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บทคัดยอ 
 
           วิธีการทดสอบเบ้ืองตนทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันไดถูกดัดแปลงเพ่ือประยุกตใชในการ
คัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน โครงการวิจัยนีไ้ดดัดแปลงวิธีการทดสอบ 
mitogenesis assay และ  mixed lymphocyte reaction (MLR) โดยวัดการตอบสนองดวยการใชสี
สังเคราะห tetrazolium 3-(4, 5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
แทนการใชสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-thymidine ตามวิธีมาตรฐาน ในวิธีทดสอบ mitogenesis ใช
เซลลจากมามของหนูเมาสเพศเมีย C57Bl/6 บมรวมกับ media ท่ีมี หรือไมมี mitogen ใน 96 
microtiter plate ท่ีอุณหภูมิ 37oC 5% CO2 สภาวะการทดสอบท่ีเหมาะสมใชปริมาณเซลล 8x105 
เซลล/หลุม วัดการตอบสนองของ B lymphochyte โดยกระตุนดวย 1-100 g/ml  
lipopolysaccharide และวัดการตอบสนองท่ี 24-48 ชม. ภายหลังการกระตุน การทดสอบการ
ตอบสนองของ T เซลลใช 2.5-10 g/ml concanavalin A mitogen และวัดการตอบสนองท่ี 48-72 
ชม. สวนการทดสอบการตอบสนองของท้ัง T และ B เซลล ใช 1-100 g/ml pokeweed mitogen 
และวัดการตอบสนองท่ี 24 ชม. ในวิธีทดสอบ MLR ใชเซลลจากมามของหนูเมาสเพศเมีย C57Bl/6 
เปนเซลล responder และใชเซลลจากมามของหนูเมาสเพศเมีย DBA/2 ท่ีผานการบมรวมกับ 50 
g/ml mitomycin C เปนระยะเวลา 45 นาทีเปนเซลล stimulator  สภาวะการทดสอบท่ีเหมาะสมคือ
ปริมาณเซลลของ responder 4-8x105 เซลล/หลุม อัตราสวนของเซลล responder ตอ stimulator เปน 
1:4  และวัดการตอบสนองในวันท่ี 4 หรือ 5 การใช MTT colorimetric assay อาจเหมาะสมในการ
ใชคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันใน mitogenesis assay แตสําหรับการทดสอบ
ของ MLR ท่ีตองการวัดการตอบสนองแบบ one-way mixed lymphocyte reaction ความเช่ือม่ันของ
การแปลผลจะนอยกวาในวิธีมาตรฐาน 
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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.  



 ง

สารบัญ 
 

หนา 
กิตติกรรมประกาศ ก 
บทคัดยอภาษาไทย ข 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ ค 
สารบัญเรื่อง ง 
สารบัญตาราง จ 
สารบัญภาพ ฉ 
บทท่ี  1 บทนํา 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 1
วัตถุประสงค ขอบเขต และประโยชนของโครงการวิจัย 2 

บทท่ี  2  การวิจัยท่ีเกี่ยวของ 4 
บทท่ี  3 วิธีดําเนินการวิจัย 

สารเคมี 14  
น้ํา 14 
วัสดุ 14 
เครื่องมือและอุปกรณการวิจัย 15 
วิธีดําเนินการวิจัย 16 

บทท่ี  4  ผลการวิจัย 24 
บทท่ี  5  การวิจารณ 44 
บทท่ี  6  บทสรุป 
 สรุป 53 
 ขอเสนอแนะ 54 
บรรณานุกรม   55 
ภาคผนวก  

ภาคผนวก ก 61 
ภาคผนวก ข 63 
ภาคผนวก ค 64 

ประวัติผูวิจัย   65 



 จ

สารบัญตาราง  
 

ตารางที ่               หนา 

1 แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช 8   
การทดสอบ Tier I  

2 แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช 8   
การทดสอบ Tier II 

3 การเปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A ของ lymphocyte ท่ีระยะเวลา 36   
แตกตางกัน 

4 การตอบสนองของ  responder ตอ stimulator ใน mixed lymphocyte reaction 40   
ในวันท่ี 4 และ 5   
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที ่ หนา  

1 แสดงโครงสรางของ MTT  และหลักการของ MTT colorimetric assay 12 
2 การตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ  LPS ท่ี 25 

ความเขมขน 1-500g/ml เม่ือระยะเวลา 24 ชม. 
3 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ี 26 

ความเขมขนของเซลลท่ีแตกตางกนั เม่ือระยะเวลา 24 ชม. (* = คาท่ีแตกตาง 
อยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

4 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105 เซลล/หลุม  27 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ชม. 

5 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม  27 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา  
24, 48 และ 72 ชม. 

6 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม  28 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500 g/ml ท่ี 
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก 
กลุมควบคุมท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

7 แสดงการตอบสนองของ culture ท่ีมีปริมาณ lymphocyte  4x105 และ 29 
8x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM ท่ีมีความเขมขน  
0.1-100 g/ml  (*  และ ** หมายถึง คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก 
กลุมควบคุมท่ีไมมี PWM ท่ี p ≤ 0.05  และ  p ≤ 0.001 ตาม ลําดับ) 

8 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ  30 
PWM ท่ีความเขมขนของเซลลท่ีแตกตางกัน เม่ือระยะเวลา 24 ชม.  
( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM;  p ≤ 0.05) 

9 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105  เซลล/หลุม 31 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml  
ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72  ชม. 
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สารบัญภาพ (ตอ)  
 
ภาพที ่ หนา  

 
10 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม  31 

(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ PWM ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml  
ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
จากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤ 0.05) 

11 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม 32 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml  
ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( **, *  = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
จากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤  0.001 และ 0.05 ตามลําดับ) 

12 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A   33 
ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยาง 
มีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.01) 

13 การตอบสนอง (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A 2.5-10 g/ml ของ 34 
culture ท่ีมีปริมาณเซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม เม่ือประเมิน 
การตอบสนองในระยะเวลา 24 ชม. หลังจากกระตุนดวย Con A   
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนยัสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.01) 

14 การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 35 
ตอ Con A ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.   
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05) 

15 การตอบสนองของ lymphocyte 8x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 35 
ตอ Con A ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.   
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05)  

16 การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 36 
ตอ Con A ท่ีความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  
(* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤ 0.05)  
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สารบัญภาพ (ตอ)  
 
ภาพที ่ หนา  

 
17 การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) 38 

ตอเซลล stimulatorใน mixed lymphocyte reaction เม่ือวัดการตอบสนองใน 
วันท่ี 4   R= responder,  S = stimulator 

18 การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ 38 
เซลล stimulatorใน MLR เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 5  ภายหลังการกระตุน  
R= responder,  stimulator (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม  
responder; p ≤ 0.05) 

19 การตอบสนองของ responder (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator ท่ี 39 
ความเขมขนของเซลล responder ตางกันในอัตราสวนของ 
responder : stimulator ท่ี 1:4 และ 1:5 ใน one-way MLR เม่ือวัด 
การตอบสนองในวันท่ี 4 (R =responder, S = stimulator  กราฟท่ีมี 
อักษรตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05  จาก 
การเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test) 

20 การตอบสนองของเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C  41 
(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A mitogen เทียบกับการตอบสนองของ 
เซลล responder  ในการทดสอบใชเซลล 8x105 เซลล/หลุม  5 g/ml Con A 
และวัดการตอบสนองในวันท่ี 3  (R = responder, S = stimulator 
* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม responder;  p ≤  0.05) 

21 การตอบสนองของเซลล stimulator (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ท่ีไดรับ 43 
และไมไดรับ mitomycin C ตอ Con A  การทดลองใช 8x105 เซลล/หลุม   
Con A 5 g/ml และวัดการตอบสนองในวันท่ี 2 (ก) และวันท่ี 3 (ข)   
(R = responder, US = stimulator ท่ีไมไดรับ mitomycin C,  
S = stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C.  * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
จากกลุม responder; p ≤  0.05) 

 



บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย  

ในปจจุบัน ประชาชนชาวไทยเริ่มตื่นตัว ใหความสนใจ และตระหนักถึงคุณคาของพืช
สมุนไพรไทยมากขึ้น ดังตัวอยางของการสงเสริมใชพืชสมุนไพรในโครงการสาธารณสุขมูลฐานของ
กระทรวงสาธารณสุข  โครงการตามพระราชดําริสวนปาสมุนไพรของพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัว 
โครงการวิจัยพืชสมุนไพรตามมหาวิทยาลัยและสถาบันตาง ๆ ตลอดจนมีการโฆษณาสรรพคุณ และ
การขายผลิตภัณฑท่ีเตรียมจากพืชสมุนไพรมากขึ้น 
 แมภูมิปญญาของบรรพบุรุษไทยไดใชประโยชนจากพืชสมุนไพรในดานตาง ๆ มากมาย เชน 
เปนยารักษาโรค อาหาร เครื่องดื่ม และเครื่องสําอาง เปนตน  แตในปจจุบัน องคความรู ความเขาใจ
และขอมูลสนับสนุนทางวิทยาศาสตรเกี่ยวกับสรรพคุณและกลไกการออกฤทธ์ิของพืชสมุนไพรตาง 
ๆ ตามท่ีอางอิงในตําราแพทยแผนไทยโบราณยังมีปริมาณจํากัด หรือไมมี (พเยาว เหมือนวงษญาติม 
2537; ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ และ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงชาต,ิ 2541; คณะกรรมการสภาวิจัยแหงชาต,ิ มหาวิทยาลัยขอนแกน, สาขา
วิทยาศาสตรเคมีและเภสัช, สมาคมสมุนไพรแหงประเทศไทย และสํานักงานคณะกรรมการวิจัย
แหงชาต,ิ 2540)  เชน การหาสารออกฤทธ์ิในสวนประกอบของพืชสมุนไพร โครงสรางทางเคมี เภสัช
จลนศาสตร (pharmacokinetics) กลไกการออกฤทธ์ิของสาร พิษและผลขางเคียงจากการใชพืช
สมุนไพรในระยะเวลานาน เปนตน ในปจจุบัน งานวิจัยดานตรวจสอบฤทธ์ิของพืชสมุนไพรใน
ประเทศไทยเนนวิธีการคัดเลือกสารท่ีมีฤทธ์ิตานเช้ือวัณโรค  ตานมาลาเรีย ตานมะเร็ง ตานไวรัส และ
ตานเช้ือราเปนหลัก โดยทดสอบคุณสมบัติของพืชสมุนไพรท่ีมีความเปนพิษตอเซลลเปาหมายดวย
กลไกตาง ๆ เชน ยับยั้งการเจริญหรือฆาเซลลเปาหมายโดยตรง (cytotoxicity) รบกวนสารสําคัญบาง
ชนิดในปฎิกริยาชีวเคมีภายในเซลล (metabolites)  ลดหรือหยุดการทํางานของเอนไซม (enzymes)  
ในวิถีทาง (pathways) ตาง ๆ  (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ และ สํานักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต,ิ 2541; คณะกรรมการสภาวิจัยแหงชาต,ิ มหาวิทยาลัย 
ขอนแกน, สาขาวิทยาศาสตรเคมีและเภสัช, สมาคมสมุนไพรแหงประเทศไทย และสํานักงาน
คณะกรรมการวิจัยแหงชาต,ิ 2540)   แตงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการคัดเลือกพืชสมุนไพรไทยซ่ึงมีฤทธ์ิตอ
ระบบภูมิคุมกันยังมีปริมาณจํากัด ท้ังท่ีเปนคุณสมบัตขิองพืชสมุนไพรท่ีสําคัญยิ่ง เนื่องจากระบบ
ภูมิคุมกันทําหนาท่ีปองกันและเพ่ิมความตานทานของรางกายตอเช้ือโรคและสารแปลกปลอมตาง ๆ 
รวมท้ังสรางภูมิคุมกันการเฝาระวัง (immune surveillance) เพ่ือทําลายเซลลแปลกปลอมและ
เซลลมะเร็งท่ีเกิดขึ้นภายในรางกาย  นอกจากนั้น ระบบภูมิคุมกันยังมีบทบาทสําคัญเกี่ยวของกับ
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กระบวนการอักเสบ ซ่ึงสัมพันธกับการเกิดโรคตาง ๆ มากมาย (Roitt et al., 1998; Murphey et al., 
1996; Stites and Terr, 1991; Burns-Naas et al., 2001; Niesink et al., 1996) พืชสมุนไพรท่ีมีผลตอ
การทํางานของระบบภูมิคุมกัน (immunomodulator) นาจะสัมพันธกับกลุมพืชท่ีมีสรรพคุณในการ
รักษาโรคติดเช้ือท้ังแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง โรคมะเร็ง โรคเอดส และโรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส
อ่ืน ๆ รวมท้ังโรคท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบตาง ๆ  เปนตน นอกจากนั้น การคัดเลือกพืช
สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันยังไดเปรียบกวาวิธีการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีพิษตอจุลินทรีย
หรือเซลลเปาหมายโดยตรง เพราะโดยท่ัวไป สารซ่ึงมีพิษตอเซลลจุลินทรียหรือเซลลเปาหมาย สวน
ใหญมักออกฤทธ์ิตอเซลลปกติของรางกายดวย นอกจากนั้น ภายหลังการใชยาหรือสารท่ีมีผลตอ
จุลินทรีย หรือเซลลเปาหมายโดยตรงสักระยะหนึ่ง เช้ือจุลินทรียหลายชนิดท่ีเปนสาเหตขุองโรค มักมี
กลไกในการปรับตัว เกิดปญหาดื้อยา (drug resistance) เชน เกิดการกลายพันธุ  (mutation)  
เปล่ียนแปลงโครงสรางบางอยางของเซลล  เปล่ียน metabolite(s) บางตัว เปล่ียนชนิดของ enzyme 
หรือเปล่ียนวิถีทางของกระบวนการชีวเคมีตาง ๆ ซ่ึงเดิมเปนเปาหมายการออกฤทธ์ิของยา (Goldstein 
et al., 1974)  ปญหาดังกลาวกอใหเกิดการแสวงหา การสังเคราะห หรือการดัดแปลงยาชนิดใหม เพ่ือ
ปรับตามการเปล่ียนแปลง หรือวิวัฒนาการท่ีเกิดขึ้นกับจุลินทรียเปาหมาย   และมักสงผลใหมีความ
จําเปนในการเปล่ียนแปลงวธีิการทดสอบ หรือดัดแปลงวิธีการคัดเลือกพืชสมุนไพรแบบใหม ถา
หลักการของวิธีทดสอบและการคัดเลือกพืชสมุนไพรอาศัยคุณสมบัติของปฎิกริยาชีวเคมี หรือ 
metabolites  ดั้งเดิมของจุลินทรียกอนการเปล่ียนแปลงหรือวิวัฒนาการของจุลินทรียเพ่ือตานฤทธ์ิของ
ยา  แตการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันจะเกิดปญหาดังกลาวนอยมาก  และโดย
หลักการท่ัวไป การกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกายใหทํางานอยางมีประสิทธิภาพเปนหนทางท่ีดี
ท่ีสุดในการเอาชนะและการรักษาโรคมะเร็งและโรคติดเช้ือท่ีเกิดจากจุลินทรียตาง  ๆ โดยเฉพาะโรคท่ี
เกิดจากเช้ือไวรัส ท่ีในปจจุบัน ยังไมมีสารเคมีหรือยาชนิดใดท่ีสามารถรักษาได รวมท้ังโรคเอดส 
และโรคไขหวัดนกท่ีกําลังแพรระบาดไปท่ัวโลกและทวีความรุนแรงขึ้น  
 การตรวจสอบและคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันจึงมีความสําคัญยิ่งและ
ควรไดรับการสนับสนุนใหมีการพัฒนาอยางเรงดวนควบคูกับการศึกษาและวิจัยในโครงการศึกษา
ดานอ่ืนๆท่ีเกี่ยวของกับพืชสมุนไพรไทย  
 
วัตถุประสงค ขอบเขต และประโยชนของโครงการวิจัย  
 โครงการวิจัยนีมี้วัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาและดัดแปลงวิธีการทดสอบเบ้ืองตนทางพิษวิทยา
ของระบบภูมิคุมกันเพ่ือประยุกตใชในการคัดเลือกพืชสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันใน
หองปฎิบัติการ  โดยหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันตภาพรังสีตามวิธีทดสอบมาตรฐานในทางพิษวิทยา
ระบบภูมิคุมกัน และเลือกการทดสอบ 2 วิธีคือ วัดการตอบสนองของเซลลภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ
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ตอสารกระตุนประเภท mitogen ในวิธีท่ีเรียกวา mitogenesis assay  หรือ lymphoproliferative 
response ตอ mitogen และการตอบสนองแบบจําเพาะตอ allogeneic cell ในวิธีท่ีเรียกวา mixed 
lymphocyte response   ขอบเขตของโครงการวิจัยจะจํากัดเฉพาะการใชเซลลของระบบภูมิคุมกันจาก
มามของหนูเมาส C57Bl/6 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีคุณลักษณะทางพันธุกรรมของเซลลท่ีเหมือนกัน 
(inbred strain)  เพ่ือลดการแปรปรวนของการตอบสนองของเซลลตอ mitogen และตอ allogeneic cell  
เนื่องจากความแตกตางระหวางสายพันธุ นอกจากนั้น หน ู C57Bl/6 เปนสายพันธุท่ีใกลเคียงกบัหนู 
B6C3F1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี National Toxicology Program ในประเทศสหรัฐอเมริกาใชในการศึกษา
และวิจัยดานพิษวิทยาของระบบภูมิคุมกัน  แตหนู B6C3F1 ยังไมมีจําหนายในประเทศไทยในชวง
ระยะเวลาท่ีทําการวิจัย  นอกจากนั้น โครงการวิจัยนี้เลือกวิธีวัดการตอบสนองแบบ in vitro เพ่ือความ
สะดวกและเรียบงายในการประยุกตใชในการคัดเลือกพืชสมุนไพร   

การวัดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดวยวิธี mitogenesis   และ mixed lymphocyte 
response รวมกับวิธีมาตรฐานอ่ืนในดานพิษวิทยาของระบบภูมิคุมกัน  สามารถดัดแปลงและนํามา
ประยุกตใชในดานตาง ๆ ดังนี้คือ 1) การคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  2) 
การศึกษาผลกระทบของยา หรือพืชสมุนไพรท่ีมีตอระบบภูมิคุมกัน  3) การพัฒนาการใชพิษวิทยาตอ
ระบบภูมิคุมกันเปนดัชนีบงช้ีทางชีวภาพ (biological marker) ของมลพิษในสภาวะแวดลอม 4) 
การศึกษาและวิจัยดานระบบการเฝาระวัง (monitoring) ผลกระทบตอสุขภาพอันสืบเนื่องจากสารท่ีมี
ผลตอการทํางานของระบบภูมิคุมกัน  5) การศึกษาดานการประเมินความเส่ียงตอสุขภาพของสารเคมี
ตาง ๆ เปนตน 
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บทท่ี 2 
การวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 ปจจุบันการแพทยสมัยใหมไดตระหนักถึงความสําคัญของพืชสมุนไพรและไดมีการใชพืช
สมุนไพรควบกับยาแผนปจจุบันในการรักษาโรคหลายชนิด (Yoshida et al., 1988; วีณา จิรัจฉริยากูล, 
2541) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการรักษาใหไดผลดียิ่งขึ้น โดยเฉพาะโรคท่ีมักมีปญหาของการดื้อยา 
โรคมะเร็ง และโรคเอดสซ่ึงในปจจุบันยังไมมีวิธีการรักษาท่ีดีพอ วิธีการบําบัดโดยใชสารเคมีเพ่ือ
กําจัดจุลินทรียเปาหมาย หรือฉายรังสีเพ่ือทําลายเซลลมะเร็งมักจะมีผลตอเซลลปกตอ่ืิน ๆ ภายใน
รางกาย และมีผลขางเคียงกอใหเกิดอาการแพหรือเกิดอันตรายรายแรงตอผูปวยถาใชวิธีการบําบัด
ดังกลาวเปนระยะเวลานาน (Goldstein et al., 1974; Brunton et al., 2006)  สวนยาจากพืชสมุนไพรท่ี
เปนภูมิปญญาของทองถ่ินในแตละประเทศมักมีความเปนพิษหรือผลขางเคียงต่ํา สาเหตอุาจเปน
เพราะสารออกฤทธ์ิมีความเขมขนนอยกวายาแผนปจจุบันและอยูรวมกับสารประกอบอ่ืนอีกมากมาย
อยางซับซอนตามธรรมชาติของพืชแตละชนิด ท่ีอาจชวยเสริมการออกฤทธ์ิ หรือตานผลขางเคียงของ
สารออกฤทธ์ิ แมเทคโนโลยีสมัยใหม จะสามารถหาองคประกอบของสารออกฤทธ์ิไดบาง แตยังไม
สามารถวิเคราะหปฎิกริยารวมกัน (interaction) และเลียนแบบการสังเคราะหสวนประกอบเหลานีซ่ึ้ง
ซับซอนตามธรมชาตไิดหมด ยังคงตองพ่ึงองคความรูท่ีสะสมสืบทอดกันมานับแตบรรพบุรุษโบราณ 
เพ่ือใหทราบวาพืชสมุนไพรชนิดใดใหผลดีและชวยในการรักษาโรคเฉพาะชนิดใด แตองคความรู
เหลานีย้ังตองการหลักฐานสนับสนุนทางวิทยาศาสตร ในปจจุบัน ไดมีตัวอยางของโรงพยาบาลและ
สถาบันหลายแหงในประเทศไทยท่ีนําพืชสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณคอนขางแนชัดมาใชรักษาโรค โดย
ใชเสริมกับยาแผนปจจุบัน เชน การสงเสริมการใชสมุนไพรสาธารณสุขมูลฐานในโรงพยาบาลชุมชน
ตาง ๆ โรงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศรท่ีนครราชสีมา  โรงพยาบาลสรรพสิทธประสงคท่ี
อุบลราชธาน ี    คลินิกอายุรเวท สถานการณแพทยแผนไทยประยุกต คณะแพทยศาสตรศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล โรงพยาบาลซานเปาโลท่ีหัวหิน โรงพยาบาลแพทยแผนไทยท่ีนครปฐม 
และศูนยธรรมชาติบําบัดบัลวท่ีีกรุงเทพ  เปนตน  

 การศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภมิูคุมกันมีความสําคัญดังงานวิจัย
มากมายในตางประเทศท่ีศึกษาเกี่ยวกับพืชสมุนไพรซ่ึงมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  โดยเฉพาะพืช
สมุนไพรท่ีใชในประเทศจีน ญี่ปุน และอินเดีย  เชน ตํารับยาอายุรเวทของอินเดียท่ีเตรียมจากสารสกัด
พืช 5 ชนิดคือ Boerhavia diffusa, Tinospora cordifolia, Berberis aristata, Terminalia chebula และ 
Zingiber officinale ชวยบรรเทาอาการอักเสบ ฝในตับสืบเนื่องจากโรคบิดอะมีบา (amoebiasis) โดย
ออกฤทธ์ิกระตุนการทํางานของภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (humoral immunity) และภูมิคุมกันแบบเซลล
(cell-mediated immunity) ใน golden hamster โดยประเมินจากการเพ่ิม haemaglutination titre ตอ 
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sheep red blood cell antigen (SRBC) และการเพ่ิม leukocyte migration inhibition test  ตามลําดับ 
(Sohni and Bhatt, 1996) หนูเมาสท่ีปอน Extract I ซ่ึงประกอบดวย 2.6% mangiferin ท่ีสกัดจาก 
Mangifera indica L. ดวย ethanol  มีความสามารถในการสราง antibody titre และการตอบสนองใน 
delayed type hypersensitivity (DTH) ตอ SRBC antigen เพ่ิมขึ้น (Makare et al., 2001)  aucubin ซ่ึง
เปนสารประเภท iridoid glycoside ท่ีมีในพืชสมุนไพรหลายชนิด  รวมท้ัง aucubin ท่ีสกัดจากใบ ราก 
ลําตน และเมล็ดของ Aucuba  japonica ซ่ึงใชรักษาโรคหลายชนิดรวมท้ังโรคภูมิแพท่ีเกี่ยวของกับ
อาการอักเสบ (allergic inflammatory disease)  Acubin ออกฤทธ์ิโดยยับยั้งการสังเคราะห cytokines 
ท่ีกอใหเกิดอาการอักเสบ (proinflammatory cytokines) คือ TNF- (tumor necrosis factor-)และ 
IL-6 (interleukin-6) ใน RBL (rat basophilic leukemia)-2H3 mast cell ท่ีกระตุนดวย antigen โดย
ยับยั้งการเคล่ือนเขาสูนิวเคลียส (nuclear translocation) ของ p65 และการสลาย (degradation)  ของ 
IBทําใหไมเกิดการกระตุน (activation) NF-B ซ่ึงเปน  transcription factor ของ TNF- และ 
IL-6 (Jeong et al., 2002) สารสกัดของ fenugreek (Trigonella foenum graecum L.) มีฤทธ์ิกระตุน
ระบบภูมิคุมกันในหนูเมาสเพศผู Swiss albino ดวยการเพ่ิมปริมาณเซลลใน thymus และเซลลไข
กระดูก  เพ่ิมการตอบสนองใน DTH และเพ่ิมปริมาณเซลลท่ีสราง antibody  ตอ SRBC antigen  ใน 
plaque forming cell assay นอกจากนั้น สารสกัดเพ่ิมการทํางานดาน innate immunity โดยกระตุน
ความสามารถในการกลืนกินของเซลล macrophage ตอเซลลยีสต (Saccharomyces cereviceae) เม่ือ
ประเมินโดย phagocytic index และ phagocytic capacity (Bin-Hafeez et al., 2003)  Ellagic acid ซ่ึง
เปนสารในกลุม flavonoid สกัดจากพืชทองถ่ินในประเทศเกาหลี Phyllanthus urinaria  ชวยบรรเทา
โรคท่ีเกิดจาก hepatitis B virus (HBV) โดยยับยั้งการหล่ัง HbsAg จากเซลลมะเร็งตับ HepG2 2.215  
ซ่ึง HbsAg เกี่ยวของกับสภาวะการไมสรางภูมิคุมกัน (immune intolerance) ตอ HBV ในผูปวยดวย
โรคติดเช้ือเรื้อรังจาก HBV (Shin et al., 2005)  Ginsenosides สกัดจากรากของ Panax ginseng ชวย
กระตุนการทํางานของ neutrophil ในเลือดของวัวและเพ่ิม innate immunity ตอ Staphylococcus 
aureus ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคติดเช้ือเตานมในวัว (Hu et al., 2001) และสามารถทําหนาท่ีเปน 
adjuvant ใหกับ  E. tenella recombinant 5401 antigen ซ่ึงใชเปนวัคซีนในไกเพ่ือปองกันโรค  
coccidiosis โดยเพ่ิมการตอบสนองของ antibody และ proliferative response ตอ Con A (Du et al., 
2005) สารประเภท pectic polysaccharide คือ GOA1 และ GOA2 ท่ีสกัดจาก Glinus oppositifolius ท่ี
มีประสิทธิภาพรักษาโรคท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน เชน โรคปวดขอ การอักเสบ และแผลติดเช้ือ
ตาง ๆ  สามารถกระตุนการทํางานของระบบ complement โปรตีน และชักนําการดึงดูด (chemotaxis) 
เซลลเม็ดเลือดขาวตาง  ๆ เชน macrophage, T เซลล และ NK เซลล (Inngjerdingen et al., 2005)  
นอกจากฤทธ์ิกระตุนระบบภูมิคุมกัน สมุนไพรบางชนิดมีฤทธ์ิกดการทํางานของระบบภูมิคุมกัน 
ตัวอยางเชน triptolide สารบริสุทธ์ิประเภท diterpene triepoxide ท่ีสกัดจากพืช Triptergium wilfordii 
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Hook F. มีฤทธ์ิตานการอักเสบ (anti-inflammation) และใชในการรักษาโรคภูมิตานตนเอง 
(autoimmunity) เชนโรค rheumatoid arthritis, immune complex nepritis และ systemic lupus 
erythematosus (SLE)  เนื่องจาก triptolide มีฤทธ์ิยับยั้งและทําลาย T เซลลท่ีถูกกระตุน (activated T 
cell) triptolide ยับยั้ง proliferative response และกระตุนการทําลายตนเองของเซลลดวยกระบวนการ 
apoptosis (proapoptotic activity) ในเซลลตาง ๆ เชน T และ B เซลล, monocytes, dendritic cell (DC) 
และเซลลมะเร็ง การศึกษากลไกการเกิด apoptosis ใน DC พบวา triptolide ท่ีความเขมขนต่ําเพียง 10 
ng/ml สามารถกระตุน p38 กอนกระตุน caspase 3 ซ่ึงเปนโปรตีนสําคัญในกระบวนการเกิด 
(initiation) และการพัฒนา (progression) ของกระบวนการ apoptosis ในเซลลหลากหลายชนิด  
(Chan et al., 1999; Kiviharju et al., 2002; Liu et al., 2004) สารสกัดจาก Sutherlandia frutescens 
สามารถตานการอักเสบและชวยรักษาโรคท่ีเกี่ยวกับไวรัสไดเนื่องจากคุณสมบัติตานออกซิเดช่ันโดย
ทําหนาท่ีเปน hydrogen peroxide และ superoxide radicals scavengers ในเม็ดเลือดขาว neutrophl ท่ี
กระตุนดวย FMLP (L-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine) (Fernandes et al., 2004)  
ดังนั้น สารสกัดจากพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันมีท้ังกลุมสารท่ีเปน alkaloid, terpene, 
saponin, phenol,  flavanoid, polysaccharide  peptide และ prtotein ตาง ๆ  

เราสามารถประยุกตใชพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุนระบบภูมิคุมกัน (immunostimulators) ใน
การเพ่ิมประสิทธิภาพของภูมิตานทานใหสูงขึ้น เพ่ือใชรักษาโรคท่ีเกิดจากความบกพรองในการทํา
หนาท่ีของระบบภูมิคุมกัน เชน โรคมะเร็ง  โรคเอดส โรคท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสหรือจุลินทรียชนิดอ่ืน 
นอกจากนั้น พืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิกดภูมิคุมกัน (immunosuppressants) สามารถประยุกตใชลดหรือ
ยับยั้งการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันอันไมพึงประสงค เชน เชนโรคภูมิแพ (allergy)  โรคสภาวะ
ภูมิไวเกิน (hypersensitivity) โรคภูมิตานตนเอง (autoimmunity) และปฎิกริยาการตอบสนองตอการ
ปลูกถายเซลลหรือเนื้อเยื่อ (graft transplantation)  ดังนั้น พืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิควบคุมระบบ
ภูมิคุมกันได (immunomodulator) จึงมีประโยชนมากมาย  

ระบบภูมิคุมกันเปนระบบการทํางานท่ีซับซอน แตมีความเปนระเบียบสูง เซลลชนิดตาง ๆ
ของระบบภูมิคุมกันทํางานรวมกันอยางมีระบบ เซลลแตละชนิดทําหนาท่ีแตกตางกัน ทํางานรวมกัน
และควบคุมซ่ึงกันและกันในการตอบสนองตอจุลินทรียหรือส่ิงแปลกปลอมตาง ๆ และรักษาความ
สมดุลภายในรางกาย (homeostasis) โดยการส่ือสารระหวางเซลลผานตัวรับรูท่ีผิวเซลล (surface cell 
receptor)  และ/หรือผานสารน้ําท่ีเซลลสรางขึ้น เชน cytokines และ lymphokines ชนิดตาง ๆ (Roitt et 
al., 1998; Murphy et al., 2008)  ตัวอยางเซลลในระบบภูมิคุมกัน ไดแก T lymphocytes, B 
lymphocytes, macrophages, dendritic cells, natural killer cells และ polymorphonuclear 
granulocytes ชนิดตาง ๆ คือ basophils, neutrophils และ eosinophils  ตัวอยางสารน้ําในระบบ
ภูมิคุมกันไดแก antibody ท่ีสรางโดย plasma cells ซ่ึงพัฒนาจาก B lymphocytes, ระบบ complement 
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proteins ซ่ึงประกอบดวยโปรตีน 30 กวาชนิดทํางานรวมกันอยางเปนลูกโซ (cascade), interferon, 
chemokines และ cytokines  ชนิดตาง ๆ เปนตน  (Roit et al., 1998; Murphy et al., 2008)   การศึกษา
ทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันสามารถวัดผลกระทบของสารพิษหรือสารเคมีตอการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุมกันท้ังแบบไมจําเพาะ (nonspecific immunity) และแบบจําเพาะ (specific immunity) 
วิธีการทดสอบดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันมีหลายวิธี แตอาจแบงเปน 2 ประเภทหลักคือ การ
ทดสอบผลของสารเคมีในรางกายของสัตวทดลอง (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro)  การ
ทดลองผลของสารเคมีในสัตวทดลองสามารถวัดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในรางกาย
สัตวทดลอง หรือนําเซลลออกจากสัตวทดลองเพ่ือวัดการตอบสนองในหลอดทดลองแลวแตวิธีการ
ทดสอบท่ีเลือกใช และมีหลายวิธีของการทดสอบชนิดเดียวกันในทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันท่ี
สามารถเลือกวางแผนการทดสอบใหไดรับสารเคมีในรางกายสัตวทดลอง หรือในหลอดทดลองตาม
ตองการ ตัวอยางวิธีการทดสอบมาตรฐานท่ีสําคัญในดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกันไดแก การวัดการ
สราง antibody ดวยวิธี plaque forming cell assay หรือวิธี ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay) เพ่ือศึกษาผลกระทบของสารตอการทํางานของ B lymphocytes ในการตอบสนองแบบสารน้ํา 
(humoral immunity) หรือใชวิธี ELISPOT (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay) ท่ีสามารถ
ประยุกตใชวัดปริมาณของ antibody และ cytokines ตาง ๆ  ตลอดจนวัดปริมาณของ cytotoxic T 
lymphocyte ท่ีถูกกระตุนดวย antigen จําเพาะ  สําหรับการวัดผลกระทบของสารตอการตอบสนอง
ดานเซลล (cellular immunity) ไดแก cytotoxic T cell assay, mitogenesis assay, mixed lymphocyte 
response  และ delayed type hypersensitivity  การวดัการตอบสนองแบบไมจําเพาะดาน innate 
immunity ไดแกการทดสอบ phagocytosis, antigen processing และ presentation และการสราง nitric 
oxide ในเซลล macrophage รวมท้ังการทดสอบ natural killer cell activtiy การวัดภูมิตานทาน
โดยรวมในรางกายตอเช้ือโรค หรือตอการเกิดมะเร็งอันสืบเนื่องจากสารพิษหรือสารเคมีใชวิธี host 
resistance studies  หรือวัดผลกระทบตอการควบคุมการทํางานขององคประกอบในระบบภูมิคุมกัน
โดยวัดปริมาณ lymphokines  หรือการแสดงออกของจีน (gene) ตาง ๆ  ท่ีเกี่ยวของกับ lymphokines 
(Burns et al., 2001; Burleson et al., 1955a และ 1955b ) 

 เนื่องจากสารพิษ หรือสารเคมีหลากชนิดอาจมีผลกระทบตอการทําหนาท่ีของเซลล หรือสาร
น้ําชนิดตาง ๆ ในระบบภูมิคุมกันเพียงชนิดเดียว หรือหลายชนิดพรอมกัน  การประเมินพิษหรือ
ผลกระทบของสารเคมีตอระบบภูมิคุมกัน จึงยากท่ีจะใชวิธีการทดสอบเพียงชนิดเดียว  แตใชวิธีการ
ทดสอบหลายชนิดรวมกันเปนลําดับช้ัน (tier approach) ตามหลักการทดสอบมาตรฐานสากลท่ีพัฒนา
โดย US National Toxicology Program (Luster et al., 1988, 1992, 1993) การทดสอบในขั้นตอนแรก 
(tier I) เปนการทดสอบวาสารมีผลกระทบตอระบบภูมิคุมกันหรอืไม และถามีผลกระทบตอระบบ
ภูมิคุมกัน จึงทําการทดสอบในขั้นตอไป (tier II) เพ่ือศึกษาวา เซลล หรือ สารน้ําชนิดใดในระบบ
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ภูมิคุมกันเปนเปาหมายของกลไกการออกฤทธ์ิของสารชนิดนั้น ตารางท่ี 1 และ 2 แสดงตัวอยางการ
ทดสอบทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน tier I และ tier II ตามลําดับ   

 
ตารางที่ 1  แสดงการคัดกรอง (screen) สารท่ีมีผลตอระบบภูมิคุมกันโดยใช การทดสอบ Tier I*  
 

Parameter วิธีทดสอบ 
Immunopathology การตรวจสอบทาง hematology: complete blood และ 

differential count    
ขอมูลท่ัวไปทางพิษวิทยา: น้ําหนักตัว น้ําหนักมาม thymus ตับ 
ไต  รวมท้ังการตรวจ histophathology ของอวัยวะตาง ๆ ท่ี
เกี่ยวของกับอวัยวะของภูมิคุมกันเหลานี ้

Humoral-mediated immunity การตอบสนองตอ mitogen ของ B เซลล เชน LPS  หรือ F(ab)2  
การวัดการตอบสนองของ primary antibody เชน การนับจํานวน 
plaque ของ IgM  antibody forming cells ตอ T-dependent 
antigen (เม็ดเลือดแดงแกะ) ปริมาณ IgM ในซีรั่ม 

Cell-mediated immunity การตอบสนองตอ mitogen ของ T เซลล เชน concanavalin A 
และ mixed lymphocyte response ตอ allogeneic lymphocytes, 
local lymph node assay 

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

immunocytochemistry ของ lymphoid tissue การนับชนิดและ
ปริมาณของเซลลในไขกระดูก 

Humoral-mediated immunity การวัดการตอบสนองของ secondary antibody (IgG)  ตอเม็ด
เลือดแดงแกะ  

Cell-mediated immunity การวัดความสามารถในการฆาของ cytotoxic T เซลล การวัด 
delayed type hypersensitivity, mouse ear swelling test 
(MEST), guinea pig maximization test 
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Nonspecific immunity การวัดการทํางานของ macrophage ตาง ๆ เชน  in vitro 
phagocytosis ของ covasphere ท่ีติดฉลากดวย fluorescent, การ
ฆา Listeria monocytogenes หรือการทําลายเซลลมะเร็งของ 
macrophage ในสภาวะปกติ หรือเม่ือถูกกระตุนโดย 
macrophage activating factor (MAF)  

Host resistance studies โมเดลของแบคทีเรีย: Listeria monocytogenes  (ดูการตายของ
สัตวทดลองหรือความสามารถของสัตวทดลองในการกําจัด
แบคทีเรีย) และ Streptococuus  sp. (ดูการตายของสัตวทดลอง
เทานั้น) 
 โมเดลของไวรัส: influenza (ดูการตายของสัตวทดลอง) 
โมเดลของปรสิต เชน Plasmodium yoelii หรือ Trichinella 
spiralis (นับปริมาณตัวออนของปรสิตในกลามเนื้อ และการถูก
ขับออก (expulsion) ของปรสิต 
โมเดลของ syngeneic tumor: PYB6 sarcoma (ดูการเกิดมะเร็ง
ในตําแหนงท่ีปลูกถาย), B16F10 melanoma (ดูการเกิดมะเร็งท่ี
ลุกลาม หรือเกิด metastasizeไปท่ีปอด) 

*ดัดแปลงจาก Luster et al., 1988, 1992 
 

เนื่องจากระบบภูมิคุมกันในรางกายเปนระบบท่ีสลับซับซอนดังกลาว พืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิ
ตอระบบภูมิคุมกันอาจมีอิทธิพลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ หรือแบบ
จําเพาะ โดยอาจทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงตอจํานวน หรือระดับการทํางานของเซลลตาง ๆ ของ
ระบบภูมิคุมกัน เชน T เซลล,  B เซลล,  macrophage, natural killer cell หรือ lymphokines ชนิดตาง 
ๆ  หรืออาจมีผลตอระบบ complement proteins   วิธีการทดสอบและการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมี
ฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันจึงควรยึดหลักท่ีคลายคลึงกับการทดสอบสารเคมีทางพิษวิทยาระบบ
ภูมิคุมกัน คือไมควรใชวิธีการทดสอบเพียงวิธีเดียว แตควรใชการทดสอบท่ีเกี่ยวของกับเซลลหรือ
สารตางชนิดในระบบภูมิคุมกันรวมกันหลายวิธี (a battery of test)  และควรเปนวิธีการทดสอบท่ี
กระทําไดไมยุงยากนัก สําหรับการพัฒนาวิธีการทดสอบการคัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบ
ภูมิคุมกันในเบ้ืองตนเลือกดัดแปลงการทดสอบดานพิษวิทยาตอระบบภูมิคุมกันเพียง 2 การทดสอบ
ซ่ึงวัดการตอบสนองของภูมิคุมกันดานเซลลคือ mitogenesis assay และ mixed lymphocyte response 
และเลือกเฉพาะวิธีทดสอบในหลอดทดลองเทานั้น ท้ังนี้ เพ่ือความสะดวกและความประหยัดในการ
ทดสอบ เหมาะตอการใชเปนวิธีคัดกรองเบ้ืองตนสําหรับพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน 
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Mitogenesis assay  เปนการวัดการตอบสนองของ  lymphocytes ตอ mitogen ซ่ึงหมายถึง
สารท่ีสามารถกระตุนการตอบสนองของ  lymphocyte ไดหลายกลุมเปนจํานวนมาก มีฤทธ์ิไมจําเพาะ
กับตัวรับรู (receptor) ใด ๆ   B    หรือ T เซลล มีการตอบสนองตอ  mitogen  ตางชนิดกัน  mitogen  ท่ี
นิยมใชกระตุน T lymphocyte ไดแก  lectin 2  ชนิดคือ phytohaemaglutinin (PHA)  และ 
concanavalin A  (Con A)   PHA  เปนสารท่ีสกัดจาก   red kidney bean (Phaseolus vulgaris)  Con A  
เปนสารท่ีสกัดจาก jack bean (Canavalia ensiformis)  mitogen ท่ีใชกระตุน  B lymphocyte ไดแก  
lipopolysaccharide (LPS)  ซ่ึงสกัดจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ สวน mitogen ท่ีสามารถ
กระตุนไดท้ัง T และ B lymphocyte คือ pokeweed mitogen ท่ีสกัดจากรากของ Phytolaca americana 
ซ่ึงประกอบดวย 5 mitogen ยอยคือ Pa1-5 ท่ีท้ังหมดกระตุน T lymphocyte  สวน PWM Pa-1 สามารถ
กระตุน B lymphocyte ใหแบงเซลลและสราง immunoglobulin เม่ือมี macrophage และ T 
lymphocyte (Smialowicz, 1995)  การศึกษาทางพิษวิทยาของระบบภูมิคุมกันใชวิธี mitogenesis assay 
เพ่ือตรวจสอบวาสารเคมีมีผลกระทบตอการตอบสนองของ B หรือ T  lymphocyte ตอ mitogen 
อยางไร หลักของการทดสอบคือ  ภายหลังการไดรับสารเคมีท่ีใชทดสอบซ่ึงอาจเปน in vivo หรือ in 
vitro  กระตุนเซลลภูมิคุมกันดวย mitogen  และวัดการตอบสนอง in vitro ตอ mitogen เทียบกับกลุม
ควบคุมซ่ึงไมไดรับสารท่ีใชทดสอบ  ภายหลังการบม (incubate) เซลล กับ mitogen  ดวยระยะเวลาท่ี
เหมาะสม เซลลท่ีตอบสนองตอ mitogen   จะเกิดการเจริญโดยการแบงเซลล  (proliferation) เกิดการ
สังเคราะห DNA เพ่ิมขึ้น  และใช thymidine (TdR) ท่ีอยูในอาหารเพาะเล้ียงเพ่ือสังเคราะห DNA ท่ี
สรางขึ้นใหม  ในวิธีมาตรฐาน วัดการตอบสนอง ของ lymphocyte ตอ  mitogen โดยใช thymidine ท่ี
ปดฉลาก (labeled) ดวยสารกัมมันตภาพรังสี  tritium (tritium-labeled thymidine; [3H]-TdR ) เพ่ือ ปด
ฉลาก  DNA ท่ีถูกสังเคราะหขึ้นใหม และใชเครื่องเก็บเกี่ยวเซลล (cell harvester) เก็บ (harvest) เซลล
บนเยื่อกรอง (membrane filter)     ภายหลังการ harvest cell สลายเซลลใหเหลือแต DNA ซ่ึงติดท่ีเยื่อ
กรองและนําเยื่อกรองไปอานคาสารกัมมันตภาพรังสี ปริมาณสารกัมมันตภาพรังสีบนเยื่อกรองจะ
แปรผันโดยตรงกับปริมาณการสังเคราะห DNA  ซ่ึงคือปริมาณการตอบสนองของเซลลตอ mitogen  
นั่นเอง (Smialowicz, 1995) 

สําหรับการทดสอบ mixed lymphocyte response (MLR) เปนการวัดการตอบสนองของ T 
เซลลตอ allogeneic antigen ท่ีมีความแตกตางกันท่ี major histocompatibility complex (MHC) 
allogeneic antigen หมายถึง antigen บนผิวเซลลของสัตว species เดียวกันท่ีมีความแตกตางกันทาง
พันธุกรรม สวน MHC เปนโปรตีนบนผิวเซลลท่ีมีบทบาทสําคัญในเรื่องการไมยอมรับการปลูกถาย
เนื้อเยื่อ MLR เปนการทดสอบท่ีประยุกตใชในดานการปลูกถายเนื้อเยื่อเพ่ือตรวจสอบปฎิกริยา
ตอบสนองการเขากันได (compatibility) หรือการไมยอมรับ (rejection) ของผูรับ (receipient)  ตอ
เซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีปลูกถาย (graft)  การทดสอบอาศัยหลักการวา เม่ือนํา lymphocyte 2 กลุมท่ีมีความ
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แตกตางกันทางพันธุกรรมมาเพาะเล้ียง (culture) รวมกนั   เซลล lymphocyte จะเกิดการตอบสนองซ่ึง
กันและกันตอ MHC antigen ท่ีแตกตางกัน โดยเซลลมีขนาดขยายใหญขึ้น (blast formation) เกิดการ
สังเคราะห  DNA และแบงเซลลอยางรวดเร็ว ในการทดสอบทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน นิยมวัด
การตอบสนองเฉพาะกลุม lymphocyte ท่ีไดจากสัตวทดลองท่ีไดรับสารเคมีเพียงฝายเดียว เพ่ือ
ตรวจสอบวาสารเคมีท่ีทดสอบมีผลเปล่ียนแปลงความสามารถของ lymphocyte ในการตอบสนองตอ 
MHC antigen ท่ีตางกันหรือไม  lymphocyte ท่ีถูกตรวจสอบความสามารถในการตอบสนองเรียกวา 
responder สวน  lymphocyte อีกกลุมหนึ่งท่ีเล้ียงรวมกันใน culture จะถูกยับยั้งความสามารถในการ
ตอบสนองโดยการฉายรังสี หรือใชสารเคมี mitomycin C เพ่ือยับยั้งการแบงเซลล  เซลลกลุมนี้ทํา
หนาท่ีเปนเพียงตัวกระตุนให responder ตอบสนองเทานั้น เรียกเซลลท่ีทําหนาท่ีกระตุนวา stimulator 
การวัดความสามารถในการตอบสนองของ lymphocyte  ตอ allogeneic MHC ฝายเดียวใน MLR 
เรียกวา one-way mixed lymphocyte reaction  หลักการของวิธีวัดการตอบสนองใน MLR ใช [3H]-
TdR  เพ่ือติดฉลาก DNA ท่ีสังเคราะหขึ้นใหมเชนเดียวกับ mitogenesis assay ท่ีอธิบายเบ้ืองตน 
(Smialowicz, 1995) 
  โครงการวิจยันี้ดัดแปลงและหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช MTT colorimetric assay ท่ี
พัฒนาโดย Mosmann (1983) วัดการตอบสนองของ lymphocytes เพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันต- 
ภาพรังสีท่ียุงยาก และเครือ่งเก็บเกี่ยวเซลลท่ีมีราคาแพง โดยอาศัยหลักการวาเม่ือเซลลมีการตอบ- 
สนอง ตอ mitogen ใน mitogenesis assay หรือ allogeneic antigen ใน MLR จะเกิดการแบงเซลลอยาง
รวดเร็ว  ปริมาณเซลลท่ีเพ่ิมขึ้นยอมเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase ซ่ึง
เปน enzyme ใน mitochondria ของเซลล ดังนั้นจึงสามารถใช cellular metabolism ซ่ึงในกรณีนี้คือ 
activity ของ succinate dehydrogenase วัดปริมาณการแบงเซลลแทนวิธีวัดการสังเคราะห DNA  ตาม
วิธีมาตรฐาน  

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)   เปนสีสังเคราะห
ประเภท tetrazolium  salt (รูปท่ี 1) ท่ีในปจจุบันมีผูนิยมใชในการทดสอบทางชีววิทยาในงานดานตาง 
ๆ มากมาย เพ่ือหลีกเล่ียงวิธีทดสอบมาตรฐานท่ีตองใชสารกัมมันตภาพรังสี (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 คือเซลลซ่ึงยังมีชีวิตอยู หรือ 
metabolically active เทานั้นท่ีสามารถใช enzyme  succinate dehydrogenase เปล่ียน MTT ใหเปน 
formazan product โดยปฎิกริยา reduction  ผลึกของ formazan ท่ีไดมีสีมวงน้ําเงินและมีความสามารถ
ดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวชวงคล่ืนประมาณ 550-600 nm (Mosmann, 1983; Denizot and Lang, 
1986)  คาการดูดกลืนแสงเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมของสีมวงน้ําเงิน หรือปริมาณ formazan 
product ท่ีเกิด อันแปรผันโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase enzyme ซ่ึงขึ้นกับจํานวน
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เซลลท่ีมีชีวิต ดังนั้น จึงสามารถวัดปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตอยู โดยการวัดปริมาณ formazan product ท่ี
เกิดจากการเปล่ียนแปลง MTT ภายในเซลล   

 
 
 
 
  

 
 
 
 
 

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

 
ตัวอยางการประยุกตรใช  MTT colorimetric assay  ในการศึกษาทางชีววิทยามีมากมาย เชน

ใชในการวัดปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต (viability cell count) แทนการนับเซลลโดยการใช 
haemocytometer และกลองจุลทรรศน (Nomura et al., 1996) การวัดปริมาณการสังเคราะห 
lymphokines (Buttke et al., 1993;  Mire-Sluis and Thorpe, 1998; Hammerling et al., 1992)  การวัด
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง (cytotoxicity test) (Alley et al., 1988)  หรือวัดการแบงเซลลเพ่ือ
ตอบสนองของ lymphocytes ตอ allogeneic cell  ใน mixed lymphocyte reaction (VanBuskirk et al., 
1995)  หรือตอ mitogen  (Toriizuka et al., 2000)  ดังเสนอในโครงการพัฒนาวิธีทดสอบเบ้ืองตนนี้  
แตรายงานสวนใหญซ่ึงเกี่ยวกับการประยุกตรใช  MTT  กับ lymphocyte ท่ีเปน primary cell  มีเพียง
สวนนอย  วิธีทดสอบท่ีรายงานมีรายละเอียดแตกตางกัน  และผลท่ีไดไมคอยอยูในระดับท่ีนาพึง
พอใจเม่ือเทียบกับการใช MTT กับ  cell line  ท่ีมีรายงานการใช MTT มากกวา   นอกจากการใช MTT  
ทดแทนการทดสอบท่ีตองใชสารกัมมันตภาพรังสี ในปจจุบันมีการใชสารอนุพันธ (derivatives) ของ 
MTT หรือ สารท่ีทํางานคลายคลึงกับ MTT  เชน 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  เปนตน  (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
สารท่ีเปนอนุพันธของ MTT  มีราคาสูงกวา  MTT มาก  และ MTT  เปน tetrazolium salt ท่ีมีผูนิยมใช
กันมาก เพราะใหคาท่ีถูกตอง แมนยํา 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  
             น้ําท่ีใชในงานเพาะเล้ียงเซลลท้ังหมดเปน ultra pure water ท่ีไดจากการผาน 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) 
อาหารหนูเมาส (เบอร 082, ซีพี) 
ถุงมือ 
ผาปดจมูก  เส้ือและหมวกเพ่ือใชในอาคารสัตวทดลอง 
 

เคร่ืองมือและอุปกรณการวิจัย 
หมอนึ่งความดันไอ 
เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 
เครื่องปนเหวี่ยงแบบตั้งโตะ 
Compound microscope  
Inverted microscope 
Laminar flow hood  class II 
ตูเย็น 
ตูแชแข็ง (-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 
อุปกรณผาตัดขนาดเล็ก 
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กรงเล้ียงหนูแบบมีฝาซ่ึงบุ Hepa filter  เพ่ือใหปลอดเช้ือ 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 ทุกการทดลองท่ีเกี่ยวของกับการเพาะเล้ียงเซลล (cell culture) กระทําในตูปลอดเช้ือ (laminar 
flow hood class II) ใชวัสดุและอุปกรณตาง ๆ ท่ีปลอดเช้ือ และใชเทคนิคปลอดเช้ือ   ผลการทดลองท่ี
แสดงทุกการทดลองเปนตัวแทนของการทดลองแบบเดียวกันซํ้าอยางนอย 2-3 ครั้ง 
 
1. การพัฒนาวิธีการทดสอบ mitogenesis 
 
1.1 สัตวทดลอง  

หนูเมาส (C57Bl/6J)  เพศเมีย อายุ  6-8  สัปดาห จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ถูกเล้ียงท่ีอาคารสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี เปนระยะเวลา  1-2 
สัปดาหเปนอยางต่ํา  เพ่ือปรับตัวใหเขากับสภาวะแวดลอมใหม (acclimatization)  กอนนํามาใชใน
งานทดลอง  หนู C57Bl/6 ถูกเล้ียงในกรงพลาสติคขนาด  7.5 X 11.5 X 5 นิ้ว  ท่ีปูดวยขีก้บ (หาง
หุนสวนจํากัดอ๊ีดไมพาเหรด) ปลอดเช้ือ (อุณหภูมิ 121oC   20 นาที)  และใชท่ีปดดวยฝาซ่ึงมีกระดาษ
กรองชนิด hepa filter (filter cap จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล)  โดยมีหนู 4 ตัว
ตอ 1 กรง  หนูไดรับน้ําและอาหารสําหรับหนูเมาส (บริษัทซีพี) ตามตองการ  (ad libitum) ในหอง
ปราศจากเช้ือ (clean rooom) ท่ีควบคุมอุณหภูมิ   25  1oC   และไฟปดเปดอัตโนมัติทุก  12  ชม ตาม
เวลากลางวันและกลางคืน   กรงหนู และอาหารจะไดรับการเปล่ียนใหมทุก  2 วัน 

 
1.2  การเตรียมเซลลจากมาม 
 การเตรียมเซลลเดี่ยว ๆ (single cell suspension) ของ lymphocytes จากมามของหนูเมาส 
C57Bl/6 มีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. พลีชีพ (sacrifice) หนู 1 กลุม (ประมาณ 3-4 ตัว)  ดวยวิธีการหักกระดูกตนคอ (cervical 
dislocation) 

2. นํามาม (spleen) ของหนูแตละตัวออกดวยเทคนิคปลอดเช้ือ ซ่ึงกระทําโดยสเปรย 
alchohol ท่ีตําแหนงของมาม กอนผาเอามามออกดวยกรรไกร และปากคีบปลอดเช้ือ นํา
มามท้ังหมดใสใน  centrifuge tube ขนาด 15 ml  ซ่ึงบรรจุ EBSS (ภาคผนวก ก)  ท่ีแช
เย็นไวท่ี  4oC  (ใช EBSS 3 ml ตอ 1 มาม) 
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3. ภายใตตูปลอดเช้ือ  เทมามท่ีอยูใน  EBSS  ลงใน petri plate ขนาด 60 x 15 mm และ
เตรียม single cell suspension โดยบดมามระหวางสวนปลายดานท่ีใชเขียน (frosted 
end)  ของ สไลด 2 แผน 

4. ใช pasteur pipette ดูด EBSS ใน petri plate เพ่ือชะเซลลท่ีอาจติดสไลด และดูดเซลลขึ้น
ลง (resuspend cell) อยางนุมนวลเพ่ือแยกเซลลท่ีเปนกลุมเล็ก ๆ ใหแยกจากกันเปน
เซลลเดี่ยว ๆ  ดูดเซลลกลับเขาสูหลอด centrifuge เดิม 

5. ปน (centrifuge) หลอดท่ีความเร็ว 1,200  rpm, 4oC เปนเวลา 5 นาที 
6. เท supernatant ของเซลลออกและ resuspend เซลลใน complete RPMI media เพ่ือใชใน

การทดลองตอไป 
 

1.3 Media 
Complete media  ท่ีใชในการทดสอบ 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  วัดการแบงเซลลของ lymphocyte เพ่ือตอบสนอง

ตอ mitogen  โดยวัดปริมาณการสังเคราะห DNA ดวยการใช thymidine ท่ีปดฉลากดวยสาร
กัมมันตภาพรังสี (tritium labeled-thymidine [3H-TdR]) แตงานวิจัยนี้  ทดลองใช  MTT แทนการใช 
[3H-TdR]  และวัด formazan product  ท่ีแปรผันโดยตรงกับปริมาณ lymphocyte ท่ีเพ่ิมขึ้นเนื่องจาก
การแบงเซลลเพ่ือตอบสนองตอ 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 ในการทดลองแตละครั้ง นํามามมาเตรียม  single cell 

suspension ของ lymphocyte ตามวิธีท่ีระบุใน 1.2  
3. ภายหลัง resuspend single cell suspension ของเซลลมามใน RPMI complete media  (ใช 

3 ml ตอ 1 มาม) นับจํานวนเซลลดวยวิธี trypan blue exclusion  (ภาคผนวก ค) และปรับ
ความเขมขนของเซลลใหมีปริมาณตามตองการ 

4. สําหรับ mitogen LPS หรือ PWM  ในแตละหลุมของ  96 well microtiter flat bottom 
plate  ใส 25 l complete media ในหลุมท่ีเปน control  หรือ 25 l ของ mitogen  (LPS 
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หรือ pokeweed)  ท่ีความเขมขนแตกตางกัน และ ใส 100 l เซลล ปริมาตรสุดทายใน
แตละหลุมมีคาเทากับ 125 l  

5. สําหรับ  ConA mitogen  ในแตละหลุมของ  96 well microtiter flat bottom plate  ใส 50 
l complete media ในหลุมท่ีเปน control  หรือ 50 l ของ ConA  ท่ีความเขมขน
แตกตางกัน และ ใส 100 l เซลล ปริมาตรสุดทายในแตละหลุมมีคาเทากับ 150 l 

6. บม plate ท่ี 5%  CO2 incubator  อุณหภูมิ 37oC   
7. ภายหลังการบม culture ตามระยะเวลาท่ีกําหนด นําแตละ plate มาวัดปริมาณเซลลของ 

lymphocte เม่ือถูกกระตุนดวย mitogen โดยใช MTT colorimetric assay ตามวิธีในหัวขอ
1.5  

1.4.2  การทดลองหาความเขมขนของ mitogen ที่เหมาะสม 
 ในการทดลองหาความเขมขนของ LPS ท่ีเหมาะสม  เตรียม LPS โดยเจือจางจาก stock   
solution ของ LPS ดวย EBSS  ใหมีความเขมขนท่ี 5,000, 2,500, 500, 50 และ 5 g/ml   เพ่ือใหได
ความเขมขนสุดทายของ LPS ในแตละหลุมเปน 1,000, 500, 100, 10 และ  1 g/ml   ตามลําดับ 

ในการทดลองหาความเขมขนของ PWM ท่ีเหมาะสม  เตรียม PWM โดยเจือจางจาก stock 
solution ของ PWM ดวย EBSS  ใหมีความเขมขนท่ี 500, 250, 125, 62.5 และ 6.25 g/ml   เพ่ือใหได
ความเขมขนสุดทายในแตละหลุมเปน 100, 50, 25, 12.5 และ  1.25 g/ml   ตามลําดับ 

ในการทดลองหาความเขมขนของ ConA ท่ีเหมาะสม  เตรียม ConA โดยเจือจางจาก stock 
solution ของ ConA  ดวย EBSS  ใหมีความเขมขนท่ี 30, 15 และ 7.5 g/ml   เพ่ือใหไดความเขมขน
สุดทายในแตละหลุมเปน  10, 5, และ 2.5 g/ml   ตามลําดับ 
1.4.3  การทดลองหาปริมาณเซลล ที่เหมาะสม 
 สําหรับการทดลองหาปริมาณเซลลท่ีเหมาะสมในการทดสอบ  ปรบัความเขมขนเซลลให
เปน 2x106, 4x106 และ 8x106 cells/ml ดวย complete RPMI media เพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายของ
เซลลในแตละหลุมเปน  2x105, 4x105 และ 8x105  เซลล/หลุม ตามลําดับ  บมรวมกับ mitogen  
1.4.4  การทดลองหาระยะเวลา ที่เหมาะสม 
 ในการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการตอบสนอง วัดการตอบสนองท่ีระยะเวลา 1, 2 
และ 3 วัน  ภายหลังการกระตุนดวย mitogen   โดยนับวันท่ีทําการทดลองเปนวันท่ี 0 และวันถัดมา
เปนวันท่ี 1 

 
1.5   MTT colorimetric assay  

เตรียม stock solution ของ MTT  6 mg/ml  โดยช่ัง MTT  จํานวน 0.06  กรัมใน   8 ml PBS  ใสใน 
beaker ท่ีหุม aluminium foil กวนดวย stirring rod จนละลาย  ปรับปริมาตรสุดทายเปน  10 ml ใน 
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volumetric flask ดวย PBS (ภาคผนวก ก) และกรองใหปราศจากเช้ือดวยเยื่อกรอง cellulose nitrate 
(0.2 m acrodisc)  เก็บท่ี 4 oC ใน centrifuge tube ท่ีหุมดวย  aluminium foil  (MTT stock solution 
เก็บในท่ีมืด และ 4 oC ไดไมเกิน 2 สัปดาห) 

ภายหลังการบมเซลลตามระยะเวลาท่ีกําหนดของ mitogenesis assay วัดการเจริญของเซลลโดย
ประเมินจากปริมาณเซลลโดยหลักการ bioreduction ของ MTT  ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. เม่ือครบระยะเวลาท่ีบม ใส 25  l  MTT  stock solution (6 mg/ml) ลงใน culture ใหมี
ความเขมขนสุดทายของ MTT เปน 1 mg/ml 

2. นํา  plate ท่ีเติม MTT  แลวไปบมใน 5% CO2   incubator ท่ี 37 oC เปนระยะเวลา 4 ชม. 
3. ภายหลัง 4 ชม.  นํา plate ไปสองดูดวย inverted microscope เพ่ือสังเกตลักษณะรูปดาว

ของ formazan product ในแตละหลุม  และปน plate ท่ี 2,000 rpm. 10 นาที  
4. ภายหลังการปน เทสารละลายออกจาก plate โดยการพลิก plate อยางรวดเร็ว และซับ

สารละลายท่ีเหลือในแตละหลุมโดยคว่ํา plate บนกระดาษ tissue พรอมท้ังเคาะเบา ๆ 2-
3 ครั้ง  ระวังอยาใหตะกอนสีมวงของ formazan product ไหลออกจากหลุม 

5. เติม 100 l DMSO ลงในแตละหลุม และ pipette ขึ้นลงหลาย ๆ ครั้งเพ่ือละลายตะกอน
ของ formazan product  ซ่ึงจะไดสารละลายสีมวงน้ําเงิน ระวังอยาใหเกิดฟอง (ในกรณีท่ี
เกิดฟอง ใหนํา plate ไปปนท่ี  1,000 rpm ประมาณ 3-4 นาที) 

6. นํา plate ไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ดวย ELISA plate reader (Packard model 
AS10001) 

 
2. การพัฒนาวิธีทดสอบ Mixed Lymphocyte Response 

วิธีทดสอบมาตรฐานของ  MLR วัดความสามารถของ responder cell ในการตอบสนองตอ 
stimulator cell โดยวัดการสังเคราะห DNA  ดวยการใช [3H]-TdR  งานวิจัยนีด้ัดแปลงวิธีทดสอบโดย
ทดลองใช  MTT แทนการใช [3H-TdR]  เพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันตภาพรังสี    

 
2.1  สัตวทดลอง  

หนูเมาส C57Bl/6J และ DBA/2   เพศเมีย อายุ  6-8  สัปดาห จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล  ถูกเล้ียงท่ีอาคารสัตวทดลอง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ตามรายละเอียดท่ี
ระบุในหัวขอ 1.1   

งานวิจัยนี้เลือกใชเซลลจากมามของหนเูมาส C57Bl/6 เปน responder  และใชเซลลจากมามของ
หนู DBA/2  เปน stimulator  ตามวิธีมาตรฐานของการทดสอบดาน  immunotoxicology ของ 
National Toxicology Program ซ่ึงเลือกใชหนู B6C3F1 เปน responder และ DBA/2 เปน stimulator 
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เพราะเปนคูท่ีมีความแตกตางกันทางพันธุกรรมท่ี major histocompatibility complex class II antigen 
โดย H-2  haplotype ของ B6C3F1 และ DBA/2 เปน H-2b และ H-2d ตามลําดับ งานวิจัยนี้เลือกใช 
C57Bl/6 เปน responder แทน B6C3F1  เพราะเปนสายพันธุท่ีใกลเคียงกับ B6C3F1  เปน H-2b 
haplotype เชนเดียวกัน และในชวงระยะเวลาท่ีทําการวิจัยยังไมสามารถหาหนูสายพันธุ B6C3F1 ได 
ในประเทศไทย  แตในปจจุบัน  สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล เริ่มมีการจําหนายหนู
สายพันธุ B6C3F1  ดังนั้น สามารถใชเซลลมามจากหนูเมาส B6C3F1 เปน responder ไดเชนกัน  
 
 Media  

Complete media ท่ีใชใน 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  

งานวิจัยนี้เลือกใชการทดสอบแบบ one-way mixed lymphocyte response ซ่ึงวัดเฉพาะการ
ตอบสนองของ responder cell ตอ stimulator cell เทานั้น โดยใช mitomycin C ยับยั้งการสังเคราะห 
DNA ของ stimulator cell   เพราะใหขอมูลท่ีมีประโยชนกวาการทดสอบแบบ two-way mixed 
lymphocyte response  และสามารถประยุกตใชในการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรตอการ
เปล่ียนแปลงการตอบสนองของ responder cell    
2.3.1  ขั้นตอนการทดสอบ mixed lymphocyte response 

รายละเอียดขั้นตอนการทดสอบมีดังนี้คือ 
1. เตรียม stimulator cell โดยใชมามจากหน ู DBA/2  จํานวน 4-5 ตัว  เพ่ือเตรียม single cell 

suspension ตามวิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.2    แต ภายหลังการปน  resuspend เซลลใน 10 ml 
EBSS 

2. นับ stimulator cell โดยใช  trypan blue exclusion method  ปรับความเขมขนของ viable 
cell ใหเปน 2x107 cell/ml  ปเปต 20-30 ml ของ 2x107 cell/ml ใสใน 50 ml  conical tube 

3.  เตรียม mitomycin C (5000  g/ml)  (ภาคผนวก ข) ดวยความระมัดระวัง เนื่องจาก 
mitomycin C เปนสารกอมะเร็งและสารกอกลายพันธุ  

4. ใช 0.1 ml mitomycin C (5000  g/ml)  ตอ 10 ml  2x107 cell/ml stimulator cell  เพ่ือให
ความเขมขนสุดทายของ mitomycin C เปน 50 g/ml  หอหลอดทดลองของ  stimulator 
cell ท่ีไดรับ mitomycin C ดวย  aluminium foil  
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5. นําเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C เขาตูบม  37oC  5% CO2  โดยคลายเกลียวของ 
conical tube เล็กนอย บมเซลลเปนเวลา 45 นาที  เขยาหลอดอยางนิ่มนวล  ทุก ๆ  10 
นาที  ระหวางชวงเวลาการบม 

6. ระหวางท่ีบม stimulator cell  เตรียม responder cell  โดยใชมามจากหน ู C57Bl/6  
จํานวน 2-3 ตัว    เตรียม single cell suspension  จากมามตามวิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.2   
ภายหลังการปนเหวี่ยง  resuspend เซลลใน complete media   

7. นับจํานวน responder cell โดย  trypan blue exclusion method และปรับความเขมขน
ของ viable cells  ใหมีความเขมขนตามตองการ  เก็บเซลลไวท่ี 4oC  ระหวางรอ 
stimulator cell 

8. เม่ือครบกําหนดเวลา 45 นาที   เขยาหลอดทดลอง stimulator cell ท่ีไดรับ mitomycin C  
อีกครั้งหนึ่งอยางนิ่มนวล  ทําการลางเซลลโดยใส 20 ml EBSS และนําไปปนทันทีท่ี 
1,200 rpm  4oC  เปนเวลา 10 นาที 

9. เม่ือส้ินสุดการปน เท supernatant ออก และ resuspend เซลลใน 20 ml EBSS และทําการ
ลางเซลลซํ้าอีก 3 ครั้ง เพ่ือใหแนใจวาลาง  mitomycin C  ท่ีไมไดถูกนําเขาสูเซลล 
(uptake) ออกจนหมด  

10. หลังการลางเซลลครั้งสุดทาย  resuspend  stimulator cell ใน complete media  นับและ
ปรับเซลลใหมีความเขมขนตามตองการ  

11. ในแตละหลุมของ 96 well microtiter U bottom  plate ใสเซลลดังตอไปนี้คือ 
หลุมท่ีมี responder อยางเดียว:  100 l responder + 100 l media   
หลุมท่ีมี responder + stimulator: 100 l responder + 100 l stimulator 
ปริมาตรสุดทายในแตละหลุมเทากับ 200 l 

12. ปน plate ท่ีประมาณ 600  rpm เปนเวลา 5 นาที 4oC กอนนําเขาบมในตูบม 37oC,  5% 
CO2 

13. เม่ือครบกําหนดเวลาของการบมใน MLR assay  นํา plate สําหรับการทดสอบ mixed 
lymphocyte response วัดการตอบสนองโดยใช MTT  ตามวิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.5   

2.3.2  การหาปริมาณเซลลและอัตราสวน responder ตอ stimulator ที่เหมาะสม 
สําหรับการทดลองหาปริมาณเซลลและอัตราสวนของ responder ตอ stimulator cell  ท่ี

เหมาะสมใน MLR ทดลองใช  responder : stimulator ในสัดสวน 1:4 และ 1:5  โดยใช  100 l  ของ 
2, 4, 8 และ 10x106  cells/ml responder cell  บมรวมกับ 100  l  ของ 8, 16, 32  และ 40x106  
cells/ml stimulator cell ตามลําดับสําหรับอัตราสวนของ responder: stimulator  เทากับ 1:4 และบม
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รวมกับ 100  l  ของ 10, 20, 40  และ 50x106  cells/ml stimulator cell ตามลําดบั สําหรับอัตราสวน
ของ responder: stimulator  เทากับ 1:5 
2.3.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบ MLR 

สําหรับการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม วัดการตอบสนองภายหลังการบมเปนระยะเวลา 
4 และ 5 วัน โดยนับวันท่ีทําการทดลองเปนวันท่ี 0 และถัดจากวันทําการทดลองเปนวันท่ีหนึ่ง  ใน
การทดลอง ใชปริมาณเซลลของ responder เปน 4x105 และ 8x105 เซลล/หลุม บมรวมกับเซลล 
stimulator 16x105 และ 20x105 เซลล/หลุม  (สําหรับ responder 4x105 เซลล/หลุม) และเซลล 
stimulator 32x105 และ 40x105 เซลล/หลุม  (สําหรับ responder 8x105 เซลล/หลุม)  เพ่ือใหได
อัตราสวนของ responder ตอ stimulator เปน 1:4 และ 1:5 ตามลําดับ  
2.3.4  การตอบสนองตอ mitogen ของ stimulator เซลลที่ไดรับ mitomycin C 
 เพ่ือใหแนใจวาการทดสอบเปนแบบ one-way mixed lymphocyte response จึงตรวจผลยับยั้ง
ของ mitomycin C ตอการแบงเซลลของ DBA/2 stimulator cell โดยวัดการตอบสนอง ตอ mitogen   
ตามวิธี mitogenesis assay ในหัวขอ 1.4  อาจเลือกใช Con A หรือ LPS เพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเปน 
mitogen และเลือกใชความเขมขนท่ีเหมาะสมของ mitogen และของเซลล  สําหรับโครงการวิจัยนี้ 
เลือกใช Con A 5 g/ml เปน mitogen และเลือกใชความเขมขนของเซลลเปน 4x105 เซลล/หลุม ใน
การทดสอบ  ตัวอยางการ plate เซลล ใน 96 well microtiter flat bottom plate เพ่ือตรวจสอบการ
ตอบสนองตอ mitogen ของเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C เทียบกับเซลลresponder 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  เขาตูบมท่ี 37oC,  5% CO2  ภายหลังการบมเปนเวลา 2 วัน (นับวันท่ีเขาตูบมเปน 0 
วัน)  นํา plate สําหรับการทดสอบ mitogenesis  วัดการตอบสนองตอ mitogen  ดวยการใช MTT ตาม
วิธีท่ีระบุในหัวขอ 1.5 
2.3.5  การตอบสนองตอ mitogen ของ stimulator เซลลที่ไดรับ หรือไมไดรับ mitomycin C 
 เพ่ือใหแนใจวา stimulator เซลลท่ีเตรียมจากหนู DBA/2 สามารถตอบสนองตอ mitogen ได 
จึงทําการเปรียบเทียบการตอบสนองตอ mitogen ของ stimilator เซลลท่ีไดรับ หรือไมไดรับ 
mitomycin C  ในการทดลองใช เซลล 8x105 เซลล/หลุม กระตุนดวย Con A 5 g/ml และวัดการ
ตอบสนองท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชม.  ตัวอยางการ 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. การวิเคราะหขอมูล 

ขอมูลท่ีวัดเปนคาเฉล่ียของคาดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ± standard error mean (SEM) โดยมี
จํานวนซํ้าของการทดลองเทากับ 3   ขอมูลท้ังหมดมาวิเคราะหความแปรปรวน  (analysis of 
variances)  ดวยการใชโปรแกรม Statistical Pakage for the Social Sciences (SPSS)  เปรียบเทียบ
ความแตกตางของแตละกลุมจากกลุมควบคุมโดย least square test (LSD)  และเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางกลุมโดยใช  Duncan’s Multiple Range Test  สําหรับการเปรียบเทียบขอมูลท่ีมี
เฉพาะ 2 กลุมใช independent T test  ขอมูลมีความแตกตางทางสถิตอิยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05    
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
การพัฒนาวิธีการทดสอบ mitogenesis 
            การทดสอบ mitogenesis   เปนการวัดความสามารถของเซลลในระบบภูมิคุมกันในการ
ตอบสนองตอสาร mitogen  ชนิดตาง ๆ ในงานทดลองนี ้  ใชเซลลของระบบภูมิคุมกัน คือ T และ B 
เซลลท่ีอยูใน   single cell suspension  เตรียมจากมามของหนูเมาส C57Bl/6  และเลือก  mitogen  2  
ชนิดคือ LPS  และ Con A   เพ่ือใชกระตุน B และ T เซลลตามลําดับ และเลือก  PWM  ซ่ึงเปน 
mitogen ท่ีสามารถกระตุนไดท้ัง T และ B เซลล  ในการพัฒนาวิธีทดสอบ เลือกการใช MTT  
colorimetric assay  วัดการตอบสนองของ lymphocyte ตอ mitogen แทนวิธีมาตรฐานท่ีใชสาร
กัมมันตภาพรังสี  titrium thymidine ([3H]-TdR )  ในการวัดการตอบสนอง 
 
1. การทดลองความสามารถในการตอบสนองตอ LPS  mitogen 
 
1.1 การหาความเขมขนของ LPS ที่เหมาะสมในการทดสอบ 
            รูปท่ี 2  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte ตอ LPS  mitogen ท่ีความเขมขน 0, 1, 10 ,100 
และ 500 g/ml  ภายหลังการบมเซลลเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใช จํานวนเซลลใน culture  เปน 
2x105 เซลล/ml ซ่ึงเปนจํานวนเซลลตามวิธีมาตรฐานท่ีใชสารกัมมันตภาพรังสีในการวัดการตอบ 
สนองของเซลล ผลการทดลองช้ีชัดวา LPS ท่ีความเขมขน 1, 10 ,100 และ 500 g/ml ไมสามารถ
กระตุนใหเกิดการตอบสนองของ  lymphocyte ตางจากกลุมควบคุมซ่ึงไมมี  LPS  ดังนั้น ในการ
ประเมินการตอบสนองของเซลลโดยใช MTT จึงไมสามารถใชจํานวนเซลลใน culture เชนเดียวกับ
วิธีมาตรฐานของการใช [3H]-TdR  ปดฉลาก DNA เพ่ือประเมินการเจริญเติบโตของเซลล หรือการ
ตอบสนองตอ mitogen  และในการทดลองนี้ ไมสามารถตัดสินไดวาความเขมขนใดของ LPS ท่ี
เหมาะสมตอการทดสอบ เพราะทุกความเขมขนของ LPS ท่ีใชไมสามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองได 
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รูปที่ 2  การตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ีความเขมขน 1-500  
g/ml เม่ือระยะเวลา 24 ชม. 

 
1.2 การหาความเขมขนของ เซลล ที่เหมาะสมในการตอบสนองตอ LPS 
            เนื่องจากการใช MTT  ในการประเมินความสามารถของ lymphocyte ในการตอบสนองตอ 
mitogen มีความไวนอยกวาการใช  [3H]-TdR   จึงทดลองเพ่ิมจํานวนเซลลใน culture ใหมีปริมาณ
สูงขึ้นจากเดิม 2x105 เซลล/หลุม เปน 4x105 และ 8x105 เซลล/หลุม เพ่ือหาปริมาณเซลลท่ีเหมาะสม
ในการทดสอบ และกระตุนดวย LPS ท่ีความเขมขน 1, 10, 100 และ 500 g/ml เปนระยะเวลา 24 
ชม.  ผลการทดลองแสดงไวในรูปท่ี 3  จากรูปช้ีชัดวา คาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ซ่ึงหมายถึงการ
ตอบสนองของ lymphocyte ตอ LPS mitogen เพ่ิมขึ้นเปนสัดสวนตามจํานวนเซลลท่ีเพ่ิมขึ้นใน 
culture โดยคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm เพ่ิมขึ้นเม่ือเพ่ิมจํานวนเซลลใน culture จาก 2x105 เปน 
4x105  และ 8x105 เซลล/หลุม ตามลําดับ    สวนการเพ่ิมการตอบสนองของ lymphocyte  ตอ LPS  ท่ี
ความเขมขน 1, 10, 100 และ 500 g/ml จะมีคาท่ีแตกตางจากกลุมควบคุม (กลุมท่ีไมมี mitogen)  
อยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.001) ทุกความเขมขน พบเฉพาะใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/
หลุมเทานั้น  แตเม่ือใชจํานวนเซลลเปน 2 x105 หรือ เพ่ิมจํานวนเปน 4x105  เซลล/หลุม คาการ
ตอบสนองของ lymphocyte  ตอ LPS ไมมีความแตกตางจากกลุมควบคุมซ่ึงไมมี LPS mitogen  
ดังนั้น ปริมาณเซลล 2 x105  และ 4 x105  เซลล/หลุม จึงไมเหมาะสมสําหรับการวัดการตอบสนอง
ของ lymphocyte ตอ LPS  mitogen โดยวิธี MTT   ใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8 x105  เซลล/หลุม   
LPS ท่ีความเขมขน 1, 10, 100, และ 500 g/ml  สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของ 
lymphocyte เพ่ิมขึน้จากกลุมควบคุม 40, 56.23, 46.79 และ 20.38 % ตามลําดับ  ดังนั้น  ชวงความ
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เขมขนท่ีเหมาะสมของ LPS ท่ีสามารถกระตุน lymphocyte ใหตอบสนองอยูท่ี  1-100  g/ml โดย
ความเขมขนท่ีสามารถกระตุนไดสูงสุดอยูท่ี 10 g/ml  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ีความเขมขนของ

เซลลท่ีแตกตางกัน เม่ือระยะเวลา 24 ชม. (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุม
ท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

 
1.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตอบสนองตอ LPS 
            นอกจากปจจัยท่ีเกี่ยวของกับปริมาณเซลลใน culture  และความเขมขนของ mitogen  
ระยะเวลาของการบมเซลลรวมกับ mitogen เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญตอการตอบสนองในการ
ทดสอบ mitogenesis   จึงไดทําการทดลองแปรผันระยะเวลาของการบมเซลลรวมกับ mitogen โดยใช
เซลลท่ีมีปริมาณ 2 x105  4 x105  และ 8 x105  เซลล/หลุม บมรวมกับ LPS  1, 10, 100  และ 500  
g/ml  เปนระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม เพ่ือหาระยะเวลาของการบมเซลลท่ีเหมาะสม ผลท่ีไดแสดง
ในรูปท่ี 4-6 ผลการทดลองช้ีชัดวา  ใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 2x105 (รูปท่ี 4) และ 4x105 เซลล/
หลุม  (รูปท่ี 5)  การเพ่ิมระยะเวลาการบมเซลลกับ LPS mitogen เปน 48 และ 72 ชม. ไมไดชวยให
เซลลตอบสนองตอ LPS ไดทุกความเขมขน  สวน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม (รูปท่ี 
6 )  ไมวาจะเปนกลุมควบคุมท่ีไมมี LPS หรือกลุมท่ีถูกกระตุนดวย LPS  1, 100 และ 500  g/ml จะ
มีปริมาณเซลล (ในกรณีของกลุมควบคุม) หรือการตอบสนองตอ mitogen (กลุมท่ีไดรับ mitogen)
สูงสุดท่ี 24 ชม. หลังจากนั้น ปริมาณเซลลหรือการตอบสนองจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ เม่ือระยะเวลา 
48 และ 72 ชม. (p ≤ 0.05)  สวน culture ท่ีกระตุนดวย LPS  10 g/ml  ยังคงใหการตอบสนองสูงสุด 
ไมวาจะเปนท่ี 24, 48 และ 72 ชม.  และการตอบสนองไมไดมีการเปล่ียนแปลงมากนักท่ีชวง
ระยะเวลา 24-72 ชม.   จากรูปท่ี 6  ถึงแมการตอบสนองของ lymphocyte  ตอ LPS  ท่ี 1 และ 100 
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g/ml    จะลดลงภายหลัง 24 ชม แต LPS ท่ีความเขมขน 1 และ100  g/ml  ก็ยังสามารถกระตุนการ
ตอบสนองของ lymphocyte  ไดอยางมีนัยสําคัญท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชม. (p ≤ 0.05) เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม ดังนั้น การทดลองช้ีแนะวา  ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบม lymphocyte กับ LPS  ท่ี
เหมาะสมท่ีสุดคือระยะเวลา 24 ชม. ท่ีความเขมขน LPS 1-100  g/ml  สวน LPS ท่ีความเขมขนสูง
มาก ๆ  คือ 500 g/ml  ไมเหมาะสมท่ีจะใชในการทดสอบ เพราะนอกจากส้ินเปลืองสารแลว  ยังไม
สามารถกระตุนการตอบสนองไดภายหลัง 24 ชม.  (รูปท่ี 6 ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4   แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ LPS ท่ี
ความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ี  
ความเขมขน 1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. 

2x105 Cells/Well

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

24 48 72
Time (hr.)

A
59

0 (
nm

)

LPS 0 Ug/ml

LPS 1 Ug/ml
LPS 10 Ug/ml

LPS 100 Ug/ml
LPS 500 Ug/ml

 

4x105 Cells/Well

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

24 48 72
Time (hr.)

A
59

0 (
nm

)

LPS 0 Ug/ml

LPS 1 Ug/ml

LPS 10 Ug/ml

LPS 100 Ug/ml
LPS 500 Ug/ml

 



 28

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ LPS ท่ี 
1-500 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม
ควบคุมท่ีไมมี LPS;  p ≤ 0.001) 

 
2. การทดลองความสามารถในการตอบสนองตอ PWM  mitogen 
 
2.1 การหาความเขมขนของ PWM  ที่เหมาะสมในการทดสอบ 
            รูปท่ี 7 แสดงผลการตอบสนองของ lymphocyte ตอ PWM  ท่ีความเขมขนตั้งแต 0, 0.1, 1, 10 
และ 100 g/ml  ภายหลังการบมเซลลเปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใช จํานวนเซลลใน culture  เปน 
4x105 เซลล/หลุม และ 8x105 เซลล/หลุม  ผลการทดลองช้ีแนะวา  PWM ท่ีความเขมขน 0.1, 1, 10 ,
และ 100 g/ml  สามารถกระตุนให culture ท่ีมีปริมาณ lymphocyte 8x105 เซลล/หลุม เกิดการ
ตอบสนองเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.001) จากกลุมควบคุม ประมาณ 36.4, 37.5, 46.4 และ 42.9 
% ตามลําดับ  แตใน culture ท่ีมีปริมาณเซลล 4x105 เซลล/หลุม  การตอบสนองจะเพ่ิมขึ้นจากกลุม
ควบคุมเพียง 17.6 และ 22.2% (p ≤ 0.05)  เม่ือใช PWM ท่ีมีความเขมขนสูงคือ 10 และ 100  g/ml 
เทานั้น  
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รูปที่ 7 แสดงการตอบสนองของ culture ท่ีมีปริมาณ lymphocyte  4x105 และ 8x105  เซลล/หลุม 

(คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM ท่ีมีความเขมขน 0.1-100 g/ml  (*  และ ** หมายถึง คาท่ี
แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM ท่ี p ≤ 0.05  และ  p ≤ 0.001 ตาม ลําดับ) 

 
2.2  การหาความเขมขนของเซลลที่เหมาะสม ในการตอบสนองตอ PWM 
             ในการทดลองหาความเขมขนของเซลลท่ีเหมาะสม ทดลองใชความเขมขนของเซลล  2x105, 
4x105 และ 8x105 เซลล/หลุม  บมรวมกับ PWM ท่ี 1.25, 12.5, 25 , 50 และ 100 g/ml  และบม
รวมกับเซลลเปนระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลอง (รูปท่ี 8) ช้ีแนะวา จํานวนเซลลใน culture ตองมี
ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม จึงสามารถตอบสนองตอ PWM ได ถาใชความเขมขนของเซลลต่ํา
เหมือนวิธีมาตรฐานคือ 2x105 เซลล/หลุม  จะไมเกิดการตอบสนองตอ PWM  ปริมาณเซลลเพ่ิมเปน 
4x105 เซลล/หลุม  การตอบสนองตอ PWM จะแตกตางจากกลุมควบคุมท่ีไมมี mitogen  เฉพาะ 
culture ท่ีกระตุนดวย 25 g/ml เทานั้น โดยมีการตอบสนองเพ่ิมขึ้น 25%  (P ≤ 0.05) culture ท่ีใช 
8x105 เซลล/หลุม การตอบสนองจะตางจากกลุมควบคุมท่ีไมมี mitogen ทุกความเขมขนของ PWM 
โดยการตอบสนองเพ่ิมขึ้นประมาณ   34.1, 27.8, 51.8, 32.7 และ 44.1%  ท่ีความเขมขนของ PWM 
1.25, 12.5, 25, 50 และ 100 g/ml ตามลําดับ (p ≤ 0.05)  ดังนั้น การทดลองช้ีแนะวา ปริมาณเซลลท่ี
เหมาะสมในการทดสอบคือ 8x105 เซลล/หลุม และ PWM 25 g/ml สามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองสูงสุด ซ่ึงผลการทดลองนีส้อดคลองกับการทดลองท่ี 2.1  ท่ีช้ีแนะวา ความเขมขนของ 
PWM ท่ีเหมาะสมอยูระหวาง 10-100  g/ml 
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รูปที่ 8  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ PWM ท่ีความเขมขนของ

เซลลท่ีแตกตางกัน เม่ือระยะเวลา 24 ชม. ( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ี
ไมมี PWM; p ≤ 0.05) 

 
2.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสม ในการตอบสนองตอ PWM 
            ในการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม ใชเซลล 4x105 และ 8 x105  เซลล/หลุม กระตุนดวย 
PWM, 1, 10 และ 100 g/ml  หรือใชเซลล 2x105 เซลล/หลุม กระตุนดวย PWM, 1.25, 12.5, 25, 50 
และ 100 g/ml และบมเซลลเปนระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม. ผลการทดลองแสดงวา การ
ตอบสนองตอ PWM สูงสุดท่ี 24 ชม.  หลังจากนั้น การตอบสนองลดลงเม่ือระยะเวลา 48 และ 72 ชม. 
ตามลําดับ (รูปท่ี 9-11)  ใน culture ท่ีใช 2x105 เซลล/หลุม ไมเกิดการตอบสนองตอ PWM  ทุกความ
เขมขนท่ีใชทดสอบ ไมวาจะบมเซลลรวมกับ mitogen ท่ีระยะเวลา  24, 48 และ 72 ชม. (รูปท่ี 9)  ท่ี
ปริมาณเซลล 4x105 เซลล/หลุม  เม่ือบมรวมกับ PWM ท่ี 1 และ 10 g/ml  เปนระยะเวลา 48 ชม.จะ
เกิดการตอบสนองสูงกวากลุมควบคุม 53.4 และ 42.7% (p ≤ 0.05) ตามลําดับ (รูปท่ี 10)   แตคาการ
ตอบสนองยังคงอยูในระดับต่ําเม่ือเทียบกับ culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุม (รูปท่ี 10-11) การ
ตอบสนองของ culture ท่ีใช 4x105 เซลล/หลุม ตอความเขมขนอ่ืนของ PWM  และท่ีระยะเวลาอ่ืน ไม
ตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ  (รูปท่ี 10)  สวน culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุม มีการตอบสนอง
ตอ PWM ทุกความเขมขนท่ีใช และตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.001) ท่ี 24 ชม. (รูปท่ี 
11) หลังจากนั้น การตอบสนองลดลงท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชม. ตามลําดบั โดยท่ีระยะเวลา 48 ชม. 
ยังคงมีการตอบสนองตอ PWM  1 g/ml สูงกวากลุมควบคุมอยูประมาณ 44% (p ≤ 0.05) (รูปท่ี 11)
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ดังนั้น การทดลองช้ีชัดวา การตอบสนองตอ PWM เกิดสูงสุดท่ีระยะเวลา 24 ชม. ใน culture ท่ีใช 
8x105 เซลล/หลุม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 9  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 2x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  

ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 4x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM)  ตอ PWM  
ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤ 0.05) 
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รูปที่ 11 แสดงการตอบสนองของ lymphocyte 8x105  เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ PWM  

ท่ีความเขมขน 1.25-100 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  ( **, *  = คาท่ีแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี PWM; p ≤  0.001 และ 0.05 ตามลําดับ) 

 
3. การทดลองความสามารถในการตอบสนองตอ Con A  mitogen 
 
3.1 การหาความเขมขนของ Con A ที่เหมาะสมในการทดสอบ 
 ในการหาความเขมขนของ Con A ท่ีเหมาะสมในการทดสอบ  ใชแซลล 4x105 เซลล/หลุม 
ซ่ึงสูงกวาวิธีมาตรฐานคือ 2x105 เซลล/หลุม เนื่องจากผลจากการทดลองท่ีผานมา พบวาจําเปนตองใช
เซลลสูงกวาวิธีมาตรฐาน จึงสามารถวัดการตอบสนองท้ังตอ LPS และ PWM    การทดลองใช Con A 
ท่ีความเขมขน 2.5, 5 และ 10 g/ml และวัดการตอบสนองในระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลอง (รูปท่ี  
12) แสดงวา Con A ท่ีความเขมขน 2.5, 5 และ 10 g/ml สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของ 
lymphocyte สูงกวากลุมควบคุมท่ีไมมี mitogen 2.66, 4.11 และ 4.95 เทาตามลําดับ โดยมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี  5 และ 10 g/ml (p ≤ 0.01)   ดังนั้น ความเขมขนของ Con A ในชวง 2.5 -
10 g/ml จึงเหมาะสมตอการทดสอบ  เม่ือใชปริมาณเซลล 4x105 เซลล/หลุม Con A 5 และ 
10g/ml สามารถกระตุนการตอบสนองสูงกวาท่ี 2.5 g/ml  
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รูปที่ 12  แสดงการตอบสนองของ lymphocyte (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A  ท่ีความเขมขน 

2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24ชม.  ( * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี 
Con A; p ≤  0.01) 

 
3.2 การหาความเขมขนของเซลลที่เหมาะสมตอการตอบสนอง Con A 
 ในการทดลองใชความเขมขนของเซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม บมรวมกับ 
Con A  mitogen  2.5, 5, และ 10 g/ml  บมเปนระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 13   
ซ่ึงช้ีแนะวาเม่ือใชเซลลในปริมาณสูง คือ 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม  สามารถตอบสนอง
ตอ Con A  ท่ีความเขมขน 2.5-10 g.ml ไดดี ดังคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ใน culture ท่ีมี Con A 
5 และ 10 g/ml มีคาสูงกวา culture ท่ีไมมี mitogen ทุกความเขมขนของเซลลท่ีใช โดยเฉพาะใน 
culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุม การตอบสนองสูงกวา culture ท่ีไมมี mitogen อยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 
0.05) ทุกความเขมขนของ Con A ท่ีใช  
 
 
 
 
 
 
 

Conc. (mg/ml)

Con A

0

0.2

0.4

0.6

0.8

Cell Number 4x105cells/Well

A
59

0 
(n

m
)

0
2.5
5
10

*
*

Conc. (mg/ml)

 
 



 34

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13 การตอบสนอง (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A 2.5-10 g/ml ของ culture ท่ีมีปริมาณ

เซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม เม่ือประเมินการตอบสนองในระยะเวลา 24 ชม. 
หลังจากกระตุนดวย Con A  (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี      
Con A; p ≤  0.01) 

 
3.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตอบสนองตอ Con A 
            ในการหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม ใชเซลล 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม บมรวมกับ 
Con A ท่ีความเขมขน 2.5, 5 และ 10 g/ml  และวัดการตอบสนองท่ีระยะเวลา  24, 48 และ 72 ชม.  
ผลการทดลองแสดงวา ระยะเวลาท่ีเหมาะสมตอการทดสอบ ขึ้นกับความเขมขนของเซลลใน culture 
ท่ีใช และความเขมขนของ Con A ท่ีใชกระตุน (รูปท่ี 14-16)  ใน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 4x105 
เซลล/หลุม (รูปท่ี 14) คาการตอบสนองสูงสุดเม่ือถูกกระตุนดวย Con A 5 g/mlท่ี 48 ชม.และการ
ตอบสนองลดลงประมาณ 16.6% ท่ี 72 ชม. สวน culture ท่ีใชปริมาณเซลล 8x105 และ 10x105 เซลล/
หลุม (รูปท่ี 15 และ รูปท่ี 16 ตามลําดับ) พบวาการตอบสนองตอ Con A เพ่ิมขึ้นท่ี 48 และ 72 ชม. เม่ีอ
เทียบกับท่ี 24 ชม.  แทบทุกความเขมขนของ Con A ท่ีใช  โดยเฉพาะท่ี 8x105 เซลล/หลุม  คาการ
ตอบสนองตอ Con A 2.5 และ 5 g/ml ท่ี 72 ชม. (ตารางท่ี 3)  มีคาสูงกวาท่ี 24 และ 48 ชม. อยางมี
นัยสําคัญ (p ≤ 0.05)  แตเม่ือเพ่ิมปริมาณเซลลเปน 10x105 เซลล/หลุม คาการตอบสนองตอ Con A ท่ี 
5 g/ml  กลับมีคาลดลงประมาณ 13.2%  ท่ีระยะเวลา 72 ชม. เม่ือเทียบกับท่ี 48 ชม. สวนการ
ตอบสนอง ตอ Con A ท่ีความเขมขนอ่ืนของ culture ท่ีใช 10x105 เซลล/หลุม ไมมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญระหวางระยะเวลา 48 และ 72 ชม. (รูปท่ี 16  และตารางท่ี 3) ดังนั้น สําหรับการทดสอบ

Con A

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

4 8 10

Cell Number (x105)/Well

A
59

0(
nm

)
0
2.5
5
10

Conc. (mg/ml)

*

*
* *

*

* *

 
 



 35

การตอบสนองตอ Con A การใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม  ความเขมขนของ Con A ท่ี 2.5 หรือ 
5 g/ml และวัดการตอบสนองท่ี 48 หรือท่ี 72 ชม. นาจะเปนสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14  การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A ท่ี

ความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15  การตอบสนองของ lymphocyte 8x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A ท่ี

ความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤  0.05) 
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รูปที่ 16 การตอบสนองของ lymphocyte 4x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ Con A ท่ี

ความเขมขน 2.5-10 g/ml ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชม.  (* = คาท่ีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากกลุมควบคุมท่ีไมมี Con A; p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A ของ lymphocyte ท่ีระยะเวลาแตกตางกัน  
 
ความเขมขนของCon A 

(mg/ml) 
การตอบสนอง (คาเฉลี่ย 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 ในแนวนอนที่ตามดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.05 จากการเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple 
Range Test 
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4. การพัฒนาวิธีทดสอบ mixed lymphocyte response 
            MLR เปนการทดสอบความสามารถของ lymphocyte ในการตอบสนองตอ allogeneic cell ซ่ึง
หมายถึงเซลลจากบุคคลตางกันใน species เดียวกัน ในการทดลองนี้ ใชเซลลจากมามของหนูเมาส 
C57Bl/6 เปนเซลลท่ีทําหนาท่ีตอบสนอง เรียกวา responder  และใชเซลลจากมามของหนูเมาส 
DBA/2 เปนเซลลท่ีทําหนาท่ีกระตุน เรียกวา stimulator  และจัดใหการทดสอบวัดเฉพาะการตอบ- 
สนองของ responder เพียงฝายเดียว เรียกวา one-way mixed lymphocyte reaction โดย stimulator  ถูก
ยับยั้งการตอบสนองตอ responder โดยการใช mitomycin C 
  
4.1  การทดลอง mixed lymphocyte response โดยใชสภาวะการทดลองตามวิธีมาตรฐาน 
             การทดลองเริ่มแรกใชสภาวะตาง ๆ ของการทดลองตามท่ีกําหนดในวิธีมาตรฐานท่ัวไปของ 
MLR  (Smialowicz, 1995) ท่ีประเมินการตอบสนองโดยใชสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-TdR  คือใช
จํานวนเซลลของ responder เปน 1x105 เซลล/หลุม  และใชปริมาณเซลลของ stimulator เปน 8x105 
เซลล หรือ 10x105 เซลล เพ่ือใหอัตราสวนของ responder ตอ stimulator เปน 1:4   หรือ 1:5 ตามลําดับ 
และวัดการตอบสนองโดยการใช MTT ภายหลังการบม responder รวมกับ stimulator เปนระยะเวลา 
4  วัน หรือ 5 วัน  ผลการทดลองช้ีแนะวา ในวันท่ี 4  ถาใชปริมาณเซลลของ responder ตามวิธี
มาตรฐาน 1x105 เซลล/หลุม ไมวาอัตราสวนของ responder ตอ stimulator  จะเปน 1:4 หรือ 1:5  ก็ไม
เกิดการตอบสนองตอเซลล stimulator (รูปท่ี 17) สวนในวันท่ี 5 มีการเพ่ิมการตอบสนองตอ 
stimulator ท่ีอัตราสวน 1:4 และ 1:5 ประมาณ 24 และ 40% ตามลําดับ  (p ≤ 0.05)  เม่ือเทียบกับ 
culture ท่ีมี responder เพียงอยางเดียว แตการตอบสนองจัดอยูในเกณฑต่ํา เพราะคา stimulation index  
(อัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมี responder บมรวมกับ stimulator หาร
ดวย คาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมีเพียง responder; 

[R] A
S][R A

590

590  ) อยูท่ีประมาณ 1.2 

และ 1.4  เทานั้น (รูปท่ี 18)  
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รูปที่ 17  การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator

เซลลใน mixed lymphocyte reaction เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 4   R= responder,         
S = stimulator 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18   การตอบสนองของ lymphocyte 1x105 เซลล/หลุม (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator
เซลลใน MLR เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 5  ภายหลังการกระตุน   R= responder, 
stimulator (* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม responder; p ≤ 0.05) 

 
4.2 การหาปริมาณเซลลและอัตราสวน responder ตอ stimulator ที่เหมาะสม ใน MLR 
            ในการทดลองหาปริมาณเซลลท่ีเหมาะสม  ไดเพ่ิมปริมาณเซลลจากวิธีมาตรฐาน 1x105 เซลล/
หลุมเปน  2x105, 4x105, 8x105 และ 10x105 เซลล/หลุม  และใชอัตราสวน responder : stimulator  
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เปน 1:4 และ 1:5 วัดการตอบสนองในวันท่ี 4 ภายหลังกระตุนดวย stimulator ผลการทดลองแสดงใน
รูปท่ี 19 การทดลองแสดงวา เม่ือเพ่ิมปริมาณเซลลของ responder ใน culture  สามารถชักนําใหเกิด
การตอบสนองตอ stimulator ได โดยคา OD ใน culture ท่ีถูกกระตุนดวย stimulator จะสูงกวา culture 
ท่ีมีเพียง responder อยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)  ทุกความเขมขนของเซลลท่ีใช และการตอบสนองตอ 
stimulator ท่ีเปน allogeneic เซลลจะสูงขึ้นเม่ือปริมาณเซลลของ responderใน culture เพ่ิมขึน้ ดังนั้น 
ปริมาณเซลลท่ีเหมาะสมจึงควรเริ่มตั้งแต 4-8x105 เซลล/หลุม  สวนท่ี 10x105 เซลล/หลุม  ถึงแมจะให
คาการตอบสนองสูงสุด แตตองใชปริมาณเซลลสูงมาก  ไมคอยเหมาะสมในการปฎิบัติงานจริง เพราะ
ตองใชสัตวทดลองจํานวนมากในการเตรียมปริมาณเซลลใหเพียงพอตอการทดสอบ  นอกจากปริมาณ
เซลล อัตราสวนของ responder ตอ stimulator เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการตอบสนองใน mixed 
lymphocyte reaction  ผลการทดลองช้ีแนะวา อัตราสวนของ responder ตอ stimulator ในวิธี
มาตรฐานท่ีใช 1:4 คอนขางเหมาะสม เพราะถึงแมจะเพ่ิมอัตราสวนของ responder ตอ stimulator จาก 
1:4 เปน 1:5  การตอบสนองของ responder จะเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญเฉพาะท่ีปริมาณเซลล 4 และ 
8x105 เซลล/หลุมเทานั้น  และการตอบสนองเพ่ิมขึ้นอีกเพียงเล็กนอยคือประมาณ  19.1 และ 15.4% 
ตามลําดับ (รูปท่ี 19) 
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รูปที่ 19  การตอบสนองของ responder (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ stimulator ท่ีความเขมขนของ 
responder เซลลตางกันในอัตราสวนของ responder : stimulator ท่ี 1:4 และ 1:5 ใน one-way 
MLR เม่ือวัดการตอบสนองในวันท่ี 4 (R =responder, S = stimulator  กราฟท่ีมีอักษร
ตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05  จากการเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test) 
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4.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบ MLR 
 ในการทดลองหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับ MLR ไดทําการวัดการตอบสนองของ 
responder ตอ stimulator ท่ีระยะเวลา 4 และ 5 วันหลังจากกระตุนดวย stimulator  โดยใชปริมาณของ 
responder ท่ี 4x105 และ 8x105  เซลล/หลุม อัตราสวนของ responder : stimulator ท่ี 1:4 และ  1:5 ผล
การทดลองช้ีแนะวา  (ตารางท่ี 4)  ไมวาจะวัดการตอบสนองในวันท่ี 4 หรือ วันท่ี 5   สามารถวัดการ
ตอบสนองของ responder ตอ stimulator ในการทดสอบ MLR ไดท้ังส้ิน โดย culture ท่ีถูกกระตุน
ดวย stimulator มีคา A 590 nm สูงกวา responder อยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) ยกเวน ในสภาวะท่ีใช 
4x105 เซลล/หลุม อัตราสวนของ responder : stimulator เปน 1:5  ของวันท่ี 5 ซ่ึง คาไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจาก culture ท่ีมีเพียง responder อยางเดียว  สําหรับการเปรียบเทียบคา A590 nm ของ culture 
ท่ีมี  responder, responder บมรวมกับ stimulator ท้ังท่ีอัตราสวน 1:4 และ 1:5  เม่ือวัดการตอบสนอง
ในวันท่ี 4 และ วันท่ี 5 พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  ท่ี p ≤ 0.05 ดังนั้น  ระยะเวลาท่ี
เหมาะสมสําหรับการทดสอบอาจเปนไดท้ังวันท่ี 4 หรือ วันท่ี 5 
  
ตารางที ่4  การตอบสนองของ  responder ตอ stimulator ใน mixed lymphocyte reaction ในวันท่ี 4 

และ 5 
 

Mixed Lymphocyte Reactions  คาเฉลี่ย 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 

ในแตละความเขมขนของเซลล  superscript ท่ีเปนตัวอักษร (เปรียบเทียบตามแนวต้ัง)  และท่ีเปนตัวเลข 
(เปรียบเทียบตามแนวนอน) ท่ีตามดวยอักษรหรือตัวเลขท่ีตางกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ี p ≤ 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test และ independent T test ตามลําดับ 
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4.4 การตรวจสอบการตอบสนองตอ mitogen ของเซลล stimulator ที่ไดรับ mitomycin C 
เพ่ือใหแนใจวาการตอบสนองใน MLR เปนแบบ one way-mixed lymphocyte reaction  ซ่ึง

หมายถึง  responder เซลลเทานั้นท่ีสามารถตอบสนองเพียงฝายเดียว   แต stimulator เซลลไมสามารถ
ตอบสนองตอ responder ได  เนื่องจากการแบงเซลลถูกยับยั้งโดย mitomycin C  ในวันท่ีทําการ
ทดลอง MLR  จึงควรตรวจสอบการตอบสนองของ  stimulator เซลลท่ีไดรับ mitomycin C  ตอ 
mitogen ควบคูทุกครั้ง  การทดลองนี้ไดเลือกวัดการตอบสนองของ stimulator ท่ีไดรับ  mitomycin C   
ตอ Con A  mitogen โดยเลือกใช  8x105 เซลล/หลุม  ความเขมขนของ Con A  5  g/ml  และวัดการ
ตอบสนองท่ี 72 ชม. ภายหลังการกระตุน  ซ่ึงเปนสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวัดการตอบสนองตอ 
Con A  mitogen  และเพ่ือเปนการยืนยันวา  Con A  mitogen ยังคงคุณสมบัติท่ีสามารถกระตุนการ
ตอบสนองของ lymphocyte ไดดี  จึงวัดการตอบสนองของ responder  ตอ Con A ควบคูกัน  ผลการ
ทดลอง (รูปท่ี 20)  พบวา   ไมมีความแตกตางระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ระหวาง culture ท่ี
มี stimulator เพียงอยางเดียว หรือ stimulator ท่ีบมรวมกับ 5 g/ml Con A    แสดงวา stimulator 
เซลลท่ีไดรับ 50  g/ml mitomycin C ไมสามารถตอบสนองตอ Con A  mitogen อยางท่ีควรจะเปน  
เม่ือวัดการตอบสนองท่ี 72 ชม  ในทางตรงกันขาม responder เซลลสามารถตอบสนองตอ Con A  
mitogen ไดดีมาก   ดังคาการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm  ของ culture ท่ีมี responder บมรวมกับ Con A มี
คาเทากับ  0.953 ± 0.025  ในขณะท่ี culture ท่ีมีเพียง responder มีคาเทากับ 0.346± 0.03  ดังนั้น 
stimulator เซลลท่ีไดรับ 50  g/ml mitomycin C ซ่ึงเปนเซลลชุดเดียวกับท่ีใชในการทดสอบ MLR 
จึงไมสามารถตอบสนองตอ responder ไดในการทดสอบ MLR การตอบสนองท่ีวัดไดจึงเปนแบบ 
one-way mixed lymphocyte reaction 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 20  การตอบสนองของ stimulator เซลลท่ีไดรับ mitomycin C  (คาเฉล่ีย A590 nm  ±SEM) ตอ   
Con A mitogen เทียบกับการตอบสนองของเซลล responder ในการทดสอบใชเซลล 8x105 
เซลล/หลุม 5 g/ml Con A และวัดการตอบสนองในวันท่ี 3 (R = responder, S = stimulator   
* = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม responder;  p ≤  0.05) 
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4.5 การตอบสนองของ stimulator เซลลที่ไมไดรับ mitomycin C ตอ Con A mitogen  
            เพ่ือเปนการยืนยันวา  การไมสามารถตอบสนองตอ Con A  mitogen ของเซลล stimulatorเปน
ผลสืบเนื่องจากการไดรับ mitomycin C  ไมใชเปนเพราะหนูเมาส DBA/2 เปนสายพันธุท่ีมีการ
ตอบสนองตอ Con A ต่ํา จึงทําการทดลองเปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A mitogen   ระหวาง 
stimulator เซลลท่ีไดรับ และไมไดรับ mitomycin C  และวัดการตอบสนองท่ีระยะเวลา 48 และ 72 
ชม. ผลการทดลอง แสดงวา  ท่ีระยะเวลา  24 ชม. (รูปท่ี 21 ก) ภายหลังกระตุนดวย 5 g/ml  Con A  
เซลล stimulator  ท่ีไมไดผานการบมรวมกับ mitomycin C สามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ได
ดี   ดังคาการดูดกลืนแสงใน culture ท่ีบมรวมกับ Con A สูงกวา culture ท่ีไมมี Con A  ประมาณ  3.6 
เทา สวนเซลลท่ีผานการบมกับ 50 g/ml mitomycin C  สามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ได
เชนกัน แตการตอบสนองตอ Con A  mitogen จะต่ํากวา คือการตอบสนองใน culture ท่ีมี Con A  สูง
กวา culture ท่ีไมมี Con A  เพียง  2.7 เทา  แตเม่ือวัดการตอบสนองตอ Con A  ท่ีระยะเวลา 72 ชม. 
(รูปท่ี 21 ข) พบวา  เซลลท่ีไมไดผานการบมกับ mitomycin C ยังสามารถตอบสนองตอ Con A 
mitogen ได  แตระดับการตอบสนองจะลดลงจากท่ี 24 ชม. ประมาณ 45.8 %   คือการตอบสนองสูง
กวา culture ท่ีไมมี Con A  เพียง 1.7 เทา  แต stimulator เซลลท่ีไดรับ mitomycin C ไมสามารถ
ตอบสนองตอ Con A ไดตอไป เม่ือประเมินการตอบสนองในระยะเวลา 72 ชม.  ดังคาการดูดกลืน
แสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมี Con A ไมแตกตางจาก culture ท่ีไมมี Con A   ดังนั้น stimulator เซลล
ท่ีผานการบมกับ mitomycin C ไมสามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ไดท่ีระยะเวลา 72 ชม. การ
วัดการตอบสนองใน MLR  กระทําในวันท่ี 5  หรือ 120 ชม.  ภายหลังการกระตุน  คาการตอบสนอง
ของ culure ท่ีวัดได จึงนาจะเปนการตอบสนองของ responder  เซลลตอ stimulator เซลลเพียงฝาย
เดียว หรือเปนแบบ one-way mixed lymphocyte reaction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 43

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 21 การตอบสนองของเซลล stimulator (คาเฉล่ีย A590 nm ±SEM) ท่ีไดรับ และไมไดรับ 

mitomycin C ตอ Con A  การทดลองใช 8x105 เซลล/หลุม  Con A 5 g/ml และวัดการ
ตอบสนองในวันท่ี 2 (ก) และวันท่ี 3 (ข)  (R = responder, US = stimulator ท่ีไมไดรับ 
mitomycin C, S = stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C .  * = คาท่ีแตกตางอยางมีนัยสําคัญจาก
กลุม responder; p ≤  0.05) 
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บทท่ี 5 
การวิจารณ 

 
            นับแตอดีตกาล ผูคนไดตระหนักถึงความสําคัญของพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกัน ดังตําหรับยาสําคัญตาง ๆ ในดานอายุรเวท รวมท้ังแพทยทางเลือกของหลากหลาย
ประเทศ เชน อินเดีย จีน ญี่ปุน และไทย  ไดนําพืชสมุนไพรท่ีออกฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันมาชวย
บําบัดรักษาโรค  ปองกันการเกิดโรค หรือใชบํารุงรางกาย  ดังนั้น  วิธีการตรวจสอบและคัดเลือกพืช
สมุนไพรท่ีออกฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน จึงมีความสําคัญยิ่งตอการแสวงหาพืชสมุนไพรท่ีทรงคุณคา
และควรไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่องควบคูกับการศึกษาในดานอ่ืน ๆ ของพืชสมุนไพร  
            วิธีการทดสอบดานระบบภูมิคุมกันมีหลายวิธี เนื่องจากระบบภูมิคุมกันมีความซับซอน 
เกี่ยวของกับการทํางานของเซลลหลายกลุมและสารน้ําหลายชนิด  จงึไมสามารถใชวิธีการทดสอบ
เพียง 1-2 วิธีเพ่ือใชในการคัดเลือกพืชท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันได แตในการพัฒนาวิธีการทดสอบ
เบ้ืองตนนี้ ไดดัดแปลงการทดสอบจากวิธีทางดานพิษวิทยาตอระบบภูมิคุมกันเพียง 2 วิธี คือการวัด
การตอบสนองอยางไมจําเพาะของเซลลภูมิคุมกันตอ mitogen ใน mitogenesis assay และการวัด
การตอบสนองแบบจําเพาะของ T เซลลตอ allogeneic เซลล ใน MLR  ซ่ึงท้ัง 2 วิธี สามารถกระทํา
ไดใน in vitro เปนวิธีทดสอบท่ีงาย ไมยุงยาก  ใหผลคอนขางรวดเร็ว และสามารถสะทอนการ
ทํางานบางสวนของ T และ B เซลลซ่ึงมีบทบาทสําคัญทางระบบภูมิคุมกัน จึงเหมาะสมสําหรับเปน
วิธีคัดกรองพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน งานวิจัยนี้ไดทดลองตามวิธีมาตรฐานของการ
ทดสอบ  แตไดดัดแปลงสภาวะการทดสอบเพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารกัมมันตภาพรังสี  ซ่ึงมีปญหา
เกี่ยวกับความปลอดภัยของการใชงาน และความยุงยากในการกําจัดขยะของเสียท่ีเปนกัมมันตภาพ- 
รังสี และหลีกเล่ียงการใชเครื่องมือราคาแพง เชน เครื่องเก็บเกี่ยวเซลล (cell harvester) และ เครื่อง
นับสารกัมมันตภาพรังสีแบบเบตา (beta-scintillation counter) ซ่ึงจําเปนตองใชในวิธีมาตรฐานของ
การทดสอบ  โครงการนี้ไดดัดแปลงโดยใช MTT colorimetric assay วัดการตอบสนองของเซลล
แทนการใชสารกัมมันตภาพรังสีและใช ELISA plate reader อานผลการทดสอบแทนเครื่องมือราคา
แพงท่ีใชควบคูกับสารกัมมันตภาพรังสี  โดยการทดสอบ จําเปนตองปรับเปล่ียนสภาวะการทดลอง
ตาง ๆในวิธีทดสอบมาตรฐาน เพ่ือใหเหมาะสมกับการใช MTT colorimetric assay แทนวิธีการใช
สารกัมมันตภาพรังสี 
 
การทดสอบดาน mitogenesis  
            ในทางพิษวิทยาตอระบบภูมิคุมกัน นิยมใช mitogenesis assay  เพ่ือเปนวิธีทดสอบเบ้ืองตน
ในการประเมินวาสารพิษสามารถสงผลกระทบตอการตอบสนองของ T หรือ B เซลลตอ mitogen 
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หรือไม เนื่องจากความสามารถในการตอบสนองตอ mitogen ใน in vitro มีความสัมพันธกับการถูก
กระตุน (activation) และการเจริญ (proliferation) ของกลุม lymphocyte ท่ีถูก sensitize เพ่ือ
ตอบสนองตอแอนติเจน (antigen) ท่ีเขาสูรางกาย (in vivo) (Smialowicz, 1995) ในการวิจัยนี้ ได
เลือก mitogen 3 ชนิดท่ีนิยมใชกันมากท่ีสุดคือ LPS ซ่ึงเปน mitogen ท่ีกระตุนเฉพาะ B เซลล Con 
A   ท่ีกระตุนไดเฉพาะ T เซลล และ PWM  ซ่ึงกระตุนไดท้ัง T และ B เซลล (Murphy, 2008; 
Smialowicz, 1995)  การวิจัยนี้ใชเซลลมามซ่ึงเตรียมจากหนูเมาสเพศหญิง C57Bl/6  เปนแหลงของ
เซลลในระบบภูมิคุมกันท่ีถูกวัดการตอบสนอง เพราะเปนสายพันธุท่ีสามารถส่ังซ้ือไดในประเทศ
ไทยในขณะทําการวิจัย และเปนสายพันธุท่ีใกลเคียงกับสายพันธุ B6C3F1 มากท่ีสุด หนูเพศหญิงท้ัง 
2 สายพันธุเปน strain ท่ีนิยมใชมากท่ีสุดในการศึกษาทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน และเปนสาย
พันธุท่ี National Toxicology Program (NTP) แนะนําใหใชในการทสอบทางดานพิษวิทยาระบบ
ภูมิคุมกัน สาเหตุท่ีนิยมใชหนูเพศหญิงมากกวาเพศชายในการทดสอบ เนื่องจากหนูเมาสเพศชายใน
สายพันธุดังกลาวมีความกาวราวสูง ชอบทํารายกันเอง ทําใหบาดเจ็บและสงผลกระทบตอ 
parameter ตาง ๆ ท่ีใชประเมินการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน  ทําให  NTP แนะนําใหใชหนู
เพศหญิงในการทดสอบ ยกเวนกรณีท่ีเพศของสัตวทดลองมีอิทธิพลตอการออกฤทธ์ิของสาร  

จากผลการทดลองดัดแปลงวิธีการทดสอบ พบวาโดยภาพรวมการวัดการตอบสนองของ 
lymphocyte ตอ mitogen ท้ัง 3 ชนิด ถาใชสภาวะการทดลองตามวิธีมาตรฐานท่ีตองใชสาร
กัมมันตภาพรังสี  ไมสามารถวัดการตอบสนองได การตอบสนองตอ mitogen ไดหมายถึงคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ของ culture ท่ีมี mitogen ตองสูงกวา culture ท่ีไมมี mitogen หรือกลุม
ควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p ≤ 0.05)  โครงการวิจัยนี้จึงไดตรวจสอบ 3 ปจจัยหลักท่ีสงผล
กระทบโดยตรงตอการทดสอบ mitogenesis คือปริมาณเซลล/หลุมเม่ือเริ่มแรกในการทดสอบ ชวง
ความเขมขนของ mitogen ท่ีใชในการทดสอบ และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนอง  
ผลการทดลองในการวัดการตอบสนอง mitogen ท้ัง 3 ชนิดใหผลคลายคลึงกัน คือ การวัดการ
ตอบสนองโดยการใช  MTT  จําเปนตองเพ่ิมปริมาณเซลลตอหลุมใหเพ่ิมขึ้นประมาณ 4 เทาจากวิธี
มาตรฐาน จึงสามารถวัดการตอบสนองไดสูง สวนระดับความเขมขนของ mitogen ท่ีใชกระตุน 
และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนองจะไมแตกตางจากวิธีมาตรฐานมากนัก  ดังกรณี
การทดสอบการตอบสนองตอ LPS  ถาใชปริมาณเซลลตามวิธีมาตรฐาน 2x105 เซลล/หลุมในวันท่ี
ทําการทดสอบ  ถึงแมจะกระตุนดวย LPS ตั้งแต 1-500 g/ml ไมสามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองท่ีแตกตางจาก culture ท่ีไมมี mitogen  เม่ือวัดการตอบสนองท่ี 24 ชม. ภายหลังการ
กระตุน  และแมเพ่ิมปริมาณเซลลเปน 2 เทาคือ 4x105 เซลล/หลุม การตอบสนองตอ mitogen ของ 
lymphocyte ใน splenocyte ยังคงต่ําเชนเดิม ในการทดสอบจําเปนตองใชเซลลถึง 8x105 เซลล/หลุม 
จึงสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองได  (รูปท่ี 3)  ท้ังนี้ความเขมขนของ LPS ตองเหมาะสม
เชนกันคือ อยูในชวง 1-100 g/ml  ท่ีสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองไดใน 24 ชม. การ
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ทดลองพบวา  เม่ือใชปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม LPS ท่ี 10 g/ml สามารถชักนําใหเกิดการ
ตอบสนองสูงสุด และท่ีความเขมขนนี้ การตอบสนองยังอยูในระดับสูง ไมเปล่ียนแปลงเม่ือประเมิน
การตอบสนองท่ี 48 หรือ 72 ชม. สวน LPS ท่ี 1 และ 100 g/ml การตอบสนองใกลเคียงกันมาก 
และการตอบสนองในระยะเวลา 72 ชม.มีคาลดลงเล็กนอย แตยังคงมีการตอบสนองสูงกวาเม่ือเทียบ
กับการตอบสนองท่ี 24  ชม. (p ≤ 0.05, รูปท่ี 6)  สวนความเขมขนของ LPS ท่ีสูงขึ้นคือ 500 g/ml 
ไมเหมาะสมตอการทดสอบ เพราะสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองสูงกวากลุมควบคุมท่ีไมมี 
mitogen  ท่ีระยะเวลา 24 ชม. เทานั้น หลังจากนั้น การตอบสนองลดลงต่ํากวากลุมควบคุมท่ี
ระยะเวลา 48 และ 72 ชม. (รูปท่ี 6)  และความเขมขนของ LPS ท่ี 1000 g/ml ใหคาท่ีใกลเคียงกับท่ี 
500 g/ml คือไมกอใหเกิดการกระตุนการตอบสนองสูงกวาชวง 1-100 g/ml และสามารถ
กระตุนใหเกิดการตอบสนองเฉพาะ 24 ชม. แรกภายหลังการกระตุนดวย mitogen เทานั้น (ไมได
แสดงผลการทดลอง)  คาความเขมขนของ LPS และระยะเวลาท่ีเหมาะสมของงานวิจัยนี้ ใกลเคียง
กับคาท่ีรายงานในงานวิจัยอ่ืนซ่ึงวัดการตอบสนองดวยวิธีมาตรฐาน (ใชสารกัมมันตภาพ-รังสีหรือ
ดวยวิธีอ่ืน) ใช LPS ในชวงความเขมขน 0.62-160 g/ml และวัดการตอบสนองในชวง 12-96 ชม.  
(Hildebrandt et al., 1982, Elena et al., 2003, Iwanowicz et al., 2005; Hernández-Godoy et al., 
2008) การใชความเขมขนของ LPS ท่ีสูงขึ้น ไมมีประโยชน เพราะนอกจากจะมีราคาแพง และยังไม
ชวยใหการตอบสนองเพ่ิมขึ้น 

สําหรับการทดลองเกี่ยวกับ PWM .ใหผลท่ีคลายคลึงกับ LPS คือตองใชเซลลสูงกวา
ปริมาณมาตรฐาน 2x105 เซลล/หลุม จึงสามารถวัดการตอบสนองได โครงการวิจัยนี้ช้ีแนะวา 
ปริมาณเซลลท่ีเหมาะสมคือ 8x105 เซลล/หลุม และความเขมขนของ PWM ท่ีเหมาะสมอยูในชวง 1-
100  g/ml โดยท่ี 1-25  g/ml สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองสูงสุด และการตอบสนอง
สูงสุดท่ีระยะเวลา 24 ชม. เทานั้น หลังจากนั้น การตอบสนองลดลง (รูปท่ี 8 และ รูปท่ี 11) เปนท่ีนา
สังเกตวา  PWM เปน mitogen ท่ีมีประสิทธิภาพต่ําในการกระตุนเม่ือเทียบกับ LPS และ Con A ท้ัง
ท่ี PWM เปน mitogen ท่ีสามารถกระตุนไดท้ัง T และ B เซลล (Smialowicz., 1995; Iwanowicz et 
al., 2005)  ท้ังนี้พิจารณาจากคา OD ท่ี 590 nm ของ culture ท่ีกระตุนดวย mitogen เทียบกับ culture 
ท่ีไมมี mitogen   เชน การตอบสนองสูงสุดใน culture ท่ีมี 8x105 เซลล/หลุม  กระตุนดวย 25 g/ml 
PWM วัดท่ีระยะเวลา 24 ชม.มีคาเพ่ิมขึ้นประมาณ 52% เทานั้น  (รูปท่ี 8) สวนการตอบสนองตอ 
LPS และ Con A  ท่ีมีคาสูงสุดเพ่ิมขึ้นประมาณ   147  และ  466% ตามลําดับ (รูปท่ี 6 และ รูปท่ี 15)    
เนื่องจากขอจํากัดในงบประมาณ  ผูวิจัยไมไดทดลองส่ังซ้ือ PWM จากบริษัทอ่ืน หรือ lot อ่ืนจาก
บริษัทเดิม มาเปรียบเทียบการทดสอบวาสามารถกระตุนการตอบสนองใหมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา 
lot ท่ีใชในงานทดลองหรือไม ท้ังนี้ เพราะผูวิจัยคิดวา  LPS และ Con A  เปน mitogen ท่ีนาสนใจ
และมีประโยชนมากกวา  PWM   เนื่องจากสามารถใหขอมูลของการตอบสนองเฉพาะ B เซลล  
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หรือ T เซลลเพียงชนิดเดียว ซ่ึงไดเปรียบกวาการใช PWM ท่ีไมสามารถแยกความแตกตางไดวาการ
ตอบสนองเกิดจากการกระตุนกลุม T เซลล หรือ B เซลล    

สําหรับการวัดการตอบสนองของ T เซลลโดยใช Con A  พบวา Con A เปน mitogen ท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการกระตุนใหเกิดการตอบสนองเม่ือเทียบกับ LPS และ PWM  แตการ
ทดลองยังคงตองใชปริมาณเซลลสูง  ตั้งแต 4x105 เซลล/หลุมขึ้นไป  คลายคลึงกับการทดสอบการ
ตอบสนองตอ LPS และ PWM   ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม เปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอการ
ทดสอบการตอบสนองตอ Con A  เม่ือไดทดลองเพ่ิมปริมาณเซลลใน culture ใหสูงถึง 10x105 

เซลล/หลุม พบวาการตอบสนองภายใน 24 ชม. มีคาเพ่ิมขึ้น (รุปท่ี 13) แตหลังจากนั้น ไมไดเพ่ิมการ
ตอบสนองท่ีแตกตางจาก culture ท่ีใช 8x105 เซลล/หลุมมากนัก (รูปท่ี 15-16)  ในเชิงปฎิบัติ การใช
เซลล/หลุมในปริมาณสูงมาก  ไมคอยสะดวก เพราะตองพลีชีพสัตวทดลองหลายตัวในการเตรียม
เซลลเพ่ือใชในการทดสอบ   สําหรับความเขมขนของ Con A ท่ีเหมาะสมอยูในชวง 2.5-10  g/ml  
และท่ี 5 g/ml ใหการตอบสนองสูงสุด ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการทดสอบอยูท่ี 48 หรือ 72 ชม.  

โดยภาพรวม การทดลงในโครงการวิจยัช้ีแนะวา   Con A เปน mitogen ท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงสุดในการกระตุนการตอบสนองใน mitogenesis assay รองลงมาเปน LPS และ PWM ตามลําดับ 
จากการเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืน ซ่ึงประเมินการตอบสนองโดยการใช [3H]-TdR หรือวิธีอ่ืน 
พบวา Con A mitogen มีประสิทธิภาพสูงกวา LPS และ PWM ในการกระตุนการตอบสนองใน 
mitogenesis assay (Hildebrandt et al., 1982, Mason and Gwanzzura, 1990, Kliger et al., 2000, 
Elena et al., 2003, Iwanowicz et al., 2005)   ซ่ึงสอดคลองกับผลจากงานวิจัยนี้ สวนประสิทธิภาพ
ระหวาง LPS และ PWM มีรายงานท่ีแตกตางกัน  บางงานวิจัย LPS มีประสิทธิภาพสูงกวา PWM 
แตในบางงานวิจัย  PWM มีประสิทธิภาพสูงกวา LPS (Hildebrandt et al., 1982, Mason and 
Gwanzzura, 1990, Kliger et al., 2000, Elena et al., 2003, Iwanowicz et al., 2005)  อยางไรก็ดี  การ
เปรียบเทียบชวงความเขมขนท่ีเหมาะสมของ mitogen LPS, PWM และ Con A  ท่ีใชในงานวิจัยนี้ 
กับความเขมขนท่ีรายงานจากงานวิจัยอ่ืน ไมคอยมีความหมายมากนัก และนักวิจัยไมควรยึดความ
เขมขนท่ีช้ีแนะจากโครงการวิจัยนี้ไปใชโดยตรง  ควรทําการทดลองเบ้ืองตนเพ่ือหาความเขมขนท่ี
เหมาะสมเอง โดยใชความเขมขนของ mitogen จากงานวิจัยนี้  เปนเพียงตัวบงช้ีเบ้ืองตนเพ่ือหาชวง
ความเขมขนของ mitogen ท่ีจะใชในการทดสอบ ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมอาจจะแตกตางจากท่ีรายงาน
ในโครงการวิจัยนี้   เนื่องจากการตอบสนองใน mitogenesis นอกจากขึ้นกับชนิดของ mitogen แลว
mitogen ชนิดเดียวกันท่ีส่ังซ้ือจากบริษัทตางกันอาจมีความแตกตางกัน หรือแมแต mitogen ชนิด
เดียวกัน ส่ังซ้ือจากบริษัทเดียวกัน มีรหัสส่ังซ้ือ (catalogue number) เหมือนกัน แตตาง  lot number 
ก็อาจมีความแตกตางกันในประสิทธิภาพของการกระตุน  ดังนั้น นักวิจัยจึงจําเปนตองหาความ
เขมขนท่ีเหมาะสมของ mitogen ในการทดสอบ ถามีการส่ังซ้ือใหมทุกครั้งไมวา mitogen จะส่ังซ้ือ
จากบริษัทเดิม หรือเปล่ียนบริษัทใหม  
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โดยภาพรวม การศึกษาในโครงการวิจัยนีช้ี้แนะวา การใช MTT ในการประเมินการ
ตอบสนองในการทดสอบ mitogenesis  ใหผลเปนท่ีนาพึงพอใจ  แมการตอบสนองจะถูกวัดในรูป
ของคาการดูดกลืนแสง  ซ่ึงมีความไวต่ํากวาในวิธีมาตรฐานท่ีรายงานคาการตอบสนองในรูปของ
จํานวนนับของสารกัมมันตภาพรังสีตอนาที (count/min; cpm) ท่ีมีความไวสูงกวา เชน ในการ
ทดลองท่ีมีการตอบสนองสูง ใน culture ท่ีไมมี mitogen  มีคาประมาณ 3000 cpm. สวนใน culture 
ท่ีกระตุนดวย LPS และ Con A อาจมีคาสูงถึง 20,000 และ 61,800  cpm ตามลําดับ (Smialowicz, 
1995)   แตการประเมินการตอบสนองใน mitogenesis assay โดยการใช MTT ก็สะดวกกวา  กระทํา
ไดงายและมีราคาถูกกวา ใหผลอยูในเกณฑท่ีนาพึงพอใจ เหมาะสมกับการเปนวิธีเบ้ืองตนท่ีใช
คัดเลือกพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  

 
การทดสอบดาน mixed lymphocyte reaction 
 การทดสอบ MLR เปนวิธีทดสอบหนึ่งท่ีมีประโยชนและเปนท่ีนิยมทางดานพิษวิทยาของ
ระบบภูมิคุมกัน  การทดสอบนี้ใหขอมูลเกี่ยวกับการตอบสนองของ T เซลลตอเซลลแปลกปลอม
จากบุคคลอ่ืนท่ีแตกตางกันใน species เดียวกัน  เลียนแบบการตอบสนองตอการปลูกถายเนื้อเยื่อ
จากบุคคลตางกันในมนุษยดวยกัน การตอบสนองวัดการแบงเซลลและพัฒนา (proliferation) ของ
กลุม T helper เซลลท่ีจําเพาะตอแอนติเจนบนผิวเซลลแปลกปลอม หรือ allogeneic antigen การ
ตอบสนองใน MLR มีปริมาณสูงเม่ือเทียบกับการตอบสนองตอแอนติเจนอ่ืน (Murphy et al., 2008)  
ปฎิกริยาตอเนื่องจาก MLR คือการพัฒนาของ cytotoxic T cell (CTL)  ท่ีไดรับสัญญาณการเจริญ
และพัฒนาจาก T helper เซลลจาก MLR   CTL ท่ีมีปริมาณเพ่ิมขึ้นจะเปนกลุมเซลลท่ีทําหนาท่ีใน
การฆา  เพ่ือกําจัดเซลลหรือเนื้อเยื่อจําเพาะท่ีถูกปลูกถาย  โครงการวิจัยไมไดทดลองพัฒนาการ
ทดสอบการตอบสนองของ CTL  แตเลือกเฉพาะดัดแปลงวิธีการทดสอบ MLR โดยวัดการ
ตอบสนอง แบบ one way response เพ่ือประยุกตใชในการศึกษาทางพิษวิทยา เชน ตรวจสอบ
สมุนไพรเฉพาะชนิดวามีผลกระทบตอการตอบสนองของ T helper เซลลในเซลลมามท่ีไดรับสาร
สกัดจากสมุนไพรโดยตรงในหลอดทดลอง (in vitro)  หรืออาจเตรียมเซลลจากมามของหนูท่ีไดรับ
สารสกัดสมุนไพร (in vivo)  และตรวจสอบความสามารถในการตอบสนองตอ allogeneic antigen 
ในหลอดทดลอง การวัดการตอบสนองแบบ one way mixed lymphocyte reaction ใน in vitro ชวย
ใหการแปลผลมีความหมายงายขึ้น  เพราะถาการทดสอบเปนแบบ two way response คือท้ัง 
responder และ stimulator ตางฝายตางตอบสนองซ่ึงกันและกัน จะไมสามารถประเมินไดวา การ
ตอบสนองใน MLR ท่ีเพ่ิมขึ้นหรือลดลงมีสาเหตุจากผลของสารสกัดตอกลุมเซลลใน responder 
หรือ  ตอ stimulator โดยเฉพาะการทดลองท่ีใสสารสกัดโดยตรงในหลอดทดลง สารสกัดอาจมีฤทธ์ิ
ตอกลุมเซลลใน responder หรือ stimulator หรือท้ัง 2 กลุม 
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ในการทดลองไดเลือกเซลลจากมามของหนูเมาส C57Bl/6 เปนเซลล responder หรือผู
สามารถตอบสนองได  และ ใชเซลลจากมามของหนูเมาส DBA/2 เปน stimulator เพ่ือแทนเซลลท่ี
ใชในการปลูกถาย  ซ่ึงในการทดลอง เซลลจากหน ูDBA/2  จะถูกบังคับไมใหสามารถตอบสนองได 
โดยบมรวมกับ  mitomycin C  50 g/ml เปนระยะเวลา 45 นาที ท่ี 37oC สาเหตุท่ีเลือกหนูเมาสท้ัง 
2 สายพันธุเพ่ือใชใน MLR เนื่องจาก หน ูC57Bl/6 มี haplotype H2b สวน DBA/2 มี haplotype H2d 
ซ่ึงมีความแตกตางกันท่ี major histocompatibility complex (MHC) class II และเปนท่ีทราบกันดีใน
ระบบภูมิคุมกันวา ความแตกตางกันของโปรตีนท่ี MHC class II เปนตัวการสําคัญในการไมยอมรับ
การปลูกถายเซลล หรือเนื้อเยื่อ (Roitt et al., 1998; Murphy et al., 2008)  ซ่ึงหมายถึงการตอบสนอง
ใน MLR มีคาสูง  งายตอการตรวจวัด  และโมเลกุลของ MHC class II บนผิวของ stimulator cell 
เปนปจจัยหลักท่ีสําคัญในการกระตุนการตอบสนองของ MLR  

โครงการวิจัยนี้ไดพัฒนาวิธีทดสอบ MLR โดย ใช MTT วัดการตอบสนองแทนการใช 
[3H]-TdR  ตามวิธีมาตรฐานท่ีวัดการใช thymidine  ของเซลลเพ่ือสังเคราะห DNA ท่ีเพ่ิมขึ้น เม่ือ
เซลลของระบบภูมิคุมกันตอบสนองโดยมีการแบงเซลลเพ่ิมขึ้น   ผลการทดลองใน MLR คลายคลึง
กับการทดสอบดาน mitogenesis คือถาใชสภาวะการทดลองตามวิธีมาตรฐานท่ีใช [3H]-TdR   จะไม
สามารถวัดการตอบสนองโดยใช MTT ได จําเปนตองเพ่ิมปริมาณเซลลของ responder ใหเพ่ิมขึ้น
จาก 1x105 เซลล/หลุมเปน 4x105 หรือ 8x105 เซลล/หลุม จึงใหคาการตอบสนองท่ีนาพึงพอใจ แต
สําหรับอัตราสวนของ responder ตอ stimulator และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวัดการตอบสนอง
จะไมแตกตางจากคาท่ีใชตามวิธีมาตรฐาน คือใชอัตราสวนของ responder:stimulator เปน 1:4 และ
วัดการตอบสนองในวันท่ี 4 หรือ วันท่ี 5   และการตอบสนองท่ีวัดไดนาจะเปนการตอบสนองของ 
เซลล responder เพียงฝายเดียว  เพราะเซลล stimulator ถูกยับยั้งการแบงเซลลโดยใช mitomycin C  
ซ่ึงการใช mitomycin C เปนวิธีมาตรฐาน เชนเดียวกับวิธีการใชรังสี (irradiation) เพ่ือยับยั้งการแบง
เซลลของ stimulator ทําใหไมสามารถตอบสนองตอ allogeneic antigen ของเซลล responder 
(Harrison and Paul, 1973)  กลไกการออกฤทธ์ิของ mitomycin C คือการ crosslink DNA และยับยั้ง
การสังเคราะห DNA สงผลตอการสังเคราะห RNA และโปรตีนตาง ๆ ภายในเซลลใหลดต่ําลง  
ดังนั้นเซลลท่ีไดรับ mitomycin C จึงมีวัฎจักรเซลล (cell cycle) สู S phase และ G2 phase ชาลง 
(Malinowski et al., 1992)  การทดลองในโครงการวิจัยนี้ สนับสนุนฤทธ์ิยับยั้งการแบงเซลลของ 
mitomycin C  รูปท่ี 20  ช้ีชัดวาเซลล  stimulator ท่ีไดรับ 50 g/ml mitomycin C ไมสามารถ
ตอบสนองตอ Con A mitogen ได เม่ือระยะเวลา 72 ชม.หลังจากการกระตุน อยางไรก็ตาม  ในการ
เปรียบเทียบการตอบสนองตอ Con A ของเซลล stimulator ท่ีผานการบมกับ mitomycin C และ
ไมไดบมกับ mitomycin C เปนท่ีนาสนใจวา เซลลท่ีไดรับ mitomycin C ยังสามารถตอบสนองตอ 
mitogen ในวันท่ี 2 ไดบาง (รูปท่ี 21 ก) และการตอบสนองจะนอยกวาเซลลท่ีไมไดรับ mitomycin C  
ประมาณ  40 % แตในวันท่ี 3 เซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C ไมสามารถตอบสนองตอ    
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Con A ไดตอไป ในขณะท่ีเซลลท่ีไมไดรับ mitomycin C ยังสามารถตอบสนองตอ Con A   แตมีการ
ตอบสนองท่ีลดต่ําลงจากท่ีระยะเวลา 48 ชม. (รูปท่ี 21 ข) นั่นหมายความวาเซลล  stimulator ท่ีบม
รวมกับ mitomycin C  ไมไดตายหมดทันที  แตสามารถแบงเซลลไดบางในชวงระยะเวลา 1-2 วัน
แรกและไมสามารถแบงเซลลไดตั้งแตระยะเวลาประมาณวันท่ี 3  ดังนั้น การวัดการตอบสนองใน 
MLR  ซ่ึงกระทําในวันท่ี  4 หรือ 5  จึงนาจะเปนการตอบสนองของ responder เพียงฝายเดียว  หรือ
เปน one-way mixed lymphocyte reaction  จากประสบการณของผูปฎิบัติงานเกีย่วกับการทดสอบ 
MLR ในดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน พบวาแม ในเชิงทฤษฎี เทคนิคการทดสอบเกี่ยวกับ one-way 
mixed lymphocyte reaction ไมยุงยากนัก แตในเชิงปฎิบัติ  บางครั้งอาจจะไมไดการตอบสนองท่ีสูง
นัก  แมใชวิธีมาตรฐานซ่ึงใชสารกัมมันตภาพรังสี ซ่ึงมีความไวกวาการใช วิธี MTT ท้ังนี้เนื่องจาก
ขั้นตอนการยับยั้งการแบงเซลลของ stimulator โดย mitomycin C เปนปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญ 
นอกเหนือจากปจจัยอ่ืน  เนื่องจากปฎิกริยาตอบสนองใน MLR เปนการตอบสนองของ responder 
ตอ MHC class II โดยเฉพาะ HLA-DR สําหรับเซลลมนุษย หรือ H2d สําหรับเซลลหนูซ่ึงเปนโมเดล
ท่ีใชในโครงการวิจัยนี้  ปริมาณ mitomycin C ท่ีใชตองสามารถยับยั้งการแบงเซลลของเซลล 
stimulator  แตใมกอใหเกิดการเปล่ียนแปลงโปรตีนท่ีผิวเซลลมากนัก โดยเฉพาะ MHC class II  
เพราะทําใหการตอบสนองของ allogeneic T เซลลลดต่ําลง  (Stivaktas, 2008) โครงการวิจัยนี้ ใช
ความเขมขนของ mitomycin C ตามวิธีทดสอบมาตรฐานท่ีรายงานของหองปฎิบัติการพิษวิทยา
ระบบภูมิคุมกัน ท่ีใชยับยั้งการเจริญของเซลล stimulator ท่ีเตรียมจากหนูเมาส DBA/2  
(Smialowicz, 1995, Auttachoat et al., 2004) เพราะเปนสายพันธุเดียวกับท่ีทดลองใชใน
โครงการวิจัย  การทดลองช้ีแนะวาใน 2 วันแรกหลังจากรับ mitomycin C  เซลล stimulator  ยังไม
ตาย เนื่องจากเซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C บางสวนยังสามารถตอบสนองตอ Con A ใน
ได 48 ชม. (รูปท่ี 21 ก)  ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาเปรียบเทียบการมีชีวิตอยูของ 
เซลล stimulator ท่ีถูกยับยั้งการแบงเซลลโดยใชวิธีตาง ๆ คือ การฉายรังสี (irradiation) การใช 
mitomycin C และการใช cyclosporine   พบวาการฉายรังสี กอใหเกิดการตายของเซลลสูงกวาการ
ใช mitomycin C และ cyclosporine  ในกรณีของ mitomycin C การมีชีวิตอยูของเซลลเม็ดเลือดขาว 
(mononuclear leukocyte) ของคน หลังจากรับ  mitomycin C  24  และ 48 ชม. ลดลงจาก  99.1% 
ของเซลลปกติ (ไมไดรับ mitomycin C) เหลือประมาณ 68.3 และ  67.9%  ตามลําดับ (Stivaktas, 
2008)  ยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวาเซลล  stimulator ท่ีถูกยับยั้งการเจริญโดย mitomycin C ยังคงมี
ชีวิตอยูไดนานกี่วัน  แตแนชัดวา  เซลลท่ีไดรับ mitomycin C ไมไดตายทันที   เพราะภายหลังการ
บมเซลล stimulator กับ 50 g/ml mitomycin C เปนระยะเวลา 45 นาที ลางเซลลครั้งสุดทาย นับ 
และปรับปริมาณเซลลเพ่ือใสใน culture  ดวยวิธี trypan blue พบวาเปอรเซ็นตเซลลท่ียังคงมีชีวิตไม
ตางจากเซลลแรกเริ่มท่ียังไมไดรับ mitomycin C (ประมาณ 93-95%) โครงการวิจัยนี้ ไมไดประเมิน
การยังคงมีชิวิตอยูของเซลล stimulator ตลอดการทดสอบในระยะเวลา 4-5 วัน  เพียงแตตรวจสอบ
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ความไมสามารถตอบสนองตอ Con A mitogen  ตามวิธีมาตรฐานของการทดสอบ one-way mixed 
lymphocyte reaction  เพราะเซลลท่ีไมสามารถตอบสนองตอ Con A mitogen ก็ไมนาตอบสนองตอ 
responder ไดเชนกัน เนื่องจากโดยท่ัวไป การตอบสนองตอ Con A mitogen มีคาสูงกวาการ
ตอบสนองตอ allogeneic antigen มาก เพราะการตอบสนองตอ mitogen จัดเปนการตอบสนองแบบ
ไมจําเพาะ และเปน polyclonal response  สวนการตอบสนองใน MLR มีความจําเพาะ เปนการ
ตอบสนองของกลุม lymphocyte ท่ีจําเพาะตอ allogeneic determinant ท่ีตางกันของ MHC class II 
(Smialowicz, 1995)   

ในการพัฒนาวิธีวัด one-way mixed lymphocyte reaction โดยใช MTT วัดการตอบสนอง
แทนการใช [3H]-TdR ของเซลลเพ่ือสังเคราะห DNA  อาจจะซับซอนตอการแปลผล เพราะ MTT  
วัดปริมาณ formazan product ท่ีเปนผลลัพธจากการเปล่ียน MTT โดย mitochondrial เอนไซม 
succinate dehydrogenase ของเซลลท่ีมีชีวิต ในกรณีท่ีเซลล stimulator ซ่ึงไดรับ mitomycin C ไม
สามารถตอบสนองตอ allogneic antigen  แตยังอาจมีชีวิตอยูใน culture ได คาท่ีวัดจึงอาจสูงกวา
ความเปนจริงและทําใหนักวิจัยเขาใจผิดวา การใช MTT มีความไวกวาวิธีมาตรฐานตามท่ีเคย
รายงาน (VanBuskirk et al., 1995) เพราะใน culture ท่ี  responder กระตุนดวย stimulator คาท่ีอาน
ไดจากวิธี MTT นอกจากเปนผลจากปริมาณเซลลของ responder ท่ีเพ่ิมขึ้น เนื่องจากการตอบสนอง
ตอ allogeneic antigen บนผิวของ stimulator แลว อาจรวมเซลล stimulator บางสวนท่ียังคงมีชีวิต
อยู  เพียงแตไมสามารถตอบสนองได  ซ่ึงขอบกพรองนี้ ไมพบในวิธีมาตรฐาน ซ่ึงวัดการตอบสนอง
โดยการสังเคราะห DNA  ปจจัยของการมีชีวิตอยูของเซลล stimulator ไมสงผลกระทบตอคา
การสังคราะห DNA ของ culture  เพราะแมอาจมีเซลล stimulator บางสวนท่ียังไมตาย แตการสราง 
DNA ไดถูกยับยั้งโดย mitomycin C คา [3H]-TdR  ซ่ึงวัดการสังเคราะห DNA ของ culture ในวิธี
มาตรฐาน จึงเปนของ responder เพียงอยางเดียว ซ่ึงตางจากคาการดูดกลืนแสงของการใช  MTT ท่ี
วัดปริมาณเซลลท่ียังมีชีวิตใน culture  ถาเซลลท่ีมีชีวิตมีปริมาณสูง  ปริมาณ formazan product  
ยอมสูงตาม  ดังนั้น  ในการทดสอบดวยการใช MTT จึงควรมีกลุมทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือตรวจสอบวา 
เซลล stimulator ท่ีไดรับ mitomycin C ยังคงมีเซลลท่ีมีชีวิตเหลืออยูใน culture ในวันท่ี 4 -5  หรือ
วันท่ีทําการวัดการตอบสนองหรือไม  เพ่ือใหสามารถแปลผลไดอยางถูกตองวา การตอบสนองเปน
ของ responder เพียงอยางเดียว และวิธีทดสอบเปน one-way mixed lymphocyte reaction อยาง
แทจริง  อยางไรก็ด ี โครงการวิจัยนี้ ช้ีแนะวา สามารถใช MTT วัดการตอบสนองใน mixed 
lymphocyte reaction ได แตการแปลผลสําหรับ culture ท่ีเปน one-way mixed lymphocyte reaction 
จําเปนตองเพ่ิมกลุมทดลองของเซลล stimulator เพ่ือตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีอาจยังคงมีชีวิตอยู
ควบคูไปกับการทดสอบดวย  ถึงแมมักเขาใจกันวา ในท่ีสุด  เซลลท่ีไดรับ mitomycin C จะตาย
ท้ังหมดใน culture เนื่องจากไมสามารถแบงเซลลไดตอไป  แตก็ควรเพ่ิมกลุมทดลองเพ่ือยืนยันทุก
ครั้ง  ในกรณีท่ีตองการทําการทดสอบแบบ two-way mixed lymphocyte reaction   ซ่ึงวัดการ



 52

ตอบสนองของท้ัง stimulator และ responder  รวมกนั การใช MTT นาจะทัดเทียมและดีกวาวิธี
มาตรฐาน เพราะไมตองใชสารกัมมันตภาพรังสีในการทดสอบ  และแปลผลไดอยางถูกตองเชนกัน   
เนื่องจากคาการตอบสนองท่ีวัดได ไมจําเปนตองแยกวาเปนของ responder หรือของ stimulator 
เพียงฝายเดียวเหมือนการทดสอบแบบ one way-mixed lymphocyte reaction  อยางไรก็ดี  มีงานวิจัย
ใหมท่ีเสนอใหปรับปรุงวิธีการทดสอบ mixed lymphocyte reaction จากวิธีมาตรฐานเดิม โดย
หลีกเล่ียงการใช mitomycin C หรือการใชรังสี  เนื่องจากท้ัง mitomycin C และ รังสี สงผลใหการ
ตอบสนองใน mixed lymphocyte reaction ลดต่ําลง เพราะมีผลกระทบตอโครงสรางและ 
expression ของโมเลกุล HLA-DR  (เปน MHC class II ในเซลลมนุษย) ซ่ึงเปนปจจัยหลักในการ
กระตุนใหเกิดการตอบสนอง โดยแนวความคิดใหม แนะใหทําการทดลองเปนแบบ two-way mixed 
lymphocyte reaction จึงไมตองใชท้ัง mitomycin C และ รังสี แตใหยอมเซลลท่ีตองการวัดการ
ตอบสนอง หรือการแบงเซลลดวยการใชสีเรืองแสง CFSE (fluorochrome 5,6 carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ester)  และประเมินโดยใช flow cytometry เม่ือเซลลเกิดการตอบสนองและ
แบงเซลลอยางรวดเร็ว จะเกิดการลดสัญญาณของ CFSE และการเพ่ิม expression ของ CD25 ท่ีผิว
เซลล  ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีบงช้ีการกระตุนและการเจริญอยางรวดเร็วของเซลล (Stivaktas, 2008)  ซ่ึง
วิธีท่ีเสนอดังกลาวก็เปนวิธีท่ีนาสนใจ แตจําเปนตองอาศัยเครื่องมือ flow cytometry ท่ีมีราคาแพงใน
การทดลอง   สําหรับการประเมินการตอบสนองใน MLR โดยใชวิธี MTT ไมจําเปนตองอาศัย
เครื่องมือราคาแพง และงายกวาในเชิงเทคนิค จึงอาจเหมาะสมกวาถาตองการใชเพียงคัดเลือกพืช
สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน แตถาตองการวัดการตอบสนองเปนแบบ one-way mixed 
lymphocyte response ความเช่ือม่ันของการแปลผลจะนอยกวาในวิธีมาตรฐานท่ีใชสาร
กัมมันตภาพรังสี 
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บทท่ี 6 
สรุป 

 
           การทดลองพัฒนาวิธีทดสอบเบ้ืองตนทางพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน เพ่ือประยุกตใชในการ
คัดเลือกพืชสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันในโครงการวิจัยนี้ เลือกเฉพาะ mitogenesis 
assay และ mixed lymphocyte reaction ซ่ึงเปนเพียงวิธีทดสอบเบ้ืองตนท่ีสําคัญในอีกหลายวิธีการ
ทดสอบทางดานพิษวิทยาระบบภูมิคุมกัน ในวิธี mitogenesis assay โครงการวิจัยนี้ เลือกใช 
Concanavalin A (Con A) และ lipopolysaccharide (LPS)  ซ่ึงเปน mitogen ท่ีสามารถกระตุนได
เฉพาะ  T และ B lymphocyte ตามลําดับ นอกจากนั้น ยังเลือก poke weed mitogen ท่ีสามารถ
กระตุนไดท้ัง T และ B lymphocyte  สําหรับการทดสอบ mixed lymphocyte reaction 
(MLR)โครงการวิจัยนี้เลือกใชเซลลจากมามของหนูเมาส C57Bl/6 เปนเซลล responder และใช
เซลลจากมามของหนูเมาส DBA/2 เปนเซลล stimulator และวัดการตอบสนองเฉพาะของเซลล
responder เพียงฝายเดียวซ่ึงเรียกวา one-way mixed lymphocyte reaction เพ่ือใหวิธีทดสอบสามารถ
กระทําไดงาย รวดเร็ว ไมตองอาศัยเครื่องมือราคาแพง เหมาะตอการใชเปนวิธีคัดกรองพืชสมุนไพร
ท่ีออกฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกัน  โครงการวิจัยนี้เลือกวัดการตอบสนองการแบงเซลลและพัฒนา 
(proliferation) ใน in vitro ของ lymphocyte ท้ังใน mitogenesis asay และ MLR โดยใช MTT 
colorimetric assay แทนการใชสารกัมมันตภาพรังสี [3H]-TdR ตามวิธีมาตรฐาน สภาวะท่ีเหมาะสม
สําหรับการทดสอบท้ัง mitogenesis assay  และ MLR สรุปไดดังนี้คือ 

1. ท้ัง mitogenesis assay และ MLR ท่ีวัดการตอบสนองโดยใช MTT colorimetric 
assay จําเปนตองใชเซลลใน culture สูงกวาการใชวิธีมาตรฐาน [3H]-TdR เพ่ือวัด
การตอบสนอง  โครงการนี้ พบวาปริมาณเซลลท่ีใหการตอบสนองสูงสุดอยูท่ี 
8x105 เซลล/หลุม  

2. Con A เปน mitogen ท่ีสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองสูงท่ีสุด รองลงมาเปน 
LPS และ PWM  ตามลําดับ 

3. สําหรับการวัดการตอบสนองของ B lymphocyte ใช LPS mitogen ท่ีความเขมขน
ระหวาง 1-100 g/ml  ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม วัดการตอบสนองท่ี 24-48 
ชม. ภายหลังการกระตุน ท้ังนี้การตอบสนองสูงสุด (peak response) อยูท่ี LPS 10 
g/ml  ท่ีระยะเวลา 48 ชม. 

4.  สําหรับการวัดการตอบสนองท้ัง T และ  ฺB lymphocyte รวมกัน ใช PWM  ความ
เขมขนระหวาง 1-100 g/ml  ปริมาณเซลล 8x105 เซลล/หลุม วัดการตอบสนองท่ี 
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24 ชม. ภายหลังการกระตุน  ท้ังนี้ การตอบสนองของ PWM 1-100 g/ml  ไมมี
ความแตกตางกันท่ี 24 ชม. 

5. สําหรับการวัดการตอบสนองของ T lymphocyte ใช Con A ความเขมขนระหวาง 
2.5-10 g/ml  ปริมาณเซลล 8-10x105 เซลล/หลุม วัดการตอบสนองท่ี 48-72 ชม. 
ภายหลังการกระตุน  การตอบสนองสูงสุดอยูท่ี Con A 5 g/ml  72 ชม. เม่ือ
ปริมาณเซลลเปน 8x105 เซลล/หลุม 

6. ในการวัดการตอบสนองของ MLR เม่ือใช C57Bl/6 เปน responder และ DBA/2 
เปน stimulator สภาวะท่ีเหมาะสมของปริมาณเซลลของ responder คือ 4-8x105 
เซลล/หลุม และอัตราสวนของเซลล responder ตอ stimulator เปน 1: 4 และวดัการ
ตอบสนองในวันท่ี 4-5  

7. ในการทดสอบ MLR ถาตองการวัดการตอบสนองแบบ one-way mixed 
lymphocyte reaction  ใชเซลล stimulator บมรวมกับ 50 g/ml mitomycin C  
สําหรับการใช MTT colorimetric assay เพ่ือประเมินการตอบสนองใน one-way 
mixed lymphocyte reaction อาจจะไมใชวิธีท่ีเหมาะสมนัก เพราะยากตอการแปล
ผล สืบเนื่องจากแมเซลล stimulator ไมสามารถตอบสนองตอ responderได แตยัง
อาจคงมีชีวิตอยูไดใน culture ในชวงระยะเวลาหนึ่ง ทําใหคาการตอบสนองท่ีวัด
ไดโดยการใช MTT อาจไมสามารถสะทอนเฉพาะการตอบสนองของ responder 
เพียงฝายเดียวตามความตองการ  ในกรณีนี้ การใช [3H]-TdR จึงมีความเหมาะสม
และถูกตองมากกวาการเลือกใช MTT  

 
ขอเสนอแนะ 
 ในการใช MTT วัดการตอบสนองใน MLR โดยเฉพาะแบบ one-way mixed lymphocyte 
reaction ควรทดลองหาระยะเวลาท่ีเซลล stimulator ยังคงมีชีวิตอยูภายหลังไดรับ mitomycin C และ
นอกจากตรวจสอบความสามารถของเซลล stimulator ในการตอบสนองตอ Con A หรือ mitogen 
อ่ืน ควรเพ่ิมกลุมทดลองของ culture ท่ีมีเพียง stimulator เซลลเพียงอยางเดียวในการทดลอง MLR 
ดวย เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของคาการดูดกลืนแสงท่ีอานได วาเปนการตอบสนองของเซลล 
responder ตอ allogeneic antigen เพียงอยางเดียว หรือรวมคาของเซลล stimulator บางสวนท่ียังคงมี
ชีวิตอยูใน culture ภายหลังไดรับ mitomycin C  อยางไรก็ตาม วิธีท่ีดีท่ีสุดในการเปรียบเทียบ ควร
ทําการทดลองวัดการตอบสนองโดยใช MTT  ควบคูกับการใช [3H]-TdR ตามวิธีมาตรฐาน ซ่ึง
โครงการวิจัยนี้ไมอาจกระทําได เพราะยังไมมีหองปฎิบัติการท่ีสามารถใชสารกัมมันตภาพรังสีได 
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ภาคผนวก ก 
 
EBSS 10X (Earle’s balanced salt solution) 
 

สวนประกอบ 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 

 
เติมน้ําปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 ml  ทําใหปลอดเช้ือโดย autoclave ท่ี 121oC 20 นาที  

 
EBSS 1X 
 

สวนประกอบ จํานวน ml 
EBSS 10X 10.0 

1M Hepes buffer 1.5 
Penicillin/Streptomycin  

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

น้ําปลอดเช้ือ ปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 100 
 
PBS (phosphate-buffered saline) 
 

สวนประกอบ กรัม 
NaH2PO4 (anhydrous) 0.23 
Na2HPO4 (anhydrous) 1.15 

NaCl 9.00 
 
เติมน้ํา 900 ml ปรับ pH ใหอยูระหวาง 7.2-7.4  ดวย  1 M NaOH หรือ 1 M HCl ปรับปริมาตรสุดทาย
เปน 1000 ml   ทําใหปลอดเช้ือโดย autoclave ท่ี 121oC 20 นาที 
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Heat-inactivated fetal calf serum (FCS) 
 นําขวด FCS  (500 ml ) ท่ีเก็บแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  -20oC มาหลอมละลาย (thaw) อยางชา ๆ  
โดยใสขวด FCS  ใน beaker ท่ีเติมน้ํา ท้ิงท่ีอุณหภูมิหอง 1 ชม.  หลังจากนั้น นําไปหลอมละลายตอท่ี 
water bath  อุณหภูมิ 37oC จนละลายเปนของเหลวหมด (เขยาขวดอยางนิ่มนวลทุก 15 –20 นาที 
หลีกเล่ียงการเกิดฟอง)   inactivate  complement protein ใน FCS โดยนําไปบมท่ี water bath อุณหภูมิ 
56oC เปนเวลา 20 นาที   aliquot ใส sterile culture tube (ใชเทคนิคปลอดเช้ือ) 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 คนบนเครื่องกวนแมเหล็ก  ปรับ pH ดวย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl จนได 
pH ประมาณ 6.8-7.2   ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1000 ml กรองดวย sterile filter unit 0.2 m (pH  
ของ media จะเพ่ิมขึ้นประมาณ 0.2-0.3 เม่ือผานการกรอง) pH  ของ 1X RPMI ควรอยูท่ี 7-7.4 

 
Complete RPMI media สําหรับ mitogenesis assay 
 

สวนประกอบ จํานวน ml 
FCS  10.0 

1M Hepes buffer 1.5 
Penicillin/Streptomycin  

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

1X RPMI ปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 100 
 
Complete RPMI media สําหรับ mixed lymphocyte reaction 
 

สวนประกอบ 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 ปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 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  เขยาเบา ๆ จน
ละลายหมด   แบงใสหลอดปลอดเช้ือ eppendorf tube  เก็บแชแข็งท่ี -20 oC 
Pokeweed mitogen (Sigma L-9379) 

เตรียม stock solution 5 mg/ml โดยใส 1 ml EBSS ใน vial ขนาด 5 mg เขยาเบา ๆ ใหละลาย  
แบงใสหลอดปลอดเช้ือ eppendorf tube  เก็บแชแข็งท่ี -20 oC 
Concanavalin A (Pharmacia Biotech. 17-0450-01)   

เตรียม stock solution 1500 g/ml โดย ช่ัง 0.015 กรัมใสใน 10 ml EBSS เขยาเบา ๆ ให
ละลาย ทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน  sterile filter disc 0.2 m  แบงใสหลอดปลอดเช้ือ eppendorf 
tube  เก็บแชแข็งท่ี -20 oC 
 ในวันท่ีทดลอง mitogenesis assay  เม่ือเตรียมความเขมขนสูงสุดของ mitogen แตละชนิด
เรียบรอยแลว  ทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน sterile filter disc 0.2 m  กอนเจือจางเพ่ือเตรียมความ
เขมขนอ่ืนท่ีตองการ 
 
2-Mercaptoethanol (2ME) 
 เตรียม stock solution 5000 M  (โดยประมาณ) 2-mercaptoethanol หรือ 2-
hydroxyethylmercaptan (Sigma M 7522 ความเขมขน 14.3 M)  โดยใช 18 l ใสใน 50 ml EBSS  
เขยาสารอยางนุมนวลใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน  เจือจาง stock solution ท่ีเตรียม 100 เทาใน media 
เพ่ือใหความเขมขนสุดทายของ 2 ME  เปน 50 M  เชนใส 1 ml 5000 M 2 ME ใน media 100 ml 
 
Mitomycin C 

ใชเข็มฉีดยาปลอดเช้ือ ใส  0.4 ml EBSS ใน vial ท่ีบรรจุ  mitomycin C 2 mg  (Sigma 
M4287)  ใชเข็มฉีดยาเดิมดูดสารละลายขึ้นลงอยางนิ่มนวลประมาณ 2-3 ครั้ง  เพ่ือละลาย mitomycin 
C  ไดสารละลายสีมวงซ่ึงไวตอแสง  (หอ vial ดวย aluminium foil  และเก็บในท่ีมืดท่ี 4oC  เพ่ือรอ
ระหวางใชงาน)  เนื่องจากสาระลายไมเสถียร เก็บท่ี 4oC ในท่ีมืดไดไมเกิน 2-3 วัน ดังนั้น ควรเตรียม
ใหมทุกครั้ง ตองระมัดระวังการใชงาน mitomycin C เปนพิเศษ เนื่องจากเปนสารกอกลายพันธุ 
(mutagen) และกอลูกวิรูป (teratogen) 
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ภาคผนวก ค 
 
การนับจํานวนเซลลโดยวิธ ีTrypan blue exclusion  

1. เตรียม 0.4% trypan blue โดยช่ัง 0.4 gm trypan blue ละลายใน  sterile PBS 100 ml 
2. นํา cell suspension ท่ีไดปรับใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสม ในการนับใช  100 l cell 

suspension + 100 l 0.4% trypan blue  ผสมใหเขากัน ท้ิงไวประมาณ 2 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง 

3. ใสสารละลายเซลลท่ีมี trypan blue 1 หยดใน haemocytometer และนับภายใตกลอง
จุลทรรศน 

4. นับจํานวนเซลลท่ีไมติดสี และเซลลท่ีติดสีน้ําเงินแยกกัน จําเปนตองรีบนับเซลลภายใน  
3-5 นาทีหลังจากใส trypan blue (ถาท้ิงเซลลใน trypan blue เปนเวลานาน ทุกเซลลจะ
ติดสีน้ําเงินหมด) 

5. คํานวณ  % เซลลท่ีมีชีวิตจากสูตรดังนี:้    

% เซลลท่ีมีชีวิต  = 
จํานวนเซลลท่ีติดสีน้ําเงิน

จํานวนเซลลท้ังหมด (ติดสี+ไมติดสี)
 x 100  
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