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บทน า 

การตรวจการท างานของภมูิคุ้มกนัทางด้านเซลล์ ซึ่งได้แก่ phagocyte, lymphocyte และ NK cell โดยสว่น
ใหญ่ใช้ชว่ยวินิจฉัยโรคท่ีเกิดจากภาวะภมูิคุ้มกนับกพร่อง หรืออาจใช้ในงานวิจยัตา่ง ๆ การทดสอบสามารถท าได้ทัง้
ในร่างกาย (in vivo test) ท่ีนิยมใช้ในทางคลินิก นัน่คือการตรวจ DTH skin test และการทดสอบในหลอดทดลอง 
(in vitro test) ซึง่รวมถึงการตรวจเบือ้งต้นด้วยการนบัปริมาณจาก complete blood count (CBC) หรือตรวจ 
immunophenotyping ด้วยแอนติบอดีตอ่ surface marker ตา่ง ๆ โดยวิธี flow cytometry นอกจากนัน้ยงัรวมถึง
การตรวจการท างานของเซลล์แตล่ะชนิดด้วย ในท่ีนีจ้ะเน้นถึงการตรวจการท างาน (function) ของ phagocyte, T 
lymphocyte และ NK cells ในหลอดทดลองท่ีส าคญับางการทดสอบเทา่นัน้ 
 โดยเนือ้หาในบทนีใ้ช้ประกอบการเรียนการสอนวิชา Basic และ Clinical Immunology 
 
การตรวจการท างานของ Phagocyte(1-2) 

Polymorphonuclear neutrophil (PMN) เป็นสว่นประกอบส าคญัในเลือดท่ีมีความส าคญัในกระบวนการ
อกัเสบ ซึง่จะท างานโดยเคล่ือนท่ีไปยงับริเวณท่ีมีสิ่งแปลกปลอม (chemotaxis) เกาะตดิกบับริเวณนัน้ 
(adherence) รับรู้และจบักินสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis and killing) ความผิดปกตขิอง PMN อาจท าให้มี
จ านวนลดลงเกิด neutropenia โดยมกัจะมีอาการของการตดิเชือ้ง่ายกวา่ปกตเิม่ือมีจ านวนน้อยกวา่ 1,500/µl หรือ
ผิดปกตเิฉพาะการท างานท่ีขัน้ตอนใดขัน้ตอนหนึง่ก็ได้ 

การตรวจการท างานของ PMN สามารถท าได้ตัง้แตก่ารตรวจ complete blood count จนถึงการตรวจ
พิเศษเพ่ือตรวจการท างานขัน้ตา่ง ๆ ดงัแผนภมูิท่ี 1 วิธีท่ีนิยมใช้คือ การตรวจ Respiratory burst activity ของ PMN 
เน่ืองจากผู้ ป่วยท่ีมีความผิดปกติทางพนัธุกรรม โดยเฉพาะโรค chronic granulomatous disease (CGD) จะมีการ
กลายพนัธ์ุุของยีน nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced (NADPH) oxidase system ท า



ให้มีความผิดปกตขิอง respiratory burst วิธีท่ีใช้ตรวจมีหลายวิธี ได้แก่ Nitroblue Tetrazolium Dye Reduction 
Test (NBT), chemiluminescence และ flow cytometry ในท่ีนีจ้ะกลา่วถึงเฉพาะวิธี NBT 
 
การทดสอบ Nitroblue Tetrazolium Dye Reduction Test (NBT) 
หลักการ 

เป็นการทดสอบความสามารถของ phagocyte cells โดยใช้หลกัการท่ีวา่ เม่ือ phagocyte มีกระบวนการ 
phagocytosis จะเกิดปฏิกิริยา respiratory burst คือมีการเพิ่มของ metabolic activity และมีการสร้าง hydrogen 
peroxide (H2O2) และ superoxide free radical (O2) ซึง่เป็น reducing agents ไป reduce NBT dye ซึง่เป็นสี
ชนิดหนึง่ จากสีเหลืองให้เป็น formazan ซึง่มีสีน า้เงิน 

ในกรณีท่ีเกิดความผิดปกตภิายในเซลล์ เชน่ ขาดเอนไซม์บางตวั ได้แก่ glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G-6PD) หรือ nicotinamide adenine dehydrogenase (NADH) ของผู้ ป่วย CGD ก็จะไมเ่กิด
การ reduce สี NBT เน่ืองจาก neutrophil ของผู้ ป่วย CGD ไมส่ามารถสร้าง superoxide ได้ การตรวจนีเ้ป็น 

screening test ท่ีดีส าหรับ CGD และสามารถใช้ตรวจ carrier ของ X-linked CGD ได้ 
 



การอ่านและแปลผล 
รายงานเป็น Differential count (%) ของผู้ ป่วย และ control พร้อมกบันบัจ านวน neutrophils ท่ีมีก้อนสีน า้

เงินเข้มของ formazan blue เทียบเป็นเปอร์เซ็นต์กบัตวัท่ีไมมี่ก้อนสีน า้เงิน นอกจากนีจ้ะท าการกระตุ้นการท างาน
ของ neutrophil ด้วยผง latex คูไ่ปด้วย คา่เปอร์เซ็นต์ท่ีได้ควรจะมากกวา่เซลล์ท่ีไมไ่ด้กระตุ้นประมาณ 2 เทา่ 
 
กิจกรรมในห้องปฏิบัตกิาร 

ให้นิสิตฝึกดสูไลด์เลือดจากกล้องจลุทรรศน์เพ่ือดลูกัษณะการติดสีของ NBT ทัง้ตวัอยา่งท่ีผิดปกต ิและ 
normal control โปรดสงัเกตตะกอนสีน า้เงินเข้มของ formazan blue ภายในไซโตพลาสซมึของ neutrophil 
นอกจากนัน้ในบางเซลล์จะเห็น latex bead ท่ีถกูจบักินร่วมด้วย 
 
การตรวจการท างานของ Lymphocyte(2-3) 

การตรวจการท างานของ lymphocytes แบง่เป็นการตรวจปริมาณและหน้าท่ีเชน่เดียวกนักบั PMN 
(แผนภมูิท่ี 2) 

 
 โดยการตรวจปริมาณสามารถตรวจเบือ้งต้นด้วย CBC และ differential count หรือตรวจ cell surface 

marker ของ lymphocyte แตล่ะชนิดด้วยแอนตบิอดีท่ีจ าเพาะตา่ง ๆ ดงัตารางท่ี 1 แล้ววิเคราะห์ด้วยเคร่ือง flow 

cytometer (รูปท่ี 2 และ 3) 

 



  

 สว่นการทดสอบหน้าท่ีของ lymphocyteสามารถท าได้ทัง้ในร่างกาย (in vivo test) ท่ีนิยมใช้ในทางคลินิก

นัน่คือการตรวจ DTH skin test และการทดสอบในหลอดทดลอง (in vitro test) ตา่ง ๆ อย่างไรก็ตาม ในการท าการ

ทดสอบในหลอดทดลองจ าเป็นท่ีจะต้องมีขัน้ตอนการแยก lymphocyte ออกมาจากเซลล์อ่ืน ๆ ใน whole blood 

นิยมท าโดยวิธี Density gradient centrifugation โดยการป่ันเลือดท่ี layer บนน า้ยา Ficoll Isopaque ท่ีมีความ

ถ่วงจ าเพาะ 1.077 (Buoyant density) เม็ดเลือดแดง และ PMN ท่ีมีความหนาแนน่สงูกวา่จะตกอยู่ก้นหลอด ส่วน 

mononuclear cells ซึง่ประกอบด้วย T lymphocytes, B lymphocytes, NK cells และ monocytes จะเห็นเป็นวงสี

ขาวตรงกลางระหวา่งชัน้ plasma และน า้ยา Ficoll Isopaque (รูปท่ี 4) 

 

 

 



 
 การตรวจความสามารถของ lymphocyte ในการแบง่ตวัเม่ือถกูกระตุ้นด้วยแอนตเิจนหรือสารกระตุ้น 
(lymphocyte proliferation assay, lymphocyte stimulation assay) 
 
หลักการ 

เป็นการทดสอบความสามารถในการตอบสนองของ lymphocyte (โดยสว่นใหญ่เป็นการตรวจการท างาน
ของ T helper lymphocytes) ตอ่แอนตเิจนท่ีจ าเพาะ หรือสารกระตุ้นท่ีไมจ่ าเพาะ (mitogen) โดย lymphocyte จะ
ถกูกระตุ้นให้เปล่ียนแปลงและแบง่ตวัเป็น lymphoblast ซึง่สามารถตรวจได้โดยดลูกัษณะของเซลล์ท่ีเปล่ียนแปลง
ไปด้วยกล้องจลุทรรศน์ หรือโดยตรวจหาปริมาณการสร้าง DNA โดยอาศยัหลกัท่ีวา่ lymphoblast ท่ีแบง่ตวัจะต้องมี
การสร้าง DNA เพิ่มขึน้ด้วย การตรวจปริมาณ DNA ท าได้โดยใส ่Tritiated thymidine (3H-thymidine) ซึง่เป็นสาร
ต้นก าเนิดของ DNA ท่ีตดิฉลากด้วยสารกมัมนัตภาพรังสี ถ้าเซลล์มีการแบง่ตวัก็จะต้องมีการน า 3H-thymidine เข้า
ไปใช้ในเซลล์ (3H-thymidine incorporation assay) ท าให้วดัปริมาณรังสี (หนว่ยเป็น count per minute, cpm) 
ภายในเซลล์ได้ ถ้าเซลล์แบง่ตวัมากจะมีการสร้าง DNA มาก ก็จะ uptake 3H-thymidine เข้าไปมาก คา่ cpm ท่ีวดั
ได้ก็จะสงูตามไปด้วย (รูปท่ี 5 และ 6) 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 1. การกระตุ้นด้วยสารกระตุ้นท่ีไมจ่ าเพาะ mitogen คือสารท่ีสามารถกระตุ้น lymphocyte ให้แบง่ตวัโดย

ไมต้่องมีความจ าเพาะตอ่แอนตเิจนใด ๆ สารท่ีใช้บอ่ย ๆ ได้แก่ Phytohemagglutinin (PHA) และ Concanavalin A 

(Con A) ซึง่มีฤทธ์ิกระตุ้น T lymphocyte เป็นสว่นใหญ่ (ตารางท่ี 2) 

 

  

 

 

 

 

 2. การกระตุ้นด้วยแอนตเิจนท่ีจ าเพาะ การใช้แอนตเิจนกระตุ้นแทน mitogen ต้องใช้เวลาทดสอบนานขึน้ 
เน่ืองจากปริมาณ lymphocyte ท่ีจ าเพาะตอ่แอนตเิจนชนิดหนึง่ ๆ มีปริมาณน้อย เพียงแคป่ระมาณ 0.01% ของ 
lymphocyte ทัง้หมด นอกจากนีย้งัต้องใช้แอนตเิจนท่ีคาดว่าผู้ถกูทดสอบเคยได้รับมาแล้วในอดีต แอนตเิจนท่ีใช้
บอ่ย ๆ ได้แก่ purified protein derivative (PPD) ของเชือ้ Mycobacterium tuberculosis, tetanus toxoid, 
Candida albicans antigen เป็นต้น 
 
การอ่านและแปลผล 

เม่ือวดัปริมาณรังสี b ได้เป็น count per minute แล้วก็น ามาค านวณหาคา่เฉล่ียและหาคา่ 1. D cpm ซึง่
เป็นผลตา่งระหวา่ง cell ท่ีถกูกระตุ้นด้วย PHA และ control cell และ 2. SI (stimulation index) ซึง่แสดงถึงจ านวน
เทา่ท่ี cell แบง่ตวัเม่ือถกูกระตุ้นด้วย PHA เม่ือเทียบกบั control cell 

โดยท า normal control ควบคูไ่ปด้วยเสมอ (มกัเป็นเลือดท่ีได้จาก blood bank) เพ่ือเป็นการยืนยนัการ
ทดสอบในแตล่ะครัง้ว่ามี condition ท่ีเหมาะสม ท าให้ cells ถกูกระตุ้นได้จริง (ในกรณีท่ีคนไข้มีความผิดปกตขิอง
ระบบ CMI จริงจะได้คา่ cpm ต ่า ถ้าเราไมไ่ด้ท า normal control ก็ไมส่ามารถยืนยนัได้วา่ การท่ี cells ไมถ่กูกระตุ้น
นัน้เป็นเพราะคนไข้เป็น CMI defect หรือเป็นเพราะ condition ในการทดสอบไมดี่) 

 



 
 

 
 
 
การตรวจการท าลายเซลล์โดย CTL หรือ NK cell (Cytotoxicity assay) 
หลักการ 

เป็นการทดสอบเพ่ือดคูวามสามารถของ CTL หรือ NK cell (effector cells) ในการท าลายหรือฆ่าเซลล์
เป้าหมาย (target cells) วิธีมาตรฐานท่ีใช้ตรวจคือ 51Cr release assay ท าโดยน า target cells มาติดฉลากด้วย
สารกมัมนัตภาพรังสี 51Cr แล้วน ามาเลีย้งรวมกบั effector cells ด้วยอตัราสว่นตา่ง ๆ เชน่ effector : target (E:T) 
= 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1 และ 5:1 เม่ือครบเวลาน าไปป่ันแยกเอาเฉพาะสว่นน า้ใสซึง่จะมี 51Cr ท่ีถกูปลอ่ย
ออกมาจาก target cells ท่ีแตก มาวดัปริมาณรังสีด้วยเคร่ือง gamma counter (รูปท่ี 7 และ 8) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  



 
 
 
การศึกษาไซโตไคน์ (Cytokine assays)(4-6) 

หลักการ 
 ไซโตไคน์คือ สารท่ีหลัง่จากเซลล์ตา่ง ๆ ในระบบภมูิคุ้มกนัในภาวะท่ีถกูกระตุ้นด้วยแอนตเิจนหรือตอบสนอง
ตอ่ภาวะการอกัเสบ ดงันัน้ เราสามารถตรวจหาชนิดหรือวดัปริมาณไซโตไคน์เพ่ือตรวจการท างานของลิมโฟไซต์ชนิด
ตา่ง ๆ ได้ ปัจจบุนัมีหลายวิธีท่ีสามารถน ามาใช้ตรวจไซโตไคน์ได้ โดยใช้หลกัการของ Immunoassay ได้แก่ 
 1. การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ในสิ่งสง่ตรวจ เช่น น า้เหลือง, body fluids หรือในน า้เลีย้งเซลล์ โดยใช้
เทคนิค Sandwich ELISA (รูปท่ี 9 และ 10) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 2. การตรวจท่ีสามารถนบัจ านวนเซลล์ท่ีสร้างไซโตไคน์ได้ 
  2.1 เทคนิค Intracellular cytokine staining (ICS) แล้ววดัด้วยเคร่ือง flow cytometry (รูปท่ี 11 และ 
12) 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  2.2 เทคนิค ELISPOT (รูปท่ี 13 และ 14) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 3. การย้อมหาไซโตไคน์ในเนือ้เย่ือหรือเซลล์ท่ีอยู่ตามเนือ้เย่ือตา่ง ๆ โดยใช้หลกัการของ  
Immunohistochemistry 
 4. การตรวจหา mRNA ของไซโตไคน์ นอกจากนีย้งัสามารถใช้หลกัของ Molecular biology แทน วิธีท่ีนิยม
มากท่ีสดุคือ การท า reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) (รูปท่ี 15) 
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