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บทคดัยอ่
น้ำยา Anti-human globulin (polyspecifics) ถูกใช้ในทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก โดยเฉพาะงาน

ธนาคารเลอืด เทคนคิ Direct anti globulin test ถูกนำมาตรวจเพือ่หาแอนตบิอดีท่ีจับกับเม็ดเลอืดแดงในรา่งกาย ได้แก่
Hemolytic disease of the newborn (HDN), Autoimmunes hemolytic anemia (AIHA), Hemolytic transfusion reac-
tion (HTR) เทคนิค Indirect anti globulin test ใช้ในการตรวจหา Alloantibodies ของผู้ป่วยท่ีจับกับเม็ดแดงในหลอดทดลอง
เทคนคิทัง้สองใชน้้ำยา Anti-human globulin (polyspecifics) ซ่ึงประกอบดว้ย Anti-human globulin และ Anti-comple-
ment คณะเทคนคิการแพทยมี์ความสามารถทีจ่ะผลตินำ้ยาในลกัษณะ Rabbit polyclonal antibody ทีจ่ำเพาะกบั Hu-
man globulin และ Human complement โดย Anti-human globulin ถูกผลิตโดยการฉีด human immunoglobulin
ที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ์แล้วและตรวจหาความจำเพาะของ Antibody จากซีรัมกระต่ายโดยเทคนิค Direct ELISA ส่วน
Anti-human complement ถูกผลิตโดยการใช้ Zymozan กระตุ้นให้เกิด Complement activation ในซีรัมหมู่ AB
และเมื่อเติมเม็ดเลือดแดงจะเกิดการ Coated เมื่อนำ Complement coated RBC ไปฉีดกระต่ายก็จะเกิดการสร้าง
แอนติบอดีต่อ Complement ต่างๆ ข้ึน การตรวจความจำเพาะของแอนตบิอดีทำได้โดยดูการจับกลุ่มของ Complemented
coated cell Polyclonal antibody ท้ังสองถกูนำมาทำใหบ้ริสุทธ์ิด้วยเทคนคิ Salting out โดยการใช ้Saturated ammo-
nium sulfate, เทคนิค dialysis, เพิ่มความเข้มข้น ส่วน Heterophile antibody ถูกกำจัดโดยเทคนิค Adsorption
technique ความเขม้ข้นของ Anti-human globulin และ Anti-human complement หลังจากนำมาผสมในอตัราสว่น 1:4
คือ 3.62 และ 0.9 mg/ml ตามลำดบั การศกึษาคณุภาพความไวและความจำเพาะของ Anti-human globulin reagent
polyspecifics ทำโดยใชซี้รัมของผู้บริจาคโลหติ 300 รายในการตรวจ indirect anti globulin test  และใช้ clotted blood
ของผู้ป่วย 43 รายในการตรวจ Direct anti globulin test เปรียบเทียบผลจากทั้งสองเทคนิคกับ Commercial AHG
reagent โดยค่าสถิติจากทั้งสองเทคนิคให้ผลคือ (p>0.05, r=0.92) บ่งบอกถึงน้ำยาทั้งสองแหล่งไม่มีความต่างกัน
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2549; 39: 8-14.
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The antiglobulin test is commonly used in serological laboratory, especially blood bank. Direct antiglobu-
lin test helps to investigate the antibody sensitized red cells in vivo including hemolytic disease of the newborn
(HDN), autoimmune hemolytic anemia and transfusion reactions. In another aspect, indirect antiglobulin test is
used to detect alloantibodies in patient sera in vitro. Both direct and indirect sensitized immonuglobulin can be
observed by anti-human globulin (AHG) polyspecific reagent which contains anti-human globulin and anti-
complement were produced As facilities in production of in-house antibodies are available in our laboratory, we
therefore produced rabbit polyclonal antibodies specific to human globulins and complement(s) were produced.
The anti-human globulin was produced preciously by immunization of purified human globulins and the
antibody level was detected by direct ELISA. The anti-human complement was produced in the same manner
using zymozan as an inducer of complement activation pathway of AB serum from normal human. Hemagglu-
tination of complement coated red blood cells was used to assay anti-complement in rabbit sera. Both polyclonal
antibodies were then partially purified by salting out using saturated ammonium sulfate, dialyzed, concentrated
and protein determined. Heterophile antibodies in anti-human globulin were eliminated by adsorption technique.
Non-specific reaction in anti-human complement due to serum protein was decreased by dilution technique. The
optimal ratio of both polyclonal antibodies was studied for their activities by hemagglutination using human anti-
D sensitized cells. It was found that optimal concentration of anti-human globulin and anti-human complement
is 3.62 and 0.9 mg/ml, respectively. The obtained antihuman globulin reagent (polyspecific) was then studied for
it specificity and sensitivity in 300 donors serum samples by indirect antiglobulin test and 43 patients’ cell
samples by direct antiglobulin test compared to the commercial reagents together with the results from Blood
Banking Unit, Maharaj Hospital, Chiang Mai. All 43 sample of direct ant-globulin test were showed with the
commercial reagent and Blood banking unit. The finding showed no statistically significant difference between
two reagents used (p>0.05, r=0.92). This preliminary study revealed the reliability of our in-house anti-human
globulin reagent.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2006; 39: 8-14.
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ท่ีมาและปญัหาวจิยั
น้ำยา Anti-human globulins (polyspecific)

ใช้ตรวจหา incomplete antibodies ที่จับบน Antigen
บนเมด็เลอืดแดง โดยไมส่ามารถทำใหเ้มด็เลอืดแดงเกดิ
การจับกลุ่ม (agglutination) ได้ด้วยตัวเองโดย Anti-
human globulins (polyspecific) ทำหน้าที่ Cross-link
sensitized antibody ทำใหเ้ม็ดเลือดแดงเกดิการจบักลุ่ม
(Agglutination) มีการตรวจ 2 เทคนคิทีใ่ช้คือ Direct anti-
globulin test เป็นการตรวจหา Antibody ท่ีจับกับ anti-
gen บนเมด็เลอืดแดงอยูแ่ลว้ในรา่งกาย (in vivo) ใช้ใน
การตรวจวินิจฉัยโรค เช่น Autoimmune hemolytic
anemia (AIHA)  Hemolytic disease of the newborn
(HDN) Hemolytic transfusion reaction (HTR) และ Drug
induced hemolytic anemia และ Indirect anti-globulin
test ซ่ึงเป็นการตรวจหา Antibody ใน Serum โดยนำเซลล์
เม็ดแดงท่ีทราบ Antigen โดย antibody ใน Serum จับกับ
Antigen บนเม็ดเลือดแดงในหลอดทดลอง (In vitro) และ
Anti-human globulins ทำหนา้ที ่Cross-link sensitized
antibody ทำให้เม็ดเลือดแดงเกดิการจบักลุ่ม (Agglutina-
tion) ใช้ในการตรวจกรองแอนตบิอดี (Antibody screen-
ing) ระบุแอนติบอดี (Antibody identification)  การตรวจ
ความเข้ากันได้ของเลือด (cross matching) และการศึกษา
แอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดง (Red cell phenotyping)

น้ำยา Anti-human globulins (polyspecific)
ประกอบดว้ยแอนตบิอดี 2 ชนิดคอื Anti-human globu-
lins ทำหน้าที่ Cross-link sensitized antibody ทำให้
เม็ดเลอืดแดงเกดิการจบักลุม่ (Agglutination) และ Anti-
human complement components ทำหน้าท่ีจับ Comple-
ment components ท่ีติดบนเม็ดเลือดแดงซ่ึงเกิดจากกลไก
Complement fixation ซ่ึงถูกกระตุน้ผ่าน Antigen-anti-
body complex (Classical pathway)

งานภาคนิพนธ์ก่อนหน้าน้ีได้มีการผลิตแอนติบอดี
ทั้งสองชนิดและพิสูจน์ความจำเพาะแล้วว่าจำเพาะต่อ
แอนติเจนที่ใช้ฉีดกระตุ้นกระต่ายคือ Human globulins
และ Zymozan induced complement coated red cells
ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการนำแอนติบอดีทั้งสองมารวมกัน
เพื่อผลิตน้ำยา Anti-human globulins (polyspecific)
สำหรับการใช้งานอย่างเป็นรูปธรรมโดยอาศัยศักยภาพ

ที่มีอยู่ภายในคณะเทคนิคการแพทย์

วัตถปุระสงค์
เพ่ือผลิตน้ำยา Anti-human globulins (polyspeci-

fic) ซ่ึงเป็นประโยชน์สำหรับการตรวจทางหอ้งปฏิบัติการ
ทางธนาคารเลือด และห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกันวิทยา
โดยใช ้ศ ักยภาพที ่ม ีอย ู ่ ในคณะเทคนิคการแพทย์
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่

วิธีการศกึษา
ประกอบด้วยขั้นตอนดังนี้

การทำใหแ้อนตบิอดบีริสุทธ์ิ
1.1 กำจัดโปรตีนที ่ไม่ต้องการออกด้วยเทคนิค

Salting Out
พิสูจน์ activity ของซีรัมกระต่ายซึ่งได้รับการฉีด

กระตุน้ดว้ย human Igs ก่อนดว้ยเทคนคิ indirect ELISA
โดยใช ้ human Igs เคลอืบเพลทขา้มคนื จากนัน้ block
non-specific binding sites ด้วย 5%BSA-PBST pH 7.2
เติมซีรัมกระต่ายและทิ้งให้ทำปฏิกิริยาที่ 37oC นาน 1
ช่ัวโมง ล้างออกด้วย PBST เติม HRP-conjugated swine
anti-rabbit Igs ทำทำปฏิกิริยาที่ 37oC นาน 1 ชั่วโมง
ล้างออกดว้ย PBST สุดทา้ยเตมิ TMB-H2O2 substrate
และหยุดปฏิกิริยาด้วย 2N H2SO4 อ่านผลที่ 450 nm
เปรียบเทียบกับ preimmunized และ post-immunized
rabbit serum จากน้ันตกตะกอนโปรตนีอ่ืนท้ิงด้วยเทคนิค
salting out โดยใช ้ saturated (NH4)2SO4 และตรวจวดั
ความเขม้ข้นโปรตนีดว้ยเทคนคิ Lowry’s method

1.2 การกำจดั Non-Specific antibodies
ใช้เม็ดเลือดแดงของคนปกติสุขภาพแข็งแรง

ทัง้สามหมูค่อื A, B และ O จำนวนหมูล่ะ 2 ราย ป่ันล้าง
เซลล์ด้วย NSS จำนวน 3 ครัง้ นำ packed red cells หมู่
A ผสมกับซีรัมกระต่ายจากข้อ 1.1 ในอัตราส่วน 1:2
ท้ิงให้ทำปฏิกิริยาข้ามคืนในตู้เย็น ครบเวลาป่ันเก็บเฉพาะ
ซีรัม นำไปทำปฏิกิริยากับเซลล์ B และ O ต่อไปตามลำดับ
จากนัน้ทดสอบ adsorbed serum ด้วย 3% cell suspen-
sion หมู่เลือด A, B และ O เปรียบเทยีบระหวา่งซรัีมกอ่น



และหลังการ adsorption
1.3 การกำจัด Anti-C4d (สำหรับ Anti-human

complement components)
เตรียม C4d coated cells โดยเตรยีม Working

trypsin/HCl (1:10 trypsin/HCl, โดยการเจอืจาง 1%w/v
trypsin/0.05M HCl ปริมาตร 1 ml กับ 0.1M phosphate
buffer ปริมาตร 9 ml) จากนัน้ผสม packed C3b coated
RBC (ข้อ 2.3) ปริมาตร 0.4 ml กับ working trypsin/HCl
ปริมาตร 1.6 ml นำไปอุ่นในอ่างนำ้อุณหภูมิ 37 oC นาน
30 นาท ีครบเวลาปัน่ล้าง 4 ครัง้ ปรับความเขม้ข้นเป็น
2% ด้วยน้ำเกลอื ก่อนนำไปใช้ทดสอบกบัซีรัมกระตา่ย

การทดสอบ activities ของ Antibodies ท่ีเตรยีมได้
ทดสอบปฏิกิริยาของแอนติบอดีที่เตรียมได้ดังนี้

anti-human Igs ทดสอบด้วยเทคนิค indirect ELISA
ดังแสดงในข้อ 1.1 และทดสอบกับ anti-D sensitized cells
ด้วยเทคนคิ agglutination เปรียบเทยีบกับ commercial
anti-human globulins (สภากาชาดไทย) สำหรับ anti-
human complement ทดสอบโดยการเตรียม comple-
ment components (C3b, C3d, C4b) coated cells
และให้ทำปฏิกิริยากับซีรัมด้วยเทคนิค agglutination ดังน้ี

การเตรยีม C3b coated red blood cells
เจาะเลอืดปรมิาตร 4 ml โดยใช ้ACD เป็นสารกนั

เลือดแข็ง ปั่นแยกพลาสมาและเซลล์ ล้างเซลล์ด้วย
น้ำเกลือ 3 ครั้ง ดูดน้ำเกลือทิ้ง เจือจางพลาสมาด้วย
น้ำเกลือ 1:50 และนำพลาสมาที่เจือจางแล้วนี้ปริมาตร
2 ml เติมลงใน washed packed red cells จากนัน้เติม
sensitizing diluent for C3b coating cells (เย็นและกวน
อยู่ตลอดเวลา) ปริมาตร 39.6 ml และเติม 0.4M MgCl2
ปริมาตร 0.2 ml ลงไปทนัท ีผสมกนับน magnetic plate
ทีอุ่ณหภูมิ 0 oC นาน 30 นาท ีเม่ือครบเวลาปัน่ล้างเซลล์
4 คร้ังด้วยน้ำเกลือ ปรับความเข้มข้นเป็น 2% ด้วยน้ำเกลือ
ก่อนนำไปใช้ทดสอบกับซีรัมกระต่าย

การเตรยีม C3d   coated red blood cells
เตรียม Working trypsin/HCl (1:10 trypsin/HCl,

โดยการเจอืจาง 1%w/v trypsin/0.05M HCl ปริมาตร 1

ml กับ 0.1M phosphate buffer ปริมาตร 9 ml)
จากน้ันผสม packed C3b coated RBC (ข้อ 2.1) ปริมาตร
0.4 ml กับ working trypsin/HCl ปริมาตร 1.6 ml
นำไปอุ่นในอ่างน้ำอุณหภูมิ 37 oC นาน 30 นาที ครบเวลา
ป่ันล้าง 4 ครัง้ ปรับความเขม้ข้นเป็น 2% ดว้ยนำ้เกลอื
ก่อนนำไปใช้ทดสอบกับซีรัมกระต่าย

การเตรยีม C4b   coated red blood cells
เจาะเลอืดปรมิาตร 4 ml โดยใช ้ACD เป็นสารกนั

เลือดแข็ง นำเลือดปริมาตร 2 ml ผสมกบั 10% sucrose
ปริมาตร 20 ml ผสมใหเ้ข้ากนัและอุ่นในอ่างนำ้อุณหภูมิ
37 oC นาน 30 นาท ีครบเวลาปัน่ล้าง 4 คร้ัง ปรับความ
เข้มข้นเป็น 2% ด้วยน้ำเกลือ ก่อนนำไปใช้ทดสอบกับ
ซีรัมกระต่าย

การเตรยีม uncoated red blood cell
เจาะเลอืดปรมิาตร 4 ml โดยใช ้ACD เป็นสารกนั

เลือดแข็ง ป่ันแยกพลาสมาและเซลล์ ล้างเซลล์ 4 คร้ัง ด้วย
NSS ปรับเป็น 2% cell suspension ก่อนนำไปทดสอบกับ
ซีรัมกระต่าย

การเตรยีม trypsin treated red blood cell
เตรียม Working trypsin/HCl (1:10 trypsin/HCl,

โดยการเจอืจาง 1%w/v trypsin/0.05M HCl ปริมาตร 1
ml กับ 0.1M phosphate buffer ปริมาตร 9 ml) จากนัน้
ผสม packed red blood cell ปริมาตร 0.4 ml กับ
working trypsin/HCl ปริมาตร 1.6 ml นำไปอุ่นในอ่างนำ้
อุณหภูมิ 37 oC นาน 30 นาท ีครบเวลาปัน่ล้าง 4 ครัง้
ปรับความเข้มข้นเป็น 2% ด้วยน้ำเกลือ ก่อนนำไปใช้
ทดสอบกบัซีรัม กระตา่ย

การทดสอบ Anti-complement ในซรัีม กระตา่ย
เจือจางซรัีมกระตา่ยดว้ยน้ำเกลอืแบบ serial ten-

fold dilution นำซีรัมท่ีเจือจางดงักลา่วนีจ้ำนวน 2 หยด
ผสมกับเม็ดเลือดแดงที่มีและไม่มีคอมพลีเมนต์เคลือบ
อยู่ในลักษณะต่างๆ จำนวน 1 หยด ทิ้งไว้ 5 นาทีที่
อ ุณหภูมิห้อง จากนั ้นปั ่นอ่านผลการเกาะกลุ ่มของ
เม็ดเลือดแดงด้วย serofuge ผลการเกาะกลุ ่มของ



เม ็ดเล ือดในหลอดทดสอบใดแสดงว ่ามีแอนติบอดี
จำเพาะตอ่คอมพลเีมนตช์นิดนัน้ๆ ในซีรัม กระตา่ย

การเตรยีมน้ำยา Anti-human globulins (polyspe-
cific)

นำแอนตบิอดทีัง้สองชนดิมาผสมกนัในอัตราสว่น
1:1 โดยใช้ undiluted anti-human Igs และ1:4 anti-
human complement จากนัน้ทดสอบกบั anti-D sensi-
tized cells เปรียบเทียบกับ commercial AHG reagent
(สภากาชาดไทย)

ทดสอบกบัตวัอย่างของผูบ้รจิาคโลหติและผูป่้วย
ทดสอบความแรงถูกต้องและความแรงของปฏิกิริยา

ในตัวอย่างเลอืดผูป่้วย (N=43) ด้วยเทคนคิ direct anti-
globulin test และในตัวอย่างเลือดผู้บริจาค (N=300)
ดว้ยเทคนคิ indirect antiglobulin test เปรียบเทยีบกบั
น้ำยา commercial AHG reagent และนำผลที ่ได้
ตรวจสอบกับผลการตรวจจริงโดยเจ้าหน้าท่ีงานธนาคารเลือด
ทดสอบด้วยสถิติ Wilcoxon Signed rank test และ
McNemar test ตามลำดบั

ผลการทดลอง
Anti-human Igs ท่ีผ่านการตกตะกอนโปรตนีอ่ืนๆ

ออกแล้วและกำจดั non-specific antibodies ด้วยเทคนคิ

multiple adsorption พบว่าปฏิกิริยาไม่จำเพาะหายไป
หมดสิน้ (ตารางที ่1) การศกึษา activity ของแอนตบิอดี
ด้วย anti-D sensitized cells เปรียบเทยีบกับน้ำยาของ
สภากาชาดไทยพบวา่นำ้ยาทีผ่ลิตไดมี้ความแรงที ่1:256
ต่ำกว่าท่ีตรวจวัดได้ในน้ำยาของสภากาชาดไทยหน่ึงไตเตอร์
(1:512) การศึกษา activity ของ anti-human comple-
ment component พบว่ามี non-specific reaction
กับเซลล์ A, B และ O เช่นเดียวกันจึงได้ทำการดูดซับ
ออกด้วยเทคนิค multiple adsorption และกำจัด anti-C4d
ออกด้วย C4d coated red cells ซึ่งพบว่าปฏิกิริยา
ไม่จำเพาะซึ่งไม่ต้องการได้ถูกกำจัดออกไปเมื่อใช้ anti-
human complement ท่ีเจือจาง 1:4 (ตารางท่ี 2) และยังคง
มีความจำเพาะต่อ C3b, C3d และ C4b coated cells
ตามตอ้งการ (ตารางที ่3) เม่ือนำแอนตบิอดทีัง้สองชนดิ
มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1 โดยใช้ undiluted anti-hu-
man Igs และ 1:4 anti-human complement  และ
ตรวจสอบความแรงของปฏิกิริยากับ anti-D sensitized
cells พบว่าให้ความแรงของปฏิกิริยาที่ 1:256 ต่ำกว่า
น้ำยามาตรฐานหนึ่งไตเตอร์ เมื่อทดสอบกับตัวอย่าง
เลือดผู้ป่วยและผู้บริจาคโลหิต พบว่าสามารถตรวจสอบ
ได้ตรงกับน้ำยามาตรฐาน และผลการตรวจของเจา้หน้าที่
งานธนาคารเลือด โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
(p>0.05) น้ำยาท้ังสองชนิดให้ผลการตรวจท่ีสอดคล้องกัน
(r=0.92)



ตารางที ่1 แสดงปฏิกิริยาต่อ anti-D sensitized cells ของ anti-human Igs ที่ผลิตได้ภายหลังการทำ multiple
adsorption

ตารางที ่2 แสดงปฏิกิริยาต่อ C4d coated red cells ของ anti-human complement ภายหลังการกำจัด antii-C4d
antibodies



ตารางที ่3 แสดงผลการทดสอบระหวา่ง anti-complement กับ C3b, C3d และ C4b coated cells

วิจารณแ์ละสรปุผลการทดลอง
ผู้วิจัยสามารถผลิตน้ำยา anti-human globulins

(polyspecific) ได้ตามวัตถุประสงค์ น้ำยาที่ผลิตได้มี
ความจำเพาะ ความไวเปรยีบเทยีบไดกั้บน้ำยามาตรฐาน
อัตราส่วนของผสม 1:1 โดยใช้ undiluted anti-human
globulins และ 1:4 anti-human complement ความ
เข้มข้นโปรตีนในน้ำยาสำเร็จรูปพร้อมใช้ประกอบด้วย
anti-human globulins 3.62 mg/ml และ anti-human
complement 0.9 mg/ml น้ำยาทีผ่ลิตสามารถใชต้รวจหา
แอนติบอดีในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยและตัวอย่างเลือดผู้บริจาค
ได้ผลเช่นเดียวกับน้ำยามาตรฐานท่ีมีจำหน่ายในท้องตลาด
โดยไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p>0.05,
r=0.92)

กิตตกิรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณจาก
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และงบประมาณเง ินรายได้คณะเทคนิคการแพทย์
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คุปตะวินทุ สภากาชาดไทย ที่กรุณาให้คำแนะนำและ
อนุเคราะห์ตัวอย่างซีรัม ขอขอบคุณเจ้าหน้าที ่งาน
ธนาคารเลือด โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ ที่
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