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Abstract
Background:  H substance is necessary for production of A and B antigens in A and B blood group.

However, H antigen deficiency such as Bombay phenotype (O
h
), no H antigen presented on red cell

surface results in no A or B antigen.  People who carry Bombay phenotype can produce natural

occurring anti-H in their serum. Thus, O
h
 recipient can receive only O

h
 blood transfusion.  Anti-H

reagent was applied to discriminate O
h
 from common O blood group.

Objectives:  To study the characteristics of murine monoclonal anti-H from cell line 5A9 produced by

hybridoma technique of the National Blood Center, Thai Red Cross Society.

Methods:  The NBC: anti-H (murine MoAb) produced from cell line 5A9 was tested for potency, specificity

and antibody stability compared with 2 murine monoclonal anti-H {Japan: anti-H (murine MoAb), Alba:

anti-H (murine MoAb)} and NBC: anti-H (lectin) of the National Blood Center, Thai Red Cross Society.

Results:  The specificity of three murine monoclonal anti-H and one of anti-H (lectin) showed the similar

results but it was found that the antibody potency of NBC: anti-H (murine MoAb) from cell line 5A9

showed the highest at a titer of 1,024 with a total score of 109.

Conclusion:  NBC: anti-H (murine MoAb) from cell line 5A9 of the National Blood Center, Thai Red Cross

Society is qualified to be used in the production of murine monoclonal anti-H for the detection of H

antigen in both patients and blood donors.
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นิพนธต์น้ฉบบั

คณุลกัษณะของ murine monoclonal anti-H จากเซลล์
สายพนัธุ ์5A9 ทีÉผลิตโดย hybridoma technique

ของศูนยบ์ริการโลหติแห่งชาติ สภากาชาดไทย
กาญจนา เอีÉยมอมัพร*, สมพงศ ์บญุให,้ ปฏิญญา แหว้เพชร, อดุม ติÉงตอ้ย

ฝ่ายผลิตนํÊายาแอนติซีรัÉมและผลิตภณัฑ์เซลล์ ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

บทคดัยอ่
เหตุผลของการทาํวิจัย:  สารหมู่เลือด H มีความสาํคัญในการสรา้ง แอนติเจน A และ B ในหมู่เลือด A

และ B การขาดสารหมู่เลือด H เช่นใน Bombay phenotype (O
h
) จะไมแ่สดงแอนติเจน H บนผิวเม็ดเลือดแดง

ส่งผลใหต้รวจไม่พบแอนติเจน A และ B ดว้ยเช่นกัน ผู้ทีÉมี O
h
 สามารถสรา้ง anti-H ไดเ้องตามธรรมชาติ

และเมืÉอตอ้งการรบัเลือด จะใหเ้ลอืดทีÉเป็น O
h
 เทา่นัÊน  Anti-H ไดถ้กูพฒันาขึ ÊนมาเพืÉอใหใ้ชต้รวจแยกระหวา่ง

O
h
 และ O ปกติ

วตัถปุระสงค:์ เพืÉอศกึษาคณุลกัษณะของ anti-H จากเซลลส์ายพนัธุ ์ 5A9 ทีÉผลิตโดย murine monoclonal

hybridoma technique ของศนูยบ์รกิารโลหิตแหง่ชาติ สภากาชาดไทย (NBC: anti-H (murine MoAb)

วิธีการทาํวิจัย: นาํ NBC: anti-H (murine MoAb) มาทดสอบความแรง ความจาํเพาะ และความคงทน

ของแอนติบอดี เทียบกับ murine monoclonal anti-H  จาํนวน 2 ตวัอย่างไดแ้ก่ Japan: anti-H (murine

MoAb) และ Alba: anti-H (murine MoAb) รวมทัÊง NBC: anti-H (lectin) ของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ

สภากาชาดไทย

ผลการศึกษา:  ความจาํเพาะของ anti-H (murine MoAb) จาํนวน 3 ตวัอยา่ง และ anti-H (lectin) จาํนวน 1

ตัวอย่างไม่มีความแตกต่างกัน แต่พบว่า NBC: anti-H (murine Moab) ทีÉผลิตจากเซลลส์ายพันธุ์  5A9

มีความแรงสงูสดุทีÉ 1,024 คะแนนรวม 109

สรปุ:  NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลลส์ายพนัธุ ์5A9 ของศนูยบ์รกิารโลหิตแหง่ชาติ สภากาชาดไทย

มีคุณสมบัติ เหมาะสมทีÉ นาํมาใช้ผลิตเป็น murine monoclonal anti-H เพืÉ อใช้ตรวจหาแอนติเจน H

ทัÊงในผูป่้วยและผูบ้ริจาคโลหิต

คาํสาํคญั:  Murine monoclonal antibody, anti-H, MoAb.
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Characteristics of murine monoclonal anti-H from cell line 5A9 produced
by hybridoma technique of the National Blood Center,

Thai Red Cross Society

หมู่เลือด ABO เป็นระบบหมู่เลือดทีÉมีความสาํคัญ

ทีÉสดุถกูคน้พบเมืÉอปี พ.ศ. 2443  โดย Lansteiner K.(1) บนผิว

เมด็เลอืดแดงของคนหมู ่A มแีอนติเจน A หมู ่B มแีอนตเิจน B 

หมู่ AB มีแอนติเจน A และ B ส่วนหมู่ O ไม่มีแอนติเจน  A 

และ B ในซีรัมของคนเหล่านี Êจะมีแอนติบอดี ทีÉ ตนเองไม่มี

ซึÉ งแอนติบอดีในระบบ ABO เกิดขึ Êนได้เองตามธรรมชาติ

(naturally occurring antibodies) โดยไมไ่ดร้บัการกระตุน้ (2) 

แอนติเจนทีÉอยู่บนผิวเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของหมู่เลือดระบบนี Ê

มีแอนติเจนพื Êนฐาน คือแอนติเจน H ซึÉงมีองค์ประกอบเป็น

โอลิ โกแซคคาไรด์  (oligosaccharide) ทีÉ ประกอบด้วย

นํÊา ตาลเอ็นอะซิติลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine;

GlcNAc) จับอยู่กับนํÊาตาลกาแล็คโตส (galactose) ด้วย

พันธะ 
1, 3 

จากแอนติเจน h หากมีน ํÊาตาลฟูโคส (fucose) 

เพิÉมขึ ÊนมาจับกับนํÊาตาลกาแล็คโตสทีÉตาํแหน่ง nonreducing

end (พันธะ 
1,2

) เป็นการปรับเปลีÉ ยนแอนติ เจน h เป็น

แอนติเจน H เฉพาะหมู่เลือด O มีแอนติเจน H สว่นหมู่เลือด

อืÉน ๆ นัÊนมีการเติมหมู่น ํÊาตาลชนิดต่าง ๆ บนแอนติเจน H 

อี กทาํ ให้ได้แอนติ เจนบนผิ วเซลล์ทีÉ แตกต่ างกันออกไป

การแสดงออกของหมูเ่ลอืด ABO มียีนทีÉควบคมุการสรา้งสาร

ABO ประกอบดว้ย ยีน 3 ชดุทีÉเป็นอิสระตอ่กนั คือ ยีน ABO

ทีÉ อยู่ บนโครโมโซม ยีน 9q34 FUT1 ยีน H และยีน Se

(secretor) ซึÉ งอยู่ ใกล้กันบนโครโมโซม 19q13.3 FUT2 

โดยมียีน A, B, H และ Se เป็นยีนเด่น (dominant gene)

สว่นยีน oh และ se เป็นยีนดอ้ย (recessive gene) ซึÉงถ่าย

ทอดทางพนัธุกรรมตามกฎของ Mendel  โดยมียีน Hh ควบคมุ

โดยยีน FUT1 สรา้งเอนไซมฟ์ูโคซิลทรานสเฟอเรส (fucosyl

transferase)  ทาํหนา้ทีÉเติมนํÊาตาลฟูโคสลง บนสายโอลิโก

แซคคาไรด์ชนิดทีÉ  2 (type 2 chain oligo saccharides)

ทีÉ อยู่ บนไกลโคโปรตีน (glycoproteins) และไกลโคลิปิด

(glycolipids) ซึÉงจะมีผลทาํใหส้รา้งแอนติเจน H บนผิวเซลล์

ในขณะทีÉ ยีน Se  ทีÉ ควบคุมโดยยีน FUT2  ผลิ ตเอนไซม์

ฟู โคซิ ลทรานสเฟอเรส ซึÉ งทาํ หน้าทีÉ เติมนํÊา ตาลในสาย

โอลโิกแซคคาไรดช์นิดทีÉ 1 (type 1 chain oligosaccharides)

เกิดเป็นแอนติเจน H ในนํÊาคัดหลัÉ งของร่างกาย แอนติเจน

หรือสาร H นี Êเป็นสารต้นกาํเนิดของการสรา้ง แอนติเจน A

และ B โดยยีน ABO (3 - 5) และในสารคดัหลัÉงจะถกูเปลีÉยนเป็น

แอนติเจน A หรือ B ด้วยเอนไซม ์ A หรือ B ทรานสเฟอเรส

ขึ Êนอยู่กับว่ามียีน A หรือ B (6 - 9) ปริมาณของแอนติเจน H ใน

RBCs  จะพบในหมูเ่ลือด O มากทีÉสดุ และมีปรมิาณนอ้ยกวา่

ในหมูเ่ลอืด A และ B (O> A2> B> A2B> A1> A1B)  เนืÉองจาก

แอนติเจน H เปลีÉยนเป็นแอนติเจน A และ B สาํหรบั Bombay

Phenotype (O
h
) เป็นเลือดทีÉหายาก  พบครัÊงแรกทีÉ เมือง

Bombay ประเทศอินเดีย ซึÉงในคนอินเดียพบไดใ้นอตัราสว่น

1 : 10,000 และในคนยโุรปพบได ้1: 250,000(10)  Bombay

Phenotype (O
h
)  จะไม่มีแอนติเจน  A, B และ H บนผิว

เม็ดเลือดแดงและสารคัดหลัÉง ซึÉงเป็นผลมาจากการขาดยีน

H (hh) และ ยีน Secretor (sese)(1) เกิดจากการกลายพนัธุ์

ของยีน FUT1, FUT2 กลายเป็น homozygous nonfunctional

H gene (hh) และ nonfunctional secretor gene (sese)

จึงไมส่ามารถสงัเคราะหเ์อนไซม ์ fucosyltransferase ทีÉใชใ้น

การผลติแอนติเจน H ชนิดทีÉ 2 และ 1 ดงันัÊนเม็ดเลอืดแดงของ

Bombay phenotype จึงไมม่แีอนติเจน A B H และมี natural

occurring anti-A, anti-B และ anti-H ในซีรัม โดยทีÉ ใน

สารคัดหลัÉ ง เช่น นํÊา ลายก็ตรวจไม่พบแอนติ เจน A B H

เชน่กนั (1, 12)  ในซีรมัพบ anti-H ทีÉเป็นชนิด IgM+IgG มปีฏกิิรยิา

ทีÉ อุณหภูมิ  4 - 37oC  ซึÉ งสามารถกระตุ้น complement

เมืÉอทาํปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงของคนหมู่ O ปกติ ทาํให้

เม็ดเลือดแดงถูกทาํลาย (acute hemolytic transfusion

reaction) ซึÉ งมีความรุนแรงถึงแก่ชีวิตได้ ดังนัÊนจึงต้องรับ

เลือดหมู่  O
h
 เหมือนกันเท่านัÊ น(13)  ส่วน Para-Bombay

phenotype ลักษณะ คือ H deficient secretor หมายถึง

ไม่พบการแสดงออกของ ยีน H จะ มียีน hh  ซึÉงไม่สามารถ

สรา้งเอนไซม ์ L-fucosyltransferase ได ้ จึงไม่สามารถสรา้ง

แอนติ เจน H บนผิวเม็ดเลือดแดงได้ ทาํให้การตรวจ cell

grouping ให้ผลเป็นลบ อย่างไรก็ตามในกรณีพบปฏิกิริยา

แบบอ่อน ๆ กับ anti-A หรือ anti-B เกิดจากการมี passive

adsorption ของแอนติเจน A หรอื แอนติเจน B ในสารคดัหลัÉง

มาเกาะอยู่ทีÉผิวเซลลเ์ม็ดเลือดแดง (3, 4, 7)   นอกจากนี Êยงัอาจ

พบ para-Bombay phenotype ทีÉเป็น H-partially deficient

non-secretor  ซึÉงมีแอนติเจน H ชนิดทีÉ  2 ปริมาณน้อย ๆ

บนเม็ดเลือดแดงแต่ ไม่พบแอนติ เจน H ชนิดทีÉ  1 ในสาร

คัดหลัÉ ง (4, 12)  อย่างไรก็ตามสามารถตรวจพบแอนติเจน A

หรือ B จาํนวนเล็กนอ้ยบนผิวเม็ดเลือดแดง  แต่ใหผ้ลลบเมืÉอ

ทดสอบด้วย anti-H lectin (Ulex europaeus)  และ

monoclonal anti-H  เนืÉ องจากไม่มี  H antigen บน

RBCs (4, 14) ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ได้

มีการตรวจหาเลือดบรจิาคทีÉเป็น Para-Bombay phenotype

ให้แก่ผู้ป่วยทีÉ ต้องการรับเลือดจึงได้มีการผลิตนํÊายาตรวจ

หมู่ โลหิต anti-H (lectin) จากสารสกัดของเมล็ด Ulex

europaeus (15) ใช้มาอย่างยาวนาน  ซึÉงมีขัÊนตอนการสกัด
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ซับซ้อน อีกทัÊงไม่สามารถจัดหาเมล็ดพืชชนิดนี Êให้เพียงพอ

ต่อปริมาณความตอ้งการ  ดังนัÊนศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

สภากาชาดไทย จึ งได้พัฒนาการผลิต anti-H ด้วยวิ ธี

hybridoma technique ชนิด murine monoclonal antibody

เพืÉอนาํมาใชท้ดแทน anti-H ทีÉเตรยีมจาก lectin

วัตถุประสงค์เพืÉ อศึกษาคุณลักษณะของ anti-H

จากเซลล์สายพันธุ์  5A9 ทีÉผลิตโดย murine monoclonal

hybridoma technique ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

สภากาชาดไทย

 

วัสดุและวิธีการ 

การศึกษานี Êได้รับการรับรองจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิ จัยในคน ของศูนย์บริการโลหิตแห่ งชาติ

สภากาชาดไทย  (COA เลขทีÉ NBC 6/2016)

วัสดุ

1. Anti-H supernatant ของเซลลส์ายพันธุ์ 5A9 (murine

MoAb) ทีÉไดจ้ากการฉีดกระตุน้หน ูBalb/c ดว้ยเม็ดเลือดแดง

หมู่ O เพืÉอใหส้รา้งแอนติบอดี นาํเซลลม์า้ม (spleen cells)

ของหน ูBalb/c มาเชืÉอมกบัเซลล ์myeloma ของหน ู(X63.A9-

8.653) และคดัเลือกเซลลเ์ซลลเ์ดีÉยว (monoclone) ทีÉสรา้ง

anti-H มาเลี ÊยงขยายเพืÉอเพิÉมปรมิาณ และเก็บ supernatant

เตรยีมเป็น NBC: anti-H (murine MoAb) เพืÉอนาํมาใชท้ดสอบ

2. Japan: anti-H (murine MoAb) จากสภากาชาดญีÉปุ่ น

3. Alba: anti-H (murine MoAb) จากบรษิัท Alba bioscience

4. NBC: anti-H (lectin) จากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

ทีÉเตรยีมจาก Ulex europaeus

วิธีการ

1. การทดสอบความแรงของ NBC: anti-H (murine MoAb)

นาํ NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลลส์ายพนัธุ์

5A9  มาทดสอบในหลอดทดลอง โดยเจือจาง NBC: Anti-H แบบ

serial two-fold dilution ด้วย ř% bovine serum albumin

(BSA)ใน Phosphate-buffered saline (PBS) นาํแต่ละ

dilution มา 100 ไมโครลิตรทดสอบกับเซลลห์มู่ O จาํนวน 2

ราย ทีÉลา้งและ pool รวมกนั เตรยีมเป็น Ś% cell suspension

ใน normal saline หลอดละ 100 ไมโครลิตร บ่มทีÉอุณหภูมิ

หอ้ง (22 - 24oC)  นาน 5 นาที ปัÉ นอ่านผลทีÉ ความเร็วรอบ

1,000 x g นาน 15 วินาที บันทึกผลความแรงเป็นคะแนน

(score) (15) ทาํเปรียบเทียบกับ Japan: anti-H (murine

MoAb) ของสภากาชาดญีÉปุ่ น บริษัท Alba: anti-H (murine

MoAb) และ NBC: anti-H (lectin) ของศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติ สภากาชาดไทย

2. การทดสอบความจาํเพาะ

2.1 ทดสอบความจาํเพาะของ NBC: anti-H (murine

MoAb)จากเซลล์สายพนัธุ์  5A9 กับแอนติเจน H  โดย นาํ

NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลล์สายพันธุ์   5A9

มาดูดซับ ด้วย synthetic carbohydrate (synsorb) ทีÉมี

ความจาํเพาะกบั H type 1,H type 2, 1H, 2H, 3H, 4H และ

diH  จากนัÊนนาํ NBC: anti-H (murine MoAb) ทีÉถกูดดูซบั

แล้วมาทดสอบกับเม็ดเลือดแดงหมู่  O โดยมี anti-H จาก

เซลลส์ายพนัธุ ์CBC-426 (anti-H type 2) เป็นกลุม่ควบคมุ

2.2 ทดสอบความจาํเพาะของ NBC: anti-H (murine

MoAb)จากเซลล์สายพนัธุ์ 5A9 กบัเซลล์เม็ดเลือดแดงชนิด

ต่าง ๆ

โดยเตรียมเซลล์เม็ ดเลื อดแดงเป็ น 3% cell

suspension นาํ มา 1 หยด ทดสอบกับ anti-H จาํ นวน

ชนิดละ 1 - 2 หยด ตามคาํแนะนาํของแต่ละบริษัท บ่มทีÉ

อุณหภูมิหอ้ง (22 - 24oC) นาน 5 นาที ปัÉ นอ่านผลทีÉความ

เร็วรอบ 1,000 x g นาน 15 วินาที บันทึกผลความแรงเป็น

ระดบัปฏิกิริยา (0, 1+, 2+, 3+ และ 4+) ทาํเปรียบเทียบกับ

Japan: anti-H (murine MoAb) ของสภากาชาดญีÉปุ่ น บรษัิท

Alba:anti-H (murine MoAb) และ NBC: anti-H (lectin)

ของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ

3.  การทดสอบนํÊาลาย (saliva test)(16)

เจือจาง anti-H ทีÉ ต้องการทดสอบและคัดลือก

dilution ทีÉใหผ้ล 2+ เมืÉอทดสอบกับเซลล ์ หมู่ O หยดลงใน

หลอดทดลองทีÉ label แลว้ จาํนวน 3 หลอดหลอดละ 1 หยด

จากนัÊ นเติ มนํÊา ลายทีÉ ทราบแล้วว่ าเป็ น secretor และ

nonsecretor จาํนวนหลอดละ 1 หยด ตามลาํดับ หลอด

สดุทา้ยเติม นํÊาเกลือ 1 หยด ผสมใหเ้ขา้กนับม่ทีÉอณุหภมิูหอ้ง

นาน 10 นาที แลว้เติม 3% O cells จาํนวน 1 หยด ผสมให้

เขา้กัน บ่มทีÉอุณหภูมิหอ้ง นาน 30 - 60 นาที ปัÉ นอ่านผลทีÉ

ความเร็วรอบ 1,000 x g นาน 15 วินาที โดยดูปฏิกิริยา

การจับกลุ่ม

4. การทดสอบความคงทนของนํÊายา

โดยการนาํ NBC: anti-H (murine MoAb) ทีÉ เก็บ

ไวท้ีÉอณุหภมิู 4oC ทีÉอณุหภมิูหอ้ง (22 - 24oC) และทีÉอณุหภมิู

37oC มาทดสอบความแรงทกุ ๆ 4 เดือนเป็นเวลา 24 เดือน

โดยการเจือจางแบบ serial two-fold dilution ในสารละลาย
1% BSA ใน PBS pH 7.2 และเม็ดเลอืดแดงหมู ่O ทีÉเตรยีมเป็น
2%     cell suspension ในนํÊาเกลือ อยา่งละ 100 ไมโครลิตร
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บ่มทีÉ อุณหภูมิห้อง (22 - 24oC) นาน 5 นาที  ปัÉ น
อา่นผลทีÉความเรว็ รอบ 1000 x g นาน 15 วินาที บนัทกึผล
ความแรงเป็นคะแนน (0 - 12)

ผลการศึกษา
NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลลส์ายพนัธุ์

5A9 มีความแรงทีÉ  1,024 และคะแนนรวมสูงทีÉ สุด 109
รองลงมา คือ Japan: anti-H (murine MoAb) ของสภากาชาด
ญีÉปุ่ น บรษัิท Alba: anti-H (murine MoAb) และ NBC: anti-
H (lectin) ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติสภากาชาดไทย
ตามลาํดับ (ตารางทีÉ  1)  เมืÉ อถูกดูดซับด้วย synthetic
carbohydrate (synsorb) แล้วจะให้ผลลบกับแอนติเจน
H type 2 (ตารางทีÉ 2) นอกจากนี Êยังตรวจพบแอนติเจน H
ในหมู่โลหิต ABO ปกติเป็นบวกจาํนวน 316 ราย และผลลบ
กบั para-bombay จาํนวน 12 ราย ตรงกนักบั Japan: anti-H

(murine MoAb), Alba: anti-H (murine MoAb) และ NBC:
anti-H (lectin) (ตารางทีÉ 3)  แตไ่มถ่กูยบัยัÊงดว้ยสารหมูเ่ลอืด
H ในนํÊาลาย เช่นเดียวกนักบั Japan: anti-H (murine MoAb)
และ Alba: anti-H (murine MoAb) สว่น NBC: Anti-H (lectin)
ถูกยบัยัÊงดว้ยสารหมู่เลือด H ในนํÊาลาย (ตารางทีÉ 4) ความ
คงทนของ NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลลส์ายพนัธุ์
5A9

เมืÉอเก็บทีÉอณุหภมิู 2 - 8oC ในเดือนทีÉ 4 มีความแรง
ทีÉ 512 คะแนนรวม 96 และลดลงเหลือ 32 คะแนนรวม 46
ในเดือนทีÉ 24 และเมืÉอเก็บทีÉ อณุหภมูิ 22 - 24oC ในเดือนทีÉ 4
มีความแรงทีÉ 256 คะแนนรวม 75 และลดลงเหลือ undiluted
คะแนนรวม 6 ในเดือน ทีÉ 20  ขณะทีÉเมืÉอเก็บทีÉ อณุหภมูิ 37 oC
ในเดือน ทีÉ 4 มีความแรงทีÉ 16 คะแนนรวม 32 และลดลงเหลือ
undiluted คะแนนรวม 4 ในเดือนทีÉ 12 (ตารางทีÉ 5)

ตารางทีÉ 1. เปรยีบเทียบความแรง (titer) ของ murine monoclonal anti-H และ anti-H (lectin)

Anti-H Titer Total score

NBC: anti-H (murine Mo Ab) 1,024 109
Japan: anti-H (murine Mo Ab) 128 86
Alba: anti-H (murine Mo Ab) 16 54
NBC: anti-H (lectin)  16 44

ตารางทีÉ 2. ปฏิกิ ริยาของ NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลล์สายพันธุ์  5A9 กับเซลล์หมู่  O หลังจากถูกดูดซับ
ดว้ย Synthetic carbohydrate (Synsorb)

Synthetic carbohydrate (Synsorb)                                Anti-H
Specificity structure 5A9 CBC-426 (control)

Type 1 Gal (1  3) GlcNAc-O-R 4+ 4+
Type 2 Gal (1  4) GlcNAc-O-R 4+ 4+
1H Gal (1  3) GlcNAc-O-R 4+ 4+

 (1  2)
Fuc

2H Gal (1  4) GlcNAc-O-R 0 0
(1  2)
Fuc

3H Gal (1  3) GalNAc-O-R  4+ 4+
(1  2)
Fuc

4H Gal (1  3) GalNAc-O-R 4+ 4+
(1  2)
Fuc

diH Gal-O-R W W
(1  2)
Fuc

Non-absorption NBC: anti-H (murine Mo Ab) 4+ 4+
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ตารางทีÉ 3. เปรียบเทียบความจาํเพาะ (specificity) ของ anti-H ระหว่าง NBC: anti-H (murine MoAb), Japan: anti-H

(murine MoAb), Alba: anti-H (murine MoAb) และ NBC: anti-H (lectin) ในการตรวจ หาแอนติเจน H

จากตวัอยา่งเลือดหมู ่ABO และ para-bombay phenotype

Blood group Number NBC: anti-H Japan: anti-H Alba: anti-H NBC: anti-H

(murine MoAb) (murine MoAb) (murine MoAb) (lectin)

A
1

60 1 - 2+ W-1+ W-1+ W-2+

B 75 1 - 2s+ W-1+ W-1+ W-2+

O 75 4+ 4+ 4+ 4+

A
1
B 30 1 - 2+ W-1+ W-1+ W-1+

A
2

8 2+ 2+ 1+ 1+

A
3

23 4+ 4+ 4+ 4+

A
2
B 21 1 - 2+ W-1S+ W-1+ W-1+

A
3
B 24 1 - 3+ W-2+ W-1+ W-2+

A 
Hm

5 0 0 0 0

B
Hm

3 0 0 0 0

O
Hm

4 0 0 0 0

Total 328 328 328 328 328

หมายเหต:ุ A
Hm 

=
 
A para-bombay,  B

Hm 
= B para-bombay, O

Hm
 = O para-bombay

0    = Negative

S   = Strong

ตารางทีÉ 4. เปรยีบเทียบความสามารถในการตรวจหาสาร H ในนํÊาลาย

Anti-H                 Saliva Normal Saline Result

Secretor Nonsecretor

NBC: anti-H (murine MoAb) 2+ 2+ 2+ ไมถ่กูยบัยัÊงดว้ยสารหมูเ่ลือด H

Japan: anti-H (murine MoAb) 2+ 2+ 2+ ไมถ่กูยบัยัÊงดว้ยสารหมูเ่ลือด H

Alba: anti-H (murine MoAb) 2+ 2+ 2+ ไมถ่กูยบัยัÊงดว้ยสารหมูเ่ลือด H

NBC: anti-H (lectin) 0 2+ 2+ ถกูยบัยัÊงดว้ยสารหมู่เลือด H

ตารางทีÉ 5. ความคงทนของ NBC: anti-H (murine MoAb) เมืÉอเก็บทีÉอณุหภมิู 2 - 8oC, 22 - 24oC  และ 37oC เป็นระยะเวลา

24 เดือน

Month           2 - 8oC                                  22 - 24oC                                    37 oC

Titer Score Titer Score Titer Score

หมายเหต:ุ N = undiluted

0 = no antibody titration

4 512 96 256 75 16 32
8 256 85 64 52 8 23
12 128 78 16 28 N 4
16 64 63 4 12 0 0
20 64 55 N 6 0 0
24 32 46 0 0 0 0



95Vol. 3  No. 2
July - December 2021

Characteristics of murine monoclonal anti-H from cell line 5A9 produced
by hybridoma technique of the National Blood Center,

Thai Red Cross Society

อภิปรายผล
จากการศึกษาความแรงของ NBC: anti-H (murine

MoAb) จากเซลลส์ายพนัธุ ์5A9 ทีÉไดจ้าก murine monoclonal

hybridoma technique พบว่ามีความแรงของแอนติบอดีทีÉ
1,024 มีคะแนนรวม 109 (ตารางทีÉ  1) ซึÉ งแรงกว่าของ

Japan: anti-H (murine MoAb) จากสภากาชาดญีÉปุ่ น และ

Alba: anti-H (murine MoAb)  จากบรษัิท Alba bioscience
ทีÉผลิตจากวิธีการเดียวกนั และแรงกวา่ NBC: anti-H reagent

(lectin) ทีÉผลิตจากการสกดัเมล็ดพืช Ulex europaeus โดยมี

ผลความแรงทีÉ 128, 16 และ 16 มีคะแนนรวมเป็น 86, 54
และ 44 ตามลาํดบั การผลิต NBC: anti-H (murine MoAb)

จากเซลล์สายพันธุ์  5A9 ด้วยวิ ธี  murine monoclonal

hybridoma technique มีขอ้ดี คือ สามารถผลิตได้ปริมาณ
ทีÉไม่จาํกัด และมีความแรงตามความตอ้งการได ้ แต่การผลิต

anti H จาก lectin มักพบว่ามีความแรงตํÉา  ขึ Êนอยู่ กับวิธี

การสกัดในแต่ละครัÊง และคุณภาพของเมล็ดพืชเอง  ซึÉงไม่
สามารถกาํหนดให้มีความแรงตามความต้องการได้ อีก

ทัÊ งในปัจจุบันศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติสภากาชาดไทย

ไม่สามารถจัดหา Ulex europaeus ในปริมาณมากได้
ทาํใหต้้องคน้หาเซลลส์ายพันธุ์ทีÉสรา้ง anti-H มาใช้ทดแทน

สว่นการศกึษาความจาํเพาะ (specificity test) พบวา่ anti-H

ทัÊง 4 ตวัอยา่งสามารถตรวจพบ แอนติเจน H ในตวัอยา่งเลือด
หมู่  ABO ปกติจาํนวน 316 ตัวอย่าง  แต่อาจมีความแรง

แตกตา่งกนัไป ในแต่ละหมู่เลือด ซึÉงปริมาณของแอนติเจน H

ใน เซลล์เม็ดเลือดแดงมีปริมาณมากทีÉ สุดในหมู่ เลือด O
และรองลงมา คือ หมู ่A และ B (O> A2> B> A2B> A1> A1B)

และตรวจไม่พบแอนติเจน H ใน para-bombay phenotype

หมู่ ABO จาํนวน 12 ตวัอยา่งเช่นเดียวกนั  จากการศกึษานี Ê
anti-H ทกุตวัอยา่งไมส่ามารถตรวจพบหมูเ่ลือดทีÉ A B O ทีÉเป็น

Para-Bombay henotype ได ้ (ตารางทีÉ 3) เนืÉองจาก Para-

Bombay phenotype มียีน hh  ซึÉงไมส่ามารถสรา้งแอนติเจน
H ไดบ้นผิวเม็ดเลือดแดงไดเ้ลย ทาํใหก้ารตรวจ cell grouping

ใหผ้ลเป็นลบ และตรวจพบ anti-H ในซีรมัได ้แตป่ฏกิิรยิาไมแ่รง

เทา่ anti-H ในคน Bombay phenotype (17, 18) จากการตรวจหา
สารหมูเ่ลอืด H  ในนํÊาลายดว้ยหลกัการ haemagglutination

inhibition (16) มีเพียง NBC: anti-H (lectin) ของศนูยบ์ริการ

โลหิตแหง่ชาติ สภากาชาดไทย เพียงตวัอย่างเดียวทีÉถกูยบัยัÊง
(neutralized) จากสาร H ในนํÊาลาย ทีÉ เป็น secretor ได้

ในขณะทีÉ anti-H ทีÉเป็น murine MoAb ทัÊง 3 ตวัอยา่งไม่ถกู

ยบัยัÊงจากสาร H  ซึÉงในนํÊาลาย ของคนหมู่ ABO  นอกจากมียีน
ABO และ ยีน Hh  ยังมี ยีน FUT2 (secretor gene)

ทีÉ ควบคุมแสดงออกของสาร H ในสารคัดหลัÉ ง คนทัÉ วไป

ประมาณรอ้ยละ 80 จะหลัÉงสาร ABH (secretor) และอีก

รอ้ยละ 20 ไม่หลัÉงสาร ABH (non-secretor) (17, 18) อีกทัÊง

การยืนยนัผลการตรวจ จากโครงการความรว่มมือในการผลิต
monoclonal antibody กบัสภากาชาดญีÉปุ่ น ทีÉใช ้ synthetic

carbohydrate (synsorb) สรุปวา่ NBC: anti-H (murine MoAb)

เป็นแอนติบอดีต่อแอนติเจน H type 2 ซึÉงเมืÉอถกูดูดซบัดว้ย
synsorb ทีÉประกอบดว้ยสารหมู่เลือด H ชนิดตา่ง ๆ จากนัÊนนาํ

NBC: anti-H (murine MoAb) ทีÉถกูดดูซบัแลว้มาทาํปฏิกิรยิา

กบั เซลล ์O พบว่าหลอดทีÉถกูดดูซบัดว้ยสารหมูเ่ลือด H type
2 ให้ผลลบเช่นเดียวกับเซลล์สายพันธุ์  CBC- 426 จาก

สภากาชาดญีÉปุ่ น  ซึÉงเป็น anti-H type 2 ทีÉเป็นกลุม่ควบคมุ

(ตารางทีÉ 2) แอนติเจน H type 2 ตรวจพบไดเ้ฉพาะบนผิว
เม็ ดเลื อดแดง  ซึÉ งควบคุมโดยยีน FUT1  ในการผลิต

เอนไซม์ฟู โคซิลทรานสเฟอเรส (fucosyl transferase)

ซึÉงทาํหน้าทีÉ เติมนํÊาตาลฟูโคส ลงบนสายโอลิโกแซคคาไรด์
ชนิดทีÉ  2 (type 2 chain oligosaccharides) ทีÉ อยู่ บน

ไกลโคโปรตีน (glycoproteins) และไกลโคลิปิด (glycolipids)

ของเม็ ดเลือดแดง สังเคราะห์เป็นแอนติ เจน H บนผิว
เม็ดเลือดแดง  จึงแตกต่างจาก anti-H ทีÉเตรียมจาก lectin

ซึÉ งมี ข้อดี ทีÉ สามารถใช้ตรวจได้ทัÊ ง แอนติ เจน H บนผิว

เม็ดเลือดแดงและในสารคัดหลัÉงเช่นนํÊาลาย (19, 20) แต่อาจมี
ข้อจาํกัดในการผลิต ดังทีÉ ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น ส่วนการ

ศึกษาความคงทนของ NBC: anti-H (murine MoAb)

จากเซลลส์ายพันธุ์ 5A9 พบว่ามีความคงทนของแอนติบอดี
ยาวนาน ถึง 24 เดือนเมืÉอเก็บทีÉ  2 - 8oC โดยมีความแรง

(titer) 32 คะแนนรวม 46 ซึÉงสงูกว่ามาตรฐานขอ้กาํหนดของ

นํÊายา anti-H (ความแรงของ anti-H กาํหนดไวท้ีÉ 1: 8) ดงันัÊน
NBC: anti-H (murine MoAb) จากเซลล์สายพันธุ์  5A9

เหมาะสมทีÉนาํมาใชต้รวจหาแอนติเจน H บนผิวเม็ดเลอืดแดง

เช่นเดียวกนักบั anti-H (murine MoAb) จากหลายแหลง่ผลิต
และสามารถกาํหนดอายุของผลิตภัณฑ์ได้ยาวนานถึง 18

เดื อนได้เช่ นเดียวกันกับนํÊา ยาตรวจหมู่ โลหิ ตชนิดอืÉ น ๆ

ทีÉผลิตโดยศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

สรุป

นํÊายาตรวจหมูโ่ลหิต NBC: anti-H (murine MoAb)
จากเซลล์สายพันธุ์  5A9 ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

สภากาชาดไทย มีคุณสมบัติดีกว่าและเทียบเท่า anti-H

(murine MoAb) จากทัÊงสองแหลง่ผลิต จึงมีความเหมาะสม
ทีÉจะนาํมาใชใ้นการตรวจหา แอนติเจน H บนผิวเม็ดเลือดแดง

ของผูป่้วยและผู้บริจาคโลหิต
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