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Abstract
MTT assay is a technique used to detect immunological property of cells. However,  

the limitation of this technique is the aggregation of cells in experiment wells. The PBMC  

aggregation, which is found after stimulation with PHA, affected absorbance measurement.  

To reduce PBMC aggregation, the present study investigated the optimal concentration and  

incubation time of PHA to induce PBMC proliferation under chelating agent (EDTA)  

supplemented medium. Peripheral blood samples were provided for PBMC isolation using  

Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation. The PBMC was induced proliferation under 

various concentrations of PHA with a supplementation of EDTA. The reactions were measured 

by MTT assay. The results showed that PHA at a concentration of 1 µg/mL presented a low 

amount of PBMC aggregations resulting in significantly high absorbance value, whereas, a  

concentration of 5 µg/mL PHA showed high aggregation amount of PBMC and a low absorbance 

value as compared to that at 1 µg/mL PHA. EDTA was found to be an effective supplement for 

reduction of aggregation in PBMC cultures and it was concluded that optimal concentration of 

PHA and supplementation of EDTA can reduce PBMC aggregation in reaction for MTT assay. 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

ความเข้มข้นของไฟโตฮีแมกกลูตินินในปฏิกิริยามีผลต่อการวัด
และวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ลิมโฟไซต์ด้วยเทคนิค MTT assay

กฤติมา ตังประเสริฐผล ศุภรัตน์ วิจิตรเวียงรัตน์ ศศิประภา ทองบพิตร และ ทัศนีย์ เพิ่มไทย*

หน่วยวิจัยและพัฒนาเซลล์ต้นกำ�เนิดเพื่อการรักษาทางการแพทย์ ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

 บทคัดย่อ
MTT assay เป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างแพร่หลายสำ�หรับตรวจวิเคราะห์คุณสมบัติภูมิคุ้มกันของ

เซลล์ อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวยังมีข้อจำ�กัดจากการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด

นิวเคลียสเดี่ยว (PBMC) หลังใส่สารกระตุ้นไฟโตฮีแมกกลูตินิน (PHA) โดยพบว่ามีผลทำ�ให้การอ่านค่า

การดูดกลืนแสงผิดพลาด ส่งผลให้ผลวิเคราะห์การทดลองคลาดเคลื่อน การวิจัยนี้ได้ศึกษา (1) ผลกระทบ

ของขนาดกลุ่มก้อนเซลล์ PBMC หลังการกระตุ้นด้วย PHA ต่อผลการวัดค่าการดูดกลืนแสง ในเทคนิค 

MTT และ (2) ศึกษาหาความเข้มข้นและระยะเวลาของ PHA ที่เหมาะสมในปฏิกิริยากระตุ้นเซลล์ 

PBMC ร่วมกับการใช้สารคีเลตเพื่อลดการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์ PBMC โดยได้จัดเก็บเลือดและ

เตรียมเซลล์ PBMC เพื่อทำ�ปฏิกิริยากับ PHA ที่ความเข้มข้นต่างกัน 2 ระดับ คือ 1 และ 5 ไมโครกรัม

ตอ่มลิลลิติร (µg/mL) และนำ�ไปวดัหาคา่การดดูกลนืแสง สว่นการทดลองทีส่องไดท้ดสอบบม่เพาะเซลล ์

PBMC ร่วมกับ PHA ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในช่วงเวลาต่างกัน โดยมีการ

ใช้สารคีเลตร่วมในบางช่วงเวลา และนำ�ไปเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง ผลการศึกษาพบว่า PHA 5 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็ความเขม้ขน้ทีท่ำ�ใหเ้กดิกลุม่กอ้น PBMC ขนาดใหญม่ปีรมิาณมากกวา่ และ

ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p value < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ 

PHA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อีกทั้งพบว่าการใช้ PHA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลานาน 5 ชั่วโมง 

ร่วมกับการเติมสารคีเลต (EDTA) ส่งผลให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงและลดการจับตัวเป็นก้อนของ

เซลล์ PBMC สรุปได้ว่าการเติม EDTA ร่วมกับ PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการ 

กระตุ้นเซลล์ PBMC สามารถลดการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์ PBMC และให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 

เหมาะสมต่อการทดสอบด้วยเทคนิค MTT assay 

คำ�สำ�คัญ: ไฟโตฮีแมกกลูตินิน เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว อีดีทีเอ
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ความเขม้ขน้ของไฟโตฮแีมกกลตูนินิในปฏกิริยิามผีลตอ่การวัดและวิเคราะหป์ริมาณเซลลล์มิโฟไซตด์ว้ยเทคนคิ MTT assay 7383

บทน�ำ
MTT assay เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ผล

ดว้ยการแสดงคา่การดดูกลนืแสง ซึง่เปน็เทคนคิทีแ่พร่

หลายเนื่องจากมีกระบวนการทดสอบไม่ยุ่งยาก และ

ใช้เครื่องมือในการวิเคราะห์ไม่ซับซ้อน นอกจากนี้ 

ยังเปน็เทคนิคทีส่ามารถนำ�ไปปรบัปรงุเพือ่ใชป้ระกอบ

ในการวิเคราะห์ผลการวิจัยที่หลากหลาย เช่น การนำ�

มาใช้ตรวจสอบการเพิม่จำ�นวนเซลล ์ตรวจสอบจำ�นวน

เซลล์ที่ยังมีชีวิต (viability cell count)(1, 2) ศึกษา

ความเป็นพิษของยา (drug cytotoxicity)(3, 5) และ

วัดปริมาณการสังเคราะห์ lymphokines(6, 7) การ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT ยังมีการนำ�มาปรับใช้ใน

การศึกษาที่มีความซับซ้อนมากขึ้นได้อีกหลายชนิด  

ดังตัวอย่างงานวิจัยของ Venugopal และคณะ(8) ที่

คัดแยกเซลล์ต้นกำ�เนิดสายสะดือ และตรวจสอบ

สมบัติ immunosuppressive ด้วยเทคนิค MTT 

assay โดยการกระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ 

เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (PBMC) ด้วย 

ไฟโตฮีแมกกลตูนินิ (PHA) แลว้จงึนำ�เซลลต์น้กำ�เนดิ

ที่ต้องการจะใช้ปลูกถ่ายใส่ร่วมในปฏิกิริยาเพื่อดู

ปริมาณการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ PBMC และวัดผลด้วย

เทคนิค MTT ซึง่ทำ�ใหผู้วิ้จยัสามารถคาดเดาคุณสมบตัิ

การถูกต่อต้านของภูมิคุ้มกันต่อเซลล์ต้นกำ�เนิดชนิด

นั้นๆ และการปฏิเสธเซลล์โดยระบบภูมิคุ้มกันของ

ผู้รับการปลูกถ่าย แต่ปัญหาหนึ่งที่มักพบในการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT คือ การเกิดการจับตัว

เปน็กลุม่ก้อนของเซลล ์PBMC ทีม่สีาเหตจุากการทำ�

ปฏิกิริยากับ PHA เนื่องจาก PHA เป็นไกลโคโปรตีน

จากพืชที่มี leukoagglutinating (L)-subunit เป็น

สว่นหน่ึงในโครงสรา้ง และสว่นประกอบนีม้คีณุสมบตัิ

เหนี่ยวนำ�ให้เซลล์เม็ดเลือดขาวเกิดการเกาะกลุ่มกัน

ได้(9-11) ซึง่อาจมผีลตอ่ความถกูตอ้งของการวเิคราะห์

ผล โดยเฉพาะต่อค่าการดูดกลืนแสงในขั้นตอนการ

อา่นผล ดงัน้ันเพือ่ใหท้ราบแนช่ดัวา่ปรมิาณและขนาด

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 

กับสาร PHA จะส่งผลต่อความถูกต้องของผลการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT หรือไม่ คณะผู้วิจัยจึงได้

วางแผนการทดลองวิเคราะห์ยืนยันความแน่ชัด และ

ได้ค้นหาวิธีลดภาวะการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ 

PBMC ในปฏิกิริยา โดยศึกษาการเกิดปฏิกิริยาจับตัว

เป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ภายใต้ความเข้มข้น

ของ PHA ที่แตกต่างกัน ตามระยะเวลาบ่มเซลล์ 

PBMC ที่แตกต่างกัน รวมถึงการใช้สารคีเลต  

(chelating agent) ในระหว่างการเตรียมเซลล์ เพื่อ

หาสภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค MTT ให้ได้ผลที่ถูกต้องและแม่นยำ�

วัสดุและวิธีการ

1.	ตัวอย่างเลือด

เก็บตัวอย่างเลือดคนปกติจากอาสาสมัคร

ปริมาตร 10-12 มิลลิลิตร ในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร

ต้านการแข็งตัวของเลือดชนิด heparin (10-30 UPS 

Units/mL blood; Greiner Bio-One, Kremsmün-

ster) โดยอาสาสมัครผู้เข้าร่วมโครงการได้ทราบ 

รายละเอียดของโครงการก่อนลงลายลักษณ์อักษร  

เพื่อแสดงความยินยอมก่อนเข้าร่วมโครงการ ซึ่ง

โครงการนี้อยู่ภายใต้การดูแลควบคุมของคณะกรรมการ

จรยิธรรมในคนของคณะแพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล

2.	 การแยกเซลล์ PBMC 

เติม phosphate buffered saline (PBS) 

ในตวัอยา่งเลอืดในอตัราสว่น 1:1 ปัน่เหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ

20 องศาเซลเซียส ความเร็ว 1,800 รอบต่อนาที  

นาน 30 นาที แยกส่วน buffy coat ซึ่งเป็นส่วนของ

เม็ดเลือดขาวและเติม PBS ปริมาตร 4 เท่าของ

ปริมาตรเม็ดเลือดขาวที่เก็บได้ (อัตราส่วน 4:1)  

ผสมให้เข้ากันและค่อยๆ ปล่อยลงบนน้ำ�ยา Ficoll-



กฤติมา ตังประเสริฐผล และคณะ7384

Hypaque ในอัตราส่วน 10:3 จากนั้นนำ�ไปป่ันที่

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเร็ว 2,000 รอบต่อ

นาท ีนาน 30 นาท ี(no break) เพือ่แยกเซลล ์PBMC 

ปั่นล้างด้วย PBS ที่ความเร็ว 1,600 รอบต่อนาที  

10 นาที ก่อนละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเพาะ

เลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนผสมของ Minimum Essential 

Medium Alpha, (MEM-α) ร่วมกับ 10% fetal 

bovine serum (FBS) และ 1% antibiotic  

(penicillin G sodium และ streptomycin sulfate)

 

3.	 การเปรียบเทียบการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของ 

	 เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA 

แบ่งเซลล์ PBMC ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่ม

แรกเป็นกลุ่มควบคุม (n = 11) ที่มีเซลล์ PBMC 

เพียงอย่างเดียว กลุ่มที่สองเป็นกลุ่มเซลล์ PBMC  

ที่ได้รับการกระตุ้นปฏิกิริยาด้วย PHA ความเข้มข้น  

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 11) และกลุ่มที่สาม

เป็นกลุ่มเซลล์ PBMC ที่ได้รับการกระตุ้นปฏิกิริยา

ด้วย PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

(n = 11) โดยแต่ละกลุ่มลงเลี้ยงเซลล์จำ�นวน 

1.0 × 105 เซลล์ร่วมกับน้ำ�ยาเพาะเลี้ยงเซลล์นาน  

72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเติม 3-(4,5-dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) ความเขม้ขน้ 5 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร ปรมิาตร 

10 ไมโครลิตร ลงในแต่ละตัวอย่าง จากนั้นนำ�ไปบ่ม

ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์นาน 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเติม 

isopropanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด

นาน 30 นาที นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 

Synergy HT Multi-Detection Microplate 

Reader ที่ความยาวคลื่น 570/630 นาโนเมตร

4.	 การตรวจสอบอัตราการรอดชีวิต (%viability)  

	 ของเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA

ปั่นแยกเซลล์ PBMC จากตัวอย่างเลือด

อาสาสมัคร 5 คน แบ่งเซลล์ PBMC หลอดละ 2.5 

× 105 เซลล์ จำ�นวน 11 หลอด โดยแยกเซลล์ที่แบ่ง

ใส่หลอดออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรกมีเฉพาะเซลล์ 

PBMC จำ�นวน 1 หลอด (กลุ่มควบคุม) กลุ่มที่สอง

คือเซลล์ PBMC ที่มี PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม

ตอ่มลิลิลิตร จำ�นวน 5 หลอด และกลุ่มทีส่ามคอืเซลล์ 

PBMC ที่มี PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร จำ�นวน 5 หลอด นำ�เซลล์ PBMC ในกลุ่ม

ที่สองและสามมาบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ 5% CO
2
 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1, 2, 3, 

4 และ 5 ชั่วโมง ตามลำ�ดับ เมื่อครบเวลาในแต่ละ

ชั่วโมงนำ�เซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA  

มาปั่น 1,600 รอบต่อนาที 10 นาที เพื่อแยกน้ำ�ยาที่

ม ีPHA ออก และละลายตะกอนเซลล์ดว้ยน้ำ�ยาเพาะ

เล้ียงเซลล์ จากนัน้นบัจำ�นวนเซลล์เปน็เซลล์ตายดว้ย

เทคนิคการย้อมเซลล์ด้วย trypan blue และคำ�นวณ

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC ตามสูตร ดังนี้ 

ร้อยละเซลล์รอดชีวิต =
จำ�นวนเซลล์เป็น × 100

จำ�นวนเซลล์เป็น + จำ�นวนเซลล์ตาย

5.	 การทดสอบการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC  

	 ทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั PHA ในชว่งเวลาตา่งกนั

แบ่งเซลล์ PBMC ออกเป็น 3 กลุ่ม ใน

แต่ละกลุ่มมีเซลล์ PBMC 1.0 × 105 เซลล์ กลุ่มที่

หน่ึงเป็นกลุ่มควบคุม ประกอบด้วยเซลล์ PBMC 

เดีย่วไมท่ำ�ปฏิกิรยิากับสาร PHA (n = 10) กลุ่มทีส่อง

เป็นกลุ่มเซลล์ PBMC ที่กระตุ้นด้วย PHA ความ 
เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 10) และกลุ่ม
ที่สามเป็นกลุ่มเซลล์ PBMC ที่กระตุ้นด้วย PHA 
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 10) โดย
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เซลล์ในกลุ่มที่สองและสามทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA 

เป็นเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมงตามลำ�ดับ เซลล์ 

PBMC ในแต่ละกลุ่มทดสอบแบ่งออกเป็น 2 การ

ทดลอง การทดลองที่ 1 เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยา

รว่มกับ PHA ในแตล่ะชัว่โมง นำ�ไปวัดการเพิม่จำ�นวน

ของเซลล์ดว้ยเทคนคิ MTT สว่นการทดลองที ่2 กลุม่

เซลล ์PBMC ทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั PHA ในเวลาตา่ง

กัน เมือ่ครบเวลาแลว้เปลีย่นน้ำ�ยาเปน็น้ำ�ยาเพาะเล้ียง

เซลล์ และเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อภายใต้ 5% CO
2
 และ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลาจึงวดัการเพิม่จำ�นวนของเซลลด์ว้ยเทคนคิ MTT

6.	 การทดสอบการใช้สารคีเลต ร่วมกับเซลล์  

	 PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยากับ PHA 

แบ่งเซลล์ PBMC ออกเป็น 4 กลุ่มทดสอบ 

ในแต่ละกลุ่มมีเซลล์ PBMC 2.5 × 105 เซลล์  

กลุ่มที่ 1 คือกลุ่มเซลล์ PBMC ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ 

PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12) 

กลุ่มที่ 2 ใช้ PBS ร่วมกับ ethylene diamine  

tetraacetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

เพื่อปั่นล้างเซลล์ PBMC ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับ PHA 

ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12)  

กลุ่มที่ 3 ใช้ PBS ร่วมกับ EDTA ความเข้มข้น  

2 มิลลิโมลาร์ ปั่นล้างเซลล์ PBMC ภายหลังการทำ�

ปฏิกิริยากับ PHA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12) 

และกลุ่มที่ 4 ใช้ EDTA ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

ร่วมอยู่ในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC และ PHA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12) โดยกลุ่มควบคุม 

(n = 12) คือกลุ่มเซลล์ที่ไม่มีการทำ�ปฏิกิริยาระหว่าง

เซลล ์PBMC และ PHA โดยเซลล ์PBMC ในแตล่ะ

กลุม่ถกูเพาะเลีย้งภายใต ้5% CO
2
 อณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซียส นาน 5 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำ�เซลล์แต่ละ

กลุ่มมาปัน่ 1,600 รอบตอ่นาท ี10 นาท ีเพือ่แยกน้ำ�ยา

ที่มี PHA ออก จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้ำ�ยา

เพาะเล้ียงเซลล์ และเพาะเล้ียงภายใต้ 5% CO
2
 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่อเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลาวัดการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ด้วยเทคนิค 

MTT 

7.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
ผลการวัดค่าการดูดกลืนแสงจากเทคนิค 

MTT แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

โดยใช้ paired t-test ในการวิเคราะห์ความแตกต่าง

ของแต่ละกลุ่มโดยโปรแกรม GraphPad Prism 5 

(GraphPad, San Diego, CA) ในการวเิคราะหข์อ้มลู

ผลการวิจัย 
คา่การดดูกลนืแสงของเซลล ์PBMC เมือ่ถกูกระตุน้ 

ด้วย PHA ที่ความเข้มข้นต่างกัน 

ผลการทดสอบเซลล์ PBMC กับ PHA  

ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย

สังเกตการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์ PBMC ภายใต้

กล้องจุลทรรศนพ์บวา่ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง สามารถ

สังเกตเห็นกลุ่มก้อนเซลล์ PBMC ในลักษณะที่ 

แตกต่างกัน และเมื่อเพาะเลี้ยงต่อเนื่องถึง 48 และ 

72 ชั่วโมง กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ที่เพาะเลี้ยง

ใน PHA ทั้งสองความเข้มข้นมีปริมาณเพิ่มขึ้น แต่

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ที่ความเข้มข้น 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีขนาดกลุ่มก้อนที่ใหญ่กว่า 

(Fig. 1) และเมื่อนำ�เซลล์ PBMC ทั้งสองความเข้มข้น 

มาตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่าเซลล์ PBMC  

ที่กระตุ้นด้วย PHA เข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p value < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์ PBMC ที่

กระตุ้นด้วย PHA เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(Fig. 2) โดยมีค่าการดูดกลืนแสง เท่ากับ 0.2630 ± 

0.0661 และ 0.2969 ± 0.049 ตามลำ�ดับ เซลล์ 

PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA ความเข้มข้น 5 
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Fig. 1	Appearance of PBMC under control medium (A) and PBMC after induced with 1 µg/mL PHA 
(B) and 5 µg/mL PHA (C) for 72 hours. The aggregated PBMC demonstrated by red arrow 
under inverted microscopy (20X).

Fig. 2	 The average of absorbance value of PBMC stimulated with 1 µg/mL PHA and 5 µg/mL PHA for 
72 hours as compared between the control group and the internal test groups. Data were shown 
as mean ± SD of OD570/630 nm. (*p value < 0.05) 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร สง่ผลใหเ้กดิความผดิพลาดใน

การวดัคา่การดดูกลนืแสงเนือ่งจากการจบัตวัเปน็กลุม่

ก้อนของเซลล์ PBMC 

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC หลังถูกกระตุ้น

ด้วย PHA ที่ความเข้มข้นต่างกัน

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC ที่ถูก

กระตุน้ดว้ย PHA ทีค่วามเขม้ขน้ 1 และ 5 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร นาน 5 ชั่วโมง มีความใกล้เคียงกัน  
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โดยพบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ เท่ากับร้อยละ 

98.36 ± 0.84 และร้อยละ 94.35 ± 4.18 ตามลำ�ดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งพบอัตราการรอด

ชวีติของเซลล ์รอ้ยละ 98.27 ± 0.83 พบวา่ไมม่คีวาม

แตกต่างทางสถิติ (p value > 0.05) แสดงว่า PHA 

ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มี

ผลต่ออัตราการตายของเซลล์ PBMC 

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้น

ด้วย PHA ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่ระยะเวลาต่างกัน 

เซลล ์PBMC ทำ�ปฏกิริยิากบั PHA ทีค่วาม

เข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา  

1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมงตามลำ�ดับ ประเมินอัตราการ

เกิดกลุ่มก้อนเซลล์ต่อ low power field ใต้

กล้องจุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 10 เท่า รวมถึงตรวจสอบ

การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ PBMC ด้วยเทคนิค MTT  

พบมีการจับตัวกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC 

ภายหลังทำ�ปฏิกิริยากับ PHA ทั้งสองความเข้มข้น 

โดยเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 

5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีอัตราของขนาดกลุ่มก้อน

เซลล์ PBMC ที่ประเมินเป็นร้อยละต่อ low power 

field มากกว่าเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA 

ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Fig. 3)  

ส่วนผลการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ 

PBMC พบว่ากลุ่มเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย 

PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 

3, 4 และ 5 ชั่วโมงให้ผลค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง

กัน คือ 0.3005 ± 0.0350, 0.2991 ± 0.0341 และ 

0.2979 ± 0.0351 ตามลำ�ดบั ซึง่แสดงความแตกตา่ง

อยา่งมนียัสำ�คญัเมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ (0.2822 ± 

0.0390) (p value < 0.05) โดยกลุ่มเซลล์ PBMC  

ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่เวลา 3, 4 และ 5 ชั่วโมง แสดงความ 

แตกต่างจากกลุ่มเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ 

PHA นาน 1 ชั่วโมง (0.2814 ± 0.0283) อย่างมี 

นัยสำ�คัญ (p value < 0.05) (Fig. 4A) ส่วนกลุ่ม

เซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 

5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ผลค่าการดูดกลืนแสง 

ใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลา คือ 0.279 ± 0.0339, 

Fig. 3	Appearance of PBMC stimulated with 1 µg/mL PHA and 5 µg/mL PHA for 1, 2, 3, 4 and 5 
hours. The aggregated PBMC was observed under inverted microscopy at 10x
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Fig. 4	 The average of absorbance value of PBMC stimulated with (A) 1 µg/mL PHA and (B) 5 µg/mL 
PHA for 1, 2, 3, 4 and 5 hours as compared between the control group and the internal test 
groups. Data were shown as mean ± SD of OD 570/630 nm (*p value < 0.05)

Fig. 5	 The average of absorbance value of PBMC stimulated with (A) 1 µg/mL PHA and (B) 5 µg/mL 
PHA for 1, 2, 3, 4 and 5 hours. PHA-stimulated PBMC samples, incubated at different times, 
were changed medium and cultured for 72 hours. Data were shown as mean ± SD of OD 
570/630 nm and compared between the control group and the internal test groups. (*p value  
< 0.05)

0.2861 ± 0.0256, 0.2896 ± 0.0349, 0.2941 ± 

0.0331 และ 0.2858 ± 0.0248 ที่ 1, 2, 3, 4 และ 

5 ชั่วโมงตามลำ�ดับ ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p value > 0.05) เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ (0.2822 

± 0.0390) (Fig. 4B) นอกจากนี้กลุ่มเซลล์ PBMC 

ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตรที่เวลา 3, 4 และ 5 ชั่วโมงให้ผลค่าการ 

ดูดกลืนแสงมากกว่ากลุ่มเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยา

ร่วมกับ PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

นาน 1 ชั่วโมง อย่างมีนัยสำ�คัญ (p value < 0.05) 

หลงัการทำ�ปฏิกริยิารว่มกบั PHA ในสองความเขม้ขน้ 

ที่เวลาต่างกัน แล้วเปลี่ยนน้ำ�ยาและเพาะเลี้ยงเซลล์

ตอ่ไปอกี 72 ชัว่โมง พบว่าคา่การดดูกลนืแสงของกลุม่

เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA ความเข้ม

ข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในแต่ละชั่วโมง ให้ผล

ใกล้เคียงกันคือ 0.2283 ± 0.0454, 0.2393 ± 

0.0427, 0.2299 ± 0.045, 0.2248 ± 0.0506 และ 

0.2305 ± 0.0495 ตามลำ�ดับ ซึ่งที่เวลา 1, 4 และ  

5 ชั่วโมงแสดงความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยสำ�คัญ (p value < 0.05) (0.2445 ± 0.0585) 

(Fig 5A) ส่วนกลุ่มเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วม

กับ PHA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็

เวลา 5 ชั่วโมง ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุดเท่ากับ 

0.2359 ± 0.038 ซึ่งแตกต่างจากที่ 1 ชั่วโมง อย่าง

มีนัยสำ�คัญ (p value < 0.05)

นอกจากนี้เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วม

กับ PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

เป็นเวลา 1-3 ชั่วโมงให้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง

กัน คือ 0.218 ± 0.0278, 0.2171 ± 0.0335 และ 

0.2179 ± 0.0466 ตามลำ�ดับ ซึ่งกลุ่มเซลล์ PBMC 

ทีท่ำ�ปฏิกิรยิารว่มกบั PHA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมงแสดง

ความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p value < 0.05) (0.2445 ± 0.0585) โดยที่เวลา 

4 ชั่วโมง ให้ผลค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.2207 ± 

0.038 (Fig. 5B) เมือ่เปรยีบเทยีบคา่การดดูกลนืแสง

ของเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA ความ

เข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ชั่วโมง

เดียวกัน พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดได้ 

ใกลเ้คยีงกนั และไมแ่สดงความแตกตา่งอยา่งมนียัสำ�คญั 

แสดงวา่เวลาและความเขม้ขน้ทีต่า่งกนัไมม่ผีลตอ่การ

ตายของเซลล์ PBMC	

ผลการใช้ EDTA ร่วมในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ 

PBMC และ PHA ในช่วงต่างๆ 

เพื่อตรวจสอบการใช้สารคีเลต ต่อการรอด

ชีวิต การเกิดกลุ่มก้อน และการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ 

PBMC การทดลองนี้จึงแบ่งกลุ่มทดสอบออกเป็น  

4 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 คือเซลล์ PBMC ทำ�ปฏิกิริยาร่วม

กับ PHA กลุ่มที่ 2 ใช้ EDTA เพื่อล้างเซลล์ PBMC 

ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับ PHA กลุ่มที่ 3 ใช้ EDTA หลัง

การทำ�ปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC กับ PHA กลุ่ม

ที่ 4 ใช้ EDTA ร่วมในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC 

และ PHA โดยกลุ่มควบคุม คือ กลุ่มเซลล์ที่ไม่มีการ

ทำ�ปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC กับ PHA 

เนื่องจากผลการทดลองก่อนหน้าพบว่า 

PHA ที่ระดับความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส่งผลให้เกิดความผิดพลาดในการวัดค่าการดูดกลืน

แสงนอ้ยกวา่ PHA ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร การทดลองนี้จึงเลือกใช้ PHA ที่ความ

เขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร จากการทดลองตรวจ

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC ด้วยการย้อม 

trypan blue dye exclusion พบอัตราการรอดชีวิต

ของเซลล์ PBMC เท่ากับร้อยละ 92.7 ± 3.26,  

95.8 ± 7.75, 94.51 ± 5.15 และ 93.98 ± 11.76 

ตามลำ�ดับ โดยอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC 

ในกลุ่มที่ 1 และ 3 แสดงความแตกต่างอย่างมี 

นยัสำ�คญั (p value < 0.01) เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ 

(ร้อยละ 98.09 ± 3.03) (Fig. 6) ดังนั้นจะเห็นได้

ว่าการใช้ EDTA ในทั้ง 3 ช่วงเวลาให้ผลต่ออัตราการ

รอดชีวิตไม่แตกต่างกัน

อย่างไรก็ตามผลการทดสอบภายใต้กล้อง 

จุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 10 เท่าเพื่อดูลักษณะการเกิด

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ในกลุ่มเซลล์ 3 กลุ่มที่ใช้ 
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Fig. 6	Effect of EDTA on PHA-PBMC reaction. PBMC was cultured with 1 µg/mL PHA and a supple-
mentation of 2 mM EDTA at different times. The cell viability was analyzed by trypan blue assay. 
Data were shown the percentage of cell viability and compared between the control group and 
the internal test groups. (Mean ± SD and *p value < 0.05) 

Fig. 7	 The average of absorbance value of PBMC cultured with 1 µg/mL PHA and a supplementation 
of 2mM EDTA at different times. The OD measurement was analyzed by MTT assay. Data were 
shown as mean ± SD of OD 570/630 nm and compared between the control group and the 
internal test groups. The different letters (a, b, c and d) indicate a significant different.  
(p value < 0.05)

EDTA ในช่วงเวลาต่างกัน พบการเกิดกลุ่มก้อนของ

เซลล์ PBMC ทั้งสามกลุ่ม และในการศึกษาการเติม 

EDTA ในชว่งตา่งๆ ของการทำ�ปฏกิริยิาระหวา่งเซลล ์

PBMC กับ PHA ต่อการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ พบว่า

เซลล์ PBMC ในกลุ่มที่ 1 ให้ค่าการดูดกลืนแสงเป็น 

0.2354 ± 0.0453 ซึง่แตกตา่งจากกลุ่มที ่3 และกลุ่ม

ที่ 4 อย่างมีนัยสำ�คัญ (p value < 0.01) และเซลล์ 

PBMC ในกลุ่มที่ 2 ให้ค่าการดูดกลืนแสง เท่ากับ 

0.2496 ± 0.0664 ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มที่ 3 และ 4 

อย่างมนียัสำ�คญั (p value < 0.01) และใหค้า่ใกล้เคยีง
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กับกลุ่มควบคุม ส่วนเซลล์ PBMC ในกลุ่มที่ 4 ให้ค่า

การดูดกลืนแสงเป็น 0.2795 ± 0.0737 ซึ่งแตกต่าง

จากเซลล์ PBMC ในกลุ่มที่ 3 และกลุ่มควบคุมอย่าง

มนัียสำ�คญั (p value < 0.01) ในขณะทีเ่ซลล ์PBMC 

ในกลุ่มที่ 3 ให้ผลการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ต่ำ�ที่สุดใน 4 

กลุ่มโดยมีค่าเท่ากับ 0.2022 ± 0.0685 ซึ่งแตกต่าง

จากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญ (p value < 0.01) 

(Fig. 7) จากการทดลองนี้จะเห็นได้ว่าการใช้ EDTA  

ร่วมในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC กับ PHA ให้

ผลดีต่อการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC

วิจารณ์และสรุป
จากผลทดสอบการทำ�ปฏกิริยิาระหวา่งเซลล ์

PBMC ทีค่วามเขม้ขน้ตา่งกนัโดยใชค้วามเขม้ขน้ของ 

PHA ที่ 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบการจับตัว 

เป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ ซึ่งส่งผลต่อค่าการดูดกลืน

แสงที่วัดได้ โดยการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ 

PBMC เกิดจาก L-subunit ที่เป็นส่วนหนึ่งใน

โครงสร้างของ PHA ทำ�หน้าที่กระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์เมด็เลือดขาว รวมถงึเหนีย่วนำ�ใหเ้ซลลเ์มด็เลอืด

ขาวเกิดการเกาะกลุ่มกัน(9-11) ปัญหาการจับตัวเป็น 

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ทำ�ให้ผลการทดสอบด้าน

ภูมิคุ้มกัน (Immunomodulation) ที่ตรวจวัดด้วย

เทคนิค MTT เกิดการผิดพลาดได้ ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัย

จึงได้ทำ�การทดสอบเบื้องต้นเกี่ยวกับกลุ่มก้อนของ

เซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น

ต่างกัน โดยเลือกความเข้มข้นของ PHA ที่ 5 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร ซึง่เปน็ชว่งความเขม้ขน้ทีนิ่ยม

ใช้ในงานวิจัยทั่วไปที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบเซลล์ 

PBMC กับ PHA เปรียบเทียบกับ PHA ความ 

เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และวิเคราะห์ผล 

ค่าการดูดกลืนแสงในเทคนิค MTT โดยพบว่า PHA 

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีขนาดของ

กลุ่มก้อนของเซลล ์PBMC เลก็กว่าเมือ่เทยีบกบักลุม่

ก้อนของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA เข้มข้น 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อนำ�ไปตรวจสอบด้วย

เทคนคิ MTT พบวา่คา่การดดูกลนืแสงของกลุม่เซลล์

ในความเข้มข้นต่ำ�ให้ค่าสูงกว่าอย่างมีนัยสำ�คัญเมื่อ

เทียบกับกลุ่มเซลล์ ในความเข้มข้นมาตรฐาน (5 

ไมโครกรมัตอ่มลิลิลิตร) แสดงใหเ้หน็วา่กลุ่มก้อนของ

เซลล์ PBMC ส่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสง 

จากการทดสอบอตัราการรอดชวีติของเซลล ์

PBMC ด้วยเทคนิคการย้อมเซลล์ด้วย trypan blue 

ผลพบว่าเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA 

ทั้งสองความเข้มข้น มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ 

PBMC ไม่แตกต่างทางสถิติ (p value > 0.05) 

ซึ่งทำ�ให้ทราบว่า PHA ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีผลต่อการตายของเซลล์ 

PBMC และเมื่อเปรียบเทียบการทำ�ปฏิกิริยาระหว่าง

เซลล์เดี่ยว PBMC และ PHA ในความเข้มข้น 1 

และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ระยะเวลาต่างกัน  

พบว่ามีการจับตัวกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC 

หลังทำ�ปฏิกิริยากับ PHA ทั้งสองความเข้มข้น แต่ค่า

การดดูกลืนแสงทีว่ดัไดม้ค่ีาใกล้เคียงกัน แสดงวา่ความ

เขม้ขน้ของ PHA และระยะเวลาทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั

เซลล์ PBMC ไม่ส่งผลต่อการตายของเซลล์ PBMC 

โดยเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความ 

เข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้อัตราของขนาด

กลุ่มก้อนเซลล์ PBMC ที่ประเมินเป็นร้อยละต่อ  

low power field เพิ่มขึ้นเมื่อใช้เวลาในการทำ�

ปฏิกิริยานานขึ้น ในขณะที่ผลค่าการดูดกลืนแสงที่วัด

ได้ลดลง ในทางกลับกันเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้น

ด้วย PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ให้อัตราของขนาดกลุ่มก้อนเซลล์ PBMC ที่ประเมิน

เป็นร้อยละต่อ low power field เพิ่มขึ้นเมื่อใช้เวลา

ในการทำ�ปฏิกิริยานานขึ้น และค่าการดูกลืนแสงที่ 

วัดได้กลับสูงขึ้น ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า PHA ที่ความ

เข้มข้นน้อยนั้นอาจเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมกับ
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การกระตุ้นให้เซลล์ PBMC เพิ่มจำ�นวน แม้จะทำ�ให้

เกิดการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ เมื่อเปรียบ

เทยีบกับกลุม่กอ้นเซลล ์PBMC ทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั 

PHA ที่ความเข้มข้นสูง พบว่าขนาดของกลุ่มก้อน 

ที่ใหญ่ขึ้นส่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าการใช้ 

PHA ที่ความเข้มข้นต่ำ� 

นอกจากนี้เพื่อแก้ปัญหาการจับตัวเป็นกลุ่ม

ก้อนของเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA 

ในงานวิจัยของ Kay(9) ได้ทดลองนำ�สาร EDTA  

เข้ามาป้องกันการเปลี่ยนแปลงทางเมแทบอลิซึมของ

เซลล์ลิมโฟไซต์ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA และยังมี

การทดลองของ Alford(10) ที่พบว่า EDTA ความ 

เข้มข้น 1.6 - 2 มิลลิโมลาร์ สามารถยับยั้งการเหนี่ยวนำ� 

ให้เซลล์ลิมโฟไซต์เกาะกลุ่มกันได้ ดังนั้นในการ 

ทดลองครั้งนี้จึงนำ� EDTA ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

ซึ่งเป็นสารคีเลตมาใช้เพื่อลดการจับตัวของเซลล์ 

PBMC โดยตรวจสอบผลการรอดชีวิต การเกิดกลุ่ม

ก้อน และการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC ซึ่งพบ

ว่าการใช้ EDTA ในกลุ่มทดสอบทั้ง 3 กลุ่มให้ผล 

ต่ออัตราการรอดชีวิตไม่แตกต่างกัน และไม่มีความ

แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ อยา่งไรกต็ามผลการทดสอบ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 10 เท่า เพื่อดู

ลักษณะการเกิดกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC พบว่า 

ในกลุ่มที่ 3 ซึ่งใช้ EDTA เลี้ยงร่วมในปฏิกิริยาของ

เซลล์ PBMC กับ PHA ให้ผลการเกิดกลุ่มก้อนน้อย

ทีสุ่ด และเม่ือตรวจสอบคา่การดดูกลนืแสงดว้ยเทคนคิ 

MTT พบว่าการใช้ EDTA ในช่วงก่อนปฏิกิริยาหรือ

ร่วมในปฏิกิริยาของเซลล์ PBMC กับ PHA ให้ผลดี

ต่อการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC 
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