคลน เดิม ( ศูนย์ ฯ) และ commercial
monoclonal  anti-A พบ ว่า ให้ ความ แรง กับ เม็ด เลือด
แดง หมู่ A1 เท่ากับ 1024 ไม่ แตก ต่างกัน ส่วน ความ แรง
เมื่อ ทดสอบ กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A2B พบ ว่า anti-A
(3C4) ให้ ความ แรง สูงสุด รอง ลง มา คือ commercial
monoclonal  anti-A และ anti-A ( ศูนย์ ฯ) คือ 1024
512 และ 128 ตาม ลำดับ และ เม่ือ ทดสอบ กับ เม็ด เลือด
แดง หมู่ A3 พบ ว่า anti-A (3C4) และ commercial
monoclonal  anti-A มี ความ แรง ไม่ แตก ต่างกัน คือ 128
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แต ่มาก กวา่ anti-A ( ศนูย ์ฯ)  ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 1
2.2 การ ศึกษา เปรียบ เทียบ ความ เร็ว ใน การ เกิด

ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A1B A2 และ A2B
ระหวา่ง anti-A (3C4) กับ anti-A ( ศูนย์ ฯ) และ com-
mercial  monoclonal anti-A พบ ว่า ให้ ความ เร็ว โดย
เฉล่ีย 1-2 วินาที ไม่ แตก ต่างกัน ใน แต่ ละ เซลล์ ดัง แสดง
ใน ตาราง ที่ 2

2.3 การ ศึกษา ทดสอบ ความ จำเพาะ (specificity) ใน
การ เกิด ปฏิกิริยา

2.3.1 ผล การ ทดลอง ใช้ ตรวจ หมู่ โลหิต ใน ผู้ บริจาค
โลหิต รวม ท้ัง ทดสอบ กับ หมู่ ย่อย ต่างๆ   ของ หมู่ โลหิต A
เปรยีบ เทียบ กับ anti-A ( ศูนย์ ฯ) พบ ว่า anti-A (3C4)
ให ้ปฏิกิริยา บวก กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A1B A2 A2B
A3 และ A3B เท่ากับ 100% และ ให้ ผล ลบ กับ เม็ด เลือด

แดง หมู่ B และ O เท่ากับ 100% ดัง แสดง ใน ตาราง ท่ี 3
2.3.2 การ ศึกษา ทดสอบ กับ เม็ด เลือด แดง หมู่

ต่างๆ ที่ treated ด้วย เอนไซม์ พบ ว่า น้ำ ยา anti-A
(3C4) ให้ ผล ไม่ แตก ต่าง กับ anti-A ( ศูนย์ ฯ) คือ จะ เกิด
ปฏิกิริยา เฉพาะ โดย ให้ ผลบวก กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A1
และ A1B เท่ากับ 100% และ ให้ ผล ลบ กับ เม็ด เลือด แดง
หมู่ B และ O เท่ากับ 100% ดัง แสดง ใน ตาราง ท่ี 4
3. ผล การ ศกึษา ความ คงทน (stability)

ผล การ ศึกษา ทดสอบ stability ของ anti-A (3C4)
เปรยีบ เทยีบ กับ anti-A ( ศูนย์ ฯ) ที่ 4 ซํ อุณหภมิู หอ้ง
(20-25 ซํ) และ 37 ซํ พบ วา่ เม่ือ ทำ การ ทดสอบ กับ เม็ด
เลือด แดง หมู่ A ให้ ผล ไม่ แตก ต่างกัน ทั้ง activity ใน
titer และ total reaction score เม่ือ เปรียบ เทียบ กัน ใน
แต่ ละ สภาวะ ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 5 แต่ เมื ่อ ทำ การ

Clone 3C4
NBC*

Commercial

ตารางท่ี 1 Comparison of specificity and potency between monoclonal anti-A anti-A (3C4), monoclonal
anti-A anti-A (NBC) and commercial monoclonal anti-A

Monoclonal anti-A
With 3% red cells in saline

A1 A2B A3
Titer score Titer score Titer score

*NBC = National Blood Centre, Thai Red Cross Society

1024
1024
1024

113
113
113

1024
256
512

108
76
96

128
64
128

68
42
70

A1 ( 6 samples)
A1B ( 6 samples)
A2 ( 6 samples)
A2B ( 6 samples)

ตารางที ่ 2 Comparison of avidity test (second) between monoclonal anti-A (3C4), monoclonal anti-A
(NBC) and commercial monoclonal anti-A

30-50% red cells in own serum Avidity anti-A (Second)
Clone 3C4 NBC Commercial

1.06 (1.0-1.2)
1.03 (1.0-1.1)
1.23 (1.0-2.0)
1.02 (1.0-1.1)

1.13 (1.1-1.2)
1.13 (1.1-1.2)
1.35 (1.0-2.2)
1.18 (1.0-1.4)

1.01 (1.0-1.1)
1.01 (1.0-1.1)
1.16 (1.0-1.4)
1.06 (1.0-1.2)

Averrage  of reaction time (second) from  6 blood samples
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ทดสอบ กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A2B จะ เห็น ว่า anti-A
(ศูนย์ ฯ)  จะ มี การ สูญเสีย ท้ัง activity ใน titer และ total
reaction score มาก กว่า anti-A (3C4) ภาย ใน 6 เดือน
ส่วน ท่ี อุณหภูมิ ห้อง activity อยู่ ได้ ไม่ ถึง 6 เดือน และ ท่ี
อุณหภูมิ 37 ซํ หลัง จาก 1 เดือน จะ มี การ สูญเสีย activity
เท่าๆ   กับ ท่ี เก็บ ไว้ ท่ี อุณหภูมิ 4 ซํ เป็น เวลา 12 เดือน ดัง
แสดง ใน ตาราง ที่ 6
4.  ผล ศึกษา เปรยีบ เทยีบ ต้นทนุ การ ผลิต จาก วิธี เดมิ

 เน่ือง จาก วิธี เดิม ถ้า ต้องการ เตรียม anti-A จำนวน 3

ลิตร จะ ต้อง เล้ียง ขยาย เซลล์ ให้ ได้ 5 ลิตร เพราะ โคลน ท่ี
จะ ใช้ เตรียม มี ความ แรง ไม่ พอ ต้อง เพิ่ม ความ เข้มข้น
(concentration) โดย ดึง เอา น้ำ ออก 2 ลิตร จึง จะ
ได้ความ แรง 256-512 ตาม ที่ ต้องการ วิธี ใหม่ นี้ เมื่อ ได้
โคลน 3C4 มา ผลิต จะ ได้ anti-A มี ความ แรง 512-1024
จึง ไม่ ต้อง เพ่ิม ความ แรง ต้องการ เตรียม ปริมาตร เท่า ใด ก็
เล้ียง เท่าน้ัน ทำให้ ลด ค่าใช้จ่าย ลง ไป 3 ใน 5 เท่า ดัง แสดง
ใน ตาราง ที่ 7

A1
A1B
A2
A2B
A3
A3B
B
O

Total

ตารางที่ 3 Comparison of specificity between monoclonal anti-A  (3C4) and monoclonal anti-A (NBC)

Antigen No. of total
cells tested

No. of positive No. of negative
Mono.anti-A (3C4) Mono.anti-A (NBC) Mono.anti-A (3C4) Mono.anti-A (NBC)

Mono = Monoclonal

233
62
7
6
14
21
305
329
967

233
62
7
6
14
21
0
0

333

233
62
7
6
14
21
0
0

333

0
0
0
0
0
0

305
329
634

0
0
0
0
0
0

305
329
634

A1
A1B
B
O

ตารางท่ี 4  Comparison of reaction between monoclonal anti-A (3C4) and monoclonal anti-A (NBC) with
enzyme treated red blood cells (RBC)

3% enzyme treated RBC No. of total cells tested
Mono.anti-A (3C4) Mono.anti-A (NBC)

Macro Micro Macro Micro

Macro = Macroscopic reading,  Micro = Microscopic reading,  NT = Not tested

19
15
11
10

4+
4+
0
0

NT
NT
0
0

4+
4+
0
0

NT
NT
0
0
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4 Cํ
20 Cํ
37 Cํ

ตารางที่ 6 Comparison of stability between monoclonal anti-A (3C4) and monoclonal anti-A (NBC)
with 3% A2B cell suspension at different temperature

Storage
Temp.

Testing with A2B cells
Mono. Anti-A (3C4) Mono. Anti-A (NBC)

Period of storage (months) Period of storage (months)
1 6 12 18 1 6 12 18

T S T S T S T S T S T S T S T S

T = Titer, S = Score, Temp. = Temperature

512
512
512

103
102
99

512
512
256

104
91
33

512
256
8

104
87
33

512
256
8

104
83
33

256
128
128

85
84
83

256
128
2

63
39
13

128
64
2

63
39
13

64
8
2

63
39
13

Reagent/Chemical
Matherial
Control anti-A
Sterile filter
Sticker
Containers
Packing
Cost / 20 Liters
Cost / 10 mL.

ตารางที่ 7 Comparison of product in cost between monoclonal anti-A (3C4) and monoclonal anti-A
(NBC)

Cost (Baht)
Anti-A(NBC) Anti-A (3C4)

30,564.42
18,459.00

180.00
480.00

2,000.00
22,000.00

300.00
73,983.42

36.99

18,338.65
11,075.40

180.00
480.00

2,000.00
22,000.00

300.00
54,374.05

27.19

วิจารณ์ และ สรุป
จาก การ ศึกษา พัฒนา หา โคลน ใหม่ เพ่ือ แทน โคลน เก่า

(16G4) เนื่อง จาก โคลน เก่า สร้าง แอนติบอดี อ่อน จึง ต้อง
เพ่ิม ความ เข้มข้น ของ แอนติบอดี ข้ึน ด้วย การ ทำให้ เข้มข้น
มาก ขึ้น ด้วย วิธี dialysis ทำให้ ต้นทุน การ ผลิต สูง ขึ้น
ดังนั้น จึง ได้ เริ่ม ศึกษา เพื่อ แก้ ปัญหา ดัง กล่าว โดย ใช้
วิธีไฮบริ โด มา พบ ว่า ใน การ ศึกษา ได้ คัด เลือก โคลน 3C4
มา ทำ limiting dilution 3 คร้ัง ทำให้ ได้ เซลล์ สาย พันธ์ุ
ท่ี คงทน สามารถ ผลิต แอนติบอดี ได้ จำนวน มาก แล้ว นำ มา

ทดสอบ ผลิต เป็น น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A (3C4) พบ ว่า
โคลน 3C4 เหมาะสม ที่ จะ นำ มา ใช้ แทน โคลน เก่า
(16G4) ได้ อย่าง ดี ยิ่ง เนื่อง มา จาก

1. ด้าน ความ แรง น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A (3C4)
ได้ผล ความ แรง ใน การ เกิด ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่
A1 ไม่ แตก ต่างกัน เมื่อ เปรียบ เทียบ น้ำ ยา โมโน โคลนัล
anti-A ( ศูนย์ ฯ) และ commercial monoclonal anti-
A คือ 1024 และ พบ ว่า มี ความ แรง ใน การ เกิด ปฏิกิริยา กับ
เม็ด เลือด แดง หมู่ A2B ดี กว่า commercial monoclonal
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anti-A และ น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A ( ศูนย์ ฯ) คือ
1024  512 และ 256 ตาม ลำดับ และ มี ความ แรง ใน การ
ปฏิกิริยา กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A3 เท่ากับ commercial
monoclonal anti-A คือ 128 แต่ มี ความ แรง กว่า น้ำ ยา
โมโน โคลนลั anti-A ( ศนูย ์ฯ) ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 1

2. ด้าน ความ เร็ว ใน การ เกิด ปฏิกิริยา เมื่อ ทำ การ
ทดสอบ บน สไลด์ พบ ว่า น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A
(3C4) ได้ผล ความ เร็ว โดย เฉลี่ย ประมาณ 1-2 วินาที ไม่
แตก ต่าง จาก commercial monoclonal anti-A และ น้ำ
ยา โมโน โคลนลั anti-A ( ศูนย์ ฯ) ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 2

3.  ด้าน ความ จำเพาะ น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A
(3C4) มี ความ จำเพาะ สูง โดย จะ ให้ ปฏิกิริยา บวก กับ เม็ด
เลือด แดง หมู่ A1 A2 A3 A1B A2B และ A3B เท่ากับ
100% และ ให้ ปฏิกิริยา ลบ กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ B และ O
เทา่กบั 100% ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 3

4.  ด้าน ความ คงทน น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A
(3C4) เม่ือ เก็บ ไว้ ใน สภาวะ ท่ี เหมาะสม คือ ท่ี 4 ซํ สามารถ
เก็บ ไว้ ได้ นาน กว่า 18 เดือน แต่ ถ้า เก็บ ไว้ ภาย ใต้ อุณหภูมิ
37 ํซ พบ ว่า อุณหภูมิ ที่ สูง ขึ้น นี้ จะ เป็น ตัว เร่ง ให้ เกิด การ
สูญเสีย activity ได้ เร็ว ข้ึน ซ่ึง ผล การ ทดลอง น้ี คล้าย กับ
รายงาน ของ Mcgowan และ คณะ12 กล่าว ไว้ ว่า ภาย ใน
1 เดือน ท่ี อุณหภูมิ 37 ซํ จะ มี การ สูญเสีย activity เท่ากับ
เก็บ ไว้ ที่ อุณหภูมิ 4 ํซ เป็น เวลา 6 เดือน โดย ไม่ เสื่อม
คุณภาพ ด้าน ความ แรง ความ ไว ใน การ เกิด ปฏิกิริยา แต่
จะ ต้อง ทดลอง ศึกษา ต่อไป ว่า จะ เก็บ คงทน ได้ นาน เท่า ใด
ถ้า เปรียบ เทียบ กับ commercial monoclonal anti-A

5.  ด้าน ต้นทุน การ ผลิต น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A
(3C4) สามารถ ลด ต้นทุน การ ผลิต ลง เนื่อง จาก ไม่ ต้อง
เพ่ิม ความ แรง โดย การ ทำให ้เข้ม ข้ึน เมือ่ ตอ้งการ เตรยีม
เท่า ไร ก็ เล้ียง เท่าน้ัน จึง ลด ค่าใช้จ่าย ลง ไป 3 ใน 5 เท่า ดัง
แสดง ใน ตาราง ท่ี 7 หมาย ความ ว่า เดิม น้ำ ยา โมโน โคลนัล
anti-A ( ศูนย์ ฯ) มี ต้นทุน ใน การ ผลิต 36.99 บาท ต่อ 10
มิลลิลิตร แต่ เมื่อ มา เตรียม น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A
(3C4) มี ต้นทุน ใน การ ผลิต 27.19 บาท ต่อ 10 มิลลิลิตร

ทำให ้ลด ตน้ทนุ ลง ไป 9.8 บาท ตอ่ 10 มิลลิลิตร ดังนัน้
36.99 บาท ลดลง 9.8 บาท เม่ือ เทียบ เป็น เปอร์ เซนต์ จึง
ลด ต้นทุน การ ผลิต ลง ไปรอ้ยละ 26.49

จาก คุณสมบัติ ต่างๆ  ท่ี ได้ ทดสอบ แล้ว ของ โคลน 3C4
ได้ เตรียม เป็น น้ำ ยา โมโน โคลนัล anti-A (3C4) แล้ว
ศึกษา specificity และ potency ( ตาราง ท่ี 3) ด้วย เม็ด
เลือด แดง หมู่ A1 A1B A2 A2B A3 A3B B และ O พบ
ว่า ให้ ผล ถูก ต้อง แม่นยำ ทั้ง หมด และ ให้ ปฏิกิริยา ดี กว่า
โมโน โคลนัล anti-A ของ ศูนย์ ฯ Lot 48011 โดย เฉพาะ
อย่าง ย่ิง กับ เม็ด เลือด แดง หมู่ A2 A2B A3 และ A3B ซ่ึง
เป็น ข้อ ดี ของ น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต anti-A (3C4) เนื่อง
จาก เคย มี ผู้ รายงาน ไว้ ว่า การ เตรียม monoclonal anti-
A จะ มี ปญัหา การ จบั กับ เซลล์ A2B ได ้อ่อน จน ไม ่เหมาะ
ที่ จะ นำ มา ผลิต เป็น น้ำ ยา ตรวจ หมู่ โลหิต13 ที่ เป็น เช่น นี้
เพราะ ว่า ความ สามารถ ของ anti-A ที่ จะ จับ กับ A
epitope  ท่ี มี terminal group A trisaccharide ของ
เม็ด เลือด แดง หมู่ A1 A2   และ A2B ส่วน ใหญ่ร้อยละ  60-
80 อยู่ ใน ตำแหน่ง ที่ จับ ยาก14,15

ผล การ ทดลอง ทั้ง หมด นี้ จึง แสดง ให้ เห็น ว่า Mono-
clonal  anti-A (3C4) เหมาะ ท่ี จะ นำ มา แทน โคลน เก่า เพ่ือ
ผลิต จำหน่าย ต่อไป
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Abstract : The objective of this study is to develop anti-A by using hybridoma technique.   The mouse
myeloma   cells (653) and spleen cells from Balb/C were immunized with 20% A cells, obtaining clone
3C4  secreting monoclonal anti-A mixture.   Reaction comparison using old monoclonal anti-A (NBC),
and  commercial monoclonal anti-A in terms of potency, specificity, avidity and stability were estab-
lished.   It was found that new monoclonal anti-A (3C4) was better than the old monoclonal anti-A
(NBC)  and was competitive with commercial monoclonal anti-A in terms of efficacy of avidity about
1-2  second, and 100% in specificity.   It was no significant difference with A1, A2, A1B and A2B cells
test  in avidity.   The results showed positive to A1, A2, A3, A1B, A2B and A3B cells test but negative to
blood  group B and blood group O test.  Inclusively, the manufacturing cost was lower than that of
monoclonal  anti-A (NBC) of about 26.49 percent, and monoclonal anti-A (3C4) reagent is stable for over
18  month at 4 ํ C.   Therefore , the products could be utilized as a routine use in blood group testing.
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