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บทคัดยอ เฮทเตอโรฟลเปนเซลลในระบบภูมิคุมกันของไกที่สําคัญ โดยมีหนาที่ตอบสนองเบื้องตนตอการติดเชื้อ

เนื่องจากมีกลไกทําลายเช้ือโรคท้ังแบบภายในเซลลและภายนอกเซลล วัตถุประสงคของการศึกษาน้ีเพื่อทดสอบ

ผลของสารเคอรซตินิ (QH) ตอกระบวนการทําลายเชือ้โรคภายในเซลล ไดแก การสรางสารปฏกิริยิาออกซเิจนทีเ่ปนพษิ 

(ROS) การเก็บกินและการทําลายเชื้อโรค (phagocytosis and microbial killing) และตอกระบวนการทําลาย

เช้ือภายนอกเซลล คือ การสราง Heterophil Extracellular Traps (HETs) ผลการศึกษาพบวาเซลลเฮทเตอโรฟล

ทีแ่ยกไดจากไขกระดกูเมือ่นาํมากระตุนเบือ้งตนดวยสารเคอรซตินิทีร่ะดบัความเขมขน 50 ไมโครโมล (μM) นาน 30 นาท ี

และกระตุนเซลลซำดวยสาร PMA  สารเคอรซิตินสามารถสงเสริมใหเกิดการผลิต ROS เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ 

(p=0.005) กระบวนการเก็บกินเชื้อ Salmonella Enteritidis ที่ยอมสีฟลูออเรสเซนสของเฮทเตอโรฟลในกลุม QH 

ใหผลการเก็บกินที่ลดลงเล็กนอย (p=0.62) กระบวนการทําลายเช้ือ Salmonella Enteritidis  ในกลุม QH พบการ

ทําลายเช้ือเพ่ิมขึ้น (p=0.04) นอกจากน้ีสารเคอรซิตินยังมีผลตอการเพิ่มการสรางโครงสราง HETs อยางมีนัยสําคัญ 

(p=0.007)  การศึกษาน้ีสรุปไดวาการเสริมสารเคอรซิตินที่ความเขมขน 50 μM สงผลตอหนาที่ของเซลลเฮทเตอโร

ฟลโดยเพ่ิมกระบวนการทําลายเชื้อแบคทีเรียได เชยีงใหมสัตวแพทยสาร 2557; 12(3): 167-178
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ผลของสารเคอรซิตินตอการทําหนาท่ีของเซลลเฮทเตอโรฟลของไก

บทนํา 

 โรคติดเชื้อแบคทีเรียเปนปญหาหน่ึงที่สงผล

กระทบตอสุขภาพของสัตวปก เชน ไก เปด เปนตน 

กอใหเกิดผลเสียตออุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปก 

ในปจจบุนัสารสกดัสมนุไพรมบีทบาทในการเปนสารตอตาน

จุลชีพ (antimicrobials) ซึ่งสามารถนํามาแปรรูป

และเสริมในอาหารเพ่ือใชเลี้ยงสัตว และอาจทําหนาที่

เปนวตัถุทดแทนการใชยาปฏิชวีนะ ตวัอยางของสมุนไพร

มีฤทธิ์ในการเปนสารตอตานแบคทีเรีย ไดแก ขมิ้นชัน 

มังคุด บัวบก (Temrangsee, Kondo, & Itharat, 2011) 

ฟาทะลายโจร ใบชา สะเดา อบเชย ขิง (Alzoreky & 

Nakahara, 2003) เปนตน สารสาํคญัท่ีพบในพชืสมุนไพร
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อาจออกฤทธิ์ในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อแบคทีเรีย

ไดโดยตรง เชน สาร fl avonoids (Cushnie & Lamb, 

2005) หรืออาจเปนสารสงเสริมเซลลในระบบภูมิคุมกัน 

เชน สาร quercetin เปนตน

 เซลลเฮทเตอโรฟลของสัตวปก (avian 

heterophils) ทําหนาที่เชนเดียวกับเซลลนิวโทรฟล

ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม และเปนเซลลที่สําคัญในระบบ

ภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด (innate immunity) โดยการ

ตอตานสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกายเปนอันดับตน ๆ 

เมือ่เฮทเตอโรฟลรับรูการปรากฏของเช้ือโรค เซลลจะอาศัย

กระบวนการในการทําลายเชือ้โรครวมกนัหลายกระบวนการ 

ไดแก กระบวนการเก็บกิน (phagocytosis) การสราง 

reactive oxygen species (ROS) และการปลอยแกรนลู

และเอนไซม (degranulation) ซึง่กระบวนการดงักลาวขางตน

จัดเปนการทําลายเชื้อโรคภายในเซลล (intracellular 

microbial killing) (Boots, Haenen, & Bast, 2008; 

Brooks, Bounous, & Andreasen, 1996) นอกจากน้ี

เซลลดังกลาวยังสามารถทําลายเช้ือโรคโดยอาศัยกลไก

ในการทําลายแบบภายนอกเซลล ไดแก heterophil  

extracellular traps (HETs) ซึ่งเปนโครงสราง

ที่มีองคประกอบหลัก ไดแก ดีเอ็นเอ (DNA) และ 

โปรตีนฮีสโตน (histones) (Chuammitri et al., 2009) 

องคประกอบอื่นของ HETs ยังอาจประกอบดวยโมเลกุล 

ROS แอนตไิมโครเบยีลเปปไทด (antimicrobial peptide, 

AMP) และเอนไซมชนิดตาง ๆ โดย HETs จะชวยดักจับ 

ลดการแพรกระจายและทําลายเช้ือโรคที่อยูรอบๆ 

โครงสรางดังกลาว (Brinkmann et al., 2004)

 สารเคอรซิตินเปนสารพฤกษเคมี (phyto

chemicals) ในกลุมฟนอล (phenols) พบไดในพืช

หลายชนิดตามธรรมชาติ เชน หัวหอม พืชตระกูลถั่ว สม 

แอปเปล องุน ฝรั่ง และใบชา เปนตน จากการศึกษา

ในมนุษยและสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวาสารเคอรซิติน

มสีรรพคุณในการเปนสารตอตานอนุมลูอสิระ และฤทธ์ิยบัยัง้

การอักเสบ (antioxidant and anti-infl ammation) 

โดยการควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการ

อักเสบ เชน Cox-2, iNOS, IL-1, IL-6, TNF-α และ

ไซโตไคนอื่น ๆ (Chan et al., 2012; Kim et al., 

2004; J. Liu et al., 2005) ตลอดจนฤทธิ์ตอตานจุลชีพ 

(Arima, Ashida, & Danno, 2002) และยงัอาจมีคณุสมบัติ

ในการปรับสมดุลในระบบภูมคิุมกัน (immunomodulation) 

การนําสารเคอรซิติน (quercetin) ซึ่งเปนสารที่สกัดได

จากธรรมชาติมาใชประโยชนในการสงเสริมหรือควบคุม

การทําหนาที่ของเซลลเฮทเตอโรฟล (heterophils) 

ในกระบวนการตอตานเชื้อแบคทีเรียซึ่งอาจชวยลด

การสูญเสียทางเศรษฐกิจ สรางความปลอดภัยตอผูบรโิภค

และสขุภาพสตัว เนือ่งจากเปนสารสกดัทีไ่ดจากธรรมชาติ

และอาจมีสวนชวยลดการใชยาปฏิชีวนะลง นอกจากนี้ 

การศึกษาผลของสารเคอรซิตินตอระบบภูมิคุมกันของ

สตัวปกยังมกีารศกึษาทีจ่าํกดั และการศกึษาสารเคอรซตินินี้

มุงเนนในดานการเจรญิเตบิโตและการเพิม่ผลผลติในไกเนือ้

และไกไข (Y. Liu et al., 2013; Rupasinghe et al., 

2010) ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษานี้ เพื่อศึกษา

ผลของการเสริมสารเคอรซิตินในการสงเสริมหรือยับยั้ง

กระบวนการทํางานของเฮทเตอโรฟลในการตอตาน

เชื้อแบคทีเรียท้ังกระบวนการทําลายเช้ือภายในเซลล

และภายนอกเซลลซึง่จะชวยใหเกดิความเขาใจและสามารถ

ประยุกตใชสารชนิดนี้ตอไป

อุปกรณและวิธีการ
สัตวทดลอง

 ลกูไกเน้ือปลอดโรคอาย ุ1-3 วนั (Gallus gallus 

domesticus) จํานวนมากกวาหรือเทากับ 5 ตัวอยาง

ตอการทดลอง  (n ≥ 5) ทีส่ัง่ซือ้จากบริษทัเบทาโกรภาคเหนือ

เกษตรอุตสาหกรรม จํากัด ใชสําหรับเก็บตัวอยางเซลล

เฮทเตอโรฟลจากไขกระดกู (bone marrow heterophils) 

ดวยวิธกีารชะลางเซลลจากไขกระดูกกอนนํามาทําการแยก

เซลลเฮทเตอโรฟลภายในเวลา 1 ชั่วโมง สัตวทดลอง

ไดรบัการอนมุตัใิหใชงานภายใตเงือ่นไขของคณะกรรมการ

ภานุพงษ  โนจิตร
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จรรยาบรรณสัตวทดลอง ประจําคณะสัตวแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ใบอนุญาตเลขท่ี S6/2556 ทาํการ

ทดลองซำ 3 ครั้ง คนละชวงเวลา 

การแยกเซลลเฮทเตอโรฟลจากไขกระดูกของลูกไก 

 ทอนกระดูกจากขาและปก ซึ่งประกอบดวย 

femur, tibia, humerus และ radius นํามาตัดบริเวณ

ปลายกระดูกทั้งสองขาง แลวจึงฉีดลางดวยสารละลาย 

Hank’s balanced salt solution (HBSS) ที่เติม 1% 

fetal bovine serum (FBS) นําเซลลไขกระดูกท่ีปะปน

อยูภายในของเหลวท่ีไดจากการฉีดลางมาแยกเซลล

เฮทเตอโรฟลโดยใชวธิกีารของ Chuammitri et al., 2009 

โดยการดัดแปลงข้ันตอนในระหวางการแยกซ่ึงสามารถ

สรปุไดดงัตอไปน้ี  ของเหลวท่ีไดจากการฉีดลางไขกระดูก

มาเติมบน Histopaque gradient (Sigma-Aldrich) ที่มี

ความถวงจําเพาะ 1.077 (ชัน้บน) และ 1.119 g/mL (ชัน้ลาง) 

ปนแยกดวยความเร็ว 700 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

(ºC)  นาน 30 นาท ีเกบ็เซลลทีอ่ยูระหวางชัน้ 1.077 และ 

1.119 และนํามายอยเม็ดเลือดแดงที่ตกคางดวย RBC 

lysis buffer (1 g/L KHCO
3
, 0.87 g/L NH

4
Cl ในนำกลัน่) 

นํากอนเซลลที่เหลือในขั้นตอนสุดทาย ละลายในอาหาร

เลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640 (Gibco) ที่เติม 1% FBS 

ตรวจสอบจาํนวนเซลลมชีวีติ (viability) ภายหลงัจากแยกดวย 

0.4% trypan blue ภายใตกลองจุลทรรศน ปรับจํานวน

เซลลมชีวีติใหเทากบั 1x106 heterophils/mL เซลลทีไ่ด

จากการแยกมีเซลลมีชีวิตมากกวา 95% ขึ้นไป และมี

ความบริสทุธิม์ากกวา 90% จากการตรวจโดย cytospin 

ซึ่งยอมสี Wright Rapid Stain Set (DipQuick) 

สารเคอรซิติน

 สารเคอรซิติน (Quercetin hydrate, QH) 

ความบริสุทธิ์ ≥ 95% โดย HPLC สั่งซ้ือจากบริษัท 

Sigma-Aldrich นํามาเตรียมสารละลายสตอก (stock 

solution) ดวยการทําละลาย QH ใน 95% ethanol 

ใหมีความเขมขนเทากับ 5 mM กรองสารละลายและ

หอฟอยดเพือ่ปองกนัแสง เกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมูหิองจนกวา

จะนํามาเจือจางเพื่อเตรียมสารเพ่ือการใชงาน (working 

solution) 

แบคทเีรยีและการยอมสีฟลอูอเรสเซนสใหกบัแบคทเีรยี

 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองนี้ คือ เชื้อ 

Salmonella Enteritidis (SE) ทีแ่ยกไดจากไขไกทีป่นเปอน

โดยไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.น.สพ.ดร.ประภาส 

พัชนี คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

วิธีการยอมสีฟลูออเรสเซนสปฏิบัติตามวิธีการของ 

Chuammitri et al., 2011 โดยสรุป นําแบคทีเรีย

มาเพ่ิมจาํนวนใน Luria-Bertani Broth (LB) จนไดจาํนวน

แบคทีเรียมีชีวิตเทากับ 108 CFU/mL กอนนํามาทดลอง 

นําแบคทีเรียบางสวนมาฆาเชื้อดวยความรอนที่ 60 ºC 

นาน 90 นาที ปนตกตะกอนและยอมแบคทีเรีย

ดวยสีฟลูออเรสเซนตชนิด Hoechst 33342 (Life 

Technologies) ความเขมขนสุดทายเทากับ 5 μg/mL 

ปรบัจํานวนแบคทีเรยีใหเทากบั 106 CFU/mL เพ่ือนาํมาใช

ใน phagocytosis assay กอนการทดสอบนําแบคทีเรีย

ที่ยอมสีฟลูออเรสเซนสมาหอหุมดวยแอนติบอดี 

(opsonization) โดยใช 10% heat-inactivated normal 

chicken serum 

การทดสอบความเปนพิษของสารเคอรซิตินตอเซลล

เฮทเตอโรฟล

 การทดสอบความเปนพิษของสารเคอรซิติน

ตอเซลล ทําการทดลองตามการรายงานของ Das, 

Mukherjee, & Chaudhuri, 2012 เริ่มตนดวย

การเติมเซลลจํานวน 1 x 105 เซลลในถาดหลุม 96-well 

fl at plate จากน้ันเติมสารละลาย QH ความเขมขนสดุทาย

เทากับ 0, 12.5, 25, 50 และ 100 μM นําเซลลไปบม

ในตูบมที่ 41 ºC, 5% CO
2
 นาน 1 ชั่วโมง ภายหลัง

การบมเซลล นําถาดหลุมไปปนที่ 1,200 รอบตอนาที 

ผลของสารเคอรซิตินตอการทําหนาท่ีของเซลลเฮทเตอโรฟลของไก
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นาน 5 นาที ดูดของเหลวดานบนท้ิง และเติมสารละลาย 

HBSS ที่มีสวนประกอบของ fi ltered sterile Thiazolyl 

blue tetrazolium dye (MTT,  Sigma-Aldrich) 

ผสมลงในเซลล (ความเขมขนสุดทายเทากับ 2 μg/mL) 

บมเซลลนาน 15 นาทีในตูบมอุณหภูมิ 41ºC, 5% CO
2
 

เพือ่ใหเซลลทีม่ชีวีติไดเปลีย่นองคประกอบในโมเลกุลของ 

MTT ใหเกิดเปนสีมวงของ Formazan จากนั้นจึงเติม 

dimethyl sulfoxide (DMSO) เพ่ือละลายผลึกของ 

Formazan  ปนถาดหลุมและดูดของเหลวดานบน

นํามาเติมในถาดหลุมช้ินใหม ตรวจวัดและเปรียบเทียบ

คาการดูดกลนืแสง (optical density; OD) ทีค่วามยาวคลืน่ 

570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 

(Anthos Labtec) นําคาที่วัดไดมาคํานวณเปอรเซ็นต

ของเซลลมีชีวิตเปรียบเทียบระหวางความเขมขน

ของเคอรซิตินที่แตกตางกัน

การตรวจวัด Reactive Oxygen Species (ROS) 

ภายในเซลล

 การตรวจวดัระดบั reactive oxygen species 

(ROS) ในเฮทเตอโรฟลใชวธิกีารของ He, Farnell, & Kogut, 

2003 โดยมีการดัดแปลง วธิกีารโดยสรุป เตมิเซลลจาํนวน

1 x 105 เซลล ใน 96-well fl at plate กระตุนเซลลเบ้ืองตน

ดวย 50 μM QH (ความเขมขนทีเ่หมาะสมจากการทดสอบ

ความเปนพิษ) หรือ phosphate buffered saline 

(PBS) ที่ใชเปนสารควบคุม นาน 30 นาที จากน้ันทําการ

กระตุนอีกคร้ังเพ่ือใหเกิดการสราง ROS ดวยการเติม 

100 nM PMA (Calbiochem) นาน 15 นาทีในตูบม 

จากนั้นตรวจสอบ ROS ที่เซลลสรางขึ้นดวยการเติม

สฟีลูออเรสเซนส (10 μM fl uorescent probe H
2
DCF-DA, 

Life Technologies) บมเซลลในตูบมนาน 15 นาที 

เมื่อครบกําหนดเวลา ลางเซลลดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 ºC 

ตรงึเซลลดวย 1% paraformaldehyde (PFA) สงตวัอยาง

เพื่อตรวจวิเคราะหโดย Flow Cytometer จากขอมูล

รูปแบบ fl uorescence (FL1) จากเซลลของกลุม

ที่ไมไดรับ QH (QH -) และกลุมท่ีไดรับ QH (QH+) 

โดยโปรแกรม FCS Express 4 Flow cytometry 

(De Novo Software)

การตรวจวัดจาํนวนเฮทเตอโรฟลในกระบวนการเก็บกิน 

(Phagocytosis) 

 การทดสอบกระบวนการเกบ็กนิทาํการทดลอง

ตามวิธีการของ Chuammitri et al., 2011 โดยสรุป 

ภายหลังกระตุนเซลลเบื้องตนดวย QH หรือ PBS 

เชนเดียวกับการทดลองตรวจวัด ROS นํา opsonized 

Hoechst 33342-labelled Salmonella Enteritidis 

จํานวน 1 × 106 แบคทีเรีย (อัตราสวนเซลลตอแบคทีเรีย

เทากับ 1 ตอ 10) ผสมรวมกับเซลล บมเซลลในตูบมนาน 

60 นาที ลางเซลลดวย PBS ตรึงเซลลดวย 1% PFA 

สงตัวอยางเพื่อตรวจวิเคราะหโดย Flow Cytometer 

จากขอมูลรูปแบบ fl uorescence (FL6) จากเซลล

ของกลุม QH – และกลุม QH+ โดยโปรแกรม FCS 

Express 4 Flow cytometry

การทําลายเช้ือแบคทีเรียภายในเซลลเฮทเตอโรฟล 

(Bactericidal Assay) 

 ตรวจสอบการทําลายเช้ือ Salmonella 

Enteritidis โดยมีการดัดแปลงวิธีการท่ีมีการรายงาน

โดย Chuammitri et al., 2011 กลาวคือ ใชวิธี MTT 

bactericidal assay แทนวิธี XTT assay ดวยการนํา

แบคทีเรียที่มีชีวิตมาหอหุมดวยแอนติบอดีกอนนํามา

ทดสอบ ทําการทดลองคลายกับวิธีการตรวจวัด ROS 

และ phagocytosis โดยภายหลังการกระตุนเซลลเบือ้งตน

แลวจึงเติมแบคทีเรียมีชีวิต จํานวน 1 × 106 แบคทีเรีย 

เพื่อใหเซลลเก็บกินและทําลายนาน 45 นาที ในตูบม 

ปนลางแบคทีเรียภายนอกเซลลที่ไมไดถูกเก็บกิน 

ยอยเซลลเฮทเตอโรฟลดวยนำกลั่นเพื่อใหเซลลแตก

และปลดปลอยแบคทีเรียที่ถูกเก็บกิน จากนั้นเติม 

LB broth สําหรับใหแบคทีเรียมีชีวิตไดใชในการ
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เพิ่มจํานวน นําถาดหลุมไปบมท่ี 37 ºC นาน 90 นาที 

เติม LB broth ที่มีสวนประกอบของ fi ltered sterile 

MTT (2 μg/mL) แบคทเีรยีมชีวีติจะเปลีย่นองคประกอบ

ในโมเลกุลของ MTT ใหเกิดเปนสีมวงของ Formazan 

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 

(Anthos Labtec) นาํคาทีว่ดัไดมาคาํนวณคาการทาํลาย

เชื้อแบคทีเรียซึ่งสัมพันธกับจํานวนแบคทีเรียมีชีวิต

ที่เหลืออยู (percentage killing) 

การสราง Heterophil Extracellular Traps (HETs) 

 ตรวจสอบการสราง Heterophil Extracellular 

Traps (HETs)  ตามวิธกีารของ Chuammitri et al., 2009 

โดยนําแผนปดสไลดกระจกทรงกลมขนาด 15 มิลลิเมตร

ที่เคลือบดวย 0.001% poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) 

มาวางในถาดหลุมแบบ 24-well plate เติมเซลลจํานวน 

2.5 x 104 เซลลบรเิวณก่ึงกลางแผนปดสไลด กระตุนเซลล

เบื้องตนดวย 50 μM QH บมเซลลนาน 30 นาที จากน้ัน

ทาํการกระตุนอกีคร้ังเพือ่ใหเกดิการสรางโครงสราง HETs 

ดวยการเติม  1 mM hydrogen peroxide (H
2
O

2
) โดยมี 

PBS เปนสารควบคมุ บมเซลลนาน 3 ชัว่โมงในตูบม 41 ºC, 

5% CO
2
  ตรึงเซลลดวย 4% PFA และยอมสีโครงสราง 

HETs ดวย Fluoroshield mounting medium ทีม่ ีDAPI 

(Sigma-Aldrich) สาํหรบัยอมโครงสรางดเีอนเอ สองตรวจ

และบันทึกภาพดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนส 

Axio Scope A1 (Carl Zeiss) นับจํานวนโครงสราง 

HETs จากกลุมควบคุมและกลุมทดลองจากบริเวณท่ีสุม

นับจํานวน 5 บริเวณ ที่กําลังขยายตำ (5X) 

การวิเคราะหขอมูล
 ขอมูลที่ไดจากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง 

นํามาวิเคราะหหา outlier โดย Grubbs' test หรือ 

extreme studentized deviate (ESD) method 

กอนนาํมาวเิคราะหขอมูลทางสถติดิวยโปรแกรมสาํเรจ็รปู 

GraphPad Prism เวอรชั่น 5.0 โดยใชวิธีการทาง

สถิติ คือ Unpaired t test สําหรับขอมูลที่มีกลุมเซลล

ทดลองจํานวน 2 กลุม คือ กลุมควบคุม (ไดรับ PBS) 

และกลุมที่ไดรับสารเคอรซิติน (QH) สําหรับการทดสอบ

ความเปนพษิของสารเคอรซตินิตอเซลลนาํมาวเิคราะหดวย 

One-way ANOVA  ผลของการวิเคราะหทางสถิตทิีถ่อืวา

มีนัยสําคัญ เม่ือ p ≤ 0.05  ขอมูลที่ไดจากการวิเคราะห

ทางสถตินิาํมาสรางเปนแผนภมูโิดย GraphPad ภาพถาย

จากกลองจลุทรรศนแสงสวางหรือฟลูออเรสเซนสนาํมาระบุ

ตําแหนงและแถบมาตราสวนโดยโปรแกรมสําเร็จรูป 

Photoshop CS4

ผลการศึกษา  

 ผลการทดสอบความเปนพษิของสารเคอรซตินิ 

(QH) ตอเซลลเฮทเตอโรฟลในหลอดทดลองโดยวิธี MTT 

ไมพบความเปนพิษตอเซลลในทุกความเขมขนของสาร QH 

ที่ใชศึกษา (p = 0.82, รูปท่ี 1) คาเฉล่ีย (mean) 

และคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (SE) ของเปอรเซ็นต

เซลลมชีวีติทีร่ะดบัความเขมขนของสาร QH ทีค่วามเขมขน 

0, 12.5, 25, 50 และ 100 μM มคีาเทากบั 96.04 ± 3.96, 

91.22 ± 2.72, 91.14 ± 3.64, 91.81 ± 2.81 และ 90.53 

± 4.82 เปอรเซน็ต ตามลาํดบั เมือ่วเิคราะหคาเปอรเซน็ต

การมีชวีติของเซลล คณะผูวจิยัพจิารณาเลือกใชความเขม

ขนที่ 50 μM ในการทดลองอื่น ๆ ที่เกี่ยวของเพียงความ

เขมขนเดียวเน่ืองจากเปนความเขมขนที่เหมาะสมท่ีสุด

 ผลการเสริมสารเคอรซตินิตอการสราง Reactive 

Oxygen species (ROS) พบวาเซลลทีไ่ดรบัสารเคอรซตินิ 

(QH +) ถกูกระตุนและผลติ ROS ไดมากกวาเม่ือเปรยีบเทยีบ

กับเซลลที่ไมไดรับสารเคอรซิติน (QH -) โดยมีคาเฉล่ีย 

Mean Fluorescent Intensity (MFI) ± SE เทากับ 

51.87 ± 6.73 และ 27.23 ± 2.48 ตามลําดับ 

(p = 0.005, รปูที ่2) ผลการตรวจวัดจํานวนเฮทเตอโรฟล

ในกระบวนการเก็บกินเชื้อ Salmonella Enteritidis 

ที่ยอมสีฟลูออเรสเซนส พบเซลลในกลุม QH + 
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(MFI = 174.20 ± 7.59)  มีความสามารถในการเก็บกิน

ลดลงเล็กนอย เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลในกลุม QH – 

(MFI = 179.80 ± 8.09) ผลการทดสอบทางสถิติมีคา 

p = 0.62 (รูปที่ 3) การตรวจวัดการทําลายเชื้อ 

Salmonella Enteritidis มชีวีติภายในเซลลเฮทเตอโรฟล

ดวยวิธี MTT bactericidal assay พบวากลุม QH + 

มเีปอรเซ็นตการทําลายเช้ือแบคทีเรยีเทากบั 95.00 ± 2.13 

และกลุม QH – มีเปอรเซ็นตการทําลายเช้ือแบคทีเรีย

เทากับ 91.62 ± 5.59 (p=0.04, รูปท่ี 4A) ผลการทําลาย

เชื้อแบคทีเรียจากการตรวจสอบโดยการยอมสี Wright 

Rapid Stain พบการเก็บกนิเชือ้ Salmonella Enteritidis 

ของเซลลในกลุม QH – และ QH + (รปูที ่4B) ผลการตรวจสอบ

จํานวน heterophil extracellular traps (HETs) 

ทีเ่ซลลสรางข้ึนภายหลังไดรบัการกระตุนดวยสารเคอรซตินิ

หรือ PBS ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนส 

พบเซลลเฮทเตอโรฟลในกลุม QH + มีการสราง HETs 

เปนจาํนวน 4.29 ± 0.74 HETs/fi eld ซึง่มจีาํนวนมากกวา

กลุม QH - (1.68 ± 0.46 HETs/fi eld) การทดสอบทาง

สถิตมีคา p=0.007 (รูปที่ 5A) ผลการประเมินภาพถาย

จากกลองฟลอูอเรสเซนสพบโครงสรางของสารพนัธุกรรม 

(DNA) ที่ยอมติดสีภายในบริเวณโครงสรางของ HETs 

ที่แผกระจายออกจากเซลล (รูปที่ 5B) และพบโครงสราง

ในลักษณะเดียวกันนี้จากภาพถายชนิด bright fi eld 

(ภาพซอนบริเวณรูปที่ 5B)

รูปท่ี 1  แสดงขอมูลเฮทเตอโรฟลที่มีชีวิตภายหลังการทดสอบความเปนพิษของสารเคอรซิติน (QH) กราฟแทง (bar graphs) 

แสดงจาํนวนเปอรเซน็ตเซลลมชีวีติท่ีความเขมขนของสาร QH ที ่0, 12.5, 25, 50 และ 100 μM และทดสอบโดย MTT cytotoxicity test 

ขอมูลแสดงคาเฉล่ีย (Mean) ± SE และวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดย 1-Way ANOVA จากขอมูลตัวแทนผลการทดลอง

จํานวน 2 การทดลอง โดยมีจํานวนตัวอยางเทากับ 5 ในแตละการทดลอง (n.s. = not signifi cant)
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รูปที่ 2  แสดงผลของสารเคอรซิติน (QH) ในการกระตุนการสราง Reactive Oxygen Species (ROS) ใน chicken heterophils  

(A) ขอมูลจาก fl ow cytometry แบบ dot plots (แถวบน) และฮีสโตแกรม (แถวลาง) แสดงเซลลกลุมที่ไมไดรับ QH (สีทึบ) และ

กลุมท่ีไดรับ QH (สีโปรง) ที่ยอมติดสี H
2
DCF-DA เพ่ือระบุโมเลกุล ROS ภายในเซลล (B) Bar graph เปรียบเทียบคา Mean 

Fluorescent Intensity (MFI) ระหวางกลุมที่ไมไดรับ (กราฟโปรง) และไดรับสาร QH (กราฟทึบ) ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (Mean) ± 

SE และวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดย Unpaired t test with Welch's correction จากขอมูลผลการทดลองจํานวน 3 การทดลอง 

โดยมีจํานวนตัวอยาง ≥ 5 ในแตละการทดลอง (**p < 0.01)

รูปที่ 3  แสดงผลของสารเคอรซิติน (QH) ในการกระตุนกระบวนการ phagocytosis ใน chicken heterophils  (A) ขอมูลจาก fl ow 

cytometry แบบ dot plots (แถวบน) และฮีสโตแกรม (แถวลาง) แสดงเซลลกลุมที่ไมไดรับ QH (สีทึบ) และกลุมที่ไดรับ QH (สีโปรง) 

ที่เกิด phagocytosis นํา Hoechst 33342-Salmonella Enteritidis เขาสูเซลล (B) Bar graph เปรียบเทียบคา Mean Fluorescent 

Intensity (MFI) ระหวางกลุมที่ไมไดรับ (QH -) และไดรับสาร QH (QH +) ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (Mean) ± SE และวิเคราะหขอมูล

ทางสถิติโดย Unpaired t test จากขอมูลผลการทดลองจํานวน 3 การทดลอง โดยมีจํานวนตัวอยาง ≥ 5 ในแตละการทดลอง 

(n.s. = not signifi cant)
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รูปที่ 4  แสดงเปอรเซ็นตการทําลายเช้ือแบคทีเรียภายในเซลลเฮทเตอโรฟล (A) โดย MTT bactericidal assay เซลลกลุมที่ไดรับสาร

เคอรซิติน (QH + กราฟสีทึบ) มีเปอรเซ็นตการทําลายแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดรับสารเคอรซิติน (QH – กราฟสีโปรง) 

ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (Mean) ± SE และวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดย Unpaired t test with Welch's correction จากขอมูล

ผลการทดลองจํานวน 3 การทดลอง โดยมีจํานวนตัวอยางเทากับ 5 ในแตละการทดลอง (*p < 0.05) (B) ภาพถายจากเลนสใกลวัตถุ

กําลังขยายสูง 40X แสดงเฮทเตอโรฟลกลุมที่ไดรับสารเคอรซิตินท่ีเก็บกินแบคทีเรียชนิด Salmonella Enteritidis (หัวลูกศร) 

ยอมสี Wright Rapid Stain แถบมาตรวัดขนาดเทากับ 10 μm

รูปที่ 5  แสดงการสราง Heterophil Extracellular Traps (HETs) (A) Bar graphs เปรียบเทียบจํานวน HETs ระหวางเซลลกลุมที่ไม

ไดรับ (QH – กราฟสีโปรง) และไดรับสารเคอรซิติน (QH + กราฟสีทึบ) พบจํานวน HETs เพ่ิมขึ้นในกลุม QH + ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย 

(Mean) ± SE และวิเคราะหขอมูลทางสถิติโดย Unpaired t test จากขอมูลผลการทดลองจํานวน 2 การทดลอง โดยมีจํานวนตัวอยาง

เทากบั 5 ในแตละการทดลอง (**p < 0.01) (B) ภาพถายจากกลองจลุทรรศนฟลอูอเรสเซนสแสดงโครงสราง HETs จากเซลลทีถ่กูกระตุน 

โครงสราง HETs ประกอบดวยดีเอนเอที่ยอมติดสีแผออกจากนิวเคลียส (หัวลูกศร) ภาพซอนแสดงโครงสราง HETs จากถายภาพชนิด 

bright fi eld  ภาพ (B) ถายจากเลนสใกลวัตถุกําลังขยายตํา (10X) แถบมาตรวัดขนาดเทากับ 50 μm
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สรุปและวิจารณผลการศึกษา
 การทดลองในคร้ังน้ีเปนการศึกษาผลของ

การเสริมสารเคอรซิตินตอการตอบสนองของเซลล

เฮทเตอโรฟลของไกซึ่งเปนเซลลในระบบภูมิคุมกันที่มีมา

แตกาํเนิดเชนเดียวกันเซลลนวิโทรฟล การศึกษาผลของสาร

เคอรซตินิในสัตวปกทีเ่คยมรีายงานเปนการศึกษาทีเ่กีย่วกบั

ภาวะเครียด (stress) หรอืการศึกษาเก่ียวกบัการเจริญเติบโต

และผลผลิต (Y. Liu et al., 2013; Rupasinghe et al., 

2010)  ทัง้นีก้ารศกึษาในแงมมุของเซลลในระบบภมูคิุมกัน

ยังมีการศึกษาที่จํากัด โดยเฉพาะผลของสารเคอรซิติน

ตอการกระตุนการทําหนาที่ภายในเซลลเฮทเตอโรฟล

และการสราง heterophil extracellular traps (HETs) 

ซึ่งเปนหนึ่งในกระบวนการทําลายเชื้อโรคภายนอกเซลล

 ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารเคอรซิติน

ที่ความเขมขน 50 μM ชวยใหเกิดการสราง H
2
O

2
 (ROS) 

ในเซลลเฮทเตอโรฟลเพ่ิมขึ้น กระบวนการ oxidative 

burst เพือ่ผลติโมเลกลุ ROS ของเฮทเตอโรฟลซึง่เปนเซลล

ทีข่าดเอนไซม myeloperoxidase (MPO) พบวามรีะดบั 

ROS ภายในเซลลทีต่ำมากเม่ือเปรียบเทียบกับนวิโทรฟล 

(Wells et al., 1998) การกระตุนกลุมโปรตีนบริเวณ 

cytosolic subunits ของ p47 phox/p67 phox/p40phox 

complex รวมกับ gp91phox/p22phox complex 

ซึ่งประกอบขึ้นเปน NADPH oxidase (NOX) บริเวณถุง

ฟาโกโซม สงผลให NOX ทําหนาที่เปลี่ยนออกซิเจน (O
2
) 

ใหเปน superoxide ion (O
2
•–), hydrogen peroxide 

(H
2
O

2
), hydroxyl radicals (OH•) ซึ่งลวนแลวแตเปน

องคประกอบของ ROS ทั้งสิ้น (Lambeth, 2004)  

การกระตุนการสราง ROS ชองทางหนึ่ง คือ การสงผาน

สือ่สญัญาณภายในเซลลผานทาง protein kinase C (PKC) 

ที่พบจากการกระตุนดวย PMA ดังนั้นฤทธิ์ของเคอรซิติน

ที่เพิ่ม ROS ในเฮทเตอโรฟลอาจเกิดจากการกระตุน

กลุมโปรตีน NOX หรือ PKC/Akt ได (Genovese et al., 

2013; He et al., 2008; Piccoli et al., 2007) 

ขอมูลการศึกษาเบื้องตนของคณะผูวิจัยที่ทําการศึกษา

ยีนที่เก่ียวของกับการสราง ROS ในเซลลเฮทเตอโรฟล

โดยวิธี real-time PCR  เม่ือเซลลไดรับการกระตุนดวย

เคอรซิตินพบระดับการแสดงออกของยีน NCF1 

(p47phox), NCF2 (p67phox), NOX1, CYBB (NOX2), 

RAC2 และ SOD1 (superoxide dismutase) เพิม่สงูขึน้

เม่ือเปรยีบเทยีบกบักลุมควบคมุ (PBS) ดงันัน้จงึสรปุไดวา

สารเคอรซตินิชวยเพ่ิมระดับ ROS ในเซลลเฮทเตอโรฟลได 

 คุณสมบัติหนึ่งของสารเคอรซิตินมีผลในการ

ยับยั้งกระบวนการอักเสบผานการยับยั้งการเคล่ือนท่ี

ของเซลลนิวโทรฟล (chemotaxis) ที่เขามายังบริเวณ

ที่มีการอักเสบ โดยทําใหเซลลสูญเสียความสามารถ

ในการจัดเรียงตัวของแอคติน (actin polymerization) 

และโมเลกุลยึดเกาะ (adhesion molecules) ทีเ่กีย่วของ 

ทาํใหความสามารถในการเคล่ือนทีแ่ละการผานผนังหลอดเลือด

ของเซลลลดลง (Souto et al., 2011; Suri et al., 2008) 

นอกจากการยบัยัง้กระบวนการขางตนแลว กระบวนการ

เก็บกินและการหลอมรวมกันของฟาโกโซมและไลโซโซม 

(phagosome/lysosome fusion) ตลอดจนการปลอย

แกรนลูออกมาทําลายเช้ือโรคยงัอาจไดรบัผลจากการสญูเสยี

ความสามารถในการจัดเรียงตัวของแอคติน  

 ผลการศึกษาเก่ียวกับการทําลายเช้ือโรค

ภายนอกเซลลโดย heterophil extracellular traps 

(HETs) ที่พบวาเฮทเตอโรฟลเมื่อไดรับสารเคอรซิติน

มีการปลอยโครงสราง HETs มากข้ึนนั้นอาจเปนผล

ทีเ่ก่ียวของกับกระบวนการสราง ROS ทีเ่พิม่ขึน้ดวยเชนกัน 

ทั้งนี้จากการศึกษาของ Ermert et al., 2009 เกี่ยวกับ 

neutrophil extracellular traps (NETs) ในหนูทดลองท่ี

พบความสมัพนัธของการสราง ROS และประสทิธิภาพของ

การสราง NETs เนือ่งจากหนทูีข่าดโปรตนีองคประกอบของ 

NOX เชน gp91 (gp91-/-) หรอื p47phox -/- ไมสามารถสราง 

NETs ได (Ermert et al., 2009; Röhm et al., 2014) 

โดยอาจอธิบายไดวาการสราง ROS กระตุนส่ือสัญญาณ

ในเซลล เชน PKC และเพิ่มการผลิต ROS ซึ่งสงผล

ตอเน่ืองในการกระตุนใหมกีารสรางโครงสราง Extracellular 
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Traps (ETs)  เซลลเฮทเตอโรฟลของไกขาดเอนไซม MPO 

ที่สงผลตอการผลิต oxidative burst โดยเฉพาะ H
2
O

2 

และ hypochlorous acid (HOCl) ที่มีปริมาณนอย

มาก (Genovese et al., 2013; Wells et al., 1998) 

การสราง HETs ที่เพิ่มมากขึ้นเปนการใชประโยชนจาก

การทําลายเชื้อโรคแบบไมอาศัยกระบวนการออกซิเดชัน 

(nonoxidative microbial mechanism) ซึ่งทดแทน

การทําลายเช้ือโรคโดยอาศัย MPO และอนุพันธุอื่น

ของ ROS ทีข่าดในเฮทเตอโรฟลของไก การทีส่ารเคอรซตินิ

กระตุนใหผลิต HETs เพิ่มขึ้นจึงนาจะเปนประโยชน

ในการชวยจับและทําลายเชื้อแบคทีเรียได 

 โดยสรุปการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงใหเห็นถึง

ผลของสารเคอรซิตินตอเซลลเฮทเทอโรฟลในไก โดยที่

สารเคอรซิตินสามารถกระตุนใหเกิดการสราง ROS 

ซึ่งเปนกระบวนการทําลายเชื้อโรคภายในเซลลที่เพิ่มขึ้น 

การสรางโมเลกลุ ROS ทีเ่พิม่ขึน้ยังเกีย่วของกบักระบวนการ

ทําลายเช้ือโรคภายนอกเซลล (HETs) ใหทําหนาท่ี

ไดดีขึ้นดวย สําหรับกระบวนการเก็บกินเชื้อโรคและ

การทําลายเชื้อภายในเซลลนั้นยังไมสามารถสรุปไดวา

การเสริมสารเคอรซตินิจะสงผลดีหรือผลเสียทีช่ดัเจน ทัง้นี ้

ยงัคงตองมกีารศึกษาเพิม่เตมิเพือ่ใหเกดิความชดัเจนย่ิงขึน้ 

กอนนาํสารเคอรซตินินีไ้ปประยกุตใชใหเกดิประโยชนตอไป
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Abstract Chicken heterophils responds to microbial invasions by utilizing innately 

equipped-intracellular and extracellular killing mechanisms. The objective of this research was 

to study the effects of quercetin (QH) on chicken heterophil effector functions, namely; ROS 

generation, phagocytosis & bacterial killing, and Heterophil Extracellular Traps (HETs). To conduct 

the experiments, BM-derived heterophils were fi rst primed with 50 μM QH for 30 min and 

subsequently stimulated with PMA. The results showed that ROS molecules were remarkably 

increased in QH-primed group (p=0.005) whereas quercetin slightly suppressed phagocytosis 

of fl uorescent labeling of Salmonella Enteritidis (SE) (p=0.62). Supplementation of quercetin 

aided heterophils in killing of live SE more effi ciently than PBS (p=0.04). Extracellular killing was 

assessed by enumeration of HETs. The observation of HET structures obviously revealed that 

the QH-primed cells had note worthy HET-DNA release (p=0.007).  Taken together, 50 μM of quercetin 

supplementation enhances functional activities of heterophils in the killing of bacteria.

Keywords: chicken heterophil, quercetin, cellular functions

Effects of quercetin on chicken heterophil cellular functions

Temrangsee, P., Kondo, S., & Itharat, A. (2011). 

 Antibacterial activity of extracts from fi ve 

 medicinal plants and their formula against 

 bacteria that cause chronic wound infection. 

 Journal of the Medical Association of Thailand, 

 94(12), S166-171. 

Wells, L. L., Lowry, V. K., Deloach, J. R., & Kogut, M. H. 

 (1998). Age-dependent phagocytosis and 

 bactericidal activities of the chicken heterophil. 

 Developmental & Comparative Immunology, 

 22(1), 103-109.




