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โมโนโคลนอล แอนติบอดีจำเพาะตอ่ human liver heparan sulfate proteoglycans (MAb-HSPGs, clone 1E4)
ได้ถูกผลิตข้ึนเป็นแห่งแรกภายในห้องปฏิบัติของ ผศ.ดร.ปรียานาถ วงศ์จันทร์ HSPGs บนผิวเซลล์ต่างๆ โดยเฉพาะเซลล์ตับ
มีบทบาทเป็นตัวรับร่วมให้กับลิแกนหลายชนิดท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการทางชวีภาพของเซลล์ และยังเป็นตัวรับร่วม ให้แก่
พาหะก่อโรคสำคัญๆ เช่น มาลาเรีย และ เชื้อเด็งกี่ การศึกษาคุณลักษณะและหน้าที่ของ โมเลกุลนี้จึงมีประโยชน์
เพ่ือให้ทราบกลไกการทำหนา้ท่ี รวมถึงการประยุกต์ใช้แอนติบอดีจำเพาะในงานตรวจต่างๆ อย่างไรก็ตามการศึกษาจำเป็น
ต้องใช้แอนติบอดีตัวที่สองที่ติดฉลากด้วยสารติดตาม ซึ่งมีราคาแพงและมักเกิดปัญหาจากปฏิกิริยาข้าม เพื่อหลีกเลี่ยง
ปัญหาดังกล่าว การผลิต MAb–HSPGs ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงโดยตรง จึงเป็นสิ่งที่ช่วยได้มาก การศึกษา
ที่ผ่านมาพบว่า แอนติบอดี 1E4-1C2 สามารถใช้ช่วยแยกวินิจฉัย acute myeloid leukemia ได้ ดังนั้นหากสามารถ
ติดฉลากแอนตบิอดดัีงกลา่วดว้ย FITC จะสามารถเพิม่คณุคา่ใหแ้ก่แอนติบอด ีและใช้ในงานตรวจแบบ Direct immunof-
luorescent ได้ การศึกษาครั้งนี้เริ่มจากการเตรียมโมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน 1E4-1C2 ในปริมาณมากด้วยการ
ฉีดเข้าท้องหนู เก็บนำช่องท้อง ทำให้บริสุทธ์ิด้วย Melon  gel purification จากน้ันติดฉลากด้วยสาร FITC พบว่าสัดส่วนของ
FITC กับโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่เหมาะสมในการติดฉลากคือ 80 µgFITC: มิลลิกรัมของแอนติบอดี การทดสอบ
คุณภาพของน้ำยาที่เตรียมได้ ทำโดยพิสูจน์คุณสมบัติของแอนติบอดีด้วย การย้อมเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด HepG2
ซึ่งมีการแสดงออกของโมเลกุลที่สามารถทำปฏิกิริยากับแอนติบอดีดังกล่าว โดยเจือจางแอนติบอดีที่ความเข้มข้นต่างๆ
ทำปฏิกิริยาด้วยเทคนิค Direct immunofluorescent ตรวจวัดการเรืองแสงด้วยวิธี Flow cytometry ผลพบว่า
ความเข้มข้นแอนติบอดีน้อยที่สุดที่ให้ผลบวกอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ มากกว่า 5% ขึ้นไปคือ 40 µg/ml จากผลการ
ศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่า สามารถเตรยีมโมโนโคลนอล แอนติบอดท่ีีจำเพาะตอ่ HSPGs ท่ีติดฉลากดว้ย FITC ได ้ ซ่ึงเป็น
ประโยชน์ต่อการนำไปใช้ในการศึกษาวิจัย การปฏิบัติงานทางภูมิคุ้มกันวิทยา หรือสามารถ ทำในลักษณะเชิงการค้า
เน่ืองจากเปน็แหล่งผลิตแห่งแรก ยังไม่มีรายงานและการผลติจำหน่ายทีใ่ดมากอ่น  วารสารเทคนิค การแพทย์ 2552; 42: 50-56.

การผลติโมโนโคลนอล แอนตบิอดจีำเพาะตอ่เอพาแรน ซลัเฟต โปรตโิอกลยัแคน
ท่ีตดิฉลากดว้ย FITC สำหรบังานตรวจทางภมิูคุ้มกันวทิยา
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Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) involves significantly in biological activities and acts as the
co-receptor of many certain molecules with heparin binding region or some pathogen. Previous study of
Assistant Professor Dr. Preeyanat Vongchan, Human liver HSPGs was first isolated from human liver and
monoclonal antibodies were produced. 1E4-1C2, one of many clones obtained was proved to specifically reacts
with cell membrane molecules of acute myeloid leukemia (AML) by indirect immunofluorescent technique. Since
the method is time consumed and requires FITC-conjugated anti-mouse Igs which is expensive, we therefore
aimed to prepare fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated MAbs clone 1E4-1C2 to value add of anti-human
liver HSPGs. FITC was covalently coupled to primary amines (lysine) of the immunoglobulin. The result showed
that F/P ratio of this product is 4.73. Moreover, antibody concentration showing significantly positive result (5%)
with HepG2 cell line by direct immunofluorescent is 40 µg/ml. Finally, we could prepared FITC conjugated
anti-human liver HSPGs and use to investigate AML by direct immunologic application. Bull Chiang Mai Assoc Med
Sci 2009; 42: 50-56.

Abstract:  Production of fluorescein isothiocyanate conjugated mouse monoclonal
anti-heparan sulfate proteoglycans for immunologic assay

Jutamas Bunfoo*, Jaturaporn Pornsilapathip**, Preeyanat Vongchan*

* Department of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Science, Chiang Mai University
** Pacific Biotech, Bangkok
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ที่มาและปัญหาวิจัย
Heparan sulfate proteoglycan (HSPGs)

มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการพื้นฐานต่างๆ ภายใน
เซลล ์ ไดแ้ก ่ cell adhesion, migration, differentiation
และ cell proliferation ทั้งยังเป็น co-receptor ให้กับ
หลายโมเลกุลที่มี heparin binding region อยู่ เช่น
cytokine, Apo E และ growth factor1 ซึ่ง ต้องจับกับ
HSPGs ร่วมดว้ยเพ่ือทำงาน หรือสง่สญัญาณเขา้สูเ่ซลล์

ได ้ทีส่ำคญัคอื  HSPGs เป็น receptor โดยตรง สำหรบั
พาหะกอ่โรคหลายชนดิ เช่น มาลาเรยี และไวรสัไขเ้ลือด
ออก ทำให้เชื้อโรคเข้าสู่อวัยวะหรือเซลล์ เป้าหมายเพื่อ
ก่อเกิดพยาธิสภาพต่ออวัยวะหรือเซลล์นั้นได้

ตับเป็นอวัยวะที่ประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด
เซลล์ที่พบจำนวนมากที่สุดคือ hepatocytes ซึ่งพบว่า
บนผิวมี heparan sulfate proteoglycan (HSPGs) เป็น
องค์ประกอบหลักและยังพบว่าเซลล์ดังกล่าวสามารถสร้าง
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และหล่ัง heparan sulfate ท่ีตรวจพบไดใ้นน้ำเล้ียงเซลล์
เซลล์อ่ืนๆ ท่ีแม้ว่าจะพบไดน้้อย เช่น parenchymal cells
ก็พบว่าสร้าง HSPGs เช่นกัน แต่สร้าง Proteoglycan
ชนิดอื่นร่วมด้วย ได้แก่ Chondrotin/Dermatan sulfate
proteoglycan ด้วยเหตุที่เซลล์ตับมีการสร้าง HSPG ที่
จำเพาะ ดังน้ันความเกีย่วข้องระหว่างโมเลกุลดังกล่าวกับ
พยาธิสภาพที่เกิดแก่เซลล์ตับจึงเป็นที่สนใจของนักวิจัย
จำนวนมากที่จะศึกษาเพื่อให้เกิดความเข้าใจมากขึ้น ใน
กลไกการกอ่โรค จากไวรสั ปรสติ หรือโมเลกลุใดๆ

การศึกษาและพัฒนาการตรวจวิเคราะห์ดังกล่าว
ต้องมีเครื่องมือสำคัญ คือ โมโนโคลนอล แอนติบอดี
(monoclonal antibody) ที่จำเพาะต่อโมเลกุล และ
เนื่องจาก ผศ.ดร.ปรียานาถ วงศ์จันทร์ ได้ทำการสกัด
โมเลกุล HSPGs จากตับคนปกติและ นำส่วนของ D2 frac-
tion ผลิตเป็นโมโนโคลนอล แอนติบอดีได้โคลนเป็น
จำนวนมาก พบว่าบางโคลนมคีวามจำเพาะตอ่สว่น gly-
cosaminoglycans หรือ GAGs ซ่ึงเป็นชีวโมเลกลุสำคญั
และเป็นสว่นประกอบของ HSPGs ซ่ึงเป็นทีน่่าสนใจและ
สามารถนำมาประยุกต์ใช้ในด้านการพัฒนาชุดตรวจวิเคราะห์
ได้อย่างดี

การศึกษาของ ผศ.ดร.ปรียานาถ วงศ์จันทร์
เบ้ืองต้นพบว่า โมโนโคลนอล แอนติบอดี clone 1E4-1C2
มีความจำเพาะต่อโมเลกุลบนผิวเซลล์ของเซลล์เพาะเล้ียง
มะเร็งเม็ดเลอืดขาวสาย myeloid1 โดยพบการแสดงออก
อย่างมีนัยสำคัญ แตกต่างจากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็ง
เม็ดเลือดในสายอืน่ เช่น lymphoid linage และ monocy-
toid2 จากนั้นได้ทำการศึกษาบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว
ของคนปกติและผู้ป่วยโรคเลือด ได้แก่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดต่างๆ นอกจากน้ียังทำการศึกษาบนเม็ดเลือดตัวอ่อน
ในไขกระดูกด้วย พบว่าไม่มีการแสดงออกของ human
liver HSPGs บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวของคนปกติ
หรือเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดอื ่น แต่กลับมีการ
แสดงออกอย่างมีนัยสำคัญกับมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
Acute myeloid leukemia หรือ AML3-4 งานวจัิยทีผ่่านมา
มีการใช้แอนติบอดีดังกล่าวช่วยแยกวินิจฉัยชนิด ของ
ลิวคิเมีย อย่างไรก็ตาม วิธีการตรวจสอบเป็นแบบ Indi-
rect immunofluorescence จำเป็นต้องใช้แอนติบอดี

จำเพาะต่อ mouse immunoglobulin ท่ีติดฉลากด้วย FITC
ซึ่งมีราคาแพง จึงเป็นที่มาของการศึกษานี้ ในการเพิ่ม
คณุคา่ใหแ้กแ่อนติบอดทีียั่งไม่เคยมรีายงานมากอ่น และ
สามารถนำไปใช้งานตรวจวินิจฉัย AML แบบ Direct
immunofluorescence ได้

การผลติแอนติบอดีจำเพาะต่อ HSPGs ของเซลล์
ตับยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนและไม่มีจำหน่ายในท้องตลาด
การศึกษาประสบความสำเร็จเป็นอย่างดี และเป็นจุด
เริ่มต้นของการพัฒนางานเพื่อเพิ่มคุณค่าของแอนติบอดี
ดังกล่าวให้มีมากขึ้น เพื่อให้สามารถนำไปใช้ในงานทาง
ด้านภูมิคุ้มกันวิทยา และงานด้านพยาธิวิทยามากขึ้น
ผู้วิจัยได้นำโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดังกล่าว
มาใช้ในงานวิจัย และศึกษาคุณลักษณะเบ้ืองต้น เพ่ือให้ได้
ความรู้เพิ ่มเติม เกี ่ยวกับโมเลกุลที่จำเพาะกับโมโน-
โคลนอล แอนติบอดีจำเพาะต่อ HSPGs ของเซลล์ตับ
โดยได้นำโมโนโคลนอล แอนติบอดี clone 1E4-1C2
ติดฉลากด้วย FITC เพ ื ่อใช ้ในห้องปฏิบ ัต ิการ
นอกจากช่วยลดค่าใช้จ่ายในการซื้อแอนติบอดีที ่สอง
ซ่ึงจำเพาะตอ่ mouse immunoglobulin ท่ีติดฉลาก FITC
แม้ว ่าจะมีจำหน่ายในหลายบริษัท แต่ม ีราคาแพง
นอกจากนียั้งเกดิปัญหา ปฏิกิริยาขา้มระหวา่งแอนตบิอดี
ติดฉลากกับโปรตีนอ่ืนได้ ดังน้ันหากสามารถติดฉลากสาร
เรืองแสงกับแอนติบอดีโดยตรงจะช่วยลดปัญหาต่างๆ
และลดขั้นตอนในการทำปฏิกิริยาอีกด้วย ขั้นตอนการ
ติดฉลากไม่ยุ่งยาก และเป็นเทคนิคที่เปิดเผยสามารถ
สืบค้นวิธีการได้จากวารสารทางวิชาการต่างๆ5-10 การ
เตรียมโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่มีความจำเพาะต่อ
โมเลกุลที ่ต ้องการศึกษา และติดฉลาก FITC กับ
แอนติบอดีโดยตรง จึงเป็นแนวทางการศึกษาทดลอง
ที่น่าสนใจ สามารถทำได้เองในห้องปฏิบัติการ และ
สามารถนำไปใช้ได้จริง

วัตถุประสงค์
เพ่ือผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีและเพ่ิมคุณค่า

ของโมโนโคลนอล แอนติบอดีด้วยการติดฉลากด้วย
เอนไซม์ FITC และนำไปใช้ประโยชน์ในการช่วยแยก
วินิจฉัย AML ด้วยวิธี Direct immunofluorescence ได้
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วิธีการศึกษา
1. การเตรียมโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้

บริสุทธิ์
เลี ้ยงเซลล์ลูกผสมโคลน 1E4-1C2 ที่มีความ

จำเพาะต่อ human liver HSPGs ให้อยู่ในระยะ Log
phase ทดสอบคณุสมบติัความจำเพาะของแอนตบิอดีใน
น้ำเล้ียงเซลลด้์วยเทคนคิ Indirect immunofluorescence
โดยย้อมกับเซลล์เพาะเลี ้ยง HepG2 จากนั ้นผลิต
แอนติบอดีในปริมาณมากโดยวธีิ Ascitic fluid induction
เม่ือสัตว์ทดลองเกิดภาวะ Ascitis แล้วเจาะเก็บน้ำช่องท้อง
และทำใหบ้ริสุทธ์ิด้วยชุดสำเรจ็รูป Melon IgG Purifica-
tion kit ตามวิธีที ่กำหนดโดยบริษัท ผู้ผลิตทดสอบ
ความบริสุทธิ์และหาความเข้มข้นของแอนติบอดีด้วยวิธี
SDS-PAGE และ Lowry’s method ตามลำดบั

2.การติดฉลาก anti-HSPGs clone 1E4-1C2 กับ
fluorescein isothiocyanate (FITC)

ปรับโมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน 1E4-1C2
ให้มีความเขม้ข้น 4 mg/ml ใน reaction buffer pH 9.5
เตรียม fresh FITC โดยละลายใน DMSO ให้มีความ
เข้มข้น 10 mg/ml ติดฉลากแอนติบอดีโดย เติม FITC
8 µl ผสมกบัแอนติบอดี 250 µl  (ความเขม้ข้น FITC 80
µg/mg Ab) ลงใน microcentrifuge tube ที่หุ้ม foil
ทำปฏิกิริยาบนเครื่อง Rotator นาน 2 ชั่วโมง หยุด
ปฏิกิร ิยาและกำจัด free FITC ด้วยการปั ่นล้างใน
Nanosep 30K omeka ด้วย PBS pH 7.2 เก็บ washing
buffer จากการปัน่ วัดการดดูกลนืแสงที ่ O.D. 495 nm
หยุดการป่ันล้างเม่ือ washing buffer มีค่าการดูดกลืนแสง
ไดค้า่ 0.000 (หมายถงึไม่มี free FITC เหลืออยู่) นำสาร
ท่ีได้ไปวัด O.D.ท่ี 495 nm และ 280 nm คำนวณคา่ F/P
ratio คำนวณหาความเข้มข้นของแอนติบอดีจาก ค่า O.D.
280 nm โดยคา่การดดูกลนืแสงที ่O.D. 280 nm เท่ากบั
1.4 มีค่าความเข้มข้นแอนติบอดีชนิด IgG เท่ากับ

1 mg/ml ละลายแอนติบอดีกลับให้มีความเข้มข้น
4 mg/ml เทา่เดมิ

3. การทดสอบ activity และคุณสมบัติของ
anti-HSPGs conjugated FITC ด้วยปฏิกิริยา direct
immunofluorescence

ป่ันล้าง HepG2 cell lines เพ่ือกำจัด medium ด้วย
PBS pH 7.2 ท่ี 4°C 2800 g นาน 5 นาท ีท้ังหมด 3 คร้ัง
ย้อมเซลล์ด้วย 0.2% Trypan blue และนับจำนวนเซลล์
ที่มีชีวิตโดยใช้ hemacytometer ปรับจำนวนเซลล์ให้ได้
1x107 cell/ml ด้วย PBS pH 7.2 เติม AB serum ให้ได้
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 20% ของ cell suspension
ผสมแลว้ต้ังทิง้ไว้ on ice นาน 30 นาท ี เพ่ือ block Fc
receptor บนผิวเซลล์ ปรับจำนวนเซลล์ให้ได้ 5x106

cell/ml ด้วย cold 1% BSA-PBS -NaN3 เติมน้ำยา และ/
หรือ monoclonal antibodies ชนิดต่างๆ และชุดควบคมุ
ลงใน microcentrifuge tube เพ่ือทำ reaction ผสมแล้วแช่
on ice นาน 30 นาที ครบเวลาป่ันล้างด้วย cold 1% BSA-
PBS-NaN3 ที่ 3,000 rpm นาน 5 นาที ทำซ้ำจำนวน
3 คร้ัง เติม FITC conjugated rabbit anti-mouse Igs ท่ี
resuspend ใน 10% AB serum 50 µL (dilute 1:50)
ผสมแล้วแช่ on ice ในท่ีมืดนาน 30 นาที ครบเวลาป่ันล้าง
ด้วย 1% BSA-PBS-NaN3 ท่ี 3,000 rpm นาน 5 นาที
ทำซำ้จำนวน 3 คร้ัง เติม sheath fluid หลอดละ 300 µL
นำไปวิเคราะหผ์ลดว้ยเครือ่ง flow cytometer

ผลการทดลอง
ผลการเตรียมโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้

บริสุทธ์ิด้วย MelonTM IgG Purification kit (PIERCE)
พบว่าแอนติบอดีที ่เตรียมได้มีความบริสุทธิ ์เพียงพอ
พบแถบโปรตีนขนาด 180 kD ใน non-reduced และ
สองแถบขนาด 63 และ 26 kD ใน reduced gel ตามลำดับ
ดังแสดงในรปูท่ี 1
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รูปที ่1  แสดงผลการเตรยีม 1E4-1C2 และการตรวจสอบความบรสุิทธ์ิด้วย 10%SDS-PAGE

หลังจากการเก็บ washing buffer ไปวัดการ
ดูดกลนืแสงไดค่้า 0.000 ซ่ึงหมายถงึการไมมี่ free  FITC

เหลืออยู่แล้ว นำสารที่ได้ไปวัด O.D.ที่ 495 nm และ
280 nm เพ่ือคำนวณคา่ F/P ratio ผลพบดงัตารางที ่1

A 495 nm 3.612

A 280 nm 3.436

F/P ratio 4.73

ตารางที ่1  แสดงผลการคำนวณคา่ F/P ratio ของการตดิฉลาก 1E4-1C2 กับ FITC

Condition (µµµµµg FITC/mg of Ab) 80

การทดสอบ activity และคณุสมบติัของ anti-HSPGs
conjugated FITC ด้วยปฏิกิริยา Direct immuno
fluorescence

จากการพิสูจน์คุณสมบัติของแอนติบอดีด้วยการ
ย้อมเซลล์เพาะเลีย้งชนิด HepG2 ซ่ึงมีการแสดงออกของ
โมเลกุลที่สามารถทำปฏิกิริยากับแอนติบอดีโคลน 1E4-
1C2 ท่ีผลิตได้ โดยเจือจางแอนติบอดีท่ีความเข้มข้นต่างๆ

ทำปฏิกิริยาด้วยเทคนิค Direct immunofluorescent
ตรวจวัดการเรอืงแสงดว้ยวิธี Flow cytometry ผลพบว่า
ความเข้มข้นแอนติบอดีน้อยที ่ส ุดที ่ให้ผล positive
มากกวา่ 5 % ข้ึนไปคอื 40 µg/ml ดังภาพ (รูปท่ี 2) และ
เม่ือย้อม 1E4-1C2 ทียั่งไม่ไดติ้ดฉลากดว้ยความเขม้ข้น
40 µg/ml เช่นกนั พบผล positive ในร้อยละทีไ่ม่แตกตา่ง
กนั
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รูปที ่2 ผลการย้อมเซลล์ HepG2 ด้วยโมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน 1E4-1C2 ที่ติดฉลากด้วย FITC
A: Cell control, B: Negative control, C-G: แอนตบิอดตีดิฉลากทีค่วามเขม้ขน้ 5, 10, 20, 40 และ
80 µg/ml ตามลำดบั

สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา
งานวิจัยนี้เป็นการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี

จำเพาะต่อ human livers HSPGs clone 1E4-1C2
ติดฉลากด้วย FITC ซึ่งผลิตขึ้นที่ห้องปฏิบัติการเป็น
แห่งแรก การทดลองครัง้น้ี เร่ิมจากการทำใหแ้อนติบอดีมี
ความบริสุทธิ์โดยใช้ MelonTM Gel Monoclonal IgG
purification kit ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-
PAGE และหาความเข้มข้นของแอนติบอดีที่ได้ด้วยวิธี
Lowry’s method ผลพบว่า แอนติบอดีที่ได้มีปริมาณ
น้อยมาก และผลจาก SDS-PAGE คาดว่า band ท่ีเกิดข้ึน
จากแอนติบอดีจริงๆ แต่อย่างไรก็ตาม ก็ยังพบ band
ที่อื ่นๆ ที่นอกเหนือจาก band ที่เกิดจากแอนติบอดี
แม้ว่าจะทำให้บริสุทธ์ิอีกหลายครัง้แล้วก็ตาม ผลท่ีเกิดข้ึน
นี้ เกิดจากความสามารถในการทำให้บริสุทธิ์ของวิธีที่ใช้

อยู ่มีจำกัด ไม่สามารถกำจัด Non-specific protein
ออกใหห้มดได ้เม่ือนำแอนติบอดท่ีีผ่านการทำใหบ้ริสุทธ์ิ
แล้วมาติดฉลากด้วยสารเรืองแสง FITC ด้วยความเข้มข้น
ทีเ่หมาะสมทีเ่คยหาไวแ้ล้วคอื 80 µg FITC/mg Ab และ
กำจัด unconjugated-FITC ออก ผลพบว่า ค่า F/P ratio
ที่ได้คือ 4.73 ซึ่งอยู ่ในช่วงที ่ดีที ่สุดในการติดฉลาก
สารเรืองแสงจึงยอมรับได้ จากนั้นทำการทดลอง เพื่อ
พ ิส ูจน ์ค ุณสมบัต ิของโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี ่
ตดิฉลากดว้ย FITC ทีผ่ลติไดม้ายอ้มกบัเซลลเ์พาะเลีย้ง
HepG2 cell line ซ่ึงมีการแสดงออกของโมเลกุลท่ีสามารถ
ทำปฏิกิริยากับโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่จำเพาะต่อ
human livers HSPGs ได้ โดยเจือจางแอนติบอดีที่
ติดฉลากแล้วในความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือเปรียบเทียบความ
แรงของปฏิก ิร ิยาโดยทดสอบด้วยเทคนิค Direct
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immunofluorescence ตรวจสอบความเข้มของสาร
เรืองแสง ด้วยวิธี flow cytometry พบว่าท่ีความเข้มข้นของ
1E4-1C2 conjugated FITC ที่น้อยที่สุดหรือเท่ากับ
ท่ีให้ผล positive ร้อยละ 5 คือ 40 µg/ml (ได้ผล positive
ร้อยละ 7.79) เม่ือเทยีบกบั activity ของ 1E4-1C2 ก่อน
การติดฉลากด้วยเทคนิค Indirect immunofluorescent
พบว่าใหผ้ล positive ร้อยละ 8.06 ซ่ึงแทบไมแ่ตกตา่งกนั
เลย จากคา่ดงักลา่วแสดงใหเ้ห็นว่าขัน้ตอนตา่งๆ ในการ
ติดฉลากเปน็ทีน่่าพอใจ แต่อย่างไรกต็าม ทีค่วามเขม้ข้น
ของ 1E4-1C2 conjugated FITC 40 µg/ml หาก
เปรียบเทียบกับ commercial antibody ย่ีห้อ CALTAGTM

และยี่ห้อ DAKOTM ซึ่งใช้ความเข้มข้นแอนติบอดีเพียง
20 µg/ml ต่อปฏิกิริยาแต่ให้ผล positive ที่ชัดเจนกว่า
ก็ต้องถือว่า 1E4-1C2 conjugate FITC ที่ผลิตขึ้นมี
sensitivity ท่ีน้อยกวา่มาก คาดวา่เกดิจากการทีมี่ Non-
specific protein ปนอยู่จึงทำให้ไม่ทราบความเขม้ข้นของ
Immunoglobulin ท่ีแท้จริงได ้เม่ือนำมาทำ Immunofluo-
rescent แอนติบอดีท่ีมีในปฏิกิริยาจึงน้อยกว่าท่ีเจือจางไป
ทำให้ความแรงของการเรืองแสงลดลง ปัญหาดังกล่าวนี้
เกิดจากความสามารถในการทำให้บริสุทธิ์ของวิธีที่ใช้
อยู่มีจำกัดดังข้างต้น ประสิทธิที่น้อยกว่าเช่นนี้ สามารถ
แกไ้ขไดโ้ดยเปลีย่นวธีิการทำใหบ้ริสทุธิเ์ป็นวิธีอ่ืนๆ เช่น
Affinity chromatography เป็นต้น
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