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Abstract
 Neutrophils are the most abundant of granulocytes in blood circulation. They can  

migrate through the blood vessels directed to site of infection by chemoattractant inducing  

neutrophil chemotaxis, and then play an important role in microbial phagocytosis. Since  

neutrophil chemotaxis is important in the innate immune response, the defect of chemotaxis  

can reduce ability in phagocytosis and cause severe microbial infection. Here we study the  

chemotaxis of neutrophils. The purpose of this study was to determine the average value  

of neutrophil chemotactic distance. Neutrophils were isolated from peripheral blood of 20 healthy 

student volunteers from Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, Naresuan  

University. All were 20-25 years old and without inflammation and infection. Cells were  

isolated by density gradient centrifugation using PolymorphprepTM. The purified neutrophils 

were then stimulated by N-formylmethionine-leucyl-phenylalanine (fMLP), an end-target  

chemoattractant, to observe neutrophil chemotaxis by under agarose assay using dimethyl  

sulfoxide (DMSO) as a negative control. The result showed that the average value of neutrophil 

chemotactic distance is ≥ 1,134 µm (95% CI; 1,134-1,414). This value might be used as  

neutrophil chemotaxis data which can be applied for further study on neutrophil chemotaxis 

defect patients such as those with leukocyte adhesion deficiency (LAD), Chediak-Higashi  

syndrome and hyper-IgE (Job) syndrome.
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หน่วยวิจัยภูมิคุ้มกันวิทยาระดับเซลล์และโมเลกุล คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก 

บทคัดย่อ
นิวโทรฟิลเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่พบมากที่สุดในกระแสโลหิต เป็นเซลล์ชนิดแรกที่เดินทาง 

ออกจากกระแสโลหติไปยงับรเิวณทีม่กีารตดิเชือ้หรอืบรเิวณทีม่กีารอกัเสบ มบีทบาทสำ�คญัในการจบักนิ

สิ่งแปลกปลอม (phagocytosis) โดยมีสารกระตุ้นการเคลื่อนที่ (chemoattractant) ซึ่งปล่อยออกมาจาก

เซลล์ในบริเวณดังกล่าว ทำ�ให้นิวโทรฟิลสามารถเคลื่อนที่ไปสู่บริเวณที่มีการติดเชื้อ (chemotaxis)  

ความผิดปกติของกระบวนการ chemotaxis จะลดประสิทธิภาพการทำ�งานของนิวโทรฟิลในการจับกิน

สิ่งแปลกปลอม และส่งผลให้ร่างกายมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อจุลชีพ ดังน้ันคณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิด 

ทีจ่ะศกึษาการเคลือ่นทีข่องนวิโทรฟลิ โดยมวีตัถปุระสงคเ์พือ่หาระยะทางการเคลือ่นทีข่องนวิโทรฟลิเมือ่

ถูกกระตุ้นด้วยสาร N-formylmethionine-leucyl-phenylalanine (fMLP) โดยงานวิจัยนี้ได้ดำ�เนินการ

เก็บตัวอย่างเลือดครบส่วนจากอาสาสมัครซึ่งเป็นนิสิตสาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร อายุ 20-25 ปี ที่ไม่มีภาวะการอักเสบหรือการติดเชื้อ จำ�นวน 20 คน นำ�เลือด 

ครบส่วนมาแยกเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล ด้วยหลักการ density gradient centrifugation โดยใช้

น้ำ�ยา PolymorphprepTM แล้วจึงนำ�นิวโทรฟิลมาทดสอบการเคลื่อนท่ีโดยใช้หลักการ neutrophil  

chemotaxis under agarose assay ซึ่งเป็นการศึกษาการเคลื่อนที่แบบ chemotaxis ของนิวโทรฟิลใน

ภาวะ semi - solid ของ อะกาโรสเจล โดยใช้ fMLP เป็นสารกระตุ้นการเคลื่อนที่ และใช้ dimethyl 

sulfoxide (DMSO) เป็นสารควบคุมลบ จากนั้นวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล และคำ�นวณค่า

เฉลี่ย ผลการทดลองพบว่าระยะทางการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลมีค่าเฉลี่ยมากกว่าหรือเท่ากับ 1,134 

ไมโครเมตร (95% CI; 1,134 -1,414) ซึ่งเป็นค่าที่มีประโยชน์สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานสำ�หรับศึกษา

การเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล (neutrophil chemotaxis) และใช้ศึกษาภาวะความผิดปกติของการเคลื่อนที่

ของนิวโทรฟิลซึ่งพบได้ในผู้ป่วยกลุ่ม neutrophil chemotactic defect เช่น leukocyte adhesion  

deficiency (LAD), Chediak-Higashi syndrome และ hyper–IgE (Job) syndrome เป็นต้น
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บทน�ำ
นิวโทรฟลิ (neutrophil) เปน็เซลลเ์มด็เลอืด

ขาวชนิดแรกที่เดินทางออกจากกระแสโลหิตไปยัง
บริเวณที่มีการอักเสบหรือบริเวณที่ติดเชื้อ มีบทบาท
สำ�คัญในการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่
กำ�เนิด (innate immunity system) และยังเป็น 
เมด็เลือดขาวทีพ่บมากทีส่ดุคดิเปน็รอ้ยละ 50-75 ของ
จำ�นวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมดในกระแสโลหิต นิวโทรฟิล 
จะพบได้มากในบริเวณที่มีการอักเสบติดเชื้อหลังจาก
มีการติดเชื้อ 6-24 ชั่วโมง มีบทบาทสำ�คัญในการ 
จับกินสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis) โดยสารกระตุ้น
การเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล (chemoattractant)  
จะถูกปล่อยออกมาจากเซลล์เนื้อเยื่อ และเซลล์เม็ด
เลือด ที่อยู่ ในบริเวณที่มีการอักเสบหรือการติดเชื้อ
จุลชีพ ทำ�ให้นิวโทรฟิลสามารถเคลื่อนที่ไปยังบริเวณ
ที่ติดเชื้อได้ เรียกการเคลื่อนที่นี้ว่า chemotaxis(1)

การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 
นวิโทรฟลิ (neutrophil chemotaxis) คอืการเคลือ่นที่
ของเซลล์ ไปตามระดับความเข้มข้นของสารเคมี 
ที่มากระตุ้นโดยมีสารเคมีหรือปัจจัยที่ทำ�ให้เกิดการ
เคลือ่นทีข่องเซลล ์เชน่ C5a หรอื cytokine บางชนดิ 
อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่า N - formylmethio-
nine - leucyl - phenylalanine (fMLP) ซึ่งเป็น
เปปไทด์ที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย (bacterial - derived 
peptide) เปน็สารตวัแรกทีก่ระตุน้ใหเ้กดิการเคลือ่นที่
ของนิวโทรฟิล เมื่อร่างกายมีการติดเชื้อจะมีการส่ง
สัญญาณผ่านตัวรับสัญญาณที่มีความจำ�เพาะต่อเยื่อ
หุ้มเซลล์ของนิวโทรฟิลส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการ
ทำ�งานของ microfilament - actomyosin system 
ทำ�ให้เซลล์เกิดการเคลื่อนไหวและเคลื่อนที่ ไปยัง
บริเวณที่มีระดับความเข้มข้นสูงของสาร chemoat-
tractant ซึ่งทำ�หน้าที่ชักนำ�เซลล์ให้เคลื่อนที่ไปยัง
บรเิวณทีม่กีารอกัเสบหรอืตดิเชือ้ นำ�ไปสูก่ารกำ�จดัเชือ้
จุลชพีดว้ยวธิ ีphagocytosis ในทีส่ดุ(2) ความผดิปกติ

ของการเคลื่อนที่แบบ chemotaxis ในเม็ดเลือดขาว 

นวิโทรฟลิ สามารถพบได้ในผูป้ว่ยกลุ่มโรค leukocyte 

adhesion deficiency (LAD), Chediak-Higashi 

syndrome และ Hyper - IgE (Job) syndrome 

ทำ�ให้เกิดการจับกินสิ่งแปลกปลอมได้น้อยลงและ 

ส่งผลให้ร่างกายมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อจุลชีพได้

ง่ายกว่าปกติ ทำ�ให้เกิดการติดเชื้อซ้ำ�และอาจเป็น

สาเหตุของการติดเชื้อจุลชีพที่มีความรุนแรงในการ 

ก่อโรค ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการศึกษาการ

เคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลโดยมีวัตถุประสงค์เพื่อหา 

ค่าเฉล่ียของระยะทางการเคล่ือนที่ของนิวโทรฟิลเมื่อ

ถูกกระตุ้นด้วย fMLP โดยใช้หลักการ neutrophil 

chemotaxis under agarose assay วัดระยะทางการ

เคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลภายใต้กล้องจุลทรรศน์และนำ� 

มาคำ�นวณค่าเฉล่ียของระยะทางการเคล่ือนที่ของ 

นิวโทรฟิล ซึ่งสามารถนำ�มาใช้ประกอบการศึกษาและ

อาจพัฒนาเป็นค่าอ้างอิงต่อไปเพื่อช่วยในการวินิจฉัย

ภาวะความผิดปกติของการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล 

ในผู้ป่วยที่มีภาวะความผิดปกติเก่ียวกับการเคล่ือนที่

ของนิวโทรฟิล

วัสดุและวิธีการ
1. กลุ่มตัวอย่าง

ใชต้วัอยา่งเลอืดครบสว่นปรมิาตร 5 มลิลลิติร

จากการเจาะหลอดเลือดดำ�บริเวณแขนของกลุ่ม 

อาสาสมัครซึ่งเป็นนิสิตสาขาเทคนิคการแพทย์  

คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ในช่วงอายุ 

20-25 ปี ที่ไม่มีการอักเสบหรือการติดเชื้อจำ�นวน  

20 คน โดยใชแ้บบสอบถามเพือ่คดัเลอืกกลุม่ตวัอยา่ง

ซึ่งมีเกณฑ์การคัดเข้า (inclusion criteria) คือเพศ

ชายหรือหญิงที่มีอายุในช่วง 20-25 ปี และเกณฑ์ 

การคดัออก (exclusion criteria) คอืผูท้ีม่กีารอกัเสบ

หรือการติดเชื้อ โครงการวิจัยนี้ได้ผ่านการรับรองการ

วิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร (IRB No.0543/60)

 



ณัฐณิชา พ่วงพันธ์ และคณะ6862

2.	 การแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล

แยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลด้วย

หลักการ density gradient centrifugation โดยใช้

น้ำ�ยา PolymorphprepTM (Axis-Shield PoC AS, 

Norway) ที่มีส่วนผสมของ sodium diatrizoate 

(13.8% w/v) และ Dextran 500 kDa (8.0% w/v) 

โดยนำ�ตัวอย่างเลือดครบส่วนปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

มา overlay ลงบนน้ำ�ยา PolymorphprepTM ปรมิาตร 

5 มิลลิลิตร นำ�ไปปั่นแยกด้วยเครื่อง centrifuge  

ชนิด swing-out rotor ที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อ

นาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

ดูดเก็บส่วนที่เป็น polymorphonuclear จากนั้นนำ�

เซลล์ที่ได้มาปั่นล้างด้วย Hank’s balanced salt 

solution (HBSS) ที่ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที 

นาน 5 นาที นำ�ตะกอนเซลล์ที่ได้มาผสมกับ RPMI 

ปรมิาตร 1 มลิลลิติร เพือ่นบัจำ�นวนเซลลแ์ละทดสอบ

ความมีชีวิตของเซลล์

3. 	การตรวจวัดร้อยละของนิวโทรฟิลท่ีแยกด้วย

วิธี density gradient centrifugation 

นำ�เซลล์ที่ได้จากข้อ 2 มาผสมกับ staining 

buffer และปั่นที่ความเร็ว 4,800 รอบต่อนาที  

นาน 5 นาที จากนั้นเติมแอนติบอดีที่จำ�เพาะได้แก่ 

anti-CD11b-PE (BioLegend, USA) และ  

anti-CD16-FITC (BD Biosciences, USA) บ่ม 

(incubate) ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ปั่น

ล้างเซลล์ด้วย staining buffer ที่ความเร็ว 4,800 

รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นนำ�เซลล์ไปวิเคราะห์

การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ด้วยเครื่อง 

โฟลไซโทมิเตอร์ (FC500, Beckman Coulter, Inc., 

USA)

4.	 การเคลื่อนที่ของเซลล์ โดยวิธี neutrophil 

chemotaxis under agarose assay

เตรียมแผ่นอะกาโรส (agarose plate) โดย

ใช้ 2% อะกาโรส ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตรกับ 2.2X 

RPMI medium ปริมาตร 2.75 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเทอะกาโรสเจลลงใน petri dish ขนาดเส้น

ผ่าศูนย์กลาง 5.4 เซนติเมตร ปล่อยให้อะกาโรสเจล

แข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง โดยใช้เวลาประมาณ 15-30 

นาที แล้วจึงเจาะหลุมทั้งหมด 3 แถว แถวละ 3 หลุม 

(Fig. 1) แต่ละหลุมมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 3.5 

มิลลิเมตร และเว้นระยะห่างระหว่างแต่ละหลุม 2.5 

มิลลิเมตร(3) นำ�แผ่นอะกาโรส ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสใน 5% CO
2
 incubator นาน 30 นาที 

จากนัน้จึงเตมิสารลงในแตล่ะหลุมจากดา้นซา้ยไปดา้น

ขวาตามลำ�ดับดังนี้ หลุมแรกเติม DMSO ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร (1:2,500) หลุมกลางเติมนิวโทรฟิลที่ได้

จากการแยกชนิดเม็ดเลือดขาวปริมาตร 5 ไมโครลิตร

ซึง่มนีวิโทรฟลิจำ�นวน 4 ×104 เซลล์ และหลุมสุดทา้ย

เติม fMLP ความเข้มข้น 4 × 10-7 โมลต่อลิตร 

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แต่ละตัวอย่างทำ�การทดลอง  

3 ซ้ำ�ในแผ่นอะกาโรสเดียวกัน (Fig. 1) จากนั้นนำ� 

ไปบ่ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสใน 5% CO
2 

incubator นาน 90 นาที แล้วจึงนำ�มาสังเกตการ

เคลื่อนที่และวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล

ภายใตก้ล้องจุลทรรศนช์นดิ polarizing microscope 

ซึ่งเชื่อมต่อกับอุปกรณ์คอมพิวเตอร์โดยใช้โปรแกรม 

Axio vision 4.8

 

Fig. 1 Diagrammatic representation of neutrophil 
chemotaxis under agarose assay Neutrophil 
chemotaxis under agarose migration assay 
models were used to examine the ability 
of neutrophils to migrate to fMLP and 
DMSO.
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5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ใช้โปรแกรม GraphPad Prism version  

6 วิเคราะห์ด้วยสถิติ Shapiro-Wilk test และ  

T - statistic confidence interval ที่ระดับความ 

เชื่อมั่น 95%

ผลการวิจัย
1.	 การแยกเมด็เลอืดขาวชนิดนิวโทรฟลิดว้ยน้ำ�ยา 

PolymorphprepTM

ผลการแยกเมด็เลอืดขาวชนดินวิโทรฟลิดว้ย

หลักการ density gradient centrifugation โดยใช้

น้ำ�ยา PolymorphprepTM (Axis-Shield PoC AS, 

Norway) แล้วนำ�เซลล์นิวโทรฟิลมาย้อมสี trypan 

blue และนับจำ�นวนเซลล์ทั้งหมด พบว่ามีปริมาณ

เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลเฉลี่ยจากกลุ่ม

ตัวอย่าง 20 ตัวอย่าง อยู่ที่ 10.11 ±  3.66 × 106 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร

2.	 การทดสอบรอ้ยละของนวิโทรฟลิทีแ่ยกดว้ยวธิ ี

density gradient centrifugation

เมื่อนำ�นิวโทรฟิลที่เตรียมได้จากการแยก

เซลลด์ว้ยหลกัการ density gradient centrifugation 

โดยใชน้้ำ�ยา PolymorphprepTM ยอ้มดว้ยแอนตบิอดี 

ที่จำ�เพาะต่อ CD11b และ CD16 แล้ววิเคราะห์ผล

ดว้ยวธิีโฟลไซโทเมตรพีบวา่มคีา่ความบรสิทุธิเ์ฉลีย่ของ

นิวโทรฟิลอยู่ที่ร้อยละ 99.76 ของ CD11b+ และ 

ร้อยละ 99.92 ของ CD16+ (Fig. 2)

3.	 ระยะทางการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล

เมื่อเติมนิวโทรฟิลลงในหลุมที่อยู่ระหว่าง 

DMSO และ fMLP (Fig. 1) แล้วนำ�แผ่นอะกาโรส

ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสใน 5% CO
2  

incubator นาน 90 นาที นำ�มาวัดระยะทางการ

เคล่ือนที่ของนิวโทรฟิลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด 

polarizing microscope ทีม่กีารเชือ่มตอ่กบัอปุกรณ์

คอมพิวเตอร์ โดยใช้โปรแกรม Axio vision 4.8  

พบว่านิวโทรฟิลเคลื่อนที่ ไปยังหลุมที่มี fMLP  

ทั้ง 20 ตัวอย่าง (Fig. 3) ด้วยระยะทางที่แตกต่างกัน 

เมื่อนำ�ข้อมูลมาวิเคราะห์การเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล

ทั้งหมดด้วยโปรแกรม GraphPad Prism Version 

พบการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลเฉลี่ย (mean) 1,274 

ไมโครเมตร และมีส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของระยะ

ทางการเคลื่อนที่ (2SD) 598.4 ไมโครเมตร โดยมี 

ค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลที่น้อยที่สุด 

(minimum) 633 ไมโครเมตร และที่มากที่สุด 

(maximum) 1,841 ไมโครเมตร การทดสอบการ

แจกแจงของขอ้มลูโดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 

Version 6 ทดสอบการแจกแจงแบบปกติ (normal 

distribution) ด้วยสถิติ Shapiro-Wilk test พบว่า

ข้อมูลมีการแจกแจงแบบปกติ จากการวัดระยะทาง 

การเคล่ือนที่ของนิวโทรฟิลทั้งหมด 20 ตัวอย่าง  

Fig. 2 	Flow-cytometric analysis of neutrophil with 
anti- CD11b/CD16 antibody Neutrophils 
were isolated from healthy donors.  
Expression of cell surface markers on  
human neutrophil was investigated by  
flow cytometry using anti-CD11b/CD16 
antibody. Expression of cell surface 
marker on human neutrophil was 99.76% 
CD11b+ and 99.92% CD16+

 



ณัฐณิชา พ่วงพันธ์ และคณะ6864

และเมือ่นำ�คา่เฉลีย่ของแตล่ะตวัอย่างมาคำ�นวณหาคา่

เฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน พบว่ามีค่า 1,274 

± 598.4 ดังนั้นผลการคำ�นวณค่าระยะทางการ

เคลือ่นทีข่องนวิโทรฟลิโดยใชก้ารประมาณคา่แบบชว่ง 

ร่วมกับสถิติทดสอบ t (t-test) พบว่ามีค่ามากกว่าหรือ

เท่ากับ 1,134 ไมโครเมตร (95% CI; 1,134-1,414)

วิจารณ์
การทดสอบการทำ�งานของนวิโทรฟลิมหีลาย

วิธีขึ้นกับวัตถุประสงค์ของการศึกษา เช่น การศึกษา

การทำ�หน้าที่จับกินเชื้อโรค (phagocytosis assay) 

การศกึษาการเคลือ่นทีข่องเซลล ์(chemotaxis assay) 

การทดสอบที่คณะผู้วิจัยสนใจศึกษานี้เป็นการศึกษา

การเคลือ่นทีข่องเซลลต์อ่สิง่เรา้ทีม่ากระตุน้ โดยใชส้าร 

chemoattachtant ได้แก่ fMLP ซึ่งเป็นสารที่สกัด

จากเซลล์แบคทีเรียเป็นสารกระตุ้น ปัจจุบันสามารถ

ทดสอบการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลได้หลายวิธี เช่น 

Boyden chamber assay, microfluidic assay, 

under-agarose assay และ µ-slide chemotaxis 

assay ซึง่แตล่ะวธิมีคีวามแตกตา่งขึน้กบัวตัถปุระสงค์

ที่ต้องการศึกษาและการนำ�ไปใช้ นอกจากนั้นระยะ

เวลาการทดสอบของแตล่ะวธีิก็มคีวามแตกตา่งกัน เชน่ 

microfluidic assay ใชส้ิง่สง่ตรวจเพยีง 5 ไมโครลติร 

และได้ผลการทดสอบในเวลาที่รวดเร็ว ผลการวิเคราะห์ 

จงึบง่ชีส้ภาวะหนา้ทีข่องเซลล์ในรา่งกายผูป้ว่ย ณ เวลา

นั้นจริง ขณะที่ Boyden chamber method เป็น 

วิธีที่ ใช้เลือดปริมาตรมากเนื่องจากจำ�เป็นต้องแยก 

นิวโทรฟิลออกจากเลือดครบส่วนก่อนแล้วจึงนำ�มา

ทดสอบ วิธีนี้เป็นการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

จาก upper chamber มายัง lower chamber ผ่าน

เมมเบรนทีม่รีพูรนุทำ�หนา้ทีเ่ปน็ผนงัก้ันระหวา่งสองชัน้ 

เซลล์สามารถเคล่ือนที่ผ่านรูพรุนนี้ได้โดยอาศัยความ

แตกต่างของระดับความเข้มข้นของสารกระตุ้นการ

เคลื่อนที่ (chemotactic gradient) เป็นวิธีที่ใช้ศึกษา

การเคลือ่นทีข่องเซลลเ์มด็เลอืดขาว นวิโทรฟลิ โมโนไซต ์

แมคโครฟาจ รวมทั้งศึกษาเซลล์มะเร็ง ข้อควรระวัง

ของวิธีนี้คือการอุดตันบริเวณรูพรุนในเมมเบรน  

ส่วนวธีิ µ-slide chemotaxis เปน็การพฒันาอุปกรณ์

ที่ใช้ในการศึกษาติดตามการเคลื่อนที่ของเซลล์ ให้ผล

การศึกษาที่แม่นยำ�และทราบทิศทางการเคล่ือนที่ของ

เซลล์โดยใช้การย้อมสีเซลล์และติดตามด้วย time-

lapse video microscopy(4-6) ในการศึกษานี้คณะ 

ผู้วิจัยได้เลือกใช้วิธี neutrophil chemotaxis under 

agarose assay ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกใช้เลือดปริมาตร  

5 มิลลิลิตร ไม่ใช้อุปกรณ์ที่มีความซับซ้อนและราคา

แพง วตัถุประสงค์เพือ่ศึกษาระยะทางการเคล่ือนทีข่อง

นิวโทรฟิลตอบสนองต่อสาร chemoattractant โดย

เลือกใช้ fMLP เป็นสารกระตุ้น จากผลการศึกษาใน 

งานวิจัยที่ผ่านมา พบว่านิวโทรฟิลเคล่ือนที่ ไปยัง

บริเวณที่มีสารกระตุ้นการเคล่ือนที่ชนิด end-target  

chemoattractant ไดม้ากกวา่ในบรเิวณทีม่สีารกระตุน้

การเคลื่อนชนิด intermediary chemoattractant(7) 

Fig. 3 Representative images of under agarose 
neutrophil migration Neutrophil migration 
under agarose assay were observed by 
polarizing microscope using Axio vision 
4.8. The migration distance was 1153.88 
µm
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ซึ่งสาร chemoattractant ที่ใช้ในการทดสอบน้ีคือ 

fMLP จัดอยู่ ในกลุ่มสารกระตุ้นการเคลื่อนที่ชนิด  

end -target chemoattractant โดยในปี ค.ศ. 2012 

Donghyuk Kim และคณะพบว่าเมื่อเปรียบเทียบ

การกระตุ้นการเคลื่อนที่แบบ chemotaxis ของ 

นิวโทรฟิลต่อสาร chemoattractant 4 ชนิดได้แก่ 

fMLP, CXCL8, CXCL2 และ Leukotriene B4 

พบว่า fMLP เป็นสาร chemoattractant ที่กระตุ้น

การ chemotaxis ของนิวโทรฟิลได้ดีที่สุด(8) 

งานวิจัยนี้ได้ศึกษากลุ่มตัวอย่างที่เป็นนิสิต

สาขาเทคนคิการแพทย ์คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยั 

นเรศวร โดยใช้แบบสอบถามในการคัดเลือกกลุ่ม

ตัวอย่างซึ่งมีเกณฑ์การคัดเข้าคือเพศชายหรือหญิงที่

มีอายุในช่วง 20-25 ปีและเกณฑ์การคัดออกคือผู้ที่มี

การอักเสบหรอืการตดิเชือ้เพือ่ให้ไดม้าซึง่กลุม่ตวัอยา่ง

ทีเ่ปน็ไปตามเกณฑ์ทีก่ำ�หนดจำ�นวน 20 ตวัอยา่ง ทัง้นี้

การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างจากการใช้แบบสอบถาม

เพียงอย่างเดียวอาจไม่สามารถคัดเลือกผู้ที่ไม่มีการ

อักเสบหรือการติดเชื้อได้ทั้งหมด คณะผู้วิจัยจึงเล็ง

เหน็วา่ควรมกีารคดัเลอืกกลุม่ตวัอยา่งจากการวนิจิฉยั

โดยแพทยแ์ละมผีลการตรวจทางหอ้งปฏิบตักิารเพิม่เตมิ 

เพื่อให้ ได้มาซึ่งกลุ่มตัวอย่างที่ไม่มีการอักเสบหรือ 

การติดเชื้อเนื่องจากการอักเสบหรือการติดเชื้อจะส่ง

ผลกระทบต่อค่าเฉลี่ยของระยะทางการเคลื่อนที่ของ

นิวโทรฟิล ในงานวิจัยครั้งนี้ค่าเฉลี่ยระยะทางการ

เคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลมาจากกลุ่มตัวอย่างเพียง 20 

ราย เนื่องจากมีข้อจำ�กัดเรื่องเวลาในการทำ�วิจัยและ

การคัดเลือกอาสาสมัครที่ไม่มีการอักเสบ ซึ่งผลการ

วิจัยพบว่าได้ค่าเฉลี่ยระยะทางการเคลื่อนที่ของ 

นิวโทรฟิลอยู่ระหว่าง 1,134-1,414 ไมโครเมตร  

แต่หากจะให้ได้ข้อมูลที่น่าเชื่อถือและสามารถพัฒนา

เป็นค่าอ้างอิงของการทดสอบ ควรต้องเพิ่มจำ�นวน

ตัวอย่างให้มากขึ้นตามเกณฑ์มาตรฐาน(9) และกลุ่ม

ตวัอย่างตอ้งเปน็ผูท้ีม่รีะบบภูมคิุม้กันของรา่งกายปกติ

สรุป
จากผลการศึกษาหาค่าเฉล่ียระยะทางการ

เคลือ่นทีข่องนวิโทรฟลิโดยใชห้ลกัการ under agarose 

assay และใช้ N-formylmethionyl-leucyl-phe-

nylalanine (fMLP) เปน็สารกระตุน้ สามารถสรปุได้

ว่าค่าเฉลี่ยระยะทางการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลมีค่า

มากกว่าหรือเท่ากับ 1,134 ไมโครเมตร ซึ่งสามารถ 

ใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานสำ�หรับการศึกษาในประเทศไทย

ที่เก่ียวกับการเคล่ือนที่ของนิวโทรฟิล โดยเฉพาะใน

กลุ่มผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่ามีภาวะความผิดปกติ

ของการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิล

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณนิสิตสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ 

คณะสหเวชศาสตร์ที่เป็นกลุ่มตัวอย่างของโครงการ

วิจัย งานวิจัยนี้ ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจาก 

งบประมาณแผน่ดนิ (แบบปกต)ิ ประจำ�ปงีบประมาณ 

พ.ศ. 2561 มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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