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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่11 ฉบบัที ่1 มกราคม-มนีาคม 2544

หมู โลหติ A สามารถ แยก เปน หมู หลกั ได 2 หมู คอื
หมู โลหิต A1 และ A2 ประมาณ 80% จะ เปน หมู โลหติ
A1 ทเีหลอื จะ เปน หมู ยอย ตางๆ ของ หมู โลหติ A เชน หมู
โลหติ A2, A3, Ax เปนตน โดย จะ พบ หมู A2 มาก ที ่สดุ

1
ใน งาน ธนาคาร เลอืด โดย ทัว่ ไป ไม ม ีความ จาํเปน ตอง ตรวจ
แยก หมู โลหิต A1 และ A2 ใน เลือด ผู บริจาค โลหิต หรือ

เลอืด ผูปวย ยกเวน ใน กรณ ีที ่ตรวจ พบ anti-A1 ใน ซีรัม
ของ  บุคคล ที่ มี หมู A2 หรือ A2B โดย จะ พบ anti-A1
ประมาณ 1-8% ใน คน หมู A2 และ 22-35% ใน คน หมู
A2B และ ถึง แมวา anti-A1 ที่ พบ สวน ใหญ จะ เปน
แอนตบิอด ีที ่ทาํ ปฏกิริยิา ที ่อณุหภมู ิต่าํ ไม เกนิ 25 ํC และ ไม
ม ีความ สาํคญั ทาง คลนิกิ แต อาจ กอ ให เกดิ ปญหา ใน ตรวจ
หมู ABO จะ ไดผล การ ตรวจ เซลล และ ซีรัมไม ตรงกัน
(discrepancies) อีก ทั้ง ถา anti-A1 นี้ สามารถ ทํา
ปฏกิริยิา ได ที ่อณุหภมูิ 37 ํC ก ็สามารถ ทาํให เกดิ ปญหา เมด็
เลอืด แดง แตก จาก การ รบั เลอืด (hemolytic transfusion

นิพนธ ตน ฉบับ
การ ผลติ น้าํ ยา ตรวจ หมู โลหติ โมโน โคลนลั Anti-A1
ของ ศนูย บรกิาร โลหติ แหงชาต ิ สภากาชาดไทย

อุดม ติ่ง ตอย, ทัศนีย สกุล ดํารงคพานิชและ รัชนี แกว มงคล
ฝาย ผลิต น้ํา ยา แอน ติ ซีรัมและ ผลิตภัณฑ เซลล ศูนย บริการ โลหิต แหง ชาติ สภา กาชาด ไทย ถนน อัง รี ดูนังต เขต ปทุมวัน กรุงเทพมหานคร. 10330

บท คัด ยอ: วตัถปุระสงค ของ การ ศกึษา ครัง้ นี้ เพือ่ ทาํ การ ผลติ น้าํ ยา ตรวจ หมู โลหติ โมโน โคลนลัanti-A1 การ ใช เทคนิค
การ เชือ่ม เซลล (fusion technique) ระหวาง เซลล spleenของ หนู Balb/c ที ่ถกู ฉดี กระตุน ดวย 20% เซลล หมู โลหติ
A 1 กบั เซลล มะเรง็ ของ หน ูสาย พนัธุ เดยีว กนั (x653.8Ag) ทาํให ได เซลล สาย พนัธุ ที ่คงทน ที ่สราง anti-A1 ได เปน ผล สาํเรจ็
น้าํ อาหาร เลีย้ง เซลล ที ่ได จาก โคลน (6C10) ที ่สราง แอนตบิอดี ได นาํ มา ทดลอง ผสม เปน น้าํ ยา ตรวจ หมู โลหติ anti-A1 ผล
การ ทดสอบ ความ แรง ความ เรว็ และ ความ จาํเพาะ ใน การ เกดิ ปฏกิริยิา กบั เซลล หมู โลหติ ตางๆ เปรยีบ เทยีบ กบั lectin
anti-A1 ที ่ศนูย ฯ ผลติ และ น้าํ ยา โมโน โคลนลั anti-A1 จาก ตาง ประเทศ พบ วา น้าํ ยา โมโน โคลนลั anti-A1 ที ่ผลติ ขึน้ ใหม
ม ีความ แรง ด ีกวา lectin anti-A1 ถงึ 8 dilutions และ ด ีกวา โมโน โคลนลัanti-A1 ( ตาง ประเทศ) 2 dilutions ม ีความ
เรว็ ใน การ เกดิ ปฏกิริยิา กบั เซลล A1 และ A1B บน สไลด ไม แตก ตางกนั และ ม ีความ จาํเพาะ สงู โดย จะ ให ผลบวก กบั เซลล
หมู โลหติ A1, A1B และ ให ผล ลบ กบั เซลล หมู โลหติ B, O รวม ทัง้ หมู ยอย ตางๆ   ของ หมู โลหติ A ดงันัน้ แอนตบิอด ีนี ้จงึ
เหมาะ ที ่จะ นาํ มา ผลติ เปน น้าํ ยา ตรวจ หมู โลหติ โมโน โคลนลั anti-A1 เพื่อ ใช ใน งาน ทาง ธนาคาร เลือด ตอไป
Key Words : Monoclonal anti-A1
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reaction) ได2 ดงันัน้ ใน บาง กรณี จงึ ม ีความ จาํเปน ตอง
ตรวจ แยก หมู โลหติ A1 และ A2

น้าํ ยา ตรวจ หมู โลหติ anti-A1 ที่ ใช สําหรับ ตรวจ แยก
หมู โลหติ A1 และ A2 สามารถ เตรยีม ได จาก การ ใช เซลล
A2 ดูด ซับ ซีรัมหมู โลหิต B (absorbed anti- A1) หรือ
สามารถ เตรียม lectin anti-A1 โดย การ สกัด เมล็ด
Dolichos biflorus ซึง่ anti-A1 ที่ เตรียม ได จาก ทั้ง 2
วธิ ี จะ ทาํ ปฏกิริยิา จบั กลุม กบั เมด็ เลอืด แดง หมู A1 แต ไม
จับ กลุม กับ เม็ด เลือด แดง หมู A2 อยางไร ก็ ตาม lectin
anti-A1 ไม ได มี ความ จําเพาะ กับ เซลล A1 เทานั้น แต
สามารถ จบั กลุม กบั เซลล หมู B หรอื O ที ่มี Cad แอนติ
เจน  อยู ดวย3 ศนูย บรกิาร โลหติ ฯ ได ทาํ การ ผลติ น้าํ ยา ตรวจ
หมู โลหติ anti-A1 จาก เมลด็ Dolichos biflorus ตัง้แต
ปพ.ศ.  2517 แต เนือ่ง จาก ปจจบุนั บรเิวณ พืน้ ที ่ที ่ใช ปลกู
เมลด็ พชื ลด นอย ลง เนือ่ง จาก การ สราง อาคาร ใหม เพิม่ ขึน้
และ ขบวน การ ผลติ ก ็สามารถ เจอื จาง น้าํ สกดั จาก เมลด็ พชื
ได นอย ลง ซึง่ อาจ เกดิ จาก การ กลาย พนัธุ ของ เมลด็ พชื ไป
บาง กอปร กับ ฝาย ผลิต น้ํา ยา แอน ติ ซีรัมและ ผลิตภัณฑ
เซลล ได พัฒนาการ ผลิต น้ํา ยา ตรวจ หมู โลหิต anti-A,
anti-B,  anti-AB และ anti-D เปน โมโน โคลนัล แอนติ
บอดี ได สําเร็จ แลว4-7 จึง ได นํา ความ รู และ ประสบการณ ที่
ผาน มา มา ทาํ การ ทดลอง ผลติ โมโน โคลนลั anti-A1 โดย
การ ฉดี กระตุน หนู Balb/c ดวย เมด็ เลอืด แดง หมู A1 แลว
นาํ immunized spleen cells ของ หน ูมา เชือ่ม กบั เซลล
มะเรง็ ของ หนู (x653.8Ag) ทาํให ได เซลล สาย พนัธุ ที ่คงทน
สราง anti-A1 ได เปน ผล สําเร็จ ใน การ ทดลอง ครั้ง นี้ ยัง
ได ทดสอบ ความ เหมาะสม ของ โมโน โคนัล anti-A1 ใน
การ ที ่จะ นาํ มา ผลติ เปน น้าํ ยา ตรวจ หมู โลหติ anti-A1 เพือ่
ใช ตรวจ แยก หมู A1 และ A2 แทน น้าํ ยา lectin anti-A1
ที ่เตรยีม จาก เมลด็ Dolichos biflorus

วสัด ุและ วธิกีาร
วสัดุ

1. หนู Balb/c

2. เซลล มะเร็ง (x653.8 Ag)
3. Polyethyleneglycol 4000 (MERCK)
4. Tissue culture plastic ware (NUNE)
5. Hypoxanthin Aminoptherine Thymidine

(HAT) (SAGMA CHEMICAL CO)
6. Monoclonal anti - A1 (Mono. anti-A1)

(Biotest) Lot.1110500
7. Lectine anti - A1 ศูนย บริการ โลหิต ฯ (NBC)

Lot.42030
8. เม็ด โลหิต แดง หมู A1, A2, A1B, A2B, B

และ O
วธิกีาร

การ ผลิต เซลล สาย พันธุ ที่ สราง anti-A1 (produc-
tion     of anti-A1 hybridoma celllines)4,5  ฉีด
กระตุน หนู Balb/c ดวย 0.2 มล. เมด็ เลอืด แดง หมู A1
(20% ใน น้าํ เกลอื)  เขา ทาง intraperitoneum จาํนวน 4
ครั้ง หาง กัน ทุก 1 สัปดาห   ภาย หลัง ฉีด กระตุน ครั้ง สุด
ทาย 3 วัน ทํา การ เชื่อม เซลล (fusion) โดย นํา immu-
nized  spleen cells จาก หนู มา เชื่อม กับ เซลล มะเร็ง
(x653.8Ag) ใน อตัรา สวน 5:1 ใช 50% polyethylene-
glycol  เปน fusogen  เลีย้ง เซลล ภาย หลงั fusion ใน ถาด
หลมุ 96 wells  ใน อาหาร เลีย้ง เซลล ที ่มี Hypoxanthin
Aminop-therine  Thymidine โดย มี macrophage
จาก หนู Balb/c เปน feeder cells ภาย หลงั เชือ่ม เซลล
10-14 วนั เมือ่ ม ีเซลล ลกู ผสม (hybridoma) เกดิ และ
โคลน โต 1 ใน 3 ของ หลุม เก็บ อาหาร เลี้ยง เซลล
(culture supernate)  มา ทดสอบ การ สราง แอนติบอดี
(screening test) ดวย วิธี ตก ตะกอน ใน ถาด หลุม V-
plate กบั 1% เซลล A1, A2B, B และ O คดั เลอืก หลมุ
ที ่สราง anti-A1 ที ่ตองการ   นาํ เซลล hybridoma มา ทาํ
limiting dilution 2  ครั้ง โดย การ เจือ จาง หลุม ที่ สราง
แอนตบิอด ีที ่ตองการ เพือ่ ให ได เซลล เดีย่ว ที ่จะ เจรญิ เปน
โคลน เดีย่ว ที ่ม ีความ คงทน และ สราง anti-A1 ( เซลล สาย
พนัธุ) ตาม ตองการ ทาํ การ แช แขง็ เซลล สาย พนัธุ ของ โคลน
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เดีย่ว นี ้ไว เพือ่ นาํ มา เลีย้ง ขยาย ให ผลติ แอนตบิอด ีตอไป
การ ผลิต น้ํา ยา โมโน โคลนัล anti-A1
นํา เซลล สาย พันธุ hybridoma ที่ สราง anti-A1 มา

เลีย้ง ขยาย ใน tissue cultureflasks จน ได ประมาณ 5
ลติร ปลอย ให เซลล ตาย นาํ ไป ปน แยก เซลล debris ทิง้
ไป เกบ็ น้าํ อาหาร เลีย้ง เซลล มา เตมิ NaN3 ทาํให เปน 0.1%
เตมิ NaCl 8 กรมั/ ลติร Na2EDTA 7.4 กรมั/ ลติร ปรบั
pH ดวย NaOH จน ได pH7.0 ±0.1 นํา ไป กรอง ให
ปราศจาก เชือ้ เกบ็ ใน ตูเยน็ 4 ํC

การ ศกึษา คณุภาพ ของ โมโน โคลนลั anti-A1 ที ่ผลติ
ขึ้น

ทาํ การ ศกึษา เปรยีบ เทยีบ น้าํ ยา โมโน โคลนลั anti-A1
กบั  lectin anti-A1 (Dolichosbiflorus) ซึ่ง ผลิต โดย
ฝาย ผลติ น้าํ ยา แอน ต ิซรีมัและ ผลติภณัฑ เซลล ของ ศนูย
บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิฯ และ commercial โมโน โคลนลั
anti-A1 (Biotest)

1. ความ แรง (potency)8  ทํา การ ศึกษา หา ไต เตอร
ของ น้าํ ยา antiserum ตางๆ โดย การ เจอื จาง แอน ต ิซรีมั
แบบ two-fold dilution และ ให ทาํ ปฏกิริยิา กบั เซลล A1
และ A1B อาน สวน กลับ ของ dilution สุด ทาย ที่ ให
ผลบวก ดวย ตา เปลา

2. ความ เรว็ ใน การ เกดิ ปฏกิริยิา (avidity)9 โดย ให
ทาํ ปฏกิริยิา กบั เซลล A1, A1B, A2, A2B, B และ O ที ่มี
ความ เขมขน 30-40% บน แผน slide อาน เวลา ที ่เริม่ เหน็
ปฏกิริยิา การ จบั กลุม ของ เมด็ เลอืด แดง และ รอ อาน ความ
แรง ที ่มอง เหน็ เมือ่ ครบ 2 นาที

3.  ความ จาํเพาะ (specificity) ใน การ เกดิ ปฏกิริยิา
3.1 โดย ใช แอนติบอดี ที่ จะ ทดสอบ 2 หยด

ทดสอบ กับ 1 หยด ของ 2% เซลล โลหิต ผู บริจาค ที่ ได
ตรวจ พิสูจน หมู โลหิต A1, A1B, B และ O รวม ทั้ง หมู
ยอย ตางๆ ของ หมู โลหติ A แลว จาํนวน 2,388 ราย

3.2  ทดสอบ กับ papainized cells10 หมู A1,
A1B, B, O, A2, A2B โดย treatcells ตางๆ ดวย pa-
pain  เตรียม เปน 2% เซลล ใน น้ํา เกลือ แลว จึง นํา มา

ทดสอบ กบั แอนตบิอด ีที ่จะ ทดสอบ เชน เดยีว กบั ขอ 3.1

ผล การ ทดลอง
การ ผลติ เซลล สาย พนัธุ ที ่สราง anti-A1

จาก การ เชือ่ม เซลล (fusion) ระหวาง เซลล ของ มาม
(spleen cells) ของ หนู ที่ ฉีด กระตุน ดวย เซลล A1 กับ
เซลล มะเรง็ ของ หน ูใน ครัง้ นี้ ม ีโคลน เกดิ ขึน้ ทัง้ หมด 185
โคลน  ผล การ ทดสอบ การ สราง แอนติบอดี ดวย เซลล
A1, A2B, B และ O พบ วา มี 163 โคลน ที ่ไม สราง แอนติ
บอด ี มี 8 โคลน สราง non-specific antibody โดย ให
ผลบวก กับ ทุก เซลล มี 9 โคลน สราง anti-A โดย ให
ผลบวก เฉพาะ กบั เซลล A1 และ A2B แต ม ีความ แรง ของ
anti-A ต่าํ โดย ให ความ แรง กบั เซลล A1 ตัง้แต 1:2 ถงึ
1:16 เทานั้น และ มี 5 โคลน ที่ สราง anti-A1 โดย ให
ผลบวก เฉพาะ กับ เซลล A1 เทานั้น แต เมื่อ นํา มา เลี้ยง
ขยาย ตอ พบ วา 4 โคลน เซลล ไม สวย คอื เซลล ม ีรปูราง ไม
สม่าํเสมอ และ เซลล เหีย่ว บาง โคลน หยดุ สราง แอนตบิอดี
ม ีเพยีง โคลน เดยีว คอื โคลน 6C10 ที ่สามารถ เลีย้ง ขยาย ทาํ
limiting  dilution อกี 2 ครัง้ ทาํให ได โคลน ที ่เจรญิ มา จาก
เซลล เดีย่ว เปน โมโน โคลน และ ยงั คง สราง anti-A1 อยู  จงึ
ได นาํ มา เลีย้ง ขยาย และ เกบ็ น้าํ อาหาร เลีย้ง เซลล มา ทดลอง
ผสม ทาํ เปน น้าํ ยา โมโน โคลนลั anti-A1
ผล การ ศึกษา น้ํา ยา โมโน โคลนัล anti-A1 ของ ศูนย
บรกิาร โลหติ ฯ

เมือ่ นาํ โมโน โคลน anti-A1 มา ทดลอง ผสม เปน น้าํ ยา
ตรวจ หมู โลหิต และ นํา มา ทดสอบ ความ แรง พบ วา น้ํา ยา
โมโน โคลนลั anti-A1 (NBC) ที ่ผลติ จาก clone 6C10 ให
ความ แรง เฉลี่ย กับ เซลล A1 3 ราย คือ 64 ซึ่ง แรง กวา
โมโน โคลนลั anti-A1 (Biotest) คือ 32 และ แรง กวา
lectinanti-A1 (NBC) คอื 8 เมือ่ ทดสอบ กบั เซลล A1B
น้าํ ยา โมโน โคลนลั anti-A1 (NBC) ก ็ม ีความ แรง มาก กวา
โมโน โคลนลั anti-A1  (Biotest) และ lectin anti-A1
(NBC) โดย ให ความ แรง 32, 16 และ 4 ตาม ลําดับ ดัง
แสดง ใน ตาราง ที่ 1
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เมื่อ ศึกษา ความ เร็ว ใน การ เกิด ปฏิกิริยา พบ วา น้ํา ยา
โมโน โคลนลั anti-A1 (NBC) น้ํา ยา โมโน โคลนัล anti-
A1 (Biotest) และ lectin anti-A1 (NBC) เกดิ ปฏกิริยิา
กบั เซลล A1 จาํนวน 24 ตวัอยาง โดย เฉลีย่ ไดความ เรว็
ไม แตก ตางกนั คอื 3.2, 3.2 และ 3.3 วนิาที ตาม ลาํดบั
และ ความ เรว็ โดย เฉลีย่ ใน การ เกดิ ปฏกิริยิา กบั เซลล  A1B
จํานวน 5 ตัวอยาง ก็ ไดผล เชน เดียว กัน คือ 3.5, 3.2
และ 3.3 วินาที ตาม ลําดับ โดย ให ผล ลบ กับ เซลล A2,
A2B, B และ O เหมอืน กนั ทัง้ หมด ดงั แสดง ใน ตาราง ที่
2

การ ทดสอบ ความ จําเพาะ เมื่อ ทดสอบ กับ เซลล หมู
โลหติ ตางๆ ที่ treat ดวย เอนไซม พบ วา น้าํ ยา โมโน โคลนลั
anti-A1 (NBC) ให ผล ไม แตก ตาง จาก anti-A1 (Biotest)
และ lectinanti-A1 คือ จะ เกิด ปฏิกิริยา เฉพาะ โดย ให
ผลบวก กบั เซลล ที ่เปน A1 และ A1B เทานัน้ และ ให ผล
ลบ กบั เซลล B, O, A2 และ A2B ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 3
และ เมื่อ นํา มา ทดลอง ใช ใน การ ตรวจ หมู โลหิต ผู บริจาค
โลหติ รวม ทัง้ ทดสอบ กบั หมู ยอย ตางๆ ของ หมู โลหติ A
พบ วา น้ํา ยา โมโน โค ลนัล anti-A1 (NBC) ให ปฏิกิริยา
จําเพาะ ถูก ตอง โดย ให ผลบวก กับ เซลล A1 และ A1B

8 (4-8)
4
-
-
-
-

ตารางที่ 1 Titer of Mono. anti-A1 (NBC) as compared with Mono. anti-A1 (Biotest) and lectin. anti-A1
(NBC)
2% red cells in saline Mono. anti-A1 (NBC) Mono. anti-A1 (Biotest) Lectin anti-A1  (NBC)

A1
A1B
A2
A2B
B
O

64 (32-64)*
32*
-
-
-
-

32 (16-64)
16
-
-
-
-

*Average of titers from 3 blood samples.  In branket indicated the range of titers.

3.3 (2.8-4.0)
3.3 (3.0-3.6)

-
-
-
-

ตาราง ที่ 2 Avidity test (sec) of Mono. anti-A1 (NBC) as compared withanti-A1 (Biotest) and lectin anti-
A1 (NBC)

30-50% red cells
in own serum

Mono. anti-A1
(NBC)

Mono. anti-A1
(Biotest)

Lectin anti-A1

 (NBC)
A1
A1B
A2
A2B
B
O

3.2 (2.8-4.0)*
3.5 (3.2-3.8)**

-
-
-
-

3.2 (2.8-4.0)
3.2 (3.0-3.6)

-
-
-
-

*Average of reaction time (sec) from 24 blood samples;  **Average of reaction time (sec) from 5 blood samples;
In bracket indicated the range of reaction times.
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เทานั้น และ ให ผล ลบ กับ เซลล B, O, A2, A2B, A3,
A3B, Ax ที่ ใช ทดสอบ ยกเวน เซลล A2 เพียง 1 ราย ที่
โมโน โคลนลั anti-A1 ให ผล ลบ แต lectin anti-A1 ให
ผลบวก และ เมือ่ นาํ มา ทดสอบ กบั โมโน โคลนลั anti-A1
(Biotest) ก ็ให ผล ลบ เชน เดยีว กนั นอก จาก นี ้ม ีเซลล A3

3 ราย ให ผลบวก กบั lectin anti-A1 (NBC) แต ม ีเพยีง
2 ราย ใน 3 ราย นี ้ที ่ให ผลบวก กบั โมโน โค ลนลั anti-A1
(NBC) และ ของ Biotest ซึ่ง ลักษณะ ของ ปฏิกิริยา เปน
แบบ mixed fieldและ มี ปฏิกิริยา บวก ออน ๆ  เห็น ใน
กลอง จลุทรรศน เทานัน้ ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 4

NT
NT
0
0

NT
0

ตาราง ที่ 3 Reactivities of Mono. anti- A1 (NBC), Mono. anti-A1 (Biotest) and lectin anti-A1 (NBC) test
with enzyme treated cells.
2% enzyme
treated RBC

Mono. anti-A1  (NBC) Mono. anti-A1 (Biotest) Lectin anti-A1 (NBC)
Macro Micro Macro Micro Macro Micro

A*
A1B*
B*
O*

A2**
A2B*

4+
4+
0
0
W
0

NT
NT
0
0
W
0

4+
4+
0
0
W
0

NT
NT
0
0
W
0

4+
4+
0
0
2+

0
* 5 cells were tested;  **2 cells were tested; Macro = Macroscopic reading;  Micro = Microscopic reading;  NT = Not tested

0
0
6
27
9
9
3

750
890

1,694

ตาราง ที่ 4 Specificity of Mono. anti-A1 (NBC) as compared with lectinanti-A1 (NBC)

Antigen No. of total
cells tested

No. of positive No. of negative
Mono. anti-A1 Lectin. anti-A1 Mono. anti-A1 Lectin. anti-A1

A1
A1B
A2
A2B
A3
A3B
Ax
B
O

Total

510
180
7
27
12
9
3

750
890

2,388

510
180
0
0
2
0
0
0
0

692

510
180
1
0
3
0
0
0
0

694

0
0
7
27
10
9
3

750
890

1,696
1 = One of A2 cells gave negative reaction with Mono. anti-A1 and gave 1+ (mixed field) reaction with lectin anti-A1.
2 = Three of A3 cells gave weak (mixed field) positive reaction with lectin anti-A1 and two of these cells gave weak positive
reaction with Mono. anti-A1.
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การ ทดสอบ ความ คงที่ (stability) ของ น้ํา ยา
เมือ่ เกบ็ โมโน โคลนลั anti-A1  (NBC) ที ่อณุหภมูิ 4 ํC

อุณหภูมิ หอง (20-25 ํC) และ 37 ํC ใน ระยะ เวลา พอ
สมควร จาก นัน้ นาํ มา ทดสอบ ความ แรง และ ความ เรว็ พบ
วา น้าํ ยา ม ีความ คงที่ ที่ 4 ํCได นาน ถงึ 9 เดอืน โดย ที ่ความ
แรง ไม เปลีย่น แปลง แต ความ เรว็ ลดลง เลก็ นอย แต เมือ่ เกบ็
ที่ อุณหภูมิ หอง นาน 1 เดือน ความ แรง และ ความ เร็ว
เปลี่ยน แปลง โดย ไต เตอร ลดลง เหลือ 16 และ 4 กับ
เซลล A1 และ A1B สวน ที ่อณุหภมูิ 37 ํC ทาํ การ ทดสอบ
โดย ทิง้ ไว 24 ชัว่โมง เทานัน้ พบ วา ความ แรง ไม เปลีย่น แปลง
แต ความ เรว็ ลดลง เลก็ นอย ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 5

วจิารณ และ สรปุ
จาก การ ศึกษา เทคนิคไฮบริ โด มา ใน ครั้ง นี้ ได โคลน

6C10  ซึง่ ได นาํ มา ทาํ limiting dilution2 ครัง้ ทาํให ได
เซลล สาย พนัธุ ที ่คงทน สามารถ สราง anti-A1 ได และ จาก
การ เลีย้ง ขยาย ให สราง แอนตบิอด ีจาํนวน มาก แลว นาํ มา
ทดลอง ผลติ เปน น้าํ ยา โมโน โคลนลั anti-A1 (NBC) พบ
วา น้ํา ยา นี้ เหมาะสม ที่ จะ นํา มา ใช แทน lectin anti-A1

NT
NT
NT
8.5

NT
9

8.4

ตาราง ที่ 5 Stability test of Mono. anti-A1 (NBC) at various storage times.
Temperature and
time of storage

Saline titer with Avidity test (Sec)
A1 cells A1B cells A1 cells A1B cells

4Cํ
2 weeks
2 months
5 months
9 months

RT (20-25 ํC)
1 week
1 month

37 ํC
24 hours

32
32
32
32

32
16

32

16
16
16
16

8
4

16

NT
NT
NT
7.5

NT
8

7.56
NT = Not Tested

(NBC)  ได อยาง ด ียิง่ เนือ่ง จาก
1.  น้ํา ยา โมโน โคลนัล anti-A1 (NBC) มี ความ

จาํเพาะ สงู โดย จะ ให ปฏกิริยิา บวก กบั เซลล A1 และ A1B
เทานัน้ และ จะ ให ปฏกิริยิา ลบ กบั เซลล B, O, A2, A2B
รวม ทัง้ หมู ยอย ตางๆ ของ หมู โลหติ A ( ตาราง ที่ 4) ซึง่ ใน
การ ศึกษา นี้ มี เซลล A2 1 ราย ที่ lectin anti-A1 ให
ผลบวก โดย ปฏกิริยิา เกดิ 1+ และ เปน แบบ mixed field
แต เซลล A2 ราย นี้ ให ผล ลบ กับ โมโน โคลนัล anti-A1
(NBC  and Biotest) ซึง่ เซลล A2 นี้ นา จะ เปน A2 cad
บวก  เนื่อง จาก anti-A1 ที่ สกัด จาก เมล็ด Dolichos
biflous  นัน้ จะ มี activity ของ anti-A1 และ anti-cad
รวม ดวย3 ซึง่ anti-cad จะ ให ผลบวก แบบ mixed field
กบั เซลล ที ่แสดง แอนตเิจน cad จงึ เกดิ ปฏกิริยิา บวก กบั
เซลล A2 ราย นี้ นอก จาก นี้ ใน การ ทดสอบ กับ เซลล A3
จาํนวน 12 ราย พบ วา lectin anti- A1 ให ผลบวก 3 ราย
สวน โมโน โคลนลั anti-A1 ทั้ง ของ ศูนย และ Biotest ให
ผลบวก เพียง 2 ราย ซึ่ง ปฏิกิริยา ที่ เกิด ขึ้น เปน แบบ
mixed  fieldและ เห็น ปฏิกิริยา บวก ออน ใน กลอง
จลุทรรศน    ถงึ แมวา โดย ปกต ิเซลล A3 ควร ให ผล ลบ กบั
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lectin anti-A1
11 ซึง่ เซลล A3 ทัง้ 3 ราย ให ผลบวก ออนๆ

แบบ mixed field  กับ    lectin anti-A1 แต ปฏิกิริยา กับ
โพ ลี โคลนัล anti-A ให ผลบวก 1+-2+ แบบ mixed
field จงึ จดั เปน เซลล A3 และ จาก ประสบการณ ของ ผูทาํ
การ ทดลอง พบ วา มี เซลล A3 จํานวน หนึ่ง สามารถ ให
ผลบวก กบั lectin anti-A1  ได โดย ปฏกิริยิา จะ เปน แบบ
mixed field ใน การ ศกึษา ครัง้ นี ้ยงั พบ วา การ ทดสอบ กบั
เซลล papainzed lectinanti-A1 สามารถ ให ปฏิกิริยา
บวก กับ เซลล A2 และ A2B บาง เซลล ได ซึ่ง โมโน
โคลนลัanti-A1 ก ็สามารถ เกดิ ปฏกิริยิา ได กบั เซลล เหลา
นี้ แต ปฏกิริยิา จะ ออน กวา มาก ( ตาราง ที่ 3) เขาใจ วา เกดิ
การ เปลีย่น แปลง ของ ผนงั เซลล ทาํให ประจ ุรอบ เซลล ลด
นอย ลง จึง เกิด ปฏิกิริยา ขึ้น ดังนั้น   น้ํา ยา โมโน โคลนัล
anti-A1 จะ ใช ใน การ  ตรวจ แยก หมูโลหติ  A1, A1B, จาก
A2, A2B ได ด ีกวา การ ใช lectin anti-A1 เนือ่ง จาก จะ ให
ปฏกิริยิา ความ จาํเพาะ มาก กวา

2. ดาน ความ แรง anti-A1 ที่ ผลิต จาก โคลน 6C10
ให ผล ความ แรง ใน การ เกดิ ปฏกิริยิา ดี โดย ทาํ ปฏกิริยิา กบั
เซลล A1, A1B ให เหน็ ดวย ตา เปลา และ พบ วา ม ีความ แรง
กับ เซลล A1 และ A1Bด ีกวา lectin anti-A1 ถงึ 8 di-
lution  และ ด ีกวา โมโน โคลนลั anti-A1 (Biotest) 2 di-
lutions  ( ตาราง ที่ 1)

3.  ดาน ความ ไว ใน การ เกิด ปฏิกิริยา เมื่อ ทํา การ
ทดสอบ  บนสไลตน้ํา ยา โมโน โคลนัล anti-A1 ( ศูนย)
ไดผล ไม แตก ตาง จาก lectin anti-A1 และ anti-A1
(Biotest)

4  ดาน ความ คงทน น้ํา ยา โมโน โคลนัล anti-A1
(NBC) เมือ่ เกบ็ ไว ใน สภาวะ ที ่เหมาะสม คอื 4 ํC สามารถ
เกบ็ ได นาน กวา 10 เดอืน โดย ไม เสือ่ม คณุภาพ ดาน ความ
แรง และ ความ ไว ใน การ เกิด ปฏิกิริยา ซึ่ง จะ ตอง ทดลอง
ศกึษา ตอไป วา จะ เกบ็ คงทน ได นาน เทา ใด

จาก คุณสมบัติ ตางๆ ดัง กลาว ขาง ตน น้ํา ยา โมโน
โคลนลั anti-A1 ที ่ผลติ จาก โคลน 6C10 นี้ สามารถ นาํ มา
ใช แทน lectin anti-A1 (NBC) ได เปน อยาง ดี อีก ทั้ง ยัง

สามารถ ผลติ ได ปรมิาณ มากๆ โดย ที ่คณุสมบตั ิไม เปลีย่น
แปลง และ ยัง จะ มี ราคา ถูก กวา และ สะดวก กวา การ ผลิต
จาก เมลด็ Dolichos biflorus เนือ่ง จาก ไม ตอง เสยี เวลา
และ หา สถาน ที่ ปลูก เมล็ด พืช อีก ทั้ง ขบวน การ ผลิต โมโน
โคลนลัแอน ต ิบอ ดยีก ็เปน ขบวน การ เดยีว กนั กบั การ ผลติ
โมโน โคลนลั anti-A, anti-Bที ่ศนูย บรกิาร โลหติ ผลติ อยู
เดมิ แลว
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Abstract: The objective of this study is to produce monoclonal anti-A1 blood grouping reagent.
Stable  cloned lines of anti-A1 secreting cellshave been derived by fusion spleen cells of a mouse
immunized  by 20% group A1 cells with a mouse myeloma line (x653.8Ag). The tissueculture super-
nate  of clone 6C10 containing secreted monoclonal anti-A1 antibody is used as anti-A1 blood grouping
 reagent. The efficacy ofthis reagent was tested for its' potency, avidity and specificity in  compari-
son  with lectin anti-A1 of National Blood Centre (NBC) andmonoclonal anti-A1 (commercial). Potency
studied of monoclonal anti-A1 (NBC) were 2 and 8 dilutions higher than commercial monoclonal  anti-
A1 and lectin anti-A1 respectively, where as the result of aviditystudied were comparable.  This
reagent  also has high specificity bygiving positive reaction with cell groups A1, A1B and giving
negative reaction with cell groups B, O and all subgroups of A.  Thus, thismonoclonal anti-A1 is
suitable  for use in blood bank.
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Production of Monoclonal Anti-A1 Blood Group Reagent by
National BloodCentre, Thai Red Cross Society
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Antiserum and Standard Cells Preparation Section, National Blood Centre,Thai Red Cross Society,
Henri Dununt Road. Pathumwan, Bangkok 10330, Thailand.
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