
นพินธต์น้ฉบบั

เกล็ดเลือดเป็นส่วนหนึ่งของเซลล์ในกระแสเลือดที่มีบทบาทสำคัญต่อการห้ามเลือดและการแข็งตัวของเลือด
บนผิวเมมเบรนของเกล็ดเลือดประกอบด้วยโมเลกุลหลากหลายชนิด บางโมเลกุลพบเฉพาะบนผิวเกล็ดเลือดเท่านั้น
และบางชนิดสามารถพบได้บนผิวเซลล์ชนิดอื่นเช่น HLA หรือแอนติเจนหมู่เลือด การศึกษาลักษณะของโมเลกุลต่างๆ
จำเป็นต้องใช้โมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีมีความจำเพาะ ผู้วิจัยได้ผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโมเลกุลบนผิวเกล็ดเลือด
ได้แอนติบอดีจำนวนมาก เพื่อให้ได้ประโยชน์ต่อเนื่อง งานวิจัยนี้จึงนำโคลนที่ผลิตได้มาศึกษาคุณลักษณะในด้านต่างๆ
ไดแ้กก่ารกระจายตวัของโมเลกลุทีจ่ำเพาะตอ่แอนตบิอดดีงักลา่ว ความเกีย่วขอ้งต่อหน้าทีแ่ละการทำงานของเกลด็เลอืด
และการศกึษาขนาดนำ้หนักของโมเลกลุท่ีจำเพาะต่อแอนติบอดีโคลนทีน่ำมาศึกษา โดยเลือกโคลน PSS 4/2I ศึกษาความ
จำเพาะกบัแอนติเจนบนผิวเกลด็เลือดและเมด็เลือดขาวดว้ยวิธี Immunofluorescent technique และ วิธี Flow cytometry
พบว่ามีความจำเพาะกับโมเลกุลบนผิวเกล็ดเลือดและเม็ดเลือดขาวกลุ่ม granulocytes จากนั้นนำไปศึกษาหาน้ำหนัก
โมเลกุลของแอนติเจนที่อยู่บนผิวของเกล็ดเลือดด้วยวิธี SDS-PAGE, Western blotting, และ Immunoprecipitation
พบแถบโปรตนี 2 แถบใน non-reducing condition ท่ีมีน้ำหนักโมเลกลุ 254 และ 183 kD ตามลำดบัและพบแถบโปรตนี
3 แถบใน reducing condition โดยมน้ีำหนักโมเลกลุ 173,160 และ 86 kD ตามลำดบั การทดสอบ Platelet Aggregation
พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน PSS4/2I สามารถรบกวนการเกดิ platelet aggregation ท่ีถูกกระตุ้นด้วย epinephrine
ได ้ วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2550; 40: 214-221.

การผลติและศกึษาคณุลกัษณะของโมโนโคลนอล แอนตบิอดจีำเพาะ
ตอ่โมเลกลุบนผวิเกล็ดเลอืด
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A selected monoclonal antibody (mAb) raised against human platelets, PSS4/2I was characterized in 3
aspects. Firstly, the expression on leukocytes was investigated in order to prove whether the specific antigen
was common by indirect following with direct immunofluorescent technique, respectively. The results showed
that PSS4/2I could react with both molecules on platelets and granulocytes. Moreover, PSS4/2I was also found
to be strongly reacted on epinephrine-activated platelet compared to the resting phase. The molecular weight of
this certain antigen was performed by immunoprecipitation technique in platelet lysate. It was found that there
were 2 bands in non-reducing gel at 254 and 183 kD, and 3 bands in reducing condition at 173, 160, and 86 kD
respectively. The mAb was then tested for its involve in epinephrine-induced platelet activation by platelet
aggregation assay. It was shown that PSS4/2I interfered with epinephrine-induced platelet aggregation in dose-
dependent manner. All results suggested that PSS/4/2I was specific to common antigens found on both platelets
and granulocytes. This antigen was expressed stronger when platelet was activated with epinephrine. The result
from immunoprecipitation suggested that the biochemical structure should be heterodimer. The certain antigen
might involve in epinephrine-induced platelet aggregation since specific monoclonal antibody, PSS4/2I, could
delay the aggregation of platelets in dose dependent manner.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2007; 40: 214-221.

Abstract: Production and characterization of monoclonal antibody specific to
platelet membrane molecules
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ที่มาและปัญหาวิจัย
โมเลกุลบนผิวเกล็ดเลือดมีหลายชนิด มีโครงสร้าง

แตกต่างกันได้แก่ โปรตีน ไกลโคโปรตนี ไกลโคลปิิด ฯลฯ
หลายโมเลกุลบนได้ท้ังบนผิวเกล็ดเลือดและเซลล์ชนิดอ่ืน
เช่น HLA บางชนดิพบเฉพาะบนเกลด็เลอืดเชน่ Human
platelet specific antigen หรือ HPA หลายโมเลกุลมีความ

สำคัญต่อการแสดงออกของแอนติเจนเกล็ดเลือด และ
หน้าท่ีของเกล็ดเลือดท้ังด้านการเกาะติดและการเกาะกลุ่ม
เพ่ือหยุดบาดแผลทีห่ลอดเลอืด1-6 การศกึษาคณุลักษณะ
ของโมเลกุลต่างๆ เหล่านี้จึงมีประโยชน์ นอกจากได้
ความรูพ้ื้นฐานแลว้ ยังสามารถประยกุต์ใช้งานดา้นคลนิิก
ต่อไป7-11 การศึกษาโมเลกุลต่างๆ ได้อย่างดีนั้น จำเป็น
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ต้องใช้โมโนโคลนอล แอนติบอดี ซึ่งมีความจำเพาะต่อ
โมเลกลุใดๆ เพียงชนิดเดยีว จึงจะไดผ้ลทีถู่กตอ้งในการ
ศึกษาคณุลักษณะดา้นตา่งๆ ของโมเลกลุใดๆ ผู้วิจัยเคย
ไดรั้บทนุสนบัสนนุจาก สวทช. ในการผลติโมโนโคลนอล
แอนติบอดี จำเพาะต่อโมเลกุลชนิดต่างๆ บนผิวเกล็ดเลือด
ผลจากการทำวิจัยได้โคลนที่จำเพาะต่อโมเลกุลบนผิว
เกลด็เลอืดจำนวนมาก หลายโคลนยงัไม่ไดรั้บการศกึษา
ต่อในรายละเอียดเกี่ยวกับคุณลักษณะและความจำเพาะ
ดังนั้นด้วยเหตุผลดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยจึงมีความคิดที่
จะนำโคลนตา่งๆ มาศกึษาคณุลักษณะ โดยวตัถุประสงค์
เพ่ือผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี จำเพาะต่อโมเลกุลบน
ผิวเกล็ดเลือดจำหน่าย สำหรับนำไปใช้พัฒนาชุดตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MAIPA หรือเพื ่อการวิจัยใน
ลักษณะอืน่ๆ ต่อไป นอกจากนียั้งนำมาใชเ้พ่ือประโยชน์
ในงานทั้งด้านการเรียนการสอน การวิจัยที่เกี่ยวข้องกับ
เกล็ดเลือด ตลอดจนคาดหวังว่าจะเป็นแหล่งผลิตเพื่อ
จำหน่ายให้แก่หน่วยงานที่ต้องการทั้งภาครัฐและเอกชน
หากสามารถผลิตน้ำยาขึ ้นใช้เองแทนการสั ่งซื ้อซึ ่ง
สิ้นเปลืองงบประมาณและค่าใช้จ่าย จะทำให้สามารถ
ประหยัดค่าใช้จ่ายได้มาก และหากมีการพัฒนาคุณภาพ
ผลิตอย่างเป็นระบบอุตสาหกรรมและได้รับการรับรองจาก
สถาบันภายนอกด้วยแล้ว จะสามารถผลิตจำหน่ายให้
หน่วยงานทัง้ภาครฐัและเอกชน ทำใหไ้ม่ต้องสัง่ซ้ือน้ำยา
ราคาแพง เป็นการลดการนำเขา้ การวจัิยเพ่ือการผลติน้ี
สามารถทำได้เองในหน่วยงานเนื่องจากมีเทคโนโลยี
ตลอดจนอุปกรณ์พร้อมและเพียงพอ ประโยชน์ที่ได้รับ
อีกประการหนึ่งคือการเรียนการสอน การฝึกนักศึกษา
ภาคนิพนธ์ให้เรียนรู้การทำงานและการแก้ปัญหาในงานวิจัย
การพัฒนาเทคโนโลยีและการทำวิจัยที่มีคุณภาพและมี
ผลผลิตอีกด้วย

วัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาคุณลักษณะของในด้านต่างๆ ได้แก่

การแสดงออกบนผิวเกล็ดเลือดและเซลล์เม็ดเลือดขาว
ชนิดต่างๆ  น้ำหนักโมเลกลุ และบทบาทตอ่การทำหนา้ที่
ของเกล็ดเลือด ของโมเลกุลที่ทำปฏิกิริยาจำเพาะต่อ
โมโนโคลนอล แอนตบิอด ีโคลน PSS4/2I ซ่ึงผลิตข้ึนเอง
ในห้องปฏิบัติการ

วิธีการศึกษา
การแสดงออกของโมเลกุลจำเพาะต่อ PSS4/2I บน
ผิวเซลลเ์กล็ดเลือดและเซลลเ์ม็ดเลือดขาว

เจาะเลอืดคนปกต ิ (n=3) โดยใช ้EDTA เป็นสาร
กันเลือดแข็ง ปั่นเบาตามด้วยปั่นหนักเพื่อเก็บ platelet
concentrate ป่ันล้างเกลด็เลอืด 3 ครัง้ดว้ย EDTA-PBS
pH 7.2 และปรับความเขม้ข้นเป็น 1x108 platelet/ml ด้วย
1%paraformaldehyde pH 7.2 เพื่อเตรียม PFA-fixed
platelet จากนั้นทำปฏิกิริยากับ PSS4/2I (20 µg/ml)
ด้วยเทคนคิ indirect immunofluorescent โดยใช ้FITC-
conjugated rabbit anti-mouse IgG เพ่ือติดตามปฏิกิริยา
จากนั้นย้อมด้วยเทคนิค direct PE-conjugated rabbit
anti-human CD42b เพื่อกำหนดกลุ่มของเกล็ดเลือด
สำหรบัการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง flow cytometer ในการ
ศึกษาน้ีมีการทำ isotype control (MT14/2, IgG2b), con-
jugate control และ negative control (EDTA-PBS pH
7.2) ร่วมด้วย สำหรับการศึกษาการแสดงออกบนผิว
เกล็ดเลือดในสภาวะที่ถูกกระตุ้น เตรียมเกล็ดเลือดด้วย
เทคนิคเดียวกัน แต่มีการเติมสารกระตุน้ชนิดต่างๆ ได้แก่
Collagen, Thrombin, ADP และ Epinephrine ก่อนการ
ตรึงเกล็ดเลือดด้วย PFA จากน้ันย้อมด้วยแอนติบอดีชนิด
ต่างๆ ตามวธีิท่ีกล่าวขา้งตน้

สำหรับการแสดงออกบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว
ทำโดยการเจาะเก็บเลือดคนปกติ (n=3) โดยใช้ EDTA
เป็นสารกันเลือดแข็งเช่นกัน ปั้นแยกเก็บ buffy coat
ป่ันล้างและเตรยีมความเขม้ข้นเป็น 1x107 cells/ml ด้วย
1% BSA-PBS azide ทำปฏกิิริยากบั PSS4/2I (20 µg/
ml) ด้วยเทคนคิ indirect immunofluorescent หลังการ
block Fc receptor บนผิวเซลล์ด้วย 10%AB serum
(final concentration) โดยใช้ FITC-conjugated rabbit
anti-mouse IgG เพ่ือติดตามปฏิกิริยา วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง
flow cytometer และมีการทำ isotype, conjugate และ
negative control ด้วยทุกการทดสอบ

การหาน้ำหนักโมเลกุลของแอนติเจนจำเพาะต่อ
โมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน PSS4/2I

เจาะเก็บเลือดและเตรียม platelet concentrate
ด้วยวิธีดังกล่าวข้างต้น จากน้ันติดฉลากด้วย Biotin-NHS-
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LC 10 mg/ml (ความเขม้ข้นสดุทา้ย 1:100) ตามดว้ยการ
สลายเกล็ดเลือดใน extraction buffer ที่มี protease
inhibitor cocktail จากนัน้แยกแอนตเิจนจำเพาะออกโดย
ให้ platelet lysate ทำปฏิกิริยากบั PSS4/2I immobilized
Protein G beads ก่อนการแยกผ่านด้วยกระแสไฟฟ้า
(200V 45 นาท)ี ผา่นโปรตนีลงบน PVDF membrane
หลังจาก block non specific binding site บนเมมเบรน
ด้วย 5% skimmed milk TBS pH 6.5 แล้ว ทำปฏิกิริยากับ
HRP-avidin (1:40,000) และประกบฟิล์มเพื่อสังเกต
สัญญาณ วัดและคำนวณขนาดของน้ำหนักโมเลกุล
เปรียบเทียบกับ biotinylated standard molecular weight

การศึกษาบทบาทของโมโนโคลนอล แอนติบอดี
โคลน PSS4/2I ตอ่การเกาะกลุม่ของ เกลด็เลอืดเมือ่
กระตุน้ด้วย epinephrine

เตรียม platelet rich plasma ตามวธีิการขา้งตน้
จากนั้นเติม PSS4/2I ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น
10-200 g/ml โดยมีชุดควบคุมคือไม่มี (PBS) และ isotype
control (MT14/2, IgG2b) ท้ิงให้ทำปฏิกิริยานาน 30 นาที
ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนัน้เติม epinephrine (1 mg/ml, 25
µL) และเริ่มจับเวลาเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสง
ซึ่งแปรผกผันกับการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด รายงาน
ผลเป็นร้อยละของการเกาะกลุ่ม ด้วยเครื่อง aggrego-
meter

ผลการทดลอง
จากการศึกษาการแสดงออกของแอนติเจนจำเพาะ

ต่อแอนติบอดีโคลน PSS4/2I ซึ่งเป็นโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ผลิตข้ึนเองในห้องปฏิบัติการ โดยใช้เกล็ดเลือด
ของมนุษย์ในการฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลอง ด้วย Hybridoma
technique และเป็นชนิด IgG2b พบว่าแอนติบอดีดังกล่าว
สามารถทำปฏิกิริยากับโมเลกุลบนผิวเกล็ดเลือด และ
เม็ดเลอืดขาวชนดิกรานโูลซัยท ์ดังแสดงในรปูที ่1 และ 2
ตามลำดบั นอกจากนีย้งัพบการแสดงออกมากขึน้บนผวิ
เกล็ดเลือดที่ได้รับการกระตุ้นด้วย epinephrine เท่านั้น
โดยไม่พบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของแอนติเจน
ดังกล่าวบนผิวเกล็ดเลือดเมื ่อได้รับการกระตุ ้นด้วย
agonist ชนิดอ่ืนท่ีใช้ทดสอบ (collagen, ADP และ throm-
bin) ดังแสดงในรปูท่ี 3

การเม่ือศึกษาน้ำหนักโมเลกุลของแอนติเจนดังกล่าว
โดยใชเ้กลด็เลอืดเปน็แหล่งดว้ยเทคนคิ immunoprecipi-
tation พบว่าได้แถบโปรตีนสองแถบใน non-reduced และ
สามแถบใน reduced gel มีขนาด 254,183 kD, และ 173,
160, 86 kD ตามลำดบั (รูปท่ี 4) การแสดงออกทีเ่พ่ิมข้ึน
ของแอนติเจนบนผิวเกล็ดเลือดเมื ่อถูกกระตุ ้นด้วย
epinephrine (1 mg/ml, 25 µL) โมเลกุลดังกล่าวอาจ
เก่ียวข้องกับกระบวนการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดในสภาวะ
ดังกลา่ว จากการศกึษาผลของแอนตบิอดีท่ีมีต่อกระบวน
การเกาะกลุ ่มของเกล็ดเล ือด พบว่าในสภาวะที ่ม ี
แอนติบอดี มีการชะลอการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดอยา่ง
มีนัยสำคัญ เกล็ดเลือดเกาะกลุ่มได้ช้าลงเมื่อมีปริมาณ
แอนติบอดมีากขึน้ ดังแสดงในรปูที ่5

รูปที ่1   การแสดงออกของแอนตเิจนจำเพาะตอ่ PSS4/2I บนผวิเกลด็เลอืดสภาวะปกติ

R1

R2

M 1
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รูปที ่2  การแสดงออกของแอนตเิจนจำเพาะตอ่ PSS4/2I บนผวิเซลลก์รานูโลซยัท์

รูปที ่3  การแสดงออกของแอนตเิจนจำเพาะตอ่ PSS4/2I มากขึน้เมือ่เกลด็เลือดถูกกระตุน้ด้วย epinephrine
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รูปที ่4 การหานำ้หนกัโมเลกลุของแอนตเิจนจำเพาะตอ่โคลน PSS4/2I

รูปที ่5  โมโนโคลนอล แอนตบิอด ีโคลน PSS4/2I ชะลอการเกาะกลุม่ของเกลด็เลือด
เม่ือถูกกระตุน้ด้วย epinephrine
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วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง
โมโนโคลนอล แอนติบอดี จำเพาะต่อเกล็ดเลือด

มนุษย์ ได้ถูกผลิตข้ึนด้วย Hybridoma technology ในห้อง
ปฏิบัติการ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
โดยมีจุดมุ่งหมายเพื่อผลิตแอนติบอดีจำเพาะต่อโมเลกุล
ต่างๆ บนผิวเกล็ดเลือด และคัดสรรแอนติบอดีที ่มี
ประโยชน์เพื่อนำไปใช้ในการศึกษาวิจัย ตลอดจนการ
พัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะห์แอนติบอดีต่อเกล็ดเลือด
ในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยท่ีมีเกล็ดเลือดต่ำ หรือมีปัญหาเลือด
ออกผิดปกติ แอนติบอดีหลายโคลนทีไ่ด้ยังไม่มีการศึกษา
คุณลักษณะจำเพาะ PSS4/2I เป็นหนึ่งในจำนวนหลาย
โคลนทีถู่กนำมาศกึษาในงานวจัิยครัง้น้ี พบว่า PSS4/2I
เป็นชนิด IgG2b, kappa สามารถทำปฏกิิริยาจำเพาะกบั
แอนติเจนท่ีพบร่วมกันบนผิวเกล็ดเลือดและเม็ดเลือดขาว
ชนิดกรานโูลซยัท ์ซ่ึงเป็นทีน่่าสนใจวา่แอนตเิจนดงักลา่ว
ไม่ใช่ platelet specific antigen แอนติเจนน้ีแสดงออกบน
ผิวเกล็ดเลือดมากข้ึน เม่ือเกล็ดเลือดได้รับการกระตุ้นด้วย
agonist เฉพาะชนิด กล่าวคือ epinephrine เท่าน้ัน จะเห็น
ได้ว่าแอนติเจนดังกล่าวมีความสัมพันธ์เกี ่ยวข้องกับ
กระบวนการกระตุ้นเกล็ดเลือดผ่านเส้นทางของ epineph-
rine การกระตุ้นเกล็ดเลือดให้เกาะกลุ่มด้วย agonist
ดังกล่าว ถูกชะลอลงเม่ือมีแอนติบอดี PSS4/2I อยู่ในระบบ
และการชะลอการเกาะกลุ่มนี้แปรผันตามปริมาณของ
แอนติบอดีที่ใช้ จากการศึกษาน้ำหนักโมเลกุล พบว่า
แอนติเจนจำเพาะต่อ PSS4/2I น่าจะมีโครงสร้างเป็น
heterodimer ท่ีสายเปปไทดยึ์ดเกาะกนัด้วยพันธะ cova-
lent และ non-covalent
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