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บทคัดย่อ 

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (Plasmodium falciparum) เป็นสาเหตุหลกัของการเกิดโรค
มาลาเรียคิดเป็นร้อยละ 85 ของผูป่้วยทัว่โลก โดยในทุก ๆ ปี จะสามารถพบผูป่้วยรายใหม่ไดต้ลอด 
โปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a ถูกรายงานวา่มีส่วนเก่ียวขอ้งในกระบวนการรุกรานของ
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดง และการรายงานว่าโปรตีนชนิดใดเป็นปัจจยั
จ าเป็นและส าคญัท่ีสุดยงัคงเป็นท่ีถกเถียงกนัอยู่ จึงท าให้การพฒันาวคัซีนท่ีมีประสิทธิภาพในการ
รักษาโรคมาลาเรียยงัไม่ตรงจุด ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงได้ท าการศึกษาหาชนิดของโปรตีนท่ีน่าจะเป็น
ปัจจยัจ าเป็นและส าคญัส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในการรุกรานเขา้สู่เซลล์ โดย
ทดลองใช้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดจ านวน 4 ชนิด (Raji Jurkat U937 และ K562) จากผลการ
ทดลองพบวา่เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน
ชนิด CD235a มากท่ีสุด (ร้อยละ 92.28±5.71 และมีค่า Mean Fluorescent Intensity (MFI) เท่ากบั 
3.23±0.71) และเช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน
ชนิด CD108 มากท่ีสุด (ร้อยละ 58.72±11.89 และมีค่า MFI เท่ากบั 0.81±0.31) ในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เมด็เลือดท่ีใชใ้นการทดลอง นอกจากน้ีในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้งหมด 4 ชนิดสามารถพบการ
แสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 ไดใ้นทุก ๆ เซลล์ (ร้อยละ 99.75±0.16 ถึง 99.91±0.07 และมีค่า 
MFI เท่ากับ14.97±0.11 ถึง 22.63±9.60) ในการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถ
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รุกรานเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ไดม้ากท่ีสุด (ร้อยละ 1.69 ท่ี 24 ชัว่โมง) 
รองลงมาคือในเช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji (ร้อยละ 0.31 ท่ี 24 ชัว่โมง) และ Jurkat (ร้อยละ 
0.26 ท่ี 24 ชัว่โมง) ตามล าดบั และไม่พบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเลยในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 (ร้อยละ 0.00) อย่างไรก็ตามพบว่าเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมยงัไม่
สามารถพฒันาเจริญเติบโตไดใ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีใช้ในการทดลอง ซ่ึงจาก
ผลการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมข้างต้น ท าให้ตั้ ง
สมมุติฐานได้ว่าการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a น่าจะเป็นปัจจยัจ าเป็นและส าคญัส าหรับ
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในการรุกรานเขา้สู่เซลล ์เพื่อพิสูจน์สมมุติฐาน ดงันั้นจึงไดมี้
การทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและมีการ
แสดงออกของโปรตีนชนิดท่ีสนใจ ไดแ้ก่ โปรตีนชนิด CD235a มากกว่าปกติ โดยอาศยัการกระตุน้
ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM จากผลการทดลองพบวา่มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ
โปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ร้อยละ 14.28±2.51 (เพิ่มข้ึน 2.80 เท่าของเซลล์ปกติ ท่ีเป็นชุด
ควบคุมการทดลอง) และมีค่า MFI เท่ากบั 1.28±1.80 อย่างไรก็ตามมีการรายงานวา่ฮีมินมีความเป็น
พิษต่อเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและท าให้เช้ืออ่อนแอ จึงท าให้มีการทดลองถ่ายโอนพลาสมิด
ส าหรับกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a โดยกลุ่มเซลล์ท่ีได้รับพลาสมิดส าหรับ
กระตุน้การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a มีจ านวนท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a 
ร้อยละ 17.84±4.79 (เพิ่มข้ึน 2.36 เท่าของเซลล์ท่ีถูกถ่ายโอนพลาสมิดท่ีไม่มียีน ท่ีเป็นชุดควบคุมการ
ทดลอง) และมีค่า MFI เท่ากบั 11.10±2.47 (เพิ่มข้ึน 4.42 เท่าของเซลล์จากชุดควบคุมการทดลอง) 
หลงัจากทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในเซลล์แต่ละกลุ่ม 
สามารถพบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยู่ภายในเซลล์ได้เฉพาะในกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a โดยอาศยัการถ่าย
โอนพลาสมิด ดงันั้นจากผลการทดลองทั้งหมดท าให้เช่ือไดว้า่โปรตีนชนิด CD235a น่าจะเป็นโปรตีน
ท่ีจ าเป็นและส าคญัท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในการรุกรานเขา้สู่เซลล ์
เมด็เลือดแดงหรือเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลลเ์มด็เลือดแดง ซ่ึงองคค์วามรู้ดงักล่าวอาจน าไปใชใ้นการพฒันา
ยาหรือวคัซีนตา้นเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมให้ตรงจุด โดยอา้งอิงโปรตีนชนิด CD235a เป็น
เป้าหมายหลักเพื่อยบัย ั้งไม่ให้เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงและ
เจริญเติบโตเพิ่มจ านวนในผูป่้วยได ้
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ABSTRACT 

Plasmodium falciparum is a major causative pathogen of the infectious disease known as 
malaria which is accounting for 85 percent of worldwide malaria patients. CD108, CD147, and 
CD235a proteins have been reported as particular receptors for P. falciparum invasion, however, the 
different importance of each receptor required for P. falciparum invasion are matters of subject 
debates impeding the development of effective vaccine candidates. To determine the expression 
level of those receptors in other hematopoietic cell lines for using as a model to assess the 
importance of each receptor involved in P. falciparum invasion, four leukemic cell lines (Raji, 
Jurkat, U937 and K562) were employed in the experiments. As a result, we detected the highest 
percent of cell with CD235a protein expression in U937 (92.28±5.71) with 3.23±0.71 MFI (Mean 
Fluorescent Intensity) while the highest percent of cell with CD108 protein expression was observed 
in Jurkat (58.72±11.89, MFI=0.81±0.31). However, CD147 protein ubiquitously expressed in every 
leukemic cell line (99.75±0.16 to 99.91±0.07%, MFI=14.97±0.11 to 22.63±9.60) used in this study. 
Then, four leukemic cell lines were used for the capability test of P. Falciparum invasion. Results 
showed the highest percent of parasitemia in U937 (1.69 percent at 24-hour post co-culture) 
treatment, followed by Raji (0.31% at 24-hour post co-culture), Jurkat (0.26% at 24-hour post 
infection) and no detectable parasitemia in K562 (0.00%). Moreover, P. falciparum in cytoplasm of 
cell line seemed unhealthy and underwent abnormal development in every single cell line observed. 
Accordingly, we hypothesized whether CD235a protein expression might be the most crucial 
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receptor for P. falciparum invasion. This was proven by hemin treatment in K562 to induce the 
hemoglobin synthesis resulting in the increase of CD235a protein expression. Moreover, a number 
of 20µM hemin treated K562 with CD235a protein expression was 14.28±2.51% (increased 2.80 
folds from normal K562) and MFI=1.28±1.80. However, hemin has been reported as a causative 
chemical agent toxic to P. falciparum, thus K562 overexpressing CD235a protein was conducted on 
cell surface by transfection. The results showed a number of CD235a-overexpressed K562 with 
CD235a protein expression was 17.84±4.79% (increased 2.36 folds from empty plasmid-transfected 
K562) with 11.10±2.47 MFI (increased 4.42 folds from empty plasmid-transfected K562). After 
invasion experiment, P. falciparum was found in cytoplasm of only CD235a overexpressed K562 
cell line. According to the above results, we presumed that CD235a protein might be the most 
crucial protein for P. falciparum during invasion in both of RBCs and other cell types. Our 
hypothesis might be used as a basic knowledge for developing effective vaccine candidates against 
the emergence of P. falciparum resistance. 
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บทที ่1 

บทน าและวตัถุประสงค์ 

1.1 ทีม่าและความส าคัญ 

มาลาเรียเป็นโรคติดเช้ือท่ีเป็นปัญหาทางสาธารณะสุขท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของโลก องคก์ารอนามยัโลก
ไดร้ายงานการแพร่ระบาดและการเสียชีวิตของผูป่้วยโรคน้ีทัว่โลกอยูต่ลอดในทุก ๆ ปี โดยตั้งแต่ในปี 
ค.ศ.2002 ไดมี้การประมาณการณ์วา่มีผูท่ี้ป่วยเป็นโรคน้ีถึง 300-500 ลา้นราย และเสียชีวิตมากกวา่ 2.7 
ลา้นคนในแต่ละปี และจากขอ้มูลล่าสุดในปี ค.ศ.2017 ระบุว่ามีผูท่ี้ป่วยเป็นโรคน้ีประมาณ 203-262 
ลา้นราย และเสียชีวิตประมาณ 4.35 แสนคน ซ่ึงจากขอ้มูลแสดงให้เห็นถึงจ านวนผูเ้สียชีวิตจากโรค
มาลาเรียท่ีลดลงเป็นอยา่งมาก (ในช่วงปี ค.ศ.2010-2017 จ านวนผูเ้สียชีวิตลดลงถึงร้อยละ 28) และ
จ านวนผูท่ี้ป่วยเป็นโรคมาลาเรียก็ลดลงเช่นเดียวกนั (ในช่วงปี ค.ศ.2010-2017 มีจ านวนผูท่ี้ป่วยเป็น
โรคมาลาเรียลดลงร้อยละ 18) (Gardner, 2002; Narain, 2008; WHO, 2018) อยา่งไรก็ตามจากอดีต
จนถึงปัจจุบนัน้ี ยงัไม่มียาหรือวคัซีนชนิดใดท่ีสามารถใชใ้นการตา้นทานและควบคุมเช้ือท่ีเป็นสาเหตุ
ของโรคมาลาเรียท่ีไดผ้ลแน่นอน จึงท าใหย้งัสามารถพบผูป่้วยโรคน้ีไดเ้ร่ือย ๆ ในทุก ๆ ปี การระบาด
ของโรคมาลาเรียพบไดม้ากในประเทศเขตร้อนโดยเฉพาะในประชากรในแถบแอฟริกาและเอเชีย ซ่ึง
มีผูอ้ยูอ่าศยัประมาณ 40-50 % ของประชากรโลก (Snow et al., 2005) โรคมาลาเรียมีสาเหตุหลกัมา
จากการติดเช้ือปรสิตในจีนัสพลาสโมเดียม (Plasmodium spp.) ซ่ึงท่ีพบว่าก่อโรคได้ในมนุษย์
ประกอบไปดว้ยเช้ือ Plasmodium falciparum P. vivax P. ovale P. malariae และ P. knowlesi โดยเช้ือ
จะถูกส่งผา่นเขา้สู่มนุษยโ์ดยการกดัของยุงกน้ปล่อง (Anopheles) (Qidwai, 2014; Winzeler, 2008) มี
การศึกษาและรายงานวา่ในแถบภูมิภาคเอเชียตะวนัออก ซ่ึงรวมถึงประเทศไทยนั้น เช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัม (P. falciparum) เป็นเช้ือท่ีมีการระบาดและก่อใหเ้กิดอตัราการเสียชีวิตสูงท่ีสุด โดยเฉพาะ
ในเด็กท่ีมีอายุต  ่ากว่า 5 ปี โดยผูป่้วยจะมีอาการ มีไขสู้งหนาวสั่นและเกิดภาวะซีด มีปัญหาเก่ียวกบั
ระบบประสาท ซ่ึงบางรายอาจถึงขั้นเสียชีวิตได ้อีกทั้งเช้ือชนิดน้ียงัด้ือต่อยาตา้นเช้ือมาลาเรียท่ีใชอ้ยู่
ในปัจจุบนั (Gardner, 2002; Haldar et al., 2018; Mita and Tanabe, 2012; Verdrager, 1986)  
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จนถึงปัจจุบนัน้ีมีการศึกษามากมายท่ีมุ่งหาวธีิท่ีจะช่วยป้องกนัและควบคุมการระบาดของโรคมาลาเรีย 
ซ่ึงแบ่งเป็นการศึกษาในส่วนของพาหะของโรค คือ ยุงกน้ปล่อง และการศึกษาตวัเช้ือพลาสโมเดียม
ทั้งในแง่ชีววิทยาและกระบวนการก่อโรค ตลอดจนการคน้หาวคัซีนเพื่อป้องกนัเช้ือมาลาเรียและการ
คิดคน้ยาตา้นเช้ือมาลาเรียใหม่ ๆ อย่างไรก็ตาม มีการพบว่าการรักษาด้วยยาหลายชนิดไม่สามารถ
รักษาโรคน้ีไดใ้นผูป่้วยบางราย ซ่ึงอาจเป็นผลเน่ืองมาจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของยาในร่างกาย
ของผูป่้วยและท่ีส าคญัคือการด้ือต่อยาของเช้ือพลาสโมเดียม (Baird, 2005; Haldar et al., 2018; Mita 
and Tanabe, 2012) และจนถึงปัจจุบนัก็ยงัไม่มีวคัซีนป้องกนัโรคมาลาเรียท่ีใชไ้ดผ้ล 

การเพาะเล้ียงเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในปัจจุบนัน้ี ท าไดโ้ดยการน าเช้ือมาเพาะเล้ียงในหลอด
ทดลองให้แบ่งเพิ่มจ านวนในเซลล์เม็ดเลือดแดงมนุษย์ ซ่ึงเป็นเซลล์เป้าหมาย วิธีน้ีสามารถน ามาใช้
เป็นแบบจ าลองในการศึกษากระบวนการการติดเช้ือท่ีเกิดข้ึนในร่างกายมนุษย ์และการศึกษาทางดา้น
อณูชีววิทยาของเซลล์ ซ่ึงมีประโยชน์ในการคิดคน้วคัซีนและยาตา้นเช้ือตลอดจนการศึกษาการด้ือยา 
(Ahn et al., 2008; Biswas et al., 1988; Lambros and Vanderberg, 1979) มีงานวิจยัท่ีคน้พบวา่มี
โปรตีนบางชนิดบนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบักระบวนการการรุกรานเขา้สู่เซลล์
เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ไดแ้ก่ โปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a 
(Bartholdson et al., 2013; Magowan et al., 1988; Pasvol et al., 1982) นอกจากน้ีเซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เมด็เลือดแดง K562 ท่ีเป็นเซลล์เพาะเล้ียง (cell line) กลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด (leukemic cell) 
เคยถูกรายงานวา่สามารถถูกกระตุน้ให้มีการสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์ และมีการเพิ่ม
ระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผวิของเซลลไ์ดด้ว้ยสารเคมี ไดแ้ก่ โซเดียม บิวทิเรต 
(Sodium butyrate) และฮีมิน (Hemin) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีแสดงลกัษณะของเม็ดเลือดแดง (Baliga et al., 
1993; Cioe et al., 1981; Dean et al., 1981; Hiep et al., 2012; Witt et al., 2000) องคค์วามรู้เหล่าน้ี
น าไปสู่ท่ีมาของวตัถุประสงคข์องงานวจิยัน้ี ซ่ึงเป็นการศึกษาการน าเซลล์เพาะเล้ียง กลุ่มเซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ มาตรวจสอบระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีพบบนผิวเซลล์เม็ดเลือด
แดงและมีส่วนเก่ียวขอ้งกบักระบวนการการรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัม จากนั้นน าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแต่ละชนิดมาทดสอบความสามารถในการรุกราน
ของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม เพื่อศึกษาหาชนิดของโปรตีนท่ีคาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็น
ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัเพื่อรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ี
ไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดง และทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง K562 ท่ีเคยถูกรายงาน
วา่มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบัเซลล์ระยะตน้ท่ีก าลงัจะพฒันาไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดง (Andresson et 
al.,1979; Ohshima, 2016; Zon, 2001) ซ่ึงเป็นเซลล์เพาะเล้ียง กลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดท่ีมี
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ความใกลชิ้ดกบัความเป็นเซลลเ์มด็เลือดแดงมากท่ีสุดท่ีมีในหอ้งปฏิบติัการ ให้มีการสร้างฮีโมโกลบิน
ดว้ยสารเคมีดงักล่าวขา้งตน้ นอกจากน้ี เพื่อยืนยนัความส าคญัของโปรตีนท่ีคาดวา่น่าจะส าคญัต่อการ
รุกรานของเช้ือมาลาเรีย ผูว้จิยัไดท้ดลองสร้างพลาสมิดลูกผสม (recombinant plasmid) ส าหรับกระตุน้
การแสดงของโปรตีนชนิดท่ีสนใจ โดยเลือกชนิดของโปรตีนจากผลการทดลองท่ีแสดงว่าโปรตีน
ชนิดนั้นน่าจะเก่ียวขอ้งในกระบวนการการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมากท่ีสุด และ
ถ่ายโอนพลาสมิดดงักล่าวเขา้สู่เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดง K562 ก่อนท่ีจะน าเซลล์มะเร็งเช้ือสาย
มะเร็งเม็ดเลือดแดง K562 แต่ละกลุ่มมาทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัมอีกคร้ัง เพื่อยืนยนัชนิดของโปรตีนท่ีคาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็นท่ีสุดส าหรับเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัเพื่อรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์
เมด็เลือดแดง 

ซ่ึงองค์ความรู้ท่ีไดอ้าจจะท าให้ทราบชนิดท่ีแน่นอนของโปรตีนท่ีมีความส าคญัและจ าเป็นมากท่ีสุด
ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัเพื่อรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ี
ไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดง เพื่อเป็นแนวทางพื้นฐานในการสร้างและพฒันายาตา้นเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัมให้ตรงจุด โดยอ้างอิงจากชนิดของโปรตีนท่ีส าคัญและจ าเป็นมากท่ีสุดส าหรับเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งใชใ้นกระบวนการการรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ี
ไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดงเป็นเป้าหมายหลกั เพื่อยบัย ั้งไม่ให้เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถ
รุกรานเขา้สู่เซลลเ์มด็เลือดแดงและเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนในผูป่้วยได ้

1.2 วตัถุประสงค์ของการศึกษา 

1.2.1 เพื่อตรวจสอบระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการการ
รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ไดแ้ก่ โปรตีนชนิด CD108 CD147 
และ CD235a บนผิวเซลล์ ในเซลล์เพาะเล้ียง กลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด และทดสอบ
ความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในกลุ่มเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด
ดงักล่าว เพื่อตั้งสมมุติฐานวา่โปรตีนชนิดใดบนผิวของเซลล์ท่ีคาดวา่มีความส าคญัและจ าเป็นส าหรับ
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัเพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่
เซลลเ์มด็เลือดแดง 

1.2.2 เพื่อทดลองกระตุ้นการสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์ และการเพิ่มการ
แสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง K562 ท่ีเป็นเซลล์เพาะเล้ียง 
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กลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดท่ีมีความใกล้ชิดกบัความเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดงมากท่ีสุดท่ีมีใน
หอ้งปฏิบติัการดว้ยสารเคมี 

1.2.3 เพื่อทดลองกระตุน้การแสดงของโปรตีนท่ีสนใจท่ีคาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็นมาก
ท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัเพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือ
เซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดงจากผลการทดลองก่อนหนา้น้ี ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง 
K562 โดยอาศยัการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมส าหรับการกระตุน้การแสดงของโปรตีนท่ีสนใจใน
เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดง K562 และทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัมในกลุ่มเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดง K562 แต่ละกลุ่ม ทั้งกลุ่มท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารเคมี
และกลุ่มท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด 
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บทที ่2 

ทบทวนเอกสาร 

2.1 มาลาเรีย 

มาลาเรียเป็นโรคติดเช้ือท่ีเก่าแก่ชนิดหน่ึงของโลก มีรายงานการปรากฏของโรคน้ีในหลายหลาก
สถานท่ีและหลายช่วงเวลาในอดีต ไดแ้ก่ ในเอกสารของชาวจีนเม่ือ 2,700 ปีก่อน ค.ศ. ในแผ่นจารึก
สมยัยุคเมโสโปเตเมีย (Mesopotamia) เม่ือ 2,000 ปีก่อน ค.ศ. ในกระดาษปาปิรัส (papyrus) ของชาว
อียิปเม่ือ 1,570 ปีก่อน ค.ศ. และในเอกสารของชาวฮินดูเม่ือ 600 ปีก่อน ค.ศ. ซ่ึงในตอนนั้นมีการ
รายงานว่าผูป่้วยจะมีอาการไขห้นาวสั่น สุขภาพอ่อนแอ และมา้มโต โดยมกัพบผูท่ี้ป่วยเป็นโรคน้ีใน
กลุ่มคนท่ีพกัอาศยับริเวณหนองบึง ต่อมาจึงมีการเขา้ใจผิดว่าโรคดงักล่าวมีสาเหตุเกิดมาจากมลพิษ
บริเวณหนองน ้ า จึงเรียกโรคดงักล่าวน้ีวา่ “มาลาเรีย” ท่ีเป็นภาษาอิตาลี แปลวา่ อากาศท่ีไม่ดี (spoiled 
air) จนกระทั้งในปี ค.ศ.1676 Antoni van Leeuwenhoek ไดร้ายงานการคน้พบแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุ
ของโรคดงักล่าว (ในอดีตจุลชีพทั้งหมดถูกเรียกเหมารวมวา่แบคทีเรีย) จึงท าให้ทราบวา่โรคมาลาเรีย
เป็นโรคติดเช้ือตั้งแต่ตอนนั้น หลงัจากนั้นก็ไดมี้ความพยายามในการศึกษาแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของ
โรคมาลาเรียโดย Louis Pasteur และ Robert Koch ในช่วงปี ค.ศ.1878-1879 และต่อมาในปี ค.ศ.1880 
Charles Louis Alphonse Laveran ไดร้ายงานการคน้พบเช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย ซ่ึง
เป็นส่ิงมีชีวติกลุ่มโปรโตซวั (protozoa) จากรายงานของ Ronald Ross ในปี ค.ศ.1897 เป็นรายงานแรก
ท่ีระบุวา่เช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียในสัตวปี์ก (Plasmodium relictum) จ  าเป็นตอ้งอาศยั
ยุงเป็นพาหะ และหลงัจากนั้นในช่วงปี ค.ศ.1898 และ 1900 จึงเร่ิมมีการรายงานเก่ียวกบัโรคมาลาเรีย
ในมนุษย ์(Cox, 2010; Lane, 2015) 

ปัจจุบนัมาลาเรียเป็นโรคติดเช้ือท่ีเป็นปัญหาทางสาธารณะสุขท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของโลก องค์การ
อนามยัโลกได้รายงานการแพร่ระบาดและการเสียชีวิตของผูป่้วยโรคน้ีทัว่โลกอยู่ตลอดในทุก ๆ ปี 
โดยในปี ค.ศ.2002 ไดมี้การประมาณการณ์วา่มีจ านวนผูท่ี้ป่วยเป็นโรคน้ีถึงประมาณ 300-660 ลา้นราย 
และในปี ค.ศ.2017 มีการรายงานว่ามีจ านวนผูท่ี้ป่วยเป็นโรคน้ีประมาณ 203-262 ลา้นราย (Snow et 
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al., 2005; WHO, 2018; Winzeler, 2008) การระบาดของโรคมาลาเรียพบไดม้ากในประเทศเขตร้อน
โดยเฉพาะในประชากรในแถบแอฟริกาและเอเชีย ซ่ึงมีผูอ้ยู่อาศยัประมาณร้อยละ 40-50 ของ
ประชากรทัว่โลก (Snow et al., 2005) โรคมาลาเรียมีสาเหตุหลกัมาจากการติดเช้ือปรสิตในจีนัส 
พลาสโมเดียม (Plasmodium spp.) ซ่ึงเช้ือปรสิตท่ีพบว่าก่อโรคได้ในมนุษย์ ประกอบไปด้วย 
Plasmodium falciparum P. vivax P. ovale P. malariae และ P. knowlesi โดยเช้ือจะถูกส่งผา่นเขา้สู่
มนุษยโ์ดยการกดัของยุงกน้ปล่อง (Anopheles) (Qidwai, 2014; Winzeler, 2008) ในประเทศไทย เช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (P. falciparum) เป็นเช้ือท่ีมีความรุนแรงมากท่ีสุดและก่อให้เกิดการ
เสียชีวิตในผูป่้วยโรคมาลาเรียได ้(Parker et al., 2015) โดยเฉพาะในเด็กท่ีมีอายุต  ่ากวา่ 5 ปี โดยผูป่้วย
จะมีอาการ มีไขสู้งหนาวสั่นและเกิดภาวะซีด มีปัญหาเก่ียวกบัระบบประสาท ซ่ึงบางรายอาจถึงขั้น
เสียชีวิตได ้อีกทั้งเช้ือชนิดน้ียงัพบว่าสามารถด้ือต่อยาตา้นเช้ือมาลาเรียท่ีถูกใช้อยูอ่ย่างแพร่หลายมา
ตั้งแต่ในอดีตจนถึงปัจจุบนั เช่น คลอโรควิน (chloroquine) เมโฟลควิน (mefloquine) ควินิน (quinine) 
และลูมีแฟนทรีน (lumefantrine) เป็นตน้ (Gardner, 2002; Haldar et al., 2018; Mita and Tanabe, 
2012; Verdrager, 1986) 
 
2.2 เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมีแหล่งก าเนิดมาจากทวีปแอฟริกา โดยเป็นสาเหตุของการเกิดโรค
มาลาเรียร้อยละ 99.7 ของผูป่้วยในแถบทวีปแอฟริกา ร้อยละ 62.8 ของผูป่้วยในแถบทวีปเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต ้ร้อยละ 69.0 ของผูป่้วยในบริเวณเมดิเตอร์เรเนียนตะวนัออก และร้อยละ 71.9 ของ
ผูป่้วยในบริเวณแปซิฟิกตะวนัตก (WHO, 2019) เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถแพร่ระบาดได้
โดยอาศยัยุงก้นปล่องเป็นพาหะ ส าหรับระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม
สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ระยะหลกัตามรูปร่างลกัษณะของเช้ือในวฏัจกัร erythrocytic cycle หรือ  
blood stage โดยเร่ิมตน้จากเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะริง (ring) ท่ีตวัเช้ือจะมีรูปร่าง
ลกัษณะคลา้ยวงแหวนท่ีมีหัวเพชร หลงัจากนั้นเช้ือจะพฒันาตวัเองดว้ยการสร้างและขยายขอบเขต
ของไซโทพลาซึมของเ ช้ือ เข้า สู่ระยะโทรโฟซอยต์ ( trophozoite)  และต่อจากนั้ น เ ม่ือเ ช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมพฒันาตวัเองให้แก่ข้ึน จะเขา้สู่ระยะไชซอนต์ (schizont) ท่ีไซโทพลาซึม
ของเช้ือจะมีสีเขม้ข้ึน แลว้มีลกัษณะจุด ๆ ภายในตวัไซโทพลาซึมของเช้ือ โดยจุดดงักล่าวท่ีสังเกตได้
คือ เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมระยะเมอโรซอยต ์(merozoite) เม่ือเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมใน
ระยะไชซอนตแ์ก่เต็มท่ี ตวัเช้ือจะแตกและปลดปล่อยเมอโรซอยต์ออกมาจ านวนมาก ประมาณ 12-24 
เมอโรซอยต์ต่อ 1 ไชซอนต ์และเมอโรซอยต์ดงักล่าวจะเคล่ือนท่ีเพื่อไปรุกรานเขา้สู่เซลล์เป้าหมาย
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ต่อไป อย่างไรก็ตามในบางกรณีท่ีสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมส าหรับตวัเช้ือ เช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมก็สามารถพฒันาตวัเองเขา้สู่ระยะแกมีโทไซต ์(gametocyte) ได ้ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1  

ในมนุษยท่ี์ไดรั้บเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่ร่างกาย เร่ิมตน้จากการท่ีมนุษยถู์กยุงกน้ปล่องท่ี
เป็นพาหะกดัและปล่อยเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะสปอโรซอยต ์(sporozoite) ท่ีไดจ้ากการ
เพิ่มจ านวนภายในตวัยุงแบบอาศยัเพศในวฎัจกัรท่ีเรียกว่า sporogonic cycle เข้าสู่กระแสเลือด 
จากนั้นสปอโรซอยต์จะเคล่ือนท่ีไปตามระบบหมุนเวียนโลหิตเพื่อเดินทางไปบริเวณตบัและรุกราน
เขา้สู่เซลลต์บั เพื่อเพิ่มจ านวนและพฒันาตวัเอง โดยเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมจะตอ้งมีการพฒันา
ตวัเองท่ีบริเวณเซลลต์บัของมนุษยก่์อน ซ่ึงเป็นวฎัจกัรท่ีเรียกวา่ exo-erythocytic cycle หรือ liver stage 
แล้วจึงสร้างและปล่อยเมอโรซอยต์ออกมา เพื่อรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงต่อไป เขา้สู่วฏัจกัร 
erythrocytic cycle หรือ blood stage ท่ีเป็นระยะท่ีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเพิ่มจ านวนแบบไม่
อาศยัเพศในเซลล์เม็ดเลือดแดง โดยเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมจะมีการพฒันาตวัเองในเซลล์ 
เม็ดเลือดแดงและปลดปล่อยเมอโรซอยต์จ  านวนมากออกมา และเมอโรซอยต์ท่ีไดจ้ะไปรุกรานเขา้สู่
เซลล์เม็ดเลือดแดงเซลล์ใหม่ต่อไปวนเวียนเป็นวฎัจกัร ก่อนท่ีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมจะมีการ
พฒันาตัวเองเข้าสู่ระยะแกมีโทไซต์ เพื่อกลับไปเพิ่มจ านวนภายในตัวยุงแบบอาศัยเพศ เม่ือมี 
ยุงก้นปล่องมากดัและรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมระยะแกมีโทไซต์จากผูป่้วย ดังภาพท่ี 2.2 
(Bousema et al., 2014; Cox, 2010; Kalanon and McFadden, 2010) นอกจากน้ีมีการรายงานวา่เช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอาจจ าเป็นตอ้งอาศยัตวัจบั (receptor) บนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงในการ
รุกรานเขา้สู่เซลลเ์มด็เลือดแดง โดยโปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a ถูกรายงานวา่น่าจะเป็น
ตวัจบัท่ีส าคญั (Bartholdson et al., 2013; Crosnier et al., 2011; Pasvol et al., 1982) 
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ภาพที ่2.1 ระยะต่าง ๆ ของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (Coatney et al., 1971) 
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ภาพที ่2.2 วฏัจกัรชีวติของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (Su et al., 2007) 
 

2.3 การรักษาผู้ป่วยโรคมาลาเรียทีม่ีสาเหตุมาจากเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

ในปัจจุบนัมีแนวทางในการรักษาผูป่้วยโรคมาลาเรียท่ีไดรั้บเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและการ
ควบคุมการแพร่ระบาดของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ประกอบด้วยการใช้ยาต้านเช้ือปรสิต
ดงักล่าวโดยตรง และการให้วคัซีนในเด็ก เพื่อให้เด็กมีภูมิคุม้กนัต่อโรคมาลาเรียท่ีมีสาเหตุเกิดจาก
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

2.3.1   การรักษาผู้ป่วยโรคมาลาเรียโดยอาศัยการใช้ยาต้านเช้ือ 

ในปัจจุบนัมียาต้านเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีถูกใช้กนัอย่างแพร่หลายทัว่โลก
มากมาย โดยยาชนิดหลัก ๆ ท่ี ถูกใช้ในปัจจุบันจะเป็นยาในกลุ่มยาอาร์เทมิซินิน 
(artemisinin) ท่ีเป็นกลุ่มอนุพนัธ์ุยาท่ีแยกสกดัไดจ้ากใบของตน้พืช Artemisia annua ซ่ึง
มีการรายงานวา่มีประสิทธิภาพในการต่อตา้นเช้ือปรสิตจีนสัพลาสโมเดียม โดยเฉพาะ
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย อนุพนัธ์ุยาอาร์เทมิซินินถูก
คน้พบโดยนกัวทิยาศาสตร์ชาวจีนช่ือ Tu Youyou โดยใชก้ระบวนการสกดัท่ีอุณหภูมิต ่า 
และยาท่ีสกดัไดมี้ช่ือเรียกวา่ Qinghaosu (Su and Miller, 2015) ปัจจุบนัองคก์ารอนามยั
โลกได้มีการแนะน าให้ใช้กลุ่มยาอาร์เทมิซินินเป็นยาทางเลือกชนิดแรก ๆ ในการ
บ าบดัรักษาผูป่้วยจากการติดเช้ือมาลาเรียท่ีมีสาเหตุจากเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ี
มีอาการไม่ซับซ้อนหรือรุนแรง โดยตัวกลุ่มยาดังกล่าวสามารถลดจ านวนเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 3 วนัแรกของการรักษา อยา่งไรก็ตาม
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ผูป่้วยยงัคงตอ้งไดรั้บกลุ่มยาน้ีอยา่งต่อเน่ืองร่วมกบัใชย้าตา้นเช้ือมาลาเรียชนิดอ่ืน ๆ ดว้ย 
(artemisinin-based combination therapies; ACTs) เช่น คลอโรควิน (เป็นยากลุ่ม  
4-aminoquinoline) เมโฟลควิน (เป็นยากลุ่ม amino alcohol) และลูมีแฟนทรีน (เป็นยาก
ลุ่ม amino alcohol) จนกระทัง่อาการของผูป่้วยดีข้ึน อย่างไรก็ตามในปี ค.ศ.2015 มี
รายงานเร่ืองการด้ือยาอาร์เทมิซินินของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมใน 5 ประเทศของ
ลุ่มแม่น ้ าโขง ไดแ้ก่ กมัพูชา ลาว พม่า ไทย และเวียดนาม และมีความเส่ียงท่ีการด้ือยาน้ี
จะกระจายไปยงัภูมิภาคอ่ืน ๆ ดว้ย ทั้งน้ีเป็นผลมาจากปัจจยัหลายประการ เช่น การใชย้า
อยา่งไม่เป็นไปตามหลกัมาตรฐานของการรักษา และการกลายพนัธ์ุ (mutation) ของเช้ือ
จนน าไปสู่การด้ือยา เป็นตน้ (Haldar et al., 2018; Imwong et al., 2017; Basu and Sahi, 
2017; Qidwai, 2014; Su and Miller, 2015) 

2.3.2   การควบคุมการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรียโดยอาศัยการใช้วคัซีน 

ตั้งแต่ในช่วงปี ค.ศ.1960 นกัวิทยาศาสตร์ไดเ้ร่ิมมีแนวคิดในการพฒันาสร้างวคัซีนเพื่อ
ใช้ในการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรีย โดยเร่ิมจากการศึกษาการสร้าง
ภูมิคุม้กนัในหนูท่ีไดรั้บเช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียในระยะสปอโรซอยต ์
และวิเคราะห์กลไกของระบบภูมิคุม้กนัท่ีเกิดข้ึนในโมเดลหนู จนกระทัง่ในปี ค.ศ.1975 
ไดมี้รายงานของ Clyde ท่ีระบุว่าไดท้  าการศึกษาการสร้างภูมิคุม้กนัในมนุษยท่ี์ไดรั้บ
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและเช้ือพลาสโมเดียม ไวแวกซ์ (P. vivex) โดยพบว่า
ความสามารถในการป้องกนัและตา้นทานเช้ือในอาสาสมคัรจะเพิ่มข้ึน เม่ืออาสาสมคัร
ถูกกดัโดยยุงก้นปล่องท่ีมีเช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียจ านวนหลาย ๆ คร้ัง 
นอกจากน้ียงัมีการระบุหาชนิดของโปรตีนบนผิวของเซลล์ของเช้ือพลาสโมเดียมใน
ระยะสปอโรซอยต์ (circumsporozoite protein; CS) จนน าไปสู่การโคลนและหาล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีควบคุมการสร้างโปรตีนชนิดดังกล่าวได้ส าเร็จ เพื่อน ามาใช้
ออกแบบวคัซีนท่ีจ าเพาะต่อเช้ือพลาสโมเดียมในระยะสปอโรซอยต์ (Clyde, 1975) 
หลงัจากนั้นจึงมีการออกแบบวคัซีนท่ีจ าเพาะต่อเช้ือพลาสโมเดียมในระยะอ่ืน ๆ ออกมา 
(Coelho et al., 2017) วคัซีน SPf66 เป็นวคัซีนต่อตา้นโรคมาลาเรียท่ีมีสาเหตุมาจาก
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมชนิดแรกท่ีถูกคิดค้นและถูกน ามาทดลองใช้ในช่วงปี  
ค.ศ.1993-1995 โดยวคัซีนดังกล่าวถูกรายงานว่าสามารถถูกใช้ได้ผลกับผูป่้วยโรค
มาลาเรียท่ีเป็นเด็กร้อยละ 31 ในประเทศโคลมัเบีย แต่กลบัไม่ไดผ้ลเลยกบัผูป่้วยโรค
มาลาเรียท่ีเป็นเด็กในประเทศอ่ืน ๆ บางประเทศ เช่น ไทย แกมเบีย และแทนซาเนีย เป็น
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ตน้ ทั้งน้ีมีการอธิบายสาเหตุวา่อาจเกิดจากความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมของประชากร
ในแต่ละประเทศ หรือเช้ือมาลาเรียในแต่ละประเทศอาจมีโครงสร้างทางชีววิทยาท่ี
แตกต่างกนั (Alonso et al., 1994; D'Alessandro et al., 1995; Nosten et al., 1996) 
ในช่วงเวลาเดียวกนัต่อจากนั้นวคัซีน RTS,S ก็ไดถู้กคิดคน้ พฒันาและถูกน ามาทดลอง
ใชเ้ร่ือย ๆ จนถึงปัจจุบนั โดยวคัซีน RTS,S ก็ยงัคงไม่สามารถถูกใชไ้ดผ้ลท่ีแน่นอนกบั
ผูป่้วยท่ีเป็นเด็กทุกคน โดยมีการรายงานว่าวคัซีน RTS,S สามารถถูกใช้ไดผ้ลกบัผูป่้วย
โรคมาลาเรียท่ีเป็นเด็กอยู่ในช่วงร้อยละ 30-50 ข้ึนอยู่กบัระยะเวลาท่ีอาสาสมคัรไดรั้บ
วคัซีนและอายขุองอาสาสมคัร (Rohingya., 2016) ปัจจุบนัจึงมีการใชว้คัซีน RTS,S ท่ีถูก
พฒันาข้ึนใหม่ล่าสุด คือ วคัซีน RTS,S/AS01 ท่ีสามารถถูกใช้ได้ผลกับผูป่้วยโรค
มาลาเรียท่ีเป็นเด็กร้อยละ 62 หากมีการใหว้คัซีนกบัอาสาสมคัรจ านวน 3 คร้ัง ในเดือนท่ี 
0 1 และ 2 และค่าร้อยละของผูป่้วยโรคมาลาเรียท่ีเป็นเด็กท่ีวคัซีน RTS,S/AS01 สามารถ
ถูกใชแ้ลว้ไดผ้ลจะเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 86 หากอาสาสมคัรมีการไดรั้บวคัซีนคร้ังท่ี 4 ใน
เดือนท่ี 6 อยา่งไรก็ตามการใชว้คัซีน RTS,S/AS01 ในผูป่้วยโรคมาลาเรียท่ียงัเป็นทารก
ยงัคงไม่ไดผ้ลท่ีดีเท่าท่ีควร (เพียงร้อยละ 23-30) ซ่ึงการพฒันาวคัซีน RTS,S/AS01 จึง
ตอ้งมีการด าเนินต่อไป (Draper, 2018; Hill, 2011; Mahmoudi and  Keshavarzb, 2017) 

 
2.4 การดือ้ยาของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั มีการคน้พบยาตา้นเช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียในมนุษยม์ากมาย
หลายชนิด ท่ีส่วนใหญ่มุ่งเน้นในการรักษาโรคมาลาเรียท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัม เช่น ควินิน (quinine) (เป็นยากลุ่ม arylamino alcohol) คลอโรควิน (เป็นยากลุ่ม 4-
aminoquinoline) เอโมไดอาควิน (amodiaquine) (เป็นยากลุ่ม 4-aminoquinoline) ไพเพอราควิน 
(piperaquine) (เป็นยากลุ่ม 4-aminoquinoline) เมโฟลควิน (เป็นยากลุ่ม amino alcohol) ลูมีแฟนทรีน 
(เป็นยากลุ่ม amino alcohols) และซลัฟาดอกซีน/ไพริเมทามีน (sulfadoxine/pyrimethamine) (เป็นยา 
กลุ่ม antifolate) เป็นตน้ ซ่ึงยาดงักล่าวขา้งตน้เคยถูกรายงานว่าสามารถใช้ในการรักษาผูป่้วยโรค
มาลาเรียไดผ้ลดีมาแลว้ในอดีตช่วงปี ค.ศ.1930-2010 แต่ในเวลาต่อมากลบัมีการรายงานการพบการด้ือ
ยาของเช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียออกมาเร่ือย ๆ จึงท าให้ในปัจจุบนักลุ่มยาดงักล่าว
ขา้งตน้เพียงชนิดใดชนิดหน่ึงไม่สามารถถูกน ามาใชใ้นการรักษาผูป่้วยโรคมาลาเรียไดผ้ลอีกต่อไป ใน
ปี ค.ศ.2015 มีการคิดคน้ยาอาร์เทมิซินินท่ีเป็นยาชนิดล่าสุดท่ีถูกรายงานว่าสามารถใช้ในการรักษา
ผูป่้วยโรคมาลาเรียท่ีไดผ้ลดีท่ีสุดในขณะน้ี อยา่งไรก็ตามยงัพบวา่มีผูป่้วยโรคมาลาเรียในบางประเทศ
ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ท่ียาอาร์เทมิซินินไม่สามารถใช้ในการรักษาไดผ้ล จนในปัจจุบนั
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องคก์ารอนามยัโลกไดมี้การแนะน าให้ใชย้าอาร์เทมิซินินร่วมกบัการใชย้าตา้นเช้ือมาลาเรียชนิดอ่ืน ๆ 
ท่ีเคยใช้ไดผ้ลในอดีตขา้งตน้ด้วย (Artemisinin-based combination therapies; ACTs) เพื่อให้ได้
ประสิทธิภาพในการรักษาโรคมาลาเรียท่ีดีท่ีสุด นอกจากน้ียงัมีการรายงานความเป็นไปไดว้า่การเกิด
การกลายพนัธ์ุของยีน PfKelch13 (K13) ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายของการด้ือยาอาร์เทมิซินิน (artemisinin 
resistance marker) จะท าให้เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมด้ือต่อยาอาร์เทมิซินินได ้ซ่ึงน าไปสู่ความ
จ า เป็นท่ีต้องคิดค้นหายาชนิดใหม่  ๆ เพื่อมาใช้ในการรักษาโรคมาลาเรียต่อไปในอนาคต 
(Boussaroque et al., 2016; Cui et al., 2015; Fairhurst and Dondorp, 2016; Kim and Schneider, 2013; 
Su and Miller, 2015; WHO, 2017) ส าหรับการด้ือยาของเช้ือปรสิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรียใน
มนุษย ์มีการอธิบายวา่เกิดจากววิฒันาการของเช้ือปรสิตท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการถูกให้ยาตา้นเช้ือมาลาเรีย
ในการรักษาผูป่้วย โดยมีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนในระดบัพนัธุกรรม (genetic variation leads to 
evolutionary change) เพื่อพยายามปรับตวัใหอ้ยูร่อดจากการถูกใหย้าตา้นเช้ือมาลาเรีย เป็นไปตามหลกั
ทฤษฎีการคดัเลือกตามธรรมชาติ (natural selection) ของ Charles Darwin และหลกัการ modern 
evolutionary synthesis ท่ีอธิบายแสดงถึงความสัมพนัธ์กนัระหวา่งการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมท่ี
เกิดข้ึน เช่น การกลายพนัธ์ุ การเปล่ียนแปลงความถ่ีของแอลลีลอย่างรวดเร็วเป็นแบบสุ่ม (random 
genetic drift) เป็นตน้ กบัการเกิดวิวฒันาการของส่ิงมีชีวิตของ Julian Huxley (Escalante et al., 2009; 
Gilmour, 1944; Kim and Schneider, 2013) ดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้ในปัจจุบนัยงัไม่มียาตา้นเช้ือมาลาเรีย
ชนิดใดท่ีสามารถถูกใชรั้กษาผูป่้วยโรคมาลาเรียใหไ้ดผ้ลแน่นอน 
 
2.5 โปรตีนทีเ่กี่ยวข้องในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดง 

มีการรายงานวา่โปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a เป็นตวัจบับนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ี
เก่ียวข้องในกระบวนการการรุกรานเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 
(Bartholdson et al., 2013; Crosnier et al., 2011; Pasvol et al., 1982) 

2.5.1   โปรตีนชนิด CD108 

โปรตีนชนิด CD108 มีขนาดประมาณ 76-80kDa มีช่ือเรียกอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ GPI-gp80 John 
Milton Hagen (JMH) Sema L และ Sema K1 ถูกสร้างจากยีน SEMA7A โปรตีนชนิด 
CD108 ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโน 602 ตวั ท่ีเป็น glycosylphosphatidylinositol (GPI) 
เกาะอยู่กบัไกลโคโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์และกลุ่มโปรตีนใน semaphorin family ใน
กลุ่ม immunoglobulin (Ig) superfamily โดยโปรตีนชนิด CD108 จะยื่นส่วนโดเมน Ig 
C2 ท่ีมีส่วน RGD (Arg-Gly-Asp) ท่ีเป็นล าดบัโปนตีนเก่ียวขอ้งกบั cell attachment ออก
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นอกเซลล์ (ภาพท่ี 2.3) ส าหรับหน้าท่ีของโปรตีนชนิด CD108 ยงัไม่เป็นท่ีแน่ชัด แต่
ทราบวา่เก่ียวขอ้งในกระบวนการการเกิดการอกัเสบ และช่วยเป็นท่ียึดจบัของแอนติเจน 
JMH บนผิวของเซลล์ ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการก าหนดหมู่เลือดหมู่ JMH นอกจากน้ีโปรตีน
ชนิด CD108 ถูกรายงานวา่สามารถตรวจพบไดบ้นเซลล์ประสาท เซลล์ลิมโฟไซต ์เซลล์
โมโนไซต ์เซลล์แมคโครเฟจ และเซลล์กลา้มเน้ือ (Johnson, 2014; Zola et al., 2007) 
จากรายงานของ Bartholdson et al. ในปี 2013 ยงัระบุวา่โปรตีนชนิด CD108 บนผิวของ
เซลล์เม็ดเลือดแดงเป็นตวัจบัส าหรับโปรตีน MTRAP ท่ีอยู่บนผิวของเซลล์ของเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอีกดว้ย 

 

ภาพที ่2.3 โครงสร้างของโปรตีนชนิด CD108 (Zola et al., 2007) 

2.5.2   โปรตีนชนิด CD147 

โปรตีนชนิด CD147 มีช่ือเรียกอ่ืน ๆ ได้แก่ basigin และ EMMPRIN โปรตีนชนิด 
CD147 เป็นไกลโคโปรตีนท่ีแทรกผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ อยูใ่นกลุ่ม Ig superfamily ซ่ึงพบได ้
2 รูปแบบหลกั คือ basigin หรือ basigin-2 หรือ CD147 หรือ CD147-2 ท่ีประกอบไป
ดว้ย 2 โดเมน และ basigin-1 หรือ CD147-1 ท่ีมี 3 โดเมน (ภาพท่ี 2.4) โปรตีนชนิด 
CD147 เคยถูกรายงานว่าเป็นตวัจบัส าหรับ cyclophilins S100A9 และไกลโคโปรตีน
ของเกล็ดเลือด 6 (platelet glycoprotein VI) ในขณะท่ีโปรตีนชนิด CD147-1 เป็นตวัจบั
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ส าหรับ rod-derived cone viability factor ในเซลล์เรตินาในตา นอกจากน้ีโปรตีนชนิด 
CD147 ย ังจับกับ monocarboxylate transporters (MCTs) และเก่ียวข้องกับการ
เปล่ียนแปลงท่ีผิวของเซลล์ (cell surface translocation) มีการรายงานว่าโปรตีนชนิด 
CD147 จบักบัโปรตีนชนิดต่าง ๆ เช่น GLUT1 CD44 และ CD98 เป็นตน้ ในระบบ
ภูมิคุม้กนั เลคตินท่ีเป็นโปรตีนในระบบภูมิคุม้กนัสามารถจดจ าโปรตีนชนิด CD147 บน
ผิวของเซลล์ได้จากส่วนของคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบในโครงสร้างของโปรตีนชนิด 
CD147 เช่น galectin-3 และ E-selectin เป็นตน้ จะเห็นไดว้า่โปรตีนชนิด CD147 มีส่วน
เก่ียวข้องกับโปรตีนหลายชนิดมากมาย ด้วยเหตุน้ีจึงท าให้พบโปรตีนชนิด CD147 
เก่ียวขอ้งในการท างานท่ีหลากหลายในเซลล์ เช่น การควบคุมการผา่นเขา้ออกของสาร 
การเคล่ือนท่ีของเซลล์เม็ดเลือดขาวกลุ่ม inflammatory leukocytes การสร้าง matrix 
metalloproteinases (MMPs) การสร้างเซลล์สเปิร์ม และการก าหนดหมู่เลือดหมู่ Ok จาก
การท่ีเป็นท่ียึดเกาะของแอนติเจน Oka ในเซลล์เม็ดเลือดแดง ยิ่งไปกว่านั้นโปรตีนชนิด 
CD147 ยงัมีบทบาทส าคญัในการพฒันาของระบบประสาท เซลล์เม็ดเลือดขาว ฟีตสั 
(fetus) และ extracellular matrix (ECM) โปรตีนชนิด CD147 ถูกรายงานวา่เก่ียวขอ้งกบั
การเกิดโรคหัวใจ โรคอลัไซเมอร์ โรคหลอดเลือดในสมอง และโรคมะเร็ง โดยใน
เซลล์มะเร็งและเน้ืองอกพบว่ามีระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 ท่ีสูงกว่า
เซลล์ปกติ (Daniels, 2013; Iacono et al., 2007; Muramatsu, 2016) นอกจากน้ีโปรตีน 
CD147 ยงัถูกระบุวา่เป็นตวัจบับนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงส าหรับโปรตีน RH5 ท่ีอยู่
บนผวิของเซลลข์องเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (Crosnier et al., 2011) 

 

ภาพที ่2.4 โครงสร้างของโปรตีนชนิด CD147 (ดดัแปลงจาก Grass and Toole, 2015) 
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2.5.3   โปรตีนชนิด CD235a 

โปรตีนชนิด CD235a หรือ GYPA หรือ glycophorin A ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโน 
151 ตวั เป็นโปรตีนประเภท sialoglycoprotein ท่ีพบได้บนผิวของเซลล์ของเซลล ์
เม็ดเลือดแดง โดยจะยื่นสายกรดอะมิโนฝ่ังปลาย N (N-terminal) ออกนอกเซลล์ (ภาพท่ี 
2.5) โปรตีนชนิด CD235a ถูกสร้างจากยีน GYPA บนโครโมโซมแท่งท่ี 4 ต าแหน่ง 
4q31.21 ซ่ึงมีรายงานวา่ท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการก าหนดหมู่เลือดหมู่ MNS โดยการเป็น
ท่ียึดเกาะของแอนติเจน MNS โดยปกติหมู่เลือด MNS จะไม่มีผลให้เกิดอาการทาง
คลีนิก แต่ในกรณีการเกิด autoantibodies ในต าแหน่งของโครงสร้างโปรตีน ได้แก่ 
ต าแหน่ง Ena Pr Vw Or M N S และ U ในผูป่้วย autoimmune haemolytic anaemia 
(AIHA) จะท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงเกิดการแตกตวัได้ในฟีตัสและทารกแรกคลอด 
(Reid, 2009) นอกจากน้ีโปรตีนชนิด CD235a ยงัเก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกของโปรตีน 
SL4CA1 หรือ band3 ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ในเซลล์เม็ดเลือดแดง (Bruce et al., 2004; Young 
and Tanner, 2003; Young et al., 2000) จากการศึกษาของ Pasvol et al. (1982) ระบุวา่
โปรตีนชนิด CD235a อาจเป็นตวัจบัส าคญัส าหรับการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัม โดยเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีถูกก าจดัโปรตีนชนิด CD235a ออกจากผิวของ
เซลล์ด้วยทริปซิน จะสามารถลดและป้องกันการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมได ้นอกจากน้ียงัมีการรายงานท่ีระบุว่าโปรตีนชนิด CD235a เป็นตวัจบับน
ผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงส าหรับโปรตีน erythrocyte-binding antigen 175 (EBA-175) 
ท่ีอยู่บนผิวของเซลล์ของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและยงัเป็นตวัจบัส าหรับไวรัส
ไขห้วดัใหญ่ (Influenza virus) และไวรัสตบัอกัเสบเอ (Hepatitis A virus; HAV) ดว้ย 
(Sanchez et al., 2004; Sim et al., 1994) 
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ภาพที ่2.5 โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีนชนิด CD235a (PCSB PDB, 2019) 
 

2.6 เซลล์เม็ดเลอืดแดง 

เซลลเ์มด็เลือดแดงมีความเก่ียวขอ้งกบัเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม โดยพบวา่เซลล์เม็ดเลือดแดงท า
หน้าท่ีเป็นเซลล์เจา้บา้น (host) ส าหรับเช้ือทั้งในส่ิงมีชีวิต (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro) 
(Schuster, 2002) เซลล์เม็ดเลือดแดงเป็นเซลล์ชนิดหน่ึงท่ีส าคญัในร่างกายมนุษย ์ท าหน้าท่ีในการ
ล าเลียงออกซิเจนไปยงัส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย ในมนุษยพ์บว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงถูกสร้างไดจ้ากตบั 
และไขกระดูก (Finne and Halvorsen, 1972) โดยในการเปล่ียนแปลงของเซลล์ตน้ก าเนิดไปเป็นเซลล์
เม็ดเลือดแดง เซลล์ในแต่ละระยะจะมีการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ท่ีแตกต่างกนัออกไป (Watt et al., 
1987) ซ่ึงเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีถูกศึกษาและนิยมใช้ในการบ่งบอก วา่เซลล์มีการพฒันาไปเป็นเซลล์
เม็ดเลือดแดงมี 2 ชนิด คือยีน CD71 ท่ีพบว่ามีการแสดงออกมากตั้งแต่ช่วงท่ีเซลล์อยู่ในระยะ 
โปรอีรีโทรบลาส (proerythroblast) ท่ีเป็นเซลล์ระยะต้นของเซลล์ ท่ีก าลังพัฒนาไปเป็นเซลล ์
เมด็เลือดแดง ซ่ึงการแสดงออกของยีน CD71 จะค่อย ๆ ลดลงและหมดไปในเซลล์เม็ดเลือดแดง และ
ยีน CD235a ท่ีพบว่ามีการแสดงออกตั้งแต่ในเซลล์ระยะโปรอีรีโทรบลาสเช่นกนั แต่การแสดงออก
ดงักล่าวจะเพิ่มข้ึนอย่างเร็วรวดและคงท่ีในเซลล์เม็ดเลือดแดง และยงัพบวา่ปริมาณฮีโมโกลบินท่ีถูก
สร้างและสะสมภายในเซลล์มีการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึน สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของยีน CD235a  
ดงัภาพท่ี 2.6 (Attar, 2014; Chen et al., 2009; Van Lochem et al., 2004; Marsee et al., 2010; Pan and 
Johnstone, 1983) นอกจากน้ียงัพบการแสดงออกของยีน CD108 ท่ีคาดวา่เก่ียวขอ้งกบัความอยูร่อด
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ของเซลลเ์มด็เลือดแดง และยนี CD147 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างโมเลกุลยดึเกาะ ในกระบวนการพฒันา
ของเซลลเ์มด็เลือดแดงดว้ย (Daniels, 2013)  

 

 
 

ภาพที ่2.6 กระบวนการพฒันาของเซลลเ์พื่อสร้างเซลลเ์มด็เลือดแดง (Attar, 2014; Reece et al., 2006) 
 
2.7 เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด 

เน่ืองจากปกติเซลล์เม็ดเลือดแดงท าหนา้ท่ีเป็นเซลล์เจา้บา้นส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมทั้ง
ในส่ิงมีชีวิตและในหลอดทดลอง โดยมีการรายงานวา่เซลล์เม็ดเลือดแดงมีการแสดงออกของโปรตีน
ชนิด CD108 CD147 และ CD235a ท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 
(Bartholdson et al., 2013; Pasvol et al., 1982) ดงันั้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีมีอยู่
ในห้องปฏิบติัการและยงัไม่เคยมีรายงานการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 
CD147 และ CD235a ซ่ึงน่าจะมีการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 3 ชนิดแตกต่างกบัเซลล์เม็ดเลือดแดง
อยา่งส้ินเชิง จึงเป็นตวัเลือกท่ีน่าสนใจท่ีจะถูกทดลองใชใ้นการทดลอง เพื่อศึกษาหาชนิดของโปรตีน
บนผิวของเซลล์ท่ีคาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็นส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยั
เพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลลเ์มด็เลือดแดงหรือเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลลเ์มด็เลือดแดง และเป็นแนวทางให้การ
สร้างและพฒันายาใหมี้ผลต่อโปรตีนเป้าหมาย เพื่อใชใ้นการรักษาผูป่้วยมาลาเรียต่อไป 
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2.7.1   เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดขาวชนิด Raji 

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji เป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดท่ีไดม้าจาก
มนุษยเ์พศชาย ผิวด า อายุ 11 ปี ในปี ค.ศ.1963 เป็นผูป่้วยโรค Burkitt's lymphoma ซ่ึง
เป็นโรคในกลุ่ม Non-Hodgkin's lymphoma มีจุดก าเนิดจากกลุ่มบีเซลล์ลิมโฟไซต ์(B 
lymphocyte) ท่ีผิดปกติ ในปัจจุบนัคาดว่าโรคน้ีมีสาเหตุมาจาก Epstein-Barr virus 
(EBV) โดยโรคดงักล่าวมกัพบในผูป่้วยเด็ก เกิดในขากรรไกรบนมากกวา่ขากรรไกรล่าง 
ส าหรับอาการทางคลินิก พบผูป่้วยมีการบวมของใบหนา้ อาจมีอาการปวดหรือชา และมี
ฟันโยกเน่ืองจากการกระดูกโดยรอบถูกท าลาย ลกัษณะภาพรังสี จะพบเงาด าขอบเขตไม่
ชดัเจน การรักษาโดยเคมีบ าบดั ผูป่้วยมกัมีโอกาสกลบัมาเป็นใหม่ภายหลงัการรักษา 
เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji มีลกัษณะเป็นเซลล์ลอย รูปร่างกลม (ภาพท่ี 
2.7) มีจ  านวนชุดโครโมโซมค่อนข้างเสถียร (2n=46) โดยพบจ านวนเซลล์ท่ีมีชุด
โครโมโซมมากกวา่ 2 ชุด (polyploidy) เพียงร้อยละ 6 (ATCC, 2019; Theofilopoulos et 
al., 1976) มีรายงานว่าโรค Burkitt's lymphoma เป็นโรคชนิดแรกท่ีพบการเกิดการ
สับเปล่ียนของโครโมโซม (chromosomal translocation) ภายในเซลล์ ซ่ึงส่งผลกระตุน้
การท างานของยีนส่งเสริมมะเร็ง (c-MYC) (Molyneux et al., 2012) นอกจากน้ียงัมี
รายงานวา่พบโปรตีนผิวของเซลล์ ไดแ้ก่ โปรตีนชนิด CD5 CD10 CD19 CD20 CD21 
CD22 และ CD45 เป็นตน้ ซ่ึงคลา้ยคลึงกบัในบีเซลล์ (B cell) (Abbasi-Kenarsari et al., 
2015; Kneissl et al., 2013; Trikha et al., 2010; Wu et al., 2004) 

 

ภาพที ่2.7 รูปร่างลกัษณะเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Raji ท่ีก าลงัขยาย 40X 
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2.7.2   เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดขาวชนิด Jurkat 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat เป็นเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดท่ีไดม้าจาก
มนุษยเ์พศชาย อายุ 14 ปี ในปี 1997 เป็นผูป่้วยโรค T-cell leukemia เป็นเซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) เซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat มีลกัษณะเป็นเซลล์ลอย รูปร่างกลม มกัจบัตวัอยูร่วมกนั
เป็นกลุ่ม ดงัภาพท่ี 2.8 โดยพบวา่มีเซลล์จ  านวนร้อยละ 5.3 ท่ีมีชุดโครโมโซมมากกวา่ 2 
ชุด และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat ส่วนใหญ่มีคาริโอไทป์ 46,XY,-2, 
-18,del(2) (p21p23),del(18) (p11.2) (ATCC, 2019) มีรายงานวา่ในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat สามารถถูกตรวจพบโปรตีนชนิด CD3 CD4 CD8 CD34 และ 
CD38 เป็นตน้ และยงัมีการแสดงลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบัทีเซลล์ (T cell) ตวัเต็มวยั 
นอกจากน้ียงัพบยีนท่ีจ าเพาะในทีเซลล์ ไดแ้ก่ ยีน Notch และ E2A อีกดว้ย (Inoue et al., 
2014) 

 

ภาพที ่2.8 รูปร่างลกัษณะเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat ท่ีก าลงัขยาย 40X 
 

2.7.3   เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดขาวชนิด U937 

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 เป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (histiocytic 
lymphoma cell line) ชนิด acute myelogenous leukemia (AML) ท่ีไดม้าจากมนุษยเ์พศ
ชาย ผิวขาว อายุ 37 ปี ในปี ค.ศ.1974 เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 เป็น
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เซลล์ลอย มีลักษณะรูปร่างกลม ดังภาพท่ี 2.9 มีรายงานว่าในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดขาวชนิด U937 มีลกัษณะท่ีคลา้ยกบัเซลล์โปรโมโนไซต์ (promonocyte) ซ่ึง
สามารถถูกเหน่ียวน าให้มีการพฒันาไปเป็นเซลล์โมโนไซต ์(monocyte) ได ้นอกจากน้ี
ยงัพบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD4 แต่ไม่พบ CD14 ท่ีเป็นโปรตีนเคร่ืองหมาย
ของเซลลโ์มโนไซต ์(ATCC, 2019; Chimal-Ramírez et al., 2016; Moriuchi et al., 1997; 
Zamani et al., 2013) 

 

ภาพที ่2.9 รูปร่างลกัษณะเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 ท่ีก าลงัขยาย 40X 
 

2.7.4   เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดแดงชนิด K562 

เซลล์ เ ช้ื อสายมะเ ร็ง เม็ด เ ลือดแดงชนิด  K562 เ ป็น เซลล์มะ เ ร็ง เม็ด เ ลือดแดง 
(erythromyeloblastoid leukemic cell) ชนิด chronic myelogenous leukemia (CML) ท่ี
ได้มาจากมนุษยเ์พศหญิง อายุ 53 ปี เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 เป็น
เซลล์ลอยและมีลกัษณะรูปร่างกลม (ภาพท่ี 2.10) เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 
K562 ถูกรายงานวา่มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบัเซลล์ระยะตน้ท่ีก าลงัจะพฒันาไปเป็นเซลล ์
เม็ดเลือดแดง (Andresson et al.,1978; Ohshima, 1994; Zon, 2001) นอกจากน้ียงัมี
การศึกษาท่ีรายงานว่าในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 พบการแสดงออก
ของโปรตีน CD7 CD34 CD45 CD71 CD105 และ HLA-DR เป็นตน้ (ATCC, 2019; 
Inoue et al., 2014; Pourcher et al., 2011) และมีลกัษณะท่ีคลา้ยกบัเซลล์ระยะตน้ท่ีก าลงั
จะพฒันาไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดง (Andresson et al.,1978; Ohshima, 1994; Zon, 2001) 
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เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ยงัสามารถถูกกระตุน้ให้เกิดการพฒันาไป
ทางสายเซลล์เม็ดเลือดแดงได้ด้วยสารเคมี เช่น ฮีมิน (hemin) และโซเดียม บิวทิเรต 
(sodium butyrate) เป็นต้น โดยฮีมินจะส่งผลให้เกิดการเติมหมู่เมทิล (methylation) 
ใหก้บักลุ่มยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของเซลล์เม็ดเลือดแดง (erythroid-specific genes) 
(Li et al., 2013) ซ่ึงพบว่ามีการสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์เฉล่ียจะอยู่
ในช่วง 14-34 พิโคกรัม/เซลล์ และมีระดบัการแสดงออกของยีน CD235a ท่ีเพิ่มข้ึน 
อย่างไรก็ตาม การกระตุ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิด K562 ด้วยฮีมิน จะไม่
สามารถท าใหเ้ซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิด K562 มีการพฒันาไปเป็นเซลล์เม็ดเลือด
แดงสมบูรณ์ได ้(Baliga et al., 1993; Dean et al., 1981) ส าหรับการกระตุน้การพฒันา
ของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิด K562 ดว้ยโซเดียม บิวทิเรต มีบางรายงานระบุวา่
โซเดียม บิวทิเรตไม่สามารถกระตุน้การพฒันาของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิด 
K562 บางชนิด ท่ีเรียกวา่ “butyrate-resistant K562r cells” ได ้(Witt et al., 2000) 

 

ภาพที ่2.10 รูปร่างลกัษณะเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีก าลงัขยาย 40X 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1   อุปกรณ์ทัว่ไป 
1. กระจกสไลด ์(glass slide) 
2. ขวดส าหรับเล้ียงเซลล ์(cell culture flask) ขนาด 25 และ 75 ตารางเซนติเมตร (cm2) 
3. เขม็เจาะเลือดและหลอดบรรจุเลือดแบบสุญญากาศ 
4. คิวเวททส์ าหรับท า electroporation (electroporation cuvette) ขนาด 0.4 เซนติเมตร  
    (cm) 
5. เคร่ืองควบคุมการดูดจ่ายสารละลาย (pipette controller) 
6. จาน 96 หลุม (96-well plate) 
7. จานส าหรับเล้ียงเซลล ์(cell culture dish) ขนาด 9 และ 78.5 ตารางเซนติเมตร (cm2) 
8. จานอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
9. ตวัดูดจ่ายสารละลาย (serological pipette) 
10. ตวัดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั (autopipette) 
11. ถุงมือยางพารา 
12. ทิปส าหรับตวัดูดจ่ายสารละลาย (pipette tip) ขนาด 0.2 20 200 และ 1,000  
      ไมโครลิตร (µl) 
13. แผน่กรองสารละลายขนาด 0.22 ไมโครเมตร (µm) 
14. ไมจ้ิ้มฟัน 
15. หลอดทดลองขนาด 0.2 0.6 1.5 15 และ 50 มิลลิลิตร (ml) 
16. หลอดทดลองส าหรับใชว้ิเคราะห์ Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS tube)



 

23 
 

3.1.2   เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

1. กลอ้งจุลทรรศน์ (microscope) (OLYMPUS, Japan) 
2. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope) (OLYMPUS, Japan) 
3. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบัพร้อมชุดฟลูออเรสเซนต ์(fluorescent inverted  
    microscope) (Nikon, Japan) 
4. เคร่ืองชัง่สารไฟฟ้าทศนิยมส่ีต าแหน่ง (analytical balance) (Mettler Toledo, U.S.A.) 
5. เคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลลแ์บบอตัโนมติั (flow cytometer)  
    (Beckman Coulter, U.S.A.) 
6. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) (Beckman Coulter, U.S.A.) 
7. เคร่ืองผลกัดนัช้ินส่วนดีเอ็นเอเขา้สู่เซลลด์ว้ยกระแสไฟฟ้า (electroporator) (Bio-Rad,  
    U.S.A.) 
8. เคร่ืองแยกขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยไฟฟ้า (gel electrophoresis) (Bio-Rad, U.S.A.) 
7. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Thermo Scientific, U.S.A.) 
8. เคร่ืองวเิคราะห์เจล (gel documentation) (Bio-Rad, U.S.A.) 
9. เคร่ืองอบน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้า (autoclave) (TOMY, Japan) 
10. ถงัไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) (Worthington, India) 
11. ตูบ้่มภายใตก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 incubator) (Nuaire, U.S.A.) 
12. ตูป้ลอดเช้ือ (class II biological safety cabinet) (Nuaire, U.S.A.) 
13. ตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4, -20 และ -80 องศาเซลเซียส (๐C) (Sharp, Japan และ Sanyo, Japan) 
14. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Gemany) 

3.1.3   สารเคมีและเอนไซม์ 

1. ชุดเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอ (ligation reagents) (Vivantis, Malaysia) 
2. เอนไซมต์ดัจ าเพาะ ไดแ้ก่ BamHI, EcoRV และ HindIII (Vivantis, Malaysia) 
3. Absolute methanol (RCI Labscan, Thailand) 
4. Acetic acid (Merck Millipore, U.S.A) 
5. Agar (RCI Labscan, Thailand) 
6. Agarose (Vivantis, Malaysia) 
7. Ampicillin (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
8. Benzidine (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
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9. Boric acid (Merck Millipore, U.S.A) 
10. DNA ladder (Vivantis, Malaysia) 
11. EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qaigen, Germany) 
12. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Merck Millipore, U.S.A) 
13. Fetal Bovine Serum (FBS) (Corning, U.S.A.) 
14. Ficoll (Merck Millipore, U.S.A.) 
15. Gentamycin (Vescopharma, Thailand) 
16. GF-1 ambiclean kit (Vivantis, Malaysia) 
17. GF-1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) 
18. Glucose (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
19. Glycerine (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
20. Hemin (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
21. HEPES (C8H18N2O4S2) (OmniPur, U.S.A.) 
22. Hydrochloric acid (HCl) (Merck Millipore, U.S.A) 
23. Hydrogen peroxide (H2O2) (Merck Millipore, U.S.A) 
24. Hypoxanthine (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
25. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
26. Kanamycin (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
27. L-glutamine (Corning, U.S.A.) 
28. Monosodium phosphate (NaH2PO4) (Merck Millipore, U.S.A) 
29. Paraformaldehyde (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
30. Penicillin-Streptomycin (Gibco, U.S.A.) 
31. Percoll (GE Healthcare, U.K.) 
32. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) -1640 media (Gibco, U.S.A.) 
33. Sorbitol (OmniPur, U.S.A.) 
34. Sodium azide (NaN3) (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
35. Sodium butyrate (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
36. Sodium carbonate (NaHCO3) (Merck Millipore, U.S.A.) 
37. Sodium chloride (NaCl) (Merck Millipore, U.S.A.) 
38. Sodium hydroxide (NaOH) (RCI Labscan, Thailand) 
39. Sodium phosphate (Na2HPO4) (Merck Millipore, U.S.A) 
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40. SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Malaysia) 
41. Triton X-100 (Sigma Aldrich, U.S.A.) 
42. Tris (Vivantis, U.S.A.) 
43. Tryptone (RCI Labscan, Thailand) 
44. Wright-Giemsa stain set (M&P IMPEX, Thailand) 
45. X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside) (Sigma Aldrich,  
      U.S.A.) 
46. Yeast extracts (RCI Labscan, Thailand) 

3.1.4   แอนตีบ้อดี ้(antibodies) 

1. APC mouse anti-human CD8 antibody (CALTAG, U.K.) 
2. APC mouse anti-human CD147 antibody (Immuno Tools, U.S.A.) 
3. FITC/PE mouse anti-human CD3/CD4 antibody (BD, U.S.A.) 
4. FITC/PE mouse anti-human CD45/CD14 antibody (BD, U.S.A.) 
5. KO mouse anti-human CD19 antibody (Beckman Coulter, U.S.A.) 
6. PE mouse anti-human CD20 antibody (BD, U.S.A.) 
7. PE mouse anti-human CD108 antibody (BD, U.S.A.) 
8. PE/Cy7 mouse anti-human CD235a antibody (Biolegend, U.S.A.) 

3.1.5   พลาสมิด (plasmids) 

1. pBluescriptIISK+ (Addgene, U.S.A.) 
2. pEGFP-C3 (Addgene, U.S.A.) 

3.1.6   เช้ือแบคทเีรียและเซลล์เช้ือสายมะเร็ง (cancer cell lines) 

1. เช้ือแบคทีเรีย Eschelichia coli สายพนัธ์ุ DH5α 
2. เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Raji 
3. เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat 
4. เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 
5. เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 
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3.2 วธีิการวจัิย 

3.2.1   เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดชนิดต่าง ๆ ทีใ่ช้ในการทดลองและการเพาะเลีย้งเซลล์ 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งท่ีใชใ้นการทดลองประกอบไปดว้ยกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด

ในมนุษย ์ไดแ้ก่ เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji (human Burkitt's lymphoma 

cell line) เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat (human acute T cell leukemic 

cell line) เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 (human histiocytic lymphoma cell 

line) และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 (human erythromyeloblastoid 

leukemic cell line) โดยทุกเซลล์ถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ ชนิด Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) -1640 ร่วมกบั 10% Fetal Bovine Serum (FBS) ในตูบ้่ม

ภายใตค้วามเขม้ขน้ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 95 ท่ี

อุณหภูมิ 37๐C 

อาหารเล้ียงเซลล์จะถูกเปล่ียนทุก ๆ 2-3 วนั เพื่อควบคุมจ านวนเซลล์ให้มีจ  านวนท่ี

เหมาะสม โดยเซลลแ์ขวนลอยจะถูกดูดเป่าใหเ้ซลล์กระจายแยกออกเป็นเซลล์เดียว ก่อน

จะถูกยา้ยใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 650xg เป็น

เวลา 7 นาที จากนั้นเทส่วนของเหลวทิ้ง เติมอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

จากนั้นดูดเป่าให้เซลล์กระจายแยกออกเป็นเซลล์เดียว ดูดสารละลายเซลล์แขวนลอย

ออกตามอตัราส่วน (split ratio) ท่ีเหมาะสม 1:2 1:4 หรือ 1:8 และดูดสารละลายเซลล์

แขวนลอยใส่ลงในขวดส าหรับเล้ียงเซลล์ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีอุ่น แล้วจึงเก็บขวด

ส าหรับเล้ียงเซลลท่ี์มีเซลลเ์ขา้ไปเล้ียงในตูบ้่มภายใตก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์

3.2.2   การเตรียมเซลล์ Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) 

เจาะเลือดอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรง หลังจากท่ีได้รับการยินยอมอย่างเป็นลาย

ลกัษณ์อกัษร ใส่ลงในหลอดสุญญากาศท่ีภายในบรรจุสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด 

แลว้ป่ันเหวี่ยงหลอดบรรจุเลือดท่ี 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้สามารถดูดส่วนชั้น

สีขาวท่ีเรียกว่า Buffy coat ซ่ึงประกอบดว้ยพลาสมาและเซลล์เม็ดเลือดขาว แยกใส่

หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-

1640 ท่ีไม่มี FBS ให้ได้ปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร และเติม Ficoll ปริมาตร 12.5 
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มิลลิลิตรไวข้า้งใต ้(underlay) ป่ันเหวี่ยงท่ี 1,200xg เป็นเวลา 25 นาที โดยปิดระบบเบรก 

(break off) แลว้ดูดเก็บชั้นสีขาวตรงส่วนกลางของหลอดทดลอง ยา้ยใส่ลงในหลอด

ทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรใหม่ ป่ันลา้งเซลล์ดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด 

RPMI-1640 ท่ีไม่มี FBS ท่ีความเร็ว 650xg เป็นเวลา 7 นาที และเทส่วนของเหลวทิ้ง เติม

สารละลาย ACK lysis ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C นาน 2 นาที แลว้ป่ัน

เหวีย่งท่ี 650xg เป็นเวลา 7 นาที เพื่อเทสารละลายทิ้ง จากนั้นป่ันลา้งเซลล์อีก 2 คร้ังดว้ย

อาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-1640 ท่ีไม่มี FBS และตรวจสอบหาปริมาณ

เซลลก่์อนแยกใส่หลอดเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว 

3.2.3   การตรวจสอบหาปริมาณเซลล์ 

ก่อนท าการทดลอง เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดและเซลล์ PBMC จะถูกตรวจสอบหา

ความหนาแน่นของเซลล์ (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) โดยเซลล์แขวนลอยจะถูกดูดเป่าให้เซลล์

กระจายแยกออกเป็นเซลล์เดียว ก่อนจะถูกถ่ายโอนใส่หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร 

แลว้ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 650xg เป็นเวลา 7 นาที จากนั้นเทส่วนของเหลวทิ้ง เติมอาหาร

เล้ียงเซลล์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายเซลล์แขวนลอย 10 ไมโครลิตรมายอ้มสี 

trypan blue แลว้ตรวจนบัจ านวนเซลล์ในสไลด์ส าหรับนบัเซลล์ (hemocytometer slide) 

โดยเซลล์ท่ีมีชีวิตจะใสไม่ติดสีของ trypan blue แต่เซลล์ท่ีไม่มีชีวิตจะติดสีน ้ าเงินของ 

trypan blue ซ่ึงจ านวนเซลลท่ี์นบัไดจ้ะถูกค านวณตามสมการ 

ความหนาแน่นของเซลล ์(เซลลต่์อมิลลิลิตร)  
ค่าเฉล่ียจ านวนเซลลท่ี์นบัได้

ปริมาตรของบริเวณท่ีนบั
 

คา่เฉลีย่ของจ านวนเซลล์ที่นบัได้  (
จ านวนเซลล์ที่นบัได้ทัง้หมด

จ านวนตารางสีเ่หลีย่มที่ใช้นบั
)   คา่การเจือจาง 

ปริมาตรของตารางที่ใช้นบั  กว้าง (  มิลลลิติร)   ยาว (  มิลลลิติร)  สงู (    มิลลลิติร) 

ค่าร้อยละการมีชีวติของเซลลจ์ะถูกค านวณตามสมการ 

ร้อยละการมีชีวติของเซลล์  (
เซลล์ที่มีชีวิต

จ านวนเซลล์ทัง้หมด
)       
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3.2.4   การเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงและเซรุ่มเอบีจากมนุษย์ (Human AB serum) ส าหรับ 
          เลีย้งเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีใชเ้ป็นเซลลเ์มด็เลือดแดงจากอาสาสมคัรท่ีร่างกายแข็งแรงและมีหมู่
เลือดโอ (O) โดยท าการเจาะเก็บเลือดอาสาสมคัรใส่ลงในหลอดสุญญากาศท่ีภายในมี
สารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด ตั้งหลอดบรรจุเลือดทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 30 นาที จากนั้นดูด
ยา้ยเลือดใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร เติมอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด 
MCM (Malaria Culture Media) ให้ได้ปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร แล้วป่ันเหวี่ยง
หลอดบรรจุเลือดท่ี 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที ใชเ้คร่ืองควบคุมการดูดจ่ายสารละลายดูด
ส่วนของเหลวทิ้ง และเติมอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด MCM ให้ได้ปริมาตรรวม 30 
มิลลิลิตร เพื่อป่ันลา้งเซลล์เม็ดเลือดแดงซ ้ าอีก 2 คร้ัง จากนั้นปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย
การเติมอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM (Complete Malaria Culture Media) ให้
เท่ากับปริมาตรของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีได้ จะได้เซลล์เม็ดเลือดแดงความเข้มข้น  
50% hematocrit (HCT) 

เซรุ่มเอบีจากมนุษยท่ี์ใชเ้ป็นเซรุ่มท่ีไดจ้ากอาสาสมคัรท่ีร่างกายแข็งแรงและมีเลือดหมู่ 
เอบี (AB) โดยท าการเจาะเก็บเลือดอาสาสมคัรใส่ลงในหลอดสุญญากาศท่ีภายในมีสาร
กระตุน้การแข็งตวัของเลือด ตั้งหลอดบรรจุเลือดทิ้งไวอ้ย่างน้อย 30 นาที จากนั้นป่ัน
เหวี่ยงหลอดบรรจุเลือดท่ี 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที ใช้เคร่ืองควบคุมการดูดจ่าย
สารละลายดูดเก็บส่วนของเหลวทั้งหมดใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร 
จากนั้น heat-inactivate human AB serum ท่ีอุณหภูมิ 56๐C เป็นเวลา 30 นาที ก่อนเก็บ
รักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20๐C จนกวา่จะน ามาใช ้

3.2.5   เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและการเพาะเลีย้งเช้ือ 

เช้ือมาลาเรียท่ีใชใ้นการทดลอง เป็นเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม สายพนัธ์ุ 3D7 ท่ีถูก

เล้ียงด้วยเซลล์เม็ดเลือดแดงความเขม้ขน้ 1% HCT ในอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด 

CMCM ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในจานส าหรับเล้ียงเซลล์ ขนาด 78.5 ตารางเซนติเมตร ใน

ตูบ้่มภายใตก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 95 และอุณหภูมิ 

37๐C โดยอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียจะถูกเปล่ียนทุก ๆ 24 ชัว่โมง โดยการดูดเป่าให้เซลล์

เม็ดเลือดแดงกระจายแยกออกจากกัน ก่อนจะดูดยา้ยใส่ลงในหลอดทดลองขนาด  

15 มิลลิลิตร แล้วป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใช ้
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เคร่ืองควบคุมการดูดจ่ายสารละลายดูดส่วนของเหลวทิ้ง แล้วเติมอาหารเล้ียงเช้ือ

มาลาเรียใหม่ปริมาตร 10 มิลลิลิตรใส่กลบัคืน และจ านวนเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม

จะถูกตรวจสอบทุก ๆ 48 ชัว่โมง เพื่อติดตามร้อยละของจ านวน (% parasitemia) และ

ระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

3.2.6   การติดตามร้อยละของจ านวนและระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม  
            ฟาลซิพารัม 

ในการติดตามร้อยละของจ านวนและระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม  

ฟาลซิพารัมท่ีใชใ้นการทดลอง สามารถท าไดด้ว้ยการท า blood smear แบบ thin film 

บนกระจกสไลด์ จากนั้นคงสภาพเซลล์เม็ดเลือดแดงและเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

(fixation) โดยการจุ่มกระจกสไลดล์งใน absolute methanol นาน 10 วินาทีและวางผึ่งลม

ให้แห้งสนิท ผสมสียอ้ม Giemsa โดยผสมสี Giemsa กบับฟัเฟอร์ Giemsa ในอตัราส่วน 

1:10 แลว้หยดลงบนกระจกสไลด์ให้ทัว่แผ่น ตั้งทิ้งไว ้8 นาที ลา้งกระจกสไลด์ดว้ยน ้ า

ไหลช้า ๆ และวางผึ่งลมให้แห้งสนิท ก่อนน าไปส่องดูใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 

100X โดยนบัจ านวนเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในขอบเขตมีท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดง

ประมาณ 200 เซลล์ต่อ 1 พื้นท่ีการนับเช้ือ นับจ านวนเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

จ านวน 5 พื้นท่ีการนบัเช้ือแบบติดต่อกนั เพื่อลดอคติ (bias) ในการเลือกพื้นท่ีการนบัเช้ือ

และลดความคลาดเคล่ือนของจ านวนเช้ือท่ีนบัได ้จดบนัทึกวนัและเวลาท่ีท าการนบัเช้ือ 

จ านวนเช้ือในแต่ละระยะ และจ านวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดในพื้นท่ีการนับเช้ือ ซ่ึง

จ านวนร้อยละเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีนบัไดท้ั้งหมดจะถูกค านวณตามสมการ 

ร้อยละของจ านวนเชือ้มาลาเรีย (             )  
จ านวนเช้ือมาลาเรียท่ีนบัไดท้ั้งหมด

จ านวนเมด็เลือดแดงทั้งหมดในพ้ืนท่ีการนบัเช้ือ
       

3.2.7   การตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนจ าเพาะบนผวิเซลล์โดยการย้อมเซลล์ด้วย 
   แอนติบอดีทีต่ิดฉลากด้วยสารเรืองแสง 

ในการทดลองน้ีไดต้รวจสอบระดบัการแสดงออกของโปรตีนจ าเพาะบนผิวเซลล์ดว้ย

เคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลล์แบบอตัโนมติั  (flow cytometer) โดย

เร่ิมจากการตรวจสอบหาปริมาณเซลล์ท่ีใช้ในการทดลอง ดูดแบ่งเซลล์จ  านวน 1x105 

เซลลใ์ส่ลงในหลอดทดลองส าหรับใชว้ิเคราะห์ FACS ป่ันลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ Fluorescent 
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Activated Cell Sorting (FACS buffer) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรท่ีความเร็ว 1,800xg เป็นเวลา 

10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4๐C แลว้เทของเหลวทิ้ง เติมสารละลายส าหรับบล็อกตวัจบัเอฟซี  

(Fc blocking solution) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว ้30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4๐C 

จากนั้นเติมแอนต้ีบอด้ีท่ีจ  าเพาะต่อชนิดของโปรตีนท่ีสนใจ เพื่อตรวจสอบระดบัการ

แสดงออกของโปรตีนดงักล่าวท่ีบริเวณผิวเซลล์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไวต่้ออีก 

30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4๐C ในท่ีมืด แลว้ป่ันลา้งเซลล์ท่ีความเร็ว 1,800xg เป็นเวลา 10 นาที 

ท่ีอุณหภูมิ 4๐C ดว้ยบฟัเฟอร์ FACS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร อีก 2 คร้ัง และละลายตะกอน

เซลล์ด้วยสารละลาย 1% paraformaldehyde ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ก่อนน าไป

ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีผิวของเซลล์ดว้ยเคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยก

ชนิดและหาปริมาณเซลลแ์บบอตัโนมติั 

3.2.8   การทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่ 
          เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดชนิดต่าง ๆ 

เตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ โดยการดูดเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัมท่ีใช้ในการทดลองใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใชเ้คร่ืองควบคุมการดูดจ่ายสารละลายดูด
ส่วนของเหลวทิ้ง แลว้ป่ันลา้งอีก 2 คร้ังดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด MCM ปริมาตร 
40 มิลลิลิตร จากนั้นละลายตะกอนเซลล์เม็ดเลือดแดงดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด 
MCM ปริมาตรเท่ากบั 4 เท่าของปริมาตรเซลล์เม็ดเลือดแดง (ให้ได้ความเขม้ข้น  
20% HCT) แล้วค่อย ๆ หยดเซลล์เม็ดเลือดแดงความเขม้ขน้ 20% HCT ท่ีเตรียมได้
ปริมาตร 2 มิลลิลิตรไวข้า้งบน (overlay) เหนือสารละลาย 60% Percoll ปริมาตร  
5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000rpm 
เป็นเวลา 10 นาที โดยปิดระบบเบรก ดูดเก็บเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต ์ในส่วนชั้นกลางของหลอดทดลอง (สีแดงเขม้/น ้ าตาล) ใส่
ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตรหลอดใหม่ แลว้ป่ันลา้งเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีได้
ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด MCM ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 2,000xg เป็น
เวลา 10 นาที และดูดส่วนของเหลวทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์เม็ดเลือดแดงดว้ยอาหารเล้ียง
เช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้ตรวจสอบจ านวนร้อยละและระยะ
การเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 
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เล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ในอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM 

อยา่งนอ้ย 1 อาทิตย ์เพื่อใหเ้ซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ มีการปรับตวั จากนั้น

น าเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ จ านวน 1.5x105 เซลล์และเซลล์เม็ดเลือดแดง

ความเข้มขน้ 1% HCT มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ปริมาตร  

3 มิลลิลิตรในจานส าหรับเล้ียงเซลล์ ขนาด 9 ตารางเซนติเมตร และหยดเติมเซลล ์

เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ท่ีเตรียมไวก่้อนหนา้น้ี

แบ่งใส่ลงไปเล้ียงร่วมกนั ติดตามผลความสามารถในการรุกรานเขา้สู่เซลล์ ร้อยละของ

จ านวน ระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม และรูปร่างของเซลล์

และเช้ือ หลงัเวลาผา่นไป 24 45 และ 96 ชัว่โมง ดว้ยการท า blood smear แบบ thin film 

บนกระจกสไลด ์

3.2.9   การแช่แข็งเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

การเพาะเล้ียงเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยา่งต่อเน่ืองโดยไม่มีการทดลอง จะท าให้

ส้ินเปล้ืองวสัดุอุปกรณ์โดยเปล่าประโยชน์ ดงันั้นจึงมีการแช่แข็งเช้ือเพื่อเก็บไวจ้นกว่า

จะต้องการใช้งานในการทดลองอ่ืนต่อไป  การแช่แข็งเช้ือท าได้โดยการดูดเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีใชใ้นการทดลองใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร 

ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใช้เคร่ืองควบคุมการดูดจ่าย

สารละลายดูดส่วนของเหลวทิ้ง ป่ันล้างเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีได้ด้วย pre-cool sterile  

1X PBS (Phosphate Buffered Saline) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 1 คร้ัง จากนั้นวดัปริมาตร

ของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีได้ แล้วค่อย ๆ หยดเติมสารละลายส าหรับแช่แข็งเซลล ์

เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือมาลาเรีย (freezing solution) ปริมาตร 1 ใน 5 ของปริมาตร 2 เท่า

ของปริมาตรของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีวดัได้ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที และ 

ค่อย ๆ หยดเติมสารละลายแช่แข็งเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม

ปริมาตร 4 ใน 5 ของปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีวดัไดท่ี้เหลือ 

ดูดแบ่งใส่หลอดส าหรับแช่แข็งเซลล์ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลอด น าไปแช่แข็งท่ี

อุณหภูมิ -80๐C นานข้ามคืน แล้วจึงย ้ายหลอดท่ีบรรจุ เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมี 

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเก็บลงในถงัไนโตรเจนเหลวจนกวา่จะใชง้าน 
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3.2.10   การละลายเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

เม่ือตอ้งการใชเ้ช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในการทดลองอ่ืนต่อไป ตอ้งท าการละลาย

เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมี เช้ืออยู่ภายในเซลล์ โดยการน าหลอดท่ีบรรจุเช้ือท่ีเก็บใน 

ถงัไนโตรเจนเหลวมาแช่ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 37๐C แลว้ดูดวดัปริมาตร

ของของเหลวทั้งหมดใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ค่อย ๆ เติมสารละลาย 

12% NaCl ปริมาตร 1 ใน 5 ของปริมาตรของของเหลวท่ีวดัได้ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง

นาน 2 นาที แลว้ค่อย ๆ เติมสารละลาย 1.6% NaCl ปริมาตร 10 เท่าของปริมาตรของ

ของเหลวท่ีวดัได ้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที และดูดส่วนของเหลว

ทิ้ง จากนั้นค่อย ๆ เติมสารละลาย 0.9% NaCl ปริมาตร 10 เท่าของปริมาตรของของเหลว

ท่ีวดัไดค้ร้ังแรก และป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000xg เป็นเวลา 10 นาที ก่อนท่ีจะดูดส่วน

ของเหลวทิ้ง เติมอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ปริมาตร 9.8 มิลลิลิตรลงใน

หลอดทดลองดังกล่าวเพื่อละลายตะกอนเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม  

ฟาลซิพารัมอยู่ แลว้ดูดทั้งหมดยา้ยไปเล้ียงในจานส าหรับเล้ียงเซลล์ ขนาด 78.5 ตาราง

เซนติเมตร พร้อมกับเติมเซลล์เม็ดเลือดแดงความเข้มข้น 50% HCT ปริมาตร  

200 ไมโครลิตร เพื่อใหมี้เซลล์เม็ดเลือดแดงความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1% HCT น าไป

เล้ียงในตูบ้่มภายใตก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 95 ท่ี

อุณหภูมิ 37๐C 

3.2.11   การกระตุ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและ 
              เพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจบนผิวของเซลล์ด้วยสารเคมี เพื่อทดลอง 
            ทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 เคยถูกรายงานวา่มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบั

เซลลร์ะยะตน้ท่ีก าลงัจะพฒันาไปเป็นเซลลเ์มด็เลือดแดงและสามารถถูกกระตุน้ให้มีการ

สร้างฮีโมโกลบินได้ด้วยสารเคมี ในการทดลองน้ีได้ทดลองเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ในอาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-1640 ท่ีมี 10% 

FBS ร่วมกบัการเติมสารละลายโซเดียม บิวทิเรตหรือสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ต่าง 

ๆ ได้แก่ สารละลายโซเดียม บิวทิเรตท่ีความเขม้ขน้ 1mM 3mM และ 5mM และ

สารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 10µM และ 20µM และติดตามการเปล่ียนแปลงของเซลล ์
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ได้แก่ จ  านวนและความสามารถในการมีชีวิตของเซลล์ และการสร้างและสะสม

ฮีโมโกลบินภายในเซลล์ 

3.2.12   การตรวจหาฮีโมโกลบิน 

ในการทดลองน้ีไดต้รวจหาการสร้างและสะสมของฮีโมโกลบินภายในเซลล์อา้งอิงจาก

รายงานของ Wanda et al. (1981) โดยหลงัจากเล้ียงเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด 

K562 ร่วมกบัสารเคมีท่ีสามารถกระตุน้ให้เซลล์มีการสร้างฮีโมโกลบินได ้อยา่งนอ้ย 14 

วนั เพื่อให้เซลล์มีการสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์อย่างเต็มท่ีก่อนเร่ิมการ

ทดลอง จากนั้นเร่ิมจากการทดลองตรวจหาฮีโมโกลบินเชิงคุณภาพ (qualitative) ซ่ึง

อาศยักล้องจุลทรรศน์ในการทดสอบ โดยดูดแบ่งเซลล์จ  านวน 1x105 เซลล์ใส่ลงใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรและป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 650xg เป็นเวลา 7 นาที 

ก่อน ท่ีจะ ดูดส่วนของ เหลวทิ้ ง  จากนั้ นละลายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย  

0.05M Tris/0.4M glycerine/2% Triton X-100 (pH = 7.5) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ

เติมสารละลาย 0.2% benzidine ปริมาตร 5 ไมโครลิตรกบัสารละลาย 30% H2O2 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตั้งติดไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 5 นาทีและตรวจนบัจ านวนเซลล์

ในสไลด์ส าหรับนับเซลล์ โดยเซลล์ ท่ีไม่ มี ฮีโมโกลบินจะใสไม่มีสี แต่เซลล์ ท่ี

ฮีโมโกลบินอยูภ่ายในเซลล์จะมีติดสีน ้ าเงินจากการเกิดปฏิกิริยาเปล่ียน benzidine ท่ีเป็น

สารตั้งตน้ให้เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นสีน ้ าเงิน ซ่ึงจ านวนเซลล์ท่ีนับได้สามารถน ามาคิด

ค านวณหาค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการสร้างและสะสมของฮีโมโกลบินภายใน

เซลลไ์ดด้งัสมการ 

ร้อยละของจ านวนเซลลท่ี์มีการสร้างฮีโมโกลบิน  (
เซลล์ที่ติดสนี า้เงิน

จ านวนเซลล์ทัง้หมด
)       

นอกจากน้ีผูท้ดลองยงัพยายามพฒันาวิธีการตรวจหาฮีโมโกลบินดงักล่าวให้ได้ผลท่ี

ละเอียดมากข้ึน โดยสามารถประมาณค่าปริมาณฮีโมโกลบินออกมาเป็นค่าตวัเลขได้

อย่างคร่าว ๆ ซ่ึง เป็นวิธี เ ชิง ก่ึงปริมาณ (semi-quantitative) ดัดแปลงจากวิธีของ  

Wanda et al. (1981) โดยเร่ิมจากการเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดงจากอาสาสมคัรดว้ยวิธีการ

เช่นเดียวกับข้อ 3.2.4 จากนั้นตรวจสอบหาความหนาแน่นของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ี

เตรียมได้และส่งตรวจเซลล์เม็ดเลือดแดงดังกล่าวเพื่อหาค่าปริมาณฮีโมโกลบินด้วย
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เคร่ืองตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด (complete blood count, CBC) ส าหรับใช้

ค  านวณในการสร้างเส้นโคง้มาตรฐาน (standard curve) โดยปกติในมนุษยผ์ูใ้หญ่จะมี

ฮีโมโกลบินประมาณ 1.52 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดงันั้นในการทดลองจึงได้เลือกใชเ้ซลล์

เม็ดเลือดท่ีถูกเจือจางความเขม้ขน้ท่ี 10 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 1/4,000 1/8,000 1/16,000 

1/32,000 1/50,000 1/64,000 1/70,000 1/80,000 1/90,000 และ 1/100,000 ซ่ึงเป็นค่า

ปริมาณฮีโมโกลบินท่ีเจือจางท่ีเคร่ืองตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดไม่สามารถ

ตรวจวดัค่าได้ โดยเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีความเข้มข้นมากกว่าความเขม้ข้นท่ี

เลือกใช ้10 เท่า (เน่ืองจากในขั้นตอนการทดลอง เซลล์เม็ดเลือดแดงจะถูกเจือจางลงอีก 

10 เท่า) ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 900xg นาน 2 นาที 

ดูดส่วนของเหลวทิ้ง และป่ันลา้งดว้ย 1X PBS ปริมาตร 500 ไมโครลิตรจ านวน 2 รอบ 

เติมสารละลาย 0.05M Tris/0.4M glycerine/2% Triton X-100 (pH = 7.5) ปริมาตร 40 

ไมโครลิตรและตั้งทิ้งไวน้าน 30 นาที ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500xg เป็นเวลา 

2 นาที แลว้ดูดเฉพาะส่วนของเหลวท่ีไดจ้ากเซลล์เม็ดเลือดแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 

20 ไมโครลิตร หยดใส่ลงในจาน 96 หลุม ท่ีในแต่ละหลุมมีสารละลาย 0.05M Tris/0.4M 

glycerine ปริมาตร 120 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 0.2% benzidine ท่ีผสม

สารละลาย 30% H2O2 แลว้ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และชะลอปฏิกิริยาดงักล่าวท่ีเกิดข้ึน

ด้วย H2SO4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ก่อนท่ีจะวดัค่าการดูดกลืมแสงท่ีความยาวคล่ืน  

414 นาโนเมตร ทุก ๆ 3 นาที เพื่อสร้างและหาเส้นโคง้มาตรฐานและสมการท่ีมีค่า

สัมประสิทธ์ิแสดงการตดัสินใจ (Coefficient of Determination, R2) น่าเช่ือถือท่ีสุด ดว้ย

เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ส าหรับการทดลองตรวจวดัหาปริมาณ

ฮีโมโกลบินเฉล่ียในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีเล้ียงร่วมกบัสารเคมีท่ี

สามารถกระตุน้ให้เซลล์มีการสร้างฮีโมโกลบิน จะใช้เซลล์จ  านวน 2x104 เซลล์ท าตาม

วิธีการขา้งตน้เช่นเดียวกบัเซลล์เม็ดเลือดแดง และน าค่าการดูดกลืมแสงท่ีตรวจวดัไดม้า

ค านวณแทนค่าในสมการท่ีได้จากเส้นโค้งมาตรฐาน เพื่อค านวณหาค่าปริมาณ

ฮีโมโกลบินเฉล่ียต่อเซลล ์
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3.2.13 การเตรียมช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนที่ควบคุมการสร้างโปรตีนที่สนใจที่คาดว่ามี 
  ความส าคัญและจ าเป็นส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมทีต้่องอาศัยเพือ่เข้ารุกราน 
  เข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อื่นที่ไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดงด้วยเทคนิคปฏิกิริยา 
  ลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) ส าหรับใช้ในการกระตุ้นการ 
  แสดงของโปรตีนทีส่นใจ 

ในการทดลองน้ีไดรั้บการอนุเคราะห์จาก ดร. อรพรรณ ศรีพิชยั ส าหรับตวัอยา่งซีดีเอ็น

เอ (cDNA) ท่ีได้จากการเปล่ียนมาจากอาร์เอ็นเอ (RNA) ท่ีได้จากเซลล์ต้นก าเนิด 

เม็ดเลือดแดงในระยะอีรีโทรบลาส อายุ  10-14 ว ันจากคนปกติ ด้วยวิธี  reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) จากนั้นน าตวัอยา่งซีดีเอ็นเอท่ีไดม้า

ใชเ้ป็นแม่พิมพส์ าหรับการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนท่ีควบคุมการสร้างโปรตีน

บนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีสนใจท่ีถูกรายงานวา่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการการเขา้สู่

เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ได้แก่ ยีนท่ีควบคุมการสร้าง

โปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a และมียีนส าหรับใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม ไดแ้ก่ 

ยีนท่ีควบคุมการสร้างโปรตีนชนิด CD71 ซ่ึงเป็นยีนท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการการ

รุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม โดยไพรเมอร์ (primer) ท่ีใชใ้นการเพิ่มจ านวน

ช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน CD108 CD147 CD235a และ CD71 แสดงดงัตารางท่ี 3.1 และ

การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) โดยมีสารเคมีดงัน้ี 

cDNA (0.02-0.2ng/ml)   2.00 ไมโครลิตร 
10X buffer     2.50 ไมโครลิตร 
dNTPs (10mM)    0.50 ไมโครลิตร 
forward primer (10µM)   1.50 ไมโครลิตร 
reverse primer (10µM)   1.50 ไมโครลิตร 
Pfu polymerase (5pmol/µl)   0.50 ไมโครลิตร 
distilled water    16.50 ไมโครลิตร 
    ปริมาตรสุทธิ 25.00 ไมโครลิตร 

และมีขั้นตอนการด าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ดงัน้ี 
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initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 ºC นาน 2 นาที 
denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94 ºC  นาน 20 วนิาที 
annealing  ท่ีอุณหภูมิ 60 ºC นาน 30 วนิาที         35 รอบ 
extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 ºC  นาน 1 นาที 
final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 ºC  นาน 10 นาที 
 

ตารางที ่3.1 ขอ้มูลไพรเมอร์ท่ีใชใ้นงานวจิยั 

ยนี ไพรเมอร์  ล าดับนิวคลโีอไทด์ (5'3') Acession No. 

CD108 
CD108F ATGAGAGGCTACGCCCCCTTCAGC Var3 :NM_001146030.1 

CD108R CTAGTGGACCAGCAAGCCAAGAGTG  

CD147 
CD147F ATGGCGGCTGCGCTGTTCGTG Var2 :NM_198589.2 

CD147R CAGGAAGAGTTCCTCTGGCGGACG  

CD235a 
GYPAF ATGTATGGAAAAATAATCTTTGTATTAC Var1 : NM_002099.7 

Var2 : NM_001308187.1 
Var3 : NM_001308190.1 GYPAR TCATTGATCACTTGTCTCTGGATT 

CD71 
CD71F ATGATGGATCAAGCTAGATCAGC 

 
CD71R TTAAAACTCATTGTCAATGTCCC 

*หมายเหตุ Var คือ ชนิดท่ี/แบบท่ี (variance) 

3.2.14   การวิเคราะห์ผลการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนที่สนใจด้วยวิธี 1.5% agarose  
  gel electrophoresis 

เตรียม 1.5% agarose gel โดยการชัง่ agarose 1.5 กรัม ละลายในบฟัเฟอร์ 0.5X TBE 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นหยอดตวัอย่างลงในช่องเจล โดยผสมตวัอย่างผลผลิต 
พีซีอาร์กบั 6X loading dye ให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1X และโหลดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (DNA ladder) เพื่อเปรียบเทียบขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ในช่องแรกของเจล 
จากนั้นต่ออ่างส าหรับท า agarose gel electrophoresis เขา้กบัเคร่ืองจ่ายไฟ และตั้งค่าโดย
ใชก้ระแสไฟฟ้าคงท่ี 110 โวลต ์(V) เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาให้น าเจลไปยอ้มดว้ย
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สารละลาย เอ ธิ เ ดียมโบรไมด์  และน า ไปตรวจสอบผลแถบดี เอ็น เอภายใต้ 
แสงอลัตราไวโอเลตดว้ยเคร่ืองวเิคราะห์เจล และบนัทึกภาพ 

3.2.15  การสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนที่สนใจที่ โดยวิธี Gel Extraction ด้วยชุดสกัด  
  GF-1 ambiclean kit (Vivantis, Malaysia) 

ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีให้ผลถูกตอ้งในขั้นตอน 3.2.14 จะถูกน ามาสกดัให้มีความบริสุทธ์ิ 

โดยน าผลผลิตพีซีอาร์มาแยกดว้ยวธีิ 1.5% agarose gel electrophoresis ซ่ึงแผน่ agarose 

gel จะถูกน ามายอ้มดว้ยสารดว้ยสียอ้มดีเอ็นเอชนิด SYBR® Safe DNA Gel Stain 

(Invitrogen, Malaysia) และน ามาส่องภายใตแ้สงยวูี (UV) ท าการตดั agarose gel ใน

บริเวณส่วนท่ีมีช้ินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายออกมาใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมบฟัเฟอร์ DB ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองขนาด 

1.5 มิลลิลิตรซ่ึงบรรจุช้ินส่วนเจลท่ีไดต้ดัไวก่้อนหน้าน้ี และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55°C 

โดยท าการกลับหลอดไปมาทุก 2-3 นาที เป็นระยะเวลานาน 15 นาที หรือจนกว่า

ช้ินส่วนเจลจะละลายหมด เทสารละลายทั้งหมดท่ีไดล้งในหลอด Column ท่ีวางบน

หลอด Collection แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg นาน 1 นาที แลว้เทส่วนท่ีผา่นตวั

กรองทิ้ง แลว้เติมบฟัเฟอร์ Wash ปริมาตร 650 ไมโครลิตรลงในหลอด Column ท่ีวาง

บนหลอด Collection แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg นาน 1 นาที เทส่วนท่ีผ่านตวั

กรองทิ้ง และน าหลอด Column ท่ีวางบนหลอด Collectionไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000xg 

เป็นเวลา 1 นาที เพื่อท าให้หลอด Column แห้ง จากนั้นยา้ยหลอด Column ท่ีแห้งแลว้

มาวางบนหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ แล้วหยดบัฟเฟอร์ Elution 

ปริมาตร 35-50 ไมโครลิตรลงบนส่วนเมมเบรนของหลอด Column ตั้งทิ้งไว ้2 นาที 

แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000xg นาน 1 นาที และเก็บสารละลายไวท่ี้อุณหภูมิ 4°C เพื่อ

เตรียมน าไปเช่ือมต่อกบัพลาสมิดต่อไป 

3.2.16   การเตรียมพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด  
  EcoRV 

เร่ิมต้นจากการเข่ียโคโลนีเด่ียวของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีพลาสมิดชนิด 

pBluescriptIISK+ (ภาพท่ี 3.1) บนอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะ

ชนิด Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (LB amp agar) น ามา
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เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB broth ท่ีมีสารปฏิชีวนะ Ampicillin ความ

เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร (LB amp broth) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มท่ี 37°C 

นานขา้มคืน เพื่อน ามาสกดัดีเอ็นเอด้วยชุดสกดั GF-1 plasmid DNA extraction 

(Vivantis, Malaysia) โดยน าเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB amp 

broth มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าหลอดไปป่ันเพื่อตกตะกอนเช้ือ

แบคทีเรียดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000xg เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเทส่วนใส

ทิ้ง จากนั้นน าหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีตกตะกอนเช้ือแบคทีเรียมาละลาย

ดว้ยสารละลาย S1 ท่ีมีเอนไซม ์RNAse ปริมาตร 250 ไมโครลิตร โดยการดูดดว้ยตวั

ดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติัข้ึนลง แลว้เติมสารละลาย S2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ท า

การผสมสารละลายเบา ๆ จากนั้นเติมสารละลาย NB ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ท าการ

ผสมสารละลายเบา ๆ น าหลอดทดลองไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 16,000xg เป็นเวลา  

10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสปริมาตรประมาณ 650 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอด 

Column ส าหรับสกดัพลาสมิด น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที 

ก่อนท่ีจะเทของเหลวท่ีผ่านหลอด Column ทิ้ง และดูดบฟัเฟอร์ Wash ปริมาตร  

650 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอด Column และป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา  

1 นาที เพื่อลา้งหลอด Column จากนั้นเทของเหลวท่ีผา่นหลอด Column ทิ้งและป่ัน

เหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000xg อีก 1 นาที เพื่อน าสารละลายส่วนเกินออกและท าให้หลอด 

Column แห้ง ก่อนท่ีจะน าหลอด Column วางลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร

หลอดใหม่ จากนั้นเติมบฟัเฟอร์ Elution ปริมาตร 40-100 ไมโครลิตรใส่ลงในบริเวณ

เมมเบรนของหลอด Column และน าป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 1 นาที 

เก็บส่วนของเหลวท่ีไดซ่ึ้งก็คือสารละลายพลาสมิดท่ีสกดัได ้
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ภาพที ่3.1 โครงสร้างพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ 
(ปรับปรุงจาก: Transomic technologies, 2019) 

 
จากนั้นท าการวดัปริมาณพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ ท่ีสกดัไดด้ว้ยเทคนิค 1.0% 

agarose gel electrophoresis และตดัพลาสมิดดงักล่าวด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะชนิด 

EcoRV ซ่ึงจะได้สายดีเอ็นเอปลายทู่ (blunt end) โดยในปฏิกิริยาจะประกอบด้วย

สารเคมีต่าง ๆ ดงัน้ี  

- 10X  buffer     1.25 ไมโครลิตร 
- พลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ ความเขม้ขน้ประมาณ 200-300 นาโนกรัม 
- เอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoRV   1.00 ไมโครลิตร 
- distilled water          ปรับปริมาตรสุทธิใหไ้ดเ้ท่ากบั 15.00 ไมโครลิตร 

ผสมสารเคมีต่าง ๆ ให้เขา้กนั และบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 37 °C นาน 1 ชัว่โมงและบ่มท่ี

อุณหภูมิ 80 °C นาน 20 นาที จากนั้นสกดัเอาช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดท่ีตอ้งการโดย

ด าเนินการตามขั้นตอนการสกดัช้ินส่วนยีนบริสุทธ์ิโดยวิธี Gel Extraction ดว้ยชุดสกดั 

GF-1 ambiclean kit (Vivantis, Malaysia) 
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3.2.17   การเ ช่ือมต่อช้ินส่วนดี เอ็นเอของยีนที่สนใจ ( ligation) และการถ่ายโอน 

  ดีเอน็เอลูกผสมเข้าสู่เช้ือแบคทเีรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α (transformation)  

เตรียมความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีใช้ในการเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนท่ีสนใจท่ี

คาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็นมากท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้ง

อาศยัเพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดง

กบัพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ ดงัน้ี 

- 10X buffer     1.00 ไมโครลิตร 
- ดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากเจลขอ้ 3.2.15 (10ng/µl) 1.00 ไมโครลิตร 
- พลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ (20ng/µl)  1.00 ไมโครลิตร 
- T4 DNA ligase (3units/µl)   0.50 ไมโครลิตร 
- distilled water     6.50 ไมโครลิตร 
     ปริมาตรสุทธิ 10.00 ไมโครลิตร 

ผสมสารเคมีต่าง ๆ ใหเ้ขา้กนั และบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 16 °C นาน 16 ชัว่โมง 

จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ดว้ยวิธีการ 

heat shock โดยการน าอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB agar มาบ่มท่ี 37 ºC แลว้เติม 

200mM IPTG ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ 20mM X-GAL ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

โดยการเกล่ียบนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นผสมสารละลายดีเอ็นเอท่ีเช่ือมต่อกบั 

พลาสมิดแล้ว ปริมาตร 10 ไมโครลิตรกับเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้บ่มในน ้ าแข็งนาน 30 นาที และน าไป heat shock ท่ี 42 ºC 

นาน 45 วินาที ก่อนน ากลบัมาบ่มในน ้ าแข็งนาน 5 นาที สุดทา้ยเติมอาหารเล้ียงเช้ือ

แบคทีเรียเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB broth ปริมาตร 950 ไมโครลิตรและท าไปบ่มท่ี 37 ºC 

แกว่งด้วยความเร็วรอบ 210 รอบ/นาที นาน 1 ชั่วโมง เม่ือครบก าหนดเวลาน าเช้ือ

แบคทีเรีย E. coli ท่ีไดม้าเกล่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB agar และบ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 ºC นาน 16-18 ชัว่โมง 

เม่ือครบก าหนดเวลาแลว้ ท าการคดัเลือกโคโลนีท่ีถูกตอ้ง โดยคดัเลือกโคโลนีท่ีมีสีขาว 

ด้วยการเข่ียเช้ือแบคทีเรีย E. coli โคโลนีเด่ียวมาเพาะเล้ียงลงในอาหารเล้ียงเช้ือ

แบคทีเรีย LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะชนิด Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/
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ไมโครลิตร เพื่อเก็บไวส้ าหรับงานอ่ืน ๆ ต่อไป และเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 

LB broth ท่ีมียาปฏิชีวนะชนิด Ampicillin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ส าหรับน ามาสกดัดีเอ็นเอ จากนั้นสกดัพลาสมิดลูกผสม 

(recombinant plasmid) ดว้ยชุดสกดั GF-1 plasmid DNA extraction kit (Vivantis, 

Malaysia) แลว้น าพลาสมิดลูกผสมท่ีไดไ้ปวดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืน

แสง ท่ีความยาวคล่ืน 260nm และวิเคราะห์ความถูกต้องของโดยใช้การเช่ือมต่อ

ระหวา่งช้ินส่วนดีเอน็เอของยีนท่ีสนใจกบัพลาสมิดโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ

และส่งตรวจหานิวล านิวคลีโอไทด ์

3.2.18   การเช่ือมต่อช้ินส่วนดี เอ็นเอของยีนที่สนใจ  และการถ่ายโอนพลาสมิดเข้า สู่ 

  เช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α เพื่อเตรียมพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของ 
  ยนีในเซลล์สัตว์เลีย้งลูกด้วยน า้นม 

ในการทดลองน้ีจะใชพ้ลาสมิดชนิด pEGFP-C3 (ภาพท่ี 3.2) ส าหรับการกระตุน้การ

แสดงออกของยีนในเซลล์สัตวเ์ล้ียงลูกด้วยน ้ านม ซ่ึงตอ้งท าการการสกดัและเตรียม

พลาสมิดชนิด pEGFP-C3 โดยวิธี Gel Extraction ดว้ยชุดสกดั GF-1 ambiclean kit 

(Vivantis, Malaysia) ตามขอ้ 3.2.15 และใช้ยาปฏิชีวนะชนิด Kanamycin ท่ีมีความ

เข้มข้นสุดท้ายในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB broth (LB kan broth) เท่ากับ  

30 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร พลาสมิดท่ีสกดัไดจ้ะน ามาดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเหมาะสม

ในการเช่ือมต่อกับแต่ละยีนท่ีสนใจ จากนั้นสกดัพลาสมิดท่ีถูกตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จ าเพาะโดยวิธี Gel Extraction ดว้ยชุดสกดั GF-1 ambiclean kit (Vivantis, Malaysia) 

เช่นเดิม 

ส าหรับการเตรียมช้ินส่วนดีเอน็เอของยีนท่ีสนใจท่ีคาดวา่มีความส าคญัและจ าเป็นมาก

ท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีต้องอาศัยเพื่อเข้ารุกรานเข้าสู่เซลล ์

เม็ด เ ลื อดแดงหรือ เซลล์ อ่ืน ท่ี ไม่ ใ ช่ เซลล์ เม็ ด เ ลื อดแดงจากพลาส มิดชนิด 

pBluescriptIISK+ โดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะประกอบดว้ย 
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- 10X universal buffer    1.25 ไมโครลิตร 
- ส่วนช้ินยนีใน pBluescriptIISK+  ความเขม้ขน้ประมาณ 400 นาโนกรัม 
- เอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด HindIII   1.00 ไมโครลิตร 
- เอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด BamHI   1.00 ไมโครลิตร 
- distilled water          ปรับปริมาตรสุทธิใหไ้ดเ้ท่ากบั 15.00 ไมโครลิตร 

ผสมสารเคมีต่าง ๆ ให้เขา้กนั และบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมกบัเอนไซม์

ตดัจ าเพาะและหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับเอนไซมต์ดัจ าเพาะ

ท่ีเลือกใช ้จากนั้นสกดัเอาช้ินส่วนดีเอน็เอของยนีท่ีสนใจท่ีมีขนาดท่ีตอ้งการ 

 

ภาพที ่3.2 โครงสร้างพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 

(ปรับปรุงจาก: Biovisualtech, 2019) 

ส าหรับการเตรียมความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีใชใ้นการเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน

ท่ีสนใจกบัพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยนี ประกอบดว้ยสารเคมีต่าง ๆ ดงัน้ี 
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- 10X buffer     1.00 ไมโครลิตร 
- ดีเอน็เอท่ีสกดัได ้(10ng/µl)   1.00 ไมโครลิตร 
- พลาสมิตชนิด pEGFP-C3 (20ng/µl)  1.00 ไมโครลิตร 
- T4 DNA ligase (3units/ µl)   0.50 ไมโครลิตร 
- distilled water     6.50 ไมโครลิตร 

   ปริมาตรสุทธิ 10.00 ไมโครลิตร 

ผสมสารเคมีต่าง ๆ ใหเ้ขา้กนั และบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 16 °C นาน 16 ชัว่โมง 

ในการถ่ายโอนพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยีนเข้าสู่เช้ือแบคทีเรีย E. coli  

สายพนัธ์ุ DH5α จะใชว้ธีิการ heat shock เหมือนขอ้ 3.2.17 ขา้งตน้ โดยใชย้าปฏิชีวนะ

ชนิด Kanamycin ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยของยาปฏิชีวนะในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 

LB broth เท่ากบั 30 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร ซ่ึงในขั้นตอนการคดัเลือกโคโลนีเด่ียวท่ี

เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะชนิด Kanamycin (LB kan 

agar) ความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัม/ไมโครลิตรน้ี โคโลนีท่ีเกิดข้ึนจะมีโอกาสท่ีจะเป็นได้

ทั้งโคโลนีท่ีไดรั้บพลาสมิดท่ีไม่ไดเ้ช่ือมต่อกบัช้ินส่วนดีเอ็นเอหรือพลาสมิดลูกผสมก็

ได ้ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งสกดัพลาสมิดจากโคโลนีท่ีได ้แลว้น ามาท าการตรวจสอบความ

ถูกตอ้งวา่เป็นพลาสมิดลูกผสมโดยเทคนิค colony PCR และการตดัดว้ยเอนไซมต์ดั

จ าเพาะเปรียบเทียบขนาดกบัพลาสมิดท่ีไม่ไดเ้ช่ือมต่อกบัช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยวิธี 1.0% 

agarose gel electrophoresis โดยโคโลนีท่ีมีพลาสมิดลูกผสมท่ีใหผ้ลถูกตอ้งจะถูกน ามา

เพิ่มจ านวนและสกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดั EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qaigen, 

Germany) เพื่อน าไปใชใ้นกระบวนการการน าเขา้สู่เซลลส์ัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้านมต่อไป 

3.2.19   การถ่ายโอนพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยีนที่สนใจในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วย 
  น ้านมเข้าสู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 (transfection) ด้วยวิธีการ 

  electroporation (Delgado-Canedo et al., 2006) 

เตรียมความพร้อมของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ก่อนการท า 

electroporation เป็นเวลา 2 วนั โดยการดูดสารละลายเซลล์แขวนลอยออกตาม

อตัราส่วนท่ีเหมาะสม ให้เซลล์มีความหนาแน่นท่ี 2x105 เซลล์/มิลลิลิตร เม่ือเซลล ์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 มี 80-90 % confluence น าเซลล์มาป่ันลา้งดว้ย
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อาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-1640 ท่ีไม่มี FBS และปรับความหนาแน่น

ของเซลลใ์หเ้ท่ากบั 10x106 เซลล์/มิลลิลิตร จากนั้นดูด 300 ไมโครลิตรของสารละลาย

เซลล์ใส่ลงในคิวเวทท์ส าหรับท า electroporation ขนาด 0.4 เซนติเมตร พร้อมกับ 

พลาสมิดลูกผสมส าหรับการแสดงออกของยีนท่ีสนใจให้มีความเขม้ขน้ของพลาสมิด

สุดทา้ยเท่ากบั 50 ไมโครกรัม/ปฏิกิริยา ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 15 นาที จากนั้นให้

กระแสไฟฟ้า 875 โวลต/์เซนติเมตร (V/cm) 500 ไมโครฟารัด (uF) และค่าความตา้น

ทางไฟฟ้าทานไม่จ  ากดั (infinite resistance) นาน 4 มิลลิวินาที (msec) แลว้ป่ัน

ตกตะกอนเซลล์ท่ี 13,000xg นาน 30 วินาที ตั้งตะกอนเซลล์ทิ้งไวน้าน 20 นาที ก่อนท่ี

จะดูดส่วนของของเหลวออก แลว้กระจายเซลล์ในอาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด 

RPMI-1640 ท่ีมี 10% FBS และน าเซลล์ไปเล้ียงท่ี 37°C ภายใตค้วามเขม้ขน้ของก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 95 เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง 

ก่อนน าไปทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม

ต่อไป 

3.2.20  การตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจและการทดสอบความสามารถ 
               ในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด 
             ชนิด K562 ทีถู่กกระตุ้นด้วยสารเคมีและกระตุ้นการแสดงออกของยนีทีส่นใจ 

ในการทดลองน้ีได้ตรวจสอบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลบัพร้อมชุดฟลูออเรส

เซนต ์(fluorescent inverted microscope) และตรวจวดัระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ี

สนใจท่ีคาดวา่มีความส าคญัและจ าเป็นมากท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ี

ตอ้งอาศยัเพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดง

บนผวิของเซลลด์ว้ยเคร่ืองตรวจวเิคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลลแ์บบอตัโนมติั ใน

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและ

เพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจด้วยสารเคมี และเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดง K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจท่ี

คาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็นมากท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้ง
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อาศยัเพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดงดว้ย

วธีิการเช่นเดียวกบัในขอ้ 3.2.7 

จากนั้นเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตด์ว้ยวิธีการเช่นเดียวกบัใน

ขอ้ 3.2.8 และหยดเติมเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะ 

ไชซอนต์ท่ีเตรียมได้แบ่งใส่ลงไปเล้ียงร่วมกบัเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ี

สนใจดว้ยสารเคมี และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการ

เพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจท่ีคาดว่ามีความส าคญัและจ าเป็นมากท่ีสุด

ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัเพื่อเขา้รุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดง

หรือเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลลเ์มด็เลือดแดง ติดตามผลความสามารถในการรุกรานเขา้สู่เซลล ์

ร้อยละของจ านวนและระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม และ

รูปร่างของเซลล์และเช้ือ หลงัเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง ดว้ยการท า blood smear แบบ  

thin film บนกระจกสไลด ์
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บทที ่4 

ผลการวจิยั 

4.1 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลล์โดยการย้อมเซลล์ด้วยแอนติบอดีที่ติด

ฉลากด้วยสารเรืองแสง 

ในการทดลองไดเ้ลือกใช้กลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดของมนุษยจ์  านวน 4 ชนิด ไดแ้ก่ เซลล ์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji Jurkat U937 และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 

นอกจากน้ียงัมีเซลล์ PBMC ท่ีไดจ้ากอาสาสมคัร เพื่อใชเ้ป็นเซลล์ส าหรับชุดควบคุมการทดลองของ

เซลล์ในกลุ่มเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต์ (lymphocyte) (Raji และ Jurkat) และโมโนไซต ์

(monocyte) (U937) และเซลลเ์มด็เลือดแดงตวัเตม็วยัจากอาสาสมคัร เพื่อใชเ้ป็นชุดควบคุมการทดลอง

ของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 โดยท าการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบน

ผวิของเซลลช์นิด CD3 CD4 CD8 CD14 CD19 CD20 และ CD45 อยา่งนอ้ย 3 ซ ้ า เพื่อจ าแนกชนิดของ

เซลล์ตามชนิดของโปรตีนท่ีอยู่บนผิวของเซลล์ จากผลการทดลองดงัภาพท่ี 4.1-4.3 จะเห็นว่าเซลล ์

PBMC กลุ่มลิมโฟไซต ์ซ่ึงประกอบไปดว้ยทีเซลล์ (T cell) และบีเซลล์ (B cell) มีจ  านวนเซลล์ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีนชนิด CD3 CD4 CD8 CD19 CD20 และ CD45 ร้อยละ 64.60±5.29 40.28±4.81 

41.85±6.83 10.10±0.87 9.81±0.16 และ 99.69±0.26 ตามล าดบั โดยมีค่า Mean Fluorescent Intensity 

(MFI) ของกลุ่มเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจ ท่ีบอกใหท้ราบถึงระดบัการแสดงออกของ

โปรตีนแต่ละชนิดบนผิวของเซลล์เท่ากบั 4.27±0.54 18.51±2.96 120.13±17.94 2.33±0.49 4.90±1.38 

และ 5.90±0.70 ตามล าดบั เซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซต์มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน

ชนิด CD14 และ CD45 ร้อยละ 90.13±11.84 และ 99.99±3.86 และมีค่า MFI เท่ากบั 19.28±2.15 และ 

5.59±0.92 ตามล าดบั เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji มีจ  านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ

โปรตีนชนิด CD19 CD20 และ CD45 ร้อยละ 72.05±7.83 78.01±11.04 และ 31.45±14.98 และมีค่า 

MFI เท่ากบั 1.69±0.61 2.56±0.35 และ 0.80±0.26 ตามล าดบั เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

Jurkat มีจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD3 CD4 และ CD45 ร้อยละ 71.74±5.55  
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65.86±15.16 และ 91.03±0.69 และมีค่า MFI เท่ากบั 2.71±1.07 2.06±0.63 และ 1.53±0.28 ตามล าดบั 

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD4 

CD8 และ CD45 ร้อยละ 98.80±0.96 84.92±4.74 และ 26.37±2.30 และมีค่า MFI เท่ากบั 4.44±3.09 

3.34±1.25 และ 0.38±0.15 ตามล าดบั และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 มีจ านวนเซลล์

ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD8 และ CD45 ร้อยละ 3.93±0.99 และ 12.29±1.35 และมีค่า MFI 

เท่ากบั 0.45±0.19 และ 0.35±0.05 ตามล าดบั ซ่ึงค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ

โปรตีนชนิดต่าง ๆ และค่า MFI ของกลุ่มเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจท่ีไดจ้ากเซลล์แต่

ละชนิดจากผลการทดลอง แสดงให้เห็นวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji และ Jurkat มี

การแสดงออกของโปรตีนชนิดท่ีพบไดบ้นผิวของเซลล์ PBMC กลุ่มลิมโฟไซต ์(CD3 CD4 CD8 และ

CD45 พบไดบ้นผิวของทีเซลล์ และ CD19 CD20 และ CD45 พบไดบ้นผิวของบีเซลล์) นอกจากน้ี

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 ไม่พบการแสดงออกของโปรตีนชนิดท่ีพบไดบ้นผิวเซลล ์

PBMC กลุ่มโมโนไซต ์(CD14 และ CD45) แต่พบการแสดงออกของโปรตีนชนิดท่ีพบไดบ้นผิวเซลล์

กลุ่มโปรโมโนไซต์ (promonocyte) (CD4 และ CD45) และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 ไม่พบการแสดงออกของโปรตีนชนิดท่ีพบไดบ้นผิวของเซลล์ PBMC ทั้งกลุ่มลิมโฟไซต์และ 

โมโนไซตท่ี์เป็นกลุ่มเซลลเ์มด็เลือดขาว ดงันั้นกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้ง 4 ชนิดท่ีใชใ้นการ

ทดลอง จึงน่าจะเป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดท่ีถูกต้องแล้ว โดยเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดขาวชนิด Raji เป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาว กลุ่มบีเซลล์ลิมโฟไซต์ เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat เป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาว กลุ่มทีเซลล์ลิมโฟไซต์ เซลล ์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 เป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาว กลุ่มโปรโมโนไซต ์และ

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 น่าจะเป็นเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดง 

ต่อจากนั้นจึงทดลองท าการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a ท่ี

ถูกรายงานวา่มีส่วนเก่ียวขอ้งในกระบวนการการรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม 

ฟาลซิพารัม อยา่งนอ้ย 3 ซ ้ า โดยเซลล์เม็ดเลือดแดงมีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด 

CD108 CD147 และ CD235a ร้อยละ 68.30±12.67 62.04±27.46 และ 99.93±0.02 และมีค่า MFI 

เท่ากบั 1.42±0.33 1.69±0.43 และ 19.64±3.90 ตามล าดบั เซลล ์PBMC กลุ่มลิมโฟไซต ์ซ่ึงประกอบไป

ดว้ยทีเซลลแ์ละบีเซลลมี์จ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a 

ร้อยละ 6.88±2.73 75.06±8.22 และ45.26 ±25.46 และมีค่า MFI เท่ากบั 2.10±0.57 4.11±0.91 และ 
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4.69±0.98 ตามล าดบั และเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซต์มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน

ชนิด CD108 CD147 และ CD235a ร้อยละ 12.43±5.49 99.83±0.06 และ 98.25±0.97 และมีค่า MFI 

เท่ากบั 2.01±1.80 60.50±12.33 และ 17.85±2.40 ตามล าดบั นอกจากนั้นจากผลการทดลองยงัแสดงให้

เห็นว่ากลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดท่ีใช้ในการทดลองทั้ง 4 ชนิด พบว่ามีการแสดงออกของ

โปรตีนชนิด CD147 บนผวิของเซลลใ์นทุก ๆ เซลล์ (จ  านวนเซลล์ร้อยละ 99.75±0.16 ถึง 99.91±0.07) 

และมีระดบัการแสดงออกอยู่ในระดบัท่ีสูง โดยสามารถวดัค่า MFI ได้อยูใ่นช่วง 14.97±0.11 ถึง 

22.63±9.60 ส าหรับเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat พบว่ามีจ านวนเซลล์ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 สูงถึงร้อยละ 58.72±11.89 (มากกว่าในเซลล์ PBMC กลุ่ม 

ลิมโฟไซต์ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05) และมีค่า MFI เท่ากบั 0.81±0.31 

(ไม่แตกต่างกบัเซลล์ PBMC กลุ่มลิมโฟไซตอ์ยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05) ในขณะท่ีเซลล์เช้ือสายมะเร็ง

เม็ดเลือดชนิดอ่ืน ๆ มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 อยู่ในช่วงร้อยละ 

5.31±1.62 ถึง 7.38±0.85 และมีค่า MFI อยู่ในช่วง 0.13±0.12 ถึง 0.16±0.15 เพียงเท่านั้น เป็นท่ี

น่าสนใจว่าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ซ่ึงเป็นกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 

โปรโมโนไซต์ มีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a สูงท่ีสุดถึง

ร้อยละ 92.28±5.71 (ไม่แตกต่างกบัเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซตท่ี์เป็นชุดควบคุมการทดลองอย่างมี

นยัส าคญัท่ี p<0.05) และมีค่า MFI เท่ากบั 3.23±0.71 (นอ้ยกวา่ในเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซตอ์ยา่งมี

นยัส าคญัท่ี p<0.05) ซ่ึงถือวา่มีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a 

ใกล้เคียงกับในเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซต์มาก (ท่ีมีค่าร้อยละ 98.25±0.97) และมีระดับการ

แสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ท่ีมากกว่าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใช้ใน

การศึกษา เฉล่ียเท่ากบั 3.20 เท่า เม่ือเปรียบเทียบค่า MFI กบัค่าท่ีไดจ้ากเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด

แต่ละชนิด (ท่ีอยูใ่นช่วงร้อยละ 0.75±0.16 ถึง 1.50±0.55) และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 มีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a น้อยท่ีสุดคือร้อยละ 

5.10±0.41 และมีค่า MFI เท่ากบั 0.80±0.64 (น้อยกว่าในเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีเป็นชุดควบคุมการ

ทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05) ดงัภาพท่ี 4.4-4.6  

 



 

 

 

ภาพที ่4.1 ตวัอยา่งผลการตรวจสอบจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิของเซลลช์นิด CD3 CD4 CD8 CD14 CD19 CD20 และ CD45  
ในเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ ดว้ยเคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลลแ์บบอตัโนมติั 
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ภาพที ่4.2 ค่าร้อยละของจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลลช์นิด CD3 CD4 
CD8 CD14 CD19 CD20 และ CD45 ในเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ 

 

 
ภาพที ่4.3 ค่า Mean Fluorescent Intensity (MFI) ของเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือด 

ชนิดต่าง ๆ ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิของเซลลช์นิด CD3 CD4 CD8 CD14 CD19  

CD20 และ CD45 
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ภาพที ่4.4 ตวัอยา่งผลการตรวจสอบจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิของเซลลช์นิด 
CD108 CD147 และ CD235a ในเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ ดว้ย

เคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลลแ์บบอตัโนมติั 
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ภาพที ่4.5 ค่าร้อยละของจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลลช์นิด CD108 

CD147 และ CD235a ในเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ 

(* แสดงถึงความแตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05; Student’s t test) 

 

 

ภาพที ่4.6 ค่า Mean Fluorescent Intensity (MFI) ของเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือด 

ชนิดต่าง ๆ ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิของเซลลช์นิด CD108 CD147 และ CD235a 

(* แสดงถึงความแตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05; Student’s t test) 
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4.2 การเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ 

หลงัจากท่ีไดผ้ลการทดลองจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิดต่าง ๆ บนผิวของเซลล์

โดยการยอ้มเซลลด์ว้ยแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง และตรวจสอบดว้ยเคร่ืองตรวจวิเคราะห์

แยกชนิดและหาปริมาณเซลล์แบบอตัโนมติั ท าให้สามารถทราบค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีนชนิดต่าง ๆ บนผิวของเซลล์ รวมทั้งระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิดต่าง ๆ 

ในเซลล์แต่ละชนิด จากนั้นจึงตอ้งการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  

ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ เพื่อดูแนวโนม้ในเบ้ืองตน้วา่โปรตีนชนิดใด

ท่ีน่าจะส าคญัและเก่ียวเน่ืองกบัความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมาก

ท่ีสุด ท าให้จ  าเป็นต้องมีการเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ โดยการ 

ป่ันเหวี่ยงสารละลายท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือผ่านสารละลาย 60% Percoll จากการทดลอง

สามารถเตรียมสารละลายท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดงไดป้ริมาตร 2 มิลลิลิตร และเม่ือตรวจสอบจ านวน 

ร้อยละและระยะการเจริญเติบโตของเช้ือ พบว่ามีจ  านวนร้อยละของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม

เท่ากบั 55.42 จากจ านวนเซลลเ์มด็เลือดแดงทั้งหมด 9.9x106 เซลล ์นอกจากน้ีเช้ือท่ีพบ อยูใ่นช่วงระยะ

การเจริญเติบโตระหวา่งระยะโทรโฟซอยต์ท่ีแก่ (late trophozoite) จนถึงระยะไชซอนต์ดงัภาพท่ี 4.7 

จากนั้นดูดสารละลายท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีเตรียมไดแ้บ่งออกเป็น 5 ส่วนในปริมาตรเท่า ๆ กนั 

ส าหรับใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

ภาพที ่4.7 เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีเตรียมได ้

จากสารละลาย 60% Percoll 



 

54 
 

4.3 การทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลอืดชนิดต่าง ๆ 

เม่ือเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ไดแ้ลว้ ก่อนท าการทดสอบความสามารถ

ในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ 

จ าเป็นตอ้งเล้ียงเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ในอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ก่อน

เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 1 อาทิตย ์เพื่อให้เซลล์ไดมี้การปรับตวัต่ออาหาร จากนั้นตรวจสอบความปกติของ

เซลล์ดว้ยการการท า blood smear แบบ thick film บนกระจกสไลด์ ซ่ึงพบวา่หลงัเล้ียงเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ในอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ก่อนเป็นเวลา 1 อาทิตย ์เซลล์มี

รูปร่างลกัษณะปกติ ไม่มีความแตกต่างกบัเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดกลุ่มท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์

เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-1640 คือ เซลล์มีลกัษณะกลม มีขนาดของเซลล์ปกติ (ไม่บวม/ไม่เห่ียว) มี

ขอบเขตของนิวเคลียสและไซโทพลาซึมแบ่งแยกกบัชดัเจน และส่วนของไซโทพลาซึมไม่ติดสีเขม้ ท่ี

เป็นสัญญาณวา่เซลล์เกิดความเครียด ดงัภาพท่ี 4.8 จากการทดสอบความสามารถในการรุกรานของ

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ด้วยการน าเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ท่ีเตรียมได้มาเล้ียงร่วมกบัเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด

ชนิดต่าง ๆ และติดตามผลความสามารถในการรุกรานเขา้สู่เซลล์และการเจริญเติบโตของเช้ือ หลงั

เวลาผ่านไป 24 45 และ 96 ชัว่โมง พบวา่เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถรุกรานเขา้สู่เซลล ์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ได ้โดยพบร้อยละของจ านวนเช้ือท่ีแตกต่างกนัในเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดแต่ละชนิด ค่าร้อยละของจ านวนเช้ือท่ีมากท่ีสุดพบได้ในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดขาวชนิด U937 ทั้ง 3 ช่วงเวลา หลงัเวลาผา่นไป 24 45 และ 96 ชัว่โมง คือ 1.69 1.07 และ 

1.18 ตามล าดบั ส่วนในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดอีก 2 ชนิด ไดแ้ก่ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาว

ชนิด Raji และ Jurkat พบวา่ร้อยละของจ านวนเช้ือท่ีพบในเซลล์จะมีค่าลดลงตามระยะเวลาท่ีผา่นไป

ตลอด 96 ชัว่โมง และส่วนในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ไม่พบเช้ือพลาสโมเดียม 

ฟาลซิพารัมเลยท่ี 24 และ 45 ชัว่โมงแรก ท าให้ไม่มีการทดลองต่อท่ี 96 ชัว่โมง ดงัแสดงในตารางท่ี 

4.1 นอกจากน้ียงัพบวา่รูปร่างลกัษณะและระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมใน

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดท่ีใชใ้นการศึกษาทั้งหมด มีความผิดปกติไปจากชุดควบคุมการทดลองท่ี

เป็นเซลล์เม็ดเลือดแดง (1%HCT) ดว้ย โดยพบเช้ือท่ีอยู่ในระยะริงเร่ิมตน้ (early ring) แต่มีลกัษณะ

บวม และยงัมีส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นและเป็นจุดกลมสีเขม้ ซ่ึงไม่ใช่ระยะการ

เจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีพบไดต้ามปกติ (ภาพท่ี 4.9-4.13) ยิ่งไปกวา่นั้นจาก



 

55 
 

การผลทดลองจะสังเกตเห็นไดว้่า พบจ านวนของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม 

ฟาลซิพารัมหรือส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ืออยูภ่ายในเซลลบ์ริเวณไซโทพลาซึมมากกวา่ 2 ตวัต่อ 1 เซลล ์

ซ่ึงพบไดเ้ฉพาะในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 ทั้ง 3 ช่วงเวลา (หลงัเวลาผา่นไป 24 45 

และ 96 ชัว่โมง) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 

 

ภาพที ่4.8 รูปร่างลกัษณะของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีเล้ียงใน 

อาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM 
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ตารางที ่4.1 จ  านวนร้อยละของเซลลท่ี์มีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด
ชนิดต่าง ๆ ท่ี 24 45 และ 96 ชัว่โมงหลงัเร่ิมการทดลอง (ส ารวจจากเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิด
ต่าง ๆ จ านวน 2,500 เซลล ์และเซลลเ์มด็เลือดแดงจ านวน 1,000 เซลล)์ 

ชนิดของเซลล์ 
จ านวนของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม  

หลงัเร่ิมการทดลอง (ร้อยละ) 

24 ช่ัวโมง 45 ช่ัวโมง 96 ช่ัวโมง 

เซลลเ์มด็เลือดแดง (1%HCT) 10.25 9.67 22.45 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Raji 0.31 0.19 0.09 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat 0.26 0.17 0.09 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 1.69 1.07 1.18 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 0.00 0.00 N/A 

*หมายเหตุ N/A คือ ไม่มีขอ้มูล (Not Available) 
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ภาพที ่4.9 รูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (ลูกศรสีแดง) ในเซลลเ์มด็เลือดแดง 
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ภาพที ่4.10 รูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (ลูกศรสีแดง) ใน 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Raji 
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ภาพที ่4.11 รูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (ลูกศรสีแดง) ใน 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat 
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ภาพที ่4.12 รูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (ลูกศรสีแดง) ใน 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 
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ภาพที ่4.13 รูปร่างลกัษณะของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 
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ตารางที่ 4.2 จ  านวนของเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมหรือส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ืออยู่

ภายในไซโทพลาซึมมากกวา่ 2 ตวัต่อ 1 เซลล์ ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ (ส ารวจจาก

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ จ านวน 2,500 เซลล/์ชนิด) 

ชนิดของเซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเม็ดเลอืด 

จ านวนของเซลล์ทีม่ีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงทีค่าดว่าน่าจะ
เป็นเช้ืออยู่ภายในไซโทพลาซึมทีช่่วงเวลาต่าง ๆ หลงัเร่ิมการทดลอง 

24 ช่ัวโมง 45 ช่ัวโมง 96 ช่ัวโมง 

1-2 ตัว >2 ตัว 1-2 ตัว >2 ตัว 1-2 ตัว >2 ตัว 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็
เลือดขาวชนิด Raji 

8 0 5 0 3 0 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็
เลือดขาวชนิด Jurkat 

6 0 3 0 2 0 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็
เลือดขาวชนิด U937 

26 12 11 1 23 2 

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็
เลือดแดงชนิด K562 

0 0 0 0 N/A N/A 

*หมายเหตุ N/A คือ ไม่มีขอ้มูล (Not Available) และขอ้มูลท่ีไดน้บัจากเซลลจ์ านวน 2,500 เซลล/์กลุ่ม 

4.4 การกระตุ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดับ

การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผวิของเซลล์ด้วยโซเดียม บิวทเิรตและฮีมิน 

จากผลการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท าให้เห็นว่าเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถเขา้สู่เซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ จากการหาค่าจ านวนร้อยละของเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยู่
ภายในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนหรือลดลงตามค่าร้อยละของจ านวน
เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน
บนผิวของเซลล์โดยการยอ้มเซลล์ด้วยแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยสารเรืองแสง และตรวจสอบด้วย
เคร่ืองตรวจวเิคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลล์แบบอตัโนมติั โดยในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด U937 ท่ีมีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a มากท่ีสุด 
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(ร้อยละ 92.28±5.71) มีค่าจ านวนร้อยละของเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยู่ภายในเซลล์
มากท่ีสุด (ร้อยละ 1.07 ถึง 1.69 ตลอดช่วงระยะเวลา 96 ชัว่โมง) และในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด
แดงชนิด K562 ท่ีมีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a นอ้ยท่ีสุด 
(ร้อยละ 5.10±0.41) ไม่พบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยูภ่ายในเซลล์เลย (ร้อยละ 0.00) นอกจากน้ี
เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 เคยถูกรายงานวา่มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบัเซลล์ระยะตน้ท่ี
ก าลงัจะพฒันาไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดง และสามารถถูกกระตุน้ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่ม
ระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผวิของเซลลไ์ดด้ว้ยสารเคมี ไดแ้ก่ โซเดียม บิวทิเรต
และฮีมิน ดงันั้นในขั้นตอนต่อไปจึงตอ้งการทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 
K562 ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของ
เซลล์ด้วยสารเคมี ส าหรับใช้ในการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์ เพื่อพิสูจน์ขอ้สันนิษฐานท่ีวา่โปรตีนชนิด CD235a น่าจะส าคญัและเก่ียวเน่ือง
กบัความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมากท่ีสุด 
โดยการทดลองเร่ิมตน้จากการทดลองพยายามกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้
สร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ โดยการเติม
สารละลายโซเดียม บิวทิเรตในขั้นตอนการเพาะเล้ียงเซลล์ ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 1mM 3mM 
และ 5mM และเล้ียงในระยะเวลายาว จากการทดลองพบว่าโซเดียม บิวทิเรตไม่สามารถกระตุน้ให้
เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 สร้างฮีโมโกลบินได้ หลงัเล้ียงเซลล์ในอาหารร่วมกบั
สารละลายโซเดียม บิวทิเรตท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เป็นเวลา 5 วนั โดยจะสังเกตไดว้า่ตะกอนของเซลล์
ไม่มีการเปล่ียนแปลงใด ๆ ท่ีเป็นสัญญาณวา่เซลล์มีการสร้างฮีโมโกลบินได ้เช่น การท่ีตะกอนเซลล์มี
สีแดงเพิ่มข้ึนจากการสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล ์เป็นตน้ แสดงดงัภาพท่ี 4.14 นอกจากน้ี
โซเดียม บิวทิเรตยงัมีผลต่อความสามารถในการมีชีวติและการเจริญของเซลลอี์กดว้ย (ภาพท่ี 4.15) 
 

 
ภาพที ่4.14 ตะกอนของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 หลงักระตุน้ใหส้ร้างฮีโมโกลบิน
ดว้ยสารละลายโซเดียม บิวทิเรตท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 5 วนัโดย Ctrl คือ เซลลเ์ช้ือสาย
มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 และ 1mM 3mM และ 5mM คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 ท่ีกระตุน้ดว้ยสารละลายโซเดียม บิวทิเรตท่ีความเขม้ขน้ 1mM 3mM และ 5mM ตามล าดบั 
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ภาพที ่4.15 จ านวนเท่าของจ านวนเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีเปล่ียนแปลงหลงัจาก

ถูกเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีโซเดียม บิวทิเรตและฮีมินท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในวนัท่ี 0 3 และ 5 
 

เน่ืองจากโซเดียม บิวทิเรตไม่สามารถกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงท่ีเป็นสัญญาณบ่งบอกวา่มีการสร้างฮีโมโกลบินได ้นอกจากน้ีโซเดียม บิวทิเรตยงัท าให้
อตัราการแบ่งเซลล์ลดลงอยา่งมากและท าให้เซลล์ตาย จากภาพท่ี 4.15 ดงันั้นขั้นตอนการทดลองการ
กระตุ้นเซลล์ เ ช้ือสายมะเร็ง เม็ดเ ลือดแดงชนิด K562 ให้สร้าง ฮีโมโกลบินด้วยสารละลาย 
โซเดียม บิวทิเรตจึงตอ้งถูกตดัออก ต่อมาจึงไดท้  าการทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง
ชนิด K562 ให้สร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a โดยการเติม
สารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 10µM และ 20µM ในขั้นตอนการเพาะเล้ียงเซลล์ ซ่ึงในเบ้ืองตน้
สามารถสังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเป็นสัญญาณบ่งบอกวา่เซลลมี์การสร้างฮีโมโกลบินไดด้งัภาพท่ี 4.16 
จากผลการทดลองจะเห็นวา่สารละลายฮีมินทั้งท่ีความเขม้ขน้ 10µM และ 20µM สามารถกระตุน้ให้
เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 สร้างฮีโมโกลบินได ้สังเกตไดจ้ากสีของตะกอนเซลล์ท่ีมี
สีแดงเพิ่มข้ึนจากปกติ โดยท่ีเซลลย์งัสามารถมีชีวติและแบ่งตวัเพิ่มจ านวนได ้(ภาพท่ี 4.15) นอกจากน้ี
ยงัสามารถตรวจสอบผลเชิงคุณภาพและค านวณหาค่าร้อยละของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง
ชนิด K562 ท่ีสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์ได้ จากการยอ้มสีด้วยสารละลาย 0.2% 
benzidine แลว้ส่องดูผลภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ อา้งอิงจากรายงานของ Wanda et al. (1981) ซ่ึงเซลล์
เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์จะปรากฏเป็น 
สีน ้าเงิน จากผลการทดลองท าใหเ้ลือกใชเ้ซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย
สารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 20µM เน่ืองจากตะกอนเซลล์มีสีแดงเขม้มากกวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ด้วยสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 10µM และคาดว่าน่าจะมี
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ปริมาณฮีโมโกลบินภายในเซลล์มากกวา่ พบวา่มีจ านวนเซลล์ท่ีสามารถถูกกระตุน้ให้มีการสร้างและ
สะสมฮีโมโกลบินภายในเซลลไ์ดร้้อยละ 75.16±2.59 ดงัภาพท่ี 4.17 
 

 
ภาพที ่4.16 ตะกอนของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 หลงัถูกกระตุน้ให้สร้าง

ฮีโมโกลบินดว้ยฮีมิน โดย RBC คือ เซลลเ์มด็เลือดแดง Ctrl คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง 
ชนิด K562 และ H10 และ H20 คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีกระตุน้ดว้ยฮีมิน 

ท่ีความเขม้ขน้ 10µM และ 20µM ตามล าดบั 
 

 
ภาพที ่4.17 เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ียอ้มสีดว้ยสารละลาย 0.2% benzidine โดย 

Ctrl คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 และ H20 คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดง

ชนิด K562 ท่ีกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM 

 
หลงัจากนั้นผูท้ดลองไดพ้ยายามพฒันาวิธีการตรวจหาฮีโมโกลบินดงักล่าว (Wanda et al., 1981) ให้

เป็นวิธีเชิงก่ึงปริมาณ ซ่ึงจะไดผ้ลท่ีละเอียดมากข้ึน สามารถประมาณค่าปริมาณฮีโมโกลบินออกมา

เป็นค่าตัวเลขได้อย่างคร่าว ๆ ซ่ึงเร่ิมจากการเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงจากอาสาสมัคร จากนั้น

ตรวจสอบหาความหนาแน่นของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีเตรียมได้และส่งตรวจเซลล์เม็ดเลือดแดง



 

66 
 

ดงักล่าวเพื่อหาค่าปริมาณฮีโมโกลบินดว้ยเคร่ืองตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด แลว้ท าการเจือจาง

เซลล์เม็ดเลือดท่ีเตรียมได้ 10 ความเขม้ขน้ ให้มีการเจือจางความเขม้ขน้สุดท้าย เท่ากับ 1/4,000 

1/8,000 1/16,000 1/32,000 1/50,000 1/64,000 1/70,000 1/80,000 1/90,000 และ 1/100,000 เท่าของ

ฮีโมโกลบินปริมาณ 1.52 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงเป็นค่าเฉล่ียปริมาณฮีโมโกลบินในเลือดมนุษยผ์ูใ้หญ่

ปกติ จากนั้นทดลองท าตามวธีิการวดัปริมาณฮีโมโกลบินตามท่ีไดด้ดัแปลงมาจากวธีิการตรวจสอบผล

เชิงคุณภาพและวดัค่าการดูดกลืมแสงท่ีความยาวคล่ืน 414 นาโนเมตร ทุก ๆ 3 นาที พร้อมทั้งสร้างเส้น

โคง้มาตรฐาน จากผลการทดลองท่ีท ามากกวา่ 3 ซ ้ า พบว่าท่ีเวลานาทีท่ี 9 หลงัจากท าตามวิธีการวดั

ปริมาณฮีโมโกลบินตามท่ีไดด้ดัแปลงมาจากวิธีการตรวจสอบผลเชิงคุณภาพ และท าการวดัค่าการ

ดูดกลืมแสงท่ีความยาวคล่ืน 414 นาโนเมตร สามารถสร้างเส้นโคง้มาตรฐานท่ีมีค่าสัมประสิทธ์ิแสดง

การตดัสินใจ (R2) ท่ีสูงและไดรู้ปแบบผลการทดลองท่ีค่อนขา้งคงท่ีจากการทดลองท าซ ้ าหลาย ๆ คร้ัง 

จากการทดลองพล็อตค่าท่ีวดัไดจ้ากเซลล์เม็ดเลือดแดงเจือจางท่ี 4 ความเขม้ขน้ในเบ้ืองตน้ ไดผ้ลดงั

แสดงในภาพท่ี 4.18 และเม่ือแปลงค่าการเจือจางของปริมาณฮีโมโกลบินทั้ง 10 ความเขม้ขน้ ให้เป็น

ค่าปริมาณฮีโมโกลบิน และน ามาพล็อตหาเส้นโคง้มาตรฐาน ก่อนท่ีจะน าค่าท่ีวดัไดจ้ากเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 20µM มาค านวณใน

สมการท่ีสร้างได ้พบว่าค่าท่ีค่าปริมาณฮีโมโกลบินท่ีค านวณไดใ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง

ชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 20µM มีค่า 1.23±0.45 พิโคกรัม/เซลล์ 

(เพิ่มข้ึน 3.24 เท่าจากเซลล์ปกติ) ในขณะท่ีค่าปริมาณฮีโมโกลบินท่ีประมาณไดจ้ากเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ไดค้่าประมาณ 0.38±0.05 พิโคกรัม/เซลล์ ซ่ึงค่าท่ีค  านวณไดจ้ากเซลล์

ทั้ง 2 กลุ่มมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05 (ภาพท่ี 4.19)  

 

ภาพที ่4.18 ตวัอยา่งเส้นโคง้มาตรฐานท่ีสร้างไดจ้ากการพล็อตค่าท่ีวดัได ้

จากเซลลเ์มด็เลือดเจือจางท่ี 4 ความเขม้ขน้ 
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ภาพที ่4.19 ตวัอยา่งการสร้างเส้นโคง้มาตรฐานและการค านวณค่าท่ีวดัไดจ้ากตวัอยา่งเซลลเ์ช้ือสาย
มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 และกลุ่มท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินในสมการท่ีสร้างได ้

4.5 การเตรียมช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน CD235a และ CD71 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) และวิเคราะห์
ผลการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน CD235a และ CD71 โดยวิธี 1.5% agarose gel 
electrophoresis 

จากผลการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีแสดงให้เห็นว่าค่าจ านวนร้อยละของเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม  

ฟาลซิพารัมอยูภ่ายในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนหรือลดลงตามค่าร้อย

ละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ท าให้สันนิษฐานไดว้่าโปรตีนชนิด 

CD235a น่าจะส าคญัและเก่ียวเน่ืองกบัความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม

มากท่ีสุด และจากการทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ดว้ยฮีมีนให้สร้าง

ฮีโมโกลบินไดแ้ละคาดว่ามีการเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล ์

(ซ่ึงจะตรวจสอบในขั้นตอนต่อไป) เพื่อน าไปทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์ อยา่งไรก็ตามเคยมีการรายงานว่าฮีมินท าให้เช้ือพลาสโมเดียม 

ฟาลซิพารัมอ่อนแอและส่งผลให้เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงได้

ลดลง (Gaudreault et al., 2015) ดงันั้นผูท้ดลองจึงตอ้งการทดลองกระตุน้การแสดงออกของโปรตีน

ชนิด CD235a บนผิวของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 โดยอาศยัการถ่ายโอน 

พลาสมิดลูกผสม ควบคู่กบัชุดควบคุมการทดลองท่ีเป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ี

ถูกกระตุน้ระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD71 บนผิวของเซลล์ ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีไม่เก่ียวขอ้ง

กบัการรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม เพื่อตดัปัจจยัท่ีท าให้เช้ือ
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อ่อนแอออก ซ่ึงอาจส่งผลต่อความสามารถในการรุกรานของเช้ือ ก่อนน าไปทดสอบความสามารถใน

การรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่ม

ต่าง ๆ 

ดงันั้นในงานวิจยัส่วนน้ีจึงเร่ิมจากการออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนท่ี

ควบคุมการสร้างโปรตีนบนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีสนใจทั้งหมด 2 ยีน ไดแ้ก่ ยีน CD71 และ 

CD235a โดยผลของการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนทั้ง 2 ยีน แสดงในภาพท่ี 4.20 ซ่ึงให้ผล

ผลิตจากการท าพีซีอาร์ (PCR) ท่ีมีขนาดถูกตอ้ง คือ CD71 มีขนาด 2,283 คู่เบส และ CD235a มีขนาด 

453 คู่เบส 

 

ภาพที ่4.20 ช้ินส่วนดีเอน็เอของยนี CD71 (เลนท่ี 1) และ CD235a (เลนท่ี 2) ท่ีใชใ้นงานวจิยั 

 
4.6 การเพิม่จ านวนช้ินส่วนดีเอน็เอของยนีในพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ 

เม่ือไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน CD235a และ CD71 ท่ีถูกเพิ่มจ านวนดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) แลว้ 

ช้ินส่วนดีเอ็นเอของแต่ละยีนจะถูกน ามาสกดัให้บริสุทธ์ิเพื่อสร้างพลาสมิดลูกผสม โดยด าเนินการ

เช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนกับพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ และถ่ายโอนน าเข้าสู่เช้ือ

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α จากนั้นคดัเลือกโคโลนีท่ีคาดวา่ถูกตอ้ง โดยอาศยัความสามารถใน

การต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ Ampicillin ท่ีความเข้มขน้ 100 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร และวิธี  

blue-white colony screening ซ่ึงแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีขาวท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย  

LB amp agar จะเป็นเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมอยู ่และจะถูกน ามาเพาะเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB amp broth เพื่อเพิ่มจ านวน ก่อนน ามาสกดัเอาพลาสมิดลูกผสม และน ามาตดั
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ดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะเพื่อวิเคราะห์ความถูกตอ้งของพลาสมิดลูกผสมท่ีได้ โดยตวัอย่างพลาสมิด 

ลูกผสมท่ีให้ผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีถูกต้อง จะถูกน าไปใช้เพื่อวิเคราะห์หาล าดับ 

นิวคลีโอไทด์ของยีนดงักล่าว โดยตวัอย่างการให้ผลการทดลองของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีถูกตอ้ง

ของพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน CD235a จากการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะชนิด 

NdeI มีล าดบันิวคลีโอไทด์ ดงัน้ี 

1   ATGTATGGAA  AAATAATCTT  TGTATTACTA  TTGTCAGCAA  TTGTGAGCAT 

51   ATCAGCATCA  AGTACCACTG  GTGTGGCAAT  GCACACTTCA  ACCTCTTCTT 

101   CAGTCACAAA  GAGTTACATC  TCATCACAGA  CAAATGATAC  GCACAAACGG 

151   GACACATATG  CAGCCACTCC  TAGAGCTCAT  GAAGTTTCAG  AAATTTCTGT 

201   TAGAACTGTT  TACCCTCCAG  AAGAGGAAAC  CGGAGAAAGG  GTACAACTTG 

251   CCCATCATTT  CTCTGAACCA  GAGATAACAC  TCATTATTTT  TGGGGTGATG 

301   GCTGGTGTTA  TTGGAACGAT  CCTCTTAATT  TCTTACGGTA  TTCGCCGACT 

351   GATAAAGAAA  AGCCCATCTG  ATGTAAAACC  TCTCCCCTCA  CCTGACACAG 

401   ACGTGCCTTT  AAGTTCTGTT  GAAATAGAAA  ATCCAGAGAC  AAGTGATCAA 

451   TGA 

เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน CD235a ท่ีไดก้บัฐานขอ้มูล GenBank 

(Acession No. L31860.1) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดต์ าแหน่งท่ี 264 (ตวัอกัษรสีแดง คาดแถบสีเหลือง) 

มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์จากอะดีนีน (adenine; A) ไปเป็นไทมีน (thymine; T) อยา่งไรก็

ตามเม่ือเกิดการแปลรหัส (translation) ออกมาเป็นโปรตีน พบว่าล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน

ต าแหน่งท่ี 88 ยงัคงเป็นกรดอะมิโนชนิดซีรีน (serine) เหมือนเดิม ไม่มีการเปล่ียนแปลงชนิดของ

กรดอะมิโนแต่อยา่งใด ดงันั้นแสดงวา่ช้ินส่วนดีเอน็เอของยนี CD235a ในพลาสมิดลูกผสมท่ีได ้มีการ

เกิดไซเลนท์มิวเทชนั (silent mutation) ท่ีไม่มีผลกระทบต่อล าดบักรดอะมิโนของโครงสร้างโปรตีน

ชนิด CD235a จึงสามารถน าช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน CD235a ท่ีได้ดังกล่าวไปใช้ในการทดลอง 

ขั้นต่อไปได ้

4.7 การสร้างพลาสมิดลูกผสมส าหรับการแสดงออกของยนีในเซลล์สัตว์เลีย้งลูกด้วยน า้นม 

ส าหรับพลาสมิดชนิด pBluescriptIISK+ ท่ีมีช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนท่ีให้ผลของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี

ถูกต้องจะถูกน ามาเล้ียงเพิ่มจ านวน โดยการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีพลาสมิดลูกผสม

ดงักล่าวในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB amp broth จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรียมาสกดัเอาพลาสมิด 

ลูกผสม และตดัช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ ท าให้ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีนท่ีมี

ส่วนปลายเหนียว (sticky end) ก่อนน าไปเช่ือมต่อกบัพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยีนในเซลล์
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สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้านมชนิด pEGFP-C3 ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชุดเดียวกนักบัช้ินส่วนดีเอ็นเอ

ของยีนและมีส่วนปลายเหนียวท่ีสมมาตรกนัในบริเวณล าดบัคลีโอไทด์มีลกัษณะเป็นพาลินโดรม 

(palindrome sequence) แล้วถ่ายโอนเข้าสู่เช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α โดยโคโลนีท่ีมี

ความสามารถในการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ kanamycin ความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัม/ไมโครลิตรนั้น จะ

เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดลูกผสมอยู ่จากนั้นน าโคโลนีเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีไดม้าเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB kan broth เพื่อเพิ่มจ านวนและสกดัเอาพลาสมิดลูกผสม แลว้น ามาตดั

ดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะเพื่อตรวจสอบความถูกตอ้ง โดยตวัอย่างผลของการตดัพลาสมิดลูกผสมท่ีมี

ช้ินส่วนดีเอน็เอของยีน CD235a ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด BamHI แสดงดงัภาพท่ี 4.21 โดยจะเห็น

ไดว้า่พลาสมิดลูกผสมจะมีขนาดใหญ่กวา่พลาสมิดปกติตามขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอของยนีท่ีแทรกอยู ่

 

ภาพที ่4.21 ขนาดของพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยนีในเซลลส์ัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้านมชนิด 

pEGFP-C3 (เลนท่ี 1) และพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินส่วนดีเอ็นเอของยนี CD235a (เลนท่ี 2 และ 3) 

 

4.8 การถ่ายโอนพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยีนที่สนใจในเซลล์สัตว์เลีย้งลูกด้วยน ้านมเข้าสู่

เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ด้วยวิธีการ electroporation (Delgado-Canedo et al., 
2006) และการตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a 

เม่ือไดพ้ลาสมิดลูกผสมส าหรับการแสดงออกของยีนท่ีสนใจ (ยีน CD235a และ CD71) ในเซลล์สัตว์

เล้ียงลูกดว้ยน ้านมชนิด pEGFP-C3 แลว้ จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยีน

ในเซลล์สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้ านมชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a และพลาสมิดส าหรับการ
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แสดงออกของยีนในเซลล์สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้ านมชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD71 เขา้สู่เซลล์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ด้วยวิธี electroporation และเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ดงักล่าวในอาหารเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-1640 ท่ีมี 10% FBS 

และไม่มียาปฏิชีวนะเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อให้เซลล์ไดพ้กัฟ้ืนและมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด 

CD235a หรือ CD71 บนผิวของเซลล์ จากนั้นตรวจสอบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม

เขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 และการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a โดย

อาศยักลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบัพร้อมชุดฟลูออเรสเซนต ์และเคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยกชนิดและหา

ปริมาณเซลล์แบบอตัโนมติั ซ่ึงจากผลการตรวจสอบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด 

pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีนชนิดต่าง ๆ พบว่ามีจ านวนของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 ท่ีประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ร้อยละ 94.86±5.47 ท่ีใชเ้ป็น 

ชุดควบคุมการทดลองของเซลล์ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a ประสบความส าเร็จ

จ านวนร้อยละ 9.22±1.52 (แตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอย่างมีนยัส าคญัท่ี p<0.05) และเซลล ์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบั

ยีน CD71 ประสบความส าเร็จจ านวนร้อยละ 71.20±6.42 (แตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอยา่งมี

นยัส าคญัท่ี p<0.05) ดงัแสดงในภาพท่ี 4.22-4.23 เม่ือตรวจสอบค่าร้อยละของจ านวนเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a พบวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็ง

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ปกติ ท่ีใช้เป็นชุดควบคุมการทดลองของเซลล์ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลาย 

ฮีมินความเขม้ขน้ 20µM มีจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 5.10±0.41 

และมีค่า MFI เท่ากบั 0.80±0.64 เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด 

pEGFP-C3 ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลองของเซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 7.57±0.20 และมีค่า MFI เท่ากบั 2.51±0.74 เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a มีจ านวน

เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 17.84±4.79 (เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญัท่ี 

p<0.05 เท่ากบั 2.36 เท่าของเซลลท่ี์ไดรั้บพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลอง) และ

มีค่า MFI เท่ากบั 11.10±2.47 (เพิ่มข้ึนอย่างมีนยัส าคญัท่ี p<0.05 เท่ากบั 4.42 เท่าของชุดควบคุม 

การทดลอง) และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ี

เช่ือมต่อกบัยีน CD71 มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 3.91±0.50 
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และมีค่า MFI เท่ากบั 1.62±0.62 ซ่ึงไม่แตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลอง นอกจากน้ีเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM มีจ านวนเซลล์ท่ีมี

การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 14.28±2.51 (เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05 เท่ากบั 

2.80 เท่าของเซลล์ปกติ ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลอง) และมีค่า MFI เท่ากบั 1.28±1.80 ดงัภาพท่ี 4.24-

4.26 

 
ภาพที ่4.22 ผลการตรวจสอบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3  

พลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD235a และพลาสมิดชนิด pEGFP-C3  

ท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD71 เขา้สู่เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 
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ภาพที ่4.23 ค่าร้อยละของจ านวนเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562  

ท่ีประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิด 

(* แสดงถึงความแตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05; Student’s t test) 
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ภาพที ่4.24 ระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a โดย Ctrl คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือด

แดงชนิด K562 pEGFP-C3 คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด 

pEGFP-C3 CD235a คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด pEGFP-

C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD235a CD71 คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บ 

พลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD71 และ H20 คือ เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดง 

ชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM 
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ภาพที ่4.25 ค่าร้อยละของจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิของเซลลช์นิด CD235a ใน

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ 

(* แสดงถึงความแตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05; Student’s t test) 

 

 
ภาพที ่4.26 ค่า Mean Fluorescent Intensity (MFI) ของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 

กลุ่มต่าง ๆ ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิของเซลลช์นิด CD235a 

(* แสดงถึงความแตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05; Student’s t test) 

 

4.9 การทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเม็ดเลอืดแดงชนิด K562 ทีถู่กกระตุ้นด้วยสารเคมีและถูกกระตุ้นการแสดงออกของยนีทีส่นใจ 

หลงัจากเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมในอาหาร

เล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งชนิด RPMI-1640 ท่ีมี 10% FBS และไม่มียาปฏิชีวนะเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

เพื่อใหเ้ซลล์ไดพ้กัฟ้ืนและมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a จากนั้นเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม 
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ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต ์และน าเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตท่ี์เตรียมไดม้า

เล้ียงร่วมกบัเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ ประกอบดว้ย เซลล์เช้ือสายมะเร็ง

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ปกติ เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีได้รับการถ่ายโอน 

พลาสมิดชนิด pEGFP-C3 เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีได้รับการถ่ายโอน 

พลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a (pEGFP-C3 + CD235a) เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง

ชนิด K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD71 (pEGFP-C3 + CD71) เซลล์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีเล้ียงร่วมกบัสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM และเซลล์

เมด็เลือดแดง (1%HCT) ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ดว้ยเหตุ

น้ีจึงท าให้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ยงัไม่ไดมี้การปรับตวัต่ออาหาร ส่งผลให้เกิด

ความเครียดกับเซลล์ โดยจะสังเกตพบว่าเซลล์มีรูปร่างกลมปกติ แต่ขอบเขตของนิวเคลียสและ 

ไซโทพลาซึมแบ่งแยกกบัไม่ชัดเจน โดยส่วนของไซโทพลาซึมติดสีเขม้ เป็นสัญญาณว่าเซลล์เกิด

ความเครียด นอกจากน้ีส าหรับในกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีเล้ียงร่วมกบั

สารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM ยงัจะพบว่าลกัษณะของผิวเซลล์มีการเปล่ียนแปลงไป โดยท่ีผิว

ของเซลลมี์ลกัษณะขรุขระไม่เรียบ และการติดสีในส่วนของไซโทพลาซึมมีสีจางกวา่ในเซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 กลุ่มอ่ืน ๆ 

จากการทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ โดยการน าเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์

ท่ีเตรียมไดม้าเล้ียงร่วมกบัเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ และติดตามผล

ความสามารถในการรุกรานเขา้สู่เซลลแ์ละการเจริญเติบโตของเช้ือ หลงัเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง พบวา่

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถรุกรานเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ี

ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD235a ไดร้้อยละ 0.40 โดยพบเช้ือท่ีอยูใ่นระยะ

ริง แต่มีลกัษณะบวม และยงัมีส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือท่ีมีลักษณะเป็นเส้นและเป็นจุดกลมสีเข้ม 

เปรียบเทียบกบัเซลล์เม็ดเลือดแดง (1%HCT) ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลอง พบเช้ือร้อยละ 0.55 ใน

ระยะริง ในขณะท่ีไม่พบเช้ือหรือส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 กลุ่มอ่ืน ๆ เลย ดงัแสดงในภาพท่ี 4.27-4.32 และตารางท่ี 4.3 อย่างไรก็ตามจากการพบเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเพียงร้อยละ 0.55 ในเซลล์เม็ดเลือดแดง (1%HCT) ท่ีเป็นชุดควบคุมการ

ทดลอง เน่ืองจากช่วงเวลาในการเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ในการทดลอง

คร้ังน้ีไม่สัมพนัธ์กบัเวลาท าการทดลอง ท าให้มีเช้ือในระยะไชซอนต์จ  านวนมากแตก และปลดปล่อย
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เมอโรซอยต์ออกมาก่อนเวลาท่ีเหมาะสม จึงท าให้การทดลองคร้ังน้ีสามารถเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม 

ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตไ์ดป้ริมาตรเพียง 150 ไมโครลิตร โดยไม่ทราบจ านวนท่ีแทจ้ริงของเซลล์

เมด็เลือดแดงทั้งหมดและค่าร้อยละของเช้ือทีเตรียมได ้อยา่งไรก็ตามจากผลการทดลองในคร้ังน้ีน่าจะ

เป็นหลกัฐานท่ียนืยนัไดว้า่โปรตีนชนิด CD235a ท่ีน่าจะส าคญัและเก่ียวเน่ืองกบัความสามารถในการ

รุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมากท่ีสุด 

  

ภาพที ่4.27 รูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (ลูกศรสีแดง) ใน 

เซลลเ์มด็เลือดแดง 
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ภาพที ่4.28 รูปร่างลกัษณะของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 
 

 

ภาพที ่4.29 รูปร่างลกัษณะของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562  

ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 

 



 

79 
 

 

ภาพที ่4.30 รูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม (ลูกศรสีแดง) ในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็ง

เมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD235a 
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ภาพที ่4.31 รูปร่างลกัษณะของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562  

ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD71 

 

 

ภาพที ่4.32 รูปร่างลกัษณะของเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562  

ท่ีเล้ียงร่วมกบัสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM 
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ตารางที่ 4.3 จ  านวนร้อยละของเซลล์ท่ีมี เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ ท่ี 24 ชัว่โมงหลงัเร่ิมการทดลอง (ส ารวจจากเซลล์มะเร็งเช้ือสาย
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ จ านวน 100 เซลล์/กลุ่ม และเซลล์เม็ดเลือดแดงจ านวน 1,000 
เซลล)์ 

ชนิดของเซลล์ 
จ านวนของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม  
ที ่24 ช่ัวโมงหลงัเร่ิมการทดลอง (ร้อยละ) 

เซลลเ์มด็เลือดแดง (1%HCT)  0.55  

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562  0.00  

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 

 0.00  

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD235a 

 0.40  

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการ
ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD71 

 0.00  

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีเล้ียง
ร่วมกบัสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM 

 0.00  
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บทที ่5 

อภปิรายผลการวจิยั 

5.1 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลล์โดยการย้อมเซลล์ด้วยแอนติบอดีที่ติด

ฉลากด้วยสารเรืองแสง 

จากผลการทดลองการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลล์ชนิดต่าง ๆ โดยการยอ้ม
เซลล์ดว้ยแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง และตรวจสอบดว้ยเคร่ืองตรวจวิเคราะห์แยกชนิด
และหาปริมาณเซลล์แบบอตัโนมติั พบวา่เซลล ์ PBMC ทั้งกลุ่มลิมโฟไซตแ์ละโมโนไซต ์และเซลล์
เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้ง 4 ชนิดท่ีถูกใช้ในการศึกษา มีการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลล์
ชนิดต่าง ๆ แตกต่างกนัไปตามชนิดของเซลล์ โดยส าหรับเซลล์ PBMC กลุ่มลิมโฟไซต์ สามารถตรวจ
พบจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD3 CD4 CD8 และ CD45 จ านวนมากประมาณ
ช่วงร้อยละ 40.28±4.81 ถึง 64.60±5.29 (ส าหรับโปรตีนชนิด CD3 CD4 และ CD8) และ 99.69±0.26 
(ส าหรับโปรตีนชนิด CD45) และโปรตีนชนิด CD19 และ CD20 ท่ีมีจ านวนเซลล์ท่ีแสดงออก
ประมาณร้อยละ 9.81±0.16 ถึง 10.10±0.87 สอดคล้องกบัหลายงานวิจยัท่ีระบุว่าสามารถใช้การมี
โปรตีนชนิด CD3 CD4 CD8 และ CD45 ในการจ าแนกหรือแยกเซลล์ลิมโฟไซต ์กลุ่มทีเซลล์ออกจาก
เซลล์อ่ืน ๆ ได ้(Ekberg-Janson et al., 1999; Gelman and Wilkening, 2000) ส่วนโปรตีนชนิด CD19 
และ CD20 สามารถใชใ้นการระบุเซลล์ลิมโฟไซตก์ลุ่มบีเซลล์ได ้(Ginaldi et al., 1998; Wang et al., 
2012) นอกจากน้ียงัมีการรายงานว่าในมนุษยผ์ูใ้หญ่ปกติ จะพบอตัราส่วนของเซลล์ลิมโฟไซต์ กลุ่ม 
ทีเซลล์ต่อบีเซลล์ไดเ้ท่ากบั 4-5 : 1 (Dragos and Luca, 2012; Horny et al., 1993) ซ่ึงค่าอตัราส่วน
ดงักล่าวสอดคลอ้งกบัอตัราส่วนของร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิดท่ีพบ
ไดบ้นผิวของทีเซลล์ลิมโฟไซต์ต่อบีเซลล์ลิมโฟไซต ์(40.28±4.81 ถึง 64.60±5.29 : 10) ท่ีไดจ้ากผล
การทดลอง ส าหรับเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซต์ สามารถตรวจพบการแสดงออกของโปรตีนชนิด 
CD14 และ CD45 ไดเ้กือบทั้งหมดทุกเซลล์ (ร้อยละ 90.13±11.84 และ 99.99±3.86 ตามล าดบั) ซ่ึงจาก
รายงานของ Landmann et al. (1991) และ Mandl et al. (2014) รายงานวา่มีแสดงออกของโปรตีนชนิด 
CD14 อยา่งมากในเซลลโ์มโนไซตแ์ละแมคโครเฟจ (macrophage) นอกจากน้ียงัมีการแสดงออกอยา่ง  
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มากของโปรตีนชนิด CD11b CD13 CD36 CD38 และ CD64 ในเซลล์โมโนไซต์อีกดว้ย (Landmann 
et al., 1991) ส าหรับเซลล์เช้ือมะเร็งเม็ดเลือดทั้ง 4 ชนิดท่ีใช้ในการทดลอง เซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เมด็เลือดขาวชนิด Raji ท่ีเป็นเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดกลุ่มบีเซลล์สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์ท่ี
มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD19 และ CD20 จ านวนมาก (ร้อยละ 72.05±7.83 และ 
78.01±11.04 ตามล าดบั) เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat ท่ีเป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดกลุ่มทีเซลล์ตรวจพบจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD3 CD4 และ CD45 
จ านวนมาก (ร้อยละ 71.74±5.55 65.86±15.13 และ 91.03±0.69 ตามล าดบั) เซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เมด็เลือดขาวชนิด U937 ท่ีเป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดกลุ่มเซลลโ์ปรโมโนไซต ์ตรวจพบจ านวน
เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD4 และ CD8 ท่ีสูง (ร้อยละ 98.80±0.96 และ 84.92±4.74 
ตามล าดบั) แต่ไม่พบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD14 สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Moriuchi 
et al. (1997) และ Zamani et al. (2013) ท่ีระบุวา่พบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD4 แต่ไม่พบ 
CD14 หากไม่ถูกกระตุน้ให้มีการพฒันาไปเป็นเซลล์โมโนไซต์ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิด U937 อย่างไรก็ตามโปรตีนชนิด CD8 ยงัคงไม่มีการรายงานว่าสามารถตรวจพบไดใ้นเซลล ์
เช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 แต่จากการตรวจพบโปรตีนชนิด CD8 ในการทดลองน้ี อาจเกิด
จากการเปล่ียนแปลงของเซลล์ (variation) ตามอายุของเซลล์ท่ีแก่ข้ึน และปัจจยัภายนอกอ่ืน ๆ เช่น 
วิธีการเพาะเล้ียงเซลล์ และองค์ประกอบในอาหารเล้ียงเซลล์และสารเคมีท่ีใชส้ัมผสักบัเซลล์โดยตรง 
เป็นตน้ และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีเป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดกลุ่ม 
เซลลเ์มด็เลือดแดง ไมส่ามารถตรวจพบการแสดงออกของโปรตีนชนิดใดเลยท่ีบ่งบอกความเป็นเซลล์
เมด็เลือดขาว (ทีเซลลลิ์มโฟไซต ์บีเซลล์ลิมโฟไซต ์และเซลล์โมโนไซต์) ในขณะท่ีพบจ านวนเซลล์ท่ี
มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD45 เพียงเล็กน้อยสอดคลอ้งกบัรายงานของ Shin et al. (2011) 
ดงันั้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีถูกน ามาใช้ในการทดลองน่าจะเป็นเซลล์ชนิดท่ี
ถูกตอ้งแลว้ สอดคลอ้งกบัผลการส่งตรวจเพื่อยืนยนัความถูกตอ้งของชนิดของเซลล์ (authentication) 
(ขอ้มูลไม่ถูกแสดง) 

จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a ท่ีถูกรายงานวา่มีส่วน
เก่ียวขอ้งในกระบวนการการรุกรานเขา้สู่เซลลเ์มด็เลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม จากผล
การทดลองท่ีศึกษาทั้งในเซลล์ PBMC ทั้งกลุ่มลิมโฟไซต์ และโมโนไซต์ และเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดทั้ง 4 ชนิดท่ีในใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี พบว่าเซลล์ลิมโฟไซต์ตรวจพบค่าร้อยละของจ านวน
เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 เท่ากบั 75.06±8.22 ในขณะท่ีเซลล์โมโนไซตมี์การ
แสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 ทั้งหมดในทุก ๆ เซลล์ (ร้อยละ 99.83±0.06) ซ่ึงค่าร้อยท่ีได้
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แตกต่างกนั อาจเป็นผลมาจากในขั้นตอนการเตรียมเซลล์ PBMC ดว้ย Ficoll ท่ีวิธีดงักล่าวไม่สามารถ
เตรียมเซลล์ลิมโฟไซตแ์ละโมโนไซต์ท่ีบริสุทธ์ิ (pure) ได ้ดงันั้นเซลลลิ์มโฟไซตท่ี์เตรียมไดจึ้งอาจมี
เซลลก์ลุ่มอ่ืน ๆ เช่น เซลลเ์กล็ดเลือด และเศษเซลล ์เป็นตน้ ปะปนมาดว้ย อนัเน่ืองมาจากขอ้จ ากดัของ
วิธีการเตรียมเซลล์ PBMC ท่ีไม่สามารถเตรียมเซลล์ PBMC ท่ีบริสุทธ์ิได ้(Casale and Kaliner, 1982) 
ส่งผลท าให้ค่าระดับการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 ท่ีได้ มีค่าน้อยกว่าท่ีควรจะเป็น จาก
รายงานของ Pennings et al. ในปี ค.ศ.2010 ระบุวา่เซลล์เกล็ดเลือดสามารถตรวจพบจ านวนเซลล์ท่ีมี
การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 ไดเ้พียงร้อยละ 20.45±1.63 เท่านั้น ดว้ยเหตุน้ีจึงอาจท าให้ค่า
ร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 มีค่าท่ีน้อยกว่าท่ีควรจะเป็นใน 
เซลล์ลิมโฟไซต์ท่ีไดใ้นการทดลองคร้ังน้ี นอกจากน้ีเป็นท่ีน่าสนใจว่าในเซลล์โมโนไซต์พบจ านวน
เซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a เกือบทั้งหมดทุกเซลล ์(ร้อยละ 98.25±0.97) ซ่ึงยงัไม่
เคยมีการรายงานท่ีใดมาก่อน เน่ืองจากโดยปกติโปรตีนชนิด CD235a มกัถูกรายงานว่าเป็นโปรตีน
เคร่ืองหมาย (protein marker) ของเซลล์เม็ดเลือดแดง ในขณะท่ีเซลล์ลิมโฟไซตก์็พบจ านวนเซลล์ท่ีมี
การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 45.26±25.46 ซ่ึงผลท่ีไดอ้าจเกิดจากการปนเป้ือน
เซลล์กลุ่มอ่ืน ๆ ในเซลล์ลิมโฟไซต์ท่ีเตรียมไดอี้กเช่นเดิม ส าหรับกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด
ชนิดต่าง ๆ ท่ีใช้ในการทดลอง พบว่าในทุก ๆ เซลล์พบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 
ทั้งหมด (ร้อยละ 99.75±0.16 ถึง 99.91±0.07) สอดคลอ้งกบัผลการรายงานของ Kasinrerk et al. (1999) 
และ Michel et al. (2002) นอกจากน้ีในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ท่ีเป็นเซลล์ 
เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดกลุ่มเซลล์โปรโมโนไซต์พบจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด 
CD235a ในจ านวนท่ีสูงมากถึงร้อยละ 92.28±5.71 ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดใ้กลเ้คียงกบัผลการทดลองท่ี
ได้จากเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซต์มาก (ไม่แตกต่างกับเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซต์ ท่ีเป็น 
ชุดควบคุมการทดลอง) และมีค่า MFI เท่ากบั 3.23±0.71 (นอ้ยกวา่ในเซลล์ PBMC กลุ่มโมโนไซตท่ี์มี
ค่า MFI เท่ากบั 17.85±2.40 อยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05) ในขณะท่ีเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 
Raji และ Jurkat ตรวจพบจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235 ร้อยละ 23.32±2.44 
และ 25.88±5.89 และมีค่า MFI เท่ากบั 0.15±0.15 และ 0.81±0.31 ตามล าดบั (ไม่แตกต่างกบัเซลล ์
PBMC กลุ่มลิมโฟไซต ์ท่ีเป็นชุดควบคุมการทดลอง) และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 
ตรวจพบจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235 เพียงร้อยละ 5.10±0.41 ซ่ึงมีค่านอ้ย
ท่ีสุดจากเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้งหมด 4 ชนิดท่ีใช้ในการทดลอง และมีค่า MFI เท่ากบั 
0.80±0.64 และจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 พบวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat มีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกสูงท่ีสุดถึงร้อยละ 
58.72±11.89 และมีค่า MFI เท่ากบั 0.81±0.31 (ไม่แตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลอง) ในขณะท่ีเซลล ์
PBMC และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดอ่ืน ๆ มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด 
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CD108 ประมาณร้อยละ 5.31±1.62 ถึง 7.38±0.85 เท่านั้น และมีค่า MFI อยูใ่นช่วงเท่ากบั 0.12±0.12 
ถึง 0.15±0.15 (นอ้ยกวา่กบัชุดควบคุมการทดลองของแต่ละเซลล์อยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05) อยา่งไรก็
ตามในปัจจุบนัยงัไม่เคยมีรายงานใดท่ีรายงานเก่ียวกบัระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 
และ CD235 ในเซลล ์PBMC และเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการทดลองน้ี ดงันั้น
ผลการทดลองท่ีไดจึ้งอาจเป็นแนวทางส าหรับงานวจิยัอ่ืน ๆ ต่อไปในอนาคต 

5.2 การทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลอืดชนิดต่าง ๆ 

หลงัจากท่ีไดผ้ลการทดลองจากการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิดต่าง ๆ บนผิวของเซลล์
โดยการยอ้มเซลลด์ว้ยแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง และตรวจสอบดว้ยเคร่ืองตรวจวิเคราะห์
แยกชนิดและหาปริมาณเซลล์แบบอตัโนมติั ท าให้สามารถทราบค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการ
แสดงออกของโปรตีนชนิดต่าง ๆ บนผิวของเซลล์ รวมทั้งระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิดต่าง ๆ 
ในเซลล์แต่ละชนิด จากนั้นจึงทดลองทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ เพื่อดูแนวโนม้ในเบ้ืองตน้วา่โปรตีนชนิดใด
ท่ีน่าจะส าคญัและเก่ียวเน่ืองกบัความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมาก
ท่ีสุด โดยเร่ิมตน้จากเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมจากการป่ันเหวี่ยงผา่น
สารละลาย 60% Percoll พบวา่ไดเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยูใ่นช่วงระยะ
การเจริญเติบโตระหวา่งระยะโทรโฟซอยตท่ี์แก่จนถึงระยะไชซอนต ์เน่ืองจากเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมี
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอยูใ่นช่วงระยะริงและโทรโฟซอยต์เร่ิมตน้ (early trophozoite) จะมีค่า
ความหนาแน่นของเซลล์มากกว่า 1.075 กรัม/มิลลิลิตร ในขณะท่ีเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีอยูใ่นช่วงระยะโทรโฟซอยตท่ี์แก่และไชซอนตจ์ะมีค่าความหนาแน่นของ
เซลล์น้อยกว่า 1.062 กรัม/มิลลิลิตร ด้วยเหตุน้ีจึงท าให้สามารถแยกเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีอยูใ่นช่วงระยะโทรโฟซอยตท่ี์แก่จนถึงไชซอนตอ์อกจากระยะอ่ืนไดด้ว้ย
สารละลาย 60% Percoll ซ่ึงมีค่าความหนาแน่นเท่ากบั 1.076 กรัม/มิลลิลิตร (Harms et al., 2000; 
Rivadeneira et al., 1983)  

ในขั้นตอนต่อมาก่อนการทดลองเล้ียงเซลล์เ ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ร่วมกับเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ จะถูกเล้ียงในอาหารเล้ียง 
เช้ือมาลาเรียชนิด CMCM ก่อนเป็นเวลา 1 อาทิตย ์ จากเดิมท่ีเล้ียงเซลล์ในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด 
RPMI-1640 ท่ีมี 10% FBS เพื่อให้เซลล์ไดมี้เวลาในการปรับตวัต่ออาหารใหม่ ซ่ึงหลงัจากน าเซลล์มา
ตรวจสอบความผิดปกติดว้ยการการท า blood smear แบบ thin film บนกระจกสไลด์ พบวา่เซลล์มี
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รูปร่างลกัษณะปกติ คือ เซลล์มีลกัษณะกลม มีขนาดของเซลล์ปกติ (ไม่บวม/ไม่เห่ียว) มีขอบเขตของ
นิวเคลียสและไซโทพลาซึมแบ่งแยกกนัชดัเจน และส่วนของไซโทพลาซึมไม่ติดสีเขม้ ท่ีเป็นสัญญาณ
ว่าเซลล์เกิดความเครียดและมีการสร้างเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ข้ึนมาภายในเซลล์มากกว่าปกติ 
จากนั้นจึงน าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีได ้มาทดลองเล้ียงร่วมกบัเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัม เพื่อทดสอบความสามารถในการรุกรานเขา้สู่เซลลข์องเช้ือต่อไป 

จากการทดลองเล้ียงเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ร่วมกบัเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ี
อยู่ในระยะโทรโฟซอยต์ท่ีแก่และไชซอนต์ท่ีเตรียมได้ โดยในชุดควบคุมการทดลองท่ีเป็นเซลล์ 
เม็ดเลือดแดง (1%HCT) ตรวจพบจ านวนของเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมระยะริงเร่ิมตน้ 
ร้อยละ 10.25 ท่ี 24 ชัว่โมง ระยะโทรโฟซอยตท่ี์แก่ ร้อยละ 9.67 ท่ี 45 ชัว่โมง และระยะริงท่ีแก่ (late 
ring) ร้อยละ 22.45 ท่ี 96 ชัว่โมง แสดงให้เห็นวา่เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถเจริญเติบโต
และเพิ่มจ านวนไดต้ามปกติ ส าหรับในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji และ Jurkat พบวา่มี
จ านวนของเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมรวมทั้งส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ืออยู่ในภายเซลล ์
ร้อยละ 0.31 และ 0.26 ตามล าดบั ท่ี 24 ชัว่โมง และค่าร้อยละดงักล่าวมีค่าลดลงเร่ือย ๆ เม่ือเวลาผา่น
ไปตลอด 96 ชัว่โมง โดยเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีพบอยูภ่ายในเซลล์จะอยูใ่นระยะริงเร่ิมตน้ท่ี
มีลกัษณะบวม และพบส่ิงท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นและเป็นจุดกลมสีเขม้ ในขณะท่ีเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เมด็เลือดแดงชนิด K562 ไม่พบเช้ืออยูใ่นภายเซลลเ์ลย (ร้อยละ 0.00) ทั้งท่ี 24 และ 45 ชัว่โมง จึงท าให้
ไม่มีการทดลองต่อในช่วงเวลาท่ี 96 ชัว่โมง และในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 กลบั
พบวา่มีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ืออยู่
ภายในเซลล์เป็นจ านวนค่อยขา้งคงท่ี อยูใ่นช่วงร้อยละ 1.07-1.69 ภายในช่วงระยะเวลา 96 ชัว่โมง ซ่ึง
น่าจะเกิดจากการท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดงปะปนมาในขั้นตอนการเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม
ในระยะไชซอนต์ ท าให้เม่ือท าการเล้ียงเซลล์เ ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ร่วมกับเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดงปะปนอยู่ดว้ย เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมจึงอาจ
รุกรานเข้าสู่ได้ทั้งในเซลล์เม็ดเลือดแดงและเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 โดยเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีรุกรานเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดงก็จะสามารถพฒันาเจริญเติบโต และ
ปลดปล่อยเมอโรซอยต์ออกมารุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิด U937 ได้ต่อ ในขณะท่ีเช้ือท่ีรุกรานเข้าสู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 จะพบ
ลกัษณะเช้ือท่ีมีลกัษณะบวมอยูใ่นระยะริงเร่ิมตน้ และพบส่ิงท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นและเป็นจุดกลมสีเขม้ 
ซ่ึงคาดวา่เป็นเช้ือท่ีไม่สามารถเจริญเติบโตและพฒันาตวัเองไดใ้นเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลลเ์มด็เลือดแดง 
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จะสังเกตไดว้า่ค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็น
เช้ือท่ีพบอยู่ภายในเซลล์ จะมีความสัมพนัธ์กับค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ
โปรตีนชนิด CD235a ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแต่ละชนิด โดยค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมี
เช้ือและส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ืออยู่ภายในเซลล์จะมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนหรือลดลงตามค่าร้อยละของ
จ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ 
จากผลการทดลอง สรุปไดว้า่พบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ือท่ีพบอยู่
ภายในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 ไดม้ากท่ีสุด (อยู่ในช่วงร้อยละ 1.07-1.69 ในช่วง
ระยะเวลา 96 ชัว่โมง) รองลงมาคือในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Raji และ Jurkat (ร้อยละ 
0.31 และ 0.26 ตามล าดบั ท่ี 24 ชัว่โมง และค่าร้อยละลดลงเร่ือย ๆ เม่ือเวลาผา่นไป) และไม่พบเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเลยในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 (ร้อยละ 0.00 ท่ี 24 และ 
45 ชัว่โมง) นอกจากน้ีเม่ือตรวจสอบรูปร่างลกัษณะของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดวา่
น่าจะเป็นเช้ือท่ีพบอยูภ่ายในเซลล ์จะเห็นวา่มีทั้งเช้ือท่ีอยูใ่นระยะริงเร่ิมตน้ แต่มีลกัษณะบวม และยงัมี
ส่วนท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นและเป็นจุดกลมสีเขม้ ซ่ึงไม่ใช่ระยะการเจริญเติบโตของเช้ือพลาสโมเดียม 
ฟาลซิพารัมท่ีพบไดต้ามปกติ ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงท าให้เช่ือไดว้า่ การแสดงออกของโปรตีนชนิด 
CD235a น่าจะเป็นปัจจยัจ าเป็นและส าคญัส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในการ
รุกรานเขา้สู่เซลล์ ไม่วา่จะเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดง โดยโปรตีน
ชนิด CD147 อาจมีหรือไม่มีส่วนเก่ียวขอ้งร่วมกบัโปรตีนชนิด CD235a ก็ได ้เน่ืองจากมีการแสดงออก
ของโปรตีนชนิด CD147 บนผิวของเซลล์ในทุก ๆ เซลล์ท่ีน ามาท าการทดลอง จึงท าให้ยงัไม่สามารถ
สรุปได้ ส่วนโปรตีนชนิด CD108 คาดว่าน่าจะไม่มีผลต่อการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล์ เน่ืองจากหากเปรียบเทียบค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ือท่ีพบอยูภ่ายในเซลล ์ในระหวา่งเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด Raji และ Jurkat จะพบวา่ค่าร้อยละท่ีไดแ้ทบไม่มีความแตกต่างกนั ซ่ึงในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เม็ดเลือดทั้ง 2 ชนิดน้ี มีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 (ช่วง
ร้อยละ 99.75±0.16 ถึง 99.91±0.07) และ CD235a (ช่วงร้อยละ 23.32±2.44 ถึง 25.88±5.89) ในระดบั
ท่ีใกลเ้คียงกนั แต่แตกต่างกนัท่ีค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 
ท่ีเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat (ร้อยละ 58.72±11.89) มีค่ามากกวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิด Raji (ร้อยละ 7.38±0.85) ถึงประมาณ 8 เท่า และนอกจากน้ีเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมยงัไม่สามารถพฒันาและเจริญเติบโตไดใ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้ง 3 ชนิดท่ีใชใ้น
การทดลองและพบเช้ืออยูภ่ายในเซลลไ์ด ้ 
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เพื่อทดสอบว่าโปรตีนชนิด CD235a น่าจะเป็นโปรตีนท่ีจ า เป็นและส าคัญท่ีสุดส าหรับเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในการรุกรานเขา้สู่เซลลเ์มด็เลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์
เม็ดเลือดแดง เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 เคยถูกรายงานว่ามีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบั
เซลล์ระยะต้นท่ีก าลังจะพฒันาไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดแดง และสามารถถูกกระตุ้นให้มีการสร้าง
ฮีโมโกลบินและเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ไดด้ว้ยสารเคมี จึง
ถูกเลือกน ามาใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป โดยมีการทดลองกระตุน้ให้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง
ชนิด K562 มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวเซลล์
ดว้ยสารเคมี ไดแ้ก่ โซเดียม บิวทิเรตและ ฮีมิน ส าหรับใชใ้นการทดสอบความสามารถในการรุกราน
ของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลล ์เพื่อพิสูจน์ขอ้สันนิฐานท่ีวา่โปรตีนชนิด CD235a น่าจะ
ส าคญัและเก่ียวเน่ืองกบัความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมมากท่ีสุด 

5.3 การกระตุ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มระดับ

การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผวิของเซลล์ด้วยโซเดียม บิวทเิรตและฮีมิน 

จากการทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้สร้างฮีโมโกลบินไดโ้ดยการ

เติมสารละลายโซเดียม บิวทิเรตท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 1mM 3mM และ 5mM ในขั้นตอนการ

เพาะเล้ียงเซลล์ พบว่าสารละลายโซเดียม บิวทิเรตไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 สร้างฮีโมโกลบินได้ นอกจากน้ีสารละลายโซเดียม บิวทิเรตยงัมีผลต่อ

ความสามารถในการมีชีวิตและการแบ่งเซลลข์องเซลล์ในทุกความเขม้ขน้ท่ีเลือกใชใ้นการทดลองอีก

ดว้ย ซ่ึงขดัแยง้กบังานวิจยัของ Cioe et al. (1981) และ Hiep et al. (2012) ท่ีรายงานวา่สารละลาย

โซเดียม บิวทิเรตท่ีความเขม้ขน้ 1.4mM และ 1mM ตามล าดบั สามารถกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้สร้างฮีโมโกลบินได ้นอกจากน้ี Hiep et al. (2012) ยงัรายงานอีกวา่เซลล์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีอยู่ในสภาวะการขาดกลูตามีน (glutamine) ร่วมดว้ย จะถูก

ส่งเสริมให้มีการสร้างและสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์ได้ดียิ่งข้ึนอีกด้วย อย่างไรก็ตามในปี  

ค.ศ.2000 ไดมี้การรายงานของ Witt et al. ท่ีไดก้ล่าวถึงเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 

ชนิดท่ีไม่สามารถถูกกระตุน้ให้สร้างฮีโมโกลบินได้ดว้ยสารละลายโซเดียม บิวทิเรต ซ่ึงถูกเรียกว่า 

“butyrate-resistant K562r cells” สอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีไดใ้นงานวิจยัคร้ังน้ี ดงันั้นเซลล์เช้ือ

สายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกใชใ้นงานวิจยัคร้ังน้ีจึงอาจเป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือด

แดงชนิด K562 ชนิดท่ีสารละลายโซเดียม บิวทิเรตไม่สามารถกระตุน้ให้สร้างฮีโมโกลบินได ้ดงันั้น
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การทดลองกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้สร้างฮีโมโกลบินด้วยโซเดียม  

บิวทิเรตจึงถูกตดัออก 

ในขั้นตอนต่อมาจากการน าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 มาทดลองกระตุน้ให้สร้าง

ฮีโมโกลบินดว้ยสารละลายฮีมินในขั้นตอนการเพาะเล้ียงเซลล์ พบวา่สารละลายฮีมินสามารถกระตุน้

ใหเ้ซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 สร้างและสะสมฮีโมโกลบินในภายเซลล์ได ้สอดคลอ้ง

กบัรายงานของ Baliga et al. (1993) และ Witt et al.(2000) ท่ีรายงานวา่สารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 

25µM และ 50µM ตามล าดบั สามารถกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้สร้าง

ฮีโมโกลบินได ้นอกจากน้ีในปี 1981 ยงัมีรายงานของ Dean et al. ท่ีระบุวา่สารละลายฮีมินท่ีความ

เขม้ขน้ 20µM สามารถกระตุน้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้สร้างฮีโมโกลบินได ้

โดยไม่มีผลต่อความสามารถในการมีชีวิตและการเจริญของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด 

K562 ไดต่้อเน่ืองยาวนานมากกว่า 6 เดือน โดยจากการตรวจสอบร้อยละของเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีสร้างฮีโมโกลบินดว้ยการยอ้มสีด้วยสารละลาย 0.2% benzidine แล้ว

ตรวจสอบดูผลภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยจะเห็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีสร้าง

และสะสมฮีโมโกลบินภายในเซลล์ติดสีน ้าเงิน เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาดงัสมการ (Anand et al., 1994) 

H2O2 + chromogen (benzidine)                         oxidized chromogen (สีน ้าเงิน) + H2O 

จากผลการทดลองพบว่าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลาย 
ฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 20µM พบจ านวนเซลล์ท่ีติดสีน ้ าเงินร้อยละ 75.16±2.59 (ภาพท่ี 4.13)โดยผลการ
ทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการวิจยัของ Baliga et al. (1993) ท่ีระบุวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง
ชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 25µM จะพบค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ี
ติดสีน ้าเงินจากการยอ้มสีดว้ยสารละลาย 0.2% benzidine ไดต้ั้งแต่ร้อยละ 70 ข้ึนไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

heam 



 

90 
 

5.4 การทดลองพฒันาวธีิการตรวจหาฮีโมโกลบินเชิงกึง่ปริมาณ 

จากรายงานในปี ค.ศ.1981 ของ Wanda et al. ท่ีไดท้  าการตรวจสอบการสร้างฮีโมโกลบินในเซลล์เช้ือ

สายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ดว้ยการท าให้เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 แตก 

แลว้ยอ้มดว้ยสารละลาย 0.2%benzidine ตั้งทิ้งไวน้าน 30 นาที จากนั้นจึงตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสง

ดว้ยเคร่ืองเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 425 นาโนเมตร อย่างไรก็ตามการตั้ง

ของเหลวท่ีสกดัไดจ้ากเซลล ์(cell lysate) ท่ียอ้มดว้ยสารละลาย 0.2% benzidine ทิ้งไวน้าน 30 นาที จะ

ท าให้สีของปฏิกิริยาเปล่ียนไปจากสีน ้ าเงินกลายเป็นสีน ้ าตาล ซ่ึงผลจากปฏิกิริยาท่ีเปล่ียนแปลงไปน้ี

อาจเป็นผลบวกท่ีผิดพลาด (false positive) เน่ืองจากสีของปฏิกิริยาท่ีถูกตอ้งควรจะเป็นสีน ้ าเงินหรือ 

สีน ้าเงินอมเขียว (Anand et al., 1994) ในปัจจุบนัยงัไม่มีกระบวนการหรือเทคนิคใดท่ีสามารถน ามาใช้

ตรวจสอบประมาณหาค่าปริมาณฮีโมโกลบินไดใ้นระดบัความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยกวา่ 0.9 mg/dl (Sigma-

Aldrich, 2019) ด้วยเหตุน้ีผูท้ดลองจึงได้พยายามด าเนินการศึกษาและปรับปรุงวิธีการวิเคราะห์

ดงักล่าวใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึนดว้ยการชะลอปฏิกิริยาดงักล่าวดว้ยกรดซลัฟิวริก ท่ีอาศยัหลกัการท่ี

คลา้ยคลึงกบัในขั้นตอนการหยุดปฏิกิริยาในการท าเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) โดยสีของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนในสภาวะท่ีเป็นกรด จะเปล่ียนจากเดิมท่ีเป็นสีน ้ าเงินกลายเป็น 

สีเหลือง (Furukawa and Brindle, 1973) และสามารถตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองเคร่ืองวดั

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 414 นาโนเมตร เม่ือน าตวัอยา่งเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีเจาะมาจาก

อาสาสมคัรมาวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด เพื่อค านวณและสร้างเส้นโคง้

มาตรฐาน แล้วน าสมการท่ีได้มาประยุกต์ใช้กบัการวดัปริมาณฮีโมโกลบินในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 20µM ในเบ้ืองตน้สามารถ

ประมาณค่าปริมาณฮีโมโกลบินเฉล่ียท่ีพบไดเ้ท่ากบั 1.23±0.45 พิโคกรัม/เซลล์ (เพิ่มข้ึน 3.24 เท่าจาก

เซลลป์กติ) โดยจากการรายงานของ Dean et al. (1981) Erard et al. (1981) และ Wu et al. (1984) ระบุ

วา่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินท่ีความเขม้ขน้ 20µM 

จะตรวจพบปริมาณฮีโมโกลบินเฉล่ียได ้14 26-34 และ 20 พิโคกรัม/เซลล์ ตามล าดบั ส่วนค่าปริมาณ

ฮีโมโกลบินท่ีพบในเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ปกติจะพบอยูป่ระมาณ 0.5 พิโคกรัม/

เซลล์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้ากการทดลองคร้ังน้ีคือ 0.38±0.05 พิโคกรัม/เซลล์ ดงันั้นจากผลการ

ทดลองในคร้ังน้ี จึงอาจจ าเป็นตอ้งมีการด าเนินการศึกษาและปรับปรุงวิธีการวิเคราะห์เพิ่มเติมต่อไป 

เพื่อใหมี้ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึนและเป็นการยนืยนัความถูกตอ้งของขอ้มูลท่ีได ้
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5.5 การกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนทีส่นใจบนผวิเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลอืดแดงชนิด K562 

จากรายงานของ Gaudreault et al. (2015) มีการรายงานว่าฮีมินเป็นสาเหตุท าให้เช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมอ่อนแอ และส่งผลให้เช้ือรุกรานเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดงได้ลดลง ดังนั้นผูท้ดลองจึง
ตอ้งการทดลองกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 โดยอาศยัการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม ควบคู่กบัชุดควบคุมการทดลองท่ี
เป็นเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด 
CD71 บนผิวของเซลล์ ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัการรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือ 
พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ก่อนน าไปทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมเขา้สู่เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 เพื่อตดัปัจจยัท่ีท าให้เช้ืออ่อนแอออก ซ่ึง
อาจส่งผลต่อความสามารถในการรุกรานของเช้ือเพื่อเขา้สู่เซลล ์

จากผลการทดลองถ่ายโอนพลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยนีในเซลล์สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้ านมชนิด 

pEGFP-C3 ทั้งพลาสมิดท่ีไม่มียีนแทรกอยู ่(empty plasmid) และพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกบัยีน 

CD235a หรือ CD71 เข้าสู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ด้วยวิธี electroporation 

(Delgado-Canedo et al., 2006) พบวา่กลุ่มเซลล์ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีไม่มี

ยีนแทรกอยู ่ท่ีใช้เป็นชุดควบคุมการทดลองของเซลล์ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด มีจ านวนเซลล์ท่ี

ประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เซลลสู์งถึงร้อยละ 94.86±5.47 และกลุ่มเซลลท่ี์ไดรั้บ

การถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยนี CD71 มีจ านวนเซลล์ท่ีประสบความส าเร็จใน

การถ่ายโอนพลาสมิดร้อยละ 71.20±6.42 ซ่ึงสอดคล้องกับผลการทดลองในปี ค.ศ.2006 ของ 

Delgado-Cañedo et al. ท่ีท  าการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-N1 เขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ดว้ยวิธี electroporation โดยมีจ านวนเซลล์ท่ีประสบความส าเร็จในการถ่าย

โอนพลาสมิดร้อยละ 82.41 ±3.03 โดยปัจจยัหลักท่ีท าให้การถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธี 

electroporation ประสบความส าเร็จ จะข้ึนอยูก่บัชนิดของเซลล์ อายุของเซลล์ท่ีน้อย (early passage) 

จ  านวนเซลล ์ขนาดรูปร่างและความเขม้ขน้ของพลาสมิด ขนาดของคิวเวททส์ าหรับท า electroporation 

ท่ีใช ้ค่าความต่างศกัย ์(voltage) ค่าความจุไฟฟ้า (capacity) ค่าความตา้นทาน (resistance) และค่าเวลา

คงท่ี (time constant) (Delgado-Cañedo et al., 2006; Horny et al., 1993; Yildirim et al., 2016) แต่

อยา่งไรก็ตามในกลุ่มเซลล์ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a มี

จ านวนเซลลท่ี์ประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนเพียงร้อยละ 9.22±1.52 เท่านั้น ซ่ึงความแตกต่างของ

ผลการประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดท่ีเกิดข้ึน อาจเกิดจากความแตกต่างของขนาดของ
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ยนีท่ีเช่ือมต่อกบัพลาสมิด และโปรตีนท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนมา โดยโปรตีนชนิด CD71 และ CD235a จะ

มีขนาดประมาณ 84kDa และ 16kDa ตามล าดับ เปรียบเทียบกับโปรตีน GFP ท่ีมีขนาดประมาณ 

27kDa จึงอาจท าให้โปรตีน GFP เกิดการขดัขวาง/บดบงั (interference) ซ่ึงกนัและกนักบัโปรตีนชนิด 

CD235a ท่ีมีขนาดเล็กกวา่ หรืออาจเกิดโปรตีนเช่ือมต่อ (fusion protein) ท่ีผดิปกติจากการเกิดการมว้น

พบัตวัของโปรตีนท่ีผิดปกติ (protein misfolding) ท าให้โปรตีน GFP และโปรตีนชนิด CD235a 

ท างานผดิปกติหรือท างานไม่ได ้(dysfunction) ดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้การตรวจสอบค่าร้อยละของจ านวน

เซลล์ท่ีประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมและการแสดงออกของยีน จากการ

ตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีน GFP และโปรตีนชนิด CD235a ไดค้่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมี

การแสดงออกของโปรตีน GFP และโปรตีนชนิด CD235a ท่ีนอ้ยกวา่ท่ีควรจะเป็น เม่ือเปรียบเทียบผล

กบักลุ่มเซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีไม่มียีนแทรกอยู ่และกลุ่มเซลล์ท่ีไดรั้บ

การถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD71 โดยผลจากการทดลองท่ีไดด้งักล่าวน้ี 

อาจสอดคลอ้งการงานวิจยัในปี ค.ศ.2003 ของ Wang and Chong ท่ีได้รายงานกรณีท่ีพบในเช้ือ

แบคทีเรีย E. coli เก่ียวขอ้งกบัการเกิดโปรตีนลูกผสม (recombinant protein) ระหวา่งโปรตีน GFP กบั

โปรตีนท่ีสนใจและตอ้งการกระตุน้ให้มีแสดงออกท่ีมากกว่าปกติ ซ่ึงท าให้เกิดการมว้นพบัตวัของ

โปรตีนท่ีผิดปกติ และส่งผลท าให้การตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีน GFP มีค่าลดลงหรือหายไป

เช่นเดียวกนั  

เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ พบว่าในชุดควบคุมการ

ทดลองของเซลล์ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิด ซ่ึงคือเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ี

ประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ

โปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 7.57±0.20 (ค่า MFI เท่ากบั 2.51±0.74) เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง

ชนิด K562 ท่ีได้รับพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกับยีน CD235a มีจ านวนเซลล์ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 17.84±4.79 (เพิ่มข้ึน 2.36 เท่าของชุดควบคุมการทดลอง) 

และมีค่า MFI เท่ากบั 11.10±2.47 (เพิ่มข้ึน 4.42 เท่าของชุดควบคุมการทดลอง) ซ่ึงจะเห็นไดว้่าค่า

จ านวนเซลล์ ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ท่ี เพิ่ม ข้ึนจากเซลล์ เ ช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ปกติ (ร้อยละ 5.10±0.41) จะมีค่าเพิ่มข้ึนสอดคล้องกับค่าจ านวนเซลล์ท่ี

ประสบความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกับยีน CD235a (ร้อยละ 

9.22±1.52) ดงันั้นค่าจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ท่ีเพิ่มข้ึนนั้น จึงน่าจะ

เป็นผลมาจากการท่ีเซลลไ์ดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a แลว้มี
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การสร้างและแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ และเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD71 มีจ านวนเซลล์ท่ีมี

การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 3.91±0.50 และมีค่า MFI เท่ากบั 1.62±0.62 ซ่ึงไม่

แตกต่างกบัชุดควบคุมการทดลอง ส าหรับในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีเป็น 

ชุดควบคุมการทดลองของเซลลท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM มีจ านวนเซลล์ท่ีมี

การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 5.10±0.41 (ค่า MFI เท่ากบั 0.80±0.64) และเซลล ์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM มีจ านวน

เซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ร้อยละ 14.28±2.51 (เพิ่มข้ึน 2.80 เท่าของชุดควบคุม

การทดลอง) และมีค่า MFI เท่ากบั 1.28±1.80 ดงันั้นจากผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน

ชนิด CD235a ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ สรุปไดว้า่จากการถ่ายโอน 

พลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD235a ท าให้มีจ  านวนเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง

ชนิด K562 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a เพิ่มข้ึนจากปกติ 2.36 เท่า และมีระดบัการ

ออกของโปรตีนชนิด CD235a เพิ่มข้ึนจากปกติ 4.42 เท่า และการกระตุ้นเซลล์เ ช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM นอกจากสามารถกระตุน้ให้เซลล์

สร้างฮีโมโกลบินไดแ้ลว้ ยงัท าให้มีจ  านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a เพิ่มข้ึน

จากปกติ 2.80 เท่า แต่ไม่มีการเพิ่มข้ึนของระดบัการออกของโปรตีนชนิด CD235a ในขณะท่ีเซลล์ 

เช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ท่ีเช่ือมต่อกบัยีน CD71 ไม่มี

การเปล่ียนแปลงใด ๆ ของการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ เม่ือเปรียบเทียบ

กบัชุดควบคุมการทดลอง ต่อจากนั้นจึงทดลองน าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 แต่ละ

กลุ่มไปเล้ียงร่วมกบัเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม เพื่อทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือ

เขา้สู่เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ 

5.6 การทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมเข้าสู่เซลล์เช้ือสาย

มะเร็งเม็ดเลอืดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ 

เม่ือไดเ้ซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ ท่ีทราบค่าร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมี

การแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a และระดบัการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a แลว้ จึง

น ามาทดสอบความสามารถในการรุกรานเขา้สู่เซลล์ของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม โดยเร่ิมจาก

การทดลองน าเอาเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตท่ี์ไดจ้ากการป่ันแยกดว้ยสารละลาย 
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60% Percoll ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาเล้ียงรวมกบัเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูก

กระตุ้นให้สร้างฮีโมโกลบินด้วยสารละลายฮีมินความเข้มข้น 20µM และเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกถ่ายโอนพลาสมิดกลุ่มต่าง ๆ จ านวน 1.5x105 เซลล์ เป็นเวลานาน  

18-24 ชัว่โมง เพื่อใหเ้ช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตไ์ดแ้ตกและปล่อยเมอโรซอยต์

ออกมา (Crutcher and Hoffman, 1996) เพื่อรุกรานเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 

ได้โดยตรง จากนั้นจึงน าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ีได้มาทดลองเล้ียงร่วมกบัเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม  

โดยจากผลการทดลองพบวา่หลงัจากน าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มต่าง ๆ มา

ตรวจสอบความผิดปกติดว้ยการการท า blood smear แบบ thin film บนกระจกสไลด์ พบวา่เซลล์จาก

ทุกกลุ่ม ยกเวน้กลุ่มเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้สร้างฮีโมโกลบินและ

เพิ่มการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a บนผิวของเซลล์ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ข้น 20µM 

มีรูปร่างลกัษณะท่ีปกติ คือ เซลลมี์ลกัษณะกลม มีขนาดของเซลลป์กติ (ไม่บวม/ไม่เห่ียว) แต่มีขอบเขต

ของนิวเคลียสและไซโทพลาซึมท่ีแบ่งแยกออกจากกนัไม่ชดัเจน เน่ืองจากส่วนของไซโทพลาซึมติด 

สีเขม้ ท่ีเป็นสัญญาณวา่เซลลเ์กิดความเครียดและมีการสร้างเอม็อาร์เอน็เอ (mRNA) ข้ึนมาภายในเซลล์

มากกวา่ปกติ ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล ์จากอาหารเล้ียงเซลล์ ชนิด RPMI-1640 

ท่ีมี 10% FBS เป็นอาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด CMCM อยา่งฉบัพลนั จึงท าให้เซลล์เช้ือสายมะเร็ง

เมด็เลือดแดงชนิด K562 ยงัไม่มีเวลาในการปรับตวัเขา้กบัอาหารใหม่ เซลล์จึงอาจเกิดความเครียดข้ึน

ได ้ส าหรับรูปลกัษณะของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลาย 

ฮีมินความเขม้ขน้ 20µM พบวา่ผิวของเซลล์มีลกัษณะท่ีขรุขระ ไม่เรียบ และส่วนของไซโทพลาซึมมี

การติดสีท่ีจางกวา่ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 กลุ่มอ่ืน ๆ ซ่ึงอาจเป็นผลจากฮีมินท่ี

ท าให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงบริเวณผิวของเซลล์จากการกระตุ้นให้ เซลล์เ ช้ือสายมะเร็ง 

เมด็เลือดแดงชนิด K562 มีการพฒันาเขา้สู่ความเป็นเซลลเ์มด็เลือดแดงมากข้ึน ส่งผลท าให้เห็นผิวของ

เซลลมี์ลกัษณะท่ีขรุขระ ไม่เรียบ และการท่ีสีของส่วนของไซโทพลาซึมมีสีท่ีจางกวา่ในเซลล์กลุ่มอ่ืน 

ๆ อาจเกิดจากการมีฮีโมโกลบินท่ีสะสมภายในเซลล์ บริเวณส่วนของไซโทพลาซึม ส่งผลท าให้

ความสามารถในการติดสีของสี Giemsa บริเวณส่วนของไซโทพลาซึมลดลง ผนวกกบัการท่ีสีของ

ฮีโมโกลบินมีสีแดง จึงอาจท าให้เห็นวา่ส่วนของไซโทพลาซึมของเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดง

ชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM มีสีจางกวา่ หรือไม่ติดสีเขม้เท่ากบัสี

ของบริเวณไซโทพลาซึมในเซลลก์ลุ่มอ่ืน ๆ ก็เป็นได ้



 

95 
 

นอกจากน้ีจากการตรวจความสามารถในการรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม พบว่าเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมไม่สามารถรุกรานเขา้สู่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 เซลล์

เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิด pEGFP-C3 ไม่มียีนแทรก

อยู ่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน CD71 

และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมินความเขม้ขน้ 20µM 

ได้ (ร้อยละ 0.00) ซ่ึงผลการทดลองท่ีได้เป็นไปตามท่ีคาด สอดคล้องกับผลการทดลองของ 

Gaudreault et al. (2015) ท่ีรายงานวา่ฮีมินท าให้เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมอ่อนแอและส่งผลให้

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงไดล้ดลง แต่ในกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็ง

เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน CD235a พบว่ามีเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมรวมทั้งส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ืออยูภ่ายในเซลลร้์อยละ 0.40 (ภาพท่ี 4.27-

4.31 และตารางท่ี 4.3) และเม่ือดูผลจากชุดควบคุมการทดลอง (เม็ดเลือดแดง; 1% HCT) ตรวจพบวา่มี

เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะริงเพียงร้อยละ 0.55 ซ่ึงถือวา่มีค่านอ้ย เน่ืองจากในการทดลอง

คร้ังน้ีจ านวนเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ท่ีใช้อาจมีจ านวนท่ีน้อยเกินไป จาก

ปัญหาในขั้นตอนการเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ท่ีรอบวฏัจกัรของเช้ือ 

พลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตไ์ม่สัมพนัธ์กบัช่วงเวลาท่ีจะท าการทดลอง ท าให้ในช่วง

ระหว่างการเตรียมเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนตเ์พื่อน ามาท าการทดลอง เกิดการ

แตกตวัของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ก่อน ท าให้เตรียมเช้ือพลาสโมเดียม  

ฟาลซิพารัมในระยะไชซอนต์ไดป้ริมาณท่ีนอ้ยกวา่ท่ีคาดหมายไว ้อยา่งไรก็ตามจากผลการทดลองใน

ชุดควบคุมการทดลอง (เม็ดเลือดแดง; 1% HCT) สามารถแสดงให้เห็นได้ว่าเช้ือพลาสโมเดียม  

ฟาลซิพารัมท่ีใช้ในการทดลองสามารถรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงไดต้ามปกติ และจากผลการ

ทดลองท่ีพบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ืออยูภ่ายในเซลล ์เฉพาะในกลุ่ม

เซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน CD235a ใน

คร้ังน้ี น่าจะสามารถท าให้เช่ือไดว้า่โปรตีนชนิด CD235a น่าจะเป็นโปรตีนท่ีจ าเป็นและส าคญัท่ีสุด

ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีเก่ียวขอ้งและตอ้งอาศยัในการรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดง

หรือเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลลเ์มด็เลือดแดง โดยโปรตีนชนิด CD147 อาจมีหรือไม่มีส่วนเก่ียวขอ้งร่วมกบั

โปรตีนชนิด CD235a ก็ได ้เน่ืองจากมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 บนผิวของเซลล์ทุก ๆ 

เซลลท่ี์น ามาท าการทดลอง 
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5.7 การพฒันาต่อยอดงานวจัิยเพือ่น าไปใช้ได้จริงจากองค์ความรู้ทีไ่ด้ 

จากผลการทดลองทั้งหมดของงานวิจยัน้ี ท าให้เช่ือไดว้่าโปรตีนชนิด CD235a น่าจะเป็นโปรตีนท่ี
จ าเป็นและส าคญัท่ีสุดส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในการรุกรานเขา้สู่เซลล ์
เมด็เลือดแดงหรือเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดง ดงันั้นจึงอาจใชอ้งคค์วามรู้ดงักล่าวเป็นแนวทาง
พื้นฐานในการสร้างและพฒันายาตา้นเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมใหต้รงจุด โดยอา้งอิงโปรตีนชนิด 
CD235a เป็นเป้าหมายหลกั เพื่อยบัย ั้งไม่ให้เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมสามารถรุกรานเขา้สู่เซลล์
เม็ดเลือดแดงและเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนในผูป่้วยได้ นอกจากน้ียงัอาจมีการศึกษาว่าโปรตีนชนิด 
CD147 มีส่วนเก่ียวข้องร่วมกับโปรตีนชนิด CD235a ในกระบวนการการรุกรานเข้าสู่เซลล ์
เมด็เลือดแดงหรือเซลล์อ่ืนท่ีไม่ใช่เซลล์เม็ดเลือดแดงดว้ยหรือไม่ เพื่อแสดงให้เห็นชดัเจนวา่มีโปรตีน
ชนิดใดบา้งท่ีจ าเป็นและส าคญัเก่ียวขอ้งในการรุกรานเขา้สู่เซลลข์องเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม 
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บทที ่6 

สรุปผลการวจิยั 

จากการศึกษาการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนบนผิวของเซลล์ชนิดต่าง ๆ โดยการยอ้มเซลล์
ดว้ยแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง พบว่าสามารถตรวจพบการแสดงออกของโปรตีนชนิด
ต่าง ๆ ท่ีจ  าเพาะในแต่ละชนิดของเซลล์ไดอ้ยา่งถูกตอ้งในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้ง 4 ชนิดท่ีใช้
ในการศึกษา (Raji Jurkat U937 และ K562) แสดงใหเ้ห็นวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ ท่ี
ถูกน ามาใชใ้นการทดลองน่าจะเป็นเซลล์ชนิดท่ีถูกตอ้งแลว้ จากนั้นเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของ
โปรตีนชนิด CD108 CD147 และ CD235a ท่ีถูกรายงานวา่มีส่วนเก่ียวขอ้งในกระบวนการการรุกราน
เขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม พบว่าเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดทั้ง 4 
ชนิดท่ีใช้ในการทดลองมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD147 ทั้งหมดในทุก ๆ เซลล์ ส่วนการ
แสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 พบวา่เซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat มีจ านวนเซลล์
ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD108 มากท่ีสุด และเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด U937 
พบว่ามีจ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a มากท่ีสุด ในขณะท่ีเซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 มีจ านวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a นอ้ยท่ีสุด 

เม่ือทดลองน าเซลลเ์ช้ือสายมะเร็งเมด็เลือดทั้ง 4 ชนิดมาเล้ียงร่วมกบัเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมใน
ระยะไชซอนต์ เพื่อทดสอบความสามารถในการรุกรานของเช้ือ พบว่าในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดขาวชนิด U937 สามารถตรวจพบร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม
หรือส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ืออยู่ภายในเซลล์ได้มากท่ีสุด รองลงมาคือในเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดขาวชนิด Raji และเช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat และไม่พบเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมหรือส่ิงท่ีคาดวา่น่าจะเป็นเช้ืออยูภ่ายในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 เลย 
ซ่ึงจากผลทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนชนิด CD235a น่าจะส าคญัและเก่ียวเน่ืองกบัความสามารถใน
การรุกรานของเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม ต่อมาจึงได้ทดลองกระตุ้นเซลล์เช้ือสายมะเร็ง 
เม็ดเลือดแดงชนิด K562 ให้มีการสร้างฮีโมโกลบินและเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a 
บนผวิของเซลลด์ว้ยสารละลายฮีมิน นอกจากน้ียงัไดท้ดลองถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม เพื่อกระตุน้การ  
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แสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 แลว้ทดสอบ
ความสามารถในการรุกรานของเช้ือ พบวา่มีเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมหรือส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็น
เช้ืออยู่ภายในเซลล์เฉพาะในกลุ่มเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการ
แสดงออกของโปรตีนชนิด CD235a ดว้ยการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเท่านั้น ส่วนในเซลล์เช้ือสาย
มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารละลายฮีมิน ไม่พบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัม
หรือส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือเลย เน่ืองจากฮีมินถูกรายงานว่าเป็นสาเหตุท าให้เช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมอ่อนแอและรุกรานเขา้สู่เซลล์เม็ดเลือดแดงไดล้ดลง ดงันั้นจากผลการทดลองทั้งหมดอาจ
ท าให้เช่ือได้ว่าโปรตีนชนิด CD235a น่าเป็นโปรตีนท่ีจ าเป็นและส าคญัส าหรับเช้ือพลาสโมเดียม  
ฟาลซิพารัมท่ีตอ้งอาศยัในระหว่างการรุกรานเขา้สู่เซลล์ โดยอาจมีหรือไม่มีโปรตีนชนิด CD147 เขา้
มามีส่วนเก่ียวขอ้งร่วมกบัโปรตีนชนิด CD235a ก็ได ้
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 

1. อาหารเล้ียงเซลลเ์ช้ือสายมะเร็ง ชนิด Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (pH = 7.2) 
ปริมาตร 1 ลิตร 

RPMI-1640 media powder    10.40 กรัม 
HEPES       5.94 กรัม 
NaHCO3      2.10 กรัม 
Fetal Bovine Serum (FBS)    100.00 มิลลิลิตร 
100X Penicillin/Streptomycin   10.00 มิลลิลิตร 
100X L-glutamine     10.00 มิลลิลิตร 

2. อาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด Malaria Culture Media (MCM) (pH = 7.4) ปริมาตร 1 ลิตร 

RPMI-1640 media powder    10.40 กรัม 
HEPES       5.94 กรัม 
NaHCO3      2.10 กรัม 
glucose      2.00 กรัม 
hypoxanthine     0.05 กรัม 
Gentamycin (80 มิลลิกรัม/2 มิลลิลิตร)  2.00 มิลลิลิตร 

3. อาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด Complete Malaria Culture Media (CMCM) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

อาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด MCM   180.00 มิลลิลิตร 
human AB serum      20.00 มิลลิลิตร  
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4. สารละลาย 10X Phosphate Buffered Saline (10X PBS) (pH = 7.2) ปริมาตร 1 ลิตร 

NaCl      76.00 กรัม 
Na2HPO4       9.90 กรัม 
NaH2PO4       4.10 กรัม 

5. สารละลาย 1X Phosphate Buffered Saline (1X PBS) (pH = 7.2) ปริมาตร 1 ลิตร 

NaCl      7.60 กรัม 
Na2HPO4       0.99 กรัม 
NaH2PO4       0.41 กรัม 

6. สารเคมีส าหรับการเคร่ืองตรวจวเิคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลลแ์บบอตัโนมติั 
 

6.1 บฟัเฟอร์ Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS buffer) 
1X PBS      980.00 มิลลิลิตร 
FBS      20.00 มิลลิลิตร 
NaN3      500.00 มิลลิกรัม 

6.2 สารละลายส าหรับบล็อกตวัจบัเอฟซี (Fc blocking solution) 
FACS buffer     200.00 มิลลิลิตร 
FBS      50.00 มิลลิลิตร 

6.3 สารละลาย 1% paraformaldehyde 
1X PBS      500.00 มิลลิลิตร 
paraformaldehyde     5.00 กรัม 

7. สารละลาย 60% Percoll ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

Percoll      6.00 มิลลิลิตร 
อาหารเล้ียงเช้ือมาลาเรียชนิด MCM   3.40 มิลลิลิตร 
10X PBS      0.60 มิลลิลิตร 
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8. สารละลายส าหรับแช่แขง็เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีเช้ือมาลาเรีย ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

sorbitol      0.60 กรัม 
NaCl      0.13 กรัม 
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี -20๐C 

9. สารละลายส าหรับละลายเช้ือมาลาเรีย  

9.1 สารละลาย 12% NaCl  
NaCl      6.00 กรัม 
distilled water     50.00 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี 4๐C 

9.2 สารละลาย 1.6% NaCl 
NaCl      0.80 กรัม 
distilled water     50.00 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี 4๐C 

9.3 สารละลาย 0.9% NaCl 
NaCl      0.45 กรัม 
distilled water     50.00 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี 4๐C 

10. สารละลาย 50mM sodium butyrate ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

sodium butyrate     0.28 มิลลิกรัม 
distilled water     50.00 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี -20๐C 

11. สารละลาย 1mM hemin ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

hemin      32.60 กรัม 
1M Tris      2.50 มิลลิลิตร 
0.5M NaOH     2.00 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บท่ี -20๐C 
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12. สารละลายส าหรับตรวจหาฮีโมโกลบินดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 

12.1 สารละลาย 0.2% benzidine ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
benzidine      0.02 กรัม 
0.5M acetate     2.50 มิลลิลิตร 
0.5M NaOH     2.00 มิลลิลิตร 
แบ่งเก็บใส่หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บท่ี -20๐C 

12.2 สารละลาย 0.05M Tris/0.4M glycerine (pH = 7.5) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
Tris       0.61 กรัม 
glycerine      3.00 กรัม 
ปรับค่า pH ดว้ย HCl 

12.3 สารละลาย 0.05M Tris/0.4M glycerine/2% Triton X-100 (pH = 7.5)  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
0.05M Tris/0.4M glycerine    1.60 มิลลิลิตร 
Triton X-100     0.40 มิลลิลิตร 

13. สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย LB broth และ LB agar ปริมาตร 1 ลิตร 

trytone       10.00 กรัม 
NaCl      10.00 กรัม 
yeast extract      5.00 กรัม 
agar (ส าหรับ LB agar)    15.00 กรัม 
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ภาคผนวก ข 

ข้อมูลการตรวจพบความสามารถในการรุกรานของ 
เช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมในเซลล์เช้ือสายมะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ 

 

1. ผลการตรวจพบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นตวัเช้ือในเซลลเ์ช้ือสาย 
    มะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Raji 
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2. ผลการตรวจพบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นตวัเช้ือในเซลลเ์ช้ือสาย 

    มะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด Jurkat 
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3. ผลการตรวจพบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นตวัเช้ือในเซลลเ์ช้ือสาย 
    มะเร็งเมด็เลือดขาวชนิด U937 
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4. ผลการตรวจพบเช้ือพลาสโมเดียม ฟาลซิพารัมและส่ิงท่ีคาดว่าน่าจะเป็นตวัเช้ือในเซลลเ์ช้ือสาย 
    มะเร็งเมด็เลือดแดงชนิด K562 
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