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บทคดัย่อ 

 แบคทีเรียกรดแลคติก3 8มีประโยชน์และความสําคัญในการเป็นโพรไบโอติก ซ่ึงบางสายพันธ์ุมี

คุณสมบติัเฉพาะสามารถปรับการสร้างไซโตไคน์ได ้การศึกษาคร้ังน้ีไดเ้ลือก38แบคทีเรียกรดแลคติก38 24 สายพนัธ์ุ38 

โดยใชแ้อนติเจนแบบเซลลแ์ตก และเซลลมี์ชีวติ จากแต่ละสายพนัธ์ุมาทดสอบการปรับภูมิคุม้กนัของการสร้างไซ

โตไคน์ชนิดอินเตอร์เฟอรอนแกมมา (IFN-γ) และอินเตอร์ลิวคิน 4 (IL-438) ในเซลล์โมโนไซต์ชนิด THP-1         

ผลการศึกษาพบว่า38สายพนัธ์ุ MSMC66-1 แบบเซลล์แตกกระตุน้การสร้าง IFN-γ ขณะท่ีสายพนัธ์ุ MSMC25-2 

ยบัย ั้ง3 8การสร้าง IFN-γ และเป็นท่ีน่าสนใจท่ีสายพนัธ์ุ MSMC25-2 แบบ38เซลล์มีชีวิต38กระตุน้การสร้าง IFN-γ ได ้38

ในขณะท่ีสายพันธ์ุ MSMC66-1 และสายพันธ์ุ MSMC99-1 ยบัย ั้ง 38IFN-γ การศึกษาใน IL-4 พบว่า38สายพนัธ์ุ38 

MSMC25-238 38และสายพนัธ์ุ MSMC99-1 แบบเซลลแ์ตก38กระตุน้การสร้าง IL-4 ขณะท่ีสายพนัธ์ุ MSMC66-1 ยบัย ั้ง 

IL-4 นอกจากน้ีพบวา่สายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC66-138 แบบ38เซลล์มีชีวิต38กระตุน้การสร้าง38 IL-4    

แต่สายพนัธ์ุ MSMC99-1 ยบัย ั้งการสร้าง IL-4 การปรับภูมิคุม้กนัของ38แบคทีเรียกรดแลคติกแบบ38เซลลมี์ชีวิต สาย

พนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC66-1 พบการลดลงของการมีชีวิต 1 38ลอการิทึม ทีพีเอช 3.0 และเพ่ิมข้ึน     

1 38ลอการิทึม ท่ีพีเอช 4.0 38แบคทีเรียกรดแลคติก38สายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC66-1 พบมีการลดลง

ของการมีชีวิต 1 ลอการิทึม ท่ีความเขม้ขน้นํ้ าดี 0.3% และ 0.8% และอนาคตอาจมีการศึกษาเก่ียวกับสายพนัธ์ุ       

ท่ีสามารถปรับภูมิคุม้กนัเพ่ือ38นาํมาเป็นอิมมูโนโพรไบโอติกอีกดว้ย 

คาํสําคญั: แบคทีเรียโพรไบโอติก แบคทีเรียกรดแลคติก อิมมูโนโพรไบโอติก อินเตอร์เฟอรอนแกมมา อินเตอร์ลิวคิน-4 
Abstract 

 Lactic acid bacteria have been beneficial and significantly used as probiotics. Some specific 
strains can modulate the production of cytokines. In this study, the selected 24 strains of lactic acid 
bacteria which consisted of sonicated cells and viable cells were investigated for the 
immunomodulation on interferon (IFN)-gamma and interleukin-4 (IL-4) in THP-1 monocytic cells. 
The results revealed that sonicated cell of MSMC66-1 strain can stimulate IFN-γ while sonicated cell 
of MSMC25-2 strain inhibited IFN-γ. Interestingly, viable cell of MSMC25-2 strain stimulated IFN-γ 
whereas viable cell of MSMC66-1 and MSMC99-1 38strains inhibited IFN-γ. According to the IL-4 
study, sonicated cell of MSMC25-2 and MSMC99-1 strains can stimulate IL-4 while sonicated cell of 
MSMC66-1 strain can inhibit IL-4. Furthermore, the viable cell of MSMC25-2 and MSMC66-1 strains 
can stimulate IL-4 but MSMC99-1 strain can inhibit IL-4. On the immunomodulatory strains of viable 
cells, MSMC25-2 and MSMC66-1, showed the decrease of viability 1 log value in pH 3.0 and increase 
1 log value in pH 4.0. The viability of MSMC25-2 and MSMC66-1 strains showed the decrease 1 log 
value in 0.3% and 0.8% bile. A further study on the immunomodulatory strains could be useful for 
immunoprobiotics. 
 
Keywords: Probiotics, Lactic acid bacteria,  Immunoprobiotics,  Interferon-Gamma,  Interleukin-4
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บทนํา 
 

โพ รไบ โอติก เป็ น จุ ลิน ท รีย์ท่ี มี ป ระโยชน์ ใน การส่ งเส ริม สุ ขภาพ  ส าม ารถ ป รับ ภู มิ คุ ้ม กัน 

(immunomodulation) ลดอาการของลาํไสอ้กัเสบ (inflammatory bown disease) (Young SL, 2004, pp. 686-690), 

(Kamada N, 2008, pp. 214-220) ลดอาการของโรคภูมิแพ ้(allergic diseases) เป็นตน้ โพรไบโอติกตามคาํนิยาม

ของ FAO/WHO ในปี 2002 หมายถึงจุลินทรียท่ี์มีชีวิตเม่ือร่างกายไดรั้บเขา้ไปในปริมาณท่ีเพียงพอจะก่อให้เกิด

ผลดีต่อสุขภาพ (FAO/WHO, 2002) โพรไบโอติกนั้นสามารถผลิตกรดแลคติกท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายเป็น

อยา่งมาก จึงเรียกวา่แบคทีเรียกรดแลคติก ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นจุลินทรียป์ระจาํถ่ินและมีการนาํมาใชเ้ป็น

โพรไบโอติกท่ีดีจาํนวนมาก แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีอยูใ่นรูปเซลลแ์ตก และเซลลมี์ชีวติลว้นมีคุณสมบติัเป็นอิมมู

โนโพรไบโอติก (immunoprobiotics) สามารถปรับภูมิคุม้กนัได ้(Ou CC, 2011, pp. 260-267)  

ไซโตไคน์มีบทบาทสําคญัในการปรับภูมิคุม้กันในเซลล์ทีเฮลเปอร์ (helper T cell หรือ Th) ให้มีการ

ตอบสนองอย่างสมดุลหรือไม่สมดุลระหว่าง Th1 และ Th2 ไซโตไคน์ ซ่ึงถา้มีการตอบสนองอย่างไม่สมดุล      

จะส่งผลทาํให้เกิดโรคทางภูมิคุม้กนัต่างๆ (Abbas AK, 2012) ถา้มีการสร้าง Th1 ไซโตไคน์มากเกินไปจะส่งผล

ต่อการเกิดการอกัเสบแบบเร้ือรัง แต่ถา้มีการสร้าง Th2 ไซโตไคน์มากเกินก็จะทาํให้เกิดโรคภูมิแพต้่างๆ ซ่ึงใน

ปัจจุบนัอุบติัการณ์ของการเกิดโรคภูมิแพสู้งข้ึนเร่ือยๆ (Ou CC, 2011, pp. 260-267) 

โพรไบโอติกแบคทีเรียมีความสัมพนัธ์และบทบาทสําคญัเก่ียวกับการตอบสนองทางภูมิคุม้กันของ

ร่างกายผ่านทางสารนํ้ าและผ่านทางเซลล์ (Cross M, 2011, pp. 891-901) ซ่ึงช่วยให้ภูมิคุม้กันมีการตอบสนอง     

ท่ีสมดุล โดยแต่ละสายพนัธ์ุมีกลไกการทาํงานท่ีจาํเพาะในการปรับภูมิคุม้กนัของการกระตุน้ไซโตไคน์ท่ีแตกต่าง

กนัไป จากการเปรียบเทียบเด็กกลุ่มธรรมดาและกลุ่มท่ีเป็นภูมิแพ ้(Ouwehand AC, 2001, pp. 144-145) พบว่า     

มีแบคทีเรียในลาํไสท่ี้แตกต่างกนั ซ่ึงกลุ่มผูป่้วยท่ีเป็นโรคภูมิแพอ้าจมีความสัมพนัธ์ระหวา่งอุบติัการณ์ของโรค

และแบคทีเรียในลาํไส้ดว้ย จะเห็นไดว้า่โพรไบโอติกแบคทีเรียมีความสาํคญัและบทบาทเก่ียวขอ้งกบัการปรับ

ภูมิคุม้กนั ซ่ึงข้ึนอยู่กับสายพนัธ์ุ องค์ประกอบและรูปแบบของแอนติเจนดว้ย (McFarland LV, 2009, pp. 274-

280) โดยพบวา่ขอ้มูลการศึกษาในรูปแบบแอนติเจนของโพรไบโอติกแบคทีเรียยงัมีไม่มาก จึงนาํมาสู่การศึกษา

คร้ังน้ี  โดยสนใจท่ีจะศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบแอนติเจนของโพรไบโอติกแบคทีเรียโดยใช้สายพันธ์ุ               

ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดจ้ากคนไทย เพ่ือศึกษาคุณสมบติัการปรับภูมิคุม้กนัในการสร้าง Th1 ไซโตไคน์

ชนิด IFN-γ และTh2 ไซโตไคน์ชนิด 38IL-4 

 

วตัถุประสงค์การวจิยั 

 

1. เพ่ือทดสอบคุณสมบติัของแบคทีเรียกรดแลคติก ท่ีสามารถปรับภูมิคุม้กนัในการสร้างไซโตไคน์ชนิด

อินเตอร์เฟอรอนแกมมา  และอินเตอร์ลิวคิน 4 

2. เพ่ือเปรียบเทียบแอนติเจนแต่ละรูปแบบของแบคทีเรียกรดแลคติกในการกระตุน้การสร้างไซโตไคน ์

3. เพ่ือทดสอบ32คุณสมบติัการทนกรดและความเขม้ขน้นํ้ าดีของ38แบคทีเรียกรดแลคติก38สายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก 
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วธีิดาํเนินการวจิยั 

 

กลุ่มตวัอย่าง 

อุจจาระของทารกหลงัคลอดทั้งเพศชายและเพศหญิง ในการเก็บตวัอยา่งมารดาเป็นผูใ้หค้วามยนิยอมใน

แบบฟอร์มให้คาํยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (Inform consent) ซ่ึงได้ผ่านความเห็นชอบจากคณะกรรมการ

จริยธรรมสาํหรับพิจารณาโครงการวจิยัท่ีทาํในมนุษยเ์รียบร้อยแลว้ ในการเก็บ fresh fecal specimen ใชไ้มพ้นัสาํลี

ปราศจากเช้ือป้ายแลว้ใส่ใน Cary-Blair transport medium (Oxoid, Hampshire, England) และส่งทาํการทดสอบ

โดยเร็วท่ีสุด 

การคดัแยกและการเพาะเลีย้งแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

 นําตัวอย่างอุจจาระของทารกมาเจือจางลงคร้ังละ 10 เท่าในนํ้ าเกลือธรรมดาท่ีมีความเข็มข้น 0.9 

เปอร์เซ็นต ์(normal saline solution) ในแต่ละความเขม้ขน้ดูดมา 200 µl เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด deMan-

Rogosa-Sharpe (MRS) (Oxoid, Hampshire, England) โดยวิธี spread plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

ภาชนะเล้ียงบักเตรีท่ีสภาวะไรออกซิเจน (anaerobic jar) ท่ีมี Anaerobic Gas Pak เพ่ือปรับให้อยู่ในสภาวะไร้

ออกซิเจน (0% O2, 5% CO2, 5% H2, 90% N2) เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง จากนั้นจะคดัเลือกโคโลนีเด่ียวท่ีมีรูปร่าง

ลกัษณะแตกต่างกนัมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS เพ่ือใหไ้ดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ (pure culture) สาํหรับใชท้ดสอบ

ในขั้นตอนต่อไป   

 การคดัเลอืกสายพนัธ์ุของแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

 นาํแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดม้าทดสอบคุณสมบติัเบ้ืองตน้ดว้ยวิธียอ้มสีแกรม (Gram stain) 

ศึกษารูปร่างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (light microscope) จากนั้นทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส (catalase) ดว้ย 

3 เปอร์เซ็น ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) โดยจะคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีมีแกรมบวก (gram positive) 

รูปร่างกลม (cocci) แท่งกลม (coccobacilli) แท่ง (rod) แท่งสั้ น  (short rod) แท่งยาว (long rod) และไม่สร้าง

เอนไซม์คะตะเลส ซ่ึงจะคัดเลือกและเก็บรักษาเช้ือไวใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ท่ีมีกลีเซอรอล (glycerol) 20 

เปอร์เซ็น ท่ีอุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียสเพ่ือใชใ้นการศึกษาต่อไป 

การเตรียมแอนตเิจนแบบเซลล์แตก (sonicated cells) ของแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัเลือกได ้24 สายพนัธ์ุนาํมาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือบ่มในสภาวะไร้อากาศ 

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เลือกโคโลนีเด่ียวๆมาเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS แบบเหลว 

(broth) ปรับปริมาณเซลล์ให้มีจํานวนประมาณ 109CFU/ml โดยเทียบกับสารละลายท่ีมีความขุ่นมาตรฐาน 

(McFarland standard) ในการทดสอบแอนติเจนแบบเซลลแ์ตก นาํแบคทีเรียไปป่ันเพ่ือแยกเอาเฉพาะส่วนตะกอน

ท่ีมีแบคทีเรีย (pellet) ละลายดว้ยอาหารเล้ียงเซลลช์นิดเหลว Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) 

แบบท่ีไม่ผสมเซร่ัม (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) นําเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกไปทาํให้เซลล์แตก

ด้วยเคร่ืองสลายผนังเซลล์โดยใช้ความถ่ีสูง (sonicator) และตรวจสอบการแตกละเอียดของเซลล์ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ และเก็บรักษาไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชใ้นการทดสอบต่อไป 

 

3 
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การเตรียมเซลล์มชีีวติ (viable cells) ของแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัเลือกได ้24 สายพนัธ์ุนาํมาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือบ่มในสภาวะไร้อากาศ 

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง และเลือกโคโลนีเด่ียวๆ มาเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS 

broth นํามาปรับปริมาณเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติก ให้มีจาํนวนประมาณ 109CFU/ml เทียบกบัสารละลายท่ีมี

ความขุ่นมาตรฐาน ในการเตรียมตวัเซลลท่ี์มีชีวิต นาํมาป่ันเพ่ือแยกเอาเฉพาะส่วนเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกใน

ส่วนตะกอน ละลายด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ชนิดเหลว RPMI 1640 แบบท่ีไม่ผสมเซร่ัม  (Gibco-Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) แลว้ใชท้ดสอบทนัที 

การทดสอบการปรับภูมคุ้ิมกนัโดยแบคทเีรียกรดแลคตกิ ในเซลล์โมโนไซต์ชนิด THP-1 

เพาะเล้ียงเซลล์โมโนไซต์ชนิด THP-1 (ATCC-TIB 202) ในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิดเหลว RPMI 1640 

(Gibco-Invitrogen, USA) ท่ีเติมซีร่ัมท่ีได้จากตัวอ่อนววั (Fetal Bovine Serum (FBS)) 10% (Gibco-Invitrogen, 

USA) ในฟลากส์เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ (Tissue Culture Flasks) (Corning, USA) บ่มในตู ้บ่มท่ีมีความช้ืน อุณหภูมิ       

37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณก๊าซคาบอนไดออกไซด์ 5% สําหรับการทดสอบการปรับการสร้างไซโตไคน์ 

(bioassay) นับจาํนวนเซลล์ดว้ยอุปกรณ์ท่ีใชน้ับจาํนวนเซลล ์(Hemocytometer) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หัวกลบั 

(Inverted Microscope) (Nikon TMS No. 300679: Nikon, Japan) เพ่ือปรับจาํนวนเซลลใ์หไ้ดต้ามตอ้งการ แลว้เติม

เซลล์ปริมาตร 200 µl ลงในแต่ละหลุมของจานเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ แบบ 96 หลุม (96-well tissue culture plate) 

(Corning, USA) โดยใหมี้เซลลจ์าํนวน 5x 105  cells/well จากนั้นเติมรูปแบบแอนติเจนแบบเซลลแ์ตก หรือเซลลท่ี์

มีชีวิต ลงในแต่ละหลุมปริมาณ 20% ของ 109 cells/ml ส่วนของตวัควบคุมใชอ้าหารเล้ียงเซลล์ชนิดเหลว RPMI 

1640 และ MRS broth จากนั้ นบ่มท่ีสภาวะเดิมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําไปป่ันแยกเอาเฉพาะส่วน

ของเหลวท่ีอยูเ่หนือตะกอน (supernatants) เพ่ือนาํมาทดสอบหาปริมาณไซโตไคน์ชนิด IFN-γ หรือ IL-4 ดว้ยวิธี 

sandwich ELISA (Prepotech, USA) ส่วนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ ตรวจสอบโดยวิธีการยอ้มด้วยสียอ้มเซลล์ (Trypan-

blue) (Gibco-Invitrogen, USA)  

ทดสอบคุณสมบัตกิารทนกรดและความเข้มข้นนํา้ดขีองแบคทเีรียกรดแลคตกิสายพนัธ์ุทีค่ดัเลอืก 

 นําสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัเลือกไดม้าทดสอบความสามารถในการทนกรด ท่ี38พีเอช 

382.0         พีเอช 3 83.0 และ พีเอช 384.0 ใน MRS broth โดยใช้ 1 นอร์มัลลิต้ี 0ของ0กรดไฮโดรคลอริก และทดสอบ

ความสามารถในการทนความเขม้ขน้ของนํ้ าดีท่ี 0.3% และ 0.8%  ใน MRS broth โดยใชน้ํ้ าดีจากววั (bile bovine) 

และใช ้MRS broth เป็นตวัควบคุม (control)  นาํแบคทีเรียกรดแลคติกมาปรับความเขม้ขน้ประมาณ 109 CFU/ml 

เทียบกับสารละลายท่ีมีความขุ่นมาตรฐาน แลว้จึงนํามาทดสอบ จากนั้ นบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

ภาชนะเล้ียง บักเตรีท่ีสภาวะไรออกซิเจน (anaerobic jar) ท่ีมี Anaerobic Gas Pak เพ่ือปรับให้อยู่ในสภาวะไร้

ออกซิเจน          (0% O2, 5% CO2, 5% H2, 90% N2) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นนาํแบคทีเรียกรดแลคติกใน MRS 

broth ท่ีใช้ทดสอบความทนกรด-ความเข้มข้นนํ้ าดี  ตามท่ีกําหนด มาทําการเจือจาง 10 เท่า (serial 10-fold 

dilutions) เป็น    10-1-10-10 ใน PBS pH 7.2 แลว้นาํมาเล้ียงใน MRS agar โดยเทคนิค spread plate technique แลว้

นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในภาชนะเล้ียงบกัเตรีท่ีสภาวะไรออกซิเจน (anaerobic jar)  ท่ีมี Anaerobic 

Gas Pak เพ่ือปรับใหอ้ยูใ่นสภาวะไร้ออกซิเจน (0% O2, 5% CO2, 5% H2, 90% N2) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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การวเิคราะห์ทางสถิต ิ

ทาํการทดสอบอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง แต่ละคร้ังทาํซํ้ า 3 คร้ัง (triplicate) ผลท่ีไดแ้สดงในรูป Mean ± standard 

error of mean (SEM) นาํค่าเฉล่ียมาวิเคราะห์เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (control) และวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

(One way ANOVA) ดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism® version 5.01 โดยมีค่านยัสาํคญัทางสถิติท่ี p-value ≤ 0.05 

 

ผลการวจิยั 

 

 ผลการทดสอบการปรับภูมคุ้ิมกนัของการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ 

 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติปรับภูมิคุ ้มกันของการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ จาํนวน 24      

สายพนัธ์ุในรูปแบบเซลล์แตก (sonicated cells) สายพนัธ์ุ MSMC66-1 สามารถกระตุน้การสร้าง IFN-γ เพ่ิมข้ึน

มากท่ีสุด คือ 95% และรูปแบบเซลล์แตก สายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC50-3 สามารถ38ยบัย ั้ง38การ

สร้าง IFN-γ ได ้38% และ 28% ตามลาํดบั ในรูปแบบ38เซลลท่ี์มีชีวติ38 (viable cells) สายพนัธ์ุ MSMC25-2 สามารถ38

กระตุน้การสร้าง 38IFN-γ ไดสู้งสุด 39% และสายพนัธ์ุท่ียบัย ั้งการสร้าง IFN-γ ไดคื้อสายพนัธ์ุ MSMC66-1 สาย

พนัธ์ุ MSMC99-1 สายพนัธ์ุ MSMC 120-1 และสายพนัธ์ุ MSMC 120-2 โดยมีระดบัการยบัย ั้งของ IFN-γ คือ 33%  

62%  51% และ 55% ตามลาํดบั สาํหรับอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย MRS ไม่มีผลในการกระตุน้และยบัย ั้งการสร้าง

ไซโตไคน์ชนิด IFN-γ 18ดงัแสดงในตารางรูปท่ี 181  

 ผลการทดสอบการปรับภูมคุ้ิมกนัของการสร้างไซโตไคน์ชนิด IL-4 

 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติปรับภูมิคุ ้มกันของการสร้างไซโตไคน์ชนิด IL-4 จํานวน  24         

สายพนัธ์ุในรูปแบบเซลล์แตก มี 3 สายพนัธ์ุ ท่ีสามารถกระตุน้การสร้าง IL-4 เพ่ิมข้ึน คือ สายพนัธ์ุ MSMC25-2 

สายพนัธ์ุ MSMC99-1 และสายพนัธ์ุ166-1 ได ้74%  78% และ 76% 38ตามลาํดบั และสายพนัธ์ุท่ีสามารถยบัย ั้งการ

สร้าง IL-4 ไดดี้ มี 5 สายพนัธ์ุ 38คือ38สายพนัธ์ุ MSMC64-1 สายพนัธ์ุ MSMC120-1 38สายพนัธ์ุ MSMC120-2 สายพนัธ์ุ 

MSMC172-2 และสายพนัธ์ุ MSMC230-2 ได ้67%  63%  81%  66% และ 72%  38ตามลาํดบั 38ส่วนเซลลท่ี์มีชีวิต38มี 5 

สายพนัธ์ุท่ีสามารถกระตุน้การสร้าง IL-4 เพ่ิมมากท่ีสุด คือสายพนัธ์ุ MSMC25-2 สายพนัธ์ุ MSMC50-3 สายพนัธ์ุ 

MSMC64-1 สายพนัธ์ุ MSMC66-1 และสายพนัธ์ุ MSMC230-2 ได ้73%  82%  74%  100% และ 98% ตามลาํดบั 

และมี 3 สายพนัธ์ุ สามารถยบัย ั้งการสร้าง IL-4 ไดม้ากท่ีสุด คือสายพนัธ์ุ MSMC99-1 สายพนัธ์ุ MSMC120-1 และ

สายพนัธ์ุ MSMC120-2 โดยมีระดบัการยบัย ั้งของ IL-4 เท่ากบั 90%  72% และ 67% ตามลาํดบั สาํหรับอาหารเล้ียง

เช้ือแบคทีเรีย MRS ไม่มีผลในการกระตุน้และยบัย ั้งการสร้างไซโตไคน์ชนิด IL-4 18ดงัแสดงในกราฟรูปท่ี18 2 

 ผลการทดสอบการปรับภูมคุ้ิมกนัของการสร้าง ไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และ IL-4 

  แบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุท่ีศึกษาการปรับการสร้างไซโตไคน์ทั้งชนิด IFN-γ และIL-4 โดยรูปแบบ

แอนติเจนแบบเซลลแ์ตก และ38แบบเซลล์ท่ีมีชีวิต38ในเซลลโ์มโนไซต์ชนิด THP-1 และหาปริมาณของไซโตไคน ์

ดว้ยวธีิ sandwich ELISA โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานแสดงปริมาณของไซโตไคน์ท่ีเปล่ียนแปลง 

  ผลการทดสอบจากแบคทีเรียกรดแลคติกแลค จาํนวน 24 สายพนัธ์ุ พบวา่แอนติเจนรูปแบบเซลลแ์ตก 

และแบบเซลลท่ี์มีชีวติ จาํนวน 2 สายพนัธ์ุ มีคุณสมบติัในการกระตุน้การสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ ไดม้ากกวา่ 
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39% และ 6 สายพนัธ์ุ มีคุณสมบติัในการยบัย ั้ง การสร้าง  IFN-γ ไดม้ากกวา่ 28% ส่วนสายพนัธ์ุท่ีมีคุณสมบติัใน

การกระตุน้การสร้าง IL-4 ในรูปแบบเซลล์แตก และแบบ38เซลล์ท่ีมีชีวิต38มี 7 สายพนัธ์ุ ซ่ึงกระตุน้การสร้างได้

มากกว่า 73% และ 6 สายพนัธ์ุมีคุณสมบัติในการยบัย ั้งการสร้าง IL-4  มากกว่า 63% ในเซลล์โมโนไซต์ชนิด 

THP-1 ความสามารถในการปรับภูมิคุม้กนัของไซโตไคน์ IFN-γ และ IL-4 มีระดบัแตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธ์ุ 18

ดงัแสดงในตารางรูปท่ี 181 และ 2 

 

ตารางท่ี 1 ผลการปรับการสร้างไซโตไคน์ IFN-γ โดยแบคทีเรียกรดแลคติกแลคในแอนติเจนรูปแบบเซลลแ์ตก  

(sonicated cells) และแบบเซลลท่ี์มีชีวติ (viable cells) ในเซลลโ์มโนไซตช์นิด THP-1 

 
IFN-Y  

Sonicated cells Concentation (pg/ml) 
 

IFN-Y  Viable cells Concentation (pg/ml) 
RPMI (ตวัควบคุม) 195 

 
RPMI (ตวัควบคุม) 189 

MRS  (ตวัควบคุม) 225 
 

MRS  (ตวัควบคุม) 236 
 3-1 235 

 
 3-1 158 

 4-4 210 
 

 4-4 208 
 5-1 185 

 
 5-1 182 

 11-3 171 
 

 11-3 163 
 20-1 167 

 
 20-1 217 

 25-2 121 
 

 25-2 262 
 28-1 224 

 
 28-1 146 

 28-2 236 
 

 28-2 218 
 35-2 175 

 
 35-2 168 

 37-5 214 
 

 37-5 192 
 39-1 166 

 
 39-1 163 

 50-3 141 
 

 50-3 153 
 64-1 214 

 
 64-1 137 

 66-1 383 
 

 66-1 126 
 71-4 188 

 
 71-4 157 

81-2 195 
 

81-2 162 
 99-1 165 

 
 99-1 71 

 120-1 235 
 

 120-1 93 
 120-2 222 

 
 120-2 85 

 137-1 199 
 

 137-1 174 
 166-1 159 

 
 166-1 195 

 172-2 213 
 

 172-2 159 
 209-1 241 

 
 209-1 168 

 230-2 178 
 

 230-2 140 
 

 

 

 

ตารางท่ี 2 ผลการปรับการสร้างไซโตไคน์ IL-4 โดยแบคทีเรียกรดแลคติกแลคในแอนติเจนรูปแบบเซลลแ์ตก 

(sonicated cells) และแบบเซลลท่ี์มีชีวติ (viable cells) ในเซลลโ์มโนไซตช์นิด THP-1 

 

IL-4  Sonicated cells Concentation (pg/ml) 
 

IL-4  Viable cells Concentation (pg/ml) 

6 



  

การจัดประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช คร้ังที่ 5  

The 5 th  STOU Graduate Research Conference 

RPMI (ตวัควบคุม) 123 
 

RPMI (ตวัควบคุม) 100 
MRS  (ตวัควบคุม) 110 

 
MRS  (ตวัควบคุม) 101 

 3-1 147 
 

 3-1 93 
 4-4 171 

 
 4-4 75 

 5-1 91 
 

 5-1 99 
 11-3 75 

 
 11-3 74 

 20-1 148 
 

 20-1 148 
 25-2 214 

 
 25-2 173 

 28-1 85 
 

 28-1 89 
 28-2 72 

 
 28-2 98 

 35-2 75 
 

 35-2 89 
 37-5 124 

 
 37-5 88 

 39-1 67 
 

 39-1 147 
 50-3 116 

 
 50-3 182 

 64-1 40 
 

 64-1 174 
 66-1 76 

 
 66-1 200 

 71-4 121 
 

 71-4 92 
81-2 131 

 
81-2 104 

 99-1 219 
 

 99-1 10 
 120-1 45 

 
 120-1 28 

 120-2 23 
 

 120-2 33 
 137-1 157 

 
 137-1 115 

 166-1 216 
 

 166-1 131 
 172-2 42 

 
 172-2 92 

 209-1 76 
 

 209-1 91 
 230-2 34 

 
 230-2 198 

 
32 ผลการทดสอบ32คุณสมบัติการทนกรดและความเข้มข้นนํ้าดีของ3 8แบคทีเรียกรดแลคติก3 8สายพันธ์ุที่

คดัเลอืก 

 ผลการทดสอบคุณสมบัตกิารทนกรดของ38แบคทเีรียกรดแลคตกิสายพนัธ์ุทีค่ดัเลอืก 

 การทดสอบความสามารถในการทนต่อกรด ท่ีพีเอช 2.0  พีเอช 3.0  และพีเอช 4.0  ใน MRS broth 

สาํหรับแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการปรับการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และ IL-4 ท่ีดี

คดัเลือกมาจาํนวน 3 สายพนัธ์ุ ผลจากการทดสอบการมีชีวติรอดของเช้ือท่ีค่าพีเอชต่างๆ แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรีย

กรดแลคติกมีการเปล่ียนแปลงหลงัจากการบ่มเป็นเวลา 3 ชัว่โมง ท่ีพีเอช 2.0 พีเอช 3.0  และพีเอช 4.0 การปรับ

ภูมิคุม้กนัของแบคทีเรียกรดแลคติกในรูปแบบเซลล์ท่ีมีชีวิต สายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC66-1 

แสดงใหเ้ห็นถึงการมีชีวติรอดลดลง 1 ลอการิทึม ทีพีเอช 3.0 และมีชีวติรอดเพ่ิมข้ึน 1 ลอการิทึม ท่ีพีเอช 4.0 ซ่ึงท่ี

พีเอช 2.0 ไม่พบแบคทีเรียมีชีวติเหลืออยู ่คือไม่มีการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกรดแลคติก เม่ือเปรียบเทียบกบัตวั

ควบคุมคือ MRS broth แต่ท่ีพีเอช 3.0 และพีเอช 4.0 พบว่าแบคทีเรียมีชีวิตรอดมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบัตวั

ควบคุม แสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถทนต่อพีเอชท่ีเพ่ิมข้ึนได ้ดงัแสดงในกราฟภาพท่ี 1, 2 และ 3 
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ก.                                                                                             ข. 

ภาพท่ี 1 การมีชีวติรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุ MSMC25-2 หลงัจากบ่มท่ีพีเอชต่างๆ 

ก: จาํนวนเซลลข์องแบคทีเรีย 

                                                                   ข: Log number of bacteria 
 

    
ก.                                                                              ข. 

ภาพท่ี 2 การมีชีวติรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุ MSMC66-1 หลงัจากบ่มท่ีพีเอชต่างๆ 

ก: จาํนวนเซลลข์องแบคทีเรีย 

ข: Log number of bacteria 

 

        
           ก.                                                                                           ข. 

ภาพท่ี 3 การมีชีวติรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุ MSMC99-1 หลงัจากบ่มท่ีพีเอชต่างๆ 

ก: จาํนวนเซลลข์องแบคทีเรีย 

ข: Log number of bacteria 
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32 ผลการทดสอบคุณสมบัตกิารทนความเข้มข้นนํา้ดขีอง38แบคทเีรียกรดแลคตกิสายพนัธ์ุทีค่ดัเลอืก 

 การทดสอบความสามารถในการทนต่อความเขม้ขน้ของนํ้ าดีท่ี 0.3% และ 0.8% ใน MRS broth สาํหรับ

แบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการปรับการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และ IL-4 ท่ีดี ท่ีอยูใ่น

รูปแบบเซลลท่ี์มีชีวติ โดยคดัเลือกมาจาํนว 3 สายพนัธ์ุ จากการทดสอบความสามารถของการมีชีวิตรอดในความ

เขม้ขน้ต่างๆของนํ้ าดี ท่ี 3 ชัว่โมง พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC66-1 มี

ชีวติรอดลดลง 1 ลอการิทึม ท่ีความเขม้ขน้นํ้ าดี 0.3% และ 0.8% เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม คือ MRS broth ดงั

แสดงในกราฟภาพท่ี 4, 5 และ 6 

 

   
           ก.                                                                                           ข. 

ภาพท่ี 4 แสดงความทนทานต่อนํ้าดีของแบคทีเรียกรดแลคติก38สายพนัธ์ุ38 MSMC25-2 

ก: จาํนวนเซลลข์องแบคทีเรีย 

                                                                   ข: Log number of bacteria 

 

 

    
           ก.                                                                                           ข. 

ภาพท่ี 5 แสดงความทนทานต่อนํ้าดีของแบคทีเรียกรดแลคติก38สายพนัธ์ุ38 MSMC66-1 

ก: จาํนวนเซลลข์องแบคทีเรีย 

                                                                  ข: Log number of bacteria 
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      ก.                                                                                                      ข. 

ภาพท่ี 6 แสดงความทนทานต่อนํ้าดีของแบคทีเรียกรดแลคติก38สายพนัธ์ุ38 MSMC99-1 

ก: จาํนวนเซลลข์องแบคทีเรีย 

                                                                   ข: Log number of bacteria 

 

อภิปรายผลการวจิยั 

 

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้ดสอบแบคทีเรียกรดแลคติก ในการปรับการสร้างไซโตไคน์ Th1 ชนิด IFN-γ 

และ  Th2 ชนิด  IL-4 จากรูปแบบเซลล์แตก (sonicated cells) และรูปแบบเซลล์ท่ี มีชีวิต  (viable cells) ของ

แบคทีเรียกรดแลคติก จาํนวน 24 สายพนัธ์ุ พบวา่ 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงบางสายพนัธ์ุเป็นรูปแบบเซลลแ์ตก และบางสาย

พนัธ์ุเป็นรูปแบบเซลล์ท่ีมีชีวิต มีคุณสมบติัในการกระตุน้ภูมิคุม้กนัการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และ IL-4    

ใน เซลล์โมโนไซตช์นิด THP-1 ไดต้ั้งแต่ 39% ถึง 100% และแบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพนัธ์ุซ่ึงบางสายพนัธ์ุ

เป็นรูปแบบเซลลแ์ตก และบางสายพนัธ์ุเป็นรูปแบบเซลลท่ี์มีชีวติ มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งภูมิคุม้กนัในการสร้าง

ไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และ IL-4 ได้ตั้ งแต่ 51% ถึง 90% โดยมีระดับการปรับการสร้างและยบัย ั้งไซโตไคน์

แตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธ์ุ แสดงว่าแต่ละสายพนัธ์ุมีความจาํเพาะในการปรับการสร้างและยบัย ั้งไซโตไคน์    

ท่ีต่างกนั โดยมีรูปแบบเซลลแ์ตก และรูปแบบเซลลท่ี์มีชีวติ จาํนวน 2 สายพนัธ์ุ ท่ีมีคุณสมบติัในการกระตุน้การ

สร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ ได้มากกว่า 39% และ 6 สายพันธ์ุมีคุณสมบัติในการยบัย ั้งการสร้าง  IFN-γ ได้

มากกวา่ 28% ส่วนในรูปแบบเซลลแ์ตก และรูปแบบเซลลท่ี์มีชีวติ จาํนวน 7 สายพนัธ์ุ มีความสามารถกระตุน้การ

สร้าง IL-4 ไดม้ากกวา่ 73% และ 6 สายพนัธ์ุมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการสร้าง IL-4  มากกวา่ 63% สายพนัธ์ุท่ีเป็น

รูปแบบเซลลแ์ตก และรูปแบบเซลลท่ี์มีชีวติท่ีสามารถกระตุน้การสร้าง IFN-γ ไดสู้งสุดคือ MSMC66-1 ได ้96% 

ส่วนสายพนัธ์ุท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้าง IFN-γ ไดสู้งท่ีสุด คือ MSMC99-1 ได ้62% และสายพนัธ์ุท่ีเป็นรูปแบบ

เซลล์แตก และรูปแบบเซลล์ท่ีมีชีวิต ท่ีสามารถกระตุ ้นการสร้าง IL-4 ได้สูงสุดคือ MSMC66-1 ได้ 100%        

ส่วนสายพนัธ์ุท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้าง IL-4 ได้สูงท่ีสุด คือ MSMC99-1 ได้ 90% 3 8ในการปรับภูมิคุม้กันของ38

แบคทีเรียกรดแลคติกซ่ึงรูปแบบ38เซลลท่ี์มีชีวตินั้นสายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ MSMC66-1 แสดงให้เห็น

การลดลงของการมีชีวิตรอด ทีพีเอช 3.0 ค่าลดลง 1 38ลอการิทึม และเพ่ิมข้ึน 1 38ลอการิทึม ท่ีพีเอช 4.0 แต่ท่ีพีเอช 

2.0 ไม่พบการรอดชีวิตของ38แบคทีเรียกรดแลคติก38 ส่วน38แบคทีเรียกรดแลคติก38สายพนัธ์ุ MSMC25-2 และสายพนัธ์ุ 

MSMC66-1 พบวา่มีการรอดชีวติลดลง 1 ลอการิทึม ท่ีความเขม้ขน้นํ้ าดี 0.3% และ 0.8%  
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ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบของแอนติเจนของแต่ละสายพนัธ์ุ ซ่ึงได้

มีการศึกษาการปรับการตอบสนอง โดยการศึกษาการปรับการสร้าง Th1 cytokine และ Th2 cytokine พบว่า  

แบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus salivarius สามารถกระตุน้การสร้าง Th2 cytokine ชนิด IL-4 และ IL-5 และ

ลด Th1 cytokine ในขณะท่ี Lactobacillus salivarius ต่างสายพนัธ์ุ สามารถกระตุน้การสร้าง Th1 cytokine ชนิด  

IL-12 และ IFN-gamma ใน เซลลโ์มโนไซตช์นิด THP-1 ได ้(Drago L,2010, pp. 1-5) 

การศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกในการปรับภูมิคุม้กนัใน32หนูท่ีเป็นโรค32 Crohn (CD) พบว่า32แบคทีเรีย  

กรดแลคติก32 Lactobacillus rhamnosus มีผล32ทําให้การผลิต Th1 ไซโตไคน์ชนิด32 IFN และ IL-2 ใน32กลุ่มท่ีเป็น    

โรค3 2 Crohn (CD) ลดลง (Ng SC, 2009, pp.300-10) นอกจากน้ียงัพบว่า 3 2Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

lactis, Lactobacillus casei และ Lactobacillus rhamnosus GG สามารถ32ยบัย ั้งการตอบสนองของ 32Th232 ไซโตไคน์ 32

ในผูป่้วยท่ีเป็นภูมิ32แพ ้โดยแบคทีเรียกรดแลคติก32เหล่าน้ี32มีบทบาทสาํคญัในการลด 32Th2 32ไซโตไคน์ชนิด 32IL-4 32และ 

IL-5 (Shida K, 2002, pp. 563-570) ท่ีเป็นสาเหตุทาํให้เกิดอาการแพ ้ 32และพบการเพ่ิมจาํนวนของ 32Th1ไซโตไคน์

ชนิด32 IL-12 และ IFN-γ 1มากข้ึน 1และยงัมีการศึกษาเก่ียวกบัอาการเด็กท่ีแพน้มววั ท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียกรด

แล ค ติ ก 3 2 Lactobacillus rhamnosus GG ทําให้ มี ก ารผ ลิต ข อ ง  Th1 ไซ โต ไค น์ ช นิ ด  IFN-γ เพ่ิ ม ข้ึ น  แล ะ 3 2                  

ในขณะเดียวกนั32ก็ลดการผลิตของ32 Th2 ไซโตไคน์ชนิด 32IL-4 ดว้ย (Pohjavuori E, 2004, pp. 131-136) จะเห็นไดว้า่

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถปรับการตอบสนองของภูมิคุม้กนัไดโ้ดยอาศยัไซโตไคน์หลายชนิดทาํงาน

ร่วมกนั จากการศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียกรดแลคติกน้ี จึงเป็นจุดสนใจท่ีสาํคญัในการนาํแบคทีเรียกรดแล

คติกมาประยุกต์ใชใ้นการปรับภูมิคุม้กนัให้สมดุลและเป็นแนวทางในการพฒันาโพรไบโอติกท่ีดีและเกิด

ประโยชน์ต่อสุขภาพได ้

 

ประโยชน์ทีไ่ด้จากการวจิยั 

 

 จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีไดข้อ้มูลและพิสูจน์ไดว้า่แบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบติัท่ีสาํคญัในการปรับ

ภูมิคุม้กนัของการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-4 ในเซลล์โมโนไซต์ชนิด THP-1 ได ้ซ่ึงสายพนัธ์ุท่ี

กระตุน้การสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ ไดจ้ะนาํมาประยกุตใ์ชเ้พ่ือช่วยปรับภูมิคุม้กนัในผูท่ี้มีความบกพร่องของ

การตอบสนองต่อภูมิคุม้กนัทางดา้นเซลล์ (cell mediated immunity) ส่วนสายพนัธ์ุท่ีกระตุน้การสร้างไซโตไคน์

ชนิด IL-4 จะนาํมาประยุกต์ใชเ้พ่ือช่วยส่งเสริมผูท่ี้มีความบกพร่องของการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัทางสารนํ้ า 

(humoral immunity) และยังสามารถนํามาควบคุมซ่ึงกันและกันได้ด้วย จากการศึกษาคร้ังน้ีสายพันธ์ุท่ี มี

ความสามารถในการปรับภูมิคุม้กนัในการสร้างไซโตไคน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-4 ได้นั้น ถือได้ว่าเป็นสาย

พนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพและมีความสาํคญัในการพฒันาเพ่ือเป็นโพรไบโอติกท่ีดี ซ่ึงน่าจะมีประโยชน์ในการนาํมาใชเ้ป็น

โพรไบโอติกท่ีเก่ียวขอ้งกบัภูมิคุม้กนัได ้จึงจะตอ้งศึกษาต่อไปในรายละเอียดและกลไกต่างๆ ในการปรับการสร้าง

ไซโตไคน์ เพ่ือท่ีจะสามารถนาํไประยกุตใ์ชไ้ด ้อนัจะก่อใหเ้กิดประโยชน์ทางการแพทยไ์ดใ้นอนาคต 
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