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บทนำ�

แอนติบอดีในระบบ MNS เชน anti-M anti-N และ anti-Mia 

เปนแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิก มีทั้งชนิดที่เกิดขึ้นเองโดย

ธรรมชาติ (natural occurring antibody) หรือเกิดจากการถูก

กระตุนจากการรับเลือดและการตั้งครรภ กรณีที่เกิดขึ้นตามธรรม

ชาติสวนใหญเปนแอนติบอดีชนิด IgM ทำ�ปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมิ 

หองและไมคอยเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  สวนที่

เกิดขึ้นเนื่องจากถูกกระตุนจากการรับเลือดหรือการตั้งครรภจะเปน 

แอนติบอดีชนิด IgG สามารถทำ�ใหเกิด hemolytic transfusion 

reaction และ hemolytic disease of the fetus and newborn 

anti-M และ anti-N คนพบโดย Landsteiner และ Levine ในป 

ค.ศ. 1927 โดยการฉีดกระตุนกระตายดวยเลือดของคนเพื่อศึกษา

หมูเลือดในระบบ ABO แตหลังจากดูดซับแอนติบอดีชนิดอื่นๆที่

ไมตองการ (antibodies adsorption) จึงพบแอนติบอดีชนิดใหมที่

มีความจำ�เพาะกับแอนติเจน M หรือ N ตอมามีรายงานอีกหลาย

ครั้งที่แสดงใหเห็นวา anti-M และ anti-N เปนแอนติบอดีที่มีความ

สำ�คัญทางคลินิก1 สำ�หรับงานธนาคารเลือด anti-M และ anti-N เปน 

blood group phenotyping reagents ที่จำ�เปนจะตองมีไวใชใน

นิพนธตนฉบับ

การสรางเซลลสายพันธุไฮบริโดมาดวยวิธี Murine Monoclonal Hybridoma 
Technology เพื่อผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต Anti-M และ Anti-N

กัลยา  เกิดแกวงาม   ศิริพร  พลเสน   สุวิทย  โพธิ์นิมิตร   อุดม  ติ่งตอย และ สรอยสอางค  พิกุลสด
ฝายผลิตน้ำ�ยาแอนติซีรัมและผลิตภัณฑเซลล ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย

บทคัดยอ  ปจจุบันการผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต anti-M และ anti-N ของฝายผลิตน้ำ�ยาแอนติซีรัมและผลิตภัณฑเซลล ศูนยบริการโลหิต

แหงชาติ สภากาชาดไทย ยังคงใชวิธีผลิตจากน้ำ�เหลืองกระตาย (rabbit polyclonal) ซึ่งความแรงของแอนติบอดีที่ผลิตไดในแตละครั้งไมคงที่ 

เพราะตองทำ�การดูดซับแอนติบอดีชนิดอื่นๆ ที่ไมตองการ (antibodies adsorption) การผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีดวยวิธี murine 

monoclonal hybridoma technology จะไดแอนติบอดีที่มีประสิทธิภาพสูงกวาและสามารถผลิตแอนติบอดีชนิดนั้นๆ ไดในปริมาณมาก

ตามความตองการ รวมทั้งมีความแรงและความจำ�เพาะมากกวา  วัตถุประสงค เพื่อสรางเซลลสายพันธุไฮบริโดมา (hybridoma cell line) 

ที่สามารถนำ�มาผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต anti-M และ anti-N ดวยวิธี murine monoclonal hybridoma technology  วัสดุและวิธี

การ ใชเซลลเม็ดเลือดขาวจากมามหนู BAL B/c ที่ถูกฉีดกระตุนดวย 20% เซลลเม็ดเลือดแดงของคนหมู O phenotype M+N+ รวม 

ทั้งสิ้น 3 ครั้ง ทำ�การเชื่อมเซลลเม็ดเลือดขาวที่ไดจากมามของหนูที่ถูกฉีดกระตุนแลวกับเซลลมะเร็งของหนูสายพันธุเดียวกัน (SP2/O) 

เมื่อเกิดไฮบริโดมาจึงนำ�น้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริโดมาทดสอบกับ screening cells O
1
(M+N-) และ O

2 
(M-N+) เพื่อคัดเลือก hybridoma 

ที่ใหผลบวกกับ screening cells O
1
(M+N-) หรือ O

2 
(M-N+) เพียงเซลลเดียวเทานั้นมาเลี้ยงขยายตอ ทดสอบน้ำ�เลี้ยงเซลลอีกครั้ง

ดวย identification panel cells และ papainized identification panel cells เพื่อคัดเลือกโคลนที่สราง anti-M หรือ anti-N 

แลวนำ�มาทำ�การเจือจางลดสัดสวน (limiting dilution) เพื่อแยกโมโนโคลนและเลี้ยงขยายโมโนโคลนที่ไดใหโตเต็มที่ เก็บแชแข็งใน

ไนโตรเจนเหลวเพื่อเก็บไวเปนตนโคลน สวนน้ำ�เลี้ยงเซลลเก็บไวเพื่อทดสอบทาง serology อยางละเอียดตอไป  ผลการศึกษา งาน

วิจัยนี้สามารถสรางไฮบริโดมาที่ผลิต anti-M จำ�นวน 1 โคลน คือ  NBC-M2 (7H
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7
) และไฮบริโดมาที่ผลิต anti-N จำ�นวน 4 
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และ  NBC-N4(9D

3
D

5
)  วิจารณและสรุป จากการทดสอบทาง 

serology เบื้องตนแสดงใหเห็นวาไฮบริโดมาที่สรางขึ้นใหมทุกโคลนสามารถนำ�ไปผลิตเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต anti-M และ anti-N ได 

อยางไรก็ตามไฮบริโดมาทุกโคลนเปนโคลนที่สรางขึ้นใหมยังตองทดสอบทาง serology อีกมาก เพื่อใหเชื่อมั่นวา anti-M และ anti-N 

ที่ผลิตไดใหมนี้มีความเหมาะสมที่จะนำ�ไปผลิตเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิตไดอยางมีประสิทธิภาพเพื่อทดแทนการผลิตจากน้ำ�เหลืองกระตาย 
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การตรวจหาเลือดที่ไมมีแอนติเจน M หรือ N สำ�หรับใหแกผูปวยที่

มี anti-M หรือ anti-N อีกทั้งในงานการผลิตเซลลมาตรฐานตางๆ 

เชน screening cells และ panel cells จำ�เปนตองใช anti-M 

และ anti-N เพื่อตรวจแอนติเจน M และ N ของผูบริจาคโลหิต

ที่จะนำ�มาใชในการผลิตเซลลมาตรฐานดวยเชนเดียวกัน ปจจุบัน

วิธีการผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต anti-M และ anti-N ของฝาย

ผลิตน้ำ�ยาแอนติซีรัมและผลิตภัณฑเซลล ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ 

สภากาชาดไทย ยังคงใชวิธีฉีดกระตุนกระตายดวยเม็ดเลือดแดง

ของคนที่มีแอนติเจน M หรือ N แลวเจาะเก็บน้ำ�เหลืองของกระตาย

นำ�มาผลิตเปน anti-M และ anti-N ชนิด rabbit polyclonal 

antibodies ซึ่งมีความแรงของแอนติบอดีไมคงที่ในแตละครั้งที่

ผลิต อีกทั้งวิธีการผลิตมีความยากลำ�บากเพราะมีขั้นตอนการดูด

ซับแอนติบอดีชนิดอื่นๆ ที่ไมตองการ (antibodies adsorption) 

ดังนั้นฝายผลิตน้ำ�ยาแอนติซีรัมและผลิตภัณฑเซลลจึงไดทำ�การ

ทดลองเพื่อพัฒนาวิธีการผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต anti-M และ 

anti-N ดวยวิธี murine monoclonal hybridoma technology 

เพื่อใหสามารถผลิต monoclonal anti-M และ anti-N ไดใน

ปริมาณมาก มีความแรงคงที่ในแตละครั้งที่ผลิตและมีความจำ�เพาะ

กับแอนติเจน M หรือ N มากกวาวิธีผลิตจากน้ำ�เหลืองกระตาย 

โดยทดลองใชวิธีการสรางเซลลสายพันธุ hybridoma ตามวิธีที่

พัฒนาขึ้นโดยสภากาชาดญี่ปุน (Japanese Red Cross) ตาม 

โครงการฝกอบรมดูงานสรางเซลลสายพันธุ monoclonal hybridoma 

ซึ่งเปนความรวมมือระหวางสภากาชาดไทย (Thai Red Cross) 

และสภากาชาดญี่ปุน (Japanese Red Cross) 

วัสดุและวิธีการ 

วัสดุ

1.	 หนูทดลอง BAL B/c เพศเมีย อายุ 4-5 สัปดาห จำ�นวน 

21 ตัว

2.	 เซลลเม็ดเลือดแดงของคนหมูโลหิต O phenotype M+N+

3.	 Murine myeloma cell line (SP2/O) 

4.	 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิดไมเติม bovine serum 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิดเติม bovine serum 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิดเติม bovine serum 

และ HAT (Hypoxanthine Aminoptherine Thymidine) 

จาก HyCloneTM Thermo Scientific, USA

5.	 จานแกวนึ่งฆาเชื้อ 3 จาน

6.	 จานพลาสติก sterile ขนาด 96 หลุม และขนาด 24 

หลุม หลอดพลาสติก sterile ขนาด 10 และขนาด 50 

มิลลิลิตร และขวดพลาสติก sterile ขนาด 25 มิลลิลิตร 

จาก NUNCTM  Denmark 

7.	 สารเชื่อมเซลล (fusogen) นึ่งฆาเชื้อ PEG molecular 

weight 4000 (Merck, Germany) จำ�นวน 1 กรัม แลว

เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI ชนิดไมเติม bovine serum 

1 มิลลิลิตร ทำ�ใหมีความเขมขนเป็น 50% PEG ในอาหาร

เลี้ยงเซลล RPMI

8.	 Identification panel cells และ papainized identification 

panel cells ของศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย 

Lot. 56060 Exp. 13 JUL 2013

9.	 Anti-M (rabbit polyclonal) Lot. 56010  Exp. 7 JAN 

2015 และ anti-N (rabbit polyclonal) Lot. 55010   

Exp. 20 MAR 2014

วิธีการ

การฉีดกระตุนหนูทดลอง2-4 

ใชหนูทดลอง BAL B/c เพศเมีย อายุ 4-5 สัปดาห จำ�นวน 

21 ตัว และเม็ดเลือดแดงของคนหมูโลหิต O มีแอนติเจน M และ

แอนติเจน N ลางในน้ำ�เกลือ (0.9% NSS) 3 ครั้ง แลวเตรียมให 

เปนสารละลายเซลล (cell suspension) มีความเขมขน 20% 

ในน้ำ�เกลือ จากนั้นใชสารละลายเซลลปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

ฉีดกระตุนหนูที่หนาทองในชั้น peritoneum (intraperitoneal 

injections) ฉีดกระตุนซ้ำ�ทุกสองสัปดาห รวมทั้งสิ้น 3 ครั้ง เมื่อ

ฉีดกระตุนครั้งที่สามแลวเวนระยะสามวันจึงทำ�การเชื่อมเซลล (cell 

fusion) โดยตัดมามหนูเพื่อใชในการเชื่อมเซลล 

การเชื่อมเซลลมามหนูกับเซลลมะเร็งหนู SP2/O (murine 

myeloma cell line) 

การเชื่อมเซลลทำ�ทั้งหมด 7 ครั้ง ใน 1 ครั้งใชมามหนู 3 ตัว มี

วิธีทำ�ดังนี้ เลี้ยงเซลลมะเร็งหนู SP2/O ประมาณหนึ่งสัปดาหกอน 

ทำ�การเชื่อมเซลล ทำ�ใหหนูตายและผาทองหนูตัดเอามามออก ลาง 

ดวยอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิดไมเติม bovine serum 

2 ครั้ง บดมามใหละเอียดในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิด

ไมเติม bovine serum จำ�นวน 10 มิลลิลิตร ขั้นตอนนี้ทำ�ในจาน

แกวนึ่งฆาเชื้อ ดูดของเหลวที่ไดใสหลอดพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปนลางเซลลมามหนูดวยอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิดไมเติม 

bovine serum 3 ครั้ง นำ�เซลลมะเร็งหนู SP2/O มาลางดวย 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ชนิดไมเติม bovine serum 3 ครั้ง 

แลวนับเซลลเม็ดเลือดขาวจากมามหนูและเซลลมะเร็งหนู SP2/O 

เพื่อหาปริมาตรและความเขมขนที่เหมาะสมในการเชื่อมเซลลโดย

ใชเซลลเม็ดเลือดขาวจากมามหนู 5 สวนตอเซลลมะเร็งหนู SP2/O 

1 สวน รวมเซลลเม็ดเลือดขาวจากมามหนูทั้งหมดกับเซลล SP2/O 

ลงในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตรสำ�หรับเชื่อมเซลล ปนความเร็ว 

1,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดน้ำ�ใสสวนบนทิ้ง ใสสารเชื่อม

เซลล (fusogen) จำ�นวน 1 มิลลิลิตร คอยๆ ใสครั้งละ 1-2 หยด 
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แลวผสมเซลลกับสารเชื่อมเซลลโดยเอียงหลอดเบา ๆ  จนเซลลกับ

สารเชื่อมเซลลผสมเขากันดี ขั้นตอนนี้ควรทำ�อยางรวดเร็วใชเวลา

ประมาณ 5 นาทีหรือต่ำ�กวาเสร็จแลวอุนที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 

1 นาที ใสอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ชนิดไมเติม bovine 

serum จำ�นวน 10 มิลลิลิตร อยางชาๆ เพื่อละลายกอนเซลล ปน

ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดน้ำ�ใสสวนบนทิ้ง ละลาย 

กอนเซลลโดยใสอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ชนิดเติม bovine 

serum ที่มี HAT (Hypoxanthine Aminoptherine Thymidine) 

ซึ่งเปน selective medium จะมีแตเซลลไฮบริโดมาเทานั้นที่สามารถ

เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเซลลนี้ได คำ�นวณใหมีความเขมขนของ

เซลลมามหนู 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร ใสสารละลายเซลลลงใน

จานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม  หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

เลี้ยงในตูเลี้ยงเซลล (CO
2 
Incubator) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

จนกวาจะเกิดเซลลไฮบริโดมาใชเวลาประมาณ 2 สัปดาห เก็บน้ำ�เลี้ยง

เซลลมาตรวจกรอง anti-M และ anti-N ดวย screening cells 

O
1
(M+N-) และ O

2 
(M-N+) ยายหลุมที่ใหผลบวกกับ O

1
(M+N-) 

หรือ O
2 
(M-N+) เพียงเซลลเดียวไปเลี้ยงในจานพลาสติกเพาะเลี้ยง

เซลล 24 หลุม เลี้ยงเซลลตออีกประมาณ 1 สัปดาห จากนั้นตรวจ

แยกชนิดแอนติบอดีดวย identification panel cells  

การเจือจางลดสัดสวน (limiting dilution) เพื่อคัดเลือกโมโน-

โคลน (monoclone)

ผสมเซลลไฮบริโดมากับน้ำ�เลี้ยงเซลลแลวดูดออกมา 50 ไมโคร-

ลิตร นับเซลลเพื่อคำ�นวณหาความเขมขนของเซลลในหลุมที่ตองการ

ทำ�การเจือจางลดสัดสวน (limiting dilution) ทำ�การคำ�นวณใหมี

ความเขมขนเซลลเทากับ 7 เซลลตอมิลลิลิตร หรือประมาณ 1 เซลล 

ตอหลุม ตัวอยางการคำ�นวณ เชน นับเซลลในสไลด Petroff-

Haussercounting chamber ได 29 เซลล ความเขมขนของ 

เซลลไฮบริโดมาในหลุมจะเทากับ 29 x 2 x 1/4 x 104 เทากับ  

1.45 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร ตองการเจือจางเซลลในหลุมใหมี

ความเขม 7 เซลลตอมิลลิลิตร เทากับ 1.45 x 105/7 เซลลตอมิลลิ- 

ลิตร  ดังนั้นจะตองเจือจางเซลลในหลุม 20,714 เทา หรือประมาณ 

20,000 เทา ซึ่งปริมาตรมากขนาดนี้ไมสามารถเลี้ยงเซลลไดหมด 

เพราะสิ้นเปลืองอาหารเลี้ยงเซลลมาก จึงตองทำ�การเจือจางสองขั้น

ตอน ขั้นแรกเจือจาง 100 เทา ขั้นที่สองเจือจาง 2,000 เทา เมื่อนำ�

มาคูณกันก็จะเทากับวาเจือจางเซลลได 20,000 เทาตามตองการ 

ขั้นแรกดูดไฮบริโดมาจากหลุมที่ตองการทำ� limiting dilution 

ตามปริมาตรที่คำ�นวณได ประมาณ 25-200 ไมโครลิตร ทั้งนี้ขึ้น

อยูกับความเขมขนของเซลลไฮบริโดมาในหลุมที่ตองการทำ�การเจือ

จางลดสัดสวน (limiting dilution)  แลวเจือจางในอาหารเลี้ยง

เซลล RPMI-1640 ชนิดเติม bovine serum จำ�นวน 5 มิลลิลิตร 

ผสมจนเขากันดี จากนั้นเจือจางขั้นที่ 2  ดูดเซลลไฮบริโดมาจาก

สารละลายเซลลที่เจือจางครั้งแรกตามปริมาตรที่คำ�นวณไดประมาณ 

100-500 ไมโครลิตร เจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ชนิด

เติม bovine serum จำ�นวน 50 มิลลิลิตร ผสมจนเขากันดี นำ�

เซลลที่เจือจางแลวเลี้ยงในจานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 96 

หลุม โดยใสสารละลายเซลลหลุมละ 150 ไมโครลิตร เลี้ยงเซลล 

ประมาณ 1 ถึง 2 สัปดาหหรือจนกวาจะเกิดโมโนโคลนไฮบริโดมา

การคัดเลือกโมโนโคลนไฮบริโดมาที่สราง anti-M หรือ anti-N

หลังจากทำ�การเจือจางลดสัดสวน (limiting dilution) เพื่อ 

แยกเซลลใหเหลือเซลลไฮบริโดมา 1 เซลลตอหลุม เลี้ยงเซลลตอ 

อีก 1-2 สัปดาห จนเกิดโมโนโคลน เก็บน้ำ�เลี้ยงเซลลมาทดสอบกับ

เซลลเม็ดเลือดแดงของคนหมูโลหิต O phenotype M+N+ จาก 

identification panel cells Lot. 56060 Exp. 13 JUL 2013 

เพื่อทำ�การคัดเลือกโมโนโคลนที่ใหผลบวกแลวยายไปเลี้ยงตอใน

จานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลล 24 หลุม จนเซลลไฮบริโดมาโตและ

แข็งแรงดี เก็บน้ำ�เลี้ยงเซลลเพื่อหาความแรง (titer) กับเซลลเม็ด

เลือดแดงของคนหมูโลหิต O phenotype M+N+ เลือกไฮบริโด

มาที่มีความแรงมากที่สุด ขยายไปเลี้ยงในขวดพลาสติกเพาะเลี้ยง

เซลลขนาด 25 มิลลิลิตร เมื่อเซลลไฮบริโดมาโตจนเกือบเต็มพื้น

ขวดเลี้ยงเซลล นำ�เซลลไฮบริโดมาที่ไดแชแข็งในไนโตรเจนเหลว

เพื่อเก็บไวเปนตนโคลน สวนน้ำ�เลี้ยงเซลลที่ไดเก็บไวเพื่อทดสอบ

ทาง serology อยางละเอียดตอไป

การทดสอบทาง Serology

1.	 การตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีที่ผลิตจากเซลลไฮบริ-

โดมาโคลนใหม

1.1	เก็บน้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโคลนใหม ไดแก ไฮบริ- 

โดมาที่สราง anti-N จำ�นวน 4 โคลน คือ NBC-

N1(139G
3
G

2
), NBC-N2(9A

3
D

9
), NBC-N3(9A

5
B

7
) 

และ NBC-N4(7D
3
D

5
) ไฮบริโดมาที่สราง anti-M 

จำ�นวน 1 โคลน คือ NBC-M2(7H
3
B

7
) โคลนละ 5 

มิลลิลิตร 

1.2	นำ�น้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริโดมามาทดสอบกับ identification 

panel cells Lot.56060 Exp.13 JUL 2013 ของ

ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ โดยใสน้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริ- 

โดมา 100 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองขนาด 10 x 75 

มิลลิเมตร จำ�นวน 11 หลอด หยด identification 

panel cells 1 หยด ลงในแตละหลอดจนครบ 11 เซลล 

ประมาณเซลลละ 50 ไมโครลิตร ตั้งที่อุณหภูมิหอง

นาน 5 นาที ปนอานและแปลผลที่ได

1.3	ทำ�การทดสอบน้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริโดมาอีกคร้ังโดย
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ใช papainized identification panel cells Lot 

56060 Exp. 13 JUL 2013 ของศูนยบริการโลหิต

แหงชาติ ตามขอ 1.1 และ ขอ 1.2 แลว แปลผลที่ได

2.	 การทำ� phenotyping หมูเลือด M และ N เพื่อเปรียบ

เทียบ monoclonal anti-M [NBC-M2(7H
3
2B

7
)] และ 

anti-N [NBC-N1(139G
3
G

2
)] กับ polyclonal anti-M 

Lot. 56010 Exp. 7 JAN 2015 และ anti-N Lot. 55010 

Exp. 20 MAR 2014 จากกระตาย

2.1	คัดเลือกโลหิตจากผูบริจาคโลหิตที่รู phenotype ของ

แอนติเจน M และแอนติเจน N แลว หมูโลหิต A 

จำ�นวน 13 ราย หมูโลหิต B จำ�นวน 13 ราย และ

หมูโลหิต AB จำ�นวน 4 ราย

2.2	หยดแอนติบอดี 4 ชนิดคือ monoclonal anti-M 

และ anti-N กับ polyclonal anti-M และ anti-N จาก 

กระตาย ลงในหลอดทดลองขนาด 10 x 75 มิลลิเมตร 

จำ�นวน 4 หลอด หลอดละ 2 หยด ประมาณ 100 

ไมโครลิตร ใสเซลลเม็ดเลือดแดงความเขมขนรอยละ 

2-5 ลงในหลอดทั้งสี่ หลอดละ 1 หยด ประมาณ 50 

ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที ปนอาน

และแปลผลที่ได

3.	 การหาความแรงของ monoclonal anti-M [NBC-M2 

(7H
3
2B

7
)] และ anti-N [NBC-N1 (139G

3
G

2
)] (antibody 

titration) 

3.1	เก็บน้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริโดมา anti-M [NBC-M2(7H
3
2B

7
)]

และ anti-N [NBC-N1(139G
3
G

2
)] โคลนละ 3 มิลลิลิตร 

3.2	ทำ�การเจือจางลดสัดสวน (two-flow dilution) 2, 4, 

8, 16, 32, 64, 128 และ 256 เทา ตามลำ�ดับ

3.3	Transfer น้ำ�เลี้ยงเซลลที่เจือจางลดสัดสวนแลวใสใน

หลอดทดลองขนาด 10 x 75 มิลลิเมตร หลอดละ 

100 ไมโครลิตร

3.4	หยดรอยละ 2-5 หมูโลหิต O phenotype M+N+ 

หลอดละ 50 ไมโครลิตร

3.5	ตั้งทิ้งที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที ปนอานและแปลผล

ผลการศึกษา

งานวิจัยนี้สามารถสรางเซลลสายพันธุไฮบริโดมาไดทั้งสิ้น 1,513 

โคลน เปนโคลนที่ใหผลบวกกับ screening cell O
1
(M+N-) หรือ 

O
2
 (M-N+) เพียงเซลลเดียวจำ�นวน 361 โคลน แตเมื่อยายเซลล 

จากจานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 96 หลุม ไปเลี้ยงในจาน

พลาสติกเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม โคลนที่ออนแอจะตาย

ไป สวนโคลนที่เหลือสวนใหญสูญเสียความสามารถในการสราง

แอนติบอดี แตอยางไรก็ตามหลังทำ�การตรวจแยกชนิดของแอนติ- 

บอดีพบวาเปนเซลลไฮบริโดมาที่สราง anti-N จำ�นวน 4 โคลน คือ 

NBC-N1(139G
3
G

2
), NBC-N2(9A

3
D

9
), NBC-N3(9A

5
B

7
) และ  

NBC-N4(7D
3
D

5
) เปนเซลลไฮบริโดมาที่สราง anti-M จำ�นวน 

2 โคลนคือ NBC-M1(4D
11
) และ NBC-M2(7H

3
B

7
) แตโคลน

ที่สราง anti-M NBC-M1(4D
11
) ไดตายไปกอนทำ�เจือจางลดสัด

สวน (limiting dilution) จึงทำ�ใหสูญเสียโคลนนี้ไป

ผลการตรวจแยกชนิดแอนติบอดีจากน้ำ�เลี้ยงเซลลไฮบริ- 

โดมาที่สรางไดใหม ไดแก NBC-N1(139G
3
G

2
), NBC-N2(9A

3
D

9
), 

NBC-N3(9A
5
B

7
), NBC-N4(7D

3
D

5
) สรุปไดวาเปน anti-N และ 

NBC-M2(7H
3
B

7
) สรุปไดวาเปน anti-M ดังแสดงใน Table 1

น้ำ�เลี้ยงเซลลจากโคลน NBC-N1(139G
3
G

2
), NBC-N2(9A

3
D

9
), 

NBC-N3(9A
5
B

7
), NBC-N4(7D

3
D

5
) และ NBC-M2(7H

3
B

7
) ทดสอบ

กับ papainized identification panel cells ไดผลลบทั้งหมด 

ดังแสดงใน Table 2

ผลการตรวจแอนติเจน M และ N ในผูบริจาคโลหิตจำ�นวน 

30 ราย หมู A, B และ AB ที่มี phenotype M+N-, M-N+ และ 

M+N+ โดยใช monoclonal anti-M โคลน NBC-M2(7H
3
2B

7
) 

และ anti-N โคลน NBC-N1(139G
3
G

2
) เปรียบเทียบกับ polyclonal 

anti-M และ anti-N จากกระตายไดผลตรงกันทั้งหมด ดังแสดง

ใน Table 3

ความแรง (potency) ของแอนติบอดีเมื่อเซลลตายหมดของ 

anti-N โคลน NBC-N1(139G
3
G

2
)
 
และ anti-M โคลน NBC-M2 

(7H
3
2B

7
) ดังแสดงใน Table 4

วิจารณ

จาก Table 1 แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา เซลลไฮบริโดมา

ที่สรางไดใหม เปนเซลลไฮบริโดมาที่สราง anti-M 1 โคลน และ 

anti-N 4 โคลน เพราะใหผลตรงกับตาราง antigen profile ของ 

identification panel cells Lot. 56060 ดังแสดงใน Figure 

1 และจาก Table 2 ทุกโคลนยังใหผลลบกับ papainized 

identification panel cells Lot. 56060 อีกดวยเนื่องจากเอนไซม 

papain ไดทำ�ลายแอนติเจน M และ N บนผิวเม็ดเลือดแดงใน 

papainized identification panel cells ไปแลว5 ดังนั้นจึงไมเกิด

ปฏิกิริยากับ monoclonal anti-M และ anti-N

หลังการทำ�เจือจางลดสัดสวน (limiting dilution) ครั้งแรก

ไดโมโนโคลนที่เปนลูกของโคลนตั้งตน ดังนี้ anti-N NBC-N1 

(139G
3
) ไดลูกโคลนคือ 139 G

3
G

2
, 139 G

3
C

6
 และ 139 G

3
E

11
   

anti-N NBC-N2 (9A
3
) ไดลูกโคลนคือ 9A

3
D

9
 anti-N NBC-
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Table 1  Anti-M and anti-N identification using identification panel cells of the National Blood Centre, Thai Red 

Cross Society

Clone

Identification panel cells phenotypes Lot.56060 Exp.13 JUL 2013

ConclusionM-N+ M+N- M+N+ M+N- M+N+ M+N+ M-N+ M+N- M+N- M+N+ M+N-

O
1

O
2

O
3

O
4

O
5

O
6

O
7

O
8

O
9

O
10

O
11

Anti-N NBC-N1 

(139 G
3
G

2
)

4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 4+ 0 0 4+ 0 Anti-N

Anti-N NBC-N2 

(9A
3
D

9
)

4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 4+ 0 0 4+ 0 Anti-N

Anti-N NBC-N3 

(9A
5
B

7
)

4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 4+ 0 0 4+ 0 Anti-N

Anti-N NBC-N4 

(9D
3
D

5
)

4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 4+ 0 0 4+ 0 Anti-N

Anti-M NBC-M2 

(7H
3
2B

7
)

0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 0 4+ 4+ 4+ 4+ Anti-M

Remark: culture supernatants that used for identify harvesting while the hybridoma cells are still alive, 4+ = one solid 

agglutination and 0 = no agglutination

Figure 1  The antigen profile of identification panel cells Lot. 56060 Exp. 13 JUL 2013 of the National Blood 

Centre, Thai Red Cross Society
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Table 3  Results of M and N antigens phenotyping using monoclonal anti-M and anti-N compared with rabbit 

polyclonal anti-M and anti-N 

Donor Group Phenotype
Anti-M 

(Monoclonal)

NBC-M2(7H
3
2B

7
)

Anti-M 

(Polyclonal Rabbit)

Lot. 56010 Exp. 7 JAN 2015

Anti-N

(Monoclonal)

NBC-N1(139G
3
G

2
)

Anti-N

(Polyclonal Rabbit)

Lot. 55010 Exp. 20 MAR 2014

1 A M+N- 4+ 4+ 0 0
2 A M+N- 4+ 4+ 0 0
3 A M+N- 4+ 4+ 0 0
4 A M-N+ 0 0 4+ 4+
5 A M-N+ 0 0 4+ 4+
6 A M-N+ 0 0 4+ 4+
7 A M-N+ 0 0 4+ 4+
8 A M-N+ 0 0 4+ 4+
9 A M-N+ 0 0 4+ 4+
10 A M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
11 A M+N+ 4+ 4 4+ 4+
12 A M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
13 A M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
14 B M+N- 4+ 4+ 0 0
15 B M+N- 4+ 4+ 0 0
16 B M+N- 4+ 4+ 0 0
17 B M+N- 4+ 4+ 0 0
18 B M-N+ 0 0 4+ 4+
19 B M-N+ 0 0 4+ 4+
20 B M-N+ 0 0 4+ 4+
21 B M-N+ 0 0 4+ 4+
22 B M-N+ 0 0 4+ 4+
23 B M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
24 B M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
25 B M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
26 B M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
27 AB M-N+ 0 0 4+ 4+
28 AB M+N- 4+ 4+ 0 0
29 AB M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+
30 AB M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+

Remark: 4+ = one solid agglutination and 0 = no agglutination

Table 2  Anti-M and anti-N identification using papainized identification panel cells of the National Blood Centre, 

Thai Red Cross Society

Clone

Papainized identification panel cells Lot 56060 Exp. 13 JUL 2013

M-N+ M+N- M+N+ M+N- M+N+ M+N+ M-N+ M+N- M+N- M+N+ M+N-

O
1

O
2

O
3

O
4

O
5

O
6

O
7

O
8

O
9

O
10

O
11

Anti-N NBC-N1(139G
3
 G

2
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Anti-N NBC-N2(9A
3
D

9
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Anti-N NBC-N3(9A
5
B

7
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Anti-N NBC-N4(9D
3
D

5
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Anti-M NBC-M2(7H
3
2B

7
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Remark: 0 = no agglutination
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N3(9A
5
)
 
ไดลูกโคลนคือ 9A

5
B

7
  anti-N NBC-N4(9D

3
) ไดลูกโคลน

คือ 9D
3
D

5
  anti-M NBC-M2(7H

3
) ไดลูกโคลนคือ 7H

3
1F

4 
และ 

7H
3
2B

7 
 โมโนโคลนไฮบริโดมาทั้งหมดนี้จะตองทำ�การเจือจางลด

สัดสวน (limiting dilution) ซ้ำ�อีกสองถึงสามครั้งเพื่อใหไดโคลน

ที่มีความเสถียรในการสรางแอนติบอดี การทดสอบเบื้องตนกับ 

identification panel cells แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาเซลล 

ไฮบริโดมาที่สรางขึ้นมาใหมนี้เปนเซลลไฮบริโดมาที่สราง anti-M 

และ anti-N จริง แตเซลลใน screening cells และ identification 

panel cells เปนเซลลหมู O ทั้งหมด จึงจำ�เปนตองหาเซลลหมูโลหิต 

A หมูโลหิต B และหมูโลหิต AB มาทดสอบแอนติบอดี monoclonal 

anti-M และ anti-N ที่สรางขึ้นใหมนี้ วาสามารถใชไดกับหมูโลหิต

ระบบ ABO ทุกหมูได  โดยใช polyclonal anti-M และ anti-N 

จากกระตายเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบโดยการทำ� phenotyping 

ควบคูกันดวยแอนติบอดีทั้งสองชนิด ปรากฏวาไดผลตรงกันทั้งหมด 

ดังแสดงใน Table 3

การหาความแรง (potency) ของแอนติบอดีเมื่อเซลลตายหมด

ของ anti-N NBC-N1(139G
3
G

2
)
 
และ anti-M NBC-M2(7H

3
2B

7
) 

พบวา ทั้ง anti-N และ anti-M มีความแรงกับหมู O phenotype 

M+N+ ซึ่งเปนเซลล heterozygous เทากันคือ 64 เทา ดังแสดง

ใน Table 4 ซึ่งถือวามีความแรงมากเมื่อเปรียบเทียบกับ anti-N 

และ anti-M ของบริษัทตางๆ ที่จำ�หนายในทองตลาดจะมีความ

แรงประมาณ 4 ถึง 8 เทา

วิธีการทั้งหมดที่ใชในงานวิจัยนี้ ไดมาจากการฝกอบรมดูงานการ 

สรางเซลลสายพันธุ monoclonal hybridoma เพื่อผลิตน้ำ�ยาตรวจ

หมูโลหิตดวยวิธี murine/human monoclonal hybridoma 

technology ระหวางวันที่ 4 ตุลาคม พ.ศ. 2555 ถึงวันที่ 20 

ธันวาคม พ.ศ. 2555 ณ Kanto-Koshinetsu Block Blood 

Center, Japanese Red Cross กรุงโตเกียว ประเทศญี่ปุน วิธี

การเชื่อมเซลลในงานวิจัยนี้มีความแตกตางจากงานวิจัยการสราง 

เซลลสายพันธุไฮบริโดมาอื่นๆ  เนื่องจากไมไดใช macrophage 

จากหนู BAL B/c เปน Feeder cells2-4 ตามวิธีการของสภากาชาด

ญี่ปุน แตปรากฏวาสามารถสรางเซลลไฮบริโดมาไดผลดี เกิดเซลลไฮ

บริ-โดมาเปนจำ�นวนมากและยังไดโคลนที่สราง anti-M และ anti-N 

อีกดวย ดังนั้น Feeder cells อาจไมจำ�เปนสำ�หรับการเชื่อมเซลล 

สวนวิธีเจือจางลดสัดสวน (limiting dilution) ก็แตกตางจากงานวิจัย

อื่นๆ แตวิธีการฉีดกระตุนหนูไมมีความแตกตางกันมากนัก2-4 อีกทั้ง 

anti-M และ anti-N ที่ผลิตขึ้นมาไดยังตองรอผานการทดสอบทาง 

serology อีกมาก รวมถึงการทดลองผลิตเปนผลิตภัณฑสำ�เร็จและ

ทดสอบความคงทน (stability) ของผลิตภัณฑ อาจตองใชเวลาใน

การศึกษาเปนเวลานาน ผลการวิจัยสวนหลังนี้ยังมีรายละเอียดอีกมาก

ซึ่งจะทำ�การตีพิมพเผยแพรเพื่อรับรองคุณภาพของผลิตภัณฑตอไป 

สรุป 

จากการทดสอบทาง serology เบื้องตนแสดงใหเห็นวาเซลลไฮบริ- 

โดมาที่สรางไดใหมทั้งหมดนี้ สามารถนำ�ไปผลิตเปนน้ำ�ยาตรวจ

หมูโลหิต anti-M และ anti-N ได แตอยางไรก็ตามเซลลไฮบริ- 

โดมาทั้งหมดเปนเซลลไฮบริโดมาที่สรางขึ้นมาใหม ยังตองทำ�การ

ทดสอบทาง serology อีกมาก เชน การทดสอบความคงทนของ

แอนติบอดี (stability) เปนตน เพื่อใหเชื่อมั่นวา anti-M และ 

anti-N ที่สรางจากเซลลไฮบริโดมาโคลนใหมทั้งหมดนี้ มีความเหมาะ

สมที่จะนำ�ไปผลิตเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิตไดอยางมีประสิทธิภาพ

เพื่อทดแทนการผลิตจากน้ำ�เหลืองกระตาย

กิติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ Dr. Makoto Uchikawa หัวหนาฝาย Blood 

Group,  Ms. Chizu Toyoda นักวิทยาศาสตร และทีมงานของ 

Kanto-Koshinetsu Block Blood Center, Japanese Red 

Cross ที่ใหการฝกอบรมการสรางเซลลสายพันธุ hybridoma 

Table 4  Potency of anti-M and anti-N titers produced by murine hybridoma 

Clone Phenotype
Reciprocal of murine hybridoma culture supernatant dilution

Titers
1 2 4 8 16 32 64 128 256

anti-M NBC-M2

 (7H
3
2B

7
)

M+N- 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 1+ 0 128

M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 1+ 1+w 0 0 64

anti-N NBC-N1

(139G
3
G

2
)

M-N+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 1+ 0 128

M+N+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 1+ 0 0 64

Remark: 4+ = one solid agglutination;  3+ = several large agglutination;  2+ = medium-size agglutination, clear background;  

1+ = small agglutination, turbid background;  1+w = very small agglutination, turbid background and 0 = no agglutination
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Generating the Hybridoma Cell Line by Murine Monoclonal Hybridoma 
Technology for Producing Anti-M and Anti-N Blood Group Phenotyping 
Reagents

Kallaya Kerdkaewngam, Siriporn Ponsen, Suvit Phonimit, Udom Tingtoy and Soisaang Phikulsod
Antiserum and Standard cell Preparation Section, National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Bangkok, Thailand.

Abstract:  National Blood Centre, Thai Red Cross Society has presently produced polyclonal anti-M and anti-N 

blood group phenotyping reagents from rabbit immunized serum.  The murine monoclonal hybridoma technology 

has shown to be better efficiency than those of the rabbit polyclonal antibody in terms of productivity, quality and 

specificity.  Objective:  To develop a method to produce the hybridoma cell line by murine monoclonal hybridoma 

technology for producing anti-M and anti-N blood group phenotyping reagents.  Materials and Methods:  The 

white blood cells from BAL B/c mice spleen which were immunized three times with 20% group O human red 

blood cells phenotype M+N+, were further fused with mice myeloma cells (SP2/O) of the same species.  The 

hybridoma growth culture supernatants were then tested with the screening cells O
1
 (M+N-) and O

2 
(M-N+).  Only 

the hybridoma which gave positive reaction with O
1
 or O

2 
was selected to further culture.  These hybridomas 

were identified using identification panel cells and papainized identification panel cells.  Hybridomas secreting 

anti-M or anti-N were selected for limiting dilution to pick out monoclones.  The monoclones were frozen in 

liquid nitrogen. The culture supernatant was kept and tested in details using the serology test.  Results:  This 

research was able to produce one hybridoma of anti-M secreting as NBC-M2 (7H
3
B

7
) and four hybridomas of anti-N 

secreting as NBC-N1 (139G
3
G

2
), NBC-N2 (9A

3
D

9
), NBC-N3 (9A

5
B

7
)
 
and NBC-N4 (7D

3
D

5
).  Conclusions: Preliminary 

serology tests showed that the five hybridomas were able to produce anti-M and anti-N blood group phenotyping 

reagents.  These five hybridomas are newly produced.  Therefore, further serology tests are needed to confirm 

that anti-M and anti-N produced from these hybridomas cell lines could replace the polyclonal anti-M and anti-N 

blood group phenotyping reagents produced from rabbit immunized serum.

Keywords :	 l Anti-M  l Anti-N  l Murine monoclonal  l Hybridoma
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