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               Mycobacterium lacticola เปนแบคทีเรียชนิดทนกรดที่พบไดในดินและน้ํา ในป 2004 มีรายงานการกอ
โรคเปนครั้งแรกในคน จึงไดตรวจสอบการตานการติดเช้ือ M. lacticola ของ macrophage ดวยกระบวนการ 
respiratory burst โดยใช macrophage ของปลานิล Oreochromis niloticus ที่แยกไดจากไตสวนตนเปนตัวแทน 
เปรียบเทียบกับ Escherichia coli ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดแกรมลบ และเปรียบเทียบกับการตอบสนองของ 
macrophage ตอกรดไมโคลิก (mycolic acid) และลิโพพอลิแซ็กคาไรด (lipopolysaccharide; LPS) ซึ่งเปน
องคประกอบของผนังเซลล และมีคุณสมบัติเปนแอนติเจนของ M. lacticola และ E. coli ตามลําดับ โดยบม 
macrophage กับ M.  lacticola, E. coli กรดไมโคลิก และ LPS  นาน 60 นาท ีโดยเซลลที่ไมเติมเชื้อและ
ตัวกระตุนเปนกลุมควบคุม  จากนั้นวัดความเขมขนของอนุมูลอิสระจากสวนใสดวยวิธี phenol red method, 
Griess reaction assay และ superoxide anion assay ตามลําดับ พบวากรดไมโคลิกกระตุนให macrophage ปลอย
ไนตริกออกไซดออกมาไดมากที่สุดมีความเขมขน 4.44±1.4 รองลงมาคือไฮโดรเจนเปอรออกไซด และซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน มีความเขมขน 2.19±0.2  และ 2.09±0.15 นาโนโมลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวน E. coli 
และ LPS  กระตุนให macrophage ปลอยซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ออกมาไดมากที่สุดมีความเขมขน 
29.63±0.71 และ 29.54±1.56  นาโนโมลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมาคือไนตริกออกไซด 16.52±0.28 และ 
17.09±0.69 และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 10.87±0.05 และ 11.06±0.16 นาโนโมลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
ในขณะที่ไมพบการปลอยอนุมูลอิสระออกมาจาก macrophage ที่กระตุนดวย M. lacticola   วัดกิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลพิษไดแก glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) 
จากสวนใสของเซลลที่ปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาท ีดวยวิธี colorimetric assay, Cayman’s catalase assay 
และ RANSOD ตามลําดับ พบวา macrophage ที่กระตุนดวยกรดไมโคลิกมีกิจกรรมของ SOD สูงข้ึนมากที่สุด 
ความเขมขน 124.67±3.65 รองลงมาคือ GSH-Px 124±11.67 และ CAT 115.69±1.67 มิลลิยูนิต ตามลําดับ สวน  
E. coli และ LPS มีกิจกรรมของเอนไซมสูงข้ึนแตไมแตกตางกัน โดย GSH-Px มีความเขมขน 280.48±3.91 และ 
275.67±13.07 CAT มีความเขมขน 258.48±0.99 และ 255.26±3.16  สวน SOD มีความเขมขน 256.99±5.07 และ 
250.48±4.20 มิลลิยูนิต ตามลําดับ แต macrophage ที่กระตุนดวย M. lacticola  พบกิจกรรมของเอนไซมทั้งสาม
ชนิดนีแ้ตไมแตกตางจากลุมควบคุม 
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               Mycobacterium lacticola, acid fast bacteria found in soil and water, has been firstly reported in 2004 
to cause disease.  The aim of this study was to investigate the respiratory burst of the head kidney isolated 
macrophages of Nile Tilapia, Oreochromis niloticus exposed to M. lacticola.  The experiment was compared 
with Escherichia coli, gram-negative bacteria, and macrophage-activating agents, mycolic acid and 
lipopolysaccharide (LPS) which were the respective cell wall components of M. lacticola and E. coli. The 
cultured macrophages were activated with M. lacticola, E. coli, mycolic acid and LPS for 60 min.  The 
supernatant of the cultures was subjected to determine toxic radical concentrations by phenol red method, 
griess reaction assay and superoxide anion assay. The results showed that mycolic acid could stimulate 
macrophage to release nitric oxide, hydrogen peroxide and superoxide anion at concentrations 4.44±1.4, 
2.19±0.2 and 2.09±0.15 nmol/ml, respectively. In cultures activated with E. coli and LPS coincided with the 
release of  superoxide anion at concentations 29.63±0.71 and 29.54±1.56  nmol/ml, nitric oxide 16.52±0.28 
and 17.09±0.69, and hydrogen peroxide  10.87±0.05 and 11.06±0.16 nmol/ml, respectively, but this was not 
the case in culture treated with M. lacticola.  Furthermore, the activities of the antioxidant enzymes, 
glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), were evaluated from the 
supernatant of cell fraction by colorimetric assay, Cayman’s catalase assay and RANSOD, respectively. 
Significantly, activated macrophages by mycolic acid were able to increase the activities of GSH-Px, CAT, 
SOD at 124±11.67, 115.69±1.67 and 124.67±3.65 mU, respectively. Moreover, E. coli and LPS were able to 
increase the activities of GSH-Px at 280.48±3091 and 275.67±13.07, CAT at 258.48±0.99 and 255.26±3.16 
and SOD at 256.99±5.07 and 250.48±4.20 mU, respectively. Unfortunately, activated macrophages by         
M. lacticola  was  not increased the activities of antioxidant enzymes. 
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 RNS   =  reactive nitrogen species 
 SOD   = superoxide dismutase 
 Tc cell  = T- lymphocyte cytotoxic cell 
 TCR   = T cell receptor  
 Th cell  = T- lymphocyte  helper cell  
 TIR   = toll interleukin-rich receptor domain 
 TIRAP   = TIR domain –containing adaptor protein  
 TLR   = Toll-like receptor 
 TNF-  = tumor necrosis factor-alpha  
 TRAF 6  = Tumour -necrosis-factor-receptor-asscoiate –factor 6 
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Respiratory Burst Activity ของแมคโครฟาจปลานิล Oreochromis niloticus Linn.    
 ที่ถูกกระตุนดวยแบคทีเรีย Mycobacterium lacticola และ Escherichia coli 

 
Respiratory Burst Activity in Nile Tilapia, Oreochromis niloticus Linn. 

Macrophages Activated by Mycobacterium lacticola and Escherichia coli 
 

คํานํา 
 

 เมื่อรางกายเกดิการติดเชื้อไมวาจากจุลชีพใดก็ตาม จะมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันเพ่ือ
ตอตานการติดเชื้อ การตอบสนองนั้นเปนแบบท่ีมีมาแตกําเนิด (innate immune response) เกิดขึ้น
เพ่ือทําลายเชื้อ การตอบสนองนี้ประกอบดวยการตอบสนองแบบอาศัยสารน้ํา (humoral mediated 
innate immune response) และการตอบสนองแบบพ่ึงเซลล (cell mediated innate immune 
response) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีทําหนาท่ีตอตานการติดเชื้ออันดับแรกคือ phagocyte       
(สิทธศิักด์ิ, 2549; Dirk et al., 2002; Actor, 2007) 
 
 macrophage เปนเซลลกลุม phagocyte ทําหนาท่ีเปนลําดับแรกในการตอตานเชื้อโดยเซลล
มีความสามารถในการกินและทําลาย (phagocytosis) จุลชีพ ท้ังรา แบคทีเรีย ปรสิต และสิ่ง
แปลกปลอมอื่น ๆ กระบวนการท่ีเกิดขึ้นภายในเซลลเพ่ือทําลายจุลชีพ มี 2 กลไก คือการทําลายที่ไม
ใชออกซิเจน (non-oxidative mechanism) และใชออกซิเจน (oxidative mechanism) ซึ่งกลไกหลังจะ
มีการเปลี่ยนแปลงเมแทบอลิซึมท่ีเกี่ยวของกับออกซิเจนภายในเซลลอยางมาก การเปลี่ยนแปลงนี้
เรียกวา respiratory burst สิ่งท่ีไดจาก respiratory burst คือ อนุมูลท่ีมีความเปนพิษสูง (toxic radical) 
สามารถทําลายจุลชีพท่ีบุกรุกรางกายได (อรวดี, 2551; Adams et al., 1997; Maaike et al., 2006) 
 
 แบคทีเรีย Mycobacterium สวนใหญกอใหเกิดโรคทั้งในคน สัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม สัตว
ปก และสัตวเลือดเย็นอื่น ๆ (Ruth and Yanong, 2002; David, 2005) Mycobacterium lacticola 
สามารถพบในดิน น้ํา ในลําไสของไสเดือนดิน และปนเปอนในน้ํานม โดยท่ัวไปไมกอโรคแตเมื่อ
ไมนานมานี้พบการติดเชื้อในเด็กหญิงวัย 4 ปท่ีปวยเปนโรคมะเร็งหลังไดรับการรักษาทางเคมี โดยมี
อาการไขเร้ือรังและดื้อตอยา (จุรียรัตน, 2547; Khambata and Bhat, 1954; Deanna et al., 2004; 
Enrico, 2006; Xiang and Kalen, 2007) Mycobacterium หลายชนิด เชน M. marinum , M. bovis 
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เปนตน สามารถติดตอจากสัตวสูคนได (zoonosis) ทนตอการทําลายดวยเอนไซม และอนุมูลอิสระ 
และยังแบงตัวไดใน macrophage จึงยากแกการควบคุม ปองกันและรักษา สงผลกระทบตอสขุภาพ
ของประชากรและเศรษฐกิจการเลี้ยงสัตวอยางมาก ปจจุบันก็ยังคงเปนปญหาทางสาธารณสุขและ
ทางการแพทยอยางตอเนื่อง องคการอนามัยโลก (WHO) ไดลําดับความสําคัญใหโรคท่ีเกิดจาก
แบคทีเรียชนิดนี้มีความสําคัญเปนลําดับตน ๆ ในประเทศที่กําลังพัฒนา สาเหตุหลักท่ีทําใหการ
ควบคุมและการรักษาโรคยังมีขอจํากัดคือการขาดความรู ความเขาใจในกลไกพื้นฐานระดับเซลล
และโมเลกุล ระหวางเชื้อกับความตานทานของเซลลรางกาย (สิทธิศักด์ิ, 2549; Bannantine and 
Stable, 1999; David, 2005; Philipp and Pieters, 2006; Rachel et al., 2006) ดังนั้นการศกึษากลไก
พ้ืนฐานการตอบสนองของ macrophage ตอการรุกรานของ Mycobacterium จึงเปนสิ่งท่ีจําเปน 
 
 การศึกษาครั้งนี้ใช macrophage ของปลานิลเปนแบบจําลองในการทดลอง เนื่องจากพบ M. 
lacticola ไดท้ังในดินและน้ํา (Khambata and Bhat, 1954; Deanna et al., 2004) จึงอาจกอใหเกิด
โรคกับสัตวน้ําไดเหมือนกับ M. marinum, M. fortuitum และ M. chelonei (Ruth and Yanong, 2002; 
Virginia and Kent, 2007; Passantino et al., 2008) นอกจากนี้ macrophage ของปลานิลยังมีรูปราง 
และหนาท่ีคลายกับของสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูง (วิน และคณะ, 2545; Adenwumi et al., 2006) 
ซึ่งถา M. lacticola ติดตอมาสูคนได ผลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถใชเปนแนวทางในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพให macrophage กําจัด M. lacticola ไดดีขึ้น รวมทั้งการประยุกตใชขอมูลจากผลการ
ทดลองทางคลินิก และพัฒนายาเพ่ือรักษาโรคที่เกิดจาก Mycobacterium ใหมีประสิทธิภาพตอไป 
โดยการศึกษานี้ใช respiratory burst และเอนไซมกลุม antioxidant เปนสิ่งบงชี้การตอบสนองตอ   
M. lacticola โดยเปรียบเทียบกับ Escherichia coli ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ี macrophage สามารถกําจัดได 
(Richard et al., 2000)  
 
 

 
 
 



วัตถปุระสงค 
 

 1.  เปรียบเทียบปริมาณอนุมูลอิสระซึ่ง macrophage ของปลานิลผลิตออกมาในการตอตาน
แบคทีเรีย M. lacticola และ E. coli 
 
 2.  เปรียบเทียบปริมาณอนุมูลอิสระซึ่ง macrophage ของปลานิลผลิตออกมาในการ
ตอบสนองตอกรดไมโคลิก (mycolic acid) และลิโพพอลิแซ็กคาไรด (lipopolysaccharide; LPS) ซึ่ง
เปนองคประกอบท่ีผนังเซลลของแบคทีเรีย 
 
 3.  เปรียบเทียบกิจกรรม (activity) ของเอนไซมตานอนุมูลอิสระที ่macrophage ของปลา
นิลตอบสนองตอแบคทีเรีย M. lacticola, E. coli กรดไมโคลิก (mycolic acid) และลิโพพอลิแซ็กคา
ไรด (lipopolysaccharide; LPS)



การตรวจเอกสาร 
 

1.  ระบบภูมิคุมกันของปลากระดูกแข็ง 
 
 ระบบภูมิคุมกัน (immune system) หมายถึงระบบท่ีทําหนาท่ีตอตาน หรือตอบสนอง
(immune response) ตอเชื้อโรค หรือสิ่งแปลกปลอมท่ีเรียกวาแอนติเจน เพ่ือกําจัดสิ่งแปลกปลอม 
หรือตานทานโรคได ผลท่ีเกิดจากระบบภูมิคุมกันเรียกวา ภูมิคุมกัน หรือภูมิตานทาน (immunity) มี
รากศัพทมาจากภาษาลาตินวา immunis แปลวายกเวน (except) หมายถึง การยกเวนจากโรคที่เคย
เปนมาแลว (ไพศาล, 2548; อรวดี, 2551)  
 

สัตวในธรรมชาตินอกจากเผชิญอันตรายจากผูลาแลว ยังตองเผชิญกับจุลินทรีย ปรสิต เชื้อ
โรค และสิ่งแปลกปลอมตาง ๆ สัตวจึงตองมีการพัฒนาระบบปองกันหรือระบบภูมิคุมกันเพื่อใช
ตอตานอันตรายจากการรุกรานเหลานั้น (ไพศาล, 2548) ดังนั้นหนาท่ีของระบบภูมิคุมกันคือการ
ปองกันการบุกรุกจากสิ่งแปลกปลอม เชื้อโรคจากสิ่งแวดลอม และกําจัดเซลลที่ผิดปกติภายใน
รางกาย เพ่ือใหรางกายสามารถดําเนินไปโดยไมเสียสมดุล (สันนิภา, 2549)  
 

ปลาเปนสัตวมีกระดูกสันหลังโบราณ มีวิวัฒนาการอยูระหวางสัตวไมมีกระดูกสันหลังและ
สัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูง กระบวนการทางภูมิคุมกันในปลามีทั้งกลไกของสัตวไมมีกระดูกสัน
หลัง ไดแก กระบวนการ phagocytosis โดย neutrophil, acidophilic granulocyte, macrophage และ
เม็ดเลือดขาวชนิด granulocyte  รวมท้ังกระบวนการทางภูมิคุมกันของสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูง 
เชน การสรางแอนติบอดี เปนตน เนื่องจากปลาไมมีไขกระดูกดังนั้นกระบวนการสรางเม็ดเลือดขาว
จึงเกิดที่ อวัยวะน้ําเหลือง (lymphoid organ) ไดแก ไตสวนหนา มาม ตอมไทมัส  และเนื้อเย่ือ
น้ําเหลือง (lymphoid tissue) ซึ่งพบไดตลอดตามแนวยาวของทอทางเดินอาหาร (gut-associated 
lymphoid tissue; GALT) (Press and Evensen, 1999; Adenwumi et al., 2006) นอกจากนี้ปลายังเปน
สัตวกลุมแรกท่ีมีการพัฒนาการตอบสนองทางภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิด หรือภูมิคุมกันตาม
ธรรมชาติ (natural or innate or non-specific immunity) และภูมิคุมกันท่ีไดมาแตภายหลัง หรือ
ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific or acquired or adaptive immunity) (ไพศาล, 2548; Tort et al., 
2003; Shona, 2007) 
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 1.1  ภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด (innate immunity) 
 
        ภูมิคุมกันที่มีอยูแลวตั้งแตกําเนิด ปรากฏอยูตลอดเวลา คลายเปนสันชาตญาณในการ
ปองกันตัวเอง และเปนดานแรกในการตอตานสิ่งแปลกปลอม การตอบสนองมีลักษณะเดียวกันทุก
ครั้ง ซึ่งเดิมคิดวาไมจําเพาะตอเชื้อโรค หรือสิ่งแปลกปลอม แตเมื่อศึกษาถึงระดับโมเลกุลจึงพบวามี
ความจําเพาะตอเชื้อโรค หรือสิ่งแปลกปลอม และยังมีบทบาทสําคัญในการกระตุน หรือควบคุมให
เกิดภูมิคุมกันท่ีไดมาแตภายหลัง เพ่ือกําจัดเชือ้โรคไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น สามารถแบงได
เปน 2 ประเภทคือ (วิน, 2544; ไพศาล, 2548; กฤษณา, 2550; อรวดี, 2551; Bergljort, 2006) 
 
        1.1.1  ภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิดแบบพ่ึงเซลล (cell mediated innate immunity) เปน
กลไกแรกที่ใชในการตอตานสิ่งแปลกปลอม โดยอาศัยเซลล ไดแก เซลลเม็ดเลือดขาว เชน 
neutrophil, macrophage, basophil, eosinophil และ non-specific cytotoxic cell (NCC) เปนตน 
รวมท้ังเซลลของเย่ือบุผิวตามอวัยวะ ในปลากระดูกแข็ง บริเวณไตสวนหนา มาม และตับ มี 
melano-macrophage center (MMCs) ประกอบดวยกลุมเซลลที่มีสารสี (pigment-containing cell) 
อยูรวมกัน ซึ่งพบ macrophage เปนสวนใหญ นอกจากนี้ยังพบ lymphocyte บางเล็กนอย สารสีท่ีพบ
ใน MMC สวนใหญเปน melanin และพบ lipofuscin และ hemosiderin ดวย  melano-macrophage 
center มีหนาทีต่อตานแบคทีเรีย ผลิตเซลล memory เพ่ือจดจําแอนติเจน และสะสมธาตุเหล็กเพ่ือใช
สรางเม็ดเลือดแดง (วิน, 2544; Press and Evensen, 1999; Agius and Roberts, 2003) ภูมิคุมกันที่มี
มาแตกําเนิดแบบพ่ึงเซลลจําแนกไดดังนี ้ 
 
                  1)  สิ่งกีดขวางทางกายภาพและระบบหอหุมรางกาย (anatomical barrier and 
integumental mechanism) เปนดานแรกในการปองกันเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมไมใหเขาสู
รางกาย ไดแก เกล็ด เซลลเยื่อบุผิวเหงือก ผิวหนัง และเมือกที่ปกคลุมรางกายซึ่งมีคุณสมบัติตอตาน
จุลชีพ (วิน, 2544; ไพศาล, 2548; Tort et al., 2003; Bergljort, 2006; Pilar, 2008) 
 
                  2)  การจับกินสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis) และ respiratory burst เกิดจาก 
phagocyte ไดแก neutrophil และ macrophage จับกินเชื้อโรค หรือสิ่งแปลกปลอม เชน โปรโทซัว 
และแบคทีเรีย เปนตน จากนั้นถูกเอนไซมภายในไลโซโซมยอย แลวจึงนําเสนอแอนติเจนนั้นไวบน
ผิวเซลล ผานทาง Major Histocompatibility Complex (MHC) class II ใหกับเซลลในระบบ
ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ เซลลท่ีมีแอนติเจนอยูบนผิวเซลลเรียกวา antigen presenting cell (APC)   
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นอกจากนี้ระหวางเกิดกระบวนการ phagocytosis   phagocyte ยังสรางสารท่ีเกี่ยวของกับออกซิเจน 
(reactive oxygen species; ROS) และสารท่ีเกี่ยวของกับไนโตรเจน (reactive nitrogen species; 
RNS) ซึ่งเปนอนุมูลท่ีมีความเปนพิษสูงออกมาทําลายสิ่งแปลกปลอม เรียกกระบวนการนี้วา 
respiratory burst (วิน, 2544; ไพศาล, 2548, อรวดี, 2551) ในปลาการตอบสนองนี้เกิดโดย 
macrophage ที่อยูในอวัยวะและเนื้อเยื่อท่ัวรางกายและ macrophage ของปลายังมีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการ phagocytosis และ respiratory burst ในการตอตานแบคทีเรีย เชน Vibrio anguillarum, 
Yersinia ruckeri, Edwardsiella ictaluri, Aeromonas salmonicida เปนตน (Ellis, 1999; Press and 
Evensen, 1999; Adenwumi et al., 2006; Pilar, 2008)  
 
        1.1.2  ภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิดแบบอาศัยสารน้ํา (humoral mediated innate 
immunity) ภูมิคุมกันแบบนี้อาศัยโปรตีนในกระแสเลือด ไดแก คอมพลีเมนต (complement) ซึ่งการ
ทํางานของระบบคอมพลีเมนตในปลากระดูกแข็งคลายกับที่พบในสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูง 
โปรตีน C-reactive protein (CRP) สามารถจับกับ phosphorylcholine ท่ีเปนสวนประกอบของผนัง
เซลลแบคทีเรียยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได และ antiproteases ทําหนาที่ตอตาน proteolytic 
toxin ท่ีแบคทีเรียปลอยออกมา รวมท้ังสารชนิดอื่นในกระแสเลือด ไดแก interferon, transferrin, 
lectin สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียไดเชนกัน และเอนไซมในเยื่อเมือกผิวหนัง เชน 
protease, lysozyme สามารถทําใหผนังเซลลของแบคทีเรียแตก เปนตน (วิน, 2544; ไพศาล, 2548; 
Ellis, 1999; Tort et al., 2003; Bergljort, 2006; Shona, 2007; Pilar, 2008)  
 
 1.2  ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (specific immunity) 
 
        ภูมิคุมกันชนิดนี้พบเฉพาะในสัตวมีกระดูกสันหลังเทานั้น เปนภมิูคุมกันที่สรางมา
ภายหลังจากเคยไดรับการกระตุนมากอน สามารถตรวจจับ เชื้อโรค แอนติเจนแปลกปลอมไดอยาง
จําเพาะ โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเฉพาะเจาะจงตอเชื้อท่ีเคยกระตุนมากอน หรือเชื้อท่ีมีลักษณะ
คลายกันเทานั้น ซึ่งการตอบสนองมีลักษณะดังนี้คือ ความสามารถในการจําแนกสิ่งแปลกปลอม
ออกจากเซลลตนเอง (self from non-self) มีความจําเพาะ (specific) ตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอม 
หรือแอนติเจนชนิดใดชนิดหนึ่ง สามารถตรวจจับโมเลกุลโครงสรางของแอนติเจนไดหลากหลาย
(diversity) และมีความจํา (memory) โดยเม่ือไดรับแอนติเจนชนิดเดียวกันในคร้ังตอมาจะตอบ 
สนองไดอยางรวดเร็วและปริมาณมากกวาในคร้ังแรก ภูมิคุมกันแบบจําเพาะแบงเปน 2 แบบคือ  
(วิน, 2544; ไพศาล, 2548; อรวดี, 2551) 
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        1.2.1  ภูมิคุมกันแบบจําเพาะอาศัยเซลล (cell mediated immunity) เปนการกระตุน                
T-lymphocyte (T cell) ใหทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยตรง หรือรวมกับภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิดแบบ
พ่ึงเซลล ซึ่ง T-lymphocyte ไมสามารถรับรูแอนติเจนไดโดยตรง แตรับรูแอนติเจนผานทางโปรตีน 
CD 4+ และ CD 8+บนผิวเซลลรวมกับ MHC class I และ II บนผิวเซลลของ APC ซึ่ง CD 4+ และ 
CD 8+เปนตัวกําหนดหนาท่ีของ T cell โดยเรียก T cell ท่ีมี CD 4+ บนผิวเซลลวา T helper cell     
(Th cell) จับไดอยางจําเพาะกับ MHC class II บนผิวของ APC มีผลให Th cell แบงตัวเพิ่มจํานวน 
และหลั่งไซโทไคนเชน interlekin 4 (IL-4), interferon gamma (IFN-)  เปนตน กระตุน 
macrophage ใหจับกินสิ่งแปลกปลอมไดดีขึ้น และกระตุน B-lymphocyte (B cell) ใหเปลี่ยนเปน 
plasma cell สรางแอนติบอดี  สวน T cell ท่ีมีโปรตีน CD 8+ บนผิวเซลลเรียกวา T cytotoxic cell  
(Tc cell) จับไดอยางจําเพาะกับ MHC class I บนผิวเซลลตัวเองท่ีเปลีย่นไป เชน เซลลมะเร็ง และ
เซลลที่ติดเชื้อไวรัส เปนตน และถามีไซโทไคนไดแก IL-2 จาก Th cell มากระตุนจะเกิดการ
เปลี่ยนไปเปน cytotoxic T lymphocyte (CTL) เพ่ือทําหนาที่กําจัดเซลลท่ีผิดปกตินั้น และม ีT cell 
สวนหนึ่งพัฒนาเปนเซลลความจํา (memory T cell) (ไพศาล, 2548, อรวดี, 2551) T cell ของปลา
กระดูกแข็งสามารถผลิต macrophage-activating lymphokine ไดเหมือนกับ Th cell ของสัตวเลี้ยงลูก
ดวยน้ํานม รวมท้ัง T cell maker ของปลากระดูกแข็ง ไดแก  CD3, CD4 และ CD8 ซึ่งมีคุณสมบัติ
คลายกับ T cell ของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม (วิน, 2544; Tort et al., 2003; Pilar, 2008) 
 
                  นอกจากนี้ B cell อาจทําหนาที่เปน APC ไดโดยใช surface Ig (sIg) เปน
แอนติเจน receptor (Ag receptor) รับรูแอนติเจนไดโดยตรง หรือแอนติเจนจาก APC เซลลอื่น หรือ
แอนติเจนจาก Th cell แลวนําแอนติเจนนั้นเขาไปไวในไซโทพลาซึมดวยวิธ ีendocytosis จากนั้น
นําเสนอแอนติเจนนั้นไวบนผิวเซลลผานทาง MHC class II เพ่ือสงให Th cell ซึ่งหนาที่ของ B cell
ในกระดูกแข็งคลายกับสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม (Pilar, 2008)  
 
        1.2.2  ภูมิคุมกันแบบจําเพาะอาศัยสารน้ํา (humoral mediated immunity) เปนการ
ทํางานของแอนติบอดี หรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin, Ig) ซึ่งสรางจาก B cell ท่ีไดรับการ
กระตุน เชน ไดรับไซโทไคนจาก Th cell ท่ีเกิดการเพ่ิมจํานวนหรือ จับกับแอนติเจนจําเพาะ เปนตน 
จะเกิดการเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว แลวเปลี่ยนเปน plasma cell สรางแอนติบอดีแลวปลอยสูกระแส
เลือดและสิ่งคัดหลั่งตาง ๆ ท่ัวรางกาย ซึ่งแอนติบอดีจับกับแอนติเจนอยางจําเพาะ และกอใหเกิดผล
หลากหลาย เชน การตรวจจับ การสลายพิษ การทําลายแอนติเจน และการกําจัดแอนติเจนออกนอก 
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รางกาย เปนตน สวนหนึ่งของ B cell พัฒนาเปนเซลลความจํา (memory B cell) ตอบสนองตอ
แอนติเจนเดิมท่ีเขามาในครั้งตอไป (ไพศาล, 2548; อรวดี, 2551) ลักษณะ receptor บนผิวเซลลของ 
B cell ท่ีพบในปลาคลายกับท่ีพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมเชนกัน (วิน, 2544; Pilar, 2008) เม่ือมี
แบคทีเรียบุกรกุเขามาในรางกาย plasma cell ของปลาจะสรางแอนติบอดี หรืออิมมูโนโกลบูลิน 
สวนมากเปนชนิด IgM และ IgG ซึ่งมีบทบาท และหนาที่หลากหลาย ไดแก ปองกันไมใหแบคทีเรีย
ยึดเกาะกับเซลลบุผิว (anti-adhesin) ลางพิษของแบคทีเรีย (anti-toxin) ตอตานการบุกรุก (anti-
invasion) และกระตุนระบบคอมพลีเมนตทางตรง (classical complement pathway) เพ่ือกําจัด
แบคทีเรีย (วิน, 2544;ไพศาล, 2548; Eillis, 1999; Bergljort, 2006; Pilar, 2008) ซึ่ง IgM ในปลาพบ
ท้ังในสารคัดหลั่ง กระแสเลือด และเยื่อเมือกท่ีทอทางเดินอาหาร โครงสรางของ IgM ในปลาเปน 
tetramer แตของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมเปน pentamer แตหนาท่ีของ IgM ของปลาและของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยน้ํานมคลายกัน (Tort et al., 2003; Pilar, 2008)  
 
                  เม่ือปลาติดเชื้อแบคทีเรีย ระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิด และภูมิคุมกันแบบ
จําเพาะทํางานรวมกันในการตอตาน และกําจัดแบคทีเรีย ถาแบคทีเรียสามารถผานสิ่งกีดขวางทาง
กายภาพ และไมถูกทําลายดวยสารท่ีเย่ือเมือก  macrophage จะจับกินแบคทีเรีย (phagocytosis) ซึ่ง
ผนังเซลลของแบคทีเรียจะกระตุนองคประกอบของคอมพลีเมนต C5a ทําหนาท่ีเปน chemotaxin 
เรียก macrophage เซลลอื่นเขามายังบริเวณติดเชื้อ รวมทั้งกระตุนองคประกอบของคอมพลีเมนต 
C3b  ไปจับท่ีผิวของแบคทีเรียสงผลให macrophage จับกินแบคทีเรียไดดีขึ้น เม่ือ macrophage จับ
กินแบคทีเรียแลวจะใชเอนไซมภายในไลโซโซม และปลอยอนมูลอิสระ ไดแก ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ซุปเปอรออกไซด แอนไออน และไนตริกออกไซด ทําลายแบคทีเรีย แลวทําหนาที่เปน
เซลลนําเสนอแอนติเจนของแบคทีเรียนั้นไวบนผิวเซลล (APC) ผานทาง MHC class II ใหกับ Th 
cell เม่ือ Th cell จับกับ MHC class II จะเปนการกระตุน Th cell ใหหลั่งไซโทไคน ไดแก interferon 
gamma (IFN-) กระตุน macrophage ใหเพ่ิมประสิทธิภาพในการ phagocytosis และกระตุนให Tc 
cell เปลี่ยนเปน CTLไปจับกับเซลลท่ีติดเชื้อท่ีมีแอนติบอดีเคลือบอยูบนผิว รวมท้ังไซโทไคนจาก 
Th cell กระตุน B cell ใหเปลี่ยนเปน plasma cell เพื่อสรางแอนติบอดีจําเพาะตอเชื้อ ซึ่งแอนติบอดีท่ี
สรางขึ้นนี้มีหนาท่ีหลายอยางเชน opsonization ซึ่งกระบวนการนีช้วยสงเสริมกระบวนการ 
phagocytosis โดย แอนติบอดีจะไปเคลือบบนผิวแบคทีเรีย เพ่ือเปนเปาหมายให phagocyte  จับกับ
แบคทีเรียและยังเปนการกระตุนองคประกอบของระบบคอมพลีเมนตทางตรงใหทําลายแบคทีเรีย
ไดอยางมีประสิทธิภาพ (ไพศาล, 2548; Eillis, 1999; Norman et al., 2001; Tort et al., 2003; 
Bergljort, 2006; Pilar, 2008) บางคร้ัง B cell สามารถทําหนาท่ีเปน APC นําเสนอแอนติเจนของ
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แบคทีเรียนั้นรวมกับ MHC Class II เพ่ือสงให Th cell ตอไป (อรวด,ี 2551; Pilar, 2008) แบคทีเรีย 
Vibrio anguilarum ท่ีติดเชื้อในปลาทนตอการทําลายจากสารในเยื่อเมือกได และไมมีแอนติบอดี
จําเพาะตอเชื้อ แอนติบอดีท่ีสรางขึ้นกระตุนเพียงระบบคอมพลีเมนตทางตรงไดเทานั้น ซึ่งไม
สามารถกําจัดแบคทีเรียได และแอนติบอดียังทําหนาที่เปน opsonin รวมกับคอมพลีเมนตจับทีผ่นัง
เซลลของแบคทีเรียทําให macrophage จับกินไดดีขึ้น (Eillis, 1999) เชนเดียวกับแบคทีเรีย 
Aeromonas salmonicida ssp. masoucida ท่ีติดเชื้อในปลาทองกระตุนใหสรางแอนติบอดีไดใน
ระดับสูงแตก็ไมสามารถทําลายแบคทีเรียได เนื่องจากผนังเซลลปองกันการยึดเกาะของแอนติบอดี 
(Shona, 2007)  
 
2.  Macrophage ของปลากระดูกแข็ง 
 
 macrophage ของปลาสรางมาจากเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือด (hematopoietic stem cell) ท่ีพบ
ในมามและไตสวนตน (head kidney) การเจริญของ macrophage ปลามี 2 แนวทางไดแก classical 
pathway (CP-macrophage) เปนการเจริญจาก progenitor cell พัฒนาไปเปน monocyte  และเปน 
macrophage ตามลําดับ อีกแนวทางคือ alternative pathway (AP-macrophage) เปนการเจริญจาก 
progenitor cell แลวเปลี่ยนแปลงไปเปน macrophage โดยไมผานขั้นการเปน monocyte (Miodrag et 
al., 2006; Hanington et al., 2009) การเจริญของ macrophage ตองใช endogenous macrophage 
growth factor, transcription factor และการกระตุนจากสิ่งแวดลอมรอบเซลล (microenvironment) 
ควบคุมการเจริญ และเปลี่ยนแปลงรูปราง (Hanington et al., 2009)  macrophage ท่ีเจริญสมบูรณ มี
รูปรางไมแนนอน มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 10 ไมโครเมตร ภายในไซโทพลาซึมประกอบดวย 
inclusion มากมาย เชน melanin, hemosiderin และ lipofuscin เปนตน ซึ่งเปนสารสีชนิดเดียวกับที่
พบในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก และสตัวเลื้อยคลานท่ีอาศัยในน้ํา   ในไลโซโซม ประกอบดวย
เอนไซมยอยสลายปริมาณสูง เชน hydrolytic lysosomal enzyme และ cytotoxic protein เปนตน มี 
endoplasmic reticulum ชนิดขรุขระ และไมโทคอนเดรีย จํานวนมาก นอกจากนี้ยังพบ acid 
phosphatase, alkaline phosphatase, non-specific esterase positive และ peroxidase negative   
นิวเคลียสมีหลายรูปราง เชน ทรงกลม วงรี หรือ เวา เปนตน (วิน, 2544; Sorensen et al., 1997; 
Press and Evensen, 1999; Pilar, 2008) บนเยื่อหุมเซลลมี scavenger receptor, C-type lectin receptor 
(CLRs), NADPH oxidase, carbohydrate recognition domain (CRDS) asialoglycoprotein receptor, 
mannose receptor, complement receptor, Fc receptor และ Toll-like receptor (TLR) ท่ีสามารถ
จดจําและมีวิถีทางการตอบสนองคลายกับของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม (Romano et al., 1998; Shih et  
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al., 1998; Jame et al., 2003; Dwight et al., 2004; Maureen et al., 2006; Shona, 2007; Tadayuki et 
al., 2004; Alexander et al., 2008; Jenifer et al., 2010) เมื่อตรวจสอบลักษณะรูปรางและคุณสมบัติ
ทางไซโตเคมีของเม็ดเลือดขาวปลาโดยการทําปฏิกิริยากับสีเฉพาะชนิดตางๆ คือ Wright’s Geimsa 
stain, Sudan Black B (SBB), Myeloperoxidase (MPO), Periodic Acid Schiff (PAS) และ Acid 
Phosphatase (AcP) พบวา monocyte และ macrophage ใหผลปฏิกิริยาไซโตเคมีตอ SBB และ MPO 
รวมท้ัง ลักษณะรูปราง และหนาท่ีของ macrophage ปลามีความคลายคลึงกับของสัตวมีกระดูกสัน
หลังชั้นสูง (วิน และคณะ, 2545) 
 

การทํางานของ macrophage ถูกกระตุนดวยตัวกระตุนตาง ๆ จากการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันในกระบวนการ phagocytosis หรือเม่ือสัมผัสกับแอนติเจนท่ีเปนสารแขวนลอย แต
macrophage สามารถถูกกระตุนเพ่ิมขึน้ไดโดยไซโทไคน ไดแก IFN- ท่ีปลอยมาจาก Th cell เม่ือ
พบกับแอนติเจนแปลกปลอม macrophage เองก็สามารถปลอย IFN- ออกมานอกเซลลไปกระตุน 
macrophage เซลลอื่นไดดวย รวมท้ัง IFN- ยังสามารถยอนกลับมากระตุนเซลลตัวเอง (autocrine) 
ได (Markus et al., 1998)   
 
3.  Toll – like receptor 
 
 Toll-like receptor (TLR) หรือ Pathogen recognizing receptor (PRR) เปน receptor ใน
ระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิด สืบทอดกันมาแบบการอนุรักษต้ังแตบรรพบุรุษของสัตวมีกระดูก
สันหลัง (Maureen et al., 2006) อยูบนเยื่อหุมเซลล macrophage, neutrophil, mast cell และ 
dendritic cell  TLR เปนโปรตีนท่ีแทรกผานเย่ือหุมเซลล ดานที่หันออกนอกเซลล มีกรดอะมิโนลิว
ซีน (leucine) มากจึงเรียกวา leucine-rich receptor  (LRR) หรือ leucine-rich motif สวนดานท่ีติดกับ
ไซโทพลาซึมเปนโปรตีนกอนกลม เรยีกวา toll interleukin-rich receptor domain (TIR)  โดย TLR 
อยูรวมกับ IL-1R ซึ่งเปน receptor ท่ีรับสัญญาณ IL-1 และเชื่อมกับเอนไซม IL-1R-associated 
kinase (IRAK) สามารถตรวจจับ และจดจํารูปแบบโมเลกุลของสิ่งแปลกปลอม (Pathogen –
Associated Molecular Paten; PAMP) (James et al., 2003; Tadayuki et al., 2004; Alvarez, 2008; 
Pilar, 2008) 
 
 TLR สามารถจดจํา ligand จําเพาะบนผนังเซลลของจุลชีพได เชน lipopolysaccharide 
(LPS) ท่ีผนังเซลลดานนอกสุดของแบคทีเรียแกรมลบ หรือ lipoarabinomannan (LAM) ท่ีอยูบนผิว 
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ของ Mycobacterium sp. รวมท้ังยังสามารถจดจําสารพิษของแบคทีเรียแกรมบวก และอารเอ็นเอสาย
คู (double-stranded RNA) ของไวรัสกลุมท่ีมีสารพันธุกรรมเปนอารเอ็นเอ  ซึ่งการจับกันระหวาง 
TLR กับ ligand ท่ีจําเพาะนั้น บาง family ของ TLR สามารถจับกับ ligand ไดโดยตรง เชน TLR 
family 2 (TLR 2) ท่ีจับกับ LAM และสารพิษของแบคทีเรียแกรมบวก  แตบาง family ตองอาศัย
โปรตีน MD 2 (soluble-lipid transfer protein MD 2) รวมดวย เชน TLR family 4 (TLR 4) ท่ีจับกับ 
LPS เปนตน (David et al., 1999; Takeda 2003)  
 
 วิถีการตอบสนอง และการสงสัญญาณภายในเซลลของ TLR ในปลา สัตวเลี้ยงลูกดวย
น้ํานมและคน มีความใกลเคียงกัน (Tort et al., 2003; Alexander et al., 2008) โดยการจับกัน
ระหวาง ligand จําเพาะกับ TLR เกิดการนําสัญญาณขึ้น ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลซึ่ง 
แบงไดเปน 2 แบบ  แบบแรกคือ กลไกท่ีทํางานรวมกับโปรตีน MyD 88 (cytoplasmic adaptor 
molecule) ท่ีเกาะอยูกับ TLR ซึ่ง MyD 88 นี้จะไปกระตุนโปรตีน IRAK และ Tumour-necrosis-
factor-receptor-asscoiated-factor 6 (TRAF 6) ตามลําดับ โดยการเติมหมูฟอสเฟต 
(phosphorylation) จากนั้น TRAF6 เขาสูนิวเคลียสกระตุน nuclear factor–kappa B (NF-B) โดย
การเติมหมูฟอสเฟต เพ่ือใหเกิดกระบวนการ transcription จนไดเปน tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-), IL-12 และ inflammatory cytokine  แบบท่ีสองพบใน TLR บาง family เกิดกลไกที่ไมใช
โปรตีน MyD88 แตอาศัยโปรตีนชนิดอื่นไดแก TIR domain-containing  adaptor protein (TIRAP) 
หรือ MyD88-adapter  like protein (MAL) TLR กลุมนี้ไดแก TLR 3 และ TLR 4 ซึ่งมีโปรตีน 
TIRAP เกาะอยูดวย เมื่อ receptor จับกับ ligand โปรตีน TIRAP จะกระตุนโปรตีน IFN-regulatory 
factor 3 (IRF3)โดยการเติมหมูฟอสเฟต ทําใหโปรตีนนี้เขาสูนิวเคลียส และลงเกาะกับยีน interferon 
(IFN) เพ่ือเกิดการ transcription ได interferon beta (IFN-) แลวหลั่งออกนอกเซลล จากนั้น IFN-
 ไปจับกับ IFN- receptor ของเซลลเดิมหรือเซลลอื่นก็ได การจับกันระหวาง IFN- กับ IFN- 
receptor เปนการนําสัญญาญกระตุน Stat1 (transcription1) เพ่ือใหเกิดการ transcription ไดเปน
เอนไซม inducible nitric oxide synthetase (iNOS) ซี่งเปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหไน
ตริกออกไซด (David et al., 1999; Akira and Takeda, 2003; Takeda 2003; Subhendu and Fenton, 
2004; Bernhard et al., 2005; Gisa et al., 2007; Pilar, 2008)  
 
 
 
 



 

12 

4.  Phagocytosis 
 
           phagocytosis เปนกระบวนการที ่phagocyte เขาลอมรอบและกินเชื้อโรค พบครั้งแรกในป 
ค.ศ. 1883 โดยนักสัตววิทยาชาวรัสเซียชื่อ Elie Metchnikoff  ซึ่ง phagocyte ของปลากระดูกแข็ง มี
ท้ัง เม็ดเลือดขาวชนิด granulocyte  และชนิด mononuclear ไดแก macrophage ท่ีอยูในเนื้อเย่ือ และ 
monocyte ในระบบหมุนเวียนโลหิต (วิน, 2544; George, 1996) กระบวนการ phagocytosis ของ
ปลากระดูกแข็ง และสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม มีกลไกเหมือนกัน และใชกลไกนี้ในการปองกันและ
กําจัดสิ่งแปลกปลอม (วิน, 2544;  Kollner et al., 2002; Pilar, 2008) ซึ่ง macrophage จะมีประสิทธิ 
ภาพในการ phagocytosis สูงขึ้นเม่ือไดรับการกระตุนจากสิ่งกระตุนตาง ๆ เชน การสัมผัสกับ
แอนติเจนท่ีเปนสารแขวนลอย และ IFN- ซึ่งเปนไซโทไคนท่ีหลั่งจาก Th cell หรือสารตาง ๆใน
กระบวนการอักเสบ รวมท้ังองคประกอบของผนังเซลลแบคทีเรีย เปนตน (ไพศาล, 2548) 
    
 กระบวนการ phagocytosis ประกอบดวย 3 ขั้นตอนดังนี ้(วิน, 2544; อิสยา และวัชรินทร, 
2553) 
 
 1.  การเคลื่อนที่ของ phagocyte เขามายังบริเวณท่ีไดรับเชื้อ หรือสิ่งแปลกปลอม ซึ่งเปน
ขั้นตอนแรกกอนท่ีสิ่งแปลกปลอมจะถูกกลืนเขาสูเซลล การเคลื่อนที่นีต้องอาศัยสารเคมีบางชนิด
เพ่ือดึงดูดใหเซลลเคลื่อนท่ีเขาไปหา (chemotactic factor) สารเคมีเหลานั้นไดแก แอนติเจนจาก
แบคทีเรียหรือปรสิต และ IFN- ท่ีหลั่งจาก T cell ท่ีถูกกระตุน ทําให phagocyte กับสิ่ง
แปลกปลอมมาประกบชิดกันหรือจับกัน (attachment)   Fc receptor บนผิวของเซลล phagocyte จะ
จดจําและจับกับสิ่งแปลกปลอม ในการประกบกันนี้ตองการประจุบวกรวมดวย ไดแก Ca2+, Mg2+

และจะจับกันดีขึ้นถามีแอนติบอดีชนิด IgG เปน opsonin รวมดวย ทําใหจุลชีพถูกกินไดงายขึ้น   
(นงลักษณ และปรีชา, 2547)  
 
 2.  การกินสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis) เมื่อ phagocyte สัมผัสกับสิ่งแปลกปลอมจะเกิด
การนําสัญญาณขึ้นภายในเซลลเพ่ือใหเกิดการตอสาย actin (polymerization) ใตผิวเซลลท่ีสัมผัสกับ
สิ่งแปลกปลอมนั้น จนเกิดเทาเทียม (pseudopodia) ย่ืนออกไปลอมสิ่งแปลกปลอม แลวปลายของ
เทาเทียมท้ังสองขางท่ียื่นออกไปจะประสานกันเกิดเปนถุง (vacuole) ที่เรียกวาฟาโกโซม 
(phagosome) 
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 3.  การฆาเชื้อโรคและการทําลายสิ่งแปลกปลอม (degranulation and intracellular killing) 
เมื่อเกิด phagosome ในไซโทพลาซมึแลวไลโซโซม หรือแกรนูลของ phagocyte จะเคลื่อนท่ีมารวม
กับ phagosome เปน phagolysosome เพ่ือปลดปลอยเอนไซมกวา 60 ชนิดในไลโซโซม เชน ไมอีโล
เพอรอกซิเดส (myeloperoxidase) ฟาโกไซทิน (phagocytin) และลิวคิน (leukin) เปนตน เขามาใน 
phagolysosome เพ่ือยอยสิ่งแปลกปลอม การยอยดวยวิธนีีเ้ปนกลไกท่ีไมใชออกซิเจน  
 
5.  Respiratory burst 
 

เมื่อเยื่อหุมเซลลของ phagocyte ไดแก polymorphonuclear leukocyte และ macrophage ถูก
กระตุนอยางจําเพาะ โดยสิ่งแปลกปลอม หรอืจุลชีพใน phagosome ทําใหการหายใจของเซลล
เปลี่ยนจากแบบไมใชออกซิเจนเปนแบบใชออกซิเจน ซึ่งเปนกลไกการทําลายสิ่งแปลกปลอม
ภายในเซลล ทําใหมีออกซิเจนเพ่ิมมากขึ้นและมีการเปลี่ยนแปลง oxidative metabolism อยางมาก 
เรียกกระบวนการนี้วา respiratory burst หรือ metabolic burst บางครั้งเรียกวา oxidative burst      
(นงลักษณ และปรีชา, 2547; อรวดี, 2551) 
 
  กลไกนี้ประกอบไปดวย การใชออกซิเจนเพ่ิมขึ้น และการเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชันของ
กลูโคส (glucose oxidation) เพ่ิมขึ้น ผานทางกระบวนการเฮกโซสโมโนฟอสเฟตชันต (hexose 
monophosphate shunt) มีผลทําใหปลอย NADPH (reduced nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate) ออกมามากมาย เมื่อ NADPH ถูกออกซิไดซโดยเอนไซมออกซิเดส (NADPH oxidase; 
NOX) ไปเปน NADP+ จะปลดปลอยออกซิเจนเมแทบอไลทท่ีมีความเปนพิษสูงไดแก ซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน (O-

2)  ออกมาเพ่ือทําลายเชื้อโรค ดังสมการ (นงลักษณ และปรีชา, 2547; 
ไพศาล, 2548; อรวดี, 2551;  Maaike et al., 2006) 
 

                                  2O2 +  NADPH   NADPH oxidase             2 O-
2 + NADP+ + H+  

 
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน สลายตัวไดงาย สวนใหญสลายตัวเปน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(H2O2) ไดเอง แตบางครั้งตองอาศัยเอนไซม superoxide dismutase (SOD) เพ่ือชวยเปลี่ยนซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน เปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดังสมการ 
 

                                  2 O-
2  + H+   superoxide dismutase         O-

2  + H2O2    
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขนสูงสามารถฆาจุลชีพหรือสิ่งแปลกปลอมไดโดยตรง ทั้ง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน  ซิงเกลทออกซิเจน (single oxygen; 1O2) 
และ ไฮดรอกซิล (hydroxyl; OH-) นั้นเรียกรวมกันวา reactive oxidative species (ROS) ตางก็มีฤทธิ์
สามารถฆาจุลชีพได (นงลักษณ และปรีชา, 2547; ไพศาล, 2548) 
 
               นอกจากนี้เมื่อ TLR ซึ่งเปนโปรตีนท่ีผิวเซลลของ macrophageไดรับการกระตุนจาก 
lipopolysaccharide (LPS), muramyl dipeptide (MDP) หรือ lipoarabinomannan (LAM) ซึ่งเปน
องคประกอบท่ีผนังเซลลของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางยิ่ง Mycobacterium รวมกับไซโทไคน ไดแก 
IFN- จะทําใหเกิดการผลิตเอนไซม nitric oxide synthetase เอนไซมนี้เรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 
L-arginine เปน L-citrulline และ ไนตริกออกไซด (NO) ดังสมการ 
 
                           L-arginine + O2 + NADPH                          NO + L-citrulline + NADP+ 
 
 ไนตริกออกไซดเปนสารตานจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพสูง และสามารถรวมกับซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน ไนตริกออกไซดสามารถตอตานเชื้อแบคทีเรีย รา โปรโทซัว และพยาธิตาง ๆ  
ได (ไพศาล, 2548) ผลผลิตท่ีไดจากกระบวนการ respiratory burst ใชทําลายสิ่งแปลกปลอมภายใน 
phagosome และทําลายเซลลอื่น ๆ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดและ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออนท่ี
เพ่ิมขึ้น เปนตัวตั้งตนท่ีจะใหอนุพันธท่ีสําคัญไดแก ไฮดรอกซิล และซิงเกลทออกซิเจน ซึง่
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดยังมีความเปนพิษท้ังตอเซลลและสิ่งแปลกปลอมที่อยูรอบเซลลดวย 
(Hernry and Martine, 2002; Maaike et al., 2006) 
 
  phagocyte เองก็พยายามปองกันตนเองจากอนุมูลพิษของออกซิเจน (toxic oxygen 
intermediate) โดยใชปฏิกิริยา dismutation อาศัยเอนไซม superoxide dismutase เปลี่ยนซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออนเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซดแลวเปลี่ยน ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนน้ําโดย 
เอนไซม catalase ดังสมการ (Gene, 2008) 
 

                                   2 O-
2  + H+   superoxide dismutase         O-

2  +  H2O2
        

 

                                   H2O2
                      catalase                  H2O + O2 
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 ระหวางการเกิด respiratory burst เอนไซม NADPH oxidase มีความสําคัญมากในการสราง  
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ซึ่งเปนโมเลกุลต้ังตนใหเกิด ROS ชนิดอื่นตามมา การสรางซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน โดยเอนไซม NADPH oxidase นั้นจําเปนตองมีการขนสงออกซิเจนจากดาน
ในเซลล (intracellular) ออกสูดานนอกเซลล (extracellular) ผานทาง voltage-gate proton channel 
ซึ่งพบวาในสภาวะปกติ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน และ ROS ท่ีสรางมาจาก phagocyte ไมมี
ความเปนพิษตอจุลชีพ แตถา ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน และ ROS มีความเขมขนในระดับสูง
จึงจะสามารถทําลายจุลชีพแปลกปลอมได การเพ่ิมระดับความเขมขนของทั้ง ซุปเปอรออกไซด 
แอนไอออน และ ROS นั้นตองการ Ca2+ โดย Ca2+ จะไหลเขาเซลลผานทาง Ca2+-activated K+ 
(maxi-K+) ในขณะเดียวกัน H+ ไหลออกผานทาง voltage-gate proton channel รวมดวย เพ่ือรักษา
ประจุไฟฟาท่ีเปลี่ยนแปลง (Thomus, 2004) การทํางานของเอนไซม NADPH oxidase ถูกกระตุน
โดยการเติมหมูฟอสเฟตของ calcium- dependent protein kinase C (PKC) (Thomus, 2004) 
 
6.  อนุมูลอิสระและเอนไซมตานอนุมูลอิสระ 
 
 6.1  อนุมูลอิสระ (free radical) 
 
        อนุมูลอิสระ คือ อนุภาคท่ีมีอิเลก็ตรอนโดดเด่ียว จึงเปนอนุภาคท่ีไมเสถียรและมี
แนวโนมที่จะทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลตาง ๆ ในรางกาย สามารถออกซิไดซ (oxidize) ไขมัน 
กรดอะมิโน และ คารโบไฮเดรต รวมท้ังเปนสาเหตุใหดีเอ็นเอ (DNA) เกิดการกลาย (mutation) พบ
ในเซลลของสิ่งมีชีวิตท่ีหายใจโดยใชออกซิเจน (Droge, 2002; Wei and Lee, 2002)  ซึ่งอนุมูลอิสระ
เปนคําเรียกรวมอนุภาคจําพวกอนุมูลออกซิเจน เชน ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ไฮดรอกซิล 
เปอรออกซิล (peroxyl; RO2) และ อัลคอกซิล (alkoxyl; RO) รวมท้ังอนุภาคจําพวกท่ีไมใชอนุมูล
อิสระ (nonradical) ท่ีอาจเปนตัวรับอิเลก็ตรอน (oxidizing agent)  หรืออาจเปลี่ยนเปนสารอนุมูล
อิสระไดงาย เชน กรดไฮโปคลอลัส (HOCl)  เปอรออกซิไนไตร (peroxynitrite; ONOO=)  ซิง
เกลทออกซิเจน และไฮโดรเจนเปอรออกไซด   อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นเมื่อระดับความเขมขนตํ่าหรือ
ปานกลางจะเปนประโยชนใตอการตอบสนองในกระบวนการตาง ๆ ไดแก การตอตานเชื้อโรค การ
สื่อสารระหวางเซลลบางชนิด และการชักนําใหเกิดการแบงเซลลแบบไมโทซสิ แตจะเกิดโทษเมื่อ
สัดสวนระหวางการสรางอนุมูลอิสระกับการขับสารพิษ (detoxification) ไมสมดุลกันเรียกวา ออกซิ
เดทีฟเสตรส (oxidative stress) หรือสภาวะเครียดจากออกซิเดชัน (Okezie, 1998; Valko et al., 
2006) 
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       ไนตริกออกไซด (NO) พบไดในเซลลและเปนสัญญาณระหวางเซลลในการควบคุม
กลไกทางสรีรวิทยาและพยาธิสรีรวิทยา รวมท้ังกลไกทางระบบภูมิคุมกัน มีบทบาทอยางมากใน
ระบบภูมิคุมกันแบบมีมาแตกําเนิด ทําหนาท่ีในการตอตานจุลชีพ (antimicrobial response) หรือเปน 
อนินทรียโมเลกุลตานจุลชีพ (inorganic antimicrobial molecule) ท้ัง แบคทีเรีย ไวรัส  รวมทั้งสิ่งที่
จุลชีพสรางขึ้น ปริมาณของไนตริกออกไซดท่ีสูงภายในเซลลจะรวมกับ ซุปเปอรออกไซด แอนไอ 
ออนไดเปน higher nitrogen oxide (NO2, N2O3 ) สามารถถูกไฮโดรไลซไดงายกลายเปนอนุภาคท่ี
เรียกวา toxic species peroxynitrite (ONOO-) และ reactive nitrogen oxide species ไดแก ไนเตรต 
(nitrate; NO3

-) และ ไนไตรท (nitrite; NO2
-)  ดังสมการ 

 
NO + O2

-                ONOO- 
 
ซึ่ง peroxynitrite สามารถเปลี่ยนโครงสราง (isomerize) ไดเม่ือรวมกับกรดเปนไนไตรทดังสมการ 

 
ONOO- + H+                   ONOOH                HNO3                 H++ NO3

- 
 
ในอีกกรณีหนึ่ง ONOO- ก็สามารถเปลี่ยนตัวเองเปนตัวออกซิแดนซอยางแรง (strong oxidant) โดย
ทําปฏิกิริยากับ ไนตริกออกไซด ท่ีมีมากเกินพอภายในเซลลเปน nitrite และ nitrogen dioxide ไดดัง
สมการ (ไพศาล, 2548; โอภา และคณะ, 2549) 
           

ONOO- + NO                     NO2
- 

 
                                                          NO2

- + NO                    N2O3 
 
       ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน เปนอนุมูลตัวแรกท่ีเกิดขึ้นเมื่อออกซิเจนเขาสูเซลล มี
อิเลก็ตรอนโดดเด่ียว 1 อนุภาค มีความรุนแรงและอันตรายมากท่ีสุดในบรรดา ROS และอนุมูล
อิสระท้ังหมด (Mohammad et al., 2007) ถูกสรางขึ้นโดย polymorphonuclear และ macrophage 
เพ่ือใชในการทําลายจุลชีพภายในเซลล นอกจากนี้ยังมีความสัมพันธกับการสราง ไฮโดรเจนเปอร 
ออกไซด  ไฮดรอกซิล และซิงเกลทออกซิเจน ซึ่งเปนอมุมูลท่ีสําคัญในการตอตานจุลชีพ  monocyte 
ในกระแสเลือดและ macrophage ในปอด (alveolar macrophage)ใชซุปเปอรออกไซด แอนไอออน 
เปนตัวต้ังตนในการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด และไฮดรอกซิลในการทําลายแบคทีเรียท่ีบุกรุก
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เขามา (Richard et al., 1997) ซึ่งเปนกลไกการทําลายจุลชีพท่ีอาศัยออกซิเจน (oxygen-dependent 
killing mechanism) ดังสมการ 
 

2O2
- + 2H2O                  O2 + H2O2 + 2OH- 

 
       ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนสารหนึ่งท่ีไดจากกระบวนการ reactive oxygen 
metabolism ภายในเซลลท่ีมีการหายใจแบบใชออกซิเจน ไดแก กระบวนการขนสงอิเลก็ตรอน
ภายในไมโทคอนเดรีย หรือจากปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม oxido-reductase และกระบวนการ 
metal-catalyzed oxidation (Hernry and Martine, 2002)  
 

6.2  เอนไซมตานอนุมูลอิสระ (antioxidant enzyme) 
 
        ROS เชน ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตน เปน
สารท่ีถูกสรางขึ้นจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล ภายใตสภาวะปกติจะถูกควบคุมใหอยูใน
ระดับสมดุลโดยการทํางานของ เอนไซมตานอนุมูลอิสระ และรีดอกซโมเลกุล (redox molecule) 
อื่น ๆ เนื่องจากถามีปริมาณมากเกินไป ทําใหเกิดสภาวะออกซิเดทีฟเสตรส นําไปสูการบาดเจ็บของ
เซลล เชน การทําลายดีเอน็เอ โปรตีน และไขมันท่ีเปนสวนประกอบในเยื่อหุมเซลล  เซลลมี
กระบวนการกําจัด ROS ท่ีมากเกินออกไปจากเซลล ดวยกลไกการทํางานของเอนไซมกลุมท่ี
ปรับเปลี่ยนปฏิกิริยาเคมีใหผันกลับได (enzyme redox system) ซึ่งเปนระบบแรกท่ีตอตานอนุมูล
อิสระท้ังภายในและภายนอกเซลล เอนไซมท่ีสําคัญในกลุมนี้ไดแก  superoxide dismutase, 
glutathione peroxidase, catalase (Karihtala and Soini, 2007) 
 
       Glutatione peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9) เปนเอนไซมตานอนุมูลอิสระท่ีกําจัด
สาร ROS โดยการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปนน้ํากับ organic peroxide (R-O-O-H) แต 
organic peroxide ไมเสถียรจึงสลายเปนแอลกอฮอล (R-OH) ไดงายดังสมการ 
 
    R-O-O-H + 2Glutathione (GSH)                        R-OH + Oxidizing glutathione (GSSG) + H2O 
 
ซึ่ง GSSG จะไปทําปฏิกิริยากับ NADPH ตอไปเปนวัฏจักร โดยใชเอนไซม glutathione reductase 
(GR) ดังสมการ (Oxford biomedical research, 2008) 
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GSSG + NADPH +H+                   2 GSH + NADP+ 
 
ดังนั้นหนาท่ีสําคัญของเอนไซมนี้คือการปองกันเซลลไมใหอนุมูลอิสระทําอันตรายตอเซลลได และ
การเปลี่ยนแปลงระดับของสารตานอนุมูลอิสระมีความสัมพันธกับการเกิดโรคตาง ๆ (โอภา และ
คณะ, 2549)  
 
       Superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1, superoxide oxidoreductase) มีความสําคัญ
ในการเปลี่ยน ซุปเปอรออกไซด แอนไอออนไปเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซดและออกซิเจน
โมเลกุล (โอภา และคณะ, 2549; Valko et al., 2006) ดังสมการ 
 

2O2
- + 2H+                  O2 + H2O2 

 
ความสําคัญของเอนไซมนี้คือการรักษาสมดุลของ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออนใหอยูในระดับ
ปกติ เพ่ือไมใหซุปเปอรออกไซด แอนไอออนท่ีมากเกินไปทําอันตรายตอเซลล และยังทําหนาที่
ปองกันเอนไซมกลุมดีไฮเดรส (dehydrase)ไมใหถูกซุปเปอรออกไซด แอนไอออนทําลาย (โอภา 
และคณะ, 2549; Christine et al., 1999) SOD ท่ีอยูภายในเซลลมีสองรูปคือ รูปท่ีพบในไซโทพลา
ซึมมีทองแดง (Cu) และสังกะสี (Zn) เปนองคประกอบ (Cu-Zn-SOD) อีกรูปพบท่ีไมโทคอนเดรีย 
และในแบคทีเรียบางชนิดไดแก E. coli มีแมงกานีส (Mn) เปนองคประกอบ (Mn-SOD) แบคทีเรีย
ชนิดอื่น ๆ มีเหล็ก (Fe) เปนองคประกอบ (Fe-SOD) ในมนุษย สัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม และ สัตวมี
กระดูกสนัหลังอื่น ๆ พบ SOD ทั้งสามรูปแบบคือในไซโทพลาซึมพบ SOD ในรูป Cu-Zn-SOD 
และ Fe-SOD ในไมโทคอนเดรียพบ SODในรูป Mn-SOD (Yi et al., 1998)   
 
       Catalase (CAT, EC 1.11.1.6, 2H2O2 oxidoreductase) พบมากใน peroxisome ของเซลล
ท่ีหายใจแบบใชออกซิเจน มี ferriprotoporphyrin เปนองคประกอบ ทําหนาท่ีในการทําลาย 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีเกิดจากเมแทบอลิซึมของเซลลปกติ และเซลลติดเชื้อ เพ่ือปองกัน
อันตรายท่ีจะเกิดขึ้นกับเซลล โดยการเปลี่ยนใหเปนน้ําและออกซิเจน ดังสมการ (โอภา และคณะ, 
2549; Okezie, 1998; Valko et al., 2006) 
 

2H2O2                        O2 + 2H2O 
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7.  แบคทีเรียสกุล Mycobacterium และ Escherichia coli 
 
 7.1  ชีววิทยาของแบคทีเรียสกุล Mycobacterium 
 
        นพดล (2539) อางอิงการจัดจําแนก Mycobacterium ตามหลักอนุกรมวิธานของ 
Lehmann & Neumann (1896) ดังนี ้
 
                      Kingdom  Bacteria 
                           Phylum  Actinobacteria 
                                Order    Actinomycetales 
                                     Suborder  Corynebacterineae 
                                          Family   Mycobacteriaceae 
                                                Genus   Mycobacterium 
 
                     Mycobacterium คําวา myco- มาจากภาษาลาตินแปลวา รา หรือไขมัน (wax) แตในที่นี่
หมายถึงไขมัน เนื่องจากไขมันเปนสวนประกอบหลักของผนังเซลล เปนแบคทีเรียรูปทอนไม
เคลื่อนท่ี (non-motile rod) ยกเวน M. marinum ท่ีสามารถเคลื่อนท่ีไดใน macrophage ไมสรางเอน
โดสปอร (endospore) ไมมีแคปซูล ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.2-0.6 ไมโครเมตร ยาว 1-10 
ไมโครเมตร บางคร้ังเรียงตัวเปนเสนสายท่ีแตกกิ่งกาน มีปริมาณกัวนีนและไซโตซีนในดีเอ็นเออยู
ในชวง 62-70  ผนังเซลลมีไขมันมากจึงไมทําปฏิกิริยากับน้ํา ทําใหเชื้อทนทานตอสารทําลายเชื้อ 
(disinfectant) รวมท้ังทนตอการยอมสีแบบแกรม (Gram stain) และจิมซา (Giemsa stain) แตถายอม
ติดสีแลว มักเห็นการติดสีไมสม่ําเสมอ ลักษณะคลายจุดขนาดไมเทากันเรียงตอกัน (beaded rod) 
และอาจเห็นรูปรางเซลลไมติดสี (ghost cell) ทนตอการลางดวยกรดได ซึ่งเปนคุณสมบัติท่ีสําคัญ
ของแบคทีเรียสกุลนี้ จึงเรียกแบคทีเรียกลุมนี้วา แบคทีเรียชนิดทนกรด (acid fast bacilli) บางครั้ง
จัดเปนแบคทีเรียแกรมบวก หรือแบคทีเรียทนกรดชนิดแกรมบวก แตแยกออกจากแบคทีเรียแกรม
บวกตรงท่ี ไมมี empirical stand  ความสามารถในการทนกรดของแบคทีเรียขึ้นอยูกับชนดิของ
แบคทีเรีย และสภาพการเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเชื้อจะเจริญไดรวดเร็วบนอาหารท่ีมีไกลซีน ทําให
ความสามารถในการทนกรดลดลง  Mycobacterium สามารถอาศัยอยูในดินท่ีมีปริมาณไฮโดรเจน
สูงไดนาน 9 ป และนาน 3 ปเม่ืออยูในน้ํา นอกจากนี้ยังสามารถทนสภาวะที่เปนกรดไดถึง pH 2.2 
(นงลักษณ, 2547; อนุชา, 2549; Grange, 1980; David et al., 2005; David and Rhodes, 2008) โดย
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ปกติพบเชื้อไดทั่วไปท้ังในตัวสัตวและสิ่งแวดลอม เชน ดิน ฝุนผง สิ่งแวดลอมในฟารมเลี้ยงสัตว 
แมลงชนิดตาง ๆ แหลงน้ําธรรมชาติรวมไปถึงระบบน้ําในชุมชน เปนตน (อนชุา, 2549) 
 

      7.1.1  โครงสรางของ Mycobacterium ประกอบดวยสวนตาง ๆ ดังนี ้
 
                  1)  ผนังเซลล (cell wall) มีโครงสรางท่ีสลับซับซอน ประกอบดวย 4 ชั้น
เรียงลําดับจากชั้นนอกสุดเขาไปดังนี ้
            
                       ชั้นของไขมัน ประกอบดวยชั้น peptidoglycan และ diaminopimelate ซึ่งเปน
ไขมันถึง 60 เปอรเซ็นต เกาะติดกับพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) หลายชนิด เชน glucan, 
mannan, arabinogalactan และ arabinomannan เปนตน นอกจากนี้ยังมีไขมันเชิงซอน (compound 
lipid) ประกอบดวยไกลโคไลปค และโปรตีนเกาะกับผนังเซลลชั้นนอกอยางเหนียวแนน ทําใหเชื้อ
มีคุณสมบัติทนกรด ไมยอมใหสียอมผาน ทนตอการทําลายของกรด เบส และทนตอการทําลายของ
แอนติบอดีและคอมพลีเมนต (นงลักษณ, 2547)  กรดไขมันอิ่มตัวสําคัญที่พบคือ  กรดไมโคลิก 
(mycolic acid) มีสูตรโมเลกุลสวนใหญเปน alpha-alkyl, beta-hydroxy fatty acid   ซึ่ง กรดไมโคลิก 
นี้เชื่อมกับชั้น peptidoglycan ของผนังเซลล (พรทิพภา, 2536; David et al., 2005)  และมีคอรดแฟก
เตอร (cord factor) เปนสารพวก mycoside และ 6,6’-dimycolythrehalose ซึ่งเกี่ยวของกับความ
รุนแรงของเชื้อ โดยสารเหลานี้ยับย้ังการเคลื่อนท่ีของเม็ดเลือดขาว ทําใหเกิดแกรนูโลมาชนิดเร้ือรัง 
(chronic granuloma) และยังทําหนาท่ีเปนสารที่ชวยกระตุนภูมิคุมกันไดดีขึ้น เรียกวาแอดจูแวนท 
(adjuvant) ในสายพันธุท่ีกอโรคอยางรุนแรงจะมีปริมาณคอรดแฟกเตอร ในผนังเซลลมากกวาสาย
พันธุท่ีไมกอโรค นอกจากนี้สวนสําคัญอีกสวนคือ Wax D ซึ่งไมใชสารขี้ผึ้งอยางแทจริงแตเปน
สารประกอบไกลโคเปปไทด (glycopeptide) กับกรดไมโคลิก ซึ่งไกลโคเปปไทดประกอบดวยสาย
ของกรดอะมิโนท่ีเชื่อมตอกับพอลิเมอรของน้ําตาล hexose และ hexosamine เมื่อ Wax D รวมกับ
โปรตีนในผนังเซลลจะเหนี่ยวนําใหเกิดภูมิแพแบบ delayed-type hypersensitivity ซึ่งโปรตีน    
เดี่ยว ๆ ไมสามารถกระตุนได  
 

                              ชั้นถัดมาเปนชั้น พอลิแซ็กคาไรดประกอบดวย พอลิแซ็กคาไรดหลายชนิด ที่
สามารถกระตุนใหเกิดภาวะภูมิไวเกินแบบทันทีทันใด (immediate hypersensitivity)  
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                       ชั้นในสุดเปนชั้น peptidoglycan ประกอบดวยโมเลกุลของ N-glycoltyl 
muramic acid และ  N-acetyl glucosamine เชื่อมตอกัน ชั้นนี้มีบทบาททําใหเซลลคงรูปรางอยูได 
 
                  2)  เย่ือหุมเซลล (cytoplasmic membrane) อยูใตผนังเซลลหอหุมโพรโทพลาซึม 
(protoplasm) ไว ทําหนาท่ีเปนเย่ือเลือกผาน ควบคุมออสโมซิส และควบคุมการผานเขาออกของ
สาร มีอยูประมาณ 10-20 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง มีลักษณะเปนเยื่อยูนิต (unit membrane) 
ประกอบดวย phospholipid 20-30 เปอรเซ็นต โปรตีน 60-70 เปอรเซ็นต ชั้น phospholipid เปนเยื่อ
สองชั้น หันสวนท่ีไมชอบน้ํา (hydrophobic head) เขาดานในและหันสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic 
tail) ออกดานนอก และมีโปรตีนฝงแทรกอยูในสองชั้นของ phospholipid (integral protein)   
นอกจากนี้ยังมีโปรตีนอื่นท่ียึดกันกับดานนอกของ phospholipid อยางหลวม ๆ  (peripheral protein) 
เยื่อหุมเซลลอาจมีลักษณะเปนเยื่อยื่นเขาสูดานในเซลลและอาจมีรอยหยักซับซอนใน 
Mycobacterium บางชนิด  
 
                  3) ไซโทพลาซึม เปนสวนท่ีถัดจากเย่ือหุมเซลลเขาไป ประกอบดวยไรโบโซม 
เม็ดน้ํามัน (lipid bodies), polyphosphate และโครมาทิน (นงลักษณ, 2547) 
 
                  4)  บริเวณสารพันธุกรรม (chromatic area) เปนบริเวณท่ีมีสารพันธุกรรมอยู 
โดยไมมีเยื่อหุมเหมือนยูแคริโอต (eukaryote) บริเวณนีอ้าจเรียกวา nucleoid หรือ chromatin body 
หรือ nuclear equivalent ซึ่งประกอบดวย ดีเอ็นเอเสนเดียวขดเปนวงกลม (circular DNA) (นง
ลักษณ และปรีชา, 2547; David et al., 2005) 
 
       7.1.2  การจําแนก Mycobacterium ทําไดหลายวิธีดังนี้ 
 
                 1.  จําแนก Mycobacterium ตามความสามารถในการกอโรค โดยมีหลักการ
จําแนกเชื้อตามการกอโรคแตกตางกันไปดังนี ้
 
                      อนุชา (2549) จําแนกออกเปน 4 กลุม ดังนี ้กลุมท่ี 1  M. tuberculosis complex 
(MTBC) เปนเชื้อสาเหตุของวัณโรคท้ังในคนและสัตว ไดแก M. tuberculosi, M. bovis, M. 
africanum, M. microti, M. canetti, M. pinnipedii, M. tuberculosis subsp. caprae  กลุมท่ี 2 M. 
avium complex (MAC) เปนเชื้อกอโรคที่สําคัญในสัตวปก ประกอบดวย 2 สปชสีสําคัญคือ M. 
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avium และ M. intracelluare โดยที ่M. avium แบงออกเปน 3 สปชีสยอย คือ M. avium subsp. 
avium, M. avium subsp. hominissuis และ M. avium subsp. silvaticum ปกติเชื้อกลุมนี้แยกไดจากน้ํา 
ดิน พืช และสิ่งแวดลอมตาง ๆ รวมทั้งสัตวปกหลายชนิดท้ังปศุสัตว นกสวยงามและนกท่ีอาศัยอยู
ในธรรมชาติ นอกจากนี้ยังสามารถเพาะแยกไดจากสัตวชนิดอื่น ๆ อีกหลายชนิด เชน สุกร โค 
กระบือ รวมท้ังสัตวปาชนิดอื่น เปนตน  กลุมท่ี 3 เชื้อสาเหตุของโรค Johne’s disease คือ M. avium 
subsp. paratuberculosis  และกลุมท่ี 4 เชื้อท่ีเพาะแยกไดจากสิ่งแวดลอมและสัตวชนิดอื่น ๆ เชน             
M. fortuitum, M. genavense, M. marinum และ M. smegmatis เปนตน 
 
                                   พรทิพภา (2536) จําแนก Mycobacterium ออกเปน 2 กลุมโดยยึด
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อตอคนและการวิเคราะหเชื้อทางจุลชีววิทยาคลินกิเปนหลักดังนี้ 
กลุมท่ี 1 Mycobacterium ท่ีกอโรควัณโรคในคน ไดแก M. tuberculosis, M. bovi กลุมท่ี 2 
Mycobacterium ท่ีไมกอโรควัณโรคในคน แบงออกเปน 3 กลุมยอยคือ สปชีสท่ีกอโรคในคนอยาง
แนนอน ไดแก M. leprae สปชีสท่ีมีแนวโนมกอโรคในคนได ไดแก M. kansasii, M. xenopi และ 
สปชีสท่ีพบนอยวากอโรคในคน เชน M. flavescents, M. gordonae และ M. vaccae เปนตน 

 
                     ดานสัตวแพทยแบงสปชีสของเชื้อตามลักษณะท่ีเชื้อกอโรคกับคนและสัตว 

เปน 3 กลุม (พรทิพภา, 2536) คือ กลุมท่ีกอใหเกิดพยาธิสภาพแบบแกรนูโลมา ท่ีเรียกวา 
tuberculosis เชน M. tuberculosis และ M. bovis เปนตน กลุมที่กอโรคท่ีผิวหนังทําใหเกิดตุมแบบ
เฉพาะบนผิวหนังหรือขี้เร้ือน (leprosy) เชน M. leprae และ M. lepraemurium เปนตน และกลุมท่ีมี
รูปแบบการกอโรคท่ีไมแนนอน เชน M. paratuculosis เปนตน 
 
                     อิสยา และวัชรินทร (2553) จําแนก Mycobacterium ออกเปน 4 กลุม คือ กลุม
ท่ี 1 Obligate pathogen เปนเชื้อท่ีกอโรคในมนุษยเทานั้น ไดแก M. tuberculosis, M. bovis กลุมท่ี 2 
Facultative pathogen เปนเชื้อท่ีมีอยูในสัตวหรือสิ่งแวดลอมแลวมากอใหเกิดโรคในมนุษย เชน M. 
leprae กลุมท่ี 3 Potentially opportunistic pathogen เปนเชื้อในสิ่งแวดลอมแลวติดตอมาสูคน ไดแก 
M. kansasii, M. abscessus เปนตน และกลุมท่ี 4 Saprophyte ไมกอโรคพบท่ัวไปตามสิ่งแวดลอม 
ไดแก M. phlei, M. gordonae 
 
    2.  จําแนก Mycobacterium ตามการสรางสารสี carotenoid ไดเปน 4 กลุมดังนี้ 
(นงลักษณ, 2547; อิสยา และวัชรินทร, 2553) กลุมท่ี 1 Photochromogen กลุมโคโลนีท่ีไมสรางสี
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เมื่อเจริญในที่มืดจะมีสีเฉพาะหลังใหแสงแลวเพาะเลี้ยงอีกคร้ัง เชน M. kansasii, M. marinum และ 
M. simiae เปนตน กลุมท่ี 2 Scotochromogen กลุมโคโลนีท่ีสรางสีเหลืองสมเม่ือเจริญในท่ีมืดหรือ
แสงนอย เชน M. gordonae M. sacrofulaceum, M. xenopi และ M. szulgai เปนตน กลุมท่ี 3 Non-
chromogen กลุมท่ีไมสรางสีเม่ือเจริญท้ังในท่ีมืดและสวาง ถาสรางสีจะใหสีเหลืองซีด เชน M. 
tuberculosis, M. avium-intra-cellulare, M. bovis และ M. ulcerans เปนตน และกลุมท่ี 4 Non-
chromogen คลายกับกลุมท่ี 3 แตจะไมเกิดสีแมใหแสงอีกครั้ง เชน M. fortuitum และ M. chelonae 
เปนตน 
 
    3.  จําแนก Mycobacterium ตามการเจริญเติบโตตาม อิสยา และวัชรินทร (2553) 
ออกเปน 3 กลุม คือ กลุมท่ีเจริญเติบโตชา (slow grower) เปนกลุมท่ีตองใชระยะเวลาในการเจริญ 
เติบโตมากกวา 5 วัน โคโลนีมีลักษณะกลม ขอบเรียบ แบน มีสีเหลืองนวลหรือสีเนื้อ เชน M. 
kansasii,   M. microti, M. bovis และ M. tuberculosis เปนตน กลุมท่ีเจริญเติบโตเร็ว (rapid grower) 
เปนกลุมท่ีสามารถเจริญเติบโตในระยะเวลา 5 วัน เชน M. fortuitum, M. chelonae, M. flavescens 
และ M. vaccae เปนตน และกลุมท่ีไมสามารถเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (non-culturable) 
ไดแก M. leprae 
 
       7.1.3  การเจริญเติบโตของ Mycobacterium ในหองปฎิบัติการ 
 
                Mycobacterium สวนใหญไมสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อธรรมดาตองใช
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดพิเศษ ไดแก Dorset egg,  Petroff egg agar medium,  Lowenstein-Jensen 
Petragnani, Middlebrook 7H10 แตสูตรอาหารที่นิยมใชกันมากคือ Dubos agar, Sauton’s agar และ 
Ogawa egg medium (อิสยา และวัชรินทร, 2553)  Mycobacterium sp. เปนเชื้อท่ีเลี้ยงยากเนื่องจาก
ผนังเซลลมีความซับซอน สวนใหญเจริญไดชา แบงตัวทุก ๆ 12-24 ชั่วโมง การแยกเชือ้พวกท่ีเจริญ
เร็วตองใชเวลามากกวา 3 วัน ในขณะท่ีพวกเจริญชาไดแก M. tuberculosis ตองใชเวลา 3-8 สัปดาห  
บางชนิดไมสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อได เชน M. leprae ท่ีเปนสาเหตุของโรคเร้ือน เปนตน 
(นงลักษณ, 2547; Gregory and Ennis, 2007)    
           
   อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของ Mycobacterium อยูระหวาง 20-30 องศา
เซลเซียส โดยใชเวลา 2-30 วันขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อ ถาเปนเชื้อกลุมเจริญเร็วจะสามารถเจริญไดใน 
7 วันภายใตสภาวะแวดลอมท่ีเหมาะสม แตถาเปนกลุมที่เจริญเติบโตชา ตองใชเวลาตั้งแต 7 วันขึ้น
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ไป จึงเห็นโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อได Mycobacterium หลายชนิด สามารถปรับตัวใหเจริญไดเร็ว
ขึ้นบนอาหารธรรมดาท่ีมีแอมโมเนียหรือกรดอะมิโนเปนแหลงไนโตรเจน มี glycerol เปนแหลง
คารบอน และมีธาตุอาหารที่จําเปน (อนุชา, 2549; อิสยา และวัชรินทร, 2553; Barksdale and Kim, 
1993) 
 
       7.1.4  พยาธิสภาพและการระบาดของ Mycobacterium 
 
     Mycobacteriosis เปนโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียสกุล Mycobacterium มีการระบาด
อยางมากท้ังในปลาน้ําจืด ปลาทะเล สัตวน้ํา สัตวเลื้อยคลาน รวมท้ังยังเปนเชื้อท่ีสามารถติดตอจาก
สัตวสูคนได (zoonosis) ชนิดท่ีสําคัญไดแก M. marinum, M. chelonae, M. abscessae, M. fortuitun  
(Ruth and Yanong, 2002; Passantino et al., 2008) พบคร้ังแรกในปลาคารพ (Cyprinus carpio) ท่ี
เลี้ยงในบอบริเวณสถานพักฟนคนปวยวัณโรคในประเทศฝร่ังเศส สําหรับปลาทะเลพบ M. piscium  
ครั้งแรกในปลา cod (Gadus morhua) นอกจากนี้ยังพบรายงานในปลาชนิดอื่น เชน ปลาซัลมอล 
และ ปลาในเขตหนาว เปนตน ตอมาก็พบชนิดอื่น ๆ ตามมา เชน M. borstelense, M. salmoniphilum 
และ M. marinum เปนตน เชื้อนี้กอใหเกิดโรคไดท้ังกบ และสัตวเลือดอุน (David and Rhodes, 
2008) ในคนและสัตวเคี้ยวเอื้อง ชนิดที่มีการระบาดและมีความรุนแรงมากท่ีสุดคือ M. tuberculosis 
และ M. bovis  (Yumi and Tooru, 2007) 
 
  M. marinum สามารถพบไดท่ัวโลกท้ังในปลาทะเล และปลาน้ําจืด มีความรุนแรง
และระบาดมากท่ีสุด เมื่อติดเชื้อในระยะแรกมักไมแสดงอาการของโรค แตจะแสดงอาการเม่ือติด
เชื้ออยางรุนแรงแลว อาการที่พบคือ ซูบผอม ผิวหนังและตาอักเสบ เกิดเปนตุมทูเบอรเคิล (tubercle) 
ในอวัยวะภายใน เชน ตับ ไต มาม หัวใจ และกลามเนื้อ เปนตน ทําใหเกิดการบวมน้ํา ชองทองเปน
แผล อาจลุกลามไปท่ีครีบ และหาง เมื่อลุกลามไปยังกลามเนื้อลายปลาจะตายในท่ีสุด (Ruth and 
Yanong, 2002; Steven, 2002; Virginia and Kent, 2007)  ปลาในระยะวัยออนท่ียังไมมีการเจริญของ
ลิมโฟไซทสมบูรณ การติดเชื้อแมเพียงเล็กนอยชักนําให macrophage เกิดการกอรูปเปนแกรนูโลมา 
นอกจากนี้ยังพบการแพรกระจายออกสูสิ่งแวดแวดลอม (David and Rhodes, 2008) การติดตอสูคน
มีการระบาดกระจายท่ัวโลก เชน คนท่ีทํางานเกี่ยวกับประมง ชาวประมง  คนท่ีอาศัยตามชายฝง
ทะเล คนที่ใชชีวิตเกี่ยวของกับน้ํา นักชีววิทยาทางทะเล นักกีฬาวายน้ํา และพอครัวท่ีประกอบ
อาหารทะเล เปนตน โดยเชื้อเขารางกายผานทางบาดแผลท่ีสัมผัสกับน้ําท่ีมีการปนเปอน หรือปลาท่ี
ติดเชื้อ จึงเรียกวา Swimming pool granuloma หรือ Fish tank granuloma หรือ fish handler’ s 
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disease อาการของโรคเร่ิมเกิดแผล ตุมหนองที่ผิวหนังกอนแลวจึงลุกลามไปยังอวัยวะอื่น  ๆลามไป
ยังตอมน้ําเหลือง ในผูปวยโรคเอดส คนท่ีมีปญหาทางระบบภูมิคุมกัน และผูปวยมะเร็งท่ีเพิ่งไดรับ
การรักษาทางเคมี (chemotherapy) จะมีอาการรุนแรงมาก (Steven, 2002; Passantino et al., 2008)  
 
   M. fortuitum เปนเชือ้ท่ีพบในกบ หลังจากนั้นมีการกระจายสูปลาเขตอบอุนและ
ปลาเขตรอน นอกจากนี้ยังพบในปลาสวยงาม (Passantino et al., 2008) ในเตาพบเชื้อ M. chelonei  
และมีการระบาดกวางสู ปลา รวมท้ังสัตวท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศเดียวกัน (Ruth and Yanong, 
2002) 
 
   M. avium ssp. paratuberculosis กอโรค John’s disease หรือ paratuberculosis เกิด
แกรนูโลมาแบบเรื้อรัง ในสัตวเคี้ยวเอื้องโดยเฉพาะในโคนมจะมีอาการทองเสียเร้ือรัง น้ําหนักตัว
ลด และมีปริมาณผลผลิตน้ํานมต่ํา ไมมีความสําคัญในแงสุขภาพสัตวมากนักเนื่องจากสัตวท่ีไดรับ
เชื้อมักไมแสดงอาการทางคลินิกใหเห็นหรือ อาจแสดงอาการเพยีงเล็กนอย (อนุชา, 2549; Seng et 
al., 2006) 
 
   M. tuberculosis สามารถทําใหเกิดวัณโรคไดเกือบทุกสวนของรางกายมนุษย เมื่อ
สูดดมละอองเชื้อเขาไป เชื้อจะเจริญท่ีถุงลมปอด (alveolus) จะทําใหเกิดโรคหรือไมขึ้นอยูกับความ
รุนแรงและภูมิตานทานของโฮสต ระยะแรก อาจมีอาการเยื่อหุมปอดอักเสบ เจ็บหนาอกเล็กนอย มี
อาการไอนานเกิน 3 สัปดาห เนื่องจากเชื้อมารวมกลุมกันโดย macrophage มาลอมรอบกลายเปนตุม
ทูเบอรเคิล (tubercle) ตรวจพบโรคจากการเอกซเรย เห็นจุดในปอด (ศูนยขอมูลโรคติดเชื้อและ
พาหะนําโรค, 2550) การแพรกระจายสูอวัยวะอื่น ไดแก กระดูก ระบบสืบพันธุ ระบบขับถาย ระบบ
ประสาทสวนกลางทําใหเยื่อหุมสมองอักเสบ เกิดจากการรั่วไหลของหนอง (liquefied caseous) เขา
ไปในหลอดเลือดดําแลวแพรไปตามกระแสเลือด (นงลักษณ, 2547) นอกจากคนแลว M. 
tuberculosis ยังทําใหเกิดวัณโรคท่ีตอมน้ําเหลืองบริเวณคอและเย่ือยึดลําไสในลิง โค กระบือ มา 
แพะ แกะ  และชาง รวมท้ังสัตวเลี้ยงที่มีความใกลชิดกับคน เชน สุนัข และแมว เปนตน (Yumi and 
Tooru, 2007) 
 
   M. bovis ระบาดมากในสัตวเคี้ยวเอื้อง ไดแก โค กระบือ ทําใหเกิดโรคท่ีชื่อวา 
bovis tuberculosis อาการของโรคมีความคลายกับวัณโรคท่ีเกิดในคน มีความสําคัญมากทาง
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สาธารณสุขเนื่องจากมีการติดเชื้อออกไปในวงกวางสูสัตวมากมายหลายชนิด รวมท้ังคนติดเชื้อชนิด
นี้ไดจากการปนเปอนในนม หรือ ผลิตภัณฑท่ีมาจากนม (Michel et al., 2006) 
 
       7.1.5  ลักษณะทางแอนติเจนและการกระตุนระบบภูมิคุมกันของ Mycobacterium 
 
    สวนประกอบหลายชนิดในเซลลของ Mycobacterium มีคุณสมบัติเปนแอนติเจน 
เชน พอลิแซก็คาไรด  โปรตีน และเปปไทดของผนังเซลล รวมท้ังสวนโปรตีนในไซโทพลาซึม เปน
ตน สวนท่ีเปนแอนติเจนมี 2 แบบคือ แบบท่ีละลายน้ําได (cytoplasmic antigen) และไมละลายน้ํา 
(particular antigen) Mycobacterium ท้ังเซลลและองคประกอบบางสวนของเซลลทําใหเกิดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันทั้งแบบพ่ึงเซลล และแบบอาศัยสารน้ํา แตพบวาการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบพ่ึงซลลเปนกลไกสําคัญในการปองกันการติดเชื้อ (Bannantine and Stable, 1999; 
Laura et al., 2006) โดยเฉพาะอยางยิ่งการกําจัดแบคทีเรียท่ีติดเชื้อภายในเซลล (intracellular 
bacteria) เชน Mycobacterium เปนตน ซึ่งกลไกการตอบสนองมีความคลายกับของสัตวเลี้ยงลูกดวย
น้ํานมอยางมาก โดย macrophage เก็บกินแบคทีเรียหรือสิ่งแปลกปลอม แลวนําเสนอแอนติเจนของ
แบคทีเรียหรือสิ่งแปลกปลอมนั้นดวย MHC class II ไวบนผิวเซลลเพ่ือเสนอใหกับเซลล Th cell 
เมื่อโมเลกุล CD 4+ Th cell จับกับ MHC class II และ TCR จับกับแอนติเจนแลว จัดเปนการกระตุน 
Th cell ใหพรอมทํางาน (active Th cell)โดยหลั่งไซโทไคนกระตุนการเกิดภูมิคุมกันแบบจําเพาะให
มีประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อดีย่ิงขึ้น (Laura et al., 2006) นอกจากนี้ macrophage ท่ีถูกกระตุน
สามารถปลอย chemokine ไดแก  IL-8, Chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), monocyte 
inhibitory protein (MIP) เพ่ือดึงดูดเซลลอื่นมาลอมรอบตําแหนงท่ีติดเชื้อเกิดเปนแกรนูลโลมาขึ้น 
(Dwight et al., 2004) 
 
    การทํางานรวมกันระหวาง macrophage กับ activated T cell สามารถยับยั้งการ
เจริญของ M. avium  โดยในสายพันธุท่ีมีความรุนแรง activated T cell สามารถกระตุนให  
macrophage ปลอย  IFN- ไดมากขึ้น (Hubbard and Colline, 1991; Manuela et al., 1999) แต       T 
cell ก็ชวยยับยั้งการเจริญของเชือ้ไดบางสายพันธุเทานั้น สวนสายพันธุท่ี T cell ไมสามารถยับย้ัง
การเจริญ ไดแก M. paratuberculosis  (Susanne et al., 2003) นอกจากนี้ natural cytotoxic cell 
(NCC) ของปลามีบทบาท และหนาท่ีเหมือน natural killer cell (NK cell ) ของคน สามารถทํางาน
รวมกับ macrophage ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อ Mycobacterium โดย NNC หรือ NK cell 
กระตุนให macrophage ผลิตไนตริกออกไซดเพ่ิมมากขึ้น (Tort et al., 2003) อีกทั้ง NK cell 
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สามารถทําลาย macrophage ท่ีติดเชื้อใหตายไดโดยการใชสารทําลาย เชน perforin, granzymes, 
cytotoxin เปนตน หรือดวยวิธ ีantibody dependent cytotoxic cell (ADCC) (Adams et al., 2000;  
Michel et al., 2006)  ท้ัง NCC หรือ NK cell และ T cell ตางก็ประสานงานรวมกับ macrophage 
โดย NNC สรางไซโทไคนไปกระตุน macrophage ให phagocytosis ไดดีขึ้น สวน T cell อาศัยการ
สื่อสารผานทาง MHC class II กระตุนให macrophage ผลิตอนุมูลพิษมากขึ้นเพื่อทําลายเชื้อ โดย 
macrophage ทําหนาท่ีเปนเซลลท่ีเตรียมและ นําเสนอแอนติเจนของ Mycobacterium ไวบนผิวเซลล
ใหกับ T cell ท่ีมีโปรตีน CD 4+ และ CD 8+ อยูบนผิวเซลลโดยอาศัย MHC ท้ัง class I และ II  ซึ่ง 
macrophage ที่ติดเชื้อจะหลั่งไซโทไคน ไปกระตุน T cell ท่ียังไมพรอมทํางาน (native T cell) ให
เกิดการเปลี่ยนขั้ว (polarization) โดยเปลี่ยน T cell ท่ีผิวเซลลมี CD 4+ ใหเปน T helper 1 (Th1) หรือ
เปลี่ยน T cell ที่ผิวเซลลมี CD 8+ ใหเปน cytotoxic T cell (Tc cell)  (Somia et al., 2002; Fairbrin, 
2004)  
 
       7.1.6  การหลีกเลี่ยงภูมิคุมกันของ Mycobacterium 
 
    เม่ือ macrophage กิน Mycobacterium เขาไปใน phagosome แบคทีเรียสามารถมี
ชีวิตอยูได และยังสามารถเพ่ิมจํานวนไดภายใน macrophage (สิทธิศักด์ิ, 2549; Debasish et al., 
2001) การท่ีแบคทีเรียมีชีวิตอยูใน macrophage ของปลาไดนั้นเกิดจาก Mycobacterium สามารถ
ยับย้ังกลไกของ macrophage ทําให phagosome ไมสามารถเชื่อมรวมกับไลโซโซมได (Sahar et al., 
2001) ในการเชื่อมรวมกันนี้ Ca2+ มีบทบาทสําคัญอยางมากนําไปสูการเปลี่ยนแปลงทางโมเลกุล จน
ทําใหเกิดการเชื่อมรวมกันระหวาง phagosome และไลโซโซมเปน phagolysosome พบวาสารพิษท่ี 
Mycobacterium หลั่งออกมา รวมทั้งผนังเซลลสวนท่ีเปนชั้นไขมันซึ่งประกอบดวย peptidoglycan 
และ diaminopimelate เกาะติดกับพอลิแซ็กคาไรดหลายชนิด สามารถขัดขวางการเพ่ิมความเขมขน
ของ Ca2+ภายในไซโทพลาซึมได ซึ่ง macrophage ท่ีไมไดรับการกระตุนจะมี Ca2+ ในไซโทพลาซึม
อยูในระดับ 50-100 นาโนโมล และระดับความเขมขนของ Ca2+ ในจะสูงขึ้นเปน 500-1,000 นาโน
โมลเม่ือถูกกระตุนแตเม่ือกระตุนดวย Mycobacterium spp. ระดับ Ca2+ กลับลดลง ซึ่งระดับของ 
Ca2+ ยังมีผลตอ respiratory burst โดยระหวางการเกิด respiratory burst เซลลจําเปนจะตองรักษา
สมดุลของประจุไฟฟาท่ีเปลี่ยนแปลงโดย Ca2+ ไหลเขาภายในเซลล สวน H+  ไหลออกจากเซลล
(Thomus, 2004; David, 2005; Philipp and Pieters, 2006)  
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    Mycobacterium ที่อยูใน phagosome ขัดขวางไมให phagosome เจริญเต็มท่ี จึงไม
ปรากฏ mannose-6-phosphate, cathespsin D และ H+-ATPase pump บนเยื่อหุม phagosome ทําให 
phagosome ไมสามารถไปเชื่อมรวมกับไลโซโซมท่ีมาจาก trans Golgi network ได (Barbara et al.,  
2004) นอกจากนี้หมู sulfatide และ LAM ท่ีอยูบนผิวของ Mycobacterium spp. มีบทบาทสําคัญท่ีทํา
ให Mycobacterium สามารถอยูภายใน macrophageได เพราะ LAM สามารถยับยั้งการชักนําและ
การแสดงออกของยีน IFN-  ทําใหระดับ IFN- คงที ่รวมท้ังระดับ IL-12 ท่ีสูงขึ้นในระยะแรกก็
จะลดลงกลับสูระดับปกติ และสามารถยับยั้งกระบวนการ respiratory burst ผานทางการทํางานของ 
protein kinase C จึงไมมีการสรางซุปเปอรออกไซด ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีมีคุณสมบัติในการ
กําจัดสิ่งแปลกปลอม และ LAM ยังสามารถยับยั้ง L-arginine ไมใหถูกเปลี่ยนไปเปนสารท่ีใชสราง 
ไนตริกออกไซด  (Bannantine and Stable, 1999; Shabbir et al., 1999; Dirk et al., 2002; Randal et 
al., 2002) การขนสงเอนไซม iNOS ที่ใชสังเคราะห ไนตริกออกไซด เขาสู phagosome ตองอาศัย
การทํางานของ actin filament แตพบวา macrophage ท่ีมี Mycobacterium อยู ไมปรากฏ actin 
filament จึงไมมีการขนสง iNOS ไปยัง phagosome สงผลใหไมมีการทํางานของ iNOS เกิดขึ้น 
(Barbara et al., 2004) แมวา macrophage จะสามารถสรางอนุมูลพิษได เชน ROS และ Reactive 
intermediate nitrogen (RIN) เปนตน แตก็ไมเพียงพอท่ีจะกําจัดเชื้อ (Adams et al., 2000; Debasish 
et al., 2001; David, 2005; Philipp and Pieters, 2006)  
 
    Mycobacterium ยังสามารถยับยั้งการตายแบบ apoptosis ของ macrophageได 
โดยเซลลปกติเมื่อ Bad ซึ่งเปน proapoptotic protein ถูกยับยั้งการทํางานโดยการเติมหมูฟอสเฟต ทํา
ใหเซลลเกือบทุกชนิดมีชีวิตอยูรอด ซึ่ง LAM นั้นสามารถเติมหมูฟอสเฟต ใหกับ Bad  ผานทาง 
phosphatidyl inositol 3- kinase dependent pathway (PI-3K) ทําให macrophage ไมตายและสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดตอไป (Debasish et al., 2001) หรือแมวา macrophage ท่ีติดเชื้อ Mycobacterium spp. 
จะเกิด apoptosis ปลอย apoptotic body ออกมา แตภายใน apoptotic body ก็มเีชื้ออยู ซึ่งจะถูก 
dendritic cell หรือ phagocyte อื่นจับกินตอไป แตเชื้อก็สามารถมีชีวิตอยูไดในเซลลนั้น  ๆ
(Fairbrain, 2004) การขัดขวางและหลีกเลี่ยงการตอบสนองทางภูมิคุมกันเปนสาเหตุท่ีทําใหการ
รักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อนี้ตลอดระยะเวลา 40 ปท่ีผานมายังไมประสบความสําเร็จ (David, 
2005)  
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       7.1.7  Mycobacterium lacticola 
            
                              M. lacticola เจริญอยูกับสิ่งเนาเปอยในสําไสของไสเดือนดิน (Khambata and 
Bhat, 1954) จัดเปน acid-fast bacteria ท่ีไมกอโรค (nonpathogenic bacteria) รูปรางเปนทอน
หลากหลายลักษณะ เรียกวา pleomorphic bacilli หรือ pleomorphic rod พบไดท่ัวไปในน้ํานม ซึ่ง
เปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหนํ้านมเนาเสีย (จุรียรัตน, 2547) และยังพบไดในธรรมชาติ มีความทนทาน
ตอความรอน และความแหงแลง เจริญไดดีในอาหารเลี้ยง chocolate Middlebrook 7H11 และ 
Lowenstein-Jensen agar อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญประมาณ 37 องศาเซลเซียส บมนาน 2 วัน
แลวจึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงโดยใชอาหารเลี้ยงเดิมแตเปลี่ยนอุณหภูมิเปน 30 องศาเซลเซียส หลังจาก
นั้นประมาณ 4-5 วัน จึงเห็นโคโลนีสีเหลอืงอมสม (Deanna et al., 2004) ซึ่งกอนหนานี้มีการเลี้ยง 
M. lacticola เปนคร้ังแรก โดยแยกเชื้อจากดินแลวทดลองเลี้ยงในเลี้ยงอาหารสูตร Bhat and 
Barker’s liquid oxalate medium ท่ีประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อธรรมดา สารสกัดจากยีสต 0.1 
เปอรเซ็นต สารละลายโซเดียม 0.1 เปอรเซ็นต และ oxalate 0.5-0.7 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 
(Khambata and Bhat, 1954) ในป 2004 มีรายงานการติดเชื้อครั้งแรกในเด็กเพศหญิงอายุ 4 ป 
หลังจากท่ีไดรับการรักษาทางเคมี (myeloablative chemotherapy) โดยพบเชื้อในเลือดและจําแนก
ชนิดดวยวิธีวิเคราะหลําดับเบส (sequence analysis) อาการท่ีพบนั้นมีไขสูงเร้ือรัง และด้ือตอยา 
azithomycin และ rifampin (Deanna et al., 2004 
 
 7.2  Escherichia coli  
 
       7.2.1  ชีววิทยาของ E. coli 
 
    E. coli จัดจําแนกไดดังนี้ (ปยาณ,ี 2542; สุวดี, 2543; นงลักษณ, 2547) 
 
                               Kingdom Bacteria 
                                   Phylum Proteobacteria 
                                        Order    Enterobacteriales 
                                             Family   Enterobacteriaceae 
                                                  Genus   Escherichia 
                                                       Species   Escherichia coli 
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    E. coli เปนแบคทีเรียรูปทอนสั้น ขนาดกวาง 1.1-1.5 และยาว 2.0-6.0 
ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ เคลื่อนท่ีดวยแฟลกเจลลารอบตัว (peritichous flagella) บางสายพันธุไม
สามารถเคลื่อนท่ีได บางชนิดมีแคปซูลที่ไมมีสปอร จัดเปนเชื้อประจําถิ่น (normal flora) อาศัยใน
ลําไสตอนปลายและลําไสใหญของคนและสัตวเลือดอุน (ปยาณ,ี 2542; สุวดี, 2543; นงลักษณ, 
2547) นอกจากนี้ยังพบในระบบทางเดินอาหาร และกลามเนื้อของปลาน้ําจืด (Maria et al., 2004) 
โดยปกติไมทําใหเกิดโรคแตในปจจุบันพบวาบางสายพันธุกอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร
เรียกกลุมนี้วา pathogenic E. coli ไดแก enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli  
(ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) serotype ท่ีสําคัญใน
กลุมนี้คือ E. coli O157:H7 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีเปนปญหามากในประเทศท่ีพัฒนาแลว และการกอ
โรคขึ้นอยูกับ virulence factor ของแตละสายพันธุ (ปยาณ,ี 2542; สุวดี, 2543; นงลักษณ,  2544)  
 
       7.2.2  การเจริญเติบโตของ E. coli 
 
    เชื้อสามารถเจริญในท่ีไมมีอากาศหรือมีออกซิเจนเล็กนอยได สรางพลังงานโดย
กระบวนการหมักของคารโบไฮเดรต (carbohydrate fermentation) แตถาเจริญในท่ีมีออกซิเจน
เพียงพอจะใชวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก (tricarboxylic acid cycle) และกระบวนการขนสง
อิเล็กตรอนเพื่อใหเกิดพลังงาน (นงลักษณ, 2547)  
 
    อุณหภูมิท่ี E. coli สามารถเจริญได อยูในชวง 15-45 องศาเซลเซียส แตอณุหภูมิท่ี
เหมาะสมคือ 37 องศาเซลเซียส ใหโคโลนีเรียบ ไมมีสี มีเสนผานศูนยกลาง 2-3 มิลลิเมตร จากการ
เพาะเลี้ยงในเวลา 18 ชั่วโมง แตถาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือจําแนกชนิดของแบคทีเรีย ไดแก  
Mac Conkey agar ใหโคโลนีสีแดงชมพู ขนาดใหญ ถาเลี้ยงใน Eosin methylene blue agar (EMB) 
และ Endo agar โคโลนีจะมันวาวคลายโลหะ (ปยาณี, 2542; นงลักษณ, 2547) 
 
       7.2.3  โครงสรางที่เปนแอนติเจนของ E. coli  
 
     ผนังเซลลของ E. coli ประกอบดวยชั้น murein, lipoprotein, phospholipid และ 
LPS เรียงเปนชั้น ชั้นท่ีเปน murein และ lipoprotein มีประมาณ 20 เปอรเซ็นต ของผนังเซลล
ท้ังหมด และเปนสวนท่ีทําใหเซลลเกิดความแข็งแกรง สวนที่เหลืออีก 80 เปอรเซ็นตของผนังเซลล
เชื่อมกับไขมัน กลายเปนชั้น lipid bilayer สวน LPS มีพอลิแซ็กคาไรดจําเพาะเปนสวนกําหนด
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แอนติเจน และพิษของเชือ้ จากลักษณะของแอนติเจนทําใหแบงเชื้อตระกูลนี้ออกเปน serotype 
แตกตางกัน แอนติเจนท่ีสําคัญ คือ O, H และ K  ดังตอไปนี้ (สุวดี, 2543; นงลักษณ, 2547) 
 
     1)  K antigen หรือ capsular antigen เปนแอนติเจนชนิดที่ไมทนความรอน (heat-
labile somatic antigen) อาจเปนสารประกอบพวกโปรตีน หรือพอลิแซ็กคาไรดอยูสวนนอกสุดของ
เยื่อหุมเซลล มีลักษณะเหมือนแคปซูลบาง  ๆ
 
     2)  H antigen หรือ flagella antigen เปน flagellanin protein แตกตางกันท่ีลําดับ
ของกรดอะมิโน โปรตีนชนิดนี้อยูท่ี แฟลกจิลลา ไมทนความรอน (heat-labile somatic antigen) 
และ แอลกอฮอล พบวา H antigen มีสวนสัมพันธกับ O antigen 
 
     3)  O antigen หรือ somatic antigen เปนสาร LPS อยูที่ผิวเซลลทนความรอนได 
(heat-stable somatic antigen) ประกอบดวย 3 สวนท่ีตางกัน คือ สวนท่ี 1 เปนหนวยซ้ํา ๆ กันของ 
oligosaccharide ทําหนาท่ีเปน O antigen สวนนี้จะไปจับกับสวนท่ี 2 ท่ีประกอบดวย core 
polysaccharide แลวจึงไปจับกับสวนท่ี 3 คือ lipid A ซึ่งแสดงความเปนพิษ  
 
8.  การตอบสนองทางภูมิคุมกัน 
 

8.1  การตอบสนองของ macrophage ตอ Mycobacterium  
 
     เมื่อปลาติดเชือ้ Mycobacterium ปลาจะใชทั้งระบบภูมิคุมกันท่ีมีมาแตกําเนิดแบบพ่ึง
เซลลและอาศัยสารน้ํา ในแบบพ่ึงเซลล macrophage ทําหนาท่ีเปนเซลลแรกในการตอตานโดยการ
จับกิน สวนแบบอาศัยสารน้ํานั้นมีการหลั่ง hematopoietic growth factor ไดแก M-CSF 
(macrophage-colony stimulating factor) เพ่ือพัฒนา macrophage ใหมีขนาดใหญขึ้นและเพ่ิม
ประสิทธิภาพในกระบวนการ phagocytosis ใหมากขึ้น นอกจากนี้ยังทําให macrophage สามารถ
เคลื่อนท่ีมายังบริเวณท่ีติดเชื้อไดเร็วขึ้น และดึงดูดให macrophage มาลอมรอบเซลลท่ีติดเชื้อเกิด
เปนแกรนูโลมาเพ่ือไมใหเชื้อกระจายออกไปสูอวัยวะอื่น ซึ่งกระบวนการตอตาน Mycobacterium ท่ี
พบในปลาเปนเชนเดียวกับท่ีพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม  (Dwight et al., 2004; Chao et al., 2009) 
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      กลไกการตอบสนองของ macrophage ตอ Mycobacterium แบงออกไดเปน 2 แบบ  
 
   8.1.1  กลไกการทําลายแบบไมใชออกซิเจน (oxygen-independent intracellular killing) 
เกิดจาก  macrophage รับรูแอนติเจนจําเพาะบนผิวของ Mycobacterium ไดแก โปรตีน                
คารไบโฮเดรต และไขมัน หรือสารประกอบชนิดอื่น เชน LAM และ mannose เปนตน ผาน TLR 2, 
mannose receptor และ complement receptor (Dwight et al., 2004) หลังจากการรับรูจะเกิด
กระบวนการ phagocytosis ซึ่ง macrophage ท่ีถูกกระตุนดวย IFN- และ eicosanoid จะมี
ความสามารถในการ phagocytosis สูงกวา macrophage ท่ีไมไดรับการกระตุน (Shih et al., 1998; 
Seng et al., 2006)  Mycobacterium ท่ีทําใหกอกลายถูกจับกินเขาไปอยูใน phagosome แลว
จากนั้นไลโซโซมจะมาเชื่อมรวมเปน phagolysosome  (David and Barton, 2001) เอนไซม   ตาง ๆ 
ภายในไลโซโซม เชน hydrolytic enzyme และ lysozyme จะยอย Mycobacterium  (David and 
Barton, 2001) นอกจากนี้ภายใน phagosome ท่ีมี Mycobacterium สายพันธุท่ีกอโรครุนแรง จะมี
สภาวะเปนกรดมากกวาใน phagosome ท่ีมีสายพันธุไมกอโรค และสายพันธุท่ีกอโรครุนแรงแตทํา
ใหเสียสภาพ (Damm, 2001) จากการศึกษากระบวนการ phagocytosis ของ macrophage ปลา 
rainbow trout พบวามีประสิทธิภาพมากขึ้นเมื่อมีแอนติบอดชีนิด monoclonal antibody (MAb) และ 
ซีรั่มใหม (fresh serum) เปนตัวเสริม (opsonised) ทําให macrophage จับกิน Mycobacterium ไดมาก
ขึ้น (Shih et al., 1998) 
 
   8.1.2  กลไกการทําลายแบบใชออกซิเจน (oxygen-dependent intracellular killing) หรือ
เรียกวา respiratory burst หรือ oxidative burst กลไกนี้ท้ังในปลา สัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม และคน มี
วิถีเหมือนกัน (วิน, 2544; Mathews, 1990; Norman et al., 2001; Andrea et al., 2004; Debbie et al.,  
2005; Shona, 2007, Pilar, 2008, Jennifer et al., 2010) เม่ือ Mycobacterium อยูใน phogosome หรือ
กระตุนเอนไซม NADPH oxidase บนเย่ือหุมเซลลของ macrophage ดวย IFN- เกิดการสรางและ
ปลอย ROS ไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ออกมาทําลายเชื้อ
ภายในเซลล (George and Nakanishi, 1996, Andres, 2004)  นอกจากนี ้LAM ซึ่งเปนองคประกอบท่ี
ผนังเซลลของ Mycrobacterium จะจับอยางจําเพาะกับ TLR 2 บนผิวเซลลของ macrophage แตการ
จับกันนี้ไมเกิดการนําสัญญาณ หรือกดการนําสัญญาณของ TLR 2  แตถากระตุนรวมกับ IFN-  
สามารถเกิดการนําสัญญาณไดซึ่งเปนทํางานรวมกับโปรตีน MyD 88 สงผลให MyD 88 กระตุน
โปรตีน IRAK และ TRAF6 ตามลําดับโดยการเติมหมูฟอสเฟต จากนั้น TRAF 6 จะเขาสูนิวเคลียส
กระตุน NF-Bโดยการเติมหมูฟอสเฟต เพ่ือใหเกิดกระบวนการ transcription และ translation จน
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ไดเปนไซไทโคนไดแก IL-8, IL-12, tumor necrosis factor (TNF), IFN ซึ่งไซไทโคนเหลานี้
สามารถกระตุน เอนไซม iNOS ในการสังเคราะหไนตริกออกไซด (David et al., 1999; Akira et al., 
2003; Takeda, 2003; Subhendu and Fenton, 2004; Bernhard et al., 2005; Actor, 2007; Gisa et al., 
2007; Alexander et al., 2008;Alvarez, 2008)    
 
                 การตอบสนองของ macrophage ตอ Mycobacterium โดยการปลอยไฮโดรเจน
เปอรออกไซด  ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน และ ไนตริกออกไซดจากกระบวนการ respiratory 
burst ใน macrophage ของปลา จะเพ่ิมปริมาณขึ้นไดโดยการกระตุนจาก IFN- (Ralph and 
Kaufman, 1995; Adams et al., 1997) และโพแทสเซียม ไอออน (K+) โดยโพแทสเซียม ไอออนจะ
เขาสูเซลลผานทางชองโพแทสเซียม ไอออน (Potassium ion channel) ซึ่งโพแทสเซียม ไอออนนี้จะ
เขาจับกับ NADPH oxidase บนเย่ือหุมเซลลของ macrophage มีผลทําให NADPH oxidase 
สังเคราะหอนุมูลอิสระได (Thomas, 2004) 
 
 8.2  การตอบสนองของ macrophage ตอ E. coli 
 
                     เมื่อปลาติดเชื้อ E. coli macrophage มีกลไกตอบสนองตอ E. coli ไดเปน 2 แบบคือ 
 
         8.2.1  กลไกการทําลายแบบไมใชออกซเิจน ไดแก กระบวนการ phagocytosis โดย 
macrophage ของปลา จะมีประสิทธิภาพในการจับ E. coli มากขึ้น เมื่อมีการเสริม (opsonisation) 
ดวย แอนติบอดี และสวนของคอมพลีเมนต โดย macrophage รับรูแอนติเจนจําเพาะของ E. coli 
ไดแก LPS  ผานทาง scavenger receptor family เชน macrophage receptor with collagenous 
structure (MARCO) และ TLR 4 เปนตน (Luc et al., 1999) เม่ือ  E. coli ถูกจับกินแลวจะอยูใน 
phagosome แลวถูกเอนไซมภายในไลโซโซมยอยทําลาย (David and Barton, 2001)  
 
         8.2.2   กลไกการทําลายแบบใชออกซิเจน เกดิขึ้นเมื่อเยื่อหุมเซลลของ macrophage 
สัมผัสกับ LPS ของ E. coli  ทําใหเอนไซม NADPH oxidase ท่ีเยื่อหุมเซลลของ macrophage ถูก
กระตุน สรางและปลอย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ออกมา 
(Norman and Belosevic, 1996; Sarmento et al., 2004) นอกจากนี ้LPS บนผนังเซลลของ E. coli จะ
จับอยางจําเพาะกับ TLR 4 บนเย่ือหุมเซลลของ macrophage ของปลา ในการจับกันนี้ตองอาศัย 
MD2 รวมดวย จึงจะเกิดการนําสัญญาณขึ้น ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล เกิดกลไกท่ีทํางาน
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แบบไมอาศัยโปรตีน MyD 88 (Maria et al., 2009) การจับกันอยางจําเพาะระหวาง LPS กับ TLR 4 
ทําใหโปรตีน TRIF ท่ีเกาะอยูกับ TLR 4 ไปกระตุนโปรตีน IRF3 โดยการเติมหมูฟอสเฟต เพ่ือให 
IRF3 เขาสูนิวเคลียสและลงเกาะกับยีน IFN เกิดการ transcriptionได IFN- แลวปลอยออกนอก
เซลล  IFN- ไปจับกับ IFN- receptor ของเซลลเดิมหรือเซลลอื่น การจับกันระหวาง IFN- และ 
IFN- receptor เปนการกระตุน Stat1 เพ่ือเกิดการ transcription และ translationไดเปนเอนไซม 
iNOS ซึ่งเปนเอนไซมในการสังเคราะหไนตริกออกไซด (David et al., 1999; Akira and Takeda, 
2003; Takeda, 2003; Pilar, 2008; Subhendu and Fenton, 2004; Bernhard et al., 2005; Gisa et al., 
2007; Jeffrey, 2007) นอกจากจะมีการปลอยไนตริกออกไซดออกมาแลว ยังมีการปลอย 
proinflammatory cytokine ไดแก IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ เพิ่มมากขึ้นดวย (Luc et al., 1999) 
 
                    กระบวนการ respiratory burst ใน macrophage ของปลาเพ่ือตอบสนองตอ 
E.coli จะเพ่ิมขึ้นไดเม่ือไดรับ macrophage activating factor (MAF) และ IFN- (Normam and 
Belosevis, 1996; Norman et al., 2001; Sarmento et al., 2004) จากการศึกษากระบวนการ 
respiratory burst ของ macrophage ปลาใน เมื่อกระตุนดวย LPS พบวานอกจากจะมีการสรางอนุมูล
อิสระ แลวยังมีการแสดงออกของยีน Ig-like transcript 1 (NILT 1) และมี chemokine receptor 
ไดแก CXCR 2 ซึ่ง CXCR 2 บนเย่ือหุมเซลลของ macrophage เพ่ิมมากขึ้น สงผลให macrophage 
สามารถรับ chemokine ไดมากขึ้น (Maaike et al., 2004) และเม่ือทดลองกระตุน macrophage ของ
ปลาดวยไมโทเจน (mitogen) ไดแก germ agglutinin  (WGA), immune complex, phorbol myristate 
acetate (PMA), muramyl dipeptide (MDP), LPS ซึ่งพบท่ีผนังเซลลของแบคทีเรีย พบวา LPS 
สามารถชักนําใหสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออนไดดีท่ีสุด (Michael and Richard, 1990) 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  การแยกและเพาะเล้ียง macrophage จากปลานิล (Joanne et al., 1999) 
 
 1.1  ปลานิลโตเต็มวัยน้ําหนักประมาณ 1,000 กรัม ลําตัวยาวประมาณ 15-20 เซนติเมตร
จํานวน 18 ตัว  ทําใหตายดวยการทุบหัว ฉีดพนเอทานอล 70 เปอรเซ็นตทั่วตัวปลาเพ่ือฆาเชื้อ
ภายนอก เปดหนาทองดวยกรรไกรผาตัดซึ่งทําใหปลอดเชื้อดวยวิธีนึ่งอัดไอท่ี 120 องศาเซลเซียล 
นาน 20 นาที และในระหวางการผาตัดแชกรรไกรในเอทานอล 70 เปอรเซ็นต เม่ือเปดหนาทองแลว
ฉีดพนเอทานอล 70 เปอรเซ็นตอีกคร้ัง จากนั้นใชกรรไกรผาตัดเลาะตามแนวไตสวนทอง (trunk 
kidney) ท่ีเปนแนวเขมทอดเปนคูตามดานหลังของลําตัว จนถึงกะโหลกศีรษะ ไตทางดานใกล
กะโหลกศีรษะมีลักษณะเปนกอนยาว คือไตสวนตน (head kidney) ทุกขั้นตอนทําโดยเทคนิคปลอด
เชื้อ 
 
 1.2  แยกไตแตละขางดวยปากคีบ (forceps) ใสในจานเลี้ยง (petri disc) แตละจาน ที่มี 
phosphate buffer saline (PBS) (ภาคผนวก) ผสม antibiotic (penicillin และ streptomycin) (Gibco, 
USA) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ลางไตดวย PBS 3 ครั้ง แลวบดในโกรง (homogenizer) ใหละเอียด  
  
      1.3  กรองสวนท่ีบดดวยตะแกรงไนลอน 2 ชั้น ท่ีปลอดเชื้อ ลงในจานเลี้ยงท่ีมีอาหารเลี้ยง
เซลล RPMI 1640 (Gibco, USA) จากนั้นปเปตลงในหลอดทดลอง นําไปปนดวยเครื่องปนเหว่ียง 
(Hettich, Universal 32 R) ที่ความเร็ว 2,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที  
 
      1.4  เก็บสวนใส เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตรท้ิงไว 30 วินาทีเพ่ือใหเม็ดเลือดแดงแตก แลวเติม
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที ดูดสวนใสท้ิง เหลือไวประมาณ 1 มิลลิลิตร 
 
      1.5  ถายเซลลท่ีไดลงจานเลี้ยงเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร ท่ีประกอบดวยอาหาร RPMI 
1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรท่ีมี fetal bovine serum (FBS) (Gibco, USA) 10 เปอรเซ็นต และ 
antibiotic 1 เปอรเซ็นต บมในตูบม (Binder KB 115) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ีมี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต นาน 72 ชั่วโมง เซลลท่ีเกาะกับจานเลี้ยง 90 เปอรเซ็นตเปน 
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macrophage ซึ่งจากวิธีนี้ไตแตละขางจะให macrophage ประมาณ 2 x 10 6 เซลลตอมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก) 
 
2.  การเตรียมการทดลองเพื่อใชตรวจสอบอนุมูลอิสระและกิจกรรมของเอนไซม 
  
 ใช macrophage จํานวน 2 x 10 6 เซลลตอมิลลิลิตรท่ีไดจากการเลี้ยงเซลลท่ี 72 ชั่วโมง เพ่ือ
ใชทดสอบการตอบสนองของ macrophage แบงการทดลองออกเปน 5 กลุมแตละกลุมการทดลอง
ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาท้ิงแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลใหมกอนเริ่มการทดลอง 
 
 กลุมท่ี 1  กลุมควบคุม ไมเติมเชื้อ หรือตัวกระตุน 
 
 กลุมท่ี 2  กลุมทดลองกระตุนดวย Escherichia coli (ATCC 25922) จํานวน 2 x 109 เซลล
ตอมิลลิลิตร วัดจํานวนเซลลดวยวิธีความขุนมาตรฐาน (McFarland nephelometer standard) 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 

กลุมท่ี 3  กลุมทดลองกระตุนดวย LPS (Escherichia coli 011:B4; Sigma, St. Louis, MO, 
USA) ซึ่งมีคุณสมบัติเปนแอนติเจนพบที่ผนังเซลลของ E. coli โดยเจือจาง LPS 10 ไมโครกรัมใน 
PBS 1 มิลลลิิตร ปริมาตร 10 ไมโครกรัม 

 
กลุมท่ี 4  กลุมทดลองกระตุนดวยกรดไมโคลิก (Sigma, St. Louis, MO, USA) ซึ่งมี

คุณสมบัติเปนแอนติเจนพบท่ีผนังเซลลของ Mycobacterium โดยเจือจางกรดไมโคลิก 10 
ไมโครกรัม ใน PBS 1 มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครกรัม 

 
กลุมท่ี 5  กลุมทดลองกระตุนดวย Mycobacterium lacticola (ไดรับความอนุเคราะหจาก

ภาควิชาจุลชีววิทยา) จํานวน 2 x 109 เซลลตอมิลลิลิตร วัดจํานวนเซลลดวยวิธีความขุนมาตรฐาน 
(ภาคผนวก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
  

การทดลองในแตละกลุมท้ังการวัดความเขมขนของอนุมูลอิสระ และกิจกรรมของเอนไซม 
ทดลองอยางละ 3 ซ้ํา 
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3.  การตรวจสอบกระบวนการ phagocytosis 
 
  ใช macrophage จํานวน 2 x 10 6 เซลลตอมิลลิลิตรโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาท้ิง เติม      
M. lacticola หรือ E. coli จํานวน 2 x 109 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลลิิตร จากนั้นเติมอาหาร
เลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ีมี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต นาน 60 นาที เม่ือครบเวลาดูดอาหารเลี้ยงเซลลท้ิง จากนั้น
ตรวจสอบกระบวนการ phagocytosis ดังนี ้
 
  3.1  การตรวจสอบ phagocytosis แบคทีเรีย M. lacticola โดยวิธีของ Ziehl - Neelsen        
(จุรียรัตน, 2547) 

        3.1.1  ปลอยใหจานเลี้ยงแหงในอากาศ จากนั้นยอมดวยสารละลาย carbol fuchsin 
[basic fuchsin (APS, Australia) ปริมาตร10 มิลลิลิตร และสารละลาย phenol (Merck, Germany)
ปริมาตร 90 มิลลิตร)] ใหท่ัวจานเลี้ยง 

        3.1.2  นําไปวางบนไอน้ํารอน นาน 5-10 นาที แลวเทสีท้ิงต้ังไวใหเย็น 

        3.1.3  ลางดวยน้ํา และหยดกรดแอลกอฮอล (acid alcohol) 3 เปอรเซ็นต 
(เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 97 มิลลิลิตร และกรดไฮโดรคลอลิกเขมขนปริมาตร 3 
มิลลิลิตร) จนสีแดงจางเกือบหมด แลวลางดวยน้ํากอกอีกครั้ง 

        3.1.4  ยอมดวยเมทิลีนบลู (methylene blue) 1 เปอรเซ็นต [methylene blue (amresco, 
USA) ปริมาตร 100 มิลลิกรัมในน้ํา 100 มิลลิลิตร)] นาน 1 นาที แลวลางน้ํากอกอีกครั้ง  

        3.1.5  ปลอยจานเลี้ยงใหแหงแลวนําไปดูดวยกลองจุลทรรศน ซึ่ง M. lacticola จะติดสี
แดงของ carbol fuchsin อยูใน macrophage ท่ีติดสีน้ําเงินของเมทิลีนบล ู

 3.2  การตรวจสอบ phagocytosis แบคทีเรีย E. coli โดยวิธียอมสีแบบ Gram (จุรียรัตน, 
2547) 

        3.2.1  ปลอยใหจานเลี้ยงแหงในอากาศแลวผานจานเลี้ยงบนเปลวไฟอยางรวดเรว็ 2-3
ครั้ง การผานเปลวไฟเพ่ือไมใหเชื้อหลุดออกขณะยอมส ี
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        3.2.2  หยดสีคริสตัสไวโอเลต (crystal violet, Amresco, USA) ใหท่ัวจานเลี้ยงท้ิงไว 1 
นาทีแลวเทสีทิ้ง 

          3.2.3  หยดสารละลายลูกอลไอโอดีน (Lugol’s iodine) ใหทั่วจานเลี้ยง ท้ิงไว 1 นาที 
จากนั้นเทสารละลายทิ้ง ซึ่งสารละลายไอโอดีนทําหนาท่ีเปนมอรแดนต (mordant) ชวยใหเซลลติด
สียอมไดดีขึ้น 
 
         3.2.4  ลางสีออกดวยเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ท้ิงไวประมาณ 15 วินาที แลวจึง
ลางดวยน้ํากอก ขั้นตอนการลางน้ํานี้สําคัญมากเพราะเปนการหยดุปฏิกิริยาดวยการลางส ี 
 
         3.2.5  หยดสีซาฟรานิน (Safranin, APS, Australia) ใหท่ัวจานเลี้ยง ท้ิงไว 30 วินาที 
แลวลางน้ํา และซับใหแหง ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนซึ่ง E. coli  ติดสีแดงของซาฟรานิน 
 
4. การตรวจสอบอนุมูลอิสระ 
 
     ใช macrophage จํานวน 2 x 10 6 เซลลตอมิลลิลิตร ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาท้ิงเติม M. 
lacticola หรือ E. coli จํานวน 2 x 109

 เซลลตอมิลลิลิตร หรือ LPS หรือ กรดไมโคลิก ปริมาตร 10 
ไมโครกรัม จากนั้นบมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต 
นาน 60 นาที แลวตรวจสอบอนุมูลอิสระดังนี ้
 
     4.1  ตรวจสอบการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ macrophage (Edgar and Keisari, 
1980; Chaible et al., 2005) 
  
        4.1.1  ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาท้ิง จากนั้นเติมสารละลาย phenol red (ภาคผนวก) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในจานเลี้ยง macrophage บมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ีมี       
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต นาน 60 นาที  
 
                     4.1.2  เม่ือครบเวลาแลวถายสารละลาย phenol red ลงในหลอดปนเหว่ียง จากนั้น
นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที  
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                 4.1.3  ดูดสารละลายสวนบน (supernatant) ปริมาตร 2 มิลลิตรไปยังหลอดวัดคา
ดูดกลืนแสง (spectrophotometer tube) เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาณ 
10 ไมโครลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectronic 20 Genesys) ท่ี 
610 นาโนเมตร     
       
       4.1.4  ตั้งคาศูนย (Set Blank) โดยใชสารละลาย phenol red ปริมาตร 2 มิลลิลิตรแลว
เติมโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาณ 10 ไมโครลิตร แลวเทียบความเขมขน
จากกราฟมาตรฐานของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Carlo, ERBA)  
 
    4.2  ตรวจสอบการผลิตไนตริกออกไซดของ macrophage (Hey et al., 1995; Mathiesen et 
al., 2008) 
 
                     4.2.1  ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิ้ง จากนั้นเติมสารละลาย Griess reagent (ภาคผนวก) 
ลงในจานเลี้ยง macrophage บมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต นาน 60 นาที            
  
                     4.2.2  เม่ือครบเวลาถายสารละลาย Griess reagent ลงในหลอดปนเหว่ียง นําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 2,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 
 
                     4.2.3  ดูดสารละลายสวนบนปริมาตร 2 มิลลิลิตรไปยังหลอดวัดคาดูดกลืนแสงวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร  
 
                     4.2.4  ต้ังคาศูนยโดยใชน้ํากลั่น แลวเทียบความเขมขนจากกราฟมาตรฐานของโซเดียม
ไนไตร (Univar, Australia)  
 
     4.3  ตรวจสอบการผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนของ macrophage (ดัดแปลงจาก
Mathiesen et al., 2008) 
 
                     4.3.1  ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิ้ง จากนั้นเติมสารละลายวิเคราะห superoxide anion  
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(ภาคผนวก) ลงในจานเลี้ยง macrophage บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต นาน 60 นาที       
 
                     4.3.2  เม่ือครบเวลาถายสารละลายวิเคราะห superoxide anion ลงในหลอดปนเหว่ียง 
นําไปท่ีความเร็ว 2,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 นาท ี 
 
                     4.3.3  ดูดสารละลายสวนบนปริมาตร 2 มิลลิลิตร ไปยังหลอดวัดคาดูดกลืนแสง วัดคา
การดูดกลืนแสงท่ี 505 นาโนเมตร  
 
                     4.3.4  ต้ังคาศูนย โดยใชน้ํากลั่น แลวเทียบความเขมขนจากกราฟมาตรฐานของ
โพแทสเซียมเปอรออกไซด 
 
5.  การวัดกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ 
 
 หลังกระตุน macrophage จํานวน 2 x 10 6 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 60 นาที ดูดอาหารเลี้ยง
เซลลเกาท้ิง จากนั้นเติม Tris.HCl-EDTA ท่ีเย็น (Tris.HCl, Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
ความเขมขน 50 ไมโครโมลาห ท่ี pH 7.5 และ EDTA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาห) ลงในจานเลี้ยง 
เก็บเกี่ยวเซลลดวยการขูด ถายลงโกรงบดบนน้ําแข็ง แลวดูดลงหลอดทดลอง นําไปปนดวยเครื่อง
ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล นาน 15 นาที เก็บสวนใส 
(ตัวอยางท่ีตองการทดสอบ) เพ่ือใชตรวจวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ 
 
    5.1  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม glutathione peroxidase ภายใน macrophage 
(Colorimetric assay for cellular glutathione peroxidase, Oxford biochemical research, MI, USA) 
 
        5.1.1  ปเปตตัวอยางท่ีตองการทดสอบ ปริมาตร 70 ไมโครลิตร และเติมสารตาง ๆ 
ดังนี้ บัฟเฟอร ปริมาตร 350 ไมโครลิตร (assay buffer, phosphate buffer pH 7.2 และ EDTA 
อัตราสวน 1:1) NADPH reagent ปริมาตร 35 ไมโครลิตร (glutathione reduced ความเขมขน 4 มิลลิ
โมลตอลิตร glutathione reductase ความเขมขน 5 ยูนิตตอลิตร และ NADPH ความเขมขน 0.34 
มิลลิโมลตอลิตร) ลงในหลอดวัดคาการดูดกลืนแสง (cuvette) ตามลําดับ วางหลอดวัดคาการ
ดูดกลืนแสง ลงเครื่องวัดคาดูดกลืนแสง ท่ีตั้งคาการดูดกลืนแสงไวแลวท่ี 340 นาโนเมตร 
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        5.1.2  เติม tert-butyl hydroperoxide ท่ีเจือจางดวยน้ํากลั่นชนิดปลอดไอออน 
(deionized) อัตราสวน 1:100 (v/v) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให เขากันโดยการใช ปเปตดูดขึ้น
ลง 2-3 คร้ัง ระวังอยาใหเกิดฟอง บันทึกการเปลี่ยนแปลงคาดูดกลืนแสงทุก 30 วินาที เปนเวลา 3 
นาที 
 
        5.1.3  การวัดกิจกรรมของ glutathione peroxidase (GSH-Px) อาศัยหลักการท่ีเอนไซม 
GSH-Px เปลี่ยน organic peroxide ใหเปน glutathione ในรูป oxidized (GSSG) จากนั้นเอนไซม 
glutathione reductase เปลี่ยน NADPH และ glutathione ในรูป oxidized (GSSG) ใหเปน 
glutathione (GSH) และ NADP+ ซึ่งการเปลี่ยนจาก NADPH ไปเปน NADP+ สามารถวัดไดจากการ
ลดลงของดูดกลืนแสงท่ี 340 นาโนเมตร ดังสมการ 
 
              R - O - O - H + 2GSH   GSH-Px     R - O - H + GSSG + H2O       สมการท่ี 1  
 
 GSSG + NADPH + H+      GR        2GSH + NADP+                     สมการที่ 2  
 
 การคํานวณ 

 
 อัตราเร็วของเอนไซมในตัวอยางตอนาที = คาเฉลี่ยอัตราเร็วของเอนไซมท่ี 30 วินาที x 2 

  
 อัตราเร็วปฏิกิริยาท้ังหมด = อัตราเร็วของเอนไซมในตัวอยางตอนาที – 0.003 
 

             1 mU/mL = 1nmol NADPH / mL/ min =  
0.00622

าท้ังหมดองปฏิกิริยอัตราเร็วข  

 
 5.2  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม catalase ภายใน macrophage (Cayman’s catalase 
assay kit, Cayman Chemical, MI, USA) 
 
        5.2.1  ปเปตตัวอยางท่ีตองการทดสอบปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเติมบัฟเฟอร
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร [assay buffer; potassium phosphate ปริมาตร 100 มิลลิโมลาห ท่ี pH 7 
เจือจางดวยน้ําชนิด HPLC grad อัตราสวน 1:9 (v/v)] เมทานอล ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเจือจาง (ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 8.82 โมลาห ปริมาตร40 
ไมโครลิตรกับน้ํากลั่นปริมาตร 9.96 มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในหลุม 96 well plate 
เปดฝานําไปบมบนเคร่ืองเขยา (Biotek, Power Wave 340) นาน 20 นาที  
 
        5.2.2  เติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน 10 โมลาหปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
(แชเย็นไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล) และเพอรพาลด (purpald, chromogen; 4-amino-3-
hydrazino-5mercapto-1,2,4-triazole) ความเขมขน 0.5 โมลาห ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมบน
เคร่ืองเขยานาน 10 นาที  
 
        5.2.3  เติมโพแทสเซียม เพอรโิอเดรต (potassium periodate) ความเขมขน 0.5 โมลาห 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมบนเครื่องเขยานาน 5 นาที แลวอานคาการดูดกลืนแสงที ่540 นาโน
เมตร ดวยเครื่อง microplate reader (Biotek, Powerwave 340) 
 
        5.2.4  การวัดกิจกรรมของเอนไซม catalase อาศัยหลักการท่ีเอนไซมเปลีย่นเมทานอล
และไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปน formaldehyde เกิดสีเม่ือทําปฏิกิริยากับเพอรพาลด ดังสมการ 
 
                                         H2O2 + AH2 

    catalase     A + 2H2O 
 
                การคํานวณ 
 
                ความเขมขนของ formaldehyde ในตัวอยางคํานวณโดยสูตร 
 

         formaldehyde (µM) = ความชัน
 Yจุดตัดแกน-ยางแสงของตัวอคาดูดกลืน x 8.5 มิลลิลิตร  

 
                 กิจกรรมของเอนไซม catalase ในตัวอยางคํานวณโดยสูตร 
 

       catalase activity      =  20min
M)de(formaldehy μ  x Sample Dilution = nmol / min / ml 
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    5.3  การวัดกิจกรรมของเอนไซม superoxide dismutase ภายใน macrophage (ดัดแปลงจาก 
Ransod kit, Randox Laboratories, Ltds, UK) 
 
        5.3.1  ปเปตตัวอยางท่ีตองการทดสอบและสารละลายผสม [xanthine ความเขมขน 
0.05 นาโนโมลตอลิตร, INT (iodonitrotetrazolium chloride; 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetratazolium chloride) ความเขมขน 0.025 นาโนโมลตอลิตร และ phosphate buffer ท่ี pH 
10.2)] ปริมาตร 30 และ 1,000 ไมโครลิตร ลงในหลอดวัดคาการดูดกลืนแสง ตามลําดับ ผสมสารให
เขากันโดยใชปเปตดูดขึ้นลง 2-3 ครั้ง  
 
        5.3.2  ต้ังคาเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงไวที่ 505 นาโนเมตร วางหลอดวัดคาการ
ดูดกลืนแสงลงในเครื่อง แลวเติม xanthine oxidase 80 ยูนิตตอลิตรปริมาตร 150 ไมโครลิตร ต้ังท้ิง
ไว 30 วินาที (นับเวลาจากท่ีใส xanthine oxidase) ใหกดปุม zero แลวท้ิงไวอีก 3 นาที จึงอานคาการ
ดูดกลืนแสง และต้ังคาศูนย โดยใชน้ํากลั่น 
 
        5.3.3  การวัดกิจกรรมของเอนไซมอาศัยหลักการท่ี xanthine oxidase (XOD) ทํา
ปฏิกิริยากับ xanthine แลวเกิดอนุมูล superoxide ขึ้นซึ่งจะไปทําปฏิกิริยาตอกับ INTโดยการทํางาน
ของเอนไซม superoxide dismutase (SOD) วัดจากอัตราการยับย้ังปฏิกิริยา ดังสมการ 
 
                                        Xanthine     XOD         Uric acid + O2          สมการท่ี 1 
 
                                        I.N.T            O2          formazan dye            สมการท่ี 2 
 
                                       O2+ O2 + H2  SOD        O2 +H2O2                   สมการท่ี 3 
       
               การคํานวณ 
 

    ผลตางอัตราเร็วในตัวอยางตอนาที = 3
ท่ีสามลืนแสงนาทีคาการดูดก   

 
       อัตราเร็วท้ังหมดของปฏิกิริยาในตัวอยาง แปลงเปนเปอรเซ็นของอัตราตัวอยางท่ีถูกยับย้ัง จาก
สมการ  
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% การยับยั้ง = 100 -  ี่เจือจางนตัวอยางทอัตราเร็วใ
อนาทีตัวอยางต ัตราเร็วในผลตางของอ x 100  

 
 จากนั้นหากิจกรรมของเอนไซมในหนวยมิลลิยูนิต SOD จากกราฟมาตรฐาน 
 
6.  การวิเคราะหขอมูล 
      
      ขอมูลจากการศึกษาความเขมขนของอนุมูลอิสระ ไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไนตริก  
ออกไซด ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระ ไดแก 
glutathione peroxidase, catalase, superoxide dismutase นํามาหาคาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation) วิเคราะหความแปรปรวนโดย One way Anova และเปรียบเทียบความแตกตาง
ของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % (P = 0.05) 

 
 
 
 
  
 
 



ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 

1.  ตรวจสอบการเกิด phagocytosis ของ macrophage ตอ M. lacticola เปรียบเทียบกับ E. coli 
 
 จากการทดสอบการตอบสนองของ macrophage ตอแบคทีเรีย 2 ชนิดคือ M. lacticola และ 
E. coli  พบวา macrophage จับกินท้ัง M. lacticola และ E. coli  ตรวจสอบไดโดยการยอมเซลลดวย
วิธี Ziehl-Neelson พบ M. lacticola มีลักษณะเปนแทงติดสีแดงอยูภายในเซลล (ภาพท่ี1 A) และเม่ือ
ยอมดวยวิธี Gram พบ E. coli มีลักษณะเปนแทงติดสีแดง (ภาพท่ี 1 B) จากนั้นจึงนําเซลลที่
เพาะเลี้ยงมาตรวจสอบการสรางอนุมูลอิสระและกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระตอไป 

 
ภาพท่ี 1  การจับกินแบคทีเรียของ macrophage ปลานิล 
  A.  M. lacticola ใน macrophage ของปลานิล (ลูกศร) ยอมดวยวิธี Ziehl-Neelson 
  B.  E. coli  ใน macrophage ของปลานิล (ลูกศร) ยอมดวยวิธ ีGram 
  (bar = 10 ไมโครเมตร) 
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2.  การตรวจสอบการผลิตอนุมูลอิสระของ macrophage ภายหลังการกระตุนดวย M. lacticola และ 
E. coli และหลังจากการสัมผัสกับแอนติเจนที่ไดจากผนังเซลลของแบคทีเรีย 
 
 เพาะเลี้ยง macrophage ปลานิล จํานวน 2x106 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 72 ชั่วโมง เพ่ือใช
ทดสอบการตอบสนองตอแบคทีเรีย 2 ชนิดคือ M. lacticola และ E. coli  จํานวน 2 x 109 เซลลตอ
มิลลิลิตร รวมท้ังกรดไมโคลิก และ LPS  ซึ่งมีคุณสมบัติเปนแอนติเจนพบที่ผนังเซลลของแบคทีเรีย
ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจสอบอนุมูลอิสระชนิดตาง ๆ ดังตอไปนี ้
 
 2.1 การตรวจสอบไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดวยวิธี phenol red 
 
       หลังจากกระตุน macrophage ดวย M. lacticola, E. coli, LPS และกรดไมโคลิก นาน 60 
นาที ไมพบการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดหลังจากการกระตุนดวย M. lacticola แตพบการตอบ 
สนองตอการกระตุนดวย E. coli, LPS และกรดไมโคลิก เนื่องจากตรวจพบไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดความเขมขน 10.87±0.05, 11.06±0.16 และ 2.19±0.2 นาโนโมลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ หา
คาไดจากกราฟมาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี 1) ซึ่งความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่พบใน
กลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิกแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) สวน
กลุมท่ีกระตุนดวย E. coli และ LPS นั้น ความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท้ังสองกลุมนีไ้ม
มีความแตกตางทางสถิติ แตแตกตางจากกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก และกลุมควบคุม อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1  ความเขมขนของอนุมูลอิสระ (mean±SD) ท่ี macrophage สรางขึ้นเพ่ือตอบสนองตอ   
     ตัวกระตุนที่แตกตางกัน 
 

Free radical concentration (nmol / ml) Activators 
H2O2

* O2
-* NO* 

Control 0 a 0 a 0 a 
M. lacticola 0 a 0 a 0 a 
Mycolic acid 2.19±0.2b 2.09±0.15b 4.44±1.4b 
E. coli 10.87±0.05c 29.63±0.71c 16.52±0.28c 
LPS 11.06±0.16c 29.54±1.56 c 17.09±0.69 c 

 
หมายเหตุ   *H2O2 (ไฮโดรเจนเปอรออกไซด), O2

-(ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน) และ NO (ไน 
        ตริกออกไซด) 
                    a, b, c คาเฉลี่ยท่ีตามดวยอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกันที่ระดับความ
       เชื่อม่ันเทากับ 95 % โดยใชวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดับความ    
       เชื่อม่ัน 95 % (P = 0.05) 
       
 2.2  การตรวจสอบซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ดวยวิธี superoxide anion assay 
 
        กระตุน macrophage ดวย M. lacticola, E. coli, LPS และกรดไมโคลิก นาน 60 นาที 
ไมพบการผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออน หลังจากการกระตุนดวย M. lacticola แตพบการ
ตอบสนองตอการกระตุนดวย E. coli, LPS และกรดไมโคลิก เนื่องจากตรวจพบซุปเปอรออกไซด 
แอนไอออน ความเขมขน 29.63±0.71, 29.54±1.56 และ 2.09±0.15 นาโนโมลตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ หาคาไดจากกราฟมาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี 2) ซึ่งความเขมขนของซุปเปอรออกไซด แอน
ไอออน ที่พบในกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิกแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P < 0.05) สวนกลุมที่กระตุนดวย E. coli และ LPS นั้นความเขมขนของซุปเปอรออกไซด แอน
ไอออนท้ังสองกลุมนี้ไมมีความแตกตางทางสถิติ แตแตกตางจากกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก
และกลุมควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังตารางท่ี 1 
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 2.3  การตรวจสอบไนตริกออกไซด ดวยวิธี Griess reagent 
 
        เม่ือกระตุน macrophage ดวย M. lacticola, E. coli, LPS และกรดไมโคลิก นาน 60 
นาที ไมพบการผลิตไนตริกออกไซด หลังจากการกระตุนดวย M. lacticola แตพบการตอบสนองตอ
การกระตุนดวย E. coli, LPS และกรดไมโคลิก เนื่องจากตรวจพบไนตริกออกไซด ความเขมขน 
16.52±0.28, 17.09±0.69 และ 4.44±1.4 นาโนโมลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ หาคาไดจากกราฟ
มาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี 3) ซึ่งความเขมขนของไนตริกออกไซด ท่ีพบในกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไม
โคลิกแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) สวนกลุมท่ีกระตุนดวย E. coli 
และ LPS นั้น ความเขมขนของไนตริกออกไซดทั้งสองกลุมนี้ไมมีความแตกตางทางสถิติ แต
แตกตางจากกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก และกลุมควบคุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
ดังตารางท่ี 1 
 
3.  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระภายใน macrophage ภายหลังกระตุนดวย       
M. lacticola และ E. coli และหลังจากการสัมผัสกับแอนติเจนท่ีไดจากผนังเซลลของแบคทีเรีย 
 
 3.1  กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px  
 
        ผลการตอบสนองของ macrophage ตอ M. lacticola, E. coli, LPS และ กรดไมโคลิก 
หลังกระตุนนาน 60 นาที พบกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ท่ีความเขมขน 98.32±2.67, 
280.48±3.91, 275.67±13.07 และ 124.54±11.67 มิลลิยูนิต ตามลําดับ ซึ่งกิจกรรมของเอนไซม 
GSH-Px ในกลุมที่กระตุนดวยกรดไมโคลิกตํ่ากวากลุมควบคุม แตไมแตกตางกันทางสถิติ             
(P < 0.05) แตกลุมที่กระตุนดวย E. coli และ LPS พบวากิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ในท้ังสอง
กลุมไมมีความแตกตางทางสถิติ แตแตกตางจากกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก และกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2  กิจกรรมของเอนไซม glutathione peroxidase (GSH-Px) ท่ี macrophage ของปลานิล  
                  ตอบสนองตอตัวกระตุนท่ีแตกตางกัน (mean±SD) 
 

                     Activators GSH-Px activity (mU) 
Control              101.53±1.96a 
M. lacticola          98.32±2.67a 
Mycolic acid                        124.54±11.67b 
E. coli                        280.48±3.91c 
LPS                        275.67±13.07c 

 
หมายเหตุ   a, b, c คาเฉลี่ยท่ีตามดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันท่ีระดับความเชื่อม่ันเทากับ   
      95 % โดยใชวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 %  
      (P = 0.05)       
 
 3.2  กิจกรรมของเอนไซม CAT 
  
               การตอบสนองของ macrophage ตอ M. lacticola, E. coli, LPS และ กรดไมโคลิก หลัง
กระตุนนาน 60 นาที พบกิจกรรมของเอนไซม CAT ที่ความเขมขน 97.97±0.67, 258.48±0.99, 
255.26±3.16 และ 115.60±1.67มิลลิยูนิต ตามลําดับ หาคาไดจากกราฟมาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี 4)  
ซึ่งกิจกรรมของเอนไซม CAT ในกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิกต่ํากวากลุมควบคุม แตไมแตกตาง
กันทางสถิติ (P < 0.05) สวนกลุมท่ีกระตุนดวย E. coli และ LPS พบวากิจกรรมของเอนไซม CAT 
ของท้ังสองกลุมไมมีความแตกตางทางสถิติ แตแตกตางจากกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก และ
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3  กิจกรรมของเอนไซม catalase (CAT) ท่ี macrophage ของปลานิล ตอบสนองตอ 
                  ตัวกระตุนท่ีแตกตางกนั (mean±SD) 
 

                     Activators     Catalase activity (mU) 
      Control                       101.08±0.38 a 
     M. lacticola                97.97±0.67a 
     Mycolic acid                      115.60±1.67b 
     E.  coli              258.48±0.99 c 
     LPS              255.26±3.16c 

 
หมายเหตุ  a, b, c คาเฉลี่ยท่ีตามดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันท่ีระดับความเชื่อม่ันเทากับ   
     95 % โดยใชวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  
     (P = 0.05)       
 
 3.3  กิจกรรมของเอนไซม SOD  
 
        หลังกระตุน macrophage ดวย M. lacticola, E. coli, LPS และ กรดไมโคลิก นาน 60 
นาที พบกิจกรรมของเอนไซม SOD ท่ีความเขมขน 110.53±2.42, 256.99±5.07, 250.48±4.20 และ 
124.67±3.65 มิลลิยูนิต ตามลําดับ หาคาไดจากกราฟมาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี 5) กิจกรรมของ
เอนไซม SOD ในกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิกตํ่ากวากลุมควบคุม แตไมแตกตางกันทางสถิติ    
(P < 0.05) สวนกลุมที่กระตุนดวย E. coli และ LPS พบวากิจกรรมของเอนไซม SOD ของท้ังสอง
กลุมไมมีความแตกตางทางสถิติ แตแตกตางจากกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก และควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ตารางท่ี 4 
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ตารางที่ 4  กิจกรรมของของเอนไซม superoxide dismutase (SOD) ท่ี macrophage ของปลานิล 
                  ตอบสนองตอตัวกระตุนท่ีแตกตางกนั (mean±SD) 
 

Activators SOD activity (mU) 
Control              114.86±0.94 a 
M. lacticola 110.53±2.42 a 
Mycolic acid 124.67±3.65b 
E. coli 256.99±5.07 c 
LPS 250.48±4.20c 

 
หมายเหตุ  a, b, c คาเฉลี่ยท่ีตามดวยอักษรตางกันมีความแตกตางกันท่ีระดับความเชื่อม่ันเทากับ   
     95 % โดยใชวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  
     (P = 0.05) 
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วิจารณ 
 
1.  การผลิตอนุมูลอิสระของ macrophage ภายหลังการกระตุนดวย M. lacticola และ E. coli และ
หลังจากการสัมผัสกับแอนติเจนที่ไดจากผนังเซลลของแบคทีเรีย 
 
 อนุมูลอิสระเปนผลท่ีเกิดขึ้นตลอดเวลาจากกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล (Valko 
et al., 2006) ซึ่งจากผลการทดลองที่ไมพบอนุมูลอิสระในกลุมควบคุม (ตารางท่ี1) อาจเปนไปไดวา
อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นนั้นมีความเขมขนตํ่ามากจนไมสามารถตรวจวัดได หรืออาจจะเกิดกิจกรรม
ของเอนไซมตานอนุมูลอิสระกําจัดอนุมูลอิสระท่ีเกดิขึ้นจนไมพบอนุมูลอิสระปริมาณมากพอท่ีจะ
ตรวจวัดได 
 
 การตรวจวัดความเขมขนของอนุมูลอิสระไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน และไนตริกออกไซด หลังการกระตุน macrophage ดวย M. lacticola, E. coli, 
LPS และกรดไมโคลิกนั้น เปนการวัดความเขมขนท่ี macrophage ปลอยออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล
แบบไมตองเกิดกระบวนการ phagocytosis โดยการกระตุนผานทางเยื่อหุมเซลลของ macrophage 
และแบบที่เกิดกระบวนการ phagocytosis โดยท้ัง M. lacticola, E.coli และ LPS เขาไปอยู
phagosome ผานการกระตุน phagocytosis receptor ไดแก scavenger receptor, mannose receptor, 
complement receptor (Aderem and David, 1999; Larry et al., 2008) สวนกรดไมโคลิกกระตุนผาน
ทางกระบวนการ endocytosis (receptor mediated endocytosis), C-type lectin (Mincle) receptor 
และ C-terminal carbohydrate – recognition-domain (CRD) (Erminia et al., 2005; Larry et al., 
2008; Matsunga and Moody, 2009) เมื่อเกิดกระบวนการ respiratory burst ปลอยอนุมูลอิสระ
ทําลายสิ่งแปลกปลอมภายใน phagosome ซึ่งอนุมูลอิสระตาง ๆ จะออกสูภายนอกดวยวิธีการ 
exocytosis รวมท้ังไฮโดรเจนเปอรออกไซดยังสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลออกมาไดโดยอาศัย
ความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่แตกตางกันระหวางภายในและภายนอกเซลล หรือผาน
ทางชองไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide channel) (Gerd et al., 2007) ไนตริกออก
ไซดก็สามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลของ macrophage ออกมาไดเชนกัน (Mathiesen et al., 2008)  
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 1.1  การผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ macrophage  
         
                     1.1.1  การผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ macrophage หลังการกระตุนดวย          
M. lacticola และกรดไมโคลิก 
 
                               จากผลการทดลอง macrophage ไมผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดหลังการ
กระตุนดวย M. lacticola เนื่องมาจาก Mycobacterium สามารถยับย้ังการทํางานเอนไซม NADPH 
oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ macrophage ไมใหเกิดกลไกการสราง ROS ออกมาได หรือถาสราง
ออกมาไดก็มีระดับตํ่ามาก และไมสามารถทําลาย Mycobacteriumได เนื่องจากมีผนังเซลลทนตอ
การยอยสลาย และทนตอ ROS และ RNI ท่ี macrophage สรางขึ้นได (สิทธิศักดิ,์ 2549; Debasish et 
al., 2001, Marcia and Lee, 2002; David, 2005; Philip and Pieters, 2006; Subbian  et al., 2007) 
นอกจากนี ้LAM ท่ีเปนสวนประกอบของผนังเซลลของ Mycobacterium ยังสามารถยับย้ังการชักนํา
และการแสดงออกของยีน IFN- ของ macrophage ทําใหระดับ IFN- คงท่ี และยับย้ังกระบวนการ 
respiratory burst ผานทางการทํางานของ protein kinase C จึงทําใหไมมีการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ออกมากําจัดแบคทีเรีย เชื้อจึงสามารถมีชีวิตอยูไดใน macrophage (Adams et al., 1991; 
Brozna et al., 1991; Bannantine and Stable, 1999; Shabbir et al., 1999; Debasish et al., 2001; 
Dirk et al., 2002)  จากการตรวจสอบการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดจากมามของหนูสายพันธุ
ทนโรคหลังจากติดเชื้อ M. leoraemurium หรือ M. bovis พบการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด แต
ในมามหนูสายพันธุท่ีไมทนโรคไมพบการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Stach, 2007) 
เชนเดียวกับ macrophage จากปอดหนูที่ไดรับวัคซีนตานทานโรค Mycobacterium แลวสามารถ
สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมากําจัด M. bovis ได แต macrophage จากปอดหนูปกติไม
สามารถกําจัดแบคทีเรียได เนื่องจากไมมีการสรางหรือสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกไดใน
ปริมาณนอย (Seamus and Andrew, 2004) 
 
                   สวนการตอบสนองของ macrophage ตอกรดไมโคลิกโดยผลิตไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดนั้นเกิดจากกรดไมโคลิกซึ่งเปนสวนเชื่อมกับชั้น peptidoglycan และมีปริมาณ 60 เปอร
เซ็นของผนังเซลลท้ังหมดสามารถกระตุนเอนไซม NADPH oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ 
macrophage ใหสรางอนุมูลอิสระได (Gao et al., 2003; David et al., 2005) ถึงแมวา macrophage 
จะสามารถสรางอนุมูลอิสระ ไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซดได แตมีความเขมขนนอยเม่ือเทียบกับ
กลุมท่ีกระตุนดวย E. coli และ LPS (ตารางท่ี 1)     
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                   เมื่อกระตุน macrophage ดวย M. lacticola และกรดไมโคลิก มีเพียงกรดไม
โคลิกเทานั้นท่ีสามารถกระตุนให macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาได (ตารางท่ี 1) 
แมวากรดไมโคลิกซึ่งเปนแอนติเจนบนผิวเซลลของ M. lacticola จะกระตุน macrophage ใหสราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมา แตการกระตุนดวย M. lacticola ทั้งเซลลกลับไมพบการตอบสนอง 
ท้ังนี้เนื่องมาจาก LAM ท่ีเปนสวนประกอบของผนังเซลลดานนอกสุดของ Mycobacterium สามารถ
ยับย้ังกลไกไมใหสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดได (Debasish et al., 2001; Dirk et al., 2002) ซึ่ง  
M. lacticola ก็เปน Mycobacterium ชนิดหนึ่งจึงสามารถยับยั้งกลไกไมใหสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไดเชนเดียวกัน แตกรดไมโคลิกนั้นเปนชั้นท่ีอยูถัดเขามาจึงไมไดสัมผัสกับ macrophage 
แตเมื่ออยูในรูปอิสระจึงสามารถสัมผัสกับ macrophage และกระตุนเอนไซม NADPH oxidase บน
เยื่อหุมเซลลของ macrophage ไดทําใหเกิดกลไกการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดขึ้น (Gao et al., 
2003)         
 
        1.1.2  การผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ macrophage หลังการกระตุนดวย E. coli 
และ LPS 
 
                               จากผลการทดลอง macrophage ตอบสนองตอท้ัง E. coli และ LPS โดยการ
ปลอยไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมานั้น เนื่องจากผนังเซลลของ  E. coli ประกอบดวยชั้น murein, 
lipoprotein, phospholipid และ LPS ซึ่งสามารถกระตุนเอนไซม NADPH oxidase บนเยื่อหุมเซลล
ของ macrophage ไดจึงเกิดการสรางและปลอย ROS ไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ออกมาได 
(Norman and Belosevic, 1996;  Christian et al., 2000; Sarmento et al., 2004) ในสัตวเลี้ยงลูกดวย
น้ํานม หลังจากการกระตุนดวย E. coli  มีการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด ออกมาทําลาย E. coli 
ภายในเซลล (Tatsuo et al., 1993) เชนเดียวกับ macrophage cell line ท่ีมีการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดออกมา หลังจากกระตุนดวย E. coli (Eliana et al., 2000) 
 
                  สวนการตอบสนองตอ LPS นั้น เกิดจาก LPS ซึ่งเปนโมเลกุลสําคัญของ E. coli 
ท่ีใชในการกระตุนภูมิคุมกัน มีสมบัติเปนแอนติเจนอยูที่ผิวนอกสุดของแบคทีเรยีสามารถกระตุน
เอนไซม NADPH oxidase ใหสราง ROSได (Samantha and Amanda, 2009; Zhao et al., 2010) โดย
พบวาเม่ือกระตุนท้ัง macrophage และ Kupffer cell ซึ่งเปน macrophage ชนิดหนึ่งอยูในเนื้อเย่ือตับ
ของหนู ดวย LPS เซลลทั้งสองชนิดนี้สามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาได (Solem et 
al.,1995; Zoltan and Jun-xi, 1997) สวน macrophage ของปลาทอง (Carassius auratus) ท่ีกระตุน 
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ดวย LPS มีการตอบสนองโดยการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด แตจะสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดเพ่ิมขึ้นไดเมื่อกระตุนดวย macrophage activating factor (MAF) รวมดวย (Norman and 
Miodrag, 1996) นอกจากนี้ยังพบการแสดงออกของโปรตีนตานทานการติดเชื้อ (natural resistance-
associated macrophage protein family, MsNramp) และการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดของปลา 
Striped bass (Morone saxatilis) เม่ือกระตุนดวย LPS ซึ่งอาจเปนไปไดวาการแสดงออกของยีน 
MsNramp และการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด มีความสัมพันธกัน ซึ่งการตอบสนองดังกลาวท่ี
พบในปลากระดูกแข็งเหมือนกันกับที่พบในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม (Erin et al., 2004)  
 
              จากการกระตุน macrophage ดวย E. coli และ LPS พบวา macrophage สราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีความเขมขนไมแตกตางกันทางสถิติ (ตารางท่ี 1) เนื่องมาจากผนังเซลล
ดานนอกสุดของ E. coli ประกอบดวย LPS ซึ่งทําหนาท่ีเปนแอนติเจนสําคัญในการกระตุนการ
สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดังนั้นความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดจึงไมแตกตางจากท่ี
กระตุนดวย LPS อิสระ 
 
        1.1.3  การผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ macrophage หลังการกระตุนดวย          
M. lacticola และ E. coli 
 
                  การท่ี macrophage ไมผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอบสนองตอ M. lacticola 
แตตอบสนองตอ E. coli  นั้นเนื่องจาก LAM, glycolipid และหมู sulfatide บนผิวเซลลของ 
Mycobacterium ยับย้ังการทํางานของเอนไซม protein kinase C ทําให NADPH oxidase บนเยื่อหุม
เซลลของ macrophage ไมถูกเติมหมูฟอสเฟตจึงทํางานไมได และยับยั้งการแสดงออกของยีน IFN-
  ไมใหเกิดกลไกการสราง ROS หรือสรางไดนอยลง (Cabec et al., 2000;  Debasish et al., 2001; 
Dirk et al., 2002; David, 2005; Philip and Pieters, 2006) นอกจากนี้ท่ีผิวของ Mycobacterium ยังมี
เอนไซม Type-II NADH-menaquinone oxidoreductase (NDH-2) ซึ่งมีบทบาทเหมือนเอนไซม 
NADPH oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ macrophage ทําหนาท่ีแยงการออกซิเดชันของ NADPH จาก
เอนไซม NADPH oxidase โดยเปลี่ยน NADPH เปน NAD+ ดังนั้นจึงไมม ีNADPH เปนซับเสรต
เพ่ือเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซม NADPH oxidase หรือม ีNADPH เขาทําปฏิกิริยาลดลงจึงไมเพียง
พอท่ีจะสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Yano et al., 2006) สวนการตอบสนองตอ E. coli นั้น เกิด
จาก LPS กระตุนเอนไซม NADPH oxidase ใหสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน (Samantha and 
Amanda, 2009; Zhao et al., 2010) โดย LPS เหนี่ยวนําเอนไซม src kinase และ PI3 kinase (PI3K)  
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ใหทํางานโดยเติมหมูฟอสเฟตใหกับ  p47phox ซึ่งเปน regulatory subunit ของเอนไซม NADPH 
oxidase ทําใหเอนไซม NADPH oxidase สราง ROS ออกมาได (Cao et al., 2005; Jennifer et al., 
2009) 
 
 1.2  การผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนของ macrophage  
 
        1.2.1  การผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนของ macrophage หลังการกระตุนดวย              
M. lacticola และกรดไมโคลิก 
 
                  จากผลการทดลองหลังจากกระตุน macrophage ดวย M. lacticola ไมพบการ
ผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออน เพ่ือตอบสนอง เนื่องจากผนังเซลลของ Mycobacterium 
สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม NADPH oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ macrophage ได
เชนเดียวกับการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด (สิทธิศักด์ิ, 2549; Cabec et al., 2000 ; Debasish et 
al., 2001; Kelly et al., 2003; David, 2005; Philip and Pieters, 2006; Subbian et al.,2007) จากการ
ตรวจสอบ การสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน จาก macrophage ของสัตวน้ําหลังจากติดเชื้อ 
M. leprae และ M. avium พบวา ไมมกีารผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนออกมา (Gomes and 
Rui, 2002) เชนเดียวกับ macrophage ของหนูหลังจากติดเชื้อ M. avium และกอนไดรับ α 2-
Adrenergic จะไมมีการผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออน (Kelly et al., 2003) หรืออาจเปนไปได
วาการที่ไมพบซุปเปอรออกไซด แอนไอออนเนื่องมาจาก Mycobacterium มีเอนไซม SOD ในรูป 
Cu-Zn-SOD ที่ผนังเซลลดานนอกแลวเปลี่ยนซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ท่ี macrophage ผลิต
ออกมาใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวเอนไซม CAT จะเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซด ให
เปนน้ํา กับออกซิเจน (Bartor et al., 2004; Rabab, 2006) 
 
                  การตอบสนองของ macrophage ตอกรดไมโคลิก โดยการผลิตซุปเปอรออกไซด 
แอนไอออนได เนื่องจาก กรดไมโคลิกกระตุนเอนไซม NADPH oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ 
macrophage ไดเหมือนกับการตอบสนองโดยการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด (อริยา, 2551; Gao 
et. al., 2003; David et al., 2005) และกรดไมโคลิกยังสามารถกระตุนเอนไซม protein kinase C ได 
สงผลใหเกิดการสรางอนุมูลอิสระออกมา (Sueoka et al., 1995; Clifton et al., 1998; David et al., 
2005) ถึงแมวา macrophage จะสามารถสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออนไดแตมีความเขมขน
นอยเม่ือเทียบกับกลุมที่กระตุนดวย E. coli และ LPS (ตารางที่ 1)  
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                  เม่ือเปรียบเทียบการตอบสนองของ macrophage ตอ M. lacticola และกรดไมโค
ลิก โดยการสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน มีเพียงกรดไมโคลิกเทานั้นท่ีสามารถกระตุน 
macrophage ได (ตารางที ่1) เหมือนกันกับการตอบสนองโดยสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดซึ่งการ
ตอบสนองนี้เนื่องมาจาก LAM ท่ีผนังเซลล Mycobacterium สามารถยับยั้งกลไกไมใหสราง
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน (Debasish et al., 2001; Dirk et al., 2002) ดังนั้น M. lacticola ที่อยู
ในกลุมเดียวกับ Mycobacterium ผนังเซลลจึงสามารถยับยั้งกลไกไมใหสรางซุปเปอรออกไซด แอน
ไอออน แตกรดไมโคลิกในรูปอิสระสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม NADPH oxidase ของ 
macrophage ทําใหเกิดกลไกสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออนได 
 
                    1.2.2   การผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนของ macrophage หลังการกระตุนดวย 
E. coli และ LPS 
     
                  จากผลการทดลอง macrophage ผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนตอบสนอง
ตอ E. coli เนื่องจากผนังเซลลของ E. coli ประกอบดวย เปปไทดและ LPS ซึ่งเปนแอนติเจน
สามารถชักนําสัญญาณและกระตุนเอนไซม NADPH oxidase โดยการเติมหมูฟอสเฟต เพ่ือใหสราง
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน (สุวดี, 2543; นงลักษณ, 2544; Anna et al., 1995; Iles and Forman, 
2002; Laroux et al., 2010) นอกจากนี้แลว chemoattractant formylmethionyl-leucyl-phenylalanine 
(fMLP) บนผนังเซลลของ E. coli เม่ือจับกับ fMLP receptor บนเยื่อหุมเซลลของ phagocyte เชน 
neutrophil และ macrophage เปนตน ทําให phagocyte เกิดกลไกสรางและปลอย ROS ออกมา 
(Anna et al., 1995) เชนเดียวกับ macrophage จากปอดสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมท่ีพบการสราง
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน หลังจากติดเชื้อ E. coli (Michael et al., 2005)  
 
                  สวนการตอบสนองของ macrophage ตอ LPS โดยการสรางซุปเปอรออกไซด 
แอนไอออน เกิดจาก LPS กระตุน NADPH oxidase โดยการเติมหมูฟอสเฟตเพ่ือใหเกิดกลไกการ
สรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน (Samantha and Amanda, 2009) จากการตรวจสอบการสราง
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน จาก neutrophil และ macrophage ของตับหนู หลังกระตุนดวย LPS 
พบวา macrophage ของตับหน ูสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ไดมากกวาท่ีสรางจาก 
neutrophil (Abraham et al., 1990) เชนเดียวกับ macrophage ของปอดหน ูปอดวัว และจากไตสวน
หนาของปลา sea bass หลังจากกระตุนดวย LPS พบวามีการสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ได 
(Jian et al., 1998; Sarmento, 2004)   
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                  macrophage หลังถูกกระตุนดวย E. coli และ LPS จะสรางซุปเปอรออกไซด 
แอนไอออน ออกมาในปริมาณความเขมขนมากท่ีสุดเมื่อเทียบกับอนุมูลอิสระชนิดอื่น ๆ (ตารางท่ี 
1) ท้ังนี้อาจเปนไปไดวาซุปเปอรออกไซด แอนไอออนเปนอนุมูลหลักในการกําจัดแบคทีเรียชนิดนี้ 
ซึ่งสอดคลองกับโอภา และคณะ (2549) รายงานวา ซุปเปอรออกไซด แอนไอออนเปนอนุมูลเริ่มตน
ของอนุมูลชนิดอื่น ๆ และเปนสารท่ีมีความไวสูง สารท่ีเกิดจากซุปเปอรออกไซด แอนไอออนจะมี
ความเปนพิษสูงกวาอนุมูลเร่ิมตน รวมท้ังเอนไซมหลายชนิดใน E. coli ถูกซุปเปอรออกไซด แอน
ไอออนทําลายไดอีกดวย 
 

       1.2.3  การผลิตซุปเปอรออกไซด แอนไอออนของ macrophage หลังการกระตุนดวย              
M. lacticola และ E. coli 

 
                               การที่ macrophage สรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ตอบสนองตอ E. coli 
แตไมตอบสนองตอ M. lacticola นั้นเนื่องจากสวนประกอบของผนังเซลล เชนไขมัน และ 
lipoglycan (ManLAM) เปนตน ของ Mycobacterium สามารถยังยั้งการทํางานของ macrophage 
และขัดขวางกระบวนการ respiratory burst ได (Gordon and Hart, 1994; Moura et al., 1997) สวน 
lipoglycan นั้นยับยั้งการทํางานของ protein kinase C ที่เกาะอยูกับเอนไซม NADPH oxidase ได
สงผลใหเอนไซม NADPH oxidaseไมสามารถสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ออกมาได 
(Deepak, 2007) เชนเดียวกับ macrophage จากไขสันหลังไมพบกระบวนการ respiratory burst เม่ือ
กระตุนดวย M. leprae (Moura et al., 1997) สวนผนังเซลลของ E. coli ประกอบดวย LPS สามารถ
กระตุนเอนไซม NADPH oxidase ทําใหเกิด respiratory burst ได (Karen and Forman, 2007) จาก
การตรวจสอบ ซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ใน macrophage จากเตานม และปอดหนู พบการ
สรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน หลังจากกระตุนดวย E. coli (Speer et al., 2008) เชนเดียวกับ 
macrophage หนู ท่ีพบการสรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน หลังจากกระตุนดวย LPS  (Sarada 
et al., 1993)  
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1.3  การผลิตไนตริกออกไซดของ macrophage 
 
       1.3.1  การผลิตไนตริกออกไซดของ macrophage หลังการกระตุนดวย M. lacticola 

และกรดไมโคลิก 
             
                 จากผลการทดลอง macrophage ไมสรางไนตริกออกไซด ตอบสนองตอ          

M. lacticola  เนื่องจากผนังเซลลชั้นนอกสุดของ Mycobacterium ซึ่งประกอบดวย LAM, 
mannosylated phosphatidylinositol และ lipoprotein จะจับไดอยางจําเพาะกับ TLR 2 บนเยื่อหุม
เซลลของ macrophge โดยการจับกันดังกลาว ไมทําใหเกิดการนําสัญญาณขึ้น จึงทําใหไมเกิดการ
เปลีย่นแปลงภายในเซลล และไมเกิดการสราง iNOS ซึ่งเปนเอนไซมในการสังเคราะหไนตริกออก
ไซด (Marcia and Lee 2002; Bernhard et al., 2005) โดยเฉพาะอยางยิ่ง LAM เม่ือจับกับ TLR 2  
สงผลให TLR 2 เกิดการกอกลาย ไมนําสัญญาณ หรือกดการทํางานของ TLR 2 สงผลใหสราง     
ไนตริกออกไซดไดปริมาณนอยลง (Michael et al., 2004; Gisa et al., 2007) ซึ่งการสังเคราะห      
ไนตริกออกไซด จําเปนตองอาศัยเอนไซม nitric oxide synthase (iNOS) ซึ่งการขนสงเอนไซมนีเ้ขา
สู phagosome ตองอาศัยการทํางานของ actin filament แตพบวา macrophage ท่ีมี Mycobacterium 
อยู ไมปรากฏ actin filament จึงทําใหไมมีการขนสงและ ทํางานของ iNOS (Barbara et al., 2004) 
อาจเปนไปไดวา Mycobacterium ยับย้ังการจัดเรียงของ actin filament สงผลใหไมมีการลําเลียง 
iNOS สู phagosome เชื้อจึงดํารงชีวิตอยูไดภายใน phagosome (Randal et al., 2002; Barbara et al., 
2004) จากการตรวจสอบการสรางไนตริกออกไซดใน macrophage ของหนู และสัตวน้ําหลังจากติด
เชื้อ  M. bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) และ heat-killed BCG พบการสรางไนตริกออกไซด 
หลังจากกระตุนดวย heat-killed BCG เทานัน้ แต BCG เชื้อเปนไมสามารถกระตุนการสราง         
ไนตริกออกไซดได ท้ังนี้จะพบการสรางไนตริกออกไซด ก็ตอเม่ือกระตุนรวมกับ rIFN-gamma, T 
cell และไซโทไคนเทานั้น (Hanano and Kaufmann,1995; Saito and Nakano, 1996, Aldwell et al., 
2002) เชนเดียวกับการศึกษาของ Selvakumar et al. (2007) พบวา monocyte ของสัตวทะเล ไมสราง
ไนตริกออกไซด ตอบสนองตอ M. marinum แตเมื่อกระตุนรวมกับ IFN- สามารถชักนําใหสราง
ไนตริกออกไซดไดแตก็ยังอยูในระดับต่ํา  

 
                                        สวนการผลิตไนตริกออกไซดของ macrophage ตอบสนองตอกรดไมโคลิกนั้น 
เกิดจากกรดไมโคลิกท่ีประกอบดวย glycolipid เปน ligand จับไดท้ัง TLR 2 และ TLR 4 บนเย่ือหุม 
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เซลล macrophage, neutrophil และ dendritic cell การจับกันนี้เปนการนําสัญญาณภายในเซลลให
เกิดการสรางไนตริกออกไซดขึ้น (Shoutaro et al., 2000; Johanna et al., 2005 )  
 
                  ไนตริกออกไซดเปนอนุมูลอิสระที่มีความเขมขนสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับ
อนุมูลอิสระชนิดอื่น ๆ ท่ี macrophage สรางขึ้นหลังจากกระตุนดวยกรดไมโคลิก (ตารางท่ี 1) 
ดังนั้นไนตริกออกไซด อาจจะเปนอนมูุลอิสระหลักที่ใชในการตอตาน Mycobacterium ดังนั้นถา
สามารถทําใหกรดไมโคลิกท่ีผนังเซลลจับกับ macrophage ไดก็เปนไปไดท่ีไนตริกออกไซดจะ
สามารถทําลาย Mycobacterium ซึ่งโอภา และคณะ (2549) พบวาไนตริกออกไซดสามารถทํา
ปฏิกิริยากับออกซิเจนไดเปนไนโตรเจนออกไซด (NO2) ซึ่งเปนสารพิษทํางานไดโดยตรงที่ความ
เขมขนตํ่า และเปนสารออกซิไดซท่ีแรง  
 
                    1.3.2  การผลิตไนตริกออกไซดของ macrophage หลังการกระตุนดวย E. coli  และ 
LPS 

                      
                จากผลการทดลอง macrophage ผลิตไนตริกออกไซดตอบสนองตอ E. coli นั้น

เนื่องจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ เชน E. coli ประกอบดวย LPS ซึ่งเปน ligand จับกับ TLR 4 
ของ macrophage อยางจําเพาะ ซึ่งในการจับกันนี้ตองอาศัยโปรตีน MD2 รวมดวย (David and 
Barton, 2001; Katharina et al., 2003; Takeda et al., 2003; Maria et al., 2009) หลังจากการจับกัน
สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล และเกิดการสราง iNOS ซึ่งเปนเอนไซมในการ
สังเคราะหไนตริกออกไซด (Bernhard et al., 2005) จากการตรวจสอบไนตริกออกไซด จาก 
macrophage ของสัตวน้ํา หลังจากกระตุนดวย E. coli พบการสรางไนตริกออกไซดออกมากําจัดเชื้อ 
ได (Tatsuo et al., 1995)  เชนเดียวกับ macrophage cell line หลังจากกระตุนดวย E. coli ที่พบไน
เตรต (NO3

-) และไนไตรท (NO2
-) ซึ่งเปนสาร intermediate ของไนตริกออกไซด (Radha et al., 

1997) รวมท้ังใน neutrophil จากปอดหนูท่ีมีการสรางไนตริกออกไซด หลังจากท่ีติดเชื้อ E. coli 
(Randal et al., 2002) 

 
                 สวนการผลิตไนตริกออกไซดตอบสนองตอ LPS นั้น เกิดขึ้นเชนเดียวกับการ

ตอบสนองตอ E. coli นั่นคือ LPS จับกับ TLR 4 บนเยื่อหุมเซลลของ macrophage ไดอยางจําเพาะ 
เกิดการนําสัญญาณภายในเซลล และสรางไนตริกออกไซด (David and Barton, 2001; Katharina et 
al., 2003; Maria et al., 2009) โดยพบวาเมื่อกระตุน macrophage จากปอดหนู และ macrophage  
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cell line จากหนู ดวย LPS พบวาเซลลทั้งสองสามารถสรางไนตริกออกไซด ออกมาได (Chen et al., 
2006; Sonja et al., 2008) เชนเดียวกับ macrophage cell line จากสัตวน้ํา และ macrophage จากไต
สวนหนาของปลา sea bass พบการสรางไนตริกออกไซด หลังจากกระตุนดวย LPS (Subbain et al., 
2007) และไนตริกออกไซดจะมีปริมาณเพ่ิมขึ้นไดเมื่อกระตุนรวมกับ macrophage activating factor 
(MAF) (Sarmento et al., 2004) ซึ่งกระบวนการทางชีวภาพ และกลไกการทําลาย ไดแก การสราง
ไนตริกออกไซด การสราง ROS ของปลาคลายกับสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม (Norman et al., 2001)  
 
                 ไนตริกออกไซดท่ี macrophage สรางขึ้นหลังจากกระตุนดวย E. coli และ LPS มีความ
เขมขนไมตางกัน (ตารางท่ี 1) เนื่องมาจาก E. coli และ LPS ตางก็สามารถจับกับ TLR 4 ของ 
macrophage ไดอยางจําเพาะ เกิดการนําสัญญาณในวิถีเดียวกัน 
 
                    1.3.3  การผลิตไนตริกออกไซดของ macrophage หลังการกระตุนดวย M. lacticola 
และ E. coli   
 

                 จากผลการทดลองท่ี macrophage สรางไนตริกออกไซดตอบสนองตอ E. coli 
แตไมตอบสนองตอ M. lacticola นั้นเนื่องจากผนังเซลลชั้นนอกสุดของ Mycobacterium โดยเฉพาะ
อยางย่ิง LAM เม่ือจับกับ TLR 2  สงผลให TLR 2 เกิดการกอกลาย ไมนําสัญญาณจึงทําใหไมเกิด
การเปลี่ยนแปลงภายในเซลล และไมเกิดการสราง iNOS ซึ่งเปนเอนไซมในการสังเคราะหไนตริก 
ออกไซด (Marcia and Lee 2002; Michael et al., 2004; Bernhard et al., 2005) แตตอบสนองตอ    
E. coli เนื่องจาก LPS ท่ีผนังเซลลเปน ligand จับกบั TLR 4 ของ macrophage อยางจําเพาะหลังจาก
การจับกันสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล จนเกิดการสราง iNOS ขึ้นได (Bernhard et al., 
2005) 
 
2.  กิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระภายใน macrophage ภายหลังการกระตุนดวย               
M. lacticola และ E. coli และหลังการสัมผัสกับแอนติเจนท่ีไดจากผนังเซลลของแบคทีเรีย 
 
 จากผลการทดลองท่ีพบกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระไดแก glutathione 
peroxidase (GSH-Px), Catalase (CAT) และ superoxide dismutase (SOD) ในกลุมควบคุม (ตารางท่ี 
2, 3 และ 4) เปนกิจกกรรมของเอนไซมตามปกติภายในเซลลเพ่ือรักษาสมดุลของอนุมูลอิสระซึ่ง 
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เปนผลจากปฏกิิริยาเคมี และกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล (Okezie, 1998; Valko et al., 
2006)  
 
 2.1  กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px  
         
                     2.1.1  กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย         
M. lacticola และกรดไมโคลิก 
 
                               จากผลการทดลองกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ภายใน macrophage ไมสูงขึ้น 
เมื่อกระตุน macrophage ดวย M. lacticola นั้น เนื่องจากหนาท่ีสําคัญของ GSH-Px คือกําจัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เพ่ือปองกันไมให ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมากเกินจนทําอนัตรายตอ
เซลล โดยการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปนน้ํากับแอลกอฮอล (Chen et al., 2003; Brent et 
al., 2004; Hasan et al., 2006) ดังนั้นเมื่อ M. lacticola ไมสามารถกระตุนให macrophage สราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดเพ่ิมขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (ตารางท่ี 1) จึงไมมีกิจกรรมของ
เอนไซมนีสู้งขึ้น สอดคลองกับการศึกษาของ Jawed et al., (2006) และ Prasad et al. (2008) ท่ี
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px จาก monocyte และเซลลเม็ดเลือดแดง หลังจากติดเชื้อ M. 
tuberculosis และ M. leprae พบวากิจกรรมของ GSH-Px ลดลงแตไมมีนัยสําคัญทางสถิต ิ 
 
                  สวนกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ใน macrophage สูงขึ้นหลังจากกระตุนดวย
กรดไมโคลิก เนื่องจากกรดไมโคลิกสามารถกระตุนให macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ออกมาได (Adams et al., 2000; Gao et al., 2003; David et al., 2005)  แตในปริมาณนอยเมื่อเทียบ
กลับกลุมอื่น ๆ (ตารางที ่1)  ดังนั้น macrophage จึงมีกิจกรรมของ GSH-Px สูงขึ้นเล็กนอยเม่ือเทียบ
กับกลุมควบคุมแตก็อาจเพียงพอในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดสวนเกินเพ่ือใหอยูในระดับท่ี
ไมเปนอันตราย 
 
                 ดังนั้นกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px เพ่ิมขึ้นเฉพาะเมื่อกระตุนดวยกรดไมโคลิก
เทานั้นก็เนื่องจากกรดไมโคลิกสามารถกระตุนให macrophage ผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ออกมาไดเพ่ิมมากขึ้นจากมแทบอลิซึมปกติของเซลล  
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                     2.1.2  กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย E. coli 
และ LPS 
              
                               กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px สูงขึ้นมากในกลุมท่ีกระตุนดวย  E. coli และ 
LPS นั้น เนื่องมาจากผนังเซลลของ E. coli สามารถกระตุนเอนไซม NADPH oxidase บนเยื่อหุม
เซลลของ macrophage ใหสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขนสูงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
และกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก (ตารางท่ี1) ดังนั้น GSH-Px จึงกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ใหอยูในระดับท่ีไมเปนอันตรายตอเซลล (Christian et al., 2000; Chen et al., 2003; Sarmento et al., 
2004; Hasana et al., 2006) จากการวัดกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ใน macrophage ของสัตวน้ํา 
หลังจากติดเชื้อ E. coli พบการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px 
สูงขึ้น (Roberto et al., 1995) เชนเดียวกับไตของหนูมีกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px สูงขึ้น
หลังจากติดเชื้อ E. coli (Celik et al., 2007) 
 
                  สวนกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ท่ีสูงขึ้นใน macrophage หลังจากกระตุน
ดวย LPS เนื่องมาจาก LPS สามารถกระตุนให macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ผาน
ทางการเติมหมูฟอสเฟตใหกับเอนไซม NADPH oxidase เปนเชนเดียวกับกระตุนดวย E. coli 
(Samantha et al., 2009; Zhao et al., 2010) จากการวัดกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ของ 
macrophage จากปอดเปรียบเทียบกับ monocyte ในกระแสเลือด หลังจากกระตุนดวย LPS พบวา 
macrophage จากปอดมีการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและมีกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px สูง
กวาท่ีพบใน monocyte  (Brent et al., 2004) เชนเดียวกับ phagocyte จากตับหลังจากกระตุนดวย 
LPS มีกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px สูงกวาที่พบใน endothelial cell (Spolarics, 1996) รวมท้ัง 
Kuffer cell หลังจากกระตุนดวย LPS มีการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพ่ิมขึ้น และพบปริมาณ 
glutathione ซึ่งเปนสารตัวกลางท่ีเขารวมปฏิกิริยาของ GSH-Px เพ่ิมมากขึ้น (Spolarics and Jun, 
1997)  
 

                 กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ท่ีสูงขึ้นมากในกลุมท่ีกระตุนดวย E. coli และ 
LPS เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม กลุมที่กระตุนดวย M. lacticola และกลุมท่ีกระตุนดวยกรดไมโคลิก
(ตารางท่ี 2) เนื่องมาจาก LPS ท้ังท่ีอยูในรูปของสารละลาย และอยูบนผนังเซลลนอกสุดของ E. coli 
สามารถกระตุนให macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขนขนสูงออกมา ดังนั้น 
macrophage จึงตองเพ่ิมกิจกรรมของ GSH-Px ใหสูงขึ้นตาม เพ่ือปองกันตนเองจากไฮโดรเจนเปอร 
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ออกไซดไมใหสูงเกินสมดุล และทําอันตรายตอเซลล  ดังนั้นเซลลจึงมีกลไกเพ่ือควบคุมปริมาณ 
อนุมูลอิสระไมใหสูงจนเกิดอันตราย (โอภา และคณะ, 2549) 

 
       2.1.3  กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย M. 

lacticola และ E. coli 
 
                               กิจกรรมของเอนไซม GSH-Px ท่ีไมสูงขึ้นหลังจากกระตุนดวย M. lacticola แต 
สูงขึ้นอยางมากเม่ือกระตุนดวย E. coli เนื่องมาจาก M. lacticola ไมสามารถกระตุนให macrophage 
สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพ่ิมมากขึ้นได  ดังนั้นจึงไมมีกิจกรรมของ GSH-Px เพ่ิมขึ้นจากเดิม
ในการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด แต E. coli นั้นสามารถกระตุน macrophage ใหสราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาได ในความเขมขนสูงเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม และกลุมท่ีกระตุน
ดวยกรดไมโคลิก (ตารางท่ี 1) ดังนั้นเอนไซม GSH-Px จึงตองกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีสูง
เกินปกติ เพ่ือไมใหเกิดอันตรายตอเซลล สอดคลองกับการศึกษาของ Celik et al. (2007) พบวาหนู
หลังติดเชื้อ E. coli มีการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและมีกิจกรรมของเอนไซด GSH-Px สูงขึ้น
ตามมาภายหลัง  
 
                  การท่ีพบกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px สูงขึ้นในทุกกลุมยกเวนกลุมท่ีกระตุน
ดวย M. lacticola เนื่องมาจากทุกกลุมนั้นสามารถกระตุนให macrophage สรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดออกมาไดในปริมาณสูงกวาระดับปกติของเซลล ถาสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมา
ในปริมาณนอยกิจกรรมของเอนไซม GSH-Px สูงขึ้นจากระดับปกติไมมาก อาจเนื่องมาจาก GSH-
Px เพียงเล็กนอยก็สามารถกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดสวนเกินได เชนเดียวกับกลุมท่ีสามารถ
กระตุนให macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาไดมากกวาระดับปกติมากกิจกรรม
ของเอนไซม GSH-Px สูงขึ้นมากตามไปดวย ท้ังนี้เพ่ือกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดอยาง
รวดเร็ว เพ่ือไมใหเกิดอันตรายตอเซลล          
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 2.2  กิจกรรมของเอนไซม CAT  
    
                     2.2.1  กิจกรรมของเอนไซม CAT ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย              
M. lacticola และกรดไมโคลิก 
 
                               จากการท่ีกิจกรรมของเอนไซม CAT ภายใน macrophage ไมสูงขึ้นหลังจาก
กระตุน macrophage ดวย M. lacticola นั้น เนื่องจาก CAT มีหนาท่ีสําคัญในการกําจัด ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด เพ่ือไมใหไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพิ่มสูงขึ้นจนทําอันตรายตอเซลล โดยเปลี่ยน
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปนน้ํากับออกซิเจน (Rukmini et al., 2004;  Kang et al., 2006) ดังนั้น
เมื่อ M. lacticola ไมสามารถกระตุน macrophage ใหสราง ROS เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด เพ่ิม
มากขึ้นจากเดิมได ดังนั้นกิจกรรมของเอนไซมท่ีพบนี้จึงเปนกิจกรรมของเอนไซมท่ีเกิดขึ้นตามปกติ
ของเซลล ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Wang et al. (1998) ท่ีกระตุน macrophage ของสัตวน้ํา
ดวย M. smegmatis พบวาไมการแสดงออกของยีน catalase-peroxidase (KatG) ซึ่งเปนยีนท่ี
เกี่ยวของกับการสรางเอนไซม CAT  
 
                  สวนกรดไมโคลิกนั้นสามารถกระตุน macrophage ใหสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดออกมาได แมในปริมาณนอย เม่ือเทียบกับกลุมท่ีกระตุนดวย E. coli และ LPS (ตารางท่ี 1) 
เอนไซม CAT จึงมีกิจกกรรมสูงขึ้นเล็กนอยเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตก็อาจจะเพียงพอท่ีจะกําจัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหอยูในระดับสมดุลได 
 
                     2.2.2  กิจกรรมของเอนไซม CAT ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย E. coli 
และ LPS 

             
                              จากผลการทดลองกิจกรรมของเอนไซม CAT ภายใน macrophage สูงขึ้น เม่ือ
กระตุนดวย E. coli และ LPS เนื่องจาก ผนังเซลลของ E. coli สามารถกระตุนเอนไซม NADPH 
oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ macrophage ใหเกิดการสรางและปลอยไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(Sarmento et al., 2004; Christian et al., 2000) ซึ่งถาระดับไฮโดรเจนเปอรออกไซด สูงมากเกินจะ
ทําอันตรายตอเซลลได ดังนั้นเอนไซม CAT จึงทําหนาที่กําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดไมใหสูงเกิน 
โดยการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดไปเปนน้ํา กับออกซิเจน (Kang et al., 2006) ดังนั้นเม่ือทั้ง 
E. coli และ LPS กระตุน macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาไดในปริมาณมากกวา
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กลุมควบคุม (ตารางท่ี 1) กิจกรรมของเอนไซม CAT จึงตองสูงขึ้นมากกวาปกติ ซึ่งสอดคลองกับ
การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม CAT จากเนื้อเยื่อของหนูและ cell lysated หลังจากติดเชื้อ E. coli 
พบวากิจกรรมของเอนไซม CAT ในเซลลท้ังสองเพ่ิมสูงขึ้น (Yao et al., 2006; Celik et al., 2007)  
 

                 สวนกิจกรรมของเอนไซม CAT ภายใน macrophage ที่สูงขึ้นเมื่อกระตุนดวย 
LPS เนื่องมาจาก LPS สามารถกระตุนให macrophage ผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาไดมาก
ขึ้นเชนเดียวกับหลังติดเชื้อ E. coli ดังนั้นเอนไซม CAT จึงตองกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหอยู
ในระดับสมดุล ซึ่งสอดคลองกับ Samantha and Amanda, (2009) และ Zhao et al. (2010) ท่ีใช LPS 
กระตุน macrophage พบการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาไดในความเขมขนสูง และ
กิจกรรมของ CAT ก็สูงขึ้นตามไปดวย และจากตรวจวัดปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ
กิจกรรมของเอนไซม CAT ของ monocyte ในกระแสเลือด รวมท้ัง Kupffer cell, phagocyte และ 
macrophage จากปอดนกพิราบ หลังจากกระตุนดวย LPS พบวาเซลลท้ังสามสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดออกมาไดในปริมาณสูง จึงทําใหมีกิจกรรมของเอนไซม CAT เพ่ิมสูงขึ้นดวย เพื่อกําจัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหอยูในระดับท่ีไมเปนอันตรายตอเซลล  (Zoltan และ Jun, 1997; 
Spolarics, 1996) นอกจากนี ้Brent et al. (2004) วัดกิจกรรมของเอมไซม CAT ใน macrophage จาก
ปอด และ monocyte ในกระแสเลือด หลังจากกระตุนดวย LPS พบวา macrophage จากปอดมี
ปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกิจกรรมของเอนไซม CAT สูงกวา monocyte ในกระแสเลือด 
เนื่องจาก macrophage ขนาดใหญ และมีประสิทธิภาพการทําลายสูงกวา monocyte 

 
                 CAT เปนเอนไซมอีกชนิดหนึ่งที่ควบคุมระดับไฮโดรเจนเปอรออกไซดไมให

สูงจนเปนอันตรายตอเซลล และรางกาย (โอภา และคณะ, 2549) เมื่อ macrophage สรางไฮโดรเจน
เปอรออกไซดท่ีมีความเขมขนสูงออกมา หลังจากที่กระตุนดวย E. coli และ LPS (ตารางที่ 1) ซึ่ง
ปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ีสูงดังกลาว ทําใหเซลลตองมีกิจกรรมของ CAT สูงขึ้นตามไป
ดวย เพ่ือใชในการเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดอยางรวดเร็ว  

 
       2.2.3  กิจกรรมของเอนไซม CAT ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย               

M. lacticola และ E. coli  
 
                 จากผลการทดลองกิจกรรมของเอนไซม CAT ท่ีไมเพ่ิมขึ้นเม่ือกระตุนดวย       

M. lacticola แตสูงขึ้นมากเม่ือกระตุนดวย E. coli เนื่องจาก M. lacticola ไมสามารถกระตุนให 
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macrophage สรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดได (ตารางท่ี1) ดังนั้นจึงไมมีกิจกรรมของเอนไซม CAT 
สูงขึ้นจากระดับปกติเพ่ือกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด แต E. coli กระตุนให macrophage สราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกมาได เอนไซม CAT จึงตองมีกิจกรรมที่สูงขึ้นกวาปกติมาก เพื่อกําจัด
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไมใหเกิดอันตรายตอเซลล เชนเดียวกับหนูท่ีติดเชื้อ E. coli พบกิจกรรม
ของเอนไซด CAT สูงมากขึ้น (Celik et al., 2007) 

 
2.3  กิจกรรมของเอนไซม SOD  
 

                     2.3.1  กิจกรรมของเอนไซม SOD ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย              
M. lacticola และกรดไมโคลิก 
                      

                 จากผลการทดลอง macrophage หลังการกระตุนดวย M. lacticola พบวา         
กิจกรรรมของเอนไซม SOD ไมเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม ซึ่งกิจกรรมของเอนไซม SOD 
ท่ีพบในกลุมท่ีกระตุนดวย M. lacticola นั้น เปนกิจกรรมของเอนไซมนี้ท่ีเกิดขึ้นตามปกติของเซลล 
ซึ่งเอนไซม SOD มีบทบาทความสําคัญในการรักษาสมดุลของซุปเปอรออกไซด แอนไอออนใหอยู
ในระดับสมดุล เพ่ือไมใหทําอันตรายตอเซลล (Cabec et al.,2000; Kelly et al., 2003; Subbian et 
al., 2007) ดังนั้นเม่ือ M. lacticola ไมกระตุนให macrophage สรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน 
เพ่ิมมากขึ้นได  จึงไมพบกิจกรรมของเอนไซมนี้สูงขึ้น เชนเดียวกับการศึกษาของ Battistoni (2003) 
พบวากิจกรรมของเอนไซม SOD ของเซลลในกลุมควบคุมกับกลุมเซลลท่ีติดเชื้อ Mycobacterium มี
กิจกรรมของเอนไซม SOD ไมแตกตางกัน  
 
                  สวนการท่ีพบกิจกรรมของเอนไซม SOD ภายใน macrophage เม่ือกระตุนดวย
กรดไมโคลิก เนื่องจากกรดไมโคลิกกระตุนให macrophage สรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน
ออกมาได แตมีปริมาณนอยเมื่อเทียบกบักลุมที่กระตุนดวย E. coli และ LPS (ตารางท่ี 1) ดังนั้น
กิจกรรมของเอนไซม SOD ภายใน macrophage จึงสูงขึ้นเล็กนอยเม่ือเทียบกับกลุมท่ีกระตุนดวย   
E. coli และ LPS (ตารางท่ี 4) แตก็อาจเพียงพอในการกําจัดซุปเปอรออกไซด แอนไอออนท่ีเกิดขึ้น
จากการกระตุนได 
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       2.3.2  กิจกรรมของเอนไซม SOD ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย E. coli 
และ LPS 

 
                               การที่กิจกรรมของเอนไซม SOD เพ่ิมขึ้นภายใน macrophage ถูกกระตุนดวย    
E. coli และ LPS เนื่องจากผนังเซลล E. coli ท่ีประกอบดวย LPS สามารถกระตุนเอนไซม NADPH  
oxidase บนเยื่อหุมเซลลของ macrophage ใหเกิดการสรางและปลอยซุปเปอรออกไซด แอนไอออน 
ออกมา (Sarmento et al., 2004; Karen and Forman, 2007) เมื่อ E. coli กระตุนให macrophage 
สรางปลอยซุปเปอรออกไซด แอนไอออนไดมากขึ้นกวาระดบัปกติของเซลล (ตารางท่ี 1) ดังนั้น
เพ่ือปองกันไมใหระดับซุปเปอรออกไซด แอนไอออน สูงเกินจนทําอันตรายตอเซลล เอนไซม SOD 
จึงตองมีกิจกรรมสูงขึ้นเพ่ือกําจัดซุปเปอรออกไซด แอนไอออนท่ีเกิดขึ้นใหอยูในระดับปกติ 
(Christine et al., 1999) เชนเดียวกับกิจกรรมของเอนไซม SOD ของ cell lysated และเนื้อเยื่อจาก
หนู หลังจากกระตุนดวย E. coli พบวาซุปเปอรออกไซด แอนไอออน สูงขึ้นรวมท้ังกิจกรรรม
เอนไซม SOD ก็สูงขึ้นดวย (Yao et al., 2006; Celik et al., 2007) และจากการศึกษาของ Moshe et 
al. (2003) พบวา macrophage จากปอดหนู หลังกระตุนดวย LPS มีการสราง ROS และมีกิจกรรม
ของเอนไซม SOD เพิ่มสูงขึ้น  
 
                  สวนกิจกรรมของเอนไซม SOD ท่ีสูงขึ้นหลังกระตุน macrophage ดวย LPS นั้น
เปนเชนเดียวกับการกระตุนดวย E. coli เนื่องมาจาก LPS สามารถกระตุนให macrophage สราง
ซุปเปอรออกไซด แอนไอออนความเขมขนสูง เมื่อเทียบกับกลุมที่กระตุนดวยกรดไมโคลิก (ตาราง
ท่ี 1) ดังนั้นเอนไซม SOD จึงกําจัดซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ท่ีมากเกินไป กอนที่จะเปน
อันตรายตอเซลล สอดคลองกับ Russell et al. (2004) พบวาเม่ือกระตุน macrophage จากปอด ดวย 
LPS มีการสรางอนุมูลอิสระขึ้นมา จากนั้นเอนไซม SOD ก็มีกิจกรรมสูงขึ้นเพ่ือกําจัดอนุมูลเหลานั้น 
และจากการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม SOD จากปอดหนู หลังกระตุนดวย LPS พบการสราง
ซุปเปอรออกไซด แอนไออนสูงขึ้น รวมท้ังยังพบการสังเคราะหเอนไซม Cu-Zn SOD สูงขึ้นดวย
เชนกัน (Jawaid, 1989) เชนเดียวกับการศึกษาของ Spolarics et al. (1996) พบวา endothelial cell 
และ Kuffer cell ของหนู หลังจากกระตุนดวย LPS พบวามีการสราง ROS สูงขึ้นทําใหมีกิจกรรม
ของเอนไซม SOD สูงขึ้นเพ่ือกําจัด ROS ใหอยูในระดับท่ีไมสูงเกินไป 
 
                   จากการท่ี E. coli และ LPS สามารถกระตุนให macrophage สรางซุปเปอร
ออกไซด แอนไอออน ความเขมขนสูงมากกวาเม่ือเทียบกับกลุมอื่น ๆ (ตารางท่ี 1) ทําให 
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macrophage ตองมีกิจกรรมของเอนไซม SOD สูงขึ้นอยางมากเพื่อกําจัดซุปเปอรออกไซด แอน
ไอออนไดอยางรวดเร็ว กอนท่ีจะเปนอันตรายตอเซลล ซึ่งเอนไซม SOD เปนเอนไซมชนิดแรกท่ีทํา
หนาท่ีกําจัดอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นเพ่ือเปลี่ยนซุปเปอรออกไซด แอนไอออนเปนไฮโดรเจนเปอร 
ออกไซดซึ่งจะถูกกําจัดตอไปโดยเอนไซม CAT และ GSH-Px เพ่ือควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระให
อยูในระดับสมดุล (โอภา และคณะ, 2549) 
 

       2.3.3  กิจกรรมของเอนไซม SOD ภายใน macrophage หลังการกระตุนดวย               
M. lacticola และ E. coli  
 
                               กิจกรรมของเอนไซม SOD ภายใน macrophage ท่ีไมสูงขึ้น เมื่อกระตุนดวย    
M. lacticola แตเพ่ิมขึ้นเม่ือกระตุนดวย E. coli เนื่องมาจาก macrophageไมสรางซุปเปอรออกไซด 
แอนไอออนเพิ่มขึ้นตอบสนองตอ M. lacticola ดังนั้นกิจกรรมของเอนไซม SOD จึงไมสูงขึ้น สวน
E. coli กระตุนให macrophage สรางซุปเปอรออกไซด แอนไอออน ออกมาในปริมาณมาก จึงพบ
กิจกรรมของเอนไซม SOD สูงมากขึ้น เพ่ือควบคุมความเขมขนของซุปเปอรออกไซด แอนไอออน
ใหอยูในระดับท่ีไมเปนอันตรายตอเซลล 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 จากการศึกษากระบวนการ respiratory burst ของ macrophage ปลานิล Oreochromis 
niloticus พบวา macrophage ตอบสนองตอกรดไมโคลิก และ LPS ซึ่งเปนแอนติเจนพบท่ีผนังเซลล
ของแบคทีเรีย และการตอบสนองตอ E. coli โดยการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด มีความเขมขน
เฉลี่ย 2.19±0.2, 11.06±0.16 และ10.87±0.05 นาโนโมลตอมิลลลิิตร ตามลําดับ ซุเปอรออกไซด 
แอนไอออนมีความเขมขนเฉลี่ย 2.09±0.15, 29.54±1.56 และ 29.63±0.71 นาโนโมลตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ และไนตริกออกไซด มีความเขมขนเฉลี่ย 4.44±1.4, 17.09±0.69 และ16.52±0.28 นาโน
โมลตอมิลลลิิตร ตามลําดับ แต macrophage ไมตอบสนองตอ M. lacticola เนื่องจากไมพบมีสราง
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซุเปอรออกไซด แอนไอออน และไนตริกออกไซด เนื่องจาก M. lacticola 
สามารถขัดขวางกระบวนการ respiratory burst ได 
 
 กิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระไดแก GSH-Px, CAT, SOD ภายใน macrophage 
สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อกระตุนดวยกรดไมโคลิก LPS  และ E. coli  โดย GSH-Px มี
ความเขมขนเฉลี่ย 124.48±11.67, 275.66±13.07 และ280.48±3.91  มิลลิยูนิต ตามลําดับ กิจกรรม
ของ CAT เฉลี่ย 115.60±1.67, 255.26±3.16 และ 258.48±0.99 มิลลิยูนิต ตามลําดับ และกิจกรรม
ของ SOD เฉลี่ย 124.67±3.65, 250.48±4.20 และ256.99±5.07 มิลลิยูนิต ตามลําดับ กิจกรรมของ
เอนไซมตานอนุมูลอิสระท่ีสูงขึ้นก็เนื่องมาจาก macrophage พยายามกําจัดอนุมูลอิสระท่ีสูงขึ้นเพ่ือ 
ไมใหทําอันตรายตอเซลล แตกิจกรรมของเอนไซมตานอนุมูลอิสระภายใน macrophage หลัง
กระตุนดวย M. lacticola ไมสูงขึ้นเนื่องจาก M. lacticola ไมไดกระตุนให macrophage สรางอนุมูล
อิสระเพ่ิมมากขึ้นกวาปกต ิ
 
 แบคทีเรีย Mycobacterium ตานทานการทําลายของ macrophage ท้ังการยอยสลายดวย
เอนไซมภายในเซลล และกระบวนการ respiratory burst ไดทําให Mycobacterium สามารถเจริญอยู
ไดภายใน macrophage จึงควรศึกษาหาแนวทางการเพ่ิมประสิทธิภาพการทําลายใหกับ macrophage 
เชน การเพิ่มความสามารถในการเชื่อมรวมกันระหวาง phagosome และไลโซโซมเปน phagosome 
เมื่อเกิดกระบวนการ phagocytosis แลว เอนไซมตาง ๆ ภายในไลโซโซมอาจสามารถยอยทําลาย 
Mycobacterium ได  รวมท้ังหาแนวทางการทําลาย LAM ท่ีผนังเซลลของ Mycobacterium อาจทํา
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ให macrophage สามารถทําลาย Mycobacterium ได เนื่องจาก LAM ยับย้ังการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันและกระบวนการ respiratory burst ของ macrophage ได
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การนับจํานวนเม็ดเลือดขาว  
(ภาควิชาจุลทรรศนคลินิก คณะเทคนิคการแพทยมหาวิทยาลัยขอนแกน, 2547) 
 
 อุปกรณและน้ํายา 
 
 1.  ปเปตตนับเม็ดเลือดขาว 
 2.  ลูกยางเบอร 6 หรืออุปกรณดูดเลือดดวยปเปตตขนาดเล็ก 
 3.  แผนแกวนับเม็ดเลือดและกระจกปดทับมาตรฐาน 
 4.  เครื่องเขยาผสมเม็ดเลือด 
 5.  กลองจุลทรรศน 
 6.  น้ํายาเจือจางเม็ดเลือดขาว Turk’s solution  ซึ่งมีสวนประกอบดังนี ้
  Glacial acetic acid (CH3 COOH)      3 มิลลิลิตร 
  1% (w/v) aqueous gentian vioilet      1 มิลลิลิตร 
  เติมน้ํากลั่นจนครบ     100  มิลลิลิตร 
 
 วิธีการ 
 
 1.  ผสมเลือดท่ีมีสารกันเลือดแข็งใหเขากัน แลวดูดเลือดจากขวดเขาในปเปตตนับ        
เม็ดเลือดขาวใหถึงขีด 0.5 พอดี ขณะดูดเลือดใหปเปตตอยูในลักษณะเกือบเปนแนวต้ัง 
 2.  เช็ดคราบเลือดดานนอกปเปตตใหสะอาด ดูดน้ํายาเจือจางเม็ดเลือดขาวถึงขีด 11  
 3.  จับปเปตตใหอยูในแนวราบ ใชนิ้วปดปลายปเปตตไว แลวถอดลูกยางหรืออุปกรณ    
ดูดเลือดดวยปเปตตขนาดเล็กออก 
 4.  จับปเปตตโดยปดปลายท้ังสองขางดวยนิ้วหัวแมมือและนิ้วกลาง แลวสะบัดขอมือ     
ไปมานาน 5 นาที  
 5.  หยดสารละลายจากปเปตต 2 หยดแรกท้ิงไป  
 6.  หยดสารละลายหยดตอไปลงตรงรองของแผนแกวนับเม็ดเลือดท่ีปดกระจกปดทับ
มาตรฐานไวเรียบรอยแลวท้ังสองดาน โดยใหปเปตตทํามุมกับแผนแกวนับเม็ดเลือดประมาณ        
45 องศา ใชนิ้วชี้ปดปลายดานบนของปเปตตไว เพ่ือควบคุมใหสารละลายออกจากปเปตตเขาสู  
แผนแกวนับเม็ดเลือดพอดี จากนั้นต้ังท้ิงไว 2 นาที 
 7.  นับจํานวนเม็ดเลือดขาวดวยกลองจุลทรรศน 
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 การคํานวณ 
 
 จํานวนเม็ดเลือดขาว/ ลิตร  =  จํานวนเม็ดเลือดขาวท่ีนับได  dilution factor  106 
                                       ปริมาตรท่ีใชนับ (ไมโครลติร) 
 
 dilution factor คํานวณไดดังนี้  
 
 จากการเจือจางเลือดเพ่ือนับเม็ดเลือดขาว ดูดเลือดถึงขีด 0.5 และดูดน้ํายาเจือจางไปถึงขีด 11 
แตเลือดผสมกับน้ํายาจริงๆ ในบริเวณกระเปาะ 10 สวน  เพราะยังคงมีน้ํายาเจือจางอีก 1 สวน  
คางอยูในปเปตตและไมไดผสมกับเลือด ดังนั้นเลือดจึงถูกเจือจางไป 1: 20 และ dilution factor 
เทากับ 20 ปริมาตรท่ีใชนับเม็ดเลือดขาว คํานวณไดจากปริมาตรของแผนแกวนับเม็ดเลือดบริเวณท่ี
นับเม็ดเลือดขาว ดังนี ้
 
 ปริมาตรท่ีใชนับเม็ดเลือดขาว  =  พ้ืนที่  ความลึก  จํานวนชอง W ท่ีนับ 
            =  (1  1)  0.1  4 
             =  0.4 ลบ.มม. หรือประมาณ 0.4 ไมโครลิตร 
 
 ดังนั้น จํานวนเม็ดเลือดขาว/ ลิตร  =  N  20  106   =  N  50  106 
                                           0.4 
  
 N คือ จํานวนเม็ดเลือดขาวที่นับไดท้ัง 4 ชอง W     
 
การเตรียมสารละลาย phosphate buffer saline (กัลยาณ,ี 2548) 
 
 phosphate buffer saline (PBS) เปนสารละลายเกลือทําหนาท่ีรักษาสมดุล (balance salt 
solution) มีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร สามารถทํางานโดยไมมีคารบอนไดออกไซด และยังรักษาความ
ดันออสโมติกใหเหมาะสม เซลลจึงอยูรอดได แตเซลลไมสามารถเจริญเพิ่มจํานวนไดเนื่องจากไมมี
อาหาร จึงนิยมใชลางเซลล และแชเซลลในชวงระยะเวลาสั้น ๆ  
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 วิธีการเตรียม 
 
 1. ชั่ง sodium chloride (NaCl), potassium chloride (KCl), sodium dihydrogen phosphate 
(Na2HPO4) และ sodium dihydrogen phosphate (KH2PO4) จํานวน 8, 0.2, 1.25 และ0.2 กรัม 
ตามลําดับ 
 2. ละลายสารตาง ๆ ในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคา pH ใหได 7.4 
 3. บรรจุลงในขวดปลอดเชื้อแลวนําไปทําใหไรเชื้อดวยหมอนึ่งอัดไอที่ 120 องศาเซลเซียล 
นาน 20 นาที หรือกรองผาน membrane filter 0.2 ไมโครเมตร  
 
วิธีเตรียมสารละลาย potassium phosphate buffer 
 
      ผสมปริมาตรของ Na2HPO4 0.2 โมลาห กับปริมาตรของ NaH2PO4 0.2 โมลาห ตามตาราง 
แลวเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตรแลวตรวจสอบดวยเคร่ือง pH อีกครั้ง 
  
ตารางผนวกท่ี 1 การเตรียมสารละลาย potassium phosphate buffer 
 

pH Na2HPO4 ml NaH2PO4 ml 
6 30.75 219.25 
7 152.5 97.50 
8 236.75 13.25 

 
การเตรียมความขุนมาตรฐาน (McFarland nephelometer standard) 
 
 การเตรียมความขุนมาตรฐานตามวิธีของ McFarland ใชกรดซัลฟูลิค (H2SO4) และแบเรียม
คลอไรด (BaCl2) มีขั้นตอนดังนี ้
 
 1.  เตรียมกรดซัลฟูลิค 1 เปอรเซ็นต และแบเรียมคลอไรด 1 เปอรเซ็นต 
 2.  ผสมกรดซัลฟูลิค 1 เปอรเซ็นต และแบเรียมคลอไรด 1 เปอรเซ็นตในหลอดทดสอบใหม 
ๆ ท่ีไมมีรอยฝามัว และตองลางใหสะอาด การผสมสารท้ังสองในปริมาณเทาใดนั้นขึ้นอยูกับความ
ตองการวาจะเตรียมเปน McFarland tube number ท่ีเทาใดดังตาราง  



 

102 

ตารางผนวกท่ี 2 McFarland nephelometer standard 

 
การเตรียมสารละลาย phenol red (Edgar and Yana, 1980; Chable et al., 2005) 
 
 วิธี phenol red เปนการวัดปริมาณของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ี macrophage หรือ 
neutrophil ปลอยออกมาใน horseradish peroxidase โดยสีของ phenol red จะเปลี่ยนสีจากสีแดงเปน
สีเหลือง 
 
 สวนประกอบ 
 1. sodium chloride (NaCl) ความเขมขน 140 มิลลิโมลาร 
 2. phosphate buffer pH 7.0 ความเขมขน 10  มิลลิโมลาร 
 3. D-glucose (dextrose) 0.1 กรัมตอลิตร 
 4. phenol red 0.1 กรัมตอลิตร 
 5. horseradish peroxidase (HRPO) 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 วิธีเตรียม 
 
 1. ชั่งสวนประกอบตาง ๆ ตามตองการละลายใน potassium phosphate buffer pH 7.0 
 2. เทใสขวดและตรวจสอบ pH อีกคร้ัง เตรียมแลวควรใชวันตอวัน 
 
 
 
 
 
 

Tube number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1% BaCl2 (ml) 
1% H2SO4 (ml) 
Approx. cell density (x 108 / ml) 

0.1 
9.9 
3 

0.2 
9.8 
6 

0.3 
9.7 
9 

0.4 
9.6 
12 

0.5 
9.5 
15 

0.6 
9.4 
18 

0.7 
9.3 
21 

0.8 
9.2 
24 

0.9 
9.1 
27 

1 
9 
30 



 

103 

การเตรียมสารละลาย Griess reagent (Hey et al., 1995; Mathiesen et al., 2008) 
 
 การวัดปริมาณไนตริกออกไซดระหวางการเลี้ยงเซลลเปนการวัดปริมาณของไนไตรทท่ี
เพ่ิมขึ้นใหทําปฏิกิริยากับสารละลาย Griess reagent ซึ่งจะมีการเปลี่ยนสีจากไมมีสีเปนสีชมพ ูแลว
วัดสีโดยใชเคร่ือง spectrophotometer เรียกวิธีนี้วา Griess reaction assay  
 
 สวนประกอบ 
 
 1. sulfanilic acid (C6H7NO3S) 1 เปอรเซ็นต 
 2. N-(1-napthyl) ethylenediamine hydrochloride (NED; C12H7N2.2HCl) 0.1 เปอรเซ็นต 
 3. phosphoric acid (H3PO4) 2.5 เปอรเซ็นต  
 
 วิธีเตรียม 
 
 1. ชั่งสวนประกอบตาง ๆ ตามตองการ แลวละลายใน phosphoric acid 
 2. เทใสขวด เตรียมแลวควรใชวันตอวัน 

 
การเตรียมสารละลายวิเคราะห superoxide anion  (ดัดแปลงจาก Mathiesen et al., 2008) 
 
 สวนประกอบ 
 1. xanthine (C5H4O2) 0.5 มิลลิโมลาร 
 2. EDTA 0.3 มิลลิโมลาร 
 3. iodonitrotetrazolium formazanzolium violet (INT) 49 มิลลิโมลาร 
 4. xanthine oxidase 0.25 ไมโครกรัมตอลิตร 
 5. phosphate buffer pH 10.2 10 มิลลิโมลาร 
 
 วิธีการเตรียม 
 

 1.ชั่งสวนประกอบตาง ๆ ตามตองการ แลวละลายใน phosphate buffer pH 10.2 
 2. เทใสขวดและตรวจสอบ pH อีกคร้ัง เตรียมแลวควรใชเลยวันตอวัน 
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การเตรียมกราฟมาตรฐาน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogenperoxide standard curve) 
 
     1. เติมสารละลาย phenol red ลงหลอดวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer tube)  
    2. เติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 1,2 ,4, 6, 8, 10, 20, 40 และ 60 ไมโครโมลาห 
    3. บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มี คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต นาน 60 นาที 
    4. เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาณ 10 ไมโครลิตร  
    5. วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 610 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectronic 20 
Genesys) ใชสารละลาย phenol red เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาณ 10 
ไมโครลิตรต้ังคาศูนย (Set Blank)  

 
ตารางผนวกท่ี 3 คาดูดกลืนแสงของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ี 610 นาโนเมตร 
 

ความเขมขนไฮโดรเจนเปอรออกไซด(ไมโครโมลาห) คาการดูดกลืนแสงท่ี 610 นาโนเมตร 
1 0.003 
2 0.041 
4 0.153 
6 0.175 
8 0.198 

10 0.232 
20 0.428 
40 0.893 
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y = 0.0225x
R2 = 0.9957
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ภาพผนวกท่ี 1 กราฟมาตรฐานไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

การเตรียมกราฟมาตรฐานซุปเปอรออกไซดไอออน (superoxide anion Srandard curve)  
 

        1. เติมสารละลายวิเคราะห superoxide ion ลงหลอดวัดคาดูดกลืนแสง  
        2. เติมโพแทสเซียมซุปเปอรออกไซดท่ีความเขมขน10, 20, 40 และ 60 ไมโครโมลาห 
        3. บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต นาน 60 นาที  
        4. วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 505 นาโนเมตร ใชน้ํากลั่นต้ังคาศูนย  

 
ตารางผนวกท่ี 4 คาดูดกลืนแสงของโพแทสเซียมซุปเปอรออกไซดที ่505 นาโนเมตร 

 
ความเขมขนโพแทสเซียมซุปเปอรออกไซด (ไมโครโมลาห) คาการดูดกลืนแสงท่ี 505 nm 

10 0.412 
20 0.847 
40 1.467 
60 1.998 
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y = 0.035x
R2 = 0.9843
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ภาพผนวกท่ี 2 กราฟมาตรฐานซุปเปอรออกไซด แอนไอออน 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐานไนตริกออกไซด (nitric oxide standard curve)  
 
 1.  เติมสารละลาย Griess reagent ลงหลอดวัดคาดูดกลืนแสง  
 2. เติมไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 5, 10, 20, 40 และ 60 ไมโครโมลาห  
 3. บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต นาน 60 นาที  
 4. วัดคาการดูดกลืนแสง (Spectronic 20 Genesys) ท่ี 540 นาโนเมตร น้ํากลั่นตั้งคาศูนย  
 
ตารางผนวกท่ี 5 คาดูดกลืนแสงของไนตริกออกไซดที ่540 นาโนเมตร 
 

ความเขมขน ไนตริกออกไซด  (ไมโครโมลาห) คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 
5 0.093 
10 0.234 
20 0.514 
40 1.051 
60 1.328 
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y = 0.0235x
R2 = 0.9853
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ภาพผนวกท่ี 3 กราฟมาตรฐานไนตริกออกไซด 
 
การเตรียมกราฟมาตรฐานกิจกรรมเอนไซม catalase 
 
 1. เตรียมฟอรมาลดีไฮดมาตรฐาน (formaldehyde) โดยดูดฟอรมาลดีไฮดความเขมขน 4.25 
ไมโครโมลารมา 10 ไมโครลิตรแลวเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอร 9.99 มิลลิลิตร  
 2. เตรียมสารละลายฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ ดังตาราง 

 
หลอดท่ี ฟอรมาลดีไฮด 

(ไมโครลิตร) 
บัฟเฟอร 

(ไมโครลิตร) 
ความเขมขนของฟอรมาลดีไฮด  

(ไมโครโมลาร) 
1 0 1,000 0 
2 10 990 5 
3 30 970 15 
4 60 940 30 
5 90 910 45 
6 120 880 60 
7 150 850 75 
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 3.  เติมบัฟเฟอรปริมาณ 100 ไมโครลิตร เมทานอล 30 ไมโครลิตร และ สารละลาย
ฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ ตามลําดับลงใน microplate หลุม 1 A ถึง 1 G 

 
 4.  เติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 8.82 โมลาห 

ปริมาตร  40 ไมโครลิตรกับน้ํากลั่นปริมาตร 9.96 มิลลิลิตร) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในแตละ
หลุม ปด plate แลวบมบนเครื่องเขยา (Biotek, PowerWave 340) ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 20 นาที 
จากนั้นเติม โฟแทสเซียม ไฮดรอกไซด ปริมาณ 30 ไมโครลิตร และเพอรพาลด ปริมาณ 30  
ไมโครลิตรลงในแตละหลุม ปด plate แลวบมบนเครื่องเขยา ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 10 นาที 
 
 5.  เติม โพแทสเซียม เปอรริโอเดท ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ปด plate เอาเขาเคร่ือง 
microplate reader (Biotek, Powerwave 340) เขยา 5 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง อานคาท่ี 540 นาโนเมตร 
 
 6.  เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของฟอรมาลดีไฮดกับคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
 

ความเขมขนฟอรมาลดีไฮด    (ไมโครโมลาร) คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
5 0.0395 

15 0.125 
30 0.284 
45 0.409 
60 0.5665 
75 0.7745 

 



 

109 

y = 0.0103x - 0.0272
R2 = 0.9936
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ภาพผนวกท่ี 4 กราฟมาตรฐานกิจกรรมของเอนไซม catalase  
 
 การคํานวณอัตราของปฏิกิริยา  
 
 1. ความเขมขนของ formaldehyde ในตัวอยางคํานวณโดยสูตร 
 

formaldehyde (µM) = 
ความชัน

 Yจุดตัดแกน-ยางแสงของตัวอคาดูดกลืน x 8.5 มิลลิลิตร  

 
 2. การทํางานของเอนไซม catalase ในตัวอยางคํานวณโดยสูตร 
 

catalase activity      =  
min20

)( mdeformaldehy   x Sample Dilution =  nmol / min / ml 
 

การเตรียมกราฟมาตรฐานกิจกรรมเอนไซม superoxide dismutase 
 
 1. เตรียมสารละลายมาตรฐานโดยเติมน้ํากลั่นลงในขวด superoxide dismutase ปริมาณ 10 
มิลลิลิตร จากนั้นเตรียมสารละลาย superoxide dismutase ความเขมขนตาง ๆ ดังตาราง 
 

 



 

110 

หลอดท่ี ปริมาณสารละลายมาตรฐาน  ปริมาณบัฟเฟอร 
 (มิลลิลิตร) 

1 ไมเจือจาง - 
2 5 มิลลิลิตร ของหลอดท่ี 1 5 
3 5 มิลลิลิตร ของหลอดท่ี 2 5 
4 5 มิลลิลิตร ของหลอดท่ี 3 5 
5 3 มิลลิลิตร ของหลอดท่ี 4 6 

 
 2. ปเปตสารละลายมาตรฐานหลอดท่ี 1  และสารละลายผสมระหวาง xathine กับ 2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetratazolium chloride ปริมาตร 30 และ1,000 ไมโครลิตร
ตามลําดับ ผสมใหเขากันโดยการใชปเปตดูดขึ้นลง 2 -3 ครั้ง วางหลอดทดลอง (cuvelte) ลงใน
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง จากนั้นเติม  xanthine oxidase  ปริมาณ 150 ไมโครลิตรอานคาดูดกลืน
แสงที่ 505 nm เม่ือถึงเวลา 30 วินาทีใหกด zero แลวท้ิงไว 3 นาที จึงอานคาอีกครั้ง คํานวณหาอัตรา
ปฏิกิริยาของสารละลายมาตรฐานจากสูตร 

 

อัตราของปฏิกิริยาตอนาที = 3
สามแสงนาทีท่ีคาดูดกลืน  

 
 3. ปเปตสารละลายมาตรฐานหลอดท่ี 2-5  และสารละลายผสมระหวาง xathine กับ 2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetratazolium chloride ปริมาณ 30 และ1,000 ไมโครลิตร
ตามลําดับ ผสมใหเขากันโดยการใชปเปตดูดขึ้นลง 2 -3 ครั้ง วางหลอดทดลอง (cuvelte) ลงใน 
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง จากนั้นเติม  xanthine oxidase  ปริมาณ 150 ไมโครลิตร อานคาดูดกลืน
แสงที่ 505 nm เม่ือถึงเวลา 30 วินาทีใหกด zero แลวท้ิงไว 3 นาที จึงอานคาอีกครั้ง อัตราเร็วท้ังหมด
ของปฏิกิริยาในสารมาตรฐาน ตองแปลงไปเปนเปอรเซ็นถูกยับยัง้จากสูตร 
 

เปอรเซ็นการยับยั้ง = 100 - มาตรฐานริยาของสารอัตราปฏิกิ
) 100   ีอจางตอนาทมาตรฐานเจืริยาของสารอัตราปฏิกิ ( 

  

 
 4. เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง เปอรเซ็นตการยับย้ังของแตละสารมาตรฐานกับ 
log10 ความเขมขนของเอนไซม superoxide dismutase 
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 เปอรเซ็นตการยับยั้ง log10 ความเขมขนของ superoxide dismutase (มิลลิยูนิต) 
-0.777 10.417 
-0.2999 34.722 

0.001084 49.767 
0.302114 67.13 
0.603144 81.481 

 

y = 51.867x + 50.473
R2 = 0.9994
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ภาพผนวกท่ี 5 กราฟเปอรเซ็นการยับยั้ง log ความเขมขนของ superoxide dismutase 
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