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 นิวโทรฟิลเคลื่อนท่ีเข้าสู่ปอดหรือถุงลมในกรณีของปอดอักเสบภายใต้อิทธิพลของ IL-17 และอาจสร้าง
ความเสียหายกับเนื้อเย่ือปอดได้เนื่องจากการทําหน้าท่ีของเซลล์นี้ การศึกษาน้ีทําการศึกษาบทบาทของ IL-17 ท่ีมี
ต่อการทําหน้าท่ีของนิวโทรฟิลในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการแบ่งกลุ่มหนูทดลองออกเป็น 4 กลุ่มและทําการ
ติดเชื้อหนูทดลองด้วย 1) PBS (Ctrl), 2) Influenza A virus (H1N1) ร่วมกับแบคทีเรีย Klebsiella pneumoniae 
(Mix), 3) influenza A (Flu) และ 4) Klebsiella pneumoniae (KP) โดยทําการติดเชื้อหนูนาน 7 วัน จากนั้นทํา
การเก็บตัวอย่างไขกระดูก น้ําล้างปอด (BAL) และตัวอย่างชิ้นเนื้อปอด ผลการศึกษาพบว่าหนูกลุ่ม Mix และ Flu มี
น้ําหนักตัวลดลงอย่างมีนัยสําคัญ หนูกลุ่ม Flu มีอัตราการตายสูงสุดเม่ือสิ้นสุดการทดลอง เซลล์จากน้ําล้างปอดของ
หนูกลุ่ม Mix และ KP พบนิวโทรฟิลเป็นจํานวนมาก ส่วนในกลุ่ม Flu พบลิมโฟซัยต์เป็นองค์ประกอบหลัก ผลทาง
จุลพยาธิวิทยาของรอยโรคท่ีปอดพบคะแนนเฉลี่ยใกล้เคียงกัน คือ คะแนน 2-3 จาก 4 ในหนูกลุ่ม Mix, Flu และ 
KP ตัวอย่างเซลล์นิวโทรฟิลท่ีแยกได้จากไขกระดูกนํามากระตุ้นเบื้องต้นด้วย mouse rIL-17A protein (rIL-17A) 
จากนั้นทดสอบการทําหน้าท่ีของเซลล์ ได้แก่ oxidative burst (ROS) และ phagocytosis โดย flow cytometry 
ทดสอบการทําลายแบคทีเรียโดย bacterial killing MTT assay และปริมาณการผลิตโครงสร้าง Neutrophil 
Extracellular Traps (NETs) โดย fluorescent plate reader นอกจากน้ีนําเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน IL-1, IL-17A และ IL-17RA ด้วยวิธี real-time PCR (qRT-PCR)  ผลจากการ
กระตุ้นเซลล์ด้วย rIL-17A พบว่านิวโทรฟิลของท้ัง 4 กลุ่มทดลองมีปริมาณการสร้าง ROS เพ่ิมข้ึน การทดสอบ 
phagocytosis ไม่พบความแตกต่างระหว่างเซลล์กลุ่มท่ีได้รับ (+) และไม่ได้รับ (-) rIL-17A ผลการทําลายแบคทีเรีย
ภายในเซลล์พบเปอร์เซ็นต์ของการทําลายเพิ่มข้ึนในเซลล์ท่ีได้รับ rIL-17A ในกลุ่ม Flu ผลการกระตุ้นเซลล์ด้วย rIL-
17A ต่อการสร้าง NETs พบว่าเซลล์ในกลุ่ม Mix มีการสร้าง NETs เพ่ิมข้ึน ในขณะท่ีอีก 3 กลุ่มมีการสร้าง NETs 
ลดลงอย่างมีนัยสําคัญโดยเฉพาะจากกลุ่ม Flu  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน IL-1, IL-17A และ IL-17RA 
จากเซลล์นิวโทรฟิลของหนูในแต่ละกลุ่มพบความแตกต่างของการแสดงออกของยีน IL-1 และ IL-17A โดยพบการ
แสดงออกของยีน IL-17A เพ่ิมข้ึนในกลุ่ม Mix และ Flu ส่วนการแสดงออกของยีน IL-17RA พบการแสดงออกที่
เพ่ิมข้ึนในทุกกลุ่มทดลอง โดยสรุป นิวโทรฟิลได้รับอิทธิพลจาก IL-17 ในเนื้อเย่ือและอาจส่งผลให้มีการทําหน้าท่ีของ
เซลล์ท่ีเปลี่ยนแปลงได้ในระหว่างการติดเชื้อบริเวณปอด ซ่ึงผลจากการทําหน้าท่ีของเซลล์นี้อาจสร้างความเสียหาย
ให้กับเนื้อเย่ือปอดมากข้ึนได้ 
คําหลกั: อินเตอร์ลิวคิน 17  การทํางานของนิวโทรฟิล  ปอดอักเสบ  หนูทดลอง 
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Abstract 

 
Project Code: MRG5580131 
Project Title: Effects of IL-17 on neutrophil functions in experimentally-induced lung inflammation 
Investigators: Dr. Phongsakorn Chuammitri 
  Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University  
  Professor Dr. Watchara Kasinrerk  
  Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University 
  Professor Dr. Roongroje Thanawongnuwech 
  Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University 
E-mail Address: phongsakorn.c@cmu.ac.th 
Project Period: July 2012 – July 2014 
Interleukin 17 (IL-17) mediates neutrophils migration into the lungs during acute inflammation. As 
a consequence, lung tissues could be damaged by neutrophil functions. In present study, we ask 
whether IL-17 can play the role in the activation of neutrophil functions in vitro following viral 
and bacterial infections in mouse model. Mice were divided into 4 groups and intranasally 
challenged as follows: 1) PBS (Ctrl), 2) Influenza A (H1N1) & Klebsiella pneumoniae (Mix), 3) 
Influenza A alone (Flu), and 4) K. pneumoniae (KP) alone. Bone marrow (BM), bronchoalveolar 
lavage cells (BAL), and lung specimens were collected 7-day post challenge for further analysis. 
Average BW of mice in Mix and Flu groups declined significantly. Mice in Flu had the highest 
mortality rate. Neutrophils were a major cell type in BAL from Mix and KP whereas lymphocytes 
were outnumbered in Flu. Lesions in the lungs revealed moderate severity (score = 2-3/4) in Mix, 
Flu, and KP. Isolated BM-derived neutrophils were subjected to in vitro priming with mouse 
recombinant IL-17A protein (rIL-17A) followed by various functional assays. Oxidative burst (ROS) 
and phagocytosis of fluorescently labeled K. pneumoniae were assessed by flow cytometry. ROS 
levels in rIL-17A primed cells showed significant elevation. Phagocytosis showed no significant 
difference between (+) or (-) rIL-17A groups. Moreover, only primed cells in the Flu caused an 
increase in bacterial destruction in MTT assay. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) formation as 
an extracellular function was fluorescently quantified. Most rIL-17A primed cells were found to 
decrease in NET production with one exception in Mix that resulted in release more NETs to 

supernatant. We next monitored gene expression of IL-1 , IL-17A, and IL-17A receptor (IL-17RA) in 
isolated neutrophils by real-time PCR (qPCR). IL-17A mRNA showed an increased expression in 

Mix and Flu; IL-1  mRNA had only increased in Flu; IL-17RA showed constitutive expression in all 
treatment groups. In summary, neutrophils are implicated in tissue damages during acute lung 
inflammation since their functions may have been influenced by IL-17. 
 
Keywords: interleukin 17, neutrophil functions, lung inflammation, mouse 
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บทสรุปโครงการ (Executive Summary) 

 การระบาดของเช้ือไวรัสก่อโรคไข้หวัดใหญ่ (influenza virus) ในประเทศไทยส่งผลเสียต่อ

สุขภาพของผู้ป่วยที่ติดเช้ือโดยเฉพาะอย่างย่ิงในรายที่มีภาวะแทรกซ้อนของการติดเช้ือปอดซึ่ง

จําเป็นต้องได้รับการดูแลรักษาอย่างใกล้ชิดในโรงพยาบาล นอกจากน้ียังพบการระบาดติดต่อระหว่าง

มนุษย์และสัตว์ ซึ่งอาจส่งผลกระทบทางด้านเศรษฐกิจ สังคม การแพทย์และสาธารณสุข เซลล์ใน

ระบบภูมิคุ้มกันที่พบว่ามีส่วนสําคัญในการตอบสนองต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ในปอด ได้แก่ ลิมโฟซัยต์ 

(lymphocyte) แมคโครฟาจ (macrophage) นิวโทรฟิล (neutrophil) และเซลล์อ่ืน ๆ เช่น เซลล์

เย่ือบุบริเวณทางเดินหายใจ การตอบสนองต่อการติดเช้ือไวรัสฯ ของเซลล์แต่ละชนิดดังกล่าวล้วน

แล้วแต่มีบทบาทและหน้าท่ีเฉพาะ 

 การศึกษาครั้งน้ีจําลองเหตุการณ์การติดเช้ือร่วมกันระหว่างเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่และ

แบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ โดยสายพันธ์ุของไวรัสที่ใช้ในการศึกษา คือ pandemic 

H1N1 Influenza A/SW/Thailand/CU-RA29/2009 ซึ่งพบการระบาดและก่อโรคระบบทางเดิน

หายใจในสุกร และอาจพบการส่งต่อเช้ือจากสุกรติดต่อสู่คนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอ่ืน ๆ ได้ และ

แบคทีเรียแกรมลบชนิด Klebsiella pneumoniae ซึ่งมักพบเสมอว่าเป็นสาเหตุร่วมของการติดเช้ือ

ในระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วย ในขั้นตอนการศึกษาเบ้ืองต้นคณะผู้วิจัยได้ดําเนินการศึกษาเพ่ือ

ตรวจหาไตเตอร์และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุที่นํามาใช้ทดลอง โดยการตรวจ

ด้วยวิธี 1.) 50% Egg Infective Dose (EID50) 2.) 50% Tissue Culture Infective Dose (TCID50) 

3.) Viral plaque formation assay และ 4.) 50% Mouse Infective Dose (MID50) เพ่ือนํามา

คํานวณปริมาณไวรัสที่จะใช้ในการทดลองติดเช้ือร่วมกันระหว่างไวรัสและแบคทีเรียในหนูทดลอง 

จากที่ได้กล่าวแล้วข้างต้นว่าเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่พบว่ามีส่วนสําคัญในการตอบสนองต่อเช้ือไวรัส

ไข้หวัดใหญ่ในปอดมีเซลล์ที่เกี่ยวข้องหลากหลายชนิด แต่ชนิดที่คณะผู้วิจัยได้ให้ความสนใจใน

การศึกษาในครั้งน้ี ได้แก่ เซลล์นิวโทรฟิลซึ่งเป็นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กําเนิด (innate 

immune cells) ที่พบการเคลื่อนที่แทรกเข้าสู่เน้ือเย่ือของทางเดินหายใจส่วนต้นและส่วนปลาย เมื่อ

เกิดการติดเช้ือของระบบทางเดินหายใจแบบเฉียบพลัน (acute respiratory infection) และเซลล์

ชนิดน้ีอาจสร้างความเสียหายให้กับเน้ือเย่ือบริเวณปอดได้ 

 การเคล่ือนที่ของนิวโทรฟิลเข้าสู่ปอดได้รับอิทธิพลจากไซโตไคน์ (cytokine) ชนิดหน่ึงซึ่งมี

ความสําคัญย่ิง ได้แก่ อินเตอร์ลิวคิน (interleukin, IL) ในกลุ่ม IL-17 ซึ่งมีการศึกษาเกี่ยวกับผลของ 

IL-17 ในการกระตุ้นให้นิวโทรฟิลเคลื่อนที่เข้าสู่ปอดเป็นจํานวนมาก แต่การศึกษาเก่ียวกับผลของ IL-
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17 ในการกระตุ้นให้นิวโทรฟิลทําหน้าที่กลับมีอยู่จํานวนจํากัด ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมุ่งเน้นใน

การศึกษาบทบาทของ IL-17 ที่มีต่อการทําหน้าที่ของนิวโทรฟิลในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการ

ทดลองติดเช้ือในหนูทดลองด้วยไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุดังกล่าวข้างต้นหรือแบคทีเรีย Klebsiella 
pneumoniae จากน้ันจึงทําการแยกนิวโทรฟิลจากไขกระดูก เพ่ือนํามาศึกษาเกี่ยวกับการทําหน้าที่

ของเซลล์นิวโทรฟิล (neutrophil functions) โดยแบ่งเป็น 2 ประเภท ได้แก่  การทําหน้าที่ภายใน

เซลล์ (intracellular functions) และการทําหน้าที่ภายนอกเซลล์ (extracellular function) ใน

ขั้นตอนการศึกษานําเซลล์นิวโทรฟิลที่แยกได้มากระตุ้นเบ้ืองต้น (priming) ด้วย recombinant IL-

17A และทําการทดสอบการสร้าง reactive oxygen species (ROS) ในกระบวนการ oxidative 

burst  การเก็บกินแบคทีเรียที่ย้อมสีฟลูออเรสเซนส์ (phagocytosis) และการทําลายแบคทีเรียมีชีวิต 

(bacterial killing MTT assay) ซึ่งทั้ง 3 กระบวนการเป็นการทําหน้าที่ภายในเซลล์นิวโทรฟิล 

นอกจากน้ียังตรวจวัดปริมาณการผลิตโครงสร้าง Neutrophil Extracellular Traps (NETs) ซึ่งเป็น

การทดสอบการทํางานภายนอกเซลล์ของนิวโทรฟิลด้วย ส่วนนํ้าล้างปอด และตัวอย่างช้ินเนื้อปอด

นํามาศึกษาจํานวนเซลล์ที่เคลื่อนที่เข้าสู่ปอดและตอบสนองต่อการติดเช้ือฯ จากรอยโรคบริเวณปอด 

เซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกจํานวนหน่ึงนํามาสกัดแยกอาร์เอนเอ (RNA) เพ่ือศึกษาการแสดงออก

ของยีน IL-1, IL-17A และ IL-17RA ด้วยวิธี real-time PCR (qRT-PCR)   

 รายงานการศึกษาฉบับน้ีนําเสนอมุมมองที่เก่ียวข้องกับ IL-17 และการทําหน้าที่ของนิวโทร

ฟิลในกรณีของการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ pandemic influenza virus H1N1 ใน

แบบจําลองของโรคปอดอักเสบและติดเช้ือในหนูทดลอง เพ่ือใช้เป็นข้อมูลของการศึกษาอ่ืน ๆ ต่อไป  
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บทนําและความสําคัญเก่ียวกับปัญหาวิจัย  

(Introduction to the research problem and its significance) 

 ประเทศไทยเป็นหน่ึงในพ้ืนที่ที่พบการระบาดของโรคไข้หวัดใหญ่ที่สําคัญและสถานการณ์

ของโรคยังพบอย่างต่อเน่ืองและพบการระบาดติดต่อระหว่างมนุษย์และสัตว์  ผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรัส

ไข้หวัดใหญ่โดยเฉพาะอย่างย่ิงในรายที่มีภาวะแทรกซ้อนของการติดเช้ือปอดจะต้องได้รับการดูแล

รักษาอย่างใกล้ชิดในโรงพยาบาล และผลจากความเจ็บป่วยดังกล่าวทําให้ผู้ป่วยเหล่าน้ันต้องขาดงาน 

ประสบปัญหาจากค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลและผลกระทบทางด้านเศรษฐกิจ สังคม การแพทย์

และสาธารณสุขอ่ืน ๆ ซึ่งจะส่งผลต่อเน่ืองในส่วนของการเพ่ิมข้ึนของภาระด้านงบประมาณในภาครัฐ

ที่ต้องช่วยเหลือทางด้านสุขภาพของประชาชน 

 ภาวะการติดเช้ือแทรกซ้อนในระบบทางเดินหายใจอาจส่งผลให้เกิด Acute Respiratory 

Distress Syndrome (ARDS) และ Acute Lung Injury (ALI) ซึ่งพบได้เสมอในผู้ป่วยหนักที่ติดเช้ือ

ไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุรุนแรง (highly pathogenic influenza viruses) หรือผู้ป่วยที่พบการติด

เช้ือร่วมของเช้ือโรคอ่ืน ๆ เช่น Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae และ 

Candida albicans เป็นต้น ภาวะแทรกซ้อนดังกล่าวอาจส่งผลให้ผู้ป่วยอยู่ในภาวะวิกฤตหนักและ

ต้องพักรักษาในโรงพยาบาลซึ่งมีค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลท่ีเพ่ิมข้ึน (Holloway and 

Schwacha, 2012) ภาวะ ARDS มีลักษณะจําเพาะเมื่อทําการตัดช้ินเน้ือปอด (biopsy) คือ 

ประกอบด้วย hyaline membrane และภายใน intra-alveolar จะพบเม็ดเลือดแดงและเซลล์นิว

โทรฟิล และยังพบ diffuse alveolar damage กระจายทั่วไป สาเหตุของการเกิด ARDS และ ALI 

มักพบว่าเกิดจากภาวะปอดอักเสบ (pneumonia) และการติดเช้ือในกระแสเลือด (sepsis) (Ware 

and Matthay, 2000) การศึกษาในรูปแบบการเกิด ALI ในสัตวทดลอง (animal models) พบ

ความสัมพันธ์ของการเกิด ALI ในลักษณะของ neutrophil-dependent แต่ที่เป็นลักษณะที่เป็นแบบ 

neutrophil-independent ก็พบได้เช่นกัน เช่น ในกรณีของผู้ป่วยที่เป็น profound neutropenia 

(Ware and Matthay, 2000) 

 เพ่ือกําจัดสาเหตุของการติดเช้ือของระบบทางเดินหายใจในระยะเร่ิมต้น การกระตุ้นให้เกิด

การเคล่ือนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลให้เข้ามายังบริเวณที่พบการติดเช้ือในปอดหรือถุงลมและการกระตุ้น

การทํางานของเซลล์ชนิดดังกล่าว ทั้งจากการกระตุ้นการทํางานของกระบวนการทําลายเช้ือโรคทั้ง

แบบภายในเซลล์ (intracellular killing mechanisms) เช่น การสร้างสารสื่อกลางออกซิเจน 

(reactive oxygen species, ROS) ในกระบวนการ oxidative burst กระบวนการเก็บกินและ



2 
 

ทําลายเช้ือโรค (phagocytosis and killing) และการปลดปล่อยแกรนูลและเอนไซม์ 

(degranulation/exocytosis) และแบบภายนอกเซลล์ (extracellular killing mechannism) ที่

เรียกว่า “Neutrophil Extracellular Trap (NET)” ที่มีการปล่อยองค์ประกอบของดีเอ็นเอ โปรตีน

ฮีสโตน (histones) แกรนูล เอนไซม์ และสารพิษอ่ืน ๆ ออกภายนอกเซลล์ อาจส่งผลต่อพยาธิสภาพ

ที่รุนแรงย่ิงขึ้นบริเวณปอด  

 อินเตอร์ลิวคิน (interleukin) 17 (IL-17) เป็นไซโตไคน์ที่สําคัญที่ช่วยดึงดูดและก่อให้เกิดการ

สะสมของนิวโทรฟิลในปอดในผู้ป่วยที่พบภาวะ ARDS/ALI โดยมักพบ IL-17 ได้เสมอบริเวณถุงลม 

(alveolar tissue) และเน้ือเย่ือปอด (lung parenchyma)  จากข้อมูลงานวิจัยในปัจจุบันที่ยังมี

ข้อมูลในเชิงจํากัดว่าการทํางานของเซลล์นิวโทรฟิลน้ันได้รับผลการกระตุ้นจาก IL-17 โดยตรงได้

หรือไม่ นอกจากน้ี รายงานเพียงจํานวนหน่ึงเท่าน้ันที่รายงานเก่ียวกับ NET ที่ทําให้เกิดความเสียหาย

บริเวณปอดโดยเฉพาะอย่างย่ิงจากการติดเช้ือไข้หวัดใหญ่ (Narasaraju et al., 2011; Narayana 

Moorthy et al., 2013)  การกระตุ้นเบ้ืองต้นโดยการเสริม IL-17 ligand และการกระตุ้นการทํางาน

ของนิวโทรฟิลในหนูทดลองส่งผลให้เกิดการอักเสบของเน้ือเย่ือปอดจากการกระทําของนิวโทรฟิลที่

ถูกกระตุ้นได้หรือไม่น้ันยังไม่เคยมีการรายงาน ดังน้ันงานวิจัยช้ินน้ีจึงขอนําเสนอผลการเสริม IL-17 ที่

ช่วยกระตุ้นการทํางานของนิวโทรฟิลและส่งผลต่อพยาธิสภาพของปอดตามมา ที่สามารถตรวจวัดได้

ทั้งแบบในหลอดทดลอง (in vitro) และในร่างกาย (in vivo) ตามลําดับ 

ทบทวนวรรณกรรม (Literature review) 

 นิวโทรฟิลเคลื่อนที่แทรกเข้าสู่เน้ือเย่ือของทางเดินหายใจส่วนต้นและส่วนปลาย เมื่อมีการติด

เช้ือของระบบทางเดินหายใจทั้งแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง ดังเช่นในกรณีที่พบภาวะ Acute 

Respiratory Distress Syndrome (ARDS) หอบหืด (asthma), bronchiectasis, โรคหลอดลม

อักเสบเรื้อรัง (chronic bronchitis) ปอดอุดก้ันเร้ือรัง (COPD) และ cystic fibrosis หรือโรคปอด

เรื้อรังอ่ืน ๆ ภาวะน้ีส่วนใหญ่จะเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่เข้าสู่ปอดของเซลล์นิวโทรฟิลโดยสามารถ

ตรวจพบได้จากการล้างปอดและหลอดลม (BAL) และการเก็บเสมหะส่งตรวจ (sputum collection) 

 การติดเช้ือไวรัสในระบบทางเดินหายใจที่พบว่ามีการระบาดคร้ังใหญ่ของโรคและกระจายกิน

พ้ืนที่กว้าง เช่น ตัวอย่างของการระบาดของโรคไข้หวัดใหญ่ (influenza) เมื่อปี ค.ศ. 1918 และการ

ระบาดล่าสุดของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ H5N1, pandemic H1N1, respiratory syncytial 

virus ในมนุษย์ หนูและลิง ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเน้ือเย่ือปอดและภาวะ Acute Lung Injury 

(ALI) จากการรายงานขององค์การอนามัยโลก (WHO) การติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สามารถสร้าง
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ความเสียหายอย่างรุนแรงต่อเน้ือเย่ือของปอดโดยก่อให้เกิดภาวะ ARDS และการติดเช้ือไวรัสชนิดน้ี

ยังสามารถเช่ือมโยงต่อการเสียชีวิตของผู้ป่วยในบางกรณีด้วย ทั้งน้ีเน่ืองมาจากไวรัสบางสายพันธ์ุที่มี

ความรุนแรงสามารถเหน่ียวนําให้เกิดการเคลื่อนที่แทรกเข้าสู่เน้ือเย่ือปอดของเซลล์นิวโทรฟิล  

 เซลล์นิวโทรฟิลเป็นเซลล์ที่สําคัญในระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กําเนิดและมีหน้าที่ต่อสู้กับการ

ติดเช้ือ เซลล์นิวโทรฟิลถูกสร้างข้ึนภายในไขกระดูก (bone marrow) และเคลื่อนที่ออกสู่ภายนอกไข

กระดูกเพ่ือทําหน้าที่เน่ืองจากมีความสามารถในการทําลายเช้ือโรคหลากหลายวิธีที่ประกอบรวมอยู่

ภายในเซลล์ ได้แก่ กระบวนการทําลายเชื้อภายในเซลล์โดยกระบวนการเก็บกิน (phagocytosis) 

และการปล่อยแกรนูลเพ่ือทําลายเช้ือ (degranulation) เช่น elastase การสร้างสารสื่อกลาง

ออกซิเจน (reactive oxygen species, ROS) (Van Ziffle and Lowell, 2009) นอกจากน้ียังพบ

ความสามารถของเซลล์ในการทําลายเช้ือโรคภายนอกเซลล์ (extracellular killing) โดยกระบวนการ

ที่เรียกว่า “Neutrophil Extracellular Traps” หรือ “NETs” ด้วยการปล่อยโครงสร้างคล้ายตาข่าย

เพ่ือดักจับเช้ือโรคที่อยู่โดยรอบเซลล์ (Brinkmann et al., 2004) โครงสร้างดังกล่าวมีการรายงาน

การค้นพบในเซลล์นิวโทรฟิลและเฮทเตอโรฟิลของทั้งสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม สัตว์ปีกและปลา 

(Chuammitri et al., 2009; Ermert et al., 2009; Palic et al., 2007) ภายในโครงสร้าง NETs 

ประกอบด้วย nuclear materials, โปรตีนฮีสโตน (histones) ดีเอนเอ (DNA) แกรนูลที่บรรจุอยู่

ภายในเซลล์หลากหลายชนิด (cytoplasmic granules) เปปไทด์ที่มีประจุ (charged peptides) 

และโปรตีน ตลอดจนอนุมูลอิสระ (free radicals) โครงสร้าง NETs ช่วยจับและทําลายเช้ือแบคทีเรีย

ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ นอกจากนี้ยังมีส่วนช่วยในการตอบสนองต่อเช้ือรา (fungi) โปรโตซัว 

(protozoa) และเช้ือไวรัส เช่น ไวรัสไข้หวัดใหญ่ (influenza virus) (Narasaraju et al., 2011; 

Narayana Moorthy et al., 2013) 

 การค้นพบเซลล์ในตระกุล Th17 lineage ในปี 2005 ทําให้ทราบว่าเซลล์ชนิดน้ีมีส่วน

เกี่ยวข้องอย่างย่ิงในระบบภูมิคุ้มกันที่มีต่อการติดเช้ือ (Gaffen et al., 2011) โดยการผลิตไซโตไคน์

ชนิด IL-17 ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (Inflammation) โรคเสื่อม (degenerative disorders) การ

ต่อต้านเน้ือเย่ือตนเอง (autoimmunity) และเก่ียวข้องกับการต่อต้านเช้ือโรคภายนอกเซลล์ 

(extracellular pathogen) (Gaffen et al., 2011)  ไซโตไคน์ (IL-17) ในกลุ่มน้ีประกอบด้วย

สมาชิกจํานวน 6 ชนิด ได้แก่ IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) และ IL-17F 

(Pappu et al., 2012) จากข้อมูลงานวิจัยทําให้ทราบว่าประสิทธิภาพในการทํางานของ IL-17A มี

ประสิทธิภาพดีที่สุด (Bosmann and Ward, 2012) ลองลงมาได้แก่ IL-17F และ IL-17A/F (Kolls 

and Lindén, 2004) โดยเฉพาะในกรณีเกิดภาวะติดเช้ือในกระแสเลือด (sepsis)  เซลล์ที่มีหน้าที่ใน
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การผลิต IL-17 ที่เป็นหลัก คือ Th17 cells โดยที่ปริมาณของ IL-17 ที่พบเป็นจํานวนมากในร่างกาย

จะพบเป็นจํานวนมากภายในปอดของคนหรือหนูสุขภาพดี (Liang et al., 2007; Miyamoto et al., 
2003) ในปัจจุบันนอกเหนือจาก Th17 cells  แล้วยังมีเซลล์อ่ืน ๆ ในระบบภูมิคุ้มกันที่สามารถผลิต 

IL-17 ได้ด้วยเช่นกัน เซลล์เหล่าน้ัน ได้แก่ invariant NKT cells (iNKT),  T cell และ paneth 

cells เป็นต้น (Ferretti et al., 2003) ในปัจจุบันเป็นที่ยอมรับกันว่า “นิวโทรฟิล” มีความสามารถ

ในการผลิต IL-17 ในลักษณะของ primary IL-17-secreting subset of cells (Ferretti et al., 
2003; Garraud et al., 2012) โมเลกุล IL-17 ที่ถูกสร้างข้ึนจากเซลล์ชนิดต่าง ๆ ดังกล่าวข้างต้น

สามารถเหน่ียวนําให้เกิดการผลิต pro-inflammatory mediators ชนิดอ่ืน ได้แก่ IL-1, TNF-, IL-

6, IL-8, CCL20 และ G-CSF ส่งผลให้เกิดการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลเข้ามายังบริเวณที่มีสารสื่อการ

อักเสบน้ัน (Bosmann and Ward, 2012) 

 โมเลกุล IL-17 ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นใหม่ (de novo synthesis) ช่วยให้เซลล์นิวโทรฟิล

เคลื่อนที่เข้าสู่บริเวณ brochoalveolar space ได้จากหลาย ๆ วิธี (Miyamoto et al., 2003) มี

รายงานกล่าวว่าโมเลกุล IL-17 อาจถูกสร้างข้ึนจากการกระตุ้นบริเวณ Toll-like receptor 4 (TLR-

4) จากการติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Miyamoto et al., 2003) โมเลกุล IL-17 ส่งผลต่อการทํา

หน้าที่ของเซลล์บางชนิด เช่น  airway epithelial cells, fibroblasts, B- และ T-lymphocytes 

และเซลล์ในกลุ่ม myelomonocytic cells ซึ่งเซลล์ดังกล่าวน้ันพบตัวรับ IL-17 (IL-17R) บนผิว

เซลล์อยู่ก่อนแล้ว (Laan et al., 2002) โมเลกุล IL-17A ไม่เพียงแต่ช่วยในการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุ้มกันในระหว่างการติดเช้ือแบบเฉียบพลัน แต่ยังช่วยให้เกิดการสะสมของนิวโทรฟิลบริเวณที่พบ

การติดเช้ือได้เป็นอย่างดี จากผลการทดลองของ Miyamoto และคณะ พบการสะสมของเซลล์นิวโทร

ฟิลเป็นจํานวนมากบริเวณ bronchoalveolar space เมื่อทําการให้ lipopolysaccharides (LPS) 

จากเช้ือ Escherichia coli  ในหนูทดลอง ระดับการแสดงออกของ mRNA ของ IL-17 ปรากฏท่ี

จุดสูงสุดใน 2 วัน ภายหลังการการให้ LPS เข้าสู่หลอดลมแลยังคงปรากฏอยู่และทําการตรวจวัดได้

อยู่ในช่วงระยะเวลา 1 ถึง 3 วัน (Ferretti et al., 2003) ผลการวิจัยดังกล่าวสอดคล้องกับ

ผลการวิจัยก่อนหน้าน้ีที่ทําการติดเช้ือไวรัส เช่น adenovirus หรือ influenza virus ที่แสดงว่าการ

ติดเช้ือไวรัสดังกล่าวส่งผลต่อการแสดงออกของ IL-17A และยังส่งผลต่อการแสดงออกของยีน G-CSF 

ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตเซลล์แกรนูลโลซัยต์ (granulopoiesis) (Ferretti et al., 2003; 

Miyamoto et al., 2003) เพ่ืออธิบายการทํางานของ IL-17 ที่มีต่อเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่

กําเนิด (innate immunity) การฉีด IL-17A เข้าทางจมูกส่งผลต่อการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลในหนู

ทดลอง และเมื่อให้แอนติบอดีต่อต้าน IL-17 (anti-IL-17 antibody) ร่วมด้วย กลับทําให้ปริมาณการ
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เคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลลดลงได้ (Ferretti et al., 2003; Lindén et al., 2005)  IL-17A ส่งผลต่อ

การเพ่ิมข้ึนของเอนไซม์หลายชนิดในนิวโทรฟิลและการเพ่ิมข้ึนของเอนไซม์ elastase (ELA) และ 

myeloperoxidase (MPO) ในเซลล์นิวโทรฟิลของหนูมักพบร่วมกับการปรากฏตัวรับ IL-17A 

receptor (IL-17RA) ที่พร้อมทําหน้าที่ได้ (Hoshino et al., 2000) ในกรณีของผู้ป่วยที่มีภาวะ 

ARDS, chronic bronchitis, COPD และ cystic fibrosis มักพบระดับของ ELA เพิ่มขึ้นได้เสมอ 

(Balloy et al., 2003) เมื่อทําการเสริม recombinant IL-17A เข้าสู่ร่างกายหนูทดลองพบการเพ่ิม

สูงขึ้นของเอนไซม์ ELA และ MPO จากเซลล์นิวโทรฟิลที่อยู่ภายในเน้ือเย่ือปอดและหลอดลม แต่ไม่

ส่งผลต่อเอนไซม์ดังกล่าวของนิวโทรฟิลในเลือด (circulating neutrophils) (Hoshino et al., 
2000)  

 นิวโทรฟิลช่วยปกป้องเซลล์ร่างกายจากการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Narasaraju et al., 
2011) โดยพบว่านิวโทรฟิลมีจํานวนเพ่ิมขึ้นภายใน 24 ช่ัวโมงภาย ร่วมกับเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน

ชนิดอ่ืน ๆ ในเน้ือเย่ือปอดและหลอดลมภายหลังได้รับ LPS, lipoteichoic acid (LTA) และ 

peptidoglycan (PGN) (Balloy et al., 2003; Ferretti et al., 2003; Zhang et al., 2011) มี

ข้อมูลสนับสนุนว่าในหนูที่มีจํานวนเซลล์นิวโทรฟิลที่ถูกทําให้ลดจํานวนลง (depleted neutrophils) 

มีลักษณะการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่บริเวณปอดที่รุนแรงและยากที่จะควบคุม (Hamada et al., 
2009; Tate et al., 2009) โดยรวมแล้วเซลล์นิวโทรฟิลที่มีความสามารถในการทําลายเช้ือโรคทั้ง

แบบภายในและภายนอกเซลล์อาจสร้างความเสียหายให้กับเน้ือเย่ือปอดได้ มีหลักฐานยืนยันเก่ียวกับ

วิถีการสื่อสัญญาณของ Raf-MEK-ERK ที่เป็นผลมาจากการกระตุ้น NADPH oxidase (Hakkim et 
al., 2011) และอาจเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง NETs ได้กล่าวคือ การปรากฏของ IL-17A, IL-8 

และ IL-6 ในสภาพแวดล้อมโดยรอบของนิวโทรฟิลอาจช่วยให้เกิดการปล่อยโครงสร้าง NETs ผ่าน

การสื่อสัญญาณข้างต้นแต่ยังไม่ได้รับการยืนยันในสิ่งที่เกิดข้ึน นอกเหนือจากหน้าที่ในการช่วยทําลาย

เช้ือโรคของ NETs แล้ว โครงสร้างดังกล่าวที่ประกอบด้วยเอนไซม์และองค์ประกอบอ่ืน เช่น ROS ที่

อาจส่งผลให้เกิดความเสียหายในบริเวณพ้ืนที่ที่พบโครงสร้าง NETs ที่ถูกสร้างขึ้นจากการติดเช้ือหรือ

การอักเสบ (Brinkmann et al., 2004)  เมื่อนิวโทรฟิลได้รับการกระตุ้นจากเช้ือโรคหรือสิ่งกระตุ้นที่

เหมาะสม เซลล์พร้อมที่จะทํางานในทันทีและเมื่อเสร็จสิ้นภารกิจต่าง ๆ เซลล์จะเข้าสู่กระบวนการ

ตายแบบ apoptosis หรือกระบวนการตายจาก NETs หรือโดยวิธีการอ่ืน (Pinheiro da Silva and 

Nizet, 2009) การปลดปล่อยแกรนูลภายในเซลล์นิวโทรฟิลและโครงสร้าง NETs บริเวณปอดจากการ

ถูกกระตุ้นอาจส่งผลให้เกิดการลดการตอบสนองของเซลล์ลิมโฟซัยต์ได้ การปรับสมดุลย์ของการสร้าง 

NETs บริเวณที่พบการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่อาจช่วยจํากัดความเสียหายที่มีต่อเน้ือเย่ือ และน่าจะ
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ใช้เป็นแนวทางในการรักษาภาวะปอดอักเสบที่เกิดจากโรคไข้หวัดใหญ่ (influenza pneumonitis) 

ได้ (Narasaraju et al., 2011)   

 การบรรเทาผลของเซลล์ นิวโทรฟิลที่ ถูกกระ ตุ้นด้วย  IL-17A โดยการใ ช้ยากลุ่ ม 

glucocorticoids ในกรณีของผู้ป่วยด้วยภาวะ ARDS ที่พบปอดอักเสบจากนิวโทรฟิลอาจไม่สามารถ

กระทําได้ในผู้ป่วยทุกราย ดังน้ันเพ่ือเป็นการแก้ปัญหาดังกล่าวจึงจําเป็นต้องหาแนวทางอื่นในการ

แก้ไขเร่งด่วน (Creed et al., 2009) จากข้อมูลที่มีอยู่ทําให้พอทราบและอธิบายได้ว่าอาจมีปัจจัยอ่ืน

นอกเหนือจากปัจจัยที่เก่ียวข้องกับเซลล์นิวโทรฟิลที่ส่งผลต่อการต่อต้านการอักเสบบริเวณปอดที่ผล

ส่วนใหญ่ที่ได้รับไม่ประสบความสําเร็จเท่าที่ควร เพ่ือเป็นการเติมช่องว่างในส่วนของความรู้ที่ยังขาด

หายไปน้ี รายงานการศึกษาฉบับน้ีจึงขอนําเสนอมุมมองที่เก่ียวข้องกับ IL-17 และการทําหน้าที่ของ

นิวโทรฟิลในกรณีของการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ pandemic influenza virus H1N1 

A/SW/Thailand/CU-RA29/2009 ที่แยกได้จากสุกรที่ใช้ในการศึกษาเป็นแบบจําลองของโรคปอด

อักเสบและติดเช้ือในหนูทดลอง 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (Objectives) 

 คณะผู้วิจัยได้ต้ังวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยจํานวน 3 ข้อ คือ 

1. เพ่ือตรวจวัดไตเตอร์และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัส (viral titer endpoint) ของไข้หวัดใหญ่สาย

พันธ์ุ pandemic H1N1 Influenza A/SW/Thailand/CU-RA29/2009 โดยทําการตรวจวัดไตเตอร์

ในไข่ไก่ฟัก เซลล์เพาะเลี้ยงและหนูทดลอง 

2. เพ่ือศึกษาผลของการกระตุ้นเซลล์นิวโทรฟิลที่แยกได้จากหนูที่ทําการทดลองติดเช้ือไวรัสไข้หวัด

ใหญ่ฯ (ข้อ 1.) หรือแบคทีเรีย ด้วย recombinant IL-17A ต่อการทําหน้าที่ทั้งแบบการทําหน้าที่

ภายในเซลล์ (intracellular functions) และการทําหน้าที่ภายนอกเซลล์ (extracellular function) 

3. เพ่ือแสดงรูปแบบและความรุนแรงของรอยโรคบริเวณปอดของหนูทดลองซึ่งเป็นผลจากการติดเช้ือ

ไวรัสไข้หวัดใหญ่ฯ (ข้อ 1.) หรือแบคทีเรีย และการทําหน้าที่ของเซลล์นิวโทรฟิลที่ตอบสนองต่อการ

ติดเช้ือฯ 
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ระเบียบวิธีวิจัย (Materials and Methods) 

รูปแบบการทดลองและการเก็บตัวอย่าง (Experimental Designs/Sample collection) 

การทดลองที่ 1: การตรวจไตเตอร์และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัส (ตารางที่ 1) 

 
การทดลองที่ 2 การติดเช้ือไวรัสในหนูทดลอง 
 ทดลองติดเช้ือหนูทดลองด้วยไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza virus A/CU-RA29/2009 

ปริมาณไวรัสได้จากการคํานวณโดยผลการทดลองที่ 1 หรือทําการทดลองติดเช้ือร่วมกับเช้ือแบคทีเรีย

แกรมลบ Klebsiella pneumoniae เพ่ือจําลองภาวะการติดเช้ือแทรกซ้อนของทางเดินหายใจในหนู

ทดลอง จํานวน 3 ครั้งการทดลองท่ีเป็นอิสระต่อกัน โดยการออกแบบการทดลองดังแสดงในตารางที่ 
2 

I.N. = intranasal route, PBS = phosphate buffered saline 

ชนิดของเชื้อไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ 

ความเข้มข้นของไวรัส
(10-2 ถึง 10-7) 

ค่าไตเตอร์
(End-point dilution) 

ลักษณะท่ีตรวจวัด
(monitoring parameters) 

Pandemic H1N1 
A/SW/Thailand/ 
CU-RA29/2009 

 

n = 5
ต่อความเข้มข้น 

TCID50 
การเกิด cytopathic effects 

(CPE) กับเซลล์เพาะเลี้ยง 

n = 5 
ต่อความเข้มข้น 

EID50 
การมีชีวิตอยู่ของลูกไก่ในไข่ไก่
ฟัก (viability of inoculated 

eggs) 

n = 4 
ต่อความเข้มข้น 

Plaque forming unit 
(PFU) 

ลักษณะของการเกิด plaque 
กับเซลล์เพาะเลี้ยง 

(plaque formation) 

n = 5 
ต่อความเข้มข้น 

MID50 / LD50 
อาการทางคลินิก/การตายของ

หนูทดลอง 
(clinical signs/death) 

กลุ่มทดลอง จํานวนหนู (n) รูปแบบการติดเชื้อ (I.N.) วันท่ีทําการติดเชื้อ
กลุ่มท่ี 1 (Ctrl) 3-4 30 L PBS (กลุ่มควบคุม) วันท่ี 0 

กลุ่มท่ี 2 (Mix) 4-5 
30 L  Influenza A (V) ร่วมกับ 
30 L  Klebsiella pneumoniae (KP) 

วันท่ี 0 (V) 
วันท่ี 4 (KP) 

กลุ่มท่ี 3 (Flu) 4-5 30 L  Influenza A วันท่ี 0 
กลุ่มท่ี 4 (KP) 4-5 30 L  Klebsiella pneumoniae วันท่ี 4 
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 ทดสอบการทําหน้าที่ของเซลล์นิวโทรฟิล (cellular functions) ที่แยกได้จากไขกระดูกของหนู

ทดลองภายหลังการติดเช้ือฯ นาน 7 วัน  

วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

วิธีการทดลอง 

1. หนูทดลอง 

 หนูทดลองพันธ์ุ BALB/cMlac ปลอดเช้ือโรค อายุ 8-10 สัปดาห์ คละเพศ นํ้าหนักระหว่าง 

18 ถึง 23 กรัม ที่ได้รับจากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล นํามาเลี้ยงในอาคาร

สัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ โดยผ่านการพิจารณาเห็นชอบโดย

คณะกรรมการจรรยาบรรณสัตว์ทดลอง ประจําคณะสัตวแพทยศาสตร์ฯ (ใบอนุญาตเลขที่ อ.1/2555) 

หนูทดลองทั้งหมดได้รับอาหาร น้ํา อย่างเพียงพอและไม่จํากัดทั้งก่อนและในระหว่างการทดลอง เลี้ยง

ภายในห้องควบคุมอุณหภูมิระหว่าง 25-27 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ์อยู่ระหว่าง 30-70 

เปอร์เซ็นต์ ได้รับแสงสว่างตามมาตรฐานการเลี้ยง คือ วงรอบเวลาการให้แสงสว่างและความมืด คือ 

12 ช่ัวโมง  

2. ไวรัส 

 เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ Pandemic (H1N1) Influenza virus (A/SW/Thailand 

/CU-RA29/2009) (Sreta et al., 2010) ที่แยกได้จากสุกรป่วย โดยได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่าง

ไวรัสจากหน่วยชันสูตรโรคสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย นําไวรัสมาเพ่ิม

จํานวนในไข่ไก่ฟักอายุ 10 วัน และแยกเก็บของเหลวที่มีไวรัสจากบริเวณ allantoic cavity ของเหลว

ที่ได้นํามากรองและแบ่งเก็บในหลอดทดลองที่อุณหภูมิติดลบ 70 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนํามาใช้ 

3. เซลล์เพาะเลี้ยง 

 เซลล์เพาะเล้ียงชนิด Madin–Darby canine kidney (MDCK) นํามาเพาะเล้ียงและเพ่ิม

จํานวนในถาดเลี้ยงเซลล์ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM, Gibco®, Life Technologies) ที่เติม 10 เปอร์เซ็นต์ Fetal bovine serum (FBS, 

Gibco®) และยาปฏิชีวนะ (DMEM w/ 10% FBS & ABO) นําเซลล์ไปบ่มเลี้ยงในตู้บ่มควบคุม

อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส (37 °C) ภายใต้บรรยากาศที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ 
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(5% CO2) เลี้ยงเซลล์จนมีลักษณะของเซลล์ที่แผ่ช้ันเดียวกินพ้ืนที่ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ของถาด

เลี้ยง (90% confluent monolayer) ก่อนนํามาใช้ในการทดลอง 

การทดลองที่ 1: การตรวจไตเตอร์และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัส 

1) การตรวจไตเตอร์และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัสโดย 50% Egg Infective Dose (EID50) 

 ไข่ไก่ฟักอายุ 10 วัน ที่ใช้ในการคํานวณค่า EID50 ได้รับจากบริษัทเบทาโกรภาคเหนือ เกษตร

อุตสาหกรรมจํากัด นําไข่ไก่มาส่องภายใต้หลอดไฟของกล่องสําหรับส่องไข่ไก่ ใช้ดินสอลากเส้นตรง

ตําแหน่งของ air space บนผิวเปลือกไข่และวาดจุดสําหรับกําหนดตําแหน่งที่ใช้เจาะและฉีดไวรัสเข้า

สู่ไข่ไก่ฟัก โดยปกติแล้วจุดน้ันจะอยู่เหนือเส้นที่ลากไว้ประมาณ 4 มิลลิเมตร โดยหลีกเลี่ยงไม่ให้จุด

พาดทับตําแหน่งของเส้นเลือด  

 เตรียมไวรัสสําหรับฉีดโดยการเจือจางไวรัสเข้มข้นที่แยกได้ในข้อ 2. ตามลําดับแบบ 10 เท่า 

(10-fold dilution) โดยใช้สารละลาย Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma-Aldrich) 

โดยให้มีความเข้มข้นเป็น 10-2 ถึง 10-7 dilution ภายในห้องปฏิบัติการระดับ Biosafety Level 2 

plus (BSL-2+) โดยมีจํานวนไข่ไก่ที่ใช้ในแต่ละความเข้มข้นของไวรัสเท่ากับ 5 ฟองต่อความเข้มข้น 

จากน้ันทําการดูดไวรัสที่เจือจางแล้วในแต่ละความเข้มข้นจํานวน 150 ไมโครลิตร (l) ผสมกับ 100 

l ของปฏิชีวนะ (5% Gentamicin) นําไวรัสฯ มาฉีดเข้าบริเวณจุดบนเปลือกไข่ที่ได้ทําการระบุ

ตําแหน่งไว้ล่วงหน้าแล้ว ซึ่งได้แก่บริเวณ allantoic cavity โดยวิธีการปลอดเช้ือ นําไข่ไก่ที่ฉีดเช้ือ

ไวรัสแล้วไปฟักต่อในตู้ฟักไข่ที่ต้ังอุณหภูมิที่ 37°C ความช้ืนสัมพัทธ์เท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 วัน 

ภายในห้องปฏิบัติการ BSL2+  บันทึกการมีชีวิตของไข่ไก่ฟักทุกวัน วันละอย่างน้อยหนึ่งคร้ัง ค่าไต

เตอร์หรือ EID50/mL คํานวณโดยใช้วิธีการของ (Reed and Muench, 1938) 

2) การตรวจไตเตอร์และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัสโดย 50% Tissue Culture Infective 

Dose (TCID50) 

 ปิเปตต์เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด MDCK (2 x 104 เซลล์) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM w/ 

10% FBS & ABO ลงในถาดเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม (24-well plate) จํานวน 5 หลุมต่อความ

เข้มข้นของไวรัส นําเซลล์ไปบ่มในตู้บ่มที่ 37°C, 5% CO2  จนได้เซลล์เพาะเลี้ยงที่มีลักษณะ 90% 

confluent monolayer ก่อนการทดสอบ  

 ตรวจสอบลักษณะและความสมบูรณ์ของเซลล์เพาะเลี้ยงภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสงสว่าง

แบบหัวกลับ (inverted microscope) เทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งและล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 
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Phosphate Buffered Saline (PBS) อุ่น  ปิเปตต์ไวรัสที่ได้ทําการเจือจางตามลําดับแบบ 10 เท่าใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM โดยมีความเข้มข้นของไวรัสเท่ากับ 10-1 ถึง 10-5 จํานวน 300 l ใส่ลงใน

เซลล์เพาะเล้ียง บ่มเซลล์นาน 60 นาทีในตู้บ่มที่ 37°C, 5% CO2  เพ่ือให้ไวรัสติดเข้าเซลล์ โดยใน

ระหว่างทําการบ่มทุก ๆ 10 นาที ให้เอียงถาดหลุมเพ่ือให้ไวรัสกระจายได้ทั่วถึง เมื่อครบกําหนดเวลา 

ดูดไวรัสและอาหารเลี้ยงเซลล์จากแต่ละหลุมทิ้ง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จํานวน 2 คร้ังแล้วจึง

เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ลงไป นําถาดหลุมที่ทําการติดเช้ือไวรัสเรียบร้อยแล้วไปใส่ในตู้บ่ม ทําการบ่ม

เซลล์ต่อนาน 5 วัน ณ ห้องปฏิบัติการระดับ BSL-2+ ตรวจสอบลักษณะของการเกิด cytopathic 

effect (CPE) ทุกวันและจดบันทึก เช่น ลักษณะของการเกิด rounded cells, granularity, 

vacuolization, syncytia formation หรือ focus formation ในวันที่ 5 ของการทดลอง ดูดอาหาร

เลี้ยงเซลล์ทิ้ง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS และตรึงเซลล์ด้วยการเติม 250 l สารละลาย 10% 

ฟอร์มาลิน นาน 20 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS และย้อมสีเซลล์ด้วย 10% 

crystal violet นาน 10 นาทีก่อนล้างออกด้วยนํ้าสะอาดและผึ่งถาดหลุมให้แห้ง ค่าไตเตอร์หรือ 

TCID50/mL คํานวณโดยใช้วิธีการของ Reed and Muench 

3) การตรวจไตเตอร์ไวรัสโดยวิธี Viral plaque formation assay 

 ปิเปตต์เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด MDCK (2 x 104 เซลล์) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM w/ 

10% FBS & ABO ลงในถาดเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม (24-well plate) จํานวน 4 หลุมต่อความ

เข้มข้นของไวรัส นําเซลล์ไปบ่มในตู้บ่มที่ 37°C, 5% CO2  จนได้เซลล์เพาะเลี้ยงที่มีลักษณะ 90% 

confluent monolayer ก่อนการทดสอบ ตรวจสอบลักษณะและความสมบูรณ์ของเซลล์เพาะเลี้ยง

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสงสว่างแบบหัวกลับ เทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งและล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 

PBS อุ่น เพ่ือชะล้างเซลล์ที่ตายให้หลุดไป  ปิเปตต์ไวรัสที่ได้ทําการเจือจางตามลําดับแบบ 2 เท่าใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM โดยมีความเข้มข้นของไวรัสเท่ากับ -1 ถึง -6 จํานวน 500 l ใส่ลงในเซลล์

เพาะเลี้ยง บ่มเซลล์นาน 60 นาทีในตู้บ่มที่ 37°C, 5% CO2  เพ่ือให้ไวรัสติดเข้าเซลล์ โดยในระหว่าง

ทําการบ่มทุก ๆ 10 นาที ให้เอียงถาดหลุมเพ่ือให้ไวรัสกระจายได้ทั่วถึง เมื่อครบกําหนดเวลา ดูดไวรัส

และอาหารเลี้ยงเซลล์จากแต่ละหลุมทิ้ง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จํานวน 3 คร้ัง แล้วจึงเติมวุ้น

กึ่งแข็ง (Methylcellulose [MC] overlay media) จํานวน 300 l ลงในแต่ละหลุม ส่วนประกอบ

ของ MC overlay media ประกอบด้วย 1) 0.6% Methylcellulose  2) DMEM w/ 5% FBS & 

ABO และ 3) 10% NaHCO3 solution ที่ผสมเข้ากันและอุ่นที่อุณหภูมิ 37 °C ก่อนนํามาเติมลงใน

เซลล์ จากน้ันนําถาดหลุมไปใส่ในตู้บ่ม ทําการบ่มเซลล์ต่อนาน 3-5 วัน ณ ห้องปฏิบัติการระดับ BSL-
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2+ เมื่อครบกําหนดเวลา ดูด MC overlay media ทิ้งและล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จํานวน 2 

ครั้งและตรึงเซลล์ด้วย 250 l สารละลาย 10% ฟอร์มาลิน นาน 20 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ล้างเซลล์

ด้วยสารละลาย PBS และย้อมสีเซลล์ด้วย 10% crystal violet นาน 10 นาทีก่อนล้างออกด้วยนํ้า

สะอาดและผึ่งถาดหลุมให้แห้ง ค่าไตเตอร์หรือ plaque forming unit (PFU) คํานวณได้จากการนับ

จํานวน plaque ของไวรัสที่เกิดขึ้น (เซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสจะปรากฏบริเวณใส ย้อมไม่ติดสีหรือย้อมติดสี

จาง) จํานวนระหว่าง 10 ถึง 100 plaques เพ่ือหาค่าเฉล่ียคณิตศาสตร์ (average) ก่อนนํามาแทน

ค่าโดยอาศัยสูตรในการคํานวณ คือ   

PFU/mL  =  # of plaques observed / (dilution factor) x 0.5 ml virus added   

สําหรับจํานวน plaque ที่คํานวณได้น้อยกว่า 10 ต่อหลุม ถือว่ามีค่าตํ่ากว่าวิธีที่ใช้น้ีจะตรวจสอบได้ 

4) การตรวจไตเตอร์ และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัสโดย 50% Mouse Infective Dose 

(MID50) โดยการติดเชื้อในหนูทดลอง 

 หนูทดลองพันธ์ุ BALB/cMlac ปลอดเช้ือโรค อายุ 8-10 สัปดาห์ นํามาติดเช้ือไวรัสใน

ห้องปฏิบัติการระดับ BSL-2+ โดยการวางยาสลบหนูทดลองโดยการเหน่ียวนําสลบโดยการฉีดยาสลบ

ชนิด Tiletamine + Zolazepam (Zoletil®, Virbac) ปริมาณ 40/80 mg/kg (Gargiulo et al., 
2012) ร่วมกับ Medetomidine HCl (Nature Vet, Australia) ปริมาณ 1 mg/kg เข้าช่องท้อง (IP) 

ตามวิธีการของ Bachoual et al., 2011 เมื่อหนูสลบแล้วจึงหยอดจมูกด้วยไวรัสที่ได้ทําการเจือจาง

ในสารละลาย PBS จนได้ความเข้มข้นของไวรัสเท่ากับ 10-1 ถึง 10-5 จํานวน 50 ไมโครลิตรเข้าทาง

ช่องจมูก (intranasal route, I.N.) โดยมีจํานวนหนูทดลองในแต่ละความเข้มข้นของไวรัสเท่ากับ 5 

ตัว (n = 5) สังเกตและบันทึกอาการป่วยที่เก่ียวข้องกับระบบทางเดินหายใจ หรืออาการอ่ืน ๆ ที่

เก่ียวข้องของหนูทดลองภายหลังการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่เป็นระยะเวลานาน 10 วัน เมื่อครบ

กําหนดเวลาการทดลอง ทําการการุณยฆาตหนูทดลองทั้งหมด บันทึกรอยโรคที่ตรวจพบจาการ

ชันสูตรซาก เก็บตัวอย่างเน้ือเย่ือปอดและหลอดลมจากหนูทดลอง ตลอดจนเน้ือเย่ือของ หัวใจ ตับ ไต 

ม้าม ลําไส้ และทางเดินอาหาร แช่ลงในสารละลาย 10% bufferd formalin เพ่ือเตรียมสไลด์ทางจุล

พยาธิวิทยา ค่าไตเตอร์หรือ MID50/mL คํานวณโดยใช้วิธีการของ Reed and Muench 
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การทดลองที่ 2 การติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียในหนูทดลอง 

 ทดลองติดเช้ือหนูทดลองด้วยไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza virus A/CU-RA29/2009 

ปริมาณไวรัสได้จากการคํานวณโดยผลการทดลองที่ 1 หรือทําการทดลองติดเช้ือร่วมกับเช้ือแบคทีเรีย

แกรมลบ Klebsiella pneumoniae เพ่ือจําลองภาวะการติดเช้ือแทรกซ้อนของทางเดินหายใจในหนู

ทดลอง จํานวน 3 ครั้งการทดลองท่ีเป็นอิสระต่อกัน โดยการออกแบบการทดลองดังแสดงในตารางที่ 
2  

1) การทดลองติดเชื้อไวรัสร่วมกับแบคทีเรียในหนูทดลอง (in vivo viral-bacterial infection) 

 หนูทดลองสายพันธ์ุ BALB/cMlac อายุ 8-10 สัปดาห์ นํามาแบ่งเป็น 4 กลุ่มแบบสุ่ม ในแต่

ละกลุ่มมีจํานวน 3-5 ตัว ดังแสดงในตารางที่ 2 หนูกลุ่มที่ 2 และ 3  นํามาติดเช้ือไวรัส pandemic 

H1N1 Influenza virus (A/SW/Thailand /CU-RA29/2009) โดยการหยอดจมูก (50 ไมโครลิตรใน 

PBS) ภายใต้ภาวะสลบ โดยมีจํานวนไวรัสเท่ากับ 5x 50% Mouse Infective Dose (MID50) ซึ่งเป็น

ค่าที่ได้จากการคํานวณจากการทดลองที่ 1 สังเกตอาการหนูทดลองที่ได้รับเช้ือไวรัสนาน 7 วัน และ

ในวันที่ 4 หลังการติดเช้ือไวรัส ทําการติดเช้ือซ้ําหนูทดลองในกลุ่มที่ 2 และติดเช้ือหนูทดลองกลุ่ม 4 

ด้วยแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae ขนาด 105 colony-forming units (cfu) จํานวน 50 

ไมโครลิตรใน PBS โดยการหยอดจมูก สังเกตอาการป่วย/ตายของหนูทดลอง เมื่อครบกําหนด 7 วัน

นับต้ังแต่เริ่มต้นการทดลอง หนูทดลองจะถูกการุณยฆาต เก็บตัวอย่างนํ้าล้างปอด และเซลล์จากไข

กระดูกเพ่ือนํามาแยกเซลล์นิวโทรฟิล เก็บตัวอย่างเนื้อเย่ือปอดและหลอดลมเพ่ือเตรียมสไลด์ทางจุล

พยาธิวิทยา  

2) การเหนี่ยวนําสลบและการุณยฆาต (Anesthesia and Euthanasia) 

 หนูทดลองถูกเหน่ียวนําสลบโดยการฉีดยาสลบชนิด Tiletamine + Zolazepam ร่วมกับ 

Medetomidine HCl เข้าช่องท้อง เมื่อหนูสลบแล้วจึงทําการุณยฆาตโดยการทํา cervical 

dislocation ตามวิธีการแนะนําของ The Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals, 2011, 8th Edition, Institute for Laboratory Animal Research. 

3) การเตรียมแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae (KP) 

 นําแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae (ATCC 27736) มาเพ่ิมจํานวนในอาหารเลี้ยง

เช้ือชนิด Luria-Bertani Broth (LB broth)  ในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ 37 °C และมีระบบการเขย่า 

120 ครั้งต่อนาที (120 rpm) นาน 18 ช่ัวโมง (Ye et al., 2001) จนได้จํานวนเซลล์อยู่ในช่วงของ 
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log phase หรือวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ 600 นาโนเมตร (nm) ได้เท่ากับ 

0.4-0.6 และนํามาคํานวณจํานวนแบคทีเรีย (CFU/mL) โดยใช้สูตร 

                     y = OD600 x (5.09x109)+(-8.3 x 108)  

ซึ่งค่าเฉลี่ยของจํานวนแบคทีเรียเมื่อวัดค่า OD ได้อยู่ระหว่าง 0.4-0.6 จะมีจํานวนแบคทีเรียเท่ากับ 

108 cfu/mL ปรับปริมาณแบคทีเรียให้เหมาะสมในแต่ละการทดลอง 

4) การย้อมติดสีฟลูออเรสเซนซ์แบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae 

 นําแบคทีเรียในข้อ 3) ที่เพ่ิมจํานวนแล้ว (108 cfu/mL) นําเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดมาฆ่าด้วย

ความร้อน (heat-killed) ในอ่างนํ้าปรับอุณหภูมิคงที่ที่ 60 °C นาน 90 นาที  ดัดแปลงจาก 

Chuammitri et al., 2011 แล้วจึงนําแบคทีเรียที่ได้มาป่ันเหว่ียงที่ 12,000 rpm นาน 5 นาที นํา

เซลล์แบคทีเรียภายหลังการป่ันเหว่ียงมาเจือจางด้วยสารละลาย PBS pH 7.2-7.4 และเตรียมย้อมติด

สีฟลูออเรสเซนซ์ด้วยสี Hoechst 33342 trihydrochloride, trihydrate (Life Technologies) 

ความเข้มข้น 0.5 g/mL (Lebaron and Joux, 1994) และนําไปบ่มที่ 37 °C นาน 20 นาทีในที่มืด 

5) การคัดแยกเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูก  

 หลังการการุณยฆาต (euthanasia) นําท่อนกระดูกจากขาของหนูทดลอง คือ กระดูก 

femurs นํามาตัดบริเวณปลายกระดูกทั้งสองข้างโดยวิธีกึ่งปลอดเช้ือและเก็บเซลล์ไขกระดูกตามวิธี

ของ Lim et al., 2011 นําเซลล์ไขกระดูกมาละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI-1640 (Gibco®) 

ที่เติม 10% Fetal Bovine Serum (FBS)  

 นําเซลล์ไขกระดูกมาแยกด้วยวิธี discontinuous density gradient โดย Histopaque 

1.077/1.119 (Sigma-Aldrich) ตามวิธีของ Luo and Dorf, 2001 โดยการป่ันเหว่ียงที่  700 xg 
นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 °C (Allegra X-15R Centrifuge, Beckman Coulter) เก็บเซลล์นิวโทรฟิล

ที่อยู่ระหว่างรอยต่อของช้ัน 1.077/1.119 แล้วจึงย่อยเม็ดเลือดแดงปนเป้ือนเซลล์ด้วย 1x ACK 

buffer นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 37 °C สูตรสําหรับเตรียม ACK buffer คือ NH4Cl 8.29 กรัม  

KHCO3 1 กรัม Na2EDTA•H2O 0.0372 กรัม ในนํ้ากลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 7.4 (Southgate 

et al., 2008) ล้างเซลล์ และนําก้อนเซลล์ (pellet) มาละลายในอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 

(Gibco®) ทิ่เติม 1% FBS นิวโทรฟิลที่แยกได้นํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิและการมีชีวิตด้วย 

cytospin และย้อมสี Wright Rapid Stain และ 0.4% Trypan Blue Solution (Sigma-Aldrich) 

เซลล์ที่นํามาใช้ในการทดลองมีชีวิตมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ปรับเซลล์ให้มีความเข้มข้น 1 x 106 เซลล์

ต่อมิลลิลิตรก่อนนําไปใช้ 
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6) การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกด้วยการย้อมโมเลกุล Ly-6G/Ly-

6C (Gr-1) และตรวจวัดด้วยวิธี Flow cytometry 

 ภายหลังการแยกเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกในข้อ 5) แบ่งเซลล์จํานวน 1x105 เซลล์ใน 

RPMI-1640 ใส่ใน microcentrifuge tube (1.5 mL) ป่ันตกตะกอนเซลล์ ดูด RPMI-1640 ทิ้งไป 

เติม 100 L blocking buffer (1X PBS+2% BSA) เพ่ือละลายก้อนเซลล์ เติม 0.25 g ของ 

Alexa Fluor® 647 anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) Clone RB6-8C5 (BioLegend®) ลงผสม 

vortex เซลล์ และบ่มในที่มืด อุณหภูมิ 4 °C นาน 30 นาที เมื่อครบเวลา ล้างเซลล์ด้วย 500 L 

washing buffer (1X PBS w/2% FCS, 0.1% Sodium Azide) vortex และป่ัน 6,500 rpm,  1 

นาที จํานวน 2 คร้ัง ดูดของเหลวทิ้งอย่างระวัง ละลายก้อนเซลล์ใน 250 L ของ 1% 

paraformaldehyde (PFA) ส่งตรวจวิเคราะห์โดย CyAn ADP High-Performance Flow 

Cytometer (Beckman-Coulter) โดยใช้ Excitation Laser Line ที่ 642 nm หรือที่ parameter 

FL8 เก็บข้อมูลจํานวน 10,000 events นําข้อมูลมาวิเคราะห์รูปแบบของ fluorescence (FL) และ 

Side scatter (SSC) โดยโปรแกรมสําเร็จรูป FCS Express 4 Flow cytometry (De Novo 

Software) ตรวจสอบค่า Mean Fluorescent Intensity (MFI) จากเซลล์เพ่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ที่

ไม่ได้ทําการย้อมสี (unstained ใช้เป็นค่าแบคกราวนด์)  

7) การเก็บตัวอย่างน้ําล้างปอด (Bronchoalveolar lavage, BAL) 

 เก็บนํ้าล้างปอด (BAL) จากหนูภายหลังการุณยฆาต ตามวิธีการของ Bachoual et al., 
2011; Hamada et al., 2009; Narasaraju et al., 2011 โดยมีการดัดแปลง วิธีการโดยย่อ  เปิดช่อ

งอกโดยวิธีการปลอดเช้ือ ทําการกรีดผ่าหลอดลมและฉีดสารละลาย PBS จํานวน 500  L จํานวน 2 

ครั้งเพ่ือล้างปอด (lavage) ดูดเก็บตัวอย่างน้ําล้างปอดใส่หลอดทดลองและแช่เย็นในนํ้าแข็ง แล้วจึง

ทําการป่ันเหว่ียงนํ้าล้างปอดที่ 400 xg นาน 15 นาทีที่ 4 °C ตะกอนเซลล์นํามาละลายในสารละลาย 

PBS ที่ทําการเติม 0.03% bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich) ป่ันเซลล์ (cytospin) 

เตรียมสไลด์และย้อมสี Wright Rapid Stain เพ่ือทําการแยกชนิดของเม็ดเลือด (differential cell 

counts) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสงสว่าง 

8) การทดสอบการทําหน้าท่ีของเซลล์นิวโทรฟิล (Neutrophil functional assays) 

 เซลล์นิวโทรฟิลที่แยกได้จากไขกระดูกของหนูทดลองภายหลังการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ 

หรือแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae นาน 7 วัน (จากข้อที่ 2) นํามากระตุ้นเบ้ืองต้น 

(priming) ด้วย Mouse IL-17A Recombinant Protein (rIL-17A, eBioscience) ความเข้มข้น
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สุดท้าย 100 ng/mL (Freitas et al., 2009; Hoshino et al., 2000; Hoshino et al., 1999) หรือ 

PBS ใช้เป็นเซลล์ควบคุม นาน 30 นาที ทําการทดลองซ้ํากับเซลล์จํานวนอย่างน้อย 2 หลุม 

(duplicate wells) จากน้ันทําการทดสอบการทําหน้าที่ของเซลล์ฯ ดังน้ี 

8.1) การตรวจสอบ Reactive Oxygen Species (ROS) ภายในนิวโทรฟิล 

 การทดสอบการสร้าง reactive oxygen species (ROS) ของเซลล์นิวโทรฟิลจํานวน 1x105 

เซลล์ภายในถาดหลุม (96-well plate) ภายหลังกระตุ้นเซลล์เบ้ืองต้น ป่ันเหว่ียงถาดหลุมที่ 1,200 

rpm (LMC-3000 Laboratory Centrifuge, BioSan)  นาน 5 นาที นําเซลล์มากระตุ้นอีกครั้งด้วย 

Phorbol-12-myristate-13-Myristate Acetate (PMA, EMD Millipore) ความเข้มข้นสุดท้าย 100 

nM/mL ใน HBSS + Ca2+ & Mg2+  นาน 15 นาทีในตู้บ่มฯ เมื่อครบกําหนดเวลา เติม fluorescent 

probe (Carboxyl-H2DCFDA, Life Technologies) เพ่ือตรวจสอบการสร้างออกซิเดช่ันภายในเซลล์ 

(ROS) เก็บรักษาเซลล์ในตู้บ่มเซลล์อีกคร้ังนาน 15 นาที เมื่อครบกําหนดเวลา นําถาดหลุมไปป่ัน

เหว่ียง (1,200 rpm นาน 5 นาที) ดูดของเหลวด้านบนทิ้ง ล้างเซลล์ด้วย PBS นําถาดหลุมไปป่ัน

เหว่ียงและดูดของเหลวด้านบนทิ้ง เติม 1% PFA ลงในแต่ละหลุม (250 L) เพ่ือตรึงเซลล์ ดูด

ตัวอย่างเซลล์ในแต่ละหลุมใส่หลอดทดลอง เก็บรักษาที่ 4 °C ก่อนส่งตัวอย่างเพ่ือตรวจวิเคราะห์โดย 

CyAn ADP Flow Cytometer โดยใช้ Excitation Laser Line ที่ 488 nm หรือที่ parameter FL1 

เก็บข้อมูลจํานวน 10,000 events นําข้อมูลมาวิเคราะห์รูปแบบของ FL และ SSC โดยโปรแกรม

สําเร็จรูป FCS Express 4 Flow cytometry ตรวจสอบค่า MFI จากเซลล์ของกลุ่มที่ไม่ได้รับและ

ได้รับ rIL-17A และเซลล์ที่ไม่ได้ทําการย้อมสี (unstained ใช้เป็นค่าแบคกราวนด์)  

8.2) การทดสอบกระบวนการฟาโกซัยโตซีส (Phagocytosis) 

 ประเมินความสามารถของกระบวนการฟาโกซัยโตซีสโดยใช้แบคทีเรียแกรมลบชนิด 

Klebsiella pneumoniae (KP) ที่ย้อมติดสีฟลูออเรสเซนซ์จากการเตรียมในข้อ 4) โดยนําแบคทีเรีย

มาห่อหุ้มด้วยแอนติบอดี (opsonize) โดยใช้ 10% normal mouse serum ที่อุณหภูมิ 37  °C นาน 

20 นาที เติม opsonized bacteria ลงในเซลล์นิวโทรฟิลจํานวน 1x105 เซลล์ (Moore et al., 
2003) ที่ผ่านการกระตุ้นเบ้ืองต้นด้วย rIL-17A หรือ PBS แล้วโดยมีอัตราส่วนของเซลล์ต่อแบคทีเรีย

เท่ากับ 1 ต่อ 10 (MOI = 1:10) ป่ันเหว่ียงถาดหลุมที่ 1,200 rpm นาน 5 นาที เพ่ือให้เซลล์สัมผัสกับ

แบคทีเรีย บ่มเซลล์ในตู้บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ  37 °C, 5% CO2 นาน 60 นาที เมื่อครบกําหนดเวลา ป่ัน

เหว่ียงถาดหลุม ดูดของเหลวด้านบนทิ้ง ล้างเซลล์และแบคทีเรียส่วนเกินออกจากหลุมด้วย PBS (4 
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°C) และเติม 1 % PFA ลงในหลุม (250 L) เพ่ือตรึงเซลล์ ดูดตัวอย่างเซลล์ในแต่ละหลุมใส่หลอด

ทดลอง เก็บรักษาที่ 4 °C ก่อนส่งตัวอย่างเพ่ือตรวจวิเคราะห์โดย CyAn ADP Flow Cytometer โดย

ใช้ Excitation Laser Line ที่ 405 nm หรือที่ parameter FL6 เก็บข้อมูลจํานวน 10,000 events 

นําข้อมูลมาวิเคราะห์รูปแบบของ FL และ SSC โดยโปรแกรมสําเร็จรูป FCS Express 4 Flow 

cytometry ตรวจสอบค่า MFI จากเซลล์ของกลุ่มที่ไม่ได้รับและได้รับ rIL-17A และเซลล์ที่ไม่ได้ทํา

การย้อมสี (unstained ใช้เป็นค่าแบคกราวนด์)  

8.3) การทําลายเช้ือแบคทีเรียภายในเซลล์นิวโทรฟิล (Bactericidal Assay) 

 ตรวจสอบการทําลายเช้ือแบคทีเรียฯ ภายในเซลล์ด้วยวิธี Thiazoyl Blue Tetrazolium 

Bromide (MTT) bactericidal assay โดยวิธีที่ดัดแปลงจาก Chuammitri et al., 2011 ด้วยการ

นําแบคทีเรียที่มีชีวิตจากข้อ 3) นํามาห่อหุ้มด้วยแอนติบอดีก่อนนํามาทดสอบ ทําการทดลองคล้ายกับ

ในข้อ 8.2) เมื่อเติมแบคทีเรียลงในถาดหลุมแล้ว นําเซลล์และแบคทีเรียไปบ่ม (37 °C, 5% CO2) นาน 

45 นาที เมื่อครบเวลา นําถาดหลุมไปป่ันเหว่ียง (1,200 rpm นาน 5 นาที) ดูดของเหลวภายหลังการ

ป่ันทิ้งบางส่วน จากน้ันเติมนํ้ากลั่นลงในหลุมเพ่ือทําการย่อยเซลล์นิวโทรฟิลให้แตก เติม LB broth 

ลงในถาดหลุม นําถาดหลุมไปบ่มที่ 37 °C นาน 90 นาที เติม filtered sterile MTT (Sigma-

Aldrich) 2 μg/mL ที่ละลายใน LB broth ลักษณะปรากฏเป็นสารละลายใสสีเหลืองอ่อน นําถาด

หลุมไปบ่มที่ 37 °C นาน 15-30 นาทีเพ่ือให้เกิดสีม่วงของ Formazan ซึ่งเกิดจากการรีดัคช่ันของ 

tetrazolium โดย NAD(P)H-dependent oxidoreductase จากนั้นเติม Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) เพ่ือละลาย Formazan นําถาดหลุมไปป่ันเหว่ียง ดูดของเหลวด้านบนนําไปใส่ถาดหลุมถาด

ใหม่ อ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotometer 

(Anthos Labtec Instruments) ในการทดลองทุกครั้งจะเตรียมหลุมที่เติมเฉพาะแบคทีเรียสําหรับ

การอ้างอิงรวมไว้ด้วยทุกครั้งของการทดลอง นําค่าที่วัดได้มาคํานวณค่าการทําลายเช้ือแบคทีเรียซึ่ง

สัมพันธ์กับจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตที่เหลืออยู่ (Percentage killing) โดยใช้สูตร  

 % of killing = 100 – (ODtest / ODBact only) x 100 

8.4) การตรวจวัดปริมาณการสร้าง Neutrophil Extracellular Traps (NETs) โดย 

fluorescent plate reader 

 ตรวจสอบการสร้างโครงสร้าง NETs ซึ่งเป็นการทําหน้าที่ในการทําลายภายนอกเซลล์ โดย

การเติมนิวโทรฟิลจํานวน 1 x 105 เซลล์ต่อหลุม ลงในถาดหลุมชนิด 96-well flat plate ภายหลัง

การกระตุ้นเบ้ืองต้นฯ เติมสิ่งกระตุ้นการสร้างโครงสร้าง NETs ได้แก่ PMA (100 nM) ใน HBSS + 
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Ca2+ & Mg2+ บ่มเซลล์นาน 150 นาที (37 °C, 5% CO2) เพ่ือให้เซลล์เกิดการสร้างโครงสร้าง NETs 

(Lim et al., 2011; Medina, 2009) เมื่อครบกําหนดเวลา ดูดของเหลวในหลุมทิ้งไป (225 L) 

พยายามอย่ารบกวนเซลล์ที่ตกตะกอนอยู่ที่ก้นหลุม นําถาดหลุมไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 1,200 rpm 

นาน 5 นาที เติม ice-cold RPMI 1640 จํานวน 200 L ลงในแต่ละหลุม ผสมเซลล์ด้วยการใช้ปิ

เปตผสมขึ้น-ลงอย่างแรงหลาย ๆ  ครั้ ง นําถาดหลุมไปป่ันเหว่ียง ดูดของเหลวใสด้านบน 

(supernatant fluid) จํานวน 200 L ย้ายไปเติมในถาดหลุมช้ินใหม่ ย้อมสีฟลูออเรสเซนซ์ชนิด 

Hoechst 33342 ความเข้มข้น 5 mg/mL จํานวน 50 L เพ่ือย้อมโครงสร้างดีเอ็นเอ (DNA) ที่

ปรากฏเป็นส่วนหน่ึงของโครงสร้าง NETs (Farrera and Fadeel, 2013) บ่มเซลล์ในที่มืด ห่อฟอยด์

ให้กับถาดหลุมเพ่ือป้องกันแสงและเก็บรักษาถาดหลุมไว้ที่ 4 °C ตรวจวัดระดับการเรืองแสงของ

โครงสร้าง NETs ด้วยเคร่ือง Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek) โดย

ใช้ช่วงคลื่นสําหรับการเร้า (excitation) เท่ากับ 360 nm และช่วงคลื่นของการเรืองแสง (emission) 

เท่ากับ 470 nm บันทึกข้อมูลเป็น relative fluorescent unit (RFU) โดยเก็บข้อมูลในระดับความ

ไว (sensitivity) เท่ากับ 50, 75 และ 100 เปอร์เซ็นต์ 

8.5) การตรวจสอบโครงสร้าง NETs ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 ตรวจสอบการสร้างโครงสร้าง NETs ซึ่งเป็นการทําหน้าที่ในการทําลายภายนอกเซลล์ นํา

แผ่นปิดสไลด์กระจกทรงกลมขนาด 13 มิลลิเมตรที่เคลือบด้วย 0.001% poly-L-lysine มาวางใน

ถาดหลุมแบบ 24-well plate เติมเซลล์จํานวน 2.5 x 104 เซลล์บริเวณก่ึงกลางแผ่นปิดสไลด์ 

กระตุ้นเซลล์เบ้ืองต้นฯ นาน 30 นาที (37 °C, 5% CO2) จากน้ันจึงเติม 100 nM PMA ใน HBSS + 

Ca2+ & Mg2+ บ่มเซลล์ 37 °C, 5% CO2 นาน 150 นาที (Ermert et al., 2009) ในระหว่างการบ่ม

เซลล์ เติม  PMA เพ่ิมเติมลงบนสไลด์ เมื่อครบเวลา 60 และ 120 นาทีภายหลังเร่ิมต้นกระตุ้นเซลล์ 

เมื่อครบกําหนดเวลา ป่ันเหว่ียงถาดหลุมที่ 1,200 rpm นาน 5 นาที จากน้ันทําการล้างเซลล์ด้วย 

PBS (4 °C) และเติม 4% PFA ลงในหลุมเพ่ือตรึงเซลล์ นาน 25 นาที ล้างเซลล์ด้วย PBS จํานวน 3 

ครั้ง และนําแผ่น circular cover glass มาวางบนสไลด์กระจกขนาด 1 x 3 น้ิว ย้อมนิวเคลียสและ

โครงสร้าง NETs ด้วย Fluoroshield mounting medium ที่มีสีฟลูออเรสเซนซ์ชนิด DAPI (4',6-

Diamidino-2-Pheny lindole, Sigma-Aldrich) ผสมอยู่ ตรวจสอบการสร้าง NETs ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ Axio Scope A1 (Carl Zeiss) ใช้ช่วงคลื่นสําหรับการเร้า (excitation) 

เท่ากับ 380 nm เก็บบันทึกภาพด้วยเลนส์ใกล้วัตถุ (objective lens) กําลังขยายตํ่า (5X) (Bruns et 
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al., 2010; Remijsen et al., 2010) สไลด์บางส่วนภายหลังการกระตุ้นเซลล์นาน 150 นาทีแล้ว

นํามาย้อมสี Wright Rapid Stain  

9) จุลพยาธิวิทยา (Histopathology) 

 เก็บตัวอย่างปอดของหนูทดลองภายหลังการุณยฆาต (วันที่ 7 ของการทดลอง) ด้วยการผูก

เชือกเพ่ือรัดปอดทางด้านซ้ายและขวาและฉีดสารละลาย 10% บัฟเฟอร์ฟอร์มาลินเข้าบริเวณปอดจน

เต็มแน่น ตัดแยกปอดออกจากช่องอกและแช่ในสารละลาย10% บัฟเฟอร์ฟอร์มาลิน นาน 24 ช่ัวโมง

ก่อนนําลงบล๊อกช้ินเน้ือและตัดบล๊อกช้ินเน้ือให้มีความหนาประมาณ 5 ไมครอน ย้อมสีช้ินเน้ือ (H&E 

staining) ประเมินรอยโรคโดยการให้คะแนน (hitopathological score) จากสไลด์ทางจุลพยาธิ

วิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสงสว่างโดยพยาธิสัตวแพทย์ผู้เช่ียวชาญจํานวน 3 ท่าน โดยที่ผู้ประเมิน

ไม่ทราบว่ารอยโรคท่ีพบเกิดขึ้นในหนูทดลองในกลุ่มใด (blind test) การให้คะแนนรอยโรคยึดถือตาม

การรายงานของ Crowe et al., 2009 โดยมีหลักเกณฑ์การให้คะแนนรอยโรคบริเวณปอด ดังน้ี 

คะแนนระดับศูนย์ (0) ไม่พบการอักเสบและเซลล์อักเสบหรือพบจํานวนน้อย คะแนนระดับหน่ึง (1) 

พบ perivascular cuff, peribronchiolar inflammation จากเซลล์อักเสบ พบเลือดออก 

(hemorrhage) กินเน้ือที่ประมาณ 5-10% ของเน้ือปอด คะแนนระดับสอง (2) คล้ายกับระดับ

คะแนน 1 หรือพบการอักเสบระดับไม่รุนแรง (mild) มีขอบเขตการกระจายน้อยกว่า 25% ของเน้ือ

ปอด คะแนนระดับสาม (3) คล้ายคะแนนระดับ 1 หรือพบการอักเสบระดับกลาง (moderate) มี

ขอบเขตการกระจายระหว่าง 25 ถึง 50% ของเน้ือปอด คะแนนระดับสี่ (4) คล้ายคะแนนระดับ 1 

หรือพบการอักเสบระดับรุนแรง (severe) มีขอบเขตการกระจายเกินกว่าครึ่งหน่ึง (>50%) ของเน้ือ

ปอด 

10) การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์นิวโทรฟิลที่ตอบสนองต่อการอักเสบบริเวณปอด

ภายหลังการติดเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ หรือแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae โดยวิธี 

Real-time PCR (qPCR) 

 เซลล์นิวโทรฟิลที่คัดแยกจากไขกระดูก ดังวิธีการในข้อ 5) และถูกเก็บรักษาเซลล์ในสาร

รักษาสภาพอาร์เอ็นเอ (RNA) ชนิด RNAlater® (Ambion, Life Technologies) ตามวิธีการท่ี

บริษัทผู้ผลิตแนะนํา นําอาร์เอ็นเอที่เก็บรักษาไว้มาสกัด total RNA เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ 

messenger RNAs (mRNA) จากยีน IL-1 (Il1b), IL-17A (Il17a), IL-17RA (Il17ra) โดยมียีน 

GAPDH (gapdh) เป็นยีนตัวควบคุม (housekeeping gene)  คู่ไพร์เมอร์ได้รับการออกแบบโดย

อาศัยข้อมูลของยีนจากฐานข้อมูลสาธารณะ คือ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ และ 
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http://asia.ensembl.org /Mus_musculus/Info/Index โดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Primer3 Plus 

(http://primer3plus .com/) และ Unipro UGENE version 1.7.2 (http://ugene.unipro.ru/) 

ในการออกแบบ (Okonechnikov et al., 2012) รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 3 

 
Target 

gene 
Forward primer (5–3) Reverse primer (5–3) 

Genbank 

accession 

Product 

size (bp) 

IL-1 GTGGCAGCTACCTGTGTCTT GGAGCCTGTAGTGCAGTTGT NM_008361 164

IL-17A TCTCCACCGCAATGAAGACC CACACCCACCAGCATCTTCT NM_010552 202

IL-17RA GTGGATCTGTTGCCCTACGG CCAGCACTTGAGAGAGCACA NM_008359 158

GAPDH TGATGGGTGTGAACCACGAG AGTGATGGCATGGACTGTGG NM_008084 152

 

 ตัวอย่างเซลล์นิวโทรฟิลนํามาสกัดแยกอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin® RNA 

(MACHEREY-NAGEL) ตามวิธีการที่บริษัทผู้ผลิตแนะนํา นําอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มาตรวจวัดความ

เข้มข้นโดย DU® 730 nanoVette UV/Vis spectrophotometer (Beckman Coulter) สําหรับ

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบ Reverse Transcription (RT-PCR) เริ่มด้วยการสังเคราะห์ 

complementary DNA (cDNA synthesis) ด้วยการถอดรหัส RNA จํานวน 2 g จาก total RNA 

โดยการทํางานของเอนไซม์ reverse transcriptase โดย Tetro cDNA Synthesis Kit (Bioline 

USA) โดยในหน่ึงปฏิกิริยา (20 L) ประกอบด้วย 4 L ของ 5x RT Buffer, 1 L ของ 10mM 

dNTP mix, 1 L ของ Oligo (dT)18 (10 M/L), 4 L ของ Random Hexamer (10 M/L), 

1 L ของ Ribosafe RNase Inhibitor (10 U/L), 1 L ของ Tetro Reverse Transcriptase 

(200U/L), 2 g ของ Total RNA และ DEPC-treated H2O เติมจนครบปริมาตร 20 L  

 เพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler) รุ่น G-STORM 

GS1 (Somerton Biotechnology, UK) โดยมี PCR profiles ที่มีรายละเอียด คือ บ่มตัวอย่างที่ 1.)

อุณหภูมิ 25 °C นาน 10 นาที 2.) อุณหภูมิ 45 °C นาน 30 นาที 3.) อุณหภูมิ 85 °C นาน 5 นาที 4.) 

นําตัวอย่างแช่นํ้าแข็ง (4 °C) และเก็บรักษาตัวอย่าง cDNA ที่อุณหภูมิ -20 °C เพ่ือการเก็บรักษาใน

ระยะยาวหรือจนกว่าจะนํามาตรวจวิเคราะห์ 

Quantitative real-time PCR 

 ทําการการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (quantitative analysis) ของ transcript ของยีน IL-1, 

IL-17A, IL-17RA และ GAPDH จาก cDNA โดยวิธี Real-time PCR (qPCR) ด้วย SensiFAST 
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SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline) โดยเคร่ือง Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System 

(Life Technologies) ที่อ่านค่าปฏิกิริยาจากถาดหลุมแบบ optical 96-well reaction plate โดย

ใช้คู่ไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 3 โดยในปฏิกิริยาปริมาตร 20 L ประกอบด้วย 2x SensiFAST 

SYBR Hi-ROX Mix ปริมาตร 10 L, 10 M forward primer ปริมาตร 0.8 L (final 

concentration 400 nM), 10 M reverse primer ปริมาตร 0.8 L (final concentration 400 

nM) cDNA ที่ได้จากการสังเคราะห์ก่อนหน้าน้ีปริมาตร 1  L (100 ng) และ H2O ปริมาตร 7.4 L 

โดยมี PCR protocol ลักษณะ 2-step cycling ที่มีรายละเอียดดังน้ี 1.) ขั้นตอน initial 

denaturation ที่ 95 °C นาน 2 นาที จํานวน 1 รอบ 2.) ขั้นตอน denaturation ที่ 95 °C นาน 5 

วินาที จํานวน 40 รอบ และ 3.) ขั้นตอน Annealing/Extension นาน 30 วินาที จํานวน 40 รอบ 

และเมื่อใกล้เสร็จสิ้นขั้นตอนน้ีในแต่ละรอบ เคร่ืองจะทําการตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์และเก็บ

บันทึกข้อมูลเพ่ือการวิเคราะห์ สําหรับอุณหภูมิที่ใช้เพ่ือการ annealing ของยีน IL-1 และ GAPDH 

เท่ากับ 59 °C  ส่วน IL-17A และ IL-17RA มีค่าเท่ากับ 60 °C ในแต่ละตัวอย่างที่ตรวจวิเคราะห์จะ

ทําการตรวจซ้ําจํานวน 2 หลุม (duplicate wells) 

 ภายหลังปฏิกิริยา PCR ทําการวิเคราะห์ Dissociation curve เพ่ือยืนยันว่าผลิตภัณฑ์ (PCR 

product) ที่ได้จากวิธี real-time PCR ในแต่ละหลุมทดสอบเป็นผลิตภัณฑ์ที่ถูกต้องซึ่งจะแสดง 

peak เด่ียว ๆ ที่อุณหภูมิสูง (Tm) โดยการต้ังค่า Dissociation protocol ได้แก่ ขั้นตอนที่ 1 อุณหภูมิ 

95 °C นาน 15 วินาที ขั้นตอนที่ 2 อุณหภูมิ 60 °C นาน 30 วินาที และขั้นตอนที่ 3 อุณหภูมิ 95 °C 

นาน 15 วินาที เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ ทําการแปลผลการตรวจวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมการแปล

ผลอัตโนมัติ SDS Software v1.4 ที่ติดต้ังมาพร้อมกับเคร่ือง real-time PCR เพ่ือการแปลผล 

Relative Quantification Study (RQ) ซึ่งตัวอย่างที่ให้ผลบวกจะปรากฏกราฟ amplification 

curve ของสี SYBR Green 1 ที่ 528 nm เหนือเส้น baseline threshold value ของสี ROX 

(passive dye) ที่ 610 nm โดยมี comparative threshold cycle (CT) cut-off value ที่ 35 

 การวิเคราะห์ข้อมูลการแสดงออกของยีนแบบสัมพัทธ์ (relative expression) ได้จากการ

คํานวณค่า CT ของยีนที่สนใจ (target) และยีนที่เป็น endogenous control (ณ ที่น้ี คือ ยีน 

GAPDH ที่ใช้ normalize loading variations ในปฏิกิริยาของ real-time PCRs)  นําค่า  CT target 

ลบออกด้วยค่า  CT GAPDH เพ่ือให้ได้ค่า CT  จากน้ันจึงนําค่า CT ของยีนที่สนใจจากตัวอย่างในแต่

ละกลุ่มทดลอง คือ กลุ่ม Control, Mix, Flu และ KP มาคํานวณค่า CT  เช่น CT (Mix) คํานวณ
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จาก CT (Mix) - CT (Control) คํานวนจํานวนเท่าของการแสดงออกของยีน (fold difference) โดยใช้

สูตร 2-C
T (Livak and Schmittgen, 2001) 

 นําผลิตภัณฑ์จาก real-time PCR มาตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะ ด้วย 2% agarose gel 

ใน 0.5X TAE โดยการเติมผลิตภัณฑ์จาก qPCR จํานวน 8 L ผสมกับ loading dye จํานวน 2 L 

หยดลงในหลุมเจล เปิดกระแสไฟฟ้า 50 volts ปล่อยให้ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้านาน 30 นาที 

จากน้ันทําการย้อมเจลด้วย ethidium bromide เจือจางในนํ้า (ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 mg/mL) 

นาน 15 นาทีก่อนล้างเจลด้วยนํ้าสะอาด และตรวจดูแถบ DNA ที่เกิดข้ึนภายใต้แสงอัลตราไวโอเล็ต 

บันทึกภาพเจล 

11) การวิเคราะห์ข้อมูล 

 ข้อมูลที่ได้จากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง นํามาวิเคราะห์หา outlier โดย Grubbs' test หรือ 

extreme studentized deviate (ESD) method ก่อนนํามาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม

สําเร็จรูป JMP® version 7 (SAS Institute)  โดยใช้วิธีการทางสถิติ คือ Unpaired t test สําหรับ

ข้อมูลที่มีกลุ่มทดลองจํานวน 2 กลุ่ม หรือวิธี one-way ANOVA เมื่อมีกลุ่มทดลองมากกว่า 2 กลุ่ม 

ข้อมูลอัตราการตายของหนูทดลองนํามาวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Log-rank (Mantel-Cox) test  ผล

ของการวิเคราะห์ทางสถิติที่ถือว่ามีนัยสําคัญ เมื่อ p  0.05 และทําการทดสอบหลังการวิเคราะห์ 

(post-hoc test) โดยวิธี Tukey-Kramer Honest Significant Difference (HSD) รายงานข้อมูล

เป็นค่าเฉล่ียเลขคณิต (mean) และค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error, SE)  ข้อมูลที่

ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิตินํามาสร้างเป็นแผนภูมิโดยโปรแกรมสําเร็จรูป GraphPad Prism เวอร์

ช่ัน 5.0 (GraphPad Software) ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แสงสว่างหรือฟลูออเรสเซนส์นํามาระบุ

ตําแหน่ง ใส่แถบมาตรวัดขนาดและนํามาประกอบเป็นภาพชุด โดยโปรแกรมสําเร็จรูป ADOBE® 

Photoshop CS4 (Adobe Systems) 

 การนําเสนอ gene expression profiling ของ individual data points นําเสนอใน

รูปแบบ Heatmap และ Hierarchical Clustering โดยโปรแกรม Genesis version 1.7.6 Gene 

Expression Similarity Investigation Suit (Sturn et al., 2002) โดยอาศัยข้อมูล -CT  

(Schmittgen and Livak, 2008) ของแต่ละ individual data points ในรูปแบบ tab-delimited 

text file format ก่อน log transformation เป็น Log2 ข้อมูลที่นําเสนอและสีที่ปรากฏบ่งบอกถึง

ระดับการแสดงออก (expression data) สําหรับ hierarchical clustering น้ันเป็นข้อมูลชนิด 
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unfiltered data ก่อนถูกสร้างเป็น unsupervised hierarchical clustering โดย average 

linkage method ด้วย Euclidean distance (Eisen et al., 1998) 
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ผลการวิจัย 

1. ค่าไตเตอร์ของไวรัสที่ได้จากการคํานวณ 50% Egg Infective Dose (EID50) 

 เมื่อทําการฉีดเช้ือไวรัสเข้าสู่บริเวณ allantoic cavity ของไข่ไก่ฟัก พบลักษณะของความ

ผิดปกติของโครงสร้างเส้นเลือดบริเวณเปลือกไข่ หรือความไวต่อการตอบสนองต่อแสงที่ส่องผ่าน

เปลือกไข่ของตัวอ่อนในไข่ไก่ฟักลดลง ต้ังแต่ช่ัวโมงที่ 24 ภายหลังการฉีดเช้ือเป็นต้นไปและพบการ

ตายของตัวอ่อนในไข่ไก่ฟักหลังจากฉีดเช้ือนาน 48 ช่ัวโมงเป็นต้นไป เมื่อนําข้อมูลไข่ไก่ที่ปกติ (-) และ

ไข่ไก่ที่ผิดปกติ (+) ภายหลังการฉีดเช้ือฯ ของแต่ละความเข้มข้นของไวรัสมาคํานวณค่าไตเตอร์ 

(EID50) โดยวิธี ของ Reed and Muench ดังวิธีการคํานวณดังน้ี 

 
Log of virus 

dilution 
Infected 
test units 

Cumulative 
infected (A) 

Cumulative
non-infected (B)

Ratio of 
A/(A+B) 

Percent 
infected 

-2 5/5 20 0 20/20 100 

-3 4/5 15 1 15/16 93.75 

-4 5/5 11 1 11/12 91.67 

-5 5/5 6 1 6/7 85.71 

-6 1/5 1 5 1/6 16.67 

-7 0/5 0 10 0/10 0 

 
สูตรสําหรับการคํานวณ 
ค่า proportionate distance (PD) =          (% การติดเช้ือท่ีมากกว่า 50% - 50%) 

                                       (% การติดเช้ือที่มากกว่า 50% – % การติดเช้ือที่ตํ่ากว่า 50%)
  

แทนค่าในสูตรด้านบน      PD =  (85.71-50)        PD = 0.52   
                                     (85.71-16.67)    
Log EID50  = log dilution ที่มีค่ามากกว่า 50% + [PD x log dilution factor]   
   -5.52       =      (-5) + (0.52 x -1)   

ไตเตอร์ของไวรัสเท่ากับ 105.5 EID50 ต่อ 0.1 mL หรือเท่ากับ 10[(5.5 – (-1)] EID50 ต่อมิลลิลิตร (mL)
   
สรุป ไตเตอร์ของไวรัสในไข่ไก่ฟัก เท่ากับ  106.5 EID50/mL  
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2. ค่าไตเตอร์ของไวรัสที่ได้จากการคํานวณ 50% Tissue Culture Infective Dose (TCID50) 

 เมื่อทําการติดเช้ือไวรัสที่ได้ทําการเจือจางตามลําดับแบบ 10 เท่าลงในเซลล์เพาะเลี้ยง 

MDCK และบ่มเซลล์นาน 5 วัน เมื่อตรวจสอบลักษณะของการเกิด cytopathic effect (CPE) ของ

เซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์แสงสว่างแบบหัวกลับพบลักษณะ CPE ของเซลล์ที่ติดเช้ือ

ไวรัส (รูปที่ 1) โดยไม่พบลักษณะ CPE ในเซลล์ MDCK ที่ไม่ได้ติดเช้ือไวรัส เมื่อนําเซลล์ที่ทําการติด

เช้ือไวรัสมาย้อมด้วยสี crystal violet และส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แสงสว่างพบลักษณะของเซลล์ที่

ติดเช้ือไวรัสแบบ rounded cells, granularity, vacuolization, syncytia formation หรือ focus 

formation (รูปท่ี 2) 

ค่าไตเตอร์ของไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงหรือ TCID50/mL เมื่อคํานวณโดยใช้วิธีการของ Reed and 

Muench ค่าที่ได้เท่ากับ 105.3 TCID50/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. การตรวจไตเตอร์ไวรัสโดยวิธี Viral plaque formation assay 

 เมื่อทําการติดเช้ือไวรัสลงในเซลล์เพาะเลี้ยง MDCK และบ่มเซลล์นาน 5 วัน เมื่อตรวจสอบ

ลักษณะของการเกิด plaque ซึ่งเป็นบริเวณที่ไวรัสติดเช้ือเข้าสู่เซลล์และเพ่ิมจํานวนจนเป็นเหตุให้

เกิดการทําลายเซลล์จนปรากฏเป็นบริเวณใส ย้อมสี crystal violet ไม่ติดสีหรือย้อมติดสีจางกว่า

บริเวณรอบข้าง (รูปที่ 3 และ 4) พบลักษณะของการเกิด plaque ขนาดเล็กประมาณ 1-2 

มิลลิเมตร (รูปท่ี 3) จากเซลล์ที่ถูกทําลายจนเซลล์ลอกหลุด ณ ระดับความเจือจางของไวรัสที่ -1 

ระดับของความเจือจางของไวรัสที่ -2 ถึง -5 พบการเกิด plaque แต่มีลักษณะที่มองเห็นด้วยตาเปล่า

ที่แตกต่างจากข้างต้น คือ พบลักษณะการเกิด plaque ที่ไม่พบการลอกหลุดของเซลล์แต่มีลักษณะ

ปรากฏเป็นวงสีจางขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร เมื่อนับจํานวน plaque (10-100) ที่ปรากฏที่

รูปท่ี 1 แสดงลักษณะเซลล์ MDCK ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (A) เซลล์ MDCK ปกติ (B) เซลล์ท่ีติดเชื้อ
ไวรัสพบลักษณะของ CPE (C) เซลล์ท่ีติดเชื้อไวรัสท่ีตายและเกิดการลอกหลุด (ภาพถ่ายท่ีกําลังขยาย 5x 
objective lens) 
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ระดับความเจือจางของไวรัสต่าง ๆ หาค่าเฉล่ียและนํามาคํานวณค่า PFU/mL สามารถคํานวณได้ คือ 

4.2 x 104 PFU/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2 แสดงลักษณะเซลล์ MDCK ที่เกิด CPE รูปแบบต่าง ๆ (A) เซลล์ MDCK ปกติ (B) ลักษณะของ 
giant cells และ syncytium (C)  aberrant; large inclusion body (ปลายลูกศร) (D) cellular 
granulation (E) giant cells ท่ีมี perinuclear vacuoles (F) advanced CPE และ focus formation  
ภาพถ่ายท่ีกําลังขยาย 5x (A, F) และ 10x (B-D) objective lens 

รูปที่ 3 Plaque formation จากไวรัส swine A/Thailand/CU-RA29/2009 (H1N1) บน MDCK ท่ีเลี้ยง
ใน 24-well tissue culture plate   
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4. การตรวจไตเตอร์ และคํานวณค่าเฉลี่ยปริมาณไวรัสโดย 50% Mouse Infective Dose 
(MID50) โดยการติดเชื้อในหนูทดลอง 
 ผลจากการติดเช้ือไวรัสในหนูทดลองที่มีสุขภาพแข็งแรงนาน 10 วันด้วยเช้ือไวรัสฯ พบความ

ผิดปกติของหนูทดลองอันเกี่ยวข้องกับอาการของการเกิดโรคหวัด (Flu-like symptoms) และอาการ

อ่ืน ๆ ได้แก่ หายใจเร็วและหอบ (hyperpnea) ซึม (depression) เบ่ืออาหาร (anorexia or 

inappetence) ในหนูทดลองที่ได้รับไวรัสเจือจางระดับ 10-1 ถึง 10-3 ประมาณวันที่ 5 ของการ

ทดลองเป็นต้นไป ในหนูกลุ่มที่ได้รับไวรัสเจือจางระดับ 10-4 ถึง 10-5 พบว่ามีหนูบางตัวเท่าน้ันที่มี

ลักษณะหายใจเร็วในบางวัน ไม่พบอาการซึมและเบ่ืออาหาร ส่วนในหนูกลุ่มควบคุม (ไม่ได้รับไวรัส) 

ไม่พบความผิดปกติใด ๆ ตลอดระยะเวลาทดลอง ในระหว่างการทดลองพบว่ามีหนูจํานวน 2 ตัว จาก

กลุ่มที่ได้รับไวรัส 10-1 และ 10-2 อย่างละตัวตายในระหว่างการทดลองอันเน่ืองมาจากปัญหาของ

ระบบทางเดินหายใจ (พบการตายในวันที่ 6 และวันที่ 8 ของการทดลองตามลําดับ) ผลการผ่าชันสูตร 

พบลักษณะของเน้ือปอดที่มีการค่ังของเลือด ส่งผลให้ปอดมีลักษณะปรากฏเป็นสีแดงคล้ํา (รูปที่ 5B) 

หนูที่เหลือทั้งหมดได้ถูกฉีดยาสลบเกินขนาดเพ่ือทําการุณยฆาต (euthanasia) และทําการผ่าชันสูตร 

(necropsy) และเก็บตัวอย่างอวัยวะเพ่ือทําการวินิจฉัยทางจุลพยาธิวิทยา (histopathology)  ผล

การผ่าชันสูตรและผลทางจุลพยาธิวิทยาพบการอักเสบและติดเช้ือบริเวณเน้ือเย่ือปอดและหลอดลม

ในหนูกลุ่มที่ได้รับไวรัสเจือจางระดับ 10-1 ถึง 10-4 (รูปที่ 6 และ 7)  เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มที่

ได้รับไวรัสเจือจาง 10-4 (ส่วนใหญ่) 10-5 (ทั้งกลุ่ม) และกลุ่มควบคุม ที่ตรวจไม่พบรอยโรคจากการผ่า

ชันสูตรและผลจากการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา 

รูปท่ี 4 Plaque formation ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ พบบริเวณ plaque 
ท่ีเกิดจากการลอกหลุดของเซลล์ (A-
B) และการเกิด plaque ท่ีเซลล์ย้อม
ติดสีจางกว่าบริเวณข้างเคียง (C-D) 
(ภาพถ่ายท่ีกําลังขยาย 5x objective 
lens) 
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 ค่าไตเตอร์จากการติดเช้ือไวรัสในหนูทดลองหรือ MID50/mL คํานวณโดยใช้วิธีการของ 

Reed and Muench มีค่าเท่ากับ 103.8 MID50/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 ชิ้นเนื้อปอดจากหนูทดลองที่ได้รับเชื้อไวรัส swine A/Thailand/CU-RA29/2009 (H1N1) 
โดยการหยอดจมูก (A) รอยโรคบริเวณปอดท่ีเกิดปอดอักเสบ (ลูกศรสีดํา) เปรียบเทียบกับบริเวณท่ีปกติ 
(ลูกศรสีขาว) (B) ชิ้นเนื้อปอดจากหนูท่ีตายจาการติดเชื้อฯ ในระหว่างการทดลอง (วันท่ี 6 ของการ
ทดลอง) (C) ชิ้นเนื้อปอดจากหนูทดลองภายหลังสิ้นสุดการทดลอง (วันท่ี 10) พบการติดเชื้อบริเวณปอด
หลายบริเวณ 

รูปท่ี 6 จุลพยาธิวิทยาของปอดจากหนูทดลองท่ีได้รับเชื้อไวรัส H1N1 และตายในระหว่างการทดลอง 
(A-C) พบการสะสมของเม็ดเลือดแดงเป็นจํานวนมากภายในถุงลม หลอดลมขนาดเล็กและหลอดเลือด 
ตลอดจนการสะสมของเซลล์อักเสบแบบ polymorphonuclear cells (PMNs) เป็นจํานวนมากรวมท้ัง 
mononuclear cells ภาพถ่ายที่กําลังขยาย 5x (A), 20x (B) และ 40x (C) objective lens 
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 ผลการทดลองทั้งหมดข้างต้นทําให้ทราบค่าไตเตอร์ของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ 

Pandemic H1N1 Influenza A/SW /Thailand /CU-RA29/2009 (ตารางด้านล่าง) ที่จะนําไปให้

ในการติดเช้ือหนูทดลองเพ่ือทดสอบผลของอินเตอร์ลิวคิน 17 ในการกระตุ้นการทํางานเบ้ืองต้นของ

นิวโทรฟิลที่ได้จากการคัดแยกจากหนูทดลองที่ได้รับการติดเช้ือไวรัสฯ และตรวจสอบระดับความ

รุนแรงของพยาธิสภาพบริเวณเน้ือเย่ือปอดของหนูทดลองภายหลังจากการที่หนูได้รับการติดเช้ือไวรัส

ไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ H1N1 (2009) ที่มีความสัมพันธ์กับการเคลื่อนที่เข้าสู่เน้ือเย่ือปอดของนิวโทรฟิล 

 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดของไวรสั ค่าที่ตรวจวัด 

เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ 
Pandemic H1N1 
Influenza A/SW/Thailand/ 
CU-RA29/2009 

105.3 TCID50/mL 
106.5 EID50/mL 
4.2 x 104 PFU/mL 
103.8 MID50/mL 

รูปที่ 7 จุลพยาธิวิทยาของปอดจากหนูทดลองที่ได้รับเชื้อไวรัส H1N1 เม่ือสิ้นสุดการทดลอง (A) 
เนื้อเย่ือปอดจากหนูท่ีไม่ได้รับเชื้อไวรัส (B-F) เนื้อเย่ือปอดของหนูกลุ่มท่ีได้รับเชื้อไวรัส พบการสะสมของ
เซลล์อักเสบชนิด mononuclear cells เป็นจํานวนมากบริเวณผนังกั้นและเน้ือเย่ือระหว่างถุงลม 
(alveolar septa) และภายในถุงลม ภาพถ่ายท่ีกําลังขยาย 5x (A-C), 20x (E & F) และ 40x (D) 
objective lens 
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5. ผลการทดลองติดเชื้อไวรัสร่วมกับแบคทีเรียในหนูทดลอง (in vivo viral-bacterial 

infection) 

 ทดลองติดเช้ือ Pandemic H1N1 Influenza A/SW /Thailand /CU-RA29/2009 หรือ 

แบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae ให้กับหนูทดลองสายพันธ์ุ BALB/cMlac อายุ 8-10 

สัปดาห์ (กลุ่มละ 3-5 ตัว) อันประกอบด้วย กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มควบคุมได้รับสาร PBS (Control) กลุ่ม

ที่ 2 ได้รับเช้ือไวรัส Influenza ร่วมกับเช้ือแบคทีเรียฯ (Mix) กลุ่มที่ 3 ได้รับเช้ือไวรัสเพียงอย่างเดียว 

(Flu) กลุ่มที่ 4 ได้รับเช้ือแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae เพียงอย่างเดียว (KP) โดยการ

หยอดจมูกและสังเกตอาการป่วยที่เก่ียวข้องกับการติดเช้ือของทางเดินหายใจหรือการตายนาน 7 วัน 

ผลการบันทึกนํ้าหนักตัวของหนูทดลองมีชีวิตที่เปลี่ยนแปลงไปในแต่ละวันพบการเปลี่ยนแปลงของ

นํ้าหนักเฉลี่ยของหนูทดลองที่ลดลงในกลุ่ม Mix และ Flu อย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.0002) ในวันที่ 7 

หลังจากได้รับเช้ือฯ ในขณะที่หนูทดลองในกลุ่ม Control และ KP มีนํ้าหนักที่คงที่หรือมีนํ้าหนัก

เพ่ิมขึ้นเล็กน้อย (รูปท่ี 8)  

 เมื่อทําการสังเกตและบันทึกอาการหนูทดลองในแต่ละกลุ่มทดลอง พบว่า หนูในกลุ่ม 

Control แสดงอาการปกติตลอดระยะเวลาของการทดลอง หนูในกลุ่ม Mix, Flu และ KP แสดง

อาการที่เก่ียวข้องกับระบบทางเดินหายใจและอาการผิดปกติทั่วไป คือ เบ่ืออาหาร (anorexia) 

หายใจถี่ (hyperpnea, breathing with difficulty) ไม่เคลื่อนไหว (inactivity) ขนต้ังฟู (ruffled 

fur) สุมตัวรวมกัน (huddling behavior) ในจํานวนหนูที่แสดงอาการป่วยมีหนูจํานวนหน่ึงที่ตายลง

ในระหว่างการทดลองอันเป็นผลสืนเน่ืองจากการได้รับเช้ือไวรัส (Flu) แบคทีเรีย (KP) หรือการได้รับ

เช้ือทั้งสองชนิด (Mix) โดยมีเปอร์เซ็นต์ของหนูที่รอดชีวิต (% survival) เมื่อสิ้นสุดการทดลองเท่ากับ 

100% (Control), 79.12% (Mix), 47.06% (Flu) และ 76.92% (KP) ตามลําดับ (รูปท่ี 9) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 8 แสดงการเปล่ียนแปลงของ
น้ําหนักเฉลี่ยของหนูในแต่ละวันของ
การทดลอง (ข้อมูลจากจํานวนหนู
ท้ังหมดของ 3 การทดลอง, n = 3-5 
ตั ว /ก ลุ่ ม  ท ด ส อ บ ส ถิ ติ โ ด ย วิ ธี 
ANOVA, *, p<0.05, **, p<0.01)  
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6. ผลการแยกเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกของหนูทดลองและการเก็บน้ําล้างปอด 

 เซลล์นิวโทรฟิลที่แยกได้จากไขกระดูกของหนูทดลองในแต่ละกลุ่ม นํามาตรวจสอบความ

บริสุทธ์ิด้วย cytospin และย้อมสี Wright Rapid Stain พบเซลล์ส่วนใหญ่เป็นเซลล์ในกลุ่มนิวโทรฟิล

และ polymorphonuclear leukocytes (PMNs) ดังแสดงในรูปท่ี 10 และเมื่อตรวจสอบความ

บริสุทธ์ิของเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกด้วยการย้อมโมเลกุล Gr-1 และตรวจวัดด้วยวิธี Flow 

cytometry พบว่าเซลล์ที่ย้อมติด Gr-1 มีปริมาณเฉลี่ยเท่ากับ 94.51 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณเซลล์ที่

แยกได้จากไขกระดูกแสดงถึงเซลล์ในตระกูล PMNs และนิวโทรฟิล (รูปที่ 10) เซลล์ที่แยกได้ข้างต้น

มีความบริสุทธ์ิสูงและสามารถนํามาใช้ในการทดลองอ่ืน ๆ ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 แสดงเปอร์เซ็นต์ของหนูที่
รอดชีวิตในแต่ละกลุ่มทดลอง (ข้อมูล
จากจํานวนหนูท้ังหมดของ 3 การ
ทดลอง, n = 3-5 ตัว/กลุ่ม ทดสอบ
สถิติโดยวิธี log-rank test, p = 
0.0064)  

รูปท่ี 10 แสดงเซลล์นิวโทรฟิลจากไขกระดูกของหนูทดลอง (A) ข้อมูล dot plot จาก flow 
cytometer แสดงกลุ่มของนิวโทรฟิล/แกรนูลโลซัยต์ (R1) ก่อนการย้อมโมเลกุล Ly-6G (Gr-1) ท่ีจําเพาะ
กับนิวโทรฟิลของหนู (B) ฮีสโตแกรมแสดงจํานวนเปอร์เซ็นต์ของเซลล์จาก R1 ท่ีถูกระบุว่าเป็นนิวโทรฟิล 
(C) ภาพถ่ายจากการเตรียม cytospin และย้อมสีเซลล์ท่ีแยกได้จากไขกระดูกด้วย Wright Rapid Stain 
หรือ Alexa Fluor 647 Ly-6G/Ly6C (Gr-1) ถ่ายท่ีกําลังขยาย 20x objective lens แถบมาตรวัดขนาด

เท่ากับ 20  m 
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7. ผลการแยกชนิดของเซลล์เม็ดเลือดขาวจากน้ําล้างปอด (Differential count of BAL cells) 

 เซลล์เม็ดเลือดขาวที่เก็บได้จากนํ้าล้างปอด (BAL) ของหนูในแต่ละกลุ่มทดลอง เมื่อจําแนก

เซลล์ที่เป็นองค์ประกอบด้วยการย้อมสี Wright Rapid Stain และส่องตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์

แสงสว่าง (รูปที่ 11) พบว่านํ้าล้างปอดของหนูในกลุ่มควบคุม (Ctrl) ประกอบด้วยเซลล์กลุ่ม 

alveolar macrophage เป็นส่วนใหญ่ กลุ่ม Mix ประกอบด้วยเซลล์นิวโทรฟิลและเซลล์ alveolar 

macrophage ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน ส่วนกลุ่ม Flu เซลล์ที่เป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ คือ ลิมโฟ

ซัยต์ และกลุ่มสุดท้าย คือ กลุ่ม KP มีเซลล์นิวโทรฟิลเป็นองค์ประกอบหลักในน้ําล้างปอด เมื่อทดสอบ

ทางสถิติของปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีเป็นองค์ประกอบในแต่ละกลุ่มทดลองพบความแตกต่าง

อย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.0159) รูปท่ี 11E 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 11 ข้อมูลแผนภูมิแท่งแสดงปริมาณเซลล์ที่แยกได้จากนํ้าล้างปอด (BAL) ของหนูทดลองในกลุ่ม
(A) Control (B) Mix (C) Flu (D) KP และ (E) ข้อมูลรวมทุกกลุ่มทดลอง ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ยและค่า
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean  SE) จากการทดลองจํานวน 2 คร้ัง โดยมีจํานวนหนู (n) เท่ากับ 3-
5 ตัว/กลุ่ม ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิธี ANOVA (F) ภาพถ่ายลักษณะเซลล์จากน้ําล้างปอดท่ีแยกได้
จากหนูทดลองในแต่ละกลุ่มย้อมสี Wright Rapid Stain ถ่ายท่ีกําลังขยาย 20x objective lens แถบ

มาตรวัดขนาดเท่ากับ 20  m 



32 
 

8. ผลการทดสอบการทําหน้าท่ีของเซลล์นิวโทรฟิล (Neutrophil functional assays) ที่แยกได้

จากไขกระดูกของหนูทดลองภายหลังการติดเชื้อฯ  

 เซลล์นิวโทรฟิลที่แยกได้จากไขกระดูกของหนูทดลองภายหลังการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ 

หรือแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae นํามากระตุ้นเบ้ืองต้น (priming) ด้วย mouse IL-

17A หรือ PBS และทําการทดสอบการทําหน้าที่ของเซลล์ฯ ดังน้ี 

8.1 การตรวจสอบ Reactive Oxygen Species (ROS) ภายในนิวโทรฟิล 

 การกระตุ้นเซลล์นิวโทรฟิลด้วย rIL-17A ในหลอดทดลองและทําการตรวจวัด ROS พบว่า

เซลล์ในกลุ่มที่ได้รับ rIL-17A มีปริมาณ ROS ที่เซล์สร้างขึ้นสูงกว่าเซลล์ในกลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นจาก 

PBS ในทุกกลุ่มหนูทดลอง (รูปที่ 12) และพบว่าปริมาณ ROS ที่เซลล์ที่ได้รับ rIL-17A สร้างขึ้นมี

ปริมาณสูงข้ึนอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติในหนูกลุ่ม Mix (p = 0.013 รูปที่ 12C) ส่วนในกลุ่มอ่ืน ๆ น้ัน 

พบว่าเซลล์ที่ได้รับการกระตุ้นจาก rIL-17A มีปริมาณ ROS เพ่ิมสูงขึ้นกว่ากลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นจาก 

PBS ด้วย ผลการเปรียบเทียบปริมาณ MFI ทุกกลุ่มทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ในกลุ่ม Mix มีปริมาณ 

ROS ที่เซลล์สร้างขึ้นสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอ่ืน (p = 0.005 รูปท่ี 12F)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 12 ข้อมูล flow cytometry แสดง intracellular ROS ที่สร้างขึ้นโดยนิวโทรฟิล (A) gated 
neutrophils ของหนูในกลุ่ม Control, Mix, Flu และ KP ท่ีได้รับ rIL-17A (solid line) และไม่ได้รับ rIL-
17A (filled histogram) ข้อมูล histogram ตัวแทนผลการทดลองจากการทดลองจํานวน 3 คร้ัง (B-E) 
แผนภูมิแท่งแสดงปริมาณ intracellular ROS ของหนูทดลองในกลุ่ม (B) Control (C) Mix (D) Flu (E) 
KP และ (F) ข้อมูลรวมทุกกลุ่มทดลอง ค่าท่ีแสดงเป็นค่า mean fluorescent intensity (MFI) และค่า
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (SE) จากการทดลองจํานวน 3 คร้ัง โดยมีจํานวนหนู (n) เท่ากับ 3-5 ตัว/ 
กลุ่ม ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิธี Student t test (B-E) หรือ one-way ANOVA (F) และตามด้วย 
Tukey-Kramer HSD multiple comparison test (ตัวอักษร A-C บนแผนภูมิท่ีไม่เหมือนกันแสดงว่ามี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ) 
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8.2 การทดสอบกระบวนการเก็บกิน (Phagocytosis) 

 กระบวนการเก็บกินหรือฟาโกซัยโตซีสของเซลล์ในกลุ่มที่ได้รับ rIL-17A พบว่าปริมาณการ

เก็บกินลดลงเล็กน้อยในหนูกลุ่ม KP เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับแต่เพียง PBS อย่างไม่มีนัยสําคัญ 

(รูปที่ 13) สําหรับในหนูกลุ่มอ่ืนพบว่าปริมาณการเก็บกินมีค่าที่ค่อนข้างคงที่ เมื่อเปรียบเทียบ

ระหว่างกลุ่มหนูทดลองพบว่าหนูในกลุ่ม KP มีกิจกรรมของกระบวนการเก็บกินสูงสุดและแตกต่างจาก

กลุ่ม Mix อย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.0005 รูปท่ี 13F) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 13 ข้อมูล flow cytometry แสดง phagocytosis โดยนิวโทรฟิล (A) gated neutrophils
ของหนูในกลุ่ม Control, Mix, Flu และ KP ท่ีได้รับ rIL-17A (solid line) และไม่ได้รับ rIL-17A (filled 
histogram) ข้อมูล histogram ตัวแทนผลการทดลองจากการทดลองจํานวน 3 คร้ัง (B-E) แผนภูมิแท่ง
แสดง MFI ของ phagocytosis ของหนูทดลองในกลุ่ม (B) Control (C) Mix (D) Flu (E) KP และ (F) 
ข้อมูลรวมทุกกลุ่มทดลอง ค่าท่ีแสดงเป็นค่า MFI  SE จากการทดลองจํานวน 3 คร้ัง โดยมีจํานวนหนู 
(n) เท่ากับ 3-5 ตัว/กลุ่ม ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิธี Student t test (B-E) หรือ one-way ANOVA 
(F) และตามด้วย Tukey-Kramer HSD multiple comparison test (ตัวอักษร A-D บนแผนภูมิท่ีไม่
เหมือนกันแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ) 
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8.3 ผลการทดสอบการทําลายเช้ือแบคทีเรียภายในเซลล์ (Bactericidal assay)  

 ผลการตรวจสอบการทําลายเช้ือแบคทีเรีย Klebsiella pneumoniae โดยเซลล์นิวโทรฟิล 

ด้วยวิธี MTT bactericidal assay พบว่าเซลล์นิวโทรฟิลจากหนูในกลุ่ม Control, Mix และ KP ที่

ไม่ได้รับ rIL-17A มีความสามารถในการทําลายแบคทีเรียที่สูงกว่าเซลล์ที่ได้รับ rIL-17A ยกเว้นเซลล์

จากหนูกลุ่ม Flu เพียงกลุ่มเดียวที่มีเปอร์เซ็นต์ในการทําลายแบคทีเรียเพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 14C) แต่โดย

ภาพรวมแล้วความสามารถในการทําลายเช้ือแบคทีเรียของเซลล์นิวโทรฟิลแม้ว่าจะได้รับการกระตุ้น

จาก rIL-17A หรือไม่ก็ตามจากหนูทั้งสี่กลุ่มไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.8962 รูปที่ 

14E) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8.4 การตรวจวัดปริมาณการสร้าง Neutrophil Extracellular Traps (NETs)  

 ผลการตรวจสอบโครงสร้าง NETs (รูปท่ี 15) ภายหลังการกระตุ้นนิวโทรฟิลเบ้ืองต้นด้วย 

rIL-17A หรือ PBS และกระตุ้นซ้ําด้วย PMA ในเซลล์จากหนูกลุ่มต่าง ๆ พบว่าเซลล์จากหนูทดลอง

กลุ่ม Control, Flu และ KP เมื่อได้รับการกระตุ้นเบ้ืองต้นด้วย rIL-17A มีปริมาณการสร้างโครงสร้าง 

NETs ลดลง (รูปท่ี 15A, C, D) แต่พบว่าปริมาณการสร้าง NETs ของเซลล์จากหนูกลุ่ม Flu มี

ปริมาณการสร้างที่เพ่ิมขึ้นและมีปริมาณสูงสุดซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติจากเซลล์ของหนู

กลุ่ม Mix และ KP (p < 0.0001 รูปท่ี 15E)  

 
 
 

รูปท่ี 14 การทําลายเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล์นิวโทรฟิล (Bactericidal Assay) (A) แผนภูมิแท่ง
แสดงเปอร์เซ็นต์การทําลายเชื้อฯ ของหนูในกลุ่ม Control (B) Mix (C) Flu (D) KP และ (F) ข้อมูลรวม
ทุกกลุ่มทดลองของหนูท่ีได้รับ/ไม่ได้รับ rIL-17A  ค่าท่ีแสดงเป็นค่า mean  SE จากการทดลองจํานวน 
3 คร้ัง โดยมีจํานวนหนู (n) เท่ากับ 3-5 ตัว/กลุ่ม ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิธี Student t test (A-D) 
หรือ one-way ANOVA (E)  
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9. จุลพยาธิวิทยา (Histology) 

 ผลทางจุลพยาธิวิทยาของเน้ือเย่ือปอดที่เก็บจากหนูในกลุ่มทดลองทั้ง 4 กลุ่ม พบรอยโรคใน

เน้ือเย่ือปอดของหนูกลุ่ม Mix, Flu และ KP (รูปที่ 17) เมื่อนําหลักเกณฑ์การให้คะแนนรอยโรค

บริเวณปอด (lung histopathology score) เช่น การพบ perivascular cuff, peribronchiolar 

inflammation จากเซลล์อักเสบ หรือพบเลือดออก (hemorrhage) มาประเมินความรุนแรงและ

ปริมาณนิวโทรฟิลที่เคลื่อนที่เข้าสู่ปอดพบว่าสามารถจําแนกคะแนนในหนูกลุ่ม Mix, Flu และ KP มี

ระดับคะแนนเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 2 ถึง 3 ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.0394 รูปที่ 16) จากหนู

ในกลุ่ม Control ซึ่งมีระดับคะแนนเฉลี่ยเท่ากับ 0.94  

 

รูปท่ี 15 แสดง Neutrophil Extracellular Traps (NETs) โดยเซลล์นิวโทรฟิล (A) แผนภูมิแท่ง
แสดง relative fluorescent units (RFUs) ของปริมาณ NETs ในกลุ่ม Control (B) Mix (C) Flu (D) 
KP และ (E) ข้อมูลรวมทุกกลุ่มทดลองของหนูท่ีได้รับ/ไม่ได้รับ rIL-17A  ค่าท่ีแสดง คือ mean RFUs  
SE จาก 1 การทดลองซ่ึงเป็นตัวแทนผลการทดลองจากจํานวน 3 คร้ัง ซ่ึงให้ผลในลักษณะเดียวกัน โดยมี
จํานวนหนู (n) เท่ากับ 3-5 ตัว/กลุ่ม ทําการทดสอบทางสถิติโดยวิธี Student t test (A-D) หรือ one-
way ANOVA (E) และตามด้วย Tukey-Kramer HSD multiple comparison test (ตัวอักษร A-C บน
แผนภูมิท่ีไม่เหมือนกันแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ) (F) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์
แสงสว่างแสดงลักษณะโครงสร้าง NETS ท่ีปล่อยออกจากเซลล์นิวโทรฟิล (ซ้าย) และภาพจากกล้องฟลูออ
เรสเซนส์แสดงโครงสร้าง NETs ท่ีย้อมติดสี DAPI (ขวา)  
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รูปท่ี 16 แสดงระดับคะแนนรอยโรค
บริเวณปอดของหนูในแต่ละกลุ่มทดลอง 
(ข้อมูลจากจํานวนหนูท้ังหมดของ 3 การ
ทดลอง, n = 3-5 ตัว/กลุ่ม ทดสอบสถิติ
โดยวิธี One-way ANOVA)  

รูปท่ี 17  รอยโรคบริเวณปอดของหนูทดลอง (คอลัมน์ซ้าย, จากบนลงล่าง) ในกลุ่ม Control, Mix, 
Flu และ KP (คอลัมน์กลางและขวา) แสดงจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเย่ือปอดของหนูทดลองกลุ่มต่าง ๆ 
ดังกล่าวข้างต้นจากการเก็บตัวอย่างปอดของหนูภายหลังการติดเชื้อนาน 7 วัน (7 dpi) ถ่ายท่ีกําลังขยาย 

10x และ 40x objective lens แถบมาตรวัดขนาดเท่ากับ 100  m (10x) และ 20  m (40x)   
ตามลําดับ ข้อมูลตัวแทนผลการทดลองจากจํานวน 3 คร้ัง ซ่ึงให้ผลในลักษณะเดียวกัน โดยมีจํานวนหนู 
(n) เท่ากับ 3-5 ตัว/กลุ่ม  
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10. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์นิวโทรฟิลที่ตอบสนองต่อการอักเสบบริเวณปอด

ภายหลังการติดเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ หรือแบคทีเรียชนิด Klebsiella pneumoniae โดยวิธี 

quantitative Real-time PCR (qPCR) 

 เซลล์นิวโทรฟิลที่แยกจากไขกระดูกของหนูทดลองทั้งสี่กลุ่มนํามาตรวจสอบระดับการ

แสดงออกของ messenger RNAs (mRNA) ของยีน IL-1β, IL-17A, IL-17RA โดยมี GAPDH เป็นยีน

ควบคุม ผลการทดลองพบระดับการแสดงออกของยีนทุกยีนท่ีทดสอบโดย real-time PCR ดังปรากฏ

ในรูป amplification plots และผลิตภัณฑ์จากยีนที่ได้มีความจําเพาะดังแสดงในรูป dissociation 

curves (รูปที่ 18 คอลัมน์ด้านขวา) โดยพบว่าค่า Tm จากการวิเคราะห์ dissociation curve ของ

ยีน IL-1, IL-17A, IL-17RA และ GAPDH มีค่าเท่ากับ 83.12, 82.27, 76.52 และ 80.26 องศา

เซลเซียสตามลําดับ  

 ผลการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกแบบสัมพัทธ์ (relative quantification หรือ RQ) ของ

ยีน IL-1 พบการแสดงออกเพ่ิมข้ึนจากเซลล์นิวโทรฟิลของหนูในกลุ่ม Flu แต่พบการแสดงออกที่

ลดลงจากหนูในกลุ่ม Mix และ KP โดยเมื่อพิจารณาความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน IL-

1 จากหนูทั้งสี่กลุ่มพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.0046 รูปที่ 19) สําหรับยีนที่

เก่ียวข้องกับกระบวนการตอบสนองของเซลล์นิวโทรฟิลบริเวณเน้ือเย่ือปอด ได้แก่ IL-17A และยีน

ตัวรับ (IL-17RA) พบการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นจากนิวโทรฟิลของหนูทดลองในกลุ่ม Mix และ Flu และ

มีการแสดงออกที่ลดลงอย่างมีนัยสําคัญ (p = 0.0005 รูปท่ี 19) ในกลุ่ม KP และมีรูปแบบที่ใกล้เคียง

กับการแสดงออกของยีน IL-1 ข้างต้น ยีนตัวรับ IL-17 หรือ IL-17RA พบรูปแบบการแสดงออกที่

เพ่ิมขึ้นในนิวโทรฟิลของหนูทุกกลุ่มการทดลอง (รูปที่ 19) โดยมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นในระดับที่

ใกล้เคียงกันในกลุ่ม Mix และ Flu 
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รูปท่ี 18 Real-time PCR plots ของยีน IL-1, IL-17A, IL-17RA และ GAPDH (endogenous 
control) (คอลัมน์ด้านซ้าย) รูปร่างของ amplification plots แสดง dye fluorescence (Rn) vs 
cycle number และเส้น threshold บริเวณตําแหน่ง geometric phase ของ amplification curve 
สําหรับการคํานวณค่า threshold cycle (CT) พบการเพ่ิมจํานวนแบบปกติมีลักษณะเหมือนกันในแต่ละ
ตัวอย่างของแต่ละยีนแสดงถึงประสิทธิภาพของ PCR ท่ีไม่มีความแตกต่างกัน (คอลัมน์ด้านขวา) กราฟ
แสดงค่า Melting curve หรือ Dissociatio curve  
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รูปที่ 19 ระดับการแสดงออกของยีนท่ีทําการตรวจสอบโดย quantitative real-time PCR ในหนู
ทดลองกลุ่ม Control, Mix, Flu และ KP (A) ยีน IL-1 (B) ยีน IL-17A (C) ยีน IL-17RA ในเซลล์นิวโทร
ฟิล ข้อมูลแผนภูมิแท่งแสดงค่า Mean  SE ของ mRNA relative expression  ข้อมูลตัวแทนผลการ
ทดลองจากจํานวน 3 คร้ัง ซ่ึงให้ผลในลักษณะเดียวกัน โดยมีจํานวนหนู (n) เท่ากับ 3-5 ตัว/กลุ่ม ทําการ
ทดสอบทางสถิติโดยวิธี one-way ANOVA (D) ข้อมูลแผนภาพความร้อน (heatmap) เปรียบเทียบระดับ

การแสดงออกของยีน IL-1 , IL-17A และ IL-17RA ในเซลล์นิวโทรฟิลของหนูทดลองท้ัง 4 กลุ่ม ข้อมูล

นําเสนอค่า -ΔΔ  CT  ซ่ึงเทียบเท่ากับ log2 relative fold change ของแต่ละ individual data points และ
นํามาการจัดกลุ่มลําดับชั้นแบบ unsupervised hierarchical clustering ของข้อมูลโดย average linkage 
method ด้วย Euclidean distance สีแดงบ่งบอกถึงระดับการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึน สีเขียวบ่งบอกถึงระดับ
การแสดงออกท่ีลดลง สีดําบ่งบอกถึงระดับการแสดงออกท่ีไม่เปลี่ยนแปลง 
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สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ (influenza virus) ที่พบในคนร้อยละ 80-90 มีสาเหตุจาก influenza 

type A และมักก่อโรครุนแรงกว่าชนิดอ่ืน ไวรัสน้ีเป็นสาเหตุของการระบาดใหญ่ทั่วโลกที่เกิดข้ึนใน

อดีตด้วย การระบาดของไวรัส influenza H1N1 (swine flu) pandemic ในปี ค.ศ. 2009 พบว่า

ผู้ป่วยมากกว่าร้อยละ 50 แสดงรอยโรคบริเวณปอดว่าเกิดจากการติดเช้ือแทรกซ้อนของแบคทีเรีย ( 

bacterial pneumonia) (Metzger and Sun, 2013)   การระบาดของไวรัสไข้หวัดใหญ่ที่พบใน

ประเทศไทยส่วนใหญ่เป็น Clade 1 และอาจพบ Clade 2 ปะปนได้บ้างบริเวณภาคตะวันออกเฉียง 

เหนือของไทย การศึกษาในครั้งน้ีจําลองเหตุการณ์การติดเช้ือร่วมกันระหว่างเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สาย

พันธ์ุ pandemic H1N1 Influenza A/SW/Thailand/CU-RA29/2009 (Sreta et al., 2010) ซึ่ง

เป็น type A โดยมี Hemagglutinin (H) subtype คือ H1 และ Neuraminidase (N) subtype คือ 

N1 โดยพบการติดเช้ือจากสุกรและอาจติดต่อสู่คนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอ่ืน ๆ ได้ ทําการติดเช้ือ

ไวรัสไข้หวัดใหญ่ร่วมกับแบคทีเรียแกรมลบชนิด Klebsiella pneumoniae ซึ่งมักพบเสมอว่าเป็น

สาเหตุร่วมของการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วย 

  การศึกษาในคร้ังน้ีทําการทดลองติดเช้ือไวรัสฯ ในหนูทดลอง พบว่าไวรัสมีความสามารถใน

การติดเช้ือข้ามสายพันธ์ุจากสุกรมายังหนูหรืออาจกล่าวได้ว่าไวรัสเมื่อติดเช้ือเข้าสู่ร่างกายของหนู

ทดลองมีลักษณะของการเกิด mouse-adapted influenza virus โดยไวรัสก่อให้เกิดรอยโรคใน

ร่างกายหนูได้เช่นเดียวกับที่พบการติดเช้ือในสุกร หรือการรายงานรอยโรคที่พบใน mouse adapted 

H1N1 A/PR/8/34 (Metzger and Sun, 2013; Sun et al., 2011) การติดเช้ือไวรัสฯ ชนิดเด่ียว

หรือการติดเช้ือร่วมกับแบคทีเรีย (Narayana Moorthy et al., 2013) ส่งผลให้หนูทดลองเกิดการ

ป่วยและตายอันเป็นผลเน่ืองมาจากการติดเช้ือไวรัสเป็นสําคัญซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Sun et 
al., 2011 โดยการแสดงได้จาก survival curve ที่พบว่าหนูทดลองเร่ิมตายลงในวันที่ 5 ภายหลังการ

ได้รับเช้ือไวรัสหรือแบคทีเรีย และพบรอยโรคท่ีสอดคล้องกับการได้รับเช้ือไวรัส (รูปที่ 17)  เนื้อเย่ือ

ปอดจากรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาพบลักษณะของบริเวณที่มีเลือดออก (hemorrhage) และการเข้า

แทรกของนิวโทรฟิลที่สอดคล้องกับภาวะการเกิด ARDS และ ALI ด้วย โดยพบการเพ่ิมขึ้นของ 

endothelial permeability ทําให้เกิด alveolar edema และทําให้การแลกเปลี่ยนก๊าซเสียไป ส่วน 

ARDS มักเกิดข้ึนตามมาจาก ALI ทําให้การแลกเปลี่ยนก๊าซทําได้ยากและเกิด fibroproliferation 

และเกิด lung remodeling ในท้ายที่สุด 
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 เซลล์นิวโทรฟิลที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีแยกได้จากไขกระดูกของหนู (Southgate et al., 
2008) ซึ่งเซลล์ที่แยกได้มีความสามารถเช่นเดียวกับเซลล์ที่แยกได้จากช่องท้อง (intraperitoneum, 

i.p.) (Itou et al., 2006) นิวโทรฟิลที่แยกได้จากไขกระดูกเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีที่แยกจากช่องท้อง

ให้ผลการตอบสนองเกี่ยวกับ oxidative response ได้ดีกว่าประมาณ 2.5 ถึง 3 เท่าและยัง

ตอบสนองต่อ degranulation ได้ดีกว่าอีกด้วย (Itou et al., 2006) ในการศึกษาผลการตรวจวัด

ปริมาณ ROS ที่เซลล์ผลิตขึ้นภายหลังจากการได้รับการกระตุ้นด้วย rIL-17A ก็ให้ผลการทดลอง

เช่นเดียวกับที่พบในการศึกษาของ Itou et al., 2006 และการศึกษาของ Schwarzenberger et 
al., 1998 พบว่า IL-17 อาจช่วยให้เกิดการเพ่ิมจํานวนของเซลล์นิวโทรฟิลในไขกระดูกและเพิ่มการ

เคลื่อนออกสู่ในกระแสเลือดได้ (Schwarzenberger et al., 1998; Wang et al., 2011) 

 IL-17A และ IL-17F มีการศึกษาที่แสดงว่าไซโตไคน์ทั้งสองมีบทบาทสําคัญในการช่วยเรียก

ให้นิวโทรฟิลเคลื่อนที่เข้าสู่บริเวณที่เกิดการอักเสบ (Holloway and Schwacha, 2012) ซึ่งจาก

การศึกษาของ Roussel et al., 2010 แสดงให้เห็นว่า IL-17 กระตุ้นบริเวณเย่ือบุผนังหลอดเลือด ( 

endothelial cells) ขนาดเล็กภายในปอดให้เกิดการสร้าง CXCL8 (IL-8) และอนุพันธ์ของ 5-

lipoxygenase pathway ส่งผลในการเรียกให้นิวโทรฟิลเคลื่อนที่เข้าสู่ปอด (Roussel et al., 2010) 

ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงผลทางอ้อมของ IL-17 ที่เกิดข้ึนบริเวณเน้ือเย่ือปอด เน่ืองจากเซลล์นิวโทรฟิล

มีการสะสมเป็นจํานวนมากและเป็นเซลล์ชนิดหลักในกลุ่ม Mix และ KP ที่ตรวจวัดได้ในนํ้าล้างปอด 

(รูปที่ 11F) หรือในช้ินเน้ือที่ตัดจากปอด (รูปที่ 17) แต่ทั้งน้ีอิทธิพลจาก cytokine หรือ chemokine 

ชนิดอ่ืนนอกเหนือจาก IL-17 ก็อาจส่งผลให้เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวโทรฟิลเข้าสู่บริเวณเน้ือเย่ือ

ปอดได้ด้วย 

 นิวโทรฟิลของหนู (mouse neutrophil) ทําหน้าที่เป็นเซลล์นําเสนอแอนติเจน (APC) ให้กับ

ลิมโฟซัยต์และช่วยให้เกิดการพัฒนาเป็น Th1 และ Th17 cells ได้ (Abdallah et al., 2011) ทั้งน้ี

อาจเป็นเหตุผลเน่ืองจากการที่เซลล์ชนิดน้ีมีความสามารถในการเก็บกินช้ินส่วนของแบคทีเรียหรือ

อนุภาคของไวรัสเข้าสู่เซลล์และเกิดกระบวนการแปรรูปและนําเสนอแอนติเจนให้กับลิมโฟซัยต์ ณ 

บริเวณที่เหมาะสม ดังน้ันในการทดลองคร้ังน้ีการท่ีนิวโทรฟิลได้สัมผัสกับเช้ือไวรัสในช่วงต้นของการ

ติดเช้ือ (ช่วงของการติดเช้ือไวรัส 3 วันแรก) จึงอาจเป็นโอกาสที่เซลล์ชนิดน้ีจะได้แปรรูปแอนติเจน

ของเช้ือไวรัสและนําเสนอให้กับเซลล์ naïve และ/หรือ effector T lymphocytes ได้ และอาจเพ่ิม

โอกาสให้เซลล์ลิมโฟซัยต์ได้เพ่ิมจํานวนและเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (clonal expansion 

/differentiation) เป็น Th17 cells ซึ่งเป็นการเก้ือกูลกันในการผลิต IL-17 ซึ่งช่วยดึงดูดนิวโทรฟิล

ให้เข้ามายังบริเวณท่ีติดเช้ือเพ่ิมมากขึ้นด้วย 
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 IL-17 เป็น pro-inflammatory cytokine ที่สําคัญในระบบภูมิคุ้มกัน หน้าที่หน่ึงของ IL-

17A และ IL-17F คือช่วยส่งเสริมให้เซลล์ทําหน้าที่ในการตอบสนองต่อการติดเช้ือแบคทีเรีย 

(antibacterial-) และการติดเช้ือรา (antifungal response)  IL-17 และไซโตไคน์ในกลุ่มเดียวกันน้ี

ยังมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการตอบสนองของ innate epithelial cells (Pappu et al., 
2012) โดยที่ IL-17 มีส่วนในการกระตุ้น proinflammatory mediators อ่ืน ๆ เช่น IL-1, TNF-, 

IL-6, CXCL8, CCL20 และ G-CSF จาก myeloid และ non-myeloid cells ซึ่งช่วยให้เกิดการ

เคลื่อนที่เข้ามาของเซลล์นิวโทรฟิลได้ (Bosmann and Ward, 2012; Cua and Tato, 2010; 

Fossiez et al., 1996; Nguyen Van Luu et al., 2012) ซึ่งการทําหน้าที่ของ IL-17 น้ันจะทํา

หน้าที่ร่วมกับไซโตไคน์อ่ืน ๆ เช่น IL-1, IL-6 และ TNF- ในการกระตุ้น tissue-infiltrating 

neutrophils ให้กําจัดเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือราที่อยู่บริเวณเน้ือเย่ือเหล่าน้ัน IL-17 อาจมีบทบาทใน

การกระตุ้น (activation) ให้เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายให้สร้าง IL-1 ผ่านทางการกระตุ้น

ตัวรับ Toll-like receptor 4 (TLR-4) (Besnard et al., 2012) และเซลล์ Gr-1+ neutrophil 

สามารถผลิต IL-17A ได้และสื่อสัญญาณจาก IL-17A เป็นความต้องการของ IFN- signaling (Li et 
al., 2010) จากการทดลองในคร้ังน้ีให้ผลการทดลองที่สอดคล้องว่า Gr-1+ neutrophils ที่แยกได้

จากไขกระดูกมีการแสดงออกของยีนสําหรับ IL-17A เพ่ิมมากข้ึนเมื่อร่างกายอยู่ในภาวะการติดเช้ือ

ไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Flu) หรือการติดเช้ือไวรัสฯ ร่วมกับการติดเช้ือแทรกซ้อนจากแบคทีเรีย (Mix) 

ตลอดจนการเพ่ิมขึ้นของการแสดงออกของยีนตัวรับ IL-17RA ในหนูทุกกลุ่มทดลอง (รูปที่ 19) 

 จากการสืบค้นข้อมูล ยังไม่พบว่ามีการรายงานถึงผลการกระตุ้นนิวโทรฟิลด้วย IL-17 และ

ตรวจวัดการทําหน้าที่ของเซลล์ทั้งแบบการทําลายภายใน (intracellular functions) และภายนอก

เซลล์ (extracellular function) การศึกษาครั้งน้ีเป็นการศึกษาแรกที่แสดงผลของ IL-17 ต่อการทํา

หน้าที่ของนิวโทรฟิลในหนูทดลอง นอกเหนือจากหน้าที่ในการดึงดูดให้เซลล์นิวโทรฟิลเคลื่อนที่เข้าสู่

บริเวณที่เกิดการอักเสบ แต่จากผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าไซโคไคน์ชนิดน้ีสามารถกระตุ้นการทํา

หน้าที่ของนิวโทรฟิลได้เพียงบางหน้าที่ได้เท่าน้ัน ในการศึกษาน้ีพบว่าผลจากการกระตุ้นเซลล์ด้วย 

rIL-17A ช่วยให้เกิดการสร้าง ROS เพ่ิมข้ึนในเซลล์จากทุกกลุ่มหนูทดลอง ปริมาณการสร้าง ROS ที่

เพ่ิมมากขึ้นในบริเวณเนื้อเย่ืออาจส่งผลให้เซลล์นิวโทรฟิลเกิดการตายโดยเฉพาะจากกระบวนการ 

apoptosis และอาจกล่าวรวมถึงกระบวนการตายแบบ NETosis (Almyroudis et al., 2013) และ

ผลจากการตายของเซลล์อาจก่อให้เกิดการปลดปล่อยนําส่วนของ DNA โปรตีนฮีสโตน แกรนูลโปรตีน

และนํ้าย่อยต่าง ๆ ซึ่งประกอบอยู่ภายในเซลล์นิวโทรฟิลให้ออกสู่บริเวณเน้ือเย่ือข้างเคียงและ

ก่อให้เกิดการทําลายเน้ือเย่ือให้เสียหายได้ ลักษณะของความเสียหายของเนื้อเย่ือดังเหตุการณ์ข้างต้น 
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แสดงในแบบจําลองของการเกิดภาวะ acute phase ของ acute lung injury (ALI) (Ware and 

Matthay, 2000) แต่การตายลงของเซลล์นิวโทรฟิลก็อาจส่งผลดีต่อการลดการอักเสบในกระบวนการ

ทุเลาอักเสบ (resolution) ของเน้ือเย่ือบริเวณปอดได้ เน่ืองจากมีการกระตุ้นการเก็บกิน 

(phagocytosis) ของเซลล์นิวโทรฟิลที่ตายลงโดยเซลล์แมคโครฟาจ (Ware and Matthay, 2000) 

กระบวนการเก็บกินและทําลายแบคทีเรียจากการศึกษาในครั้งน้ี พบความสามารถดังกล่าวที่เพ่ิมข้ึน

ในเซลล์นิวโทรฟิลที่ได้รับการกระตุ้นด้วย rIL-17A เพียงบางกลุ่มของเซลล์เท่าน้ัน โดยเฉพาะอย่างย่ิง

จากเซลล์ของกลุ่มที่ติดเช้ือไวรัส (Flu) เพียงอย่างเดียว จากการสืบค้นข้อมูลที่มีการศึกษาในการ

ทดลองติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่พบว่า innate bacterial clearance ในปอดในภาวะที่ติดเช้ือไวรัสฯ 

มีความบกพร่องไปเปรียบเทียบกับภาวะปกติของร่างกาย เน่ืองจาก alveolar macrophage เป็น

เซลล์ชนิดหลักในเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กําเนิดที่ทําหน้าที่ต่อต้านการติดเช้ือต่าง ๆ แต่

จากการศึกษาในหลายการศึกษาพบว่ากระบวนการเก็บกินและทําลายเชื้อโรคอาจให้ผลในเชิงของ

การเปลี่ยนแปลงที่ลดลงหรือไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงเลยเมื่อเทียบกับภาวะท่ีไม่มีการติดเช้ือไวรัส

ไข้หวัดใหญ่ (McNamee and Harmsen, 2006; Metzger and Sun, 2013)  จากการศึกษาในครั้ง

น้ีเกี่ยวกับกระบวนการเก็บกินและทําลายแบคทีเรียในหนูทดลองท่ีติดเช้ือไวรัสฯ ที่พบว่าให้ผลใน

กระบวนการเก็บกินที่ไม่เปลี่ยนแปลงหรือมีการเปลี่ยนแปลงแบบลดลงเล็กน้อยในนิวโทรฟิลจากกลุ่ม

ทดลองส่วนใหญ่ ซึ่งอาจสอดคล้องกับผลการศึกษาของ (McNamee and Harmsen, 2006) ที่พบ

การลดลงของกิจกรรมดังกล่าว ในส่วนผลการศึกษาเก่ียวกับปริมาณ ROS ที่เซลลล์สร้างขึ้นน้ันกลับ

ขัดแย้งกับผลการศึกษาของ (McNamee and Harmsen, 2006) ซึ่งการศึกษาครั้งน้ีพบว่านิวโทรฟิล

ภายหลังการกระตุ้นด้วย rIL-17A มีปริมาณการสร้าง ROS ที่เพ่ิมข้ึนในทุกกลุ่มทดลอง แม้ว่าจะไม่มี

การติดเช้ือไวรัส (Ctrl) ติดเช้ือไวรัส (Flu) หรือแบคทีเรียเพียงอย่างเดียว (KP) หรือมีการติดเช้ือ

ร่วมกัน (Mix) ก็ตาม ทั้งน้ีผลการศึกษาในครั้งน้ี หรือผลการศึกษาที่มีรายงานท่ีแตกต่างกันน้ันอาจ

เกิดขึ้นเน่ืองจากความแตกต่างของปัจจัยในระหว่างการทดลอง อาทิ จํานวนวันที่ทดลองติดเช้ือไวรัส

หรือแบคทีเรีย ปริมาณไวรัส/แบคทีเรียที่ใช้ ชนิดหรือสายพันธ์ุของเช้ือที่ใช้ เป็นต้น 

 ผลการสร้างโครงสร้าง NETs ซึ่งเป็นกระบวนการทําลายภายนอกเซลล์จากการศึกษาคร้ังน้ี

พบว่าผลการศึกษาโดยรวมให้ผลในทํานองของการลดจํานวนการสร้าง NETs เมื่อเซลล์ได้รับการ

กระตุ้นด้วย rIL-17A อย่างไรก็ตาม นิวโทรฟิลในกลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสฯ เพียงอย่างเดียว (Flu) มีปริมาณ

การผลิต NETs ในปริมาณสูงสุดเมื่อเปรียบกับเซลล์จากกลุ่มอ่ืน ๆ การศึกษาครั้งน้ีสอดคล้องกับ

ข้อมูลที่มีการรายงานโดย Narasaraju et al., 2011 และ Narayana Moorthy et al., 2013 ที่พบ
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การปล่อยโครงสร้าง NETs ในเนื้อเย่ือปอด (in vivo) ของหนูที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่หรือเซลล์นิว

โทรฟิลที่ถูกกระตุ้นด้วย infected alveolar epithelial cells (IEP)  

 IL-17A ถูกสร้างขึ้นภายหลังการเหน่ียวนําของ LPS หรือแบคทีเรีย เช่น Klebsiella 
pneumoniae หรือจาก Staphylococcus aureus (Bosmann and Ward, 2012; Cho et al., 
2010; Ferretti et al., 2003; Wang et al., 2011) และทําให้ระดับของ IL-17 เพ่ิมขึ้นในซีรัม โดย

ที่ปริมาณของ IL-17 ที่เพ่ิมข้ึนน้ันมีข้อสังเกตว่าอาจจําเป็นต้องได้รับการกระตุ้นผ่านทาง IL-1, TLR2 

และ IL-23 ซึ่งจําเป็นสําหรับกลไกในการป้องกันตนเองของโฮสต์ (Cho et al., 2010)  ดังน้ันในการ

ทดลองนี้พบว่าการแสดงออกของยีน IL-17A ที่เพ่ิมขึ้นในนิวโทรฟิลของหนูทดลองจากกลุ่ม Mix และ 

Flu มีปริมาณเพ่ิมขึ้นซึ่งอาจเป็นเหตุผลหน่ึงเน่ืองจากเซลล์ได้รับการกระตุ้นผ่าน LPS หรือแบคทีเรียมี

ชีวิต ส่วนการเพ่ิมขึ้นของ mRNA ของ IL-17A ในหนูกลุ่ม Flu แม้ว่าจะไม่มีเหตุผลสนันสนุนว่าเช้ือ

ไวรัสไข้หวัดใหญ่เพียงอย่างเดียวสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ IL-17A ได้ตามลําพัง แต่จากการ

ทดลองน้ีอาจกล่าวได้ว่าหนูในกลุ่มที่ได้รับการติดเช้ือไวรัสเพียงอย่างเดียวอาจพบการติดเช้ือร่วมของ

แบคทีเรียร่วมด้วย นอกจากน้ียังพบว่าระดับการแสดงออกของยีน IL-1 เพ่ิมขึ้นในหนูกลุ่ม Flu ซึ่ง

อาจเก่ียวข้องกับการตอบสนองของ IL-17 ผ่านทาง IL-1 จากการติดเช้ือไวรัส 

 ในหนูที่ถูกทําให้การแสดงออกของยีน IL-17RA ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ (IL-17RA-/-) จะพบ

ความบกพร่องของการสื่อสัญญาณผ่านทาง IL-17RA (Ye et al., 2001) จากการกระตุ้นผ่าน IL-

17A, IL-17F, IL-17A/F heterodimer และอาจรวมถึง IL-17E (IL-25) ด้วย (Gaffen et al., 2011) 

นอกจากหนูที่เป็น IL-17RA KO แล้ว การใช้แอนติบอดีต่อต้านบริเวณ IL-17RA เพ่ือทําให้ตัวรับ

ดังกล่าวหมดฤทธ์ิ (neutralization) ส่งผลต่อการเรียกให้เซลล์นิวโทรฟิลเคล่ือนที่เข้าสู่บริเวณที่พบ

การติดเช้ือฯ ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ซึ่งตัวรับดังกล่าวมีความสําคัญและช่วยให้หนูทดลองมีชีวิตรอดได้

ในระหว่างการติดเช้ือ Bacillus anthracis (Garraud et al., 2012) และเช้ือ Klebsiella 
pneumoniae บริเวณทางเดินหายใจ (Ye et al., 2001) แต่การขาดหายไปของ IL-17R ก็อาจส่งผล

ดีต่อการเข้าแทรกของนิวโทรฟิลในเน้ือเย่ือของไตในกรณีของ acute kidney ischemia-

reperfusion injury (IRI) ในหนู (Li et al., 2010) 

 การสื่อสัญาณผ่าน IL-17R มีความสําคัญสําหรับต่อการผลิต G-CSF และ CXC chemokine 

ที่มีความสําคัญต่อการเคลื่อนที่ของนิวโทรฟิลและกลไกการป้องกันตนเองบริเวณปอดของหนู 

เน่ืองจากหนูที่ขาด IL-17R หรือหนูที่มีความผิดปกติของการแสดงออก เช่น การแสดงออกท่ีมาก

เกินไป (overexpression) ของตัวรับในแบบ soluble IL-17R (Ye et al., 2001) พบว่าช่วยให้การ

เคลื่อนของนิวโทรฟิลเร็วข้ึน ในขณะที่หนูในภาวะ IL-17R-/- ปรากฏลักษณะของการเคลื่อนที่ของนิว
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โทรฟิลบริเวณถุงลมช้ากว่าปกติ (Ye et al., 2001) หรือในภาวะโรคของระบบทางเดินหายใจ เช่น 

โรคหอบหืด (asthma) พบการแสดงออกของ IL-17RA และ IL-17RC mRNA มีการแสดงออกเพ่ิม

มากขึ้นในเน้ือเย่ือทางเดินหายใจ และตัวรับดังกล่าวพบว่ามีการแสดงออกทั้งบน epithelial และ 

inflammatory cells ต่าง ๆ รวมถึง endothelial cells ด้วย (Roussel et al., 2010) และใน 

IL‑17R–deficient mice จะแสดงอาการของโรคเช่นเดียวกับหนู   T cell–deficient mice ซึ่ง

เป็นเซลล์ที่สร้าง IL-17 (Cho et al., 2010) ในการศึกษาหน่ึงพบว่านิวโทรฟิลที่อยู่ในกระแสเลือด

ปรากฏ mRNA และตัวรับที่ผิวเซลล์ชนิด IL-17RA (Dragon et al., 2008) และผลจากการกระตุ้น

ด้วย 100 ng/mL ของ IL-17 ไม่ส่งผลต่อกระบวนการตายแบบ apoptosis ของเซลล์นิวโทรฟิล 

(Dragon et al., 2008)  

 กล่าวโดยสรุป การศึกษาในครั้งได้ทําการจําลองรูปแบบของการติดเช้ือร่วมระหว่างเช้ือไวรัส

ไข้หวัดใหญ่และการติดเช้ือแทรกซ้อนจากแบคทีเรียที่พบได้เสมอในระบบทางเดินหายใจ และ

ทําการศึกษาผลของการทําหน้าที่ของเซลล์นิวโทรฟิลเมื่อได้รับการกระตุ้นด้วย IL-17 ซึ่งในการศึกษา

น้ีได้ทําการกระตุ้นเซลล์นิวโทรฟิลในหลอดทดลองด้วย murine rIL-17A ผลการศึกษาทําให้ทราบว่า 

IL-17 น่าจะมีบทบาทให้การช่วยกระตุ้นให้นิวโทรฟิลทําหน้าที่ในการผลิต ROS เพ่ิมมากขึ้น 

นอกจากน้ี IL-17 ยังน่าจะมีบทบาทในการช่วยให้นิวโทรฟิลเคลื่อนที่เข้าสู่บริเวณท่ีพบการติดเช้ือไวรัส

หรือแบคทีเรียและมีส่วนช่วยให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันบริเวณปอดที่เหมาะสม  
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	 นวิโทรฟิลเคลือ่นทีเ่ข้าสูเ่นือ้เยือ่ปอดโดยเป็นผลจาก
การดงึดดูของอนิเตอร์ลวิคนิ 17 (IL-17) และสิง่เร้าอืน่ 
การศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาผลของ IL-17 
ต่อการกระตุน้การท�ำหน้าทีข่องนวิโทรฟิล ผลการศกึษา
พบว่านวิโทรฟิลทีแ่ยกได้จากเลอืดของหนกูลุม่ควบคมุ
และกลุ่มที่ได้รับ LPS ณ ชั่วโมงที ่12, 24 และ 48 
เม่ือน�ำมากระตุ้นด้วย IL-17 recombinant protein 
(rIL-17) และตรวจวดัจ�ำนวนเซลล์ทีป่รากฏ ROS โดย 
flow cytometry พบว่าเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย rIL-17 
ปรากฏ ROS เพิม่ข้ึนในเซลล์ (p = 0.0265) ผลทดสอบ
กระบวนการเก็บกิน (phagocytosis) พบว่าเซลล์จาก
กลุ่มที่ได้รับ LPS และถูกกระตุ้นด้วย rIL-17 มีความ
สามารถในการเก็บกินเพิ่มข้ึน ณ เวลา 12 ชั่วโมง 
(p = 0.0493) ผลการตรวจสอบโครงสร้าง neutrophil 
extracellular traps (NETs) ไม่พบความแตกต่าง
ระหว่างเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย rIL-17 และเซลล์ท่ีไม่
ได้ถูกกระตุ้น (p = 0.108) รอยโรคที่ปอดจากการท�ำ
หน้าที่ของนิวโทรฟิลพบค่าเฉลี่ยคะแนนรอยโรคในหนู
กลุ่มที่ได้รบั LPS มค่ีามากกว่าหนกูลุม่ควบคมุทกุช่วง
เวลา นอกจากนีย้งัตรวจพบการแสดงออกของยนีตวัรบั 
IL-17 (IL-17R) ของนวิโทรฟิลทีเ่วลา 12, 24 และ 48 
ชั่วโมงภายหลังได้รับ LPS ซึ่งสอดคล้องกับรอยโรคที่
ปอดจากการเคลื่อนท่ีเข้ามาของนิวโทรฟิลและการท�ำ
หน้าท่ีของเซลล์ชนิดนี้ การศึกษานี้อาจสรุปได้ว่านิว
โทรฟิลสามารถถูกกระตุ้นจาก IL-17 ที่ปรากฏบริเวณ
เนือ้เยือ่ปอดและส่งผลต่อการท�ำหน้าท่ีของเซลล์ชนิดน้ี
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	 Neutrophils migrate to the lung tissues via 
signalings from IL-17 and other stimuli. In this 
study, we aimed to explore the effects of IL-17 on 
neutrophil functional activities. The results showed 
that priming of IL-17 recombinant protein (rIL-17) 
to neutrophils isolated from peripheral bloods of 
control and LPS-challenged mice at 12,  24, and 
48-hour post challenge (p.c.) markedly increased 
the generation of ROS by flow cytometry (p = 
0.0265). Further investigation of rIL-17 primed 
neutrophil phagocytosis revealed higher level of 
activity in LPS-challenged mice at 12h p.c. (p = 
0.0493). No significant difference on neutrophil 
extracellular traps (NETs) formation from rIL-17 
stimulated and non-stimulated groups in all indicat-
ed time points (p = 0.108). Lung histopathological 
scores were higher in LPS-challenged group than 
control group. Furthermore, RT-PCR detection of 
IL-17R expression in isolated neutrophils at 12, 
24, and 48h p.c. also confirmed the association of 
severity of lung lesions from neutrophil migration 
and its effector functions. To our knowledge, 
these observations provided the evidence that 
neutrophils could be readily triggered by cytokine, 
particularly IL-17 to perform their functions.


