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บทคัดยอ 
ฤทธ์ิของ insulin-like growth factor system ที่มีตอการเคลื่อนของเซลลเมด็เลือดขาว

ชนิดลิมโฟไซต ของโคนม 
ศิริรักษ จันทครุ , สุมาลี บุญมา, B. Anne Croyb 

 
aตณะสตัวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จตุจักร ลาดยาว กทม 10903 
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K7L 3N6 

 
  Insulin-like growth factor (IGF-1)เปนสารที่สําคัญทีพ่บในกระแสเลือดและ ในตอมนํ้านม
ของโค การพบIGF-R1 receptor บนผิวของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต แสดงถึงบทบาท
ของ IGF-1 ทีมี่ตอการทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาวชนดิลิมโฟไซต เม่ือมีการติดเชื้อในรางกาย
เซลลลิมโฟไซต จะตอบสนองการกระตุนจากantigenโดยการแบงตวัและการเคลือ่นไปยังบริเวณ
ที่มีการรุกราน การศึกษานีท้ดสอบใน in vitro เพ่ือหาฤทธิ์ของIGF-1 ที่มีตอการเคลื่อนของเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตของโคนมทัง้ในการยึดเกาะกับ high endothelial venule และ การ
เคลื่อนทีต่อบสนอง chemokine CCL-5 ผลการทดสอบไมพบการเกาะของเซลลลิมโฟไซตบน
เน้ือเยื่อ peripheral lymph node ในการตรวจสอบการเคลื่อนที่สู CCL-5 พบวาจํานวนเซลลลมิ
โฟไซตโคที่อยูในระยะใหนมทุกกลุมมีคาต่ํากวา คาทีไ่ดจากโคที่อยูในระยะแหงนม การใหIGF-1 
ไมสามารถเพิ่มจํานวนเซลลลิมโฟไซตทีเ่คลื่อนสู CCL-5 ใหมากกวากลุมควบคุม แตจํานวนของ
เซลลลิมโฟไซตที่ไดรับการกระตุนจาก Concanavalin A มีแนวโนมที่จะตอบสนองตอการให 
IGF-1 แสดงใหเห็นอิทธิพลของ IGF-1 ทีมี่ผลตอ effector มากกวา naïve cells  
 
คําสําคัญ Insulin-like growth factor, เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต, การเคลื่อนของเซลล,  
  โคนม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 2

Abstract 
Effects of insulin-like growth factor system in migration of  bovine lymphocytes  

Sirirak Chantakrua, Sumalee Boonmara, B. Anne Croyb 

 
aThe Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University, Chatuchak Lad Yoa Bangkok, 

10903Thailand 
bDepartment of Anatomy and Cell Biology Queen’s University, Kinston Ontario Canada 

K7L 3N6 
 Insulin-like growth factor (IGF-1) is one of major molecules present in serum and 
mammary gland of dairy cows.. Expression of a specific receptor for IGF-1 on bovine 
lymphocytes suggests its role on lymphocyte function. As microbial invades into body 
lymphocytes are activated by antigen . Activated lymphocytes start proliferation and 
increases migratory ability. This study aims to determine in vitro effects of IGF-1 on both 
lymphocyte adhesion and migration followed chemokine CCL-5. The results showed no 
lymphocyte adhesion was found on frozen sections of peripheral lymph nodes. Migrating 
lymphocytes from cows in dry period were significantly higher in numbers than those 
from cows of lactation periods. Numbers of migrating lymphocytes were not different 
between  IGF-1 treated and control groups. However after activated with Concanavalin 
A numbers of migrating lymphocytes treated with IGF-1 were apparently higher than 
non- treated group but the numbers between were not significantly different. It suggests 
IGF-1 affects predominantly on effector cells.  
Keywords Insulin-like growth factor, lymphocytes, migration. dairy cows 
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 

ทุนพัฒนาศกัยภาพในการทํางานวิจยัของอาจารยรุนใหม 
สัญญาเลขที่ MRG4880108 

1. ชื่อโครงการ  ฤทธิข์อง insulin-like growth factor system ที่มีตอการเคลื่อนของ
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต ของโคนม  
Effects of insulin-like growth factor system in migration of  
bovine lymphocytes  

2. ชื่อหัวหนาโครงการ หนวยงานที่สังกดั ที่อยู หมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
ชื่อ   นางสาว. ศิริรักษ จันทคร ุ
หนวยงานที่สงักัด ภาควิชากายวิภาคศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
.ที่อยู   50 ถ. พหลโยธิน จตุจักร บางเขน  กรุงเทพมหานคร 10900 
หมายเลขโทรศัพท 02-579-7539 02-5790058-9 ตอ 6212 
E=mail   fvetsrc@ku.ac.th 
 
3. สาขาวิชาทีท่ําการวิจัย ชวีวทิยาของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต 

 (Lymphocyte Biology) 
 
5. ระยะเวลาดําเนินงาน ………………2 ป…… 
6. ปญหาที่ทําการวิจัย และความสําคัญของปญหา 

ปญหาการเกิดโรคเตานมอักเสบเปนปญหาสําคัญในโคนม นอกจากการจัดการที่ดีแลว
การปองกันโรคนี้เกี่ยวของกับการเกิดภาวะภูมิคุมกันในตอมนํ้านมจากเซลลเม็ดเลอืดขาวใน
ตอมนํ้านม โดยที่เซลลเม็ดเลือดขาวจะเคลื่อนจากอวัยวะในตอมนํ้าเหลืองเขาสูตอมนํ้านม 
จากรายงานพบวาจํานวนของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด T lymphocyte เปนเซลลทีส่ําคัญที่
เกี่ยวของกับการควบคุมการสรางภูมิคุมกันมีการเปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาการใหนม ภาวะ
ใกลคลอดจะเกิดการไวตอการติดเชื้อเน่ืองจากมี T lymphocyte จํานวนนอยกวาชวงเวลาอื่น 
สัดสวนของ T lymphocytes ในตอมนานมนาจะมีการควบคุมจากสารเคมีที่ผลติจากตอม
นํ้านมโดยตรง Insulin-like growth factor (IGF-1)เปนสารที่สําคัญทีพ่บในกระแสเลือดและ 
ในตอมนํ้านมของโค และพบIGF-R1 receptor บนผิวของ lymphocyte การศึกษาครั้งน้ี จึงมี
จุดมุงหมายเพื่อศึกษาความสัมพันธของIGF-1 ที่มีตอการเคลื่อนของเซลล lymphocyte  

7. วัตถุประสงค 
1) เพ่ือศึกษาฤทธิข์อง IGF-1 ที่มีตอ การ adhesion ของ lymphocyte  
2) เพ่ือศึกษาฤทธิข์อง IGF-1 ที่มีตอ การเคลื่อนที ่ของ lymphocyte  
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8. ระเบียบวิธวีิจัย 
 การศึกษากระทําในโคสาวเพศเมียที่โตเตม็ที่จํานวน 5 ตัว โดยเก็บตวัอยางจากเลอืดใน
ระยะกอนการผสมพันธุ ปริมาณ 20 มิลลลิิตร การทดลองจะทํา 3 ซํ้า  
การทดลองที่ 1 การทดสอบฤทธิข์อง IGF-1 และ IGF-binding protein ที่มีตอ การยึดเกาะ ของ
ลิมโฟไซต โดยวิธี in vitro adhesion assay ตามวิธขีอง Stamper-Woodruff (1976)  
วิธีทดลอง 1) แยกเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือดตามdensity gradient โดยใชสาร Ficoll-Plague 
ตามดวยการปนแยก  
    2) เลี้ยงเซลลในจานเพาะเติม IGF-1 หรือไมเติม 
            3) นําเซลลทีไ่ดมาตรวจหาการ adhesion ของ lymphocyte บน เน้ือเยื่อจาก
Peripheral lymph node 
            4) นับจํานวนเซลลตอ 1 high endothelial venules (HEV)  จํานวน 100 HEV ตอ 
slide 
การวิเคราะหทางสถิต ิ
            คาที่ไดจะเปรียบเทียบระหวางกลุมดังตอไปน้ี ดวย วิธี ANOVA  
กลุมที่ 1 ที่ไดรับ IGF-1 (50 ng/ml) 
กลุมที่ 2 ที่ไดรับ IGF-1 (100 ng/ml)  
กลุมที่ 3 ไมที่ไดรับ IGF-1 
ความแตกตางที่มีนัยสําคัญทางสถิติจะตดัสินที่คา p< 0.05  
การทดลองที่ 2 การทดสอบฤทธิข์อง IGF-1 ที่มีตอ การเคลื่อนที ่ของลิมโฟไซต 
โดยวิธี in vitro migration assay ดัดแปลงจากวิธขีอง Wilson et al. (2002) 
วิธีทดลอง  
การศึกษาเปรยีบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือดชาวชนิดลิมโฟไซตตอบสนองตอสาร CCL-
5 ของโคที่อยูระยะตางๆของการใหนมและระยะแหงนม  
1) แยกเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือดตามdensity gradient โดยใชสาร Ficoll-Plague  
2)นําเซลลที่ไดมาตรวจหาการเคลื่อน ของ lymphocyte ตอบสนองตอการให  

chemokine CCL-5 ใน migrating chamber 
 3)  นับเซลลที่เคลื่อนผานไปยังหลุมดานลาง 
การศึกษาเปรยีบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือดชาวชนิดลิมโฟไซต ตอบสนองตอสาร 
CCL-5 ของโคหลังการไดรับ IGF-1 
1) แยกเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือดตามdensity gradient โดยใชสาร Ficoll-Plague  
2) เลี้ยงเซลลในจานเพาะแบงเปนกลุมทีเ่ติม IGF-1 และกลุมควบคุมที่ไมเติม IGF-1 
3) นับเซลลที่เคลื่อนผานไปยังหลุมดานลาง 
การศึกษาเปรยีบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือดชาวชนิดลิมโฟไซตที่ถูกกระตุนดวย 
Concanavalin A ตอบสนองตอสาร CCL-5 ของโคหลังการไดรับ IGF-1 
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1) แยกเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือดตามdensity gradient โดยใชสาร Ficoll-Plague  
2)เลี้ยงเซลลในRPMI 1640 ที่เติม Concanavalin A ที่ขนาด 20 µg/ml 72 ชั่วโมง 
3) เลี้ยงเซลลในจานเพาะแบงเปนกลุมทีเ่ติม IGF-1 และกลุมควบคุมที่ไมเติม IGF-1 
3) นับเซลลที่เคลื่อนผานไปยังหลุมดานลาง 
การวิเคราะหทางสถิต ิ
            คาที่ไดจะเปรียบเทียบระหวางกลุมดังตอไปน้ี ดวย วิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) 
กลุมที่ 1 ที่ไดรับ IGF-1(100 ng/ml) 
กลุมที่ 2 ไมที่ไดรับสารทั้งสองชนิด 
ความแตกตางที่มีนัยสําคัญทางสถิติจะตดัสินที่คา p< 0.05  
9. ผลที่ไดรับ 
9.1 การทดสอบฤทธิ์ของ IGF-1 และ IGF-binding protein ที่มีตอ การยึดเกาะ ของลิมโฟไซต 
โดยวิธี in vitro adhesion assay 
 ผลการทดสอบ 
 ไมพบการเกาะของการยึดเกาะ ของลิมโฟไซตบนเนื้อเยื่อ peripheral lymph nodes 
9.2 การทดสอบฤทธิ์ของ IGF-1 ที่มีตอ การเคลื่อนที ่ของลิมโฟไซตโดยวิธี in vitro migration 
assay 
 ผลการทดสอบ 
 9.2.1 คาเฉลีย่ของจํานวนเซลลลิมโฟไซตที่เคลื่อนผานแผนกรองเพื่อตอบสนองตอ
chemokine CCL-5 ในโคที่อยูในระยะใหนมทุกกลุมมีคาต่ํากวา คาที่ไดจากโคที่อยูในระยะแหง
นม 
 9.2.2 เซลลลมิโฟไซตที่ไดรับIGF-1 ขนาด 100 ng/mlสามารถเคลื่อนผานแผนกรอง
ตอบสนองตอ CCL-5 ไดในจํานวนที่ใกลเคียงกับเซลลที่ไมไดรับ IGF-1 
 9.2.3 จํานวนเซลลลิมโฟไซตที่ไดรับIGF-1 หลังการเลีย้งใน Concanavalin A สามารถ
เคลื่อนผานแผนกรองตอบสนองตอ CCL-5 มีจํานวนมากกวา จํานวนเซลลที่ไมไดรับ IGF-1 
แตไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ
 
 
 
 
 
 

 
 



 6
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ชนิดลิมโฟไซตของโคนม 
 

ชื่อโครงการ ฤทธิข์อง insulin-like growth factor system ที่มีตอการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือด
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                   ไดดําเนินงานลาชากวาแผนที่วางไว 
                          ไดเปลี่ยนแผนที่วางไวดังน้ี 
 

รายละเอียดผลการดําเนินงานของโครงการตามแผนงานโดยสรุป 
วัตถุประสงค          กิจกรรมที่ 

         วางแผนไว 
กิจกรรมที่ดําเนินการ ผลที่ไดรับ 

1) เพ่ือศึกษาฤทธิ์
ของ IGF-1 ทีมี่ตอ 
การ adhesion 
ของ lymphocyte 
  
 
2) เพ่ือศึกษาฤทธิ์
ของ IGF-1 ทีมี่ตอ 
การ migration 
lymphocyte 
 

การทดสอบการยึด
เกาะของเซลลลิมโฟ
ไซตบนendothelial 
cell ที่แยกจาก
เน้ือเยื่อเตานม 
 
การทดสอบการ

เคลื่อนที่ของเซลลลิม
โฟไซตตอบสนองตอ 
chemokine CCL-5 

nการทดสอบการยึดเกาะของเซลล
ลิมโฟไซตบนhigh endothelial 
venule เปน parotid lymph node 
 

 
 

การทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลล
ลิมโฟไซตที่ไดรับการกระตุนและ
ไมไดรับการกระตุนจาก IGF-1
ตอบสนองตอ chemokine CCL-5  

 

ไมพบการยึดเกาะของเซลล
เม็ดเลือดขาวบนเนื้อเยื่อ 

lymph node 
 
 
 
จํานวนเซลลลมิโฟไซตที่
ไดรับการกระตุนและไมไดรับ
การกระตุนจาก IGF-1ในการ
ตอบสนองตอ chemokine 
CCL-5 ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ 
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ขอบเขตของการวิจัย 

การทดสอบจะทําในโคนมพันธุขาวดําหรือลูกผสม  เปนโคสาวจํานวน 5 ตัว ทกุตัวตองม
การตรวจวาเปนโคที่มีสุขภาพดี  โดยในแตละตวัจะเกบ็ตวัอยางเลือด ปริมาตร 10 มิลลิลติร 
โคทั้งหมดเปนโคที่เลี้ยงในฟารมสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน 
วิธีวิจยั 
การแยกเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือดตามdensity gradient โดยใชสาร Ficoll-Plague  

 1) นําเลือดที่ไดจากการเจาะเก็บจากหลอดเลือดดํา jugular มาเจือจางดวย 100 mM 
Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 2 เทา ของปริมาตรของเลือด  
2) เติมสารละลายPBS ลงบน Ficoll-plague นําไปปนดวยความเร็ว 1600 rpm นาน 30 
นาที ที่อุณหภูมิหอง  
3) ดูดเซลลเม็ดเลือดขาวใสลงใน 10 ml PBS ปนดวยความเร็ว 3500 rpm 10 นาที 
4) ทําซ้ําขั้นตอนขางตน 2 ครั้ง และ เก็บเซลลลงใน RPMI 1640 culture media  
5) นับจํานวนเซลลที่ไดตอมิลลิลติร โดยใช hemocytometer  

การทดสอบเพื่อศึกษาฤทธิข์อง insulin-like growth factor-1 (IGF-1 )ที่มีตอ การ adhesion 
ของ lymphocyte 
การทดสอบไดใชการยึดเกาะของเซลลลมิโฟไซตบน high endothelial venule( HEV) ของตอม
นํ้าเหลืองสวน parotid โดยวิธี in vitro adhesion assay ซ่ึงทําภายใตสภาวะ dynamic ที่มีการ
ไหลของ cell suspension ผลการยึดเกาะวัดจากจํานวนเซลลตอ HEV และนํามาเปรียบเทียบ
ระหวางกลุม สําหรับการทดลองที่ทดสอบฤทธิ์ของ IGF-1 จะเติม IGF-1 ที่ความเขมขน 50 หรือ 
100 ng/ml ลงใน cell suspension และทิง้ไวที่ 37 oC นาน 30 นาทีกอนนํามาทดสอบ 
การเก็บและเตรียมตวัอยางเนื้อเยื่อตอมนํ้าเหลืองที่ไดจากโค 

1) เก็บparotid  lymph node จากโคที่เขาโรงฆา เก็บตอมนํ้าเหลืองที่อุณหภูมิประมาณ 
10 oC จากนั้นนําตอมนํ้าเหลืองที่ไดนํามาตัดเก็บเฉพาะบริเวณ paracortex ซ่ึงเปน
บริเวณที่พบ HEV  ชิ้นเนื้อเยื่อมีขนาดประมาณ 100X100X 50 มิลลิเมตร 
2) นําเนื้อเยื่อใสลงใน mold เติม freezing mediumแลวนํา mold แชลงใน isopropanol 
ที่ทําใหเย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว 
3) เม่ือเน้ือเยื่อและ freezing mediumแข็งตัว แลวเกบ็ไวที่อุณหภูมิ -20 oC  

การตัดเนื้อเยือ่ตอมนํ้าเหลืองเพ่ือใชในการทดสอบวิธี in vitro adhesion assay  
1) นําเนื้อเยื่อตอมนํ้าเหลืองที่เก็บไว ดวยเคร่ืองตัดเนื้อเยื่อcryostatที่ความหนา 10 

ไมครอน ที่อุณหภูมิ -30 oC 
2) นําsection วางลงบนcoverglass และนําไปเก็บที่ อุณหภูมิ 4 oC  
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3) การตัดเนื้อเยือ่ตอมนํ้าเหลือง จะทํากอนการนําเซลลเม็ดเลือดขาวมาทดสอบประมาณ 1 
ชั่วโมง 

4) จะใชsection จํานวน 3 section ตอ ตัวอยางเลือด 1 ตัวอยาง 
5) การทดสอบแตละครั้งใชsection จากเนื้อเยื่อบล็อกเดียวกันทั้งหมด  

การทดสอบการยึดเกาะของเซลลเม็ดเลอืดขาวชนิดลมิโฟไซตบน high endothelial venules 
1) นําเซลลทีไ่ดจากวิธีขางตน มาเติมลงใน 8 well culture plate หลมุละ 1X106 เซลล  
2) ตรวจหาการยึดเกาะ ของเซลลลิมโฟไซต บน โดยหยดเซลลลงบนเนื้อเยื่อที่ตัดจาก 
parotid lymph node  ที่อยูบน coverslip วางบน rocker ที่ โยกดวยความถี่ 120 ครั้ง
ตอนาที ทิ้งไวที่ อุณหภูมิ 4 oCเปนเวลา 30 นาที 
3) นําสไลดทีไ่ดไปจุมลางเซลลที่ไมยึดเกาะออกดวย 100mM PBS และคงสภาพดวย 
3% glutaraldehdye เปนเวลา 30 นาทีที่ อุณหภูมิ 4 oC และ ตอจากนั้น permeate 
เน้ือเยื่อดวย 70% ethanol เปนเวลา 60 นาที ที่ อุณหภูมิ 4 oC และยอมดวย 1 % 
toluidine blue 3 วินาที  
4) นับจํานวนเซลลตอ 1 high endothelial venules (HEV) จํานวน 20 HEV ตอ  

section 
การศึกษาเปรยีบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือดชาวชนิดลิมโฟไซตตอบสนองตอสาร CCL-
5 ของโคที่อยูระยะตางๆของการใหนมและระยะแหงนม  
 เซลลเม็ดเลือดชนิดลิมโฟไซตที่แยกเกบ็จากเลือดนําไปเติมลงใน transwell ชองดานบน
และมี สารละลาย CCL-5 ที่ความเขมขน 100 ng/ml ปริมาตร 500 µl ในชองดานลาง.และ
นําเขาตูอบทีมี่ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 90 นาที จากนั้นเก็บของเหลวจากชอง
ดานลางและนบัจํานวนเซลลลิมโฟไซตดวย hemocytometer 
การศึกษาเปรยีบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือดชาวชนิดลิมโฟไซต ตอบสนองตอสาร 
CCL-5 ของโคหลังการไดรับ IGF-1 

วิธีที่ 1 เซลลเม็ดเลือดชนิดลิมโฟไซตที่แยกเก็บจากเลอืดนําไป
นับจํานวนเซลลและปรับใหไดจํานวนเซลล 1x 106 เซลลตอมิลลติร จากนั้นนําเซลลมาบมกับ IGF-1 ทันทีเปน
เวลา 30 หรือ 90 นาที หลังจากนั้นยายเซลลเม็ดเลือดชนิดลิมโฟไซตลงใน transwell ชอง
ดานบนและม ีสารละลาย CCL-5 ที่ความเขมขน 200 ng/ml ปริมาตร 500 µl ในชองดานลาง.
และนําเขาตูอบที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 90 นาที จากนั้นเก็บของเหลวจากชอง
ดานลางและนบัจํานวนเซลลลิมโฟไซตดวย hemocytometer  
 วิธีที่ 2 เซลลเม็ดเลือดชนิดลิมโฟไซตที่แยกเก็บจากเลอืดนําไปเลี้ยงในน้ํายาเลี้ยงเซลล 
RPMI1640 ที่เติม10% fetal calf serum และ Concanavalin A ที่ขนาด 20 µg/ml เปนเวลา 36 
ชั่วโมงจากนั้นเก็บเซลลลิมโฟไซตจากขวดเลี้ยงเซลล นับจํานวนเซลลและปรับใหไดจํานวน
เซลล 1x 106 เซลลตอมิลลติร จากนั้นนําเซลลมาบมกบั IGF-1 เปนเวลา 30 หรือ 90 นาที 
หลังจากนั้นยายเซลลเม็ดเลือดชนิดลิมโฟไซตลงใน transwell ชองดานบนและม ีสารละลาย 
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CCL-5 ที่ความเขมขน 200 ng/ml ปริมาตร 500 µl ในชองดานลาง.และนําเขาตูอบที่มี 5% 
CO2 อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 90 นาที จากนั้นเก็บของเหลวจากชองดานลางและนับจํานวน
เซลลลิมโฟไซตดวย hemocytometer 

ผลงานวิจยัที่ไดรับ 
1) การทดสอบการยึดเกาะของเซลลเมด็เลือดขาวชนิดลิมโฟไซตที่แยกไดจากเลือด
ของโคนม โดยวิธี in vitro adhesion assay  
1.1 ) การทดสอบการยึดเกาะของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตที่แยกไดจากเลือดของโคนม 

ที่อยูในระยะใหนมและระยะแหงนม โดยวิธี in vitro adhesion assay  
 ผลการทดสอบการยึดเกาะของเซลลลิมโฟไซตที่แยกจากเลือดพบวา จํานวนเฉลี่ยของ
ลิมโฟไซตตอHEV ที่ไดจากโคที่อยูในระยะใหนมมีคาสูงกวา เซลลที่ไดจากระยะแหงนม แต
คาเฉลี่ยของจํานวนเซลลลมิโฟไซตมีคาต่ํา (ตารางที่ 1)  
 
ตารางที่ 1 แสดงจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตตอHEVที่ไดจากโคที่อยูในระยะใหนม
และระยะแหงนมที่ยึดกับเนือ้เยื่อตอมนํ้าเหลือง  

โค จํานวนโค จํานวนเซลลเฉลี่ยตอ HEV 
โคนมที่อยูในระยะ

ใหนม 
3 0.30 ± 0.47 

โคนมที่อยูในระยะ
แหงนม 

3 0 

 
1.2) การทดสอบฤทธิ์ของ IGF-1 ที่มีตอ การยึดเกาะ ของเซลลลิมโฟไซต บน high endothelial  

venules โดยวิธี in vitro adhesion assay  
ผลการทดสอบการยึดเกาะของเซลลลิมโฟไซตที่แยกจากเลือดของโคสาวที่ไมตั้งทอง

พบวา ไมมีการยึดเกาะของลิมโฟไซตที่ไมไดรับ IGF-1 ที่ไดรับ IGF-1 ขนาดความเขมขน50 
ng/ml และ ทีไ่ดรับ IGF-1 ขนาดความเขมขน100 ng/ml เปนเวลา 30 นาที(ตารางที่ 2และ 3) 

 
ตารางที่ 2 แสดงจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตตอHEVที่ไมไดรับและไดรับ IGF-1 ที่
ขนาดความเขมขน50 ng/ml 

โค หมายเลข IGF-1 จํานวนเซลลเฉลี่ยตอ HEV 
4606 0 ng/ml 

50 ng/ml 
0 
0 

4402 0 ng/ml 
50 ng/ml 

0 
0 

4622* 0 ng/ml 0 
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50 ng/ml 0 
4468* 0 ng/ml 

50 ng/ml 
0 
0 

ตารางที่ 3 แสดงจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซตตอHEVที่ไมไดรับและไดรับ IGF-1 ที่
ขนาดความเขมขน50 ng/mlและ 100 ng/ml 

โค หมายเลข IGF-1 จํานวนเซลลเฉลี่ยตอ HEV 
4539 0 ng/ml 

50 ng/ml 
100 ng/ml 

0 
0 
0 

4518 0 ng/ml 
50 ng/ml 
100 ng/ml 

0 
0 
0 

4415 0 ng/ml 
50 ng/ml 
100 ng/ml 

0 
0 
0 

 
2)  การศึกษาเปรียบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลือดชาวชนดิลิมโฟไซต 
 ตอบสนองตอchemokine CCL-5  
2.1) การศึกษาเปรียบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลอืดชาวชนิดลมิโฟไซตตอบสนองตอสาร  

CCL-5 ของโคที่อยูระยะตางๆของการใหนมและระยะแหงนม  
 ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลเม็ดเลือดขาวที่แยกจากเลือดของโคที่อยูในระยะ
ตางๆของการใหนมพบวา คาเฉลี่ยของจํานวนเซลลลมิโฟไซตที่เคลื่อนผานแผนกรองเพื่อ
ตอบสนองตอchemokine CCL-5 ในโคที่อยูในระยะใหนมทุกกลุมมีคาต่ํากวา คาที่ไดจากโคที่อยู
ในระยะแหงนม แตคาเฉลี่ยของจํานวนเซลลลิมโฟไซตที่ไดจากโคที่อยูในระยะการใหนมทุก
ระยะมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) (ตารางที่ 4) 
 

ภาพที่ 1 แสดงhigh endothelial 
venule (หัวลกูศร) ที่มี endothelial 
cellเปน cuboidal cell  
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ตารางที่ 4 แสดงจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวลิมโฟไซตที่ไดจากโคที่อยูในระยะการใหนมที่
แตกตางกันเคลื่อนที่ผานแผนกรองตอบสนองตอ chemokine CCL-5  
ระยะการให

นม 
จํานวนโค วันที่ของ

ระยะการ
ใหนม 

จํานวนเม็ดเลอืดขาว
เฉลี่ยทีเ่คลื่อนผานแผน
กรอง X104 cells/มล 

จากการทดสอบสองครั้ง 
ในเลือดแตละตัวอยาง 

จํานวนเม็ดเลอืดขาว
เฉลี่ยทีเ่คลื่อนผานแผน
กรอง ± S.D. X104 

cells/มล 

ระยะตน 
 

2 
 

2 
60 

2.5  
10 .0 

6.25±5.30a 

ระยะกลาง 4 111 
152 
159 
171 

1.5  
10.3 

5.12  
3.18  

 
5.03± 3.30 a 

ระยะทาย 5 208 
212 
225 
227 
275 

17.5 
1.5 
5.8 
7.5 
8.0 

8.06±5.86 a 

ระยะแหงนม 2 320 
335 

4.25 
35 19.62±21.7 b 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่แตกตางกันแสดงคาเฉลี่ยของจํานวนเม็ดเลือดขาวเฉลี่ยที่เคลือ่นผานแผน 
กรองที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
 

 
2.2) การศึกษาเปรียบเทียบการเคลื่อนของเซลลเม็ดเลอืดชาวชนิดลมิโฟไซตที่ไดรับ IGF-1  

ตอบสนองตอสาร CCL-5  
2.2.1) การทดสอบเวลาและขนาดความเขมขนที่เหมาะสมของการให IGF-1 ในการบม

เซลลลิมโฟไซต 
ในการทดสอบ เซลลลิมโฟไซตที่เกบ็จากเลือดของลูกโคเพศผูอายปุระมาณ 6 เดือน 

เน่ืองจากไมตองการใหมีอิทธิพลของฮอรโมนเพศในการศึกษา นําเซลลที่ไดจากแตละตวัอยาง
มาแยกออกเปน 4 สวน โดยแตละสวนใชเวลาในการบมและความเขมขนของ iGF-1 ที่แตกตาง
กันดังตารางที่ 5  
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ผลการทดสอบพบวา เม่ือเปรียบเทยีบจํานวนเซลลลมิโฟไซตที่เคลื่อนผานแผนกรอง
หลังจากการบม 30 นาที่กับRPMI 1640 ที่ไมผสมIGF-1 และผสม IGF- ไมมีแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

เชนเดียวกันกบัผลที่พบจากการบม เปนเวลา 90 นาที พบวา เซลลมโฟไซตที่ไดรับ
IGF-1 ขนาด 100 ng/mlสามารถเคลื่อนผานแผนกรองเมื่อตอบสนองตอ CCL-5 ไดในจํานวนที่
ใกลเคยีงกับเซลลที่ไมไดรับ IGF-1 (ตารางที่ 5) 
ตารางที่ 5 แสดงจํานวนเซลลลิมโฟไซตเคลื่อนที่ผานแผนกรองตอบสนองตอ chemokine CCL-
5 หลังจากการบมกับIGF-1 ที่ขนาดความเขมขนตางๆและเวลาตางๆกัน 

ขนาดของ IGF-1 จํานวนโค ระยะเวลาทีบ่ม จํานวนเม็ดเลอืดขาวเฉลีย่ที่
เคลื่อนผานแผนกรอง± S.D. 

X104 cells/มล. 
0 

100 ng/ml 
3 
3 

30 นาที 
30 นาที 

2.58±1.26 
1.47±1.30 

0 
100 ng/ml 

3 
3 

90 นาที 
90 นาที 

5.58± 2.36 
4.58±2.24 

 
2.2.2) การทดสอบผลของการให IGF-1 ในการเคลื่อนที่ของเซลลลิมโฟไซตหลงัการ

กระตุนดวย Concanavalin A 
 เน่ืองจากผลในการทดลองที่ 2.2.1 ที่พบวา IGF-1 ไมสามารถเพิ่มความสามารถในการ
เคลื่อนที่ของเซลลลิมโฟไซตในกระแสเลอืดได คาดวาอาจเปนเพราะเซลลที่ตอบสนองตอIGF-1
ในการเคลื่อนที่ไปยังบริเวณที่มีการอักเสบนาจะเปนเซลล effector ที่ไดรับการกระตุนจาก 
antigen แลว การทดสอบนี้จึงตรวจผลของ IGF-1 ที่มีตอการเคลื่อนทีข่องเม็ดเลือดขาวที่แยก
จากเลือดของลูกโคเพศผูและรับการกระตุนจาก Concanavalin A lectin (ConA)เปนเวลา 72 
ชั่วโมง 
 ผลการทดสอบพบวา เซลลลิมโฟไซตหลงัไดรับการกระตุนดวยConA มีแนวโนมที่เพ่ิม
ความสามารถในการเคลื่อนที่เม่ือไดรับ IGF-1 เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับ IGF-1 แมวา
จํานวนเซลลเฉลี่ยจะไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญก็ตาม (ตารางที่ 6) 
ตารางที่ 6 แสดงจํานวนเซลลลิมโฟไซตที่ไดรับ ConAเคลื่อนที่ผานแผนกรองตอบสนองตอ 
chemokine CCL-5 หลังจากการบมกับIGF-1  

ขนาดของ IGF-1 จํานวนโค ระยะเวลาทีบ่ม จํานวนเม็ดเลอืดขาวเฉลีย่ที่
เคลื่อนผานแผนกรอง ± S.D. 

X104 cells/มล. 
0 

100 ng/ml 
3 
3 

90 นาที 
90 นาที 

10.0±5.0 
12.3±7.5 
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จากผลทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลลมิโฟไซตตอบสนองตอ CCL-5 พบวาการ

ตอบสนองตอ IGF-1 เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการเคลื่อนที่จะเกิดขึ้นไดดีกวาในเซลลลิมโฟไซต
ผานการกระตุนดวย ConA เม่ือเทียบกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน (ตารางที่ 5 และ 6) 
 

สรุปและวิจารณ 
ผลของinsulin-like growth factor ที่มีตอการทํางานของเซลลหลายชนิดโดยเฉพาะ

เซลลลิมโฟไซต จากรายงานการพบ receptor ของโมเลกุลน้ีในเซลลลิมโฟไซต.(Nielsen et al., 
2003) บงชี้บทบาทของโมเลกุลน้ีในการทํางานของเซลลชนิดนี้ เน่ืองจากIGF-1 มีความสําคัญใน
การสรางน้ํานมในโคนม (Baumrucker and Erondu, 2000)  ระดับของ IGF-1 ผันแปรตามระยะ
การใหนม (Sharma et al., 1994) จากผลการทดสอบพบวาการเคลือ่นที่ของเซลลลิมโฟไซตใน
การตอบสนองตอ chemokine CCL-5 (RANTES) ซ่ึงเปน chemotactic substance ที่เหน่ียวนํา
เซลลลิมโฟไซตและเปนสารสําคัญที่สรางขึ้นในเนื้อเยื่อเตานมที่เกิดการอักเสบ (Pareek et al., 
2005) พบวามีความแตกตางกันระหวางจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานโดยเซลลจากโคที่อยูในระยะ 
ใหนมระยะทายมีการตอบสนองที่กวาเซลลจากโคระยะใหนมอ่ืนๆแตต่ํากวาเซลลของโคที่อยูใน
ระยะแหงนม ความแตกตางนี้อาจเปนผลมาจากที่โคที่อยูในระยะแหงนมมีสัดสวนของเซลลที่
สามารถตอบสนองตอ CCL-5 มากกวาโคที่อยูในระยะใหนม ซ่ึงนาจะเกี่ยวของโดยตรงกับระดับ 
iGF-1 ที่พบวาระดับ IGF-1 ในระยะแหงนมมีคาสูงกวาระยะอ่ืนโดยเฉพาะอยางยิ่งชวงใกลคลอด
เม่ือพิจารณาผลของการให IGF-1 ในระดับที่สูงกวาระดับปกต(ิ100 ng/ml) ที่พบในกระแสเลือด
ในโคนมในระยะที่ใหนม กลบัพบวาเซลลลิมโฟไซตจากโคที่อายุนอยไมตอบสนองตอการให 
IGF-1 (ตารางที่ 4 และ 5) จากรายงานที่พบวาเซลลeffector ที่ไดรับการกระตุนจาก antigen มี
IGF-1 receptor มากกวาnaïve cells ( Walsh and O’Conner, 2000)  แสดงวาจํานวนเซลลลมิ
โฟไซตที่ตอบสนองตอ IGF-1 นาจะเกิดจากสัดสวนเซลลลิมโฟไซตที่เปน effector ที่พบใน
กระแสเลือด ในการกระตุนเซลลลิมโฟไซตดวย ConA สามารถเพิ่มการตอบสนองไดดีกวาเซลล
ที่ไมถูกกระตุน แมวาความแตกตางของจาํนวนเซลลที่เคลื่อนผานระหวางกลุมที่ไมไดรับและ
ไดรับ IGF-1 จะไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ แตการตอบสนองในกลุมที่ไดรับ IGF-1 จะมี
แนวโนมสูงกวา  

จากการศึกษาครั้งน้ีพบวาบทบาทของ IGF-1 ตอการทํางานของเซลลลิมโฟไซตในโค
นมเปนไปโดยออม ทั้งน้ีตองคํานึงถึงภาวะภุมิคุมกัน ปจจัยอ่ืนๆที่อาจสงผลตอการตอบสนอง
ของเซลลลิมโฟไซตในโคนมที่อยูในระยะการใหนมและแหงนมไดแก ระดับฮอรโมนโปรแลคติน  
เอสตราไดออล และ โปรเจสเตอโรน และกลไกระดับโมเลกุลที่มีผลตอการทํางานของเซลลซ่ึง
ควรทําการศึกษาตอไป  
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1) ปญหาขาดเครื่องมือที่ตองการ 
2) ปญหาที่ไมสามารถหาตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมโคหรือ Peyer’s patches ไดจึงจําเปนตอง
ทดสอบบน lymph node  
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ความเห็นและขอเสนอแนะ 
1)เพ่ือยืนยันผลการทดลอง จึงควรทดสอบสัดสวนของเซลลที่มีIGF-1 receptor และ receptor 
ตอ CCL-5 ในโคนมที่อยูในระยะตางๆของการใหนม ดวยวธิ ีflow cytometry  
2) การทดสอบฤทธิ์ของ IGF-1 ที่มีตอการยึดเกาะตองใชmodel ใหมโดยใชผลของการยึดเกาะ
ของเซลลลิมโฟไซตตอ Extracellular matrix protein ไดแก fibronectin, laminin และ collagen 
type II 
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