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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

เอนโรฟลอกซาซินเปนสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลน (Fluoroquinolone) ใชมากในการ

รักษาและปองกันโรคติดเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบในสตัว สามารถใชรักษาโรคที่เกี่ยวกบั

การติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินปสสาวะ โดยสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลน

นี้ทาํใหเกิดผลขางเคียง เชน อาเจียน ทองเสีย ระคายเคืองผิวหนงั และยังมีผลตอระบบประสาท

สวนกลาง เชน ปวดหวั ออนเพลีย และบางโอกาสอาจเกิดอาการเศราซึม นอนไมหลับ ประสาทหลอน 

และชัก เปนตน (Bertino และคณะ, 2000) จากการใชสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอกซาซินทั้งในการทาํปศุ

สัตว และการเลี้ยงปลาเปนจํานวนมากทาํใหสารเหลานี้ตกคางอยูในเนื้อสัตวที่เปนอาหารบริโภค และ

เขาสูหวงโซอาหารเปนอันตรายตอมนษุยได รวมทั้งเปนการกระตุนใหแบคทีเรียเกิดการกลายพันธุ และ

ด้ือยา จึงไดมีการจํากัดปริมาณเอนโรฟลอกซาซินตกคางในอาหารบริโภค (Kummerer, 2004; 

Phillips และคณะ, 2004; Snary และคณะ, 2004) ในปจจุบนั ประเทศตางๆ ในสหภาพยุโรป และ

สหรัฐอเมริกา ไดกําหนดมาตรฐานที่เขมงวด เกี่ยวกับปริมาณสารตกคาง ในผลิตภัณฑอาหารแชแขง็

นําเขาจากประเทศตางๆ ดังนั้นผูผลิตอาหารแชแข็ง จึงตองตรวจวัดปริมาณสารเอนโรฟลอกซาซนิที่

ตกคางอยูกอนการสงออกผลิตภัณฑ เพื่อรักษาตลาดสงออก และสรางความเชื่อมั่นในความปลอดภัย

ของสินคาไทย วิธีหนึ่งที่นยิมใชในการตรวจวัดเพ่ือคัดกรอง (Screening test) คือ การใชชุดตรวจสอบ

สําเร็จรูปโดยใชหลักการ ELISA ซ่ึงเปนวิธทีี่ตองใชแอนตบิอดีที่มีความจําเพาะในการตรวจวัดสาร  

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณมากในระยะแรก ผลิตไดจาก ascites fluid ในชอง

ทองหนู ซ่ึงตองใชหนูเปนจํานวนมากและมีความผนัแปรในเชิงคุณภาพมาก ตอมาเมื่อมีความ 

กาวหนาทางดานการเลี้ยงเซลลมากขึ้น จึงไดมีการพฒันาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลล

ไฮบริโดมา โดยมีการศึกษาทั้งดานวิธกีารและเทคโนโลยีในการเลี้ยงเซลลกันอยางตอเนื่องเพ่ือการ

ผลิตในระดับที่ใหญขึ้น โดยเฉพาะศึกษาการผลิตในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ (bioreactor) รูปแบบตางๆ 

และมกีารใชระบบ perfusion รวมดวย เชน Spin filter bioreactor, hollow fiber bioreactor, 

packed-bed bioreactor หรือใชวิธีการตรงึเซลล เปนตน โดยมีเปาหมายหลกั คือ การผลิตแอนตบิอดี

ใหไดความเขมขนและปริมาณสูง 
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การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน สามารถผลิตไดจากเซลลไฮบริโดมาทีไ่ด

จากการหลอมรวมเซลลลิมโฟไซตจากมามหนกูับเซลลไมอีโลมาเขาดวยกนั การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา

ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน (stirred-tank bioreactor) พบวามีการศึกษากันอยางกวางขวาง 

มีขอไดเปรียบ คือ สามารถควบคุมภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ใหคงที่ได การติดตามการเปลี่ยนแปลงภายในถัง สามารถทําไดอยางตอเนื่อง อีกทั้งสามารถขยายการ

ผลิตในระดับที่ใหญขึ้นไดงาย  

การเลี้ยงเซลลใหไดปริมาณของแอนติบอดีสูงนั้น ขึ้นกบัการรักษาระดับของเซลลมีชีวิต และการ

เพิ่มอัตราการผลิตจําเพาะ การพัฒนากระบวนการเลี้ยงเซลลจึงมีเปาหมายเพื่อเพิ่มตัวแปรทั้ง 2 คานี้

ซ่ึงจะสงผลใหไดผลผลิตสูง ดังนั้นจึงมักใชกระบวนการเลี้ยงเซลลแบบ fed-batch เนื่องจากมีการ

สะสมของเซลลและผลผลิตอยูภายในถัง ตอมามีการปรับปรุงการเลี้ยงเซลลโดยการใช spin filter หรือ 

hollow fiber membrane รวมดวย อยางไรก็ตาม ผลิตภัณฑที่ไดจากการเลี้ยงเซลลในแบบตางๆ ยังคง

มีปริมาณจํากดั สาเหตุสวนหนึ่งเนื่องจาก ความหนาแนนของเซลลมีชีวิตยังคงนอยอยู และมีระยะใน

การผลิตแอนติบอดีในชวงสั้นๆ ในการปรับปรุงกระบวนการผลิตเพื่อความคุมทุน จึงมุงเนนดานการ

ออกแบบอาหารเลี้ยงเซลลและการควบคมุกระบวนการเลี้ยงเซลล รวมไปถึงการควบคุมปริมาณของ

เสียที่เกิดขึ้นจากกระบวนการของเซลล ซ่ึงเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเจริญของเซลลและการผลิต 

ท้ังนี้จําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีความเขาใจเปนอยางดี ถึงผลกระทบของสิ่งแวดลอมที่มีตอสรีระวิทยา

ของเซลล และจลศาสตรของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

เนื่องจาก มีความตองการใชงานโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือใชเตรียมชุดตรวจสอบสําเร็จรูป

สําหรับตรวจวดัสารตกคางเปนอยางมาก ดวยเหตุนี้ การศึกษากระบวนการที่สามารถผลิตแอนตบิอดี

ไดในปริมาณที่ตองการและมีความคุมคา จึงเปนเรื่องที่มีความสําคญั งานวิจัยนีจึ้งมุงเนนศึกษาการ

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซนิ ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถงักวน เพื่อศึกษา

กระบวนการเลี้ยงเซลลและการผลิตแอนติบอดีที่มีประสิทธิภาพ 
 
1.2   วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเซลลในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน ที่มีตัวกรอง

แบบหมุน (Spin filter bioreactor) เพ่ือผลิต โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซนิใหได

ปริมาณสูง 
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1.3  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ไดภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอเอนโรฟลอกซาซนิในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพแบบถงักวนที่มีตัวกรองแบบหมนุ (Spin filter bioreactor) 
 
1.4  ขอบเขตและวิธีการดําเนนิงานวิจัย  
 
1.  คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

2.  เพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนที่มตีัวกรองแบบหมุน ดวยภาวะ

ตางๆ 

2.1   การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเซลลไฮบริโดมา ใชอาหาร RPMI 1640 ท่ีเติม Sodium 

bicarbonate, Glucose, L-Glutamine และ Sodium pyruvate ปรับ pH เทากับ 7.2 แลว

กรองผานเคร่ืองกรองเมมเบรน ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

2.2  การเตรียมเซลลไฮบริโดมาเริ่มตน นําเซลลไฮบริโดมา ENRO 44  ทีไ่ดมาจากการหลอมรวม

เซลลลิมโฟไซตจากมามหนกูับเซลลไมอีโลมา ซ่ึงหลั่ง IgG1 ตอสารเอนโรฟลอกซาซนิ เลี้ยงใน 

spinner-flask ขนาด 1 ลิตร โดยใชอาหารทีมี่ fetal calf serum (FCS) 10 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตร/ปริมาตร) กวนดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ในตู 

CO2 incubator ซ่ึงมี CO2 5 เปอรเซ็นต จนไดปริมาณเซลลเริ่มตนสําหรับเลี้ยงใน stirred-

tank reactor ไดเทากับ 3x105 เซลลตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 1.2 ลิตร 

2.3   การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาใน stirred-tank reactor ใช reactor ขนาด 2 ลิตร ควบคุม

อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ดวย water-jacket ควบคุม pH เทากับ 7.2 ภายใตสภาวะที่มี 

CO2 5 เปอรเซ็นต  

2.4  การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาใน reactor ดังนี้ 

1)  ศึกษาการใหอากาศที่เหมาะสม ในการเลี้ยงเซลลระบบ batch โดยแปรคาในชวง 20-80 

% air saturation เปรียบเทียบอัตราการเจริญจําเพาะ และอัตราการผลติจําเพาะในแตละ

การทดลอง  

2)  ศึกษาผลของการเติมซีรัม กลูโคส กลูตามีน และกลูโคสรวมกับกลูตามีน ในการเลี้ยงเซลล

ระบบ fed-batch เปรียบเทียบการเจริญและการผลิตแอนติบอดีในแตละการทดลองกับ

ระบบ batch 

3)  ศึกษาผลของอัตราการกวนและอัตราการเปลี่ยนถายอาหาร ตอประสิทธิภาพการกักกัน

เซลลของ spin filter 
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4)  ศึกษาการเลี้ยงเซลลแบบ semi-continuous perfusion รวมกับการใช spin filter โดย

ศึกษาผลของการเปลี่ยนถายอาหารตอการเจริญของเซลล การรักษาระดับเซลลมีชีวิตได

เปนเวลานาน และการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

5)  ศึกษาการเลี้ยงเซลลระบบ Continuous perfusion รวมกับการใช spin filter โดยศึกษา

ผลของอัตราการเปลี่ยนถายอาหาร (perfusion rate) ความเขมขนของซีรัมในอาหารที่ใช

เปล่ียนถาย ที่มีตอการเจริญของเซลล การรักษาระดบัเซลลมีชีวิตไดเปนเวลานาน และ

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

2.5   การเก็บตัวอยางเพื่อนับจํานวนเซลลและวิเคราะหปริมาณสาร 

เก็บตัวอยางน้าํเลี้ยงเซลลจากทอเก็บตัวอยางครั้งละประมาณ 5 มิลลิลิตร แบงมานบัจํานวน

เซลลดวย Hemacytometer โดยเจือจางเซลลดวยสียอม Trypan blue เพื่อหาคา viability 

จากนั้นปนแยกเซลลออก นําสวนใสมาวิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และสารตางๆ ดังขอ 3. 

3.  วิเคราะหปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA และหาปริมาณสารตางๆในอาหารเลี้ยงเซลล 

3.1   การวิเคราะหปริมาณแอนตบิอดี ดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว

เปนแอนติบอดีมาตรฐาน 

3.2   การวิเคราะหปริมาณกลูโคส, แลคเทต, แอมโมเนีย โดยใชวิธีทางเคมี 

4.  การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโครมาโทกราฟ 

ทําโมโนโคลนอลแอนติบอดใีหบริสุทธิ์โดยผาน protein A column chromatography ลางคอลัมน

และแยกสวนที่ไมจับกับคอลัมนออกดวย PBS pH 7.4 แลวจึงแยก IgG ออกดวย glycine buffer 

pH 3.0 นําไปวัดการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร  

5.  ตรวจสอบความบริสุทธิข์องแอนติบอดีดวย SDS-PAGE 

ใหความรอนโปรตีนตัวอยางใน loading buffer ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลลเซียส 5 นาที จากนัน้ทาํ 

Electrophoresis โดยใช 10 เปอรเซ็นต SDS–polyacrylamide (w/v) ในสวนของ resolving gel ที่

ความตางศักย 100 V ยอมสีโปรตีนดวยสียอม Coomassie brilliant blue หลงัจากลางสีออก จะ

ปรากฏแถบของโปรตีน 2 แถบ ขนาดประมาณ 25 และ 50 kDa  

6.  สรุปและวิเคราะหขอมูล เขียนวทิยานิพนธ 

 



บทที่  2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี

 
2.1.1 เอนโรฟลอกซาซิน (enrofloxacin, ENRO) 
 

เอนโรฟลอกซาซิน หรือ 1-cyclopropyl-7-(4-ethyl-1-piperazinyl)-6-fluoro-1,4-

dihydro-4-oxo-3-quinoline carboxylic acid (hydrochloride) เปนยาตานจุลชีพในกลุมฟลูออโรควิ

โนโลนซึ่งเปนสารสังเคราะห ออกฤทธิท์ําลายจุลินทรียโดยการยับยั้งกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ

และโปรตีน ออกฤทธิไ์ดดีกบัแบคทีเรียแกรมลบ ใชมากในการรักษาการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ

และระบบทางเดินอาหารในโค สุกร และสตัวปก จากการที่มีการใชสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอกซาซินทั้ง

ในการทําปศุสัตว และการเลี้ยงสัตวน้ําเพ่ือบริโภคเปนจํานวนมาก ทําใหสารเหลานี้ตกคางอยูใน

เนื้อสัตวที่เปนอาหารบริโภค และเขาสูหวงโซอาหาร เปนอันตรายตอมนษุยได และยังเปนการกระตุน

ใหแบคทีเรียเกิดการกลายพันธุและดื้อยา เช้ือแบคทีเรียที่กลายพันธุในสัตวสามารถจะถายทอดมาสู

มนษุยได ซ่ึงเปนอันตรายตอสุขภาพของมนษุย (Kummerer, 2004; Phillips และคณะ, 2004; Snary 

และคณะ, 2004) สารปฏิชีวนะในกลุมฟลอูอโรควิโนโลนนีท้ําใหเกิดผลขางเคียง เชน อาเจียน ทองเสีย 

ระคายเคืองผิวหนัง และยงัมีผลตอระบบประสาทสวนกลาง เชน ปวดหัว ออนเพลีย และอาจเกิด

อาการเศราซึม นอนไมหลบั ประสาทหลอน และชกั 

จากการใชเอนโรฟลอกซาซนิอยางแพรหลาย ทาํใหมกีารพบเชื้อแบคทีเรียที่มีการดื้อตอ

ยาในกลุมควิโนโลนและฟลอูอโรควิโนโลนเพิ่มขึ้นในสัตวหลายชนิดที่นาํมาบริโภค รวมถึงพบในมนษุย

ดวย ภายหลงัจากที่เริ่มมีการนํายากลุมนี้มาใชในการรักษาสัตว สหรัฐอเมริกาไดยกเลิกการใชยาเอน

โรฟลอกซาซินในสัตวปก โดยระบุวาการใชยานี้ทาํใหเกดิการดื้อตอยาของเชื้อ Campylobactor spp. 

(FDA, 2000) แตในสหภาพยุโรปและหลายประเทศในเอเชียรวมถึงประเทศไทย ยังคงมีการใชเอนโรฟ

ลอกซาซนิอยู จึงไดมีการจาํกัดปริมาณสารตกคางในอาหาร โดยสหภาพยุโรปไดกาํหนดคา maximum 

residue limit (MRL) ในกลามเนื้อหรือไขมันของโค สุกร สัตวปก และนมโค มีคาเทากับ 100 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 2002) 
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2.1.2 เทคโนโลยีการเล้ียงเซลลสัตว 
 

2.1.2.1 ประวตัิการเลี้ยงเซลลสัตว 

ประวัติการเลี้ยงเซลลสัตวมีจุดเริ่มตนมาตั้งแตปลายศตวรรษที่ 19 การทดลองใน

ตอนตนมีจุดประสงคเพื่อยืดอายุช้ินสวนเนื้อเยื่อในพลาสมาหรือ ascites fluids ซ่ึงมีอุปสรรค คือ 

ความตองการอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารอาหารเหมาะสมเพียงพอ และความไมเหมาะสมของการ

ปฏิบัติการภายใตสภาวะปลอดเชื้อที่มีอยู ตอมา มีรายงานการเก็บรักษาและการเจริญของเซลล

ประสาทไดนานมากถึง 30 วัน ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการทํางานของเซลลปกติสามารถดําเนินตอไปไดใน

ลักษณะ in vitro การคนพบสารปฏิชีวนะ พรอมกบัพัฒนาการทางดานเทคนิคปลอดเชื้อในเวลาตอมา 

เปนสิ่งที่สนับสนุนความกาวหนาทางวทิยาศาสตรดานการเลี้ยงเซลลสัตวครั้งสําคัญ  (Spier, 2000; 

Kretzmer, 2002)  

ในป 1953 Mary Kubicek สามารถแยก HeLa cell ได ทําใหนักวิทยาศาสตรมีเซลลที่

เหมาะแกการทํา animal cell culture มีการเจริญที่นาเชื่อถือ ตอมาในป 1955 มกีารพัฒนาอาหาร

เลี้ยงเซลลชนิด defined medium ชื่อ EMEM (Eagle’s minimum essential medium) ที่สามารถใช

แทน biological fluids สําหรับการเลี้ยงเซลลได (Eagle, 1955) ในชวงป 1940-1975 มีการพฒันา

วัคซีนตอไวรัสที่มีประสทิธิภาพหลายชนิดจากการเลี้ยงเซลล เพื่อใชในการปลกูภูมคุิมกันตานทานโรค

ทั้งในมนษุย เชน คางทูม หัด และหัดเยอรมัน รวมไปถึงวัคซีนที่ใชในทางสัตวบาล เชน foot-and-

mouth diseases อีกดวย ตั้งแตป 1970 เปนตนมา เปนชวงทีม่ีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก

เซลลไฮบริโดมา และมกีารเลี้ยงเซลลที่ไดรับการตัดตอทางพันธุกรรมเพื่อผลิต biophamaceutical 

หรือ growth factor (Spier, 2000)  
 
2.1.2.2 เทคโนโลยีการเลี้ยงเซลลในภาคอุตสาหกรรม 

การนาํเทคโนโลยีดานการเลี้ยงเซลล ไปสูเทคโนโลยีในภาคอุตสาหกรรมเกิดขึ้นครั้งแรก 

ในการผลิตวัคซีนปองกันโรคโปลิโอ (Salk polio vaccine) ในเซลลไตของลิงชนิดที่เปนเซลลปฐมภูมิ 

(primary monkey kidney cell) (Griffiths, 2000) เนื่องจาก primary cell มีคุณสมบัติ anchorage-

dependent ดังนั้นการผลิตจึงเปนแบบ multiple-unit process ความกาวหนาหลักใน

ภาคอุตสาหกรรมเกิดขึ้นเมื่อป 1962 เมื่อ Capstick และคณะ ประสบความสาํเร็จในการเลี้ยงเซลล 

BHK (baby hamster kidney) ในลักษณะแขวนลอย เชนเดียวกับที่ใชในจุลินทรยี ผนวกกับการสราง

เซลลไลน (permanent cell line) ไดสําเร็จ เปนแรงขับดันการพัฒนากระบวนการระดับสเกลใหญใน

ภาคอุตสาหกรรม ตอมา มีการใชเซลลไลนที่มีความปลอดภัยขึ้น ทาํใหมีวัคซนีที่ไดรับใบอนุญาตมีเพิ่ม

มากขึ้น ไดแก โรคหัด (1963), โรคพิษสุนัขบา (1964), คางทูม (1969) และหัดเยอรมัน (1969) 
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กระบวนการผลิตทั้งหมดเปนแบบ batch โดยเลี้ยงเซลลจนมีความหนาแนนสูง แลวจึงติดเชื้อเซลล

ดวยไวรัส หลังจากไวรัสเพ่ิมจํานวน ก็จะเก็บเกี่ยวเอาแตเพียงไวรัสเทานั้นโดยไมไดนําเซลลกลับมาใช

อีก (Kretzmer, 2002) ดวยความกาวหนาของเทคโนโลยีดาน gene manipulation และการหลอมรวม

เซลล (cell fusion) ทําใหสามารถผลิตโปรตีน ดวยวิธีการเลี้ยงแบบ in vitro ไดเปนจํานวนมาก มีการ

นําจุลินทรยีมาใชสําหรับเทคโนโลยทีางดาน gene recombination (Tokashiki และคณะ, 1997) แต

พบวาผลิตภัณฑบางชนิดที่ได มีคุณสมบัติทางชีวภาพไมสมบูรณ เนื่องจากความบกพรองของหมู

คารโบไฮเดรตและความแตกตางของโครงสรางตติยภูมิและจตุรภูม ิ ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการศึกษา

การผลิตโปรตีนโดยใชเซลลสัตวเปนเจาบาน ดวยการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาทีไ่ดจากการหลอมรวม

เซลลและการศึกษาวธิีการเลี้ยงเซลล ทําใหสามารถผลิตสารทางชีวภาพไดดวยเซลลสัตว และสามารถ

นําไปใชประโยชนในหลายๆดาน 

การผลิตสารในแบคทีเรียมีความสะดวก เนื่องจาก มีอัตราการเจริญสูง กระบวนการ

ผลิตไมยุงยาก และมีตนทนุราคาตํ่า แตพบปญหาทีสํ่าคัญ คือ แบคทีเรียและยีสตไมสามารถให

โครงสรางโปรตีนตติยภูมิและจตุรภูมิที่ถูกตองได และยังมีความสามารถตอกระบวนการ post-

translation modification เชน glycosylation, amidation, acetylation และ phosphorylation ที่

จํากัดอีกดวย ซ่ึงกระบวนการเหลานี้จําเปนตอคุณสมบัติการละลาย การหลั่ง และอายุของโปรตนี ทั้ง

ยังชวยปกปองโปรตีนจากระบบภูมิคุมกันของเจาบานไดดวย (Blohm และคณะ, 1988; Leist และ

คณะ, 1990) กระบวนการ post-translation modification ที่ซับซอน และระบบ chaperon ที่พบใน

เซลลสัตว ทําใหเชื่อม่ันไดวาโปรตีนทีไ่ดมีโครงสราง 3 มิติ ในรูปแบบทีถู่กตอง (Hauser, 1997; 

Sandig และคณะ, 2005) สวนเซลลสัตว มีความตองการอาหารอยางจําเพาะ และตองการปริมาณ

ออกซิเจนท่ีเพียงพอ มีคาจลนศาสตรของการเจริญชาและมีความเขมขนเซลลต่ํา มีการตอบสนองไว

ตอแรงกล และยังตองระวังการติดเชื้อไวรัสไดอีกดวย ซึง่ลวนเปนอุปสรรคตอการเลี้ยงเซลล ดังนั้นจึง

ตองมีการติดตามกระบวนการการเลี้ยงเซลลอยางใกลชิด แตถึงแมวาการเลี้ยงเซลลจะมีความยุงยาก

ซับซอนอยูหลายประการ แตเซลลสัตวยังคงเปนระบบทีไ่ดรับความสนใจสําหรับการผลิตไกลโคโปรตีน

อยางมาก  
 
2.1.3 โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีทีส่รางจากกลุมเซลล

พลาสมาซึ่งกาํเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต เซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติ

เหมือนกนัทุกประการ ทั้งในดานความจาํเพาะตอเอพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของ heavy 

chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดี 
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สามารถผลิตขึน้ในหองทดลองดวยวิธีตางๆ ที่สําคัญม ี 2 วิธี คือ somatic hybridization เปนการ

หลอมรวมเซลล บี ลิมโฟไซต ที่สามารถสรางแอนติบอดีได เขากับอีกเซลลหนึ่งซ่ึงสามารถเพิ่มจํานวน

ไดอยางไมหยดุยั้ง วิธีการนี้ทาํใหไดเซลลลูกผสมที่เรียกวา ไฮบริโดมา (hybridoma) เปนเซลลที่

สามารถสรางแอนติบอดี และสามารถเพิ่มจํานวนไดไมมีส้ินสุด (Köhler and Milstein, 1975)  สวนอีก

วิธีหนึ่ง คือ การใชเทคโนโลยีทางพันธวุิศวกรรมเพื่อแยกเอายีนอิมมวิโนโกลบูลินออกมาดัดแปลง แลว

นํากลับเขาไปในเซลลใหม เปนการดัดแปลงในระดับยีน ทาํใหโมเลกุลแอนติบอดีมีคุณสมบัติ

เปลี่ยนไปตามที่ตองการ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตโดยวธิีนี้เรียกวา แอนติบอดีที่ดัดแปลง

พันธุกรรม (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) โมโนโคลนอลแอนติบอดี สามารถนําไปใชประโยชนไดอยาง

กวางขวางในงานหลายดาน ดังนี้ 

1. งานวิจัย การศึกษาความสัมพันธระหวางเซลลตางๆในระบบภูมิคุมกัน ทาํให

สามารถจาํแนกชนิดและหนาทีข่องโมเลกุลบนผิวเซลลได เชน CD (cluster of differentiation) 

monoclature, HLA และ blood group Ag ตางๆ 

2. การแยกสารใหบริสุทธิ์ เนื่องจากแอนติบอดีมีคุณสมบัติเปน monospecific จึง

นํามาใชในการแยกสารดวยวิธ ี affinity chromatography จะไดสารที่ตองการที่มคีวามบริสุทธิส์ูงมาก

โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาของแอนติเจนกบัแอนติบอด ี

3. การวนิิจฉัยโรค โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจาํเพาะที่สูงมาก เพราะสามารถ

เลือกใชแอนตบิอดีที่จําเพาะกับแอนติเจนที่ตองการตรวจเทานัน้ จึงนํามาใชในการตรวจสอบตางๆ 

เชน มะเร็ง (Lee และคณะ, 1985) การจาํแนก HLA ของผูปวยที่ตองการเปลี่ยนถายอวยัวะ การตรวจ  

T cell subpopulation ในผูปวย AIDS เปนตน 

4.  การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการรักษาโรค สวนใหญใชในการรักษามะเร็ง  

Gregory และคณะ, 2005; Stern และคณะ, 2005) และการกําจดั T cell ออกจากผูปวยทีต่องการ

เปลี่ยนถายอวยัวะ การกาํจดัยาบางชนิดออกจากรางกายในการรักษาโรคหัวใจ เปนตน 

5.  การตรวจติดตามสารตกคาง โดยใชเทคนิค ELISA สําหรับสารเคมีหลายชนิด ไดแก 

สารปฏิชีวนะ เชน สารในกลุมฟลูออโรควิโนโลน สารเรงเนื้อแดงและฮอรโมน เชน สารในกลุม บีตา-อะ

โกนิสต โปรเจสเตอโรน เปนตน เพ่ือใหสอดคลองกับหลักปฏิบัต ิ เพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค 

(Watanabe และคณะ, 2002; Roda และคณะ,  2000) 
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2.1.4 การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีใหไดปริมาณมาก 
 

2.1.4.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีในชองทองของหน ู 
 

การฉีดเซลลไฮบริโดมาเขาไปในชองทองของหน ู เซลลไฮบริโดมาจะไปเจริญและหลั่ง

แอนติบอดีออกมาภายในชองทองหนู หนูจะใหของเหลวทีไ่ดประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนสงูถึง 3-5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Bruce และคณะ, 2002)  วิธีนี้เปนวิธีที่ทําไดงาย และใช

ตนทนุต่ํา ไดแอนติบอดีเขมขนสูงในระดับมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนขอเสียคือ สรางความเจ็บปวดและ

ความทุกขทรมานใหแกสัตวทดลอง การผลิตแอนติบอดีปริมาณมากตองใชหนูเปนจํานวนมาก ตอง

ระวังการติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรียจากสัตว มีการปนเปอนอิมมูโนโกลบูลินทีม่ีใน peritoneal cavity 

จากหนูอยูประมาณ 20 เปอรเซ็นต การควบคุมการผลิตซ้ําและความสม่ําเสมอของกระบวนการทําได

ยาก อีกทั้งยังมีปญหาเรื่องจริยธรรมในการใชสัตวอีกดวย (Vetterlein, 1989) 

งานวิจัยที่ใชวธิีอ่ืนในการผลติแอนติบอดีไดเริ่มมีรายงานมากขึน้ตั้งแตป 1990 การเพิ่ม

จํานวนเซลลไฮบริโดมาและการผลิตแอนติบอดีในสัตวทดลอง เปนสิ่งที่ทัว่โลกใหการยอมรับนอยลง 

จนถึงปจจุบนั ประเทศในยุโรปหลายประเทศมีขอกาํหนดหามการใชเทคนิคนี้ ในการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีแลว (Falkenberg และคณะ, 1998) 
  

2.1.4.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 
  

การพัฒนาของเครื่องปฏิกรณชีวภาพสําหรับการเลี้ยงเซลลสัตว มพีื้นฐานจากคุณสม-

บัติของเซลลที่ตางๆกนั เซลลสัตวสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท ขึ้นอยูกับรูปแบบการเพิ่มจํานวน

และการเจริญ ไดแก เซลลชนิด anchorage-dependent จะเกาะตดิและเจริญอยูบนผิวหนาของแข็ง 

และเซลลชนิด anchorage-independent เชน เซลลเม็ดเลือด และเซลลทีผ่ลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดี จะมีการเจริญในรูปแขวนลอย ไมตองการพ้ืนผิวสําหรับเกาะ  
 
1. Suspended cell bioreactor 

การเลี้ยงเซลลในลักษณะแขวนลอยมักจะใชกับเซลลชนดิ anchorage-indepen dent 

ประกอบดวยระบบการผสมใหอยูในลกัษณะเนื้อเดียว สารอาหารและออกซเิจนจึงกระจายอยาง

สมํ่าเสมอทั่วทัง้ถัง ทําใหสามารถติดตามและควบคุมคาตัวแปรตางๆ ของการเลี้ยงเซลลไดอยาง

แมนยํา ทั้งสารอาหาร เมแทบอไลต และผลิตภัณฑ แลวยังใหคณุภาพของโปรตีนที่ดีกวาเนือ่งจาก

ขั้นตอนการทาํใหบริสุทธิ์ที่งาย (Werner และคณะ, 1992) นอกจากนี้ ยังมีชวงเวลาทีแ่นชดั มีความ

เสถียร สามารถทําซ้าํไดและสะดวกตอการขยายขนาดการผลิต ดวยเหตุผลเหลานี ้ การเลี้ยงเซลลใน
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ลักษณะแขวนลอย จึงเปนระบบที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดระบบหนึง่ สําหรับการเลี้ยงเซลลในระดับ

ใหญ และนิยมใชมากในภาคอุตสาหกรรม ตัวอยางถังปฏิกรณชีวภาพประเภทนี้ ไดแก  stirred-tank, 

airlift หรือ bubble column และ bubble-free bioreactor 

Stirred-tank bioreactor ประกอบดวยหนวยทีท่ําหนาที่กวนผสม หรือใบพัดที่มีการ

ปรับปรุงจนเหมาะสม ใหการกวนทัว่ถงึและตองทําใหความเสียหายของเซลลอันเกิดจากแรงเฉือน

ระหวางการกวนเกิดขึน้นอยที่สุดดวย (Prokop และคณะ, 1989) Stirred-tank bioreactor มีขอ

ไดเปรียบในหลายๆดาน ไดแก ภาวะที่ใชเลี้ยงเซลลเปนลักษณะเดียวกันทั่วทั้งถัง ความสะดวกในการ

เก็บตัวอยาง มีการพัฒนาปรับปรุงระบบการควบคุมคาตัวแปรตางๆ มาเปนอยางด ี เชน pH อุณหภูมิ 

และความเขมขนของออกซิเจนท่ีละลาย ซ่ึงเปนคาทีล่วนมีผลกระทบตอการเจริญและคุณสมบัติของ

เซลล (Carswell และคณะ, 2000) แตความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดคอนขางตํ่า 

Airlift bioreactor มีการสงอากาศเขาสูถงัผานทอท่ีติดตั้งอยูภายใน สูบริเวณศูนยกลาง

ของกนถัง แลวใหฟองอากาศลอยขึน้แทนลักษณะการกวน จึงไมจําเปนตองใชใบพัด สงผลใหมีแรง

เฉือนจากอุปกรณลดลง ระบบนี้มีรูปแบบที่ไมยุงยากและขยายขนาดไดงาย และไดมีการนาํไปใชใน

การเลี้ยงเซลลในรูปแขวนลอย แตเซลลก็ยังคงไดรับผลกระทบจากแรงเฉือนและความปนปวนอนั

เกิดขึ้นจากฟองอากาศ (Arathoon และคณะ, 1986; Grima และคณะ, 1997) 

Lehmann และคณะ (1985) ไดพฒันาระบบการใหอากาศแบบ bubble-free สําหรับ

การเลี้ยงเซลลโดยเฉพาะ เพื่อเลี่ยงปญหาอันเกิดจากฟองอากาศ เชน แรงเฉือน และ turbulence โดย

ใชเมมเบรนที่ขดมวนอยูบนอุปกรณรองรับเปนอุปกรณใหอากาศ ซ่ึงจะหมนุชาๆอยูภายในถัง เกิดเปน

ลักษณะคลายการกวน ทําใหสามารถใหอากาศไดอยางมีประสิทธิภาพและเกิดแรงเฉือนเพียงเล็กนอย

เทานั้น นอกจากนีย้ังสามารถแกปญหาการเกิดโฟม ที่มักพบใน stirred tank และ airlift bioreactor  
 
2. Microcarrier bioreactor 

เครื่องปฏิกรณชีวภาพชนิดนีม้ักใชกับเซลลชนิด anchorage-dependent เปนหลัก โดย

อาศัย microcarrier ที่เปนเม็ดขนาดเล็ก รูปรางกลม เพื่อชวยค้ําจุนในการเจริญของเซลล (Pringle, 

1992) สามารถแบงออกเปนแบบแขวนลอย และแบบ fixed bed สําหรับแบบแขวนลอย รูปแบบของ

เครื่องปฏิกรณชีวภาพประกอบดวย stirred tank และ airlift bioreactor (Ganzeveld และคณะ, 

1995) carrier ที่มีเซลลตรึงอยูจะถูกกวนผสมและลอยอยูในน้าํเลี้ยงแทนเซลล อัตราการผสมและการ

ใหอากาศที่เพียงพอ จะขึ้นอยูกับการเพิ่มความเร็วของการกวนหรืออัตราการใหอากาศ เนื่องจากการ

รักษาสภาพให microcarrier อยูในรูปแขวนลอย ทําใหมีการปะทะและการเสียดสีของ carrier เปนการ

เพิ่มแรงเฉือนแกเซลลมากขึน้ สวนแบบ Fixed bed bioreactor ประกอบขึน้ดวยถังที่บรรจุดวย 
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microcarrier bead อาหารที่ผานการเติมอากาศ จะถูกปมเขาจากพื้นลางของถังผานชัน้ของ bead 

ขึ้นมา ประกอบดวย 2-3 แบบขึ้นกับตัวกลางที่ใช เชน packed bed bioreactor และ ceramic matrix 

bioreactor เปนตน 
 
3. hollow fiber bioreactor 

การเลี้ยงเซลลในฮอลโลวไฟเบอร มีไฟเบอรเปน semipermeable membrane สามารถ

เก็บแยกแอนติบอดีออกมาไดงาย แอนติบอดีที่ไดมีความเขมขนสูง สวนขอเสียคือ ยากในการขยาย

ขนาดการผลติและการควบคุมภาวะที่ใชเพาะเลี้ยง เชน ความเปนกรด-เบส ปริมาณออกซิเจน และ

ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 
  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบตางๆ (A) Stirred-Tank bioeactor (B) Bubble-Column 

bioreactor (C) Airlift Loop bioreactor (D) Packed bed bioreactor (E) Hollow filber 

bioreactor 

(A) (B) (C) 

(D) (E) 
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2.1.5 รูปแบบของกระบวนการเลี้ยงเซลล (Culture modes) 
  

ระบบการเลี้ยงเซลลในรูปเซลลแขวนลอย (Suspension culture system) สามารถ

ดําเนินการไดในรูปแบบตางๆ ไดแก batch, fed–batch และ continuous ทั้งแบบทีม่ีและไมมีการ

กักกนัเซลล ความแตกตางระหวางแตละรปูแบบ คือ วิธีการปอนสารอาหาร และการนําเอาน้ําเลี้ยง 

เซลลออกจากถัง รูปแบบการเลี้ยงเซลลทั้ง 4 รูปแบบ เปนดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 การเลี้ยงเซลลในลักษณะแขวนลอยรูปแบบตางๆ 
 
2.1.5.1 Batch cultivation 

  
การเลี้ยงเซลลแบบ batch คือ ระบบการเลี้ยงเซลลแบบปด มีการเติมอาหารในถงั

เพียงครั้งเดียว ในระหวางการเพาะเลี้ยง จะไมมกีารเปลี่ยนแปลงใดๆอกีทั้งการเติมอาหารเพิ่มหรือการ

นําออก มีเพียงการควบคุมคาตัวแปรคาตางๆ (อากาศ, pH, อุณหภูมิ) ใหเหมาะแกการเจริญเทานั้น 

เปนระบบการเลี้ยงเซลลที่ใชกันทั่วไป การเลี้ยงไมยุงยาก แตเซลลจะสัมผัสกับสภาวะแวดลอมที่

เปลี่ยนแปลงไปเรื่อยๆอยางตอเนื่อง ซ่ึงในที่สุดจะจํากัดความสามารถของเซลลไมใหมีการเจริญได

อยางเต็มที่ และมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็ว อันเนื่องมาจาก สารอาหารหมดลง และ/

หรือการสะสมของผลผลิตที่เปนพษิ (Dorresteijn และคณะ, 1996; Eyer และคณะ, 1995; Schneider 

และคณะ,1997) สงผลใหไดความหนาแนนของเซลลที่ไดมักจะต่ํา และผลิตภัณฑทีไ่ดก็มีความเขมขน

ตํ่าเชนกัน (Pringle, 1992; Tokashiki และคณะ, 1997)ระบบนี้มีสัดสวนของเวลาที่ไมกอใหเกิด

ประโยชนในระหวาง batch และ ผลผลิตในเชิงปริมาตรมักจํากัด เซลลไลนหลายชนิดตอบสนองตอตัว

แปรดวยระบบการทาํลายตัวเอง หรือ apoptosis (Al-Rubeai และคณะ, 1998) ความจํากัดของ

สารอาหาร โดยเฉพาะกลูโคสและกรดอะมิโนจําเปนบางชนิดเปนปจจัยหลักที่เปนสาเหตุการตายใน

ระหวางการเลี้ยงแบบ batch นอกจากนี้ ยังพบวากรดอะมิโนไมจําเปนก็มีสวนกระตุนใหเกิดไดเชนกนั 

แตในระดับทีน่อยกวา (Mercille และคณะ, 1994; Singh และคณะ, 1994)  

Feed 
Cell 
suspension Feed 

Spent 
medium Feed 

Batch Fed-batch Continuous Perfusion  
(Continuous with cell recycle) 
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2.1.5.2 Fed-batch cultivation 
  

ระบบการเลี้ยงเซลลแบบ fed-batch เปนระบบทีม่ีการเติมสารอาหารที่จํากัดจํานวน

หนึ่งเพิ่มลงไปในระหวางการเลี้ยงเซลล อาจเติมเขาสูระบบแบบตอเนื่องหรือเปนชวงเวลา (Glacken 

และคณะ, 1986; Jang และคณะ, 2000) โดยไมมกีารนําน้ําเลี้ยงเซลลจากภายในออก ทําใหสามารถ

ปรับสารอาหารชนิดที่จํากัด ใหกลับมาอยูในปริมาณที่เหมาะสมไดระหวางชวงเวลาของการเจริญ และ

สามารถหลีกเลี่ยงการสะสมของผลิตภัณฑที่ความเขมขนสูงได ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบกับ batch แลว 

จะใหความเขมขนของเซลลสูงกวา และระยะเวลาดาํเนินการทีน่านกวา สงผลให volumetric 

productivity สูงขึ้นดวย แตก็ยังคงพบการยับยั้งการเจริญอยู สาเหตุหลักนาจะเปนปจจัยอ่ืนๆ ไดแก 

การสะสมของเมแทบอไลตทีเ่ปนของเสียมีเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จนอาจสงผลยับยั้งการเจริญ และเซลลก็จะ

ตายเมื่อของเสียสะสมถึงระดับหนึ่งๆ  (Sandig และคณะ, 2005) 
  

2.1.5.3 Continuous cultivation 
  

การเลี้ยงเซลลในระบบตอเนื่อง (Continuous cultivation) เปนระบบการเลี้ยงที่มีการ

เติมอาหารใหมเขาสู bioreactor อยางตอเนื่อง ในขณะเดียวกนั ก็มีการนาํเอาน้ําเลี้ยงเซลลจาก

ภายในออกมาในปริมาตรทีเ่ทากัน ดวยวิธีการนี้ ทําใหสามารถยืดระยะการดําเนินงานออกไปได

ยาวนานมากกวา batch และ fed-batch สามารถคงสภาวะสมดุลไวไดและใหความเขมขนของเซลล

สูงขึ้นดวย แตเนื่องจากเซลลสัตวมีการเจริญชา ดังนั้นความเขมขนของเซลลจึงต่ํากวาคาที่ไดจากการ

เลี้ยงแบบ batch และจะคงที่อยูที่คานั้น การเลี้ยงเซลลแบบ continuous นี้แบงแยกออกเปน 

chemostat culture และ perfusion culture 
 
Chemostat culture 

ในระบบ continuous chemostat culture นี้ จะมีการนาํเซลลออกมาจากระบบ

พรอมกับน้ําเลี้ยงเซลล ดวยอัตราที่ตั้งคาไว ดังนั้นปริมาณของเซลลที่เจริญจะเทากับปริมาณที่

นําออกไปจากระบบพรอมกับน้ําเลี้ยงเซลล ไดเปนภาวะสมดุลของความเขมขนของเซลล อัตราการไหล 

(flow rate) จะเทากับ  specific growth rate ดังนั้นเมื่ออัตราการไหลสูงกวาอัตราการเจริญสูงสุดแลว 

จะมีผลใหเซลลถูกชะออกจากถังมากเกินไป ระบบนี้สามารถควบคุมเร่ืองความจํากดัของอาหารได และ

มีการนาํเมแทบอไลตที่เปนพิษออกไปอยางตอเนื่อง แตการสูญเสียเซลลออกไปพรอมกับน้ําเลี้ยงเซลล 

ก็เปนอุปสรรคที่ทาํใหระบบนี้ไมสามารถเพิ่มความหนาแนนของเซลลรวมทั้งความเขมขนของผลติภัณฑ

ไดอยางเต็มที ่
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Perfusion culture 

การเลี้ยงเซลลระบบ perfusion เปนรูปแบบที่เหมาะสมสาํหรับกระบวนการผลิต

โปรตีนโดยเซลลสัตว ในระบบนี้ อาหารเลี้ยงเซลลจะไหลอยางตอเนื่องผานเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ 

ในขณะที่เซลลถูกกนัไวใหคงอยูภายในถัง (Zhang และคณะ, 1998; Sandig และคณะ, 2005) มีการ

แลกเปลี่ยนอาหารเกิดขึ้นอยูภายในถัง และสามารถควบคุมสภาวะแวดลอมในการเลี้ยงไดอยางดี 

นอกจากนัน้ ยังมีการนาํเมแทบอไลตที่เปนพิษตอเซลลออกไปอยางตอเนื่อง และไดผลิตภัณฑออกมา

พรอมกันดวย ซ่ึงเปนการลดปญหาเรื่องการสะสมของผลิตภัณฑ และความเสถียรของโปรตีน ระบบนี้

สามารถเลี้ยงเซลลไดความเขมขนสูงขึ้นดวยวธิีการตรึงเซลลหรือใชเคร่ืองมือกักกันเซลลรวมดวย 

(Banik และคณะ, 1995; Griffiths และคณะ, 1992; Jäger และคณะ, 1996) เม่ือสามารถปฏิบตัิการ

ไดนานขึน้ จึงทําใหไดผลผลิตในเชิงปริมาตรตอถัง (volumetric productivity) สูงขึ้นกวา batch และ 

fed–batch ดวย (Reuveny และคณะ, 1986; Trampler และคณะ, 1994) โดยไมจําเปนตองเพิ่ม

ขนาดถัง นอกจากนั้น ในระหวางการดําเนินงาน สามารถรักษาความมีชีวติของเซลลใหคงไวได 

เพราะฉะนั้น ผลิตภัณฑที่ไดจึงมีคุณภาพคงที่ สม่ําเสมอ (Su, 2000; Castilho และคณะ, 2002; 

Voisard และคณะ, 2003) สามารถหลกีเลี่ยงการยับยั้งการเจริญของเซลลโดยการสะสมของ 

substrate ที่ความเขมขนสูงไดดวยการจํากัดปริมาณใหเพียงพอแคสําหรับการเจริญและการรักษา

สภาพอยู ระบบ perfusion มีขอไดเปรียบในเรื่องการนําเอาผลิตภัณฑและเมแทบอไลตที่เปนพิษออก

จากถัง ทั้งยังชวยลดความเสี่ยงตอการเสียสภาพของโปรตีน ผลิตภัณฑที่ไดมีคุณภาพดีเนื่องจาก

สภาวะภายในถังมีความเสถยีร ลดคาใชจายจากการที่สามารถดาํเนินการไดนานขึน้ และลดปริมาตร

ของ working volume ลง (Prior และคณะ, 1989) รูปแบบการเลี้ยงเซลลนี้ ยังคงเปนเทคนิคที่

เหมาะสมที่สุด สําหรับการผลิตโปรตีนใหไดความเขมขนสูง ในระยะเวลานาน แมวาขัน้ตอนการทําให

บริสุทธิ์ จะตองใชแรงงานมาก เนื่องจากความเขมขนของผลิตภัณฑที่ไดนั้นอาจจะต่าํกวาในบางระบบ 

วิธีการเลี้ยงเซลลแบบ perfusion ในกระบวนการผลติทางอุตสาหกรรม ขึ้นอยูกับ

อุปกรณกักกนัเซลลที่มีความเหมาะสม มปีระสิทธิภาพและสะดวกตอการใชงาน มีอุปกรณแยกกัน

เซลลหลายชนดิที่ใชสําหรับกกัเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพในระหวางการเลี้ยงแบบ perfusion 
  
2.1.6 การกกักนัเซลลในการเลี้ยงระบบ perfusion 
  

อุปกรณที่ใชสําหรับแยกหรือกักกนัเซลลสําหรับระบบ perfusion มีหลากหลายชนิด 

อุปกรณเหลานี้มีทั้งที่ติดตั้งอยูภายในหรือภายนอกถังเลี้ยงเซลล อุปกรณที่ติดต้ังภายในนัน้ การใชงาน

ไมยุงยากและมีความปลอดภัย สวนอุปกรณที่ติดตั้งภายนอกก็สามารถดัดแปลงหรือปรับแตงสําหรับ

การขยายสเกลไดดี และงายตอการบํารุงรักษา แตระบบภายนอกนัน้มีขอจํากัดในเร่ือง ความเสียหาย
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ของเซลลอันเกิดจากแรงเฉือนจากการใช pump  และระยะเวลาที่เซลลตองอยูภายนอกถังคอนขาง

นานภายใตภาวะที่ไมเหมาะแกเซลล วธิีที่ใชในการแยกเซลล จะอาศัยคุณสมบัติทางฟสิกสและทาง

เคมีของเซลลสัตว ไดแก ขนาด ความหนาแนน มวล ประจุไฟฟา และ คุณสมบัติความชอบน้ํา โดยที่

เรื่องขนาดและความหนาแนน เปนคุณสมบัติที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเลี้ยงเซลลสัตวระดับใหญใน

ภาคอุตสาหกรรม (Pretlow และคณะ, 1982) เปาหมายหลักของอุปกรณแยกเซลลตางๆนี้ คือ ให

ประสิทธิภาพของในการกักกันเซลลไดด ี ไมเปนอันตรายตอเซลล มีความเสถียรตลอดระยะเวลาของ

การทาํงาน สามารถทําความสะอาดและฆาเชื้อได และสามารถปฏิบัติการในระดบัใหญที่มีอัตราของ 

perfusion rate สูงได ซ่ึงปจจัยเหลานี้ลวนเปนขอจํากดัหลักตอการพัฒนาอุปกรณแยกกันเซลลชนิด

ใหมๆขึน้มา สําหรับเทคนิคการแยกเซลลสัตวที่มีใชอยูในปจจุบัน จะอาศัยคุณสมบัติของขนาดและ

ความหนาแนนเปนหลัก มีดงันี้ 
  

2.1.6.1 การแยกโดยอาศัยขนาด 
  

การแยกเซลลจากน้ําเลี้ยงโดยใชระบบการกรอง เปนวิธีที่ใชกันมาตัง้แตแรกเร่ิม มี

หลักการโดยทัว่ไป คือ การแยกเซลลโดยตาขายกรองซึง่ทําหนาที่เปนเคร่ืองกีดขวาง ปญหาหลักของ

การแยกเซลลดวยวิธนีี้ คือ เรื่องความสกปรกของตัวกรอง ซ่ึงจะจํากัดเสถียรภาพ อัตรา perfusion 

และลดระยะเวลาการเลี้ยงเซลลลง อุปกรณมีทั้งแบบ internal และ external filtration โดยอุปกรณที่

ใชในการแยกเซลลที่ใชทัว่ไปมีดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 หลักการทาํงานของอุปกรณกักกนัเซลลแตละชนิด 
 
1.  Spin filter  

เปนวิธีที่อาศัยวัสดุกรองโลหะในการกักกนัเซลล อนุภาคจะถูกแยกออกเนื่องจาก 

steric effect ของวัสดุกรองซึ่งหมุนอยู การใช spin filter มีทั้งแบบติดตั้งภายในและภายนอก 

(Voisard และคณะ, 2003) ตัวแปรที่มีผลตอกระบวนการแยกเซลล และ ประสิทธิภาพการ retention 

ของ spin filter ไดแก ความเร็วรอบ, perfusion rate, วสัดุที่ใชทาํ filter, ขนาดรูพรุน และความเขมขน
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ของเซลล การดําเนินงานที่ใหการกกัเซลลที่ดีพอที่ perfusion rate สูงและการเกิดคราบเซลลเกาะนอย

ที่สุด เปนเรื่องที่มีความสาํคัญตอประสิทธิภาพของระบบนี ้ และเนื่องจากการทีไ่มสามารถเปลี่ยน

อุปกรณที่ติดต้ังอยูภายในได จึงตองออกแบบ spin filter และกระบวนการอยางดี เพื่อหลีกเลี่ยงการอุด

ตันอันจะทําใหการเลี้ยงเซลลส้ินสุดเร็วเกินไป  
  

2. Cross–flow filtration 
Cross-flow filtration เปนระบบการแยกเซลลภายนอกแบบหนึ่ง อาศัยการไหลที่

ผิวสัมผัสบนผิวหนาตัวกรอง เพื่อลดการเกิด คราบเซลลอุดตัน จากการสะสมของเซลล, โปรตีน, DNA 

และเศษเซลล ที่รูของตัวกรอง อัตราการไหลตองศึกษาใหเหมาะสมเพื่อหลีกเลี่ยงความเสียหายของ

เซลลอันเกิดจากแรงเฉือนในขณะที่เกิดการกรองที่ผิวสมัผัส มีหลักการของระบบอยู 2 ระบบ ไดแก 

hollow fiber module และ plate–and–frame module  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4  แผนภาพแสดงระบบการแยกเซลลดวย (A) Hollow fiber module และ (B) plate–and–

frame module 

Hollow fiber module 

เครื่องมือแยกเซลลชนิดนี้ประกอบดวย hollow fiber membrane อยูภายใน อาจ

รวมเขาดวยกนักับเครื่องปฏิกรณชีวภาพ เชน hollow fiber module (Blasey และคณะ, 1991) หรือ

เปนไฟเบอรโพลิเมอรขดหลวมๆภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ (Banik และคณะ, 1994) แตสวนใหญ

จะใชเปนอุปกรณภายนอก น้ําเลี้ยงเซลลจะไหลผานไฟเบอรเมมเบรน และสวนใสจะไหลผานรูของเมม

เบรน ในขณะที่เซลลเขมขนจะหมุนเวียนกลับสูถัง สามารถเก็บเกี่ยวสวนที่ซึมผานซึ่งประกอบดวย

ผลิตภัณฑได ระบบนี้ไมเหมาะกับการดําเนินการในขนาดสเกลใหญดวย perfusion rate สูงๆ และ

เลี้ยงเปนระยะเวลานาน เนื่องจากขนาดรูพรุนที่มีขนาดเล็กและการอุดตันอยางรวดเร็วของเมมเบรน 

เกิดขึ้นตั้งแตชวงตนของการเลี้ยง การเลี้ยงเซลลที่ความหนาแนนสูงใหลักษณะทีไ่มเปนเนื้อเดียว เซลล

ตองสัมผัสกับแรงเฉือนจากการปมดวยอัตราสูง อันเปนการสรางความเสียหายแกเซลล 

Feed 

Harvest 

Cell concentrate Feed 

Harvest 

Cell concentrate 

A B 
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Plate and frame module 

อุปกรณนี้พัฒนาขึ้นเพ่ือปองกันเซลลจากผลกระทบของแรงเฉือน ดวยการใช

ความเร็วในเชิงเสนต่ําที่ผิวหนาเมมเบรน (de la Broise และคณะ, 1991; Velez และคณะ, 1989) 

ประกอบดวย เมมเบรนสังเคราะห ประกบอยูระหวาง channel plate และ filtrate plate (Kawahara 

และคณะ, 1994) น้ําเลี้ยงเซลลจะถูกปมผานทาง channel plate และอยูบนผิวหนาเมมเบรน เกิด

แรงดันเพ่ิมขึ้นพอที่จะดันน้ําเลี้ยงเซลลผานเมมเบรนไปได การไหลของของเหลวบนผิวหนาชวยทําให

เมมเบรนสะอาดขึน้ และหนวงการเกิดการอุดตันที่รูของตัวกรอง ระบบนี้เอ้ือตอ perfusion rate ต่ําๆ 

สําหรับการเลี้ยงในขนาดเล็ก เกิดภาวะการกรองแบบไมเปนเนื้อเดียวตลอดบนพื้นผิว ทําใหระบบไม

เสถียร การปมเซลลดวยความเร็วสูง ทําใหเกิดแรงกดดันเชิงกลตอเซลล เกิดคราบเซลลอุดตันอยาง

รวดเร็ว และระยะเวลาที่เซลลตองอยูในอุปกรณภายนอกนีน้านยิ่งกวาระบบ hollow fiber อยางมาก 
 

3.  Dynamic filtration 
อุปกรณ vortex-flow filter เปน อุปกรณที่ติดตั้งภายนอก อาศัยแรงเฉือนสูงที่

ผิวหนาตัวกรอง ซ่ึงเกิดจากการเคลื่อนที่ของ rotor ที่อยูภายใน chamber โดยที่ rotor อาจมีรูปราง

ลักษณะทีห่ลากหลาย ไดแก รูปทรงกระบอก (Kroner และคณะ, 1988), จานรูปกรวย (Vogel และ

คณะ, 2002) สามารถปองกันคราบเซลลอุดตันไดโดยการเคลื่อนที่ของ rotor กอใหเกิด Taylor–

Couette flow ในชองวางภายในระหวาง rotor กับผิวหนาตัวกรอง ทําใหเกิดการหมนุวนซึ่งจะทําความ

สะอาดผิวหนาตัวกรอง ดังนั้นจึงลดการเกิดคราบเซลลอุดตันลงได แตการขยายสเกลยังคงยุงยากอยู  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปท่ี 2.5 แผนภาพแสดงระบบการแยกเซลลดวย Vortex-flow filter 
  

Feed 
Cell 
concentrate Harvest 
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2.1.6.2 การแยกโดยอาศัยความหนาแนน 
  

การพัฒนาเทคนิคการแยกเซลลนั้น หลายๆวิธีอาศัยความแตกตางของความหนาแนน

ระหวางเซลลและอาหารเลี้ยงเซลล แรงที่กระทําตอเซลลจะแตกตางกันไปในแตละเทคนิค อยางไรก็ด ี

หลักการพ้ืนฐานของการแยกนัน้ยังคงเหมือนกัน  
 

1.  Centrifugation 
การแยกเซลลวิธีนี้ อาศัย centrifugal force ในการปนเหวี่ยงอยางตอเนื่อง เพื่อจะ

ตกตะกอนอนภุาคที่อยูในของเหลว เปนระบบที่สามารถใชไดในระดบัสเกลใหญ แมวาหลักการทํางาน

จะไมยุงยาก แต centrifuge ก็เปนอุปกรณชนิดหนึ่งทีค่อนขางซับซอน ตองสามารถแยกเซลลออกจาก

น้ําเลี้ยงได โดยไมมีความเสียหายของเซลล และตองใหเซลลกลับเขาสูถังเลี้ยงเซลลภายใตสภาวะ

ปลอดเชื้อไดโดยที่ไมสูญเสียความสามารถในการเจริญ ซ่ึงเปนขอจํากดัหลักของเทคนิคนี้ 

(Chatzisavido และคณะ, 1994; Tokashiki และคณะ, 1990) 
 

2.  Gravitational settler 
ดวยการใชอุปกรณนี้ เซลลจะแยกออกเซลลจากน้ําเลี้ยงในสวนของ settling zone 

โดยอาศัยแรงโนมถวง ในขณะที่สวนใสรวมทั้งองคประกอบบางอยางที่ไมละลายน้ําซึ่งเกิดจากเซลล

ตาย จะแยกออกมาผานสวนบนของ settling zone แรงที่ผลักดันการตกลงมาโดยแรงโนมถวงนี้ คือ 

ความแตกตางของความหนาแนนระหวางเซลลและน้ําเลี้ยงเซลลซ่ึงมีคาประมาณ 50 กิโลกรัมตอ

ลูกบาศกเมตร เซลลสัตวมีการตกลงมาดวยอัตราที่ต่ํามากประมาณ 1-3 เซนติเมตรตอช่ัวโมงในสนาม

แรงโนมถวง สงผลใหประสิทธิภาพการแยกเซลลต่ําที่ perfusion rate สูงขึ้น (Tokashiki และคณะ, 

1993) 

 

 

 

 

 
 
 
 

Feed Cell concentrate Harvest 
Feed 

Harvest 

Cell 
concentrate 

รูปที่ 2.6 แผนภาพแสดงระบบการแยกเซลล

ดวย Centrifuge 

รูปที่ 2.7 แผนภาพแสดงระบบการแยก

เซลลดวย Inclined settler 
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3.  Acoustic aggregation sedimenter  
อุปกรณนี้ อาศัยคุณสมบตัิความเฉื่อยของเซลลโดยใชคลื่นเหนือเสียงความถี่สูงใน

การแยกแทนการใชเครื่องกีดขวางทางกายภาพ ทําใหเกิดการเกาะกลุมกันของเซลลในสนามคลืน่เสียง 

และกระตุนใหกลุมเซลลเกิดการตกตะกอน (Bierau และคณะ, 1998; Ryll และคณะ, 2000) จากนัน้ 

กลุมเซลลจะตกลงมาจากสนามคลืน่เสียง ในเวลาที่เครื่อง resonator หยุดทํางานชั่วขณะ และเวียน

กลับลงสูถังมาอยูในลกัษณะแขวนลอยอกีครั้ง สวนอาหารที่เปนสวนใสนัน้ออกจากระบบโดยผานปม 

ขอเสียหลัก คือ เมื่อดําเนินงานเปนระยะเวลานาน อุณหภูมิภายใน resonator จะเพ่ิมสูงขึ้น ซ่ึงอาจมี

ผลทําใหเซลลหรือผลิตภัณฑเสียหาย และรบกวนตอสนามคลื่นเสียง ทําใหประสิทธภิาพลดลง 

(Doblhoff–Dier และคณะ, 1994) นอกจากนี้ ประสิทธิภาพของการแยกจะเปลี่ยนแปลงไปเมื่อมี 

perfusion rate สูงขึ้น  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.8 แผนภาพแสดงระบบการแยกเซลลดวย Acoustic aggregation sedimenter 
 

โดยสรุปแลว อุปกรณแยกกันเซลลชนดิติดตั้งภายนอกหลายๆชนดิขางตนนั้น มักมี

ขอเสียที่สําคญั เมื่อเปรียบเทียบกับอุปกรณที่ติดตั้งภายใน คือ เซลลจะตองออกมาอยูภายนอกถัง

ระยะเวลาหนึง่ภายใตภาวะที่ไมเหมาะแกเซลล และการใชปมดูดน้ําเลี้ยงเซลลที่มีเซลลแขวนลอยอยู

อาจจะทําความเสียหายแกเซลลได ดังนัน้ การใชอุปกรณที่ติดตั้งภายในจึงไดรับความสนใจมากกวา 

โดยเฉพาะการใชอุปกรณ spin filter ชนิดติดตั้งภายใน จัดเปนวิธีที่มปีระสิทธิภาพสูงสุดวิธีหนึ่งสาํหรับ

การเลี้ยงเซลลสัตวและการผลิตสารทางชีวภาพ ทั้งในเรื่องของ perfusion capacity ระยะเวลาการ

เลี้ยงเซลล และการที่เซลลไมตองออกไปอยูภายนอกถงัอยางอุปกรณที่ติดตั้งภายนอก ดวยเหตุนี้ การ

ใชอุปกรณ spin filter จึงเปนเทคนิคที่เหมาะสมที่สุด สําหรับการเลี้ยงและแยกเซลลอยางตอเนื่องใน

ระดับสเกลใหญ (Emery และคณะ, 1995) 
 

Feed 

Harvest 
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2.1.7 การใชอุปกรณ spin filter สําหรบัการเพาะเล้ียงเซลลในระบบ perfusion  
 

spin filter เปน อุปกรณที่มลัีกษณะเปนโครงของเสนโลหะรูปทรงกระบอก มีพ้ืนผิวเปนรู

พรุนขนาดสม่าํเสมอ อาจติดตั้งอยูบนดามกวนหรือหมุนอิสระโดยมอเตอรอีกตัวหนึ่ง การเลี้ยงเซลล

เปนแบบตอเนื่อง มีการเติมอาหารใหมที่ดานนอกของ spin filter และในขณะเดียวกันมกีารนาํเอาน้าํ

เลี้ยงเซลลออกจากภายใน spin filter ดวยอัตราเดียวกัน ความหนาแนนเซลลสูงที่สุดทีไ่ดจาก

กระบวนการนี ้ ขึน้อยูกับประสิทธิภาพของ spin filter ที่จะทําใหเกิดการสูญเสียเซลลนอยที่สุดที่คา 

perfusion rate คาหนึ่ง สามารถใชงานในการแยกเซลลไดหลายรูปแบบ ไดแก เซลลแขวนลอย, 

anchorage–dependent หรือ immobilized cells และ aggregate–forming cells 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.9 ลักษณะการติดตั้งและการทาํงานของ internal spin filter 

การใช spin filter สําหรับเทคนิคการแยกเซลลประสบความสาํเร็จเปนครั้งแรก ในการ

เลี้ยงเซลลสัตวแบบ perfusion โดย Himmelfarb และคณะ (1969) โดยใชตาขายสเตนเลส ปดทับดวย

เมมเบรนโพลิเมอรขนาดรูพรุน 3 ไมครอน หมุนดวยความเร็วรอบ 300 รอบตอนาที สามารถเลี้ยงเซลล

ไดความหนาแนนสูงถึง 6.5x107 เซลลตอมิลลิลิตร รายงานนีไ้ดแสดงใหเห็นถึงคักยภาพของอุปกรณ ที่

สามารถเลี้ยงใหเซลลเจริญไดความหนาแนนสูง การศึกษาตอมาเกี่ยวกับการใช spin filter ในระบบ 

perfusion เปนการศึกษาเพ่ือความเขาใจถึงกลไกของการแยกเซลล การปรับปรุงลักษณะของ filter 

และสภาวะในการดําเนินงานใหดขีึ้น ที่จะทําใหสามารถเลี้ยงเซลลไดที่ perfusion rate สูงๆได และลด

การเกิดคราบเซลลอุดตัน สงผลใหอายกุารเลี้ยงนานขึน้ ความหนาแนนเซลลและ productivity สูงขึ้น 

ส่ิงที่สําคัญสําหรับการดําเนนิงาน เปนระยะเวลานานของ spin filter คือ 

ประสิทธิภาพในการกกักนัเซลลไดดี แมที ่ perfusion rate สูง และตองลดการเกิดคราบเซลลอุดตันลง

ดวย ปจจัยทีม่ีอิทธิพลตอกลไกเหลานี้ สามารถแบงไดเปน 3 กลุม ดังนี้ คือ ปจจัยที่เกี่ยวของกับ

คุณลักษณะของ spin filter ไดแก วัสดุ, การออกแบบ, ผิวหนาตวักรอง และขนาดรูพรุน ปจจัยที่

เกี่ยวของกับตวัแปรในการดาํเนินงาน เชน perfusion rate และ ความเร็วรอบของ spin filter และ

ปจจัยที่เกี่ยวของกับลักษณะของ culture ไดแก ความเขมขนของเซลลภายในถัง  

Harvest Feed 

Spin filter 

Rotating shaft 

Marine impeller 
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1. คุณลักษณะของ spin filter 
 

วัสดุของ filter 

วัสดุที่ใชในการสราง spin filter มี 2 ประเภท ไดแก ประเภทโลหะทาํจากสเตนเลสซึ่งมี

ประจุไฟฟาเปนบวก และประเภทโพลิเมอรสังเคราะหซ่ึงมีความเปนกลางมากกวา การเกิดคราบเซลล

อุดตันระหวางการเลี้ยงเซลล เกิดจากเซลลมีชีวิต เซลลตาย เศษเซลล โปรตีน และ DNA ซ่ึงมีประจุ

ไฟฟาเปนลบ การใชวัสดุสังเคราะหที่เปนกลางทางไฟฟาแทนตัวกรองชนิดสเตนเลส สามารถลดการ

เกิดคราบเซลลอุดตันได (Esclade และคณะ, 1991; Maiorella และคณะ, 1991; Mercille และคณะ, 

1994) แตกลับพบวารายงานสวนใหญนิยมใชแบบสเตนเลสมากกวา เนื่องจากมีขนาดรุพรุนใหเลือก

หลากหลาย อายุการใชงานนานกวา แข็งแรง ไมเสียรูปงาย ใชงานงาย ทําความสะอาดและฆาเชื้อได 
 
การออกแบบ filter 

รูปแบบการสานและทิศทางที่ปรากฏแตกตางกันของตัวกรอง อาจจะใหขนาดรูพรุนที่

ใกลเคียงกัน มีประสิทธิภาพการกักกนัเซลลตางกัน รายงานการใช spin filter รูปทรงกระบอก 2 ชิ้น 

แตละอันมีขนาดรูพรุนเทากับ 25 ไมครอน แตมีทิศทางการสานทีแ่ตกตางกัน ที่ความเร็ว 0.21 เมตรตอ

วินาท ี (Jan และคณะ, 1992) ช้ินหนึ่งใหการกักกันเซลลสูงถึง 95 % สําหรับ perfusion flow ระหวาง 

1.6 and 4.8 cm/h ในขณะที่อีกอันหนึ่งกกักันไดเพียง 50 และ 80 % ที่ชวง perfusion flow เดียวกนั 

นั่นแสดงใหเหน็ถึงความสําคัญของทิศทางการสานของตัวกรองตอประสิทธิภาพการกักกันเซลล 

 
 
 
 

 

รูปที่ 2.10 ลักษณะและทิศทางการสานของ spin filter ชนิดสเตนเลส ซ่ึงมีขนาดรูพรุนใกลเคียงกัน  
 

ขนาดรูพรุน 

การใชงาน spin filter ในระยะแรก จะใชขนาดเล็ก 1-10 ไมครอน เล็กกวาขนาดของ

เซลลสัตวซ่ึงมีเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยประมาณ 12-20 ไมครอน เปนผลทาํใหตัวกรอง สามารถกัน

เซลลไวไดอยางสมบูรณ แตรูพรุนที่มีขนาดเล็กมากอยางนี้ มีแนวโนมการเกิดการอุดตันดวยเซลลมี

ชีวิต เซลลตาย เศษเซลล โปรตีน และดีเอ็นเอไดสูง มีรายงานการใช spin filter ขนาดรูพรุน 1, 3, 5 

และ 10 ไมครอน พบวารูพรุนที่มขีนาดเล็กสงผลใหการกักกันเซลลเกิดขึ้นโดยสมบูรณ และใหความ
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เขมขนเซลลสูงถึงระดับ 107 เซลลตอมิลลิลิตร แตตัวกรองก็เกิดคราบเซลลอุดตันโดยสมบูรณภายใน

ระยะเวลาอันสั้น (Himmelfarb และคณะ , 1969; Tolbert และคณะ, 1981; Reuveny และคณะ, 

1986; Velez และคณะ 1987) 

ดวยวิธกีารเพ่ิมความเร็วรอบของ spin filter ทําใหสามารถใชงาน filter ที่มขีนาดรูพรุน

ใหญขึน้ได การกักกันเซลลแมจะไมสูงเทารูพรุนเล็ก แตก็สูงเพียงพอที่จะกันเซลลสวนใหญเอาไว

ภายในถังได ยังคงใหความเขมขนเซลลสูง ระยะเวลาการเลี้ยงเซลลรวมถึง productivity ก็สูงเชนกนั 

รายงานการใช spin filter ท่ีมขีนาดรูพรุนเทากับ 15-20 ไมครอน พบวาสามารถเลี้ยงไดความเขมขน

เซลลสูงประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร โดยไมเกิดคราบเซลลอุดตัน หลังจากการเลี้ยงเซลลเปน

เวลานาน (Deo และคณะ, 1996; Fenge และคณะ, 1993) การใช spin filter ขนาด 10 และ 20 

ไมครอน ใหความเขมขนสูงใกลเคียงกัน แต spin filter ขนาด 40 ไมครอน ใหความเขมขนเซลลลดลง 

ระยะเวลาการดําเนินงานจะลดลงเมื่อขนาดของรูพรุนสูงขึ้น (Siegel และคณะ, 1991) การใช spin 

filter ที่มีรูพรุนใหญกวาขนาดของเซลลโดยเฉลี่ย  ยังคงรักษาสภาพการกักเซลลที่ดอียูและยังหลกีเลี่ยง

การเกิดคราบเซลลอุดตันไดอีกดวย (Iding และคณะ, 2000; Jan และคณะ, 1992; Siegel และคณะ, 

1991) จึงเปนขอแนะนําโดยทั่วไปวาขนาดของ pore size ที่เทากับ 1.5 เทา ของขนาดเซลลเปนขนาด

ที่เหมาะสมในการใชงาน ลักษณะการเกิดคราบเซลลอุดตันบน spin filter เปนดังรูปที่ 2.11 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.11 ภาพถาย SEM แสดงการเกิดคราบเซลลอุดตันบน spin filter (A) ถายทนัทหีลังจากการถาย

เซลล (B) ถายหลังจาก 49 วนั (Deo และคณะ, 1996) 
 

พ้ืนที่ผิว filter 

พ้ืนที่ผิวของ spin filter เปน ปจจัยหนึ่งทีสํ่าคัญตอ perfusion flow rate แตเพราะวา

พ้ืนที่ผิวสมัพันธกับปริมาตรของน้ําเลี้ยงเซลลในสวนทีไ่มมีเซลลอยู ดังนั้นการเพิ่มขนาดตอปริมาตร

ของ spin filter มีผลลดปริมาตรของ working volume ลง จึงจําเปนตองหาจุดที่เหมาะสม 

ประสิทธิภาพการ perfusion เพิ่มขึ้นไดดวยการเพิ่มสัดสวนระหวางพื้นที่ผิว spin filter ตอ ปริมาตร

ของ culture (Deo และคณะ, 1996) 

B A 
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2. Operational culture characteristic 
 
คาตัวแปรในการดําเนินงาน เชน perfusion rate และการหมุนของ spin filter มีอิทธพิล

ตอการกักกนัเซลล และการเกิดคราบเซลลอุดตัน ความเร็วรอบการหมุนของ spin filter สามารถแปร

คาไดงาย แตประสิทธิภาพของ spin filter ตอการ perfusion ควรจะสูงมากเทาทีจ่ะเปนได เพ่ือที่จะให 

culture มีความเขมขนเซลลสูง 
 
Filter rotational speed 

การเพิ่มความเร็วรอบของ spin filter จะชวยทําใหเซลลถูกกวาดออกจากผวิหนาดวย

ความเร็วที่ผิวสัมผัส (tangential velocity) ดังนั้นจึงเปนการเพิ่มความสามารถในการ perfusion ของ

ระบบได (Yabannavar และคณะ, 1994) และทําใหความหนาแนนของเซลลเพิ่มขึ้น แตก็เปนการเพิ่ม

ปฏิสัมพันธระหวางอนุภาคและพื้นผวิขึน้ดวย ซ่ึงจะทําใหเกิดการเกาะของคราบเซลลที่ผิวหนา filter 

ตามมา (Deo และคณะ, 1996; Yabannavar และคณะ, 1992) จะเห็นไดวาการศึกษาหาสภาวะที่

เหมาะสม มีความจาํเปนสําหรับการดําเนินการเลี้ยงเซลลที่ความหนาแนนสูงๆ และใชเวลาในการ

เลี้ยงยาวนาน การแปรคาความเร็วรอบของ filter  มีผลกระทบโดยตรงตอการเกิดคราบเซลลอุดตัน 

และมีอิทธิพลตอการกักกนัเซลล จากการศึกษาการใช spin filter ขนาด 10, 20 และ 40 ไมครอน ใช 

latex beads (11.9±1.9 ไมครอน) แทนเซลล พบวาการกักกนัเซลลของ filter ทัง้ 3 ขนาดขึน้กับ

ความเร็ว และใหการกักกนัสูงสุดที่คาอัตราการกวนเดียวกนั ประมาณ 0.61 เมตรตอวินาที (Siegel 

และคณะ, 1991) การศึกษาโดยใช spin filter ขนาดรพูรนุ 20 ไมครอน ใช agarose beads (13±2 

ไมครอน) แทนเซลล พบวาการกักกันเพิ่มสูงขึ้น เมื่อความเร็วอยูในชวง 0.15 ถึง 0.43 เมตรตอวินาที 

และลดลงอยางรวดเร็วที่ความเร็วสูงกวา 0.43 เมตรตอวินาที แตเม่ือขยายขนาดขึ้น และมี perfusion 

flow สูงขึ้น ใหผลการกักกนัทีแ่ตกตางไป การกักกันเซลลลดลงตั้งแตความเร็ว 0.37 ถึง 0.73 เมตรตอ

วินาที (Iding และคณะ, 2000) การใช spin filter ขนาด 25 และ 40 ไมครอน และ perfusion flow 

ต้ังแต 1.6 ถึง 6.3 cm/h พบวา filter ทั้ง 2 ขนาด ใหการกักกนัดีขึน้เมื่อเพ่ิมความเร็วรอบสูงขึ้น (Jan 

และคณะ, 1992)  

จากรายงานหลายฉบับ เกี่ยวกับการใช filter ที่มีขนาดรูพรุนใหญกวาขนาดของเซลล

โดยเฉลี่ย ทั้งในการเลี้ยงเซลลหรือจําลองโดยใช bead แทนเซลล พบวาไดผลการ ศึกษาหลากหลาย 

เปรียบเทียบกนัไดยาก เนื่องจากมีตัวแปรที่ใชแตกตางกัน เชน perfusion rate, cell/particle 

concentration สําหรับ filter ที่มีขนาดรูพรุนที่ใหญกวาเสนผานศนูยกลางเซลลเล็กนอย (15–20 

ไมครอน) มรีายงานวาการกักกันเพิ่มขึน้ถึงระดับคงที่เมื่อเพ่ิมความเร็วรอบของ filter ถึงคาหนึ่ง 
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ในขณะที่รายงานอื่น จะไดคาที่เหมาะสมเพียงคาเดียว สวน filter ที่มขีนาดรูพรุนใหญกวาเสนผาน

ศูนยกลางเซลลมาก (25 ไมครอน) การกักกนัจะเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมความเร็วของ filter ในขณะที่อีก

รายงานพบวาการหมนุไมไดมีผลตอการกกักันแตอยางใด มักไมพบรายงานที่สอดคลองตรงกัน ดังนั้น 

จึงยังไมมีความสัมพันธระหวางการกกักนักับอัตราการหมุนของ filter ที่ชัดเจนนัก ท้ังนี้อาจจะขึ้นกบัตัว

อุปกรณและลกัษณะการดําเนินงานของแตละหองปฏิบัติการ 
 
Perfusion rate 

จากการศึกษาการกักกันเซลลของ spin filter พบวาการแปรคาของ perfusion rate 

ควบคูกับ filter rotation ใหลักษณะการกกักันที่ตางกนั การกักกันของ spin filter ที่มีขนาดรูพรุน 25 

ถึง 40 ไมครอน ไมขึน้กับ perfusion rate ตั้งแต 1.6 ถึง 6.4 cm/h พบวา ที่ความเร็วรอบของ filter สูง

กวา 0.63 m/s แตจะมีคาลดลงเมื่อ perfusion rate สูงขึ้นที่ความเร็วต่ํากวา 0.63 m/s (Jan และคณะ, 

1992) รายงานตอมา พบวา perfusion rate ไมไดเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเซลลที่อยูภายใน spin 

filter ขนาด 25 ไมครอน ทีค่วามเร็ว 0.4 m/s อยางมีนยัสําคัญ จนกระทั่ง perfusion rate สูงถึงระดับ 

4.3 cm/h ที่จะพบวาการกักกันเซลลเพิ่มขึ้นเล็กนอย (Yabannavar และคณะ, 1992) การกักกันของ 

spin filter  ที่มีขนาดรูพรุนเล็ก ไมไดรับอิทธิพลจาก perfusion rate แตจะแตกตางไปสําหรับรูพรุนที่

ขนาดใหญกวาเซลล และจะขึ้นกับปจจัยเร่ือง rotational speed ควบคูกับ  perfusion flow rate 
 
3. Culture characteristic – cell concentration 
 
ประสิทธิภาพการกักกันเซลล ไมขึ้นกับความเขมขนของเซลลในชวง 2.00–4.5x106 

เซลลตอมิลลิลิตร (Yabannavar และคณะ, 1992) แตความเขมขนเซลลสูงขึ้น มีผลทําใหเกิดคราบ

เซลลอุดตันไดสูงขึ้น โดยเฉพาะที ่ perfusion flow rate สูง (Favre, 1993) ความเขมขนของเซลลมี

ผลกระทบเล็กนอยตอการกักกันเซลล ในขณะทีก่ารเกดิคราบเซลลอุดตัน มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นพรอมๆกับ

ความเขมขนของเซลล นอกจากนี้ เศษเซลลและดีเอ็นเอ ที่ปลดปลอยออกมาระหวางการเลี้ยงที่มี

เปอรเซ็นตความรอดต่ํา มีแนวโนมเพิ่มการเกาะติดของเซลลบนผิวหนา filter ดวย (Esclade และคณะ 

1991) 
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2.1.8 ปจจัยที่มีผลตอการเจรญิของเซลลและการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี
 
สภาวะแวดลอมของการเลี้ยง มีผลกระทบอยางมากตอความมีชีวิต และการผลิตของ

เซลล ปจจัยตางๆ ทีไ่ดมีการศึกษา ไดแก  อุณหภูมิ ความเปนกรดดาง ระดับของออกซิเจนที่ละลาย 

(DO) การลดลงของสารอาหาร และการสะสมของของเสีย 

1.  อุณหภูมิ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมสาํหรับเล้ียงเซลลสัตว ขึ้นกับวา เซลลนั้นๆไดมาจากตนกาํเนิดใด 

และมาจากตําแหนงทางกายวิภาคสวนใด อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับเซลลไลนทีไ่ดจากมนษุย และ

สัตวเลี้ยงลูกดวยนม คือ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนคาใกลเคียงกับอุณหภูมิรางกาย (Freshney, 2005) 

2.  ความเปนกรด-เบส  

เซลลไลนสวนใหญจะเจริญไดดีที่ pH ใกลเคียงความเปนกลางที่ 7.2-7.4 เซลลสัตวจะ

ทนตอการเปลี่ยนแปลงคา pH ที่อยูในชวงระหวาง pH 6.6-7.8 แตคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม

ตอการเจริญของเซลลแตละชนิดจะแตกตางกันเล็กนอย (Freshney, 2005) 

3. ความเขมขนของออกซิเจนที่ละลาย (Dissolved oxygen) 

ออกซิเจน เปนองคประกอบหนึ่งทีจํ่าเปนตอเมแทบอลิซึมของเซลล ในการเลี้ยงเซลล 

ตองมีการใหออกซิเจนอยางเพียงพอตอความตองการ และควบคุมความเขมขนใหสม่ําเสมอเหนือคา

วิกฤต เซลลไลนแตละชนิดมีความตองการออกซิเจนทีเ่หมาะสมตางกัน เซลลสวนมากสามารถเจริญ

ไดคอนขางดีทีร่ะดับออกซิเจนในอาหารตั้งแต 5-100 เปอรเซ็นต อากาศอิ่มตัว และจะถูกยับยัง้การ

เจริญอยางรุนแรงเมื่อเจริญอยูในภาวะทีม่ีออกซิเจนต่ํามากๆ  

จากการศึกษาผลของคา dissolved oxygen ตอการเจริญของเซลลไฮบริโดมา 

เปอรเซ็นตความมีชีวิต การผลิตแอนติบอดี และเมแทบอลิซึมของกลูโคสและกลูตามีน พบวาจากการ

แปรคาความเขมขนของ dissolved oxygen ในชวง 8-100 เปอรเซ็นต มีผลตออัตราการเจริญจําเพาะ 

ความเขมขนเซลลสูงสุด และเมแทบอลิซึมของกลูโคสเพียงเล็กนอย (Boraston และคณะ, 1984) และ

รายงานการศกึษาความเขมขนของออกซิเจนท่ีเหมาะสม ตอการเจริญ พบวาเทากับ 0.5 เปอรเซ็นต 

(Miller และคณะ, 1987) และ 50-60 เปอรเซ็นต (Reuveny และคณะ, 1986; Phillips และคณะ, 

1987) ซึ่งตางไปจากคาที่เหมาะสมตอการผลิตแอนติบอดี ซ่ึงเทากับ 50 เปอรเซ็นต (Miller และคณะ, 

1987) 25 เปอรเซ็นต (Reuveny และคณะ, 1986) และ 12.5 เปอรเซ็นต (Phillips และคณะ, 1987) 

นอกจากนี้ คา dissolved oxygen สูงเทากับ 95 เปอรเซ็นต ลดอัตราการเจริญจําเพาะของเซลลลง แต

ไมไดมีผลตอเปอรเซ็นตความมีชีวิต และที่ระดับออกซิเจนต่ํา อัตราการเจริญจําเพาะไมไดขึน้กบัคา 

dissolved oxygen (Meilhoc และคณะ, 1990) 
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4. การลดลงของสารอาหาร 

โดยทั่วไปแลว เซลลจะเริ่มตายหลังจาก 3-5 วัน ในการเลี้ยงระบบ batch อันเนื่องจาก

การลดลงของสารอาหาร การสะสมของของเสีย หรือจากทั้ง 2 ปจจัย กลูโคสและกลูตามนี จัดเปน

สารอาหารหลกัที่สําคัญตอการเจริญของเซลล พบวาเมื่อมีการเติมกลูโคสและกลูตามีน เพิ่มใน

ระหวางการเลี้ยง จะสามารถยืดอายขุองเซลลและเปอรเซ็นตความมีชีวิตใหนานขึน้ และยังเพ่ิมความ

เขมขนของแอนติบอดีใหสูงขึ้นดวย ดังนั้น หลังจากการเจริญ 2-3 วัน กลูโคสและกลูตามีน จะกลายมา

เปนปจจัยที่จํากัดการเจริญและการผลิตแอนติบอดี (Reuveny และคณะ, 1986) 

5. การสะสมของผลิตภัณฑที่เปนพิษตอเซลล 

แอมโมเนยีและแลคเทต เปนผลิตภัณฑหลักที่เกิดจากเมตาบอลิซึมของกลูตามีน และ

กลูโคส มีผลเปนพษิตอเซลลไลนหลายชนิด เมื่อสะสมจนถึงความเขมขนระดับหนึ่ง โดยสงผลยับยั้ง

การเจริญ ลดอัตราการเจริญจําเพาะ มีผลตอเมตาบอลิซึม และการผลิตแอนติบอดีในเซลลไฮบริโดมา 

โดยที่เซลลแตละชนิด จะตอบสนองตอความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตไดตางกัน  (Ozturk 

และคณะ, 1992; Chen และคณะ, 1992) 
 

2.1.9 กลไกการสลายและการสงัเคราะหอาหาร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 2.12 แผนภาพแสดงเมแทบอลซึิมของเซลลไฮบริโดมา (Ozturk และคณะ, 1991) 
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กลูโคสและกลตูามีน จัดเปนสารอาหารหลักที่สําคัญตอการเจริญของเซลล เซลลจะใช

สารอาหารทั้ง 2 ชนิดนี ้ เพ่ือการสรางพลังงานในกระบวนการของเซลล เซลลใชกลูโคสเปนแหลง

พลังงานแรกผานทางวถิีไกลโคไลซิสเกิดเปนไพรูเวท และผานทางวถิีเพนโตสจะให pentose building 

block สําหรับการสรางกรดนิวคลิอิค ไพรูเวททีไ่ดจากวิถีไกลโคไลซิส จะเขาสู TCA cycle แตพบวา 

ไพรูเวทสวนใหญมักจะเปลี่ยนไปเปนแลคเทต สาเหตุของการเกดิแลคเทตปริมาณมากจากกลูโคส

ภายใตภาวะ aerobic นี้ยังคงไมชัดเจน สวนกลูตามนีก็ถูกใชเปนแหลงพลังงานหลกัสําหรับการเจริญ

ของเซลลเชนกัน (Reitzer และคณะ, 1979; Zielke และคณะ, 1984; McKeehan, 1986) เริ่มตนจาก

การดึงหมูอะมิโนดวยเอนไซมกลูตามีเนส จะไดแอมโมเนียออกมาเปนผลิตภัณฑพลอยได หรือนาํไปใช

ในกระบวนการสังเคราะหทางชีวภาพ ซ่ึงหมูแอมโมเนียจะถูกใชไปในการสังเคราะหผลิตภัณฑ 

โดยเฉพาะอยางยิ่ง การสรางไพริมิดีนและพิวรีน  ผลิตภัณฑทีไ่ด จากทั้ง 2 ทาง เปนกลูตาเมต ขั้นตอน

ท่ีสองของวิถีกลูตามิโนลซิิส คือ การเปลี่ยนกลูตาเมต ไปเปน α-ketoglutarate ซ่ึงในกระบวนการ

ประกอบดวยเอนไซมมากกวา 1 ชนิด เอนไซมทรานสอะมิเนสจะทาํหนาที่ดึงหมูแอมโมเนียออกจากก

ลูตาเมต และเอนไซมอีกสวนหนึ่งทําหนาที่สงหมูแอมโมเนียเขารวมกับ glycolytic intermediate 3-

phosphoglycerate เกิดเปนซีรีน และจะเปลี่ยนรูปเปน ไกลซนี ในเวลาตอมา กลูตาเมตยังสามารถ

เปลี่ยนรูปโดยเอนไซม glutamate dehydrogenase เกิดเปน α-ketoglutarate ซ่ึงจะปลดปลอยหมู

แอมโมเนยีตัวที่สองออกมา จากนั้น α-ketoglutarate จะถูกเเมแทบอไลตผานทาง TCA cycle ตอไป 

(Ozturk และคณะ, 1991) 
 

2.1.10 คาทางจลนศาสตร (kinetic parameters) 
 

คาตัวแปรทางจลนศาสตรมคีวามสาํคัญตอการพัฒนาการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา เพ่ือทํา

ใหมีความเขาใจลักษณะทางสรีรวิทยาของเซลลไดอยางลึกซึ้ง ไดแก ลักษณะการเจริญ เมแทบอลิซึม 

และการผลิตแอนติบอดีของเซลลภายใตภาวะของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ คาตัวแปรทางจลนศาสตร

เหลานี้ จะไดรับผลกระทบจากการตอบสนองที่ซับซอนของเซลล ตอการเปลี่ยนแปลงของภาวะภายใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ การศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลลตอการเปลี่ยนแปลงของภาวะ

แวดลอมและคาตัวแปรในการควบคุมระบบ มีความจําเปนตอการออกแบบเครื่องปฏิกรณชีวภาพและ

การควบคุมกระบวนการเลี้ยงเซลลใหมีประสิทธิภาพ ขอมูลและการแปรผลของคาตัวแปรทางจล

ศาสตรนี้ จะใชในการพฒันาเปนสมการทีเ่ปน model ที่จะสามารถคาํนวณเปนคาตัวเลขที่สะทอนถึง

ประสิทธิภาพของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ คาเหลานี้มกีารเปลี่ยนแปลงไปตามปจจัยหลากหลายประการ 

ไดแก อายขุองเซลล อาหาร แหลงของซรัีม แหลงพลังงาน ความจาํกัดของออกซิเจน pH อุณหภูมิ 

ผลิตภัณฑที่เปนของเสีย ระดับของสารอาหาร และอัตราการเจือจาง เปนตน การเปลี่ยนแปลงของคา
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จลนศาสตรจะศึกษาในลักษณะที่เปนคาที่ขึน้กับเวลา อยางไรก็ตาม จลนศาสตรของเซลลเปนเรื่องที่

คอนขางซับซอน การศึกษาผลกระทบของปจจัยหนึ่งๆ จําเปนตองควบคุมปจจัยอื่นๆใหคงที่ (Ozturk 

และคณะ, 1990, 1991) 
 
2.2 เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของกบัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและเทคนิคที่ใช

ในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาใน stirred-tank reactor 
 

 Reuveny และคณะ (1986) ไดศึกษาถึงปจจัยของสภาวะแวดลอมและปจจัยในการเลี้ยงเซลล

ที่สงผลกระทบตอการเจริญละความมีชีวติของเซลลไฮบริโดมา ไดแก อุณหภูมิ, ระดับของออกซิเจน 

การลดลงของอาหาร และการสะสมของเสีย พบวา อุณหภูมิที่ต่ํากวา 37 องศาเซลเซียส 3-9 องศา 

สามารถเพิ่มความมชีีวิตของเซลลแตลดการผลิตแอนติบอดี ระดับออกซิเจนที่ 25 เปอรเซ็นต สามารถ

ยืดระยะความมีชีวิตของเซลลและสามารถเพิ่มผลผลิตไดประมาณ 50 เปอรเซ็นต เทียบกับที่ระดับ

ออกซิเจน 60 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนคาที่เหมาะสมในการเจริญ การเติมอาหารในแตละวนัเพื่อรักษาระดับ

กลูโคสที่ความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตรและกลตูามีน 150 ไมโครกรัมตอเซลล 106 เซลลตอวัน 

สามารถรักษาระดับเซลลมีชีวิตไวที่ 1.7x106 เซลลตอมิลลิลิตร ไดนาน 9 วนั และผลิตแอนติบอดีได 

290 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพิ่มขึ้นประมาณ 70 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับการเติมกลโูคส หรือกลูตามีน

อยางใดอยางหนึ่ง แอมโมเนียมไอออนที่เติมลงไปในระดับที่เกิดขึ้นในระหวางการเลี้ยงเซลล สงผล

ยับยั้งการเจริญและลดการผลิตแอนติบอดี  สวนกรดแลกติกที่ความเขมขนที่พบระหวางการเลี้ยงไม

สงผลกระทบตอเซลล จากผลที่ไดแสดงวาสามารถเพิ่มการผลิตแอนติบอดไีดดวยการรักษาระดับ

ความมีชีวิตของเซลลใหไดระยะเวลานาน 

Reuveny และคณะ (1987) ไดศึกษาถึงปจจัยทีส่งผลกระทบตอการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดขีองเซลล murine cell line พบวาจะมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากระยะเอกซ

โพแนนเชียล ในการเลี้ยงเซลลแบบ batch ไดผลผลิตเทากับ 100-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

เพิ่มขึ้นเปน 290 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเติมกลูโคสและกลูตามีน กรดแลกติกที่เกิดขึ้นที่เกิดขึน้

จากกระบวนการของเซลล ไมไดสงผลเปนพิษตอเซลล ในขณะที่อาจมกีารสะสมแอมโมเนียในระดับที่

เปนพิษตอเซลลในระยะทายของการเจริญ จากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในระบบตางๆ ไดแก fed-

batch, semi-continuous, ระบบ 2 ขั้นตอน และ perfusion เปรียบเทียบกับระบบ batch พบวา การ

เลี้ยงเซลลแบบ fed-batch สามารถเพิ่มการผลิตไดจาก 15 เปน 27 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน แบบ 

semi-continuous ได 34 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน และเพิ่มเปน 62 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน เมื่อเลี้ยงตอ

ดวยแบบ batch หลังจาก semi-continuous สําหรับระบบ perfusion เปนระบบทีม่ีประสิทธิภาพที่สุด

ในการผลิต สามารถเลี้ยงเซลลไดความเขมขน 2.2x107 เซลลตอมิลลิลิตร ผลิตแอนติบอดีเขมขน 390 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน productivity เทากับ 660 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน การลดความเขมขน

ของซีรัมลงมาเทากับ 0.125 เปอรเซ็นต สงผลใหได specific activity ของแอนติบอดีเทากับ 0.4 ตอ

มิลลิกรัมโปรตีน 

Omasa และคณะ (1992) ไดศึกษาถึงผลกระทบของกรดอะมิโนบางชนิด (Asp, Ile, Leu, Lys, 

Met, Val, Phe และ Gln ซ่ึงเปนกรดอะมิโนที่ใชมากในระหวางการเลี้ยงเซลล) และกลูโคสตอการเจริญ

ของเซลลและการผลิตแอนติบอดี ในจานเลี้ยงเซลล พบวา เฉพาะการเตมิกลูตามีนเทานั้นที่ชวยเพิ่ม

อัตราการผลิตจําเพาะ สวนกรดอะมโินชนิดอื่นๆขางตนไมไดมีผลกระทบตออัตราการเจริญจําเพาะ

และอัตราการผลิตจําเพาะ และพบวาอัตราการเจริญจําเพาะจะลดลงเมื่อความเขมขนของกลูตามีนสูง

กวา 20 มิลลิโมลาร สวนอัตราการผลิตจําเพาะจะมีคาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูตามีนเทากบั 25 

มิลลิโมลาร 

Fenge และคณะ (1993) ไดศึกษาองคประกอบของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ที่เหมาะสมแกการ

เลี้ยงเซลลสัตว ในดานการกวน การใหอากาศและการเลี้ยงแบบ perfusion ที่ใชระยะเวลานาน พบวา

ใบกวนชนิด 3-blade segment สามารถกวนใหเปนเนื้อเดียวกนัไดโดยที่ shear rate ต่ํา เหมาะสมกับ

การใชงานกับเซลลสัตวซ่ึงมีความไวตอแรงเฉือน การใหอากาศแบบ bubble-free ผาน microporous 

membrane สามารถใหอากาศไดอยางเพียงพอกับเซลลและเหมาะกับการเลี้ยงในสเกลเล็ก จาก

การศึกษาการเลี้ยงเซลลแบบ perfusion พบวา spin filter ที่มีขนาด pore size 10-20 ไมครอน เปน

อุปกรณที่เหมาะสมสาํหรับระบบการเลี้ยงเซลลชนิด suspension culture สามารถเลี้ยงไดนาน 6-12 

สัปดาห  

 Yang และคณะ (2000) ไดศึกษาผลของการควบคมุกระบวนการโดยวิธ ี controlled-fed 

perfusion ที่มีตออัตราการผลิตตอหนวย (productivity) และคุณภาพของผลิตภัณฑ พบวา 

volumetric antibody productivity (กรัมตอลิตรตอวัน) เพิ่มขึ้นเกือบ 2 เทาเทียบกบัระบบ perfusion 

และสูงกวาระบบ batch และ fed-batch ประมาณ 10 เทา โดยการที่ productivity สูงขึ้น เนื่องจาก

จากการที่สามารถเลี้ยงเซลลไดความหนาแนนสูงขึ้นและลดการเจือจางของผลิตภัณฑ ทั้งนี้เปนเพราะ

การควบคุมการเติมสารอาหารในจุดที่ลดการเกิดเมแทโบไลท 

Feng และคณะ (2006) ไดพฒันาวธิีการควบคุมกระบวนการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแบบ 

Controlled-fed perfusion mode โดยรวมกับวิธี oxygen uptake rate-amino acids (OUR-AA) ซ่ึง

เปนวิธีการควบคุมการเติมกรดอะมิโนบางชนิด โดยพิจารณาผานการเปลี่ยนแปลงของคา OUR ใน

ระหวางการเลี้ยงแบบ perfusion พบวา เมื่อควบคุมกระบวนการเลี้ยงเซลลดวยวิธีนี้ สามารถเลีย้งให

เซลลมีชีวิต มีความหนาแนนไดสูงถึง 1.9x107 เซลลตอมิลลิลิตร และมี antibody productivity เทากับ 
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325 mg/l/d เพิ่มสูงขึ้นประมาณ 2 เทา เมื่อเทียบกับระบบ perfusion และ fed-batch โดยที่

แอนติบอดทีี่ไดมีคุณสมบัติทาง immunoreactivity และความบริสุทธิ์ เหมือนเดิม  

 Kurokawa และคณะ (1994) ไดศึกษาควบคุมความเขมขนของกลูโคสและกลตูามีนที่คา

ตางๆ ในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา พบวาเมื่อควบคุมปริมาณกลูโคสทีร่ะดับต่ํา คือ 0.2 กรัมตอลิตร ลด

แอคทวิิตีของ lactate dehydrogenase ลงครึ่งหนึ่งและลดความเขมขนของแลคเทตลง 3 เทา เทียบ

กับเมื่อควบคุมท่ี 1 กรัมตอลิตร แตพบวาการผลิตแอมโมเนียกลับเพิ่มขึ้น เพื่อลดการผลิตเมแทบอไลต

ที่เปนพิษลง และเพ่ิมอัตราการผลิตแอนตบิอดี จึงไดควบคุมกลูโคสและกลูตามนีที ่  0.2 และ 0.1 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ สามารถเพิ่มความเขมขนเซลลและแอนติบอดีไดเปน 2 เทาเมื่อเทียบกับปริมาณ

กลูโคสสูงๆ 

จากงานวิจัยทีผ่านมา เกี่ยวกับการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวน 

แสดงใหเห็นวามีปจจัยหลายอยางทีม่ีผลตอการเจริญและการผลิตแอนติบอดีของเซลล เชน ปจจัย

เรื่องการควบคุมอาหารโดยใชปรับระบบการเลี้ยงเซลลใหเหมาะสม การควบคุมระดับของเสีย หรือ

แมแตภาวะที่เหมาะสมในการใชงานอุปกรณกักกันเซลล โดยเปาหมายหลกัคือการเพิ่มความเขมขน

ของเซลลมีชีวิต และสามารถรักษาสภาพของเซลลมีชีวิตใหอยูรอดไดนานที่สุด อนัจะสงผลตอความ

เขมขนของแอนติบอดีและการเก็บเกี่ยวไดเปนระยะเวลานาน 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
  
3.1 เซลลไลน (cell line) 

 
เซลลไลนที่ใชในงานวิจัย เปนเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซา

ซิน โคลนหมายเลข 44 (ENRO 44) ของหนวยปฏิบัติการวิจัยการผลติแอนติบอด ี สถาบันเทคโนโลยี 

ชีวภาพและวศิวกรรมพันธศุาสตร ไดจากการหลอมรวมเซลลไมอีโลมา เขากับเซลลลิมโฟไซตจากมาม

หนูสายพันธุ BALB/c ที่ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันดวยสารเอนโรฟลอกซาซนิ ซ่ึงเชื่อมกับ Keyhole 

limpet hemocyanin (KLH) โมโนโคลนอลแอนติบอดีเปนอิมมิวโนโกลบิวลนิชนิด IgG1 (มนัสพงศ    

ชูศรี, 2005) 
 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการวจัิย 
 

1. กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (Inverted microscope) รุน TMS บริษทั Nikon 

Corporation, Japan 

2. ขวดแกว บริษทั Boro, Germany 

3. เครื่องกวนแมเหล็ก (Hot plate magnetic stirrer) รุน PC-101 บริษัท หริกุล กรุป จํากัด, 

Thailand และรุน HS-115 บริษทั Corning, USA  

4. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (Ultrasonicator) ชนิดอาง รุน Delta D 200 บริษัท D.S.C. 

group Co.,Ltd, Taiwan 

5. เครื่องชั่ง (Electronic balance) รุน PG 4002-S และ รุน AG204 บริษทั Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

6. เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถงักวน ระบบควบคุมคารบอนไดออกไซด (stirred-tank bioreac- 

tor) รุน Biostat B plus ประกอบดวยถังเลี้ยงเซลลชนิด double-jacket ขนาด 2 ลิตร, สวน

ควบคุมระบบ และอุปกรณประกอบ บริษทั Sartorius, Germany, O2 sensor รุน InPro 

6820, pH sensor ชนิด combination รุน 405-DPAS-SC-K8S/200 บริษทั Mettler Toledo, 

Switzerland, เครื่องทําความเย็นควบคุมอุณหภูมิ รุน CBDI-1HP บริษัท Scientific 
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promotion, Thailand, Spin filter รุน MDC 20 μm บริษทั B. Braun Biotech International, 

Germany. 

7. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (Top bench centrifuge) รุน MSE minor 35 บริษัท M.S.E. 

LTD, England 

8. เครื่องปมดูดจายของเหลว (Peristaltic pump) รุน 323s และ รุน 101U/R บริษทั Watson-

Marlow Limited, England 

9. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุน Vortex-Genies, รุน G-560E บริษทั Scientific 

Industries, Inc., USA 

10. เครื่องมือนับเซลล (Hemacytometer) ชนดิ Blight line บริษทั Boeco, Germany 

11. เครื่องแยกโปรตีน (Automated liquid chromatography system) รุน ÄKTAprime บริษทั 

Amersharm Biosciense Limited, Sweden 

12. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Multi-detection microplate reader) รุน synergy™ HT 

บริษทั BIO-TEK® Instruments, Inc, USA 

13. เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน SevenEasy บริษทั Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

14. เครื่องวัดปฏิกิริยาอิมมนู (Microtiterplate reader) รุน Titertex Multiskan MCC340 

บริษทั Corning, USA 

15. จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม บริษทั Nunc, Denmark 

16. จานเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลมุ บริษทั Nunc, Denmark 

17. ชุดเครื่องมือโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid 

chromatography, HPLC) ประกอบดวย system controller รุน SCL-8A, preparative 

liquid chromatography รุน LC-8A, column oven รุน CTO-6A, refractive index 

detector รุน RID-6A, chromatopac รุน C-R4A บริษทั Shimadzu, Japan และ 

Microsyringes รุน Microliter™ Syringes ขนาด 50 ไมโครลิตร บริษัท Hamilton, 

Switzerland, คอลัมน (HPLC organic acid analysis column) รุน Aminex®HPX-87H 

ชนิด ion exclusion and reverse phrase ขนาด 7.8x300 มิลลิเมตร บริษัท BIO-RAD, 

USA 

18. ชุดเพาะเลี้ยงเซลลพรอมเคร่ืองกวน (Spinner culture vessel and biological stirrer) ขนาด 

250 มิลลิลิตร บริษทั Techne , UK 
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19. ตัวกรองอาหารปลอดเชื้อ (Filter capsule) รุน Sartobran 150 บริษัท Sartorius, 

Germany 

20. ตัวกรอง (Filter) รุน Midisart® 2000 ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ชนิด PTFE บริษัท Sartorius, 

Germany 

21. ตูเพาะเลี้ยงเซลลระบบควบคุมระดับคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) รุน Revco 

ultima บริษทั Revco scientific Inc., รุน IT62 บริษทั Yamato Scientific Co.,Ltd., 

Japan 

22. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) ISSCO รุน HS-124 บริษทั International Scientific Supply 

Co., Ltd., Thailand 

23. ตูอบความรอนแบบแหง (Hot air oven) รุน Corntherm series five บริษทั Contherm 

Scientific Ltd., New Zealand 

24. ตูอบแหง (Oven)รุน UL-80 บริษทั Memmert, Germany 

25. ปมอากาศ (Air compressor) บริษัท Iwaki, Japan และ รุน Swan DR-115 บริษทั Tong 

Cheng Iron Works, Taiwan 

26. ปเปตตแกว ขนาด 10 มิลลิลิตร บริษทั HBG, Germany 

27. ภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 10, 50 และ 250 มิลลิลิตร บริษทั Nunc, Denmark 

28. ไมโครปเปตต (Micropipette) ขนาด 10, 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร บริษทั 

Gilson, France 

29. หมอน่ึงฆาเชื้อความดันไอน้ํา (Autoclave) รุน Udono-RII บริษทั Udono limited, รุน 

Hiclave HV-50, บริษทั Harayama manufacturing corporation และรุน KT 30 SD, 

บริษทั A.L.P., Japan 

30. หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Microfuge tube) บริษัท Axygen, USA 

31. หลอดปนเหวีย่งขนาด 50 มลิลิลิตร บริษทั Nunc, Denmark 

32. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน WB7 บริษัท Memmert,  Germany 
  
3.3 สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 

 
1. Ammonium chloride (NH4Cl) บริษัท Fluka, Swithzerland 

2. BCA™ protein assay reagent บริษัท PIERCE, USA 

3. Bovine serum albumin (BSA) บริษัท Sigma-Aldrich, Germany 
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4. Calcium-L-lactate pentahydrate (Ca(C3H5O3)2⋅5H2O) บริษัท Fluka, Netherlands 

5. Carbondioxide high purity บริษัท ฉัตรกร แล็บ เซ็นเตอร จํากัด, Thailand 

6. Citric acid monohydrate (C6H8O7⋅H2O) บริษัท Merck, Germany 

7. α-D(+)-glucose บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

8. Dimethylformamide (CHON(CH3)2) บริษัท Fisher scientific, USA  

9. Dimethyl sulfoxide (DMSO) บริษัท Fluka, Swithzerland 

10. Dipotassium hydrogenphosphate (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany   

11. Disodium hydrogenphosphate (Na2HPO4⋅2H2O) บริษัท Carlo erba, USA 

12. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide บริษทั Sigma-Aldrich, Germany 

13. Enrofloxacin (C19H22FN3O3) บริษัท Fluka, Swithzerland 

14. Ethanol (C2H5OH) 95 เปอรเซ็นต กรมสรรพสามิต, Thailand 

15. Fetal bovine serum บริษัท Invitromex, Germany 

16. Hydrogen peroxide (H2O2) บริษัท Fluka, Swithzerland 

17. L-glutamine, non-animal source (C5H10N2O3) บริษัท Sigma-Aldrich, Germany 

18. N-hydroxysuccimide (C4H5NO3) บริษัท Fluka, China 

19. Nitrogen high purity บริษัท ไทยอินดัสเตรียล แกส จํากัด (มหาชน), Thailand 

20. Non-fat dry milk บริษัท Mission, Thailand 

21. O-phenylenediamine (C6H4(NH2)2) บริษัท Abkem Iberia S.L., Spain 

22. Oxygen (medical grade) บริษัท ฉัตรกร แล็บ เซ็นเตอร จํากัด, Thailand 

23. Penicllin G Sodium บริษัท M&H manufacturing, Thailand 

24. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG (Gamma chain Specific) บริษัท Zymed, USA 

25. Phenol (C6H5OH) บริษัท Merck, Germany 

26. RPMI 1640 medium บริษัท Invitromex, Germany 

27. Sodium bicarbonate (NaHCO3) บริษัท Sigma-Aldrich, Germany 

28. Sodium cabonate (NaCO3) บริษัท Merck, Germany  

29. Sodium chloride (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

30. Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH2PO4⋅H2O) บริษทั Carlo erba, 

USA 
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31. Sodium hydroxide (NaOH) บริษัท Carlo erba, USA 

32. Sodium hypochlorite, Clorox® บริษัท The Clorox, USA 

33. Sodium nitroprusside dihydrate (C5FeN6Na2O⋅2H2O) บริษัท Fluka, Swithzerland 

34. Sodium pyruvate (C3H3NaO3) บริษัท Sigma-Aldrich, Germany 

35. Sulfuric acid (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 

36. Streptomycin sulfate บริษัท M&H manufacturing, Thailand 

37. Tris (hydroxymethyl)-aminomethane (C9H9HgO2SNa) บริษัท Sigma Chemical, USA  

38. Trypan blue for vital staining บริษัท B.D.H. Laboratory, England 
  
3.4 ข้ันตอนการดําเนนิงานวจิัย 

 
3.4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 

 
3.4.1.1 การนาํเซลลไฮบริโดมาที่เกบ็อยางถาวรมาเลี้ยง 
 
นําหลอดที่เกบ็เซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว หรือตูแช -70 

องศาเซลเซียส นํามาละลายที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ทันท ี เม่ือน้ํายาแชแข็งในหลอดละลาย

หมดแลวใหถายเซลลลงหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร นําไปปนลาง 2 ครั้ง ที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนัน้นาํเซลลไปเล้ียง

ตอในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี fetal calf serum (FCS) 20 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ใน

ภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร ทําการถายเซลลทุกๆ 2-3 วันเมื่อเซลลเจริญเต็มขวด 
 
3.4.1.2 การเก็บเซลลไฮบริโดมาอยางถาวร 
 
นําเซลลไฮบริโดมาที่มกีารเจริญอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล

ไฮบริโดมาที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) มาปนเหวีย่งใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 

1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้าํเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง เติมนํ้ายาแชแข็งเซลลที่ม ี

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ขณะเย็น ลงไปประมาณ 1 มิลลิลิตร 

ใชปเปตเปาขึน้ลงเบาๆ จนเซลลเขากนัดีกับน้ํายาแชแข็งเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดแชแขง็ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร นําไปแชทีอุ่ณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง จากนัน้จึงยายลงไปแชใน

ไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูม ิ -196 องศาเซลเซียส DMSO ที่เติมอยูในน้าํยาแชแข็งเซลล จะชวยทาํ

หนาที่ปองกนัการเกิดผลึกอันจะสงผลใหเซลลเกิดความเสียหายระหวางการแชแข็งเซลล  
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3.4.1.3 การเลี้ยงเซลลและการเพิ่มจํานวนเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลล 
 
การเลี้ยงเซลลและการเพิ่มจํานวนเซลลในขั้นตน โดยการนําเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 

เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ในภาชนะเลี้ยงเซลล

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 วัน จากนัน้ถายลงภาชนะปริมาตร 50 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 วัน บม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที ่ 5 เปอรเซ็นต   

จากนั้นจึงยายเซลลลงสู spinner flask ปริมาตร 200 มิลลิลิตร กวนดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที ่ 5 เปอรเซ็นต 

เลี้ยงเซลลเปนเวลา 2 วัน จนกระทั่งไดปริมาณเซลลเริ่มตนสําหรับเล้ียงใน stirred-tank bioreactor 

มากเพียงพอและความมีชีวติของเซลลสูงมากกวา 90 เปอรเซ็นต (ผลการทดลองที่ 4.2) แลวจึงเก็บ

เซลลจาก spinner flask ปนแยกเซลลออกแลวเปลี่ยนอาหารใหม โดยอุนอาหารเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ช่ัวโมงกอนการถายเซลล จากนัน้จึงถายเซลลลงสู stirred-tank 

bioreactor ใหมีความเขมขนเริ่มตนเทากบั 1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร  
 

3.4.2   การศึกษาการเตรียมเซลลตั้งตนใน spinner flask 
 
ศึกษาความเขมขนของเซลลเริ่มตนใน spinner flask และระยะเวลาการเลี้ยงเซลลที่

เหมาะสมเพื่อใหไดเซลลจํานวนมากเพียงพอ สําหรับศึกษาการเลี้ยงเซลลใน stirred-tank bioreactor 

และยังคงมีความมีชีวิตสูง มีขั้นตอนดังนี้ เริ่มตนการเตรียมเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 10 

มิลลิลิตร ใชอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาทีม่ี FCS 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) 10 มิลลิลิตร เลี้ยง

เปนเวลา 2 วัน จากนั้น ถายเซลลลงสูภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 50 มิลลิลิตร เลี้ยงตอเปนเวลา 2 วัน ซ่ึง

ขั้นตอนดังกลาวจะไดเซลลไฮบริโดมาเขมขนประมาณ 7-8x105 เซลลตอมิลลิลิตร และมีความมีชีวิตสูง

กวา 90 เปอรเซ็นต (อาจเตรียมเซลลไว 2 flask) จากนัน้ปนแยกเก็บสวนเซลล แลวถายลงสู spinner 

flask ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยคํานวณใหไดความเขมขนของเซลลเริ่มตนดังนี้ 5.0x104, 1.0x105 และ 

2.0x105 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหาร 200 มิลลิลิตร กาํหนดอัตราการกวนที่ความเร็ว 20 รอบตอนาที 

บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลล ควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดท่ี 5 เปอรเซ็นต 

เก็บตัวอยางเพื่อติดตามการเจริญและความมีชวีิตของเซลล ทุก 1 วนั จนกวาเปอรเซ็นตความมีชวีิตจะ

ลดลง 
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3.4.3 การติดตั้งระบบและการเตรียมเครื่องปฏิกรณชวีภาพแบบถังกวน 
  

 การติดตั้งระบบของเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถังกวนแสดงดังรูปที่ 3.1 ประกอบดวย 

ถังแกวสาํหรับเล้ียงเซลลชนิด double jacket ขนาด 2 ลิตร กับชุดควบคุมระบบสําหรับควบคุมภาวะ 

ของการเลี้ยงเซลล ระบบใหอากาศเปนแบบ bubble-free aeration ที่ใหฟองอากาศชนิดละเอียด

ขนาดเล็ก ผานชุดใหอากาศ silicone membrane basket ซ่ึงประกอบขึน้ดวยสายซิลิโคนขนาด 

3.00x0.35 มิลลิเมตร ยาว 15.2 เมตร พันอยูบนโครงเหล็กกลาไรสนิม ปลายทั้ง 2 ดานตอกบัสาย

ซิลิโคนและตอเชื่อมเขากับ top plate การควบคุมการใหอากาศเขาสู bioreactor อาศัยการวัด 

dissolved oxygen pressure (pO2) ดวย pO2 electrode ชนิดที่สามารถนึ่งฆาเชื้อได ควบคุมคา pO2 

คงที่ที่คาหนึ่งๆ คิดเปนเปอรเซ็นต air saturation (ปริมาตรตอปริมาตร) ดวย gas mixing station ที่ซ่ึง

จะผสมอากาศ, ออกซิเจน, ไนโตรเจน และคารบอนไดออกไซด โดยอัตโนมัติ แลวจึงปมเขาสูถังเลี้ยง

เซลลผานตัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร กําหนดอตัราการไหลของอากาศ 0.3-0.5 vvm ควบคุม

ความดันภายในสายซิลิโคนไมเกิน 0.8 บาร การกวนผสมใช 3-blade segment impeller ดังรูปที่ 3.2 

(Fenge และคณะ, 1993) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5.4 เซนติเมตร ทํามุม 30 องศา ติดตั้งอยูบนดาม

กวน ซ่ึงจะใหการกวนที่ไมรุนแรง ควบคุมอัตราการกวนคงที่ที่ 100 รอบตอนาที ควบคุมอุณหภูมคิงที่ที่ 

37 องศาเซลเซียส ดวย circulating water bath ควบคุมคาความเปนกรดดางที ่ 7.20±0.05 ดวย

คารบอนไดออกไซด และโซเดียมไบคารบอเนตเขมขน 8 เปอรเซ็นต  

หลังจากการเตรียมถังและตดิตั้งอุปกรณประกอบเปนที่เรียบรอยแลว นําไปนึ่งฆาเชื้อทั้ง

ระบบที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เมื่ออุณหภูมิในถังลดลงแลวจึงเติมอาหารเลี้ยง

เซลลไฮบริโดมาทีม่ี FCS 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1.0 ลิตร ที่ทําใหปลอดเชื้อดวยการกรองผานเมม

เบรน ขนาด 0.22 ไมโครเมตรแลว ลงสูถังผานทางทอซิลิโคนดวย peristaltic pump 

การติดตั้งระบบสําหรับการเลี้ยงเซลลแบบ perfusion ศึกษาในถังขนาด 2 ลิตร ปริมาตร 

อาหารเลี้ยงเซลล 1.2 ลิตร ควบคุมการเลี้ยงเซลลดังภาวะขางตน รวมกับการใชอปุกรณกักกนัเซลล 

ไดแก spin filter มีลักษณะเปนตะแกรงขนาดสม่าํเสมอรูปทรงกระบอก มขีนาดรูพรุนเทากับ 20 

ไมโครเมตร วัสดุเปน stainless steel มีพ้ืนที่ผิวการกรอง เทากับ 209.54 ตารางเซนติเมตร เสนผาน

ศูนยกลางวัดจากดานนอก 5.8 เซนติเมตร สูง 11.2 เซนติเมตร ขณะเลี้ยงเซลลดวยปริมาตรอาหาร 1.2 

ลิตร จะมีพื้นที่ที่สัมผัสกับน้าํเลี้ยงเซลล 85.6 ตารางเซนติเมตร spin filter ติดต้ังอยูบนดามกวน

เชนเดียวกับใบพัด ดังนั้น ความเร็วรอบของ spin filter จะเทากับความเร็วรอบในการกวนผสม สําหรับ

การเปลี่ยนถายอาหารดวยระบบ perfusion มีการเติมอาหารใหมลงสูถังดวย peristaltic pump เครื่อง
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แรก ในขณะที่ peristaltic pump อีกเคร่ืองหนึ่งทําหนาที่ดึงน้ําเลี้ยงเซลลออกจากสวนที่อยูภายใน 

spin filter ซึ่งจะเปนสวนทีเ่กิดการกรองเซลล ทั้งนี้ความเร็วรอบของ peristaltic pump กําหนดให

เหมาะสมกับอัตราการเปลี่ยนถายอาหาร ในแตละคาโดยไดมีการ calibrate ไวกอนลวงหนา 

การถายเซลลลงสูเครื่องปฏิกรณชีวภาพสามารถทําได ดังนี้คือ หลังจากเลี้ยงเซลลใน 

spinner flask เปนเวลา 2 วัน จะไดเซลลที่มีความเขมขนประมาณ 6.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร 

เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นต ปนแยกเก็บเซลลใหไดจํานวนเซลลมีชีวิตประมาณ 

1.20x108 เซลล ถายลงสูอาหารใหม ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จากนั้นจึงถายเซลลพรอมทั้งอาหารเลี้ยง

เซลลลงสู bioreactor ผานทางสายซิลิโคนและ peristaltic pump เมื่อส้ินสุดแลวจะไดความเขมขน

ของเซลลเร่ิมตนในถังจะมีคาประมาณ 1.0 x105 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตรเริ่มตนเทากับ 1.2 ลิตร 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1  แผนภาพแสดงระบบสําหรับการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถงักวน  

 
 
 

 

 

 

รูปที่ 3.2  ลักษณะของใบพัดแบบ 3-blade segment impeller (Fenge และคณะ, 1993) 
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3.4.4   การศึกษาการเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชวีภาพแบบถังกวน 
 

3.4.4.1 ศึกษาคา Dissolved Oxygen (DO) ที่เหมาะสมตอการเจรญิและการผลิต
โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

 
 หลังจากการถายเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ตั้งตนลงสูถังแลว ดําเนินการเลี้ยง 

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต ในระบบ Batch ควบคุมภาวะการเลี้ยงเซลล

ดังขอ 3.3.3 ควบคุมคา DO ผาน gas mixing station ที่ซึ่งจะผสมอากาศ, ออกซิเจน, ไนโตรเจน และ

คารบอนไดออกไซด โดยอัตโนมัต ิโดยแปรคา DO คงที่ตลอดการดําเนินงาน ดังนี้  

1) 20 เปอรเซ็นต air saturation 

2) 50 เปอรเซ็นต air saturation 

3) 80 เปอรเซ็นต air saturation 

ติดตามการเจริญและเมทาบอลิสมของเซลลไฮบริโดมา ไดแก การเปลี่ยนแปลง

ความเขมขนของเซลล,  เปอรเซ็นตความมีชีวิต,   การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี, การใชกลูโคส, 

การเกิดแลคเทตและแอมโมเนียซึ่งเปนของเสียจากกระบวนการเมทาบอลิสมของเซลล และระยะเวลา

ที่ใชในการเลี้ยงเซลล โดยเก็บตัวอยางทกุๆ 1 วัน นําขอมูลทีไ่ดมาคํานวณเปนคาตางๆ โดยใชคาที่

เซลลมีการเจริญในระยะเอกซโพเนนเชียล (Ozturk และคณะ, 1991; Meilhoc และคณะ, 1990) ดังนี้ 
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3.4.4.2  ศึกษาการเลี้ยงเซลลระบบ fed-batch 
 

หลังจากการถายเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ตั้งตนลงสูถังแลว ดําเนินการเลี้ยง 

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต ในระบบ fed-batch ควบคุมภาวะการเลี้ยง

เซลลดังขอ 3.4.3 ควบคุมคา DO คงที่ที่ 50 เปอรเซ็นต air saturation ตลอดการดําเนินงาน การเลี้ยง

เซลลระบบ fed-batch จะมีการเติมสารอาหารจําเปนบางชนิดหลังจากดําเนินการเลี้ยงเซลลไปได

ระยะหนึ่ง ชวงเวลาในการเติมอาหารพิจารณาจากลักษณะการเจริญเม่ือเล้ียงแบบ batch จากผลการ

ทดลองที่ 4.3 พบวาตําแหนงในการเติมอาหารที่เหมาะสม คือ เมื่อเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 2 วนั 

เนื่องจาก เซลลไฮบริโดมามชีีวิตยังคงเพ่ิมจํานวนอยูและยังคงมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูง โดยแบงการ

ทดลองเปนดังนี ้

1) เติม Fetal calf serum (FCS) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร FCS เปนแหลงของ 

growth factor และโปรตีนชนิดตางๆ ที่จําเปนตอการเจริญของเซลล โดยปริมาณที่เติมนี้ จะทําให

ความเขมขนของซีรัมภายในถังเพิ่มขึ้น 8 เปอรเซ็นต  

2) เติมกลูโคสใหมีความเขมขนสูงขึ้น 1 กรัมตอลิตร โดยความเขมขนที่เติมนี้

พิจารณาการผลการเลี้ยงเซลลแบบ batch พบวา เมื่อเล้ียงเซลลผานไป 2 วัน ความเขมขนของกลูโคส

จะลดลงมาจาก 4 กรัมตอลิตร เหลือประมาณ 3 กรัมตอลิตร ดังนั้นจึงเติมกลูโคสเพิ่มใหมีความเขมขน

กลับมาเปน 4 กรัมตอลิตร เทากับทีมี่ในอาหารเลี้ยงเซลลเร่ิมตน เตรียมโดยละลายกลูโคส 1.23 กรัม 

ในน้าํกลัน่ปลอดประจุปริมาตร 30 มิลลิลิตร  

3) เติมกลูตามีนใหมีความเขมขนสูงขึน้ 0.4 กรัมตอลิตร โดยความเขมขนที่

เติมนี้ พิจารณาจากสูตรอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา มีความเขมขนของกลูตามนีเริ่มตนเทากับ 0.4 

กรัมตอลิตร เตรียมโดยละลายกลูตามีน 0.48 กรัมในน้ํากลั่นปลอดประจุ 30 มิลลิลิตร  

4)  เติมกลูโคสและกลูตามีนใหมีความเขมขนสูงขึ้น 1 กรมัตอลิตร และ 0.2 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ เตรียมโดยละลายกลูโคส 1.23 กรัม และกลูตามีน 0.24 กรัม ในน้าํกลัน่ปลอด

ประจุ 30 มิลลิลิตร 

การเติมในแตละครั้งจะเติมผานทางสายซลิิโคนและอุปกรณเช่ือมตอ เพ่ือลด

โอกาสการปนเปอน ติดตามการเจริญและเมทาบอลิสมของเซลล โดยเก็บตัวอยางทกุๆ 1 วนั 
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3.4.4.3  ศึกษาการเลี้ยงเซลลระบบ perfusion 
 

หลังจากการถายเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ตั้งตนลงสูถังแลว ดําเนินการเลี้ยง

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต ควบคุมภาวะการเลี้ยงเซลลดังขอ 3.4.3 

ควบคุมคา DO คงที่ที่ 50 เปอรเซ็นต air saturation การเลี้ยงเซลลดวยระบบ perfusion ประกอบดวย 

peristaltic pump 2 เครื่อง ทําหนาที่เปลี่ยนถายอาหารระหวางถังเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมากับ

ถังเลี้ยงเซลล และระหวางถังเลี้ยงเซลลกับถังเกบ็น้ําเลี้ยงเซลล ตามลําดับ โดยเก็บน้ําเลี้ยงเซลลออก

จากภายใน spin filter ควบคุมปริมาตรของอาหารเลี้ยงเซลลในถังใหคงที่ที่ 1.2 ลิตร ดังรูปท่ี 3.3 

เริ่มตนระบบ perfusion เม่ือเล้ียงเซลลไดเปนระยะเวลา 2 วัน โดยไดทดลองดําเนินการเลี้ยงเซลลแบบ 

perfusion เปน 2 รูปแบบ ไดแก 

1. ระบบ perfusion แบบกึ่งตอเนื่อง (semi-continuous perfusion) เปลี่ยน

ถายอาหารดวยอัตรา 100 มิลลิลิตรตอวัน เริ่มตนเปลี่ยนถายเปนครั้งแรกหลังการเลี้ยงเซลลได 2 วนั 

จากนั้น เปล่ียนถายวนัละ 1 ครั้ง ครั้งละ 100 มิลลิลิตร โดยปมนํ้าเลี้ยงเซลลออกผานทาง spin filter 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาปริมาตร 100 มิลลิลิตร ทั้งนี้กระทํา

การเปลี่ยนถายอยางรวดเร็ว ติดตามการเจริญและเมทาบอลิสมของเซลล โดยเก็บตัวอยางทกุๆ 1 วัน 

2.  ระบบ perfusion แบบตอเนื่อง (continuous perfusion) เปลี่ยนถาย

อาหารอยางสมํ่าเสมอตอเนื่องดวย perfusion rate คงที่ เริ่มตนเปลี่ยนถายอาหารเปนครั้งแรกหลังการ

เลี้ยงเซลลเปนเวลา 2 วัน ดาํเนินการเปลี่ยนถายอาหารแบบตอเนื่องผาน peristaltic pump 2 ตัว การ

คํานวณ perfusion rate ดังสมการตอไปนี ้

perfusion rate (vvd)   =   ปริมาตรอาหารใหม / ปริมาตรน้ําเลี้ยงเซลลในถัง / เวลา 

กําหนดควบคมุ perfusion rate ใหคงที่ตลอดการดําเนินการ ดังนี้ 

1)  0.10  vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต ในการเปลี่ยนถาย 

2)  0.20  vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต ในการเปลี่ยนถาย 

3)  0.40  vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต ในการเปลี่ยนถาย 

4) 0.40  vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 5 เปอรเซ็นต ในการเปลี่ยนถาย 

5) 0.80 vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 5 เปอรเซ็นต ในการเปลี่ยนถาย  

ติดตามการเจริญและเมทาบอลิสมของเซลล โดยเก็บตัวอยางทกุๆ 1 วัน 
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รูปที่ 3.3  แผนภาพแสดงการเลี้ยงเซลลระบบ perfusion ใน stirred-tank bioreactor ท่ีติดตั้ง spin 

filter  ทําหนาที่เปนอุปกรณในการกกักนัเซลล  

 
3.4.5  การศึกษาเรื่อง Inhibition concentration ของ แลคเทตและแอมโมเนีย 

 
3.4.5.1  การศึกษาความเขมขนของเซลลเริ่มตนที่เหมาะสมในการทดสอบ 
 

เตรียมเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 โดยเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 50 

มิลลิลิตร เปนเวลา 2 วัน ใหไดเซลลมีชีวติทั้งหมดจํานวนอยางนอย 1.20x107 เซลล และมีเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตสงูกวา 90 เปอรเซ็นต ปนแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเซลลเกา จากนั้นเจือจางเซลลใหมี

ความเขมขนเริ่มตนเทากับ 2.5x104, 5.0x104, 1.0x105, 2.0x105, 5.0x105 และ 1.0x106 เซลลตอ

มิลลิลิตร ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา เลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลมุ บมที่อุณหภมิู 37 

องศาเซลลเซียส ในตูบมทีม่ีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 วัน ติดตามการเจริญและ

เปอรเซ็นตความมีชีวิตในแตละวัน เลือกความเขมขนของเซลลที่สามารถเจริญและมีเปอรเซ็นตความมี

ชีวิตสูงอยางนอย 2-3 วัน เพ่ือใชในการทดลองสวนตอไป ทั้งนี้เพ่ือเปนการหลกีเลี่ยงการตายอนัเกิดขึ้น

จากการเจริญที่หนาแนนเกนิไป ไมไดเกิดจากสารที่ตองการทดสอบอยางแทจริง 
 
3.4.5.2  ความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตตอการเจริญของเซลลไฮบริโดมา 
 

 เตรียมเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 โดยเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 50 

มิลลิลิตร เปนเวลา 2 วัน ใหไดเซลลทั้งหมดจํานวนอยางนอย 8.0x106 เซลล และมีเปอรเซ็นตความมี
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ชีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นต ปนแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเซลลเกา จากนัน้เจือจางใหเซลลมีความ

เขมขนเริ่มตนเทากับ 5.0x104 เซลลตอมิลลิลิตร (จากผลการทดลองที ่ 4.1) เลี้ยงเซลลในจานเลี้ยง

เซลลชนิด 24 หลุม ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แปรคาความเขมขนของแลคเทตและแอมโมเนียตางๆกนั ดังนี้ 

เตรียมสารละลายแอมโมเนยีมคลอไรด เขมขน 20 มิลลิโมลาร และสารละลายลิเทียมแลคเทต เขมขน 

20 กรัมตอลิตร กรองสารละลายผานเมมเบรนขนาด 0.22 ไมโครเมตร จากนั้นเจือจางลงในอาหาร

เลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ใหมีความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตเริ่มตนเทากับ 0-10 มิลลิโมลาร 

และ 0-10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ความเขมขนละ 3 หลุม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลลเซียส ในตูบมที่

มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตดิตามการเจริญและการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีของเซลลไฮบริโดมา 
  

3.4.6   การศึกษาเรือ่งประสิทธภิาพการกกักนัเซลล (Retention capacity) 
  

การศึกษาเรื่อง Retention capacity ศึกษาในถังเลี้ยงเซลลขนาด 2 ลิตร และมีปริมาตร

อาหารคงที่เทากับ 1.2 ลิตร อุปกรณกักกันเซลลที่ใชไดแก spin filter ที่มขีนาดรูพรุน 20 ไมโครเมตร 

การหมุนของ spin filter ขบัเคลื่อนโดยมอเตอรจากดานบน เชื่อมตอสายซิลิโคนจากทอเก็บตัวอยาง

ภายใน spin filter มีทิศทางของ perfusion flow ไหลออกจากภายใน spin filter ผาน peristaltic 

pump แลวแยกออกเปน 2 ทาง ทางหนึง่เปนปลายเปดออกสูภายนอกเพื่อเก็บตัวอยางน้ําเลี้ยงเซลล

จากภายใน spin filter อีกทางหนึ่งตอกลับเขาสูถังอีกครั้งในลักษณะ recycle loop เพื่อรักษาระดับ

ปริมาตรภายในถังและความเขมขนของเซลลใหคงที่ ดังรูปที่ 3.4 หลงัจากถายเซลลลงสูถังแลว เลี้ยง

เซลลไฮบริโดมาเปนเวลา 3 วัน ดวยภาวะดังขอ 3.4.3 ระยะเวลาการเลี้ยงนี้จะไดความเขมขนของ

เซลลทั้งหมดคงที่ (จากผลการทดลองที่ 4.3) จากนั้นเริ่มแปรคาอัตราการกวน เทากับ 50, 75, 100, 

125 และ 150 รอบตอนาที คิดเปนความเร็วเชิงเสนเทากับ 0.15, 0.23, 0.30, 0.38 และ 0.46 เมตรตอ

วินาที ตามลําดับ แตละคาอัตราการกวน แปรคา perfusion rate เทากับ 0.25, 0.5 และ 1.0 vvd 

ดําเนินการในแตละคาตัวแปรเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวจึงเก็บตัวอยางน้าํเลี้ยงเซลลภายในถัง 

(ภายนอก spin filter) และตัวอยางน้าํเลี้ยงเซลลจากภายใน spin filter โดยชะสายซิลิโคนประมาณ 

20 มิลลิลิตร เพื่อชะเอาเซลลที่ติดคางบริเวณขอตอออก จากนัน้นับจํานวนเซลลแลวคํานวณคาเปน

ความเขมขนเซลลของทั้ง 2 ตัวอยาง นําคาทีไ่ดมาคํานวณหาประสทิธิภาพการกกักันเซลล ดังสมการ

ตอไปนี ้

   100  ]
C

C
-[1    (%) capacity Retention

out

in ×=  
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เมื่อ Cin และ Cout คือ ความเขมขนของเซลลภายในและภายนอก spin filter ตามลําดับ 

คา retention สูงสุดเทากับ 100 เปอรเซ็นต หมายความวา ไมมีเซลลอยูภายใน spin filter เลย แสดง

วาการกักกันเกิดขึ้นโดยสมบูรณ จะเปนไปไดก็ตอเมื่อ spin filter มีขนาดรูพรุนเล็กกวาขนาดเสนผาน

ศูนยกลางของเซลล หรือเกิดการอุดตันอยางสมบูรณ คา retention capacity ต่ํากวา 1 เปอรเซ็นต เม่ือ

เซลลสามารถผาน spin filter เขาไปได นั่นคือ มีขนาดรูพรุนใหญกวาขนาดเสนผานศนูยกลางของ

เซลล สวนถาหากคาการกักกันเซลล เทากับ 0 เปอรเซ็นต หมายความวาอนุภาคทั้งหมดสามารถผาน 

spin filter เขาไปไดโดยไมมกีารกักกันเลย (Iding และคณะ, 2000) 
  

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 3.4   แผนภาพแสดงระบบการเวียนน้ําเลี้ยงเซลลแบบ recycle loop สําหรับการศึกษาเรื่อง

ประสิทธิภาพการกักกันเซลลของ spin filter (retention capacity) 
  

3.4.7   การวัดขนาดเซลลไฮบริโดมา 
  

การวัดขนาดเซลลไฮบริโดมา ใชวิธีการถายรูปเซลลไฮบริโดมาบน hemacytometer 

ภายใตกลองจุลทรรศนที่กาํลัง ขยาย 10 เทา ดวย Camera converter จากนัน้วัดเสนผานศูนยกลาง

ของเซลลเทียบเปนสัดสวนกับขนาดของตารางบน hemacytometer คํานวณเปนคาเฉลี่ยเสนผาน

ศูนยกลางของเซลลไฮบริโดมาโดยโปรแกรม SPSS for Windows 
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3.4.8  การเกบ็ตัวอยางเพื่อนบัจํานวนเซลลและการวิเคราะหปริมาณสาร 
  

3.4.8.1  การเก็บและการเตรียมตัวอยาง 
  

เก็บตัวอยางจากน้าํเลี้ยงเซลล โดยชุดเก็บตัวอยาง ผานทอซิลิโคนที่ตอเชื่อมกับ

ทอ stainless ที่ติดตั้งอยูภายใน หลังจากเก็บตัวอยางแลว นําน้าํเลี้ยงเซลลที่คางอยูในทอเก็บตัวอยาง

กลับเขาสูถัง โดยใชกระบอกฉีดดันผานตัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร ตัวอยางที่ไดแบงสวนหนึ่งไว

เพื่อวิเคราะหความเขมขนของเซลล สวนที่เหลือนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 

5 นาที แยกเก็บสวนน้าํใสไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สําหรับการวิเคราะหอื่นๆ ไดแก แอนติบกดี 

กลูโคส แอมโมเนียและแลคเทต 
  

3.4.8.2  การวิเคราะหความเขมขนของเซลล 
  

เซลลไฮบริโดมามีลักษณะการเจริญเปนแบบเซลลเดี่ยว สามารถวิเคราะห

ความเขมขนของเซลลมีชีวิตและเซลลตายไดโดย hemacytometer ดวยวธิ ี Trypan blue exclusion 

method (Tennant, 1964) ดังนี้ ผสมน้ําเลี้ยงเซลลกับสารละลาย trypan blue 0.4 เปอรเซ็นต 

(ภาคผนวก ข) ในอัตราสวนที่เหมาะสม ปเปตสวนผสมที่ไดประมาณ 20 ไมโครลิตร ถายลงบน  

hemacytometer ที่ปดดวย cover slip โดยอาศัย capillary action นับจํานวนเซลลไดภายใตกลอง

จุลทรรศนชนดิหัวกลับที่กาํลังขยาย 10 เทา คํานวณคาทีไ่ดเปนความเขมขนของเซลล สียอม Trypan 

blue มีคุณสมบัติชอบน้ํา สามารถแพรผานเมมเบรนของเซลลได เซลลตายจะติดสียอมและปรากฏสี

น้ําเงนิ สวนเซลลมีชีวิตจะสามารถขับสยีอมออกนอกเซลล ปรากฏเปนลักษณะใสวาว ไมติดสียอม 

การนับเซลลโดยใช Hemacytometer ดังนี ้
 
 

 

 

 

 
ความเขมขนของเซลล   = 

  (เซลลตอมิลลิลิตร) 

 
จํานวนเซลลใน 4 ชองใหญ (A-D) x อัตราการเจือจาง x 104  

          4 

เปอรเซ็นตความมีชีวิต   = 

        (เปอรเซ็นต) 

  ความเขมขนของเซลลมีชีวิต       x  100  

 ความเขมขนของเซลลทั้งหมด 
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3.4.8.3  การวเิคราะหความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสและแลคเทต 
  

การวิเคราะหความเขมขนของกลูโคสและแลคเทต วิเคราะหดวย HPLC 

คอลัมนชนิด ion exclusion และ reverse phrase กอนฉีดเขาคอลัมน กรองตัวอยางน้ําเลี้ยงเซลลดวย

เมมเบรน ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ฉีดตัวอยางครั้งละ 20 ไมโครลิตร เขาสูระบบ โดยมีสารละลาย 

H2SO4 เขมขน 0.02 โมลาร เปนสารละลายตัวพา กาํหนดอัตราการไหลเทากับ 0.6 มิลลิลิตรตอนาที 

ประมวลผลดวย reflective index detector กลูโคสและแลคเทตมี retention time ประมาณ 9 และ 

13 นาที ตามลําดับ เทียบพื้นที่ใตกราฟกบักราฟมาตรฐานของกลูโคสและแลคเทต ในภาคผนวก ก รูป

ที่ ก.4 และ ก.5 
  

3.4.8.4  การวิเคราะหปริมาณแอนติบอดดีวยวิธี indirect competitive ELISA 
  

การวิเคราะหปริมาณแอนตบิอดีโดยวิธี indirect ELISA มีขั้นตอนดังนี้ เคลือบ

จานชนิด 96 หลุมดวยสารละลายเอนโรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA (enro-BSA conjugate) ความ

เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

12 - 24 ชั่วโมง ลางดวย PBS 3 ครั้ง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5 เปอรเซ็นต หลุมละ 300 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBS 3 ครั้ง จากนั้นเติม

สารละลายแอนติบอดีมาตรฐาน ความเขมขน 0-150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และเติมสารละลาย

อาหารเลี้ยงเซลลที่ตองการวเิคราะหปริมาณแอนติบอด ี ที่เจือจางอยางเหมาะสมแลว หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นลางดวย PBS 3 ครั้ง เติม

แอนติบอดทีุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ซ่ึงมี HRP เชื่อมอยู (HPR-Rabbit anti-mouse IgG) เจือ

จาง 2000 เทา ใน PBS ที่มี BSA 0.5 เปอรเซ็นต หลมุละ 100 ไมโครลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซ่ึง

ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน phosphate citrate buffer pH 5.0 (ภาคผนวก ข) หลมุละ 

150 ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวย H2SO4 2.5 

โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง 

Microtiterplate reader คํานวณเปนความเขมขนของแอนติบอดีโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน

แอนติบอดี ดังภาคผนวก ก (รูปที่ ก.1) 
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3.4.8.5  การวเิคราะหปริมาณแอมโมเนีย 
  

วิเคราะหปริมาณแอมโมเนยีในสารละลายตัวอยางโดยวิธี Indophenol blue 

reaction ดัดแปลงจากวิธีการวิเคราะหยูเรียของ Fewcett และคณะ (1960) ดังนี้ เตรียมสารละลาย

มาตรฐานแอมโมเนียมคลอไรด 0-5 มิลลิโมลาร เจือจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา เติม

สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง 40  ไมโครลิตร ลงในจานชนิด 96 หลมุ เติมสารละลาย 

Sodium phenate  40 ไมโครลิตร สารละลาย Sodium nitroprusside 0.01 เปอรเซ็นต และ

สารละลาย Sodium hypochlorite อยางละ 60 ไมโครลิตร ตามลําดับ บมปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาทีไ่ดกบักราฟ

มาตรฐานสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด ในภาคผนวก ก รูปที่ ก.3  
  

3.4.8.6  การวเิคราะหปริมาณโปรตีน 
  

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ดวยวิธ ี BCA assay โดยใชชุดทดสอบ BCATM 

assay kit ของ บริษัท Pierce ดังนี้ เตรียม Working reagent ดวยการผสม Reagent A กับ Reagent 

B ในอัตราสวน 50 ตอ 1 เตรียมสารละลาย BSA ที่ความเขมขน 0-1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพ่ือ

ใชเปนสารละลายมาตรฐาน และเจือจางสารละลายโปรตีนตัวอยางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย 

PBS เติมสารละลายมาตรฐาน BSA และสารละลายโปรตีนตัวอยางลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 

25 ไมโครลิตร เติม Working reagent ลงไปในหลมุทีม่ีสารมาตรฐานและสารตัวอยางหลุมละ 200 

ไมโครลิตร เขยาจานชนิด 96 หลุม เบาๆ ประมาณ 30 วินาที บมท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปน

เวลา 30 นาที จากนัน้นาํออกมาวางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่

ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร 
  

3.4.9  การเตรียมสารสําหรับการวิเคราะหปริมาณแอนตบิอดีดวยวิธ ีELISA 
  

3.4.9.1  การเตรียมเอนโรฟลอกซาซินที่เชื่อมกับ BSA (ENRO-BSA conjugate) 
  
 เนื่องจากการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันหนูในงานวิจัยกอนหนานี้ (มนัสพงศ, 

2005) ฉีดกระตุนดวย ENRO-KLH conjugate ในงานวิจัยนี้ จึงเลือกใช ENRO-BSA conjugate 

สําหรับเคลือบจานชนิด 96 หลุม เพื่อวิเคราะหปริมาณแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในน้ําเลี้ยงเซลล 

โดยเตรียมเอนโรฟลอกซาซนิที่เชื่อมกับ BSA ตามวิธขีอง Watanabe และ คณะ (2002) ละลายเอน

โรฟลอกซาซิน  4 มิลลิกรัม,  NHS 3 มิลลิกรัม และ EDC 3 มิลลิกรัม ใน DMF 0.5 มิลลิลิตร  เขยาชา 
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ๆ เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนัน้เติมสารละลาย BSA 4 มลิลิกรัม ในบัฟเฟอรคารบอเนต 0.5 M, pH 9.6 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กวนเบาๆที่อุณหภมิูหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวจึงนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS 4-5 ครั้ง ทุกๆ  6 ช่ัวโมง จากนั้นกรองผานเมมเบรนขนาด 

0.22 ไมโครเมตร แบงเก็บแยกไวเปนสวนๆ นาํไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับเอน

โรฟลอกซาซิน ดวยวิธ ีBicinchoninic Acid Assay (BCA assay) และหาน้ําหนักโมเลกุลของ ENRO-

BSA conjugate เปรียบเทียบกับนํ้าหนักโมเลกุลของ BSA เพ่ือยืนยันการเชื่อมติดของเอนโรฟลอก

ซาซินกับ BSA หากน้าํหนกัโมเลกุลมากขึ้น แสดงวาการเชื่อมติดสําเร็จ ซ่ึงสามารถวิเคราะหไดดวยวธิี 

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-

MS) วิเคราะหที่ หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) 
  

3.4.9.2 การทาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิด์วยวิธ ีaffinity chromatogramphy 
  

นําน้ําเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ซ่ึงสรางโมโน

โคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน มาแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี affinity chromatogra- 

phy ผานคอลัมน ProteinA sepharose ดวยเครื่องแยกโปรตีน ÄKTAprime และโปรแกรม primeview 

มีขัน้ตอนดังนี ้ปรับคอลัมนใหอยูในสภาพสมดุลดวยบัฟเฟอรฟอสเฟต 0.1 โมลาร pH 8.0 จนกระทั่ง

โครมาโตแกรมมีเสน base line คงที่ แลวจึงเติมน้ําเลี้ยงเซลลที่ปรับคา pH ใหเปน 8.0 ดวยบฟัเฟอร  

Tris 1 โมลาร pH 9.0 แลว ลงในคอลัมนโปรตีนเอ กําหนดอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ีจากนั้นชะ

โปรตีน unbound ออกดวยบัฟเฟอรฟอสเฟต 0.1 โมลาร pH 8.0 จนกระทั่งโครมาโตแกรมมีเสน base 

line คงที่ แลวจึงชะแอนตบิอดีออกจากคอลัมนดวยบัฟเฟอรซิเตรท 0.1 โมลาร pH 3.0 เก็บแยกสวน

สารละลายแอนติบอดีที่ออกมาจากคอลัมนลําดับสวนละ 2 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร Tris 1 โมลาร pH 

9.0 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อปรับ pH ใหเทากับ 7.0 ชะจนกระทัง่โครมาโตแกรมมเีสน base line 

คงที่ แลวจึงลางคอลัมนโปรตีนเอดวยบัฟเฟอรฟอสเฟต 0.1 โมลาร pH 8.0 สําหรับลําดับสวนทีไ่ดนั้น

เก็บรวมลําดับสวนที่มีคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร สูงไวรวมกัน ทั้งนี้พิจารณาจากโครมาโตแก

รมที่แสดง นําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปล่ียน PBS 5 ครั้ง ทุก ๆ 6 ช่ัวโมง 

(Hudson และ Hay, 1980) จากนั้นกรองดวยเมมเบรน ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวแบงเก็บแยกไว

เปนสวนๆ เพ่ือใชเปนแอนติบอดีมาตรฐาน และนาํสวนหนึ่งไปวิเคราะหความเขมขนของแอนติบอดี

โดยวิธี BCA assay 
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3.4.9.2  การตรวจสอบความบริสุทธิข์องแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 
  

นําแอนติบอดทีี่ผานการทําใหบริสุทธิ์จากคอลัมนโปรตีน เอ มาตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ ดวยพอลิอะคริลาไมดเจล อิเล็กโตรโฟเรซิส ดังนี้ separating gel ประกอบดวยอะคริลาไมด

เจล 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ใหมีความกวางไมต่ํากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร 

และหนา 0.75 เซนติเมตร และ stacking gel  ประกอบดวยอะคริลาไมดเจล 5 เปอรเซน็ต (น้ําหนกัตอ

ปริมาตร) (ภาคผนวก ข) นําสารตัวอยางที่มีความเขมขน 5 ไมโครกรมัตอไมโครลิตร ผสมกับ sample 

buffer อัตราสวน 1:1 หลังจากนั้นนํามาตมที่ 99 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ปลอยใหเยน็จึงใส

ตัวอยาง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุมของเจล เริ่มแยกโปรตีนโดยใชกระแสไฟฟาที่มคีวาม

ตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต เม่ือตัวอยางเคลื่อนที่กอนถึงขอบเจลประมาณ 1 เซนติเมตร (90 นาท)ี หยุด

กระแสไฟฟา แลวนําแผนเจลมายอมดวยสี Coomassie brilliant blue เปนเวลา 30 นาที ที่

อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนาํไปแชใน Destaining solution โดยแชคางคืนไว และเปลี่ยน Destaining 

solution จนกระทั่งแผนเจลใสและเห็นแถบโปรตีนสีฟา 

สรางกราฟมาตรฐานระหวางคา relative mobility (Rf) กับ logarithm ของ

น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน (Prestained Protein, Fermentas) ที่ประกอบดวย ß-

galactosidase (117 kDa), Bovine serum albumin (85 kDa), Ovalbumin (49 kDa), Carbonic 

anhydrase (34 kDa), ß-galactoglobulin (25 kDa) และ Lysozyme (19 kDa) จากนั้นหาน้ําหนกั

โมเลกุลโปรตีนในสารตัวอยางจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก.6) 



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 ผลของแอมโมเนยีและแลคเทตตอการเจรญิและการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของ
เซลลไฮบริโดมา ENRO 44 

 
เมแทบอไลต 2 ชนิด ไดแก แอมโมเนยี และแลคเทตที่เกิดขึ้นในระหวางการเจริญของเซลล จะมี

ผลยับยั้งการเจริญของเซลลพันธุหลายชนดิรวมทั้งเซลลไฮบริโดมา และยับยั้งการผลิตแอนติบอด ีหาก

มีความเขมขนสูงขึ้นถึงระดับหนึ่ง (Ozturk และคณะ, 1992; Chen และคณะ, 1992) การทดลองนี้จึง

ไดศึกษาถึงความเขมขนของเมแทบอไลตทัง้ 2 ชนิด ที่มีผลตอการเจริญและการผลิตแอนติบอดีของ

เซลลไฮบริโดมา ENRO 44 เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนในการปรับปรุงระบบการเลี้ยงเซลลใหมีประสิทธิผล

สูงสุด มีผลการทดลองดังตอไปนี ้
  

4.1.1 การเจริญของเซลลที่ความเขมขนเริ่มตนตางๆ ในจานเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม 
 

ในการศึกษาเรื่องผลของแอมโมเนียและแลคเทตนั้น จะตองทําการศึกษาการเจริญของ

เซลลที่ความเขมขนเริ่มตนตางๆ เพื่อเลือกความเขมขนของเซลลที่เหมาะสม ทั้งนี้เพื่อหลีกเลี่ยงปญหา

การตายของเซลลตั้งแตชวงแรกของการทดสอบ อันเนื่องมาจากเซลลมีการเจริญที่หนาแนนเกินไป ซ่ึง

ไมไดเกิดจากผลของเมแทบอไลตที่ตองการทดสอบอยางแทจริง โดยแปรคาความเขมขนของเซลล

ในชวง 2.50x104 ถึง 1.00x106 เซลลตอมิลลิลิตร เลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร เปนเวลา 3 วัน ติดตามการเจริญของเซลลและเปอรเซ็นตความมีชวีิตของเซลลในแตละคา 

พบวาที่ความเขมขนของเซลลเริ่มตนเทากับ 2.50x104, 5.00x104 และ 1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร 

เซลลมีการเจริญไดอยางตอเนื่องเปนเวลา 2-3 วัน โดยทีม่ีเปอรเซ็นตความมชีีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นต 

ในขณะที่ความเขมขนเซลลเริ่มตน 2.00x105 และ 5.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร พบวาถึงแมจะยังมีการ

เจริญอยู แตก็เริ่มปรากฏการตายของเซลลเกิดขึ้น สังเกตุไดจากเปอรเซ็นตความมีชีวิตคอยๆลดลงใน

วันถัดมา สวนที่ความเขมขนเซลลเร่ิมตน 1.00x106 เซลลตอมิลลิลิตร พบวาเซลลมีชีวิตลดจํานวนลง

ทันทีในวันถัดมา สงผลใหเปอรเซ็นตความมีชีวิตลดลงทันทีในวนัถดัมาเชนกัน ดังรูปที่ 4.1 จาก

ลักษณะการเจริญนี้ จึงเลือกความเขมขนเซลลเริ่มตนเทากับ 5.00x104 เซลลตอมิลลิลิตร สําหรับการ

ทดสอบเร่ือง inhibition concentration เนื่องจากเซลลยังคงมีการเจริญอยู และมีเปอรเซ็นตความมี

ชีวิตมากกวา 90 เปอรเซ็นต นานถึง 3 วัน 
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รูปที่ 4.1 การเจริญและเปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ในจานเลี้ยงเซลลชนิด 

24 หลมุ เมื่อมีเซลลเริ่มตน ตั้งแต 0.25-10x105 เซลลตอมิลลิลิตร (A) การเจริญของเซลล 

(B) เปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลล 
 

4.1.2 ความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตทีย่ับยั้งการเจริญและการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีของเซลลไฮบริโดมา (inhibition concentration) 

 
หลังจากเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ความเขมขนเซลลเริ่มตน 5.00x104 เซลลตอมิลลิลิตร ใน

อาหารเลี้ยงเซลลที่มแีอมโมเนียมคลอไรดเขมขนในชวง 0-10 มิลลิโมลาร และที่มีลิเทียมแลคเทต

เขมขนในชวง 0-10 กรัมตอลิตร เปนเวลา 3 วัน แลวติดตามเปรียบเทียบการเจริญและความเขมขน

ของเซลลในแตละคาความเขมขนของเมแทบอไลตเริ่มตน พบวา ความเขมขนของเซลลในชุดทดลองที่

มีแอมโมเนียเขมขน 0-2 มิลลิโมลาร จะมีคาใกลเคียงกันในชวงประมาณ 6.68-6.98x105 เซลลตอ
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มิลลิลิตร และเม่ือความเขมขนเพิ่มสูงเปน 3 มิลลิโมลาร เซลลเริ่มจะมีการเจริญลดลงอยางชัดเจน 

และจะลดลงเหลือเพียง 66 เปอรเซ็นต เม่ือมีแอมโมเนยีเร่ิมตนสูงกวา 4 มิลลิโมลาร สวนแอนตบิอดี

เริ่มลดลงเมื่อมีแอมโมเนียเริ่มตนตั้งแต 2 มิลลิโมลารขึน้ไป ดังรูปที่ 4.2(A) สําหรับการศึกษาผลกระทบ

ของแลคเทตทีม่ีตอเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 พบวา ความเขมขนของเซลลในชุดทดลองที่มแีลตเทต

เขมขน 0-2 กรัมตอลิตร จะมีคาใกลเคียงกันในชวงประมาณ 6.85-6.96x105 เซลลตอมิลลิลิตร แตเม่ือ

ความเขมขนเพิ่มสูงเปน 3 กรัมตอลิตร เซลลเริ่มจะมีการเจริญลดลง และในขณะเดียวกนั กลับพบวา

แอนติบอดีเริ่มมีความเขมขนลดลงเมื่อมีแลตเทตตั้งแต 2 กรัมตอลิตรขึ้นไป การลดลงของแอนติบอดี 

สอดคลองกับความเขมขนเซลลที่ลดลงเปนลําดับ ดังรูปที่ 4.2(B)  

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

รูปที่ 4.2  ความเขมขนของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 และความเขมขนของแอนติบอดี หลังจากเลี้ยง

เปนเวลา 3 วัน (A) เมื่อมีความเขมขนของแลคเทตเริ่มตนเทากับ 0-10 กรัมตอลิตร (B) เม่ือ

มีความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนเทากับ 0-10 มิลลิโมลาร 
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จากผลการทดลอง สรุปไดวาความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตที่เริ่มมีผลยับยั้งการ

เจริญของเซลลมีคาเทากับ 3 มิลลิโมลาร และ 3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะทีค่วามเขมขนทีเ่ริ่มมี

ผลตอการผลิตแอนติบอดีมคีาเทากับ 2 มลิลิโมลาร และ 2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คาที่ไดใกลเคียงกับ

รายงานของ Chen และคณะ (1992) ซ่ึงพบวาเริ่มมีการยับยั้งการเจริญโดยแอมโมเนียที่ความเขมขน 

2.5 มิลลิโมลาร และแลคเทตที่ 2.5 กรัมตอลิตร สําหรับความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตทีมี่ผล

ทําใหเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 มีจํานวนเซลลลดลงเปนครึ่งหนึ่งมคีาประมาณ 4.5 มิลลิโมลาร และ 

6.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สรุปความเขมขนของเมแทบอไลตที่มีผลตอเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ดัง

ตารางที่ 4.1 นอกจากนีย้ังมีรายงานวาแอมโมเนียและแลคเทตมีผลเพ่ิมอัตราการใชกลูโคสและ กลูตา

มีน ซ่ึงจะยิ่งทาํใหเกิดการสะสมของเมแทบอไลตทั้ง 2 ชนิดมากยิ่งขึน้ และยังเพิ่มความเปนกรดภายใน

เซลลโดยเฉพาะเมื่อมีแอมโมเนียสูงขึ้นอีกดวย (Ozturk และคณะ, 1992) 
 
ตารางที่ 4.1  ความเขมขนของแลคเทตและแอมโมเนียทีม่ีผลตอเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 
 

ความเขมขน ผลกระทบตอเซลล 

แลคเทต (กรัมตอลิตร) แอมโมเนยี (มลิลิโมลาร) 

ผลยับยั้งการเจริญของเซลล 3.0 3.0 

ผลยับยั้งการเจริญ 50 เปอรเซ็นต 6.5 4.5 

ผลยับยั้งการผลิตแอนติบอดี  2.0  2.0  

 
4.2 การเตรยีมเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน spinner flask  
 

การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาใน stirred-tank bioreactor นั้นจะเริ่มตนการเลี้ยงดวยเซลลมีชีวิต

ความเขมขนประมาณ 1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร มีเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นต ใน

อาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 1.2 ลิตร ดังนั้นจึงจาํเปนตองเตรียมเซลลไฮบริโดมามชีีวิตใหไดไมต่าํกวา 

1.20x108 เซลล ในขณะที่ยงัคงมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงอยู ปจจัยที่จะทําใหไดเซลลจํานวนเพียงพอ

และยังคงมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูง คือ การเลือกความเขมขนเซลลตั้งตนใน spinner flask ที่

เหมาะสม โดยไดแปรคาความเขมขนของเซลล เทากับ 5.0x104, 1.0x105 และ 2.0x105 เซลลตอ

มิลลิลิตร เลี้ยงใน spinner flask ในอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 200 มลิลิลิตร มีเปอรเซ็นตความมชีีวิต

สูงกวา 90 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับ

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 วัน พบวา ที่ความเขมขนเซลลเริ่มตน 5.0x104 เซลลตอ
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มิลลิลิตร จะไดเซลลจํานวน 1.64x108 เซลล เมื่อเล้ียงเปนเวลา 3 วนั แตเปอรเซ็นตความมีชีวติลดลง

เหลือ 86.8 เปอรเซ็นต สวนที่ความเขมขนเซลลเริ่มตน 1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร เซลลเพิ่มจํานวนได

สูงถึง 1.50x108 เซลล เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน และเปอรเซ็นตความมชีีวิตยังคงสูงกวา 90 เปอรเซ็นต 

สวนที่ความเขมขนเซลลเริ่มตน 2.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร เซลลเพิ่มจํานวนไดสูงถึง 1.69x108 เซลล 

เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน แตเปอรเซ็นตความมชีีวิตกลบัลดลงเหลือเพียง 82.1 เปอรเซ็นต ดังรูปที่ 4.3 

เนื่องจากความเขมขนของเซลลเริ่มตนตางกัน สงผลตอลักษณะการเจริญและการใชสารอาหารของ

เซลล เซลลอาจมีความเขมขนสูงสุดเทากัน ก็แตจะมีอัตราการตายของเซลลที่ตางกันดวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3  การเจริญของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน spinner flask ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่ความ

เขมขนเซลลเริ่มตนตางๆ ดังนี้ (A) 5.0x104 (B) 1.0x105 (C) 2.0x105 เซลลตอมิลลิลิตร 
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จากผลการทดลอง สรุปไดวาการเตรียมเซลลใน spinner flask ท่ีเหมาะสมที่สุด คือ การใชเซลล

เริ่มตนที่ความเขมขน 1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล 200 มิลลิลิตร เปน

ระยะเวลา 2 วัน จะใหเซลลไฮบริโดมาจํานวนมากเพียงพอสําหรับเปนเซลลเริ่มตนในถังเลี้ยงเซลล 

และยังคงใหเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นตอยู จากนัน้จึงปนแยกเกบ็เอาเซลลออกจาก

อาหารเลี้ยงเซลล แลวจึงเติมลงในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มซีีรัม 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/

ปริมาตร) ปริมาตร 200 มลิลิลิตร ทั้งนี้เนื่องจากในอาหารเลี้ยงเซลลเดิม จะมีเมแทบอไลตที่เปนพิษตอ

การเจริญและการผลิตแอนติบอดีของเซลล ไดแก แอมโมเนียและแลคเทตสะสมอยู ซ่ึงจะมีผลตอการ

ลักษณะเจริญของเซลลในถังหากไมมกีารเปลี่ยนอาหาร หลังจากนัน้จงึคอยถายเซลลลงสูถังเพ่ือศึกษา

การเลี้ยงเซลลใน stirred-tank bioreactor ตอไป 
 
4.3   ผลของปริมาณออกซิเจนที่ละลาย (Dissolved Oxygen: DO) ตอการเจรญิและการผลิต

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีของเซลลไฮบรโิดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor 
 

ปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเจริญและการผลิตแอนติบอดีของเซลล คือ การใหออกซิเจนที่เหมาะสม

และเพียงพอตอความตองการ มีรายงานการศึกษาผลกระทบของ DO ตอการเจริญและเมแทบอลซึิม

ของเซลลหลายฉบับ พบวา การเจริญของเซลลจะถูกยับยั้งอยางรุนแรงในภาวะการเลี้ยงที่ปราศจาก

ออกซิเจน และในทางกลับกัน เซลลก็จะถูกทาํลายดวยการออกซไิดซในภาวะที่มีออกซิเจนสูงๆ 

(Kilburn และคณะ, 1969) ดังนั้นจึงมีชวงของคา DO ชวงหนึ่ง ที่เหมาะสมตอการเจริญของเซลล 

โดยทั่วไปแลว เซลลแตละชนิดจะมีคา DO ที่เหมาะสมตอการเจริญของเซลล และการผลิตแอนติบอดี

ที่แตกตางกัน และมีความไวในการตอบสนองตอคา DO ทีห่ลากหลาย (Thomas, 1986)  

เนื่องจากมีรายงานคาที่เหมาะสมตอการเจริญของเซลลในชวงทีก่วาง ดังนั้นจึงไดศึกษาคาการ

ละลายของออกซิเจนคงที่ที่คา DO ที่เหมาะสมสาํหรับเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 โดยกําหนดคา

ควบคุมคงที่เทากับ 20, 50 และ 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว ดําเนินการเลี้ยงเซลลในระบบ batch 

ติดตามเปรียบเทียบลักษณะการเจริญ การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี การใชกลโูคส และการผลิต

ของเสียของเซลล ที่เปล่ียนแปลงในแตละวัน พบวาเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 มีการเจริญและเม

แทบอลซิึม พิจารณาเปรียบเทียบในแตละปจจัย เปนดังตอไปนี ้
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4.3.1 การเจริญและความมชีีวิตของเซลล 

 การเจริญของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ที่คา DO 20, 50 และ 80 เปอรเซ็นต มีลักษณะ

ดังแสดงในรูปที่ 4.4 โดยพบวา เซลลมีการเจริญอยางชาๆ ในชวง 24 ช่ัวโมงแรก จากนัน้เขาสูระยะ

เอกซโพเนนเทียล ซ่ึงเซลลจะมีอัตราการเจริญที่สูงขึ้น ซึ่งอัตราการเจริญจําเพาะจะใกลเคียงกันอยู

ในชวงประมาณ 0.76-0.87 ตอวัน และพบวาอัตราการเจริญจําเพาะที่คา DO เทากบั 50 เปอรเซ็นต มี

คาต่ํากวาอีก 2 ภาวะเล็กนอย โดยที่ไมไดมีผลตอความมีชีวิตของเซลล ดังตารางที่ 4.2 แตถึงแมวาจะ

มีอัตราการเจริญที่ต่ํากวา เซลลกลับสามารถดํารงการเจริญของเซลลมีชีวิตไดนานกวา และมีความ

เขมขนเซลลสูงถึง 9.21x105 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงนาน 3 วนั อีกทั้งเปอรเซ็นตความมีชีวิตยัง

ลดลงชากวาดวย ในขณะที่อีก 2 ภาวะ จะมีลักษณะการเจริญที่คลายคลึงกัน มีความเขมขนของเซลล

สูงที่สุดประมาณ 6.00-7.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเปนเวลานาน 2 วัน และมีเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็วในวันถัดมา อยางไรก็ตาม พบวาทั้ง 3 ภาวะ สามารถคงเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตทีสู่งกวา 90 เปอรเซ็นตไดนานเพียง 2 วันเทานั้น จากนัน้ก็ลดลงอยางตอเนื่องในวันถัดมา 

จนกระทั่งมีคาต่ํากวา 1 เปอรเซ็นต ภายในระยะเวลา 5 วนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 ผลของคา Dissolved oxygen ตอการเจริญและความมีชีวิตของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

0 1 2 3 4 5

cultivation time (d)

vi
ab

le
 c

el
l (

10
5  c

el
ls

/m
l)

0

20

40

60

80

100

viability (%
)

50 % 20 % 80 % :  Viable cell 

50 % 20 % 80 % :  Viability 



 57 

4.3.2  ผลของ DO ตอการผลิตแอนติบอดี 

 จากการติดตามความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่คา DO ตางๆ ในแตละวัน 

ไดผลดังรูปที่ 4.5 เม่ือเปรียบเทียบการผลติแอนติบอดีที ่DO 20, 50 และ 80 เปอรเซ็นต พบวาในระยะ 

2 วนัแรกของการผลิต ทั้ง 3 ภาวะจะใหความเขมขนของแอนติบอดีใกลเคียงกันประมาณ 27.50-

32.09 มิลลิกรัมตอลิตร สอดคลองกับลักษณะการเจริญของเซลลมีชีวิต แตหลังจากนัน้ ที่คา DO 50 

เปอรเซ็นต ความเขมขนของแอนติบอดีจะเพิ่มสูงขึ้นจากเดิมเปน 2 เทา อันเปนผลจากการที่เซลลมี

ชีวิตยังคงเพิ่มจํานวนอยูในระยะเวลา 3 วัน สงผลใหยังคงมีการผลิตแอนติบอดีใหมีความเขมขนสงูขึ้น 

โดยมีอัตราการผลิตแอนติบอดีจําเพาะ ในชวงของการเจริญสูงสุดเทากับ 26.80 นาโนกรัมตอเซลลตอ

วัน หลังจากสิ้นสุดการเลี้ยงเซลลที่ระยะเวลา 5 วนั พบวาแอนติบอดีที่ได มเีขมขนสูงที่สุดเทากับ 

67.33 มิลลิกรมัตอลิตร มี productivity เทากับ 11.22 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน ในขณะที่เมื่อควบคุมคา 

DO คงที่ที่ 20 และ 80 เปอรเซ็นต ความเขมขนของแอนติบอดีจะเพ่ิมขึน้อีกเพียงเล็กนอยหลังจากชวง

ของการเจริญในวนัที่ 2 จากนัน้ก็จะคงทีท่ี่ความเขมขนสูงสุด เทากับ 44.03 และ 40.51 มิลลิกรัมตอ

ลิตร คิดเปน productivity เทากับ 7.34 และ 6.75 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน ตามลาํดับ ดังตารางที่ 4.2

ความเขมขนทีไ่ดคิดเปนความเขมขนเพียง 65.4 และ 60.2 เปอรเซ็นต ของความเขมขนทีไ่ดสูงสุดที่คา 

DO 50 เปอรเซ็นต ตามลําดบั 
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รูปที่ 4.5 ผลของคา Dissolved oxygen ตอการผลิตแอนติบอดีของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44          
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4.3.3  ผลของ DO ตอการผลิตแลคเทตและแอมโมเนียในระหวางการเลี้ยงเซลล 

 ผลิตภัณฑที่เปนของเสียสําคัญ 2 ชนิดที่เกิดขึ้นในระหวางการเลี้ยงเซลล ไดแก แลคเทต

และแอมโมเนยี จากผลการเลี้ยงไฮบริโดมาเมื่อควบคุมคา DO คงที่ที่ 20, 50 และ 80 เปอรเซ็นต 

อากาศอิ่มตัว พบวา แอมโมเนียและแลคเทตมีความเขมขนเพิ่มขึ้นเล็กนอยในวนัแรก จากนัน้ความ

เขมขนจึงจะสูงขึ้นอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 3 วนั จากนัน้ความเขมขนก็จะคงที่จนกระทั่งสิ้นสุด

การดําเนินงาน เม่ือควบคุมคา DO ที่ 50 เปอรเซ็นต จะใหทั้งแอมโมเนียและแลคเทตสูงที่สุดเทากับ 

2.13 มิลลิโมลาร และ 1.44 กรัมตอลิตร ความเขมขนของแอมโมเนียสงูถึงระดับที่เร่ิมมีผลตอการเจริญ

ของเซลลแลว สําหรับ DO 80 เปอรเซ็นต จะเกิดแลคเทตความเขมขนนอยที่สุด ประมาณ 1.15 กรัม

ตอลิตร เนื่องจากมีความเขมขนเซลลนอย และมีการใหอากาศสูง ในขณะที่ DO 20 เปอรเซ็นต จะเกิด

แอมโมเนยีนอยที่สุด เทากับประมาณ 1.56 มิลลิโมลาร ดังรูปที่ 4.6 การที่เมื่อควบคุมคา DO ที ่ 50 

เปอรเซ็นต แลวมขีองเสียทั้งแอมโมเนียและแลคเทตเกิดขึ้นมากที่สุดนั้น สอดคลองกับลักษณะการ

เจริญของเซลลที่มีความเขมขนเซลลสูงที่สุดเมื่อเล้ียงเซลลที่ภาวะนี ้ การสะสมของแอมโมเนียและแลค

เทตมีความสมัพันธกับการเจริญ และจะไมมีผลตอการเจริญและการผลิตแอนติบอดีเฉพาะในระยะ 

แรกเทานั้นเนือ่งจากมีความเขมขนไมสูงนกั เมื่อเซลลมีความเขมขนสงูขึ้น แอมโมเนียและแลคเทตจึง

สะสมเพิ่มสูงขึ้นตาม จากนัน้เซลลจึงหยุดการเจริญและการผลิตแอนติบอดี อันอาจจะดวยปจจัยเรื่อง

ความจาํกัดของอาหารหรือการสะสมของแอมโมเนยี 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6  ผลของคา DO ตอการผลิตแอมโมเนียและแลคเทตในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 
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4.3.4  ผลของ DO ตอเมแทบอลิซมึของกลูโคสเมื่อเปลี่ยนไปเปนแลคเทต 

 กลูโคสจัดเปนแหลงพลังงานที่สําคัญสําหรับเซลล การเปลี่ยนรูปของกลูโคสไปเปนแลค

เทต เปนสิ่งที่จะแสดงใหเหน็ถึงประสิทธภิาพการใชประโยชนจากกลโูคส โดยคํานวณเปนคาสดัสวน

ของแลคเทตตอกลูโคส หาไดจากความเขมขนของแลตเทต (มิลลิลิโมลาร) ที่เกิดขึ้นเมื่อส้ินสุดการเลี้ยง

เซลล ตอความเขมขนของกลูโคส (มิลลิลิโมลาร) ที่ใชไปในชวงเวลาเทากัน สําหรับคาสัดสวนนี้ จะมีคา

ตามทฤษฎีปริมาณสารสัมพันธสูงที่สุดเทากับ 2.00 หากกลูโคสทั้งหมดเปลี่ยนไปเปนแลตเทต  

จากการคํานวณหาคาสัดสวนของแลคเทตตอกลูโคสเมื่อเล้ียงเซลลที่ภาวะตางกัน พบวา

กลูโคสที่ใชสวนใหญจะเปลีย่นไปเปนแลคเทต ทั้ง 3 ภาวะ แตดวยสัดสวนที่ตางกัน ดังรูปที่ 4.7 

สัดสวนของแลคเทตตอกลูโคส ที่คา DO 20, 50 และ 80  เปอรเซ็นต มีคาเทากบั 2.03, 1.48 และ 

1.75 ตามลําดับ การที่สัดสวนคานีท้ี่ DO 20 เปอรเซ็นต มีคาเทากบั 2.03 สูงกวาคาทีไ่ดจากทฤษฎี 

นาจะเปนเพราะแลคเทตสวนหนึ่งอาจจะไดมาจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของกลตูามีน (Reitzer 

และคณะ, 1979) จากผลทีไ่ดแสดงใหเห็นวา ที ่DO 20 เปอรเซ็นต กระตุนใหเซลลมีเมแทบอลิซึมไปใน

ทิศทางไมใชออกซิเจนมากกวา การที่พบวาสัดสวนของแลคเทตตอกลูโคสมีคาสูง เนื่องจากในการ

เลี้ยงเซลลสัตว กลูโคสที่ใชไปสวนใหญจะเปลี่ยนไปเปนแลคเทต และมีเพียงสวนนอยเทานัน้ที่เขาสู

วงจร TCA โดยกลไกของปรากฏการณลกัษณะเชนนีย้งัไมปรากฏแนชัด (Ozturk และคณะ, 1990; 

Miller และคณะ, 1989; Reitzer และคณะ, 1979) สําหรับเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 นี ้ ก็เกิด

ปรากฏการณในลักษณะเดียวกนั โดยทีก่ลูโคสสวนใหญจะเปลี่ยนไปเปนแลคเทตอยางมากที่คา DO 

ตํ่า ในขณะทีค่า DO 50 เปอรเซ็นต กลูโคสจะถูกเปลี่ยนมาเปนแลตเทตนอยที่สุด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7  ผลของคา Dissolved oxygen ตอเมแทบอลิซึมของกลูโคส  
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4.3.5 การเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 จากการเลี้ยงระบบ batch 

จากผลการทดลอง พบวาเมื่อควบคุมคา DO คงที่ที่ 50 เปอรเซ็นต ในการเลี้ยงเซลลระบบ 

batch ใน stirred-tank  bioreactor จะใหผลการเลี้ยงเซลลที่ดีที่สุด จากการติดตามการดําเนินงาน 

พบวาลักษณะการเจริญเปนดังนี้ เซลลจะมีการเจริญในระยะแลค ในชวง 24 ชั่วโมงแรก โดยที่เซลลมี

ชีวิตเพ่ิมจํานวนขึน้อยางชาๆจาก 1.30x105 เซลลตอมิลลิลิตร เปน 1.79x105 เซลลตอมิลลิลิตร 

จากนั้นเขาสูระยะเอกซโปแนนเทียล ความเขมขนของเซลลเพิ่มจํานวนดวยอัตราทีสู่งขึ้น จนถึงความ

เขมขนสูงสุด 9.21x105 เซลลตอมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 3 วัน เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 

เปอรเซ็นต คงที่ในชวง 2 วันแรก จากนัน้ก็เริ่มลดลงในชวงทายระยะเอกซโพเนนเทียล อันเปนผลมา

จากการลดลงของสารอาหาร การสะสมของของเสีย ไดแก แลคเทต และแอมโมเนยี ในขณะที่เซลลมี

ชีวิตมีความเขมขนสูงสุด เปอรเซ็นตความมีชีวิตกลับเริ่มลดลงเหลือประมาณ 79.5 เปอรเซ็นต แมวา

เซลลทั้งหมดจะเพิ่มขึ้นเร่ือยๆจนถึง 1.22x106 เซลลตอมิลลิลิตร เม่ือถึง 4 วัน แตเซลลมีชีวิตกลับลดลง

อยางรวดเร็วในชวง 3 วนัหลัง และมีเปอรเซ็นตความมชีีวิตลดลงอยางรวดเร็วเชนกัน จนกระทั่งเปน 0 

เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 5 ของการเลี้ยงเซลล อัตราการเจริญจําเพาะของเซลลมีชีวิตในชวง 2 วนัแรก 

เทากับ 0.76 ตอวัน ดังรูปที่ 4.9 

การเพ่ิมขึ้นของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี มีลักษณะที่สอดคลองกับการเจริญของเซลล

ทั้งหมด ความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพ่ิมขึน้อยางชาๆในชวงที่เซลลเจริญในระยะ lag 

จากนั้นจึงเพิ่มขึ้นถึงความเขมขนสูงสุด เทากับ 67.33 มิลลิกรัมตอลิตร ในระยะเวลา 3 วัน สวน

ปริมาณกลูโคสลดลงอยางตอเนื่องในชวง 3 วันแรก จากประมาณ 4.00 กรัมตอลิตร และลดลงมาคงที่

ที่ประมาณ 2.30 กรัมตอลิตร ในขณะทีข่องเสีย 2 ชนิดไดแก แลคเทตและแอมโมเนียสะสมสงูขึ้น

เรื่อยๆและเริ่มมีคาคงที่เมื่อเลี้ยงได 3 วัน เทากับ 1.44 กรัมตอลิตร และ 2.13 มิลลิโมลาร ตามลาํดับ 

เนื่องจากเซลลมีชีวิตเริ่มลดจํานวนลงจนกระทั่งตายจนหมด  สําหรับความเขมขนแลคเทตที่เกิดขึ้นมา 

เทากับ 1.44 กรัมตอลิตร ยังไมถึงระดับทีจ่ะมีผลตอการเจริญของเซลลไฮบริโดมา แตความเขมขนของ

แอมโมเนยี เริ่มจะสูงจนถึงระดับที่เริ่มสงผลกระทบตอการเจริญของเซลลแลว 

เมื่อควบคุมคา DO ที่ 20 และ 80 เปอรเซ็นต จะมีรูปแบบการเจริญ การผลิตแอนติบอดี 

การเปลี่ยนแปลงกลูโคสและของเสีย ที่คลายคลึงกัน ดังรูปที่ 4.8-4.10 คาทางจลศาสตรของเซลลไฮบริ

โดมา ENRO 44 ในระยะเอกซโพเนนเทียล แสดงดังตารางที่ 4.2  

จากผลการศึกษาเปรียบเทียบ พบวาคา DO มีอิทธิพลตอทั้งการเจริญ การผลิต

แอนติบอดี การใชกลูโคสและการเกิดของเสียของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 จากผลการเลี้ยงเซลลที่

ผานมา สรุปไดวา การควบคุมการละลายของออกซิเจนที่ 50 เปอรเซ็นต ใหผลการเลี้ยงเซลลที่มี
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ประสิทธิภาพที่สุด ความเขมขนของเซลลมีชีวิตสูงที่สุดเทากับ 9.21x105 เซลลตอมิลลิลิตร ถึงแมคา

อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) จะมีคาต่ํากวา แตความเขมขนเซลลกลับเพิ่มขึ้นไดสูง

กวาอกี 2 ภาวะ มีอัตราการผลิตแอนติบอดีจําเพาะสูงที่สุด และใหแอนติบอดีความเขมขน 67.33 มิลลิ

ลิกรัมตอลิตร คิดเปน productivity ของผลิตภัณฑสูงที่สุดเทากับ 11.22 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน มีอัตรา

การใชกลูโคสและการผลิตแลคเทตจําเพาะสูงที่สุด แตกม็ีการสะสมของของเสีย 2 ชนิดสูงที่สุดดวย 

แตกระนั้น จากผลการเลี้ยงเซลลแบบ batch พบวาระยะเวลาการดําเนินงานจํากัดอยูที่ 5 

วัน แลวเซลลไฮบริโดมาก็จะตายจนหมด เปอรเซ็นตความมชีีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นตเพียง 2 วัน 

จากนั้นก็เร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว ดวยเหตุนี้ จึงไดปรับการเลี้ยงเซลลมาเปนระบบ Fed-batch เพื่อจะ

ชวยยืดอายขุองเซลล และมีระยะเวลาที่เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงยาวนานขึน้ อันจะสงผลตอการผลิต 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีความเขมขนสูงขึ้นดวย 
 
ตารางที่ 4.2  คาทีไ่ดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบ batch ใน stirred-tank 

bioreactor เมื่อควบคุมคา DO เทากับ 20 50 และ 80 เปอรเซ็นต 
 

 Dissolved Oxygen (% air saturation) parameters 

20 50 80 
 
เซลลมีชีวิตสูงสุด (เซลล/มล.) 

 
6.36 x 105 

 
9.21 x 105 

 
7.29 x 105 

เซลลทั้งหมดสูงสุด (เซลล/มล.) 1.04 x 106 1.22 x 106 1.02 x 106 

อัตราการเจริญจําเพาะ (/วัน) 0.87 0.76 0.86 

แอนติบอดี (มก./ล.) 44.03 67.33 40.51 

อัตราการผลิตแอนติบอดีจําเพาะ (นก./เซลล/วัน) 24.61 26.80 18.77 

อัตราการผลิตตอหนวย (มก./ล./วัน) 7.34 11.22 6.75 

กลูโคสที่เหลือ (ก./ล.) 2.82 2.25 2.79 

อัตราการใชกลูโคสจําเพาะ (นาโนกรัม/เซลล/วัน) 0.66 0.75 0.59 

แลคเทต (ก./ล.) 1.37 1.44 1.15 

อัตราการผลิตแลคเทตจําเพาะ  (นาโนกรัม/เซลล/วัน) 0.57 0.58 0.55 

แอมโมเนีย (มิลลิโมลาร) 1.56 2.13 1.82 

เมแทบอลิซึมของกลูโคส (โมลตอโมล) 2.03 1.48 1.75 

ระยะเวลาการเลี้ยงเซลล (วัน) 5 5 5 
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รูปที่ 4.8  การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor แบบ batch ควบคุมคา 

dissolved oxygen เทากับ 20 % air saturation (A) ลักษณะการเจริญของเซลล (B) 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนตบิอดี 
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รูปที่ 4.9  การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor แบบ batch ควบคุมคา 

dissolved oxygen เทากับ 50 % air saturation (A) ลักษณะการเจริญของเซลล (B) 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนตบิอดี 
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รูปที่ 4.10 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor แบบ batch ควบคุมคา 

dissolved oxygen เทากับ 80 % air saturation (A) ลักษณะการเจริญของเซลล (B) 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนตบิอดี 
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4.4 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบ fed-batch ใน stirred-tank bioreactor  
 

ศึกษาผลของการเติมสารอาหารหลักชนดิใดชนิดหนึ่ง ในระยะที่เซลลยังมีการเจริญอยางเต็มที่ 

โดยทีห่ลังจากถายเซลลตั้งตนลงในถังแลวดําเนินการเลี้ยงเซลลไปไดระยะหนึ่ง จะมีการเติมสารอา 

หารจําเปนบางชนิดเพ่ิมลงไป การพิจารณาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมอาหาร โดยพิจารณาจาก

ลักษณะการเจริญของเซลลในระบบ batch ซ่ึงพบวา เมื่อเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 2 วัน เซลลไฮบริโด

มายังคงมีเปอรเซ็นตความมชีีวิตสูงและเซลลมีชีวิตยังคงเพิ่มจํานวนอยู ดังนั้นจึงเลือกที่จะทําการเติม

อาหารแกเซลลในวนัที่ 2 ของการเลี้ยง สารอาหารทีเ่ติมใหแกเซลลในแตละการทดลอง ไดแก ซีรัม, 

กลูโคส, กลูตามีน และ กลโูคสรวมกับกลตูามีน โดยควบคุมคาการละลายของออกซิเจนคงที่ เทากับ 

50 เปอรเซ็นต ไดผลการทดลองเปนดังนี้  
 

4.4.1  ผลของการเติมซีรัมตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลล 

การศึกษาผลของการเติมซีรัมตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลไฮบริโดมา ENRO 

44 พบวา เซลลจะมีการเจริญในระยะ lag ในชวง 24 ชั่วโมงแรก จากนัน้เขาสูระยะเอกซโปแนนเทียล 

เปอรเซ็นตความมีชีวิตคงที่สูงกวา 90 เปอรเซ็นต ในชวง 2 วันแรก ณ เวลานี้ จึงเติมซีรัมปริมาตร 100 

มิลลิลิตร (ตําแหนงลูกศรชีล้งในรูปที่ 4.11) เซลลมีการเจริญจนถึงความเขมขนสูงสดุ 8.59x105 เซลล

ตอมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 3 วัน ในขณะที่เซลลมีชีวิตมีความเขมขนสูงสุด เปอรเซ็นตความมีชีวิต

กลับเริ่มลดลงเหลือประมาณ 79.5 เปอรเซ็นต เซลลทั้งหมดจะสะสมเพิ่มขึ้นเร่ือยๆจนถึง 1.29x106 

เซลลตอมิลลิลิตร ในระยะเวลา 5 วัน แตเซลลมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็วหลังจาก 3 วันแลว และมี

เปอรเซ็นตความมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็วเชนกัน จนกระทั่งเปน 0 เปอรเซ็นต การเพ่ิมขึ้นของโมโน

โคลนอลแอนติบอดี มีลักษณะที่สอดคลองกับการเจริญของเซลลทั้งหมด ความเขมขนเพ่ิมขึน้อยาง

ชาๆในชวงที่เซลลเจริญในระยะ lag จากนั้นจึงเพิ่มขึ้นถึงความเขมขนสูงสุด เทากบั 57.97 มิลลิกรัมตอ

ลิตร สวนปริมาณกลูโคสลดลงอยางตอเนื่องในชวง 3 วันแรก จากประมาณ 4.00 กรัมตอลิตร และ

ลดลงมาคงที่ที่ประมาณ 1.80 กรัมตอลิตร ในขณะทีข่องเสีย 2 ชนิดไดแก แลคเทตและแอมโมเนีย

สะสมสูงขึ้นเรื่อยๆและเริ่มมีคาคงที่เมื่อเลี้ยงได 3 วัน เทากับ 1.70 กรัมตอลิตร และ 1.16 มิลลิโมลาร 

ตามลําดับ ระดับความเขมขนของสารทั้ง 2 ชนิดนีย้ังไมสูงถงึระดับที่เร่ิมเปนพิษตอเซลล ดังรูปที่ 4.11 

มีรายงานการศึกษาผลของการเติมซีรัมหรืออินซูลิน ระหวางการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา  

พบวาสามารถกระตุนการแบงตัวของเซลลในระหวางการเลี้ยงเซลลระบบ batch และยืดระยะการ

เจริญในชวงเอกซโพเนนเทียลของเซลลออกไปได (Doverskog และคณะ, 1997) จากการทดลอง 

พบวาไดผลตางไปจากรายงานของ Doverskog นั่นคือ ไมสามารถยืดระยะการเจริญของเซลลไดมาก 



 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ fed-batch โดยการ

เติมซีรัม 100 มิลลิลิตร หลังจากเลี้ยงเซลลเปนเวลา 2 วัน (A) ลักษณะการเจริญของเซลล 

(B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนติบอดี  
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กวาการเลี้ยงระบบ batch ความเขมขนเซลลและแอนตบิอดีไมไดสูงขึน้กวาเดิม และเปอรเซ็นตความมี

ชีวิตก็ยังคงลดลงหลังจากเลี้ยงได 2 วันเชนเดิม แสดงวา การลดลงของเซลลมีชีวิตไมไดมีสาเหตจุาก

การขาดสารจาํเปนที่มีอยูในซีรัม 
 

4.4.2 ผลของการเติมกลูโคสตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลล 

จากการที่กลโูคส จัดเปนสารอาหารหลักที่สําคัญตอการเจริญของเซลล และจะกลายมา

เปนปจจัยที่จํากัดการเจริญและการผลิตแอนติบอดีเมื่อเล้ียงไดระยะหนึ่ง (Reuveny และคณะ, 1986) 

ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดศึกษาผลของการเติมกลูโคสในระหวางระยะการเจริญของเซลล ที่มีตอ

เซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ไดผลการทดลองเปนดังนี้ 

หลังจากที่เซลลมีการเจริญเขาสูระยะเอกซโปแนนเทียล มีเปอรเซ็นตความมีชีวิตคงที่สูง

กวา 90 เปอรเซ็นต ในชวง 2 วันแรก แลวจึงเติมกลูโคสใหมีความเขมขนในถังเพิ่มกลับขึน้มาเปน 4 

กรัมตอลิตร (ตําแหนงลูกศรชี้ลงในรูปที่ 4.12) เซลลมีการเจริญจนถงึความเขมขนสูงสุด 8.70x105 

เซลลตอมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 3 วนั แตเปอรเซ็นตความมีชีวิตกลับเริ่มลดลงเหลือประมาณ 73.3 

เปอรเซ็นต เซลลทั้งหมดจะสะสมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆจนถึง 1.31x106 เซลลตอมิลลิลิตร ในระยะเวลา 5 วัน 

แตเซลลมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็วหลังจาก 3 วันแลว และมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตก็ลดลงอยางรวดเร็ว

เชนกัน โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความเขมขนสูงสุด เทากับ 56.24 มิลลิกรัมตอลิตร สวนปริมาณ

กลูโคสลดลงอยางตอเนื่องในชวง 2 วนัแรก จากประมาณ 4.00 กรัมตอลิตร ลงมาเหลือ 3.18 กรัมตอ

ลิตร หลังจากที่เติมใหกลับมีความเขมขนเปน 4.00 กรมัตอลิตรเชนเดิมแลว กลูโคสก็ถูกใชไปจนลดลง

มาเหลือ 3.36 กรัมตอลิตร เมื่อผานไป 5 วัน สวนแลคเทตและแอมโมเนียสะสมสูงขึ้นเรื่อยๆและเริ่มมี

คาคงที่เมื่อเลี้ยงได 3 วัน เทากับ 2.03 กรัมตอลิตร 2.46 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ระดับความเขมขนของ

สารทั้ง 2 ชนิดนี้สูงถึงระดับที่เริ่มเปนพิษตอเซลล จากผลทีไ่ดพบวาการเติมกลูโคสมีผลเพิ่มการเกิด

แลคเทตใหสูงขึ้นเทียบกับระบบ batch และยังเพิ่มการเกิดแอมโมเนียไดอีกดวย ลักษณะการเจริญ

และเมแทบอลซิึมของเซลลแสดงดังรูปที่ 4.12 

จากการทดลองสรุปไดวา การรักษาภาวะความเขมขนของกลูโคสที่ระดับ 4.00 กรัมตอ

ลิตร ไมอาจยืดระยะการเลี้ยงเซลลได ความเขมขนของเซลลและแอนติบอดียังคงใกลเคียงกับระบบ 

batch ยังคงใหเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงไดเพียง 2 วันเชนเดิม นอกจากนี้ยังเปนการกระตุนการเกิด

ของเสียทั้ง 2 ชนิดอีกดวย โดยเฉพาะอยางยิ่ง แลคเทตซึ่งเปนเมแทบอไลตของกลูโคสโดยตรง 
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รูปที่ 4.12 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ fed-batch โดยการ

เติมกลูโคสใหกลับเปน 4 กรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยงเซลลเปนเวลา 2 วัน (A) ลักษณะการ

เจริญของเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และ

แอนติบอดี 
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4.4.3  ผลของการเติมกลูตามนีตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลล 

 กลูตามนีจัดเปนสารอาหารหลักที่สําคัญตอการเจริญของเซลลเชนกัน เซลลจะใชกลูตา

มีนทั้งเปนแหลงพลังงานและใชเปนสารตั้งตนในกระบวนการสังเคราะห และอาจเปนปจจัยที่จํากัดตอ

การเจริญของเซลล (Reuveny และคณะ, 1986) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดศึกษาผลของการเติม 

กลูตามนีในระหวางระยะการเจริญของเซลล ที่มีตอเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ไดผลการทดลองเปน

ดังนี้ 

เซลลมีการเจริญระยะเอกซโปแนนเทียล และมีเปอรเซ็นตความมีชีวิตคงที่สูงกวา 90 เปอร 

เซ็นต ในชวง 2 วันแรก แลวจึงเติมกลูตามีนใหมีความเขมขนในถังเพิ่มสูงขึ้นจากเดิม 0.4 กรัมตอลิตร  

(ตําแหนงลูกศรชี้ลงในรูปที่ 4.13) แตเซลลมีการเจริญจนถึงความเขมขนสูงสุด 8.49x105 เซลลตอ

มิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 2 วันแรก และภายหลังจากเติมกลูตามีนแลว เซลลมีชีวิตกลับมคีวาม

เขมขนลดลงเหลือ 7.22x105 เซลลตอมิลลิลิตร และเปอรเซ็นตความมีชีวิตก็ลดลงเหลือประมาณ 55.0 

เปอรเซ็นต ลดลงอยางรวดเร็วเมื่อเทียบกับระบบ batch จํานวนเซลลมชีีวิตลดลงอยางรวดเร็วหลังจาก

เลี้ยงไดเพียง 2 วันเทานั้น เซลลทั้งหมดจะสะสมเพิ่มขึน้เรื่อยๆจนถึง 1.40x106 เซลลตอมิลลิลิตร ใน

ระยะเวลา 5 วัน โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความเขมขนสูงสุดเพียง 38.57 มิลลิกรัมตอลิตร ความ

เขมขนลดลงเปนครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับระบบ batch เซลลใชกลูโคสลดลงอยางตอเนื่องในชวง 3 วันแรก 

ความเขมขนลดลงจากประมาณ 4.00 กรัมตอลิตร เหลือประมาณ 2.45 กรัมตอลิตร และคงที่ตั้งแตนั้น 

สวนแลคเทตและแอมโมเนียสะสมสูงขึ้นเรื่อยๆและเริ่มมีคาคงที่เมื่อเลี้ยงได 3 วนั เทากับ 1.93 กรมัตอ

ลิตร 2.82 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ระดับความเขมขนของแลคเทตยงัไมถึงระดับทีเ่ปนพิษตอเซลล แต

ความเขมขนของแอมโมเนียสูงเกินจากระดับที่เร่ิมเปนพิษตอเซลลแลว จากการเปรียบเทียบกับระบบ 

batch ลักษณะการเจริญและเมแทบอลิซึม ผลการทดลองที่ได พบวาการเติมกลูตามีนมีผลในการเพิ่ม

การเกิดแอมโมเนียใหสูงขึน้อยางมาก และยังเพิ่มการเกิดแลคเทตไดอีกดวย ดังรูปที่ 4.13 

จากการทดลองสรุปไดวา การเติมกลูตามีนใหกลับมามีความเขมขนสูงขึ้น ไมอาจยืด

ระยะการเลี้ยงเซลลได ความเขมขนของเซลลยังคงใกลเคียงกับระบบ batch ยังคงใหเปอรเซ็นตความ

มีชีวิตสูงไดเพียง 2 วันเชนเดิม และยังเรงการตายของเซลลใหเกิดเร็วขึ้น ที่สําคญัแอนติบอดทีี่ไดมี

ความเขมขนลดลงจากเดิมกวา 40 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังเปนการกระตุนการเกิดของเสียทั้ง 2 ชนิด

อีกดวย โดยเฉพาะอยางยิ่ง กระตุนการเกิดแอมโมเนียซึ่งเปนเมแทบอไลตของกลูตามีนโดยตรง 
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รูปที่ 4.13 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ fed-batch โดย

การเติมกลูตามีน 0.4 กรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยงเซลลเปนเวลา 2 วนั (A) ลักษณะการเจริญ

ของเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนตบิอดี 
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4.4.4  ผลของการเติมกลูโคสและกลูตามนีรวมกันตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลล 

ในการทดลองนี้ ไดศึกษาผลของการเติมกลูโคสรวมกลูตามีนในระหวางระยะการเจริญ

ของเซลล ที่มตีอเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ไดผลการทดลองเปนดังนี้ 

เซลลมีการเจริญอยางตอเนื่อง จนถึงความเขมขนสูงสุด 7.54x105 เซลลตอมิลลิลิตร และ

มีเปอรเซ็นตความมีชีวิตคงที่สูงกวา 90 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 2 วนัแรก จากนัน้หลังจากเติมกลูโคส

ใหมีความเขมขนในถังเพ่ิมสูงขึ้นเปน 4 กรัมตอลิตร และกลูตามนีใหเพิ่มสูงขึ้นจากเดิม 0.2 กรัมตอ

ลิตร (ตําแหนงลูกศรชี้ลงในรูปท่ี 4.14) พบวาเซลลมีชีวติกลับลดลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 4.05x105 

เซลลตอมิลลิลิตร และเปอรเซ็นตความมีชีวิตก็ลดลงเหลือประมาณ 39.5 เปอรเซ็นต ลดลงอยาง

รวดเร็วเมื่อเทียบกับระบบ batch เซลลมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงไดเพียง 2 วันเทานั้น โม

โนโคลนอลแอนติบอดีมีความเขมขนสูงสุดเพียง 51.42 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขนลดลงเมื่อเทียบ

กับระบบ batch เซลลใชกลูโคสลดลงอยางตอเนื่องในชวง 3 วันแรก ความเขมขนลดลงจากประมาณ 

4.00 กรัมตอลิตร เหลือ 2.94 กรัมตอลิตร หลังจากเติมใหกลับเปน 4.00 กรัมตอลิตรแลว กลูโคสก็ถูก

ใชจนลดลงมาเหลือ 2.97 กรัมตอลลิตร สวนแลคเทตและแอมโมเนียสะสมสูงขึ้นเร่ือยๆจนกระทั่งมี

ความเขมขน 1.89 กรัมตอลิตร 2.93 มลิลิโมลาร ตามลําดับ ระดับความเขมขนของแลคเทตยงัไมถึง

ระดับที่เปนพิษตอเซลล แตความเขมขนของแอมโมเนียสูงเกินจากระดับที่เริ่มเปนพิษตอเซลลแลว จาก

ผลการทดลอง พบวาการเติมสารอาหารทั้ง 2 ชนิดรวมกัน มีผลเพ่ิมการเกิดทั้งแลคเทตและแอมโมเนีย

ใหสูงขึ้นอยางมาก เทียบกับระบบ batch ลักษณะการเจริญและเมแทบอลิซึมแสดงดังรูปที่ 4.14 

จากการทดลองสรุปไดวา การเติมทั้งกลูโคสและกลูตามีนรวมกัน ไมอาจยืดระยะการ

เลี้ยงเซลลได ยังคงใหเปอรเซ็นตความมีชวีิตสูงไดเพียง 2 วันเชนเดิม ใหความเขมขนของเซลลกวาการ

เลี้ยงระบบ batch และยังเรงการตายของเซลลใหเกิดเร็วขึน้ นอกจากนี้ยังเปนการกระตุนการเกิดของ

เสียทั้งแลคเทตและแอมโมเนียดวย แอนติบอดีที่ไดมีความเขมขนลดลงจากเดิมอันเนื่องมาจากการที่มี

เซลลมีชีวิตลดลงทั้งยังมีของเสียในระดับสูง  
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รูปที่ 4.14 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ fed-batch โดยการ

เติมกลูโคสและกลูตามีน 2.0 และ 0.2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังจากเลี้ยงเซลลเปนเวลา 

2 วนั (A) ลักษณะการเจริญของเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต 

แอมโมเนยี และแอนติบอดี 
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ตารางที่ 4.3  เปรียบเทียบการเจริญของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 เมื่อเลี้ยงเซลลระบบ fed-batch 

 
จากผลการเลี้ยงเซลลระบบ Fed-batch ทั้ง 4 แบบ พบวายังไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ

เลี้ยงเซลลทั้งความเขมขนของเซลลและความเขมขนของแอนติบอดีได และยังมี productivity ต่ํากวา

ระบบ batch อยู สาเหตุนาจะเปนเพราะสารอาหารหลายๆชนิดทีม่ีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริดซึ่ง

ไมไดตรวจติดตาม อาจถกูใชจนหมด และระดับของเสียไดแกแลคเทตและแอมโมเนีย มีการสะสมเพิ่ม

สูงขึ้นจนกระทั่งมีผลตอทั้งการเจริญของเซลลและการผลติแอนติบอดี  

ดังนั้นจึงไดปรับระบบการเลี้ยงเซลลจาก Batch และ fed-batch เปนระบบ perfusion เพื่อให

การเลี้ยงเซลลมีการเปลี่ยนถายอาหาร ไดรับอาหารใหมและมกีารเจือจางเมแทบอไลตที่เปนพิษลง

อยางตอเนื่อง ซ่ึงนาจะชวยใหเซลลมีการเจริญไดยาวนานขึ้น และอาจทําใหความเขมขนเซลลสูงขึ้นได 

fed-batch      batch 

ซีรัม กลูโคส กลูตามีน กลูโคส- 

กลูตามนี 
 
เซลลมีชีวิตสูงสุด (เซลล/มล.) 

 
9.21x105 

 
8.59x105 

 
8.70x105 

 
8.49x105 

 
7.86x105 

เซลลทั้งหมดสูงสุด (เซลล/มล.) 1.22x106 1.29x106 1.35x106 1.40x106 1.03x106 

แอนติบอดี (มก./ล.) 67.33 57.97 56.24 38.57 51.42 

กลูโคสที่เหลือ (ก./ล.) 2.25 1.83 3.18 2.44 2.94 

แลคเทต (ก./ล.) 1.44 1.72 2.03 1.93 1.89 

แอมโมเนยี (มิลลิโมลาร) 2.13 1.16 2.46 2.82 2.93 

ระยะเวลาการเลี้ยงเซลล (วัน) 5 5 5 5 5 

productivity (มก./ล./วัน) 
 

13.47 11.59 11.25 7.71 10.28 
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4.5  การวัดขนาดเซลลไฮบริโดมา 
 
การศึกษาการกระจายตวัของขนาดเซลลไฮบริโดมา โดยใชวิธีวัดขนาดเซลลภายใตกลองจุล- 

ทรรศน เปรียบเทียบกับขนาดของ grid line บน hemacytometer ใชเทคนิคการยอมสีเซลลดวย 

trypan blue เพ่ือแยกเซลลมีชีวิตและเซลลตาย ดังรูปที่ 4.15 เซลลไฮบริโดมาทีน่ํามาวัดขนาด ไดจาก

การเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริดที่มซีีรัม 10 เปอรเซ็นต ในถังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 2 วัน หลงัจาก

การวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของเซลล แลวเทียบเปนสัดสวนกับชองบน hemacytometer  แลวนํา

คาทีไ่ดมาคํานวณเปนคาเฉลี่ยของทั้งเซลลมีชีวิตและเซลลตายโดยโปรแกรม SPSS พบวา เซลลไฮบริ

โดมาทีม่ีชีวิตมีขนาดกระจายตัวอยูในชวง 8.75-26.25 ไมโครเมตร คิดเปนคาเฉลี่ย 16.67±2.20 

ไมโครเมตร สวนเซลลตายจะมีขนาดโดยเฉลี่ย 15.39±2.21 ไมโครเมตร เล็กกวาเซลลมีชีวิตเล็กนอย  

เมื่อนําขนาดเซลลมาเปรียบเทียบกับขนาดรูพรุนของ spin filter ซ่ึงมีขนาดสม่าํเสมอเทากบั 

20 ไมโครเมตร พบวามีสัดสวนขนาดรูพรุนตอขนาดเซลล (porosity) เทากับ 1.20 คา porosity ที่สูง

กวา 1.00 เล็กนอยนี้ เปนสัดสวนที่ถือวาเหมาะสมสําหรับการเลี้ยงเซลลระบบ perfusion หากคานี้ต่ํา

กวา 1 นั่นแสดงวาเซลลมีขนาดใหญกวารูพรุน ถึงเซลลจะไมหลุดรอดออกมาไดในขณะที่ดําเนนิการ 

และสามารถกกักันเซลลไดสมบูรณหรือเกือบสมบูรณ แตกลับจะทาํใหเกิดการอุดตันของ filter ไดเม่ือ

ดําเนินการเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลานาน ในขณะทีห่ากคา porosity มคีาสูงเกินไปกจ็ะลด

ประสิทธิภาพการกักกันเซลลลง สงผลใหสูญเสียเซลลไปในระหวางดําเนินการมากเกินไป จากการที่

เซลลตายมีขนาดที่เล็กกวาเซลลมีชีวิตเล็กนอย สงผลใหสัดสวนขนาดรูพรุนตอขนาดเซลล (porosity) 

มีคาสูงกวาเซลลมีชีวิต โอกาสที่เซลลตายจะหลุดลอด spin filter ออกมาพรอมกับอาหารเลี้ยงเซลลมี

สูงกวา นั่นแสดงใหเห็นวา spin filter อาจมีคุณสมบัติในการคัดกรองเซลลตายออกจากเซลลมีชีวติได 

แมวาจะไมไดเกิดขึ้นอยางสมบูรณแบบกต็าม 
 

ตารางที่ 4.4  ขนาดของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 มีชีวติและเซลลตาย 

 ขนาดเซลลเฉล่ีย 

(μm) 

ชวงขนาดของเซลล 

(μm) 

porosity 

เซลลไฮบริโดมามีชีวิต 16.67±2.20 8.75-26.25 1.20 

เซลลตาย 15.39±2.21 10.00-20.00 1.30 
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รูปที่ 4.15 การวัดขนาดเซลลไฮบริโดมาผานกลองจุลทรรศน เทียบกับขนาดของ grid line บน 

hemacytometer 
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4.6  ประสิทธภิาพการกักกนัเซลลของ spin filter (retention capacity) 
 

spin filter เปนอุปกรณกักกันเซลลชนิดหนึ่งใชสําหรับการเลี้ยงเซลลสัตวในลักษณะแขวนลอย 

ในระบบ perfusion ประสิทธิภาพการกักกันเซลลของ spin filter ขึ้นกับหลายปจจัย ปจจัยที่เกี่ยวของ

กับการดําเนนิการเลี้ยงเซลลไดแก ความเร็วรอบของ spin filter และ perfusion rate รายงาน

การศึกษาเกี่ยวกับการกักกนัเซลลสวนใหญ กระทําโดยใชเซลลหรือใช bead เปนตัวแทน ซ่ึงมีความ

หลากหลายของตัวแปร ทําใหมีขอสรุปทีแ่ตกตางกนัในรายงานแตละฉบับ (Fenge และคณะ, 1991; 

Siegel และคณะ, 1991; Jan และคณะ, 1992; Yabannavar และคณะ, 1992; Iding และคณะ., 

2000) ดวยเหตุนี้ จึงไดศึกษาถึงประสทิธิภาพการกกักันเซลลของ spin filter ที่ขึน้กับปจจัยหลัก 2 

ประการ คือ ความเร็วรอบของ spin filter  และ perfusion rate  

การศึกษาประสิทธิภาพในการกักกนัเซลลของ spin filter ไดแปรคาปจจัยที่สําคัญ 2 ปจจัย 

ไดแก อัตราการหมุนของ spin filter ที่ 50, 75, 100, 125 และ 150 รอบตอนาที (คิดเปนความเร็วเชิง

เสนเทากับ 0.15, 0.23, 0.30, 0.38 และ 0.46 เมตรตอวินาที ตามลําดับ) และอัตราการหมนุเวียน

อาหารผาน spin filter (perfusion rate) ที่ 0.25, 0.50 และ 1.00 vvd ในลักษณะ recycle loop เพื่อ

รักษาปริมาตรใหคงที่  ในการทดลองนี้จะใชเซลลไฮบริโดมาทาํหนาที่เปนอนุภาคสําหรับการศึกษา

โดยตรง โดยเลี้ยงเซลลเปนเวลา 3 วัน เพ่ือใหเซลลเจริญจนเต็มที่และจํานวนเซลลไมมกีาร

เปลี่ยนแปลงกอนเริ่มศึกษา ทั้งนี้เพ่ือเปนการควบคุมปจจัยเรื่องความเขมขนของเซลลใหคงที่ ไดผล

การทดลองเปนดังนี ้

เมื่อกําหนด perfusion rate ใหอยูที ่ 0.25 vvd ประสิทธิภาพการกักกนัเซลลเมื่อกําหนด

ความเร็วรอบ 75 รอบตอนาที มีคาเทากบั 70.2 เปอรเซ็นต และมีคาสูงขึ้นเมื่อกาํหนดความเร็วรอบ

เปน 100 รอบตอนาที โดยใหการกักกนัเซลลสูงถึง 81.3 เปอรเซ็นต เมื่อเพ่ิมความเร็วรอบเปน 125 

และ 150 รอบตอนาทจีะใหการกักกันเซลลลดลงเหลือ 71.4 และ 67.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากการ

ปรับ perfusion rate ใหสูงขึ้นเปน 0.50 และ 1.00 vvd พบวารูปแบบการกักกันเซลลมีลักษณะที่

คลายคลึงกัน นั่นคือ ประสิทธิภาพการกกักันเซลลจะเกิดขึ้นสูงสุด เม่ือกําหนดความเร็วรอบเปน 100 

รอบตอนาที เชนกนั  ดังรูปที่ 4.17 ผลการทดลองทีไ่ดนี้มีลักษณะในทิศทางเดียวกันกับรายงานของ 

Fenge และคณะ (1993)  และ Iding และคณะ (2000) ที่รายงานวาประสิทธิภาพการกักกันเซลลจะดี

ท่ีสุด เมื่อเพิ่มความเร็วรอบ spin filter สูงจนถึงคาหนึ่ง จากนัน้เม่ือความเร็วสูงขึ้น ความสามารถใน

การกักกันเซลลจะลดลง เนื่องจากการที่เซลลมีขนาดเล็กกวาขนาดรูพรุนของ spin filter ปจจัยสําคัญที่

มีผลตอการกกักันเซลล คือ การเรงความเร็วของ spin filter ใหสูงเพียงพอจนมีอิทธิพลเหนือกวาแรง

จาก perfusion แตการใชความเร็วรอบทีสู่งมากกลับใหผลการกักกนัเซลลลดลง การกักกันเซลลอาศัย
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แรงยกตัวและแรงเขาสูศูนยกลางที่สัมพันธกับ perfusion flow เมื่อความเร็วรอบสูงขึ้น แรงทั้ง 2 แรงนี้

อาจจะเกิดความไมสมดุลกบั perfusion flow รวมทั้งมีความปนปวนของเซลลสูงขึ้นจนอาจเปนผลให

เซลลหลุดรอดผาน spin filter ได 

 และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบที่ perfusion rate ตางๆ พบวา perfusion rate 0.25 vvd ให

ประสิทธิภาพดีกวา perfusion rate 0.50 และ 1.00 vvd นอกจากนี้พบวา ที่ perfusion rate สูงเทากับ 

0.50 และ 1.00 vvd กลับใหัประสิทธิภาพการกักกนัเซลลที่ใกลเคียงกัน การที่ perfusion rate ต่ําให

การกักกันเซลลไดดีกวาเนื่องมาจากมีแรงดึงใหเกิดการไหลผานเขาสู spin filter ที่ต่ํากวา สอดคลอง

กับรายงานของ Fenge และคณะ (1991) ที่พบวาประสิทธิภาพการกักกนัเซลล จะไมเปลี่ยนแปลงที่ 

perfusion rate ชวงหนึ่ง โดยที่มีความเร็วรอบสูงมากกวา 0.63 เมตรตอวินาท ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 ความเร็วรอบของ spin filter ตอการกักกนัเซลล เมื่อควบคุมความเร็วรอบคงที่ที่ 75, 100, 

125 และ 150 รอบตอนาที และควบคุม perfusion rate เทากับ 0.25, 0.50 และ 1.0 vvd 

แตละคาไดจากการเก็บตัวอยาง อยางนอย 3 ตัวอยาง 
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4.7  การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบ perfusion ใน stirred-tank bioreactor 
 
การเลี้ยงเซลลดวยระบบ perfusion เปนระบบการเลี้ยงเซลลแบบตอเนื่อง มีการเปลี่ยนถาย

อาหารเลี้ยงเซลล โดยอาศัยการทาํงานของ peristaltic pump 2 เคร่ือง ทําหนาทีเ่ปล่ียนถายอาหาร

ระหวางถังเก็บอาหารไฮบรโิดมากับถังเลี้ยงเซลล และระหวางถังเลี้ยงเซลลกับถังเก็บอาหารเลี้ยงเซลล 

มีหลักการที่สําคัญ คือ อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บออกมานั้น จะเก็บผานอุปกรณกักกนัเซลล spin filter 

เพื่อกรองใหสวนที่ผานอุปกรณเปนสวนทีป่ราศจากเซลลหรือมีเซลลอยูนอยที่สุด ในขณะที่เซลลสวน

ใหญจะยังคงอยูภายในถัง ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเซลลในถังจะคงทีท่ี่ 1.2 ลิตร เริ่มตนการเลี้ยงดวย

อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มีซีรัม 10 เปอรเซ็นต การปรับเปนระบบ perfusion จากระบบ batch ส่ิง

ท่ีสําคัญคือการเลือกจุดที่เหมาะสมกอนทีข่องเสียที่เกิดขึ้น ไดแก แลคเทตและแอมโมเนีย จะสะสม

จนถึงระดับสูง ในขณะที่เซลลมีชีวิตมีความหนาแนนและเปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงอยู จากผลการเลี้ยง

เซลลระบบ batch สรุปไดวา ตําแหนงที่เหมาะสมทีสุ่ดที่จะเริ่มระบบ perfusion คือ หลังจาก

ดําเนินการเลี้ยงเซลลมาได 2 วัน เมื่อเซลลยังคงมีการเจริญตอเนื่อง เปอรเซ็นตความมชีีวิตยังคงมีคา

สูงกวา 90 เปอรเซ็นต และระดับของแอมโมเนียและแลคเทต ยังไมสูงถึงระดับที่มีผลกระทบตอเซลล 

การดําเนินงานในระบบ perfusion นีไ้ดศึกษาเปน 2 รูปแบบ ดังตอไปนี ้
 
4.7.1  การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาระบบ Semi-continuous perfusion 
 

การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแบบ Semi-continuous perfusion รวมกับ spin filter เปน

วิธีการเลี้ยงเซลลที่มีการเปลี่ยนถายอาหารแบบกึ่งตอเนื่อง หลังจากที่เซลลมีการเจริญได 2 วัน จึงเริ่ม

การเปลี่ยนถายอาหาร (ตําแหนงลูกศรทบึในรูปที่ 4.18) ครั้งละ 100 มิลลิลิตร 1 ครั้งตอวัน โดยนํา

อาหารเกาออกผาน spin filter 100 มิลลิลิตรกอน แลวจึงเติมอาหารใหมลงสูถังในปริมาตรที่เทากนั 

หลังดําเนินการเลี้ยงเซลลได 10 วัน จึงยุติการเปลี่ยนถายอาหาร (ตําแหนงลูกศรโปรงในรูปท่ี 4.18) 

พบวาเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 มีการเจริญเปนดังนี้ 

หลังจากเริ่มเปลี่ยนถายอาหารในวันที่ 2 แลว พบวาเซลลไฮบริโดมามีความเขมขนเซลล

มีชีวิตสูงขึน้จนถึงคาสูงสุด เทากับ 1.01x106 เซลลตอมิลลิลิตร สูงกวาแบบ batch เล็กนอย จากนัน้ 

ความเขมขนเซลลมีชีวิตเร่ิมลดลง และคงที่ที่ความเขมขนประมาณ 1.00-2.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร 

เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นตในชวง 2 วันแรก และแมจะมีการเปลี่ยนถายอาหารแลว ก็

ไมสามารถรักษาเปอรเซ็นตความมีชีวิตใหสูงอยูไดนานกวาเดิม พบวาในชวงเวลาถัดมาเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตมีคาลดลงอยางตอเนื่องและมาคงที่ที่ประมาณ 10-15 เปอรเซ็นต เม่ือพิจารณา

ประสิทธิภาพในการกกักนัเซลลของ spin filter พบวา มีคาลดลงจาก 61.6 เหลือ 5.6 เปอรเซ็นต ใน
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ระยะเวลา 10 วัน ดังรูปที่ 4.18A สังเกตไดวาคานี้ลดลงทุกครั้งที่เปลี่ยนถายอาหารแบบไมตอเนื่อง จน

ความเขมขนของเซลลภายใน spin filter แทบจะเทากนักับเซลลภายในถัง หมายความวาแทบจะไม

เกิดการกักกันเซลลเลยเมื่อเลี้ยงเซลลนานขึ้น ทําใหการใชอุปกรณกักกันเซลล spin filter ไมเกิด

ประโยชน นัน่แสดงใหเหน็วาระบบการเลี้ยงเซลลแบบ perfusion รวมกับการใช spin filter ไม

เหมาะสมกับวธิีการเลี้ยงแบบกึ่งตอเนื่อง (semi-continuous perfusion)  

ความเขมขนของกลูโคสลดลงอยางตอเนื่องในชวง 3 วันแรกของการเลี้ยงเซลล จากนั้น

ความเขมขนจะคงที่ที่ 2.10-2.30 กรัมตอลิตร จนสิ้นสุดการดําเนินงาน ความเขมขนของแอนติบอดี

เพิ่มสูงขึ้นพรอมๆกับการเจริญของเซลล และยังคงเพ่ิมขึ้นตอไปในชวงเวลา 6 วันแรก แมวาเซลลจะไม

เพิ่มจํานวนแลว จากนัน้ความเขมขนจะคงที่ที่ประมาณ 80 กรัมตอลิตร จนกระทั่งสิ้นสดุการ

ดําเนินงาน คิดเปนอัตราการผลิตตอหนวยเทากบั 6.82 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน ความเขมขนของ

แอมโมเนยีสะสมมากขึน้ในชวง 3 วันแรก จากนั้นคงทีท่ี่ 1.30-1.50 มิลลิโมลาร สวนความเขมขนของ

แลคเทต ก็เชนกนั เพิ่มสูงขึ้นในชวง 3 วัน จนมีคาสูงสุดเทากับ 1.49 กรัมตอลิตร จากนัน้ ความเขมขน

เริ่มลดลงเรื่อยๆจนเหลือ 1.00 กรัมตอลิตร ในชวงทาย อันเนื่องมาจากการเจือจางขณะทีม่ีการเปลี่ยน

ถายอาหาร ดังรูปท่ี 4.18B 

จากผลการเลี้ยงเซลลระบบ perfusion แบบกึ่งตอเนื่อง (semi-continuous perfusion) 

ผาน spin filter พบวามีขอจํากัดในเรื่องประสิทธิภาพการกักกันเซลล เนื่องจากในขณะที่มกีารเปลี่ยน

ถายอาหารนัน้ มีการดึงเอาอาหารเลี้ยงเซลลออกจากถงัผานทาง spin filter อยางรวดเร็ว คิดเปน 

perfusion rate ในขณะนัน้คอนขางสูง เกิดแรงดึงที่มีทศิทางการไหลของอาหารเลี้ยงเซลลเขาสูภายใน 

spin filter จนทาํใหเซลลหลุดผานเขาสู spin filter อยางมาก ความเร็วรอบที่ใชอยูไมเพียงพอสําหรับ

การกักกันเซลล ดังนั้น การเลี้ยงเซลลในการทดลองตอไป จึงดําเนินการในระบบ continuous 

perfusion มีการเปลี่ยนถายอาหารเกิดขึ้นแบบตอเนือ่งตลอดเวลา ใหเกิดแรงดึงที่มีทิศทางเขาสู

ภายใน spin filter นอยที่สุดเทาที่จะเปนไปได ซ่ึงนาจะทาํใหการกักกันเซลลสมบูรณมากขึ้น  
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รูปที่ 4.18 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ semi-continuous 

perfusion ผาน spin filter เปลี่ยนถายอาหารวนัละ 100 มิลลิลิตร (A) ลักษณะการเจริญ

ของเซลลและประสิทธิภาพการกักกันเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลค

เทต แอมโมเนีย และแอนติบอดี (ลูกศรทึบและโปรงแสดงตําแหนงที่เริ่มและสิ้นสุดการ

เปล่ียนถายอาหาร ตามลําดบั) 
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 4.7.2  การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาระบบ Continuous perfusion 
  

การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบ Continuous perfusion มีการเปลี่ยนถาย

อาหารอยางตอเนื่อง อาศัยการทาํงานของ peristaltic pump 2 เครื่อง ที่ทํางานดวยอัตราทีก่ําหนดไว 

โดยไดศึกษาถงึผลของอัตราการเปลี่ยนถายอาหารผาน spin filter (perfusion rate) ที่มีตอเซลลไฮบริ

โดมา ENRO 44 ในเรื่องตางๆ กําหนด perfusion rate คงที่ 0.10, 0.20, 0.40 vvd โดยใชอาหารที่ม ี

ซีรัม 10 เปอรเซ็นต และ perfusion rate 0.40 และ 0.8 vvd โดยใชอาหารที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นต 
 
4.7.2.1 ผลของ perfusion rate และความเขมขนของซีรัมตอการเจรญิของเซลล

ไฮบริโดมา ENRO 44 
 

จากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ดวยระบบ perfusion ท่ีกําหนด 

perfusion rate คาตางๆ เริ่มระบบ perfusion หลังจากเลี้ยงเซลลไดเปนเวลา 2 วนั (ตําแหนงลูกศรชี้

ลง) ติดตามเปรียบเทียบการเจริญของเซลลในแตละการทดลอง ไดผลดังรูปท่ี 4.19 พบวาที่ perfusion 

rate 0.10 และ 0.20 vvd เซลลมีลักษณะการเจริญคลายคลึงกัน มีความเขมขนสูงสุดประมาณ 

1.00x106 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงได 3 วัน จากนั้นความเขมขนกจ็ะลดลงมาคงที่อยูในชวง 2.30-

3.10x105 และ 3.50-6.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เปอรเซ็นตความมีชวีิตมีคาสูงกวา 90 

เปอรเซ็นตไดนาน 2 วันจากนัน้จึงลดลงมาคงที่ที่ประมาณ 10 และ 20 เปอรเซ็นตตามลําดับ เมื่อเพิ่ม 

perfusion rate เปน 0.40 vvd พบวาสามารถยืดระยะการเจริญของเซลลออกไปไดนาน 4 วนั ทําใหมี

ความเขมขนเซลลสูงถึง 1.72x106 เซลลตอมิลลิลิตร สูงกวาระบบ batch ถึง 2 เทา จากนั้นความ

เขมขนจึงลดลงมาคงที่ที่ 1.30-1.50x106 เซลลตอมิลลิลิตร เปอรเซ็นตความมีชีวิตมีคาสูงกวา 90 

เปอรเซ็นตไดนานกวานานถึง 3 วัน แลวลดลงมาคงที่ที่ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นต  

นอกจากนัน้ไดทดลองเลี้ยงเซลลดวย perfusion rate 0.40 vvd โดยลดความ

เขมขนของซีรัม ลงเหลือ 5 เปอรเซ็นต พบวา ยังคงสามารถยืดระยะการเจริญของเซลลไดเปน 4 วันแต

เซลลมีการเจริญที่ลดลง ไดความเขมขนสงูสุด 1.41x106 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นความเขมขนจึง

ลดลงมาคงที่ที่ 1.00-1.20x106 เซลลตอมิลลิลิตร และเมื่อเพ่ิม perfusion rate สูงขึ้นเปน 0.80 vvd 

โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นต พบวา ความเขมขนเซลลสูงขึ้นอยางตอเนื่องและแทบจะ

มองไมเห็นการลดลงของเซลลมีชีวิต ความเขมขนคงที่อยูทีป่ระมาณ  1.50-1.60x106 เซลลตอ

มิลลิลิตร ซ่ึงสูงขึ้น perfusion rate 0.40 vvd เพียง 1.4 เทา แมเพิ่ม rate ขึน้เปน 2 เทา สวนการ

เปลี่ยนแปลงของเปอรเซ็นตความมีชีวิตมลัีกษณะคลายคลึงกันนั่นคือมีคาสูงกวา 90 เปอรเซ็นตได

นาน 3 วัน แลวจึงลดลงมาคงที่ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นต ดังรูปที่ 4.19 
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รูปที่ 4.19 การเจริญเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ continuous 

perfusion ผาน spin filter ดวย perfusion rate 0.10, 0.20, 0.40 vvd ที่ใชอาหารที่มีซีรัม 

10 เปอรเซ็นต และ perfusion rate 0.40 และ 0.8 vvd ที่ใชอาหารที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นต 

(ลูกศรทึบแสดงตําแหนงที่เริ่มการเปลี่ยนถายอาหาร) 
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จากการเปรียบเทียบความเขมขนของเซลลมีชีวิตที่ภาวะสมดุล เมื่อกําหนด 

perfusion rate แตละคา พบวาความเขมขนเซลลที่ภาวะสมดลุ จะมีความสัมพันธโดยตรงกับ 

perfusion rate ดังรูปที่ 4.20 นอกจากนี้ เม่ือเพิ่ม perfusion rate จาก 0.10 vvd ขึ้น 4 เทาเปน 0.40 

vvd กลับใหความเขมขนเซลลมีชีวิตสูงขึน้ ถึง 5.06 เทา เม่ือลดความเขมขนของซีรัมในอาหารเลี้ยง

เซลลที่ใชเปล่ียนถายอาหารแลว พบวาความเขมขนของเซลลมีชีวิตทีภ่าวะสมดุลที่ perfusion rate 0.4 

vvd มีคาลดลงมาประมาณ 20 เปอรเซ็นต แสดงวา การลดความเขมขนของซีรัมจาก 10 เปอรเซ็นตลง

มาเหลือ 5 เปอรเซ็นต มีผลตอการเจริญและการรักษาระดับความเขมขนของเซลลมีชีวิต อาจม ี

growth factor หรือโปรตีนจําเปนบางชนิดถูกจาํกัดลง จนถึงระดับที่สงผลตอลักษณะการเจริญของ

เซลล ระดับความเขมขนที่พบนี้สูงกวาคาที่ไดจาก perfusion rate 0.1 vvd ประมาณ 4.16 เทา แตเม่ือ

เพิ่ม perfusion rate ขึน้ 2 เทาเปน 0.80 vvd แลว กลับพบวาความเขมขนเซลลที่ภาวะสมดุลสูงขึ้น

เพียง 1.40 เทา จากรูปแบบที่ไดนีแ้สดงใหเห็นวาการลดความเขมขนของซีรัมลงมามีผลตออัตราการ

เพิ่มของเซลลมีชีวิตที่ภาวะสมดุล  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.20 ความเขมขนเซลลมีชีวิตที่ภาวะสมดุลเม่ือเลี้ยงเซลลที่ perfusion rate ตางๆ 
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4.7.2.2 ผลของ perfusion rate ตอประสิทธภิาพการกักกนัเซลลในสภาพการ
ดําเนนิงานแบบตอเนื่อง 
 
จากการติดตามประสิทธิภาพการกักกนัเซลลของ spin filter ในระหวาง

ดําเนินการเลี้ยงเซลล เม่ือกําหนด perfusion rate ตางๆ พบวาการกักกันเซลลมคีวามสัมพันธกับคา 

perfusion rate ในชวงหนึง่ๆ โดยที่เม่ือกําหนดที่ 0.10 vvd แลว สามารถกักกนัเซลลไดสูงถึง 90 

เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่ม perfusion rate เปน 0.20, 0.40 vvd และ 0.80 vvd การกักกนัเซลลลดลงมาอยู

ในชวงประมาณ  75-85 เปอรเซ็นต จะเห็นวาเมื่อกําหนดคา perfusion rate ใหสูงกวา 0.10 vvd แลว 

พบวาใหประสิทธิภาพการกกักันเซลลมีคาใกลเคียงกัน ดังรูปท่ี 4.21 ลักษณะที่พบนีแ้ตกตางกับ

รายงานของ Yabannavar และคณะ (1992) ที่พบวา การเพิ่มขึ้นของ perfusion rate ไมมีผล

เปลี่ยนแปลงจาํนวนเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลสวนที่ผานการกรองอยางมีนัยสําคัญ จนกระทั่ง 

perfusion rate สูงถึง 3  vvd จึงจะพบการเปลี่ยนแปลง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.21 ประสิทธิภาพการกักกันเซลล (retention capacity) ท่ี perfusion rate ตางๆ 
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4.7.2.3 ผลของ perfusion rate ตอการผลิตแอนตบิอด ี
 
จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของแอนตบิอดีในแตละวันพบวา 

เซลลไฮบริโดมา มีการสะสมแอนติบอดีในชวง 2 วันแรกที่คลายคลึงกัน และหลังจากเริ่มระบบ 

perfusion แลว พบวาเซลลมีลักษณะการผลิตแอนติบอดีที่แตกตางกัน  โดยที ่ perfusion rate 0.10 

vvd ความเขมขนจะเพ่ิมสูงขึ้นมากกวาในชวงสัปดาหแรก อันเปนผลจากอัตราการเจือจางที่นอยกวา

ภาวะอื่น จากนัน้ก็เริ่มเขาสูภาวะสมดุล มีความเขมขนประมาณ 80.0 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือเพิ่ม 

perfusion rate เปน 0.20 และ 0.40 vvd พบวาการสะสมของแอนติบอดีมีลักษณะที่คลายคลงึกนั

ในชวง 4 วันแรก จากนัน้ ที่ perfusion rate 0.20 vvd ความเขมขนจะเพิ่มขึ้นอยางชาๆจนกระทั่งคงที่

ประมาณ 80.0 มิลลิกรัมตอลิตร ใกลเคียงกับ 0.10 vvd ในขณะทีท่ี่ 0.40 vvd ความเขมขนจะเพิ่ม

สูงขึ้นอยางตอเนื่องในชวงสัปดาหแรก จนถึงภาวะสมดุลที่ความเขมขน  85.0 มิลลิกรัมตอลิตร เปน

ความเขมขนทีสู่งที่สุด ลักษณะการเพิ่มขึ้นของแอนติบอดีสอดคลองกับลักษณะการเจริญของเซลล ดัง

รูปที่ 4.22 เมื่อลดความเขมขนของซีรัม ในอาหารเลี้ยงเซลลลงเหลือ 5 เปอรเซ็นต พบวาการผลิต

แอนติบอดีมีความเขมขนสูงขึ้นในชวงสัปดาหแรกอยางตอเนื่อง แตความเขมขนในแตละวัน มีคานอย

กวาคาทีไ่ดจากภาวะอืน่ๆ จนกระทั่งถึงภาวะสมดุลที่ความเขมขนประมาณ 65.0 มลิลิกรัมตอลิตร ซ่ึง

พบวามีความเขมขนนอยที่สุด เมื่อเพิ่ม perfusion rate ใหสูงขึ้นเปน 0.80 vvd แลว ก็ยังพบวาความ

เขมขนทีไ่ด ยงันอยวา perfusion rate 0.40 vvd ท่ีใชอาหารที่มีซีรัม 10 เปอรเซ็นต แมวาความเขมขน

ของเซลลที่ภาวะสมดุลจะสูงกวาก็ตาม นาจะเปนเพราะวา อัตราการเจือจางที่สูงกวามีผลทาํใหความ

เขมขนของแอนติบอดีลดลงดวย 

ผลผลิตตอวัน (Daily yield) คือ คาที่ใชบอกปริมาณผลผลิตแอนติบอดีที่เก็บ

เกี่ยวไดในแตละวัน คิดจากความเขมขนของผลิตภัณฑในถังคูณดวยปริมาตรที่เก็บ สวนอัตราการผลิต

ตอหนวย (productivity) เปนคาแสดงการผลิตตอหนึ่งหนวยปริมาตรตอวัน คิดจากผลผลิตตอวัน/

ปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลลในถัง จากผลการทดลอง จะเห็นไดวาอัตราการผลิตตอหนวยของเซลลไฮบริ

โดมาเปนคาทีข่ึ้นกับ perfusion rate โดยตรง ยิ่งเพ่ิม perfusion rate สูงยิ่งใหอัตราการผลิตตอหนวย

สูงขึ้นดวย แสดงดังตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.23 ลักษณะที่ไดนี้สอดคลองกับผลผลิตแอนติบอดีตอวัน

ดวย นั่นคือ perfusion rate สูง ก็จะใหผลผลิตแอนติบอดีตอวันสูงขึน้ 

ผลผลิตแอนตบิอดีสะสมในแตละวนั และมูลคาของแอนติบอดทีี่ผลิตไดโดย

คํานวณจากผลผลิตแอนติบอดีที่เก็บเกี่ยวได (antibody yield) เทียบกับราคาอาหารที่ใชไปในแตละวนั 

ในระยะเวลาการดําเนินการ 15 วัน (ภาคผนวก ค) แสดงตารางที่ 4.5 และดังรูปที่ 4.24 แสดงใหเห็น

วา การเลือกใช perfusion rate คาใดๆ มผีลทําใหไดรับผลผลิตในปริมาณที่ตองการ โดยใชระยะเวลา



 87 

ตางกัน แนนอนวา การเลือกใช perfusion rate สูง จะทําใหไดแอนติบอดีในปริมาณที่ตองการไดเร็ว

กวา โดยไมไดมีผลทําใหเกิดการเจือจางของแอนติบอดีลง มูลคาของแอนติบอดีคํานวณจากปริมาณ

อาหารที่ใชไปที่ perfusion rate 0.10-0.40 vvd มีคาคอนขางใกลเคียงกัน ประมาณ 11.64-13.15 

บาทตอมิลลิกรัม เมื่อเลี้ยงเซลลดวย perfusion rate 0.40 vvd และใชอาหารที่มีซีรัม ความเขมขน 5 

เปอรเซ็นต จะใหผลผลิตนอยลงเหลือ 79.13 เปอรเซ็นต แตก็ทาํใหตนทุนในเรื่องอาหารลดลง เหลือ 

8.02 บาทตอมิลลิกรัม ซ่ึงลดลงคิดเปน 30 เปอรเซ็นต เทียบกับ perfusion rate เดียวกนั และเมื่อเพิ่ม 

perfusion rate เปน 0.80 vvd พบวาตนทนุในเร่ืองอาหารยิ่งลดลง เหลือ 7.20 บาทตอมิลลิกรัม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.22 ความเขมขนของแอนติบอดีในแตละวัน ที่ perfusion rate ตางๆ 
 
ตารางที่ 4.5 ปริมาณแอนตบิอดีสะสมและมูลคาของแอนติบอดีเมื่อใชระยะเวลาการเลี้ยงเซลล 15 วัน 
 

Perfusion rate  

0.10 
10% serum 

0.20  
10% serum 

0.40  
10% serum 

0.40 
5% serum 

0.80 
5% serum 

ผลผลติตอวัน (Daily yield: มก./วัน) 8.11 19.94 42.20 34.38 73.7 

Productivity (มก./ล./วัน) 6.76 16.61 35.16 28.65 61.4 

ปริมาณแอนติบอดีสะสม (มก.) 96.0 217.6 491.6 389.0 866.8 

มูลคาแอนติบอด ี(บาท/มก.) 11.92 13.15 11.64 8.02 7.20 
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รูปที่ 4.23 อัตราการผลิตตอหนวย (productivity) เมื่อเลี้ยงที่ perfusion rate ตางๆ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.24 ปริมาณแอนตบิอดีสะสม และมูลคาของแอนติบอดี เมื่อเลี้ยงที่ perfusion rate ตางๆ 
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4.7.2.4 ผลของ perfusion rate ตอการการสะสมของของเสีย 
 
การสะสมของของเสีย 2 ชนิดไดแกแลคเทตและแอมโมเนียมีลักษณะดังรูปที่ 

4.25 การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของแลคเทตในทกุภาวะ มีลักษณะแบบเดียวกัน การสะสมของ

แลคเทคเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่องในระยะแรก ควบคูกับการเจริญ จนกระทั่งมีความเขมขนสูงที่สุดเม่ือ

เลี้ยงได 3-4 วนั โดยแตละ perfusion rate ใหแลคเทตสูงสุด 2.04, 1.38, 2.13, 2.69 และ 2.08 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ ความเขมขนที่เกิดขึน้นีไ้มไดสัมพันธกับ perfusion rate ที่ 0.10 vvd อาจเปน

เพราะที่ perfusion rate ตํ่าเทากับ 0.10 vvd แลคเทตที่เกิดขึ้นมกีารสะสมอยางรวดเร็วในระยะการ

เจริญ แตอัตราการเปลี่ยนถายอาหารเกิดขึ้นชากวา จึงทําใหพบความเขมขนสูง สวนที่ perfusion rate 

0.40 vvd โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นตนั้น ใหความเขมขนของแลคเทตสูงที่สุด ทั้งๆที่

มีเซลลจํานวนนอยกวา ผลที่ไดนี้อาจจะเปนเครื่องบงชี้วา ปริมาณซรัีมในอาหารมผีลตอการเกิดแลค

เทต หรือมีผลเปลี่ยนทิศทางการใชกลูโคสของเซลล แตเม่ือเพิ่ม perfusion rate เปน 0.80 vvd โดยใช

อาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นตแลว พบวาความเขมขนของแลคเทตมีคานอยกวา แสดงวา

ปจจัยของการเจือจางมีอิทธพลกวาอัตราการผลิตแลคเทตที่ภาวะนี้ จากนั้นความเขมขนจึงลดลงอัน

เปนผลจากการเจือจางดวยการเปลี่ยนถายอาหาร สําหรับทุก perfusion rate จนกระทั่งมีความเขมขน 

ตํ่ากวา 2.00 กรัมตอลิตร ซ่ึงไมมีผลกระทบตอเซลล มีเพียงที่ perfusion rate ที่ 0.40 vvd โดยใช

อาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นตเทานั้นที่มีความเขมขนประมาณ 2.00-2.20 กรัมตอลิตร ซ่ึงเปน

ความเขมขนทีเ่ริ่มมีผลตอการเจริญของเซลลแลว 

สําหรับการเปล่ียนแปลงความเขมขนของแอมโมเนยี กลับพบวามแีนวโนมใน

ทิศทางเดียวกนัทั้งหมด มีการสะสมเพิ่มสูงขึ้นในชวงของการเจริญ 4-5 วันแรก จากนัน้จึงเร่ิมเขาสู

ภาวะสมดุล แมวาจะเพิ่ม perfusion rate สูงขึ้นแตกลับไมสามารถเจอืจางความเขมขนของแอมโมเนีย

ลงได แมที่ perfusion rate 0.80 vvd ความเขมขนของแอมโมเนียลดลงเล็กนอยในวนัที่ 3 หลังจากที่

เริ่มระบบ perfusion แลว แตก็กลับเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วในวันถัดมา ที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะเมื่อ 

กําหนด perfusion rate สูงขึ้น เซลลก็มีความเขมขนสูงขึ้นดวย และเซลลมีอัตราการผลิตแอมโมเนียที่

สมํ่าเสมอซึ่งแมอัตราการเปลี่ยนถายอาหารที่ 0.80 vvd ก็ยังไมอาจเจือจางความเขมขนของแอมโม 

เนียใหลงมาอยูในระดับต่ําได ดังนั้นจึงพบความเขมขนแอมโมเนยีคอนขางใกลเคียงกันในแตละภาวะ 

โดยที่มีความเขมขนอยูในชวงประมาณ 2.00-2.50 มลิลิโมลาร ความเขมขนที่พบนี้ อยูในระดบัท่ีเริ่ม

สงผลตอการเจริญของเซลลแลว 
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รูปที่ 4.25 ความเขมขนของแลคเทต (A) และแอมโมเนีย (B) เม่ือเลี้ยงที่ perfusion rate ตางๆ 
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4.7.2.5  ผลสรุปรวมการเจรญิและเมแทบอลิซึมของเซลลเม่ือเลี้ยงระบบ 
perfusion ในแตละ perfusion rate 

 
การเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลเมื่อกําหนด perfusion rate อยูที ่0.10 vvd 

หลังจากถายเซลลตั้งตน 1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 

เปอรเซ็นต ความเขมขนเซลลเพ่ิมจํานวนสูงขึ้นถึง 5.72x105 เซลลตอมิลลิลิตร ในระยะ 2 วนัแรกของ

การเจริญ ซึ่งเปนระยะการเจริญแบบเอกซโพเนนเทียล จึงเริ่มตนการเปลี่ยนถายอาหารดวย perfusion 

rate 0.10 vvd (ตําแหนงลูกศรทึบในรูปที่ 4.26) และปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลลในถังคงที่เทากับ 1.2 

ลิตร เซลลมีชีวิตยังคงมีการเจริญตอเนื่องจนกระทั่ง มีความเขมขนสูงสุด 1.07x106 เซลลตอมิลลิลิตร 

ภายในระยะเวลา 3 วัน มีคาสูงกวาระบบ batch เล็กนอย แตเปอรเซ็นตความมีชวีิตของเซลลสูงกวา 

90 เปอรเซ็นต ในชวง 2 วนัแรกเทานั้น แลวลดลงเหลือ 80.1 เปอรเซ็นต จากนั้น เซลลมีชีวิตมีความ

เขมขนลดลงมาคงที่ที่ 2.30-3.10x105 เซลลตอมิลลิลิตร และเปอรเซ็นตความมีชีวิตมีคาคงที่ที่

ประมาณ 10.0 เปอรเซ็นต ตลอดระยะเวลาที่เหลือจนกระทั่งยุติการเลี้ยงเซลล (ตําแหนงลูกศรโปรงใน

รูปที่ 4.26) ในขณะที่ความเขมขนของเซลลทั้งหมดยังคงเพิ่มจํานวนขึ้นอยางตอเนื่อง จนถึง 3.37x106 

เซลลตอมิลลิลิตร และมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ แสดงวาเซลลยังคงมีการเพิ่มจํานวน แตมีชีวิตไดไม

นาน จึงทําใหเซลลมีชีวิตมคีวามเขมขนไมเปลี่ยนแปลงมากนักแตเซลลทั้งหมดกลบัเพิ่มจํานวนสะสม

สูงขึ้นเรื่อยๆ จากการตดิตามความเขมขนของเซลลที่ผานออกมากับอาหารเลี้ยงเซลล พบวา มี

ประสิทธิภาพการกักกันเซลลอยูที่ประมาณ 80-90 เปอรเซ็นต ซ่ึงถือวามีประสทิธภิาพการกักกนัเซลล

ท่ีดี กวาระบบการเลี้ยงเซลลแบบไมตอเนื่องเปนอยางมาก ดังรูปที่ 4.26A 

การสะสมของแอนติบอดีสูงขึ้นอยางรวดเร็วพรอมกับการเจริญของเซลล ในระยะ 4 วัน

แรก จากนัน้จึงเพิ่มขึ้นอยางชาๆจนกระทัง่ความเขมขนคงที่ประมาณ 80.0 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใน

เวลา 10 วัน ความเขมขนกลูโคสลดลงอยางรวดเร็วจาก 4.00 กรัมตอลิตร เหลือ 2.01 กรัมตอลิตรใน

ระยะ 4 วันแรก สอดคลองกับการเจริญ จากนั้นกลูโคสจะเริ่มสะสมเพิ่มขึ้นจนมีความเขมขนคงที่

ประมาณ 2.80 กรัมตอลิตรที่ภาวะสมดุล ความเขมขนของแลคเทตเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องในชวง 4 วัน

แรกจนมีความเขมขนสูงที่สุด 2.04 กรัมตอลิตร จากนั้นความเขมขนจึงคอยๆลดลงอยางชาๆ อันเปน

ผลจากการดําเนินการระบบ perfusion จนกระทั่งมคีวามเขมขนคงที่ 1.02 กรัมตอลิตร สวน

แอมโมเนยีมีความเขมขนสูงขึ้นในชวง 3 วันแรก จากนัน้ความเขมขนจึงคงที่ที่ประมาณ 2.00 มลิลิ-  

โมลาร  ดังรูปที่ 4.26B 
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การเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลเมื่อกําหนด perfusion rate อยูที ่0.20 vvd 

เซลลไฮบริโดมามีการเจริญในระบบ batch ในระยะ 2 วันแรก แลวจึงเร่ิมตนการเลี้ยง

เซลลระบบ continuous perfusion ควบคุม perfusion rate คงที่ที่ 0.20 vvd (ตําแหนงลูกศรทึบในรูป

ท่ี 4.27) ลักษณะการเจริญของเซลลเปนดังรูปที่ 4.27A ความเขมขนเซลลมีชีวติเพิ่มจํานวนสูงขึ้น

ในชวง 3 วันแรก จนกระทัง่มีคาสูงสุด 10.2x106 เซลลตอมิลลิลิตร สูงขึ้นจากแบบ batch เล็กนอย 

จากนั้นเขมขนเซลลลดลงมาคงที่อยูในชวง 3.50-6.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร ภายใน 1 สัปดาห  

ในขณะที่ความเขมขนของเซลลทั้งหมดยงัคงเพิ่มจํานวนขึน้อยางตอเนื่องจนถึง 3.35x106 เซลลตอ

มิลลิลิตร ในระยะเวลา 20 วัน เปอรเซ็นตความมีชวีิตของเซลลสูงกวา 90 เปอรเซ็นต ในชวง 2 วันแรก

เทานั้น จากนั้นลดลงอยางรวดเร็วมาอยูที่ประมาณ 20 เปอรเซ็นตจนกระทั่งยุติการดําเนินการ 

(ตําแหนงลูกศรโปรงในรูปท่ี 4.27) ประสทิธิภาพการกักกันเซลลมีคาประมาณ 70-90 เปอรเซ็นต  

ความเขมขนของแอนติบอดีเพ่ิมสูงขึ้นอยางรวดเร็ว ในชวงที่มีการเจริญของเซลล ระยะ 

4 วันแรก จากนัน้ยังคงเพิ่มขึน้อยางชาๆ จนถึงวันที่ 10 แลวความเขมขนก็คงทีท่ี่ประมาณ 80.0 

มิลลิกรัมกรัมตอลิตร จนถึงวันที่ 20 ความเขมขนของกลูโคสลดลงอยางรวดเร็วในชวงสัปดาหแรก จน

เหลือประมาณ 2.00 กรมัตอลิตร จากนัน้กลับเพิ่มขึ้นจนมีความเขมขนประมาณ 3.00 กรัมตอลิตร 

สวนของเสียไดแก แลคเทต มีความเขมขนสูงสุดในวนัที่ 3 เทากบั 1.38 กรัมตอลิตร จากนั้นลดลง

อยางตอเนื่องจนถึง 0.75 กรัมตอลิตร อันเปนผลมาจากการเจือจางขณะที่เกิดการเปลี่ยนถายอาหาร 

สวนแอมโมเนียเพิ่มสูงขึ้นในชวงสัปดาหแรก จากนัน้คงที่ที่ประมาณ 2.20-2.50 มิลลิโมลาร ความ

เขมขนของแอมโมเนียนี้สูงจนถึงระดับที่เร่ิมมีผลตอเซลล ดังรูปที่ 4.27B 
 
การเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลเมื่อกําหนด perfusion rate อยูที ่0.40 vvd 

เซลลไฮบริโดมามีการเจริญในระยะ 2 วันแรก แลวจึงเริ่มตนการเปลี่ยนถายอาหารดวย 

perfusion rate คงที่ 0.40 vvd (ตําแหนงลูกศรทึบในรูปท่ี 4.28) ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี

ซีรัม 10 เปอรเซ็นต เซลลมีลักษณะการเจริญดังรูปที่ 4.28A ความเขมขนเซลลมีชีวติเพิ่มจํานวนสูงขึ้น

ในชวง 4 วนัแรก ยาวนานกวาที่ perfusion rate 0.10 และ 0.20 vvd จนกระทั่งมคีาสูงสุด 1.72x106 

เซลลตอมิลลิลิตร สูงขึ้นจากแบบ batch เปน 2 เทา จากนัน้เขมขนเซลลลดลงมาคงที่อยูในชวง 1.30-

1.50x106 เซลลตอมิลลิลิตร ภายใน 1 สัปดาห ในขณะที่เซลลทัง้หมดเพิ่มจํานวนขึน้อยางตอเนื่อง

จนถึง 4.46x106 เซลลตอมิลลิลิตร ในระยะเวลา 15 วนั สําหรับเปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลลมีคาสูง

กวา 90 เปอรเซ็นต ในชวง 3 วันแรก นานขึ้นกวาการเลี้ยงเซลลคร้ังกอนๆหนา จากนัน้ก็ลดลงอยาง

รวดเร็วมาคงที่ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นตจนกระทั่งยุติการดําเนินการ (ตําแหนงลูกศรโปรงในรูปท่ี 

4.28) ประสทิธิภาพการกักกันเซลลของ spin filter มีคา 70-90 เปอรเซ็นต ตลอดการดําเนินงาน 
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ความเขมขนของแอนติบอดีเพ่ิมสูงขึ้นอยางรวดเร็วและตอเนื่อง ในชวงสัปดาหแรก 

หลังจากนั้นความเขมขนก็คงที่ประมาณ 85.00 มิลลกิรัมตอลิตร จนกระทั่งสิ้นสุดการเลี้ยง ความ

เขมขนของกลโูคสลดลงอยางรวดเร็วในชวง 4 วันแรก จนเหลือประมาณ 1.70 กรมัตอลิตร จากนัน้

กลับเพิ่มขึ้นจนมีความเขมขนคงที่ประมาณ 2.50 กรัมตอลิตร สวนแลคเทต มีความเขมขนสงูสุดใน

วันที่ 4 เทากบั 2.13 กรัมตอลิตร จากนัน้ลดลงอยางตอเนื่องจนมาคงที่ที่ 1.40 กรัมตอลิตร อันเปนผล

มาจากการเจือจางขณะที่เกิดการเปลี่ยนถายอาหาร สวนแอมโมเนียเพิ่มสูงขึ้นในชวงสัปดาหแรก 

จากนั้นคงทีท่ีป่ระมาณ 2.20-2.40 มิลลิโมลาร ซ่ึงความเขมขนของแอมโมเนียนี้ สูงจนถึงระดับทีเ่ริ่มมี

ผลตอเซลล ดังรูปที่ 4.28B 
 
การเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลเมื่อกําหนด perfusion rate อยูที่ 0.40 vvd 

เปลี่ยนถายดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นต 

เซลลไฮบริโดมามีการเจริญในระยะ 2 วันแรก แลวจึงเริ่มตนการเปลี่ยนถายอาหารดวย 

perfusion rate คงที่ 0.40 vvd (ตําแหนงลูกศรทึบในรูปท่ี 4.29) ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี

ซีรัม 5 เปอรเซ็นต เซลลมีลักษณะการเจริญเปนดังรูปที่ 4.29A ความเขมขนเซลลมีชีวิตเพิ่มจํานวน

สูงขึ้นในชวง 4 วันแรก ยาวนานกวาที่ perfusion rate 0.10 และ 0.20 vvd จนกระทั่งมีคาสงูสุด 

1.41x106 เซลลตอมิลลิลิตร ลดลงเล็กนอยจากการทดลองที่ใชซีรัม 10 เปอรเซ็นต จากนัน้เขมขนเซลล

ลดลงมาคงที่อยูในชวง 1.00-1.20x106 เซลลตอมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 1 สัปดาห  ในขณะที่ความ

เขมขนของเซลลทั้งหมดเพิ่มจํานวนขึน้อยางตอเนื่องจนถึง 4.16x106 เซลลตอมิลลิลิตร ในระยะเวลา 

15 วนั เปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลลมีคาสูงกวา 90 เปอรเซ็นต ในชวง 3 วนัแรก จากนัน้ก็ลดลง

อยางตอเนื่องมาคงที่ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นตจนกระทั่งยุติการดําเนินการ (ตําแหนงลูกศรโปรงใน

รูปที่ 4.29) ประสิทธิ ภาพการกักกนัเซลลของ spin filter มีคาประมาณ 80-90 เปอรเซ็นต ตลอดระยะ

การดําเนินงาน 

ความเขมขนของแอนติบอดีเพ่ิมสูงขึ้นอยางรวดเร็วและตอเนื่อง ในชวงสัปดาหแรก 

หลังจากนั้น จึงคงที่ประมาณ 65.00 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร จนกระทั่งสิ้นสุดการดําเนินงาน ความ

เขมขนของกลโูคสลดลงอยางรวดเร็วในชวง 4 วันแรก จนเหลือประมาณ 1.40 กรมัตอลิตร จากนัน้

กลับเพิ่มขึ้นจนมีความเขมขนคงที่ประมาณ 1.60 กรัมตอลิตร สวนแลคเทตมีความเขมขนสูงสุดในวนัที ่

4 สูงถึง 2.69 กรัมตอลิตร แลวจงึลดลงมาคงที่ที่ 2.20 กรัมตอลิตร ซ่ึงถือวาเปนความเขมขนที่คอนขาง

สูงถึงระดับที่เริ่มมีผลตอเซลลได สวนแอมโมเนียเพิ่มสูงขึ้นในชวง 4 วนัแรก จากนั้นคงที่ที่ระดับ 2.20-

2.30 มิลลิโมลาร ซ่ึงความเขมขนของแอมโมเนียนี้ สูงจนถึงระดับท่ีเริ่มมีผลตอเซลล ดังรูปที่ 4.29B 
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การเจริญและเมแทบอลิซึมของเซลลเมื่อกําหนด perfusion rate อยูที ่ 0.80 vvd 

เปลี่ยนถายดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นต 

เซลลไฮบริโดมามีการเจริญในระยะ 2 วันแรก แลวจึงเริ่มตนการเปลี่ยนถายอาหารดวย 

perfusion rate คงที่ 0.80 vvd (ตําแหนงลูกศรทึบในรูปท่ี 4.30) ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มี

ซีรัม 5 เปอรเซ็นต เซลลมีลักษณะการเจริญเปนดังรูปที่ 4.30A ความเขมขนเซลลมีชีวิตเพิ่มจํานวน

สูงขึ้นในชวง 5 วันแรก ยาวนานกวา perfusion rate 0.10 และ 0.20 vvd จนกระทั่งมีคาสงูสุด

ประมาณ1.60x106 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นเขมขนเซลลลดลงมาคงที่อยูในชวง 1.50-1.60x106 

เซลลตอมิลลิลิตร หลังจาก 5 วัน  ในขณะที่ความเขมขนของเซลลทั้งหมดเพิ่มจํานวนขึ้นอยางตอเนื่อง

จนถึง 5.92x106 เซลลตอมิลลิลิตร ในระยะเวลา 15 วนั สําหรับเปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลลมีคาสูง

กวา 90 เปอรเซ็นต ในชวง 3 วันแรก จากนัน้ก็ลดลงอยางตอเนื่องมาคงที่ประมาณ 30-40 เปอรเซ็นต

จนกระทั่งยุติการดําเนินการ (ตําแหนงลูกศรโปรงในรูปที่ 4.30) ประสทิธิภาพการกักกันเซลลของ spin 

filter มีคาประมาณ 80-90 เปอรเซ็นต ตลอดระยะการดาํเนินงาน 

ความเขมขนของแอนติบอดีเพ่ิมสูงขึ้นอยางรวดเร็วและตอเนื่อง ในชวง 2 วนัแรก

หลังจากเริ่มเปลี่ยนถายอาหารแลว แอนติบอดีมีความเขมขนลดลงเล็กนอย จากนัน้จึงเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ

ถึงวันที่ 6 หลังจากนัน้ความเขมขนก็คงทีป่ระมาณ 73.57 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร จนกระทั่งสิ้นสดุการ

ดําเนินงาน ความเขมขนของกลูโคสลดลงอยางรวดเร็วในชวง 2 วันแรก หลังจากเริ่มเปลี่ยนถายอาหาร

แลว ความเขมขนมีคาคงทีอ่ยู 1 วนั แลวจึงลดลงอีกครั้ง จนถึงวันที่ 5 เหลือ 1.91 กรัมตอลิตร จากนัน้

กลับเพิ่มขึ้นจนมีความเขมขนคงที่ประมาณ 2.40 กรัมตอลิตร สวนแลคเทตมีความเขมขนสูงสุดในวนัที ่

5 สูงถึง 2.08 กรัมตอลิตร จากนั้นจึงลดลงเรื่อยๆจนมคีวามเขมขน 1.40-1.50 กรัมตอลิตร ซ่ึงถือวา

เปนความเขมขนทีไ่มสูงมากจนมีผลตอการเจริญของเซลล สวนแอมโมเนียเพิ่มสูงขึ้นในชวง 2 วันแรก  

แลวจึงลดลงเล็กนอย อันเปนผลจากการเจือจางโดยการเปลี่ยนถายอาหาร แลวจึงเพ่ิมขึ้นอีกครั้งจนถึง

วันที่ 8 และคงที่ที่ระดับ 2.40-2.50 มิลลิโมลาร ซ่ึงความเขมขนของแอมโมเนียนี้ สูงจนถึงระดับทีเ่ริ่มมี

ผลตอเซลล ดังรูปที่ 4.30B 
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รูปที่ 4.26 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ continuous 

perfusion ผาน spin filter ดวย perfusion rate 0.10 vvd (A) ลักษณะการเจริญของเซลล

และประสทิธภิาพการกักกนัเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต 

แอมโมเนยี และแอนติบอดี (ลูกศรทึบและโปรงแสดงตําแหนงที่เริ่มและสิน้สุดการเปลี่ยน

ถายอาหาร ตามลําดับ) 
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รูปที่ 4.27 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ continuous 

perfusion ผาน spin filter ดวย perfusion rate 0.20 vvd (A) ลักษณะการเจริญของเซลล

และประสทิธภิาพการกักกนัเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต 

แอมโมเนยี และแอนติบอดี (ลูกศรทึบและโปรงแสดงตําแหนงที่เริ่มและสิน้สุดการเปลี่ยน

ถายอาหาร ตามลําดับ)  
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รูปที่ 4.28 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ continuous 

perfusion ผาน spin filter ดวย perfusion rate 0.40 vvd (A) ลักษณะการเจริญของเซลล

และประสทิธภิาพการกักกนัเซลล (B) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต 

แอมโมเนยี และแอนติบอดี (ลูกศรทึบและโปรงแสดงตําแหนงที่เริ่มและสิน้สุดการเปลี่ยน

ถายอาหาร ตามลําดับ) 
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รูปที่ 4.29 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ continuous 

perfusion ผาน spin filter ดวย perfusion rate 0.40 vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริดที่ม ี

ซีรัม 5 เปอรเซ็นต (A) ลักษณะการเจริญของเซลลและประสิทธิภาพการกักกันเซลล (B) 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนติบอดี (ลูกศรทึบและ

โปรงแสดงตําแหนงที่เร่ิมและสิ้นสุดการเปลี่ยนถายอาหาร ตามลําดับ) 
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รูปที่ 4.30 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ continuous 

perfusion ผาน spin filter ดวย perfusion rate 0.80 vvd ใชอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริดที่มี 

ซีรัม 5 เปอรเซ็นต (A) ลักษณะการเจริญของเซลลและประสิทธิภาพการกักกันเซลล (B) 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกลูโคส แลคเทต แอมโมเนีย และแอนติบอดี (ลูกศรทึบและ

โปรงแสดงตําแหนงที่เร่ิมและสิ้นสุดการเปลี่ยนถายอาหาร ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 4.6  สรุปคาที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบ perfusion ดวยอัตราตางๆ 
 

Perfusion rate (vvd)  

0.10  
10% serum 

0.20 
10% serum 

0.40 
10% serum 

0.40 
5% serum 

0.80 
5% serum 

เซลลมีชีวติสูงสดุ (เซลล/มล.) 1.07 x 105 1.02 x 106 1.72 x 106 1.41 x 106 1.64 x 106 

เซลลมีชีวติที่ภาวะสมดลุ(เซลล/มล.) 2.73 x 105 5.09 x 105 1.38 x 106 1.14 x 106 1.57 x 106 

เซลลทั้งหมดสูงสุด (เซลล/มล.) 3.27 x 106 3.5 x 106 4.61 x 106 4.16 x 106 5.92 x 106 

เปอรเซ็นตความมีชีวิตทีส่มดลุ (%) ~10 ~20 30-40 30-40 30-40 

การกกักันเซลล (%) >80 >70 >70 >70 >70 

แอนติบอด ี(มก./ล.) 80.96 80.55 85.43 67.54 73.57 

ผลผลติตอวันที่ภาวะสมดุล (มก./วัน) 8.11 19.94 42.20 34.38 73.69 

ผลผลติสะสม 15 วัน (มก.) 96.0 217.6 491.6 389.0 866.8 

ราคาตนทุนแอนติบอด ี(บาท/มก.) 11.92 13.15 11.64 8.02 7.20 

productivity (มก./ล./วัน) 6.76 16.61 35.16 28.65 61.41 

แลคเทตที่ภาวะสมดุล (ก./ล.) 1.13 0.75 1.39 2.23 1.54 

แอมโมเนยีภาวะสมดลุ (มลิลิโมลาร) 1.98 2.37 2.39 2.25 2.46 

ระยะเวลาการเลี้ยงเซลล (วัน) >20 >20 >15 >15 >15 

 

การเลี้ยงเซลลดวยระบบ perfusion แบบตอเนื่อง สามารถเพิ่มความเขมขนของเซลลมีชีวิตได

สูงขึ้น สามารถยืดอายุการเลี้ยงเซลลออกไปไดนานเทาที่ตองการ ดวยความเขมขนของเซลลท่ีภาวะ

สมดุลคาหนึ่งๆ และคงรักษาเปอรเซ็นตความมีชีวิตใหมีคายาวนานขึ้นได โดยคาเหลานีข้ึ้นอยูกบัการ

เลือก perfusion rate โดยตรง นอกจากนัน้ยังสามารถเก็บเกี่ยวแอนตบิอดีที่ผลิตไดอยางตอเนื่อง จาก

การเลี้ยงเซลลระบบน้ี พบวาผลการเลี้ยงเซลลจะดีขึน้เมื่อเพิ่ม perfusion rate ใหสูงขึน้ ทั้งความ

เขมขนของเซลลสูงสุด ความเขมขนเซลลที่ภาวะสมดุล เปอรเซ็นตความมีชีวิต และปริมาณแอนตบิอดี

ที่เก็บเกี่ยวได สําหรับการลดความเขมขนของซีรัม ในอาหารเลี้ยงเซลลลงจาก 10 เปอรเซ็นตลงเหลือ 5 

เปอรเซ็นต ชวยใหสามารถลดราคาตนทนุการผลิตแอนติบอดีลงได แมวาการเจริญของเซลล และ

ความเขมขนและปริมาณของแอนติบอดีที่เก็บเกี่ยวไดในแตละวนัจะนอยกวา ทําใหตองใชเวลาที่นาน

ขึ้นในขั้นตอนการทาํแอนตบิอดีใหเขมขนดวยวิธี ultrafiltration 

การศึกษาการเลี้ยงเซลลระบบ continuous perfusion ในงานวิจยันี้ ใชวิธีการกําหนด 

perfusion rate คงที่ตลอดการดําเนินงาน เพิ่ม rate ตั้งแต 0.10 vvd ขึน้มาจนสูงถงึ 0.80 vvd โดย



 101 

พบวา สามารถเพิ่มความเขมขนของเซลลมีชีวิตในภาวะสมดุลไดสูงมากกวา 1.50x106 เซลลตอ

มิลลิลิตร และมีแอนติบอดีเขมขนประมาณ 70 มิลลิกรมัตอลิตร มี productivity สูงกวา 60 มิลลิกรัม

ตอลิตรตอวัน ผลการศึกษาที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Velez (1987) ซ่ึงพบวาเมื่อปรับ perfusion 

rate สูงขึ้น จะสามารถเพิ่มความเขมขนของเซลลและ productivity ใหสูงขึ้นได ถึงแมจะมีความ

เขมขนเซลลต่าํกวารายงานของ Seamans และคณะ (1990) ที่ใชวิธีการติดตามปริมาณกลูโคสเพ่ือ

ปรับ perfusion rate โดยอาศัยคาทางจลศาสตร ซึ่งสามารถเลี้ยงเซลลไดความเขมขนสูงถึง 1.0x107 

เซลลตอมิลลิลิตร แตไดความเขมขนของแอนติบอดีประมาณ 60 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาในงานวิจยันี้

สามารถผลิตแอนติบอดีไดความเขมขนสูงกวา แตอยางไรก็ดี ความเขมขนของเซลลและ productivity 

ในงานวิจัยนี้ มีคาต่ํากวาทีมี่รายงานของ Feng (2006) ซ่ึงไดพัฒนาเทคนิคการเติมอาหารโดยควบคุม

การเติมกรดอะมิโนบางชนิด พิจารณาผานการเปลี่ยนแปลงของคา OUR ในระหวางการเลี้ยงแบบ 

perfusion ซ่ึงใหเซลลมีชีวิตความหนาแนนไดสูงถึง 1.9x107 เซลลตอมิลลิลิตร และมี antibody 

productivity เทากับ 325 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน วิธนีี้จาํเปนตองศึกษาความสัมพนัธระหวางอัตราการ

ใชออกซิเจนกบัการใชสารอาหารที่ตองการควบคุม 

ในการเลี้ยงเซลลสัตวนั้น เม่ือความเขมขนของเซลลเพิ่มขึ้น จําเปนจะตองปรับการจายอาหาร

แกเซลลใหสูงขึ้น การปรับการจายอาหารใหสูงขึ้นนัน้มักจะตองใชวิธีการเพ่ิมอัตราการเปลี่ยนถาย

อาหาร (perfusion rate) ในขณะที่จะตองรักษาระดับความเขมขนของสารอาหารใหคงที่ที่ภาวะเดิม 

ซ่ึงตางไปจากการเลี้ยงเซลลจุลินทรีย ที่สามารถใชการเติมอาหารที่เขมขนไดโดยไมสงผลตอเซลลมาก

เทาในเซลลสัตว (Seamans และคณะ, 1990) 
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ตารางที่ 4.7  สรุปคาที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบตางๆ 
 

Cultivation mode  

Batch Fed-batch 

(glucose) 

Semi-continuous 

perfusion  

(100 ml/d) 

Continuous  

Perfusion  

(0.80 vvd) 

เซลลมีชีวิตสูงสุด (เซลล/มล.) 9.21 x 105 8.70 x 105 1.02 x 106 1.64 x 106 

เซลลมีชีวิตที่ภาวะสมดุล (เซลล/มล.) - - 1.49 x 105 1.57 x 106 

เซลลทั้งหมดสูงสุด (เซลล/มล.) 1.22 x 106 1.35 x 106 3.5 x 106 5.92 x 106 

เปอรเซ็นตความมีชีวิตที่สมดุล (%) - - 10-15 30-40 

แอนติบอดี (มก./ล.) 67.33 56.24 81.10 73.57 

ผลผลิตตอวัน (มก./วัน) 13.47 11.25 8.18 73.69 

productivity (มก./ล./วัน) 11.22 9.37 6.82 61.41 

แอนติบอดีสะสม (มก.) 80.80 67.49 161.60 866.80 

ราคาตนทุนแอนติบอดี (บาท/มก.) 15.68 15.65 12.07 7.20 

แลคเทตที่ภาวะสมดุล (ก./ล.) 1.44 2.03 1.04 1.54 

แอมโมเนียที่ภาวะสมดุล (มิลลิโมลาร) 2.13 2.46 1.36 2.46 

ระยะเวลาการเลี้ยงเซลล (วัน) 5 5 >10 >15 

 

เปรียบเทียบผลการดําเนินการเลี้ยงเซลลในแตละระบบ ไดแก ระบบ batch ที่ควบคุมความ

เขมขนออกซิเจนที่ละลายที ่ 50 เปอรเซ็นต การเลี้ยงเซลลระบบ fed-batch โดยการเติมซีรัม กลูโคส 

กลูตามนี  ซ่ึงพบวาไมสามารถเพิ่มความเขมขนของเซลลและความเขมขนแอนติบอดีได การเลี้ยงเซลล

ระบบ semi-continuous perfusion ที่มีการเปลี่ยนถายอาหารดวยอัตรา 100 มิลลิลิตรตอวัน และการ

เลี้ยงเซลลระบบ continuous perfusion ควบคุม perfusion rate คงที่อยูที่ 0.80 vvd จะเห็นไดวาการ

เลี้ยงเซลลระบบ perfusion รวมกับการใช spin filter ที่มขีนาดรูพรุน 20 ไมโครเมตร จะมีประสิทธภิาพ

สูงสุด ความเขมขนเซลลสูงขึ้นจากระบบ batch ประมาณ 2 เทา สามารถรักษาระดับของเปอรเซ็นต

ความมีชีวิตไวไดสูงประมาณ 30-40 เปอรเซ็นต ดวยประสิทธิภาพการกกักันเซลลที่สูงกวา 70 

เปอรเซ็นต ไดความเขมขนของแอนติบอดีที่ภาวะสมดุลสูงขึ้นกวาระบบ batch เล็กนอย ท้ังที่มคีวาม

เขมขนเซลลเพ่ิมขึ้นเกือบ 2 เทา ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ระบบนี้ไมอาจเลี่ยงการเจือจางของแอนติบอดีอัน

เกิดจาก perfusion rate ได ระบบนี้ใหอัตราการผลิตตอหนวย (productivity) สูงกวาระบบ batch ถึง 
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6 เทา สามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑไดตอเนื่องสม่ําเสมอ ลดการสะสมของผลิตภัณฑและเมแทบอไลต

ที่สูงเกินไป ที่สําคัญสามารถดําเนินการเลี้ยงเซลลไดยาวนานตอเนื่อง ไมจําเปนตองหยุดระบบเพ่ือ

เตรียมเซลลและเตรียมระบบใหมเหมือนในระบบ batch ซ่ึงจะกอใหเกิดชวงเวลาทีไ่มกอประโยชน  
 
4.8 การทาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยวิธี Protein A affinity chromatography 
 

4.8.1  การทาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิด์วยวิธี affinity chromatography 

นําอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ซึ่งสรางโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปนแยกเซลลออก นําอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดมา

ทําใหบริสุทธิ์โดยใชคอลัมนโปรตีน เอ และเครื่องแยกโปรตีน ÄKTAprime แสดงผลโดยโปรแกรม 

Prime View Evaluation เปนดังโครมาโทแกรมรูปที่ 4.31 พีคที่เกิดขึ้นเปนของแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ที่ถกู

ชะออกมาจากคอลัมน ดวยบัฟเฟอรซิเตรท 0.1 โมลาร pH 3.0  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.31 โครมาโตแกรมแสดงการแยกโมโนโคนอลแอนติบอดีโดยใชคอลัมน Protein A sepharose 

ชะดวยบัฟเฟอรซิเตรท 0.1 โมลาร pH 3.0 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี 

จากโครมาโทแกรมแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จึงไดเก็บ

รวมลําดับสวนที่มีคาการดูดกลืนแสงสูงรวมกนั นําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นกรองดวยเมมเบรนขนาด 0.22 ไมโครเมตร นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหความเขมขนของ

แอนติบอดีโดยวิธี BCA assay เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA 

(ภาคผนวก ก รูปที่ ก.3) พบวา สารละลายแอนติบอดีที่ไดมีความเขมขน 0.64 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร 

แบงเก็บแยกไวเปนสวนๆ สําหรับใชเปนแอนติบอดีมาตรฐานในการวิเคราะหปริมาณแอนติบอดี และ

สําหรับใชเปนวัตถุดิบในการเตรียมชุดตรวจสอบสาร enrofloxacin ตกคางดวยวิธี ELISA ในอนาคต 
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4.8.2  การตรวจสอบความบริสุทธิข์องโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยโปรตีน เอ แลว มาตรวจสอบ

ความบริสุทธิแ์ละหาน้ําหนกัโมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE วิธีนี้จะมีการทําลายพันธะไดซัลไฟด ระหวาง

โมเลกุลของแอนติบอดี ทําใหสวนของ heavy chains และ light chains แยกออกจากกัน และแยก

โปรตีนไดตามขนาดของโมเลกุล ดังรูปที่ 4.32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.32 SDS-PAGE ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซนิหลังจากทําใหบริสุทธิด์วยวิธ ี

affinity chromatography 

Lane 1 = Standard protein marker (2.5 ไมโครลิตร) 

Lane 2 = Fetal calf serum (5 ไมโครกรัม) 

Lane 3 = โมโนโคลนอลแอนติบอดี (IgG1) หลังจากทาํใหบริสุทธิแ์ลว (5 ไมโครกรัม) 

 

เมื่อนําแอนตบิอดีที่ทาํใหบริสุทธิ์แลวไปตรวจสอบดวยเทคนิค SDS-PAGE เปรียบเทียบ

การเคลื่อนที่กบัแถบโปรตนีมาตรฐานเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคา Rf กับน้าํหนกัโมเลกุล (รูปที ่

ก.6 ภาคผนวก ก) พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี ประกอบดวยแถบของสาย Heavy chain ขนาด 

59.6 กิโลดาลตัน และแถบของสาย Light chain ขนาด 22.4 กิโลดาลตัน จากแบนที่ปรากฏพบวาโม

โนโคลนอลแอนติบอดีทีไ่ดมีความบริสุทธิสู์ง และไมพบการปนเปอนของโปรตีนจากซีรัม 

MW (kDa) 

117 

85 

49 

34 

25 
19 

Lane         1        2         3  



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

การศึกษาเรื่องความเขมขนของแอมโมเนียและแลคเทตที่มีผลยับยั้งการเจริญของเซลล 

พบวามีคาเทากับ 3 มิลลิโมลาร และ 3 กรัมตอลิตร ในขณะที่ความเขมขนที่เร่ิมมีผลตอการผลิต

แอนติบอดีมีคาเทากับ 2 มิลลิโมลาร และ 2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับความเขมขนของ

แอมโมเนยีและแลคเทตที่มผีลทําใหเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 มีจํานวนเซลลลดลงเปนครึ่งหนึ่งมี

คาประมาณ 4.5 มิลลิโมลาร และ 6.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

การเตรียมเซลลใน spinner flask ที่เหมาะสมที่สุด คือ การใชเซลลเริ่มตนที่ความเขมขน 

1.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล 200 มิลลิลิตร เลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 2 วัน 

จะใหเซลลไฮบริโดมาจํานวนมากกวา 1.20x108 เซลล เพียงพอสําหรับเปนเซลลเริ่มตนใน stirred-tank 

bioreactor และมีเปอรเซ็นตความมีชวีิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นต โดยกอนการถายเซลลลงสูถัง ใหปน

แยกเก็บเอาเซลลออกจากน้าํเลี้ยง แลวจึงเติมลงในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาทีมี่ FCS 10 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ทั้งนี้ลดการสะสมเมแทบอไลตที่เปนพษิ ไดแก แอมโมเนียและแลคเทต ซ่ึงจะมี

ผลตอลักษณะการเจริญของเซลลในถัง 

การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ batch พบวา

คา DO มีอิทธพิลตอทั้งการเจริญ การผลิตแอนติบอดี การใชกลูโคสและการเกิดของเสียของเซลลไฮบริ

โดมา ENRO 44 จากผลการเลี้ยงเซลลที่ผานมา สรุปไดวา การควบคุมคา DO ที่ 50 เปอรเซ็นต ใหผล

การเลี้ยงเซลลที่มีประสทิธิภาพที่สุด ความเขมขนของเซลลมีชีวิตสูงที่สุดเทากับ 9.21x105 เซลลตอ

มิลลิลิตร มีอัตราการผลิตแอนติบอดีจําเพาะสูงที่สุด และใหแอนติบอดีความเขมขน 67.33 มิลลิลิกรัม

ตอลิตร คิดเปน productivity ของผลิตภัณฑสูงที่สุดเทากับ 11.22 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน มีอัตราการ

ใชกลูโคสและการผลิตแลคเทตจําเพาะสูงที่สุดเทากับ 0.75 และ 0.58 นาโนกรัมตอเซลลตอวัน แตก็มี

การสะสมของของเสีย ไดแก แลคเทตและแอมโมเนียสงูที่สุดดวย โดยมีคาเทากบั 1.44 กรัมตอลิตร 

และ 2.13 มิลลิโมลาร ตามลําดับ สามารถดําเนินการเลี้ยงเซลลไดนาน 5 วนั 

การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ fed-batch 

ศึกษาผลของการเติมสารอาหารหลักชนดิใดชนิดหนึ่ง ไดแก ซีรัม กลูโคส กลูตามีน และกลูโคส

รวมกับกลูตามีน ในระยะที่เซลลยังมีการเจริญอยางเต็มที่อยู พบวาไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ

เลี้ยงเซลล ทั้งความเขมขนของเซลล ความเขมขนของแอนติบอดีและระยะเวลาการเลี้ยงเซลล และยัง
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มี productivity ต่ํากวาระบบ batch นอกจากนี้ การเติมกลูโคส และ/หรือกลูตามีน จนมีความเขมขน

ในถังสูง ยังเปนการกระตุนการเกิดของเสียไดแก แลคเทตและแอมโมเนีย ในระดับทีเ่ริ่มมีผลกระทบตอ

การเจริญและการผลิตแอนติบอดีของเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 อีกดวย 

การศึกษาการกระจายตวัของขนาดเซลลไฮบริโดมา โดยใชวิธวีัดขนาดเซลลภายใตกลอง

จุลทรรศน เปรียบเทียบกับขนาดของ grid line บน hemacytometer พบวา เซลลไฮบริโดมาทีม่ีชีวิตมี

ขนาดกระจายตัวอยูในชวง 8.75-26.25 ไมโครเมตร คิดเปนคาเฉลี่ย 16.67±2.20 ไมโครเมตร สวน

เซลลตายจะมขีนาดโดยเฉลี่ย 15.39±2.21 ไมโครเมตร เล็กกวาเซลลมีชีวิตเล็กนอย เมื่อนําขนาดเซลล

มาเปรียบเทียบกับขนาดรูพรุนของ spin filter ซ่ึงมีขนาดสม่าํเสมอเทากับ 20 ไมโครเมตร พบวามี

สัดสวนขนาดรูพรุนตอขนาดเซลล (porosity) เทากับ 1.20 ซ่ึงเปนสัดสวนที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง

เซลลระบบ perfusion สามารถกักกันเซลลไดสูงและไมเกิดการอุดตันของ filter ไดงาย เม่ือดําเนินการ

เลี้ยงเซลลเปนระยะเวลานาน 

การศึกษาประสิทธิภาพในการกักกนัเซลลของ spin filter โดยแปรคาปจจัยที่สําคัญ 2 เรื่อง 

ไดแก อัตราการหมนุของ spin filter และอัตราการหมนุเวียนอาหารผาน spin filter โดยใชเซลลไฮบริ

โดมา ENRO 44 เปนอนุภาคสําหรับการศึกษาโดยตรง พบวาประสิทธิภาพการกกักันเซลลสูงสุดเม่ือ

กําหนดความเร็วเทากับ 100 รอบตอนาท ี ใหคาสูงถึง 81.3 เปอรเซ็นต ที ่ perfusion rate 0.25 vvd 

สวนที ่ perfusion rate สูงขึ้นจะใหประสิทธิภาพการกักกนัเซลลนอยกวา perfusion rate ต่ํา และ 

perfusion rate สูง 0.50-1.00 vvd จะใหผลการกักกันเซลลที่ใกลเคียงกัน 

การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ใน stirred-tank bioreactor ระบบ semi-

continuous perfusion รวมกับการใช spin filter โดยการเปลี่ยนถายอาหารแบบไมตอเนื่อง พบวา 

เซลลไฮบริโดมามีความเขมขนเซลลมีชีวิตสูงขึ้นสูงถึง 1.01x106 เซลลตอมิลลิลิตร และคงที่ท่ีภาวะ

สมดุลประมาณ 1.00-2.00x105 เซลลตอมิลลิลิตร เปอรเซ็นตความมีชีวิตสูงกวา 90 เปอรเซ็นตในชวง 

2 วันแรก จากนัน้จึงมีคาคงที่ประมาณ 10-15 เปอรเซ็นต ประสิทธิภาพในการกกักันเซลลของ spin 

filter มีคาลดลงจาก 61.6 เหลือ 5.6 เปอรเซ็นต ภายในระยะเวลาเพียง 10 วนั แสดงใหเห็นวา ระบบนี้

ทําใหประสิทธภิาพการกักกนัเซลลของ spin filter ลดลง  

การเพาะเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ENRO 44 ระบบ Continuous perfusion เปนระบบที่เหมาะ

แกการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา ระบบนี้ จะมีการเปลี่ยนถายอาหารอยางตอเนื่องโดยอาศัยการทาํงานของ 

peristaltic pump ใหประสิทธิภาพการกักกนัเซลลทีสู่งถึง 70-90 เปอรเซ็นตเม่ือกําหนด perfusion 

rate อยูในชวง 0.10-0.80 vvd การเจริญของเซลลจะขึน้กับ perfusion rate โดยที่เมื่อกําหนด 

perfusion rate 0.80 vvd เซลลไฮบริโดมาจะมีระยะการเจริญไดนานขึน้กวา perfusion rate ต่ํา มี
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ความเขมขนเซลลสูงถึง 1.57x106 เซลลตอมิลลิลิตร เปอรเซ็นตความมีชีวิตสงูประมาณ 30-40 

เปอรเซ็นต และสามารถดําเนินการเลี้ยงเซลลไดเปนระยะเวลายาวนาน อยางนอย 2 สัปดาห ถึงแมจะ

มีความเขมขนของแอนติบอดีใกลเคียงกันในแตละคา perfusion rate คือประมาณ 70.0-80.0 

มิลลิกรัมตอลิตร แตก็สามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑตอวันไดปริมาณสงูกวา เก็บเกี่ยวได 73.69 มิลลิกรัม

ตอวัน เมื่อลดความเขมขนของ FCS ในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาลงเหลือ 5 เปอรเซ็นต เซลลจะมี

การเจริญและมีความเขมขนของแอนติบอดีลดลงเล็กนอย แตเมื่อเปรียบเทียบในดานตนทนุการผลิต

แอนติบอดีในเรื่องอาหาร จะมีมูลคาลดลงประมาณ 30 เปอรเซ็นต 

เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบถงักวน เปนเครื่องมือที่มีสามารถนาํมาใชในการเลี้ยงเซลลไฮบริ

โดมาไดเปนอยางดี เนื่องจากการควบคุมภาวะที่เหมาะสมแกเซลล การติดตามความเปลี่ยนแปลง การ

เก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ และการขยายขนาดสามารถทําไดโดยงาย โดยการเลี้ยงเซลลระบบ continuous 

perfuion ที่ม ี spin filter ทําหนาที่เปนอุปกรณในการกักกันเซลล ชวยใหการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมามี

ประสิทธิภาพ สามารถเพิ่มความเขมขนของเซลล ระยะเวลาการเลี้ยงเซลล ผลผลิตตอวัน และอัตรา

การผลิตตอหนวย (productivity) ใหสูงขึ้นได  
 
ขอเสนอแนะ  
1. จากผลการเลี้ยงเซลลในระบบ perfusion พบวา ความเขมขนของแลคเทตและ

แอมโมเนยียังคงมีคาสูง ถึงแมวาจะเพิ่ม perfusion rate ใหสูงขึน้ ความเขมขนของแลคเทตและ

แอมโมเนยีจะมีผลกระทบตอการเจริญของเซลลไฮบริโดมา วิธหีนึ่งในการลดการผลติของเสีย 2 ชนิดนี้

ลงได คือ การควบคุมความเขมขนของกลูโคสและกลูตามีนภายในถังใหมีความเขมขนอยูในระดับต่ํา 

โดยอาจใชวธิีการปรับสูตรอาหารที่ใชในการเปลี่ยนถายใหมีความเหมาะสมขึ้น เพื่อไมใหเกิดการ

สะสมของกลูโคส และกลูตามีนภายในถังสูงเกินไป 

2. กลยุทธหนึ่งในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาใหมีประสิทธิภาพสูงสุด คือ การปรับกระบวน 

การเติมอาหารใหเหมาะสมแกความตองการของเซลลในขณะนัน้ไดอยางรวดเร็ว อาจใชคาตัวแปรที่

ติดตามไดงายในการกาํหนดอัตราการเติมอาหาร เชน คา oxygen uptake rate, glucose 

consumption rate เปนตน ทั้งนี้อาจจะตองศึกษาความสัมพันธระหวางคาตัวแปรกับเมแทบอลซึิมของ

เซลล  

3. การใชระบบการเลี้ยงเซลลมากกวา 1 หนวย และดําเนินการตอเนื่องกัน เพ่ือใหมีการใช

อาหารคุมคามากขึ้น และอาจเปนการเพิ่มความเขมขนของแอนติบอดีดวย 
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รูปที่ ก.1  กราฟมาตรฐานความเขมขนของแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA ของโมโนโคลนอล

 แอนติบอดีรหัส ENRO 44 ตอเอนโรฟลอกซาซนิ ที่ความเขมขน 0 – 150 นาโนกรัมตอ

 มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก.2  กราฟมาตรฐานความเขมขนของแอมโมเนีย ดวยวิธี Indophenol blue reaction ความเขม 

ขน 0 – 5 มิลลิโมลาร (Fewcett และคณะ,1960) 
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รูปที่ ก.3  กราฟมาตรฐานความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นา

 โนเมตร ดวยวธิี BCA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก.4  กราฟมาตรฐานความเขมขนของกลูโคสความเขมขน 0–10 กรัมตอลิตร กับพื้นที่ใตพีค ดวย

วิธี HPLC  
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R2 = 0.9998

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

glucose concentration (g/l)

pe
ak

 a
re

a

y = 0.0009x
R2 = 0.9954

0.000

0.100

0.200

0.300

0.400

0.500

0.600

0 100 200 300 400 500 600 700

BSA concentration (ug/ml)

A
54

0



 122 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานความเขมขนของแลคเทตความเขมขน 0–10 กรัมตอลิตร ดวยวิธี HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก.6  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานที่

ใชในการเทียบหาน้ําหนกัโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (หลังจากทําใหบริสุทธิ)์ ดวย

เทคนิค SDS-PAGE 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรยีมสาร 
 

การเตรยีมอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา  
   

  RPMI 1640     10.4 กรัม 

  NaHCO3     2.0 กรัม 

  L-glutamine     0.1 กรัม 

  Glucose     2.0 กรัม 

  Sodium pyruvate    0.11 กรัม 

  Penicllin G Sodium    1000000 ยูนิต 

  Streptomycin sulfate        1 กรัม 

  น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 1 ลิตร 

กรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ๆ ละ 100 มิลลิลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส กอนใชผสม FCS 10 เปอรเซ็นต 
 
การเตรยีมน้าํยาแชแข็งเซลล 
 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   65 มิลลิลิตร 

 Fetal bovine serum    25 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   10 มิลลิลิตร 

กรองดวยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การเตรยีมสารละลายสําหรบัการเชื่อมเอนโรฟลอกซาซนิกบั BSA 
 

0.05 M Carbonate buffer, pH 9.6 

Na2CO3     1.59 กรัม 

NaHCO3     2.93 กรัม 

น้ํากลัน่      800  มิลลิลิตร 

ปรับ pH ใหได 9.6 และเติมนํ้ากลัน่ใหครบ 1 ลิตร 

 
การเตรยีมสารละลายสําหรบัใชในการทาํแอนตบิอดีใหบริสุทธิ ์
 

1. 0.1 M  citrate buffer pH 3 

Citric acid     0.1  M 

Na2HPO4     0.1 M 

ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 3  กรองดวยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

2. 0.1 M  Phosphate buffer pH 8  

ช่ัง  NaH2PO4     13.8 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ช่ัง  Na2HPO4      35.8   กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8 กรองดวยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

2. 1 M Tris HCl buffer pH 9   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane    121 กรัม   

ละลายดวยน้าํกลั่น     500 มิลลิลิตร 

HCl      1.0 M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9.0 กรองดวยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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การเตรยีมสารละลายสําหรบัใชวิเคราะหโปรตนีดวยวธีิ BCA 
 
 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 Bovine serum albumin    1.0 มิลลิกรัม 

 น้ํากลัน่      1.0 มิลลิลิตร 

BCATM Reagent A และ BCATM Reagent B (BCATM Protein Assay Kit ของบรษิทั 

PIERCE) กอนใชผสม Reagent A : B ในอัตราสวน 50:1 

 
การเตรยีมสารละลายที่ใชวิเคราะหความเขมขนของกลูโคสและแลตเทตดวย HPLC 
  

1. สารละลายกลโูคสและแลคเทตมาตรฐาน 2 กรัมตอลิตร 

Glucose     0.2 กรัม 

Calcium-L-lactate pentahydrate  0.3422 กรัม 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 100 มิลลิลิตร 

กรองดวยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

2. สารละลายตวัพา 

H2SO4 96 เปอรเซ็นต    0.278 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 1000 มิลลิลิตร  

กรองผานเมมเบรนชนิดเซลลูโลสอะซิเทตขนาด 0.45 ไมโครเมตร กําจัดฟองอากาศดวย 

sonicator 30 นาที กอนใช  
 
การเตรยีมสารละลายที่ใชวิเคราะหความเขมขนของเซลล (Tennant, 1964) 
  

สารละลาย Trypan blue 0.4 เปอรเซ็นต 

 Trypan blue     0.4  กรัม 

 NaCl      0.01  กรัม 

 K2HPO4     0.06  กรัม 

 น้ํากลัน่       100  มิลลิลิตร 

 กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 
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การเตรยีมสารละลายตางๆ สําหรบัใชในการทดสอบดวยวธิี indirect ELISA 
 

1. 0.2 M  Phosphate buffer (Stock reagent) 

ช่ัง  NaH2PO4     27.6 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ช่ัง  Na2HPO4     71.63   กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock 0.2 M Phosphate buffer 

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

0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  1.0 ลิตร  

NaCl        175.2  กรัม  

น้ํากลัน่      19  ลิตร 

อาจเติม 0.01 เปอรเซ็นต Thimerosal (preservative) 20  มิลลิลิตร  

ผสมใหเขากนั กรองสารละลายทีไ่ดดวยเครื่องกรองสารละลาย แลวเก็บใสถังสีขาว 

3. 5 เปอรเซ็นต นมพรองมันเนย  (Blocking solution) 

  นมพรองมันเนย mission        5 กรัม 

  PBS      100 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากนั (เตรียมใหมกอนใช) 

4. 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 

  Na2HPO4  11.9 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

  Citric acid  7 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 เก็บใสขวดสีชา ที่อณุหภูมิ 4  หรือ –20  องศาเซลเซียส   

5. Substrate OPD 

O-phenylenediamine     0.04 กรัม 

0.15 M Phosphate citrate buffer pH 5.0 100 มิลลิลิตร 

30 เปอรเซ็นต H2O2    0.04 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั(เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 

6. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

18 M H2SO4     69.5 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่      430.5 มิลลิลิตร 

 เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 
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การเตรยีมสารละลายที่ใชวิเคราะหความเขมขนของแอมโมเนยี 
 

1. สารละลายมาตรฐาน NH4Cl 1.0 M  

NH4Cl      53.49  มิลลิกรัม 

อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริด    1  มิลลิลิตร 

เตรียมใหมทุกคร้ังกอนใช เจือจางใหไดความเขมขน 0-7 mM ดวยอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริด 

2. Sodium phenate 

Phenol A.R.     25.0  กรัม 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 800  มิลลิลิตร 

4N NaOH     78  มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็น ไมควรใชเม่ือสีเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล นํา

ออกมาทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองกอนใช 

3. Sodium nitroprusside 1 เปอรเซ็นต 

Sodium nitroprusside     1  กรัม 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 100  มิลลิลิตร 

เก็บที่อุณหภูมหิองในที่มืด 

4. Sodium nitroprusside 0.01 เปอรเซ็นต 

Sodium nitroprusside 1 เปอรเซ็นต  1 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 100  มิลลิลิตร 

เก็บไวที่อุณหภูมิหองในที่มดื 

5. Sodium hypochlorite ประมาณ 0.02 N 

Clorox (NaOCl 6 เปอรเซ็นต)   25  มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ (deionized distilled water) 75  มิลลิลิตร 

เก็บไวที่อุณหภูมิหองในที่มดื 
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การเตรยีมสารสําหรบัการทาํ 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 

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  กรัม 

Glycine      18.8  กรัม 

SDS       1.0  กรัม  

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 
 

การคํานวณราคาตนทุนตอแอนติบอดีที่ผลิตได 

 

ราคาตนทุน (บาทตอมิลลิกรัม)  =    ราคาอาหารเลี้ยงเซลลที่ใชไปในแตละวนั  

                                                                      ปริมาณแอนติบอดีที่เก็บเกี่ยวได 

 

มูลคาทีน่ํามาคํานวณนี้เปนมูลคาเฉพาะสวนของอาหารเลี้ยงเซลลที่ใชไปในแตละวันตั้งแตเริ่ม

การเลี้ยงระบบ continuous perfusion โดยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 10 เปอรเซ็นตมีราคา 880 บาท

ตอลิตร และอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 5 เปอรเซ็นตมีราคา 480 บาทตอลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานพินธ 
 

 นายชัชวาล  อุดมโชคมงคล เกิดเม่ือวันที่ 13 กุมภาพันธ พ.ศ. 2525  ท่ีจังหวดั สุพรรณบุรี 

สําเร็จการศึกษาหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ 1) สาขาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546 และเขาศึกษาตอหลกัสูตรปริญญาวิทยา

ศาสตรมหาบณัฑิตที่จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547  
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