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บทคัดย่อ
			 ความมีชีวิตของเซลล์ หมายถึงจำ�นวนเซลล์ที่มีชีวิตและการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ที่สำ�คัญสำ�หรับในการ
ทำ�ความเข้าใจกลไกการทำ�งานและความเป็นพิษต่อเซลล์ ที่เกี่ยวข้องกับการอยู่รอดของเซลล์หรือการตายของเซลล์หลังจากได้
รับสารต่าง ๆ เช่น สารสกัดหยาบ สารประกอบบริสุทธิ์ และยา ปัจจุบันมีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์อย่างกว้างขวางเพื่อ
ประเมินคุณลักษณะทางพิษวิทยาและเภสัชวิทยา การทดสอบความมีชีวิตเป็นการตรวจหาการเจริญเติบโตและการเพิ่มจำ�นวน
เซลล์ ดังนั้นการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์จึงสำ�คัญสำ�หรับการประเมินสารทดสอบว่าส่งผลต่อการเพิ่มจำ�นวนเซลล์หรือ
เป็นพิษต่อเซลล์โดยตรงหรือไม่ หลักฐานที่รวบรวมมาแสดงให้เห็นว่าไม่ว่าจะใช้การทดสอบโดยใช้เซลล์แบบใดก็ตาม สิ่งสำ�คัญ
ที่ควรคำ�นึงถึงคือ มีเซลล์ที่มีชีวิตเหลือเท่าไหร่เมื่อสิ้นสุดการทดลอง โดยมีวิธีการทดสอบที่หลากหลาย เช่น ประเมินความเสีย
หายของโครงสร้างเซลล์ (ทั้งวิธีแบบไม่รุกรานและรุกรานเซลล์) โดยการนับจำ�นวนเซลล์ การวัดกิจกรรมการเผาผลาญของ
เซลล์ และการตรวจสอบปริมาณ deoxyribonucleic acid และ adenosine triphosphate ภายในเซลล์ อย่างไรก็ตามยังไม่มีข้อ
สรุปว่าวิธีใดถูกต้องและเหมาะสมที่สุด เนื่องจากทุกงานวิจัยมีความแตกต่างและข้อจำ�กัด ดังนั้นควรพิจารณาเลือกการทดสอบ
ความมีชีวิตที่เหมาะสมกับประเภทของเซลล์ โมเลกุลที่เป็นส่วนประกอบของสาร ความเข้มข้นของสาร ตลอดจนวิธีการสกัดสาร 
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การทบทวนนี้มีจุดมุ่งหมายเพื่อให้ข้อมูลเกี่ยวกับวิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ พร้อมทั้งข้อดีและข้อเสีย นอกจากนี้อาจ 
เป็นไปได้ที่จะเลือกความเข้มข้นของสารที่เหมาะสม ไม่ให้ผลลัพธ์ที่เป็นเท็จ และเพิ่มความสามารถในการทำ�ซ้ำ�ของการออกแบบ 
การวิจัย 

คำ�สำ�คัญ: การศึกษาในหลอดทดลอง; ความเป็นพิษต่อเซลล์; ความมีชีวิตของเซลล์ 

ABSTRACT
			 Cell viability is defined as the number of living cells and the proliferation of cells. It is a vital indicator for 

understanding mechanisms of action and cytotoxicity that involve cell survival or cell death following exposure 

to agents, including crude extract, pure compounds and drugs. A broad spectrum of cytotoxicity assay is cur-

rently used to estimate toxicology and pharmacology. In fact, methods used to determine viability are typical 

for the detection of cell growth and cell proliferation. Therefore, cytotoxicity assays are essentially utilized for 

agent screening to detect whether the test molecules affect cell proliferation or directly display cytotoxic ef-

fects. Accumulating evidence demonstrated that regardless of the cell-based assay being used, it is crucial to 

know how many viable cells remain at the end of the experiment. There are various assay methods based on 

various functions, such as evaluating structural cell damage (non-invasive and invasive) by cell counting assay, 

measuring cellular metabolism activity, and determining deoxyribonucleic acid and adenosine triphosphate contents. 

However, there is no conclusion on whether any method is most accurate and appropriate. Since every research 

has differentiations and limitations, choosing the proper viability assay, the cell type, the constituent molecule of 

the substance, concentration and even the extraction method should be considered. This particular review aims 

to provide information on different cytotoxicity assays together with their own advantages and disadvantages. 

Additionally, it may be possible to select the appropriate agent concentration, have no false-positive results, and 

increase the reproducibility of their research design.

Keywords: cell viability; cytotoxicity; in vitro study

บทนำ�
			 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity test) 

เริ่มมีการศึกษามาอย่างยาวนาน อย่างไรก็ตามวิธีการทดสอบ

ได้รับการพัฒนาอย่างต่อเนื่องเพื่อลดความคลาดเคล่ือนของ

ข้อมูล และสอดคล้องกับรูปแบบระเบียบวิจัยที่แตกต่างกัน

ออกไป ทั้งนี้การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สามารถใช้เป็น

ข้อมูลในการศึกษาผลการตอบสนองของเซลล์เพาะเล้ียงต่อ

สารทดสอบหรือใช้ในการคัดกรองความปลอดภัยของสารเคมี 

โดยตรวจสอบจากความมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) ซึ่ง

ข้อมูลด้านพิษวิทยาน้ีจะช่วยให้การออกแบบการวิจัยบรรลุผล 

ได้ดีย่ิงข้ึนดังน้ันการเลือกใช้สารทดสอบในปริมาณท่ีเหมาะสม 

ไม่เป็นพิษต่อเซลล์หรือจำ�เพาะเจาะจงกับเซลล์เพาะเล้ียงแต่ละ

ชนิด จึงเป็นปัจจัยสำ�คัญที่มีผลต่อการประเมินฤทธิ์ของสาร

ทดสอบทั้งในเชิงปริมาณและคุณภาพ เช่น การนับจำ�นวนเซลล ์

(cell  counting) วัดกิจกรรมเมตาบอลิซึมของเซลล์ (metabolic 

activity) วัดกิจกรรมของเอนไซม์ภายในเซลล์ (enzyme  

activity) วัดการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ (cell proliferation) และ 

วัดปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล์ (determining deoxyribonu- 

cleic acid (DNA) measurement) จุดมุ่งหมายของการ ทบทวน 

บทความน้ีเพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานของวิธีการทดสอบความ 
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เป็นพิษต่อเซลล์รูปแบบต่าง ๆ  นำ�ไปสู่การเลือกใช้วิธีการตรวจสอบ

ความเป็นพิษของเซลล์จากสารทดสอบได้อย่างเหมาะและ

สอดคล้องกับวัตถุประสงค์การศึกษาวิจัย โดยมีวิธีทดสอบดัง

ต่อไปนี้

			 1.	 การวัดกิจกรรมเมตาบอลิซึมของเซลล์ (metabolic 

activity) 

				  1.1	การวัดกิจกรรมเมตาบอลิซึมของเซลล์จากสี

ย้อม tetrazolium เป็นการวัดความมีชีวิตของเซลล์ทางอ้อมที่

ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย สามารถทำ�ได้หลายวิธี เช่น

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-

mide (MTT) และ tetrazolium dye reduction assays 

(WST-8)1-3 

				   1.1.1 MTT assay เป็นวิธีที่พัฒนาโดย Mosmann  

เมื่อปี ค.ศ. 1983 หลักการสำ�คัญของ MTT assay คือ การวัด 

ประสิทธิภาพของ mitochondrial succinate dehydrogenase 

ใน cytochrome b และ cytochrome c ของเซลล์มีชีวิต 

ท่ีมีความสามารถในการตัดแยกวงแหวน tetrazole ได้ จากนั้น 

MTT จะถูก reduced ด้วย mitochondrial reductase  ทำ�ให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงสี (colorimetric  assay) จากสีเหลืองของ 

MTT เป็นผลึกสีม่วงของ   MTT   formazan ที่ไม่ละลายน้ำ� 

แต่สามารถละลายได้ใน dimethyl sulfoxide (DMSO)

สารละลายสีท่ีได้จะถูกวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี

ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร โดยปริมาณของสีที่เพิ่มขึ้นจะ

เป็นสัดส่วนโดยตรงกับ enzymatic reduction ของ tetrazo-

lium salt ที่บ่งบอกกิจกรรมการเผาผลาญหรือเมตาบอลิซึม 

ของเซลล์ จำ�นวนเซลล์ที ่มีชีวิต การเจริญของเซลล์ในเชิง

คุณภาพ และความเป็นพิษต่อเซลล์จากสารทดสอบ4 MTT  

assay จึงเป็นการทดสอบเบื้องต้น (primary screening) ที่

ทำ�ให้ทราบความเข้มข้นของสารทดสอบที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์  

(non-lethal dose) และทราบค่า inhibitory concentration 

(IC
50
) คือ ค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดที่ทำ�ให้เกิดความเป็นพิษต่อ 

เซลล์ที่ 50% ทั้งนี้การศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro study) 

พบว่าการทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์เพาะ

เลี้ยงด้วยวิธี MTT สามารถใช้คาดการณ์การเลือกเคมีบำ�บัด

ในผู้ป่วยมะเร็ง ใช้ทำ�นายการไวต่อยาหรือการดื้อยาได้อย่าง

แม่นยำ�แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาของ Karakaş และคณะ 

(2017)16 พบว่าการทดสอบความเป็นพิษของสมุนไพรที่สกัด

ด้วยเมทานอลในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งเต้านมชนิด MCF-7   

และ MDA-MB-231 ด้วยวิธี MTT มักให้ผลการมีชีวิตของ 

เซลล์เป็นบวกเชิงเทียม (false-positive) ที่อาจนำ�ไปสู่การ 

ประเมินค่าความมีชีวิตของเซลล์ที่สูงเกินไปและทำ�ให้

ประเมินศักยภาพของสารทดสอบกับความเป็นพิษต่อเซลล์

ต่ำ�กว่าความเป็นจริง5-7 นอกจากนี้ มีรายงานวิจัยพบว่า MTT 

สามารถกระตุ้นเอนไซม์โปรตีเอสท่ีมีบทบาทสำ�คัญในการ

ตายของเซลล์ที่ตั้งโปรแกรมไว้ เช่น caspase-8, caspase-3 

หรือเร่งการรั่วของเยื่อหุ้มเซลล์หลังจากเปล่ียนให้เป็นผลึก 

formazan8 ดังนั้น เวลาในการบ่ม MTT เพื่อวัดความเป็นพิษ

ต่อเซลล์จากสารทดสอบอาจเป็นปัจจัยที่ต้องตระหนักให้มาก

ขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม MTT assay ยังคงเป็นเทคนิคที่ได้รับ

ความนิยมและยังคงเป็นการตรวจมาตรฐานสูงสุด (gold 

standard) ในการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์9

		 		  1.1.2 Tetrazolium dye reduction assays 

(WST-8) หรือ WST-8/1-mPMS ใช้ตรวจสอบความมีชีวิตและ 

ความเป็นพิษต่อเซลล์ในเชิงคุณภาพ10 เป็นวิธีที่ได้รับความ

นิยมมากที่สุดที่ใช้ตรวจหา NAD(P)H  ในการเพิ่มจำ�นวนเซลล์  

และการลดลงของ tetrazolium salt โดย NAD(P)H ที่เปลี่ยนไป

เป็นผลึก formazan เป็นสีย้อมสีส้มที่วัดความยาวคลื่นสูงสุด 

ที่ 450 นาโนเมตร การศึกษาที่ผ่านมา พบว่า WST-8 มี

ความไว โดยเฉพาะที่ pH เป็นกลาง11 และยังถูกใช้ในการวัด 

เชิงคุณภาพของกิจกรรมเอนไซม์กลูโคส-6-ฟอสเฟตดีไฮโดร 

จีเนส (Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase; G6PD) อีก

ด้วย12

	 1.2      การวดักจิกรรเมตาบอลิซมึของเซลลจ์ากสยีอ้ม 

neutral red เป็นการวัดความมีชีวิตของเซลล์ด้วยการทดสอบ

การทำ�งานของเซลล์ออร์แกเนลล์ เพื่อประเมินการทำ�งานของ 

ไลโซโซม ทั้งนี้สีแดงของ neutral red จะสามารถซึมผ่านเข้าไป 

ในไลโซโซมได้ โดยปกติไลโซโซมของเซลล์ที่มีชีวิตจะมีสภาวะ

เป็นกรด ทําให้เกิด pH gradient ที่ให้ neutral red ซึมผ่านเข้าไป 

และสะสมอยู่ใน lysosome ขณะที่เซลล์ตายจะไม่เกิดกิจกรรม

ดังกล่าวนี้ แปลผลความมีชีวิตของเซลล์ด้วยการวัดค่าการ 

ดูดกลืนแสง13						     	

	      		 1.3	  การวดักจิกรรมเมตาบอลซิมึของเซลลจ์ากปรมิาณ 

เอทีพีภายในเซลล์ (adenosine triphosphate; ATP detec-

tion assay) ATP คือ สารชีวโมเลกุลที่ทำ�หน้าที่เป็นแหล่ง

พลังงานของเซลล์ที่มีชีวิต มีบทบาทสำ�คัญในการควบคุมการ 

เผาผลาญของเซลล์14 การตรวจหาปริมาณ ATP จึงเป็นอีก
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วิธีที่เหมาะสมในการประเมินความมีชีวิตของเซลล์ การเพิ่ม 

จำ�นวนเซลล์ และความเป็นพิษต่อเซลล์จากสารทดสอบ นิยม

ใช้ในการประเมินความปลอดภัยทางจุลชีววิทยาของสภาพ

แวดล้อมของโรงพยาบาลหรืออุตสาหกรรม15 ซึ่งสามารถวัด

ปริมาณ ATP ภายในเซลล์ได้ 2 วิธี คือ luminescent และ 

colorimetric/fluorometric ดังนี้ (1) luminescent เป็นการ

วัดปริมาณ ATP ในเซลล์ที่นิยมใช้มาเป็นเวลานานและใช้

มากกว่าวิธีที่การวัดแบบ colorimetric/fluorometric โดยมี

หลักการคือ การย่อยหรือทำ�ให้เย่ือหุ้มเซลล์แตกเพ่ือปลดปล่อย 

			 ATP ออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยเติมสารยับยั้ง 

ATPase activity จากนั้นทำ�การวัดปริมาณ ATP โดยการ

ใช้ปฏิกิริยาลูซิเฟริน ลูซิเฟเรส ไบโอลูมิเนสเซนส์ (luciferin-

luciferase bioluminescence reaction) ที่ทำ�ให้เกิดการเปล่ง

แสง bioluminescence ออกมา ซึ่งสามารถวัดปริมาณแสง

ที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง microplate-based luminometer (2) 

colorimetric/fluorometric เป็นการวัดปริมาณ ATP ในเซลล์

โดยอาศัย phosphorylation of glycerol ที่สามารถวัดค่าด้วย

วิธี colorimetric ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร และวิธี 

fluorometric ที่ช่วงการดูดกลืนแสง (excitation)/คายแสง 

(emission) คือ 535/587 นาโนเมตร

วิธีการดังกล่าวนี้ทำ�ได้ง่ายมีความไวสูงและเชื่อถือได้

มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบด้วย MTT assay 

เนื่องจากมีคุณสมบัติปราศจากการถูกรบกวน และเพื่อลดผล 

การทดสอบความชีวิตของเซลล์ที่ใช้ผลบวกเชิงเทียมจาก MTT 

assay16 ทั้งนี้ในสภาวะปกติเซลล์ที่มีชีวิตจะสร้างสามารถสร้าง 

พลังงาน ATP อยู่ตลอดเวลา แต่จะไม่สะสมไว้ภายในเซลล์

ในปริมาณมากจนเกินไป เพราะเซลล์มีกิจกรรมที่ต้องใช้ ATP 

อยู่ตลอดเวลา เช่น sodium-potassium adenosine triphos-

phatase (Na+/K+-ATPase) ในเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane 

หรือ plasma membrane) มีหน้าที่รักษาระดับความต่างศักย ์

ไฟฟ้าระหว่างภายในเซลล์และภายนอกเซลล์ในสภาวะท่ีไม่มี

ปัจจัยภายนอกมากระตุ้น (resting membrane potential) 

เป็นต้น ดังนั้นความเข้มข้นของ ATP ที่สูงขึ้นจึงบ่งชี้ว่ามี

จำ�นวนเซลล์ที่มีชีวิตสูงขึ้น ในทางตรงกันข้ามสภาวะที่เซลล์ได้

รับบาดเจ็บหรือใกล้ตายจะสร้าง ATP ได้น้อยลง และทันทีที่

เซลล์ตายปริมาณการสร้าง ATP จะลดลงอย่างรวดเร็ว ดังนั้น

ปริมาณ ATP ที่วัดได้ในเซลล์เพาะเลี้ยง จึงเป็นดรรชนีบ่งบอก

ทั้งได้คุณภาพและจำ�นวนเซลล์มีชีวิต17

			  1.4 การวัดกิจกรรมเมตาบอลิซึมด้วยวิธี Resazurin 

reduction assay เพื่อลดข้อจำ�กัดหรือผลกระทบต่อเซลล์ที่

เกิดจาก MTT assay การทดสอบความมีความมีชีวิตของเซลล์

และพิษของสารทดสอบต่อเซลล์ด้วย PrestoBlue จึงเป็นอีก

วิธีหนึ่งที่เหมาะสม เนื่องจาก PrestoBlue เป็นสารประกอบ 

resazurin ที่สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ได้โดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

จึงทำ�ให้สามารถวัดแบบ kinetic assay ได้ รวมถึงเซลล์ที่ใช้

วัดแล้วสามารถนำ�มาทำ�การทดลองต่อได้2 โดยมีหลักการคือ 

เป็นการวัดสภาวะ reduction environment (mitochondrial 

reductase) ของเซลล์และเป็นวิธีหลักการเปลี่ยนแปลงสี เช่น

เดียวกันกับ MTT assay ทั้งนี้เมื่อสารละลาย PrestoBlue 

เข้าสู่เซลล์ จะถูก reduced ด้วย mitochondrial reductase 

และเปลี่ยนจากสารละลายสีม่วงเป็นสารเรืองแสงสีแดง เรียก

ว่า resorufin อย่างไรก็ตามความเข้มของสีแดงที่ได้จะเป็น

สัดส่วนโดยตรงกับสภาวะ reducing ของเซลล์ ที่บ่งบอก

ความมีชีวิตของเซลล์และกิจกรรมเมตาบอลิซึมของเซลล์ใน

เชิงปริมาณ สิ่งสำ�คัญที่เป็นข้อได้เปรียบของ PrestoBlue คือ 

มีความจำ�เพาะเจาะจงสูงกับเซลล์มีชีวิต เนื่องจากเซลล์ตาย

จะไม่สามารถเปลี่ยนสารประกอบ resazurin เป็น resorufin 

ได้ จึงไม่เกิดสัญญาณเรืองแสงขึ้น18

			 2. การวัดการเจริญของเซลล์ (cell growth) และการ

เพิ่มจำ�นวนเซลล์ (cell proliferation)	

				  2.1 การนับจำ�นวนเซลล์ (cell counting assay) 

เป็นวิธีพื้นฐานสำ�หรับตรวจสอบความมีชีวิตของเซลล์แบบ

ทางตรง การนับจำ�นวนเซลล์ทำ�ได้ด้วยการย้อมด้วยสี trypan 

blue โดยหลักการแล้ว trypan blue สามารถแพร่ผ่านเยื่อ

หุ้มเซลล์ที่ตายแล้วได้เท่านั้น จึงสามารถนับแยกจำ�นวนเซลล์

เป็นหรือเซลล์ตายได้ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์ (hemocytometer) 

ปัจจุบันนี้วิธีการนับเซลล์ได้พัฒนาให้มีความแม่นยำ�มากขึ้น

ยิ่งขึ้น โดยการใช้เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติ (automated cell 

counter)19-20	

				   2.2 การวัดการเจริญของเซลล์จากสีย้อมท่ีเป็นสัดส่วน

กับมวลเซลล์โดยรวม เช่น วัดปริมาณโปรตีนด้วย sulforho-

damine B (SRB) หรือวัดปริมาณ DNA ด้วย CyQuant cell  

proliferation assay 	

				      2.2.1 Sulforhodamine B (SRB) เริ่มมีการใช้

ตั้งแต่ปี 199021  และใช้อย่างแพร่หลาย เป็นวิธีการวัดปริมาณ

โปรตีนภายในเซลล์ด้วยสีที่เป็น anionic protein stain โดย
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของแต่ละวิธีทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์

วิธีทดสอบ (assays) ข้อดี (advantages) ข้อเสีย (disadvantages)

การวัดกิจกรรมเมตาบอลิกซึมของเซลล์ (metabolic activity)

MTT assay - ทำ�ได้ง่าย และราคาไม่แพง
- มีความแม่นยำ�
- เวลาในการบ่ม (2-4 ชั่วโมง)

- มีความไวต่อแสง
- ให้ผลบวกเชิงเทียม (false-positive) ได้
- ต้องวัดที่จุดยุติ (end point assay) เท่านั้น จึงเป็น         
  วิธีการวัดความมีชีวิตของเซลล์แบบทางอ้อม เนื่อง     
  จาก MTT เมื่อถูก reduced ให้เป็นผลึก formazan  
  จะต้องทำ�การละลายด้วย DMSO ทำ�ให้เซลล์เพาะ 
  เลี้ยงนั้นๆ ไม่สามารถนำ�ไปใช้หรือศึกษาต่อได้

WST-8 assay - ทำ�ได้ง่าย  
- มีความไว (sensitivity) และความแม่นยำ�สูง

- ราคาแพง (consistency) 
- เป็นสารที่มีพิษ (poisonous) เป็นสารก่อมะเร็ง   
  (carcinogenic) และเป็นอันตรายหากสูดดมหรือ       
  กลืน หากสัมผัสดูดซึมได้ทางผิวหนัง ตา และระบบ 
  หายใจ

Neutral red uptake (NRU) 
assay

- ทำ�ได้ง่าย และราคาค่อนข้างถูก - ไม่เหมาะกับการทดสอบในสารที่ส่งผลต่อการทำ�งาน 
  ของไลโซโซม

ATP detection assay - ทำ�ได้ง่าย รวดเร็ว และทำ�ได้ปริมาณมาก 
- มีความไวสูง  
- มีความแม่นยำ�สูงมาก ให้ผลทั้งในเชิงปริมาณและ        
  คุณภาพ 
- ช่วงเวลาทดสอบสั้น: luminescent (30 นาที) และ    
  colorimetric/fluorometric (1 ชั่วโมง)

- ราคาสูง

Resazurin reduction assay: 
PrestoBlue

- เซลล์สามารถนำ�มาทำ�การทดลองต่อได้ เนื่องจาก 
  สาร resazurin สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ได้โดยไม ่
  เป็นพิษต่อเซลล์  
- สามารถวัดแบบ kinetic assay ได้  
- มีความจำ�เพาะเจาะจงสูงกับเซลล์มีชีวิต 
- มีความไวสูง สามารถวัดเซลล์ปริมาณน้อยได้ 
- เวลาในการบ่มสั้น (10 ถึง 30 นาที)25-27

- สามารถเก็บรักษาเพลทได้นาน 7 วัน หลังจาก 
  ทำ�การทดสอบ โดยไม่มีผลต่อประสิทธิภาพการ 
  ทดสอบอื่น28

- เกิดสภาวะรบกวน เนื่องจาก superoxide ภายใน  
  เซลล์มีผลต่อสีย้อม

การวัดการเจริญของเซลล์ (cell growth)

Cell counting assay - ตรวจสอบความเป็นอยู่ที่ดีของเซลล์ได้ 
- ทำ�ได้ง่าย 
- Trypan blue: ราคาถูก
- Automated cell counter: มีความแม่นยำ�สูง

- ต้องวัดที่จุดยุติ (end point assay) เท่านั้น
- Trypan blue จะให้ผลการประเมินความมีชีวิตค่อน 
  ข้างสูงเกินไป (overestimated)29 ทำ�ให้ข้อมูลที่ได ้
  ขาดความแม่ยำ�และเที่ยงตรง

Sulphorhodamine B (SRB) 
assay

- ทำ�ได้ง่าย รวดเร็ว และราคาถูก - ต้องวัดที่จุดยุติ (end point assay) เท่านั้น

CyQuant - ทำ�ได้ง่ายและรวดเร็ว 
- มีความไวสูง
- ใช้เซลล์ในปริมาณที่น้อยได้ (ตั้งแต่ 10-50 เซลล์  
  ไปจนถึง 25,000-50,000 เซลล์) และให้ผลแม่นยำ� 
  มากกว่าการนับเซลล์30

- ต้องมีการทำ�ซ้ำ�หลายครั้งเพื่อความแม่นยำ� และให้ได ้
  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่สามารถยอมรับได้
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สิริรักษ์ มู่เก็ม และ เสาวณีย์ เมืองจันทร์บุรี

โมเลกุลของสีมี sulfonic  group 2 หมู่ ที่จับโปรตีนในสภาวะ

ที่เป็นกรดอ่อน ๆ วิธีนี้สามารถประยุกต์ใช้ได้ทั้งเซลล์เกาะผิว 

(adherent cell) และเซลล์แขวนลอย (suspended cell)22 

โดยหลังจากตรึงเซลล์ด้วย trichloroacetic Acid (TCA) และ

บ่มกับ SRB ใน acetic acid หลังจากนั้นล้างสีส่วนเกินออก

ทิ้งไว้ให้แห้งแล้วสกัดสีท่ีจับอยู่กับโปรตีนภายในเซลล์ด้วย 

tris base buffer วัดค่าความเข้มของสีที่ความยาวคลื่น 495  

นาโนเมตร ทั้งนี้ความเข้มของสีจะมีความสัมพันธ์กับความมี

ชีวิตของเซลล์และการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ นอกจากนี้ SRB  

ยังเป็นวิธีที่ ใช้ในการประเมินการแสดงออกของยีนจาก 

การศึกษาด้วยวิธี knockdown หรือ miRNA ต่อการเพิ่ม

จำ�นวนเซลล์23

   2.2.2 CyQuant cell proliferation assay ใน

กรณีที่สารทดสอบหรือยาบางชนิดมีผลรบกวนกระบวนการ 

เมตาบอลิซึมของเซลล์และอาจทำ�ให้ผลการทดลองที่ได้ไม่มี 

ความเท่ียงตรงหรือไม่ถูกต้องการวัดปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมขึ้น 

ภายในเซลล์เป็นอีกหนึ่งวิ ธี ท่ีสามารถแปรผันตรงกันกับ 

ความมีชีวิตของเซลล์และบอกอัตราการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ 

ได้โดยตรงและมีความถูกต้องที่สุด ได้แก่ CyQuant cell  

proliferation assay ที่ใช้หลักการของสี green fluorescent 

ซึ่งสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ได้และเมื่อจับกับสายของดีเอ็นเอ 

จะทำ�ให้เกิดการเรืองแสงขึ้น ปริมาณความเข้มของสีฟลูออ- 

เรสเซ็นต์ท่ีเกิดข้ึนเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ DNA content 

ในแต่ละเซลล์และบ่งบอกปริมาณของเซลล์ที่เพิ่มจำ�นวนขึ้น  

นอกจากนี้มีการศึกษาพบว่า CyQuant มีความเหมาะสม  

มีความไวสูงในการใช้คัดกรองยาต้านมาลาเรียจำ�นวนมาก

ในหลอดทดลอง24   วิธีนี้อาจจะเหมาะสำ�หรับเซลล์ยึดเกาะ  

(adherent cell) มากกว่าเซลล์แขวนลอย (suspended cell)  

เนื่องจากสีฟลูออเรสเซ็นต์ที่ย้อมจับกับ DNA ไม่สามารถแยก 

ความแตกต่างได้อย่างชัดเจนระหว่างเซลล์มีชีวิตและเซลล์ตาย 

แต่ในข้ันตอนการวัดสามารถขจัดเซลล์ตายออกจากอาหาร

เลี้ยงเซลล์ก่อนทดสอบด้วยสีฟลูออเรสเซ็นต์ CyQUAN NF 

ได้ (ตารางที่ 1)

 

สรุป
			 จากการบททวนวรรณกรรม ได้ข้อสรุปว่าการตรวจสอบ

ความเป็นพิษต่อเซลล์จากสารทดสอบ โดยการวัดกิจกรรม

เมตาบอลิซึมของเซลล์ของเซลล์จากสีย้อม tetrazolium เป็น 

วิธีที่ทำ�ได้ง่าย รวดเร็ว ค่าใช้จ่ายไม่สูง และเชื่อถือได้ อย่างไร

ก็ตามประสิทธิภาพของเอนไซม์เมตาบอลิซึมขึ้นอยู่กับ

ตัวแปรมากมาย เช่น ชนิดของเซลล์ ระยะเวลาของการ

ทดสอบ วิธีการสกัดสารสมุนไพร ซึ่งเหล่านี้จะส่งผลต่อการ

มีชีวิตของเซลล์และการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ได้ ในขณะที่การ 

ตรวจวัดปริมาณ ATP assay ภายในเซลล์ หรือ CyQuant ซึ่ง

เป็นวิธีที่มีความแม่นยำ�ในการวัดปริมาณ DNA ภายในเซลล ์

แต่อาจจะต้องตระหนักถึงองค์ประกอบของสารทดสอบด้วย 

เช่น ปริมาณเกลือและโปรตีนท่ีอาจรบกวนความจำ�เพาะเจาะจง

ของการตรวจปริมาณ DNA เป็นต้น ดังนั ้นควรเลือก

วิธีการศึกษาให้เหมาะสมกับสภาวะพ้ืนฐานของเซลล์สาร

ทดสอบและวัตถุประสงค์ของการศึกษา จึงสรุปได้ การเลือก 

วิธีทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 

อาจจะต้องใช้มากกว่าหน่ึงวิธีเพ่ือให้ได้มาซ่ึงข้อมูลประสิทธิภาพ 

หรือความเป็นพิษของเซลล์ทดสอบที่มีความเที่ยง เชื่อถือได้ 
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