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บทนำ�

หลังจาก Karl lansteiner1 ไดคนพบหมูโลหิต ABO ในป 

คศ. 1900 ตอมามีการคนพบหมูโลหิตอื่นๆ อีกมาก ความรูเกี่ยว

กับหมูโลหิต การใหเลือด และการงานทางดานธนาคารเลือดก็ 

เจริญกาวหนามาเปนลำ�ดับ ความตองการที่จะได antiserum ของ

คนที่มีความจำ�เพาะตอหมูโลหิตเพื่อนำ�มาใชเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต

มีมากขึ้นไปตามดวย ตอมาในป คศ. 1975 George Kohler และ 

Caesar Milstein2 ไดตีพิมพวิธีการผลิต monoclonal antibody 

(mAb หรือ moAb) ลงในวารสาร Nature เรื่อง เซลลสายพันธุ 

ที่ผลิตแอนติบอดีจำ�เพาะ สามารถเลี้ยงใหมีอายุยืนยาวในหลอด

ทดลอง อาศัยหลักการ hybridization หรือการเชื่อมของเซลล 

โดยไดนำ�ขอมูลตางๆที่เกี่ยวของกับการสรางแอนติบอดี ที่ไดรับการ

พิสูจนแลวจากนักวิทยาศาสตรหลายคน ที่คนพบดังแสดงในตาราง

ที่ 1 ไดนำ�มาวิเคราะหและทดลองเพิ่มเติม จนมาเปนพื้นฐานของ

งาน moAb ในปจจุบันถือวาเปนประโยชนอยางมากมายตอวงการ

วิทยาศาสตรการแพทย ทำ�ใหทั้งสองไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ. 1984 

ในสาขาการแพทยดานวิทยาภูมิคุมกัน (immunology) ตั้งแตนั้น

มานักวิทยาศาสตรจำ�นวนมากไดนำ�เอาหลักการ การผลิต moAb 

ฉีดกระตุนหนูดวยแอนติเจน ใหเซลลสรางแอนติบอดี ซึ่งอยูในมาม 

นำ�มาเชื่อมกับเซลลมะเร็งชนิดหนึ่งที่เรียกวา myeloma cells เพื่อ

ไมใหเซลลที่สรางแอนติบอดีนี้ตายและสามารถที่จะเจริญเติบโตแบง

ตัวสรางแอนติบอดีไดตลอด เรียกเซลลที่เชื่อมกันแลววา hybridoma 

cells ไปดัดแปลงเปนพื้นฐานงานวิจัยทางวิทยาศาสตรการแพทย 

ประยุกตใชในการวินิจฉัยโรคและรักษาโรคที่ไมสามารถรักษาได3 

เชนโรคติดเชื้อและโรคมะเร็ง4-6 จนประสบความสำ�เร็จ แตในที่นี้จะ

กลาวเฉพาะ moAb ตอหมูโลหิต ใชในงานทางดานการธนาคารเลือด 

การผลิต moAb ตอหมูโลหิต ไดเริ่มในป ค.ศ. 1980 โดย Voak7 

และคณะ ผลิต moAb หมูโลหิตชนิด A ไดสำ�เร็จ8 ป ค.ศ. 1990 

Marjory Stroup9 ไดสำ�รวจการใช moAb ในงานธนาคารเลือด

และตีพิมพในวารสาร Immunohematology ในหัวขอ A review: 

the use of monoclonal antibodies in blood banking และ

ไดนำ�เสนอ 2 ครั้งโดย John Case10 ในป ค.ศ. 1992 และ 1993 

กลาววาในภาพรวมการเตรียม moAb ดีมากมีความจำ�เพาะที่หลาก

หลาย ในป 1990 เชนเดียวกัน Douglas Voak11 สรุปไววา การ

เตรียมน้ำ�ยาตรวจตรวจหมูโลหิตจำ�นวนมากๆ สำ�หรับตรวจหมูโลหิต

ในระบบ ABO และ Rh(D) ที่มีหมูยอยมากใหมีคุณภาพสูงสามารถ

เตรียมไดจาก moAb เพราะสามารถเตรียมไดตามความตองการที่

จะตรวจจับ weaker subgroups ตางๆ ไดดีเชน A
x
, B

w
, weak 

D เปนตน ป ค.ศ. 2006 Moulds M.K.12 ไดสำ�รวจน้ำ�ยาตรวจ

หมูโลหิตที่เตรียมจาก moAb วามีโคลนอะไรบางที่ใชในการผลิต 

ซึ่งไดแสดงในตารางที่ 2 และไดสรุปไววาโดยทั่วไปในการเตรียม

น้ำ�ยาตรวจหมูโลหิตจาก moAb มีโคลนที่แตกตางกันหลากหลาย 

ใหปฏิกิริยาเหมือนกับที่เตรียมจากซีรัมคน (human) สัตว (animal) 

และเม็ดถั่ว (lectin) สวนในประเทศไทยการผลิต moAb ตอหมูโลหิต 

ABO ไดเริ่ม ป ค.ศ. 1987 (พ.ศ. 2530) ศูนยบริการโลหิตแหง

ชาติ สภากาชาดไทย โดยแพทยหญิงสรอยสอางค พิกุลสด13 เริ่ม

ศึกษาคนควาการผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิตในระบบ ABO จากการ

เพาะเลี้ยงเซลล ดวยวิธี hybridomas technique จนประสบความ

สำ�เร็จ ได moAb anti-B14,15 มาเปนชนิดแรกในป ค.ศ. 1991 (พ.ศ.

2534) และเจาหนาที่ของศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย 

รุนตอมาไดแก นางสาวทัศนีย สกุลดำ�รงคพานิช16 นางรัชนี แกว

มงคล17 นายอุดม  ติ่งตอย18,19 นางสาริกา เมฆฉาย นางสาวกาญจนา 

เอี่ยมอัมพร เปนตนไดวิจัยพัฒนา moAb anti-A16,18, moAb 

anti-AB17, moAb anti-D16 moAb anti-A
1
19 จนประสบผล

สำ�เร็จตามลำ�ดับ สามารถใชทดแทน การเตรียมน้ำ�ยาจากซีรัมของ

ผูบริจาคโลหิตไดดี และผลิตแจกจายน้ำ�ยาชนิดนี้เปนตนมาจนถึง

ปจจุบัน จนเปนที่นิยมใชกันอยางกวางขวาง และโคลนตางๆ ที่

ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ ใชในการผลิตแสดงในตารางที่ 2

การพัฒนา moAb เปนวิวัฒนาการสรางแอนติบอดีที่ถูกควบ

คุมดวยยีนส นำ�มาใชเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิตในงานธนาคารเลือด

อยางกวางขวาง ดวยเหตุผลนี้ จึงควรทำ�ความเขาใจเกี่ยวกับ moAb 

และ polyclonal antibodies ผลิตมาจากอะไร เมื่อใชแลวไดผล
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Table 1  Landmarks in the history of antibody research20

1847 Urinary protein in myeloma Bence Lones
1890 Discovery of antibodies von Behring and Kitazato
1900 “Side-chain” theory formulated

Discovery of ABO blood groups

Ehrlich

Landsteiner
1955-6 Allotypes Grubb, Oudin
1956 Classification of Bence-Jones proteins into two group (now called κ and λ 

in honour of their discoverers)

Korngold and Lipari

1957 Clonal selection theory Burnet
1958 One cell; one antibody

Cell fusion by Sendai virus

Nossal and Lederberg

Okada
1959 Elucidation of disulphide-bonded chain structure of antibodies Edelman
1960 Discovery of spontaneous cell fusion Barski
1962 Demonstration that Bence-Jones proteins are antibody light chains 

Induction of plasmacytomas by mineral oil

Edelman and Gally

Potter and Boyce
1962-3 Controlled proteolytic cleavage of IgG, identification of Fab and Fc; 

topographic relationship between light and heavy chains

Porter, Fleischman, Pain 

and Press
1964 Use of mutant cells and selective media to isolate hybrids Littlefield
1965 Amino acid sequencing reveals that N-terminal half of light chains is 

variable; C-terminal constant

Postulate of two genes; one polypeptide

Hilschmann and Craig

Dreyer and Bennett
1969 First complete amino acid sequence of an immunoglobulin; concept of 

domains

Edelman and colleagues

1970 Hypervariable regions

Growth of plasmacytomas in continuous culture

Wu and Kabat

Horibata and Harris
1973 Fusion of mouse and rat myeloma cells with preservation of secretion 

of both immunoglobulins sets the stage for production of monoclonal 

antibodies

Cotton and Milstein

1975 Construction of hybridomas secreting antibody of predefined specificity Kohler and Milstein
1976 Demonstration of DNA rearrangements in antibody forming cells

Use of polyethylene glycol for cell fusion

Tonegawa and colleagues

Pontecorvo
1977 Cloning and sequencing λ genes; J segments Tonegawa and colleagues

1977-80 Multiple germ-line genes for V regions Discovery of D segments Many authors Group of L. 

Hood
1980 Mechanisms of insertion of membrane Ig Groups led by L. Hood and 

R. Wall

แตกตางกันอยางไร

การตอบสนองตอการกระตุน (immune response)

อาศัยหลักการพื้นฐานตามทฤษฎีการสรางแอนติบอดีของ Sir 

Frank Macfarlane Burnet21 ที่รายงานไวใน ป ค.ศ. 1975 วา B 

lymphocytes แตละตัวจะมียีนสจำ�เพาะทำ�หนาที่ตอบสนองการ 

สรางแอนติบอดีตอแอนติเจนที่จำ�เพาะ 1 แอนติเจนเทานั้น โดยมี 

receptor ที่จำ�เพาะตอกัน เมื่อมีสารแปลกปลอมเรียกวาแอนติเจน

เขาสูรางกาย B lymphocytes ที่มีความจำ�เพาะ จะทำ�ปฏิกิริยา

ตอบสนองดวยการแบงตัว (proliferation) และเปลี่ยนแปลง 

(differentiation) เกิดเปนกลุมเซลล (clone cells) เหมือนกัน 

ทุกอยาง รวมทั้งผลิตแอนติบอดีที่จำ�เพาะตอแอนติเจนนั้นๆ ดวย

การผลิต polyclonal antibodies

เริ่มจากการฉีดแอนติเจนที่เหมือนกันกระตุนทำ�ให B lymphocytes 

จำ�นวนมากสรางแอนติบอดี แตแอนติบอดีทีไดไมจำ�เปนตองเหมือน

กับแอนติเจนที่ใชฉีดกระตุน อาจจะมีการตอบสนองสรางแอนติบอดี

สลับกันไปมา (shuffling) ในแตละกลุมเซลลที่สรางแอนติบอดี บาง 

กลุมเซลลอาจมีโมเลกุล IgM หรือ IgG ในสวน IgG อาจจะประกอบ 

ดวย IgG1, IgG3 หรือ subgroup อื่นๆ สวน light chains อาจ
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Table 2  Clones used in the manufacture of reagents3

National Blood Centre, 

Thai Red Cross Societies

GAMMA IMMUCOR ORTHO

Tube Gel card

Clone Ig class Clone Ig class Clone Ig class Clone Ig class Clone

Anti-A 16G4 IgM BIRMA 1 IgM BIRMA 1 IgM MH04 IgM BIRMA
6G4 IgM 3D3 IgM

LM103 IgM A26A2 IgM
3C4 IgM

Anti-A
1

6C10 IgM

Anti-B 1C12 IgM GAMA110 IgM ES4 IgM NB10.5A5 IgM LB-2
6H3 IgM NG10.3B1 IgM

B95.3 IgM NB1.19 IgM
LB–2 IgM

Anti-A,B 16G4 IgM BIRMA 1 IgM BIRMA 1 IgM MH04 IgM ES4
3C4 IgM ES4 IgM ES4 IgM 3D3 IgM ES15
18C6 IgM ES15 IgM ES15 IgM NB10.5A5 IgM
18F8 IgM NB1.19 IgM

Anti-D LDM2 IgM GAMA401 IgM Series 5 MAD2 IgM MS201
LHM77 IgG TH28 IgM HUMAN IgG

GAMA401 IgM MS26 IgG
F8D8 IgG

Series 4
MS201 IgM
MS26 IgG

Anti-C MS24 IgM MS24 IgM MS24 IgM MS24

Anti-E DEM1 IgM GAMA402 IgM MS12 IgM C2 IgM MS258
MS260

Anti-CDE MS201 IgM
MS258 IgM
MS24 IgM

Anti-c H48 IgM 951 IgM MS33 IgM MS42 IgM MS33

Anti-e MS16 IgM MS16 IgM MS16 IgM MS16
MS21
MS63

MS21 IgM
MS63 IgM

Anti-Lea GAMA701 IgM LM112/161 IgM LM112/161 IgM

Anti-Leb GAMA704 IgM LM129/181 IgM LM129/181 IgM

Anti-Jka MS15 IgM

Anti-Jkb MS8 IgM

Anti-K1 MS56 IgM MS56 IgM

Anti-M M2A1 IgM F23 IgM

Anti-N 12E.A1 IgG1

Anti-P1 OSK17 IgM

Anti-IgG 16HB IgM

Anti-C3b 055A.305GA IgM F7G3 IgG1
MA003

Anti-C3d 053A.714GA IgG1 C4C7 IgG1
MA004

จะเปน kappa chain หรือ lambda chain แมกระนั้นความแตก

ตางเหลานี้ อาจจะมีแอนติบอดีที่จำ�เพาะเหมือนกันทั้งหมด ในทาง

กลับกันอาจจะมีบางกลุมเซลลสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะหลากหลาย 

จากความหลากหลายของ B lymphocytes แมวาจะใชแอนติเจน

ที่บริสุทธิ์มากๆ สำ�หรับฉีดกระตุนใหสรางแอนติบดี ผลที่ไดอาจจะ

มี immunoglobulins ผสมกัน มีความจำ�เพาะ และคุณสมบัติ 

แตกตางกันไป

อัตราสวนที่แตกตางกันของแอนติบอดีในซีรัมจะเปลี่ยนแปลง

แตกตางกัน ขึ้นอยูกับชนิดของสัตวที่ใชฉีดกระตุน รวมทั้งการเจาะ

เก็บจากสัตวดวย ดังนั้นมีวิธีเดียวที่จะควบคุมกระบวนการสราง

แอนติบอดีตามธรรมชาตินี้ โดยคัดเลือกเซลลเม็ดเลือดแดงหรือ

แอนติเจนที่บริสุทธิ์มากๆเทาที่จะเปนไปได และเลือกชนิดของสัตวที่

จะกระตุนใหสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะตอแอนติเจนดีที่สุด มาใชใน

การผลิตน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิตใหมีคุณภาพดี เพียงพอ เหมาะสม และ
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ควรใชสัตวหลายๆ ตัวสำ�หรับฉีดกระตุน เพื่อเปนทางเลือก และ

เลือกเจาะเลือดสัตวที่ใหผลตอบสนองดีที่สุด นำ�ไป adsorbed และ 

diluted จนไดแอนติบอดีที่จำ�เพาะชนิดเดียวในซีรัม

การผลิต moAb จาก หนู (mouse)3,20,22

ขั้นตอนแรกการผลิต moAb เหมือนกับการผลิต polyclonal 

antibodies ในสวนของการฉีดกระตุนสัตวทดลองใหสรางแอนติบอดี

ที่จำ�เพาะตามความตองการ สวนมากทางเทคนิค moAb ใชหนูเปน

สัตวทดลองฉีดกระตุนใหสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะตามตองการ สวน

กระบวนการนำ�กลุมเซลลที่สรางแอนติบอดีไปใชขึ้นอยูกับเทคนิคการ

เพาะเลี้ยงขยายเพิ่มจำ�นวน เบื้องตนการผลิต moAb จากหนูตอง

ตรวจกรองหากลุมเซลลสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะเพียงเซลลเดียว 

(monoclonal) ใหเพียงพอเหมาะสมที่จะนำ�ไปผลิตเปนน้ำ�ยาตรวจ

หมูโลหิต ไมเพียงแตความจำ�เพาะของแอนติบอดีทั้งหมดเทานั้น

แตยังรวมถึง IgG class, subclass และชนิดของ light chain 

ทั้งหมดอีกดวยตองเหมือนกัน

หลังจากฉีดกระตุนหนูจนไดแอนติบอดีที่ตอบสนองตามตอง

การแลวทำ�การฆาหนูแยกเอาเซลลมาม (spleen cells) บดเซลล 

มามใหละเอียดแยกเอา B lymphocytes ออกมาซึ่งเซลลเหลานี้

เปนเซลลที่สรางแอนติบอดี (plasma cells) ไมสามารถเลี้ยงขยาย

ได เนื่องจากเซลลสรางแอนติบอดีมีอายุจำ�กัดไมสามารถเลี้ยงใหมี

ชีวิตยืนยาวได ดังนั้นจึงไดมีการเชื่อมเซลลสรางแอนติบอดีกับเซลล 

มะเร็ง (myeloma cells) ของหนูเขาดวยกัน (cell fusion) โดย 

การใช sendai virus, lysolecithin, polyethylene glycol 

(PEG)22 หรือ electrified induction (ใชกระแสไฟฟาเปนตัว

ทำ�ใหเกิดการเชื่อมเซลล เหมาะสำ�หรับเซลลจำ�นวนนอยๆ) แตใน 

ปจจุบัน hybridomas technique นิยมใช PEG เปนตัวเชื่อมเซลล 

มากที่สุด สำ�หรับกลไกในการเชื่อมเซลล เริ่มจากการรวมตัวของ

เซลลเมมเบรนเขาดวยกันกอนที่จีโนมของเซลลจะผานเขาสูซัยโต

พลาสของอีกเซลลหนึ่ง เซลลที่รวมตัวกันจะเปนเซลลที่มีนิวเคลียส 

2 นิวเคลียส หรือมากกวา เมื่อเซลลแบงตัวนิวเคลียสจึงรวมตัวกัน

และเกิดเปนเซลลลูกผสมที่เรียกวา hybrid cells หรือ hybridoma 

cells ที่สามารถสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะ สวนเซลลมะเร็งแบงตัว

เจริญเติบโตไมตาย และไมสามารถควบคุมได เซลลสายพันธุมะเร็ง 

(myeloma cells line) เปนเซลลพิเศษสามารถเปลี่ยนแปลงตัว

ได 2 รูปแบบ (two mutations) รูปแบบแรกตัวมันไมสราง 

immunoglobulin และสองตัวมันขาดเอ็นไซม hypoxanthine-

guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) ซึ่งเปนเอ็น

ไซมจำ�เปนสำ�หรับการสราง deoxyribonucleic acid (DNA) ใน

การจำ�ลองแบบ (replication) ของเซลล เมื่อมี HGPRT จะมี

การกระตุนปฏิกิริยาภายนอกเซลล (catalyzes the exogenous) 

ใหใช hypoxanthine เพื่อผลิต purines ซึ่งเปนองคประกอบ

พื้นฐานในการขัดขวางการสราง DNA แมวาเซลลจะขาดเอ็นไซมนี้ 

แตเซลลยังสามารถใช hypoxanthine จากภายในเซลล (utilized 

by an endogenous route) เองได ดังนั้นถานำ�เซลลมะเร็งมา

ทำ� fusion กับเซลลสรางแอนติบอดีปกติแลวเพาะเลี้ยงตอไป 

พบวาเซลลมะเร็งที่ยังไม fusion จะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจน

ปกคลุม hybridoma cells จากเหตุผลนี้จึงตองหาวิธีคัดเลือกเฉพาะ 

hybridoma cells เทานั้นใหเจริญเติบโตไดในการเพาะเลี้ยง ในป 

ค.ศ. 1964 Littlefield20 ไดคนพบวิธีการคัดเลือกเซลลดังกลาว

โดยใช selective medium เรียกวา HAT medium ประกอบ 

ดวยสาร aminopterin, hypoxanthine และ thymidine มี

คุณสมบัติยอมใหเฉพาะ hybridoma cells เทานั้นเจริญเติบโต 

สวน aminopterin เปนสาร folic acid analogue มีคุณสมบัติ

เกาะจับเอ็นไซม folic acid reductase ไปยับยั้ง coenzymes 

ในการสังเคราะห DNA ทาง “de novo” synthesis pathway 

ทำ�ใหเซลลมะเร็งตาย สวน B lymphocytes ซึ่งเปนเซลลปกติ

จะตายตามอายุไขประมาณ 7-10 วัน ดังนั้นเซลลที่รอดชีวิตใน 

HAT medium ไดคือ hybridoma cells เพราะมีการสราง DNA 

ผานทาง “salvage pathway” ที่อาศัยเอ็นไซมที่สำ�คัญสองตัวคือ

เอนไซม thymidine kinase (TK) และเอ็นไซม HGPRT

หลังจาก fusion นำ� hybridoma cells มาคำ�นวณ เจือจาง 

ปรับใหมีเซลลประมาณ 1-2 เซลลตอหลุม (well) นำ�ไปเลี้ยงใน 

micro wells ประมาณ 10 วัน เซลลในแตละ well เจริญเติบโต 

นำ�ไปตรวจกรองหาแอนติบอดีจำ�เพาะ เมื่อไดโคลนสรางแอนติบอดี

ที่จำ�เพาะ นำ�โคลนไปเลี้ยงขยายและทำ�การ reclone เพื่อใหแนใจ

ในความจำ�เพาะ ความคงทน เนื่องจาก hybridoma cells เปนการ

ผสมกันระหวาง 2 เซลลทำ�ใหมี chromosomes มากเกินบางครั้ง

อาจจะทำ�ใหเสียหนาที่ ดังนั้นตองดูแล chromosomes ที่จำ�เปน

สำ�หรับผลิตแอนติบอดีที่จำ�เพาะใหคงอยูตลอดไป

โคลน hybridomas ที่ไดสามารถเพาะเลี้ยงขยายเพิ่มความ

แรงแอนติบอดีจำ�เพาะใหมีคุณภาพสูงขึ้นโดยการนำ�โคลนที่ไดไปฉีด

เขาชองทองหนู ทำ�ใหเซลลในชองทองหนูเปนมะเร็งสรางแอนติบอดี

ที่จำ�เพาะ เรียกน้ำ�แอนติบอดีที่ไดจากวิธีนี้วา ascites fluid หรือ

นำ�เซลลสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะไปเลี้ยงขยายใหมีปริมาณมากๆ

โดยใชเทคนิคที่แตกตางกันไป เทคนิคที่พบบอยๆคือเลี้ยงขยายใน

ขวดหรือเลี้ยงในถัง fermentation

การผลิต moAb จาก คน (human)

การผลิต moAb โดยใชหนูนั้นเหมาะสำ�หรับการผลิต moAb 
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anti-A,-B,-H,-M,-N,-Lea และ-Leb ใชเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต

ไดดีเทียบเทากับการไดมาของแอนติบอดีจากแหลงหรือวิธีอื่นๆ 

และการใชหนูยังเหมาะสำ�หรับงานการศึกษาวิจัยการผลิต moAb 

ตอหมูโลหิตที่มีความซับซอนไดดีอีกดวย แตการใชหนูสำ�หรับผลิต 

moAb anti-D ยังไมประสบผลสำ�เร็จ สวนที่ประสบผลสำ�เร็จใน

การผลิต moAb anti-D ใชคน (human) ในชวงแรกใชวิธีการ

เดียวกับการฉีดกระตุนหนู มาฉีดกระตุนในคนแลวแยกเอาเฉพาะ B 

lymphocytes ของคนมาเชื่อมกับเซลลมะเร็งของหนู โอกาสของเซลล 

มะเร็งของหนูรอดชีวิตมีมากกวา B lymphocytes  ของคน ดูจาก 

chromosomes ของหนูมีชีวิตรอดแต chromosomes ของคนอาจ

จะตายหรือไมตาย ถาไมตายอาจจะผลิต immunoglobulin ได 

นอยมาก ความพยายามที่จะหาสภาวะที่เหมาะสมระหวางเซลลมะเร็ง

ของหนูกับ B lymphocytes จากคนยังไมประสบผลสำ�เร็จทำ�ให 

hybridoma cells มีอายุสั้น ตอมาความพยายามที่จะคนหาวิธีทำ�ใช 

B lymphocytes ที่สรางแอนติบอดีไมตาย พบวาใชวิธีทำ�ใหตัว 

B lymphocytes เปนเซลลมะเร็งโดยใช Epstein-Barr Virus 

(EBV) และสามารถสรางแอนติบอดีโดยตัวมันไมตาย23,24 สวน

ใหญ B lymphocytes มี receptor ที่จำ�เพาะสำ�หรับ EBV ซึ่ง 

receptor เหลานี้ไมเห็นใน plasma cells หรือ pre-B cells ดัง

นั้นการใช B cells ที่อยูในระบบไหลเวียน (circulating B cells) 

ตองเลือก infection กับ EBV เทานั้นเพื่อใหเซลลเหลานี้ยังมีชีวิต 

อยู การเตรียมดวยวิธีนี้ตองเจาะเลือดจากคนที่ทราบวามีแอนติบอดี

ที่ตองการมา 1 ถุงแลวแยกเซลลสรางแอนติบอดี ดวยการปนแยก 

เก็บเอาเฉพาะสวน buffy coat โดยใช Ficoll-Hypague, Percoll 

และเม็ดเลือดแกะ หรือวิธีการอื่นๆตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทตางๆ

ที่ผลิตน้ำ�ยาที่ใชในการแยก แตมีเปาหมายเดียวกันคือตองการ B 

lymphocytes ที่สรางแอนติบอดี

การ infection โดยใชไวรัส (malignant transformation) 

ใหเปนเซลลมะเร็งมี 2 เหตุผลคือ หนึ่งเพื่อตองการเซลลที่สราง

แอนติบอดีที่จำ�เพาะสามารถเพาะเลี้ยงขยายไดไมมีวันตาย และสอง

ชวยเซลลสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะไมใหเปลี่ยนแปลง B lymphocytes 

ที่ไดจากการ transform โดยการใช EBV เพื่อผลิตแอนติบอดีที่

จำ�เพาะนี้เรียกวา Lymphoblastoid Cell Lines (LCLs)

แอนติบอดีที่จำ�เพาะจากเซลลสายพันธุ LCLs จะมีความแข็งแรง 

อยูประมาณ 1 อาทิตย ความคงทน (stabilizes) อยูประมาณ 4 

ถึง 8 อาทิตย ถึงแมวาเซลลไมตายแตแอนติบอดีที่จำ�เพาะที่สราง 

ออกมาจะคอยๆ ลดลงจนถึงระดับตรวจไมพบ บางครั้งวิธีการดัง

กลาวอาจจะไดผล เห็นไดจากโคลนแรกที่ไดของ anti-D ใชวิธีการ

นี้และยังสามารถผลิตใชไดดี25 Goossens และคณะทำ�งาน ยังใชวิธี

การนี้ในการผลิต moAb ไดผล26 เมื่อ B lymphocytes จากคน

ถูก transform ดวย EBV ไดโคลนสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะ ใน

จำ�นวนโคลนเหลานี้พบวามี IgM มากกวา IgG ดวยวิธีการดังกลาว 

นับวาเปนความโชคดีสำ�หรับงานธนาคารเลือดที่จะไดใชคนหาน้ำ�

ยาตรวจหมูโลหิตมาใชในงานตอไป

ดวยเหตุผลที่วา B lymphocytes ที่ถูก transform ดวย EBV 

แลวสรางแอนติบอดีที่จำ�เพาะมีอายุสั้น และกระบวนการหรือวิธีการ

ที่จะไดมาตองใชความพยายามอยางมาก27 เมื่อ LCLs มีการแบงตัว

ไดระดับหนึ่ง นำ�เซลลดังกลาวผสมเชื่อมกับเซลลมะเร็งของหนูอีก

ครั้งเพื่อใหเซลลที่ไดคงทนและแข็งแรง ดวยวิธีการที่กลาวขางตน 

แตใส ouabain ลงไปใน HAT medium เพื่อปองกัน LCLs ที่

ไมไดเชื่อมเซลลเจริญเติบโตผิดไปจากเดิม

การผลิต moAb จำ�นวนมาก (large-scale production of 

monoclonal antibodies)

การผลิต moAb ทั้งจาก murine hybridomas และจาก 

human heterohybridomas ใหมีจำ�นวนมาก สามารถเพาะเลี้ยง

ขยาย hybridoma cells และ heterohybridoma cells ใหเจริญ

เติบโตสรางแอนติบอดีตามที่ตองการไดในขวดเลี้ยงเซลล (roller 

bottle cultures) ประมาณ 10 ลิตรตอครั้ง หรือสามารถเลี้ยง

ใหไดจำ�นวนมากๆตอครั้งที่เรียกวา air life โดยเลี้ยงในถังลึกใหญ 

(deep tank fermentation) ไดมากถึง 2,000 ลิตรตอครั้ง แตตอง

หมุนถัง เขยาเบาๆตลอดเวลา พรอมกับใหคารบอนไดออกไซดและ

ออกซิเจน การเขยาไมตองแรงมากเพราะ heterohybridoma cells 

บอบบางอาจจะทำ�ใหเซลลฉีกขาดแตกสลายได ใชเวลาในการเลี้ยง

ประมาณ 10 วัน แลวนำ�ไปปนแยกเก็บน้ำ�ที่มีแอนติบอดีที่จำ�เพาะ 

ทิ้ง heterohybridoma cells ถาแอนติบอดีที่ไดมีความแรงไมพอ

นำ�ไปเพิ่มความเขมขนตามที่ตองการดวยวิธี ultra filtration  

ทำ�ใหบริสุทธิ์ และหาความจำ�เพาะตอไป

ขอดีของน้ำ�ยา moAb (advantages of reagent made from 

monoclonal antibodies)

ความคงที่ไมเปลี่ยนแปลง (consistency)

ขอดีที่เห็นไดชัดของการใชน้ำ�ยา moAb ในงานธนาคารเลือด 

ไดแก ความแนนอน คงที่ไมเปลี่ยนแปลงของน้ำ�ยา ทุกครั้งที่ผลิต

ตองมีคุณสมบัติเหมือนเดิม บนพื้นฐานความจำ�เพาะของแตละแอน

ติบอดี ตัวอยางเชน ถา anti-IgG มี high protein แต anti-IgM 

มี low protein ในการผลิตอาจจะตองปรับความไว (avidity) ใน

การทำ�ใหเกิดปฏิกิริยาจับกลุมตกตะกอน (agglutination) ของ

แอนติบอดีใหเหมาะสม โดยอาจจะเติมสารบางอยางชวยเพื่อ

ใหไดคุณสมบัติตามที่ตองการ ทั้งคุณภาพ ตามขอกำ�หนด แลว
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จัดเก็บเปนสูตรการผลิต เมื่อตองการผลิตเมื่อไรก็ใชสูตรเดิมจะ

ไดแอนติบอดีเหมือนเดิมทุกประการ

	

การเลือกโคลน (selected clones)

ขอดีถัดมาของน้ำ�ยา moAb คือมีโคลนจำ�นวนมากที่มีความ

จำ�เพาะเหมือนกัน ดังนั้นสามารถเลือกไดตามความเหมาะสม 

กระบวนการคัดเลือกอาจจะยุงยากเนื่องจากมีแอนติเจนจำ�นวนมาก

รวมกันและมีความจำ�เพาะแตละแอนติบอดีแตกตางกัน บางทีอาจ

จะจับไมไดทั้งหมดทุกแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดง เชนแอนติเจน 

A บนผิวเม็ดเลือดแดงมีโครงสรางน้ำ�ตาลที่ตำ�แหนงสุดทายเปน 

N-acetyl galactosamine เหมือนกันทั้งหมดของแอนติเจน A 

แตตำ�แหนงบนสายน้ำ�ตาลสายเดียวนี้อาจจะมีโครงสรางไมเหมือน

กัน บางสายน้ำ�ตาลแตกสาขาออกไปอาจจะมีโครงสรางอยางนอย 

4 รูปที่ไมเหมือนกันของแอนติเจน A28 ซึ่ง anti-A ไมไดจับที่

ตำ�แหนงสุดทายเทานั้นแตจะตองจับทุกตำ�แหนงในสวนตางๆ

ของทุกสายแอนติเจน A ดวยเหตุนี้ คนหมูโลหิต B อาจจะสราง 

anti-A หรือ anti-A
1
 ไดทั้งนั้น ในทางกลับกันบางที anti-A นี้

อาจจะเหมือน anti-A ในซีรัมของคนหมูโลหิต O แตจะไมเหมือน 

anti-B (anti-A,B) ที่พบในซีรัมคนหมูโลหิต O ดังนั้นโคลนที่สราง

แอนติบอดีจะตองดีที่สุดที่สามารถแยกแอนติเจนไดถูกตองจึงจะ

ถูกเลือกมาใชงาน อีกตัวอยางหนึ่งที่มีความสำ�คัญในการคัดเลือก

โคลนเพื่อการตรวจหาแอนติเจน D ในแอนติเจน D มีแอนติเจนที่

อยูรวมกันหลายสวนหรือหลายตำ�แหนง (epitopes) moAb anti-D 

ที่ใชอยูอาจจะไมสามารถจับตำ�แหนงของแอนติเจน D ไดทั้งหมด

เพราะมีบางตำ�แหนงขาดหายไป เรื่องนี้ Connie M Westhoff29 

ไดรายงานการแยกชนิดแอนติเจน D ไววาเซลล partial D หรือ 

weak D สวนมาก moAb anti-D จะทำ�ปฏิกิริยาที่ categories 

III และ VII หรือบางทีทำ�ปฏิกิริยาที categories  IV และ V 

แตทำ�ปฏิกิริยาไดนอยกับ category VI คุณสมบัติอีกอยางหนึ่ง

ของ moAb ที่แตกตางจาก polyclonal antibodies ถึงแมจะมี

ความจำ�เพาะเหมือนกัน ซึ่งในความเปนจริงการผลิตแอนติบอดี

จากหลายโคลน อาจจะเหมาะสมถาจะพิจารณาดูที่ความจำ�เพาะ

เพียงอยางเดียว อยางไรก็ตาม moAb สวนมากจะมีความไวใน

ปฏิกิริยาจับกลุมตกตะกอนชา (poor avidity) มีความเขมขน 

ของแอนติบอดีนอย (low titer) ปฏิกิริยาถูกจำ�กัดที่คา pH (react 

over narrow pH) หรือมีคุณสมบัติอื่นๆ ที่ moAb ไมสามารถ 

สรางแอนติบอดีไดครบเหมาะสำ�หรับเปนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต ดัง

นั้นควรจะเลือกโคลนดีที่สุด มีความสำ�คัญเปนอันดับแรกมาเปน

น้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต

แอนติบอดีที่ไมตองการ (unwanted antibodies)

ความจริงมีปญหาอยางหนึ่งในการเตรียมน้ำ�ยา polyclonal 

antibodies ไดแกการแยกเอาแอนติบอดีที่ไมตองการออก ซึ่ง

ทำ�ใหนาเบื่อ เสียเวลาในการ adsorption แอนติบอดีที่ไมตองการ

ออก ในบางตัวอยางไมสามารถแยกแอนติบอดีที่ไมตองการออก 

โดยการ adsorption เนื่องจากความคุมคาในการลงทุน (cost/

benefit) เชนแอนติบอดีที่เกิดตามธรรมชาติ (naturally occurring), 

cold-reaction polyagglutinins anti-T, anti-Tn และ anti-Sda 

ที่พบใน polyclonal anti-A และ anti-B มีโอกาสทำ�ใหสับสน

กับผลจากการทดสอบ อาจจะมีวิธีการอื่นๆอีกมากที่จะทำ�ใหแนใจ

ในความจำ�เพาะของน้ำ�ยา polyclonal antibodies ที่เตรียมใชใน

การตรวจกรองหาแอนติเจนที่หายาก (rare cells) ถาสังเกตเห็น

ปฏิกิริยาอันไมพึงปรารถนาก็ควรกำ�จัดออกหรือ adsorb ออกจาก

แอนติบอดีที่ตองการ ถากระบวนการ adsorb มันยุงยากหรือไมมี

เซลลที่จะใช adsorb ซีรัมนั้นก็ควรทิ้งไป มีซีรัมที่ดีๆจำ�นวนมากที่

ไมสามารถนำ�มาใชไดเนื่องจากมีแอนติบอดีที่ไมตองการปนอยู ปญ

หาตางๆทั้งหมดสำ�หรับ polyclonal antibodies จะหมดไปเมื่อ

มาใช moAb แตอาจจะมีคำ�ถามวา มีขอทีไมดีสำ�หรับการใชน้ำ�ยา 

moAb บางไหม คำ�ตอบคือไมมี มีขอแตกตางบางในขอดี และความ

แตกตางเหลานี้จะตองทำ�ความเขาใจ และสามารถอธิบายไดทั้งหมด 

ดังนั้น moAb เหมาะมากที่จะนำ�มาใชในปจจุบัน

น้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต ABO

ปจจุบัน moAb anti-A และ moAb anti-B จากบริษัทตางๆ

ที่นำ�มาใช เตรียมจากการผสมของแอนติบอดีมากกวาหนึ่งโคลน 

moAb anti-A สามารถตรวจพบ subgroup A และ weak A 

antigen ของ cord blood ได ดังนั้นการผสมกันของ anti-A 

ที่ไดจากหลายๆโคลนจะทำ�ใหมีความไว และเห็นปฏิกิริยาแรงขึ้น

เมื่อปนอาน หลังจากน้ำ�ยา moAb ไดถูกนำ�มาใช พบวาหมูโลหิต 

B บางคน มี A antigen30 ปรากฏการณนี้เรียกวา B(A) สามารถ

อธิบายไดวาปรากฏการณที่พบนี้เปน A และ B transferases คือ

ไมมีความจำ�เพาะ31 A และ B transferases เปนยีนสที่ถูกควบ

คุมดวยเอ็นไซมสามารถพาน้ำ�ตาล immunodominant สงไปถึง 

H-chain receptor บนผิวเม็ดเลือดแดง เมื่อ B transferase แสดง

ตัวออกมา อาจจะสงน้ำ�ตาล A บางตัวไปอยูทีผิวเม็ดเลือดแดง การ

แสดงเซลล A ที่เปนปรากฏการณ B(A) จะไมทำ�ปฏิกิริยากับน้ำ�ยา 

polyclonal anti-A แตอาจจะทำ�ปฏิกิริยาออนๆกับ moAb anti-A 

บางตัว ในคนหมูโลหิต B บางคน เพราะเซลลเหลานี้มียีนสเปน

หมูโลหิต B ถานำ�ซีรัมมาตรวจ (serum grouping) อาจจะพบเปน 
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A
sub

B และ B(A) phenomenon ควรจะใช grad agglutination 

ของเซลล B(A) ชวยดวย ในกรณีถาเห็นปฏิกิริยาออนๆและสลาย

ไดงาย ปรากฏการณนี้พบนอยมากๆ บางทีประมาณ 1:1000 ในคน

หมูโลหิต B31 เมื่อกอนมีรายงานพบ 1:100 แตยังไมมีการยืนยัน32 

สวนมากธนาคารเลือดยังไมเคยพบเซลล B(A) คุณสมบัติอีกอยาง

หนึ่งของ moAb anti-A คือสามารถทำ�ปฏิกิริยา subgroup A 

ไดดีอยางมีประสิทธิภาพเทากับ polyclonal anti-A,B

น้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต Rh

ปจจุบัน moAb anti-D เตรียมจากการผสมกันระหวาง moAb 

anti-D จากคนและ polyclonal anti-D(IgM) มีความไวมาก เห็น

ปฏิกิริยาจับกลุมหลังจากปนอานที่อุณหภูมิหองเนื่องจากน้ำ�ยามี low-

protein ไมตองมี negative control น้ำ�ยาที่ใชใน ABO cells 

grouping เปนน้ำ�ยา low-protein ดวย ดังนั้นผลลบจากการทดสอบ

เหลานี้ ชวยเปน negative control สำ�หรับ anti-D เปนที่ทราบกัน

ดีแลววา anti-IgM ไมทำ�ปฏิกิริยาที่ anti-human globulin test 

สำ�หรับ weak D  positive cells ดวยเหตุผลนี้ anti-D เตรียม

จากการผสม polyclonal anti-D จากคน จึงผสม polyclonal 

anti-D(IgG) เขาไปดวยเพื่อชวยการจับ weak D antigens เมื่อ

ทำ� indirect test และ immediate centrifugation เมื่อหลาย

บริษัทผลิตน้ำ�ยาแอนติบอดีขึ้นมาใหม ทดสอบทำ�ปฏิกิริยากับเซลล 

ตางๆ ความแรงของ agglutination อาจจะไมเหมือนกัน แตนั่น

ไมไดหมายความวาเมื่อทดสอบกับทุกเซลลจะใหผลแรงเหมือนกัน

ทั้งหมด สำ�หรับเซลล weak D positive เมื่อทดสอบกับน้ำ�ยาที่

ผลิตขึ้นใหม บางทีอาจจะเห็นปฏิกิริยาจับกลุมดวยการปนอานที่

อุณหภูมิหองหรืออาจจะไมเห็นปฏิกิริยา แตถาเห็นปฏิกิริยาจับ

กลุมที่ indirect antiglobulin test การสรุปของเซลล weak 

D positive รายนี้ ตองรายงานเปน D positive ถึงแมจะไมเห็น

ปฏิกิริยาจับกลุมที่อุณหภูมิหอง แตตองยอมรับผลของปฏิกิริยาจับ

กลุมที่ indirect antiglobulin test วาเปน weak D33

น้ำ�ยาสำ�หรับตรวจหมูโลหิตอื่นๆ

moAb anti-M และ moAb anti-N ผลิตดวย hybridomas 

technique มีคุณสมบัติเหมือนกับผลิตจากกระตาย แต moAb 

anti-N ถาผูผลิตเจือจางไมถูกตองอาจจะไมมีความจำ�เพาะเพราะมี

แอนติเจนคลาย N ที่เรียกวา N บนผิวเม็ดเลือดแดง ถามี double 

dose ของ M แสดงวาเปน N-negative แอนติเจน M, N, S และ 

s เปนน้ำ�ตาลที่รวมกลุมกันกับลำ�ดับกรดอะมิโนที่มีความจำ�เพาะ

บนสายโปรตีนเดียวกันอยูบนผิวเม็ดเลือดแดงเรียกสายโปรตีนที่

จับกับน้ำ�ตาลนี้วา sialoglycoprotein (SGP) แอนติเจน M และ 

N อยูบน SGP และ S กับ s อยูที่ตำ�แหนงอื่น โครงสรางสุดทาย

ของสาย Ss มี SGP เหมือนกับโครงสรางสุดทายของสาย MN 

เมื่อพาแอนติเจน N ไป และโครงสรางสุดทายบนสาย Ss นี้ไมวา

จะมีอะไรก็เรียกวา N

แอนติบอดีของระบบ Lewis ผลิตจาก moAb จากหนู มีขอ

ควรระวังเหมือนกับการผลิตแอนติบอดีระบบ MN เนื่องมาจาก

ปญหาของโครงสรางในระบบ Lewis เอง ดังนั้นการคัดเลือกโคลน 

moAb anti-Lewis มาผลิตตองดีที่สุด เชน น้ำ�ยา moAb anti-

Leb บางทีเรียกวา moAb anti-LebL ทำ�ปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดง

ทั้งหมดของคนหมูโลหิต ABO บางทีเรียกวา moAb anti-LebH 

ทำ�ปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงหมูโลหิต A
1
 ออนมาก ความแตกตาง

เหลานี้เห็นไดชัดในการเตรียม polyclonal anti-Lewis จากแพะ 

(goats) ไดผลดีเทากับการผลิต moAb anti-Leb การคัดเลือก

โคลนใหทำ�ปฏิกิริยาที่จำ�เพาะทุกหมูโลหิตตองระวังในการผลิต

น้ำ�ยา moAb anti-Leb ใหดี เนื่องมาจากความเปลี่ยนแปลงของ 

moAb anti-Leb ดังนั้นการใช moAb anti-Leb จะตองมีเซลล

หมูโลหิต A
1
 Le(b+) เปนตัวควบคุม (quality control) แตปญหา

ดังกลาวขางตนไมปรากฏสำ�หรับการผลิต moAb anti-Lea ขอดีของ

การใชน้ำ�ยา moAb anti-Lea และ moAb anti-Leb ใชไดดีถามี

การคัดเลือกโคลนที่ดี มีความจำ�เพาะ การใชอาจจะมีอายุไมนาน 

ขึ้นอยูกับการตอบสนองสรางแอนติบดีของแพะ อาจจะไมมีความ

แนนอนในความแรงของแอนติบอดีจากการกระตุน ปจจุบันน้ำ�ยา

ที่ใชไดดีผลิตโดย Gomma Biologics, Houston, Immucor, 

Ortho Diagnostic เปนตน

น้ำ�ยา anti-human globulin reagents

น้ำ�ยา polyspecific anti-human globulin ประกอบดวย 

anti-IgG และ anti-complement (anti-C3b และ anti-C3d) 

anti-IgG เตรียมมาจากกระตาย anti-C3b อาจจะเตรียมมาจาก 

กระตายหรือจาก moAb ดวยวิธี hybridomas technique เปนการ

ยากที่จะทำ�ให anti-complement ซึ่งเตรียมจากกระตายนั้นบริสุทธิ์ 

เพราะมี anti-C4 ปนอยู anti-human globulin ผลิตโดยการ

ผสม anti-IgG จากกระตายกับ moAb anti-C3b และ moAb 

anti-C3d เนื่องจาก moAb anti-C3b และ moAb anti-C3d 

เปน moAb ไมมี anti-C4 จึงใหผลการทดสอบถูกตองสำ�หรับ

การตรวจกรองหาแอนติบอดีที่มีความสำ�คัญทางคลินิกและไมมี

ผลบวกปลอม น้ำ�ยา moAb anti-C3b/anti-C3d และ moAb 

anti-C3d เพียงอยางเดียวใชสำ�หรับการตรวจกรองหาเซลลบวก

ในขั้นตอน anti-globulin test ปจจุบันมีหลายบริษัทผลิต moAb 

anti-IgG ออกมาใช มีคุณภาพดีเหมือน polyclonal antibodies 
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เตรียมจากกระตาย อยางไรก็ตาม moAb anti-IgG ผลิตดวย

วิธี hybridomas technique ยังมีคุณภาพไมดีเทากับเตรียมจาก 

กระตายเพราะวาเตรียมจากกระตายมีความแรงและความจำ�เพาะ

ของ IgG ดีกวา

ในสมัยแรกๆ ที่เริ่มทำ� hybridomas technique เซลล myeloma 

ที่นำ�มาใชงานสวนมากมีคุณสมบัติสราง immunoglobulin ชนิด

ที่ไมตองการ (nonspecific) อยูดวย ทำ�ใหแอนติบอดีที่ได มีคุณ

สมบัติไมดีมากนัก เชนเซลล P3-X63-Ag8 สราง IgG1, Kappa 

ในตอนหลังจึงมีการคัดเลือกเซลลใหสรางแต light chain จึงไดคัด

เลือก myeloma cells ที่ไมสราง immunoglobulin ชนิดที่ไมตอง

การ มาใชจนเปนที่นิยมในการทำ� fusion ในปจจุบัน (ตารางที่ 3) 

วัสดุ อุปกรณพื้นฐานที่ใชในการผลิต moAb ประกอบดวยดังนี้ 

1.	สถานที่เลี้ยงสัตวทดลอง (animal house)

2.	ตู sterile cabinet เชน Lamina flow hood

3.	ตูคารบอนไดออกไซด (CO
2 
incubator) อุณหภูมิ 37 ํซ

4.	ถังแชเย็นไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank)

5.	สัตวทดลอง (experimental animal) ใชหนู mouse สาย

พันธุ BALB/c

6.	Myeloma cells line ที่นิยมใช ไดแก P3-X63-Ag8-653

7.	การเพาะเลี้ยงเซลลใน in vitro ตองจัดเตรียมภาชนะที่

ใชในการทำ� cell culture อาหารเลี้ยงเซลลสวนใหญใช 

RPMI-1640 หรือ D-MEM ที่มี 5-10% fetal calf serum 

และ antibiotics

8.	Polyethylene glycol (PEG) ใชเปน fusing medium

9.	HAT medium เปน selective medium

10.	HT medium เหมือนกับ HAT medium เพียงแตไมมี 

aminopterin

11.	Freezing medium ใช 10% DMSO และ 50% fetal 

calf serum ใน RPMI 1640 

จากการทบทวนการใชน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต ที่ผลิตจาก moAb นำ�

มาใชแทนน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต ที่เตรียมจาก polyclonal antibodies 

เมื่อนำ�คุณสมบัติตางๆมาเปรียบเทียบกัน พบวามีความแตกตางกัน 

ดังแสดงในตารางที่ 4

การผลิต การใช polyclonal antibodies กับ moAb มีขอ

ควรระวัง และขอจำ�กัดที่สำ�คัญ ไดแก

1.	 การผลิต moAb ตองอาศัยเทคนิคที่สะอาดปราศจากเชื้อทุก

ขั้นตอน เนื่องจากการฉีดกระตุนใหสรางแอนติบอดีแตละ

ครั้งอาจจะไมไดแอนติบอดีที่ตองการ รวมทั้งการแยกเซลล 

ที่สรางแอนติบอดีแตละครั้ง ก็อาจจะไมไดโคลนที่ตองการ 

ดังนั้นถาไดโคลนที่ตองการมาแตเกิดมีการปนเปอนของเชื้อ

โรค (contamination) จากเทคนิคที่ไมสะอาด ก็เปนการ

เสียเวลาไมเกิดประโยชน

2.	 การเตรียม polyclonal antibodies หรือ moAb anti-M 

และ moAb anti-N ตองระวังการปรับ pH ใหถูกตอง

เพราะ pH เปลี่ยนแปลงไป จะทำ�ใหปฏิกิริยาเปลี่ยนไป รวม

ทั้งความจำ�เพาะของ moAb anti-M ดีมาก แต moAb 

anti-N สวนมากตองระวังในการเจือจางในการจับกับ MN 

heterozygotes ใหดี มักจะเกิด cross-reaction กับเซลล 

S+ และ MM เนื่องมาจาก moAb anti-N สวนมาก

ไมไดสรางมาจากยีน N โดยตรง

3.	 เนื่องจาก moAb มีความจำ�เพาะสูงอาจจะไมครอบคลุม

ทุก epitope บนเม็ดเลือดแดง ดังนั้น ในการผลิตจะตองมี

การผสมหลายๆโคลนรวมกันที่วา cocktail เพื่อใหสามารถ

จับ epitope บนเม็ดเลือดแดงไดหมด

4.	 การใชทั้ง polyclonal antibodies และ moAb จะตอง

ปฏิบัติตามคูมือหรือคำ�แนะนำ�ที่แตละแหลงผลิตเพื่อใหไดผล

ที่ถูกตอง โดยเฉพาะ moAb มีโคลนหลากหลาย มีวิธี

การผลิตที่แตกตางกัน จึงอาจมีวิธีการทดสอบที่แตกตางกัน 

เชนการใช moAb anti-Leb จะตองมีเซลลหมูโลหิต A
1
 

Le(b+) เปนตัวควบคุม (quality control) เปนตน

Table 3  Plasmacytoma fusion partners3,22

Complete name Short name Mouse/rat strain origin Ig produced Reference
P3-X63-Ag8  X63 BALB/c mouse IgG1, kappa Kohler & Milstein(1975)

P3-NSI-Ag4-1 NS1 BALB/c mouse Kappa* Kohler & Milstein(1976)
NSO NSO BALB/c mouse None Galfre & Milstein(1981)

P3-X63-Ag8-653 653 BALB/c mouse None Galfre & Milstein(1981)
Sp2/0-Ag14 Sp2/0 BALB/c mouse None Shulman et al (1978)

210.RCY3.Ag123  Y3 Lou rat kappa Galfre et al (1979)
YB2/O  YO Lou/AD rat None Kilmartin et al (1982)

Kappa* light chain not secreted
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สรุป

ปจจุบันน้ำ�ยาตรวจหมูโลหิต moAb สำ�หรับงานธนาคาร

เลือด สวนมากผลิตมาจาก murine hybridomas และ human 

heterohybridomas มีคุณสมบัติเที่ยงตรง คุณภาพสูง ใชโคลน

ที่แตกตางกันแตใหผลไมแตกตางจากที่ผลิตมาจากคน สัตว และ

เม็ดถั่ว

ขอดีของ moAb เหลานี้มีความแนนอน ความจำ�เพาะ ทุกครั้ง

ที่ผลิต และสะดวกในการใช

ในกรณีที่ผลิต moAb ตองปฏิบัติงานภายใตระบบสะอาดปลอด

เชื้อ เพื่อปองกันเมื่อมีโอกาสไดโคลนมาโดยไมตั้งใจจะไดไมมีการ

ปนเปอนเชื้อตางๆ ที่ไมตองการ
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