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บทที ่8
ปฏกิริยิาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี

(Antigen-Antibody reactions)
แอนติเจน (Ag) และแอนติบอดี (Ab) สามารถนํ ามาใชเปนประโยชนในทางการแพทย

มากมายหลายอยาง เชน น ํามาชวยในการวินิจฉัย  ดังนั้นจึงควรทราบหลักทั่วๆ ไปของปฏิกิริยาตางๆ
เหลานี้ หลักของปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเหลานี้มีผลทํ าใหเขาใจ immunological
phenomenon ตางๆ ไดลึกซ้ึงดีย่ิงข้ึน

แอนติบอดีจะมีตํ าแหนงท่ีสามารถยึดเกาะกับแอนติเจนไดอยางนอย 2 ดาน (2 
combining sites หรอื bivalent) สวนแอนติเจนจะมีต ําแหนงที่สามารถเกาะกับแอนติบอดีไดหลาย
ดานหรือหลาย epitope

แอนติบอดีจะท ําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่จ ําเพาะและแสดงลักษณะ (manifestation) ของ
ปฏิกิริยารูปตางๆ ออกมา บางกรณีกอใหเกิดผลที่สามารถมองเห็นได เชน เปนตะกอนหรือมีการเกาะ
กลุมของแอนติเจนท่ีเปนเซลลเกิดข้ึน เปนตน และบางกรณีจะตองมีการติดฉลากท่ีแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีดวยสารบางชนิดท่ีทํ าใหเห็นปฏิกิริยาไดชัดเจนข้ึน ดังนั้นจึงไดแบงปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีตามลักษณะของปฏิกิริยาที่ใชในการทดสอบไดเปน 5 กลุมใหญๆ  คือ

1. การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการลบลางฤทธิ ์(Neutralization)
2. การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการตกตะกอน (Precipitation) ซึ่งใหชื่อแอนติบอดี วา 

Precipitin
3. การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการเกาะกลุม (Agglutination) ซึ่งใหชื่อแอนติบอด ี วา

Agglutinin
4. การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการตรึงคอมพลีเมนต (Complement fixation) ซ่ึงใหช่ือ

แอนติบอดี วา Complement fixing antibody
5. การทดสอบที่ใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีติดฉลาก (Method with labelled antigen

or labelled antibody)

การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการลบลางฤทธิ ์(Neutralization)
แอนติบอดีมีความสามารถในการลบลางฤทธิ์ (neutralization) แอนติเจน ปฏิกิริยาการ

ลบลางท่ีใชเปนหลักการทดสอบหาแอนบอดีตอเชื้อจุลินทรีย หรือสารพิษของเชื้อจุลินทรียหลายชนิด  
เพื่อชวยในการวินิจฉัยโรคติดเชื้อ โดยน ําสิ่งสงตรวจ เชน serum มาทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจน  แลว
ตรวจดูฤทธิ์ของแอนติเจนวายังคงเหลืออยูหรือไม ถา serum สามารถลบลางฤทธิ์ของแอนติเจนไดก็จะ
ไมสามารถตรวจพบฤทธิ์ของแอนติเจน เชน

การหาแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสชนิดตางๆ เชน เชื่อไวรัส Rubella, influenza, Denque 
เปนตน มีแอนติเจนท่ีสามารถทํ าใหเม็ดเลือดแดงของสัตวปกเกิดการเกาะกลุมได ไวรัส Polio และ 
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Coxsacki B ทํ าใหเซลลท่ีเพาะเล้ียงตายได ไวรัสพิษสุนัขบาทํ าใหสัตวทดลองตาย เปนตน จึงสามารถ
ตรวจหาแอนติบอดีที่จํ าเพาะตอเชื้อไวรัสเหลานี้ได โดยการตรวจดูวาฤทธิ์ของไวรัสเหลานี้ถูก ลบลาง
ไปหรือไม ในกรณีที่ไวรัสแอนติเจนมีฤทธิ์ทํ าใหเม็ดเลือดแดงเกาะกลุม (hemagglutination) ปฏิกิริยา 
neutralization ที่เกิดขึ้นกับแอนติเจนของไวรัส เรียกวา hemagglutination inhibition

ปฏิกิริยา neutralization ของ antitoxin สามารถทํ าใหฤทธิ์ของพิษ (toxin) หมดไป ทํ า
ไดท้ัง in vitro และ in vivo และอาจใชปฏิกิริยาการตกตะกอนในการทดสอบได อธิบายปฏิกิริยา
ระหวาง toxin-antitoxin ไดตาม Law of multiple proportion

Quantitative neutralization tests
เปนวิธีการทดสอบเพื่อหาปริมาณหรือจํ านวนของ virus หรือ toxin ซ่ึงมีวิธีการทํ าโดยยอ

คือ serial dilution ของ virus หรือ toxin ฉีดเขาสัตวทดลองท่ีเหมาะสมแลวคอยติดตามดูการตายของ
สัตว ซ่ึงระยะเวลาท่ีติดตามข้ึนอยูกับสัตวทดลองท่ีใช เชน หนู ตองคอยติดตามดูประมาณ 14-21 วัน
ถามีการตายหลังจากฉีด 24 ช่ัวโมง ไมถือวาเปนการตายเนื่องจากเชื้อ หรอื toxin ถือวาเปน trauma
death  เม่ือทราบจํ านวนสัตวท่ีตายและสัตวท่ียังมีชีวิตอยู ก็สามารถคํ านวนหาคา 50 %  end points
(LD50, ID50 หรอื TCD50)

LD50 (50% lethal dose) หมายถึงขนาดของพิษ (toxin) หรือเชื้อ ซึ่งสามารถฆาสัตว
ทดลองท่ีมีนํ ้าหนักท่ีก ําหนดไว เปนจ ํานวน 50% ภายในเวลาท่ีก ําหนดไว

ID50 (50% Infective dose) หมายถึงขนาดของพิษ (toxin) หรือเชื้อ ท่ีทํ าใหสัตวทดลอง
จ ํานวนครึ่งหนึ่งเปนโรค

TCD50 (50% tissue culture dose) หมายถึงขนาดของพิษ (toxin) หรือเชื้อ ท่ีทํ าให
จํ านวนเซลล ที่เพาะเลี้ยงเกิดการเปลี่ยนแปลงไปครึ่งหนึ่ง (CPE)

Neutralization in vitro อื่นๆ
เชน ดูการ neutralize พิษในหลอดแกว เชน ซีร่ัมท่ีมี antistreptolysin 0 สามารถหยุดย้ัง

ฤทธ์ิของ streptolysin 0 ท่ีจะทํ าลายเม็ดเลือดแดงในหลอดทดลองได เปนตน

ตารางที่ 8-1 Animal mortality data

Virus dilution Mortality
Ratio

Died Survived % of daed

10-1 8/8 8 0 100
10-2 8/8 8 0 100
10-3 7/8 7 1 88
10-4 2/8 2 6 25
10-5 0/8 0 8 0
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ตารางที่ 8-2 Accumulated values from mortality data

Virus Mortality
Dilution Died Survived Ratio Percent
10-1 25 0 25/25 100
10-2 17 0 17/17 100
10-3 9 1 9/10 90
10-4 2 7 2/9 22
10-5 0 15 0/15 0

การคํ านวนคา LD50 titer โดยวิธีของ Read-Miench
หาคา proportionate distance ระหวาง 2 dilution ท่ีมีการตายของสัตวใกลเคียง 50 % 

คือ มากกวา 50% และนอยกวา 50 % จากตัวอยางคือ 10-3 และ 10-4

Proportionate distance = 
% 50 below mortality  %-50 above mortality %

% 50-50 above mortality  %

= 
22-90
50-90

= 
68
10

= 0.6

Negative logarithm of LD50 titer
= Negative log of dilution above 50 % mortality+ Proportionate distance
= 3.0 + 0.6
= 3.6

LD50 titer   = 10-3.6

การคํ านวนคา Ld50 titer โดยวิธีของ Kaerber
    Log LD50 = 0.5 + log of higest concentation of virus used – 

 10
animals dead of % of sum

Log LD50 titer = 0.5 + (-1.0) - 
 10

25 88  100  100 +++

= 0.5- 1.0 –3.1
= -3.6

LD50 titer    10-3.6
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Neutralization index
เปนคาที่แสดงถึงจ ํานวน virus หรือ toxin วาถูก neutralize ดวย specific antibody ไป

มากนอยแคไหน หรือเปนคาที่แสดงอัตราสวน (ratio) ระหวาง Control LD50
  (คือมีแต toxin หรอื 

virus ไมผสม antibody กับ LD50 titer ของ serum ผสมกับ virus หรือ toxin เพราะ ฉะนั้นการที่จะ
ทราบคา neutralization index จํ าเปนตองท ําการทดลองกับสัตวทดลองเพิ่มขึ้นอีกหนึ่งชุด สมมติวา
จากการทดลองของ virus ผสมกับ antibody ใน serum ไดผลดังตาราง

ตารางที่ 8-3 Animal mortality data จากการที่ใช virus ผสมกับ immune serum

Virus + serum
Dilution

Mortality
ratio

Died Survived % of daed

10-1 4/8 4 40 50
10-2 1/8 1 7 13
10-3 0/8 0 8 0

ตารางที่ 8-4 Accumulated value from mortality data

Virus + serum Mortality
Dilution Died Survived Ratio Percent
10-1 5 4 5/9 56
10-2 0 11 1/12 8
10-3 1 19 0/19 0

การคํ านวนคา LD50 titer โดยวิธีของ Read-Miench
Proportionate distance = 

8-56
50-56

= 
48
6

= 0.1
Negative logarithm of LD50 titer = 1.0 + 0.1

= 1.1
LD50 titer = 10-1.1

  Neutralization index = antilog of above value
Log of neutralization index = 3.6-1.1

= 2.5
Neutralization index = antilog of 2.5

= 320
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การคํ านวนคา Neutralization index โดยวิธีของ Kaerber
Logarithm of neutralization index = 0.5+ (-1.0) –

100
1350 +

= 0.5-1.0-0.6
= -1.1

LD50 titer    = 10-1.1

Logarithm of neutralization index = 3.6-1.1
= 2.5

Neutralization index = antilog of 2.5
= 320

การทดสอบท่ีใชปฏิกิริยาการตกตะกอน  (Precipitation)
เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเมื่อแอนติเจนที่อยูในรูปสารละลาย (soluble antigen) ทํ าปฏิกิริยา

กับแอนติบอดีที่จํ าเพาะเกิด antigen-antibody complex ซึ่งอาจจะตกตะกอนใหเห็นดวยตาเปลาได
หลักของปฏิกิริยาการตกตะกอน ที่เกิดในตัวกลางที่เปนของเหลว (liquid media) ใชเปน

หลักของ Ag-Ab reaction ท่ัวๆ ไป อาจแบงไดเปน 2 ขั้นดังนี้

1. การรวมตัวขั้นตน (Primary complex) จะเกิดการรวมตัวระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดี ในทันทีเม่ือผสมกัน แตมองไมเห็นดวยตาเปลา แรงยึดเหนี่ยวระหวางแอนติเจนกับ
แอนติบอดี มีไดหลายแบบคลายกับแรงยึดเหนี่ยวระหวางโปรตีนชนิดอื่นๆ

1.1 Electrostatic (Coulomb) forces ขึ้นอยูกับประจุลบและบวกของโปรตีน ทํ า
ใหมีการรวมตัวระหวาง แอนติเจนกับแอนติบอดี

1.2 Van der Waal forces เปนเรื่องของการที่มีการสัมผัสของแอนติเจนและ
แอนติบอด ี แรงนี้ขึ้นอยูกับระยะทางระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี และปริมาณประจุ (electron
clouds) รอบๆ สารนั้น โดยมีการเปลี่ยนแปลงของประจุบนโมเลกุลอันหนึ่งชั่วคราว จนเกิดประจุลบ
และบวกขึ้นคูหนึ่งและชักน ําใหเกิดประจุลบและประจุบวกอีกคูหนึ่ง

1.3 Hydrogen bonding เชน H-bond บน side chain ของสารหนึ่งโยงกับ
carboxyl group ของอีกตัวหนึ่ง

1.4 Hydrophobic bonding ทํ าใหเกิดการผลักดันนํ ้าที่กั้นอยูระหวางสารออกไป
โมเลกุลจึงชิดกันได

2. การเกิดเปนกลุมกอนใหญ (large aggregrate หรอื larger Ag-Ab complex) เปนไป
ตาม Lattice hypothesis (Marrack, 1934) คือ แอนติบอดีจะเปนตัวเชื่อมโยง แอนติเจนเขาดวยกัน
เปนลักษณะของ lattice (ตาขาย) และเปนไปตาม Law of multiple proportion (Heidelberger) ท่ีวา
จํ านวนของตะกอนที่ไดขึ้นอยูกับสัดสวนระหวางแอนติเจนและแอนติบอด ีในสวนผสม
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  ภาพที่ 8-1 แสดงการเกิด large aggregrate หรือตะกอนที่เห็นไดดวยตาเปลาในหลอด
ทดลอง 6 หลอดซึ่งมีสัดสวนระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่แตกตางกัน โดยให
จ ํานวนแอนติบอดีคงท่ีแตเพิ่มแอนติเจนจากนอยไปหามาก

หลอดท่ี 1  ลักษณะของ aggregrate หรอื Ag-Ab complex ในหลอดน้ีอยูในสภาพ 
แอนติบอดี มากเกินพอ เพราะฉะนั้น แอนติบอดีจะจับกับแอนติเจน ทุกๆ combining site ที่จับได จึง
ไมมีแอนติเจนมาเชื่อมโยงใหตะกอนใหญ ขึ้นเพราะฉะนั้น complex นี้จึงเล็กและตกตะกอนไดไมด ี
จ ํานวนตะกอนในหลอดนี้จึงนอย

หลอดที่ 2 เมื่อเพิ่มแอนติเจนขึ้น ก็จะมีแอนติเจนเหลือพอที่จะมาเชื่อมโยงตอท ําให 
complex ใหญข้ึน เพราะฉะนั้น complex บางสวนจะตกตะกอนทํ าใหตะกอนเพิ่มขึ้น

หลอดที่ 3 แอนติเจนเพิ่มขึ้นอีก ก็จะมี large aggregrate เพ่ิมข้ึน
หลอดที่ 4 ในทํ านองเดียวกันจะมี large aggregrate เปนสวนใหญในหลอดนี้ และ

ตะกอนตกเร็ว จึงเปนหลอดที่มีตะกอนมากที่สุด ซึ่งแสดงวามีสัดสวนของแอนติเจนและแอนติบอดีที่
พอเหมาะ (optimal proportion)

หลอดที่ 5 เมื่อแอนติเจนมากเกินไปในหลอดนี ้ บางสวนของ complex จะเปนแบบ
ภาพท่ี 8-3  ซึ่งอยูในสภาพแอนติเจน excess ทํ าใหเกิด complex เล็กๆ ตกตะกอนไดไมดี ตะกอนจึง
นอยลง

หลอดที่ 6 แอนติเจนมากที่สุด complex เกือบทั้งหมดจะเปนแบบภาพที่ 8-3 ใน
หลอด 6 จึงแทบไมมีตะกอนเกิดขึ้นเลย

เราสามารถเขียนกราฟเสนโคงแสดงจ ํานวนตะกอนที่เกิดขึ้นในหลอดทั้งหก และแยกเขต
ไดเปน 3 เขต

1. เขตท่ีมีแอนติบอดีมากเกินไป (zone of antibody excess)
2. เขตท่ีพอเหมาะ (equivalent zone)
3. เขตท่ีมีแอนติเจนมากเกินไป (zone of antigen excess)
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นํ้ าใสที่ไดหลังปนแยกตะกอนออกไปในแตละหลอดสามารถนํ ามาทดสอบวามีแอนติบอด ี
หรือแอนติเจนเหลืออยูหรือไม โดยแยกออกเปน 2 สวน สวนหนึ่งใสแอนติเจน ถาหลอดไหนเกิด
ตะกอนแสดงวามีแอนติเจนหรือแอนติบอดีเหลืออยู โดยวิธีนี้พบวาหลอด 1 และ 2 มี แอนติบอดี
มากเกินไป เพราะมีตะกอนเกิดขึ้นเมื่อเติมแอนติเจน สวนหลอด 5 และ 6 มี แอนติเจนมากเกินไป
เพราะมีตะกอนเกิดขึ้นเมื่อเติม แอนติบอดี

ภาพท่ี 8-2 กราฟเสนโคงแสดงเขตตางๆ ของปฏิกิริยาตกตะกอน

การสลายตัวของตะกอน
ตะกอนของ Ag-Ab complex จะสลายตัวไดเม่ือ
1. pH ของตัวกลางเปนกรดหรือดางมากเกินไป ตะกอนใหญจะสลาย โดยท่ี primary

complex ยังอยู
2. Ionic strength สูงๆ เชนใน 15% NaCl
3. มี C3 และ C3b มาขวางรางแห (lattice) ของ Ag-Ab complex
4. ความรอนทํ าใหโปรตีนเปล่ียนคุณสมบัติไป (denatured)
5. แอนติเจนหรือแอนติบอด ีมากเกินไป
6. มี enzyme ทํ าลายแอนติเจนหรือแอนติบอดี

Flocculation type ของการตกตะกอน
มีปฏิกิริยาการตกตะกอน ซึ่งไมเปนไปตาม classic precipitation reaction ท่ีกลาวไปแลว

ท้ังนี้เพราะ insoluble หรอื large aggregrate จะไมเกิดขึ้นถาจํ านวนแอนติเจนที่เติมเขาไปยังไมมากพอ
หรือเมื่อเติมแอนติเจนมากไป ถาเขียนเปนกราฟเสนโคงก็จะไดดังภาพที ่8-4
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ภาพที่ 8-3  แสดง flocculation type ของปฏิกิริยาตกตะกอน

แสดงวาตะกอนชนิดนี้ไมเกิดหรือเกิดนอยมากในเขตท่ีมีแอนติบอดีหรือแอนติเจนมาก
เกินไป  ดังนั้นตะกอนจึงเกิดในเขตที่แคบมาก ปฏิกิริยา flocculation เกิดใน antiserum ท่ีไดจากมา
โดยเฉพาะ antiserum ตอ diphtheria toxin และ streptococcal toxins บางชนิด นอกจากนั้นยังพบได
ใน antisera ที่ไดจากคนเชน thyroid Ab ความแตกตางระหวาง flocculation และ precipitation เกิด
จากอะไรก็ยังไมมีใครทราบ แตคิดวาความผิดปกติคงอยูที่แอนติบอดีมากกวาแอนติเจนดังที่จะเห็นวา
antiserum ที่เตรียมจากแอนติเจนอันเดียวกันในสัตวอื่นๆ ไมเปน และ antiserum จากมาเทาที่ทราบก็
มีเฉพาะ antidiphtherial toxin และ antistreptococcal toxins บางชนิดเทานั้น antiserum อยางอื่นๆ
จากมาก็ไมใหปฏิกิริยา flocculation

ปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction)
ปกติแลวแอนติบอดียอมทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจนตัวที่กระตุน (homologous Ag) เทา

นั้น ถาเกิดมีการทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจนอื่นๆ (heterologous Ag) แลวปฏิกิริยานั้นเรียกวาปฏิกิริยา
ขามกลุม “cross reaction”  อยางไรก็ตามปฏิกิริยาจะเกิดกับ homologous Ag ไดมากกวา
heterologous แอนติเจน หลายเทาและแอนติบอดีท่ีมี low avidity จะมีปฏิกิริยาขามกลุมนอยกวาพวก
high avidity Ab (avidity คือความสามารถของแอนติบอดีที่จะรวมตัวกับแอนติเจนทั้งโมเลกุล)

ปฏิกิริยาขามกลุมอาจเกิดขึ้นเพราะ
1. มีสิ่งเจือปนเขามาในแอนติเจนที่ใชกระตุนแมเพียงเล็กนอยขนาด 1% ก็จะเปน

immunogen ได
2. เนื่องจากแอนติเจนตางๆ มี determinant group มากมาย ดังนั้นอาจม ี 1-2 ใน

จํ านวน antigenic determinant ที่เหมือนกับแอนติเจนตัวอื่นๆ
3. แอนติบอดีตอแอนติเจนที่มีโครงสรางทางเคมีใกลเคียงกันอาจเกิดปฏิกิริยาขามกลุม

ได เชนแอนติบอดีตอ m-azobenzene sulfonate กับแอนติบอดีตอ m-azobenzene arsonate
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การกํ าจัด cross-reacting antibodies เปนส่ิงจ ําเปนสํ าหรับ antiserum ท่ีเตรียมข้ึนเพ่ือ
ใหไดปฏิกิริยาจ ําเพาะ ถาพบวา antiserum ใดมี cross-reacting Ab ก็อาจจะไมใชเลย หรือถาจะใชก็
ตองกํ าจัด cross-reacting antibodies ออกเสียกอน ซ่ึงจะทํ าได 2 วิธี

1. Absorb เอาแอนติบอดีที่ไมจ ําเพาะกันทิ้งไปโดยใสแอนติเจนที่ม ี cross-reaction ลง
ใน antiserum ท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาแลว ปนเอาตะกอนทิ้งไป antiserum ท่ีเหลือก็คือ absorbed
antiserum

2. Adsorb โดยเติม hapten ท่ีทํ าปฏิกิริยาขามกลุมใหเกินพอ และทิ้งไวซึ่งจะมองไมเห็น
ปฏิกิริยา และไมตองปนออก เชนนั้นจะได adsorbed antiserum

Affinity ของแอนติบอดี
เปนความสามารถของสวน Fab ของแอนติบอดีที่จะรวมตัวกับ antigenic determinant

ไดอยางมั่นคงเพียงใด ถาจับกันไดดี หรอืมี affinity สูงกจ็ะได complex ท่ีม่ันคง

ประโยชนของปฏิกิริยาการตกตะกอน
สวนมากใชทดสอบหาชนิดหรือปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีดังตัวอยางตอไปนี้
1. ตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียในเนื้อเยื่อ โดยสกัดเน้ือเย่ือของสัตวท่ีตายแลว เอา

มาตรวจกับ antiserum ดูตะกอน
2. แยกชนิดของแบคทีเรีย เชน ตรวจหา streptococci วาอยูในหมู (group) ไหน หรือใช

ทํ า Neufeld “Quellung reaction”แยกชนิดของ pneumococci
3. ตรวจซีรั่มเพื่อชวยวินิจฉัยโรคซิฟลิสโดยวิธี flocculation
4. ตรวจหา C-reactive protein (CRP)
5. Forensic precipitin test เชนตรวจวาเปนเลือดหมูไหน ของคนหรือสัตว เปนตน
6. ตรวจหา hosts ของแมลงท่ีดูดเลือด
7. ศึกษาความสัมพันธระหวางสัตวหรือระหวางพืช
8. ใชเปนหลักในการทดสอบหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีโดยใชวุนอยางเดียว หรือวุน

รวมกับกระแสไฟฟา

ปฏิกิริยาการตกตะกอนในตัวกลางท่ีเปนวุน (Precipitation in gel or semisolid media
หรือ gel diffusion)

การทดสอบปฏิกิริยาในตัวกลางที่เปนวุน  โดยการจัดใหแอนติเจนกับแอนติบอดีอยูหาง
กันในวุนอันเดียวกันแอนติเจนกับแอนติบอดีจะซึมผานตัวกลางที่เปนวุนมาพบกัน เมื่อถึงที่มีอัตรา
สวนพอเหมาะแอนติเจนกับแอนติบอดีจะท ําปฏิกิริยารวมเปนตะกอน เห็นเปนเสนสีขาวขุน gel
diffusion เปนวิธีสํ าคัญในการวิเคราะหปฏิกิริยาของ แอนติเจน-แอนติบอดี เพราะจํ านวนของเสนท่ี
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มองเห็นแสดงถึงจํ านวนของ แอนติเจน-แอนติบอดี ในตัวอยางที่เราทดสอบ  นอกจากนี้วุนยังเปนตัว
ทํ าใหปฏิกิริยาการตกตะกอนคงอยูไดนานกวาในของเหลว

หลักของ gel diffusion ไดถูกน ํามาปรับปรุงใชไดมากมายหลายวิธีดวยกัน มีวิธีท่ีสํ าคัญ
และใชมากท่ีสุดเพียง 6 วิธีดังนี้ :-

1. Single diffusion in one dimension (Oudin’s method)
2. Double diffusion in one dimension (Preer's method)
3. Double diffusion in two dimensions (Ouchterlony’s method)
4. Radial immunodiffusion (RID) หรือวิธีของ Mancini หรือ single diffusion in two

dimensions
5. Immunoelectrophoresis (IEP)
6. Electroimmunodiffusion (EID หรอื Laurell’s technic)
7. Counter-immunoelectrophoresis (CIE) หรอื Immunoelectroosmophoresis (IEOP)

Single diffusion in one dimension (Oudin’s method)
โดยผสม antiserum กับวุนในหลอดแกวกอนแลวเติมสารละลายของแอนติเจนลงบนวุน

ดังกลาว ถาจัดแอนติเจนใหมีความเขมขนมากกวาแอนติบอดีแอนติเจนจะซึมผานลงมาเรื่อยๆ ในวุน
ทํ าปฏิกิริยากับแอนติบอดีเกิดเปนเสนตะกอนขาวขึ้น เมื่อเวลาผานไปแอนติเจนจากสวนบนยังซึม
แทรกลงมาเรื่อยๆ จะเกิดเสนตะกอนเดิมจะหายไปเนื่องจากมีประมาณของแอนติเจนมากไปทํ าให
Ag-Ab complex ละลายไป  ดังนั้นระยะทาง (d) ที่เสนตะกอนเคลื่อนที่ลงมาในวุนจะเปนสัดสวนกับ
เวลา (t) โดย d α t

นอกจากนี้อัตราความเร็วของการเคลื่อนที่ยังขึ้นอยูกับ diffusion coefficient ของ
แอนติเจนและความเขมขนของแอนติเจนดังนั้นถามีแอนติเจนหลายชนิดอยูดวยกันแทรกซึมลงมาพบ
กับ antiserum ท่ีสามารถทํ าปฏิกิริยาได จะเห็นเปนเสนตะกอนไดหลายๆ เสน วิธีนี้จึงใชตรวจความ
บริสุทธิ์ของสารโดยดูจ ํานวนเสนที่เกิดขึ้นได

เนื่องจากอัตราการเคล่ือนที่ของเสนขึ้นกับความเขมขนของแอนติเจนในกรณีที่มีปฏิกิริยา 
แอนติเจน-แอนติบอดี คูเดียวในส่ิงท่ีนํ ามาตรวจ (monospecific Ag-Ab reaction) ทํ าใหคํ านวณ
ปริมาณความเขมขนของแอนติเจนนั้นได โดยการวัดระยะทางของเสน เปรียบเทียบกับ standard
แอนติเจน ท่ีกํ าหนดความเขมขนไวแลว

ภาพท่ี 8-4 Single difussion in one dimension ท่ีมี multiple  Ag-Ab complex
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ภาพท่ี 8-5 Single diffusion in one dimension ที่ใชในการหาปริมาณ antigens โดย
เทียบกับ standard

ภาพท่ี 8-6 Standard curve และวิธีการอานคา unknown จาก standard curve

ในทางตรงกันขาม อาจจัดสลับกัน โดยใสแอนติเจนใน agar ขางลาง แลวหยอด
antiserum ลงบนวุน ถาความเขมขนของแอนติบอดีมีมากกวาแอนติเจนจะเกิด precipitation band ซ่ึง
คอยๆ เคลื่อนที่ลงในวุนเชนกัน

Double diffusion in one dimension (Preer's method)
วิธีนี้ผสม antiserum ในวุนกอน แลวเติมวุนเปลาๆ ลงไปเปน neutral zone แลวเติม

แอนติเจนเหนือวุนชั้นที่สอง โมเลกุลของแอนติเจนกับแอนติบอดีจะกระจายออกมาพบกัน เม่ือถึง
อัตราสวนท่ีพอเหมาะ (equivalence) จะเกิดเสนตะกอนใหเห็นชัดในวุนชั้น neutral zone วิธีนี้เปนวิธีที่
ไวมาก และเปนประโยชนมากในการแสดงจํ านวน แอนติเจน-แอนติบอดี ท่ีเกิดข้ึน ถาใช diphtheria
toxin กับ anti-diphtheria toxin เปน แอนติเจน-แอนติบอดี มาทํ าวิธีนี้จะเกิดเสนตะกอน 6 เสนดวย
กัน
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ภาพที่ 8-7 Double diffusion in one dimension (Preer’s method)

Double diffusion in two dimensions (Ouchterlony’s method)
Ouchterlony ไดคิดวิธี gel diffusion ที่งาย สะดวก และเปนประโยชนอยางยิ่ง แทนการ

ทํ า gel diffusion ตามแนวดิ่งในหลอดแกวดัง 2 วิธีแรก เขาเทวุนบนแผนราบเจาะหลุมหลายหลุมหาง
กัน สํ าหรับใสแอนติเจนและแอนติบอดี

วิธีน้ีจดัใหหลุมตางๆ เรียงกันไดหลายแบบตามความประสงคแอนติเจนกับแอนติบอดีจะ
กระจายออกมาพบกัน ในอัตราสวนที่พอเหมาะจะเกิดเสนตะกอนขึ้น เสนนี้จะอยูใกลทางสารที่มีความ
เขมขนนอยกวา เชน ถาปริมาณแอนติเจนมีนอยกวาแอนติบอดีจะเกิดเสนใกลหลุมที่ใสแอนติเจน
ลักษณะความโคงของเสนก็มีความสํ าคัญถาความเขมขนของแอนติเจนกับแอนติบอดีมีเทาๆ กันและมี
ขนาดของโมเลกุลใกลเคียงกันเสนจะปรากฏเปนเสนตรง ถาแอนติเจนมีขนาดใหญกวาแอนติบอดีจะ
เกิดเสนโคงรอบๆ แอนติเจน  ทั้งนี้เพราะอัตราการซึมผานของสารขึ้นกับความเขมขนของสารและนํ้ า
หนักโมเลกุลของสารนี้ โมเลกุลใหญจะว่ิงชา

วิธีของ Ouchterlony ยังมีประโยชนในการศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนหรือความแตก
ตางกันของแอนติเจน (หรอื แอนติบอดี) มากกวา 1 อยางขึ้นไป ดังนี้

Reaction of identity ถาใสแอนติเจนตัวเดียวกันลงในหลุม 1, 3  1 ซึ่งติดกันและใน
หลุมแอนติบอดีเสนตะกอนที่เกิดขึ้นจะโคงมาพบกันและตอกันเปนเสนเรียบ ดังภาพที่ 8-9a

ภาพที่ 8-8  Double diffusion in two dimension
a). แสดงแถบที่เกิดระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ที่มีอัตราการเคลื่อนที่
เทากัน

b). แสดงแถบที่เกิดจากแอนติบอดีกับแอนติเจน 2 ชนิดที่มีอัตราการเคลื่อน
ที่ตางกัน
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ภาพที่ 8-9  Double diffusion in two dimension
              a). แสดงแถบที่เกิดระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความเหมือนกัน
              b). แสดงแถบที่เกิดระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความตางกัน
              c). แสดงแถบที่เกิดระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีความเหมือนกันบาง

สวนและตางกัน

Reaction of identity นี้เปนลักษณะที่แสดงความเหมือนกันของแอนติเจนในหลุม 1, 3
และหลุม 1 แอนติเจน ในหลุม 1 กับแอนติเจนในหลุม 2, 4 เปนแอนติเจนท่ีไมมีความสัมพันธกัน
เม่ือใส antiserum ที่มีทั้งแอนติบอดีตอแอนติเจน 1 กับ แอนติบอดีตอแอนติเจน 2, 4 ลงในหลุม
กลาง เสนตะกอนที่เกิดขึ้นจะไมสัมพันธกัน และอาจตัดกันดังรูปถาหลุมใกลกัน

Reaction of partial identity ถาแอนติบอดีในหลุมเปนแอนติบอดีที ่ specific ตอ
แอนติเจนในหลุม 1, 3  แลวใสแอนติเจนที่มีคุณสมบัติคลายกับแอนติเจน 1, 3 ในหลุม 1 เสน
ตะกอนที่เกิดจากแอนติเจน 1, 3 กับแอนติบอดีและจากแอนติเจน 1 กับแอนติบอดีจะมาตอกันได
โดยเสนตะกอนของแอนติเจน 1, 3 จะยาวเลยออกไปและชี้ไปทางแอนติเจน 1, 3 เสนที่ยื่นยาวออก
ไป (spur) นี้เกิดจากปฏิกิริยาของแอนติเจน 1, 3 กับแอนติบอดีท่ีไมทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจน 1
(เนื่องจากแอนติเจน 1 เปนแต cross reacting แอนติเจน ไมใช homologous Ag)

โดยการจัดวางดังขางตน เราสามารถตรวจไดวาแอนติเจนตัวหนึ่งมีความเหมือน
(identical) หรือคลายคลึง (partial identity) หรือตางกัน (non-identity) กับแอนติเจนที่เราทราบได
โดยดูลักษณะเสนตะกอนที่ปรากฏดังกลาวแลว
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ภาพที่ 8-10 Radial immunodifussion (RID) แสดงขนาดของวงแหวนที่เกิดใหญขึ้น
เม่ือใชแอนติเจนที่มีความเขนขนมากขึ้น

Radial immunodiffusion (RID) หรือวิธีของ Mancini หรือ single diffusion in two
dimensions

เปนเทคนิคที่อาศัยปฏิกิริยา แอนติเจน-แอนติบอดี ในวุนหาปริมาณความเขมขนของ
แอนติเจนหรือแอนติบอดีโดยใชหลักของ Oudin คือใชแอนติเจน (หรอื แอนติบอดี) ผสมในวุนกอน
แตจัดใหมีการกระจายเกิดขึ้นบนพื้นราบเชนเดียวกับ Ouchterlony โดยเจาะหลุมในวุนท่ีผสม
แอนติบอดีส ําหรับใสแอนติเจน แอนติเจนจะกระจายออกโดยรอบเปนวงท ําปฏิกิริยากับแอนติบอดีใน
วุน ทํ าใหเห็นเสนตะกอนเปนวงกลม เสนผาศูนยกลางของวงตะกอน จะเปนสัดสวนกับความเขมขน
ของสารท่ีอยูในหลุมน้ัน โดยการเปรียบเทียบกับแอนติเจนที่รูปริมาณ 3 ระดับ จะทํ าใหสามารถหา
ปริมาณของตัวอยางที่นํ ามาหาไดโดยการอานกราฟท่ีไดจาก standard 3 จุด (ภาพที่  7-10) วิธีนี้
นิยมใชตรวจหาปริมาณของ immunoglobulin, complement, transferin, CRP, fetoglobulin, ฯลฯ
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Immunoelectrophoresis (IEP)

Grabar และ William ไดใชเทคนิคของ electrophoresis รวมกับ gel diffusion เปนวิธี
งายแตสํ าคัญย่ิงในการตรวจหาแอนติเจนหลายชนิดในสารตางๆ ไดเชน ซีรั่ม โดยการหยอดซีร่ัมลงใน
หลุมเล็กๆ บนวุนในแผนกระจก แลวผานกระแสไฟฟาลงไปใหโปรตีนตางชนิดในซีรั่มเคลื่อนที่ไปตาม
จุดตางๆ บนวุน หลังจากหยุดกระแสไฟฟาแลว เติม antiserum หรือแอนติบอดีลงในรางท่ีขนานกับ
แนวการเคล่ือนท่ีของกระแสไฟฟาแลวปลอยใหแอนติเจนกับแอนติบอดีกระจายออกไปพบกันเกิด
เปนเสนตางๆ ตาม electrophoretic mobility ของโปรตีนชนิดนั้นๆ เชน albumin จะเคลื่อนที่ไปขั้ว
บวกทํ าปฏิกิริยากับ anti-albumin เกิดเปนเสนทางขั้วบวก gamma-globulin ถูกพัดกลับมาทางลบ ทํ า
ปฏิกิริยากับ anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA เกิดเปนเสนตางๆ กันทางขั้วลบ โดยวิธีท่ีนํ าซีรั่มมาผาน
กระแสไฟฟา (electrophoresis) แลวเติม anti-human serum ลงไปนี ้ ทํ าใหสามารถตรวจพบวาซีรั่ม
ของคนประกอบดวยแอนติเจนตางๆ ประมาณ 30 ตัว

นอกจาก immunoelectrophoresis จะเปนประโยชนในการตรวจหาแอนติเจนตางๆ ใน
สารและตรวจหาความบริสุทธิ ์ (purity) ของสารแลวยังใชศึกษาดูโปรตีนที่ผิดปกติไดดวย เชน การ
ตรวจ myeloma protein, heavy chain ของ Ig ซ่ึงมี electrophoretic mobility ผิดไปจากปกติ เปนตน

ขั้นตอนการทํ า immunoelectrophoresis

ก.!Electrophoresis (ภาพที่ 8-11) หยอดซีร่ัม (Ag) ในหลุมแอนติเจนตามภาพที่ 8-
11 แอนติเจนตางๆ ในซีรั่มจะเคลื่อนที่ตามชนิดของแอนติเจนเมื่อผานกระแสไฟฟาลงไปในตัวกลางที่
มีฤทธิ์เปนดางโปรตีนที่มีประจุลบ จะเคลื่อนที่ไปทางบวก เชน albumin, alpha-globulins ตางๆ แต
gammaglobulin จะเคลื่อนไปทางลบดวย electroendosmosis (คือปรากฏการณที่วุน หรือตัวกลาง
อื่นๆ เกิดมีประจุลบ ทํ าให buffer ทํ าตัวเหมือนเปนบวกเพื่อใหสมดุล gamma-globulin มีประจุลบ
นอยกวา เคลื่อนไปทางบวกไดชาเพราะโมเลกุลใหญจึงถูกพัดพาเคลื่อนที่ไปทางขั้วลบตาม buffer)

ข. Gel diffusion เม่ือหยุด electrophoresis เติม antiserum ลงในรอง B (trough) ทิ้งไว
ขามคืนใหแอนติเจนและแอนติบอดีกระจายเขาหากัน เกิดเปนเสนตะกอนตามต ําแหนงตางๆ ของ
โปรตีนในซีรั่มท่ีไดถูกแยกออกกอนแลวดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) ถาใช antihuman sera ใส
ในรองจะเกิดเสนมากมาย ดังภาพที่ 8-11 แตถาใสเฉพาะ anti-IgG ในรอง B ก็จะเกิดเฉพาะเสน
ตะกอนของ IgG ดังนี้เปนตน
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ภาพที่ 8-11 Immunoelectrophoresis แสดงโปรตีนที่ถูกแยกดวยกระแสไฟฟาแลวทํ า
ปฏิกิริยากับ antiserum เกิดเปนเสนตะกอน

Electroimmunodiffusion (EID หรอื Laurell’s technic)

ใชหาปริมาณโปรตีนหรือแอนติเจนที่มีจ ํานวนนอยในนํ้ าเนื้อของรางกาย (body fluid)
เชนการหาระดับ complement ในนํ ้าลาย นํ ้าไขสันหลัง ซึ่งใชวิธ ี radial diffusion หาปริมาณไมได  วิธี
นี้คลาย radial diffusion คือผสม antiserum ลงในวุนแลวเทบนแผนกระจก เจาะหลุมในวุนสํ าหรับใส
แอนติเจนแตมีพิเศษออกไปอีก คือตองผานกระแสไฟฟาแรงสูงเปนเวลาหลายชั่วโมง ปริมาณ
แอนติเจนท่ีมีอยูนอยๆ จึงจะทํ าปฏิกิริยากับ antiserum ในวุนเห็นเปนเสนตะกอนรูปกรวยตามแรงดึง
ของกระแสไฟฟา เราวัดความยาวของเสนตะกอนรูปกรวยจากจุดกึ่งกลางหลุมถึงยอดกรวย แลวหา
ปริมาณแอนติเจนไดจาก standard curve
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ภาพที่ 8-12 แสดงเทคนิคของ Laurell หรอื EID

Counter-immunoelectrophoresis (CIE) หรือ Immunoelectroosmophoresis (IEOP)
เปนวิธีท่ีใช electrophoresis ตรวจหาสารบางอยางในซีรั่มเชน HBSAg (เกี่ยวของกับ

serum hepatitis) และ  fetoglobulin (เกี่ยวของกับมะเร็งตับ) เปนตน วิธีนี้ใชไดรวดเร็วและมีความไว
สูง โดยจัดใหแอนติเจนและแอนติบอดีวิ่งสวนทางเขามาพบกันบนกระจกที่มีวุน ท่ีอยูในสนามไฟฟา
เกิดเปนเสนตะกอนใหเห็นได การที่แอนติเจนกับแอนติบอดีจะวิ่งสวนทางในสนามไฟฟา จะตองจัดดัง
ภาพท่ี 8-13

ภาพที่ 8-13   แสดง Counter-immunoelectrophoresis (CIE)
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Two-dimensional immunoelectrophoresis (Bidimensional electrophoresis in
antibody containing gels)

1. เริ่มใหสารที่ตองการจะวิเคราะหวิ่งจากขั้วลบไปบวกในวุนเปลาตามแผนภาพที ่ 8-13
2. กลับทางใหสารวิ่งเขาสูวุนที่มีแอนติบอดีในดานที่ตั้งฉากกันจะเกิดเสนโคงของตะกอน

ข้ึนตามภาพท่ี 8-13

ภาพท่ี 8-14 แสดง two-dimensional immunoelectrophoresis

การทดสองท่ีใชปฏิกิริยาการรวมกลุม (Agglutination)
เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเมื่อแอนติบอดีท ําปฏิกิริยากับ particulate antigen เชน แบคทีเรีย

เม็ดเลือดแดง หรือแอนติเจนที่เกาะบน synthetic particle ทํ าใหเกิดการรวมกลุมขึ้น

กลไกของปฏิกิริยาการรวมกลุม
ใชหลักการแบบเดียวกับปฏิกิริยาการตกตะกอนแตผลเสียท่ีเกิดจากปริมาณแอนติเจน

มากเกินไปไมคอยม ีเนื่องจากแอนติเจนมีขนาดใหญ ปฏิกิริยาตองการ electrolyte ท่ีพอดี และ pH ท่ี
เปนกลาง ถา electrolyte มากไป จะมีผลตอประจุบนตัวแบคทีเรียทํ าใหเกิดการรวมกลุมไดเองโดยไม
ตองมีแอนติบอดีในทางตรงกันขามถา electrolyte นอยไปคือนอยกวา 10-3M จะทํ าใหไมเกิดการรวม
กลุม

การปน การเขยา และอุณหภูมิท่ีพอเหมาะจะทํ าใหเกิดการรวมตัวเร็วขึ้น และถาเราแช
หลอดแกวที่มีสวนผสมของ Ag-Ab ใหระดับนํ้ าในหลอดแกวสูงกวาในอางนํ้ าอุน จะทํ าใหมี
convection current เกิดการวนเวียนของโมเลกุลในหลอดทํ าใหมีการกระทบกันระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดีมากขึ้น เปนการชวยท ําใหเกิดปฏิกิริยาดีขึ้น

Particle ที่เปนเม็ดเลือดหรือแบคทีเรียมักจะมีประจุลบเมื่อแขวนตัวอยูในนํ ้ายา ทํ าให
เกิดปฏิกิริยาผลักหางจากกัน ซ่ึงทํ าใหรวมตัวกันยาก ในกรณ ี IgG การรวมกลุมเกิดไดยากกวา IgM
เพราะ “แขนทั้งสองของ IgG อาจจะยึดอยูกับแบคทีเรียตัวเดียวโดยไมมีการเช่ือโยง
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ภาพท่ี 8-15  a) การรวมกลุมของเม็ดเลือดแดงท่ีมี Anti-IgG เปนตัวเชื่อม  b) การ
รวมกลุมของแบคทีเรีย

สารท่ีชวยให IgG ทํ าปฏิกิริยารวมกลุมไดดีขึ้น
1. ใช 10-20% bovine serum albumin หรอื dextran ในความเขมขนสูง polyvinyls

pyrrolidone, guaiacol หรอื polymers อื่นๆ ไมวาจากธรรมชาติหรือที่สังเคราะหขึ้นมาใสรวมลงไปใน
ปฏิกิริยา

กลไกท่ีสารเหลาน้ีทํ าใหเกิดรวมตัวของแอนติเจนและแอนติบอดีนั้นไมทราบแนนอน แต
อาจเกี่ยวกับการเปล่ียนแปลงประจุในตัวกลางและของแอนติเจนหรือแอนติบอดีทํ าใหโมเลกุลเขามา
ชิดกันข้ึน นอกนั้นอาจเกี่ยวกับ colloid osmotic pressure ภายนอกเซลลหรือการดูดซึมและเช่ือมโยง
ของ polymers บนเซลล

2. การใช proteolytic enzymes เชน papain กับ RBC ทํ าใหมีการเปล่ียนแปลงของผิว
เซลลและลดประจุบนผิวเซลลดวย

3. ใช anti-immunoglobulin เชน anti-human IgG เปนตัวเชื่อมระหวาง human IgG
ดังตัวอยางของการท ํา Coombs’ test (anti-globulin test) (ภาพที่ 8-15)

ประโยชนของปฏิกิริยาการรวมกลุม
1. พิสูจนและแยกชนิดของแบคทีเรียหรือเม็ดเลือดแดง โดยดูการรวมกลุมของสิ่งเหลานี้

กับ anti-serum ท่ีจํ าเพาะใชรวมกับการดูรูปรางลักษณะปฏิกิริยาเคมี และคุณสมบัติทางฟสิกสของ
แบคทีเรียทํ าใหไดผลเร็วและถูกตองยิ่งขึ้น

2. หาแอนติบอดีโดยใชแอนติเจนที่เราทราบชนิดมาท ําปฏิกิริยาดวย เปนประโยชนอยาง
มากในการวินิจฉัยโรคติดเชื้อที่เกิดจากพวกแบคทีเรียแกรมลบ เชน salmonells, brucella เปนตน
การตรวจหาแอนติบอดีเมื่อพบหรือไมพบ ตองใชหลักการของ primary และ secondary immune
response เขาชวยแปลผลและโดยท่ัวๆ ไปจะถือวาการเปลี่ยนแปลงของ Ab titer อยางนอยสี่เทาตัว
เปนส่ิงสํ าคัญที่แสดงถึงวาโรคก ําลังคุกคามอยู
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Antibody titer
คือความเจือจางของซีรั่มอันสุดทายหรือสูงสุดที่แสดงปฏิกิริยาที่ชัดเจน (เห็นดวยตาเปลา

หรือแวนขยาย) ดังตัวอยางการอาน titer ตามตาราง

ตารางที่ 8-5 การท ํา serial dilution ของ serum เพือ่หา titer

Dilute serum 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
Dilute antigen 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
Final dilute 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
Agglutination ++++ ++++ +++ +++ ++ ++ -

ในกรณีที่นับวาแอนติเจนมีสวนท ําใหเจือจางจะได titer 640 dil. (1:640) บางครั้งไม
นับปริมาณแอนติเจนที่ใสเขาไปจะได titer 320 dil. (1:320)

Prozone phenomenon
เปนปรากฏการณของปฏิกิริยาระหวาง Ag-Ab ที่เกิดขึ้นผิดธรรมดา คือเมื่อมีแอนติบอดี

สูงจะไมเกิดปฏิกิริยา แตจะเกิดเมื่อถูกทํ าใหเจือจางลงมาดังตัวอยางในตารางที ่prozone phenomenon
พบไดจากแอนติบอดีของ brucella เสมอ และพบไดบางจากแอนติบอดีตอ salmonella กับ thyroid
Ab

ตารางที่ 8-6 แสดงลักษณะของ Prozone phenomenon

Dilute serum 1:80 1:160 1:3200 1:640 1:1280 1:2560 1:5120
Agglutination - - - - ++ ++ ++

ปรากฏการณนี้ไมเปนท่ีทราบแนชัดวาเกิดจากอะไรแตอาจอธิบายไดตามเหตุผลตางๆ 
ดังนี้

1. เปนปฏิกิริยาในขณะที่มีแอนติบอดีเปนจ ํานวนมากเมื่อเทียบกับแอนติเจนทํ าใหไมมี
cross linking

2. เปนเพราะมีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนเชนจากความรอน
3. ถูกรบกวนจากสารพวก colloid
4. เกิดจาก blocking Ab (univalent, incomplete antibodies) เชนพวก IgG ท่ีมาแยงทํ า

ปฏิกิริยาโดยไมมี cross linking และกันแอนติบอดีอื่นๆ ไมใหทํ าปฏิกิริยาดังภาพท่ี
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ภาพท่ี 8-16 แสดง blocking Ab จ ําพวก IgG ขัดขวางปฏิกิริยาการรวมกลุม
ชนิดของปฏิกิริยาการรวมกลุม
1. Direct agglutination
1.1 Simple (classic)
1.2 Hydrophilic enrichment ใสสารตางๆ เขาไป
1.3 Enzyme augmentation

2. Ag-coated particles (passive agglutination หรอื indirect agglutination)
2.1 ใชวิธีการดูดซับ (absorbed) หรือเคลือบโดยตรง
2.2 ใชปฏิกิริยาเคมีชวย (covalently linked)

3. Ab-coated particles (reverse passive agglutination)
4. Antiglobulin-mediated agglutination เชน Coombs’ test
5. Agglutination inhibition
Passive agglutination (indirect agglutination)
เปนปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนที่อยูในสารละลายซึ่งเกาะอยูบน inert particles กับ

แอนติบอดีท่ีจํ าเพาะแลวชักน ําให particle นั้นรวมตัวแบบ agglutination

Inert particles ควรมีคุณสมบัติดังนี้
1. ไมทํ าปฏิกิริยารวมกลุมกับแอนติบอดีที่ใชหา
2. มีขนาดเทาๆ กัน และแขวนตัว ในสารละลาย (suspension) ท่ีสม่ํ าเสมอไมรวมตัวกัน

เอง
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Inert particles ท่ีนิยมใชกันคือ
1. เม็ดเลือดของแกะ โดยท่ีซีรั่มท่ีจะนํ ามาทดสอบตองน ําไปดูดซับ (absorb) ดวยเม็ด

เลือดแดงแกะ เพื่อก ําจัดแอนติบอดีที่มีตอเม็ดเลือดแดงแกะที่มีอยูตามธรรมชาติทิ้งเสียกอน
2. สารสังเคราะหซึ่งเปน polymer ของ polystyrene latex เรียก latex particles (เสนผา

ศูนยกลางประมาณ 0.81  m)
3. bentonite ไดมาจาก silicaeous earth mined (aluminium silicate)
เม็ดเลือดแดงดูดซับ (absorb) polysaccharide Ag ไดโดย natural bonding บนเม็ด

เลือดแดงเอง แตถาจะใชแอนติเจนที่เปนโปรตีนมา absorb ตองผสมเม็ดเลือดแดงกบั tannic acid ให
เปน tanned RBC กอน แลวจึงเอา protein Ag มาดูดซับ นอกจาก tannic acid อาจใชสารเคมีอื่นๆ
เชน bisdiazobenzidine reagent และ glutaraldehyde เปนตน สวน latex และ bentonite ดูดซับ
(absorb) ไดทั้งแอนติเจนที่เปนโปรตีนและ polysaccharide ไดโดยตรง

ตัวอยางปฏิกิริยานี้ไดแกการตรวจหา thyroid Ab โดยวิธี passive hemagglutination และ
การหา rheumatoid factor ท่ีใช latex particle เคลือบดวย  γ-globulin (ภาพที่ 8-15)

ภาพท่ี 8-17 แสดงปฏิกิริยา pass

Particle

Soluble antigen

Coated particle

ปฏ ะ

Specific Ab ทํ า
ิกิริยากับ Ag ที่เกา
บน particle
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ive hemagglutination และ passive agglutination
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Hemagglutination inhibition
เปนวิธีท่ีมีความไวสูง และมีความจํ าเพาะใชตรวจหาแอนติเจนปริมาณนอยๆ ในเลือด

และนํ้ าอื่นๆ ใชหลักการท่ี homologous antigen จะยับยั้งปฏิกิริยาการรวมกลุมของ antigen-coated
RBC กับ specific Ab ดังตัวอยางในภาพที่ 8-17

วิธีนี้ใชตรวจหาฮอรโมน chorionic gonadotropin (HCG) ในปสสาวะคนตั้งครรภ หา
HBSAg ในเลือด เปนตน

ภาพท่ี 8-18 แสดงปฏิกิริยา hemagglutination inhibition

ภาพที่ 8-19  แสดงปฏิกิริยา hemagglutination inhibition
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Immunofluorescent method
เปนปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่ใชสารเรืองแสงเขามาชวยแสดงปฏิกิริยา 

เริ่มทํ าเปนครั้งแรก โดย Coon ในป ค.ศ.1941 มีวิธีการหลายๆ แบบดังนี ้:-
1.! Sandwich’s method

ภาพที่ 8-20 Fluorescent antibody test วิธี sandwich’s method

ภาพท่ี 8-21  Fluorescent antibody test วิธี Direct

ภาพท่ี 8-22  Fluorescent antibody test วิธี Indirect
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2. Direct method (ภาพที่ 8-21) ใชตรวจหาแอนติเจนโดยใช specific Ab labelled
ดวยสารเรืองแสง (F)

3. Indirect method (ภาพที่ 8-22) ใชตรวจหาไดทั้งแอนติเจนและ Ab conjugate เปน
species specific ทํ ากับสัตวชนิดใดตองใชแอนติบอดีตอ Ig ของสัตวชนิดนั้น

ภาพที่ 8-23 แสดง anticomplement method ในการยอม immunofluorescence

4. Anticomplement method (ภาพที่ 8-23) ขอดีตรงที ่ anti-C เปน non-species-
specific ใชไดกับสัตวทุกชนิด

5. Inhibition method (ภาพที่ 8-24)
ใชหลักท่ี non-labelled Ab แยงกันท ําปฏิกิริยากับ labelled Ab

 ภาพท่ี 8-24 แสดง immunofluorescent inhibition technic
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6. Delayed direct technic
นํ าเช้ือโรคท่ีเล้ียงไว 6-8 ชั่วโมงเปนแอนติเจนเอามายอมดวย labelled specific Ab โดย

วิธี direct method

7. Double antibodies technic
ใชวิธีแบบเดียวกับ direct immunofluorescence แตยอมดวย conjugate 2 ครง ซึ่งเปน

แอนติบอดีคนละชนิดกัน และติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกัน เชนAbX กับ fluorecein
isothiocyanate และ AbY กับ rhodamine เปนตน ทํ าใหสามารถตรวจหาแอนติเจน X และ Y ได
พรอมกันในเซลลหรือเน้ือเย่ือ วิธีนี้มีประโยชนในการแสดงการสรางสารหรือฮอรโมนตางชนิดกันภาย
ในเซลล เชนเซลลของ islet of Langerhans ในตับออนเปนตน

Conjugate คือ labelled antibodies เชน anti-human  γ-globulin labelled หรืออาจเปน
แอนติบอดีตัวอื่นๆ และ anti-complement ตางๆ ท่ีติดฉลากดวยสารเร่ืองแสง เปนตน

สิ่งที่ควรทราบเกี่ยวกับ immunofluorescent method
1. สารเรืองแสดงที่นิยมใชคือ fluorescein isothiocyanate ซึ่งเรืองแสดงเปนสีเขียว
2. counter stain อาจใช rhodamine ซึ่งเรืองแสงสีแดง
3. เกี่ยวกับการเรืองแสงของเนื้อเยื่อที่ไมเฉพาะเจาะจง (non-specific fluorescence)

และวิธีการก ําจัด เชนพวก collagen tissue มักติดสีเสมอ
4. ประโยชนที่ใชมีมากมาย เชน การใช indirect method ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ

ตางๆ เชนแอนติบอดีตอ T. pallidum และการตรวจหา autoantibody ในซีรั่มตางๆ และใช direct
method หาวามีการเกาะติดอยูของโปรตีน พวก immunoglobulin, complement, fibrin และอื่นๆ บน
เนื้อเย่ืออวัยวะหรือไม และใชตรวจพิเคราะหจุลชีพตางๆ

ปฏิกิริยาการตรึง complement (complement fixation test, CFT)
เม่ือแอนติเจนรวมตัวกับแอนติบอดีแลวถามี complement (C) อยูดวย C จะถูกตรึง

(fixed) อยูกับ Ag.แอนติบอดีนั้น ซ่ึงโดยท่ัวๆ ไปจะรูไดวา C ถูกตรึง (fix) หรือใชไปในปฏิกิริยาของ
Ag.แอนติบอดีแลว ก็ตอเมื่อเราใช Ag.แอนติบอดีอีกกลุมหนึ่งซึ่งจะตองใช C ในการแสดงปฏิกิริยา
เชนเ เม็ดเลือดแดงที่มีแอนติบอดีเกาะอยู (sensitized red cell) ซึ่งจะแตกออกได (hemolysis ถามี C
ในปฏิกิริยา เปนตน ปฏิกิริยา CFT แสดงไดเปนขั้นๆ ดังภาพที่ 8-25
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ภาพที่ 8-25  แผนภูมิของปฏิกิริยาการตรึง complement (CFT)

Radioimmunoassay (RIA)
เปนปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีอาศัยการติดฉลากสารกัมมันตภาพรงัสี

มาชวยในปฏิกิริยามีหลายวิธ ีคือ

Competitive binding technic วิธีนี้ใชตรวจหาแอนติเจนโดยการใหแอนติเจนที่ตองการ
หาแยงกับแอนติเจนที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังส ี ในการทํ าปฏิกิริยากับแอนติบอดีดังแสดงใน
ภาพที่ 8-26

ถาไมมีแอนติเจน (unlabelled Ag) ในสารที่เรากํ าลังหาแอนติบอดีก็จะจับกับ labelled
Ag ท่ีใสเขาไปท้ังหมด ทํ าใหได Ag-Ab complex ที่มีสารรังสีอยูมากขึ้น และโดยการสรางกราฟมาตร
ฐานเมื่อใชแอนติเจนที่รูปริมาณ จะสามารถหาปริมาณของแอนติเจนในสารที่เราตองการจะหาคาได
(ภาพที่ 8-26)
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ภาพที่ 8-26  แสดง competitive binding technic

Antibody binding capacity (solid phase radioimmunoassay)
เปนการตรวจหาแอนติบอดีโดยใหทํ าปฏิกิริยากับแอนติเจนท่ีเกาะหรือเคลือบอยูบนผิว

ของ solid phase เชน plastic tube (polystyrene tube) หรอื immunoadsorbent เชน cross-linked
dextrans ซึ่งไดแก Sepharose หรอื Sephadex เปนตน แลวเติม anti-immunoglobulin ท่ีติดฉลากดวย
สารกัมมันตภาพรังสีลางสวนเกินออก แลววัดปริมาณรังสี

ภาพท่ี 8-27 แสดง antibody binding capacity
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ตัวอยางของการใชปฏิกิริยานี้ไดแกการตรวจหา anti-DNA หรือการตรวจหา IgE
antibodies ในผูปวยโรคภูมิแพ ซึ่งเรียก radioallergosorbent test (RAST) เปนตน

Antigen-binding capacity เปนปฏิกิริยาระหวาง labelled Ag กับแอนติบอดีแลวแยก
Ag-Ab complex ออกมา ตกตะกอนดวย 50% saturated ammonium sulphate (Farr’s technic)
หรือตกตะกอนดวย anti-immunoglobulin (anti-globulin coprecipitation technic) ดังแสดงในภาพ
ท่ี

ประโยชนของ RIA
RIA เปนวิธีท่ีมีความจํ าเพาะและความไวสูงมาก สามารถตรวจหาสารที่มีปริมาณนอยๆ

ไดถึง 10-12 g/ml. จึงนิยมใชในการตรวจหาปริมาณของฮอรโมน, ยา,แอนติเจนและแอนติบอดีตางๆ
เชนการตรวจหา IgE, anti DNA, Carcinoembryonic antigens, HBSAg เปนตน

Ferritin-labelled antibody technic
Ferritin เปนโปรตีนที่มีสวนประกอบของสารเหล็ก มีคุณสมบัติทึบตอแสงอิเล็กตรอน

และไมทํ าใหแอนติบอดีเสียคุณสมบัติ  ดังนั้นจึงใช Ferritin ติดฉลากกับแอนติบอดีแลวทํ าปฏิกิริยา
กับแอนติเจนและใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนตรวจหาตํ าแหนงของแอนติเจนในเซลลหรือเนื้อเย่ือ
ได

ภาพท่ี 8-28 แสดงวิธีการของ antigen-binding capacity
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Immunoenzymatic technic (Enzyme immunoassay)
เอนไซมบางชนิดเม่ือรวมกับแอนติเจนหรือแอนติบอดีไมทํ าใหแอนติเจนหรือแอนติบอดี

เสียคุณสมบัติ เม่ือใส substrate ลงไปจะมีการยอย substrate และเปล่ียนสีใหเห็นได เชนถาใช
enzymes จาก horse radish peroxidase แทนสารเรืองแสงและเติม diaminobenzidine กับ hydrogen
peroxide ในข้ันสุดทายจะเกิดสีดํ า ซึ่งดูไดดวยกลองจุลทรรศนธรรมดาจะมีประโยชนเหมือนกับการใช
สารเรืองแสงและใชหลักของ direct และ indirect technic เหมือนกัน นอกจากนี้ยังอาศัยหลักของ
immunoassay ในการหาปริมาณของแอนติเจนหรือแอนติบอดีโดยใหแอนติเจนหรือแอนติบอดีเกาะ
บนของแข็ง เมื่อเกิดปฏิกิริยาสมบูรณแลว จึงวัดสีที่เกิดขึ้นดวย spectrophotoment หรือดูดวยตาเปลา
เราเรียกวิธีการนี้วา enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)  ELISA มีหลายวิธีดวยกันคือ

Double antibody sandwich method for microplate ELISA สํ าหรับการตรวจหาและวัด
ปริมาณของแอนติเจน

ภาพท่ี 8-29 a) แสดง indirect method of ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดี b) แสดง
double antibody sandwich method of ELISA ในการตรวจหาแอนติเจน c) แสดง
competitive method of ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดี
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Indirect method of ELISA สํ าหรับตรวจหาและวัดปริมาณของแอนติบอด ี (ภาพที่ 8-
29)

Competitive method of ELISA สํ าหรับตรวจหาและวัดปริมาณของแอนติบอดีหรือ
แอนติเจน (ภาพที่ 8-29)

ในกรณีที่จะตรวจหาแอนติเจน ใชหลักการอันเดียวกันแตใชแอนติบอดีเกาะติดกับ plate
และใช enzyme-labelled Ag แทน

ขอควรทราบเกี่ยวกับ ELISA
1. แอนติเจนหรือแอนติบอดี สามารถเกาะติดกับ solid phase บางชนิดแบบ passive

adsorption. solid phase ที่ใชไดแกสารจ ําพวก polystyrene, polyvinyl, nylon หรอื polypropylene
เปนตน ซึ่งอาจอยูในรูปของหลอดแกว ลูกแกว disks หรอื microplate

2. Enzyme และ substrate ท่ีนิยมใช ไดแก
Enzyme Substrate
Horseradish peroxidase O-phenylenediamine
Alkaline phosphatase P- nitrophenyl phosphate

3. ELISA เปนวิธีท่ีมีความไวสูงมาก และวิธีทํ าไมยุงยากจึงไดมีการใชอยางกวางขวางใน
การหาแอนติเจนและแอนติบอดีตางๆ เชน

- แอนติบอดีตอเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส รา ปรสิต
- Autoantibodies เชน anti DNA, rheumatoid factors, การหา circulating immune

complexes ฯลฯ
- ตรวจหา oncofetal proteins เชน alphafetoprotein
- การตรวจหาฮอรโมนตางๆ
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