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 The effects of 50 Hz-AC current, 0 - 4 microampare, were studied on human 
lymphocytes from 10 donors. Cell were synchronized by methotrexate for 17 hours then 
they were exposed to those currents for 1 hour. The cell cycle progression analysis was 
investigated by flow cytometer every 3 hours for 24 hours and the mutagenic capacity of 
these currents  was investigated by the induction of sister chromatid exchanges assay 
(SCEs). There was no significant different between SCEs frequency in control group and 
the other groups with increasing current intensities.  The results suggested that cell cycle 
duration was more reduced in 0.2 microampare exposure group when compare to the 
control group. 
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บทที่  1 
บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ในป 1979    มีการศึกษาระบาดวิทยาซึ่งพบความสัมพันธของการเกิด leukemia 
และ lymphoma  เพิ่มข้ึนในเด็กที่อาศัยอยูใกลสายไฟฟาแรงสูง  [1]   จากการศึกษานี้ทําใหมี
การศึกษาระบาดวิทยา การศึกษาในหลอดทดลองและในสัตวทดลองตามมาอีกหลายชิ้นถึง
ผลกระทบของกระแสไฟฟาแมเหล็กความถี่ต่ํา (Extremely low frequency electromagnetic 
field, ELF-EMF) ที่มีตอสุขภาพ  รวมถึงโอกาสเหนี่ยวนําใหเกิดอันตรายตอสารพันธุกรรมขึ้น  
(genotoxic effect) [6]        นอกจากนี้ยังมีการวัดคา magnetic flux density บริเวณใกลอุปกรณ
ไฟฟาในสํานักงาน   พบวาอุปกรณไฟฟาสวนใหญจะมี EMF ในชวง 0.05-2.5 milliTesla (mT)     
สวนสายไฟบานจะมีคา EMF ระหวาง 0.01-1.0 microTesla (µT)  [2,3]       งานวิจัยสวนใหญจึง
ศึกษาผลของ ELF ในชวงความถี่ 50-60 Hz ซึ่งเปนความถี่ของไฟฟากระแสสลับที่ใชในบานและ
สํานักงานทั่วไป  และมีหนวยทางสนามแมเหล็กในชวงขนาดดังกลาว 

ELF-EMF  หมายถึง สนามไฟฟา, สนามแมเหล็ก หรือสนามไฟฟาแมเหล็กที่มี
ความถี่ต่ํากวา 300 Hz    สนามไฟฟาและสนามแมเหล็กมีความสัมพันธกัน  ถามีกระแสไฟฟาไหล
ผานลวดตัวนําจะเกิดสนามแมเหล็กรอบตัวนํานั้น  ในทางกลับกันการเปลี่ยนแปลงสนามแมเหล็ก  
(เชน ดวยการใชไฟฟากระแสสลับ) จะเหนี่ยวนําใหเกิดกระแสไฟฟาขึ้น        ทั้งสนามไฟฟาและ
สนามแมเหล็กสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดกระแสไฟฟาขึ้นในตัวนําไฟฟาซึ่งรวมถึงรางกายมนุษยดวย 
ปริมาณกระแสไฟฟาที่ถูกเหนี่ยวนําขึ้นนั้นแปรผันตามความถี่ (frequency) ของ EMF    และปจจัย
อ่ืนๆที่ซับซอน เชน โครงสราง รูปรางและขนาดของสิ่งมีชีวิต       ตําแหนงของสิ่งมีชีวิตสัมพันธกับ
เสนแรงสนามไฟฟาและสนามแมเหล็ก  รวมถึงขนาดและตําแหนงของแหลงกําเนิด EMF             
สนามไฟฟาและสนามแมเหล็กที่อยูในระยะไกลจากแหลงกําเนิด (far field)  จะมีคุณสมบัติเปน
คลื่นรวมกันเรียกวา คลื่นไฟฟาแมเหล็ก (electromagnetic wave)      สวนในระยะใกล
แหลงกําเนิด (near field) EMF จะมีคุณสมบัติแยกกันเปนสนามไฟฟาและสนามแมเหล็ก [14,18]     

เนื่องจากกระบวนการทางชีวเคมีตางๆในรางกายจะมีการเคลื่อนที่ของอิออน
ตางๆผานเขา-ออกผนังเซลลอยูตลอดเวลารวมถึงภายในเซลลเอง    แมแตองคประกอบของ DNA 
ก็มีฟอสเฟตซึ่งเปนโมเลกุลที่มีประจุเปนตัวเชื่อมระหวางคารบอนอะตอมของ 2 เบส        การเกิด 
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ปฏิกริยาเคมีนั้นโมเลกุลตางๆจะมีการเคลื่อนที่แบบบราวเนียน (Brownian movement)   และทํา 
ปฏิกริยาตอกันเมื่อมาเจอกันในเงื่อนไขที่เหมาะสม   การเกิดกระแสไฟฟาเหนี่ยวนําในเซลลจึงอาจ
มีผลกระทบการทํางานของโปรตีนและเอนซัยมตางๆ   รวมถึงอนุมูลอิสระซึ่งมีความสัมพันธกับการ
ทําลายเซลล เนื่องจากเมื่ออิเลคตรอนไดรับพลังงานเพิ่มข้ึน  จะทําใหมันมีการเคลื่อนที่และมีการ
ถายทอดพลังงานระหวางอิเลคตรอนที่อยูชิดกัน  ซึ่งทําใหเกิดกระแสไฟฟา         กลไกการ
ควบคุมวัฏจักรของเซลลเกิดจากการทํางานของโปรตีน cyclin และ เอนไซม cyclin-dependent 
protein kinases (CDKs)    ไดเปนสารประกอบ cyclin-CDK  ที่รวมกันผลักดันกระบวนการถัดลง
ไป (downstream process) โดยการเติมฟอสเฟต (phosphorelation) ใหแกโปรตีนเปาหมาย  
[39] การที่โมเลกุลที่มีประจุเหลานั้นไดรับพลังงานเพิ่มข้ึน  ยอมจะทําใหเกิดการเคลื่อนที่เพิ่มขึ้น  
ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่การใหกระแสไฟฟาขนาดที่เหมาะสมจะกระตุนใหเซลลมีการทํางานได
ไวขึ้น   แตหากใหพลังงานแกเซลลเกินระดับที่เหมาะสมยอมจะทําใหโปรตีนมีโครงสรางหรือมีการ
ทํางานผิดปกติรวมถึงการทําใหเกิดความผิดปกติ/หรือการแตกหักของสารพันธุกรรม 

จากการศึกษางานวิจยัผลของ EMF ตอกระบวนการทางชีวภาพพบวามกีารใช 
EMF กระตุนเซลลในขนาดที่แตกตางกันออกไปในแตละงานวจิัย      EMF ที่ใหแกเซลลใน
การศึกษาเหลานัน้ มทีัง้ที่ใหโดยเลี้ยงเซลลอยูภายใน incubator ซึ่งมีแหลงกําเนิดสนามแมเหลก็ 
(เชน Helmholtz’s-coil system) อยูภายใน incubator นั้น    หรือการใหกระแสไฟฟาโดยตรงแก
เซลลโดยผานอิเล็กโทรดสู medium ที่ใชเลี้ยงเซลล          Miyakoshi, J. และคณะ ทําการศึกษา
โดยให EMF ขนาด 50 Hz, 400 mT  ซึ่งมคีาสนามไฟฟาเหนี่ยวนาํใน medium เปน 7.66 แอมแปร
ตอ   ตารางเมตร (A/m2)  เปนระยะเวลาตางกนัตั้งแต 0-20 ชั่วโมง   ใหแกเซลล MeWO (ซึ่งสราง
จากเซลล human malignant melanoma)   แลวพจิารณาการกลายพนัธุ (mutation frequency) 
ของ HPRT gene ซึ่งเปนยีนที่มีบทบาทในกระบวนการกูคืนเบสเพยีวรีน (salvage pathway)    
พบวาเกิดการกลายพันธุ ของ HPRT gene เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่เซลลไดรับการกระตุน  และเมือ่
กระตุนเซลลโดยเปลี่ยนแปลงคาสนามไฟฟาเหนีย่วนําจากสนามแมเหล็กขนาด 400 mT  ใหอยู
ในชวง 0 - 7.66 A/m2   แลวทําการกระตุนเซลลเปนเวลา 2 ชั่วโมง  พบวาการกลายพนัธุของ HPRT 
gene เพิ่มข้ึนตามขนาดของสนามไฟฟาเหนีย่วนํา [4]            Tiwari, R. K. และคณะ 
ทําการศึกษาโดยให EMF ขนาด 50 Hz, 0.2-1 mT แกเซลลลิมโฟซยัทเปนเวลา 1 ชั่วโมง    แลว
ตรวจสอบการทําลาย DNA ดวย comet assay  โดยแบงระบบที่ศึกษาเปน 5 ระบบคือ   1. ไดรับ 
EM, อยูใน incubator      2. ไดรับ EMF ซึ่งม ีshilelded box, อยูใน incubator     3. ไมไดรับ EM, 
อยูใน incubator       4. ไมไดรับ EMF, อยูใน thermos ที่รักษาระดบัอุณหภูมิของน้ําไวที่ 370 C       
และ 5. กลุมควบคุม   พบวาเซลลที่ไดรับ EMF ขนาดสูงกวามีการทําลาย DNA มากกวา  และ
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พบวาการทําลาย DNA เพิ่มข้ึนตาม magnetic stress  คือมกีารทาํลาย DNA ในระบบ 
1>2>3>4>5    [5]         Lefebvre, M. และคณะทําการศึกษาโดยใหสนามแมเหล็กขนาด 15 Hz, 
0.1 mT แกเซลลลิมโฟซยัทชนิด T และ B (ไมระบุเวลา), ใหแกเซลล NK (Natural killer cell) เปน
เวลา 24 ชั่วโมง  และใหแกเซลล LAK (Lymphokine Activated killer cell) ในวันที่ 4-6     พบวา
สามารถกระตุนใหเซลล T และ B  มีการใช tritium thymidine ในการสังเคราะห DNA เพิ่มข้ึน  
และกระตุนการทําหนาที่ของเซลล LAK (วัดจากการหลัง่ chromium เพื่อใชในการทําลายเซลล
แปลกปลอม) แตไมมีผลกับเซลล NK [6]         Bersani, F. และคณะ  ทําการศึกษาโดยให ELF-
EMF ขนาด 50 Hz, 2.5 mT แกเซลลลิมโฟซัยท 4 ชั่วโมง (ที่ชัว่โมงที่ 8-12 ภายหลังจากเซลล
ไดรับ PHA)   หรือตลอดเวลาการเลี้ยงเซลล    พบวาทัง้สองกรณีเพิ่มการใช tritium thymidine  
และ IL-2 (growth factor) ของเซลล   [7]         Conti, P. และคณะ  ทาํการศึกษาโดยใช EMF 
ความถี ่ 1, 3, 50 และ 200 Hz, 2.3-6.5 mT  ซึ่งคํานวณไดกระแสไฟฟาเหนี่ยวนาํประมาณ  10 
mA/m2  กระตุนเซลลลิมโฟซัยทที่ทาํใหเกิดการแบงตัว(blastogenesis)โดยใชสาร mitogen 
แตกตางกนัคือ  Phytohaemagglutinin (PHA), Concanavalin A (ConA)  และ Pokeweed 
mitogen (PWM)  เปนเวลา 72 ชั่วโมงตลอดการเลี้ยงเซลลแลวพิจารณาการใช Tritium thymidine 
ในการสงัเคราะห DNA ของเซลล  พบวา EMF มีผลยับยั้งการแบงเซลลโดยเฉพาะที่ความถี ่3 Hz 
กับเซลลที่ไดรับ PHA     จึงทาํการทดลองตอโดยให EMF ความถี ่ 3 Hz ที่ 12 ชั่วโมงแรก, 48 
ชั่วโมงหลงั และ 6 ชั่วโมงหลังของการเลี้ยงเซลล   และพบการยับยั้งการแบงเซลลในเซลลที่ไดรับ 
PHA และ ConA    ซึ่งกระตุนดวย EMF ความถี ่3 Hz   ที่ 12 ชั่วโมงแรกและ 48 ชั่วโมงหลงัของ
การเลี้ยงเซลล    จึงสรุปวา EMF มีผลกระทบตอเซลลที่ไดรับ mitogen ตางกนัเนื่องจากสาร 
mitogen ตางชนิดมีปฏิกริยาตอเซลลแตกตางกนั    โดย EMF มิไดรบกวนการจับสาร mitogen ที่
ผิวเซลลเนื่องจากผลการยับยั้งนัน้ยงัมีอยูเมื่อเซลลไดรับการกระตุนดวย EMF ที่ 48 ชั่วโมงหลงั      
แต EMF อาจมผีลกระทบตอการผานเขาเซลลของแคลเซียม(calcium influx) เนื่องจากเมื่อเซลล
ไดรับการกระตุนดวยสาร lectin ใน mitogen  จะมีการนาํเขาแคลเซียมอยางรวดเร็วในชวงแรกและ
ยังคงมกีารนําเขาแคลเซียมตอไปอีก 18-72 ชั่วโมงเพื่อใชในการสังเคราะห DNA [8]        
Tetano, H. และคณะ  ทําการศึกษาโดยให ELF-EMF ขนาด 50 Hz, 20 mT เปนเวลา 2 ชั่วโมงกับ
น้ําเชื้ออสุจิของคนแลวนํามาปฏิสนธิกบัไขของหน ู hamster   จากนั้นพิจารณา structural 
chromosome aberration ของเซลลในระยะ first cleavage metaphase  พบวา EMF ที่ใหไมมี 
clastogenic effect ตอเซลลอสุจิของคน [9]         Koyama, S. และคณะใชกระแสไฟฟา   10 Hz, 
ขนาด +0.1 ถึง +0.4 V  กระตุนเซลล astrocyte เปนเวลา 1 ชั่วโมง  พบวาสามารถกระตุนการหลัง่ 
nerve growth factor  เพิ่มข้ึนเมื่อเทยีบกบักลุมควบคุม [10]            Jiang, J. และคณะ  ใชแผน 
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+700 PTFE electret  และ  - 700 PTFE electret  ปดแผลบนหลงัหมเูปนเวลา 1-7 วัน   แลว
พิจารณาพื้นทีข่องบาดแผลและปริมาณ DNA  ใน epithelial cell เทียบกับกลุมควบคุมซึ่งใช 
vaseline-oiled gauze  พบวาการใช PTFE electret สามารถกระตุนการรักษาแผลบนหลงัหมใูห
เร็วขึ้น [11]         Anbulelvan, T. และคณะ   ทําการศึกษาพบวาใหกระแสไฟฟาขนาด 20 
microampare(µA) ตลอดเวลาทีบ่ริเวณกระดูกทีห่ักสามารถลดเวลาการสมานกระดกูทีห่กัได  
[12]       Simko, M. และคณะ  ศึกษาพบวาเมื่อให ELF-EMF ขนาด 50 Hz, 1 mT แกเซลลน้ําคร่ํา
ของมนุษยเปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง  สามารถเหนีย่วนําใหเกิด micronucleus โดยขึ้นอยู
กับชนิดของระบบ EMF ที่ใชกระตุน ( ใช Helmholtz-coil system หรือ Meritt-coil system) และ
การจัดวางขดลวดของระบบที่ใชกระตุน (vertical orientation หรือ  horizontal orientation)  [13]         
Yaguchi, H. และคณะ  ศึกษาความเปนอนัตรายตอสารพันธกุรรมของ EMF ขนาด 60 Hz, 5-400 
mT  ซึ่งใหแกเซลล mouse m5S เปนเวลา  42 ชั่วโมง  พบวา EMF ขนาด 400 mT เพิ่มการ
เหนีย่วนําใหเกิด SCEs แกเซลล  [15]          Koana, T. และคณะทําการศึกษาโดยให EMF ขนาด 
50 Hz, 20 mT แกไขของ Drosophila melanogaster ซึ่งมีลักษณะบกพรองในการซอมแซม DNA 
(repair defiency mutant) เปนเวลา 24 ชั่วโมง  พบวามกีารกระตุนใหเกิด mutant spot  ของ
แมลงที่เจริญมาจากไขที่อยูรอบวงดานนอกของจานเลี้ยงมากกวาแมลงที่เจริญมาจากไขที่อยูรอบ
วงดานในของจานเลีย้ง  จงึสรุปวา mutant spot นั้นเกิดจากของกระแสไฟฟาเหนี่ยวนาํมากกวา
จากสนามแมเหล็ก  [16]          Khalil, M. และคณะให EMF ขนาด 50 Hz, 1.05 mT แกเซลลลิมโฟ
ซัยท  เปนเวลา 24-72 ชั่วโมง  พบวาเซลลที่ไดรับการกระตุนทกุกลุมเพิ่มการเกิด chromosomal 
aberration และลด mitotic index  และพบวาเซลลที่ไดรับการกระตุนเปนเวลา 72 ชั่วโมง จะเพิม่
การเกิด SCEs และลด proliferative rate index [17]                    ศุภชัย ฤทธิ์เจริญวัตถุ  ศึกษา
โดยใหไฟฟากระแสสลับความถี ่50 Hz ขนาด 0.1- 5,000 µA เปนเวลา 24 ชั่วโมงแกเซลลกระดกู 
MG-63 พบวากระแสไฟฟาขนาด 0.5 µA มีแนวโนมกระตุนการแบงเซลล      ขณะที่กระแสไฟฟา
ขนาดสูงกวา 0.5 µA มีแนวโนมยับยั้งการแบงเซลล  [55] 

จะเห็นไดวางานวิจัยผลกระทบของ ELFที่มีตอสุขภาพมักสนใจศึกษาผลกระทบ
จากสนามแมเหล็ก  ทั้งนี้เนื่องมาจากที่ความถี่ 50 Hz สนามไฟฟาที่ผานรางกายคน (penetration) 
จะมีการลดทอนคาลง (attenuation)   ทําใหสนามไฟฟาภายในรางกายมีคาต่ํากวาสนามไฟฟา
ภายนอกรางกายประมาณ 1 ลานเทา  ขณะที่สนามแมเหล็กจะไมมีการลดทอนคาลงเมื่อผาน
รางกายคน  ทําใหสนามแมเหล็กภายในและภายนอกรางกายมีขนาดใกลเคียงกัน [14,18]  แตจาก
งานวิจัยของ Koana, T และคณะพบวาการเกิด mutant spot ของปกแมลงขึ้นกับกระแสไฟฟา
เหนี่ยวนํามากกวาสนามแมเหล็ก [16]  จึงเปนไปไดวากระแสไฟฟาเหนี่ยวนําที่เกิดขึ้นภายในเซลล



                                                                                                             
                                                                                                                                                                5 

 

 

เปนปจจัยที่มีผลกระทบตอสารชีวเคมีในเซลลมากกวาสนามไฟฟาหรือสนามแมเหล็กโดยตรงซึ่ง
เปนสิ่งกระตุนจากภายนอก 

จากการทบทวนวรรณกรรมขางตนจะเห็นไดวางานวิจัยเหลานี้มีความแตกตางกัน
ทั้งในดานระบบที่ใชในการศึกษา  ปริมาณ ELF-EMF ที่ให   เซลลที่ใชในการศึกษา  รวมถึงวิธีการ
ศึกษา    อยางไรก็ตามทั้งหมดเปนเสมือนภาพตอที่แสดงใหเห็นผลกระทบของสนามไฟฟาและ
สนามแมเหล็กความถี่ต่ําที่มีตอกระบวนการทางชีวภาพ         การที่เรามีความรูจักเกี่ยวกับผลของ
กระแสไฟฟาตอกระบวนการทางชีวภาพดีข้ึนยอมทําใหเราสามารถประยุกตใชกระแสไฟฟาใหเกิด
ประโยชนได  ทั้งในทางกระตุนหรือยับยั้ง  หรือแมแตเปนหนทางปองกันอันตรายตอสุขภาพของผูที่
ตองอาศัยหรือทํางานใกลชิดกับแหลงกําเนิด ELF-EMF นั้น      แตหากมีการกําหนดขนาด ELF-
EMF ที่ใหแกสิ่งมีชีวิตเพียงคาหนึ่ง  ผลกระทบจาก ELF ยอมมีความแตกตางกันในแตละชนิดของ
เซลลอันเนื่องมาจากความแตกตางขององคประกอบภายในเซลลที่แตกตางกัน  และยังไมมี
งานวิจัยใดทําการศึกษาโดยใช ELF ที่มีแหลงกําเนิดเดียวกันและขนาดความเขมเดียวกันใน
การศึกษาเซลลตางชนิดกันเพื่อแสดงผลกระทบที่อาจมีความแตกตางกันนั้น    งานวิจัยนี้จึงได
ทําการศึกษาผลกระทบของไฟฟากระแสสลับความถี่ 50 Hz โดยใชระบบเดียวกับที่ไดทําการศึกษา
โดยศุภชัย    ฤทธิ์เจริญวัตถุ  ซึ่งศึกษาพบวากระแสไฟฟาขนาด 0.5 µA    มีแนวโนมกระตุนการ
แบงเซลลกระดูก MG-63 [55]  โดยในงานวิจัยนี้จะศึกษาผลกระทบของกระแสไฟฟาที่มีตอเซลล
ในระยะ S เนื่องจาก sister chromatid exchange เกิดขึ้นในระยะ S   โดยทําการรวบรวมเซลลใน
อยูในระยะ S โดยการ synchronize เซลลดวย Methotrexate. 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

1.   เพื่อศึกษาผลของไฟฟากระแสสลับความถี่ 50 Hz ขนาด 0, 0.2, 0.5, 1, 2 และ 4 µA ที่มีตอ
การดําเนินวงจรของเซลลลิมโฟซัยทในหลอดทดลอง                                                                 
2.     เพื่อศึกษาความเปนความเปนอันตรายตอสารพันธกุรรมของกระแสไฟฟาขนาดดังกลาว 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ทราบผลของไฟฟากระแสสลับความถี ่ 50 Hz ขนาด 0-4  µA ที่มีตอเซลล         
ลิมโฟซยัทที่เพาะเลีย้ง  เพื่อเปนขอมูลสําหรับการประยุกตใชประโยชนของกระแสไฟฟาหรือเปน
แนวทางในการปองกันอนัตรายจากกระแสไฟฟา 

 
 



บทที่  2 
Sister Chromatid Exchanges (SCEs) assay 

 

sister chromatid  คือ โครโมโซมทีม่ี 2 โครมาติดอยูในแขน (arm) เดียวกัน   

การศึกษา SCEs เร่ิมเมื่อป 1957 เมื่อ Taylor ใชสาร radioisotope คือ tritium 
thymidine เพื่อติดตามการสังเคราะห DNA ในวงจรของเซลลพืช แลวพบการแลกเปลี่ยนระหวาง 
sister chromatid     แตเนือ่งจากความจาํกัดทางรงัสีวทิยาในดานความละเอียดของการวิเคราะห 
, ความยุงยากในการใชเครื่องมือและอันตรายจากสารรังสี   จงึมีการพัฒนามาใชสาร thymidine 
base analogue ซึ่งสารตัวหนึง่ทีน่ิยมใชคือ 5-bromodeoxyuridine (BrdU) [21]    โดย BrdU มี
โครงสรางคลายกับ deoxythymidine (dT) มาก  ตางกนัเพยีงหมูแทนที(่substituted group)  ซึ่ง
ของ dT เปน –CH3 สวนของ BrdU เปน –Br [20] 

BrdU นั้นมีผลตอการขดเกลียว (spiralisation pattern) ของโครโมโซม    เซลลที่มี
การใช BrdU ในการสงัเคราะห DNA   เมื่อผานไป 2 รอบวงจรเซลล  จะไดโครโมโซมที่มีโครมาติด
สองแบบ           โครมาติดที่มี BrdU  ทั้งสองสายของ polynucleotide (bifilarly substituted) จะ
ขดเกลียวนอยกวาและมีการติดสี giemsa จางกวาโครมาติดที่ม ี BrdU เพียงสายเดียวของ 
polynucleotide (monofilarly substituted) ทําใหเห็นโครโมโซมติดสีเขมขางจางขาง  เรียก
โครโมโซมทีม่ลีักษณะการติดสีเชนนีว้า harlequin chromosome    เมื่อมีการหกัและสลบัที่กนั
ระหวาง sister chromatid จึงสามารถตรวจพบตาํแหนงการหักและสลับที่กนันัน้ได    โดย sister 
chromatid ที่มีการหักและสลับที่กนันั้นจะมีการติดสีไมสม่ําเสมอเปนสีจางสลับเขมในแตละสาย
ของโครมาติด  และการแลกเปลี่ยนที่เกิดขึ้นนัน้จะอยูบนตําแหนงเดียวกนัของทัง้สองโครมาติด 
[22,23] 

การพัฒนาปรับปรุงเทคนิค SCEs ที่ดีข้ึน [24-26] ทําใหมกีารใช  SCEs assay 
อยางแพรหลายในการศึกษาสารหรือปจจัยที่มีคุณสมบัตกิอการกลายพันธุ (mutagenicity),  กอ
มะเร็ง (carcinogenicity)   หรือมีผลกระทบตอวงจรเซลล (cell cycle kinetic)    [21, 27-29] 
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งานวิจยัที่มกีารศึกษาเกีย่วกบั SCEs ที่ผานมายังไมทราบกลไกการเกดิ SCEs ที่แน
ชัด   มีการศกึษาพบวาการเหนี่ยวนําใหเกิด SCEs ตองใหเซลลผาน S phase  โดยพยาธิสภาพที่
เกิดขึ้นในชวง G2 phase จะไมทําใหเพิม่ SCEs  หากเซลลไมแบงตัวและผาน S phase ในวงจร
ถัดไป [20]  

แมวาพยาธิสภาพบนโครโมโซมที่ทําใหเกิด SCEs จะไมทําใหเซลลถึงตาย [36]   
แตพบวาคนที่เปนโรค Bloom syndrome, โรค Xeroderma pigmentosum      อันเปนโรคทาง
พันธุกรรมชนิดหนึ่ง ซึ่งจัดอยูในกลุมอาการ chromosome breakage syndrome นั้น   จะมี ความ
ไมเสถียรของโครโมโซม (chromosome instability) และมีความบกพรองในการซอมแซมสาย DNA 
(defective DNA repair )   กลาวคือพบวาคนที่เปนโรคนี้จะมี baseline SCEs สูงกวาปกติ และ
พบวาคนที่เปนโรคนี้จะมีความเสี่ยงตอการเกิด leukemia และ solid tumor ในอัตราที่สูง [30,31]  

มีงานวจิัยความสมัพนัธของการเกิด SCEs กับอัตราการแบงตัวของเซลลลิมโฟซยัท 
ที่ไดรับการกระตุนใหเกิดการแบงตัวดวยสาร Phytohemagglutinine (PHA)  โดยพิจารณาจาก 
proliferative rate index (PRI)  (PRI = (M1+2M2+3M3) / 100 ;    M1, M2 และ M3 คือ เซลลทีอ่ยู
ในระยะเมตาเฟสของวงจรที ่1, 2 และ 3 ตามลําดับ)     พบวาเซลลทีม่ีการแบงตัวชากวาจะมีอัตรา
การเกิด SCEs สูงกวา    เนือ่งจากการเพิม่เวลาในระยะ S ทําใหเพิ่มโอกาสเกิดความผิดพลาดของ 
DNA fork displacement มากขึ้น [32-33]          สวนงานวิจัยอัตราการเกิด SCEs โดยใชสารที่
ทราบวามีผลตอการกลายพันธุ เชน สาร mitomycin C (MMC), สาร styrine-7,8-oxide (SO),  
สาร N-mthyl –N- nitro -N-nitrosoguanidine (MNNG)   ใหแกเซลลลิมโฟซยัท   พบวาการเกดิ 
SCEs มีความสัมพันธในเชงิบวกกับปริมาณสารที่เซลลไดรับ     ขณะที่ PRI มีความสัมพนัธในเชิง
ลบกับปริมาณสารที่เซลลไดรับ [19, 21, 34, 58, 59] 

 
กลาวโดยสรุป  SCEs เปนวธิีหนึง่ที่ใชศึกษาการกลายพันธุ และ cell cycle kinetic 

โดยพิจารณาจากรูปแบบการติดสีของโครโมโซมและความถี่ของการแลกเปลี่ยนระหวาง sister 
chromatid ที่เกิดขึ้น         SCEs จะเกดิขึ้นในระยะ S phase       ในสภาวะทัว่ไปเซลลที่มกีาร
แบงตัวเร็วกวาจะมีความถีข่องการเกิด SCEs นอยกวา        แตหากมีการใหปจจยัที่เปนอันตราย
ตอสารพันธกุรรมจะพบวาอตัราการเกิด SCEs มีความสัมพันธเชิงบวกกับปริมาณของปจจยัที่
กอใหเกิดการกลายพันธุที่ใหแกเซลล 
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flow cytometer  มีหลักการทํางานโดยใหเซลล (sample) ที่ตองการวัด ไหลอยูใน 
laminar sheath fluid ผานสู nozzle      ซึ่งจากการปรับความดันอากาศของ sheath fluid 
reservoir และการปรับความดันอากาศของ sample  chamber จะควบคุมความเร็วในการไหล
ของ sheath fluid และ sample ทําใหเซลลไหลผาน nozzle ตัดแสงเลเซอร เปนแนวแถวเซลล
เดี่ยวๆ     สญัญาณแสงทีเ่กิดจากเซลลวิ่งตัดผานลําแสงเลเซอรจะถกูบันทึกโดย photodetector 
ซึ่งจะเปลีย่นสญัญาณแสงใหเปนสัญญาณไฟฟา        มีการขยายสัญญาณโดยวงจรขยาย
สัญญาณ (amplifier)    จากนัน้โดยขบวนการของวงจรไฟฟาและการประมวลผลดวยคอมพวิเตอร     
จะแปรสัญญาณแสดงเปนกราฟและคาทางสถิติ     คาแสงทีว่ัดไดจากการที่เซลลวิ่งตัดผานแสง
เลเซอรมี 2 ชนิด คือ scattering light  เปนเงาที่เกิดจากการสะทอนและการกระเจงิของแสงเมื่อ
เซลลวิ่งตัดผาน  และ fluorescence ที่ปลอยออกมาจากสาร fluorochrome ซึ่งใชยอมเซลล         
scattering light แบงเปน forward scattering ซึ่งแสดงขนาดของเซลล  และ side scattering ซึ่ง
แสดง granularity ของเซลล          สวน fluorescence ที่วัดไดมี 2 คา คือ pulse height ซึ่งแสดง 
fluorescent intensity ของเซลล  และ pulse width ซึ่งแสดงเวลาที่เซลลหนึ่งๆใชในการผาน
ลําแสงเลเซอร [40] 

การแบงกลุมเซลลเพื่อวิเคราะหการดําเนนิวงจรของเซลลในการศึกษานี(้ภาพที่ 2)  
ทําโดยแบงกลุมเซลลเปน 3 กลุม  คือ เซลลในระยะ G0/G1,ระยะ S และระยะ G2/M    โดยอาศัย
หลักการ 2 ประการ  คือ   

1. ปริมาณของ DNA ในแตละเซลล  :  ซึ่งจะทราบไดจาก fluorescent intensity  ดังที่ไดกลาว
แลววาเซลลในระยะ G2/M  จะม ีปริมาณ DNA เปน 2 เทาของระยะ G0/G1 จงึกลาวไดวา 
fluorescent intensity ของระยะ G2/M จะเปน 2 เทาของระยะ G0/G1 เชนกนั 

2. ขนาดของเซลล  : เนื่องจากเซลลในระยะ G2/M มีปริมาตรเปน 2 เทาของระยะ G0/G1 [41] 
จึงกลาวไดวา เซลลในระยะ G2/M จะมีขนาดเสนผานศูนยกลางเปน 1.26 เทาของระยะ 
G0/G1     (เมื่อปริมาตรของทรงกลม = 4/3 Π r 3 ; r เปนรัศมีของทรงกลม) 

ตัวอยางของกราฟการกระจายสัดสวน DNA และการพจิารณาระยะของเซลลจาก
กราฟการกระจายสัดสวน DNA  แสดงในภาพที ่3 
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บทที่  4 

วิธีดําเนินการวิจัย 

ประชากร 

เนื่องจากเซลลเม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยทเปนเซลลที่มีการใชอยางแพรหลายใน
การศึกษาหนาทีท่างระบบภูมิคุมกันหรือผลกระทบในดานความเปนอันตรายตอสารพันธุกรรม  
และสามารถนาํมากระตุนใหมีการแบงตัวไดในหลอดทดลอง จงึเลือกใชเซลลเม็ดเลือดขาวใน
การศึกษาครั้งนี้เพื่อเปนตัวแทนของเซลลทีไ่ดรับการกระตุนดวย ELF-EMF           

การทดลองนีม้ีการแบงกลุมประชากรเปน 2 กลุมใหญ    ไดแก 

กลุมควบคุม  :  คือเซลลที่ไมไดรับกระแสไฟฟาแตเลี้ยงอยูในระบบเดยีวกับกลุมที่ไดรับการกระตุน    
หรือกลาวไดวาเปนเซลลที่รับกระแสไฟฟาขนาด  0 µA 

กลุมที่ไดรับการกระตุน  : คือเซลลที่รับกระแสไฟฟาขนาด  0.2, 0.5, 1, 2 และ 4 µA 

ซึ่งกลุมที่ไดรับการกระตุน แบงไดเปน 5 กลุมยอย  คือ  กลุมที ่1 , 2 , 3  ,4 และ 5 
หมายถงึเซลลที่รับกระแสไฟฟาขนาด  0.2, 0.5, 1, 2 และ 4 µA ตามลําดับ      ดังนั้นในการ
ทดลองนี้จึงแบงประชากรไดทั้งหมด 6 กลุมยอยเมื่อรวมกลุมควบคุมดวย 

การเตรียมเซลลเพื่อใชในการศึกษาทาํโดยนํา heparinized blood ซึ่งไดจาก
ชายไทย 10 คน  อายุระหวาง 18-25 ป   คนละจาํนวน 20 มิลลิลิตร นํามาแยกลมิโฟซัยทโดยวธิ ี
density gradient centrifugation (ดวยน้ํายา Isoprep ซึ่งมีความถวงจาํเพาะ = 1.077 g/litre)          
การจํากัดเพศและอายุนัน้เนือ่งมาจาก เพศหญิงมีการแกวงของระดบัฮอรโมนในรางกายมากกวา
เพศชาย  และลิมโฟซยัทจากคนสงูอายุจะมีการตอบสนองตอสาร mitogen (ซึ่งใชกระตุนใหเซลล
ลิมโฟซยัทเกิดการแบงตัว) นอยกวา    [42-45]  
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การคัดแยกเซลลลิมโฟซัยท  ทําโดยขัน้ตอนดังตอไปนี ้

- heparinized blood ผสมกบั RPMI 1640 medium ในอัตราสวน 4/1 แลวนํามา overlay บน
น้ํายา Isoprep 8 มิลลิลิตร (มล.) 

- นํามาปนดวย centrifuge ทีค่วามเร็ว 2,200 rpm เปนเวลา 20 นาที (no break)  : หลังจากขั้น
ตอนนี้จะไดของเหลว 4 สวน  สวนบนสดุเปนของเหลวใสสีเหลืองของ plasma และ platelet,
ชั้นตอมาเปนชั้น buffy coat สีขุนขาวของ peripheral blood mononuclear cell (PBMC), 
ตอจากนัน้เปนชั้นของน้าํยา  และชัน้ลางสุดเปนชั้นของเหลวขนสแีดงของเม็ดเลือดแดงและ
เม็ดเลือดขาวขนิด granulocyte 

- ดูดทิ้งสวนบนสุดไป แลวเกบ็ชั้น buffy coat ซึ่งม ี PBMC ไว : PBMC นี้ประกอบดวย T-cell 
45.9 %, B-cell 15.1% และ monocyte 9-23 %   [42, 44] 

- ปนลาง buffy coat ที่ไดดวย RPMI 1640 medium 10 มล.  ที่ความเร็ว 1,800 rpm เปนเวลา 
10 นาที (low break), ทําขัน้ตอนนี้ 2-3 ครั้ง 

- นําเซลลที่ไดมาเลี้ยงโดยปรบัปริมาณใหเปน 1-2 ลานเซลลตอ 1 มล.ของ complete culture 
medium (CCM) ซึ่งม ี 10% fetal bovine serum        กระตุนเซลลใหเขาสู mitosis ดวย 
PHA-M ปริมาณ 0.2 มล./ 10 มล. CCM    เลี้ยงเซลลเปนเวลา 72 ชั่วโมงใน incubator ที่
อุณหภูมิ 370 C, 5% CO2 

นอกจากเซลลลิมโฟซยัทจากคนแลว ในสวนของการทดลองเพื่อศึกษาการดําเนนิ
วงจรของเซลลยังไดใช MT-4 cell line เพื่อใชเปรียบเทียบดวย   เนื่องจากเซลลที่ไดจากคน 10 คน
อาจมีคุณลักษณะแตกตางอันเนื่องมาจากความแตกตางระหวางบุคคล   หากผลการทดลองมี
ความแตกตางกันในแตละคนอาจเปนไปไดวามีสาเหตุมาจากความแตกตางระหวางบุคคล  หรือ
อาจเกิดจากความไมเที่ยงตรงของวิธกีารทําการทดลอง       แต cell line นั้นถอืไดวาไมมีความ
แตกตางระหวางเซลล  จงึเปนสิ่งชวยวัดความเทีย่งตรงของการทําการทดลองได              

MT-4 cell line นี้เปน cell line ที่มีตนกําเนิดจาก T lymphocyte ของมนุษย        
(human T-cell line transformed with HTLV-1) 
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Synchronization 

หลังจาก 72 ชัว่โมงแลว เติม 10-5 M Methotrexate จํานวน 10 ไมโครลิตร/1 มล. 
CCM  เปนเวลา 17 ชั่วโมง 

 

Releasing  และ การกระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟา 

หลังจาก 17 ชั่วโมงของ synchronization แลว ทําการ release โดยนําเซลลมา
ปนลางดวย RPMI 1640 medium ปริมาณ 10 มล. 1 คร้ัง ที่ความเร็ว 500 rpm,10 นาที  แลวนํา
เซลลมาเลี้ยงตอใน CCM ซึ่งมี BrdU ที่ final concentration เปน 2×10--5 M  [62]      แบงเซลล
สวนหนึ่งมาวัดปริมาณ DNA     เซลลสวนที่เหลือใสหลุมเลี้ยงเซลล ( ซึ่งเปนอุปกรณจายไฟฟา
กระแสสลับใหแกเซลล )  เพื่อจะทําการกระตุนดวยกระแสไฟฟาขนาดตางกัน       โดยใส CCM ให
มีปริมาตร 6 มล.ตอหลุมเทากันทุกหลุม       ทําการกระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟาขนาด 0, 0.2, 
0.5, 1, 2 และ 4 µA ( หนึ่งหลุมเลี้ยงเซลลมีหนึ่งคากระแสไฟฟา   รวมทั้งหมดเปน 6 หลุมเลี้ยง
เซลลตอคน ) พรอมกันเปนเวลา 1 ชั่วโมงจึงหยุดกระตุน      ยายเซลลจากหลุมเลี้ยงเซลลลง
หลอดแกวโดยแบงเซลลแตละหลุมเปน 9 หลอดแกว ( สําหรับการเก็บเซลลเพื่อวัดปริมาณ DNA 8 
หลอดๆละ 0.5 มล.  และการเก็บเซลลเพื่อศึกษา SCEs 1 หลอดๆละ 2 มล. )   แลวจึงเลี้ยงตอไป
จนครบ 33 ชั่วโมง 

 

การวิเคราะหปริมาณ DNA 

เก็บเซลลตั้งแตชั่วโมงที่ 0 ของการ release จนถงึชัว่โมงที่ 24 หลังการ release 
ทุกๆ 3 ชั่วโมง    ทาํการ fix cell  โดยเติม 70% ice-cold Ethanol 1 มล. แลวเก็บในตูเยน็ที่
อุณหภูมิ 40 C    เมื่อเกบ็เซลลครบทุกชั่วโมงแลวนาํมาเตรียมเซลลกอนการวิเคราะหดวย flow 
cytometer โดยลางเซลล 1 คร้ัง ดวย PBS 1 มล.  แลวจึงยอมเซลลดวย Propidium iodide 
solution ปริมาณ 0.5 มล. เปนเวลาอยางนอย 30 นาท ี   จากนัน้จึงนํามาวิเคราะหดวย flow 
cytometer  โดยใชแสงกระตุนที ่488 นาโนเมตรและวิเคราะหเซลลจาํนวน 30,000 เซลลตอหลอด
ทดลอง   
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วิธีการศึกษาและการวิเคราะห SCEs  

เซลลสวนหนึ่งยังคงเลีย้งตอจนถงึชั่วโมงที ่33      จึงนําเซลลมาเตรียมสไลดโดย 

- เติม 0.001% Colchicine จาํนวน 20 ไมโครลิตร/1 มล. CCM  30 นาทีกอนถึงชั่วโมงที ่33 เพื่อ
รวบรวมเซลลใหอยูในระยะ 

- เมื่อครบ 30 นาทีแลวเก็บเซลลโดยปนที่ความเรว็ 500 rpm,10 นาท ี

- ตะกอนเซลลทีไ่ดนํามาเตมิ prewarmed-hypotonic solution 3 มล.  แลวอุนใน water bath ที่
อุณหภูมิ 370C, 15 นาท ี

- คอยๆเติมสารละลาย fixative ลงไปจนครบ 1 มล. เปนเวลา 5 นาท ี

- เก็บเซลลโดยปนที่ความเรว็ 500 rpm,10 นาท ี

- ปนลางเซลลดวยสารละลาย fixative 3 มล. ที่ความเร็ว 500 rpm,10 นาท ี อีก 3-4 คร้ัง 

- resuspend pellet ดวยสารละลาย fixative 0.5 มล แลวหยดบนสไลดที่สะอาด  ทิ้งสไลดให
แหงอยางนอย 1-2 วัน 

- ยอมสไลดดวย 10-4 M Hoechst 33258,10 -15 นาที  จุมลางในน้าํสะอาดแลวทิง้สไลดใหแหง 

- นําสไลดไปตากแดด 30 นาที  โดยเรียงสไลดในถาดและแชสไลดดวยสารละลายบฟัเฟอรของ
0.16 M Sodiumphosphate – 0.04 M Sodium citrate, pH 7.0    แลวนําถาดสไลดซึ่งแชใน
สารละลายบฟัเฟอรนัน้ไปตากแดด    คอยระวังไมใหสไลดแหงระหวางเวลาที่ตากแดด 

- จุมลางสไลดในน้าํสะอาดแลวทิง้สไลดใหแหง 

- นําสไลดไปยอมดวย 4% Giemsa 5 มล. ใน Sorensen Buffer 45 มล.เปนเวลา 3-5 นาท ี

- จุมลางสไลดในน้าํสะอาดแลวทิง้สไลดใหแหง  จงึ mount สไลด 

- จากนั้นนําสไลดมาศึกษาลักษณะของโครโมโซมดวยกลองจุลทรรศนทีก่ําลังขยาย 100x ซึ่ง
ติดตั้งเลนสขยาย 3x เพิ่มที่เลนสตาเพื่อชวยเพิ่มกําลงัขยายทาํใหเหน็โครโมโซมชัดเจนขึ้น 
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หาความถี่ของการเกิด SCEs (โดยรวม SCEs ที่เกิดที่ centromere ดวย) จาก 50 metaphase 
plate / 1 คากระแส    เปรียบเทียบกัน 6 คากระแสภายในคน1 คน จํานวนทั้งสิน้ 10 คน     
วิเคราะหโดยใชสถิติ repeated measurement ANOVA  แลวเปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางกลุมโดยคํานวณคาประมาณแบบชวงที่ระดับความเชื่อมัน่ 95%  ถาพบวามีความ
แตกตางระหวางกลุม (p-value < .05) จึงทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยแตละคูภายใน
กลุม (test of within-subjects effects) ดวยการทดสอบ Bonferroni  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



                                                                                                                 
                            

 

 

17

บทที่  5 
ผลการทดลอง และ การวิเคราะหขอมูล 

 

5.1 การดําเนินวงจรของเซลล 
เซลลลิมโฟซยัทที่ผานการ synchronization ดวยmethotrexate เปนเวลา 17 ชั่วโมง

จะถูกลางแลวเลี้ยงตอใน CCM ซึ่งม ี BrdU อยู   เซลลจะไดรับการกระตุนดวยกระแสไฟฟาขนาด 
0-4 µA ( 0, 0.2, 0.5, 1, 2, และ 4 µA ) เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากนัน้จงึเลี้ยงตอโดยไมไดรับ
กระแสไฟฟาอกี 23 ชั่วโมง  รวมเปน 24 ชัว่โมง 

การเก็บเซลลมาวิเคราะหจะเร่ิมต้ังแตชั่วโมงที ่ 0 คือหลังจาก release เซลลจาก 
methotrexate แลวเก็บเซลลทุกๆ 3 ชั่วโมงจนครบ 24 ชั่วโมง  แตเนื่องจากการใชเวลาในขั้นตอน
การเตรียมเซลลหลังจาก release เพื่อแบงเซลลใสหลมุเลี้ยงเซลลนัน้ใชเวลาประมาณ 30 นาท ี 
ดังนัน้สัดสวนของเซลลในชัว่โมงที ่ 0 นัน้  ตามความเปนจริงจงึเปนที ่ 30 นาทีหลังจาก release 
เซลล 

การทดลองชุดนี้ใชประชากร 2 ชนิด คือ เซลลลิมโฟซยัทจากคน 8 การทดลอง และ 
MT-4 cell line 2 การทดลอง  รวมเปน 10 การทดลอง  แตละการทดลองแบงเปน 6 กลุมยอยตาม
คากระแสไฟฟาที่ไดรับ  รวมทั้งหมดเปน 60 กลุมยอย 

จากการทดลองพบวาคาเฉลีย่ของสัดสวนของเซลลที่ออกจาก blocking position 
ของเซลลลิมโฟซัยทของคน 8 การทดลองภายหลัง การ synchronization ดวย methotrexate นั้น  
มีเซลลในระยะ G0/G1 = 49.24 ± 3.58%  ระยะ S = 27.25 ± 3.22% และระยะ G2/M = 23.46 
± 1.62%   สวนของ MT-4 cell line ไดคาเฉลี่ยของสดัสวนของเซลลในระยะ G0/G1 = 71.80 ± 
0.28%  ระยะ S = 14.70 ± 0.42%  และระยะ G2/M = 13.55 ± 0.64%    จะเหน็วา 
methotrexate มีประสิทธิภาพในการ synchronization cell line มากกวาเซลลลิมโฟซัยทจากคน
ปกติ  ทั้งนี้อาจเปนเพราะวา cell line นั้นไวตอสาร methotrexate มากกวาเซลลลิมโฟซัยทจากคน    
โดยใน cell line นั้นอาจมีโปรตีนบางตวัที่มีความแตกตางจากเซลลปกติที่มีความจําเปนตองใชใน
การผลักดันใหมีการดําเนินวงจรของเซลลตอไปในชวงตนๆของการผลกัดันจากระยะ G1 สูระยะ S  
และโปรตีนนัน้มีความไวตอสาร methotrexate ทําใหสัดสวนของเซลล MT-4 ภายหลังการ 
releasing มีเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 มากกวา 
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Lavoie และ Drouin ไดทําการทดลองเลี้ยงเซลลลิมโฟซัยทโดยกระตุนใหเกิดการ
แบงตัวดวย PHA (ไมระบุปริมาณ ) เปนเวลา 48 ชั่วโมง    หลังจากนั้น synchronize เซลลดวย 
0.1 µM methotrexate เปนเวลา 17 ชั่วโมง  และไดสัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1 = 65%  
ระยะ S = 30%  และระยะ G2/M = 5% (ไดเซลลอยูในระยะ early S phase) [47]      ปริมาณ
สัดสวนของเซลลหลังจาก releasing ที่ศึกษาโดย Lavoie และ Drouin แตกตางจากปริมาณ
สัดสวนของเซลลของผลการศึกษานี้แมวาจะใช methotrexate ในปริมาณเดียวกัน    ความ
แตกตางนี้อาจมีสาเหตุจากการที่ Lavoie และ Drouin ใชเซลลลิมโฟซัยทที่กระตุนใหเกิดการ
แบงตัวดวย PHA เพียง 48 ชั่วโมง ซึ่งจะมีเซลลที่เกิดการแบงตัว (blastogenesis)นอยกวา  
กลาวคือยังมีเซลลที่อยูในระยะพัก(resting stage, G0)มากกวาทําใหไดสัดสวนของเซลลในระยะ 
G0/G1 เพิ่มข้ึน   นอกจากนี้อาจเปนเพราะความแตกตางของจุดเวลาที่ทําการเก็บเซลลเนื่องจาก
ความลาชาทางเทคนิคของการศึกษานี้ดังกลาวขางตนซึ่งในการศึกษานี้ไดทําการ fix เซลล
ภายหลังจาก release เซลลไปแลวเปนเวลา 30 นาทีทําใหเซลลเลื่อนออกจากจุด blocking ไป
ทางขวา  กลาวคือเลื่อนจากระยะ G1 มาอยูที่ระยะ S เพิ่มข้ึน 

เนื่องจากภายหลังการแบงกลุมเซลล (gating) แลว  จํานวนเซลลที่ไดภายในกรอบ
ที่ทําการแบงเซลลมีจํานวนไมเทากันซึ่งจะทําใหไมสามารถเปรียบเทียบสัดสวนของเซลลที่เวลา
ตางๆได   จึงปรับคาโดยใหจํานวนเซลลทั้งหมดที่ไดจากการแบงกลุมเซลลทั้งสามกลุมเปน 100 
เปอรเซ็นต  แลวจึงเปรียบเทียบสัดสวนของเซลลในที่เวลาตางๆ  โดยทํากราฟสัดสวน(เปอรเซ็นต)
ของเซลลในแตละเฟสเพื่อติดตามสัดสวนของเซลล ณ จุดเวลาตางๆที่ทําการเก็บเซลล     และนํา
สัดสวนของเซลลที่ไดนั้นมาทําเปนกราฟสัดสวนสะสมของเซลล (cumulative frequency curve) 
เพื่อพิจารณาภาพรวมของการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของเซลลเมื่อเวลาผานไป(ภาพที่ 4)    ซ่ึงพบวา
เซลลทุกกลุมยอยของกลุมที่ไดรับการกระตุนในแตละการทดลองมีลักษณะกราฟสัดสวนของเซลล
หรือกราฟสัดสวนสะสมของเซลลใกลเคียงกันเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม        อยางไรก็ตาม
เนื่องจากการแบงกลุมของเซลล (gating) จะมีผลกระทบโดยตรงตอจํานวนของเซลลในระยะ 
G0/G1 , S และ G2/M  แตเนื่องจากการแบงกลุมเซลลโดยใหมีความแมนยํา (accuracy) นั้น
กระทําไดยาก  รวมถึงลักษณะของเซลลที่ออกจากจุด block เปนไปโดยไมพรอมเพรียงกัน  ดังนั้น
การหาระยะของวงจรเซลลโดยการใชจากจุดสูงสุดของกราฟที่จุดเวลาหนึ่งไปยังจุดสูงสุดของกราฟ
อีกจุดเวลาหนึ่ง(peak to peak interval)โดยพิจารณาจากกราฟสัดสวนของเซลล(ภาพที่ 4)จึง
กระทําไดยาก 
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จากผลการทดลองเมื่อพิจารณาสัดสวนของเซลลแตละเฟสจะเห็นวาเซลลมี 
asynchrony อยางรวดเร็วภายหลังการ releasing     กลาวคือการดําเนินวงจรของเซลลไมเล่ือน
ไปสูระยะตางๆพรอมๆกันทุกเซลล      ซึ่งในการศึกษาจากลักษณะของโครโมโซมในระยะเมตาเฟส     
(metaphase chromosome) โดยเทคนิค SCEsนั้น    ก็พบวาเซลลที่เก็บในชั่วโมงที่ 33 นั้นมีทั้ง  
เมตาเฟสโครโมโซมที่ผานมา 2 รอบวงจรเซลลแลว (ซิสเตอรโครมาติดติดสีตางกัน)    และเมตาเฟส
โครโมโซมที่ผานมาเพียง 1 รอบวงจรเซลล (ซิสเตอรโครมาติดติดสีเหมือนกัน)      มีการศึกษาของ
Staiano-Coico, L. และคณะ พบวาระยะเวลาที่เซลลใชในการผาน S phase นั้นแปรผันตาม
ปริมาณ RNA  เซลลที่มีปริมาณ RNA มากกวาในระยะ G1 จะใชระยะเวลาในระยะ S  นอยกวา  
และพบวาเซลลลิมโฟซัยทที่ไดจากคนอายุนอยกวา 30 ป  ซึ่งคัดแยก PBMC แลวเลี้ยงใน RPMI 
1640 medium ที่มี 2 mM glutamine, 15% fetal calf serum กระตุนเซลลใหเกิดการแบงตัวดวย 
5 µM PHA และsynchronize ดวย mimosine มีชวงเวลาของระยะ S เปน  7.5-21.5 ชั่วโมง  [44]         
สําหรับในการทดลองนี้เซลลถูก synchronize ดวย methotrexate ซึ่งจะไปยับยั้งการทํางานของ 
dihydrofolate reductase enzyme ที่จะไปสราง dihydrofolate และ tetrahydrofolate ซึ่งมี
ความสําคัญในการสังเคราะห purine DNA, RNA และโปรตีน รวมถึงการเปลี่ยน dUMP เปน 
dTMP      แมวาจะ release เซลลโดยการเติม BrdU ซึ่งเปน Thymidine base analogue  แต
เซลลที่ถูก block ตั้งแตชวงแรกๆของการ synchronization อาจขาดสารจําเปนที่จะใชในระยะ S 
มากกวาและทําใหออกจาก blocking position ชากวาภายหลังจาก release เซลลแลว        การที่
เซลลมี asynchrony ทําใหการวิเคราะหการดําเนินวงจรของเซลลจากกราฟแสดงสัดสวนของเซลล
แตละเฟส(ภาพที่ 4)ทําไดยาก       ในการศึกษานี้จึงใชการวิเคราะหระยะเวลาของวงจรเซลลจาก
รูปกราฟการกระจายสัดสวนของ DNA (DNA distribution histogram)        ซึ่งเปนการวิเคราะห
เชิงคุณภาพ       ภายใตสมมุติฐานวาเซลลที่ไดรับการ release นั้น แมจะเกิด asynchrony 
เนื่องจากการออกจาก blocking position ไมพรอมกัน    แตเซลลจะมีระยะเวลาของวงจรเซลล
เทากัน [44]   ดังนั้นเมื่อพิจารณาระหวางจุดเวลาที่ 1 และจุดเวลาที่ 2  ที่เซลลดําเนินไปครบ 1 
รอบวงจรเซลล  จะพบรูปแบบของกราฟการกระจายสัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1, S และ 
G2/M ของจุดเวลาที่ 1 คลายกับรูปแบบของกราฟการกระจายสัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1, S 
และ G2/M ของจุดเวลาที่ 2  (ภาพที่ 5)    เนื่องจากเซลลที่อยูในระยะตางๆนั้นดําเนินไปจนมาสู
ระยะเดิมหลังจากใชเวลาผานไป 1 รอบวงจรเซลลแลว ซึ่งจะทําใหสามารถประมาณระยะเวลาของ 
วงจรเซลลจากเวลาทั้งสองได ( ตารางที่ 1 ) 
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ตารางที1่ : เวลาที่มกีารซ้าํรูปแบบของ กราฟการกระจายสัดสวนของ DNA  จากชวงเวลา 0 - 24  
ชั่วโมงหลงั release เซลล 

 กระแส  
ไฟฟา 

เวลาที่เก็บเซลล ( ชั่วโมง ) ชวง 
เวลา 

 กระแส  
ไฟฟา 

เวลาที่เก็บเซลล ( ชั่วโมง ) ชวง 
เวลา 

  0 3 6 9 12 15 18 21 24 (ช่ัวโมง)   0 3 6 9 12 15 18 21 24 (ช่ัวโมง) 

คนที่   0   µA   o      o 18 คนที่  0      µA    o     o 15 
1 0.2   µA o     o    15 6 0.2   µA  o     o   15 
 0.5   µA o      o   18  0.5   µA   o    o   12 
 1.0   µA  o      o  18  1.0   µA   o     o  15 
 2.0   µA   o     o  15  2.0   µA   o     o  15 
 4.0   µA   o      o 18  4.0   µA o     o    15 
                        

คนที่  0      µA   o      o 18 คนที่  0      µA o      o   18 
2 0.2   µA  o    o    12 7 0.2   µA   o     o  15 
 0.5   µA   o      o 18  0.5   µA o     o    15 
 1.0   µA o      o   18  1.0   µA  o      o  18 
 2.0   µA  o      o  18  2.0   µA  o      o  18 
 4.0   µA   o     o  15  4.0   µA    o     o 15 
                        

คนที ่ 0      µA          - คนที่  0      µA    o    o  12 
3 0.2   µA          - 8 0.2   µA    o   o   9 
 0.5   µA          -  0.5   µA  o    o    12 
 1.0   µA          -  1.0   µA   o     o  15 
 2.0   µA          -  2.0   µA     o    o 12 
 4.0   µA          -  4.0   µA    o    o  12 
                        

คนที่  0      µA  o      o  18 MT-4 0      µA   o    o   12 
4 0.2   µA  o     o   15 (1) 0.2   µA  o    o    12 
 0.5   µA o      o   18  0.5   µA  o     o   15 
 1.0   µA   o      o 18  1.0   µA  o     o   15 
 2.0   µA   o      o 18  2.0   µA    o    o  12 
 4.0   µA o     o    15  4.0   µA  o    o    12 
                        

คนที่  0      µA  o     o  o 15 MT-4 0      µA    o     o 15 
5 0.2   µA  o     o   15 (2) 0.2   µA  o    o    12 
 0.5   µA   o     o  15  0.5   µA     o    o 12 
 1.0   µA o     o    15  1.0   µA   o    o   12 
 2.0   µA  o     o   15  2.0   µA   o     o  15 
 4.0   µA o     o    15  4.0   µA  o    o    12 
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ในการศึกษานี้มีหนึ่งการทดลองจาก เซลลลิมโฟซัยทของคนที่ 3 ที่มีผลการทดลอง
แตกตางจากการทดลองอื่นๆ (ภาพที่ 6)   เซลลลิมโฟซัยทของคนที่ 3 นี้มีความลาชาในการดําเนิน
วงจรเซลลของทุกกลุมยอย   และไมพบการซ้ํารูปแบบของกราฟการกระจายสัดสวนของ DNA 
ภายในชวงเวลา 24 ชั่วโมง    โดยที่ไมทราบวาความแตกตางของผลการทดลองที่ไดจากเซลลลิม
โฟซัยทของคนที่ 3 นี้มาจากสาเหตุใด          หากเซลลของคนที่ 3 มีการตอบสนองในการแบงตัว
จากการกระตุนดวย PHA นอยกวาเซลลลิมโฟซัยทของคนอื่นๆแตเซลลสวนที่ตอบสนองตอสาร 
PHA นั้นนาจะเขาสูการแบงตัว (blastogenesis) โดยมีระยะเวลาที่เซลลใชในวงจรเซลลใกลเคียง
กับเซลลลิมโฟซัยทของคนอื่นๆ และเนื่องจากแหลงของเซลลไดมาโดยวิธีการเดียวกันและอายุของ
ผูบริจาคอยูในชวงใกลกัน  วิธีการเก็บเซลลเพื่อมาใชในการทดลองและอายุของผูบริจาคโลหิตจึง
มิใชสาเหตุของความแตกตางนี้  นอกจากนี้สารและน้ํายาที่ใชในการทดลองมาจากการเตรียมใน
คร้ังเดียวกันจึงไมใชสาเหตุของความแตกตางเชนเดียวกัน       แตหากเซลลลิมโฟซัยทของคนที่ 3 
มีการดําเนินวงจรเซลลเปนปกติ  อาจเปนไปไดวาเซลลมีการทยอยออกจาก blocking position 
ภายหลัง release จาก methotrexate ชามากทําใหมีการเพิ่มสัดสวนของเซลลในระยะถัดจาก 
blocking position ทีละนอย         จึงทําใหเห็นรูปแบบการกระจายสัดสวนของเซลลแตกตางจาก
เซลลลิมโฟซัยทของคนอื่นๆ       กลาวคือเซลลลิมโฟซัยทของคนที่ 3 อาจมีการตอบสนองตอการ
กระตุนใหเกิดการแบงตัว (blastogenesis) ของ PHA ไดดี    และมีการตอบสนองตอ 
methotrexate ดีมาก     เมื่อเซลลไดรับการ synchronize ใหหยุดอยูที่ระยะหนึ่งนานๆทําใหเซลลมี
การทําลายหรือการลดลงของสารจําเปนในการผลักดันใหเซลลเลื่อนจากระยะ G1 สูระยะ S 
มากกวาเซลลของคนอื่นๆ    เมื่อเซลลไดรับการ release จึงทําใหเซลลตองใชเวลาเพิ่มขึ้นในการ
เตรียมเซลล (สรางสารจําเปน)ใหพรอมสูการดําเนินวงจรเซลลตอไป    จึงเห็นเซลลชะงักอยูที่จุดที่
ทําใหเกิด synchronize นานกวาเซลลลิมโฟซัยทของคนอื่นๆ        เม่ือพิจารณาการเลื่อนสัดสวน
ของเซลลไปยังระยะถัดไปของกราฟการกระจายสัดสวนของ DNA  พบวาเซลลกลุมที่ 3 คอลัมน F        
(เซลลที่ไดรับกระแสไฟฟาขนาด 1 µA ณ ชั่วโมงที่ 15) มีการเลื่อนสัดสวนของเซลลไปทางขวา
มากกวากลาวคือเซลลกลุมนี้มีการดําเนินวงจรของเซลลเร็วกวากลุมควบคุม   อยางไรก็ตามเมื่อ
พิจารณาจาก histogram ทั้งหมดพบวาประชากรทุกกลุมยอยมีรูปแบบสัดสวนของเซลลในชั่วโมง
ตางๆคลายกัน  จึงกลาวไดวากระแสไฟฟาที่เซลลไดรับไมมีผลกระทบที่เห็นไดชัดตอการดําเนิน
วงจรของเซลลในกลุมที่ไดรับการกระตุนเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมของเซลลลิมโฟซัยทของคนที่ 3 
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มีระยะเวลาของวงจรเซลลส้ันกวากลุมที่ไดรับกระแสขนาด 4, 0.5, 2, 0 และ 1   µA ตามลําดับ        
สวน  MT-4 cell line  นั้นกลุมที่ไดรับกระแสไฟฟาขนาด  0.2 และ 4  µA    มีระยะเวลาของวงจร
เซลลส้ันกวากลุมที่ไดรับกระแสขนาด 0.5, 1, 2 และ 0 µA      การไมพบความแปรผันโดยตรงของ
ระยะเวลาของวงจรเซลลกับปริมาณกระแสไฟฟาที่ใหแกเซลลอาจเนื่องมาจากการใหกระแสไฟฟา
ในชวงเวลาเพียงสั้นๆจึงทําใหไมเห็นผลกระทบจากกระแสไฟฟาที่แตกตางกันอยางชัดเจนในแตละ
ขนาดกระแสไฟฟาที่ให 

จากการสังเกตพบวาผลที่ไดจากการวิเคราะหวงจรเซลลของเซลลลิมโฟซัยทจากคน       
ทุกคนนัน้ม ีG0/G1 peak สูงตลอดทุกชัว่โมงทีท่าํการเกบ็เซลล      การที ่G0/G1 peak มีความสูง
ตลอดทุกชั่วโมงนัน้อาจเนื่องจากเซลลลิมโฟซัยทจากคนภายหลังการกระตุนดวย PHA ไป 72     
ชั่วโมงและตอไปอีก 17 ชั่วโมงในชวงของ synchronization นั้น  ยงัมปีระชากรจํานวนหนึง่ซึง่ยังไม
ออกจากระยะ G0            ซึ่งมงีานวจิัยพบวาเมื่อวดัสัดสวนระหวางเซลลลิมโฟซัยทที่เกิดการ
แบงตัว (blastogenesis) กับเซลลลิมโฟซัยทที่ไมมกีารแบงตัวเมือ่ไดรับการกระตุนดวย 3.75% 
PHA ใน whole blood culture ที่เลี้ยงมานาน 72 ชั่วโมงนัน้   มีเซลลที่เกิดการแบงตัวประมาณ 
70% [43]       สวน PBMC ที่กระตุนดวย PHA 1.25 ไมโครกรัม/มล.รวมกับ 0.05% sRBC  มีเซลล
ที่เกิดการแบงตัว 69.32 % [46]   จากสองผลการศึกษาดังกลาวนี้แสดงใหเห็นวาเซลลลิมโฟซยัทที่
ไดรับการกระตุนใหเกิดการแบงตัวดวยสาร PHA นั้นยงัไมเขาสูวงจรเซลลทั้ง 100 เปอรเซ็นตเมื่อวดั
หลังจากเลีย้งเซลลแลวเปนเวลา 72 ชั่วโมง   ดังนัน้เซลลที่อยูใน G0/G1 peak ของ histogram จึง
ประกอบดวยเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนดวย PHA ที่อยูในระยะ G0 และระยะ G1  รวมถงึ
เซลลที่ไมเซลลที่ตอบสนองตอการกระตุนดวย PHA ซึ่งอยูในระยะ G0    อยางไรก็ตามเมื่อ
พิจารณาจากสัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1 ของ MT-4 cell line ก็พบวามี G0/G1 peak สูง
ตลอดทุกชั่วโมงทีท่าํการเกบ็เซลลเชนกัน   จากการสังเกตรูปแบบกราฟการกระจายสัดสวนของ 
DNA บางกราฟพบวาเมื่อเซลลสวนหนึง่อยูในระยะ mid S แลว  เซลลจะดําเนนิไปสูระยะ G0/G1 
และระยะ early S ของรอบวงจรใหมภายใน 3 ชั่วโมงตอมา(รูปที่ 8)      นัน่คือระยะ G2/M มี
ชวงเวลาสัน้มาก   เซลลจะเลื่อนจากระยะ mid S ผานระยะ G2/M จนเขาสูระยะ G0/G1 และระยะ 
early S  ของรอบวงจรใหมภายในเวลา 3 ชั่วโมง      ซึง่สัมพนัธกับกราฟสัดสวนของเซลล(รูปที่ 4) 
ที่พบวาเซลลที่อยูในระยะ G2/M มีสัดสวนต่ําและไมเห็นการเปลี่ยนแปลงอยางชัดเจนเมื่อเทียบกับ
สัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1 และ ระยะ S ตลอดทุกชั่วโมงที่ทาํการเก็บเซลล   (ซึ่งพบลกัษณะ
เชนเดียวกนันีใ้นการติดตามสัดสวนของเซลลในระยะตางๆของเซลล Chinese Hamster Ovary 
ภายหลงัการ synchronize ดวยวิธ ี mitotic detachment, centrifugal elutriation, central 
elutriation และ cell sorting [61] )    ดังนัน้การที ่G0/G1 peak มีสดัสวนสูงตลอดทุกชั่วโมงทีท่าํ
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ระหวางจุดสูงสุดของ tritium thymidine incorporation เปน 14-16 ชั่วโมง [45]        Maur, P. A. 
และคณะศึกษาจาก mitotic index ของ harlequin chromosome ที่ผาน 1, 2 และ 3 รอบวงจร
เซลล จาก whole blood culture   โดยใชเลือด 0.2 มล. จากคนอายุ 23-24 ป   เลี้ยงใน Ham’s 
F10 medium 3.6 มล., Fetal calf serum 0.6 มล. กระตุนใหเซลลแบงตัวดวย PHA-P  0.2 มล.  
และใช BrdU 25 µM      พบวาระยะเวลาของวงจรเซลลเปน 14.7 ชั่วโมง [51]        Tice, R. R. 
และคณะ ศึกษาจาก harlequin chromosome ของ whole blood culture เชนกัน  โดยใชเซลลที่
ไดจากคนอายุ 19-23 ป  ให 3.75% PHA-M (ไมระบุ medium ที่ใช ) และใช BrdU 25 µM และได
ระยะเวลาของวงจรเซลล เปน 12.3 ชั่วโมง [43]       จะเห็นไดวาระยะเวลาของวงจรเซลลที่ไดจาก
4 การศึกษาขางตนมีความแตกตางกัน  ความแตกตางของระยะเวลาของวงจรเซลลที่ไดในแตละ
การศึกษานั้นอาจเนื่องมาจากปจจัยทางเทคนิคของการทําการทดลอง  และวิธีการที่ใชในการเลี้ยง
เซลล เชน  ชนิดและปริมาณของ medium, serum, mitogen, อายุของผูบริจาคเลือด  หรือมาจาก
สาเหตุอ่ืนๆนอกเหนือไปจากที่ไดกลาวมาแลว 

การศึกษาครั้งนี้ทําโดยการวิเคราะหปริมาณ DNA ดวย flow cytometer ของเซลล
ลิมโฟซัยทที่ไดจากคนอายุ 18-25 ป     เล้ียงเซลลใน RPMI 1640 medium ที่มี 10% fetal calf 
serum       กระตุนใหเซลลแบงตัวดวย 2% PHA-M  เปนเวลา 72 ชั่วโมง   ทําการ synchronize 
เซลลดวย 10-7 M Methotrexate เปนเวลา 17 ชั่วโมงจึง release เซลล     แลวเลี้ยงตอใน CCM ที่
มี  2×10-5 M BrdU     พบวาเซลลลิมโฟซัยทของกลุมควบคุมมีระยะเวลาของ วงจรเซลลโดยเฉลี่ย
เปน 16.29 ± 2.36 ชั่วโมง   ระยะเวลาของวงจรเซลลที่ไดในการศึกษานี้ไมสามารถเปรียบเทียบกับ
ระยะเวลาของวงจรเซลลที่ไดในการศึกษาอื่นๆ  เนื่องจากใชวิธีการศึกษาตางกัน  รวมถึงระบบที่ใช 

ในการเลี้ยงเซลลแตกตางกันดังกลาว 
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5.2 ผลการเหนีย่วนําใหเกิด  SCEs 

การศึกษา genotoxic effect ของกระแสไฟฟาที่ใชกระตุนเซลล      ทําโดยให
กระแสไฟฟาขนาด 0.2-4 µA แกเซลลลมิโฟซัยทของคน 10 คนที่อยูในระยะ early S phase เปน
เวลา 1 ชั่วโมง  คนหนึง่คนจะแบงเปน 6 กลุมยอยตามคากระแสไฟฟาที่ไดรับ  แลวพิจารณาผล
ของกระแสไฟฟาตอการเหนีย่วนาํใหเกิด SCEs  โดยศึกษาจาก 50 metaphase plate ตอ 1 กลุม
ยอย  รวมทั้งสิ้น 3,000 metaphase plate  จากเซลลซึ่งเก็บที่ชั่วโมง 33 หลังการ release จาก 
methotrexate     ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 3   และตัวอยางโครโมโซมทีเ่กิด SCEs แสดงใน
ภาพที ่9 - 14 

จากการศึกษาพบวาคาเฉลี่ยของจํานวน SCEs ทั้งหมดตอเซลลในกลุมควบคุม 
เปน 9.05  SCEs ตอเซลล      สวนกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยกระแสไฟฟาขนาด  0.2, 0.5, 1, 2 
และ 4 µA มีคาเฉลี่ยของจํานวน SCEs ทั้งหมดตอเซลล     เปน 9.32, 9.09, 9.80, 9.56 และ 9.57 
ตามลําดับ      เมื่อพิจารณาจากคาเฉลี่ยของการเกิด SCEs ตอเซลลโดยเปรียบเทียบตามขนาด
ของกระแสไฟฟาที่ใหระหวางกลุมที่ไดรับการกระตุนกับกลุมควบคุมภายในคนคนเดียวกัน   พบวา
เซลลที่ไดรับกระแสไฟฟาขนาดสูงกวาจะมีการเกิด SCEs สูงกวากลุม ควบคุมเล็กนอย    แตไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %       ( P-value > .05 )  ดัง
แสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 :  คาเฉลี่ยของการเกิด SCEs ตอเซลล จากการวิเคราะหดวย repeated measurement 
ANOVA 
ความเขมของกระแสไฟฟา     mean    SD. N  

0 µA 9.05  ±  1.35 10 
0.2 µA 9.32  ±  1.71 10 
0.5 µA 9.09  ±  1.44 10 

1 µA 9.80  ±  1.62 10 
2 µA 9.56  ±  1.98 10 
4 µA 9.57  ±  1.80 10 

                 P-value         =         .593 
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ตารางที่ 3 :  จํานวน metaphase plate ที่มีความถี่ของการเกิด SCEs ตั้งแต 0–12 SCEs ตอ กลุม
โครโมโซม   (โดยจําแนกตามโครโมโซมกลุม A-G) 

จํานวน SCEs ตอ กลุมโครโมโซม 
กลุม A  กลุม B   กลุม C 

กระแส 
ไฟฟา 

คน 

ที ่
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

0 1 8 13 18 8 2 1     11 20 16  3   2 9 13 9 8 8   1     
µA 2 8 12 19 7 3  1    13 17 15 4 1   4 7 11 11 9 5 1 2      

 3 5 12 18 8 5 1 1    15 19 13 3    2 6 10 12 12 2 5   1    
 4 11 17 15 2 5      10 23 11 5 1   3 4 13 14 12 1 1 2      
 5 7 14 17 7 5      9 18 14 8 1   3 4 6 6 12 10 3 3 2 1    
 6 13 11 12 9 4 1     15 15 12 7 1    5 6 15 16 6   2     
 7 9 15 17 5 4      16 23 9 2     10 11 10 12 4 2 1      
 8 7 10 21 7 4  1    10 14 22 4     2 11 10 16 9 1 1      
 9 13 23 8 6       16 26 7 1    3 11 18 10 6 2        
 10 10 10 18 9 3      7 18 19 3 3   2 3 10 9 14 5 4 3      

0.2 1 3 14 19 7 7      8 21 14 7    3 3 7 13 13 5 2 4      
µA 2 8 20 11 9 1 1     15 18 13 4    3 4 11 15 5 6 5 1      

 3 3 17 16 9 5      14 23 9 4    2 5 12 12 7 7 1 3  1    
 4 8 10 15 15 1 1     14 15 14 6 1   1 3 4 18 6 10 6 2      
 5 8 16 14 6 2 4     11 22 13 4    1 3 6 11 7 9 7 2 2 1 1   
 6 7 14 6 18 4 1     10 24 10 6    1 4 10 7 10 7 6 5      
 7 13 15 10 9 3      25 10 10 4   1 3 3 11 6 11 8 7 1      
 8 4 9 24 7 4 2     7 21 14 7 1    3 7 16 10 7 6 1      
 9 14 22 9 3 1 1     18 20 9 3    6 8 14 16 6         
 10 5 20 13 9 2 1     15 15 17 3    1 10 18 10 7 1 1 2      

0.5 1 6 17 14 7 4 2     10 16 14 9 1   1 4 12 13 7 8 1 3 1     
µA 2 6 15 19 7 3      13 16 17 4    1 4 6 20 8 7 2 2      

 3 7 20 15 6 1  1    17 21 9 3    4 12 9 17 3 3 1  1     
 4 4 13 23 5 5      9 20 14 6 1   1 3 8 14 9 7 4 4      
 5 12 13 17 4 2 2     11 17 16 5 1   1 3 9 15 7 7 7 1      
 6 11 11 16 10 2      9 23 10 6 1 1  2  6 18 11 9 2 2      
 7 13 14 16 5 2      16 22 8 3 1   2 5 8 19 7 4 4 1      
 8 2 15 17 11 3 2     11 21 13 5    1 4 8 13 13 7 3 1      
 9 11 15 15 7 1 1     13 20 10 7    8 12 11 8 8 3        
 10 3 20 14 8 3 2     5 15 17 10 3   3  10 14 10 9 2 2      



                                                                                                                 
                            

 

 

31

ตารางที่ 2 (ตอ) :  จํานวน metaphase plate ที่มีความถี่ของการเกดิ SCEs ตั้งแต 0–12 SCEs ตอ 
กลุมโครโมโซม   (โดยจําแนกตามโครโมโซมกลุม A-G) 

จํานวน SCEs ตอ กลุมโครโมโซม 
กลุม A  กลุม B   กลุม C 

กระแส 
ไฟฟา 

คน 
ที่ 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 1 3 13 15 13 3 3     10 26 10 4    2 4 12 11 5 8 3 3  2    

µA 2 9 14 14 7 4  2    12 15 16 4 3   2 7 8 11 10 6 3 3      
 3 8 16 11 6 3 4 1  1  12 17 16 4 1   2 6 7 15 6 8 5    1   
 4 3 20 17 7 2 1     10 19 19 2    3 3 8 9 14 4 5 3 1     
 5 2 16 13 14 3 2     10 22 13 3 2   1 4 11 8 10 5 8  3     
 6 5 6 10 18 9 2     5 19 19 6 1   1 6 9 14 5 4 4 5 2     
 7 9 11 16 8 6      12 26 8 2 2    3 11 12 13 5 6       
 8 2 11 13 14 5 4 1    13 10 19 8    2 4 7 14 9 7 5 2      
 9 12 17 15 5 1      15 21 14     3 16 14 10 5 1 1       
 10 12 13 16 5 4      15 18 10 7     4 14 17 9 3 3       
2 1 4 19 16 9 1 1     17 19 12 1 1    2 9 15 7 7 6 2 2     

µA 2 6 19 11 10 2 2     10 17 19 3 1    3 12 15 5 8 2 2 2 1    
 3 5 12 17 11 4 1     12 19 13 4 2    7 13 13 4 9 3  1     
 4 7 16 20 4 1 2     7 25 14 3 1    5 6 19 10 7 1 2      
 5 5 15 17 8 4 1     14 18 13 3 1 1  1 6 11 7 12 7 5 1      
 6 3 17 15 10 4     1 10 18 11 6 4  1 2 1 6 14 11 5 5 4 1 1    
 7 8 16 10 3 9 4     12 20 11 5 2   1 4 4 12 9 9 6 2  1 1  1 
 8 5 17 23 2 2  1    13 16 18 3    1 8 13 10 13 1 3 1      
 9 7 20 14 5 2 2     21 18 8 2 1   3 6 18 16 4 3        
 10 8 17 19 3 3      17 19 11 3    2 6 14 13 8 3 2 1 1     
4 1 6 11 20 6 5 2     9 19 15 7    1 3 4 19 10 7 3 1 1 1    

µA 2 7 14 19 7 3      7 20 18 5    1 3 13 9 10 5 8  1     
 3 6 12 15 9 6 2     8 15 16 10 1   2 4 14 9 9 8 4       
 4 4 21 13 6 4 2     13 16 17 4    1 1 12 13 10 5 6 1   1   
 5 4 11 16 13 5 1     7 14 18 9 2    3 6 9 16 11 2 1 2     
 6 6 12 21 9 2      7 24 14 5     4 8 7 11 7 10 2 1     
 7 7 13 20 6 2 1 1    15 25 6 3 1   4 5 13 12 6 6 3 1      
 8 5 7 25 7 4 2     10 11 22 4 3   1 6 8 15 8 5 7       
 9 5 24 14 5 2      20 17 10 3    6 7 15 16 4 2        
 10 8 22 11 8 1      16 20 11 2 1   2 3 11 18 11 4 1       
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ตารางที่ 2 (ตอ) :  จํานวน metaphase plate ที่มีความถี่ของการเกดิ SCEs ตั้งแต 0–12 SCEs ตอ 
กลุมโครโมโซม   (โดยจําแนกตามโครโมโซมกลุม A-G) 

จํานวน SCEs ตอ กลุมโครโมโซม 
กลุม D  กลุม E กลุม F กลุม G 

กระแส 
ไฟฟา 

คน 
ที ่

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 0 1 2 
0 1 21 22 6   1   25 21 3 1     42 7 1     42 7 1 

µA 2 20 19 7 2 2   29 15 5 1     48 2       46 4   
 3 16 17 13 1 3   24 21 5       43 7       42 8   
 4 17 19 9 5     20 22 4 3   1 44 6       49 1   
 5 17 21 9 2   1 28 13 6 3     46 3 1     50     
 6 23 19 5 1 2   24 16 8 1 1   38 9 3     50     
 7 19 26 4 1     28 19 1 2     49 1       50     
 8 14 18 15 3     45 5         45 5       50     
 9 19 22 7 2     33 9 7 1     50         50     
 10 15 22 11 1 1   50           50         50     

0.2 1 19 20 7 3 1   31 15 2 2     43 7       49 1   
µA 2 23 14 11 2     28 15 5 2     45 4 1     45 4 1 

 3 20 18 7 4 1   30 15 5       50         43 3 4 
 4 13 21 10 5 1   26 16 8       41 7 1 1   39 11   
 5 17 19 12 1 1   20 18 11 1     46 3 1     46 4   
 6 15 15 17 2 1   33 9 4 4     43 6 1     50     
 7 18 21 8 3     22 19 8 1     40 10       50     
 8 24 16 8 2     28 16 6       47 3       50     
 9 25 21 4       39 9 2       50         50     
 10 21 20 9       36 13 1       50         50     

0.5 1 21 20 8 1     23 22 2 3     47 3       47 3   
µA 2 23 17 7 1 2   28 13 8 1     45 4 1     46 4   

 3 24 18 6 1 1   26 14 8 2     47 3       45 5   
 4 11 20 14 2 3   19 25 4 1 1   49 1       40 9 1 
 5 24 13 11 1 1   18 24 4 2 2   39 8 3     43 7   
 6 21 22 5 2     20 16 13 1     45 4 1     50     
 7 19 23 6 2     14 26 9 1     39 9 2     50     
 8 14 21 13 2     30 15 3 2     41 6 3     50     
 9 22 22 6       43 7         50         50     
 10 19 22 7 2     30 16 3 1     50         50     
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ตารางที่ 2 (ตอ) :  จํานวน metaphase plate ที่มีความถี่ของการเกดิ SCEs ตั้งแต 0–12 SCEs ตอ 
กลุมโครโมโซม   (โดยจําแนกตามโครโมโซมกลุม A-G) 

จํานวน SCEs ตอ กลุมโครโมโซม 
กลุม D  กลุม E กลุม F กลุม G 

กระแส 
ไฟฟา 

คน 
ที่ 

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 0 1 2 
1 1 20 11 11 7 1   29 16 2 3     45 5       47 3   

µA 2 17 22 7 2 2   27 16 7       47 3       46 3 1 
 3 21 18 8 1 1 1 31 13 6       42 6 2     46 3 1 
 4 18 23 5 4     28 13 6 2 1   47 3       45 5   
 5 19 17 11 1 1 1 29 13 7 1     46 3 1     45 4 1 
 6 25 15 8 2     18 26 6       43 7       50     
 7 17 20 7 3 3   28 17 5       45 5       50     
 8 25 17 7 1     43 7         42 6 2     50     
 9 25 19 5 1     35 13 1 1     50         50     
 10 23 22 3 1 1   48 1 1       50         50     
2 1 24 17 8 1     15 26 9       44 5 1     45 4 1 

µA 2 19 16 10 5     26 21 3       46 4       42 7 1 
 3 16 23 9 2     29 13 6 1 1   43 5 2     41 9   
 4 20 13 11 6     23 20 6 1     40 10       44 6   
 5 21 18 9 1 1   33 11 6       46 4       50     
 6 18 12 15 5     26 20 4       42 8       50     
 7 11 20 9 9   1 26 20 4       47 3       50     
 8 26 19 3 2     37 10 3       42 6 1   1 50     
 9 25 15 10       31 18 1       50         50     
 10 22 22 5 1     50           50         50     
4 1 17 20 8 4   1 29 14 7       42 8       45 5   

µA 2 27 9 9 5     32 15 2 1     45 5       44 5 1 
 3 18 14 13 5     26 19 4 1     36 10 4     42 8   
 4 20 9 15 5 1   25 18 6 1     41 9       49 1   
 5 14 19 11 6     25 18 6 1     41 6 3     50     
 6 19 20 8 3     24 18 6 2     39 11       50     
 7 24 18 7 1     30 17 3       47 3       50     
 8 21 17 11   1   40 6 4       42 7 1     50     
 9 26 17 5 2     29 18 3       50         50     
 10 21 15 13 1     50           50         50     
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คาเฉลี่ยการเกดิ SCEs ในกลุมควบคุมของการศึกษาครั้งนี้เปน 7.79 SCEs/เซลล       
ซึ่งมีคาสงูกวาคาเฉลี่ยของการเกิด SCEs ที่ศึกษาโดยอมราและสุพัตรา ซึ่งศกึษาใน whole blood 
culture ของเซลล    ลิมโฟซัยทที่ไดจากคนอายุระหวาง 18-22 ป     โดยเลีย้งเซลลใน RPMI 1640 
medium  ที่มี fetal calf serum (ไมระบุปริมาณ)   และกระตุนเซลลใหเกิดการแบงตัวดวย PHA    
(ไมระบุปริมาณ)  ใสสาร BrdU 5 µg /ml ที่ชั่วโมงที่ 24 หลังจากกระตุนเซลลดวย PHA   โดยไมทาํ
การ synchronize เซลล    และได baseline SCEs  เปน 5.46 ± 0.39  [52]       เนื่องจากความ
แตกตางของ medium ที่ใช , harvesting time , และปริมาณ serum นั้นจะมีผลตอความถี่ของการ
เกิด SCEs [53]   จึงเปนไปไดวาคา SCEs ที่แตกตางกันนี้มาจากวธิีการเลี้ยงเซลลที่แตกตางกนั      
โดยการแยกเลี้ยงเฉพาะ PBMC  ทําใหเซลลมีโอกาสสัมผัส BrdU มากกวา    จึงทําใหเซลลมี
ความถี่ของการเกิด SCEs สูงกวา 

 จากผลการทดลองพบวามีแนวโนมที่เซลลที่ไดรับกระแสไฟฟาที่มีความเขม
มากกวาจะมีโครโมโซมที่เกิด multibreak (คือ มี SCEs มากกวา 1 ตําแหนงที่ p-armหรือ q-arm 
ของโครโมโซมตัวหนึ่งๆ) มากกวา    แตอยางไรก็ตามไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติของจํานวนโครโมโซมที่เกิด multibreak จากการเหนี่ยวนําดวยกระแสไฟฟาขนาดตางๆกับ
กลุมควบคุม  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (P-value > .05)  ดังแสดงในตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 : คาเฉลี่ยของจํานวนโครโมโซมทีเ่กิด multibreak ตอเซลล จากการวิเคราะหดวย 
repeated   measurement ANOVA  
ความเขมของกระแสไฟฟา mean     SD. N  

0 µA  0.70  ±  0.11 10 
0.2 µA  0.72  ±  0.25 10 
0.5 µA  0.71  ±  0.18 10 

1 µA  0.78  ±  0.28 10 
2 µA  0.76  ±  0.39 10 
4 µA  0.77  ±  0.27 10 

                 P-value         =         .950 

เมื่อพิจารณาจากผลของกระแสไฟฟาในดาน จํานวนโครโมโซมที่เกดิ SCEs ตอ
เซลลนัน้  ไมพบวามีความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติระหวางกลุมควบคมุกับกลุมที่ไดรับ
กระแสไฟฟาขนาดตางๆ  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (P-value > .05)  ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางที่ 6 : จํานวน SCEs รวม ที่ p-arm, centromere และ q-arm ในแตละกลุมโครโมโซม 
chromosome   

group 
site valid missing sum of  SCEs divided 

factor 
sum of  SCEs 

per chromosome 
A p-arm 3000 0 2290 6 381.67

 centromere 3000 0 349 6 58.17

 q-arm 3000 0 3976 6 662.67

B p-arm 3000 0 808 4 202.00

 centromere 3000 0 253 4 63.25

 q-arm 3000 0 3486 4 871.50

C p-arm 3000 0 2768 15 184.53

 centromere 3000 0 780 15 52.00

 q-arm 3000 0 7861 15 524.07

D p-arm 3000 0 10 6 1.67

 centromere 3000 0 60 6 10.00

 q-arm 3000 0 2994 6 499.00

E p-arm 3000 0 275 6 45.83

 centromere 3000 0 255 6 42.50

 q-arm 3000 0 1301 6 216.83

F p-arm 3000 0 68 4 17.00

 centromere 3000 0 145 4 36.25

 q-arm 3000 0 177 4 44.25

G p-arm 3000 0 2 5 0.40

 centromere 3000 0 28 5 5.60

 q-arm 3000 0 283 5 56.60

 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธของ ปริมาณกระแสไฟฟา กับ กลุมโครโมโซม ในดาน
จํานวนการเกดิ SCEs ในแตละกลุมโครโมโซม         พบวาเซลลกลุมที่ไดรับกระแสไฟฟาขนาด  
0.2, 0.5, 1, 2 และ 4 µA  มีรูปแบบความสัมพนัธในดาน ปริมาณกระแสไฟฟา กับ จาํนวน SCEs ที่เกิด
ในแตละกลุมโครโมโซมคลายกัน (ดังแสดงในภาพที่ 17) จึงสรุปไดวาปริมาณกระแสไฟฟาไมมี
ความสัมพันธกับจํานวนการเกิดSCEs ในแตละกลุมโครโมโซม      จากการทดลองพบวากลุมที่
ไดรับกระแสไฟฟาทุกกลุมมกีารเกิด SCEs ที่โครโมโซมกลุม C มากที่สุดเชนเดยีวกับกลุมควบคมุ   
อยางไรก็ตามเมื่อวิเคราะหโดยใหน้าํหนักแกโครโมโซมตามกลุม  คือหารจํานวนการเกิด SCEs ใน
แตละกลุมโครโมโซมดวยจํานวนโครโมโซมที่อยูในกลุมนั้น   จะพบวาโครโมโซมกลุม B เปนกลุมที่
เกิด SCEs มากที่สุดในทกุกลุมที่ไดรับการกระตุนรวมถึงกลุมควบคมุ   โดยมโีครโมโซมกลุมที่เกิด 
SCEs รองลงมาคือ กลุม A        และเรียงลําดับความถีข่องการเกิด SCEs ในกลุมตางๆจากมากไป
นอยไดวา  SCEs เกิดที ่โครโมโซมกลุม B > A > C > D >E >F > G ( ดังแสดงในภาพที่ 18 ) 
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จากการทดลองพบวากระแสไฟฟาไมมีผลอยางเฉพาะเจาะจงในการเหนี่ยวนําให
เกิด SCEs เพิ่มข้ึนในโครโมโซมกลุมใดกลุมหนึ่งโดยเฉพาะ   การเกิด SCEs มีความสัมพันธกับ
ขนาดของโครโมโซมโดยโครโมโซมที่มีขนาดโตกวาจะมีโอกาสเกิด SCEs สูงกวา    เมื่อพิจารณาถึง
กลไกการเกิด SCEs นั้นมีสมมุติฐานวา SCEs เกิดจาก single strand breaks ซึ่งอาจเกิดขึ้นที่ 
prereplication DNA region ที่ใกลกับ replication point   แลว fork replication มีการเคลื่อนเขา
หาตําแหนงนั้นกอนที่จะมีการซอมแซม     หรืออาจเกิด single strand breaks ที่ replicaiton 
point แลวสาย DNA ที่แตกหักนี้ไปจับคูกับ discontinuously replicating DNA strand    โดย
สมมุติฐานนี้ตําแหนงการสลับที่จึงอยูแถว replication point [35]    การพบความสัมพันธของ
ขนาดของโครโมโซมกับอัตราการเกิด SCEs จึงอาจมีสาเหตุมาจากการที่โครโมโซมที่มีขนาด
มากกวาจะใชเวลาในการสังเคราะห DNA ในระยะ S มากกวา  จึงทําใหมีโอกาสเกิดความ
ผิดพลาดในชวงขณะที่กําลังมีการสังเคราะห DNA ไดมากขึ้น 
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บทที่  6 
สรุปผลการวิจัย  

 

1.     งานวจิยันี้ศึกษาผลกระทบของกระแสไฟฟาขนาด 0 – 4 µA   ที่ใหแกเซลล     
ลิมโฟซยัทเปนเวลา 1 ชั่วโมงภายหลังการ synchronize ดวย methotrexate  การศึกษา
ผลกระทบของกระแสไฟฟาทีม่ีตอการดําเนนิวงจรของเซลลนั้น  พบวากระแสไฟฟามีแนวโนม
กระตุนใหเซลลมีการแบงตัวเร็วขึ้น    โดยในเซลลลิมโฟซัยทของคนนัน้กลุมที่ไดรับกระแสไฟฟา
ขนาด  0.2 µA มีระยะเวลาของวงจรเซลลส้ันกวากลุมทีไ่ดรับกระแสไฟฟาขนาด 4, 0.5, 2 µA,กลุม
ควบคุม และกลุมที่ไดรับกระแสไฟฟาขนาด  1   µA ตามลําดับ       (ระยะเวลาของวงจรเซลลของ
กลุมที่ไดรับกระแสไฟฟาขนาด 0.2, 4, 0.5, 2 µA, กลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับกระแสไฟฟา
ขนาด  1   µA เปน 13.71 ± 2.36 ชั่วโมง, 15.0 ± 1.73 ชั่วโมง,  15.42 ± 2.70 ชั่วโมง, 15.86 ± 
2.27 ชั่วโมง, 16.29 ± 2.36 ชั่วโมง  และ   16.71 ± 1.60 ชั่วโมง   ตามลําดับ)             

ในการศึกษาเรื่องการดําเนินวงจรของเซลลโดยการวิเคราะหปริมาณของ DNA ดวย 
flow  cytometer นั้นไดทําการแบงกลุมเซลลโดยใชขนาดของเซลลและปริมาณ DNA ของเซลล
เปนเกณฑในการแบงโดยวิธี manual  gate ซึ่งจะแบงเซลลไดเปน 3 กลุม (คือ เซลลกลุม G0/G1, 
S และ G2/M)  จากเซลลซึ่งไดรับการยอม DNA ภายในเซลลดวย propidium  iodide โดยไมไดมี
การยอมสีเพื่อจําแนกเซลลในระยะใดระยะหนึ่งเปนพิเศษ  รวมทั้งลักษณะของเซลลซึ่งในการ
ทดลองนี้พบวาเซลลมี asynchrony คอนขางมากภายหลัง release จาก blocking  position    
ดังนั้นการวิเคราะหระยะเวลาของวงจรเซลลจากขอมูลที่ไดโดยวิธีดังกลาว จงึมีผลที่ไมชัดเจนนัก
ดังนั้นเพื่อใหไดผลที่ชัดเจนยิ่งขึ้นควรมีการศึกษาตอโดยใชวิธีการยอมเซลลที่มีความจําเพาะยิ่งขึ้น
รวมถึงการใชวิธีที่จะสามารถทําใหเซลลมี synchrony ดีขึ้น    การปรับปรุงใหเซลลมี synchrony 
ดีขึ้นมักทําโดยวิธี double synchronization [47, 48]       งานวิจัยนี้ใชเซลลของมนุษยใน
การศึกษาซึ่งจะมีความจํากัดในการทํา double synchronization เนื่องจากจะมีโอกาสทําใหเซลล
ตายไดสูง    การปรับปรุง synchrony  ของเซลลจึงอาจกระทําโดยเปลี่ยนแปลงขนาดของ 
methotrexate ที่ใชหรือทดลองใชสารอื่นในการ block เซลลหรือเปลี่ยนมาใช cell  line แทนเซลล
ของมนุษยในการศึกษา  ซึ่งสามารถทํา double synchronization ไดดีและทําใหเซลลมี 
synchrony ดีขึ้น  ซึ่งจะชวยทําใหการศึกษาระยะเวลาของวงจรเซลลทําไดงายขึ้น  
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2.         การศึกษาผลกระทบของกระแสไฟฟาในดานความเปนอันตรายตอสาร       
พันธุกรรมนั้น    ไมพบความแตกตางของผลกระทบตออัตราการเกิด SCEs ระหวางกลุมที่ไดรับ
กระแสขนาดตางๆกับกลุมควบคุม  ทําใหสรุปไดวากระแสไฟฟาขนาด 0-4 µA ที่ใหแกเซลลในระยะ 
S เปนเวลา 1 ชั่วโมงนั้นไมมีผลกระทบตอเซลลลิมโฟซัยทในดานการทําใหเกิดอันตรายตอ DNA       
แมจะพบวาเซลลที่ไดรับกระแสไฟฟาที่มีความเขมสูงกวาจะทําใหเกิด SCEs ตอเซลลสูงกวากลุม
ควบคุมเล็กนอย  และมีแนวโนมวาเซลลที่ไดรับการกระตุนดวยกระแสไฟฟาขนาดความเขมของ
กระแสสูงกวาจะมีโครโมโซมที่เกิด multibreak มากกวากลุมควบคุม  แตไมพบความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติทั้งสองกรณี     อยางไรก็ตามไมอาจสรุปไดวากระแสไฟฟาจะไมมีผลกระทบ
ตอเซลลเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีอันเปนผลจากกระแสไฟฟาเหนี่ยวนํานาจะเกิดขึ้น
ภายในเซลล     นอกจากนี้ผลกระทบเหลานี้อาจเปลี่ยนไปหากเปลี่ยนคากระแสไฟฟาที่ให  หรือ
เพิ่มเวลาที่เซลลไดรับการกระตุน  จึงตองการการศึกษาเพื่อใหรูผลที่แนชัดตอไป   

ในงานวิจัยนี้ใชวิธี SCEs  assay  ในการศึกษาความเปนอันตรายตอสารพันธุกรรม
อันเนื่องมาจากกระแสไฟฟา  ซึ่ง SCEs  assay  นั้นจัดวาเปนวิธีตรวจสอบที่มีความไวในระดับหนึ่ง
และเปนที่ใชโดยทั่วไปในการศึกษาความเปนอันตรายตอสารพันธุกรรมจากสารเคมีที่สงสัยวามี 
คุณสมบัติกอมะเร็ง [21, 27-29]      แตในการทดลองนี้ส่ิงกระตุนที่ใหแกเซลลคือกระแสไฟฟาซึ่ง
จัดเปนปจจัยทางฟสิกส     จึงควรมีการศึกษาความเปนอันตรายตอสารพันธุกรรมโดยวิธีการอื่น ๆ 
เพิ่มเติมเพื่อใหเกิดความสมบูรณรอบดานอันจะทําใหเกิดความแนใจในผลกระทบของกระแสไฟฟา
ที่มีตอสารพันธุกรรมเพิ่มข้ึน 
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ภาคผนวก  ก 
 
RPMI 1640 medium 
 RPMI 1640 with L-glutamine without bicarbonate  1 ซองละลายในน้าํกลัน่ 1 ล. 
 เติม NaHCO3  2  ก. 
 เติม antibiotic 6 มล. 
 
Complete Culture Medium ( CCM ) 
 นํา RPMI 1640 medium  90 มล. ผสมกบั Fetal bovine serum  10 มล. 
 
10-5 M Methotrexate 
 ยาน้าํ methotrexate ขนาด 10 มก./มล.  นํามา  50 ไมโครลิตร   
 ผสมใน RPMI 1640 medium  100 มล. 
 เวลาใช  :  ใส methotrexate solution 10 ไมโครลิตร / CCM 1 มล.  
 
BrdU  solution 
 ชั่งสาร BrdU  50 มก.  ละลายในน้าํกลัน่ 100 มล. 
 เวลาใช  :  ใส BrdU  solution 10 ไมโครลติร / CCM 1 มล.  
 
0.001% Colchicine 
 ชั่งสาร Colchicine 0.001  ก.  ละลายในน้าํกลั่น 100 มล. 
 เวลาใช  :  ใส Colchicine solution 20 ไมโครลิตร / CCM 1 มล.  
 
Hypotonic solution 
 ชั่งสาร KCl  5.6  ก.  ละลายในน้าํกลัน่ 1 ล.  ( เปน stock solution ) 
 เวลาใช  :  ผสม stock solution 3 สวน  ตอ น้ํากลั่น 1 สวน 
 
Fixative solution 
 ผสม Methanol 3 สวน  ตอ Gracial acetic acid 1 สวน  ( เตรียมสด ) 
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10-4 M Hoechst dye 
 ชั่งสาร Hoechst 33258  0.005  ก.  ละลายในน้ํากลั่น 100 มล.   ,เกบ็ใหพนแสงสวาง 
 
Phosphate buffer 
 ชั่งสาร NaH2PO4 ⋅ 2H2O       4.499  ก.   ละลายในน้าํกลั่น 20 มล.   
 ชั่งสาร C6H5Na3O7 ⋅ 2H2O  11.764  ก.  ละลายในน้าํกลั่น 1000 มล.  
 นําสารทั้งสองมาผสมกนั  โดยปรับสัดสวนจนได pH 7.0 
 
Giemsa stock solution 
 ชั่งสาร Giemsa powder  1.0  ก.    

ละลายใน Glycerol  60 มล.     และ     Methanol  60 มล.   
นําไปอุนดวย water bath  ที่อุณหภูมิ 66 0C  เปนเวลา 2 ชั่วโมง     
กรอง แลวเก็บใหพนแสงสวาง 

 
Sorensen buffer 
 ชั่งสาร KH2PO4       4.177  ก.  
 ชั่งสาร Na2HPO4         4.752  ก.   

ละลายในน้าํกลั่น 860 มล.  
 
Giemsa working solution 
 ผสม Giemsa stock solution 5  มล. กับ Sorensen buffer 45  มล. 
 
Propidium iodide staining solution  [56,57] 
 -ชั่งสาร Propidium iodide   0.01  ก.   ละลายในน้ํากลัน่   50 มล.   
 -ชั่งสาร RNase 0.005 ก.  ละลายในน้าํกลัน่ 1 มล. แลวนําไปอุนที่อุณหภูมิ 800C,30 นาท ี
 -ชั่งสาร Na2Citrate              0.25  ก.   ละลายในน้ํากลัน่ 200 มล.   
แลวเติม Triton X-100   0.05  มล.   
 นําสารทั้งหมดมาผสมกนั  ,เก็บใหพนแสงสวาง 
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ภาคผนวก  ข 
 
การแบงกลุมโครโมโซม 
 

โครโมโซมที่อยูในระยะเมตาเฟส  นั้นประกอบดวย 2 โครมาติดที่มีจดุเชื่อมระหวาง 
2 โครมาติดที ่ primary constriction (ซึ่งมักเรียกวา centromere)     การม ี centromere ทาํให
สามารถแบงสวนของโครโมโซมไดเปน 2 สวน  คือ สวนที่อยูเหนือ centromere เรียกวา upper 
arm หรือ short arm หรือ p-arm  และสวนที่อยูใต centromere เรียกวา lower arm หรือ long 
arm หรือ q-arm    นอกจากนี้ยงัสามารถแบงชนิดของโครโมโซมไดเปน 3 ชนิด  ตามตําแหนงของ 
centromere บนโครโมโซม          ไดแก   metacentric chromosome คือ โครโมโซมทีม่ี 
centromere อยูที่กึง่กลาง ,submetacentric chromosome คือ โครโมโซมทีม่ ีcentromere อยูที่
หางจากกึ่งกลาง  ทาํใหเหน็แขนโครโมโซมดานหนึ่งยาวกวาอกีดานหนึง่   และ  acrocentric 
chromosome คือ โครโมโซมที่ม ีcentromere อยูที่เกอืบปลายสุดดานหนึง่ของโครโมโซม 

โครโมโซมบางโครโมโซมจะมี secondary constriction  คือ สวนคอดของแขน
โครโมโซม (tread-like portion) ซึ่งยอมติดสี Giemsa เปนสีจาง  และมักพบอยูบน short arm ของ 
acrocentric chromosome ตอกับสวน  satellite ซึ่งเปน DNA ชวงสัน้ๆ 

โครโมโซมที่อยูในระยะเมตาเฟสมหีลายขนาด  จากขนาดของโครโมโซมและ
ตําแหนงของ centromere ทําใหสามารถแบงโครโมโซมไดเปน 7 กลุม  แตไมสามารถแยกเปน 
chromosome number ได      การจะจาํแนกโครโมโซมตาม chromosome number (คือ แยกเปน
โครโมโซมที ่1-22 และ โครโมโซมเพศ) จําเปนตองอาศัยการยอมพิเศษ  เชน G-banding ซึ่งจะทํา
ใหเหน็โครโมโซมติดสีเปนแถบมืด (dark band) และแถบสวาง (light band) ตามลักษณะจําเพาะ
ของโครโมโซมแตละตัว 

โครโมโซม 7 กลุม  ไดแก โครโมโซมกลุม A-G  มีลักษณะดังนี ้
กลุม A : โครโมโซมขนาดใหญที่สดุ  ประกอบดวย โครโมโซมที ่ 1 ซึ่งเปน metacentric 

chromosome ขนาดใหญทีสุ่ด , โครโมโซมที่ 2 เปน submetacentric chromosome ขนาด
ใหญที่สุด  และโครโมโซมที่ 3 ซึ่งเปน metacentric chromosome ที่มีขนาดใกลเคียงกับ
กลุม B 

กลุม B : ประกอบดวย โครโมโซมที ่ 4-5 ซึ่งไมสามารถแยกจากกันไดโดยไมยอมสีพิเศษ  
โครโมโซมกลุมนี้เปน submetacentric chromosome ทีม่ี centromere หางจากจุดกึ่งกลาง
มาก  และมีขนาดใหญกวาโครโมโซมกลุม C 
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กลุม C :   เปน submetacentric chromosome ขนาดกลาง ประกอบดวยโครโมโซมที ่6 -12 และ 
โครโมโซม X   โดยโครโมโซมที่ 6 มีขนาดใหญที่สุดในกลุม C    โครโมโซมที่ 7 และ
โครโมโซม X มีขนาดรองลงมา  แตโครโมโซม X  จะมี centromere ใกลจุดกึ่งกลางมากกวา
โครโมโซมที ่7, โครโมโซมที ่11 มี centromere ใกลจุดกึ่งกลางมากทีสุ่ดในกลุม C     ขณะที่
โครโมโซมที ่8,10,12 มี centromere หางจากจุดกึง่กลางคอนขางมากโดยที่โครโมโซมที่ 12 
มี centromere หางจากจุดกึ่งกลางมากทีสุ่ดในกลุม C, สวนโครโมโซมที ่9 นั้นจะมขีนาดไม
แนนอนขึ้นกับการขดเกลียวบริเวณ heterochromatic ที่ดานลางของ centromere  

กลุม D : เปน acrocentric chromosome ขนาดกลาง ประกอบดวย โครโมโซมที ่ 13-15 ซึ่งมี
ลักษณะคลายกันมาก  และบางครั้งอาจมองเหน็ short arm สั้นๆกับสวน satellite 

กลุม E : เปน submetacentric chromosome ขนาดเล็ก ประกอบดวย โครโมโซมที ่16-18 ซึ่งมี
ขนาดใกลเคียงกับกลุม D  แตสามารถมองเห็น short arm ไดชัดเจนกวา     โครโมโซมที่  16 
จะมี centromere อยูใกลจุดกึ่งกลางที่สุดในกลุม E ขณะที่โครโมโซมที1่8 จะมี centromere 
อยูหางจุดกึง่กลางที่สุดในกลุม E 

กลุม F : เปน metacentric chromosome ขนาดเล็ก ประกอบดวย โครโมโซมที ่ 19-20 ซึ่งมี
ลักษณะคลายกันมาก 

กลุม G : เปน acrocentric chromosome ขนาดเล็ก ประกอบดวย โครโมโซมที่ 21-22 และ 
โครโมโซม Y        โครโมโซมที่ 21-22 มักสามารถมองเห็น short arm สั้นๆกับสวน satellite 
เหมือนกลุม D     ขณะที่โครโมโซม Y นัน้ไมม ี satellite แตอาจมี short arm ที่เหน็ชัดเจน
กวาโครโมโซมที ่ 21-22  และมีขนาดไมแนนอน  บางครั้งอาจมีขนาดใหญกวาโครโมโซมที่ 
18  แตจะยังคงเหน็ short arm ไดชัดเจนกวาโครโมโซมที ่21-22.       [60] 

 
เซลลลิมโฟซยัทโดยปกติจะมีโครโมโซมจาํนวน 46 ตัว  แตจํานวนโครโมโซมอาจมี

ความแปรผันไดระหวาง 45-49 ตัว   ในการศึกษานี้จะทําการวเิคราะหเฉพาะเซลลที่มีโครโมโซม
จํานวน 46 ตัวเทานัน้  โดยพิจารณาการเกิด SCEs ตามกลุมโครโมโซมที่ตาํแหนง p-arm, 
centromere, และ q-arm   จํานวน 50 metaphase plate ตอการทดลอง 1 กลุมยอย. 
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