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บทคัดย่อ 
เทคนิคการสร้างเซลล์ลูกผสมไฮบริโดมา (hybridoma technology) เป็นกระบวนการส าคัญส าหรับการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดี การคดัแยกเซลล์ไฮบริโดมาท าได้โดยวิธีการ limiting dilution แตว่ิธีการ limiting dilution มีข้อจ ากดัหลายประการ เช่น กระบวนการ
ที่ยุ่งยาก และต้องการบุคลากรที่มีความช านาญสูง ในปัจจุบันมีวิธีการที่ง่าย สะดวก รวดเร็วกว่าการท า limiting dilution คือ วิธีการ
เพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว อยา่งไรก็ตามอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวโดยสารเมทิลเซลลโูลส (methylcellulose) ที่จ าหนา่ยมี
ราคาที่ค่อนข้างสูง นอกจากนีก้ารทดลองพบว่าการใช้เมทิลเซลลูโลสเพียงอย่างเดียวไม่สามารถท าให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็น                  
โคโลนี 3 มิติ (3D) ได้ แสดงให้เห็นว่าต้องมีองค์ประกอบอื่น ๆ  ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่จ าเป็นและไม่ได้เปิดเผย ในการศึกษานีจ้ึงมี
วัตถุประสงค์ เพื่ อพัฒนาอาหารเลี ย้งเซลล์กึ่ งแข็ งกึ่ งเหลวโดยอาศัยเมทิลเซลลูโลส , คอลลาเจน ชนิด I และเจลาติน  
ที่เหมาะสมส าหรับช่วยในการเจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ ของเซลล์ไฮบริโดมา สตูรที่ดีที่สดุของอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวที่ช่วยให้เซลล์
สามารถเจริญและรวมกลุม่เป็นโคโลนี 3 มิติ คือ อาหารที่ประกอบด้วย 1.5% เมทิลเซลลโูลส, 0.25% เจลาติน และ 1% คอลลาเจน ในอาหาร
เลีย้งเซลล์ DMEM ที่เติม 10% fetal bovine serum 

 

ค าส าคัญ  :  การเลีย้งเซลล์ในระบบ 3 มิติ, อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว, เซลล์ไฮบริโดมา 
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Abstract 
Establishment of the hybridoma cell line is an important step for monoclonal antibody production. The screenings of a candidate 

hybridoma cell clone by limiting dilution is a laborious method and require highly skilled personnel. Currently, a method of easier, faster and 
more convenient than limiting dilution is cultured in semi-solid culture media was developed. Although, the methylcellulose based semi-
solid media kit have available, the culture media kit is very expensive. Moreover, we found that using media based methylcellulose alone 
unable to generate a 3D colony of the hybridoma cell suggests that there must be other substances in media that are not disclose. In this 
study, we aimed to develop in-house semi-solid based methylcellulose for generating of 3D colony of the hybridoma cell. The various 
viscosity substances such as cellulose, methylcellulose, type I collagen and gelatin is used to determine the optimal combination and 
proportion for semi-solid media to generate 3D colony of the hybridoma cell. The best recipe of the semi-solid media that allow hybridoma 
cell survival, proliferate and form 3D colonies that remain physically separated from other colonies was 1.5 % methylcellulose, 0.25%gelatin, 
1% collagen, in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum. 
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บทน า 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) เป็นแอนติบอดีที่สร้างจาก B-cell clone ที่จ าเพาะต่อ single 
epitope เพียงชนิดเดียว ท าให้ทกุโมเลกุลมีคณุสมบตัิเหมือนกนั และมีความจ าเพาะต่อแอนติเจนสงู  (Brezski et al., 2014) 
หลกัการส าคญัในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ การสร้างเซลล์ไฮบริโดมา ซึ่งเกิดจากการหลอมรวมกนัระหว่างเซลล์
พลาสมาและเซลล์มัยอิโลมา (Laurino et al.,1999; Lipman et al.,2005; Mechetner, 2007) จากนัน้คัดเลือกเฉพาะเซลล์              
ไฮบริโดมาที่เจริญในอาหาร HAT medium (Hypoxanthine, Aminopterin and Thymidine medium) น าเซลล์ไฮบริโดมา 
ที่เลีย้งได้มาคัดเลือกโคลนที่สร้างแอนติบอดีที่ต้องการด้วยวิธี ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) หรือการ
ทดสอบทางวิทยาภูมิคุ้ มกัน (immunoassay) รูปแบบต่าง ๆ เช่น dot-blotting, western blotting, immunohistochemistry 
ตามแต่ความเหมาะสม (Kusnezow et al., 2002) โดยเซลล์ไฮบริโดมาที่ได้สามารถเลีย้งเพิ่มจ านวนต่อไปได้ไม่จ ากัด วิธีการ
อีกวิธีหนึง่ในการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นจ านวนมาก คือ เลีย้งใน bioreactor ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ standard static หรือ 
agitated suspension cell cultures, membrane-based  ห รือ  matrix-based culture systems และ  high cell-density 
bioreactors (Birch et al.,2006; Kelley et al., 2007) แต่ข้อจ ากดัของวิธีการเหลา่นี ้คือ เป็นเทคโนโลยีที่ต้องใช้เคร่ืองมือที่มี
ราคาสงู รวมทัง้อาหารและสารเคมีที่ใช้เลีย้งเซลล์มีราคาสงูเช่นกนั 
 ในอดีตหลงัจากกระบวนการหลอมรวมระหว่างสปีนโนไซต์ (spenocytes) กบัเซลล์มยัอิโลมา กระบวนการคดัเลือก
ไฮบริโดมาสามารถท าโดยการเจือจางเซลล์ (limiting dilution) ใน 96 well plate เพื่อแยกเซลล์ให้เป็นเซลล์เดี่ยว ๆ จากนัน้
คดัเลอืกเซลล์ไฮบริโดมาโคลนที่ต้องการ แตก่ารเจือจางเซลล์มีข้อจ ากดัอยูห่ลายประการ คือ ใน 1 well plate อาจไมไ่ด้มาจาก 
1 เซลล์ รวมถึงมีกระบวนการท าที่ยุง่ยาก  และต้องใช้บคุลากรท่ีมีความช านาญสงู ในปัจจบุนัมีการพฒันาวิธีการท่ีง่าย สะดวก 
รวดเร็วกว่าการท า  limiting dilution คือ การเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว (Li et al., 2018) การใช้อาหารกึ่งแข็ง 
กึ่งเหลวสามารถประยุกต์ใช้ได้หลากหลาย เช่น เพื่อเลีย้งเซลล์ Mesenchymal stem cells (MSCs) ซึ่งเป็นเซลล์ต้นก าเนิด 
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เปรียบเทียบกบัเซลล์ที่เลีย้งในอาหารเหลว พบวา่เซลล์ที่เลีย้งในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสามารถเจริญเป็นโคโลนี ซึง่ท าให้ง่ายตอ่
การคดัเลอืก และคณุสมบตัิในการสร้างโปรตีนไมแ่ตกตา่งกบัเซลล์ที่เลีย้งในระบบอาหารเหลวปกติ (Gu et al., 2016) การวิจยั
ศึกษาคุณสมบัติและการเจริญของเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็ง (cancer stem cell)  ในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยเปรียบเทียบ 
การสร้างโปรตีน การเปลีย่นแปลงของสารพนัธุกรรมของเซลล์ที่เลีย้งในอาหารเหลว กบัอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว พบวา่คณุสมบตัิ
ต่าง ๆ ของ อาหารทัง้สองรูปแบบ ให้ผลไม่ต่างกัน แต่การเลีย้งในอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว ง่ายต่อการศึกษาลกัษณะ รูปร่าง   
และการเจริญของเซลล์ (Zhu et al., 2018) ปัจจบุนัอาหารส าเร็จรูปกึ่งแข็งกึ่งเหลวส าหรับการเลีย้งเซลล์มีจ าหนา่ยจ านวนมาก 
รวมทัง้อาหารส าหรับการผลติเซลล์ไฮบริโดมา และการคดัเลอืกโคลน ซึง่อาหารดงักลา่วมีราคาที่สงูมาก โดยราคาอาหารเลีย้ง
เซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลว 90 มิลลิลิตร ราคา 32,000 บาท และ 1 ชุดของอาหารเลีย้งเซลล์ใช้ได้แค่ 1 ครัง้ งานวิจัยส่วนหนึ่ง              
จึงให้ความส าคัญส าหรับการพัฒนาอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวเพื่อให้ต้นทุนต ่าลง การพัฒนาส่วนใหญ่ใช้เมทิลเซลลูโลส 
(methylcellulose; MC) เป็นพืน้ฐานส าหรับการให้ความหนืด อยา่งไรก็ตามพบวา่การใช้ MC เป็นสว่นประกอบเพียงอยา่งเดยีว
ในอาหารเลีย้งเซลล์ ไม่สามารถท าให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ ได้  ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอาจจะต้องมี                        
องค์ประกอบอื่น ๆ ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ไมไ่ด้เปิดเผย ดงันัน้การศกึษานีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อพฒันาสตูรอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว
ที่ใช้ส าหรับการเลีย้งและคดัเลอืกเซลล์ไฮบริโดมา โดยพยายามค้นหาองค์ประกอบอื่น ๆ ที่จะช่วยให้การเจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ
ของเซลล์ไฮบริโดมาเกิดขึน้ได้ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
เซลล์ไฮบริโดมา 
 เซลล์ไฮบริโดมาส าหรับการศกึษานี ้เตรียมขึน้จากห้องปฏิบตัิการจลุชีววิทยาคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัทกัษิณ การเตรียม
และการคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาโคลน ท าโดยใช้อาหารส าเร็จรูป  ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (Canada)  โดยเซลล์ไฮบริโดมา ที่น ามา
ทดสอบเป็นโคลนซึ่งผ่านการตรวจสอบยืนยันว่าสามารถสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแฟลเจลลาแอนติเจนของเชือ้ Salmonella 
Typhimurium ด้วยเทคนิค Western blot (Lertworapreecha et al., 2019)  แผนการด าเนินการศึกษาเพื่อหาสัดส่วนต่าง ๆ ของสาร 
ที่ให้ความหนืดเพื่อให้เซลล์เจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ แสดงดงัภาพที่ 1 
การเปรียบเทียบการเจริญเป็นโคโลนีในสารใหค้วามหนืดทีต่่างกนั 

เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM (Gibco, USA) ซึ่งใช้เป็นอาหารพืน้ฐานตลอดการศึกษานี ้ประกอบด้วย10% FBS, 0.05 mM         
2-mercaptoethanol (Bio basic inc, Canada), 100IU/100 µg/mL penicillin-streptomycin (Bio basic inc, Canada)  แบ่งอาหาร DMEM 
เป็น 2 ชุดการทดลอง ชุดแรกประกอบด้วย MC (methylcellulose) (Sigma, USA)  3 ความเข้มข้น คือ 1%, 1.5% และ 2% และชุดที่ 2 
ประกอบด้วย carboxy-methylcellulose (CMC) (Himedia, India) 3 ความเข้มข้น คือ 1%, 1.5% และ 2%  จากนัน้เติมเซลล์ไฮบริโดมา 103 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มที่  37 °C ในตู้บ่มเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 10-15 วนั เปรียบเทียบความสามารถในการเจริญเป็นโคโลนีของเซลล์
ไฮบริโดมาในแตล่ะชดุการทดลอง   
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ภาพที่ 1 แผนการด าเนินการศกึษาเพื่อหาสดัสว่นตา่ง ๆ ของสารที่ให้ความหนืดเพื่อให้เซลล์เจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ 
 
 
การศึกษาปริมาณเซลล์ทีเ่หมาะสมส าหรบัอาหารทดสอบ   
 นับเซลล์ด้วย hemocytometer  เลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM และแบ่งอาหารออกเป็น 4 ชุดการทดลอง 
ควบคุมปริมาณของเซลล์ต่อจานอาหารเลีย้งเซลล์ (45 ตารางมิลลิเมตร) เป็น 101, 102 , 103 และ 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าไปบ่ม 37 °C  
ในตู้บม่เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 10-15 วนั    
ความเข้มข้นของเจลาตินและคอลลาเจน ทีมี่ผลต่อการเจริญเป็น 3 มิติ  
 เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์เป็น 4 ชุดการทดลอง โดยผสม 0.125%, 0.25%, 0.50% และ 0.75% เจลลาติน (food grade)  ใน 1.5% 
MC ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM จากนัน้เติมเซลล์ไฮบริโดมา 102 เซลล์ตอ่มิลลลิติร น าไปบม่  37 °C  เป็นเวลา 10-15 วนั 
 ส าหรับคอลลาเจนท าการทดสอบโดยเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์เป็น 4 ชุดการทดลอง โดยผสม 0.5%, 1.0%, 1.5% และ 1.75% 
คอลลาเจน (Himedia, India)  ใน 0.25% เจลลาติน, 1.5% MC ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM โดยเติมเซลล์ไฮบริโดมา 102 เซลล์ตอ่มิลลลิติร 
น าไปบม่ที่  37 °C เป็นเวลา 10-15 วนั 
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การเปรียบเทียบสูตรอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวกบัอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวส าเร็จรูป (ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (StemcellTM 
technologies, Canada)) 
 เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ โดยผสม 0.25% เจลลาติน, 1% คอลลาเจน 1.5% MC, ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM จากนัน้
เติมเซลล์ไฮบริโดมา 102 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 10-15 วนั เปรียบเทียบการเจริญกับอาหารกึ่งแข็ง                
กึ่งเหลวส าเร็จรูป ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (StemcellTM technologies, Canada) ใช้เซลล์ไฮบริโดมา 102 เซลล์ต่อ
มิลลลิติร น าไปบม่ที่ 37 °C เป็นเวลา 10-15 วนั  
 
ผลการวิจัย 
การเปรียบเทียบการเจริญเป็นโคโลนีในสารใหค้วามหนืดทีต่่างกนั 
 จากการทดลองพบว่าการผสมอาหารด้วย CMC ที่ระดับความเข้มข้น 1%, 1.5% และ 2% ในอาหารเลีย้งเซลล์  
ไม่สามารถท าให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็นโคโลนีได้ แต่การใช้ MC ที่ระดบัความเข้มข้น 1.5% กับ 2% ในอาหารเลีย้งเซลล์  
ที่ สามารถท าให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็นโคโลนีได้ อย่างไรก็ตามแม้วา่เซลล์ไฮบริโดมาที่เลีย้งในอาหารที่มี 1.5 และ 2% MC 
จะเจริญเป็นโคโลนี แตก็่พบวา่เซลล์เจริญอยูเ่พียงในระนาบ 2 มิติ โดยโคโลนีแผอ่อกด้านข้างและมีขนาดใหญ่ แตไ่มเ่จริญและ
เซลล์ไม่เกาะกลุม่เป็นลกัษณะทรงกลม แบบ 3 มิติ การเจริญเป็นโคโลนีเมื่อสงัเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบหวักลบัพบว่า 
อาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวที่ประกอบด้วย 1.5 % MC เซลล์ไฮบริโดมาสามารถเจริญเป็นโคโลนีที่ใหญ่กว่า  มีขนาด 
1.32 X 1.76 มิลลิเมตร เมื่อเทียบกับอาหารเลีย้งเซลล์ที่ประกอบด้วย 2% MC มีเซลล์บางส่วนในโคโลนีตายไป ท าให้มองเห็น
ลกัษณะโคโลนีท่ีเลก็ มีขนาดประมาณ 0.66 X 0.80 มิลลเิมตร (ตารางที่ 1 และภาพท่ี 2)    
 
ตารางที่ 1 แสดงผลการทดลองของอาหารเลีย้งเซลล์แตล่ะสตูร 
สตูรอาหารเลีย้งเซลล์ ความสามารถในการเจริญเป็นโคโลนี ขนาดของเซลล์ (กว้าง x ยาว) 

มิลลเิมตร 
1% CMC ไมพ่บโคโลน ี - 
1.5% CMC ไมพ่บโคโลน ี - 
2% CMC ไมพ่บโคโลน ี - 
1% MC ไมพ่บโคโลน ี - 
1.5% MC เจริญเป็น 2 มิติ, โคโลนีใหญ่, ไมก่ลม 1.32 X 1.76  
2% MC เจริญเป็น 2 มิติ, และโคโลนีเลก็,ไมก่ลม 0.66 X 0.80  
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          ภาพที่ 2  แสดงลกัษณะโคโลนีในอาหารแตล่ะชนิด A คือ เซลล์ไฮบริโดมาทีเ่จริญในสตูรอาหารที่ผสม CMC  
           ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั ตรวจสอบภายใต้กล้องสเตอริโอก าลงัขยายต า่  B, C และ D คือ เซลล์ 
           ไฮบริโดมาที่เจริญในสตูรอาหารท่ีผสม 1% , 1.5% และ 2% MC ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั  
           ตรวจสอบภายใต้กล้องสเตอริโอก าลงัขยายสงู E และ F คอื ไฮบริโดมาที่เจริญในสตูรอาหารท่ีผสม 1.5%  
           และ 2% MC ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั  ตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์หวักลบั (scale bars 100 m) 

 
การศึกษาปริมาณเซลล์ทีเ่หมาะสมส าหรบัอาหารทดสอบ   
 จากการทดลองหาปริมาณเซลล์ที่เหมาะสมในจานอาหารเลีย้งเซลล์ขนาด 45 ตารางมิลลิเมตร จ านวน 3 ซ า้ พบว่า
เซลล์เร่ิมต้นที่ปริมาณ 101 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เกิดจ านวนโคโลนีน้อย โคโลนีมีขนาดเล็กไม่สมบูรณ์ เมื่อเพิ่มปริมาณของ                
เซลล์เร่ิมต้นเป็น 103 เซลล์ต่อมิลลลิิตร พบว่าจ านวนโคโลนีเพิ่มมากขึน้ และมากเกินไปจนไมส่ามารถแยกโคโลนีได้ ซึ่งยากตอ่
การคดัแยกเป็นโคโลนีเดียว จ านวนเซลล์ที่เหมาะสมในจานอาหารเลีย้งเซลล์ขนาด 45 ตารางมิลลิเมตร คือ 102 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร พบเซลล์ไฮบริโดมาประมาณ 170 โคโลนี ซึ่งท าให้ได้จ านวนโคโลนีที่เหมาะสมสามารถคัดแยกได้ง่าย ไม่แน่น
จนเกินไป (ตารางที่ 2)  
   
ตารางที่ 2  แสดงจ านวนโคโลนีในจานอาหารเลีย้งเซลล์ 
จ านวนเซลล์เร่ิมต้น 
(เซลล์ตอ่มิลลลิติร) 

พบจ านวนโคโลน ี เฉลีย่ 
ชดุทดลองที่ 1 ชดุทดลองที่ 2 ชดุทดลองที่ 3 

101 18 23 27 23 
102 156 182 171 170 
103 > 300 > 300 > 300 - 
104 ไมส่ามารถนบัได้ ไมส่ามารถนบัได้ ไมส่ามารถนบัได้ - 
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ความเข้มข้นของเจลาตินและคอลลาเจนทีมี่ผลต่อการเจริญเป็น 3 มิติ 
การศึกษาความเข้มข้นของเจลาติน 

เนื่องจากโคโลนีที่เกิดขึน้เจริญเป็น 2 มิติ และไม่เป็นทรงกลม จึงใช้เจลลาตินเป็นตวัช่วยให้เซลล์สามารถเจริญเป็น 3 มิติ  
โดยใช้ปริมาณของเจลลาติ น 4 ความเข้มข้น คื อ 0.125%, 0.25%, 0.50%, 0.75% พบว่ าการใช้  0.125% เจลลาติ น  
ไม่เพียงพอที่ท าให้เซลล์เจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ และการใช้ 0.50% เจลลาตินขึน้ไปมีผลท าให้เซลล์ตาย ความเข้มข้นที่เหมาะสม 
ของเจลลาติน ท าให้เซลล์สามารถเจริญเป็นทรงกลม 3 มิติ คือ 0.25% แต่โคโลนีจะมีขนาดเล็ก มีขนาดประมาณ 0.11 X 0.15 มิลลิเมตร  
มีจ านวนโคโลนีเฉลีย่ 132 โคโลนี (ตารางที่ 3 และภาพที่ 3) 
 

 
 

         ภาพที่ 3  แสดงลกัษณะเซลล์ไฮบริโดมาที่เจริญเป็น 3 มิติในอาหารที่มีสว่นประกอบของเจลลาตินที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ  
           ตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบหวักลบั A, B, C และ D คือ เซลล์ไฮบริโดมาในอาหารที่มีสว่นประกอบ 

          ของ 0.125%, 0.25% 0.50% และ 0.75% เจลลาติน ตามล าดบั E คือ ชดุควบคมุที่ไมเ่ติมเจลลาติน  
          เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั (scale bars A-D: 50 m, E: 100 m) 
 

ตารางที่ 3  แสดงผลการใช้เจลาตินเพื่อให้เซลล์เจริญเป็น 3 มิติ 
ความเข้มข้นของ 

เจลาติน 
จ านวนโคโลน ี จ านวนโคโลนี

เฉลีย่ 
ขนาดโคโลนี (กว้าง 
X ยาว)  มิลลเิมตร ชดุที่ 1 ชดุที่ 2 ชดุที่ 3 

ไมเ่ติมเจลาติน 133 126 139 133 0.71 X 0.94 
0.125% 135 142 129 135 0.05 X 0.14 
0.25% 126 132 138 132 0.11 X 0.15 
0.50% 56 64 52 57 0.05 X 0.06 
0.75% 16 22 19 19 0.02 X 0.02 

 
การศึกษาความเข้มข้นของคอลลาเจน 

จากการทดลองพบว่าการเติมคอลลาเจน สามารถช่วยกระตุ้นให้เซลล์เจริญดีขึน้ โดยทดลองใช้ปริมาณของคอลลาเจน                         
4  ความเข้มข้น คือ 0.5%, 1%, 1.5% และ 2 % พบว่าการใช้ 0.5% คอลลาเจน ไม่เพียงพอที่ท าให้เซลล์เจริญได้ดี เมื่อเปรียบเทียบ             
กบัชดุควบคมุ และการใช้ 1.5% คอลลาเจนขึน้ไป มีผลท าให้เซลล์เจริญได้ไมด่ีและเซลล์ตาย ความเข้มข้นที่เหมาะสมของเจลลาตินท าให้
เซลล์สามารถเจริญได้ดี ได้โคโลนีใหญ่ ทรงกลมและเป็น 3 มิติ  คือ 1% คอลลาเจน เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม พบจ านวนโคโลนี            
เฉลีย่ 205 โคโลนี มีขนาดประมาณ 0.76 X 0.80 มิลลเิมตร (ตารางที่ 4 และภาพที่ 4)  
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ตารางที่ 4  แสดงผลการใช้คอลลาเจนกระตุ้นการเจริญของเซลล์ 
ความเข้มข้นของ
คอลลาเจน 

จ านวนโคโลน ี จ านวน
โคโลนเีฉลีย่ 

ลกัษณะโคโลน ี ขนาดของโคโลนี (กว้าง X 
ยาว) มิลลเิมตร 

ชดุที่ 1 ชดุที่ 2 ชดุที่ 3 

ไมเ่ติมคอลลาเจน 118 126 122 122 กลม ขนาดเลก็ 0.11 X 0.13 

0.5% 166 156 169 164 กลม ขนาดกลาง 0.32 X 0.34 

1% 211 205 198 205 กลม ขนาดใหญ่ เป็น 3 มติ ิ 0.76 X 0.80 

1.5% 130 121 129 127 กลม ขนาดกลาง มเีซลล์ตาย 0.38 X 0.41 

2% 86 70 77 78 กลม ขนาดเลก็ มีเซลล์ตายจ านวนมาก 0.15 X 0.16 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4  แสดงลกัษณะเซลล์ไฮบริโดมาที่เจริญในสตูรอาหารที่มีสว่นประกอบของคอลลาเจน ตรวจสอบภายใต้กล้องสเตอริโอ  A, B, C  
 และ D คือ สตูรอาหารที่มีสว่นประกอบของ 0.5%, 1%, 1.5% และ 2% คอลลาเจน ตามล าดบั เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั   

สว่น E คือ สตูรอาหารชดุควบคมุที่ไมม่ีสว่นประกอบของคอลลาเจน (scale bars 1mm) 
 

การเปรียบเทียบสูตรอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวที่พฒันากบัอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวส าเร็จรูป (ClonaCell™-HY Hybridoma Kit 
(StemcellTM technologies, Canada)) 
 สตูรอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่เกิดจากการพฒันา ควบคมุปริมาณของเซลล์ที่ 102 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มที่ 37 °C ในตู้บ่ม
เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 14 วนั  มีจ านวนเซลล์เฉลี่ย 197 โคโลนีต่อจานอาหารเลีย้งเซลล์ 45 ตารางมิลลิเมตร เซลล์มีขนาดประมาณ 0.62 X 
0.70 มิลลเิมตร และอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวส าเร็จรูปควบคมุปริมาณของเซลล์ที่ 102 เซลล์ตอ่มิลลลิติร น าไปบม่ที่ 37 °C ในตู้บม่
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เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 14 วัน พบ จ านวนเซลล์เฉลี่ย 206 โคโลนีต่อจานอาหารเลีย้งเซลล์ 45 ตารางมิลลิเมตร เซลล์มีขนาดประมาณ                   
0.81 X  0.88 มิลลิเมตร จากการทดลองพบว่า สตูรอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่พฒันากับอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวส าเร็จรูปมีประสิทธิภาพ
ใกล้เคียงกนั ( ตารางที่ 5 และภาพที่ 5)  
 
ตารางที ่5  แสดงผลการเปรียบเทียบการเจริญของเซลล์ไฮบริโดมาในสตูรอาหารกึ่งแขง็กึง่เหลวทีเ่กิดจากการพฒันากบัอาหาร 
     เลีย้งเซลล์กึ่งแขง็กึง่เหลวส าเร็จรูป 
ชดุทดลอง จ านวนโคโลน ี จ านวนโคโลนเีฉลีย่ ขนาดโคโลนี 

(กว้าง X ยาว) มิลลเิมตร ชดุที่ 1 ชดุที่ 2 ชดุที่ 3 
A 187 208 197 197 0.62 X 0.70 
B 196 217 206 206 0.81 X 0.88 

 A: สตูรอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่เกิดจากการพฒันา 
 B: อาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวส าเร็จรูป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ภาพที่ 5  แสดงเปรียบเทียบการเจริญของเซลล์ไฮบริโดมาในสตูรอาหารกึง่แข็งกึ่งเหลวที่เกิดจากการพฒันากบั 
                อาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแขง็กึ่งเหลวส าเร็จรูป ตรวจสอบภายใต้กล้องสเตอริโอ A คือ ลกัษณะของเซลล์ใน 
                             อาหารกึ่งแขง็กึ่งเหลวที่เกิดจากการพฒันา เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั และ B คือ ลกัษณะของเซลล์ใน 
                             อาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวส าเร็จรูป เพาะเลีย้งเป็นเวลา 14 วนั (scale bars 1 mm) 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย  

การสร้างเซลล์ลูกผสมไฮบริมาเป็นกระบวนการส าคัญส าหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในอดีตการคัดแยก 
เซลล์ไฮบริโดมาท าได้โดยวิธี limiting dilution แต่วิธี limiting dilution มีข้อจ ากัดหลายประการ เช่นใน 1 หลุมของจานอาหาร 96 หลมุ  
อาจไมไ่ด้มาจากเซลล์เพียงเซลล์เดียว อีกทัง้การเจือจางมีกระบวนการท าที่ยุง่ยาก และต้องใช้บคุลากรที่มีความช านาญสงู (Mechetner,  
2007; Brezski et al., 2014) ในปัจจบุนัมีการพฒันาวธีิการที่งา่ย สะดวก และรวดเร็วกวา่การท า limiting dilution คือ การเพาะเลีย้งเซลล์ใน
อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยมีการพฒันาชุดอาหารส าเร็จรูปทางการค้าแบบกึ่งแข็งกึ่งเหลวส าหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
อย่างไรก็ตามชุดอาหารเลีย้งเซลล์แบบกึ่งแข็งกึ่งเหลว มีราคาที่ค่อนข้างสูง อาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวปริมาตร 90 มิลลิลิตร  
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ราคา 32,000 บาท และ 1 ชุดสามารถใช้ได้แค่ 1 ครัง้ คุณสมบัติที่ส าคัญของอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว คือ สามารถท าให้เซลล์เจริญ 
เกาะกลุ่มเป็นโคโลนี ซึ่งแต่ละโคโลนีเจริญมาจากเซลล์เดี่ยว โคโลนีสามารถมองเห็น และคัดแยกได้ด้วยตาเปล่า ผู้ วิจัยจึงสนใจ 
ที่จะพฒันาสตูรอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่ใช้ส าหรับงานโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยคณุสมบตัิของอาหารที่พฒันาขึน้ท าให้เซลล์สามารถ
เกิดขึน้เป็นโคโลนี 3 มิติ ท าให้ง่ายต่อการคัดแยก (Liu et al., 2014; Gu et al., 2016; Zhu et al., 2018) มีประสิทธิภาพใกล้เคียงหรือ
เทียบเท่ากบัอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่มีจ าหน่าย เพื่อช่วยลดงบประมาณการวิจยั เนื่องจากมีต้นทนุที่ถกูกว่าชุดอาหารส าหรับการผลิต
เซลล์ไฮบริโดมาส าเร็จรูป โดยอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวที่ผา่นการพฒันา ปริมาตร 90 มิลลลิติร ราคาประมาณ 3,000 บาท จากผล
การทดลองในการเปรียบเทียบความสามารถของการเจริญเป็นโคโลนีในสารความหนืดและความเข้มข้นที่ต่างกัน  พบว่าการใช้ 
เมทิลเซลลโูลสในความเข้มข้นที่เหมาะสมท าให้เซลล์สามารถเจริญเป็นโคโลนีได้ แตไ่ด้เป็นลกัษณะโคโลนีเป็น 2 มิติ ซึง่ข้อเสยีของโคโลนี
ที่เป็น 2 มิติ คือ มีลกัษณะแบน แผ่ขยายออกทางกว้าง หากมีโคโลนีที่อยู่ใกล้กนัจะท าให้คดัแยกได้ยาก แสดงว่าการใช้เมทิลเซลลโูลส
เพียงอย่างเดียวไม่สามารถท าให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็น 3 มิติ จ าเป็นต้องมีองค์ประกอบอื่น ๆ  ในอาหารเลีย้งเซลล์ การเจริญเป็น
โคโลนี 3 มิติ ช่วยให้ง่ายตอ่การคดัแยก เนื่องจากเซลล์จะเป็นโคโลนีเดียว กระจายอยู่ในอาหาร ไม่แผ่กว้างติดโคโลนีอื่น ซึ่งการ
เติมเมทิลเซลลูโลสในความเข้มข้นที่เหมาะสมช่วยให้อาหารมีคุณสมบัติเป็นเจล ยืดหยุ่ น กึ่งแข็งกึ่งเหลว เนื่องจากการ
เพาะเลีย้งเซลล์ใช้ระยะเวลาที่นานจ าเป็นต้องเติม mercaptoethanol เพื่อช่วยลดสารพิษจากเซลล์ในกระบวนการเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ (Liu et al., 2014) การใช้เจลาตินเป็นสารลดแรงตึงผิวช่วยให้อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวมีคณุสมบตัิหนืดขึน้ ท าให้เซลล์
เป็นทรงกลม 3 มิติ แบ่งตวัทกุระนาบ แต่จะได้โคโลนีที่ค่อนข้างเล็ก การเติมเจลาตินในความเข้มข้นที่มากเกินไปท าให้อาหาร
หนืดมากเกินไป ส่งผลให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็นโคโลนีได้ยาก ส่วนการเติมคอลลาเจนที่มีคุณสมบตัิเป็น extracellular 
matrix ซึ่งช่วยกระตุ้ นการเจริญของเซลล์ (Kubow et al., 2015) ท าให้เซลล์เจริญ มีลักษณะเป็นโคโลนีที่ใหญ่ สมบูรณ์ 
และสามารถมองเห็นได้ชัด และเมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติต่าง ๆ ของอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวที่พัฒนาขึน้  เช่น 
ความสามารถในการเจริญเป็นโคโลนี  3 มิติ  การกระจายตัวของเซลล์ และขนาดของโคโลนี  พบว่า มีคุณสมบัต ิ
และประสิทธิภาพที่ใกล้เคียงกับอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งแหลวส าเร็จรูปที่มีจ าหน่าย แต่อาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลว 
ที่พฒันาขึน้จะมีต้นทุนที่ต ่ากว่า ซึ่งในระยะยาวจะเป็นการช่วยลดงบประมาณการวิจัย รวมทัง้ลดขัน้ตอน ท าให้ง่าย สะดวก 
และรวดเร็วขึน้ในการท าวิจยัทางด้านการเลีย้งเซลล์ และผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
สรุปผลการวิจัย 

จากการทดลองเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญของเซลล์ไฮบริโดมาในอาหารกึ่งแข็งกึง่เหลว โดยการใช้สารให้
ความหนืด และความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่า ความเข้มข้นของเมทิลเซลลูโลสที่  1.5% และ 2% สามารถท าให้ 
เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็นโคโลนีได้ แต่ลักษณะการเจริญของโคโลนีเป็น 2 มิติ  หากมีโคโลนีที่ เจริญใกล้กันส่งผล 
ให้การคดัแยกเซลล์ไฮบริโดมายากยิ่งขึน้ การใช้เมทิลเซลลโูลสที่ 2% ลกัษณะของอาหารจะมีความหนืดมากเกินไปส่งผล 
ให้มีเซลล์บางสว่นตาย ท าให้ได้โคโลนีเล็ก ผู้วิจยัจึงเลือกใช้เมทิลเซลลโูลสที่ความเข้มข้น 1.5% เป็นสารให้ความหนืด จ านวน
เซลล์เร่ิมต้นที่เหมาะสมคือ 102 เซลล์ต่อ 45 ตารางมิลลิเมตรของจานอาหารเลีย้งเซลล์ การใช้เจลาตินเป็นสารลดแรงตึงผิว 
พบว่าเจลาตินที่ความเข้มข้น 0.25% มีผลท าให้เซลล์ไฮบริโดมาเจริญเป็นโคโลนี 3 มิติ แต่โคโลนีของเซลล์จะมีขนาดเล็ก  
สงัเกตยาก ส าหรับการเติมคอลลาเจน จะช่วยกระตุ้นการเจริญของเซลล์ พบวา่ความเข้มข้นของคอลลาเจนที่เหมาะสม คือ 1% 
ส่งผลให้เซลล์เจริญเป็นโคโลนีและมีขนาดใหญ่ และเป็น 3 มิติ  ดังนัน้สูตรที่ดีที่สุดของอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลว 
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ที่พฒันาขึน้ที่ช่วยให้เซลล์แพร่กระจาย และเจริญเป็น 3 มิติ คือ 1.5% เมธิลเซลลโูลส, 0.25% เจลาติน, 1% คอลลาเจน, 0.05 
mM 2-mercaptoethanol ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ที่เติม 10% FBS  

จากการน าสตูรอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวที่พฒันาขึน้ และใช้เซลล์ไฮบริโดมาที่ 102 เซลล์ต่อมิลลลิิตร เพาะเลีย้งที่ 37 °C  
เป็นเวลา 14 วนั  เปรียบเทียบกบัอาหารเลีย้งเซลล์กึ่งแข็งกึ่งเหลวส าเร็จรูปที่มีจ าหนา่ย พบวา่อาหารทัง้สองชนิดมีประสทิธิภาพ
ใกล้เคียงกนั 
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