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บทคัดย่อ 

 การศึกษาคุณสมบัติโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืชจ าเป็นต้องใช้
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนของไวรัสเจอี ซึ่งงานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่จ าเพาะต่อแอนติเจนของ จีนัส Flavivirus และท าบริสุทธิ์ของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยง
เซลล์ภายหลังจากตกตะกอนด้วย 50% แอมโมเนียมซัลเฟต โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ 
ท าให้ได้ปริมาณ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 
CD Hybridoma medium โดยวิธี Direct adaptation และ Sequential adaptation เท่ากับ 
36.47±6.22 และ 38.68±6.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยเซลล์ที่เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ Hybridoma-SFM medium เท่ากับ 41.82±5.93 และ 68.88±8.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ เมื่อน าไปทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับแอนติเจน ให้ผล
ทดสอบเป็นบวกกับ Dengue virus type1 และ Japaneses encephalitis vaccines ดังนั้น anti-
flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ได้จากงานวิจัยนี้สามารถน าไปใช้ในการศึกษา
คุณสมบัติโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืชเพ่ือพัฒนาโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมอง
อักเสบเจอีในพืชต่อไป 

 
ค าส าคัญ: ไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี, D1-4G2-4-15, อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม, การท าบริสุทธิ์ 
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 ABSTRACT 
The study of the Japanese encephalitis virus (JEV) surface protein in plants 

require monoclonal antibodies specific to its antigen. Aim of this research 
development of D1-4G2-4-15 cell culture in serum-free media to produce 
monoclonal antibodies specific to the antigen of the genus flavivirus and purification 
of cell culture supernatant after precipitation with 50% ammonium sulfate by affinity 
chromatography. The amount of anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 in CD 
Hybridoma medium by Direct adaptation and Sequential adaptation were 36.47 ± 
6.22 and 38.68 ± 6.32 µg/mL, respectively. While using Hybridoma-SFM were 41.82 ± 
5.93 and 68.88 ± 8.18 µg/mL, respectively. The specific activities of this purified 
monoclonal antibody were tested by using various flavivirus antigens. The results 
were positive with Dengue virus type1 and several Japaneses encephalitis vaccines. It 
was concluded that anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 from this research 
can be used in studying the properties of the surface protein of the Japanese 
encephalitis virus in plant. 
 

Keywords: Japanese encephalitis virus, D1-4G2-4-15, serum-free media, purification 
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ประสบความส าเร็จทางด้านการศึกษาในครั้งนี้ 
 ขอขอบพระคุณส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ในโครงการพัฒนานักวิจัย
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 2.4.6.4 วิธีการปรับเซลล์เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 44 
 2.4.6.5 การศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 44 

2.5 กระบวนการแยกทางเคมี 46 
2.5.1 การแยกโดยการตกตะกอน (Separation by Precipitation) 46 
 2.5.1.1 วิธีควบคุม pH  47 
 2.5.1.2 วิธีการเลือกตัวตกตะกอนที่เฉพาะเจาะจง  47 
 2.5.1.3 การศึกษาการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินด้วยแอมโมเนียม 49 

   ซัลเฟตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  
2.5.2 การแยกโดยวิธีโครมาโทกราฟี (Separation by Chromatography) 50 
 2.5.2.1 การแบ่งชนิดของโครมาโทกราฟี 50 
2.5.3 การแยกและท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ 51 

2.5.3.1 หลักการของโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ 51 
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2.5.3.2 เมทริกซ์ (Matrix) 52 
2.5.3.3 ลิแกนด ์ 54 
2.5.3.4 Spacer arm 54 
2.5.3.5 การเชื่อมลิแกนด์เข้ากับเมทริกซ์ 54 
2.5.3.6 การประยุกต์ใช้งาน 55 

 2.6 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 56 
  2.6.1 หลักการของวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  56 
  2.6.2 ชนิดของ ELISA  56 
   2.6.2.1 Direct method  56 
   2.6.2.2 Indirect method  57 
   2.6.2.3 Competitive method  57 
 
บทที่ 3 วิธีการวิจัย  

  
3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM)  58 
     และการเพ่ิมจ านวนเซลล์  

3.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) 58 
3.1.2 การเพ่ิมจ านวนเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) 58 
3.1.3 การนับจ านวนเซลล์โดยใช้ Neubauer hemocytometer 59 

3.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 60 
3.2.1 วิธี Direct adaptation 60 
3.2.2 วิธี Sequential adaptation 60 

          3.3 การเก็บเซลล์ D1-4G2-4-15 ในไนโตรเจนเหลว 61 
3.3.1 การเก็บเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์                          61 
        ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มของตัวอ่อนลูกวัวในไนโตรเจนเหลว 
3.3.2 การเก็บเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์                          61    
        ทีป่ราศจากซีรั่มของตัวอ่อนลูกวัวในไนโตรเจนเหลว 

3.4 ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อแอนติเจน                      62 
3.5 การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว              62 
3.6 การท าบริสุทธิ์โดยใช้โครมาโทกราฟี               63 
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 3.6.1 Econo-Pac Serum IgG Purification Kit (Bio-Rad)   63 
 3.6.2 ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โดยใช้ Econo-Pac Serum IgG Purification Kit 63 
3.7 การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด       64 
3.8 การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน       64 

3.8.1 การทดสอบการเลือกบัฟเฟอร์ (blocking) ส าหรับ    64 
        น ามาใช้วัดปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี ELISA 
3.8.2 การทดสอบความเข้มข้นของ Goat anti-mouse IgG-HRP    65 
        ส าหรับน ามาใช้วัดปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธ ีELISA 
3.8.3 วัดปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี ELISA    66 

3.9 ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อแอนติเจน    66 
 3.9.1 ทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen clone 66 
  D1-4G2-4-15 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อแอนติเจน   

3.9.2 ทดสอบความจ าเพาะของ ของ anti-flavivirus group antigen clone  67 
D1-4G2-4-15 ต่อแอนติเจน 

3.10 ทดสอบความคงทน 68 

 
บทที่ 4 ผลการวิจัยและอภิปรายผล  

  
4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 และการเพ่ิมจ านวนเซลล์ 69 
4.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 72 

4.2.1 CD Hybridoma medium 71 
4.2.2 Hybridoma-SFM medium 78 

4.3 การท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดี  84 
4.4 การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 87 
4.5 ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อแอนติเจน 95 
4.6 ทดสอบความคงทนของแอนติบอดี (ในรูปแบบน้ า) 97 
  

บทที่ 5 สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 99 
 
รายการอ้างอิง 101 
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ภาคผนวก  
 

ภาคผนวก ก การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 121 
ภาคผนวก ข การเตรียมสารเคมี 123 
ภาคผนวก ค ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของจ านวนเซลล์และ 127 
                เปอร์เซ็นต์ความรอดชีวิตที่สภาวะต่าง ๆ 
ภาคผนวก ง กราฟมาตรฐานและค่าดูดกลืนแสง 129 
ภาคผนวก จ ประมวลภาพการด าเนินงานวิจัย 138 

          ภาคผนวก ฉ บทความวิจัยที่ก าลังส่งตีพิมพ์ในวารสารของคณะวิทยาศาสตร์ 
                          มหาวิทยาลัยนเรศวร 145 
ประวัติผู้เขียนและผลงานทางวิชาการ 157    
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที่    หน้า 
     2.1 การแบ่งเทคนิคและวิธีการแยกตามชนิดของเฟส                                               48 
     4.1 ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสง 595 นาโนเมตร ของบัฟเฟอร์ที่น ามาทดสอบ           88 

ส าหรับใช้ในการวัดปริมาณ IgG 
     4.2 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณ IgG ในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma  89 
          medium (μg/ml) หลังจากข้ันตอนการท าบริสุทธิ์ของ anti-flavivirus group 
          antigen clone D1-4G2-4-15  
     4.3 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณ IgG ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM  90 
          medium (μg/ml) หลังจากข้ันตอนการท าบริสุทธิ์ของ anti-flavivirus group 
          antigen clone D1-4G2-4-15  
     4.4 สรุปปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณ IgG ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม  91 
          (μg/ml) หลังจากข้ันตอนการท าบริสุทธิ์ของ anti-flavivirus group antigen  
          clone D1-4G2-4-15 (แสดงผลโดยค่าเฉลี่ย±ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย)  
     4.5 สรุปค่าการทดสอบทางสถิติของอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma และ   91 

Hybridoma-SFM ที่วิธีการเลี้ยงที่แตกต่างกัน 
     4.6 สรุปค่าการทดสอบทางสถิติของวิธีการเลี้ยงเซลล์แบบ Direct adaptation และ    93 
          Sequential adaptation ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่แตกต่างกัน  
     4.7 ผลการทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen clone  96 
          D1-4G2-4-15 ต่อแอนติเจน (positive ≥0.200>negative)  
     4.8 ผลการทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone  97 
          D1-4G2-4-15 (positive ≥0.200>negative)  
      
ตารางภาคผนวกท่ี 
  ก.2.1.1 องค์ประกอบของการเตรียม OPI ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 121 
 ก.2.2.1 สูตรอาหารเลี้ยงเซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI)  122 
           1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มของตัวอ่อนลูกวัวส าหรับ 
                การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางภาคผนวกที่ หน้า 
 ค.1 ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตในอาหารเลี้ยงเซลล์  127 
           CD Hybridoma mediumที่สภาวะต่าง ๆ 
 ค.2 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma           127 
      medium ที่สภาวะต่าง ๆ  
 ค.3 ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM  128 
   medium ที่สภาวะต่าง ๆ  
 ค.4 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium 128 
   ที่สภาวะต่าง ๆ  
 ง.1.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์          129 
        โดยวิธ ีDirect adaptation ก่อนผ่านการท าบริสุทธิ์ 
 ง.1.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์          130 
        โดยวิธ ีSequential adaptation ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma 
        medium ก่อนผ่านการท าบริสุทธิ์  
 ง.1.3 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์          131 
        โดยวิธ ีSequential adaptation ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM 
             medium ก่อนผ่านการท าบริสุทธิ์ 
 ง.2.1 ค่าดูดกลืนแสงของบัฟเฟอร์ทั้งสามชนิดที่ค่าความเจือจางของ  132 
             Goat anti-mouse IgG-HRP 1:1000 และ 1:2000 
 ง.2.2.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของ Goat anti-mouse IgG-HRP  133 
           ที่ความเจือจางต่าง ๆ 
 ง.2.2.2 ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสงของ Goat anti-mouse IgG-HRP 133 
       ที่ความเจือจางต่าง ๆ 
 ง.2.3.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์  134 
  Hybridoma-SFM medium โดยใช้วิธี Bradford assay  
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางภาคผนวกที่ หน้า 
 ง.2.3.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์  135 
  CD Hybridoma โดยใช้วิธี Bradford assay  
 ง.2.4.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์  136 
  CD Hybridoma ที่วัดโดยใช้วธิี ELISA 
 ง.2.4.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์  136 
  Hybridoma-SFM medium ที่วัดโดยใช้วิธี ELISA 
 ง.2.5.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของแอนติเจนต่อแอนติบอดีที่อัตราส่วน 137 
  การเจือจางต่าง ๆ  
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที่ หน้า 
    2.1 ยุงร าคาญ (Culex tritaeniorhynchus) ซึ่งเป็นพาหะน าโรคไข้สมองอักเสบเจอี   4 
 2.2 โครงสร้างจีโนมของ flavivirus แผนภาพแสดงรูปแบบของ  5 
      flavivirus polyprotein ที่เป็นโปรตีนโครงสร้างและไม่เป็นโปรตีนโครงสร้าง  
    2.3 วงจรชีวิตของ flavivirus 11 
    2.4 แผนผังของแหล่งเพาะยุงและการติดเชื้อของสัตว์และมนุษย์ของ 12 
  โรคไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี  
    2.5 อาการทางคลีนิกจากการติดเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี 16 
    2.6 Japanese Encephalitis IgM ELISA kit 17 
    2.7 น้ าเหลืองของกระต่ายที่น าไปท า eletrophoresis พบ protein fraction ตาง ๆ 24 
    2.8 โครงสร้างของแอนติบอดี 25 
    2.9 โครงสร้างพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลินชนิด  26 
         IgG, IgM, IgA, IgD และ IgE  
    2.10 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี   28 
    2.11 รูปร่างและลักษณะการเจริญเติบโตของ Vero cells 34 
 2.12 วิธีการปรับเซลล์เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม  43 
        (FBS: อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มและ SFM: อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม) 
 2.13 การจับกันระหว่างลิแกนด์ (L) และเอนไซม์ท่ีสนใจ (E)  52 
  โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ 
 2.14 หลักการของโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ แสดงการจับกันระหว่าง 53 
        สารที่สนใจ (S) กับลิแกนด์ (L) ในขณะอยู่ในคอลัมน์ 
 2.15 โครงสร้างของ agarose gel 53 
 2.16 ปฏิกิริยาการเชื่อมต่อระหว่างลิแกนด์และเมทริกซ์ 55 
 2.17 ชนิดของ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  57 
 3.1 รูปแบบของการเตรียมความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐานลงใน 96 well plate 64 
 3.2 แอนติเจนส าหรับทดสอบความจ าเพาะของ ของ anti-flavivirus group  67 
      antigen clone D1-4G2-4-15 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที่ หน้า 
 4.1 ลักษณะของเซลล์ D1-4G2-4-15 ภายหลังการละลายเซลล์ที่ถูกเก็บไว้ใน 70 
         ไนโตรเจนเหลวลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
 4.2 ลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 หลังการ subculture ครั้งที่ 1 ที่ก าลังขยายต่าง ๆ 71 
 4.3 ลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่ก าลังขยาย 40X หลังการ subculture  71 
         ครั้งที่ 3 ที่แข็งแรงสมบูรณ์พร้อมที่จะน าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
 4.4 การเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ D1-4G2-4-15 ใน  74 
         อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม  
         (CD Hybridoma medium) 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 
 

โรคไข้สมองอักเสบเจอี (Japanese encephalitis) เกิดจากการติดเชื้อ Japanese 
encephalitis virus (JEV) ไวรัสเจอีจัดอยู่ในตระกูล Flaviviridae สกุล Flavivirus อยู่ในกลุ่ม
เดียวกับไวรัสเด็งกี่ (Dengue virus) ไวรัสไข้เหลือง (Yellow fever virus) ไวรัสเวสต์ไนล์ (West 
Nile virus) ไวรัสโรคไข้สมองอักเสบจากเห็บ (Tick-borne encephalitis virus) และไวรัสซิกา 
(Zika virus) ซ่ึงไวรัสไข้สมองอักเสบเจอ ีมีคุณสมบัติเช่นเดียวกับ ฟลาวิไวรัสตัวอ่ืน ๆ ซึ่งเป็นไวรัสที่มี
แมลงกินเลือด (เห็บหรือยุง) เป็นพาหะน าโรค (carrier) จะติดต่อในวงจรจากสัตว์สู่คน แต่ในทาง
ภูมิศาสตร์จะถูกจ ากัดการกระจาย และการระบาดของไวรัสขึ้นอยู่กับที่ตั้งทางภูมิศาสตร์ของตัวพาหะ
น าเชื้อโรค (เห็บและยุง) และมีสัตว์มีกระดูกสันหลังเพ่ือเพ่ิมจ านวนเชื้อ (amplifying host) เช่น นก
และหมู เป็นต้น (Rastogi et al., 2016) จากงานวิจัย เรื่อง “Molecular Evolution of Japanese 
encephalitis virus in nature” พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงระดับนิวคลิโอไทด์ (nucleotide 
substitution) ของเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี (JEV) ในรูปแบบของการเกิด genetic 
recombination ทั้งในธรรมชาติ และในหลอดทดลอง (in vitro) (Tangkananond, 2008) จากนั้น
ท าการตัดต่อ Envelope gene หรือ E gene ซึ่งเป็นยีนที่ควบคุมการสร้างโปรตีนชนิดผิว 
(Envelope protein) ของเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี โปรตีนชนิดผิวนี้สามารถกระตุ้นให้ร่างกาย
สร้างภูมิคุ้มกันป้องกันไข้สมองอักเสบเจอี โดยท าการศึกษา E gene ของสายพันธุ์วัคซีนป้องกันโรคไข้
สมองอักเสบเจอีชื่อ SA14-14-2 (Ku et al., 1994; Chambers & Thomas, 2003) ซึ่งเป็นสายพันธุ์
ที่ให้การตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันของเชื้อไข้สมองอักเสบเจอีสูง โดยมีกลุ่มนักวิจัยชาวจีนได้ศึกษาถึง
ระดับอณูวิทยาทราบว่ามี 8 epitope ที่มีความส าคัญต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันทั้งแบบ
ของเหลวและแบบเซลล์ โดยที่ 6 epitope ณ ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 75-92, 149-163, 258-285, 
356-362, 373-399 และ 397-403 จะตอบสนองต่อ B cell ส่วนอีก 2 epitope ณ ต าแหน่งกรดอะ
มิโนที่ 60-68 และ 436-445 จะตอบสนองต่อ T cell และต าแหน่งดังกล่าวของสายพันธุ์ SA14-14-2 
โดยใช้โปรแกรม Vector NTI ตัดต่อ epitope ทั้ง 8 และเพ่ิม glycine และ serine (GS) linker ท า
ให้ได้ยีนที่ส าคัญของ Envelope gene หรือเรียกว่า Polyepitope Peptide จ านวน 439 เบส แปล
รหัสได้เป็น 137 อะมิโนแอซิด (Wei et al., 2010) Polyepitope protein ที่กล่าวข้างต้นได้จากการ
สังเคราะห์ของบริษัท GeneArt®, Invitrogen โดยอาศัย vector และอ่ืน ๆ ช่วยในการแสดงออก 



Ref. code: 25595609032080CWR

2 

 

(express) ของยีนในเซลล์ของพืชใบยาสูบชนิด Nicotiana benthamiana ท าให้ใบยาสูบมีการสร้าง
โปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี ตามวิธีของ Professor George Lomonossoff ณ 
Biological Chemistry, John Innes Centre, Colney lane, Norwich สหราชอาณาจักร 
Professor Lomonossoff มีความช านาญด้านการผลิต vector ชื่อ pEAQ vector ซึ่งดัดแปลงมา
จาก Cowpea mosaic virus (CPMV) RNA-2 (CPMV-HT) ไวรัสชนิด CPMV จัดเป็นพวก (+) 
sense ssRNA virus อยู่ใน Class Comovirus, Family Comoviridae ซึ่งเป็นไวรัสของพืชที่
เพาะเลี้ยงได้ในใบยาสูบ (Sainsbury & Lomonossoff, 2008; Sainsbury et al., 2009) 

การศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในใบยาสูบ
จ าเป็นต้องใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนของจีนัส flavivirus ที่สามารถผลิตได้
โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC®HB-112TM) ซึ่งเป็น hybridoma cells การเลี้ยง 
hybridoma cells นั้นนิยมใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ basal cell culture media ได้แก่ RPMI 1640, 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), Ham’s F12 และ DMEM/F12 เป็นต้น ซึ่ง
สูตรอาหารเลี้ยงเซลล์เหล่านี้จะมีส่วนประกอบต่าง ๆ เช่น กรดอะมิโน วิตามิน เกลือแร่ และแหล่ง
คาร์บอน เช่น กลูโคส แต่ส่วนประกอบเหล่านี้ ไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตที่ดีของเซลล์ ดังนั้นการ
เติมซีรั่ม (serum) ของสัตว์ ซึ่งถือเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญมากที่สุดส่วนหนึ่งในการเลี้ยงเซลล์จะช่วย
ให้เซลล์เติบโตได้ดียิ่งขึ้น แม้ซีรั่มจะช่วยในการเจริญเติบโต และเปลี่ยนสภาพของเซลล์ แต่การเสริม
ซีรั่มในอาหารเลี้ยงเซลล์ก็มีข้อด้อยในหลายประการ เช่น ความปรวนแปรขององค์ประกอบในซีรั่มมี
ผลต่อการเจริญของเซลล์ ซีรั่มมีอายุการใช้งานที่จ ากัด และมีราคาสูงกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์ ซีรั่มยังเป็น
แหล่งที่มีการปนเปื้อนไวรัสที่มีผลต่อการเจริญของเซลล์เพาะเลี้ยง นอกจากนี้ซีรั่มยังท าให้ขั้นตอนการ
ท าบริสุทธิ์สารชีวเภสัชภัณฑ์ (biopharmaceuticals) จากเซลล์เพาะเลี้ยงมีความยุ่งยาก เนื่องจาก
ซีรั่มมีการปนเปื้อนจากโปรตีนของสัตว์ที่อาจไม่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค ดังนั้นการท าการเพาะเลี้ยงเซลล์
ในอาหารที่ปราศจากซีรั่ม จึงช่วยลดขั้นตอนในการก าจัดโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของซีรั่ม ดังนั้น
ผู้ท าวิจัยจึงได้ท าการศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์โดยปราศจากซีรั่ม เพ่ือเป็นการลดค่าใช้จ่าย ลดการ
ปนเปื้อนที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และลดขั้นตอนในการก าจัดโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบ
ของซีรั่มในข้ันตอนการท าบริสุทธิ์ รวมทั้งท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือน าไปใช้ในการศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในใบยาสูบต่อไป โดยสามารถจะพัฒนา
โปรตีนชนิดผิวนี้เป็นวัคซีนทดแทนวัคซีนที่ผลิตจากสมองหนูหรือเซลล์สัตว์ซึ่งมักจะมีการปนเปื้อนจาก
โปรตีนของสมองหนู หรือจากไวรัสที่ปนเปื้อนมาในซีรั่มหรือเซลล์สัตว์  
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1.2 วัตถุประสงค์ 

 
 เพ่ือให้ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดี anti-flavivirus group antigen clone D1-

4G2-4-15 ที่บริสุทธิ์ และจ าเพาะต่อแอนติเจนของจีนัส flavivirus เพ่ือน าไปใช้ในการพัฒนาโปรตีน
ชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืชโดยมุ่งเน้นการท าวิจัยดังนี้ 

(1) เพ่ือพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่ม ในการเพาะเลี้ยงซึ่งสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนของ
จีนัส flavivirus ได ้

(2) ท าบริสุทธิ์ของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
D1-4G2-4-15 โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม เพ่ือให้ได้ anti-flavivirus group antigen 
clone D1-4G2-4-15 ที่บริสุทธิ์ และน าไปใช้ในการพัฒนาโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี
ในพืช 

 
1.3 ขอบเขตการศึกษา 

 
ท าการพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยเปรียบเทียบวิธีที่สามารถ

เลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 จากวิธีดั้งเดิมที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเปลี่ยนเป็นวิธีที่
สามารถเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม และเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ปราศจากซีรั่มสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนของ จีนัส 
flavivirus ได้ จากนั้นท าบริสุทธิ์ของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม ภายหลังการตกตะกอนด้วย 50% แอมโมเนียม
ซัลเฟต ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี (chromatography) และทดสอบความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจน ปริมาณของโมโนโคลนอลแอนติบอดี และความคงทนของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี (stability) ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้วโดยวิธี enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA)  
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 โรคไข้สมองอักเสบเจอี (Japanese encephalitis) 

 
โรคไข้สมองอักเสบเจอี เป็นโรคที่มีความร้ายแรงชนิดหนึ่งเกิดจากการติดเชื้อ 

Japanese encephalitis virus (JEV) จัดอยู่ในตระกูลฟลาวิไวรัส (Family Flaviviridae) สกุลฟลา
วิไวรัส (Genus Flavivirus) สามารถพบได้ทั่วโลก โดยเฉพาะในประเทศที่อยู่ในทวีปเอเชีย แปซิฟิก
ตะวันตก และตอนเหนือของออสเตรเลีย เป็นต้น โรคไข้สมองอักเสบเจอีมีพาหะน าเชื้อโรคคือ ยุง
ร าคาญ (culex) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Culex tritaeniorhynchus (ภาพที่ 2.1) และมีสัตว์มีกระดูกสัน
หลัง เช่น นกน้ า (นกกระยาง นกกระสา ฯลฯ) หรือหมู ซึ่งเป็นรังโรคเพ่ือเพ่ิมจ านวนเชื้อ (Wang & 
Liang, 2015) ปัจจัยส าคัญที่ส่งผลกระทบต่อการแพร่กระจายของเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีนั้นมี
หลายปัจจัย ได้แก่ อุณหภูมิ สภาพอากาศ ฝน วงจรชีวิตของยุง รวมทั้งปริมาณความหนาแน่นของยุง
ในพ้ืนที่นั้น ๆ ซึ่งแหล่งที่อยู่อาศัยของยุงที่เป็นพาหะน าเชื้อโรคของโรคไข้สมองอักเสบเจอีนี้ ส่วนใหญ่
เกี่ยวข้องกับพ้ืนทีก่ารเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่ง นาข้าว นอกจากนี้อุณหภูมิที่สูงขึ้นนั้นสามารถท าให้มี
อัตราการเพ่ิมของการจ าลองตัวของไวรัส (Nukdee, 2003) และการแพร่กระจายของไวรัสสู่มนุษย์ 
โดยอาจจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของมนุษย์ และเพ่ิมโอกาสในการติดโรคไข้สมอง
อักเสบเจอี มากขึ้น ดังนั้นปัจจัยทางด้านสภาพภูมิอากาศจึงมีความส าคัญเป็นอย่างมากต่อการ
แพร่กระจายของไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคไข้สมองอักเสบเจอี (Tian et al., 2015) 

 

 

 

 
ภาพที่ 2.1 ยุงร าคาญ (Culex tritaeniorhynchus) ซึ่งเป็นพาหะน าโรคไข้สมองอักเสบเจอี 

ก. Culex tritaeniorhynchus เพศผู้ antenna จะมีขนมากกว่ายุงตัวเมีย 
ข. Culex tritaeniorhynchus เพศเมีย palpus จะสั้นกว่ายุงตัวผู้ 

ที่มา : http://www.inadays.com.tr/en/about/mosquito-museum 
 

ก ข 
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2.1.1 จีโนมของไวรัส 
Japanese encephalitis virus (JEV) เป็นไวรัสที่มีเปลือกหุ้ม (envelope) มี

เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 50 นาโนเมตร มีกรดนิวคลีอิคของไวรัสเป็นอาร์เอ็นเอสายเดียว (+) ซึ่งมี
ความยาวประมาณ 11 กิโลเบส (kb) โดยที่จีโนมประกอบไปด้วย capsid (C) protein ซึ่งครอบคลุม
โดยการขนส่ง lipid bilayer ของโฮสต์ และมีหนึ่ง open reading frame (ORF) ส าหรับการสร้าง
polyprotein ซ่ึงแบ่งออกเป็นโปรตีนโครงสร้างสามชนิด ได้แก่ capsid (C), premembrane (prM), 
envelope (E) และโปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้างอีกเจ็ดชนิด ได้แก่ NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 
NS4B และ NS5 (ภาพที่ 2.2) โดยใช้เอนไซม์ viral proteases และ host signalases หลังจาก
กระบวนการแปลรหัส (translation) โดยที่ปลายด้านข้างของ ORF เป็น 5' และ 3' non-coding 
regions (NCRs) (Unni et al., 2011) ซึ่งจีโนมที่เป็นอาร์เอ็นเอนี้มี cap ชนิดที่ 1 คือมีปลาย 5' 
(m7GpppAmp) และไม่มีบริเวณที่เป็นปลาย 3'-terminal poly (A) โดยที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C, 
prM, E genes และการวิเคราะห์วงศ์วานวิวัฒนาการ (phylogenetic) สามารถแบ่ง JEV ออกเป็น 5 
จีโนไทป์ (genotype) ซึ่ง ได้แก่ จีโนไทป์ 1 (I), 2 (II), 3 (III), 4 (IV) และ 5 (V) (Uchil & 
Satchidanandam, 2001)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.2 โครงสร้างจีโนมของ flavivirus แผนภาพแสดงรูปแบบของ flavivirus 

polyprotein ที่เป็นโปรตีนโครงสร้างและโปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้าง (Rastogi et al., 2016) 
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2.1.1.1 โปรตีนโครงสร้าง (structural protein) 
(1) Capsid (C) protein เป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็กและมีประจุบวกสูง ขนาด

ประมาณ 12-14 กิโลดาลตัน (kDa) โดยมีจ านวนกรดอะมิโนประมาณ 120 กรดอะมิโน และกรดอะมิ
โนนั้นอยู่ในรูปแบบ homodimer ซึ่งจะสามารถรวมตัวกันเป็นจีโนมของไวรัส และสร้างโครงสร้าง
ไวรัสที่เรียกว่านิวคลีโอแคพซิด (nucleocapsid) ซึ่งมีล าดับของโปรตีนที่คล้ายคลึงกันกับของไวรัส
ชนิดอ่ืน ๆ ที่อยู่ในจีนัส flavivirus แต่ในส่วนบริเวณของ hydrophobic และ hydrophilic จะมี
กรดอะมิโนที่เป็นแบบอนุรักษ์ ซึ่งมีส่วนร่วมในการก าหนดอาร์เอ็นเอ และ โปรตีน (Wang et al., 
2015) โดยที่นิวคลีโอแคพซิด เป็นไกลโคโปรตีน (glycoproteins) ที่มีสอง transmembrane 
helices ทีถู่กปล่อยออกมาจาก nascent polyprotein รวมทั้งยังร่วมกันแปลรหัส (co-translation) 
ซี่งมกีารย่อยโดยใช้เอนไซม์ signal peptidases โดย capsid protein ท าหน้าที่ป้องกันกรดนิวคลิอิก
ของไวรัสจากสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ รวมถึงช่วยให้เชื้อไวรัสสามารถเกาะติดที่ผิวของเซลล์ในขั้นตอนการ
ติดเชื้อ เป็นต้น (Mori et al., 2007)  

(2) prM และ M protein โดยที่ prM protein มีขนาด 18-19 กิโลดาลตัน 
และมีจ านวนกรดอะมิโน 165 กรดอะมิโนอาจท าหน้าที่เป็นแชเพอโรนโปรตีน (chaperone protein) 
ที่ควบคุมการจัดรูปรางของโปรตีนอ่ืน ๆ (protein folding) และการประกอบรูปร่างของ E protein 
ส่วน M protein มีขนาดประมาณ 8 กิโลดาลตัน และมีจ านวนกรดอะมิโนประมาณ 75 กรดอะมิโน 
โดยที่ M protein เป็นโปรตีนเพปไทด์ (protein peptide) ที่ท าให้ไวรัสที่อยู่ในจีนัส flavivirus มี
ความสมบูรณ์มากขึ้น ซึ่งในกอจิคอมเพล็ก (Golgi complex) นั้นมี prM protein เป็นสารตั้งต้นที่
เป็นไกลโคโปรตีน (glycoprotein precursor) ของโครงสร้าง M protein โดยที่ M protein จะถูก
ย่อยเอาชิ้นส่วนที่เป็น N-terminal (pr) ออกโดยจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ cellular furin-like 
protease และถูกหลั่ง (ปล่อยออก) ไปยัง extracellular medium การย่อยใช้เวลาเกิดขึ้นไม่นาน
อาจจะเกิดก่อนหรือพร้อมกับการปล่อยของวิริออน เพราะทั้ง prM protein และ M protein 
สามารถพบได้ทั้งภายในเซลล์และภายนอกเซลล์ ซึ่งกระบวนการนี้สันนิษฐานว่าอาจจะเชื่อมโยงกับ
การเกิดการกลายพันธุ์ของ envelope glycoprotein รวมถึงการพัฒนาการติดเชื้อของไวรัส (De 
Wispelaere et al., 2016) 

(3) E protein โดยทั่วไปแล้วมักประกอบด้วย คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และ
โปรตีน โดยที่ส่วนของคาร์โบไฮเดรตและไขมันเป็นส่วนที่ได้มาจากโฮสต์ และส่วนโปรตีนนั้นเป็น
แอนติเจนของไวรัส ซึ่ง E protein มีจ านวนกรดอะมิโน 495 กรดอะมิโน เป็นไกลโคลโปรตีนที่อยู่ใน
รูปแบบของโครงสร้างโปรตีนที่อยู่ภายนอกของไวรัสโดยมีขนาด 53-54 กิโลดาลตัน โดยที่ 90 
homodimer ที่สามารถแสดงออกได้ในโฮสต์ (host) และถูกส่งไปยัง lipid bilayer จาก major 
mature virion component ซึ่ง E protein นั้นเป็นเป้าหมายหลักที่ส าคัญส าหรับ neutralizing 
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antibodies ประกอบด้วย receptor-binding site (s) ของเซลล์ และการรวมกันของเพปไทด์ 
(fusion peptide) ซึ่งเชื่อกันว่า E protein มีหน้าที่ที่ส าคัญ ได้แก่ ปฏิกิริยาการล้างฤทธิ์ 
(neutralization) ปฏิกิริยาการเกาะกลุ มกับเม็ดเลือดแดงเรียกว า ฮีมแอกกลูติ เนชัน 
(Hemagglutination) การประกอบรูปร่างของวิริออน การหลอมรวมเยื่อหุ้มเซลล์ และการจับของ
ไวรัสกับ receptor ของเซลล์ (Luca et al., 2012) 

 
2.1.1.2 โปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้าง (non-structural protein) 

(1) NS1 มีขนาดประมาณ 48 กิโลดาลตัน เป็นโปรตีนที่จัดเป็น homodimer 
ทั้งรูปแบบที่เป็นเซลล์และในรูปแบบที่ถูกหลั่งออกมา ซึ่ง NS1 นั้นมีความสามารถในการป้องกันการ
ตอบสนองต่อแอนติบอดีในโฮสต์ เป็นต้น โดยที่ NS1' หรือที่เรียกกันว่า NS1 มีขนาด 53 กิโลดาลตัน 
(Melian et al., 2010) โดยมีรายงานว่าพบ NS1 ในเซลล์ที่ติดเชื้อไวรัสโรคไข้สมองอักเสบเจอี โดย
การย่อย ORF ในส่วนของ N-terminal ด้วยเอนไซม์ signalase และ ย่อยในส่วนของ C-terminal 
ด้วยเอนไซม์ protease ท าให้ได้ NS1 ที่มีขนาดประมาน 39-41 กิโลดาลตัน โดยที่ NS1 นี้อาจจะ
เกี่ยวข้องในการประกอบรูปร่าง และปล่อยของวิริออนเพ่ือท าให้เซลล์เกิดการติดเชื้อ ซึ่ง NS1 
ประกอบด้วย 12 cysteine residues ที่เป็นแบบอนุรักษ์ที่สมบูรณ์ ในต าแหน่ง 1-3 N-linked 
glycosylation sites เป็นต าแหน่งที่ประกอบด้วยล าดับเบสจ าเพาะ และมีความอนุรักษสูง ซึ่งแสดง
ให้เห็นได้ว่า NS1 นั้นสามารถหลั่งจากเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้อย่างช้า ๆ แต่จะไม่สามารถหลั่ง
ออกจากเซลล์ยุง ส่วนการกลายพันธุ์ของ NS1 นั้นจะมีผลต่อความรุนแรงของเชื้อไวรัส โดยธรรมชาติ
แล้วการติดเชื้อไวรัสที่อยู่ในจีนัส  flavivirus นั้นจะท าให้แอนติบอดี (antibody) เกิดปฏิกิริยาการ
ตรึงคอมพลีเมนต์ และหลั่งจากโปรตีนที่เรียกว่า soluble complement-fixing (SCF) antigen ซึ่งมี
ความจ าเพาะของแต่ละประเภท รวมถึงความจ าเพาะของความซับซ้อน และกลุ่มปฏิกิริยาของ 
epitope ที่ก าหนดไว้ ดังนั้น NS1 จึงมีบทบาทส าคัญในการป้องกันระบบภูมิคุ้มกัน (Hua et al., 
2013) 

(2) NS2A และ NS2B เป็นโปรตีนไม่ชอบน้ าที่มีขนาดเล็กและมีความเกี่ยวข้อง
กับเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane) ซึ่งมีส่วนร่วมในการจ าลองอาร์เอ็นเอ (RNA replication) โดยท า
หน้าที่ใน cis fashion ที่สามารถย่อย NS1-NS2A junction ภายหลังกระบวนการแปลรหัส และท า
หน้าที่ท าให้ฟังก์ชันท างานในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของไวรัส การประกอบรูปร่างของไวรัส 
รวมถึงการปลดปล่อยอนุภาคของไวรัส และยังสามารถท าให้การตอบสนองการต้านไวรัสของโฮสต์โดย
การยับยั้ง interferon (IFN) ซึ่งท าให้สัญญาณของ pathway ลดลง โดยที่ NS2A และ NS2B เป็น
โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลน้อยและเกี่ยวข้องกับกระบวนการของโปรตีน NS อ่ืน ๆ (Junaid et al., 
2012) โดยที่ในกรณีของไวรัสไข้เหลือง (Yellow fever virus) นั้น ได้มีการย่อยโปรตีน NS2 ด้วย
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เอนไซม์ โดยมีการย่อยที่ต าแหน่ง C-terminal ซึ่งมีขนาดประมาณ 24 กิโลดาลตัน และยังสามารถ
ยับยั้งการย่อยที่ต าแหน่ง NS1/2A นอกจากนี้ยังมีอย่างน้อยหนึ่งต าแหน่งถูกย่อยด้วยเอนไซม์ 
protease อาทิเช่น NS2B-3 ในต าแหน่ง NS2A ท าให้เกิดการกลายพันธุ์ขึ้นโดยการบล็อคการย่อย
ของเอนไซม์ที่ต าแหน่ง NS2A ท าให้มีผลต่อการจ าลองตัวเอง (replication) ของไวรัสอย่างมาก ส่วน
โปรตีน NS2B มีขนาด 27 กิโลดาลตัน ที่ประกอบด้วย ความมีประจุสูง และต าแหน่งที่มีความอนุรักษ์
สูง โดยมีส่วนด้านข้างด้วยส่วนที่เป็นโปรตีนที่ไม่ชอบน้ า โดยที่โปรตีน NSB2 จ าเป็นต้องใช้ NS3-
mediated ในการย่อย โปรตีน NS2A/B กับ NS3 serine protease domain เพ่ือใช้ในส าหรับ
กระบวนการสร้างของโปรตีนโครงสร้างและโปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้าง รวมถึงความซับซ้อนของ
เสถียรภาพระหว่างโปรตีน NS2B และ NS3 ส่วนปฏิกิริยาระหว่างส่วนที่ไม่ชอบน้ าของโปรตีน NS2B 
และโปรตีน NS3 บางส่วนอาจจะมีหน้าที่ในการแปลรหัสของกลไกการจ าลองตัวเองของอาร์เอ็นเอไป
ยังเยื่อหุ้มเซลล์ (Jan et al., 1995; Ye et al., 2012) 

(3) NS3 เป็นโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ที่สุดเป็นอันดับสองโดยมีขนาดประมาณ 68-
70 กิโลดาลตัน และมีความอนุรักษ์สูง ซึ่งโปรตีน NS3 นี้ประกอบไปด้วย โปรตีนที่ไม่ชอบน้ า 
(hydrophobic) เป็นส่วนใหญ่ โดยเชื่อว่าเป็นส่วนประกอบของเอนไซม์ของกลไกการจ าลองอาร์เอ็น
เอ โดยที่ NS3 อาจจะประกอบไปด้วยการท าหน้าที่สองหน้าที่ ได้แก่ การท างานของ protease 
activities และ nucleotide triphosphataes/helicase activities เป็นต้น โดยหน้าที่เหล่านี้เกิดข้ึน
ใน cytoplasmic เท่านั้น นอกจากนี้โปรตีน NS3 สามารถพบเป็นส่วนประกอบของ viral RNA 
replicase ในการจ าลองอาร์เอ็นเอ ในส่วนของ N-terminal หนึ่งในสามของโปรตีน NS3 ที่ซึ่ง
ประกอบไปด้วย catalytic domain ของ NS2B-3 protease สามารถจ าแนกโดยวิธี sequence 
aligment ซึ่ง sequence นี้ล้อมรอบด้วย serine protease nucleophilic serine ที่มีล าดับของ
กรดอะมิโนเป็นแบบอนุรักษ์ (Takegami et al., 1995) 

(4) NS4 และ NS4B เป็นโปรตีนขนาดเล็ก และโปรตีน NS4B มีขนาด 27 กิโล
ดาลตัน และบางส่วนอาจจะมีส่วนร่วมในการจ ากัดเยื่อหุ้มของ NS3 และ NS5 ผ่านกลไก protein-
protein interaction โดยที่ NS4A เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการถูกย่อยที่มีการย่อย ¾ ของพ้ืนที่
ทั้งหมด ซึ่งท าให้เกิดการสะสมของ NS3-4A polyprotein จ านวนน้อย ๆ ซึ่งท าให้เห็นว่า NS3 และ 
NS3-4A มีหน้าที่ที่ชัดเจนในการจ าลองตัวของไวรัส ส่วนโปรตีน NS4B นั้นมีการเปลี่ยนแปลงหลัง
กระบวนการการแปลรหัส เพราะหลังกระบวนการการแปลรหัสเสร็จสิ้นโปรตีน NS4B มีขนาดเริ่มต้น
ที่ 30 กิโลดาลตัน ซ่ึงเกิดจากการเปลี่ยนแปลงขนาดของโปรตีน NS4B จากขนาด 28 กิโลดาลตัน โดย
ยังไม่ทราบแน่ชัดเกี่ยวกับลักษณะของการเปลี่ยนแปลงนี้ (Kim et al., 1997) 
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(5) NS5 เป็นโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ และเป็นโปรตีนที่มีความอนุรักษ์มากที่สุด
ของไวรัสในจีนัส flavivirus โดยสามารถท านายน้ าหนักโมเลกุลได้ประมาณ 103-104 กิโลดาลตัน 
เป็นโปรตีนที่มีลักษณะโปรตีนที่มีความเป็นพ้ืนฐานสูงและถือว่าเป็น viral  RNA polymerase ซึ่งใน
จ านวนโดเมนที่เป็นแบบอนุรักษ์ของโปรตีน NS5 หนึ่งในล าดับกรดอะมิโนเป็น Gly-Asp-Asp ซึ่งมี
การจ าแนกในหลาย ๆ RNA virus ว่าเป็นสายบวก และเชื่อว่าเข้ามามีบทบาทใน RNA dependent 
RNA synthesis โดยที่ N-terminal domain ของ NS5 (ระหว่าง residues 60 และ 145) ที่เป็นโฮ
โมโลกัส (homologous) ที่จุดของ methyltransferases ที่เกี่ยวข้องใน S-adenosylmethionine 
binding และโดเมนนี้อาจจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการ methylation ของโครงสร้าง 5' cap  โดยที่
โปรตีน NS5 มีการท างานสองกระบวนการคือ methyltransferase และ RNA polymerase 
activities ดังนั้นโปรตีน NS5 ที่พบนั้นเป็นส่วนประกอบของการจ าลองตัวอาร์เอ็นเอของไวรัสที่
เกี่ยวข้องในกระบวนการจ าลองอาร์เอ็นเอ (Lu & Gong, 2013) 

 
2.1.1.3 วงจรชีวิตของไวรัสในจีนัส Flavivirus 
วงจรชีวิตของไวรัสในจีนัส flavivirus (ภาพที่ 2.3) วิริออนเกาะที่ผิวเซลล์ของเซลล์

เจ้าบ้าน (host cell) และเข้าสู่เซลล์โดยวิธีการน าสารเข้าสู่เซลล์โดยตัวรับ (receptor-mediated 
endocytosis) หลังจากนั้นไวรัสจะหลอมรวมกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้าน เมื่อเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน
ได้แล้วไวรัสจะแยกส่วนประกอบต่าง ๆ โดยที่จีโนมของไวรัสนั้นจะถูกปลดปล่อยออกไปยังไซโทพลา
ซึม (cytoplasm) จากนั้นอาร์เอ็นเอสายบวกจะถูกแปลรหัสไปเป็น single polyprotein ท าให้เกิด
การจ าลองตัวของไวรัสเกิดขึ้นภายในเซลล์ ต่อจากนั้นไวรัสจะประกอบรูปร่างที่บริเวณผิวของ 
endoplasmic reticulum (ER) เมื่อโครงสร้างโปรตีนและการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอใหม่หลุดออกไป
ยัง lumen ของ ER ไวรัสที่ยังไม่สมบูรณ์เต็มวัย และอนุภาคที่ปราศจากสารพันธุกรรม (subviral 
particles) จะถูกส่งผ่านไปยัง trans-Golgi network (TGN) อนุภาคของวิริออนที่ยังไม่สมบูรณ์จะถูก
ตัดโดย host protease furin ไวรัสที่สมบูรณ์จะถูกปล่อยออกไปโดยวิธี exocytosis 
(Mukhopadhyay et al., 2005)  

(1) Translation strategy ล าดับของรหัสโปรตีน ใน ORF ที่ 5'-C-prM (M)-E-
NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4B-NS5-3' และมียีนโครงสร้างทั้งสามโครงสร้างเป็นส่วนประกอบของ 
encoding ของวิริออน ได้แก่ ยีน C, M และ E โดยที่ยีน C คือ coding ส าหรับ capsid protein (C) 
ส่วนยีน M เป็น coding ของ membrane protein (M) และ E คือ coding ส าหรับ envelope 
protein (E) โดยที่ precursor ของ C protein เรียกว่า anchored C โดยที่รหัสโปรตีนหลักส าหรับ 
envelope glycoprotein มีอยู่ประมาณ 25% ใน 5' ประมาณหนึ่งในสี่ของ ORF ส่วนยีนที่เหลือเป็น
โปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้าง ซ่ึงในการติดเชื้อของเซลล์นั้นจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับโปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้างทั้ง
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เจ็ดโปรตีน ซึ่งเป็นโปรตีนขนาดใหญ่และมีความอนุรักษ์สูง ได้แก่ NS1, NS3 และ NS5 และยังมี
โปรตีนขนาดเล็ก ได้แก่ NSA2, NS2B, NS4A และ NS4B ดังที่กล่าวถึงในหัวข้อ 2.1.1.2 (Svitkin et 
al., 1978) 

(2) การจ าลองอาร์เอ็นเอ การจ าลองอาร์เอ็นเอเริ่มต้นสังเคราะห์ของสายคู่สม
กับสายลบ mRNA คู่สมที่เป็นสายลบนี้ใช้เป็นต้นแบบส าหรับการผลิตโปรตีน ซึ่งสายบวก
สามารถแปลรหัสเป็นโพลีเพปไทด์ (polypeptides) ได้เป็นโปรตีนโครงสร้างทั้งสามโปรตีนและ
โปรตีนที่ไม่ใช่โครงสร้างทั้งเจ็ดโปรตีน เช่น การสังเคราะห์ actinomycin D-resistant ของไวรัส
ที่อยู่ในจีนัส flavivirus ที่มีความจ าเพาะต่ออาร์เอ็นเอ สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบการติด
เชื้อของเซลล์ในสัตว์มีกระดูกสันหลังได้ภายในหกชั่วโมง เป็นต้น โมเลกุลอาร์เอ็นเอสายบวกที่
สังเคราะห์จากต้นแบบที่เป็นสายลบโดยกลไก semiconservative ที่เกี่ยวข้องกับ replicative 
intermediates (RIs) และ replicative forms (RFs) โดยที่ RFs เป็นโมเลกุลอาร์เอ็นเอคู่ ดังนั้น
จึงสามารถตรวจสอบ RIs และ RFs เมื่อเกิดการติดเชื้อของเซลล์ได้ (Fernandez-Garcia et al., 
2009) 

(3) การประกอบรูปร่างและการปล่อยอนุภาคจาก flavivirus ที่ติดเชื้อเซลล์ 
(assembly and release of partocles from flavivirus infected cells) วิริออนของ 
flavivirus ประกอบด้วย nucleocapsid ซึ่งมเีส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 20-30 นาโนเมตร รอบ 
ๆ เป็นลิพิดสองชั้นที่ได้มาจากเยื่อหุ้มเซลล์ของโฮสต์ที่ประกอบด้วย envelope protein (E) 
และ M (หรือprM) เส้นผ่าศูนย์กลางของวิริออนประมาณ 40 นาโนเมตร พ้ืนผิวที่ยื่นออกมา 5-
10 นาโนเมตร วิริออนที่อยู่ภายนอกเซลล์เป็นวิริออนถูกปล่อยไปยังน้ าเลี้ยงเซลล์ (culture 
fluid) การศึกษาโครงสร้างโปรตีนที่เป็นชีวสังเคราะห์ในรูปแบบโอลิโกเมอร์ (oligomer) และ
หน้าที่ภายในเซลล์ของโปรตีน รวมถึงการถูกปล่อยของวิริออน พบว่าเยื่อหุ้มของ C protein เกิด
จากปฏิกิริยาจีโนมของไวรัสที่เป็นอาร์เอ็นเอต่อรูปแบบของ nucleocapsid precursor ซึ่งการ
ปรับเปลี่ยน C, prM และ E protein ที่ร่วมกับ ER membrane นั้น nucleocapsid ที่รวมกับ 
envelope โดยการแตกหน่อ (budding) ไปยัง ER lumen หลังจากขั้นตอนในวิริออนที่โต
สมบูรณ์ประกอบด้วยการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน E และ prM glycan ที่ได้รับการตัดและการ
เติมส่วนปลายโดยสามารถเปรียบเทียบกับการเอาวิริออนออกผ่าน exocytosis pathway ที่
เหมือนกับการสังเคราะห์ของโฮสต์ plasma membrane glycoprotein (Apte-Sengupta et 
al., 2014) 
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ภาพที่ 2.3 วงจรชีวิตของไวรัสในจีนัส flavivirus (Mukhopadhyay et al., 2005) 
 
2.1.2 การติดต่อของโรคไข้สมองอักเสบเจอี 

2.1.2.1 การติดเชื้อ Japanese encephalitis virus (JEV) 
Japanese encephalitis virus เป็นไวรัสที่มีแมลงกินเลือด (ยุงร าคาญ) เป็นพาหะ

น าโรคโดยจะติดต่อในวงจรจากสัตว์สู่คน และมีสัตว์มีกระดูกสันหลังส าหรับเพ่ิมจ านวนเชื้อ 
โดยเฉพาะหมูถือว่าเป็นรังโรคที่ส าคัญส าหรับการเพิ่มจ านวนของเชื้อ ซึ่งหมูที่ติดเชื้อไข้สมองอักเสบเจ
อีจะไมแ่สดงอาการป่วยของโรคไข้สมองอักเสบเจอี แต่มีเชื้อไข้สมองอักเสบเจอีในกระแสเลือด เมื่อยุง
ไปกัดหมูในระยะนี้เชื้อจะสามารถเข้าไปเพ่ิมจ านวนในยุง เมื่อยุงมากัดคนจะสามารถแพร่เชื้อไวรัสไข้
สมองอักเสบเจอีเข้าสู่คน สัตว์อ่ืน ๆ ได้ โดยสัตว์อ่ืน ๆ ที่จะติดเชื้อไข้สมองอักเสบเจอี ได้แก่ ม้า วัว 
ควาย นก เป็นต้น แต่สัตว์เหล่านี้จะไม่มีอาการ จะแสดงอาการแต่ม้าและคนเท่านั้น (Van den Hurk 
et al., 2009) เมื่อได้รับเชื้อแล้วประมาณ 1 ใน 300-500 ของผู้ติดเชื้อจะมีอาการสมองอักเสบ โดย
หมูมีความส าคัญอย่างมากในวงจรการแพร่กระจายของโรคไข้สมองอักเสบเจอี เพราะจะมีเชื้ออยู่ใน
กระแสเลือดได้นานกว่าสัตว์อ่ืน ๆ จึงจัดว่าเป็น amplifier ที่เป็นรังโรคที่ส าคัญ โดยยุงที่เป็นพาหะ
เป็นชนิด Culex tritaeniorhynchus ยุงนี้เพาะพันธุ์ไดใ้นท้องนาที่มีน้ าขัง ซึ่งจ านวนยุงจะเพ่ิมมากใน
ฤดูฝน โดยยุงตัวเมียสามารถถ่ายทอดเชื้อผ่านรังไข่ไปสู่ลูกยุงได้ ยุงเหล่านี้จะออกมากัดกินเลือดในช่วง
เย็น หรือช่วงค่ าซึ่งมักจะกัดสัตว์ใหญ่ หรือนกมากกว่าที่จะกัดคน (Tyagi et al., 2016) นอกจากนี้นก
น้ า เช่น นกกระสา นกกระยาง เป็นต้น ยังเป็นรังโรคที่ส าคัญเช่นกัน เนื่องจากจะมีเชื้อไวรัสไข้สมอง
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อักเสบเจอีในกระแสเลือดได้นาน และมีการเพ่ิมจ านวนเชื้อได้สูง ซึ่งในทวีปเอเชียรวมถึงประเทศไทย
นั้นมีประชากรส่วนใหญ่ประกอบอาชีพเกษตรกรรม และมีจ านวนของการเลี้ยงหมูเป็นปริมาณมาก 
โดยการเลี้ยงหมูนั้นนิยมเลี้ยงบริเวณที่อยู่อาศัย ดังนั้นในบริเวณที่มีการประกอบอาชีพเกษตรกรรม
และเลี้ยงหมูจึงมีจ านวนผู้ป่วยโรคไข้สมองอักเสบเจอไีด้สูงกว่าบริเวณอ่ืน ๆ (Morita et al., 2015) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.4 แผนผังของแหล่งเพาะยุงและการติดเชื้อของสัตว์และมนุษย์ของโรค

ไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี (Pfeffer & Dobler, 2010) 
 

2.1.3 ระบาดวิทยา 
โรคไข้สมองอักเสบเจอีเป็นโรคหนึ่งที่เกิดการอักเสบรุนแรงที่มีผลต่อบุคคลที่อยู่ใน

บริเวณเอเชียตะวันออกซึ่ง ได้แก่ ญี่ปุ่น โซเวียตตะวันออก เกาหลี จีน ไต้หวัน ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย 
สิงคโปร์ มาเลเซีย ฮ่องกง เวียดนาม ลาว บังคลาเทศ เนปาล ประเทศไทย พม่า ศรีลังกา อินเดีย และ
หมู่เกาะแปซิฟิก เป็นต้น โดยมีรายงานในปี 2011 (พ.ศ. 2554) มีการแพร่ระบาดของโรคไข้สมอง
อักเสบเจอีใน 24 ประเทศ และมีผู้ป่วยประมาณ 67,900 ราย (Wang & Liang, 2015)  
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2.1.3.1 ระบาดวิทยาในประเทศไทย 
ส าหรับในประเทศไทยนั้น พบการระบาดของโรคไข้สมองอักเสบเจอีครั้งแรก

ในปี พ.ศ. 2512 ที่จังหวัดเชียงใหม่ หลังจากนั้นจึงมีการพบผู้ป่วยเรื่อย ๆ มา โดยมีการระบาดใหญ่
เป็นครั้งคราวในภูมิภาคอ่ืน ๆ ของประเทศไทย ซึ่งอาจจะพบผู้ป่วยโรคไข้สมองอักเสบเจอีได้เช่นกัน 
โดยส่วนมากมักพบว่าเป็นผู้ที่อาศัยอยู่บริเวณชานเมืองใกล้ทุ่งนาและมีการเลี้ยงหมู (Su et al., 2016) 
ในอดีตการระบาดมีอัตราสูงถึง 2,000 คนต่อปี คิดเป็นอัตราตายร้อยละ 25 ในปัจจุบัน จึงพบผู้ป่วยที่
เป็นโรคไข้สมองอักเสบเจอีน้อยลง เนื่องจากเริ่มมีการฉีดวัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีในเด็ก
ทั่วประเทศ ตั้งแต่ พ.ศ. 2543 เป็นต้นมา 

ในปีพ.ศ. 2552 (ค.ศ. 2009) พบผู้ป่วยเดือนละประมาณ 25 – 42 ราย ถือว่า
เป็นจ านวนผู้ป่วยที่ต่ าสุดในเดือนกุมภาพันธ์และสูงสุดในเดือนพฤษภาคมของปี พ.ศ. 2552 ซึ่งใน
ประเทศไทยนั้นมักจะพบในผู้ป่วยที่มีช่วงอายุ 5 – 10 ปี นอกจากนี้ยังสามารถพบผู้ป่วยได้ตลอดทั้งปี
ตั้งแต่เดือนมกราคมตลอดจนถึงเดือนธันวาคม (เฉลิมเกียรติ สุวรรณเทน, 2554) และยังพบผู้ป่วยรวม
ทั้งสิ้น 408 ราย ในจ านวนนี้สามารถจ าแนกเป็นผู้ป่วยโรคไข้สมองอักเสบที่ไม่ได้ระบุสาเหตุ 
(Encephalitis unspecified) จ านวน 372 ราย และ ผู้ป่วยโรคไข้สมองอักเสบเจอีจ านวน 36 ราย 
(คิดเป็นร้อยละ 8.82) คิดเป็นอัตราป่วย 0.06 ต่อ 100,000 ประชากร ไม่มีรายงานผู้ป่วยเสียชีวิตใน
รายที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วยโรคไข้สมองอักเสบเจอี (Khemakanok et al., 2010) 

ในปี พ.ศ. 2555 (ค.ศ. 2012) อัตราผู้ป่วยประมาณ 1.06 ต่อแสนประชากร 
อัตราป่วยตาย คิดเป็นร้อยละ 2.35 โดยที่อัตราผู้ป่วยมีแนวโน้มสูงขึ้น การกระจายของโรคไข้สมอง
อักเสบเจอีสามารถพบผู้ป่วยได้ตลอดปี ซึ่งภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีอัตราป่วยสูงสุด 1.49 ต่อ
ประชากรแสนคน โดยอยู่ในกลุ่มอายุ 5 - 9 ปี มีอัตราป่วยสูงสุด 1.99 ต่อประชากรแสนคน อาชีพที่
พบผู้ป่วยสูงสุดคือ นักเรียน ร้อยละ 28.53 เมื่อพิจารณาตามเชื้อสาเหตุ พบว่าส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วยโรค
ไข้สมองอักเสบเจอีที่ไม่ได้ระบุสาเหตุ 620 ราย (91.17%) อัตราป่วย 0.97 ต่อประชากรแสนคน 
อัตราป่วยตาย ร้อยละ 2.40 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีอัตราป่วยสูงสุด 1.37 ต่อแสนประชากร ใน
กลุ่มอายุ 5 - 9 ปี มีอัตราป่วยสูงสุด 1.77 ต่อประชากรแสนคน และเป็นผู้ป่วยโรคไข้สมองอักเสบเจอี 
60 ราย (8.83%) อัตราป่วย 0.09 ต่อประชากรแสนคน อัตราป่วยตาย ร้อยละ 1.66 ภาคเหนือมี
อัตราป่วยสูงสุด (นิรันดร ยิ้มจอหอ, 2555)  
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2.1.4 การเกิดโรคไข้สองอักเสบเจอี 
ไวรัสเจอีฟักตัวและเจริญในเซลล์ประสาท จากนั้นจึงมีการเพ่ิมจ านวน และ

เปลี่ยนแปลงระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย รวมทั้งมีการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพอย่างรุนแรงในเพศ
ชาย จากนั้นไวรัสเจอีจะย้ายจากที่อยู่ในกระแสเลือดโดยวิธีการกระจาย และเพ่ิมจ านวนทางหลอด
เลือดส่วนปลายไปยังเซลล์ประสาท ท าให้เกิดภาวะเลือดมีเชื้อไวรัสชั่วคราว ซ่ึงก่อนจะแพร่ไปยังระบบ
การขนส่งเลือดสู่สมองหรือผ่านเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดสมอง (cerebrovascular endothelium) 
หรือผ่านทางเส้นประสาทคู่ที่ 1 ส าหรับรับความรู้สึกเกี่ยวกับการรับกลิ่น (olfactory nerve) โดยที่
ไวรัสจะหลีกเลี่ยงการเผชิญกับระบบภูมิคุ้มกันที่มีอยู่ตามธรรมชาติของร่างกาย ซึ่งการเกิดโรคที่สมอง 
และการเกิด neurotrophic effects ที่ท าให้เกิดอาการอักเสบของสมองหรือเกิดความอ่อนแออย่าง
รุนแรงของ central nervous system (CNS) (Wang et al., 2016) 

การบุกรุกและท าลายระบบภูมิคุ้มกันของเซลล์สามารถเกิดขึ้นได้โดยกระบวนการ 
cytolytic โดยมีเป้าหมายหลักคือ neural progenitor cells (NCPs) รวมถึงการยับยั้งการ
เจริญเติบโตและการเพ่ิมจ านวนของเซลล์โดยวิธีการบล็อคกระบวนการ cell cycle (Ariff et al., 
2013) นอกจากนี้ยังมีเป้าหมายอ่ืน ๆ คือ cerebellar Purkinje cells และท าให้เกิดอาการทาง
ประสาท เช่น อาการเซหรือภาวะกล้ามเนื้อเสียสหการ (Ataxia) นอกจากนั้นยังท าให้เซลล์ประสาทมี
การติดเชื้อเพ่ิมมากขึ้น ในส่วนของเซลล์สมองที่ไม่มีการติดเชื้อจะสามารถกระตุ้น macrophages ให้
มีการผลิต IFN-  และส่งเสริมให้ T cell มีการผลิต IFN-  ซึ่งเป็นสื่อกลางในการท าลาย 
noncytolytic viral ต่อมาไวรัสมีการหลั่งโปรตีน/แฟคเตอร์ และสร้าง cytokine ที่ไม่สมดุลและ
ท าลาย MHC I ที่แสดงบนผิวหน้าของเยื่อหุ้มเซลล์ ไวรัสเจอีจะบุกรุกเซลล์ทั่วไปของร่างกาย จากนั้น
ร่างกายจะมีการสร้างการตอบสนองต่อการต้านไวรัสซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคไข้สมองอักเสบเจอี
ทีม่ีการเปลี่ยนแปลงในโฮสต์ ในกรณีที่เซลล์ประสาทมีการตายจ านวนมากและ microglial cells ถูก
กระตุ้นท าให้เกิดการอักเสบที่รุนแรงขึ้น ซึ่ง microglial cells จะอยู่ในเซลล์ภูมิคุ้มกันของ central 
nervous system (CNS) และมีหน้าที่ที่ส าคัญในการป้องกันโฮสต์จากการบุกรุกของจุลินทรีย์ 
(Larena et al., 2013) เมื่อถูกกระตุ้นจะเกิดการหลั่ง cytokines เช่น interleukin-1 (IL-1) และ 
tumor necrosis factor alpha (TNF- ) ซึ่งจะสามารถส่งผลที่เป็นพิษต่อสมอง โดยเซลล์เหล่านี้จะ
หลั่งสารต่าง ๆ เช่น neurotoxins, excitatory neurotransmitters, prostaglandin, reactive 
oxygen และ nitrogen species ซ่ึงสามารถก่อให้เกิดโรคเพ่ิมขึ้นได้ การเกิดโรคสมองอักเสบร่วมกับ
การตายของเซลล์ และการตอบสนองของโฮสต์โดยการอักเสบสามารถท าให้เกิดการลดลงของจ านวน
เซลล์ NCPs และเซลล์ประสาทเสียหายมากมาย เนื่องมาจากการเกิด neuronal apoptosis ใน
ผู้ป่วยต่อจากนั้นไวรัสจะหนีจากหลอดเลือดโดยการหลีกเลี่ยงการเผชิญกับระบบภูมิคุ้มกันตาม
ธรรมชาติของร่างกาย ในกรณีที่เกิดโรคทางสมองอย่างรุนแรงขึ้น ไวรัสจะสร้าง neurotropism ที่
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เหมือนกับ cytomegalovirus ซึ่งเป็นเป้าหมายในการเข้าสู่ embryonic NPCs โดยการเพ่ิมจ านวน
ขึ้นอย่างมากมาย และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตรวมถึงการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ซึ่งมีผลโดยตรง
เกี่ยวกับการเรียนรู้และความจ า รวมถึงมีความบกพร่องหรือผิดปกติเกี่ยวกับความรู้ความเข้าใจใน
ระยะยาว นอกจากนี้เด็กอ่อนหรือทารกที่รอดชีวิตจากการป่วยจะมีพฤติกรรมของการอ่อนแรง
เหมือนกับการติดเชื้อ HIV ที่มีการบุกรุก NCPs และน าไปสู่การหยุดการท างานของเซลล์ (Upadhyay 
& Ahmad, 2011) 

 
2.1.5 อาการทางคลินิก 

การติดเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีส่วนใหญ่มักไม่แสดงอาการ ( inapparent 
infection) หรืออาจเป็น aseptic meningitis ในรายที่รุนแรงจะมีการแสดงอาการในลักษณะของ
อาการสมองอักเสบ (encephalitis) โดยมีลักษณะอาการแบ่งเป็น 3 ระยะดังนี้ 

(1) Prodromal stage ระยะนี้ผู้ป่วยจะมีอาการไข้สูงร่วมกับอาการอ่อนเพลีย 
คลื่นไส้อาเจียน ปวดศีรษะ โดยระยะนี้ผู้ป่วยจะมีอาการประมาณ 1-6 วัน (Li et al., 2015) 

(2) Acute encephalitic stage ระยะนี้ผู้ป่วยยังคงมีไข้ และเริ่มมีอาการระคาย
เคืองของเยื่อหุ้มสมอง โดยมีการเปลี่ยนแปลงของระดับความรู้สึกตัว อาจจะมีอาการชักเกร็ง เมื่อท า
การตรวจวิเคราะห์สามารถตรวจพบ pyramidal tract signs, flaccid paralysis และพบ deep 
tendon reflex ลดลงได้ร้อยละ 10 หรืออาจพบอาการเป็นอัมพาตครึ่งซีกและความผิดปกติของ
เส้นประสาทสมองได้ ดังนั้นระยะที่ 1 และ 2 ของโรคผู้ป่วยจะมีอาการในระยะนี้ไม่เกิน 2 สัปดาห์ 
โดยผู้ป่วยที่มีอาการรุนแรงมักเสียชีวิตในระยะนี้ (Singh et al., 2016) 

(3) Late stage and sequelae ระยะนี้ผู้ป่วยที่มีอาการไข้จะลดลง อาการทาง
สมองจะคงที่หรือดีขึ้น ส่วนผู้ป่วยที่เสียชีวิตในระยะนี้ มักเกิดมาจากโรคแทรกซ้อนที่ตามมา โดย
ลักษณะของโรคดังกล่าวไม่สามารถแยกจากการติดเชื้อไวรัสอ่ืน ๆ ในสมองได้ และต้องมีการวินิจฉัย
แยกโรคจากเชื้อสาเหตุอ่ืน ๆ ที่มาด้วยอาการทางสมอง เช่น เชื้อแบคทีเรีย ริคเกตเซีย เชื้อรา และ
พยาธิ เนื่องจากเชื้อเหล่านี้มียารักษาแบบจ าเพาะ (Thisyakorn & Nimmannitya, 1985) 
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ภาพที่ 2.5 อาการทางคลีนิกจากการติดเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี 

  ก. Opisthotonus คือ อาการที่กล้ามเนื้อหลังหดตัวและแข็งเกร็ง ท าให้ผู้ป่วยมี
อาการหงายตัวออก กล้ามเนื้อขาเหยียดตึงไปด้านหลัง (คล้ายท าท่าสะพานโค้ง) และกล้ามเนื้อแขนงอ
และบิดออกพร้อมกับก าหมัด  

ข. Dystonia คือ อาการแข็งแกร็งของกล้ามเนื้อ ส่งผลให้อวัยวะส่วนนั้น บิด เกร็ง 
และ ผิดรูป ต าแหน่ง 

ค. Hemiparesis คือภาวะที่มีการอ่อนแรงของร่างกายซีกใดซีกหนึ่ง เป็นภาวะที่
คล้ายคลึงกับอัมพาตครึ่งซีก  

ง. Right gaze palsy คือ ปัญหาเรื่องการมองขวา 
ที่มา : http://www.antimicrobe.org/v43tabs.htm 

 
2.1.6 การวินิจฉัยโรค 

2.1.6.1 องค์การอนามัยโลกได้ก าหนดเกณฑ์การให้การวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัส
ไข้สมองอักเสบเจอี 

การตรวจนับเม็ดเลือดมักพบว่าจ านวนเม็ดเลือดขาวและค่าร้อยละของนิวโตรฟิล
เพ่ิมข้ึนในระดับปานกลางถึงสูงมาก ซ่ึงการตรวจน้ าไขสันหลังส่วนใหญ่จะพบว่าน้ าไขสันหลัง ใส ไม่มีสี 
ความดันของน้ าไขสันหลังอยู่ในเกณฑ์ปกติและมีเซลล์เม็ดเลือดขาวได้ตั้งแต่ 10-1000 เซลล์/ลบ.มม. 
ซึ่งส่วนใหญ่นั้นเป็นลิมโฟซัยต์ โดยในระยะแรกของโรคไข้สมองอักเสบเจอีอาจไม่พบเซลล์ในน้ าไขสัน
หลังหรืออาจจะตรวจพบนิวโตรฟิลเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงโปรตีนมักสูงกว่าปกติเล็กน้อย ระดับน้ าตาล 
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มักปกติ (Organization, 2016) ส าหรับการตรวจวินิจฉัยทางซีโรโลยี (serology) นั้น ตั้งแต่ปี พ.ศ. 
2522 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ทหาร (AFRIMS) ได้ค้นพบวิธีการตรวจ anti-JE IgM 
และ IgG ในน้ าไขสันหลังและในซีรั่มด้วยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ท า
ให้สามารถการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยได้จากการตรวจ anti-JE IgM ในน้ าไขสันหลังเมื่อแรกรับได้ถึงร้อย
ละ 80 และสามารถทราบผลการตรวจวินิจฉัยได้ภายใน 5 ชั่วโมง ซึ่งวิธีการตรวจวินิจฉัยท าได้ง่าย 
และสามารถท าได้ในโรงพยาบาลชุมชน โดยเกณฑ์การให้การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเจอีมีดังนี้ 
(Thisyakorn & Nimmannitya, 1985) 

(1) JE virus-specific IgM antibody ให้ผลบวกในน้ าไขสันหลังหรือในซีรั่มที่
เก็บตรวจวินิจฉัยหลังจาก เริ่มมีไข้ 7 วันไปแล้ว  
 (2) JE virus antigens ให้ผลบวกจากการตรวจวินิจฉัยเนื้อเยื่อด้วยวิธี
immunohistochemistry 
 (3) JE vius genome ให้ผลบวกจากการตรวจวินิจฉัยซีรั่ม พลาสมา เลือด 
น้ าไขสันหลังหรือเนื้อเยื่อด้วยวิธี reverse transcriptase polymerase chain reaction (PCR) หรือ
โดยวิธีการตรวจทางชีวโมเลกุลอื่น ๆ 
  (4) สามารถแยกเชื้อไวรัสเจอีไดจากซีรั่ม พลาสมา เลือด น้ าไขสันหลัง หรือ
เนื้อเยื่อ 
 (5) มีการเพ่ิมขึ้น 4 เทาหรือมากกวาของ JE virus-specific IgG antibody 
ในซีรั่มที่ตรวจดวยวิธี hemagglutination inhibition (HI) หรือตรวจด้วยวิธี plaque reduction 
neutralization assay (PRNT) โดยจะตองเก็บซีรั่มสองครั้งหางกันอยางนอย 14 วัน (acute และ 
convalescent sera) การแปลผลจากการตรวจดวยวิธี HI และ PRNT จะตองแปลผลรวมกับการ
ตรวจยืนยันดวยวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากอาจมี cross reactivity จากไวรัสตัวอ่ืนที่อยูในกลุม Flavivirus ซึ่ง
ท าใหการแปลผลเกิดขอผิดพลาดขึ้นได การวินิจฉัยดวยวิธีนี้อาจมีประโยชนนอยในแงของความ
รวดเร็วและความแม่นย าในการวินิจฉัย (Daniels et al., 2002) 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.6 Japanese Encephalitis IgM ELISA kit 
ที่มา : http://www.rapidtest.com/index.php?i=Parasitology-ELISA-kits&id=619&cat=17 
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2.1.7 การรักษา การป้องกัน และการควบคุมโรค 
 

2.1.7.1 การรักษาโรคไข้สมองอักเสบเจอี 
การรักษาเป็นเพียงการรักษาตามอาการ ที่ส าคัญคือ การลดอาการบวมของสมอง 

ดูแลระบบทางเดินหายใจ การให้ยาระงับชัก บางรายอาจจ าเป็นต้องให้ mannitol เพ่ือควบคุมความ
ดันในกะโหลกศีรษะ การใช้ dexamethasone ในขนาดสูงเพ่ือลดการบวมของสมองในผู้ป่วยไข้สมอง
อักเสบเจอี พบว่าไม่สามารถลดอัตราการตายและอัตราการฟ้ืนจากโรคได้ ซึ่งมีรายงานจากการศึกษา
แบบ controlled clinical trials ที่มีขนาดเล็กซึ่งเกี่ยวกับ Neutralizing murine monoclonal 
antibodies ทีผ่ลิตในประเทศจีน (Goncalvez et al., 2016) น ามาใช้รักษาผู้ป่วยไข้สมองอักเสบเจอี 
พบว่าการรักษาดังกล่าวให้ผลการรักษาที่ดีขึ้น จากการศึกษาผลการทดลองในลิงพบว่า interferon 
ใช้รักษาการติดเชื้อไวรัสเจอีได้ผลดี และจากการศึกษาแบบ uncontrolled series เกี่ยวกับ
ผลการรักษาผู้ป่วยไข้สมองอักเสบเจอีจ านวน 14 ราย ด้วย recombinant interferon-alpha พบว่า
มีผู้ป่วย 13 ราย รอดชีวิต แต่จากการศึกษาแบบ randomized double-blind placebo-
controlled trial ของเด็กที่ป่วยเป็นโรคไข้สมองอักเสบเจอีในประเทศเวียดนามพบว่า การรักษาด้วย 
interferon alpha  ไม่เปลี่ยนแปลงผลของการรักษา ส าหรับยาอ่ืน ๆ เช่น ribavirin และ 
salicylates นั้นมีข้อมูลเฉพาะในหลอดทดลองแต่ยังไม่มีการใช้จริงในทางคลินิก (Solomon, 2003) 

2.1.7.2 การป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอี 
ถึงแม้ว่าอัตราป่วยของผู้ป่วยไข้สมองอักเสบเจอีจะต่ ากว่าโรคติดต่อที่ส าคัญ

อ่ืน ๆ ที่น าโดยยุง เช่น มาลาเรีย ไข้เลือดออก เป็นต้น แต่อัตราตายและอัตราความพิการนั้นสูงมาก 
ซึ่งสามารถบอกถึงความส าคัญท่ีจะต้องให้ความสนใจในเรื่องของการควบคุมป้องกันโรคซึ่งท าได้โดย 

(1) ควบคุมพาหะน าโรค ได้แก่ ท าลายแหล่งเพาะพันธุ์ยุง ปรับปรุงวิธีการ
ท านาเพ่ือไม่ให้นาข้าวเป็นแหล่งที่เหมาะสมแก่การเพาะพันธุ์ยุง เป็นต้น 

 (2) ควบคุม amplifying host เช่น คอกหมู ควรอยู่ห่างจากบริเวณที่อยู่
อาศัยของคน และถ้าเป็นไปได้ควรจะป้องกันไม่ให้หมูถูกยุงกัด หรือฉีดวัคซีนป้องกันโรคแก่หม ู

 (3) ระวังไม่ให้ถูกยุงกัด ให้การสุขศึกษาแก่ประชาชนเพ่ือให้รู้จักการป้องกัน
ตนเอง โดยมากยุงที่เป็นพาหะน าโรคมักมีนิสัยชอบกินเลือดสัตว์เลี้ยงตั้งแต่พลบค่ าจนถึงกลางคืน 

 (4) ฉีดวัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีในคน เป็นวิธีป้องกันโรคไข้
สมองอักเสบเจอีที่ได้ผลดีที่สุดในประเทศญี่ปุ่นและประเทศไทย ส าหรับวัคซีนเชื้อตายที่มีใช้อยู่ใน
ปัจจุบันนั้น ได้แก่ วัคซีนชนิดเชื้อตายที่ผลิตมาจากการเพาะเลี้ยงไวรัสในสมองหนู วัคซีนเชื้อตายที่
ผลิตมาจากการเพาะเลี้ยงไวรัสใน hamster kidney cells และ วัคซีนเชื้อเป็น การพัฒนาวัคซีน
ป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีรุ่นใหม่อาศัยเทคโนโลยีชีวภาพที่ทันสมัยหลายแบบขึ้นมาทดแทน เช่น 
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การเพาะเลี้ยงในเซลล์และตัดต่อยีนเพ่ือให้ได้วัคซีนที่มีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัย เพ่ิมมากขึ้น 
ตลอดจนมีขั้นตอนการผลิตที่สะดวกรวดเร็วเพ่ิมมากขึ้นกว่าเดิม (Hoke et al., 1988; Thisyakorn & 
Nimmannitya, 1985) 

2.1.7.3 วัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอี 
วัคซีนไข้สมองอักเสบเจอีเริ่มมีการพัฒนามาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2473 (ค.ศ. 1930) ใน

ประเทศรัสเซียและญี่ปุ่น วัคซีนรุ่นแรก ได้แก่ วัคซีนชนิดเชื้อตายที่เพาะเลี้ยงไวรัสในสมองหนูและฆ่า
เชื้อด้วยฟอร์มาลินในระหว่างสงครามโลกครั้งที่สอง ซึ่งวัคซีนชนิดนี้ถูกผลิตขึ้นและพัฒนาต่อใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยใช้ฉีดให้กับทหารในกองทัพเรื่อย ๆ มา แต่วัคซีนดังกล่าวมีประสิทธิภาพใน
การป้องกันโรคไม่ดีเท่าที่ควร จึงได้หยุดใช้วัคซีนชนิดนี้ในปี พ.ศ. 2495 (ค.ศ. 1952) ต่อมาได้มีการ
เพ่ิมกระบวนการท าใหว้ัคซีนมีความบริสุทธิ์เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือป้องกันผลแทรกซ้อนจากการปนเปื้อนของ
เนื้อเยื่อของสมองหนู และได้รับการพัฒนาอย่างต่อเนื่องเรื่อยมาจนกระทั่งมีการใช้กันอย่างแพร่หลาย
ในปัจจุบัน (Halstead & Jacobson, 2003) ซึ่งวัคซีนในรุ่นถัดมานั้นผลิตโดยเพาะเลี้ยงไวรัสในเซลล์
เพาะเลี้ยงเพ่ือให้วัคซีนมีความปลอดภัยเพ่ิมมากขึ้น และวัคซีนชนิดเชื้อเป็นที่น ามาท าให้อ่อนฤทธิ์ลง
แต่ยังมีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งเริ่มพัฒนาและมีการใช้ในประเทศจีน ต่อมาจึง
มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในหลายประเทศ ปัจจุบันจึงมีการผลิตวัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอี 
โดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมและอยู่ระหว่างการศึกษาวิจัย 

(1) วัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีในประเทศไทยและวัคซีนที่ก าลังพัฒนา 
วัคซีนป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีที่ใช้ในประเทศไทยในปัจจุบันมีด้วยกัน 

2 แบบ คือ วัคซีนเชื้อตายและวัคซีนเชื้อเป็นที่ท าให้อ่อนฤทธิ์ลง (Tsai, 2000) 
(1.1) วัคซีนชนิดเชื้อตาย (Inactivated vaccine) 

  (1.1.1) วัคซีนที่เพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในสมองหนู (Inactivated 
mouse brain JEV) เป็นวัคซีนที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันและอยู่ในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกัน
โรคของประเทศไทย ซึ่งวัคซีนชนิดนี้ฆ่าเชื้อไวรัสด้วยฟอร์มาลินและผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธิ์ มี
ทั้งชนิดน้ าและชนิดผงแห้ง ได้แก่ 
  สายพันธุ์ Nakayama เป็นวัคซีนชนิดฉีดผลิตโดย Cosma 
medical ปริมาณ 0.5 มล./โด๊ส ส าหรับเด็กอายุต่ ากว่า 3 ปี และ 1 มล./โด๊ส ส าหรับเด็กอายุมากกว่า 
3 ปี มีชื่อการค้าคือ DS Japanese Encephalitis vaccine 
  สายพันธุ์ Beijing เป็นวัคซีนที่ถูกผลิตขึ้นโดยองค์การเภสัชกรรม 
ปริมาณ 0.25 มล./โด๊ส ส าหรับเด็กอายุต่ ากว่า 3 ปี และ 0.5 มล./โด๊ส ส าหรับเด็กอายุมากกว่า 3 ปี 
มีชื่อการค้าคือ JE (Beijing)-GPO vaccine ซึ่งในปัจจุบันวัคซีนชนิดนี้ได้หยุดผลิต เนื่องจากเกิดการ
ปนเปื้อนของเนื้อเยื่อสมองหนูในวัคซีน (Chokephaibulkit et al., 2016)  
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    (1.1.2) วัคซีนทีเ่พาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง 
(Inactivated cell culture-derived JEV) 
  วัคซีนที่ได้จากสายพันธุ์ SA14-14-2 เตรียมจาก Primary 
hamster kidney cell โดยใช้ฟอร์มาลีนฆ่าเชื้อ ผลิตในประเทศจีน  
  วัคซีนที่ได้จากสายพันธุ์ SA14-14-2 เตรียมจาก vero 
cell ผลิตโดยบริษัท Intercell ขึ้นทะเบียนในประเทศสหรัฐอเมริกาและอีกหลายประเทศในยุโรปมี
ชื่อทางการคือ IXIARO คาดว่าวัคซีนชนิดนี้จะถูกน ามาจ าหน่ายในประเทศไทยในไม่ช้า (Monath, 
2002) 
 (1.2) วัคซีนชนิดเชื้อเป็นที่ท าให้อ่อนฤทธิ์ลง (Live-attenuated vaccine) 
  (1.2.1) วัคซีนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในเซลล์เพาะเลี้ยง ขึ้นทะเบียน
ครั้งแรกในประเทศจีน ผลิตจากเชื้อไวรัสสายพันธุ์ SA14-14-2 เพาะเลี้ยงใน Primary hamster 
kidney cell (PHK) จ าหน่ายในประเทศไทย โดยบริษัท Biogenetech ใช้ชื่อทางการค้าว่า CD.JE 
VAX (Halstead & Thomas, 2011) 
  (1.2.2) วัคซีนที่ได้จากการผลิตโดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
เป็นวัคซีนที่พัฒนาโดยบริษัท Acambis โดยท าการตัดยีนส่วน PrM และ E ของไวรัสโรคไข้สมอง
อักเสบเจอี สายพันธุ์ SA14-14-2 ใส่เข้าไปแทนที่ยีน PrM และ E ของไวรัสไข้เหลือง สายพันธุ์ 17D 
เพ่ือให้ได้ไวรัสที่มี structural protein เหมือนกับไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี และมี non-structural 
protein เหมือนกับไวรัสไข้เหลือง วัคซีนชนิดนี้เป็นวัคซีนต้นแบบให้กับวัคซีนในกลุ่ม flavivirus อ่ืน 
ๆ เช่น วัคซีนไข้เลือดออก Tetravalent dengue vaccine (CYD-TDV) หรือ Chimeric yellow 
fever-dengue virus (CYD) และTetravalent dengue vaccine (TDV) ครอบคลุม 4 เชื้อของ
ไข้เลือดออก ซึ่งเป็น recombinant, live-attenuated ของบริษัท Sanofi Pasteur (Appaiahgari 
& Vrati, 2010) 
 
 (2) ประสิทธิภาพของวัคซีน 
  วัคซีนเชื้อตายที่เพาะเลี้ยงเชื้อในสมองหนู กรณีที่ฉีด 2 โด๊ส จะมีภูมิคุ้มกัน
ร้อยละ 94 และมีประสิทธิภาพในการป้องกันโรคร้อยละ 80-91 หลังจากฉีดเข็มกระตุ้นจะมีภูมิคุ้มกัน
ร้อยละ 90 - 100 จากการศึกษาในประเทศไทย พบว่าวัคซีนทั้ง Nakayama และ Beijing ให้
ประสิทธิภาพในการป้องกันโรคไม่แตกต่างกัน (Lee et al., 2016) 
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  วัคซีนชนิดเชื้อเป็นที่ท าให้อ่อนฤทธิ์ลง จากการศึกษาในเด็กไทยจ านวน 150 
คน พบว่ามีอัตรา seroconversion ร้อยละ 89.3 และ 95.0 ที่เวลา 30 และ 90 วัน หลังจากที่มีการ
ฉีดโด๊สแรก และร้อยละ 100 หลังจากที่ฉีดโด๊สที่สอง เมื่อติดตามปีที่ 2 พบว่า อาสาสมัครยังคงมี
ระดับภูมิคุ้มกันต่อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีร้อยละ 99 จากการศึกษาในต่างประเทศพบว่าวัคซีนมี
ประสิทธิภาพร้อยละ 99.3 และ 96.5 ที่เวลา 12-15 เดือน และ 5 ปี ภายหลังจากการฉีดวัคซีน 1 
โด๊ส และมีประสิทธิภาพร้อยละ 95-100 ภายหลังการฉีดวัคซีน 2 โด๊ส (Chokephaibulkit et al., 
2016) 
  วัคซีน IXIARO เป็นวัคซีนที่มีการเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง โดย
แนะน าให้ฉีดเข้าใต้ผิวหนังในวันที่ 0 และ 28 ฉีดกระตุ้นอีกครั้ง 1 ปี จากการศึกษาใน phase III 
พบว่าในอาสาสมัครผู้ใหญ่จะมีภูมิคุ้มกันในระดับที่สามารถป้องกันโรคได้ร้อยละ 83, 53, และ 48 
ภายหลังการฉีดวัคซีนโด๊สที่สองเป็นเวลา 6 เดือน 1 ปี และ 2 ปี ตามล าดับ และเมื่อฉีดวัคซีนเข็ม
กระตุ้น พบว่ามีภูมิคุ้มกันสูงขึ้นในระดับที่สามารถป้องกันโรคได้ร้อยละ 100 ซึ่งในกรณีที่ได้รับวัคซีน
ชนิดนี้เพียงเข็มเดียว จะมีภูมิคุ้มกันเพียงพอที่จะสามารถป้องกันโรคได้ร้อยละ 9 ภายหลังได้รับวัคซีน
ไปแล้วนาน 6 เดือน แต่เมื่อได้รับวัคซีนเข็มกระตุ้นห่างจากเข็มแรก 11 เดือน ระดับภูมิคุ้มกันจะสูงขึ้น
เป็นร้อยละ 99 ดังนั้นในรายที่ได้รับวัคซีนชุดแรกไม่ครบตามก าหนดของการฉีดวัคซีน แนะน าให้ฉีด
เข็มกระตุ้นอย่างน้อยไม่เกิน 11 เดือน นับจากเข็มแรก จากการศึกษาพบว่ามีความปลอดภัยต่อผู้ใหญ่ 
ส่วนข้อมูลในเด็กยังอยู่ระหว่างการศึกษา (Cramer et al., 2016) 
  วัคซีนชนิด ChimerivaxJE (IMOJEV®) มีข้อมูลการศึกษาทั้งในเด็กและ
ผู้ใหญ่ พบว่าวัคซีนนั้นมีความปลอดภัยและก่อให้เกิดภูมิคุ้มกันได้ดีในทุกกลุ่มอายุ โดยพบว่า
อาสาสมัครผู้ใหญ่ได้รับวัคซีนเพียง 1 เข็ม สามารถมีภูมิคุ้มกันในระดับที่สามารถป้องกันโรคได้ร้อยละ 
99.1 และภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นไม่ด้อยไปกว่าที่ฉีดด้วยวัคซีนชนิดเชื้อตายที่ผลิตด้วยสมองหนูจ านวน 3 
เข็ม (ร้อยละ 95.1) (Chokephaibulkit et al., 2016) วัคซีนชนิดนี้จึงสามารถกระตุ้นการสร้าง
ภูมิคุ้มกันได้อย่างรวดเร็ว พบว่าร้อยละ 93.6 ของอาสาสมัครจะมีภูมิคุ้มกันในระดับที่สามารถป้องกัน
โรคได้ภายใน 14 วันหลังจากฉีดวัคซีน ดังนั้นการฉีดวัคซีนชนิดนี้เพียง 1 ครั้ง อาจจะเพียงพอต่อการ
ป้องกันโรคส าหรับผู้ที่อาศัยอยู่ในพ้ืนที่ที่มีการระบาดของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี แต่ยังพบว่ามี
อาสาสมัครเด็กบางรายไม่มีภูมิคุ้มกันเกิดขึ้นหลังการฉีดวัคซีน 1 เข็ม ดังนั้นยังคงต้องติดตามผล
การศึกษาต่อไปว่าการฉดีวัคซีนนี้เพียง 1 เข็ม เพียงพอหรือไม่ต่อการป้องกันโรคไข้สมองอักเสบเจอีทั้ง
ในพ้ืนที่ที่มีการระบาดและพ้ืนที่ที่ไม่ใช่แหล่งระบาดของโรคไข้สมองอักเสบเจอี 
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 (3) ปฏิกิริยาหลังจากได้รับวัคซีน  
  วัคซีนเชื้อตายที่เพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในสมองหนูนั้น มีรายงานว่าปฏิกิริยา
เฉพาะที่ ได้แก่ ปวด บวม แดงบริเวณที่ฉีดวัคซีน เป็นต้น พบร้อยละ 23 ส่วนปฏิกิริยาทั่วไป เช่น ไข้ 
ปวดศีรษะ ปวดเมื่อยตามตัว คลื่นไส้ อาเจียน พบร้อยละ 13 ซึ่งในผู้ป่วยบางรายอาจมีผื่นลมพิษหรือ 
angioedema ในเวลาเป็นนาทีถึง 2 สัปดาห์ หลังจากฉีดวัคซีน พบประมาณร้อยละ 0.2-0.6 ซึ่งมัก
เกิดหลังฉีดวัคซีนเข็มที่สอง การเกิดผื่นลมพิษไม่ถือเป็นข้อห้ามในการฉีดวัคซีนโด๊สถัดไปหากไม่ใช่
ปฏิกิริยาชนิดเฉียบพลัน แต่ให้เฝ้าสังเกตอาการหลังการฉีดวัคซีนอย่างใกล้ชิด และมีอัตราการเกิด
สมองอักเสบเฉียบพลัน 1:50-75,000 ถึง 1 : 1 ล้าน เพราะฉะนั้นวัคซีนชนิดนี้มีความปลอดภัย
ค่อนข้างสูงในผู้ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง  
  วัคซีนชนิดเชื้อเป็นที่ท าให้อ่อนฤทธิ์ลง วัคซีนชนิดนี้มีความปลอดภัยสูงแต่
อาจจะท าให้เกิดไข้ได้ ร้อยละ 9.3 และผื่นขึ้น ร้อยละ 6.7 ยังไม่มีรายงานการเกิดภาวะ 
hypersensitivity หรือผลข้างเคียงทางระบบประสาท (วรศักดิ์ โชติเลอศักดิ์, 2548) 
 
2.2 แอนติบอดี (Antibody) 

 
แอนติบอดีเป็นไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่สร้างมาจาก B lymphocytes โดย

จะถูกกระตุ้นด้วยแอนติเจน ซึ่งแอนติบอดีที่สร้างขึ้นนั้นจะถูกหลั่งออกมาในกระแสเลือดหรือน้ าคัด
หลั่งต่าง ๆ ดังนั้นแอนติบอดีจึงสามารถพบได้ในกระแสเลือด น้ าตา น้ าลาย น้ าคัดหลั่งในระบบ
ทางเดินหายใจ และทางเดินอาหารรวมทั้งน้ านมด้วย โดยทั่วไปในสภาพปกติร่างกายนั้นจะไม่สามารถ
สร้างแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะตอเซลลของรางกายได้ โดยแอนติบอดีมีลักษณะพิเศษด้วยกัน 2 
ประการด้วยกัน คือ 

1. Recognition function คือ ความสามารถในการจดจ าแลวสามารถรวมกับ
แอนติเจนที่จ าเพาะตอแอนติบอดีได 

2. Effector function คือ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี จึง
สามารถท าให เกิดผลต่าง ๆ ตามมา เช่น ท าให เกิดการรวมกับโปรตีนอีกกลุ มหนึ่งได้ เรียกว่า 
complement fixation และท าให้เซลล์แตกสลายได้ (lysis) หรือปฏิกิริยาของแอนติเจนกับ
แอนติบอดีที่เกิดขึ้นท าให้โมเลกุลของแอนติบอดีเกาะกับ mast cell ท าให้เกิดการหลั่งของ 
histamine ออกมา เป็นต้น (Janeway et al., 1997) 
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2.2.1 การศึกษาคุณสมบัติของแอนติบอดี 
Tiselius และ Kobat พบวา แอนติบอดีที่เป็นโปรตีนในน้ าเหลืองชนิดหนึ่งที่สามารถ

เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าได้ (electrophoretic mobility) ซึ่งอยู่ในกลุ่มของโปรตีนที่เรียกว่า gamma 
( ) globulin โดยที่ Tiselius และ Kobat ได้ท าการทดลองฉีด Pneumococcal polysaccharide 
เข้าไปในกระต่าย จนกระต่ายสามารถสร้างแอนติบอดีในกระแสเลือดจ านวนมาก คือ อยูในลักษณะที่
เป็น hyperimmunized rabbit จากนั้นจึงเจาะเลือดกระต่ายน ามาแยกเอาน้ าเหลืองไปแยกโดยวิธี 
eletrophoresis พบว่า protein fraction ตาง ๆ คือ  serum albumin,  1-globulin,  1-
globulin,  -globulin และ  -globulin (ภาพที่2.6) ตอมา Tiselius และ Kobat ไดน าเอา 
hyperimmune serum นี้ไปผสมกับแอนติเจนของมันจึงเกิดปฏิกิริยาตกตะกอนของ antigen-
antibody complex ซึ่งเมื่อน าไปปนเอาตะกอนออก และเอาเฉพาะสวนที่เปนของเหลวเหนือ
ตะกอน (supernatant) มาแยกโดยใช้วิธี eletrophoresis ซ้ าใหม่อีกครั้ง พบว่า ส่วนที่มีปริมาณ
ลดลง คือ fraction ของ   -globulin โดย   -globulin ที่หายไป คือ ส่วนที่เป็นแอนติบอดีซึ่งไปท า
ปฏิกิริยากับแอนติเจนแลวตกตะกอน ตอมามีผูพบวาแอนติบอดีซึ่งเป็น   -globulin นี้ไม่ไดประกอ
บดวยโปรตีนชนิดเดียวแต่ประกอบด้วยโปรตีนหลายชนิด (heterogeneous) ที่มีลักษณะบางอย่าง
คล้ายคลึงกัน จึงเรียกชื่อใหมว่า Immunoglobulin (Ig) (Tiselius, 1937) โดย Immunoglobulin ที่
สร้างขึ้นมานั้นเป็นสารพวก glycoprotein ที่ประกอบดวย polypeptide 2 แบบ คือ heavy chain 
และ light chain และ มีคาร์โบไฮเดรตเกาะอยู่บน polypeptide โดยปริมาณของคาร์โบไฮเดรตไม่มี
ส่วนที่เกี่ยวของกับการจับของแอนติเจนเพราะคาร์โบไฮเดรตไมได้อยู่ตรงส่วนที่แอนติบอดีจับกับ
แอนติเจนที่เรียกวา antigenic binding site (ภาพที่ 2.7)  

2.2.2 ชนิดและโครงสรางของอิมมูโนโกลบูลิน 
อิมมูโนโกลบูลิน แบงออกเปน 5 คลาส ตามชนิดของ heavy chain ดังนี้ 

(1) IgG มี heavy chain เปนชนิด  -chain (gamma)  
(2) IgM มี heavy chain เปนชนิด  -chain (mu) 
(3) IgA มี heavy chain เปนชนิด  -chain (alpha) 
(4) IgD มี heavy chain เปนชนิด  -chain (delta) 
(5) IgE มี heavy chain เปนชนิด  -chain (epsilon)  
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2.2.2.1 Immunoglobulin G (IgG)  
  เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีมากที่สุดในซีรั่ม ประมาณ 80 – 85 % โดย IgG มี

น้ าหนักโมเลกุล 150,000 ดาลตัน ซึ่งมีความส าคัญมากที่สุดในการคุ้มกันร่างกาย สามารถผ่านรกจาก
แม่ไปสู่ลูกได้ และมีขนาดเล็กท่ีสุดเมื่อเทียบกับอิมมูโนโกลบูลินตัวอ่ืน ๆ ซึ่งประกอบด้วยพอลิเพปไทด์ 
4 สาย ส่วนของพอลิเพปไทด์สายหนักนั้นเป็นชนิดแกมมา (   ) จึงเรียกว่า IgG (Spiegelberg, 
1974) 

IgG ของคนสามารถแบ่งเป็น 4 คลาสย่อย คือ IgG1, IgG2, IgG3 และ IgG4 
โดย IgG1 มีปริมาณมากท่ีสุด คือ 65 % โดยที่ IgG ทุกชนิดยกเว้น IgG4 สามารถตรึงคอมพลีเมนต์ได้
ดี IgG1, IgG2 และ IgG4 สามารถจับกับสแตฟฟิโลคอคคัลโปรตีนเอ (Staphylococcal A) ท าให้
สามารถแยกออกจาก IgG3 และ IgM ได้ เพราะ IgG3 และ IgM ไม่สามารถจับได้กับโปรตีนเอ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.7 น้ าเหลืองของกระต่ายที่น าไปแยกโดยวิธี eletrophoresis พบ protein 

fraction ตาง ๆ (Roitt et al., 2001) 
ก. Protein fractions ต่าง ๆ ของ immuned serum 
ข. Protein fractions ต่าง ๆ ภายหลังจากท่ีน า immuned serum มาท าปฏิกิริยา

กับแอนติเจน 

ก 

ข 
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ภาพที่ 2.8 โครงสร้างของแอนติบอดี 
ที่มา: http://www.ebioscience.com/knowledge-center/antigen/Immunoglobulin/ 
       structure.htm 
 

2.2.2.2 Immunoglobulin A (IgA) เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีมากในซีรั่ม รอง

จาก IgG คือ มีอยู่ประมาณ 13 % ส่วนของพอลิเพปไทด์สายหนักเป็นชนิดแอลฟา ( ) ซึ่งส่วนใหญ่
สามารถพบในสารคัดหลั่งต่าง ๆ เช่น น้ าตา น้ าลาย น้ านมเหลือง น้ าปัสสาวะ น้ าจากช่องคลอด 
ทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจเรียกว่า ซีครีทอรีแอนติบอดี (Secretory antibody) ช่วยปกป้องเยื่อ
เมือกจากการบุกรุกของแบคทีเรียและไวรัส รวมทั้งป้องกันการติดเชื้อที่ช่องว่างในร่างกาย จึงอาจจะ
เรียกอีกชื่อหนึ่งว่า มิวโคแอนติบอดี (Mucoantibody) หรือ โคโพรแอนติบอดี (Coproantibody) 
IgA พบได้ทั้งในรูปแบบของมอนอเมอร์, ไดเมอร์พอลิเมอร์ ในซีรั่ม แต่เมื่ออยู่ในสารคัดหลั่ง จะเป็น
รูปแบบไดเมอร์ ซึ่งประกอบด้วย 2H2 L2 สาย J (J chain) และซีครีทอรีคอมโพเนนท์ (Secretory 
component, SC หรือ ซีครีทอรี พีซ secretory piece = SP) SC เป็นพอลิเพปไทด์ที่สังเคราะห์ขึ้น
โดยเซลล์เยื่อบุผิวที่ช่วยให้ IgA ผ่านผิวชั้นมิวโคซ่าออกสู่ภายนอก และช่วยปกป้อง IgA จากการถูก
ย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีนเอส (protease) ในทางเดินอาหาร SC จะรวมเข้ากับ IgA ไดเมอร์ และสาย J 
ในระหว่างที่ IgA ผ่านเซลล์เยื่อบุผิวออกไปในสารคัดหลั่ง (Woof & Kerr, 2006) 
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2.2.2.3 Immunoglobulin M (IgM) เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีขนาดใหญ่ที่สุด 
มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 900,000 ดาลตัน ส่วนของพอลิเพปไทด์สายหนักเป็นชนิด มิว (mu,  ) 
IgM ประกอบไปด้วยหน่วยพ้ืนฐาน 5 หน่วย มาเชื่อมกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์เป็นรูปดาว ซึ่งเชื่อมกัน
ด้วยสาย J และ SC IgM เป็นอิมมูโนโกลบูลินตัวแรกที่สร้างขึ้นเมื่อร่างกายถูกกระตุ้นด้วยแอนติเจน 
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ เมื่อตรึงคอมพลีเมนต์แล้วจะสามารถถูกท าลายได้ง่ายขึ้น IgM 
เกิดปฏิกิริยาแอกกลูติเนชั่น (Agglutination) และออพโซไนเซซั่น (opsonization) ได้ดี จึงสามารถ
ป้องกันการบุกรุกของแบคทีเรียและไวรัส โดยที่ IgM ไม่สามารถผ่านรกได้ แต่ถ้าทารกมีการติดเชื้อจะ
สร้าง IgM ขึ้นเอง ถือว่าเป็นอิมมูโนโกลบูลินชนิดแรกที่ทารกสร้างขึ้นเอง (Brussow et al., 1992) 

2.2.2.4 Immunoglobulin D (IgD) Immunoglobulin D (IgD) เป็นอิมมูโน
โกลบูลินที่พบน้อยมากในเลือด มีอยู่ประมาณ 0.2 % โดยพอลิเพปไทด์สายหนักเป็นชนิดเดลตา ( ) 
ซึ่งสามารถท าหน้าที่เป็นตัวรับรู้เบื้องต้น (Primary receptor) กับแอนติเจนบนผิวบีลิมโฟไซต์ของ
ทารก และอาจควบคุมการสังเคราะห์อิมมูโนโกลบูลินอ่ืน ๆ (Vladutiu, 2000) 

2.2.2.5 Immunoglobulin E (IgE) เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบน้อยที่สุดใน

เลือด พบประมาณ 0.002 % มีพอลิเพปไทด์สายหนักเป็นชนิดเอฟซิลอน ( ) IgE ซึ่งมีคุณสมบัติชอบ
เกาะกับเบโซฟิล (Basophil) และมาสต์เซลล์ (Mastocyte) ในเนื้อเยื่อ โดยน าส่วนปลายของ Fc ไป
จับ และเมื่อมีแอนติเจนที่กระตุ้นให้สร้าง IgE เข้ามาจับกับ IgE จะท าให้เกิดปฏิกิริยาของแอนติเจน
แอนติบอดีคอมเพล็กซ์ช่วยกระตุ้นให้เกิดภาวะภูมิไวเกินแบบที่ 1 (Immediate hypersensitivity) 
โดยการกระตุ้นให้เบโซฟิล (basophil) ปล่อยสารที่ท าให้เกิดอาการภูมิแพ้ออกมา เช่น ฮีสตามีน 
(histamine) ซีโรโทนิน (serotonin) จึงสามารถเรียก IgE ว่า โฮโมไซโตโทรปิคแอนติบอดี 
(Homocytotropic antibody) นอกจากนี้ในกรณีที่เกิดการติดเชื้อปรสิต จะพบว่าในร่างกายจะมี
ปริมาณ IgE เพ่ิมข้ึน แสดงว่าเกิดภูมิคุ้มกันต่อต้านกับโรคติดเชื้อปรสิต (Amarasekera, 2011) 
 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.9 แสดงโครงสร้างพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG, IgM, IgA, IgD และ IgE 
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2.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal Antibody) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ไม่ใช่สารที่เกิดจากธรรมชาติ 

แต่เกิดจากการที่มนุษย์คิดค้นวิธีการสร้างขึ้นมาด้วยเทคโนโลยีทางอณูชีววิทยาในปี พ.ศ. 2518 โดย
วิธีการทั่วไปที่ใช้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถท าได้โดยการฉีดแอนติเจนเข้าไปใน
หนูเ พ่ือให้สร้างภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจนชนิดนั้น  ๆ จากนั้นจึงใช้ เทคนิคการสร้างเซลล์ผสม 
(hybridoma technology) ระหว่าง B lymphocyte และ myeloma cell หรือเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาว เพ่ือผลิตให้ได้เป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดที่แตกต่างกัน (Pandey, 2010) 

2.3.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเริ่มจากการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของหนูด้วยแอนติเจน 

จากนั้นท าการสกัด B lymphocyte ซึ่งท าหน้าที่ในการสร้างแอนติบอดีออกมา โดยที่ B 
lymphocyte นี้ไม่สามารถน ามาเลี้ยงต่อได้ จึงต้องมีการน า B lymphocyte ไปเชื่อมรวมกับ tumor 
cell ของ B lymphocyte ที่สามารถโตบนจานเลี้ยงเซลล์ได้แบบไม่จ ากัด (immortal) เพ่ือสร้างเป็น 
hybridomas ที่มีความสามารถในการหลั่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องการได้ หลังจากนั้นจะต้อง
ท าการคัดแยกเอาเฉพาะ hybridomas โดยการเลี้ยงในอาหารที่มีสารยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์ 
nucleotides (aminopterin) แบบปกติ ดังนั้นเซลล์ที่จะสามารถเจริญต่อไปได้ต้องมีกระบวนการ
สังเคราะห์ลัด (bypass pathway) ซึ่งกระบวนการนี้มีเฉพาะใน B lymphocyte ที่ปกติเท่านั้น ท าให้ 
B lymphocyte ที่เป็น tumor ไม่สามารถโตได้ หลังจากที่ท าการคัดเลือก hybridomas ได้แล้ว
จะต้องน าไปคัดแยกหาโคลนเดี่ยวที่มีความสามารถในการสร้างแอนติบอดีต่อแอนติเจนนั้น ๆ ที่เรา
ต้องการได้ (Nelson et al., 2000) (ภาพที่ 2.10) ซึ่งขั้นตอนทั้งหมดนั้นใช้เวลานานหลายเดือน 
ค่าใช้จ่ายสูง และต้องการบุคลากรที่มีความช านาญสูง โดยเซลล์ผสมที่ถูกสร้างขึ้นให้มีความสามารถใน
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถเก็บรักษาไว้ส าหรับให้เป็นแหล่งที่ผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีได้ตลอดไป การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดหนึ่ง ๆ แต่ละครั้งนั้นต้องใช้เวลานาน (4-
5 เดือนขึ้นไป) และการลงทุนเป็นจ านวนสูง รวมทั้งยังต้องเกี่ยวข้องกับสัตว์ทดลองคือ หนู อีกด้วย 
(Albitar, 2007) ดังนั้นจึงเห็นได้ว่ากระบวนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันนั้น
ค่อนข้างยุ่งยาก บางครั้งนักวิจัยไม่มีเวลาหรือมีบุคลากรไม่เพียงพอ จึงต้องสั่งท าจากต่างประเทศซึ่งมี
ราคาสูง และยังมีอุปสรรคที่ส าคัญอีกประการหนึ่งของการใช้เทคโนโลยี hybridoma ในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีคือ hybridoma cell ซึ่งถ้า hybridoma cell ไม่เสถียรจะท าให้สามารถสูญเสีย
ความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้อีก ทั้งในขั้นตอนของการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีให้ได้เป็นจ านวนมาก (large scale) เพ่ือการน าไปใช้ต่อนั้นก็มีความยุ่งยาก และต้องใช้
เครื่องมือราคาแพงเช่นกัน วิธีการที่นิยมใช้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้ได้เป็นจ านวนมาก
นั้นมี 2 วิธี คือ การน า hybridomas cell ไปเลี้ยงในลักษณะที่เป็นมะเร็งในช่องท้องของหนู (ascites 
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tumor) จากนั้นสกัดเอา ascites fluid ที่มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกมา ซึ่งวิธีนี้เป็นที่นิยมเพราะ
สามารถผลิตได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีได้ในปริมาณที่สูงกว่าการเลี้ยงในห้องทดลองถึง 1,000 – 
10,000 เท่า แต่เป็นวิธีการที่สร้างความเจ็บปวดและทรมานให้กับหนูทดลอง นอกจากนี้แล้วโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมได้ยังมีการปนเปื้อนด้วยอิมมูโนโกลบูลินของหนู ไวรัส หรือสาร cytokine 
อ่ืน ๆ จากหนูซึ่งอาจจะไม่เป็นผลดีต่อการประยุกต์ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป อีกวิธีหนึ่งในการ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นจ านวนมาก คือ การเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) ชนิด
ต่าง ๆ ได้แก่ standard static หรือ agitated suspension cell cultures, membrane-based 
หรือ matrix-based culture systems, และ high cell-density bioreactors (Fong & Weng, 
1997) แต่ข้อจ ากัดของวิธีการเหล่านี้ คือ เป็นเทคโนโลยีที่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาสูงมาก 
รวมทั้งอาหารและสารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ก็มีราคาสูงมากเช่นกัน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.10 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Pandey, 2010) 
 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใช้วิธีการดั้งเดิมนั้นมีความยุ่งยากมากและ

ค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูงแล้ว ยังมีข้อจ ากัดที่เกิดจากเทคโนโลยีนี้หลาย ๆ อย่าง เช่น ข้อจ ากัดในชนิดของ
แอนติเจนที่จะใช้ เพราะต้องเป็นแอนติเจนที่ไม่เป็นพิษต่อหนูทดลอง นอกจากนั้นแล้วยังต้องไม่เป็น
แอนติเจนที่คล้ายกับแอนติเจนของหนู เช่น แอนติเจนซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ในขั้นต้นของล าดับการ
วิวัฒนาการ (conserved antigens) หรือใช้ได้เฉพาะกับแอนติเจนที่มีความสามารถในการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันของหนู (immunogenicity) ได้เท่านั้น นอกจากนั้นแล้วผลที่ได้จากการกระตุ้นหนู
ทดลองยังมีความแปรปรวนสูง โดยขึ้นกับสุขภาพของหนูแต่ละตัว และมีข้อจ ากัดที่ส าคัญอีกประการ
หนึ่งก็คือ จ านวนชนิดของแอนติเจนที่ใช้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งโดยปกติแล้วการผลิต
โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนแต่ละชนิดมักต้องใช้หนูทดลองตั้งแต่ 3-5 ตัวขึ้นไป ในปัจจุบัน
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หลังจากการค้นพบล าดับจีโนม (post-genomic era) ของมนุษย์ และสิ่งมีชีวิตอีกหลายชนิด
ความส าคัญในการศึกษาวิจัยจึงมุ่งเน้นไปสู่การศึกษาการท างานของจีโนมหรือโปรตีน (functional 
genomics หรือ proteomics) ซึ่งการวิจัยเหล่านี้จ าเป็นต้องมีความเกี่ยวข้องกับโปรตีนจ านวน
มหาศาล (high throughput) การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ านวนมากเพ่ือใช้ในการศึกษาการ
ท างานของโปรตีนเหล่านี้โดยวิธีการที่ใช้อยู่ในปัจจุบันจึงเป็นไปไม่ได้ หรือการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต้องการค่าใช้จ่ายที่สูงมาก จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องใช้เทคโนโลยีอ่ืน ๆ ที่ช่วยในการผลิต
โมโนโคลนอลแอนติบอดี เพ่ือการวิเคราะห์ในระดับ high throughput เหล่านี้ (Costa et al., 2013) 

 
2.3.2 ข้อดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
  2.3.2.1 ใช้แอนติเจนปริมาณน้อยและแอนติเจนนนั้นไม่ต้องมีความ

บริสุทธิ์มากในการฉีดกระตุ้น โดยในการ immunize หนู mice หรือ หนู rats อาจใช้แอนติเจน
ประมาณ 100 ไมโครกรัมหรือน้อยกว่าก็ได้ โดยที่แอนติเจนนั้นมีความบริสุทธิ์พอประมาณก็ได้ 
เนื่องจากสามารถเลือกเซลล์ที่มีความจ าเพาะต้องแอนติเจนที่ต้องการได้ในระหว่างการท า cell 
cloning 

  2.3.2.2 มีความเป็นมาตรฐานเดียวกันสูง (Standardization) ซึ่ง
สามารถที่จะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีลักษณะเหมือนกัน (homogeneous) เป็นมาตรฐานซึ่ง
สามารถแจกจ่ายไปในห้องปฏิบัติการต่าง ๆ โดยแต่เดิมมีการใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีซึ่งมักจะมี
ปัญหา เนื่องจากคุณสมบัติในแต่ละครั้งที่ผลิตไม่ค่อยคงที่ และเนื่องจากสามารถผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดไีด้ในปริมาณท่ีต้องการไม่จ ากัด ดังนั้นความเป็นมาตรฐานของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงมี
สูงมากกว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

  2.3.2.3 มีความจ าเพาะสูง (High Specificity) โมโนโคลนอลแอนติบอดี
จะเข้าท าปฏิกิริยากับ antgenic determinant เพียงต าแหน่งเดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้น
จึงมีความจ าเพาะสูงมาก สามารถใชัจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์ หรือศึกษาลักษณะของโมเลกุล
ของแอนติเจนได้ 

 2.3.2.4 มี affinity สูง ในวิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถ
คัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี affinity สูงต่อแอนติเจนได้ โดยที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี 
affinity สูงนี้จะสามารถน าไปใช้ได้ในความเจือจางสูง (high dilutions) ท าให้ลดปฏิกิริยารบกวน 
(background) ในการทดลองลงได้ และสามารถน าไปใช้ในการท าให้แอนติเจนบริสุทธิ์ได้อีกด้วย 

  2.3.2.5 การเก็บเซลล์ (Storage of Cells) สามารถเก็บเซลล์ที่สร้างโม
โนโคลนอลแอนติบอดีไว้เป็นเวลานานเป็นปี ๆ ในไนโตรเจนเหลว และน ากลับมาเลี้ยงเพ่ือผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีได้อีกเม่ือต้องการ (Albert, 1985) 
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 2.3.3 ข้อด้อยของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
   2.3.3.1 การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีมีกรรมวิธีที่ค่อนข้างง่าย ซึ่ง
แตกต่างจากการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ต้องใช้ก าลัง แรงงาน เวลา และค่าใช้จ่ายสูงกว่าการ
ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีมาก 
   2.3.3.2 ความจ าเพาะ (Specificity) โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมได้
ในบางกรณีมีความจ าเพาะสูงเกินไปที่จะไปใช้ส าหรับการวินิจฉัยโรค 
   2.3.3.3 มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของแอนติเจน 
เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจ าเพาะสูงมากจึงมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของแอนติเจน ซึ่งสามารถเกิดขึ้นระหว่างแอนติเจนเกาะกับพ้ืนผิว (solid phase) หรือสภาวะที่ใช้ใน
การท าการทดลอง 
   2.3.3.4 คุณสมบัติเปลี่ยนแปลงได้ง่ายระหว่างขั้นตอนการท าให้บริสุทธิ์ 
เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีในบางกรณีมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงของ pH, ionic strength 
และปัจจัยอื่น ๆ ซึ่งโพลีโคลนอลแอนติบอดีมักมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลงเหล่านี้น้อยกว่าเนื่องจาก
แอนติบอดีบางกลุ่มยังคงท างานได้ 
   2.3.3.5 ไม่สามารถท าปฏิกิริยาบางอย่างได้ เนื่องจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจ านวนมากไม่สามารถท าปฏิกิริยาตกตะกอนได้ซึ่งต่างจากโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
(Nelson et al., 2000) 
 2.3.4 การประยุกต์ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี  
   การประยุกต์ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ก าลังได้รับความสนใจอยู่มากใน
ปัจจุบันนี้ ได้แก่ การน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้จากหนูไปปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเป็นเหมือน
ของมนุษย์ (humanization) เพ่ือให้สามารถใช้ในการบ าบัดโรคต่าง ๆ (human therapy) ได ้
   2.3.4.1 ด้านจุลชีววิทยา ได้มีการผลิตแอนติบอดีต่อจุลินทรีย์ต่าง ๆ หลาย
ชนิดทั้งไวรัส แบคทีเรียคลามัยเดีย หรือพาราสิต และน ามาใช้ประโยชน์ในการตรวจสอบหาชนิดหรือ
คุณสมบัติต่าง ๆ ทางแอนติเจนของจุลินทรีย์ ซึ่งแต่เดิมท าได้ยากหรือไม่สามารถท าได้เลยถ้ามีการใช้
โพลีโคลนอลแอนติบอดี การใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท าให้สามารถตรวจพบสายพันธุ์ใหม่ของ
จุลินทรีย์ซึ่งมีความแตกต่างของ antigenic determinant จากสายพันธุ์เดิมได้ง่ายยิ่งขึ้น เช่น การ
ตรวจหาไวรัสไข้หวัดใหญ่ สายพันธุ์ใหม่ หรือตรวจหาเชื้อวัณโรคที่ท าให้เกิดโรค (Mycobacterium 
tuberculosis) สามารถแยกได้จาก Tubercle baclli อ่ืน ๆ ซึ่งเดิมใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีไม่
ได้ผล ต่อจากนั้นมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Chlamydia ซึ่งท าให้เกิดโรคหนองใน
เทียมและน ามาใช้ตรวจหาเชื้อโดยวิธี immunofluorescence อย่างได้ผลดีส าหรับเชื้อพาราสิตมีการ
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ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อมาลาเรีย, Schistosome, Toxoplasma, Trypanosome เพ่ือ
น ามาใช้ในการตรวจหาและศึกษาถึงแอนติเจนในระยะต่าง ๆ ของพาราสิตและใช้ศึกษาการก่อให้เกิด
โรคเพ่ือน าไปสู่การพัฒนาการผลิตวัคซีน (Payne et al., 1988) 
   2.3.4.2 ด้านการวินิจฉัยโรค มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ต่อ
ฮอร์โมน เอ็นไซม์ และ Tumor marker ซึ่งมีระดับต่ ามากในเลือดหรือสิ่งคัดหลั่งเพ่ือน าไปใช้เพ่ิม
ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยโดยวิธี immunoassays เช่น วิธี radioimmunoassay, วิธี 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ตัวอย่าง เช่น ใช้ในการตรวจหาฮอร์โมน beta-
human chorionic gonadotrophin (B-HGG), thyroxin, estrogen, progesterone ซึ่งบางตัวมี
ลักษณะโครงสร้างคล้ายคลึงกันมาก ส าหรับเอ็นไซม์ เช่น CK-MB และ tumor marker เช่น alpha-
feto protein (AFP), carcino embryonic antigen (CEA) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีต่อผิวของ lymphocyte ชนิดต่าง ๆ ได ้โดยที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถใช้
จ าแนกชนิดของ lymphocyte ออกเป็นประเภทย่อยต่าง ๆ มากมายโดยเฉพาะใน T-lymphocyte 
ท าให้แยกได้เป็น subset ต่าง ๆ ตัวอย่างเช่น โมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่เรียกว่า OKT (Ortho Kung 
T-lymphocyte) ซึ่งสามารถมาใช้ในการช่วยวินิจฉัยโรคหลายชนิดที่มีสัดส่วนของ lymphocytes 
ชนิดต่าง ๆ ในปริมาณแตกต่างกัน เช่น ในการหาสัดส่วนของ helper/suppressor cell 
(OKT4/OKT8) สามารถบอกสภาวะการเป็นโรคเอดส์ และยังมี OKT อ่ืน ๆ ที่สามารถน ามาใช้ช่วย
วินิจฉัยโรคหลายชนิด เช่น โรคมะเร็ งของระบบน้ า เหลือง โรคภูมิแพ้ โรคภูมิแพ้ตัว เอง 
(autoimmune) ส าหรับโรคมะเร็ง นอกจากใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหา tumor 
marker ในซีรั่มแล้ว ยังมีการน ามาใช้ในการหาต าแหน่งของก้อนมะเร็ง โดยใช้แอนติบอดีที่ติดฉลาก
กัมมันตภาพรังสีแล้วใช้เครื่องตรวจหาต าแหน่งมะเร็ง (Dienstmann et al., 2012) 
   2.3.4.3 ด้านการรักษา วิธีที่สนใจกันมากในปัจจุบันคือ การใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดี เป็นตัวพาพวกยา ท๊อกซินหรือกัมมันตภาพรังสีไปสู่เซลล์เป้าหมายที่ต้องการ โดย
อาศัยความจ าเพาะเจาะจงอย่างสูงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีต่อเซลล์เป้าหมายนั้น  ซึ่งจะท าให้
เกิดการรักษาท่ีได้ผลเต็มที่ อาจเรียกสารที่ท าโดยวิธีนี้ว่าเป็น magic bullet หรือ immunotoxin ซึ่ง
มีการน ามาใช้รักษาโรคที่หายยาก เช่น โรคมะเร็ง (Syrigos et al.,1999) 
   2.3.4.4 ด้านการป้องกัน คือ น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาช่วยในการ
แยกให้แอนติเจนบริสุทธิ์ โดยใช้วิธีการทาง immunochemistry เพ่ือน าแอนติเจนนั้นมาใช้เตรียม
วัคซีน โดยหลักการเดียวกันนี้สามารถน าไปใช้ในการท าให้สารบริสุทธิ์ ได้ด้วย เช่น ใช้ในการท าให้ 
interferon บริสุทธิ์ ดังนั้นจึงเป็นการดีที่จะใช้เทคโนโลยีอ่ืน ๆ ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่
ไม่ยุ่งยาก และรวดเร็วกว่าวิธีการ hybridoma ที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน (วัชระ กสิณฤกษ์, 2551) 
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2.4 การเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์ (Animal Cell Culture) 
 
 การเพาะเลี้ยงเซลล์ คือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเซลล์ โดยเป็นการเพาะเลี้ยงเซลล์
จากสิ่งมีชีวิตเฉพาะส่วนเท่านั้น ไม่ใช่พืชทั้งต้นหรือสัตว์ทั้งตัว แต่เป็นการเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสมและอยู่ภายใต้การควบคุมของเรา โดยเริ่มต้นจากการแยก (isolate) เซลล์มาจากเนื้อเยื่อตั้ง
ต้นก่อน ซึ่งอาจจะเป็นอวัยวะใด ๆ ก็ได้ จะเป็นจากพืชหรือสัตว์ก็ได้ เช่น วิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใน
การแพร่กระจายพันธุ์พืช กล่าวคือ ท าให้เกิดต้นอ่อนเป็นจ านวนมาก ซึ่งสามารถน าไปปลูกต่อไปได้ วิธี
นี้ใช้กับการกระจายพันธุ์พืชบางชนิดที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เช่น กล้วยไม้ เป็นต้น นอกจาก
เนื้อเยื่อและเซลล์ของพืชแล้ว เรายังสามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเซลล์ของสัตว์ต่าง ๆ ได้อีกด้วย ซึ่ง
เทคนิคนี้มีประโยชน์หลายประการ เช่น เราสามารถเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งบางชนิดในจานทดลอง เพ่ือ
น ามาใช้ศึกษาผลของยาที่พัฒนาขึ้นใหม่ ๆ สามารถเพาะเลี้ยงเซลล์ของไข่และตัวอสุจิของคนและสัตว์ 
เพ่ือน ามาผสมกันในจานทดลอง เกิดเป็นตัวอ่อนซึ่งสามารถใส่กลับเข้าไปในมดลูกของคนหรือสัตว์ 
เพ่ือให้ตั้งท้องและคลอดลูกอ่อนนั้นออกมาในที่สุด อีกตัวอย่างหนึ่งคือ การเพาะเลี้ยงเซลล์ที่สามารถ
ผลิตแอนติบอดี หรือสารสร้างภูมิคุ้มกันซึ่งสามารถน ามาใช้เป็นสารวินิจฉัยโรคต่าง ๆ ได้แอนติบอดี
ดังกล่าว เรียกว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) การทดลองโดยวิธีการที่
เกี่ยวกับเซลล์ดังกล่าวจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งซึ่งจัดเป็นการทดสอบในระดับหลอดทดลอง ( in vitro 
test) ซึ่งสามารถน าเซลล์เพาะเลี้ยงมาทดสอบแทนการใช้สัตว์ทดลองได้ตัวอย่าง เช่น ในอุตสาหกรรม
ผลิตวัคซีนบางชนิดหรือในงานวิจัยต่าง ๆ ด้านเภสัชวิทยา และพิษวิทยา ที่จ าเป็นต้องอาศัยเฉพาะ
สัตว์ทดลองเท่านั้น (Fong & Weng, 1997) 
 2.4.1 คุณลักษณะต่าง ๆ ของเซลล์เพาะเลี้ยง 
   ในงานวิจัยในด้านวัคซีนจากไวรัส เซลล์เพาะเลี้ยงมีประโยชน์อย่างมาก
ส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัส เนื่องจากไวรัสไม่สามารถเพ่ิมจ านวนด้วยตัวเองได้ เพราะไวรัสไม่มี
เครื่องมือใด ๆ ในการสร้างหรือสังเคราะห์สารประกอบใหม่ คือ ไม่มีเมแทบอลิซึม (metabolism) 
ของตัวเอง (Monto et al., 1981) ด้วยเหตุนี้ไวรัสจึงจ าเป็นต้องอาศัยสิ่งมีชีวิตในการเพ่ิมจ านวน
ลูกหลาน ดังนั้นจึงจัดไวรัสเป็นปรสิต obligate intracellular parasite ซึ่งสิ่งมีชีวิตที่ไวรัสสามารถ
เข้าไปเพิ่มจ านวนได้เรียกว่า โฮสต์ (host)  
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   2.4.1.1 ชนิดของโฮสต์เซลล์แบ่งเป็น 3 ชนิด 
        (1) เซลล์เพาะเลี้ยง อาจแบ่งตามวิธีการเลี้ยงได้เป็น 3 ชนิด คือ 
    (1.1) Monolayer cell culture คือ เซลล์ที่เรียงตัวเกาะบนผิว
ภาชนะท่ีใช้เพาะเลี้ยง  
    (1.2) Suspension cell คือ เซลล์ที่ลอยตัวอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์  
    (1.3) Microcarrier cell คือ เซลล์เกาะติดเรียงตัวบนผิวของเม็ด
พลาสติกท่ีเป็น suspension อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
        (2) ไข่ฟัก (Embryonated egg) 
        (3) สัตว์ทดลอง (Experimental animal) 
 2.4.2 เนื่องจากเซลล์มีคุณสมบัติและความสามารถในการแบ่งตัวไม่เหมือนกันจึง
แบ่งเซลล์เพาะเลี้ยงออกเป็น 3 ชนิด 
   2.4.2.1. Primary cell culture คือ เซลล์ที่แยกจากสิ่งมีชีวิตหรืออวัยวะ
ของสิ่งมีชีวิตโดยตรง คุณสมบัติเหมือนเซลล์ที่อยู่ในสิ่งมีชีวิตทุกประการ สามารถใช้เป็นแบบใน
การศึกษาสรีรวิทยาปกติในอวัยวะนั้น ๆ ได้ แต่ข้อเสีย คือ เลี้ยงได้จ านวนไม่นานนักซึ่งเซลล์จะมี
กระบวนการแก่ชราและตายไปในที่สุด (Ren & Miller, 2003) 
   2.4.2.2 Semi - continuous cell line (Cell strain) หรือ Diploid 
cell line คือ เซลล์เพาะเลี้ยงบางสายพันธุ์ที่ได้มาจาก primary cell culture และเมื่อน ามาเลี้ยง
ต่อเนื่องประมาณ 20 – 50 ครั้งเซลล์จะเริ่มหยุดการเพ่ิมจ านวน เซลล์พวกนี้ส่วนใหญ่ยังมีคุณสมบัติ
เป็นเซลล์ปกติ มีจ านวนโครโมโซมเป็นคู่ (Corbin et al., 2016) 
   2.4.2.3 Continuous cell line คือ เซลล์ที่มีคุณสมบัติของการแบ่งตัวได้
ไม่สิ้นสุด จึงสามารถเลี้ยงต่อไปได้เรื่อย ๆ ไม่มีวันตาย เช่น เซลล์มะเร็ง เป็นต้น จากคุณสมบัติดังกล่าว
จึงอาจกล่าวได้ว่าเซลล์เหล่านั้นเป็นอมตะ ซึ่งจะเพ่ิมความสะดวกอย่างมากในการศึกษาวิจัย เนื่องจาก
สามารถเลี้ยงเซลล์ต่อไปได้เป็นร้อย ๆ รุ่นและไม่ต้องมีกระบวนการยุ่งยากในการแยกเซลล์ออกจาก
สิ่งมีชีวิตหรือแยกออกจากอวัยวะ แต่ข้อเสียก็คือเซลล์ดังกล่าวมักมีการกลายพันธุ์ไปจากเซลล์ปกติ 
ดังนั้นการวิจัยจาก continuous cell line จึงมีขอบเขตจ ากัดอยู่บ้าง โดยมากมักใช้ส าหรับศึกษา
กระบวนการพ้ืนฐานทั่วไปของเซลล์ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันระหว่างเซลล์ปกติกับ immortal cell 
เนื่องจากมีโครโมโซมเป็น heteroploid หรือก าเนิดจากเซลล์มะเร็ง จึงไม่นิยมน ามาท าวัคซีน ทั้งนี้
ยกเว้น Vero cell ใน passage ซึ่งไม่สูงมากนัก โดยน ามาเตรียมวัคซีนพิษสุนัขบ้า (rabies vaccine) 
ที่ใช้ในคน (Ammerman et al., 2008)  
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ภาพที่ 2.11 รูปร่างและลักษณะการเจริญเติบโตของ Vero cells  
(ก) และ MRC-5 Cells (ข) ที่เกาะอยู่บน Cytodex 1 microcarriers ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Liu et al., 2008) 
 

  2.4.3 อุปกรณ์ส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและเซลล์สัตว์ 
2.4.3.1 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar-flow Hood) เพ่ือสร้างบริเวณปลอดเชื้อ

ส าหรับการท างานแบบ horizontal flow มีราคาถูกกว่าและเพียงพอส าหรับงานพ้ืนฐาน Class II 
Biohazard Cabinet ส าหรับงานที่เกี่ยวข้องกับสิ่งอันตราย เช่น สารกัมมันตภาพรังสี สารก่อมะเร็ง 
สารมีพิษ การเพาะเลี้ยงเซลล์เพ่ือผลิตไวรัส การเลี้ยงเซลล์ของไพรเมต (รวมทั้ง human cells) เป็น
ต้น 

2.4.3.2 ตู้เพาะเลี้ยงเชื้อภายใต้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2 
Incubator) เนื่องจากเซลล์ที่เพาะเลี้ยงต้องการสภาวะที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ประมาณ 5 % ส าหรับ
ภาชนะเพาะเลี้ยงที่ปิดสนิท สามารถเติมคาร์บอนไดออกไซด์แล้วปิดฝา จากนั้นน า incubate ใน dry 
incubator หรือ hot room ได้เลย Petri dish และ multi-well plate ต้องการบรรยากาศที่มี
ความชื้นสูงสามารถให้ความชื้นได้โดยการใส่ถาดบรรจุน้ าไว้ใน CO2 incubator ใส่ยาฆ่าเชื้อแบคทีเรีย
และเชื้อราในน้ าด้วยและต้องคอยตรวจสอบอย่าให้น้ าแห้ง 

2.4.3.3 ภาชนะส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ ส่วนใหญ่ต้องมีพ้ืนผิวให้เซลล์
สามารถยึดเกาะและแผ่ตัวออกเซลล์จึงจะสามารถเติบโตและเพ่ิมจ านวนได้ ยกเว้น เซลล์ของระบบ
เลือด และเซลล์มะเร็งบางชนิด การที่เซลล์ไม่สามารถแผ่ตัวออกได้อาจเนื่องมาจากการยึดเกาะได้ไม่ดี
หรืออาจเนื่องมาจากเซลล์มีความหนาแน่นมากเกินไปพ้ืนผิวเพาะเลี้ยงต้องเหมาะแก่การยึดเกาะ 
(Adhesion)  

(1) ภาชนะแก้วผิวแก้ว เป็นภาชนะท่ีมีประจุท าให้เซลล์ยึดเกาะได้ดี
สามารถล้าง และใช้ซ้ าได้โดยไม่สูญเสียคุณสมบัติในการยึดเกาะกับเซลล์ ข้อเสีย คือ น้ าหนักมาก แตก
ง่าย การท าความสะอาดด้วยด่างแก่ เช่น NaOH ท าให้พ้ืนผิวไม่เหมาะแก่การเพาะเลี้ยงเซลล์ ต้องท า
การ neutralize ด้วย acid wash หลังจากการล้าง 
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(2) Disposable Plastics Polystyrene flasks เป็นภาชนะแบบ
ใช้ครั้งเดียว ซึ่งมีความสะดวกและผลการทดลองน่าเชื่อถือ เพราะพ้ืนผิวเพาะเลี้ยงเหมือนเดิม 
(reproducible)  

(3) Polystyrene เป็นภาชนะที่มีคุณสมบัติ hydrophobic ไม่
เหมาะส าหรับการยึดเกาะของเซลล์ การใช้รังสีแกรมมาหรือการใช้สารเคมีในการบ ารุงรักษา 

(4) Disposable Plastics มีหลากหลายขนาด หลายสี ให้เลือก (T-
25, T-75, T-125) ผ่านกรรมวิธีปราศจากเชื้อมาแล้วใช้ซ้ าไม่ได้ การล้างด้วย detergent ท าให้พ้ืนผิว
เปลี่ยนคุณสมบัติของการยึดเกาะไปคุณภาพแตกต่างกันขึ้นอยู่กับผู้ผลิต 

(5) วัสดุอ่ืน เช่น polyvinylchloride (PVC), polycarbonate, 
melinex, thermanox (TPX) เป็นต้น  

(6) Petri dish & Multi-well Plates มีหลายขนาดให้เลือก เช่น 
35mm, 100-mm, 6-well, 12-well, 24-well, 96-well ข้อเสีย คือ ฝาไม่ปิดสนิทอาหารเลี้ยงเซลล์
จะระเหยง่าย และปนเปื้อนง่าย (Nema & Khare, 2012) 

 
2.4.4 ประเภทและองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์ 

2.4.4.1 ประเภทของอาหารเลี้ยงเซลล์ เราสามารถแบ่งประเภทของ
อาหารเลี้ยงเซลล์ออกเป็น 3 ประเภทใหญ่ ๆ ได้แก่ 

(1) อาหารที่ไม่ทราบองค์ประกอบทางเคมี ซึ่งมีส่วนผสมของสาร
จากธรรมชาติเป็นหลัก เช่น สารสกัดจากเอ็มบริโอของไก่ (chicken embryo extract) ไข่แดงของไก่ 
(chicken egg yolk) พลาสมา และซีรั่ม เป็นต้น 

(2) อาหารที่ทราบความเข้มข้นและองค์ประกอบทางเคมี 
(chemically defined media) เป็นองค์ประกอบหลัก และมีการเสริมด้วยซีรั่ม 

(3) อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ทราบองค์ประกอบทางเคมีไม่ต้องเสริมด้วย
ซีรั่ม (serum-free media) (Ham & McKeehan, 1979) 

 
อาหารเลี้ยงเซลล์โดยทั่วไปมักจะประกอบด้วยน้ า กรดอะมิโน วิตามิน เกลือแร่ 

กลูโคส ฮอร์โมน โกรทแฟกเตอร์ และแมทาบอไลต์ (metabolite) บางชนิด ดังนั้นผู้ปฏิบัติงาน
จ าเป็นต้องทราบองค์ประกอบแต่ละชนิดเพ่ือเลือกอาหารเลี้ยงเซลล์ทีเ่หมาะสมกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยง 
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2.4.4.2 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์ 
(1) กรดอะมิโน กรดอะมิโนเป็นแหล่งไนโตรเจนเพ่ือการเจริญของ

เซลล์ในการสังเคราะห์โปรตีน นิวคลีโอไทด์ และลิพิด รวมทั้งยังเป็นแหล่งพลังงานของเซลล์อีกด้วย 
กรดอะมิโนโดยทั่วไปที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเซลล์มีความเข้มข้นประมาณ 10-110 ไมโครกรัมต่อลิตร 
(0.1-1 มิลลิโมลาร์) ซึ่งความต้องการของกรดอะมิโนของเซลล์แต่ละชนิดนั้นมีความแตกต่างกัน โดย
อาหารเลี้ยงเซลล์สัตว์มักประกอบไปด้วยกรดอะมิโนที่จ าเป็น คือ ทริปโตเฟน (tryptophan) ฟีนิลอะ
ลานีน (phenylalanine) ลิวซีน (leucine) ไอโซลิวซีน (isoleucine) ไลซีน (lysine) อาร์จีนีน 
(arginine) ทรีโอนีน (threonine) เมไทโอนีน (methionine) วาลีน (valine) ฮิสติดีน (histidine) 
และซิสตีน (cystine) รวมทั้งกรดอะมิโนไม่จ าเป็น ซิสเตอีน (cysteine) กลูตามีน (glutamine) และ
ไทโรซีน (tyrosine) มักถูกเติมลงไปด้วย (Genzel et al., 2004) เนื่องจากเซลล์บางชนิดไม่สามารถ
สังเคราะห์กรดอะมิโนเหล่านี้ได้ หรือเพ่ือชดเชยส่วนที่สังเคราะห์ได้แต่สูญเสียออกมาสู่อาหารเลี้ยง
เซลล์ ซึ่งความเข้มข้นของกรดอะมิโนเป็นปัจจัยที่ก าหนดปริมาณเซลล์เพาะเลี้ยง โดยเซลล์ส่วนมาก
ต้องการกรดอะมิโนแอล-กลูตามีน (L-glutamine) เพ่ือการเจริญเติบโต เป็นแหล่งพลังงาน แหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจน โดยที่แอล-กลูตามีนเป็นสารที่ไม่ค่อยมีความเสถียร มีเวลาครึ่งชีวิตที่ 37 
องศาเซลเซียส เพียง 3-5 วัน (Lane et al., 1987) จึงต้องเติมสารละลายกลูตามีนลงในอาหารเลี้ยง
เซลล์อยู่เสมอ และแอล-กลูตามีนสามารถสลายตัวให้กรดไพโรลิโดน คาร์บอกซิลิก (pyrorolidone 
carboxylic acid) และแอมโนเนียที่เป็นพิษต่อเซลล์ ในปัจจุบันมีการเติมไดเพปไทด์ แอล-อะลานีน-
กลูตามีน แทนกลูตามีน ไดเพปไทด์นี้มีชื่อทางการค้าว่า กลูตาแมก (Glutamax) (Pasieka & 
Morgan, 1959) มีความเสถียรในสารละลาย และถูกย่อยโดยเอนไซม์ไดเพปทิเดส (dipeptidase) ที่
หลังโดยเซลล์ท าให้ไดไ้ด้กลูตามีน และอะลานีน อย่างช้า ๆ (Hanko & Rohrer, 2004) 

(2) กลู โคส กลูโคสเป็นองค์ประกอบ ในปริมาณ 900-4,500 
ไมโครกรัมต่อลิตร (5-25 มิลลิโมลาร์) แต่สูตรอาหารบางชนิดอาจมีกลูโคสสูงถึง 10,000 กรัมต่อลิตร 
(56 มิลลิโมลาร์) กลูโคสท าหน้าที่เป็นแหล่งพลังงาน และคาร์บอนของเซลล์ เมื่อกลูโคสถูกเมแทบอ
ไลต์ (metabolite) โดยกระบวนการหลัก คือ วิถีไกลโคลิซีส (Glycolysis) ที่สลายกลูโคสเป็นไพรูเวท 
(pyruvate) และไพรูเวทถูกเปลี่ยนเป็นแลกเตต (lactate) หรืออะซีติลโคเอนไซม์ เอ (Acetyl Co A) 
จากนั้นอะซีติลโคเอนไซม์ เอ ถูกสลายในวัฏจักรเครบส์ (Kreb cycle) กลายป็นคาร์บอนไดออกไซด์ 
(Suhaimi et al., 2015) อาหารเลี้ยงเซลล์ส าหรับเอ็มบริโอที่เพาะเลี้ยง และเซลล์ที่มีการแปลงฟีโน
ไทป์บางชนิดพบแลกเตตในปริมาณสูง อาจเนื่องมาจากการเกิดวัฏจักรเครบส์ไม่สมบูรณ์ เมื่อเร็ว ๆ นี้
มีการพบหลักฐานที่แสดงว่าเซลล์บางชนิดใช้กลูตามีนเป็นแหล่งคาร์บอนมากกว่าใช้กลูโคส ดังนั้นการ
ค้นพบนี้สามารถอธิบายได้ถึงการที่เซลล์บางชนิดต้องการกลูตามีน หรือกลูตาเมตในปริมาณที่สูง เซลล์
สัตว์เพาะเลี้ยงส่วนมากใช้กลูโคสเป็นแหล่งพลังงาน (Deorosan & Nauman, 2011) 
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 (3) วิตามิน อาหารเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วยกลุ่มวิตามินที่ละลายน้ า
ได้ เช่น วิตามินบี วิตามินซี โคลีน (choline) กรดโฟลิก (folic acid) ไบโอติน (biotin) รวมทั้งนิโคติ
นาไมต์ (nicotinamide) และกลุ่มวิตามินที่ไม่ละลายน้ า เช่น วิตามินเอ วิตามินดี วิตามินอี และ
วิตามินเค ปริมาณของวิตามินในอาหารเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของเซลล์ที่ใช้ในการ
พัฒนาอาหารนั้น ๆ ถึงแม้ว่าเซลล์ต้องการวิตามินในปริมาณต่ า แต่เซลล์มีความจ าเป็นต้องใช้วิตามิน
เป็นโคแฟกเตอร์ (cofactor) ของเอนไซม์ในกระบวนการเมแทบอลิซึม (Metabolism) ต่าง ๆ 
(Büntemeyer & Lehmann, 2001) 

 (4) เกลือแร่ เกลือแร่เป็นส่วนประกอบหลักที่ส าคัญในการรักษา
ออสโมแลลิตี (osmometry) ของอาหารเลี้ยงเซลล์ คือ โซเดียมไออน (Na+) โพแทสเซียมไออน (K+) 
แมกนีเซียมไออน (Mg+) แคลเซียมไออน (Ca+) คลอไรด์ไออน (Cl-) ซัลเฟตไออน (SO4

2-) ฟอตเฟต
ไอออน (PO4

3-) และไบคาร์บอเนตไออน (HCO3
-) นอกจากนี้เกลือแร่บางชนิดยังท าหน้าที่เป็นโคแฟก

เตอร์ของเอนไซม์ อาหารเลี้ยงเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ควรมีออสโมแลลิตี ประมาณ 260-320 
โมลต่อกิโลกรัม นอกจากนี้เกลือแร่ยังมีบทบาทต่าง ๆ เช่น แคลเซียมมีบทบาทเกี่ยวข้องกับการยึดติด
ของเซลล์และ แคลเซียมยังเกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ (signal transduction) ปริมาณแคลเซียมใน
อาหารเลี้ยงเซลล์มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนหรือการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์  เป็นต้น โซเดียม 
โพแทสเซียม และคลอไรด์ท าหน้าที่ควบคุมศักย์ไฟฟ้าของเยื่อเซลล์ (membrane potential) ในขณะ
ที่ซัลเฟต ฟอตเฟตและไบคาร์บอเนตนั้นเป็นตัวควบคุมประจุภายในเซลล์ และใช้ในการสังเคราะห์
สารมหโมเลกุล อาหารของเซลล์ที่เจริญแบบแขวนลอยจึงจ าเป็นต้องลดปริมาณแคลเซียมลงเพ่ือให้
เกิดการเกาะ และการรวมกลุ่มของเซลล์น้อยที่สุด (Aranda-Peres et al., 2009) 

 (5) ส่วนเสริมอินทรีย์ อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ลดปริมาณซีรั่มลง 
จ าเป็นต้องได้รับส่วนเสริมอินทรีย์ (organic supplement) บางชนิดที่ทดแทน เช่น โปรตีน เพปไทด์ 
นิวคลีโอไซด์ (nucleosides) สารตัวกลางในวัฏจักรเครบส์ ไพรูเวต และลิพิด ในอาหารเลี้ยงเซลล์มี
ระบบบัฟเฟอร์ที่ช่วยรักษาความเป็นกรดเบสไม่ให้ต่ าเกินไป ระบบบัฟเฟอร์ที่นิยมใช้ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ คือ ระบบไบคาร์บอเนต/คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งต้องการคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศของ
ตู้อบทีใ่ช้เพาะเลี้ยงเซลล์ และมีไบคาร์บอเนตในอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาณของคาร์บอนไดออกไซด์ที่ใช้
ในจานเพาะเลี้ยงต้องควบคุมอย่างดีเพราะมีผลต่อระบบบัฟเฟอร์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เซลล์ส่วนใหญ่
สามารถเจริญได้ดีที่ความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์เท่ากับร้อยละ 5 ทั้งคาร์บอนไดออกไซด์ 
และไบคาร์บอเนตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ มีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ นอกจาก
สารอาหารต่าง ๆ และเกลือแร่แล้ว ยังมีการเติมยาปฏิชีวนะที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ รวมถึง
ชนิดของจุลชีพที่ยาปฏิชีวนะแต่ละตัวสามารถก าจัดได้ (Sternberg et al., 1964) 
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2.4.5 ชนิดของอาหารเลี้ยงเซลล ์
การเลือกอาหารเลี้ยงเซลล์ ควรเลือกให้มีความเหมาะสมกับความต้องการ

และสภาวะแวดล้อมของเซลล์ที่เพาะเลี้ยง อาหารที่นิยมใช้กันโดยทั่วไปมี 3 ชนิด ได้แก่ 
2.4.5.1 Eagle’s Minimal Essential Medium (MEM) ถูกพัฒนามา

จาก Basal Medium Eagle (BME) โดยเพ่ิมชนิดและปริมาณของสารองค์ประกอบ อาหารชนิดนี้ใช้
ส าหรับเลี้ยงเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม โดยเฉพาะเซลล์ปฐมภูมิและเซลล์ไลน์บางชนิด (Jayme et 
al., 1997) 

2.4.5.2 Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) ดัดแปลง
มาจาก BME เช่นกัน มีความเข้มข้นของกรดอะมิโนเป็นสองเท่า และความเข้มข้นของวิตามินเป็นสี่
เท่าของ MEM นอกจากนี้ยังใช้ไบคาร์บอเนตและคาร์บอนไดออกไซด์เป็นสองเท่าของ MEM เพ่ือให้มี
ความเป็นบัฟเฟอร์ที่ดีกว่า ซึ่งใช้ส าหรับเลี้ยงเซลล์ไลน์ที่มาจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทั่วไป โดยเฉพาะ
เซลล์ที่มีการเจริญแบบชั้นเดียว (Ham & McKeehan, 1979) 

อาหาร MEM และ DMEM ประกอบด้วยวิตามินที่ละลายน้ าได้ เช่น 
วิตามินบี โคลีน กรดโฟลิก และนิโคตินาไมด์ แต่ไม่มีวิตามินซีและไบโอติน ปริมาณวิตามินในอาหาร
เลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดขึ้นอยู่กับสมบัติของเซลล์ที่ใช้ในการพัฒนาอาหารนั้น ๆ 

 2.4.5.3 Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI 
1640) มีแคลเซียมเป็นองค์ประกอบที่ต่ ามาก ใช้ส าหรับเซลล์ที่เจริญแบบแขวนลอย เช่น เซลล์เม็ด
เลือด (hematopoietic cell) เซลล์ไลน์ของลิมโฟบลาสต์มนุษย์ (human lymphoblastoid cell 
lines) (Kim et al., 2015) 

2.4.6 ซีรั่ม (Serum) 
ซีรั่ม คือ ของเหลวส่วนใสที่ได้มาจากภายหลังการปั่นเหวี่ยงแยกจากเลือดที่

เก็บในอุณหภูมิต่ าและปล่อยให้แข็งตัวอย่างช้า ๆ จึงไม่มีองค์ประกอบการแข็งตัวของเลือด สูตร
อาหารเลี้ยงเซลล์ทั่วไปจะมีส่วนประกอบต่าง ๆ เช่น กรดอะมิโน วิตามิน เกลือแร่ และแหล่งคาร์บอน 
เช่น กลูโคส เป็นต้น แต่ส่วนประกอบเหล่านี้ไม่เพียงพอต่อการเจริญที่ดีของเซลล์ ดังนั้นการเติมซีรั่ม 
(serum) ของสัตว์ถือว่าเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญที่สุดส่วนหนึ่งในการเลี้ยงเซลล์จะสามารถช่วยให้
เซลล์เจริญเติบโตได้ดียิ่งขึ้น  

2.4.6.1 องค์ประกอบของซีรั่ม  
ซีรั่มประกอบด้วยโปรตีนหลายชนิด รวมทั้งมีโกรทแฟคเตอร์ที่ส าคัญต่อการ

เจริญเติบโตของเซลล์ และช่วยส่งเสริมการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ รวมทั้งมีสารที่ช่วยในการยึดเกาะกับ
พ้ืนผิว นอกจากนี้ซีรั่มยังเป็นแหล่งของแร่ธาตุ ลิพิด คาร์โบไฮเดรต เอนไซม์และฮอร์โมนต่าง ๆ ซีรั่มที่
นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ คือ fetal bovine serum (FBS) เป็นซีรั่มจากฟีตัสในท้องแม่วัว จะมี
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แกมมา-โกลบูลิน ( -globulin) ในปริมาณท่ีต่ า และมีปริมาณโกทแฟคเตอร์ในปริมาณที่สูง จึงนิยมใช้
มากที่สุดถึงแม้ว่าจะมีราคาแพง ส่วนซีรั่มอ่ืน ๆ ที่ใช้กับเซลล์ที่เจริญได้ไม่ดีใน FBS เช่น ซีรั่มนมลูกวัว 
(calf serum, CS) เป็นซีรั่มจากลูกวัวแรกเกิดอายุไม่เกิน 20 วัน ซีรั่มม้า (horse serum) ซีรั่มแพะ 
(goat serum) ซีรั่มหมู (pocine serum) ซีรั่มกระต่าย (rabbit serum) และซีรั่มไก่ (chicken 
serum) เป็นต้น นอกจากนี้ในเซลล์ไลน์ของมนุษย์บางชนิดต้องใช้ซีรั่มของมนุษย์ (human serum) 
ซีรั่มนี้ได้มาจากเลือดที่บริจาค ซึ่งจะต้องมีการตรวจว่าปลอดเชื้อไวรัส HIV และไวรัสตับอักเสบบี 
(hepatitis B) ก่อนน ามาใช้ (Deorosan & Nauman, 2011) 

(1) โปรตีน เป็นองค์ประกอบหลักของซีรั่ม คือ โปรตีนซึ่งมีความ
เข้มข้นของโปรตีนรวมประมาณ 40-80 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โปรตีนหลายชนิดในซีรั่มทราบหน้าที่ที่
ชัดเจน เช่น อัลบูมิน (albumin) เป็นโปรตีนที่พบมากที่สุดในซีรั่ม (20-25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ท า
หน้าที่ขนส่งลิพิด เกลือแร่ และฮอร์โมน นอกจากนี้ยังช่วยควบคุมแรงดันออสโมติกและรักษาพีเอช 
(pH) ไฟโบรเนกติน (fibronectin) เป็นโปรตีนที่ส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์ แต่มีประสิทธิภาพน้อย

กว่าไฟโบรเนกตินที่หลั่งออกจากเซลล์ โปรตีนแอลฟา 2-แมคโครโกลบูลิน ( 2-macroglobulin) 

และแอลฟา1-แอนติทริพซิน ( 1-antitrypsin) ท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทริพซิน 
โปรตีนเฟทูอีน (fetuin) ช่วยเร่งการยึดเกาะของเซลล์ (Burteau et al., 2003) และโปรตีนแทรนส์
เฟอร์ริน (transferrin) ท าหน้าที่ขนส่งอะตอมของเหล็กท าให้ลดอันตรายที่เกิดจากอนุมูลอิสระที่เกิด
จากการส่งปฏิกิริยาโดยเหล็ก ส่วนโปรตีนอีกหลายชนิดยังไม่ทราบหน้าที่ที่ชัดเจน แต่อาจเกี่ยวข้องกับ
การยึดเกาะและการเจริญของเซลล์ นอกจากนี้โปรตีนยังท าหน้าที่เพ่ิมความหนืดของอาหารเลี้ยงเซลล์ 
ช่วยลดความเค้นเฉือน (shear stress) ระหว่างการปิเปตต์และการคนผสมสาร รวมทั้งยังช่วยเพ่ิม
ความจุบัฟเฟอร์ของอาหารเลี้ยงเซลล์ด้วย (Keenan et al., 2006) 

(2) โกรทแฟกเตอร์ เป็นอาหารที่ช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์ 
โกรทแฟคเตอร์ที่ส าคัญในซีรั่ม ได้แก่ platelet-derived growth factor (PDGF) เป็นสารที่ถูกหลั่ง
ออกมาจากเกล็ดเลือดในขณะที่มีการแข็งตัวของเลือด เป็นโพลิเพปไทด์ที่มีฤทธิ์เป็นไมโทเจน PDGF 
เป็นโกรทแฟคเตอร์ที่พบมากที่สุดในซีรั่ม มีผลกระตุ้นการเจริญของไฟโบรบราสต์ (fibroblast) และ
เซลล์เกลีย (glia) ในขณะที่ platelet derived factor ชนิดอ่ืน เช่น transforming growth factor-
  (TGF-  ) สามารถยับยั้งการเจริญและส่งเสริมการเปลี่ยนสภาพของเซลล์เยื่อบุผิว ส่วนของโกรท
แฟคเตอร์ชนิดอ่ืน เช่น fibroblast growth factor (FGF), epidermal growth factor (EGF), 
vascular endothelial growth factor (VEGF), angiogenin และ insulin like growth factors 
(IGF-1 และ IGF-2) มีปริมาณน้อยในซีรั่ม และมีความจ าเพาะต่อเซลล์ที่แตกต่างกัน ซึ่งท าหน้าที่เป็น
ไมโทเจน (van der Valk et al., 2010) 
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(3) ฮอร์โมน โดยที่ฮอร์โมนหลายชนิดที่พบในซีรั่ม เช่น อินซูลิน 
(insulin) ท าหน้าที่ส่งเสริมการน ากลูโคสและกรดอะมิโนเข้าสู่เซลล์  IGF-2 โดยสามารถเร่งการน า
กลูโคสเข้าสู่เซลล์ ไฮโดรคอร์ติโซน (hydrocortisone) พบใน FBS ช่วยส่งเสริมการยึดเกาะและการ
เพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฮโดรคอร์ติโซนอาจท าให้เกิดการหยุดเจริญของเซลล์ ได้ (Gstraunthaler, 
2003) 

(4) ส่วนประกอบอ่ืนๆ ในซีรั่มยังพบส่วนประกอบอ่ืน ๆ เช่น 
ลิพิดพวกกรดลิดโนเลอิก (linoleic acid) กรดโอเลอิก (oleic acid) เอทาโนลามีน (ethanolamine) 
และฟอสโฟเอทาโนลามีน (phosphoethanolamine) ลิพิดพวกนี้มีปริมาณเล็กน้อย และจับอยู่กับ
โปรตีนอัลบูมิน (albumin) (Peehl et al., 1988) นอกจากนี้ในซีรั่มยังประกอบด้วยกรดอะมิโน 
กลูโคส นิวคลีโอไซด์ สารมัธยันตร์ในกระบวนการเมแทบอลิซึม และแร่ธาตุต่าง ๆ เช่น ทองแดง เหล็ก 
และสังกะสี  

 2.4.6.2 การเลือกใช้ชนิดของซีรั่มขึ้นอยู่กับเซลล์ที่เพาะเลี้ยง ซีรั่มที่
จ าหน่ายมีทั้งในรูปแบบที่ผ่านและไม่ผ่านกระบวนการให้ความร้อนกับซีรั่ม (heat-inactivation) 
มาแล้ว (Lesniak et al., 2010) โดยที่ FBS เป็นซีรั่มที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ทั่วไปมีจ าหน่าย
หลายรูปแบบ เช่น qualified FBS ซึ่งเหมาะส าหรับเซลล์ทั่วไปมีปริมาณแอนโดทอกซินน้อยกว่า 50 
EU ต่อมิลลิลิตร (EU คือ endotoxin unit) และฮีโมโกลบินน้อยกว่า 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วน 
certified FBS เป็นซีรั่มที่ถูกก าจัดเอนโดทอกซินออกให้เหลือน้อยกว่า 5 EU ต่อมิลลิลิตร และ
ฮีโมโกลบินน้อยกว่า 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และท าการทดสอบ ปริมาณฮอร์โมนและสารทางชีวเคมีต่าง 
ๆ ที่ใช้ส าหรับเซลล์ที่ไวต่อสารเหล่านี้ ซึ่งเซลล์โดยทั่วไปมักเจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้
นของซีรั่มร้อยละ 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ซีรั่มที่มีจ าหน่ายมักจะท าการไร้เชื้อ โดยการกรองด้วยรู
กรองขนาด 0.1 ไมครอนแล้ว (Contu et al., 2002) ผู้ปฏิบัติงานนั้นไม่จ าเป็นต้องน าซีรั่มมากรองซ้ า
อีกครั้ง การเก็บรักษาซีรั่มควรแบ่งใส่หลอดที่ไร้เชื้อ และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไม่ควร
ท าการแช่แข็งและละลายซีรั่มบ่อย ๆ เพราะจะท าให้องค์ประกอบในซีรั่มสลายตัว ซีรั่มที่ผลิตในรุ่น
ผลิต (batch) ที่ต่างกันอาจจะมีปริมาณโปรตีน ฮอร์โมน โกรทแฟกเตอร์ และสารอ่ืน ๆ ที่เป็น
องค์ประกอบแตกต่างกัน จึงควรทดสอบลักษณะการเจริญของเซลล์ในทุก ๆ ครั้งที่มีการใช้ซีรั่มรุ่นที่
ผลิตใหม ่
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2.4.6.3 ข้อด้อยของการเสริมด้วยซีรั่มในอาหารเลี้ยงเซลล์ แม้ซีรั่มจะ
ช่วยในการเจริญและเปลี่ยนสภาพของเซลล์ แต่การเสริมด้วยซีรั่มในอาหารเลี้ยงเซลล์ก็มักจะมีข้อด้อย
ในหลาย ๆ ประการ เช่น ความปรวนแปรขององค์ประกอบที่มีอยู่ในซีรั่มซ่ึงมีผลต่อการเจริญของเซลล์ 
จึงควรทดสอบลักษณะการเจริญของเซลล์ทุก ๆ ครั้งที่มีการใช้ซีรั่มรุ่นที่ผลิตใหม่ โดยทั่วไปซีรั่มมีอายุ
ของการใช้งานที่จ ากัดและมีราคาสูงกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์ อีกทั้งซีรั่มยังเป็นแหล่งที่มีการปนเปื้อนของ
ไวรัสที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์เพาะเลี้ยง (Gstraunthaler, 2003) นอกจากนี้ซีรั่มยังท าให้
ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ของสารชีวเภสัชภัณฑ์ (biopharmaceuticals) จากเซลล์เพาะเลี้ยงนั้นมีความ
ยุ่งยาก เนื่องจากมีการปนเปื้อนโปรตีนของสัตว์ที่อาจไม่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค (Howat et al., 2002) 
ดังนั้นถ้าท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มจะสามารถช่วยลดขั้นตอนในการ
ก าจัดโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบต่าง ๆ ของซีรั่ม ซ่ึงอาหารเลี้ยงเซลล์ทีป่ราศจากซีรั่มนั้น ประกอบด้วย 
กรดอะมิโน วิตามิน เกลือแร่ กลูโคส ฮอร์โมน โกรทแฟกเตอร์ และเมแทบอไลต์ รวมถึงปัจจัยต่าง ๆ 
ที่ช่วยให้เซลล์เจริญไดเ้ป็นปกติ (Freshney, 2005) ได้แก่  

(1) ปัจจัยที่ช่วยในการยึดติดของเซลล์ เช่น ไฟโบรเนกติน 
(2) โกรทแฟกเตอร์ เช่น PDGF และ TGF-  ที่ควบคุมการ

เจริญเติบโตของเซลล์และการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์  
(3) ฮอร์โมน เช่น อินซูลิน ไฮโดรคอร์ติโซน ไทรไอโอโดไทโรนีน 

และเอสโทรเจน (estrogen) 
 

นอกจากนีย้ังมีสารอื่น ๆ ตามความต้องการของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงแต่ละชนิด 
ตัวอย่างของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม เช่น Iscove’s (Glassy et al., 1988), MCDB110 
(Ryan et al., 1987), WAJC404 (Coffey et al., 2001) และ LHC9 (Howat et al., 2002) เป็น
ต้น ข้อดีอีกประการหนึ่งของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มนั้น คือ มีความจ าเพาะในการให้เซลล์
บางชนิดสามารถเจริญเติบโตได ้โดยการเลือกชนิดของโกรทแฟกเตอร์ หรือกลุ่มของโกรทแฟกเตอร์ให้
เหมาะสมกับเซลล์เพาะเลี้ยงที่ต้องการให้เจริญเติบโต 
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2.4.6.4 วิธีการปรับเซลล์เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
  มีหลายวิธีส าหรับปรับการเพาะเลี้ยงเซลล์จากอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ เสริมด้วย

ซีรั่มเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยปกติแล้วการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีการปรับกระบวนการ
ลดความเข้มข้นของซีรั่มลงเรื่อย ๆ อย่างช้า ๆ จนถึงปราศจากซีรั่มในอาหารส าหรับการเพาะเลี้ยง
เซลล์ การเพาะเลี้ยงเซลล์ที่น ามาใช้ควรเป็นวิธีที่สามารถท าให้เซลล์ที่เพาะเลี้ยงนั้นสามารถปรับตัวให้
เจริญเติบโตและมีชีวิตอยู่ได้มากกว่า 90% และการเจริญเติบโตเป็นแบบลอการิทึม ดังนั้นจึงเป็น
สิ่งจ าเป็นอย่างยิ่งส าหรับการตรวจสอบประสิทธิภาพของการท างานของเซลล์ในการเพาะเลี้ยงเพ่ือจะ
ช่วยในการปรับเปลี่ยนของเซลล์ไปยังอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Van der Valk et al., 
2010) ดังวิธีการปรับเปลี่ยนดังต่อไปนี้ 

   (1) Reduction of serum content คือ การลดปริมาณซีรั่มลง 
เรื่อย ๆ ในแต่ละ passage เริ่มต้นจากการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
จากนั้นลดปริมาณซีรั่มลงเรื่อย ๆ เป็น 5% จนถึง 0.1% ซีรั่ม และเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก
ซีรั่มในที่สุด  

   (2) Sequential adaptation คือ การลดอัตราส่วนของอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มลงเรื่อย ๆ ในแต่ละ passage เริ่มต้นจากการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์
ทีเ่สริมด้วย 10% ซีรั่ม จากนั้นลดปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มลงและเพ่ิมปริมาณอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มในอัตราส่วน (อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ เสริมด้วยซีรั่ม : อาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่ม) คือ 75:25, 50:50, 25:75 และ 0:100 หรือ 75:25, 50:50, 25:75, 10:90 (2-3 
passage) และ 0:100 เพ่ือไม่ให้เซลล์ที่เพาะเลี้ยงเกิดความเครียดมากเกินไป 

   (3) Adaptation with conditioned medium คือ การลด
อัตราส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเดิมลงเรื่อย ๆ ในแต่ละ passage เริ่มต้นจากการเลี้ยง
เซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม จากนั้นลดปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่ม
ลง และเพ่ิมปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยยังคงใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ เสริมด้วยซีรั่ม
เดิมในอัตราส่วนที่เหมาะสมและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มลงไป ตามอัตราส่วน (อาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเดิม : อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม) ดังนี้ 50:50, 50 (passage 1): 50, 
25 (passage 2): 75 และ 0:100  

   (4) Inside adaptation medium คือ การเปลี่ยนจากอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มทันที เริ่มต้นจากการเลี้ยงเซลล์ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม จากนั้นเปลี่ยนไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
โดยใช้เซลล์เริ่มต้นมากกว่าเซลล์ที่ใช้ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ปริมาณ 2-4 เท่า 
(Tan et al., 2015) 
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ภาพที่ 2.12 วิธีการปรับเปลี่ยนเซลล์เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่ม

เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Van der Valk et al., 2010) 
 
 

 

ก. Reduction of serum content 
 

Cultivation of cells 
in normal medium with 10% FBS 

 
Subcultivation of cells 

in serum-free medium with 5% FBS 
 

Subcultivation of cells 
in serum-free medium with 1% FBS 

 
Further reduction of serum content  

to 0.1% FBS 
 

Cultivation and maintenance in serum-free 
medium 

 

ข. Sequential adaptation 
 

Cultivation of cells 
in normal medium with 10% FBS 

Passage 1: 
75% normal medium 

25% serum-free medium 
 

Passage 2: 
50% normal medium 

50% serum-free medium 
 

Passage 3: 
25% normal medium 

75% serum-free medium 
 

Passage 4: 
100% serum-free medium 

 

ค. “Inside” adaptation 
Cultivation of cells 

in normal medium with 10% FBS 
 

Change to serum-free medium 
Continued culture in confluent state 

 
Trypsinization of confluent  

monolayer culture 
 

passage of cells in 2-4x higher seeding 
density with serum-free medium 

ง. Sequential adaptation 
Cultivation of cells 

in normal medium with 10% FBS 
Passage 1: 50% conditioned medium 

   50% serum-free medium 
 

Passage 2: 50% conditioned medium from 
passage 1, 50% SFM 

 

Passage 3: 25% conditioned medium from 
passage 2, 75% SFM 

 

Passage 4: 
100% serum-free medium 
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2.4.6.5 การศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
 จากวิธีการปรับเปลี่ยนเซลล์เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มในหัวข้อ 

2.4.6.4 ดังกล่าวข้างต้น จึงมีผู้ศึกษาและพัฒนาวิธีการเลี้ยงเซลล์ชนิดต่าง ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่ม ดังนี้ 

 
 Costa และคณะ (2013) ได้ท าการเลี้ยงเซลล์ Chinese hamster ovary cells 

(CHO-KI) ซึ่งเป็นเซลล์ที่ผลิต N-glycosylation ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยเริ่มเลี้ยง
เซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM medium ต่อจากนั้นนเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก
ซีรั่ม ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนั้นเป็นขั้นตอนท่ีใช้เวลานาน โดยแบ่งเป็นสองกลุ่มในการลดปริมาณของซีรั่ม
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ คือ กลุ่มระดับกลาง (0.25 - 0.15% ของซีรั่ม) และกลุ่มระดับสุดท้าย (0.075 – 
0% ของซีรั่ม) ซึ่งผลปรากฏว่ากลุ่มระดับกลางมีการเพ่ิมขึ้นของ galactosylation แต่ fucosylation 
ลดลง และมีการเพ่ิมขึ้นของ sialylation ที่ไม่ต้องการอีกด้วย ซึ่งกลุ่มระดับสุดท้ายให้ผลตรงข้ามกับ
กลุ่มระดับกลาง สามารถสรุปได้ว่าความแตกต่างเหล่านี้ อาจเกี่ยวข้องกับการลดปริมาณซีรั่มในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ ซึ่งท าให้เกิดความเปลี่ยนแปลงความหนาแน่นของเซลล์ส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ใน
ระหว่างการปรับตัวในอาหารที่มีปริมาณซีรั่มน้อยลง ท าให้ได้ glycan ที่มีความแตกต่างกัน 

Serrato และคณะ (2007) ได้ศึกษาการเลี้ยงเซลล์โมโนโคนอลแอนติบอดีที่มีการ
ผลิต glycosylation โดยเลี้ยงเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์แบบดั้งเดิม คือ ใช้ 10% (v/v) FBS 
(fetal bovine serum) ที่ผสมใน DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 
เปรียบเทียบกับ SFM (serum-free medium) หรือ CDM (chemically defined medium) ซึ่ง 
SFM และ CDM ช่วยส่งเสริมให้การเจริญเติบโตของเซลล์เพ่ิมสูงขึ้นกว่า DMEM/FBS จากนั้นใช้การ
วิเคราะห์โดย CE (Capillary electrophoresis) พบว่าใน DMEM/FBS แสดง 26 โครงสร้างของ 
glycan และพบ glycan microheterogencity ต่ าใน CDM หรือ SFM ซึ่งแสดง 24 และ 22 
โครงสร้างตามล าดับ 

Basalp และคณะ (2000) ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์ hybrid cell ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ปราศจากซีรั่มเพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Tobacco mosaic virus (1F5) 
และ 17 -estradial (10F4) (15D4) โดยเลี้ยงเซลล์ในอาหารที่เสริมด้วย 10% FCS เป็นเวลา 3 วัน 
และย้ายมาเลี้ยงในอาหารที่ปราศจากซีรั่มเป็นเวลา 2 วัน และท าซ้ าอีกครั้งเพ่ือเก็บของเหลวเหนือ
ตะกอน (supernatant) เพ่ือน ามาเปรียบเทียบปริมาณและประสิทธิภาพการท างานในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเป็นส่วนประกอบ จากนั้นท าบริสุทธิ์แอนติบอดีโดยใช้ขั้นตอนเดียวที่มีความ
บริสุทธิ์สูง 
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Butler และคณะ (2000) ได้ศึกษา Reovirus จ านวน 2 สายพันธุ์ (serotype 1 

Lang/TIL และ serotype 3 Dearing/T3D) โดยมีการเพ่ิมจ านวนไวรัสโดยใช้ Vero cells ที่เจริญ
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (M-VSFM) ใช้ solid microcarriers (Cytodex-1) ช่วยในการ
เจริญเติบโตของเซลล์เป็นเวลา 25 ชั่วโมง ท าให้ได้เซลล์ 1x 106 cell/mL จากหัวเชื้อปริมาณ 2 x 
105 cell/mL เป็นระยะเวลา 4 วัน พบว่าการเจริญเติบโตของเซลล์ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญจากที่เลี้ยงในอาหารที่เสริมด้วยซีรั่ม และมี virus titer เพ่ิมขึ้น และ virus titer สูงสุด
มากกว่า 1 x 109 pfu/mL ของทั้งสองสายพันธุ์ที่อยู่ใน M-VSFM ซึ่ง M-VSFM ส่งเสริมให้ผลผลิต
มากขึ้นในการเพาะเลี้ยงแบบ microcarrier ซึ่งทั้งสองสายพันธุ์ให้ผลผลิตที่สูง และจ าเพาะมากกว่า
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่ม 

Butler และ Huzel (1995) ท าการศึกษา murine B – lymphocyte hybridoma 
(CC9C10) ถูกน ามาปรับเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ มโดยมีการเสริมด้วย cis-
unsaturated fatty acids (10-50  M) เพ่ือปรับปรุงให้เซลล์ผลิต oleic/linoleic > linoleic > 
oleic ซึ่งการเติม fatty acid มีการเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (58%) ของปริมาณ monoclonal titer 
โดยจะเติมมากกว่า 5 passages ซึ่งสรุปได้ในการค่อย ๆ เสื่อมสภาพของโมโนโคลนอลแอนติบอดีไป
พร้อมกับ lipid inclusions cytosol ผลผลิตของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สูงขึ้นโดยการจ ากัด 
lipid-loaded cell ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก fatty acid โดยผลกระทบไม่ขึ้นอยู่กับอัตราการ
เจริญเติบโต ส่วน glucose และ glutamine ไม่มีผลกระทบต่อ fatty acid ดังนั้นความเหมาะสมของ
ความเข้มข้นของ glucose และ glutamine มีความส าคัญส าหรับการเจริญเติบโตซึ่งไม่ขึ้นอยู่กับ 
fatty acid 

Murakami และคณะ (1982) ได้ท าการศึกษาและพัฒนา hybridoma line 
MPC11-BL ซึ่งเกิดจากเซลล์ mouse plasmacytoma cell line (MPC11TG70na3) และ mouse 
(BALB/c) spleen cells ในกระบวนการได้พัฒนาอาหารเลี้ยงเซลล์โดยการเติม ethanolamine เป็น
โกรทแฟคเตอร์ที่จ าเป็นส าหรับ hybridoma ส่วนถ้ามีการเติม Phosphhoethanolamone ต้องใช้
ความเข้มข้นสูงเป็น 10 เท่าของ ethanolamine และยังต้องมีการเสริมด้วย insulin, transferrin, 
ethanolamine และ selenium และน ามาเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่ม 
หลังจากนั้นน าของเหลวเหนือไปตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ท าให้ได้โปรตีนที่เป็นอิมมูโนโกลบู
ลินสูงถึง95% 
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2.5 กระบวนการแยกทางเคมี 

กระบวนการแยกจะเกิดข้ึนไดก้็ต่อเมื่อมีการแพร่ของสารที่สนใจระหว่างเฟสสองเฟส 
(phase) ถ้ามีสารสองชนิดที่มีอัตราส่วนการแพร่กระจายระหว่างเฟสสองเฟสต่างกัน จะท าให้สามารถ
แยกสารทั้งสองชนิดออกจากกันโดยง่าย โดยเฉพาะถ้าอัตราส่วนของการแพร่กระจายของสารทั้งสอง
นั้นมากกว่า 103 เท่า จะสามารถแยกสารทั้งสองออกจากกันได้โดยสามารถท าการแยกเพียงครั้งเดียว
เท่านั้น เช่น การตกตะกอนคลอไรด์ด้วยเงินไอออนสามารถแยกคลอไรด์ไอออน (Cl- ) ออกจาก
สารละลายที่มีไอออนอื่น ๆ ปนอยู่ (Wu et al., 2000) เช่น ไนเตรตไอออน (NO3

-) กระบวนการแยก
เปอร์คลอเรต (ClO4

-) ทั้งนี้ เพราะว่าอัตราส่วนที่เกิดจากการแพร่กระจายของคลอไรด์ในเฟสที่เป็น
ของแข็ง (AgCl) ต่อเฟสที่เป็นของเหลว (สารละลายคลอไรด์) มีค่ามากในขณะที่ไอออนอ่ืนมีค่าน้อย
มากเข้าใกล้ศูนย์ การแยกที่ท าได้อย่างสมบูรณ์โดยใช้การแยกเพียงครั้งเดียวนั้น เรียกว่า Single-
stage process (Brown et al., 2002) ถ้าสารละลายแต่ละตัวมีค่าอัตราส่วนของการแพร่กระจาย
แตกต่างกันไม่มาก การแยกให้สมบูรณ์สามารถท าได้โดยใช้กระบวนการแยกหลาย  ๆ ครั้ง เรียกว่า 
Multi-stage process (Leedham et al., 2002) กลไกที่เกิดขึ้นในกระบวนการแยก คือ เกิดการ
แบ่งส่วนของสารที่สนใจระหว่างเฟสสองเฟส ดังนั้น เทคนิคการแยกนี้จึงมีชื่อเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า 
Fractionation technique (Yohannes et al., 2011) ซึ่งสามารถแบ่งได้อีกหลายแบบแล้วแต่ชนิด
ของเฟสว่าเป็นของแข็ง ของเหลว หรือก๊าซ (ตารางท่ี 2.1) 

2.5.1 การแยกโดยการตกตะกอน (Separation by Precipitation) 
การแยกโดยการตกตะกอน คือ เทคนิคของการแยกเพราะไอออนที่สนใจซึ่งอยู่ใน

เฟสของเหลวจะถูกท าให้กระจายมาอยู่ในเฟสของแข็งหรือตะกอนได้ โดยเพ่ิมสารที่มีคุณสมบัติ
เหมาะสมส าหรับเป็นตัวตกตะกอน การแยกสามารถกระท าได้บริสุทธิ์มากน้อยแค่ไหนนั้นขึ้นอยู่กับ
ความแตกต่างระหว่างผลคูณของการละลายของตะกอนแต่ละชนิดที่จะเกิดขึ้น และความเข้มข้นของ
ไอออนที่ตกตะกอน การแยกโดยวิธีการตกตะกอนต้องอาศัยหลักของความแตกต่างกันระหว่างค่าผล
คูณของการละลายของตะกอนที่ต้องการแยกออกจากกัน ตะกอนที่มีค่าผลคูณของการละลายต่ า
สามารถตกตะกอนแยกออกมาได้ก่อนตะกอนที่มีค่าผลคูณของการละลายสูง วิธีการแยกโดยการ
ตกตะกอนเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และนิยมใช้กันอย่างกว้างขวางส าหรับการแยกที่มีปริมาณมาก ๆ แต่มี
ข้อเสีย คือ มักเกิดปรากฏการณ์การปนเปื้อน (contamination) ของตะกอนแบบตกตะกอนร่วม 
(coprecipitation) (Wang et al., 2002) ถึงแม้ว่าไอออนที่รบกวน (interference ion) จะมีปริมาณ
น้อย ๆ ก็ตาม ท าให้ตะกอนที่ได้ไม่บริสุทธิ์ การตกตะกอนเพ่ือแยกสารโดยตรงอาจท าให้ได้ตะกอนที่
ไม่บริสุทธิ์ จ าเป็นต้องมีวิธีการช่วยท าให้ตะกอนที่ได้บริสุทธิ์ ซึ่งสามารถท าได้โดยควบคุม pH ของ
สารละลาย และเลือกตัวตกตะกอนที่เฉพาะเจาะจง 
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2.5.1.1 วิธีควบคุม pH ในการแยกแคทไอออนด้วยวิธีการตกตะกอนกับ
ตัวตกตะกอนแอนไอออนจ าพวก ไฮดรอกไซด์ ซัลไฟด์ ออกซาเลต ฟอสเฟต และคาร์บอเนต ท าได้
โดยการควบคุม pH ของสารละลาย ทั้งนี้เพราะแอนไอออนเหล่านี้เป็นแอนไอออนของกรดอ่อน การ
ควบคุมความเข้มข้นของไฮโดรเจนไอออน หรือ pH ของสารละลายจึงมีผลท าให้สามารถควบคุมความ
เข้มข้นของแอนไอออนเหล่านี้ได้ ถ้าค่าผลคูณของการละลายของโลหะต่าง ๆ ที่อยู่ในรูปของ ไฮดรอก
ไซด์ ออกซาเลต ฯลฯ มีค่าต่างกันจะท าให้สามารถตกตะกอนแยกไอออนของโลหะออกมาได้ เมื่อท า
การควบคุม pH ของสารละลาย เพราะการควบคุม pH ท าให้ความเข้มข้นของตัวตะกอนเหมาะสม
ส าหรับการตกตะกอนไอออนของโลหะต่าง ๆ ได ้(Huang et al., 2013) 

2.5.1.2 วิธีการเลือกตัวตกตะกอนที่เฉพาะเจาะจง มีแอนไอออนหลาย
ชนิดที่สามารถตกตะกอนกับไอออนของโลหะเฉพาะบางตัวเท่านั้น ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 

(1) ตัวตกตะกอนอนินทรีย์ แอนไอออนของสารอนินทรีย์ที่ใช้ใน
การตกตะกอนแยกไอออนของโลหะได้อย่างเฉพาะเจาะจง ได้แก่ คลอไรด์ และซัลเฟต เป็นต้น  คลอ
ไรด์สามารถตกตะกอนได้กับเงินไอออนในขณะที่ไอออนของโลหะตัวอ่ืน ๆ ไม่สามารถตกตะกอนได้ 
และซัลเฟตสามารถตกตะกอนได้กับไอออนของแบเรียม ตะกั่ว และสทรอนเซียม จึงสามารถแยกได้
(West & Conrad, 1950) 

(2) ตัวตกตะกอนอินทรีย์ ได้มีการพัฒนาอย่างกว้างขวางในการใช้
สารประกอบอินทรีย์ส าหรับวิเคราะห์ไอออนของโลหะที่เป็นสารอนินทรีย์ ทั้งนี้เพราะสารประกอบ
อินทรีย์สามารถใช้เป็นคอมเพลกซิงเอเจนต์หรือตัวตกตะกอนหรือรีเอเจนต์ส าหรับท าให้ เกิดสีในการ
วิเคราะห์แบบเทียบสีกับไอออนของโลหะต่าง ๆ ได้ดี ท าให้การศึกษาสารประกอบอินทรีย์ที่มี
คุณสมบัติดังกล่าวนี้เป็นส่วนส าคัญส่วนหนึ่งของสาขาเคมีวิเคราะห์ สารประกอบอินทรีย์ที่มีคุณสมบัติ
เป็นตัวตกตะกอนกับไอออนของโลหะมีหลายชนิด ซึ่งสามารถจัดเป็น 2 ประเภท คือ 

(2.1) ให้ตะกอนที่มีคุณสมบัติคล้ายเกลือ สารประกอบ
อินทรีย์ชนิดนี้มีคุณสมบัติเป็นกรดอ่อนหรือเบสอ่อน ที่สามารถตกตะกอนเป็นเกลือกับแคทไอออน 
หรือแอนไอออนของสารอนินทรีย์ได้ 

 (2.2) ให้ตะกอนที่มีคุณสมบัติเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 
ในปี ค.ศ. 1905 Tschugaeff ได้พบว่า ไดเมทิลไกลออกซีม สามารถใช้ตกตะกอนกับนิกเกิลโดยเกิด
เป็นสารประกอบเชิงซ้อนขึ้นเป็นครั้งแรก ต่อจากนั้นได้มีการพัฒนาและค้นคว้าหาสารอินทรีย์ตัวอ่ืน ๆ 
ที่สามารถตกตะกอนได้ สารประกอบออกาโนเมตัลลิกที่เกิดขึ้นต้องมีคุณสมบัติเป็นสารประกอบ
เชิงซ้อนที่มีลักษณะเป็นซีเลต (Chelate Compound) (Hoffman et al., 1953) 
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ตารางท่ี 2.1 การแบ่งเทคนิคและวิธีการแยกตามชนิดของเฟส  

 
 

 สารอินทรีย์ที่ท าให้เกิดตะกอนเป็นสารประกอบเชิงซ้อนชนิดชีเลต ต้องมีฟังก์ชันนอลกรุ๊ฟ
เป็นอะซิดิกกรุ๊ฟ (acidic group) คือ มีหมู่ –H และ –OH หรือโคออดิเนติงกรุ๊ฟ (Coordinating 
group) คือ มีอะตอมที่มีคู่ของอิเล็กตรอนอิสระอะซิติกกรุ๊ฟและโคออร์ดิเนติงกรุ๊ฟ ต้องอยู่ ในต าแหน่ง
ที่ท าให้เมื่อเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับไอออนของโลหะ แล้วให้สารประกอบที่เป็นวง 5 – 6 
เหลี่ยมที่เสถียร และโลหะต้องมีค่าเลขออกซิเดชัน และค่าเลขโคออร์ดิเนชัน (Oxidation number 
and Coordination number) ที่เหมาะสม (Ettre, 1991) 
 

ช
ชนิดของเฟส 

 
ชื่อของกระบวนการวิเคราะห์ 

เฟสสาร 
ตัวอย่าง 

 
เฟสอีกเฟสหนึ่ง 

Solid-Liquid  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Liquid-Gas 

 
 
 

Gas-Solid 

1. Precipitation  
2. Electrodeposition  
3. Adsorption-Chromatography 
4. Thin-layer Chromatography 
 
5.Ion-exchange 
Chromatography 
1. Extraction 

 
2. Paper Chromatography 
3. Thin Layer Chromatography 

 
1. Distillation 

 
2. Gas-Liquid Chromatography 
 
1. Gas-Solid Chromatography 

สารละลาย 
สารละลาย 
สารละลาย 
สารละลาย 
 
สารละลาย 
 
สารละลาย 
 
สารละลาย 
สารละลาย 
 
ก๊าซ 
 
ก๊าซ 
 
ก๊าซ 

ของแข็งคือตะกอนที่เกิดข้ึน  
ของแข็งคือโลหะที่เกาะที่ข้ัว 
ตัวดูดซับที่เป็นของแข็ง  
ตัวดูดซับที่เป็นผงของแข็งยึด
อยู่บนแผ่นกระจก  
ขอ งแข็ ง คื อ เ ร ซิ น ส า ห รั บ 
แลกเปลี่ยนไอออนที่มีประจุ  
ของเหลวที่ ไม่รวมเป็นเนื้อ 
เดียวกับสารละลายตัวอย่าง  
ตัวท าละลายที่อยู่ในกระดาษ  
ตัวท าละลายที่อยู่ในของแข็งที่
เป็นผงยึดอยู่บนแผ่นกระจก  
ของเหลวที่เกิดจากการ 
ควบแน่น 
ตัวท าละลาย ท่ียึ ดอยู่ กับ
ของแข็ง 

 

ตัวดูดซับที่เป็นของแข็ง 



Ref. code: 25595609032080CWR

49 

 

2.5.1.3 การศึกษาการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

  จากการแยกโดยการตกตะกอนในหัวข้อ 2.5.1 ดังกล่าวข้างต้น จึงมีผู้ศึกษา
การตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 

  John R. Mills และคณะ (2015) ท าการศึกษาเรื่อง การตรวจวัดอิมมูโน
โกลบูลินด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีในซีรั่มของนุษย์โดยใช้ mass spectrometry ซึ่งเลือกใช้วิธีการ
ตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินซีรั่มด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 40% -  50% 
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยตะกอนที่ได้นั้นสามารถน ามาละลายได้อีกครั้งและน าไปตรวจวัดโดยใช้ mass 
spectrometry 

Mariam และคณะ (2015) ท าการศึกษาเรื่อง การท าบริสุทธิ์โพลีโคลนอล 
IgG ของกระต่าย โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและวิธี  mixed-mode 
chromatography ซึ่งเลือกใช้วิธีการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินที่อยู่ในของเหลวเหนือตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 40% แอมโมเนียมซัลเฟต ท าให้ได้ polyclonal IgG ที่
ความเข้มข้น 7.8 mg/ml และสามารถตกตะกอนอัลบูมินได้ถึง 72% และท าบริสุทธิ์อีกครั้งโดยใช้ 
SepFast™ MM AH-1 column chromatography สุดท้ายใช้วิธี ELISA ในการแสดงผล 
antigenicity ของตัวอย่างหลังจากการท าบริสุทธิ์ 

Sadeq Eivazi และคณะ (2015) ท าการศึกษาเรื่อง การผลิตและการท า
บริสุทธิ์ของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถต้าน IgG2b ที่บริสุทธิ์ของหนูที่อยู่ในกระต่ายเพ่ือ
ออกแบบชุดทดสอบการแยกโมโนโคลนอลของหนู ซึ่งเลือกใช้วิธีการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินที่อยู่
ในซีรั่มของกระต่ายด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 50% แอมโมเนียมซัลเฟต 
หลังจากนั้น dialysis โดยใช้ tris-phosphate buffer (pH: 8.1) และใช้ ion exchange 
chromatography column ในการท าบริสุทธิ์ anti-mouse IgG2b 

  Yury kit และคณะ (2015) ท าการศึกษาเรื่อง การท าบริสุทธิ์ IgG ที่มีอยู่ใน
กระบวนการในกิจกรรมของเอนไซม์ sialidase ที่ได้จากซีรั่มในเลือดของมนุษย์โดยใช้สองขั้นตอนของ
โครมาโทกราฟี ซึ่งเลือกใช้วิธีการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลินที่อยู่ในเลือดของผู้ป่วยโรคโรคพุ่มพวงหรือ
โรคแพ้ภูมิตัวเอง (Systemic lupus erythematosus, SLE) ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 50% แอมโมเนียมซัลเฟต และท าบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟีซึ่งใช้คอลัมน์ที่เป็น  

protein G-Sepharose 
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2.5.2 การแยกโดยวิธีโครมาโทกราฟี (Separation by Chromatography) 
โครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคและวิธีการแยกอีกแบบหนึ่ งที่นิยมใช้กัน

กว้างขวางมากที่สุด นอกจากนี้ยังสามารถใช้เป็นเทคนิคในการท าให้สารละลายเข้มข้นมากขึ้น โดย
สามารถประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณและในการแสดงเอกลักษณ์ ( identification) หรือ
วิเคราะห์ทางคุณภาพได้ด้วย โครมาโทกราฟี คือ การท าให้ส่วนผสมของสารตัวอย่างแยกตัวออกจาก
กันเป็นโซนหรือแบ่งเป็นตอน ๆ ซึ่งเกิดข้ึนได้จากการกระจายของสารตัวอย่างระหว่างเฟสสองเฟส ซึ่ง
เฟสหนึ่ง คือ เฟสที่เคลื่อนที่ได้ (mobile phase) อีกเฟสหนึ่ง คือ เฟสที่อยู่กับที่ (stationary phase) 
การเคลื่อนที่ของเฟสที่เคลื่อนที่ได้จะท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของสารผสมแต่ละชนิดในสารละลาย
ตัวอย่างแตกต่างกัน จึงท าให้สารผสมแยกออกจากกันเป็นตอน ๆ หรือเป็นโซนได้ กระบวนการที่ตัว
ถูกละลายเคลื่อนที่แยกออกจากกันได้โดยมีตัวท าละลายที่เคลื่อนที่ได้เป็นตัวพาเรียกว่า อีลูชัน 
(elution) หรือการอลีูท ซึ่งตัวท าละลายที่ใช้เป็นตัวพาตัวถูกละลายนั้นจะถูกเรียกว่าตัวอีลูท (eluent) 
และตัวถูกละลายซึ่งถูกอีลูทจะเรียกว่า อีลูเอท (eluate) (Giddings, 1991) เหตุที่เรียกการวิเคราะห์นี้
ว่าโครมาโทกราฟี เพราะผู้ค้นพบกรรมวิธีการวิเคราะห์แบบนี้เป็นคนแรกได้พบว่าการแยกที่ท าให้เกิด
เป็น โซนหรือ เป็นตอน  ๆ นั้ น ให้ โซนที่ มี สี  จึ งตั้ งชื่ อวิ ธี การวิ เคราะห์ ว่ า  โครมาโ ทกราฟี 
(Chromatography) ซึ่งมาจากภาษากรีกที่แปลว่า “สีและการเขียน” (color and to write) ค าว่า
โครมาโทกราฟีจึงถูกใช้มาโดยตลอดส าหรับการวิเคราะห์ที่มีกรรมวิธีดังกล่าว ถึงแม้ว่าจะได้มีการ
พัฒนาเทคนิคและวิธีการใหม่ ๆ ขึ้นมาโดยที่วิธีวิเคราะห์นั้นไม่ได้ให้โซนที่มีสีก็ตาม (Ganetsos & 
Barker, 1992) 

2.5.2.1 การแบ่งชนิดของโครมาโทกราฟี 
เฟสเคลื่อนที่ได้ประกอบด้วย 2 ชนิด คือ ของเหลวและก๊าซ ดังนั้นวิธีโครมาโทกราฟี

จึงแบ่งออกเป็น 2 แขนง ดังนี้ 
(1) ก๊าซโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography) ประกอบด้วย

เทคนิคและวิธีการวิเคราะห์  2 วิธี  คือ  วิธีที่ ใช้ของเหลวเป็นเฟสอยู่กับที่ เรียกว่า gas-liquid 
chromatography (GLC) เฟสที่เขียนขึ้นก่อนหมายถึงเฟสที่เคลื่อนที่ได้ ส่วนเฟสที่เขียนตามมาทีหลัง
หมายถึงเฟสที่อยู่กับที่ และวิธีที่ใช้ของแข็งเป็นเฟสที่อยู่กับที่ เรียกว่า gas-solid chromatography 
(GSC) (Saint Flour & Papirer, 1983) 

(2) ลิควิดโครมาโทกราฟี (Liquid Chromatography) เป็นวิธีโคร
มาโทกราฟีที่ใช้ของเหลวเป็นเฟสเคลื่อนที่ (Snyder et al., 2011) สามารถแบ่งได้อีกหลายวิธีขึ้นอยู่
กับเทคนิคของการท าโครมาโทกราฟี คือ 
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 (2.1) การท าโครมาโทกราฟีแบบแผ่น ที่เรียกว่า plane 
chromatography ถ้าเฟสอยู่กับที่เป็นของเหลว เรียกว่า Liquid-Liquid Chromatography (LLC) 
ตัวอย่าง เช่น การท า Paper Chromatography (PC) หรือ Thin Layer Chromatography (TLC) 
บางชนิด ถ้าเฟสอยู่กับที่เป็นของแข็ง เรียกว่า Liquid-Solid Chromatography (LSC) ตัวอย่าง เช่น 
การท า Thin Layer Chromatography 

 (2.2) การท าโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ (Column 
Chromatography) การท าโครมาโทกราฟีแบบนี้เป็นที่รู้จักกันดี และน ามาใช้กันทั่วไป สามารถใช้ได้
กับเฟสอยู่กับท่ีที่เป็นของเหลว เรียกว่า LLC หรือที่เป็นของแข็ง เรียกว่า LSC  

 (2.3) ถ้าเฟสอยู่กับที่เป็นของแข็งที่สามารถแลกเปลี่ยน
ไอออนได้ เช่น เรซิน จะท าให้เกิดเทคนิคการวิเคราะห์ที่เรียกว่า ion exchange chromatography 

 (2.4) ถ้าเฟสอยู่กับที่ คือ สารที่ไม่สามารถเกิดการดูดซับ 
หรือแบ่งส่วนหรือแลกเปลี่ยนไอออน แต่เป็นสารที่สามารถกีดขวางการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของสาร
ตัวอย่าง เนื่องจากมีรูพรุนให้สารตัวอย่างผ่านเข้าไปได้จะเรียกเทคนิคของการวิเคราะห์นี้ว่า เอกซ์คลู
ชันโครมาโทกราฟี (exclusion Chromatography) 

2.5.3 การแยกและท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ 
  โครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ (affinity chromatography) ถูกพัฒนาขึ้นใน

ระหว่างปี ค.ศ. 1960 -1970 โดยสารที่จ าเพาะกับโปรตีนหรือสารที่ต้องการแยกเกิดการยึดจับกันไว้
ด้วยแรงดึงดูดใด ๆ สารอ่ืนที่ไม่จ าเพาะเจาะจงย่อมเคลื่อนที่ผ่านลงมาตามคอลัมน์ คงเหลือแต่สารที่
ต้องการแยกอยู่ภายในคอลัมน์  จากนั้นจึงท าการไล่สารที่ต้องการแยกออกมาในภายหลัง 
(Cuatrecasas & Anfinsen, 1971) 

2.5.3.1 หลักการของโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ ประสิทธิภาพในการ
แยกโปรตีนที่ต้องการ ขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของสารจ าเพาะที่เรียกว่า ลิแกนด์ (biospecific ligand ; L) 
ซึ่งถูกเหนี่ยวน าให้ติดอยู่บนเฟสคงที่ (stationary phase) ด้วยพันธะโควาเลนท์ โดยเฟสคงที่นี้
สามารถเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า เมทริกซ์ (matrix) กลุ่มของลิแกนด์ที่ยึดติดกับเมทริกซ์นี้เรียกว่า ลิแกนด์
ตรึง (immobilized ligand) (Teng et al., 2000) ซึ่งมีความจ าเพาะในการจับกับสารที่สนใจ
ต้องการจะแยก (S) หลังจากที่ชะไล่สารอ่ืนที่ไม่จ าเพาะกับลิแกนด์ออกไปหมดจากคอลัมน์แล้ว 
จากนั้นจึงท าการปรับสภาวะเพ่ือให้สารที่สนใจหลุดออกจากการยึดจับโดยลิแกนด์ (ภาพที่ 2.13 และ 
ภาพที่ 2.14) ตามล าดับ  
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2.5.3.2 เมทริกซ์ (Matrix) เมทริกซ์ เป็นส่วนของโครงสร้างที่ใช้ในการยึด
จับของลิแกนด์หรือท าหน้าที่เป็นโครงสร้างค ้าจุนของเฟสเคลื่อนที่ในคอลัมน์ซึ่งมีคุณสมบัติดังต่อไปนี้ 

(1) มีส่วนเปิดและโครงสร้างเป็นโครงร่างตาข่ายที่มีความพรุน  
(2) มีลักษณะเป็นของแข็ง ทรงกลม 
(3) เฉื่อยต่อการท าปฏิกริยาทั้งทางเคมีและชีวภาพ 
(4) มีความจ าเพาะในการจับกับลิแกนด์ 
(5) ส่งเสริมให้ลิแกนด์ตรึงมีความเสถียรสูงมากขึ้น 

ตัวอย่างของเมทริกซ์ที่นิยมใช้กันในปัจจุบัน เช่น agarose, cellulose, dextran 
และ polyacrylamide (Cuatrecasas, 1970) ดังนั้นจึงขอยกตัวอย่างของ agarose gel ซึ่งเป็นเมท
ริกซท์ี่นิยมใช้กันอย่างมาก มีลักษณะโครงสร้างเป็นโพลีแซคคาไรด์สายตรงของหน่วยย่อยกาแลคโตส 
โครงสร้างของ agarose นั้นเกิดขึ้นจากการเชื่อมไขว้กันของ D-galactopyranose เชื่อมเข้ากับ 3,6 -
anhydro-L-galactopyranose ที่ต าแหน่ง 2, 4 linked (ภาพที่ 2.15) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.13 การจับกันระหว่างลิแกนด์ (L) และเอนไซม์ที่สนใจ (E) โดยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีแบบจ าเพาะ (Scopes et al., 1988) 
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ภาพที่ 2.14 หลักการของโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ แสดงการจับกันระหว่างสารที่สนใจ (S) กับ 
ลิแกนด์ (L) ในขณะอยู่ในคอลัมน์ (Johnsson et al., 1991) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.15 โครงสร้างของ agarose gel (Fatin-Rouge et al., 2004) 
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2.5.3.3 ลิแกนด์ ลิแกนด์เป็นส่วนส าคัญที่สุด เพราะเป็นส่วนที่จ าเพาะกับ
สารทีส่นใจต้องการแยก (Novick & Rubinstein, 2012) มีคุณสมบัติที่ส าคัญดังต่อไปนี้ 

(1) มีความจ าเพาะกับสารที่ต้องการแยกโดยไม่ท าให้เกิดการเสีย
สภาพของสารตัวอย่างที่สนใจในขณะทีเ่กิดแรงดึงดูดกัน 

(2) สามารถเลือกสภาวะในการท าให้สารตัวอย่างที่สนใจหลุดออก
จากลิแกนด์ได้ง่าย 

(3) สามารถน าเอาลิแกนด์ตรึงกลับมาใช้งานใหม่ได้อีกครั้ง 
(4) การยึดจับกับเมทริกซ์ต้องกระท าได้ง่ายและไม่มีผลต่อ

โครงสร้างของเมทริกซ ์
2.5.3.4 Spacer arm เนื่องจากบริเวณที่ว่องไวต่อการเข้าท าปฏิกริยา 

(active sites) ของสารชีวภาพมักอยู่ในต าแหน่งที่ไม่ง่ายหรือไม่เหมาะสมต่อการเข้าท าปฏิกริยา 
นอกจากนี้การเกิดแรงกระท าระหว่างเมทริกซ์และลิแกนด์อาจเกิดได้ไม่ดีพอหรือมีความจ าเพาะต ่า 
เช่น การจับกันระหว่างโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์กับเมทริกซ์ Sepharose 4B มีแรงยึดจับค่อนข้างต ่า
จึงหลุดออกจากกันได้ง่าย จากเหตุผลดังกล่าวจึงใช้ตัวเชื่อมที่เรียกว่า Spacer arm มาช่วยในการยึด
จับกันระหว่างเมทริกซ์และลิแกนด์ให้ดียิ่งขึ้น และช่วยในการเพ่ิมพ้ืนที่หรือโอกาสในการจับสาร
ตัวอย่างที่สนใจในบริเวณท่ีว่องไวในการท าปฏิกริยาของสารชีวภาพได้มากขึ้น (O'Carra et al.,1974) 
แสดงลักษณะการจับระหว่างลิแกนด์และเมทริกซ์โดยตรง และแบบมี spacer arm เชื่อมโดยใช้
คุณสมบัติของ spacer arm มีดังต่อไปนี้ 

(1) ปลายด้านหนึ่งสามารถเกิดแรงกระท าในการยึดจับกับเมทริกซ์
ได้ดี ในขณะที่ปลายอีกด้านหนึ่งต้องมีความจ าเพาะเจาะจงในการจับกับลิแกนด์ 

(2) ไม่ท าปฏิกิริยากับสารที่สนใจต้องการแยก 
(3) ความยาวต้องเหมาะสม เพราะมีผลต่อแรงไฮโดรโฟบิคระหว่าง

สารที่สนใจต้องการแยกกับลิแกนด์ ท าให้ความจ าเพาะเจาะจงในการจับกับสารตัวอย่างต ่าลง ถ้า 
spacer arm ยาวมากเกินไปส่งผลท าให้เกิดการหลุดของ spacer arm จากลิแกนด์และเมทริกซ์ใน
ระหว่างที่มีการชะสารที่ต้องการแยกได ้ 

2.5.3.5 การเชื่อมลิแกนด์เข้ากับเมทริกซ์ ปฏิกริยาเคมีที่ใช้ในการกระตุ้น
บริเวณเมทริกซ์ให้มีความพร้อมที่รับเอาลิแกนด์ หรือ spacer arm มาจับโดยอาศัยหมู่ฟังก์ชันที่อยู่บน
ลิแกนด์ตรึงเป็นหลัก (ภาพที่ 2.16)  
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2.5.3.6 การประยุกต์ใช้งาน การน าเอาเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ
ไปใช้งานในด้านต่าง ๆ โดยจ าเป็นต้องมีขั้นตอนในการเลือกสภาวะให้เหมาะสมเพ่ือให้เกิด
ประสิทธิภาพในการแยกของสารที่สนใจสูงที่สุด และลักษณะงานที่นิยมใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบ
จ าเพาะสามารถสรุปได้ดังต่อไปนี้ 

(1) การแยกโปรตีนหรือเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ ตัวอย่างเช่น การท า
เอนไซม์ horseradish peroxidase ให้บริสุทธิ์นั้น (Towbin et al., 1979) เป็นการแยกสารที่สนใจ
ผ่านเทคนิคเจลฟิลเตรชัน (Gel filtration) ก่อน จากนั้นจึงแยกเก็บส่วนที่มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่สูงมา
ผ่านโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะจึงท าให้ได้เอนไซม์ทีส่นใจต้องการแยกมีความบริสุทธิ์มากข้ึน 

(2) สามารถใช้ในการแยกกรดนิวคลีอิค (Ghislain & Fish, 1996) 
(3) สามารถใช้ในการแยกพลาสมาโปรตีน (Burnouf & 

Radosevich, 2001) 
(4) สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์สาร โดยเทคนิค enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) โดยอาศัยความจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี 
หรือระหว่างเอนไซม์กับสับเสตรท (Ferreira et al., 2008) 

(5) สามารถใช้ในการแยกเซลล์ (Kumar & Srivastava, 2010) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.16 ปฏิกิริยาการเชื่อมต่อระหว่างลิแกนด์และเมทริกซ์ (Fatin-Rouge et al., 2004) 
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2.6 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
อาศัยการเกิดปฏิกิริยาที่เฉพาะเจาะจงของแอนติบอดีและแอนติเจนซึ่งใช้เอนไซม์ เช่น 

เอนไซม์เพอร์ออกซิเดส (peroxidase) หรือ เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเทส (alkaline 
phosphatase) ซึ่งเอนไซม์เป็นตัวตรวจวัดปฏิกิริยาสามารถท าให้ เห็นสีที่เกิดขึ้น เมื่อเกิดปฏิกิริยา
ระหว่างเอนไซม์กับสารตั้งต้น (substrate) ซึ่งแสดงปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน ซึ่ง
ความเข้มของสีที่เกิดขึ้นนั้นเป็นสัดส่วนกับปริมาณของแอนติเจนที่มีอยู่ในตัวอย่าง (Engvall & 
Perlmann, 1971) 

2.6.1 หลักการของวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
อาศัยหลักการของแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่มีอยู่ในตัวอย่างโดยเกาะอยู่บน solid 

phase เช่น cellulose, polyacrylamind, nylon, polystyrene, polyvinyl หรือ 
polypropylene โดย solid phase เหล่านี้อาจจะอยู่ในรูปของ tube bead หรือ microplate เป็น
ต้น ซึ่งปฏิกิริยาในแต่ละขั้นตอนนั้นจะต้องมีการแยกเอาสารส่วนเกินที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยาออกไป จึงเป็น
วิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูง เอนไซม์ที่นิยมใช้ในการท า ELISA คือ Horseradish peroxidase 
(สารตั้งต้นที่นิยม คือ O-phenylene diamine ให้สีน้ าตาล), alkaline phosphatase (สารตั้งต้นที่
นิยมคือ p-nitrophenyl phosphate ให้สีเหลือง) เป็นต้น (Gan & Patel, 2013) 

2.6.2 ชนิดของ ELISA  
2.6.2.1 Direct method 

หลักการของการทดสอบโดยวิธี direct ELISA คือ การเคลือบ solid 
phase ด้วยแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติเจนที่ต้องการตรวจหาในตัวอย่าง เมื่อเติมตัวอย่างที่มี
แอนติเจนลงไป แอนติเจนที่มีอยู่ในตัวอย่างจะจับกับแอนติบอดี หลังจากนั้นล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยา
กันออก และเติมแอนติบอดีตัวที่สองซึ่งแอนติบอดีนี้จะมีความจ าเพาะต่อแอนติเจนของตัวอย่างที่
ต้องการตรวจเช่นกันและได้ติดฉลากแอนติบอดีนี้ด้วยเอนไซม์แล้ว โดยใส่ลงไปในปริมาณที่มากเกิน
พอ conjugate นี้จะท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีตัวแรก เมื่อท าการล้าง conjugate ส่วนที่ไม่ท า
ปฏิกิริยาออกแล้วนั้น จากนั้นจึงเติมสารตั้งต้นลงไปท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ
สารตั้งต้นจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณแอนติเจนในตัวอย่างที่ต้องการตรวจหา โดยวิธีการ
ทดสอบนี้อาจเรียกอีกอย่างว่า double antibody sandwich assay technique หรือ sandwich 
assay (Bauer et al., 2014) 
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2.6.2.2 Indirect method  
เป็นวิธีการส าหรับตรวจหาแอนติบอดีต่าง ๆ โดยมีหลักการคือ แอนติบอดี

จะท าปฏิกิริยากับแอนติเจนที่ติดอยู่กับพ้ืนผิวของ solid phase และใช้ anti-human 
immunoglobulin ซึ่งจะติดฉลาก (conjugate) ด้วยเอนไซม์ (enzyme-labelled detector 
antibody) หรืออาจจะใช้ anti-human immunoglobulin ที่ไม่ได้ติดฉลากเป็น detector 
antibody จากนั้นตามด้วย enzyme-labeled anti-detector antibody เข้าท าปฏิกิริยากับ
แอนติบอดีที่อยู่ในตัวอย่างที่ต้องการตรวจหานั้น การย่อย substrate จะมากน้อยหรือเพียงใดขึ้นอยู่
กับปรมิาณของแอนติบอดีในตัวอย่างนั้น ๆ (Ackekman et al., 1981)  

2.6.2.3 Competitive method  
(1) วิธีการนี้สามารถตรวจหาแอนติบอดีสามารถท าได้ 2 วิธีคือ 

   (1.1) เคลือบ solid phase ด้วยแอนติเจน หลังจากนั้นเติม
แอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยเอนไซมใ์นปริมาณที่แน่นอนลงไปและใส่ตัวอย่างที่คาดว่าจะมีแอนติบอดีอยู่
ลงไป โดยให้แย่งกันจับแอนติเจนที่อยู่ที่ solid phase 

   (1.2) เคลือบ solid phase ด้วยแอนติบอดี หลังจากนั้นจะเติม
แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ลงไป พร้อมกับตัวอย่างที่คาดว่าจะมีแอนติบอดีอยู่ลงไปให้
แอนติบอดีท้ังสองแย่งกันจับกับแอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ และมีปริมาณจ ากัดท่ีเติมลงไปนั้น  

(2) วิธีการนี้สามารถตรวจหาแอนติเจนสามารถท าได้ 2 วิธีคือ 
(2.1) เคลือบ solid phase ด้วยแอนติบอดี หลังจากนั้นจะเติม

แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ปริมาณแน่นอนลงไปพร้อมกับตัวอย่างที่คาดว่าจะมีแอนติเจนอยู่ลง
ไป ให้แย่งกันจับกับแอนติบอดีท่ีอยู่ที่ solid phase 

(2.2) เคลือบ solid phase ด้วยแอนติเจน หลังจากนั้นจะเติม
แอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ไปพร้อมกับตัวอย่างที่คาดว่าจะมีแอนติเจนอยู่ลงไป โดยให้
แอนติเจนทั้งสองแย่งกันจับกับแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์และเติมลงไปในปริมาณที่
จ ากัด (Jordan, 2005) 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.17 ชนิดของวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
ที่มา: https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/elisa-principle 
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) และการเพิ่มจ านวนเซลล์ 

 
3.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม
ของตัวอ่อนลูกวัว (Fetal bovine serum) 

 ละลายเซลล์ D1-4G2-4-15 อย่างรวดเร็วในอ่างน้ า อุ่นที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเซลล์ D1-4G2-4-15 ถูกเลี้ยงในจานหลุม 6 หลุม (6 well) ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 
1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม หลุมละ 4 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก ตารางที่ ก.2.2.1 และ
และ ภาพผนวกที่ จ.1) โดยใช้จ านวนเซลล์เริ่มต้นที่มากกว่า 5 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 1 หลุม 
ซึ่งนับโดยใช้ Neubauer hemocytometer แสดงดังข้อที่ 3.1.3 จากนั้นน าไปบ่มในตู้อบที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% เป็นเวลา 3 - 5 วัน เมื่อผ่านไปวันที่ 1 
จ าเป็นต้องมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ (ภาพผนวกที่ จ.4) พร้อมทั้งสังเกตลักษณะของเซลล์และ
การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ OLYMPUS รุ่น CKX 41  (ภาพผนวกที่ 
จ.6) เมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (Exponential phase) ย้ายเซลล์ไปยังหลุมใหม่ 
(subculture) โดยใช้จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเริ่มต้นที่มากกว่า 2 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 1 หลุมและ
ต้องมีการ subculture ทุก ๆ 5 วันเป็นจ านวนอย่างน้อย 3-5 ครั้ง (passage) เพ่ือให้ได้เซลล์ที่มี
ความแข็งแรงพร้อมส าหรับผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

3.1.2 การเพิ่มจ านวนเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม
ของตัวอ่อนลูกวัว (Fetal bovine serum) 

  น าเซลล์ที่ผ่านการ subculture อย่างน้อย 3-5 passage จากข้อ 3.1.2 มาเพ่ิม
จ านวนเซลล์ โดยวิธีการ subculture ลงในภาชนะท่ีใช้เลี้ยงเซลล์ (flask) ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร 
(T75 cell culture flask) จากนั้นน าไปบ่มในตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% เป็นเวลา 3 - 5 วัน พร้อมทั้งสังเกตลักษณะของเซลล์และการเพ่ิม
จ านวนของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับและสีของอาหารเลี้ยงเซลล์ จากนั้น subculture 
เซลล์ลงในภาชนะท่ีใช้เลี้ยงเซลล์ขนาด 162 ตารางเซนติเมตร (T162 cell culture flask) ตามล าดับ 
โดยน าเซลล์จาก T75 cell culture flask ไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
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หลังจากนั้นล้างตะกอนด้วย อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มของตัว
อ่อนลูกวัว และใส่ลงใน T162 cell culture flask น าไปบ่มในตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มี
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% เป็นเวลา 5 วัน หรือจนได้ปริมาณเซลล์มากกว่า 1 x 106 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร ซึ่งเซลล์ที่ได้นั้นต้องมีลักษณะของเซลล์ที่ความแข็งแรง และรูปร่างของเซลล์สมบูรณ์
พร้อมใช้งาน ซ่ึงสามารถนับจ านวนเซลล์โดยใช้ Neubauer hemocytometer แสดงดังข้อที่ 3.1.3  
 3.1.3 การนับจ านวนเซลล์โดยใช้ Neubauer hemocytometer 
   (1) น าเซลล์ที่เจริญเติบโตอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่ง
ท าการกระจายเซลล์โดยใช้ไมโครปิเปตต์ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ขึ้นและลง จากนั้นน าใส่ในหลอดไมโค
รเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tubes, eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
   (2) ปิเปตต์สารละลายทริพแพนบลู (0.4% Trypan Blue) ลงไปผสมกับ
สารแขวนลอยเซลล์ตามอัตราส่วนที่ต้องการเจือจางในการนับเซลล์ 
   (3) ปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ที่ย้อมด้วยสีทริพแพนบลูแล้วปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงบน Neubauer hemocytometer โดยให้สารแขวนลอยเซลล์ที่ย้อมสีเคลื่อนที่
ภายใต้แผ่นกระจกด้วยแรงการดูดซึมตามรูเล็กจนเต็มพอดีช่องใส่เซลล์ในสไลด์ (ไม่ควรให้ปริมาณสาร
แขวนลอยเซลล์มากเกินไปหรือน้อยเกินไป) จากนั้นวางสไลด์ส าหรับนับเซลล์ทิ้งไว้ประมาณ 1-2 นาท ี
   (4) น าสไลด์ส าหรับนับเซลล์วางบนแท่นสไลด์ของกล้องจุลทรรศน์แบบหัว
กลับและเลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยาย 4X เพ่ือหาตารางส าหรับนับเซลล์และเลื่อนไปยังบริเวณตาราง
สี่เหลี่ยมบริเวณมุม ที่มีพ้ืนที่ตาราง 1 มิลลิเมตร และมีตารางย่อย 16 ตาราง จากนั้นนับเซลล์ด้วย
เลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยาย 10X หรือ 20X 
   (5) นับจ านวนเซลล์ที่ย้อมติดสี (สีน้ าเงินเป็นเซลล์ที่ตายแล้ว) และเซลล์ที่
ย้อมไม่ติดสี (วาวสะท้อนแสงเป็นเซลล์ที่มีชีวิต) ทั้งหมดในตารางสี่เหลี่ยมบริเวณมุมทั้งสี่มุมของตาราง
ทั้งสองด้าน เพ่ือน าไปค านวณหาความเข้มข้นของเซลล์ที่นับได้ในหลอดข้อที่ (1) วิธีค านวณหา
เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่มีชีวิต (% viability) แสดงดังสมการต่อไปนี้ (Schrek, 1936) 
  

เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่มีชีวิต  
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด

จ านวนเซลล์ทั้งหมด
      

 
โดยที่ จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด = ค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์มีชีวิตที่นับได้ x ค่าการเจือจาง x 104                                                       
        จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด = ค่าเฉลี่ยจ านวนเซลล์ตายที่นับได้ x ค่าการเจือจาง x 104        
        จ านวนเซลล์ทั้งหมด          = จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต + จ านวนเซลล์ตาย                                               
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3.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มที่ใช้ในงานวิจัยมี 2 ชนิด คือ CD Hybridoma Medium 

(Gibco) (ภาพผนวกที่ จ.9) และ Hybridoma-SFM medium (Gibco) (ภาพผนวกที่ จ.10) และ
แบ่งวิธีเลี้ยงเซลล์เป็น 2 วิธี คือ Direct adaptation และ Sequential adaptation 

 
3.2.1 วิธี Direct adaptation 

นับเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่ถูกเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย
10% ซีรั่มลูกวัว โดยใช้เซลล์ที่มีจ านวนเซลล์เริ่มต้นอย่างน้อย 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) 
และล้างตะกอนเซลล์ 2 ครั้ง ด้วยการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma 
Medium หรือ Hybridoma-SFM medium ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการล้างด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก
ซีรั่ม 2 ครั้ง มาเลี้ยงต่อในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 162 ตารางเซนติเมตร ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่มอยู่ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มในตู้อบ
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% เป็นเวลา 3 - 5 วัน และต้องมี
การ subculture ทุก ๆ 3 - 5 วัน เป็นจ านวน 3 passage และเก็บของเหลวเหนือตะกอนทุกครั้งที่มี
การ subculture เมื่อครบ 3 passage ปล่อยให้เซลล์ตายประมาณ 80% น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วเก็บของเหลวเหนือตะกอนทั้งหมดไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

3.2.2 วิธี Sequential adaptation 
น าเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่ถูกเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย

10% ซีรั่มตัวอ่อนลูกวัว ที่ผ่านการ subculture มาแล้วอย่างน้อย 3 - 5 passage มาท าการ 
subculture อีกครั้ง โดยเปลี่ยนจากอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มลูกวัว เป็นอัตราส่วนของ
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเสริมด้วย 10% ซีรั่มลูกวัวต่ออาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม คือ 75:25 
(passage 1) น าไปบ่มในตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% 
เป็นเวลา 3-5 วัน และต้องมีเก็บของเหลวเหนือตะกอนทุกครั้งที่มีการ subculture ไว้ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส หลังจากนั้นท าการ subculture โดยปรับอัตราส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเสริมด้วย 
10% ซีรั่มลูกวัวต่ออาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มเป็น 50:50 (passage 2), 25:75 (passage3) 
และ 0:100 (อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มเป็น passage 4) ตามล าดับ (Van der Valk et al., 
2010) 
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3.3 การเก็บเซลล์ D1-4G2-4-15 ในไนโตรเจนเหลว 
 
 3.3.1 การเก็บเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม
ของตัวอ่อนลูกวัวในไนโตรเจนเหลว 
 เตรียม freezing medium (90% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย10% ซีรั่มของตัวอ่อนลูก
วัว และ 10% Dimethyl sulfoxide (DMSO)) จากนั้นนับเซลล์ที่ต้องการจะเก็บให้ได้จ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตอย่างน้อย 1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หรือเป็นเซลล์ที่มีชีวิตมากกว่า 90% จากนั้นน าเซลล์ใส่หลอด
เซนติฟิลว์ขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เมื่อ
ครบเวลา เทอาหารเลี้ยงเซลล์ที่แยกชั้นกันระหว่างตะกอนเซลล์ทิ้ง ละลายตะกอนโดยใส่ freezing 
medium และแบ่งใส่หลอด cryovial หลอดละ 1 มิลลิลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืนก่อนจะน าเก็บใส่ถัง
ไนโตรเจนเหลว (Nagahara et al., 2016)  
 
 3.3.2 การเก็บเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มของตัว
อ่อนลูกวัวในไนโตรเจนเหลว 
 เตรียม freezing medium (92.5% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (ในอัตราส่วน 
50:50 ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มที่เตรียมใหม่ต่ออาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มเดิมที่ใช้
เลี้ยงเซลล์) และ 7.5% DMSO จากนั้นนับเซลล์ที่ต้องการจะเก็บให้ได้จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตอย่างน้อย 
0.5x107- 1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หรือเป็นเซลล์ที่มีชีวิตมากกว่า 90% น าเซลล์ใส่หลอดเซนติฟิวล์
ขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลา
แล้วเทอาหารเลี้ยงเซลล์ที่แยกชั้นกันระหว่างตะกอนเซลล์ทิ้ง ละลายตะกอน โดยใช้ freezing 
medium และแบ่งใส่หลอด cryovial หลอดละ1 มิลลิลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืนก่อนจะน าเก็บใส่ถัง
ไนโตรเจนเหลว 
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3.4 ทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) 
ที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15) ต่อแอนติเจน  

เคลือบหลุมของถาด 96 หลุม (96-Well Plates) ด้วย Goat anti-Mouse IgG ที่ค่าการเจือ
จางในอัตราส่วน 1:400 ที่เตรียมใน 6 mM carbonate buffer, pH 9.0±0.2 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน และล้างด้วย 0.5% BSA ใน 10 mM PBS, pH 
7.4±0.1 ต่อจากนั้นเติม 1% BSA ใน 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 250 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง เติมของเหลวเหนือตะกอน ที่ได้จากข้อ 3.1 และ 3.2 ที่อัตราส่วน
ความเข้มข้นของการเจือจางต่าง ๆ ดังนี้ ไม่เจือจาง, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 และ 1:3125 น าไปบ่ม
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมแอนติเจน (Dengue virus type1) ที่อัตราส่วน
ความเข้มข้นของการเจือจาง 1:2 โดยเจือจางใน 0.5% BSA ที่ผสมอยู่ใน 20% NHS (acetone 
extracted) และ 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ข้ามคืน และเติม Human anti-flavivirus IgG-HRP โดยเจือจางในบัฟเฟอร์ 0.5% BSA ที่
ผสมอยู่ใน 20% NHS (acetone extracted) และ 10 mM PBS, pH 7.4±0.1  หลุมละ 25 
ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง จากนั้นเติม o-phenylenediamine (OPD) 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร (ภาพผนวกที่ จ.15) และน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30±15 
นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วย 2M sulfuric acid (ภาพผนวกที่ จ.16) น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
 
3.5 การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 

น าของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่มที่มี Anti-flavivirus group monoclonal antibody ค่อย ๆ เติมแอมโมเนียมซัลเฟ
ตอ่ิมตัวในอัตราส่วน 1:1 จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 50% แอมโมเนียมซัลเฟต ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสซึ่งกวนตลอดเวลาและทิ้งไว้ (ภาคผนวก ข 2.1 และ ภาพผนวกที่ จ.17) น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000g เป็นเวลา 15 นาที เทของเหลวเหนือตะกอนทิ้ง และละลายตะกอนด้วย 10 mM 
phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 ปริมาตร 30-50% ของปริมาตรของเหลวเหนือตะกอน
เริ่มต้น (Sambrook & Russel, 2001)  
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3.6 การท าบริสุทธิ์โดยใช้วิธีโครมาโทกราฟี 
 

3.6.1 Econo-Pac Serum IgG Purification Kit (Bio-Rad) 
การท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีโดยใช้ Econo-Pac Serum IgG Purification Kit ซึ่ง

ประกอบไปด้วย 2 คอลัมน์ คือ 
  (1) Econo - Pac 10 DG desalting column ใช้ส าหรับเตรียมตัวอย่าง 
  (2) Econo - Pac Serum IgG Purification column โดยคอลัมน์จะถูกแพค 

(pack) ด้วย DEAE Affi-Gel Blue column 
 
3.6.2 ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โดยใช้ Econo-Pac Serum IgG Purification Kit 
   3.6.2.1 การเตรียมตัวอย่างโดยใช้ Econo-Pac 10 DG desalting column 

ก่อนใช้คอลัมน์ต้องท าให้คอลัมน์มีความสมดุลพร้อมส าหรับใช้งาน โดยการเติม application buffer 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 3.1) ลงในคอลัมน์ จากนั้นน าตะกอนที่ละลายด้วย 10 mM 
PBS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใส่ลงในคอลัมน์ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และชะด้วย 4 มิลลิลิตร 
ของ application buffer ท าให้ได้ 1 fraction ที่ไม่มีแอมโมเนียมซัลเฟตปะปนกับตัวอย่างที่ต้องการ
แยกซึ่งสามารถทดสอบปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหลืออยู่ได้ด้วย Nessler’s reagent ซึ่งการ
เตรียม Nessler’s reagent (ภาคผนวก ข 2.2)  

 
  3.6.2.2 การท าบริสุทธิ์ IgG โดยใช้ Econo-Pac Serum IgG Purification 

column  
ก่อนใช้คอลัมน์ต้องท าให้คอลัมน์มีความสมดุลพร้อมส าหรับใช้งาน โดยการเติม regeneration 

buffer ปริมาตร 40 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 3.2) ลงในคอลัมน์ จากนั้นน า fraction ที่มีปริมาตร 4 
มิลลิลิตร ซึ่งได้จากการก าจัดแอมโมเนียมซัลเฟตด้วยคอลัมน์ Econo-Pac 10DG column ใส่ลงใน
คอลัมน์ Econo-Pac Serum IgG Purification column (BioRad) ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อ
นาที จากนั้นชะด้วย application buffer ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยเก็บ 4 มิลลิลิตรต่อ fraction 
โดย 1 รอบของการท าบริสุทธิ์จะได้ทั้งหมด 5 fraction จากนั้นล้างคอลัมน์ด้วย regeneration 
buffer ปริมาตร 20 มิลิลิตร และน าแต่ละ fraction ที่ได้ไปวัดปริมาณโปรตีน 
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3.7 การวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดของตัวอย่างที่ได้จากการการท าบริสุทธิ์ IgG โดยใช้ Econo-Pac Serum 

IgG Purification column วัดโดยใช้วิธี Bradford assay (Bradford, 1976) (ภาพผนวกที่ จ.18) 
โดยใช้ Bovine serum albumin (SIGMA, USA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน การเตรียมความเข้มข้นของ
โปรตีนมาตรฐานที่ 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 และ 1,600 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
ลงใน 96 well plate (ภาพที่ 3.1) จากนั้นท าการเจือจางตัวอย่างที่ต้องการวัดปริมาณโปรตีนที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ตามต้องการ และใส่ใน 96 well plate ปริมาตร 160 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม และ dye 
reagent concentrate ปริมาตร 40 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 5 นาที 
แต่ไม่ควรไว้นานเกิน 1 ชั่วโมง และน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร โดยใช้
โปรแกรม SOFTmax PRO 4.3.1 LS 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.1 รูปแบบของการเตรียมความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐานลงใน 96 well plate 
 

3.8 การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน  
 
 3.8.1 การทดสอบการเลือกบัฟเฟอร์ (blocking) ส าหรับน ามาใช้วัดปริมาณของอิมมูโน
โกลบูลินโดยวิธี ELISA 
 บัฟเฟอร์ที่เลือกน ามาทดสอบทั้งหมดมี 3 ชนิด คือ 
  (1) 13.5% Normal Humam Serum 
  (2) 5% Skim milk + 1% Tween20 ใน 10 mM PBS ที่ pH 7.4±0.1 
  (3) 0.5% Casein + 0.5% BSA ใน 10 mM PBS ที่ pH 7.4±0.1 
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การเตรียมสารส าหรับท า ELISA (ภาคผนวก ข 1) จากนั้นเคลือบหลุมของถาด 96 หลุม 
(96-Well Plates) ด้วย Goat anti-Mouse IgG ที่เตรียมใน 18 mM carbonate buffer, pH 9.0 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน และล้างด้วย 10 mM 
phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 ต่อจากนั้น block ด้วย บัฟเฟอร์ที่ต้องการน ามาทดสอบ
ทั้งสามชนิด ล้างถาดหลุมจากนั้นใส่ Mouse IgG ที่ความเข้มข้น 0, 0.015, 0.031, 0.062, 0.12, 
0.25, 0.5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง ล้างถาดหลุมและใส่ Goat anti-mouse IgG-HRP conjugate 
(1: 10000) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง
ถาดหลุมอีกครั้งและใส่ SureBlueTM TMB Microwell Peroxidase Substrate  (1-Component) 
(KPL, USA) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา
โดยเติม 0.2 M sulfuric acid ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุมน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร 

 
 3.8.2 การทดสอบความเข้มข้นของ Goat anti-mouse IgG-HRP (conjugate) ส าหรับ
น ามาใช้วัดปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี ELISA 

เคลือบหลุมของถาด 96 หลุม (96-Well Plates) ด้วย Goat anti-Mouse IgG ที่เตรียมใน 
18 mM carbonate buffer, pH 9.0 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ข้ามคืน และล้างด้วย 10 mM PBS, pH 7.4 ต่อจากนั้น block ด้วย บัฟเฟอร์ที่เลือกใช้ในข้อ 3.6.1 
ล้างถาดหลุมจากนั้นใส่ Mouse IgG ที่ความเข้มข้น 0, 0.015, 0.031, 0.062, 0.12, 0.25, 0.5 และ 
1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-3 ชั่วโมง ล้างถาดหลุมและใส่ Goat anti-mouse IgG-HRP (conjugate) ตามอัตราส่วนความ
เข้มข้นที่ต้องการทดสอบ ได้แก่ 1:1000, 1:2000, 1:2500, 1:3000, 1:3500, 1:4000, 1:4500, 
1:6000, 1:8000, 1:10000, 1:20000, 1:30000 และ 1:40000 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างถาดหลุมอีกครั้งและใส่ SureBlueTM TMB 
Microwell Peroxidase Substrate  (1-Component) (KPL, USA) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 0.2 M sulfuric acid ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
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3.8.3 วัดปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี ELISA 
วัดปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินโดยวิธี ELISA ซึ่งเคลือบหลุมของถาด 96 หลุม (96-

Well Plates) ด้วย Goat anti-Mouse IgG ที่เตรียมใน 18 mM carbonate buffer, pH 9.0 บ่มไว้
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ล้างด้วย 10 mM PBS, pH 7.4 ต่อจากนั้น block ด้วย 5% 
skimmed milk, 1% Tween 20 ที่เตรียมใน10mM PBS ล้างถาดหลุม จากนั้นใส่ตัวอย่างที่ได้จาก
การท าบริสุทธิ์ลงในแต่ละหลุม และใช้ Mouse IgG เป็นโปรตีนมาตรฐาน บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง ล้างถาดหลุม และใส่ Goat anti-mouse IgG-HRP conjugate (1: 
10000) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างถาดหลุมอีกครั้ง และใส่ 
SureBlueTM TMB Microwell Peroxidase Substrate (1-Component) (KPL, USA) บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 0.2 M sulfuric acid (H2SO4) น าไป
วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

 
3.9 ทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจน 

3.9.1 ทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-
15ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อแอนติเจน  

การทดสอบความสามารถของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการจับกับแอนติเจนโดย
วิธี typing ELISA ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ทางทหาร (Innis et al., 1989) (ภาพผนวกที่ จ.
19) เคลือบหลุมของถาด 96 หลุม (96-Well Plates) ด้วย Goat anti-Mouse IgG ที่ค่าการเจือจาง
ในอัตราส่วน 1:400 ที่เตรียมใน 6 mM carbonate buffer, pH 9.0±0.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน และล้างด้วย 0.5% BSA ใน 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 
ต่อจากนั้นเติม 1% BSA ใน 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 250 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง เติม anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์จากข้อ 3.4.2 ที่อัตราส่วนความเข้มข้นของการเจือจางต่าง ๆ ดังนี้ 1:10, 1:100 และ 1:1000 
และน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมแอนติเจน (Dengue virus type1) 
ที่ความเข้มข้นของการเจือจาง 1:2 โดยเจือจางใน 0.5% BSA ที่ผสมอยู่ใน 20% NHS (acetone 
extracted) และ 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ข้ามคืน และเติม Human anti-flavivirus IgG-HRP โดยเจือจางในบัฟเฟอร์0.5% BSA ที่
ผสมอยู่ใน 20% NHS (acetone extracted) และ 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 25 
ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง เติม o-phenylenediamine (OPD) หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30±15 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วย 2M sulfuric 
acid น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
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3.9.2 ทดสอบความจ าเพาะของ ของ anti-flavivirus group antigen clone D1-
4G2-4-15 ต่อแอนติเจน 

เคลือบหลุมของถาด 96 หลุม (96-Well Plates) ด้วย Goat anti-Mouse IgG ที่ค่า
การเจือจางในอัตราส่วน 1:400 ที่เตรียมใน 6 mM carbonate buffer, pH 9.0±0.2 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน และล้างด้วย 0.5% BSA ใน 10 mM PBS, pH 
7.4±0.1 ต่อจากนั้นเติม 1% BSA ใน 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 250 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง เติม anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ผ่าน
การท าบริสุทธิ์จากข้อ 3.4.2 ที่อัตราส่วนความเข้มข้นของการเจือจางที่ 1:1000 บ่มที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมแอนติเจน โดยใช้แอนติเจนคือ Dengue virus type1 และ 
Japanese Encephalitis Vaccines ได้แก่ CD.JEVAX® (Inj.) ของ บริษัท Chengdu Institute of 
Biological Products ประเทศจีน, IMOJEV® ของบริษัท Sanofi Pasteur Ltd. ประเทศออสเตรเลีย
, J.E. (Beijing) – GPO ขององค์การเภสัชกรรมประเทศไทย และ JEVAXTM ของบริษัท Liaoning 
Cheng Da Biotechnology Co., Ltd. ประเทศจีน อัตราส่วนความเข้มข้นของการเจือจางแอนติเจน 
ได้แก่ ไม่เจือจาง, 1:2, 1:10 และ 1:50 โดยแอนติเจนถูกเจือจางใน 0.5% BSA ที่ผสมอยู่ใน 20% 
NHS (acetone extracted) และ 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน และเติม Human anti-flavivirus IgG-HRP โดยเจือจางในบัฟเฟอร์0.5% 
BSA ที่ผสมอยู่ใน 20% NHS (acetone extracted) และ 10 mM PBS, pH 7.4±0.1 หลุมละ 25 
ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง เติม o-phenylenediamine (OPD) หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30±15 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วย 2M sulfuric 
acid น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.2 แอนติเจนส าหรับทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen clone  

D1-4G2-4-15 
 

CD.JEVAX® (Inj.)     JEVAXTM         J.E. (Beijing) – GPO                     IMOJEV® 
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3.10 ทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 
 การทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ท าโดย
แบ่ง anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์เป็น 10 หลอด 
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นน าตัวอย่างที่เก็บมาทดสอบความ
คงทนโดยวิธี typing ELISA ตามข้อ 3.7.1 โดยใช้แอนติเจนที่มีความจ าเพาะกับจีนัส flavivirus คือ 
Dengue virus type 1 ทุกสัปดาห์ สัปดาห์ละ 1 หลอด จนครบเป็นเวลาทั้งหมด 10 สัปดาห์ 
(Morgenthaler et al., 2006) 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) และการเพิ่มจ านวนเซลล์ 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 

10% ซีรั่มของตัวอ่อนลูกวัว (FBS) โดยเริ่มจากการละลายเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่ถูกเก็บไว้ใน
ไนโตรเจนเหลวในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มของตัวอ่อนลูกวัว
ใน 6 well plate และเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 1 ครั้ง และสังเกตลักษณะ
ของเซลล์และสีของอาหารเลี้ยงเซลล์ (ภาพผนวกที่ จ.2 และ ภาพผนวกที่ จ.3) รวมถึงการเพ่ิม
จ านวนของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับเป็นเวลา 3 - 5 วัน (ภาพที่ 4.1) พบว่าหลังจากที่มี
การละลายเซลล์ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มและเปลี่ยนอาหารหลังจากละลายเซลล์แล้วนั้น 
เซลล์มีลักษณะอยู่กันเป็นกลุ่ม ๆ คล้ายพวงองุ่น เซลล์มีความใสมันวาวขอบเรียบ (ภาพที่ 4.1 ก) ซึ่ง
นักวิจัยหลายท่านได้มีการเพาะเลี้ยง hybridoma cell ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 
10% ซีรั่มเช่นเดียวกัน โดยตัวอย่างของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ ได้แก่ D1-4G2-4-15 
(Watanabe & Vasudevan, 2014), EHMES-1 human mesothelioma cells (Umitsu et al., 
2016), murine IL-3 dependent pro-B cell line (Kawada et al., 2017), Monoclonal 
Antibody Against Human Sortilin (Ghaemimanesh et al., 2015) เป็นต้น ต่อมาเมื่อผ่านไป 
48 ชั่วโมง (วันที่ 2) เซลล์เริ่มมีการตายเพิ่มมากขึ้น โดยจะสังเกตเห็นเซลล์ตายที่ก้นหลุมนั้นมีลักษณะ
เป็นตะกอนขุยขาว ๆ และเซลล์บางส่วนเริ่มมีสีขุ่นไม่ใส ขอบของเซลล์จะมีลักษณะหยัก หมายความ
ว่าเซลล์เหล่านี้มีแนวโน้มที่จะมีการตายเพ่ิมขึ้น แต่ก็ยังมีเซลล์ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ ยังมีลักษณะ
ของเซลล์ที่ใส วาว ขอบเรียบ แต่เซลล์จะเริ่มกระจายออกเป็นเซลล์เดี่ยว ๆ ไม่มีการอยู่เป็นกลุ่ม (ภาพ
ที่ 4.1 ข) เมื่อผ่านไป 72 ชั่วโมง (วันที่ 3) เนื่องจากสีของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเปลี่ยนเป็น
สีโอรสถึงเกือบจะเป็นสีเหลืองจึงต้องมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มใหม่ และน าเซลล์ที่
ตายซึ่งมีลักษณะเป็นตะกอนขุยขาว ๆ ตกรวมกันที่บริเวณก้นหลุมออก เพ่ือให้เซลล์ที่มีชีวิตรอดจาก
การละลายเซลล์นั้นสามารถเจริญเติบโตได้ดีขึ้น ลักษณะของเซลล์  (ภาพที่ 4.1 ค) เมื่อเวลาผ่านไป 
96 ชั่วโมง (วันที่ 4) เซลล์ที่มีชีวิตรอดมีการเพ่ิมจ านวนมากขึ้นจนเต็มหลุม เซลล์มีลักษณะใส วาว 
ขอบเรียบ (ภาพที่ 4.1 ง) เซลล์ให้มีความแข็งแรงพร้อมทั้งให้เซลล์มีลักษณะของเซลล์ที่แข็งแรง
สมบูรณ์พร้อมส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (ภาพที่ 4.3 และ ภาพ
ผนวกที่ จ.7) จึงเริ่มท าการ subculture เมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (Exponential phase) 
จึงย้ายเซลล์ไปเพาะเลี้ยงยังหลุมใหม่ (subculture) โดยใช้จ านวนเซลล์เริ่มต้นที่มากกว่า 2 x 105 
เซลล์ต่อมิลลิลิตรใน 1 หลุม (ภาคผนวกที่จ.5) และต้องมีการ subculture ทุก ๆ 3 - 5 วันเป็น
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จ านวนอย่างน้อย 3 - 5 ครั้ง (passage) เพ่ือให้ได้เซลล์ที่มีความแข็งแรงสมบูรณ์ พร้อมส าหรับผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดี หลังจาก subculture ครั้งที่ 1 ลักษณะของเซลล์ มีลักษณะของการตายลด
น้อยลง เซลล์ที่มีชีวิตรอดและเพ่ิมจ านวนนั้นมีลักษณะ ขอบเรียบ ใส วาว (ภาพที่ 4.2) ลักษณะของ
เซลล์หลังจาก subculture ครั้งที่ 1 ที่ก าลังขยาย 10X, 20X, และ 40X ต่อจากนั้นมีการ 
subculture ครั้งที่ 2 ลงใน flask T75 เพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ และ subculture ครั้งที่ 3 ลงใน flask 
T162 เพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ให้มากขึ้นและเตรียม เซลล์ D1-4G2-4-15 หลังจากการ subculture ครั้ง
ที่ 3 (ภาพผนวกที ่จ.8) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.1 ลักษณะของเซลล์ D1-4G2-4-15 ภายหลังการละลายเซลล์ที่ถูกเก็บไว้ใน

ไนโตรเจนเหลวลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
ก. เซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% 

ซีรั่ม หลังจากละลายเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (วันที่ 1) 
ข. เซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% 

ซีรั่ม หลังจากละลายเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (วันที่ 2) 
ค. เซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% 

ซีรั่ม หลังจากละลายเซลล์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (วันที่ 3) 
ง. เซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่เสริมด้วย 10% 

ซีรั่ม หลังจากละลายเซลล์เป็นเวลา 96 ชั่วโมง (วันที่ 4) 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 4.2 ลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 หลังการ subculture ครั้งที่ 1 ที่ก าลังขยายต่าง ๆ 

ก. ลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 หลังการ subculture ครั้งที่ 1 ทีก่ าลังขยาย 4X 

ข. ลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 หลังการ subculture ครั้งที่ 1 ทีก่ าลังขยาย 10X 

ค. ลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 หลังการ subculture ครั้งที่ 1 ทีก่ าลังขยาย 40X 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
ภาพที่ 4.3 ลักษณะของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่ก าลังขยาย 40X หลังการ subculture ครั้งที่ 3 ที่
แข็งแรงสมบูรณ์พร้อมที่จะน าไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
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4.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® HB-112TM) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก
ซีรั่ม 

การเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยแบ่งวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์
ออกเป็น 2 วิธี คือ วิธี Direct adaptation และ Sequential adaptation ซ่ึงแต่ละวธิใีช้อาหารเลี้ยง
เซลล์ 2 ชนิด คือ CD Hybridoma medium (gibco) และ Hybridoma-SFM medium (gibco) ซึ่ง
พบว่าเมื่อน าแต่ละวิธีและแต่ละชนิดของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มมาเปรียบเทียบกันได้
ผลการวิจัยดังต่อไปนี้ 

 4.2.1 CD Hybridoma medium 
เซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium (ภาพผนวกที่ จ.13) 

ผลการวิจัยพบว่า เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ D1-4G2-4-15 ของวิธีทั้งสองวิธี คือ 
Direct adaptation และ Sequential adaptation (75:25, 50:50, 25:75 และ 0:100) ในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium พบว่า ความหนาแน่นของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม มีความหนาแน่นสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแน่นของเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มที่เลี้ยงในทั้งสองวิธี แต่เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่น
ของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มเหมือนกันแต่วิธีการเพาะเลี้ยงนั้นแตกต่าง
กัน พบว่าความหนาแน่นของเซลล์ที่ เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 
Sequential adaptation มีความหนาแน่นสูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Direct adaptation และ
เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ที่ เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยใช้วิธี 
Sequential adaptation ในอัตราส่วนต่าง ๆ พบว่าที่อัตราส่วน 75:25 มีความหนาแน่นของเซลล์
สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราส่วนที่ 50:50, 25:75 และ 0:100 ตามล าดับ ค่าเฉลี่ยความหนาแน่น
ของเซลล์ที่มีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium ที่สภาวะต่าง ๆ (ภาคผนวก ค 
ตาราง ค.1) เซลล์ D1-4G2-4-15 มีระยะ lag phase ในวันที่ 0 - 2 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ ส่วน
ระยะ exponential phase เริ่มวันที่ 3 และสิ้นสุดของระยะ exponential phase ลงใน วันที่ 5 
ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ สุดท้ายเซลล์เข้าสู่ช่วงระยะ stationary phase ในวันที่ 6 ของการเพาะเลี้ยง
เซลล์ (ภาพที่ 4.4)  

เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริม

ด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium) (ภาพที่ 4.5) 

พบว่าเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 เริ่มต้นที่มีชีวิตมีมากกว่า 90% ก่อนที่จะท าการ 

subculture ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยที่เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มี

ชีวิตรอดที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Sequential adaptation มีเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิต
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รอดมากกว่าเซลล์ทีเ่พาะเลี้ยงโดยวิธี Direct adaptation และเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Sequential adaptation ที่อัตราส่วน 75:25 มีเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-

4-15 ที่มีชีวิตรอดสูงที่สุดและที่อัตราส่วน 50:50 มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดมากกว่าที่อัตราส่วน 

25:75 และ 0:100 ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Direct 

adaptation มีแนวโน้มการลดลงอย่างรวดเร็วกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Sequential adaptation

การเปรียบเทียบการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริม

ด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium) โดยวัดค่า

ดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร และค่าที่ได้จากการวัดมากกว่าหรือเท่ากับ 0.2 สามารถสรุปได้ว่าเป็น 

positive หมายความว่าเซลล์ D1-4G2-4-15 มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ

แอนติเจนที่อยู่ในจีนัส flavivirus ซึ่งใช้ Dengue virus type1 เป็นแอนติเจนตัวแทนของจีนัส 

flavivirus ในการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดที่เซลล์ D1-4G2-4-15 ที่ผลิตขึ้น

ทั้งในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มและปราศจากซีรั่มของทั้งสองวิธีการเลี้ยงซึ่งมีการเริ่มผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีตั้งแต่วันแรกของการเลี้ยงเซลล์ (ภาพที่ 4.6) โดยที่ลักษณะของเซลล์ D1-4G2-4-

15 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium) โดยวิธี Direct 

adaptation หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน (ภาพที่ 4.7) และลักษณะเซลล์ D1-4G2-4-15 

ที่เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium) โดยวิธี 

Sequential adaptation (ภาพที่ 4.8)  เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD 

Hybridoma medium ที่สภาวะต่าง ๆ (ภาคผนวก ค ตาราง ค.2) หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็น

เวลา 7 วัน ที่ก าลังขยายต่าง ๆ พบว่าเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Direct adaptation มี

ลักษณะของเซลล์ส่วนใหญ่เป็นขอบหยัก ฝ่อ ซึ่งจะเป็นเซลล์ที่ตายในที่สุด และยังมีเซลล์ที่ตายอยู่ก้น

ขวดเลี้ยงเซลล์ประมาณ 80% เนื่องจากวิธี Direct adaptation เป็นการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เปลี่ยนจาก

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มแบบทันที โดยไม่มีการ 

subculture ระหว่างที่เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มจึงท าให้เซลล์มีอัตราการ

ตายเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ซึ่งแตกต่างจากวิธี Sequential adaptation ที่มีการ subculture ในทุก ๆ 

อัตราส่วนและค่อย ๆ ลดเปอร์เซ็นของอาหารเลี้ยงเซลล์ลงอย่างช้า ๆ จึงท าให้เซลล์มีลักษณะวาว ใส 

ขอบเรียบ เป็นส่วนใหญ่ซึ่งหมายความว่าเซลล์เหล่านั้นเป็นเซลล์ที่มีชีวิตรอดและแข็งแรงอยู่ตลอดซึ่ง

พร้อมจะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่อยู่ในจีนัส flavivirus  
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ภาพที่ 4.4 การเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์

ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium) 

(-♦-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 

(-■-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Direct 

adaptation 

(-▲-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (75:25) 

(-X-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (50:50)  

(-›|‹-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (25:75) 

(-●-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 

Sequential adaptation (0:100) 
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ภาพที่ 4.5 การเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium)  

(-♦-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 

10% ซีรั่ม 

(-■-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Direct 

adaptation 

(-▲-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (75:25) 

(-X-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10%ซีรั่มต่อ 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก

ซีรั่ม (50:50)  

(-›|‹-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (25:75) 

(-●-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 

Sequential adaptation (0:100)    

80

85

90

95

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8

%
 ข

อง
เซ

ลล
์ที่ม

ีชีว
ิตร

อด
 

เวลา (วัน) 

เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด 
10% FBS

Direct
adaptation
75:25 

50:50 

25:75 

0:100 



Ref. code: 25595609032080CWR

76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.6 การเปรียบเทียบการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD Hybridoma medium)  

(-♦-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 

10% ซีรั่ม 

(-■-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Direct 

adaptation 

(-▲-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (75:25) 

(-X-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (50:50)  

(-›|‹-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (25:75) 

(-●-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 

Sequential adaptation (0:100) 
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ภาพที่ 4.7 เซลล์ D1-4G2-4-15 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
(CD Hybridoma medium) โดยวิธี Direct adaptation หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน ที่
ก าลังขยายต่าง ๆ 
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ภาพที่ 4.8 เซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
(CD Hybridoma medium) โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วนของอาหารเลี้ยงเซล์ที่
เสริมด้วยซีรั่มตอ่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม ทีก่ าลังขยายต่าง ๆ 
  

4.2.2 Hybridoma-SFM medium  

การเพาะเลี้ยงเซลล์โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium (ภาพผนวกที่ 
จ.12) ผลการวิจัยพบว่า เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ D1-4G2-4-15 ของวิธีทั้งสองวิธี 
คือ Direct adaptation และ Sequential adaptation (75:25, 50:50, 25:75 และ 0:100) ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium พบว่า ความหนาแน่นของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม มีความหนาแน่นสูงสุด เมื่อเทียบกับความหนาแน่นของเซลล์ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มของทั้งสองวิธี แต่เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium ที่เหมือนกันแต่วิธีการเลี้ยงที่แตกต่างกัน
นั้น ผลการวิจัยพบว่าความหนาแน่นของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 
Sequential adaptation มีความหนาแน่นสูงกว่าเซลล์ที่เลี้ยงโดยวิธี Direct adaptation และ
เปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ที่ เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มโดยใช้วิธี 
Sequential adaptation ในอัตราส่วนต่าง ๆ พบว่าที่อัตราส่วน 75:25 มีความหนาแน่นสูงสุด เมื่อ
เทียบกับอัตราส่วนที่ 50:50, 25:75 และ 0:100 ตามล าดับ ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิต
รอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium ที่สภาวะต่าง ๆ (ภาคผนวก ค ตาราง ค.3) 
เซลล์ D1-4G2-4-15 มีระยะ lag phase ในวันที่ 0-2 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ ระยะ exponential 
phase เริ่มวันที่ 3 และสิ้นสุดวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ สุดท้ายเซลล์เข้าสู่ช่วงระยะ stationary 
phase ในวันที่ 6 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ เช่นเดียวกับอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium 
(ภาพที่ 4.9) 

0: 100 (10X)      0: 100 (40X) 
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เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริม

ด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Hybridoma-SFM medium) พบว่า

เปอร์เซ็นต์เซลล์เริ่มต้นของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอดมีมากกว่า 90% ก่อนที่จะ subculture 

ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยที่เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตที่เลี้ยงโดย

วิธี Sequential adaptation มีเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอดมากกว่าเซลล์ที่เลี้ยง

โดยวิธี Direct adaptation และเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มโดยวิธี 

Sequential adaptation ที่อัตราส่วน 75:25 มีเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด

สูงสุดและท่ีอัตราส่วน 50:50 มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดมากกว่าที่อัตราส่วน 25:75 และ 0:100 

ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium ที่สภาวะต่าง 

ๆ (ภาคผนวก ค ตาราง ค.4) เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์โดยวิธี Direct adaptation มี

แนวโน้มของการลดลงอย่างรวดเร็วกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Sequential adaptation 

เช่นเดียวกับการเลี้ยงด้วย CD Hybridoma medium (ภาพที่ 4.10) 

การเปรียบเทียบการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Hybridoma-SFM medium) 

ก่อนท าบริสุทธิ์ พบว่าเซลล์ D1-4G2-4-15 สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ

แอนติเจนในจีนัส flavivirus ขึ้นทั้งในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วยซีรั่มและปราศจากซีรั่มของทั้งสอง

วิธีการเลี้ยงมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเริ่มขึ้นตั้งแต่วันแรกของการเพาะเลี้ยงเซลล์และผลิตโม

โนโคลนอลแอนติบอดีได้ค่าดูดกลืนแสงที่ใกล้เคียงกัน เพราะฉะนั้นสามารถใช้ได้ทั้งสองวิธีในการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ภาพที่ 4.11) ลักษณะของเซลล์ 

D1-4G2-4-15 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Hybridoma-SFM medium) โดยวิธี 

Direct adaptation หลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน (ภาพที่ 4.12)  และ ลักษณะของเซลล์ 

D1-4G2-4-15 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Hybridoma-SFM medium) โดยวิธี 

Sequential adaptation หลังเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน ที่ก าลังขยายต่าง ๆ (ภาพที่ 4.13)  

พบว่าเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Direct adaptation มีลักษณะของเซลล์ส่วนใหญ่เป็น

ขอบหยัก ฝ่อ และตายมากกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Sequential adaptation โดยเซลล์ส่วนใหญ่

ยังมีลักษณะวาว ใส ขอบเรียบ เช่นเดียวกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma 

medium 
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ภาพที่ 4.9 การเปรียบเทียบความหนาแน่น D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด ในอาหารเลี้ยงเซลล์

ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Hybridoma-SFM medium)  

(-♦-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 

10% ซีรั่ม 

(-■-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Direct 

adaptation 

(-▲-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (75:25) 

(-X-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (50:50)  

(-›|‹-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (25:75) 

(-●-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 

Sequential adaptation (0:100) 
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ภาพที่ 4.10 การเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มีชีวิตรอด ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (Hybridoma-SFM 

medium) 

(-♦-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 

10% ซีรั่ม 

(-■-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Direct 

adaptation 

(-▲-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (75:25) 

(-X-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (50:50)  

(-›|‹-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (25:75) 

(-●-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 

Sequential adaptation (0:100) 
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ภาพที่4.11 การเปรียบเทียบการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของเซลล์ D1-4G2-4-15 ที่มี

ชีวิต ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม และในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 

(Hybridoma-SFM medium)  

(-♦-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 

10% ซีรั่ม  

(-■-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี Direct 

adaptation 

(-▲-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (75:25) 

(-X-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 50% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (50:50)  

(-›|‹-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 โดยวิธี Sequential adaptation ในอัตราส่วน

ระหว่าง 25% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ต่อ 75% ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ปราศจากซีรั่ม (25:75) 

(-●-) การเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม โดยวิธี 

Sequential adaptation (0:100) 
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ภาพที่ 4.12 เซลล์ D1-4G2-4-15 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
(Hybridoma-SFM medium) โดยวิธี Direct adaptation หลังเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน ที่
ก าลังขยายต่าง ๆ 
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ภาพที่ 4.13 เซลล์ D1-4G2-4-15 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 
(Hybridoma-SFM medium) โดยวิธี Sequential adaptation ที่อัตราส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
เสริมด้วยซีรั่มต่ออาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม ที่ก าลังขยายต่าง ๆ 

4.3 การท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดี  

 จากการน าของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารที่ปราศจาก
ซีรั่ม คือ CD Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM medium ของทั้งสองวิธีที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 
คือ Direct adaptation และ Sequential adaptation มาทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อแอนติเจนที่อยู่ในจีนัส flavivirus โดยวิธี tryping ELISA นั้นจากผลการทดสอบพบว่า
ในของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารที่ปราศจากซีรั่มมีความจ าเพาะของโม
โนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนที่อยู่ในจีนัส flavivirus จึงน าของเหลวเหนือตะกอนนั้นมาท า
บริสุทธิ์โดยเริ่มต้นจากการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเป็นวิธีที่สามารถลดปริมาณ
ตัวอย่างและท าบริสุทธิ์อิมมูโนโกลบูลินได้วิธีหนึ่ง โดยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวเติมจนได้ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 50% เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว หลังจากการตกตะกอนน าตะกอนที่ได้นั้น
ละลายด้วย 10 mM PBS มาท าบริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไป โดยใช้วิธีการท าบริสุทธิ์และคอลัมน์ในข้อ 
3.6 ซึ่งคอลัมน์ Econo-Pac 10 DG desalting column ใช้ส าหรับเตรียมตัวอย่างเพ่ือเอาเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ปะปนอยู่กับตัวอย่างในขั้นตอนการตกตะกอนออก หลังจากที่ตัวอย่างผ่าน
คอลัมน์แล้ว จึงน ามาทดสอบปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตด้วย Nessler’s reagent น้ ายาชนิดนี้
เตรียมขึ้นจากการผสมปรอทคลอไรด์ (HgCl2) โปตัสเซียมไอโอไดด์ (KI) ในสารละลายด่างท าให้ได้
สารประกอบ K2HgI4 เกิดขึ้น ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยากับแอมโมเนียได้ (ภาพที่ 4.14) ท าให้ได้ตะกอน
สีเหลือง ส้ม หรือน้ าตาลขึ้นกับปริมาณแอมโมเนียที่มีอยู่ในตัวอย่าง (ภาพที่ 4.15)  

0: 100 (10X)      0: 100 (40X) 
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ภาพที่ 4.14 Nessler's reagent ท าปฏิกิริยากับแอมโมเนียได้ตะกอนสีเหลือง ส้ม หรือน้ าตาลขึ้นกับ
ปริมาณแอมโมเนีย (Zhou & Boyd, 2016) 
 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.15 ตัวอย่างคอลัมน์ Econo-Pac 10 DG desalting column และน ามาทดสอบด้วย 
Nessler's reagent 
 

เมื่อมีปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอยู่ปริมาณมากท าให้เมื่อทดสอบแล้วได้ตะกอนสี
เหลืองอมส้มในตัวอย่างที่ทดสอบ แต่ถ้าไม่มีปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอยู่ในตัวอย่างเมื่อ
ทดสอบแล้วตัวอย่างจะคงเป็นสีขาวใสดังเดิม จากนั้นน าตัวอย่างที่ผ่านคอลัมน์ Econo-Pac 10 DG 
desalting column มาแยกอิมมูโนโกลบูลินโดยใช้คอลัมน์ Econo-Pac Serum IgG Purification 
column ซึ่งหลังจากตัวอย่างผ่านคอลัมน์จะได้ปริมาณสารละลาย IgG ปริมาตร 4 มิลลิลิตรต่อ 
fraction โดย 1 รอบของการท าบริสุทธิ์จะได้ทั้งหมด 5 fraction เมื่อน า fraction ไปวัดปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดที่ค่าดูดกลืนแสง 595 นาโนเมตร (ภาคผนวก ง ตาราง ง.1.1) จากนั้นน ามาสร้าง
กราฟ ( ภาพที่ 4.14 และ ภาพที่ 4.15) พบว่าจะมีส่วนของยอดพีคซึ่งเป็น fraction ที่มีค่าดูดกลืน
แสงที่มากที่สุด 1-3 อันดับ (แสดงในจุดของกราฟที่อยู่ในวงกลมสีแดง) น ามารวมกันเพ่ือที่จะไปวัด
ปริมาณ IgG ที่ได้จากการท าบริสุทธิ์โดยวิธี ELISA ต่อไป ซึ่งปริมาณโปรตีนทั้งหมดนั้นสามารถค านวณ
เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (BSA) (ภาพผนวกที่ ง 2.3.1) และค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณ
โปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM medium โดยใช้วิธี 
Bradford assay (ภาคผนวก ง ตารางผนวกท่ี ง 2.3.1 และ 2.3.2) 
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ภาพที่4.16 โครมาโทแกรมการวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ค่าดูดกลืนแสง 595 นาโนเมตร
ของเซลล์ที่ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่4.17 โครมาโทแกรมการวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ค่าดูดกลืนแสง 595 นาโนเมตร
ของเซลล์ที่ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium 
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4.4 การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 
การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี ELISA นั้นจ าเป็นต้องมีการเลือกบัฟเฟอร์ (blocking) ที่มีค่า

ดูดกลืนแสงใกล้ 0 มากที่สุดเนื่องจากจะท าให้ได้ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่ถูกต้องแท้จริง เพราะฉะนั้น
จึงจ าเป็นต้องมีการทดสอบบัฟเฟอร์ดังข้อ 3.8.1 โดยบัฟเฟอร์ที่เลือกน ามาทดสอบทั้งหมดมี 3 ชนิด 
คือ 
  (1) 13.5% Normal Human Serum 
  (2) 5% Skim milk + 1% Tween 20 ใน 10 mM PBS ที่ pH 7.4±0.1 
  (3) 0.5% Casein + 0.5% BSA ใน 10 mM PBS ที่ pH 7.4±0.1 
จากค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของบัฟเฟอร์ที่น ามาทดสอบ (ตารางที่ 4.1) พบว่าเมื่อทดสอบบัฟเฟอร์ 
โดยใช้ mouse IgG ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 0-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการวัด
ค่าดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร IgG ที่ความเข้มข้น 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนั้น ที่บัฟเฟอร์ 13% 
NHS ให้ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.100 ส่วนบัฟเฟอร์ 5% Skim milk + 1% Tween20 
ให้ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.001 และ บัฟเฟอร์ 0.5% Casein + 0.5% BSA ให้ค่าเฉลี่ย
ของค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.003 เมื่อน าค่าทั้งสามมาเปรียบเทียบกันพบว่า ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืน
แสงของ บัฟเฟอร์ 5% Skim milk + 1% Tween20 และ 0.5% Casein + 0.5% BSA มีค่า
ใกล้เคียง 0 มากที่สุดซึ่งเหมาะสมส าหรับการน าไปใช้เป็นบัฟเฟอร์ในการวัดปริมาณ IgG โดยวิธี 
ELISA ค่าดูดกลืนแสงของบัฟเฟอร์ทั้งสามชนิดที่ค่าความเจือจางของ Goat anti-mouse IgG-HRP 
1:1000 และ 1:2000 (ภาคผนวก ง ตาราง ง 2.1) ซึ่งงานวิจัยนี้ได้เลือก บัฟเฟอร์ 5% Skim milk + 
1% Tween20 มาใช้ เนื่องจากขั้นตอนการเตรียมบัฟเฟอร์ง่ายและใช้เวลาการเตรียมน้อยกว่าการ
เตรียม บัฟเฟอร์ 0.5% Casein + 0.5% BSA 

การทดสอบความเข้มข้นของ conjugate ส าหรับน ามาใช้วัดปริมาณของอิมมูโนโกล                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
บูลินโดยวิธี ELISA ดังข้อ 3.8.2 นั้น ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของ Goat anti-mouse IgG-HRP ที่ความ
เจือจางต่าง ๆ (ภาคผนวก ง ตาราง 2.2.1 และ ตาราง 2.2.2) พบว่าที่ความเข้มข้นของ Goat anti-
mouse IgG-HRP (conjugate) ที่ความเจือจาง 10,000 เท่า ค่าดูดกลืนแสงที่ความเข้มข้น IgG ต่าง 
ๆ นั้นมีค่าอยู่ระหว่าง 0.000-1.661 และระยะเวลาในการหยุดปฏิกิริยา 15 นาที ซึ่งอยู่ระหว่าง 
30±15 นาที ตามท่ีก าหนดไว้จึงเลือกใช้ Goat anti-mouse IgG-HRP ที่ความเจือจาง 10,000 เท่า 

เมื่อเลือกบัฟเฟอร์โดยใช้ 5% Skim milk + 1% Tween 20 และ เลือกใช้ Goat anti-
mouse IgG-HRP ที่ความเจือจาง 10,000 เท่า เพ่ือใช้ในการหาปริมาณอิมมูโนโกลบูลินดังข้อ 3.8.3 
และค านวณโดยใช้กราฟโปรตีนมาตรฐานของ Mouse IgG ที่ความเข้มข้นต่าง (ภาคผนวก ง ภาพ
ผนวกที่ ง 2.4.1) ท าให้ได้ปริมาณโปรตีนทั้งหมด และปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
CD Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM medium (ตารางที่ 4.2 และ ตารางที่ 4.3) 
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ตามล าดับ จากเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหาร CD Hybridoma medium โดยวิธี Direct 
adaptation ท าให้ได้ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเฉลี่ย 307.58±90.52 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินเฉลี่ยเท่ากับ 36.47±6.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนที่เลี้ยงโดยวิธี 
Sequential adaptation ท าให้ได้ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเฉลี่ย 359.96±89.89 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และปริมาณอิมมูโนโกลบูลินเฉลี่ยเท่ากับ 38.68±6.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากเซลล์ที่
ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium โดยวิธี Direct adaptation ท าให้ได้
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเฉลี่ย 361.60±90.52 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน
เฉลี่ยเท่ากับ 41.82±5.93 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Sequential adaptation 
ท าให้ได้ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเฉลี่ย 425.44±90.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และปริมาณอิมมูโนโกลบู
ลินเฉลี่ยเท่ากับ 68.88±8.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที ่4.3)  
 
ตารางท่ี 4.1 ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสง 595 นาโนเมตร ของบัฟเฟอร์ที่น ามาทดสอบส าหรับใช้ใน
การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ความเข้มข้น
ของ IgG 
(µg/ml) 

บัฟเฟอร์ 

13% NHS 
5% Skim milk + 
1% Tween20 

0.5% Casein + 
0.5% BSA 

0.000 0.100 0.001 0.003 

0.150 0.742 0.694 0.695 

0.031 1.209 1.006 1.011 

0.062 1.652 1.256 1.273 

0.120 1.967 1.413 1.650 

0.250 2.188 1.585 1.807 

0.500 2.359 1.667 1.737 

1.000 2.460 1.953 1.969 
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD 
Hybridoma medium (μg/ml) หลังจากขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ของ anti-flavivirus group 
antigen clone D1-4G2-4-15 
 

 

ก วัดปริมาณโดยใช้วิธี Bradford assay 
ข วัดปริมาณโดยใช้วิธี ELISA 

 

 

 

 

 

ยอดพีค 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดก 

ปริมาณ IgGข 
ปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 
ปริมาณ IgG 

1 72.5160 20.7400 80.7006 21.3773 
2 137.9931 27.8112 228.0242 29.2783 
3 481.7482 47.3542 612.7026 50.9902 
4 825.5034 73.6621 881.1589 75.9436 
5 732.1984 65.7697 776.3955 67.3570 
6 324.6030 36.0794 383.5325 40.8076 
7 296.7752 31.5695 319.6923 33.8310 
8 105.2545 23.6771 177.2794 25.8218 
9 56.1467 19.5430 72.5160 21.1640 
10 43.0512 18.5020 67.6052 20.2155 

ค่าเฉลี่ย 307.5790 36.4708 359.9607 38.6786 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 286.2460 19.6633 284.2505 19.9760 
ความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย 90.5189 6.2181 89.8879 6.3170 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-
SFM medium (μg/ml) หลังจากข้ันตอนการท าบริสุทธิ์ของ anti-flavivirus group antigen clone 
D1-4G2-4-15 
 

 

ก วัดปริมาณโดยใช้วิธี Bradford assay 
ข วัดปริมาณโดยใช้วิธี ELISA 

 

 

 

 

ยอดพีค 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดก 

ปริมาณ IgGข 
ปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 
ปริมาณ IgG 

1 126.5346 28.5628 175.6425 43.5959 
2 192.0118 31.5695 224.7504 54.1191 
3 535.7669 51.8641 584.8748 81.9302 
4 879.5220 77.4203 944.9992 99.9699 
5 786.2171 70.0541 868.0635 107.6368 
6 378.6217 39.8376 394.9910 92.4534 
7 350.7939 38.3343 416.2711 75.9170 
8 159.2732 30.9681 290.2275 53.5177 
9 110.1653 26.3079 208.3811 41.3410 
10 97.0699 23.3013 146.1778 38.3343 

ค่าเฉลี่ย 361.5976 41.8220 425.4379 68.8815 
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 286.2460 18.7488 286.4238 25.8818 

ความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย 90.5189 5.9289 90.5752 8.1845 
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ตารางท่ี 4.4 สรุปปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจาก
ซีรั่ม (μg/ml) หลังจากขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-
4-15 (แสดงผลโดยค่าเฉลี่ย±ค่าความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย) 
 

อาหารเลี้ยงเซลล์ 

ทีป่ราศจากซีรั่ม 
 

Direct adaptation Sequential adaptation 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดก 

ปริมาณ IgGข 
ปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 
ปริมาณ IgG 

CD Hybridoma medium 307.58±90.52 36.47±6.22 359.96±89.89 38.68±6.32 
Hybridoma-SFM medium 361.60±90.52 41.82±5.93 425.44±90.58 68.88±8.18 

 

 

 ตารางที่ 4.5 สรุปค่าการทดสอบทางสถิติของอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium และ 
Hybridoma-SFM medium ที่วิธีการเลี้ยงที่แตกต่างกัน 

 
 
 
 
 
 
 

อาหารเลี้ยงเซลล์
ทีป่ราศจากซีรั่ม 

F - test T- test 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด 

ปริมาณ IgG 
ปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 
ปริมาณ IgG 

F Sig. F Sig. T Sig. T Sig. 

CD Hybridoma 
medium 

0.052 0.821 0.016 0.902 0.400 0.694 0.249 0.806 

Hybridoma-SFM 
medium 

0.001 0.973 3.045 0.098 0.499 0.624 2.677 0.015 
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การสรุปค่าสถิติพ้ืนฐานของตัวแปรตาม (ปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน) 
โดยจ าแนกตามวิธีที่เลี้ยงเซลล์ (Direct adaptation และ Sequential adaptation) ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ CD Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM โดยผลของโปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 20 ที่
ท าการทดสอบมีดังต่อไปนี้ 

การทดสอบความแปรปรวนของปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ได้จากเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium (โดยใช้ค่าสถิติ F-test ) ปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 0.052 
มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.821 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยสองวิธีการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
ส่วนการทดสอบความแปรปรวนของปริมาณ IgG ปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 0.016 มีนัยส าคัญทาง
สถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.902 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่
เพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยสองวิธีการเพาะเลี้ยงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 

การทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ได้จากเซลล์ที่ถูก
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium (โดยใช้ค่าสถิติ T-test) ปรากฏว่า ค่า T-
test เท่ากับ 0.400 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.694 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าวิธีที่ใช้
เพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งสองวิธีในอาหารเลี้ยงเซลล์แบบเดียวกัน ค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมด
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยวิธี Sequential adaptation มีปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดเฉลี่ยสูงกว่าวิธี Direct adaption ส่วนการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของโปรตีน 
IgG ปรากฏว่า ค่า T-test เท่ากับ 0.249 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.806 มีค่ามากกว่า 
0.05 แสดงว่าวิธีที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งสองวิธีในอาหารเลี้ยงเซลล์แบบเดียวกันค่าเฉลี่ยของปริมาณ
โปรตีน IgG แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยวิธี Sequential adaptation 
เฉลี่ยสูงกว่าวิธี Direct adaptation 

การทดสอบความแปรปรวนของปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ได้จากเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium (โดยใช้ค่าสถิติ  F-test ) ปรากฏว่า ค่า F-test 
เท่ากับ 0.001 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.973 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวน
ของปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยสองวิธีการเลี้ยงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทาง
สถิติ ส่วนการทดสอบความแปรปรวนของปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน ปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 
3.045 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.098 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของ
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินทีเ่พาะเลี้ยงเซลล์ด้วยสองวิธีการเลี้ยงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
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การทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่ได้จากเซลล์ที่ถูก
เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium (โดยใช้ค่าสถิติ T-test) ปรากฏว่า 
ค่า T-test เท่ากับ 0.499 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.624 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าวิธีที่
ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งสองวิธีในอาหารเลี้ยงเซลล์แบบเดียวกันค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมด
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยวิธี Sequential adaptation มีปริมาณ
โปรตีนเฉลี่ยสูงกว่าวิธี Direct adaptation ส่วนการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของโปรตีน IgG 
ปรากฏว่า ค่า T-test เท่ากับ 2.677 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.015 มีค่าน้อยกว่า 0.05 
แสดงว่าวิธีที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งสองวิธีในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดเดียวกันค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีน 
IgG แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยวิธี Sequential adaptation เฉลี่ยสูงกว่า
วิธี Direct adaptation 

 

ตารางท่ี 4.6 สรุปค่าการทดสอบทางสถิติของวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ Direct adaptation และ 
Sequential adaptation ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่แตกต่างกัน 

 
การสรุปค่าสถิติพ้ืนฐานของตัวแปรตาม (ปริมาณโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน) 

โดยจ าแนกตามชนิดของอาหารเลี้ยงเซลล์ (CD Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM 
medium) ตามวิธีการเลี้ยงแบบ Direct adaptation และ Sequential adaptation โดยผลของ
โปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 20 ที่ท าการทดสอบมีดังต่อไปนี้ (ตารางท่ี 4.6) 

การทดสอบความแปรปรวนของโปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์โดยวิธี Direct adaptation 
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิด (โดยใช้ค่าสถิติ F-test ) ปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 0.000 มี
นัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 1.000 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนการ
ทดสอบความแปรปรวนของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 0.021 มีนัยส าคัญ

วิธีเลี้ยงเซลล์ 

F-test T- test 
ปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 
ปริมาณ IgG 

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด 

ปริมาณ IgG 

F Sig. F Sig. T Sig. T Sig. 

Direct adaptation 0.000 1.000 0.021 0.885 0.422 0.678 0.623 0.541 
Sequential 
adaptation 0.068 0.789 2.097 0.165 0.500 0.623 2.921 0.009 
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ทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.885 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของปริมาณอิมมูโนโกลบู
ลินทีเ่พาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 

การทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของโปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์โดยวิธี Direct 
adaptation ในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิด (โดยใช้ค่าสถิติ T-test) ปรากฏว่า ค่า T-test เท่ากับ 
0.422 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.678 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยง
เซลล์ทั้งสองชนิดมีค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมดแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
0.05 โดยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Hybridoma-SFM medium มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเฉลี่ยสูงกว่า
อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด CD Hybridoma medium ส่วนการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของ
โปรตีนอิมมูโนโกลบูลินปรากฏว่า ค่า T-test เท่ากับ 0.623 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.541 
มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดมีค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนอิมมูโน
โกลบูลินแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 
Hybridoma-SFM medium มีปริมาณโปรตีนอิมมูโนโกลบูลินเฉลี่ยสูงกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด CD 
Hybridoma medium เช่นเดียวกัน 

การทดสอบความแปรปรวนของโปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์โดยวิธี Sequential 
adaptation ในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิด (โดยใช้ค่าสถิติ  F-test ) ปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 
0.068 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.789 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของ
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ส่วนการทดสอบความแปรปรวนของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินปรากฏว่า ค่า F-test เท่ากับ 
2.097 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.165 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่า ความแปรปรวนของ
ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่เพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดแตกต่างกันอย่างไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ 

การทดสอบเพื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของโปรตีนทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงเซลล์โดยวิธี Sequential 
adaptation ในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิด (โดยใช้ค่าสถิติ T-test) ปรากฏว่า ค่า T-test เท่ากับ 
0.500 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 0.623 มีค่ามากกว่า 0.05 แสดงว่าอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยง
เซลล์ทั้งสองชนิดมีค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมดแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
0.05 โดยอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด Hybridoma-SFM medium มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเฉลี่ย
สูงกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด CD Hybridoma medium ส่วนการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
ของโปรตีนอิมมูโนโกลบูลินปรากฏว่า ค่า T-test เท่ากับ 2.921 มีนัยส าคัญทางสถิติ (Sig.) ที่ระดับ 
0.009 มีค่าน้อยกว่า 0.05 แสดงว่าอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดมีค่าเฉลี่ยของปริมาณ
โปรตีน อิมมูโนโกลบูลินแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์
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ชนิด Hybridoma-SFM medium มีปริมาณโปรตีนอิมมูโนโกลบูลินเฉลี่ยสูงกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์
ชนิด CD Hybridoma medium  

สรุปได้ว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม (CD 
Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM medium) โดยใช้วิธีการเพาะเลี้ยงสองวิธี คือ 
Direct adaptation และ Sequential adaptation โดยเปรียบเทียบความแปรปรวนของปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลินของทั้งสองวิธีและอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิด ซึ่งใช้ F-
test ในการทดสอบความแปรปรวน พบว่า ความแปรปรวนไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่อพิจารณาการ
ทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลินโดยใช้ T-test พบว่า
ค่าเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนทั้งหมดของทั้งสองวิธีและอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดไม่แตกต่างกันทาง
สถิติแต่ค่าเฉลี่ยของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium เมื่อใช้
วิธีการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกันค่าเฉลี่ยของปริมาณอิมมูโนโกลบูลินมีความแตกต่างกันทางสถิติและเมื่อ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยปริมาณ อิมมูโนโกลบูลินที่เพาะเลี้ยงโดยวิธี Sequential adaptation ในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกันทางสถิติ 

4.5 ทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ต่อ
แอนติเจน   

เมื่อน า anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
มาท าการทดสอบความจ าเพาะต่อแอนติเจน โดยใช้แอนติเจนคือ Dengue virus type1 และ 
Japanese Encephalitis Vaccines ได้แก่ CD.JEVAX® (Inj.) ของ บริษัท Chengdu Institute of 
Biological Products ประเทศจีน, IMOJEV® ของบริษัท Sanofi Pasteur Ltd. จากประเทศ
ออสเตรเลีย, J.E. (Beijing) – GPO ขององค์การเภสัชกรรม ประเทศไทย และ JEVAXTM ของบริษัท 
Liaoning Cheng Da Biotechnology Co., Ltd. ประเทศจีน โดยวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
492 นาโนเมตร ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของแอนติบอดีต่อแอนติเจนที่อัตราส่วนการเจือจางต่าง ๆ 
(ภาคผนวก ง ตารางผนวกที่ ง 2.5.1) ผลการทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group 
antigen clone D1-4G2-4-15 ต่อแอนติเจน (ตารางที่ 4.7) พบว่า anti-flavivirus group antigen 
clone D1-4G2-4-15 มีความจ าเพาะต่อแอนติเจน ได้แก่ Beijing-GPO, JEVACTM และ Dengue 
virus type1 ซึ่งให้ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร มากกว่าหรือเท่ากับ 0.200 หรือ
ให้ผลบวก (positive) กับแอนติเจนและ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ไม่มี
ความจ าเพาะต่อแอนติเจนซึ่งให้ค่าดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 492 นาโนเมตร น้อยกว่า 0.200 หรือ
ให้ผลลบ (negative) กับแอนติเจน ได้แก่ CD.JEVAX®Inj. และ IMOJEV® ซึ่ง Beijing-GPO เป็น
วัคซีนชนิดเชื้อตายที่เพาะเลี้ยงเชื้อในสมองหนู (Inactivated mouse brain JEV) โดยจะฆ่าเชื้อ
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ไวรัสดวยฟอรมาลินและผ่านกระบวนการท าใหบริสุทธิ์ ส่วนวัคซีน JEVACTM เป็นวัคซีนชนิดเชื้อตายที่
ใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงบนวีโรเซลล์รูปแบบผงแห้งซึ่งเตรียมจากการเพาะเชื้อสายพันธุ์ Beijing P3 
บนวีโรเซลล์และท าให้เชื้อตายด้วยเบตา-โปรปิโอแลคโตน (beta-Propiolactone) และ Dengue 
virus type1 เป็นไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคไข้เลือดออกที่อยู่ในแฟมิลี่  flavviviriaave  ส่วนวัคซีน 
CD.JEVAX®Inj. เป็นวัคซีนเชื้อเป็นที่ท าให้อ่อนฤทธิ์ ซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี
สายพันธุ์ SA14-14-2 ในเซลล์ไตของหนูแฮมสเตอร์ (Primary Hamster Kidney : PHK) ที่แยก
ออกมาเพาะเลี้ยงเป็นเซลล์ชั้นเดียวและ วัคซีน IMOJEV® ผลิตโดยใชเทคนิคพันธุวิศวกรรมโดยการตัด
ยีนสวน PrM และ E ของไวรัสไขสมองอักเสบเจอีสายพันธุ SA14-14-2 ใสเขาไปแทน ที่ยีน PrM และ 
E ของไวรัสไขเหลือง สายพันธุ 17D เพ่ือใหไดไวรัสที่มี structural protein เหมือนไวรัสไขสมอง
อักเสบเจอี และมี non-structural protein เหมือนไวรัสไขเหลือง เพราะฉะนั้น anti-flavivirus 
group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้วมีความจ าเพาะกับวัคซีนไข้สมอง
อักเสบที่เป็นเชื้อตายและไวรัส Dengue virus type1 ซึ่งเป็นตัวแทนของไวรัสที่อยู่ในแฟมิลี่ 
flavviviriaave  

 

ตารางที่ 4.7 ผลการทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-
15 ต่อแอนติเจน (positive ≥0.200>negative)  

 
Positive (+) หมายถึง anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 มี

ความจ าเพาะต่อแอนติเจน  
Negative (-) หมายถึง anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ไม่่มี

ความจ าเพาะต่อแอนติเจน  

แอนติเจน 

อัตราส่วนการเจือจาง anti-flavivirus group antigen clone 
 D1-4G2-4-15  

ไม่เจือจาง 1:2 1:10 1:50 

CD.JEVAX®Inj. - - - - 

IMOJEV® - - - - 
Beijing-GPO + + + + 
JEVACTM + + + + 
Dengue virus type1 + + + + 
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 4.6 ทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 
(ในรูปแบบน้ า) 

การทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 
ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ด้วยวิธี typing ELISA ตามข้อ 3.7.1 
ซึ่งใช้แอนติเจนที่มีความจ าเพาะกับจีนัส flavivirus คือ Dengue virus type 1 ทุกสัปดาห์ เป็นเวลา 
12 สัปดาห์ พบว่าเมื่อทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-
15 ที่ค่าความเจือจาง 1:10, 1:100 และ 1:1000 ในครั้งแรกสัปดาห์ที่ 0 ให้ผลเป็น positive ทุกค่า
ความเจือจาง (ตารางท่ี 4.8) 

  

ตารางท่ี 4.8 ผลการทดสอบความคงทนของ anti-flavivirus group antigen clone D1-
4G2-4-15 (positive ≥0.200>negative)  

 

สัปดาห์ที่ ค่าการเจือจาง anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 

1:10 1:100 1:1000 
0 0.997 (positive) 0.834 (positive) 0.241 (positive) 
1 0.991 (positive) 0.802 (positive) 0.209 (positive) 
2 0.993 (positive) 0.836 (positive) 0.219 (positive) 
3 0.990 (positive) 0.822 (positive) 0.232 (positive) 
4 0.981 (positive) 0.847 (positive) 0.204 (positive) 
5 0.991 (positive) 0.819 (positive) 0.242 (positive) 
6 0.973 (positive) 0.807 (positive) 0.238 (positive) 
7 0.952 (positive) 0.811 (positive) 0.206 (positive) 
8 0.964 (positive) 0.835 (positive) 0.244 (positive) 
9 0.913 (positive) 0.799 (positive) 0.195 (negative) 
10 0.942 (positive) 0.784 (positive) 0.183 (negative) 
11 0.927 (positive) 0.792 (positive) 0.196 (negative) 
12 0.905 (positive) 0.795 (positive) 0.197 (negative) 
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เมื่อทดสอบทุก ๆ สัปดาห์ พบว่า ในสัปดาห์ที่ 1-8 ให้ผลเป็น positive ทุกค่าความ
เจือจางเช่นเดียวกับสัปดาห์ที่ 0 และทดสอบความคงทนต่อเนื่องในสัปดาห์ที่ 9-12 ให้ผลเป็น 
positive ที่ค่าความเจือจาง 1:10 และ 1:100 ให้ผลเป็น negative ที่ค่าความเจือจาง 1:1000 ซึ่ง
สามารถสรุปได้ว่า anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 มีความคงทนเหมือนกับ
สัปดาห์ที่ 0 ไม่เปลี่ยนแปลง จนเวลาผ่านไป 8 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส พบว่า anti-
flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 มีความคงทนลดลง โดยลดลงในสัปดาห์ที่ 9 ที่ค่า
ความเจือจาง 1:1000 ซึ่งให้ค่า negative  

จากผลการวิจัยที่กล่าวมาทั้งหมดนั้นท าให้ทางผู้วิจัยสามารถเขียนบทความงานวิจัย
ลงตีพิมพ์ในวารสารวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร (NU. International of Science) ซึ่งได้รับ
การตอบรับให้ส่งบทความวิจัยลงตีพิมพ์จากผู้วิจารณ์ (reviewer) (ภาคผนวก ฉ) ซึ่งบทความวิจัยนี้
สามารถน าไปใช้ในการปิดโครงการของส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ในโครงการพัฒนา
นักวิจัยและงานวิจัยเพ่ืออุตสาหกรรม (พวอ.) สัญญาเลขที่ MSD57I0119 และยังได้น าเสนอในงาน
ประชุมวิชาการต่าง ๆ เพ่ือเป็นการเผยแพร่งานวิจัยให้เกิดประโยชน์ต่อไป รวมถึงทางผู้วิจัยก าลัง
ด าเนินการส่งค าร้องขออนุญาตจดอนุสิทธิบัตรส าหรับวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่มอีกด้วย 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
  การท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดี anti-flavivirus group antigen clone 
D1-4G2-4-15 เพ่ือใช้ในการพัฒนาโปรตีนชนิดผิวของไวรัสโรคไข้สมองอักเสบเจอีในพืช โดยการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 ซึ่งเป็น hybridoma cell ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริม
ด้วย 10% ซีรั่มของตัวอ่อนลูกวัว หลังจากละลายเซลล์แล้วเป็นเวลา 24 ชั่วโมง มีการเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ เพื่อล้างเอา freezing medium ออก และเลี้ยงเซลล์ต่อพร้อมทั้ง subculture เป็นจ านวน 
passage อย่างน้อย 3 passage เพ่ือให้เซลล์ D1-4G2-4-15 นั้นมีความแข็งแรง สมบูรณ์พร้อมที่จะ
เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม ซึ่งต้องมีการสังเกตลักษณะของเซลล์ จ านวนเซลล์ 
และเก็บของเหลวเหนือตะกอนอย่างสม่ าเสมอ โดยลักษนะของเซลล์ที่มีชีวิตรอดนั้นจะมีลักษณะเซลล์
ที่ วาว ใส ขอบเซลล์เรียบ อยู่กันเป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น โดยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มที่ใช้ใน
งานวิจัยนี้มี 2 แบบ คือ CD Hybridoma medium และ Hybridoma-SFM medium และแบ่ง
วิธีการเลี้ยงเซลล์ออกเป็น 2 วิธี คือ Direct adaptation และ Sequential adaptation โดยใช้เซลล์
เริ่มต้น 1x106  เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มเป็นอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ปราศจากซีรั่มแล้วต้องมีการสังเกตลักษณะเซลล์ จ านวนเซลล์ และเก็บของเหลวเหนือตะกอน
อย่างสม่ าเสมอเช่นกัน น าของเหลวเหนือตะกอนไปทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อแอนติเจน
โดยใช้วิธี ELISA ต่อจากนั้นจึงน าไปตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 50% เพ่ือเป็นการท าบริสุทธิ์ขัน้ต้น รวมถึงการลดปริมาณของเหลวเหนือตะกอนเพ่ือให้มีความ
เข้นข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากขึ้น และน าตัวอย่างที่ได้หลังจากการตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตมาท าบริสุทธิ์โดยใช้วิธีโครมาโทกราฟีแบบจ าเพาะ ดังนั้นเมื่อพิจารณาที่ปริมาณ 
anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่ได้หลังจากการท าบริสุทธิ์แล้ว พบว่าอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มชนิด Hybridoma-SFM medium ที่เลี้ยงโดยวิธี Sequential 
adaptation ได้ปริมาณ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 สูงสุด แต่เมื่อ
พิจารณาทางสถิติแล้วความแปรปรวนไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่อพิจารณาการทดสอบเพ่ือ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของโปรตีนทั้งหมดและปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน ทั้งสองวิธีการเพาะเลี้ยงและ
อาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดไม่แตกต่างกันทางสถิติ ซึ่งในทางปฏิบัติที่ต้องการปริมาณมากหรือน าไป
ประยุกต์ใช้ในภาคอุตสาหกรรม สามารถเลือกใช้วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Direct adaptation 
เนื่องจากเป็นวิธีที่ใช้ระยะเวลาในการผลิต anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 สั้น
กว่าวิธี Sequential adaptation คือวิธี Direct adaptation ใช้เวลาในการผลิต anti-flavivirus 
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group antigen clone D1-4G2-4-15 อย่างน้อย 7 วัน ส่วนวิธี Sequential adaptation ใช้เวลาใน
การผลิต anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 อย่างน้อย 25 วัน ส่วนอาหารเลี้ยง
เซลล์ทางผู้วิจัยขอแนะน าให้ใช้ อาหารที่เลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่มชนิด Hybridoma-SFM medium 
เนื่องจากมีราคาถูกกว่า ซึ่งการเลือกใช้วิธีการเลี้ยงเซลล์แบบ Direct adaptation และอาหารเลี้ยง
เซลล์ Hybridoma-SFM medium จึงช่วยลดระยะเวลาและต้นทุนในการผลิต anti-flavivirus 
group antigen clone D1-4G2-4-15 รวมถึงสามารถลดการปนเปื้อน ไวรัส แบคทีเรีย หรือ การ
ปนเปื้อนต่าง ๆ ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ พร้อมทั้งยังสามารถช่วยลดขั้นตอนในการก าจัด
โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของซีรั่มในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ ท าให้ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์นั้นง่ายขึ้น 
เมื่อน า anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 มาทดสอบความจ าเพาะของ
แอนติบอดีต่อแอนติเจนที่อยู่ในจีนัส flavivirus พบว่า anti-flavivirus group antigen clone D1-
4G2-4-15 มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่อยู่ในจีนัส flavivirus ซึ่งสามารถบอกได้ว่างานวิจัยนี้เป็นไป
ตามวัตถุประสงค์ของงานวิจัยที่ตั้งไว้ข้างต้นคือ สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี anti-flavivirus 
group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่บริสุทธิ์ และจ าเพาะต่อแอนติเจนของจีนัส flavivirus เพ่ือ
น าไปใช้ในการพัฒนาโปรตีนชนิดผิวของไวรัส จากนั้นเมื่อน าตัวอย่างมาท าการทดสอบความคงทน
ของ anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ที่อยู่ในรูปแบบน้ าโดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาทั้งหมด 12 สัปดาห์ พบว่า anti-flavivirus group antigen clone D1-
4G2-4-15 ยังสามารถจับกับแอนติเจน ที่อยู่ในจีนัส flavivirus ได้อย่างจ าเพาะ เพ่ือเพ่ิมระยะเวลาใน
การเก็บรักษา anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 ได้ยาวนานมากขึ้น โดยการท า
แห้งแบบเยือกแข็งซึ่งท าให้สะดวกต่อการเก็บรักษาและการใช้งานที่จะน ามาใช้ในการศึกษาคุณสมบัติ
ชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในใบยาสูบต่อไป และเป้าหมายสูงสุดของงานวิจัยนี้ในล าดับต่อไป
นั้นจะเป็นการยื่นค าร้องขอจดสิทธิบัตรส่วนใดส่วนหนึ่งของกระบวนการวิจัย หรือผลิตภัณฑ์ที่ได้ใน
อนาคต โดยเป็นการใช้นวัตกรรมของคนไทย ภายใต้เครื่องหมายการค้าไทย และเทคโนโลยี
ภายในประเทศ ซึ่งงานวิจัยนี้อาจจะมีการพัฒนาต่อไปได้และส่งผลให้มีการพัฒนาเทคโนโลยีให้สูงขึ้น 
ซึ่งช่วยลดระยะเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ์ ที่ภาคอุตสาหกรรมสามารถ
น าไปใช้ในการพัฒนาการผลิตสินค้า ลดต้นทุนการผลิตสินค้า เพ่ิมภาษีมูลค่าเพ่ิม ปรับปรุงคุณภาพ
ของสินค้าจะเป็นการลดการพ่ึงพาหรือการน าเข้าเทคโนโลยีจากต่างประเทศ เพ่ือสุขภาพและอนามัย
ของประชาชนที่ดีขึ้น โดยมีพ้ืนฐานจากการประดิษฐ์คิดค้นสิ่งใหม่ ๆ ที่มีประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ 
สามารถประยุกต์ใช้ได้จริงอย่างเป็นรูปธรรมได้ในอนาคตอันใกล้นี้ 
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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15  

ก.1 อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรั่ม 

ก 1.1 วิธีเตรียม CD Hybridoma medium ปริมาตร 1 ลิตร 

                CD Hybridoma medium (Catalog No. 11279-023)   1 ลิตร 

                 L-glutamine      40 มิลลิลิตร 

 ผสมส่วนผสมทั้งสองเข้าด้วยกันโดย CD Hybridoma medium ที่ใช้คือยี่ห้อ gibco 
ของบริษัท Thermo Fisher Scientific (Catalog No. 11279-023) เมื่อผสมกันเสร็จแล้ว ก่อนใช้
น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

ก.2 อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เสริมด้วย 10% ซีรัม่ตัวอ่อนของลูกวัว 

ก 2.1 วิธีเตรียม OPI ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตารางผนวกที่ ก. 2.1.1 องค์ประกอบของการเตรียม OPI ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

องค์ประกอบ ยี่ห้อ 
Catalog 
Number 

Lot 
Number 

ปริมาตร
(ml) 

1. Oxaloacetic acid MW132 SIGMA 0-4126 112F-0709 1.320 gm 

2. Pyruvic acid MW 110 SIGMA 127-17-3  064K06182 0.550 gm 

3. CrystalineBovine Insulin 25 units/mg SIGMA I-5500 23F-0678 0.080 gm 

4. Milli Q water (ปริมาตรสุดท้าย 100 ml) N/A N/A N/A 100 ml 

 

ผสมส่วนผสม 1 และ 2 เข้าด้วยกันจนละลายเป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส จากนั้นผสมส่วนผสมที่ 3 จนละลายเป็นเนื้อเดียวกันและปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรองที่ความละเอียดรูพรุน 0.2 ไมครอน 
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2.2 วิธีเตรียม Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium เสริมด้วย 
10% ซีรั่มตัวอ่อนของลูกวัว ปริมาตร 120 มิลลิลิตร 

 

ตารางผนวกที่ ก.2.2.1 สูตรอาหารเลี้ยงเซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 
medium ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่มตัวอ่อนของลูกวัวส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ D1-4G2-4-15 (ATCC® 
HB-112TM) 

 

องค์ประกอบ ยี่ห้อ 
Catalog 
Number 

Lot 
Number 

ปริมาตร
(ml) 

RPMI 1640 medium GIBCO 11875-093 289890 80  

NCTC 109 medium GIBCO 21340-039 1271419 10  

Heat Inactivated Fetal Bovine Serum  GIBCO 26140-079 1342224 10 

OPI 100X N/A N/A N/A 1  

L-Glutamine 100X GIBCO 25030-081 1375798 1  

100X Non-Essential Amino Acids  GIBCO 11140-050 403895 1  

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) GIBCO 15140-122 308642 1  

HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-  2-
ethane sulfonic acid) 1 M 

GIBCO 15630-080 396578 4  

7.5% NaHCO3 SIGMA 23652-7 14731KF 2  

Total 110 

 

ผสมส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกันจนละลายเป็นเนื้อเดียวกันจากนั้นกรองด้วย
กระดาษกรองที่ความละเอียดรูพรุน 0.2 ไมครอน ก่อนใช้น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียมสารส าหรับท า enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
 
 1.1 วิธีการเตรียม Goat anti-mouse IgG  
 Goat anti-mouse IgG   5  ไมโครลิตร 
 0.006M carbonate buffer pH9 ± 0.2 19.995  ไมโครลิตร 
 ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิห้อง โดยการเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนน าไปใช้ 
 
 1.2 วิธีการเตรียม 1% BSA ในสารละลาย 10 mM PBS, pH 7.4 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
  Bovine serum albumin (BSA)   0.25  กรัม 
  Phosphate buffered saline (PBS)   25  มิลลิลิตร 
  ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 1.3 วิธีการเตรียม Human anti-flavivirus IgG-HRP ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
 Human anti-flavivirus IgG-HRP     6  ไมโครลิตร 
 0.5% BSA in 20% NHS ใน 10 mM PBS pH 7.4 ± 0.1  3  มิลลิลิตร 
 ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิห้อง โดยการเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนน าไปใช้ 
 
 1.4 วิธีการเตรียม O-phenylenediamine (OPD) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  O-phenylenediamine    0.5   มิลลิกรัม 
  0.01% H2O2    33.3  ไมโครลิตร 
  0.1M citrate phosphate pH 5.0 ± 0.2  10  มิลลิลิตร 
  ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิห้อง โดยการเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนน าไปใช้ 
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  1.5 วิธีการเตรียม 0.1 M Phosphate Buffered Saline (10X PBS) 
  Sodium chloride (NaCl)     320  กรัม 
  Potassium chloride (KCl)     8  กรัม 
  Potassium phosphate, monobasic (KH2PO4)  7.6 กรัม 
  Sodium phosphate, dibasic, anhydrous (Na2HPO4) 36 กรัม 
  MQ water       4,000 มิลลิลิตร 
 ผสมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันและเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
 

1.6 วิธีการเตรียม 0.5% Casein และ 0.5% BSA ในสารละลาย 10 mM PBS pH 7.4 
 Casein      5 กรัม 
 Sodium hydroxide (NaOH)   3 มิลลิลิตร 
 Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4  600 มิลลิลิตร 
 Bovine serum albumin (BSA)   5 กรัม 
 MQ water      300 มิลลิลิตร 
 เตรียม MQ water ลงในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร และเติม Sodium hydroxide จากนั้น
ต้มจนเกิดไอเกาะบริเวณข้าง ๆ บีกเกอร์อุณหภูมิประมาณ 80-85 องศาเซลเซียส เติม Casein ลงใน
สารละลายและท าให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิห้อง เมื่อละลายแล้วเติม 10mM Phosphate 
buffered saline ท าให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันและเติม Bovine serum albumin จากนั้นปรับพี
เอชด้วย 2N HCl หรือ 1N NaOH สุดท้ายปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตรด้วย 10 mM 
Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 

 
1.7 วิธีการเตรียม 5% skim milk และ 1% Tween20 ในสารละลาย 10 mM PBS 

pH 7.4 
 Skim milk      10   กรัม 
 Tween 20      2   มิลลิลิตร 
 10 mM PBS     200   มิลลิลิตร 
 ผสม Skim milk และ 10 mM PBS ให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกันจากนั้นเติม Tween 20 
โดยใช้ magnetic bar ผสมให้เข้ากันท่ีอุณหภูมิห้อง หลักจากใช้ควรเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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1.8 วิธีการเตรียม 0.018M carbonate buffer pH 9.0±0.1 
 Sodium carbonate (Na2CO3)   0.152  กรัม 
 Sodium bicarbonate (Na2CO3)   1.400   กรัม 
 MQ water      1,000   มิลลิลิตร 
 ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันและปรับพีเอชให้ได้ 9.0±0.1 ด้วย 2N HCl หรือ 1N NaOH 
สุดท้ายปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
 
2. การเตรียมสารเคมีส าหรับการตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลิน 
 2.1 วิธีการเตรียม Saturated (NH4)2SO4 
 Ammonium sulfate (NH4)2SO4   76.1   กรัม 
 MQ water      100   มิลลิลิตร 
 ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้น
ปรับพีเอชให้ได้ pH 7.8 
  
 2.2 วิธีการเตรียม Nessler’s Reagent 
 สารละลาย 1 
  Potassium iodide (KI)    10 กรัม 
  น้ ากลั่น       10  มิลลิลิตร 
 สารละลาย 2 
  Saturated mercuric chloride (HgCl2) 
 สารละลาย 3 
  Potassium hydroxide (KOH)   30 กรัม 
  น้ ากลั่น      60 มิลลิลิตร 
  เติมสารละลาย 2 ลงในสารละลาย 1 อย่างช้า ๆ โดยการเขย่าหรือกวนจนกระทั่ง
ตะกอนแดงนั้นไม่มีการละลาย จากนั้นเติมสารละลาย 3 ที่เย็นจัด และเติมสารละลาย 2 อีก 1 
มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นให้ได้ 200 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันและตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน ดูดเอา
ส่วนน้ าใสมาใช้ 
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3. การเตรียมสารเคมีส าหรับการท าบริสุทธิ์อิมมูโนโกลบูลิน 
 
 3.1 วิธีการเตรียม application buffer ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
 application buffer powder   1.3  กรัม 
 MQ water     300  มิลลิลิตร 
 ผสมส่วนผสมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันและปรับพีเอชให้ได้ pH 8.0 ± 0.2 จากนั้น
กรองด้วยกระดาษกรองที่ความละเอียดรูพรุน 0.2 ไมครอน 
 
 3.2 วิธีการเตรียม Regeneration buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Regeneration buffer powder   12.1  กรัม 
 MQ water     300  มิลลิลิตร 
 ผสมส่วนผสมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรองที่ความละเอียด
รูพรุน 0.2 ไมครอน 
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ภาคผนวก ค 
ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของจ านวนเซลล์และเปอร์เซ็นต์ความรอดชีวิตที่สภาวะต่าง ๆ 

ตารางผนวกที ่ค.1 ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD 
Hybridoma medium ที่สภาวะต่าง ๆ  

 

ตารางผนวกที ่ค.2 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดในอาหาร CD Hybridoma medium สภาวะต่าง ๆ  

 

จ านวน
วัน 

ความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตรอด (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

RPMI + 
10% FBS 

Direct 
adaptation 

Sequential adaptation 
75:25 50:50 25:75 0:100 

0 5.00 x 105 6.00 x 105 5.00 x 105 5.00 x 105 5.00 x 105 5.00 x 105 

1 5.50 x 105 6.40 x 105 5.40 x 105 5.30 x 105 5.20 x 105 5.09 x 105 
2 7.85 x 105 6.20 x 105 8.50 x 105 7.90 x 105 5.60 x 105 5.30 x 105 
3 1.70 x 106 6.50 x 105 1.90 x 106 9.00 x 105 7.80 x 105 6.90 x 105 
4 2.90 x 106 7.50 x 105 2.50 x 106 1.80 x 106 1.20 x 106 8.05 x 105 
5 3.50 x 106 7.55 x 105 2.85 x 106 2.55 x 106 1.65x 106 9.50 x 105 
6 3.54 x 106 7.53 x 105 2.85 x 106 2.53 x 106 1.63 x 106 9.47 x 105 
7 3.52 x 106 7.51 x 105 2.84 x 106 2.53 x 106 1.63 x 106 9.46 x 105 

จ านวน
วัน 

เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

RPMI + 
10% FBS 

Direct 
adaptation 

Sequential adaptation 

75:25 50:50 25:75 0:100 
0 90.0 93.0 90.0 90.0 90.0 90.0 
1 93.0 95.3 90.6 90.9 91.8 91.3 
2 93.7 97.0 93.2 92.5 92.5 92.5 
3 94.0 97.5 94.0 93.6 92.0 92.0 
4 96.2 95.8 96.8 96.0 94.5 93.2 
5 95.0 93.6 95.4 94.5 92.8 90.6 
6 93.5 88.4 95.0 92.0 90.3 87.1 
7 91.3 85.2 93.8 90.0 87.0 83.0 
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ตารางผนวกที ่ค.3 ค่าเฉลี่ยความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-
SFM medium ที่สภาวะต่าง ๆ  

 

ตารางผนวกที ่ค.4 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium ที่
สภาวะต่าง ๆ  
 

 

จ านวน
วัน 

ความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิตรอด (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

RPMI + 
10% FBS 

Direct 
adaptation 

Sequential adaptation 
75:25 50:50 25:75 0:100 

0 5.00 x 105 6.00 x 105 5.00 x 105 5.00 x 105 5.00 x 105 5.00 x 105 

1 5.52 x 105 6.30 x 105 5.38 x 105 5.25 x 105 5.21 x 105 5.03 x 105 
2 7.79 x 105 6.23 x 105 8.41 x 105 7.97 x 105 5.59 x 105 5.21 x 105 
3 1.74 x 106 6.50 x 105 1.92 x 106 9.05 x 105 7.89 x 105 6.92 x 105 
4 2.96 x 106 7.57 x 105 2.54 x 106 1.83 x 106 1.27 x 106 8.35 x 105 
5 3.56 x 106 7.59 x 105 2.91 x 106 2.57 x 106 1.69 x 106 9.57 x 105 
6 3.59 x 106 8.01 x 105 2.95 x 106 2.58 x 106 1.70 x 106 9.68 x 105 
7 3.55 x 106 8.07 x 105 2.99 x 106 2.62 x 106 1.72 x 106 9.81 x 105 

จ านวน
วัน 

เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

RPMI + 
10% FBS 

Direct 
adaptation 

Sequential adaptation 
75:25 50:50 25:75 0:100 

0 90.0 93.0 90.0 90.0 90.0 90.0 
1 93.4 95.5 90.7 91.3 91.9 91.5 
2 93.9 97.3 93.4 92.7 92.7 92.7 
3 94.5 97.4 94.2 93.4 92.4 92.2 
4 96.3 95.7 96.9 96.3 94.6 93.1 
5 95.4 93.9 95.6 94.9 92.7 90.9 
6 93.7 88.6 95.3 92.2 90.7 87.5 
7 91.8 85.7 93.7 90.5 87.4 83.6 
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ภาคผนวก ง 
กราฟมาตรฐานและค่าดูดกลืนแสง 

ง 1. ค่าเฉลี่ยของค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ก่อนผ่านการท า
บริสุทธิ์ 
 
ตารางผนวกที ่ง.1.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์โดยวิธี 
Direct adaptation ก่อนผ่านการท าบริสุทธิ์ 
 

อาหารเลี้ยงเซลล์ วัน ไม่เจือจาง 1:5 1:25 1:125 1:625 1:3125 
RPMI+10%FBS 3 3.416 3.417 3.442 3.295 2.415 0.836 

CD Hybridoma 
medium 

1 3.692 3.632 3.560 3.415 3.241 2.351 
2 3.745 3.853 3.524 3.613 3.142 2.835 
3 3.840 3.973 3.590 3.157 3.214 2.535 
4 3.600 3.882 3.516 3.583 3.433 2.357 
5 3.354 3.887 3.303 3.383 3.261 2.217 
6 3.262 3.263 3.447 3.517 3.330 2.520 
7 3.474 3.377 3.359 3.333 3.149 2.967 

Hybridoma-
SFM medium 

1 3.354 3.401 3.356 3.352 3.215 2.856 
2 3.356 3.451 3.476 3.356 3.278 2.843 
3 3.395 3.424 3.412 3.312 3.264 2.870 
4 3.398 3.413 3.310 3.353 3.286 2.371 
5 3.473 3.691 3.412 3.414 3.435 2.871 
6 3.379 3.420 3.325 3.357 3.350 2.832 
7 3.431 3.430 3.443 3.399 3.451 3.225 
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ตารางผนวกที ่ง.1.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์โดยวิธี 
Sequential adaptation ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium ก่อนผ่านการท าบริสุทธิ์  
 

อัตราส่วน วัน ไม่เจือจาง 1:5 1:25 1:125 1:625 1:3125 

75:25 

1 3.416 3.417 3.442 3.295 2.415 0.836 

2 3.423 3.472 3.418 3.241 2.456 0.857 

3 3.442 3.478 3.484 3.254 2.489 0.945 

4 3.452 3.456 3.470 3.274 2.524 0.973 

5 3.468 3.480 3.409 3.257 2.584 1.947 

50:50 

1 3.483 3.492 3.283 3.268 3.157 1.348 

2 3.479 3.535 3.957 3.257 2.925 2.162 

3 3.453 3.570 3.188 3.287 2.947 2.047 

4 3.451 3.297 3.744 3.310 3.015 1.937 

5 3.470 3.926 3.823 3.536 3.285 1.814 

25:75 

1 3.479 3.266 2.947 2.924 2.346 1.736 

2 3.425 3.390 2.974 2.823 2.385 1.926 

3 3.328 3.293 2.745 2.835 2.745 1.631 

4 3.396 3.108 2.957 2.922 2.537 1.937 

5 3.253 3.003 2.896 2.765 2.753 1.927 

0:100 

1 3.363 3.311 3.028 2.922 2.728 1.823 

2 3.495 3.424 2.931 2.832 2.638 1.028 

3 3.468 3.395 2.820 2.912 2.830 1.935 

4 3.368 3.381 2.983 2.846 2.539 1.482 

5 3.562 3.419 3.099 2.974 2.293 1.943 
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ตารางผนวกที ่ง.1.3 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยงเซลล์โดยวิธี 
Sequential adaptation ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium ก่อนผ่านการท า
บริสุทธิ์ 
 

อัตราส่วน วัน 1 1:5 1:25 1:125 1:625 1:3125 

75:25 

1 3.529 3.498 3.204 3.102 2.531 1.537 

2  3.491 3.405 3.399  3.105  2.635  1.482 

3  3.184  3.090  2.937  2.849  2.492  1.148 

4  3.573  3.284  3.240  3.126  2.784  1.049 

5  3.295  3.092  2.937  2.735  2.329  0.936 

50:50 

1  3.461  3.392  3.193  3.004  2.847  1.246 

2  3.402  3.365  3.249  3.142  2.946 1.500 

3  3.491  3.400  3.182  2.913  2.765  1.391 

4  3.530  3.204  2.947  2.769  2.392  1.570 

5  3.475  3.294  2.837  2.583  2.193  1.273 

25:75 

1  3.464  3.329  3.045  2.956  2.375  0.973 

2  3.482  3.274  3.002  2.810  2.535  1.048 

3  3.428  3.284  3.103  2.736  2.548  1.076 

4  3.384  3.301  3.054  2.860  2.473  0.946 

5  3.381  3.193  3.092  2.946  2.571  0.921 

0:100 

1  3.492  3.294 3.183  2.919  2.752  1.837 

2  3.402  3.243  3.149  2.397  2.018  0.934 

3  3.475  3.255  3.082  2.858  2.764  1.057 

4  3.310  3.174  3.007  2.746  2.384  0.962 

5  3.397  3.122 3.102  2.877  2.463  1.082 
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2. ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) หลังผ่านการท าบริสุทธิ์ 
 

2.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของการทดสอบบัฟเฟอร์ส าหรับใช้ใน ELISA 
ตารางผนวกที ่ง 2.1 ค่าดูดกลืนแสงของบัฟเฟอร์ทั้งสามชนิดที่ค่าความเจือจางของ Goat anti-
mouse IgG-HRP 1:1000 และ 1:2000 

 
 

 
 
 

Mouse IgG 
(mg/ml) 

Goat anti-
mouse 
IgG-HRP 

บัฟเฟอร์ 
13.5% Normal 
human serum 

5%skim milk + 
1% tween 20 in PBS 

0.5% casein + 
0.5% BSA in PBS 

0.000 
1:1000 0.150 0.042 0.096 
1:2000 0.105 0.001 0.044 

0.015 
1:1000 1.001 0.719 0.860 
1:2000 0.704 0.668 0.527 

0.031 
1:1000 1.439 1.214 1.326 
1:2000 1.214 1.087 0.979 

0.062 
1:1000 1.768 1.687 1.727 
1:2000 1.602 1.456 1.404 

0.120 
1:1000 2.432 1.976 2.204 
1:2000 2.030 1.719 1.738 

0.250 
1:1000 2.394 2.133 2.263 
1:2000 2.150 1.787 1.869 

0.500 
1:1000 2.503 2.110 2.307 
1:2000 2.219 1.881 1.885 

1.000 
1:1000 2.525 2.283 2.404 
1:2000 2.495 2.077 2.060 
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 2.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของการทดสอบความเข้มข้นของ Goat anti-mouse 
IgG-HRP ส าหรับใช้ใน ELISA 
ตารางผนวกที ่ง 2.2.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสง Goat anti-mouse IgG-HRP ทีค่วามเจือจางต่าง ๆ 

 
 ตารางผนวกที ่ง 2.2.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของ Goat anti-mouse IgG-HRP ที่ความเจือจาง
ต่าง ๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mouse IgG 
(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ Goat anti-mouse IgG-HRP 
1:2000 1:2500 1:3000 1:3500 1:4000 1:4500 

0.000 -0.003 -0.001 0.000 0.003 0.002 -0.009 
0.015 0.645 0.526 0.792 0.619 0.602 0.510 
0.031 1.166 0.949 1.251 1.141 0.718 1.012 
0.062 1.727 1.470 1.816 1.740 1.766 1.359 
0.120 2.069 1.701 2.096 2.074 2.058 1.623 
0.250 2.384 1.978 2.357 2.274 2.350 1.859 
0.500 2.178 2.050 2.528 2.375 2.411 2.071 
1.000 2.466 2.399 2.731 2.489 2.567 2.120 

Mouse IgG 
(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ Goat anti-mouse IgG-HRP  

1:10000 1:20000 1:30000 1:40000 

0.000 -0.005 -0.003 -0.004 -0.003 
0.001 0.006 -0.002 0.002 0.000 
0.002 0.021 0.004 0.013 0.008 
0.004 0.048 0.017 0.032 0.024 
0.006 0.074 0.026 0.050 0.038 
0.008 0.135 0.043 0.089 0.066 
0.010 0.187 0.061 0.124 0.092 
0.020 0.342 0.140 0.241 0.190 
0.040 0.664 0.285 0.474 0.379 
0.060 0.812 0.413 0.612 0.512 
0.080 0.932 0.506 0.719 0.612 
0.100 1.202 0.650 0.926 0.788 
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 2.3 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนของเหลวเหนือตะกอน 
(supernatant) หลังผ่านการท าบริสุทธิ์โดยใช้วิธี Bradford assay 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ง 2.3.1 กราฟโปรตีนมาตรฐานของ Bovine Serum Albumin ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
 
ตารางผนวกที ่ง 2.3.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-
SFM medium โดยใช้วิธี Bradford assay  

Lot. 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน ค่าดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน 

1 0.4930 126.5346 0.5230 175.6425 

2 0.5330 192.0118 0.5630 224.7504 

3 0.7430 535.7669 0.7730 584.8748 

4 0.9530 879.5220 0.9830 944.9992 

5 0.8960 786.2171 0.9260 868.0635 

6 0.6470 378.6217 0.6770 394.9910 

7 0.6300 350.7939 0.6600 416.2711 

8 0.5130 159.2732 0.5430 290.2275 

9 0.4830 110.1653 0.5130 208.3811 

10 0.4750 97.0699 0.5050 146.1778 

y = 0.6109x + 0.4457 
R² = 0.9951 
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ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

กราฟโปรตีนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ง 2.3.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD 
Hybridoma โดยใช้วิธ ีBradford assay  

Lot. 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน ค่าดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน 

1 0.4900 72.5160 0.495 80.7006 

2 0.5300 137.9931 0.585 228.0242 

3 0.7400 481.7482 0.820 612.7026 

4 0.9500 825.5034 0.984 881.1589 

5 0.8930 732.1984 0.920 776.3955 

6 0.6440 324.6030 0.680 383.5325 

7 0.6270 296.7752 0.641 319.6923 

8 0.5100 105.2545 0.554 177.2794 

9 0.4800 56.1467 0.490 72.5160 

10 0.4720 43.0512 0.487 67.6052 

 
 2.4 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนของเหลวเหนือตะกอน 
(supernatant) หลังผ่านการท าบริสุทธิ์โดยใช้วิธี ELISA 

 
 
ภาพผนวกที่ ง 2.4.1 กราฟโปรตีนมาตรฐานของ Mouse IgG ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

y = 13.304x 
R² = 0.9001 
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ตารางผนวกที ่ง 2.4.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD 
Hybridoma ที่วัดโดยใช้วิธี ELISA 
 

Lot. 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน ค่าดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน 

1 0.0276 20.7400 0.028 21.3773 

2 0.0370 27.8112 0.039 29.2783 

3 0.0630 47.3542 0.068 50.9902 

4 0.0980 73.6621 0.101 75.9436 

5 0.0875 65.7697 0.090 67.3570 

6 0.0480 36.0794 0.054 40.8076 

7 0.0420 31.5695 0.045 33.8310 

8 0.0315 23.6771 0.034 25.8218 

9 0.0260 19.5430 0.028 21.1640 

10 0.0246 18.5020 0.027 20.2155 

 
ตารางผนวกที ่ง 2.4.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-
SFM medium ที่วัดโดยใช้วิธ ีELISA 
 

Lot. 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน ค่าดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน 

1 0.038 28.5628 0.058 43.5959 

2 0.042 31.5695 0.072 54.1191 

3 0.069 51.8641 0.109 81.9302 

4 0.103 77.4203 0.133 99.9699 

5 0.0932 70.0541 0.143 107.6368 

6 0.053 39.8376 0.123 92.4534 
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ตารางผนวกที ่ง 2.4.2 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-
SFM medium ที่วัดโดยใช้วิธ ีELISA (ต่อ) 

Lot. 
Direct adaptation Sequential adaptation 

ดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน ค่าดูดกลืนแสง ปริมาณโปรตีน 
7 0.051 38.3343 0.101 75.9170 

8 0.0412 30.9681 0.071 53.5177 

9 0.035 26.3079 0.055 41.3410 
10 0.031 23.3013 0.051 38.3343 

2.5 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของการทดสอบความจ าเพาะของ anti-flavivirus group antigen 
clone D1-4G2-4-15 ต่อแอนติเจน 
ตารางผนวกที ่ง 2.5.1 ค่าเฉลี่ยค่าดูดกลืนแสงของแอนติบอดีต่อแอนติเจนที่อัตราส่วนการเจือจาง
ต่าง ๆ 

แอนติเจน 
อัตราส่วน 
การเจือจาง 

anti-flavivirus group antigen clone D1-4G2-4-15 
1:10 1:100 1:1000 

Dengue 
virus 
type1 

0 0.9965 0.802 0.3075 
1:2 0.572 0.4685 0.2085 
1:10 0.0315 0.02 0.176 
1:50 0.973 0.8245 0.0115 

CD.JEVX® 

lnj. 

0 0.009 0.001 0.0065 
1:2 0.0205 0.0115 0.0015 
1:10 0.007 0.005 0.005 
1:50 0.0025 0.011 0.0065 

IMOJEV® 

0 0.004 0.001 0.0035 
1:2 -0.002 0.0025 0.0035 
1:10 0.007 0.006 0.0015 
1:50 0.0085 0.0035 -0.0005 

Beijing-
GPO 

0 0.692 0.4225 0.3185 
1:2 0.472 0.3105 0.085 
1:10 0.119 0.1005 0.0335 
1:50 0.02 0.015 0.0095 
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ภาคผนวก จ 
ประมวลภาพการด าเนินงานวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
 ก. องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
 ข. การละลายสารให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้ magnetic stirrer 
 ค. การกรองสารละลายด้วย syringe filter ที่มีความละเอียดรูพรุน 0.2 ไมครอน 
 ง. อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 

ก 

ข ค 

ง 
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ภาพผนวกที ่จ.2 เซลล์ D1-4G2-4-15 หลังจากละลายเซลล์ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที ่  
                      เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.3 เซลล์ D1-4G2-4-15 ก่อนการเปลี่ยนอาหารอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริม 
                      ดว้ย 10% ซีรั่ม 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.4 การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม 
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ภาพผนวกที่ จ.5 เซลล์ D1-4G2-4-15 หลังจากการ subculture ครั้งที่ 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.6 กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ OLYMPUS รุ่น CKX 41 ส าหรับดูการเจริญของเซลล์ 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.7 สีของอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เสริมด้วย 10% ซีรั่ม ก่อน subculture 
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ภาพผนวกที่ จ.8 เซลล์ D1-4G2-4-15 หลังจากการ subculture ครั้งที่ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.9 อาหารเลี้ยงเซลล์ปราศจากซีรั่มมีชื่อทางการค้า คือ CD Hybridoma medium  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.10 อาหารเลี้ยงเซลล์ปราศจากซีรั่มมีชื่อทางการค้า คือ Hybridoma-SFM medium  
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ภาพผนวกที่ จ.11 การเก็บของเหลวเหนือตะกอน (supernatant)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.12 เซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Hybridoma-SFM medium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.13 เซลล์ D1-4G2-4-15 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ CD Hybridoma medium 
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ภาพผนวกที่ จ.14 ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อแอนติเจนเบื้องต้นก่อนการท าบริสุทธิ์โดย
วิธี ELISA 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.15 การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน โดยวิธี ELISA ขั้นตอนหลังการใส่สับสเตรท  
                            โดยวธิี ELISA 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.16 การวัดปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน โดยวิธี ELISA ขั้นตอนการหยุดปฏิกิริยาด้วย  
 0.2 M sulfuric acid 
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ภาพผนวกที่ จ.17 การตกตะกอนอิมมูโนโกลบูลิน ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.18 การทดสอบปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยวิธี Bradford assay 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ จ.19 การทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนโดยวิธี ELISA 
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ภาคผนวก ฉ 
บทความวิจัยส่งตีพิมพ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ฉ 1. จดหมายตอบรับจากผู้วิจารณ์ (reviewer) ให้สามารถลงตีพิมพ์บทความวิจัยใน
วารสารของคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

 
ภาพผนวกที่ ฉ 3. การส่งลงตีพิมพ์บทความวิจัยในวารสาร NU. International Journal of 
Science ของคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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ภาพผนวกที่ ฉ 3. บทความวิจัยที่ส่งตีพิมพ์ในวารสารของคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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 ประวัติผู้เขียน และวิชาการ 

 

ชื่อ นางสาวปรียานุช สายบุญเรือน 
วันเดือนปีเกิด 5 สิงหาคม พ.ศ. 2533 
ทุนการศึกษา  พ.ศ. 2557: โครงการพัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพ่ือ

อุตสาหกรรม (พวอ.) ระดับปริญาโท รอบที่ 2 ประจ าปี
งบประมาณ 2557 สัญญาเลขท่ี MSD57I0119 
 

ผลงานทางวิชาการ 
 

 

ปรียานุช สายบุญเรือน, วาสนา วิจักขณาลัญฉ์, บุษยา ไทยสมบูรณ์สุข, และวิภา ตังคนานนท์. 
(2558). การผลิตโปรตีนชนิดผิวของเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืช. RRi TU Forum 
2016. ปทุมธานี: มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต (น ำเสนอผลงำนวิจัยแบบปำก
เปล่ำ) 

ปรียานุช สายบุญเรือน, วาสนา วิจักขณาลัญฉ์, บุษยา ไทยสมบูรณ์สุข, และวิภา ตังคนานนท์. 
(2559). การท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีของ ANTI-FLAVIVIRUS GROUP 
ANTIGEN CLONE D1-4G2-4-15 เพ่ือใช้ในการพัฒนาโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมอง
อักเสบเจอีในพืช. การประชุมวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย” ครั้งที่ 8 (หน้า 122). 
พะเยา: มหาวิทยาลัยพะเยา (บทคัดย่อ & น ำเสนอผลงำนวิจัยแบบปำกเปล่ำ) 

ปรียานุช สายบุญเรือน, วาสนา วิจักขณาลัญฉ์, บุษยา ไทยสมบูรณ์สุข, และวิภา ตังคนานนท์. 
(2559). การผลิตโปรตีนชนิดผิวของเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืช. ใน ประเสริฐ ภว
สันต์ (บรรณาธิการ), ประชุมวิชาการโครงการพัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพ่ืออุตสาหกรรม 
ครั้งที่ 2 (หน้า 133). กรุงเทพมหานคร: ศูนย์การประชุมแห่งชาติสิริกิติ์ (บทคัดย่อ & 
น ำเสนอผลงำนวิจัยแบบโปสเตอร์)  

Sayboonruan, P., Wijagkanalan, W., Thaisomboonsuk, B., & Tangkananond, W. 
(2016). Comparison of adaptation methods for the production of 
monoclonal antibodies from clone D1-4G2-4-15 in serum-free media. 
Poster session presented at 11th International Symposium of the Protein 
Society of Thailand (pp. 119-127). bangkok: chulabhorn research institute. 
(Proceedings & Poster Presentation)  
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Sayboonruan, P., Wijagkanalan, W., Thaisomboonsuk, B., & Tangkananond, W. 
(2017). Purified monoclonal antibody of ANTI-FLAVIVIRUS GROUP ANTIGEN 
CLONE D1-4G2-4-15 for using in the development of Japanese encephalitis 
virus surface proteins in plants.Naresuan University Journal: Science and 
Technology (preparation publication) (ภาคผนวก ฉ) 

 
ประสบการณ์ท างาน พ.ศ. 2555: เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการวินิจฉัยโรค  

บริษัท ซายอาคควาสยาม (SyAqua Siam Ltd.) เลขที่ 
733/8 หมู่ 8 ต าบลคูคต อ าเภอล าลูกกา จังหวัด
ปทุมธานี 12130 ได้รับรางวัลการวิจัยและพัฒนา
ผลิตภัณฑ์ดีเด่น เนื่องจากพัฒนาชุดทดสอบส าหรับการ
ตรวจโรค covert mortality nodavirus (CMNV) ใน
กุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) 
พ.ศ. 2554: เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ 
บริษัท พรวิไล อินเตอร์เนชั่นแนล กรุพ เทรดดิ้ง จ ากัด 
เลขที่ 55/5 หมู่ 1 ซอย ถนนท่าเรือ-วังแดง ต าบลศาลา
ลอย อ าเภอท่าเรือ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา 13130 
พ.ศ. 2550: เจ้าหน้าที่ควบคุมคุณภาพการผลิต 
บริษัท คาร์กิลล์มีทส์ (ไทยแลนด์) จ ากัด 
เลขที่ 23/1 หมู่ 2 ถนนหน้าพระลาน-บ้านครัว ต าบล
เขาวง อ าเภอพระพุทธบาท จังหวัดสระบุรี 18120 
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RRi TU Forum 2016 

วันพฤหัสบดีที ่19 พฤศจิกายน 2558 เวลา 08.30 – 12.00 น. 

ห้องประชุมส านักงานอธกิารบดี 1 ชั้น 2 อาคารส านักงานอธิการบดี 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 
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RRi TU Forum 2016 

วันพฤหัสบดีที ่19 พฤศจิกายน 2558 เวลา 08.30 – 12.00 น. 

ห้องประชุมส านักงานอธกิารบดี 1 ชั้น 2 อาคารส านักงานอธิการบดี 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 

         เวลา     รายละเอียด 
08.30 – 09.00 น.  ลงทะเบียนและรับเอกสาร 
09.00 – 09.10 น.  กล่าวเปิดงาน โดยผูบ้ริหารมหาวทิยาลัยธรรมศาสตร์ 
09.10 – 09.30 น.  ประชาสมัพันธ์ทุนพัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม โดย  
  รองศาสตราจารย์ ดร.ประเสริฐ ภวสันต ์

ผู้อ านวยการโครงการพัฒนานักวิจยัและงานวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม (พวอ.) ถ่ายภาพหมู่
ร่วมกัน 

09.30 – 10.45 น.  นักศึกษาท่ีได้รับการสนับสนุนทุน พวอ. น าเสนอความก้าวหน้าของงานวิจัยในรูปแบบปาก
เปล่า (PowerPoint) 

 PHD56I0060 นางสาวเครือวัลย์ วงค์ปัญญา (ป.เอก ธรรมศาสตร์) 
เรื่อง การเพิ่มประสิทธิภาพเชิงสนามของอุปกรณ์ถ่ายเทพลังงานชนิดสนามใกล้ โดยใช้วัสดุเม
ตะส าหรับหัวอ่าน-เขียนแบบใช้ความร้อน 

 MSD57I0114 นางสาววรรณศิริ ศรีวฤทธิ์ (ป.โท มทร.ธัญบุรี) 
เรื่อง การพัฒนาเทคนิคโฟโตอิเล็กโตรคะตะไลซีสเพื่อผลติก๊าซไฮโดรเจนจากการแยกน้ าเพื่อ
ใช้ส าหรับกระบวนการไฮโดรจิเนชั่น 

 MSD57I0115 นางสาวจิณหจ์ุฑา แป้นสุวรรณ (ป.โท มทร.ธญับุรี) 
เรื่อง การพัฒนาการเตรียมพอลิเมอร์แคปซูลกักเกบ็น้ ามันหอมระเหยด้วยกระบวนการ
สังเคราะห์แบบแขวนลอย 

10.45 – 11.00 น.  พักรับประทานอาหารว่าง 
11.00 – 12.00 น.  นักศึกษาท่ีได้รับการสนับสนุนทนุ พวอ. น าเสนอความก้าวหน้าของงานวิจัยในรูปแบบ

ปากเปล่า (PowerPoint) 
 MSD57I0119 นางสาวปรียานุช สายบุญเรือน (ป.โท ธรรมศาสตร์) 
 เร่ือง การผลิตโปรตีนชนิดผิวของเชื้อไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืช 
12.00 น. ปิดงาน 
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ประมวลภาพกิจกรรม RRi TU Forum 2016 

วันพฤหัสบดีที่ 19 พฤศจิกายน 2558 เวลา 08.30 – 12.00 น. 

ห้องประชุมส านักงานอธิการบดี 1 ชั้น 2 อาคารส านักงานอธิการบดี  

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 
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การประชุมวิชาการ "วิทยาศาสตร์วิจัย" ครั้งที่ 8 

The 8th National Science Research Conference 

วันที่ 30-31 พฤษภาคม 2559 

ณ อาคารเรียนรวม (หลังเก่า) มหาวิทยาลัยพะเยา 
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ที่ ศธ 0590.21/ว 130                                             

คณะวิทยาศาสตร์  

                                                                                                  ต าบลแม่กา อ าเภอเมืองพะเยา  

                   จังหวัดพะเยา 56000  

                                         23   มีนาคม   2559  

 เร่ือง   ตอบรับการน าเสนอผลงานวิจัย ในการประชุมทางวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจัย คร้ังที่ 8”  

 เรียน   นางสาวปรียานุช สายบุญเรือน 

   ตามที่ท่านมีความประสงค์เข้าร่วมน าเสนอผลงานวิจัย ในการประชุมทางวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตรว์  ิจัย 

ครง้ั ที่ 8” ในระหว่างวันที ่30-31 พฤษภาคม 2559 ณ หอประชุมพญาง าเมือง มหาวิทยาลยัพะเยา โดยมีรายละเอยีด ดังนี้  

ชื่อผลงาน: การท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีของ ANTI-FLAVIVIRUS GROUP ANTIGEN CLONE D14G2-

4-15 เพื่อใช้ในการพัฒนาโปรตีนชนิดผิวของไวรัสไข้สมองอักเสบเจอีในพืช       

         Purified monoclonal antibody of ANTI-FLAVIVIRUS GROUP ANTIGEN CLONE D1-  
                                4G2-4-15 for using in the development of Japanese encephalitis virus surface    

proteins in plants.  
 

บัดนี้ คณะกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิฯ ได้พิจารณาผลงานของท่านเป็นที่เรียบร้อยแล้ว และมีความ 
ยินดีท่จี ะเรียนให้ทา่นทราบว่าผลงานวจิัยของท่าน “ผ่านการพิจารณาคัดเลือกให้น าเสนอผลงานวิจยัรูปแบบ Oral Presentation ใน
การประชุมทางวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตร์วิจยั ครั้งที่ 8” และตีพิมพ์ในเล่มบทคัดย่องาน ประชุมวิชาการฯ (Abstracts Book)  

  จึงขอให้ทา่นด าเนินการช าระเงินคา่ลงทะเบียนจ านวนเงิน 1,000 บาท (หนึ่งพันบาทถ้วน) ส าหรับนิสิต/

นักศึกษา และจ านวนเงิน 1,500 บาท (หนึ่งพันห้าร้อยบาทถว้น) ส าหรับบุคคลทั่วไป/อาจารย์ ผา่นบัญชีออมทรัพย ์ธนาคารไทย

พาณิชย ์จ ากัด(มหาชน) สาขามหาวิทยาลัยพะเยา หมายเลขบัญช ี891243173-5 ชื่อบัญช ีวิทยาศาสตร์วิจยัครั้งที่ 8 และส่งหลักฐาน

การจ่ายเงินผ่านทางระบบการลงทะเบียน ก่อนวัน จันทร์ ที ่11 เมษายน 2559  

 จึงเรียนมาเพื่อโปรดทราบ และทางคณะกรรมการจัดการประชุมขอขอบพระคุณท่านที่เข้าร่วม  

การประชุมทางวิชาการระดับชาติ “วิทยาศาสตรว์  ิจัย ครง้ั ที่ 8” มา ณ โอกาสนี้  

  

                                           ขอแสดงความนับถือ 

งานธุรการ คณะวิทยาศาสตร์  
โทร. 0 5466 6666  ต่อ 1713 
โทรสาร  0 5466 6664  

                              (รองศาสตราจารย์ปรียานันท์ แสนโภชน์)    

                                                                    คณบดีคณะวิทยาศาสตร์  
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การประชุมวิชาการ 

 โครงการพัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม คร้ังที่ 2 

“วิทยาศาสตร์ประยุกต์กบักลไกขับเคลื่อนเศรษฐกิจเพ่ืออนาคต” 

วันที่ 1 สิงหาคม 2559 เวลา 8.00 – 17.00 น. 
ณ ห้องบอลรูม โซนเอ ศนูย์การประชุมแห่งชาติสิริกิติ์ 

กรุงเทพมหานคร 
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The 11th International Symposium of the Protein Society of Thailand 

3-5 August 2016 

Convention Center, Chulabhorn Research Institute, Bangkok, Thailand  
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24 Jun 2016    
 

 
Dear Ms. Preeyanuch  Sayboonruan, 
       Biotechnology Science and Technology Thammasat university 
 
Subject: Acceptance of Proceedings Submission (PP035) 
 
       Your proceedings (No. PP035) entitled COMPARISON OF ADAPTATION METHODS FOR THE PRODUCTION OF 
MONOCLONAL ANTIBODIES FROM CLONE D1-4G2-4-15 IN SERUM-FREE MEDIA., submitted to the Protein Society of 
Thailand (PST) for presentation at the 11th International Symposium of the Protein Society of Thailand to be held at the 
Convention Center, Chulabhorn Research Institute, Bangkok, Thailand during 3-5 August 2016 has been reviewed and 
recommended by the scientific committee. We are pleased to inform you that your proceedings was officially ACCEPTED. 
 
   Please prepare POSTER for your presentation according to the guidelines provided in the website 
athttp://www.proteinsocthai.net/symposium2016/guide_poster.php and set your poster up at the symposium venue during 
3-5 August 2016. 
 
       Thank you for your interest in the PST activities and looking forward to seeing you soon. 
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