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Abstract
Complement receptor of the immunoglobulin superfamily (CRIg) is specifically expressed 

on macrophages which enhance phagocytosis of the innate immune system. Previous study  

found that dexamethasone can activate the expression of CRIg on macrophages. Macrophage 

polarization has different functions. However, the association of those expressions on each stage 

of macrophage has not been reported. Thus, the objective of this study was to observe CRIg 

expression on M0, M1 and M2 human macrophages. Monocyte-derived macrophages were  

cultured and the differentiation of macrophages M0, M1 and M2 were observed by inverted 

microscope, flow cytometry and quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR). Cells were 

treated with low and high concentrations of dexamethasone for 24 hours. Then, the treated cells 

were harvested for VSIG4 expression analysis by qRT-PCR. The results showed that  

dexamethasone stimulated M0 macrophages significantly increased the VSIG4 expression  

compared to the untreated control (p < 0.05). Moreover, M2 macrophages treated with low  

concentration of dexamethasone had significantly higher VSIG4 expression than the untreated 

cells (p < 0.05). The results suggested that VSIG4 are differently expressed in macrophages  

polarization. M2 macrophage has high VSIG4 expressions that mediate anti-inflammation and 

wound healing.
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บทคัดย่อ
คอมพลีเมนต์รีเซบเตอร์อิมมิวโนโกลบูลิน (complement receptor of the immunoglobulin  

superfamily, CRIg) เป็นโมเลกุลท่ีแสดงออกบนเซลล์แมคโครฟาจ มีความสำ�คัญในระบบภูมิคุ้มกัน
โดยกำ�เนิด ทำ�หน้าท่ีส่งเสริมกระบวนการฟาโกไซโทซิสของเซลล์แมคโครฟาจ จากงานวิจัยที่ผ่านมา 
พบว่าสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ CRIg ด้วยยา dexamethasone แต่เนื่องจากเซลล์แมคโครฟาจ 
มีหลายระยะและมีหน้าที่แตกต่างกันอีกทั้งยังไม่มีการรายงานการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของโมเลกุล CRIg ในระยะต่างๆ ของเซลล์แมคโครฟาจ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาการ
แสดงออกของยีนที่ควบคุมการแสดงออกของ CRIg ในเซลล์แมคโครฟาจระยะต่างๆ ซึ่งพัฒนามาจาก
เมด็เลอืดขาวโมโนไซท์ของคน โดยงานวจิยัน้ีใชเ้ซลลเ์มด็เลอืดขาวชนดิโมโนไซทเ์พาะเลีย้งใหเ้ปน็เซลล์
แมคโครฟาจ M0, M1 และ M2 โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างของเซลล์ด้วย inverted 
microscope การแสดงออกของโปรตนีบนผิวเซลลด์ว้ยโฟลไซโตเมตร ีและการแสดงออกของยนีจำ�เพาะ
ด้วยวิธี quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์ดังกล่าวในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่มียา dexamethasone ความเข้มข้นต่ำ�และสูงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วศึกษาการแสดงออก
ของยีน VSIG4 ซึ่งเป็นยีนควบคุมการแสดงออกของ CRIg ด้วยวิธี qRT-PCR ผลการวิจัยพบว่า 
มีการแสดงออกของยีน VSIG4 เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) ในเซลล์แมคโครฟาจ 
M0 ในสภาวะที่มีการกระตุ้นด้วยยา dexamethasone เทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้ใส่ยา นอกจากน้ี 
ยังพบว่ามีการแสดงออกของยีน VSIG4 เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) ในแมคโครฟาจ 
M2 ที่กระตุ้นด้วยยาระดับความเข้มข้นต่ำ�เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ใส่ยา จึงสรุปผลการวิจัยได้
ว่าในแต่ละระยะของเซลล์แมคโครฟาจจะมีการแสดงออกของยีน VSIG4 ในปริมาณที่แตกต่างกัน  
โดยพบการแสดงออกปริมาณสูงในเซลล์แมคโครฟาจ M2 ซึ่งเป็นเซลล์ที่ทำ�หน้าที่ต้านการอักเสบและ
ซ่อมแซมเนื้อเยื่อเมื่อเกิดการบาดเจ็บในร่างกาย

คำ�สำ�คัญ: แมคโครฟาจ คอมพลีเมนต์รีเซบเตอร์อิมมิวโนโกลบูลิน โฟลไซโทเมตรี
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บทน�ำ
ภูมิคุ้มกันโดยกำ�เนิด (innate immunity) 

เปน็การตอบสนองของรา่งกายตอ่สิง่แปลกปลอมและ

เป็นด่านแรกในการต่อสู้และป้องกันเชื้อโรคที่เข้า 

สูร่า่งกาย โดยใชต้วัรบั (receptor) ทีม่อียูบ่นเซลลต่์างๆ 

ในการรบัรูส้ว่นประกอบทางเคมขีองเชือ้โรค แมคโครฟาจ 

เป็นเซลล์หลักในกระบวนการ opsonization เมื่อมี 

IgG และชิ้นส่วนคอมพลีเมนต์เช่น C3b จับอยู่บน

ผิวเชื้อโรคเซลล์แมคโครฟาจซึ่งมี Fcγ receptor  
และ C3b receptor จึงสามารถจับกินเชื้อโรคได้(1) 

ปัจจุบันไดมี้การค้นพบตัวรบัของคอมพลเีมนตช์นดิใหม่

บนแมคโครฟาจเรียกว่า complement receptor of 

the immunoglobulin superfamily (CRIg) หรือ 

V-set และ Ig domain-containing 4 (VSIG4) 

หรือ Z39Ig(2) ซึ่งมีโครงสร้างและสมบัติที่แตกต่าง

จากตัวรับของคอมพลีเมนต์ทั่วไป(3) CRIg มีหน้าที่

หลัก คือ ช่วยกำ�จัดเชื้อโรค แอนติเจน เศษเซลล์  

และ immune complex ด้วยการส่งเสริมให้เกิด 

กระบวนการฟาโกไซโทซิส และยังช่วยยับยั้งการ 

กระตุ้นระบบคอมพลีเมนต์ใน alternative pathway 

โดยสามารถจบักบั C3b ทำ�ให้ไมเ่กดิ C3 convertase 

และ C5 convertase ส่งผลให้ไม่เกิด C3a และ C5a 

ซึ่งเป็นสารที่ทำ�ให้เกิดการอักเสบ ดังนั้น จึงลดการ

อักเสบของเซลล์และไม่เกิดการแตกของเซลล์ 

เป้าหมาย (membrane attack complex)(4) CRIg 

ยังมีหน้าที่ ในการลดการแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนของ  

T-cell ทัง้ในหลอดทดลองและภายในรา่งกายของหน ู

จึงมีประโยชน์ ในการป้องกันการพัฒนาของโรค 

ภูมิต้านทานเนื้อเยื่อตัวเอง (autoimmune disease)(5)

แมคโครฟาจเป็นเซลล์ที่ เจริญมาจาก 

โมโนไซท์ โดยการเจริญพัฒนาและการเปลี่ยนแปลง

รูปร่างโมโนไซท์จากไขกระดูกออกสู่กระแสเลือดต้อง

อาศยั hematopoietic growth factors ทีส่ำ�คญัไดแ้ก ่

macrophages colony-stimulating factor  

(M-CSF) และ granulocyte-macrophages  

colony-st imulat ing factor (GM-CSF)  

การเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างและหน้าที่ของ

แมคโครฟาจสามารถเกิดขึ้นได้เมื่อมีการกระตุ้นด้วย

สารกระตุ้นที่แตกต่างกัน โดยกลไกการกระตุ้นของ

แมคโครฟาจแบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ classical และ 

alternative โดย IFN-γ สามารถกระตุน้แมคโครฟาจ 

M0 ใหเ้ปน็ M1 (classical activated macrophages) 

ซึง่มบีทบาทในการกระตุน้กระบวนการอกัเสบโดยหลัง่

ไซโตไคน์ เช่น TNF-α, IL-6 และหลั่งสารจำ�พวก 

reactive oxygen species (ROS) และ nitric oxide 

(NO) จึงช่วยกำ�จัดเชื้อโรค อีกทั้งยังส่งเสริม

กระบวนการตอบสนองของเซลล์ Th1 และเกี่ยวข้อง

กับการทำ�ลายเซลล์มะเร็ง ส่วนแมคโครฟาจ M2  

(alternative activated of macrophages) เกิดจาก

การกระตุ้นด้วย IL-4 และ IL-13 โดย M2 จะหลั่ง 

arginase 1 ซึ่งจะทำ�ให้ลดการหลั่งไซโตไคน์ชนิด 

TNF-α, IL-6, IL-12 รวมทั้งสาร NO ซึ่งลด

กระบวนการอักเสบ ส่งเสริมการตอบสนองของเซลล์ 

Th2 และซ่อมแซมเนื้อเย่ือ(6, 7) จากข้อมูลข้างต้น 

จะเห็นได้ว่า CRIg เป็นโมเลกุลที่ทำ�หน้าที่สำ�คัญและ

พบอยู่ ในเซลล์แมคโครฟาจ โดยแมคโครฟาจยังมี

หลายระยะและทำ�หนา้ทีแ่ตกตา่งกันในระบบภูมคุ้ิมกัน

โดยกำ�เนิดและยังส่งผลต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบ

จำ�เพาะ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

การเปลีย่นแปลงระยะของแมคโครฟาจและการแสดง 

ออกของ CRIg ในแมคโครฟาจระยะต่างๆ

วัสดุและวิธีการ
1. วิธีการแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนไซท์

การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างเม็ดเลือดขาว (buffy 

coat) จากผูบ้รจิาคโลหติ ณ โรงพยาบาลมหาวทิยาลยั

นเรศวร จังหวัดพิษณุโลก โดยโครงการวิจัยได้รับการ

รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 



กนกวรรณ ลันวงษา และคณะ6378

มหาวิทยาลัยนเรศวร (IRB No.331/58) นำ� buffy 

coat มาเจือจางดว้ย Hanks' balanced salt solution 

(HBSS) ในอัตราส่วน 1:1 จากนั้นนำ�มาปั่นแยกโดย

ใช้น้ำ�ยา Lymphoprep (density = 1.077 g/mL) 

(Axis-Shield PoC AS, Norway) ด้วยความเร็ว 

600 × g เป็นเวลา 30 นาที ที่ 25
๐
C จะได้ peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) ได้แก่  

ลิมโฟไซท์และโมโนไซท์จากนั้นนำ� PBMCs มาปั่น

ล้าง 1 ครั้งด้วย HBSS ปริมาตร 30 mL ที่ความเร็ว 

300 × g เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วนใสทิ้ง จากนั้น

เติม RPMI 1640 ลงไปและนำ�ไปปั่นแยกด้วยน้ำ�ยา 

hyperosmotic Percoll (density = 1.064 g/mL) 

(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden)  

ที่ 400 × g เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นแยกชั้นของ 

โมโนไซท์ซึ่งอยู่บนชั้นของสารละลาย hyperosmotic 

Percoll นำ�มาปั่นล้างด้วย HBSS ที่ 300 × g เป็น

เวลา 5 นาที จะได้ตะกอนชั้นสุดท้ายที่เป็นเซลล์ 

โมโนไซท์ นับจำ�นวนเซลล์และทดสอบความมีชีวิต 

ของเซลล์โดยผสมเซลลท์ีแ่ยกไดก้บัสารละลาย  0.4% 

trypan blue ในอัตราส่วน 1:1 และนำ�ไปนับเซลล์

ด้วย hemocytometer ภายใต้กล้องจุลทรรศน์(8)

2.	วิธีการเพาะเลี้ยงโมโนไซท์และแมคโครฟาจ

เตรยีมอาหารเลีย้งเซลลป์ระกอบดว้ย RPMI 

1640, 10% fetal bovine serum, penicillin 

 streptomycin (Thermo Fisher Scientific USA) 

และ ciprofloxacin (Favorex Ltd, Switzerland) 

สำ�หรับเพาะเลี้ยงโมโนไซท์ ในสภาวะอุณหภูมิ 37
๐
C, 

5% CO
2 
โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน

การกระตุน้โมโนไซท์ใหเ้ปน็แมคโครฟาจ 

M0

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วย 

RPMI-1640, fetal bovine serum, penicillin 

streptomycin, ciprofloxacin, M-CSF, MgSO
4 

และ CaCO
3
 สำ �หรับกระตุ้นโมโนไซท์ ให้ เป็น 

แมคโครฟาจ (M0) ในสภาวะ 5% CO
2
 อณุหภมู ิ37

๐
C 

และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน จนกระทั่ง 

โมโนไซทเ์ปล่ียนเปน็แมคโครฟาจ โดยสังเกตลักษณะ

อย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 14 วัน

การกระตุ้นแมคโครฟาจ M0 เป็น M1

นำ�แมคโครฟาจ M0 มาเลี้ยงในอาหารที่มี

ส่วนผสมของ TNF-α (BioLegend, USA) ความ

เข้มข้น 0.020-0.10 ng/mL เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ในสภาวะ 5% CO
2
 อุณหภูมิ 37

๐
C เพื่อกระตุ้นให้

แมคโครฟาจ M0 กลายเป็น M1(9)

การกระตุ้นแมคโครฟาจจาก M0 เป็น M2

นำ�แมคโครฟาจ M0 มาเลี้ยงในอาหารที่มี

ส่วนผสมของ IL-10 (BioLegend, USA) ความ 

เขม้ขน้ 0.8-1.5 ng/mL เปน็เวลา 24 ชัว่โมงในสภาวะ 

5% CO
2
 อุณหภูมิ 37

๐
C เพื่อกระตุ้นให้แมคโครฟาจ 

M0 กลายเป็น M2(9)

จากนั้นนำ�เซลล์ระยะต่างๆ ที่ได้มาทดสอบ

ด้วยยา dexamethasone (United States Biological, 

USA) โดยเลี้ยงในอาหารที่มีส่วนผสมของยาเข้มข้น 

12.5 ng/mL (DEX-L), 150 ng/mL (DEX-H) 

และสภาวะควบคุมซึ่งไม่มียา (CTRL) นำ�ไป  

incubate ที่ 5% CO
2
 อุณหภูมิ 37

๐
C เป็นเวลา  

24 ชั่วโมง เพื่อศึกษาการแสดงออกของ CRIg

3.	วิธีการสกัด RNA ด้วย Trizol® reagent

เติม Trizol®reagent (Thermo Fisher 

Scientific, USA) และผสมให้เข้ากันดีเพื่อให้เซลล์

แตก จากนั้นเติม chloroform ปริมาตร 100 µL 

เขย่าให้เข้ากัน และทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 3 นาที จากนั้น

นำ�ไปปั่นด้วยความเร็ว 12,000 ✕ g เป็นเวลา  

15 นาที ที่อุณหภูมิ 4
๐
C เพื่อให้ของเหลวในหลอด

ทดลองแยกเป็น phenol-chloroform phase,  

interphase และ aqueous phase แล้วดูดชั้น  
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aqueous phase ทีม่ ีRNA มาใส่ใน centrifuge tube 

เพือ่ทำ�การแยก RNA อกีครัง้ และเตมิ isopropanol 

ปริมาตร 100 µL ลงในหลอดทดลองเพื่อตกตะกอน 

RNA แล้วตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 

จากนั้นปั่นด้วยความเร็ว 12000 ✕ g เป็นเวลา 15 

นาที ที่อุณหภูมิ 4
๐
C เพื่อแยกตะกอน RNA ดูดส่วน

ใสทิ้ง แล้วล้างตะกอน RNA ด้วย 75% ethanol 

ปริมาตร 500 µL จากนั้นนำ�ไปปั่นด้วยความเร็ว 

 7500 ✕ g เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4
๐
C แล้วนำ�

มาละลายตะกอน RNA ด้วยน้ำ�ปราศจาก RNase 

แล้วเก็บที่ 55
๐
C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บ

ตัวอย่าง RNA ไว้ที่ -70
๐
C

4.	Quantitative Reverse Transcription PCR

เตรียม cDNA solution (Bioline  

Reagents Limited, UK) โดย reverse transcrip-

tion ทำ�ได้โดย incubate RNA solution ที่ 65
๐
C 

เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเตรียม reaction solution 

ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ โดยมีส่วนประกอบ 5✕RT  

master mix ปริมาตร 2 µL และ RNA template 

ปริมาตร 8 µL ผสมเข้าด้วยกัน จากนั้น incubate  

ที่ 37
๐
C เป็นเวลา 15 นาที แล้ว incubate ที่ 50

๐
C 

เป็นเวลา 5 นาที และที่ 98
๐
C เป็นเวลา 5 นาที  

จากนั้นเตรียม reaction solution ของ qRT-PCR 

โดยใช้ SYBR Green RT-PCR master mix  

(Bioline Reagents Limited, UK) ปริมาตร 10 µL, 

cDNA solution ปริมาตร 2 µL, 1 µM forward 

และ reverse primer (Table 1) ปริมาตรอย่างละ  

4 µL มาผสมเข้าด้วยกัน จากนั้น incubate 

ที่ 95
๐
C เป็นเวลา 5 นาที แล้ว incubate ที่ 95

๐
C 

เป็นเวลา 15 วินาที หลังจากนั้น incubate ที่ 60
๐
C 

เป็นเวลา 1 นาที โดยกำ�หนดจำ�นวนรอบทั้งหมด  

45 รอบ ด้วยเครื่อง CFX96 Touch Real-Time 

PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, 

USA) โดยวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน ด้วย

วิธี 2-∆∆CT (10)

Table 1 Oligonucleotide sequences

Gene	 Sequence (5' → 3')

NOS2	 F: 	TTCAGTATCACACAACCTCAGCAAG

	 R: 	TGGACCTGCAAGTTAAAATCCC

ARG1	 F: 	TGGACAGACTAGGAATTGGCA

	 R: 	CCAGTCCGTCAACATCAAAACT

VSIG4	 F: 	TCCTGGAAGTGCCAGAGAGT

	 R: 	TGTACCAGCCACTTCACCAA

ACTB	 F: 	CATGTACGTTGCTATCCAGGC

	 R:	 CTCCTTAATGTCACGCACGAT

5.	โฟลไซโทเมตรี

นำ�เซลลท์ีเ่พาะเลีย้งมาปัน่ลา้งดว้ย staining 

buffer ที่ความเร็ว 600 ✕ g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น 

เติมแอนติบอดีที่จำ�เพาะ ได้แก่ anti-CD14-PE 

(BioLegend, USA), anti-CD16-FITC (BD 

Biosciences, USA), anti-human CD80 PE/CY5 

conjugated (BioLegend, USA), และ 

anti-CD163 PE/CY7 conjugated (BioLegend, 

USA) โดย incubate ที่ 4
๐
C เป็นเวลา 20 นาที  

ป่ันล้างเซลล์ด้วย staining buffer ที่ความเร็ว  

600 ✕ g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำ�เซลล์ ไป 

วิเคราะห์การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ด้วย

โฟลไซโทเมตรี

6. การวิเคราะห์ทางสถิติ

งานวจิยันี้ไดอ้อกแบบการทดลองเปน็ 3 ครัง้

ที่อิสระต่อกัน ใช้สถิติวิเคราะห์ one way ANOVA 

เปรียบเทียบผลการทดลองในแต่ละสภาวะ โดยใช้
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ซอฟตแ์วรค์อมพวิเตอร ์GraphPad Prism (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA) และกำ�หนด

ช่วงความเชื่อมั่นที่ 95% (p - value = 0.05)

ผลการวิจัย
1.	การทดสอบหาร้อยละของโมโนไซท์

จากการนำ� buffy coat จากผู้บริจาค 1 ราย

มาปั่นแยกส่วนของ PBMCs ออกด้วยน้ำ �ยา  

Lymphoprep และนำ�มาหาปริมาณของ PBMCs  

ที่แยกได้พบว่ามีปริมาณเซลล์เฉลี่ยอยู่ที่ 3.24 × 107 

เซลล์/มิลลิลิตร หลังจากนั้นจึงนำ� PBMCs มาปั่น

แยกเซลล์โมโนไซท์ด้วยน้ำ�ยา Percoll พบว่าได้

ปริมาณเซลล์เฉลี่ยอยู่ที่ 2.50 × 106 เซลล์/มิลลิลิตร 

และเมือ่คำ�นวณรอ้ยละของโมโนไซทท์ีแ่ยกไดพ้บวา่มี

ค่าอยู่ที่ร้อยละ 7.71

จากการคำ�นวณร้อยละความบริสุทธิ์ของ 

โมโนไซท์ที่แยกได้ นำ�มาย้อมด้วย monoclonal  

antibody mti_CD14/CD16 ซึ่ง CD14 เป็น 

marker ของโมโนไซท์และวิ เคราะห์ผลด้วย 

โฟลไซโทเมตรีพบว่ามีค่าความบริสุทธิ์ของโมโนไซท์

เป็นร้อยละ 100 (Fig. 1)

2. การศึกษารูปร่างของเซลล์

2.1 การเปลี่ยนรูปร่างของเซลล์

จากการเพาะเลี้ยงโมโนไซท์ในอาหารเล้ียง

เซลล์ที่ประกอบด้วย RPMI-1640, fetal bovine 

serum, streptomycin, ciprofloxacin, M-CSF 

และ CaCO
3
 เปน็ระยะเวลา 14 วนั เพือ่เปลีย่นแปลง

รูปร่างเป็นแมคโครฟาจ M0 พบว่าเซลล์มีการ

เปล่ียนแปลงรูปร่างจากลักษณะกลม เป็นลักษณะ

เรยีวยาวหรอืรปูรา่งไมแ่นน่อน และเกาะตดิพืน้ผวิของ

ภาชนะ โดยหลังการเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 7 วัน

เซลล์เริ่มมีขนาดใหญ่ขึ้นและมีการเปลี่ยนแปลง บาง

เซลลม์รีปูรา่งไมแ่นน่อน หลงัการเพาะเลีย้งเปน็ระยะ

Fig. 1	 Flow-cytometric analysis of monocytes 
with anti-CD14/CD16 antibody 

	 Monocytes were isolated from buffy coat 
of healthy donor. Expression of cell 
surface markers on human monocytes 
was investigated by flow cytometry using 
anti-CD14/CD16 antibody. Expression 
of CD14 cell surface marker on human 
monocytes was 100%.

เวลา 14 วัน โมโนไซท์ได้กลายเป็นแมคโครฟาจ M0 

ซึ่งมีลักษณะเซลล์เรียวยาวและมีรูปร่างไม่แน่นอน 

เมื่อส่องดูด้วยกล้อง inverted microscope ที่กำ�ลัง

ขยาย 400 เท่า (Fig. 2 - Fig. 4)

จากนั้น ตรวจสอบการพัฒนาเป็นเซลล์

แมคโครฟาจ M0 ด้วยโฟลไซโทเมตรีโดยนำ�มาย้อม

ด้วย monoclonal antibody anti-CD14/CD16  

ซึ่งพบว่า M0 ให้ค่าร้อยละ 89.69 ของ CD14+ และ

ร้อยละ 95.77 ของ CD16+ (Fig. 5)

2.2 การศึกษารูปร่างของแมคโครฟาจ M1

หลังจากเลี้ยงโมโนไซท์เป็นเวลา 14 วัน 

เซลล์ที่เปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นแมคโครฟาจ M0 

สามารถพัฒนาไปเป็นแมคโครฟาจ M1 ซึ่งมีลักษณะ
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Fig. 2 	Morphology of monocytes
	 Monocytes were cultured in RPMI-1640 

supplemented with 10% FBS at 37°C in 
humidified incubator with 5% CO

2
. Cells 

were round and attached to plastic 
surface.

Fig. 3	 Morphology of monocytes in culture 
medium at 7 days

	 Monocytes were cultured in RPMI-1640 
supplemented with 10% FBS at 37°C  
in humidified incubator with 5% CO

2
 for 

7 days. The cultured cells were increased 
in size and appeared as irregular round 
shape.

Fig. 4	 Morphology of monocyte-derived mac-
rophage (M0) 

	 Cultured monocytes at fourteen days 
were differentiated into macrophages 
(M0) which showed the irregular  
morphology of size and long shape.

Fig. 5	 Flow-cytometric analysis of macrophages 
with anti-CD14/CD16 antibody

	 Human monocytes were allowed to  
differentiate for 14 days. Expression of 
cell surface markers on human monocyte-
derived macrophages was investigated 
by flow-cytometric analysis. Expression of 
CD14 and CD16 cell surface markers 
was 89.69% and 95.77%, respectively.
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Fig. 6	 Morphology of macrophages M1 acti-
vated with TNF-α in culture medium for 
24 hours

	 Human monocyte-derived macrophages 
(M0) were polarlized to M1 by activated 
with TNF-α for 24 hours. M1 morphology 
showed irregular size and shape.

กลม ขนาดใหญ่ (Fig. 6) โดยการกระตุ้นด้วย  

TNF-α ในสภาวะ 5% CO
2
 อุณหภูมิ 37 ํC เป็น 

เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเมื่อตรวจสอบการพัฒนาเป็น

แมคโครฟาจ M1 ด้วยโฟลไซโทเมตรี โดยใช้  

monoclonal antibody anti-CD80/ CD163 พบว่า

แมคโครฟาจ M1 ให้ค่าร้อยละ 85.11 ของ CD80+ 

และร้อยละ 82.39 ของ CD163+ (Fig. 7)

Fig. 7	 Flow-cytometric analysis of macrophages 
M1 with anti-CD80/CD163 antibody

	 M0 macrophages were polarized to M1 
by activated with TNF-α in culture  
medium for 24 hours. Expression of cell 
surface markers on M1 was investigated 
by flow-cytometric analysis. Expression 
of CD80 and CD163 cell surface mark-
ers was 85.11% and 82.39%, respec-
tively.

2.3 การศึกษารูปร่างของแมคโครฟาจ M2

หลังจากการเลี้ยงโมโนไซท์เป็นเวลา 14 วัน 

เซลลท์ีม่กีารเปลีย่นแปลงรปูรา่งเปน็แมคโครฟาจ M0 

ยังสามารถพัฒนาไปเป็น M2 โดยการกระตุ้นด้วย 

IL-10 ในสภาวะ 5% CO
2
 อุณหภูมิ 37

๐
C เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง โดยเซลล์ M2 มีลักษณะเรียวยาวและมี 

รูปร่างไม่แน่นอนเมื่อส่องดูด้วยกล้อง inverted  

microscope ที่กำ�ลังขยาย 400 เท่า (Fig. 8) เมื่อ

ตรวจสอบการพฒันาเปน็ M2 ดว้ยโฟลไซโทเมตรีโดย

ใช้ monoclonal antibody anti-CD80/ CD163  

พบว่าแมคโครฟาจ M2 ให้ค่าร้อยละ 67.19 ของ 

CD80+ และร้อยละ 96.63 ของ CD163+ (Fig. 9)

3. การยืนยัน M1 และ M2 ด้วย NOS2 และ Arg1

ผลการทดสอบการแสดงออกของ NOS2 

(nitric oxide synthase 2) และ Arg1 (arginase 

1) บนเซลล์โมโนไซทแ์มคโครฟาจ M0, M1 และ M2 

ในระยะเวลา 24 ชั่วโมงด้วย qRT-PCR พบว่า  
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Fig. 8 Morphology of activated macrophages 
M2 with IL-10 in culture medium for  
24 hours

	 Human monocyte-derived macrophages 
(M0) were polarlized to M2 by activated 
with IL-10 for 24 hours. M2 morphology 
showed irregular size and shape.

Fig. 9	 Flow-cytometric analysis of IL-10 
act ivated macrophages M2 with  
anti-CD80/CD163 antibody

	 M0 macrophages were polarized to M2 
by activated with IL-10 in culture  
medium for 24 hours. Expression of cell 
surface markers on M2 was investigated 
by flow-cytometric analysis. Expression 
of CD80 and CD163 cell surface markers 
was 67.19% and 96.63%, respectively. 

NOS2 ซึ่งเป็นยีนที่มีการแสดงออกใน M1 มีการ

แสดงออกเพิ่มขึ้นใน M1 อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p < 0.05) เมื่อเทียบกับโมโนไซท์ แสดงว่า TNF-α 

สามารถกระตุ้น M0 ให้กลายเป็น M1 ได้ (Fig. 10) 

ส่วน Arg1 ซึ่งเป็นยีนที่มีการแสดงออกใน M2 พบว่า

มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นใน M2 อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับโมโนไซท์ แสดงว่า 

IL-10 สามารถกระตุ้น M0 ให้กลายเป็น M2 ได้ 

(Fig. 11)

4. การแสดงออกของ CRIg บนแมคโครฟาจเมื่อ

กระตุ้นด้วย dexamethasone โดยวิธี qRT-PCR

ผลการทดสอบการแสดงออกของ CRIg  

บนเซลล์โมโนไซท์แมคโครฟาจ M0, M1 และ  

M2 ใน 3 สภาวะคือ สภาวะที่ไม่ได้กระตุ้นด้วย  

dexamethasone (Control CTRL) สภาวะทีก่ระตุน้

ด้วย dexamethasone ความเข้มข้น 12.5 ng/mL  

(DEX-L) และสภาวะทีก่ระตุน้ดว้ย dexamethasone 

ความเข้มข้น 150 ng/mL (DEX-H) ในระยะเวลา 

24 ชั่วโมง ด้วยวิธี qRT-PCR พบว่ามีการแสดงออก

ของ CRIg เพิ่มมากขึ้นใน M0-DEX-L และ  

M0-DEX-H อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) 

เมื่อเทียบกับ Mono-CTRL และ M0-CTRL 

นอกจากนี้ยังพบว่ามีการแสดงออกของ CRIg เพิ่ม

มากขึ้นใน M2-DEX-L อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

(p < 0.05) เมื่อเทียบกับ Mono-CTRL และ  

M2-CTRL ส่วนใน M1 พบว่ามีการแสดงออกของ 

CRIg ในปริมาณเพียงเล็กน้อยอย่างไม่มีความสำ�คัญ

ทางสถิติ
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Fig. 10	 Expression of NOS2 gene in mono 
cytes, macrophages M0, M1 and M2 

	 Fourteen days monocyte cultures were 
differentiated into Macrophages (M0). 
M0 were stimulated with TNF-α and 
IL-10 for 24 hours to allow polarizing 
of M1 and M2, respectively. Expression 
of NOS2 gene was measured by  
RT-qPCR. Data were analyzed by  
normalized gene expression and  
presented as mean ± SD of 3 experi-
ments.

	 Statistical analyses: NOS2 expression 
in M0, M1 and M2 versus monocytes; 
*p < 0.05

Fig. 11	 Expression of ARG1 gene in monocytes, 
macrophages M0, M1 and M2 

	 Expression of ARG1 gene was mea-
sured by RT-qPCR. Data were analyzed 
by normalized gene expression and  
presented as mean ± SD of 3 experi-
ments.

	 Statistical analyses: ARG1 expression 
in M0, M1 and M2 versus monocytes; 
*p < 0.05

ดงันัน้ จงึสรปุไดว้า่ dexamethasone ความ

เขม้ขน้ 12.5 ng/mL (DEX-L) สามารถกระตุน้เซลล ์

M0 macrophage และ M2 macrophage ให้มีการ

แสดงออกของ CRIg เพิ่มขึ้น และ dexamethasone 

ความเขม้ขน้ 150 ng/mL (DEX-H) สามารถกระตุน้

เซลล์ M0 ให้มีการแสดงออกของ CRIg เพิ่มขึ้น 

(Fig. 12)	
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วิจารณ์
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการแสดงออกของ 

CRIg บนเซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนไซท์ แมคโครฟาจ 

M0, M1 และ M2 ของมนุษย์ในสภาวะที่กระตุ้น 

ด้วยยา dexamethasone ความเข้มข้น 12.5 ng/mL 

(DEX-L) และความเข้มข้น 150 ng/mL (DEX-H) 

ซึ่งเป็นยาที่สังเคราะห์ขึ้นมาคล้ายกับ glucocorti-

coids สว่นใหญ่ใชเ้ปน็ยาตา้นการอกัเสบ จากงานวจัิย

ของ Gorgani และคณะ ในปี พ.ศ. 2554 ซึ่งศึกษา 

ผลของ dexamethasone ตอ่การแสดงออกของ CRIg 

บนแมคโครฟาจ โดยไม่ไดศ้กึษาระยะของแมคโครฟาจ 

พบว่า dexamethasone สามารถกระตุน้ใหแ้มคโครฟาจ 

มีการแสดงออกของ CRIg ในระดับยีนและโปรตีน

เพิม่มากขึน้อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(p < 0.001)(11) 

แต่เนื่องจากยังไม่มีงานวิจัยใดที่ศึกษาการแสดงออก

ของ CRIg บนแมคโครฟาจ M1 และ M2 ซึ่งเป็น

เซลล์ที่เปลี่ยนแปลงรูปร่างและหน้าที่มาจากเซลล์

แมคโครฟาจ M0 โดยหากกระตุ้นด้วย LPS, IFN-γ 
หรือ TNF-α แมคโครฟาจ M0 จะเปลี่ยนแปลงเป็น

แมคโครฟาจ M1 ซึ่งทำ�หน้าที่กระตุ้นกระบวนการ

อักเสบโดยการหลั่ง pro-inflammatory cytokines 

เช่น TNF-α, IL-6 หลั่ง reactive oxygen species 

และ nitric oxide ในการกำ�จัดเชื้อโรค อีกทั้งยัง 

ส่งเสริมกระบวนการตอบสนองของ Th1 และ

เก่ียวข้องกับการทำ�ลายเซลล์มะเร็ง หากกระตุ้น

แมคโครฟาจ M0 ด้วย IL-10 หรือ TGF-β จะทำ�ให้ 

แมคโครฟาจ M0 เปลี่ยนแปลงเป็นแมคโครฟาจ M2 

ซึ่งมีบทบาทสำ�คัญเกี่ยวข้องในกระบวนการ anti- 

inflammation และกดการแสดงออกของ pro- 

inflammatory cytokines(9, 12-14) การตรวจสอบ

Fig. 12	 Expression of CRIg in Monocytes, Macrophages M0, M1 and M2 
	 The cells were stimulated with different concentrations of dexamethasone for 24 hours. 

Expression of CRIg was measured by RT-qPCR. Data were analyzed by normalized gene 
expression and presented as mean ± SD of 3 experiments.

	 Statistical analyses: CRIg expression in M0, M1 and M2 versus monocytes; *p < 0.05
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ยืนยันว่าแมคโครฟาจ M0 มีการเปลี่ยนแปลงเป็น  

M1 และ M2 ทำ�ได้โดยการศกึษารปูรา่งของ M1 และ 

M2 ที่มีความแตกต่างกัน โดย M1 มีรูปร่างแบนถึง

กลมลักษณะคล้ายแพนเค้ก ส่วน M2 มีรูปร่าง 

ยืดยาว(9) แต่จากการพิจารณารูปร่างของเซลล์ในงาน

วิจัยครั้งนี้ พบว่าไม่สามารถระบุได้ชัดเจนว่าเซลล์นั้น

เป็น M0, M1 หรือ M2 เนื่องจากรูปร่างของเซลล์ทั้ง 

3 ชนิดมีความคล้ายคลึงกันมากต้องอาศัยผู้ที่มีความ

เชีย่วชาญและประสบการณ ์งานวจิยัครัง้นีจ้งึไดย้นืยัน

จากการแสดงออกของยีน NOS2 และ ARG1 ซึ่ง

เป็นยีนที่มีการแสดงออกต่างกันใน M1 และ M2  

ตามลำ�ดับ(13) พบว่ามีการแสดงออกของ NOS2  

เพิ่มขึ้นใน M1 อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) 

(Fig. 10) เมื่อเทียบกับโมโนไซท์ ดังนั้น TNF-α 

สามารถกระตุ้นแมคโครฟาจให้ กลายเป็น M1 ได้ 

ส่วนการแสดงออกของ Arg1 พบเพิ่มขึ้นใน M2 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) (Fig. 11) เมื่อ

เทียบกับโมโนไซท์ ดังนั้น IL-10 สามารถกระตุ้น

แมคโครฟาจให้กลายเป็น M2(9, 15, 16) แต่การแสดง 

ออกของยีนที่เพิ่มขึ้นนี้อาจไม่สัมพันธ์กับการแสดงออก 

ของโปรตีน ดังนั้นควรศึกษาการแสดงออกของ  

markers ทีแ่สดงออกอยูบ่นผวิเซลล ์M1 คอื CD68+/

CD80+และ markers ที่แสดงออกอยู่บนผิวเซลล์  

M2 คือ CD68+/CD163+(16) ด้วยวิธีโฟลไซโทเมตรี

จะทำ�ให้มีความน่าเชื่อถือมากขึ้นซึ่งสอดคล้องกับผล

การทดลอง (Fig. 7, Fig. 9)

สำ�หรับการศึกษาการแสดงออกของ CRIg 

ในระดับยีนด้วยวิธี qRT-PCR โดยศึกษาในเซลล์  

M0, M1 และ M2 สภาวะที่กระตุ้นด้วย dexame-

thasone ความเข้มข้น 12.5 ng/mL (DEX-L) และ 

150 ng/mL (DEX-H) เทียบกับสภาวะที่ไม่ได้

กระตุ้นด้วย dexamethasone (CTRL) ในงานวิจัย

ครั้งนี้พบว่าใน M0-CTRL, M1-CTRL และ  

M2-CTRL มีการแสดงออกของยีน VSIG4 แตกต่าง

จากกลุ่มโมโนไซท์ที่ไม่ได้กระตุ้นด้วยยา (Mono-

CTRL) อย่างไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ แต่เมื่อกระตุ้น

ด้วยยา dexamethasone ที่ระดับ 12.5 ng/mL และ 

150 ng/mL พบวา่ใน M0-DEX-L และ M0-DEX-H 

มีการแสดงออกของยีน VSIG4 เพิ่มขึ้นอย่างมี 

นัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) (Fig. 12) เมื่อเทียบ

กบักลุม่ควบคมุที่ไม่ใสย่า (M0-CTRL) ซึง่สอดคลอ้ง

กับงานวิจัยที่ผ่านมา(11, 17) ในงานวิจัยครั้งนี้ยังพบว่า 

M1 ที่กระตุ้นด้วยยา dexamethasone 12.5 ng/mL 

(M1-DEX-L) และ 150 ng/mL (M1-DEX-H) 

มีการแสดงออกของยีน VSIG4 แตกต่างอย่างไม่มี

นยัสำ�คญัทางสถติ ิเมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุที่ไม่ใสย่า 

(M1-CTRL) ซึ่งสอดคล้องกับหน้าที่ของ M1 ที่มี

ความเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบในระบบ

ภมูคิุม้กนัของรา่งกายทีท่ำ�หนา้ทีต่รงขา้มกบัการทำ�งาน

ของยา dexamethasone ซึ่งเป็นยาต้านการอักเสบ 

ในขณะที่ M2 กระตุ้นด้วยยา dexamethasone  

12.5 ng/mL (M2-DEX-L) มีการแสดงออก 

ของยีน VSIG4 เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

(p < 0.05) โดยมีการแสดงออกมากที่สุดเมื่อเทียบกับ

กลุ่มไม่ใส่ยา (M2-CTRL) ซึ่งสอดคล้องกับหน้าที่

ของ M2 ที่เกี่ยวข้องกับการต้านการอักเสบในระบบ

ภูมิคุ้มกันของร่างกาย ส่วน M2 ที่กระตุ้นด้วยยา 

dexamethasone 150 ng/mL (M2-DEX-H)  

มีการแสดงออกของยีน VSIG4 แตกต่างอย่าง 

ไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (Fig. 12) ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า 

dexamethasone ที่ความเข้มข้นสูงมีความไม่สมดุล

กับตัวรับยาภายในเซลล์ จึงไม่ส่งเสริมการแสดงออก

ของยีน VSIG4 แต่การศึกษาการแสดงออกของยีน 

VSIG4 อาจไม่สัมพันธ์กับการแสดงออกเป็นโปรตีน 

ดังนั้น จึงควรยืนยันการแสดงออกของ CRIg  

บนผิวเซลล์ด้วยวิธีโฟลไซโทเมตรีโดยใช้แอนติบอดี 

ที่จำ�เพาะต่อ CRIg หรือด้วยวิธี Western blot 

เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CRIg ที่มีขนาด 
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45 kDa และ 55 kDa และวัดปริมาณของโปรตีน 
ดังกล่าวด้วยเครื่อง densitometer เพื่อการแปลผล 
ที่ถูกต้อง

สรุป
การแสดงออกของยีนที่ควบคุมการแสดง 

ออกของโมเลกุล CRIg ในแต่ละระยะของเซลล์
แมคโครฟาจจะมีการแสดงออกของยีน VSIG4 ใน
ปริมาณที่แตกต่างกัน โดยพบการแสดงออกปริมาณ
สูงในเซลล์แมคโครฟาจ M2 ซึ่งเป็นเซลล์ที่ทำ�หน้าที่
ต้านการอักเสบและซ่อมแซมเนื้อเยื่อในร่างกาย 
เมื่อเกิดการบาดเจ็บ
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