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Abstract
 Phytohemagglutinin (PHA) is a lectin extracted from red kidney bean (Phaseolus valgaris Linn). It has 
been widely used as mitogen for lymphocyte culture and chromosome study. However, commercial PHA is 
expensive. This study aimed to prepare crude red kidney bean extract and study its eff ect on cell growth and 
cell division (mitosis) in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) at the diff erent concentrations ranking 
from 0 to 100 μg/mL using MTT assay and conventional chromosome culture and karyotyping, respectively. 
The results showed that crude red kidney bean extract was able to stimulate growth of PBMCs in a dose and 
time dependent manner. Moreover, the crude extract at 25 μg/mL demonstrated the maximal stimulation on 
cell growth. Nevertheless, crude extract at high concentrations (50 and 100 μg/mL) were likely to decrease rate 
of cell growth and proliferation. In addition, crude red kidney bean extract induce cell division was detected in 

various concentrations (5-25 μg/mL). The highest number of metaphase cell was found when stimulate with 25 
μg/mL of crude red kidney bean extract. In summary, crude red kidney bean extract demonstratd an excellent 
stimulation on cell growth and cell division of PBMCs. It can be used for chromosome culture and karyotyp-

ing. However, the further investigation of the crude red kidney bean extract’s properties should be perform to 
develop its quality and apply for laboratory used in the future.

Keywords: Phaseolus valgaris Linn, Mitosis, Metaphase, Phytohemagglutinin, PBMCs

การเตรียมสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวง การเตรียมสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวง 
เพื่อศึกษาการกระตุนการเจริญเติบโต 

และการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 

Preparation of crude red kidney bean extract for growth stimulation 
and cell division of peripheral blood mononuclear cells

สิงหคํา ธิมา1*  กรีฑา ดอนเลย2

Singkome Tima1  Greeta Donlei2

1   แขนงวิชาจุลทรรศนศาสตรคลินิก ภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม
2 นักศึกษาชั้นปที่ 4 ปการศึกษา 2553 สาขาวิชาเทคนิคการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

1   Division of Clinical Microscopy, Department of Medical Technology, 
 Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University, Thailand.
2 The 4th year Medical Technology student, Academic year 2010, 
 Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University, Thailand.

* ผูัรับผิดชอบบทความ
* Corresponding author



24 วารสารเทคนิคการแพทยเชียงใหม

บทคัดยอ
 ไฟโตฮีแมกกลูตินิน (Phytohemagglutinin; PHA) คือเลคตินชนิดหน่ึงท่ีสกัดจากถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus 
valgaris Linn) มีคุณสมบัติในการกระตุนการแบงตัวแบบไมโตซีส (mitosis) ของเซลลลิมโฟซัยท (lymphocyte) 
ซึ่งสามารถนํามาประยุกตใชในการศึกษาความผิดปกติของโครโมโซมได แต PHA บริสุทธิ์ที่จําหนายอยูตามทองตลาด
มรีาคาแพง ดงันัน้การศกึษานีจ้งึมวีตัถุประสงคท่ีจะทาํการสกดัสารสกดัหยาบจากถัว่แดงหลวง  และนาํสารสกัดหยาบ
ที่ไดมาทดสอบผลตอการเจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) ดวยวิธี MTT assay โดยใช
ความเขมขนของสารสกดัหยาบตัง้แต 0 ถงึ 100 μg/mL นอกจากนีย้งัศึกษาผลของสารสกดัหยาบในการกระตุนการแบง
ตัวแบบไมโตซีสของเซลล PBMCs เพื่อศึกษาโครโมโซมดวยวิธี conventional chromosome culture and karyotyping 
จากการศกึษาพบวาสารสกดัหยาบจากถัว่แดงหลวงมแีนวโนมในการกระตุนการเจรญิเตบิโตของเซลล PBMCs ไดเพิม่
ขิํ้นตามความเขมขน และระยะเวลาที่เพิ่มขิํ้น โดยที่ความเขมขน 25 μg/mL สามารถกระตุนไดดีที่สุด อยางไรก็ตาม
สารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงที่ความเขมขนสูงๆ (50, 100 μg/mL) เริ่มทําใหการเจริญเติบโตของเซลล PBMCs มี
แนวโนมท่ีลดลง นอกจากน้ียังพบวาสารสกัดหยาบที่ความเขมขน 25 μg/mL สามารถกระตุนใหเซลล PBMCs แบงตัว
แบบไมโตซีส และมีโครโมโซมระยะเมตาเฟส (metaphase) ไดมากที่สุด จากผลการศึกษาสามารถสรุปในเบื้องตนไดวา
สารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงท่ีสกดัไดมคีวามสามารถในการกระตุนการเจริญเติบโต และเหน่ียวนําใหเซลล PBMCs 
เกิดการแบงตัวแบบไมโตซีส และสามารถทํา chromosome culture and karyotyping ได แตอยางไรก็ตามยังคงตอง
ทําการศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดหยาบดังกลาวตอไป เพื่อพัฒนาคุณภาพของสารสกัดใหดียิ่งขิํ้น และสามารถนํา
มาประยุกตใชไดจริงในอนาคต

คํารหัส: ถั่วแดงหลวง ไมโตซีส เมตาเฟส ไฟโตฮีแมกกลูตินิน เซลลเมด็เลือดขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว

บทนํา
 ถัว่แดงหลวงเปนพชืลมลกุซ่ึงมตีนกาํเนดิในอเมรกิา
กลางและอเมรกิาใต ชาวยโุรปและอเมรกิาเรยีกชือ่โดยทัว่ไป
วา red kidney bean เนื่องจากรูปรางของเมล็ดถ่ัวแดงหลวง

มีลักษณะคลายไต มีตั้งแตสีชมพู แดงออน แดงเขม น้ําตาล
เกือบดํา โดยถูกนําเขามาปลูกในประเทศไทยเปนครั้งแรก

โดยโครงการหลวงในป พ.ศ. 2516 เพื่อจุดประสงคใหชาว

ไทยภูเขาปลูกเปนพืชทดแทนฝนและชวยรักษาความอุดม
สมบูรณของดินบนที่สูง ปจจุบันถ่ัวแดงหลวงไดกลายเปน
พืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญชนิดหน่ึงของชาวไทยภูเขาและเปนที่

สนใจของเกษตรกรในพื้นที่ราบทั่วไปในเขตภาคเหนือ ถั่ว
แดงหลวงจัดอยูใน Genus Phaseolus มีชื่อทางวิทยาศาสตร
วา Phaseolus  vulgaris Linn. ถั่วแดงหลวงเปนพืชใบเลี้ยงคู 
ใบและลําตนมีลักษณะคลายถ่ัวเหลืองมาก ลักษณะเปนทรง
พุมตั้งตรง มีความสูงต้ังแต 40-65 เซนติเมตร (ซม.) รูปราง
ของใบสวนมากดานโคนใบจะกลมสวนดานปลายใบจะแหลม 
ขนาดของใบกวางประมาณ 5-10 ซม. และยาวประมาณ 

8-15 ซม. ดอกของถ่ัวแดงหลวงจะรวมกันเปนชอ ดอกเปน
ดอกสมบูรณเพศมีกลีบดอก 5 กลีบ กลีบเลี้ยง 5 กลีบ สีของ

ดอกจะเปนสีขาวหรือชมพูขิํ้นอยูกับสายพันธุ ฝกถั่วมีความ
ยาวประมาณ 8-10 ซม. กวาง 1.2-1.5 ซม. โดยเมล็ดมีความ
ยาวประมาณ 0.8-1.5 ซม. และกวางประมาณ 0.4 ซม.1 

ถั่วแดงหลวงประกอบไปดวยสารชีวโมเลกุลตางๆ มากมาย 
แตองคประกอบท่ีผู วิ จัยสนใจในการศึกษาค ร้ัง น้ีคือ 

ไฟโตฮีแมกกลูตินิน (phytohemagglutinin; PHA)
  ไฟโตฮีแมกกลูตนินิ เปนเลคติน (lectin) ชนดิหน่ึงที่
สกัดไดจากพชื เชน พชืตระกลูถ่ัวโดยเฉพาะอยางยิง่ในถัว่แดง
หลวง โดยในระยะแรกๆ เลคตินถูกเรียกวา phytohemagglutinin 

หรือ agglutinin เนื่องจากมีคุณสมบัติทําใหเม็ดเลือดแดงของ
คนและสัตวเกิดปฏิกิริยาการเกาะกลุม (agglutination) 
ไฟโตฮีแมกกลูตินินเปนสารจําพวกไกลโคโปรตีนหรือมิวโค
โปรตีน ประกอบดวย leukoagglutinating (L)-subunit และ 
erythroagglutinating (E)-subunit รวมตัวกันเปนโครงสราง 

tetrameric structure ซึ่งสามารถประกอบกันเปนไอโซเล
คติน 5 ชนิด ไดแก L
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E-subunit และ L-subunit มนี้าํหนกัโมเลกลุและองคประกอบ
ของกรดอะมิโนท่ีใกลเคียงกันแตมีความจําเพาะตอ carbohydrate 
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binding site ที่แตกตางกัน2 ทั้งนี้ L-subunits ทําหนาที่เกี่ยว
กบัการเหน่ียวนาํใหเซลลเมด็เลอืดขาวเกาะกลุมกนั และชวย
กระตุนการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดขาว ในขณะท่ี 
E-subunit ทําหนาที่ในการเหน่ียวนําใหเซลลเม็ดเลือดแดง
เกาะกลุมกัน โดยคุณสมบัติเหลาน้ีอาศัย specifi c sugar
binding site ของ PHA ที่แตกตางกัน3 สําหรับคุณสมบัติใน
การกระตุนการแบงตวัของเซลลนัน้พบวา PHA สามารถกระตุน
การแบงตัวแบบไมโตซีสของเซลลเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะ
เซลลลิมโฟซัยท (lymphocyte) และโมโนซัยท (monocyte)
โดยอาศัยการจับกับ specifi coligosaccharide ของ receptor
บนผิวเซลลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง และเพิ่ม metabolite 
permeability ของผนงัเซลล สงผลใหมกีารนาํสารสาํคัญตางๆ 
เชน น้ําตาลกลูโคส, กรดอะมิโน และอิออนตางๆ มีการ
เติมหมู phosphate ใหแกโปรตีนในนิวเคลียส สงผลตอการ
เปลี่ยนแปลงเมตาบอลิสมของไขมัน และโปรตีน จนสงผลให
เซลลเรงสรางอารเอน็เอ (RNA) และโปรตนี ทาํใหเซลลมขีนาด
โตขิํน้และรปูรางเปลีย่นแปลงภาย ในระยะเวลา 10-20 ชัว่โมง 
จากนั้นหลังถูกกระตุนประมาณ 48 ชั่วโมง เซลลจะเริ่มมีการ
สรางดีเอ็นเอ (DNA) และตอมาเซลลจึงแบงตัว4, 5

 การศึกษากอนหนานีโ้ดย Rigas และคณะ6  ไดเสนอ
วิธีการสกัดโปรตีนจากถ่ัวแดงหลวงอยู 2 วิธีคือการสกัดดวย 
1% NaCl และ 0.1N HCl ซึ่งพบวาไดโปรตีนที่แตกตางกัน 
โดยวธิแีรกได mucoprotein PHA ในขณะทีก่ารสกดัดวย 0.1N 
HCl จะได active protein PHA ซึ่งเมื่อทดสอบคุณสมบัติใน
การเหน่ียวนาํใหเซลลเมด็เลอืดเกดิการเกาะกลุมพบวา active 
protein PHA มีความสามารถที่มากกวา mucoprotein PHA 

นอกจากน้ีDahlgren และคณะ7 ไดสกัดและแยกไฟโตแมก
กลูตินินจากถั่วแดงหลวง ดวยวิธี saline extraction และแยก
ดวยวธิ ีgel fi ltration column chromatography พบวาสามารถ
แยกไดเปน 2 สวน โดยไฟโตฮีแมกกลตูนินิทีแ่ยกไดมนี้าํหนกั
โมเลกลุประมาณ 82,000 ดาลตนั และพบวาทัง้ 2 สวนทีแ่ยก
ไดมีลักษณะเชนเดียวกันและใกลเคียงกันมาก และเม่ือนําไป

ทดสอบคุณสมบัติการทําใหเม็ดเลือดแดงเกาะกลุมและการ
กระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟซัยท ผลปรากฏวาไฟโต
ฮีมแมกกลูตินินทั้ง 2 ชนิด มีคุณสมบัติในการทําใหเม็ดเลือด

แดงเกาะกลุม และกระตุนเซลลลิมโฟซัยทไดเหมือนกัน โดย
ความเขมขนท่ีเหมาะสมคือ 2-5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (μg/
mL) นอกจากนีใ้นป ค.ศ 1977 Leavitt และคณะ8 ไดสกดัสาร
สกดัหยาบจากถ่ัวแดงหลวงดวยวิธ ีsaline extraction จากน้ัน
นาํไป dialysis ในน้าํกลัน่ แลวระเหดิแหงดวย lyophilizer แลว

นําผงสารสกัดหยาบท่ีไดไปแยก PHA ดวยวิธี ion exchange 
chromatography พบวาสามารถแยก PHA ได 5 สวนคือ L
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 เนื่องจาก PHA มีคุณสมบัติในการกระตุนเซลล
ลิมโฟซัยทใหมีการแบงเซลลแบบไมโตซีส จึงไดมีการนํามา
ประยุกตใชในงานดานเซลลพันธุศาสตร (cytogenetics) โดย
ใชเปนตัวกระตุน (mitogenic stimulant) ในการเพาะเล้ียงเซลล
เพื่อศึกษาลักษณะ และความผิดปกติของโครโมโซม ตองใช 
สารสกัด PHA ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง โดยเฉพาะ L

4
 ไอโซเลคติน

(PHA-L
4
) ซึ่งมีราคาแพง การศึกษานี้จึงมุงทําการสกัดสาร

สกัดหยาบจากถั่วแดงหลวง และนํามาศึกษาผลตอการเจริญ
เติบโต และประสิทธิภาพในการกระตุนการแบงตัวแบบไมโตซีส

ของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) เพื่อนําสาร
สกัดหยาบจากถัว่แดงหลวงทีส่กัดไดเองมาใชประโยชนในการ
เพาะเลี้ยงเซลลเพื่อศึกษาลักษณะโครโมโซมตอไป

วัสดุและวิธีการ 
1. การเตรียมสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวง
 นาํถัว่แดงหลวง (ผลติภณัฑจากมูลนธิโิครงการหลวง) 
มาสกัดโดยวิธี saline extraction ซึ่งดัดแปลงมาจากวิธีของ 
Leavitt และคณะ8 โดยมีรายละเอียดดังนี้ ชั่งถั่วแดงหลวง
10 กรมั แลวนาํไปแชในน้าํกล่ันใหทวม โดยแชขามคนืในตูเยน็ 
เมือ่ครบเวลานาํถัว่แดงทีแ่ชไวมาปนรวมกบัน้าํเกลอืความเขม
ขน 0.85% (0.85% saline solution; normal saline solution; 
NSS) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร แลวนาํสวนผสมท้ังหมดไปเก็บ
ไวในตูเย็นขามคืน เมื่อครบเวลาดูเก็บสวนใสมากรองดวย
กระดาษกรอง Whatman No.1 แลวแยกตะกอนออกโดยการ
ปนเหวี่ยงความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 
ดูดเก็บเฉพาะสวนใสเพื่อนําไปทํา dialysis ในน้ํากลั่นปลอด
อิออน เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช dialysis bag ที่มี MW 
cut-off  5,000 ดาลตนั เม่ือครบเวลานาํสารละลายทีผ่านการ
ทํา dialysis มาบรรจุในขวดสําหรับการทาํ lyophilize แลวนํา
ไปเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 OC หลังจากน้ัน lyophilize เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ไดสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวง หา  % 
yield และหาปริมาณโปรตีนรวมในสารสกัดหยาบที่สกัดได

ดวยวิธี Folin-Lowry method9 เก็บผงสารสกัดหยาบจากถั่ว
แดงหลวงท่ีไดไวที่อุณหภูมิ -20 OC จนกวาจะทําการทดสอบ

2. การเตรียมเซลล PBMCs
 เจาะเลือดจากเสนเลือดดํา (venepuncture) คน

สขุภาพด ีปรมิาตร 15 มลิลลิติร โดยผสมรวมกบัสารกนัเลอืดแขง็
heparin ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติม sterile phosphate 
buff er saline (PBS) ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน จากนั้น

จึงคอยๆ เติม Ficoll-hypaque ปริมาณ 10 มิลลิลิตร แลวนํา
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เลือดไปปนท่ี 1500 rpm เปนเวลา 30 นาที ดูดสวน PBMCs 
ปนลางเซลล PBMCs ดวย sterile PBS จํานวน  2 ครั้งๆ ละ 
5 นาที ที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบตอนาที แลวทดสอบท่ี
เกี่ยวของตอไป

3. การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวง
ที่ความเขมขนตางๆ ตอการเจริญเติบโตของเซลล
 PBMCs ดวยวิธี MTT assay
 ทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงตอ
การเจริญเซลล PBMCs ดวยวิธี MTT assay โดยเพาะเลี้ยง
เซลลปริมาณ 1 x 106 cells/mL ใน 96-well tissue culture 
plate ดวยอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 medium ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรตอหลุม แลวบมใน CO

2
 incubator เปนเวลา 

24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาจึงเติมอาหารเล้ียงเซลลที่ผสมสาร
สกัดหยาบจากถั่วแดงที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 0 ถึง 100 
μg/mL โดยในกลุมควบคมุ (vehicle control) เตมิอาหารเลีย้ง
เซลลที่ผสมกับนํ้ากลั่นปลอดอิออนที่ปราศจากเช้ือ หลังจาก
นัน้เพาะเลีย้งเซลลรวมกบัสารสกดัหยาบตอไปอกี 24,48 และ 
72 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเติม MTT dye solution แลวเพาะ
เลี้ยงเซลลตอไปอีก 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม DMSO แลววัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 และ 630 nm คํานวณ
คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล (% cell viability) โดยเทียบ
กับคาการดูดกลืนแสงในหลุมควบคุม ซึ่งสามารถบงบอกถึง
ผลของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงตอการเจริญเติบโต
ของเซลล PBMCs ได 

4. การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดง
หลวงท่ีความเขมขนตางๆ ในการกระตุนการแบงตวัแบบ
ไมโตซีสของเซลล PBMCs ดวยวิธี conventional chro-
mosome culture and karyotyping

 เพาะเลี้ยงเซลล PBMCs ปริมาณ 1 x 106 เซลล 
ในอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดย
เพาะเล้ียงเซลลรวมกับสารสกดัหยาบจากถ่ัวแดงหลวงท่ีความ

เขมขนตางๆ ไดแก 5, 10, 20, และ 25 μg/mL เปนเวลา 71 
ชั่วโมง ในขณะท่ีกลุมควบคุมเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารเล้ียง

เซลลผสม phosphate buff er saline (PBS) ครบเวลาเติมสาร 
colcemid ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป เพาะเลี้ยงเซลลตอ
อีก 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการปนลางเซลลดวย PBS ปริมาตร 

10 มลิลลิติร ทีค่วามเรว็ 1,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาท ี
โดยทาํท้ังหมด 3 ครัง้ จากนัน้เตมิ 0.56% หรอื 0.075 M KCl 

ปริมาตร 5 มลิลิลติร โดยคอยๆ เติม และเขยาไปพรอมๆ กนั 
จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 OC เปนเวลา 7 นาที ครบเวลาปน
ตกเซลลดวยความเรว็ 1,000 รอบตอนาท ีนาน 10 นาท ีแลว
ดูดสวนใสทิ้ง ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง จากนั้นคอยๆ เติม Carnoy’s 
fi xative (Glacial acetic acid 1 สวน ตอ methanol 3 สวน) ที่
เตรียมใหม และแชเย็นที่ -20 OC ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ปนที่
ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดดูสวนใสดาน
บนทิ้ง ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง โดยคร้ังสุดทายใชปริมาตร Carnoy’s
fi xative 0.5-1 มลิลลิติร ผสมตะกอนเซลลกบั Carnoy’s fi xative
ใหเขากัน แลวหยดลงบนสไลดแชเย็นที่ -20 OC โดยวาง
สไลดทํามุมเอียง 30 องศา กับแนวระนาบ และใหระยะการ
หยดสูงประมาณ 1-2 เมตร จากน้ันนําสไลดที่เตรียมไดมา
ยอมโครโมโซมดวยสี Wright-Giemsa stain และตรวจนับ 
metaphase cell ตอเซลล PBMCs 500 เซลล และคํานวณ
เปนเปอรเซ็นต metaphase cell ตอไป     

ผลการศึกษา
1. ผลการสกัดสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวง
 จากการสกัดสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงดวย
วธิี salineex-traction พบวาไดน้าํหนักของสารสกัดหยาบภาย
หลังการทํา lyophilized เทากับ 0.391 กรัม คิดเปน % yield 
เทากบั 3.91% และมีปริมาณโปรตีนรวมเทากบั 13 มลิลกิรมั
ตอมิลลิลิตร 
2. ผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงที่
ความเขมขนตางๆ ตอการเจริญเติบโตของเซลล PBMCs
 จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดง
หลวงตอการเจริญเติบโตของเซลล PBMCs ดวยการเพาะ

เลีย้งเซลลเมด็เลอืดขาวชนดิ PBMCs  รวมกบัสารสกดัหยาบ
จากถั่วแดงหลวงท่ีความเขมขนตางๆ ตั้งแต 0-5 μg/mL พบ

วาสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงสามารถกระตุนการเจริญ
เติบโตของเซลล PBMCs ได โดยมีการเจริญเติบโตเพิ่ม
ขิํ้นตามความเขมขนของสารสกัดและระยะเวลาที่ใชในการ 
กระตุนที่เพิ่มขิํ้น ดังแสดงในรูปที่ 1นอกจากน้ีเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงข้ํินไปจนถึง 
100 μg/mLพบวาสารสกัดหยาบที่ความเขมขน 25 μg/mL 

สามารถเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตของเซลล PBMCs ไดดี
ที่สุด โดยเฉพาะอยางยิ่งในวันที่ 3 และยังพบวาสารสกัด
หยาบจากถั่วแดงหลวงท่ีความเขมขนสูงๆ (50 และ 100 μg/

mL) เริม่ทาํใหอตัราการเจริญเติบโตของเซลล PBMCs มแีนว
โนมที่ลดลงดังแสดงในรูปที่ 2
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Figure 1: Eff ect of crude red kidney bean extract (0.3125 to 5 μg/mL) on PBMCs growth in 24, 48, 
and 72 hours of experiment compared with the vehicle control by MTT assay 

Note: Each point represents the mean value ± SD of three independent experiments performed in triplicate

Figure 2: Eff ect of crude red kidney bean extract (12.5 to 100 μg/mL) on PBMCs growth in 24, 48, and 72 hours of  experiment 
compared with the vehicle control by MTT  assay

Note:  Each point represents the mean value ± SD of three independent experiments performed in triplicate
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3. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากถั่ว
แดงหลวงทีค่วามเขมขนตางๆ ในการกระตุนการแบงตวั
แบบไมโดซีส ของเซลล PBMCs ดวยวิธี conventional 
chromosome culture and karyotyping
 หลงัจากเพาะเลีย้งเซลลเมด็เลอืดชาวชนดิ PBMCs 

Figure 3: Example of metaphase chromosomes which harvested from PBMCs samples after 72 hours 
of treatment with 25 μg/mL crude red kidney bean extract

Note: Three independent experiments were performed. The example of metaphase chromosomes 
from the fi rst experiment (A), the second experiment (B), and the third experiment (C&D) were shown  

(1x106 cells/5 mL media) รวมกับสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดง
หลวงที่ความเขมขน 5-25 μg/mL พบวาสารสกัดหยาบจาก
ถั่วแดงหลวงสามารถกระตุนใหเซลล PBMCs เกิดการแบง
ตัวแบบไมโตซีสได (รูปที่ 3 ) ซึ่งพบวาสารสกัดหยาบจากถ่ัว
แดงหลวงมีความสามารถในการกระตุนการแบงตัวของเซลล 

PBMCs ไดเพิ่มขิํ้นตามความเขมขนที่เพิ่มขิํ้น โดยที่ความ
เขมขน5, 10, 20, และ 25 μg/mL มีจํานวน metaphase cell เทากับ 
1.6%, 2.2%, 2.5%, และ 5.5% ตามลําดับ ในขณะทีก่ลุมควบคมุ

ซึ่งทําการเพาะเล้ียงเซลล PBMCs ดวยอาหารเล้ียงเซลล
RPMI-1640 เพยีงอยางเดยีวไมพบ metaphase cell เลย และ
เม่ือไดโครโมโซมท่ีไดจากการเพาะเลีย้งเซลล PBMCs ดวยสาร
สกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงที่ความเขมขน 25 μg/mL มาทํา
karyotyping จะไดดังแสดงในรูปที่ 4

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
 จากการสกัดสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงดวย

วิธี saline extraction method และวัดปริมาณโปรตีนดวย
วิธี Folin-Lowry method พบวามี % yield เทากับ 3.91% 
และมีปริมาณโปรตีนรวมเทากับ 13 mg/mL ซึ่งสอดคลอง

กับการศึกษาของภาณุวัฒน ตันติเสรีรัตน10 ที่สกัดสารสกัด
หยาบจากถ่ัวแดงหลวงดวยวิธี  saline extraction และพบวา

ได % yield เทากับ 5.34% นอกจากน้ีสุพรรษา ปาตะ ในป 

ค.ศ 200311 ไดสกัดสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงดวยวิธี 
saline extraction method  และไดปริมาณโปรตีนเทากับ 18 

mg/mL อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ Leavitt และคณะ8 
พบวาสามารถสกัดสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงได โดยมี 
% yield เทากับ 15.5% ซึ่งมีปริมาณที่มากกวาผลการศึกษา
ที่ไดจากการวิจัยคร้ังนี้ทั้งนี้อาจเน่ืองมาจากสายพันธุของ
ถัว่แดงหลวงทีใ่ชในการสกดัทีแ่ตกตางกนั จงึทาํใหไดปรมิาณ

สารสกัดหยาบที่มากกวาผลที่ไดจากการทดลองครั้งนี้ ทั้งนี้
หากพิจารณาวิธกีารสกัดสารสกัดหยาบท่ีใชในการทดลองคร้ัง
นี้คือวิธี saline e  xtraction นั้นจะพบวาเปนวิธีการที่สามารถ

นํามาใชในการสกัดสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงได และมี
ขอดีคือมีคาใชจายในการสกัดที่ต่ํากวาวิธีการอื่นๆ ขั้นตอน
ไมยุงยาก นอกจากน้ีการระเหิดแหง (lyophilized) สารสกัด

หยาบจากถ่ัวแดงหลวงเพือ่เกบ็สารสกดัหยาบไวในรปูผงแหง
ยังเปนวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บสารสกัดหยาบใหมีอายุ
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การใชงานท่ียาวนานข้ํินอีกดวย
 หลังจากไดสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงแลว จึง
นํามาศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงตออัตรา
การเจริญเตบิโตและการกระตุนการแบงตัวของเซลล PBMCs 
โดยใชความเขมขนต้ังแต 0-100 μg/mL พบวาสารสกดัหยาบที่
สกดัไดมแีนวโนมทีจ่ะกระตุนใหเซลล PBMCs มกีารเจริญเติบ
โตเพ่ิมขิํน้ตามความเขมขนของสารสกัดและระยะเวลาท่ีใชใน
การกระตุนท่ีเพิ่มขิํ้น (dose and time dependent manner)

โดยพบวาสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงที่ความเขมขน 25 
μg/mL มีความสามารถในการเหน่ียวนําใหเซลล PBMCs มี
อัตราการเจริญเติบโตไดดีที่สุด อยางไรก็ตามเม่ือคณะผูทํา
การวิจยัเปรยีบเทยีบผลการทดลองทีไ่ดกบัการทดลองใชสาร
สกัด PHA-L บริสุทธิ์ (Biochrom AG; Berlin, Germany) ที่

ความเขมขน 0-5 μg/mL พบวาสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดง
หลวงที่ความเขมขนเดียวกันสามารถกระตุนการเจริญเติบโต
ของเซลล PBMCs ไดนอยกวาสารสกดั PHA-L บรสิทุธิ ์(ไมได

แสดงผลการทดลอง) ทั้งนี้อาจเกิดจากสารสกัดจากถั่วแดง
หลวงท่ีสกัดไดนี้เปนเพียงสารสกัดหยาบ จึงเปนไปไดวาที่
ความเขมขนเดยีวกนักบัสารสกดั PHA-L บรสิทุธิ ์นัน้สารสกดั

Figure 4: Example of chromosome karyotype, which prepared 
from PBMCs sample after induced with 25 μg/mL crude red kidney bean extract for 72 hours

หยาบท่ีสกดัไดมปีรมิาณของ PHA-L
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คดิเปน 7.44%,10.75%, 13.06%, 15.88%, 52.88% ตามลาํดบั

จงึเปนเหตุผลท่ีสนบัสนุนผลการทดลองคร้ังนีไ้ด นอกจากน้ียงั
พบอีกวาสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงที่ความเขมขนสูงๆ 
(50 และ 100 μg/mL) เริ่มทําใหอัตราการเจริญเติบโตของ

เซลล PBMCs มีแนวโนมที่ลดลง และคาดวาหากเพ่ิมความ
เขมขนของสารสกัดหยาบใหมากกวา 100 μg/mL ขิํน้ไปนาจะ
สงผลใหเกดิความเปนพษิตอเซลลเม็ดเลือดขาวชนดิ PBMCs 
ชดัเจนยิง่ขิํน้ ซึง่อาจเกดิจากการเพิม่ความเขมขนของสารสกดั
หยาบจากถั่วแดงหลวงทําใหปริมาณ PHA ในสารสกัดหยาบ

จากถั่วหลวงมีปริมาณสูงขิํ้นจนทําใหมีความเปนพิษตอเซลล 
PBMCs ซึง่สอดคลองกบัการศกึษาของ Ren และคณะ2 ทีพ่บ

วาท่ีความเขมขนสูงๆ ของ PHA-L
4
 จะแสดงความเปนพษิตอ
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เซลลลิมโฟซัยท นอกจากเหตุผลขางตนแลวยังอาจเกิดจาก
สารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงท่ีใชในการทดลองน้ีมีสารท่ี
มีฤทธ์ิในการยับยั้งการแบงตัวของเซลล PBMCs หรือสารที่
มีฤทธ์ิยับยั้งการทํางานของ PHA ปนอยู ซึ่งท่ีความเขมขน
ของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงนอยๆ ยังไมแสดงผลท่ี
ชัดเจน แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของสารสกัดหยาบจากถั่ว
แดงหลวงทําใหความเขมขนของสารดังกลาวมปีริมาณเพ่ิมขิํน้
จึงแสดงฤทธิ์ในการยับย้ังการแบงตัวของเซลล PBMCs หรือ
ยบัยัง้การทาํงานของ PHA ไดชดัเจนยิง่ขิํน้ ซึง่ตองมกีารตรวจ
พิสูจนตอไปในอนาคต

 หลังจากศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดง
หลวงตออัตราการเจริญเติบโตและการกระตุนการแบงตัว
ของเซลล PBMCs พบวาที่ความเขมขน 25 μg/mL มีความ
สามารถในการกระตุนการแบงตัวของเซลล PBMCs ไดที่
ดีที่สุด จึงนําสารสกัดหยาบจากถั่วแดงหลวงที่ความเขมขน
ไมเกิน 25 μg/mL มาศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบ
จากถั่วแดงหลวงในการกระตุนเซลล PBMCs ใหเกิดการแบง
เซลลแบบไมโตซีส พบวาสารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงท่ี
ความเขมขนตางๆ มคีวามสามารถในการกระตุนใหเซลลแบง
ตัวแบบไมโตซีสได โดยสารสกัดหยาบจากถั่วหลวงสามารถ
กระตุนใหเกิด metaphase cell เพิ่มขิํ้นตามความเขมขนของ
สารสกัดหยาบจากถ่ัวแดงหลวงท่ีเพิม่สงูขิํน้ (dose dependent 
manner) และพบวาทีค่วามเขมขน 25 μg/mL สามารถกระตุน
ใหเกิด metaphase cell มากที่สุด (5.5%) ทั้งนี้ปจจัยที่สงผล

ตอการเกิด metaphase cell นั้นมีหลายปจจัย เชน ปริมาณ
เซลลที่ใช ระยะเวลาท่ีใชในการทดสอบ ซึ่งจําเปนตองศึกษา
ถึงความเหมาะสมของปจจัยดังกลาวตอไป นอกจากนี้ความ
เขมขนของสารละลายตางๆ ที่ใชในการทดลองก็อาจสงผล
ตอผลการทดสอบได เชน สารละลาย hypotonic solution 
(0.56 % KCl) หากมีความเขมขนนอยเกินไปก็อาจทําให
เซลลแตกกอนถึงขั้นตอนการตรึงเซลลได หรือหากมีความ
เขมขนมากเกินไปก็จะทําใหเซลลไมบวม ซึ่งจากการทดลอง
ครั้งนี้ยังคงพบลักษณะของเซลลที่มีลักษณะที่บวมไมเต็มที่ 
และไมแตก ทําใหได  metaphase cell ที่นอยกวาที่ควรจะ
เปนได  ซึง่หากทาํการศกึษาถงึความเหมาะสมของปจจยัตางๆ 
เหลานี้ก็อาจทําใหได metaphase cell ที่เพิ่มสูงขิํ้นได 

 การศึกษานี้เปนการเร่ิมตนสกัดสารสกัดหยาบจาก
ถั่วแดงหลวง และศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพที่สําคัญ เชน 
การกระตุนการเจริญเติบโตของเซลล PBMCs ซึ่งถือไดวาให
ผลเปนที่นาพอใจ อยางไรก็ตาม สารสกัดจากถ่ัวแดงหลวงท่ี
สกัดไดนี้ยังเปนสารสกัดหยาบ จึงมีความจําเปนที่จะตองมี
การศึกษา และพัฒนาคุณภาพของสารสกัดดงักลาวใหดยีิง่ขิํน้
เชน การแยกเอาเฉพาะสวน PHA หรอืการแยกชนดิของ PHA 
isolectin ชนิดตางๆ ออกมา เพื่อนําสารสกัดที่พัฒนาไดมา
ทําการศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพ และใชประโยชนในดาน
อื่นๆ เชน การศึกษาผลกระตุนการเกาะกลุมของเซลลเม็ด
เลือดแดง ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง และใชประโยชนใน
การศึกษาโครโมโซมตอไป
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