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บทคัดยอ 
 
           วิธีการทดสอบเบ้ืองตนทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันไดถูกดัดแปลงเพ่ือประยุกตใชในการ
คัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน โครงการวิจัยนีไ้ดดัดแปลงวิธีการทดสอบ 
mitogenesis assay และ  mixed lymphocyte reaction (MLR) โดยวัดการตอบสนองดวยการใชสี
สังเคราะห tetrazolium 3-(4, 5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
แทนการใชสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-thymidine ตามวิธีมาตรฐาน ในวิธีทดสอบ mitogenesis ใช
เซลลจากมามของหนูเมาสเพศเมีย C57Bl/6 บมรวมกับ media ท่ีมี หรือไมมี mitogen ใน 96 
microtiter plate ท่ีอุณหภูมิ 37oC 5% CO2 สภาวะการทดสอบท่ีเหมาะสมใชปริมาณเซลล 8x105 
เซลล/หลุม วัดการตอบสนองของ B lymphochyte โดยกระตุนดวย 1-100 g/ml  
lipopolysaccharide และวัดการตอบสนองท่ี 24-48 ชม. ภายหลังการกระตุน การทดสอบการ
ตอบสนองของ T เซลลใช 2.5-10 g/ml concanavalin A mitogen และวัดการตอบสนองท่ี 48-72 
ชม. สวนการทดสอบการตอบสนองของท้ัง T และ B เซลล ใช 1-100 g/ml pokeweed mitogen 
และวัดการตอบสนองท่ี 24 ชม. ในวิธีทดสอบ MLR ใชเซลลจากมามของหนูเมาสเพศเมีย C57Bl/6 
เปนเซลล responder และใชเซลลจากมามของหนูเมาสเพศเมีย DBA/2 ท่ีผานการบมรวมกับ 50 
g/ml mitomycin C เปนระยะเวลา 45 นาทีเปนเซลล stimulator  สภาวะการทดสอบท่ีเหมาะสมคือ
ปริมาณเซลลของ responder 4-8x105 เซลล/หลุม อัตราสวนของเซลล responder ตอ stimulator เปน 
1:4  และวัดการตอบสนองในวันท่ี 4 หรือ 5 การใช MTT colorimetric assay อาจเหมาะสมในการ
ใชคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันใน mitogenesis assay แตสําหรับการทดสอบ
ของ MLR ท่ีตองการวัดการตอบสนองแบบ one-way mixed lymphocyte reaction ความเช่ือม่ันของ
การแปลผลจะนอยกวาในวิธีมาตรฐาน 
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Abstract 
 
          Two basic immunotoxicological tests were modified for screening medicinal plants with 
immunomodulating activity  The present project used the tetrazolium dye -3-(4, 5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) for the measurement of 
lymphoproliferative response in mitogenesis assay and mixed lymphocyte reaction (MLR) as an 
alternative to the standard method using the radioactive [3H]-thymidine. In the mitogenesis assay, 
splenocytes from female C57Bl/6 mice were cultured in the presence or absence of mitogen  in a 
96-well plate, incubated at 37oC and 5% CO2. The optimized cell number of the culture was 8x105 
cells/well.  For the optimum B cell mitogenic response, 1-100 g/ml lipopolysaccharide was 
used, and the peak response was 24-48 h post stimulation. For  the T-cell mitogenic response, the 
optimum concentration of concanavalin A was 2.5-10 g/ml, and the response was evaluated at 
48-72 hr.  For the optimum mitogenic response of both T and B cells,  1-100 g/ml poke weed 
mitogen was used and the response was evaluated at 24 hr..  In MLR, splenocytes from female 
C57Bl/6 mice was used as responder cells and the 50 g/ml mitomycin C-treated splenocytes 
from DBA/2 mice were used as stimulator cells. The optimum concentration of responder cells in 
the culture was 4-8x105 cells/well,   the ratio of responders to stimulators was 1 to 4, and the peak 
response occurred at day 4 or 5.  Overall,  MTT colorimetric method could be used for 
determining lymphoproliferative response in the mitogenesis assay, and applied for selecting 
medicinal plants with immunomodulating activity. However, using the MTT method for 
measurement of the response in one-way mixed lymphocyte reaction in MLR could be difficult to 
interprete and might be less relevant compared to the traditional method.  
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สารบัญตาราง  
 

ตารางที ่               หนา 

1 แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช 8   
การทดสอบ Tier I  

2 แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช 8   
การทดสอบ Tier II 

3 การเปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A ของ lymphocyte ท่ีระยะเวลา 36   
แตกตางกัน 

4 การตอบสนองของ  responder ตอ stimulator ใน mixed lymphocyte reaction 40   
ในวันท่ี 4 และ 5   
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที ่ หนา  

1 แสดงโครงสรางของ MTT  และหลักการของ MTT colorimetric assay 12 
2 การตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ  LPS ท่ี 25 

ความเขมขน 1-500g/ml เม่ือระยะเวลา 24 ชม. 
3 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ี 26 

ความเขมขนของเซลลท่ีแตกตางกนั เม่ือระยะเวลา 24 ชม. (* = คาท่ีแตกตาง 
อยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

4 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105 เซลล/หลุม  27 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ชม. 

5 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม  27 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา  
24, 48 และ 72 ชม. 

6 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม  28 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500 g/ml ท่ี 
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก 
กลุมควบคุมท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

7 แสดงการตอบสนองของ culture ท่ีมีปริมาณ lymphocyte  4x105 และ 29 
8x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM ท่ีมีความเขมขน  
0.1-100 g/ml  (*  และ ** หมายถึง คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก 
กลุมควบคุมท่ีไมมี PWM ท่ี p ≤ 0.05  และ  p ≤ 0.001 ตาม ลําดับ) 

8 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ  30 
PWM ท่ีความเขมขนของเซลลท่ีแตกตางกัน เม่ือระยะเวลา 24 ชม.  
( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM;  p ≤ 0.05) 

9 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105  เซลล/หลุม 31 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml  
ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72  ชม. 
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สารบัญภาพ (ตอ)  
 
ภาพที ่ หนา  

 
10 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม  31 

(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ PWM ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml  
ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
จากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤ 0.05) 

11 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม 32 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml  
ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( **, *  = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
จากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤  0.001 และ 0.05 ตามลําดับ) 

12 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A   33 
ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยาง 
มีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.01) 

13 การตอบสนอง (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A 2.5-10 g/ml ของ 34 
culture ท่ีมีปริมาณเซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม เม่ือประเมิน 
การตอบสนองในระยะเวลา 24 ชม. หลังจากกระตุนดวย Con A   
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนยัสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.01) 

14 การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 35 
ตอ Con A ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.   
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05) 

15 การตอบสนองของ lymphocyte 8x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 35 
ตอ Con A ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.   
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05)  

16 การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 36 
ตอ Con A ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤ 0.05)  
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17 การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 38 

ตอเซลล stimulatorใน mixed lymphocyte reaction เม่ือวัดการตอบสนองใน 
วันท่ี 4   R= responder,  S = stimulator 

18 การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ 38 
เซลล stimulatorใน MLR เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 5  ภายหลังการกระตุน  
R= responder,  stimulator (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม  
responder; p ≤ 0.05) 

19 การตอบสนองของ responder (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator ท่ี 39 
ความเขมขนของเซลล responder ตางกันในอัตราสวนของ 
responder : stimulator ท่ี 1:4 และ 1:5 ใน one-way MLR เม่ือวัด 
การตอบสนองในวันท่ี 4 (R =responder, S = stimulator  กราฟท่ีมี 
อักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05  จาก 
การเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test) 

20 การตอบสนองของเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C  41 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A mitogen เทียบกับการตอบสนองของ 
เซลล responder  ในการทดสอบใชเซลล 8x105 เซลล/หลุม  5 g/ml Con A 
และวัดการตอบสนองในวันท่ี 3  (R = responder, S = stimulator 
* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม responder;  p ≤  0.05) 

21 การตอบสนองของเซลล stimulator (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ท่ีไดรับ 43 
และไมไดรับ mitomycin C ตอ Con A  การทดลองใช 8x105 เซลล/หลุม   
Con A 5 g/ml และวัดการตอบสนองในวันท่ี 2 (ก) และวันท่ี 3 (ข)   
(R = responder, US = stimulator ท่ีไมไดรับ mitomycin C,  
S = stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C.  * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
จากกลุม responder; p ≤  0.05) 

 



บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย  

ในปจจุบัน ประชาชนชาวไทยเริ่มตื่นตัว ใหความสนใจ และตระหนักถึงคุณคาของพืช
สมุนไพรไทยมากขึ้น ดังตัวอยางของการสงเสริมใชพืชสมุนไพรในโครงการสาธารณสุขมูลฐานของ
กระทรวงสาธารณสุข  โครงการตามพระราชดําริสวนปาสมุนไพรของพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัว 
โครงการวิจัยพืชสมุนไพรตามมหาวิทยาลัยและสถาบันตาง ๆ ตลอดจนมีการโฆษณาสรรพคุณ และ
การขายผลิตภัณฑท่ีเตรียมจากพืชสมุนไพรมากขึ้น 
 แมภูมิปญญาของบรรพบุรุษไทยไดใชประโยชนจากพืชสมุนไพรในดานตาง ๆ มากมาย เชน 
เปนยารักษาโรค อาหาร เครื่องดื่ม และเครื่องสําอาง เปนตน  แตในปจจุบัน องคความรู ความเขาใจ
และขอมูลสนับสนุนทางวิทยาศาสตรเกี่ยวกับสรรพคุณและกลไกการออกฤทธ์ิของพืชสมุนไพรตาง 
ๆ ตามท่ีอางอิงในตําราแพทยแผนไทยโบราณยังมีปริมาณจํากัด หรือไมมี (พเยาว เหมือนวงษญาติม 
2537; ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ และ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงชาต,ิ 2541; คณะกรรมการสภาวิจัยแหงชาต,ิ มหาวิทยาลัยขอนแกน, สาขา
วิทยาศาสตรเคมีและเภสัช, สมาคมสมุนไพรแหงประเทศไทย และสํานักงานคณะกรรมการวิจัย
แหงชาต,ิ 2540)  เชน การหาสารออกฤทธ์ิในสวนประกอบของพืชสมุนไพร โครงสรางทางเคมี เภสัช
จลนศาสตร (pharmacokinetics) กลไกการออกฤทธ์ิของสาร พิษและผลขางเคียงจากการใชพืช
สมุนไพรในระยะเวลานาน เปนตน ในปจจุบัน งานวิจัยดานตรวจสอบฤทธ์ิของพืชสมุนไพรใน
ประเทศไทยเนนวิธีการคัดเลือกสารท่ีมีฤทธ์ิตานเช้ือวัณโรค  ตานมาลาเรีย ตานมะเร็ง ตานไวรัส และ
ตานเช้ือราเปนหลัก โดยทดสอบคุณสมบัติของพืชสมุนไพรท่ีมีความเปนพิษตอเซลลเปาหมายดวย
กลไกตาง ๆ เชน ยับยั้งการเจริญหรือฆาเซลลเปาหมายโดยตรง (cytotoxicity) รบกวนสารสําคัญบาง
ชนิดในปฎิกริยาชีวเคมีภายในเซลล (metabolites)  ลดหรือหยุดการทํางานของเอนไซม (enzymes)  
ในวิถีทาง (pathways) ตาง ๆ  (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ และ สํานักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต,ิ 2541; คณะกรรมการสภาวิจัยแหงชาต,ิ มหาวิทยาลัย 
ขอนแกน, สาขาวิทยาศาสตรเคมีและเภสัช, สมาคมสมุนไพรแหงประเทศไทย และสํานักงาน
คณะกรรมการวิจัยแหงชาต,ิ 2540)   แตงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการคัดเลือกพืชสมุนไพรไทยซ่ึงมีฤทธ์ิตอ
ระบบภูมิคุมกันยังมีปริมาณจํากัด ท้ังท่ีเปนคุณสมบัตขิองพืชสมุนไพรท่ีสําคัญยิ่ง เนื่องจากระบบ
ภูมิคุมกันทําหนาท่ีปองกันและเพ่ิมความตานทานของรางกายตอเช้ือโรคและสารแปลกปลอมตาง ๆ 
รวมท้ังสรางภูมิคุมกันการเฝาระวัง (immune surveillance) เพ่ือทําลายเซลลแปลกปลอมและ
เซลลมะเร็งท่ีเกิดขึ้นภายในรางกาย  นอกจากนั้น ระบบภูมิคุมกันยังมีบทบาทสําคัญเกี่ยวของกับ
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กระบวนการอักเสบ ซ่ึงสัมพันธกับการเกิดโรคตาง ๆ มากมาย (Roitt et al., 1998; Murphey et al., 
1996; Stites and Terr, 1991; Burns-Naas et al., 2001; Niesink et al., 1996) พืชสมุนไพรท่ีมีผลตอ
การทํางานของระบบภูมิคุมกัน (immunomodulator) นาจะสัมพันธกับกลุมพืชท่ีมีสรรพคุณในการ
รักษาโรคติดเช้ือท้ังแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง โรคมะเร็ง โรคเอดส และโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส
อ่ืน ๆ รวมท้ังโรคท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบตาง ๆ  เปนตน นอกจากนั้น การคัดเลือกพืช
สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันยังไดเปรียบกวาวิธีการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีพิษตอจุลินทรีย
หรือเซลลเปาหมายโดยตรง เพราะโดยท่ัวไป สารซ่ึงมีพิษตอเซลลจุลินทรียหรือเซลลเปาหมาย สวน
ใหญมักออกฤทธ์ิตอเซลลปกติของรางกายดวย นอกจากนั้น ภายหลังการใชยาหรือสารท่ีมีผลตอ
จุลินทรีย หรือเซลลเปาหมายโดยตรงสักระยะหนึ่ง เช้ือจุลินทรียหลายชนิดท่ีเปนสาเหตขุองโรค มักมี
กลไกในการปรับตัว เกิดปญหาดื้อยา (drug resistance) เชน เกิดการกลายพันธุ  (mutation)  
เปล่ียนแปลงโครงสรางบางอยางของเซลล  เปล่ียน metabolite(s) บางตัว เปล่ียนชนิดของ enzyme 
หรือเปล่ียนวิถีทางของกระบวนการชีวเคมีตาง ๆ ซ่ึงเดิมเปนเปาหมายการออกฤทธ์ิของยา (Goldstein 
et al., 1974)  ปญหาดังกลาวกอใหเกิดการแสวงหา การสังเคราะห หรือการดัดแปลงยาชนิดใหม เพ่ือ
ปรับตามการเปล่ียนแปลง หรือวิวัฒนาการท่ีเกิดขึ้นกับจุลินทรียเปาหมาย   และมักสงผลใหมีความ
จําเปนในการเปล่ียนแปลงวธีิการทดสอบ หรือดัดแปลงวิธีการคัดเลือกพืชสมุนไพรแบบใหม ถา
หลักการของวิธีทดสอบและการคัดเลือกพืชสมุนไพรอาศัยคุณสมบัติของปฎิกริยาชีวเคมี หรือ 
metabolites  ดั้งเดิมของจุลินทรียกอนการเปล่ียนแปลงหรือวิวัฒนาการของจุลินทรียเพ่ือตานฤทธ์ิของ
ยา  แตการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันจะเกิดปญหาดังกลาวนอยมาก  และโดย
หลักการท่ัวไป การกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกายใหทํางานอยางมีประสิทธิภาพเปนหนทางท่ีดี
ท่ีสุดในการเอาชนะและการรักษาโรคมะเร็งและโรคติดเช้ือท่ีเกิดจากจุลินทรียตาง  ๆ โดยเฉพาะโรคท่ี
เกิดจากเช้ือไวรัส ท่ีในปจจุบัน ยังไมมีสารเคมีหรือยาชนิดใดท่ีสามารถรักษาได รวมท้ังโรคเอดส 
และโรคไขหวัดนกท่ีกําลังแพรระบาดไปท่ัวโลกและทวีความรุนแรงขึ้น  
 การตรวจสอบและคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันจึงมีความสําคัญยิ่งและ
ควรไดรับการสนับสนุนใหมีการพัฒนาอยางเรงดวนควบคูกับการศึกษาและวิจัยในโครงการศึกษา
ดานอ่ืนๆท่ีเกี่ยวของกับพืชสมุนไพรไทย  
 
วัตถุประสงค ขอบเขต และประโยชนของโครงการวิจัย  
 โครงการวิจัยนีมี้วัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาและดัดแปลงวิธีการทดสอบเบ้ืองตนทางพิษวิทยา
ของระบบภูมิคุมกันเพ่ือประยุกตใชในการคัดเลือกพืชสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันใน
หองปฎิบัติการ  โดยหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันตภาพรังสีตามวิธีทดสอบมาตรฐานในทางพิษวิทยา
ระบบภูมิคุมกัน และเลือกการทดสอบ 2 วิธีคือ วัดการตอบสนองของเซลลภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ
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ตอสารกระตุนประเภท mitogen ในวิธีท่ีเรียกวา mitogenesis assay  หรือ lymphoproliferative 
response ตอ mitogen และการตอบสนองแบบจําเพาะตอ allogeneic cell ในวิธีท่ีเรียกวา mixed 
lymphocyte response   ขอบเขตของโครงการวิจัยจะจํากัดเฉพาะการใชเซลลของระบบภูมิคุมกันจาก
มามของหนูเมาส C57Bl/6 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีคุณลักษณะทางพันธุกรรมของเซลลท่ีเหมือนกัน 
(inbred strain)  เพ่ือลดการแปรปรวนของการตอบสนองของเซลลตอ mitogen และตอ allogeneic cell  
เนื่องจากความแตกตางระหวางสายพันธุ นอกจากนั้น หน ู C57Bl/6 เปนสายพันธุท่ีใกลเคียงกบัหนู 
B6C3F1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี National Toxicology Program ในประเทศสหรัฐอเมริกาใชในการศึกษา
และวิจัยดานพิษวิทยาของระบบภูมิคุมกัน  แตหนู B6C3F1 ยังไมมีจําหนายในประเทศไทยในชวง
ระยะเวลาท่ีทําการวิจัย  นอกจากนั้น โครงการวิจัยนี้เลือกวิธีวัดการตอบสนองแบบ in vitro เพ่ือความ
สะดวกและเรียบงายในการประยุกตใชในการคัดเลือกพืชสมุนไพร   

การวัดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดวยวิธี mitogenesis   และ mixed lymphocyte 
response รวมกับวิธีมาตรฐานอ่ืนในดานพิษวิทยาของระบบภูมิคุมกัน  สามารถดัดแปลงและนํามา
ประยุกตใชในดานตาง ๆ ดังนี้คือ 1) การคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  2) 
การศึกษาผลกระทบของยา หรือพืชสมุนไพรท่ีมีตอระบบภูมิคุมกัน  3) การพัฒนาการใชพิษวิทยาตอ
ระบบภูมิคุมกันเปนดัชนีบงช้ีทางชีวภาพ (biological marker) ของมลพิษในสภาวะแวดลอม 4) 
การศึกษาและวิจัยดานระบบการเฝาระวัง (monitoring) ผลกระทบตอสุขภาพอันสืบเนื่องจากสารท่ีมี
ผลตอการทํางานของระบบภูมิคุมกัน  5) การศึกษาดานการประเมินความเส่ียงตอสุขภาพของสารเคมี
ตาง ๆ เปนตน 
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บทท่ี 2 
การวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 ปจจุบันการแพทยสมัยใหมไดตระหนักถึงความสําคัญของพืชสมุนไพรและไดมีการใชพืช
สมุนไพรควบกับยาแผนปจจุบันในการรักษาโรคหลายชนิด (Yoshida et al., 1988; วีณา จิรัจฉริยากูล, 
2541) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการรักษาใหไดผลดียิ่งขึ้น โดยเฉพาะโรคท่ีมักมีปญหาของการดื้อยา 
โรคมะเร็ง และโรคเอดสซ่ึงในปจจุบันยังไมมีวิธีการรักษาท่ีดีพอ วิธีการบําบัดโดยใชสารเคมีเพ่ือ
กําจัดจุลินทรียเปาหมาย หรือฉายรังสีเพ่ือทําลายเซลลมะเร็งมักจะมีผลตอเซลลปกตอ่ืิน ๆ ภายใน
รางกาย และมีผลขางเคียงกอใหเกิดอาการแพหรือเกิดอันตรายรายแรงตอผูปวยถาใชวิธีการบําบัด
ดังกลาวเปนระยะเวลานาน (Goldstein et al., 1974; Brunton et al., 2006)  สวนยาจากพืชสมุนไพรท่ี
เปนภูมิปญญาของทองถ่ินในแตละประเทศมักมีความเปนพิษหรือผลขางเคียงต่ํา สาเหตอุาจเปน
เพราะสารออกฤทธ์ิมีความเขมขนนอยกวายาแผนปจจุบันและอยูรวมกับสารประกอบอ่ืนอีกมากมาย
อยางซับซอนตามธรรมชาติของพืชแตละชนิด ท่ีอาจชวยเสริมการออกฤทธ์ิ หรือตานผลขางเคียงของ
สารออกฤทธ์ิ แมเทคโนโลยีสมัยใหม จะสามารถหาองคประกอบของสารออกฤทธ์ิไดบาง แตยังไม
สามารถวิเคราะหปฎิกริยารวมกัน (interaction) และเลียนแบบการสังเคราะหสวนประกอบเหลานีซ่ึ้ง
ซับซอนตามธรมชาตไิดหมด ยังคงตองพ่ึงองคความรูท่ีสะสมสืบทอดกันมานับแตบรรพบุรุษโบราณ 
เพ่ือใหทราบวาพืชสมุนไพรชนิดใดใหผลดีและชวยในการรักษาโรคเฉพาะชนิดใด แตองคความรู
เหลานีย้ังตองการหลักฐานสนับสนุนทางวิทยาศาสตร ในปจจุบัน ไดมีตัวอยางของโรงพยาบาลและ
สถาบันหลายแหงในประเทศไทยท่ีนําพืชสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณคอนขางแนชัดมาใชรักษาโรค โดย
ใชเสริมกับยาแผนปจจุบัน เชน การสงเสริมการใชสมุนไพรสาธารณสุขมูลฐานในโรงพยาบาลชุมชน
ตาง ๆ โรงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศรท่ีนครราชสีมา  โรงพยาบาลสรรพสิทธประสงคท่ี
อุบลราชธาน ี    คลินิกอายุรเวท สถานการณแพทยแผนไทยประยุกต คณะแพทยศาสตรศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล โรงพยาบาลซานเปาโลท่ีหัวหิน โรงพยาบาลแพทยแผนไทยท่ีนครปฐม 
และศูนยธรรมชาติบําบัดบัลวท่ีีกรุงเทพ  เปนตน  

 การศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภมิูคุมกันมีความสําคัญดังงานวิจัย
มากมายในตางประเทศท่ีศึกษาเกี่ยวกับพืชสมุนไพรซ่ึงมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  โดยเฉพาะพืช
สมุนไพรท่ีใชในประเทศจีน ญี่ปุน และอินเดีย  เชน ตํารับยาอายุรเวทของอินเดียท่ีเตรียมจากสารสกัด
พืช 5 ชนิดคือ Boerhavia diffusa, Tinospora cordifolia, Berberis aristata, Terminalia chebula และ 
Zingiber officinale ชวยบรรเทาอาการอักเสบ ฝในตับสืบเนื่องจากโรคบิดอะมีบา (amoebiasis) โดย
ออกฤทธ์ิกระตุนการทํางานของภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (humoral immunity) และภูมิคุมกันแบบเซลล
(cell-mediated immunity) ใน golden hamster โดยประเมินจากการเพ่ิม haemaglutination titre ตอ 
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sheep red blood cell antigen (SRBC) และการเพ่ิม leukocyte migration inhibition test  ตามลําดับ 
(Sohni and Bhatt, 1996) หนูเมาสท่ีปอน Extract I ซ่ึงประกอบดวย 2.6% mangiferin ท่ีสกัดจาก 
Mangifera indica L. ดวย ethanol  มีความสามารถในการสราง antibody titre และการตอบสนองใน 
delayed type hypersensitivity (DTH) ตอ SRBC antigen เพ่ิมขึ้น (Makare et al., 2001)  aucubin ซ่ึง
เปนสารประเภท iridoid glycoside ท่ีมีในพืชสมุนไพรหลายชนิด  รวมท้ัง aucubin ท่ีสกัดจากใบ ราก 
ลําตน และเมล็ดของ Aucuba  japonica ซ่ึงใชรักษาโรคหลายชนิดรวมท้ังโรคภูมิแพท่ีเกี่ยวของกับ
อาการอักเสบ (allergic inflammatory disease)  Acubin ออกฤทธ์ิโดยยับยั้งการสังเคราะห cytokines 
ท่ีกอใหเกิดอาการอักเสบ (proinflammatory cytokines) คือ TNF- (tumor necrosis factor-)และ 
IL-6 (interleukin-6) ใน RBL (rat basophilic leukemia)-2H3 mast cell ท่ีกระตุนดวย antigen โดย
ยับยั้งการเคล่ือนเขาสูนิวเคลียส (nuclear translocation) ของ p65 และการสลาย (degradation)  ของ 
IBทําใหไมเกิดการกระตุน (activation) NF-B ซ่ึงเปน  transcription factor ของ TNF- และ 
IL-6 (Jeong et al., 2002) สารสกัดของ fenugreek (Trigonella foenum graecum L.) มีฤทธ์ิกระตุน
ระบบภูมิคุมกันในหนูเมาสเพศผู Swiss albino ดวยการเพ่ิมปริมาณเซลลใน thymus และเซลลไข
กระดูก  เพ่ิมการตอบสนองใน DTH และเพ่ิมปริมาณเซลลท่ีสราง antibody  ตอ SRBC antigen  ใน 
plaque forming cell assay นอกจากนั้น สารสกัดเพ่ิมการทํางานดาน innate immunity โดยกระตุน
ความสามารถในการกลืนกินของเซลล macrophage ตอเซลลยีสต (Saccharomyces cereviceae) เม่ือ
ประเมินโดย phagocytic index และ phagocytic capacity (Bin-Hafeez et al., 2003)  Ellagic acid ซ่ึง
เปนสารในกลุม flavonoid สกัดจากพืชทองถ่ินในประเทศเกาหลี Phyllanthus urinaria  ชวยบรรเทา
โรคท่ีเกิดจาก hepatitis B virus (HBV) โดยยับยั้งการหล่ัง HbsAg จากเซลลมะเร็งตับ HepG2 2.215  
ซ่ึง HbsAg เกี่ยวของกับสภาวะการไมสรางภูมิคุมกัน (immune intolerance) ตอ HBV ในผูปวยดวย
โรคติดเช้ือเรื้อรังจาก HBV (Shin et al., 2005)  Ginsenosides สกัดจากรากของ Panax ginseng ชวย
กระตุนการทํางานของ neutrophil ในเลือดของวัวและเพ่ิม innate immunity ตอ Staphylococcus 
aureus ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคติดเช้ือเตานมในวัว (Hu et al., 2001) และสามารถทําหนาท่ีเปน 
adjuvant ใหกับ  E. tenella recombinant 5401 antigen ซ่ึงใชเปนวัคซีนในไกเพ่ือปองกันโรค  
coccidiosis โดยเพ่ิมการตอบสนองของ antibody และ proliferative response ตอ Con A (Du et al., 
2005) สารประเภท pectic polysaccharide คือ GOA1 และ GOA2 ท่ีสกัดจาก Glinus oppositifolius ท่ี
มีประสิทธิภาพรักษาโรคท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน เชน โรคปวดขอ การอักเสบ และแผลติดเช้ือ
ตาง ๆ  สามารถกระตุนการทํางานของระบบ complement โปรตีน และชักนําการดึงดูด (chemotaxis) 
เซลลเม็ดเลือดขาวตาง  ๆ เชน macrophage, T เซลล และ NK เซลล (Inngjerdingen et al., 2005)  
นอกจากฤทธ์ิกระตุนระบบภูมิคุมกัน สมุนไพรบางชนิดมีฤทธ์ิกดการทํางานของระบบภูมิคุมกัน 
ตัวอยางเชน triptolide สารบริสุทธ์ิประเภท diterpene triepoxide ท่ีสกัดจากพืช Triptergium wilfordii 
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Hook F. มีฤทธ์ิตานการอักเสบ (anti-inflammation) และใชในการรักษาโรคภูมิตานตนเอง 
(autoimmunity) เชนโรค rheumatoid arthritis, immune complex nepritis และ systemic lupus 
erythematosus (SLE)  เนื่องจาก triptolide มีฤทธ์ิยับยั้งและทําลาย T เซลลท่ีถูกกระตุน (activated T 
cell) triptolide ยับยั้ง proliferative response และกระตุนการทําลายตนเองของเซลลดวยกระบวนการ 
apoptosis (proapoptotic activity) ในเซลลตาง ๆ เชน T และ B เซลล, monocytes, dendritic cell (DC) 
และเซลลมะเร็ง การศึกษากลไกการเกิด apoptosis ใน DC พบวา triptolide ท่ีความเขมขนต่ําเพียง 10 
ng/ml สามารถกระตุน p38 กอนกระตุน caspase 3 ซ่ึงเปนโปรตีนสําคัญในกระบวนการเกิด 
(initiation) และการพัฒนา (progression) ของกระบวนการ apoptosis ในเซลลหลากหลายชนิด  
(Chan et al., 1999; Kiviharju et al., 2002; Liu et al., 2004) สารสกัดจาก Sutherlandia frutescens 
สามารถตานการอักเสบและชวยรักษาโรคท่ีเกี่ยวกับไวรัสไดเนื่องจากคุณสมบัติตานออกซิเดช่ันโดย
ทําหนาท่ีเปน hydrogen peroxide และ superoxide radicals scavengers ในเม็ดเลือดขาว neutrophl ท่ี
กระตุนดวย FMLP (L-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine) (Fernandes et al., 2004)  
ดังนั้น สารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันมีท้ังกลุมสารท่ีเปน alkaloid, terpene, 
saponin, phenol,  flavanoid, polysaccharide  peptide และ prtotein ตาง ๆ  

เราสามารถประยุกตใชพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุนระบบภูมิคุมกัน (immunostimulators) ใน
การเพ่ิมประสิทธิภาพของภูมิตานทานใหสูงขึ้น เพ่ือใชรักษาโรคท่ีเกิดจากความบกพรองในการทํา
หนาท่ีของระบบภูมิคุมกัน เชน โรคมะเร็ง  โรคเอดส โรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสหรือจุลินทรียชนิดอ่ืน 
นอกจากนั้น พืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิกดภูมิคุมกัน (immunosuppressants) สามารถประยุกตใชลดหรือ
ยับยั้งการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันอันไมพึงประสงค เชน เชนโรคภูมิแพ (allergy)  โรคสภาวะ
ภูมิไวเกิน (hypersensitivity) โรคภูมิตานตนเอง (autoimmunity) และปฎิกริยาการตอบสนองตอการ
ปลูกถายเซลลหรือเนื้อเยื่อ (graft transplantation)  ดังนั้น พืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิควบคุมระบบ
ภูมิคุมกันได (immunomodulator) จึงมีประโยชนมากมาย  

ระบบภูมิคุมกันเปนระบบการทํางานท่ีซับซอน แตมีความเปนระเบียบสูง เซลลชนิดตาง ๆ
ของระบบภูมิคุมกันทํางานรวมกันอยางมีระบบ เซลลแตละชนิดทําหนาท่ีแตกตางกัน ทํางานรวมกัน
และควบคุมซ่ึงกันและกันในการตอบสนองตอจุลินทรียหรือส่ิงแปลกปลอมตาง ๆ และรักษาความ
สมดุลภายในรางกาย (homeostasis) โดยการส่ือสารระหวางเซลลผานตัวรับรูท่ีผิวเซลล (surface cell 
receptor)  และ/หรือผานสารน้ําท่ีเซลลสรางขึ้น เชน cytokines และ lymphokines ชนิดตาง ๆ (Roitt et 
al., 1998; Murphy et al., 2008)  ตัวอยางเซลลในระบบภูมิคุมกัน ไดแก T lymphocytes, B 
lymphocytes, macrophages, dendritic cells, natural killer cells และ polymorphonuclear 
granulocytes ชนิดตาง ๆ คือ basophils, neutrophils และ eosinophils  ตัวอยางสารน้ําในระบบ
ภูมิคุมกันไดแก antibody ท่ีสรางโดย plasma cells ซ่ึงพัฒนาจาก B lymphocytes, ระบบ complement 
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proteins ซ่ึงประกอบดวยโปรตีน 30 กวาชนิดทํางานรวมกันอยางเปนลูกโซ (cascade), interferon, 
chemokines และ cytokines  ชนิดตาง ๆ เปนตน  (Roit et al., 1998; Murphy et al., 2008)   การศึกษา
ทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันสามารถวัดผลกระทบของสารพิษหรือสารเคมีตอการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันท้ังแบบไมจําเพาะ (nonspecific immunity) และแบบจําเพาะ (specific immunity) 
วิธีการทดสอบดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันมีหลายวิธี แตอาจแบงเปน 2 ประเภทหลักคือ การ
ทดสอบผลของสารเคมีในรางกายของสัตวทดลอง (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro)  การ
ทดลองผลของสารเคมีในสัตวทดลองสามารถวัดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในรางกาย
สัตวทดลอง หรือนําเซลลออกจากสัตวทดลองเพ่ือวัดการตอบสนองในหลอดทดลองแลวแตวิธีการ
ทดสอบท่ีเลือกใช และมีหลายวิธีของการทดสอบชนิดเดียวกันในทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันท่ี
สามารถเลือกวางแผนการทดสอบใหไดรับสารเคมีในรางกายสัตวทดลอง หรือในหลอดทดลองตาม
ตองการ ตัวอยางวิธีการทดสอบมาตรฐานท่ีสําคัญในดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันไดแก การวัดการ
สราง antibody ดวยวิธี plaque forming cell assay หรือวิธี ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay) เพ่ือศึกษาผลกระทบของสารตอการทํางานของ B lymphocytes ในการตอบสนองแบบสารน้ํา 
(humoral immunity) หรือใชวิธี ELISPOT (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay) ท่ีสามารถ
ประยุกตใชวัดปริมาณของ antibody และ cytokines ตาง ๆ  ตลอดจนวัดปริมาณของ cytotoxic T 
lymphocyte ท่ีถูกกระตุนดวย antigen จําเพาะ  สําหรับการวัดผลกระทบของสารตอการตอบสนอง
ดานเซลล (cellular immunity) ไดแก cytotoxic T cell assay, mitogenesis assay, mixed lymphocyte 
response  และ delayed type hypersensitivity  การวดัการตอบสนองแบบไมจําเพาะดาน innate 
immunity ไดแกการทดสอบ phagocytosis, antigen processing และ presentation และการสราง nitric 
oxide ในเซลล macrophage รวมท้ังการทดสอบ natural killer cell activtiy การวัดภูมิตานทาน
โดยรวมในรางกายตอเช้ือโรค หรือตอการเกิดมะเร็งอันสืบเนื่องจากสารพิษหรือสารเคมีใชวิธี host 
resistance studies  หรือวัดผลกระทบตอการควบคุมการทํางานขององคประกอบในระบบภูมิคุมกัน
โดยวัดปริมาณ lymphokines  หรือการแสดงออกของจีน (gene) ตาง ๆ  ท่ีเกี่ยวของกับ lymphokines 
(Burns et al., 2001; Burleson et al., 1955a และ 1955b ) 

 เนื่องจากสารพิษ หรือสารเคมีหลากชนิดอาจมีผลกระทบตอการทําหนาท่ีของเซลล หรือสาร
น้ําชนิดตาง ๆ ในระบบภูมิคุมกันเพียงชนิดเดียว หรือหลายชนิดพรอมกัน  การประเมินพิษหรือ
ผลกระทบของสารเคมีตอระบบภูมิคุมกัน จึงยากท่ีจะใชวิธีการทดสอบเพียงชนิดเดียว  แตใชวิธีการ
ทดสอบหลายชนิดรวมกันเปนลําดับช้ัน (tier approach) ตามหลักการทดสอบมาตรฐานสากลท่ีพัฒนา
โดย US National Toxicology Program (Luster et al., 1988, 1992, 1993) การทดสอบในขั้นตอนแรก 
(tier I) เปนการทดสอบวาสารมีผลกระทบตอระบบภูมิคุมกันหรอืไม และถามีผลกระทบตอระบบ
ภูมิคุมกัน จึงทําการทดสอบในขั้นตอไป (tier II) เพ่ือศึกษาวา เซลล หรือ สารน้ําชนิดใดในระบบ
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ภูมิคุมกันเปนเปาหมายของกลไกการออกฤทธ์ิของสารชนิดนั้น ตารางท่ี 1 และ 2 แสดงตัวอยางการ
ทดสอบทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน tier I และ tier II ตามลําดับ   

 
ตารางที่ 1  แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช การทดสอบ Tier I*  
 

Parameter วิธีทดสอบ 
Immunopathology การตรวจสอบทาง hematology: complete blood และ 

differential count    
ขอมูลท่ัวไปทางพิษวิทยา: น้ําหนักตัว น้ําหนักมาม thymus ตับ 
ไต  รวมท้ังการตรวจ histophathology ของอวัยวะตาง ๆ ท่ี
เกี่ยวของกับอวัยวะของภูมิคุมกันเหลานี ้

Humoral-mediated immunity การตอบสนองตอ mitogen ของ B เซลล เชน LPS  หรือ F(ab)2  
การวัดการตอบสนองของ primary antibody เชน การนับจํานวน 
plaque ของ IgM  antibody forming cells ตอ T-dependent 
antigen (เม็ดเลือดแดงแกะ) ปริมาณ IgM ในซีรั่ม 

Cell-mediated immunity การตอบสนองตอ mitogen ของ T เซลล เชน concanavalin A 
และ mixed lymphocyte response ตอ allogeneic lymphocytes, 
local lymph node assay 

Nonspecific immunity Natural killer cell activity 
*ดัดแปลงจาก Luster et al., 1988, 1992 
 
ตารางที่ 2  แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช การทดสอบ Tier II* 
 
Parameter วิธีทดสอบ 
Immunopathology การนับจํานวน และ subsets ของ T และ B เซลล  การทํา 

immunocytochemistry ของ lymphoid tissue การนับชนิดและ
ปริมาณของเซลลในไขกระดูก 

Humoral-mediated immunity การวัดการตอบสนองของ secondary antibody (IgG)  ตอเม็ด
เลือดแดงแกะ  

Cell-mediated immunity การวัดความสามารถในการฆาของ cytotoxic T เซลล การวัด 
delayed type hypersensitivity, mouse ear swelling test 
(MEST), guinea pig maximization test 
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Nonspecific immunity การวัดการทํางานของ macrophage ตาง ๆ เชน  in vitro 
phagocytosis ของ covasphere ท่ีติดฉลากดวย fluorescent, การ
ฆา Listeria monocytogenes หรือการทําลายเซลลมะเร็งของ 
macrophage ในสภาวะปกติ หรือเม่ือถูกกระตุนโดย 
macrophage activating factor (MAF)  

Host resistance studies โมเดลของแบคทีเรีย: Listeria monocytogenes  (ดูการตายของ
สัตวทดลองหรือความสามารถของสัตวทดลองในการกําจัด
แบคทีเรีย) และ Streptococuus  sp. (ดูการตายของสัตวทดลอง
เทานั้น) 
 โมเดลของไวรัส: influenza (ดูการตายของสัตวทดลอง) 
โมเดลของปรสิต เชน Plasmodium yoelii หรือ Trichinella 
spiralis (นับปริมาณตัวออนของปรสิตในกลามเนื้อ และการถูก
ขับออก (expulsion) ของปรสิต 
โมเดลของ syngeneic tumor: PYB6 sarcoma (ดูการเกิดมะเร็ง
ในตําแหนงท่ีปลูกถาย), B16F10 melanoma (ดูการเกิดมะเร็งท่ี
ลุกลาม หรือเกิด metastasizeไปท่ีปอด) 

*ดัดแปลงจาก Luster et al., 1988, 1992 
 

เนื่องจากระบบภูมิคุมกันในรางกายเปนระบบท่ีสลับซับซอนดังกลาว พืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิ
ตอระบบภูมิคุมกันอาจมีอิทธิพลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ หรือแบบ
จําเพาะ โดยอาจทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงตอจํานวน หรือระดับการทํางานของเซลลตาง ๆ ของ
ระบบภูมิคุมกัน เชน T เซลล,  B เซลล,  macrophage, natural killer cell หรือ lymphokines ชนิดตาง 
ๆ  หรืออาจมีผลตอระบบ complement proteins   วิธีการทดสอบและการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมี
ฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันจึงควรยึดหลักท่ีคลายคลึงกับการทดสอบสารเคมีทางพิษวิทยาระบบ
ภูมิคุมกัน คือไมควรใชวิธีการทดสอบเพียงวิธีเดียว แตควรใชการทดสอบท่ีเกี่ยวของกับเซลลหรือ
สารตางชนิดในระบบภูมิคุมกันรวมกันหลายวิธี (a battery of test)  และควรเปนวิธีการทดสอบท่ี
กระทําไดไมยุงยากนัก สําหรับการพัฒนาวิธีการทดสอบการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบ
ภูมิคุมกันในเบ้ืองตนเลือกดัดแปลงการทดสอบดานพิษวิทยาตอระบบภูมิคุมกันเพียง 2 การทดสอบ
ซ่ึงวัดการตอบสนองของภูมิคุมกันดานเซลลคือ mitogenesis assay และ mixed lymphocyte response 
และเลือกเฉพาะวิธีทดสอบในหลอดทดลองเทานั้น ท้ังนี้ เพ่ือความสะดวกและความประหยัดในการ
ทดสอบ เหมาะตอการใชเปนวิธีคัดกรองเบ้ืองตนสําหรับพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน 
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Mitogenesis assay  เปนการวัดการตอบสนองของ  lymphocytes ตอ mitogen ซ่ึงหมายถึง
สารท่ีสามารถกระตุนการตอบสนองของ  lymphocyte ไดหลายกลุมเปนจํานวนมาก มีฤทธ์ิไมจําเพาะ
กับตัวรับรู (receptor) ใด ๆ   B    หรือ T เซลล มีการตอบสนองตอ  mitogen  ตางชนิดกัน  mitogen  ท่ี
นิยมใชกระตุน T lymphocyte ไดแก  lectin 2  ชนิดคือ phytohaemaglutinin (PHA)  และ 
concanavalin A  (Con A)   PHA  เปนสารท่ีสกัดจาก   red kidney bean (Phaseolus vulgaris)  Con A  
เปนสารท่ีสกัดจาก jack bean (Canavalia ensiformis)  mitogen ท่ีใชกระตุน  B lymphocyte ไดแก  
lipopolysaccharide (LPS)  ซ่ึงสกัดจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ สวน mitogen ท่ีสามารถ
กระตุนไดท้ัง T และ B lymphocyte คือ pokeweed mitogen ท่ีสกัดจากรากของ Phytolaca americana 
ซ่ึงประกอบดวย 5 mitogen ยอยคือ Pa1-5 ท่ีท้ังหมดกระตุน T lymphocyte  สวน PWM Pa-1 สามารถ
กระตุน B lymphocyte ใหแบงเซลลและสราง immunoglobulin เม่ือมี macrophage และ T 
lymphocyte (Smialowicz, 1995)  การศึกษาทางพิษวิทยาของระบบภูมิคุมกันใชวิธี mitogenesis assay 
เพ่ือตรวจสอบวาสารเคมีมีผลกระทบตอการตอบสนองของ B หรือ T  lymphocyte ตอ mitogen 
อยางไร หลักของการทดสอบคือ  ภายหลังการไดรับสารเคมีท่ีใชทดสอบซ่ึงอาจเปน in vivo หรือ in 
vitro  กระตุนเซลลภูมิคุมกันดวย mitogen  และวัดการตอบสนอง in vitro ตอ mitogen เทียบกับกลุม
ควบคุมซ่ึงไมไดรับสารท่ีใชทดสอบ  ภายหลังการบม (incubate) เซลล กับ mitogen  ดวยระยะเวลาท่ี
เหมาะสม เซลลท่ีตอบสนองตอ mitogen   จะเกิดการเจริญโดยการแบงเซลล  (proliferation) เกิดการ
สังเคราะห DNA เพ่ิมขึ้น  และใช thymidine (TdR) ท่ีอยูในอาหารเพาะเล้ียงเพ่ือสังเคราะห DNA ท่ี
สรางขึ้นใหม  ในวิธีมาตรฐาน วัดการตอบสนอง ของ lymphocyte ตอ  mitogen โดยใช thymidine ท่ี
ปดฉลาก (labeled) ดวยสารกัมมันตภาพรังสี  tritium (tritium-labeled thymidine; [3H]-TdR ) เพ่ือ ปด
ฉลาก  DNA ท่ีถูกสังเคราะหขึ้นใหม และใชเครื่องเก็บเกี่ยวเซลล (cell harvester) เก็บ (harvest) เซลล
บนเยื่อกรอง (membrane filter)     ภายหลังการ harvest cell สลายเซลลใหเหลือแต DNA ซ่ึงติดท่ีเยื่อ
กรองและนําเยื่อกรองไปอานคาสารกัมมันตภาพรังสี ปริมาณสารกัมมันตภาพรังสีบนเยื่อกรองจะ
แปรผันโดยตรงกับปริมาณการสังเคราะห DNA  ซ่ึงคือปริมาณการตอบสนองของเซลลตอ mitogen  
นั่นเอง (Smialowicz, 1995) 

สําหรับการทดสอบ mixed lymphocyte response (MLR) เปนการวัดการตอบสนองของ T 
เซลลตอ allogeneic antigen ท่ีมีความแตกตางกันท่ี major histocompatibility complex (MHC) 
allogeneic antigen หมายถึง antigen บนผิวเซลลของสัตว species เดียวกันท่ีมีความแตกตางกันทาง
พันธุกรรม สวน MHC เปนโปรตีนบนผิวเซลลท่ีมีบทบาทสําคัญในเรื่องการไมยอมรับการปลูกถาย
เนื้อเยื่อ MLR เปนการทดสอบท่ีประยุกตใชในดานการปลูกถายเนื้อเยื่อเพ่ือตรวจสอบปฎิกริยา
ตอบสนองการเขากันได (compatibility) หรือการไมยอมรับ (rejection) ของผูรับ (receipient)  ตอ
เซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีปลูกถาย (graft)  การทดสอบอาศัยหลักการวา เม่ือนํา lymphocyte 2 กลุมท่ีมีความ
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แตกตางกันทางพันธุกรรมมาเพาะเล้ียง (culture) รวมกนั   เซลล lymphocyte จะเกิดการตอบสนองซ่ึง
กันและกันตอ MHC antigen ท่ีแตกตางกัน โดยเซลลมีขนาดขยายใหญขึ้น (blast formation) เกิดการ
สังเคราะห  DNA และแบงเซลลอยางรวดเร็ว ในการทดสอบทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน นิยมวัด
การตอบสนองเฉพาะกลุม lymphocyte ท่ีไดจากสัตวทดลองท่ีไดรับสารเคมีเพียงฝายเดียว เพ่ือ
ตรวจสอบวาสารเคมีท่ีทดสอบมีผลเปล่ียนแปลงความสามารถของ lymphocyte ในการตอบสนองตอ 
MHC antigen ท่ีตางกันหรือไม  lymphocyte ท่ีถูกตรวจสอบความสามารถในการตอบสนองเรียกวา 
responder สวน  lymphocyte อีกกลุมหนึ่งท่ีเล้ียงรวมกันใน culture จะถูกยับยั้งความสามารถในการ
ตอบสนองโดยการฉายรังสี หรือใชสารเคมี mitomycin C เพ่ือยับยั้งการแบงเซลล  เซลลกลุมนี้ทํา
หนาท่ีเปนเพียงตัวกระตุนให responder ตอบสนองเทานั้น เรียกเซลลท่ีทําหนาท่ีกระตุนวา stimulator 
การวัดความสามารถในการตอบสนองของ lymphocyte  ตอ allogeneic MHC ฝายเดียวใน MLR 
เรียกวา one-way mixed lymphocyte reaction  หลักการของวิธีวัดการตอบสนองใน MLR ใช [3H]-
TdR  เพ่ือติดฉลาก DNA ท่ีสังเคราะหขึ้นใหมเชนเดียวกับ mitogenesis assay ท่ีอธิบายเบ้ืองตน 
(Smialowicz, 1995) 
  โครงการวิจยันี้ดัดแปลงและหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช MTT colorimetric assay ท่ี
พัฒนาโดย Mosmann (1983) วัดการตอบสนองของ lymphocytes เพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันต- 
ภาพรังสีท่ียุงยาก และเครือ่งเก็บเกี่ยวเซลลท่ีมีราคาแพง โดยอาศัยหลักการวาเม่ือเซลลมีการตอบ- 
สนอง ตอ mitogen ใน mitogenesis assay หรือ allogeneic antigen ใน MLR จะเกิดการแบงเซลลอยาง
รวดเร็ว  ปริมาณเซลลท่ีเพ่ิมขึ้นยอมเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase ซ่ึง
เปน enzyme ใน mitochondria ของเซลล ดังนั้นจึงสามารถใช cellular metabolism ซ่ึงในกรณีนี้คือ 
activity ของ succinate dehydrogenase วัดปริมาณการแบงเซลลแทนวิธีวัดการสังเคราะห DNA  ตาม
วิธีมาตรฐาน  

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)   เปนสีสังเคราะห
ประเภท tetrazolium  salt (รูปท่ี 1) ท่ีในปจจุบันมีผูนิยมใชในการทดสอบทางชีววิทยาในงานดานตาง 
ๆ มากมาย เพ่ือหลีกเล่ียงวิธีทดสอบมาตรฐานท่ีตองใชสารกัมมันตภาพรังสี (Jiao et al., 1992; Buttke 
et al., 1993; VanBuskirk et al., 1995;  Nomura et al., 1996;  Mire-Sluis and Thorpe, 1998; 
Toriizuka et al., 2000; Xu et al., 1999)    หลักการทํางานของ  MTT คือเซลลซ่ึงยังมีชีวิตอยู หรือ 
metabolically active เทานั้นท่ีสามารถใช enzyme  succinate dehydrogenase เปล่ียน MTT ใหเปน 
formazan product โดยปฎิกริยา reduction  ผลึกของ formazan ท่ีไดมีสีมวงน้ําเงินและมีความสามารถ
ดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวชวงคล่ืนประมาณ 550-600 nm (Mosmann, 1983; Denizot and Lang, 
1986)  คาการดูดกลืนแสงเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมของสีมวงน้ําเงิน หรือปริมาณ formazan 
product ท่ีเกิด อันแปรผันโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase enzyme ซ่ึงขึ้นกับจํานวน
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เซลลท่ีมีชีวิต ดังนั้น จึงสามารถวัดปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตอยู โดยการวัดปริมาณ formazan product ท่ี
เกิดจากการเปล่ียนแปลง MTT ภายในเซลล   

 
 
 
 
  

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1 แสดงโครงสรางของ MTT  และหลักการของ MTT colorimetric assay  
     (www.dojindo.com/products/category/dsp_detail.cfm?requesttimeout=500&ProdName=MTT) 

 
ตัวอยางการประยุกตรใช  MTT colorimetric assay  ในการศึกษาทางชีววิทยามีมากมาย เชน

ใชในการวัดปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต (viability cell count) แทนการนับเซลลโดยการใช 
haemocytometer และกลองจุลทรรศน (Nomura et al., 1996) การวัดปริมาณการสังเคราะห 
lymphokines (Buttke et al., 1993;  Mire-Sluis and Thorpe, 1998; Hammerling et al., 1992)  การวัด
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง (cytotoxicity test) (Alley et al., 1988)  หรือวัดการแบงเซลลเพ่ือ
ตอบสนองของ lymphocytes ตอ allogeneic cell  ใน mixed lymphocyte reaction (VanBuskirk et al., 
1995)  หรือตอ mitogen  (Toriizuka et al., 2000)  ดังเสนอในโครงการพัฒนาวิธีทดสอบเบ้ืองตนนี้  
แตรายงานสวนใหญซ่ึงเกี่ยวกับการประยุกตรใช  MTT  กับ lymphocyte ท่ีเปน primary cell  มีเพียง
สวนนอย  วิธีทดสอบท่ีรายงานมีรายละเอียดแตกตางกัน  และผลท่ีไดไมคอยอยูในระดับท่ีนาพึง
พอใจเม่ือเทียบกับการใช MTT กับ  cell line  ท่ีมีรายงานการใช MTT มากกวา   นอกจากการใช MTT  
ทดแทนการทดสอบท่ีตองใชสารกัมมันตภาพรังสี ในปจจุบันมีการใชสารอนุพันธ (derivatives) ของ 
MTT หรือ สารท่ีทํางานคลายคลึงกับ MTT  เชน การใช  MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxy-methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, XTT (sodium 3’-[1-[(phenylamino) 
carbo-nyl]-3, 4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzene-sulfonic acid hydrate, AP (acid 
phosphatase),  NR (neutral red),  CVDE (crystal violet dye elution), SRB (sulforhodamine B),  
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lactate dehydrogenase, hexosaminidase  เปนตน  (Buttke et al., 1993;  Gieni et al., 1995;  Roehm et 
al., 1991; Martin and Clynes, 1993, Racher et al., 1990; Givens et al., 1990; Landegren, 1984)  แต
สารท่ีเปนอนุพันธของ MTT  มีราคาสูงกวา  MTT มาก  และ MTT  เปน tetrazolium salt ท่ีมีผูนิยมใช
กันมาก เพราะใหคาท่ีถูกตอง แมนยํา และมีความสมํ่าเสมอ เม่ือเทียบกับสารอ่ืน  โครงการวิจัยนี้จึง
เลือกใช MTT  ในการพัฒนาวิธีการทดสอบ 
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บทท่ี 3 
วิธีดําเเนินงานวิจัย 

 
สารเคมี 

 Mitogens: 
LPS: Lipopolysaccharide WS. Typhosa (Difco Laboratory) 

PWM: Pokeweed (Phytolacca Americana) (Sigma) 
Con A: Concanavalin A (Pharmacia) 

 MTT: [3(4,5-dimethylthiazol 2 –yl) 2, 5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma) 
 RPMI: Roswell Park Memorial Institute (Gibco BRL) 
 FCS: Fetal calf serum (Gibco BRL) 
 Glutamine (Sigma) 
 Hepes buffer---(Gibco BRL) 
 Mercaptoethanol (Sigmal) 
 Mitomycin C  (Sigma) 
 Penicillin/Streptomycin   (Gibco BRL) 
 Tris base (Sigma) 
 Ethanol (Sigma) 
 DMSO: dimethyl sulfoxide (Sigma) 
 HCl  (Sigma) 
 

น้ํา  
             น้ําท่ีใชในงานเพาะเล้ียงเซลลท้ังหมดเปน ultra pure water ท่ีไดจากการผาน ionizied-double 
distilled water ในเครื่องกรองน้ํา nanopure  (Barnsted)  
  
วัสด ุ 

วัสดุปลอดเช้ือสําหรับการเพาะเล้ียงเซลล 
60 x15 mm petri plates  (Falcon)  
15 ml  และ 50 ml conical tubes (Sarstedt) 
5 ml snap cap culture tubes (Falcon) 
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Pasteur piptettes 
Glass pipettes (1, 5, 10, 25 ml) 
Culture flasks ขนาด 25 และ 75 cm2 (Nunc) 
96 well flat bottom plate (Nunc)  
Sterile filter unit ขนาด 1000 ml (0.2 m, Gelman) 
Acrodisc 2.5 ml (0.2 m; Gelman) 

วัสดุอ่ืน ๆ 
12 x75 mm glass test tubes 
Slide (25.4x72 mm) และ cover slip (22x22 mm, หนา 0.1-0.7 mm) 
Single frosted end slide (25.4x72 mm) 
อาหารหนูเมาส (เบอร 082, ซีพี) 
ถุงมือ 
ผาปดจมูก  เส้ือและหมวกเพ่ือใชในอาคารสัตวทดลอง 
 

เคร่ืองมือและอุปกรณการวิจัย 
หมอนึ่งความดันไอ 
เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 
เครื่องปนเหวี่ยงแบบตั้งโตะ 
Compound microscope  
Inverted microscope 
Laminar flow hood  class II 
ตูเย็น 
ตูแชแข็ง (-20oC) 
ELISA plate reader 
Stirrer และ hot plate 
Haemocytometer 
8-Multichannel pipette ขนาด 1-20  และ 50-200 ไมโครลิตร 
Micropipette ขนาด 1-20, 1-200 และ 1-1000  ไมโครลิตร 
Liquid nitrogen tank 
Carbon dioxide incubator 
อุปกรณผาตัดขนาดเล็ก 
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กรงเล้ียงหนูแบบมีฝาซ่ึงบุ Hepa filter  เพ่ือใหปลอดเช้ือ 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 ทุกการทดลองท่ีเกี่ยวของกับการเพาะเล้ียงเซลล (cell culture) กระทําในตูปลอดเช้ือ (laminar 
flow hood class II) ใชวัสดุและอุปกรณตาง ๆ ท่ีปลอดเช้ือ และใชเทคนิคปลอดเช้ือ   ผลการทดลองท่ี
แสดงทุกการทดลองเปนตัวแทนของการทดลองแบบเดียวกันซํ้าอยางนอย 2-3 ครั้ง 
 
1. การพัฒนาวิธีการทดสอบ mitogenesis 
 
1.1 สัตวทดลอง  

หนูเมาส (C57Bl/6J)  เพศเมีย อายุ  6-8  สัปดาห จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ถูกเล้ียงท่ีอาคารสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี เปนระยะเวลา  1-2 
สัปดาหเปนอยางต่ํา  เพ่ือปรับตัวใหเขากับสภาวะแวดลอมใหม (acclimatization)  กอนนํามาใชใน
งานทดลอง  หนู C57Bl/6 ถูกเล้ียงในกรงพลาสติคขนาด  7.5 X 11.5 X 5 นิ้ว  ท่ีปูดวยขีก้บ (หาง
หุนสวนจํากัดอ๊ีดไมพาเหรด) ปลอดเช้ือ (อุณหภูมิ 121oC   20 นาที)  และใชท่ีปดดวยฝาซ่ึงมีกระดาษ
กรองชนิด hepa filter (filter cap จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล)  โดยมีหนู 4 ตัว
ตอ 1 กรง  หนูไดรับน้ําและอาหารสําหรับหนูเมาส (บริษัทซีพี) ตามตองการ  (ad libitum) ในหอง
ปราศจากเช้ือ (clean rooom) ท่ีควบคุมอุณหภูมิ   25  1oC   และไฟปดเปดอัตโนมัติทุก  12  ชม ตาม
เวลากลางวันและกลางคืน   กรงหนู และอาหารจะไดรับการเปล่ียนใหมทุก  2 วัน 

 
1.2  การเตรียมเซลลจากมาม 
 การเตรียมเซลลเดี่ยว ๆ (single cell suspension) ของ lymphocytes จากมามของหนูเมาส 
C57Bl/6 มีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. พลีชีพ (sacrifice) หนู 1 กลุม (ประมาณ 3-4 ตัว)  ดวยวิธีการหักกระดูกตนคอ (cervical 
dislocation) 

2. นํามาม (spleen) ของหนูแตละตัวออกดวยเทคนิคปลอดเช้ือ ซ่ึงกระทําโดยสเปรย 
alchohol ท่ีตําแหนงของมาม กอนผาเอามามออกดวยกรรไกร และปากคีบปลอดเช้ือ นํา
มามท้ังหมดใสใน  centrifuge tube ขนาด 15 ml  ซ่ึงบรรจุ EBSS (ภาคผนวก ก)  ท่ีแช
เย็นไวท่ี  4oC  (ใช EBSS 3 ml ตอ 1 มาม) 
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3. ภายใตตูปลอดเช้ือ  เทมามท่ีอยูใน  EBSS  ลงใน petri plate ขนาด 60 x 15 mm และ
เตรียม single cell suspension โดยบดมามระหวางสวนปลายดานท่ีใชเขียน (frosted 
end)  ของ สไลด 2 แผน 

4. ใช pasteur pipette ดูด EBSS ใน petri plate เพ่ือชะเซลลท่ีอาจติดสไลด และดูดเซลลขึ้น
ลง (resuspend cell) อยางนุมนวลเพ่ือแยกเซลลท่ีเปนกลุมเล็ก ๆ ใหแยกจากกันเปน
เซลลเดี่ยว ๆ  ดูดเซลลกลับเขาสูหลอด centrifuge เดิม 

5. ปน (centrifuge) หลอดท่ีความเร็ว 1,200  rpm, 4oC เปนเวลา 5 นาที 
6. เท supernatant ของเซลลออกและ resuspend เซลลใน complete RPMI media เพ่ือใชใน

การทดลองตอไป 
 

1.3 Media 
Complete media  ท่ีใชในการทดสอบ mitogenesis คือ RPMI -1640 (ภาคผนวก ก) ท่ีมี 10% 

FCS (ภาคผนวก ก),  15 mM Hepes และ 100 U/ml ของ penicillin และ streptomycin 
 

1.4 วิธทีดสอบ mitogenesis   
วิธีมาตรฐานของการทดสอบ mitogenesis  วัดการแบงเซลลของ lymphocyte เพ่ือตอบสนอง

ตอ mitogen  โดยวัดปริมาณการสังเคราะห DNA ดวยการใช thymidine ท่ีปดฉลากดวยสาร
กัมมันตภาพรังสี (tritium labeled-thymidine [3H-TdR]) แตงานวิจัยนี้  ทดลองใช  MTT แทนการใช 
[3H-TdR]  และวัด formazan product  ท่ีแปรผันโดยตรงกับปริมาณ lymphocyte ท่ีเพ่ิมขึ้นเนื่องจาก
การแบงเซลลเพ่ือตอบสนองตอ mitogen   
1.4.1 ขั้นตอนการทดสอบ mitogenesis 

 รายละเอียดของขั้นตอนการทดสอบมีดังนี้คือ  
1. เตรียม stock solution  ของ mitogen Con A (1.5 mg/ml)  LPS (10 mg/ml) และ  

pokeweed (5 mg/ml) ใน EBSS (ภาคผนวก ข)  
2. พลีชีพหนู C57Bl/6 จํานวน 3-4 ตัว ในการทดลองแตละครั้ง นํามามมาเตรียม  single cell 

suspension ของ lymphocyte ตามวิธีท่ีระบุใน 1.2  
3. ภายหลัง resuspend single cell suspension ของเซลลมามใน RPMI complete media  (ใช 

3 ml ตอ 1 มาม) นับจํานวนเซลลดวยวิธี trypan blue exclusion  (ภาคผนวก ค) และปรับ
ความเขมขนของเซลลใหมีปริมาณตามตองการ 

4. สําหรับ mitogen LPS หรือ PWM  ในแตละหลุมของ  96 well microtiter flat bottom 
plate  ใส 25 l complete media ในหลุมท่ีเปน control  หรือ 25 l ของ mitogen  (LPS 
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หรือ pokeweed)  ท่ีความเขมขนแตกตางกัน และ ใส 100 l เซลล ปริมาตรสุดทายใน
แตละหลุมมีคาเทากับ 125 l  

5. สําหรับ  ConA mitogen  ในแตละหลุมของ  96 well microtiter flat bottom plate  ใส 50 
l complete media ในหลุมท่ีเปน control  หรือ 50 l ของ ConA  ท่ีความเขมขน
แตกตางกัน และ ใส 100 l เซลล ปริมาตรสุดทายในแตละหลุมมีคาเทากับ 150 l 

6. บม plate ท่ี 5%  CO2 incubator  อุณหภูมิ 37oC   
7. ภายหลังการบม culture ตามระยะเวลาท่ีกําหนด นําแตละ plate มาวัดปริมาณเซลลของ 

lymphocte เม่ือถูกกระตุนดวย mitogen โดยใช MTT colorimetric assay ตามวิธีในหัวขอ
1.5  

1.4.2  การทดลองหาความเขมขนของ mitogen ที่เหมาะสม 
 ในการทดลองหาความเขมขนของ LPS ท่ีเหมาะสม  เตรียม LPS โดยเจือจางจาก stock   
solution ของ LPS ดวย EBSS  ใหมีความเขมขนท่ี 5,000, 2,500, 500, 50 และ 5 g/ml   เพ่ือใหได
ความเขมขนสุดทายของ LPS ในแตละหลุมเปน 1,000, 500, 100, 10 และ  1 g/ml   ตามลําดับ 

ในการทดลองหาความเขมขนของ PWM ท่ีเหมาะสม  เตรียม PWM โดยเจือจางจาก stock 
solution ของ PWM ดวย EBSS  ใหมีความเขมขนท่ี 500, 250, 125, 62.5 และ 6.25 g/ml   เพ่ือใหได
ความเขมขนสุดทายในแตละหลุมเปน 100, 50, 25, 12.5 และ  1.25 g/ml   ตามลําดับ 

ในการทดลองหาความเขมขนของ ConA ท่ีเหมาะสม  เตรียม ConA โดยเจือจางจาก stock 
solution ของ ConA  ดวย EBSS  ใหมีความเขมขนท่ี 30, 15 และ 7.5 g/ml   เพ่ือใหไดความเขมขน
สุดทายในแตละหลุมเปน  10, 5, และ 2.5 g/ml   ตามลําดับ 
1.4.3  การทดลองหาปริมาณเซลล ที่เหมาะสม 
 สําหรับการทดลองหาปริมาณเซลลท่ีเหมาะสมในการทดสอบ  ปรบัความเขมขนเซลลให
เปน 2x106, 4x106 และ 8x106 cells/ml ดวย complete RPMI media เพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายของ
เซลลในแตละหลุมเปน  2x105, 4x105 และ 8x105  เซลล/หลุม ตามลําดับ  บมรวมกับ mitogen  
1.4.4  การทดลองหาระยะเวลา ที่เหมาะสม 
 ในการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการตอบสนอง วัดการตอบสนองท่ีระยะเวลา 1, 2 
และ 3 วัน  ภายหลังการกระตุนดวย mitogen   โดยนับวันท่ีทําการทดลองเปนวันท่ี 0 และวันถัดมา
เปนวันท่ี 1 

 
1.5   MTT colorimetric assay  

เตรียม stock solution ของ MTT  6 mg/ml  โดยช่ัง MTT  จํานวน 0.06  กรัมใน   8 ml PBS  ใสใน 
beaker ท่ีหุม aluminium foil กวนดวย stirring rod จนละลาย  ปรับปริมาตรสุดทายเปน  10 ml ใน 
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volumetric flask ดวย PBS (ภาคผนวก ก) และกรองใหปราศจากเช้ือดวยเยื่อกรอง cellulose nitrate 
(0.2 m acrodisc)  เก็บท่ี 4 oC ใน centrifuge tube ท่ีหุมดวย  aluminium foil  (MTT stock solution 
เก็บในท่ีมืด และ 4 oC ไดไมเกิน 2 สัปดาห) 

ภายหลังการบมเซลลตามระยะเวลาท่ีกําหนดของ mitogenesis assay วัดการเจริญของเซลลโดย
ประเมินจากปริมาณเซลลโดยหลักการ bioreduction ของ MTT  ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. เม่ือครบระยะเวลาท่ีบม ใส 25  l  MTT  stock solution (6 mg/ml) ลงใน culture ใหมี
ความเขมขนสุดทายของ MTT เปน 1 mg/ml 

2. นํา  plate ท่ีเติม MTT  แลวไปบมใน 5% CO2   incubator ท่ี 37 oC เปนระยะเวลา 4 ชม. 
3. ภายหลัง 4 ชม.  นํา plate ไปสองดูดวย inverted microscope เพ่ือสังเกตลักษณะรูปดาว

ของ formazan product ในแตละหลุม  และปน plate ท่ี 2,000 rpm. 10 นาที  
4. ภายหลังการปน เทสารละลายออกจาก plate โดยการพลิก plate อยางรวดเร็ว และซับ

สารละลายท่ีเหลือในแตละหลุมโดยคว่ํา plate บนกระดาษ tissue พรอมท้ังเคาะเบา ๆ 2-
3 ครั้ง  ระวังอยาใหตะกอนสีมวงของ formazan product ไหลออกจากหลุม 

5. เติม 100 l DMSO ลงในแตละหลุม และ pipette ขึ้นลงหลาย ๆ ครั้งเพ่ือละลายตะกอน
ของ formazan product  ซ่ึงจะไดสารละลายสีมวงน้ําเงิน ระวังอยาใหเกิดฟอง (ในกรณีท่ี
เกิดฟอง ใหนํา plate ไปปนท่ี  1,000 rpm ประมาณ 3-4 นาที) 

6. นํา plate ไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ดวย ELISA plate reader (Packard model 
AS10001) 

 
2. การพัฒนาวิธีทดสอบ Mixed Lymphocyte Response 

วิธีทดสอบมาตรฐานของ  MLR วัดความสามารถของ responder cell ในการตอบสนองตอ 
stimulator cell โดยวัดการสังเคราะห DNA  ดวยการใช [3H]-TdR  งานวิจัยนีด้ัดแปลงวิธีทดสอบโดย
ทดลองใช  MTT แทนการใช [3H-TdR]  เพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันตภาพรังสี    

 
2.1  สัตวทดลอง  

หนูเมาส C57Bl/6J และ DBA/2   เพศเมีย อายุ  6-8  สัปดาห จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล  ถูกเล้ียงท่ีอาคารสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ตามรายละเอียดท่ี
ระบุในหัวขอ 1.1   

งานวิจัยนี้เลือกใชเซลลจากมามของหนเูมาส C57Bl/6 เปน responder  และใชเซลลจากมามของ
หนู DBA/2  เปน stimulator  ตามวิธีมาตรฐานของการทดสอบดาน  immunotoxicology ของ 
National Toxicology Program ซ่ึงเลือกใชหนู B6C3F1 เปน responder และ DBA/2 เปน stimulator 
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เพราะเปนคูท่ีมีความแตกตางกันทางพันธุกรรมท่ี major histocompatibility complex class II antigen 
โดย H-2  haplotype ของ B6C3F1 และ DBA/2 เปน H-2b และ H-2d ตามลําดับ งานวิจัยนี้เลือกใช 
C57Bl/6 เปน responder แทน B6C3F1  เพราะเปนสายพันธุท่ีใกลเคียงกับ B6C3F1  เปน H-2b 
haplotype เชนเดียวกัน และในชวงระยะเวลาท่ีทําการวิจัยยังไมสามารถหาหนูสายพันธุ B6C3F1 ได 
ในประเทศไทย  แตในปจจุบัน  สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล เริ่มมีการจําหนายหนู
สายพันธุ B6C3F1  ดังนั้น สามารถใชเซลลมามจากหนูเมาส B6C3F1 เปน responder ไดเชนกัน  
 
 Media  

Complete media ท่ีใชใน MLR (ภาคผนวก ก)   คือ RPMI 1640 ท่ีมี 10% FCS,  15 mM 
Hepes, 50 M  2-mercaptoethanol  (2-ME)  (ภาคผนวก ข)  และ 100 U/ml ของ penicillin และ 
streptomycin     
2.3 วิธีทดสอบ  mixed lymphocte response  

งานวิจัยนี้เลือกใชการทดสอบแบบ one-way mixed lymphocyte response ซ่ึงวัดเฉพาะการ
ตอบสนองของ responder cell ตอ stimulator cell เทานั้น โดยใช mitomycin C ยับยั้งการสังเคราะห 
DNA ของ stimulator cell   เพราะใหขอมูลท่ีมีประโยชนกวาการทดสอบแบบ two-way mixed 
lymphocyte response  และสามารถประยุกตใชในการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรตอการ
เปล่ียนแปลงการตอบสนองของ responder cell    
2.3.1  ขั้นตอนการทดสอบ mixed lymphocyte response 

รายละเอียดขั้นตอนการทดสอบมีดังนี้คือ 
1. เตรียม stimulator cell โดยใชมามจากหน ู DBA/2  จํานวน 4-5 ตัว  เพ่ือเตรียม single cell 

suspension ตามวิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.2    แต ภายหลังการปน  resuspend เซลลใน 10 ml 
EBSS 

2. นับ stimulator cell โดยใช  trypan blue exclusion method  ปรับความเขมขนของ viable 
cell ใหเปน 2x107 cell/ml  ปเปต 20-30 ml ของ 2x107 cell/ml ใสใน 50 ml  conical tube 

3.  เตรียม mitomycin C (5000  g/ml)  (ภาคผนวก ข) ดวยความระมัดระวัง เนื่องจาก 
mitomycin C เปนสารกอมะเร็งและสารกอกลายพันธุ  

4. ใช 0.1 ml mitomycin C (5000  g/ml)  ตอ 10 ml  2x107 cell/ml stimulator cell  เพ่ือให
ความเขมขนสุดทายของ mitomycin C เปน 50 g/ml  หอหลอดทดลองของ  stimulator 
cell ท่ีไดรับ mitomycin C ดวย  aluminium foil  
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5. นําเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C เขาตูบม  37oC  5% CO2  โดยคลายเกลียวของ 
conical tube เล็กนอย บมเซลลเปนเวลา 45 นาที  เขยาหลอดอยางนิ่มนวล  ทุก ๆ  10 
นาที  ระหวางชวงเวลาการบม 

6. ระหวางท่ีบม stimulator cell  เตรียม responder cell  โดยใชมามจากหน ู C57Bl/6  
จํานวน 2-3 ตัว    เตรียม single cell suspension  จากมามตามวิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.2   
ภายหลังการปนเหวี่ยง  resuspend เซลลใน complete media   

7. นับจํานวน responder cell โดย  trypan blue exclusion method และปรับความเขมขน
ของ viable cells  ใหมีความเขมขนตามตองการ  เก็บเซลลไวท่ี 4oC  ระหวางรอ 
stimulator cell 

8. เม่ือครบกําหนดเวลา 45 นาที   เขยาหลอดทดลอง stimulator cell ท่ีไดรับ mitomycin C  
อีกครั้งหนึ่งอยางนิ่มนวล  ทําการลางเซลลโดยใส 20 ml EBSS และนําไปปนทันทีท่ี 
1,200 rpm  4oC  เปนเวลา 10 นาที 

9. เม่ือส้ินสุดการปน เท supernatant ออก และ resuspend เซลลใน 20 ml EBSS และทําการ
ลางเซลลซํ้าอีก 3 ครั้ง เพ่ือใหแนใจวาลาง  mitomycin C  ท่ีไมไดถูกนําเขาสูเซลล 
(uptake) ออกจนหมด  

10. หลังการลางเซลลครั้งสุดทาย  resuspend  stimulator cell ใน complete media  นับและ
ปรับเซลลใหมีความเขมขนตามตองการ  

11. ในแตละหลุมของ 96 well microtiter U bottom  plate ใสเซลลดังตอไปนี้คือ 
หลุมท่ีมี responder อยางเดียว:  100 l responder + 100 l media   
หลุมท่ีมี responder + stimulator: 100 l responder + 100 l stimulator 
ปริมาตรสุดทายในแตละหลุมเทากับ 200 l 

12. ปน plate ท่ีประมาณ 600  rpm เปนเวลา 5 นาที 4oC กอนนําเขาบมในตูบม 37oC,  5% 
CO2 

13. เม่ือครบกําหนดเวลาของการบมใน MLR assay  นํา plate สําหรับการทดสอบ mixed 
lymphocyte response วัดการตอบสนองโดยใช MTT  ตามวิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.5   

2.3.2  การหาปริมาณเซลลและอัตราสวน responder ตอ stimulator ที่เหมาะสม 
สําหรับการทดลองหาปริมาณเซลลและอัตราสวนของ responder ตอ stimulator cell  ท่ี

เหมาะสมใน MLR ทดลองใช  responder : stimulator ในสัดสวน 1:4 และ 1:5  โดยใช  100 l  ของ 
2, 4, 8 และ 10x106  cells/ml responder cell  บมรวมกับ 100  l  ของ 8, 16, 32  และ 40x106  
cells/ml stimulator cell ตามลําดับสําหรับอัตราสวนของ responder: stimulator  เทากับ 1:4 และบม
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รวมกับ 100  l  ของ 10, 20, 40  และ 50x106  cells/ml stimulator cell ตามลําดบั สําหรับอัตราสวน
ของ responder: stimulator  เทากับ 1:5 
2.3.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบ MLR 

สําหรับการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม วัดการตอบสนองภายหลังการบมเปนระยะเวลา 
4 และ 5 วัน โดยนับวันท่ีทําการทดลองเปนวันท่ี 0 และถัดจากวันทําการทดลองเปนวันท่ีหนึ่ง  ใน
การทดลอง ใชปริมาณเซลลของ responder เปน 4x105 และ 8x105 เซลล/หลุม บมรวมกับเซลล 
stimulator 16x105 และ 20x105 เซลล/หลุม  (สําหรับ responder 4x105 เซลล/หลุม) และเซลล 
stimulator 32x105 และ 40x105 เซลล/หลุม  (สําหรับ responder 8x105 เซลล/หลุม)  เพ่ือใหได
อัตราสวนของ responder ตอ stimulator เปน 1:4 และ 1:5 ตามลําดับ  
2.3.4  การตอบสนองตอ mitogen ของ stimulator เซลลที่ไดรับ mitomycin C 
 เพ่ือใหแนใจวาการทดสอบเปนแบบ one-way mixed lymphocyte response จึงตรวจผลยับยั้ง
ของ mitomycin C ตอการแบงเซลลของ DBA/2 stimulator cell โดยวัดการตอบสนอง ตอ mitogen   
ตามวิธี mitogenesis assay ในหัวขอ 1.4  อาจเลือกใช Con A หรือ LPS เพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเปน 
mitogen และเลือกใชความเขมขนท่ีเหมาะสมของ mitogen และของเซลล  สําหรับโครงการวิจัยนี้ 
เลือกใช Con A 5 g/ml เปน mitogen และเลือกใชความเขมขนของเซลลเปน 4x105 เซลล/หลุม ใน
การทดสอบ  ตัวอยางการ plate เซลล ใน 96 well microtiter flat bottom plate เพ่ือตรวจสอบการ
ตอบสนองตอ mitogen ของเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C เทียบกับเซลลresponder มีดังนี้คือ 

100 l responder cell + 50  l media 
100 l responder cell + 50  l Con A 
100 l  mitomycin C-treated stimulator cell  + 50  l media 
100 l  mitomycin C-treated stimulator cell  + 50  l Con A  

นํา plate  เขาตูบมท่ี 37oC,  5% CO2  ภายหลังการบมเปนเวลา 2 วัน (นับวันท่ีเขาตูบมเปน 0 
วัน)  นํา plate สําหรับการทดสอบ mitogenesis  วัดการตอบสนองตอ mitogen  ดวยการใช MTT ตาม
วิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.5 
2.3.5  การตอบสนองตอ mitogen ของ stimulator เซลลที่ไดรับ หรือไมไดรับ mitomycin C 
 เพ่ือใหแนใจวา stimulator เซลลท่ีเตรียมจากหนู DBA/2 สามารถตอบสนองตอ mitogen ได 
จึงทําการเปรียบเทียบการตอบสนองตอ mitogen ของ stimilator เซลลท่ีไดรับ หรือไมไดรับ 
mitomycin C  ในการทดลองใช เซลล 8x105 เซลล/หลุม กระตุนดวย Con A 5 g/ml และวัดการ
ตอบสนองท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชม.  ตัวอยางการ plate เซลล ใน 96 well microtiter flat bottom 
plate มีดังนี้คือ 
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100 l untreated stimulator cell  + 50  l media 
100 l  untreated stimulator cell+ 50  l Con A 
100 l mitomycin C-treated stimulator cell  + 50  l media 
100 l  mitomycin C-treated stimulator cell  + 50  l media 

 
3. การวิเคราะหขอมูล 

ขอมูลท่ีวัดเปนคาเฉล่ียของคาดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ± standard error mean (SEM) โดยมี
จํานวนซํ้าของการทดลองเทากับ 3   ขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหความแปรปรวน  (analysis of 
variances)  ดวยการใชโปรแกรม Statistical Pakage for the Social Sciences (SPSS)  เปรียบเทียบ
ความแตกตางของแตละกลุมจากกลุมควบคุมโดย least square test (LSD)  และเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางกลุมโดยใช  Duncan’s Multiple Range Test  สําหรับการเปรียบเทียบขอมูลท่ีมี
เฉพาะ 2 กลุมใช independent T test  ขอมูลมีความแตกตางทางสถิตอิยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05    
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ mitogenesis 
            การทดสอบ mitogenesis   เปนการวัดความสามารถของเซลลในระบบภูมิคุมกันในการ
ตอบสนองตอสาร mitogen  ชนิดตาง ๆ ในงานทดลองนี ้  ใชเซลลของระบบภูมิคุมกัน คือ T และ B 
เซลลท่ีอยูใน   single cell suspension  เตรียมจากมามของหนูเมาส C57Bl/6  และเลือก  mitogen  2  
ชนิดคือ LPS  และ Con A   เพ่ือใชกระตุน B และ T เซลลตามลําดับ และเลือก  PWM  ซ่ึงเปน 
mitogen ท่ีสามารถกระตุนไดท้ัง T และ B เซลล  ในการพัฒนาวิธีทดสอบ เลือกการใช MTT  
colorimetric assay  วัดการตอบสนองของ lymphocyte ตอ mitogen แทนวิธีมาตรฐานท่ีใชสาร
กัมมันตภาพรังสี  titrium thymidine ([3H]-TdR )  ในการวัดการตอบสนอง 
 
1. การทดลองความสามารถในการตอบสนองตอ LPS  mitogen 
 
1.1 การหาความเขมขนของ LPS ที่เหมาะสมในการทดสอบ 
            รูปท่ี 2  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte ตอ LPS  mitogen ท่ีความเขมขน 0, 1, 10 ,100 
และ 500 g/ml  ภายหลังการบมเซลลเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใช จํานวนเซลลใน culture  เปน 
2x105 เซลล/ml ซ่ึงเปนจํานวนเซลลตามวิธีมาตรฐานท่ีใชสารกัมมันตภาพรังสีในการวัดการตอบ 
สนองของเซลล ผลการทดลองช้ีชัดวา LPS ท่ีความเขมขน 1, 10 ,100 และ 500 g/ml ไมสามารถ
กระตุนใหเกิดการตอบสนองของ  lymphocyte ตางจากกลุมควบคุมซ่ึงไมมี  LPS  ดังนั้น ในการ
ประเมินการตอบสนองของเซลลโดยใช MTT จึงไมสามารถใชจํานวนเซลลใน culture เชนเดียวกับ
วิธีมาตรฐานของการใช [3H]-TdR  ปดฉลาก DNA เพ่ือประเมินการเจริญเติบโตของเซลล หรือการ
ตอบสนองตอ mitogen  และในการทดลองนี้ ไมสามารถตัดสินไดวาความเขมขนใดของ LPS ท่ี
เหมาะสมตอการทดสอบ เพราะทุกความเขมขนของ LPS ท่ีใชไมสามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองได 
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รูปที่ 2  การตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500  
g/ml เม่ือระยะเวลา 24 ชม. 

 
1.2 การหาความเขมขนของ เซลล ที่เหมาะสมในการตอบสนองตอ LPS 
            เนื่องจากการใช MTT  ในการประเมินความสามารถของ lymphocyte ในการตอบสนองตอ 
mitogen มีความไวนอยกวาการใช  [3H]-TdR   จึงทดลองเพ่ิมจํานวนเซลลใน culture ใหมีปริมาณ
สูงขึ้นจากเดิม 2x105 เซลล/หลุม เปน 4x105 และ 8x105 เซลล/หลุม เพ่ือหาปริมาณเซลลท่ีเหมาะสม
ในการทดสอบ และกระตุนดวย LPS ท่ีความเขมขน 1, 10, 100 และ 500 g/ml เปนระยะเวลา 24 
ชม.  ผลการทดลองแสดงไวในรูปท่ี 3  จากรูปช้ีชัดวา คาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ซ่ึงหมายถึงการ
ตอบสนองของ lymphocyte ตอ LPS mitogen เพ่ิมขึ้นเปนสัดสวนตามจํานวนเซลลท่ีเพ่ิมขึ้นใน 
culture โดยคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm เพ่ิมขึ้นเม่ือเพ่ิมจํานวนเซลลใน culture จาก 2x105 เปน 
4x105  และ 8x105 เซลล/หลุม ตามลําดับ    สวนการเพ่ิมการตอบสนองของ lymphocyte  ตอ LPS  ท่ี
ความเขมขน 1, 10, 100 และ 500 g/ml จะมีคาท่ีแตกตางจากกลุมควบคุม (กลุมท่ีไมมี mitogen)  
อยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.001) ทุกความเขมขน พบเฉพาะใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/
หลุมเทานั้น  แตเม่ือใชจํานวนเซลลเปน 2 x105 หรือ เพ่ิมจํานวนเปน 4x105  เซลล/หลุม คาการ
ตอบสนองของ lymphocyte  ตอ LPS ไมมีความแตกตางจากกลุมควบคุมซ่ึงไมมี LPS mitogen  
ดังนั้น ปริมาณเซลล 2 x105  และ 4 x105  เซลล/หลุม จึงไมเหมาะสมสําหรับการวัดการตอบสนอง
ของ lymphocyte ตอ LPS  mitogen โดยวิธี MTT   ใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8 x105  เซลล/หลุม   
LPS ท่ีความเขมขน 1, 10, 100, และ 500 g/ml  สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของ 
lymphocyte เพ่ิมขึน้จากกลุมควบคุม 40, 56.23, 46.79 และ 20.38 % ตามลําดับ  ดังนั้น  ชวงความ
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เขมขนท่ีเหมาะสมของ LPS ท่ีสามารถกระตุน lymphocyte ใหตอบสนองอยูท่ี  1-100  g/ml โดย
ความเขมขนท่ีสามารถกระตุนไดสูงสุดอยูท่ี 10 g/ml  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ีความเขมขนของ

เซลลท่ีแตกตางกัน เม่ือระยะเวลา 24 ชม. (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุม
ท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

 
1.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตอบสนองตอ LPS 
            นอกจากปจจัยท่ีเกี่ยวของกับปริมาณเซลลใน culture  และความเขมขนของ mitogen  
ระยะเวลาของการบมเซลลรวมกับ mitogen เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญตอการตอบสนองในการ
ทดสอบ mitogenesis   จึงไดทําการทดลองแปรผันระยะเวลาของการบมเซลลรวมกับ mitogen โดยใช
เซลลท่ีมีปริมาณ 2 x105  4 x105  และ 8 x105  เซลล/หลุม บมรวมกับ LPS  1, 10, 100  และ 500  
g/ml  เปนระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม เพ่ือหาระยะเวลาของการบมเซลลท่ีเหมาะสม ผลท่ีไดแสดง
ในรูปท่ี 4-6 ผลการทดลองช้ีชัดวา  ใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 2x105 (รูปท่ี 4) และ 4x105 เซลล/
หลุม  (รูปท่ี 5)  การเพ่ิมระยะเวลาการบมเซลลกับ LPS mitogen เปน 48 และ 72 ชม. ไมไดชวยให
เซลลตอบสนองตอ LPS ไดทุกความเขมขน  สวน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม (รูปท่ี 
6 )  ไมวาจะเปนกลุมควบคุมท่ีไมมี LPS หรือกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS  1, 100 และ 500  g/ml จะ
มีปริมาณเซลล (ในกรณีของกลุมควบคุม) หรือการตอบสนองตอ mitogen (กลุมท่ีไดรับ mitogen)
สูงสุดท่ี 24 ชม. หลังจากนั้น ปริมาณเซลลหรือการตอบสนองจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ เม่ือระยะเวลา 
48 และ 72 ชม. (p ≤ 0.05)  สวน culture ท่ีกระตุนดวย LPS  10 g/ml  ยังคงใหการตอบสนองสูงสุด 
ไมวาจะเปนท่ี 24, 48 และ 72 ชม.  และการตอบสนองไมไดมีการเปล่ียนแปลงมากนักท่ีชวง
ระยะเวลา 24-72 ชม.   จากรูปท่ี 6  ถึงแมการตอบสนองของ lymphocyte  ตอ LPS  ท่ี 1 และ 100 

LPS

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

2 4 8

Cell Number (x105)/Well

A
59

0 
(n

m
)

0
1
10
100
500

*
*

*

Conc. (mg/ml)

*



 27

g/ml    จะลดลงภายหลัง 24 ชม แต LPS ท่ีความเขมขน 1 และ100  g/ml  ก็ยังสามารถกระตุนการ
ตอบสนองของ lymphocyte  ไดอยางมีนัยสําคัญท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชม. (p ≤ 0.05) เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม ดังนั้น การทดลองช้ีแนะวา  ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบม lymphocyte กับ LPS  ท่ี
เหมาะสมท่ีสุดคือระยะเวลา 24 ชม. ท่ีความเขมขน LPS 1-100  g/ml  สวน LPS ท่ีความเขมขนสูง
มาก ๆ  คือ 500 g/ml  ไมเหมาะสมท่ีจะใชในการทดสอบ เพราะนอกจากส้ินเปลืองสารแลว  ยังไม
สามารถกระตุนการตอบสนองไดภายหลัง 24 ชม.  (รูปท่ี 6 ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4   แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ LPS ท่ี
ความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ี  
ความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. 
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รูปที่ 6  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ี 
1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม
ควบคุมท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

 
2. การทดลองความสามารถในการตอบสนองตอ PWM  mitogen 
 
2.1 การหาความเขมขนของ PWM  ที่เหมาะสมในการทดสอบ 
            รูปท่ี 7 แสดงผลการตอบสนองของ lymphocyte ตอ PWM  ท่ีความเขมขนตั้งแต 0, 0.1, 1, 10 
และ 100 g/ml  ภายหลังการบมเซลลเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใช จํานวนเซลลใน culture  เปน 
4x105 เซลล/หลุม และ 8x105 เซลล/หลุม  ผลการทดลองช้ีแนะวา  PWM ท่ีความเขมขน 0.1, 1, 10 ,
และ 100 g/ml  สามารถกระตุนให culture ท่ีมีปริมาณ lymphocyte 8x105 เซลล/หลุม เกิดการ
ตอบสนองเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.001) จากกลุมควบคุม ประมาณ 36.4, 37.5, 46.4 และ 42.9 
% ตามลําดับ  แตใน culture ท่ีมีปริมาณเซลล 4x105 เซลล/หลุม  การตอบสนองจะเพ่ิมขึ้นจากกลุม
ควบคุมเพียง 17.6 และ 22.2% (p ≤ 0.05)  เม่ือใช PWM ท่ีมีความเขมขนสูงคือ 10 และ 100  g/ml 
เทานั้น  
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รูปที่ 7 แสดงการตอบสนองของ culture ท่ีมีปริมาณ lymphocyte  4x105 และ 8x105  เซลล/หลุม 

(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM ท่ีมีความเขมขน 0.1-100 g/ml  (*  และ ** หมายถึง คาท่ี
แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM ท่ี p ≤ 0.05  และ  p ≤ 0.001 ตาม ลําดับ) 

 
2.2  การหาความเขมขนของเซลลที่เหมาะสม ในการตอบสนองตอ PWM 
             ในการทดลองหาความเขมขนของเซลลท่ีเหมาะสม ทดลองใชความเขมขนของเซลล  2x105, 
4x105 และ 8x105 เซลล/หลุม  บมรวมกับ PWM ท่ี 1.25, 12.5, 25 , 50 และ 100 g/ml  และบม
รวมกับเซลลเปนระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลอง (รูปท่ี 8) ช้ีแนะวา จํานวนเซลลใน culture ตองมี
ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม จึงสามารถตอบสนองตอ PWM ได ถาใชความเขมขนของเซลลต่ํา
เหมือนวิธีมาตรฐานคือ 2x105 เซลล/หลุม  จะไมเกิดการตอบสนองตอ PWM  ปริมาณเซลลเพ่ิมเปน 
4x105 เซลล/หลุม  การตอบสนองตอ PWM จะแตกตางจากกลุมควบคุมท่ีไมมี mitogen  เฉพาะ 
culture ท่ีกระตุนดวย 25 g/ml เทานั้น โดยมีการตอบสนองเพ่ิมขึ้น 25%  (P ≤ 0.05) culture ท่ีใช 
8x105 เซลล/หลุม การตอบสนองจะตางจากกลุมควบคุมท่ีไมมี mitogen ทุกความเขมขนของ PWM 
โดยการตอบสนองเพ่ิมขึ้นประมาณ   34.1, 27.8, 51.8, 32.7 และ 44.1%  ท่ีความเขมขนของ PWM 
1.25, 12.5, 25, 50 และ 100 g/ml ตามลําดับ (p ≤ 0.05)  ดังนั้น การทดลองช้ีแนะวา ปริมาณเซลลท่ี
เหมาะสมในการทดสอบคือ 8x105 เซลล/หลุม และ PWM 25 g/ml สามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองสูงสุด ซ่ึงผลการทดลองนีส้อดคลองกับการทดลองท่ี 2.1  ท่ีช้ีแนะวา ความเขมขนของ 
PWM ท่ีเหมาะสมอยูระหวาง 10-100  g/ml 

 
 
 

Conc.(mg/ml)

Conc. (mg/ml)PWM

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

4 8

Cell Number (x105)/Well

A
59

0 
(n

m
)

0
0.1
1
10
100

Conc. (mg/ml)

**

* *

** ** **

 



 30

 

PWM

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

2 4 8

Cell Number (x105)/Well

A
59

0 
(n

m
)

0
1.25
12.5
25
50
100

Conc. (mg/ml)

*

**
*

* *

 
 
รูปที่ 8  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ PWM ท่ีความเขมขนของ

เซลลท่ีแตกตางกัน เม่ือระยะเวลา 24 ชม. ( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ี
ไมมี PWM; p ≤ 0.05) 

 
2.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสม ในการตอบสนองตอ PWM 
            ในการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม ใชเซลล 4x105 และ 8 x105  เซลล/หลุม กระตุนดวย 
PWM, 1, 10 และ 100 g/ml  หรือใชเซลล 2x105 เซลล/หลุม กระตุนดวย PWM, 1.25, 12.5, 25, 50 
และ 100 g/ml และบมเซลลเปนระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. ผลการทดลองแสดงวา การ
ตอบสนองตอ PWM สูงสุดท่ี 24 ชม.  หลังจากนั้น การตอบสนองลดลงเม่ือระยะเวลา 48 และ 72 ชม. 
ตามลําดับ (รูปท่ี 9-11)  ใน culture ท่ีใช 2x105 เซลล/หลุม ไมเกิดการตอบสนองตอ PWM  ทุกความ
เขมขนท่ีใชทดสอบ ไมวาจะบมเซลลรวมกับ mitogen ท่ีระยะเวลา  24, 48 และ 72 ชม. (รูปท่ี 9)  ท่ี
ปริมาณเซลล 4x105 เซลล/หลุม  เม่ือบมรวมกับ PWM ท่ี 1 และ 10 g/ml  เปนระยะเวลา 48 ชม.จะ
เกิดการตอบสนองสูงกวากลุมควบคุม 53.4 และ 42.7% (p ≤ 0.05) ตามลําดับ (รูปท่ี 10)   แตคาการ
ตอบสนองยังคงอยูในระดับต่ําเม่ือเทียบกับ culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุม (รูปท่ี 10-11) การ
ตอบสนองของ culture ท่ีใช 4x105 เซลล/หลุม ตอความเขมขนอ่ืนของ PWM  และท่ีระยะเวลาอ่ืน ไม
ตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ  (รูปท่ี 10)  สวน culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุม มีการตอบสนอง
ตอ PWM ทุกความเขมขนท่ีใช และตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.001) ท่ี 24 ชม. (รูปท่ี 
11) หลังจากนั้น การตอบสนองลดลงท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชม. ตามลําดบั โดยท่ีระยะเวลา 48 ชม. 
ยังคงมีการตอบสนองตอ PWM  1 g/ml สูงกวากลุมควบคุมอยูประมาณ 44% (p ≤ 0.05) (รูปท่ี 11)
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ดังนั้น การทดลองช้ีชัดวา การตอบสนองตอ PWM เกิดสูงสุดท่ีระยะเวลา 24 ชม. ใน culture ท่ีใช 
8x105 เซลล/หลุม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 9  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  

ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ PWM  
ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤ 0.05) 

4x105 Cells/Well

0

0.1

0.2

24 48 72

Time (hr.)

A
59

0 
(n

m
)

0

1

10

100

PWM Conc. (mg/ml)

*
*

 
 

2x105 Cells/Well

0

0.05

0.1

0.15

0.2

24 48 72

Time (hr.)

A
59

0 
nm

0
1.25
12.5
25
50
100

PWM Conc. (mg/ml)

 
 



 32

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 11 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  

ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( **, *  = คาท่ีแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤  0.001 และ 0.05 ตามลําดับ) 

 
3. การทดลองความสามารถในการตอบสนองตอ Con A  mitogen 
 
3.1 การหาความเขมขนของ Con A ที่เหมาะสมในการทดสอบ 
 ในการหาความเขมขนของ Con A ท่ีเหมาะสมในการทดสอบ  ใชแซลล 4x105 เซลล/หลุม 
ซ่ึงสูงกวาวิธีมาตรฐานคือ 2x105 เซลล/หลุม เนื่องจากผลจากการทดลองท่ีผานมา พบวาจําเปนตองใช
เซลลสูงกวาวิธีมาตรฐาน จึงสามารถวัดการตอบสนองท้ังตอ LPS และ PWM    การทดลองใช Con A 
ท่ีความเขมขน 2.5, 5 และ 10 g/ml และวัดการตอบสนองในระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลอง (รูปท่ี  
12) แสดงวา Con A ท่ีความเขมขน 2.5, 5 และ 10 g/ml สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของ 
lymphocyte สูงกวากลุมควบคุมท่ีไมมี mitogen 2.66, 4.11 และ 4.95 เทาตามลําดับ โดยมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี  5 และ 10 g/ml (p ≤ 0.01)   ดังนั้น ความเขมขนของ Con A ในชวง 2.5 -
10 g/ml จึงเหมาะสมตอการทดสอบ  เม่ือใชปริมาณเซลล 4x105 เซลล/หลุม Con A 5 และ 
10g/ml สามารถกระตุนการตอบสนองสูงกวาท่ี 2.5 g/ml  
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รูปที่ 12  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A  ท่ีความเขมขน 

2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี 
Con A; p ≤  0.01) 

 
3.2 การหาความเขมขนของเซลลที่เหมาะสมตอการตอบสนอง Con A 
 ในการทดลองใชความเขมขนของเซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม บมรวมกับ 
Con A  mitogen  2.5, 5, และ 10 g/ml  บมเปนระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 13   
ซ่ึงช้ีแนะวาเม่ือใชเซลลในปริมาณสูง คือ 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม  สามารถตอบสนอง
ตอ Con A  ท่ีความเขมขน 2.5-10 g.ml ไดดี ดังคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ใน culture ท่ีมี Con A 
5 และ 10 g/ml มีคาสูงกวา culture ท่ีไมมี mitogen ทุกความเขมขนของเซลลท่ีใช โดยเฉพาะใน 
culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุม การตอบสนองสูงกวา culture ท่ีไมมี mitogen อยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 
0.05) ทุกความเขมขนของ Con A ท่ีใช  
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รูปที่ 13 การตอบสนอง (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A 2.5-10 g/ml ของ culture ท่ีมีปริมาณ

เซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม เม่ือประเมินการตอบสนองในระยะเวลา 24 ชม. 
หลังจากกระตุนดวย Con A  (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี      
Con A; p ≤  0.01) 

 
3.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตอบสนองตอ Con A 
            ในการหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม ใชเซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม บมรวมกับ 
Con A ท่ีความเขมขน 2.5, 5 และ 10 g/ml  และวัดการตอบสนองท่ีระยะเวลา  24, 48 และ 72 ชม.  
ผลการทดลองแสดงวา ระยะเวลาท่ีเหมาะสมตอการทดสอบ ขึ้นกับความเขมขนของเซลลใน culture 
ท่ีใช และความเขมขนของ Con A ท่ีใชกระตุน (รูปท่ี 14-16)  ใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 4x105 
เซลล/หลุม (รูปท่ี 14) คาการตอบสนองสูงสุดเม่ือถูกกระตุนดวย Con A 5 g/mlท่ี 48 ชม.และการ
ตอบสนองลดลงประมาณ 16.6% ท่ี 72 ชม. สวน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8x105 และ 10x105 เซลล/
หลุม (รูปท่ี 15 และ รูปท่ี 16 ตามลําดับ) พบวาการตอบสนองตอ Con A เพ่ิมขึ้นท่ี 48 และ 72 ชม. เม่ีอ
เทียบกับท่ี 24 ชม.  แทบทุกความเขมขนของ Con A ท่ีใช  โดยเฉพาะท่ี 8x105 เซลล/หลุม  คาการ
ตอบสนองตอ Con A 2.5 และ 5 g/ml ท่ี 72 ชม. (ตารางท่ี 3)  มีคาสูงกวาท่ี 24 และ 48 ชม. อยางมี
นัยสําคัญ (p ≤ 0.05)  แตเม่ือเพ่ิมปริมาณเซลลเปน 10x105 เซลล/หลุม คาการตอบสนองตอ Con A ท่ี 
5 g/ml  กลับมีคาลดลงประมาณ 13.2%  ท่ีระยะเวลา 72 ชม. เม่ือเทียบกับท่ี 48 ชม. สวนการ
ตอบสนอง ตอ Con A ท่ีความเขมขนอ่ืนของ culture ท่ีใช 10x105 เซลล/หลุม ไมมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญระหวางระยะเวลา 48 และ 72 ชม. (รูปท่ี 16  และตารางท่ี 3) ดังนั้น สําหรับการทดสอบ
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การตอบสนองตอ Con A การใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม  ความเขมขนของ Con A ท่ี 2.5 หรือ 
5 g/ml และวัดการตอบสนองท่ี 48 หรือท่ี 72 ชม. นาจะเปนสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14  การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A ท่ี

ความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15  การตอบสนองของ lymphocyte 8x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A ท่ี

ความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05) 
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รูปที่ 16 การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A ท่ี

ความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A ของ lymphocyte ท่ีระยะเวลาแตกตางกัน  
 
ความเขมขนของCon A 

(mg/ml) 
การตอบสนอง (คาเฉลี่ย OD590 nm ± S.D.) 

 
8x105 เซลล/หลุม 24  ชม. 48  ชม. 72 ชม. 

0 0.263a±0.013 0.212b±0.011 0.192b±0.037 
2.5 0.496a±0.007 0.883b±0.063 1.015c±0.038 
5 0.563a±0.010 0.980b±0.028 1.087c±0.049 
10 0.472a±0.023 0.685a,b±0.183 0.844b±0.033 

10x105 เซลล/หลุม 24  ชม. 48  ชม. 72 ชม. 
0 0.363a±0.007 0.333a±0.025 0.313a±0.026 

2.5 0.621a±0.181 0.990a±0.257 0.891a±0.223 
5 0.767a ±0.046 1.122b±0.039 0.974c ±0.061 
10 0. 742a ±0.043 0.949b±0.093 0.883a,b±0.083 

Superscript ในแนวนอนที่ตามดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.05 จากการเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple 
Range Test 
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4. การพัฒนาวิธีทดสอบ mixed lymphocyte response 
            MLR เปนการทดสอบความสามารถของ lymphocyte ในการตอบสนองตอ allogeneic cell ซ่ึง
หมายถึงเซลลจากบุคคลตางกันใน species เดียวกัน ในการทดลองนี้ ใชเซลลจากมามของหนูเมาส 
C57Bl/6 เปนเซลลท่ีทําหนาท่ีตอบสนอง เรียกวา responder  และใชเซลลจากมามของหนูเมาส 
DBA/2 เปนเซลลท่ีทําหนาท่ีกระตุน เรียกวา stimulator  และจัดใหการทดสอบวัดเฉพาะการตอบ- 
สนองของ responder เพียงฝายเดียว เรียกวา one-way mixed lymphocyte reaction โดย stimulator  ถูก
ยับยั้งการตอบสนองตอ responder โดยการใช mitomycin C 
  
4.1  การทดลอง mixed lymphocyte response โดยใชสภาวะการทดลองตามวิธีมาตรฐาน 
             การทดลองเริ่มแรกใชสภาวะตาง ๆ ของการทดลองตามท่ีกําหนดในวิธีมาตรฐานท่ัวไปของ 
MLR  (Smialowicz, 1995) ท่ีประเมินการตอบสนองโดยใชสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-TdR  คือใช
จํานวนเซลลของ responder เปน 1x105 เซลล/หลุม  และใชปริมาณเซลลของ stimulator เปน 8x105 
เซลล หรือ 10x105 เซลล เพ่ือใหอัตราสวนของ responder ตอ stimulator เปน 1:4   หรือ 1:5 ตามลําดับ 
และวัดการตอบสนองโดยการใช MTT ภายหลังการบม responder รวมกับ stimulator เปนระยะเวลา 
4  วัน หรือ 5 วัน  ผลการทดลองช้ีแนะวา ในวันท่ี 4  ถาใชปริมาณเซลลของ responder ตามวิธี
มาตรฐาน 1x105 เซลล/หลุม ไมวาอัตราสวนของ responder ตอ stimulator  จะเปน 1:4 หรือ 1:5  ก็ไม
เกิดการตอบสนองตอเซลล stimulator (รูปท่ี 17) สวนในวันท่ี 5 มีการเพ่ิมการตอบสนองตอ 
stimulator ท่ีอัตราสวน 1:4 และ 1:5 ประมาณ 24 และ 40% ตามลําดับ  (p ≤ 0.05)  เม่ือเทียบกับ 
culture ท่ีมี responder เพียงอยางเดียว แตการตอบสนองจัดอยูในเกณฑต่ํา เพราะคา stimulation index  
(อัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมี responder บมรวมกับ stimulator หาร
ดวย คาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมีเพียง responder; 

[R] A
S][R A

590

590  ) อยูท่ีประมาณ 1.2 

และ 1.4  เทานั้น (รูปท่ี 18)  
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รูปที่ 17  การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator

เซลลใน mixed lymphocyte reaction เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 4   R= responder,         
S = stimulator 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18   การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator
เซลลใน MLR เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 5  ภายหลังการกระตุน   R= responder, 
stimulator (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม responder; p ≤ 0.05) 

 
4.2 การหาปริมาณเซลลและอัตราสวน responder ตอ stimulator ที่เหมาะสม ใน MLR 
            ในการทดลองหาปริมาณเซลลท่ีเหมาะสม  ไดเพ่ิมปริมาณเซลลจากวิธีมาตรฐาน 1x105 เซลล/
หลุมเปน  2x105, 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม  และใชอัตราสวน responder : stimulator  
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เปน 1:4 และ 1:5 วัดการตอบสนองในวันท่ี 4 ภายหลังกระตุนดวย stimulator ผลการทดลองแสดงใน
รูปท่ี 19 การทดลองแสดงวา เม่ือเพ่ิมปริมาณเซลลของ responder ใน culture  สามารถชักนําใหเกิด
การตอบสนองตอ stimulator ได โดยคา OD ใน culture ท่ีถูกกระตุนดวย stimulator จะสูงกวา culture 
ท่ีมีเพียง responder อยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)  ทุกความเขมขนของเซลลท่ีใช และการตอบสนองตอ 
stimulator ท่ีเปน allogeneic เซลลจะสูงขึ้นเม่ือปริมาณเซลลของ responderใน culture เพ่ิมขึน้ ดังนั้น 
ปริมาณเซลลท่ีเหมาะสมจึงควรเริ่มตั้งแต 4-8x105 เซลล/หลุม  สวนท่ี 10x105 เซลล/หลุม  ถึงแมจะให
คาการตอบสนองสูงสุด แตตองใชปริมาณเซลลสูงมาก  ไมคอยเหมาะสมในการปฎิบัติงานจริง เพราะ
ตองใชสัตวทดลองจํานวนมากในการเตรียมปริมาณเซลลใหเพียงพอตอการทดสอบ  นอกจากปริมาณ
เซลล อัตราสวนของ responder ตอ stimulator เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการตอบสนองใน mixed 
lymphocyte reaction  ผลการทดลองช้ีแนะวา อัตราสวนของ responder ตอ stimulator ในวิธี
มาตรฐานท่ีใช 1:4 คอนขางเหมาะสม เพราะถึงแมจะเพ่ิมอัตราสวนของ responder ตอ stimulator จาก 
1:4 เปน 1:5  การตอบสนองของ responder จะเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญเฉพาะท่ีปริมาณเซลล 4 และ 
8x105 เซลล/หลุมเทานั้น  และการตอบสนองเพ่ิมขึ้นอีกเพียงเล็กนอยคือประมาณ  19.1 และ 15.4% 
ตามลําดับ (รูปท่ี 19) 
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รูปที่ 19  การตอบสนองของ responder (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator ท่ีความเขมขนของ 
responder เซลลตางกันในอัตราสวนของ responder : stimulator ท่ี 1:4 และ 1:5 ใน one-way 
MLR เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 4 (R =responder, S = stimulator  กราฟท่ีมีอักษร
ตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05  จากการเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test) 
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4.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบ MLR 
 ในการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับ MLR ไดทําการวัดการตอบสนองของ 
responder ตอ stimulator ท่ีระยะเวลา 4 และ 5 วันหลังจากกระตุนดวย stimulator  โดยใชปริมาณของ 
responder ท่ี 4x105 และ 8x105  เซลล/หลุม อัตราสวนของ responder : stimulator ท่ี 1:4 และ  1:5 ผล
การทดลองช้ีแนะวา  (ตารางท่ี 4)  ไมวาจะวัดการตอบสนองในวันท่ี 4 หรือ วันท่ี 5   สามารถวัดการ
ตอบสนองของ responder ตอ stimulator ในการทดสอบ MLR ไดท้ังส้ิน โดย culture ท่ีถูกกระตุน
ดวย stimulator มีคา A 590 nm สูงกวา responder อยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) ยกเวน ในสภาวะท่ีใช 
4x105 เซลล/หลุม อัตราสวนของ responder : stimulator เปน 1:5  ของวันท่ี 5 ซ่ึง คาไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจาก culture ท่ีมีเพียง responder อยางเดียว  สําหรับการเปรียบเทียบคา A590 nm ของ culture 
ท่ีมี  responder, responder บมรวมกับ stimulator ท้ังท่ีอัตราสวน 1:4 และ 1:5  เม่ือวัดการตอบสนอง
ในวันท่ี 4 และ วันท่ี 5 พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  ท่ี p ≤ 0.05 ดังนั้น  ระยะเวลาท่ี
เหมาะสมสําหรับการทดสอบอาจเปนไดท้ังวันท่ี 4 หรือ วันท่ี 5 
  
ตารางที ่4  การตอบสนองของ  responder ตอ stimulator ใน mixed lymphocyte reaction ในวันท่ี 4 

และ 5 
 

Mixed Lymphocyte Reactions  คาเฉลี่ย OD590 nm ± S.D. 
 Day 4 Day 5 

4x105 Cells/well    
Responder 0.119a,1±0.004 0.249a,1±0.061 
Responder + Stimulator (1:4) 0.321b,1±0..039 0.800b,1±0.496 
Responder + Stimulator (1:5) 0.492b,1±0.116 0.648ab,1.±0.070 
   
8x105 Cells/well    
Responder 0.130a,1±.015 0.147a,1±0..007 
Responder + Stimulator (1:4) 0.804b,1±0.093 0.956b,1±0.211 
Responder + Stimulator (1:5) 0.781b,1±0.122 0.914b,1±0.039 

ในแตละความเขมขนของเซลล  superscript ท่ีเปนตัวอักษร (เปรียบเทียบตามแนวต้ัง)  และท่ีเปนตัวเลข 
(เปรียบเทียบตามแนวนอน) ท่ีตามดวยอักษรหรือตัวเลขท่ีตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test และ independent T test ตามลําดับ 
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4.4 การตรวจสอบการตอบสนองตอ mitogen ของเซลล stimulator ที่ไดรับ mitomycin C 
เพ่ือใหแนใจวาการตอบสนองใน MLR เปนแบบ one way-mixed lymphocyte reaction  ซ่ึง

หมายถึง  responder เซลลเทานั้นท่ีสามารถตอบสนองเพียงฝายเดียว   แต stimulator เซลลไมสามารถ
ตอบสนองตอ responder ได  เนื่องจากการแบงเซลลถูกยับยั้งโดย mitomycin C  ในวันท่ีทําการ
ทดลอง MLR  จึงควรตรวจสอบการตอบสนองของ  stimulator เซลลท่ีไดรับ mitomycin C  ตอ 
mitogen ควบคูทุกครั้ง  การทดลองนี้ไดเลือกวัดการตอบสนองของ stimulator ท่ีไดรับ  mitomycin C   
ตอ Con A  mitogen โดยเลือกใช  8x105 เซลล/หลุม  ความเขมขนของ Con A  5  g/ml  และวัดการ
ตอบสนองท่ี 72 ชม. ภายหลังการกระตุน  ซ่ึงเปนสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวัดการตอบสนองตอ 
Con A  mitogen  และเพ่ือเปนการยืนยันวา  Con A  mitogen ยังคงคุณสมบัติท่ีสามารถกระตุนการ
ตอบสนองของ lymphocyte ไดดี  จึงวัดการตอบสนองของ responder  ตอ Con A ควบคูกัน  ผลการ
ทดลอง (รูปท่ี 20)  พบวา   ไมมีความแตกตางระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ระหวาง culture ท่ี
มี stimulator เพียงอยางเดียว หรือ stimulator ท่ีบมรวมกับ 5 g/ml Con A    แสดงวา stimulator 
เซลลท่ีไดรับ 50  g/ml mitomycin C ไมสามารถตอบสนองตอ Con A  mitogen อยางท่ีควรจะเปน  
เม่ือวัดการตอบสนองท่ี 72 ชม  ในทางตรงกันขาม responder เซลลสามารถตอบสนองตอ Con A  
mitogen ไดดีมาก   ดังคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm  ของ culture ท่ีมี responder บมรวมกับ Con A มี
คาเทากับ  0.953 ± 0.025  ในขณะท่ี culture ท่ีมีเพียง responder มีคาเทากับ 0.346± 0.03  ดังนั้น 
stimulator เซลลท่ีไดรับ 50  g/ml mitomycin C ซ่ึงเปนเซลลชุดเดียวกับท่ีใชในการทดสอบ MLR 
จึงไมสามารถตอบสนองตอ responder ไดในการทดสอบ MLR การตอบสนองท่ีวัดไดจึงเปนแบบ 
one-way mixed lymphocyte reaction 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 20  การตอบสนองของ stimulator เซลลท่ีไดรับ mitomycin C  (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ   
Con A mitogen เทียบกับการตอบสนองของเซลล responder ในการทดสอบใชเซลล 8x105 
เซลล/หลุม 5 g/ml Con A และวัดการตอบสนองในวันท่ี 3 (R = responder, S = stimulator   
* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม responder;  p ≤  0.05) 
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4.5 การตอบสนองของ stimulator เซลลที่ไมไดรับ mitomycin C ตอ Con A mitogen  
            เพ่ือเปนการยืนยันวา  การไมสามารถตอบสนองตอ Con A  mitogen ของเซลล stimulatorเปน
ผลสืบเนื่องจากการไดรับ mitomycin C  ไมใชเปนเพราะหนูเมาส DBA/2 เปนสายพันธุท่ีมีการ
ตอบสนองตอ Con A ต่ํา จึงทําการทดลองเปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A mitogen   ระหวาง 
stimulator เซลลท่ีไดรับ และไมไดรับ mitomycin C  และวัดการตอบสนองท่ีระยะเวลา 48 และ 72 
ชม. ผลการทดลอง แสดงวา  ท่ีระยะเวลา  24 ชม. (รูปท่ี 21 ก) ภายหลังกระตุนดวย 5 g/ml  Con A  
เซลล stimulator  ท่ีไมไดผานการบมรวมกับ mitomycin C สามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ได
ดี   ดังคาการดูดกลืนแสงใน culture ท่ีบมรวมกับ Con A สูงกวา culture ท่ีไมมี Con A  ประมาณ  3.6 
เทา สวนเซลลท่ีผานการบมกับ 50 g/ml mitomycin C  สามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ได
เชนกัน แตการตอบสนองตอ Con A  mitogen จะต่ํากวา คือการตอบสนองใน culture ท่ีมี Con A  สูง
กวา culture ท่ีไมมี Con A  เพียง  2.7 เทา  แตเม่ือวัดการตอบสนองตอ Con A  ท่ีระยะเวลา 72 ชม. 
(รูปท่ี 21 ข) พบวา  เซลลท่ีไมไดผานการบมกับ mitomycin C ยังสามารถตอบสนองตอ Con A 
mitogen ได  แตระดับการตอบสนองจะลดลงจากท่ี 24 ชม. ประมาณ 45.8 %   คือการตอบสนองสูง
กวา culture ท่ีไมมี Con A  เพียง 1.7 เทา  แต stimulator เซลลท่ีไดรับ mitomycin C ไมสามารถ
ตอบสนองตอ Con A ไดตอไป เม่ือประเมินการตอบสนองในระยะเวลา 72 ชม.  ดังคาการดูดกลืน
แสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมี Con A ไมแตกตางจาก culture ท่ีไมมี Con A   ดังนั้น stimulator เซลล
ท่ีผานการบมกับ mitomycin C ไมสามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ไดท่ีระยะเวลา 72 ชม. การ
วัดการตอบสนองใน MLR  กระทําในวันท่ี 5  หรือ 120 ชม.  ภายหลังการกระตุน  คาการตอบสนอง
ของ culure ท่ีวัดได จึงนาจะเปนการตอบสนองของ responder  เซลลตอ stimulator เซลลเพียงฝาย
เดียว หรือเปนแบบ one-way mixed lymphocyte reaction 
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รูปที่ 21 การตอบสนองของเซลล stimulator (คาเฉล่ีย A590 nm ±SEM) ท่ีไดรับ และไมไดรับ 

mitomycin C ตอ Con A  การทดลองใช 8x105 เซลล/หลุม  Con A 5 g/ml และวัดการ
ตอบสนองในวันท่ี 2 (ก) และวันท่ี 3 (ข)  (R = responder, US = stimulator ท่ีไมไดรับ 
mitomycin C, S = stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C .  * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก
กลุม responder; p ≤  0.05) 
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บทท่ี 5 
การวิจารณ 

 
            นับแตอดีตกาล ผูคนไดตระหนักถึงความสําคัญของพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกัน ดังตําหรับยาสําคัญตาง ๆ ในดานอายุรเวท รวมท้ังแพทยทางเลือกของหลากหลาย
ประเทศ เชน อินเดีย จีน ญี่ปุน และไทย  ไดนําพืชสมุนไพรท่ีออกฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันมาชวย
บําบัดรักษาโรค  ปองกันการเกิดโรค หรือใชบํารุงรางกาย  ดังนั้น  วิธีการตรวจสอบและคัดเลือกพืช
สมุนไพรท่ีออกฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน จึงมีความสําคัญยิ่งตอการแสวงหาพืชสมุนไพรท่ีทรงคุณคา
และควรไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่องควบคูกับการศึกษาในดานอ่ืน ๆ ของพืชสมุนไพร  
            วิธีการทดสอบดานระบบภูมิคุมกันมีหลายวิธี เนื่องจากระบบภูมิคุมกันมีความซับซอน 
เกี่ยวของกับการทํางานของเซลลหลายกลุมและสารน้ําหลายชนิด  จงึไมสามารถใชวิธีการทดสอบ
เพียง 1-2 วิธีเพ่ือใชในการคัดเลือกพืชท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันได แตในการพัฒนาวิธีการทดสอบ
เบ้ืองตนนี้ ไดดัดแปลงการทดสอบจากวิธีทางดานพิษวิทยาตอระบบภูมิคุมกันเพียง 2 วิธี คือการวัด
การตอบสนองอยางไมจําเพาะของเซลลภูมิคุมกันตอ mitogen ใน mitogenesis assay และการวัด
การตอบสนองแบบจําเพาะของ T เซลลตอ allogeneic เซลล ใน MLR  ซ่ึงท้ัง 2 วิธี สามารถกระทํา
ไดใน in vitro เปนวิธีทดสอบท่ีงาย ไมยุงยาก  ใหผลคอนขางรวดเร็ว และสามารถสะทอนการ
ทํางานบางสวนของ T และ B เซลลซ่ึงมีบทบาทสําคัญทางระบบภูมิคุมกัน จึงเหมาะสมสําหรับเปน
วิธีคัดกรองพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน งานวิจัยนี้ไดทดลองตามวิธีมาตรฐานของการ
ทดสอบ  แตไดดัดแปลงสภาวะการทดสอบเพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันตภาพรังสี  ซ่ึงมีปญหา
เกี่ยวกับความปลอดภัยของการใชงาน และความยุงยากในการกําจัดขยะของเสียท่ีเปนกัมมันตภาพ- 
รังสี และหลีกเล่ียงการใชเครื่องมือราคาแพง เชน เครื่องเก็บเกี่ยวเซลล (cell harvester) และ เครื่อง
นับสารกัมมันตภาพรังสีแบบเบตา (beta-scintillation counter) ซ่ึงจําเปนตองใชในวิธีมาตรฐานของ
การทดสอบ  โครงการนี้ไดดัดแปลงโดยใช MTT colorimetric assay วัดการตอบสนองของเซลล
แทนการใชสารกัมมันตภาพรังสีและใช ELISA plate reader อานผลการทดสอบแทนเครื่องมือราคา
แพงท่ีใชควบคูกับสารกัมมันตภาพรังสี  โดยการทดสอบ จําเปนตองปรับเปล่ียนสภาวะการทดลอง
ตาง ๆในวิธีทดสอบมาตรฐาน เพ่ือใหเหมาะสมกับการใช MTT colorimetric assay แทนวิธีการใช
สารกัมมันตภาพรังสี 
 
การทดสอบดาน mitogenesis  
            ในทางพิษวิทยาตอระบบภูมิคุมกัน นิยมใช mitogenesis assay  เพ่ือเปนวิธีทดสอบเบ้ืองตน
ในการประเมินวาสารพิษสามารถสงผลกระทบตอการตอบสนองของ T หรือ B เซลลตอ mitogen 
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หรือไม เนื่องจากความสามารถในการตอบสนองตอ mitogen ใน in vitro มีความสัมพันธกับการถูก
กระตุน (activation) และการเจริญ (proliferation) ของกลุม lymphocyte ท่ีถูก sensitize เพ่ือ
ตอบสนองตอแอนติเจน (antigen) ท่ีเขาสูรางกาย (in vivo) (Smialowicz, 1995) ในการวิจัยนี้ ได
เลือก mitogen 3 ชนิดท่ีนิยมใชกันมากท่ีสุดคือ LPS ซ่ึงเปน mitogen ท่ีกระตุนเฉพาะ B เซลล Con 
A   ท่ีกระตุนไดเฉพาะ T เซลล และ PWM  ซ่ึงกระตุนไดท้ัง T และ B เซลล (Murphy, 2008; 
Smialowicz, 1995)  การวิจัยนี้ใชเซลลมามซ่ึงเตรียมจากหนูเมาสเพศหญิง C57Bl/6  เปนแหลงของ
เซลลในระบบภูมิคุมกันท่ีถูกวัดการตอบสนอง เพราะเปนสายพันธุท่ีสามารถส่ังซ้ือไดในประเทศ
ไทยในขณะทําการวิจัย และเปนสายพันธุท่ีใกลเคียงกับสายพันธุ B6C3F1 มากท่ีสุด หนูเพศหญิงท้ัง 
2 สายพันธุเปน strain ท่ีนิยมใชมากท่ีสุดในการศึกษาทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน และเปนสาย
พันธุท่ี National Toxicology Program (NTP) แนะนําใหใชในการทสอบทางดานพิษวิทยาระบบ
ภูมิคุมกัน สาเหตุท่ีนิยมใชหนูเพศหญิงมากกวาเพศชายในการทดสอบ เนื่องจากหนูเมาสเพศชายใน
สายพันธุดังกลาวมีความกาวราวสูง ชอบทํารายกันเอง ทําใหบาดเจ็บและสงผลกระทบตอ 
parameter ตาง ๆ ท่ีใชประเมินการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน  ทําให  NTP แนะนําใหใชหนู
เพศหญิงในการทดสอบ ยกเวนกรณีท่ีเพศของสัตวทดลองมีอิทธิพลตอการออกฤทธ์ิของสาร  

จากผลการทดลองดัดแปลงวิธีการทดสอบ พบวาโดยภาพรวมการวัดการตอบสนองของ 
lymphocyte ตอ mitogen ท้ัง 3 ชนิด ถาใชสภาวะการทดลองตามวิธีมาตรฐานท่ีตองใชสาร
กัมมันตภาพรังสี  ไมสามารถวัดการตอบสนองได การตอบสนองตอ mitogen ไดหมายถึงคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมี mitogen ตองสูงกวา culture ท่ีไมมี mitogen หรือกลุม
ควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p ≤ 0.05)  โครงการวิจัยนี้จึงไดตรวจสอบ 3 ปจจัยหลักท่ีสงผล
กระทบโดยตรงตอการทดสอบ mitogenesis คือปริมาณเซลล/หลุมเม่ือเริ่มแรกในการทดสอบ ชวง
ความเขมขนของ mitogen ท่ีใชในการทดสอบ และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนอง  
ผลการทดลองในการวัดการตอบสนอง mitogen ท้ัง 3 ชนิดใหผลคลายคลึงกัน คือ การวัดการ
ตอบสนองโดยการใช  MTT  จําเปนตองเพ่ิมปริมาณเซลลตอหลุมใหเพ่ิมขึ้นประมาณ 4 เทาจากวิธี
มาตรฐาน จึงสามารถวัดการตอบสนองไดสูง สวนระดับความเขมขนของ mitogen ท่ีใชกระตุน 
และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนองจะไมแตกตางจากวิธีมาตรฐานมากนัก  ดังกรณี
การทดสอบการตอบสนองตอ LPS  ถาใชปริมาณเซลลตามวิธีมาตรฐาน 2x105 เซลล/หลุมในวันท่ี
ทําการทดสอบ  ถึงแมจะกระตุนดวย LPS ตั้งแต 1-500 g/ml ไมสามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองท่ีแตกตางจาก culture ท่ีไมมี mitogen  เม่ือวัดการตอบสนองท่ี 24 ชม. ภายหลังการ
กระตุน  และแมเพ่ิมปริมาณเซลลเปน 2 เทาคือ 4x105 เซลล/หลุม การตอบสนองตอ mitogen ของ 
lymphocyte ใน splenocyte ยังคงต่ําเชนเดิม ในการทดสอบจําเปนตองใชเซลลถึง 8x105 เซลล/หลุม 
จึงสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองได  (รูปท่ี 3)  ท้ังนี้ความเขมขนของ LPS ตองเหมาะสม
เชนกันคือ อยูในชวง 1-100 g/ml  ท่ีสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองไดใน 24 ชม. การ
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ทดลองพบวา  เม่ือใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม LPS ท่ี 10 g/ml สามารถชักนําใหเกิดการ
ตอบสนองสูงสุด และท่ีความเขมขนนี้ การตอบสนองยังอยูในระดับสูง ไมเปล่ียนแปลงเม่ือประเมิน
การตอบสนองท่ี 48 หรือ 72 ชม. สวน LPS ท่ี 1 และ 100 g/ml การตอบสนองใกลเคียงกันมาก 
และการตอบสนองในระยะเวลา 72 ชม.มีคาลดลงเล็กนอย แตยังคงมีการตอบสนองสูงกวาเม่ือเทียบ
กับการตอบสนองท่ี 24  ชม. (p ≤ 0.05, รูปท่ี 6)  สวนความเขมขนของ LPS ท่ีสูงขึ้นคือ 500 g/ml 
ไมเหมาะสมตอการทดสอบ เพราะสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองสูงกวากลุมควบคุมท่ีไมมี 
mitogen  ท่ีระยะเวลา 24 ชม. เทานั้น หลังจากนั้น การตอบสนองลดลงต่ํากวากลุมควบคุมท่ี
ระยะเวลา 48 และ 72 ชม. (รูปท่ี 6)  และความเขมขนของ LPS ท่ี 1000 g/ml ใหคาท่ีใกลเคียงกับท่ี 
500 g/ml คือไมกอใหเกิดการกระตุนการตอบสนองสูงกวาชวง 1-100 g/ml และสามารถ
กระตุนใหเกิดการตอบสนองเฉพาะ 24 ชม. แรกภายหลังการกระตุนดวย mitogen เทานั้น (ไมได
แสดงผลการทดลอง)  คาความเขมขนของ LPS และระยะเวลาท่ีเหมาะสมของงานวิจัยนี้ ใกลเคียง
กับคาท่ีรายงานในงานวิจัยอ่ืนซ่ึงวัดการตอบสนองดวยวิธีมาตรฐาน (ใชสารกัมมันตภาพ-รังสีหรือ
ดวยวิธีอ่ืน) ใช LPS ในชวงความเขมขน 0.62-160 g/ml และวัดการตอบสนองในชวง 12-96 ชม.  
(Hildebrandt et al., 1982, Elena et al., 2003, Iwanowicz et al., 2005; Hernández-Godoy et al., 
2008) การใชความเขมขนของ LPS ท่ีสูงขึ้น ไมมีประโยชน เพราะนอกจากจะมีราคาแพง และยังไม
ชวยใหการตอบสนองเพ่ิมขึ้น 

สําหรับการทดลองเกี่ยวกับ PWM .ใหผลท่ีคลายคลึงกับ LPS คือตองใชเซลลสูงกวา
ปริมาณมาตรฐาน 2x105 เซลล/หลุม จึงสามารถวัดการตอบสนองได โครงการวิจัยนี้ช้ีแนะวา 
ปริมาณเซลลท่ีเหมาะสมคือ 8x105 เซลล/หลุม และความเขมขนของ PWM ท่ีเหมาะสมอยูในชวง 1-
100  g/ml โดยท่ี 1-25  g/ml สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองสูงสุด และการตอบสนอง
สูงสุดท่ีระยะเวลา 24 ชม. เทานั้น หลังจากนั้น การตอบสนองลดลง (รูปท่ี 8 และ รูปท่ี 11) เปนท่ีนา
สังเกตวา  PWM เปน mitogen ท่ีมีประสิทธิภาพต่ําในการกระตุนเม่ือเทียบกับ LPS และ Con A ท้ัง
ท่ี PWM เปน mitogen ท่ีสามารถกระตุนไดท้ัง T และ B เซลล (Smialowicz., 1995; Iwanowicz et 
al., 2005)  ท้ังนี้พิจารณาจากคา OD ท่ี 590 nm ของ culture ท่ีกระตุนดวย mitogen เทียบกับ culture 
ท่ีไมมี mitogen   เชน การตอบสนองสูงสุดใน culture ท่ีมี 8x105 เซลล/หลุม  กระตุนดวย 25 g/ml 
PWM วัดท่ีระยะเวลา 24 ชม.มีคาเพ่ิมขึ้นประมาณ 52% เทานั้น  (รูปท่ี 8) สวนการตอบสนองตอ 
LPS และ Con A  ท่ีมีคาสูงสุดเพ่ิมขึ้นประมาณ   147  และ  466% ตามลําดับ (รูปท่ี 6 และ รูปท่ี 15)    
เนื่องจากขอจํากัดในงบประมาณ  ผูวิจัยไมไดทดลองส่ังซ้ือ PWM จากบริษัทอ่ืน หรือ lot อ่ืนจาก
บริษัทเดิม มาเปรียบเทียบการทดสอบวาสามารถกระตุนการตอบสนองใหมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา 
lot ท่ีใชในงานทดลองหรือไม ท้ังนี้ เพราะผูวิจัยคิดวา  LPS และ Con A  เปน mitogen ท่ีนาสนใจ
และมีประโยชนมากกวา  PWM   เนื่องจากสามารถใหขอมูลของการตอบสนองเฉพาะ B เซลล  
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หรือ T เซลลเพียงชนิดเดียว ซ่ึงไดเปรียบกวาการใช PWM ท่ีไมสามารถแยกความแตกตางไดวาการ
ตอบสนองเกิดจากการกระตุนกลุม T เซลล หรือ B เซลล    

สําหรับการวัดการตอบสนองของ T เซลลโดยใช Con A  พบวา Con A เปน mitogen ท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการกระตุนใหเกิดการตอบสนองเม่ือเทียบกับ LPS และ PWM  แตการ
ทดลองยังคงตองใชปริมาณเซลลสูง  ตั้งแต 4x105 เซลล/หลุมขึ้นไป  คลายคลึงกับการทดสอบการ
ตอบสนองตอ LPS และ PWM   ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม เปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอการ
ทดสอบการตอบสนองตอ Con A  เม่ือไดทดลองเพ่ิมปริมาณเซลลใน culture ใหสูงถึง 10x105 

เซลล/หลุม พบวาการตอบสนองภายใน 24 ชม. มีคาเพ่ิมขึ้น (รุปท่ี 13) แตหลังจากนั้น ไมไดเพ่ิมการ
ตอบสนองท่ีแตกตางจาก culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุมมากนัก (รูปท่ี 15-16)  ในเชิงปฎิบัติ การใช
เซลล/หลุมในปริมาณสูงมาก  ไมคอยสะดวก เพราะตองพลีชีพสัตวทดลองหลายตัวในการเตรียม
เซลลเพ่ือใชในการทดสอบ   สําหรับความเขมขนของ Con A ท่ีเหมาะสมอยูในชวง 2.5-10  g/ml  
และท่ี 5 g/ml ใหการตอบสนองสูงสุด ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการทดสอบอยูท่ี 48 หรือ 72 ชม.  

โดยภาพรวม การทดลงในโครงการวิจยัช้ีแนะวา   Con A เปน mitogen ท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงสุดในการกระตุนการตอบสนองใน mitogenesis assay รองลงมาเปน LPS และ PWM ตามลําดับ 
จากการเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืน ซ่ึงประเมินการตอบสนองโดยการใช [3H]-TdR หรือวิธีอ่ืน 
พบวา Con A mitogen มีประสิทธิภาพสูงกวา LPS และ PWM ในการกระตุนการตอบสนองใน 
mitogenesis assay (Hildebrandt et al., 1982, Mason and Gwanzzura, 1990, Kliger et al., 2000, 
Elena et al., 2003, Iwanowicz et al., 2005)   ซ่ึงสอดคลองกับผลจากงานวิจัยนี้ สวนประสิทธิภาพ
ระหวาง LPS และ PWM มีรายงานท่ีแตกตางกัน  บางงานวิจัย LPS มีประสิทธิภาพสูงกวา PWM 
แตในบางงานวิจัย  PWM มีประสิทธิภาพสูงกวา LPS (Hildebrandt et al., 1982, Mason and 
Gwanzzura, 1990, Kliger et al., 2000, Elena et al., 2003, Iwanowicz et al., 2005)  อยางไรก็ดี  การ
เปรียบเทียบชวงความเขมขนท่ีเหมาะสมของ mitogen LPS, PWM และ Con A  ท่ีใชในงานวิจัยนี้ 
กับความเขมขนท่ีรายงานจากงานวิจัยอ่ืน ไมคอยมีความหมายมากนัก และนักวิจัยไมควรยึดความ
เขมขนท่ีช้ีแนะจากโครงการวิจัยนี้ไปใชโดยตรง  ควรทําการทดลองเบ้ืองตนเพ่ือหาความเขมขนท่ี
เหมาะสมเอง โดยใชความเขมขนของ mitogen จากงานวิจัยนี้  เปนเพียงตัวบงช้ีเบ้ืองตนเพ่ือหาชวง
ความเขมขนของ mitogen ท่ีจะใชในการทดสอบ ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมอาจจะแตกตางจากท่ีรายงาน
ในโครงการวิจัยนี้   เนื่องจากการตอบสนองใน mitogenesis นอกจากขึ้นกับชนิดของ mitogen แลว
mitogen ชนิดเดียวกันท่ีส่ังซ้ือจากบริษัทตางกันอาจมีความแตกตางกัน หรือแมแต mitogen ชนิด
เดียวกัน ส่ังซ้ือจากบริษัทเดียวกัน มีรหัสส่ังซ้ือ (catalogue number) เหมือนกัน แตตาง  lot number 
ก็อาจมีความแตกตางกันในประสิทธิภาพของการกระตุน  ดังนั้น นักวิจัยจึงจําเปนตองหาความ
เขมขนท่ีเหมาะสมของ mitogen ในการทดสอบ ถามีการส่ังซ้ือใหมทุกครั้งไมวา mitogen จะส่ังซ้ือ
จากบริษัทเดิม หรือเปล่ียนบริษัทใหม  
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โดยภาพรวม การศึกษาในโครงการวิจัยนีช้ี้แนะวา การใช MTT ในการประเมินการ
ตอบสนองในการทดสอบ mitogenesis  ใหผลเปนท่ีนาพึงพอใจ  แมการตอบสนองจะถูกวัดในรูป
ของคาการดูดกลืนแสง  ซ่ึงมีความไวต่ํากวาในวิธีมาตรฐานท่ีรายงานคาการตอบสนองในรูปของ
จํานวนนับของสารกัมมันตภาพรังสีตอนาที (count/min; cpm) ท่ีมีความไวสูงกวา เชน ในการ
ทดลองท่ีมีการตอบสนองสูง ใน culture ท่ีไมมี mitogen  มีคาประมาณ 3000 cpm. สวนใน culture 
ท่ีกระตุนดวย LPS และ Con A อาจมีคาสูงถึง 20,000 และ 61,800  cpm ตามลําดับ (Smialowicz, 
1995)   แตการประเมินการตอบสนองใน mitogenesis assay โดยการใช MTT ก็สะดวกกวา  กระทํา
ไดงายและมีราคาถูกกวา ใหผลอยูในเกณฑท่ีนาพึงพอใจ เหมาะสมกับการเปนวิธีเบ้ืองตนท่ีใช
คัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  

 
การทดสอบดาน mixed lymphocyte reaction 
 การทดสอบ MLR เปนวิธีทดสอบหนึ่งท่ีมีประโยชนและเปนท่ีนิยมทางดานพิษวิทยาของ
ระบบภูมิคุมกัน  การทดสอบนี้ใหขอมูลเกี่ยวกับการตอบสนองของ T เซลลตอเซลลแปลกปลอม
จากบุคคลอ่ืนท่ีแตกตางกันใน species เดียวกัน  เลียนแบบการตอบสนองตอการปลูกถายเนื้อเยื่อ
จากบุคคลตางกันในมนุษยดวยกัน การตอบสนองวัดการแบงเซลลและพัฒนา (proliferation) ของ
กลุม T helper เซลลท่ีจําเพาะตอแอนติเจนบนผิวเซลลแปลกปลอม หรือ allogeneic antigen การ
ตอบสนองใน MLR มีปริมาณสูงเม่ือเทียบกับการตอบสนองตอแอนติเจนอ่ืน (Murphy et al., 2008)  
ปฎิกริยาตอเนื่องจาก MLR คือการพัฒนาของ cytotoxic T cell (CTL)  ท่ีไดรับสัญญาณการเจริญ
และพัฒนาจาก T helper เซลลจาก MLR   CTL ท่ีมีปริมาณเพ่ิมขึ้นจะเปนกลุมเซลลท่ีทําหนาท่ีใน
การฆา  เพ่ือกําจัดเซลลหรือเนื้อเยื่อจําเพาะท่ีถูกปลูกถาย  โครงการวิจัยไมไดทดลองพัฒนาการ
ทดสอบการตอบสนองของ CTL  แตเลือกเฉพาะดัดแปลงวิธีการทดสอบ MLR โดยวัดการ
ตอบสนอง แบบ one way response เพ่ือประยุกตใชในการศึกษาทางพิษวิทยา เชน ตรวจสอบ
สมุนไพรเฉพาะชนิดวามีผลกระทบตอการตอบสนองของ T helper เซลลในเซลลมามท่ีไดรับสาร
สกัดจากสมุนไพรโดยตรงในหลอดทดลอง (in vitro)  หรืออาจเตรียมเซลลจากมามของหนูท่ีไดรับ
สารสกัดสมุนไพร (in vivo)  และตรวจสอบความสามารถในการตอบสนองตอ allogeneic antigen 
ในหลอดทดลอง การวัดการตอบสนองแบบ one way mixed lymphocyte reaction ใน in vitro ชวย
ใหการแปลผลมีความหมายงายขึ้น  เพราะถาการทดสอบเปนแบบ two way response คือท้ัง 
responder และ stimulator ตางฝายตางตอบสนองซ่ึงกันและกัน จะไมสามารถประเมินไดวา การ
ตอบสนองใน MLR ท่ีเพ่ิมขึ้นหรือลดลงมีสาเหตุจากผลของสารสกัดตอกลุมเซลลใน responder 
หรือ  ตอ stimulator โดยเฉพาะการทดลองท่ีใสสารสกัดโดยตรงในหลอดทดลง สารสกัดอาจมีฤทธ์ิ
ตอกลุมเซลลใน responder หรือ stimulator หรือท้ัง 2 กลุม 



 49

ในการทดลองไดเลือกเซลลจากมามของหนูเมาส C57Bl/6 เปนเซลล responder หรือผู
สามารถตอบสนองได  และ ใชเซลลจากมามของหนูเมาส DBA/2 เปน stimulator เพ่ือแทนเซลลท่ี
ใชในการปลูกถาย  ซ่ึงในการทดลอง เซลลจากหน ูDBA/2  จะถูกบังคับไมใหสามารถตอบสนองได 
โดยบมรวมกับ  mitomycin C  50 g/ml เปนระยะเวลา 45 นาที ท่ี 37oC สาเหตุท่ีเลือกหนูเมาสท้ัง 
2 สายพันธุเพ่ือใชใน MLR เนื่องจาก หน ูC57Bl/6 มี haplotype H2b สวน DBA/2 มี haplotype H2d 
ซ่ึงมีความแตกตางกันท่ี major histocompatibility complex (MHC) class II และเปนท่ีทราบกันดีใน
ระบบภูมิคุมกันวา ความแตกตางกันของโปรตีนท่ี MHC class II เปนตัวการสําคัญในการไมยอมรับ
การปลูกถายเซลล หรือเนื้อเยื่อ (Roitt et al., 1998; Murphy et al., 2008)  ซ่ึงหมายถึงการตอบสนอง
ใน MLR มีคาสูง  งายตอการตรวจวัด  และโมเลกุลของ MHC class II บนผิวของ stimulator cell 
เปนปจจัยหลักท่ีสําคัญในการกระตุนการตอบสนองของ MLR  

โครงการวิจัยนี้ไดพัฒนาวิธีทดสอบ MLR โดย ใช MTT วัดการตอบสนองแทนการใช 
[3H]-TdR  ตามวิธีมาตรฐานท่ีวัดการใช thymidine  ของเซลลเพ่ือสังเคราะห DNA ท่ีเพ่ิมขึ้น เม่ือ
เซลลของระบบภูมิคุมกันตอบสนองโดยมีการแบงเซลลเพ่ิมขึ้น   ผลการทดลองใน MLR คลายคลึง
กับการทดสอบดาน mitogenesis คือถาใชสภาวะการทดลองตามวิธีมาตรฐานท่ีใช [3H]-TdR   จะไม
สามารถวัดการตอบสนองโดยใช MTT ได จําเปนตองเพ่ิมปริมาณเซลลของ responder ใหเพ่ิมขึ้น
จาก 1x105 เซลล/หลุมเปน 4x105 หรือ 8x105 เซลล/หลุม จึงใหคาการตอบสนองท่ีนาพึงพอใจ แต
สําหรับอัตราสวนของ responder ตอ stimulator และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนอง
จะไมแตกตางจากคาท่ีใชตามวิธีมาตรฐาน คือใชอัตราสวนของ responder:stimulator เปน 1:4 และ
วัดการตอบสนองในวันท่ี 4 หรือ วันท่ี 5   และการตอบสนองท่ีวัดไดนาจะเปนการตอบสนองของ 
เซลล responder เพียงฝายเดียว  เพราะเซลล stimulator ถูกยับยั้งการแบงเซลลโดยใช mitomycin C  
ซ่ึงการใช mitomycin C เปนวิธีมาตรฐาน เชนเดียวกับวิธีการใชรังสี (irradiation) เพ่ือยับยั้งการแบง
เซลลของ stimulator ทําใหไมสามารถตอบสนองตอ allogeneic antigen ของเซลล responder 
(Harrison and Paul, 1973)  กลไกการออกฤทธ์ิของ mitomycin C คือการ crosslink DNA และยับยั้ง
การสังเคราะห DNA สงผลตอการสังเคราะห RNA และโปรตีนตาง ๆ ภายในเซลลใหลดต่ําลง  
ดังนั้นเซลลท่ีไดรับ mitomycin C จึงมีวัฎจักรเซลล (cell cycle) สู S phase และ G2 phase ชาลง 
(Malinowski et al., 1992)  การทดลองในโครงการวิจัยนี้ สนับสนุนฤทธ์ิยับยั้งการแบงเซลลของ 
mitomycin C  รูปท่ี 20  ช้ีชัดวาเซลล  stimulator ท่ีไดรับ 50 g/ml mitomycin C ไมสามารถ
ตอบสนองตอ Con A mitogen ได เม่ือระยะเวลา 72 ชม.หลังจากการกระตุน อยางไรก็ตาม  ในการ
เปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A ของเซลล stimulator ท่ีผานการบมกับ mitomycin C และ
ไมไดบมกับ mitomycin C เปนท่ีนาสนใจวา เซลลท่ีไดรับ mitomycin C ยังสามารถตอบสนองตอ 
mitogen ในวันท่ี 2 ไดบาง (รูปท่ี 21 ก) และการตอบสนองจะนอยกวาเซลลท่ีไมไดรับ mitomycin C  
ประมาณ  40 % แตในวันท่ี 3 เซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C ไมสามารถตอบสนองตอ    
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Con A ไดตอไป ในขณะท่ีเซลลท่ีไมไดรับ mitomycin C ยังสามารถตอบสนองตอ Con A   แตมีการ
ตอบสนองท่ีลดต่ําลงจากท่ีระยะเวลา 48 ชม. (รูปท่ี 21 ข) นั่นหมายความวาเซลล  stimulator ท่ีบม
รวมกับ mitomycin C  ไมไดตายหมดทันที  แตสามารถแบงเซลลไดบางในชวงระยะเวลา 1-2 วัน
แรกและไมสามารถแบงเซลลไดตั้งแตระยะเวลาประมาณวันท่ี 3  ดังนั้น การวัดการตอบสนองใน 
MLR  ซ่ึงกระทําในวันท่ี  4 หรือ 5  จึงนาจะเปนการตอบสนองของ responder เพียงฝายเดียว  หรือ
เปน one-way mixed lymphocyte reaction  จากประสบการณของผูปฎิบัติงานเกีย่วกับการทดสอบ 
MLR ในดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน พบวาแม ในเชิงทฤษฎี เทคนิคการทดสอบเกี่ยวกับ one-way 
mixed lymphocyte reaction ไมยุงยากนัก แตในเชิงปฎิบัติ  บางครั้งอาจจะไมไดการตอบสนองท่ีสูง
นัก  แมใชวิธีมาตรฐานซ่ึงใชสารกัมมันตภาพรังสี ซ่ึงมีความไวกวาการใช วิธี MTT ท้ังนี้เนื่องจาก
ขั้นตอนการยับยั้งการแบงเซลลของ stimulator โดย mitomycin C เปนปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญ 
นอกเหนือจากปจจัยอ่ืน  เนื่องจากปฎิกริยาตอบสนองใน MLR เปนการตอบสนองของ responder 
ตอ MHC class II โดยเฉพาะ HLA-DR สําหรับเซลลมนุษย หรือ H2d สําหรับเซลลหนูซ่ึงเปนโมเดล
ท่ีใชในโครงการวิจัยนี้  ปริมาณ mitomycin C ท่ีใชตองสามารถยับยั้งการแบงเซลลของเซลล 
stimulator  แตใมกอใหเกิดการเปล่ียนแปลงโปรตีนท่ีผิวเซลลมากนัก โดยเฉพาะ MHC class II  
เพราะทําใหการตอบสนองของ allogeneic T เซลลลดต่ําลง  (Stivaktas, 2008) โครงการวิจัยนี้ ใช
ความเขมขนของ mitomycin C ตามวิธีทดสอบมาตรฐานท่ีรายงานของหองปฎิบัติการพิษวิทยา
ระบบภูมิคุมกัน ท่ีใชยับยั้งการเจริญของเซลล stimulator ท่ีเตรียมจากหนูเมาส DBA/2  
(Smialowicz, 1995, Auttachoat et al., 2004) เพราะเปนสายพันธุเดียวกับท่ีทดลองใชใน
โครงการวิจัย  การทดลองช้ีแนะวาใน 2 วันแรกหลังจากรับ mitomycin C  เซลล stimulator  ยังไม
ตาย เนื่องจากเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C บางสวนยังสามารถตอบสนองตอ Con A ใน
ได 48 ชม. (รูปท่ี 21 ก)  ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาเปรียบเทียบการมีชีวิตอยูของ 
เซลล stimulator ท่ีถูกยับยั้งการแบงเซลลโดยใชวิธีตาง ๆ คือ การฉายรังสี (irradiation) การใช 
mitomycin C และการใช cyclosporine   พบวาการฉายรังสี กอใหเกิดการตายของเซลลสูงกวาการ
ใช mitomycin C และ cyclosporine  ในกรณีของ mitomycin C การมีชีวิตอยูของเซลลเม็ดเลือดขาว 
(mononuclear leukocyte) ของคน หลังจากรับ  mitomycin C  24  และ 48 ชม. ลดลงจาก  99.1% 
ของเซลลปกติ (ไมไดรับ mitomycin C) เหลือประมาณ 68.3 และ  67.9%  ตามลําดับ (Stivaktas, 
2008)  ยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวาเซลล  stimulator ท่ีถูกยับยั้งการเจริญโดย mitomycin C ยังคงมี
ชีวิตอยูไดนานกี่วัน  แตแนชัดวา  เซลลท่ีไดรับ mitomycin C ไมไดตายทันที   เพราะภายหลังการ
บมเซลล stimulator กับ 50 g/ml mitomycin C เปนระยะเวลา 45 นาที ลางเซลลครั้งสุดทาย นับ 
และปรับปริมาณเซลลเพ่ือใสใน culture  ดวยวิธี trypan blue พบวาเปอรเซ็นตเซลลท่ียังคงมีชีวิตไม
ตางจากเซลลแรกเริ่มท่ียังไมไดรับ mitomycin C (ประมาณ 93-95%) โครงการวิจัยนี้ ไมไดประเมิน
การยังคงมีชิวิตอยูของเซลล stimulator ตลอดการทดสอบในระยะเวลา 4-5 วัน  เพียงแตตรวจสอบ
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ความไมสามารถตอบสนองตอ Con A mitogen  ตามวิธีมาตรฐานของการทดสอบ one-way mixed 
lymphocyte reaction  เพราะเซลลท่ีไมสามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ก็ไมนาตอบสนองตอ 
responder ไดเชนกัน เนื่องจากโดยท่ัวไป การตอบสนองตอ Con A mitogen มีคาสูงกวาการ
ตอบสนองตอ allogeneic antigen มาก เพราะการตอบสนองตอ mitogen จัดเปนการตอบสนองแบบ
ไมจําเพาะ และเปน polyclonal response  สวนการตอบสนองใน MLR มีความจําเพาะ เปนการ
ตอบสนองของกลุม lymphocyte ท่ีจําเพาะตอ allogeneic determinant ท่ีตางกันของ MHC class II 
(Smialowicz, 1995)   

ในการพัฒนาวิธีวัด one-way mixed lymphocyte reaction โดยใช MTT วัดการตอบสนอง
แทนการใช [3H]-TdR ของเซลลเพ่ือสังเคราะห DNA  อาจจะซับซอนตอการแปลผล เพราะ MTT  
วัดปริมาณ formazan product ท่ีเปนผลลัพธจากการเปล่ียน MTT โดย mitochondrial เอนไซม 
succinate dehydrogenase ของเซลลท่ีมีชีวิต ในกรณีท่ีเซลล stimulator ซ่ึงไดรับ mitomycin C ไม
สามารถตอบสนองตอ allogneic antigen  แตยังอาจมีชีวิตอยูใน culture ได คาท่ีวัดจึงอาจสูงกวา
ความเปนจริงและทําใหนักวิจัยเขาใจผิดวา การใช MTT มีความไวกวาวิธีมาตรฐานตามท่ีเคย
รายงาน (VanBuskirk et al., 1995) เพราะใน culture ท่ี  responder กระตุนดวย stimulator คาท่ีอาน
ไดจากวิธี MTT นอกจากเปนผลจากปริมาณเซลลของ responder ท่ีเพ่ิมขึ้น เนื่องจากการตอบสนอง
ตอ allogeneic antigen บนผิวของ stimulator แลว อาจรวมเซลล stimulator บางสวนท่ียังคงมีชีวิต
อยู  เพียงแตไมสามารถตอบสนองได  ซ่ึงขอบกพรองนี้ ไมพบในวิธีมาตรฐาน ซ่ึงวัดการตอบสนอง
โดยการสังเคราะห DNA  ปจจัยของการมีชีวิตอยูของเซลล stimulator ไมสงผลกระทบตอคา
การสังคราะห DNA ของ culture  เพราะแมอาจมีเซลล stimulator บางสวนท่ียังไมตาย แตการสราง 
DNA ไดถูกยับยั้งโดย mitomycin C คา [3H]-TdR  ซ่ึงวัดการสังเคราะห DNA ของ culture ในวิธี
มาตรฐาน จึงเปนของ responder เพียงอยางเดียว ซ่ึงตางจากคาการดูดกลืนแสงของการใช  MTT ท่ี
วัดปริมาณเซลลท่ียังมีชีวิตใน culture  ถาเซลลท่ีมีชีวิตมีปริมาณสูง  ปริมาณ formazan product  
ยอมสูงตาม  ดังนั้น  ในการทดสอบดวยการใช MTT จึงควรมีกลุมทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือตรวจสอบวา 
เซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C ยังคงมีเซลลท่ีมีชีวิตเหลืออยูใน culture ในวันท่ี 4 -5  หรือ
วันท่ีทําการวัดการตอบสนองหรือไม  เพ่ือใหสามารถแปลผลไดอยางถูกตองวา การตอบสนองเปน
ของ responder เพียงอยางเดียว และวิธีทดสอบเปน one-way mixed lymphocyte reaction อยาง
แทจริง  อยางไรก็ด ี โครงการวิจัยนี้ ช้ีแนะวา สามารถใช MTT วัดการตอบสนองใน mixed 
lymphocyte reaction ได แตการแปลผลสําหรับ culture ท่ีเปน one-way mixed lymphocyte reaction 
จําเปนตองเพ่ิมกลุมทดลองของเซลล stimulator เพ่ือตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีอาจยังคงมีชีวิตอยู
ควบคูไปกับการทดสอบดวย  ถึงแมมักเขาใจกันวา ในท่ีสุด  เซลลท่ีไดรับ mitomycin C จะตาย
ท้ังหมดใน culture เนื่องจากไมสามารถแบงเซลลไดตอไป  แตก็ควรเพ่ิมกลุมทดลองเพ่ือยืนยันทุก
ครั้ง  ในกรณีท่ีตองการทําการทดสอบแบบ two-way mixed lymphocyte reaction   ซ่ึงวัดการ
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ตอบสนองของท้ัง stimulator และ responder  รวมกนั การใช MTT นาจะทัดเทียมและดีกวาวิธี
มาตรฐาน เพราะไมตองใชสารกัมมันตภาพรังสีในการทดสอบ  และแปลผลไดอยางถูกตองเชนกัน   
เนื่องจากคาการตอบสนองท่ีวัดได ไมจําเปนตองแยกวาเปนของ responder หรือของ stimulator 
เพียงฝายเดียวเหมือนการทดสอบแบบ one way-mixed lymphocyte reaction  อยางไรก็ดี  มีงานวิจัย
ใหมท่ีเสนอใหปรับปรุงวิธีการทดสอบ mixed lymphocyte reaction จากวิธีมาตรฐานเดิม โดย
หลีกเล่ียงการใช mitomycin C หรือการใชรังสี  เนื่องจากท้ัง mitomycin C และ รังสี สงผลใหการ
ตอบสนองใน mixed lymphocyte reaction ลดต่ําลง เพราะมีผลกระทบตอโครงสรางและ 
expression ของโมเลกุล HLA-DR  (เปน MHC class II ในเซลลมนุษย) ซ่ึงเปนปจจัยหลักในการ
กระตุนใหเกิดการตอบสนอง โดยแนวความคิดใหม แนะใหทําการทดลองเปนแบบ two-way mixed 
lymphocyte reaction จึงไมตองใชท้ัง mitomycin C และ รังสี แตใหยอมเซลลท่ีตองการวัดการ
ตอบสนอง หรือการแบงเซลลดวยการใชสีเรืองแสง CFSE (fluorochrome 5,6 carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ester)  และประเมินโดยใช flow cytometry เม่ือเซลลเกิดการตอบสนองและ
แบงเซลลอยางรวดเร็ว จะเกิดการลดสัญญาณของ CFSE และการเพ่ิม expression ของ CD25 ท่ีผิว
เซลล  ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีบงช้ีการกระตุนและการเจริญอยางรวดเร็วของเซลล (Stivaktas, 2008)  ซ่ึง
วิธีท่ีเสนอดังกลาวก็เปนวิธีท่ีนาสนใจ แตจําเปนตองอาศัยเครื่องมือ flow cytometry ท่ีมีราคาแพงใน
การทดลอง   สําหรับการประเมินการตอบสนองใน MLR โดยใชวิธี MTT ไมจําเปนตองอาศัย
เครื่องมือราคาแพง และงายกวาในเชิงเทคนิค จึงอาจเหมาะสมกวาถาตองการใชเพียงคัดเลือกพืช
สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน แตถาตองการวัดการตอบสนองเปนแบบ one-way mixed 
lymphocyte response ความเช่ือม่ันของการแปลผลจะนอยกวาในวิธีมาตรฐานท่ีใชสาร
กัมมันตภาพรังสี 
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บทท่ี 6 
สรุป 

 
           การทดลองพัฒนาวิธีทดสอบเบ้ืองตนทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน เพ่ือประยุกตใชในการ
คัดเลือกพืชสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันในโครงการวิจัยนี้ เลือกเฉพาะ mitogenesis 
assay และ mixed lymphocyte reaction ซ่ึงเปนเพียงวิธีทดสอบเบ้ืองตนท่ีสําคัญในอีกหลายวิธีการ
ทดสอบทางดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน ในวิธี mitogenesis assay โครงการวิจัยนี้ เลือกใช 
Concanavalin A (Con A) และ lipopolysaccharide (LPS)  ซ่ึงเปน mitogen ท่ีสามารถกระตุนได
เฉพาะ  T และ B lymphocyte ตามลําดับ นอกจากนั้น ยังเลือก poke weed mitogen ท่ีสามารถ
กระตุนไดท้ัง T และ B lymphocyte  สําหรับการทดสอบ mixed lymphocyte reaction 
(MLR)โครงการวิจัยนี้เลือกใชเซลลจากมามของหนูเมาส C57Bl/6 เปนเซลล responder และใช
เซลลจากมามของหนูเมาส DBA/2 เปนเซลล stimulator และวัดการตอบสนองเฉพาะของเซลล
responder เพียงฝายเดียวซ่ึงเรียกวา one-way mixed lymphocyte reaction เพ่ือใหวิธีทดสอบสามารถ
กระทําไดงาย รวดเร็ว ไมตองอาศัยเครื่องมือราคาแพง เหมาะตอการใชเปนวิธีคัดกรองพืชสมุนไพร
ท่ีออกฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  โครงการวิจัยนี้เลือกวัดการตอบสนองการแบงเซลลและพัฒนา 
(proliferation) ใน in vitro ของ lymphocyte ท้ังใน mitogenesis asay และ MLR โดยใช MTT 
colorimetric assay แทนการใชสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-TdR ตามวิธีมาตรฐาน สภาวะท่ีเหมาะสม
สําหรับการทดสอบท้ัง mitogenesis assay  และ MLR สรุปไดดังนี้คือ 

1. ท้ัง mitogenesis assay และ MLR ท่ีวัดการตอบสนองโดยใช MTT colorimetric 
assay จําเปนตองใชเซลลใน culture สูงกวาการใชวิธีมาตรฐาน [3H]-TdR เพ่ือวัด
การตอบสนอง  โครงการนี้ พบวาปริมาณเซลลท่ีใหการตอบสนองสูงสุดอยูท่ี 
8x105 เซลล/หลุม  

2. Con A เปน mitogen ท่ีสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองสูงท่ีสุด รองลงมาเปน 
LPS และ PWM  ตามลําดับ 

3. สําหรับการวัดการตอบสนองของ B lymphocyte ใช LPS mitogen ท่ีความเขมขน
ระหวาง 1-100 g/ml  ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม วัดการตอบสนองท่ี 24-48 
ชม. ภายหลังการกระตุน ท้ังนี้การตอบสนองสูงสุด (peak response) อยูท่ี LPS 10 
g/ml  ท่ีระยะเวลา 48 ชม. 

4.  สําหรับการวัดการตอบสนองท้ัง T และ  ฺB lymphocyte รวมกัน ใช PWM  ความ
เขมขนระหวาง 1-100 g/ml  ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม วัดการตอบสนองท่ี 
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24 ชม. ภายหลังการกระตุน  ท้ังนี้ การตอบสนองของ PWM 1-100 g/ml  ไมมี
ความแตกตางกันท่ี 24 ชม. 

5. สําหรับการวัดการตอบสนองของ T lymphocyte ใช Con A ความเขมขนระหวาง 
2.5-10 g/ml  ปริมาณเซลล 8-10x105 เซลล/หลุม วัดการตอบสนองท่ี 48-72 ชม. 
ภายหลังการกระตุน  การตอบสนองสูงสุดอยูท่ี Con A 5 g/ml  72 ชม. เม่ือ
ปริมาณเซลลเปน 8x105 เซลล/หลุม 

6. ในการวัดการตอบสนองของ MLR เม่ือใช C57Bl/6 เปน responder และ DBA/2 
เปน stimulator สภาวะท่ีเหมาะสมของปริมาณเซลลของ responder คือ 4-8x105 
เซลล/หลุม และอัตราสวนของเซลล responder ตอ stimulator เปน 1: 4 และวดัการ
ตอบสนองในวันท่ี 4-5  

7. ในการทดสอบ MLR ถาตองการวัดการตอบสนองแบบ one-way mixed 
lymphocyte reaction  ใชเซลล stimulator บมรวมกับ 50 g/ml mitomycin C  
สําหรับการใช MTT colorimetric assay เพ่ือประเมินการตอบสนองใน one-way 
mixed lymphocyte reaction อาจจะไมใชวิธีท่ีเหมาะสมนัก เพราะยากตอการแปล
ผล สืบเนื่องจากแมเซลล stimulator ไมสามารถตอบสนองตอ responderได แตยัง
อาจคงมีชีวิตอยูไดใน culture ในชวงระยะเวลาหนึ่ง ทําใหคาการตอบสนองท่ีวัด
ไดโดยการใช MTT อาจไมสามารถสะทอนเฉพาะการตอบสนองของ responder 
เพียงฝายเดียวตามความตองการ  ในกรณีนี้ การใช [3H]-TdR จึงมีความเหมาะสม
และถูกตองมากกวาการเลือกใช MTT  

 
ขอเสนอแนะ 
 ในการใช MTT วัดการตอบสนองใน MLR โดยเฉพาะแบบ one-way mixed lymphocyte 
reaction ควรทดลองหาระยะเวลาท่ีเซลล stimulator ยังคงมีชีวิตอยูภายหลังไดรับ mitomycin C และ
นอกจากตรวจสอบความสามารถของเซลล stimulator ในการตอบสนองตอ Con A หรือ mitogen 
อ่ืน ควรเพ่ิมกลุมทดลองของ culture ท่ีมีเพียง stimulator เซลลเพียงอยางเดียวในการทดลอง MLR 
ดวย เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของคาการดูดกลืนแสงท่ีอานได วาเปนการตอบสนองของเซลล 
responder ตอ allogeneic antigen เพียงอยางเดียว หรือรวมคาของเซลล stimulator บางสวนท่ียังคงมี
ชีวิตอยูใน culture ภายหลังไดรับ mitomycin C  อยางไรก็ตาม วิธีท่ีดีท่ีสุดในการเปรียบเทียบ ควร
ทําการทดลองวัดการตอบสนองโดยใช MTT  ควบคูกับการใช [3H]-TdR ตามวิธีมาตรฐาน ซ่ึง
โครงการวิจัยนี้ไมอาจกระทําได เพราะยังไมมีหองปฎิบัติการท่ีสามารถใชสารกัมมันตภาพรังสีได 
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ภาคผนวก ก 
 
EBSS 10X (Earle’s balanced salt solution) 
 

สวนประกอบ กรัม 
CaCl2 0.20 
KCl 0.40 

MgSO4.7H2O 0.20 
NaCl 6.80 

NaH2PO4.H2O 0.14 
D-Glucose 1.00 
Phenol red 0.01 

 
เติมน้ําปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 ml  ทําใหปลอดเช้ือโดย autoclave ท่ี 121oC 20 นาที  

 
EBSS 1X 
 

สวนประกอบ จํานวน ml 
EBSS 10X 10.0 

1M Hepes buffer 1.5 
Penicillin/Streptomycin  

(10,000 U/ml/10,000 U/ml) 
1.0 

น้ําปลอดเช้ือ ปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 100 
 
PBS (phosphate-buffered saline) 
 

สวนประกอบ กรัม 
NaH2PO4 (anhydrous) 0.23 
Na2HPO4 (anhydrous) 1.15 

NaCl 9.00 
 
เติมน้ํา 900 ml ปรับ pH ใหอยูระหวาง 7.2-7.4  ดวย  1 M NaOH หรือ 1 M HCl ปรับปริมาตรสุดทาย
เปน 1000 ml   ทําใหปลอดเช้ือโดย autoclave ท่ี 121oC 20 นาที 
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Heat-inactivated fetal calf serum (FCS) 
 นําขวด FCS  (500 ml ) ท่ีเก็บแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  -20oC มาหลอมละลาย (thaw) อยางชา ๆ  
โดยใสขวด FCS  ใน beaker ท่ีเติมน้ํา ท้ิงท่ีอุณหภูมิหอง 1 ชม.  หลังจากนั้น นําไปหลอมละลายตอท่ี 
water bath  อุณหภูมิ 37oC จนละลายเปนของเหลวหมด (เขยาขวดอยางนิ่มนวลทุก 15 –20 นาที 
หลีกเล่ียงการเกิดฟอง)   inactivate  complement protein ใน FCS โดยนําไปบมท่ี water bath อุณหภูมิ 
56oC เปนเวลา 20 นาที   aliquot ใส sterile culture tube (ใชเทคนิคปลอดเช้ือ) เละเก็บท่ี –20oC 
 
1X RPMI media  

ละลาย 10X RPMI (Gibco BRL; Cat. No. 31800-022) 1 ซองในน้ํา nanopure ประมาณ 900-
950 ml ใส 2 g  NaHCO3 คนบนเครื่องกวนแมเหล็ก  ปรับ pH ดวย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl จนได 
pH ประมาณ 6.8-7.2   ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1000 ml กรองดวย sterile filter unit 0.2 m (pH  
ของ media จะเพ่ิมขึ้นประมาณ 0.2-0.3 เม่ือผานการกรอง) pH  ของ 1X RPMI ควรอยูท่ี 7-7.4 

 
Complete RPMI media สําหรับ mitogenesis assay 
 

สวนประกอบ จํานวน ml 
FCS  10.0 

1M Hepes buffer 1.5 
Penicillin/Streptomycin  

(10,000 U/ml/10,000 U/ml) 
1.0 

1X RPMI ปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 100 
 
Complete RPMI media สําหรับ mixed lymphocyte reaction 
 

สวนประกอบ จํานวน ml 
FCS  10.0 

1M Hepes buffer 1.5 
Penicillin/Streptomycin  

(10,000 U/ml/10,000 U/ml) 
1.0 

500 M 2 ME (ภาคผนวก ข) 1 
1X RPMI ปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 100 
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ภาคผนวก ข 
 
Stock solution ของ Mitogen 
Lipopolysaccharide (W.S. typhosa 0901; Difco Laboratories 3124-25-6 Bacto; LPS.)  

เตรียม stock solution 5 mg/ml  โดยใส 20 ml EBSS ใน vial ท่ีมี LPS 100 mg  เขยาเบา ๆ จน
ละลายหมด   แบงใสหลอดปลอดเช้ือ eppendorf tube  เก็บแชแข็งท่ี -20 oC 
Pokeweed mitogen (Sigma L-9379) 

เตรียม stock solution 5 mg/ml โดยใส 1 ml EBSS ใน vial ขนาด 5 mg เขยาเบา ๆ ใหละลาย  
แบงใสหลอดปลอดเช้ือ eppendorf tube  เก็บแชแข็งท่ี -20 oC 
Concanavalin A (Pharmacia Biotech. 17-0450-01)   

เตรียม stock solution 1500 g/ml โดย ช่ัง 0.015 กรัมใสใน 10 ml EBSS เขยาเบา ๆ ให
ละลาย ทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน  sterile filter disc 0.2 m  แบงใสหลอดปลอดเช้ือ eppendorf 
tube  เก็บแชแข็งท่ี -20 oC 
 ในวันท่ีทดลอง mitogenesis assay  เม่ือเตรียมความเขมขนสูงสุดของ mitogen แตละชนิด
เรียบรอยแลว  ทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน sterile filter disc 0.2 m  กอนเจือจางเพ่ือเตรียมความ
เขมขนอ่ืนท่ีตองการ 
 
2-Mercaptoethanol (2ME) 
 เตรียม stock solution 5000 M  (โดยประมาณ) 2-mercaptoethanol หรือ 2-
hydroxyethylmercaptan (Sigma M 7522 ความเขมขน 14.3 M)  โดยใช 18 l ใสใน 50 ml EBSS  
เขยาสารอยางนุมนวลใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน  เจือจาง stock solution ท่ีเตรียม 100 เทาใน media 
เพ่ือใหความเขมขนสุดทายของ 2 ME  เปน 50 M  เชนใส 1 ml 5000 M 2 ME ใน media 100 ml 
 
Mitomycin C 

ใชเข็มฉีดยาปลอดเช้ือ ใส  0.4 ml EBSS ใน vial ท่ีบรรจุ  mitomycin C 2 mg  (Sigma 
M4287)  ใชเข็มฉีดยาเดิมดูดสารละลายขึ้นลงอยางนิ่มนวลประมาณ 2-3 ครั้ง  เพ่ือละลาย mitomycin 
C  ไดสารละลายสีมวงซ่ึงไวตอแสง  (หอ vial ดวย aluminium foil  และเก็บในท่ีมืดท่ี 4oC  เพ่ือรอ
ระหวางใชงาน)  เนื่องจากสาระลายไมเสถียร เก็บท่ี 4oC ในท่ีมืดไดไมเกิน 2-3 วัน ดังนั้น ควรเตรียม
ใหมทุกครั้ง ตองระมัดระวังการใชงาน mitomycin C เปนพิเศษ เนื่องจากเปนสารกอกลายพันธุ 
(mutagen) และกอลูกวิรูป (teratogen) 
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ภาคผนวก ค 
 
การนับจํานวนเซลลโดยวิธ ีTrypan blue exclusion  

1. เตรียม 0.4% trypan blue โดยช่ัง 0.4 gm trypan blue ละลายใน  sterile PBS 100 ml 
2. นํา cell suspension ท่ีไดปรับใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสม ในการนับใช  100 l cell 

suspension + 100 l 0.4% trypan blue  ผสมใหเขากัน ท้ิงไวประมาณ 2 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง 

3. ใสสารละลายเซลลท่ีมี trypan blue 1 หยดใน haemocytometer และนับภายใตกลอง
จุลทรรศน 

4. นับจํานวนเซลลท่ีไมติดสี และเซลลท่ีติดสีน้ําเงินแยกกัน จําเปนตองรีบนับเซลลภายใน  
3-5 นาทีหลังจากใส trypan blue (ถาท้ิงเซลลใน trypan blue เปนเวลานาน ทุกเซลลจะ
ติดสีน้ําเงินหมด) 

5. คํานวณ  % เซลลท่ีมีชีวิตจากสูตรดังนี:้    

% เซลลท่ีมีชีวิต  = 
จํานวนเซลลท่ีติดสีน้ําเงิน

จํานวนเซลลท้ังหมด (ติดสี+ไมติดสี)
 x 100  
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