
 

 

 
 

 

 

 

รายงานการวิจัย 

มหาวิทยาลัยแมโจ 
 

 
เรื่อง 

 

การประยุกตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2 เพื่อคัดเลือก 

โปรไบโอติกแบคทีเรียที่สามารถยึดเกาะกับ 

เยื่อบุผิวลําไสและยับยั้งเชือ้กอโรค  

 

IN VITRO ADHESION AND INHIBITION OF PROBIOTIC 

CANDIDATE AGAINST PATHOGENIC BACTERIA 

 

 
โดย 

 
      มงคล ถิรบุญยานนท      ปยะนุช เนียมทรัพย 



 

 

 

 
2550 

 
 

 

 

 
รายงานการวิจัย 

มหาวิทยาลัยแมโจ 
 

เรื่อง    การประยกุตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2 เพื่อคัดเลือกโปรไบโอตกิแบคทีเรีย     

          ที่สามารถยดึเกาะกับเยือ่บุผวิลาํไสและยับยัง้เชื้อกอโรค  

                    IN VITRO ADHESION AND INHIBITION OF PROBIOTIC CANDIDATE  

                 AGAINST PATHOGENIC BACTERIA 

 

ไดรับการจัดสรรงบประมาณวิจัย ประจําป  2550 

     จํานวน  311,500 บาท 

 

 

หัวหนาโครงการ  นายมงคล ถริบญุยานนท          

ผูรวมโครงการ  นางปยะนุช เนียมทรัพย 

 



 

 

 

งานวจิัยเสร็จสิน้สมบรูณ 

20 / 3 / 2551 

  

  



 

 

 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 ขอขอบพระคุณ  สาํนักวิจยัและสงเสริมวชิาการการเกษตร มหาวทิยาลัยแมโจ สํานักงาน

คณะกรรมการการวจิัยแหงชาติ ที่ใหการสนบัสนุนทุนอุดหนุนการวจิัย  ประจาํปงบประมาณ 2550 

ภาควิชาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร   มหาวทิยาลัยแมโจ   ที่เอื้อเฟอสถานที่ในการทาํวิจยั   

  

         คณะผูวิจยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

สารบัญ 
 

หนาที ่

สารบญัตาราง          ก 

สารบญัภาพ          ข 

บทคัดยอ                                                                                                                          1 

ABSTRACT                                                                                                                     2 

คํานาํ           3 

วัตถปุระสงค          4 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั        4 

การตรวจเอกสาร          5 

วัสดุและอุปกรณ          9 

วิธีการทดลอง                   13 

ผลและวิจารณผลการทดลอง                 18 

สรุปผลการทดลอง                   23          

เอกสารอางอิง                   24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

(ก) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่                   หนา 

1   คุณสมบตัิของโปรไบโอติกเม่ือเปรยีบเทียบกับยาปฏชิวีนะ     6  

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

     

 



 

 

 

(ข) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่                             หนา 

1   ภาพการเจรญิของเซลล Caco-2 ที่มีอายุ 15 วัน     18    

2   ภาพการเจรญิของเซลล Caco-2 ที่มีอายุ 42       19 

3   อัตราการยึดเกาะของ B. subtilis MP9 และ B. subtilis MP10 กับเซลล Caco-2   20 

4   อัตราการบกุรุกเซลล Caco-2 ของ S. enteritidis     21         

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

การประยุกตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2 เพื่อคัดเลือก 

โปรไบโอติกแบคทีเรียที่สามารถยึดเกาะกับ 

เยื่อบุผิวลําไสและยับยั้งเชือ้กอโรค  

 

IN VITRO ADHESION AND INHIBITION OF PROBIOTIC 

CANDIDATE AGAINST PATHOGENIC BACTERIA 

  
      มงคล ถิรบุญยานนท     ปยะนุช เนียมทรัพย    

MONGKOL THIRABUNYANON   PIYANUCH NIAMSUP  
    

สาขาเทคโนโลยชีวีภาพ  ภาควิชาชีววทิยา  คณะวทิยาศาสตร  มหาวิทยาลัยแมโจ 

 

 

บทคัดยอ 

 
การประยุกตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2  เพื่อการคดัเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียใน

การวจิัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงคหลักเพือ่พัฒนาวิธีการคดัเลือกในเชิงคุณภาพที่คาดวาจะไดโปรไบโอตกิ

แบคทีเรยีที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชือ้กอโรคทีจ่ะเขาสูเซลลของรางกายไดดี  ผลการศึกษาพบวาอตัรา

การเจรญิของเซลล Caco-2 นั้นจะเจริญเติบโตคอนขางชาและเมื่อเซลลเติบโตเต็มที่แลวเซลลจะเจรญิ

แลวยึดเกาะกับวัสดุเพาะเล้ียงเปนแผนชั้นเดียว  ทั้งนีจ้ะใชเวลาในการเพาะเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 35 

- 42 วัน  ความสามารถของ Bacillus subtilis MP9 และ MP10 ที่สามารถยึดเกาะกบัเซลล Caco-2  

นั้นจะพบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุมีความสามารถในการยึดเกาะเซลล Caco-2  คอนขางสงู  คอืมี

อัตราการยึดเกาะเทากบั 3.35 และ 3.37 log cfu/ml   ในขณะที่มีเชื้อเริม่ตน 6.39 และ 6.38 log 

cfu/ml ตามลาํดับ  ประสิทธิภาพของ B. subtilis NC ตอการยบัยั้งการบกุรุกเขาสูเซลล Caco-2 ของ 



 

 

 

S. enteritidis พบวาทั้งการใชเซลล B. subtilis NC โดยตรง หรอื Cell free supernatant  หรอื Cell 

free supernatant  ที่มีการปรับ pH 7 มีความสามารถในการยบัยั้งการบุกรุกเขาสูเซลล Caco-2  ของ 

S. enteritidis  สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  โดยมอีัตราการบุกรกุเซลล 

Caco-2 ของ S. enteritidis    เทากับ  3.95, 4.16  และ  4.07  log cfu/ml    ตามลําดับในกลุมทดลอง 

ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการบุกรกุเซลลสูงถึง  4.84 log cfu/ml  

ผลจากการทดลองครั้งนี้สามารถประยุกตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2  เพื่อการ

คัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรยีในเชิงคุณภาพไดดี   

 
 

ABSTRACT 

  

The aim of this study was to evaluate the application of Caco-2 cell culture as in the 

quality selective model of probiotic bacteria which has ability to adhesion and inhibition the 

pathogenic bacteria invade into epithelial cells of the hosts.  The growth rates of Caco-2 

cells were observed a rather slowly growth, the fully differentiation time were about 35 – 42 

days. Morphological differentiation of this Caco-2 cells were found in different stages, but 

fully differentiate show attach as cell monolayer to the culture flasks. The adhesive ability of 

Bacillus subtilis MP9 and MP10 to Caco-2 cells were exhibited in a rather high, which were 

adhere about  3.35 and 3.37 log cfu/ml, respectively. The original concentrations of B. 

subtilis MP9, MP10 were 6.39 and 6.38 log cfu/ml, respectively.  The protective efficiencies 

of Bacillus subtilis NC on the inhibition of Salmonella enteritidis invade to Caco-2 cells. The 

results showed that not only the direct B. subtilis NC cells but also the cell free supernatant 

or cell free supernatant adjust pH 7 groups had ability to inhibit the invasion rate (P<0.05)  

compare to that of control group. The invasion rates of S. enteritidis were about 3.95, 4.16 

and 4.07 log cfu/ml, respectively. The control group was 4.84 log cfu/ml as the control 

group. 

The results in this study indicate that the application of Caco-2 cell culture could be 

applied as the quality selection of probiotic bacteria. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

คํานํา 
 

มาตรการความปลอดภัยของอาหาร (Food safety)  เปนขอกาํหนดของประเทศไทยและ

นานาชาติ ในการที่จะควบคุมคณุภาพของอาหารและผลิตภัณฑใหไดมาตรฐานและมีความปลอดภยั

สําหรับผูบริโภค  โปรไบโอติกและผลิตภณัฑที่ไดจากโปรไบโอติกนบัวามปีระโยชนตอผูบริโภคหลาย

ประการ  อาทิเชน  ไดผลิตภณัฑอาหารหมักจากโปรไบโอติกในกลุมแบคทีเรียกรดแลคตกิ หรอืเซลลที่

มีชีวติของโปรไบโอตกิแบคทีเรียมปีระโยชนตอผูบริโภคโดยตรงในแงการปองกันหรอืรักษาโรคใน

มนุษยและสัตว   

โปรไบโอติก (probiotic) เปนกลุมของจุลนิทรียที่ยังมชีวีิตและนํามาใชัเปนอาหารเสริมใน

มนุษยและสัตว โดยทีบ่ทบาทของจุลินทรียเหลานี้มปีระโยชนตอความสมดุลของ  จุลินทรยีชนิดตางๆ 

ในลําไสของมนุษยและสัตว (Fuller, 1989)  การประยุกตใชโปรไบโอติกเริ่มมีบทบาทในอุตสาหกรรม

อาหารหรอืการปองกันและรักษาโรคในมนุษยมากข้ึนเรื่อยๆ    โดยปกติแลวพวกเรารับประทานโปร

ไบโอติกอยูเสมอ  ซึ่งโปรไบโอตกิเหลานีอ้าจจะอยูในรูปแบบของหลายๆ ผลิตภัณฑ เชน นมเปรี้ยว โย

เกิรต เปนตน   บทบาทและหนาที่ของโปรไบโอติกที่สําคัญ  อาทิเชน บทบาทในการกระตุนระบบ

ภูมิคุมกนัตอเชือ้โรค (Shu and Gill, 2001) ผลิตเอนไซมที่ชวยในการยอยอาหาร  (Jin et al., 2000)  

ลดการผลิตแอมโมเนียในเลือด (Samanya and Yamauchi, 2002) ปองกันโรคทองรวง (Maruta et 

al., 1996) หรอืใชในการปองกนัและรักษาโรคมะเร็ง (Lee et al., 2004; Zabala et al., 2001)    

การคดัเลือกเพือ่ใหไดโปรไบโอติกที่ดีนัน้ จะตองมีขบวนการคัดเลือกเพื่อหาเชื้อที่มีคณุสมบัติ

เปนโปรไบโอติกแบคทีเรียทีด่ีและยึดเกาะกบัผนังลําไสไดดีที่สุด  ดังนั้นเทคนคิการเพาะเล้ียงเซลลตน

ตอเพื่อศึกษาการมคีุณสมบตัิของโปรไบโอติก ทีจ่ะไปยึดเกาะกับเนือ้เยื่อบุผวิ (epithelial cell)  ของ

ลําไสนั้นเปนเทคนิคที่สําคัญมากอกีวิธีการหนึ่งในการคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรยี (Brassart et al., 

1994;  Salminen et al., 1996;  Tuomola  and Salminen, 1998)  เมื่อโปรไบโอติกแบคทีเรยีถูก

นําเขาไปสูลําไสของมนษุยและสัตวแลว  โปรไบโอติกเหลานี้จะแสดงบทบาทตามหนาที่ไดมากนอย



 

 

 

เพียงใด ก็ข้ึนอยูกบัการยึดเกาะกับเนื้อเยื่อบุผวิของลาํไสเปนประเด็นสาํคญั  (Printo et al., 1983; 

Blay  et al., 2004)     และนอกจากนั้นโอกาสที่เชือ้กอโรคจะมีพื้นที่เกาะกับเนือ้เยือ่บุผวิในลําไสไดนัน้

ก็มีโอกาสนอยตามไปดวยหากโปรไบโอตกิเกาะกับเยือ่บุผวิไดดี  (Greene and Klaenhammer, 

1994; Bibiloni et al., 1999)  เพราะฉะนัน้นับวาวิธกีารใชเทคนคิการเพาะเลี้ยงอิพทิีเลียมเซลลเพื่อ

คัดเลือกโปรไบโอติกนัน้ เปนวิธีที่เหมาะสมในการคัดเลือกโปรไบโอติก  เพือ่การนาํไปสูการคัดเลือก

โปรไบโอติกทีม่ีประสิทธภิาพทีด่ ี

 

  

วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงเซลลตนตอชนิดอิพิทีเลียมเซลลของลําไส 

2.  เพื่อประยุกตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลในการคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรค 

 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

  1.  ไดทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงเซลลตนตอชนิดอิพิทีเลียมเซลลของลําไส 

2. ไดทราบถึงวิธีการคัดเลือกโปรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพโดยการใชเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลล 

3. ไดรับโปรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพเพ่ือนําไปประยุกตใชในเชิงอุตสาหกรรม 

 

 



 

 

 

การตรวจเอกสาร 

 

จุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของมนุษยเรานั้นมีความซบัซอน และมีความหลากหลาย

อยางมาก  อาทิเชน มปีริมาณจุลินทรยี จาํนวน 50 สกุล  หรอืหากจะนับจํานวนชนิดของแบคทีเรยีแลว

ก็อาจจะพบมากถึง 400 ชนดิ (Finegold et al., 1974)  ในจํานวนของจุลินทรียเหลานี้กม็ีกลุมที่มี

ประโยชนตอรางกาย เชน กลุมของแบคทีเรียกรดแลคตกิ  นอกจากนั้นบางชนดิก็เปนแบคทีเรยีที่มีโทษ 

เชนพบในกลุม Escherichia coli, Salmonella spp. เปนตน  ถึงแมจะมีแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคใน

ระบบทางเดินอาหารของคนเรานัน้  แตโดยปกติแลวรางกายของคนเราก็มีการปรับสภาวะใหมีสัดสวน

ของแบคทีเรียที่เหมาะสม ระหวางกลุมที่มปีระโยชนและกลุมที่เปนโทษ  ดังนั้นกลุมของแบคทีเรียกอ

โรคเหลานีก้็จะไมเปนพษิเปนภยัตอมนษุยเรา  แตเนือ่งจากสภาวการณปจจุบัน  จะพบวาการปนเปอน

จากเชือ้กอโรคตางๆ ในผลิตภัณฑอาหารนั้นมีเพ่ิมมากข้ึนเรือ่ยๆ  ดงันั้นจึงมรีายงานการปวยไขโดยมี

สาเหตจุากเชือ้กอโรคในผลิตภณัฑอาหารอยูบอยครั้ง  ในขณะเดียวกันหากเราไดรับประทานจุลินทรีย

ที่มีประโยชนโดยตรงหรือเปนสวนเสริมในผลิตภัณฑอาหารแลวนั้น  จุลินทรยีที่มปีระโยชนดังกลาวก็

จะอาศยัอยูในระบบทางเดินอาหาร และสามารถหยดุยั้งการทําหนาที่ของเชือ้กอโรคได        ดวย

หนาที่ของจุลนิทรยีที่มีประโยชนดังกลาวกจ็ะทาํใหรางกายของเราสามารถปกปองเชือ้กอโรคตางๆ ได             

โปรไบโอติก (probiotic) หรอืจุลนิทรียที่มีประโยชน  เปนกลุมของจุลนิทรยีที่ยังมชีวีิตและ

นํามาใชเปนอาหารเสริมในมนุษยและสัตว โดยทีบ่ทบาทของจุลินทรียเหลานี้มปีระโยชนตอความ

สมดุลของจุลนิทรยีชนิดตางๆ ในลาํไส (Fuller, 1989)  ในปจจบุันไดมกีารประยุกตใชโปรไบโอตกิ

แบคทีเรยีในการปองกนัและรักษาโรคในมนษุย หรอืในอตุสาหกรรมอาหารกันอยางกวางขวาง  การ

ประยุกตใชโปรไบโอติกในดานการแพทยนั้น  ถอืวาโปรไบโอติกมบีทบาทในการปองกนัและรักษาโรค

ในมนุษยหลายประการ   Naaber et al. (1998)  ไดรายงานถึงประสิทธภิาพของโปรไบโอตกิตอการ

ยับยั้งการตดิเชื้อ  Clostridium difficile ในหนูทดลอง ซึง่สอดคลองกับงานวจิัยของ Pinchuk et al. 

(2001)  ที่พบวาโปรไบโอตกิในกลุม Bacillus subtilis สามารถยบัยั้งเชือ้โรคในกลุม Helicobacter 

pylori ไดดี           การประยุกตใชโปรไบโอติกยังสามารถนํามาเปนแนวทางในการปองกันโรคเกี่ยวกบั

หัวใจ ที่มีสาเหตมุาจากปริมาณโคเลสเตอรอลสงูในมนษุยได (Usman and Hosono, 2000)           

นอกจากนี้ยังพบวาโปรไบโอติกแบคทีเรีย สามารถชวยกระตุนระบบภูมิคุมกันในรางกายใหเพิ่มปริมาณ

ในระดับที่สูงขึ้นในคนไข (Fuller and Gibson, 1997)    ในอุตสาหกรรมอาหารนั้นพบวาบทบาทของโปร

ไบโอติกก็มีสวนสาํคัญในหลายๆ ผลิตภัณฑ อาทิเชน  นมเปรี้ยว  โยเกริ ต นมหมัก  แหนม  เนื้อหมัก 

เปนตน     



 

 

 

 

ตารางที่ 1  คณุสมบัติของโปรไบโอติกเมื่อเปรียบเทียบกบัยาปฏชิวีนะ 

 

โปรไบโอตกิ ปฏิชีวนะ 

1. เปนสิ่งมีชวีิต 1. เปนสารเคมบีริสทุธิ ์

2. ไมดูดซึมในทางเดนิอาหาร 2. ดูดซึมในทางเดินอาหาร 

3. เพิ่มการเจรญิและเพิ่มประสิทธภิาพในการใช

อาหาร 

3. เพิ่มการเจรญิและเพิ่มประสิทธิภาพในการใช

อาหาร 

4. ไมตกคางในเนื้อเยือ่ 4. ตกคางในเนือ้เยื่อ 

5. ไมเกิดการกลายพนัธุหรอืดือ้ยา  5. ทาํใหเชือ้อืน่เกิดการกลายพนัธุหรอืดือ้ยา 

6. ใหฤทธิ์ในการตานเชื้อเฉพาะที ่ 6.ใหฤทธิ์ในการตานเชือ้ไดทัว่รางกายและออก

ฤทธิ์ตอเชือ้ตาง ๆ  ไดมากชนดิ 

7.เจริญไดในทางเดินอาหารและแขงการเจรญิ

กับเชื้อกอโรคได 

7.ขัดขวางการสังเคราะหผนังเซลล, DNA, RNA  

และโปรตนีของแบคทีเรีย 

 

ที่มา :  Parker  (1974)  และ Fuller  (1989)                                                                                                                                                 

 

แนวคิดในการคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรีย 

การคดัเลือกเพือ่ใหไดโปรไบโอติกที่ดีนัน้ตองผานการทดสอบคณุสมบัตหิลายๆ ขอ อาทิเชน 

โปรไบโอติกนัน้จะตองไมใชเชื้อกอโรค ไมมีความสามารถในการถายทอดยีนตานทานยาปฏชิวีนะให

แบคทีเรยีอืน่ ๆ   คอืจะตองมพีันธุกรรมที่คงที ่   โปรไบโอติกจะตองมีความสามารถในการมชีวีิตรอด

จากน้าํยอยและเกลอืน้ําดี  ทนทานตอเอนไซมที่ชวยในการยอย   มีความสามารถในการยึดเกาะกับ

เยื่อบุผวิของลําไส  สามารถผลิตสารตอตานแบคทีเรยี  เชน  กรดอินทรยี  แบคเทอริโอซนิ  ไฮโดรเจน

เปอรออกไซด  ไดอะซิติล  อะซิตัลดีไฮด  แลคโตเปอรออกซิเดส  แลคโตเนส    สามารถผลิตสาร

ตอตานสารกอมะเร็ง    และรวมไปถึงมีความสามารถในการสรางความสมดุลของจุลินทรยีทองถิน่ใน

ลําไสหลังจากเกิดความผิดปกติ เนื่องมาจากการเกดิโรคทองรวง การรักษาโรคดวยยาปฏชิวีนะหรอื

การรักษาโรคดวยการฉายรังสี (Ouwehand et al., 1999; Zubillage et al., 2001; Holzapfel and 

Schilling, 2002)  ซึ่งหากขบวนการทดสอบปรากฏวาเชือ้ใดเชื้อหนึ่งสามารถมีคณุสมบตัิดังกลาว

ครบถวนหรอืมากที่สุด  เราสามารถนําเชื้อดงักลาวไปประยุกตใชเปนโปรไบโอติกที่ดีได   



 

 

 

 

 

ขั้นตอนการคดัเลือกโปรไบโอตกิแบคทีเรีย  (Verschuere et al. 2000) 

 ในการคัดเลอืกสายพนัธุเพื่อใชเปนจุลินทรียโปรไบโอติกนัน้  มีปจจัยหลายประการที่ตอง

คํานงึถึง  โดยมจีุดประสงคหลักเพือ่ใหไดเชื้อที่มีคุณสมบตัิเปนโปรไบโอติกที่ด ี 

 1. การศกึษาเอกสาร  ศกึษาคุณลกัษณะตาง ๆ  ของแบคทีเรียที่สนใจ  โดยสาํรวจจากเอกสาร

งานวจิัยทางวิทยาศาสตรตาง ๆ  และตองทราบถึงแหลงทีพ่บของแบคทีเรียชนิดนัน้ดวย  เนือ่งจากการ

นําแบคทีเรียจากแหลงที่เพาะเลี้ยง หรอืจากสิ่งมีชวีิตชนิดเดียวกับการนาํไปใชจะไดประสทิธิภาพสูง

กวาแบคทีเรยีทีน่ํามาจากตางถิ่น เนื่องจากแบคทีเรียจะมีการปรับตวัตอสิ่งแวดลอมไดอยางรวดเรว็ 

 2. การทดสอบในหลอดทดลอง 

  2.1. การทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้เชื้อกอโรค เปนการคดัเลือกเบือ้งตนเพ่ือหา

แบคทีเรยีที่มีคณุสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค หรอืการผลิตสารบางชนิดเพือ่การยับยั้งเชือ้กอ

โรค โดยทาํการทดสอบไดทั้งในสภาพอาหารเล้ียงเชือ้แบบเหลวและแบบแข็ง    นอกจากมี

ความสามารถผลิตสารตานจุลชีพบางชนิดไดแลว ยงัมีความสามารถสูงกวาในการแยงสารอาหารกับ

แบคทีเรยีกอโรค มีการผลิตสาร Primary metabolite หรอืการเปล่ียนแปลง pH ก็ได  

  2.2. การยึดเกาะเยือ่บุผวิของลาํไส แบคทีเรียที่มีคณุสมบัติในการยึดเกาะผนังลาํไส

หรอืสามารถแยงพ้ืนที่สวนใหญในลาํไส หรอืยึดเกาะพ้ืนทีผ่ิวของเจาบานจากแบคทีเรยีกอโรคไดดีกจ็ะ

มีคุณสมบัติที่ดอีีกประการของแบคทีเรียทีจ่ะนาํมาใชเปนโปรไบโอติก 

 3. ศึกษาความเปนพิษกับสัตว กอนการนาํแบคทีเรียทีส่นใจไปใชกับสัตวตองทําการศึกษา

เพื่อใหทราบวา แบคทีเรียทีน่าํมาใชไมเปนสาเหตุที่ทาํใหสตัวตายทั้งในภาวะปกติและภาวะเครยีด     

 4. ศึกษารูปแบบการนาํไปใชและผลกระทบ  ศึกษาโดยนาํแบคทีเรียเปาหมายไปใชจริงใน

สัตวทดลอง ศึกษาผลตอการเจรญิหรอือตัราการรอดของสัตวที่ไดเหนี่ยวนาํใหเกดิโรคดวยแบคทีเรียกอ

โรค 

 5. ศึกษาความเปนไปไดในการผลติแบคทีเรียที่สนใจ ทั้งในดานอุตสาหกรรม อาจรวมไปถึง

ดานเทคโนโลยีในการผลิต  ตนทุน  และขอกฎหมาย 

  

การยดึเกาะท่ีเยื่อบผุิวลาํไสของโปรไบโอตกิและเช้ือกอโรค 

 การเพิ่มขึ้นของโปรไบโอติกในระบบทางเดินอาหารนัน้ จะสามารถลดโคลิฟอรมกอโรคใน

บริเวณทางเดินอาหารได (Francis et al., 1978; Jin et al., 1996; Watkins and Miller, 1983; Adami 



 

 

 

and Cavazzoni, 1999; Maruta et al., 1996) การศึกษาในรายละเอียดพบวามีผลตอการยับยัง้การ

ยึดเกาะของเชือ้กอโรค (Bernet, 1993; Coconnier et al., 1993) โดยการแขงขันในการยดึเกาะที่

ตําแหนงของการยึดเกาะ   การรวมกันของแบคทีเรียกรดแลคติกกบัเชื้อกอโรคและการแขงขันในการ

แยงอาหาร 

การแขงขนักันจับทีต่าํแหนงของการยึดเกาะบริเวณเยือ่บุผวิของลาํไสนั้น โปรไบโอติกจะมี

ความสามารถในการยดึเกาะและเพิ่มจาํนวนบนพืน้ผวิของลําไสไดดี       การจับกบัตาํแหนงของโปร

ไบโอติกในการยดึเกาะกับเซลลอิพิทีเลียมของลาํไสเล็กนัน้ จะเปนกลไกที่สําคัญในการปองกันการตดิ

เชื้อของแบคทีเรียกอโรค   โดยที่โปรไบโอติกจะแขงขันกบัเชื้อกอโรคในการยดึเกาะตําแหนงบนผวิของ

ลําไส (Conway et al., 1987; Fuller, 1978)           Gusils et al. (1999)  รายงานวา   L. animalis  

และ   L. fermentum  จะมีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลลของอิพทิีเลียมของกระเพาะ  ลําไส

เล็ก  และลําไสใหญ  และกลุมของแบคทีเรียแลคโตบาซิลัสจะกดีขวางการจับที่ตาํแหนงของการยึด

เกาะของเชื้อกอโรค  Salmonella  การจับเกาะกนัระหวางโปรไบโอติกและเชือ้กอโรค  แลคโตบาซิลัส

จะเกาะจับกันกบัเชื้อกอโรคของบริเวณกระเพาะปสสาวะจะเปนสวนสาํคญัตอการปองกนัการติดเชือ้

กอโรค  (Reid et al., 1988)  การเกาะจบักันระหวางแบคทีเรียกรดแลคติกและเชือ้กอโรคของลําไสนั้น

คาดการวาจะเปนการปองกันเชือ้กอโรคในลาํไสได  (Spencer and Chesson, 1994) 

 

การประยกุตใชเซลล Caco-2 เปนรปูแบบจําลองความสามารถของโปรไบโอตกิในการยึด
เกาะหรือทําลายเชื้อกอโรคไมใหบุกรกุกบัเยื่อบผุิวของลาํไส 

ในการคัดเลอืกโปรไบโอติกในเชิงคณุภาพ หรือเพือ่ใหไดโปรไบโอติกทีด่ีในข้ันตอนลาํดบัทาย 

ๆ นั้น  นักวจิัยนยิมใชเซลลตนตอของอิพทิีเลียมเซลลของลาํไส (Caco-2) มาเพาะเลี้ยงในหลอด

ทดลองเพือ่ตรวจดูความสามารถในการยึดเกาะของโปรไบโอติก (Tuomola and Salminen, 1998; 

Morelli, 2000;   Tuomola et al., 2001; Maragkoudakis et al., 2006) หรือความสามารถในการ

ครอบครองพืน้ที่แลวทาํลายเชื้อกอโรคไมใหเขาไปในเซลลเยื่อบุผวิของลําไสได (Gagnon et al., 2004; 

Tsai et al., 2005; Matijasic et al., 2006; Golowczyc et al., 2007)    หากเชือ้ตวัไหนมี

ความสามารถดทีี่สุด  นักวจิัยก็จะเลือกตวันัน้เพื่อนําไปประยุกตใชไดหรือทดสอบในสิ่งมีชีวติใน

ข้ันตอนถัดไป  



 

 

 

วัสดุและอุปกรณ 
 

เซลลตนตอ 

 เซลล Caco-2 ซื้อมาจาก (CLS, Germany)   

 
อาหารและสารทีใ่ชในการเพาะเลี้ยงเซลล 

 1. Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM, Sigma-Aldrich, 

USA) 

 2. Fetal calf serum (Hyclone, USA)  

 3. Non-essential amino acid (Hyclone, USA) 

 4. Penicillin-streptomycin (Hyclone, USA) 

 5. Trypan blue (Sigma-Aldrich, USA) 

 6. Triton X-100 (Merck, Germany) 

 7. Trypsin EDTA (Hyclone, USA) 

 
วัสดุทีใ่ชเพาะเลีย้งเซลล 

 1. ถาดหลุมขนาด 24 หลุม 

 2. ขวดเลี้ยงขนาด 50 มิลลิลิตร 

 3. ขวดเลี้ยงขนาด 500 มิลลิลิตร  

4. หลอดเก็บเซลลขนาด 2 มิลลิลิตร 

 
แบคทีเรยีทดสอบ 

1. Bacillus subtilis MP9 

2. Bacillus subtilis MP10 

3. Bacillus subtilis NC 

 เชื้อทั้ง 3 สายพนัธุ ไดผานการทดสอบคุณสมบตัิการเปนโปรไบโอติกเบือ้งตนแลว (ทดสอบใน

หองปฏิบตัิการของ ดร.มงคล ถิรบุญยานนท) และเชื้อทัง้ 3 สายพนัธุไดผานการตรวจสอบชนิดสาย

พันธุดวยชุดทดสอบ API 50 B และเปรียบเทียบการหาลําดับ 16S rRNA แลว  

 

 



 

 

 

 
 

เชื้อกอโรค 

1. Salmonella enteritidis (DMST 15676)  

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ  

1. Nutrient broth (Merck, Germany) 

2. Brilliant green agar (Criterion, USA) 

 

 สารเคม ี

1. โซเดียมไบคารบอเนต (Merck, Germany) 

2. ผงวุน 

3. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 และ 5 นอรมอล (Merck, Germany) 

4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 นอรมอล (Merck, Germany)  

5. เอธานอล 70 % 

6. โซเดียมคลอไรด (NaCl) (Merck, Germany) 

7. ชุดสยีอมแกรม (gram’s stain set) (Bio-Medical Laboratory, ประเทศไทย) 

8. Emulsion oil (Merck, Germany) 

9. Permout 

        

เครื่องมือวิทยาศาสตร 

1. ตูบมคารบอนไดออกไซด (Forma Scientific, Model 3111, USA) 

2. กลองจุลทรรศชนิดหวักลบั (Inverted Microscope) (Olympus, ULWCD 0.30) 

3. กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (Olympus รุน UM 500) 

4. สเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectronic® GENESYS™ Spectrophotometer, USA) 

5. เครือ่งปนเหวีย่ง (BENCH Top Refrigerated centrifuge ยี่หอ Sanyo GLLENKAMP 

PLC รุน HARRIER 18/80, United Kingdom) 

6. เครื่องปนเหวี่ยง (HETTICH รุน EBA 12R, Germany) 

7. ตูบม (Oven, ยี่หอ Memmert, Germany)) 



 

 

 

8. ตูบม (Standard Lab Oven, ยี่หอ Binder GMBH รุน ED240 (E2), USA) 

9. ตูอบเครือ่งแกว (Standard Lab Oven, ยี่หอ Binder GMBH รุน ED115 (E2) , USA) 

10. ตูอบเครื่องแกว (High Performance Lab Oven, ยี่หอ Binder GMBH รุน FD240 (E2) , USA) 

11. ตูแชแข็ง – 80 องศาเซลเซียส (Chest-type Ult Freezer, ยี่หอ Sanyo รุน MDF-592, Japan) 

12. ตูเข่ียเชื้อ (Horizontal type larminar flow, ยี่หอ Triwork 2000 รุน CLEAN H2-3,  

ประเทศไทย) 

13. เครื่องเขยา (Obital Incubator, ยี่หอ Sanyo GLLENKAMP PLC รุน IOX 400.xx2.C, Japan) 

14. เครือ่งเขยา (Forma Scientific รุน 4520, USA) 

15. พีเอชมิเตอร (pH/Ion/Conductivity, ยี่หอ WTW รุน PP50) 

16. เครือ่งฆาเชือ้ความดนัไอ (Autoclave, ยี่หอ Hirayama รุน HVE-50, Japan) 

17. เครือ่งชั่งไฟฟา 2 ตาํแหนงและ 4 ตาํแหนง (OHAUS) 

18. ไมโครปเปตขนาด 2, 10, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

19. Transluminator (ยี่หอ Bio-rad) 

20. Waterbath (Unsteirred digital bath, ยี่หอ Julabo Labortechink GMBH รุน TW12) 

21. ถังไนโตรเจนเหลว (TAYLOR-WHARTON, XT-20, USA) 

       

เครื่องแกวและวัสดุประจําหองปฏิบตัิการ  

1. บีกเกอรขนาด 250, 500 และ1,000 มิลลิลติร 

2. ฟลาสก (flask) ขนาด 250 และ500 มิลลิลิตร 

3. หลอดทดลอง 

4. จานเพาะเชือ้ 

5. แทงแกว 

6. ขวดแกว (ยี่หอ Duran) 

7. ปเปตแกวขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลติร 

8. ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

9. สไลดและกระจกปดสไลด 

10. หลอดเกบ็เชื้อขนาด 1.5, 2 และ 4 มิลลิลิตร   

11. ไมโครปเปตทิฟ 

12. ตะเกยีงแอลกอฮอล 



 

 

 

13. หวงถายเชือ้ 

14. ถาดสแตนเลส 

15. หลอดเซนตริฟวจขนาด 150 มิลลิลิตร 

16. ตะแกรงวางหลอดทดลอง 

17. กลองพลาสติก 

18. ขวดแกวเก็บเชื้อขนาด 1, 2 และ 7 แดรม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

วิธีการทดลอง 
 

1. ศึกษาอัตราการเจรญิของเซลล Caco-2  

 เซลล Caco-2 ที่ซือ้จากศนูยเก็บเซลลตนตอ (CLS, Germany) จะถูกนาํมาเลี้ยงเพื่อทําการ

เก็บสํารองไวเปนหลายๆ หลอดทีอุ่ณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส จากนัน้จะนําเซลลที่เก็บไวมาศึกษา

อัตราการเจริญเติบโตดังนี ้

 1.1. อาหารเลี้ยงเซลลและสารเพิ่มการเจริญเติบโต 

นําเซลล Caco-2 ที่เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ  -196 องศาเซลเซียส  มา 2 หลอด (หลอดละ 2 

มิลลิลิตร) มาเลี้ยงในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM, 

Sigma-Aldrich, USA),  แลวเติม Fetal calf serum 10% (Hyclone, USA) (กอนเติมตองนาํไปให

ความรอนที่ 56 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาทกีอนใช), 1%(v/v) Non essential amino acid (Hyclone, 

USA), และยาปฏิชวีนะ 1% Penicillin-streptomycin (10,000 IU/ml, และ10,000 µg/ml; (Hyclone, 

USA) จากนั้นนาํเซลลทีอ่ยูในอาหารไปใสในขวดเลี้ยงขนาด  50 มิลลิลิตร  จาํนวน 2 หลอด  โดยในแต

ละหลอดจะมอีาหารที่มีเซลลอยูดวยปริมาณ 10 มิลลิลิตร 

1.2. การวัดการเจรญิเติบโตของเซลล 

นําเซลลทีอ่ยูในหลอดไปบมในตูคารบอนไดออกไซด    โดยปรับสภาวะที่ปลอดเชือ้ มีอณุหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส มีปริมาณของคารบอนไดออกไซด 5% จากนั้นจะศึกษาจาํนวนเซลลที่เจรญิเติบโต

และลักษณะรูปรางของเซลล ทุกๆ 7 วนั จนกวาเซลลจะเจริญเต็มที่ ซึ่งใชระยะเวลาประมาณ 42 วัน 

 

2. ศึกษาอัตราการยดึเกาะของ Bacillus subtilis MP กบัเซลล Caco-2   

 เชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบคือ Bacillus subtilis MP9 และ Bacillus subtilis MP10 ไดผานการ

ทดสอบการมีคณุสมบัติเบือ้งตนเปนวาโปรไบโอติกแบคทีเรีย 

2.1. การเตรียมเซลล Caco-2 

เซลล Caco-2 ที่จะนาํไปใชจะนาํมาจากเซลลตนตอที่เกบ็ไวทีอุ่ณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  

โดยนาํเซลลมา 4 หลอด (หลอดละ 2 มิลลิลิตร) มาเล้ียงในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s 

minimal essential medium (DMEM, Sigma-Aldrich, USA),  แลวเติม Fetal calf serum 10% (Hyclone, 

USA) (กอนเติมตองนาํไปใหความรอนที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาทีกอนใช), 1%(v/v) Non 

essential amino acid (Hyclone, USA), และยาปฏชิวีนะ 1% Penicillin-streptomycin (10,000 

IU/ml, และ10,000 µg/ml; (Hyclone, USA) จากนั้นนําเซลลทีอ่ยูในอาหารไปใสในขวดเลี้ยงขนาด  



 

 

 

250 มิลลิลิตร  จํานวน 1 ขวด  โดยมีปริมาณอาหารที่มีเซลลอยู 50 มิลลิลิตร  นําเซลลทีอ่ยูในหลอดไป

บมในตูคารบอนไดออกไซด    โดยปรับสภาวะทีป่ลอดเชือ้  มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  มีปริมาณ

ของคารบอนไดออกไซด 5% จากนัน้ทาํการสังเกตการเจริญ  การปนเปอนจากแบคทีเรีย  และเลี้ยง

จนกวาเซลลจะเจริญเต็มที่โดยดจูากเซลลจะยึดเกาะบริเวณพื้นทีด่านลางของขวดเลี้ยงเซลลเปนชั้น

เดียว  นอกจากนัน้ก็สังเกตขนาดของเซลลประกอบคอืเซลลจะมีขนาดใหญมรีปูรางคลายๆ กับ

สี่เหลี่ยมรปูกระสวย  ซึ่งข้ันตอนที่เล้ียงจนถึงเซลลโตเต็มที่ใชเวลาประมาณ 42 วัน  จากนั้นจะเท

อาหารเลี้ยงเซลลออก จะเหลอืเฉพาะเซลล Caco-2  ที่ติดอยูที่ขวดเล้ียงเซลล นาํ Trypsin EDTA 

จํานวน 200 ไมโครลิตร มาเทบนเซลลแลวกระจายใหทัว่เซลล  เพื่อยอยเซลลที่ติดขวดใหแยกออกจาก

กันเปนเซลลเดี่ยวๆ  นาํเซลลไปลางดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรทีป่ลอดเชื้อ  จํานวน 3 ครั้ง  นาํ

เซลลไปตรวจนับจาํนวน  โดยการยอมดวยสี Trypan blue แลวนับดวย Haemocytometer  แลวทํา

การปรบัความเขมขนของเซลลใหมปีริมาณ  10
5
 cells/ml  เพื่อนาํไปใชในข้ันตอนถดัไป 

2.2. การเตรียมเชือ้แบคทีเรยี  

เล้ียงแบคทีเรยีในอาหารเหลว NB (nutrient broth) เขยาที่ความเรว็ 150 รอบตอนาที ใน

สภาวะมีอากาศ ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นจะนาํแบคทีเรยีมาวดัคา

การดดูกลืนแสง (optical density: OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหได 0.50 A นําเชื้อ

แบคทีเรยีไปปนเหวี่ยงทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 5,000 รอบตอวินาที แลวลางเซลล

แบคทีเรยีที่แยกไดดวยน้าํเกลอืทีฆ่าเชือ้แลว จาํนวน 3 ครั้ง โดยปรบัความเขมขนของแบคทีเรียใหมี

ปริมาณ 10
8
 cfu/ml ในอาหาร DMEM   เพื่อนาํไปใชในข้ันตอนตอไป 

2.3. การยดึเกาะของ Bacillus subtilis MP กับเซลล Caco-2 

 การหาอัตราการยึดเกาะของแบคทีเรียดัดแปลงตามวิธีการของ Gagnon et al. (2004) และ 

Maragkoudakis et al. (2006)   โดยการนาํเซลล Caco-2 ที่เตรียมไวไปหยอดลงในถาดหลุมขนาด 24 

หลุม  ใหมีปริมาณ 1 มิลลิลิตรตอหลุม นาํไปเลี้ยงในตูบมคารบอนไดออกไซด  จะทําการเปลี่ยนอาหาร

ทุก 48 ชัว่โมง ซึง่จะเล้ียงเปนเวลา 15 วนั เพื่อใหเซลลโตและยึดเกาะที่กนหลุมของถาดหลุม  ทําการ

เปล่ียนดวยอาหาร Non-supplemented DMEM กอนนาํมาวิเคราะหการยึดเกาะเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

จากนัน้ทาํการดูดเอาอาหารออก  แลวลางเซลลทีอ่ยูกนหลุมดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรจาํนวน  

2 รอบ จึงเติมแบคทีเรียที่เตรยีมไวลงไป 0.5 มิลลิลิตรในแตละหลมุ นาํไปบมในตูบม

คารบอนไดออกไซดที่ปรับอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  มีปริมาณคารบอนไดออกไซด 5%  เปนเวลา 1 

ชั่วโมง ทาํการลางเซลลแบคทีเรียที่ไมยดึเกาะกับ Caco-2  โดยการลางดวยสารละลายฟอสเฟส



 

 

 

บัฟเฟอรจาํนวน 3 รอบ หลังจากนั้นจะทาํใหเซลล Caco-2 แตก  โดยการเติม 0.1% Trion X-100 

(Merck, Germany) ในอาหาร DMEM บมตออีกนาน 5 นาที  ทาํการนับแบคทีเรยีที่มชีวีิตและยึดเกาะ

เซลล Caco-2  ดวยอาหาร NA แลวนาํไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะมี

อากาศ อัตราการยดึเกาะเซลล Caco-2 ของแบคทีเรียจะแสดงโดยการเปรยีบเทียบระหวางเซลล

แบคทีเรยีเริ่มตนและแบคทีเรียทีร่อดชวีิต  ซึ่งการวิเคราะหการยึดเกาะดังกลาวจะทาํทั้งหมดจาํนวน 3 

ซ้ํา 

 

3. ศึกษาการยบัยัง้การบกุรุกเซลล Caco-2 ของ Salmonella enteritidis โดย 
 Bacillus subtilis NC 

เชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบคือ Bacillus subtilis NC ไดผานการทดสอบการมีคณุสมบัติเบือ้งตน

เปนวาโปรไบโอติกแบคทีเรยี สวนแบคทีเรียกอโรคที่ใชคอื Salmonella enteritidis  

3.1. การเตรียมเซลล Caco-2 

การเตรียมเซลล Caco-2 เริ่มตนจากการนาํมาจากเซลลตนตอที่เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ  -196 องศา

เซลเซียส มาเพาะเลี้ยง โดยการนาํเซลลมา 3 หลอด (หลอดละ 2 มิลลิลิตร) มาเลี้ยงในอาหาร 

Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM, Sigma-Aldrich, USA), 

 แลวเติม Fetal calf serum 10% (Hyclone, USA) (กอนเติมตองนาํไปใหความรอนที่ 56 

องศาเซลเซียส นาน 30 นาทีกอนใช), 1%(v/v) Non essential amino acid (Hyclone, USA), และยา

ปฏิชวีนะ 1% Penicillin-streptomycin (10,000 IU/ml, และ10,000 µg/ml; (Hyclone, USA) จากนั้น

นําเซลลทีอ่ยูในอาหารไปใสในขวดเลี้ยงขนาด  250 มิลลิลิตร  จาํนวน 1 ขวด  โดยมปีริมาณอาหารที่มี

เซลลอยู 40 มิลลิลิตร  นาํเซลลที่อยูในหลอดไปบมในตูคารบอนไดออกไซด    โดยปรับสภาวะที่ปลอด

เชื้อ  มีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส  มีปริมาณของคารบอนไดออกไซด 5% จากนั้นทาํการสงัเกตการ

เจริญ  การปนเปอนจากแบคทีเรีย  และเลี้ยงจนกวาเซลลจะเจรญิเต็มที่โดยดจูากเซลลจะยึดเกาะ

บริเวณพืน้ที่ดานลางของขวดพลาสติก  นอกจากนั้นก็สังเกตขนาดของเซลลประกอบคือเซลลจะมี

ขนาดใหญมรีูปรางคลายๆ กบัสี่เหลี่ยมรูปกระสวย  ซึ่งขั้นตอนที่เลี้ยงจนถึงเซลลโตเต็มที่ใชเวลา

ประมาณ 42 วัน  เมื่อเซลลเจริญเต็มที่แลว จากนั้นจะนาํขวดเล้ียงมาเทอาหารเล้ียงเซลลออก จะเหลือ

เฉพาะเซลล Caco-2  นํา Trypsin EDTA จาํนวน 200 ไมโครลิตร มาเทบนเซลลแลวกระจายใหทัว่

เซลล  เพื่อยอยเซลลทีต่ิดขวดใหแยกออกจากกนัเปนเซลลเดี่ยวๆ  นําเซลลไปลางดวยสารละลาย

ฟอสเฟสบัฟเฟอรที่ปลอดเชือ้  จาํนวน 3 ครั้ง  นําเซลลไปตรวจนับจาํนวน  โดยการยอมดวยสี Trypan 



 

 

 

blue แลวนับดวย Haemocytometer  แลวทาํการปรบัความเขมขนของเซลลใหมีปริมาณ  10
5
 

cells/ml  เพื่อนําไปใชในขัน้ตอนถัดไป 

2.2. การเตรียมเชือ้แบคทีเรยีและ Cell free supernatant  

2.2.1. เลี้ยง Bacillus subtilis NC ในอาหารเหลว NB (nutrient broth) เขยาที่ความเรว็ 150 

รอบตอนาที ในสภาวะมีอากาศ ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง  จากนั้นจะนาํ

แบคทีเรยีมาวดัคาการดูดกลืนแสง (optical density: OD)  ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหได 

ประมาณ 1.50 A เก็บสวนหนึ่งไวทดสอบ  และนําแบคทเีรียสวนหนึ่งไปปนเหวีย่งทีอ่ณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ความเรว็ 5,000 รอบตอวินาที นาํสวนใสขางบน (Supernatant) ไปกรองดวย Filter 

membrane ขนาด  0.22 ไมโครเมตร  ซึ่งเปน Cell free supernatant  เก็บสวนหนึ่งไวทดสอบ จากนั้น

จะนาํสวนที่เหลือไปปรบั pH ใหได 7  และเก็บไวทดสอบ 

2.2.2. เลี้ยงเชื้อกอโรค Salmonella enteritidis ในอาหารเหลว NB เขยาที่ความเรว็ 150 รอบ

ตอนาที ในสภาวะมีอากาศ ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้จะนาํแบคทีเรีย

มาวัดคาการดดูกลืนแสง (optical density: OD) ที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร ใหได ประมาณ 

0.50 A เพื่อใหไดความเขมขนประมาณ 108 cfu/ml และเก็บสวนหนึ่งไวทดสอบ   

3.3. การยบัยั้งการบุกรุกเซลล Caco-2 ของเชื้อกอโรค โดย Bacillus subtilis NC  

 การประเมินการยับยัง้การบุกรกุเซลล Caco-2 ของ Salmonella    โดยการดัดแปลงตาม

วิธีการของ Tsai et al. (2005) และ Golowczyc et al. (2007)  จะมีข้ันตอนดงัตอไปนี้  เริ่มดวยการนาํ

เซลล Caco-2 ที่ความเขมขนประมาณ 10
5
 cells/ml      ที่ไดเตรียมไวไปหยอดลงในถาดหลมุขนาด 

24 หลุม  ใหมีปริมาณ 1 มิลลิลิตรตอหลุม แลวนาํไปเลี้ยงในตูบมคารบอนไดออกไซด  จะทาํการ

เปล่ียนอาหารทุก 48 ชั่วโมง โดยทาํการเล้ียงเปนเวลา 15 วัน เพือ่ใหเซลลโตและยึดเกาะที่กนหลุมของ

ถาดหลุม  ทาํการเปลี่ยนดวยอาหาร Non-supplemented DMEM กอนนาํมาวิเคราะหการบุกรุกเซลล

เปนเวลา 1 ชัว่โมง  จากนัน้ทาํการดูดเอาอาหารออก  แลวลางเซลลที่อยูกนหลุมดวยสารละลาย

ฟอสเฟสบัฟเฟอรจาํนวน  2 รอบ  ทาํการเติม Bacillus subtilis NC และ Salmonella enteritidis ลง

ไปในหลุมที่มีเซลล Caco-2  ตามกลุมดังนี ้

3.3.1. กลุมควบคุม S. enteritidis + NB      (C) 

3.3.2. กลุมทดลอง S. enteritidis + B. subtilis NC (T1)  

3.3.3. กลุมทดลอง S. enteritidis + Cell free supernatant (CFS) (T2)  

3.3.4. กลุมทดลอง S. enteritidis + Cell free supernatant (pH 7) (CFS, pH 7) (T3) 



 

 

 

นําไปบมในตูคารบอนไดออกไซด ที่มอีณุหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  คารบอนไดออกไซด

ปริมาณ 5% เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนัน้ลางเซลลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  เติมอาหาร 

DMEM 0.5 มิลลิลิตร  ที่มีสวนผสมของ Gentamicin (100 µg/ml) ผสมอยู  เพื่อไปทาํฆา S. 

enteritidis ที่ไมไดเขาไปในเซลล  โดยการเติมลงไปในทุกหลุมแลวนาํไปบมตออีก 1 ชั่วโมง  ลางเซลล 

Caco-2 ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  3 รอบ แลวทาํใหเซลล Caco-2 แตกดวย 0.1% Triton X-

100 ในอาหาร DMEM  จากนัน้ทาํการเจอืจางในน้าํเกลือแลวนาํไปเกลี่ยบนอาหาร brilliant green 

agar บมที่  37 องศาเซลเซยีส  24 ชั่วโมง ในสภาวะที่มอีากาศ  สําหรบัการรอดชวีิต S. enteritidis ที่

สามารถบกุรุกเขาไปในเซลล Caco-2 ได  อัตราการบกุรกุจะเปรียบเทียบระหวางจาํนวนเชื้อกอโรค

เริ่มตนและเชือ้กอโรคทีบุ่กรุกได  สวนการยับยั้งการบุกรุกจะเปรยีบเทียบระหวางกลุมควบคุมและกลุม

ทดลองที่มีการเติม  B. subtilis NC  ลงไปดวย  การหาอัตราการยบัยั้งการบกุรุกจะทาํทัง้หมด 3 ซ้ํา 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. อัตราการเจริญและรปูรางของเซลล Caco-2  

 การทดสอบการยึดเกาะของเชือ้ทดสอบกับอิพิทีเลียมเซลลลําไสนั้น เปนวิธีการในการคดัเลือก

จุลินทรยีโปรไบโอตกิในเชิงคุณภาพ         เพราะเปนทีท่ราบกนัดวีาทีน่ี้จะเปนแหลงแรกที่จุลินทรียใน

ลําไสจะมีบทบาทได (Tuomola et al., 2001)  ถึงแมการเพาะเล้ียงเซลล Caco-2 นั้นจะมวีิธกีารที่

ยุงยาก  คาใชจายที่สูงมาก  รวมไปถึงความชาํนาญของนักวิจยัแลว แตวางานงานวิจยัที่เกี่ยวของกบั

การคดัเลือกโปรไบโอติกสมัยใหมๆ นั้น  ก็ตองมีการทดสอบการยดึเกาะหรือการบุกรกุเซลล 

(Golowczyc et al., 2007)    ทั้งนี้โดยมีเหตุผลสนับสนุนหลกัๆ วาจะไดจุลินทรยีโปรไบโอตกิที่ดี

มากกวาการคัดเลือกโดยใชวิธีการอื่น  ดังนั้นการวจิยัในครั้งนี้จงึมวีัตถุประสงคหลักในการพัฒนา

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2 เพื่อประยุกตใชในการคัดเลือกโปรไบโอตกิแบคทีเรีย  จาก

การศกึษาอัตราการเจริญในครั้งนี้จะพบวาเซลล Caco-2 นั้น  เจริญคอนขางชาถึงแมผูวจิัยจะเติม  

Fetal calf serum, Amino acid เพิ่มเติมลงไป  ทําใหมีโอกาสคอนขางสูงตอการปนเปอนตอแบคทีเรีย  

เชื้อรา  หรอืไมโครพพลาสมา  ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ก็มกีารปนเปอนอยูหลายครั้ง  การเจริญของเซลล 

Caco-2 ในสัปดาหแรกๆ นั้น  เซลลจะมีรูปรางกลมและแขวนลอยในอาหาร (รูปที่ 1)  แตเม่ือเซลล

เจริญเตบิโตเต็มที่แลวก็จะยึดเกาะกบัวัสดุเพาะเลี้ยง  โดยการยึดเกาะจะเปนแผนชั้นเดียวแผเต็มพื้นที่

และเซลลมีรูปรางคลายๆ กับรูปกระสวย (รูปที่ 2) ซึ่งจะใชเวลาประมาณ 35-42 วัน   

 



 

 

 

 
 

ภาพที่ 1. ภาพการเจรญิของเซลล Caco-2 ที่มีอายุ 15 วัน เซลลยังเจริญเติบโตไมเต็มที่ มีขนาดเล็ก

และเจรญิแขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยงเซลล    

 

 
 

 

ภาพที่ 2. ภาพการเจริญของเซลล Caco-2 ที่มีอายุ 42 วัน   เซลลเจรญิเติบโตเต็มที่และยึดเกาะกับ

วัสดุเพาะเล้ียงแลวยึดตดิกันเปนเซลลชัน้เดียว     

 

2. อัตราการยึดเกาะของ Bacillus subtilis MP กับเซลล Caco-2 



 

 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

MP9 MP10

อั
ต

ร
า
ก

า
ร
ย

ึด
เก

า
ะ 

(l
o

g
 c

fu
/m

l)

 กลไกการออกฤทธิ์ของโปรไบโอติกนัน้ จะเริม่ตนดวยการที่จุลินทรียโปรไบโอติกเดินทางเขาไป

ในระบบทางเดินอาหารแลวยึดเกาะกบัอพิิทีเลียมเซลลของมนุษยหรือสตัว เปนลาํดับแรก (Printo et 

al., 1983; Blay  et al., 2004)  หลังจากนัน้จุลนิทรียโปรไบโอติกจึงแสดงหนาทีห่รือบทบาทของตัว

จุลินทรยีเอง อาทิเชน  กระตุนระบบภูมิคุมกนั (  Shu and Gill, 2001)  ยับยั้งการเจรญิของเชื้อกอโรค 

Helicobacter pylori (Pinchuk et al., 2001)  การปองกนัโรคเกีย่วกับหวัใจที่มีสาเหตุมาจากปริมาณ

โคเลสเตอรอลสูงในมนษุย (Usman and Hosono, 2000)   เปนตน  จากการศึกษาอัตราการยึดเกาะ

ของ Bacillus subtilis MP9 และ MP10 กับเซลล Caco-2  พบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุมี

ความสามารถในการยดึเกาะเทากับ   3.35 และ 3.37 log cfu/ml ตามลําดับ  ในขณะที่มีเชือ้เริ่มตน

เทากับ 6.39 และ 6.38 log cfu/ml  ใน Bacillus subtilis MP9 และ MP 10 ตามลําดับ (รปูที่ 3) ซึ่ง

อัตราการยึดเกาะดงักลาวเปนคาคอนขางสูงในการใหการยอมรับเมือ่มีการทดสอบการยึดเกาะกบั

เซลล Caco-2     ผลการวจิัยครั้งนี้สอดคลองกับการรายงานของ Gagnon et al. (2004) ไดศึกษา

อัตราการยึดเกาะโปรไบโอติกแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ Bifidobacterium bifidum RBL 71 กับ  

Bifidobacterium bifidum RBL 460  กับเซลล Caco-2 พบวามอีัตราการยึดเกาะเทากบั  4.2 และ 

3.2% ตามลาํดบั           ในขณะที่แบคทีเรียโปรไบโอติกกรดแลคติกสายพันธุอื่นที่คัดเลอืกไดจาก

ผลิตภัณฑนม    ซึ่งพบวาผูวิจยัคัดเลือกเพียง 3 สายพันธุ ที่มีประสทิธิภาพดีที่สุด คอื Lactobacillus 

casei Shirita ACA-DC 6002, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037, 

Lactobacillus plantarum ACA-DC 146  จากเชือ้ที่นาํมาทดสอบทั้งหมด 29 สายพันธุ  โดยที่ทั้ง 3 

สายพนัธุมอีัตราการยึดเกาะกับเซลล Caco-2  เทากบั  2.4, 0.8 และ 25.5% ตามลําดับ 

(Maragkoudakis et al., 2006)  นอกจากนัน้ยังพบวา Lactobacillus gasseri K7 มีความสามารถใน

การยดึเกาะกับเซลล Caco-2  ประมาณ 6.5 log cfu/ml  ในขณะที่ใชเชือ้เริมตนประมาณ 8.6 log 

cfu/ml  (Bogovic Matijasic et al., 2006)  ซึ่งมีอัตราการยึดเกาะใกลเคียงกับงานวจิัยครั้งนี้  ดังนั้น

แสดงวาแบคทีเรยี Bacillus subtilis MP9 และ MP10  มีความสามารถในการยดึเกาะกับเซลล Caco-

2 ได 

 

 

  

 

 

 



 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 3. อัตราการยดึเกาะของ B. subtilis MP9 (B, เชื้อเริ่มตน; A, เชื้อที่ยดึเกาะ) และ B. subtilis 

MP10 (B, เชื้อเริ่มตน; A, เชื้อที่ยึดเกาะ) กับเซลล Caco-2  

 

 

 

     

 

 

   

 

 

3. การยับยั้งการบกุรกุเซลล Caco-2 ของ S. enteritidis โดย B. subtilis NC 

คุณสมบัติที่สาํคัญของเชือ้กอโรคนัน้ จะตองมีความสามารถในการเคลือ่นที่ไปยังอวยัวะ

ตางๆ ทัว่รางกาย  ดังนัน้บริเวณที่เชือ้กอโรคเขามาสัมผัสบริเวณแรกซึ่งกค็ือเยือ่บุผวิลาํไสจึงมี

ความสาํคญัตอการติดเชือ้ของเชือ้กอโรค  ซึ่งขั้นตอนในการติดเชือ้ของเชือ้กอโรคนั้นจะเริ่มจากเชือ้กอ

โรคเขายึดเกาะอพิิทีเลียมเซลลของลาํไส  จากนั้นก็จะบกุรกุเขาสูเซลลและเคล่ือนที่ไปยังอวยัวะสวน

ตางๆ   ของรางกาย   (Darwin and Miller, 1999)   การศึกษาถึงการยับยั้งการบุกรุกเขาสูเซลลของ

เชื้อกอโรคนัน้ ก็เปนวิธกีารหนึ่งที่จะศึกษาถงึวธิีการปองกนัการติดเชือ้ของเชื้อกอโรค (Golowczyc et 

al., 2007)  ผลการศกึษาประสิทธิภาพของ B. subtilis NC ตอการยบัยั้งการบกุรุกเขาสูเซลลของ S. 

enteritidis ครั้งนี้พบวาในทุกกลุมทดลองของ B. subtilis NC ทั้งการนาํเซลลแบคทีเรียโดยตรง (T1), 

Cell free supernatant (T2)  และ Cell free supernatant  ที่มีการปรบั pH 7 (T3)  มีความสามารถใน

การยบัยั้งการบุกรุกเขาสูเซลล Caco-2  ของ S. enteritidis สูงกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคญัทาง

สถิติ (P<0.05) โดยมอีัตราการบกุรุกเซลลของ S. enteritidis เทากบั 3.95, 4.16 และ 4.07 log cfu/ml  
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ตามลําดับ  เมื่อใช S. enteritidis  ที่ความเขมขนเริ่มตนที ่8.07 log cfu/ml    โดยพบวากลุมควบคุมมี

อัตราการบกุรุกเซลลสูงถึง       4.84  log cfu/ml  (รูปที่ 4)  ผลการทดลองครั้งนี้ยังพบวานอกจากตวั

เซลลแบคทีเรยี B. subtilis NC แลว    สารตางๆ  

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 4. อัตราการบกุรุกเซลล Caco-2 ของ S. enteritidis (Control (C), B. subtilis NC (T1), 

Cell free supernatant (T2) และ Cell free supernatant ที่มีการปรับ pH 7 (T3))   

ที่แบคทีเรียดังกลาวผลิตข้ึนก็สามารถยับยัง้การบุกรกุเซลล Caco-2 ของ S. enteritidis ไดเชนเดียวกัน  

โดยสังเกตดูผลจากการกลุมที่มีการกรองเอา B. subtilis NC ออก (T2) หรอืกลุมที่มีการปรับใหมคีา

ความเปนกรดดางเทากับ 7  หลังจากที่มีการกรองเอาแบคทีเรียนีอ้อก (T3)  ซึ่งแสดงวา B. subtilis 

NC ดังกลาวอาจจะมหีลายวิธีการที่สามารถยับยั้งการบุกรุกเซลล Caco-2ของ S. enteritidis อาทิเชน  

ผลิตสารตอตานเชื้อกอโรคชนิดตางๆ  หรอืสามารถแยงพื้นที่เกาะกับเซลลเยือ่บุผวิของลาํไสทาํใหเชือ้

กอโรคไมสามารถยึดเกาะและบุกรุกเขาสูเซลลได  ซึ่งสอดคลองกบัการรายงานของ  Tsai et al. 

(2005) ที่พบวา Lactobacillus สายพันธุ LAP5 และ LF33  สามารถยับยั้งการบุกรกุของ S. 

typhimurium เขาสูเซลลตนตอชนดิอพิิทีเลียมเซลลของลาํไสมนุษย  นอกจากนั้นยังมีรายงานที่พบวา

โปรไบโอติกแบคทีเรยีหลายชนิดสามารถยับยั้งการยึดเกาะของเชื้อกอโรคกับเซลล Caco-2 (Lee et 

al., 2003; Gagnon et al., 2004; Bogovic Matijasis et al., 2006; Golowczyc et al., 2007)  จาก
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ผลการทดลองครั้งนี้แสดงวา B. subtilis NC สามารถยับยั้งการบุกรุกเซลล Caco-2 ของ S. 

enteritidis ได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สรุปผลการทดลอง 
   

1. การเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงลกัษณะรปูรางของเซลล Caco-2 ในอาหาร DMEM 

ที่มีการเสริม Fetal calf serum, 10%; Non essential amino acid, 1%; Penicillin-streptomycin, 

1%  ในสูตรอาหารเพิ่มเติม  พบวาอัตราการเจรญิของเซลลเปนไปอยางคอนขางชาโดยเซลลจะ

เจริญเตบิโตเต็มที่เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลาประมาณ 35 - 42 วัน  ลักษณะรูปรางของเซลลเมื่อเริม่

เพาะเลี้ยงจะมีลกัษณะทรงกลม  มีขนาดเล็ก  แขวนลอยอยูในอาหารเพาะเลี้ยง  ในขณะที่เซลลเติบโต



 

 

 

เต็มที่แลวจะมีลักษณะรูปรางหลายรูปแบบ เชน ทรงกลม  กระสวย  ทรงหลายเหลี่ยม  เซลลจะเจรญิ

แลวยึดเกาะกับวัสดุเพาะเล้ียงเปนแผนชั้นเดียว 

2. อัตราการยึดเกาะของ Bacillus subtilis MP9 และ MP10 กับเซลล Caco-2 พบวา

แบคทีเรยีทั้ง 2 สายพนัธุมีความสามารถในการยึดเกาะเซลล Caco-2 คอนขางสูง คือมอีัตราการยึด

เกาะเทากับ 3.35 และ 3.37 log cfu/ml   ในขณะที่มีเชื้อเริ่มตน 6.39 และ 6.38 log cfu/ml ตามลําดบั 

3. ประสิทธภิาพของ B. subtilis NC ตอการยบัยั้งการบกุรกุเขาสูเซลล Caco-2 ของ S. 

enteritidis พบวาทั้งการใชเซลล B. subtilis NC โดยตรง หรอื Cell free supernatant  หรอื Cell free 

supernatant  ที่มีการปรับ pH 7 มีความสามารถในการยับยั้งการบุกรุกเขาสูเซลล Caco-2  ของ S. 

enteritidis  สูงกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  โดยมีอตัราการบุกรกุเซลล 

Caco-2  ของ S. enteritidis    เทากบั  3.95, 4.16  และ  4.07  log cfu/ml    ตามลําดบัของกลุม

ทดลอง ในขณะที่กลุมควบคุมมีอัตราการบกุรุกเซลลเทากบั 4.84 log cfu/ml  

ผลจากการทดลองครั้งนี้สามารถประยุกตใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2 เพื่อการ

คัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรยีในเชิงคุณภาพ คอืเปนรูปแบบจาํลองของการยึดเกาะและการยับยั้งการ

บุกรุกของเชือ้กอโรคกับเซลลเยือ่บุผวิลาํไสโดยการใชโปรไบโอติกแบคทีเรีย  
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