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คํานํา 

 
การทําลายสารพันธุกรรมหรือดีเอ็นเอ (DNA damage) ภายในเซลล  อาจเกิดจากการไดรับ

อันตรายจากปจจัยทางกายภาพ (physical agent) ไดแก รังสี แสงอัลตราไวโอเลต และปจจัยทางเคมี 
(chemical agent) ไดแก สารพิษที่มีผลตอดีเอ็นเอ (genotoxin) อันเปนสาเหตุสําคัญของการเปลี่ยน 
แปลงสารพันธุกรรมในนิวเคลียส  และมีผลโดยตรงตอความผิดปกตหิรือการถูกทําลายของสาร
พันธุกรรมโดยเฉพาะเซลลยูแคริโอติก  นอกจากนี ้genotoxin ยังเปนสาเหตุของความผิดปกติของ
โครโมโซม (chromosome abnormality) เชน การแตกหกัของโครโมโซม (chromosome fragment)  
การจัดเรียงตัวใหมของโครโมโซม (chromosome rearrangement)  หรือการสูญหายของโครโมโซม 
(chromosome loss) เปนตน  รวมทั้งเกิดจากความผิดปกติของเสนใยสปนเดิล (spindle fiber) และ 
เซนโทรเมียร (centromere)  ซ่ึงความผิดปกติดังกลาวเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคมะเร็งหรือ
การชราภาพ (aging) ของเซลล (Fenech, 2000)   
 
 Heddle (1973) และ Schmid (1975) ศึกษาโครโมโซมที่ถูกทําลาย โดยประเมินผลจากการ
เกิดไมโครนวิเคลียส (micronucleus) ในเซลลไขกระดูกและเม็ดเลือดแดงจากหลอดเลือดในสัตว 
ทดลอง (in vivo)  ตอมาไดพฒันาวิธีการมาทดสอบในเซลลที่เพาะเลี้ยงนอกรางกาย (in vitro)   
 

ไมโครนิวเคลียสเกิดจากชิ้นสวนที่เสียหายของดีเอ็นเอหรือช้ินสวนโครโมโซมที่แตกหัก 
หรืออาจเกิดจากโครมาติดที่สูญหายเนื่องจากความผิดปกติของเสนใยสปนเดิล  ทําใหโครโมโซม
บางสวนไมถูกดึงไปรวมกบักลุมอ่ืน ๆ ที่แตละขั้วของเซลลขณะที่เซลลกําลังแบงตัวในระยะแอนา
เฟส  เมื่อผานระยะนี้ไปแลวช้ินสวนของดีเอ็นเอหรือแทงโครโมโซมที่แตกหกัดังกลาวจะถูกหอหุม
ดวยเยื่อบางๆ คลายกอนนวิเคลียส  และปรากฎอยูในไซโทพลาซึมของเซลลแตมีขนาดเล็กกวา
นิวเคลียสหลัก (main nucleus) ของเซลลมาก  จึงเรียกวา ไมโครนิวเคลียส (micronucleus) และใช
เปนตัวบงชีก้ารเกิดการทําลายโครโมโซม (Fenech and Morley, 1985a; 1985b)    
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 ในการศึกษาครั้งนี้ไดทดสอบการเกิดไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของโครโมโซม 
ใน TK6 cell line (ATCC  CRL-8015) ซ่ึงเปนเซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษยแลวเหนีย่วนําใหเกดิ
ความผิดปกตดิวยสารเคมี 3 ชนิด  คือ mitomycin C (MMC), methyl methanesulfonate (MMS) 
และ etoposide (VP-16) ที่ระดับความเขมขนและระยะเวลาตางๆ กัน  โดยตรวจและวเิคราะหผล
การเกิดไมโครนิวเคยีสจากเซลลระยะที่เปน binucleated cell ดวยวิธี cytokinesis-block และการเกิด
ความผิดปกตขิองโครโมโซมตรวจวเิคราะหผลในเซลลระยะเมทาเฟส  จากนั้นเปรียบเทียบความ 
สัมพันธของอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส และอัตราความผิดปกติของโครโมโซมที่เกิดขึ้น   
 
 การศึกษาไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของโครโมโซมในหองปฏิบัติการนานาชาติ  
มักใช V79 cell line เพราะไดรับการยอมรบัจาก Guideline for testing of chemicals (OECD) ใน 
ขณะที ่TK6 cell line ไดรับการระบุใหเปนเซลลมาตรฐานใชสําหรับการทดสอบความเปนพิษตอ   
ดีเอ็นเอดวยวิธี Single cell gel electrophoresis (SCGE) หรือ Comet assay (international workshop 
on genotoxicity testing; IWGT) (Thailand Institute of Scientific and Technological Research, 
2005)  ซ่ึงผลจากการศึกษาในครั้งนี้จะไดขอมูลที่เปนประโยชนในการพิจารณาเลือกใช TK6 cell 
line เปนทางเลือก (alternative) ในการทดสอบความเปนพิษตอดีเอน็เอดวยวิธีไมโครนิวเคลียสและ
ความผิดปกตขิองโครโมโซมดวย  
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วัตถุประสงค 
 
 ศึกษาผลที่เกิดขึ้นกับเซลล TK6 เพื่อพิจารณาเลือกใชเซลลชนิดนี้ในการทดสอบสารพิษตอ
ดีเอ็นเอ โดย 
 
 1.  เปรียบเทียบอัตราการเกดิไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําของสารเคมี
ที่ระดับความเขมขนและระยะเวลาที่ตางกนั 
 
 2.  เปรียบเทียบอัตราการเกดิความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนํา
ของสารเคมีที่ระดับความเขมขนและระยะเวลาที่ตางกัน 
 
 3.  เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของ
โครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําของสารเคมีที่ระดับความเขมขนและระยะเวลาตางกนั 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  การเกิดไมโครนิวเคลียส
 
ไมโครนิวเคลียส คือ นิวเคลยีสขนาดเล็กทีแ่ยกตัวออกมาจากนวิเคลียสหลักของเซลล     

ไมโครนิวเคลียสจะเกิดขึ้นขณะที่เซลลเขาสูระยะเทโลเฟสของการแบงเซลลแบบไมโทซิสและ   
ไมโอซิส  เมื่อโครโมโซมมีความเสียหาย เชน เกิดการแตกหักเปนชิ้นสัน้ๆ แบบ acentric fragment 
(ภาพที่ 1) หรืออาจเปนโครโมโซมทั้งแทงที่ไมถูกดึงไปรวมที่ขั้วใดขั้วหนึ่งของเซลลในระยะแอนา
เฟส  เมื่อเขาสูระยะเทโลเฟสจะมีการสรางเยื่อหุมนวิเคลียส รวมทั้งสรางเยื่อหุมรอบชิน้สวนที่หกั
และโครโมโซมที่แยกออกไป  ปรากฎเปนกอนนวิเคลียสขนาดเล็ก ดังภาพที่ 2  (Aardema and 
Volders, 2001)  
 

 
 
ภาพที่ 1  การเกิดไมโครนิวเคลียสแบบ acentric fragment  a. เซลลเกิดอันตรายในระยะอินเตอรเฟส  

 b. การแตกหกัและสูญหายของชิ้นสวนโครโมโซมแบบ acentric fragment ในระยะเมทา  
 เฟส  c. เกิดนวิเคลียสขนาดเล็กในเซลลระยะเทโลเฟส  d. เซลลใหมที่ปกติ  e. เซลลใหมม ี
 ไมโครนิวเคลียส 

ที่มา: Aardema and Volders (2001) 
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ภาพที่ 2  การเกิดไมโครนิวเคลียสจากการสูญหายของดีเอ็นเอแบบโครโมโซมทั้งแทงไมถูกดึงไป 
 รวมกลุม  a. เซลลเกิดอันตรายในระยะอินเตอรเฟส  b. เสนใยสปนเดิลเกิดอันตรายทําให 
 โครโมโซมบางแทงไมถูกดงึแยกไปสูขั้วของเซลล  c. เกดินิวเคลียสขนาดเล็กในเซลล 
 ระยะเทโลเฟส  d. เซลลใหมที่ปกติ  e. เซลลใหมมีไมโครนิวเคลียสทีม่ีเซนโทรเมียร  

ที่มา: Aardema and Volders (2001) 
 
 ลําดับขั้นตอนการเกิดไมโครนิวเคลียสในเซลลมีบทบาทสําคัญตอการทดสอบความเปน
พิษตอสารพันธุกรรม  เมื่อไมโครนิวเคลียสนั้นมียีนยบัยัง้การเกิดมะเรง็ (tumor suppressor gene) 
รวมอยูดวย  จะทําใหเกิดการยับยั้งการทํางานของ tumor suppressor gene  และถาไมโครนิวเคลียส
นั้นสูญหายไป  ก็จะนําไปสูการเปลี่ยนแปลงของเซลลและถือเปนจุดเริ่มตนของการเขาสูกระบวน 
การเกิดมะเร็ง (carcinogenesis)  แตอยางไรก็ตามถาเซลลที่เกิดไมโครนวิเคลียสนั้นยังไมตาย หรือมี
การซอมแซมโครมาทินที่เสียหายใหม หรือถาโครมาทินในไมโครนิวเคลียสนั้นเกิดกระบวนการ 
ทรานสคริบชั่น (transcription) ไดงาย  การเกิดไมโครนวิเคลียสอาจไมนําไปสูการเกิดมะเร็งก็ได  
สวนการทดสอบการกลายพนัธุเนื่องจากการเกิดไมโครนิวเคลียสสามารถเกิดไดเองไมเกี่ยวกับการ
เกิดเนื้องอกหรือการเกิดมะเร็ง (Stopper and Muller, 1997) 
 
 ปจจัยที่มีผลตออัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส 
  
 อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสศึกษาไดจากเซลลที่จะเขาสูระยะเทโลเฟสวิธีการนี้งายและ
ไมซับซอน  โดยใชเทคนิคประเมินผลจากการเกิดไมโครนิวเคลียส  ในระยะแรกเริ่มศกึษาในสัตว 
ทดลองโดยนําเซลลในไขกระดูกและเซลลเม็ดเลือดจากหลอดเลือดมาใช  หลังจากนัน้ทดลองใช
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เซลลชนิดอื่นมาทดสอบดวยวิธีการเดียวกนั  จนในที่สุดไดมีการพัฒนามาทดสอบกับเซลล
เพาะเลี้ยงภายนอกรางกาย (Heddle, 1973; Schmid, 1975) 
  
 การศึกษาการเกิดไมโครนิวเคลียสภายนอกรางกาย  จําเปนตองตรวจวเิคราะหผลเฉพาะ
เซลลที่มีการแบงเซลลเทานั้น  เพราะจะสงัเกตเหน็ไมโครนิวเคลียสไดภายหลังการแบงเซลล  ซ่ึง
ตางจากการศกึษาการเกิดไมโครนิวเคลียสภายในรางกายที่ตรวจวิเคราะหผลในเซลลที่มีการแบง
เซลลและเจริญเติบโต  พรอมทั้งเซลลอาจมีการเปลี่ยนสภาพไปจากเดมิ (cell differentiation) ใน
เซลลเพาะเลี้ยงก็อาจเกดิขึ้นไดเชนเดียวกนั  ดังนั้น Fenech and Morley (1985a; 1985b)  จึงใช
เทคนิคยับยั้งการเกิดไซโทไคนีซิส (cytokinesis) โดยใชสารเคมี คือ ไซโทคาลาซิน บี (cytochalasin 
B) ซ่ึงเปนเมแทบอไลทของเชื้อรา Helminthosporium denmatioideum  สารนี้ไมมีผลตอการแบง
นิวเคลียสของเซลล  แตจะมผีลยับยั้งการแบงไซโทพลาซึมออกเปนเซลลใหมสองเซลล  เซลลจึงมี
สองนิวเคลียสภายในเซลลเดยีวกัน เรียกเซลลแบบนี้วา binucleated cell  ซ่ึงเปนเซลลที่ใชในการ
วิเคราะหอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส (ภาพที่ 3)  แตถาเซลลไมถูกแบงมากอนเซลลจะมีนวิเคลียส
เดียว (mononucleated cell)  และถาเกิดการแบงเซลลหลายครั้งเซลลจะมีหลายนวิเคลียส 
(multinucleated cell)  (Aardema and Volders, 2001) 
 

 
 
ภาพที่ 3  การเกิดไมโครนิวเคลียสใน binucleated cell  จากการเติมไซโทคาลาซิน บี ลงไปในเซลล 

 ที่เกิดอันตราย  a. เซลลเกิดอันตรายในระยะอินเทอรเฟส  b. โครโมโซมแตกหกัแบบ  
 acentric fragment ในระยะเมทาเฟส  c. เซลลในระยะเทโลเฟสไดรับไซโทคาลาซิน บี       
 d. เซลลมีไมโครนิวเคลียส  

ที่มา: Aardema  and Volders (2001) 
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2.  การนับ binucleated cell 
 
การนับ binucleated cell ที่มีไมโครนิวเคลียสเปนขั้นตอนที่มีความสําคัญมากเพราะใชใน

การพิจารณาวามีการทําลายสารพันธุกรรมของเซลลมากนอยเพียงใด  มีเกณฑการนบัเซลลดังนี้ 
(Fenech et al., 2003) 

 
2.1  นับ binucleated cell อยางนอย 1,000 เซลลตอหนึ่งความเขมขนของสารที่ทดสอบ     

 
 2.2  แยก binucleated cell ที่มีไมโครนิวเคลียสตั้งแต 0, 1 หรือมากกวา 1 ไมโครนิวเคลียส
ออกจากกนั 
  

2.3  หาจํานวน binucleated cell ที่มีไมโครนิวเคลียสตอ 1,000 binucleated cell 
  

2.4  นับเซลลที่เปน mononucleated, binucleated, trinucleated  และ tetranucleated 
cell ตอ 1,000 เซลล 

 

3.  หลักเกณฑการคัดเลือกและนับเซลลเพื่อประเมินผลเทคนิคไมโครนิวเคลียส
 

หลักเกณฑการคัดเลือกเซลลเพื่อใชประเมินผลเทคนิคไมโครนิวเคลียส มีรายละเอียด
ดังนี้ (Fenech et al., 2003) 
 

3.1  เกณฑการคัดเลือก binucleated cell  
 

เทคนิคไมโครนิวเคลียสที่ใชเทคนิค cytokinesis-blocked cell มาชวยนั้นตองนับ 
ไมโครนิวเคลียสที่เกิดในเซลลดังนี้ (ภาพท่ี 4) 
 

3.1.1  ตองเปนเซลลที่มี 2 นิวเคลียส  
 

  3.1.2  ทั้ง 2 นิวเคลียสตองอยูภายในขอบเขตของไซโทพลาซึมเดียวกัน  
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3.1.3  ทั้ง 2 นิวเคลียสตองมีขนาดเทาๆ กัน  และมีความเขมของการติดสียอมเทาๆ 
กันดวย 

 
  3.1.4  ระหวางนิวเคลียสทั้งสองอาจเกิดบริเวณที่เชื่อมตอกันเปนสะพานเรียกวา 

nucleoplasmic bridge  ซ่ึงมีความกวางไมเกินหนึ่งในสี่ของนิวเคลียสภายในเซลล 
 
  3.1.5  นิวเคลียสทั้งสองอาจสัมผัสกันไดแตไมซอนทับกัน หรือถาซอนทับกันจะ

นับเปน binucleated cell ไดก็ตอเมื่อเห็นขอบเขตของนิวเคลียสแตละนิวเคลียสแยกออกจากกันอยาง
ชัดเจน 

 
  3.1.6  ขอบเขตของไซโทพลาซึมหรือเยื่อหุมเซลลของ binucleated cell  ตองแยก

ออกจากเซลลที่อยูใกลเคียงกันอยางชัดเจน 
 

 
 
ภาพที่ 4  เกณฑการเลือก binucleated cell ในการทํา cytokinesis - block micronucleus assay          

 a. binucleated cell ที่ดี  b. binucleated cell ที่นิวเคลียสทั้งสองสัมผัสกัน  c. binucleated  
 cell ที่มี nucleoplasmic bridge  d. binucleated cell ที่มี nucleoplasmic bridge กวางกวา c 

ที่มา: Fenech et al. (2003) 
 

3.2  เกณฑการคัดเลือกไมโครนิวเคลียส 
 

ไมโครนิวเคลียสมีรูปรางและขนาดเล็กกวานิวเคลียสหลักของเซลลที่อยูภายใน
เซลลเดียวกนั ดังภาพที่ 5  และบางเซลลมีโครงสรางคลายกับไมโครนวิเคลียสแตไมนับเปนไมโคร
นิวเคลียส ดังภาพที่ 6  โดยไมโครนิวเคลียสมีลักษณะดงันี้  
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   3.2.1  มีขนาดอยูระหวางหนึ่งในสิบหกถึงหนึ่งในสามของนิวเคลียสหลักของ 
binucleated cell เดียวกนั 

 
   3.2.2  ไมโครนิวเคลียสตองตางจากรอยจดุที่เกิดจากการยอมสี (artifact) 
 

 3.2.3  ไมโครนิวเคลียสตองไมเชื่อมติดหรือตอเนื่องกับนวิเคลียสหลักของ 
binucleated cell    

 
   3.2.4  ไมโครนิวเคลียสอาจสัมผัสกับนิวเคลียสหลักของเซลลไดแตตองไม

ซอนทับกัน  และมีขอบเขตของนิวเคลียสแตละนิวเคลยีสแยกจากกันอยางชัดเจน 
 
   3.2.5  ไมโครนิวเคลียสควรติดสียอมเขมกวาหรือเทากบันิวเคลียสหลักของ 

binucleated cell    
 

 
 
ภาพที่ 5  ไมโครนิวเคลียสทีพ่บใน binucleated cell  a. เซลลที่มี 2 ไมโครนิวเคลียส มขีนาดตั้งแต 

 หนึ่งในเกาถึงหนึ่งในสามเมือ่เทียบกับนวิเคลียสหลักของเซลล  b. ไมโครนิวเคลียสที ่
 สัมผัสกับนิวเคลียสหลักแตไมซอนทับกัน  c. nucleoplasmic bridge  ระหวางนวิเคลียส 
 หลัก และมีไมโครนิวเคลียส 2 ไมโครนิวเคลียส  d. ไมโครนิวเคลียสขนาดแตกตางกัน 6  
 ไมโครนิวเคลียส 

ที่มา: Fenech et al. (2003) 
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ภาพที่ 6  binucleated cell ที่มีโครงสรางคลายไมโครนิวเคลียสแตไมนบัเปนไมโครนวิเคลียส          
 a. เซลลที่มี 3 นิวเคลียส  นวิเคลียสที่มีขนาดเล็กที่สุดใหญกวาหนึ่งในสามเมื่อเทียบ          
 กับนิวเคลียสอื่นในเซลลเดยีวกัน  b. การเกิดเปนจุดในไซโทพลาซึม  c. นิวเคลียสโปง   
 ออกคลายไมโครนิวเคลียสและม ีnucleoplasmic bridge เชื่อมตออยูกับนิวเคลียสหลัก               
 d. นิวเคลียสทีโ่ปงออกและเชื่อมติดกับนวิเคลียสหลัก 

ที่มา : Fenech et al. (2003) 
 
4.  ความผิดปกติของโครโมโซม (chromosome aberration)   
  
 ความผิดปกตขิองโครโมโซมอาจแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญๆ (ชัยวัฒน และคณะ, 2539) 
คือ 
 
 4.1  ความผิดปกติของโครโมโซมทางดานจํานวน (numerical aberration)  หมายถึง จาํนวน
โครโมโซมที่เบี่ยงเบนหรือผิดไปจากจํานวนโครโมโซมของคนปกติ (เซลลทั่วไปของคนปกติมี
โครโมโซม 46 แทง หรือ 2n เรียกวา diploid และเซลลสืบพันธุมีจํานวนโครโมโซม 23 แทง หรือ 
1n เรียกวา haploid)  ความผิดปกติของโครโมโซมทางดานจํานวน ไดแก 
 
 4.1.1  aneuploidy  หมายถึงการที่เซลลมีจํานวนโครโมโซมเพิ่มขึ้นหรือลดลงจาก
จํานวนปกติ เชน 2n-1 (monosomy) สูญเสียโครโมโซมไป 1 แทง หรือ 2n+1 (trisomy) มี
โครโมโซมเพิ่มมา 1 แทง เปนตน 
 
 4.1.2  euploidy  หมายถึงความผิดปกติที่มจีํานวนโครโมโซมเกินหรือขาดทั้งชุด เชน 
3n (triploid) มีโครโมโซมเกินมา 1n  หรือ 4n (tatraploid) มีโครโมโซมเกินมา 2n เปนตน 
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 4.2  ความผิดปกติของโครโมโซมทางดานรูปรางและโครงสราง (structural aberration)  
เปนความผิดปกติที่เกดิหลังจากที่โครโมโซมมีการแตกหกัหรือหลุดออก และเมื่อมกีารเชื่อมชิ้น 
สวนเขามาใหมแตไมสมบูรณ หรือมีการเรียงตัวกนัใหม หรืออาจเชื่อมชิ้นสวนของโครโมโซมคู    
ที่ตางกัน  ทําใหโครโมโซมที่เกิดใหมนี้มีรูปรางและโครงสรางที่ผิดไปจากเดิม  การแตกหักของ
โครโมโซมนี้อาจเกิดขึน้เอง หรือเปนผลโดยตรงจากสารเคมี (ชัยวฒัน และคณะ, 2539)  โดย
สามารถแบงความผิดปกติของโครโมโซมทางดานรูปรางและโครงสรางไดเปน 2 ประเภท          
(นาถนภิส, 2540) คือ 

 
4.2.1  ความผิดปกติแบบโครโมโซม (chromosome type aberration) แบงออกเปน       

7 แบบ คือ 
 

 1)  acentric fragment  เกิดจากสวนปลายของโครโมโซมชนิดที่ไมมีเซนโทร
เมียรขาดออกเปนทอน 
 
 2)  minutes  เปนความผิดปกติที่คลายกับ acentric fragment แตมีขนาดเล็กกวา  
 
 3)  acentric ring  เปนลักษณะที่โครโมโซมขดเปนวงแหวนสวนที่เปนวงแหวน
ไมมีเซนโทรเมียรรวมอยูดวย 
 
 4)  centric ring  เปนลักษณะที่โครโมโซมขดเปนวงแหวนคลายกับ acentric ring  
แตสวนที่เปนวงแหวนมีเซนโทรเมียรรวมอยูดวย  ความผิดปกติของโครโมโซมแบบวงแหวนนี้เกดิ
จากโครโมโซมขาดพรอมๆ กันที่ปลายทั้ง 2 ขาง  ปลายสวนที่เหลือเหนยีวและมีโอกาสยอนมาติด
เปนวงแหวน เรียกวา โครโมโซมแบบวงแหวน (ring chromosome)  (Levinton and Montagu, 
1978) 
 
 5)  pericentric inversion  เกดิจากการแตกหักของโครโมโซมแลวมีการสลับที่
โดยมีเซนโทรเมียรรวมอยูดวย 
 
 6)  reciprocal translocation  เกิดจากการแตกหักของโครโมโซมทั้ง 2 คู  
ช้ินสวนของโครโมโซมที่ขาดออกจากกัน  ไปตอกับอีกโครโมโซมหนึ่งโดยสลับคูกัน 
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 7)  dicentric chromosome และ acentric chromosome  เปนโครโมโซมแบบสอง
เซนโทรเมียรซ่ึงเกิดจากโครโมโซมสองแทงที่ไมใชคูกนัแตกหักที่สวนปลาย (terminal deletion) ทํา
ใหเกิดปลายเหนียวที่แขนของโครโมโซมทั้งสองแทง  ตอมาแขนดานปลายเหนยีวของโครโมโซม
ทั้งสองแทงมาเชื่อมตอกันเปนโครโมโซมที่มีสองเซนโทรเมียร  และโครมาทิดสวนปลายที่แตกหัก
มาอยูคูกันเปนสองโครมาทิดโดยไมมีเซนโทรเมียร (Herskowitz, 1977) 
 

 4.2.2  ความผิดปกติแบบโครมาทิด (chromatid type aberration)  แบงออกเปน 3 แบบ 
คือ 

 
 1)  chromatid break  เปนการแตกหกัของโครมาทิดที่อาจเกิดจากสิ่งกอการกลาย

เขาไปเกาะกับดีเอ็นเอตรงตําแหนงดีออกซีกัวโนซีน (deoxyguanosine) ทําใหเกิดอันตรายตอสาย   
ดีเอ็นเอ  และเปนสาเหตุใหแทงโครมาทิดแตกหัก (Goldberg, 1965)  หรือแทงโครมาทิดแตกหัก  
เนื่องจากสิ่งกอการกลายหรอืสารกอมะเร็งเขาไปรวมตวักับหมูฟอสเฟตในดีเอน็เอทาํใหแขนของ
พันธะเอสเทอรระหวางฟอสเฟตกับน้ําตาลดีออกซีไรโบส (deoxyribose) แตกหักออกจากกัน 
(Clayson, 1972) 

 
 2)  gap  เปนการแตกหกัของแทงโครมาทิดแทงใดแทงหนึ่ง หรือทั้งสองแทงที่

ไดรับรังสีหรือสารเคมี  เมื่อส้ินสุดระยะแอนาเฟสจะไมพบชิ้นสวนของโครโมโซมที่ไมมีเซนโทร
เมียร 

 3)  chromatid interchange  เปนการแตกหกัที่บริเวณตําแหนงเดยีวกันของ
โครโมโซมที่เปนคูกัน  และมีลักษณะสมมาตรกัน (symmetry) มีการแลกเปลี่ยนเชื่อมไขวกนั 
 

นอกจากนี้ยังพบความผิดปกติแบบ satellite association  คือ โครโมโซมชนิดอะโคร  
เซนทริก (acrocentric chromosome) ที่มี satellite อยูชิดกนั  ซ่ึงดีเอ็นเอบริเวณ satellite เหลานี้มี
คุณสมบัติเหนยีวหนืดมากจึงมีโอกาสจับติดกันไดงาย  ทาํใหไมแยกคูออกจากกัน  อาจมีการสลับที่
เมื่อเซลลแบงตัว  และบริเวณที่มี satellite association จะอยูตรงตําแหนงที่มีนิวคลีโอลัสมาเกาะบน
โครโมโซม  ซ่ึงตําแหนงดังกลาวมีการยืดตวัมากกวาปกตทิําใหมีโอกาสแตกหกัไดงาย (วิทยา, 
2522) 
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กลไกการซอมแซม DNA บนโครโมโซม 
 

Herskowitz (1977)  สรุปวาสารพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงเนื่องจากสารกอการกลาย หรือ  
สารกอมะเร็งนั้นมีผลตอดีเอ็นเอโดยตรง  เพราะดีเอน็เอเปนเปาหมายหลักของสารกอการกลาย  
โดยเฉพาะอยางยิ่งสารเคมีที่เขาไปทําปฏิกิริยากับดเีอ็นเอทําใหลําดับเบสบนดีเอ็นเอผดิไปจากเดิม  
โดยทั่วไปเซลลของสิ่งมีชีวิตมีกลไกบางอยางที่พยายามรกัษาลําดับเบสในดีเอน็เอเพื่อรักษาลักษณะ
พันธุกรรมไวใหมากที่สุด  ภายในเซลลมีน้ําภูมคิุมกัน (antibody) และสารบางอยางเพือ่ปองกันไม 
ใหสารเคมีรวมตัวกับดีเอ็นเอ  และมีกระบวนการซอมสรางตัดตอเพิ่มเติมโมเลกุลของดีเอ็นเอใหม
ใหเหมือนเดิม  กลไกการซอมแซมตัวเองของดีเอ็นเอบนโครโมโซม  แบงออกเปน 3 แบบ คือ 
 

 1.  การซอมแซมดีเอ็นเอแบบใชแสงเปนกลไก (photo repair) โดยอาศยัเอนไซมทํา
หนาที่เรงการฟนตัวของเซลลดวยการเปลี่ยน T-T  dimer  มาเปนเบสคู  T=A  อยางเดมิ  ทั้งนี้อาศัย
แสงสวางธรรมดา 

 
 2.  การซอมแซมโดยการตัดตอ (excision repair) อาศัยเอนไซมเอนโดนวิคลีเอสเขา

ไปตัดบางสวนของสายโพลีนิวคลีโอไทดที่ผิดปกติออกจากสายดเีอ็นเอ  จากนั้นเอนไซมดีเอ็นเอ  
โพลีเมอเรสจะนําเบสที่เขาคูมาเชื่อมตอกนั  และมีเอนไซมดีเอ็นเอไลเกสเขาไปทําหนาที่เชื่อมสาย 
ดีเอ็นเอจนเสร็จสมบูรณ 
 

 3.  การซอมแซมหลังการจําลองดีเอ็นเอ (post-replication repair)  สายดเีอ็นเอที่
เสียหายทีย่ังไมมีการซอมแซม  ถาสายดีเอ็นเอที่จําลองใหมไมสมบูรณ เชน มีชองวางบนสายโพลี  
นิวคลีโอไทด  การซอมสรางนี้เกิดขึน้โดยการนําดีเอ็นเอสายใหมทัง้สองสายมารวมกัน (recom 
bination)  แตละสายจะทําหนาที่เปนแมแบบซึ่งกันและกัน  เพื่อเติมเบสที่ขาดหายไปใหครบแตถา 
ดีเอ็นเอถูกทําลายแลวจะไมสามารถจําลองตัวเองไดอีก (ธวัช และทวพีร, 2536) 
 
5.  สิ่งกอการกลายและสารกอมะเร็ง

 
ส่ิงกอการกลาย (mutagen) มีความหมายใกลเคียงกับสารกอมะเร็ง (carcinogen)  และเปน

ตัวบงชี้การเปนสารกอมะเรง็  ส่ิงกอการกลาย หมายถึง สารที่มีคุณสมบัติเปลี่ยนสายพันธุ (strain) 
ของแบคทีเรียจากสายพนัธุหนึ่งเปนอกีสายพันธุหนึ่งได หรือหมายถึงสารที่มีคุณสมบัติเปลี่ยน
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โครโมโซมใหผิดไปจากเดิม  โดยทั่วไป 80 เปอรเซ็นตของสิ่งกอการกลายเปนสารกอมะเร็ง  ใน
ขณะเดียวกนัสารกอมะเร็งทุกชนิดตองเปนสิ่งกอการกลายเสมอ  การตรวจสอบสารกอมะเร็งตอง
ตรวจวาสารนัน้เปนสิ่งกอการกลายหรือไม  ซ่ึงวิธีการตรวจสอบสิ่งกอการกลายที่นยิม  คือ Ames 
test  ใชแบคทีเรีย Salmonella typhimurium  ซ่ึงปกติสังเคราะห histidine ไมได  แตถาสารใดทําให 
S. typhimurium สามารถสังเคราะห histidine ไดแสดงวาแบคทีเรียนีก้ลายเปนอีกสายพันธุหนึ่งแลว  
สารนั้นจึงจัดเปนสิ่งกอการกลาย  ตรวจสอบไดโดยการหาความผิดปกติของโครโมโซมจากเซลล
ในหลอดทดลองหรือทดสอบในสัตวทดลอง  ถาสารใดทําใหเกิดมะเรง็ในสัตวทดลองไดสารนั้นก็
นาจะทําใหเกดิมะเร็งในมนษุยไดเชนกัน (มาลิน, 2527) 

 
5.1  mitomycin C  (MMC)   

  
เปนสารแอนตไิบโอติกสกัดจากเชื้อรา ช่ือ Streptomyces caespitosus โดยการแยกเชือ้

จากดิน  การสกัดในครั้งแรกไดสาร mitomycin A และ mitomycin B  ตอมาจึงได mitomycin C  ซ่ึง
มีประสิทธิภาพในการตานการเจริญของแบคทีเรียและเนื้องอกไดดีกวาสองชนิดแรก (Shiba, 1958)  
MMC เร่ิมนํามาใชคร้ังแรกในสหรัฐอเมรกิาเมื่อปลายป ค.ศ. 1960  โดย MMC มีคุณสมบัติเปน 
alkylating agent  สามารถจับกับดีเอ็นเอเกิด cross-link แลวยังมีผลยับยั้งการสังเคราะหดีเอ็นเอ  
และวัฏจกัรเซลลโดยไมจําเพาะตอระยะของวัฏจักรเซลล (Cancer Care Ontario Formulary, 2003a)  
MMC ถูกนํามาใชเปนยาปฏิชีวนะ  ยารักษาเนื้องอก  และโรคมะเร็ง  มีลักษณะเปนผงสีขาว  มีสูตร
โมเลกุลเปน C15H18N4O5  น้ําหนักโมเลกุล 334.341  สามารถละลายน้ําไดดี  (Sigma-Aldrich, 2004) 
มีสูตรโครงสราง ดังภาพที่ 7 
 

 
 

ภาพที่ 7  สูตรโครงสรางของ mitomycin C (C15H18N4O5) 
ที่มา: จันทรเพญ็ (2530)   
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 กลไกการทํางานของ MMC  ศึกษาในแบคทีเรียพบวายับยั้งการสังเคราะหดเีอ็นเอและ
ทําลายดีเอ็นเอ  แตไมมีผลตอการสังเคราะหอารเอ็นเอ (RNA) และโปรตีน  โดย MMC  เขาไปเกาะ
กับกรดดีออกซีไซธีดีลิค (deoxycytidylic acid) บนสายดเีอ็นเอ (Tomasz et al., 1987)  จึงใชเปนยา
รักษาโรคมะเรง็หลายชนิด ไดแก มะเร็งตอมน้ําเหลือง (lymphoma)  มะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia) 
(Dipalma, 1971) 
 
 ในแมลงหวี่ MMC สามารถชักนําใหโครโมโซม X  ขาดหายไป  ทําใหโครโมโซม Y หัก
และเกดิ translocation ระหวางโครโมโซม  ตลอดจนชักนาํใหมีการแยกตัวของโครโมโซมสูขั้วของ
เซลล  จากการทดลองในเซลลเม็ดเลือดขาวของคนมีรายงานวา MMC ที่ระดับความเขมขน 0.10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในเวลา 24 ช่ัวโมงกอนเก็บเกี่ยว  สามารถชักนําใหเกิดการแลกเปลี่ยน
ช้ินสวนของโครโมโซม  สงผลใหเกิดความผิดปกติของโครโมโซมแบบ dicentric, quadriradial, 
acentric fragment และ nullisomy (Shaw and Cohen, 1964)  นอกจากนีย้ังสามารถชักนําใหเกิดการ
แลกเปลี่ยนโครมาทิด (sister-chromatid exchange)  ในโครโมโซมของเซลลเม็ดเลือดขาวของคน
ปกติดวย (Latt, 1974; Ishii and Bender, 1978) 
 

5.2  methyl methanesulfonate (MMS)   
 

เปน alkylating agent  และเปนสารกอมะเร็งที่ปอด  สมอง และ ไต (New Jersey 
Department of Health and Senior Services, 2000)  MMS มีลักษณะเปนของเหลวใส ไมมีสี 
สามารถละลายไดในน้ํา  dimethyl formamide, propylene glycol, ethanol, ether และละลายได
เล็กนอยในตวัทําละลายที่ไมมีขั้ว (Hazardous Substances Data Bank, 2001; National Toxicology 
Program, 2004)  MMS ใชในการวจิัยทางเคมีและใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) ในการสังเคราะห
สารเคมี  นอกจากนีย้ังนํามาทดสอบการรักษาโรคมะเร็งดวยเคมีบําบัด (chemotherapeutic)  และใช
ในการทดสอบการกลายพันธุ (mutation)  มีสูตรโมเลกุลเปน C2H6O3S  น้ําหนกัโมเลกุล 110.13  
และมีสูตรโครงสราง ดังภาพที่ 8 (International Agency for Research on Cancer, 1974; 1999; 
Merck, 1989; Hazardous Substances Data Bank, 2001) 
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ภาพที่ 8  สูตรโครงสรางของ methyl methanesulfonate (C2H6O3S) 
ที่มา: Hazardous Substances Data Bank (2001) 
 

MMS มีคุณสมบัติเปนสารกอมะเร็ง มีการทดสอบใหหนถีูบจักร (mouse) กินน้ําที่ผสม 
MMS พบวาเกดิเนื้องอกที่ปอดและเกิดมะเรง็ที่ตอมน้ําเหลือง สวนการทดสอบในหนูขาวใหญ (rat) 
เพศผู โดยการสูดหายใจเขาไปพบวากอใหเกิดเนื้องอกที่จมูกในอัตรา 47 ตัวตอหนูทั้งหมด 80 ตัว ที่
ไดรับสาร MMS เมื่อทดสอบโดยการฉีดเขาใตผิวหนังพบการเหนี่ยวนําใหเกิดเนื้องอก และเมื่อฉีด
เขาในชองทอง (intraperitoneal) ก็ใหผลคลายกัน (International Agency for Research on Cancer, 
1999) 
 
 การแพรกระจายของ MMS มักถูกจํากดัอยูเพียงในหองปฏิบัติการ  ดังนัน้ผูที่จะไดรับ 
MMS มากที่สุดคือเจาหนาทีใ่นหองปฏิบัตกิาร  แตถามีการแพรกระจายออกสูส่ิงแวดลอมจะถูก 
hydrolyze อยางรวดเร็ว  และถาอยูในสภาวะแกสจะมีคาครึ่งชีวิต (half-life) 69 วัน (Hazardous 
Substances Data Bank, 2001) 
 

5.3  etoposide (VP-16)        
 

etoposide มีช่ืออ่ืน ไดแก VP-16, VP-16-213, EPEG, demethylepipodophyllotoxin – 
ethylideneglucopyranoside, EPE, epipodophyllotoxin (ภาพที่ 9) มีช่ือทางการคาคือ Vepeside      
และ Etopophos (etoposide phosphate) เปนสารกึ่งสังเคราะหของ podophyllotoxin ที่ไดจากราก 
Podophyllum peltatum  ซ่ึงเปนพืชพวก May apple หรือ Mandrake  โดย VP-16 เปนสารกอใหเกดิ 
การแตกหักของสายดีเอ็นเอโดยมีผลยับยั้ง topoisomerase II และกระตุนการเกดิปฏิกริิยา oxidation 
reduction ทําใหเกิดอนุพันธเขาจับกับสายดเีอ็นเอไดโดยตรง  โดยปกติแลว topoisomerase II เปน
เอนไซมที่ชวยเช่ือมตอช้ินสวนของดีเอน็เอที่หักใหเหมอืนเดิม  นอกจากนี้มีผลตอการทํางานในระยะ 
S และ G2 ในวฏัจักรของเซลลดวย (Cancer Care Ontario Formulary, 2003b; British Columbia 
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Cancer Agency, 2006)  VP-16 มีสูตรโมเลกุลเปน C29H32O13 มีน้ําหนักโมเลกุล 588.56 (Gensia sicor 
pharmaceuticals, 1998) 
 
 VP-16 ถูกนํามาใชเปนยารักษามะเร็งนานกวา 20 ป เชน มะเร็งปอด  เนื้องอกของเซลล
สรางเซลลสืบพันธุ (germ cell tumor)  มะเร็งตอมน้ําเหลือง  และมะเร็งเม็ดเลือดขาว เปนตน 
(Hande, 1998)  VP-16 มีสูตรโครงสราง ดังภาพที่ 10  
 

 
 

ภาพที ่9  โครงสรางของ podophyllotoxin, epipodophyllotoxin และอนพุันธ คือ etoposide,   
teniposide และ etoposide phosphate   

ที่มา: Hande (1998); Eric and Hait (2006) 
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ภาพที่ 10  โครงสรางของ etoposide (C29H32O13) 
ที่มา: Gensia sicor pharmaceuticals (1998) 
 
6.  การเพาะเลี้ยงเซลล TK6  
 
 เซลล TK6 (ATCC CRL-8015) เปนเซลลลิมโฟบลาสตของคนเพศชาย (XY) อายุ 5 ป  
ลักษณะของเซลลเปนชนิดแขวนลอย (suspension cell)  เปนอนุพันธจากเซลล WIL-2  ที่มีเฮเทอ  
โรไซกัส (heterozygous) ที่ตําแหนง thymidine kinase (TK) locus  ซ่ึงใชบอกตําแหนงความรุนแรง
ของการกลายพันธุได 3 ตําแหนง  และเปนเซลลที่ถูกใชในการทดสอบ TK gene mutation (Liber 
and Thilly, 1982) และนอกจากนี้ยังเปนเซลลที่มีการตอบสนองตอการเหนี่ยวนําจากสารเคมีที่กอ 
ใหเกิดอันตรายตอดีเอ็นเอหลายชนิด  โดยตองใชเวลาอยางนอย 4 ช่ัวโมง เพื่อกระตุนใหเกิดการ
แสดงออกของยีน p53 (Islaih et al., 2005) 
 

เซลล TK6 เจริญเติบโตในอาหาร RPMI 1640 ที่มี L-glutamine 2 มิลลิโมลาร  HEPES 25 
มิลลิโมลาร และ horse serum (HS) หรือ fetal bovine serum 10 เปอรเซ็นต  ในตูเล้ียงเซลลที่มี CO2 
5 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดย subculture เซลลใสอาหารใหมทุกๆ 2-3 วัน 
(American Type Culture Collection: ATCC, 2004) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การวางแผนการทดลอง 
 

 แบงการทดลองออกเปน 2 วธีิ  คือ การทดสอบการเกิดไมโครนิวเคลียส  และการตรวจ 
สอบความผิดปกติของโครโมโซม  แตละการทดลองประกอบดวย 3 กลุมทดลอง คือ กลุมควบคุม 
ที่ 1 กลุมควบคุมที่ 2  และกลุมทดลองวางแผนการทดลองแบบ randomized complete block design 
จํานวน 3 ซํ้า โดยสุมจากเซลล TK6 1,000 เซลล สําหรับการทดสอบการเกิดไมโครนวิเคลียส  และ 
100 เซลล สําหรับการตรวจสอบความผิดปกติของโครโมโซมในแตละความเขมขนและชวงเวลาที่
ไดรับสาร โดยแบงเซลลที่นาํมาทดสอบออกเปน 3 กลุมยอย คือ 
 
 กลุมควบคุมที ่1  เพาะเลี้ยงเซลล TK6 โดยใชน้ํากล่ันปลอดเชื้อแทนสารเคมีที่ทดสอบ  
และเลี้ยงควบคูไปกับกลุมทดลองเพื่อใชเปนกลุมมาตรฐานเปรียบเทยีบกับกลุมทดลองและกลุม
ควบคุมดวย DMSO  
 
 กลุมควบคุมที ่2  เพาะเลี้ยงเซลล TK6 โดยใช DMSO (Sigma) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
แทนสารเคมีที่ทดสอบ และเลี้ยงควบคูไปกับกลุมทดลองเพื่อใชเปนกลุมเปรียบเทียบกับกลุม
ทดลองและกลุมควบคุมดวยน้ํากลั่น   
 
 กลุมที่ 3  เปนกลุมทดสอบ  โดยเพาะเลี้ยงเซลล TK6 ใหไดรับสารเคมรีะดับความเขมขน
ตางๆ กันดังนี้ mitomycin C (Sigma) ระดบัความเขมขนที่ 1.00, 3.00 และ 5.00 ไมโครกรัมตอมิลลิ 
ลิตร methyl methanesulfonate (Sigma) ระดับความเขมขนที่ 3.00, 5.00 และ 10.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และ etoposide (Sigma) ระดับความเขมขนที่ 0.10, 1.00 และ 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
แตละความเขมขนใชเวลาเลีย้งนาน 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 
2.  การเพาะเลี้ยงเซลล TK6 
 
 นับเซลล TK6 จากขวดเลี้ยงเซลล  เจือจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย RPMI 1640 
(Gibco) ที่มี L-glutamine 2 มิลลิโมลาร  HEPES 25 มิลลิโมลาร และ horse serum (HS) หรือ fetal 
bovine serum (Gibco) 10 เปอรเซ็นต  มีคา pH เทากับ 7.2  ใหมีความหนาแนนของเซลลที่ 2 x 105 
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เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นดูดเซลลแบงใสในจานเพาะเลีย้งเซลล 5 มิลลิลิตรตอจานเพาะเลี้ยงเซลล  
จากนั้นนําไปบมในตูเล้ียงเซลลควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพทัธ 60 
เปอรเซ็นต  และมีแกสคารบอนไดออกไซดในบรรยากาศ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงไวนาน 1-2 ช่ัวโมง 
เพื่อใหเซลลปรับสภาพกับอาหารเลี้ยงเซลลใหม  จากนัน้เติมสารเคมีที่ใชทดสอบ คือ mitomycin C, 
methyl methane sulfonate และ etoposide ที่ความเขมขน 3 ระดับ และบมเลี้ยงไวนาน 4 และ 24 
ช่ัวโมง  สําหรับกลุมควบคุมทั้ง 2 กลุม ใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อ และ DMSO แทนตามลําดับ กอนเก็บ
เกี่ยวเซลล 18 ช่ัวโมง เติมสารละลายไซโทคาลาซิน บี (Sigma) ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  สําหรับการทดสอบไมโครนิวเคลียสเพื่อยับยัง้การเกิดไซโทไคนิซิส และเติมสารละลาย 
Colcemid (Gibco) ความเขมขน 0.10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กอนเกบ็เกี่ยวเซลล 2 ช่ัวโมง สําหรับ
การตรวจสอบความผิดปกตขิองโครโมโซมเพื่อใหเซลลหยุดการแบงตวัไวที่ระยะเมทาเฟสเมื่อครบ 
24 ช่ัวโมงจึงเก็บเกีย่วเซลล 
 
3.  ขั้นตอนการเก็บเกี่ยวเซลล 
 

3.1  การทดสอบไมโครนิวเคลียส   
 

1)  นําเซลล TK6 ที่เล้ียงครบตามกําหนดแลวมาเขยาเบาๆ แลวถายเซลลพรอมกับ
อาหารเลี้ยงเซลลลงในหลอด และนําไปปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 1,500 รอบตอนาที นาน 3 นาท ี
 

2)  ดูดสารละลายตอนบนทิง้แลวเติมสารละลาย PBS pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ลงไป 5.00 มิลลิลิตร เขยาเซลลใหเขากัน และนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 รอบ
ตอนาที นาน 3 นาที 
 

3)  ดูดสารละลายตอนบนทิง้  และทําซํ้าขอ 2 อีกครั้ง 
 

4)  เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัมประมาณ 0.50-1.00 มิลลิลิตร เพื่อเจือจางเซลลและ
เขยาเบาๆ ใหเขากัน 
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5)  ดูดสารละลายตัวอยางเซลล 100 ไมโครลิตร ของแตละความเขมขนและชวงเวลา 
นําไปปนเหวีย่งเซลลใหตกบนสไลดที่สะอาดดวยเครื่อง Cytocentrifuge (Shandon รุน Cytospin 3) 
ใชความเรว็ 1,200 รอบตอนาที นาน 3 นาที แตละความเขมขนทําอยางนอย 3 สไลด 
 

6)  ตากแผนสไลดใหแหงในอากาศประมาณ 1-2 นาที แลวนําไปคงสภาพใน absolute 
methanol ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี

 
7)  ตากแผนสไลดใหแหงในอากาศที่อุณหภูมิหอง 

 
 3.2  การตรวจสอบความผิดปกติของโครโมโซม    

 
1)  นําเซลล TK6 ที่เล้ียงครบตามกําหนดแลวมาเขยาเบาๆ แลวถายเซลลพรอมกับ

อาหารเลี้ยงเซลลลงในหลอด และนําไปปนตกตะกอนทีค่วามเร็ว 1,500 รอบตอนาที นาน 3 นาท ี
 

2)  ดูดสารละลายตอนบนทิง้แลวเติมสารละลาย PBS pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ลงไป 5.00 มิลลิลิตร เขยาเซลลใหเขากันและนาํไปปนตกตะกอนที่ความเรว็ 1,500 รอบ
ตอนาที นาน 3 นาที 
 

3)  ดูดสารละลายตอนบนทิง้ และทําซํ้าขอ 2 อีกครั้ง  
 

4)  เติมสารละลายโปแตสเซียมคลอไรดความเขมขน 0.075 โมลาร ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซล เซียส โดยหยดทีละหยดพรอมกับเขยาเบาๆ ใหเซลลกระจายตัว  เตมิจนครบ 5 มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนั 
 

5)  นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 1,200 รอบตอนาที นาน 10 นาที  และดูดสารละลาย
ตอนบนทิ้ง 
 

6)  เติมสารละลายคงสภาพ (methanol : glacial acetic acid 3:1 v/v) ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  โดยหยดทีละหยดพรอมกับเขยาเบาๆ ใหเซลลกระจายตัว  เตมิจนครบ 5.00 มิลลิลิตร  
เขยาใหเขากัน 
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7)  นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 1,200 รอบตอนาที นาน 10 นาที   
 

8)  ดูดสารละลายตอนบนทิง้ใหเหลือประมาณ 0.50 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ ใหเซลล
กระจายตัวใหดี 

 
9)  หยดสารละลายเซลลในขอ 8 ลงบนแผนสไลดที่สะอาด 1 หยด  เมื่อเซลลแผออก

ใหหยดสารละลายคงสภาพ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตามลงไปอีก 1 หยด 
 

10)  ตากแผนสไลดไวใหแหงในอากาศทีอุ่ณหภูมิหอง   
 

4.  การยอมสีตัวอยาง 
 
 ยอมตัวอยางดวยสี Giemsa (Gibco) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ในสารละลาย Giemsa 
buffer (Gibco) (ภาคผนวก) pH 6.8  นาน 20 นาที  แลวนํามาลางออกดวยสารละลาย Giemsa buffer 
กอน  จากนั้นจึงลางดวยการผานน้ําไหลชาๆ และลางดวยน้ํากลั่นอีกครัง้กอนตากสไลดใหแหงใน
อากาศที่อุณหภูมิหอง 
 
5.  การตรวจสอบผลการทดลอง 
 
 5.1  การตรวจนับไมโครนิวเคลียส 
 

นําแผนสไลดที่ยอมสีแลวมาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 20x และ 40x 
ตรวจ  นับเซลลที่มีไมโครนิวเคลียส  โดยสุมตัวอยาง binucleated cell จํานวน 1,000 เซลลตอหนึ่ง
ความเขมขนตอหนึ่งชวงเวลา จากการทดลอง 3 ซํ้า  เพื่อศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเกิดไมโคร
นิวเคลียส 
 

5.2  การตรวจนับโครโมโซม 
 

นําแผนสไลดที่ยอมสีแลวมาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100x ในการตรวจ
นับโครโมโซมเลือกเฉพาะเซลลที่อยูในระยะเมทาเฟส โดยสุมตัวอยางเซลลจํานวน 100 เซลลตอ
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ความเขมขนตอชวงเวลา จากการทดลอง 3 ซํ้า  เพื่อศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเกิดความผิดปกติ
ของโครโมโซม  และศึกษารูปแบบความผดิปกติของโครโมโซมที่เกิดขึ้น 
 
6.  สถิติท่ีใชในการวิจัย 
 

6.1  สถิติที่ใชในการเปรยีบเทียบอัตราการเกิดไมโครนวิเคลียสใชวิธี Bonferroni test และ 
Mann-Whitney test (Phelps et al., 2002; Garriott et al., 2002) 
 

6.2  สถิติที่ใชในการเปรยีบเทียบอัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมใชวิธี LSD test 
และ T-test (หนามเตย, 2529; เสาวคนธ, 2530; Bassi et al., 2002) 
 

6.3  สถิติที่ใชในการเปรยีบเทียบอัตราการเกิดไมโครนวิเคลียสและความผิดปกติของ
โครโมโซมใชวิธี T-test 
 
7.  การบันทึกภาพ 
 

บันทึกภาพโดยใชกลองจุลทรรศนที่ตอกับอุปกรณโปรแกรมคอมพิวเตอร (Olympus, 
Dp70 microscope digital camera) 
 
8.  การเตรียมโครโมโซมเพื่อทําคาริโอไทป 
 

เลือกเซลลตัวอยางจากกลุมควบคุมที่มีโครโมโซมในระยะเมทาเฟสทีชั่ดเจนที่สุดและมี
จํานวนครบชุด  บันทึกภาพ  อัดขยาย  แลวนําไปตัดรูปโครโมโซม  จัดคูและเรียงตามขนาดของ
โครโมโซม  โดยใชตําแหนงเซนโทรเมียรเปนเกณฑในการจัดเรียง   

 
9.  สถานที่และระยะเวลาทําการวิจัย 
 

9.1  หองปฏิบัติการพันธุพิษวิทยา (Genetic Toxicology Laboratory)  ฝายเภสัชและ
ผลิตภัณฑธรรมชาติ  สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  ตําบลคลอง 5          
อําเภอคลองหลวง  จังหวัดปทุมธานี 



 
 
 

24

9.2  ภาควิชาสัตววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  เขตจตุจักร      
จังหวดักรุงเทพมหานคร 

 
10.  ระยะเวลาทําการวิจัย 
 

เร่ิมตั้งแตเดือนพฤษภาคม 2547  ถึง  เดือนกันยายน 2548 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6  

 
1.1 อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย MMC 

 
การทดสอบไมโครนิวเคลียสโดยเติม MMC ความเขมขน 1.00, 3.00 และ 5.00 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเลี้ยงในสารทดสอบนาน 4 และ 24 ช่ัวโมง ทดลอง 3 ซํ้า  เมื่อตรวจนับ
จํานวนเซลลที่มีไมโครนิวเคลียสจาก binucleated cell จํานวน 1,000 เซลล  ไดคาเฉลี่ยทั้ง 3 ซํ้า ดัง
ตารางที่ 1  ภาพที่ 11, 15 และ 16 ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 1  อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6  จากการเหนีย่วนําดวย MMC  ที่ความ  
         เขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จํานวน MNC ตอ 1,000 BNC aความเขมขน 
(µg/ml) 4 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 

0 (control) 6.00 ± 1.00 7.67 ± 1.53 
1.00b 34.00 ± 3.00* 40.33 ± 1.53*

3.00b 43.00 ± 2.00* 47.00 ± 2.00*

5.00 51.33 ± 3.06* 58.67 ± 5.86*

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า 

*  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม  (Bonferroni test) 
b  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) ระหวางกลุม 4 ช่ัวโมง และกลุม 

24 ช่ัวโมง (Mann-Whitney test)  
      MNC : Micronucleated cell 
      BNC : Binucleated cell 
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ภาพที่ 11  อัตราการเกิด MNC ตอ 1,000 BNC ของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย MMC ที่ความ
เขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 

จากการทดสอบพบวา MMC มีผลกอใหเกดิไมโครนิวเคลียส โดยมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนเพิ่มขึ้น  เมื่อทดสอบทางสถิติเทียบกับกลุมควบคุมดวย Bonferroni test  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05)  และเมื่อทดสอบทางสถิติของระยะเวลาที่ทดสอบดวยวิธี 
Mann-Whitney test พบวาที่ความเขมขน 1.00 และ 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ระยะเวลาทดสอบ
ที่ 4 และ 24 ช่ัวโมง  มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05)  แตกลุมควบคุมและกลุมความ
เขมขน 5.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ระยะเวลาที่ทดสอบไมมีผลตออัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส   
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1.2 อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย MMS 
 

การทดสอบไมโครนิวเคลียสโดยเติม MMS ที่ระดับความเขมขน 3.00, 5.00 และ 10.00 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเลี้ยงในสารทดสอบนาน 4 และ 24 ช่ัวโมง เมื่อตรวจนับจาํนวนเซลล    
ที่มีไมโครนิวเคลียสจาก binucleated cell จํานวน 1,000 เซลล ไดผลคาเฉลี่ยทั้ง 3 ซํ้า  ดังตารางที่ 2  
ภาพที่ 12, 15 และ 16  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 2  อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนีย่วนําดวย MMS ที่ความ  

 เขมขนตางกนัในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จํานวน MNC ตอ 1,000 BNC aความเขมขน 
(µg/ml) 

4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 
0 (control) 5.67 ± 1.15 6.00 ± 1.00 

3.00 18.67 ± 3.51* 20.00 ± 3.61*

5.00 19.67 ± 3.06* 22.33 ± 2.08*

10.00 32.67 ± 4.04* 31.67 ± 3.06*

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า 

*  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม (Bonferroni test) 
      MNC : Micronucleated cell 
      BNC : Binucleated cell 
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ภาพที่ 12  อัตราการเกิด MNC ตอ 1,000 BNC ของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย MMS ที่ความ
เขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 

 
จากการทดสอบพบวา MMS มีผลกอใหเกดิไมโครนิวเคลียส โดยมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อ

ความเขมขนเพิ่มขึ้น  เมื่อทดสอบทางสถิติเทียบกับกลุมควบคุมดวยวิธี Bonferroni test พบวาที่
ระดับความเขมขน 3.00, 5.00 และ 10.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p≤0.05)  และเมื่อทดสอบทางสถิตของระยะเวลาที่ทดสอบดวยวิธี Mann-Whitney test  
พบวาอัตราการเกิดไมโครนวิเคลียสที่ทุกความเขมขนระยะเวลาทดสอบที่ 4 และ 24 ช่ัวโมง ไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) 
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1.3 อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย VP-16 
 

การทดสอบไมโครนิวเคลียสโดยการ VP-16 ที่ระดับความเขมขน 0.10, 1.00 และ 3.00 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเลี้ยงในสารทดสอบนาน 4 และ 24 ช่ัวโมง  เมื่อตรวจนับจํานวนเซลล   
ที่มีไมโครนิวเคลียสจาก binucleated cell จํานวน 1,000 เซลล  ไดคาเฉลี่ยทั้ง 3 ซํ้า  ดังตารางที่ 3  
ภาพที่ 13, 15 และ 16  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 3  อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนีย่วนําดวย VP-16 ที่ความ  

 เขมขนตางกนัในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

 จํานวน MNC per 1,000 BNC aความเขมขน 
(µg/ml) 4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 

0 (control) 6.00 ± 1.00 9.00 ± 2.00 
0.10 12.00 ± 2.65ns 17.00 ± 4.00ns

1.00 16.33 ± 2.52* 21.33 ± 4.51*

3.00 25.00 ± 2.00* 27.00 ± 4.00*

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า  

*  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม (Bonferroni test) 
ns ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) (Bonferroni test) 

     MNC : Micronucleated cell 
     BNC : Binucleated cell 
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ภาพที่ 13  อัตราการเกิด MNC ตอ 1,000 BNC ของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย VP-16 ที่ความ

เขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 
  จากการทดสอบพบวา VP-16 มีผลกอใหเกดิไมโครนิวเคลียสโดยมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนเพิ่มขึ้น  เมื่อทดสอบทางสถิติเทียบกับกลุมควบคุมดวยวิธี Bonferroni test พบวาที่
ระดับความเขมขน 0.10, 1.00 และ 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั 
(p≤0.05)  และเมื่อทดสอบทางสถิติของระยะเวลาที่ทดสอบดวยวิธี Mann-Whitney test พบวาอัตรา
การเกิดไมโครนิวเคลียสที่ทกุความเขมขนที่ใชระยะเวลาทดสอบที่ 4 และ 24 ช่ัวโมง ไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) 
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1.4 เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6  จาก
การเหนีย่วนําดวย MMC, MMS และ VP-16 ที่ระดับความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

 
เมื่อนําอัตราการเกิดไมโครนวิเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวยสารเคมี 3 

ชนิด คือ MMC, MMS และ VP-16  มาเปรียบเทียบกันทีร่ะดับความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  แสดงผลดังตารางที่ 4  และภาพที่ 14 ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 4  อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 จากการเหนีย่วนําดวย MMC, MMS และ    

 VP-16 ที่ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

 จํานวน MNC per 1000 BNC a

ชนิดสารเคมี  
4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 

MMC 43.00 ± 2.00b 47.00 ± 2.00b

MMS 18.67 ± 3.51ns 20.00 ± 3.61ns

VP-16 25.00 ± 2.00ns 27.00 ± 4.00ns

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า  

b  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม (Bonferroni test)  
  ns ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) ระหวางกลุม 4 ช่ัวโมงและกลุม 24  
          ช่ัวโมง (Bonferroni test) 
    MNC : Micronucleated cell 
    BNC : Binucleated cell 
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ภาพที่ 14  ความสัมพันธของอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6  จากการเหนี่ยวนําของ 

MMC, MMS และ VP-16 ที่ระดับความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
  จากการทดสอบพบวาสารเคมีทั้ง 3 ชนิด มผีลทําลายสารพันธุกรรมภายในเซลล  เมื่อนํา
อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส  มาเปรียบเทียบกันและทดสอบดวยวิธี Bonferroni test  พบวา
ความสัมพันธระหวางกลุม MMC กับ MMS และ VP-16  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ 
(p≤0.05)  แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง MMS กับ VP-16 พบวาไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ 
(p≥0.05)  
 
  นอกจากพบการเกิดไมโครนิวเคลียสจากการเหนีย่วนําดวย MMC, MMS และ VP-16 แลว
ยังพบเซลลที่เกิดการตายเนือ่งจากการเกิด apoptosis ซ่ึงพบการตายของเซลลแบบนี้ไดจากการ
ทดสอบการเกดิไมโครนิวเคลียสทั้ง 3 การทดลอง  โดยพบอัตราการตายแบบ apoptosis นี้เกิดขึน้ใน
การทดสอบการเกิดไมโครนวิเคลียสดวยการเหนี่ยวนําจาก VP-16 มากที่สุด  รองลงมาคือ MMS 
และ MMC  
 
 
  ทั้งนี้สามารถสรุปผลการทดสอบอัตราการเกิดไมโครนวิเคลียสของเซลล TK6 จากการ
เหนีย่วนําของสาร MMC, MMS และ VP-16 ไดวาเซลล TK6 มีอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสมาก
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ที่สุดจากการเหนี่ยวนําดวย MMC  ซ่ึงเปนสารเคมีที่แสดงผลเปน positive ตอการทําลายสาร
พันธุกรรม  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) เมื่อเทียบกบักลุมควบคุมสอดคลองกับ
การทดสอบในเซลล V79 และ L5178Y ที่การเหนีย่วนํามีผลทําใหเกิดความผิดปกตใิหผลเปน 
positive เชนกนั (Zhang et al, 1995)  สวนการเปรียบเทยีบความสัมพันธระหวาง MMS และ VP-16  
เมื่อเทียบกับกลุมควบคุมก็แสดงผลเชนเดยีวกับ MMC คือมีความแตกตางกันอยางมีนัย (p≤0.05)  
จึงเปนการยืนยันไดวาเซลล TK6 สามารถนํามาใชในการทดสอบความเปนพิษของสารเคมีที่คาดวา
จะมีผลตอการทําลายสารพันธุกรรมของมนุษยได  รวมทั้งสามารถที่จะนํามาปรับใชในการทดสอบ
สารเคมีอ่ืนๆ หรือสารสกัดตางๆ ที่ตองการทราบผลตอการทําลายดีเอน็เอดวยวิธีการทดสอบไมโคร
นิวเคลียสในเซลล TK6 ซ่ึงไดผลดีเชนเดยีวกับการทดสอบดวยวิธีอ่ืน เชน วิธี single cell gel 
eletrophoresis (SCGE) เปนตน 
 
 ทั้งนี้จากการที่ MMC เปนสารที่เหนี่ยวนําใหเกิดไมโครนวิเคลียสมากทีสุ่ด  เนื่องมาจาก
กลไกการออกฤทธิ์ของ MMC ไมมีความจาํเพาะตอระยะใด ๆ ของวัฏจกัรของเซลล  ดังนั้นจึงมีผล
กอใหเกิดอันตรายตอดีเอ็นเอไดมากกกวา MMS และ VP-16 ซ่ึงสารทั้ง 2 ชนิดนี้มีกลไกกอใหเกดิ
อันตรายตอดีเอ็นเอของเซลลในชวงระยะ S และ G2 ของวัฏจัรเซลล (Horton et al., 2005; Fox and 
Fox, 1967; Cancer Care Ontario Formulary, 2003b; British Columbia Cancer Agency, 2006) 
เพราะเหตุที่ MMS และ VP-16 มีขอจํากดัในการออกฤทธิ์ตอดีเอ็นเอนี้เองจึงทําใหผลของอัตราใน
การเกิดไมโครนิวเคลียสในเซลล TK6 ที่เหนี่ยวนําดวยสารทั้ง 2 ชนิดเกิดขึ้นนอยกวาผลที่เกิดจาก 
MMC 
 
  จากผลการทดสอบที่พบเซลลที่เกิดการตายแบบ apoptosis ในทุกความเขมขนและทุกชวง 
เวลาโดยเกิดขึน้ในการทดสอบดวย VP-16 มากที่สุด (ภาพที่ 15)  การทีเ่ซลลตายแบบ apoptosis 
เนื่องมาจากคณุสมบัติของสารเคมีทั้ง 3 ชนิดนี้มีผลตอการทํางานของยีน p53 ซ่ึงควบคุมวัฏจักร 
ของเซลลและการซอมแซมดีเอ็นเอ (Islaih et al., 2005)  และการตายแบบ apoptosis เกิดขึ้นไดเมื่อ 
ดีเอ็นเอไดรับอันตรายจากสารเคมีตั้งแต 2 ช่ัวโมงเปนตนไป  จึงสงผลใหพบการตายของเซลลกลุม
ทดสอบที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมงมากกวา 4 ช่ัวโมง เพราะเซลลมีโอกาสไดรับอันตรายจากสารเคมี
นานกวา  ถึงแมวาจะมีการซอมแซมดีเอ็นเอสวนที่เกดิความเสียหายแตก็ยังคงสัมผัสกับสารเคมีอยู
ตลอดเวลา  โดยคุณสมบัติของสารเคมีแตละชนิดมีกลไกการออกฤทธิ์หรือมีผลตอดีเอ็นเอที่แตก 
ตางกันออกไป  กลาวคือ VP-16 มีผลกอใหเกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซม topoisomerase II 
ที่จะเขาจับกับดีเอ็นเอที่เกิดความเสียหายเพือ่ทําการซอมแซม  เมื่อ topoisomerase II ไมสามารถ
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ทํางานไดจึงทาํใหเกิดการแตกหักของชิ้นสวนดเีอ็นเอ และเมื่อเกดิมากขึน้ก็จะนําไปสูการตายของ
เซลล (Calabresi and Chabner, 1996; Joel, 1996; Ferguson and Baguley, 1996; Bassi et al., 2002)  
สวนสาร MMS เปนสารกลุม DNA alkylating agent ซ่ึงเมื่อไดรับติดตอกันเปนเวลานานกอใหเกิด
ความเสียหายตอดีเอ็นเอและเหนี่ยวนําใหเกิดการกอกลายขึ้นในเซลล (Beranek, 1990; Sarkar et al., 
2005)  และเกดิการแตกหักของชิ้นสวนดีเอ็นเอ (Lundin et al., 2005) เมื่อไมสามารถซอมแซมไดจงึ
นําไปสูการตายของเซลล (Friedberg et al., 2004; Sancar et al., 2004)  และสาร MMC นอกจากมี
คุณสมบัตใินการเหนี่ยวนําใหเกิดไมโครนวิเคลียสมากทีสุ่ดแลว MMC ยังมีความเปนพิษตอเซลล
กอใหเกิดดีเอน็เอ cross-link  และเกดิการแตกหักของดีเอน็เอ (Lawn et al., 1976) และเมื่อมีการ
แตกหกัของชิน้สวนดเีอ็นเอมากขึ้นในที่สุดเซลลก็จะเขาสูการตายแบบ apoptosis (Clarke et al., 
2004)  แตการที่ MMC กอใหเกิดการตายของเซลลแบบ apoptosis นอยที่สุด  อาจเนือ่งมาจากการ
ออกฤทธิ์ของ MMC ไมจําเพาะตอชวงเวลาใดของวัฏจกัรเซลล  และกลไกของวัฏจกัรเซลลซ่ึงมีการ
ตรวจสอบหาจดุผิดพลาดอนัเกิดจากความเสียหายทีไ่ดรับสารเหนี่ยวนําที่มีจุดตรวจสอบอยู 3 จุด 
คือ G0/G1 point, G1/S point และ G2/M point (Beth, 1998) จึงทําใหกลุมเซลลที่ทดสอบดวย MMC 
มีการตรวจสอบและมีการแกไขมากกวากลุมเซลลที่ทดสอบดวย MMS และ VP-16 ซ่ึงมีการออก
ฤทธิ์ตอระยะ S และ G2 ซ่ึงผานจุดตรวจสอบความผิดพลาดนอยกวา 
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ภาพที่ 15  ลักษณะของเซลล TK6 ที่พบในการทดสอบดวยวิธีไมโครนวิเคลียส    

A. mononucleated cell  B. binucleated cell ซ่ึงไมมีไมโครนิวเคลียส   
C.-D.  multi-nucleated cells  E. เซลลที่ตายแบบ apoptotic (AP) 
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ภาพที่ 16  ลักษณะของเซลล TK6 ในการทดสอบดวยวิธีไมโครนิวเคลียส  A. Binucleated cell ที่

พบหนึ่งไมโครนิวเคลียส (MN)  B. Binucleated cell ที่พบสองไมโครนิวเคียส (MN)  
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2.  ความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 
 

2.1 อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนีย่วนาํดวย MMC 
 

ทดสอบการเกดิความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย 
MMC  ที่ระดับความเขมขน 1.00, 3.00 และ 5.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  บมเลี้ยงในสารทดสอบ
นาน 4 และ 24 ช่ัวโมง  โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า  เมื่อนํามาตรวจนับจํานวนเซลลที่มีความผิดปกติ
ของโครโมโซมในระยะเมทาเฟสจํานวน 100 เซลลตอหนึ่งความเขมขน  ไดคาเฉลี่ยทั้ง 3 ซํ้า  ดัง
ตาราง ที่ 5  ภาพที่ 17, 24, 25 และ 26  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 5  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการทดลอง 3 ซํ้า  

 ที่เหนีย่วนําดวย MMC ความเขมขนตางกนัในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จํานวนเซลลท่ีเกิดความผิดปกติของโครโมโซมตอ 100 
เซลลaความเขมขน 

(µg/ml) 
4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 

0 (control) 0.08 ± 0.14 0.00 ± 0.00 
1.00 5.67 ± 1.99 3.75 ± 1.05 

3.00 6.00 ± 2.30* 3.83 ± 1.16*

5.00 6.92 ± 2.63* 5.00 ± 1.92*

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า 

*  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม (LSD test) 
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ภาพที่ 17  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการทดลอง 3 ซํ้า ที่

เหนีย่วนําดวย MMC ความเขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จากการทดสอบพบวา MMC มีผลกอใหเกดิความผิดปกติของโครโมโซม โดยมีแนวโนม
เพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนเพิ่มขึ้น  เมื่อทดสอบทางสถิติเทียบกับกลุมควบคุม ดวย LSD test พบวาที่
ระดับความเขมขน 1.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทั้งที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง ไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05)  แตที่ระดับความเขมขน 3.00 และ 5.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทั้งที่
ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง  มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (p≤0.05)  
 
 จากการเหนีย่วนําเซลล TK6 ใหเกดิความผิดปกติดวย MMC พบวาเซลล TK6 เกิดความ
ผิดปกติของโครโมโซม  โดยตรวจพบการเกิด gap และ break มากที่สุด  นอกจากนีย้งัพบความ
ผิดปกติแบบ dicentric และ exchange บางเล็กนอย  ซ่ึงผลการทดสอบนี้สอดคลองกับการศึกษาของ 
Bakshi et al.(1998) ที่รายงานวา MMC มีผลเปน positive ในการเหนี่ยวนําใหเกดิความผิดปกติของ
โครโมโซมในเซลลลิมโฟไซตของมนุษย  และผลการศึกษาของ Natarajan and Schmid (1971); 
Brogger and Johnasen (1972); Satoh et al. (2002) ที่พบวา MMC มีผลกอใหเกิดความผิดปกติของ
โครโมโซมในรูปแบบตางๆ ไดแก การเกดิ break และการเกิด exchange ที่เหนีย่วนําใหเกิดไดทั้ง
เซลลรังไขของ Chinese hamster และเซลลลิมโฟไซตของมนุษย   
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2.2 อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6  จากการเหนีย่วนาํดวย 
MMS 

 
ทดสอบการเกดิความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย 

MMS ที่ระดับความเขมขน 3.00, 5.00 และ 10.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  บมเลี้ยงในสารทดสอบ
นาน 4 และ 24 ช่ัวโมง  โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า  เมื่อนํามาตรวจนับจํานวนเซลลที่เกิดความผิดปกติ
ของโครโมโซมในระยะเมทาเฟสจํานวน 100 เซลล ตอหนึ่งความเขมขน  ไดคาเฉลี่ยทั้ง 3 ซํ้า  ดัง
ตารางที่ 6  ภาพที่ 18, 24 ,25 และ 26  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 6  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6  จากการทดลอง 3 ซํ้า ที่  

 เหนีย่วนาํดวย MMS ความเขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จํานวนเซลลท่ีเกิดความผิดปกติของโครโมโซมตอ 100 เซลลaความเขมขน 
(µg/ml) 

4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 
0 (Control) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

3.00 3.83 ± 1.53* 3.00 ± 1.46*

5.00 3.42 ± 1.21* 4.33 ± 1.34*

10.00 4.58 ± 1.59* 4.00 ± 1.96*

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า 

*  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม (LSD test) 
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ภาพที่ 18  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการทดลอง 3 ซํ้า ที่

เหนีย่วนําดวย MMS ที่ความเขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จากการทดสอบพบวา MMS มีผลกอใหเกดิความผิดปกติของโครโมโซม โดยมีแนวโนม
เพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนเพิ่มขึ้น  และเมื่อทดสอบทางสถิติเทียบกับกลุมควบคุม ดวย LSD test พบวา
ที่ระดับความเขมขน 3.00, 5.00 และ 10.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง และ 24 
ช่ัวโมง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (p≤0.05)  
 
 ผลการทดสอบความผิดปกติของโครโมโซมที่เหนี่ยวนาํดวย MMS (ตาราง ที่ 6) พบวา   
ทุกระดับความเขมขนที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง มีความแตกตางจากกลุมควบคุมอยาง
ชัดเจน  ซ่ึงผลที่เกิดขึ้นสอดคลองกับผลอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส (ตารางที่ 2)  แตเมื่อพิจารณา
ความสัมพันธระหวางชวงเวลาแลว  ระยะเวลาที่ทดสอบ 4 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง ไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) 
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2.3 อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนีย่วนาํดวย     
VP-16 

 
ทดสอบการเกดิความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการเหนี่ยวนําดวย 

VP-16 ที่ระดบัความเขมขน 0.10, 1.00 และ 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  บมเลี้ยงในสารทดสอบ
นาน 4 และ 24 ช่ัวโมง  โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า  เมื่อนํามาตรวจนับจํานวนเซลลที่มีความผิดปกติ
ของโครโมโซมในระยะเมทาเฟสจํานวน 100 เซลลตอหนึ่งความเขมขน  ไดคาเฉลี่ยทั้ง 3 ซํ้า  ดัง
ตารางที่ 7  ภาพที่ 19, 24, 25 และ 26  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 7  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการทดลอง 3 ซํ้า ที่ 

    เหนีย่วนําดวย VP-16 ที่ความเขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จํานวนเซลลท่ีเกิดความผิดปกติของโครโมโซมตอ 100 เซลลaความเขมขน 
(µg/ml) 

4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 
0 (control) 0.25 ± 0.43 0.25 ± 0.29 

0.10 1.42 ± 0.58 0.83 ± 0.58 

1.00 2.00 ± 0.78 1.92 ± 1.13*

3.00 2.29 ± 0.72 1.58 ± 1.13*

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า 
  *  มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) จากกลุมควบคุม (LSD test) 
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ภาพที่ 19  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการทดลอง 3 ซํ้า              

ที่เหนีย่วนําดวย VP-16 ที่ความเขมขนตางกันในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
 

จากการทดสอบพบวา VP-16 มีผลกอใหความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 โดย
มีแนวโนมเพิม่ขึ้นเมื่อความเขมขนเพิ่มขึ้น  และเมื่อทดสอบทางสถิติเทียบกับกลุมควบคุมดวย LSD 
test  พบวาที่ระดับความเขมขน 1.00 และ 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง มี
ความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05)  และที่ระดบัความเขมขน 0.10, 1.00 และ 3.00 ไมโคร 
กรัมตอมิลลิลิตร ที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง และความเขมขน 0.10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ระยะเวลา 
24 ช่ัวโมง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) จากกลุมควบคุม 
 
 จากผลการทดสอบความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 ที่เหนีย่วนําดวย VP-16 
แสดงใหเห็นความแตกตางของทั้ง 2 ชวงเวลา คือ กลุมทดสอบที่ระยะเวลา 4 ช่ัวโมง แตละความ
เขมขนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) จากกลุมควบคุม  แตกลุมทดสอบที่ระยะเวลา 24 
ช่ัวโมง มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (p≤0.05) จากกลุมควบคุมอยางชัดเจน  ซ่ึงสอดคลอง 
กับผลการทดสอบของ Bassi (2002) ที่แสดงใหเห็นวาการเหนี่ยวนําใหเกิดความผิดปกติของ
โครโมโซมดวย VP-16 ที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  พบวามีความผิดปกติของโครโมโซมเพิ่มขึ้นโดย
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เกิด dicentric, ring, exchange และการแตกหักของชิ้นสวนโครโมโซม และถาเกิดขึน้มากๆ ก็มีผล
เหนีย่วนําใหเกิดการตายของเซลลแบบ apoptosis ไดเชนกัน (Filipski et al., 1990; Walker et al., 
1994) 
 

2.4 ศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางอตัราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของ
เซลล TK6  จากการเหนี่ยวนาํของ MMC, MMS และ VP-16 ที่ระดับความเขมขน 3.00 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
จากการทดสอบอัตราการเกดิความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 เมื่อ

เหนีย่วนําดวยสารเคมี 3 ชนิด คือ MMC, MMS และ VP-16 นําผลอัตราการเกิดความผิดปกติของ
โครโมโซมของเซลล TK6 ที่เกิดขึ้นมาเปรยีบเทียบกนัที่ระดับความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  แสดงผลดังตารางที่ 8  ภาพที่ 20  

 
ตารางที่ 8  อัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการทดลอง 3 ซํ้า ที่ 

เหนีย่วนําดวย MMC, MMS และ VP-16 ที่ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   
ในเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 

 

จํานวนเซลลท่ีเกิดความผิดปกติของโครโมโซมตอ 100 เซลลaชนิดสารเคมี  
4  ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 

MMC 6.00 ± 2.30 3.83 ± 1.16 

MMS 3.83 ± 1.53 3.00 ± 1.46 

VP-16 2.29 ± 0.72 1.58 ± 1.13 

 
หมายเหต ุ a  คา Mean ± SD จากการทดลอง 3 ซํ้า 
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ภาพที่ 20  ความสัมพันธของอัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6 จากการ

เหนีย่วนําของ MMC, MMS และ VP-16 ที่ระดับความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

 
การทดสอบอัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล TK6  พบวาสารเคมทีั้ง 3 

ชนิด  เหนี่ยวนําใหเกิดการทําลายสารพันธุกรรมภายในเซลล  เมื่อนําอัตราการเกิดความผิดปกติของ
โครโมโซม  ที่ระดับความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการเหนี่ยวนําของสารทั้ง 3 ชนิด  
มาเปรียบเทียบกันโดยทดสอบดวยวิธี T-Test  พบวาระหวางกลุมของ MMS กับ MMC และ VP-16 
ที่ระยะเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05)  แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 
MMC กับ VP-16  พบวามีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (p≤0.05) ทั้งนี้สามารถสรุปไดวาอัตรา
การเกิดความผิดปกติของโครโมโซมในเซลล TK6  ที่เกิดจากการเหนีย่วนําดวยสาร MMC  มีอัตรา
การเกิดความผิดปกติมากที่สุด และมแีนวโนมที่จะเพิ่มขึน้  เมื่อเทียบกบักลุมควบคุมแลวพบวามี
ความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05) 
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 จากผลการทดสอบความผิดปกติของโครโมโซมที่เหนี่ยวนําดวยสารเคมีทั้ง 3 ชนิด คอื 
MMC, MMS และ VP-16  ใหผลเปนที่ชัดเจนวาสารทั้ง 3 ชนิด มีผลกอใหเกิดความผดิปกติของ
โครโมโซมในรูปแบบตาง ๆ ในเซลล TK6 รูปแบบความผิดปกติของโครโมโซมที่พบในการ
ทดสอบนี้ คือ การเกิด chromatid gap และ break ซ่ึงถูกพบมากที่สุด chromosome gap และ break 
พบรองลงมา และยังมีความผิดปกติอ่ืนๆ ที่พบบางเล็กนอย ไดแก การเกิด dicentric, ring และการ
เกิด chromatid exchange ที่พบในการเหนีย่วนําดวย VP-16  แตถึงอยางไรก็ตามความผดิปกติของ
โครโมโซมแบบ gap และ break ก็เปนความผิดปกติที่พบไดในทกุกลุมการทดสอบ 
 
3.  ศึกษาเปรียบเทียบความสมัพันธระหวางการเกิดไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของ  

  โครโมโซมของเซลล TK6 
 
จากการศึกษาความผิดปกตขิองเซลลจากสิ่งกอการกลายดวยการทดสอบไมโครนิวเคลียส 

และการหาความผิดปกติของโครโมโซมในเซลล TK6 ที่เหนีย่วนําดวยสารเคมี 3 ชนิด คือ MMC, 
MMS และ VP-16  เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการทดสอบทั้งสองวิธีมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธ
กันโดยเทียบขอมูลจากการทดสอบทั้งสองวิธีเปนเปอรเซน็ต  ไดกราฟดงัภาพที่ 21, 22 และ 23 
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ภาพที่ 21  ความสัมพันธระหวางการเกดิไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของโครโมโซมของ
เซลล TK6 จากการเหนี่ยวนาํดวย MMC 
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ภาพที่ 22  ความสัมพันธระหวางการเกดิไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของโครโมโซมของ

เซลล TK6  จากการเหนี่ยวนาํดวย MMS 
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ภาพที่ 23  ความสัมพันธระหวางการเกดิไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของโครโมโซมของ

เซลล TK6 จากการเหนี่ยวนาํดวย VP-16 
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จากภาพที่ 21, 22 และ 23 แสดงความสัมพนัธขั้นตน  สามารถสรุปไดวาแนวโนมของการ
เกิดความผิดปกติทั้งการเกดิไมโครนิวเคลียสและการเกดิความผิดปกติของโครโมโซมในเซลล TK6    
มีแนวโนมไปในทางเดยีวกนักลาวคือ ในขณะที่อัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสเพิ่มขึ้นอัตราการเกิด
ความผิดปกตขิองโครโมโซมก็เพิ่มขึ้นดวย  เมื่อเปรียบเทยีบทางสถิติระหวางอัตราการเกิดไมโคร
นิวเคลียสและอัตราการเกิดความผิดปกติของโครโซม  พบวาจากการเหนี่ยวนําดวยสาร MMS มี
ความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05)  โดยมีอัตราการเกิดความผิดปกติของโครโมโซมมาก 
กวาอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสอยางชัดเจน  และจากการเหนีย่วนําดวยสาร MMC และ VP-16 
แสดงผลที่คลายกันคือไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติ (p≥0.05) ระหวางอัตราการเกดิไมโคร
นิวเคลียสและอัตราการเกิดความผิดปกติของโครโซม 
 
 จากผลการทดสอบความผิดปกติของสารพันธุกรรมดวยวิธีไมโครนวิเคลียสและความ
ผิดปกตของโครโมโซมโดยการเหนีย่วนําดวยสารเคมีที่เปนสิ่งกอการกลายทั้ง 3 ชนิดจะเห็นวาผล
การทดสอบระหวางกลุมทดสอบที่ระยะเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง ไมเกดิความแตกตางกันซึ่งอาจจะ
เกิดขึ้นเนื่องมาจากความแตกตางของชวงระยะความหางของระดับความเขมขนอาจนอยเกนิไปจึง
ทําใหผลการทดสอบระหวางชวงเวลาที่ไดไมแตกตางกัน 
 

จากการทดสอบการเหนีย่วนาํเซลล TK6 ใหเกิดความผิดปกติดวยส่ิงกอการกลายโดยการ
ทดสอบดวยวธีิไมโครนิวเคลียสและความผิดปกติของโครโมโซม  ผลของการทดสอบที่ไดเปนสิ่ง
ที่บงชี้ไดวาเซลล TK6 มีคุณสมบัติที่ดีในการใชทดสอบความผิดปกตขิองสารพันธุกรรมดวยส่ิงกอ
การกลาย หรือสารเคมีอ่ืน ๆ ที่คาดวาจะเปนสิ่งกอการกลายหรือสารกอมะเร็ง  นอกจากผลการ
ทดสอบที่ไดนีจ้ะมีความแตกตางกันอยางชดัเจนแลว  คณุสมบัติเฉพาะของเซลล TK6 ซ่ึงเปนเซลล
ที่เจริญเติบโตรวดเร็ว มวีิธีการเก็บเกีย่วงาย และลักษณะเฉพาะของตําแหนงของยีนที่ถูกปรับเปลี่ยน
ใหมีความเหมาะสมตอการทดสอบดวยสารที่เปนสิ่งกอการกลายและสารกอมะเร็งตางๆ ไดหลาย
ชนิด และยังเพาะเลี้ยงไดงาย  จึงทําใหเซลล TK6 นาจะเปนเซลลที่ถูกเลือกใชในการทดสอบทาง 
ดานนี้มากขึ้นไมวาจะเปนการทดสอบดวยวิธีไมโครนวิเคลียสหรือความผิดปกติของโครโมโซม  
หรือการทดสอบดวยวิธีอ่ืนๆ ก็ตาม 
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ภาพที่ 24  คาริโอไทป (karyotype) ของเซลลลิมโฟบลาสตของมนุษยชนิด TK6 (46, XY)  
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ภาพที่ 25  ความผิดปกติของโครโมโซมของเซลลลิมโฟบลาสตของมนุษยชนดิ TK6  
    (CB = chromatid break, CG = chromatid gap) 
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ภาพที่ 26  ความผิดปกติของโครโมโซมของเซลลลิมโฟบลาสตของมนุษยชนดิ TK6  

    (CB = chromatid break , CSG = chromosome gap) 
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สรุปผลการทดลอง 
 

ในการทดสอบการเหนีย่วนาํดวยสารเคมี 3 ชนิด คือ MMC, MMS และ VP-16 ดวยวิธี    
ไมโครนิวเคลียสและความผดิปกติของโครโมโซมในเซลลลิมโฟบลาสตของมนุษยชนิด TK6 ที่
ระดับความเขมขนตางๆ กัน และใชเวลาบมเลี้ยงในสารทดสอบนาน 4 และ 24 ช่ัวโมง  สามารถ
สรุปผลการทดลองไดดังนี ้
 

1.  MMC, MMS และ VP-16  มีอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสของเซลล TK6 ที่แตกตางกัน
อยางมีนัยสําคญั (p≤0.05)  มีแนวโนมการเกิดความผิดปกติเพิ่มมากขึน้เมื่อความเขมขนของสาร
ทดสอบมากขึ้นโดย MMC มีอัตราการเกิดไมโครนิวเคลียสมากที่สุด รองลงมาคือ VP-16 และ 
MMS ตามลําดับ 
 

2.  MMC, MMS และ VP-16 กอใหเกิดความผิดปกติของโครโมโซมในเซลล TK6 ที่มี
ความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญ (p≤0.05)  โดย MMC กอใหเกิดความผิดปกติมากที่สุด รองลงมา
คือ MMS และ VP-16 ตามลําดับ  โดยรูปแบบความผิดปกติของโครโมโซมที่พบสวนใหญเปนแบบ 
chromatid gap และ break  และ chromosome gap และ break  โดยมีแนวโนมของความผิดปกติเพิ่ม
มากขึ้นเมื่อความเขมขนของสารทดสอบมากขึ้น 

 
3.  MMC, MMS และ VP-16 มีแนวโนมของอัตราการเกดิไมโครนิวเคลียสและความผิด

ปกติของโครโมโซมในเซลล TK6 ไปในทศิทางเดียวกนัโดยเมื่ออัตราการเกิดไมโครนิวเคลียส
เพิ่มขึ้นอัตราการเกิดความผดิปกติของโครโมโซมก็เพิ่มขึ้นดวย 
 
 จากการวิจัยคร้ังนี้ยืนยันไดวาเซลล TK6 สามารถนําไปใชในการทดสอบสารเคมีที่กอให 
เกิดอันตรายตอดีเอ็นเอได  และมีคุณสมบัตทิี่ดีในการทดสอบความผิดปกติของสารพันธุกรรมดวย
ส่ิงกอการกลายหรือสารเคมีอ่ืนๆ ที่คาดวาจะเปนสิ่งกอการกลายหรือสารกอมะเร็ง 
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ขอเสนอแนะ 
 

1.  การเพาะเลีย้งเพื่อทดสอบสารอาจเกิดปญหาในการเจริญเติบโตของเซลลแตละครั้งที่ทํา
การทดสอบไมเทากัน  อันเนื่อง มาจากสภาวะแวดลอม หรือเทคนิควธีิการ  จึงตองใชเวลาในการ
เพาะเลี้ยงเซลลเพื่อใหเซลลไดปรับสภาวะใหคงที่กอนนาํเซลลมาทดสอบ 

 
2.  ในการทดสอบความเปนพิษของสารเคมีที่มีตอสารพันธุกรรมเพื่อใหผลการทดสอบเปน

ที่ยอมรับได  ควรจะตองมกีารทดสอบดวยวิธีตางๆ กัน  เพื่อเปนการยนืยันและเปรียบเทียบผลการ
ทดสอบ   

 
3.  ในการทดสอบดวยสารหลายชนิดซึ่งบางชนิดอาจมคีวามสามารถในการละลายในตัวทาํ

ละลายที่ตางกนั  ดังนั้นในกลุมควบคุมจึงตองเพิ่มสารที่เปนตัวทําละลายนั้นในการทดสอบดวย 
 
4.  ในขั้นตอนการเก็บเกีย่วเซลลเพื่อเตรียมสไลดตองควบคุมการใชเวลาในแตละขัน้ตอน

อยางรวดเรว็  เพราะเซลลถูกหยุดการทํางานชั่วขณะเทานั้น  หากทิ้งไวนานกระบวนการตางๆ 
ภายในเซลลจะทํางานและอาจเปนผลทําใหเซลลตาย 

 
5.  ควรเพิ่มระยะหางของระดับความเขมขนของสารทดสอบที่ใชเพื่อใหเห็นความแตกตาง

ที่ชัดเจนมากขึน้ 
 
6.  กอนทดสอบสารเคมีแตละชนิดตองทดสอบความเปนพิษของสารตอเซลลที่ใชทดสอบ

กอนทุกครั้ง (cytotoxicity test)  เพื่อหาคา LD50  ของสารและใชในการคาํนวณหาชวงความเขมขน
ที่เหมาะสม 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

53

เอกสารและสิ่งอางอิง 
 
จันทรเพ็ญ  เมฆาอภิรักษ.  2530.  ผลทางไซโตจินิติคของบลีโอมัยซิน เจนเชียนไวโอเลต และ        

ไมโตมัยซิน-ซี ตอเซลลเม็ดเลือดขาว.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
ชัยวัฒน  ตอสกุลแกว, ธีรยุทธ  กล่ินสุคนธ และปญญา  เตม็เจริญ.  2539.  หลักการทางพิษวิทยา. 

ภาควิชาสรีรวทิยาและภาควชิาพยาธิชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยมหดิลและ
มหาวทิยาลัยรังสิต, กรุงเทพฯ. 

 
ธวัช  ขนบดี และทวีพร  สิทธิราชา.  2536.  การเพาะเลี้ยงเซลลและเนื้อเยื่อสัตว.  เอกสารการอบรม.  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ.  อางถึงใน นาถนภิส  ประทีป ณ ถลาง.  2540.  
ความผิดปกตขิองโครโมโซมเม็ดเลือดขาวของคนภายหลังไดรับอบเชยญวน.  วิทยานิพนธ
ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 
นาถนภิส  ประทีป ณ ถลาง.  2540.  ความผิดปกติของโครโมโซมเม็ดเลือดขาวของคนภายหลงั

ไดรับอบเชยญวน.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
มาลิน  จุลศิริ.  2527.  ส่ิงกอกลายพันธุ และสิ่งกอมะเร็งในสิ่งแวดลอม: ยาและสารผสมในอาหาร

สัตว, น. 42-60.  ใน ประกอบการสัมมนาวิชาพันธุศาสตร คร้ังท่ี 4, 21-24 พฤศจิกายน 
2527.  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ.  

 
วิทยา  เมฆานนัท.  2522.  เซลลในพันธุศาสตรในเวชปฏิบัติ.  โครงการตําราศิริราช, มหาวิทยาลัย 

มหิดล, กรุงเทพฯ.  อางถึงใน นาถนภิส  ประทีป ณ ถลาง.  2540.  ความผิดปกติของ
โครโมโซมเม็ดเลือดขาวของคนภายหลังไดรับอบเชยญวน.  วิทยานิพนธปริญญาโท, 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.  

 
เสาวคนธ  ธนสมบัติ.  2530.  การศึกษาเปรียบเทียบผลของ mitomycin C ท่ีมีตอโครโมโซมของ

เม็ดเลือดขาวของคนปกติ และคนท่ีเปนมะเร็งตับในหลอดทดลอง. วทิยานิพนธปริญญาโท, 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 



 
 
 

54

หนามเตย  มีเมศกุล.  2529.  ฟโนบารบิทอลเหนี่ยวนําโครโมโซมใหเกิดความผิดปกติในลิมโฟไซต
ของคน.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร. 

 
Aardema, M.J. and M.K. Volders.  2001.  The in vitro micronucleus assay.  pp. 163-186.  In W.N. 

Choy, eds.  Genetic Toxicology and Cancer Risk Assessment.  Marcel Dekker, Inc., 
New York.  

 
American Type Culture Collection (ATCC).  2004.  Cell line catalogues: ATCC CRL 8015. 

Available Source: http://www.atcc.org/SearchCatalogs/longview.cfm, August 16, 2004  
 
Bakshi, S.R., R.K. Patel, S.K. Roy, P. Alladi, A.H. Trivedi, J.M. Bhatavdekar, D.D. Patel, P.M. 

Shah and U.M. Rawal.  1998.  Mitomycin C induced chromosomal aberrations in yong 
cancer patients.  Mutat Res.  422: 223-228. 

 
Bassi, L., M. Carloni, E. Fonti, N.P. Peña, R. Meschini and F. Palitti.  2002.  Pifithrin-α, an 

inhibitor of p53, enhances the genetic instability induced by etoposide (VP-16) in human 
lymphoblastoid cells treated in vitro.  Mutat Res.  499: 163-176. 

 
Beranek, D.T.  1990.  Distribution of methyl and ethyl adducts following alkylation with 

monofunctional alkylating agents.  Mutat Res.  231: 11-30. 
 
Beth, A.M.  1998.  Mutation, Mutagens and DNA repair outline: Human Genetics.  5th ed.  

Division of Biology, Kansas State University, Manhattan. 
 
British Columbia Cancer Agency.  2006.  Drug Index (Professional)-Etoposide.  Available 

Source: http://www.bbccancer.bc.ca/HPI/DrugDatabase/DrugIndexPro/Etoposide.htm, 
may 19, 2006. 

 
 
 

http://www.bbccancer.bc.ca/HPI/DrugDatabase/DrugIndexPro/Etoposide.htm


 
 
 

55

Brogger, A. and J. Johnasen.  1972.  A model for the production of chromosome damage by 
mitomycin C.  Chromosoma.  38: 95-104.  Cited  Satoh, T., M. Hatanaka, K. 
Yamamoto, M. Kuru-o and T. Sofuni.  2002.  Application of mFISH for the analysis of 
chemically-induced chromosomal aberrations: a model for the formation of triradial 
chromosomes.  Mutat Res.  504: 57-65. 

 
Calabresi, P. and B.A. Chabner 1996.  Chemotherapy of neoplastic disease: introduction.          

pp. 1225-1232.  In P.B. Molinoff, R.W. Ruddon, eds.  Goodman & Gilman’s The 
Pharmacological Basis of Therapeutics.  9th ed.  The McGraw-Hill, Inc, New York. 

 
Cancer Care Ontario (CCO) Formulary.  2003a.  Mitomycin.  Available Source: 

http://www.cancercare.on.ca/pdfdrugs/MITOMYCIN.pdf, July 20, 2004.   
 
______.  2003b.  Etoposide.  Available Source: 

http://www.cancercare.on.ca/pdfdrugs/ETOPOSIDE.pdf, July 20, 2004. 
 
Clarke, A.A., F.M. Gibson, J. Scott, N. Myatt and T.R. Rutherford.  2004.  Fanconi’s anemia cell 

lines show distinct mechanisms of cell death in response to mitomycin C or agonistic 
anti-Fas antibodies.  Haematologica.  89: 11-20. 

 
Clayson, D.B.  1972.  Chemical Carcinogenesis.  Little, Brown and Company, Boston. 
 
Dipalma, R.J.  1971.  Drill’s Pharmacology in Medicine.  McGraw-Hill Book Co. New York.  

อางถึงใน จันทรเพ็ญ  เมฆาอภิรักษ.  2530.  ผลทางไซโตจินิติคของบลีโอมัยซิน เจนเชียน
ไวโอเลต และไมโตมัยซิน-ซี ตอเซลลเม็ดเลือดขาว.  วิทยานิพนธปริญญาโท, 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.   

 
Eric, H.R. and W.N Hait.  2006.  Anthracyclines and DNA intercalators/ 

Epipodophyllotoxins/DNA Topoisomerase.  Available Source: 
http://www.bcdecker.com, May 25, 2006. 

http://www.bcdecker.com/


 
 
 

56

Fenech, M.  2000.  The in vitro micronucleus technique.  Mutat Res.  455: 81-95. 
 
________, and A. Morley.  1985a.  Solutions to the kinetic problem in the micronucleus test.   

Cytobios.  43: 233-246.  
 
________, ________.  1985b.  Measurement of micronuclei in lymphocytes.  Mutat Res.  
             148: 99-105.  
 
________, W.P. Chang, M.K.Volders, N. Holland, S. Bonassi and E. Zeiger.  2003.  HUMAN 

project: detailed description of the scoring criteria for the cytokinesis-block  
micronucleus assay using isolated human lymphocyte cultures.  Mutat Res.  534: 65-75. 

 
Ferguson, L.R. and B.C. Baguley.  1996.  Mutagenicity of anticancer drugs that inhibit 

topoisomerase enzyme.  Mutat Res.  335: 91-101. 
 
Filipski, J., J. Leblanc, T. Youdale, M. Sikorska and P.R. Walker.  1990.  Periodicity of DNA 

folding in higher order chromatin structure.  EMBO J.  9: 1319-1327. 
 
Fox, M.A. and B.W. Fox.  1967.  Effect of methyl methanesulfonate on the growth of P388 

lymphoma cells in vitro and on their rate of progress through the cell cycle.  Cancer Res.  
27: 1895-1812. 

 
Friedberg, E.C., L.D. McDaniel and R.A. Schultz.  2004.  The role of endogenous and exogenous 

DNA damage and mutagenesis.  Curr. Opin. Genet. Dev.  14: 5-10. 
 
Garriott, M.L., J.B. Phelps and P.H. Wherly.  2002.  A protocol for the in vitro micronucleus test 

I. Contributions to the development of a protocol suitable for regulatory submissions 
from an examination of 16 chemicals with different mechanisms of action and different 
levels of activity.  Mutat Res.  517: 123-134. 



 
 
 

57

Gensia Sicor Pharmaceuticals.  1998.  Etoposide injection.  Available Source: 
http://patient.cancerconsultants.com/druginserts/etoposide.pdf, July 20, 2004. 

 
Goldberg, I.H.  1965.  Mode of action of antibiotic, drugs affecting nuclei acid and protein 

synthesis.  Amer. J. Med.  36(6): 22-52. 
 
Hande, K.R.  1998.  Etoposide:for decades of development of a topoisomerase II inhibitor.  Eur J 

Cancer.  34(10): 1514-1521. 
 
Hazardous Substances Data Bank.  2001.  Online database produced by the National Library 

of Medicine. methyl methanesulfonate.  Available Source: http://toxnet.nlm.nih.gov/ 
cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB, July 20, 2004. 

 
Heddle, J.A.  1973.  A rapid in vivo test for chromosome damage.  Mutat Res.  18: 187-192. 
 
Herskowitz, I.H.  1977.  Principle of Genetics.  2nd ed.  Macmillan Publishing Co. Inc., New 

York. 
 
Horton, J.K., D.F. Stefanick, J.M. Naron, P.S. Kedar and S.H. Wilson.  2005.  Poly(ADP-ribose) 

polymerase activity prevents signaling pathways for cell cycle arrest after DNA 
methylating agent exposure.  BIO. CHEM.  280(16): 15773-15785. 

 
International Agency for Research on Cancer.  1974.  IARC Monographs on the evaluation of the 

carcinogenic risk of chemicals to man: some anti-thyroid and related substances, 
nitrofurans and industrial chemicals.  Lyon, France: IARC.  7: 326.  

 
 .  1999.  IARC Monographs on the evaluation of the carcinogenic risk of chemicals to 

man: re-evaluation of some organic chemicals, hydrazine, and hydrogen peroxide. Lyon, 
France: IARC.  71: 1589.  

 



 
 
 

58

Ishii,Y. and M.A. Bender.  1978.  Factors influencing the frequency of mitomycin-C induce sister 
chromatid exchanges in culture.  Mutat Res.  51: 411-418.  อางถึงใน จันทรเพ็ญ  เมฆา
อภิรักษ.  2530.  ผลทางไซโตจินิติคของบลีโอมัยซิน เจนเชียนไวโอเลต และไมโตมยัซิน-ซี 
ตอเซลลเม็ดเลือดขาว.  วิทยานิพนธปริญญาโท,  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.   

 
Islaih, M., W.H. Bartley, A.K. Ibrahim, L. Baohui, J.L. Reid-Hubbard, L.F. Flick, L.A. Julie,     

D. Thom, K.M. David, K.N. Ronald and E.W. David.  2005.  Relationships between 
genomic, cell cycleand mutagenic responses of TK6 cells exposed to DNA damageing 
chemicals.  Mutat Res.  578: 100-116. 

 
Joel, S.  1996.  The clinical pharmacology of etoposide: an update.  Cancer Treatment Rev.  22: 

179-221. 
 
Latt, S.A.  1974.  Sister chromatid exchanges, induces of human chromosome damage and repair: 

detection by fluorescence and induction by mitomycin-C.  Proc. Nat. Acad. Sci.  71: 
3162-3166.  อางถึงใน จันทรเพ็ญ  เมฆาอภิรักษ.  2530.  ผลทางไซโตจินิติคของบลีโอมัย
ซิน เจนเชยีนไวโอเลต และไมโตมัยซิน-ซี ตอเซลลเม็ดเลือดขาว.  วิทยานิพนธปริญญาโท, 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 
Lawn, J.W., A. Begleiter and D. John.  1976.  Studies relating to antitumour antibodies; Part V: 

reactions of mitomycin C with DNA examined by ethidium fluorescence assay. 
Canadian Journal of Biochemistry.  54: 110.  Cited Wiravan Kumvan.  2002.  
Clastogenic and anticlastogenic potentials of dietary seaweeds Porphyra SPP. And 
Gracilaria SPP. Using erythrocyte micronucleus assay in the mouse and their nutritive 
value.  M.S. Thesis, Mahidol University. 

 
Levinton, M. and A. Montagu.  1978.  Text Book of Human Genetics.  2nd ed.  Oxford 

University Press, London. 
 



 
 
 

59

Liber, H.L. and W.G. Thilly.  1982.  Mutation assay at the thymidine kinase locus in diploid 
human lymphoblasts.  Mutat Res.  94: 467-485. 

 
Lundin, C., M. North, K. Erixon, K. Walters, D. Jenssen, A.S.H. Goldman and T. Helleday.  

2005.  Methyl methanesulfonate (MMS) produces heat-labile DNA damage but no 
detectable in vitro DNA double-strand breaks.  Nucleic Acid Research.  33: 3799-3811. 

 
Merck.  1989.  The Merck Index, 11th ed.  Merck&Co. Inc., Rahway, New Jersey. 
 
Natarajan, A.T. and W. Schmid.  1971.  Differential response of constitutive and facultative 

heterochomatin in the manifestation of mitomycin induced chromosome aberrations in 
Chinese hamster cells in vitro.  Chromosoma.  33: 48-62. 

 
National Toxicology Program.  2004.  Chemical repository: methyl methanesulfonate.     

Available Source: http://ntp-server.niehs.nih.gov, July 20, 2004. 
 
New Jersey Department of Health and Senior Services.  2000.  Hazardous Substance Fact 

Sheet; Methyl methanesulfonate.  Available Source: 
http://www.state.nj.us/health/eoh/odisweb, July 20, 2004. 

 
Phelps, J.B., M.L. Garriott and P.H. Wherly.  2002.  A protocol for the in vitro micronucleus test 

II. Contributions to the validation of a protocol suitable for regulatory submissions from 
an examination of 10 chemicals with different mechanisms of action and different levels 
of activity.  Mutat Res.  521: 103-112 

 
Sancar, A., L.A.L. Boltz, K.U. Kacmaz and S. Linn.  2004.  Molecular mechanisms of 

mammalian DNA repair and the DNA damage check-points.  Ann.Rev. Biochem.  73: 
39-85. 

 

http://www.state.nj.us/health/eoh/odisweb


 
 
 

60

Sarkar, N., S. Lemaire, D.W. Scharf, E.I. Bourguet and H. Cerutti.  2005.  Functional 
specialization of Chlamydomonas reinhardtii cytosolic thioredoxin h1 in the response to 
alkylation-induced DNA damage.  Eukaryotic Cell.  4: 262-273. 

 
Satoh, T., M. Hatanaka, K. Yamamoto, M. Kuru-o and T. Sofuni.  2002.  Application of mFISH 

for the analysis of chemically-induced chromosomal aberrations: a model for the 
formation of triradial chromosomes.  Mutat Res.  504: 57-65. 

 
Schmid, W.  1975.  The micronucleus test.  Mutat Res.  31: 9-15. 
 
Shaw, M.W. and M.M. Cohen.  1964.  Chromosome exchanges in human leukocytes iInduced by 

mitomycin-C.  Genetics.  51: 181-190.  อางถึงใน จันทรเพ็ญ  เมฆาอภิรักษ.  2530.  ผล
ทางไซโตจินิตคิของบลีโอมัยซิน เจนเชียนไวโอเลต และไมโตมัยซิน-ซี ตอเซลลเม็ดเลือด
ขาว.  วิทยานพินธปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.          

 
Shiba, S.  1958.  The mode of action of mitomycin C.  pp. 1-8.  อางถึงใน เสาวคนธ  ธนสมบัติ.  

2530.  การศึกษาเปรียบเทยีบผลของ mitomycin C ที่มีตอโครโมโซมของเม็ดเลือดขาวของ
คนปกติ และคนที่เปนมะเร็งตับในหลอดทดลอง.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร. 

 
Sigma-aldrich.  2004.  Mitomycin C.  Available Source: http://www.sigma-aldrich.com, 

September 15, 2004. 
 
Stopper, H. and S.O. Müller.  1997.  Micronuclei as a biological end-point for genotoxicity.  

minirev. Toxicology In vitro.  11: 661-667. 
 
Thailand Institute of Scientific and Technological Research.  2005.  Research and development 

on safety evaluation of genotoxins by the short-term tests.  Grant (E) Res. Project No. 
46-07/ Rep. No. 1 (Final Rep.) 

 



 
 
 

61

Tomasz, M., R. Lipman, D. Chowdary, J. Pawlak, G.L. Verdine, K. Nakanishi.  1987.  Isolation 
and structure of a covalent cross-link adduct between mitomycin C and DNA.  Science.  
235: 1204-1208. 

 
Walker, P.R., V.M. Weaver, B. Lach, J. Leblanc and M. Sikorska.  1994.  Endonuclease activities 

associated with high molecular weight and internucleosomal DNA fragmentation in 
apoptosis.  Exp. Cell Res.  213: 100-106. 

 
Zhang, L.S., M. Honma, M. Hayashi, T. Suzuki, A. Matasuoka and T. Sofuni.  1995.  A 

comparative study of TK6 human lymphoblastoid and L5178Y mouse lymphoma cell 
lines in the in vitro micronucleus test.  Mutat Res.  347: 105-115. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

62

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

63

การเตรียมสารละลาย 
 
1.  สารละลายที่ใชทดสอบ 
 
 1.1  สารละลาย mitomycin C  เตรียมโดยใช mitomycin C (Sigma) ชนดิผง ขนาดบรรจุ     
2 mg ตอ 1 ขวด  เติมน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 10 ml  จะไดสารละลาย mitomycin C  ที่มีความเขมขน 
200 µg/ml   
 
 1.2  สารละลาย methyl methanesulfonate  เตรียมโดยใช methyl methanesulfonate 
(Sigma) ชนิดผง ขนาดบรรจุ 10 mg ตอ 1 ขวด  เติมน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 10 ml  จะไดสารละลาย 
methyl methanesulfonate  ที่มีความเขมขน 1,000 µg/ml   
 
 1.3  สารละลาย etoposide  เตรียมโดยใช etoposide (Sigma) ชนิดผง ขนาดบรรจุ 25 mg ตอ 
1 ขวด  ละลายดวย DMSO 10 ml จะไดสารละลาย etoposide ที่มีความเขมขน 2,500 µg/ml   
 
2.  สารละลายที่ใชในการตรวจสอบ 
 
 2.1  สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.075 M (hypotonic solution)  ใชโพแทสเซียมคลอ
ไรด (KCl)  5.59 g  ละลายดวยน้าํกลั่น  แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 
 
 2.2  สารละลายน้ํายาคงสภาพเซลล (fixative solution)  ใช absolute methanol ผสมกับ 
glacial acetic acid ในอัตรสวน 3 : 1  โดยเตรียมใหมเสมอเมื่อตองการจะใช 
 
 2.3  สารละลาย  phosphate buffer solution (PBS)    

 NaCl   8.00  g 
 KCl   0.20  g 
 Na2HPO4  1.44  g 
 H2KPO4   0.24  g 
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ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร  และปรับคา pH เปน 7.4  จากนั้นนาํไปนึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดนัไอน้ํา หรือใช PBS tablets (Sigma) 1 เม็ด ละลายในน้ํากลัน่ 200 ml  และปรับคา pH  
เปน 7.4  และนําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยความดนัไอน้ํา 
 
 2.4  สารละลาย  Giemsa buffer  สําหรับเจือจางสี Giemsa โดยใช Gurr buffer tablets 
(Gibco) 1 เม็ด ละลายน้ํากลัน่ 1 ลิตร  และปรับคา pH เปน 6.8 
 
 2.5  สารละลาย  Cytochalasin B  เตรยีมโดยใช Cytochalasin B (Sigma) ชนิดผง ขนาด
บรรจุ 5 mg ตอ 1 ขวด  ละลายดวย DMSO 5 ml  จะไดสารละลาย  Cytochalasin B  ความเขมขน 
1,000 µg/ml   
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวน้ําทิพย เที่ยงตรง 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 21 สิงหาคม 2523 
สถานที่เกิด  สุพรรณบุรี 
ประวัติการศึกษา กศ.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (2545) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน ผูชวยนกัวิชาการ 
สถานที่ทํางานปจจุบัน ฝายเภสัชและผลิตภัณฑธรรมชาติ                     

สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 
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