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บทคัดย่อ 
  

โรคพีอาร์อาร์เอส (porcine reproductive and respiratory syndrome) ในสุกร เกิด
จากเชื้อไวรัสใน Family Arteriviridae ซึ่งเป็นปัญหาหลักของเกษตรกรในปัจจุบัน  เชื้อไวรัส 
พีอาร์อาร์เอสมีการกลายพันธุ์อยู่ตลอดเวลา ท าให้วัคซีนที่มีอยู่ในปัจจุบันไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งไวรัสพี
อ า ร์ อ า ร์ เ อ ส ไ ด้ อ ย่ า ง ค ร อ บ ค ลุ ม  แ ล ะ ส่ ง ผ ล ก ร ะ ท บ ต่ อ สุ ก ร ที่ ก า ลั ง ตั้ ง ท้ อ ง 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพี
อาร์อาร์เอสในเซลล์ MARC-145 และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด monocyte-
derived macrophages (MDM) ซึ่งสามารถพบวิตามินซีและวิตามินอีได้ในพืชผักผลไม้เกือบทุกชนิด 
ท าการทดสอบโดยการน าวิตามินซีและวิตามินอีมาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์  MARC-145 โดย
เลือกความเข้มข้นที่มากที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ได้แก่ 3.91 และ 15.63  ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดับ ด้วยวิธี crystal violet staining จากนั้นน ามาทดสอบการยับยั้งการแบ่งตัวของ
ไวรัสพีอาร์อาร์ เอสด้วยวิธี  Cytopathic effect และ Immunoperoxidase monolayer assay 
พบว่า วิตามินที่ทดสอบสามารถยับยั้งไวรัสพีอาร์อาร์เอสได้ จึงน าไปศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ด
เลือดขาวชนิด MDM โดยวิธีนับเซลล์ภายใต้กล้องด้วย Hemocytometer พบว่า ความเข้มข้นของ
วิตามินซีและวิตามินอีที่มากท่ีสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM คือ 31.25 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร 

 
ค าส าคัญ : ไวรัสพีอาร์อาร์เอส, วิตามินซี, วิตามินอี, ต้านไวรัส, MARC-145, monocyte-derived 
macrophages 
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ABSTRACT 
  

Porcine reproductive and respiratory syndrome is caused by PRRS virus 
(PRRSV) which belongs to family Arteriviridae. It causes serious loss to swine industry. 
The virus can mutate rapidly, thus currently available vaccines cannot protect pigs 
from various PRRSV isolates and affect pregnant gilts. The objective of this study is to 
assess the effect of vitamin C and vitamin E on inhibition of porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus in MARC-145 cells and cytotoxicity in monocyte-derived 
macrophages. The tested vitamins vitamin C and vitamin E, which can be found in a 
variety of plants. The non-cytotoxic concentrations were determined in MARC-145 cells 
and were 3.91 and 15.63 ug/mL for vitamin C and vitamin E, respectively. Then, 
cytopathic effect and immunoperoxidase monolayer assay showed that the tested 
vitamins can inhibit PRRSV replication. And then to assess the effect of vitamins non-
cytotoxic was determined in MDM by counting cells with a hemocytometer. The non-
cytotoxic concentrations were determined in MDM cells was 31.25 ug/mL for vitamin 
C and vitamin E. 

 
Keywords : PRRSV, vitamin C, vitamin E, antiviral, MARC-145, monocyte-derived 
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กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ได้รับความกรุณาช่วยเหลือแนะน าจากคณาจารย์
และผู้ช่วยนักวิจัย ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ น.สพ.ดร.วศิน เจริญตัณธนกุล อาจารย์ที่
ปรึกษาหลัก อาจารย์ ดร.สมคิด ดีจริง และรองศาสตราจารย์ ดร.วาที คงบรรทัด อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม 
ที่ให้ค าแนะน า ตรวจสอบและแก้ไขให้วิทยานิพนธ์เล่มนี้มีความสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.ฐปนีย์ สารครศรี ประธานกรรมการสอบป้องกัน
วิทยานิพนธ์ตลอดจนให้ค าปรึกษาแนะน า 

ขอบคุณคุณรุ่งทิพย์ กาวารี เจ้าหน้าที่นักวิทยาศาสตร์ ที่ให้ค าปรึกษาสนับสนุนสารเคมี 
เครื่องมือและอุปกรณ์ตลอดจนให้ค าแนะน าในการปฏิบัติงานในการท าวิจัยครั้งนี้ 

สิ่งอ่ืนใดข้าพเจ้าขอมอบคุณประโยชน์ของวิทยานิพนธ์เล่มนี้ขอมอบให้แก่นายวันชัย สืบสอาด 
และ นางวศินี สืบสอาด ผู้ซึ่งเป็นบิดามารดาของข้าพเจ้า ทั้งยั้งอบรมสั่งสอนชี้แนะ และสนับสนุนทุกการ
ท าวิทยานิพนธ์เล่มนี้ให้ส าเร็จลุล่วงมาได้ด้วยดีจวบจนประสบความส าเร็จในด้านการศึกษา 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญของปัญหา 
 โรคพีอาร์อาร์เอสในสุกร เกิดจากเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส (porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus : PRRSV) เป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคและกลุ่มอาการบกพร่องเกี่ยวกับ
ระบบสืบพันธุ์และระบบทางเดินหายใจในสุกร (Galliher-Beckley et al., 2015) ซึ่งในปัจจุบันเชื้อ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีการกลายพันธุ์ของจีโนมมาก ส่งผลท าให้วัคชีนที่ผลิตออกมานั้นไม่สามารถรักษา
ได้ครอบคลุมทุกสายพันธุ์ของไวรัส อีกทั้งยั้งมีราคาแพง โดยปกติเป็นที่ทราบกันดีว่าเอนไซม์และ
ปฏิกิริยาบางชนิดมีกลไกที่สามารถก าจัดสารอนุมูลอิสระและก าจัดสิ่งแปลกปลอม (แอนติเจน) ได้ 
นอกจากนี้ยังพบว่า มีวิตามินที่จ าเป็นบางชนิดสามารถมีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระและช่วย
เสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกันได้ด้วยเช่นกัน ตัวอย่างเช่น วิตามินซีและวิตามินอี จึงเป็นสาเหตุที่เลือกใช้
วิตามินซีและวิตามินอีในการศึกษาวิจัยเล่มนี้ ซึ่งวิตามินทั้ง 2 ชนิดนี้สามารถพบได้ทั่วไปในพืช ผัก 
ผลไม้และเป็นวิตามินที่มีประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย์และสัตว์ ทั้งยังเป็นตัวช่วยในการชะลอความ
เสียหายของเซลล์ โดยจะปกป้องเซลล์จากสารอนุมูลอิสระได้อีกด้วย (Chan, 1993) โดยวิตามินซี 
(vitamin C) หรือ กรดแอล-แอสคอร์บิก (L-ascorbic acid) ซึ่งสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมส่วนใหญ่สามารถ
สังเคราะห์วิตามินซีได้เอง แต่เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแบคทีเรีย ไวรัส หรือโปรตัวซัว ส่งผลให้สัตว์ที่
สังเคราะห์วิตามินซีได้เองนั้นอาจมีประสิทธิภาพในการผลิตวิตามินซีลดลง (Hemilä, 2017) จึงต้องมี
การให้วิตามินซีเสริมเข้าไป เพ่ือเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน ทั้งยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มีบ(Hemilä, 
2017)ทบาทในการรักษาบาดแผล ช่วยป้องกันหรือชะลอการเกิดมะเร็งบางชนิด โรคหัวใจและหลอด
เลือด เป็นต้น ทั้งยังมีบทบาทส าคัญในการท างานของระบบภูมิคุ้มกันอีกด้วย (Jacob and 
Sotoudeh, 2002) และมีงานวิจัยศึกษาพบว่าเมื่อให้วิตามินซีแก่ผู้ป่วยที่มีอาการภาวะทางระบบ
ทางเดินหายใจเฉียบพลัน ซึ่งมีนัยส าคัญกับโรคปอดบวมโดยให้รับประทานวิตามินซี 200 มิลลิกรัม/
วัน ส่งผลให้ปริมาณวิตามินซีในเม็ดเลือดขาวและในพลาสมามีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญส่งผลให้
ภาวะระบบทางเดินหายใจดีขึ้น (Hunt et al., 1994) และช่วยลดระยะเวลาในการเป็นโรคหวัด 
(Hemila, 2017) สามารถพบวิตามินซีได้ในพืช ผัก และผลไม้ ได้แก่ ผักบุ้ง ดอกกะหล่ า ฝรั่ง มะนาว 
มะม่วง ส้ม เป็นต้น ในส่วนของวิตามินอี (vitamin E) หรือ แอลฟา-โทโคเฟอรอล (alpha-
tocopherol) มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถละลายได้ในไขมัน โดยส่วนใหญ่จะท าหน้าที่
เกี่ยวกับระบบเลือด ช่วยในการยับยั้งการสะสมของเกล็ดเลือด ทั้งยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการท างาน
ของเอนไซม์ในร่างกาย ช่วยเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกันได้เป็นอย่างดี เนื่องจากมีผลงานวิจัยพบว่า พบ
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วิตามินอีมากที่สุดในระบบภูมิคุ้มกัน (Tengerdy et al., 1973) เราสามารถพบวิตามินอีได้ในจ าพวก
ธัญพืช และผักใบเขียว (Krinsky et al., 2000) 
 เมื่อมีการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสส่งผลให้ผลผลิตทางด้านปศุสัตว์ในส่วนของสุกรนั้นลด
น้อยลง ซึ่งเกษตรกรเป็นผู้ได้รับผลกระทบโดยตรงจากไวรัสชนิดนี้ค่อนข้างมาก จึงเป็นที่มาของ
การศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในเซลล์ 
MARC-145 และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด monocyte-derived macrophages 
(MDM) 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาความเข้มข้นของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ด้วยวิธี 
crystal violet staining 

2. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน
เซลล์ MARC-145 โดยวิธี cytopathic effect assay (CPE) และวิธี immunoperoxidase 
monolayer assay (IPMA) 

3. เพ่ือศึกษาและระบุปริมาณของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 
MDM ด้วยวิธี trypan blue dye exclusion assay 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน
เซลล์  MARC-145 และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ เม็ดเลือดขาวชนิด monocyte-derived 
macrophage 
 ประชากรที่ใช้ในการท าวิจัยคือ ไวรัสพีอาร์อาร์เอส (PRRSV) และเซลล์ MARC-145 ซ่ึงได้รับ
ความอนุเคราะห์จากคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลือดสุกร ได้รับความ
อนุเคราะห์จากคณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยแม่โจ้ เชียงใหม่ 
 กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัยคือ วิตามินซีและวิตามินอี โดยกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัยคือ
ฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในเซลล์ MARC-145 
และความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากวิตามินซี และวิตามินอีที่มีฤทธิ์ต่อการต้านเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

อย่างน้อย 1 สูตร 

2. เมื่อระบุปริมาณของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MDM ได้แล้วสามารถน าไปต่อ

ยอดเพ่ือศึกษาฤทธิ์ต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ 

3. ด้านการเกษตรและอุตสาหกรรมทางด้านสุกรได้ผลผลิตที่มีคุณภาพมากยิ่งข้ึน 



 

บทที่ 2 
ทฤษฎีและการตรวจเอกสาร 

 

โรคพีอาร์อาร์เอส หรือ Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) 
 เป็นโรคที่ส่งผลให้เกิดกลุ่มอาการทางระบบสืบพันธุ์และระบบทางเดินหายใจ โรคนี้เกิดจาก
เชื้อไวรัสกลุ่มแฟมิลี่ Arteriviridae ซึ่งมีจีโนมเป็น RNA ชนิด positive single stranded RNA เป็น
ไวรัสที่มีเปลือกหุ้ม (enveloped) (Collins et al., 1992) ด้วยเหตุนี้ส่งผลให้ไวรัสพีอาร์อาร์ เอส 
สามารถกลายพันธุ์ได้ง่ายท าให้ยากต่อการควบคุมและรักษา โดยไวรัสพีอาร์อาร์เอสแบ่งออกเป็น 2 
สายพันธุ์  คือ PRRSV-1 (European genotype) และ PRRSV-2 (North American genotype) 
(Montaner-Tarbes et al., 2019) ตามล าดับ ซึ่งล่าสุดมีผลการรายงานออกมาว่า PRRSV-2 ใน
ประเทศจีน มีการพัฒนาด้านสายพันธุ์ที่รุนแรงขึ้น (Zhou et al., 2008) อนุภาคของไวรัสชนิดนี้มี
ขนาดเล็กโดยประมาณ 45-65 นาโนเมตร ซึ่งประเทศไทยได้รับผลกระทบจากเชื้อไวรัสชนิดนี้ มีการ
พบไวรัสทั้ง 2 สายพันธุ์ และอาจพบไวรัสทั้งสองสายพันธุ์ในสุกรตัวเดียวกันได้ มีการศึกษาพบว่าไวรัส
สายพันธุ์ PRRSV-2 มีการกระจายอยู่ทั่วในประเทศไทยโดยเฉพาะสายพันธุ์ HP-PRRSV  
 โดยโครงสร้างล าดับจีโนมของไวรัสพีอาร์อาร์เอส ระบุว่าไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีขนาดจีโนม
ประมาณ 15 กิโลไบต์ ซึ่งประกอบด้วย 10 Open Reading Frames (ORFs) โดยมีการ replicase 
genes จ ากด้ านปลาย  5 ’ - end (5’-cap) แล้ ว ถอดรหั ส โปรตี น ไปทางด้ าน  3 ’ - end (3’-
polyadenylation) (Nelsen et al., 1999) เมื่อถอดรหัสของจีโนมออกมาแล้วประมาณ 60-70% 
ของโปรตีนจะเกี่ยวข้องกับการ replication ของ ORF1a และ ORF1b เป็นโปรตีนประกอบด้วย 
Nsp2N และ Nsp2TF ในขณะที่ ORFs2-7 ถอดรหัสของโครงสร้างของโปรตีนได้เป็น GP2a-b, GP3, 
GP4, GP5 และ GP5a, โปรตีน M และ โปรตีน N ดังภาพที่ 1( A, B) (Montaner-Tarbes et al., 
2019) 
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ภาพที่ 1 โครงสร้างจีโนมของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 
ที่มา: https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00038 [25 กันยายน 2564] 

 
กลไกในการก่อโรคของไวรัส (pathogenesis) 
 เมื่อสุกรได้รับไวรัสเข้าสู่ร่างกายจะเข้าไปแบ่งตัวในเซลล์เม็ดเลือดขาว หลังจากนั้นไวรัสจะเข้า
ไปท าลายเซลล์แมคโครฝาจ (macrophage) แล้วแพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลือง ปอดและเนื้อเยื่อ
ต่างๆ ตามล าดับ ซึ่งบางสายพันธุ์ที่มีความก่อโรครุนแรงมักจะพบภาวะติดเชื้อไวรัสในกระแสเลือด
ด้วย (viremia) ภายใน 12 ชั่วโมงหลังจากได้รับเชื้อเข้าสู่ร่างกาย แต่บางสายพันธุ์ที่ไม่ก่อโรครุนแรง
อาจใช้เวลาประมาณ 24 ชั่วโมงหลังจากได้รับเชื้อเข้าสู่ร่างกาย โดยปริมาณของไวรัสนั้นจะเพ่ิมสูงขึ้น
ภายใน 7-14 วัน และจะพบว่าที่ปอดมีปริมาณไวรัสสูงที่สุด นอกจากนี้ยังสังเกตได้ว่าเซลล์เป้าหมาย
ของเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส คือ Pulmonary Alveolar Macrophages (PAM) และ Pulmonary 
Intravascukar Macrophages (PIM) ที่อยู่ภายในปอด (หนูจันทร์, 2554) 
 
การแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 
 เซลล์เป้าหมายหลักในการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสคือ dendritic cell, monocyte 
และ macrophage lineage และเซลล์ในระบบน้ าเหลือง (ทิพวัลย์, 2561) (Thanawongnuwech 
et al., 2000) โดยมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนที่เยื่อบุทางเดินหายใจในเยื่อหุ้มปอด PAMs (porcine 
alveolar macrophages) ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเข้าสู่เซลล์โดยวิธี receptor-mediated endocytosis 
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คือการน าสารพันธุกรรมของไวรัสเข้าไปในเซลล์โดยที่ผิวเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) มี 
receptor จ า เพาะต่อไวรัสพีอาร์อาร์ เอสคือ heparin sulfate GAGs (glycosaminoglycans), 
CD163 และ sialoadhesin (Thanawongnuwech et al., 2000) (Delputte et al., 2005) แสดง
ถึงความสัมพันธ์ของ GP2, GP3 และ GP4 กับ CD163 เมื่อไวรัส (virion) จับกับ sialoadhesin 
เรียบร้อยแล้ว มีการปล่อยสารพันธุกรรมเข้าไปในเซลล์ host ด้วยวิธี  viral internalization 
endocytosis เข้าสู่เซลล์ host โดย CD163 (Calvert et al., 2007) หลังจากนั้นเกิดการ uncoating 
แล้ว  host cell ปล่อยเอนไซม์มาสลาย capsid จากนั้นเกิดปฏิกิ ริยา gene replication ใน 
cytoplasm โดยมี RNA polymerase และ RNA helicase เป็นเอนไซม์หลักในปฏิกิริยา gene 
replication (Van Dinten et al., 1996) 
gene replication 
 +5’  -3’ 
  translation to replicase polyproteins 
 replication and transcription factor complex (RTC) (Snijder et al., 2013) 
 
 สังเคราะห์ minus-strand RNA synthesis (transcription) 
 ได้ subgenomic (sg) negative-sense RNAs เป็น template ในการสังเคราะห์ positive-
strand mRNA synthesis 
 -3’  +5’ 
จากนั้นมีการสร้าง nucleocapsid ออกมาเพ่ือ budding ออกจากเยื่อหุ้มเซลล์ แล้วเกิดการปล่อย 
virion โดยวิธี exocytosis (Lunney et al., 2016) 
 
การตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันของไวรัสพีอาร์อาร์เอส (immune response) 
 หลังจากเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสเข้าสู่สุกรแล้วระยะเวลาหนึ่งพบว่าไวรัสพีอาร์อาร์เอสส่งผลให้
มีการกดภูมิคุ้มกันในร่างกายของสุกร โดยการลดการตอบสนองของการสื่อสารการอักเสบ หรือ
เรียกว่า inflammatory cytokines (คือ IFN-beta, IFN-alpha, TNF-alpha และ IL-1) (Van Reeth 
et al., 1999) จากการศึกษาของ (Beura et al., 2010) พบว่า nsp-1 beta ยับยั้ง TLR3-mediated 
signaling pathways และลดการสร้าง IFN-beta ส่วน nsp-2 ลดการสร้าง TNF-alpha และ IL-1 
(Chen et al., 2010) 
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การวินิจฉัยโรคพีอาร์อาร์เอส 
1. การตรวจทางซีรัมวิทยา โดยตรวจเพื่อประเมินสภาพของฟาร์มว่าได้รับผลกระทบในระดับใด

โดยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

2. การตรวจหาไวรัสหรือแอนติเจน สามารถตรวจได้โดยวิธี Polymerase chain reaction 

(PCR) การตรวจหาแอนติเจนโดยวิธี Immunohistochemistry โดยจะส่งเนื้อเยื้อปอด และ

น้ าเหลือง 

3. การตรวจแยกชนิดของไวรัสโดยวิธี Sequencing ส่วนของ ORF5, ORF7 หรือ NSP2  

(สมาคมสัตวแพทย์ควบคุมฟาร์มสุกรไทย, 2554) 

 

วิตามินที่ใช้ในการศึกษา 
1. วิตามินซี (Vitamin C or L-ascorbic acid)  

 สูตรโมเลกุล C6H8O6 

 น้ าหนักโมเลกุล 176.13 
 จุดหลอมเหลว 190-192 องศาเซลเซียส 
 

 
 

ภาพที่ 2 สูตรโครงสร้างทางเคมีของวิตามินซี 
ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/Vitamin_C [25 กันยายน 2564] 

 

 วิตามินซีเป็นสารอินทรีย์ที่สามารถละลายได้ในน้ า มีโครงสร้างทางเคมีดังภาพที่ 2 เป็นสารที่
แตกตัวให้อิเล็กตรอน (electron donor) ทั้งยั้งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นโคแฟกเตอร์จ าเพาะ
และไม่จ าเพาะต่อปฏิกิริยาทางเอนไซม์ หรือเป็นโมเลกุลควบคุม (Carr and Lykkesfeldt, 2018) ซึ่ง
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมโดยส่วนใหญ่นั้นร่างกายสามารถสังเคราะห์วิตามินซีได้เอง แต่เมื่อเกิดการติดเชื้อ
จากแบคทีเรีย ไวรัส หรือโปรตัวซัว ความเข้มข้นของวิตามินซีและเม็ดเลือดขาวในพลาสมาลดลง 
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เนื่องจากสัตว์ที่ผลิตวิตามินซีได้เองนั้นมีประสิทธิภาพในการผลิตลดลง จึงต้องมีการเสริมวิตามินซีเพ่ิม
เข้าไป พบว่าการเสริมวิตามินซีช่วยซ่อมแซมระบบภูมิคุ้มกัน เช่น ช่วยเพ่ิมจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาว
ท าให้มีฤทธิ์ในการต้านจุลชีพมากขึ้น ทั้งยังช่วยปรับสมดุลของปฏิกิริยารีดอกซ์ของเซลล์ และเป็น
สารเคมีบ าบัด (Wintergerst et al., 2006) มีฤทธิ์ในการต้านเลือดออกตามไรฟันในมนุษย์ ทั้งยังช่วย
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา peroxidation ของเนื้อเยื่อ phospholipids และเป็นสารจ าเป็นในการ
สังเคราะห์ฮอร์โมน และเป็นสารสื่อประสาท (Shaik-Dasthagirisaheb et al., 2013) 
 โดยดั้งเดิมวิตามินซีให้ เป็นที่รู้จักกันในเรื่องของการช่วยลดหรือบรรเทาและป้องกัน 
การตดิเชื้อจากไวรัส แบคทีเรีย หรือโปรโตซัวได้ โดยเฉพาะช่วยลดระยะการเป็นโรคหวัด ซึ่งบทบาทที่
ส าคัญนั้นยังระบุได้ไม่แน่ชัด (Hemila, 2017) นอกจากนี้วิตามินซียังช่วยลดการติดเชื้อในระบบ
ทางเดินหายใจ ลดอัตราการเป็นโรคปอดบวมซึ่งมีนัยส าคัญกับโรคเลือดออกตามไรฟันอันเนื่องมาจาก
การขาดวิตามินซี โรคมาลาเรียและโรคท้องร่วงได้ (Wintergerst et al., 2006) 
 มีงานวิจัยหนึ่งศึกษาเกี่ยวกับวิตามินซีโดยการเสริมวิตามินซีให้แก่ผู้ป่วยสูงอายุที่ติดเชื้อ ใน
ระบบทางเดินหายใจแบบเฉงียบพลัน คือมีอาการหลอดลมอักเสบและโรคปอดบวม โดยให้ยา 
ปฎิชีวะนะ ที่ 2 และ 4 สัปดาห์หลังเข้ารับการรักษา จากนั้นให้วิตามินซี 200 มิลลิกรัม/วัน ส่งผลให้
ปริมาณของวิตามินซีในเม็ดเลือดขาวและในพลาสมามีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ท าให้ภาวะ
ระบบทางเดินหายใจดีขึ้น (Hunt et al., 1994) 
 
ฤทธิ์ของวิตามินซีในการยับยั้งไวรัส 
 กลไกของวิตามินซีต่อการยับยั้งไวรัส A/FM/1/47(H1N1) ที่ก่อให้เกิดโรคปอดบวมในหนู 
ทดลองโดยการให้หนูกินวิตามินซีปริมาณ 125 และ 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ส่งผลให้วิตามินซีไปลด
การแสดงออกของยีน mitochondrial antiviral signaling (MAVS) และ interferon regulatory 
factor 3 (IRF3) แล้วกระตุ้นให้เกิดการสร้างยีน NF-κB จากนั้นท างานร่วมกันแล้วเกิดสร้าง type I 
interferons (IFNs) ไปยับยั้งไวรัสนั่นเอง (Cai et al., 2015) 
 โสมแดงและวิตามินซีช่วยลดการอักเสบของปอดที่เกิดจากเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ (influenza 
A virus/H1N1) และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน โดยวิตามินซีจะกระตุ้นการ
ผลิต T cell เนื่องจากพบการแสดงออกของยีนส์ CD69, CD 25 และ CD3+ T cell ซึ่งตรวจสอบโดย
วิธี flow cytometry เมื่อบ่มที่ 48 ชั่วโมง นอกจากกระตุ้นการผลิต T cell แล้วยังมีฤทธิ์ในการช่วย
การกระตุ้นการท างานของ NK cells อีกด้วย (Kim et al., 2016) 
 การศึกษาของ Kim et al. (2016) พบว่า โสมแดงและวิตามินซีสามารถยับยั้งเชื้อไวรัส 
kaposi’s sarcoma associated herpesvirus (KSHV) หรือที่เรียกว่า HHV-8 ซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัส 
human herpesvirus 8 โดยโสมแดงและวิตามินซีจะลดการแสดงออกของ RTA และ K8 ที่เกิดจาก 
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TPA ใน BCBL-1 กล่าวคือโสมแดงและวิตามินซียับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักร 
lytic  

2. วิตามินอี (vitamin E or alpha-tocopheral)  
 สูตรโมเลกุล C29H50O2 

 น้ าหนักโมเลกุล 430.71 
 จุดเดือด  235 องศาเซลเซียส 

 

 

ภาพที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของวิตามินอี 
ที่มา: https://th.wikipedia.org [25 กันยายน 2564] 

 
 วิตามินอีเป็นกลุ่มสารประกอบอินทรีย์ที่ละลายได้ในไขมัน ใช้เรียกในกลุ่มของ tocopherols 
และ tocotrienols มีโครงสร้างทางเคมีดังภาพที่ 3 ซึ่งร่างกายไม่สามารถผลิตขึ้นมาเองได้ จึงต้องมี
การรับประทานเพ่ิมเข้าไป ส่วนใหญ่จะพบวิตามินอีในพืช ธัญพืช เช่น น้ ามันข้าวโพด เมล็ดถั่ว และ
จากสัตว์ เช่น ปลาที่มีไขมันสูง น้ ามันตับปลา เนื้อสัตว์ ไข่ ตับ เป็นต้น ซึ่ง alpha-tocopheral มีฤทธิ์
ทางชีวภาพที่สูงที่สุด และมีบทบาทมากที่สุดในระบบภูมิคุ้มกัน ท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระใน
การปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์ อันเนื่องมาจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัว (Lewis 
et al., 2019) เมื่อมีการเกิดกระบวนการเผาผลาญในร่างกาย และช่วยในการเสริมสร้างภูมิต้านทาน
ในร่างกายให้แข็งแรงมากยิ่งขึ้น (Brigelius-Flohé and Traber, 1999) โดยวิตามินอีจะเข้าสู่ร่างกาย
ในลักษณะคล้ายกับไขมันผ่านพลาสมาและจับกับชั้นไขมัน lipoproteins ถูกดูดซึมที่ล าไส้เล็ก และ
เก็บในรูปแบบ chylomicrons ซึ่งสามารถเคลื่อนที่ผ่านน้ า เหลืองโดยท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 
lipoprotein lipase และกระจายเคลื่อนที่ไปยังเนื้อเยื่อส่วนต่างๆของร่างกาย และมีฤทธิ์ในการ
ป้องกันเกี่ยวกับการเกิดโรคเรื้อรัง (Herrera and Barbas, 2001) มีรายงานว่าโรคขาดวิตามินอีมา
จากการที่ล าไส้มีการดูดซึมที่ผิดปกติ คือมีปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นช้า (delayed-type hypersensitivity: 
DTH) (Kowdley et al., 1992) 
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 บทบาทของวิตามินอีในด้านของระบบภูมิคุ้มกันเป็นที่รู้กันว่าวิตามินอีมีความส าคัญต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันมาก เนื่องจากพบปริมาณความเข้มข้นของวิตามินอีในระบบภูมิคุ้มกันมากกว่าเซลล์ส่วนอื่น 
มีการศึกษาในสัตว์และมนุษย์ที่ขาดวิตามินอี ส่งผลให้เกิดภูมิคุ้มกันบกพร่องทั้งในระดับร่างกาย คือมี
การผลิตแอนติบอดีลดลงโดยเฉพาะ T cell ในหนู (Tengerdy et al., 1973) และมีการเพ่ิมจ านวน
เซลล์เม็ดเลือดขาวบกพร่องในสุกร (Jensen et al., 1988) ลูกแกะ (Turner and Finch, 1990) สุนัข 
(Langweiler et al., 1981) ไก่ (Chang et al., 1994) และหนู (Eskew et al., 1985) ท าให้ต้องมี
การเพ่ิมวิตามินอีที่ปริมาณพอเหมาะ เพ่ือช่วยเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน โดยจะไปช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการท างานของ T cell ซึ่งมีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์โดยตรง (Lewis et al., 2019) 
 มีการศึกษาพบว่า บทบาทของวิตามินอีในด้านระบบภูมิคุ้มกันมีความสัมพันธ์กับการลด 
ความเสี่ยงของโรค เช่น โรคปอดบวม ไข้หวัดใหญ่ การติดเชื้อทางเดินหายใจ โรคภูมิแพ้บางชนิด เช่น 
โรคหอบหืด การติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ เช่น Streptococcus pneumonia (Lewis et al., 
2019) 
 
ฤทธิ์ของวิตามินอีในการยับยั้งไวรัส 
 มีการศึกษาผลของเซเลเนียม (Se) และวิตามินอีต่อการตอบสนองภูมิคุ้มกันจากการติดเชื้อ
ไวรัส parainfluenza virus ซึ่งเป็นเชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคเกี่ยวกับระบบทางเดินหายใจ หลังจากลูก
แกะป่วยด้วยเชื้อไวรัสดังกล่าวได้ท าการรักษาโดยการให้ Se 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของอาหาร และ 
วิตามินอี 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของอาหาร ตามล าดับ พบว่า ระยะเวลาหลัง 10 สัปดาห์ ปริมาณ 
glutathione peroxidase (GSH-Px) เพ่ิมขึ้น immunoglobulin M (IgM) ในเซรั่มเพ่ิมขึ้น ระดับ
แอนติบอดีเพ่ิมข้ึน (Reffett et al., 1988) 
 โรคปอดบวม มีการศึกษาหนูที่ติดเชื้อ Streptococcus pneumonia และเกิดการอักเสบที่
ปอด มีภาวะนิวโทรฟิลแทรกซึม และภาวะแบคทีเรียในปอด และเมื่อเสริมด้วยวิตามินอี 500 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า วิตามินอีสามารถลดนิวโทรฟิลและการผลิตสารไซโต
ไคน์ที่เกี่ยวข้องกับอาการอักเสบได้ซึ่งสัมพันธ์กับภาวะเลือดเป็นพิษที่ลดลง ดังนั้นแสดงให้เห็นว่า
วิตามินอีสามารถท าปฏิกิริยากับระบบภูมิคุ้มกันช่วยลดแบคทีเรียในปอดได้ (Ghanem et al., 2015) 
 โรคไข้หวัดใหญ่มีอาการคล้ายกับโรคปอดบวม จะมีภาวะน้ าหนักลดลงและการตายเกิดขึ้น 

(Bender et al., 1991) ซึ่งมีการผลิต Th1 cytokines IL-2 และ IFN-γ และมีการติดเชื้อไวรัสในปอด
สูงหลังจากติดเชื้อไข้หวัดใหญ่ influenza A/Port Chalmers/1/27/(H3N2) (Hayek et al., 1997) 
จากนั้นมีการเสริมวิตามินอี 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นเวลา 30 วัน พบว่า มีการตอบสนองต่อ Th1 
เพ่ิมข้ึนและช่วยปรับสภาวะในปอดให้ดีขึ้น 
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ชนิดและหน้าที่ของเม็ดเลือดขาว 
 เม็ดเลือดขาว (white blood cells : WBCs หรือ leucocytes) เป็นที่รู้จักกันดีว่าเม็ดเลือด
ขาวมีบทบาทหน้าที่ที่ส าคัญต่อระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย คือการก าจัดเชื้อโรค รวมทั้งสิ่งแปลกปลอม
ที่เข้าสู้ร่างกายหรือที่เรียกว่า แอนติเจน (antigen) เช่น ไวรัส แบคทีเรีย เชื้อรา และปรสิต เป็นต้น 
(Kutlu et al., 2020) เม็ดเลือดขาวมีแหล่งที่สร้างจาก ไขกระดูก ม้าม และต่อมน้ าเหลือง โดยเม็ด
เลือดขาว (Fitri et al., 2020) แบ่งออกเป็น 5 ชนิด ดังภาพที่ 4 คือ  

1. ลิมโฟไซต์ (lymphocytes) 
2. นิวโทรฟิลล์ (neutrophils) 
3. อีโอซิโนฟิลล์ (eosinophils) 
4. เบโซฟิลล์ (basophils) 
5. โมโนไซต์ (monocytes)  

 

 
ภาพที่ 4 เซลล์เม็ดเลือดขาว (white blood cells) 

ที่มา: https://www.123rf.com/photo_52698232_types-of-white-blood-cells-
infographics.html [25 กันยายน 2564] 
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หน้าที่ของเม็ดเลือดขาว 
1. ลิมโฟไซต์ (lymphocytes) 

พบมากที่สุดในระบบต่อมน้ าเหลือง มีทั้งหมด 3 ชนิด ดังภาพที่ 5 คือ B cell, T cell และ 
NK cell 

- B cell จะสร้างและพัฒนาเจริญที่ไขกระดูก มีหน้าที่ในการสร้างแอนติบอดีออกมา
จับกับเชื้อโรค เกี่ยวข้องกับการสร้างภูมิคุ้มกันและ B cell บางส่วนจะท าหน้าที่เป็น 
memory system คือจดจ าสิ่งแปลกปลอมเหล่านั้นแล้วสร้างแอนติบอดี กล่าวคือ
เมื่อเกิดการติดเชื้อชนิดนั้นอีก B cell ก็จะสร้างแอนติบอดีออกมาก าจัดแอนติเจน
นั้นได้เลย เนื่องจากเคยมีการติดเชื้อนั้นมาแล้ว 

- T cell จะพัฒนาและเจริญที่ต่อมธัยมัส (thymus) มีหน้าที่ ในการก าจัดสิ่ ง
แปลกปลอมหรือแอนติเจนที่เข้าสู่ร่างกายโดยตรง เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันและ
แบ่งออกเป็น 3 ชนิด คือ cytotoxic T cell, Helper T cell และ memory T cell 

- NK cell (natural killer cells) หรือเซลล์นักฆ่า มีหน้าที่ท าลายสิ่งแปลกปลอมหรือ
แอนติเจนที่เข้ามา โดยไม่ต้องเกิดการกระตุ้นหรือการเรียนรู้ต่อแอนติเจนนั้น 
กล่าวคือสามารถท าลายไวรัสหรือเซลล์มะเร็งในระยะเริ่มแรก (Cheent and 
Khakoo, 2009) 
 

 
ภาพที่ 5 เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด lymphocyte 

ที่มา: https://www.siamhealth.net/public_html/Health/Lab_interprete/lymph.html 
[25 กันยายน 2564] 
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2. นิวโทรฟิลล์ (neutrophils) พบมากที่สุดในกระแสเลือด มีหน้าที่ในการป้องกันการติดเชื้อ
จากพวกเชื้อราหรือแบคทีเรีย โดยการปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยสลายผนังของแอนติเจน
นั้นๆ และโอบล้อมกินเชื้อโรคโดยวิธีฟาโกไซโทซิส เมื่อท าลายแอนติเจนนั้นๆแล้วนิวโทรฟิลล์
จะตายไปพร้อมกับแอนติเจน แล้วจะกลายเป็นหนอง 

3. อีโอซิโนฟิลล์ (eosinophils) มีหน้าในการท าลายสิ่งแปลกปลอมและโอบล้อมกินเชื้อโรคโดย
วิธีฟาโกไซโทซิส เป็นเม็ดเลือดขาวที่เก่ียวข้องและตอบสนองเก่ียวกับอาการภูมิแพ้ และปรสิต
ต่างๆ โดยจะหลั่งสาร histamine ออกมาท าลายแอนติเจนนั้นๆ และเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาว
ที่ย้อมติดสีชมพู 

4. เบโซฟิลล์ (basophils) มีหน้าในการท าลายสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจน โดยจะหลั่งสาร 
histamine ออกมาท าลายแอนติเจนนั้นๆ ซึ่งเป็นสาเหตุในการเกิดการอักเสบและภูมิแพ้
อย่างรุนแรง และเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ย้อมติดสีน้ าเงิน 

5. โมโนไซต์ (monocytes) มีหน้าในการท าลายสิ่งแปลกปลอมและโอบล้อมกินเชื้อโรคโดย
วิธีฟาโกไซโทซิส มีรูปร่างของนิวเคลียสคล้ายไต และเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่มีขนาดใหญ่
ที่สุด (โครงการทรูปลูกปัญญา, 2560) 

 
เซลล์เม็ดเลือดขาวที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ monocyte-derived macrophage (MDM) 
 monocyte-derived macrophage (MDM) คื อ  เซลล์ เ ม็ ด เลื อดขาวที่ พัฒนามาจาก 
monocyte โดย monocyte จะพัฒนาไปเป็น macrophage ระยะแรกและเคลื่อนที่อยู่ในกระแส
เลือดโดยประมาณ 3 วันก่อนที่จะเข้าสู่เนื้อเยื่อและพัฒนาไปเป็น macrophage เต็มที่ เซลล์เม็ดเลือด
ขาวชนิดนี้เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน มีหน้าที่ในการปกป้อง host cell โดยการกินเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอมท่ีเข้าสู่ร่างกายหรือแอนติเจน โดยวิธีฟาโกไซโทซิส โดยจะสร้างเท้าเทียม (pseudopodia) 
ออกมาล้อมรอบแอนติเจน และมีหน้าที่ในการหลั่งสาร cytokine (IL-1, IL-6, IL-12 และ tumor 
necrosis factor-alpha (TNF-alpha)) ซึ่งสาร cytokine จะท าให้เกิดภาวะการอักเสบ ส่งผลให้ไป
กระตุ้นการท างานของเซลล์ เม็ด เลือดขาวชนิด อ่ืนๆ เช่น lymphocyte และ neutrophil 
(Strephonsays, 2560; ณตพล, 2552)  
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วิธีที่ใช้ในการตรวจสอบไตเตอร์ของไวรัสในงานวิจัย 
 Cytopathic effect assay (CPE) คือการศึกษาการเปลี่ยนแปลงสัณฐานวิทยาของ host 
cell เมื่อติดไวรัส โดยไวรัสจะท าลายผนังเซลล์ของ host cell เราสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงของ 
host cell ได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แล้วนับจ านวนหลุมของเซลล์เพาะเลี้ยงที่ถูกท าลายด้วยไวรัส
เทียบกับกลุ่มควบคุม(มีแค่อาหารกับเซลล์เพาะเลี้ยง) มีหน่วยเป็น TCID50/ml (สุภาพร และคณะ, 
2553, Nexcelom) 
 Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) คือการตรวจสอบและวินิจฉัยโรคทาง
ซีรั่มวิทยา เ พ่ือตรวจสอบหาแอนติบอดีต่อไวรัส  (Houben et al., 1995) แอนติบอดีนั้ นคือ 
immunoglobulin G antibody (IgG antibody) โดยใช้ primary˚antibody (mouse anti-PRRSV 
monoclonal antibody) แล ะ  secondary˚antibody (goat anti-mouse IgG) โ ด ย  IPMA มี
ความจ าเพาะและความไวสูงในการทดสอบ สามารถสังเกตการย้อมติดสี  (Zhang et al., 2016) 
ตรวจสอบได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Guedes et al., 2002) มีหน่วยเป็น TCID50/ml 
 Trypan blue dye exclusion assay คือ การหาปริมาณอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ โดยใช้ 
trypan blue สารที่มีสีน้ าเงิน ซึ่งสามารถตรวจสอบการติดสีของเซลล์และนับเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (cell counting chamber) โดยใช้ hemacytometer หากเซลล์ติดสีน้ าเงิน หมายถึง 
เซลล์นั้นตายแล้ว ไซโตพลาสซึมถูกท าลายแล้วสีของ trypan blue เข้าสู่เซลล์ แต่หากเซลล์ไม่ติดสีน้ า
เงินของ trypan blue แปลว่าเซลล์ยังมีชีวิตอยู่ (Strober, 2015) 



 
 

บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 

3.1 สถานที่ท าการทดลอง 
 ห้องปฏิบัติการวิจัยเพ่ือส่งเสริมภูมิต้านทานในมนุษย์และสัตว์ สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 
คณะวิทยาศาสตร์ ตึกจุฬาภรณ์ ชั้น 3 มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ เลขที่ 63 หมู่ 4 ต าบล
หนองหาร อ าเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ 50290 ระยะเวลาในการท าการทดลอง 30 พฤษภาคม 
2561 ถึง 22 เมษายน 2563 
3.2 วิธีการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ทดสอบด้วยวิธี crystal violet staining 

การเลี้ยงและการเพ่ิมจ านวนเซลล์ MARC-145 ปริมาณ 5x105 cell/ml 

การเตรียมไวรัสพีอาร์อาร์เอส โดยการเลี้ยงไวรัสร่วมกับเซลล์ MARC-145 

การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีและวิตามินอี 

การศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพี
อาร์อาร์เอสในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี CPE และวิธี IPMA 

ระยะหลังไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Post-virus entry) 
ระยะก่อนไวรสัติดเข้าสูเ่ซลล์ (Pre-virus entry) 

เจาะเลือดสุกร ณ ฟาร์มสุกร คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ 

การศึกษาและระบุปริมาณของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ด

เลือดขาวชนิด MDM ด้วยวิธี trypan blue dye exclusion assay 

วิเคราะห์และประเมินผลการทดลอง 



 

บทที่ 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ 

 

4.1. ผลของการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีและวิตามินอี 
 จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีและวิตามินอีโดยเริ่มต้นที่

ความเข้มข้น 1,000, 500, 250, 125, 62.50, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95 และ 0.98 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 1 ตารางที่ 2) ตามล าดับ โดยคิดร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ MARC-

145 มากกว่า 85 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ความเข้มข้นที่สูงที่สุดของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อ

เซลล์ MARC-145 คือ 3.91 และ 15.63 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความแต่งต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิต ิ(p<0.05) ตามล าดับ 

 

ตารางที่ 1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 
 

ความเข้มข้น 

(µg/ml) 

อัตราการรอดชีวิต (%) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ครั้งที่ 4 ค่าเฉลี่ย ± S.D. 

1,000 14.92 13.63 12.03 14.01 13.65 ± 1.21e 

500 15.00 14.85 13.55 11.88 13.82 ± 1.45e 

250 13.17 12.94 11.80 11.42 12.34 ± 0.85e 

125 37.08 16.30 11.27 11.11 18.94 ± 12.33e 

62.5 46.75 53.99 39.06 29.78 42.39 ± 10.39d 

31.25 57.26 49.72 66.10 47.97 55.26 ± 8.27c 

15.63 61.98 56.58 54.14 46.15 54.71 ± 6.58c 

7.81 73.63 80.41 65.41 68.68 72.04 ± 6.53b 

3.91 83.53 98.23 86.12 84.68 88.14 ± 6.81a 

1.95 98.31 100.44 90.31 80.11 92.30 ± 9.22a 

0.98 112.62 81.40 101.88 104.70 100.15 ± 13.30a 
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ตารางที่ 2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินอีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 
 

ความเข้มข้น 

(µg/ml) 

อัตราการรอดชีวิต (%) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ค่าเฉลี่ย ± S.D. 

1,000 13.09 13.32 12.86 13.09 ± 0.23c 

500 19.58 17.49 13.32 16.80 ± 3.19c 

250 17.38 15.64 14.13 15.72 ± 1.62c 

125 20.97 27.69 17.38 22.01 ± 5.23c 

62.5 30.59 22.24 20.39 24.41 ± 5.43c 

31.25 54.34 50.28 65.11 56.58 ± 7.66b 

15.63 93.85 72.18 92.11 86.04 ± 12.04a 

7.81 97.09 91.41 96.51 95.00 ± 3.12a 

3.91 97.20 107.40 115.39 106.67 ± 9.12a 

1.95 93.61 80.29 115.39 96.43 ± 17.72a 

0.98 87.82 90.49 113.65 97.32 ± 14.21a 

  

 จากผลการทดลองสารเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีและวิตามินอีซี้ให้เห็นว่า

การให้วิตามินซีและวิตามินอีที่ความเข้มข้น 3.91 และ 15.63 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 

 จากการศึกษาครั้งนี้สอดคล้องกับรายงานของ Chan (1993) ที่รายงานว่าวิตามินจะเป็น

ประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย์และสัตว์ ช่วยในการชะลอความเสียหายของเซลล์ โดยการปกป้องเซลล์

จากอนุมูลอิสระได้ ทั้งนี้ในผลการทดลองดังกล่าวได้ใช้กับเซลล์ปกติ บ่งชี้ได้ว่าไม่เป็นพิษเช่นเดียวกับ

รายงานวิจัยของ Hemila (2017) และ Wintergerst et al. (2006) เช่นกัน 

 ส าหรับความเข้มข้นของวิตามินซีที่ 3.91 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการทดสอบกับเซลล์ปกติ

ดังกล่าว เทียบกับปริมาณการใช้ในคนจากรายงานวิจัยของ Hunt et al. (1994) ที่ใช้ในการรักษา

ผู้ป่วยโรคปอดบวมท าให้ผู้ป่วยหายจากการให้วิตามินซีปริมาณ 200 มิลลิกรัม/วัน บ่งชี้ว่าการได้รับ
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วิตามินในปริมาณที่มากเกินไปอาจไม่เกิดประโยชน์หรือการให้ในปริมาณมากจะส่งผลท าให้เกิดเป็น

พิษต่อร่างกายได ้

 กลไกที่วิตามินซีช่วยให้เซลล์ปกตินั้นอาจเกิดจากกลไกช่วยเพ่ิมจ านวนเม็ดเลือดขาว ท าให้มี

ฤทธิ์ในการต้านจุลชีพมากขึ้นท าให้ร่างกายปรับสมดุลของปฏิกิริยารีดอกซ์ของเซลล์และเป็นสารเคมี

บ าบัดตามรายงานของ Wintergerst et al. (2006) 

 ส าหรับวิตามินอีเป็นกลุ่มของสารประกอบอินทรีย์ที่ละลายได้ในไขมัน การให้เซลล์ปกติได้รับ

วิตามินอีได้ในปริมาณมากกว่าวิตามินซี อาจเป็นผลเนื่องมาจากวิตามินอีมีบทบาทในการป้องกันเซลล์ 

T cell สอดคล้องกับรายงายวิจัยของ Lewis et al. (2006) 

 

4.2. ผลของการศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์
เอสในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี CPE และวิธี IPMA 
 จากการทดสอบฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์
เอสในเซลล์ MARC-145 พบว่า วิตามินซีแสดงร้อยละอัตราการยับยั้งไวรัสพีอาร์อาร์เอสในระยะก่อน
ไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Pre-virus entry)และระยะหลังไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Post-virus entry) โดยวิธี 
CPE คือ 91.67 และ 81.58 ตามล าดับ (ภาพที่ 6) วิตามินอีแสดงร้อยละอัตราการยับยั้งไวรัสพีอาร์
อาร์เอสในระยะก่อนไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Pre-virus entry) และระยะหลังไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Post-
virus entry) โดยวิธี CPE คือ 92.71 และ 90.79 ตามล าดับ (ภาพท่ี 7) 
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ภาพที่ 6 ฤทธิ์ของวิตามินซีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

ในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี CPE 
 

 
ภาพที่ 7 ฤทธิ์ของวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

ในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี CPE 
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 เมื่อทดสอบโดยวิธี IPMA พบว่า วิตามินซีแสดงร้อยละอัตราการยับยั้งไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน 
ระยะก่อนไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Pre-virus entry) และระยะหลังไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Post-virus entry) 
คือ 88.75 และ 76.32 ตามล าดับ (ภาพที่  8) วิตามินอีแสดงร้อยละอัตราการยับยั้ ง ไวรัส 
พีอาร์อาร์เอสในระยะก่อนไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Pre-virus entry)และระยะหลังไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ 
(Post-virus entry) คือ 90 และ 89.47 ตามล าดับ (ภาพท่ี 9) 
 มีการศึกษาเรื่องกลไกของวิตามินซีต่อไวรัส A/FM/1/47(H1N1) โดยไวรัสชนิดนี้มีจีโนมเป็น 
single-stranded RNA มี เ ซลล์ เป้ าหมายคื อ  alveolar macrophages (AMs) ใน เยื่ อหุ้ มปอด 
(Arimori et al., 2013; Bender and Small Jr, 1992) ส่งผลให้มีความบกพร่องในระบบทางเดิน
หายใจและตายได้ (La Gruta et al., 2007) เมื่อเกิดการติดเชื้อไวรัส A/FM/1/47(H1N1) จะเกิดการ
ตายแบบ apoptosis แล้วเกิดการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (Fesq et al., 1994) และเม่ือได้รับวิตามินซีส่งผล
ให้ลดระยะและลดความรุนแรงของการติดเชื้อไวรัส A/FM/1/47(H1N1) ซึ่งสอดคล้องกับไวรัสพีอาร์
อาร์เอสที่มีจีโนมเป็น single-stranded RNA และมีเซลล์เป้าหมายคือปอดเช่นเดียวกัน เมื่อได้ท าการ
ทดลองแล้วพบว่าวิตามินซีช่วยลดความรุนแรงของการเกิดโรคพีอาร์อาร์เอสได้เมื่อทดสอบโดยวิธี CPE 
และวิธี IPMA  
 

 
ภาพที่ 8 ฤทธิ์ของวิตามินซีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

ในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี IPMA 
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ภาพที่ 9 ฤทธิ์ของวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

ในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี IPMA 
 

 จากการศึกษาผลของวิตามินซีและวิตามินอีในการยับยั้งไวรัสชี้ให้เห็นว่าวิตามินซีและ 

วิตามินอีสามารถยับยั้งไวรัสได้จากการทดสอบทั้ง 2 วิธี และพบว่าวิตามินซีและวิตามินอีจะซี้ผลใน

การป้องกันไม่ให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ได้ดีกว่าหลังจากไวรัสเข้าสู่เซลล์แล้วทั้ง 2 วิธีเช่นกัน จากรายงาน

ดังกล่าวสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Cai et al. (2015) พบว่า กลไกของวิตามินซีต่อการยับยั้ง

ไวรัส A/FM/1/47(H1N1) ที่ก่อให้เกิดโรคปอดบวมในหนู ทดลองโดยการให้หนูกินวิตามินซีปริมาณ 

125 และ 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ส่งผลให้วิตามินซีไปลดการแสดงออกของยีน mitochondrial 

antiviral signaling (MAVS) และ interferon regulatory factor 3 (IRF3) แล้วกระตุ้นให้เกิดการ

สร้างยีน NF-κB จากนั้นท างานร่วมกันแล้วเกิดสร้าง type I interferons (IFNs) ไปยับยั้งไวรัส และ

รายงานวิจัยของ Kim et al. (2016) ศึกษาโสมแดงและวิตามินซีช่วยลดการอักเสบของปอดที่เกิดจาก

เชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ และช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน โดยวิตามินซีจะ

กระตุ้นการผลิต T cell เนื่องจากพบการแสดงออกของยีนส์ CD69, CD 25 และ CD3+ T cell ซึ่ง

ตรวจสอบโดยวิธี flow cytometry เมื่อบ่มที่ 48 ชั่วโมง นอกจากกระตุ้นการผลิต T cell แล้วยังมี

ฤทธิ์ในการช่วยการกระตุ้นการท างานของ NK cells และสามารถยับยั้งเชื้อไวรัส kaposi’s sarcoma 
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associated herpesvirus (KSHV) หรือที่เรียกว่า HHV-8 ซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัส human herpesvirus 

8 โดยโสมแดงและวิตามินซีจะลดการแสดงออกของ RTA และ K8 ที่เกิดจาก TPA ใน BCBL-1 

กล่าวคือโสมแดงและวิตามินซียับยั้งการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับวัฏจักร lytic 

 ส าหรับวิตามินอีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Reffett et al. (1988) ที่ท าการทดลองกับลูก

แกะป่วยด้วยเชื้อไวรัส parainfluenza virus ท าการรักษาโดยการให้ Se 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของ

อาหาร และ วิตามินอี 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของอาหาร พบว่า ระยะเวลาหลัง 10 สัปดาห์ ปริมาณ 

glutathione peroxidase (GSH-Px) เพ่ิมขึ้น immunoglobulin M (IgM) ในเซรั่มเพ่ิมขึ้น ระดับ

แอนติบอดีเพ่ิมข้ึน ส่งผลให้วิตามินอีสามารถยับยังไวรัสได้ และงานวิจัยของ Ghanem et al. (2015) 

หนูที่ติดเชื้อ Streptococcus pneumonia เกิดการอักเสบที่ปอด เมื่อเสริมด้วยวิตามินอี 500 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า วิตามินอีสามารถลดนิวโทรฟิลและการผลิตสารไซโต

ไคน์ที่เกี่ยวข้องกับอาการอักเสบได้ซึ่งสัมพันธ์กับภาวะเลือดเป็นพิษที่ลดลง ดังนั้นแสดงให้เห็นว่า

วิตามินอีสามารถท าปฏิกิริยากับระบบภูมิคุ้มกันช่วยลดแบคทีเรียในปอดได้ นอกจากนี้ยังสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Bender et al. (1991) และ Hayek et al. (1997) ที่พบว่า โรคไข้หวัดใหญ่มีอาการ

คล้ายกับโรคปอดบวม จะมีภาวะน้ าหนักลดลงและการตายเกิดขึ้น ซึ่งมีการผลิต Th1 cytokines IL-2 

และ IFN-γ และมีการติดเชื้อไวรัสในปอดสูงหลังจากติดเชื้อไข้หวัดใหญ่ influenza A/Port 

Chalmers/1/27/(H3N2) จากนั้นมีการเสริมวิตามินอี 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นเวลา 30 วัน 

พบว่า มีการตอบสนองต่อ Th1 เพ่ิมข้ึนและช่วยปรับสภาวะในปอดให้ดีขึ้น 

 

4.3. ผลของการศึกษาและระบุปริมาณของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือด
ขาวชนิด MDM ด้วยวิธี trypan blue dye exclusion assay 
 จากการทดสอบความไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM ของวิตามินซีและวิตามินอี

โดยเริ่มตน้ที่ความเข้มข้น 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95 และ 0.98 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง ตามล าดับ โดยคิดร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ MDM 

มากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ความเข้มข้นที่สูงที่สุดของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

MDM คือ 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 3 และตารางที่ 4) 
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ตารางที่ 3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ MDM ของวิตามินซีที่บ่มเป็นเวลา 36 ชั่วโมงที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 
 

ความเข้มข้น 

(µg/ml) 

อัตราการรอดชีวิต (%) 

1 2 3 4 ค่าเฉลี่ย ± S.D. 

250 43.48 42.86 44.44 36.36 41.79 ± 3.67 

125 50.00 51.14 44.44 42.86 47.11 ± 4.07 

62.5 60.00 62.50 50.00 56.25 57.19 ± 5.44 

31.25 60.00 62.67 57.50 60.37 60.14 ± 2.12 

15.63 58.33 62.50 66.67 60.00 61.88 ± 3.63 

7.81 61.11 63.64 55.56 66.04 61.59 ± 4.49 

3.91 62.72 62.50 66.67 64.29 64.05 ± 1.92 

1.95 60.00 62.50 71.43 66.67 65.15 ± 5.01 

0.98 69.23 68.50 71.43 75.00 71.04 ± 2.92 
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ตารางที่ 4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ MDM ของวิตามินอีที่บ่มเป็นเวลา 36 ชั่วโมงที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 
 

ความเข้มข้น 

(µg/ml) 

อัตราการรอดชีวิต (%) 

1 2 3 4 ค่าเฉลี่ย ± S.D. 

250 33.33 40.00 36.36 43.75 38.36 ±4.51  

125 38.46 46.67 41.67 44.44 42.81 ± 3.55 

62.5 50.00 62.50 42.86 57.14 53.13 ± 8.55 

31.25 66.67 54.55 69.23 57.14 61.90 ± 7.15 

15.63 71.43 50.00 60.00 62.10 60.88 ± 8.79 

7.81 62.50 66.67 66.67 62.50 64.59 ± 2.41 

3.91 85.71 58.18 68.42 66.67 69.75 ± 11.54 

1.95 69.23 63.64 64.29 75.00 68.04 ± 5.27 

0.98 66.70 69.23 66.67 72.73 68.83 ± 2.86 

 



 

บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการทดลอง 

 1. การศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอ
สนซลล์ MARC-145 พบว่า วิตามินซีและวิตามินอีสามารถยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสระยะก่อนเข้าสู่
เซลล์ได้ดีกว่าระยะหลังการเข้าสู่เซลล์ ดังนั้น จึงเหมาะแก่การเสริมวิตามินดังกล่าวเพ่ือเป็นการป้องกัน
การติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส 
 2. การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM พบว่า ความเข้มข้นที่ระดับ 
31.25 µg/ml ของวิตามินซีและวิตามินอีไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาว โดยมีอัตราการรอดชีวิต
มากกว่า 60% ซึ่งสามารถที่จะน าที่ได้จากงานวิจัยนี้ไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับระบบ
ภูมิคุ้มกันได้ต่อไป 
 
ช้อเสนอแนะ 
 1. การทดสอบครั้งนี้เป็นการศึกษาเฉพาะในเซลล์เม็เลือดขาวเท่านั้น ควรศึกษาเพ่ิมเติมใน
เซลล์อ่ืนๆ 
 2. ควรเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบ 
 3. ควรศึกษาเพ่ิมเติมในสุกรจะท าให้เห็นผลต่อการน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  
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ภาคผนวก ก 
วิธีการวิจัย 

 
การเลี้ยงและการเพิ่มจ านวนเซลล์ MARC-145 

 น าขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีเซลล์ MARC-145 ปริมาณ 5x105 cell/ml ที่เจริญเต็มพ้ืนผิวของ

ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ โดยน ามาเทอาหารเก่าชนิด MEM++ ออก แล้วน ามาล้างด้วย 1X PBS buffer 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วเททิ้ง จากนั้นเติม Trypsin (0.05 %) - EDTA (0.1%) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร แล้วทิ้งไว้เป็นเวลา 3 นาที (เพ่ือให้เซลล์ MARC-145 ที่เจริญเต็มพ้ืนผิวของขวดเพาะเลี้ยง

เซลล์หลุดออก) แล้วจึงท าการเคาะเบา ๆ เพ่ือช่วยให้เซลล์หลุดเร็วขึ้น โดยไม่ต้องเททิ้ง จากนั้นเติม

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดมาใส่ขวดเพาะเลี้ยง

เซลล์ขวดใหม่ 5 มิลลิลิตร แล้วเติม Fungizone ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ทุกขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ 

จากนั้นน าไปบ่มที่ตู้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 16 

ชั่วโมง หรือมากกว่า เพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตมากพอที่จะเพ่ิมจ านวนใหม่ได้ เรียกการเพิ่มจ านวนเซลล์

นี้ว่า Subculture โดยสามารถสังเกตได้จากการส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ หากมีปริมาณเซลล์มาก

พอแล้วสามารถเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้ตามวิธีข้างต้น 

 
การเตรียมไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

 เทอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

MARC-145 ไว้ข้างต้นเป็นเวลา 16 ชั่วโมง แล้วเติมไวรัสพีอาร์อาร์เอสใส่ลงในเซลล์ MARC-145 ที่

เพาะเลี้ยงไว้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แล้วท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 

5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ และเวลาดังกล่าวครบแล้วให้ย้ายไปเก็บที่ตู้

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าออกมาท าการละลายที่อุณหภูมิห้อง แล้ว

น ากลับไปเก็บที่ตู้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (freeze-thaw) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (ท าซ้ ากัน 2 ครั้ง 

เพ่ือท าให้เซลล์เสียสภาพแล้วปล่อยไวรัสออกมา) จากนั้นปิเปตสารทั้งหมดใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยงใหม่  

ที่ ท าการปลอด เชื้ อ เ พ่ื อน า ไปปั่ น เหวี่ ย งที่ ค ว าม เร็ ว รอบ  10 , 000  rpm เวลา  10  นาที 
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ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส จากนั้นท าการเก็บเกี่ยวไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยการดูดส่วนใสใส่ในหลอด

ทดลองขนาดเล็กที่ปลอดเชื้อ แล้วน าไปเก็บที่ตู้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือเป็น stock เก็บไว้ 

เมื่อต้องการน าไวรัสพีอาร์อาร์เอสมาใช้ท าการทดลองนั้นให้น าไปละลายที่อุณหภูมิห้อง 

 
การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีและวิตามินอี 
 ท าการเจือจางวิตามินซีและวิตามินอี โดยการชั่งสารทดสอบอย่างละ 0.0040 กรัม  โดย
วิตามินซีเจือจางด้วยน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร และวิตามินอีเจือจางด้วย 100% DMSO 1 มิลลิลิตร จากนั้น
น าสารทดสอบดังกล่าวที่ผสมเข้ากันแล้วมากรองด้วยไซริงค์กรองสารขนาด 0.22 µm แล้วท าการเจือ
จางต่อแบบล าดับส่วนทีละ 2 เท่า (2 fold dilution) น าสารทดสอบที่เจือจางตามล าดับส่วนข้างต้นปิ
เปตลงถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร ที่มีเซลล์ MARC-145 ที่ได้ท าการ
เพาะเลี้ยงไว้ 16 ชั่วโมงก่อนหน้านี้ในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตรเช่นเดียวกัน 
ท าให้ได้ปริมาตรรวมเป็นเท่ากับ 200 ไมโครลิตร โดยเริ่มต้นที่ความเข้มข้น 1,000, 500, 250, 125, 
62.50, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95 และ 0.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเพาะเลี้ยงในตู้บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เมื่อบ่มครบตาม
เวลาและอุณหภูมิดังกล่าวแล้วน ามาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีและ
วิตามินอี ด้วยวิธี crystal violet staining 
 วิธี crystal violet staining 

1. เทอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ และสารทดสอบออกจากถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม 
2. ล้างเซลล์ด้วย 1X PBS หลุมละ 200 ไมโครลิตร แล้วเททิ้ง (ท าซ้ า 2 ครั้ง) 
3. เติม 60 : 40 (acetone : methanol) หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปใส่ในตู้เย็นเป็น

เวลา 30 นาที ไม่ต้องเทท้ิง 
4. เติม 0.5% crystal violet หลุมละ 20 ไมโครลิตร แล้วน าไปตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

5 นาที แล้วเททิ้ง 
5. น ามาล้างด้วยน้ าเปล่าจนสีม่วงออกหมด แล้วน าไปตากให้แห้ง 
6. เติม sorensen’s citrate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปใส่ในตู้เย็นเป็นเวลา 30 

นาที ไม่ต้องเทท้ิง 
7. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร (OD595 nm) โดยเครื่อง spectrophotometer 
8. วิเคราะห์และประเมินผลการทดลอง โดยน าผลการทดลองเทียบกับกลุ่มควบคุม แล้วเลือก

ความเข้มข้นที่สูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เพ่ือไปท าการทดลองข้ันต่อไป 
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การศึกษาฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในเซลล์ 

MARC-145 โดยวิธี CPE และวิธี IPMA 

 ทดสอบฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน 

ระยะก่อนไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Pre-virus entry) โดยน าความเข้มข้นที่สูงที่สุดของวิตามินซีและวิตามิน

อีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 มาค านวณหาปริมาตรของวิตามินซีและวิตามินอี และอาหารเลี้ยง

เซลล์ชนิด MEM++ ที่ต้องเติมลงไป 

  โดยใช้สูตร C1V1 = C2V2 

- ค านวณหาปริมาตรของวิตามินซี 

    C1V1 = C2V2 

 (2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) V1 = (3.9 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (5,000 ไมโครลิตร) 

    V1 = 9.75 ไมโครลิตร 

 ดังนั้นต้องใช้วิตามินซีจากสต็อค 9.75  ไมโครลิตร 

 ถ้าทดสอบ 5 มิลลิลิตร = 5,000  ไมโครลิตร 

 แสดงว่าต้องเติม ไวรัสพีอาร์อาร์เอส  1,000  ไมโครลิตร 

   วิตามินซี    9.7  ไมโครลิตร 

   Fungizone   5  ไมโครลิตร 

   อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 3,985.25 ไมโครลิตร 

 

- ค านวณหาปริมาตรของวิตามินอี 

    C1V1 = C2V2 

 (2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) V1 = (15.6 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (5,000 ไมโครลิตร) 

    V1 = 39 ไมโครลิตร 

 ดังนั้นต้องใช้วิตามินซีจากสต็อค 39 ไมโครลิตร 

 ถ้าทดสอบ 5 มิลลิลิตร = 5,000  ไมโครลิตร 

 

 

 แสดงว่าต้องเติม ไวรัสพีอาร์อาร์เอส  1,000  ไมโครลิตร 
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   วิตามินอี    39  ไมโครลิตร 

   Fungizone   5  ไมโครลิตร 

   อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 3,956  ไมโครลิตร 

จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

MARC-145 ไว้ข้างต้นเป็นเวลา 16 ชั่วโมง เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ที่ค านวณได้ข้างต้น เติม

ยาฆ่าเชื้อรา 5 ไมโครลิตร เติมวิตามินซีและวิตามินอีที่ค านวณได้ข้างต้น  บ่มร่วมกันโดยท าการ

เพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

แล้วเติมไวรัสพีอาร์อาร์เอส 1,000 ไมโครลิตร แล้วท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่ อุณหภูมิ 37           

องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เมื่อบ่มที่อุณหภูมิและเวลา

ดังกล่าวครบแล้วให้ย้ายไปเก็บที่ตู้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ห่อพาราฟิล์มที่ฝา

ปิดให้มิดชิดโดยสารทดสอบควบคุมเติม 

    -อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 3,995 ไมโครลิตร 

    -ยาฆ่าเชื้อรา   5 ไมโครลิตร 

    -ไวรัสพีอาร์อาร์เอส        1,000 ไมโครลิตร 

 

 ทดสอบฤทธิ์ของวิตามินซีและวิตามินอีต่อการยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

ในระยะหลังไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Post-virus entry) โดยน าความเข้มข้นที่สูงที่สุดของวิตามินซีและ

วิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 มาค านวณหาปริมาตรของวิตามินซีและวิตามินอี และ

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ที่ต้องเติมลงไป  

  โดยใช้สูตร C1V1 = C2V2 

- ค านวณหาปริมาตรของวิตามินซี 

    C1V1 = C2V2 

 (2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) V1 = (3.9 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (5,000 ไมโครลิตร) 

    V1 = 9.75 ไมโครลิตร 

 ดังนั้นต้องใช้วิตามินซีจากสต็อค 9.75 ไมโครลิตร 

 ถ้าทดสอบ 5 มิลลิลิตร = 5,000  ไมโครลิตร 

 แสดงว่าต้องเติม ไวรัสพีอาร์อาร์เอส  1,000  ไมโครลิตร 
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   วิตามินซี    9.7  ไมโครลิตร 

   Fungizone   5  ไมโครลิตร 

   อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 3,985.25 ไมโครลิตร 

 
- ค านวณหาปริมาตรของวิตามินอี 

    C1V1 = C2V2 

 (2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) V1 = (15.6 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) (5,000 ไมโครลิตร) 

    V1 = 39 ไมโครลิตร 

 ดังนั้นต้องใช้วิตามินซีจากสต็อค 39 ไมโครลิตร 

 ถ้าทดสอบ 5 มิลลิลิตร = 5,000  ไมโครลิตร 

 แสดงว่าต้องเติม ไวรัสพีอาร์อาร์เอส  1,000  ไมโครลิตร 

   วิตามินอี    39  ไมโครลิตร 

   Fungizone   5  ไมโครลิตร 

   อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 3,956  ไมโครลิตร 

เทอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ MARC-145 

ไว้ข้างต้นเป็นเวลา 16 ชั่วโมง แล้วเติมไวรัสพีอาร์อาร์เอส 1,000 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มร่วมกันโดยท า

การเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ที่ค านวณได้ข้างต้น เติมยาฆ่าเชื้อรา 5 ไมโครลิตร 

เติมวิตามินซีและวิตามินอีที่ค านวณได้ข้างต้น  แล้วท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่ อุณหภูมิ 37           

องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เมื่อบ่มที่อุณหภูมิและเวลา

ดังกล่าวครบแล้วให้ย้ายไปเก็บที่ตู้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ห่อพาราฟิล์มที่ฝา

ปิดให้มิดชิดโดยสารทดสอบควบคุมเติม 

    -อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 4,995 ไมโครลิตร 

    -ยาฆ่าเชื้อรา   5 ไมโครลิตร 

 
 จากนั้นน าสารทดสอบระยะก่อนไวรัสติดเข้าสู่เซลล์ (Pre-virus entry)และระยะหลังไวรัสติด

เข้าสู่เซลล์ (Post-virus entry) ข้างต้นมาท าการละลายแบบ freeze-thaw ท าซ้ ากัน 2 ครั้ง แล้ว     
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ปิเปตสารทั้งหมดใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยงที่ท าการปลอดเชื้อแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ    

10,000 rpm  เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส จากนัน้เกี่ยวไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยการดูด

ส่วนใสใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็กที่ปลอดเชื้อ แล้วท าการเจือจางกับอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ 

แบบล าดับส่วนทีละ 10 เท่า (10 fold dilution) แล้วน าสารทดสอบที่ท าการเจือจางตามล าดับส่วน

ข้างต้นปิเปตลงในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร ที่มีเซลล์ MARC-145 ที่ได้ท า

การเพาะเลี้ยงไว้ 16 ชั่วโมงก่อนหน้านี้ในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร

เช่นเดียวกัน ท าให้ได้ปริมาตรรวมเป็นเท่ากับ 200 ไมโครลิตร จากนั้นท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 96 ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบ

ฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในเซลล์ MARC-145 โดยวิธี CPE และวิธี IPMA 

 
วิธี CPE โดยการน าถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุมดังกล่าวน ามาสังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ มีหน่วยเป็น TCID50/ml 

 
วิธี IPMA 

 เทอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM++ ออกจากถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุมดังกล่าว แล้วล้าง

ด้วย PBST หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วเททิ้ง จากนั้นเติม 4% formalin หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วล้างด้วย PBST หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 3-5 นาที ที่

อุณหภูมิห้อง แล้วเททิ้ง (ท าซ้ า 3 ครั้ง) จากนั้นเติม Antibody 1˚ (primary antibody of PRRS) 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 60 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วล้างด้วย PBST หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

ตั้งทิ้งไว้ 3-5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเททิ้ง (ท าซ้ า 3 ครั้ง) แล้วเติม Antibody 2˚ (secondary 

antibody of PRRS) หลุมละ 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 60 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วล้างด้วย PBST 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 3-5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเททิ้ง (ท าซ้ า 3 ครั้ง) จากนั้นเติม

สารละลาย DAB substrate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วล้างด้วย

น้ าเปล่า จากนั้นน ามาสังเกตการติดสีของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ มีหน่วยเป็น 

TCID50/mL แล้วน ามาวิเคราะห์และประเมินผลการทดลอง โดยน าผลการทดลองเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม 
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การศึกษาและระบุปริมาณของวิตามินซีและวิตามินอีที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 

MDM ด้วยวิธี trypan blue dye exclusion assay 

 เจาะเลือดสุกร ณ ฟาร์มสุกร คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัด

เชียงใหม่ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุ EDTA ที่มีความ

เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเก็บลงในลังน้ าแข็ง น าเลือดสุกรที่ได้มา

เจือจางด้วย 1X PBS ปริมาตร 14 มิลลิลิตร เตรียม LYMPHOPREPTM ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดปั่นเหวี่ยงหลอดใหม่ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วปิเปตเลือดใส่ลงในหลอดที่มี LYMPHOPREPTM 

โดยจะต้องใส่ด้วยความระมัดระวังห้ามให้เลือดและ LYMPHOPREPTM ผสมกัน (ข้อควรระวัง ไม่ต้อง

เปิดลมในตู้ปลอดเชื้อ) จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงโดยตั้งค่าเครื่อง RCF = 800 xg เวลา 30 นาที speed 

9 r/m break down 0 r/m อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แล้วปิเปตส่วนขุ่นออกมาใส่ลงในหลอดปั่น

เหวี่ยงหลอดใหม่ขนาด 15 มิลลิลิตร ส่วนขุ่นนั้นเรียกว่า PBMC จากนั้นเติม 1X PBS ลงใน PBMC 

โดยเติมให้ปริมาตรเท่ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงโดยตั้งค่าเครื่อง RCF = 210 xg เวลา 10 นาที speed 

9 r/m break down 4 r/m อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แล้วปิเปตส่วนใสทิ้ง 

- กรณีท่ีเหลือแต่ PBMC โดยที่ไม่มีเซลล์เม็ดเลือดแดงปะปนอยู่แล้ว 

1. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI++ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

2. น าไปนับเซลล์โดยใช้ hemacytometer เพ่ือให้ทราบความเข้มข้นของเซลล์ PBMC 

- กรณีท่ีมีเซลล์เม็ดเลือดแดงปะปนอยู่ 

1. เติม 1X PBS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

2. เติม red blood cell lysis buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

3. น าไปปั่นเหวี่ยงโดยตั้งค่าเครื่อง RCF = 210 xg เวลา 10 นาที speed 9 r/m break down 

4 r/m อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

4. ท าจนไม่มีเซลล์เม็ดเลือดแดงเหลืออยู่ 

5. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI++ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

6. น าไปนับเซลล์โดยใช้ hemacytometer เพ่ือให้ทราบความเข้มข้นของเซลล์ PBMC 

จากนั้นน ามาค านวณหาปริมาตรของอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI++ ที่ต้องเติมลงไป เพ่ือให้ปริมาณ 

PBMC เท่ากัน ที่ 1x107 เซลล์/มิลลิลิตร เพ่ือเหมาะสมแก่การทดลองโดยใช้สูตร C1V1 = C2V2 จาก

นั้นปิเปต PBMC ลงในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วท าการเพาะเลี้ยงใน
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ตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์

เม็ดเลือดขาวชนิด PBMC จะพัฒนาไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM แล้วปิเปตอาหารเลี้ยงเซลล์

ชนิด RPMI++ เก่าบริเวณผิวหน้าออกให้หมด แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI++ ใหม่ ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร ท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมสารโดยชั่งวิตามินซีและวิตามินอีอย่างละ 0.0010 กรัม 

จากนั้นน าวิตามินซีเจือจางด้วยน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร และวิตามินอีเจือจางด้วย 100% DMSO 1 

มิลลิลิตร แล้วผสมให้สารเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วน ามากรองด้วยไซริงค์กรองสารขนาด 0.22  µm 

จากนั้นท าการเจือจางสารทดสอบดังกล่าวแบบล าดับส่วนทีละ 2 เท่า (2 fold dilution) แล้วน ามา  

ปิเปตลงถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร ที่มีเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM ที่ได้

ท าการเพาะเลี้ยงไว้ก่อนหน้านี้ในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตรเช่นเดียวกัน 

ท าให้ได้ปริมาตรรวมเป็นเท่ากับ 200 ไมโครลิตร โดยเริ่มต้นที่เข้มข้น 250, 125, 62.50, 31.25, 

15.63, 7.81, 3.91, 1.95 และ 0.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วท าการเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้นน ามาทดสอบความ

เป็นพิษของวิตามินซีและวิตามินอีต่อเซลล์ MDM ด้วยวิธีย้อมสี trypan blue แล้วน าไปนับเซลล์

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (cell counting chamber) โดยใช้ hemacytometer แล้วเลือกความเข้มข้น

สูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีในการทดสอบกับเซลล์ MARC-145 

 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์สูตร Minimal Essential Medium (MEM++) ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร(เตรียมด้วยวิธีการปลอดเชื้อ) 

- น้ ากลั่น (Distilled water)    890 มิลลิลิตร 

- MEM++ สูตรส าเร็จ     1 ซอง 

- เซรั่ม FBS (Fetal bovine serum)   100 มิลลิลิตร 

- Antibiotic/antimycotic     10 มิลลิลิตร 

- Sodium bicarbonate (NaHCO3)   2.2 กรัม 

  ปรับค่า pH ให้มีค่า = 7.4 ด้วย 1 Normal NaCl กับ 1 Normal HCl  

  ผสมส่วนผสมให้เข้ากันแล้วน ามากรองด้วยไซริงค์กรองสารขนาด 0.22 µm 

 
2. การเตรียม 1X PBS buffer (Phosphate Buffered Saline) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

(เตรียมด้วยวิธีการปลอดเชื้อ) 

- Sodium Chloride (NaCl)    8 กรัม 

- Disodium Phosphate (Na2HPO4)   1.44 กรัม 

- Potassium Dihydrogen Orthophosphate (KH2PO4) 0.25 กรัม 

- Potassium Chloride (KCl)    0.2 กรัม 

- น้ ากลั่น (Distilled water)    ≈700 มิลลิลิตร 

  ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร) 

  ปรับค่า pH ให้มีค่า = 7.4 ด้วย 1 Normal NaCl กับ HCl  

 
3. การเตรียม 0.5% PBST (Phosphate Buffered Saline Tween20) ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร เพ่ือไปเตรียม 1% BSA 

 ดังนั้น TWEEN 20 5 มิลลิลิตร 

  1X PBS  995 มิลลิลิตร 
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4. การเตรียม 4% Formalin จากสารมาตรฐาน 40% Formalin ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  C1V1  =  C2V2    

  (40%)(V1) =  (4%)(100 มล.) 

  V1  =  10 มิลลิลิตร 

 ดังนั้น Formalin =  10 มิลลิลิตร 

  PBST  =  90 มิลลิลิตร 

 
5. การเตรียม 5% Hydrogen peroxide (H2O2) จากสารมาตรฐาน 50% H2O2 ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร เพ่ือไปเตรียม DAB 

  C1V1  =  C2V2    

  (50%)(V1) =  (5%) (10 มล.) 

  V1  =  1 มิลลิลิตร 

 ดังนั้น H2O2  =  1 มิลลิลิตร 

  DW  =  9 มิลลิลิตร 

 

6. การเตรียม DAB Substrate ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

- 1X PBS       94.8 มิลลิลิตร 

- 0.1M NaCl      0.58 กรัม 

- 50mM TrisCl      5 มิลลิลิตร 

- 0.01% H2O2      0.2 มิลลิลิตร 

- DAB 6 มิลลิกรัม      0.006 กรัม 

 

7. การเตรียม 1% BSA ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เพื่อไปเตรียม Antibody 

- Albumin      1 กรัม 

- 0.5% PBST      100 มิลลิลิตร 
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8. การเตรียม Antibody 30,000 ไมโครลิตร 

1.1 Antibody 1˚ 37.5 ไมโครลิตร : 1% BSA 30,000 ไมโครลิตร 

1.2 Antibody 2˚ 50 ไมโครลิตร : 1% BSA 30,000 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารเคมีในการทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดขาว 

 

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์สูตร Roswell Park Memorial Institute (RPMI++) 

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร **เตรียมด้วยวิธีการปลอดเชื้อ 

- น้ ากลั่น (Distilled water : DW)    890 มิลลิลิตร 

- RPMI-1640      1 ซอง 

- Sodium bicarbonate (NaHCO3)   2 กรัม 

- Heat-inactivated FBS     100 มิลลิลิตร 

- Antibiotics/antimycotic    10 มิลลิลิตร 

  ปรับค่า pH ให้มีค่า = 7.4 ด้วย 1 Normal NaCl กับ HCl  

  ผสมส่วนผสมให้เข้ากันแล้วน ามากรองด้วยไซริงค์กรองสารขนาด 0.22 µm 
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ภาคผนวก ง 
ผลการทดลอง 

 

 

ภาพที่ 10 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีวิเคราะห์โดย ANOVA 

 

 

ภาพที่ 11 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซีวิเคราะห์โดย Tukey HSDa 
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ภาพที่ 12 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินซี 

 

 

ภาพที่ 13 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินอีวิเคราะห์โดย ANOVA 
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ภาพที่ 14 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินอีวิเคราะห์โดย Tukey HSDa 

 

 

ภาพที่ 15 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MARC-145 ของวิตามินอี 
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ภาพที่ 16 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MDM ของวิตามินซีที่ 36 ชั่วโมง 

 

 

ภาพที่ 17 ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ MDM ของวิตามินอีที่ 36 ชั่วโมง 
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ภาพที ่18 เซลล์ MARC-145 
    (A) MARC-145 non PRRSV 
    (B) CPE of MARC-145 with PRRSV 
    (C) IPMA of MARC-145 non PRRSV 
    (D) IPMA of MARC-145 with PRRSV 
 

 
 

ภาพที่ 19 เซลล์เชื้อไวรัส PRRS ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ 
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ภาพที่ 20 เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 
 

 

 

ภาพที่ 21 เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด MDM 
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