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 การทดสอบทางภูมคิุม้กนัอาจแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คอื การตรวจทีเ่น้นการตอบสนองทาง 
humoral immune response หรอืการตรวจทางน ้าเหลอืง (serological test) อกีสว่นจะเป็นการตรวจการ
ท างานของระบบ cellular immune response หรอืการตรวจสอบ lymphocyte function test โดยเนื้อในทีน่ี้
จะเน้นการตรวจทีเ่กีย่วขอ้งกบัแอนตเิจนหรอืแอนตบิอดรีะดบัพืน้ฐานเป็นหลกั 

  

 การตรวจทางน ้าเหลือง (serology test) 

 การตรวจสอบทาง serological test เป็นการตรวจสอบปฏกิริยิาระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอด ี
โดยอาศยัสมบตัคิวามจ าเพาะต่อกนัของแอนตเิจนและแอนตบิอด ีการเกดิปฏกิริยิาอาศยัพนัธะ non-
covalent bonds และเป็นปฏกิริยิาผนักลบัได ้โดยรายละเอยีดสามารถศกึษาเพิม่เตมิไดใ้นบทเรยีนเกีย่วกบั
ระบบภูมคิุม้กนั แรงเหล่านี้จะท าใหเ้กดิการจบักนัระหว่างสว่น Fab ของแอนตบิอดจีบักบั epitope ของ
แอนตเิจน แรงทีจ่บักนัของ 1 Fab กบั 1 epitope ของแอนตเิจน เรยีกว่า affinity โดยทัว่ไปแอนตเิจน 1 
โมเลกุลจะม ีตัง้แต่ 2 Fab ขึน้ไปแลว้แต่ชนิดของแอนตบิอด ีสว่นแรงรวมทัง้โมเลกุลทีเ่กดิจากหลาย Fab จะ
เรยีกว่า avidity 

 

 ปฏิกิริยาจ าเพาะและปฏิกิริยาข้ามกลุม่ (specificity and cross reactivity) 

 การตรวจทางภูมคิุม้กนัอาศยัสมบตัขิองปฏกิริยิาจ าเพาะเป็นหลกั ซึง่หมายถงึแอนตบิอดทีีส่รา้งขึน้
จะท าปฏกิริยิาอย่างจ าเพาะต่อแอนตเิจนทีใ่ชก้ระตุน้ใหเ้กดิการตอบสนองนัน้ แต่ในบางกรณีแอนตบิอดทีี่
เกดิขึน้จากการกระตุน้ดว้ยแอนตเิจนชนิดหน่ึงสามารถทีจ่ะเกดิปฏกิริยิากบัแอนตเิจนอกีชนิดหนึ่งได ้
เรยีกว่าปฏกิริยิาขา้มกลุ่ม เช่น การฉีดวคัซนีป้องกนัโรคฝีดาษ สามารถท าไดโ้ดยการใชเ้ชือ้ไวรสั vaccinia 
ทีท่ าใหเ้กดิโรค cowpox ในววัเพือ่กระตุน้ใหเ้กดิแอนตบิอดทีีม่คีุณสมบตัขิา้มกลุ่มกบัเชือ้ฝีดาษในมนุษย ์แต่
อย่างไรกต็ามปฏกิริยิาขา้มกลุ่มอจาสง่ผลกระทบท าใหเ้กดิผลบวกปลอม (false positive) หรอืผลลบปลอม 
(false negative) ในการตรวจทางระบบทางภูมคิุม้กนัได้ 
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 การทดสอบปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีกบัแอนติเจน 

 สามารถท าไดห้ลายรูปแบบ ขึน้อยกูบัคุณลกัษณะของแอนตบิอด ีแอนตเิจน หรอืสารทีใ่ชร้่วมกบั
ปฏกิริยิา โดยการทดสอบแต่ละวธิจีะมคีวามไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ทีต่่างกนั 
นอกจากนี้บางการทดสอบอาจใหผ้ลในเชงิปรมิาณ คอืสามารถบอกปรมิาณของสารเป็นค่าไดอ้ย่างชดัเจน 
หรอืเชงิกึง่ปรมิาณ หรอืเชงิคุณภาพ คอืสามารถบอกไดว้่ามหีรอืไม่มปีฏกิริยิาเกดิขึน้ 

 ปฏิกิริยาตกตะกอน (precipitation method) 

 เมื่อน าแอนตเิจนทีถู่กละลายอยู่ในตวัละลายท าใหอ้ยู่ในสถานะเป็นสารละลาย มาท าปฏกิริยิากบั
แอนตบิอดทีีจ่ าเพาะในอตัราสว่นทีพ่อเหมาะ จะสามารถเกดิปฏกิริยิาท าใหแ้อนตเิจนและแอนตบิอดจีบักนั
เป็นโมเลกุลทีม่ขีนาดใหญ่ขึน้ (lattice formation) จนไม่สามารถละลายตวัอยู่ไดใ้นสารละลาย ท าให้
ตกตะกอนลงมาจนเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า ปรมิาณตะกอนทีเ่กดิขึน้จะขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของทัง้แอนตเิจน
และแอนตบิอดตีอ้งพอดขีึน้ โดยเรยีกสดัสว่นดงักล่าวว่า equivalence zone หากมแีอนตบิอดมีากเกนิไป
อาจจะเรยีกว่า prozone หรอื antibody excess สว่นหากแอนตเิจนมากเกนิไปเรยีกว่า postzone หรอื 
antigen excess  

 

(ทีม่า Henry’s clinical diagnosis and management by laboratory methods, 23rd ed.) 
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การเกดิปฏกิริยิาการตกตะกอนสามารถเกดิไดท้ัง้ในของเหลวหรอืตวักลางทีเ่ป็นสารกึง่ของเหลวเช่นสารทีม่ี
ลกัษณะคลา้ยวุน้ (gel)  ซึง่จะไดก้ล่าวถงึในรายละเอยีดต่อไป 

 ปฏกิริยิาการตกตะกอนสามารถแบ่งอย่างละเอยีดเป็น 2 ขัน้ตอน คอื primary antigen-antibody 
reaction ซึง่ไม่สามารถสงัเกตไดด้ว้ยตาเปล่า และ secondary antigen-antibody reaction คอื ปฏกิริยิาที่
ตอ้งใชเ้วลาเป็นนาทหีรอืชัว่โมงเพือ่ใหแ้อนตเิจนกบัแอนตบิอด ีโดยมกีารเชื่อมโยงกนัเป็นร่างแห (lattice 
formation) เกดิตกตะกอนกลุ่มกอ้นใหญ่ทีส่ามารถมองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า 

 ในปัจจุบนันอกเหนือจากการสงัเกตุการตกตะกอนด้วยตาเปล่า ยงัสามารถท าไดใ้นกรณีทีไ่ม่
เกดิปฏกิริยิาทีไ่ม่เหน็ชดัเจน สามารถตรวจหาแอนตเิจนหรอืแอนตบิอดทีีม่คีวามเขม้ขน้ต ่า ๆ ได ้เช่นการใช้
การวดัความขุน่โดยอาศยัการดดูกลนืแสง (absorb) ของสารโดยการใชเ้ครื่อง turbidimetry หรอืการใช้
เครื่อง nephelometry วดัการกระจายของแสง (light scattering) ของสาร 

  

 ปฏิกิริยาการตกตะกอนในตวักลางก่ึงของเหลว 

 เนื่องจากแอนตเิจนและแอนตบิอดมีคีุณสมบตัเิป็นสารละลายทีส่ามารถแพร่กระจายในตวักลางกึง่
ของเหลว (semisolid) เช่น agar  

 1. Two-dimensional double diffusion หรือ Ouchterlony 

 แอนตเิจนและแอนตบิอดสีามารถเคลื่อนทีแ่พร่กระจายในวุน้จากบรเิวณทีม่คีวามเขม้ขน้สงูไปสู่
บรเิวณทีม่คีวามเขม้ขน้ต ่า เมื่อแอนตเิจนแพร่กระจายและไปท าปฏกิริยิากบัแอนตบิอดทีีแ่พร่กระจายมาพบ
กนัจะเกดิปฏกิริยิาขึน้ บรเิวณทีเ่ป็น equivalence zone จะเกดิตะกอนเป็นเสน้สขีาวในวุน้ เนื่องจากมอีาศยั
การแพร่กระจายทัง้แอนตเิจนและแอนตบิอดจีงึเรยีกว่า double diffusion วธินีี้ถูกพฒันาโดย Örjan 
Ouchterlony  

 โดยเสน้ทีเ่หน็แต่ละเสน้จะแสดงถงึการเกดิ antigen-antibody อย่างน้อย 1 คู่ เราสามารถน ามาหา
ชนิดของแอนตเิจนในสิง่สง่ตรวจว่ามคีวามเหมอืนหรอืแตกต่างกนัได้ 

 แบบที ่1 identity หมายถงึ แอนตเิจนในหลุมที ่1 เหมอืนกนักบัแอนตเิจนในหลุมที ่2 จะเหน็เสน้
ตะกอนโคง้เขา้หากนัและต่อกนัสนิท 

 แบบที ่2 Partial identity หมายถงึ แอนตเิจนในหลุมที ่1 กบัหลุมที ่2 มบีางสว่นทีเ่หมอืน และ
บางสว่นทีต่่างกนั เสน้ตะกอนทีเ่กดิขึน้จะมสีว่นหนึ่งต่อกนัสนิท และอกีสว่นหน่ึงยื่นยาวออกไปเรยีกว่า spur 
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 แบบที ่3 Non-identity หมายถงึ แอนตเิจนหลุมที ่1 และแอนตเิจนหลุมที ่2 ไม่เหมอืนกนัเลย จะพบ
ลกัษณธของเสน้ตะกอนทีต่ดักนั 

 

(ทีม่า www.life.umd.edu) 

 

 Single radial immunodiffusion (SRID) 

 เป็นปฏกิริยิาการตกตะกอนทีเ่กดิโดยใหแ้อนตเิจนเป็นตวัแพร่กระขายไปในวุน้ทีผ่สมดว้ยแอนตบิอดี
ในความเขน้ขน้ระดบัหนึ่ง โดยเจาะรวูุน้เพือ่หยดแอนตเิจนลงไป แอนตเิจนจะกระจายออกท าปฏกิริยิากบั
แอนตบิอดทีีผ่สมในวุน้เกดิเสน้ตะกอนเป็นวงกลม (precipitin ring) ใหเ้หน็ความเขน้ขน้ของแอนตเิจนจะเป็น
สดัสว่นโดยตรงกบัขนาดของเสน้ผ่านศูนยก์ลางของเสน้ตะกอน วธินีี้สามารถหาความเขม้ขน้ของแอนตเิจน
ไดโ้ดยการใชน้ ้ายามาตรฐานทีรู่ป้รมิาณแอนตเิจนทีแ่น่นอนและมปีรมิาณต่างกนัอย่างน้อย 3 ระดบั น ามา
เขยีนเป็นเสน้กราฟเพือ่ใชเ้ปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างตรวจแลว้ค านวณหาความเขม้ขน้ของแอนตเิจนใน
ตวัอย่างได ้วธินีี้สามารถน าไปใขใ้นการตรวจหา complement และ immunoglobulin เป็นตน้ 
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Immunoelectrophoresis (IEP) 

 วธิจีะใชเ้ทคนิคของ electrophoresis ร่วมกบั immunodiffusion เพือ่ตรวจหาแอนตเิจนชนิดต่าง ๆ 
ทีอ่ยู่ในซรีมั (รูปที ่6) โดยมขีัน้ตอนดงันี้ 

 1. electrophoresis คอืการใชก้ระแสไฟฟ้าแยกโปรตนีชนิดต่าง ๆ ทีอ่ยู่ในซรีมั โดยหยดซรีมัลงใน
หลุมวุน้ โปรตนีแต่ละชนิดจะเคลื่อนตวัไดต้่างกนัเมื่อผ่านกระแสไฟฟ้าในตวักลางทีม่ฤีทธิเ์ป็นด่างโปรตนีทีม่ี
ประจุลบจะเคลื่อนตวัไปหาประจุบวก โดยแต่ละกลุ่มจะมตี าแหน่งทีอ่ยู่ต่าง ๆ กนั ยกเวน้ gamma globulin 
จะเคลื่อนตวัไปทางประจุลบ เนื่องจาก gamma globulin มปีระจุลบน้อยท าให ้buffer ทีม่ปีระจุบวกเกดิการ
พดัพาไปหาขัว้ลบ จงึสามารถทีจ่ะพดัพา gamma globulin ไปทางขัว้ลบ เรยีกปรากฏการณ์นี้ว่า 
electroendosmosis 

 2. Gel diffusion คอื เมื่อเสรจ็ขัน้ตอน electrophoresis แลว้ใหเ้จาะวุน้เป็นแนวยาวขนานกบั
ต าแหน่งของโปรตนีทีแ่ยกได ้เตมิแอนตบิอดลีงในร่องวุน้ แอนตเิจนและแอนตบิอดจีะกระจายเขา้หากนัเกดิ
เป็นเสน้ตะกอนทีต่ าแหน่งต่าง ๆ บนวุน้ 

 

(ทีม่า www.clinchem.org/content/44/5/944/F5.expansion) 



หน้า 6 จาก 8 
 

ปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม (agglutination) 

 ปฏกิริยิานี้จะเกดิเมื่อแอนตเิจนทีเ่ป็นอนุภาค (particulate antigen) จบักบัแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะ โดย
แอนตบิอดจีะเป็นตวัเชื่อมโยงใหเ้กดิการเกาะกลุ่มกอ้นทีใ่หญ่ขึน้ (clumping) แอนตบิอดทีีท่ าใหเ้กดิปฏกิริยิา 
agglutination ไดจ้ะเรยีกว่า agglutinin แอนตบิอดชีนิด IgM จะท าใหเ้กดิปฏกิริยิาไดด้กีว่าชนิด IgG 
เนื่องจากม ีcombining site ถงึ 10 ต าแหน่ง การเกดิปฏกิริยิานี้สามารถใหผ้ลเป็นเชงิคุณภาพหรอืเชงิกึง่
ปรมิาณได ้โดยอาจแสดงผลเป็นค่า titer ซึง่เป็นสว่นกลบักบั dilution สงูสุดของสิง่ส่งตรวจทีย่งัคงท าให้
เกดิปฏกิริยิา 

 Direct agglutination 

 วธินีี้แอนตบิอดสีามารถจบักบัแอนตเิจนทีอ่ยู่บนผวิเซลลไ์ดโ้ดยตรง เกดิปฏกิริยิาเกาะกลุ่มที่
มองเหน็ไดน้ิยมใชใ้นการตรวจหาหมู่เลอืด ABO บนผวิเซลลเ์มด็เลอืดแดง และการตรวจวนิิจฉัยเชือ้
แบคทเีรยีปฏกิริยิา agglutination ทีเ่ป็นการเกาะกลุ่มของเมด็เลอืดแดงสามารถเรยีกอกีชื่อหนึ่งว่า 
hemagglutination 

 

 

(ทีม่า Henry’s clinical diagnosis and management by laboratory methods, 23rd ed.) 

 

 Passive agglutination หรือ indirect agglutination 

 แอนตเิจนบางอย่างไม่ไดอ้ยู่บนเซลลห์รอืบน solid support แต่เป็น soluble antigen หรอื hapten 
ซึง่ไม่สามารถเกดิปฏกิริยิา agglutination ได ้แต่แอนตเิจนเหล่านี้สามารถน ามาเคลอืบผวิอนุภาคทีม่สีมบตัิ
จะไม่รบกวนปฏกิริยิา (inert particle) เช่น latex, gelatin หรอืเมด็เลอืดแดง ตวัอย่างของ passive 
agglutination เช่น ถา้ใชเ้มด็เลอืดแดงเคลอืบแอนตเิจนทีเ่ป็นโปรตนี สามารถใชส้ารจ าพวก tannic acid 
หรอื chromic chloride ท าปฏกิริยิากบัเมด็เลอืดแดงใหเ้ซลลส์ามารถดดูซบัแอนตเิจนได ้ 
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 Reverse passive agglutination  

 วธินีี้ใชห้ลกัการเดยีวกบั passive agglutination แตกต่างทีเ่ป็นการเคลอืบ inert particle ดว้ย
แอนตบิอด ีโดยใหส้ว่น Fc ของ immunoglobulin เคลอืบตดิกบั inert particle วธินีี้จะใชเ้พือ่ตรวจหา
แอนตเิจน  

 

 

(ทีม่า Henry’s clinical diagnosis and management by laboratory methods, 25th ed.) 

 

 Agglutination inhibition  

 ไวรสับางชนิดสามารถจบักบัเมด็เลอืดแดงสตัวบ์างชนิด และท าใหเ้กดิเมด็เลอืดแดงเกาะกลุ่มได ้
ฉะนัน้ดว้ยคุณสมบตัดิงันี้จงึสามารถน ามาใชต้รวจหาแอนตบิอดตี่อไวรสันี้ได ้ถา้ในซรีมัทีใ่ชท้ดสอบมี
แอนตบิอดเีมื่อน ามาท าปฏกิริยิากบัไวรสัก่อน แอนตบิอดกีจ็ะจบัไวรสัท าใหไ้วรสัถูก neutralize เมื่อใสเ่มด็
เลอืดแดงลงไปไวรสัทีถู่ก neutralize กจ็ะไม่สามารถจบักบัเมด็เลอืดแดง จงึไม่สามารถเกดิ 
hemagglutination ผลทีไ่ดจ้งึถอืว่าเป็นบวก ถา้ไม่มแีอนตบิอดใีนซรีมั ผลจะท าใหเ้กดิ hemagglutination ได ้
ผลทีไ่ดจ้ะเป็นลบ 
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(ทีม่า Henry’s clinical diagnosis and management by laboratory methods, 23th ed.) 
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