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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) เปนสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธ์ิอยางกวางขวาง

ตอแบคทีเรียทั้งพวกแกรมบวกและแกรมลบ มีกลไกในการออกฤทธิ์โดยเขาไปจับกับไรโบโซม 50s 

ของแบคทีเรีย ทําใหไปขัดขวางการจับกันระหวาง 50s และ tRNA ปฎิกิริยาระหวางเอนไซม 

peptidyl transferase กับกรดอะมิโนจาก tRNA จึงไมเกิดข้ึน เปนผลทําใหไมมีการสังเคราะห

โปรตีน คลอแรมเฟนิคอลแพรกระจายไดดีตามเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกาย และยังสามารถแพรกระ 

จายเขาไปในของเหลวในระบบประสาท นอกจากนี้ยังพบในน้ําดี น้ํานมแม และสามารถแพรผาน

เขาสูลูกไดในหญิงมีครรภ คลอแรมเฟนิคอลสามารถจับกับโปรตีนในเลือดไดประมาณ 50 เปอร 

เซ็นต อวัยวะเปาหมายที่มีความเส่ียงตอคลอแรมเฟนิคอลคือ ไขกระดูก ทําใหจํานวนเซลลหรือ

องคประกอบในเลือดลดลง นอกจากนี้ยังมีผลตอเม็ดเลือดแดง ทําใหเม็ดเลือดแดงพัฒนาไม

สมบูรณ เปนผลใหเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดตํ่ากวาปกติ คลอแรมเฟนิคอลจะไปยับยั้งการ

สังเคราะหโปรตีนของไมโตคอนเดรีย ทําใหจํานวนของเรติคูโลไซตลดลง ตามดวยการลดลงของ

ปริมาณฮีโมโกลบิน การเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆในเลือดจะเกิดข้ึนเม่ือมียาคลอแรมเฟนิ

คอลอยูในกระแสเลือดต้ังแต 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนตนไป 

คลอแรมเฟนิคอลถูกนํามาใชในการรักษาสัตว โดยเฉพาะกุงกุลาดํา แตเนื่องจากสารนี้

มีความเปนพิษตอมนุษย และสามารถตกคางอยูในสัตวที่นํามาบริโภคเปนอาหารได ดังนั้นคลอ

แรมเฟนิคอลจึงถูกระงับการใชในสัตวที่จะนํามาบริโภคเปนอาหาร  

ในปจจุ ุบันประเทศตางๆ ในสหภาพยุโรปและสหรัฐอเมริกาไดกําหนดมาตรฐานที่เขมงวด

มากข้ึนเกี่ยวกับปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่สามารถตกคางอยูในผลิตภัณฑอาหารแชแข็งที่นําเขา

จากประเทศตางๆ ดังนั้นผูผลิตอาหารแชแข็งจึงตองทําการตรวจวัดหาปริมาณสารคลอแรมเฟนิ 

คอลที่ตกคางอยูกอนที่จะสงออกผลิตภัณฑ ซึ่งวิธีที่ใชในการตรวจวัดคือ High performance 

liquid chromatography (HPLC) แตเนื่องจากการตรวจวัดดวยวิธีนี้ ตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาสูง 

ตองการผูเช่ียวชาญในการตรวจ และใชเวลาในการตรวจตัวอยางจํานวนมาก จึงไดมีการศึกษา

การตรวจปริมาณสาร CAP ดวยเทคนิค Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ซึ่ง

เหมาะแกการตรวจเบ้ืองตนสําหรับตัวอยางจํานวนมาก จากการศึกษาพบวา การตรวจดวยวิธี 
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ELISA นี้ ใหผลที่ถูกตองและแมนยําใกลเคียงกับวิธี HPLC อยางไรก็ตาม ประเทศไทยยังไม

สามารถผลิตชุดตรวจสอบสําเร็จรูปดวยวิธี ELISA สําหรับตรวจสอบ CAP ไดเอง ทําใหตองนําเขา

ชุดตรวจสอบนี้จากตางประเทศเปนจํานวนมาก ดังนั้นจึงควรมีการวิจัยพัฒนาการเตรียมชุดตรวจ 

สอบนี้ข้ึน สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร ไดทําการเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่

สามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ CAP ในการเตรียมชุดตรวจสอบนั้น ข้ันตอนการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีปริมาณมากเพื่อใชในชุดทดสอบเปนข้ันตอนหนึ่งซึ่งมีความสําคัญ ซึ่งจะเปน

การลดตนทุนในการผลิตแอนติบอดีปริมาณมากและมีความบริสุทธิ์สูง ดังนั้นในการวิจัยนี้จึงมุง

ที่จะศึกษาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในเคร่ือปฏิกรณ

ชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรใหไดปริมาณมาก สําหรับใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปตอไป  

 

1.2   วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

หาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลโดยใชเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 

 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลไดในปริมาณมากโดยใช

เคร่ืองปฎิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

 1.4.1    คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 

1.4.2 เพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 

1.4.2.1  เตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 

1.4.2.2  เตรียมเซลลไฮบริโดมาเร่ิมตน 

1.4.2.3  การศึกษาลักษณะการเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks 
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1.4.2.4  เ ต รี ย ม ภาวะที่ใชในการเพาะเล้ียงเซลล  ในเคร่ืองปฏ ิกรณชีวภาพแบบ 

ฮอลโลวไฟเบอร 

1.4.2.5  หาภาวะที่ เหมาะสมในการเพาะเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอร เชน ปริมาตรและระยะเวลาในการเก็บเกี่ยว ปริมาณซีรัมจากลูกวัว (Fetal 

calf serum, FCS) วิธีการใหอากาศ และชนิดของไฟเบอร 

1.4.2.6  การเก็บเกี่ยวแอนติบอดีจากบริเวณชองดานนอกของไฟเบอร (Extraca -

pillary space) 

 1.4.3 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ด วยวิธ ี affinity chromatography  

1.4.4 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอด ีดวยเทคนิค SDS-PAGE  

1.4.5 วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีและสารอ่ืนๆในอาหารที่ไดจากการเพาะเล้ียง 

1.4.5.1  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดี 

ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวเปนแอนติบอดีมาตรฐาน  

1.4.5.2   การวิเคราะหปริมาณกลูโคส 

1.4.5.3  การวิเคราะหปริมาณแลกเตท 

  1.4.5.4  การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 

1.4.6 วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 

    

 
  
 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1.1 สารคลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) 
 

 คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) เปนสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธ์ิอยางกวางขวาง

ตอแบคทีเรียทั้งพวกแกรมบวกและแกรมลบ มีกลไกในการออกฤทธิ์โดยเขาไปจับกับไรโบโซม 50s 

ของแบคทีเรีย ทําใหไปขัดขวางการจับกันระหวางไรโบโซม 50s และ tRNA ปฎิกิริยาระหวาง

เอนไซม peptidyl transferase กับกรดอะมิโนจาก tRNA จึงไมเกิดข้ึน เปนผลทําใหไมมีการ

สังเคราะหโปรตีน จึงจัดอยูในกลุมของยาที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  

คลอแรมเฟนิคอลยังสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในไมโตคอนเดรียของเซลลสัตว

ชั้นสูง เนื่องจากไรโบโซมในไมโตคอนเดรียของสัตวชั้นสูงมีลักษณะทางกายภาพใกลเคียงกับไรโบ

โซมของแบคทีเรีย  

คลอแรมเฟนิคอลแพรกระจายไดดีตามเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกาย และยังสามารถแพร 

กระจายเขาไปในของเหลวในระบบประสาท นอกจากนี้ยังพบในน้ําดี น้ํานมแม และสามารถแพร

ผานเขาสูลูกไดในหญิงมีครรภ สามารถจับกับโปรตีนในเลือดไดประมาณ 50 เปอรเซ็นต  

อวัยวะเปาหมายที่มีความเส่ียงตอคลอแรมเฟนิคอลคือ ไขกระดูก ทําใหจํานวนเซลลหรือ

องคประกอบในเลือดลดลง นอกจากนี้ยังมีผลตอเม็ดเลือดแดง ทําใหเม็ดเลือดแดงพัฒนาไม

สมบูรณ เปนผลใหเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดตํ่ากวาปกติ การเปล่ียนแปลงองคประกอบตางๆใน

เลือดจะเกิดข้ึนเม่ือมียาคลอแรมเฟนิคอลอยูในกระแสเลือดต้ังแต 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เปนตนไป (Reynard, 1992) 

 

 2.1.2 แอนติบอดี (Antibody) 
 แอนติบอดี เปน ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 

96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน

ตอ antigenic determinant หรือ  เอพิโทปที่แปลกปลอม และจะทําปฏิกิริยาจําเพาะตอเอพิโทป

นั้นเทานั้น  ซึ่งผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอ่ืน ๆ ออก
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จากรางกายได แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกลบูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัม

ของคนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  

คือ อัลบูมิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา 

(γ) เนื่องจากแอนติบอดีเปนโกลบูลินที่ทําหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันของรางกาย จึงเรียกวา อิมมูโน

โกลบูลิน (immunoglobulin) หรือ Ig  แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน เปนผลผลิตของเซลล

พลาสมาและลิมโฟไซต ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบในสวนน้ําอ่ืน ๆ ของรางกาย และใน

เนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอกจากนี้

ยังพบบนผิวของ บี ลิมโฟไซต(B-lymphocyte)ดวย (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

โครงสรางของอิมโมโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (monomer) ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 

สาย คือ heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกัน แตละอันมีมวลโมเลกุลประมาณ 55,000 ดาลตัน 

และ light (L) chain 2  สายที่เหมือนกัน แตละอันมีมวลโมเลกุลประมาณ 25,000 ดาลตัน             

(Harlow และ Lane, 1988) เช่ือมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถ

แยกออกจากกันไดดวยเมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  เมื่ออาศัยความแตกตาง H 

chain สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซึ่งมี 

H chain ชนิด γ  α  μ  δ และ ε  ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมี

ความแตกตางกันในน้ําหนักโมเลกุล  สวนประกอบของคารโบไฮเดรต  antigenic determinant  

คุณสมบัติทางชีวภาพ และการเคล่ือนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain 

ออกไดเปน 2 type  คือ kappa (k)  และ  lamda (λ) (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุมเซลล

พลาสมาซึ่งกําเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต (B lymphocyte) เซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของ        

แอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้งในดานความจําเพาะตอเอพิโทปของแอนติ 

เจน และในดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งเปนตัว กําหนด

คุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น  

ในภาวะปกติรางกายจะสรางแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน ซึ่งรวมกันเรียกวา พอลิโคล

นอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) แตจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพียงชนิดเดียวเมื่อมี

พยาธิสภาพเปนโรคมะเร็งของบี ลิมโฟไซต หรือเซลลพลาสมา โดยที่เซลลพลาสมาปกติหนึ่งเซลล

เกิดการเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลมะเร็ง เกิดการเพิ่มจํานวนของเซลลเหลานี้อยางไมหยุดยั้ง และ

สรางแอนติบอดีชนิดเดียวกันจํานวนมากออกมาทําใหสามารถตรวจพบไดในซีรัม (สุทธิพันธ และ

คณะ, 2537) 
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกนํามาใชอยางกวางขวางในหลายๆ ดาน อยางเชน นํามาใชใน

การวินิจฉัยโรค รักษาโรค และในงานวิจัย (Nelson และคณะ, 2000) 
 

2.1.3 วิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดจํานวนมาก 

1. การผลิตในสัตวเชน หนูโดยวิธีการ ascites production 

วิธีการคือทําใหหนูเกิดทองมาน (ascites) โดยฉีดเซลลลูกผสมเขาชองทอง

หนู หลังจากกระตุนดวย pristane ประมาณ 7-14 วัน เซลลลูกผสมจะเจริญในชองทองและมีน้ําใน

ชองทองซึ่งประกอบดวยแอนติบอดีจํานวนมาก (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

ขอดีของวิธีนี้คือ ทําไดงาย และใชตนทุนตํ่ากวา ไดแอนติบอดีเขมขนสูงใน

ระดับมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนขอเสียคือ การผลิตแอนติบอดีปริมาณมากตองใชหนูเปนจํานวน

มาก ตองระมัดระวังการติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรียจากสัตว และมีการปนเปอนของแอนติบอดีจาก

หนู 20 เปอรเซ็นต อีกทั้งยังมีปญหาเร่ืองจริยธรรมในการใชสัตวอีกดวย ( Vetterlein, 1989) 

2.  การผลิตในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ 

      ใชระบบการเพาะเลี้ยงแบบ perfusion ซึ่งเปนระบบที่ใชในกระบวนการผลิต

โมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยระบบนี้ตางจากการเพาะเลี้ยงแบบตอเนื่อง ซึ่งมีอัตราการไหลของ

สารอาหารอยางตอเนื่องและคงที่ แตในระบบ perfusion เซลลจะถูกแยกจากอาหาร และอาหาร

จะถูกเติมอยางตอเนื่องโดยไมมีการควบคุมอัตราการไหลของอาหารใหคงที่ ทําใหเซลลในระบบนี้

เจริญเติบโตจนมีความหนาแนนสูง  ระบบ perfusion แบงออกเปน 3 แบบ ดังนี้ (Mizrahi, 1989) 

1)  Homogeneous 

            เซลลจะแขวนลอยอยางอิสระ เชนใน stirred reactor ตองใชตัวกรอง 

เชน rotating filter ในการแยกเซลลกับสารอาหาร โดยอาจใสตัวกรองภายในถังหรือกรองเซลล

ภายนอกถัง ขอเสียคือ เกิดแรงเฉือนซึ่งอาจไปทําลายเซลลได 

2)  Semihomogeneous 

 ตัวอยางของระบบนี้ ไดแก การตรึงเซลลใน microencapsulation เชน 

agarose และนําไปเพาะเล้ียงใน stirred tank, fluidized bed หรือ air life fermenter ในระบบนี้

สารอาหาร เชน กลูโคส, growth factor สามารถซึมผานเม็ดบีทได แตแอนติบอดีไมสามารถเขาไป

ได ขอเสียคือ เซลลที่ถูกตรึงอาจขาดออกซิเจนได 
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3)  Nonhomogeneous 

 ตัวอยางระบบนี้ ไดแก การเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร ซึ่งมีไฟเบอรเปน 

semipermeable membrane ขอดีคือ ทําใหเก็บแยกแอนติบอดีออกมาไดงาย แอนติบอดีที่ไดมี

ความเขมขนสูง สวนขอเสียคือ ยากในการ scale up และการควบคุมภาวะที่ใชเพาะเล้ียง เชน 

ความเปนกรดดาง, ปริมาณออกซิเจน และความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส  

 

 
2.1.4 หลักการเพาะเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณืชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

 เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรนั้นเปนท่ียอมรับ

วาเปนวิธีที่ดีสําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยระบบนี้จะมีการแยกสวนของเซลลกับ

สวนของอาหารที่ใชในการเพาะเล้ียงโดยผนังฮอลโลวไฟเบอร ทําใหสามารถเพาะเล้ียงเซลลไดจํา 

นวนมาก (>108 เซลลตอมิลลิลิตร) ในบริเวณชองดานนอกของไฟเบอร หรือ extracapillary space 

ดังรูปที่ 2.1 แอนติบอดีที่เซลลผลิตข้ึนมีโมเลกุลขนาดใหญ ไมสามารถซึมผานไฟเบอรได ดังนั้นจึง

ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนสูง 1 ถึง 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเคยมีรายงานพบวาสามารถ

ผลิตแอนติบอดีที่มีความเขมขนสูงถึง 17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Shi และคณะ, 1999) 

 

 
 

รูปที่ 2.1 ภาพถายอิเล็กตรอนของฮอลโลวไฟเบอร และเซลลที่อยูภายนอกไฟเบอร 

    

 ระบบฮอลโลวไฟเบอร เล้ียงเซลลในสวนของ Extracapillary space (ECS) และใหอาหาร

ไหลผานทาง Intracapillary space (ICS) เมมเบรนของฮอลโลวไฟเบอร สามารถแยกเซลลและ

อาหาร อาหารซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กสามารถผานเมมเบรนได สวนสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญกวารู



 8 

ของเมมเบรนจะถูกกักไว ดังนั้นสารอาหารอยางเชน กลูโคส และ O2 สามารถผานรูเมมเบรนไปสู

เซลลไดตลอดทั้งไฟเบอร และของเสียอยางเชน แลกเทต และ CO2 สามารถผานเขาสูไฟเบอรไดดัง

รูปที่ 2.2 และถูกทําใหเจือจางลงในขวดบรรจุอาหาร growth factor ซึ่งมีโมเลกุลขนาดใหญที่อยู

ในซีรัม (หรือในอาหารที่ไมตองเติมซีรัมอยางเชน transferring และ albumin) ถูกเติมใหเซลลใน

สวน ECS เซลลจะผลิตแอนติบอดีออกมาและสะสมอยูในสวน ECS (Gramer และ Poeschl, 

1998) เนื่องจากแอนติบอดีมีขนาดโมเลกุลเทากับ 150,000 ดาลตัน (Harlow และ Lane, 1988) 

ซึ่งไมสามารถผานรูของเมมเบรน แอนติบอดีที่ไดจึงมีความเขมขนสูงกวาการเล้ียงเซลลในขวด

อาหารเล้ียงเซลล หรือ stirred reactor  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 แสดงการไหลผานเขาออกของสารระหวาง ECS  กับ ICS 

 

 องคประกอบพื้นฐานของระบบฮอลโลวไฟเบอรแสดงดังรูปที่ 2.3 ประกอบดวย ขวดบรรจุ

อาหารเล้ียงเซลล (medium reservoir) คอลัมนฮอลโลวไฟเบอรสําหรับเล้ียงเซลล (bioreactor) 

และเคร่ืองแลกเปล่ียนแกส (gas-exchanger) ติดต้ังอยูภายในตูบม (incubator) ที่มีแกสคารบอน 

ไดออกไซด (CO2)  ปมถูกติดต้ังภายนอกตูบมเพราะวาความรอนจากปมจะทําใหอุณหภูมิในตูบม

เพิ่มข้ึน เซลลถูกเพาะเล้ียงภายนอกไฟเบอรในสวน ECS  อาหารถูกหมุนเวียนดวยปมจากขวด

บรรจุอาหารผานเคร่ืองแลกเปล่ียนแกส อยูภายในไฟเบอรใน ICS  และไหลกลับเขาสูขวดบรรจุ

อาหาร อากาศถูกปมเขาสูตูบมอยางตอเนื่องผานคอลัมนแลกเปล่ียนแกส เพื่อนําแกสออกซิเจน

และคารบอนไดออกไซดเขาสูอาหารและเปนบัฟเฟอรควบคุม pH ในอาหาร 

Dialysis Membrane 
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รูปที่ 2.3  แสดงองคประกอบพื้นฐานของระบบฮอลโลวไฟเบอร (Gramer และ Poeschl, 1998) 

 

 2.1.5 ปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงเซลล 

ส่ิงแวดลอมในการเพาะเล้ียงเซลล 

1. ความเปนกรดดาง  

คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงเซลลคือ คาที่ใกลความเปนกลางที่ 

pH 7.2-7.4 เซลลสัตวจะทนตอการเปล่ียนแปลงคา pH ที่อยูในชวงระหวาง pH 6.6-7.8  

 เซลลสวนมากเจริญไดดีที่ pH 7.4 คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเจริญของ

เซลลจะแตกตางกันเล็กนอยในเซลลแตละชนิด ในอาหารเล้ียงเซลลจะใช phenol red เปน 

indicator ซึ่งใหสีมวงที่ pH 7.8 สีชมพูเขมที่ pH 7.6 สีแดงที่ pH 7.4 สีสมที่ pH 7.0 สีเหลืองที่ pH 

6.5 และเปล่ียนเปนสีเหลืองอมเขียวที่ pH ตํ่ากวา 6.5 (Freshney, 2005)  

2.   อุณหภูมิ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับเล้ียงเซลลสัตว คือ 37ºC  เซลลสามารถมีชีวิตอยูไดหลาย

วันที่อุณหภูมิ 4ºC แตเซลลไมสามารถทนตออุณหภูมิที่สูงกวาอุณหภูมิปกติ 2ºC ได และจะตาย

อยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 40ºC ข้ึนไป (Freshney,2005) 
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3.  แกสออกซิเจน 

Miller และคณะ (1987) ไดศึกษาถึงผลของ dissolved oxygen (DO จาก 0.1-100

เปอรเซ็นต saturation in air) ของเซลลไฮบริโดมาของหนู โดยใชการเพาะเล้ียงแบบตอเนื่อง พบวา

คา DO ที่เหมาะสําหรับการผลิตแอนติบอดีคือ 50 เปอรเซ็นต ตางจากคา DO ที่เหมาะสมสําหรับ

การเจริญของเซลลคือ 0.5 เปอรเซ็นต 

Shi และคณะ (1998) ไดทดสอบความสามารถของตัวพาออกซิเจน ในการเพิ่มอัตรา

การเจริญ และระดับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟ

เบอร โดยเติมสารตัวพาออกซิเจนความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ลงในขวดบรรจุอาหารเล้ียงเซลล  

พบวาเมื่อใชสารตัวพาออกซิเจน ไดแก Erythrogen-1TM, perfluorocarbon emulsion, 

gluteraldehyde-conjugated bovine haemoglobin Formula-1TM และ polyethylene glycol 

modified bovine haemoglobin เซลลผลิต โมโนโคลนอลแอนติบอดีสูงกวากลุมควบคุม 104, 78, 

40 และ 20 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวน natural bovine haemoglobin พบวาผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตํ่ากวากลุมควบคุม วัดประสิทธิภาพการใชออกซิเจนของเซลลโดยวัดระดับกลูโคส และ 

แลคเทต เพื่อหาอัตรสวนระหวางอัตราการสรางแลคเทต (Lactate production rate ; LPR) ตอ 

อัตราการใชกลูโคส (Glucose consumption rate ; GUR) พบวาคา LPR/GUR ที่ไดแปรผกผันกับ

ปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต 

4.  แกสคารบอนไดออกไซด 

 แกสคารบอนไดออกไซดถูกใชรวมกบั โซเดียมคารบอเนต เพื่อชวยปรับคาความเปน

กรดดางในอาหารเล้ียงเซลลซึ่งมีการเปล่ียนไดอยูตลอดเวลาที่เซลลมีการเจริญเติบโต เนื่อง จาก

เซลลมีการผลิตของเสีย ไดแก แลคเทต และแอมโมเนีย หรือเกิดจากการตายของเซลลที่สะสมใน

อาหารซึ่งจะทําใหอาหารเล้ียงเซลลมีความเปนกรดเพิ่มข้ึน ดังนั้นในการเล้ียงเซลลจึงตองเล้ียงในตู

บมที่ควบคุมปริมาณแกสคารบอนไดออกไซดไวที่ 5 เปอรเซ็นต เนื่องจากแกสคารบอนได ออกไซด

ละลายในอาหารเพี่อสรางภาวะสมดุลกับ ไบคารบอเนตไอออน ( HCO3
-- ) ทําใหมีภาวะเปนกลาง

และมีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอรทําใหคาความเปนกรดดางในอาหารมีการเปล่ียนแปลงนอย ดังสม 

การที่ (1 ) 

H2O + CO2  H2CO3  H+ + HCO3
—          (1 ) 
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การที่แกสคารบอนไดออกไซดในบรรยากาศเพิ่มข้ึน จะทําให HCO3
— เพิ่มข้ึน เมื่อ 

HCO3
— เพิ่มข้ึนสมการจะเกิดยอนกลับไปทางดานซายจนกระทั้งเขาสูภาวะสมดุลที่ pH 7.4 

(Freshney, 2005) 

อาหารและสวนประกอบในอาหาร 

เซลลไฮบริโดมาสามารถเจริญไดในอาหารสําหรับเพาะเล้ียงเซลลหลายชนิด แตที่นิยม

มากที่สุด 2 ชนิด ไดแก Dulbecco’s modified Eagle’s (DME) และ RPMI 1640 ซึ่งอาหารเหลานี้

จะตองเติม fetal calf serum (FCS) ใหมีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต และอาจใช calf serum หรือ 

horse serum ซึ่งมีราคาถูกกวาแทนก็ได (Harlow และ Lane,1988) เนื่องจากซีรัมประกอบดวย 

growth factors ที่ชวยสงเสริมการเจริญของเซลล นอกจากนี้ยังมีสวนประกอบของโปรตีน ฮอรโมน 

ไขมัน  แรธาตุตางๆ  และตัวยับยั้ง แตในซีรัมมีคอมพลีเมนตตางๆ ที่ตองกําจัดออกโดยนําซีรัมไป

แชน้ําที่อุณหภูมิ 56 °C เปนเวลา 30 นาที (heat activated) ในปจจุบันมีการเล้ียงเซลลในอาหาร

ชนิดที่ไมเติมซีรัม (serum free media) สามารถเลือกใชใหเหมาะกับการเล้ียงเซลลแตละชนิด 

(Freshney, 2005) 

 

2.1.6   กลไกการสังเคราะหสารอาหาร 

กลูโคสและกลูตามีน เปนแหลงคารบอนหลัก และเปนแหลงพลังงาน ในการเพาะเล้ียง

เซลล กลูโคสถูกเปล่ียนเปน ไพรูเวต โดยวิถีไกลโคลิซิส ซึ่งไพรูเวตอาจเปล่ียนไปเปนแลคเทต หรื

ออะซิโตอะซีเทตและอาจจะเขาสูวัฎจักรของกรดซิตริกและถูกออกซิไดสในรูปของ คารบอนได- 

ออกไซดและน้ํา การสะสมของกรดแลกติกในอาหาร แสดงใหเห็นวา วัฎจักรของกรดซิตริกอาจจะ

ไมไดเกิดข้ึนทั้งหมดในส่ิงมีชีวิต (Freshney, 2005) 

การขนสงกลูโคส และกลูตามีน ภายในเซลลโดยวิถีไกลโคลิซิส และกลูตามิโนลิซิสเกิดข้ึน

ในอัตราสูง นําไปสูการเกิดสารเมตาบอไลตจํานวนมาก อยางเชน  แลกเทต และแอมโมเนีย การ

ผลิตแลคเทตของเซลลไฮบริโดมา ไมเหมือนกับเซลลทั่วไป ไพรูเวตเขาสู Tricarboxylic acid cycle 

(TCA cycle) นอยมาก ภายใตภาวะที่มีออกซิเจน และไพรูเวตจาํนวนมากเปล่ียนไปเปนแลกเทต 

แสดงถึงการใชกลูโคสอยางไมมีประสิทธิภาพ การที่ไพรูเวตจํานวนมากเปล่ียนไปเปนแลกเทต 

แทนที่จะถูกออกซิไดสใน TCA cycle ภายใตภาวะที่มีออกซิเจน ในเซลลไฮบริโดมายังไมเปนที่แน
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ชัด แลกเทตจํานวนมากที่เกิดข้ึน สามารถไปยับยั้งการเจริญของเซลล เพิ่ม osmolarity ในอาหาร 

หรือลด pH ในอาหาร(Sanfeliu และคณะ, 1997) 

การเปล่ียนไพรูเวตไปเปนแลกเทต มีความจําเปนสําหรับการอยูรอดของเซลล เปนหนทาง

ในการรีออกซิไดส NADH จํานวนมากที่เกิดการเกิดไกลโคลิซิสในอัตราสูงในเซลลไฮบริโดมา 

ในระหวางการเปลี่ยนกลูโคสเปนไพรูเวต(ไกลโคลิซิส) NAD 2 โมเลกุล ถูกรีดิวสไปเปน 

NADH ซึ่งตองรีออกซิไดส เซลลมี 2 ระบบในการรีออกซิไดสดังรูปที่ 2.4 ระบบแรก เปนระบบที่ใช

ในเซลลปกติภายใตภาวะที่มีออกซิเจน ซึ่ง NADH จะถูกสงจากไซโตซอลเขาสูไมโตคอนเดรียดวย

ระบบ malate-aspartate shuttle  เกิดรีออกซิไดสของ NADH ในไมโตคอนเดรีย ได ATP จํานวน

มาก (38 ATP) ในระบบที่ 2 เปนระบบที่ใชในเซลลปกติในภาวะที่ขาดออกซิเจน เกิดออกซิเดชั่นข

อง NADH ในไซโตซอล ทําใหไดแลกเทต สงผลใหลดการเกิด ATP ตอโมลของกลูโคส (2 ATP) 

 

 

          รูปที่ 2.4  แสดงวิถีของเมตาบอลิซึมในเซลลไฮบริโดมา (Sanfeliu และคณะ, 1997) 

 

Fitzpatrick และคณะ (1993) ไดศึกษาเมตาบอลิซึมของเซลลสัตว พบวาวิถีเมตาบอลิซึม

ของกลูโคส และกลูตามีน เกี่ยวของกับความตองการพลังงานของเซลล การเปล่ียนความเขมขน

ของซับสเตรตระหวางการเพาะเล้ียง ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมที่
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สําคัญ ซึ่งวิเคราะหโดยเล้ียงเซลลไฮบริโดมาแบบ batch ใหมีความหนาแนนสูงสุด 1- 2x106 เซลล

ตอมิลลิลิตร ใน 3-4 วัน เมื่อเล้ียงเซลลถึงระยะ stationary  คาอัตราจําเพาะของการใชกลูโคส 

และกลูตามีน ไมคงที่ระหวางการเพาะเล้ียง และมีคาสูงสุดที่กึ่งกลางระยะ exponential มีคา 2.4 

และ 4.3 นาโนโมล/นาที/106เซลล ตามลําดับ กลูโคส (96 เปอรเซ็นต) ถูกเมตาบอไลซในสัดสวนที่

สูงโดยไกลโคลิซิส และบางสวนในวิถีเพนโตสฟอสเฟต (3.3 เปอรเซ็นต) และ TCA cycle (0.21 

เปอรเซ็นต) 

กลูตามีน เปนตัวสําคัญในการสรางพลังงานของเซลล อยางไรก็ตาม ชวงกลางระยะ 

exponential การสรางพลังงานจากแคแทบอลิซึม ของซับสเตรตทั้งสองดีพอๆ กันระหวางกลูตามีน 

(55 เปอรเซ็นต) และกลูโคส (45 เปอรเซ็นต) 

แอมโมเนียและ แลคเทต เปนผลิตภัณฑหลัก ที่เกิดจากเมตาบอลิซึมของ กลูตามีน และ

กลูโคส เมื่อถูกสะสม พบวาจะทําใหการเจริญของเซลลลดนอยลง และมีผลตอเมตาบอลิซึม และ

การผลิตแอนติบอดีในเซลลไฮบริโดมา เคยมีรายงานพบวา แลคเทต ยับยั้งการเจริญของเซลลไฮบ

ริโดมา และเมตาบอลิซึมของเซลล  และลดอัตราการผลิต เนื่องจากไปเปลี่ยนออสโมลาริตี ใน

อาหาร (Ozturk และคณะ, 1992) 

 Cruz และคณะ (2000) ไดศึกษาถึงผลของ แอมโมเนีย และ แลคเทต ตอการเจริญ เม

ตาบอลิซึม และอัตราการผลิตของเซลล BHK ซึ่งผลิต recombinant human IgG พบวาการเจริญ

ของเซลลลดลง 50 เปอรเซ็นต เมื่อมีความเขมขนของแอมโมเนีย 1.1 มิลลิโมลาร ในการเพาะเล้ียง

ที่มีการกวน และ 3.5 มิลลิโมลารในการเพาะเล้ียงแบบนิ่ง และความเขมขนของแลคเทต 28 มิลลิ

โมลาร ในการเพาะเล้ียงทั้งสองแบบ การเพิ่มข้ึนของแอมโมเนียจาก 0-20 มิลลิโมลาร ทําให 

specific productivity ลดลง 50 เปอรเซ็นต สวนปริมาณแลคเทตที่เพิ่มข้ึนจาก 0-60 มิลลิโมลาร 

ทําให specific productivity ลดลง 40 เปอรเซ็นต 

 

2.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
     

Altshuler และคณะ (1985) ไดเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาเพื่อผลิตแอนติบอดีในฮอลโลว

ไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนโพลีซัลโฟน (polysulfone) ซึ่งมี molecular weight cut-off (MWCO) ของ

เมมเบรน เทากับ 10,000, 50,000 และ 100,000 ดาลตัน และใชอาหาร RPMI 1640 ที่เติม FCS 

20 เปอรเซ็นตจากนั้นคอยๆลดปริมาณ FCS จนเหลือปริมาณตํ่าสุดที่ 6.9 เปอรเซ็นต ภายในระยะ

เวลา 16 วัน เปล่ียนอาหารใน reservoir ทุกๆ 4 วัน สามารถผลิตแอนติบอดีไดเขมขน 80, 510 
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และ 740 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ แตใน reservoir ของฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน 

ขนาด 100,000 ดาลตัน พบแอนติบอดีเขมขน 260 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองแสดง

ใหเห็นวาการเพิ่ม  MWCO ของเมมเบรนทําใหไดแอนติบอดีเขมขนมากข้ึน ซึ่งการใชฮอลโลวไฟ

เบอรที่มี MWCO 10,000 ดาลตัน ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนตํ่ากวา การใช MWCO ขนาด 

50,000 และ 100,000 ดาลตันมาก 

 Gorter และคณะ (1993) ไดศึกษาถึงการผลิต bi-specific monoclonal antibodies 

(MAb) ดวยเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร เปรียบเทียบกับการผลิตใน T-flasks และ

วิธีการผลิตในหนู ภาวะที่ใขในการเพาะเล้ียงเซลลนั้นควบคุมอุณหภูมิใหอยูระหวาง 36.3-36.4 ºC 

และ pH 7.26  อาหารในสวน ECS เติม FCS 1 เปอรเซ็นต และ  serum replacement factors 

(SF-X; Costar Europe, Badhoevedorp, The Netherlands) 0.5 เปอรเซ็นต ใชเซลลเร่ิมตน 3-5 

x 108 เซลล วัดการเจริญของเซลลจากคา glucose consumption ในสวนของ ICS 2-3 คร้ังตอ

สัปดาห เพื่อควบคุมปริมาณกลูโคสใหสูงกวา 2.25 กรัมตอลิตร โดยเพิ่มอัตราการไหลของอาหาร

ใหมในสวนของ IC เร่ิมเก็บแอนติบอดีในวันที่ 6 หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 38 วัน ไดแอนติบอดี

ทั้งหมด 375 มิลลิกรัม จากอาหารปริมาตร 2.9 ลิตร แอนติบอดีมีความเขมขนเฉลี่ย 134±30 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลังจากทําใหบริสุทธิ์โดยผานโปรตีน เอ  ไดแอนติบอดี 79 มิลลิกรัม เมื่อ

เปรียบเทียบกับการผลิตในหนูจะตองใชหนูถึง 200 ตัว และถาผลิตในขวดเล้ียงเซลล (T-flasks) 

ตองใชอาหารเล้ียงเซลล 38 ลิตร 

 Lowry และคณะ (1994) ไดศึกษาถึงปจจัยตางๆที่มีผลตอการเพาะเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฎิ

กรณ  ชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ไดแก molecular weight cut-off, พื้นที่ผิวไฟเบอร, ชนิดของไฟ

เบอร และคา ultrafiltration rate หลังจากเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 25 วัน พบวาปจจัยที่มีบทบาท

สําคัญในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีคือชนิดของไฟเบอร และคา ultrafiltration rateโดยเรียง

ลําดับชนิดของไฟเบอรที่สามารถผลิตแอนติบอดีจากมากไปหานอยไดดังนี้ 1.Polymethyl -

methacrylate  2.Cellulose  3.Cuprammonium Rayon  4.Cellulose acetate นอกจากนี้การ

เพิ่มคา molecular weight cutoff  ในไฟเบอรชนิด Cellulose acetate ทําใหสามารถผลิต

แอนติบอดีไดมากข้ึนเนื่องจากการเพิ่มคา molecular weight cut-off มีผลทําใหคา ultrafiltration 

rate สูงข้ึน 

 Jackson และคณะ (1996) ไดศึกษาเปรียบเทียบการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร กับการผลิตในชองทองหนู (murine ascites) 20 ตัว 

โดยใช cell line 2B11 3C9 และ RMK ในการศึกษาพบวาการผลิตแอนติบอดีโดยใชฮอลโลวไฟ
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เบอรไดแอนติบอดี 168, 565 และ 1023 มิลลิกรัมตามลําดับ และจากชองทองหนูได 455, 466 

และ  997 มิลลิกรัมตามลําดับ ความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดจากเครื่องปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอร อยูในชวง 0.71-11.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และที่ไดจากชองทองหนูอยูใน

ชวง 4.07-8.37 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ผลที่ไดนี้แสดงใหเห็นถึงระบบฮอลโลวไฟเบอร สามารถใช

เปนอีกทางเลือกหนึ่งในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีแทนการผลิตจากหนูได  

 Czirbik และคณะ (1996) ไดศึกษาถึงปจจัยหลายๆ อยางที่มีผลตอการผลิตแอนติบอดีใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ไดแก ชนิดของฮอลโลวไฟเบอรที่มี molecular weight 

cut-off (MWCO) 10,000 และ 30,000 ดาลตัน อัตราการหมุนเวียนอาหาร วิธีการเก็บแอนติบอดี

และเซลล และอัตราการใชกลูโคส พบวาฮอลโลวไฟเบอรที่มี MWCO 30,000 ดาลตัน สามารถใช

ผลิตแอนติบอดีไดดีกวาชนิดที่มี MWCO 10,000 ดาลตัน เพราะวาฮอลโลวไฟเบอรที่มีขนาดรูพรุน

เล็กกวามีระยะ lag phase ในการผลิตแอนติบอดี และการเจริญของเซลลยาวนาน คือเมื่อใชฮอล

โลวไฟเบอรที่มี MWCO 10,000 ดาลตัน จะใชเวลา  26 ถึง 33 วัน และเม่ือใชฮอลโลวไฟเบอรที่มี 

MWCO 30,000 ดาลตัน จะใชเวลา 11 ถึง 20 วัน จากการศึกษาอัตราการปอนอาหาร เมื่อให

อัตราการปอนอาหารสูง ( 5.0 ลิตร/วัน สําหรับ 30,000 ดาลตัน และ 8.4 ลิตร/วัน สําหรับ 10,000 

ดาลตัน ) จะผลิตแอนติบอดีไดนอยกวาการปอนอาหารในอัตราเร็วที่ตํ่ากวา ( 3.5 และ 7.2 ลิตร/

วัน ตามลําดับ ) 

 การนําเซลลที่มากเกินออกไปเปนระยะ ๆ สามารถเพิ่มการผลิตแอนติบอดี และยืดระยะ 

เวลาในการเพาะเล้ียงใหนานข้ึน การเก็บแอนติบอดีอยางตอเนื่องทุกวัน (50-200 มิลลิลิตรตอวัน) 

ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนนอยกวาการเก็บเปนคร้ังคราวโดยเก็บ 2-3 คร้ังตอสัปดาห (50-250 

มิลลิลิตร) เมื่อเปล่ียนการเก็บอยางตอเนื่องมาเปนแบบคร้ังคราว ความเขมขนของแอนติบอดีเฉล่ีย

เพิ่มข้ึนจาก 413 เปน 3387 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 

 จากงานวิจัยที่ผานมา แสดงใหเห็นวามีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการผลิตแอนติบอดีใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ซึ่งไดแก ชนิดของฮอลโลวไฟเบอร  ขนาด MWCO ของ

เมมเบรน การใหอากาศ อัตราการหมุนเวียนอาหารและอัตราการปอนอาหาร ปริมาณ FCS วิธีการ

เก็บแอนติบอดีและเซลล ดังนั้นการผลิตแอนติบอดีใหไดปริมาณมากจึงตองควบคุมปจจัยตางๆ 

เพื่อใหเกิดภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตแอนติบอดีซึ่งอาจแตกตางกันในเซลลไฮบริโดมาแตละชนิด 

  

 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 เซลลไฮบริโดมาท่ีใชในการวิจัย 

เซลลไฮบริโดมา CAP 79 ที่ไดจากการหลอมรวมเซลล (cell fusion) ระหวางเซลล      ลิม

โฟไซตจากมามหนูที่ฉีดกระตุนดวย CAP-BSA กับเซลลไมอีโลมา (P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I), 

ATCC No : TIB 18) ของหนวยปฏิบัติการวิจัยการผลิตแอนติบอดี สถาบันเทคโนโลยี ชีวภาพและ

วิศวกรรมพันธุศาสตร จากการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของแอนติบอดีพบวา เปนชนิด IgG2b

  

 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

  กระบอกฉีดยาขนาด 50  มิลลิลิตร  Terumo 

  กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ   Nikon 

ขวดเล้ียงเซลล (T-flasks)    Nunc 

ขนาด 25, 75 และ  175 cm2 

  ขวดแกว     Boro 

ขวดใสอาหารขนาด 5 ลิตร   Duran 

  เข็มฉีดยา (18G)     Nipro 

  เคร่ืองปนเหวี่ยง     MSE minor 35 

  เคร่ืองวัดพี เอช     Mettler Toledo 

  เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร   Titertek 

  เคร่ือง compact ROCKER CR300  Finemould Precision 

  เคร่ือง microtiterplate reader   Titertek 

  เคร่ือง thermo mixer compact   Eppendorf 

  จานชนิด 96 หลุม    Nunc 

  ชุดเตรียมเจล MiniproteanII Dual Slab Cell Bio-Rad  
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ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด    Revco, Yamato 

ตูถายเช้ือ      Cambrige 

ทอเหล็กสําหรับตอสายยาง 

ปเปตต       Eppendorf 

ปเปตตอัตโนมัติ      Socorex 

  ปมลม       Iwaki 

  หมอนึ่งฆาเชื้อ      Udono-RII 

  หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร   Nunc  

Connector for cartridge    Terumo  

Dialysis connector     Gambro dasco 

Heamocytometer     Boeco 

Hollow fiber dialyzer / CL*C12NL   Terumo 

 Membrane material  :  Cellulose 

 Surface area  :  1.2 m2 

 Volume (ECS + ICS)  :  79 ml 

 Molecular weight cut-off  :  50 kDa (90%) , 65 kDa (95%) 

Hemoconcentrator / CX*HC11S   Terumo 

 Membrane material  :  Polysulfone 

 Surface area  :  1.1 m2 

 Volume (ECS + ICS)  :  67 ml 

 Molecular weight cut-off  :  66 kDa (99.4%) 

Hydrophilic filter 0.2 μm/Midisart 2000  Sartorious 

Hydrophilic filter 0.2 μm PTFE Membrane  PALL Life Sciences 

Marprene tube (tube bore 6.4 mm., thick 2.4 mm.)      Watson-marlow 

Peristaltic pump             Watson-marlow 

Silicone tube (tube bore 6.4 mm., thick 1.6 mm.) Watson-marlow 

  Silicone tube / Platinum Cured (tube bore 6.4,  Watson-marlow

  thick 1.6 mm.) 

  Three-way stopcock     Terumo 
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3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.1 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย การใช ที่มา 

1. 40 % Acrylamide / Bis  

Solution, 29 : 1 (3.3 % C) 

เทคนิค SDS-PAGE Bio-Rad 

2. Ammonium chloride เตรียมแอมโมเนียมาตรฐาน Fluka, Switzerland 

3. APS ( Ammonium                    

persulfate) 

เทคนิค SDS-PAGE Sigma-Aldrich,USA 

4. BCA protein assay kit  หาปริมาณโปรตีน Sigma-Aldrich, USA 

5. Bovine serum albumin เตรียมโปรตีนมาตรฐาน  Sigma-Aldrich, USA 

6. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

7. D-glucose เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Sigma-Aldrich, USA 

8. Dimethyl sulfoxide(DMSO) เตรียมอาหารเก็บเซลล Fluka, Switzerland 

9. 3,5-Dinitrosalicylic acid หาปริมาณน้ําตาลกลูโคส Sigma-Aldrich,USA 

10. Disodium 

hydrogenphosphate 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Carlo erba, USA 

11. Fetal bovine serum เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Invitromex, USA 

12. Hydrogen peroxide (H2O2) เตรียมสับสเตรต Fluka, Switzerland 

13. L-glutamine เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Sigma-Aldrich, USA 

14. Lithium L-lactate เตรียมแลกเทตมาตรฐาน Sigma-Aldrich,Germany 
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ตารางที่ 3.1 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย การใช ที่มา 

15. Methanol เตรียม Destaining BDH, England 

16. O-phenylenediamine เตรียมสับเตรต Sigma-Aldrich, USA 

17. Penicillin G เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Sigma-Aldrich, USA 

18. Peroxidase-Rabbit Anti-

Mouse IgG (Gamma chain 

Specific) 

ทดสอบ ELISA Zymed, USA 

19. Phenol หาปริมาณแอมโมเนีย MERCK, Germany 

20. Potassium sodiumtartate หาปริมาณน้ําตาลกลูโคส Carlo Erba 

21. RPMI 1640 medium  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Invitromex, USA 

22. Sodium bicarbonate เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Sigma-Aldrich, Germany 

23. Sodium chloride เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

24. Sodium dihydrogen 

phosphate 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Carlo erba, USA 

25. Sodium hydroxide หาปริมาณน้ําตาลกลูโคส Mallinckrodt 

26. Sodium hypochlorite หาปริมาณแอมโมเนีย The Clorox company,USA 

27. Sodium nitroprusside 

dihydrate 

หาปริมาณแอมโมเนีย Fluka Chemical, 

Switzerland 

28. Sodium pyruvate เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.1 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย การใช ที่มา 

29. Streptomycin เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Sigma-Aldrich, USA 

30. Sulfuric acid หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม Merck, Germany 

31. TEMED เทคนิค SDS-PAGE Bio Basic Inc. 

32. Tris (hydroxymethyl) 

aminomehane 
เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

33. นมพรองมันเนย ทดสอบ ELISA Mission health food, 

Thailand 

 
 
3.4 ขั้นตอนการวิจัย     
  
 3.4.1   การเตรียมอาหาร  
 
 เตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชอาหาร RPMI 1640 10.4 กรัม 

โซเดียมไบคารบอเนต 2 กรัม,  กลูโคส 2 กรัม, L-กลูตามีน 0.1 กรัม, โซเดียมไพรูเวต 0.11 กรัม  

และยาปฏิชีวนะ เพนนิซิลิน จี 1,000,000 ยูนิต เสร็ปโตมยัซิน 100 มิลลิกรัม  ละลายสารทุกอยาง

ในน้ํากล่ันปริมาตร 10 ลิตร และปรับคา pH ใหได 7.1-7.2 ดวย 3 M HCl  แลวนําไปกรองผาน

เคร่ืองกรองท่ีมีเมมเบรนขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสขวดขนาด 5 ลิตร ปริมาตรขวดละ 2 ลิตร 

สําหรับใชเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพฮอลโลวไฟเบอร และ แบงใสขวดขนาด 100 มิลลิลิตร 

ปริมาตรขวดละ 90 มิลลิลิตร สําหรับใชเล้ียงเซลลใน T- flasks และในสวนของ Extracapillary 

space ของฮอลโลวไฟเบอร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C  กอนใชเติม Fetal calf serum (FCS) ใหได

เปอรเซ็นตที่ตองการ 
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 3.4.2   ศึกษาการเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks  
  

   เพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks ขนาด 175 cm2 เปนเวลา 10 วัน โดยเก็บ

อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลทุกวันวันละ 5 มิลลิลิตร นําไปนับจํานวนเซลล พรอมทั้งวิเคราะห

ปริมาณแอนติบอดี กลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย 

 
 3.4.3 การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลว-    
ไฟเบอร 

3.4.3.1  การเตรียมเซลลไฮบริโดมาเร่ิมตน 

 

นําเซลลไฮบริโดมา ที่ไดมาจากการหลอมรวมเซลล ระหวางเซลลลิมโฟไซตจาก
มามหนูกับเซลล ไมอีโลมา ซึ่งไฮบริโดมาที่ได ผลิตแอนติบอดีชนิด IgG2b ตอสารคลอแรมเฟนิคอล

ในรูปที่เช่ือมตอกับ BSA   มาเล้ียงใน T-flasks ขนาด 175 cm2 โดยใสอาหาร ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ที่มีซีรัม 10 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37°C ในตูบมที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นต เพื่อให ไดปริมาณเซลลเร่ิมตน 3x108 เซลล 

 

3.4.3.2  การตอระบบและภาวะที่ใชเพาะเล้ียง 

 

นําอุปกรณทั้งหมดที่ผานการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อแลวมาประกอบเขากันใน

ตูถายเช้ือ ซึ่งมีลักษณะการตอระบบ 2 วิธี ไดแก วิธีแรกเปนการตอระบบเพื่อใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอรอันที่หนึ่งดวยอัตราการไหลของอากาศ 30 rpm จากนั้นอาหารจึง

ไหลไปสูฮอลโลวไฟเบอรอันที่สองที่ใชสําหรับเล้ียงเซลล ดังรูปที่ 3.1 สวนวิธีที่สองเปนการตอระบบ

เพื่อใหอากาศแพรเขาสูผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหารแทนการใชฮอลโลวไฟเบอร ดังรูปที่ 3.2 

จากนั้นนําระบบเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร มาติดต้ังในตูบมที่มีคารบอนไดออก 

ไซด 5 เปอรเซ็นต ปรับอุณหภูมิใหอยูที่ 37°C ทั้งสองระบบควบคุมใหมีอัตราการไหลของอาหาร 

50 มิลลิลิตรตอนาที  กอนใสเซลลเร่ิมตนทําการลางระบบเปนเวลา 1 สัปดาหดวยอาหารที่ไมเติมซี

รัม และการใสเซลลเร่ิมตน ตองยกระบบทั้งหมดนํามาทําในตูปลอดเช้ือ หลังจากใสเซลลลงใน 

ECS เขยาคอลัมนวันละ 1 คร้ัง เพื่อใหเซลลกระจายตัวทั่วคอลัมน 
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รูปที่ 3.1 แสดงลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรโดยการใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร 

 

 

รูปที่ 3.2 แสดงลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรโดยการใหอากาศแพรผาน

ผนังของสายยางซิลิโคน  
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 3.4.4 หาภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีว
ภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 

 

ในการวิจัยนี้จะครอบคลุมการศึกษาปจจัยตางๆ ในการผลิต ไดแก 

1. ปริมาณและระยะเวลาการเก็บแอนติบอดี โดยมีวิธีเก็บแอนติบอดีดังนี้ 

1.1 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศไหลสวนทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร 

 (2 คอลัมน)                

วันที่เก็บ 7 14 21 28 32 36 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 15 15 15 40 40 40 

 

   1.2 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 1 

วันที่เก็บ 7 14 18 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 5 10 20 20 

 

   1.3 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 2 

วันที่เก็บ 7 14 21 28 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 

    

   1.4 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 3 

 

 

                                                                                                                                                       

   1.5 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 4 

ซึ่งเก็บอาหารคร้ังละ 10 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง 

โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 

 

 

   

วันที่เก็บ 7 14 17 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 5 5 15 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 10 10 
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1.6 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 5 

ซึ่งเก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร 

(หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วัน ของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 

 

 

 

กอนเก็บแอนติบอดี เขยาคอลัมนฮอลโลวไฟเบอรเพื่อใหเซลลที่อยูใน ECS กระจาย

ตัวอยางสม่ําเสมอในอาหาร หลังจากนั้นใชกระบอกฉีดยา ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารใหม

ซึ่งมีปริมาณซีรัมตามความเขมขนที่ตองการ ฉีดลงในทอดานซายพรอมกับใชกระบอกฉีดยา เปลา 

ขนาด 50 มิลลิลิตร ดูดอาหารออกมาจากทอดานขวา ผสมใหเขากันโดยฉีดอาหารสลับไปมาใน 

กระบอกฉีดยา ทั้งสองขางจํานวน 3 รอบแลวจึงเก็บแอนติบอดีออกมาจากทอดานขวาใหไดตาม

ปริมาตรที่ตองการ    

การเก็บคร้ังตอไปทําเหมือนเดิม แตเก็บแอนติบอดีจากทอดานซาย โดยใชกระบอก

ฉีดยา ที่บรรจุอาหารใหมฉีดลงในทอดานขวาแทน และใชกระบอกฉีดยาเปลา ดูดอาหารออกมา

จากทอดานซาย ทําการเก็บสลับดานกันเชนนี้ตลอดการทดลอง 

2.  ปริมาณ FCS ที่เติมในอาหารเล้ียงเซลลในสวน Extra capillary space (ECS) 

ซึ่งเปนสวนที่ใชเล้ียงเซลล ซึ่งทุกคร้ังในการเก็บแอนติบอดี ตองเติมอาหารใหมใหมีความเขมขน

ของซีรัม 5 เปอรเซ็นต หรือ 10 เปอรเซ็นต  

3. รูปแบบการใหอากาศลงในอาหาร ไดแก  

  วิธีที่ 1 การใหอากาศดวยฮอลโลวไฟเบอรโดยใชปมดูดอากาศผานเมมเบรนภาย

ในฮอลโลวไฟเบอรซึ่งมีพื้นที่ผิวมากไปสูอาหารที่ไหลอยูภายใน capillary 

  วิธีที่  2  การใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนที่มีความยาว 3 เมตร ซึม

เขาไปสูอาหาร 

4. ชนิดฮอลโลวไฟเบอร ระหวางฮอลโลวไฟเบอรชนิดเสนใยเซลลูโลส และ ฮอลโลว

ไฟเบอรชนิดเสนใยพอลิซัลโฟน 

ในการเก็บอาหารเล้ียงเซลลจากสวน ECS แตละคร้ังซึ่งจะมีทั้งเซลลไฮบริโดมาและ

แอนติบอดี แบงอาหารสวนหนึ่งมานับจํานวนเซลล ดวย Haemacytometer โดยเจือจางเซลลดวย

สียอม trypan blue และหาเปอรเซ็นตเซลลที่มีชีวิต จากนั้นนําอาหารเล้ียงเซลลที่เหลือปนแยก

เซลลออก ทําการวิเคราะหหาปริมาณแอนติบอดี กลูโคส แลคเทต และแอมโมเนีย 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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3.4.5   การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ด วยวิธ ี affinity chromatography  

 
นําโปรตีน เอ มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง แลวนําไปเติมใสคอลัมน จากนั้นทําคอลัมนใหสมดุลโดยเติม 0.1 M Phosphate 

buffer, pH 8.0 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ

นาที ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีใหเทากับ pH 8.1 โดยใช 1 M 

Tris buffer, pH 9.0 กอนนํามาเติมลงในคอลัมนโปรตีน เอ โดยใหมีอัตราการไหล เทากับ 1 

มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นชะโปรตีนสวนที่ไมจับกับคอลัมนดวยการเติม 0.1 M Phosphate buffer, 

pH 8.0 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวทําการชะแอนติบอดี (IgG2b) ออกจาก

คอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 M Citrate buffer, pH 3.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พรอมกับการ

ใชหลอดทดลองที่มี 1 M Tris buffer, pH 9.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บสารละลายที่ออกมา

จากคอลัมน โปรตีน เอ โดยใหแตละหลอดมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําสารละลายในแต

ละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร แลวนําสารละลายในหลอด

ทดลองที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันกอนนําไปไดแอลิซิสใน PBS เปนเวลา 2 วัน ทําการ

เปล่ียนสารละลาย PBS จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นนําสารละลายไปหาปริมาณแอนติบอดี 

 

 
3.4.6 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 
 

  นําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากคอลัมนโปรตีน เอ มาตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ ดวยพอลิอะคริลาไมดเจล อิเล็กโตรโฟเรซิส ที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Laemmli (1970) 

โดยเตรียมสวนของ separating gel ซึ่งประกอบดวยอะคริลาไมดเจล 10 เปอรเซ็นต (w/v) ใหมี

ความกวางไมตํ่ากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร และหนา 0.75 เซนติเมตร และ stacking gel 

ซึ่งประกอบดวยอะคริลาไมดเจล 5 เปอรเซ็นต (w/v) ซึ่งมีวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข  

 นําสารตัวอยางที่มีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ผสมกับ sample 

buffer อัตราสวน 1:1 หลังจากนั้นนํามาตมที่ 99 °C เปนเวลา 5 นาที ปลอยใหเย็นจึงใสตัวอยาง

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุมของเจล เร่ิมแยกโปรตีนโดยใชกระแสไฟฟาที่มีความตาง

ศักยคงที่ที่ 100 โวลต เมื่อตัวอยางเคล่ือนที่กอนถึงขอบเจลประมาณ 1 เซนติเมตร (90 นาที) หยุด

กระแสไฟฟา แลวนําแผนเจลมายอมดวยสี Coomassie brilliant blue เปนเวลา 30 นาที ที่
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อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําไปแชใน Destaining solution โดยแชคางคืนไว และเปล่ียน 

Destaining solution จนกระทั่งแผนเจลใสและเห็นแถบโปรตีนสีฟา 

  สรางกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) ระหวางคา relative mobility (Rf) กับ 

logarithm ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (Prestained Protein, Fermentas) ที่

ประกอบดวย  β-galactosidase (117 kDa), Bovine serum albumin (85 kDa), Ovalbumin 

(49 kDa), Carbonic anhydrase (34 kDa), β-galactoglobulin  (25 kDa) และ Lysozyme (19 

kDa)  จากนั้นหาน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนในสารตัวอยางจากกราฟมาตรฐาน  
 

3.4.7   การวิเคราะหปริมาณแอนติบอดี 
 

 3.4.7.1  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง UV 

 

หาปริมาณแอนติบอดีตามวิธีของ (Johnstone และ Thrope, 1987) โดยนําสาร

ละลายที่ผานข้ันตอนไดแอลิซิสแลวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

คํานวณ หาปริมาณแอนติบอดีจากสูตร 

  

  ความเขมขนของแอนติบอดี (IgG)(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

                                                                                           extinction coefficient ของ IgG   
   

  หมายเหตุ   คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร มีคา  1.35  

 

   นําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS- 

PAGE  และนําไปใชสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดี

กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร เพื่อใชในการหาปริมาณแอนติบอดีใน

อาหารเล้ียงเซลลดวยวิธี ELISA ตอไป 
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3.4.7.2  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA 

 

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีที่ทําให   

บริสุทธิ์แลวจากขอ  3.4.5  เปนแอนติบอดีมาตรฐาน 

  เตรียมสาร CAP-BSA ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปเติมใน จาน

ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลาง

ดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5 เปอรเซ็นต หลุมละ 300 ไมโครลิตร 

แลวนําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 

คร้ัง เติมอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลซึ่งมีแอนติบอดีอยู ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ และ

แอนติบอดีที่ความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลาง

ดวย PBS จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เช่ือมอยู 

(HPR-Rabbit anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 1:10000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําจาน

ชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสาร

ละลาย   ซับสเตรต OPD (O-phenylenediamine) หลุมละ 150 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิ

หอง เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จาก

นั้นนําจานชนิด 96 หลุมไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเคร่ือง ELISA reader จากนั้นหา

ความเขมขนของแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน ที่แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ ก.1 ในภาคผนวก ก 

 
  3.4.8   การวิเคราะหปริมาณกลูโคส 
  

หลักการคือ เมื่อสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-dinitrosalicylic acid) 

ทาํปฏิกิริยากับกลูโคส เกิด Sodium 3-amino-5-nitrosalicylate ที่มีสีน้ําตาลแดง  ใหคาการดูด

กลืนแสงสูงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกซึ่งมีวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข  จํานวน 

1 มิลลิลิตร ลงในสารตัวอยางและสารละลายกลูโคสมาตรฐานเตรียมที่ความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 และ 1.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปตมในอางน้ํา
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เดือดนาน 5 นาที ทิ้งไวใหเย็น  เติมน้ํากล่ันปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วัดคาการดูดกลืน

แสงที่ 540 นาโนเมตร (Bernfeld , 1955) 

สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส     

มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ ก. 2 ใน

ภาคผนวก ก  คํานวณหาความเขมขนของกลูโคสในสารละลายตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน 

  

 
3.4.9 การวิเคราะหปริมาณแลคเทต 

 
ปฏิกิริยาเกิดโดยเอนไซม lactate oxidase เปล่ียน  แลกเทต ไปเปน ไพรูเวท และ

ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) จากนั้นเอนไซมเพอรออกซิเดส และไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

(H2O2) ไปทําให chromogen precursor เกิดเปนสีฟาเขม 

หาปริมาณแลกเทตโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบจากชุดตรวจสอบของบริษัท 

sigma โดยเติมอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลและสารละลายลิเทียมแลคเทตมาตรฐานที่ความเขม

ขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ปริมาตร 2 ไมโครลิตรลง

ในจานชนิด 96 หลุม จากนั้นเติม lactate reagent solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด

เปนเวลา 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย     

ลิเทียมแลกเทตกับคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ ก.3 

ในภาคผนวก ก คํานวณหาความเขมขนของแลคเทตในสารละลายตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน 
 
 

3.4.10   การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
 

มีหลักการคือ แอมโมเนียในสารละลายที่เปนดางจะทําปฏิกิริยากับโซเดียมไฮโป

คลอไรทและฟนอล โดยมีโซเดียมไนโตรปรัสไซดเปนตัวเรงปฏิริยา ไดสารประกอบเชิงซอน

indophenol blue ที่มีสีน้ําเงิน (Aminot และคณะ, 1997) คาแอมโมเนียที่วิเคราะหไดจะรวมทั้งใน

รูปที่มีประจุ และไมมีประจุ (NH4
+ + NH3) 
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หาปริมาณแอมโมเนียโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบจาก Fawcett และ Scott 

(Fawcett และ Scott, 1960) โดยเติมอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลและสารละลายแอมโมเนียม

คลอไรดมาตรฐานที่ละลายในอาหารเล้ียงเซลลที่ความเขมขน 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 มิลลิโม

ลารตามลําดับ ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ลงในจานชนิด 96 หลุม จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมฟ

เนท จํานวน 55 ไมโครลิตร    โซเดียมไนโตรปรัสไซด 0.01 เปอรเซ็นต จํานวน 85 ไมโครลิตร และ

โซเดียมไฮโปคลอไรต 85 ไมโครลิตร ซึ่งสารตางๆ มีวิธีเตรียมในภาคผนวก ข บมในที่มืดเปนเวลา 

15 นาทีแลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 

สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย     

แอมโมเนียมคลอไรดกับคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ 

ก.4 ในภาคผนวก ก คํานวณหาความเขมขนของแอมโมเนียในสารละลายตัวอยางโดยเปรียบเทียบ

กับกราฟมาตรฐาน 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 

 

 

 

   

  



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผล 

 

4.1 ผลการศึกษาการเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks   
   

 จากการเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาแบบแบชใน T-flasks ขนาด 175 ตารางเซนติเมตร ที่มี

ปริมาณเซลลเร่ิมตน 1.5 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร และบรรจุอาหารปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มี

ปริมาณซีรัม 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 10 วัน โดยเก็บอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลทุกวันวันละ 5 

มิลลิลิตร นําไปนับจํานวนเซลล พรอมทั้งวิเคราะหปริมาณแอนติบอดี กลูโคส แลกเทต และ

แอมโมเนีย ใหผลการทดลองดังรูปที่ 4.1 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 1 

วัน หลังจากนั้นเขาสูระยะ log (exponential) phase เซลลเพิ่มจํานวนข้ึนอยางรวดเร็วจนถึงวันที่ 

5 จึงเขาสูระยะ stationary phase และตายอยางรวดเร็วในวันที่ 6 เมื่อทําการตรวจหาปริมาณ

แอนติบอดี พบวาเซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดต้ังแตระยะ lag phase และมีปริมาณแอนติบอดี

ที่สะสมเพิ่มข้ึนมากในระยะ log phase ซึ่งเซลลมีการเจริญมาก ในชวงที่เซลลตาย ปริมาณ

แอนติบอดีที่สะสมเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอย และมีความเขมขนประมาณ 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงจาก 4.7 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 5 สวนปริมาณแลกเทต 

คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่ประมาณ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการ

เจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 และคอนขางคงที่

ประมาณ 3.6 มิลลิโมลาร ตลอดระยะการเจริญ (10 วัน) ที่ระดับความเขมขนนี้อาจจะมีผลไป

ยับยั้งการเจริญของเซลลได (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

 สําหรับการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตคงที่ที่ประมาณ 87 เปอรเซ็นต ใน 4 วันแรกและลด

ลงอยางรวดเร็วคือ 48 และ 2 เปอรเซ็นต ในวันที่ 6 และ 10 ตามลําดับ การที่เซลลมีชีวิตมีปริมาณ

ลดลงอาจเนื่องมาจากปริมาณสารอาหารตางๆ อยางเชน growth factors ลดลง ถึงแมวาจะมี

กลูโคสเหลืออยูมากพอ หรืออาจเปนเพราะขาดออกซิเจนเนื่องจากเซลลมีปริมาณมากข้ึน ทําให

เซลลที่เจริญอยูดานใน ไมไดรับออกซิเจนจึงตายไป นอกจากนี้ไดทําการทดลองที่ปริมาณเซลลเร่ิม

ตนเปน 5 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร และ 1 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ซึ่งใหผลการทดลองในลักษณะ

เดียวกันดังรูปที่ ก.6 และ ก.7 ในภาคผนวก ก 
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รูปที่ 4.1  การเจริญของเซลลไฮบริโดมา CAP 79  ใน T-flasks ที่ปริมาณเซลลเริ่มตน 1.5 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมซีรัม 10 

เปอรเซ็นต  (  __   _  IgG ,      ___ë___  glucose ,      ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      ___A___  viability,      ---Î---  total cell   )    
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4.2 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

การเพาะเล้ียงเซลลใชภาวะตามหัวขอ 3.4.3 โดยนําอุปกรณทั้งหมดที่ผานการฆาเชื้อดวย

หมอนึ่งฆาเชื้อแลวมาประกอบเขากันในตูถายเช้ือ จากนั้นนําระบบเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอล

โลวไฟเบอร มาติดต้ังในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต ดังรูปที่ 3.1 และ 3.2 ปรับ

อุณหภูมิใหอยูที่ 37°C อัตราการไหลของอาหาร 50 มิลลิลิตรตอนาที กอนเล้ียงเซลล ลางระบบ

เปนเวลา 1 สัปดาหดวยอาหารที่ไมเติม FCS ใสเซลลเร่ิมตนจํานวน 3x108 เซลล ลงในสวนของ 

ECS โดยยกระบบทั้งหมดนํามาทําในตูปลอดเช้ือ ตลอดระยะเวลาการเล้ียงเซลล เขยาคอลัมนวัน

ละ 1 คร้ัง เพื่อใหเซลลกระจายตัวทั่วคอลัมน 

 
4.2.1 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร 
 

ในการทดลองนี้จะทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.1 โดยใชฮอลโลวไฟ

เบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหาร

ในสวนของ ECS ซึ่งจะทําการเติมอากาศลงในอาหารโดยการปอนอากาศเขาสูสวน ECS และ

อาหารเขาสูสวน ICS ในลักษณะสวนทางกันภายในฮอลโลวไฟเบอรอันที่หนึ่ง อากาศจะซึมผาน

เซลลูโลสเมมเบรนเขาสูอาหาร หลังจากนั้นอาหารจะเขาสู ICS ของฮอลโลวไฟเบอรอันที่สอง ซึ่งมี

เซลลไฮบริโดมาอยูในสวนของ ECS โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และ

สารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไปดังนี้ 

 

วันที่เก็บ 7 14 21 28 32 36 

ปริมาตรที่เก็บ (ml) 15 15 15 40 40 40 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.2 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 

21 วัน หลังจากนั้นเขาสูระยะ log (exponential) phase  เซลลเพิ่มจํานวนข้ึนเร่ือยๆ จนมีปริมาณ

สูงสุดถึง 2.2 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวามีการผลิตเพิ่ม

ข้ึนในชวง log phase ต้ังแตวันที่ 21 และมีความเขมขนสูงสุดถึง 1.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.2  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS                   

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,     ___G___  lactate ,     _•_  ammonia ,      --×--  viable cell ,     ---Î---  total cell ,     ___A___  viability  )                                                   
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จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดลงจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 2.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 28 สวน

ปริมาณแลกเทต คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่ประมาณ 1.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไม

นามีผลตอการเจริญของเซลล และการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณ

แอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 และมีปริมาณสูงสุด 2.1 มิลลิโมลาร ซึ่งระดับความเขมขนนี้ไมนา

จะมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991) 

ในการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีที่ชีวิต พบวามีปริมาณตํ่าในระยะ lag phase จากนั้นมีจํานวนมาก

ข้ึนใน วันที่ 21 จนมีปริมาณคงที่ประมาณ 48 เปอรเซ็นต ซึ่งมีปริมาณคอนขางสูง หลังจากทําการ

ทดลองเปนเวลา 36 วัน เกิดการปนเปอน 

 

 
4.2.2 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 1  
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  
 

วันที่เก็บ 7 14 18 22 

ปริมาตรที่เก็บ (ml) 5 10 20 20 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียงเก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.3 ซึ่งพบวาเซลลมีปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ จนมีปริมาณ

สูงสุด 1.0 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวาปริมาณ

แอนติบอดีสูงสุดประมาณ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 18 
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  จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดลงจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 2.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 18 และใน

วันที่ 22 มีปริมาณกลูโคสที่เหลืออยูในอาหารมากข้ึนเนื่องจาก เซลลมีชีวิตมีจํานวนลดลงจนเหลือ 

0 เปอรเซ็นต สวนปริมาณแลกเทต คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่ประมาณ 0.9  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน

วันที่ 14 ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 

1 และคอนขางคงที่ประมาณ 1.6 มิลลิโมลาร แอมโมเนียที่ระดับความเขมขนนี้ไมนาจะมีผลไป

ยับยั้งการเจริญของเซลลได (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

 จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาคอนขางคงที่

ประมาณ 36 เปอรเซ็นต ดังนั้นวิธีการใหอากาศผานทางผนังของสายยางซิลิโคนที่มีความยาว 3 

เมตรนี้จึงไมมีผลตอการเจริญของเซลลและการผลิตแอนติบอดี สามารถนําวิธีนี้มาใชในการทด 

ลองตอไป หลังจากเล้ียงเซลลจนถึงวันที่ 22 จํานวนเซลลมีชีวิตลดลงเหลือ 0 เปอรเซ็นต สาเหตุที่

เซลลตายอาจเปนเพราะระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยว และการเติมอาหารใหมไมเหมาะ 

สม หรืออาจเปนเพราะขาดออกซิเจนเนื่องจากเซลลมีความหนาแนนมากข้ึน ทําใหเซลลไดรับ

ออกซิเจนไมทั่วถึงจึงตายไป ในการทดลองครั้งตอไปจึงเวนระยะเวลาในการเก็บ และการเติม

อาหารใหมใหนานข้ึนเปนทุกๆ 7 วัน เพื่อใหเซลลมีเวลาในการเพิ่มปริมาณมากข้ึน ดังขอ 4.2.3  
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รูปที่ 4.3  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 1 

(   ---   ---  IgG ,      ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  )
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4.2.3 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 2 
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  
 

วันที่เก็บ 7 14 21 28 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.4 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 

14 ปริมาณเซลลคงที่ประมาณ 1.3 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี 

พบวาปริมาณแอนติบอดีคอยๆ เพิ่มข้ึนจนคงที่ประมาณ 0.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 21 

  จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดลงจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 3.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลก

เทตเกิดข้ึนเล็กนอย มีคาสูงสุดเพียง 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอ

การเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 จนมีคาสูงสุด 

1.35 มิลลิโมลาร ในวันที่ 14 ที่ระดับความเขมขนนี้ไมนาจะมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล หรือ

การผลิตแอนติบอดีได (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

 จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาสูงสุด 36.8 

เปอรเซ็นต ในวันที่ 7 หลังจากนั้นจํานวนเซลลที่มีชีวิตลดลงอยางมาก จนเหลือเพียง 3 เปอรเซ็นต 

ในวันที่ 28 สาเหตุที่เซลลตายอาจเปนเพราะการเวนระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวและเติมอาหารใหม

ทุกๆ 7 วันนั้นนานเกินไปทําให ปริมาณสารอาหารตางๆ อยางเชน growth factors ที่อยูในซีรัมลด

ลง ไมเพียงพอตอเซลลที่เพิ่มจํานวนมากข้ึน ถึงแมวาจะมีกลูโคสเหลืออยูมากพอ หรือเกิดการ

สะสมสารตางๆ มากข้ึนจึงเกิดการอุดตันบริเวณเมมเบรนมาก ทําใหการผานเขาออกของสาร 

อาหารและแกสตาง ๆ ลดลง หรืออาจเปนเพราะขาดออกซิเจนเนื่องจากเซลลมีความหนาแนนมาก
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รูปที่ 4.4  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 2  

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  
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ข้ึน ทําใหเซลลไดรับออกซิเจนไมทั่วถึงจึงตายไป ในการทดลองครั้งตอไปในขอ 4.2.4 จึงเพิ่ม

ความถี่ในการเก็บใหเร็วข้ึน พรอมทั้งลดปริมาตรในการเก็บใหนอยลง 

 

 
4.2.4 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 3 
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  

 

 

 

 

 ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลลวิเคราะห

ปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต และ

แอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.5 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 14 มี

จํานวนเซลลประมาณ 1.8 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวา

ปริมาณแอนติบอดีคอยๆ เพิ่มข้ึนสูงสุด 0.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 17 จากการวิเคราะหหา

ปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสยังคงมีคาสูงมากตลอดการทดลอง 

ในวันที่ 17 มีปริมาณ 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แสดงวาเซลลไมมีการใชกลูโคสเลย สวนปริมาณ

แลกเทต ปริมาณแลกเทตเพิ่มข้ึนเล็กนอยตลอดการทดลอง มีคาสูงสุดเพียง 0.67 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตรในวันที่ 14 ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) 

ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 จนมีคาสูงสุด 1.0 มิลลิโมลาร ในวันที่ 14 ที่ระดับความเขม

ขนนี้ไมมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)  จาก

การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงนอยมากจาก 

4 เหลือ 3.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลกเทตมีความเขมขนสูงสุด 0.6 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณที่นอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ,  1992) 

วันที่เก็บ 7 14 17 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 5 5 15 
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รูปที่ 4.5  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 3  

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  ) 
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ปริมาณแอมโมเนียมีคาสูงสุด 1 มิลลิโมลาร ยังมีปริมาณนั้อยจึงไมมีผลไปยับยั้งการเจริญของ

เซลล และการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาสูงสุด 36.7

เปอรเซ็นต ในวันที่ 7 หลังจากนั้น มีคาตํ่าลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 6 เปอรเซ็นต ตลอดการ

ทดลอง จึงหยุดการเพาะเล้ียงเซลลในวันที่ 17 สาเหตุที่เซลลตายจํานวนมาก อาจเปนเพราะการ

เวนระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวนานเกินไป และปริมาตรที่เก็บเพียงครั้งละ 5 มิลลิลิตร กับปริมาตร

อาหารที่เติมลงไปใหมนั้นนอยเกินไปทําใหปริมาณซีรัมที่เหลืออยูไมเพียงพอตอเซลลที่เพิ่มจํานวน

มากข้ึน ถึงแมวาจะมีกลูโคสเหลืออยูมากพอ ในการทดลองครั้งตอ ไปในขอ 4.2.5 จึงเพิ่มความถี่

ในการเก็บใหเร็วข้ึน และเพิ่มปริมาตรในการเก็บเปนคร้ังละ 10 มิลลิลิตร 

 

 
4.2.5 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 4  
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.6 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 

10 มีจํานวนเซลลประมาณ 1.1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี 

พบวาการผลิตแอนติบอดีสูงในระยะ stationary phase และมีคาคงที่ประมาณ 1.5 มิลลิกรัมตอ

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 10 10 
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มิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลง

จาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และอยูในชวง 3.2-3.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลกเทตมี

คาคอนขางคงที่ประมาณ 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญ

ของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1  และเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ จน

มีคาสูงสุด 0.9 มิลลิโมลาร ในวันที่ 13 หลัง จากนั้นมีคาตํ่าลงเล็กนอย ที่ระดับความเขมขนนี้ไมมี

ผลในการไปยับยั้งการเจริญของเซลลและการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992; Sadettin 

และคณะ, 1991)  

จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาคงที่ 30-38 

เปอรเซ็นต ในชวง 16 วันแรก หลังจากนั้น มีคาตํ่าลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 9 เปอรเซ็นต ในวันที่ 

19 เนื่องจากสายยางซิลิโคนพับ ทําใหการแลกเปล่ียนอาหารขัดของเซลลจึงตายไปบางสวน และ

ในวันที่ 22 เกิดการปนเปอน จากการทดลองพบวาวิธีการเก็บแบบที่ 4 นี้ ทําใหปริมาณเซลลมีชีวิต

สูง และไดปริมาณแอนติบอดีมากกวาวิธีการเก็บแบบที่ 1-3 จึงทําการทดลองซํ้าในขอ 4.2.6 โดย

ใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 คือ เก็บแอนติบอดีคร้ังแรกในวันที่ 7 ของการ

เพาะเล้ียงและเก็บคร้ังตอไปทุกๆ 3 วัน โดยเก็บคร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง  

 

 
4.2.6 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 4 (ครั้งท่ี 2) 
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

ซึ่งเก็บอาหารคร้ังละ 10 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7

เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 10 10 
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รูปที่ 4.6  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4  

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  ) 
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 ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.7 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 

13 วัน หลังจากนั้นเขาสูระยะ log phase เมื่อถึงระยะ stationary phase ในวันที่ 25 มีจํานวน

เซลลอยูระหวาง 2.3-4.2 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวา

ปริมาณแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ในระยะ log phase และการผลิตคงที่ในระยะ stationary phase 

ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนอยูในชวง 5.3-6.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณ

กลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงจาก 4.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และอยู

ในชวง 2.6-3.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 16 สวนปริมาณแลกเทต คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่

ประมาณ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล ปริมาณ

แอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 และคอนขางคงที่ประมาณ 1.2 มิลลิโมลาร ที่ระดับความเขมขนนี้

อาจจะมีไมผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)  

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตคงที่ที่ประมาณ 34 

เปอรเซ็นต ในชวง 16 วันแรก หลังจากนั้นคอยๆลดลง วันสุดทายเหลือคาตํ่าสุดประมาณ 9 

เปอรเซ็นต การที่เซลลมีชีวิตมีปริมาณลดลงอาจเนื่องมาจาก เมื่อปริมาณเซลลทั้งหมดเพิ่มข้ึนทํา

ใหมีโปรตีนและของเสียตางๆ ไปอุดตันบริเวณเมมเบรนทําใหไปขัดขวางการแลกเปล่ียนอาหาร 

และอากาศ รวมทั้งปริมาณเซลลที่หนาแนนทับถมกันอยูทําใหไดรับแกสออกซิเจนไมทั่วถึง เซลลจึง

ตายมากข้ึน 

 เมื่อเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 49 วัน ดวยวิธีการนี้สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 150 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 4.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนคอนขางสูงเมื่อ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เคยมีการรายงานผลไวกอนหนานี้คือ (ไดแอนติบอดีอยูในชวง 0.71-

11.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) (Jackson, 1995) และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดเทากับ 690.5 

มิลลิกรัม  และมีอัตราการผลิตเทากับ 14 มิลลิกรัมตอวัน  
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รูปที่ 4.7  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลครั้งละ 10 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน ตลอดระยะ

เวลาการเพาะเลี้ยง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7 (ครั้งที่ 2) 

(   __-   __  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  ) 
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4.2.7 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 5 
 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

เก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 

วันของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เนื่องจากเปนชวงที่เซลลเขาสูระยะ log phase จึงเปน

การนําเซลลตายออกมาและลดจํานวนเซลลเปนที่หนาแนนมากเกินไป ซึ่งเซลลเหลานี้อาจทับถม

กันทําใหมีการแลกเปล่ียนแกสและอาหารตางๆ ไดไมดี หลังจากนั้นนําอาหารที่เก็บไดไปวิเคราะห

ปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้   

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 

19 มีจํานวนเซลลอยูระหวาง 1.7-5.1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณ

แอนติบอดี พบวาปริมาณแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ในระยะ log phase จนถึงวันที่ 16 หลังจากเขา

สูระยะ stationary phase ไดแอนติบอดีคอนขางคงที่มีความเขมขนอยูในชวง 4.5-5.8 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลง

จาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่อยูในชวง 3.1-3.3 มิลลิกรัมตอมิลลิตรใน 31 วันแรก หลัง

จากนั้นมีคาคอนขางคงที่ประมาณ 2.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตลอดการทดลอง สวนปริมาณแลก

เทตคอยๆ เพิ่มข้ึนในชวง 31 วันแรก หลังจากนั้นคงที่ประมาณ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมี

ปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่ม

ข้ึนอยางรวดเร็วและมีปริมาณสูงในชวงวันที่ 13 ถึงวันที่ 28 มีคาสูงสุดถึง 3.6 มิลลิโมลาร หลังจาก

นั้นคอยๆลดลงมีคาคงที่ที่ประมาณ 0.9 มิลลิโมลาร  

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตเพิ่มข้ึนใน 13 วัน

แรกสูงถึง 46 เปอรเซ็นต และลดลงอยางรวดเร็วในชวงวันที่ 13 ถึงวันที่ 22 ใหคาตํ่าสุด 21 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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รูปที่ 4.8  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 

มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเลี้ยง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7  

(   ------   IgG ,      ___ë___ glucose ,       ___G___ lactate ,      _•_  ammonia ,     --×-- viable cell ,       ---Î---  total cell ,       ___A__ viability  ) 
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เปอรเซ็นต หลังจากนั้นเซลลมีชีวิตมีปริมาณเพิ่มข้ึนไดอีก การที่เซลลมีชีวิตมีปริมาณลดลงนั้นตรง

กับชวงที่แอมโมเนียมีปริมาณมากข้ึนอยางรวดเร็ว ซึ่งแอมโมเนียที่มีคามากกวา 2.5 มิลลิโมลารจะ

มีผลไปยั้งยั้งการเจริญของเซลลได (Chen และคณะ, 1992) 

 หลังจากทําการเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 49 วัน สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 270 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 4.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดเทา

กับ 1113.5 มิลลิกรัม และมีอัตราการผลิตเทากับ 22.7 มิลลิกรัมตอวัน (37 มิลลิกรัมตอลิตร) เมื่อ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เคยมีการรายงานอัตราการผลิตแอนติบอดี พบวาใหอัตราการผลิตสูง

พอๆ กันคือไดปริมาณแอนติบอดีเกิน 30 มิลลิกรัมตอลิตรของอาหาร (Shi และคณะ,1999) 

   
4.2.8 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 5 และลดความเขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต 
 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และลดปริมาณซีรัมที่เติมลงในอาหารในสวนของ ECS เหลือ 5 เปอรเซ็นต 

(w/w) ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS เก็บอาหารเล้ียง

เซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะ

เล้ียง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลลวิเคราะหปริมาณ

แอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต และแอมโมเนีย 

ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.9 ซึ่งพบวาเซลลอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 19 วัน และเขาสูระยะ 

stationary phase ในวันที่ 37 มีปริมาณอยูในชวง 1.7-2.7 x 107 เชลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการ

ตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวาปริมาณแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆจนสูงถึง 2.6 มิลลิกกรัมตอ

มิลลิลิตรในวันที่ 19 และลดลงเหลือ 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 25 หลังจากนั้นมีปริมาณ

เพิ่มข้ึนเร่ือยๆอยูในชวงประมาณ 2.5-3.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ต้ังแตวันที่ 37 ในระหวางการเพาะ

เล้ียงเซลลในวันที่ 12 และวันที่ 23 ปมหยุดทํางาน ทําใหปริมาณเซลลที่มีชีวิตลดจํานวนลง เหลือ

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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เพียง 3 เปอรเซ็นต ในวันที่ 25 จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวา

ปริมาณกลูโคสลดลงเล็กนอยจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เหลืออยูในชวง 3.6-3.9 มิลลิกรัมตอมิล

ลิตรใน 31 วันแรก หลังจากนั้นปริมาณกลูโคสลดลงเหลือ 2.5-3.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวน

ปริมาณแลกเทตคอยๆ เพิ่มข้ึนในชวง 31 วันแรกเชนเดียวกัน หลังจากนั้นคงที่ที่ประมาณ 1.4 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งยังมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 

1992) ปริมาณแอมโมเนียในวันที่ 13 และวันที่ 28 มีคาลดตํ่าลง เหลือเพียง 0.1 มิลลิโมลาร หลัง

จากนั้นมีปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ จนสูงสุดถึง 1.5 มิลลิโมลาร ที่ระดับความเขมขนนี้ยังไมมีผลใน

การยับยั้งการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

  หลังจากทําการเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 58 วัน สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 330 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 2.41 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณแอนติบอดีทั้งหมด

เทากับ 796.29 มิลลิกรัม และมีอัตราการผลิตเทากับ 17.7 มิลลิกรัมตอวันเนื่องจากปมเสียจึงทํา

การทดลองซ้ําอีกคร้ังในขอ 4.2.9  



  

 

                                                                                                                                               50
 

0

1

2

3

4

5

0 10 20 30 40 50 60 70 day

Ig
G

, g
lu

co
se

, l
ac

ta
te

 (m
g/

m
l) 

am
m

on
ia

 (m
M

)

0

50

100

150

200

250

300

10
5 cell/m

l, viability (%
)

 
รูปที่ 4.9  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และลดปริมาณซีรัมที่เติมลงในอาหารในสวนของ ECS 

เหลือ 5 เปอรเซ็นต (w/w) ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 

มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเลี้ยง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7 

 ( ___  __ IgG ,    ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,     _•_  ammonia ,    --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,       ___A__  viability ) 
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4.2.9 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 5 และลดความเขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต ( ครั้งที่ 2 ) 
 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยทําการทดลองเหมือนขอ 4.2.8 คือ ตอระบบดังรูปที่ 3.2 

โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และเติมซีรัมลงในอาหารในสวนของ ECS 

ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต (w/w) ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน 

ICS เก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 

3 วันของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสาร

ตางๆ ดังนี้ 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.10  ซึ่งพบวาเซลลอยูในระยะ lag phase 12 วัน เมื่อ

เขาสูระยะ log phase เซลลคอยๆ เพิ่มข้ึนจนถึง 1.2 x 107 เชลลตอมิลลิลิตร เซลลมีชีวิตมีปริมาณ

มากข้ึนเร่ือยๆ เชนกัน หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 22 วัน ปมหยุดทํางานทําใหเซลลตายหมด เมี่อ

ตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวาปริมาณแอนติบอดีคอยๆ เพิ่มข้ึนจนมีคาสูงสุด 1.6 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสคอยๆ 

ลดลงเหลือตํ่าสุด 2.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 22 สวนปริมาณแลกเทตมีคาสูงสุด 1.0 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 22  เชนกัน ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล 

(Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียสูงสุด 1 มิลลิโมลาร ในวันที่ 13 ที่ระดับความเขมขนนี้

ไมมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลลได และการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992; Sadettin 

และคณะ, 1991)  หลังจากเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 22 วัน สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 90 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมด

เทากับ 117.8 มิลลิกรัม มีอัตราการผลิตเทากับ 5.35 มิลลิกรัมตอวัน 

 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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รูปที่ 4.10  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และลดปริมาณซีรัมที่เติมลงในอาหารในสวนของ ECS 

เหลือ 5 เปอรเซ็นต (w/w) ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 

มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเลี้ยง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7 (ครั้งที่ 2) 

(   __  ___  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  ) 
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4.2.10 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 5 และใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน 

 
 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยทําการทดลองเหมือนขอ 4.2.7 คือ ตอระบบดังรูปที่ 3.2 

แตใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต 

(w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของ

สายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS เก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) 

และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไป

วิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.11 ซึ่งพบวาปริมาณเซลลคอนขางนอย และเจริญไมคง

ที่  อยูในชวง 1.6 x 105 –  6.1 x 106 เชลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบ

วา ปริมาณแอนติบอดีนอยมากประมาณ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดตํ่าลงใน 7 วันแรก หลังจากนั้น ปริมาณกลูโคสยังคงเหลืออยูมากจากเดิม 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร เหลือประมาณ 3.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตลอดการทดลอง สวนปริมาณแลกเทตที่เกิดข้ึน

นอย มีคาสูงสุดประมาณ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จึงไมมีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และ

คณะ, 1992) สวนปริมาณแอมโมเนียที่เกิดข้ึนนอยมาก มีคาสูงสุด 0.8 มิลลิโมลาร ในวันที่ 28 จึง

ไมมีผลตอการเจริญของเซลลเชนกัน (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวาเปอรเซ็นตเซลลมีชีวิตมีปริมาณมาณ

มากสลับกับนอย เนื่องจากเซลลเจริญไดดีเพียงดานเดียว การที่เซลลมีปริมาณนอยมากและเจริญ

อยูในดานที่อาหารไหลออกจากคอลัมนเพียงดานเดียว อาจเนื่องมาจากเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน 

มีความสามารถแลกเปล่ียนสารอาหารตางๆ และแกสไดไมดี จึงทําใหเซลลไมเจริญและตายไป 

หลังจากเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 28 วัน  สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 130 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวา

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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แอนติบอดีมีความเขมขนเฉล่ียเทากับ 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมด

เพียง 9.75 มิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เคยมีการใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปน

ชนิดพอลิซัลโฟนพบวาไดปริมาณความเขมขนของแอนติบอดีเปนไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเชนกัน 

(Altshuler, 1985) 

  
4.2.11 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 5 และใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟนโดยวางคอลัมน
ในแนวต้ังฉากกับพื้น  
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยทําการทดลองเหมือนขอ 4.2.10 คือ ตอระบบดังรูปที่ 3.2 

โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน แตวางคอลัมนในแนวต้ังฉากกับพื้น และ

มีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู 

ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS เก็บอาหารเล้ียงเซลล

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเล้ียง 

โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 
 
 

  

 

 ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.12 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในดานที่อาหารไหลเขาสู

คอลัมน หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 13 วัน เซลลตายหมด เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี 

พบวามีเพียง 1.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และ

แอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงใน 7 วันแรก หลังจากนั้นไมคอยมีการใชกลูโคส

วันที่เก็บ 7 10 13 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 
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รูปที่ 4.11  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 

มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเลี้ยง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7  

(  __  __  IgG ,   ___ë__  glucose ,       ___G___ lactate ,     _•_  ammonia ,    --×-- viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___ viability )
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 สวนปริมาณแลกเทตเกิดข้ึนเพียง 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เฉพาะใน 7 วันแรกเชน

กัน แลกเทตที่เกิดข้ึนจึงไมมีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) สวนปริมาณ

แอมโมเนียที่เกิดข้ึนนอยมาก ประมาณ 2 มิลลิโมลาร แอมโมเนียจึงไมมีผลในการยับยั้งการเจริญ

ของเซลลเชนกัน (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวามีปริมาณเซลลมีชีวิตเพียง 2 เปอรเซ็นต 

การที่เซลลตาย อาจเนื่องมาจากลักษณะการวางคอลัมนในแนวต้ังฉาก ทําใหเซลลมีการทับถมกัน

ในพื้นที่จํากัด และเมมเบรนชนิดนี้อาจมีการแลกเปล่ียนสารอาหารและแกสตางๆ ไดไมดี หลังจาก

การทดลองเสร็จส้ินสามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีไดปริมาตร 30 มิลลิลิตร เมื่อตรวจ 

สอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวาแอนติบอดีมีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 0.52 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดเพียง 15.65 ไมโครกรัม 
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รูปที่ 4.12  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน และวางคอลัมนในแนวตั้งฉากกับพื้น เติมซีรัมปริมาตร 

10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 10 

มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะเลี้ยง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7  

(   _____   IgG ,      ___ë___ glucose ,        ___G___ lactate ,      _•_  ammonia ,      --×-- viable cell ,         ---Î---  total cell ,         ___A___ viability )
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4.3 ผลการเปรียบเทียบเมตาบอลิกแอคติวิตีของการเพาะเลี้ยงเซลลแตละวิธี 
 

  4.3.1 Glucose Uptake Rate (GUR) 

    จากรูปที่ 4.13 พบวา การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร คา GUR ใกลเคียงกับวิธีการใหอากาศผานทางผนังสายยางซิลิโคน ชวง 21 วัน

แรก หลังจากนั้นวิธีใชฮอลโลวไฟเบอรเปนตัวใหอากาศมีคา GUR สูงกวา (รูปที่ 4.13 ก) สวนวิธี

การเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารจากสวน ECS คร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใหคา GUR ตํ่า

ในชวง 13 วันแรก และมีคามากข้ึนอยูในชวง 630-960 มิลลิกรัมตอวัน จนถึงวันที่ 37 คา  GUR 

ลดลงเล็กนอย สวนวิธีการเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร คา GUR ตํ่ากวาในชวง 31 วันแรก หลัง

จากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนจนคงที่ที่ประมาณ 700-800 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.13 ข) การลดปริมาณซีรัม

เหลือ 5 เปอรเซ็นต ทําใหคา GUR ตํ่ากวาการใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต ในชวง 31 วันแรก หลังจากนั้น

มีคาเพิ่มข้ึนใกลเคียงกัน  (รูปที่ 4.13 ค) และเม่ือเปรียบเทียบระหวางการเพาะเล้ียงเซลลโดย

ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน กับฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิด

เซลลูโลส พบวาการเล้ียงในเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน คา GUR ตํ่ากวามาก และตํ่าสุดมีคาเทากับ 

0 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.13 ง) 

 

 4.3.2  Lactate Production Rate (LPR) 

 จากรูปที่ 4.14 พบวา การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร คา LPR เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ สวนวิธีการใหอากาศผานทางผนังสายยางซิลิโคน คา 

LPR ตํ่ากวา หลังจากวันที่ 21 (รูปที่ 4.14 ก) สวนวิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารจากสวน ECS 

คร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใหคา LPR มากข้ึนเร่ือยๆ จนคงที่ต้ังแตวันที่ 16 หลังจาก

นั้นมีคาเพิ่มข้ึนอีกเล็กนอย สวนวิธีการเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร คา LPR ตํ่ากวาในชวงวันที่ 

16 ถึงวันที่ 28 หลังจากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนใกลเคียงกัน ประมาณ 800 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.14 ข) 

การลดปริมาณซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต คา LPR ตํ่ากวาการใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต ในชวง 31 วัน

แรกหลังจากนั้นมีคาสูงกวา อยูในชวง 900-1000 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.14 ค) และการเพาะเล้ียง

เซลลโดยใชเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน พบวาคา LPR ตํ่ากวาการเพาะเล้ียงโดยใชฮอลโลวไฟเบอร

ที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลสมาก (รูปที่ 4.14 ง) 
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รูปที่ 4.13   กราฟเปรียบเทียบคา GUR ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร 

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร  (×)  กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë )  กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16  

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต ( • )     
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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รูปที่ 4.14   กราฟเปรียบเทียบคา LPR ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร 

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร  (×)  กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë ) กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16 

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต ( • )     
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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 4.3.3  LPR/GUR ratios 

 จากรูปที่ 4.15 พบวา ในชวง 14 วันแรก การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร คา LPR/GUR ratios ตํ่า สวนวิธีการใหอากาศผานทางผนังสาย

ยางซิลิโคน คา LPR/GUR ratios สูง หลังจากนั้นมีคาเทากันเทากับ 1.0 ในวันที่ 28 ( รูป ที่ 4.15 ก ) 

 เนื่องจากคา LPR/GUR ratios เปนตัวบอกถึง ประสิทธิภาพของการใหอากาศ เมื่อ

เซลลไดรับออกซิเจนไมเพียงพอ เซลลจะเปล่ียนกลูโคสไปเปนแลคเทต ทําใหคา LPR/GUR ratios 

สูง ดังนั้นวิธีการใหอากาศผานเมมเบรนของฮอลโลวไฟเบอร ดีกวาวิธีการใหอากาศผานผนังสาย

ยางซิลิโคนเฉพาะในชวงแรก หลังจากนั้นใหผลใกลเคียงกัน สวนวิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหาร

จากสวน ECS คร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใน 16 วันแรก ใหคา LPR/GUR ratios ตํ่า

กวา วิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร หลังจากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนใกลเคียงกัน ( รูป

ที่ 4.15 ข )  การลดปริมาณซรัีมเหลือ 5 เปอรเซ็นต คา LPR/GUR ratios มีคาสูงและไมคงที่ในชวง 

31 วันแรก หลังจากนั้นมีคาตํ่าลงจนใกลเคียงกับการใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต  คงที่ประมาณ 1.3 (รูป

ที่ 4.15 ค) และการเพาะเล้ียงเซลลโดยใชเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน พบวาคา LPR/GUR ratios มี

คาไมคงที่ตลอดการเพาะเล้ียง (รูปที่ 4.15 ง) 
  
 

 4.3.4 Ammonia Production Rate (APR) 

  จากรูปที่ 4.16 พบวา การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร คา APR เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ จนคงที่ที่ 0.4 มิลลิโมลารตอวัน ในวันที่ 21 สวนวิธีการ

ใหอากาศผานทางผนังสายยางซิลิโคน คา APR สูงกวาในชวงแรก หลังจากนั้นมีคาตํ่าลงเทากับ 

0.26 ต้ังแตวันที่ 21 (รูปที่ 4.16 ก) สวนวิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารจากสวน ECS คร้ังละ 10 

มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใหคา APR ประมาณ 0.4-1.3 มิลลิโมลารตอวันตลอดการทดลอง สวน

วิธีการเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร คา APR สูงประมาณ 2.4 ในชวง 25 วันแรก หลังจากนั้น คา 

APR ตํ่าลงใกลเคียงกัน (รูปที่ 4.16 ข) การลดปริมาณซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต คา APR ตํ่ากวาการ

ใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต มากในชวง 31 วันแรก หลังจากนั้นมีคาใกลเคียงกัน ประมาณ 0.6-0.9 มิลลิ

โมลารตอวนั (รูปที่ 4.16 ค) และการเพาะเล้ียงเซลลโดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิด

พอลิซัลโฟน พบคา APR ตํ่ามาก (รูปที่ 4.16 ง) 
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รูปที่ 4.15   กราฟเปรียบเทียบ LPR/GUR ratios ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร  

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร  (×)  กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë )  กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16 

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน10 เปอรเซ็นต ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต ( • )    
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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รูปที่ 4.16   กราฟเปรียบเทียบคา APR ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร 

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร (×) กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë ) กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16 

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน10 เปอรเซ็นต ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต( • )    
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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ตารางที่ 4.1  สรุปวิธีการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในฮอลโลวไฟเบอรกับปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตได 

แบบที่ 1 = เก็บวันที่ 7 (5 มล.), 14 (10 มล.), 18 (20 มล.), 22 (20 มล.)     แบบที่ 4 = เก็บวันที่ 7 (10 มล.), 10 (10 มล.), 13 (10 มล.),..., วันสุดทาย (10 มล.) 

แบบที่ 2 = เก็บวันที่ 7 (10 มล.), 14 (10 มล.), 21 (10 มล.), 28 (10 มล.)   แบบที่ 5 = เก็บวันที่ 7 (10 มล.), 10 (10 มล.), 13 (10 มล.), 16(20 มล.),..., วันสุดทาย (20 มล.)             

แบบที่ 3 = เก็บวันที่ 7 (5 มล.), 14 (5 มล.), 17 (15 มล.)                          วิธีที่ 2-11 ใหอากาศผานผนังสายยางซิลิโคน,   วิธีที่ 1-9 ใชฮอลโลวไฟเบอรเมมเบรนชนิดเซลลโูลส                     

 

วิธีการ 

ระยะเวลา 

ในการเพาะเลี้ยง  

(วัน) 

ปริมาณซีรัม 

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณ 

อาหารทั้งหมด 

 (มล.) 

ปริมาณแอนติบอดี

ทั้งหมด 

(มก.) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

ของแอนติบอดี  

(มก./มล.) 

อัตราการผลิต   

(มก./วัน) 

 

1. การใหอากาศไหลสวนทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร 

2. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 1  

3. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 2 

4. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 3  

5. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 

6. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 (ครั้งที่ 2) 

7. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 

8. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ลดความ

เขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต 

9. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ลดความ

เขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต ( ครั้งที่ 2 ) 

10. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ใชฮอล

โลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน 

11.ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ใชฮอล

โลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน   และวาง

คอลัมนในแนวตั้งฉากกับพื้น 

36 

22 

28 

17 

22 

49 

49 

58 

 

22 

 

28 

 

13 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

5 

 

5 

 

10 

 

10 

165 

55 

40 

25 

60 

150 

270 

330 

 

90 

 

130 

 

30 

146.9 

49.7 

29.6 

17.0 

81.0 

690.5 

1113.5 

796.3 

 

117.8 

 

9.75 

 

0.016 

 

0.89 

0.90 

0.74 

0.68 

1.35 

4.60 

4.12 

2.41 

 

1.30 

 

0.075 

 

0.00052 

4.08 

2.26 

1.06 

1.00 

3.68 

14.09 

22.72 

13.73 

 

5.35 

 

0.35 

 

0.001 

 



  

 

                                                                                                                                               65
 

4.4  ผลการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography 

  
เมื่อนําอาหารเล้ียงเซลลที่ไดจากการเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ในเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ปริมาตร 27.3 มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 

255.9 มิลลิกรัม และปริมาณแอนติบอดีเทากับ 75.2 มิลลิกรัม นํามาทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน 

โปรตีน เอ หลังจากชะแอนติบอดีออกจาก คอลัมนโปรตีน เอ แลว สารละลายแตละสวนมีคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ดังรูปที่ 4.17  

 

 
 
 

รูปที่ 4.17   กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  280 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย โปรตีน เอ 
 

 เมื่อนําสารละลายในหลอดทดลองท่ีใหคาการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันแลวนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร สามารถหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดไดเทา

กับ 68.2 มิลลิกรัม และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดหลังจากทําใหบริสุทธิ์เทากับ 54.9 มิลลิกรัม ซึ่ง

คิดเปนเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ไดเทากับ 80.5 เปอรเซ็นต และคิดเปอรเซ็นต recovery ของ

แอนติบอดีไดเทากับ 73.1 เปอรเซ็นต 
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4.5  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 
 

เมื่อนําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยโปรตีน เอ แลวนํามาทํา SDS-PAGE ซึ่งวิธีนี้

จะเปนการทําลายพันธะ disulfide ระหวางโมเลกุลของแอนติบอดี ทําใหสวนของ heavy chains 

และ light chains แยกออกจากกัน และแยกโปรตีนไดตามขนาดของโมเลกุลดังรูปที่ 4.16 
 

 

 
             Lane        1          2         3          4   

 
 

รูปที่4.18 แสดงผล SDS-PAGE ของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromato-

graphy  

 

 Lane 1 = Standard protein marker (2.5 μl)  

Lane 2 = Fetal calf serum (5 μg) 

 Lane 3 = อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร (5 μg) 

Lane 4 = แอนติบอดี (IgG2b) หลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography    

(5 μg) 

  

 

kDa 

117

85 

49 

34 

25 
19 
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 จากรูปที่ 4.16 เมื่อนําแถบโปรตีนมาตรฐาน (Lane 1) มาสรางกราฟมาตรฐานระหวางน้ํา

หนักโมเลกุล(kDa) กับคา Relative mobility(Rf) สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของ FCS (Lane 2) 

ไดเทากับ 75.01 kDa  สวนอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอรที่ (Lane 3) พบ 3 

แถบซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 75.57, 62.69 และ 26.85 kDa ตามลําดับซึ่งนาจะเปนสวนของ

โปรตีนปนเปอนที่มาจาก FCS กับสวนของ heavy chain และ light chain ของโมเลกุลแอนติบอดี 

            แอนติบอดี (IgG2b) หลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography (Lane 4) พบ

โปรตีน 2 แถบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 62.69 และ 26.85 kDa ซึ่งนาจะเปนสวนของ heavy 

chain และ light chain ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 4.2      แสดงน้ําหนักโมเลกุล (kDa) และคา Relative mobility (Rf) ของแถบโปรตีนจาก

การทํา SDS-PAGE 

โปรตีน Molecular weight 

(kDa) 

Relative mobility 

(Rf) 

b-galactosidase 

Bovine serum albumin 

Ovalbumin 

Carbonic anhydrase 

b-lactoglobulin 

Lysozyme 

117 

85 

49 

34 

25 

19 

0.176 

0.313 

0.519 

0.754 

0.941 

1.000 

FCS 75.01 0.366 

อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลในฮอลโลว

ไฟเบอร 

 

75.57 

62.69 

26.85 

0.360 

0.450 

0.860 

แอนติบอดี (IgG2b) หลังจากทําให

บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography  

62.69 

26.85 

0.450 

0.860 
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4.6   การประเมินราคาในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลใน
เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

  ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอรในภาวะที่เหมาะสมใน 49 วัน ไดแอนติบอดีทั้งหมด 1113.5 มิลลิกรัม มี

ความเขมขนเฉลี่ย 4.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งใหความเขมขนที่สูงใกลเคียงกับแอนติบอดีที่ผลิต

ไดจากชองทองหนู แตในการผลิตตองใชระยะเวลานานและใชอุปกรณที่มีราคาแพงหลายอยางได

แก ตูบมที่มีแกสคารบอนไดออกไซด ปม และ ขวดบรรจุอาหาร (5 ลิตร) เม่ือคิดคาใชจายในการ

ผลิตเฉพาะในสวนของอาหารเล้ียงเซลล ซีรัม และอุปกรณประกอบอ่ืนๆ ไดแก ฮอลโลวไฟเบอร 

สายยาง  แกสคารบอนไดออกไซด  กระบอกฉีดยา  เข็ม ฉีดยา  สําลี  aluminium foil  filter  

connector  และ three-way stopcock  คิดเปนเงินประมาณ  11,978 บาท  ถึงแมวาการผลิต

แอนติบอดีในหนูจะใชเวลานอยและมีตนทุนในการผลิตตํ่ากวา แตอยางไรก็ตามแอนติบอดีที่ผลิต

ไดนั้นมีการปน เปอนแอนติบอดีจากหนู นอกจากนี้ยังตองคํานึงถึงจรรยาบรรณในการใชสัตว

ทดลอง โดยตองทําใหอยูภายใตมาตรฐานการใชสัตวทดลองที่ไดรับการยอมรับในระดับสากล ซึ่ง

มีหลักการที่จะไมทําใหสัตวตองเจ็บปวดหรือทุกขทรมาน ไดแก การพิจารณาวิธีอ่ืนใดที่จะสามารถ

นํามาทดแทนการใช และดูวาการเลือกใชสัตวนั้นเพียงพอหรือเกินไปหรือไม  
  
 

  



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
  

 การเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ใน T-flasks พบวาเซลลสามารถมีชีวิตอยูไดเปน

เวลานาน 5 วัน ซึ่งจํานวนเซลลมีชีวิตมีมากกวา 80 เปอรเซ็นต และปริมาณเซลลทั้งหมดเพิ่มข้ึนสูง

สุดประมาณ 8.5 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นเซลลจะตายอยางรวดเร็ว โดยปริมาณ

กลูโคสจะลดลงและคงที่ประมาณ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลกเตทจะเพิ่มข้ึนและ

คงที่ประมาณ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีการสะสมปริมาณแอมโมเนียสูงถึง 3.7 มิลลิโมลาร 

โดยเซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดทุกชวงระยะเวลาของการเจริญ (และมีปริมาณแอนติบอดี

สะสมมากในชวงปลายระยะ log phase จนถึงระยะ stationary phase) ไดความเขมขนของ

แอนติบอดีสูงสุดประมาณ 65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

สวนในการเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟ

เบอร เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอล โดยการศึกษาเปรียบเทียบลักษณะ

การใหอากาศ พบวาวิธีการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนทีมีความยาว 3 เมตร ใหผล

ดีใกลเคียงกับวิธีการใหอากาศไหลสวนทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร เม่ือศึกษาเปรียบเทียบ

ปริมาณและระยะเวลาการเก็บแอนติบอดี พบวา วิธีที่ดีที่สุดคือการเก็บแบบที่ 5 ซึ่งเก็บอาหารเล้ียง

เซลลที่มีแอนติบอดีพรอมกับเซลลบางสวนออกจาก ECS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คร้ังแรกในวันที่ 7 

และเวนระยะการเก็บทุกๆ 3 วันหลังจากเซลลเขาสูระยะ log phase ในวันที่ 16 ของการเพาะเล้ียง 

จึงเพิ่มปริมาตรการเก็บเปนคร้ังละ 20 มิลลิลิตร ไปจนส้ินสุดการทดลอง เพื่อลดจํานวนเซลลที่หนา

แนนเกินไป ซึ่งเซลลเหลานี้อาจทับถมกันทําใหมีการแลกเปล่ียนแกสและอาหารตางๆ ไดไมดี วิธี

การเก็บแบบนี้ เมื่อเขาสูระยะ stationary phase มีความหนาแนนของเซลลประมาณ 2.5-5.1 x 

107 เซลลตอมิลลิลิตร มีจํานวนเซลลมีชีวิต 20-40 เปอรเซ็นต สวนของเสียที่เกิดข้ึนไดแก แลคเตท 

มีคาประมาณ  1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และแอมโมเนีย มีคาสูงถึง 3.6 มิลลิโมลาร ปริมาณ

กลูโคสลดลงเหลือประมาณ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉล่ีย 4.1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของปริมาณซีรัมที่ใชเติมในสวน  ECS 

ของฮอลโลวไฟเบอรซึ่งเปนสวนที่ใชในการเลี้ยงเซลล พบวาการใชซี รัมที่ความเขมขน  10 

เปอรเซ็นต ทําใหเซลลมีชีวิตมีปริมาณมากกวาและมีอัตราการผลิตแอนติบอดีมากกวา การใชซีรัม

ที่ความเขม ขน 5 เปอรเซ็นต จากการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของฮอลโลวไฟเบอร พบวาฮอลโลว
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วิธีที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอร เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอล เร่ิมจากใสเซลลเร่ิม

ตนในสวน ECS ของฮอลโลไฟเบอร ปริมาณ 3 x 108 เซลล ในฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปน

ชนิดเซลลูโลส วางคอลัมนในแนวขนานกับพื้น และเติมซีรัมเฉพาะในสวน ECS ใหมีความเขมขน 

10 เปอรเซ็นต ใชวิธีการใหอากาศแพรผานทางผนังของสายยางซิลิโคนท่ีมีความยาว 3 เมตร ใน

ระหวางการเพาะเล้ียง เขยาคอลัมนวันละ 1 คร้ัง เพื่อใหเซลลกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกันทั่ว

คอลัมน เมื่อเล้ียงเซลลเปนเวลา 7 วัน จึงเร่ิมเก็บแอนติบอดีเปนคร้ังแรก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดย

เวนระยะในการเก็บทุกๆ 3 วัน หลังจากเซลลเขาสูระยะ log phase (วันที่ 16) เพิ่มปริมาตรการ

เก็บเปน 20 มิลลิลิตร การเก็บแอนติบอดีตองเก็บสลับดาน ซาย ขวา กอนเก็บและหลังเก็บตอง

เขยาคอลัมนใหเซลลกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน 

 เมื่อนําแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography โดยใชอาหารเล้ียง

เซลลปริมาตร 27.3 มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีเร่ิมตนเทากับ 255.9 และ 75.2 

มิลลิกรัม ตามลําดับ หลังทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีเทากับ 68.2 และ 54.9 

มิลลิกรัม ตามลําดับ ซึ่งคิดเปนเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ไดเทากับ 80.5 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นต 

recovery ของแอนติบอดีเทากับ 73.1 เปอรเซ็นต จากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดี

ดวยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีน 2 แถบที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 62.69 และ 26.85 kDa ซึ่ง

เปนสวนของ heavy chain และ light chain ตามลําดับ 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรที่ใชในการศึกษานี้ สามารถผลิตแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนสูงในระดับมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ชวยใหลดข้ันตอนและคาใชจายในการทําใหบริสุทธิ์ 

 
ขอเสนอแนะ 

จากการทดลองพบวาปริมาณแอมโมเนียซ่ึงเปนของเสียที่เกิดข้ึน ที่ความเขมขนเกิน 2.5 

มิลลิโมลาร จะมีผลตอการเจริญ และอัตราการผลิตแอนติบอดีของเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ดังนั้น

ควรควบคุมปริมาณแอมโมเนียไมใหสูงเกิน ซึ่งอาจทําไดโดยเปล่ียนอาหารในขวดบรรจุอาหารใหถี่

ข้ึน หรือเพิ่มปริมาตรอาหารในขวดบรรจุอาหารใหมากข้ึนเพื่อเปนการเจอืจางของเสียที่เกิดข้ึน  
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ภาคผนวก ก. 
 

y = 0.0055x + 0.2016

R2 = 0.9976
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รูปที่ ก.1   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส CAP 79 ตอสารคลอแรมเฟนิคอล 

ที่ความเขมขน 0 – 140 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.3584x

R2 = 0.9987
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รูปที่ ก.2   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณกลูโคสดวยวิธี DNSA  ที่ความเขมขน 0 – 1.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.4924x + 0.0822

R2 = 0.9901
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รูปที่ ก.3   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแลกเตท ที่ความเขมขน 0 – 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.1112x

R2 = 0.999
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รูปที่ ก.4   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอมโมเนีย  ที่ความเขมขน 0 – 7 มิลลิโมลาร 
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y = -55.997Ln(x) + 18.456

R2 = 0.993
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รูปที่ ก.5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa
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 รูปที่ ก.6  การเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks ที่ปริมาณเซลลเริ่มตน 5 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมซีรัม 10 เปอรเซ็นต 

               (   __   __  IgG ,      ___ë___  glucose ,      ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      ___A___  viability,      ---Î---  total cell   )     
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 รูปที่ ก.7  การเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks ที่ปริมาณเซลลเริ่มตน 1 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมซีรัม 10 เปอรเซ็นต 

     (   ---   --  IgG ,      ___ë___  glucose ,      ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      ___A___  viability,      ---Î---  total cell   )     
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ภาคผนวก ข. 
 

การเตรียมสาร 
 
 
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 

1. 0.2 M  Phosphate buffer (Stock reagent) 

ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock 0.2 M Phosphate buffer, pH 

7.4 

 

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 

0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1  ลิตร  

NaCl       175.2   กรัม  

น้ํากล่ัน     19   ลิตร 

0.01% Thimerosal     20   มิลลิลิตร  

ผสมใหเขากัน กรองสารละลายที่ไดดวยเคร่ืองกรองสารละลาย แลวเก็บใสถังสีขาว 

 

นมพรองมันเนย 5 เปอรเซนต  3.  

  นมพรองมันเนย       5 กรัม 

  PBS    100 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากัน (เตรียมใหมกอนใช) 

 

 4.    0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 

  Na2HPO4 11.9 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร  

  Citric acid 7 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา วางไวที่อุณหภูมิ  4  °C  หรือ –20  

°C   
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5.    Substrate OPD 

O-phenylenediamine    0.04 กรัม 

0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 

30% H2O2    0.04 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน(เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกคร้ัง 

 

6. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

18 M H2SO4   69.5 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน    430.5 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากันจะเกิดความรอน ควรนําขวดไปแชในน้ําประปา 

จนกวาจะหายรอน 

 

 
การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid) สําหรับใชวิเคราะห
ปริมาณกลูโคส 
 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 2 โมลาร  

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเติมโปตัสเซียมโซเดียมทาเทรต 

(Potassium sodiumtartate, C4H4KNaO6.4H2O) 30 กรัม  ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 

มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 

 

 
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
 

1. Sodium Phenate 

ละลายฟนอล  25 กรัม ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซ

เขมขน 4.0 N ปริมาตร 78 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร เก็บในต ู เย็น และนํามา

ไวที่อุณหภูมิหองกอนใช 

 

2. Sodium Nitroprusside, 0.01% 
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เตรียมสารละลาย Sodium Nitroprusside จาก stock 1 เปอรเซ็นต โดยนํามาเจือจาง   

1 : 100 แลวเก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง 

  

3. Sodium Hypochlorite, about 0.02 N. 

เตรียมสารละลาย Sodium Hypochlorite ใหมีความเขมขนประมาณ 0.02 N จาก stock 

ที่มีอยู 

 

 
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
 

1. 0.1 M  Citrate buffer pH 3.5 

citric acid (C6H8O7.1H2O)  0.1  M 

Na2HPO4                           0.1 M 

ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 3.5  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 

 

 2. 0.1 M  Phosphate buffer pH 8.0  

ชั่ง  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 

 

3. 1 M Tris HCl buffer pH 9.0   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane            1       M 

HCl              1       M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 
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 การเตรียมน้ํายาแชแข็งเพื่อเก็บเซลลอยางถาวร 
 

อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 65 มิลลิลิตร  

 Fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 
การเตรียม 0.4% Trypan blue สําหรับยอมเซลล 
 
 Trypan blue                               0.4          กรัม 

 Nacl    0.01    กรัม 

 K2HPO4   0.06    กรัม 

 น้ํากล่ัน    100    มิลลิลิตร 

 เขยาใหละลายเขากันและกรองกอนใช   

 

 
การเตรียมสารสําหรับการทํา SDS-PAGE 
 

1. Stacking and Separating gel 

Reagent Stacking gel 

(5%) 

Separating gel 

(10%) 

distill water 

40% Acrylamide gel 

1.5 M Tris (pH 8.8) 

1.0 M Tris (pH 6.8) 

10% SDS 

10% APS 

TEMED 

final volume (ml) 

1.46 

0.25 

- 

0.25 

0.02 

0.02 

0.002 

2 

4.8 

2.5 

2.5 

- 

0.1 

0.1 

0.004 

10 
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2. Sample buffer 

SDS     2% 

Bromophenol blue   0.01% 

Glycerol   10% 

beta-mercaptoethanol  10% 

60 mM Tris (pH 6.8) 

 

3. Running buffer(1X) 1 L 

Tris     3.02 g 

Glycine             18.8  g 

SDS    1.0   g 

 

4. Coomassie brilliant blue (250 ml) 

Coomassie Brilliant blue R-250 0.25% 

Methanol    50% 

Acetic acid    10% 

 

5. Destaining solution (1 L) 

Methanol     5% 

Acetic acid   10% 
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ภาคผนวก ค. 

 
การคํานวณ 

 
 
การหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง 
 

      ความเขมขนของแอนติบอดี (มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร)  

 =     คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ของสารตัวอยาง x 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

คา Extinction coefficient ที่ 280 นาโนเมตร ; E1%
280    

 

 วัดคาการดูดกลืนแสงโดยใช คิวเวทควอทซ หนา 1 เซนติเมตร  และเจือจางสารตัวอยางดวย

บัฟเฟอรใหคาการดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.1 ถึง 1.5 

 Extinction coefficient ที่ 280 ; E1%
280   =   13.6 

   

 
การนับจํานวนเซลล โดยใช Haemacytometer 
  

จํานวนเซลลทั้งหมด         =         จํานวนเซลลใน 4 ชองใหญ x 104 x อัตราการเจือจาง   

  (เซลล/มิลลิลิตร)                                                     4  

 

1  2 

   

3  4 

 

 

Cell viability (%)    =     จํานวนเซลลมีชีวิต x 100 

       จํานวนเซลลทั้งหมด 
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Glucose Uptake Rate 
 
 Glucose Uptake Rate (mg/day)  =  [(Vf x Gf) + (Vr x Gr)] – (Vt x Gc) 

                                   Days 

  Vf = ปริมาตรของอาหารใหมใน reservoir (ml) 

  Vr = ปริมาตรอาหารที่เหลืออยูในระบบและใน cartridge (ml) 

  Vt = ปริมาตรของอาหารทั้งหมด (ml) 

  Gf = ความเขมขนของกลูโคสในอาหารใหม (mg/ml) 

  Gr = ความเขมขนของกลูโคสในอาหารที่เหลือในระบบ (mg/ml) 

  Gc = ความเขมขนของกลูโคสวัดจากอาหารปจจุบัน (mg/ml) 

 

 
Lactate Production Rate 
 
 Lactate Production Rate  (mg/day)   =    (Vt x Lc) - [(Vf x Lf) + (Vr x Lr)]  

                                    Days 

  Vf = ปริมาตรของอาหารใหมใน reservoir (ml) 

  Vr = ปริมาตรอาหารที่เหลืออยูในระบบและใน cartridge (ml) 

  Vt = ปริมาตรของอาหารทั้งหมด (ml) 

  Lf = ความเขมขนของกรดแลคติกในอาหารใหม (mg/ml) 

  Lr = ความเขมขนของกรดแลคติกในอาหารที่เหลือในระบบ (mg/ml) 

  Lc = ความเขมขนของกรดแลคติกวัดจากอาหารปจจุบัน (mg/ml)  

 

 
Ammonia Production Rate 
 
 Ammonia Production Rate (mM/day)  =   (Vt x Ac) - [(Vf x Af) + (Vr x Ar)]  

                                       Days 

  Vf = ปริมาตรของอาหารใหมใน reservoir (ml) 

  Vr = ปริมาตรอาหารที่เหลืออยูในระบบและใน cartridge (ml) 
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  Vt = ปริมาตรของอาหารทั้งหมด (ml) 

  Af = ความเขมขนของแอมโมเนียในอาหารใหม (mg/ml) 

  Ar = ความเขมขนของแอมโมเนียในอาหารที่เหลือในระบบ (mg/ml) 

  Ac = ความเขมขนของแอมโมเนียวัดจากอาหารปจจุบัน (mg/ml)  

 

 
Relative mobility 
  
  

 Relative mobility (Rf)     =           ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (cm) 

           ระยะทางที่ตัวทําละลายเคล่ือนที่ (cm) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวสุนิสา ดวงสอาด เกิดเมื่อวันที่ 14 พฤศจิกายน พ.ศ.2523 ที่จังหวัด สมุทรปราการ 

สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปการศึกษา  2545  และเขาศึกษาตอ

หลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา  2546  
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