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เทคนิคการวิเคราะห,การมีชีวิตรอดและเจริญได8ของเซลล, (SD-RDC-55) 

 

การตรวจวิเคราะห-การมีชีวิตรอดและเจริญได7ของเซลล- (cell viability) เปGนพื้นฐานสำคัญอยQางหน่ึง

ของการเพาะเลี้ยงเซลล-สัตว- การมีชีวิตรอดและเจริญได7ของเซลล-นี้มีความสัมพันธ-โดยตรงกับจำนวนเซลล- จึง

สามารถนำมาใช7เปGนเกณฑ-สำหรับประเมินจำนวนเซลล-ที่ยังคงชีวิตและอยูQในสภาวะที่สมบูรณ-ได7 [1-3] โดย

เทคนิควิเคราะห-การมีชีวิตรอดและเจริญได7ของเซลล-แบบตQาง ๆ ได7ถูกพัฒนาขึ้นมาเปGนจำนวนมาก ซึ่งอาจ

อ7างอิงจากขบวนการยQอยและเผาผลาญภายในเซลล- (tetrazolium reduction, reazurin reduction) การ

ทำงานของเอนไซม-ภายในเซลล- (protease markers, ATP detection) ความสมบูรณ-ของผนังเซลล- (trypan 

blue, LDH, Live-Dead) และการยQอยสลายของดีเอ็นเอ (TUNEL) [1-3] ซึ่งในป{จจุบันเทคนิคที่อ7างอิงการมี

ชีวิตรอดและเจริญได7ของเซลล-กับขบวนการยQอยและเผาผลาญภายในเซลล-นั้นได7รับความสนใจและนิยมใช7

อยQางแพรQหลาย และได7ถูกพัฒนาให7สามารถใช7วิเคราะห-ตัวอยQางจำนวนมากภายในระยะเวลาที่รวดเร็ว (high-

throughput analysis) บนถาดหลุมแบบ 96 หลุม (96-well plate) ด7วยเครื่องอQานถาด (plate reader) [1-

3] 

สำหรับการทดสอบความเปGนพิษของสารหรือตัวอยQางที่อาจเกิดขึ้นกับเซลล-จำพวกที่ต7องยึดเกาะบน

พื้นผิว (adherent cells) โดยอ7างอิงจากขบวนการยQอยและเผาผลาญภายในเซลล-เพื่อใช7คำนวณร7อยละการมี

ชีวิตรอดของเซลล- (% viability) นั้น ป{จจุบันนิยมใช7สารจำพวกเกลือ tetrazolium ในการทดสอบ ซึ่งเกลือ 

tetrazolium มีจุดเดQนทางเคมี คือ หมูQฟ{งก-ชัน tetrazole ที่มีโครงสร7างเปGนวงแหวนประกอบด7วยไนโตรเจน

อะตอมจำนวน 4 อะตอม และถูกล7อมรอบด7วยกลุQมวงแหวนอะโรมาติก 3 กลุQม เม่ือถูกรีดิวซ-ภายในไมโตคอนเด

รียด7วย mitochondria dehydrogenase รวมถึงภายใน เอนโดโซม/ไลโซโซม หรือไซโทพลาซึม ด7วย pyridine 

coenzyme cofactor NADH วงแหวนไนโตรเจนจะถูกเป�ดออกเกิดเปGนผลึก formazan (ภาพที่ 1) ซึ่งการ

เกิดปฏิกิริยาทางเคมีดังกลQาวจะปรากฎให7เห็นด7วยสีที่เปลี่ยนไปจากเดิมสีอQอน ๆ หรือไมQมีสีไปเปGนสีมQวงอมน้ำ

เงินเข7ม และความเข7มของสีมQวงอมน้ำเงินที่เกิดขึ้นสามารถวิเคราะห-ได7จากคQาการดูดกลืนแสงด7วยเครื่องอQาน

ถาด โดยความเข7มของสีจะแปรผันตามปริมาณปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนหรือจำนวนเซลล-ท่ีมีชีวิตรอดน่ันเอง 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 : ปฏิกิริยารีดักชันของเกลือ tetrazolium (MTT) เกิดเปGน formazan [2] 
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ตัวอยQางชนิดเกลือ tetrazolium (ภาพท่ี 2) มีดังน้ี  

1. MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  

2. XTT: sodium 2,3,-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-carbonyl]-

2H-tetrazolium 

3. MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-

2H-tetrazolium  

4. WST-1: sodium 5-(2,4-disulfophenyl)-2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-2H 

tetrazolium inner salt 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 : ตัวอยQางเกลือ tetrazolium ชนิดตQาง ๆ [4]  

 

ท้ังน้ีผลึก formazan ท่ีเกิดข้ึนจากสารต้ังต7น MTT จะละลายในสารละลายอินทรีย-แบบมีข้ัว เชQน isopropanol 

ในขณะท่ีเกลือ formazan ชนิด XTT, MTS และ WST-1 ถูกสังเคราะห-ข้ึนให7ละลายได7ในน้ำ  

ในการทดสอบความเปGนพิษที่อาจเกิดขึ้นจากเครื่องมือแพทย- ชีววัสดุ รวมไปถึงสารสกัดจากธรรมชาติ 

เกลือ tetrazolium ชนิด MTT ได7รับความนิยมอยQางมากและใช7ทั่วไปอยQางแพรQหลายและมีมาตราฐานการ

ทดสอบ ISO 10993-5:2009 (E) ร ับรองไว 7 ในสQวนของการตรวจและรับรองคุณภาพของการทดสอบ

ประกอบด7วยการใช7ตัวอยQางอ7างอิง (positive control และ negative control) และความแมQนยำของผลการ

ทดสอบในแตQละครั้งเพื่อที่จะสามารถนำไปรับรองผลการทดสอบและวิเคราะห-การอยูQรอดและมีชีวิตของเซลล-

ได7 ในเอกสาร ISO 10993-5:2009 (E) ได7ระบุให7ใช7 ZDEC และ ZDBC ซ่ึงเปGนพลาสติกจำพวกพอลิยูริเทนท่ีถูก

ทำให7เสถียรด7วยสาร organotin เปGนตัวอยQางอ7างอิงแบบ positive control สำหรับของแข็งและ extract ที่ได7

จากการบQมของแข็ง และสารละลายอินทรีย-จำพวกฟ�นอลสำหรับ extract เพื่อให7ได7คQาการตอบสนองที่เปGนพิษ 

สQวนตัวอยQางอ7างอิงแบบ negative control จะถูกใช7เปGนการยืนยันผลการตอบสนองแบบไมQเปGนพิษ ตัวอยQางท่ี

เคยใช7ทดสอบมากQอนตามที่ระบุในเอกสาร ISO 10993-5:2009 (E) ได7แกQ พอลิเอทิลินความหนาแนQนสูง (high 

density polyethylene) สำหรับการทดสอบความเปGนพิษของพอลิเมอร-สังเคราะห- และแทQงอะลูมินัมออกไซด- 

(aluminum oxide) สำหรับการทดสอบความเปGนพิษของวัสดุทางด7านทันตกรรม  
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