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Abstract
Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) play a crucial role in the first line of host defense 

against foreign antigen or invading pathogen. It was discovered as a novel microbial killing 

mechanism of neutrophils, called neutrophil extracellular trap (NET) formation. NETs are  

identified as web-like extracellular structures composed of decondensed nuclear DNA, histones, 

and antimicrobial granules. Upon neutrophil activation, NETs are released as an antimicrobial 

activity that can entrap and kill microbes extracellularly. Nevertheless, NETs may function as 

double-edged swords, serving as an adverse pathological outcome in excessive NET formation 

such as in severe sepsis or auto-inflammatory diseases. The aim of this study was investigation 

of a potential technique for quantification of NETs (or extracellular DNA backbone) released by 

human neutrophils in culture supernatants using Hoechst 33258 staining. The results revealed 

that, in the range of 340 to 370 nm, Hoechst 33258 had maximum fluorescence intensity at  

365 nm excitation wavelength in dsDNA solutions detected by spectrofluorometer. Additionally, 

Hoechst 33258 at 1 µg/mL was an optimal concentration to quantify the amount of NET  

releases in vitro. The level of NETs was significantly elevated in phorbolmyristate acetate  

(PMA)-stimulated neutrophils as compared to that in medium control, suggesting that NETs 

could be efficiently quantitated with Hoechst 33258. This work strengthens our understanding 

that Hoechst 33258 should prove useful as a simple method to apply in NET-DNA quantification 

in vivo in further studies. 

Keywords: Neutrophil extracellular traps, Neutrophils, Hoechst 33258, DNA	

*Corresponding author E-mail address: donporn.riy@mahidol.edu 
Received: June 6, 2018 	 Revised: June 21, 2018 	 Accepted: July 24, 2018



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 46 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2561 นิพนธ์ต้นฉบับ

การตรวจวัดปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหเม็ดเลือดขาว 
ชนิดนิวโทรฟิลในอาสาสมัครสุขภาพดี

ดลพร ริยะป่า*

ศูนย์วิจัยพัฒนานวัตกรรม คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม

บทคัดย่อ
นิวโทรฟิลหรือเม็ดเลือดขาวชนิดโพลีมอร์โฟนิวเคลียร์นิวโทรฟิล (polymorphonuclear  

neutrophils, PMNs) เป็นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่มีความสำ�คัญในการป้องกันการรุกรานจากเชื้อโรค

ที่เข้าสู่ร่างกาย ระยะหลังได้มีการค้นพบกระบวนการกำ�จัดเชื้อจุลชีพรูปแบบใหม่ของนิวโทรฟิล ในรูป

โครงสร้างเส้นใยร่างแห หรือ neutrophil extracellular traps (NETs) ซึ่งประกอบด้วยสายดีเอ็นเอ  

โปรตนีฮสิโตน และแกรนลูที่มฤีทธิ์ในการตา้นเชือ้จลุชพี  โดยจะถกูปลอ่ยออกมาเพือ่ดกัจับและทำ�ลาย

เชื้อโรคภายนอกเซลล์ อย่างไรก็ตามโครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลเปรียบเสมือนดาบสองคม ถ้ามี

การสร้างในปริมาณที่มากเกินไปอาจทำ�ให้พยาธิสภาพในบางโรครุนแรงขึ้นได้ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์

เพื่อศึกษาวิธีการตรวจวัดปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิล โดยวิธีการย้อมด้วยสารเรืองแสง 

Hoechst 33258 จากผลการทดสอบตรวจวัดปริมาณสารละลายดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าใน

ช่วง  340 ถึง 370 นาโนเมตร สารเรืองแสง Hoechst 33258 มีค่าแสงฟลูออเรสเซนต์สูงสุดอยู่ในช่วง

ความยาวคลื่น excitation ที่ 340 นาโนเมตร นอกจากนี้ได้นำ�นิวโทรฟิลที่แยกได้จากอาสาสมัครสุขภาพดี 

จำ�นวน 6 ราย มากระตุ้นด้วย phorbolmyristate acetate (PMA) ในหลอดทดลอง และตรวจวัดปริมาณ

โครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลที่ปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ พบปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหสูงขึ้น 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติในนิวโทรฟิลที่ถูกกระตุ้น แสดงว่าการย้อมด้วยสารเรืองแสง Hoechst 33258 

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถใช้ตรวจวัดปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิล

ได้อย่างมปีระสทิธภิาพ ผลการวจิยัเบือ้งตน้นีช้ี้ใหเ้หน็ถึงประโยชน์ของการศึกษาวธีิการตรวจวดัโครงสรา้ง

เส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลอย่างง่ายซึ่งอาจสามารถนำ�ไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่างจริงได้ในอนาคต

คำ�สำ�คัญ: โครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิล  นิวโทรฟิล  สารเรืองแสง  Hoechst 33258  ดีเอ็นเอ	
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บทน�ำ
นิวโทรฟลิหรอืเมด็เลอืดขาวชนดิโพลมีอร์โฟ 

นิวเคลียร์นิวโทรฟิล (polymorphonuclear  

neutrophils) เปน็เซลลเ์มด็เลอืดขาวในระบบภมูคิุม้กนั

ที่พบมากที่สุดในเลือด ทำ�หน้าที่ป้องกันการติดเชื้อ

จลุชพี ผา่นกระบวนการจบักนิ (phagocytosis) และ

ทำ�ลายสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคด้วยโปรตีนและ

เอนไซม์ตา่งๆ จากแกรนลูภายในเซลล ์(degranulation) 

รวมถึงการมีบทบาทเกี่ยวข้องในกระบวนการอักเสบ 

ที่ เกิดจากการติดเชื้อ (1) ภายหลังมีการค้นพบ

กระบวนการกำ�จัดเช้ือจุลชีพภายนอกเซลล์รูปแบบใหม่ 

ของนิวโทรฟิลที่ใช้โครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิล 

หรือ neutrophil extracellular traps (NETs)  โดย

เม่ือถูกกระตุ้นด้วยสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อจุลชีพท่ี 

เข้ามาในร่างกาย นิวโทรฟิลจะปล่อยเส้นใยร่างแห 

นิวโทรฟิลซึ่งประกอบด้วย เส้นใยโครมาตินหรือ

ดี เอ็นเอที่ เคลือบด้วยโปรตีนต่อต้านเชื้อจุลชีพ  

(antimicrobial proteins) และเอนไซม์ต่างๆ ออก

มาภายนอกเซลล์ เพื่อดักจับและกำ�จัดเชื้อโรค เช่น 

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ รา ปรสิต และ

ไวรัส(2, 3) กลไกหลักในการเกิดโครงสร้างเส้นใย 

ร่างแหนิวโทรฟิล มาจากการกระตุ้นผ่านเอนไซม์ 

นิโคตินาไมด์ อะดินีนได นิวคลีโอไทด์ ฟอสเฟต 

ออกซิเดส (NADPH oxidase) ทำ�ให้เกิดการสร้าง

อนุมูลอิสระ (reactive oxygen species หรือ ROS) 

ขึ้นภายในไซโตพลาสซึม ซึ่งส่งผลให้เกิดการกระตุ้น

ปฏิกิริยาภายในเซลล์ สุดท้ายจึงเกิดเป็นโครงสร้าง

เส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลที่ปล่อยออกนอกเซลล์(4) 

โครงสรา้งเสน้ใยรา่งแหนวิโทรฟลิทีถ่กูปลอ่ย

ออกมามีประโยชน์อย่างมากในด้านการกำ�จัดเชื้อ

จลุชพีหลากหลายชนดิ แตห่ากการสรา้งและการสลาย

โครงสรา้งเส้นใยรา่งแหนวิโทรฟลิของรา่งกายเกดิความ

ไม่สมดุล ก็สามารถทำ�ให้เกิดพยาธิสภาพต่อร่างกาย

หรือส่งผลต่อความรุนแรงของโรคได้ เช่น เชื้อก่อโรค

ซโูดโมแนส ออรจูิโนซา่ (Pseudomonas aeruginosa) 

สามารถกระตุ้นนิวโทรฟิลให้ปล่อยโครงสร้างเส้นใย

ร่างแหในระบบทางเดินอากาศภายในปอดของผู้ป่วย

โรคซิสติก ไฟโบรซิส (cystic fibrosis) ส่งผลให้เกิด

พยาธิสภาพที่ปอดรุนแรงมากขึ้น(5, 6)

ปัจจุบันมีการศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจ

วดัโครงสรา้งเสน้ใยรา่งแหนวิโทรฟลิทัง้ในเชงิคณุภาพ

และเชิงปริมาณ ซึ่งทำ�ได้โดยการตรวจหาดีเอ็นเอ  

ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของโครงสร้างเส้นใยร่างแห

นิวโทรฟิลที่ถูกปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ เช่น 

การย้อมด้วยสารเรืองแสง 4',6-diamidino-2- 

phenylindole (DAPI) และส่องดูภายใต้กล้อง 

ฟลูออเรสเซนต์(7) การย้อมดว้ยสารเรอืงแสง SYTOX 

green(8) และการยอ้มดว้ยสารเรอืงแสง PicoGreen(9) 

โดยเฉพาะอย่างย่ิงการย้อมโครงสร้างเส้นใยร่างแห 

นวิโทรฟลิดว้ยสารเรอืงแสง PicoGreen เปน็ชดุตรวจ

ดเีอ็นเอสำ�เรจ็รปูที่ไดร้บัความนยิมและใชกั้นอย่างแพร่

หลายในงานวิจัย แต่ชุดตรวจนี้มีราคาค่อนข้างสูงเมื่อ

เทยีบตอ่จำ�นวนการทดสอบ จากปญัหาขา้งตน้ จงึเปน็

ที่มาของงานวิจัยครั้งนี้ โดยผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษา 

วิธีการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอหรือโครงสร้างเส้นใย

รา่งแหนวิโทรฟลิ โดยการใช ้Hoechst 33258 ซึง่เปน็

สารออร์แกนิค bisBenzimide ให้สารเรืองแสง 

ฟลูออเรสเซนต์สีน้ำ�เงิน ซึ่งประกอบด้วยอนุพันธุ์ 

bisbenzimidazole ที่จับกับ minor groove ของ 

ดีเอ็นเอ โดยเฉพาะบริเวณคู่กันของเบส A-T สาร 

เรืองแสง Hoechst 33258 มีราคาไม่สูงมากนัก 

เมื่อคำ�นวณเทียบต่อจำ�นวนการทดสอบและสามารถ

นำ�ไปใช้ในงานวิจัยในหลอดทดลองได้จริง

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างที่ศึกษา

เจาะเก็บเลือดจากอาสาสมคัรสุขภาพด ี อายุ 

18-35 ปี ที่ไม่มีประวัติโรคประจำ�ตัว ไม่มีภาวะการ
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อักเสบหรอืเปน็ไข ้และไม่ไดร้บัยาปฏชิวีนะ การศกึษา

นี้ได้ผ่านการรับรองจาก คณะกรรมการจริยธรรมการ

วิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยมหิดล รหัสโครงการ  

MU-CIRB 2017/057.0203

2.	 การแยกเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลโดยวิธี  

	 ปั่นเหวี่ยงที่ความถ่วงจำ�เพาะ 1.077

เจาะหลอดเลือดดำ�เพื่อเก็บเลือด โดยใช้ 

เฮพารินเป็นสารกันเลือดแข็ง นำ�เลือดมาผสมกับ 

สารละลายเด็กซ์แตรน (3%, Pharmacosmos,  

Denmark) เพื่อทำ�ให้เม็ดเลือดแดงตก เก็บส่วนใส 

คือ leukocyte-rich plasma นำ�มาแยกชั้นของ  

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

และนิวโทรฟิล โดยใช้น้ำ�ยา Ficoll-Paque (Sigma-

Aldrich, USA) ที่มีความถ่วงจำ�เพาะ 1.077 นำ�ไป

ปั่นเหวี่ยง เก็บชั้นของนิวโทรฟิลที่อยู่ติดกับชั้น 

เม็ดเลือดแดงบริเวณส่วนปลายของหลอดทดลอง 

และกำ�จัดเม็ดเลือดแดงที่ปนเปื้อนด้วยหลักการ 

hypotonic lysis นิวโทรฟิลที่แยกได้นำ�มาเพาะเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่มี 10% fetal  

bovine serum (Invitrogen, USA) และแช่เย็นไว้

ในน้ำ�แข็งที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส(9) ใน

การทดลองต้องใช้นิวโทรฟิลที่เตรียมใหม่ทุกครั้งและ

ทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ (viability) ด้วยวิธี 

trypan blue exclusion ทดสอบความบริสุทธ์ิ  

(purity) ด้วยวิธี Wright’s stain ผลทดสอบการ 

มีชีวิตและความบริสุทธิ์ของนิวโทรฟิลให้ผลมากกว่า

ร้อยละ 99 และร้อยละ 95 ตามลำ�ดับ จากนั้นปรับ

ปริมาตรให้มีนิวโทรฟิล 2.5×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

เพื่อใช้ในการทดสอบ

 

3.	 การเตรียมกราฟมาตรฐาน dsDNA ด้วยวิธี 

spectrofluorometry

เจือจาง dsDNA (Thermo scientific, 

USA) ดว้ย TE buffer ใหม้คีวามเขม้ขน้ 1, 10, 100, 

1,000 นาโนกรมัตอ่มลิลลิติร และ blank จากนัน้เตมิ

สารเรืองแสง Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, 

USA) ที่สามารถจับกับ dsDNA ได้โดยตรง และนำ�

ไปวัด ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ ด้วยเครื่อง 

spectrofluorometer ที่ความยาวคลื่น excitation 

365 นาโนเมตร และความยาวคลื่น emission 460 

นาโนเมตร (Table 1)

	
  

Table 1  Preparations of dsDNA standard
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4.	 การทดสอบหาปรมิาณโครงสรา้งเสน้ใยรา่งแห

นิวโทรฟิล 

เพาะเลี้ยงนิวโทรฟิล 2.5×106 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร ในสภาวะที่มีและไม่มีตัวกระตุ้น phorbol-

myristate acetate (PMA, Sigma-Aldrich, USA) 

ที่ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้ 5% CO
2
 

เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นเติมเอนไซม์ตัดจำ�เพาะ 

EcoRI และ HindIII (Thermo Scientific, USA) 

ที่ความเข้มข้น 20 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เอนไซม์ทั้งสอง

ชนิดนี้มีความสามารถในการตัดลำ�ดับเบสในสาย

ดีเอ็นเออย่างจำ�เพาะเจาะจง จึงมีการนำ�มาประยุกต์

ใช้อย่างแพร่หลาย ในการตัดสายดีเอ็นเอหรือ NETs 

ทีป่ล่อยออกมานอกเซลล์ใหส้ัน้ลง(10-12) และนำ�หลอด

ทดลองไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเติมสารละลาย  

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA: Merck 

Millipore, Germany) เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ และ

นำ�ไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที เพื่อหยุดการทำ�งานของเอนไซม์ 

ตดัจำ�เพาะ นำ�เซลล์ไปปัน่ตกและเกบ็สว่นใส (super-

natant) เพื่อตรวจวัดปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแห

นิวโทรฟิลที่ปล่อยออกมานอกเซลล์ โดยการย้อม 

ด้วยสารเรืองแสง Hoechst 33258 แล้วนำ�ไป 

วัดความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ด้วยเครื่อง 

spectrofluorometer ค่าที่ได้นำ�ไปเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน dsDNA 

5. การวิเคราะห์ทางสถิติ

งานวิจัยนี้ได้ออกแบบการทดลอง เป็นการ

ทดลองซ้ำ� 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน ใช้สถิติวิเคราะห์  

unpaired t test เปรยีบเทยีบผลการทดลองในสภาวะ

ทีต่า่งกนั โดยใชซ้อฟตแ์วรค์อมพวิเตอร ์คอื GraphPad 

Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, 

USA) และกำ�หนดค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ p-value น้อยกว่า 0.05

ผลการวิจัย
1. การทดสอบหาความยาวคลื่น excitation ท่ี

เหมาะสมในการตรวจวัดปริมาณ dsDNA 

การทดสอบหาความยาวคลื่น excitation ที่

เหมาะสมของสารเรืองแสง Hoechst 33258 มีความ

จำ�เปน็อยา่งมากกอ่นทำ�การตรวจวดัปรมิาณโครงสรา้ง

เสน้ใยรา่งแหนวิโทรฟลิในตวัอยา่งจรงิ หลงัจากเตรยีม 

dsDNA ที่ความเข้มข้น 0, 1, 10, 100 และ 1,000 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารเรืองแสง 

Hoechst 33258 ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และนำ�ไปวัดค่าความเข้มของแสงฟลูออเรส

เซนต์ ที่ช่วงความยาวคลื่น excitation ตั้งแต่ 300 

ถึง 400 นาโนเมตร โดยเครื่อง spectrofluorometer 

ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าช่วงความยาวคล่ืน  

excitation ที่ใหค้า่แสงฟลอูอเรสเซนตส์งูสดุคอืที ่365 

นาโนเมตร ซึ่งเหมาะสมที่สุดในการตรวจวัดปริมาณ

โครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิล (Fig. 1)

 

Fig. 1 Optimal excitation wavelength of Hoechst 
33258 for detection of dsDNA at different 
concentrations of 0, 1, 10, 100 and 1,000 
ng/mL
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2. การทดสอบหาความเข้มข้นของสารเรืองแสง 

Hoechst 33258 ที่เหมาะสม 

เตรียม dsDNA ที่ความเข้มข้น 0, 1, 10, 

100 และ 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นย้อม  

dsDNA ด้วยสารเรืองแสง Hoechst 33258 ที่ความ

เขม้ขน้ 0.01, 0.1 และ 1 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร และ

วดัความเขม้ของแสงฟลอูอเรสเซนต ์ทีค่วามยาวคลืน่ 

excitation 365 นาโนเมตร และความยาวคลื่น  

emission 460 นาโนเมตร ค่าที่ได้นำ�มาสร้างกราฟ

มาตรฐานและคำ�นวณค่า R2 ผลการทดสอบพบว่า

ความเข้มข้นของสารเรืองแสง Hoechst 33258 ที่ 

0.01, 0.1 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า R2 

เท่ากับ 0.9584, 0.9812 และ 0.9997 ตามลำ�ดับ 

แสดงว่าสารเรืองแสง Hoechst 33258 ที่ความเข้มข้น 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า R2 สูงและมีความ

เหมาะสมมากที่ สุดในการนำ�มาตรวจหาปริมาณ  

dsDNA หรือโครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลต่อไป 

(Fig. 2)

Fig. 2  Standard curves of dsDNA by using Hoechst 33258 at different concentrations of 
(a) 0.01 (b) 0.1 and (c) 1 µg/mL
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3.	การตรวจวดัปรมิาณโครงสรา้งเสน้ใยรา่งแหนวิ

โทรฟิลในสภาวะที่มีหรือไม่มีตัวกระตุ้น PMA

หลังจากเพาะเลีย้งนวิโทรฟลิภายใตส้ภาวะที่

มีหรือไม่มีตัวกระตุ้น PMA เป็นเวลา 90 นาที จาก

นัน้นำ�มาวดัปรมิาณโครงสรา้งเสน้ใยรา่งแหทีน่วิโทรฟลิ

ปล่อยออกมานอกเซลล ์โดยการยอ้มดว้ยสารเรอืงแสง 

Hoechst 33258 ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม 

ตอ่มลิลิลิตร คา่แสงฟลอูอเรสเซนตท์ี่ไดน้ำ�ไปเทยีบกบั

กราฟมาตรฐาน dsDNA เพื่อคำ�นวณเป็นปริมาณ

โครงสรา้งเส้นใยรา่งแหนวิโทรฟลิที่ได้ในหลอดทดลอง 

จากผลการทดลองพบว่าปริมาณโครงสร้างเส้นใย

ร่างแหสูงขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติในนิวโทรฟิล 

ทีถ่กูกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ PMA เมือ่เทยีบกบันวิโทร

ฟิลในสภาวะที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์เพียงอย่าง

เดียว (Fig. 3)

Fig. 3 	Quantification of released NET. Human neutrophils were incubated in the presence or absence 
of 100 nM PMA for 90 minutes and culture supernatants were then collected to detect the 
amount of NET-DNA by using Hoechst 33258 at concentration of 1 µg/mL. Error bar indicates 
SEM of three independent experiments (n=6). ***p<0.001 as compared with medium control

วิจารณ์และสรุป
การค้นพบกลไกการกำ�จัดเชื้อจุลชีพรูป 

แบบใหม่ของนิวโทรฟิลที่ เรียกว่า neutrophil  

extracellular traps หรอื NETs เปน็โครงสรา้งเสน้ใย

คล้ายร่างแหประกอบด้วยสายดีเอ็นเอ โปรตีนฮิสโตน

ที่เคลือบด้วยเอนไซม์ และโปรตีนชนิดต่างๆ ซึ่งถูก

ปล่อยออกมานอกเซลล์ เพื่อดักจับและทำ�ลายเชื้อ

จุลชีพ(2, 3) อย่างไรก็ตาม การศึกษาที่ผ่านมาได้ตรวจ

พบปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลในโรค

ต่างๆ ซึ่งอาจเกิดจากความไม่สมดุลในการสร้างและ

กำ�จัดภายในร่างกาย เช่น โรคที่มีการติดเชื้อหรือ

อักเสบรุนแรง และโรคแพ้ภูมิตัวเอง (autoimmune 

diseases)(13) หลังจากนัน้จึงเกิดการศึกษาและค้นควา้

อย่างแพร่หลายในการหาความสัมพันธ์ระหว่าง

โครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลกับการเกิดพยาธิ

สภาพในโรคต่างๆ 

งานวิจัยนี้ ได้เล็งเห็นความสำ�คัญในการ

ศกึษาและพฒันาการตรวจวดัปรมิาณโครงสรา้งเสน้ใย
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ร่างแหนิวโทรฟิล ให้สามารถทดสอบได้ง่าย  ราคาต่อ

จำ�นวนการทดสอบไม่แพง เมื่อเทียบกับชุดตรวจ

สำ�เร็จรูปที่มีราคาค่อนข้างสูง และมีความไวเทียบ

เท่ากับการตรวจวัดโดยวิธีการอื่นๆ(14) ผู้วิจัยจึงได้

ทดสอบประสิทธิภาพของสารเรืองแสง Hoechst 

33258 ในการตรวจวัดปรมิาณโครงสรา้งเสน้ใยรา่งแห

นิวโทรฟิล สารเรืองแสง Hoechst 33258 มีสมบัติ

สามารถซึมผ่านผนังเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปจับกับ minor 

groove ของดเีอน็เอทีอ่ยูภ่ายในเซลล์ได้โดยตรง เมือ่

ทดสอบหาความยาวคลื่น excitation ที่เหมาะสมของ

สารเรืองแสง Hoechst 33258 พบว่าที่ช่วง

ความยาวคลื่น excitation 365 นาโนเมตร สารเรือง

แสง Hoechst 33258 ใหค้า่แสงฟลอูอเรสเซนตส์งูสดุ 

ในการตรวจวัดสารละลาย dsDNA ที่ความเข้มข้น

ตา่งๆ นอกจากนีผ้ลการแสดงกราฟมาตรฐาน dsDNA 

พบคา่ R2  สงูในการใชส้ารเรอืงแสง Hoechst 33258 

แต่ละความเข้มข้น อย่างไรก็ตาม เมื่อเทียบค่าแสง 

ฟลูออเรสเซนตท์ี่ไดจ้ากการตรวจวัดปรมิาณโครงสรา้ง

เส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลในหลอดทดลองได้เกินค่าขีด

จำ�กัดการตรวจหา (limit of detection) จากกราฟ

มาตรฐาน dsDNA ดังนั้นเพื่อความเหมาะสมในการ

ตรวจวัดจึงเลือกใช้สารเรืองแสง Hoechst 33258  

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อนำ�

ตัวอย่างทดสอบหรือ culture supernatants ที่ได้จาก

การกระตุ้นนิวโทรฟิลด้วยตัวกระตุ้น PMA จาก 

อาสาสมคัรสขุภาพดจีำ�นวน 6 ราย มาตรวจวดัปรมิาณ

โครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลที่ปล่อยออกมานอก

เซลล ์โดยการย้อมดว้ยสารเรอืงแสง Hoechst 33258 

พบว่าค่าแสงฟลูออเรสเซนต์จากตัวอย่างทดสอบอยู่

ในช่วงกราฟมาตรฐาน dsDNA และพบว่าปริมาณ

โครงสร้างเส้นใยร่างแหจากนิวโทรฟิลที่ถูกกระตุ้นสูง

กว่าอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับนิวโทรฟิล

ที่ ไม่ถูกกระตุ้น การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสาร 

เรืองแสง Hoechst 33258 ให้ความไวมากพอในการ

ใช้วัดปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหจากนิวโทรฟิลได้ 

อยา่งไรกต็าม การศกึษานีย้งัมขีอ้จำ�กดัในการตรวจวดั

ปริมาณโครงสร้างเส้นใยร่างแหนิวโทรฟิลในตัวอย่าง

จรงิ เชน่ ในเสมหะ สารคดัหลัง่ น้ำ�ลาย เนือ้เยือ่(15-17) 

เพื่อแสดงถึงความไวและครอบคลุมในการตรวจวัด

มากขึ้น 

งานวิจัยนี้สรุปได้ว่าการตรวจวัดปริมาณ

โครงสร้างเส้นใยร่างแหที่ถูกปล่อยออกจากเม็ด 

เลอืดขาวชนดินวิโทรฟลิ โดยการยอ้มดว้ยสารเรอืงแสง 

Hoechst 33258 เป็นวิธีการที่ทำ�การทดสอบได้ง่าย 

ราคาไม่สูงมากเมื่อเทียบต่อจำ�นวนการทดสอบ อีกทั้ง

มีความไวต่อการตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอในหลอด

ทดลองได้ 
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