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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) เปนสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธ์ิอยางกวางขวาง

ตอแบคทีเรียทั้งพวกแกรมบวกและแกรมลบ มีกลไกในการออกฤทธิ์โดยเขาไปจับกับไรโบโซม 50s 

ของแบคทีเรีย ทําใหไปขัดขวางการจับกันระหวาง 50s และ tRNA ปฎิกิริยาระหวางเอนไซม 

peptidyl transferase กับกรดอะมิโนจาก tRNA จึงไมเกิดข้ึน เปนผลทําใหไมมีการสังเคราะห

โปรตีน คลอแรมเฟนิคอลแพรกระจายไดดีตามเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกาย และยังสามารถแพรกระ 

จายเขาไปในของเหลวในระบบประสาท นอกจากนี้ยังพบในน้ําดี น้ํานมแม และสามารถแพรผาน

เขาสูลูกไดในหญิงมีครรภ คลอแรมเฟนิคอลสามารถจับกับโปรตีนในเลือดไดประมาณ 50 เปอร 

เซ็นต อวัยวะเปาหมายที่มีความเส่ียงตอคลอแรมเฟนิคอลคือ ไขกระดูก ทําใหจํานวนเซลลหรือ

องคประกอบในเลือดลดลง นอกจากนี้ยังมีผลตอเม็ดเลือดแดง ทําใหเม็ดเลือดแดงพัฒนาไม

สมบูรณ เปนผลใหเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดตํ่ากวาปกติ คลอแรมเฟนิคอลจะไปยับยั้งการ

สังเคราะหโปรตีนของไมโตคอนเดรีย ทําใหจํานวนของเรติคูโลไซตลดลง ตามดวยการลดลงของ

ปริมาณฮีโมโกลบิน การเปลี่ยนแปลงองคประกอบตางๆในเลือดจะเกิดข้ึนเม่ือมียาคลอแรมเฟนิ

คอลอยูในกระแสเลือดต้ังแต 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนตนไป 

คลอแรมเฟนิคอลถูกนํามาใชในการรักษาสัตว โดยเฉพาะกุงกุลาดํา แตเนื่องจากสารนี้

มีความเปนพิษตอมนุษย และสามารถตกคางอยูในสัตวที่นํามาบริโภคเปนอาหารได ดังนั้นคลอ

แรมเฟนิคอลจึงถูกระงับการใชในสัตวที่จะนํามาบริโภคเปนอาหาร  

ในปจจุ ุบันประเทศตางๆ ในสหภาพยุโรปและสหรัฐอเมริกาไดกําหนดมาตรฐานที่เขมงวด

มากข้ึนเกี่ยวกับปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่สามารถตกคางอยูในผลิตภัณฑอาหารแชแข็งที่นําเขา

จากประเทศตางๆ ดังนั้นผูผลิตอาหารแชแข็งจึงตองทําการตรวจวัดหาปริมาณสารคลอแรมเฟนิ 

คอลที่ตกคางอยูกอนที่จะสงออกผลิตภัณฑ ซึ่งวิธีที่ใชในการตรวจวัดคือ High performance 

liquid chromatography (HPLC) แตเนื่องจากการตรวจวัดดวยวิธีนี้ ตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาสูง 

ตองการผูเช่ียวชาญในการตรวจ และใชเวลาในการตรวจตัวอยางจํานวนมาก จึงไดมีการศึกษา

การตรวจปริมาณสาร CAP ดวยเทคนิค Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ซึ่ง

เหมาะแกการตรวจเบ้ืองตนสําหรับตัวอยางจํานวนมาก จากการศึกษาพบวา การตรวจดวยวิธี 
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ELISA นี้ ใหผลที่ถูกตองและแมนยําใกลเคียงกับวิธี HPLC อยางไรก็ตาม ประเทศไทยยังไม

สามารถผลิตชุดตรวจสอบสําเร็จรูปดวยวิธี ELISA สําหรับตรวจสอบ CAP ไดเอง ทําใหตองนําเขา

ชุดตรวจสอบนี้จากตางประเทศเปนจํานวนมาก ดังนั้นจึงควรมีการวิจัยพัฒนาการเตรียมชุดตรวจ 

สอบนี้ข้ึน สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร ไดทําการเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่

สามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ CAP ในการเตรียมชุดตรวจสอบนั้น ข้ันตอนการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีปริมาณมากเพื่อใชในชุดทดสอบเปนข้ันตอนหนึ่งซึ่งมีความสําคัญ ซึ่งจะเปน

การลดตนทุนในการผลิตแอนติบอดีปริมาณมากและมีความบริสุทธิ์สูง ดังนั้นในการวิจัยนี้จึงมุง

ที่จะศึกษาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในเคร่ือปฏิกรณ

ชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรใหไดปริมาณมาก สําหรับใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปตอไป  

 

1.2   วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

หาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลโดยใชเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 

 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลไดในปริมาณมากโดยใช

เคร่ืองปฎิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

 1.4.1    คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 

1.4.2 เพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 

1.4.2.1  เตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 

1.4.2.2  เตรียมเซลลไฮบริโดมาเร่ิมตน 

1.4.2.3  การศึกษาลักษณะการเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks 
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1.4.2.4  เ ต รี ย ม ภาวะที่ใชในการเพาะเล้ียงเซลล  ในเคร่ืองปฏ ิกรณชีวภาพแบบ 

ฮอลโลวไฟเบอร 

1.4.2.5  หาภาวะที่ เหมาะสมในการเพาะเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอร เชน ปริมาตรและระยะเวลาในการเก็บเกี่ยว ปริมาณซีรัมจากลูกวัว (Fetal 

calf serum, FCS) วิธีการใหอากาศ และชนิดของไฟเบอร 

1.4.2.6  การเก็บเกี่ยวแอนติบอดีจากบริเวณชองดานนอกของไฟเบอร (Extraca -

pillary space) 

 1.4.3 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ด วยวิธ ี affinity chromatography  

1.4.4 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอด ีดวยเทคนิค SDS-PAGE  

1.4.5 วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีและสารอ่ืนๆในอาหารที่ไดจากการเพาะเล้ียง 

1.4.5.1  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดี 

ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวเปนแอนติบอดีมาตรฐาน  

1.4.5.2   การวิเคราะหปริมาณกลูโคส 

1.4.5.3  การวิเคราะหปริมาณแลกเตท 

  1.4.5.4  การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 

1.4.6 วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 

    

 
  
 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1.1 สารคลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) 
 

 คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) เปนสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธ์ิอยางกวางขวาง

ตอแบคทีเรียทั้งพวกแกรมบวกและแกรมลบ มีกลไกในการออกฤทธิ์โดยเขาไปจับกับไรโบโซม 50s 

ของแบคทีเรีย ทําใหไปขัดขวางการจับกันระหวางไรโบโซม 50s และ tRNA ปฎิกิริยาระหวาง

เอนไซม peptidyl transferase กับกรดอะมิโนจาก tRNA จึงไมเกิดข้ึน เปนผลทําใหไมมีการ

สังเคราะหโปรตีน จึงจัดอยูในกลุมของยาที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  

คลอแรมเฟนิคอลยังสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในไมโตคอนเดรียของเซลลสัตว

ชั้นสูง เนื่องจากไรโบโซมในไมโตคอนเดรียของสัตวชั้นสูงมีลักษณะทางกายภาพใกลเคียงกับไรโบ

โซมของแบคทีเรีย  

คลอแรมเฟนิคอลแพรกระจายไดดีตามเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกาย และยังสามารถแพร 

กระจายเขาไปในของเหลวในระบบประสาท นอกจากนี้ยังพบในน้ําดี น้ํานมแม และสามารถแพร

ผานเขาสูลูกไดในหญิงมีครรภ สามารถจับกับโปรตีนในเลือดไดประมาณ 50 เปอรเซ็นต  

อวัยวะเปาหมายที่มีความเส่ียงตอคลอแรมเฟนิคอลคือ ไขกระดูก ทําใหจํานวนเซลลหรือ

องคประกอบในเลือดลดลง นอกจากนี้ยังมีผลตอเม็ดเลือดแดง ทําใหเม็ดเลือดแดงพัฒนาไม

สมบูรณ เปนผลใหเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดตํ่ากวาปกติ การเปล่ียนแปลงองคประกอบตางๆใน

เลือดจะเกิดข้ึนเม่ือมียาคลอแรมเฟนิคอลอยูในกระแสเลือดต้ังแต 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เปนตนไป (Reynard, 1992) 

 

 2.1.2 แอนติบอดี (Antibody) 
 แอนติบอดี เปน ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 

96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน

ตอ antigenic determinant หรือ  เอพิโทปที่แปลกปลอม และจะทําปฏิกิริยาจําเพาะตอเอพิโทป

นั้นเทานั้น  ซึ่งผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอ่ืน ๆ ออก
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จากรางกายได แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกลบูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัม

ของคนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  

คือ อัลบูมิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา 

(γ) เนื่องจากแอนติบอดีเปนโกลบูลินที่ทําหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันของรางกาย จึงเรียกวา อิมมูโน

โกลบูลิน (immunoglobulin) หรือ Ig  แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน เปนผลผลิตของเซลล

พลาสมาและลิมโฟไซต ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบในสวนน้ําอ่ืน ๆ ของรางกาย และใน

เนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอกจากนี้

ยังพบบนผิวของ บี ลิมโฟไซต(B-lymphocyte)ดวย (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

โครงสรางของอิมโมโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (monomer) ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 

สาย คือ heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกัน แตละอันมีมวลโมเลกุลประมาณ 55,000 ดาลตัน 

และ light (L) chain 2  สายที่เหมือนกัน แตละอันมีมวลโมเลกุลประมาณ 25,000 ดาลตัน             

(Harlow และ Lane, 1988) เช่ือมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถ

แยกออกจากกันไดดวยเมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  เมื่ออาศัยความแตกตาง H 

chain สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซึ่งมี 

H chain ชนิด γ  α  μ  δ และ ε  ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมี

ความแตกตางกันในน้ําหนักโมเลกุล  สวนประกอบของคารโบไฮเดรต  antigenic determinant  

คุณสมบัติทางชีวภาพ และการเคล่ือนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain 

ออกไดเปน 2 type  คือ kappa (k)  และ  lamda (λ) (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุมเซลล

พลาสมาซึ่งกําเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต (B lymphocyte) เซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของ        

แอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้งในดานความจําเพาะตอเอพิโทปของแอนติ 

เจน และในดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งเปนตัว กําหนด

คุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น  

ในภาวะปกติรางกายจะสรางแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน ซึ่งรวมกันเรียกวา พอลิโคล

นอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) แตจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพียงชนิดเดียวเมื่อมี

พยาธิสภาพเปนโรคมะเร็งของบี ลิมโฟไซต หรือเซลลพลาสมา โดยที่เซลลพลาสมาปกติหนึ่งเซลล

เกิดการเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลมะเร็ง เกิดการเพิ่มจํานวนของเซลลเหลานี้อยางไมหยุดยั้ง และ

สรางแอนติบอดีชนิดเดียวกันจํานวนมากออกมาทําใหสามารถตรวจพบไดในซีรัม (สุทธิพันธ และ

คณะ, 2537) 
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกนํามาใชอยางกวางขวางในหลายๆ ดาน อยางเชน นํามาใชใน

การวินิจฉัยโรค รักษาโรค และในงานวิจัย (Nelson และคณะ, 2000) 
 

2.1.3 วิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหไดจํานวนมาก 

1. การผลิตในสัตวเชน หนูโดยวิธีการ ascites production 

วิธีการคือทําใหหนูเกิดทองมาน (ascites) โดยฉีดเซลลลูกผสมเขาชองทอง

หนู หลังจากกระตุนดวย pristane ประมาณ 7-14 วัน เซลลลูกผสมจะเจริญในชองทองและมีน้ําใน

ชองทองซึ่งประกอบดวยแอนติบอดีจํานวนมาก (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

ขอดีของวิธีนี้คือ ทําไดงาย และใชตนทุนตํ่ากวา ไดแอนติบอดีเขมขนสูงใน

ระดับมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนขอเสียคือ การผลิตแอนติบอดีปริมาณมากตองใชหนูเปนจํานวน

มาก ตองระมัดระวังการติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรียจากสัตว และมีการปนเปอนของแอนติบอดีจาก

หนู 20 เปอรเซ็นต อีกทั้งยังมีปญหาเร่ืองจริยธรรมในการใชสัตวอีกดวย ( Vetterlein, 1989) 

2.  การผลิตในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ 

      ใชระบบการเพาะเลี้ยงแบบ perfusion ซึ่งเปนระบบที่ใชในกระบวนการผลิต

โมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยระบบนี้ตางจากการเพาะเลี้ยงแบบตอเนื่อง ซึ่งมีอัตราการไหลของ

สารอาหารอยางตอเนื่องและคงที่ แตในระบบ perfusion เซลลจะถูกแยกจากอาหาร และอาหาร

จะถูกเติมอยางตอเนื่องโดยไมมีการควบคุมอัตราการไหลของอาหารใหคงที่ ทําใหเซลลในระบบนี้

เจริญเติบโตจนมีความหนาแนนสูง  ระบบ perfusion แบงออกเปน 3 แบบ ดังนี้ (Mizrahi, 1989) 

1)  Homogeneous 

            เซลลจะแขวนลอยอยางอิสระ เชนใน stirred reactor ตองใชตัวกรอง 

เชน rotating filter ในการแยกเซลลกับสารอาหาร โดยอาจใสตัวกรองภายในถังหรือกรองเซลล

ภายนอกถัง ขอเสียคือ เกิดแรงเฉือนซึ่งอาจไปทําลายเซลลได 

2)  Semihomogeneous 

 ตัวอยางของระบบนี้ ไดแก การตรึงเซลลใน microencapsulation เชน 

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

สารอาหาร เชน กลูโคส, growth factor สามารถซึมผานเม็ดบีทได แตแอนติบอดีไมสามารถเขาไป

ได ขอเสียคือ เซลลที่ถูกตรึงอาจขาดออกซิเจนได 
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3)  Nonhomogeneous 

 ตัวอยางระบบนี้ ไดแก การเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร ซึ่งมีไฟเบอรเปน 

semipermeable membrane ขอดีคือ ทําใหเก็บแยกแอนติบอดีออกมาไดงาย แอนติบอดีที่ไดมี

ความเขมขนสูง สวนขอเสียคือ ยากในการ scale up และการควบคุมภาวะที่ใชเพาะเล้ียง เชน 

ความเปนกรดดาง, ปริมาณออกซิเจน และความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส  

 

 
2.1.4 หลักการเพาะเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณืชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

 เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรนั้นเปนท่ียอมรับ

วาเปนวิธีที่ดีสําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยระบบนี้จะมีการแยกสวนของเซลลกับ

สวนของอาหารที่ใชในการเพาะเล้ียงโดยผนังฮอลโลวไฟเบอร ทําใหสามารถเพาะเล้ียงเซลลไดจํา 

นวนมาก (>108 เซลลตอมิลลิลิตร) ในบริเวณชองดานนอกของไฟเบอร หรือ extracapillary space 

ดังรูปที่ 2.1 แอนติบอดีที่เซลลผลิตข้ึนมีโมเลกุลขนาดใหญ ไมสามารถซึมผานไฟเบอรได ดังนั้นจึง

ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนสูง 1 ถึง 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเคยมีรายงานพบวาสามารถ

ผลิตแอนติบอดีที่มีความเขมขนสูงถึง 17 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Shi และคณะ, 1999) 

 

 
 

รูปที่ 2.1 ภาพถายอิเล็กตรอนของฮอลโลวไฟเบอร และเซลลที่อยูภายนอกไฟเบอร 

    

 ระบบฮอลโลวไฟเบอร เล้ียงเซลลในสวนของ Extracapillary space (ECS) และใหอาหาร

ไหลผานทาง Intracapillary space (ICS) เมมเบรนของฮอลโลวไฟเบอร สามารถแยกเซลลและ

อาหาร อาหารซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กสามารถผานเมมเบรนได สวนสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญกวารู
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ของเมมเบรนจะถูกกักไว ดังนั้นสารอาหารอยางเชน กลูโคส และ O2 สามารถผานรูเมมเบรนไปสู

เซลลไดตลอดทั้งไฟเบอร และของเสียอยางเชน แลกเทต และ CO2 สามารถผานเขาสูไฟเบอรไดดัง

รูปที่ 2.2 และถูกทําใหเจือจางลงในขวดบรรจุอาหาร growth factor ซึ่งมีโมเลกุลขนาดใหญที่อยู

ในซีรัม (หรือในอาหารที่ไมตองเติมซีรัมอยางเชน transferring และ albumin) ถูกเติมใหเซลลใน

สวน ECS เซลลจะผลิตแอนติบอดีออกมาและสะสมอยูในสวน ECS (Gramer และ Poeschl, 

1998) เนื่องจากแอนติบอดีมีขนาดโมเลกุลเทากับ 150,000 ดาลตัน (Harlow และ Lane, 1988) 

ซึ่งไมสามารถผานรูของเมมเบรน แอนติบอดีที่ไดจึงมีความเขมขนสูงกวาการเล้ียงเซลลในขวด

อาหารเล้ียงเซลล หรือ stirred reactor  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 แสดงการไหลผานเขาออกของสารระหวาง ECS  กับ ICS 

 

 องคประกอบพื้นฐานของระบบฮอลโลวไฟเบอรแสดงดังรูปที่ 2.3 ประกอบดวย ขวดบรรจุ

อาหารเล้ียงเซลล (medium reservoir) คอลัมนฮอลโลวไฟเบอรสําหรับเล้ียงเซลล (bioreactor) 

และเคร่ืองแลกเปล่ียนแกส (gas-exchanger) ติดต้ังอยูภายในตูบม (incubator) ที่มีแกสคารบอน 

ไดออกไซด (CO2)  ปมถูกติดต้ังภายนอกตูบมเพราะวาความรอนจากปมจะทําใหอุณหภูมิในตูบม

เพิ่มข้ึน เซลลถูกเพาะเล้ียงภายนอกไฟเบอรในสวน ECS  อาหารถูกหมุนเวียนดวยปมจากขวด

บรรจุอาหารผานเคร่ืองแลกเปล่ียนแกส อยูภายในไฟเบอรใน ICS  และไหลกลับเขาสูขวดบรรจุ

อาหาร อากาศถูกปมเขาสูตูบมอยางตอเนื่องผานคอลัมนแลกเปล่ียนแกส เพื่อนําแกสออกซิเจน

และคารบอนไดออกไซดเขาสูอาหารและเปนบัฟเฟอรควบคุม pH ในอาหาร 

Dialysis Membrane 
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รูปที่ 2.3  แสดงองคประกอบพื้นฐานของระบบฮอลโลวไฟเบอร (Gramer และ Poeschl, 1998) 

 

 2.1.5 ปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงเซลล 

ส่ิงแวดลอมในการเพาะเล้ียงเซลล 

1. ความเปนกรดดาง  

คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงเซลลคือ คาที่ใกลความเปนกลางที่ 

pH 7.2-7.4 เซลลสัตวจะทนตอการเปล่ียนแปลงคา pH ที่อยูในชวงระหวาง pH 6.6-7.8  

 เซลลสวนมากเจริญไดดีที่ pH 7.4 คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเจริญของ

เซลลจะแตกตางกันเล็กนอยในเซลลแตละชนิด ในอาหารเล้ียงเซลลจะใช phenol red เปน 

indicator ซึ่งใหสีมวงที่ pH 7.8 สีชมพูเขมที่ pH 7.6 สีแดงที่ pH 7.4 สีสมที่ pH 7.0 สีเหลืองที่ pH 

6.5 และเปล่ียนเปนสีเหลืองอมเขียวที่ pH ตํ่ากวา 6.5 (Freshney, 2005)  

2.   อุณหภูมิ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับเล้ียงเซลลสัตว คือ 37ºC  เซลลสามารถมีชีวิตอยูไดหลาย

วันที่อุณหภูมิ 4ºC แตเซลลไมสามารถทนตออุณหภูมิที่สูงกวาอุณหภูมิปกติ 2ºC ได และจะตาย

อยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 40ºC ข้ึนไป (Freshney,2005) 
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3.  แกสออกซิเจน 

Miller และคณะ (1987) ไดศึกษาถึงผลของ dissolved oxygen (DO จาก 0.1-100

เปอรเซ็นต saturation in air) ของเซลลไฮบริโดมาของหนู โดยใชการเพาะเล้ียงแบบตอเนื่อง พบวา

คา DO ที่เหมาะสําหรับการผลิตแอนติบอดีคือ 50 เปอรเซ็นต ตางจากคา DO ที่เหมาะสมสําหรับ

การเจริญของเซลลคือ 0.5 เปอรเซ็นต 

Shi และคณะ (1998) ไดทดสอบความสามารถของตัวพาออกซิเจน ในการเพิ่มอัตรา

การเจริญ และระดับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟ

เบอร โดยเติมสารตัวพาออกซิเจนความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ลงในขวดบรรจุอาหารเล้ียงเซลล  

พบวาเมื่อใชสารตัวพาออกซิเจน ไดแก Erythrogen-1TM, perfluorocarbon emulsion, 

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

modified bovine haemoglobin เซลลผลิต โมโนโคลนอลแอนติบอดีสูงกวากลุมควบคุม 104, 78, 

40 และ 20 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวน natural bovine haemoglobin พบวาผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตํ่ากวากลุมควบคุม วัดประสิทธิภาพการใชออกซิเจนของเซลลโดยวัดระดับกลูโคส และ 

แลคเทต เพื่อหาอัตรสวนระหวางอัตราการสรางแลคเทต (Lactate production rate ; LPR) ตอ 

อัตราการใชกลูโคส (Glucose consumption rate ; GUR) พบวาคา LPR/GUR ที่ไดแปรผกผันกับ

ปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต 

4.  แกสคารบอนไดออกไซด 

 แกสคารบอนไดออกไซดถูกใชรวมกบั โซเดียมคารบอเนต เพื่อชวยปรับคาความเปน

กรดดางในอาหารเล้ียงเซลลซึ่งมีการเปล่ียนไดอยูตลอดเวลาที่เซลลมีการเจริญเติบโต เนื่อง จาก

เซลลมีการผลิตของเสีย ไดแก แลคเทต และแอมโมเนีย หรือเกิดจากการตายของเซลลที่สะสมใน

อาหารซึ่งจะทําใหอาหารเล้ียงเซลลมีความเปนกรดเพิ่มข้ึน ดังนั้นในการเล้ียงเซลลจึงตองเล้ียงในตู

บมที่ควบคุมปริมาณแกสคารบอนไดออกไซดไวที่ 5 เปอรเซ็นต เนื่องจากแกสคารบอนได ออกไซด

ละลายในอาหารเพี่อสรางภาวะสมดุลกับ ไบคารบอเนตไอออน ( HCO3
-- ) ทําใหมีภาวะเปนกลาง

และมีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอรทําใหคาความเปนกรดดางในอาหารมีการเปล่ียนแปลงนอย ดังสม 

การที่ (1 ) 

H2O + CO2  H2CO3  H+ + HCO3
—          (1 ) 
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การที่แกสคารบอนไดออกไซดในบรรยากาศเพิ่มข้ึน จะทําให HCO3
— เพิ่มข้ึน เมื่อ 

HCO3
— เพิ่มข้ึนสมการจะเกิดยอนกลับไปทางดานซายจนกระทั้งเขาสูภาวะสมดุลที่ pH 7.4 

(Freshney, 2005) 

อาหารและสวนประกอบในอาหาร 

เซลลไฮบริโดมาสามารถเจริญไดในอาหารสําหรับเพาะเล้ียงเซลลหลายชนิด แตที่นิยม

มากที่สุด 2 ชนิด ไดแก Dulbecco’s modified Eagle’s (DME) และ RPMI 1640 ซึ่งอาหารเหลานี้

จะตองเติม fetal calf serum (FCS) ใหมีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต และอาจใช calf serum หรือ 

horse serum ซึ่งมีราคาถูกกวาแทนก็ได (Harlow และ Lane,1988) เนื่องจากซีรัมประกอบดวย 

growth factors ที่ชวยสงเสริมการเจริญของเซลล นอกจากนี้ยังมีสวนประกอบของโปรตีน ฮอรโมน 

ไขมัน  แรธาตุตางๆ  และตัวยับยั้ง แตในซีรัมมีคอมพลีเมนตตางๆ ที่ตองกําจัดออกโดยนําซีรัมไป

แชน้ําที่อุณหภูมิ 56 °C เปนเวลา 30 นาที (heat activated) ในปจจุบันมีการเล้ียงเซลลในอาหาร

ชนิดที่ไมเติมซีรัม (serum free media) สามารถเลือกใชใหเหมาะกับการเล้ียงเซลลแตละชนิด 

(Freshney, 2005) 

 

2.1.6   กลไกการสังเคราะหสารอาหาร 

กลูโคสและกลูตามีน เปนแหลงคารบอนหลัก และเปนแหลงพลังงาน ในการเพาะเล้ียง

เซลล กลูโคสถูกเปล่ียนเปน ไพรูเวต โดยวิถีไกลโคลิซิส ซึ่งไพรูเวตอาจเปล่ียนไปเปนแลคเทต หรื

ออะซิโตอะซีเทตและอาจจะเขาสูวัฎจักรของกรดซิตริกและถูกออกซิไดสในรูปของ คารบอนได- 

ออกไซดและน้ํา การสะสมของกรดแลกติกในอาหาร แสดงใหเห็นวา วัฎจักรของกรดซิตริกอาจจะ

ไมไดเกิดข้ึนทั้งหมดในส่ิงมีชีวิต (Freshney, 2005) 

การขนสงกลูโคส และกลูตามีน ภายในเซลลโดยวิถีไกลโคลิซิส และกลูตามิโนลิซิสเกิดข้ึน

ในอัตราสูง นําไปสูการเกิดสารเมตาบอไลตจํานวนมาก อยางเชน  แลกเทต และแอมโมเนีย การ

ผลิตแลคเทตของเซลลไฮบริโดมา ไมเหมือนกับเซลลทั่วไป ไพรูเวตเขาสู Tricarboxylic acid cycle 

(TCA cycle) นอยมาก ภายใตภาวะที่มีออกซิเจน และไพรูเวตจาํนวนมากเปล่ียนไปเปนแลกเทต 

แสดงถึงการใชกลูโคสอยางไมมีประสิทธิภาพ การที่ไพรูเวตจํานวนมากเปล่ียนไปเปนแลกเทต 

แทนที่จะถูกออกซิไดสใน TCA cycle ภายใตภาวะที่มีออกซิเจน ในเซลลไฮบริโดมายังไมเปนที่แน
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ชัด แลกเทตจํานวนมากที่เกิดข้ึน สามารถไปยับยั้งการเจริญของเซลล เพิ่ม osmolarity ในอาหาร 

หรือลด pH ในอาหาร(Sanfeliu และคณะ, 1997) 

การเปล่ียนไพรูเวตไปเปนแลกเทต มีความจําเปนสําหรับการอยูรอดของเซลล เปนหนทาง

ในการรีออกซิไดส NADH จํานวนมากที่เกิดการเกิดไกลโคลิซิสในอัตราสูงในเซลลไฮบริโดมา 

ในระหวางการเปลี่ยนกลูโคสเปนไพรูเวต(ไกลโคลิซิส) NAD 2 โมเลกุล ถูกรีดิวสไปเปน 

NADH ซึ่งตองรีออกซิไดส เซลลมี 2 ระบบในการรีออกซิไดสดังรูปที่ 2.4 ระบบแรก เปนระบบที่ใช

ในเซลลปกติภายใตภาวะที่มีออกซิเจน ซึ่ง NADH จะถูกสงจากไซโตซอลเขาสูไมโตคอนเดรียดวย

ระบบ malate-aspartate shuttle  เกิดรีออกซิไดสของ NADH ในไมโตคอนเดรีย ได ATP จํานวน

มาก (38 ATP) ในระบบที่ 2 เปนระบบที่ใชในเซลลปกติในภาวะที่ขาดออกซิเจน เกิดออกซิเดชั่นข

อง NADH ในไซโตซอล ทําใหไดแลกเทต สงผลใหลดการเกิด ATP ตอโมลของกลูโคส (2 ATP) 

 

 

          รูปที่ 2.4  แสดงวิถีของเมตาบอลิซึมในเซลลไฮบริโดมา (Sanfeliu และคณะ, 1997) 

 

Fitzpatrick และคณะ (1993) ไดศึกษาเมตาบอลิซึมของเซลลสัตว พบวาวิถีเมตาบอลิซึม

ของกลูโคส และกลูตามีน เกี่ยวของกับความตองการพลังงานของเซลล การเปล่ียนความเขมขน

ของซับสเตรตระหวางการเพาะเล้ียง ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมที่
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สําคัญ ซึ่งวิเคราะหโดยเล้ียงเซลลไฮบริโดมาแบบ batch ใหมีความหนาแนนสูงสุด 1- 2x106 เซลล

ตอมิลลิลิตร ใน 3-4 วัน เมื่อเล้ียงเซลลถึงระยะ stationary  คาอัตราจําเพาะของการใชกลูโคส 

และกลูตามีน ไมคงที่ระหวางการเพาะเล้ียง และมีคาสูงสุดที่กึ่งกลางระยะ exponential มีคา 2.4 

และ 4.3 นาโนโมล/นาที/106เซลล ตามลําดับ กลูโคส (96 เปอรเซ็นต) ถูกเมตาบอไลซในสัดสวนที่

สูงโดยไกลโคลิซิส และบางสวนในวิถีเพนโตสฟอสเฟต (3.3 เปอรเซ็นต) และ TCA cycle (0.21 

เปอรเซ็นต) 

กลูตามีน เปนตัวสําคัญในการสรางพลังงานของเซลล อยางไรก็ตาม ชวงกลางระยะ 

exponential การสรางพลังงานจากแคแทบอลิซึม ของซับสเตรตทั้งสองดีพอๆ กันระหวางกลูตามีน 

(55 เปอรเซ็นต) และกลูโคส (45 เปอรเซ็นต) 

แอมโมเนียและ แลคเทต เปนผลิตภัณฑหลัก ที่เกิดจากเมตาบอลิซึมของ กลูตามีน และ

กลูโคส เมื่อถูกสะสม พบวาจะทําใหการเจริญของเซลลลดนอยลง และมีผลตอเมตาบอลิซึม และ

การผลิตแอนติบอดีในเซลลไฮบริโดมา เคยมีรายงานพบวา แลคเทต ยับยั้งการเจริญของเซลลไฮบ

ริโดมา และเมตาบอลิซึมของเซลล  และลดอัตราการผลิต เนื่องจากไปเปลี่ยนออสโมลาริตี ใน

อาหาร (Ozturk และคณะ, 1992) 

 Cruz และคณะ (2000) ไดศึกษาถึงผลของ แอมโมเนีย และ แลคเทต ตอการเจริญ เม

ตาบอลิซึม และอัตราการผลิตของเซลล BHK ซึ่งผลิต recombinant human IgG พบวาการเจริญ

ของเซลลลดลง 50 เปอรเซ็นต เมื่อมีความเขมขนของแอมโมเนีย 1.1 มิลลิโมลาร ในการเพาะเล้ียง

ที่มีการกวน และ 3.5 มิลลิโมลารในการเพาะเล้ียงแบบนิ่ง และความเขมขนของแลคเทต 28 มิลลิ

โมลาร ในการเพาะเล้ียงทั้งสองแบบ การเพิ่มข้ึนของแอมโมเนียจาก 0-20 มิลลิโมลาร ทําให 

specific productivity ลดลง 50 เปอรเซ็นต สวนปริมาณแลคเทตที่เพิ่มข้ึนจาก 0-60 มิลลิโมลาร 

ทําให specific productivity ลดลง 40 เปอรเซ็นต 

 

2.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
     

Altshuler และคณะ (1985) ไดเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาเพื่อผลิตแอนติบอดีในฮอลโลว

ไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนโพลีซัลโฟน (polysulfone) ซึ่งมี molecular weight cut-off (MWCO) ของ

เมมเบรน เทากับ 10,000, 50,000 และ 100,000 ดาลตัน และใชอาหาร RPMI 1640 ที่เติม FCS 

20 เปอรเซ็นตจากนั้นคอยๆลดปริมาณ FCS จนเหลือปริมาณตํ่าสุดที่ 6.9 เปอรเซ็นต ภายในระยะ

เวลา 16 วัน เปล่ียนอาหารใน reservoir ทุกๆ 4 วัน สามารถผลิตแอนติบอดีไดเขมขน 80, 510 
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และ 740 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ แตใน reservoir ของฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน 

ขนาด 100,000 ดาลตัน พบแอนติบอดีเขมขน 260 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองแสดง

ใหเห็นวาการเพิ่ม  MWCO ของเมมเบรนทําใหไดแอนติบอดีเขมขนมากข้ึน ซึ่งการใชฮอลโลวไฟ

เบอรที่มี MWCO 10,000 ดาลตัน ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนตํ่ากวา การใช MWCO ขนาด 

50,000 และ 100,000 ดาลตันมาก 

 Gorter และคณะ (1993) ไดศึกษาถึงการผลิต bi-specific monoclonal antibodies 

(MAb) ดวยเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร เปรียบเทียบกับการผลิตใน T-flasks และ

วิธีการผลิตในหนู ภาวะที่ใขในการเพาะเล้ียงเซลลนั้นควบคุมอุณหภูมิใหอยูระหวาง 36.3-36.4 ºC 

และ pH 7.26  อาหารในสวน ECS เติม FCS 1 เปอรเซ็นต และ  serum replacement factors 

(SF-X; Costar Europe, Badhoevedorp, The Netherlands) 0.5 เปอรเซ็นต ใชเซลลเร่ิมตน 3-5 

x 108 เซลล วัดการเจริญของเซลลจากคา glucose consumption ในสวนของ ICS 2-3 คร้ังตอ

สัปดาห เพื่อควบคุมปริมาณกลูโคสใหสูงกวา 2.25 กรัมตอลิตร โดยเพิ่มอัตราการไหลของอาหาร

ใหมในสวนของ IC เร่ิมเก็บแอนติบอดีในวันที่ 6 หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 38 วัน ไดแอนติบอดี

ทั้งหมด 375 มิลลิกรัม จากอาหารปริมาตร 2.9 ลิตร แอนติบอดีมีความเขมขนเฉลี่ย 134±30 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลังจากทําใหบริสุทธิ์โดยผานโปรตีน เอ  ไดแอนติบอดี 79 มิลลิกรัม เมื่อ

เปรียบเทียบกับการผลิตในหนูจะตองใชหนูถึง 200 ตัว และถาผลิตในขวดเล้ียงเซลล (T-flasks) 

ตองใชอาหารเล้ียงเซลล 38 ลิตร 

 Lowry และคณะ (1994) ไดศึกษาถึงปจจัยตางๆที่มีผลตอการเพาะเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฎิ

กรณ  ชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ไดแก molecular weight cut-off, พื้นที่ผิวไฟเบอร, ชนิดของไฟ

เบอร และคา ultrafiltration rate หลังจากเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 25 วัน พบวาปจจัยที่มีบทบาท

สําคัญในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีคือชนิดของไฟเบอร และคา ultrafiltration rateโดยเรียง

ลําดับชนิดของไฟเบอรที่สามารถผลิตแอนติบอดีจากมากไปหานอยไดดังนี้ 1.Polymethyl -

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

เพิ่มคา molecular weight cutoff  ในไฟเบอรชนิด Cellulose acetate ทําใหสามารถผลิต

แอนติบอดีไดมากข้ึนเนื่องจากการเพิ่มคา molecular weight cut-off มีผลทําใหคา ultrafiltration 

rate สูงข้ึน 

 Jackson และคณะ (1996) ไดศึกษาเปรียบเทียบการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร กับการผลิตในชองทองหนู (murine ascites) 20 ตัว 

โดยใช cell line 2B11 3C9 และ RMK ในการศึกษาพบวาการผลิตแอนติบอดีโดยใชฮอลโลวไฟ
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เบอรไดแอนติบอดี 168, 565 และ 1023 มิลลิกรัมตามลําดับ และจากชองทองหนูได 455, 466 

และ  997 มิลลิกรัมตามลําดับ ความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดจากเครื่องปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอร อยูในชวง 0.71-11.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และที่ไดจากชองทองหนูอยูใน

ชวง 4.07-8.37 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ผลที่ไดนี้แสดงใหเห็นถึงระบบฮอลโลวไฟเบอร สามารถใช

เปนอีกทางเลือกหนึ่งในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีแทนการผลิตจากหนูได  

 Czirbik และคณะ (1996) ไดศึกษาถึงปจจัยหลายๆ อยางที่มีผลตอการผลิตแอนติบอดีใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ไดแก ชนิดของฮอลโลวไฟเบอรที่มี molecular weight 

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

และเซลล และอัตราการใชกลูโคส พบวาฮอลโลวไฟเบอรที่มี MWCO 30,000 ดาลตัน สามารถใช

ผลิตแอนติบอดีไดดีกวาชนิดที่มี MWCO 10,000 ดาลตัน เพราะวาฮอลโลวไฟเบอรที่มีขนาดรูพรุน

เล็กกวามีระยะ lag phase ในการผลิตแอนติบอดี และการเจริญของเซลลยาวนาน คือเมื่อใชฮอล

โลวไฟเบอรที่มี MWCO 10,000 ดาลตัน จะใชเวลา  26 ถึง 33 วัน และเม่ือใชฮอลโลวไฟเบอรที่มี 

MWCO 30,000 ดาลตัน จะใชเวลา 11 ถึง 20 วัน จากการศึกษาอัตราการปอนอาหาร เมื่อให

อัตราการปอนอาหารสูง ( 5.0 ลิตร/วัน สําหรับ 30,000 ดาลตัน และ 8.4 ลิตร/วัน สําหรับ 10,000 

ดาลตัน ) จะผลิตแอนติบอดีไดนอยกวาการปอนอาหารในอัตราเร็วที่ตํ่ากวา ( 3.5 และ 7.2 ลิตร/

วัน ตามลําดับ ) 

 การนําเซลลที่มากเกินออกไปเปนระยะ ๆ สามารถเพิ่มการผลิตแอนติบอดี และยืดระยะ 

เวลาในการเพาะเล้ียงใหนานข้ึน การเก็บแอนติบอดีอยางตอเนื่องทุกวัน (50-200 มิลลิลิตรตอวัน) 

ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนนอยกวาการเก็บเปนคร้ังคราวโดยเก็บ 2-3 คร้ังตอสัปดาห (50-250 

มิลลิลิตร) เมื่อเปล่ียนการเก็บอยางตอเนื่องมาเปนแบบคร้ังคราว ความเขมขนของแอนติบอดีเฉล่ีย

เพิ่มข้ึนจาก 413 เปน 3387 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 

 จากงานวิจัยที่ผานมา แสดงใหเห็นวามีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการผลิตแอนติบอดีใน

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ซึ่งไดแก ชนิดของฮอลโลวไฟเบอร  ขนาด MWCO ของ

เมมเบรน การใหอากาศ อัตราการหมุนเวียนอาหารและอัตราการปอนอาหาร ปริมาณ FCS วิธีการ

เก็บแอนติบอดีและเซลล ดังนั้นการผลิตแอนติบอดีใหไดปริมาณมากจึงตองควบคุมปจจัยตางๆ 

เพื่อใหเกิดภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตแอนติบอดีซึ่งอาจแตกตางกันในเซลลไฮบริโดมาแตละชนิด 

  

 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 เซลลไฮบริโดมาท่ีใชในการวิจัย 

เซลลไฮบริโดมา CAP 79 ที่ไดจากการหลอมรวมเซลล (cell fusion) ระหวางเซลล      ลิม

โฟไซตจากมามหนูที่ฉีดกระตุนดวย CAP-BSA กับเซลลไมอีโลมา (P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I), 

ATCC No : TIB 18) ของหนวยปฏิบัติการวิจัยการผลิตแอนติบอดี สถาบันเทคโนโลยี ชีวภาพและ

วิศวกรรมพันธุศาสตร จากการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของแอนติบอดีพบวา เปนชนิด IgG2b

  

 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

  กระบอกฉีดยาขนาด 50  มิลลิลิตร  Terumo 

  กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ   Nikon 

ขวดเล้ียงเซลล (T-flasks)    Nunc 

ขนาด 25, 75 และ  175 cm2 

  ขวดแกว     Boro 

ขวดใสอาหารขนาด 5 ลิตร   Duran 

  เข็มฉีดยา (18G)     Nipro 

  เคร่ืองปนเหวี่ยง     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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ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด    Revco, Yamato 

ตูถายเช้ือ      Cambrige 

ทอเหล็กสําหรับตอสายยาง 

ปเปตต       Eppendorf 

ปเปตตอัตโนมัติ      Socorex 

  ปมลม       Iwaki 

  หมอนึ่งฆาเชื้อ      Udono-RII 

  หลอดปนเหวี่ยงขนาด 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 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.1 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย 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 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย 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 



   20 

ตารางท่ี 3.1 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย 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. นมพรองมันเนย ทดสอบ ELISA Mission health food, 

Thailand 

 
 
3.4 ขั้นตอนการวิจัย     
  
 3.4.1   การเตรียมอาหาร  
 
 เตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชอาหาร RPMI 1640 10.4 กรัม 

โซเดียมไบคารบอเนต 2 กรัม,  กลูโคส 2 กรัม, L-กลูตามีน 0.1 กรัม, โซเดียมไพรูเวต 0.11 กรัม  

และยาปฏิชีวนะ เพนนิซิลิน จี 1,000,000 ยูนิต เสร็ปโตมยัซิน 100 มิลลิกรัม  ละลายสารทุกอยาง

ในน้ํากล่ันปริมาตร 10 ลิตร และปรับคา pH ใหได 7.1-7.2 ดวย 3 M HCl  แลวนําไปกรองผาน

เคร่ืองกรองท่ีมีเมมเบรนขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสขวดขนาด 5 ลิตร ปริมาตรขวดละ 2 ลิตร 

สําหรับใชเล้ียงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพฮอลโลวไฟเบอร และ แบงใสขวดขนาด 100 มิลลิลิตร 

ปริมาตรขวดละ 90 มิลลิลิตร สําหรับใชเล้ียงเซลลใน T- flasks และในสวนของ Extracapillary 

space ของฮอลโลวไฟเบอร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C  กอนใชเติม Fetal calf serum (FCS) ใหได

เปอรเซ็นตที่ตองการ 
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 3.4.2   ศึกษาการเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks  
  

   เพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks ขนาด 175 cm2 เปนเวลา 10 วัน โดยเก็บ

อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลทุกวันวันละ 5 มิลลิลิตร นําไปนับจํานวนเซลล พรอมทั้งวิเคราะห

ปริมาณแอนติบอดี กลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย 

 
 3.4.3 การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลว-    
ไฟเบอร 

3.4.3.1  การเตรียมเซลลไฮบริโดมาเร่ิมตน 

 

นําเซลลไฮบริโดมา ที่ไดมาจากการหลอมรวมเซลล ระหวางเซลลลิมโฟไซตจาก
มามหนูกับเซลล ไมอีโลมา ซึ่งไฮบริโดมาที่ได ผลิตแอนติบอดีชนิด IgG2b ตอสารคลอแรมเฟนิคอล

ในรูปที่เช่ือมตอกับ BSA   มาเล้ียงใน T-flasks ขนาด 175 cm2 โดยใสอาหาร ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ที่มีซีรัม 10 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37°C ในตูบมที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นต เพื่อให ไดปริมาณเซลลเร่ิมตน 3x108 เซลล 

 

3.4.3.2  การตอระบบและภาวะที่ใชเพาะเล้ียง 

 

นําอุปกรณทั้งหมดที่ผานการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อแลวมาประกอบเขากันใน

ตูถายเช้ือ ซึ่งมีลักษณะการตอระบบ 2 วิธี ไดแก วิธีแรกเปนการตอระบบเพื่อใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอรอันที่หนึ่งดวยอัตราการไหลของอากาศ 30 rpm จากนั้นอาหารจึง

ไหลไปสูฮอลโลวไฟเบอรอันที่สองที่ใชสําหรับเล้ียงเซลล ดังรูปที่ 3.1 สวนวิธีที่สองเปนการตอระบบ

เพื่อใหอากาศแพรเขาสูผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหารแทนการใชฮอลโลวไฟเบอร ดังรูปที่ 3.2 

จากนั้นนําระบบเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร มาติดต้ังในตูบมที่มีคารบอนไดออก 

ไซด 5 เปอรเซ็นต ปรับอุณหภูมิใหอยูที่ 37°C ทั้งสองระบบควบคุมใหมีอัตราการไหลของอาหาร 

50 มิลลิลิตรตอนาที  กอนใสเซลลเร่ิมตนทําการลางระบบเปนเวลา 1 สัปดาหดวยอาหารที่ไมเติมซี

รัม และการใสเซลลเร่ิมตน ตองยกระบบทั้งหมดนํามาทําในตูปลอดเช้ือ หลังจากใสเซลลลงใน 

ECS เขยาคอลัมนวันละ 1 คร้ัง เพื่อใหเซลลกระจายตัวทั่วคอลัมน 

 

 



   22 

 

รูปที่ 3.1 แสดงลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรโดยการใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร 

 

 

รูปที่ 3.2 แสดงลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรโดยการใหอากาศแพรผาน

ผนังของสายยางซิลิโคน  
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37 °C INCUBATOR
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Three-way stopcock
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out 
in 

Dialysis connector

Connector for cartridge 

Marprene tube 

Silicone  tube
( length : 3 m)

Connector 

Connector 
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gas 
pump 

Medium 
pump 
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Gas-exchanger

37 °C INCUBATOR

Air Inlet

Air Outlet

   Filter membrane

Filter 
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in 

Dialysis connector
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Silicone    tube
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Filter membrane Filter membrane
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 3.4.4 หาภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีว
ภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 

 

ในการวิจัยนี้จะครอบคลุมการศึกษาปจจัยตางๆ ในการผลิต ไดแก 

1. ปริมาณและระยะเวลาการเก็บแอนติบอดี โดยมีวิธีเก็บแอนติบอดีดังนี้ 

1.1 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศไหลสวนทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร 

 (2 คอลัมน)                

วันที่เก็บ 7 14 21 28 32 36 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 15 15 15 40 40 40 

 

   1.2 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 1 

วันที่เก็บ 7 14 18 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 5 10 20 20 

 

   1.3 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 2 

วันที่เก็บ 7 14 21 28 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 

    

   1.4 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 3 

 

 

                                                                                                                                                       

   1.5 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน 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 การเพาะเล้ียงเซลลโดยใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคน แบบที่ 5 

ซึ่งเก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร 

(หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วัน ของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 

 

 

 

กอนเก็บแอนติบอดี เขยาคอลัมนฮอลโลวไฟเบอรเพื่อใหเซลลที่อยูใน ECS กระจาย

ตัวอยางสม่ําเสมอในอาหาร หลังจากนั้นใชกระบอกฉีดยา ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารใหม

ซึ่งมีปริมาณซีรัมตามความเขมขนที่ตองการ ฉีดลงในทอดานซายพรอมกับใชกระบอกฉีดยา เปลา 

ขนาด 50 มิลลิลิตร ดูดอาหารออกมาจากทอดานขวา ผสมใหเขากันโดยฉีดอาหารสลับไปมาใน 

กระบอกฉีดยา ทั้งสองขางจํานวน 3 รอบแลวจึงเก็บแอนติบอดีออกมาจากทอดานขวาใหไดตาม

ปริมาตรที่ตองการ    

การเก็บคร้ังตอไปทําเหมือนเดิม แตเก็บแอนติบอดีจากทอดานซาย โดยใชกระบอก

ฉีดยา ที่บรรจุอาหารใหมฉีดลงในทอดานขวาแทน และใชกระบอกฉีดยาเปลา ดูดอาหารออกมา

จากทอดานซาย ทําการเก็บสลับดานกันเชนนี้ตลอดการทดลอง 

2.  ปริมาณ FCS ที่เติมในอาหารเล้ียงเซลลในสวน Extra capillary space (ECS) 

ซึ่งเปนสวนที่ใชเล้ียงเซลล ซึ่งทุกคร้ังในการเก็บแอนติบอดี ตองเติมอาหารใหมใหมีความเขมขน

ของซีรัม 5 เปอรเซ็นต หรือ 10 เปอรเซ็นต  

3. รูปแบบการใหอากาศลงในอาหาร ไดแก  

  วิธีที่ 1 การใหอากาศดวยฮอลโลวไฟเบอรโดยใชปมดูดอากาศผานเมมเบรนภาย

ในฮอลโลวไฟเบอรซึ่งมีพื้นที่ผิวมากไปสูอาหารที่ไหลอยูภายใน capillary 

  วิธีที่  2  การใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนที่มีความยาว 3 เมตร ซึม

เขาไปสูอาหาร 

4. ชนิดฮอลโลวไฟเบอร ระหวางฮอลโลวไฟเบอรชนิดเสนใยเซลลูโลส และ ฮอลโลว

ไฟเบอรชนิดเสนใยพอลิซัลโฟน 

ในการเก็บอาหารเล้ียงเซลลจากสวน ECS แตละคร้ังซึ่งจะมีทั้งเซลลไฮบริโดมาและ

แอนติบอดี แบงอาหารสวนหนึ่งมานับจํานวนเซลล ดวย Haemacytometer โดยเจือจางเซลลดวย

สียอม trypan blue และหาเปอรเซ็นตเซลลที่มีชีวิต จากนั้นนําอาหารเล้ียงเซลลที่เหลือปนแยก

เซลลออก ทําการวิเคราะหหาปริมาณแอนติบอดี 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   การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ด วยวิธ ี affinity chromatography  

 
นําโปรตีน เอ มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง แลวนําไปเติมใสคอลัมน จากนั้นทําคอลัมนใหสมดุลโดยเติม 0.1 M Phosphate 

buffer, pH 8.0 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ

นาที ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีใหเทากับ pH 8.1 โดยใช 1 M 

Tris buffer, pH 9.0 กอนนํามาเติมลงในคอลัมนโปรตีน เอ โดยใหมีอัตราการไหล เทากับ 1 

มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นชะโปรตีนสวนที่ไมจับกับคอลัมนดวยการเติม 0.1 M Phosphate buffer, 

pH 8.0 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวทําการชะแอนติบอดี (IgG2b) ออกจาก

คอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 M Citrate buffer, pH 3.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พรอมกับการ

ใชหลอดทดลองที่มี 1 M Tris buffer, pH 9.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บสารละลายที่ออกมา

จากคอลัมน โปรตีน เอ โดยใหแตละหลอดมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําสารละลายในแต

ละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร แลวนําสารละลายในหลอด

ทดลองที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันกอนนําไปไดแอลิซิสใน PBS เปนเวลา 2 วัน ทําการ

เปล่ียนสารละลาย PBS จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นนําสารละลายไปหาปริมาณแอนติบอดี 

 

 
3.4.6 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 
 

  นําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากคอลัมนโปรตีน เอ มาตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ ดวยพอลิอะคริลาไมดเจล อิเล็กโตรโฟเรซิส ที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Laemmli (1970) 

โดยเตรียมสวนของ separating gel ซึ่งประกอบดวยอะคริลาไมดเจล 10 เปอรเซ็นต (w/v) ใหมี

ความกวางไมตํ่ากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร และหนา 0.75 เซนติเมตร และ stacking gel 

ซึ่งประกอบดวยอะคริลาไมดเจล 5 เปอรเซ็นต (w/v) ซึ่งมีวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข  

 นําสารตัวอยางที่มีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ผสมกับ sample 

buffer อัตราสวน 1:1 หลังจากนั้นนํามาตมที่ 99 °C เปนเวลา 5 นาที ปลอยใหเย็นจึงใสตัวอยาง

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุมของเจล เร่ิมแยกโปรตีนโดยใชกระแสไฟฟาที่มีความตาง

ศักยคงที่ที่ 100 โวลต เมื่อตัวอยางเคล่ือนที่กอนถึงขอบเจลประมาณ 1 เซนติเมตร (90 นาที) หยุด

กระแสไฟฟา แลวนําแผนเจลมายอมดวยสี Coomassie brilliant blue เปนเวลา 30 นาที ที่
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อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําไปแชใน Destaining solution โดยแชคางคืนไว และเปล่ียน 

Destaining solution จนกระทั่งแผนเจลใสและเห็นแถบโปรตีนสีฟา 

  สรางกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) ระหวางคา relative mobility (Rf) กับ 

logarithm ของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (Prestained Protein, Fermentas) ที่

ประกอบดวย  β-galactosidase (117 kDa), Bovine serum albumin (85 kDa), Ovalbumin 

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

kDa)  จากนั้นหาน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนในสารตัวอยางจากกราฟมาตรฐาน  
 

3.4.7   การวิเคราะหปริมาณแอนติบอดี 
 

 3.4.7.1  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง UV 

 

หาปริมาณแอนติบอดีตามวิธีของ (Johnstone และ Thrope, 1987) โดยนําสาร

ละลายที่ผานข้ันตอนไดแอลิซิสแลวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

คํานวณ หาปริมาณแอนติบอดีจากสูตร 

  

  ความเขมขนของแอนติบอดี (IgG)(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

                                                                                           extinction coefficient ของ IgG   
   

  หมายเหตุ   คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร มีคา  1.35  

 

   นําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS- 

PAGE  และนําไปใชสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดี

กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร เพื่อใชในการหาปริมาณแอนติบอดีใน

อาหารเล้ียงเซลลดวยวิธี ELISA ตอไป 
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3.4.7.2  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA 

 

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีที่ทําให   

บริสุทธิ์แลวจากขอ  3.4.5  เปนแอนติบอดีมาตรฐาน 

  เตรียมสาร CAP-BSA ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปเติมใน จาน

ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลาง

ดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5 เปอรเซ็นต หลุมละ 300 ไมโครลิตร 

แลวนําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 

คร้ัง เติมอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลซึ่งมีแอนติบอดีอยู ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ และ

แอนติบอดีที่ความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ

หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 °C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลาง

ดวย PBS จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เช่ือมอยู 

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

ชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสาร

ละลาย   ซับสเตรต OPD (O-phenylenediamine) หลุมละ 150 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิ

หอง เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จาก

นั้นนําจานชนิด 96 หลุมไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเคร่ือง ELISA reader จากนั้นหา

ความเขมขนของแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน ที่แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ ก.1 ในภาคผนวก ก 

 
  3.4.8   การวิเคราะหปริมาณกลูโคส 
  

หลักการคือ เมื่อสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-dinitrosalicylic acid) 

ทาํปฏิกิริยากับกลูโคส เกิด Sodium 3-amino-5-nitrosalicylate ที่มีสีน้ําตาลแดง  ใหคาการดูด

กลืนแสงสูงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกซึ่งมีวิธีการเตรียมในภาคผนวก ข  จํานวน 

1 มิลลิลิตร ลงในสารตัวอยางและสารละลายกลูโคสมาตรฐานเตรียมที่ความเขมขน 0, 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 และ 1.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปตมในอางน้ํา
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เดือดนาน 5 นาที ทิ้งไวใหเย็น  เติมน้ํากล่ันปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วัดคาการดูดกลืน

แสงที่ 540 นาโนเมตร (Bernfeld , 1955) 

สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส     

มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ ก. 2 ใน

ภาคผนวก ก  คํานวณหาความเขมขนของกลูโคสในสารละลายตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน 

  

 
3.4.9 การวิเคราะหปริมาณแลคเทต 

 
ปฏิกิริยาเกิดโดยเอนไซม lactate oxidase เปล่ียน  แลกเทต ไปเปน ไพรูเวท และ

ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) จากนั้นเอนไซมเพอรออกซิเดส และไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

(H2O2) ไปทําให chromogen precursor เกิดเปนสีฟาเขม 

หาปริมาณแลกเทตโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบจากชุดตรวจสอบของบริษัท 

sigma โดยเติมอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลและสารละลายลิเทียมแลคเทตมาตรฐานที่ความเขม

ขน 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ปริมาตร 2 ไมโครลิตรลง

ในจานชนิด 96 หลุม จากนั้นเติม lactate reagent solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด

เปนเวลา 10 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย     

ลิเทียมแลกเทตกับคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ ก.3 

ในภาคผนวก ก คํานวณหาความเขมขนของแลคเทตในสารละลายตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน 
 
 

3.4.10   การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
 

มีหลักการคือ แอมโมเนียในสารละลายที่เปนดางจะทําปฏิกิริยากับโซเดียมไฮโป

คลอไรทและฟนอล โดยมีโซเดียมไนโตรปรัสไซดเปนตัวเรงปฏิริยา ไดสารประกอบเชิงซอน

indophenol blue ที่มีสีน้ําเงิน (Aminot และคณะ, 1997) คาแอมโมเนียที่วิเคราะหไดจะรวมทั้งใน

รูปที่มีประจุ และไมมีประจุ (NH4
+ + NH3) 
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หาปริมาณแอมโมเนียโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบจาก Fawcett และ Scott 

(Fawcett และ Scott, 1960) โดยเติมอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลและสารละลายแอมโมเนียม

คลอไรดมาตรฐานที่ละลายในอาหารเล้ียงเซลลที่ความเขมขน 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 มิลลิโม

ลารตามลําดับ ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ลงในจานชนิด 96 หลุม จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมฟ

เนท จํานวน 55 ไมโครลิตร    โซเดียมไนโตรปรัสไซด 0.01 เปอรเซ็นต จํานวน 85 ไมโครลิตร และ

โซเดียมไฮโปคลอไรต 85 ไมโครลิตร ซึ่งสารตางๆ มีวิธีเตรียมในภาคผนวก ข บมในที่มืดเปนเวลา 

15 นาทีแลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 

สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย     

แอมโมเนียมคลอไรดกับคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร ไดกราฟแสดงความสัมพันธดังรูปที่ 

ก.4 ในภาคผนวก ก คํานวณหาความเขมขนของแอมโมเนียในสารละลายตัวอยางโดยเปรียบเทียบ

กับกราฟมาตรฐาน 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 

 

 

 

   

  



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผล 

 

4.1 ผลการศึกษาการเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks   
   

 จากการเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมาแบบแบชใน T-flasks ขนาด 175 ตารางเซนติเมตร ที่มี

ปริมาณเซลลเร่ิมตน 1.5 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร และบรรจุอาหารปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มี

ปริมาณซีรัม 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 10 วัน โดยเก็บอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลทุกวันวันละ 5 

มิลลิลิตร นําไปนับจํานวนเซลล พรอมทั้งวิเคราะหปริมาณแอนติบอดี กลูโคส แลกเทต และ

แอมโมเนีย ใหผลการทดลองดังรูปที่ 4.1 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 1 

วัน หลังจากนั้นเขาสูระยะ log (exponential) phase เซลลเพิ่มจํานวนข้ึนอยางรวดเร็วจนถึงวันที่ 

5 จึงเขาสูระยะ stationary phase และตายอยางรวดเร็วในวันที่ 6 เมื่อทําการตรวจหาปริมาณ

แอนติบอดี พบวาเซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดต้ังแตระยะ lag phase และมีปริมาณแอนติบอดี

ที่สะสมเพิ่มข้ึนมากในระยะ log phase ซึ่งเซลลมีการเจริญมาก ในชวงที่เซลลตาย ปริมาณ

แอนติบอดีที่สะสมเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอย และมีความเขมขนประมาณ 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงจาก 4.7 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 5 สวนปริมาณแลกเทต 

คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่ประมาณ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการ

เจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 และคอนขางคงที่

ประมาณ 3.6 มิลลิโมลาร ตลอดระยะการเจริญ (10 วัน) ที่ระดับความเขมขนนี้อาจจะมีผลไป

ยับยั้งการเจริญของเซลลได (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

 สําหรับการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตคงที่ที่ประมาณ 87 เปอรเซ็นต ใน 4 วันแรกและลด

ลงอยางรวดเร็วคือ 48 และ 2 เปอรเซ็นต ในวันที่ 6 และ 10 ตามลําดับ การที่เซลลมีชีวิตมีปริมาณ

ลดลงอาจเนื่องมาจากปริมาณสารอาหารตางๆ อยางเชน growth factors ลดลง ถึงแมวาจะมี

กลูโคสเหลืออยูมากพอ หรืออาจเปนเพราะขาดออกซิเจนเนื่องจากเซลลมีปริมาณมากข้ึน ทําให

เซลลที่เจริญอยูดานใน ไมไดรับออกซิเจนจึงตายไป นอกจากนี้ไดทําการทดลองที่ปริมาณเซลลเร่ิม

ตนเปน 5 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร และ 1 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ซึ่งใหผลการทดลองในลักษณะ

เดียวกันดังรูปที่ ก.6 และ ก.7 ในภาคผนวก ก 
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รูปที่ 4.1  การเจริญของเซลลไฮบริโดมา CAP 79  ใน T-flasks ที่ปริมาณเซลลเริ่มตน 1.5 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมซีรัม 10 

เปอรเซ็นต  (  __   _  IgG ,      ___ë___  glucose ,      ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      ___A___  viability,      ---Î---  total cell   )    



  

 

                                                                                                                                               32
 

4.2 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

การเพาะเล้ียงเซลลใชภาวะตามหัวขอ 3.4.3 โดยนําอุปกรณทั้งหมดที่ผานการฆาเชื้อดวย

หมอนึ่งฆาเชื้อแลวมาประกอบเขากันในตูถายเช้ือ จากนั้นนําระบบเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอล

โลวไฟเบอร มาติดต้ังในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต ดังรูปที่ 3.1 และ 3.2 ปรับ

อุณหภูมิใหอยูที่ 37°C อัตราการไหลของอาหาร 50 มิลลิลิตรตอนาที กอนเล้ียงเซลล ลางระบบ

เปนเวลา 1 สัปดาหดวยอาหารที่ไมเติม FCS ใสเซลลเร่ิมตนจํานวน 3x108 เซลล ลงในสวนของ 

ECS โดยยกระบบทั้งหมดนํามาทําในตูปลอดเช้ือ ตลอดระยะเวลาการเล้ียงเซลล เขยาคอลัมนวัน

ละ 1 คร้ัง เพื่อใหเซลลกระจายตัวทั่วคอลัมน 

 
4.2.1 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร 
 

ในการทดลองนี้จะทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.1 โดยใชฮอลโลวไฟ

เบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหาร

ในสวนของ ECS ซึ่งจะทําการเติมอากาศลงในอาหารโดยการปอนอากาศเขาสูสวน ECS และ

อาหารเขาสูสวน ICS ในลักษณะสวนทางกันภายในฮอลโลวไฟเบอรอันที่หนึ่ง อากาศจะซึมผาน

เซลลูโลสเมมเบรนเขาสูอาหาร หลังจากนั้นอาหารจะเขาสู ICS ของฮอลโลวไฟเบอรอันที่สอง ซึ่งมี

เซลลไฮบริโดมาอยูในสวนของ ECS โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และ

สารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไปดังนี้ 

 

วันที่เก็บ 7 14 21 28 32 36 

ปริมาตรที่เก็บ (ml) 15 15 15 40 40 40 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.2 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 

21 วัน หลังจากนั้นเขาสูระยะ log (exponential) phase  เซลลเพิ่มจํานวนข้ึนเร่ือยๆ จนมีปริมาณ

สูงสุดถึง 2.2 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวามีการผลิตเพิ่ม

ข้ึนในชวง log phase ต้ังแตวันที่ 21 และมีความเขมขนสูงสุดถึง 1.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.2  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS                   

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,     ___G___  lactate ,     _•_  ammonia ,      --×--  viable cell ,     ---Î---  total cell ,     ___A___  viability  )                                                   
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จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดลงจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 2.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 28 สวน

ปริมาณแลกเทต คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่ประมาณ 1.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไม

นามีผลตอการเจริญของเซลล และการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณ

แอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 และมีปริมาณสูงสุด 2.1 มิลลิโมลาร ซึ่งระดับความเขมขนนี้ไมนา

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

ในการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีที่ชีวิต พบวามีปริมาณตํ่าในระยะ lag phase จากนั้นมีจํานวนมาก

ข้ึนใน วันที่ 21 จนมีปริมาณคงที่ประมาณ 48 เปอรเซ็นต ซึ่งมีปริมาณคอนขางสูง หลังจากทําการ

ทดลองเปนเวลา 36 วัน เกิดการปนเปอน 

 

 
4.2.2 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 1  
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  
 

วันที่เก็บ 7 14 18 22 

ปริมาตรที่เก็บ (ml) 5 10 20 20 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียงเก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.3 ซึ่งพบวาเซลลมีปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ จนมีปริมาณ

สูงสุด 1.0 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวาปริมาณ

แอนติบอดีสูงสุดประมาณ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 18 
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  จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดลงจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 2.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 18 และใน

วันที่ 22 มีปริมาณกลูโคสที่เหลืออยูในอาหารมากข้ึนเนื่องจาก เซลลมีชีวิตมีจํานวนลดลงจนเหลือ 

0 เปอรเซ็นต สวนปริมาณแลกเทต คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่ประมาณ 0.9  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน

วันที่ 14 ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 

1 และคอนขางคงที่ประมาณ 1.6 มิลลิโมลาร แอมโมเนียที่ระดับความเขมขนนี้ไมนาจะมีผลไป

ยับยั้งการเจริญของเซลลได (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

 จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาคอนขางคงที่

ประมาณ 36 เปอรเซ็นต ดังนั้นวิธีการใหอากาศผานทางผนังของสายยางซิลิโคนที่มีความยาว 3 

เมตรนี้จึงไมมีผลตอการเจริญของเซลลและการผลิตแอนติบอดี สามารถนําวิธีนี้มาใชในการทด 

ลองตอไป หลังจากเล้ียงเซลลจนถึงวันที่ 22 จํานวนเซลลมีชีวิตลดลงเหลือ 0 เปอรเซ็นต สาเหตุที่

เซลลตายอาจเปนเพราะระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยว และการเติมอาหารใหมไมเหมาะ 

สม หรืออาจเปนเพราะขาดออกซิเจนเนื่องจากเซลลมีความหนาแนนมากข้ึน ทําใหเซลลไดรับ

ออกซิเจนไมทั่วถึงจึงตายไป ในการทดลองครั้งตอไปจึงเวนระยะเวลาในการเก็บ และการเติม

อาหารใหมใหนานข้ึนเปนทุกๆ 7 วัน เพื่อใหเซลลมีเวลาในการเพิ่มปริมาณมากข้ึน ดังขอ 4.2.3  
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รูปที่ 4.3  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 1 

(   ---   ---  IgG ,      ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  )
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4.2.3 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 2 
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  
 

วันที่เก็บ 7 14 21 28 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.4 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 

14 ปริมาณเซลลคงที่ประมาณ 1.3 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี 

พบวาปริมาณแอนติบอดีคอยๆ เพิ่มข้ึนจนคงที่ประมาณ 0.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 21 

  จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดลงจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่ประมาณ 3.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลก

เทตเกิดข้ึนเล็กนอย มีคาสูงสุดเพียง 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอ

การเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 จนมีคาสูงสุด 

1.35 มิลลิโมลาร ในวันที่ 14 ที่ระดับความเขมขนนี้ไมนาจะมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล หรือ

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

 จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาสูงสุด 36.8 

เปอรเซ็นต ในวันที่ 7 หลังจากนั้นจํานวนเซลลที่มีชีวิตลดลงอยางมาก จนเหลือเพียง 3 เปอรเซ็นต 

ในวันที่ 28 สาเหตุที่เซลลตายอาจเปนเพราะการเวนระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวและเติมอาหารใหม

ทุกๆ 7 วันนั้นนานเกินไปทําให ปริมาณสารอาหารตางๆ อยางเชน growth factors ที่อยูในซีรัมลด

ลง ไมเพียงพอตอเซลลที่เพิ่มจํานวนมากข้ึน ถึงแมวาจะมีกลูโคสเหลืออยูมากพอ หรือเกิดการ

สะสมสารตางๆ มากข้ึนจึงเกิดการอุดตันบริเวณเมมเบรนมาก ทําใหการผานเขาออกของสาร 

อาหารและแกสตาง ๆ ลดลง หรืออาจเปนเพราะขาดออกซิเจนเนื่องจากเซลลมีความหนาแนนมาก
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รูปที่ 4.4  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 2  

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  
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ข้ึน ทําใหเซลลไดรับออกซิเจนไมทั่วถึงจึงตายไป ในการทดลองครั้งตอไปในขอ 4.2.4 จึงเพิ่ม

ความถี่ในการเก็บใหเร็วข้ึน พรอมทั้งลดปริมาตรในการเก็บใหนอยลง 

 

 
4.2.4 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 3 
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  

 

 

 

 

 ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลลวิเคราะห

ปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต และ

แอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.5 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 14 มี

จํานวนเซลลประมาณ 1.8 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวา

ปริมาณแอนติบอดีคอยๆ เพิ่มข้ึนสูงสุด 0.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 17 จากการวิเคราะหหา

ปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสยังคงมีคาสูงมากตลอดการทดลอง 

ในวันที่ 17 มีปริมาณ 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แสดงวาเซลลไมมีการใชกลูโคสเลย สวนปริมาณ

แลกเทต ปริมาณแลกเทตเพิ่มข้ึนเล็กนอยตลอดการทดลอง มีคาสูงสุดเพียง 0.67 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตรในวันที่ 14 ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) 

ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 จนมีคาสูงสุด 1.0 มิลลิโมลาร ในวันที่ 14 ที่ระดับความเขม

ขนนี้ไมมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)  จาก

การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงนอยมากจาก 

4 เหลือ 3.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลกเทตมีความเขมขนสูงสุด 0.6 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณที่นอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ,  1992) 

วันที่เก็บ 7 14 17 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 5 5 15 
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รูปที่ 4.5  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 3  

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  ) 
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ปริมาณแอมโมเนียมีคาสูงสุด 1 มิลลิโมลาร ยังมีปริมาณนั้อยจึงไมมีผลไปยับยั้งการเจริญของ

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

จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาสูงสุด 36.7

เปอรเซ็นต ในวันที่ 7 หลังจากนั้น มีคาตํ่าลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 6 เปอรเซ็นต ตลอดการ

ทดลอง จึงหยุดการเพาะเล้ียงเซลลในวันที่ 17 สาเหตุที่เซลลตายจํานวนมาก อาจเปนเพราะการ

เวนระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวนานเกินไป และปริมาตรที่เก็บเพียงครั้งละ 5 มิลลิลิตร กับปริมาตร

อาหารที่เติมลงไปใหมนั้นนอยเกินไปทําใหปริมาณซีรัมที่เหลืออยูไมเพียงพอตอเซลลที่เพิ่มจํานวน

มากข้ึน ถึงแมวาจะมีกลูโคสเหลืออยูมากพอ ในการทดลองครั้งตอ ไปในขอ 4.2.5 จึงเพิ่มความถี่

ในการเก็บใหเร็วข้ึน และเพิ่มปริมาตรในการเก็บเปนคร้ังละ 10 มิลลิลิตร 

 

 
4.2.5 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 4  
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

โดยมีระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ เพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

ดังนี้  

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.6 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 

10 มีจํานวนเซลลประมาณ 1.1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี 

พบวาการผลิตแอนติบอดีสูงในระยะ stationary phase และมีคาคงที่ประมาณ 1.5 มิลลิกรัมตอ

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 10 10 
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มิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลง

จาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และอยูในชวง 3.2-3.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลกเทตมี

คาคอนขางคงที่ประมาณ 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญ

ของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1  และเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ จน

มีคาสูงสุด 0.9 มิลลิโมลาร ในวันที่ 13 หลัง จากนั้นมีคาตํ่าลงเล็กนอย ที่ระดับความเขมขนนี้ไมมี

ผลในการไปยับยั้งการเจริญของเซลลและการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992; Sadettin 

และคณะ, 1991)  

จากการตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตมีคาคงที่ 30-38 

เปอรเซ็นต ในชวง 16 วันแรก หลังจากนั้น มีคาตํ่าลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 9 เปอรเซ็นต ในวันที่ 

19 เนื่องจากสายยางซิลิโคนพับ ทําใหการแลกเปล่ียนอาหารขัดของเซลลจึงตายไปบางสวน และ

ในวันที่ 22 เกิดการปนเปอน จากการทดลองพบวาวิธีการเก็บแบบที่ 4 นี้ ทําใหปริมาณเซลลมีชีวิต

สูง และไดปริมาณแอนติบอดีมากกวาวิธีการเก็บแบบที่ 1-3 จึงทําการทดลองซํ้าในขอ 4.2.6 โดย

ใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 คือ เก็บแอนติบอดีคร้ังแรกในวันที่ 7 ของการ

เพาะเล้ียงและเก็บคร้ังตอไปทุกๆ 3 วัน โดยเก็บคร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง  

 

 
4.2.6 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 4 (ครั้งท่ี 2) 
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

ซึ่งเก็บอาหารคร้ังละ 10 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7

เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 10 10 10 
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รูปที่ 4.6  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4  

(   ---   ---  IgG ,     ___ë___  glucose ,       ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,     --×--  viable cell ,       ---Î---  total cell ,      ___A___  viability  ) 
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 ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.7 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 

13 วัน หลังจากนั้นเขาสูระยะ log phase เมื่อถึงระยะ stationary phase ในวันที่ 25 มีจํานวน

เซลลอยูระหวาง 2.3-4.2 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวา

ปริมาณแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ในระยะ log phase และการผลิตคงที่ในระยะ stationary phase 

ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนอยูในชวง 5.3-6.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณ

กลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงจาก 4.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และอยู

ในชวง 2.6-3.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 16 สวนปริมาณแลกเทต คอยๆ เพิ่มข้ึนและคงที่

ประมาณ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล ปริมาณ

แอมโมเนียเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 1 และคอนขางคงที่ประมาณ 1.2 มิลลิโมลาร ที่ระดับความเขมขนนี้

อาจจะมีไมผลไปยับยั้งการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)  

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตคงที่ที่ประมาณ 34 

เปอรเซ็นต ในชวง 16 วันแรก หลังจากนั้นคอยๆลดลง วันสุดทายเหลือคาตํ่าสุดประมาณ 9 

เปอรเซ็นต การที่เซลลมีชีวิตมีปริมาณลดลงอาจเนื่องมาจาก เมื่อปริมาณเซลลทั้งหมดเพิ่มข้ึนทํา

ใหมีโปรตีนและของเสียตางๆ ไปอุดตันบริเวณเมมเบรนทําใหไปขัดขวางการแลกเปล่ียนอาหาร 

และอากาศ รวมทั้งปริมาณเซลลที่หนาแนนทับถมกันอยูทําใหไดรับแกสออกซิเจนไมทั่วถึง เซลลจึง

ตายมากข้ึน 

 เมื่อเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 49 วัน ดวยวิธีการนี้สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 150 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 4.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมีความเขมขนคอนขางสูงเมื่อ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เคยมีการรายงานผลไวกอนหนานี้คือ (ไดแอนติบอดีอยูในชวง 0.71-

11.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) (Jackson, 1995) และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดเทากับ 690.5 

มิลลิกรัม  และมีอัตราการผลิตเทากับ 14 มิลลิกรัมตอวัน  
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รูปที่ 4.7  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลครั้งละ 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 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 5 
 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS 

ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS 

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

วันของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เนื่องจากเปนชวงที่เซลลเขาสูระยะ log phase จึงเปน

การนําเซลลตายออกมาและลดจํานวนเซลลเปนที่หนาแนนมากเกินไป ซึ่งเซลลเหลานี้อาจทับถม

กันทําใหมีการแลกเปล่ียนแกสและอาหารตางๆ ไดไมดี หลังจากนั้นนําอาหารที่เก็บไดไปวิเคราะห

ปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้   

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 ซึ่งพบวาเซลลเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 

19 มีจํานวนเซลลอยูระหวาง 1.7-5.1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณ

แอนติบอดี พบวาปริมาณแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ในระยะ log phase จนถึงวันที่ 16 หลังจากเขา

สูระยะ stationary phase ไดแอนติบอดีคอนขางคงที่มีความเขมขนอยูในชวง 4.5-5.8 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลง

จาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคงที่อยูในชวง 3.1-3.3 มิลลิกรัมตอมิลลิตรใน 31 วันแรก หลัง

จากนั้นมีคาคอนขางคงที่ประมาณ 2.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตลอดการทดลอง สวนปริมาณแลก

เทตคอยๆ เพิ่มข้ึนในชวง 31 วันแรก หลังจากนั้นคงที่ประมาณ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งมี

ปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียเพิ่ม

ข้ึนอยางรวดเร็วและมีปริมาณสูงในชวงวันที่ 13 ถึงวันที่ 28 มีคาสูงสุดถึง 3.6 มิลลิโมลาร หลังจาก

นั้นคอยๆลดลงมีคาคงที่ที่ประมาณ 0.9 มิลลิโมลาร  

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวาปริมาณเซลลที่มีชีวิตเพิ่มข้ึนใน 13 วัน

แรกสูงถึง 46 เปอรเซ็นต และลดลงอยางรวดเร็วในชวงวันที่ 13 ถึงวันที่ 22 ใหคาตํ่าสุด 21 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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รูปที่ 4.8  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS โดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 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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เปอรเซ็นต หลังจากนั้นเซลลมีชีวิตมีปริมาณเพิ่มข้ึนไดอีก การที่เซลลมีชีวิตมีปริมาณลดลงนั้นตรง

กับชวงที่แอมโมเนียมีปริมาณมากข้ึนอยางรวดเร็ว ซึ่งแอมโมเนียที่มีคามากกวา 2.5 มิลลิโมลารจะ

มีผลไปยั้งยั้งการเจริญของเซลลได (Chen และคณะ, 1992) 

 หลังจากทําการเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 49 วัน สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 270 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 4.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดเทา

กับ 1113.5 มิลลิกรัม และมีอัตราการผลิตเทากับ 22.7 มิลลิกรัมตอวัน (37 มิลลิกรัมตอลิตร) เมื่อ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เคยมีการรายงานอัตราการผลิตแอนติบอดี พบวาใหอัตราการผลิตสูง

พอๆ กันคือไดปริมาณแอนติบอดีเกิน 30 มิลลิกรัมตอลิตรของอาหาร (Shi และคณะ,1999) 

   
4.2.8 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 5 และลดความเขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต 
 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยตอระบบดังรูปที่ 3.2 โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรน

เปนชนิดเซลลูโลส และลดปริมาณซีรัมที่เติมลงในอาหารในสวนของ ECS เหลือ 5 เปอรเซ็นต 

(w/w) ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS เก็บอาหารเล้ียง

เซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 3 วันของการเพาะ

เล้ียง โดยเริ่มเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 

 
ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลลวิเคราะหปริมาณ

แอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต และแอมโมเนีย 

ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.9 ซึ่งพบวาเซลลอยูในระยะ lag phase เปนเวลา 19 วัน และเขาสูระยะ 

stationary phase ในวันที่ 37 มีปริมาณอยูในชวง 1.7-2.7 x 107 เชลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการ

ตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวาปริมาณแอนติบอดีเพิ่มข้ึนเร่ือยๆจนสูงถึง 2.6 มิลลิกกรัมตอ

มิลลิลิตรในวันที่ 19 และลดลงเหลือ 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 25 หลังจากนั้นมีปริมาณ

เพิ่มข้ึนเร่ือยๆอยูในชวงประมาณ 2.5-3.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ต้ังแตวันที่ 37 ในระหวางการเพาะ

เล้ียงเซลลในวันที่ 12 และวันที่ 23 ปมหยุดทํางาน ทําใหปริมาณเซลลที่มีชีวิตลดจํานวนลง เหลือ

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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เพียง 3 เปอรเซ็นต ในวันที่ 25 จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวา

ปริมาณกลูโคสลดลงเล็กนอยจาก 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เหลืออยูในชวง 3.6-3.9 มิลลิกรัมตอมิล

ลิตรใน 31 วันแรก หลังจากนั้นปริมาณกลูโคสลดลงเหลือ 2.5-3.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวน

ปริมาณแลกเทตคอยๆ เพิ่มข้ึนในชวง 31 วันแรกเชนเดียวกัน หลังจากนั้นคงที่ที่ประมาณ 1.4 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งยังมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 

1992) ปริมาณแอมโมเนียในวันที่ 13 และวันที่ 28 มีคาลดตํ่าลง เหลือเพียง 0.1 มิลลิโมลาร หลัง

จากนั้นมีปริมาณมากข้ึนเร่ือยๆ จนสูงสุดถึง 1.5 มิลลิโมลาร ที่ระดับความเขมขนนี้ยังไมมีผลใน

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

  หลังจากทําการเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 58 วัน สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 330 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 2.41 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณแอนติบอดีทั้งหมด

เทากับ 796.29 มิลลิกรัม และมีอัตราการผลิตเทากับ 17.7 มิลลิกรัมตอวันเนื่องจากปมเสียจึงทํา

การทดลองซ้ําอีกคร้ังในขอ 4.2.9  
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รูปที่ 4.9  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และลดปริมาณซีรัมที่เติมลงในอาหารในสวนของ ECS 

เหลือ 5 เปอรเซ็นต (w/w) ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 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 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 5 และลดความเขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต ( ครั้งที่ 2 ) 
 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยทําการทดลองเหมือนขอ 4.2.8 คือ ตอระบบดังรูปที่ 3.2 

โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และเติมซีรัมลงในอาหารในสวนของ ECS 

ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต (w/w) ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน 

ICS เก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) และ 20 มิลลิลิตร (หลังวันที่ 16) ทุกๆ 

3 วันของการเพาะเล้ียง โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสาร

ตางๆ ดังนี้ 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.10  ซึ่งพบวาเซลลอยูในระยะ lag phase 12 วัน เมื่อ

เขาสูระยะ log phase เซลลคอยๆ เพิ่มข้ึนจนถึง 1.2 x 107 เชลลตอมิลลิลิตร เซลลมีชีวิตมีปริมาณ

มากข้ึนเร่ือยๆ เชนกัน หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 22 วัน ปมหยุดทํางานทําใหเซลลตายหมด เมี่อ

ตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบวาปริมาณแอนติบอดีคอยๆ เพิ่มข้ึนจนมีคาสูงสุด 1.6 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสคอยๆ 

ลดลงเหลือตํ่าสุด 2.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในวันที่ 22 สวนปริมาณแลกเทตมีคาสูงสุด 1.0 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในวันที่ 22  เชนกัน ซึ่งมีปริมาณนอยจึงไมนามีผลตอการเจริญของเซลล 

(Chen และคณะ, 1992) ปริมาณแอมโมเนียสูงสุด 1 มิลลิโมลาร ในวันที่ 13 ที่ระดับความเขมขนนี้

ไมมีผลไปยับยั้งการเจริญของเซลลได และการผลิตแอนติบอดี (Chen และคณะ, 1992; Sadettin 

และคณะ, 1991)  หลังจากเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 22 วัน สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 90 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวามี

แอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมด

เทากับ 117.8 มิลลิกรัม มีอัตราการผลิตเทากับ 5.35 มิลลิกรัมตอวัน 

 

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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รูปที่ 4.10  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส และลดปริมาณซีรัมที่เติมลงในอาหารในสวนของ ECS 

เหลือ 5 เปอรเซ็นต (w/w) ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 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 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ
เกี่ยวแบบที่ 5 และใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน 

 
 ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยทําการทดลองเหมือนขอ 4.2.7 คือ ตอระบบดังรูปที่ 3.2 

แตใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต 

(w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู ทําการใหอากาศแพรผานผนังของ

สายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS เก็บอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร (วันที่ 7-13) 

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

วิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 

 

ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.11 ซึ่งพบวาปริมาณเซลลคอนขางนอย และเจริญไมคง

ที่  อยูในชวง 1.6 x 105 –  6.1 x 106 เชลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี พบ

วา ปริมาณแอนติบอดีนอยมากประมาณ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และแอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคส

ลดตํ่าลงใน 7 วันแรก หลังจากนั้น ปริมาณกลูโคสยังคงเหลืออยูมากจากเดิม 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร เหลือประมาณ 3.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตลอดการทดลอง สวนปริมาณแลกเทตที่เกิดข้ึน

นอย มีคาสูงสุดประมาณ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จึงไมมีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และ

คณะ, 1992) สวนปริมาณแอมโมเนียที่เกิดข้ึนนอยมาก มีคาสูงสุด 0.8 มิลลิโมลาร ในวันที่ 28 จึง

ไมมีผลตอการเจริญของเซลลเชนกัน (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวาเปอรเซ็นตเซลลมีชีวิตมีปริมาณมาณ

มากสลับกับนอย เนื่องจากเซลลเจริญไดดีเพียงดานเดียว การที่เซลลมีปริมาณนอยมากและเจริญ

อยูในดานที่อาหารไหลออกจากคอลัมนเพียงดานเดียว อาจเนื่องมาจากเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน 

มีความสามารถแลกเปล่ียนสารอาหารตางๆ และแกสไดไมดี จึงทําใหเซลลไมเจริญและตายไป 

หลังจากเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 28 วัน  สามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มี

แอนติบอดีไดปริมาตร 130 มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวา

วันที่เก็บ 7 10 13 16 19 22 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 20 20 20 
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แอนติบอดีมีความเขมขนเฉล่ียเทากับ 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมด

เพียง 9.75 มิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เคยมีการใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปน

ชนิดพอลิซัลโฟนพบวาไดปริมาณความเขมขนของแอนติบอดีเปนไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเชนกัน 

(Altshuler, 1985) 

  
4.2.11 ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บ

เกี่ยวแบบที่ 5 และใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟนโดยวางคอลัมน
ในแนวต้ังฉากกับพื้น  
 

ทําการเพาะเล้ียงเซลลโดยทําการทดลองเหมือนขอ 4.2.10 คือ ตอระบบดังรูปที่ 3.2 

โดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน แตวางคอลัมนในแนวต้ังฉากกับพื้น และ

มีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS ซึ่งมีเซลลไฮบริโดมาอยู 

ทําการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนเขาสูอาหารในสวน ICS เก็บอาหารเล้ียงเซลล

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

โดยเร่ิมเก็บวันที่ 7 เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณเซลล แอนติบอดี และสารตางๆ ดังนี้ 
 
 

  

 

 ในระหวางการเพาะเล้ียง เก็บอาหารจากสวนของ ECS มาตรวจนับจํานวนเซลล

วิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และนําอาหารจากสวนของ ICS มาวิเคราะหปริมาณกลูโคส  แลกเทต 

และแอมโมเนีย ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.12 ซึ่งพบวาเซลลเจริญอยูในดานที่อาหารไหลเขาสู

คอลัมน หลังจากเล้ียงเซลลเปนเวลา 13 วัน เซลลตายหมด เมื่อทําการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี 

พบวามีเพียง 1.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคส แลกเทต และ

แอมโมเนีย พบวาปริมาณกลูโคสลดลงใน 7 วันแรก หลังจากนั้นไมคอยมีการใชกลูโคส

วันที่เก็บ 7 10 13 

ปริมาตรที่เก็บ (มล.) 10 10 10 
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รูปที่ 4.11  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน และมีการเติมซีรัมปริมาตร 10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงใน

อาหารในสวนของ ECS ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 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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 สวนปริมาณแลกเทตเกิดข้ึนเพียง 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เฉพาะใน 7 วันแรกเชน

กัน แลกเทตที่เกิดข้ึนจึงไมมีผลตอการเจริญของเซลล (Chen และคณะ, 1992) สวนปริมาณ

แอมโมเนียที่เกิดข้ึนนอยมาก ประมาณ 2 มิลลิโมลาร แอมโมเนียจึงไมมีผลในการยับยั้งการเจริญ

ของเซลลเชนกัน (Chen และคณะ, 1992; Sadettin และคณะ, 1991)   

จากการตรวจนับจํานวนเซลลมีชีวิต พบวามีปริมาณเซลลมีชีวิตเพียง 2 เปอรเซ็นต 

การที่เซลลตาย อาจเนื่องมาจากลักษณะการวางคอลัมนในแนวต้ังฉาก ทําใหเซลลมีการทับถมกัน

ในพื้นที่จํากัด และเมมเบรนชนิดนี้อาจมีการแลกเปล่ียนสารอาหารและแกสตางๆ ไดไมดี หลังจาก

การทดลองเสร็จส้ินสามารถเก็บอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีไดปริมาตร 30 มิลลิลิตร เมื่อตรวจ 

สอบหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวาแอนติบอดีมีความเขมขนเฉลี่ยเทากับ 0.52 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดเพียง 15.65 ไมโครกรัม 
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รูปที่ 4.12  แสดงความเขมขนของแอนติบอดี ปริมาณเซลล และสารตางๆในระหวางการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 โดยการใหอากาศแพร

ผานผนังของสายยางซิลิโคนไปสูอาหาร ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน และวางคอลัมนในแนวตั้งฉากกับพื้น เติมซีรัมปริมาตร 

10 เปอรเซ็นต (w/w) ลงในอาหารในสวนของ ECS ซึ่งใชระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 คือเก็บอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 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 ผลการเปรียบเทียบเมตาบอลิกแอคติวิตีของการเพาะเลี้ยงเซลลแตละวิธี 
 

  4.3.1 Glucose Uptake Rate (GUR) 

    จากรูปที่ 4.13 พบวา การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร คา GUR ใกลเคียงกับวิธีการใหอากาศผานทางผนังสายยางซิลิโคน ชวง 21 วัน

แรก หลังจากนั้นวิธีใชฮอลโลวไฟเบอรเปนตัวใหอากาศมีคา GUR สูงกวา (รูปที่ 4.13 ก) สวนวิธี

การเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารจากสวน ECS คร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใหคา GUR ตํ่า

ในชวง 13 วันแรก และมีคามากข้ึนอยูในชวง 630-960 มิลลิกรัมตอวัน จนถึงวันที่ 37 คา  GUR 

ลดลงเล็กนอย สวนวิธีการเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร คา GUR ตํ่ากวาในชวง 31 วันแรก หลัง

จากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนจนคงที่ที่ประมาณ 700-800 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.13 ข) การลดปริมาณซีรัม

เหลือ 5 เปอรเซ็นต ทําใหคา GUR ตํ่ากวาการใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต ในชวง 31 วันแรก หลังจากนั้น

มีคาเพิ่มข้ึนใกลเคียงกัน  (รูปที่ 4.13 ค) และเม่ือเปรียบเทียบระหวางการเพาะเล้ียงเซลลโดย

ใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน กับฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิด

เซลลูโลส พบวาการเล้ียงในเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน คา GUR ตํ่ากวามาก และตํ่าสุดมีคาเทากับ 

0 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.13 ง) 

 

 4.3.2  Lactate Production Rate (LPR) 

 จากรูปที่ 4.14 พบวา การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร คา LPR เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ สวนวิธีการใหอากาศผานทางผนังสายยางซิลิโคน คา 

LPR ตํ่ากวา หลังจากวันที่ 21 (รูปที่ 4.14 ก) สวนวิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารจากสวน ECS 

คร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใหคา LPR มากข้ึนเร่ือยๆ จนคงที่ต้ังแตวันที่ 16 หลังจาก

นั้นมีคาเพิ่มข้ึนอีกเล็กนอย สวนวิธีการเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร คา LPR ตํ่ากวาในชวงวันที่ 

16 ถึงวันที่ 28 หลังจากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนใกลเคียงกัน ประมาณ 800 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.14 ข) 

การลดปริมาณซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต คา LPR ตํ่ากวาการใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต ในชวง 31 วัน

แรกหลังจากนั้นมีคาสูงกวา อยูในชวง 900-1000 มิลลิกรัมตอวัน (รูปที่ 4.14 ค) และการเพาะเล้ียง

เซลลโดยใชเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน พบวาคา LPR ตํ่ากวาการเพาะเล้ียงโดยใชฮอลโลวไฟเบอร

ที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลสมาก (รูปที่ 4.14 ง) 
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รูปที่ 4.13   กราฟเปรียบเทียบคา GUR ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร 

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร  (×)  กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë )  กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16  

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต ( • )     
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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รูปที่ 4.14   กราฟเปรียบเทียบคา LPR ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร 

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร  (×)  กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë ) กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16 

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต ( • )     
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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 4.3.3  LPR/GUR ratios 

 จากรูปที่ 4.15 พบวา ในชวง 14 วันแรก การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวน

ทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร คา LPR/GUR ratios ตํ่า สวนวิธีการใหอากาศผานทางผนังสาย

ยางซิลิโคน คา LPR/GUR ratios สูง หลังจากนั้นมีคาเทากันเทากับ 1.0 ในวันที่ 28 ( รูป ที่ 4.15 ก ) 

 เนื่องจากคา LPR/GUR ratios เปนตัวบอกถึง ประสิทธิภาพของการใหอากาศ เมื่อ

เซลลไดรับออกซิเจนไมเพียงพอ เซลลจะเปล่ียนกลูโคสไปเปนแลคเทต ทําใหคา LPR/GUR ratios 

สูง ดังนั้นวิธีการใหอากาศผานเมมเบรนของฮอลโลวไฟเบอร ดีกวาวิธีการใหอากาศผานผนังสาย

ยางซิลิโคนเฉพาะในชวงแรก หลังจากนั้นใหผลใกลเคียงกัน สวนวิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหาร

จากสวน ECS คร้ังละ 10 มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใน 16 วันแรก ใหคา LPR/GUR ratios ตํ่า

กวา วิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร หลังจากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนใกลเคียงกัน ( รูป

ที่ 4.15 ข )  การลดปริมาณซรัีมเหลือ 5 เปอรเซ็นต คา LPR/GUR ratios มีคาสูงและไมคงที่ในชวง 

31 วันแรก หลังจากนั้นมีคาตํ่าลงจนใกลเคียงกับการใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต  คงที่ประมาณ 1.3 (รูป

ที่ 4.15 ค) และการเพาะเล้ียงเซลลโดยใชเมมเบรนชนิดพอลิซัลโฟน พบวาคา LPR/GUR ratios มี

คาไมคงที่ตลอดการเพาะเล้ียง (รูปที่ 4.15 ง) 
  
 

 4.3.4 Ammonia Production Rate (APR) 

  จากรูปที่ 4.16 พบวา การเพาะเล้ียงเซลลโดยวิธีใหอากาศไหลสวนทางกับอาหาร

ในฮอลโลวไฟเบอร คา APR เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ จนคงที่ที่ 0.4 มิลลิโมลารตอวัน ในวันที่ 21 สวนวิธีการ

ใหอากาศผานทางผนังสายยางซิลิโคน คา APR สูงกวาในชวงแรก หลังจากนั้นมีคาตํ่าลงเทากับ 

0.26 ต้ังแตวันที่ 21 (รูปที่ 4.16 ก) สวนวิธีการเพาะเล้ียงโดยเก็บอาหารจากสวน ECS คร้ังละ 10 

มิลลิลิตร ตลอดการทดลอง ใหคา APR ประมาณ 0.4-1.3 มิลลิโมลารตอวันตลอดการทดลอง สวน

วิธีการเก็บอาหารคร้ังละ 20 มิลลิลิตร คา APR สูงประมาณ 2.4 ในชวง 25 วันแรก หลังจากนั้น คา 

APR ตํ่าลงใกลเคียงกัน (รูปที่ 4.16 ข) การลดปริมาณซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต คา APR ตํ่ากวาการ

ใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต มากในชวง 31 วันแรก หลังจากนั้นมีคาใกลเคียงกัน ประมาณ 0.6-0.9 มิลลิ

โมลารตอวนั (รูปที่ 4.16 ค) และการเพาะเล้ียงเซลลโดยใชฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิด

พอลิซัลโฟน พบคา APR ตํ่ามาก (รูปที่ 4.16 ง) 
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รูปที่ 4.15   กราฟเปรียบเทียบ LPR/GUR ratios ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร  

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร  (×)  กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë )  กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16 

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน10 เปอรเซ็นต ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต ( • )    
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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รูปที่ 4.16   กราฟเปรียบเทียบคา APR ของการเพาะเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร 

ก) เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศผานฮอลโลวไฟเบอร (×) กับผนังสายยางซิลิโคน ( H )          

ข) เปรียบเทียบระหวางการเก็บอาหารจาก ECS คร้ังละ 10 มล.( ë ) กับ 20 มล.( G ) ในวันที่ 16 

ค) เปรียบเทียบระหวางการเติมซีรัมที่มีความเขมขน10 เปอรเซ็นต ( G ) และ 5 เปอรเซ็นต( • )    
ง) เปรียบเทียบระหวางฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดเซลลูโลส ( G ) กับพอลิซัลโฟน ( ] ) 
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ตารางที่ 4.1  สรุปวิธีการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในฮอลโลวไฟเบอรกับปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตได 

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.),..., วันสุดทาย (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.),..., วันสุดทาย (20 มล.)             

แบบที่ 3 = เก็บวันที่ 7 (5 มล.), 14 (5 มล.), 17 (15 มล.)                          วิธีที่ 2-11 ใหอากาศผานผนังสายยางซิลิโคน,   วิธีที่ 1-9 ใชฮอลโลวไฟเบอรเมมเบรนชนิดเซลลโูลส                     

 

วิธีการ 

ระยะเวลา 

ในการเพาะเลี้ยง  

(วัน) 

ปริมาณซีรัม 

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณ 

อาหารทั้งหมด 

 (มล.) 

ปริมาณแอนติบอดี

ทั้งหมด 

(มก.) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

ของแอนติบอดี  

(มก./มล.) 

อัตราการผลิต   

(มก./วัน) 

 

1. การใหอากาศไหลสวนทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร 

2. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 1  

3. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 2 

4. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 3  

5. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 

6. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 4 (ครั้งที่ 2) 

7. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 

8. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ลดความ

เขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต 

9. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ลดความ

เขมขนของซีรัมเหลือ 5 เปอรเซ็นต ( ครั้งที่ 2 ) 

10. ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ใชฮอล

โลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน 

11.ระยะเวลาและปริมาตรในการเก็บเกี่ยวแบบที่ 5 ใชฮอล

โลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปนชนิดพอลิซัลโฟน   และวาง

คอลัมนในแนวตั้งฉากกับพื้น 

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 
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4.4  ผลการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography 

  
เมื่อนําอาหารเล้ียงเซลลที่ไดจากการเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ในเคร่ือง

ปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร ปริมาตร 27.3 มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 

255.9 มิลลิกรัม และปริมาณแอนติบอดีเทากับ 75.2 มิลลิกรัม นํามาทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน 

โปรตีน เอ หลังจากชะแอนติบอดีออกจาก คอลัมนโปรตีน เอ แลว สารละลายแตละสวนมีคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ดังรูปที่ 4.17  

 

 
 
 

รูปที่ 4.17   กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน  280 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย โปรตีน เอ 
 

 เมื่อนําสารละลายในหลอดทดลองท่ีใหคาการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันแลวนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร สามารถหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดไดเทา

กับ 68.2 มิลลิกรัม และปริมาณแอนติบอดีทั้งหมดหลังจากทําใหบริสุทธิ์เทากับ 54.9 มิลลิกรัม ซึ่ง

คิดเปนเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ไดเทากับ 80.5 เปอรเซ็นต และคิดเปอรเซ็นต recovery ของ

แอนติบอดีไดเทากับ 73.1 เปอรเซ็นต 
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4.5  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 
 

เมื่อนําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยโปรตีน เอ แลวนํามาทํา SDS-PAGE ซึ่งวิธีนี้

จะเปนการทําลายพันธะ disulfide ระหวางโมเลกุลของแอนติบอดี ทําใหสวนของ heavy chains 

และ light chains แยกออกจากกัน และแยกโปรตีนไดตามขนาดของโมเลกุลดังรูปที่ 4.16 
 

 

 
             Lane        1          2         3          4   

 
 

รูปที่4.18 แสดงผล SDS-PAGE ของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromato-

graphy  

 

 Lane 1 = Standard protein marker (2.5 μl)  

Lane 2 = Fetal calf serum (5 μg) 

 Lane 3 = อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร (5 μg) 

Lane 4 = แอนติบอดี (IgG2b) หลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography    

(5 μg) 

  

 

kDa 

117

85 

49 

34 

25 
19 
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 จากรูปที่ 4.16 เมื่อนําแถบโปรตีนมาตรฐาน (Lane 1) มาสรางกราฟมาตรฐานระหวางน้ํา

หนักโมเลกุล(kDa) กับคา Relative mobility(Rf) สามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของ FCS (Lane 2) 

ไดเทากับ 75.01 kDa  สวนอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลในฮอลโลวไฟเบอรที่ (Lane 3) พบ 3 

แถบซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 75.57, 62.69 และ 26.85 kDa ตามลําดับซึ่งนาจะเปนสวนของ

โปรตีนปนเปอนที่มาจาก FCS กับสวนของ heavy chain และ light chain ของโมเลกุลแอนติบอดี 

            แอนติบอดี (IgG2b) หลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography (Lane 4) พบ

โปรตีน 2 แถบ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 62.69 และ 26.85 kDa ซึ่งนาจะเปนสวนของ heavy 

chain และ light chain ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 4.2      แสดงน้ําหนักโมเลกุล (kDa) และคา 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 

อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลในฮอลโลว

ไฟเบอร 

 

75.57 

62.69 

26.85 

0.360 

0.450 

0.860 

แอนติบอดี (IgG2b) หลังจากทําให

บริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography  

62.69 

26.85 

0.450 

0.860 
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4.6   การประเมินราคาในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลใน
เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอร 
 

  ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอรในภาวะที่เหมาะสมใน 49 วัน ไดแอนติบอดีทั้งหมด 1113.5 มิลลิกรัม มี

ความเขมขนเฉลี่ย 4.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งใหความเขมขนที่สูงใกลเคียงกับแอนติบอดีที่ผลิต

ไดจากชองทองหนู แตในการผลิตตองใชระยะเวลานานและใชอุปกรณที่มีราคาแพงหลายอยางได

แก ตูบมที่มีแกสคารบอนไดออกไซด ปม และ ขวดบรรจุอาหาร (5 ลิตร) เม่ือคิดคาใชจายในการ

ผลิตเฉพาะในสวนของอาหารเล้ียงเซลล ซีรัม และอุปกรณประกอบอ่ืนๆ ไดแก ฮอลโลวไฟเบอร 

สายยาง  แกสคารบอนไดออกไซด  กระบอกฉีดยา  เข็ม ฉีดยา  สําลี  aluminium foil  filter  

connector  และ three-way stopcock  คิดเปนเงินประมาณ  11,978 บาท  ถึงแมวาการผลิต

แอนติบอดีในหนูจะใชเวลานอยและมีตนทุนในการผลิตตํ่ากวา แตอยางไรก็ตามแอนติบอดีที่ผลิต

ไดนั้นมีการปน เปอนแอนติบอดีจากหนู นอกจากนี้ยังตองคํานึงถึงจรรยาบรรณในการใชสัตว

ทดลอง โดยตองทําใหอยูภายใตมาตรฐานการใชสัตวทดลองที่ไดรับการยอมรับในระดับสากล ซึ่ง

มีหลักการที่จะไมทําใหสัตวตองเจ็บปวดหรือทุกขทรมาน ไดแก การพิจารณาวิธีอ่ืนใดที่จะสามารถ

นํามาทดแทนการใช และดูวาการเลือกใชสัตวนั้นเพียงพอหรือเกินไปหรือไม  
  
 

  



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
  

 การเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ใน T-flasks พบวาเซลลสามารถมีชีวิตอยูไดเปน

เวลานาน 5 วัน ซึ่งจํานวนเซลลมีชีวิตมีมากกวา 80 เปอรเซ็นต และปริมาณเซลลทั้งหมดเพิ่มข้ึนสูง

สุดประมาณ 8.5 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นเซลลจะตายอยางรวดเร็ว โดยปริมาณ

กลูโคสจะลดลงและคงที่ประมาณ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนปริมาณแลกเตทจะเพิ่มข้ึนและ

คงที่ประมาณ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีการสะสมปริมาณแอมโมเนียสูงถึง 3.7 มิลลิโมลาร 

โดยเซลลสามารถผลิตแอนติบอดีไดทุกชวงระยะเวลาของการเจริญ (และมีปริมาณแอนติบอดี

สะสมมากในชวงปลายระยะ log phase จนถึงระยะ stationary phase) ไดความเขมขนของ

แอนติบอดีสูงสุดประมาณ 65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

สวนในการเพาะเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟ

เบอร เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอล โดยการศึกษาเปรียบเทียบลักษณะ

การใหอากาศ พบวาวิธีการใหอากาศแพรผานผนังของสายยางซิลิโคนทีมีความยาว 3 เมตร ใหผล

ดีใกลเคียงกับวิธีการใหอากาศไหลสวนทางกับอาหารในฮอลโลวไฟเบอร เม่ือศึกษาเปรียบเทียบ

ปริมาณและระยะเวลาการเก็บแอนติบอดี พบวา วิธีที่ดีที่สุดคือการเก็บแบบที่ 5 ซึ่งเก็บอาหารเล้ียง

เซลลที่มีแอนติบอดีพรอมกับเซลลบางสวนออกจาก ECS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คร้ังแรกในวันที่ 7 

และเวนระยะการเก็บทุกๆ 3 วันหลังจากเซลลเขาสูระยะ log phase ในวันที่ 16 ของการเพาะเล้ียง 

จึงเพิ่มปริมาตรการเก็บเปนคร้ังละ 20 มิลลิลิตร ไปจนส้ินสุดการทดลอง เพื่อลดจํานวนเซลลที่หนา

แนนเกินไป ซึ่งเซลลเหลานี้อาจทับถมกันทําใหมีการแลกเปล่ียนแกสและอาหารตางๆ ไดไมดี วิธี

การเก็บแบบนี้ เมื่อเขาสูระยะ stationary phase มีความหนาแนนของเซลลประมาณ 2.5-5.1 x 

107 เซลลตอมิลลิลิตร มีจํานวนเซลลมีชีวิต 20-40 เปอรเซ็นต สวนของเสียที่เกิดข้ึนไดแก แลคเตท 

มีคาประมาณ  1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และแอมโมเนีย มีคาสูงถึง 3.6 มิลลิโมลาร ปริมาณ

กลูโคสลดลงเหลือประมาณ 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ไดแอนติบอดีที่มีความเขมขนเฉล่ีย 4.1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของปริมาณซีรัมที่ใชเติมในสวน  ECS 

ของฮอลโลวไฟเบอรซึ่งเปนสวนที่ใชในการเลี้ยงเซลล พบวาการใชซี รัมที่ความเขมขน  10 

เปอรเซ็นต ทําใหเซลลมีชีวิตมีปริมาณมากกวาและมีอัตราการผลิตแอนติบอดีมากกวา การใชซีรัม

ที่ความเขม ขน 5 เปอรเซ็นต จากการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของฮอลโลวไฟเบอร พบวาฮอลโลว
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วิธีที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบฮอลโลวไฟเบอร เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอล เร่ิมจากใสเซลลเร่ิม

ตนในสวน ECS ของฮอลโลไฟเบอร ปริมาณ 3 x 108 เซลล ในฮอลโลวไฟเบอรที่มีเมมเบรนเปน

ชนิดเซลลูโลส วางคอลัมนในแนวขนานกับพื้น และเติมซีรัมเฉพาะในสวน ECS ใหมีความเขมขน 

10 เปอรเซ็นต ใชวิธีการใหอากาศแพรผานทางผนังของสายยางซิลิโคนท่ีมีความยาว 3 เมตร ใน

ระหวางการเพาะเล้ียง เขยาคอลัมนวันละ 1 คร้ัง เพื่อใหเซลลกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกันทั่ว

คอลัมน เมื่อเล้ียงเซลลเปนเวลา 7 วัน จึงเร่ิมเก็บแอนติบอดีเปนคร้ังแรก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดย

เวนระยะในการเก็บทุกๆ 3 วัน หลังจากเซลลเขาสูระยะ log phase (วันที่ 16) เพิ่มปริมาตรการ

เก็บเปน 20 มิลลิลิตร การเก็บแอนติบอดีตองเก็บสลับดาน ซาย ขวา กอนเก็บและหลังเก็บตอง

เขยาคอลัมนใหเซลลกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน 

 เมื่อนําแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography โดยใชอาหารเล้ียง

เซลลปริมาตร 27.3 มิลลิลิตร ซึ่งมีปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีเร่ิมตนเทากับ 255.9 และ 75.2 

มิลลิกรัม ตามลําดับ หลังทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีเทากับ 68.2 และ 54.9 

มิลลิกรัม ตามลําดับ ซึ่งคิดเปนเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ไดเทากับ 80.5 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นต 

recovery ของแอนติบอดีเทากับ 73.1 เปอรเซ็นต จากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดี

ดวยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีน 2 แถบที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 62.69 และ 26.85 kDa ซึ่ง

เปนสวนของ heavy chain และ light chain ตามลําดับ 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบฮอลโลวไฟเบอรที่ใชในการศึกษานี้ สามารถผลิตแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนสูงในระดับมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ชวยใหลดข้ันตอนและคาใชจายในการทําใหบริสุทธิ์ 

 
ขอเสนอแนะ 

จากการทดลองพบวาปริมาณแอมโมเนียซ่ึงเปนของเสียที่เกิดข้ึน ที่ความเขมขนเกิน 2.5 

มิลลิโมลาร จะมีผลตอการเจริญ และอัตราการผลิตแอนติบอดีของเซลลไฮบริโดมา CAP 79 ดังนั้น

ควรควบคุมปริมาณแอมโมเนียไมใหสูงเกิน ซึ่งอาจทําไดโดยเปล่ียนอาหารในขวดบรรจุอาหารใหถี่

ข้ึน หรือเพิ่มปริมาตรอาหารในขวดบรรจุอาหารใหมากข้ึนเพื่อเปนการเจอืจางของเสียที่เกิดข้ึน  
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ภาคผนวก ก. 
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รูปที่ ก.1   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส CAP 79 ตอสารคลอแรมเฟนิคอล 

ที่ความเขมขน 0 – 140 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.3584x
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รูปที่ ก.2   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณกลูโคสดวยวิธี DNSA  ที่ความเขมขน 0 – 1.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.4924x + 0.0822
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รูปที่ ก.3   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแลกเตท ที่ความเขมขน 0 – 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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y = 0.1112x
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รูปที่ ก.4   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอมโมเนีย  ที่ความเขมขน 0 – 7 มิลลิโมลาร 
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y = -55.997Ln(x) + 18.456

R2 = 0.993
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รูปที่ ก.5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa
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 รูปที่ ก.6  การเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks ที่ปริมาณเซลลเริ่มตน 5 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมซีรัม 10 เปอรเซ็นต 

               (   __   __  IgG ,      ___ë___  glucose ,      ___G___  lactate ,      _•_  ammonia ,      ___A___  viability,      ---Î---  total cell   )     
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 รูปที่ ก.7  การเจริญของเซลลไฮบริโดมาใน T-flasks ที่ปริมาณเซลลเริ่มตน 1 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมซีรัม 10 เปอรเซ็นต 

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

การเตรียมสาร 
 
 
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 

1. 0.2 M  Phosphate buffer (Stock reagent) 

ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน 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  

ผสมใหเขากัน กรองสารละลายที่ไดดวยเคร่ืองกรองสารละลาย แลวเก็บใสถังสีขาว 

 

นมพรองมันเนย 5 เปอรเซนต  3.  

  นมพรองมันเนย       5 กรัม 

  PBS    100 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากัน (เตรียมใหมกอนใช) 

 

 4.    0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 

  Na2HPO4 11.9 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร  

  Citric acid 7 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา วางไวที่อุณหภูมิ  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 

ผสมใหเขากัน(เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกคร้ัง 

 

6. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

18 M H2SO4   69.5 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน    430.5 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากันจะเกิดความรอน ควรนําขวดไปแชในน้ําประปา 

จนกวาจะหายรอน 

 

 
การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid) สําหรับใชวิเคราะห
ปริมาณกลูโคส 
 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 2 โมลาร  

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเติมโปตัสเซียมโซเดียมทาเทรต 

(Potassium sodiumtartate, C4H4KNaO6.4H2O) 30 กรัม  ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 

มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 

 

 
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
 

1. Sodium Phenate 

ละลายฟนอล  25 กรัม ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซ

เขมขน 4.0 N ปริมาตร 78 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร เก็บในต ู เย็น และนํามา

ไวที่อุณหภูมิหองกอนใช 

 

2. Sodium Nitroprusside, 0.01% 
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เตรียมสารละลาย Sodium Nitroprusside จาก stock 1 เปอรเซ็นต โดยนํามาเจือจาง   

1 : 100 แลวเก็บไวในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง 

  

3. Sodium Hypochlorite, about 0.02 N. 

เตรียมสารละลาย Sodium Hypochlorite ใหมีความเขมขนประมาณ 0.02 N จาก stock 

ที่มีอยู 

 

 
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
 

1. 0.1 M  Citrate buffer pH 3.5 

citric acid (C6H8O7.1H2O)  0.1  M 

Na2HPO4                           0.1 M 

ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 3.5  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 

 

 2. 0.1 M  Phosphate buffer pH 8.0  

ชั่ง  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 

 

3. 1 M Tris HCl buffer pH 9.0   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane            1       M 

HCl              1       M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 
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 การเตรียมน้ํายาแชแข็งเพื่อเก็บเซลลอยางถาวร 
 

อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 65 มิลลิลิตร  

 Fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 
การเตรียม 0.4% Trypan blue สําหรับยอมเซลล 
 
 Trypan blue                               0.4          กรัม 

 Nacl    0.01    กรัม 

 K2HPO4   0.06    กรัม 

 น้ํากล่ัน    100    มิลลิลิตร 

 เขยาใหละลายเขากันและกรองกอนใช   

 

 
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 

 
 
การหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง 
 

      ความเขมขนของแอนติบอดี (มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร)  

 =     คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ของสารตัวอยาง x 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

คา Extinction coefficient ที่ 280 นาโนเมตร ; E1%
280    

 

 วัดคาการดูดกลืนแสงโดยใช คิวเวทควอทซ หนา 1 เซนติเมตร  และเจือจางสารตัวอยางดวย

บัฟเฟอรใหคาการดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.1 ถึง 1.5 

 Extinction coefficient ที่ 280 ; E1%
280   =   13.6 

   

 
การนับจํานวนเซลล โดยใช Haemacytometer 
  

จํานวนเซลลทั้งหมด         =         จํานวนเซลลใน 4 ชองใหญ x 104 x อัตราการเจือจาง   

  (เซลล/มิลลิลิตร)                                                     4  

 

1  2 

   

3  4 

 

 

Cell viability (%)    =     จํานวนเซลลมีชีวิต x 100 

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

                                   Days 

  Vf = ปริมาตรของอาหารใหมใน reservoir (ml) 

  Vr = ปริมาตรอาหารที่เหลืออยูในระบบและใน cartridge (ml) 

  Vt = ปริมาตรของอาหารทั้งหมด (ml) 

  Gf = ความเขมขนของกลูโคสในอาหารใหม (mg/ml) 

  Gr = ความเขมขนของกลูโคสในอาหารที่เหลือในระบบ (mg/ml) 

  Gc = ความเขมขนของกลูโคสวัดจากอาหารปจจุบัน (mg/ml) 

 

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

                                    Days 

  Vf = ปริมาตรของอาหารใหมใน reservoir (ml) 

  Vr = ปริมาตรอาหารที่เหลืออยูในระบบและใน cartridge (ml) 

  Vt = ปริมาตรของอาหารทั้งหมด (ml) 

  Lf = ความเขมขนของกรดแลคติกในอาหารใหม (mg/ml) 

  Lr = ความเขมขนของกรดแลคติกในอาหารที่เหลือในระบบ (mg/ml) 

  Lc = ความเขมขนของกรดแลคติกวัดจากอาหารปจจุบัน (mg/ml)  

 

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

                                       Days 

  Vf = ปริมาตรของอาหารใหมใน reservoir (ml) 

  Vr = ปริมาตรอาหารที่เหลืออยูในระบบและใน cartridge (ml) 

 



  90 

  Vt = ปริมาตรของอาหารทั้งหมด (ml) 

  Af = ความเขมขนของแอมโมเนียในอาหารใหม (mg/ml) 

  Ar = ความเขมขนของแอมโมเนียในอาหารที่เหลือในระบบ (mg/ml) 

  Ac = ความเขมขนของแอมโมเนียวัดจากอาหารปจจุบัน (mg/ml)  

 

 
Relative mobility 
  
  

 Relative mobility (Rf)     =           ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (cm) 

           ระยะทางที่ตัวทําละลายเคล่ือนที่ (cm) 

 

 

 

 

    

 

 



  
 
                                                                                                                                         91  

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวสุนิสา ดวงสอาด เกิดเมื่อวันที่ 14 พฤศจิกายน พ.ศ.2523 ที่จังหวัด สมุทรปราการ 

สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปการศึกษา  2545  และเขาศึกษาตอ

หลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา  2546  
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