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คำนำ 

หอบหืดเปนอาการของโรคภูมิแพชนิดหน่ึงซึ่งเปนผลมาจากการอักเสบเรื้อรังของทางเดินหายใจ ทำใหเกิด

อาการหอบหายใจลำบากเน่ืองจากการหดตัวของกลามเน้ือรอบหลอดลม ในรายที่มีอาการเรื้อรังจะทำใหผนังเย่ือบุ

ช้ันในของหลอดลมมีการหนาตัวและตีบตันทำใหยากแกการรักษา ผูปวยหอบหืดจะมีอาการหายใจลำบากออนเพลีย

เหน่ือยงายเปนอุปสรรคตอการมีคุณภาพชีวิตที่ดี หอบหืดเปนโรคที่ยังไมสามารถรักษาใหหายขาดได มีผูปวยหอบหืด

กวา 300 ลานคนทั่วโลกโดยเฉพาะในประเทศที่พัฒนาแลวหรือกำลังพัฒนา ถือเปนหน่ึงปญหาสุขภาพของโลกที่

กอใหเกิดผลกระทบทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก สาเหตุของการเกิดโรคหอบหืดน้ันหลักๆ เกี่ยวของกับการตอบสนอง

ที่รุนแรงของระบบภูมิคุมกัน (hyper reactivity) ที่มีตอสารกอภูมิแพชนิดตาง ๆ (allergens) ผานทางระบบหายใจ 

โดยมีปจจัยเก้ือหนุนอ่ืน ๆ เชน ปจจัยทางพันธุกรรม (genetic predisposition) และสิ่งแวดลอม (environmental 

factor) สำหรับการรักษาน้ันเบ้ืองตนตองใชยาขยายหลอดลม (bronchodilator) เพ่ือชวยลดอาการหอบหืด การ

ควบคุมโรคในระยะยาวตองใชยาตานการอักเสบ (anti-inflammatory) กลุม steroids เพ่ือลดอาการแพและการ

อุบัติซํ้าของโรค (recurrent) อยางไรก็ตาม โรคหอบหืดยังไมสามารถรักษาใหหายขาดได อีกทั้งยาที่มีอยูมีราคาแพง

และสงผลกระทบตอสุขภาพในระยะยาวของผูปวย ดังน้ันการคนพบและพัฒนายาใหมสำหรับรักษาโรคหอบหืดจึงมี

ความจำเปนเปนอยางมาก เน่ืองจากโรคหอบหืดเกิดจากการทำงานที่ผิดปกติของระบบภูมิคุมกันการจำลองโรคจึง

จำเปนจะตองทำในสิ่งมีชีวิตที่มีระบบภูมิคุมกันทำงานเปนปกติ การใชสัตวทดลองจึงมีความสำคัญและจำเปนสำหรับ

การคนควาวิจัยทางดานเภสัชวิทยาและชีววิทยาภูมิคุมกันอยางหลีกเลี่ยงไมได 

คูมือเลมน้ีจะแสดงกระบวนการวิจัยและวิธีปฏิบัติงานเพ่ือใหไดหนูทดลองที่แสดงพยาธิสภาพใกลเคียงกับ

โรคหอบหืดในคน โดยเริ่มจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูเมาส (mouse) ใหเกิดการตอตานโปรตีนจากไขขาว 

(ovalbumin) ดวยการฉีดทางชองทอง (intraperitoneal injection) จากน้ันจะเหน่ียวนำใหเกิดอาการแพผานทาง

ระบบหายใจ (allergic airway disease) ดวยการใหสูดดมละอองไขขาว เมื่อสิ้นสุดการทดลองจะมีการเก็บเลือด

เพ่ือวัดระดับของสารสงเสริมการอักเสบตางๆ และเก็บน้ำลางปอดเพ่ือวิเคราะหจำนวนเซลลภูมิคุมกัน จากน้ันเน้ือ

ปอดจะถูกเก็บเพ่ือตรวจการอักเสบของหลอดลมและการเจริญของเซลลเย่ือเมือก (goblet cell) รวมทั้งดูการ

เปลี่ยนแปลงของผนังหลอดลม (airway remodeling) เปนตน 

ผูเขียนหวังวาคูมือการปฏิบัติการเลมน้ีจะทำใหเกิดความรูความเขาใจที่จะนำไปสูการพัฒนาวิธีการรักษาโรค

หอบหืดและโรคภูมิแพอ่ืน ๆ ตลอดจนการพัฒนายาที่สามารถนำไปใชไดจริงในอนาคต สุดทายน้ีขอขอบพระคุณ

ภาควิชาเภสัชวิทยาคณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล ที่ใหการสนับสนุนงานวิจัยและขาพเจาขอขอบคุณกำลังใจจาก

เพ่ือนรวมงานทุกๆ คนไว ณ ที่น้ีดวย 

นายชัยพิชิต พยังเค 

ผูจัดทำ 
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คูมือการปฏิบติังาน 

การจำลองโรคหอบหืดแบบเฉียบพลนัจากภูมิแพในหนทูดลองโดยการกระตุนดวยโปรตีนจากไขขาว

(Laboratory manual for ovalbumin (OVA)-induced acute allergic asthma mouse model) 

The protocol outlined by Kunikata T et al. (2005)2 and Schmidt M and Mattoli S (2013)3 

 

1 บทนำ 

1.1 ความเปนมาและความสำคัญ 

1.1.1 โรคหอบหืดและกลไกการเกิดโรค4-7 

   โรคหอบหืดจากภูมิแพ (allergic asthma) เปนโรคเรื้อรังของทางเดินหายใจที่พบไดบอย โดยมีลักษณะเดน

คือการอักเสบเรื้อรังของหลอดลมซึ่งทำใหหลอดลมไวตอสิ่งกระตุนมากขึ้น สงผลใหผูปวยมีอาการหอบ หายใจ

ลำบาก แนนหนาอก และไอเรื้อรัง โรคหอบหืดจากภูมิแพเก่ียวของโดยตรงกับการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน

แบบจำเพาะ (adaptive immune response) กลไกการเกิดโรคสวนใหญ เกิดจากการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันแบบ TH2 (helper type 2 T cell) ซึ่งเปนกระบวนการที่ซับซอน เก่ียวของกับเซลลหลายชนิด ไซโทไคน 

(cytokine) เคโมไคน (chemokine) และโปรสตาแกลนดิน (prostaglandin) เมื่อรางกายสัมผัสกับสารกอภูมิแพ 

เชน เกสรดอกไม ไรฝุน หรือขนสัตว ระบบภูมิคุมกันโดยเซลล TH2 ที่ตรวจพบสารกอภูมิแพเซลลเหลาน้ีจะแบงตัว

และหลั่งไซโทไคน ชนิด TH2 โดยเฉพาะอินเตอรลิวคิน-4 (interleukin-4, IL-4) ซึ่งจำเปนสำหรับการพัฒนาเซลล 

TH2 และมีบทบาทสำคัญในการกระตุนใหเซลล B (B cell) สรางแอนติบอดี เชน IgE (immunoglobulin E, IgE)  

ซึ่งแอนติบอดีเหลาน้ีจะไปจับกับอยูกับเซลลมาสตเซลล (mast cell) และเบโซฟล (basophil) เมื่อสารกอภูมิแพมา

สัมผัสกับแอนติบอดี จำเพาะที่อยูบนผิวเซลลก็จะกระตุนให เซลลหลั่งสารสื่ออักเสบตางๆ เชน ฮิสตามีน 

(histamine) ลิวโคทรีน (leukotriene) และโปรสตาแกลนดิน ซึ่งสารสื่ออักเสบเหลาน้ีจะทำใหเกิดการหดตัวของ

กลามเน้ือเรียบในหลอดลม การบวมของเย่ือบุหลอดลม และเพ่ิมการหลั่งเมือก สงผลใหเกิดอาการหอบ หายใจ

ลำบาก และแนนหนาอก นอกจากน้ียังมีไซโทไคนอ่ืนๆ ที่หลั่งจากเซลล TH2 ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการกระตุนใหเกิด

การอักเสบเรื้อรังในหลอดลม ไดแก  

• IL-5: เปนปจจยัหลักที่กระตุนใหเกิดการเพ่ิมขึ้นของเซลลอีโอซิโนฟล (eosinophil) ซึ่งเปนเซลลที่เกี่ยวของ

กับการทำลายเน้ือเยื่อหลอดลมในโรคหอบหืด 

• IL-9: มีผลตอเซลลที่เกี่ยวของกับการแพ เชน มาสตเซลล เซลล B และเซลลเย่ือบุผนังหลอดลม 

• IL-13: มีผลตอกลามเน้ือเรียบของหลอดลมและตอมสรางเมือก  

     ไซโทไคนเหลาน้ีจะสงเสริมการอักเสบและทำลายเน้ือเยื่อในหลอดลมทำใหหลอดลมไวตอสิ่งกระตุนมากขึ้น 

นอกจากน้ี เคโมไคนซึ่งหลั่งออกมาจากเซลลหลายชนิด ยังมีบทบาทสำคัญในการดึงดูดเซลลที่เกี่ยวของกับการ

อักเสบในโรคหอบหืดเขามาในบริเวณหลอดลม ตัวอยางเชน เซลล iNKT (invariant natural killer T cell) และ 

ILC2 (group 2 innate lymphoid cell) ซึ่งมีบทบาทสำคัญในกลไกการเกิดโรคหอบหืดจากภูมิแพ เซลลทั้งสอง

ชนิดสามารถสรางไซโทไคนชนิดตางๆ รวมถึง IL-4, IFN-gamma, IL-5 และ IL-13 ซึ่งเปนไซโทไคนชนิด TH2 ที่มี

บทบาทสำคัญในการกอใหเกิดโรคหอบหืด เน่ืองจากเซลลเหลาน้ีสามารถสรางไซโทไคนชนิด TH2 ไดในปริมาณมาก 

จึงสามารถทำใหเกิดการอักเสบอยางรุนแรงในหลอดลมได 
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1.1.2 การจำแนกประเภทของโรคหอบหืด 

โดยทั่วไปโรคหอบหืดถูกจัดอยูในกลุมโรคเรื้อรัง แตสามารถแบงออกเปนสองรูปแบบหลักตามระยะเวลา

และความรุนแรงของอาการ ไดแก 

1.1.2.1 โรคหอบหืดเฉียบพลัน 

โรคหอบหืดเฉียบพลัน (acute asthma) คือภาวะที่โรคหอบหืดกำเริบอยางรวดเร็วและรุนแรงจากการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอสารกอภูมิแพหรือปจจัยกระตุนอ่ืนๆ ทำใหหลอดลมหดเกร็งอยางรุนแรงและเกิด

การอักเสบอยางรวดเร็ว ผูปวยจะหายใจลำบากเปนอยางมาก มีอาการหอบ หายใจมีเสียงหวีด แนนหนาอกจนพูด

ไมได และอาจมีเหง่ือออก ตัวเย็น และใจสั่น โดยอาการสามารถบรรเทาลงไดดวยการรักษาที่เหมาะสม โรคหอบหืด

เฉียบพลันมักเกิดขึ้นในผูปวยที่มีโรคหอบหืดเรื้อรังอยูแลว โดยปจจัยกระตุนตางๆ เชน การติดเช้ือ การสัมผัสกับสาร

กอภูมิแพ หรือการออกกำลังกายอยางหนัก อาจทำใหเกิดการกำเริบของโรคหอบหืดเรื้อรังจนกลายเปนโรคหอบหืด

เฉียบพลันได ในระยะการอักเสบแบบเฉียบพลันน้ี จะมีการตอบสนองอยางรุนแรงของระบบภูมิคุมกัน โดยมีการ

เพ่ิมขึ้นของจำนวนเซลลอีโอซิโนฟลและระดับของสารสื่ออักเสบที่สูงมาก 

1.1.2.2 โรคหอบหืดเรื้อรัง 

โรคหอบหืดเรื้อรัง (chronic asthma) คือภาวะที่มีอาการของโรคหอบหืดเกิดขึ้นซ้ำๆ เปนระยะเวลานาน 

เกิดจากการอักเสบเรื้อรังของหลอดลม มีการเปลี่ยนแปลงของระบบโครงสรางของผนังหลอดลม (airway 

remodeling) อยางชัดเจน ทำใหหลอดลมไวตอสิ่งกระตุนมากขึ้น และงายตอการเกิดปฏิกิริยาตอบสนองตอสารกอ

ภูมิแพหรือปจจัยกระตุนอ่ืนๆ โดยมักมีการกำเริบขึ้นๆ ลงๆ ต้ังแตระดับปานกลางถึงรุนแรง อาการที่พบบอยไดแก 

หอบ หายใจลำบาก แนนหนาอก และไอ โดยเฉพาะในชวงกลางคืนหรือหลังออกกำลังกาย ซึ่งเปนโรคเรื้อรังที่ตอง

ไดรับการรักษาอยางตอเน่ือง 

1.1.2.3 ความแตกตางระหวางโรคหอบหืดเฉียบพลนัและเรื้อรงั 

ลักษณะ โรคหอบหืดเฉียบพลัน โรคหอบหืดเรื้อรัง 

การเริ่มตนของอาการ เกิดขึ้นอยางฉับพลันและรุนแรง เกิดขึ้นซ้ำๆ เปนระยะเวลานาน 

ความรุนแรงของอาการ รุนแรงมาก อาจเปนอันตรายถึงชีวิต อาจมีตั้งแตระดับปานกลางถึงรุนแรง 

ระยะเวลา สั้น อาการมักบรรเทาลงไดดวยการรักษา ยาวนาน อาจมีการกำเริบซ้ำๆ 

กลไก ระบบภูมิคุมกันตอบสนองอยางรุนแรงตอสิ่งกระตุน การอักเสบเรื้อรังของหลอดลม 

1.1.3 แนวทางการรักษาโรคหอบหืดจากภูมิแพ7-9 

1.1.3.1 การวินิจฉัยและการรักษา 

แพทยจะพิจารณาประวัติทางคลินิก การตรวจรางกาย และการตรวจเพ่ิมเติม เชน การทำงานของปอด 

(pulmonary function test) การไหลของอากาศภายในปอด (peak expiratory flow rate, PEFR) และการตรวจ

เลือดเพ่ือหาคา IgE การรักษาโรคหอบหืดจากภูมิแพมีเปาหมายเพ่ือควบคุมอาการ ลดความรุนแรงของโรค และ

ปองกันภาวะแทรกซอน ซึ่งวิธีการรักษาที่มีประสิทธิภาพสูงสุดคือการระบุชนิดของสารที่กอใหเกิดภูมิแพและ

หลีกเลี่ยงการสัมผัสกับสารเหลาน้ัน หากไมเพียงพอแพทยอาจแนะนำการรักษาทางการแพทยหรือการใชยาซึ่งขึ้นอยู
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กับความรุนแรงของโรคและความถี่ของอาการ ยาที่ใชในการรักษา ไดแก 

- ยาขยายหลอดลม (bronchodilator) ใชเพ่ือบรรเทาอาการหอบและหายใจขัดในทันที สามารถแบง

ออกเปนยาที่ออกฤทธ์ิเร็วและยาที่ออกฤทธ์ินาน (short/long-acting beta-2 agonists) สำหรับผูปวยที่มี

อาการกำเริบไมบอย อาจไมจำเปนตองใชยาอ่ืนเพ่ิมเติม 

- ยาตานการอักเสบ (anti-inflammatory drug) ใชเพ่ือลดการอักเสบในหลอดลม เชน ยาคอรติโคส

เตียรอยด (corticosteroid) สำหรับผูปวยที่มีอาการกำเริบมากกวาสองครั้งตอสัปดาหแพทยอาจแนะนำให

ใชยาสเตียรอยดชนิดสูดดมขนาดต่ำ หรือยาตานตัวรับลิวโคทรีน (leukotriene receptor antagonists) 

หรือยาตานเซลลมาสตเซลล สำหรับผูปวยที่มีอาการกำเริบทุกวันอาจตองใชยาสเตียรอยดชนิดสูดดมใน

ขนาดที่สูงขึ้น หรือในกรณีที่เกิดภาวะกำเริบของโรคหอบหืดอยางรุนแรง อาจจำเปนตองใชยาคอรติโคส

เตียรอยดชนิดรับประทานรวมกับยาอ่ืนๆ ดวย 

- ยาอ่ืนๆ เชน ยาเสริมภูมิคุมกัน และยาชีวภาพ (biologic) เปนตน 

1.1.3.2 ปจจัยเสี่ยงและขอจำกัด 

ปจจัยที่มีผลตอการเกิดโรคหอบหืดจากภูมิแพ ไดแก พันธุกรรม มีการพบวายีนบางชนิดมีความสัมพันธกับ

ความเสี่ยงในการเกิดโรคหอบหืดในแตละบุคคล การสัมผัสกับสารกอภูมิแพในปริมาณมาก เชน ไรฝุน เกสรดอกไม 

มลพิษทางอากาศ การสูบบุหรี่ และการติดเช้ือในวัยเด็ก ชวยสงเสริมใหเกิดภาวะการตอบสนองที่รุนแรงของระบบ

ภูมิคุมกันและนำไปสูการพัฒนาของโรคได ปจจัยอ่ืนๆ เชน น้ำหนักเกิน โรคกรดไหลยอน และการใชกำลังอยางหนัก 

สามารถทำใหเกิดการกำเริบของโรคอยางรุนแรงซึ่งอาจทำใหหายใจไมออกและเสียชีวิตได นอกจากน้ีโรคหอบหืดยัง

มีภาวะแทรกซอนที่สำคัญ เชน การเพ่ิมความถี่ตอการติดเช้ือในทางเดินหายใจ การอักเสบเรื้อรังของหลอดลม ซึ่งทำ

ใหรางกายออนแอและสงผลตอการทำงานของปอดในระยะยาว นอกจากน้ีการใชยากดภูมิคุมกันในปริมาณมาก

โดยเฉพาะยาคอรติโคสเตียรอยด ยังมีผลขางเคียงที่รายแรงหลายอยาง เชน โรคกระดูกพรุน การเผาผลาญผิดปกติ 

และโรคตอหิน เปนตน การทำความเขาใจกลไกการเกิดโรคอยางละเอียดเปนสิ่งสำคัญอยางย่ิงตอการวางแผนการ

รักษาและการปองกันโรค  

1.1.4 สถานการณโรคหอบหืดในประเทศไทย10-12 

โรคหอบหืดพบไดบอยในประเทศไทย จากรายงานการสำรวจของกรมควบคุมโรคในชวงป พ.ศ. 2559-2562 มี

อัตราความชุกอยูท่ีประมาณ 830.9±9.4 ตอประชากร 100,000 คน และลดลงเหลือ 737.99 ตอประชากร 100,000 คน 

ในป 2563 แมวาจำนวนผูปวยจะลดลง แตกลับพบวาอัตราการเสียชีวิตและจำนวนครั้งการเขารับการรักษาตอผูปวย 1 

รายกลับมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นในชวงไมกี่ปท่ีผานมา แนวทางการรักษาโรคหอบหืดในประเทศไทย (อางอิงตาม Global 

Initiative for Asthma, GINA) เนนการใชยาคอรติโคสเตียรอยดแบบสูดดม และยาขยายหลอดลมแบบออกฤทธิ์เร็วเปน

หลัก สำหรับอาการหอบหืดท่ียากตอการควบคุม อาจจำเปนตองใชยาเพ่ิมเติม เชน ยาแซนทีน (xanthine) ยาตานตัวรับ

ลิวโคทรีน ยาตานตัวรับมัสคารินคิแบบออกฤทธิ์นาน (long-acting muscarinic antagonists) ยาคอรติโคสเตียรอยดแบบ

รับประทาน และยาชีวภาพ ตามลำดับ 

คาใชจายในการรักษาโรคหอบหืด จากรายงานในป 2555 คาใชจายโดยตรงตอผูปวย 1 รายตอปอยูท่ีประมาณ 

33,024 บาท ซ่ึงคิดเปนรอยละ 19.14 ของผลิตภัณฑมวลรวมภายในประเทศ (GDP) ตอหัวประชากร โดยไมรวมการใชยา
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ขั้นสูงและคาใชจายทางออมอ่ืนๆ โรคหอบหืดจึงอาจกลายเปนภาระทางเศรษฐกิจที่สำคัญสำหรับประเทศท่ีกำลังพัฒนา 

การบริหารจัดการโรคหอบหืดในประเทศไทยยังคงตองพัฒนาในทุกดาน เพ่ือใหผูปวยไดรับการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและ

ลดภาระทางเศรษฐกิจของโรคนี้ โดยเฉพาะอยางยิ่งในดานการเขาถึงยาและการดูแลผูปวยอยางตอเนื่อง ดังน้ัน การคนหา

วิธีการรักษาโรคหอบหืดจากภูมิแพจึงยังมีความจำเปนอยางย่ิง นอกจากนี้ การเพ่ิมความรูและความตระหนักเกี่ยวกับ

โรคหอบหืดในหมูประชาชนและผูปวยก็เปนสิ่งสำคัญในการปองกันและควบคุมโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ 

1.1.5 แนวทางการพัฒนาการรักษาโรคหอบหืดในอนาคต 

1.1.5.1 ความสำคญัของการศึกษาระบบของโรค13,14 

โรคหอบหืดเปนโรคที่มีความหลากหลายทางสรีรวิทยา ซึ่งขึ้นอยูกับปฏิกิริยาการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุมกันและการกระตุนระหวางการพัฒนาของโรค ในกรณีสวนใหญการเพ่ิมขึ้นของเซลล TH2 เปนสาเหตุหลักของ

โรคหอบหืดจากภูมิแพและมีอีโอซิโนฟลเปนตัวการสำคัญในการแสดงออกของโรค การคนหาแนวทางการรักษาที่

มุงเนนการยับย้ังการทำงานของเซลล TH2 และไซโทไคนประเภทที่ 2 จึงเปนเรื่องที่นาสนใจและมีความสำคัญ ใน

ปจจุบันไดมีการพัฒนายาใหมๆ หลายชนิดขึ้นมาโดยใชโมโนโคลนัลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่จำเพาะ

ตอการทำงานของไซโทไคน TH2 เชน IL-4R, IL-5, IL-5R, IL-13  เปนตน อยางไรก็ตาม ยังมีผูปวยโรคหอบหืดอีก

จำนวนมากที่ไมไดรับประโยชนจากยารักษาดวยยาแอนติบอดี หรือไมสามารถเขาถึงการรักษาที่มีคาใชจายสูง จาก

งานวิจัยกอนหนาน้ีช้ีใหเห็นวาการระบุชนิดหรือรายละเอียดยอยของการเกิดโรคหอบหืดอยางครบถวน เปนสิ่งจำเปน

สำหรับการพัฒนาระบบการรักษาโรค ดังน้ันการคนหาวิธีการรักษาโรคหอบหืดอ่ืนๆ ก็ยังคงมีความสำคัญไมแพกัน 

1.1.5.2 การจำลองโรคหอบหืดในสัตวทดลอง15-20 

การทำความเขาใจกลไกการเกิดโรคหอบหืดน้ันมีความสำคัญตอการคนหาแนวทางการรักษาใหมๆ จาก

การศึกษางานวิจัยในอดีตจนถึงปจจุบัน พบวาโมเดลหนูทดลองสามารถจำลองลักษณะหลายอยางของโรคภูมิแพที่

คลายคลึงกับมนุษยได โดยเฉพาะโรคทางระบบภูมิคุมกันรวมถึงโรคหอบหืดดวย โมเดลสัตวทดลองเปนเครื่องมือที่

จำเปนมากสำหรับการศึกษาโรคหอบหืดจากการแพ ซึ่งจำเปนจะตองทำการศึกษาในสิ่งมีชีวิตหรือระบบอินวิโว (in-

vivo system) โดยหลักการก็คือการกระตุนหนูทดลองใหเกิดการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ และจากน้ันก็จะ

เหน่ียวนำใหเกิดปฏิกิริยาตอตานและการอักเสบในระบบทางเดินหายใจ สารกอภูมิแพที่นิยมคือโปรตีนจากสิ่งมีชีวิต

ตางชนิดกันไดแก เกสรดอกไม (pollen) โปรตีนจากแมลง เชน แมลงสาบและไรฝุน และโปรตีนจากอาหาร เชน ไข 

เปนตน หน่ึงในโปรตีนกอภูมิแพที่มีราคาถูกและใชอยางแพรหลายคือ โอวัลบูมิน (ovalbumin: OVA) เปนไกลโค

โปรตีน (glycoprotein) ที่พบมากที่สุดในไขขาวของไก โอวัลบูมินมีโครงสรางที่ซับซอนและมีขนาดใหญพอที่จะ

กระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบเฉพาะเจาะจงได และสามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองของ

ทางเดินหายใจผานการทำงานของ IgE ที่จำเพาะตอ OVA ได โดยโมเดลหนูทดลองน้ีสามารถจำลองลักษณะสำคัญ

ของการอักเสบของทางเดินหายใจเน่ืองจากภูมิแพที่พบในโรคหอบหืดของมนุษยได เชน การเพ่ิมขึ้นของอีโอซิโนฟล

ในหลอดลม การผลิตไซโทไคน TH2 (IL-4, IL-5 และ IL-13) และการปรับโครงสรางของทางเดินหายใจ (airway 

remodeling) การกระตุนหนูทดลองดวย OVA น้ีสามารถจำลองไดทั้งการอักเสบของทางเดินหายใจแบบเฉียบพลัน 

(acute asthma) และแบบเรื้อรัง (chronic asthma) ได  
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1.2 วัตถุประสงค 

1.2.1 เพื่อใชเปนคูมือในการศึกษาวิธีการกระตุนหนูทดลองใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอโปรตีนกอภูมิแพ

และการเหนี่ยวนำใหเกิดปฏิกิริยาการแพและการอักเสบในระบบทางเดินหายใจ 

1.2.2 เพื่อใชเปนคูมือในการสรางโมเดลจำลองโรคหอบหืดชนิด TH2 ของมนุษย ในหนูทดลองดวยการกระตุนดวย

โปรตีนโอวัลบูมิน OVA จากไขขาว 

1.2.3 ใชเปนคูมือในการวัดผลและประเมินผลการทดลองในการวิจัยการรักษาโรคหรืออาการของโรคหอบหืดที่เกิด

จากภูมิแพในสัตวทดลอง 

1.2.4 เพื่อถายทอดความรูและประสบการณการสรางโมเดลสัตวทดลองเพื่อการศึกษาและวิจัยโรคหอบหืดจาก

ภูมิแพใหแกนักศึกษา บัณฑิต อาจารย นักวิจัย หรือผูสนใจทั่วไป 

1.3 ขอบเขต 

เปนคูมือการปฏิบัติงานของกลุมงานวิจัยดานเภสัชวิทยาภูมิคุมกัน (immunopharmacology) ภาควิชา

เภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล โดยจะกลาวถึงวิธีการสรางโมเดลโรคหอบหืด

แบบเฉียบพลันในหนูทดลองดวยโปรตีน OVA และการประเมินผลลัพธทางชีววิทยาภูมิคุมกันและสรีรวิทยาของการ

อักเสบ โดยแบงออกเปน 3 ขั้นตอนหลัก ดังตอไปน้ี 

1.3.1 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลอง โดยการฉีดสารประกอบของโปรตีน OVA ผานทางชองทองของหนู

ทดลองตามวันและระยะเวลาที่กำหนด เพ่ือใหระบบภูมิคุมกันต่ืนตัวดวยการเจริญของเซลลเม็ดเลือดขาวที่เกี่ยวของ

กับโรคภูมิแพ เชน เซลล TH2 เซลลอีโอซิโนฟล เซลล B เซลล และเกิดการตอบสนองตอตานสิ่งแปลกปลอมดวยการ

สรางแอนติบอด้ีตอโปรตีน OVA 

1.3.2 การเหน่ียวนำใหเกิดปฏิกิริยาภูมิแพในทางเดินหายใจของหนูทดลอง โดยการใหสูดดมละอองของสารละลาย 

OVA เพ่ือกระตุนแอนติบอด้ีตัวรับ (IgE-receptor) ตอโปรตีน OVA บนผิวของเซลลแมสเซลล (mast cell) ให

ทำงานและปลอยสารกระตุนการอักเสบตางๆ รวมถึงการมาของเซลลภูมิคุมกันอ่ืนๆ ซึ่งทำใหเกิดการอักเสบและ

ทำลายตัวของผนังเยื่อบุหลอดลม 

1.3.3 การประเมินและวิเคราะหผลการทดลอง ดวยการตรวจสอบการเพ่ิมขึ้นของเซลลเม็ดเลือดขาวในน้ำลางปอด 

(broncho alveolar lavage fluid: BAL fluid) การวัดปริมาณสารไซโทไคนชนิด TH2 ใน BAL fluid การวัด

ปริมาณ IgE ในเลือด และการตรวจสอบเน้ือเย่ือปอด เพ่ือดูการกระจายตัวของเซลลอักเสบและการเปลี่ยนแปลงของ

เยื่อบุหลอดลม 

นอกจากนี้ยังกลาวถึงปญหาและอุปสรรคตางๆที่อาจเกิดขึ้นไดระหวางการปฏิบัติงาน รวมถึงขอเสนอแนะ

และแนวทางการแกไข พรอมยกตัวอยางกรณีศึกษาในงานวิจัย โดยคูมือเลมน้ีจะไมไดกลาวถึงการวัดหรือประเมินผล

ทางคลินิกของระบบการหายใจที่เกิดจากอาการหอบหืดกำเริบจากภูมิแพ 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.4.1 สามารถสรางโมเดลหนูทดลองเพ่ือจำลองการเกิดโรคหอบหืดจากภูมิแพเพ่ือการศึกษาและวิจัย 

1.4.2 เพ่ือเปนประโยชนแกนักศึกษาและนักวิจัยที่สนใจจะนำเทคนิคน้ีไปเปนแบบอยางในงานวิจัย  

1.4.3 สามารถนำโมเดลไปพัฒนาตอยอดเพ่ืองานที่เกี่ยวของไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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2. บทบาทหนาที่ความรับผดิชอบ 

2.1 บทบาทหนาทีค่วามรับผิดชอบของตำแหนง 

ปฏิบัติงานในฐานะนักวิทยาศาสตรดานชีววิทยาภูมิคุมกัน ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราช

พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ภาระงานหลักคือทำงานวิจัยดานชีววิทยาภูมิคุมกัน รวมถึงงานวิจัยพรีคลินิก 

(preclinical research) ทางเภสัชวิทยาของสารประกอบที่มีความเปนไปไดตอการทำงานของระบบภูมิคุมกัน เพ่ือ

การรักษาโรค เชน โรคภูมิแพ หอบหืด โรคภูมิคุมกันตอตานตนเอง และโรคที่เกิดจากภูมิคุมกันบกพรอง อยางเชน 

โรคมะเร็ง เปนตน จบการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิตทางดานชีววิทยาทางการแพทย (medical biology) 

รวมทั้งความรูทางสาขาวิชาระบบภูมิคุมกัน (immunology) มีความรูความสามารถที่เก่ียวของกับงานที่ปฏิบัติ มี

ความชำนาญและประสบการณหลายดาน รวมทั้งเทคนิคการทำงานวิจัยทางดานวิทยาศาสตรพ้ืนฐาน (basic 

science) มีประสบการณในงานการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) โดยเฉพาะการ

ใชหนูทดลองเพ่ืองานวิจัยทางดานเภสัชวิทยาเพ่ือการรักษาโรคหอบหืดที่เกิดจากโรคภูมิแพ การปฏิบัติงานใน

ตำแหนงหนาที่เปนงานที่ทาทายและมีความซับซอน ตองใชความรูความสามารถที่หลากหลาย โดยเฉพาะอยางย่ิงใน

การออกแบบและดำเนินการทดลองที่ซับซอน เพ่ือปองกันการวิเคราะหผิดพลาดใหนอยที่สุด ผูปฏิบัติงานตองมี

ความสามารถในการคิดและวิเคราะหและแกไขปญหา สามารถปรับตัวเขากับการเปลี่ยนแปลงของสถานการณ 

รวมถึงมีความอดทนและความแมนยำสูงในการทำงาน เพ่ือใหไดผลลัพธที่ถูกตองและนาเช่ือถือตามมาตรฐานสากล 

งานวิจัยชวยใหมีความคลองตัวและเกิดประสิทธิภาพในการปฏิบัติงานของสายวิชาการ ผลการทดลองที่ไดจะชวย

สนับสนุนงานวิจัยตางๆ ที่เปนความรวมมือระหวางสถาบันอ่ืนๆ ทั้งในประเทศและในระดับสากล ชวยตอบสนอง

ภารกิจหลักทางดานวิชาการและดานการวิจัยของภาควิชาและคณะ และอาจนำไปสูการพัฒนายาใหมในการรักษา

โรคในอนาคต ทำใหเกิดผลงานที่เปนรูปธรรม เชน การตีพิมพในระดับชาติและนานาชาติ การจดอนุสิทธิบัตรและ

สิทธิบัตร เปนตน 

2.2 ลักษณะงานที่ปฏิบัติ  

2.2.1 งานวิจยั  

หนาที่ความรับผิดชอบหลักคือการทำงานวิจัยเพ่ือศึกษาสารประกอบหรือตัวยาใหมหรือที่มีอยูแลวเพ่ือนำไป

ทดสอบความเปนไปไดในการใชรักษาโรคหอบหืด (asthma) หรือภูมิแพ (allergy) โดยใชสัตวทดลอง เริ่มจากการ

วางแผนงานดวยการศึกษาคนควางานวิจัยที่เกี่ยวของทั้งในอดีตและปจจุบัน จากวารสารนานาชาติที่ไดรับการ

ยอมรับและมีความนาเช่ือถือ โดยงานวิจัยหลักมีจุดประสงคที่จะทดสอบสารฟลาโวนอยด (Flavonoid) ตัวหน่ึงที่

ไดรับการยืนยันจากสมุนไพรที่มีการใชเพ่ือบรรเทาอาการจากโรคหอบหืดในภูมิปญญาทองถิ่นโบราณ ผูปฏิบัติงาน

ไดรับมอบหมายใหทำการจำลองโมเดลหนูทดลองโรคหอบหืดใหสำเร็จ กอนที่จะทดสอบดวยตัวยา ผูเขียนไดคนควา

ขอมูลเหตุผลและระเบียบและวิธีการปฏิบัติงานกับสัตวทดลอง เพ่ือย่ืนเรื่องประสานงานกับหนวยจริยธรรมการวิจัย

ในสัตวทดลอง เพ่ือทำการประเมินความถูกตองเหมาะสม เพ่ือปองกันความผิดพลาดและเพ่ือสวัสดิภาพของ

สัตวทดลอง โดยที่ผานมาสามารถผานการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในสัตวทดลอง สามารถจำลอง

โรคหอบหืดในหนูทดลองไดสำเร็จ ทั้งโรคหอบหืดแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง และสามารถหาคำตอบจากโจทย

วิจัยไดเปนผลสำเร็จ นอกจากน้ีงานจะตองใชทักษะความรูทางสถิติในการรวบรวมและประมวลผลการทดลอง เพ่ือ

ทดสอบหานัยสำคัญทางสถิติและการนำเสนออยางถูกตองตามหลักวิชาการ สามารถจัดทำคูมือการปฏิบัติงานเพ่ือ
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ถายทอดความรูสูผูที่สนใจอันจะเกิดประโยชนตองานที่เกี่ยวของตอไปในอนาคต นอกจากน้ียังมีงานวิจัยอ่ืนๆ ที่

รับผิดชอบไดแก  

• การเลี้ยงเซลล T regulatory (Treg) เพ่ือใชในงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการรักษาโรคภูมิแพหรือโรคแพภูมิ

ตนเอง (autoimmune disease) โดยมีการแยกเซลลเม็ดเลือดขาวของคน คัดเลือกเซลลที่ตองการและ

กระตุนใหเจรญิในจานเลี้ยงเพ่ือใชในการวิจัยและทดสอบ 

• การทดสอบสาร CDK inhibitors ตอเซลล Treg เพ่ือหาแนวทางในการจำกัดการทำงานของเซลล Treg ซึ่ง

เปนเซลลตัวหลักที่กดการทำงานของเซลลภูมิคุมกันอ่ืนๆ ในการทำลายเซลลแปลกปลอมหรือเซลลมะเร็ง 

• ปฏิบัติงานวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล CIK (cytokine induced killer cell) เพ่ือใหมี

ประสิทธิภาพและความสะดวกมากขึ้นในการใชงานทางการแพทย 

งานทั้งหมดลวนเกี่ยวของกับเทคนิคทางวิทยาศาสตรตางๆ เชน การเลี้ยงและปฏิบัติงานกับสัตวทดลอง การผาตัด

เก็บอวัยวะ การแยกเซลลเม็ดเลือดขาว การเพาะเลี้ยงเซลลภูมิคุมกัน และการวิเคราะหเซลลดวยเครื่องคัดแยกเซลล 

ฯลฯ การทำงานวิจัยยังตองเกี่ยวของกับทักษะการทำงานอ่ืน ๆ ตัวอยางเชน หลักการปฏิบัติงานและความปลอดภัย

ในหองทดลองทางวิทยาศาสตร การพัฒนางานทางดานคุณภาพหองปฏิบัติการที่ไดมาตรฐาน การทำงานกับสารเคมี 

การจัดการอยางเปนระบบ และทักษะทางงานวิทยาศาสตรอ่ืนๆ เปนตน 

2.2.2 งานสนบัสนนุการเรียนการสอน  

มีสวนรวมในงานการเรียนการสอนทั้งระดับปริญญาตรีและระดับบัณฑิตศึกษาของภาควิชาฯ เชน รวมดูแล

การสอนในรายวิชาเภสัชวิทยาปฏิบัติการเรื่องการตอบสนองของยาตอเซลลของสิ่งมีชีวิต สำหรับนักศึกษาหลักสูตร

แพทยศาสตรและแพทยแผนไทยประยุกตของคณะฯ ดูแลความเรียบรอยของการปฏิบัติงานในแล็บของนักศึกษา

หลังปริญญาหรือผูปฏิบัติงานที่เก่ียวของทั้งภายในและภายนอก ดูแลและสอนการใชเครื่องมือตางๆ ภายในแล็บ 

นอกจากน้ียังมีการสอนเทคนิคพ้ืนฐานตางๆ เชน การเตรียมอุปกรณและสารตางๆ เทคนิคการทำงานแบบปลอดเช้ือ 

การเพาะเลี้ยงเซลลในหลอดทดลอง สอนเทคนิคการแยกเซลลเม็ดเลือดขาวออกจากน้ำเลือด และการเพาะเลี้ยงเม็ด

เลือดขาวใหเจริญเปนเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆ เชน เซลล CIK เซลล TH2 และ เซลล iTreg เปนตน ใหแกนักศึกษา

ระดับปริญญาโท/เอก หรือนักวิจัยจากหนวยอ่ืนๆ นักเรียนฝกปฏิบัติงาน ตลอดจนนักศึกษาตางชาติ เพ่ือใหบุคคล

เหลาน้ันสามารถนำความรูและเทคนิคตางๆ ไปใชปฏิบัติงานไดจริง นอกจากน้ียังชวยใหคำแนะนำเกี่ยวกับเทคนิค

การทดลองกับสัตวทดลอง สอนการคำนวณตางๆ การวิเคราะหขอมูล การทดสอบดานสถิติ และการนำเสนอโดยใช

โปรแกรมคอมพิวเตอร ฯลฯ 

2.2.3 งานบรกิารวิชาการ  

ดวยประสบการณและความเช่ียวชาญในการทำงานวิจัยดานชีววิทยาภูมิคุมกัน ณ ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะ

แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล จึงสามารถใหบริการวิชาการในหลากหลายรูปแบบ เชน ให

คำปรึกษาในดานการออกแบบการทดลองทางวิทยาศาสตร การวิเคราะหขอมูล และการตีความผลการทดลอง

ทางดานชีววิทยาภูมิคุมกัน เชน การวิเคราะหระดับไซโตไคน การวิเคราะหการแสดงออกของยีน และการวิเคราะห

เซลล ในโรคภูมิแพ โรคหอบหืด และโรคภูมิคุมกันอ่ืนๆ ถายทอดความรูและเทคนิคทางดานชีววิทยาภูมิคุมกัน เชน 

การแยกและการเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาว การทดลองในสัตวทดลอง การวิเคราะหตัวอยางเน้ือเย่ือหรือเซลล และการ
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วิเคราะหขอมูลทางสถิติ แกบุคลากร นักเรียน นักศึกษา หรือผูที่สนใจทั้งภายในและภายนอกหนวยงาน การรวมมือ

ในการวิจัยกับหนวยงานภายนอก เพ่ือพัฒนาวิธีการรักษาโรคดวยวิธีทางภูมิคุมกันใหมๆ หรือเพ่ือตอบคำถามทาง

วิทยาศาสตรที่สำคัญ รวมทั้งการเขียนงานวิจัย บทความทางวิชาการ และคูมือตางๆ  

ความเช่ียวชาญเฉพาะ: 

• มีประสบการณในการสรางแบบจำลองหนูทดลองโรคหอบหืด และการทดสอบประสิทธิภาพของ

สารประกอบจากสมุนไพรในการรักษาโรค 

• มีความเช่ียวชาญในการเลี้ยงและวิเคราะหเซลล Treg เพ่ือศึกษาบทบาทของเซลลชนิดน้ีในการควบคุม

ระบบภูมิคุมกัน 

• มีประสบการณในการพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล CIK เพ่ือใชในการรักษาโรคมะเร็ง 

• เทคนิคทางหองปฏิบัติการ เชน การเลี้ยงเซลล การวิเคราะหเซลลดวยเครื่อง flow cytometry และการ

วิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

ผลงานที่ผานมา: 

- Poster presentation and proceedings of 45th PTST International Meeting, 15-17 May 2024: 

Ovalbumin (OVA)-Induced Acute and Chronic Asthma Mouse Models, the simple but 

Complete In Vivo System for Airway Inflammation and Fibrosis Study, Proceedings of the 

45th International Meeting of the Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand. -- 

Bangkok: The Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand, 2024, 140p, 1. 

Pharmacy, 1. Title, 615.1, ISBN 978-616-94260-1-1. p. 95-104. 21 

- Chaiphichit Phayangkhe, Pornpimon Ek-eudomsuk, Kitipong Soontrapa. The bioflavonoid 

hispidulin effectively attenuates T helper type 2-driven allergic lung inflammation in the 

ovalbumin-induced allergic asthma mouse model, Respiratory Investigation, Volume 62, 

Issue 4, 2024, Pages 558-565, ISSN 2212-5345. 22 

- Pluangnooch P, Phayangkhe C, Soontrapa K. A comparison of cell-culture plasticwares for 

effective human cytokine-induced killer cell culture. Asian Pac J Allergy Immunol. 

2023;41(4):401-406. 23 

2.2.4 งานพฒันาคณุภาพ  

• ดูแลความเรียบรอยของหองปฏิบัติการและเครื่องมือตาง ๆ เชน ตูปลอดเช้ือ ตูเพาะเช้ือ ตูเย็นชนิด 4, -20 

และ -80 องศาเซลเซียส รวมทั้งบริหารจัดการใชวัสดุอุปกรณและสารเคมี ใหพรอมและสอดคลองตาม

ระบบการจัดการของคณะ 

• รวมอบรมทักษะและความรูทางหองปฏิบัติการ จัดทำคูมอืวิธีการใชงานของเครื่องมือตางๆ (SOP) และให

คำแนะนำการใชงานเครื่องมือวิทยาศาสตรที่ถูกตอง เพ่ือใหผูใชงานไดผลการทดลองทีแ่มนยำและชวยยืด

อายุการใชงานของเครื่องมือ 

• พัฒนาวิธีการทำโมเดลสัตวทดลองและเขยีนเปนคูมือ เชน การจำลองโรคหอบหืดในหนูทดลอง 
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• เขารวมการประชุมการนำเสนอความกาวหนาของงานวิจัย (progression report) รวมทั้งนำเสนอ

ความกาวหนาของงานวิจัยเปนภาษาอังกฤษ (laboratory meeting and journal club) 

• ใหความรวมมอืในงานอ่ืนๆ ที่ไดรับมอบหมาย 

2.2.5 งานพัฒนาความรูและทักษะ 

• รวมกิจกรรมทางวิชาการตางๆ เชน การฟงการบรรยายของผูเช่ียวชาญ การนำเสนองานทางวิชาการของ

นักศึกษา และการเขารวมอบรมทางวิชาการที่เปนประโยชนในการปฏิบัติงาน 

• เขารวมงานประชุมวิชาการของคณะฯ/ภาควิชา เขารวมอบรมมาตรการตางๆ จากสวนกลาง และเขารวม

การอบรมภาคปฏิบัติที่เปนประโยชนตอการปฏิบัติงาน 

• รวมอบรมการจัดการความรูในดานตางๆ (KM) 

2.2.6 งานทำนุบำรุงศลิปะวัฒนธรรม 

มีสวนรวมในงานพิธีการตางๆ ที่จัดขึ้นทุกปภายในภาควิชา เชน งานทำบุญขึ้นปใหมในหนวยงาน กิจกรรม

รดน้ำดำหัวผูอาวุโส และทำบุญสรงน้ำพระเน่ืองในเทศกาลสงกรานต เปนตน ใหความรวมมือในการจัดกิจกรรมหรือ

การแสดงออกตางๆ ที่เปนการแสดงถึงวัฒนธรรมขององคกรคณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล และเขารวมในงานที่

คณะฯ จัดขึ้นอยูเสมอๆ ไดแก พิธีทำบุญตักบาตรเน่ืองในวันเฉลิมพระชนมพรรษา งานวันมหิดล และวันสำคัญของ

คณะฯ เปนตน นอกจากน้ันยังรวมงานงานในวันสำคัญในพระพุทธศาสนาตางๆ เชน งานเทศนมหาชาติ งานถวาย

เทียนเขาพรรษา งานถวายผาพระกฐิน ฯลฯ และงานประเพณีตางๆ เชน วันสงกรานต วันลอยกระทง เปนตน
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2.3 โครงสรางการบริหารจัดการ 
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3. หลักเกณฑวิธีการปฏิบติังานและเงื่อนไข 

3.1 หลักเกณฑการปฏิบัติงาน 

การศึกษาวิจัยโดยใชสัตวทดลองตองอาศัยหลักเกณฑและเทคนิคหลายอยางซึ่งจะมีผลที่เกี่ยวของกับระบบ

การทำงานของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะการทดลองที่เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันที่มีความแปรผันไดงายและเร็วตอการ

กระตุน ดังน้ันจึงมีหลายปจจัยที่ตองคำนึงถึงในการปฏิบัติงาน โดยเฉพาะเรื่องความสะอาดปราศจากการปนเปื้อน

ของวัสดุอุปกรณและสถานที่ปฏิบัติงาน รวมทั้งสภาพแวดลอมในการเลี้ยงสัตวและสวัสดิภาพของตัวสัตวดวย 

พอสรุปไดดังน้ี 

3.1.1 ผูปฏิบัติงานกับสัตวทดลองตองผานการอบรมจริยธรรมการทำงานกับสัตวทดลอง และมีความรูความเขาใจใน

เทคนิคการปฏิบัติตอสัตวทดลอง เชน การเลี้ยงสัตว การจับสัตว การฉีดยา ฯลฯ ตองผานการประเมินผลและมี

ใบอนุญาตทำงานที่ออกใหโดยสถาบันพัฒนาการดำเนินการตอสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร (สพสว.) ภายใตสังกัด

สำนักงานการวิจัยแหงชาติ (วช.) 

3.1.2 การกำหนดจำนวนสัตวทดลอง การออกแบบการทดลอง แผนการทำงาน และวิธีการที่จะกระทำหรือปฏิบัติ

กับสัตวทดลองตองผานการตรวจสอบและพิจารณาจากคณะกรรมการกำกับดูแลการเลี้ยงและการใชสัตวของ

หนวยงานแตละสังกัด 

3.1.3 ผูปฏิบัติงานตองปฏิบัติตามกฎระเบียบความปลอดภัยในหองปฏิบัติการอยางเครงครัด เชน หามรับประทาน

อาหาร เครื่องด่ืม หรือสูบบุหรี่ภายในหองปฏิบัติการ และตองสวมใสชุดปองกันสวนบุคคล เชน เสื้อกาวน ถุงมือ และ

แวนตาเพ่ือปองกันการปนเปอนของสารเคมี และตองลางมือใหสะอาดดวยสบูกอนและหลังการปฏิบัติงาน 

3.1.4 ผูปฏิบัติงานตองมีความรูความเขาใจในหลักสุขอนามัยและความปลอดภัยทางชีวภาพอยางครบถวน รวมถึง

ระบบการจัดการขยะและของเสียทางชีวภาพอยางถูกวิธี เพ่ือความปลอดภัยของบุคลากรและสิ่งแวดลอม  

3.1.5 ผูปฏิบัติงานจะตองปฏิบัติตามหลักสุขอนามัยและความปลอดภัยทางชีวภาพในหองปฏิบัติการอยางเครงครัด 

โดยเฉพาะการใชเทคนิคปลอดเช้ือในการปฏิบัติงานทุกขั้นตอน เพ่ือปองกันการปนเปอนที่อาจสงผลตอความถูกตอง

ของผลการทดลอง นอกจากน้ียังตองใชสารเคมีที่มีคุณภาพและผานการรับรอง รวมถึงตองดูแลรักษาความสะอาด

ของอุปกรณเครื่องมือใหสะอาดปราศจากเช้ืออยูเสมอดวยวิธีการที่ไดมาตรฐาน 

3.1.6 การปฏิบัติงานที่เก่ียวของกับสารชีวภาพอันตราย หรือการเตรียมสารที่ตองการควบคุมสิ่งปนเปอน ตอง

ดำเนินการภายในตูปลอดเช้ือระดับ 2 ตูปลอดเช้ือน้ีทำงานโดยการกรองอากาศผานแผนกรอง HEPA filter เพ่ือ

กำจัดอนุภาคขนาดเล็กตางๆ ทำใหภายในตูมีความสะอาด ปราศจากการปนเปอนของเช้ือโรค และชวยปองกัน

อันตรายตอผูปฏิบัติงาน 

3.2 การฝกอบรมการใชสัตว  

- ผานการฝกอบรมดานความปลอดภัยทางชีวภาพและการรักษาความปลอดภัยทางชีวภาพ พฤษภาคม 2564 

- ผานการสัมมนาเชิงปฏิบัติการเรื่อง “การใชสัตวทดลอง” จัดโดยศูนยสัตวทดลองแหงชาติมหาวิทยาลัย มหิดล 

พ.ศ.2558  

- ผานหลักสูตร “การอบรมผูขอรับใบอนุญาตใชสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร” มกราคม 2559 เลขที ่U1-01880-

2558 
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ใบรับรองการฝกอบรมความปลอดภัยทางชีวภาพ 

 

ใบรับรองการผานการฝกอบรมการใชสัตวทดลอง 

 

การอบรมผูขอรับใบอนุญาตใชสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร 
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3.3 สัตวทดลอง 

3.3.1 ขอมูลเก่ียวกับสัตวทดลอง 

ชนิด อายุ นําหนัก เพศ 

Mus musculus 6-7 weeks 16–20 g male 

3.3.2 การดูแลสัตวทดลอง 

หนูทดลองถูกสงมาจากศูนย เพาะเลี้ยงของบริษัทดวยระบบขนสงที่ ไดมาตรฐาน มีการควบคุม

สภาพแวดลอมที่เหมาะสม อยูในภาชนะที่มิดชิดไมปนเปอนกับสิ่งแวดลอมภายนอก และมีน้ําด่ืมใหอยางเพียงพอ

ตลอดการเดินทาง หนูจะถูกสงตรงสูสถานที่เลี้ยงสัตวทดลองและกลับสูกรงเลี้ยงอยางเร็วที่สุด (นอยกวา 3 ช่ัวโมง) 

สัตวจะถูกเลี้ยงในสภาพแวดลอมแบบอนามัยเขมขน (strict hygienic conventional) ภายใตอุณหภูมิและความช้ืน

ที่เหมาะสม มีการปรับความสวางแบบธรรมชาติ (12-hour day-night cycle) ไดรับน้ําและอาหารตามความ

ตองการ หนูทดลองจะถูกใหพักฟนเปนเวลา 1 สัปดาหกอนเริ่มปฏิบัติการ และจะถูกทำการุณยฆาตเมื่อสิ้นสุดการ

ทดลอง 

3.4 วิธีการปฏิบัติงาน 

การวางแผนการทดลองควรเริ่มจากการศึกษาขอมูลทางสถิติ เพ่ือกำหนดจำนวนสัตวทดลองและแผนการ

ทดลองที่ชัดเจน รวมถึงการแบงกลุมการทดลองดวย ซึ่งตองประกอบดวยตัวแปรควบคุมอยางนอยสองกลุม ไดแก 

กลุมสัตวปกติ (normal control) และกลุมที่เกิดโรค (positive control) และกลุมศึกษาอ่ืนๆ (study groups) เชน 

สัตวที่เปนโรคและไดรับการรักษาแบบตางๆ เปนตน ตอไปน้ีจะเปนการแสดงวิธีการกระตุนหนูทดลองที่เปนกลุมที่

เกิดโรคเทาน้ัน ซึ่งสรุปการเตรียมการไดดังตอไปน้ี 

3.4.1 แผนการทดลอง 

 
กระบวนการทดลองทั้งหมดแสดงในแผนภาพดานบนและจะใชเวลาประมาณ 40 วัน นับต้ังแตไดรับ

สัตวทดลอง โดยสรุปคราวๆ คือ การทำใหหนูทดลองเกิดภูมิตานทานตอ OVA ซึ่งจะฉีดเขาทางชองทอง (IP) สอง

ครั้งเพ่ือใหเกิดการกระตุนโดยสมบูรณ (100%) ซึ่งปกติหนูจะมีแอนต้ีบอด้ีตอ OVA ภายใน 8–10 วัน จากน้ันจะ

เหน่ียวนำใหเกิดอาการแพทางระบบหายใจโดยการสูดดมไอระเหยของ OVA โดยมกีระบวนการดังตอไปน้ี 

ขั้นการกระตุน (sensitization) 

หนูโรคหอบหืดจะไดรับสารละลายของ OVA ปริมาณ 50 µg บวกกับสารละลาย aluminum hydroxide (Alum) 

ปริมาตร 25 µL ซึ่งทั้งหมดละลายอยูในน้ำเกลือ 300 µL ผานทางการฉีดเขาชองทอง (IP) ในวันที่ 0 และ 12  

*หมายเหตุ หนูกลุมปกติจะไดรับการกระตุนดวยน้ำเกลือเพียงอยางเดียว 
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ขั้นการเหน่ียวนำ (challenge)  

หนูที่ถูกฉีดกระตุนแลวจะไดรับการสูดดม สารละลาย OVA ที่ความเขมขน 2% ในน้ําเกลือ (normal saline 

solution : NSS) ปริมาตร 10 mL ดวยวิธีพนละอองฝอย (nebulization) เปนเวลา 30 นาที ในวันที ่22, 26 และ 

30 

*หมายเหตุ หนูกลุมปกติจะไดรับการสูดดมดวยน้ำเกลือเพียงอยางเดียว 

การใหการรักษา Treatment 

การใหยาหรือการรักษาสามารถปรับไดในทุกชวงของการกระตุน ขึ้นอยูกับจุดประสงคของแตละการศึกษา ควร

ศึกษาขอมูลเพ่ิมเติมจากเอกสารหรืองานวิจัยอางอิงที่เกี่ยวของ 

ขั้นการเก็บขอมูลในสัตวทดลอง  

24 ช่ัวโมงหลังจากการ challenge ครั้งสุดทาย หนูจะถูกทำใหสลบและเจาะหลอดลมเพ่ือสอดทอเขาไปทำการเก็บ

น้ำลางปอด (BAL fluid) จากน้ันเปดชองทองเพ่ือเก็บเลือดจากเสนเลือดดำใหญ (posterior vena cava) เก็บเน้ือ

ปอดเพ่ือนำไปวัดประเมินผลตอไป 

การวัดผล  

- เซลลใน BAL fluid จะถูกนับจำนวนและปนลงบนสไลดและยอมดวยสียอมเพ่ือแยกแยะเซลล ภูมิคุมกันชนิดตาง ๆ 

- BAL fluid ทีป่นแยกเซลลออกไปแลวจะนำไปวัดหาปริมาณ TH2 cytokines 

- Serum จะนำไปวัดหาปริมาณ IgE 

- เน้ือปอดจะนำไปตัด section เพ่ือศึกษาการกระจายตัวของเซลลภูมิคุมกัน และการเปลี่ยนแปลงของทางเดิน

หายใจ 

การประเมินผลทางสถิติ  

การประเมินผลจะเปรียบเทียบปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวเน่ืองกับการเกิดโรคหอบหืดในหนูแตละกลุม เชน จำนวนเซลล

และปริมาณของ TH2 cytokines เชน IL-4 IL-5 และ IL-13 ใน BAL fluid จำนวนเซลลภูมิคุมกัน เชน Eosinophil 

Neutrophils Lymphocyte และ Monocyte ศึกษาปรมิาณ serum IgE และศึกษา airway remodeling จาก

เน้ือเย่ือปอด การเปรียบเทียบการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของคาการวัดผลตางๆ ระหวางกลุมปกติและกลุมที่เปนโรคจะมี

นัยสำคัญก็ตอเมื่อคา P value ≤ 0.05 จากการคำนวณทางสถิติ 

3.4.2 การเตรยีมสาร 

สารและคณุสมบัติ 

- Ovalbumin จากบริษัท Sigma-Aldrich เปนโปรตีนไขขาวบริสุทธ์ิที่มีคณุสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกัน 

(antigen) เพ่ือใหเกิดการตอตานและการแพ (allergy) 

- Aluminum hydroxide (Alum) จากบริษทั Sigma-Aldrich ชวยกระตุนภูมิคุมกันเพ่ือใหเกิดการ

ตอบสนองที่ดีขึ้นตอสารกอภูมิแพ 

- Normal saline solution (NSS) 
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การเตรียมสารละลาย 

OVA-sensitization solution:  

- ช่ังโปรตีนไขขาว (OVA) ใหเพียงพอตอจำนวนหนูโรคหอบหืดทั้งหมดสำหรับการกระตุนในหน่ึงครั้ง โดยคิด

จากหนู 1 ตัว ตองไดรับ OVA ปริมาณ 50 µg ใสในหลอดที่มีฝาปดสนิท ขนาด 15-50 mL 

- ดูดน้ำเกลือสำหรับฉีด (NSS for injection) ในปริมาตรทีใ่ชสำหรับปริมาณ OVA ทั้งหมด (275 µL ตอ 

OVA 50 µg) เติมลงในหลอด เขยาวนเบา ๆ เพ่ือใหผสมเขากัน 

- เพ่ือใหละลายเร็วขึ้นสามารถนำหลอดไปเขาเครื่องปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลาประมาณ 30-

60 วินาท ี

- เมื่อโปรตีนละลายหมดแลว เติม Alum solution ในปรมิาตร 25 µL ตอ OVA 50 µg ลงในหลอด

สารละลาย  

- ปดฝาเกลียวใหสนิทและนำไปวางบนเครื่องเขยา (shaker) แบบเอียงขึ้นลงซายขวา ที่ความถี่ 25 rpm 

- Incubate ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลาหน่ึงคืน (overnight) 

หมายเหตุ ควรเตรียม sensitization solution ใหมเสมอสำหรับการกระตุนแตละครั้ง และควรเผื่อปริมาตร

ของสารละลายใหเพียงพอตอจำนวนสัตวทดลองและการเตรียมเข็มฉีด (320-350 µL ตอเข็มฉีด ตอหนู 1 ตัว) 

หรือเพ่ือใหมีความสะดวกในการช่ังสาร OVA 

OVA-challenge solution:  

- ช่ังโปรตีนไขขาว (OVA) น้ำหนัก 0.2 g ลงในหลอดขนาด 50 mL 

- เติมน้ำเกลือ (NSS) ปริมาตร 10 mL ลงในหลอดและปดฝาใหสนิท 

- ใชเครื่องเขยาสารหรอืปนเหวีย่งเพื่อใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

หมายเหตุ ควรเตรียม challenge solution ใหมเสมอสำหรับการเหน่ียวนำแตละครั้ง 

BAL fluid solution: 

- ใชสารละลาย 1X PBS (phosphate buffered saline) ผสมกับ BSA (Bovine Serum Albumin) 1% ให

ไดปริมาตรเพียงพอตอการทำ BAL ของสัตวทดลองทุกตัว (ประมาณ 3 mL ตอหนู 1 ตัว) 

- เก็บในอุณหภูมิต่ำหรือวางบนน้ำแข็งตลอดเวลา 

หมายเหตุ ควรเตรียมเผื่อปริมาตรเสมอ 

3.4.3 การเตรยีมเครื่องมือและอุปกรณ 

เตรียมอุปกรณและเครื่องมือตางๆ ใหมีความสะอาดปราศจากเช้ือจุลินทรียโดยใชวิธีที่เหมาะสม จะแบงการใช

อุปกรณออกเปนสองชวงคือ ระหวางการกระตุนโมเดลโรคหอบหืดและชวงเก็บผลหลังสิ้นสุดการทดลอง ดังตอไปน้ี 
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อุปกรณในการกระตุนและเหนี่ยวนำสัตวทดลอง 

• OVA-sensitization solution 

• OVA-challenge solution  

• Sterile syringes (0.3 – 1 ml) 

• Sterile needles (25-27G ยาว 0.6 mm 

หรือเล็กกวา) 

• Nebulizing chamber 

• Nebulizer machine 

• Nebulizing cartridge 

• Air tube (สายทอลม) 

 

 

รูปท่ี 1 ตัวอยางการใชวัสดุและอุปกรณสำหรับการกระตุนและเหน่ียวนำใหเกิดภาวะโรคหอบหืดในหนูทดลอง  
(ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

อุปกรณในการผาตัดและเก็บผลหลงัสิน้สดุการทดลอง 

• 4% paraformaldehyde solution (for lung preservation) 

• 70% isopropyl alcohol 

• Anesthesia agent (e.g., thiopental) 

• Sterile needles (25-27G ยาว 0.6 mm หรือเล็กกวา) สำหรับฉีดยาสลบ 

• Sterile needles ขนาด 20-25 G สำหรับเก็บเลือด 

• Syringes ขนาด 0.3 – 1 ml (สำหรับฉีดยา เก็บเลือด และลางปอด) 

• 20G catheter or tube (For BAL) 

• ดายสำหรับผูกหลอดลมกับ catheter 

• Surgery bed for mice (หรอื block of polystyrene foam covered with aluminum sheet) 

• Tissue paper and gauze 

• Needle pins 

• Tubes for 3 mL of BAL fluid 

• Eppendorf tubes (1.5 mL for blood and 2 mL for lung collection) 

• Big surgery scissors กรรไกรใหญสำหรับผาทองและตัดกระดูก 
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• Small scissors กรรไกรเล็กสำหรับตัดเน้ือเยื่อเกี่ยวพันและขั้วปอด 

• Forceps คีมคบีปลายแหลมแบบปลายโคงและแบบตรง 

• ภาชนะบรรจุน้ำแข็งสำหรับแชตัวอยาง 

 

 
รูปท่ี 2 ตัวอยางการใชวัสดุและอุปกรณสำหรับเก็บผลการทดลองงหลังสิ้นสุดกระบวนการ  

(ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

3.5 ขอควรระวัง/สิ่งท่ีควรคำนึงในการปฏิบัติงาน 

- ควรทำความเขาใจและทบทวนคูมือการปฏิบัติการกอนปฏิบัติงานทุกครั้งเพ่ือลดขอผิดพลาดในการทำงาน 

- ขั้นตอนการเตรียมสารกระตุน (sensitization solution) และเหน่ียวนำ (challenge solution) ควรทำดวยวิธี

ที่ปลอดเช้ือมากที่สุดที่จะเปนไปได (aseptic technique) หรือทำงานในตูปลอดเช้ือเพ่ือไมใหเกิดการปนเปอน 

- ควรศึกษาและฝกวิธีการฉีดสารเขาสูชองทองของหนูทดลองใหถูกตองเพ่ือสวัสดิภาพของสัตวทดลอง และ

เพ่ือลดผลกระทบที่อาจเกิดขึ้นได 

- เพ่ือลดความเจ็บปวดควรปลอยใหสารที่จะฉีดอยูในอุณหภูมิหองกอนฉีดเขาสูชองทองของสัตวทดลอง 

- กอนเริ่มการลางปอดและผาตัดหนูทดลองควรทดสอบใหแนใจวาหนูทดลองไดหมดสติไปแลวจริงๆ 

- ควรใชอุปกรณทีส่ะอาดและมีความคมในการฉีดหรือผาตัดสัตวทดลอง 

- เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ ควรทำใหแนใจวาสตัวทดลองไมมสีัญญาณชีพจริงดวยวธิีทีเ่หมาะสม 

- ควรเก็บสารละลายตางๆ รวมถึงตัวอยางจากสัตวทดลองไวที่อุณหภูมิต่ำ (4˚C) หรือบนน้ำแขง็ตลอดเวลา



21 
 

3.6 แนวคิด/งานวิจัยที่เก่ียวของ 

Characterization of a murine model of allergic pulmonary inflammation24 

การศึกษาโดย T. Kung และคณะในป 1994 ไดพัฒนาแบบจำลองหนูเพ่ือศึกษาการอักเสบในปอดจาก

ภูมิแพ ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของโรคหอบหืด ในการทดลองน้ีนักวิจัยไดกระตุนใหหนูทดลองเกิดอาการแพโดยการ

ฉีดสารสกัดจากไขขาว (OVA) ผสมกับอะลูมิเนียมไฮดรอกไซด (Alum) เพ่ือกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนู จากน้ัน

หนูไดรับการกระตุนซ้ำดวยการสูดดมละอองฝอยของ OVA หลังจากการฉีดครั้งแรก 12 วัน ผลการทดลองแสดงให

เห็นวาภายใน 24-48 ช่ัวโมงหลังการสูดดม OVA พบจำนวนอีโอซิโนฟลซึ่งเปนเซลลเม็ดเลือดขาวที่มีบทบาทใน

กระบวนการอักเสบในโรคภูมิแพ เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญทั้งในเน้ือปอดและในน้ำยาลางหลอดลม (BAL fluid) และ

พบวาระดับอีโอซิโนฟลในเน้ือเย่ือปอดสูงสุดมากกวา 80% ที่ 24 ช่ัวโมง หลังการ challenge นอกจากน้ี ผลการ

ตรวจดวยกลองจุลทรรศนยังเผยใหเห็นความเสียหายของเซลลบุผิวทางเดินหายใจ การสรางเมือกที่มากเกินไป และ

การบวมของเน้ือเย่ือปอด ซึ่งเปนลักษณะทางพยาธิวิทยาที่เก่ียวของกับโรคหอบหืด แบบจำลองน้ีสามารถแสดง

ลักษณะการอักเสบในปอดที่เกิดจากภูมิแพไดอยางชัดเจนและสอดคลองกับลักษณะทางพยาธิวิทยาของโรคหอบหืด

ในมนุษย (https://doi.org/10.1159/000236807) 

T cell activation in a murine model of asthma25 

ในป 1996 Krinzman และคณะ ไดศึกษากลไกการเกิดโรคหอบหืดในหนูสายพันธุ BALB/c โดยกระตุนให

เกิดภูมิแพตออัลบูมินจากไขขาว (OVA) เพ่ือจำลองการเกิดโรคหอบหืดในมนุษย การทดลองประกอบดวยการฉีด 

OVA เขาไปในชองทองของหนูและใหหนูหายใจเอาละอองฝอยของ OVA เพ่ือกระตุนการอักเสบในปอด จากน้ันได

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับสารละลาย PBS ผลการศึกษาพบวาหนูที่ไดรับการกระตุนดวย OVA มีการ

เปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่สอดคลองกับอาการโรคหอบหืด เชน การตานทานการไหลของอากาศเพ่ิมขึ้น (airway 

resistance) ปริมาตรปอดลดลง และมีความไวตอสารกระตุนหลอดลมเพ่ิมขึ้น (hyperreactivity) รวมถึงพบการ

อักเสบในปอดที่มีเซลลนิวโทรฟลและอีโอซิโนฟลจำนวนมาก นอกจากน้ี การวิเคราะหเซลลเม็ดเลือดขาวในตอม

น้ำเหลืองในทรวงอกของหนูพบการเพ่ิมจำนวนของเซลล T ชนิด CD4+ และเซลล B ซึ่งบงช้ีวาเซลล T มีบทบาท

สำคัญในการกระตุนการอักเสบในปอดและทำใหเกิดอาการหอบหืด ผลการศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการกระตุนดวย OVA 

ในหนูทดลองสามารถจำลองการเกิดโรคหอบหืดได และสนับสนุนแนวคิดการรักษาโรคหอบหืดโดยการยับย้ังการ

ทำงานของเซลล T เพ่ือลดการอักเสบในปอด (https://doi.org/10.1152/ajplung.1996.271.3.l476) 

An improved murine model of asthma: selective airway inflammation, epithelial lesions and 

increased methacholine responsiveness following chronic exposure to aerosolised allergen26 

ป 1998 Temelkovski และคณะ ไดพัฒนารูปแบบจำลองหนูโรคหอบหืดที่ปรับปรุงใหมโดยใชหนูสายพันธุ 

BALB/c ซึ่งพบวามีการตอบสนองตอ IgE สูง ทำใหเหมาะสมสำหรับการศึกษาโรคหอบหืดจากภูมิแพ หนูทดลอง

ไดรับการกระตุนใหเกิดภูมิแพดวยการฉีดสารสกัดจากไขขาว (OVA) ผสมกับอะลูมิเนียมไฮดรอกไซดเขาชองทอง 

และสูดดมละอองฝอยของ OVA 2.5% เปนเวลา 30 นาที 3 ครั้งตอสัปดาห เปนเวลา 8 สัปดาห การทดลองน้ีสงผล

ใหเกิดการอักเสบเรื้อรังในทางเดินหายใจ มีการแทรกซึมของเซลลอีโอซิโนฟลในช้ันเยื่อบุผิวและเน้ือเยื่อเกี่ยวพันของ
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หลอดลม การเพ่ิมจำนวนของ goblet cell มีการหนาตัวของเย่ือบุผิว และการเกิดพังผืดใตเย่ือบุผิวทางเดินหายใจ 

นอกจากน้ี หนูยังแสดงการเพ่ิมขึ้นของการหดเกร็งของหลอดลมเมื่อไดรับสารกระตุนเมทาโคไลน (methacholine) 

ซึ่งบงช้ีถึงภาวะความไวตอการตอบสนองของหลอดลม ผลการศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวารูปแบบจำลองหนูที่พัฒนาขึ้น

สามารถจำลองลักษณะทางพยาธิสรีรวิทยาของโรคหอบหืดในมนุษยไดอยางแมนยำ ซึ่งจะเปนประโยชนในการศึกษา 

กลไกการเกิดโรคและการพัฒนายาใหมสำหรับรักษาโรคหอบหืดในอนาคต 

(https://doi.org/10.1136/thx.53.10.849) 

Molecular Characterization of Antigen‐Induced Lung Inflammation in a Murine Model of 

Asthma27 

ในป 2002 การศึกษาของ M. Daheshia และคณะ มุงหวังที่จะวิเคราะหการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ

และระบุโมเลกุลเปาหมายที่อาจใชในการรักษาในแบบจำลองโรคหอบหืดในหนู โดยใชหนู BALB/c ที่ไดรับการสราง

ภูมิตานทานตอ OVA และเหน่ียวนำดวยละออง OVA ในวันที่ 1, 4 และ 7 และเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือปอดที่เวลา 3 

และ 18 ช่ัวโมงหลังการ challenge จากน้ันทำการวิเคราะหการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับการตอบสนองของ 

TH2, eosinophil, TH1, macrophage และเซลลเย่ือบุผิว โดยใช real-time RT-PCR ผลการศึกษาพบวาในวัน

แรกพบวามีการแสดงออกของ IL-4, IL-13 และยีนอ่ืนๆ ซึ่งอาจสะทอนถึงการกระตุนของเซลลประจำถิ่น มีการ

เพ่ิมขึ้นของจำนวนยีนที่เกี่ยวของอ่ืนๆ ถึง 5 เทา ในวันที่ 7 ซึ่งสะทอนถึงการมีสวนรวมของเซลลที่ถูกดึงเขามา การ

รักษาดวย dexamethasone สามารถลดการแสดงออกของยีนที่ถูกเปลี่ยนแปลงไดเพียงบางสวนเทาน้ัน นอกจากน้ี

ยังพบวามีโปรทีเอส (protease) สองตัวซึ่งมีบทบาทในการตอบสนองตอการกระตุนดวย OVA ที่ ยังไมเคยมี

การศึกษาในอดีต โดยผลการศึกษาน้ีจะถูกนำไปใชเพ่ือสรางสมมุติฐานเก่ียวกับโรคที่อาจมีบทบาทสำคัญในการ

เริ่มตนพยาธิสภาพในแบบจำลองน้ี (https://doi.org/10.1111/j.1749-6632.2002.tb05948.x) 

Comparison of Asthma Phenotypes Using Different Sensitizing Protocols in Mice28 

ในป 2005 Yoon-Seok Chang และคณะ ไดเปรียบเทียบลักษณะอาการของโรคหอบหืดในหนูทดลอง โดย

ใชโปรโตคอลการทำใหเกิดการแพแบบตางๆ โดยหนูทดลองไดรับการทำใหเกิดการแพตอ OVA ผานการฉีดเขาชอง

ทอง (IP) ดวยโปรโตคอลที่แตกตางกัน 4 รูปแบบ ไดแก การฉีด OVA ขนาด 20 µg ใน 200 µL ของสารละลายที่มี

สวนผสมของ Alum จำนวน 2 ครั้งตอสัปดาห เปนระยะเวลา 2 สัปดาห (กลุม IPOA-2) OVA ขนาด 10 µg ใน 500 

µL ของสารละลายรวมกับ Alum จำนวน 7 ครั้งในระยะเวลา 2 สัปดาห (กลุม IPOA-7) OVA ขนาด 10 µg ใน 500 

µL ของสารละลายโดยไมใช Alum จำนวน 7 ครั้งในระยะเวลา 2 สัปดาห (กลุม IPO-7) และการกระตุนดวยการ

สัมผัสสารละลาย OVA ขนาด 1% ผานการสูดดมเปนเวลา 20 นาทีตอวันเปนระยะเวลา 10 วัน (กลุม IHO-10) 

หลังจากน้ัน หนูทดลองทุกกลุมไดรับการกระตุนดวยการสูดดม OVA ขนาด 1% ติดตอกันเปนเวลา 3 วัน โดยมีการ

วัดความไวของทางเดินหายใจ (airway hyperresponsiveness: AHR), จำนวนเซลลอักเสบในน้ำลางหลอดลม 

(BAL Fluid), การศึกษาเน้ือเย่ือของปอด และระดับของ IgE และ IgG1 ที่จำเพาะตอ OVA ในซีรัม ผลการทดลอง

พบวา การฉีด OVA รวมกับ Alum ในกลุม IPOA-2 และ IPOA-7 สามารถกระตุนการเกิดปฏิกิริยาโรคหอบหืดได

อยางมีประสิทธิภาพ ขณะที่การฉีด OVA โดยไมใช Alum (IPO-7) น้ันไมเพียงพอตอการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาโรค

หอบหืด และการสัมผัส OVA ผานการสูดดมในกลุม IHO-10 ก็ไมทำใหเกิดความไวของทางเดินหายใจหรือการ
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อักเสบในทางเดินหายใจที่มีอีโอซิโนฟล แมวาจะมีการเพ่ิมขึ้นของระดับ IgG1 ที่จำเพาะตอ OVA ก็ตาม ดังน้ัน 

การศึกษาน้ีสรุปไดวา โปรโตคอลการฉีด OVA รวมกับ Alum ในกลุม IPOA-2 เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการ

กระตุนการเกิดอาการโรคหอบหืดในหนู BALB/c เน่ืองจากสามารถกระตุนความไวของทางเดินหายใจ, อาการ 

อักเสบใน BAL Fluid, และการผลิต IgE และ IgG1 ที่เฉพาะตอ OVA ไดอยางมีนัยสำคัญ 

(https://doi.org/10.3904/kjim.2005.20.2.152) 

Eosinophils and the ovalbumin mouse model of asthma29 

ในป 2014 F. Daubeuf และ N. Frossard ไดสำรวจโมเดลหนูทดลองที่มีอาการหอบหืดโดยใชโอวาลบูมิน 

(OVA) เปนสารกอภูมิแพเพ่ือกระตุนอาการอักเสบในทางเดินหายใจ เพ่ือศึกษาอีโอซิโนฟล, ความไวเกินของทางเดิน

หายใจ (AHR) และการเปลี่ยนแปลงของทางเดินหายใจ (airway remodeling) โมเดลที่กลาวถึงมีจำนวนสามแบบ 

ไดแก โมเดลคลาสสิก 21 วัน, โมเดลเรงดวน 8 วัน และโมเดลเรื้อรัง 57 วัน โดยแตละโมเดลมีลักษณะเฉพาะในแง

ของจำนวนอีโอซิโนฟล, AHR และการเปลี่ยนแปลงของทางเดินหายใจ ผลการทดลองงพบวาโมเดลอาการหอบหืดที่

เกิดจาก OVA น้ีทำใหเกิดการดึงดูดอีโอซิโนฟลเขาสูทางเดินหายใจอยางมีนัยสำคัญ รวมถึงความไวตอการกระตุน

ของทางเดินหายใจ, การอักเสบ และการเปลี่ยนแปลงของทางเดินหายใจ ซึ่งทำใหโมเดลเหลาน้ีมีความสำคัญตอการ

ประเมินยาที่มีศักยภาพในการรักษาอาการหืด นอกจากน้ี ผูเขียนยังเนนย้ำถึงขอดีของการใชโมเดลหนูในการวิจัยโรค

หืด โดยเฉพาะอยางย่ิงการเขาถึงสัตวทรานสเจนิก (transgenic animals) และเทคนิคตาง ๆ ที่ใชในการศึกษา 

ปฏิกิริยาของเซลล, กลไกการทำงานของปอด และการตอบสนองของทางเดินหายใจ 

(https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1016-8_24) 

Induction of Airway Hypersensitivity to Ovalbumin and Dust Mite Allergens as Mouse 

Models of Allergic Asthma30 

ในป 2021 การศึกษาของ Mei-Chi Chen, Jesse W Tai, และ Cheng-Jang Wu ไดพัฒนาแบบจำลองหนู

เพ่ือศึกษาภาวะหอบหืดจากภูมิแพ โดยใชสารกอภูมิแพจากโอวาลบูมิน (OVA) และสารกอภูมิแพจากไรฝุน (HDM) 

หนูถูกกระตุนใหเกิดภาวะการตอบสนองอยางรุนแรงและเกิดอาการหอบหืดจากภูมิแพ เพ่ือเลียนแบบลักษณะสำคัญ

ของภาวะหอบหืดในมนุษย ซึ่งรวมถึงการอักเสบในระบบทางเดินหายใจที่เกิดจากอีโอซิโนฟล การตอบสนองอยางสูง

ของทางเดินหายใจ (AHR) การผลิตไซโตไคน TH2 และการเพ่ิมระดับ IgE ที่สูงขึ้นในซีรัม ผลการศึกษาพบวา

แบบจำลอง OVA และ HDM สามารถเลียนแบบลักษณะสำคัญของภาวะหอบหืดจากภูมิแพในมนุษยไดอยางดี 

โดยเฉพาะการอักเสบในทางเดินหายใจที่เกิดจากอีโอซิโนฟล AHR การผลิตไซโตไคน TH2  และระดับ IgE ที่เพ่ิมขึ้น 

(https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1001-5_8) 
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4. เทคนคิในการปฏิบัติงาน 

4.1 กิจกรรม/แผนการปฏิบติังาน 

 
4.1.1 ขั้นการกระตุน (sensitization) 

4.1.1.1 เตรียมวัสดุและอุปกรณตางๆ ในการฉีดกระตุนหนูทดลอง 

4.1.1.2 เตรียมสารละลาย OVA-sensitization solution (เตรียมกอนเริ่มปฏิบัติการ 1 วัน) 

4.1.1.3 ทำการฉีดกระตุนหนูทดลอง (วันที่ 0 และ 12) 

4.1.2 ขั้นการเหน่ียวนำ (challenge) 

4.1.2.1 เตรียมวัสดุและอุปกรณตางๆ ในการเหน่ียวนำหนูทดลอง 

4.1.2.2 เตรียมสารละลาย OVA- challenge solution (เตรียมใหมกอนเริ่มปฏิบัติการ) 

4.1.2.3 ทำการเหน่ียวนำหนูทดลอง (วันที่ 22, 26 และ 30) 

4.1.3 ขั้นการเก็บตัวอยางในหนูทดลอง (termination) 

4.1.3.1 เตรียมวัสดุและอุปกรณตางๆ สำหรบัการลางปอด (BAL) และการผาตัด 

4.1.3.2 เตรียมสารละลาย BAL fluid solution 

4.1.3.3 ทำการเก็บตัวอยาง (24 ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนำครั้งสุดทาย) 

4.1.3.3.1 ทำการลางปอดดวย BAL fluid solution ปริมาตร 1 mL (3 รอบ) 

4.1.3.3.2 ทำการผาตัดเพ่ือเก็บตัวอยาง ไดแก เลือดและเน้ือเย่ือปอด 

4.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

4.2.1 วิธีการปฏิบัติโดยสังเขป 

เริ่มจากขั้นการกระตุน (sensitization) โดยหนูจะไดรับการฉีดสารละลายที่มีสวนผสมของ OVA ปริมาณ 

50 µg พรอมกับสารละลายอะลูมิเนียมไฮดรอกไซด (Alum) ปริมาตร 25 µL ซึ่งละลายอยูในน้ำเกลือ 300 µL ผาน

ทางการฉีดเขาชองทอง (IP) ในวันที่ 0 และ 12 ของการทดลอง (หนูกลุมควบคุมจะไดรับเพียงน้ำเกลือเทาน้ัน) 

หลังจากน้ันในขั้นการเหน่ียวนำ (challenge) หนูที่ไดรับการกระตุนจะถูกทำใหสูดดมสารละลาย OVA ที่ความ

เขมขน 2% ในน้ำเกลือ ปริมาตร 10 mL ดวยวิธีการพนละอองฝอยเปนเวลา 30 นาทีในวันที่ 22, 26 และ 30 (หนู

กลุมควบคุมจะไดรับการสูดดมละอองน้ำเกลือเพียงอยางเดียว) หลังจากการเหน่ียวนำครั้งสุดทาย 24 ช่ัวโมง หนูจะ

ถูกทำใหสลบและเจาะหลอดลมเพ่ือเก็บน้ำลางปอด จากน้ันจะทำการเปดชองทองเพ่ือเก็บเลือดจากเสนเลือดดำใหญ

และเก็บเน้ือปอดเพ่ือตรวจวัดผลตอไป การวัดผลจะประกอบดวยการนับเซลลใน BAL fluid การยอมสีเพ่ือแยกชนิด

เซลลภูมิคุมกัน การวัด TH2 cytokines ใน BAL fluid การวัด IgE ในซีรัม และการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ

ทางเดินหายใจจากช้ินเน้ือปอด 
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4.2.2 ปฏิบัติการกระตุน (sensitization) หนูทดลองดวยการฉีดสารละลาย OVA 

4.2.2.1 เตรียมวัสดุและอุปกรณตางๆ ในการฉีดกระตุนหนูทดลอง  

ดูหัวขอ 3.4.3 (การเตรียมเครือ่งมือและอุปกรณ) 

4.2.2.2 เตรียมสารละลาย OVA-sensitization solution ดังนี ้

1. กอนเริ่มปฏิบัติการ 1 วัน ใหทำการช่ังผงโปรตีน OVA และเตรียมเปนสารละลาย OVA-

sensitization solution ตามวิธีที่กลาวไวในหัวขอ 3.4.2 (การเตรียมสาร) 

2. ในวันทำการทดลอง นำหลอดสารละลาย OVA ออกจากเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 4°C และพักไวที่

อุณหภูมิหองเพ่ือใหสารละลายกลับสูอุณหภูมิปกติ 

3. (ทำงานดวยวิธีปลอดเช้ือ) เปดฝาหลอดสารละลาย OVA และใช sterile syringe ขนาด 1 ml 

ดูดสารละลาย OVA-sensitization solution ใหไดปริมาตร 320-350 µL  

4. ประกอบเข็มฉีดยาเขากับหลอดฉีดสารละลาย OVA และหมุนดานปลายตัด (bevel) หันขึ้น โดย

สามารถอานตัวเลขบนกระบอกฉีดยาไดสะดวก 

5. นำไปใชงานทันที หรือภายในเวลา 30-60 นาท ี

หมายเหตุ ควรเตรียมเข็มฉีดใหพรอมสำหรบัหนูทดลองทุกตัวและปรับปรมิาตรกอนฉีดใหหนูทดลอง 

4.2.2.3 ทำการฉีดกระตุนหนูทดลอง (วันที่ 0 และ 12) 

1. เขยาหลอดฉีดสารละลาย OVA-sensitization solution ที่เตรียมไวเพ่ือใหตะกอนละลายไป 

2. ดึงฝาเข็มออก ต้ังเข็มใหต้ังฉาก เคาะหลอดฉีดเบาๆ เพ่ือใหอากาศไปรวมอยูดานบน และดันกาน

ฉีดขึ้นลงเพ่ือไลอากาศออกทางปลายเข็ม 

3. ปรับปริมาตรเข็มฉีดยาใหไดระดับ 300 µL และวางเข็มไวสำหรับเตรียมหยิบฉีดไดสะดวก 

4. คอย ๆ นำหนูออกจากกรงอยางระมัดระวังและจับหนูใหอยูในทาที่เหมาะสม ดังน้ี  

- ใชมือขางที่ไมถนัดจับหนังบริเวณหลังคอของหนู (scruff) 

- รวบผิวหนังดานหลงัและขยุมไวในกำมือพอกระชับแตไมแนนจนเกินไป 

- หงายมือที่จับใหหนูอยูในทาที่หัวต่ำกวาชวงทองเล็กนอย (รูปที่ 3) 

5. หาตำแหนงทางกายวิภาคที่เหมาะสมสำหรับการฉีดยาเขาชองทอง (IP) ดังน้ี 

- ตำแหนงการฉีดยาจะอยูที่บริเวณชองทองสวนลางดานขวาของสัตว (เพ่ือลดความเสี่ยงใน

การทำอันตรายกระเพาะปสสาวะ ลำไสใหญ และอวัยวะภายในชองทองอ่ืน ๆ)  

- เข็มฉีดจะปกทีจุ่ดศูนยกลางของสามเหลี่ยมในตัวอยางรูปที่ 3 (วงกลมสฟีา) 

6. ถือกระบอกฉีดดวยมืออีกขางเพ่ือฉีดสารละลาย ดังน้ี (รปูที่ 3) 

- ช้ีเข็มไปทางศีรษะของสัตว โดยทำมุม 30-40˚ องศา กับแนวระนาบ 

- หงายปลายเข็มขึ้นแลวสอดเข็มเขาไปที่มุมลางขวาของชองทอง (วงกลมสสีีฟา) 

- คอยๆ สอดเขม็เขาไปประมาณครึ่งหน่ึงของความยาวเข็ม 

- (หากสัตวมีไขมันมากอาจจำเปนตองสอดเข็มเขาไปเกือบทั้งหมดของความยาว) 
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7. ดึงกานฉีดกลับเพ่ือเช็กแรงดันลบ หากมีแรงตานและไมมีของเหลวไหลกลับใหดำเนินการกดกาน

ฉีดเขาชาๆ จนกระทั่งสารละลายถูกฉีดเขาไปจนหมด โดยใชเวลาประมาณ 2-3 วินาท ี

8. ดึงเข็มออกมาในแนวเสนตรง ปดฝาและทิ้งในภาชนะที่กำหนด 

9. นำสัตวกลับเขาในกรงและสังเกตอาการแทรกซอนที่อาจเกิดขึ้น 

 
รูปท่ี 3 ตัวอยางการกำหนดจุดฉีดและการฉีดผานทางชองทอง (intraperitoneal injection) ในหนูทดลอง 
     (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

หมายเหตุ 

- ใชเข็มและกระบอกฉีดยาใหมสำหรับสัตวแตละตัว 

- ทำมือใหน่ิงและพยายามอยาใหเข็มเคลื่อนไหวภายในชองทองของสัตวทดลองขณะฉีด 

- หากมีเลือด ปสสาวะ หรือของเหลวในทางเดินอาหารถูกดูดกลับเขาในกระบอกฉีด ใหถอดเข็มออก

และทิ้งอุปกรณและสารทั้งหมด 

- ตองเฝาติดตามสัตวอยางใกลชิดเปนเวลา 5-10 นาท ีเพ่ือตรวจหาอาการเจ็บปวด หรือการปวย 

- ถาสัตวดูปกติดีสามารถฉีดยาอีกครั้งโดยเปลี่ยนมุมของเข็มเล็กนอยตามความเหมาะสม 

4.2.3 ปฏิบัติการเหนี่ยวนำ (challenge) ดวยการใหสูดดมละอองของสารละลาย OVA  

4.2.3.1 เตรียมวัสดุและอุปกรณตางๆ ในการเหนี่ยวนำหนูทดลอง  

ดูหัวขอ 3.4.3 (การเตรียมเครือ่งมือและอุปกรณ) 

4.2.3.2 เตรียมสารละลาย OVA-challenge solution ดังนี ้

(เตรียมใหม) กอนเริ่มปฏิบัติการใหทำการช่ังผงโปรตีน OVA และเตรียมเปนสารละลาย 2% OVA-

challenge solution ตามวิธีที่กลาวไวในหัวขอ 3.4.2 (การเตรียมสาร) 

4.2.3.3 ทำการเหนี่ยวนำหนูทดลอง (วันที่ 22, 26 และ 30) 

1. ทำการเซต็อุปกรณสำหรบัการ challenge หนูทดลอง ดังน้ี 

- วางเครื่อง nebulizer บนพ้ืนผิวที่มั่นคงเพ่ือหลีกเลี่ยงการเคลื่อนที่จากแรงสั่นสะเทือน 

- เสียบปลั๊กไฟและเช็คการทำงานของเครื่อง nebulizer  

- ตอทอลม (air tube) เขากับชองเสียบและตรวจแรงดันอากาศที่ออกจากปลายทอลม 
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- ตอปลายสายทอลมเขากับ nebulizing cartridge และตอ cartridge เขากับชองอากาศ

เขาของ nebulizing chamber ตรวจใหแนใจวาอากาศสามารถไหลเขา chamber อยาง

สะดวก 

2. ถอดแทงหรอืกระเปาะบรรจุของเหลวของ nebulizing cartridge ออก 

3. เทสารละลาย OVA-challenge solution ลงในกระเปาะและประกอบกลับเขาที ่

4. เปดเครื่องเพ่ือเช็คการเกิดละอองฝอยและการไหลของละอองของสารละลายอยางทั่วถึง  

5. คอยๆ นำหนูออกจากกรงเลี้ยงอยางระมัดระวังและหยอนหนูลงไปใน nebulizing chamber 

และปดฝาใหสนิทดวยเทปกาว (รูปท่ี 4) 

6. เปดเครื่องเพ่ือตรวจสอบการรั่วไหลที่สำคัญและปดรูรั่วขนาดใหญ 

7. ใหหนูทดลองสัมผัสกับละอองฝอยของสารกอภูมิแพเปนเวลา 30 นาท ี

8. เมื่อครบกำหนดเวลา ใหปดเครื่องและนำหนูทดลองกลับเขากรงเลี้ยงตามปกติ 

 
รูปท่ี 4 ตัวอยางการเหน่ียวนำ (challenge) ใหเกิดภาวะโรคหอบหืดผานทางเดินหายใจในหนูทดลอง 

(ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

หมายเหตุ

- ไมควรปดฝากลอง nebulizing chamber แนนสนิทจนเกนิไปเพ่ือลดแรงดันอากาศที่เกิดขึ้น

ภายใน 

- ควรสังเกตอาการของหนูทดลองขณะสูดดมไอระเหยและหลังจากหยุดการทดลอง 5- 10 นาท ี

- หากหนูทดลองเกิดอาการผิดปกติเชน ตกใจ กระโดดอยางรุนแรง ช็อกหรือหยุดหายใจ ใหหยุดการ

ทดลองและรอจนกวาหนูกลับเปนปกติจึงเริ่มการทดลองใหม 

4.2.4 ปฏิบัติการเก็บตัวอยางน้ำลางปอดและอวัยวะของหนทูดลอง (termination) 

4.2.4.1 เตรียมวัสดุและอุปกรณตางๆ สำหรับการลางปอด (BAL) และการผาตัด 

1. เตรียมอุปกรณตามหัวขอ 3.4.3 (การเตรียมเครื่องมือและอุปกรณ) 

- เช็ดทำความสะอาดแทนผาตัดดวยแอลกอฮอล และอุปกรณอ่ืนๆ ที่ไมผานการฆาเช้ือมา

กอน 

- คลุมแทนผาตัดดวยกระดาษดูดซับที่สะอาดกอนเริ่มการทำหัตถการใหมในทุกรอบ 
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- ทำความสะอาดเข็มหมุดและอุปกรณผาตัดดวยการแชในแอลกอฮอล และเช็ดใหแหงกอน

นำไปใชงานใหมทุกครั้ง 

2. เขียนระบุรายละเอียดบนหลอดเก็บตัวอยางใหชัดเจน และพรอมตอการใชงาน ประกอบดวย 

- Tube 3-15 mL (BAL fluid) 

- Eppendorf tube 1.5 mL (blood) 

- Eppendorf tube 2 mL (lung tissue) 

3. เติมสารละลาย paraformaldehyde 4% ปริมาตร 1.8 mL ลงในหลอด (2 mL tube) สำหรับ

เก็บเน้ือเยื่อปอด ปดฝาใหสนิทและวางไวในที่ที่สะดวกตอการหยิบใชงาน 

4.2.4.2 เตรียมสารละลาย BAL fluid solution ดังนี ้

เตรียมสารละลาย PBS ทีม่ี BSA 1% ตามวิธีที่กลาวไวในหัวขอ 3.4.2 (การเตรียมสาร) ใสใน

ภาชนะที่สะดวกตอการใชดูดไปใชดวยกระบอกฉีดยา (syringe) วางหลอดบรรจสุารละลายไวบน

น้ำแข็งตลอดเวลา 

4.2.4.3 ทำการเก็บตัวอยาง (24 ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนำครั้งสุดทาย) 

4.2.4.3.1 ทำใหหนสูลบ 

1. นำหนูทดลองออกจากกรงเลี้ยงและทำใหสลบดวยการฉีดยาสลบแบบเกินขนาด (overdose)  

ตัวอยางเชน  

- Sodium thiopental 

- ขนาด 100 mg/kg 

- ผานทางชองทอง (IP) 

2. รอจนหนูหลับและทำการเช็คหนูทดลองโดยการใชน้ิวหัวแมมือและน้ิวช้ีบีบเบาๆ ทีฝ่าเทาของหนู

ทดลอง หากหนูมีการสะดุงแสดงวาหนูยังไมสลบดี ใหรอตอไป 

3. ทำการกดฝาเทาของหนูอีกรอบหากไมแสดงอาการตอบสนองใหเพ่ิมแรงกดขึ้นไปอีกจนแนใจวาหนู

ไมไดสติแลวจริงๆ  

หมายเหตุ ควรศึกษาวิธีการทำใหสัตวทดลองสลบดวยวิธีที่เหมาะสมและอัปเดทขอมูลใหมๆ อยูเสมอ 

4.2.4.3.2 ทำการลางปอด 

1. เมื่อหนูสลบดีแลวทำการฉีดสเปรยแอลกอฮอลรอบๆ ตัวหนูใหชุม และวางบนกระดาษทิชชู 

2. จัดใหหนูนอนหงายบนแทนผาตัดโดยใช needle หรือเข็มหมุดตรึงเทาทั้งสี่และศีรษะไวบนแผนโฟม 

 ตามภาพประกอบ (รูปที่ 5) 

3. ใชคีมคีบ (forceps) หยิบผวิหนังระหวางคอตรงบริเวณเหนือหลอดลมและยกขึ้น  

4. ใชกรรไกรตัดผิวหนังในแนวระนาบ กวางและยาวประมาณ 1 x 2 cm ตามแนวขวางของลำตัว เพ่ือ

เปดชองคอจนเห็นช้ันกลามเน้ือคอที่อยูใตช้ันผิวหนัง (รูปที่ 5) 



29 

 
รูปที่ 5 การตัดผิวหนังบริเวณหลอดลมหนูทดลองเพ่ือทำการเปดหลอดลม  
            (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

5. ใชคีมคีบในมือซายและขวาคีบกลามเน้ือคอฝงซายและขวาที่ประกบกันอยู แลวคอยดึงแยกออกจาก

กันในแนวระนาบซายและขวาจนเผยใหเห็นหลอดลมที่พาดตามแนวยาวของลำคอชัดเจน (รูปที่ 6) 

6. ใชคีมคีบทั้งในมือซายและขวาคอยฉีกเลาะเนื้อเยื่อที่หุมหลอดลมอยูออกอยางระมัดระวังจนเห็น

หลอดลมสีขาวยาวประมาณ 0.5 - 1 cm (รูปที่ 6) 

  
รูปที่ 6 หลอดลมที่ปกคลุมดวยเน้ือเยื่อเกี่ยวพันชนิดเรียบและหลอดลมที่เลาะเน้ือเย่ือออกแลว 
         (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

      
รูปที่ 7 การรอยเสนดายเขาใตหลอดลมเพ่ือใชผูกทอสวนลางหลอดลม (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

7. ใชคีบแบบโคงสอดตักเขาไปใตหลอดลมเพ่ือคีบเอาเสนดายและดึงเสนดายลอดกลับมาใตหลอดลม

เพ่ือเตรียมผูกกับทอสวนลางหลอดลมตอไป (รูปที่ 7) 
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8. ทำการเจาะรูหลอดลมตามรูปตัวอยางที่ 8 ดังน้ี 

- ใชมือขางที่ถนัดจับกรรไกรทีม่ีความคมสูงและใชมืออีกขางประคองปลายกรรไกร  

- เล็งปลายกรรไกรไปที่พ้ืนผิวดานบนของหลอดลมที่ระยะต่ำกวาคอหอยเล็กนอย เพ่ือให

เหลือความยาวของหลอดลมถัดลงไปจากรูที่เจาะใหมากที่สุด  

- กางปากกรรไกรออกเล็กนอยและตัดเพ่ือใหเกิดรูขนาดเล็กที่พ้ืนผิวดานบนของหลอดลม 

(รูที่เจาะมีขนาดเพียงพอที่จะใหปลายเข็ม catheter สามารถแทรกเขาไดโดยงายเทาน้ัน) 

   
รูปที่ 8 การตัดเจาะหลอดลมดานบนใหเปนรูดวยการใชกรรไกรผาตัด (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

หมายเหตุ 

- ควรทำงานดวยความระวังเปนอยางมาก 

- ควรตัดพ้ืนผิวหลอดลมใหต้ืนที่สุดและระวังอยาทำใหหลอดลมขาด 

- ไมควรใชเข็มในการเจาะหลอดลมโดยตรงเพราะจะทำใหหลอดลมทะลแุละขาดไดโดยงาย 

9. ทำการสอดทอสวนลาง (catheter) เขาในหลอดลม ดังน้ี 

- ใชมือทั้งสองขางประคองเข็ม catheter ใหอยูดานบนเหนือสวนหัวของหนูทดลอง ปลาย

เข็มช้ีลงเขาหาตัวผูปฏิบัติงานตามภาพ (รูปที่ 9) 

- หมุนปลายเข็มใหหงายขึ้นและจอปลายเข็มไปเหนือรูที่เจาะโดยใหแนวยาวของเข็มทำมุม

ประมาณ 30 องศา กับแนวระนาบของความยาวของหลอดลม 

- คอยๆ เลื่อนเขม็ลงไปตามแนวเสนตรงของความยาวของเข็ม โดยใหปลายเข็มสอดลงในรทูี่

เจาะไว (ระวังอยาใหปลายเข็มทิ่มกับผนังหลอดลมดานลาง) 

          
รูปที่ 9 การสอดทอสวนลาง catheter และการมัดหลอดลม (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 
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- เมื่อสวนปลายแหลมของเข็มสามารถเขาไปภายในหลอดลมแลวใหหยุดออกแรงดันและ

เปลี่ยนมุมของความยาวเข็มใหขนานหรือแนบชิดกับหลอดลม (0-1 องศา) 

- ออกแรงดันเข็มไปอีกครั้งจนปลายหนาตัดของเข็มเขาไปภายในของหลอดลมทั้งหมด 

- ใชมือขางที่ถนัดจับฐานและทอ catheter สวนนอกไวไมใหขยับ และใชมืออีกขางคอยๆ 

ดึงสวนที่เปนเข็มฉีดยาโลหะ (syringe) ออกไป 

- คอยๆ ดันทอสวนลางพลาสติกเขาไปตอตามแนวของหลอดลมอยางชาๆ จนมีความลกึ

ประมาณ 7 mm (0.7 cm) จากปลายทอ catheter (หากมีแรงตานใหหยุดดันทันทีและ

ทำขั้นตอนถัดไป) 

- ใชมือทั้งสองขางจับปลายดายเชือกทั้งสองขางและเลื่อนตำแหนงใหอยูใตรอยตัดของ

หลอดลมหางจากทอ catheter ประมาณ 2-3 mm (0.2-0.3 cm) 

- มัดหลอดลมใหแนนกระชับกับทอ catheter 

หมายเหตุ 

- ไมควรใชเข็ม catheter ในการเจาะและสอดหลอดลมโดยตรง 

- ขณะสอดปลายเข็มลงในรูที่เจาะระวังอยาใหปลายเข็มทิ่มทะลุผนังหลอดลมอีกดาน 

- ระวังอยางดันทอสวนลางพลาสติกลึกจนเกนิไปเพราะอาจทำใหขั้วปอดทะลุได 

10. ทำการลางปอดและทางเดินหายใจ (bronchoalveolar lavage: BAL) ดังน้ี 

- ใช syringe ดูดสารละลายสำหรับลางปอด (BAL fluid solution) ปรมิาตร 1 mL  

- ใชมือขางที่ไมถนัดจับฐานของทอ catheter ไวใหมั่นคง (อาจใชคีมคีบชวยตามภาพที่ 10) 

และใชมืออีกขางหยิบกระบอกฉีดและตอเขากับ catheter ใหแนน โดยทำมุมใหขนานกับ

หลอดลม 

 
รูปที่ 10 การลางปอดและทางเดินหายใจ (bronchoalveolar lavage: BAL)  

     (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 

- ใชน้ิวที่สะดวกของมือที่ประคองกระบอกฉีดคอยๆ ดันกานฉีดทีละนิด (ระวังไมใหทอ

เคลื่อนที่) 

- ดัน BAL fluid solution ปริมาตร 1 mL เขาจนหมดในเวลาประมาณ 5 วินาที  

- รอประมาณ 5-10 วินาที แลวคอยๆ ดูดน้ำลางปอดกลับเขาใน syringe จนครบปริมาตร

เดิม 
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- ปลด syringe ออกและเก็บน้ำลางปอดใสในหลอดที่เตรียมไว (วางบนน้ำแข็งตลอดเวลา)  

- ทำการลางปอดซ้ำอีก 2 รอบ จนครบ 3 รอบ (รวม 3 mL ตอหนู 1 ตัว) 

- ทำการนับเซลลจำนวนเซลลและปนเซลลลงบนสไลดภายใน 24 ช่ัวโมง (ดูหัวขอ 4.3 การ

ประเมินและติดตามผล)  

- นำน้ำลางปอดที่เหลือปนเหว่ียงที่ความเร็ว 500g เปนเวลา 5 นาท ีและแยกเอาเฉพาะ

สวนน้ำและเก็บไวที่ -80˚C เพ่ือรอตรวจวัดระดับไซโทไคนตอไป  

หมายเหตุ 

- เปลี่ยน syringe ใหมสำหรับสัตวทดลองแตละตัว  

- หากไมสามารถดึงน้ำลางปอดกลับมาไดหมดในครั้งเดียวใหใช syringe เปลาดูดซ้ำอีกหน่ึง

รอบ 

4.2.4.3.3 ทำการผาตัดเพื่อเก็บตัวอยาง 

1. ทำการเก็บเลือดหนูทดลองทางเสนเลือดดำใหญ (inferior vena cava: IVC) ดังน้ี 

- ทำการผาเปดชองทองของหนู โดยใชกรรไกรตัดผนังหนาทองชวงกลางลำตัวใตกระดูก

ซี่โครงเปนเสนตรงตามแนวยาวของลำตัวประมาณ 1-2 เซนติเมตร และแยกตัดตามแนว

ขวางที่ปลายสุดดานลางใหเปนรูปตัว T หรือ Y กลับหัวตามรูปตัวอยางที่ 11 

- เปดผนังหนาทองแลวใชคีมคบีลำไสเลื่อนไปทางดานซายของลำตัวและดันยกตับไปดานบน 

- คนหาหลอดเลือดดำใหญ (IVC) ซึ่งอยูระหวางไตทั้งสองขาง (รูปที่ 11) 

- ใชเข็มขนาด 25G คอยๆ เจาะเขาไปในหลอดเลือดดำ ระวังการเจาะทะลุหรือฉีกขาด 

- คอยๆ ดึงกานฉีดกลับชาๆ จนกวาผนังหลอดเลือดจะยุบตัวลง 

- หยุดน่ิงช่ัวคราวโดยไมนำเข็มออกเพ่ือใหเลือดเติมเต็ม และทำขอกอนหนาซ้ำ 3-4 ครั้ง  

- ใสเลือดทั้งหมดลงในหลอดทดลองเปลา (Eppendorf tube) และปลอยใหเลือดแข็งตัวที่

อุณหภูมิหองปกติเปนเวลาประมาณ 30 นาที แลวจึงนำไปวางบนน้ำแข็ง 

- ทำการปนเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4°C ทีค่วามเร็ว 1,500g เปนเวลา 10 นาที เพ่ือแยกตะกอน 

- ใชไปเปตดูด serum สวนที่ใสใสในหลอดใหม และเก็บไวที่ -80˚C เพ่ือรอตรวจวัดระดับ 

IgE ตอไป (ดูหวัขอ 4.3 การประเมินและติดตามผล) 

 
รูปที่ 11 การผาตัดเปดหนาทองหนูทดลองเพ่ือหาเสนเลือดดำใหญ (inferior vena cava: IVC)  

(ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 
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หมายเหตุ 

- วิธีการน้ีใชกับการทดลองในระยะสุดทายเทาน้ัน 

- สามารถเก็บเลอืดไดประมาณ 0.4-1.0 mL ขึ้นอยูกับขนาดของหนู 

- เพ่ือปองกันหลอดเลือดยุบตัวสามารถลอกเน้ือเยื่อเกี่ยวพันออกและใชน้ิวกดเบาๆ เพ่ือ

ขยายหลอดเลือดกอนทำการเจาะเสนเลือด 

2. ทำการเก็บเน้ือเยื่อปอดของหนูทดลอง ดังน้ี 

- ทำการผาเปดชองอกของหนูโดยใชคีมคีบยกกระดูกหนาอก (sternum) ขึ้นดานบนและใช

กรรไกรตัดเลาะเน้ือเยื่อ diaphragm ที่กั้นชองอกออก (ระวังอยาใหโดนเน้ือปอด)  

- ใชกรรไกรใหญตัดกระดูกซี่โครงดานบนของทรวงอก จากขอบนอกสุดลึกไปจนถึงชวงไหล

ทั้งดานซายและขวา ตามภาพตัวอยางที่ 12 (ระวังอยาใหโดนเน้ือปอด) 

- เปดกระดูกหนาอกที่ตัดขึ้นดานบนและใชเขม็หมุดปกไว 

- ใชมือขางที่ถนัดถือคีมคีบแบบปลายโคง และใชมือทั้งสองคอยคนหาขั้วปอดทั้งหมดที่อยู

ติดกับหลอดลม 

- ใชคีมคีบแบบปลายโคงหนีบขั้วปอดซายของหนูทดลองซึ่งมีขนาดใหญทีสุ่ด และยกขึ้นชาๆ 

- ใชกรรไกรที่มคีวามคมตัดขั้วปอดที่อยูระหวางหลอดลมและคีมคีบใหขาดออกจากกัน 

- นำเน้ือปอดที่ไดไปวางบนผากอซเพ่ือซับเลอืดและทำความสะอาด 

- นำปอดทั้งช้ินบรรจุในหลอดสารละลายฟอรมารีนที่เตรียมไวและเก็บบนน้ำแข็ง 

- ทำการคงสภาพ (fixation: Fix)  เน้ือเยื่อปอดในตูเย็น 4˚C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  

- นำไปเขาสูกระบวนการทำสไลดและยอมศึกษา (ดูหัวขอ 4.3 การประเมินและติดตามผล) 

 

 
รูปที่ 12 การผาตัดเปดชองทรวงอกของหนูทดลองเพ่ือเก็บเน้ือเย่ือปอด (ที่มา: ชัยพิชิต, Google pixel 7 Pro) 
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หมายเหตุ 

- ไมควรเก็บช้ินเน้ือในสารละลาย paraformaldehyde นานเกินกวา 48 ช่ัวโมง 

- เน้ือเยื่อที่ผานการ Fix แลว สามารถเก็บในสารละลาย PBS ในตูเย็นไดนาน 2 สัปดาห 

- แชช้ินเน้ือที่ Fix แลวในสารละลาย 70% ethanol ในตูเย็นสำหรับเก็บเปนเวลานาน 

4.3 วิธีการติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงาน 

4.3.1 การวิเคราะหน้ำลางปอด (BAL fluid) 

4.3.1.1 การนับจำนวนเซลลอักเสบทั้งหมด (total cell count) 

หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการลางปอดสัตวทดลองใหทำการนับจำนวนเซลลในน้ำลางปอดทันท ี(ไม

ตองแยกนับเซลลเปนหรือเซลลตาย) กระบวนการคราวๆ คือ ใชไปเปตดูดน้ำเลี้ยงเซลลปริมาตร 10 µL 

จากน้ำลางปอดทั้งหมดในหลอดเก็บ (ประมาณ 3 mL) จากน้ันปลอยลงบนสไลดกระจกสำหรับนับเซลล 

(hemocytometer) และนำไปสองเพ่ือนับเซลลภายใตกลองจุลทรรศนแบบกลับดาน (inverted 

microscope) โดยสามารถศึกษาจากคูมือปฏิบัติการสำหรับการนับเซลลแบบปกติ หรือสามารถใชวิธีการ

นับเซลลอ่ืนๆ เชนการใชเครื่องมืออัตโนมัติ โดยสามารถปฏิบัติตามกระบวนการมาตรฐานการนับจำนวน

เซลลที่บริษัทผูผลิตแนะนำ ผลลัพธที่ไดจะเปนคาความหนาแนนของเซลล หรือจำนวนเซลลตอหน่ึงหนวย

ปริมาตร เชน จำนวนเซลลในหน่ึงมิลลิลิตร (cells/mL) เปนตน เราสามารถคำนวณจำนวนเซลลทั้งหมดที่มี

อยูในปอดของหนูทดลองหน่ึงตัวและนำไปเปรียบเทียบระหวางกลุมการทดลองเพ่ือหาความแตกตางทาง

สถิติ 

4.3.1.2 การตรวจแยกชนิดยอยของเซลลอักเสบ (differentiated immune cells) 

หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการลางปอดใหทำการปนเซลลในน้ำลางปอดลงสูแผนสไลดกระจกเพ่ือจะ

ยอมดูเซลลภูมิคุมกันแตละชนิด โดยใชเครื่องปนเหว่ียงสไลด (หรือเครื่อง cytospin) โดยปฏิบัติงานตาม

กระบวนการมาตรฐานที่บริษัทแนะนำ มีกระบวนการคราวๆ คือ 

- ประกอบสไลดเขากับตัว adaptor 

- ใชไปเปตดูดน้ำลางปอด 0.5 mL และใสลงในชองเติมของเหลวของ adaptor 

- นำไปปนเหว่ียงดวยเครื่อง cytospin ดวยความเร็ว 1,500 rpm เปนเวลา 10 นาท ี

- นำสไลดออกจาก adaptor และผึ่งลมใหแหง 

หลังจากน้ันใหนำสไลดเซลลที่แหงแลวไปยอมสีดวยชุดยอมสี Dip Quick โดยปฏิบัติงานตาม

กระบวนการของบริษัท และนำสไลดที่ยอมแลวไปสองภายใตกลองจุลทรรศนเพ่ือสังเกตเซลลเม็ดเลือดขาว

ชนิดตางๆ โดยอาศัยลักษณะทางกายภาพของเซลลเพ่ือแยกแยะเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด eosinophil, 

basophil, neutrophil และ lymphocyte ดังตัวอยางในภาพประกอบรูปที่ 13 (ควรศึกษาขอมูลเพ่ิมเติม

จากแหลงขอมูลหรือคูมือการจำแนกชนิดของเซลลภูมิคุมกันในหนูทดลอง) ทำการนับจำนวนเซลลแบบสุม

มุมมอง (field) และนับเซลลทุกชนิดรวมกันจนครบประมาณ 400 เซลล (ไมนับเซลลอ่ืนที่ปน เชน เซลลเม็ด

เลือดแดง) จากน้ันจำแนกจำนวนของเซลลแตละประเภทที่กลาวมาและทำการคำนวณเพ่ือหาเปอรเซ็นต

ของเซลลแตละชนิด นำเปอรเซ็นตที่ไดไปคูณกลับกับจำนวนเซลลทั้งหมดจากน้ำเลี้ยงเซลลเพ่ือประมาณ
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จำนวณเซลลแตละประเภทในหนูทดลองหน่ึงตัว นำไปเปรียบเทียบระหวางหนูทดลองในแตละกลุมการ

ทดลอง 

   
รูปที่ 13 ตัวอยางเซลลจากน้ำลางปอดของหนูทดลองที่ยอมดวยสียอม Dip Quick ภายใตกลองจุลทรรศน 

(ที่มา: ชัยพิชิต, Nikon Eclipse Ti-U)  

4.3.1.3 การวิเคราะหไซโทไคน (cytokine analysis) 

หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการลางปอดและการนับจำนวนเซลล นำน้ำลางปอดสวนที่เหลือไปปน

แยกเซลลออกและนำไปวัดระดับไซโทไคนของเซลล TH2 ไดแก IL-4, IL-5, IL-13 และ IL-10 เปนตน โดย

สามารถใชเทคนิคไดหลากหลาย เชน ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) หรือเทคนิค 

bead-based immunoassay โดยใชรวมกับเครื่อง flow-cytometer ผลที่ไดจะเปนปริมาณโปรตีนของไซ

โทไคนชนิดตางๆ โดยรายงานเปนความเขมขนตอหนวยปริมาตร เชน ng/mL หรือ mg/mL นำผลที่ไดไป

เปรียบเทียบกับกลุมทดลองตางๆ และคำนวณคานัยสำคัญทางสถิติของการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงในแตละกลุม

การทดลอง 

4.3.2 การวิเคราะหซรีัม (serum analysis) 

4.3.2.1 การวัดระดับ immunoglobulin E (IgE) 

นำเซรั่มที่เก็บไวที่ -80˚C ออกวางไวที่อุณหภูมิหองเพ่ือรอใหละลาย หากตรวจพบวามีตะกอนให

ทำการปนเหว่ียงอีกรอบเพ่ือแยกเอาเฉพาะสวนใสไปทำการตรวจวัดระดับ IgE โดยใชชุดทดสอบ ELISA โดย

ปฏิบัติงานตามกระบวนการที่แนะนำจากบริษัทผูผลิต สามารถใชชุดตรวจที่เฉพาะเจาะจงตอโปรตีนแอนติ

บอด้ีของ OVA (OVA-specific IgE) หรือแบบรวมทั้งหมด (total IgE) ก็ได ขึ้นอยูกับจุดประสงคของการ

ทดลอง รายงานผลการทดลองเปนความเขมขนตอหนวยปริมาตร เชน ng/mL หรือ mg/mL และนำผลที่

ไดไปเปรียบเทียบกับกลุมทดลองตางๆ เพ่ือคำนวณคานัยสำคัญทางสถิติ 
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4.3.3 การวิเคราะหทางพยาธิวิทยาเนื้อเยือ่ของปอด (histology) 

4.3.3.1 การศกึษาการกระจายตัวของเซลลอักเสบในปอด (pulmonary infiltration) 

นำเน้ือปอดที่ผานการทำใหคงสภาพแลว (Fix) ไปผานกระบวนการ paraffinization เพ่ือเก็บการ

เก็บรักษาสภาพและการทำสไลดเน้ือเยื่อ โดยวางช้ินเน้ือใหระนาบแนวยาวและแนวกวางของปอดขนานกับ

ระนาบหนาตัดของ block จากน้ันทำการตัดเน้ือเย่ือดวยเครื่อง microtome เพ่ือตัดเน้ือเย่ือบริเวณกึ่งกลาง

ของช้ินปอดพอดี (มุมกวางที่สุด) ใหเปนแผนบางที่ความหนา 4 ไมโครเมตร (µm) แปะแผนฟลมที่ตัดแลวลง

บนแผนส ไลด กระจก  จาก น้ั นท ำการละลายแผนฟ ล มที่ เคลื อบ เน้ื อ เย่ื ออ ยู ออกด วย วิ ธีก าร 

deparaffinization จากน้ันทำการยอมเน้ือเย่ือบนแผนสไลดดวยชุดสียอม H&E (hematoxylin and 

eosin) โดยปฏิบัติงานตามคำแนะนำของบริษัทผูผลิต ทำการประกอบขึ้นรูป (mounting) เพ่ือเก็บรักษา

สไลดดวยสารเคลือบและปดดวยกระจกปดสไลด จากน้ันนำไปสองใตกลองจุลทรรศนเพ่ือดูการกระจายตัว

ของเซลลเม็ดเลือดขาวหรือเซลลอักเสบรอบๆ หลอดลมหรือแทรกอยูในเน้ือเย่ือของปอด โดยเซลลเน้ือเย่ือ

เกี่ยวพันจะถูกยอมติดสีชมพูแดง สวนนิวเคลียสของเซลลเม็ดเลือดขาวจะยอมติดสีดำ (รูปที่ 14) ทำการ

ถายภาพทางเดินหายใจบริเวณตางๆ นำไปเปรียบเทียบกับภาพถายในลักษณะเดียวกันของหนูทดลองกลุม

อ่ืนๆ เพ่ือหาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น 

 
รูปที่ 14 เน้ือเยื่อปอดจากหนูทดลองที่เปนโรคหอบหืดยอมดวยชุดยอม H&E ภายใตกลองจุลทรรศน  

(ที่มา: ชัยพิชิต, Nikon Eclipse Ti-U)  

4.3.3.2 การศกึษาการเจรญิของเซลลเยื่อเมือกทางเดินหายใจ (goblet cell hyperplasia) 

น ำส ไล ด ข อ ง เน้ื อ เยื่ อ ป อ ด เห มื อ น ใน ข อ ก อ น ห น า  (4.3.3.1)  ม าผ าน ก ระบ วน ก าร 

deparaffinization จากน้ันทำการยอมเน้ือเย่ือบนแผนสไลดดวยชุดสียอม PAS (Periodic acid–Schiff) 

โดยปฏิบัติงานตามคำแนะนำของบริษัทผูผลิต จากน้ันทำการ mount ดวยสารเคลือบและปดดวยกระจก

ปดสไลดเพ่ือเก็บรักษา จากน้ันนำสไลดไปสองใตกลองจุลทรรศนเพ่ือดูการกระจายตัวและการเจริญของ
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goblet cell ซึ่งอยูภายในเยื่อบุของทางเดินหายใจ (mucosa) โดยเซลลเน้ือเย่ือเกี่ยวพันจะถูกยอมติดสี

ชมพูแดง สวนนิวเคลียสและเซลลเม็ดเลือดขาวจะยอมติดสีดำ (รูปที่ 15) ทำการถายภาพทางเดินหายใจ

บริเวณตางๆ นำไปเปรียบเทียบกับภาพถายในลักษณะเดียวกันของหนูทดลองกลุมอ่ืนๆ เพ่ือหาการ

เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น 

 
รูปที่ 15 เน้ือเย่ือปอดจากหนูทดลองที่เปนโรคหอบหืดยอมดวยชุดยอม PAS ภายใตกลองจุลทรรศน 

(ที่มา: ชัยพิชิต, Nikon Eclipse Ti-U)  

4.3.4 การประเมินผลการปฏิบัติงาน (evaluation) 

ผลการปฏิบัติงานจะเปรียบเทียบปจจัยตางๆ ที่เก่ียวเน่ืองกับการเกิดโรคหอบหืดในหนูทดลองกลุมที่ถูก

กระตุน (OVA-sensitized) และกลุมควบคุมปกติ (NSS-sensitized) ไดแก การเพ่ิมขึ้นของจำนวนเซลลทั้งหมดใน 

BAL fluid และจำนวนของเซลลอักเสบ เชน eosinophils และ lymphocytes เปนตน รวมถึงมีการเพ่ิมขึ้นของ

ปริมาณ TH2 cytokines และปริมาณของ IgE ในหนูกลุมที่ เปนโรคหอบหืด นอกจากน้ันมีการศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงพยาธิสภาพของเน้ือเย่ือปอดเพ่ือดูการอักเสบของหลอดลมและเปรียบเทียบระหวางหนูทั้งสองกลุมเพ่ือ

ยืนยันวามีการอักเสบหรือไมอยางไร การเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของคาการวัดผลตางๆ จะมีนัยสำคัญก็ตอเมื่อคา P value 

≤ 0.05 จากการคำนวณทางสถิติดวยเครื่องมือที่เหมาะสม ตอไปน้ีจะแสดงการจัดการและวิเคราะหขอมูลแบบ

คราวๆ เพ่ือเปนแนวทาง ดังน้ี 

4.3.4.1 จำนวนเซลลทั้งหมดในนำ้ลางปอด (total cell count) 

Fresh BAL fluid cells จะถูกนับจำนวนและคำนวณกลับเปนจำนวนของเซลลทั้งหมดในน้ำลาง

ปอดปริมาตร 3 mL ตอหนูทดลองหน่ึงตัว จากน้ันนำมาหาคาเฉลี่ยในแตละกลุมการทดลองและคำนวณหา

คานัยสำคัญทางสถิติระหวางกลุมที่เปนและไมเปนโรคหอบหืด ดังตัวอยางในกราฟดานลาง (รูปที่ 16) หนูที่

เปนโรคหอบหืดจะมีการเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญของเซลลอักเสบ (inflammatory cell) ในทางเดินหายใจ 
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รูปที่ 16 ตัวอยางกราฟเปรียบเทียบจำนวนเซลลในน้ำลางปอดระหวางกลุมหนูปกติและหนูโรคหอบหืด 

จะเห็นวาหนูทดลองที่ถูกกระตุนใหเกิดโรคมกีารเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญของเซลลอักเสบในปอดโดยเฉพาะ

เซลลชนิด eosinophil ซึ่งเปนตัวแปรสำคัญของอาการอักเสบของหลอดลมในโรคหอบหืดแบบเฉียบพลัน 
(ที่มา: Phayangke C. et al, 202421)

4.3.4.2 จำนวนเซลลอักเสบในนำ้ลางปอด (differentiated cell count) 

BAL fluid cells ที่ถูกปนลงบนสไลดและยอมดวยสียอมเพ่ือแยกแยะเซลล ภูมิคุมกันชนิดตาง ๆ 

เชน  Eosinophils, Lymphocytes, Macrophages/Monocytes จะถูก นับจำนวนและคำนวณ เปน

เปอรเซ็นตและนำไปคูณกับจำนวนเซลลทั้งหมดเพ่ือประมาณจำนวนของเซลลในน้ำลางปอดปริมาตร 3 mL 

ตอหนูทดลองหน่ึงตัว จากน้ันเปรียบเทียบในแตละกลุมการทดลองและคำนวณหาคานัยสำคัญทางสถิติ

ระหวางกลุมที่เปนและไมเปนโรคหอบหืด ดังตัวอยางในกราฟดานบน (รูปที่ 16) 

4.3.4.3 ระดับไซโทไคน (TH2 cytokines) 

ปริมาณของโปรตีนไซโทไคนของเซลลภูมิคุมกันชนิด TH2 ซึ่งไดแก IL-4, IL-5 และ IL-13 เปนตน 

จะถูกวัดความเขมขนในน้ำลางปอดและนำไปเปรียบเทียบกับหนูทดลองในแตละกลุม หนูที่เปนโรคหอบหืด

จะมีการเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญของระดับ TH2 cytokines ในทางเดินหายใจ ดังตัวอยางในกราฟดานลาง 

(รูปที่ 17) 

 
รูปที่ 17 ตัวอยางกราฟเปรียบเทียบระดับ TH2 cytokines และ IgE ในเลือดระหวางกลุมหนูปกติและหนูโรค

หอบหืด หนูทดลองที่ถูกกระตุนใหเกิดโรคมีระดับ IL-4, IL-5, IL-13 และ IgE ที่เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญเมื่อ

เปรียบเทียบกับหนูปกติ (ที่มา: Phayangke C. et al, 2024; BALF IL21, IgE 22)
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4.3.4.4 ปริมาณแอนติบอด้ี (IgE) 

ปริมาณของโปรตีนแอนติบอด้ีชนิด IgE ที่อยูใน serum จะถูกวัดเปนความเขมขนเพ่ือเปรียบเทียบ

ในแตละกลุม หนูที่เปนโรคหอบหืดจะมีการเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญของ IgE ในเลือด ดังตัวอยางในกราฟ

ดานบน (รูปที่ 17) 

4.3.4.5 พยาธวิิทยาของเนือ้เยื่อปอด (lung histology) 

สไลดเน้ือของปอดจะถูกยอมสีและถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนเพ่ือศึกษาการกระจายตัวของ

เซลลอักเสบและการเปลี่ยนแปลงทางโครงสรางของทางเดินหายใจ ภาพเน้ือเย่ือจะถูกวิเคราะหโดยใช

ซอฟตแวร ตัวอยางเชน ImageJ เพ่ือคำนวณหาพ้ืนที่ที่ยอมติดสีของตัวช้ีวัดตางๆ และนำคาที่ไดมาทำการ

ประเมินความสัมพันธกับตัวแปรตางๆ และนำไปเปรียบเทียบระหวางกลุมการทดลอง หนูที่เปนโรคหอบหืด

จะมีการเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญของเซลลอักเสบในทางเดินหายใจและเน้ือเย่ือปอด นอกจากน้ียังมีการ

เปลี่ยนแปลงของโครงสรางของหลอดลม เชน การเพ่ิมจำนวนของเซลลผลิตเยื่อเมือก (goblet cell) เปน

ตน ดังตัวอยางในกราฟดานลาง (รูปที่ 18) 

 

 

รูปที่ 18 ตัวอยางกราฟแสดงระดับการแทรกซึมของเซลลภูมิคุมกันอักเสบในปอด และระดับการเจริญของเซลล

ผลิตเย่ือเมือกในเย่ือบุหลอดลม ซึ่งเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสำคัญในหนูทดลองทีถู่กกระตุนใหเกิดโรคหอบหืดเมื่อ

เปรียบเทียบกับหนูกลุมปกติ (ที่มา: Phayangke C. et al, 202421) 

 

 

 



40 
 

4.4   จรรยาบรรณ/คุณธรรม/จริยธรรมในการปฏิบัติงาน 

การปฏิบัติงานกับสัตวทดลองเปนเรื่องที่ละเอียดออนและตองใชความระมัดระวังเปนอยางสูง เน่ืองจาก

เก่ียวของกับชีวิตของสัตว ผูปฏิบัติงานทุกคนตองผานการอบรมและมีความรูความเขาใจในหลักจริยธรรมในการใช

สัตว เพ่ือใหมั่นใจวาการทดลองเปนไปอยางถูกตองและเปนธรรมตอสัตว กอนที่จะเริ่มทำการทดลอง ผูปฏิบัติงาน

ตองย่ืนขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมในการทดลองกับสัตว (Institutional Animal Care and Use 

Committee: IACUC) โดยจะตองมีการนำเสนอรายละเอียดของการทดลอง เชน วัตถุประสงคของการทดลอง ชนิด

ของสัตว จำนวนสัตว วิธีการทดลอง และมาตรการในการดูแลสัตว เพ่ือใหคณะกรรมการพิจารณาวาการทดลองน้ัน

เปนไปตามหลักจริยธรรมหรือไม เพ่ือจะหาวิธีการลดความเจ็บปวดและความเครียดของสัตวทดลอง ทำใหการ

ทดลองเปนไปอยางมีประสิทธิภาพและไดผลลัพธที่นาเช่ือถือ สรางภาพลักษณที่ดีใหกับสถาบัน และเปนไปตาม

มาตรฐานสากลในการทำวิจัยกับสัตว 

ผูปฏิบัติงานกับสัตวทดลองตองผานการอบรม 

เพ่ือใหผูปฏิบัติงานมีความรูความเขาใจและทักษะที่จำเปนในการทำงานกับสัตวทดลอง สามารถปฏิบัติตาม

หลักจริยธรรมในการใชสัตวไดอยางเครงครัด และลดความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้น โดยมีหลักปฏิบัติที่สำคัญ ไดแก 

1. ความรูเกี่ยวกับสัตวทดลอง 

ผูปฏิบัติงานตองมีความรูเก่ียวกับชนิดของสัตวที่ใชในการทดลอง ลักษณะทางกายภาพ พฤติกรรม และ

ความตองการทางสรีรวิทยาของสัตวแตละชนิด เพ่ือใหสามารถดูแลและปฏิบัติตอสัตวไดอยางเหมาะสม 

2. การดูแลสัตว 

ผูปฏิบัติงานตองเรียนรูวิธีการจับ การเคลื่อนยาย การใหอาหาร การใหน้ำ และการทำความสะอาดที่อยู

อาศัยของสัตวอยางถูกวิธี เพ่ือใหสัตวมีสุขภาพที่ดีและมีความเครียดนอยที่สุด 

3. การใหยาสลบ 

หากการทดลองจำเปนตองใชยาสลบ ผูปฏิบัติงานตองไดรับการฝกอบรมเก่ียวกับชนิดของยาสลบ วิธีการ

คำนวณปริมาณยา และวิธีการใหยาอยางถูกตอง เพ่ือลดความเจ็บปวดใหกับสัตว 

4. การผาตัด 

หากการทดลองเก่ียวของกับการผาตัด ผูปฏิบัติงานตองมีความรูเก่ียวกับเทคนิคการผาตัดที่ถูกสุขลักษณะ 

และวิธีการดูแลแผลหลังการผาตัด เพ่ือปองกันการติดเช้ือและลดความเจ็บปวดใหกับสัตว 

5. การเก็บตัวอยาง 

ผูปฏิบัติงานตองเรียนรูวิธีการเก็บตัวอยางทางชีวภาพ เชน เลือด ปสสาวะ หรือเน้ือเย่ือ จากสัตวอยางถูกวิธี 

เพ่ือใหไดตัวอยางที่มีคุณภาพและไมทำใหสัตวไดรับบาดเจ็บ 

6. การทำลายสัตว 

ในกรณีที่จำเปนตองทำลายสัตว ผูปฏิบัติงานตองปฏิบัติตามหลักเกณฑที่กำหนดไว เพ่ือลดความเจ็บปวด

ใหกับสัตว 

 

 



41 
 

7. จริยธรรมในการใชสัตว 

ผูปฏิบัติงานตระหนักถึงจริยธรรมในการใชสัตวทดลอง และปฏิบัติตามหลักการ 3R (Replacement, 

Reduction, Refinement) คือ การหลีกเลี่ยง ลดจำนวน และปรับปรุงวิธีการเพ่ือลดความเจ็บปวดและความเครียด

ของสัตว 

จรรยาบรรณในการใชสัตวเพื่องานทางวิทยาศาสตร 

1. การพิจารณาถึงความจำเปนในการใชสัตว 

ผูปฏิบัติงานตองตระหนักถึงคุณคาของชีวิตสัตว และพิจารณาอยางรอบคอบกอนตัดสินใจนำสัตวมาใชใน

การทดลอง โดยตองแนใจวาการทดลองน้ันมีความจำเปนและเปนประโยชนสูงสุดตอการพัฒนาวิทยาศาสตรและ

คุณภาพชีวิตของมนุษยและสัตว นอกจากน้ี ผูทำการทดลองตองพยายามหาทางเลือกอ่ืนที่ไมตองใชสัตวทดลองกอน

เสมอ 

2. การใชสัตวจำนวนนอยที่สุด 

ผูปฏิบัติงานตองออกแบบการทดลองใหใชสัตวจำนวนนอยที่สุดเทาที่จะเปนไปได โดยคำนึงถึงสายพันธุและ

สุขภาพของสัตวใหเหมาะสมกับวัตถุประสงคของการทดลอง เพ่ือใหไดผลลัพธที่ถูกตองและแมนยำ 

3. การใชสัตวปา 

การนำสัตวปามาใชในการทดลองตองกระทำเฉพาะในกรณีที่จำเปนอยางย่ิง และตองปฏิบัติตามกฎหมาย

และนโยบายการอนุรักษสัตวปาอยางเครงครัด 

4. การดูแลสัตว 

ผูปฏิบัติงานตองตระหนักวาสัตวเปนสิ่งมีชีวิตที่มีความรูสึก จึงตองดูแลสัตวดวยความระมัดระวังตลอด

กระบวนการทดลอง ต้ังแตการขนสง การเลี้ยงดู การจัดสภาพแวดลอม และการปฏิบัติการตางๆ โดยตองหลีกเลี่ยง

การทำใหสัตวไดรับความเจ็บปวด ความเครียด หรือความทุกขทรมาน 

5. การบันทึกขอมูล 

ผูปฏิบัติงานตองบันทึกขอมูลเก่ียวกับการดูแลและการทดลองกับสัตวอยางละเอียดครบถวน เพ่ือเปน

หลักฐานยืนยันวาการทดลองดำเนินไปตามแผนที่วางไว และเพ่ือใหสามารถตรวจสอบยอนกลับไดเมื่อจำเปน 

หมายเหตุ ผูปฏิบัติงานควรศึกษาขอมูลเพ่ิมเติมเก่ียวกับกฎหมายและขอบังคับตางๆ ที่ เกี่ยวของกับการใช

สัตวทดลองของประเทศไทย ออกโดยสถาบันพัฒนาการดำเนินการตอสัตวเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร (สพสว.) 
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5. ปญหาอุปสรรคและแนวทางแกไขและพัฒนางาน 

ขั้นตอน ปญหาอุปสรรค 

ในการปฏิบัติงาน 

แนวทางแกไขและพัฒนา 

1. ไมสามารถทำงานตาม

ขั้นตอนการปฏิบัติงานได 

1. ปฏิบัติงานลาชา ไมทันเวลา 1. เพ่ือใหการทดลองเปนไปดวยความราบรืน่

และไดผลลัพธที่ถูกตองแมนยำ กอนเริ่ม

ดำเนินการทดลอง ผูปฏบิัติงานควรศึกษาคูมือ

ปฏบิัติการอยางละเอียดรอบคอบ เพ่ือทำความ

เขาใจขั้นตอนการทำงานทุกขั้นตอน รวมถึง

วิธีการเตรียมสารเคมี วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

ปฏบิัติงาน  

2. ผูปฏิบัติงานตองมีทัศนคติที่ดีตอการ

ปฏิบัติงานกับสัตวทดลอง รวมทั้งควรมีการ

ฝกอบรมทักษะและเทคนคิการทำงานกบั

สัตวทดลองจนสามารถปฏบิัติงานไดอยาง

สะดวก 

 

2. การฉีดสารเขาทางหนาทอง

หนูทดลอง เขม็หักหลุด หรือฉีด

ไมสำเร็จ  

1. หนูทดลองด้ินทำใหการฉีดไม

แมนยำ หรือเกิดการบาดเจ็บตอสัตว 

ทำใหสัตวเกิดความเครียด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ไมสามารถกระตุนภูมิคุมกันได 

1. ฝกฝนการจบัสัตวใหชำนาญเพ่ือลดการ

เคลื่อนไหวของสัตวขณะฉีดยา ศึกษา

ตำแหนงที่ถูกตองสำหรับการฉีดยาใหชัดเจน 

และทำเครื่องหมายบนรางกายของสัตวเพ่ือ

เปนแนวทาง 

2. เลือกใชเข็มที่มีขนาดเหมาะสมกับสัตว 

และตรวจสอบใหแนใจวาเข็มอยูในสภาพดี มี

ความคม ไมบ่ินหรืองอ 

3. สังเกตอาการของสัตวหลังการฉีดยาอยาง

ใกลชิด หากพบอาการผิดปกติใหรีบแจง

ผูดูแลหรือผูที่เกี่ยวของ 

 

1. ตรวจสอบใหแนใจวาสามารถฉีดสารหรอื

ยาเขาไปในตัวสัตวทดลองไดอยางสมบูรณ 

และปฏิบัติตามขั้นตอนการปฏิบัติงาน

ทั้งหมดอยางเครงครัด 
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ขั้นตอน ปญหาอุปสรรค 
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2. ไมสามารถกระตุนภูมิคุมกันได 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. หนูเกิดการติดเช้ือ สงผลตอ

ระบบภูมิคุมกันและผลการทดลอง 

 

2. เตรียมสารละลายสำหรับการฉีดกระตุนให

ถูกตองตามสูตร ตรวจใหมั่นใจวาสาร 

ovalbumin และ aluminum hydroxide 

ที่ใชตองอยูในสภาพที่ใชงานได ไมหมดอายุ 

และย้ำวาตองมีการ incubate ดวยเครื่อง

เขยา (shaker) ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลาหน่ึง

คืน เพ่ือใหเกิดการสรางสารประกอบที่

สามารถกระตุนเซลลภูมคิุมกนัได 

 

1. ตรวจสอบความสะอาดของสารที่ใชและ

ภาชนะบรรจุ ฆาเช้ืออุปกรณที่ใชทั้งหมด

กอนและหลังการใชงาน รวมถึงมือและถุงมอื

ของผูปฏิบัติงาน เตรียมสารและปฏิบัติงาน

ดวยเทคนิคปลอดเช้ือในทุกขั้นตอนดวย

ความระมัดระวัง 

3. การเหน่ียวนำหนูทดลองดวย

การใหสูดดมละอองของ

สารละลาย OVA 

 

1. หนูทดลองเกิดอาการต่ืน

ตระหนกตกใจ กระโดดหรือด้ิน

ขณะใหสูดดมไอระเหยในกลอง

รมควัน 

 

1. กอนเริ่มการรมไอระเหยปลอย ใหหนู

ทดลองทุกตัวพักในกลอง nebulizing 

chamber เปนระยะเวลาหน่ึงเพ่ือใหเกิดการ

ปรับตัวและคุนเคย โดยอาจทดลองเปด

เครื่อง nebulizer ที่ตอทอลมเขามาในกลอง

โดยที่ไมมีสารละลาย OVA เมื่อหนูยังอยูใน

อาการปกติจึงคอยใสสารละลาย OVA ใน 

nebulizing cartridge และจับเวลา 

2. หากสังเกตวาภายในกลองรมไอระเหย

(nebulizing chamber) มีแรงดันมาก

เกินไปขณะเปดเครื่อง nebulizer ใหทำการ

ดึงเทปกาวที่ปดผนึกฝากลองออกเล็กนอย 

เพ่ือระบายอากาศออกทางดานบนโดยที่ไอ

ระเหยยังสามารถปกคลุมทุกพ้ืนที่ในกลองได

อยางทั่วถึง 
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4. การฉีดยาสลบกอนการผาตัด

เก็บตัวอยาง 

 

1. หนูทดลองไมสลบหรือใชเวลารอ

นานกวาจะสลบ 

 

 

 

 

2. หนูทดลองหลับไมสนิท หรือยังมี

การตอบสนองตอการบีบฝาเทา 

 

1.ตรวจสอบการฉีดสารผานชองทองวา

ถูกตองหรือไม ยาเขาไปในสวนของอวัยวะ

อ่ืนหรือไม มีการไหลยอนกลบัหรือไม 

2. ฉีดยาใหมอีกรอบดวยวิธีและปริมาตรที่

ถูกตอง  

 

1. ตรวจสอบคณุภาพของสารที่ใช วัน

หมดอายุ คุณภาพของการละลาย และความ

เขมขนของสารตอน้ำหนักตัวของสัตวทดลอง 

2. สารบางชนิดมีระยะเวลาในการออกฤทธ์ิ 

หมั่นตรวจสอบและสังเกตอาการของ

สัตวทดลอง ตลอดระยะเวลาการทำ

ปฏิบัติการ 

 

5. การลางปอดและหลอดลม

ของหนูทดลอง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. มีน้ำซึมออกระหวางการลาง ทอ

สวนลางหลุดเน่ืองจากสอดทอต้ืน

เกินไป หรือมัดเชือกไมแนน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ไมสามารถดึงน้ำลางปอด

กลับมาไดหมดในครั้งเดียว 

1. สอดทอสวนลางเขาไปในหลอดลมใหลึก

เทาที่จะเปนไปไดแตหามลึกจนทะลุขั้วปอด 

2. เจาะรูหลอดลมในตำแหนงที่สูงขึ้นไปทาง

ดานบนใกลกับสวนหัวเพ่ือใหเหลือพ้ืนที่สอด

ทอเขาไปในหลอดลมเพ่ิมขึ้น 

3. มัดเชือกรอบหลอดลมดานนอกใหแนน

กระชับกับทอสวนลาง อาจพันหลายรอบเพ่ือ

ปองกันการหลุด 

4. พยายามอยาใหเกิดการเคลื่อนที่ของ

อุปกรณที่เช่ือมตอกัน เพ่ือปองกันการหลุด

หรือหลวมขณะทำการสวนลางหลอดลมของ

หนูทดลอง 

 

1. ดันน้ำลางปอดออกใสภาชนะบรรจุและให

ใช syringe เปลาดูดซ้ำอีกหน่ึงรอบ โดย

คอยๆ ดึงกานฉีดกลับยาวๆ จังหวะเดียวดูด

น้ำลางปอดออกจนหมด 
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6. การเก็บเลือดจากหลอดเลือด

ดำใหญ 

1. ไมสามารถหาหลอดเลือดดำเจอ 

 

 

 

 

 

 

2. มีของเหลวหรือน้ำเออทวมบริเวณ

ชองทองของหนูทดลอง 

 

3. น้ำเลือดนอยหรือไมสามารถเก็บได

เพียงพอ 

1. พยายามโกยอวัยวะภายในชองทองออก

ใหหมดเพ่ือใหเห็นผนังของชองทองดานใน

บริเวณสวนหลังของหนูทดลอง 

2. หากมีพังผืดหรือเน้ือเยื่อเกี่ยวพันบดบังให

ทำการลอกออกอยางระมัดระวังเพ่ือไมให

เสนเลือดฉีกขาด 

 

1. ใชผากอซซบัของเหลวทั้งหมดออกใหแหง

กอนทำการเจาะเลือด 

 

1. ใชน้ิวกดเบาๆ บริเวณดานบนของหลอด

เลือดเพ่ือใหเกิดการขยายตัวกอนทำการเจาะ

เสนเลือด 

2. คอยๆ ดูดเลือดอยางชาๆ เมื่อหลอดเลือด

ยุบตัวลงใหหยุดดูดโดยไมตองขยับเข็มหรือ

ดึงออก อาจใชมือกดนวดเบาบริเวณรอบ

เพ่ือใหเลือดไหลมาเติมกอนทำการดูดตอ 

 

7. การเก็บเน้ือปอด 1. มีเลือดหรือเม็ดเลือดแดงปนเปอน

ขณะเก็บเน้ือปอด  

1. ตัดขั้วปอดและนำปอดทั้งช้ินไปลางใน

น้ำเกลือ (NSS) ปลอยทิ้งไวสักครูเพ่ือใหเลือด

ไหลออกจากเสนเลือดจนหมด ใชคีมคีบ

แกวงลางในน้ำเกลืออีกรอบ และนำไปซับ

เบาๆ ดวยผากอซกอนนำไปทำการ Fix 

ตอไป 
 

5.1 ขอเสนอแนะ 

1. วิธีปฏิบัติงานเพ่ือจำลองโรคหอบหืดในคูมือน้ีสามารถใชไดกับหนูทดลองทั้งชนิด BALB/c และ C57BL/6 

ซึ่งขึ้นอยูกับความเหมาะสมและจุดประสงคของการทดลอง 

2. หนูทดลองที่ถูกกระตุนดวยวิธีการในคูมือน้ีสามารถแสดงอาการทางสรีรวิทยาของโรคภูมิแพทางระบบ

หายใจ เชน การหดตัวของกลามเน้ือเรียบรอบหลอดลม การตีบตันของทางเดินหายใจ และการลดลงของ

ประสิทธิภาพและความจุอากาศของปอด เปนตน ซึ่งสามารถตรวจวัดไดดวยเครื่องมือวิเคราะหการทำงานของระบบ

ทางเดินหายใจเฉพาะของสัตวทดลอง (ไมไดกลาวถึงการปฏิบัติงานในคูมือเลมน้ี) 
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3. สามารถใชคูมือปฏิบัติการเลมน้ีเปนกรณีศึกษาในการจำลองโรคหอบหืดชนิดเฉียบพลันในหนูทดลอง 

(mouse) และสามารถประยุกตใชกับการจำลองโรคหอบหืดแบบเรื้อรังได โดยใชหลักการในการเพ่ิมจำนวนการ

กระตุนและเหน่ียวนำหนูทดลองในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้นเพ่ือจำลองการแสดงออกของโรคเรื้อรังและพยาธิสภาพที่

เกิดขึ้นในระบบภูมิคุมกันและทางเดินหายใจ 

4. วิธีการเหน่ียวนำใหเกิดโรคภูมิแพในระบบทางเดินหายใจในคูมือน้ีสามารถประยุกตใชไดกับสารกอภูมิแพ

ชนิดอ่ืนๆ ได เชน ไรฝุน (house dust mite), ละอองเรณ ู(pollen) และอ่ืนๆ 

5. สามารถนำความรูและหลักการจากคูมือน้ีไปประยุกตใชเปนแนวทางในการกระตุนภูมิคุมกันหรือ

ปฏิกิริยาการตอบสนองของโรคภูมิแพในระบบทางเดินหายใจของสัตวชนิดอ่ืนๆ ได 

5.2 ตัวอยางกรณีศึกษา 

ตัวอยางงานวิจัย การวิเคราะหและการแปรผล 

5.2.1 เรื่อง “ovalbumin (OVA)-induced acute and chronic asthma mouse models, the simple 

but complete in vivo system for airway inflammation and fibrosis study” 21 

บทนำ 

โรคหอบหืดจากภูมิแพ (allergic asthma) เปนโรคเรื้อรังในระบบทางเดินหายใจที่เกิดจากการอักเสบซึ่ง

ไดรับอิทธิพลจากปจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอม ถือเปนปญหาสุขภาพระดับโลก การทำความเขาใจพยาธิ

สรีรวิทยาของโรคจึงมีความสำคัญตอการพัฒนาวิธีการรักษาใหม ๆ แบบจำลองหนูทดลองที่ใชการเหน่ียวนำดวย 

ovalbumin (OVA) สามารถเลียนแบบลักษณะสำคัญของโรคหอบหืดในมนุษยไดทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง การ

วิจัยน้ีเปรียบเทียบแบบจำลองหนูโรคหอบหืดชนิดเฉียบพลันและเรื้อรัง โดยใชกระบวนการกระตุนและการทาทาย

ดวย OVA ในรูปแบบที่สอดคลองกับสถานการณจริง จากน้ันเก็บตัวอยางเซลลและไซโตไคนจากน้ำลางปอด และเก็บ

เน้ือเย่ือปอดเพ่ือตรวจสอบการอักเสบของเซลล การเพ่ิมจำนวน goblet cell  และการเปลี่ยนแปลงทางโครงสราง

ของทางเดินหายใจ (airway remodeling) 

การทดลอง 

งานวิจัยน้ีพัฒนาแบบจำลองโรคหืดในหนูเพศผูสายพันธุ C57BL/6 อายุ 6-8 สัปดาห โดยแบงการทดลอง

ออกเปนสองรูปแบบคือ 

โรคหอบหืดแบบเฉียบพลัน (Acute asthma) 

อางอิงจากโปรโตคอลของ Kunikata T et al. หนูไดรับการกระตุนภูมิดวยการฉีด intraperitoneal (IP) 

phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 300 µL ที่ผสม ovalbumin (OVA) 50 µg และ alum 25 µg ในวันที่ 

0 และ 12 จากน้ันในวันที่ 22, 26 และ 30 กลุมที่แพไดรับการเหน่ียวนำ (challenge) ดวยการพนละอองฝอย 

(nebulization) สารละลาย OVA 2% (w/v) PBS เปนเวลา 30 นาที สวนกลุมควบคุมไดรับการกระตุนและ

เหน่ียวนำดวย PBS หลังการเหน่ียวนำครั้งสุดทาย 24 ช่ัวโมง หนูถูกประเมินโดยเก็บตัวอยางน้ำลางปอด (BAL 

fluid) และเน้ือเย่ือปอด 
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โรคหอบหืดแบบเรื้อรัง (chronic asthma) 

อางอิงจากโปรโตคอลของ Schmidt M และ Mattoli S หนูไดรับการกระตุนภูมิดวยการฉีด IP ดวย

สารละลาย PBS ปริมาตร 300 µL ที่ผสม OVA 50 µg และ aluminum hydroxide 25 µg ในวันที่ 0, 8, 15 และ 

22 ในชวงการเหน่ียวนำ(challenge) ต้ังแตสัปดาหที่ 4 ถึงสัปดาหที่ 10 หนูไดรับการพนละอองฝอย OVA 2% 

(w/v) PBS เปนเวลา 30 นาที จำนวน 3 ครั้งตอสัปดาห (วันเวนวัน) สวนกลุมควบคุมไดรับ PBS ตามลำดับเวลา

เดียวกัน หนูถูกประเมิน 24 ช่ัวโมงหลังการทาทายครั้งสุดทาย 

ผลการทดลองง 

 
รูปที่ 19 การวิเคราะหเซลลและไซโตไคนในน้ำลางปอด (BAL fluid) 24 ชั่วโมงหลังการเหนี่ยวนำคร้ังสุดทาย แสดงจำนวนเซลลท้ังหมด อีโอ

ซิโนฟล (Eos) ลิมโฟไซต (Lym) และโมโนไซต/แมคโครฟาจ (Mon/Mac) ในแบบจำลองเฉียบพลัน(a) และเรื้อรัง(b) รวมถึงการเปรียบเทียบ

ระหวางท้ังสองแบบจำลอง(c) เปอรเซ็นตเซลลแตละประเภท(d)(e)(f) และระดับ Interleukin (IL)-4, IL-5 และ IL-13 (g)(h)(i) ผลแสดงเปน

คาเฉลี่ย ± SEM (n=4-6) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (two-tailed paired Student’s t-test) (ns = ไมมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ) (ที่มา: Phayangke C. et al, 202421) 

จากรูปที่ 19 จะเห็นวากลุมควบคุมในทั้งสองแบบจำลองมี Monocytes เปนเซลลหลัก (>80%) และเมื่อ

เปรียบเทียบระหวางกลุมโรคหอบหืดพบวา แบบเฉียบพลัน (acute) มีจำนวนเซลลรวมและ Eosinophils สูงกวา

แบบเรื้อรังอยางมีนัยสำคัญ (p<0.01 และ p<0.0001 ตามลำดับ) ในขณะที่แบบเรื้อรัง (chronic) แสดงการเพ่ิมขึ้น

ของ Monocytes หรือ Macrophages (p<0.01) เปนหลัก แบบจำลองทั้ งสองแบบมีการเพ่ิมขึ้นของ TH2 



48 

cytokines ไดแก IL-4, IL-5 และ IL-13 เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม โดย IL-4 สูงที่สุดในทั้งสองแบบจำลอง อยางไรก็

ตามหนูหอบหืดแบบเฉียบพลันมีระดับ TH2 cytokines สูงกวาแบบเรื้อรังอยางมีนัยสำคัญ เชน IL-4 (77.90 เทียบ

กับ 8.372 pg/mL, p<0.001), IL-5 (50.93 เทียบกับ 5.503 pg/mL, p<0.01) และ IL-13 (24.09 เทียบกับ 2.023 

pg/mL, p<0.01) ขอมูลน้ีบงช้ีวาแบบจำลองโรคหอบหืดเฉียบพลันมีความรุนแรงของ airway eosinophilia และ

การตอบสนองของ TH2 immune ที่รุนแรงกวาแบบเรื้อรัง 

 
รูปที่ 20 การอักเสบของทางเดินหายใจและการแทรกซึมของเซลลอักเสบ (a)ภาพตัวอยางแสดงการแทรกซึมของเซลลในเนื้อเย่ือปอด 

(b)การวิเคราะหดวยซอฟตแวร ImageJ (c)เปอรเซ็นตการเพ่ิมขึ้นของการแทรกซึมของ กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ย ± SEM; *p<0.05 (two-way 

ANOVA) (ns = ไมมีนัยสำคัญทางสถิติ) (ที่มา: Phayangke C. et al, 202421) 

จากรูปที่ 20 แบบจำลองโรคหืดเฉียบพลัน (acute) แสดงใหเห็นหลักฐานของการแทรกซึมของเซลลอักเสบ

ในเน้ือเย่ือปอด โดยแบบจำลองที่ถูกเหน่ียวนำดวย OVA พบวาจำนวนเซลลภูมิคุมกันรอบทางเดินหายใจเพ่ิมขึ้น

อยางมีนัยสำคัญ 45% เมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ใช PBS (P<0.05) ในทางกลับกัน แบบจำลองโรคหืดเรื้อรัง 

(chronic) พบวามีการเพ่ิมขึ้นของจำนวนเซลลเพียง 10% ซึ่งไมแตกตางอยางมีนัยสำคัญจากกลุมควบคุม ผลลัพธน้ี

บงช้ีวาแบบจำลองโรคหืดเฉียบพลันแสดงใหเห็นหลักฐานของการแทรกซึมของเซลลในเน้ือเย่ือปอดไดชัดเจนกวา

แบบจำลองโรคหืดเรื้อรัง 

จากรูปที่ 21 แบบจำลองโรคหืดในหนูทั้งแบบเฉียบพลัน (acute) และแบบเรื้อรัง (chronic) มีการเพ่ิม

จำนวนของ goblet cell ในทางเดินหายใจอยางชัดเจน ซึ่งเปนลักษณะสำคัญของโรคหืด โดยจำนวน goblet cell  

ในหนูที่ถูกเหน่ียวนำใหเกิดโรคหืดดวย OVA (ovalbumin) สูงกวากลุมควบคุมที่ไดรับ PBS อยางมีนัยสำคัญ และไม

มีความแตกตางระหวางแบบจำลองเฉียบพลันและเรื้อรัง การวิเคราะหเชิงปริมาณพบวา goblet cell  เพ่ิมขึ้น

ประมาณ 700% ในแบบจำลองโรคหอบหืดแบบเฉียบพลัน และ 900% ในแบบเรื้อรัง ผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นวา

แบบจำลองทั้งสองสามารถจำลองภาวะ goblet cell hyperplasia ในโรคหืดไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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รูปที่ 21 การผลิตเมือกและภาวะ goblet cells hyperplasia ในปอด (a)ภาพแสดงตัวอยาง goblet cells (สีแดง) (b)การวิเคราะหเมือก

ดวยซอฟตแวร ImageJ (c)รอยละการเพ่ิมข้ึนของการผลิตเมือก กราฟแสดงคาเฉลี่ย ± SEM ****p<0.0001 (two-way ANOVA) (ns = ไมมี

นัยสำคัญทางสถิติ) (ที่มา: Phayangke C. et al, 202421) 

 

 
รูปที่ 22 การเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเดินหายใจและการสะสมของคอลลาเจน (a)ตัวอยางเนื้อเย่ือคอลลาเจน (สีฟา) รอบหลอดเลือดและ

ทางเดินหายใจ (b)การวิเคราะหดวยซอฟตแวร ImageJ (c)เปอรเซ็นตการเพ่ิมข้ึนของคอลลาเจนในหลอดลม กราฟแทงแสดงคาเฉลี่ย ± SEM 

*p<0.05 (two-way ANOVA) (ns = ไมมีนัยสำคัญทางสถิติ) (ที่มา: Phayangke C. et al, 202421) 

จากรูปที่ 22 แบบจำลองหนูโรคหืดเรื้อรัง (chronic) พบสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของเน้ือเย่ือทางเดิน

หายใจ (airways remodeling) ที่ชัดเจนกวาแบบจำลองโรคหืดแบบเฉียบพลัน (acute) เห็นไดจากการเพ่ิมของ

ขนาดและความยาวของเซลลเย่ือบุทางเดินหายใจ (ciliated cells) และความหนาของเซลลกลามเน้ือเรียบ 
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(smooth muscle cells) นอกจากน้ีการสะสมของเน้ือเย่ือคอลลาเจน (collagen) ในแบบจำลองเรื้อรังยังพบวามี

ความชัดเจนมากกวาแบบจำลองเฉียบพลัน การวิเคราะหเชิงปริมาณแสดงใหเห็นวาความหนาแนนของคอลลาเจนใน

แบบจำลองเรื้อรังเพ่ิมขึ้นถึง 300% ซึ่งมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่แบบจำลองเฉียบพลันเพ่ิมขึ้น 200% 

ผลลัพธน้ีช้ีใหเห็นวาแบบจำลองโรคหืดเรื้อรังเหมาะสมอยางย่ิงสำหรับการศึกษา airway remodeling และภาวะ

พังผืดในปอด (lung fibrosis) 

สรุปผลการทดลอง 

แบบจำลองโรคหอบหืดดวย OVA ทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรังมีการแสดงออกของการอักเสบในทางเดิน

หายใจดวยการเพ่ิมขึ้นของเซลลอักเสบและไซโตไคนชนิด TH2 ใน BAL fluid แบบจำลองหอบหืดแบบเฉียบพลัน

แสดงใหเห็นการตอบสนองของภูมิคุมกันชนิด eosinophil ที่รุนแรงกวา ขณะที่แบบเรื้อรังมีการเปลี่ยนแปลงของ

ทางเดินหายใจที่สำคัญกวา การพัฒนาแบบจำลองโรคหืดจากภูมิแพชนิดเฉียบพลันและเรื้อรังผานการกระตุนดวย 

OVA  ชวยใหเขาใจกลไกทางพยาธิสรีรวิทยาที่เก่ียวของ เชน การอักเสบจากภูมิแพ การตอบสนองทางภูมิคุมกัน

แบบ TH2 ภาวะอีโอซิโนฟเลีย การเคลื่อนยายของเซลลภูมิคุมกัน และการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเน้ือเย่ือ (tissue 

remodeling) แบบจำลองเหลาน้ีเหมาะสำหรับการศึกษาสารเภสัชวิทยาและการตอบสนองในระบบสิ่งมีชีวิต (in 

vivo) ซึ่งสามารถนำไปประยุกตใชไดทั้งกับโรคหืดและโรคอ่ืน ๆ ที่เก่ียวของกับการอักเสบจากภูมิแพและภาวะพังผืด 

(fibrosis) 

 

5.2.2 เรื่อง “Cytokine-induced killer cells: A novel treatment for allergic airway 

inflammation” 31 

บทนำ 

เซลล cytokine-induced killer (CIK) ซึ่งเปนหน่ึงในวิธีการรักษามะเร็งมานาน ถูกนำมาใชในงานวิจัยน้ี

เพ่ือรักษาการอักเสบในทางเดินหายใจจากภูมิแพ นักวิจัยเลี้ยงเซลล CIK จากเซลล T ของหนูในหลอดทดลอง และ

ใชกับแบบจำลองโรคภูมิแพทางเดินหายใจที่กระตุนดวย ovalbumin (OVA) ผลการประเมินพบวาหนูที่ไดรับการ

รักษาดวยเซลล CIK มีการลดลงของตัวช้ีวัดความรุนแรงของโรค เชน จำนวนเซลลในน้ำลางปอด ระดับไซโตไคน 

TH2 และลักษณะทางพยาธิวิทยาของปอด โดยไมมีผลขางเคียงที่ชัดเจน และผลลัพธยังเปรียบเทียบไดกับการรักษา

ดวยยา dexamethasone การวิจัยน้ีช้ีใหเห็นถึงศักยภาพใหมของเซลล CIK ในการรักษาโรคภูมิแพทางเดินหายใจ 

การทดลอง 

หนูเพศผูสายพันธุ C57BL/6 อายุ 6-8 สัปดาห ไดรับการกระตุนดวยการฉีดสารละลาย PBS ปริมาตร 0.3 

mL ซึ่งประกอบดวย OVA 50 µg และ alum 25 µg เขาชองทอง (i.p.) ในวันที่ 0 และ 12 จากน้ันกลุมภูมิแพถูก

เหน่ียวนำ (challenge) ดวยการพนละอองฝอย OVA 2% (w/v) ในน้ำเกลือเปนเวลา 30 นาทีในวันที่ 22, 26 และ 

30 ขณะที่หนูกลุมควบคุมไดรับ PBS ทั้งในขั้นการกระตุนและการเหนี่ยวนำ สำหรับการรักษา หนูไดรับเซลล CIK 

จำนวน 1x10⁷เซลล ผานทางเสนเลือดหางในวันที่ 21 และไดรับ dexamethasone ขนาด 2 mg/kg/วัน ทาง i.p. 

ทุกวันต้ังแตวันที่ 21 ถึง 30 การประเมินผลดำเนินการ 24 ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนำครั้งสุดทาย 
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ผลการทดลอง 

 

รูปที่  23 ความหนาแนนของเซลล เม็ดเลือดขาวใน BAL จำนวนเซลล ท้ั งหมด(A) และจำนวน Monocytes, Lymphocytesและ 

Eosinophils(B) ถูกตรวจวัดใน BAL หนูถูกกระตุน (sensitized) และเหนี่ยวนำ (challenged) ดวย OVA และไดรับการรักษาดวย PBS 

(OVA/PBS), ไทโมไซต (OVA/Thy), เดกซาเมทาโซน (OVA/Dex) หรือเซลล CIK (OVA/CIK) ขอมูลท่ีแสดงเปนคาเฉลี่ย ± SEM (n = 8–12) 

จากการทดลองอิสระ 4 ชุด (ND = not detected; *, P<0.05; **, P<0.005 และ ***, P<0.001) (ที่มา: Pluangnooch P. et al, 201731) 

จากรูปที่ 23 หนูกลุมที่ไดรับการกระตุนดวย OVA และไดรับ PBS (OVA/PBS) มีจำนวนเซลลใน BAL 

เพ่ิมขึ้นถึง 15 เทาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมปกติ (PBS/PBS) การรักษาดวยเซลล thymocytes (OVA/Thy) ไมมีผล

ตอการลดความรุนแรงของการอักเสบ อยางไรก็ตาม การรักษาดวยเซลล CIK (OVA/CIK) ชวยลดจำนวนเซลล

ทั้งหมดใน BAL ลงอยางชัดเจนจนเทียบไดกับการรักษาดวย dexamethasone (OVA/Dex) นอกจากน้ี สัดสวนของ

อีโอซิโนฟลใน BAL ลดลงอยางมีนัยสำคัญทั้งในกลุมที่ไดรับ CIK และ dexamethasone ขณะที่สัดสวนของโมโน

ไซตเพ่ิมขึ้น  

 
รูปที่ 24 ภาพของเย่ือเนื้อปอดภายใตกลองจุลทรรศน ยอมดวยสี H&E (ดานบน) และ PAS (ดานลาง) จากหนูปกติ (PBS/PBS) หนูท่ีมีการ

อักเสบทางเดินหายใจจากภูมิแพท่ีไดรับการรักษาดวย PBS (OVA/PBS), เดกซาเมทาโซน (OVA/Dex) หรือเซลล CIK (OVA/CIK)(A) กราฟ

แทงแสดงคะแนนการแทรกซึมของเซลลอักเสบ (คาเฉลี่ย ± SEM)(B) และเซลลท่ีติดสี PAS (คาเฉลี่ย ± SEM)(C) คะแนนไดมาจากหนู 3 ตัว

ตอกลุม (***, P<0.001) (ที่มา: Pluangnooch P. et al, 201731) 
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จากรูปที่ 24 ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของปอดแสดงใหเห็นวา หนูที่ไดรับ OVA/PBS มีการเพ่ิมขึ้น

ของเซลลอักเสบและ goblet cell ที่สรางเมือก ขณะที่หนูที่ไดรับ OVA/CIK และ OVA/Dex แสดงการลดลงอยาง

ชัดเจนของทั้งการแทรกซึมของเซลลอักเสบและการเพ่ิมจำนวนของเซลล  

จากรูปที่ 25 หนูกลุมควบคุมที่แพ (OVA/PBS) มีระดับ IL-5 และ IL-13 ในซีรัมและ BAL fluid สูงขึ้นอยาง

มีนัยสำคัญ เมื่อไดรับการรักษาดวยเซลล CIK ระดับของ TH2 ไซโตไคนเหลาน้ีลดลงอยางชัดเจน และผลของเซลล 

CIK ยังใกลเคียงกับการรักษาดวยยา dexamethasone  

 

รูปที่ 25 ระดับของไซโตไคนชนิด TH2 ในซีรัมและ BAL ปริมาณไซโตไคนชนิด TH2 (IL-5, IL-13) ในซีรัม(A) และน้ำลางปอด (BAL)(B) ถูก

วัดในกลุมหนูทดลองท่ีแตกตางกัน ไดแก หนูปกติ (PBS/PBS), หนูท่ีถูกกระตุนดวย OVA และไดรับ PBS (OVA/PBS), หนูท่ีไดรับเซลลไธโม

ไซต (OVA/Thy), หนูท่ีไดรับเดกซาเมทาโซน (OVA/Dex) และหนูท่ีไดรับเซลล CIK (OVA/CIK) ขอมูลท่ีแสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบน

มาตรฐานของคาเฉลี่ย (SEM) (n = 4–8) จากการทดลองอิสระ 4 คร้ัง (ND, not detected; *, P<0.05 and **, P<0.005) 
(ที่มา: Pluangnooch P. et al, 201731) 

สรุปผลการทดลอง 

เซลล CIK สามารถลดการอักเสบของทางเดินหายใจที่มีอีโอซิโนฟลเปนองคประกอบหลักไดอยางมี

ประสิทธิภาพ ชวยลดการผลิต IL-5 และ IL-13 และลดการเพ่ิมจำนวนของเซลลอักเสบและ goblet cell ในปอดที่

เกิดการแพ งานวิจัยน้ีแสดงเปนครั้งแรกวาเซลล CIK สามารถใชรักษาการอักเสบของทางเดินหายใจที่เกิดจากภูมิแพ

ในแบบจำลองหนูทดลองที่ถูกกระตุนดวย OVA การรักษาดวยเซลล CIK ชวยลดการอักเสบที่มีอีโอซิโนฟลไดในระดับ

ที่ใกลเคียงกับการใชยาเดกซาเมทาโซน อยางไรก็ตาม จำเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมในมนุษยเพ่ือยืนยันการนำไปใช

ในทางคลินิกในอนาคต 
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