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การแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทอยางงายโดยวิธีการปนแยกดวยเปอรคอล
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ความเปนมา: เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท (monocytes) มีบทบาทสำาคัญในระบบภูมิคุมกัน และเปนเซลลตนกำาเนิด (precursor) ของ 

แม็คโครฟารจ (macrophages) ในเนื้อเยื่อของรางกาย   เซลลเหลานี้จะทำาหนาที่กำาจัดเชื้อโรค และนำาเสนอแอนติเจนตอ T cells รวม

ทั้งหลั่งไซโตไคน (cytokines) ไดหลายชนิด ซึ่งควบคุมระบบภูมิคุมกัน  วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยก

ได หาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่มีชีวิต และหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกไดที่สามารถทำาหนาที่ phagocytosis ไดโดยวิธีการปน

แยกดวยเปอรคอล ซึ่งเปน hyperosmotic density gradient medium  วิธีการศึกษา: เราใชสวนเม็ดเลือดขาว (buffy coat)  ของ

ผูบริจาคโลหิต ที่สถาบันพยาธิวิทยาซึ่งเปนสวนประกอบของโลหิตที่ทางสถาบันพยาธิวิทยาเหลือทิ้ง จำานวน 13 ราย มาศึกษา โดยมี

ข้ันตอนการดำาเนินการ คือ ปนแยก PBMC จาก buffy coat โดยใช Ficoll-Hypaque gradient (density = 1.070 g/mL) จากนั้น

จึงปนแยกโมโนซัยทจาก PBMC โดยใช hyperosmolar Percoll gradient (density = 1.064  g/ml) หาเปอรเซนตของโมโนซัยทที่

แยกได  โดยการยอมดวย monoclonal antibodies ตอ CD45/CD14 และวัดโดยวิธี โฟลไซโตเมทรี และหาเปอรเซนตของโม

โนซัยทที่มีชีวิต (viability)  โดยยอมดวยสี trypan blue และศึกษาวาโมโนซัยทที่แยกไดสามารถทำาหนาที่ phagocytosis ไดหรือ

ไม มากนอยเพียงใด โดยการนับจำานวนเปอรเซนตของเซลลซึ่งสามารถจับกิน latex beads ได  ผลการศึกษา: พบวา เปอรเซนตของ

โมโนซัยทที่แยกได และเปอรเซนตของโมโนซัยทที่มีชีวิต (viability) มีคาสูง (95.3% และ 94.1% ตามลำาดับ) คาเฉลี่ยของเปอรเซน

ตของโมโนซัยทที่มีอยูใน PBMC ที่สามารถแยกไดเมื่อใช Ficoll-Hypaque gradient คือ 21% และจาก PBMC จำานวน 150 x 106 

เซลล เมื่อใชเปอรคอล จะไดคาเฉลี่ยของโมโนซัยท คือ 16.8 x 106 เซลล ซึ่งมีเปอรเซนตโมโนซัยทอยูคิดเปน 81.3% (% purity) และ 

คิดเปนจำานวนเซลล 43.1% (% recovery) สำาหรับโมโนซัยทที่แยกโดยวิธีนี้ไดสามารถทำาหนาที่ phagocytosis ได 74.8%  สรุป: จะ

เห็นไดวาวิธีนี้เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว ไมใชเครื่องมือที่มีราคาแพง และไดผลดี คือเปอรเซ็นตโมโนซัยทสูง เหมาะสำาหรับหองปฏิบัติการ

ที่มีงบประมาณจำากัด และสามารถนำาไปใชในงานวิจัยดานภูมิคุมกันวิทยาอื่นๆ ตอไปได 
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บทนำา

เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท (monocytes) มีบทบาทสำาคัญในระบบ

ภูมิคุมกัน และเปนเซลลตนกำาเนิด (precursor) ของ แม็คโครฟารจ 

(macrophages) ในเนื้อเยื่อ (tissue) ของรางกาย   เซลลเหลานี้จะ

ทำาหนาที่กำาจัดเชื้อโรค และนำาเสนอแอนติเจนตอ T cells  รวมทั้ง

หลั่งไซโตไคน (cytokines) ไดหลายชนิดซึ่งควบคุมระบบภูมิคุมกัน 

หนาที่ของโมโนซัยทซึ่งผิดปกติพบไดในโรคตางๆ นอกจากนี้การ

ที่โมโนซัยทมี CD4 receptors บนผิวเซลล1 จึงทำาใหเชื้อเอชไอวี

สามารถเขาสูเซลลนี้ได มีผลใหเมื่อมีโมโนซัยทที่ติดเชื้อเอชไอวี
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อยูในรางกาย โมโนซัยทที่ติดเชื้อเอชไอวีจะทำาหนาที่เปนที่เก็บ

กัก (reservoirs) เชื้อเอชไอวีและสามารถทำาใหเซลลอื่นติดเชื้อได 

อีกทั้งโมโนซัยทที่ติดเชื้อเอชไอวีนี้ไมสามารถทำาหนาที่ของมันไดจึง

ทำาใหเกิดพยาธิสภาพ (pathogenesis)2

นอกจากนี้โมโนซัยทยังสามารถเจริญเติบโตเปน dendritic 

cells ภายนอกรางกาย (in vitro) และนำามาใชศึกษา dendritic 

cells ไดเชนกัน ดังนั้นการแยกโมโนซัยทเพื่อศึกษาหนาที่และ

บทบาททางดานวิทยาภูมิคุมกันจึงมีความสำาคัญ อยางไรก็ตาม

วิธีการแยกโมโนซัยทจากโลหิตคอนขางยุงยาก เนื่องจากจำานวน

โมโนซัยทมีประมาณ 10-20 % ของเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส 

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC)3 จึงทำาใหมีการ

ปนเปอน (contamination) ของเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟซัยทสูง

ในขณะแยก เทคนิควิธีดั้งเดิมของการแยกโมโนซัยท คือ การ

ใชคุณสมบัติการเกาะติดแกว หรือ พลาสติก (adherence) ของโม

โนซัยท4  หลังจากการแยก PBMC โดยใช Ficoll-Hypaque เทคนิค

นี้แมจะทำาไดงายแตใชเวลานานหลายขั้นตอน คือ การแยก PBMC 

จาก whole blood การเกาะติดพลาสติก และการลาง PBMC 

ที่ไมเกาะติดพลาสติกออก นอกจากนี้ จำานวนโมโนซัยทที่แยก

ไดต่ำา คือประมาณ 10%5 มีการปนเปอนของลิมโฟซัยทสูง6 และ 

โมโนซัยทอาจถูกกระตุนระหวางการแยก4

วิธีอื่นๆ ที่ใชในการแยกโมโนซัยท คือ immunoselection, 

centrifugal elutriation และ density gradients วิธี 

immunoselection (เปนการใช magnetic beads ที่จับกับ 

monoclonal antibodies ตอ CD14) ซึ่งมีราคาคอนขางแพง  

สวนวิธี centrifugal elutriation ใชเครื่องมือมีราคาแพง และ

ตองใชผูเชี่ยวชาญ มีประสบการณสูงในการทำา 

สำาหรับวิธี density gradients ซึ่งเปนวิธีปนแยกเซลลออกจาก

กันโดยใชพื้นฐานของขนาด (size) และความหนาแนน (density) 

ของเซลล เปนวิธีที่นาสนใจและมีผูพัฒนากันอยางตอเนื่อง5, 7-8 อยางไร

ก็ตามเนื่องจากความหนาแนนของเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟซัยท และ

โมโนซัยทใกลเคียงกัน ดังนั้นการแยกออกจากกันจึงเปนการยาก 

ถาใชความหนาแนนที่แตกตางกันอยางเดียว Fluks9 แสดงใหเห็น

วาสามารถเพิ่ม monocyte purity ไดโดยการใช hyper-osmotic 

density  gradient media  

ในการศึกษานี้ เปนการตรวจหาเปอรเซนตของโมโนซัยท และ

เปอรเซนตของโมโนซัยทที่มีชีวิต (viability)  โดยวิธีการปนแยก

ดวยเปอรคอล ซึ่งเปน hyper-osmotic density  gradient media

และดูโมโนซัยทที่แยกไดสามารถทำาหนาที่ phagocytosis ไดหรือ

ไม เปนการพัฒนาเทคนิค density gradient โดยการใชเปอรคอล  

ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว ไมใชเครื่องมือที่มีราคาแพง และไดผล

ดี คือเปอรเซ็นตโมโนซัยทสูงเหมาะสำาหรับหองปฏิบัติการที่มีงบ

ประมาณจำากัด และสามารถนำาไปใชในงานวิจัยดานภูมิคุมกันวิทยา

อื่นๆ ตอไปได 



วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกไดและ

เปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่มีชีวิตโดยวิธีการปนแยกดวยเปอรคอล

2. เพื่อศึกษาหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกไดที่สามารถ

ทำาหนาที่ phagocytosis

วัสดุและวิธีการดำาเนินการวิจัย

1.ตัวอยางเลือดที่ใชในงานวิจัย

ตัวอยางเลือดที่ใชในงานวิจัยนี้เปนเลือดของคนปกติ ซึ่งเปนอา

สาสมัครผูบริจาคโลหิตที่สถาบันพยาธิวิทยา (สพธ.) โดยที่ทาง 

สพธ. จะนำาเลือดของผูบริจาคเหลานี้ไปปนแยกสวนที่ไมตองการ

ใชออก ไดแกเม็ดเลือดขาว (buffy coat) ซึ่งผูวิจัยจะนำาสวนนี้

มาใชในการวิจัย โดยสวนเม็ดเลือดขาวนี้ไมสามารถระบุตัวบุคคล

ผูบริจาคโลหิตได และโครงการวิจัยนี้ไดผานการอนุมัติจากคณะ

อนุกรรมการพิจารณาโครงการวิจัย กรมแพทยทหารบก

2.น้ำายาและสารตางๆที่ตองเตรียมเพื่อใชในการทดลอง

2.1 อาหารเลี้ยงเซลล

 อาหารเลี้ยงเซลลที่ใชในการทดลองนี้มีสองชนิดคือ 

Washing media และ Complete media ซึ่งอาหารแตละชนิด

มีสวนประกอบดังนี้ 

2.2  PBS/Citrate pH 7.2

 PBS/Citrate เตรียมไวเพื่อใชในการผสม Hyperosmolar 

Percoll gradient PBS/Citrate ประกอบดวย   Na
2
HPO

4
 9.15 

mM, NaH
2
PO

4
 1.49 mM, NaCl 139.97 mM และ C

6
H

5
Na

3
O

7
, 

2H
2
O 13 mM

2.3 Hyperosmolar Percoll gradient

 Hyperosmolar Percoll gradient ไดจากการผสม 

Percoll 9 สวนกับ 1.5 N NaCl 1 สวน และนำาทั้งหมดที่ไดมา

ผสมกับ PBS/Citrate ในสัดสวนที่เทากัน hyperosmolar Percoll 

gradient จะตองผสมวันตอวัน ไมสามารถผสมทิ้งไวขามคืนได
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การ แยกเม็ดเลือด ขาว ชนิด โมโน ซัยทอยาง งาย 15

ตารางที่1  สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล 

Media RPMI(%) Pen/strep(%) FBS(%) L-glutamine(%)

Washing media 97 1 2 -
Complete media 85 1 10 4

3.ขั้นตอนการทดลอง

งานวิจัยนี้ไดทำาการศึกษาที่หองปฏิบัติการภูมิคุมกันวิทยา 

แผนกจุลชีววิทยา กองวิจัยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร  

(สวพท.)

3.1 การแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) ออก

จากเลือดโดยการปนแยกดวย Ficoll-Hypaque  

 ใชปเปตดูดเลือดขึ้นมา 20 ml คอยๆ ปลอยเลือดลงบน 

Ficoll-Hypaque ปริมาตร 10 ml ที่เตรียมไวใน centrifuge tube 

ขนาด 50 ml อยางชาๆ จากนั้นนำาไปปนที่อุณหภูมิหอง ความเร็ว

รอบ 2,500 rpm เปนเวลา 30 นาที 

ผลการปนแยกจะทำาใหสารในหลอดแยกออกมาเปนสามสวน 

(รูปที่ 1) คือ 1. สวนสีแดงดานลางซึ่งจะประกอบดวยเม็ดเลือด

แดง 2. สวนที่เปนชั้นบางๆสีขาวตรงกลางคือชั้น buffy coat ซึ่ง

ประกอบดวย PBMC และ 3. สวนน้ำาใสดานบน สวนชั้น buffy 

coat หรือ PBMC จะถูกเก็บโดยใช pasture pipette เซลล 

PBMC จะถูกลางดวย washing media แลวยอมดวยสี trypan 

blue เพื่อนับจำานวนเซลลที่มีชีวิต และคำานวณคาจำานวนเซลลที่

มีชีวิตโดยใช hematocytometer จากนั้นปรับเซลลใหมีความ

เขมขนเปน 50 x 106  cells/ml

3.2 การแยกโมโนซัยทออกจาก PBMC โดยนำา PBMC 

ไปปนแยกดวยเปอรคอล

 ใชปเปตดูด PBMC ที่มีความเขมขน 50 x 106 cells/

mL จำานวน 3 mL คอยๆปลอยลงบน hyperosmolar Percoll 

gradient ที่ไดเตรียมไว (รูปที่ 2) นำาไปปนที่อุณหภูมิหอง ความเร็ว

รอบ 2,500 rpm นาน 35 นาที 

ผลที่ไดจะพบวามีชั้นสีขาวขุนลอยอยูตรงกลางซึ่งเปนโมโนซัยท 

(รูปที่ 3) ชั้นสีขาวนั้นจะถูกเก็บโดยใช pasture pipette และเซลลจะ

ถูกลางดวย washing media แลวยอมดวยสี trypan blue  เพื่อ

นับจำานวนเซลลและคำานวณคา viability โดยใช hematocytometer

ขั้นตอนการเตรียมการและการแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทโด

ยการใชเปอรคอล สามารถสรุปเปนแผนภูมิ ดังรูปที่ 4

3.3 การตรวจสอบปริมาณโมโนซัยทและลิมโฟซัยทที่มีอยูใน 

PBMC และโมโนซัยทที่ไดหลังจากการปนแยกดวยเปอรคอล โด

ยการใชเครื่องโฟลไซโตมิเตอรในหองปฏิบัติการโลหิตวิทยาและ

โฟลไซโตเมทรี  กองวิจัย สวพท. 

การยอม โมโนซัยทดวย Monoclonal antibody กอนนำามา

วิเคราะหโดยวิธีโฟลไซโตเมทรี

นำา monoclonal antibody CD45/CD14 ซึ่งติดฉลากสาร

เรืองแสง 20 µl มาบมกับ PBMC และโมโนซัยท ที่อุณหภูมิหอง

ในที่มืดเปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม Facflow หลอดละ 1 mL 

นำาไปปนลางที่ความเร็วรอบ 1,250 rpm เปนเวลา 10 นาที แลว

ทำาการฟกซเซลลโดยเติม 1% paraformaldehyde 0.5 ml แลว

จึงนำาไปตรวจสอบดวยเครื่องโฟลไซโตมิเตอรถาหากยังไมนำาไป

ตรวจสอบจะตองเก็บเซลลไวในที่มืด ที่อุณหภูมิ 4°C ลิมโฟซัยทนั้น

จะติดเฉพาะ antibody CD45 เนื่องจากไมมี CD14 บนผิวเซลล 

ในขณะที่โมโนซัยทจะติดแอนติบอดี ทั้งสองชนิด

3.4 การทดสอบ phagocytosis ของโมโนซัยทที่แยกได 

 การทดสอบ phagocytosis ของโมโนซัยท จะทดสอบ

โดยนำาโมโนซัยทที่แยกไดจากการปนแยกกับเปอรคอล มาบมกับ 

polystyrene latex beads ที่ 37°C เปนเวลานาน 19 - 20 ชั่วโมง 

จากนั้นนำาเซลลไปปนลางดวย PBS แลวสเมียรลงบนแผนกระจก

สไลด จากนั้นนำากระจกสไลดดังกลาวไปยอม Wright Giemsa 

stain แลวนำาไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน

4.การรวบรวมผลการทดลองและวิเคราะหขอมูล

เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่เกี่ยวกับการแยกโมโนซัยทออก

จากเลือด ดังนั้นผลการทดลองที่จะตองรวบรวมนั้นจึงเปนขอมูลตางๆ

ของโมโนซัยท ไดแก viability, purity, yield และ phagocytosis 

การใหไดมาซึ่งขอมูลตางๆ ที่ตองการนั้นคำานวณไดดังนี้

4.1 Percentofviability

 การคำานวณคา viability percentage จะพิจารณาจาก

จำานวนเซลลที่ไมติดสีฟาเมื่อยอมดวยสี trypan blue เทียบกับ

จำานวนเซลลทั้งหมดที่นับไดบน hematocytometer ดังสมการ
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รูปที่1  ผลที่ไดจากการปนแยกเลือดโดยใช Ficoll-Hypaque

รูปที่2 การนำา PBMC ปลอยลงบนหลอดที่บรรจุ hyperosmolar 

 Percoll  อยางชาๆ เพื่อ    นำาไปปนแยกโมโนซัยท

รูปที่3 ผลที่ไดจากการปน PBMC กับ hyperosmolar Percoll  

 gradient

 

4.2 Percentofpurity

 การตรวจสอบคา purity จะพิจารณาจากผลของ Flow 

cytometry analysis ซึ่งจะแสดงใหเห็นถึงรอยละของเซลล 

ลิมโฟซัยทและเซลลโมโนซัยทที่มีอยู ทำาใหสามารถพิจารณาคา 

purity ไดโดยพิจารณาจากผลโฟลไซโตเมทรี ของเซลลที่แยก

ไดดวยเปอรคอล

4.3Percentofyield

 ในการคำานวณคา yield จะพิจารณาจากผลของ Flow 

cytometry analysis ดวยเชนกัน โดยจากผล โฟลไซโตเมทรี

ของ PBMC จะทำาใหคำานวณไดวา PBMC ตั้งตน 150 x 106 เซล

ล จะมีโมโนซัยทอยูเทาใด ดังสมการ

และจากผลของเซลลที่แยกไดดวยเปอรคอลก็จะทำาใหคำานวณ

ไดวาเซลลที่เก็บไดจากการแยกดวยเปอรคอล นั้นมีปริมาณ 

โมโนซัยทอยูเทาใด 

ทำาใหสามารถคำานวณ yield percentage ได ดังสมการ

4.4 Percentofphagocytosis

 การคำานวณคา phagocytosis นั้นจะนับจำานวนเฉพาะ

เซลลโมโนซัยทบนกระจก สไลดที่ยอมสีแลว โดยถือวาเซลลที่มีการ

กิน latex beads ตั้งแต 5 เม็ดขึ้นไป จะมีหนาที่ phagocytosis 

เทียบกับจำานวนโมโนซัยททั้งหมดโดยจะทำาการนับตัวอยางละ 20 

ฟลด การคำานวณเปนเปอรเซ็นตทำาไดดังสมการ

ผลการวิจัย

1.ผลการทดสอบหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกได

1.1 ผลMonocytepuritypercentage

 จากการคำานวณหา purity percentage ของโมโนซัยทโดย

วิธี Flow cytometry analysis นั้น จากรูปที่ 5 แสดงถึงตัวอยาง

ของการวิเคราะหผลโดยวิธีโฟลไซโตเมทรี  หลังจากการแยกได 
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รูปที่5  ผลของ Flow cytometry analysis ของตัวอยางเลือดเมื่อแยก PBMC โดยใช Ficoll- Hypaque

รูปที่4  แผนภูมิขั้นตอนการเตรียมการและการแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทโดยการใชเปอรคอล

MonocyteisolationUsingHyperosmolar

PercollGradient

PreparationisoosmoticPercollbymixing

Percolland1.5MNaCl=9:1v/v

PreparedPercollgradientbymixing

IsoosmoticPercollwithPBS/Citrate1:1v/v

OverlayPBMConPercollgradientwithvariousconcentration

Centrifugedat2,500rpm,35min,roomtemperature

CollectedthemonocyteusingPasteurpipette

CountandtestedCD45/CD14stainingand

viabilitybytrypanblueFACanalysis

Þ

Þ

Þ

Þ

Þ Þ
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PBMC โดยใช Ficoll-Hypaque และนำามายอมดวย Monoclonal 

antibody CD45/CD14 ซึ่งเปนการยอม monocytes สำาหรับ 

Forward scatter นั้นเปนตัวแทนของขนาดของเซลล สวน Side 

scatter ซึ่งเปนตัวแทนของ granularity ของเซลล ดังนั้นในรูป 

R1 คือ ลิมโฟซัยท สวน R2 คือ โมโนซัยท  เมื่อพิจารณาวา R1 

+ R2  เปนตัวแทนของเซลล PBMC ทั้งหมด จำานวน 100% แลว 

จากรูป R1 คือ 73.71% และ R2 คือ 26.29% นั่นคือ จากตัวอยาง

นี้ Purity ของ โมโนซัยท ใน PBMC คือ 26.29%

เมื่อทำาการทดสอบตอโดยนำา PBMC มาแยกโมโนซัยทโดย

ใชเปอรคอล ซึ่งเปนขั้นตอนที่ 2 ของการแยกโมโนซัยทและยอมดวย 

Monoclonal antibody CD45/CD14 เพื่อหา purity percentage 

ของ โมโนซัยท โดย Flow cytometry analysis และวิเคราะหเชน

เดียวกับการแยกโมโนซัยท หลังจากการใช Ficoll-Hypaque ใน

ขั้นตอนแรก จากรูปที่ 6 พบวา R1 คือ ลิมโฟซัยท มี จำานวน 10.09 

% และ R2 คือ โมโนซัยท มีจำานวน 90.05 % นั่นคือ จากตัวอยาง

ในรูปที่ 6 นี้ purity percentage ของ โมโนซัยท ที่ไดหลังจาก

ขั้นตอนที่สองโดยการใช เปอรคอล คือ 90.05 %

ผลการแยกโมโนซัยท โดยใชเปอรคอล ของตัวอยางเลือดคน

ปกติ จำานวน 13 ราย โดยใชสวนเม็ดเลือดขาว (buffy coat) 

ของอาสาสมัครผูบริจาคโลหิต จากธนาคารเลือด สพธ.ศพม.นั้น 

คา mean ± SD ของ purity percentage ของโมโนซัยท ใน 

PBMC ที่สามารถแยกไดเมื่อใช Ficoll-Hypaque และ หลังการ

ใช เปอรคอล คือ 21.0 ± 6.5 และ 81.3 ± 4.5 ตามลำาดับ (ตาราง

ที่ 2)

1.2ผลMonocyteyieldpercentage

Monocyte yield percentage เปนการหาคาโมโนซัยทที่แยก

ไดวามีจำานวนเปนกี่เปอรเซนต ของจำานวนโมโนซัยททั้งหมดที่มี

อยูใน PBMC ตั้งตน 150 x106 เซลล จากที่กลาวขางตนวา คา 

yield percentage จะคำานวณไดจากผลของ Flow cytometry 

analysis ดวยเชนกัน ดังสมการที่กลาวในวิธีการดำาเนินการ ผล

การศึกษาพบวาคา mean ± SD ของ cells yield ที่แยกไดหลัง

จากการปนแยกดวยเปอรคอล คือ 16.8 ± 9.9 (x 106) สำาหรับ 

purity percentage ของโมโนซัยทหลังจากการปนแยกดวย

รูปที่6  ผลของ Flow cytometry analysis ของโมโนซัยท์ที่แยกได้โดยใช้เปอร์คอล
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เปอรคอล คือ 81.3  ± 4.5  ดังนั้นคาเฉลี่ยของ monocyte 

yield ในการศึกษานี้ คือ 13.5 ± 7.3 (x 106) นั่นคือ คา mean ±
SD ของ yield percentage ของโมโนซัยท คือ 43.1 ± 18.2 

(ตารางที่ 2) 

1.3ผลMonocyteviabilitypercentage

การแยก เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทโดยการใชเปอรคอล ใน

การศึกษานี้มี 2 ขั้นตอน 

ในขั้นตอนแรกเปนการแยก PBMC ซึ่งเรานำามาหาคาเปอรเซ็นต 

viability หรือเม็ดเลือดขาวที่มีชีวิต โดยการยอมดวยสี trypan 

blue พบวา คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตของ PBMC ที่มีชีวิตนั้นมีคาเทา

กับ 95.3 ± 2.6 (mean ± SD)  ดังแสดงในตารางที่ 2 

ในขั้นตอนที่สอง เปนการแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทจาก 

PBMC พบวาคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่มีชีวิตนั้น

มีคาเทากับ 94.1 ± 8.1 (mean ± SD)  ดังแสดงในตารางที่ 2



2.ผลการทดสอบหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกไดที่สามารถ

ทำาหนาที่phagocytosis

การศึกษานี้พบวา คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตของเม็ดเลือดขาว

ชนิดโมโนซัยทที่แยกได สามารถทำาหนาที่ phagocytosis โดย

การกิน latex beads ตั้งแต 5 เม็ดเปนตนไป (รูปที่ 7) คือ 74.8 

± 8.7 (ตารางที่ 2) 

บทวิจารณ

การแยกโมโนซัยทในการศึกษานี้ใชวิธีปนแยก 2 ขั้นตอน คือ 

ขั้นตอนแรก แยก PBMC จาก  buffy coat โดยใช Ficoll-

Hypaque สวนในขั้นตอนหลังแยกโมโนซัยทออกจาก PBMC 

ที่แยกไดในขั้นตอนแรก โดยการใช hyperosmolar Percoll 

gradient  ซึ่งมีนักวิจัยหลายคณะไดทำาการศึกษาโดยการใช 

Percoll gradient และพบวาปริมาณ โมโนซัยทที่แยกไดสูงมีปริ

มาณลิมโฟซัยทปนเปอนนอย มีอัตราการรอดชีวิตสูง7-10 และยัง

คงมีความสามารถในการ phagocytosis ไดอยู7  อยางไรก็ตาม

ยังไมมีรายงานการศึกษานี้ในประเทศไทย 

ในงานวิจัยนี้เราใชสวน buffy coat ซึ่งไดจากเลือดเปนจำานวนมาก 

ของอาสาสมัครผูบริจาคโลหิตจำานวน 13 ราย มาทำาการศึกษา เพื่อ

ใหได PBMC หลังจากแยกในขั้นตอนแรกโดยใช Ficoll-Hypaque 

เปนจำานวนมาก เนื่องจากจำานวน PBMC ที่ตองการใช มีจำานวน 

150 x 106 เซลล คงที่เทากันทุกครั้งของการศึกษานี้ งานวิจัยนี้

ไมไดทดสอบกับเลือดโดยตรง ซึ่งใชเลือดในขั้นตอนแรกนอยกวา 

อยางไรก็ตามการศึกษาของ  Almeida และคณะ ไดเปรียบเทียบ

การใชเลือดจำานวนมากและการใชเลือดจำานวนนอยในขั้นตอนแรก

พบวาผลเปอรเซ็นตโมโนซัยทที่ไดคลายกัน7 

ผลการทดลองการแยก โมโนซัยท จากอาสาสมัครจำานวน 13 ราย

ไดสรุปไวดังแสดงในตารางที่ 2 จะเห็นไดวาเปอรเซนตของ PBMC 

และ โมโนซัยทที่มีชีวิต (viability) ซึ่งทดสอบโดยการยอมดวยสี 

trypan blue มีคาเฉลี่ยสูง คือ 95.3 % และ 94.1% ตามลำาดับ 

ผลเปอรเซนตโมโนซัยทที่มีชีวิตของการศึกษานี้ มีคาใกลเคียงกับ

การศึกษาของ Hardin และคณะ10 การไดรับคาเปอรเซนตของ 

PBMC และ โมโนซัยทที่มีชีวิตสูง นั้นปจจัยที่สำาคัญคือ การปนลาง

ทันทีหลังจากการแยกเซลลไดแลว

ในการศึกษานี้คาเฉลี่ยของเปอรเซนตของโมโนซัยทที่มีอยูใน 

PBMC ที่สามารถแยกไดเมื่อใช Ficoll-Hypaque gradient คือ 

21% ซึ่งมีคาใกลเคียงกับหลายการศึกษา7,10 และจาก PBMC จำานวน 

150 x 106 เซลล เมื่อหลังปนแยกโดยใชเปอรคอล จะไดคาเฉลี่ยของ 

cells  yield และ monocyte yield คือ 16.8 x 106   และ 13.5 x 

106    เซลล ตามลำาดับ หรือมีคาเฉลี่ยหลังคำานวณเปนเปอรเซนต 

monocyte yield คือ  43.1% ซึ่งคาที่ไดคอนขางต่ำา ซึ่งเมื่อเปรียบ

เทียบกับการศึกษาของนักวิจัยหลายคณะซึ่งใชเปอรคอล ในการปน

แยกที่ไดคาเฉลี่ยเปอรเซนต yield ที่คอนขางสูง คือ ตั้งแต 70 – 

90%7 – 10 ปจจัยที่สำาคัญซึ่งทำาใหไดเปอรเซนต yield สูง นั้นคือ 

ประสบการณ และความเชี่ยวชาญในการทำาการทดสอบที่มากพอ 

การแยก PBMC ออกจากเลือดโดยการปนแยกดวย Ficoll – 

Hypaque gradient (density =1.070) สวนของ PBMC จะปรากฏ

เปนแถบสีขาวขุนอยูตรงกลาง เมื่อทำาการปนเหวี่ยง PBMC กับ 

hyperosmolar Percoll gradient (density =1.064) แลว พบวา 

ชั้นของ โมโนซัยท จะอยูเหนือชั้นของลิมโฟซัยทเล็กนอย เนื่องจาก

ความหนาแนนของเซลลทั้งสองชนิดนี้ใกลเคียงกัน คือ โมโนซัยท 

มีความหนาแนนอยูในชวง 1.057 – 1.069 g/mL สวนลิมโฟซัยท 

มีความหนาแนนอยูในชวง 1.063 – 1.077 g/mL การที่ใชเปน 

hyperosmolar Percoll density gradient นั้นจะชวยใหเซลล 

โมโนซัยทและลิมโฟซัยทแยกออกจากกันไดงายและชัดเจนมากขึ้น 

เนื่องจากเซลลลิมโฟซัยทมีความไวตอ hyperosmolarity มากกวาเซลล 

โมโนซัยท ทำาใหลิมโฟซัยท มีการสูญเสียน้ำาออกจากเซลลมากกวา 

ความหนาแนนภายในเซลลจึงมากขึ้น ดังนั้นเมื่อมีการปนแยกเซลล 
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ตารางที่2  คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกได โมโนซัยทที่มีชีวิต และหนาที่ phagocytosis    ของโมโนซัยทหลัง

    จากการปนแยกดวยเปอรคอล

Monocyte Properties (N = 13) Mean  ±  SD (range)

PBMC (x106 cells)

% Viability of PBMC

% Monocytes in PBMC

% Monocytes after Percoll Gradient

% Viability of Monocytes

Cells  Yield after Percoll Gradient 

Monocytes Yield

% Yield of Monocytes

% Phagocytosis of Latex Beads

150

95.3 ± 2.6 (89 -100)

21.0 ± 6.5 (10.1 – 33.8)

81.3 ± 4.5 (75.7 – 90.1)

94.1 ± 8.1 (70 – 99)

16.8 ± 9.9 (8.0 – 39.1) (x 106)

13.5 ± 7.3 (6.1 – 29.6) (x 106)

43.1 ± 18.2 (28.7 -76.3)

74.8 ± 8.7 (63 – 88)

ลิมโฟซัยท จะมีการจัดเรียงตัวอยูในระดับที่ต่ำากวาโมโนซัยท อยาง

ไรก็ตามในทางปฏิบัติการ การดูดเซลลโมโนซัยทเพื่อไมใหปนเปอน

ชั้นของลิมโฟซัยทไมงายนัก นักวิจัยจะตองมีประสบการณในการ

ทำาการทดสอบที่มากพอจึงจะไดคา yield สูง อีกทั้งการดูดเซลล 

โมโนซัยทจะตองดูดใหหมดในชั้นนั้นเพื่อใหไดจำานวนโมโนซัยทที่มี

อยูจริง และนับจำานวนโมโนซัยทเพื่อไปคำานวณคา เปอรเซนต yield 

ของโมโนซัยท นอกจากนี้เซลลที่หายไปในระหวางการปนลาง ก็เปน

สาเหตุหนึ่งของการที่ไดเปอรเซนต yield ของโมโนซัยทต่ำาเชนกัน

สำาหรับการหา purity percentage ของโมโนซัยท การศึกษา

นี้เราใชเทคนิควิธี โฟลไซโตเมทรี โดยยอมดวย Monoclonal 

antibody CD45/CD14 ซึ่งพบวา มี % Purity ของ โมโนซัยท 

ตั้งแต 75.7% ถึง 90.1% ซึ่งโดยเฉลี่ยแลว โมโนซัยท ที่แยกไดมี

ความบริสุทธิ์ 81.3% ซึ่งคาที่ไดคอนขางสูงเปนที่นาพอใจ ใกลเคียง

กับหลายการศึกษาซึ่งใชเปอรคอลในการปนแยก7 – 10 

รูปที่7   เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทที่มีการกิน latex beads ตั้งแต 5 เม็ดเปนตนไป
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การ แยกเม็ดเลือด ขาว ชนิด โมโน ซัยทอยาง งาย 21

ผลการทดสอบหาเปอรเซ็นตของโมโนซัยทที่แยกไดและสามารถ

ทำาหนาที่ได ในการศึกษานี้เราใชการทดสอบวิธี phagocytosis 

โดยการกิน latex beads ตั้งแต 5 เม็ดขึ้นไป พบวาคาเฉลี่ยของ

เปอรเซ็นตของเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยทที่แยกได สามารถทำาหนา

ที่ phagocytosis คือ 74.8% ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาวิจัย

อื่นๆ จะนอยกวา เชนการศึกษาของ Almeida และคณะ พบวา

โมโนซัยทที่แยกได สามารถทำาหนาที่ phagocytosis ประมาณ 

90%7 ปจจัยที่สำาคัญอยางหนึ่งที่ทำาใหได โมโนซัยทที่สามารถทำา

หนาที่ได คือ เวลาที่ใชในการปนแยกโมโนซัยท ถาปนนานเกินไป 

คาโมโนซัยทที่สามารถทำาหนาที่ไดที่ไดอาจจะต่ำาไดเชนกัน อยางไร

ก็ตามมีหลายการศึกษาที่มิไดทดสอบการทำาหนาที่ของโมโนซัยทที่

แยกได8 – 10       

สรุปและขอเสนอแนะ

โครงการนี้เปนโครงการวิจัยดานการพัฒนาเทคนิคในหองปฏิบัติ

การภูมิคุมกันวิทยาโดยการพัฒนาวิธีการแยกเม็ดโลหิตขาวชนิด 

โมโนซัยท ดวยวิธีการปนแยกโดยใชเปอรคอลซึ่งเปนวิธีที่งาย สะดวก 

และประหยัด สามารถที่จะแยกโมโนซัยทออกมาไดอยางมีประสิทธิภาพ 

นั่นคือ โมโนซัยทที่แยกไดยังมีชิวิตและความบริสุทธิ์สูง อีกทั้งเซลล 

ที่แยกไดสวนใหญยังคงมีความสามารถในการ phagocytosis 

คณะผูวิจัยไดดำาเนินการทดสอบนี้ในอาสาสมัครผูบริจาคโลหิต

ที่มีสุขภาพดีซึ่งไดผลเปนที่นาพอใจ การวิจัยนี้ถือวาเปนขั้นตอน

แรกของการพัฒนาเทคนิคดังกลาว ซึ่งสามารถนำาไปใชไดสำาหรับ

หองปฏิบัติการที่มีงบประมาณจำากัด อยางไรก็ตามในการวิจัยนี้

ไดทำาการศึกษาเฉพาะในคนปกติยังไมไดทำาการศึกษาในผูปวยโรค

ตางๆ ซึ่งในปจจุบันเม็ดโลหิตขาวชนิดโมโนซัยทในกลุมผูปวยหลาย

โรคไดนำามาศึกษาเชน โรคเอดส โรควัณโรค เปนตน ดังนั้นการ

แยกเม็ดโลหิตขาวชนิดโมโนซัยทในกลุมผูปวยโดยวิธีนี้ พรอมกับ

การทดสอบหนาที่ทางดานภูมิคุมกันวิทยาอื่นๆ นอกจากการศึกษา 

phagocytosis เชน การศึกษาการหลั่งไซโตไคน เปรียบเทียบกับการ

แยกเม็ดโลหิตขาวชนิดโมโนซัยทดวยวิธีอื่นที่ทันสมัยแตมีราคาแพง 

เชน การใชวิธี immunoselection จะสามารถนำาวิธีนี้ไปใชอยาง 

กวางขวางเพิ่มมากขึ้น ทำาใหเกิดประโยชนและพัฒนางานวิจัยดาน 

ภูมิคุมกันวิทยาตอโรคติดเชื้อตางๆ ไดอยางดียิ่ง

กิตติกรรมประกาศ

ผูวิจัยขอขอบคุณ สถาบันพยาธิวิทยา สำาหรับการสนับสนุน

ตัวอยางเลือดที่ใชในการวิจัย โรงเรียนเตรียมอุดมศึกษา และ ภาค

วิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ที่มอบ

โอกาสใหนักเรียน และนักศึกษา มาฝกงานและไดเรียนรูเทคนิค 

ทางหองปฏิบัติการ และงานวิจัยจากโครงการวิจัยนี้ที่ แผนกจุลชีว- 

วิทยา กองวิจัย สวพท. และขอขอบคุณ สมาคมแพทยทหารแหง

ประเทศไทย ในพระบรมราชูปถัมภ ที่ใหทุนสนับสนุนการวิจัยนี้ โดย

เฉพาะอยางยิ่ง พลโท สืบพงษ สังขะรมย อดีต ผอ. สวพท. และ

ประธานกรรมการฝายวิชาการ สมาคมแพทยทหารแหงประเทศไทย 

สำาหรับคำาแนะนำาในการขอทุน พลตรี กฤษฎา ดวงอุไร อดีต ผอ. 

สวพท. และ เลขาธิการสมาคมแพทยทหารแหงประเทศไทย พลตรี 

บุณยรักษ พูนชัย ผอ. สวพท. และ พันเอก ณรงคฤทธิ์ ศิริโสภณา 

ผอ.กองวิจัย สวพท. ที่ใหการสนับสนุนเปนอยางดียิ่ง ทำาใหโครงการ

วิจัยนี้สำาเร็จลุลวงอยางสมบูรณ และมีคุณคา
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Background:  Monocytes play important roles in human immune system and are  precursors of macrophages 

in body tissues.  They have responsibility for phagocytosis of foreign substances and present antigens to T 

lymphocytes including production of many cytokines in order to control the immune system.   Objectives: 1) 

To study and establish the method of human blood monocyte isolation by using Percoll density gradient for an 

alternative method. 2) To determine monocyte purity, viability, yields and phagocytosis function after isolation by 

Percoll density gradient.   Methods:  Acid citrate dextrose blood from 13 healthy blood donors was obtained from 

blood bank and the buffy coat of blood sample of each donor was used in each experiment.  Two step procedure 

with single gradient in each step for monocytes isolation from whole blood was used.  First, we used a Ficoll-

Hypaque gradient (density = 1.070 g/mL) for seperation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and then 

a slight hyperosmolar Percoll gradient (density = 1.064 g/ml).  PBMC was counted and viability was estimated 

by trypan blue dry exclusion.  Percentage of monocytes after the Percoll gradient was determined by CD45/CD14 

staining and analysis using Flow cytometer.  The functional monocytes were detected by phagocytosis of latex 

beads.  Results: Our study demonstrated high percentage of viability of both PBMC and monocyte determined 

by trypan blue exclusion (95.3 and 94.1, respectively).  The average of percentage of monocytes present in the 

PBMC recovered from the initial Ficoll-Hypaque gradient was found to be 21.0 % monocytes.  From PBMC 150 

x 106 cells, using Percoll gradient, an average of 16.8 x 106 monocytes with a purity of 81.3% and a recovery of 

43.1% were obtained. The functional monocytes detected by phagocytosis of latex beads was shown to be 74.8 %. 

Conclusion: Percoll density gradient procedure provides highly purified human monocytes and can be done 

with usual reagents and equipment of average laboratory.  Thus, this procedure is still attractive alternative 

method for resource limited settings because it is convenient, simple and cheap and can be applied for the other 

immunological research.
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