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บทคดัย่อ 

ปัจจัยหนึ่งที่ท  าให้งานบริการตรวจวิเคราะห์เซลล์ด้วยเทคนิค flow cytometry ประสบความส าเรจ็คือ 

ระยะเวลาที่เหมาะสมต่อสภาพความคงตัว (stability) ของสารเรืองแสงที่ใช้ เพ่ือให้ทราบถึงผลของปัจจัยดังกล่าว 

ผู้วิจัยได้ตรวจนับจ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มจากการคายแสงของสารฟลูออเรสเซนต์ของเซลล์ที่ถูกตรึง และ

ย้อมด้วย propidium iodide (PI) และแอนติบอดี (antibody) ที่จ าเพาะกับเซลล์ที่ติดฉลากด้วย fluorescein 

isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) และ PE-Cy7 งานวิจัยได้แบ่งการทดลองเป็น 2 กลุ่มคือ เซลล์

เนื้ อเยื่อสัตว์ (เซลล์ MCF-7, เซลล์ HuCCA-1 และเซลล์ HT1080) และเซลล์เมด็เลือดขาว (granulocytes 

(CD11b), monocytes (CD14) และ lymphocytes (CD4:CD8 และCD3:CD19)) ถูกวิเคราะห์ด้วยเครื่อง BD 

FACSCanto flow cytometer ตามระยะเวลา 0, 15, 30 นาท;ี 1, 2, 3, 5 ชั่วโมง; 1, 2, 3, 4, 5 และ 7 วัน ผลการ

วิเคราะห์โดยพิจารณาจากค่า mean differences ที่ 3% ซึ่งแสดงถงึความคงตวัของสารเรืองแสงที่ยอมรับได้ พบว่าใน

เซลล์เนื้อเยื่อสตัว์มค่ีา mean differences ของจ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มแสงมากกว่า 3% ตั้งแต่วันที่ 3 เป็น

ต้นไป ในขณะที่เซลล์เมด็เลือดขาวมค่ีา mean differences ของจ านวนเซลล์มากกว่า 3% ตั้งแต่วันที่ 5 เป็นต้นไป แต่

ค่า mean differences ของปริมาณความเข้มแสงไม่แตกต่างกันอย่างชัดเจน ข้อมูลดังกล่าวบ่งชี้ ถึงระยะเวลาที่

เหมาะสมต่อการส่งตวัอย่างเซลล์เนื้อเยื่อสตัว์ และเซลล์เมด็เลือดขาวเพ่ือการวิเคราะห์ในงานวิจัยของผู้รับบริการไม่

ควรเกิน 3 วัน และ 5 วันตามล าดับ จากข้อมูลเบื้องต้นยังสามารถใช้ในการจัดตารางเวลาในการเข้ารับบริการได้

อย่างมปีระสทิธภิาพต่อไป 

ค าส าคญั: Flow Cytometry/ FACS/ Fluorochrome/ Fixative Cells 

 

Abstract 
 

 The success of a flow cytometric analysis depends on the stability of fluorescent dyes during 

preserving time. To gain more details in the stability of fluorescent dyes, the fixative cell lines (MCF-7, 

HuCCA-1 and HT1080 cells) and white blood cells [granulocytes (CD11b), monocytes (CD14) and 

lymphocytes (CD4:CD8 and CD3:CD19)] were labeled with propidium iodide (PI) and cell-specific 

fluorescent labeled antibodies, fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) and PE-Cy7, 

respectively. The amount of cell count (event) and emission intensity were measured by BD FACSCanto 

flow cytometer at the various time points of 0, 15, 30 min; 1, 2, 3, 5 hrs; 1, 2, 3, 4, 5 and 7 days. These 

were calculated in mean differences comparing to the standard cut-off 3%. In cell lines, >3% of mean 

differences of both event and intensity could be observed after 3 days. In white blood cells, no change of 

mean differences of intensity were observed, but event showed >3% after 5 days. Thus, in order to obtain the 

precise data from fluorescent labeled cell lines and white blood cells, the preserving time should not be over 

3 and 5 days, respectively. Moreover, this knowledge can be utilized for a service management to the users.     
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1. บทน า 

 การบริการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่ อง flow 

cytometer เป็นหนึ่งในงานบริการวิชาการ (analytical 

service) ของหน่วยเครื่องมือกลาง คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่ งเป็นหน่วยงานกลางส าหรับ

ให้บริการเคร่ืองมอืวิทยาศาสตร์ชั้นสงูเพ่ือการสนับสนุน 

และพัฒนางานวิจัย ของหน่วยงานภายในมหาวิทยาลัย 

ภาครัฐและเอกชน  

การศึกษา flow cytometry เป็นการศึกษา

คุณลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีของ living cells 

หรื ออ นุภาคขนาด เล็กทา งชี ว วิ ทยา  ( biological 

particles) ในงานสาขาต่างๆ เช่น สาขาโลหิตวิทยา 

สาขาพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล สาขาพยาธิชีววิทยา 

สาขาเภสัชวิทยา สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ และสาขา

พฤกษศาสตร์ เป็นต้น [1], [2], [3] ซึ่งประยุกต์งาน

ทางด้านชีวเคมี และฟิสกิสเ์ข้าด้วยกนั โดยอาศัยเครื่อง 

flow cytometer เป็นเครื่ องมือในการตรวจวัด

คุณลักษณะของเซลล์เดี่ยว (single cell) ที่แขวนลอย 

หรืออนุภาคขนาดเลก็ที่ไม่เกาะกนั ขณะก าลังไหลอยู่ใน

สารละลาย (sheath fluidic) ด้วยการประเมิน

คุณลักษณะของขนาด และองค์ประกอบภายในเซลล์ 

โดยการตรวจนับจ านวนเซลล์ และวัดปริมาณของสาร

เรืองแสงที่เปล่งออกมาบนผิวเซลล์หรือภายในเซลล์

ขณะที่ ไหลผ่านกรวย (nozzle) ด้วยตัวรับแสง 

(detector) จะรับแสงที่หักเหตามช่วงความยาวคล่ืนที่

แตก ต่ า งกันแ ล้ วแปลง เ ป็ นสัญญาณ ไฟฟ้า เ พ่ื อ

ประมวลผลด้วยระบบคอมพิว เตอร์ ต่อ ไป [ 4 ] 

  การตรึงสภาพเซลล์ (fixation) เป็นการหยุด

กจิกรรมหรือขบวนการต่างๆภายในเซลล์(metabolism) 

และรักษาสภาพของเซลล์ และเนื้ อเยื่อของสิ่งมีชีวิตให้

คงอยู่ในสภาพคล้ายเดิมมากที่สุด [5], [6] โดยไม่ให้ 

antigen determinant หรือ epitope (ต าแหน่งย่อยๆ บน

แอนติ เจนที่ สามารถท าปฏิกิ ริยากับแอนติบอดีที่

จ าเพาะ) ที่ต้องการวิเคราะห์ถูกท าลายไป อย่างไรกต็าม

สาร fixation buffer หรือ fixative agent ชนิดหนึ่งอาจ

ไม่สามารถใช้ได้กบัแอนติเจนบางชนิด ดังนั้นการเลือก

ชนิดของ fixation buffer ความเข้มข้น สภาวะการ

ทดลอง และระยะเวลาการตรึงเซลล์ จึงมีผลต่อการ

วิเคราะห์ที่ถูกต้อง และแม่นย า ซึ่งการตรึงเซลล์นาน

เกนิไปอาจท าให้แอนตเิจนถูกปิดบงั และรบกวนผลจาก

การย้อมได้ 

 

 

 

งานวิจัยก่อนหน้าได้มีการศึกษาความคงตัว

ของสารเรืองแสงในการวิเคราะห์หน้าที่การท างานของ

สเปิร์ม โดยใช้ 4% paraformaldehyde เพ่ือตรึง (fix)  

เซลล์ และพิจารณาค่าเบี่ยงเบนของ mean differences 

มากกว่า ±5% ในวันที่ 0, 3, 7, 10 และ14 ซึ่ง 

caspase-3 และ FITC-CD46(+) spermatozoa ไม่

ควรเกินวันที่  10 และวันที่  14 ตามล าดับ  [7 ] 

การศึกษาถึงผลของระยะเวลาในการเกบ็ตัวอย่างเลือด

ต่อการวิเคราะห์การแสดงออกของ CD59 บนเมด็เลือด

แดง และแกรนูโลไซต์ (granulocytes) โดยใช้ EDTA 

และ heparin เป็นสารกันเลือดแขง็โดยเกบ็ตัวอย่าง

เลือดไว้ที่อุณหภูมิห้อง ที่ระยะเวลา 0, 24 และ 48 

ชั่ ว โ ม ง  แ ล ะ ผ่ า น ก า ร ต รึ ง เ ซ ล ล์ โ ด ย ใ ช้  1 % 

paraformaldehyde 500 µL พบว่าระยะเวลาของการ

เกบ็เลือดจนถึงเวลาวิเคราะห์ไม่ควรเกนิ 48 ชั่วโมงใน

เมด็เลือดแดง และแกรนูโลไซต์ภายใน 24 ชั่วโมง [8] 

นอกจากนี้  การศึกษาการสลายตัว (degrade) ของสาร

เรืองแสง APC tandem dye ที่ส่งผลต่อกลไกการ

แสดงออกของเซลล์ โดยเปรียบเทยีบปริมาณความเข้ม

แสงของแอนติบอดี (antibody) CD45, CD20, CD3 

และ CD19 ที่ติดฉลากด้วย APC-Cy7 และ -H7 กับ 

CD19 ที่ติดฉลากด้วย APC พบว่า APC-Cy7และ -

H7 สลายตัวเรว็กว่า APC-based และขึ้ นอยู่กับชนิด

ของเซลล์ที่ใช้วิเคราะห์[9] 

ปัญหาส าคัญอย่างหนึ่งในการปฏิบัติงานคือ 

เวลาในการให้บริการวิเคราะห์ตัวอย่างมีเวลาจ ากดัตาม

ระบบเวลาราชการ รวมถึงจ านวนผู้ขอรับบริการในแต่

ละวันมากน้อยแตกต่างกนั ดังนั้นการศึกษาระยะเวลาที่

มีผลต่อสภาพความคงตัวของสารเรืองแสง ( fluoro- 

chrome) ที่ใช้ในการย้อมเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยสารละลาย 

fixation buffer โดยไม่ส่งผลกระทบต่อการวิเคราะห์ จึง

เป็นสิ่งส าคัญที่ผู้ขอรับ และผู้ให้บริการตรวจวิเคราะห์

ควรมีความรู้  เ พ่ือใช้จัดการเวลาการรับตัวอย่าง

วิเคราะห์ได้อย่างเหมาะสม พร้อมทั้งได้ผลที่มีความ

ถูกต้อง และน่าเชื่อถอื นอกจากนี้ ยังสามารถน าความรู้ที่

ได้จากการศึกษามาใช้อธิบาย และให้ค าปรึกษากับผู้

ขอรั บบริ ก าร ในการว างแผนงานวิ จั ย ต่อไปไ ด้  

  วัตถุประสงค์ในการวิจัยครั้งนี้ คือ 1. เพ่ือ

ศึกษาระยะเวลาที่มผีลต่อความคงตวัของสารเรืองแสงที่

ใช้ในการย้อมเซลล์ภายหลังการตรึงด้วยสารละลาย 

fixation buffer แล้วยังให้ผลการทดลองคงที่ และ

น่าเชื่อถือ 2.เพ่ือใช้ในการจัดการเวลาขอรับบริการ

ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค flow cytometry ได้
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อย่างเหมาะสม 3.เพ่ือใช้ในการให้ค าปรึกษา และความ

เชื่อมั่นต่อการขอรับบริการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค

flow cytometry และ 4.เพ่ือเป็นการพัฒนางานประจ า

ให้มปีระสทิธภิาพมากขึ้น 

 

2. วสัดุและวิธีการ 

     การเก็บขอ้มูลตวัอย่างท่ีส่งตรวจวิเคราะห ์

การศึกษานี้ เป็นการส่งตรวจวิเคราะห์ และ

บันทึกข้อมูลเบื้ องต้นของตัวอย่างจากผู้ รับบริการ ซึ่ง

ขึ้นอยู่กบัความเตม็ใจในการกรอกรายละเอยีด ไม่ส่งผล

กระทบต่อหัว ข้องานวิจัย  และเ ป็นความลับของ

ผู้ใช้บริการ ข้อมูลที่บันทึกได้แก่ ข้อมูลทั่วไปของ

ผู้ รับบริการ ประเภท/ชนิดของตัวอย่างที่วิเคราะห์ 

ความปลอดภัยในตวัอย่าง หัวข้อวิจัย/หัวข้อการศึกษา/

สิ่งที่สนใจในการศึกษา สารเรืองแสงที่เลือกใช้ วิธีการ

ทดลองโดยสังเขป และชนิดของสารที่ใช้ในการตรึง

เซลล์ ความต้องการข้อมูลที่วิเคราะห์ตัวอย่าง เช่น 

จ านวนเซลล์ที่น าไปค านวณ ค่าค านวณทางสถติ ิรปูแบบ

รายงานที่ต้องการน าเสนอ และข้อเสนอแนะ/ข้อความ

บนัทกึจากผู้ส่งตวัอย่างวิเคราะห์  

     เซลลเ์นื้ อเยือ่สตัว ์

เซลล์เนื้อเยื่อสตัว์ในการศกึษานี้  ได้แก่ MCF-

7 cells (human breast adenocarcinoma cell lines), 

HuCCA-1 cells (human bile duct epithelial 

carcinoma cell lines), และ HT1080 cells (human 

fibrosarcoma cell lines) ถูกเตรียมให้ได้ความ

หนาแน่นเซลล์เท่ากบั 1× 105 viable cells/mL แล้วเข้า

สู่กระบวนการศึกษาตามหัวข้อวิจัย ซึ่งต่อมาจะถูก fix 

ด้วย 99.95% ethanol ที่ -20°C เป็นเวลามากกว่า 15 

นาท ีและย้อมด้วย propidium iodide (PI) โดยปฏบิัติ

ตามชุด BD Pharmingen™ PI/RNase staining buffer 

(catalog no.550825) หลังจากนั้นน าตัวอย่างที่เตรียม

ได้ปรับปริมาตรด้วย phosphate-buffered saline 

(PBS) เพ่ือได้ความเข้มข้นเซลล์ที่เหมาะสม (300-

800 events/sec) ต่อการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow 

cytometer ในการวิเคราะห์จ านวนเซลล์ (events) และ

ปริมาณความเข้มแสง (intensity) ของแต่ละช่วงวงจร

เซลล์ (DNA cycle) ได้แก่ ระยะ G0 (resting 

phage)/G1 (1st Gap phage), S (DNA synthesis), 

G2/M (2nd Gap phage/mitosis phage) และ เซลล์ที่

เสยีสภาพ (cell debris) ในตัวอย่างควบคุม (control) 

และตวัอย่างศึกษา (sample) 

      เซลลเ์ม็ดเลือดขาว 

น าตัวอย่างเลือด (whole blood) ที่มี EDTA 

หรือ heparin ปริมาตร 100 µL ที่ได้จากกลุ่มตัวอย่าง

ตามหัวข้องานวิจัยที่ผ่านการรับรองโดยคณะกรรมการ

จริยธรรมงานวิจัยในมนุษย์ ซึ่งผ่านการเตรียมเซลล์ด้วย

ชุด kit ที่ จ า เพาะต่อแอนติบอดี  ไ ด้แก่ BD 

Pharmingen™ PE-Cy™7 mouse anti-human 

CD11b/Mac-1 (catalog no.557743) ใช้ศึกษา 

granulocytes; BD Pharmingen™ FITC-CD14 

(catalog no.347493) แอนติบอดีที่จดจ าต่อ human 

monocytes/macrophages; BD Simultest™ FITC-

CD4/PE-CD8 (catalog no.340039) ใช้ศึกษา 

mature human helper/inducer [CD4(+)] และ 

suppressor/cytotoxic [CD8(+)] lymphocytes; และ 

BD Simultest™ FITC-CD3/PE-CD19 (catalog 

no.349211) ส าหรับศึกษา mature human T 

[CD3(+)] และ B [CD19(+)] lymphocytes แล้วเข้าสู่

การแยกเซลล์เมด็เลือดขาวที่ต้องการโดยใช้ 1X BD 

FACS lysing solution ในการท าลายเมด็เลือดแดง 

ต่อมาเซลล์เมด็เลือดขาวที่ต้องการจะถูก fix ด้วย 1-

4% paraformaldehyde ปริมาตร 100-500 µL ที่ -

20°C เป็นเวลา 10-20 นาที แล้วปรับปริมาตรด้วย 

1X PBS ให้ได้ปริมาตร 500 µL - 1 mL ก่อนการ

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometer เพ่ือวิเคราะห์

จ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มแสงที่ เป็นบวก 

(intensity (+)) ของแต่ละแอนติบอดีในตัวอย่าง

ควบคุม (control) และตวัอย่างศึกษา (sample) 

     การทดสอบดว้ยเคร่ือง flow cytometer 

หลังจากขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง เซลล์ทั้ง 

2 กลุ่มจะถูกเก็บที่  4°C ก่อนการวิเคราะห์ด้วย

โปรแกรม BD FACSDiva software version 4.1.1 

ด้วยเครื่อง BD FACSCanto™ flow cytometer ของ

บริษัท Becton Dickinson and company โดยใช้

ตวัอย่างเดมิในการเกบ็ข้อมูลตามเวลาดงันี้  0, 30 นาท;ี 

1, 3, 5 ชั่วโมง; 1, 2, 3 และ 5 วัน (เซลล์เนื้ อเยื่อ

สตัว์) และ 0, 15, 30 นาท;ี 1, 2, 3, 5 ชั่วโมง; 1, 2, 

3, 4, 5 และ 7 วัน (เซลล์เมด็เลือดขาว) จ านวนเซลล์ที่

บนัทกึ 20,000-30,000 events เปรียบเทยีบข้อมูลกบั

กลุ่มของเซลล์ที่เร่ิมต้นวิเคราะห์ และสรปุผลการทดลอง 

     การค านวณ 

น าผลการวิเคราะห์จ านวนเซลล์ (events) และ

ปริมาณความเข้มแสง (intensity) ของแต่ละช่วงวงจร

เซลล์ (DNA cycle) ที่ได้จากตวัอย่างเซลล์เนื้ อเย่ือสตัว์ 

และจ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มแสงที่เป็นบวก 

(intensity (+): CD11b(+), CD14(+), CD4(+)/ 

CD8(+) และ CD3(+)/CD19(+) ของแต่ละ

แอนติบอดีที่ได้จากเซลล์เมด็เลือดขาวโดยค านวณค่า

ความแตกต่าง (differences) [7] ของจ านวนเซลล์  

และปริมาณความเข้มแสงจากข้อมูลในระยะเวลาต่างๆ

เปรียบเทียบกับที่ เวลาเร่ิมต้น แล้วน ามาหาค่าเฉล่ีย

ความแตกต่างเป็น (%) mean differences (±2SD 

(standard deviation)) ของข้อมูลจ านวนเซลล์ (mean 

differences of  events) และปริมาณความเข้มแสง 

(mean differences of  intensity) ซึ่งข้อมูลที่ได้จะถูก
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พิจารณาค่า mean differences น้อยกว่า 3% เป็นค่าที่

ยอมรับได้ [2], [3], [10] 

 

3. ผลการวิจยัและอภิปรายผล 

จากการศึกษาแบ่งประเภทตัวอย่างจาก

ผู้รับบริการตรวจวิเคราะห์ออกเป็น 2 กลุ่ม พบว่ากลุ่ม

เซลล์เนื้ อเยื่อสตัว์ ได้แก่ MCF-7 cells, HuCCA-1 

cells และ HT1080 cells แสดงค่า (%) mean 

differences (± 2SD) ของแต่ละช่วง DNA cycle 

(G0/G1, S และ G2/M) และเซลล์ที่เสยีสภาพ (cell 

debris) ในตัวอย่างควบคุม (control) และตัวอย่าง

ศึกษา (sample) ดังรูปที่ 1 และ 2 ถ้าพิจารณา

ความสมัพันธข์อง MCF-7 cell lines ในระยะ G0/G1 

ช่วงเวลา 0-1 ชั่วโมง ค่า mean differences of events 

ของตัวอย่างควบคุม และตัวอย่างศึกษา เ ท่ากับ 

0.025(±0.06)-0.495(±0.08) และ 0.071(±0.08) 

- 0.512(±0.10) ตามล าดับ เมื่อพิจารณาค่า mean 

differences of intensity ค่าจะแปรผันเล็กน้อย 

0.070(±0.05)-0.075(±0.06) และ 0.023(±0.07) 

- 0.110(±0.09) ตามล าดบั ระยะเวลา 1 ชั่วโมงถึง 3 

วัน ข้อมูลมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นของค่า mean differences 

of events เท่ากบั 0.495(±0.08) - 2.012(±0.23) 

และ 0.512(±0.10) - 2.495(±0.34) และค่า mean 

differences of intensity เท่ากบั 0.075(±0.06) –  

2.514(±0.25)และ0.110(±0.09) - 2.300(±0.32) 

ตามล าดับ และลักษณะทางกายภาพของเซลล์ยังคง

สภาพดี (รูปที่ 3) อย่างไรกต็ามตั้งแต่วันที่ 5 เป็นต้น

ไปค่า mean differences of events มีค่าสงูขึ้นมากกว่า 

3% เท่ากบั 3.602(±0.79) และ 3.973(±0.85) และ

ค่า mean differences of intensity เท่ากับ 

3.770(±0.74) และ 4.354(±0.84) ตามล าดับ ซึ่ง

ลักษณะกายภาพของเซลล์มีการเสยีสภาพมากส่งผลต่อ

การวิเคราะห์จ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มแสงใน 

DNA cycle จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 

0.05 ในการตรวจวิเคราะห์วันที่ 3 ค่าเฉล่ีย และความ

แปรปรวนของค่า mean differences ของตัวอย่าง

ควบคุม และตัวอย่างศึกษาใน MCF-7 cells, 

HuCCA-1 cells, และ HT1080 cells ของระยะ 

G0/G1, S, G2/M ใน DNA cycle ซึ่งเซลล์ทั้งสาม

ชนิดไม่แตกต่างกันโดยการทดสอบ t-test และone-

way ANOVA นอกจากนี้ จากการวิเคราะห์ค่าเฉล่ีย

จ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มแสงระหว่างตัวอย่าง

ควบคุมกับตัวอย่างศึกษามีความแตกต่างกันโดยการ

ทดสอบ t-test 
 

 

ภาพท่ี 1 กราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า mean differences of events ในตวัอย่างควบคุม (control) (ขวา) 

และตวัอย่างศึกษา (sample) (ซ้าย) ของระยะ G
0
/G

1
, S, G

2
/M ใน DNA cycle และเซลล์ที่เสยีสภาพ  

(cell debris) ของ MCF-7 cell lines, HuCCA-1 cell lines, และ HT1080 cell lines  

เปรียบเทยีบกบัเวลาที่ 0, 0.5, 1, 3, 5, 24, 48, 72 และ 120 ชั่วโมง 
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ภาพท่ี 2 กราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า mean differences of intensity ในตวัอย่างควบคุม (control) (ขวา) 

และตวัอย่างศึกษา (sample) (ซ้าย) ของระยะ G
0
/G

1
, S, G

2
/M ใน DNA cycle และเซลล์ที่เสยีสภาพ  

(cell debris) ของ MCF-7 cell lines, HuCCA-1 cell lines, และ HT1080 cell lines  

เปรียบเทยีบกบัเวลาที่ 0, 0.5, 1, 3, 5, 24, 48, 72 และ 120 ชั่วโมง 

 

ภาพท่ี 3 แสดงคุณลักษณะทางกายภาพของของเซลล์ MCF-7: control และ sample ในรปูแบบ contour plot แสดง

ความสมัพันธร์ะหว่างค่า forward-scattered light (FSC) กบั side-scattered light (SSC) [ซ้าย] และรปูแบบของ 

histogram แสดงปริมาณความเข้มแสง (PI) กบั จ านวนเซลล์ (count) ของระยะ G
0
/G

1
, S, G

2
/M ใน DNA cycle 

[ขวา] และเซลล์ที่เสยีสภาพ (cell debris) ตามระยะเวลาเริ่มต้น, 3 และ 5 วัน 
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กลุ่มตัวอย่างเม็ดเลือดขาวที่เกบ็ข้อมูล และ

วิเคราะห์ตามระยะเวลา ได้แก่ granulocytes [CD11b 

(+)], monocytes [CD14(+)], และ [CD4(+): 

CD8(+)] และ [CD3(+):CD19(+)] ใน lymphocytes 

แสดงค่า mean differences ในตัวอย่างควบคุม และ

ตวัอย่างศึกษา ดงัรปูที่ 4 และ5 เมื่อพิจารณาข้อมูลของ 

granulocytes [CD11b(+)] ในช่วงระยะเวลา 0-5 วัน 

ค่า mean differences of events เท่ากับ 

0.001(±0.06)-2.121(±0.33) และ 0.024(±0.08)  

- 2.166(±0.42) ตามล าดับ และเมื่อเทียบกับ

ความสัมพันธ์ต่อค่า mean differences of intensity 

เท่ากบั 0.026(±0.06) - 1.441(±0.32)และ 0.067 

(±0.07)-1.523(±0.44) ตามล าดับ ส่วนคุณลักษณะ

ทางกายภาพของเซลล์มีการกระจายตัวเลก็น้อย (รูปที่ 

6) อย่างไรก็ตาม ตั้งแต่วันที่  7 ขึ้ นไปค่า mean 

differences of events มีค่าสงูขึ้นมากกว่า 3% มีค่าเท่า 

กับ 4.185(±0.75) และ 5.110(±0.84) ตามล าดับ 

และค่า mean differences of intensity มีการ

เปล่ียนแปลงไม่ชัดเจน มีค่าเท่ากับ 1.635(±0.39) 

และ 1.892(±0.44) ตามล าดบั รวมถงึคุณลักษณะทาง

กายภาพของเซลล์มีการเสยีสภาพมากจึงส่งผลต่อการ

วิเคราะห์จ านวนเซลล์ แต่มีผลต่อปริมาณความเข้มแสง

ไม่มาก ทั้งนี้ อาจขึ้นกับความจ าเพาะของสารเรืองแสง

กบัแอนตบิอดีที่มีประสทิธภิาพดี และความเข้มข้นมาก

เกินพอ (excess) จากการทดสอบทางสถิติที่ระดับ

นัยส าคัญ 0.05 ในการตรวจวิเคราะห์วันที่ 5 ค่าเฉล่ีย 

และความแปรปรวนของค่า mean differences ของ

ตัวอย่างควบคุม และตัวอย่างศึกษาในเมด็เลือดขาวทั้ง

สามชนิดไม่แตกต่างกันโดยการทดสอบ t-test และ

one-way ANOVA นอกจากนี้ จากการวิเคราะห์

ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ และปริมาณความเข้มแสงระหว่าง

ตัวอย่างควบคุมกับตัวอย่างศึกษามีความแตกต่างกัน

โดยการทดสอบ t-test 

 

 
ภาพท่ี 4 กราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า mean differences of events ของตวัอย่างควบคุม (control) 

และตวัอย่างศึกษา (sample) ใน granulocytes [CD11b(+)]; monocytes  

[CD14(+)]; CD4(+):CD8(+) และCD3(+):CD19(+) ใน lymphocytes  

เปรียบเทยีบกบัเวลาที่ 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5, 24, 48, 72, 96, 120 และ 168 ชั่วโมง 
 

 
ภาพท่ี 5 กราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า mean differences of intensity ของตวัอย่างควบคุม (control)  

และตวัอย่างศึกษา (sample) ใน granulocytes [CD11b(+)]; monocytes  

[CD14(+)]; CD4(+):CD8(+) และ CD3(+):CD19(+) ใน lymphocytes  

เปรียบเทยีบกบัเวลาที่ 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5, 24, 48, 72, 96, 120 และ 168 ชั่วโมง 



Journal of Professional Routine to Research (Volume 3, August 2016) 7 

 

 

 

ภาพท่ี 6 แสดงคุณลักษณะทางกายภาพของเซลล์เมด็เลือดขาว:granulocyte cells (Gran), monocyte cells (Mono) 

และ lymphocyte cells (Lym) ของตวัอย่างควบคุม (control) และตวัอย่างศึกษา (sample) ในรปูแบบ dot plot 

แสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า forward-scattered light (FSC) กบั side-scattered light (SSC) [ซ้าย] และ

ความสมัพันธร์ะหว่างปริมาณความเข้มแสงของ PE-Cy7(CD11b)กบัค่าSSC[ขวา]ตามระยะเวลาเริ่มต้น,5และ7 วัน 

 

จากการเปรียบเทียบผลการศึกษาระยะเวลา

ความคงตัวของสารเ รืองแสงที่ เหมาะสมต่อการ

วิเคราะห์ระหว่างการศึกษานี้ กับงานวิจัยที่ผ่านมาซึ่งใช้

สารเรืองแสงชนิดเดียวกัน แต่ต่างกันที่แอนติบอด ี

(FITC-CD46(+)) [7] พบว่าให้ผลที่สอดคล้องกัน 

แสดงให้เหน็ว่าการศึกษานี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้กบั

เซลล์ และสารเรืองแสงชนิดเดียวกันเพ่ือให้ได้ผลที่ด ี

และน่าเชื่อถือได้  อย่างไรกต็ามเนื่องจากปริมาณความ

เข้มของสารเรืองแสงบางชนิด เช่น APC-Cy7/H7 ซึ่ง

อยู่ในกลุ่มของ APC-tandem dye มีปริมาณความเข้ม

แสงลดลงเรว็กว่า APC-based [9] ดังนั้นแม้ว่าผลของ

งานวิจัยนี้ จะสามารถใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงเบื้ องต้นใน

การศึกษาเซลล์ และสารเรืองแสงชนิดอื่นได้แต่หาก

ผู้รับบริการใช้เซลล์หรือสารเรืองแสงที่มีคุณสมบัติ

แตกต่างไปจากการศึกษานี้ควรหาระยะเวลาความคงตัว

ของสารเรืองแสงที่เหมาะสมต่อไป 

 

อภิปรายผล และขอ้เสนอแนะ 

จากการวิเคราะห์ค่า mean differences ของ

เซลล์เนื้อเย่ือทั้งสามชนิดที่ผ่านการตรึงสภาพเซลล์แล้ว 

มแีนวโน้มค่า mean differences of events และ mean  

 

differences of intensity ของปริมาณดีเอน็เอใน DNA 

cycle มีรูปแบบที่เหมือนกัน ช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อ

การวิเคราะห์ไม่ควรเกนิ 3 วัน ส่วนเซลล์เมด็เลือดขาวมี

ค่า mean differences of events ที่มแีนวโน้มเหมือนกนั 

แต่ค่า mean differences of intensity ไม่แตกต่างกัน

อย่างชัดเจน ซึ่งระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์

ไม่ควรเกนิ 5 วัน ช่วงหลังระยะเวลาดังกล่าวเซลล์จะมี

คุณลักษณะทางกายภาพ และปริมาณความเข้มแสงที่

แตกต่างกันมากกว่า 3% ซึ่งไม่เหมาะสมต่อการ

วิเคราะห์  
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ห้องปฏิบัติการ PR 421 ของภาควิชาสรีรวิทยา และ

ห้องปฏิบัติ B113 ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ที่สนับสนุนตัวอย่าง

ในการศึกษาคร้ังนี้   
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