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Flow cytometry เปนเทคนิคในการวัดลักษณะที่หลากหลายของเซลลแตละเซลล โดยใชหลักการวัดความ 
ยาวคล่ืนแสงท่ีเซลลปลอยและกระจายออกมาหลังจากไดรับแสงกระตุนจากภายนอก เทคนิคน้ีไดรับการพัฒนา 
อยางตอเนื่องมาตั้งแตชวงปคริสตศักราช 1970 จนถึงปจจุบันและไดกลายมาเปนเคร่ืองมือสําคัญทางการ
แพทยในสาขาวิชาโลหิตวิทยา และวิทยาภูมิคุมกัน การพัฒนารวมกันกบัเทคโนโลยีดาน monoclonal anti-
body และความหลากหลายของสี fl uorescence ทําใหมีการประยุกตใช fl ow cytometry เพื่อประโยชน
ทางคลินิกและงานวิจัยเพื่อเขาใจความรูเกี่ยวภูมิคุมกันวิทยาอยางมากมาย นับถึงปจจุบันมีงานวิจัยที่เกี่ยวของ
กับ fl ow cytometry มากกวา 200,000 ชิ้นในฐานขอมูล medline บทความน้ีจะเนนถึงความรูพื้นฐานเพ่ือ
ความเขาใจขอมูลที่ไดจาก fl ow cytometry และการประยุกตใชในงานวิจัยและทางคลินิก  เชียงใหมเวชสาร 
2557;53(2):99-109.
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Flow cytometry เปนเทคนิคการวัดลักษณะของ
เซลลแตละเซลลโดยใชหลักการวัดรังสี photon ที่
เซลลกระจาย (scatter) และปลอยแสง (emit) ออก
มาภายหลังไดรับพลังงานแสงกระตุนจากภายนอก 
เทคนิคดังกลาวไดรับการพัฒนามานานมากกวา 40 
ป ในระยะแรกการใชยังมีขอจํากัดอยางมาก เนื่อง 
จากตัวเครื่องมือมีขนาดใหญ การใช การดูแลรักษา
ยาก และราคาแพง จึงถูกใชเฉพาะงานวิจัยที่ซับซอน
เทานั้น แตปจจุบันเทคนิค fl ow cytometry มีการ
พัฒนากาวหนาขึ้นอยางมาก ทําใหสามารถใชได

สะดวกยิ่งขึ้น วัดคุณสมบัติของเซลลไดหลากหลาย[1, 

2] ซึ่งอาจมากถึง 13 ลักษณะพรอม ๆ กัน และใช
เวลาในการวัดลดลงโดยวัดท่ีอัตราเร็วสูงถึง 100,000 
เซลลตอวินาที[3] ทําให fl ow cytometry ถูกนํามา
ประยุกตใชในงานวิจัยทางการแพทยหลากหลาย
สาขาวิชา โดยเฉพาะดานโลหิตวิทยา และวิทยาภูมิ-
คุมกัน จนถึงปจจุบันมีงานวิจัยทางการแพทยที่ได
รับการตีพิมพและอยูในฐานขอมูล medline เกือบ 
200,000 ชิ้น ที่ใชเทคนิค fl ow cytometry ในการ
รายงานผลและการวิเคราะหผลการวิจัย[4] นอกจาก
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นั้น fl ow cytometry ยังถูกนํามาใชทางคลินิกเพื่อ
ชวยในการวินิจฉัยและติดตามการรักษาอยางกวาง
ขวาง เชน การวินิจฉัยชนิดของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว
และการตอบสนองตอยาเคมีบําบัด การติดตามผล
การรักษาของการปลูกถายสเต็มเซลล ชวยในการตัด 
สินใจใหยาตานไวรัสและติดตามการรักษาในผูปวยที่
ติดเชื้อเอชไอวี  การวินิจฉัยหาชนิดของสารกอภูมิแพ
ท่ีเปนสาเหตุ โดยการตรวจ basophil activation 
test และโรคภูมิคุมกันบกพรองแตกําเนิดที่มีความ
ผิดปกติของ T และ B cell โดยการวัดปริมาณของ
เม็ดเลือดขาวชนิด lymphocyte แตละชนิด และ
การตรวจการทํางานของ neutrophil เปนตน หลัก
การพื้นฐานและการประยุกตใช fl ow cytometry 
จึงเปนเรื่องนาสนใจอยางยิ่งสําหรับบุคลากรทางการ
แพทย บทความนี้มีจุดประสงคเพื่อทบทวนความรู
พื้นฐานและความเขาใจการทํางานของ fl ow cyto-
metry การแปลผล การนําเสนอผล และการประยุกต
ใชในทางคลินิกและงานวิจัยทางการแพทย

หลักการทํางานพื้นฐาน

หลักการพ้ืนฐานของ fl ow cytometry คือเซลล
ที่ตองการตรวจสอบจะตองอยูในลักษณะแขวนลอย
ในสารละลาย (suspension) เครื่องมือจะผลักให
เซลลไหลผานทอกรวยขนาดเล็ก ในลักษณะการเรียง
ตัวเดี่ยว ๆ ผานลําแสงเลเซอรที่ถูกยิงมาตกกระทบ
เซลล และมีตัวรับ (detector) แสงเลเซอรที่ผาน
หรือหักเหออกมา การวัดคุณสมบัติของเซลลอาศัย
การหักเหของแสง การกระจายและปลอยแสงออก
มา โดยแสงที่มีการหักเหเพียงเล็กนอย (นอยกวา 5 
องศา) เรียกวา forward scatter (FSC)  เปนตัวบอก
ขนาดของเซลล สวนแสงที่หักเหมากออกดานขาง 
เรียกวา side scatter (SSC) เปนตัววัดคุณสมบัติ
อื่น ๆ เชน granularity, membrane roughness 

ที่เรียกรวมวา cell complexity นอกจากนี้หาก
เซลลถูกจับดวย monoclonal antibody ตอองค
ประกอบจําเพาะ (specifi c marker) ที่สนใจ และติด
ฉลากสี fl uorochrome ที่แตกตางกัน เมื่อเซลลผาน
แสงเลเซอรจะมีการกระจายของ SSC ผานเลนสและ
ฟลเตอรไปยังตัวรับ photomultiplier tube ซึ่งจะ
สามารถแยกความยาวคลื่นแสงเปลี่ยนเปนสัญญาณ
ดิจิตอล ประมวลผล นํามาแสดงและแปลผล ทําให
สามารถแยกลักษณะความแตกตางของแตละเซลลที่
มี specifi c marker ที่สนใจออกจากกันเซลลอื่น ๆ 
บนหนาจอคอมพิวเตอรได  นอกจากน้ี fl ow cytom-
eter บางเครื่องยังสามารถใชแยกเซลลที่สนใจออก
มาตางหาก โดยการปรับประจุบวกลบตามการปลอย
พลังงานแสงของเซลล ดวยสนามแมเหล็กไฟฟา โดย
วิธีดังกลาวเรียกวา fl uorescence-activated cell 
sorting (FACS) โดยเซลลที่แยกออกมาไดนี้จะยังมี
ชีวิต และมีคุณสมบัติที่ไมเปลี่ยนแปลง สามารถนําไป
เพาะเลี้ยง (culture) หรือใชในการทดลองอ่ืน ๆ ตอ
ไปได[1,2] (รูปที ่1)

การเลือกชนิด fl uorochrome ที่ติดอยูกับ mo-
noclonal antibody ที่จําเพาะตอเซลล เพื่อแยก
คุณสมบัติของเซลลนั้น ขึ้นกับความสามารถการ
ตรวจวัดความยาวคล่ืนของสี fl uorochrome ของ 
เครื่อง fl ow cytometer  โดยจะตองเลือกสีที่เครื่อง
สามารถตรวจจับในชวงความยาวคลื่นนั้น ๆ และนํา
มาประมวลผลแยกความแตกตางของเซลลได เรียก
การแยกความแตกตางของเซลลนี้วา gating  เครื่อง
พื้นฐานอาจแยกไดเพียง 2-3 สี ซึ่งเพียงพอกับการใช
งานทางคลินิกงาย ๆ เชน การวัดจํานวน T helper-
cell ดวยการยอมเซลลเม็ดเลือดขาวดวยสี fl uoro-
chrome ที่ติดกับ monoclonal antibody ตอ CD3, 
CD4 และ CD8 ในขณะที่เครื่องมือขั้นสูงจะตรวจวัด
ความยาวคลื่นไดหลายระยะ ทําใหผูตรวจสามารถ
ยอมเซลลดวยสี fl uorochrome หลากหลายพรอม
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กัน ซึ่งอาจมากถึง 13 สี อยางไรก็ตาม การวัดสีหลาย
สีพรอมกันนี้ จะมีโอกาสที่สีเหลานี้ใหความยาวคลื่น
ที่ซอนทับกันได  (spillover) ทําใหเกิดการแปลผล
ที่ผิดพลาด (รูปที่ 2) จึงตองมีกระบวนการที่เรียก
วา compensation เพื่อใหการแปลผลในการแยก
ลักษณะของเซลลไดถูกตองยิ่งขึ้น[1-3] 

การแปลและแสดงผล 

ขอควรคํานึงที่สําคัญของการใชเทคนิค fl ow cy-
tometry เพื่อการแปลผลที่แมนยํา ถูกตองมีดังนี้ คือ

1. การออกแบบการทดลองและการเลือก nega-
tive control นอกเหนือจากการเลือก monoclonal 
antibody ที่จะใชแลว การเลือกสี fl uorochrome ที่
ใชในการยอมเซลลมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะ
เม่ือตองยอมหลาย ๆ สีพรอมกัน ซึ่งหากเลือกสีไม
เหมาะสม อาจมีผลตอการแปลผลไดโดยทําใหเกิด
ผลลบลวง (false negative) เชน การใชสีที่มีความ

เขม (intensity) สูง มายอม surface marker ที่มี
ปริมาณมากบนเซลล พรอมกับการใชสีที่มีความเขม
นอยมายอม surface marker ที่พบไดนอย โอกาส
ที่จะตรวจพบ surface marker ที่พบไดนอยจะลด
ลง เพราะสีที่มีความเขมสูงอาจ spillover บดบังตัว
รับความยาวคลื่นของสีที่มีความเขมนอยได หลักการ
เบื้องตนที่สําคัญของการเลือกชนิดของสี fl uoro-
chrome คือ ใชสีที่มีความเขมสูงในการจับ mono-
clonal antibody ที่จําเพาะตอ marker ที่พบได
นอย สวนสีที่ความเขมนอยควรใชกับ marker ที่พบ
ไดมากกวา[1]

อีกประเด็นที่สําคัญคือการแปลผลวาเซลลเปา
หมายยอมติดสีหรือไม หรือติดสีท่ีจําเพาะตอ marker 
หรือไม โดยเฉพาะเมื่อยอมเซลลดวยสีหลายสีที่มี
ความยาวคลื่นที่ใกลเคียงกันพรอม ๆ กัน ควรมีการ
ยอม fl uorescence minus one (FMO)  เพื่อชวย
ในการตัดสินใจวาเมื่อใดจะแปลผลการยอมสีนั้นวา
เปนบวก[1,2] เชน หากตองยอมเซลลดวยสี 7 สี หาก
ตองการตัดสินใจวาเซลลกลุมใดใหสี fl uorescein 

รูปที่ 2.  กราฟแสดงตัวอยางความยาวคล่ืนแสงของสี fl uo-
rochrome สองชนิดคือ FITC และ PE ที่ตัวรับบนเคร่ือง 
fl ow cytometry สามารถรับได (แสดงในกรอบส่ีเหล่ียม) 
จะเห็นวาชวงที่ตัวรับความยาวคล่ืนแสงของ PE ที่เคร่ืองวัด
ได มีชวงความยาวคล่ืนแสงของ FITC มาครอมอยูดวย (ลูก
ศรสีแดง) เรียกวา spillover ซึ่งหากไมไดรับการแกไขดวย 
compensation ที่เหมาะสม จะทําใหการวัดเซลลที่ใหผล
บวกกับ PE ไมถูกตอง

Laser  

SSC detector 

FSC detector 

charge 

รูปที่ 1. หลักการทํางานของ fl ow cytometry โดยเซลล
ที่แขวนลอยในสารละลายไหลผานทอกรวย และลําแสง
เลเซอรยิงมาตกกระทบ จากน้ันจะมีตัวรับแสงที่ออกมาจาก
เซลล ทั้ง forward scatter (FSC)  และ side scatter (SSC) 
แปลผลเปนคุณสมบัติของเซลล สวน fl uorescence-acti-
vated cell sorting (FACS) จะสามารถแยกเซลลที่สนใจ
ออกมาโดยการปรับประจุบนผิวเซลล

 
FITC PE 

ความยาวคลืÉน (นาโนเมตร) 575 520 
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isothiocyanate conjugate (FITC) เปนบวก ทําได
โดยการยอม FMO คือยอมสีอื่น ๆ อีก 6 สี ยกเวน
สีที่เราตองการคือ FITC เทคนิคดังกลาวจะชวยทําให
การ gating เลือกกลุมเซลลเปาหมายมีความถูกตอง
มากขึ้น และลดความผิดพลาดจากการ gating สีอื่น 
ๆ ที่มีความยาวคล่ืนครอมกัน มา spillover ตอชวง
ความยาวคล่ืนของ FITC ได การใช FMO ควรทํากับ
ทุกสีที่มีการใชยอม เชน กรณีที่ยอม 7 สี ก็ควรทํา 
FMO ทีละสี จนครบท้ัง 7 สี เพื่อการ gating ที่ถูก
ตอง  นอกจากน้ันในบางการทดลอง การใช isotype 
control[1,2,5] ก็ชวยในการตัดสินใจ gating ได โดย 
isotype control เปน monoclonal antibody ที่
ไมจําเพาะ แตเปน antibody ใน isotype เดียวกัน
กับ antibody ที่เราใชในการยอม และติดฉลากดวย
สี fl uorochrome ชนิดเดียวกัน ชวยบอก back-
ground ของสีชนิดนั้น เซลลที่อยูในชวงเดียวกับ iso-
type control คือ เซลลที่ใหผลลบ สวนอยูนอกชวง
นั้นก็จะเปนเซลลที่ใหผลบวก 

ในการตีพิมพงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการใช fl ow 

cytometry โดยเฉพาะเพื่อหาเซลลกลุมที่พบไดยาก 

(rare population) ผูวิจัยควรแสดงชนิดของสี fl u-

orochrome ทั้งหมดที่ใช และแสดงวิธีการ gating 

กลุมเซลลที่สนใจ ซึ่งอาจตองนําเสนอการใช FMO 
หรือ isotype control ดวย เพื่อเปนการยืนยันวา

เซลลกลุมที่เลือกน้ันถูกตองจริง
2. เลือกจํานวนเซลลที่วัด (event number) ที่

เหมาะสม เพื่อแสดงคาที่ถูกตองของขอมูล ทั้งนี้ขึ้น
กับคาการกระจายของขอมูลที่วัด (standard de-
viation; SD) ถาการกระจายนอยการวัดนั้นก็จะยิ่ง
แมนยาํ ซึ่งในกรณีเปนการหาเซลลกลุมที่พบไดยาก 
การกระจายของขอมูลจะเปนแบบ poisson นั่นคือ 
คา SD จะเทากับรากที่สองของจํานวนประชากร[6] 
ดังนั้นหาก event number เทากับ 100 คาสัม-
ประสิทธิ์การแปรผัน (coeffi cient of variation; 

CV) จะเทากับ 10% (√100/100) แตถาตรวจเพิ่ม
ขึ้นเปน 10,000 event คา CV ก็จะลดลงเหลือ 1% 
(√10,000/10,000) แสดงวาหากตองการหาเซลลที่
สนใจใหถูกตองยิ่งขึ้น ผูวิจัยจําเปนตองตั้งคา event 
number มากขึ้น แตอยางไรก็ตาม จะเห็นไดวาหาก
ตั้งคา event number เพิ่มขึ้นเปน 100,000 คา CV 
จะเทากับ 0.3% แตถาเพิ่มคา event number เปน 
200,000 คา CV จะเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย คือ
เทากับ 0.22% ในทางปฏิบัติจริง event number มี
ขอจํากัดตามปริมาณเซลลที่มีทั้งหมดในกลุมตัวอยาง 
จึงเปนการยากที่จะบอกวาคาเทาไรจึงจะเหมาะสม 
แตอาจพิจารณาจาก event number ที่ทําใหคา CV 
คอนขางคงท่ีและตํ่าที่สุดเทาที่จะเปนไปได[2,6]

3. การแสดงผลขอมูลท่ีได ผลท่ีไดจากการวัดโดย 
fl ow cytometry อาจแสดงไดในสองรูปแบบ คือ 
เปนจํานวนรอยละของเซลลท่ีใหผลบวก (percent-
age positive) หรือคาเฉลี่ยความเขมสี (mean fl u-
orescence intensity; MFI)[1,2] การเลือกที่จะแสดง
คาใดน้ันขึ้นกับลักษณะขอมูล เชน กรณีที่วัดจํานวน
เซลลที่แยกจากกันไดอยางชัดเจน เปนลักษณะ bi-
modal distribution เชน ในการวัดจํานวนเซลล 
CD4 positive cell จาก T-cell ทั้งหมด ก็ควรแสดง
เปนรอยละของ CD4 positive cell หรือจากตัวอยาง
ที่ไดจากการทํา basophil activation test หลังจาก
ที่ basophil ไดรับการกระตุนดวยสารกอภูมิแพจะ
แสดง CD63 บนผิวเซลล ซึ่งเปนการวัดการมีหรือ
ไมมีของ CD63 บนผิวเซลลก็ควรแสดงเปนคารอย
ละของ CD63 positive cell ซึ่งทําใหเห็นขอมูลได
ชัดเจนกวา ในทางตรงกันขามหากกลุมประชากรเปน
ลักษณะ unimodal distribution เชน การเปรียบ
เทียบการสราง IL-5 ที่อยูภายใน Th2 cell ระหวาง
เซลลกลุมท่ีไดรับการกระตุนกับเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุน การแยกเซลลกลุมที่มี IL-5 กับที่ไมมี IL-5 
อาจไมชัดเจนนัก เนื่องจากขึ้นกับปริมาณ IL-5 มาก
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นอยที่แตละเซลลสรางขึ้นดวย กรณีเชนนี้ การแสดง
ดวยคา MFI เพื่อเปรียบเทียบความมากนอย ก็อาจ
เหมาะสมกวา

นอกจากการแสดงผลในรูปตัวเลขแลว การแสดง
รูปกราฟก็มีความสําคัญในการนําเสนอขอมูล และ
สามารถทําใหผูอานงานวิจัย เขาใจวิธีการ gating 
เลือกกลุมเซลลที่สนใจไดมากขึ้น ทําใหการนําเสนอ
ผลดูนาเชื่อถือ และผูอานสามารถนําวิธีการ gating 
ไปทําการทดลองซํ้าได ซึ่งในปจจุบันการนําเสนองาน
วิจัยที่ใช fl ow cytometry ในการหา marker บน
เซลลชนิดใหม หรือในเซลลกลุมที่หายากจําเปนตอง
แสดงรูปกราฟดวยเพื่อความนาเชื่อถือของขอมูล 
โดยรูปแบบการนําเสนอหลัก ๆ มี 2 แบบ คือ

1) แบบแผนภูมิ (histogram) หากผูวิจัยตองการ
นําเสนอเพียงตัวแปรเดียว ดังตัวอยางแสดงในรูปท่ี 4 
ก ที่ตองการนําเสนอเพียงกลุมเซลลที่ CD3 positive 
และกลุมที่ CD3 negative 

2) แบบกราฟ (graph plot) เมื่อผูวิจัยตองการ
นําเสนอ 2 ตัวแปรรวมกัน (bivariate plot)  แบง
เปนการนําเสนอแบบ dot plot ซึ่งจะแสดงทุกเซลล

ที่วัด (all event) (รูปที่  3 และ 4 ข) และการนํา
เสนอแบบ smooth contour plot เปนการนําเสนอ
เฉพาะตําแหนงท่ีมีเซลลอยูอยางหนาแนน โดยสนใจ
บริเวณที่อยูนอกเหนือนั้นนอยลง (รูปที่ 4 ค และ ง) 
การเลือกวาจะนําเสนอในรูปแบบใดน้ันข้ึนกับความ
เหมาะสมของแตละขอมูล ซ่ึงควรเปนการนําเสนอท่ี
แสดงใหผูอานงานวิจัยสามารถเขาใจไดงายเปนหลัก[1, 

2] 
 

การประยุกตใช fl ow cytometry 

1. การวัดจํานวนเซลล (enumeration) เปน 
การวัดพื้นฐานท่ีนํามาใชบอยท่ีสุดในทางคลินิกและ
งานวิจัย เชน การใช FSC และ SSC ในการแยกชนิด
ของเม็ดเลือดขาววาเปน lymphocyte, monocyte 
หรือ granulocyte (รูปที่ 3) ซึ่งเปนหลักการใน
การตรวจ automated complete blood count 
(CBC) ในปจจุบัน และนอกจากน้ีหากใชการยอมดวย 
fl uorochrome ก็สามารถนํามาใชแยกจํานวนเซลล
ที่สนใจ เชน lymphocyte ชนิด T-cell, B-cell และ 
natural killer cell  ซึ่งไมสามารถแยกไดดวยการ

รูปที่ 3. Dot plot จาก peripheral 
blood โดยเซลลกลุมที่ 1 เปนซากเซลล
ที่ตายแลว (debris) เซลลกลุมที่ 2 เปน 
lymphocyte เซลลกลุมที่ 3 เปน granu-
locyte และเซลลกลุมที่ 4 เปน mono-
cyte (SSC คือ side scatter; FSC คือ 
forward scatter)

1 

4 
2 

3 

FSC 

SS
C 
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มองผานกลองจุลทรรศนธรรมดาได
2. การยอมลักษณะบนผิวเซลล (surface stain-

ing) ดวย monoclonal antibody ที่จําเพาะตอ 
surface marker ที่ติดฉลากดวยสี fl uorochrome 
เปนการประยุกตใชเครื่อง fl ow cytometry ทางการ
แพทยที่ใชบอยที่สุด  เชน การตรวจวัดปริมาณ T-
helper cell (CD3+CD4+CD8-) กอนเริ่มยาตาน
ไวรัส และติดตามการรักษาในผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอ
วี การตรวจวัดปริมาณเม็ดเลือดขาว lymphocyte 
ชนิด B-cell (CD19, CD20 และ CD22) และ T-
cell (CD2, CD3, CD4 และ CD8) ในการวินิจฉัยโรค
ภูมิคุมกันบกพรองแตกําเนดิ[7] การวินิจฉัยและแยก
ชนิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ดวยการยอม mono-
clonal antibody ตอ common leukocyte an-
tigen (CD45) ซึ่งเซลลตัวออน (blast) จะติดสีนอย
กวาปกติ (dim) การยอมดวย CD34 และ HLA-DR 
antigen ซึ่งพบบนเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือด เพื่อชวย
ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน
และติดตามการรักษาหลังการปลูกถายสเต็มเซลล[8] 
การแยกชนิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวจากเซลลตนกําเนิด
ชนิด myeloid (AML)[9] โดยชนิด monocytic จะ
พบ CD4, CD11b, CD11c, CD14, CD36, CD64 
หรือ CD68  ชนิด megakaryocytic จะพบ CD41 
และ CD61 สวนชนิด erythrocytic จะพบ CD235 
(glycophorin-A) เปนตน

นอกจากน้ี การยอม surface marker ยังสามารถ
นํามาประยุกตใชในการวินิจฉัยโรคได โดยตรวจวัด
การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ surface marker ภาย
หลังการกระตุน เชน การตรวจ basophil activation 
test[10,11] ซึ่งชวยการวินิจฉัยโรคภูมิแพโดยเฉพาะแพ
ยา และแพพิษแมลง ที่ใชอยางแพรหลายทางคลินิก
ในตางประเทศ แตในประเทศไทยยังมีการใชจํากัด
เฉพาะในงานวิจัยเทานั้น หลักการคือ เมื่อ basophil 
ไดรับการกระตุนจากสารกอภูมิแพที่เปนสาเหตุใน

บุคคลที่แพ จะมีการเพิ่มขึ้นของ surface marker 
ที่แสดงวาเกิด degranulation ของ basophil โดย 
marker ที่นิยมใชคือ CD63, CD203c, CD107a และ
นํามาเปรียบเทียบระหวางเซลลที่ไดรับการกระตุน
และท่ีไมไดรับการกระตุนได (รูปที่ 4)  

3. การวัดการแบงตัวของเซลล (cell prolifera-
tion) เทคนิคนี้ยังถูกจํากัดการใชเพื่อประโยชนใน
การวิจัยเทานั้น โดยใชดูการแบงตัวเพิ่มขึ้นของเซลล
ภายหลังการกระตุน เชน การวัดการเพ่ิมจํานวนของ 
antigen-specifi c T-cell ภายหลังการกระตุนดวย 
สารกอภูมิแพที่เคยพบมากอน ในอดีตการวัดการ
แบงตัวของเซลลดังกลาวจําเปนตองใชสารตนกําเนิด 
nucleotide ที่ติดดวยสารกัมมันตรังสี เชน 3H-tri-
tiated thymidine และวัดการเปลี่ยนแปลงของสาร
กัมมันตรังสีดังกลาวภายหลังเซลลมีการแบงตัว แต
เพื่อหลีกเลี่ยงอันตรายจากการไดรับสารกัมมันตรังสี 
จึงมีการประยุกตใช carboxyfl uorescein diace-
tate succinimidyl ester (CFSE) แทน[12] โดยใน
ขณะที่เซลลมีการแบงตัว เซลลจะนําสารดังกลาว
เขาไปในเซลลและถูกเปลี่ยนเปน cytoplasmic pro-
tein เซลลใหมที่แบงตัวออกมาจะมีปริมาณความเขม
ขนของของสารดังกลาวภายในเซลลลดลงไปเร่ือยๆ 
หากทําการวัดดวยวิธี fl ow cytometry ก็จะพบ
ความเขมของแสงที่ลดลงเปนสัดสวนกับการแบงตัว
เพิ่มขึ้นของเซลล นอกเหนือจาก CFSE แลว ก็ยังมี
การใชสารอื่น ๆ เชน PKH26 ที่สามารถติดบนผิวของ
เซลลที่มชีีวิตและติดตามการแบงตัวได[13] 

4. การยอมการสรางไซโตไคนภายในเซลล (intra-
cellular cytokine staining) เทคนิคนี้มีประโยชน
อยางมากในการวิจัยในปจจุบัน โดยเริ่มแรกใชในการ
แยกชนิดของ CD4 T-helper cell ในงานวิจัย[14]  
คือการแยก Th1 และ Th2 ออกจากกันดวยการ
ยอมลักษณะไซโตไคนที่สรางภายในเซลล โดยพบวา 
Th1 จะสราง interferon-gamma ในขณะท่ี Th2 
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จะสราง IL-4, IL-5 และ IL-13 ภายหลังมีการนํามา
ประยุกตใชยอมไซโตไคนชนิดอื่น ๆ ในเซลลหลาก
หลายชนิด จุดสําคัญประการหนึ่งของเทคนิคนี้คือ ไซ
โตไคนตางถูกสรางและอยูภายในเซลล ผูวิจัยจึงตอง
ใชวิธีที่แตกตางจากการยอม surface marker โดย
เซลลที่สนใจจะตองไดรับสารเพื่อกระตุนการสราง
และยับยั้งการหลั่งของไซโตไคนออกไปนอกเซลล 
เชน การให monensin หรือ brefeldin A กอนการ
ยอม 4-12 ชั่วโมง และเซลลจะตองถูก fi xation และ 
permeabilization เพื่อใหสีสามารถผานเยื่อหุม
เซลลไปยอมติดไซโตไคนภายในเซลลได แตขอเสียคือ 
การยอมดังกลาวจะทําใหเซลลตายไมสามารถนํามา 

culture ตอไดอีก[2]

5. การวัดไซโตไคนที่หลั่งออกมาภายนอกเซลล 
(multiplex bead assay) ในอดีตการวัดไซโตไคน
ที่ออกมาในสารคัดหล่ัง หรือใน supernatant ของ 
cell culture อาจวัดไดดวย วิธี ELISA หรือ west-
ern blot เทานั้น แตปจจุบันมีการทําใหการวัดงาย
ขึ้นและสามารถวัดปริมาณไซโตไคนหลาย ๆ ชนิดได
พรอมกัน เทคนิคนี้มีประโยชนอยางมากในงานวิจัย
ที่มีปริมาณสารละลายตัวอยางจํากัด แตตองวัดไซโต-
ไคนหลายชนิด โดยการใช monoclonal antibody 
ที่ติดกบัเม็ด bead มาจับกับไซโตไคนแบบจําเพาะ 
และนํามาจับอีกครั้งดวย complementary mono-

รูปที่ 4. ผล basophil activation test  ก) histogram ของเซลลที่ยอมดวย CD3 monoclonal antibody  ข) dot plot 
ของ CD203c และ CD294 โดยการเลือก basophil ทําโดย gating เซลลที่ CD3 negative (ภายในส่ีเหล่ียมที่ 1) และเซลล
ที่ CD294 positive (ภายในสี่เหลี่ยมท่ี 2) ซึ่งเมื่อไดกลุมเซลล basophil ที่ตองการแลว จึงดู surface marker ที่แสดงถึงการ 
degranulation ของเซลล ไดแก CD63, CD107a และ CD203c ตามลําดับ โดย ค) smooth contour plot ของ basophil 
ที่ไมไดรับการกระตุนดวยสารกอภูมิแพ และ ง) basophil ที่ถูกกระตุนดวยสารกอภูมิแพ จะเห็นไดวามีการแสดงของ CD63, 
CD107a และ CD203c เพิ่มข้ึน

ก) ข) 

ค) 

ง) 

1 
2 

CD 294+  CD 3+  

CD 294+ 

CD 203c+ 2% 

CD 63+ 42% CD 203c+ 16% CD 107a+ 31% 

CD 107a+ 1% CD 63+ 1% 
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clonal antibody ที่ติดฉลากดวยสี fl uorochrome 
แลวจึงนํามาวัดความเขมของสีที่ติดบนเม็ด bead อีก
คร้ังดวยหลักการของ fl ow cytometry แปลผลเปน
ความเขมขนของไซโตไคนที่อยูในสารละลายได การ
วัดโดยหลักการดังกลาวมีการทําเปนชุดเพื่อการคา
อยางแพรหลายในตางประเทศ เชน Luminex, BD 
cytokine bead essay เปนตน[15]

6. การยอมดูสารตัวกลางภายในเซลล (intra-

cellular target staining) การยอมดูสารภายใน

เซลลไมจํากัดเฉพาะไซโตไคนที่อยูใน cytoplasm 

เทานั้น ผูวิจัยสามารถยอมดูสารตัวกลางอื่น ๆ ที่

อยูภายในเซลลได เชน signaling molecule และ 

transcription factor เชนตัวอยางท่ีใชบอยในงาน

วิจัยดานวิทยาภูมิคุมกัน คือ การยอม transcription 

factor Foxp3 ในการแยก regulatory T-cell16 

การยอม phosphoprotein ท่ีจําเพาะซ่ึงเปนสาร

ตัวกลางท่ีแสดงภายหลังเซลลไดรับการกระตุน เชน 

การวัด ปริมาณ p38 MAPK phosphorylation[17] ใน 

basophil หลังการกระตุนดวยสารกอภูมิแพ ใชเปนตัว

วัดอยางหน่ึงใน basophil activation test เปนตน

7. การดูการทํางานของเซลลและการเปล่ียน-

แปลงภายในเซลล (physiologic response and 

kinetic assays) เปนการใชหลักการ intracel-

lular staining ในการยอมการทํางานของเซลลใน

เวลาท่ีแตกตางกัน[18] เพ่ือเปรียบเทียบการทํางานของ

เซลล นั้น ๆ เชน การตรวจ tyrosine phosphory-

lation, calcium infl ux, cell proliferation หรือ 

oxidative metabolism  ตัวอยางที่ชัดเจนในการ

ประยุกตใชทางคลินิก ไดแก การตรวจเพื่อวินิจฉัย

โรค chronic granulomatous disease ที่มีการ

ทํางานของ neutrophil oxidative burst ผิดปกติ 

โดยการใหสีที่ปกติเปน non-fl uorescence คือ 

123-dihydrorhodamine เขาไปใน neutrophil ที่

ปกติ สีนี้จะถูก oxidized เปน สี fl uorescence ที่

เขม คอื 123-rhodamine[19] ทําใหสามารถวัดการ

เปลี่ยนแปลงในเซลลไดดวย fl ow cytometry แตใน

ผูที่เปนโรคหรือเปนพาหะโรคดังกลาว ความเขมของ

สีจะนอยกวาปกติ (ดังรูปที่ 5)
8. การวินิจฉัยทาง molecular biology การ

ใช fl ow cytometry มาชวยในการวินิจฉัยรวมกับ
การตรวจในระดับสารพันธุกรรม เชน การตรวจหา 
single nucleotide polymorphism (SNP) เพื่อ
หาความหลากหลายของ allele หมูเลือดชนิดตาง ๆ
ของเม็ดเลือดแดง ดวยวิธี polymerase chain re-
action (PCR) เพิ่มจํานวน DNA ที่สนใจในเบ้ืองตน 
และทําการตรวจวัดใหงายขึ้นดวยการใหจับกับ mi-
croarray bead ที่ถูกติดฉลากดวย fl uorochrome 
แลววัดแสงท่ีออกมาโดยหลักการของ fl ow cytom-
etry เชนเดียวกับการวัดไซโตไคนดวย multiplex 
bead essay ซึ่งในปจจุบันการตรวจดังกลาวมีเปน
ชุดตรวจสําเร็จรูปเพื่อการคาเชนกัน[20]

ขอจํากัดของ fl ow cytometry

ขอดีท่ีสําคัญของ fl ow cytometry คือการท่ี
สามารถวัด marker หลาย ๆ อยางบนเซลลเด่ียว ๆ 
ได ซ่ึงตางจากการยอม immunohistochemistry 
ท่ียอมสีไดอยางจํากัด แตการเตรียมเซลลเพ่ือวัดดวย 
fl ow cytometry นั้นเซลลจําเปนตองอยูในรูปแขวน 
ลอยในสารละลายเปนขอจํากัดท่ีสาํคัญเชนกัน หาก
ตองการวัดเซลลในเนื้อเยื่อดวย fl ow cytometry 
ก็ตองทําการแยกเซลลที่รวมตัวกันเปนเนื้อเยื่อใหอยู
ในรูปเซลลเดี่ยว ๆ แขวนลอยในสารละลายเสียกอน 
ปจจุบันมีความพยายามในการพัฒนาเททคโนโลยี
ที่เรียกวา laser scanning cytometry[21] เพื่อวัด
ลักษณะเซลล ที่อยูในเนื้อเยื่อ (in situ) ได
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สรุป

Flow cytometry เปนเทคนิคการวัดจํานวน 
คุณลักษณะ และการทํางานของเซลล สามารถนํามา
ประยุกตใชทางคลินิกไดหลากหลาย และนํามาใชใน
งานวิจัยทางการแพทยมากมาย การทราบความรูพื้น

ฐาน การแปลผล และการนําเสนอผลของขอมูล มี
ประโยชนอยางมากในการรักษาผูปวย และท่ีสําคัญ
ชวยใหเขาใจในงานวิจัยที่เกี่ยวของ โดยเฉพาะดาน
โลหิตวิทยา และวิทยาภูมิคุมกันมากยิ่งขึ้น

ก) 

ข) 

ค) 

รูปที่ 5. Histogram แสดงผลการตรวจการทํางานงานกระบวนการ oxidative burst ใน neutrophil โดยภาพ ก) ในคนปกติ 
การให123-dihydrorhodamine เขาไปใน neutrophil ภายหลังการกระตุน (รูปขวามือ) จะถูก oxidized เปน 123-rhoda-
mine ทําใหกราฟเล่ือนไปดานขวามือ ข) ในผูปวย chronic granulomatous disease กราฟเล่ือนไปเพียงเล็กนอย แสดงวา
กระบวนการเกิด oxidative burst ผิดปกติ ค) ในผูที่เปนพาหะของโรค  จะเห็นไดวา neutrophil ภายหลังการกระตุน จะแบง
เปนสองกลุม สวนหนึ่งปกติ คือ เลื่อนไปทางขวามือ แตอีกสวนหนึ่งผดิปกติ คือเกิด oxidative burst นอย ผูเปนพาหะจะไม
แสดงอาการของโรคเนื่องจาก neutrophil กลุมท่ีปกติยังมีปริมาณเพียงพอที่กําจัดเช้ือโรคได
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Flow cytometry in medical research and clinical applications

Mongkol Lao-araya, M.D.
Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Chiang Mai University

Flow cytometry is a technique used to evaluate multiple parameters of individual cell by measuring 
the light wavelength they scatter or emit as they stream individually through a light source.  The 
fl ow cytometer has been developed since the 1970’s and rapidly became an essential instrument for 
medical sciences especially in hematology and immunology. This technique has evolved together 
with technology in monoclonal antibody and the fl uorescent molecules, leading to many clini-
cal applications and transforming our understanding of immunology.  Presently, almost 200,000 
research articles in Medline referencing fl ow cytometry have been published. This review focuses 
primarily on basic background information for evaluation of fl ow cytometry data and its applica-
tions in research and clinical practice.  Chiang Mai Medical Journal 2014;53(2):99-109.

Keywords:  fl ow cytometry, FACS, immunophenotype, fl uorochrome, monoclonal antibody, im-
munology


