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บทคัดยMอ 
 ภาวะ tolerance เปuนภาวะความทรงจำที ่พบได'ในแมโครฟาจ ซึ ่งนำไปสูCการตอบสนองที่
เปลี่ยนแปลงไปตCอการได'รับเอ็นโดท็อกซิน (endotoxin) ซ้ำๆ หรือเปuนเวลานาน โดยภาวะ tolerance จะ
เกิดขึ้นเมื่อเซลล2ถูกกระตุ'นด'วยลิแกนด2ของ Toll-like receptor (TLR) ชนิดตCางๆ ดังนั้นภาวะ tolerance จึง
มีบทบาทในการจำกัดความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อของเจ'าบ'าน ซึ่งเปuนผลมาจาก pro-inflammatory 
cytokine ที่ผลิตขึ้น ปÅจจุบันมีงานวิจัยมากมายที่ได'ศึกษาผลของภาวะ tolerance ที่เกิดจากการที่เซลล2ถูก
กระตุ'นด'วยลิแกนด2 TLR4 แตCยังไมCมีงานวิจัยที่ศึกษาผลของภาวะ tolerance ที่เกิดจากการที่เซลล2ถูกกระตุ'น
ซ้ำด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิดตCางๆ งานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของการกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิดตCางๆ ได'แกC 
TLR4 ท ี ่ ม ี ล ิ แ กนด 2 เ ป u น  Lipopolysaccharides (LPS), TLR2 ท ี ่ ม ี ล ิ แ กนด 2 เ ป u น  Pam3CysSerLys4 
(Pam3CSK4), TLR3 ที่มีลิแกนด2เปuน Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C)) และ TLR9 ที่มีลิแกนด2 
เปuน CpG Oligodeoxynucleotide (CpG) ตCอการผลิตไซโตไคน2ที่เกี่ยวข'องกับการอักเสบ และตรวจวัดระดับ
การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข'องกับภาวะ tolerance ใน Hoxb8 แมโครฟาจ ซึ่งแสดงให'เห็นวCาการกระตุ'น
แมโครฟาจซ้ำด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิดตCางๆ ได'แกC TLR2, TLR3, TLR4 และ TLR9 เปuนเวลา 24 ชั่วโมง สCงผล
ให'มีการผลิต TNF-α และ IL-6 ลดลงอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับแมโครฟาจที่ได'รับการ
กระตุ'นเฉียบพลัน ยกเว'นการกระตุ'นแมโครฟาจครั้งที่ 1 ด'วย CpG แล'วกระตุ'นครั้งที่ 2 ด'วย LPS ที่สCงผลให'มี
การผลิต IL-6 เพิ่มขึ้นอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ แสดงให'เห็นวCาภาวะ tolerance ในแมโครฟาจเกิดขึ้นเมื่อถูก
กระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2ของ TLRs ชนิดตCางๆ ได'แกC TLR2, TLR3, TLR4 และ TLR9 ยกเว'นการกระตุ'นด'วย 
TLR9 แล'วตามด'วย TLR4 ที่สCงผลให'มีการผลิตไซโตไคน2เพิ่มขึ้นหรือไมCเกิดภาวะ tolerance งานวิจัยนี้จึง
แสดงให'เห็นวCาแม'วCาโดยทั่วไปการกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิดตCางๆ จะสามารถลดระดับการแสดงออก
ของไซโตไคน2ที่ทำให'เกิดการอักเสบในเซลล2ที่เกิดภาวะ tolerance ได' แตCไมCใชCไซโตไคน2ทุกชนิดที่จะถูกลดการ
แสดงออก และยังมีรูปแบบการแสดงออกของไซโตไคน2ที่หลากหลายผCานการถูกกระตุ'นด'วย TLRs ชนิดตCางๆ 
อยCางจำเพาะในภาวะ tolerance ข'อมูลในงานวิจัยนี้จึงอาจเปuนพื้นฐานสำหรับการใช'ประโยชน2ในอนาคตเพื่อ
พัฒนาแนวทางการรักษาโรคที่เกิดจากภาวะ tolerance ที่เกิดจากการกระตุ'นโดย TLR จำเพาะตCอการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ'มกันโดยกำเนิดให'มีประสิทธิภาพมากขึ้น 



ข 

 
Project title       Repeated stimulation by various Toll-like receptors drive 
                 specific Patterns of Tolerance on Macrophage response 
Investigator                     Varattaya Saengchaisukhonkit  ID No. 6032347823 
Project advisor                   Prof. Tanapat Palaga 
Department of Microbiology Faculty of Science, Chulalongkorn University 
__________________________________________________________________________ 

 
ABSTRACT 

Tolerance is an immunological memory of macrophages that leads to an altered response to 
repeated or chronic exposure to endotoxin. Tolerance is induced by all toll-like receptor (TLR) 
ligands which induce a multi-component inflammatory response. The physiological role of 
tolerance is to limit the potential damage to host tissue that may otherwise result from 
prolonged production of pro-inflammatory cytokines. However, tolerance induced by the TLR4 
ligand lipopolysaccharide (LPS) is by far the best studied. Remarkably, a comparative analysis 
of tolerance induced by different TLR ligands has not previously been reported. Here, this 
study shows a comparative analysis of TLR tolerance by investigating cytokine secretion and 
gene expression of Hoxb8 mouse macrophages tolerized with TLR4 ligand Lipopolysaccharides 
(LPS), TLR2 ligand Pam3CysSerLys4 (Pam3CSK4), TLR3 ligand Polyinosinic-polycytidylic acid 
(poly(I:C)) a n d  TLR9 ligand CpG Oligodeoxynucleotide (CpG). This study identifies that 
repetitive stimulation of Hoxb8 mouse macrophages with TLR2, TLR3, TLR4 and TLR9 for both 
24-hour periods caused a reduction in TNF-α and IL-6 production compared to cells that were 
not exposed initially to any TLR ligands. Only TLR9 followed by TLR4 stimulation increased 
the level of IL-6. Thus, TLR tolerance in Hoxb8 mouse macrophages occurs after repetitive 
stimulation with TLR2, TLR3, TLR4 and TLR9 except from TLR9 followed by TLR4 stimulation 
which does not cause tolerance, but enhances cytokine production. However, our analysis 
demonstrates that although each TLR ligand generally represses pro-inflammatory cytokine 
expression in tolerant cells, all cytokines are not universally tolerized and there is a highly 
diverse patterns of cytokine expression distinguished TLR-specific tolerance. These data 
provide a basis for the future exploitation of TLR-specific tolerant states to achieve therapeutic 
re-programming of the innate immune response. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

1. ภูมิคุHมกันโดยกำเนิด (Innate immunity) 
ภูมิคุHมกันโดยกำเนิด หรือภูมิคุ'มกันชนิดไมCจำเพาะ เปuนระบบภูมิคุ'มกันที่ได'รับมาจากแมCหรือติดตัวมา

ตั้งแตCเกิดเปuนระบบภูมิคุ'มกันที่พร'อมทำงานได'ทันที ซึ่งจะเปuนดCานแรกในการตCอสู'และปöองกันเชื้อโรคที่เข'ามา
ในรCางกาย กลไกนี้ไมCมีความจำเพาะเจาะจง (Specificity) กับเชื้อโรคชนิดใดชนิดหนึ่ง และไมCมีความจดจำเชื้อ
โรค (Memory) (23) ภูมิคุ'มกันระบบนี้จะสามารถปöองกันการบุกรุกของเชื้อกCอโรคและสิ่งแปลกปลอมตCาง ๆ 
ด'วยการจับกินและยCอยทำลาย โดยอาศัยการทำงานของเม็ดเลือดขาวกลุCมฟาโกไซต2 (phagocyte) เชCน นิวโทร
ฟõล (neutrophil),  แมโครฟาจ (macrophage) และโมโนไซต2 (monocyte) เปuนต'น ด'านการตอบสนองตCอ
เซลล2ที่มีความผิดปกติของรCางกาย จะอาศัยเซลล2ชนิดเอ็นเค (NK cell) ทำหน'าที่กำจัดและรักษาสมดุลของ
รCางกาย นอกจากนี้ยังมีระบบปöองกันการบุกรุกของเชื้อจุลินทรีย2หรือแอนติเจนที่เกิดขึ้นจากสารออกฤทธิ์ของ
เซลล2 ซึ่งเปuนระบบภูมิคุ'มกันจากกระแสเลือดและสารคัดหลั่ง กCอให'เกิดการอักเสบ มีอาการปวด บวม แดง 
และร'อน  ซึ่งเปuนปฏิกิริยาของระบบภูมิคุ'มกัน นอกจากนี้ภูมิคุ'มกันโดยกำเนิดยังมีความสำคัญสำหรับการ
กำหนดการตอบสนองของภูมิคุ'มกันแบบจำเพาะ (Acquired Immunity) (21) 
 

Toll-like receptors (TLRs) เปuนกุญแจสำคัญในภูมิคุ'มกันโดยกำเนิด และสามารถจดจำโครงสร'าง
ของ microbial-derived molecules หร ือ pathogen associated molecular patterns (PAMPs) เชCน 
TLR4 ที่มีลิแกนด2เปuน Lipopolysaccharides (LPS), TLR9 ที่มีลิแกนด2เปuน CpG Oligodeoxynucleotide 
(CpG), TLR2 ที่มีลิแกนด2เปuน Pam3CysSerLys4 (Pam3CSK4)  และ TLR3 ที่มีลิแกนด2เปuน Polyinosinic-
polycytidylic acid (poly(I:C)) เปuนต'น การกระตุ'นการทำงานของ TLRs จะชักนำการแสดงออกของยีนนับ
ร'อยที่ถอดรหัสให' inflammatory cytokines, type I interferons, antimicrobial proteins และตัวควบคุม
วิถีเมทาบอลิซึม (metabolism) (3) การกระตุ'นการทำงานของ TLRs ที่แตกตCางกัน จะนำไปสูCการตอบสนอง

ตCอการถอดรหัสอยCางจำเพาะ ผCานวิถีการสCงสัญญาณแบบอนุรักษ2วิวัฒนาการสูง ได'แกC NF-κb และ MAPK 
pathway เป uนต 'น ซ ึ ่ งท ั ้ ง  NF-κb (nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cell) 
และ MAPK (Mitogen activated protein kinase) pathway มีความสำคัญสำหรับการกระตุ'นการตอบสนอง

เฉียบพลันของ cytokine ได'แกC TNF-α, IL-6 และ IL-1β เปuนต'น  โดย cytokine ที่ได'กลCาวไปข'างต'นไมCได'
เปuนสารสื่อกลางการตอบสนองในการอักเสบเพียงอยCางเดียว แตCยังเปuนสารสื่อกลางในกระบวนการอื่นๆ เชCน  

(1) การเพิ่มจำนวนหรือการเจริญเติบโตของเซลล2 (Proliferation) ผCานทาง NF-κb pathway หรือ MAPK 
pathway  (2) การตายของเซลล2 (5) 
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รูปที่ 1 แสดงวิถีสัญญาณของ TLRs 
 

2. สารสื่อกลางในการอักเสบ (Inflammatory mediators) 
สารสื่อกลาง หรือ mediator ในการอักเสบมีแหลCงที่มาจากพลาสมา (plasma) โดยอยูCในรูปของสาร

ตั ้งต'น (precursor) หรือหลั ่งออกมาโดยเซลล2บางชนิด สารสื ่อกลางเหลCานี ้จะไปจับกับ receptor ซึ ่งมี
ความจําเพาะตCอกันบนเซลล2ตCางๆ ที่มีบทบาทในการอักเสบ ซึ่งจะถูกกระตุ'นให'มีปฏิกิริยาเกี ่ยว ข'องกับ
กระบวนการอักเสบได'แตกตCางกันไปตามชนิดของสารสื่อกลาง และชนิดของเซลล2ที ่เปuนเปöาหมาย pro-
inflammatory cytokines เปuนไซโตไคน2ที่มีการเหนี่ยวนำให'มีการหลั่งในภาวะที่มีการกระตุ'นระบบภูมิคุ'มกัน 

เชCน ภาวะที่มีการติดเชื้อ เชCน TNF-α, IL-6 และ IL-1β เปuนต'น    (2) anti-inflammatory cytokine เปuนไซ
โตไคน2ที่มีบทบาทในการยับยั้งการอักเสบ เปuนโมเลกุลที่ทำหน'าที่เปuน negative feedback ของแมโครฟา
จเชCน IL-10 เปuนต'น (3) chemokines เปuนกลุCมของไซโตไคน2ที่ทำหน'าที่เกี่ยวข'องกับการเคลื่อนที่ของเม็ด
เลือดขาวชนิดตCางๆ ไปยังบริเวณเนื้อเยื่อเปöาหมาย เชCน CCL5, CXCL8 เปuนต'น (22) 
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3. ภาวะ Tolerance  	
กลไกสำคัญที่สุดในการควบคุมการกระตุ'น TLR ซึ่งเปuนรูปแบบหนึ่งของ tolerance ในการแสดงออก

ซ้ำตCอ TLR ligand โดย tolerance เปuนรูปแบบความทรงจำของ macrophage ที่จะนำไปสูCการตอบสนองที่
เปลี่ยนแปลงไปตCอการกระตุ'นในรอบถัดไป บทบาทของ tolerance คือการจำกัดความเสียหายที่อาจเกิด
ขึ้นกับเนื้อเยื่อของเจ'าบ'าน ซึ่งอาจเปuนผลมาจากการผลิต pro-inflammatory cytokines เปuนเวลานาน โดย 
Tolerance ถูกเหนี่ยวนำโดย toll-like receptor (TLR) ligands (2)  

TLR-tolerance เปuนสภาวะของการตอบสนองที่เปลี่ยนแปลงไปของเซลล2ตCอการถูกกระตุ'นด'วย 
TLR ซ้ำๆ หรือเปuนเวลานาน โดยจะสังเกตได'จากจำนวนชนิดเซลล2 ได'แกC monocytes, macrophages และ 
dendritic cells เปuนต'น โดย LPS Tolerance เกิดขึ้นจากการที่เซลล2ถูกกระตุ'นด'วยไลโพโพลีแซ็กคาไรด2 
(LPS) ในปริมาณต่ำและลิแกนด2 TLRs ชนิดอื่นๆ ที่สามารถทำให'เกิดการปรับตัวของการตอบสนองระดับเซลล2
ตCอสิ่งกระตุ'นภายนอก และนำไปสูCการตอบสนองตCอการอักเสบที่ลดลงเมื่อถูกกระตุ'นซ้ำครั้งที่สอง (15) 

 ปÅจจุบันมีการรายงานถึงกลไกมากมายที่มีสCวนในการควบคุมภาวะ tolerance โดยเฉพาะอยCางยิ่ง
กลไกของวิถ ีส ัญญาณ TLR ที่ม ีบทบาทในการยับยั ้งการตอบสนองตCอการอักเสบ เม ื ่อพิจารณาถึง 
ความหลากหลายในการทำงานของยีนที่เกิดจาก TLR จึงมีงานวิจัยที่จำแนกยีนเหลCานี้ออกเปuน 2 กลุCม ได'แกC 
1. กลุCมยีน tolerizable คือกลุCมของยีนที่ไมCพบการแสดงออกหรือพบในระดับที่ลดลงในแมโครฟาจเมื่อเกิด

ภาวะ tolerance เชCน Serpine1, CD40 และ IL-1β เปuนต'น และ 2. กลุCมยีน non-tolerizable คือกลุCมของ
ยีนที่พบการแสดงออกในระดับเทCาเดิมหรือมากขึ้นในแมโครฟาจเมื่อเกิดภาวะ tolerance เชCน Marco, 
Camp และ IRAK-3 เปuนต'น (7) 
 
 ตัวอยCางทางคลินิกของภาวะ tolerance ตCอ endotoxin ในปÅจจุบันไมCเพียงแตCมีภาวะติดเชื ้อใน
กระแสเลือด (sepsis) แตCยังรวมถึงโรคอื่นๆ เชCน โรคปอดเรื้อรัง (cystic fibrosis) และภาวะหัวใจขาดเลือด
เฉียบพลัน (acute coronary syndrome) (13) ซึ่งมีอัตราการป£วยและการเสียชีวิตเพิ่มขึ้นอยCางตCอเนื่อง 
เนื่องจากการอักเสบที่ไมCสามารถควบคุมได'รCวมกับการถูกกดภูมิคุ'มกัน และปÅจจุบันทางเลือกในการรักษายังคง
มีน'อย สำหรับภาวะติดเชื้อในกระแสเลือดการสร'างภูมิคุ'มกันในผู'ป£วยติดเชื้อนับเปuนจุดสำคัญของงานวิจัยใน
ปÅจจุบัน จนถึงตอนนี้มีการเสนอกลไกมากมายเพื่ออธิบายภาวะภูมิคุ'มกันบกพรCองที่เกิดจากการติดเชื้อ ซึ่งหนึ่ง
ในนั้นคือภาวะ tolerance ตCอ endotoxin (11) 
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วัตถุประสงคAของโครงการ 

1. เพื่อศึกษาผลของการถูกกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2ของ Toll-like receptors (TLRs) ชนิดตCางๆ ตCอ
การผลิตและการหลั่งไซโตไคน2ที่เกี่ยวกับการอักเสบ 

2. เพื่อตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข'องกับภาวะ tolerance 
 
 

ประโยชนAที่คาดวMาจะไดHรับ 
1. ทราบผลของการตอบสนองตCอการกระตุ'นซ้ำโดยลิแกนด2ของ TLRs ชนิดตCางๆ ในแมโครฟาจ 
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บทที่ 2 
เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑA 

2.1 อุปกรณA 

- ต'ูบCมเซลล2ควบคุมอุณภูมิ 37 °C และปริมาณคาร2บอนไดออกไซด2 5% รCุน New Brunswick Galaxy 170s 
incubator (Eppendorf, Germany) 

- ตู'ปลอดเชื้อ biological safety cabinets ของบริษัท แล็บ ไมโคร จากัด ประเทศไทย  

- กล'องจุลทรรศน2 รุCน OLYMPUS CKX3-SLP (OLYMPUS, Japan) 

- อCางควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

- เครื่องปÅ™นเหวี่ยงสารแบบควบคุมอุณหภูมิ รุCน 5804 R (Eppendorf, Germany) 

- เครCืองปÅ™นเหวCียงสาร รCุน 5424 (Eppendorf, Germany)  

- เครCืองอCานไมโครเพลท รุCน Anthos 2010 ( Biochrom Ltd., England) 

- เครื่องผสมสาร รCุน G560E Vortex Mixer Genie 2 (Scientific Industries Inc., USA) 

- ฮีมาไซโตมิเตอร2 (ISOLAB Laborgeräte GmbH, Germany) 

- ขวดดูแรน ขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร SCHOTT DURAN® (Duran group, Germany) 

- ไมโครเพลท 48 หลุม และ 96 หลุม cell culture plate NunclonTM Delta Surface (Thermo Fisher 
Scientific, China)  

- หลอดเซนติฟõวจ2พลาสติก ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Thermo Fisher Scientific, Korea)  

- หลอดไมโครเซนติฟõวจ2พลาสติก (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Axygen, USA) 

- เซอโรโลจิคัลปõเปตต2 ขนาด 50 มิลลิลิตร (Thermo Fisher Scientific, Korea) 

- ไมโครปõเปตต2 ขนาด P2, P20, P200, P1000 (Eppendorf, Germany) 
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- ไมโครปõเปตต2 ทิป แบบมีตัวกรองและไมCมีตัวกรอง ขนาด 2 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl (Thermo 
Fisher Scientific, USA) 

- เครCือง Thermo ScientificTM NanoDropTM 2000 Spectrophotometers (Thermo Fisher 
Scientific, USA) 

- Eppendorf ThermoMixer C (Eppendorf, Germany) 

- จานเพาะเชื้อ 

- Ultra-Low Attachment 96-well plate (Corning Inc., USA) 

- เครื่องนึ่งอบฆCาเชื้อ (autoclave) รุCน SS-325 (Tomy, Japan) 

- ตู'เย็น (refrigerator) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (MITSUBISHI, Japan) 

- ตู'แชCจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (SHARP, Japan) 

- ตู'แชCจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

- เครื่องทำน้ำแข็ง รุCน OF 146 (Newton, Thailand) 

- ที่วางหลอดทดลอง (test tube rack) 

- ชุดเครื่องมือทำ agarose gel electrophoresis 

- เครื่องเพิ่มปริมาณ DNA 

- ทิปปลอด RNase (RNase-free tip) ปริมาตร 2, 20, 200 ไมโครลิตร 

- Heat block 
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2.2 เคมีภัณฑA 

- อาหารเล'ียงเซลล2 Dulbecco’s modified Eagle’s medium-high glucose medium (DMEM) 
(Hyclone, USA) 

- ฟpตัลโบไวน2ซีรัม (Fetal Bovine serum; FBS) (Gibco, USA) 

- ทริปซิน/อีดีทีเอ (Trypsin/EDTA) (Gibco, USA) 

- สีย'อมทริปแพนบลู 0.4% (Trypan blue) ของบริษัท GibcoTM Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา  

- Sodium Pyruvate (Hyclone, USA) 

- HEPES (Hyclone, USA) 

- Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) 

- Ethanol 

- DEPC water 

- Hypure water 

- Random hexamer 

- 5x Reverse transcriptase buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- dNTP mix (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Reverse transcriptase 

- RNase inhibitor 

- Chloroform 

- Isopropanol (Merck, Germany) 
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- Agarose 

- RPMI 1640 medium + L-Glutamine (Hyclone) 

- FBS qualified grade (Gibco) 

- 2-mercaptoethanol 1000x 55 mM (Gibco) 

- DMEM media high glucose + L-Glutamine (Hyclone) 

- β-estradiol 10 mM (Sigma) 

- Horse serum 

- Trizol reagent (Life Technologies, USA) 

- Lipopolysaccharide (LPS) (Invivogen, Hongkong) 

- CpG Oligodeoxynucleotide (Invivogen, Hongkong) 

- Pam3CSK4 Lot No. PMS-39-03, Cat No. tlrl-pms (Invivogen, Hongkong) 

- Poly(I:C) Lot No. PIC-39-03, Cat No. tlrl-pic (Invivogen, Hongkong) 

- Trizol reagent (Life Technologies, USA) 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

รูปที่ 1 Flow Chart แสดงขั้นตอนการทดลอง 

วิธีดำเนินการทดลอง 

1. การเลี้ยง Hoxb8 แมโครฟาจ 
 Hoxb8 macrophage เปuนแมโครฟาจที่เหนี่ยวนำการเปลี่ยนสภาพจาก progenitor cell โดยมีการ 
ตัดตCอพันธุกรรมเพื ่อให'คงสภาพความเปuน progenitor cell ไว' เพื ่อนำมาใช'เปuนเซลล2ต ั ้งต 'นในการ 
เปลี่ยนสภาพเปuนแมโครฟาจ (17) 

เพาะเลี้ยง Hoxb8 progenitors cell 0.5-1 x 106 เซลล2 ใน 10 cm non-tissue culture-treated 
petri dish ด'วย 12 มิลลิลิตร POM media ที่มี  RP-10 media, GM-CSF conditioned medium 5% และ 
β-estradiol 10 mM (2.72 mg/ml in absolute ethanol)  บCมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี
คาร2บอนไดออกไซด2 5 เปอร2เซ็นต2 โดยจะต'องพาสเซลล2ทุก ๆ 2-3 วัน โดยลอกเซลล2ด'วย 1x PBS เย็น จากนั้น
นำไปปÅ™นเหวี่ยง 500-700 rpm เปuนเวลา 5 นาที แล'วสCองนับเซลล2 (18) 
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หมายเหตุ การเตรียม GM-CSF conditioned medium ทำได'โดยเลี ้ยง B16-GMCSF ใน 10cm tissue 
culture plate ในอาหาร 10 ml DMEM complete medium ให ' ได 'จำนวนเซลล 2  0.5-1 x 106 เซลล2  
(ประมาณ 1-2 วัน) จากนั้นเก็บสCวน supernatant โดยกรองด'วย 0.2 µm พร'อมกับเปลี่ยน media บCมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคาร2บอนไดออกไซด2 5 เปอร2เซ็นต2 เปuนเวลา 24 ชั่วโมง แล'วเก็บสCวน 
supernatant อีกครั้ง 
 
การเปลี่ยนสภาพของแมโครฟาจ 

นำ Hoxb8 progenitors cell ใน 10 cm non-tissue culture-treated petri dish มาลอกเซลล2
ด'วย 1x PBS เย็น แล'วปÅ™นเหวี่ยง 500-700 rpm เปuนเวลา 5 นาที จากนั้น seed 1 x 106  เซลล2ลงใน10 cm 
non-tissue culture-treated petri dish ที่มี 12 ml M diff media (RP-10 medium, M-CSF conditioned 
medium 10%, Horse serum) บCมที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที ่ม ีคาร2บอนไดออกไซด2 5 
เปอร2เซ็นต2 เปuนเวลา 4 วัน หลังจากนั้นเปลี่ยน media อีกครั้ง แล'วบCมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ
ที่มีคาร2บอนไดออกไซด2 5 เปอร2เซ็นต2 เปuนเวลา 4 วัน Hoxb8 progenitors cell จะ differentiation เปuน 
macrophage และพร'อมใช'งานหลังจากผCานไป 8 วัน (18) 
หมายเหตุ การเตรียม M-CSF conditioned medium ทำโดยเลี้ยงเซลล2 L929 ใน 10cm tissue culture 
plate ในอาหาร 10 ml DMEM complete medium ให'ได'จำนวนเซลล2 3 x 106 เซลล2 (ประมาณ 4 วัน) 
จากนั้นเก็บสCวน supernatant โดยกรองด'วย 0.2 µm พร'อมกับเปลี่ยน media บCมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในสภาวะที่มีคาร2บอนไดออกไซด2 5 เปอร2เซ็นต2 เปuนเวลา 24 ชั่วโมง แล'วเก็บสCวน supernatant อีก
ครั้ง 
 

2. การกระตุHนแมโครฟาจดHวย PAMPs โดยใชH Toll-like receptor (TLRs) ชนิดตMางๆ 

กระตุ'นแมโครฟาจที่ differentiation แล'วด'วย PAMPs โดยใช' Toll-like receptor (TLRs) ชนิดตCางๆ 
โดยแบCงเซลล2ออกเปuน 3 กลุCม ได'แกC กลุCมที่ได'รับการกระตุ'นเฉียบพลัน (Acute stimulated macrophage), 
ได'รับการกระตุ'นซ้ำ (Restimulated macrophage) และไมCได'รับการกระตุ'น (Naïve Macrophage) โดยกลุCม
ที ่ได'ร ับการกระตุ 'นซ้ำ (Restimulated macrophage) ครั ้งที ่ 1 จะเปuนการกระตุ 'นเฉียบพลัน  (Acute 
stimulation) และครั้งที่ 2 เปuนการกระตุ'นซ้ำอีกครั้ง (Restimulation) ซึ่งจะกระตุ'นด'วย TLRs ที่แตกตCางกัน 
4  ชน ิด  ได ' แก C  Lipopolysaccharides (LPS), CpG Oligodeoxynucleotide (CpG),  Pam3CysSerLys4 
(Pam3CSK4) และ Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C)) ดังตารางที่ 2.1  
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ตารางที่ 2.1 การกระตุ'นแมโครฟาจด'วย PAMPs โดยใช' Toll-like receptor (TLRs) ชนิดตCางๆ 

 

หลังจาก 24 ชั่วโมงจากการกระตุ'นครั้งที่ 1 นำอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากนั้นล'างเซลล2 2 ครั้งด'วย 
sterile PBS พักเซลล2ในอาหารเลี้ยงเชื้อใหมCเปuนเวลา 1 ชั่วโมง กCอนทCีจะกระตุ'นครั้งที่ 2 เปuนเวลา 4 ชั่วโมง 
เก็บ culture supernatant และนำไปปÅ™นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลซียส 1000 rpm จากนั้นเก็บที่ -20 
องศาเซลเซียส เพื่อใช'ในการทดลองตCอไป 

 

 

 

การทดลอง กระตุHนครั้งที่ 1 กระตุHนครั้งที่ 2 
1 LPS (100 ng/ml) LPS (10 ng/ml) 
2 LPS (100 ng/ml) CpG (500 ng/ml) 
3 LPS (100 ng/ml) Pam3CSK4 (1 μg/ml) 
4 LPS (100 ng/ml) poly(I:C) (100 μg/ml) 
5 CpG (500 ng/ml) LPS (10 ng/ml) 
6 CpG (500 ng/ml) CpG (500 ng/ml) 
7 CpG (500 ng/ml) Pam3CSK4 (1 μg/ml) 
8 CpG (500 ng/ml) poly(I:C) (100 μg/ml) 
9 poly(I:C) (100 μg/ml) LPS (10 ng/ml) 

10 poly(I:C) (100 μg/ml) CpG (500 ng/ml) 

11 poly(I:C) (100 μg/ml) Pam3CSK4 (1 μg/ml) 
12 poly(I:C) (100 μg/ml) poly(I:C) (100 μg/ml) 
13 Pam3CSK4 (1μg/ml) LPS (10 ng/ml) 

14 Pam3CSK4 (1μg/ml) CpG (500 ng/ml) 

15 Pam3CSK4 (1μg/ml) Pam3CSK4 (1 μg/ml) 
16 Pam3CSK4 (1μg/ml) poly(I:C) (100 μg/ml) 
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3. การสกัด RNA, การสรHาง cDNA และตรวจวัดการแสดงออกของยีนดHวยเทคนิค RT PCR 
นำเซลล2ที่ได'รับการกระตุ'นเฉียบพลัน หรือได'รับการกระตุ'นซ้ำ และไมCได'รับการกระตุ'น มาตรวจการ

แสดงออกของยีนเปöาหมาย ได'แกC Inflammatory gene คือ IL-1β และ antimicrobial gene คือ Marco และ 
Serpine1 ด'วยวิธี RT-PCR  

 การสกัด RNA  

นำเซลล2ที่ได'จากขั้นตอนที่ 2 มาสกัดอาร2เอ็นเอโดยใช' Trizol reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตCอ
หลุม ทิ้งไว'ที่อุณหภูมิห'อง 5 นาที เติม Chloroform ปริมาตร 80 ไมโครลิตร เขยCาและตั้งทิ้งไว'ที่อุณหภูมิห'อง
ประมาณ 2-3 นาที จนแยกชั้น จากนั้นนำไปปÅ™นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที 
ถCายสCวนใสซึ่งเปuนสCวนของอาร2เอ็นเอไปยังหลอดไมโครเซนติฟõวจ2ใหมC เติม isopropanol 200 ไมโครลิตรตCอ
หลอดไมโครเซนติฟõวจ2 ทิ้งไว'ที่อุณหภูมิห'อง 10 นาที จากนั้นนำไปปÅ™นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 10 นาที จะเห็นตะกอนอาร2เอ็นเอเปuนลักษณะคล'ายเจลใสอยูCใต'หลอดไมโครเซนติฟõวจ2 นำสCวน 
supernatant ทิ้ง แล'วซับด'วยกระดาษให'แห'ง ล'างตะกอนอาร2เอ็นเอด'วย 75% เอทานอล 400 ไมโครลิตรตCอ
หลอดไมโครเซนติฟõวจ2 นำไป vortex แล'วปÅ™นเหวี่ยงที่ 7,500 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที ทิ้งสCวน 
supernatant ซับด'วยกระดาษแล'วปลCอยให'แห'ง 5-10 นาที จากนั ้นละลายตะกอนด'วยน้ำ DEPC 20 
ไมโครลิตร ดีดๆให'อาร2เอ็นเอผสมกัน แล'วนำไปบCมใน heat block ที่ 60 องศาเซลเซียส เปuนเวลา 15 นาที  

การสรHาง cDNA 

นำอาร2เอ็นเอที่ได'ไปทำปฏิกิริยา reverse transcription เพื่อเปลี่ยนเปuน cDNA โดยนำอาร2เอ็นเอมาวัด
ความเข'มข'นด'วย Nanodrop และคำนวณเพื่อให'ได'ปริมาตรสำหรับอาร2เอ็นเอ 500 นาโนกรัม จากนั้นผสมกับ 
random hexamer 0.5 ไมโครลิตร เติมน้ำ DEPC ให'ได'ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร นำไปบCมที่ 65 องศา
เซลเซ ียส 5 นาท ี  จากน ั ้น เต ิม 5x Reverse transcriptase buffer, 10mM dNTP, เอนไซม 2  reverse 
transcriptase (RTase) และสารยับยั้งเอนไซม2 RNase ตามตารางที่ 3.1 จากนั้นดำเนินปฏิกิริยา Reverse 
transcription และนำ cDNA ที่ได'ไปทำปฏิกิริยา PCR โดยใช'สารละลายที่ใช'เปuนสCวนผสมในตารางที่ 3.2 และ
ไพรเมอร2ตCอยีน IL-1β, Marco และ Serpine1 ซึ ่งเปuนยีนเปöาหมายที่เกี ่ยวข'องกับการอักเสบและภาวะ 
tolerance ตามที่ได'แสดงในตารางที่ 3.3 จากนั้นนำ cDNA ที่ได'มาทำ agarose gel electrophoresis โดย
นำ cDNA 3  ไมโครลิตร มาผสมกับ Gel red 1 ไมโครลิตร และ Hypure water 2 ไมโครลิตร และหยอดลง
ใน 2% agarose gel และแยก DNA ด'วยกระแสไฟฟöาคงที่ 100 มิลลิโวลต2 30 นาที และนำไปตรวจสอบด'วย
การสCองกับ UV 
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ตารางที่ 3.1 สารละลายที่ใช'เปuนสCวนผสมในการทำปฏิกิริยา Reverse transcription 

 

 

 

ตารางที่ 3.2 สารละลายที่ใช'เปuนสCวนผสมในการทำปฏิกิริยา PCR 
  

 
 
 
 
 

สCวนประกอบ ปริมาตรตCอ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

5x Reverse transcriptase buffer 4 

10 mM dNTP mix 2 

Reverse transcriptase 1 

RNase inhibitor 0.5 

สCวนประกอบ ปริมาตรตCอ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

Emerald 12.5 

10 mM Forward primer 0.5 

10 mM Reverse primer 0.5 

Hypure water 10.5 

cDNA 1.0 
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ตารางที่ 3.3 ไพรเมอร2ที่ใช'ในการทำปฎิกิริยา PCR 

 
การคำนวณความเขHมของแถบผลิตภัณฑA PCR 
 ความเข'มของแถบผลิตภัณฑ2 PCR จากการทำ gel electrophoresis จะถูกวัดโดยใช'โปรแกรม 
ImageJ (NIH, USA) ตามวิธีอ'างอิงจาก Diamantina Institute ของ The University of Queensland (20)  
โดยสร'างพื้นที่ปõดรอบแถบผลิตภัณฑ2 PCR ที่สนใจ จากนั้นวัดความเข'มของแถบโดยโปรแกรมจะแสดงผลในรูป
ฮิสโตแกรม (Histogram) โดยอ'างอิงจากจำนวนพิกเซล (pixel) ที่อยูCภายในพื้นที่ปõดล'อมที่สร'างขึ้น คำนวณ
พื้นที่ใต'กราฟของฮิสโตแกรม และนำพื้นที่ใต'กราฟของแถบผลิตภัณฑ2 PCR ที่สนใจ หารด'วยพื้นที่ใต'กราฟของ
แถบผลิตภัณฑ2 PCR ควบคุมของชุดการทดลองเดียวกัน จะได'สัดสCวนความเข'มของแถบผลิตภัณฑ2 PCR ในชุด
การทดลองเดียวกัน จากนั้นนำสัดสCวนที่ได'จากแตCละชุดการทดลองหารด'วยสัดสCวนความเข'มของแถบ
ผลิตภัณฑ2 PCR ของชุดการทดลองควบคุม 
 
วิเคราะหAผลการทดลองดHวยวิธีทางสถิติ  

ผลการทดลองถูกแสดงในรูปของคCาเฉลี่ยและสCวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน นำข'อมูลมาวิเคราะห2ทางสถิติโดยใช' 
unpaired t-test ด'วยโปรแกรม Graphpad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, USA) โดย * แทนข'อมูล
ของชุดทดลองมีความแตกตCางอยCางมีนัยสำคัญ p < 0.05, ** แทน p < 0.01 และ *** แทน p < 0.001 เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

ยีน ลำดับนิวคลีโอไทด2 (5’-3’) 
F: Forward, R: Reverse 

Annealing 
temperature 

(องศา
เซลเซียส) 

ขนาดของ
ผลิตภัณฑ2 PCR 

(bp) 

β-actin F: ACCAACTGGGACGACATGGAG 
R: GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

55.0 385 

IL-1β F: AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG 
R: TGGAGAACACCACTTGTTGCTCCA 

53.0 198 

Marco F: GAAGACTTCTTGGGCAGCAC 
R: CTTCTTGGGCACTGGATCAT 

62.0 295 

Serpine1 F: TCATCAATGACTGGGTGGAA 
R: TGCTGGCCTCTAAGAAAGGA 

62.0 492 
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4. ตรวจวัดระดับปริมาณ TNF-α และ IL-6 โดยวิธี ELISA 

ตรวจวัดระดับปริมาณ TNF-α และ IL-6 โดยใช' 96-well plate และให'แตCละหลุมมีเซลล2ประมาณ 
200,000 เซลล2 มาบCมรวมกับตัวกระตุ'นเซลล2 PAMPs โดยใช' Toll-like receptor (TLRs) ชนิดตCางๆ ได'แกC 
LPS, CpG DNA, Pam3CSK4 และ Poly(I:C) เปuนระยะเวลา 24 ชั่วโมง นำน้ำเลี้ยงเซลล2มาทำ ELISA  เพื่อ

ตรวจวัดระดับปริมาณ TNF-α โดย Mouse TNF-α ELISA Max Deluxe (Biolegend, San Diego, CA, 
USA) และตรวจวัดระดับปริมาณ IL-6 โดย Mouse IL-6 ELISA MAX Deluxe (Biolegend, San Diego, CA, 
USA) แ ล ' ว ว ั ด ค C า  absorbance ด ' ว ย  microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA) ที ่ความยาวคลื่น 450 nm และ 620 nm คCา absorbance ที ่ได'จะสามารถนำไป

คำนวณหาระดับปริมาณ TNF-α และ IL-6 โดยคำนวณจาก standard curve ที่ทราบความเข'มข'น 

 
วิเคราะหAผลการทดลองดHวยวิธีทางสถิติ  
 ใช'วิธีวิเคราะห2แบบ paired t-test เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับชุดควบคุมผลลบ วิเคราะห2ทาง
สถิติแบบ Spearman’s correlation และพิจารณาผลการทดลองมีความแตกตCางอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
โดยที่ * แทนข'อมูลของชุดทดลองมีความแตกตCางอยCางมีนัยสำคัญ p < 0.05,  ** แทน p < 0.01 และ *** 
แทน p < 0.001 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. ผลของการกระตุ HนแมโครฟาจดHวยลิแกนดAของ Toll-like receptor ชนิดตMางๆ ตMอการผลิต  
TNF-α และ IL-6 
 

A 
  
 

 
 

 
 
 
B 

   
 
 
 
 

 
 
รูปที่1 ผลของการผลิต TNF-α และ IL-6 เมื่อกระตุHนครั้งแรกดHวย LPS (100 ng/ml) (A) ระดับ

ปริมาณ TNF-α ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ (B) ระดับปริมาณ IL-6  ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ 
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เมื่อกระตุ'นแมโครฟาจด'วยลิแกนด2ของ Toll-like receptor (TLR) ชนิดตCางๆ แล'วตรวจวัดระดับ
ปริมาณ TNF-α และ IL-6 ด'วย ELISA จากผลการทดลองแสดงให'เห็นวCาเมื่อเปรียบเทียบกับแมโครฟาจไมCได'
รับการกระตุ'น  แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นเฉียบพลันด'วย LPS (100 ng/ml) กระตุ'นการผลิต TNF-α และ 
IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 1A,1B) แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'น
ด'วย LPS (100 ng/ml) และครั ้งที่ 2 กระตุ'นด'วย TLRs ที ่แตกตCางกัน (ดังตารางที่ 2.1 การทดลอง 1-4)  
สCงผลให'มีการผลิต TNF-α และ IL-6 ลดลงอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 1A,1B) แสดงให'เห็นวCา
เกิดภาวะ tolerance จากการกระตุ'นด'วย LPS สำหรับ TNF-α และ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

A 
 
 
 
 
 
 
 

 

B 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปที่2 ผลของการผลิต TNF-α และ IL-6 เมื่อกระตุHนครั้งแรกดHวย CpG (500 ng/ml) (A) ระดับ

ปริมาณ TNF-α ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ (B) ระดับปริมาณ IL-6  ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ 

0

50

100

150

200

250

300

uns
tim

ula
tion

Medi
a/C

pG 
(co

ntr
ol)

CpG
/Cp

G
CpG

/LP
S

CpG
/Po

ly(I
:C)

CpG
/Pa

m

TN
Fa

lph
a (

pg
/m

l)

0

50

100

150

200

250

300

Unst
imula

tion

Medi
a/C

pG

CpG
/Cp

G

CpG
/Pa

m

CpG
/P(

I:C)

CpG
/LP

S

IL-
6 (

pg
/m

l)

* * 
* * 

* 

* 

* 

* 



18 
 

เมื่อเปรียบเทียบกับแมโครฟาจที่ไมCได'รับการกระตุ'น แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นเฉียบพลันด'วย 

CpG (500 ng/ml) กระตุ 'นการผลิต TNF-α และ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 2A,2B) 
แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย TLRs 

ที่แตกตCางกัน (ดังตารางที่ 2.1 การทดลอง 5-8)  สCงผลให'มีการผลิต TNF-α ลดลงอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(p<0.05) (รูป 2A) แสดงให'เห็นวCาเกิดภาวะ tolerance จากการกระตุ'นด'วย CpG สำหรับ TNF-α อยCางมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย CpG (500 
ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย TLRs ที่แตกตCางกัน (ดังตารางที่ 2.1 การทดลอง 5-8)  สCงผลให'มีการผลิต 
IL-6 ลดลงอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 2A) ยกเว'นแมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 
กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย LPS (10 ng/ml) สCงผลให'มีการผลิต IL-6 เพิ่มขึ้น
อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 2B) แสดงให'เห็นวCาไมCเกิดภาวะ tolerance จากการกระตุ'นครั้งที่ 1 
ด'วย CpG และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย LPS สำหรับ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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A 
 
 
 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่3 ผลของการผลิต TNF-α และ IL-6 เมื่อกระตุHนครั้งแรกดHวย Poly(I:C) (100 μg/ml)  (A) 

ระดับปริมาณ TNF-α ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ (B) ระดับปริมาณ IL-6  ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ 

 
เมื่อเปรียบเทียบกับแมโครฟาจไมCได'รับการกระตุ'น แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นด'วย Poly(I:C) (100 

μg/ml) กระตุ'นการผลิต TNF-α และ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 3A,3B) แมโครฟาจที่

ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั ้งที่ 1 กระตุ'นด'วย Poly(I:C) (100 μg/ml) และครั ้งที่ 2 กระตุ'นด'วย TLRs ที่

แตกตCางกัน (ดังตารางที่ 2.1 การทดลอง 9-12) สCงผลให'มีการผลิต TNF-α และ IL-6 ลดลงอยCางมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) (รูป 3A,3B) แสดงให'เห็นวCาเกิดภาวะ tolerance จากการกระตุ'นด'วย Poly(I:C) สำหรับ 

TNF-α และ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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      A 
 
 
 
 
 
 
 

      B  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่4 ผลของการผลิต TNF-α และ IL-6 เมื่อกระตุHนครั้งแรกดHวย Poly(I:C) (100 μg/ml)  (A) 

ระดับปริมาณ TNF-α ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ (B) ระดับปริมาณ IL-6  ที่ผลิตจาก Hoxb8 แมโครฟาจ 

 
เมื่อเปรียบเทียบกับแมโครฟาจไมCได'รับการกระตุ'น แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นเฉียบพลันด'วย 

Pam3CSK4 (1μg/ml) กระตุ'นการผลิต TNF-α และ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 4A,4B) 

แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย Pam3CSK4 (1μg/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย 

TLRs ที่แตกตCางกัน (ดังตารางที่ 2.1 การทดลอง 13-16) สCงผลให'มีการผลิต TNF-α และ IL-6 ลดลงอยCางมี
น ัยสำคัญทางสถิต ิ (p<0.05) (ร ูป 4A,4B) แสดงให'เห ็นว Cาเก ิดภาวะ tolerance จากการกระตุ 'นด'วย 

Pam3CSK4 สำหรับ TNF-α และ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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2. ผลของภาวะ tolerance ตMอการแสดงออกของยีนเปíาหมายที่เกี่ยวขHองกับการอักเสบ และการ
ตHานจุลินทรียAดHวยวิธี RT-PCR 
 
จากผลการทดลองที่1 ที่แสดงผลของการกระตุ'นแมโครฟาจด'วยลิแกนด2ของ Toll-like receptor 

(TLR) ชนิดตCางๆ ตCอการผลิต TNF-α และ IL-6 พบวCาการกระตุ'นแมโครฟาจด'วยลิแกนด2ของ TLRs ทุกชนิด 

ได'แกC TLR2, TLR3, TLR4 และ TLR9 สCงผลให'มีการผลิต TNF-α และ IL-6 ลดลงอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p<0.05) แสดงให'เห็นวCาเกิดภาวะ tolerance จากการกระตุ'นด'วย TLRs ทุกชนิด ยกเว'นแมโครฟาจที่ได'รับ
การกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย LPS (10 ng/ml) สCงผล
ให'มีการผลิต IL-6 เพิ่มขึ้นอยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 2B) แสดงให'เห็นวCาไมCเกิดภาวะ tolerance 
จากการกระตุ'นครั้งที่ 1 ด'วย CpG และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย LPS สำหรับ IL-6 อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  

 
นำแมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'น

ด'วย LPS (10 ng/ml) ที่แสดงให'เห็นวCาไมCเกิดภาวะ tolerance มาเปรียบเทียบกับแมโครฟาจที่ได'รับการ
กระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย LPS (100 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) ที่แสดงให'
เห็นวCาเกิดภาวะ tolerance โดยนำแมโครฟาจจากทั้ง 2 การทดลอง มาสกัด RNA นำไปผCานกระบวนการ 

reverse transcription และ PCR โดยใช'ไพรเมอร2ตCอยีน IL-1β, Marco และ Serpine1 ซึ่งเปuนยีนเปöาหมาย
ที่เกี่ยวข'องกับการอักเสบและการต'านจุลินทรีย2 พบวCายีน IL-1β และ Serpine1  มีการแสดงออกที่ลดลงทั้งใน
แมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย LPS (100 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย CpG 
(500 ng/ml) และแมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) และครั้งที่ 2 
กระตุ'นด'วย LPS (10 ng/ml) (รูป 5B,5D) ในขณะที่ยีน Marco มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเล็กน'อยในแมโครฟาจ
ที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำโดยครั้งที่ 1 กระตุ'นด'วย CpG (500 ng/ml) และครั้งที่ 2 กระตุ'นด'วย LPS (10 ng/ml) 
(รูป 5C) 
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A           B  
 
 
 
IL-1β 
 

Marco 
 
Serpine1	 
  
β-actin 

 
C       D 

 
รูปที่5 การแสดงออกของยีน IL-1β, Marco และ Serpine1 ในแมโครฟาจที่ไดHรับการกระตุHนซ้ำ 

(A) วัดระดับการแสดงออกของยีน IL-1β, Marco และ Serpine1 ในแมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นซ้ำด'วยวิธี 
PCR เทียบกับแมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'นเฉียบพลัน โดยแสดงคCาเฉลี่ยและสCวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ
สัดสCวนความเข'มของแถบผลิตภัณฑ2 PCR เฉลี่ยของยีน (B)  IL-1β, (C) Marco และ (D) Serpine1 ตCอยีน β-

actin 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 
 ในอดีตงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับภาวะ tolerance ตCอเอ็นโดท็อกซิน (endotoxin) สCวนใหญCใช' LPS 
ในการดำเนินการทดลอง โดยงานวิจัยในชCวงแรกได'ศึกษาผลของภาวะ tolerance ตCอเอ็นโดท็อกซินภายใน
รCางกาย (in vivo) และอาศัยการตอบสนองของผู'ป£วยเปuนข'อมูลสำหรับการตอบสนองตCอเอ็นโดท็อกซิน จึง
นำไปสูCแนวคิดที่วCาภาวะ tolerance เปuนภาวะที่รCางกายมีการตอบสนองน'อยลงเนื่องจากความไวตCอเอ็นโดท็
อกซิน อยCางไรก็ตามได'มีรายงานระบุวCาเนื่องจากปÅจจัยที่เปuนสื่อกลางในการตอบสนองตCอการอักเสบโดย
ธรรมชาติทำให'ภาวะ tolerance เปuนภาวะของการตอบสนองที่เปลี่ยนแปลงไปตCอการถูกกระตุ'น มากกวCาการ
ตอบสนองที่ลดลงตCอสิ่งเร'าเพียงอยCางเดียว โดยการวิเคราะห2การแสดงออกของยีนในเบื้องต'นของภาวะ 
tolerance ที่ถูกกระตุ'นด'วย LPS ในแมโครฟาจพบวCา LPS-inducible gene สCวนใหญCที่เกี ่ยวข'องกับการ
ตCอต'านการอักเสบและการตCอต'านจุลินทรีย2 ไมCถูกยับยั้งในภาวะ LPS tolerance (13) จึงเปuนที่นCาสังเกตวCา
การวิเคราะห2การแสดงออกของยีนแบบเดียวกันไมCได'ถูกนำไปใช'ในภาวะ tolerance ที่เกิดจากการที่เซลล2ถูก
กระตุ'นด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิดอื่นๆ ดังนั้นข'อมูลของภาวะ tolerance ที่เกิดจากการกระตุ'นโดยลิแกนด2  TLR 
จำเพาะจึงยังคงไมCชัดเจน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค2เพื่อศึกษาผลของการกกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิด
ต C า งๆ  ได ' แก C  TLR4 ท ี ่ ม ี ล ิ แกนด 2 เป uน  Lipopolysaccharides (LPS), TLR9 ท ี ่ ม ี ล ิ แกนด 2 เป uน  CpG 
Oligodeoxynucleotide (CpG), TLR2 ที ่มีลิแกนด2เปuน Pam3CysSerLys4 (Pam3CSK4)  และ TLR3 
ที่มีลิแกนด2เปuน Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C)) ตCอการผลิตและการหลั่งไซโตไคน2ที่เกี่ยวข'อง
กับการอักเสบ และเพื่อวิเคราะห2การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข'องกับภาวะ tolerance ใน Hoxb8 แมโครฟาจ 
ซึ่งข'อมูลจากงานวิจัยนี้จะแสดงให'เห็นถึงภาวะ tolerance ที่เกิดจากการกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2 TLRs ชนิด
ตCางๆ ได'แกC TLR2, TLR3, TLR4 และ TLR9 นั ้นมีรูปแบบการแสดงออกของไซโตไคน2ที ่หลากหลายและ
แตกตCางกัน 
 
 งานวิจัยนี้ได'ดำเนินการทดลองโดยใช'แมโครฟาจของหนู (Hoxb8 macrophage) ซึ่งเปuนแมโครฟาจ 
ที่เหนี่ยวนำการเปลี่ยนสภาพจาก progenitor cell โดยมีการตัดตCอพันธุกรรมเพื่อให'คงสภาพความเปuน 
progenitor cell ไว' เพาะเลี้ยงเซลล2เพื่อนำมาใช'เปuนเซลล2ตั้งต'นในการเปลี่ยนสภาพเปuนแมโครฟาจ (17) 
จากนั้นเปลี่ยนสภาพเซลล2ให'เปuนแมโครฟาจโดยใช' M-CSF conditioned medium (18) แล'วกระตุ'นให'เกิด
ภาวะ tolerance ด'วย TLRs ชนิดตCางๆ โดยการกระตุ'นเซลล2ควรเกิดขึ้นโดยปราศจากปÅจจัยการเจริญเติบโต 
(growth factor) และบCงชี้ให'เห็นวCาแมโครฟาจไมCเคยได'รับการกระตุ'น และแมโครฟาจที่ได'รับการกระตุ'น
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เฉียบพลัน ไมCเคยถูกลดการแสดงออกของการตอบสนองมากCอน จากนั้นตรวจวัดระดับไซโตไคน2ที่เกี่ยวข'องกับ
การอักเสบโดย ELISA  และตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนเปöาหมายด'วยเทคนิค RT-PCR  
 

 จากงานวิจัยกCอนหน'านี้ที่ได'มีการอธิบายถึงบทบาทความสำคัญของปÅจจัยในการถอดรหัส NF-κB วCา
เปuนตัวขับเคลื่อนยีนที่ทำให'เกิดการอักเสบที่ลดลงของ TLRs ทุกชนิด (5) และได'แสดงให'เห็นถึงความสำคัญ

ของ NF-κB ตCอการเหนี่ยวนำให'เกิดภาวะ tolerance (19)  ซึ่งสอดคล'องกับข'อมูลจากงานวิจัยนี้ที่แสดงให'
เห็นวCายีนที่ถูกลดการแสดงออกระหวCางภาวะ tolerance เปuนยีนที่เกี่ยวข'องกับวิถีสัญญาณ NF-κB  การ
แสดงออกที ่ลดลงของไซโตไคน2ที ่เกี ่ยวข'องกับการอักเสบ เปuนคุณลักษณะเฉพาะอยCางหนึ ่งของภาวะ 
tolerance ที่เกิดจากการถูกกระตุ'นด'วย LPS อยCางไรก็ตามงานวิจัยนี้ได'แสดงให'เห็นวCาแมโครฟาจที่เกิดภาวะ 

tolerance จะมีการผลิต TNF-α ลดลงจากการถูกกระตุ'นซ้ำตามลำดับด'วยทุกลิแกนด2 TLRs ในขณะที่ไซโต
ไคน2ที่มีความสำคัญอีกหนึ่งชนิดคือ IL-6 จะเห็นวCามีระดับการผลิตที่ลดลงจากการถูกกระตุ'นซ้ำตามลำดับด'วย
ทุกลิแกนด2 TLRs ยกเว'นการกระตุ'นครั้งที่ 1 ด'วย TLR9 ที่มีลิแกนด2เปuน CpG Oligodeoxynucleotide 
(CpG) แล'วกระตุ'นครั้งที่ 2 ด'วย TLR4 ที่มีลิแกนด2เปuน Lipopolysaccharides (LPS) ที่มีระดับ IL-6 เพิ่มขึ้น
อยCางมีนัยสำคัญทางสถิติ    ดังนั้น แม'วCาโดยทั่วไปลิแกนด2 TLRs แตCละชนิดจะสามารถลดระดับการแสดงออก
ของไซโตไคน2ที่ทำให'เกิดการอักเสบในเซลล2ที่เกิดภาวะ tolerance ได' แตCไมCใชCไซโตไคน2ทุกชนิดที่จะถูกลดการ
แสดงออก นอกจากนี้ยังมีรูปแบบการแสดงออกของไซโตไคน2ที่หลากหลายผCานการถูกกระตุ'นด'วย TLRs ชนิด
ตCางๆ ในภาวะ tolerance ซึ่งปÅจจุบันยังไมCเปuนที่ทราบชัดเจนถึงการควบคุมรูปแบบการแสดงออกของไซโต
ไคน2 ที่จำเพาะตCอ TLRs แตCละชนิด อยCางไรก็ตามการเหนี่ยวนำให'เกิดการตอบสนองที่แตกตCางกันตCอ TLRs 
แตCละชนิดอาจแสดงถึงกลไกที่เปuนไปได'ตCอไป ดังนั้นข'อมูลจากงานวิจัยนี้จึงแสดถึงผลที่จำเพาะของภาวะ 
tolerance ตCอ TLRs ชนิดตCางๆ ได'แกC TLR2, TLR3, TLR4 และ TLR9  โดยผลทางภูมิคุ'มกันวิทยาตCอรูปแบบ
การแสดงออกที่จำเพาะของระดับไซโตไคน2ยังคงต'องการการศึกษาและวิจัยเพิ่มเติม 

 
 รูปแบบที่แตกตCางกันของการแสดงออกของไซโตไคน2ในแมโครฟาจที่เกิดภาวะ tolerance ตCอลิ
แกนด2 TLRs ชนิดตCางๆ ที่พบในงานวิจัยนี้อาจจสอดคล'องกับปรากฏการณ2ที่ได'มีการกำหนดไว'เมื่อไมCนานมานี้ 
คือการฝºกภูมิคุ'มกันโดยกำเนิด (innate immune training) การฝºกภูมิคุ'มกันโดยกำเนิดได'รับการนิยามวCาเปuน
การเพิ่มความสามารถในการปöองกันตัวเองของเจ'าบ'านโดยกำเนิดเมื่อมีการติดเชื้อซ้ำด'วยเชื้อชนิดเดียวกันหรือ
ตCางกัน การฝºกภูมิคุ'มกันโดยกำเนิดถูกมองวCาเปuภาวะที่แยกกันกับภาวะ tolerance ที่มีความเกี่ยวข'องกับการ
กดการตอบสนองตCอการอักเสบ (3) โดยงานวิจัยนี้อาจชี้ให'เห็นวCาการศึกษาผลของการกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2 
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TLRs ที่แตกตCางกันเพียงอยCางเดียวอาจเรียบงCายเกินไปสำหรับการจัดหมวดหมูCภาวะของแมโครฟาจ  ข'อมูล
จากงานวิจัยนี้สามารถอธิบายถึงคุณสมบัติของภาวะ tolerance ได'เพียงเบื้องต'น เนื่องจากมีการใช'จำนวน
พารามิเตอร2ในการวิเคราะห2ที ่จำกัด ดังนั ้นควรพิจารณาถึงบทบาทและคุณสมบัติของภาวะ tolerance 
เพิ่มเติมในระดับยีนที่มีความจำเพาะ ซึ่งนCาจะสะท'อนให'เห็นถึงผลลัพธ2ที่ซับซ'อนของภาวะ tolerance ใน
แมโครฟาจตCอการถูกกระตุ'นด'วย TLRs แตCละชนิดเพิ่มเติมจากงานวิจัยนี้ได'ดียิ่งขึ้น 
 

โดยสรุปงานวิจัยนี้ได'ศึกษาผลของการถูกกระตุ'นซ้ำด'วยลิแกนด2ของ Toll-like receptors (TLRs) 
ชนิดตCางๆ ได'แกC TLR2, TLR3, TLR4 และ TLR9 ตCอการผลิตและการหลั่งไซโตไคน2ที่เกี่ยวข'องกับการอักเสบ 
และตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี ่ยวข'องกับภาวะ tolerance ซึ ่งแสดงให'เห็นถึงรูปแบบการ
แสดงออกของระดับไซโตไคน2ที่แตกตCางกันในแมโครฟาจที่ถูกกระตุ'นอยCางจำเพาะด'วย TLRs ชนิดตCางๆ และ
ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข'องกับภาวะ tolerance ที่แตกตCางกัน ซึ่งรูปแบบการแสดงออกที่แตกตCาง
กันเหลCานี้เกี่ยวข'องกับการตอบสนองอยCางจำเพาะตCอการถูกกระตุ'น และอาจมีความเกี่ยวเนื่องกับการฝºก
ภูมิคุ'มกันโดยกำเนิดที่ยังต'องศึกษาและพัฒนาตCอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 
 

1. อาหารเลี้ยงเซลล2 10% FBS DMEM (40 ml) 
DMEM        40  มิลลิลิตร 
Fetal Bovine Serum      4  มิลลิลิตร 
Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)  0.4  มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate      0.4  มิลลิลิตร 
ยาปฎิชีวนะ Penicillin/Streptomycin    0.4  มิลลิลิตร 

 
2. อาหารเลี้ยงเซลล2 RP-10 

RPMI 1640 medium + L-Glutamine    40 มิลลิลิตร 
FBS qualified grade        4 มิลลิลิตร 
2-mercaptoethanol 1000x 55 mM    0.0363 มิลลิลิตร 
DMEM media high glucose + L-Glutamine    0.4 มิลลิลิตร 
 

3. อาหารเลี้ยงเซลล2 Progenitor Outgrowth (POM) 
RP-10 media       40 มิลลิลิตร 
GM-CSF conditioned medium     2 มิลลิลิตร  
β-estradiol 10 mM (2.72 mg/ml in absolute ethanol) 0.004 มิลลิลิตร 

 
4. Phosphate Buffer Saline (PBS) ความเปuนกรด-ดCาง 7.4  

โซเดีมคลอไรด2 (NaCl)      8  กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด2 (KCl)     0.2  กรัม 

ไดโซไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 ∙ 2H2O)   1.44  กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.24  กรัม 
น้ำกลั่น        1  ลิตร 

*ปรับคCาความเปuนกรด-ดCางเปuน 7.4 ด'วยกรดไฮโดรคลอริก ความเข'มข'น 1 โมลาร2 หรือโซเดียมไฮดรอกไซด2 
นำไปนึ่งฆCาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด2ตCอตารางนิ้ว เปuนเวลา 15 นาที 
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5. Freezing media (1,000 μl)  
10% FBS DMEM     900  ไมโครลิตร 
DMSO       100  ไมโครลิตร 

 
6. 95% Ethanol (100 ml) 

Absolute ethanol      95 มิลลิลิตร 
น้ำกลั่น       5 มิลลิลิตร 
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