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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีเ้ป็นการผลิตแอนติซีรัมจากหนูขาวที่จ าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลิน (Ig) ของปลานิล (Oreochromis niloticus)                 

โดยท าการฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกันของปลานิลด้วยโปรตีน bovine serum albumin (BSA)   ซีรัมของปลานิลที่ได้สามารถตกตะกอน BSA               
โดยน าซีรัมของปลานิลไปผสมกบัโปรตีน BSA ได้ตะกอนของ Ig/BSA complex และน าไปปลกูภมิูคุ้มกนัในหนขูาวสามารถผลิตแอนติซีรัม
ที่มีความจ าเพาะและมีแรงจับสูงกับ Ig ของปลานิลทัง้บริเวณของโปรตีนสายยาว (heavy chain) ขนาดประมาณ 78 กิโลดาลตันและ
โปรตีนสายสัน้ (light chain) ขนาดประมาณ 23 กิโลดาลตนัเม่ือทดสอบด้วยวิธี Western blotting แต่อย่างไรก็ตามแอนซีรัมที่ได้ยงัมี

แอนติบอดีที่สามารถจบักับโปรตีน BSA ขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตนัและองค์ประกอบอ่ืนๆ ของซีรัมปลานิลปะปนอยูด้่วย จึงจ าเป็นต้อง
ผลิตแอนติบอดีตอ่ Ig ในรูปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อให้ได้แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสงูในปริมาณที่ไมจ่ ากดัส าหรับในการวิจยัตอ่ไป  

 

ค าส าคัญ : แอนติซีรัม   ปลานิล   อิมมโูนโกลบลูิน   ดบัเบลิอิมมโูนดิฟฟิวชัน่   Western blotting 

 

Abstract 
Mouse antiserum against immunoglobulin (Ig) of tilapia (Oreochromis niloticus) was produced by using 

tilapia Ig/BSA complex. Tilapia anti-bovine serum albumin was produced first by peritoneal injection of bovine 
serum albumin (BSA) and then used for preparation of tilapia Ig/BSA complex by immunoprecipitation. The 
complex was then used for immunization into mice for production of mouse anti-tilapia Ig antiserum.  The mouse 
anti-tilapia Ig antiserum demonstrated high affinity on both heavy chain (78 kDa) and light chain (23 kDa) as 
determined by Western blotting, however, the mouse antiserum still contained antibodies that slightly  
recognized BSA (60 kDa) and other components in tilapia serum as well.  Therefore, further development of 
monoclonal antibody should be performed to obtain high specific antibody without limited quantity. 
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บทน า   

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลาน า้จืดที่เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว มีมลูค่าทางเศรษฐกิจสงูชนิดหนึง่  
นบัตัง้แต่ปี พ.ศ. 2508 จนถึงปัจจุบนัมีการเลีย้งปลานิลกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทยเนื่องจากเลีย้งง่าย กินพืชเป็น
อาหารและมีราคาถกู (Department of Fisheries, 2016a)   นอกจากนีป้ลานิลยงัเป็นแหลง่ของสารอาหารที่ส าคญั อาทิ 
โปรตีน, ฟอสฟอรัส, โพแทสเซียม รวมถึงมีวิตามินบี-12 อยู่มาก (Mjoun & Rosentrater, 2010)  ปลานิลอยู่ในวงศ์ 
Cichlidae มีถ่ินก าเนิดเดิมอยู่ในทวีปแอฟริกาบริเวณแม่น า้ไนล์ พบทัว่ไปตามหนอง บึง และทะเลสาบในประเทศซูดาน           
อูแกนดา (Department of Fisheries, 2016b) เนื่องจากปลาชนิดนีเ้ลีย้งง่ายและเติบโตเร็วจึงมีผู้ สนใจเลีย้งกันอย่าง
แพร่หลาย   ถึงแม้ปลานิลมีความทนทานตอ่โรคสงูแตก็่มีการรายงานการระบาดและการติดเชือ้โรคในปลานิลที่เลีย้งแบบ
หนาแนน่ เช่น แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ภายหลงัจากการทดสอบความไวของเชือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะแล้ว พบวา่
เชือ้ดงักลา่วมีความไวตอ่ยา Enrofloxacin, Oxytetacycline, Salphamethoxazole+Trimethoprime และยาอีกหลายชนดิ
(Kitancharoen et al., 2006; Mian et al., 2008)   นอกจากนีย้ังมีรายงานว่าเชือ้ Edwardsiella tarda (Bullock et al., 
1985) และ Lactococcus garvieae (Vendrell et al., 2006) สามารถท าให้เกิดโรคและสร้างความเสียหายต่อปลานิล
เลีย้งเช่นเดียวกัน   เกษตรกรส่วนใหญ่พยายามแก้ไขปัญหาดังกล่าวโดยการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีบางชนิด                 
แต่ไม่สามารถหยดุยัง้การตายของปลาได้ พบว่าปลายงัคงมีอตัราการตายอย่างตอ่เนื่องและรุนแรงจนท าให้เกษตรกรสว่น
ใหญ่ประสบภาวะขาดทุนอย่างหนกั   ดงันัน้จึงมีการพฒันาวคัซีนในการต่อต้านเชือ้โรคเหล่านี ้ เช่น การพฒันาวคัซีน
ต่อต้านเชือ้ E. tarda (Kwon et al., 2006) เป็นต้น  พบว่าหลงัจากการให้วคัซีนสามารถตรวจสอบปริมาณของอิมมูโน
โกลบลูินชนิด M (immunoglobulin M - IgM) ของปลาที่จ าเพาะตอ่เชือ้ที่เพิ่มสงูขึน้   ซึ่งการตรวจสอบปริมาณของ IgM ที่
เพิ่มขึน้นัน้มีความจ าเป็นต้องอาศยัแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะตอ่ IgM ของปลาเหลา่นัน้   จากรายงานที่ผา่นมาพบมีการ
ผลิตแอนติบอดีในรูปโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody - PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal 
antibody - MAb) ที่จ าเพาะกับ IgM ของปลากระดูกแข็งหลายชนิด ตัวอย่าง เช่น โพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโน
โคลนอลแอนติบอดีต่อ IgM ของปลาแฮลิบัตญ่ีปุ่ น (Santos et al., 2009; Li et al., 2007), ปลา rohu (Rathore et al., 
2008), ปลา Carp (Vesely et al., 2006) และปลานิล เป็นต้น   อย่างไรก็ตามยังคงมีรายงานการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทีม่ีความจ าเพาะกบัโปรตีนสายยาว (heavy chain) ของปลาเท่านัน้และมีราคาขายคอ่นข้างสงูมาก (Al-Harbi 
et al., 2000)   ดงันัน้ในการทดลองครัง้นีจ้ึงเป็นการศึกษาเบือ้งต้นในการผลิตแอนติซีรัมต่อโปรตีนสายยาวและสายสัน้ 
(light chain) ของอิมมโูนโกลบลูนิ (Ig) ของปลานิลโดยอาศยัการตกตะกอนอิมมโูนโกลบลูนิที่จ าเพาะตอ่ BSA ซึง่สามารถ
ท าให้อิมมูโนโกลบูลินของปลานิลบริสุทธ์ิได้ง่ายแทนการท าให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีการต่างๆ ซึ่งผลิตแอนติบอดีในรูปของ            
โพลีโคลนอลแอนติบอดีในการวิจัยนีจ้ะเป็นแนวทางส าหรับพัฒนาเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับอิมมูโน         
โกลบลูนิของปลานิลเพื่อเป็นแนวทางในการศกึษาการตอบสนองภมูิคุ้มกนัแบบจ าเพาะในปลานิลตอ่ไป 

 
วิธีด าเนินการวิจัย   
การเตรียมซีรัมจากปลานิล 

น าปลานิล 30 ตวัน า้หนกัประมาณ 300 - 500  กรัม มาเลีย้งในบอ่เลีย้งขนาด 1 X 1 X 0.5 เมตร บอ่ละ 5 ตวั เป็น
เวลา 1 สปัดาห์เพื่อให้ปลาปรับสภาพกับสิ่งแวดล้อม  จากนัน้น าสารละลายโปรตีน BSA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/
มิลลลิติรผสมกบั complete Freund’s adjuvant ในอตัราสว่น 1 : 1 ฉีดเข้าที่บริเวณช่องท้อง (intraperitoneal cavity) ของ
ปลาปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/ตวั และท าการฉีดซ า้อีก 3 ครัง้ทุกๆ 3 สปัดาห์โดยใช้สารละลาย BSA ผสมกับ incomplete 
Freund’s adjuvant แทน  หลงัจากการฉีดกระตุ้นเข็มที่ 4 เป็นเวลา 1 สปัดาห์ท าการเก็บเลือดบริเวณโคนหางของปลา          

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113508004926
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ใสใ่นหลอดไมโครเซนตริฟิวหลอดละประมาณ 1 มิลลิลิตร  น าไปป่ัน (centrifuge) ที่ความเร็ว 5,000 รอบ/นาทีเป็นเวลา 
10 นาที แยกส่วนใสที่เป็นซีรัมเก็บเอาไว้เพื่อน ามาตรวจสอบการสร้างแอนติบอดีต่อ BSA และใช้แยกอิมมูโนโกลบูลิน    
ตอ่ไป 
การทดสอบการตอบสนองของการปลูกภมิูคุ้มกนัในปลานิลด้วยวธีิดับเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชั่น (double 
immunodiffusion)  

เตรียมวุ้ น 1% ละลายใน PBS (phosphate buffered saline pH 7.2) ที่อุณหภูมิ  55-60 oC  เทวุ้ นปริมาตร            
5-5.5 มิลลลิติรลงบนแผน่สไลด์กระจายให้สม ่าเสมอ ทิง้ไว้ให้แข็งตวั เจาะวุ้นให้เป็นหลมุกลมๆ และดดูเศษวุ้นในหลมุออก               
ใส่สารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรลงหลุมตรงกลางและซีรัมของปลาที่ปลูกภูมิคุ้ มกันด้วย BSA             
ที่ต้องการทดสอบลงในหลมุรอบๆ จ านวน 6 หลมุ  บ่มแผ่นสไลด์ในกล่องชืน้ที่ 37 oC เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง  จากนัน้
สงัเกตการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งแอนติซีรัมของปลานิลกบั BSA โดยสงัเกตเส้นของการตกตะกอน น าแผน่สไลด์ไปแช่ในน า้
กลัน่เป็นเวลา 72 ชั่วโมงเปลี่ยนน า้กลั่นทุกๆ 12 ชั่วโมง เพื่อล้างโปรตีนส่วนที่เหลือออก  น าไปย้อมด้วยสีย้อม (0.1% 
Coomassie blue R-250 เมทานอล 50% กรดอะซีติก 10%) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  ล้างด้วยน า้ยาล้างสี I (เมทานอล 50% 
กรดอะซีติก 10%) และน า้ยาล้างสี II (เมทานอล 5% กรดอะซีติก 7%) ตามล าดบั จนกระทัง่วุ้นในส่วนที่ไม่มีตะกอนใส 
แล้วตากให้แห้ง 
การตกตะกอนอิมมูโนโกลบลูนิจากซีรัมของปลานิล 

น าซีรัมของปลานิลที่เกิดปฏิกิริยาตกตะกอนกับ BSA มารวมกันแล้วผสมกับ BSA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตรในอตัราส่วน 1 : 1 บ่มไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ท าการแยกตะกอน Ig/BSA complex โดยป่ันที่ความเร็ว 
5,000 รอบ/นาทีเป็นเวลา 10 นาทีและล้างตะกอนด้วย PBS 3 ครัง้ น าตะกอน Ig/BSA complex ที่ได้มาเติม PBS แล้ว
เก็บไว้ที่ -20 oC จนกระทัง่น าไปใช้ตรวจสอบองค์ประกอบและใช้ในการปลกูภมูิคุ้มกนัในหนขูาวตอ่ไป 
การปลูกภมิูคุ้มกันในหนูขาว 

น าตะกอน Ig/BSA complex ที่ละลายใน PBS มาผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1 : 1  
ฉีดสารผสมเข้าที่บริเวณช่องท้องของหนูขาวเพศเมียอายุประมาณ 6-8 สัปดาห์ (ซือ้จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ 
มหาวิทยาลยัมหิดล) ปริมาตร 0.1 มิลลลิติร/ตวั  จากนัน้ท าการฉีดซ า้อีก 3 ครัง้โดยผสมสารละลาย Ig/BSA complex กบั 
incomplete Freund’s adjuvant แทนเว้นระยะการฉีดเป็นเวลา 2 สปัดาห์   หลงัการฉีดครัง้ที่ 4 แล้ว 1 สปัดาห์ เก็บเลือด
จากหนแูตล่ะตวัน ามาป่ันแยกซีรัม และน ามาทดสอบการตอบสนองและความจ าเพาะด้วยวิธีดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่ 
การตรวจสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนูขาวด้วยวิธีดับเบิลอิมมูโนดิฟฟิวชั่น  

ท าการเตรียมวุ้น  เจาะหลมุและดดูเศษวุ้นออกแล้วน าซีรัมจากปลานิลที่ปลกูภมูิคุ้มกนัด้วย BSA หรือซีรัมจาก
ปลาที่ไม่ได้ปลูกภูมิคุ้ มกันปริมาตร 10 ไมโครลิตรใส่ในหลุมตรงกลาง  และใส่ซีรัมที่ได้จากหนูขาวแต่ละตวัที่ต้องการ
ทดสอบปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงในหลมุรอบๆ บ่มที่ 37 oC เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ตรวจดปูฏิกิริยาที่เกิดขึน้ และท าการ
ย้อมสแีละล้างสย้ีอมวุ้นซึง่มีขัน้ตอนในการท าเช่นเดียวกบัการทดลองข้างต้น 
การดูดซับแอนติบอดีที่จ าเพาะกับโปรตีน BSA 

 น าแอนติซีรัมจากหนขูาวมาท าการดดูซบัแอนติบอดีที่จ าเพาะกบัโปรตีน BSA โดยท าการผสมแอนติซีรัมของหนู
ขาวกบัสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรในอตัราสว่น 1 : 1 บ่มไว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  แล้วน าไปป่ันที่
ความเร็ว 5,000 รอบ/นาทีเป็นเวลา 10 นาที แยกตะกอนทีเ่กิดขึน้ด้านลา่งของหลอดทิง้ เก็บสารละลายด้านบนไว้ที่ -20 oC 
ส าหรับใช้ในการทดสอบความจ าเพาะด้วยวิธี Western blotting  
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การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนูขาวด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western blotting  
 น าซีรัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วย BSA หรือตะกอนของ Ig/BSA complex ที่ละลายใน PBS และ
โปรตีน BSA มาท าการแยกโปรตีนด้วยวิธี 15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)(Laemmli, 
1970) โดยให้กระแสไฟฟ้า 80 โวลต์เป็นเวลา 2 ชั่วโมง   จากนัน้ตดับางส่วนของเจลน ามาย้อมโปรตีนด้วย Coomassie 
brilliant blue R–250 และบางสว่นน ามาถ่ายโปรตีนจากเจลลงสู ่nitrocellulose membrane โดยใช้ Transblot apparatus 
(BioRad)  ด้วยกระแสไฟฟ้า 70 โวลต์เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น า nitrocellulose membrane ที่ได้แช่ใน 5% blotto (นม
ปราศจากมนัเนย 5% ละลายใน PBS, 0.1%Triton X-100) เป็นเวลา 30 นาที   จากนัน้น าไปบ่มในแอนติซีรัมของหนขูาว
แต่ละตวัที่ต้องการทดสอบ (ใช้ซีรัมที่ท าการดดูซบัด้วย BSA แล้ว โดยเจือจางซีรัมที่ได้ที่ 1 : 5,000 ด้วย 1% blotto) เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที บ่มต่อใน horseradish peroxidase labelled goat anti-mouse IgG 
heavy and light chain specific antibody (GAM–HRP; BioRad) เจือจาง 1 : 3,000 ด้วย 1% blotto เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
ล้างด้วย PBS อีก 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที แช่ในสารละลายซับสเตรทประกอบด้วย 0.03 % diaminobenzidine (DAB), 
0.006% hydrogen peroxide (H2O2), 0.05 % cobalt chloride (CoCl2) ละลายใน  PBS เป็นเวลา 5 นาที  น าไปล้าง
น า้ประปาหลายๆ ครัง้  ตรวจสอบต าแหน่งโปรตีนอิมมโูนโกลบูลินของปลานิลที่ท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีจากซีรัมของ            
หนขูาวเทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน 
การทดสอบความไวในการจับแอนติบอดีของแอนติซีรัมจากหนูขาวด้วยวิธี dot blotting 

น าซีรัมของปลานิลที่ไมไ่ด้ปลกูภมูิคุ้มกนัด้วย BSA และโปรตีน BSA มาเจือจางที่ความเข้มข้นตา่งๆ ด้วย PBS
แล้วหยดลง nitrocellulose membrane ที่ขีดเป็นตารางขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตรช่องละ 1 ไมโครลิตร  น าไปแช่ใน 5% 
blotto เป็นเวลา 30 นาที  จากนัน้น าไปบ่มกับแอนติซีรัมจากหนทูี่เจือจาง 1 : 5,000 ด้วย 1% blotto หรือโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจ าเพาะต่อ IgM ของปลานิลที่มีจ าหน่ายเชิงพาณิชย์ (Aquatic Diagnostic Ltd.) เจือจาง 1 : 200 ด้วย 1% 
blotto บ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง  ล้างด้วย PBS 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาที บ่มใน GAM-HRP เจือจาง 1 : 3,000 ด้วย 1% blotto               
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วน าผ่านกระบวนการเช่นเดียวกับการท า Western blotting   ตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขีน้จาก              
จดุสสีดุท้ายที่สงัเกตได้ชดัเจน 

 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  

จากการฉีดกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันของปลานิลด้วยโปรตีน BSA ซึ่งเป็นโปรตีนแปลกปลอมมีผลท าให้ปลามีการ
ตอบสนองโดยการสร้างอิมมูโนโกลบูลินจ าเพาะต่อโปรตีนนี ้   เมื่อเก็บรวบรวมซีรัมของปลานิลแล้วน ามาตรวจสอบการ
ตอบสนองด้วยวิธีดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่  พบว่าซีรัมจากปลาจ านวน 16/30 ตวัให้ผลบวกอย่างชดัเจน สงัเกตจากการ
เกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนบนวุ้น โดยปลาที่มีการตอบสนองที่ดีพบแถบการตกตะกอนระหวา่งหลมุที่ใสซ่ีรัมของปลานิล 
(หลมุหมายเลข 1-6) กบัหลมุตรงกลางที่ใส ่BSA ยกเว้นซีรัมหลมุหมายเลข 5 (ภาพที่ 1) ทัง้นีพ้บแถบตะกอนท่ีเกิดขึน้ใกล้
กับหลมุที่ใส่ซีรัมของปลานิล เนื่องจากสารละลาย BSA ที่ใช้อาจมีความเข้มข้นสงูเมื่อเทียบกับปริมาณอิมมโูนโกลบลูิน            
ที่จ าเพาะในซีรัมของปลานิล นอกจากนีอ้ิมมูโนโกลบูลินส่วนใหญ่ที่พบในซีรัมของปลานิลเป็นชนิด IgM ที่มีขนาดใหญ่ 
และมีน า้หนกัโมเลกุลประมาณ 780 -788 กิโลดาลตนั (Smith et al., 1993) ท าให้เคลื่อนที่ผ่านวุ้นได้ช้ากว่าโปรตีน BSA      
ที่มีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน   กรณีที่ปลาบางตัวไม่สามารถตอบสนองต่อโปรตีน BSA ได้อาจเนื่องจากความ
แปรปรวนของสภาพทางสรีรวิทยาของปลาแตล่ะตวัแตกตา่งกนั และการตรวจสอบด้วยวิธีดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่เป็นวิธี        
ที่มีความไวต ่าจึงสามารถตรวจสอบอิมมโูนโกลบลูินที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีน BSA ได้ดีมากเท่านัน้   สว่นปลาที่มีการ
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ตอบสนองในระดับต ่าจึงไม่สามารถสังเกตเห็นแนวตะกอนระหว่างปฎิกิริยาได้ท าให้สามารถคัดเลือกซีรัมที่มีการ
ตอบสนองตอ่โปรตีน BSA ได้ดีเทา่นัน้  
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 1 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากปลานิลที่ปลกูภมูิคุ้มกนัด้วย BSA โดยวิธีดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่  
              น าสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 มิลลกิรัม/มิลลลิติรปริมาณ 10 ไมโครลติรใสล่งในหลมุตรงกลาง และใสซ่ีรัม 
              จากปลานิลที่ได้รับการปลกูภมูิคุ้มกนัด้วย BSA  แตล่ะตวัที่ต้องการทดสอบ (หลมุรอบๆ  1-6)  
              หวัลกูศร = แนวตะกอนที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาระหวา่งแอนติซีรัมจากปลานิลกบั BSA 
 

เมื่อน าซีรัมของปลานิลที่ให้ผลการตอบสนองดีมาผสมกับ BSA พบว่ามีตะกอนของ Ig/BSA complex สีขาว
เกิดขึน้ และจากการน าไปทดสอบด้วยวธีิ SDS-PAGE พบวา่ในตะกอนมีแถบโปรตีนสายยาว (heavy chain - H) ขนาด 78 
และสายสัน้ (light chain - L) ขนาด 23 กิโลดาลตนัของอิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลเป็นหลกั (ภาพที่ 2-2)   ซึง่ตรงกบัแถบ
โปรตีนอิมมโูนโกลบูลินจากซีรัมของปลานิลที่ถูกกระตุ้นภมูิคุ้มกนัที่ไม่ได้ตกตะกอนด้วย BSA (ภาพที่ 2-1) และพบแถบ
โปรตีน BSA (B) ขนาด 60 กิโลดาลตนัเป็นแถบบางๆ (ภาพที่ 2-2) เทียบกับแถบโปรตีน BSA (ภาพที่ 2-3) ซึ่งคล้ายกบั
รายงานการทดลองของ Smith และคนอื่นๆ (Smith et al., 1993) จากการใช้วิธีการดงักลา่วนีท้ าให้สามารถผลิตอิมมูโน
โกลบูลินจากซีรัมของปลานิลได้ในปริมาณที่มากพอส าหรับใช้ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูได้โดยไม่มีความจ าเป็นต้อง                 
ท าการแยกอิมมูโนโกลบูลินให้บริสุทธ์ิโดยการน าซีรัมของปลามาแยกผ่านคอลมัน์ mannan-binding protein (MBP)              
(Al-Harbi et al., 2000; Lim et al., 2009) 
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ภาพที ่2  แถบโปรตีนจากซีรัมของปลานิลที่ปลกูภมูิคุ้มกนัด้วย BSA โดยน า 1) ซีรัมของปลานิลที่ได้รับการปลกูภมูิคุ้มกนั 
               ด้วย BSA 2) ตะกอนของ Ig/BSA complex และ 3) โปรตีน BSA มาท าการแยกโปรตีนด้วยวธีิ SDS-PAGE และ 
               ย้อมเจลด้วยส ีCoomassie blue เทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน (S)    H = heavy chain ของอิมมโูนโกลบลูนิ 
               ของปลานิลขนาดประมาณ 78 กิโลดาลตนั   L = light chain ของอิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลขนาดประมาณ  
               23 กิโลดาลตนั  และ B = โปรตีน BSA ขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตนั 
 

ส าหรับการตรวจสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมของหนูขาวที่ได้จากการปลูกภูมิคุ้ มกันด้วยตะกอนของ 
Ig/BSA complex ด้วยวิธีดบัเบิลอิมมโูนดิฟฟิวชัน่   พบว่าแอนติซีรัมที่ผลิตได้จากหนขูาวสามารถท าปฏิกิริยากบัซีรัมของ
ปลานิลได้ โดยพบแถบตะกอนเกิดขึน้ระหวา่งหลมุที่ใสแ่อนติซีรัมของหนขูาวจ านวน 6/8 ตวั (ภาพที่ 3) จึงรวมซีรัมจากหนู
ที่ให้ผลบวกเข้าด้วยกนัและน าไปท าการดดูซบั (pre-absorb) แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ BSA ซึ่งปะปนอยู่โดยผสมกบั BSA 
ก่อนน าไปทดสอบด้วยวิธี Western blotting 

สว่นการทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนขูาวที่ท าการดดูซบัด้วย BSA ด้วยวิธี Western blotting พบ
การเกิดปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีจากหนขูาวกบัซีรัมปลานิลได้ โดยแอนติซีรัมจากหนขูาวสามารถจบัได้ทัง้โปรตีนสาย
ยาวขนาด 78 และสายสัน้ขนาด 23 กิโลดาลตนัของอิมมโูนโกลบลูินจากปลานิล (ภาพที่ 4-2)  แตอ่ยา่งไรก็ตามแอนติซีรัม
ที่ได้ยังสามารถจับกับโปรตีน BSA (ภาพที่ 4-1) และโปรตีนอื่นๆ ของปลาได้ (ภาพที่ 4-2)   เนื่องจากตะกอน Ig/BSA 
complex ที่ใช้ฉีดกระตุ้นภมูิคุ้มกนัในหนขูาวนัน้มีโปรตีน BSA ปะปนอยู่ด้วยและอาจมีโปรตีนอื่นๆ จากซีรัมของปลานิล           
ติดมาด้วยเลก็น้อย   ซึง่ในกรณีของแอนติบอดีที่จ าเพาะตอ่ BSA ที่ปะปนมานัน้สามารถก าจดัออกได้ด้วยวธีิการดดูซบัโดย
การใช้ BSA ถึงแม้วา่จะไมส่ามารถดดูซบัออกได้หมดแตต่ามธรรมชาติในซีรัมของปลาไมพ่บโปรตีน BSA เป็นองค์ประกอบ  
และการปลกูภูมิคุ้มกนัในหนูขาวด้วยวิธีนีส้ามารถท าให้ได้สะดวก ลดความยุ่งยากและขัน้ตอนในการเตรียมแอนติเจน
บริสทุธ์ิหรือลดระยะเวลาในการเตรียมแอนติเจนในรูปแบบอื่นๆ เช่น การใช้รีคอมบิเนนท์โปรตีนส าหรับใช้ในการปลูก
ภมูิคุ้มกนั (Santos et al., 2009)   สว่นกรณีของแอนติบอดีต่อโปรตีนบางชนิดจากซีรัมของปลาที่ปะปนอยูน่ัน้ไมส่ามารถ
ก าจดัทิง้ได้จึงยงัคงเป็นข้อจ ากดัของการเตรียมอิมมโูนโกลบลูนิจากซีรัมของปลานิลด้วยวิธีการตกตะกอนนี ้  



 บทความวิจยั 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2560 602 
 

    
 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 3  การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนขูาวที่ได้รับการปลกูภมูิคุ้มกนัด้วยซีรัมของปลานิลในรูปของ 
               สารละลายตะกอน Ig/BSA complex โดยวิธีดบัเบิลอมิมโูนดิฟฟิวชัน่    น าซีรัมของปลานิล (S) ปริมาตร 10 
               ไมโครลติรใสใ่นหลมุตรงกลาง  และใสซ่ีรัมที่ได้จากหนขูาวแตล่ะตวัทีต้่องการทดสอบปริมาตร 10 ไมโครลติร 
               ลงในหลมุรอบๆ (1-6)   หวัลกูศร = แนวตะกอนที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาระหวา่งแอนติซีรัมจากหนขูาวกบัซีรัม 
               ของปลานิล 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภาพที ่4  การทดสอบความจ าเพาะของแอนติซีรัมจากหนขูาวตอ่อิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลด้วยวิธี Western blotting   
               โดยน า 1) โปรตีน BSA และ 2) ซีรัมของปลานิลที่ได้รับการปลกูภมูิคุ้มกนัด้วย BSA มาแยกโปรตีนด้วยวิธี  
               SDS-PAGE และย้ายแถบโปรตีนสู ่nitrocellulose membrane แล้วน ามาบม่กบัแอนติซีรัมที่ได้จากหนขูาว 
               โดยเทียบแถบโปรตีนกบัโปรตีนมาตรฐาน (S)   B = แถบโปรตีน BSA ขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตนั   
               H = heavy chain ขนาดประมาณ 78 กิโลดาลตนั  L = light chain ขนาดประมาณ 23 กิโลดาลตนั  
               และ * = แถบโปรตีนอื่นๆ ที่พบในซีรัมของปลานิล 
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นอกจากนีจ้ากการทดสอบความไวของแอนติซีรัมจากหนขูาวที่ผลติได้เทียบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ IgM 
ของปลานิลที่มีจ าหน่ายเชิงพาณิชย์ด้วยวิธี dot blotting พบว่าแอนติซีรัมจากหนูขาวที่ผลิตได้มีความไวสูงในการจับ
กับอิมมูโนโกลบูลินในซีรัมจากปลาที่ไม่ได้ปลูกภูมิคุ้ มกันด้วย BSA ที่เจือจาง 1 : 8,000 แต่สามารถเกิดปฏิกิริยาข้าม
โปรตีน BSA เล็กน้อยที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และไม่จับกับ BSA ที่มีระดบัการเจือจางสงูๆ  เนื่องจาก     
แอนติซีรัมที่ใช้ในการทดสอบได้ท าการดดูซบัด้วยโปรตีน  BSA แล้ว (ภาพที่ 5A)   ในขณะที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
IgM ของปลานิลที่มีจ าหน่ายเชิงพาณิชย์สามารถเกิดปฏิกิริยากบัอิมมโูนโกลบลูินในซีรัมของปลานิลที่ระดบัความเจือจาง
สงูสดุได้เพียง 1 : 10 แต่ไม่เกิดปฏิกิยาข้ามกบั BSA (ภาพที่ 5B)  ทัง้นีเ้มื่อเปรียบเทียบกบัการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี
จ าเพาะต่อ IgM ของปลานิลที่มีจ าหน่ายเชิงพาณิชย์ พบว่าแอนติซีรัมที่ผลิตได้ในการวิจัยนีม้ีแอนติบอดีที่มีความไว
มากกว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีจ าหน่ายเชิงพาณิชย์ถึง 800 เท่า เนื่องจากแอนติซีรัมที่ได้ประกอบด้วยแอนติบอดี
จ านวนมากที่มีความจ าเพาะตอ่หลายอิพิโทปของแอนติเจนท าให้สามารถจบักบัอิมมโูนโกลบลูนิได้ดีกวา่    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  การทดสอบความไวของแอนติซีรัมจากหนขูาวที่จ าเพาะตอ่อิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลที่ผลติได้เทียบกบัโมโน 
               โคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะอิมมโูนโกลบลูนิของปลานิลที่มีจ าหนา่ยเชิงพาณิชย์ด้วยวิธี dot blotting  โดยน า  

1) ซีรัมของปลานิลที่ไมไ่ด้กระตุ้นภมูิคุ้มกนัด้วย BSA เจือจางด้วย PBS ที่ระดบัตา่งๆ ตัง้แต ่1 :10 ถึง  
               1 : 64,000 เทา่และ 2) สารละลาย BSA เจือจางที่ความเข้มข้นระดบัตา่งๆ ตัง้แต่ 100 ถึง 0.0156 ไมโครกรัม/ 
               มิลลลิติร   น ามาหยดบน nitrocellulose membrane   แล้วน ามาบม่กบั A) แอนติซีรัมที่จ าเพาะตอ่อิมมโูน 
               โกลบลูนิของปลานิลที่ผลติได้หรือ B) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีจ าหนา่ยเชิงพาณิชย์      
               * แสดงคา่การเจือจางสงูสดุที่สามารถเห็นปฏิกิริยากบัแอนติบอดี  
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แอนติซีรัมจากหนขูาวที่ได้จากการทดลองนีถ้ึงแม้จะท าการก าจดัแอนติบอดีที่จ าเพาะกบั BSA ออกไปแล้วก็ตาม 
แต่เนื่องจากแอนติซีรัมที่ได้ยงัมีแอนติบอดีที่จับจ าเพาะกับโปรตีนอื่นๆ ของซีรัมจากปลาอยู่ด้วย   ดงันัน้จึง ยงัมีความ
จ าเป็นต้องท าการผลติแอนติบอดีในรูปโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะเฉพาะกบัทัง้โปรตีนสายยาวและสายสัน้
ของอิมมูโนโกลบูลินของปลานิลเท่านัน้ส าหรับใช้ในการพฒันาเคร่ืองมือในตรวจอิมมโูนโกลบูลินของปลานิลเพื่อใช้ใน
การศึกษาภูมิคุ้ มกันในปลาชนิดนีต้่อไป ซึ่งการผลิตแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินของปลานัน้                  
มีความส าคญัอย่างมากในการประยกุต์ เพื่อใช้เป็นเคร่ืองมือส าหรับตรวจสอบระดบัการตอบสนองของปลาที่ได้รับวคัซีน
ต่อเชือ้โรคตา่งๆ   จากรายงานก่อนหน้านีไ้ด้มีคณะวิจยัท าการผลติแอนติบอดีที่จ าเพาะกบัอิมมโูนโกลบลูินของปลาอยา่ง
กว้างขวาง เช่น การผลิตแอนติบอดีจ าเพาะต่อ IgM ของปลานิลในรูปแบบของโมโนโคลนอลแอนติบอดีและการจ าหนา่ย
เชิงพาณิชย์แล้ว  แต่โมโนโคลนอแอนติบอดีที่ได้นัน้ส่วนใหญ่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนสายยาวของ  IgM ของปลานิล
เท่านัน้ (Al-Harbi et al., 2000) และยังมีความไวในการตรวจสอบค่อนข้างต ่า มีราคาแพง   ดังนัน้จึงยังคงมีความ
จ าเป็นต้องผลติแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะและความไวสงูขึน้เพื่อใช้เป็นเคร่ืองมือและพฒันาวิธีการทดสอบทางภมูิคุ้มกนั
วิทยาที่มีประสทิธิภาพส าหรับใช้ตรวจวดัการตอบสนองทางระบบภมูิคุ้มกนัของปลาได้อยา่งมีประสทิธิภาพเพิ่มขึน้ 

 
สรุปผลการวิจัย  

ในงานวิจยันีส้ามารถผลิตแอนติซีรัมจากหนขูาวที่จ าเพาะต่ออิมมโูนโกลบลูินของปลานิล (O. niloticus) ได้โดย
การฉีดกระตุ้นภมูิคุ้มกนัของหนขูาวด้วยตะกอนของ Ig/BSA complex ที่เตรียมจากการใช้ซีรัมของปลานิลที่ปลกูภมูิคุ้มกนั
ด้วยสารละลาย BSA มาตกตะกอนโดยผสมกบัโปรตีน BSA  แอนติซีรัมจากหนขูาวทีผ่ลติได้มีความจ าเพาะและแรงจบัสงู
กบัอิมมโูนโกลบลูินของปลานิลโดยสามารถจบัทัง้บริเวณของโปรตีนสายยาวและสายสัน้  แต่มีข้อจ ากดัคือยงัสามารถจบั
กบัโปรตีน BSA ได้เลก็น้อย และโปรตีนทีเ่ป็นองค์ประกอบอื่นๆ ที่ปะปนอยูใ่นซีรัมของปลานิลด้วย 
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