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Phthiocol (Pht) is a quinoid pigment found in the lipid layer of 
Mycobacterium tuberculosis cell wall. Phthiocol is a ligand of aryl hydrocarbon 
receptor (AhR) which expressed in various immune cells, including dendritic cell and 
macrophage. At present, there are a few data of the role of this pigment on innate 
immune cells. Thus, this work aims to study the direct effect of Pht-derived M. 
tuberculosis on dendritic cell and macrophage. In this studies, when  bone marrow-
derived dendritic cells (BMDCs) were stimulated with Pht, we found that AhR was 
activated, leading to the expression of the AhR taget gene, Cyp1a1. However, Pht 
was not able to induce DC maturation. Consistently, Pht induced the expression of 
Cyp1a1 via AhR in murine bone marrow-derived macrophages. In addition, Pht 
induced M2-like phenotype by the induction of Arg1 and Il10 mRNA expression, and 
IL-10 production. It has been demonstrated that in latent tuberculosis, macrophages 
polarized into M2 which inhibits granulomatous responses, and consequently 
elevates the disease severity. Thus, our findings suggest that Pht may be one of the 
immune evasion mechanisms of M. tuberculosis causing latent infection. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 วัณโรคเป็นโรคติดเชื้ออันดับต้นๆ ที่เป็นปัญหาสาธารณสุขส าคัญในประเทศไทย โดยมี 

Mycobacterium  tuberculosis เป็นแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุหลักในการก่อให้เกิดวัณโรคในมนุษย์ 

ซึ่งในผนังเซลล์ M. tuberculosis มีปัจจัยความรุนแรงก่อให้เกิดโรค (virulence factor) หลายปัจจัย                  

เช่น โปรตีน, กรดไขมัน, คลอเรสเตอรอล และกรดไมโคลิก (mycolic acid) เป็นต้น [1] ซึ่งปัจจัย

ดังกล่าวเหล่านี้มีผลต่อการตอบสนองของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย และการรุกรานระบบ

ภูมิคุ้มกันของ M. tuberculosis 

 พะไธโอคอล  (Phtiocol หรือ Pht) เป็นรงควัตถุควินอยด์ (quinoid pigment) ที่พบใน               

ชั้นไขมันในผนังเซลล์ของ M. tuberculosis [2] พะไธโอคอลเป็นปัจจัยความรุนแรงก่อให้เกิดโรค                       

มีผลต่อกระบวนการรีด็อกซ์ของเซลล์ (cellular redox states) [3] และการสร้างอนุมูลอิสระ

ออกซิเจน (reactive oxygen) ท าให้เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) สูญเสียการท างาน [4] วิถีสัญญาณ  

อาริลไฮโดรคาร์บอนจะกระตุ้นให้เกิดกระบวนการถอดรหัส ( transcriptional activation ) ซึ่งเป็น

กลุ่มเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในกระบวนการเมแทบอลิสมของสิ่งแปลกปลอม (xenobiotic-metabolizing 

enzymes) อันได้แก่ ไซโทโครม พี 450 1 เอ 1 (cytochrome P450, family 1, member A1; 

Cyp1a1), ไซโทโครม พี 450 1 เอ 2  (cytochrome P450, family 1, member A2; Cyp1a2)  

และไซโทโครม พี 450 1 บี 1 (cytochrome P450, family 1, member B1; Cyp1b1)  เพ่ือก าจัด

สารแปลกปลอม [5] ในปี ค.ศ. 2014  Moura-Alves และคณะ [6] พบว่ารงควัตถุพะไธโอคอลเป็น            

ลิแกนด์ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน (Aryl hydrocarbon receptor หรือ AhR) ซึ่งเป็น

ตัวรับสัญญาณที่อยู่ในไซโตพลาสซึม จากการศึกษาดังกล่าวตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนได้   

ถูกระบุว่าเป็น PRR  (pattern recognition receptor) ชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญ ในการต้านวัณโรค                 

อาริลไฮโดรคาร์บอนมีการแสดงออกในเซลล์ภูมิคุ้มกันหลายชนิด  เช่น นิวโทรฟิล เบโซฟิล               

อีโอซิโนฟิล แมสเซลล์ ทีเซลล์ เดนไดรติกเซลล์ และแมโครฝาจ [7] นอกจากนีใ้นการศึกษาท่ีผ่านมา 
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พบว่าหนูทดลองที่ไม่มียีนตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนมีความไวต่อการติด Helicobacter 

hepaticus [8], Pseudomonas aeruginosa [6] และ M. tuberculosis [9] ซึ่งจากการศึกษา

ดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงบทบาทส าคัญของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในกลไกการป้องกันการ

ติดเชื้อ 

 เดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจเป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันต้นก าเนิด (innate immunity)                 

ท าหน้าที่เป็นเซลล์ที่น าเสนอแอนติเจน (antigen-presenting cells) ซึ่งเดนไดรติกเซลล์สามารถ

กระตุ้นทีเซลล์ได้โดยตรงและท าให้เกิดการเปลี่ยนสภาพของทีเซลล์ (T cell differentiation)                   

และในขณะที่แมโครฝาจ ท าหน้าที่หลักในหลั่งสารการอักเสบ เช่น อ ินเตอร์ลิวคิน-6 (IL-6),                         

ท  เมอร์เนคโครสิสแฟคเตอร์-แอลฟ่า (TNF-a) และผลิตไนตริกออกไซด์ (iNOS) ซึ่งน าไปสู่กระบวนการ

ก าจัดเชื้อและต่อต้านวัณโรค  ซึ่งเดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจเป็นตัวกลางส าคัญในการก าจัด

แบคทีเรียผ่านคุณสมบัติของภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด (innate immunity) และเหนี่ยวน าให้เกิดภูมิคุ้มกัน

แบบจ าเพาะ (adaptive immunity)  

 จากที่กล่าวมาข้างต้นนั้นในเดนไดรติกเซลล์และเซลล์แมโครฝาจมีการแสดงออกของ                            

ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน ซึ่งเป็นตัวรับสัญญาณของพะไธโอคอลที่ผลิตจากเชื้อวัณโรค             

แต่บทบาทและหน้าที่ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในเดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจไม่ได้

รับการศึกษาท่ีชัดเจน รวมทั้งยังไม่มีหลักฐานว่าพะไธโอคอล เกี่ยวข้องกับการตอบสนองภูมิคุ้มกันโดย

ก าเนิด ดังนั้นโครงการนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลกระทบของพะไธโอคอลในการกระตุ้นและฟังก์ชัน

ของเดนไดรติกเซลล์และเซลล์แมโครฝาจ  ซึ่งการศึกษานี้จะให้ความรู้พ้ืนฐานเกี่ยวกับพยาธิก าเนิด

ของวัณโรคเพ่ือการพัฒนาวิธีการบ าบัดและป้องกันวัณโรคต่อไป 

 

1.2  วัตถุประสงค์งานวิจัย 

เพ่ือศึกษาผลของพะไธโอคอลต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพเดนไดรติกเซลล์ปฐมภูมิจากไข

กระดูกของหนูเมาส์ (Bone marrow-derived dendritic cells หรือ BMDCs) และแมโครฝาจปฐม

ภูมิจากไขกระดูกของหนูเมาส์ (Bone marrow-derived macrophage หรือ BMDMs) 
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1.3   ขอบเขตของงานวิจัย 

 1.3.1  ศึกษาสารพะไธโอคอลที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกันต่อความมีชีวิตของเดนไดรติก 

  เซลล์และแมโครฝาจ 

 1.3.2  ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่ผิวเซลล์ของเดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจ เมื่อกระตุ้น 

   ด้วยสารพะไธโอคอล  เพื่อบ่งบอกสถานะของเดนไดรติกเซลล์และชนิดของแมโครฝาจ  

 1.3.3  ศึกษาการแสดงออกของยีนและโปรตีนในแมโครฝาจ เมื่อกระตุ้นด้วยสารพะไธโอคอล  

 1.3.4  ศึกษาการวิถีสัญญาณในแมโครฝาจ เมื่อกระตุ้นด้วยพะไธโอคอล  

 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

 1.4.1  ทราบถึงผลกระทบของสารพะไธโอคอลในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด 

 1.4.2  ได้ความรู้พื้นฐานเพ่ิมเติมในเรื่องของพยาธิก าเนิดของ M. tuberculosis และการ 

  ตอบสนองของเซลล์ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดและน าความรู้ที่ได้ไปพัฒนาในทางคลินิกต่อไป 
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บทที่ 2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1  วัณโรคและเชื้อวัณโรค 

 วัณโรคเป็นโรคเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตเป็นอันดับ 2 ของโรคติดเชื้อ ซึ่งปัญหา

สาธารณสุขที่ส าคัญของโลกและประเทศไทย ในปี 2012 องค์การอนามัยโรคได้ประกาศว่าประเทศ

ไทยเป็นประเทศที่มีผู้ป่วยวัณโรคสูงสุดเป็นอันดับที่  22 ของโรค แบคทีเรียที่ เป็นสาเหตุหลักในการ

ก่อให้เกิดวัณโรคในมนุษย์ ได้แก่ Mycobacterium  tuberculosis โดยการแพร่กระจายผ่านระบบ

ทางเดินหายใจ M. tuberculosis เป็นเชื้อแบคทีเรียมีลักษณะทรงแท่งค่อนข้างยาว ติดสี แกรมบวก 

เจริญเติบโตช้า ไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์และเป็นแบคทีเรียกลุ่มที่สามารถแบ่งตัวได้ทั้งภายในและ

ภายนอกเซลล์เจ้าบ้าน (facultative intracellular bacteria) [10] อย่างไรก็ตาม  M. tuberculosis 

มีปัจจัยความรุนแรงก่อให้เกิดโรค (virulence factor) หลายปัจจัย รวมถึงผนังเซลล์เชื้อ                         

M. tuberculosis เช่น โปรตีน, กรดไขมัน, คลอเรสเตอรอล และกรดไมโคลิก (mycolic acid) [1] 

และพะไธโอคอล (Phthiocol) ซึ่งเป็นรงควัตถุควินอยด์ (quinoid pigment) ที่พบในชั้นไขมันในผนัง

เซลล์ของ M. tuberculosis [2] โดยการศึกษาล่าสุดพบว่า M. tuberculosis ถูกตรวจจับโดยเซลล์

ภูมิคุ้มกันผ่านตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน และมีการศึกษาเพ่ิมเติมในหนูทดลองที่ไม่มี            

การแสดงออกของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนพบว่าหนูทดลองติดเชื้อ M. tuberculosis              

ได้ง่ายและมีอัตราการรอดลดลงอย่างรุนแรง นอกจากนี้ในหนูทดลองที่ไม่มีการแสดงออกของตัวรับ

สัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนที่ติดเชื้อ M. tuberculosis ยังพบความบกพร่องของการหลั่ง TNF-α  

และการเพ่ิมขึ้นของเคโมไคน์ชนิด CCL2, CCL3 และ CCL5 อีกด้วยเป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งแม้ว่า              

จะมีการหลั่ง leukocyte-attracted chemokines เพ่ิมขึ้นแต่จ านวนเซลล์นิวโทรฟิวลดลงอย่างเห็น

ได้ชัด [6] อย่างไรก็ตามยังไม่มีความชัดเจนว่าวิถีสัญญาณของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน            

มีอิทธิพลต่อการเหนี่ยวน าการหลั่งเคโมไคน์และ neutrophil recruitment อย่างไร 
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2.2  การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันและพยาธิก าเนิดของวัณโรค 

 เมื่อ M. tuberculosis เข้าสู่ร่างกายจะมีการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด 

(innate immune response) โดยอาศัยการรับรู้ปัจจัยความรุนแรงที่ก่อให้เกิดโรคของ                       

M. tuberculosis ผ่านตัวรับสัญญาณ pattern recognition receptor (PRRs) เช่น Toll-like 

receptor (TLR) และ C-type lectin receptor (CLR) เป็นต้น [11] โดยตัวรับ Toll-like receptor 

(TLR) เป็นตัวรับที่ส าคัญในการรับรู้การรุกรานของ M. tuberculosis ตัวอย่างเช่น TLR2 สามารถจับ

กับไกลโคลิพิด (glycolipid), TLR4 สามารถจับกับ HSP65 kDa และ โปรตีนกลุ่ม heat labile               

ที่ผลิตจากเชื้อและTLR9 สามารถจับ DNA ของ M. tuberculosis เป็นต้น [12] ซึ่งเซลล์ภูมิคุ้ม                     

โดยก าเนิดที่ส าคัญในการตอบสนองต่อการติดเชื้อ M. tuberculosis คืออัลวีโอลาร์แมโครฝาจ 

(alveolar macrophages) และเดนไดรติกเซลล์ เป็นต้น  เมื่อมีการรุกรานของ M. tuberculosis 

เซลล์อัลวีโอลาร์แมโครฝาจ (alveolar macrophages) และเดนไดรติกเซลล์จะมีการผลิตไซโตไคน์

และคีโมไคน์ เ พ่ือก าจัดเชื้อและเหนี่ยวน าให้ เกิดการตอบสนองของภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ                         

(adaptive immune response) ต่อไป  

 นอกจาก M. tuberculosis มีปัจจัยความรุนแรงที่ก่อให้เกิดโรคที่หลากหลายแล้ว                 

M. tuberculosis ยังมีความสามารถหลบหลีกภูมิคุ้มกัน โดยการยับยั้งการวมตัวของฟาโกไลโซโซม 

(Phagolysosome fusion) [13] อีกทั้งสามารถมีชีวิตอยู่รอดภายในและสามารถเพ่ิมจ านวน

ภายในอัลวีโอลาร์แมโครฝาจ (alveolar macrophages) และเดนไดรติกเซลล์ [14, 15] จากเหตุผล

ดังกล่าวจึงท าให้ M. tuberculosis มีการแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็ว ดังนั้นอัลวีโอลาร์แมโครฝาจ 

(alveolar macrophages) จึงมีการผลิตไซโตไคน์ เช่น TNF และคีโมไคน์ เช่น CXCL9, CXCL10              

ซึ่งเป็นสารที่เหนี่ยวน าท าให้เกิดการรวมของเซลล์เดนไดรติกและนิวโทรฟิวรวมไปถึงลิมโฟซัยท์                   

จนท าไปสู่การเกิดแกรนูโลมา (granuloma formation) เพ่ือควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อ                   

น าไปสู่การยับยั้งการเจริญของเชื้อและกระตุ้นกลไลการก าจัดเชื้อในที่สุด [16] และส่งผลให้เกิดการ

ติดเชื้อวัณโรคแฝง (latent TB) ซึ่งการเกดิแกรนูโลมาในการติดเชื้อระยะแรกแมโครฝาจจะพัฒนาเป็น

แมโครฝาจ ชนิด M1 เพ่ือหลั่งสารการอักเสบและเอนไซม์ไนตริกออกไซค์ อีกทั้งเหนี่ยวน าท าให้เกิด

การรวมของนิวโทรฟิวและลิมโฟซัยท ์แต่ในการติดเชื้อระยะปลายแมโครฝาจจะพัฒนาเป็นแมโครฝาจ 

ชนิด M2 ซึ่งจะหลั่งไซโตไคน์ต่อต้านการอักเสบและยับยั้งการผลิตเอนไซม์ไนตริกออกไซค์ นอกจากนี้

อาจก่อให้เกิดการรวมตัวของ Foam cell และ multinucleated giant cells ซึ่งจะท าให้เซลล์
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สามารถอยู่รอดและเพ่ิมจ านวนได้มากขึ้น [17, 18] เนื่องมาจากใน Foam cell มีแหล่งของ

คอเลสเตอรอล ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนที่ส าคัญส าคัญการเจริญของเชื้อ รวมถึงยับยั้งการรวมตัวของ              

นิวโทรฟิว ซึ่งอาจจะท าให้การแตกออกของแกรนูโลมาและน าไปสู่การติดเชื้อวัณโรคอีกครั้ง                 

(active TB) (ภาพที่ 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 การเปลี่ยนสภาพแมโครฝาจในการเกิดแกรนูโลมา [18] 
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2.3  สารพะไธโอคอล 

 สารพะไธโอคอลเป็นเป็นรงควัตถุควินอยด์ (quinoid pigment) โดยมีชื่อทางเคมี                

คือ 2-methyl-3-hydroxy-1,4 naphthoquinone (C11H8O3) และมีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็น    

วงเบนซีน 2 วงต่อกัน [2, 6]  (ภาพที่ 2) โดยมีลักษณะเป็นผลึกเหลี่ยมสีเหลือง [2, 6] และในศึกษา              

ที่ผ่านมา  พบว่าพะไธโอคอลเป็นปัจจัยความรุนแรงก่อให้เกิดโรคมีผลต่อกระบวนการรีด็อกซ์           

ของเซลล์ (cellular redox states) [3] และการสร้างอนุมูลอิสระออกซิเจน (reactive oxygen)          

ท าให้เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) สูญเสียการท างาน [4] และเมื่อไม่นานมานี้มีงานวิจัยยืนยันว่า           

สารพะไธโอคอลที่ได้มาจาก M. tuberculosis เป็นลิแกนด์ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน 

ซึ่งการจับกันของพะไธโอคอลกับตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนถูกเหนี่ยวน าผ่านพันธะไฮโดรเจน 

โดยโปรตอนจากตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนย้ายไปจับกับพะไธโอคอล  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2  โครงสร้างทางเคมีของพะไธโอคอลและโครงสร้างสามมิติของ AhR [6] 
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2.4  ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน 

ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนเป็นตัวรับสัญญาณที่อยู่ ในไซโทรพลาสซึม                    

ซึ่งพบการแสดงออกมากในเซลล์เนื้อเยื่อสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม [19] ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน

สามารถจั บกั บส ารแปลกปลอม ในกลุ่ ม ไดออกซิ นและสารประกอบไฮ โด รคาร์ บอน                                 

เช่น 2,3,7,8-tetrachorodibenzo-p-dioxin (TCDD), โพลีไซคลิกอะโรเมติกไฮโดรคาร์บอน                 

(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; PAHs), bezo (a) pyrene, 3-methylcholanthrene, 

benzanthracenes, benzoflavones, และสารจากธรรมชาติ เช่น ทริปโตแฟนphotoproducts, 

quercetin ในแอลเปิ้ล, resveratrol ในไวน์แดง, ขม้ินชันเป็นต้น [19, 20] (ภาพที่ 3) 

 

 

ภาพที่ 3  ตัวอย่างโครงสร้างทางเคมีของลิแกนด์ที่จ าเพาะต่อตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน[21] 
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การส่งทอดสัญญาณของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนสามารถชักน าผ่าน 2 ทาง 

คือวิถีสัญญาณ canonical และ non-canonical ซึ่งจะขึ้นอยู่กับโครงสร้างของลิแกนด์ [19]                   

ซึ่งกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนจะอยู่ในรูปของสารประกอบเชิงซ้อนร่วมกับโปรตีน 

chaperone, HSP90  (90-kDa heat shock protein), ARA9 (AhR-associated protein 9,             

AIP หรือ XAP2) และ p23 ในการส่งสัญญาณ canonical (ภาพที่ 4) เมื่อตัวรับสัญญาณ                      

อาริลไฮโดรคาร์บอนจับกับลิแกรด์จะมีการเปลี่ยนโครงสร้างของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน

และเคลื่อนย้ายเข้าสู่นิวเคลียสและจะแยกตัวออกจากโปรตีน chaperone ไปสร้าง heterodimer 

กับโปรตีน ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) กลายเป็น AhR-ARNT 

complexes และไปจับกับบริเวณ specific enhancer sequences, dioxin responsive 

elements (DREs) หรือ xenobiotic responsive elements (XREs) ท าให้เกิดกระบวนการ

ถอดรหัส (transcriptional activation ) ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในกระบวนการเมแทบอลิสม

ของสิ่งแปลกปลอม (xenobiotic-metabolizing enzymes) อันได้แก่ไซโทโครม พี 450 1 เอ 1 

(cytochrome P450, family 1, member A1; Cyp1a1), ไซโทโครม พี 450 1 เอ 2  

(cytochrome P450, family 1, member A2; Cyp1a2)  และไซโทโครม พี 450 1 บี 1 

(cytochrome P450, family 1, member B1; Cyp1b1), เอนไซม์กลูตาไธโอน เอส ทรานเฟอเรส 

(glutathione S transferases; Gst), Udpgt (uridine diphospho-glucuronosyltransferases), 

Nqo1 (NAD(P)H-dependent quinone oxydoreductase-1) และ Aldh3a1 (aldehyde 

dehydrogenase 3A1) เป็นต้น [7, 20, 22] โดยเอมไซม์ Cyp1a1 และ Cyp1a2 ถูกเหนี่ยวน าเพ่ือใช้

ในการ metabolize สารแปลกปลอมและท าให้ความเป็นพิษลดลง [23] 
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ภาพที่ 4  วิถีสัญญาณ canonical [5] 

 

เมื่อไม่นานมานี้มีการระบุวิธีสัญญาณ non canonical โดย AhR สามารถจับกับโปรตีน

จากวิถ๊สัญญาณอ่ืน เช่นภายในนิวเคลียส AhR สามารถจับกับ hypophosphorylated 

retinoblastoma ส่งผลท าให้ยับยั้งการพัฒนาจาก G1 phase ไปสู่ S phase ในวัฎจักรของเซลล์ 

[24]  และ AhR ยังสามารถจับกับ STAT1 ท าให้เกิดการกระตุ้นใน NF-κB [25] นอกจากนี้                   

AhR ยังสามารถจับกับ estrogen receptor (ER), the transcription factor E2F1 , NF-kB RelA 

และ RelB ซึ่ง downstream targets ของ canonical และ non-canonical มีความแตกต่างกัน               

เช่น การส่งสัญญาณผ่านวิถีสัญญาณ canonical ก่อให้เกิดการกระตุ้นการแสดงออกของ 

interleukin 2 แต่ในกรณีที่ผ่านส่งสัญญาณผ่านวิถีสัญญาณ non canonical เป็นการกระตุ้น

สัญญาณผ่าน RelB  ไปยัง Target ยีนของ interleukin 8 [5] นอกจากนี้การกระตุ้นและการท างาน

ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนจะมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับโครงสร้างของลิแกรด์ affinity 

ปริมาณของลิแกรด์และความจ าเพาะของเซลล์แต่ละชนิด [5, 19] 
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2.5  บทบาทของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในเซลล์ภูมิคุ้มกัน  

ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนมีการแสดงออกในเซลล์ภูมิคุ้ มกันต่ างๆ                         

เช่น นิวโทรฟิล เบโซฟิล อีโอซิโนฟิล mast cell ทีเซลล์ เดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจ [7]               

ซึ่งการพัฒนาของอวัยวะน้ าเหลืองและภูมิคุ้มกันบกพร่องมีการศึกษาในสัตว์ทดลองที่ไม่มีตัวรับ

สัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน [26, 27] นอกจากนี้สัตว์ทดลองที่ ไม่มีตัวรับสัญญาน                                  

อาริลไฮโดรคาร์บอนยังมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อฉวยโอกาสเช่น Helicobacter hepaticus ซึ่งแสดง

ให้เห็นว่าเป็นข้อบกพร่องของระบบภูมิคุ้มกัน [8] ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในทีเซลล์มีส่วน

ร่วมในการพัฒนาของทีเซลล์ ซึ่ง  TCDD จะเหนี่ยวน าการท างานของตัวรับสัญญาณ                            

อาริลไฮโดรคาร์บอนท าให้เกิดการกระตุ้น regulatory T cells  ท าให้เกิดการพัฒนา EAE ลดน้อยลง

ในการทดลอง autoimmune encephalomyelitis ในขณะที่การเหนี่ยวน าตัวรับสัญญาณ                      

อาริลไฮโดรคาร์บอนโดย FICZ (6-formaylindolo[3,2-b]carbazole) ท าให้เกิดเพ่ิมขึ้นของทีเซลล์

ชนิด Th17 โดยการยับยั้งการพัฒนาทีเซลล์ชนิด regulatory T cell [28] และลิแกนด์ 

benzoimidazole derivative (M50356) ได้รับการศึกษาในการทดลองโมเดลโรคภูมิแพ้และผลการ

ทดลองแสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการพัฒนาของทีเซลล์ชนิด Th 2 แต่กลไกเหล่านี้ยังไม่ได้รับการ

อธิบาย [5, 19]  
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2.6  ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด (innate immune response) และ เซลล์ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด 
(innate immune cells) 

ภูมิคุ้ มกัน โดยก า เนิ ด เป็นภูมิคุ้ มกันด่ านแรกที่ตอบสนองต่อการติด เชื้ อหรื อ                            

สิ่งแปลกปลอม โดยอาศัยการรับรู้ผ่านตัวรับ pattern recognition receptor (PRR) โดยจะจับ

ชิ้นส่วนของเชื้อและสิ่งแปลกปลอมที่เรียกว่า pathogen associated molecular pattern 

(PAMPs) และภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดเป็นภูมิคุ้มกันที่ตอบสนองได้อย่างรวดเร็ว แตไม่มีความจ าเพาะ

เจาะจง ซึ่งเซลล์ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดได้แก่ นิวโทรฟิว (Neutrophils) , Natural killer cells,        

แมโครฝาจและเดนไดรติกเซลล์ ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีการแสดงออกของตัวรับสัญญาณ                          

อาริลไฮโดรคาร์บอนมากในเดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจ (ภาพที่ 5) [7] การศึกษาในครั้งนี้จึงสนใจ

ที่จะศึกษาในแมโครฝาจและเดนไดรติกเซลล์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 5  การแสดงออกของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนใน innate immune cells และ 
adaptive immune cells [7] 
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2.7  เดนไดนติกเซลล์ 

เดนไดรติกเซลล์เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันต้นก าเนิดโดยธรรมชาติที่ท าหน้าที่เป็นเซลล์                   

ที่น าเสนอแอนติเจน (antigen-presenting cells) ซึ่งเดนไดรติกเซลล์สามารถกระตุ้นทีเซลล์ได้

โดยตรงและท าให้เกิดการเปลี่ยนสภาพของทีเซลล์ (T cell differentiation) และพบการแสดงออก

ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนที่สูงในเดนไดรติกเซลล์ซึ่ง จึงมีการการศึกษาตัวรับสัญญาณ 

อาริลไฮโดรคาร์บอนใน เดนไดรติกเซลล์ที่ผ่านมา พบว่าเมื่อการศึกษาในเซลล์เดนไดรติกเซลล์ปฐมภูมิ

จากไขกระดูกของหนูเมาส์พบว่า TCDD, LPS และ CpG สามารถเหนี่ยวน าท าให้เกิดการแสดงออก

ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน [29] อีกทั้งการกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน

โดย TCDD ท าให้เกิดการพัฒนาของเดนไดรตริกเซลล์ที่เพ่ิมข้ึน [30] และในการศึกษาเซลล์เดนไดรติก

เซลล์ปฐมภูมิจากไขกระดูกของหนูเมาส์ที่ไม่มีการแสดงออกของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน

แสดงให้เห็นว่ามีการผลิต interleukin 10 ลดลงซึ่งเป็นไปได้ว่าจะได้รับการควบคุมและส่งสัญญาณ

ผ่าน RelB และในปัจจุบันเซลล์เดนไดรติกเซลล์ปฐมภูมิจากไขกระดูกของหนูเมาส์ที่ไม่มีการแสดงออก

ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS พบว่ามีการมีการลดลงของยีนที่

ควบคุมการอักเสบรวมทั้งยีนที่ส าคัญเช่น Cyp1a1, Cox2, Cebp (CCAAT/enhancer binding 

protein (C/EBP) beta) and Ido (Indoleamine 2,3-dioxygenase) [31] และในการส่งสัญญาน

ผ่าน NF-B signaling พบว่ามีความเชื่อมโยงกับการแสดงออกของ IDO ในเดนไดรติกเซลล์และ

พบว่ามีการพัฒนาของ regulatory T cell ที่เพ่ิมขึ้น [32] 
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2.8  แมโครฝาจ 

แมโครฝาจเป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันต้นก าเนิดโดยธรรมชาติที่ท าหน้าที่เป็นเซลล์ที่น าเสนอ

แอนติเจน (antigen-presenting cells) โดยแมโครฝาจสามารถพัฒนาได้เป็น 2 ชนิดคือแมโครฝาจ 

ชนิด M1  (classically activated macrophages ; M1 macrophages)  แมโครฝาจชนิดนี้

สามารถหลั่งสารการอักเสบ (pro-inflammatory cytokines) เช่น Interleukin-6 (IL-6) , Tumor 

necrotic factor-a (TNF-a) และผลิต nitric oxide synthase (iNOS) ซึ่งน าไปสู่กระบวนการก าจัด

เชื้อ และแมโครฝาจชนิด M2 (alternatively activated macrophages; M2 macrophages)                

เป็นแมโครฝาจที่ยับยั้งการสร้างสารการอักเสบ โดยการผลิต anti-inflammatory cytokine เช่น 

interleukin-10 (IL-10), transforming growth factor beta (TGF-β) และผลิตเอนไซม์ arginase I 

เป็นต้น [33]  

 

 

ภาพที่ 6  การพัฒนาของแมโครฝาจ ( Macrophage polarization) [34] 
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จากการศึกษาตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในแมโครฝาจที่ผ่านมาพบว่าในแมโครฝาจ 

ที่พัฒนาในห้องปฏิบัติการมีการแสดงออกของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในเซลล์แมโครฝาจ

ทั้ง 2 ชนิดคือแมโครฝาจชนิด M1 (classically activated M) และ แมโครฝาจชนิด M2 

(alternatively activated M) [35] อีกทั้งการศึกษาในแมโครฝาจชนิด peritoneal ที่ไม่มีการ

แสดงออกของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนถูกกระตุ้นด้วยLPS พบว่ามีการผลิต IL-6, IL-12 

และ TNF-α  [25] นอกจากนีเ้ซลล์แมโครฝาจปฐมภูมิจากไขกระดูกของหนูเมาส์ที่ไม่มีการแสดงออก

ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนมีการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-1 ลดลง [28] และมีการศึกษา

ก่อนหน้านี้พบว่า CpG เหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงตัวรับสัญญาณออกอาริลไฮโดรคาร์บอนในเซลล์

แมโครฝาจแต่ไม่ได้การกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ และเป็นที่น่าสนใจคือการจับกับของตัวรับสัญญาณ

อาริลไฮโดรคาร์บอนกับ STAT1 ถูกพบได้เฉพาะในการกระตุ้นแมโครฝาจด้วย LPS แต่กับ                    

ไม่พบในการกระตุ้นเซลล์แมโครฝาจด้วย CpG [25] นอกจากนี้มีการท างานร่วมกันของตัวรับสัญญาณ

อาริลไฮโดรคาร์บอนกับ Pai-2 (plasminogen activator inhibitor-2) ในการตอบสนองด้วยการ

กระตุ้นเซลล์ด้วย LPS และกลไกนี้มีส่วนเกี่ยวข้องกับ NF-B pathway [28] และการกระตุ้น

สัญญาณผ่าน TLR ผ่าน IRF4 ท าให้เกิดการ polarization ของเซลล์แมโครฝาจไปเป็นแมโครฝาจ

ชนิด M2 [36] และในการศึกษาการกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในเซลล์แมโครฝาจของ

มนุษย์พบว่ามีความผิดปกติของกลไกแคแทบอลิซึมของวิตามินดี [37, 38] 

 จากข้อมูลทั้งหมดที่กล่าวมาข้างต้นพบว่าในปัจจุบันยังไม่มีหลักฐานและการรายงาน

เกี่ยวกับพะไธโอคอลต่อฟังก์ชั่นของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน อีกทั้งในเดนไดรติกเซลล์          

และแมโครฝาจมีการแสดงออกของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน ซึ่งเป็นตัวรับสัญญาณของ

พะไธโอคอลที่ผลิตจากเชื้อวัณโรค แต่บทบาทและหน้าที่ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนใน

เดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจไม่ได้รับการศึกษาท่ีชัดเจน ดังนั้นกลไกภายในเซลล์และโมเลกุลภายใน

เซลล์ของการกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนยังคงต้องได้รับการอธิบาย 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1  สัตว์ทดลอง 

หนูเมาส์ เพศเมีย อายุ 5-8 สัปดาห์ สายพันธุ์ Balb/c สั่งซื้อจากศูนย์สัตว์ทดลอง

แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งสัตว์ทดลองที่สั่งจะถูกกักกันที่ศูนย์สัตว์ทดลองคณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และขั้นตอนการกระท าใดๆ เกี่ยวกับสัตว์ทดลองยึดหลักการตามแนวทาง

ปฏิบัติการใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ของคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงสัตว์และใช้

สัตว์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IACUC) และตามแบบฟอร์มเสนอโครงการวิจัยการเลี้ยงสัตว์และใช้

สัตว์ทดลองเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์  และได้รับการอนุมัติโดยคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงสัตว์

และใช้สัตว์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (เลขที่โครงการ คสท.22/2558) 

 
3.2  การเตรียมเซลล์ไขกระดูก 

เซลล์ไขกระดูก ( Bone marrow cell) เตรียมจากหนูเมาส์ เพศเมีย สายพันธุ์ Balb/c 

ซึ่งถูกท าการุณยฆาตโดยวิธี cervical dislocation  จากนั้นผ่าเก็บกระดูกต้นขาหลัง และกระดูก

บริเวณขาหน้า และน ามาแยกเซลล์ไขกระดูก นับจ านวนเซลล์และปรับจ านวนเซลล์ให้ได้ 1×106 เซลล์

ต่อมิลลิลิตรส าหรับเตรียมเซลล์เดนไดรตริกปญมภูมิ และ และปรับจ านวนเซลล์ให้ได้ 5×106 เซลล์ 

ต่อมิลลิลิตรส าหรับการเตรียมเซลล์แมโครฝาจปฐมภูมิ 

 
3.3  การเตรียมเดนไดรตริกเซลล์ปฐมภูมิจากเซลล์ไขกระดูก 

น าเซลล์ไขกระดูกที่เตรียมจากวิธีที่ระบุในข้อ  3.2  น ามาเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 

RPMI 1640 (Gibco, Germany) ที่ประกอบด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ fetal bovine serum (Gibco, 

Germany), 0.2 นาโนโมลาร์ L-glutamax, 1 เปอร์เซ็นต์ (W/V) penicillin/streptomycin 

(Hyclone, UK), 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร rGM-CSF (Prepotech) และ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

rIL-4 (Prepotech) และเลี้ยงเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ 24 หลุม หลุมละ 1 มิลลิลิตรและบ่มเซลล์ที่                    

ตู้เลี้ยงเซลล์บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซค์  5 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส                             
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โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ในวันที่ 2, 4 และ 6 เมื่อครบ 7 วัน เซลล์จะถูกกระตุ้นด้วยสารที่ต้องการ

ศึกษาและน าไปศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) และการตอบสนองและการท างาน              

ของเซลล์ 

 

3.4  การเตรียมแมโครฝาจปฐมภูมิจากเซลล์ไขกระดูก 

น าเซลล์ไขกระดูกที่เตรียมจากวิธีที่ระบุในข้อ 3.2 [39](39) มาเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 

DMEM ที่ประกอบด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ fetal bovine serum (FBS), 1 เปอร์เซ็นต์ (W/V)  

sodium pyruvate (Gibco, Germany), 1 เปอร์เซ็นต์(W/V) HEPES (Hyclone, UK), 1 

เปอร์เซ็นต์ (W/V) penicillin/streptomycin, 5 เปอร์เซ็นต์ equine serum (Hyclone, UK) และ

20 เปอร์เซ็นต์ (V/V) L929- M-CSF conditioned medium ที่ผลิตจากเซลล์ L929 (ATCC CCL1) 

และเลี้ยงเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร บ่มเซลล์ที่ตู้เลี้ยงเซลล์

บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซค์ 5 เปอร์เซ็นต์และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วัน และใน

วันที่ 7 เก็บเซลล์และนับจ านวนเซลล์และปรับจ านวนเซลล์ให้ได้ 5×105 เซลล์ต่อมิลลิลิตรลงเซลล์และ             

เลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ 12 หลุม เมื่อครบ 24 ชั่วโมงจะถูกกระตุ้นด้วยสารที่ต้องการศึกษาและ

น าไปศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) และการตอบสนองและการท างานของเซลล์ 

 

3.5  การเตรียมสารพะไธโอคอล 

น าสารพะไธโอคอลความบริสุทธิ์ 98 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไป สั่งซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich 

ประเทศเยอรมันนี ละลายใน DMSO  (Amresco, USA) โดยเตรียมให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 0.025, 

0.50 และ 0.125 โมลลาร์  
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3.6  การทดสอบความความเป็นพิษต่อเซลล์ (cellular toxicity) ด้วยเอ็มทีที (MTT assay) 

 เลี้ยงเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์  96 หลุม โดยในแต่ละหลุมมีเซลล์จ านวน 2.0 × 105 

เซลล์ต่อหลุมส าหรับเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกและ 5.0 × 104 เซลล์ต่อหลุมส าหรับ                   

แมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูก จากนั้นกระตุ้นด้วยพะไธโอคอลที่มีความเข้มข้น 5, 25, 50, 

125 และ 250 ไมโครโมลาร์นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ และเติมเมธิล         

ไธอะโซลเตตราโซเลียม (Methylthiazol Tetrazolium หรือ MTT) (Invitrogen, USA) ความเข้มข้น

สุดท้าย 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าเซลล์ไปบ่มเซลล์ที่ตู้เลี้ยงเซลล์บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซค์                                   

5 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ส าหรับไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจาก

เซลล์ไขกระดูกและ 4 ชั่วโมง แมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูก  จากนั้นก าจัดเอ็มทีทีออกโดย

การล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (PBS) 2 ครั้ง จะสังเกตุเห็นผลึกฟอร์มาซาน จากนั้นเติมไดเมธิล

ซัลโฟไซด์  (Amresco, USA) หลุมละ 150 ไมโครลิตร เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาซาน และน าไปวัดค่า

ความทึบแสง ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตรและน าวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณเปอร์เซนต์

ความมีชีวิตรอดดังนี้     

                    ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์  =  ค่าค่าการดูดกลืนแสงชุดทดสอบ × 100 

                                     ค่าค่าการดูดกลืนแสงชุดควบคุม 
 

3.7  การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction) 

อาร์เอ็นเอถูกเก็บเมื่อครบเวลากระตุ้น  โดยใช้ Trizol  (Invitrogen, USA) 1 มิลลิลิตร

ใช้ปิเปตดูดเป่า  เพ่ือท าให้เซลล์แตกและน ามาใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที 

จากนั้นเติมคลอโรฟอร์ม 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้าด้วย Vortex  แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

12000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ดูดเก็บส่วนใสด้านบนน าไปใส่ในหลอด                        

1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม isopropanol 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดกับตั้งทิ้งไว้                      

4 องศาเซลเซียสข้ามคืน เพ่ือเพ่ิมประมาณตะกอนอาร์เอ็นเอ จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

12000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ดูดของเหลวเหนือตะกอนทิ้งและ                          

เติม 75 เปอร์เซ็นต์เอทานอล เพ่ือล้างตะกอนอาร์เอ็นเอ ผสมให้เข้าด้วย Vortex  น าไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 7500xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และดูดของเหลวเหนือตะกอนทิ้ง        

ตั้งทิ้งที่อุณหภูมิห้องเพ่ือระเหยเอทานอลออก หลังจากนั้นเติมน้ า DEPC 20 ไมโครลิตรลงไปน าไป                
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บ่มที่ 55-60 องศาเซลเซียส 10 นาทีเพ่ือละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ และตัวอย่างอาร์เอ็นเอถูกน าไป

เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 
3,8 การวัดปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอ 

น าอาร์เอ็นเอจากข้อ 3.6  2 ไมโครลิตรท าให้เจือจางในน้ า (PCR grade) 18 ไมโครลิตร

ผสมให้เข้ากันด้วย Vortex จากนั้นน า 2 ไมโครลิตรมาวัดปริมาณอาร์เอ็นเอ ที่ค่าความดูกกลืนแสดง 

260 นาโนเมตรและ 280 นาโนเมตรด้วยเครื่อง Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo 

scientific, USA)  และน าค่าที่ได้มาค านวณความเข้มข้นปริมาณอาร์เอ็นเอน จากสูตร      

ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = A260 × dilution factor × 40                               

(ปริมาณอาร์เอ็นเอ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตรได้ 1 หน่วย) และความ

บริสุทธิ์ของอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมส าหรับการทดลองควรอยู่ในช่วง 1.8-2.0 โดยค านวณจากค่าความ                 

ดูดกลืนแสดง 260 นาโนเมตรส่วนด้วย 280 นาโนเมตร 

 
3.9  การเตรียม complementary DNA (cDNA preparation) 

สังเคราะห์ complementary DNA โดยท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ 

(reverse transcriptase-PCR) โดยน าอาร์เอ็นเอจากข้อ 3.6  1 ไมโครกรัมมาใช้เป็นอาร์เอ็นเอ

ต้นแบบ (RNA template) ผสมกับ 5X iScript RT Supermix (Bio-rad, USA) 4 ไมโครลิตรใน

หลอดพีซีอาร์และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 ไมโครลิตรด้วยน้ าปราศจากนิวคลีเอส จากนั้นน าไป

เข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยตั้งโปรแกรมท าให้เกิดปฎิกิริยาที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                 

5 นาที , 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาทีและน า 

cDNA ที่ได้เก็บท่ี – 20 องศาเซลเซียส 
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3.10 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเชิงปริมาณ 
(Quantitative PCR) 

น า cDNA จากข้อที่ 3.8 ใช้เป็น DNA ต้นแบบส าหรับการศึกษาปริมาณแสดงออกของ

ยีน Cyp1A1,  Il6, Il10 , Arg1, Ym1 , iNos, Tgfb1 และ Gapdh ด้วยวิธี qPCR โดยเตรียม qPCR 

master mix ประกอบด้วย 5 ไมโครลิตร 2X iTaq™ universal SYBR® Green supermix               

(Bio-rad, USA), 0.5 ไมโครโมลาร์ของไพร์เมอร์ชนิด forward, 0.5 ไมโครโมลาร์ของไพร์เมอร์ชนิด  

reverse  และน้ าปราศจากอาร์เอ็นเอส 3 ไมโครลิตร เติม qPCR master mix  8 ไมโครลิตรลงใน 

real time PCR plate จากนั้นเติม cDNA 2 ไมโครลิตรและผสมให้เข้ากัน น าไปเข้าเครื่อง 

LightCycler 480 System (Roche Applied Science) โดยก าหนดโปรแกรมท าให้เกิดปฎิกิริยา             

ที่ pre-incubation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที , denature 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 วินาที, Annealing 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที จ านวน 40-50 รอบ ซึ่งการศึกษาปริมาณแสดงออกของยีนใช้ไพร์เมอร์ดังแสดงใน

ตารางที่ 3.1 และค านวณการแสดงของยีนสัมพัทธ์ (relative expression) โดยน าค่า CT ที่ได้มา

ค านวณค่า 2-∆∆CT 
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ตารางที่ 1  ตารางแสดงล าดับเบสของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
 

ไพร์เมอร์ ชนิดของไพร์เมอร์ Primer sequence 

Cyp1a1 
Forward 5’– CAATGAGTTTGGGGAGGTTACTG-3’ 
Reward  5’– CCCTTCTCAAATGTCCTGTAGTG-3’ 

NOS2 
Forward 5’– CAGCTGGGCTGTACAAACCTT-3’ 

Reward  5’– CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG -3’ 

Arginase-1 
Forward 5’- AGACCACAGTCTGGCAGTTG-3’ 

Reward  5’- CCACCCAAATGACACATAGG-3’ 

Ym1 
Forward 5’ – CATGAGCAAGACTTGCGTGAC-3’ 
Reward  5’ – GGTCCAAACTTCCATCCTCCA-3’ 

Il6 
Forward 5’– CCAGAAACCGCTATGAAGTTCC-3’ 
Reward  5’– TTGTCACCAGCATCAGTCCC-3’ 

Il10 
Forward 5’– GAAGCTGAAGACCCTCAGGA-3’ 

Reward  5’– TTTTCACAGGGGAGAAATCG-3’ 

Tgfb1 
Forward 5’-  CCTGAGTGGCTGTCTTTTGACG -3’ 

Reward  5’-  AGTGAGCGCTGAATCGAAAGC -3’ 

Gapdh 
Forward 5’-ATCACTGCCACCCAGAAGAC-3’ 
Reward  5’-ATGAGGTCCACCACCCTGTT-3’ 
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3.11  การวิเคราะห์โมเลกุลที่เฉพาะบนผิวเซลล์ด้วย Flow cytometry 

เมื่อครบเวลากระตุ้น เก็บเซลล์โดยใช้ที่ขูดเซลล์ (cell scraper)  ดูดเก็บเซลล์ทั้งหมดใส่

ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 1500 รอบต่อนาที  4 องศาเซลเซียส 5 นาที จากนั้น

ดูดส่วนใส่เหนือตะกอนเซลล์เก็บไว้  ปั่นล้างเซลล์ด้วย FAC  buffer 1 ครั้ง ดูดส่วนใสเหนือตะกอนทิ้ง                            

เติม 100 ไมโครลิตร FACs buffer ที่มี anti-mouse CD16/32 monoclonal antibody (mAb) 

(Biolegend) ตั้งทิ้งไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นปั่นล้างด้วย FACs buffer 1 มิลลิลิตร 

น าไปปั่นเหวี่ยง 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสเหนือตะกอนทิ้ง เติม 100 ไมโครลิตร 

FACs buffer ที่มีแอนติบอดีที่สนใจศึกษา ได้แก่ anti-CD11c-APC mAb (biolegend), anti-CD80-

FITc mAb (Biolegend), anti-CD86-PE mAb (eBioscience), anti-mouse I-A/I-E-PerCP/Cy5.5 

mAb (Biolegend), anti-mouse F4/80-FITc mAb (Biolegend), anti-mouse CD11b-PE mAb 

(Biolegend), anti-mouse CD206-PE (Biolegend) ตั้งทิ้งไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 30 นาที ในที่มืด 

เมื่อครบเวลาน าไปปั่นล้างด้วย FACs buffer 2 ครั้งและน าไปอ่านผล แต่ส าหรับ anti-mouse 

CD206-PE นั้นเมื่อย้อมแอนติบอดีท่ีสนใจศึกษาบนผิวเซลล์ตามวิธีข้างต้นที่กล่าวมา หลังจากการล้าง

ครั้งสุดท้ายเติมน้ ายา Fix/Perm 200 ไมโครลิตรน าไป Vortex ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที ในที่

มืด จากนั้นปั่นล้างด้วยน้ ายา perm wash 2 ครั้ง ดูดส่วนใสเหนือตะกอนทิ้ง เติม 100 ไมโครลิตร 

FACs buffer ที่มี anti-mouse CD206-PE ตั้งทิ้งไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 30 นาที ในที่มืด เมื่อครบ

เวลาน าไปปั่นล้างด้วย perm wash 2 ครั้งและอ่านผลด้วยเครื่อง FACS Calibur Flow cytometry 

(BD Bioscience) วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม CellQuest (BD Bioscience) หรือโปรแกรม Flowjo   
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3.12  การวัดปริมาณไซโตไคน์ที่หลั่งจากเซลล์ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent 
assay  (ELISA) 

น า Culture supernatant มาตรวจหาปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี Enzyme-linked 

immunosorbent assay  (ELISA) ซึ่งใช้ชุดทดสอบของ Biolegend ในการทดสอบ โดยท าตาม

ค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต กล่าวคือ ตรึงแอนติบอดีที่สนใจบนจาน 96 หลุม โดยใช้Coating buffer 

ทิ้งไว้ที่ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน จากนั้นล้างแอนติบอดีส่วนเกินออกด้วย washing buffer และบล๊อค

พ้ืนผิวจานด้วย assay diluted บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที จากนันล้างด้วย washing 

buffer 3-5 ครั้งและเติม Culture supernatant และสารมาตรฐานลงไปในแต่ละหลุมทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมงในที่มืด เมื่อครบเวลาล้างด้วย washing buffer และเติม detection 

antibody ลงไปทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมงในที่มืดและล้างออกด้วย washing buffer 

และเติม streptavidin-HRP ลงไปทิ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 30 นาทีในที่มืดเมื่อครบเวลาล้างออกด้วย 

washing buffer จากนั้นเติมซับสเตรทลงไป บ่มที่อุณหภูมิห้อง 10-30 นาทีในที่มืดเติมกรดซัลฟิวลิก

เพ่ือหยุดปฏิกิริยาและวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

 
3.13  Western blot 

 

 3.13.1  การเตรียมโปรตีนจากเซลล์ 

แมโครฝาจถูกกระตุ้นเซลล์ด้วยสารพะไธโอคอล เมื่อครบเวลากระตุ้นดูดอาหารเลี้ยง

เซลล์ออก ล้างเซลล์ด้วย PBS  1 ครั้ง จากนั้นเติม lysis buffer ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว้

ประมาณ 1-2 นาทีดูดเป่าเพ่ือให้เซลล์หลุด ดูดเก็บเซลล์ทั้งหมดใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตรน าไปปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000xg  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดเก็บส่วนใส

เหนือตะกอนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร น าไปเก็บที่ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือไปวิเคราะห์หาปริมาณ

โปรตีนและวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธีการ western blot  ต่อไป 

 

 

 

 



 

 

24 

 

 3.13.2  การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay  

การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay โดยใช้ชุดทดสอบ ซึ่งท าตามค าแนะน าของ

บริษัทผู้ผลิตดังนี้ เตรียมสารละลายBSA มาตรฐาน และตัวอย่าง โดยเจือจางในน้ าชนิดปลอดประจุ 

ซึ่งสารละลาย BSA มาตรฐานจะเจือจางให้มีความเข้มข้นลดลงที่ละ 2 เท่า (2000, 1000, 500, 250, 

125, 62.5, 31.125,15.6 และ 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมลงไปในจากแบบ 96 หลุมๆละ 25 

ไมโครลิตร จากนั้นสารละลาย BCA Working Reagent (reagent A 50 ส่วน : reagent B 1 ส่วน) 

หลุมละ 200 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามาวัดวัดค่าความ

ทึบแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร หาปริมาณโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐานอ้างอิง 

 

 3.13.3  การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี Western blot  

แยกโปรตีนที่สนใจด้วยวิธี SDS-PAGE โดยเตรียม 12% gel ของ SDS-PAGE และโหลด

โปรตีนที่เตรียมใน 6X protein loading dry ในอัตราส่วน 1:5 จากนั้นแยกโปรตีนโดยอาศัย

กระแสไฟฟ้าในเจลโพลิมอร์ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงที่ 90 มิลลิแอมแปร์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 

จากนั้นย้ายโปรตีนที่อยู่ภายในเจลสู่เมมเบรนชนิด PVDF ด้วยวิธี semi-dry transfer apparatus 

โดยใช้กระแสไฟฟ้า 60 มิลลิแอมแปร์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาท ี 

 

3.13.4  การวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนชนิด phosphorylated p38 (p-p38) และ 
p38 

น าแผ่นเมนเบรน PVDF ที่มีโปรตีนอยู่มา block ด้วย 3% (W/V) skim milk เป็นเวลา 

1 ชั่วโมงจากนั้นน าเมนเบรนไปแช่ในแอนติบอดีท่ีจ าเพาะ p-p38  หรือ p38 หรือ β-actin ที่เจือจาง

ด้วยสารละลาย PBST ในอัตราส่วน 1:2000 เขย่าที่ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน จากนั้นล้างเมมเบร

นด้วยสารละลาย PBST 4 ครั้งและเติมแอนติบอดีทุติยภูมิลงไปในอัตราส่วน 1:4000 บ่มทิ้งไว้บ่น

เครื่องเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างเมนเบรนด้วยสารละลาย PBST 4-5 ครั้งก่อนน าไป

ตรวจสอบสัญญาณด้วย chemiluminescence ต่อไป 
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3.14. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติโดยใช้ Student’s t-test หรือ ANOVA โดยมีจ านวนตัวอย่าง 

n = 3 ซึ่งข้อมูลที่แสดงเป็นข้อมูลค่าเฉลี่ย ± ความคาดเคลื่อนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย (Mean ± 

S.E.M.) โดยพิจารณาค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

(p < 0.05)  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1  ผลของสารพะไธโอคอลต่อเดนไดรติกเซลล์ปฐมภูมิท่ีพัฒนาจากไขกระดูกของหนูเมาส์ 

 

 4.1.1  ความเป็นพิษของพะไธโอคอลต่อเดนไดรติกเซลล์ 

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบความเป็นพิษของพะไธโอคอลต่อเดนไดรติกเซลล์                   

โดยกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น  25, 50, 125                 

และ 250 ไมโครโมลาร์ตามล าดับ  นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาศึกษาความมีชีวิตของเซลล์ด้วย                

วิธี MTT จากผลการทดลองพบว่าพะไธโอคอลที่มีความเข้มข้น 25-250 ไมโครโมลาร์ไม่เป็นพิษต่อ              

เดนไดรติกเซลล์ ซึ่งเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบที่ได้รับ DMSO แล้วพบว่าความมีชีวิตของเซลล์อยู่

ในช่วงร้อยละ 70 ถึง 90 (ภาพที่ 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7  ร้อยละความมีชีวิตของเดนไดรติกเซลล์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยพะไธโอคอลในปริมาณต่าง ๆ  

กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น 25, 50, 125 และ 250                   

ไมโครโมลาร์ นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ไปวัดความมีชีวิตของเซลล์ด้วย MTT ค านวณเปอร์เซ็นต์

ความมีชีวิตโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ; Neg คือกลุ่มควบคุมเชิงลบ; จ านวนตัวอย่าง n=3   
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 4.1.2  ผลของพะไธโอคอลต่อกระตุ้นการแสดงออกของยีนเป้าหมาย Cyp1a1   

Cyp1a1 เป็นยีนเป้าหมายซึ่งจะมีการแสดงออกเมื่อตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน                    

ถูกกระตุ้นด้วยลิแกนด์ [6] เพ่ือยืนยันว่าพะไธโอคอลสามารถเข้าสู่เดนไดรติกเซลล์และจับกับตัวรับ

สัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูก

ด้วยพะไธโอคอลในปริมาณความเข้มข้น 25, 50 และ 125 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและ                     

6 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของยีน Cyp1a1 จากผลการทดลองพบว่าที่ 3 และ 6 

ชั่วโมงหลังจากกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ด้วยพะไธโอคอลทุกความเข้มข้นมีแนวโน้มการแสดงออกของ

ยีน Cyp1a1 ที่เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ ดังภาพที่ 7 ซึ่งแสดงว่าพะไธโอคอลสามารถ

กระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนภายในเดนไดรติกเซลล์ได้  

 
ภาพที่ 8  การแสดงออกของยีน Cyp1a1 ในเดนไดรติกเซลล์       

กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจากไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่าง

กัน เป็นเวลา 3 หรือ 6 ชั่วโมง จากนั้นน ามาตรวจวัดการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative 

real-time PCR; แกน Y แสดง fold induction โดยค านวณ relative mRNA expression ของยีน

เป้าหมายเทียบกับยีนควบคุม (Gapdh) ; Neg คือ กลุ่มควบคุมเชิงลบ; จ านวนตัวอย่าง n= 2 
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 4.1.3.  ผลของพะไธโอคอลต่อการพัฒนาการสมบูรณ์ของเดนไดรติกเซลล์ (DC maturation) 

พะไธโอคอลสามารถกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนภายในเดนไดรติกเซลล์         

ซึ่งอาจน าไปสู่การเหนี่ยวน าให้เกิดการเจริญเต็มที่ของเดนไดรติกเซลล์ (Mature DCs) ซึ่งจะมี              

การแสดงออกของโค-สติมูลาโทรีโมเลกุล (co-stimulatory molecule) และโมเลกุล MHC ที่มากขึ้น             

บนผิวเซลล์ของเดนไดรติกเซลล์ เพ่ือกระตุ้นทีเซลล์ (T cell activation) และท าให้เกิดการเปลี่ยน

สภาพของทีเซลล์  (T cell proliferation) ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของสาร            

พะไธโอคอลต่อการกระตุ้นการเจริญเต็มที่ของเดนไดรติกเซลล์ โดยการกระตุ้นเดนไดรติกเซลล์                    

ที่พัฒนาจากเซลล์  ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในปริมาณความเข้มข้น 25, 50 และ 125 ไมโครโมลาร์ 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและเก็บเซลล์มาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิด  CD80, 

CD86 และ MHC class II  ด้วยวิธีโฟลไซโทเมทรี (Flow Cytometry) จากผลการทดลองพบว่าสาร

พะไธโอคอลไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิด CD80 (ภาพที่ 8A), CD86 

(ภาพที่ 8B) และ MHC class II (ภาพที่ 8C) เพ่ือเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบในทุกความเข้มข้น                           

ของพะไธโอคอลที่น ามาทดสอบ  ซึ่งสรุปได้ว่าพะไธโอคอลไม่สามารถกระตุ้นการเจริญเต็มที่ของ               

เดนไดรติกเซลล์ผ่านตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดคาร์บอนได้ 

 

 

A 
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ภาพที่ 9  ผลของพะไธโอคอลต่อการแสดงออกของโค-สติมูลาโทรีโมเลกุล (co-stimulatory 

molecule) และโมเลกุล MHC บนผิวของเดนไดรติกเซลล์  

กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่พัฒนาจากไขกระดูก ด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่าง

กันดังภาพ เป็นเวลา  24 ชั่วโมง เก็บเซลล์น าย้อมและตรวจวัดการแสดงออกของโค-สติมูลาโทรี

โมเลกุลบนผิวเซลล์ ด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี (Flow cytometry) ดังแสดงในภาพ (A) CD80, (B) 

CD86, (C) MHCII ; แกน Y แสดง Mean fluorescence intensity ; Neg คือ กลุ่มควบคุมเชิงลบ 

และ LPS คือแมโครฝาจที่ถูกกระตุ้นด้วยลิโปโพลีแซ็กคาไรด์ 500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นกลุ่ม

ควบคุมเชิงบวก; จ านวนตัวอย่าง n=2 

  

B 

C 
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 4.1.4  ผลของพะไธโอคอลร่วมกับลิแกนด์ของ TLR ต่อการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ 

เนื่องจากเดนไดรติกเซลล์เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด ซึ่งท าหน้าที่เป็นเซลล์ที่น าเสนอ

แอนติเจนให้กับทีเซลล์ ซึ่งจะมีตัวรับสัญญาณหลักคือกลุ่ม TLR (Toll-like receptor) ซึ่งในจากการ

ทดลองที่ผ่านมาพบว่าสารพะไธโอคอลไม่สามารถกระตุ้นการเจริญเต็มที่ของเดนไดรติกเซลล์ได้  

ผู้วิจัยจึงคาดการณ์ว่าการตุ้นเดนไดรติกเซลล์ของสารพะไธโอคอลอาจจ าเป็นต้องมีลิแกนด์อ่ืนร่วมด้วย 

โดยในการศึกษาครั้งนี้สนใจ TLR-4 และ TLR-9 เนื่องมาจาก TLR-4 และ TLR-9  มีความส าคัญเมื่อมี

การติดเชื้อ M. tuberculosis  ซึ่งการทดลองนี้จึงสนใจที่จะศึกษาผลของสารพะไธโอคอลร่วมกับ              

ลิแกนด์ของ TLR ต่อการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์โดยกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS (ลิแกนด์ของ TLR-4) 

หรือ CpG (ลิแกนดข์อง TLR-9) ความเข้มข้นที่แตกต่างกันร่วมกับมีสารพะไธโอคอล 50 ไมโครโมลาร์ 

ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยมีรายงานมาก่อนหน้านี้ [6]และปราศจากสารพะไธโอคอล  

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บ Supernatant เพ่ือน ามาศึกษาไซโตไคน์ต่างๆ ด้วยวิธี ELISA โดยกระตุ้น      

สารพิไธคอลร่วมกับ LPS พบว่ามีพบการผลิต IL-12p70 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อกระตุ้นสาร             

พะไธโอคอลร่วมกับ LPS 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรเมื่อเทียบกับ LPS 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร              

ที่ไม่มีสารพะไธโอคอล (ภาพท่ี 9A) แต่ไม่ผลความแตกต่างในการผลิต IL-6 (ภาพที่ 9B) ในทางตรงกัน

ข้ามเมื่อกระตุ้นสารพะไธโอคอลร่วมกับ CpG พบว่าไม่พบความแตกต่างของการผลิต IL-12p70  

(ภาพที่ 9C) และการผลิต IL-6 (ภาพที่ 9D) จากผลการทดลองสรุปได้ว่าสารพะไธโอคอลร่วมกับ 

TLR4 ยับยั้งการตอบสนองของเดนไดรติกเซลล์ 
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ภาพที่ 10  ผลของพะไธโอคอลร่วมกับลิแกนด์ของ TLR ต่อการหลั่งไซโตไคน์ของเดนไดรติกเซลล์  

กระตุ้นเดนไดรติกเซลล์ที่ พัฒนาจากไขกระดูกด้วยพะไธโอคอล ความเข้มข้น 50                    

ไมโครโมลาร์ร่วมกับลิแกนด์ของ TLR4 (A,B) และร่วมกับลิแกนด์ของ TLR9 (C,D) เก็บ supernatant 

น ามาตรวจวัดปริมาณไซโตไดน์ IL12p70 และ IL6 ด้วยเทคนิค ELISA; แกน Y แสดงปริมาณ                

ไซโตไคน์ (พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร); จ านวนตัวอย่าง n=3; * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  

p<0.05 

D 

C 
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4.2     ผลของพะไธโอคอลต่อแมโครฝาจปฐมภูมิที่พัฒนาจากไขกระดูกของหนูเมาส์ 

 
 4.2.1  ความเป็นพิษของพะไธโอคอลต่อแมโครฝาจ 

จากรายงานที่ผ่านมาพบว่าพะไธโอคอลมีความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์  [4]               

ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบความเป็นพิษของพะไธโอคอลต่อแมโครฝาจ                   

โดยกระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น 25, 50, 125 และ 

250 ไมโครโมลาร์ตามล าดับ  นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาตรวจวัดความมีชีวิตด้วยวิธี MTT 

จากผลการทดลองพบว่าพะไธโอคอลทุกความเข้มข้นไม่เป็นพิษต่อแมโครฝาจ ซึ่งเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมเชิงลบที่ได้รับ DMSO แล้วพบว่าความมีชีวิตของเซลล์อยู่ในช่วงร้อยละ 90 ถึง 100 (ภาพที่ 10) 

 

ภาพที่ 11  ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์แมโครฝาจเมื่อถูกกระตุ้นด้วยพะไธโอคอลในปริมาณต่าง ๆ  

กระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังภาพนาน 24 ชั่วโมง จากนั้น

น าเซลล์ไปวัดความมีชีวิตด้วย MTT ค านวณเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ; 

Neg คือกลุ่มควบคุมเชิงลบ; จ านวนตัวอย่าง n=3   
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 4.2.2  ผลของพะไธโอคอลต่อกระตุ้นการแสดงออกของยีนเป้าหมายของ AhR Cyp1a1   

เ พ่ือยืนยันว่าพะไธโอคอลสามารถเข้าสู่ แมโครฝาจ และจับกับ ตัวรับสัญญาณ                   

อาริลไฮโดรคาร์บอนได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงกระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอล

ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 125 ไมโครโมลาร์และตรวจสอบการแสดงออกของยีน Cyp1a1                  

ที่ 3 และ 6 ชั่วโมงหลังจากกระตุ้นด้วยสารพะไธโอคอล จากผลการทดลองพบว่า ณ เวลา 6 ชั่วโมง 

สารพะไธโอคอลสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน Cyp1a1 เพ่ิมขึ้นแบบแปรตามความเข้มข้น 

โดยที่ความเข้มข้น 50, 125 ไมโครโมลาร์ มีการแสดงออกของยีน Cyp1a1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 

(p<0.05) เมื่อเปรียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ (ภาพที่ 11) และสารพะไธโอคอบที่ความเข้มข้น 125               

ไมโครโมลาร์ มีการแสดงออกของยีน Cyp1a1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบกับการ

กระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอบที่ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ แสดงว่าพะไธโอคอลความเข้มข้น

สูงสามารถกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในแมโครฝาจได้โดยตรง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  การแสดงออกของยีน Cyp1a1 ในแมโครฝาจ    

กระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 

เป็นเวลา 3 หรือ 6 ชั่วโมง จากนั้นน ามาตรวจวัดการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative 

real-time PCR; แกน Y แสดง fold induction โดยค านวณ relative mRNA expression ของยีน

เป้าหมายเทียบกับยีนควบคุม (Gapdh) ; Neg คือ กลุ่มควบคุมเชิงลบ; จ านวนตัวอย่าง n=3; * แสดง

ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  p<0.05 
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4.2.3  ผลของพะไธโอคอลต่อการแสดงออกของโมเลกุลเฉพาะบนผิวเซลล์ (Surface marker)  
ในการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจ 

การเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจมีผลต่อการก าจัด M. tuberculosis [40, 41]                     

ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบว่าพะไธโอคอลมีผลท าให้มีการแสดงออกของโมเลกุล

เฉพาะบนผิวเซลล์ (Surface marker) ในการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจชนิด M1 หรือ M2                   

โดยกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 125 ไมโครโมลาร์ตามล าดับเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง และตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนบนผิวบนผิวเซลล์ ด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

ซึ่ง CD86, MHC CLASS II เป็นโมเลกุลเฉพาะบนผิวเซลล์ในแมคโครฟาจชนิด M1 และ CD206 เป็น

โมเลกุลเฉพาะบนผิวเซลล์ในแมคโครฟาจชนิด M2 จากผลการทดลองพบว่าพะไธโอคอลไม่พบความ

แตกต่างของการแสดงของโมเลกุลเฉพาะบนผิวเซลล์ทั้งชนิด M1 (ภาพที่  12A,B) และ M2                    

(ภาพท่ี 12C) ในแมโครฝาจเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าพะไธโอคอลอาจ

ไม่สามารถกระตุ้นการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจได้   
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ภาพที่ 13  ผลของพะไธโอคอลต่อการแสดงออกของ costimulatory molecule บนผิวของแมโครฝาจ   

กระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่าง

กันดังภาพ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บเซลล์น าย้อมและตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนบนผิวบน       

ผิวเซลล์ ด้วยเทคนิค Flow Cytometry โดยโปรตีนบนผิวที่ใช้บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M1 ดังแสดง

ในภาพ (A) CD86, (B) MHC CLASS II และโปรตีนบนผิวที่ใช้บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M2                   

แสดงในภาพ (C) CD206 ; แกน Y แสดง Mean fluorescence intensity ; Neg คือ กลุ่มควบคุม

เชิงลบ, LPS คือแมโครฝาจที่ถูกกระตุ้นด้วยลิโปโพลีแซ็กคาไรด์ 500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็น

กลุ่มควบคุมเชิงบวก (ภาพที่ 12A,B) และ IL-4 คือ แมโครฝาจที่ถูกกระตุ้นด้วยอ ินเตอร์ลิวคิน-4            

10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก (ภาพท่ี 12C); จ านวนตัวอย่าง n=3 

 

B 
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 4.2.4  ผลของพะไธโอคอลต่อการแสดงออกระดับยีนในกลุ่ม M1,M2 ของแมโครฝาจ 

จากการศึกษาโมเลกุลเฉพาะบนผิวเซลล์ในการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจ ไม่พบ           

ความแตกต่างของโมเลกุลเฉพาะบนผิวเซลล์  ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาเพ่ิมเติมในระดีบยีนโดย 

มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบว่าพะไธโอคอลมีผลท าให้มีการแสดงออกระดับยีนของแมโครฝาจเปลี่ยน

สภาพเป็น M1 หรือ M2  โดยกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 125                  

ไมโครโมลาร์ และตรวจสอบการเปลี่ยนสภาพเป็น M1 โดยวัดการแสดงออกของยีน Nos2 ซึ่งท า

หน้าที่ถอดรหัส inducible nitric oxide synthase (iNos)  และ Il6 ซึ่งท าหน้าที่ถอดรหัสไซโตไคน์ 

interleukin-6 (IL-6) [42, 43] และตรวจสอบการเปลี่ยนสภาพเป็น M2 โดยวัดการแสดงออกของยีน 

Arg1 ซึ่งท าหน้าที่ถอดหรัสเอ็นไซม์ arginase 1 ยีน Ym1 ซึ่งท าหน้าที่ถอดหรัสโปรตีน YM1 ยีน Il10 

ซึ่งท าหน้าที่ถอดหรัสไซโตไคน์ interleukin-10 (IL-10) และ ยีน Tgfb1 ซึ่งท าหน้าที่ถอดรหัส               

ไซโตไคน ์tumor necrosis factor-beta (TGF-) [42, 43]  

จากผลการทดลองพบว่าพะไธโอคอลไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของ

ยีน Nos2, Il6, ในแมโครฝาจเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบทั้งท่ี 3 และ 6 ชั่วโมง (ภาพที่ 13) 

และพบว่าพะไธโอคอลจะไม่กระตุ้นการแสดงออกของยีน Ym1 และ Tgfb ทั้งที่ 3และ 6 ชั่วโมง                  

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าที่ 6 ชั่วโมงเมื่อกระตุ้นด้วยพะไธโอคอลความเข้มข้น 125 ไมโครโมลาร์                   

มีการแสดงออกของยีน Arg1 และ Il10 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ในแมโครฝาจเมื่อเปรียบ

กับกลุ่มควบคุมเชิงลบ (ภาพที่ 14) จากผลดังกล่าวแสดงว่าพะไธโอคอลสามารถกระตุ้นแมโครฝาจ                 

ที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกให้เปลี่ยนสภาพให้มีฟีโนไทป์คล้าย M2  
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ภาพที่ 14  ผลของพะไธโอคอลต่อการเปลี่ยนสภาพของยีนในแมโครฝาจเป็น M1  

กระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่าง

กันดังภาพ เป็นเวลา 3 หรือ 6 ชั่วโมง ตรวจวัดการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-

time PCR โดยยีนที่ใช้บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M1 ได้แก่ Nos2 (A) และ Il6 (B); แกน Y แสดง 

fold induction โดยค านวณ relative mRNA expression ของยีนเป้าหมายเทียบกับยีนควบคุม 

(Gapdh) ; Neg คือ กลุ่มควบคุมเชิงลบ; จ านวนตัวอย่าง n=3;  

A 

B 
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ภาพที่ 15  ผลของพะไธโอคอลต่อการเปลี่ยนสภาพของของยีนแมโครฝาจเป็น M2   

กระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่าง

กันดังภาพ เป็นเวลา 3 หรือ 6 ชั่วโมง ตรวจวัดการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-

time PCR โดยยีนที่บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M2 ได้แก่ Arg1 (A), Ym1 (B), Tgfb1 (C) และ Il10 

(D); แกน Y แสดง fold induction โดยค านวณ relative mRNA expression ของยีนเป้าหมาย

เทียบกับยีนควบคุม (Gapdh) ; Neg คือ กลุ่มควบคุมเชิงลบ; จ านวนตัวอย่าง n=3; * แสดงความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  p<0.05   
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 4.2.5  ผลของพะไธโอคอลต่อการแสดงออกระดับโปรตีนในการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจ     

                  เพ่ือยืนยันว่าพะไธโอคอลมีผลท าให้แมโครฝาจเปลี่ยนสภาพเป็น M1 หรือ M2                   

โดยกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 125 ไมโครโมลาร์ และตรวจสอบ

การเปลี่ยนสภาพเป็น M1 โดยวัดการหลั่งไซโตไคน์ที่กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ (pro-inflammatory 

cytokines) คือ interleukin-6 (IL-6) และ TNF-a และการเปลี่ยนสภาพเป็น M2 โดยวัดการหลั่ง            

ไซโตไคน์ที่ยับยั้งการอักเสบคือ interleukin-10 (IL-10)  ผลการทดลองพบว่าปริมาณไซโตไคน์ IL-6 

และ TNF-a เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอล               

ที่ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ ในทางตรงกันข้ามพบว่าเมื่อกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอล 50 

และ 125 ไมโครโมลาร์พบว่าปริมาณไซโตไคน์ IL-6 และ TNF-α ลดลงแบบแปรผันตามความเข้มข้น 

(ภาพที่ 15A, B) และเมื่อวัดการหลั่งไซโตไคน์ที่ยับยั้งการอักเสบ พบปริมาณไซโตไคน์ IL-10        

เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เมื่อกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอลที่ 50 และ 125              

ไมโครโมลาร์  (ภาพที่ 15C) จากผลดังกล่าวให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาการแสดงออกในระดับยีน

ของการผลิตไซโตไคน์ที่ยับยั้งการอักเสบ จึงสามารถสรุปได้ว่าพะไธโอคอลสามารถกระตุ้นแมโครฝาจ

ที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกให้เปลี่ยนสภาพให้มีฟีโนไทป์คล้าย M2 
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ภาพที่ 16  ผลของพะไธโอคอลต่อการหลั่งไซโตไคน์ของแมโครฝาจ  

กระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลในความเข้มข้นที่แตกต่าง

กันเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเก็บ supernatant น ามาตรวจวัดปริมาณไซโตไดน์ที่บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น 

M1 ดังแสดงในภาพ (A) IL-6, (B) TNF-α และไซโตไดน์บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M2 ดังแสดงใน

ภาพ (C)  IL-10 ด้วยเทคนิค ELISA ; แกน Y แสดงปริมาณไซโตไคน์ (พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร); จ านวน

ตัวอย่าง n=3; * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  p<0.05   

C 

B 

* * 

TNF-α 
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 4.2.6.  ผลของพะไธโอคอลต่อการผลิตไซโตไคน์ IL-10 ของแมโครฝาจผ่านวิถีสัญญาณ p38  

เนื่องจากผลการทดลองที่ผ่านมาข้างต้นพบว่ามีการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-10 เพ่ิมมากขึ้น 

การทดลองมีวัตถุประสงค์เ พ่ือศึกษาวิถีสัญญาณของการผลิตไซโตไคน์ IL-10 ในแมโครฝาจ                   

โดยกระตุ้นแมโครฝาจด้วยพะไธโอคอลที่ความเข้มข้น 125 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นสูงสุด

ที่มีการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-10 มากที่สุด (ภาพที่ 15) และตรวจสอบ phosphor และ Total form 

ของ p38 ด้วยวิธี Western blot  ผลการทดลองพบว่าที่ 30 และ 60 นาทีหลังจากกระตุ้นด้วย            

สารพะไธโอคอล พบว่ามีการเพ่ิมสูงขึ้น phosphorylated form ของ p38 (ภาพที่ 16) ซึ่งแสดงว่า

สารพะไธโอคอล กระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-10 ผ่านวิถีสัญญาณ p38  

 

ภาพที่ 17  ผลของพะไธโอคอลต่อวิถีสัญญาณ p38 ในแมโครฝาจ    

กระตุ้นแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกด้วยพะไธโอคอลความเข้มข้น 125                 

ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 15,30 และ 60 นาที เก็บโปรตีนภายในเซลล์น ามาวิเคราะห์ p-p38 และ

โปรตีน p38 ทั้งหมด ด้วยวิธี Western blot ;  Positive คือแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูก 

ที่กระตุ้นด้วย LPS 500 ng/ml นาน 30 นาที ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก  
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลองและสรุปผลการทดลอง 

เดนไดรติกเซลล์และแมโครฝาจเป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันโดยก าเนิดที่สามารถน าเสนอ

แอนติเจนและมีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกายและเป็นตัวกลาง

ส าคัญในการก าจัดแบคทีเรียผ่านคุณสมบัติของภูมิคุ้มกันโดยก าเนิ ด (innate immunity)              

และเหนี่ยวน าให้เกิดภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (adaptive immunity) [35] ซึ่งจากผลการศึกษานี้พบว่า

สารพะไธโอคอลมีแนวโน้มที่สามารถกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในเดนไดรติกเซลล์ได้ 

(ภาพที่ 6) แต่อาจจะไม่สามารถกระตุ้นการเจริญเต็มที่ของเดนไดรติกเซลล์ (DC maturation)             

(ภาพที่ 7) ซึ่งให้ผลไปในแนวทางเดียวกับการศึกษาในเดนไดรติกเซลล์ที่เจริญเต็มที่โดยการกระตุ้น

ด้วยลิแกนด์อ่ืนๆของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน [44] และนอกจากนี้มีรายงานเพ่ิมเติมว่า

ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนสามารถ ท าหน้าที่เป็น PRR เช่นเดียวกับกลุ่มโทไล้รีเซ็บเตอร์ [6] 

จึงท าให้ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาผลของสารพะไธโอคอลร่วมกับลิแกนด์ของ TLR  ซึ่งมีรายงานว่า TLR 

ที่มีความส าคัญต่อการคิดเชื้อ M. tuberculosis คือ TLR-2, TLR-4 และ TLR-9  [45] ซึ่งในงานวิจัย

นี้เลือกลิแกนด์ของ TLR-4 คือ lipopolysaccharide (LPS) และ TLR-9 คือ CpG-DNA เพ่ือใช้ใน

การศึกษาในครั้งนี้แทนการใช้ protein ที่ได้จาก M. tuberculosis และเมื่อกระตุ้นสารพะไธโอคอล

ร่วมกับ TLR-4 พบว่าการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-12p70 ลดลง (ภาพที่ 9A) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ

การศึกษาการกระตุ้น TCDD ร่วมกับ TLR-4 ในเดนไดรติกเซลล์ระยะ steady state [46]                  

ทั้งนี้ผลการศึกษาบทบาทของสารพะไธโอคอลต่อการกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนใน             

เดนไดรติกเซลล์และการกระตุ้นการเจริญเต็มที่ของเดนไดรติกเซลล์ยังไม่สามารถสรุปได้                     

อันเนื่องมาจากการศึกษาในครั้งนี้พบปัญหาจากหนูเมาส์ที่น ามาเตรียมเดนไดรติกเซลล์ ซึ่งเมื่อน า

เซลล์ไขกระดูกน ามาเตรียมเดนไดรติกเซลล์พบว่ามีการตอบสนองของเซลล์ที่ต่ าลง โดยจะสังเกตุผล

การทดลองการแสดงออกของโค-สติมูลาโทรีโมเลกุล (co-stimulatory molecule) และโมเลกุล 

MHC ที่แสดงถึงการเจริญเต็มที่ของเดนไดรติกเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่กระตุ้นด้วย LPS พบว่ามี                

การแสดงออกที่กว่าปกติ ซึ่งจากเหตุผลดังกล่าวจึงยังไม่สามารถสรุปได้  ซึ่งควรท าการทดลองซ้ า

เพ่ือให้แน่ชัดว่าผลการทดลองที่เกิดขึ้นเป็นผลจากการกระตุ้นเซลล์ด้วยพะไธโอคอลจริง ไม่ได้เกิดจาก
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ปัญหาจากเซลล์ที่น ามาใช้ในการทดลองและควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในระดับยีนและระดับโปรตีนหรือ

ศึกษาผลของสารพะไธโอคอลในเดนไดนติกเซลล์ที่เจริญเต็มที่เป็นต้น 

ในการศึกษาผลของสารพะไธโอคอลในแมคโครฝาจ พบว่าพะไธโอคอลสามารถกระตุ้น

ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในแมโครฝาจที่พัฒนาจากเซลล์ไขกระดูกได้ โดยการแสดงออก

ของยีนเป้าหมาย Cyp1a1 เพ่ิมขึ้นตามปริมาณของพะไธโอคอลที่สูงขึ้น  (ภาพที่ 11) ซึ่งมี                

ความสอดคล้องกับการศึกษาท่ีผ่านมา [6] 

ปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาแน่ชัดที่แสดงถึงบทบาทของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน

ต่อการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจ แต่มีรายงานว่าตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในแมโครฝาจ

ที่แยกได้จากช่องท้องของหนูเมาส์ (peritoneal macrophage) ท าหน้าที่ในการควบคุมและยับยั้ง              

วิถีสัญญาณ TLR-4 จากการกระตุ้นด้วย lipopolysaccharide (LPS) [25, 28] และนอกจากนี้                 

ยังมีรายงานเพ่ิมเติมว่าสาร 3-methylcholanthrene ซึ่งเป็นลิแกนด์หนึ่งของตัวรับสัญญาณ            

อาริลไฮโดรคาร์บอนสามารถยับยั้งสัญญาณการกระตุ้นของ (LPS) ได้ [28] จากหลักฐานดังกล่าว

แสดงให้เห็นว่าวิถีสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนในแมโครฝาจน่าจะมีผลต่อการยับยั้งการเปลี่ยนสภาพ

ของแมโครฝาจไปเป็น M1 และอาจส่งผลต่อการเปลี่ยนสภาพเป็น M2 ได้   

งานวิจัยนี้มีศึกษาโมเลกุลที่เฉพาะบนผิวเซลล์ของแมโครฝาจชนิด M1 และ M2                 

แต่ไม่พบความแตกต่างของโมเลกุลที่เฉพาะบนผิวเซลล์ (ภาพที่ 12) ซึ่งอาจจะเป็นเพราะสาร               

พะไธโอคอล มีความสามารถในการกระตุ้นการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจในระดับต่ าหรืออาจ

จ าเป็นต้องศึกษาโมเลกุลที่เฉพาะบนผิวเซลล์ของแมโครฝาจชนิด M2 เพ่ิมเติมเช่น CD163 เป็นต้น

และเม่ือศึกษาในระดับการแสดงออกของยีนพบว่าสารพะไธคอลไม่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ

ยีนที่บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M1 (ภาพที่ 13) อย่างไรก็ตามพบว่าสารพะไธโอคอลความเข้มข้น 25 

ไมโครโมลาร์สามารถกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ชนิด  IL-6 และ TNF-α (ภาพที่ 15A, B) ในขณะที่

พะไธโอคอลความเข้มข้น 125 ไมโครโมลาร์ไม่สามารถกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ทั้งสองดังกล่าว                  

แต่กลับกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ชนิด IL-10 (ภาพที่ 15C) ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าผลตรงข้ามที่เกิดขึ้นน่าจะ

เกิดจากปริมาณของพะไธโอคอลอาจเหนี่ยวน าการท างานของวิถีสัญญาณของอาริลไฮโดรคาร์บอนที่

แตกต่างกัน ซึ่งต้องท าการพิสูจน์ต่อไปโดยศึกษายีนและโปรตีนเป้าหมายของทั้งวิถีสัญญาณ 

canonical และ non-canonical ของวิถี AhR [47] 
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โดยรวมการกระตุ้นตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนด้วยลิแกนด์ชนิดพะไธโอคอล         

มีแนวโน้มที่จะเปลี่ยนแมคโครฝาจไปเป็น M2 ได้ (ภาพที่ 14) จากผลการทดลองพบว่าการกระตุ้น

ตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนด้วยพะไธโอคอลความเข้มข้น 125 ไมโครโมลาร์มีผลต่อการ

แสดงออกของยีนที่บ่งชี้การเปลี่ยนสภาพเป็น M2 แบบจ าเพาะ โดยมีการเหนี่ยวน าการแสดงออกของ

ยีนเพียง 2 ชนิด ได้แก่ Il10 และ Arg1 ซึ่งจากการศึกษาในทีเซลล์พบว่าเมื่อยับยั้งวิถีสัญญาณ                

อาริลไฮโดรคาร์บอนในทีเซลล์ มีผลท าให้ทีเซลล์หลั่ง IL-10 ลดลง [48] แสดงถึงบทบาทของ             

อาริลไฮโดรคาร์บอนต่อการเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีน Il10 ในเซลล์ภูมิคุ้มกัน และในงานวิจัยนี้

ยังพบว่าสารพะไธโอคอลสามารถกระตุ้นการผลิตไซโตไคน์ชนิด  IL-10 ผ่านวิถีสัญญาณ p38 และ  

เมื่อไม่นานมานี้มีการรายงานว่าคอมเพล็กซ์ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนมีผลโดยตรง                  

ต่อการแสดงออกของยีน Il10 [9] และยังไม่มีการศึกษาใดกล่าวถึงบทบาทของวิถีสัญญาณ                 

อาริลไฮโดรคาร์บอนต่อการเหนี่ยวน าการแสดงออกของ Arg1 ซึ่งอาจต้องพิสูจน์โดยการศึกษาการจับ

กันของคอมเพล็กซ์ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนกับ promotor ของยีน Arg1 และยืนยัน

การจับคอมเพล็กซ์ของตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนกับ promotor Il10 ในอนาคตต่อไป  

ผลการทดลองสรุปได้ว่าจากการกระตุ้นเดนไดร์ติกเซลล์ด้วยสารพะไธโอคอลพบว่า             

สารพะไธโอคอลยังไม่สามารถสรุปผลการทดลองได้ แต่พบแนวโน้มที่สามารถจับกับตัวรับสัญญาณ             

อาริลไฮโดรคาร์บอนภายในเดนไดรติกเซลล์ได้โดยตรง ซึ่งในแมโครฝาจพบว่าสารพะไธโอคอลสามารถ

จับกับตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอนภายในแมโครฝาจได้และพะไธโอคอลน่าจะมีบทบาทส าคัญ

ในการเปลี่ยนสภาพของแมโครฝาจเป็นชนิด M2 โดยผ่านทางตัวรับสัญญาณอาริลไฮโดรคาร์บอน                

ซึ่งการเปลี่ยนสภาพดังกล่าวส่งผลให้ร่างกายไม่สามารถควบคุมวัณโรคได้  ดังนั้นพะไธโอคอลใน            

ผนังเซลล์ของ M. tuberculosis จึงอาจเป็นกลไกส าคัญกลไกหนึ่งที่เชื้อใช้ในการรุกรานระบบ
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ภาคผนวก 

 

1. อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI ที่มีซีรัมความเข้มข้น (Fetal bovine serum) 10 เปอร์เซ็นต์ 

 อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 100 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (Inactivated Fetal bovine serum ) 10 มิลลิลิตร 

 สารละลายกลูตาแมกซ์ (GlutaMAX; 100X) 1 มิลลิลิตร 

 Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 1 มิลลิลิตร 

 

2. อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีซีรัมความเข้มข้น (Fetal bovine serum) 10 เปอร์เซ็นต์ 

 อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM 90 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (Inactivated Fetal bovine serum ) 10 มิลลิลิตร 

 Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 1 มิลลิลิตร 

 โซเดียมไพรูเวท (Sodium pyruvate) 1 มิลลิลิตร 

 HEPES 1 มิลลิลิตร 

 

3. ซีรัม inactivated Fetal bovine serum 

 ซีรัมจากลูกวัว (Fetal bovine serum) ที่เก็บใน -20 องศาเซลเซียส ต้องน ามา

ละลายที่ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืมและน ามาบ่มที่ 56 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที                 

เพ่ือ inactivated ซีรัม 

 

4. น้ าปราศจากอาร์เอ็นเอส (RNase)  (DEPC water) ส าหรับงาน RNA  

 เติมสารละลาย Diethylpyrocarbonate  ความเข้มข้นร้อยละ 0.01 โดยปริมาตร

ต่อปริมาตรลงในน้ าและกวนสารด้วยแท่งแม่เหล็กตั้งทิ้งไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ  จากนั้นน าไปนึ่ง

ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี
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5. สารละลายเอทานอล 75 เปอร์เซ็นต์ในน้ าปราศจากอาร์เอ็นเอส 

 เอทานอล (absolute Ethanol) 7.5  มิลลิลิตร 

 น้ าปราศจากอาร์เอ็นเอส 2.5 มิลลิลิตร 

 

6. สารละลาย MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)                 

5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

สาร MTT  มิลลิกรัม  

สารละลาย DPBS 10 มิลลิลิตร 

ละลายสาร MTT ใน DPBS ให้เข้ากันและน าไปกรองปราศจากเชื้อ โดยใช้ชุดกรอง

ส าเร็จรูปขนาดรู 0.22 ไมโครเมตรและแบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ –20

องศาเซลเซียส 

 

7. สารละลาย 1X Phosphate-Buffered Saline (1X PBS) 

 NaCl 8  กรัม 

 KCl 0.2 กรัม 

 Na2HPO4 1.44 กรัม 

 KH2PO4 0.24 กรัม 

 ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกันและเติมน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตรละลายให้เข้ากัน จากนั้น

น าไปปรับค่าความเป็นกรดด่าง โดยใช้ HCl 1 นอร์มาลิตี้ หรือ NaOH 1 นอร์มาลิตี้                  

ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่นและน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ อุณหภูมิ 121                 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

8. สารละลาย Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (dPBS) 

ผง DPBS 9.55 กรัม  

น้ ากลั่น (DI water) 1,000 มิลลิลิตร 

 ละลายผง DPBS ในน้ ากลั่นและน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี
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9. สารละลาย FACs 

1X PBS pH 7.4 100 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (Inactivated Fetal bovine serum ) 1 มิลลิลิตร 

Sodium azide 0.1 กรัม 

 

10. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 bovine serum albumin (BSA) 0.05 กรัม 

 น้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร 

ละลายให้เข้ากันและแบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 500 ไมโครลิตร 

เก็บท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 

 

11. สารละลาย BCA protein assay 

 สารละลาย A 50  ส่วน 

 สารละลาย B 1 ส่วน 

 

12. การเตรียม SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

 

12.1  การเตรียม  12% separating gel 8 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 3.436 มิลลิลิตร 

 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 2 มิลลิลิตร 

 สารละลาย 40% Acrylamide/Bis 1.6 มิลลิลิตร 

 10% SDS 0.08 มิลลิลิตร 

 10% APS 0.08 มิลลิลิตร 

 TEMED 0.004 มิลลิลิตร 

  ผสมทุกอย่างให้เข้ากันและเติม TEMED เป็นล าดับสุดท้าย  
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12.2  การเตรียม  5% stacking gel 2 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 1.204 มิลลิลิตร 

 1 M Tris-HCl pH 6.8 0.504 มิลลิลิตร 

 สารละลาย 40% Acrylamide/Bis 0.25 มิลลิลิตร 

 10% SDS 0.02 มิลลิลิตร 

 10% APS 0.02 มิลลิลิตร 

 TEMED 0.002 มิลลิลิตร 

 ผสมทุกอย่างให้เข้ากันและเติม TEMED เป็นล าดับสุดท้าย  

 

13. การเตรียม 2X Laemmli sample buffer (SDS-dry) 

 1 M Tris-HCl pH 6.8 1 มิลลิลิตร 

 10% SDS 4 มิลลิลิตร 

 Glycerol 2.01 มิลลิลิตร 

 Bromphenol  blue 0.001 กรัม 

 น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 2.989 มิลลิลิตร 

 

14. การเตรียม 5X running buffer for SDS 

 Tris-base 15.1 กรัม 

 Glycine 94 กรัม 

 SDS 5 กรัม 

 น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร  

 

15. การเตรียม 1X PBST (Phosphate-Buffered Saline+Tween20) 

 1X PBS pH 7.4 1000 มิลลิลิตร 

 Tween 20  0.05 เปอร์เซ็นต์ 
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16. การเตรียมสารละลาย 3% Blocking ส าหรับ Western blot 

 1XPBST 50 มิลลิลิตร 

 Skim milk 3 กรัม 

 

17. การเตรียม 2N H2SO4  

 18M Sulfuric Acid 5.56 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่น 94.44 มิลลิลิตร  

 

18. การเตรียม Transfer buffer for Western blot 

  Tris-base 5.08 กรัม 

 Glycine 2.9 กรัม 

 SDS 0.37 กรัม 

 น  ากลั่น 800 มิลลิลิตร  

 เมทานอล (absolute methanol) 200  มิลลิลิตร 

19. การเตรียม ECL substrate 

 

19.1   Solution A ECL 

 100mM Tris-HCl pH 8.5 4 มิลลิลิตร 

 90mM coumaric acid 17.6 ไมโครลิตร 

 250mM lumunol 40 ไมโครลิตร 

 

19.2   Solution 2 ECL 

 100mM Tris-HCl pH 8.5 4 มิลลิลิตร 

 30% H2O2 17.6 ไมโครลิตร 
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20. การเตรียม RIPA buffer 

 1M Tris-HCl pH 7.4 0.35 มิลลิลิตร 

 0.5M NaCl 2.1 มิลลิลิตร 

 100% Nonidet P-40 0.07 มิลลิลิตร 

 10% Sodium Deoxyclolate 0.35 มิลลิลิตร 

 20% SDS 0.035 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่น 3.095 มิลลิลิตร  

 7X Protease inhibitor (เตรียมก่อนใช้) 1 มิลลิลิตร 
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