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หลักการและวัตถุประสงค์: พาราควอตเป็นสารเคมีก�าจัดวัชพืช
ที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายทั่วโลก และมีรายงานถึงความเป็น
พิษต่อระบบภูมิคุ ้มกันในสัตว์ทดลอง แต่ยังไม่มีรายงานการ
ศึกษาถึงผลกระทบต่อทีเซลล์มนุษย์ ดังน้ันการศึกษานี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของพาราควอตต่อการสร้างไซโตไคน์
อินเตอร์ฟีรอน-แกมมา (IFN-γ  ) ของทีเซลล์มนุษย์ในหลอด
ทดลอง
วิธีการศึกษา:  กระตุ้นเม็ดเลือดขาวชนิด peripheral blood 
mononuclear cells ในสภาวะที่มีพาราควอตความเข้มข้น
ต่างๆ ตรวจสอบความมีชีวิตของเซลล์โดยวิธี trypan blue 
exclusion และตรวจหา metabolic activity ด้วยวิธี MTT 
ตรวจวัดระดับ IFN-γ  โดยเทคนิค ELISA หลังจากกระตุ้นการ
ท�างานของทีเซลล์ด้วย phytohemagglutinin 
ผลการศึกษา: พาราควอตความเข้มข้น 100 µg/mL ไม่มีผลต่อ
ความมีชีวิตของเซลล์ ในขณะท่ีความเข้มข้น 300 µg/mL มีผล
ท�าให้ร้อยละความมีชีวิตลดต�่าลงอย่างมีนัยส�าคัญเมื่อเทียบกับ
สภาวะควบคุม (p< 0.05) และการตอบสนองของทีเซลล์โดย
การสร้าง IFN-γ  เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับพาราควอตท้ังสองความ
เข้มข้นมีค่าร้อยละของการยับยั้งการสร้าง IFN-γ     เพิ่มสูงขึ้น
อย่างมีนัยส�าคัญเมื่อเทียบกับสภาวะควบคุม (p< 0.05)  
นอกจากนี้พบว่าพาราควอตมีผลยับยั้งการท�างานของทีเซลล์
ตั้งแต่ 24 ชั่วโมงแรกและการยับย้ังเพิ่มสูงข้ึนในอาสาสมัครทุก
รายหลังสัมผัสกับพาราควอตเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง
สรุป: ผลการศึกษาบ่งช้ีว่าพาราควอตความเข้มข้น 100 และ 

Background and objective: Paraquat is one of the 
most widely used global herbicides for weed control. 
Recently, paraquat has been reported to have immune 
toxic effects in animal models, while effects on human 
T cell function remain undetermined. To resolve these 
issues, the effects of paraquat on IFN-γ   production 
by human T cells in vitro were evaluated.
Methods: Peripheral blood mononuclear cells were 
co-cultured with various concentrations of paraquat 
dichloride or phytohemagglutinin (PHA). Cell viability 
was determined by trypan blue exclusion and relative 
metabolic activity was assayed by MTT method. IFN-γ  
production was measured after co-culture with                  
phytohemagglutinin by ELISA.
Results: Paraquat at 100 µg/mL did not affect cell 
viability, whereas 300 µg/mL paraquat significantly 
reduced the percentage of viable cells compared with 
the control (p< 0.05). Addition of 100 and 300 µg/mL 
of paraquat significantly increased the percentage of 
IFN-γ    production inhibition compared with the                  
control (p< 0.05). Moreover, inhibition of IFN-γ                           
production by paraquat was observed after 24 h 
co-culture and showed a robust effect in all                              
individuals after 48 h co-culture.
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300 µg/mL มีฤทธ์ิยับย้ังการสร้าง IFN-γ   ของทีเซลล์ ซ่ึงอาจ
น�าไปสู่ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคท่ีมีสาเหตุจากความไม่สมดุล
ของการตอบสนองของทีเซลล์ในผู้ท่ีได้รับพาราควอตโดยตรง
หรือการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมและผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร
ได้  

ค�าส�าคัญ:  พาราควอต, อินเตอร์ฟีรอน-แกมมา

Conclusion: Data indicated that paraquat at the con-
centration of 100 and 300 µg/mL had an inhibitory 
effect on IFN-γ   production by T cells. Thus, direct 
contact with paraquat or paraquat contaminated 
environments and agricultural products increased risk 
of diseases caused by T cell dysfunction. 

Keyword:  Paraquat, T cell, Interferon-gamma

บทน�า
 พาราควอต (paraquat) หรือ N,N′-dimethyl-4,4′-                   
bipyridinium dichloride เป ็นสารเคมีก�าจัดศัตรูพืช                            
(Pesticide) ในกลุ่มสารก�าจัดวัชพืช (Herbicide) ท่ีเกษตรกร
ไทยนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายเพื่อช่วยเพิ่มผลผลิตทางการ
เกษตร พาราควอตมีความคงทนในสภาพแวดล้อมสูงจึงพบการ
ปนเปื้อนบนผิวดิน แหล่งน�้าธรรมชาติ  น�้าอุปโภคและบริโภค1, 

2 พาราควอตสามารถตกค้างในร่างกายเกษตรกรผู้ใช้หรือผู้ที่
อาศัยในบริเวณใกล้เคียง3 และยังสามารถผ่านรกจากมารดาสู่
ทารกในครรภ์ได้4 นอกจากน้ี การใช้พาราควอตในปริมาณมาก
และการเก็บเกี่ยวผลผลิตเร็วกว่าเวลาที่ก�าหนดหลังการใช้สาร
เคมี เป็นสาเหตุให้ผักและผลไม้ที่วางจ�าหน่ายในตลาดสดและ
ห้างสรรพสินค้าร้อยละ 38 มีพาราควอตตกค้างในระดับสูงเกิน
มาตรฐานสารพิษตกค้างสูงสุด (maximum residue limit)5 ซึ่ง
สะท้อนถงึปัญหาของสารเคมกี�าจดัศตัรพูชืทีเ่กดิขึน้กบัเกษตรกร 
ผู้บริโภคและสิ่งแวดล้อมและเป็นผลให้ประชาชนทั่วไปอาจได้
รบัสารพษิโดยตรงจากการสมัผสัหรอืการปนเป้ือนในสิง่แวดล้อม
หรือการถ่ายทอดในห่วงโซ่อาหาร
 แม้ว่าองค์การอนามัยโลกจะจัดพาราควอตเป็นสารเคมี
กลุ่มที่มีพิษระดับปานกลาง แต่การได้รับสารพิษในปริมาณมาก
จากการรับประทานหรือการสัมผัสทางผิวหนัง สามารถก่อให้
เกิดพิษแบบเฉียบพลัน รุนแรง เป็นผลให้ตับ ปอด หัวใจ และไต
ท�างานล้มเหลวน�าไปสู ่การเสียชีวิตได้ท้ังในมนุษย์และสัตว์
ทดลอง6 ในขณะที่การได้รับพาราควอตในระดับต�่าเป็นระยะ
เวลานานมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคพาร์กินสัน7,8และมะเร็ง9 

จากรายงานการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่า พาราควอตในระดับ
ปานกลางและสูงเมื่อเข้าสู ่ร ่างกายสามารถท�าปฏิกิริยากับ
ออกซิเจนในร่างกายเกิดเป็นอนุมูลอิสระ (free radical) และ
ส ่งผลให ้ เซลล ์ต ่างๆ ในร ่างกายตายแบบอะพอพโทซิส                     
(apoptosis) หรือท�าหน้าท่ีผิดปกติ รวมถึงเซลล์ในระบบ
ภมูคิุม้กนั (immune system) ซึง่มบีทบาทส�าคัญในการป้องกนั
ร่างกายจากการติดเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส ปรสิต หรือต่อต้าน
มะเร็ง10 นอกจากนี้ยังส่งผลต่อการสร้างและการท�าหน้าที่ของ
เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันโดยก�าเนิด (innate immunity) ของ
หนูทดลองโดยชักน� า ให ้ เ กิดการตายของแมคโครฟาจ                                   
(macrophage)11 กดการสร้างเอ็นเคเซลล์ (NK cell) และกด
การท�าหน้าที่จับกินเช้ือแบคทีเรียของแมคโครฟาจและนิวโทร
ฟิล (neutrophil)12 รวมถึงลดประสิทธิภาพในการฆ่าเซลล์เป้า
หมายของเอ็นเคเซลล์13

 ทีเซลล์ (T cell) เป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุ้มกัน
รับมาภายหลัง (adaptive immunity) มีบทบาทส�าคัญในการ
ป้องกันร่างกายจากการติดเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส ปรสิตและต่อ
ต้านเซลล์มะเร็ง โดย IFN-γ    เป็นไซโตไคน์ที่สร้างและหลั่งจาก
ทเีซลล์ทัง้ชนดิ CD4+ และ CD8+ ซึง่มบีทบาทส่งเสรมิการท�างาน
ของเซลล์อื่นๆ ในระบบภูมิคุ้มกัน10 เพื่อก�าจัดเชื้อจุลชีพที่บุกรุก
เข้าสู่ร่างกาย หรือยับยั้งเซลล์มะเร็ง จากรายงานการศึกษาใน
สัตว์ทดลองพบว่า พาราควอตสามารถชักน�าให้เกิดการตายของ
ทีเซลล์ทั้งชนิด CD4+ และ CD8+ ในหนูทดลอง14 อย่างไรก็ตาม 
ยงัไม่มีรายงานการศกึษาถึงผลของพาราควอตต่อการตอบสนอง
ทางภูมิคุ ้มกันของทีเซลล์มนุษย์ ดังน้ัน การศึกษานี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของพาราควอตต่อการตอบสนองของ
ทีเซลล์มนุษย์โดยการสร้าง IFN-γ     ในหลอดทดลอง ซึ่งผลการ
ศึกษาจะเป็นองค์ความรู ้แสดงถึงผลของพาราควอตต่อการ
ท�างานของทเีซลล์ สามารถน�าไปเผยแพร่สู่ประชาชนให้ตระหนัก
ถงึผลกระทบของสารเคมจี�ากดัศตัรพูชืต่อการท�างานของทเีซลล์
ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีบทบาทส�าคัญต่อการป้องกันร่างกายจากการ
เป็นโรค และน�าไปสู่การรณรงค์เพื่อลดการใช้สารก�าจัดศัตรูพืช
ที่ส่งผลต่อสุขภาพและส่ิงแวดล้อมต่อไป

วธีิการศึกษา
1. อาสาสมคัรและตวัอย่างทีใ่ช้ในการศึกษา
 ตวัอย่างเลอืดรวม (whole blood) ซึง่มเีฮพาริน (heparin) 
เป็นสารกันเลือดแข็ง เจาะเก็บจากอาสาสมัครสุขภาพดีใน
จังหวัดพะเยา จ�านวน 7 ราย อายุระหว่าง 21-56 ปี ไม่มีโรค
ประจ�าตัว คือ เบาหวาน โรคไต โรคมะเร็ง หรือโรคความผิดปกติ
ของระบบภูมิคุ้มกันต่างๆ ไม่มีอาการที่บ่งบอกถึงการติดเชื้อ
เฉพาะที่หรือในกระแสเลือดภายในระยะเวลา 1 เดือนก่อนการ
ศึกษา ไม่อยู่ในช่วงรับประทานยาปฏิชีวนะ ยากดภูมิคุ้มกัน และ
มีจ�านวนและชนิดเม็ดเลือดขาวอยู่ในช่วงปกติ ตรวจนับจ�านวน
และแยกชนิดเม็ดเลือดขาวด้วยเครื่องวิเคราะห์เม็ดเลือด
อัตโนมัติ (Sysmex,  Japan) การศึกษาน้ี ได้ผ่านการรับรอง
จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์มหาวิทยาลัย
บูรพา เลขที่โครงการวิจัย Sci 046/2562 หมายเลขใบรับรอง
เลขที่ 109/2562 

2. การแยก Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
 ตัวอย่างเลือดครบส่วนปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถูกเจือจางด้วย 
Phosphate buffer saline (PBS) ในอัตราส่วน 1:1 แล้วปล่อย
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ลงบนน�้ายา LymphoPrep (STEMCELL Technologies) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากน้ันปั่นแยกด้วยความเร็วรอบ 1,800 
รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลา ดดูเกบ็ชัน้สขีาวขุน่ของ PBMCs ใส่ลงในหลอดทดลอง
ใหม่ ปั่นล้างเซลล์ท่ีได้ 2 ครั้งด้วย PBS ท่ีความเร็ว 1,400 รอบ/
นาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที กระจาย
เซลล์ที่ได้ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ (ประกอบด้วย 10% fetal 
bovine serum (Gibco) Penicilin-Streptomicin (Gibco) 
ความเข้มข้น 100 µg/mL และ Gentamycin (Sigma) ความ
เข้มข้น 100 µg/mL ใน RPMI 1,640 medium (Gibco)) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากน้ันนับจ�านวนเซลล์และตรวจสอบ
ความมีชีวิตด้วยวิธี trypan blue exclusion

3. การทดสอบความเป็นพษิของพาราควอตต่อ PBMCs โดย

ทดสอบความมชีีวติของเซลล์ด้วยวธีิ Trypan Blue Exclusion 

และทดสอบหา metabolic activity ด้วยวิธี MTT (3-(4,5-                   

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

tetrazolium reduction assay
 เพาะเลี้ยง PBMCs ในสภาวะท่ีไม่มี (สภาวะควบคุม) หรือ
มีพาราควอตไดคลอไรด์ (paraquat dichloride; เข้มข้น 
27.6%w/v) ทีม่จี�าหน่ายตามท้องตลาด โดยความเข้มข้นสดุท้าย
เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับ PBMCs เท่ากับ 100 หรือ 300 µg/mL 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมี CO

2
 ร้อยละ 5 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาดูดเซลล์ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมกับ 0.4% Trypan Blue  (Gibco) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ใส่ลงใน hemocytometer นับจ�านวนเซลล์มีชีวิต 
(ไม่ติดสี) และเซลล์ไม่มีชีวิต (ติดสี) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และ
ค�านวณร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ 
 วิธี MTT หลังจากเพาะเลี้ยง PBMCs เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
เติมสารละลาย 0.5% MTT (AppliChem) ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 
CO

2
 ร้อยละ 5 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาปั่นตกตะกอน

ที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดน�้าเพาะ
เลี้ยงเซลล์ส่วนใสด้านบนปริมาตร 190 ไมโครลิตรทิ้ง เติม 
DMSO ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นตรวจวัดค่าดูดกลืน
แสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรและค�านวณร้อยละ 
relative metabolic activity ดังสูตร ร้อยละ relative                   
metabolic activity = ((OD สภาวะไม่มีพาราควอต – OD 
สภาวะมีพาราควอต) x 100)/OD สภาวะไม่มีพาราควอต

4. การทดสอบผลของพาราควอตต่อการตอบสนองของที

เซลล์โดยการสร้าง IFN-γ   
 PBMCs ความเข้มข้น 1x106 cells/µL (1x105 cells/
well) เพาะเลี้ยงร่วมกับ PHA (Phytohemagglutinin;                  
Biochrom AG) ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นส�าหรับทีเซลล์ความเข้มข้น 1 
µg/mL ในสภาวะที่ไม่มี (0) ซึ่งเป็นสภาวะควบคุมหรือมี                    
พาราควอต โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเม่ือเพาะเลี้ยงร่วมกับ 
PBMCs เท่ากับ 100 และ 300 µg/mL บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในสภาวะท่ีมี CO

2
 ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 หรือ 48 

ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดเก็บน�้าเพาะเลี้ยงเซลล์ส่วนใสด้านบน
ปริมาตร 120 ไมโครลิตรและเก็บรักษาไว้ท่ี -70 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะท�าการตรวจวัดระดับ IFN-γ  

5. การตรวจวดัระดบั IFN-γ    ในน�า้เพาะเลีย้งเซลล์
 เคลือบเพลทด้วย mouse monoclonal anti-human 
IFN-γ   (BD Biosciences) และบล็อกเพลทด้วย 10% fetal 
bovine serum ใน PBS ตามวิธีการทดสอบของบริษัทผู้ผลิต 
(BD Biosciences)  จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน IFN-γ      
และน�้าเพาะเล้ียงเซลล์ส่วนใสด้านบน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาล้างเพลท
ด้วย 0.5% Tween 20 ใน PBS จ�านวน 3 ครั้ง เติม Biotinylat-
ed anti-human IFN-γ   และ Avidin-hoseradish peroxi-
dase conjugated reagent ปริมาตร 50 ไมโครลิตรและบ่ม
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาล้างจ�านวน 5 
ครั้ง เติม tetrathylbenzidine substrate solution (TMB, 
Invitrogen) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด
เป็นเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 2N H

2
SO

4
 ปริมาตร 25 

ไมโครลติร จากน้ันตรวจวดัค่าดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคลืน่ 
450 นาโนเมตร หาค่าความเข้มข้นของ IFN-γ     โดยน�า OD ที่
ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานและค�านวณร้อยละการยับยั้งการ
สร้าง IFN-γ    ดังสูตร ร้อยละการยับยั้งการสร้าง IFN-γ    = (ระดับ  
IFN-γ          สภาวะไม่มีพาราควอต – ระดับ IFN-γ   สภาวะมีพาราค
วอต) x 100)/ระดับ IFN-γ   สภาวะไม่มีพาราควอต

6. การวเิคราะห์ข้อมูล
 รายงานผลในรูปแบบของค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน (Mean ± SEM) และวิเคราะห์ผลของพาราควอตต่อ
ความสามารถในการสร้าง IFN-γ    เทียบสภาวะมีพาราควอตกับ
ไม่มีพาราควอตโดยใช้สถิติ    Mann-whitney U Test มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ เมื่อ p <0.05 (ความเชื่อมั่น
ที่ร้อยละ 95) 

ผลการศึกษา
1. ผลของพาราควอตต่อความมชีีวติของ PBMCs
 ผลการทดลองความเป็นพิษต่อเซลล์ PBMCs ของพารา            
ควอต หลังบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า ในสภาวะไม่มี                       
พาราควอต (สภาวะควบคุม) มีร้อยละของความมีชีวิตของเซลล์
เมื่อย้อมด้วยสี trypan blue เท่ากับ 98.38 และในสภาวะที่มี                 
พาราควอตความเข้มข้นสดุท้าย 100 µg/mL มค่ีาเท่ากบั 97.31 
ซึ่งแตกต่างอย่างไม่มีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับสภาวะ
ควบคุม (p = 0.2089)   ในขณะที่ความเข้มข้น 300 µg/mL มี
ร้อยละของความมชีวีติของเซลล์เท่ากบั 94.25 ซึง่ลดต�า่ลงอย่าง
มีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับสภาวะควบคุม (p = 0.0216)  
(รูปท่ี 1A) นอกจากนี้ เมื่อทดสอบด้วยวิธี MTT พบว่า ร้อยละ
ของ relative metabolic activity มีค่าเท่ากับ 90.45 และ 
84.62 เมื่อบ่มร่วมกับพาราควอตความเข้มข้นสุดท้ายที่ 100 
และ 300 µg/mL ตามล�าดับ ซึ่งความเข้มข้น 300 µg/mL มี
ร้อยละของ relative metabolic activity ลดต�่าลงอย่างมีนัย
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ส�าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับสภาวะควบคุม (p = 0.0286) (รูป
ที่ 1B) แสดงให้เห็นว่า พาราควอตความเข้มข้น 100  µg/mL 
ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ในขณะท่ีความเข้มข้น 300 µg/mL 
มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ แต่พาราควอตท้ัง 2 ความเข้มข้น
มีระดับร้อยละของความมีชีวิตอยู่ในระดับมากกว่าร้อยละ 80 
ดงันัน้ จงึเลอืกใช้พาราควอตทัง้สองความเข้มข้นในการศกึษาขัน้
ต่อไป 

2. ผลของพาราควอตต่อการยบัยั้งการสร้าง IFN-γ   ของที

เซลล์
 การศึกษาผลของพาราควอตต่อการสร้าง IFN-γ    ของ 
PBMCs พบว่า การตอบสนองของทีเซลล์ต่อตัวกระตุ้น PHA 
เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับพาราควอตความเข้มข้น  100 µg/mL 
และ 300 µg/mL มีระดับการสร้าง IFN-γ    เฉลี่ยลดต�่าลงจาก 
13.57 เป็น 8.29 และ 3.56 ng/mL ตามล�าดับ และพบว่าท่ี
ความเข้มข้น 300 µg/mL มีค่าลดต�่าลงอย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถิติ เมื่อเทียบกับสภาวะควบคุม (p = 0.0025)  (รูปที่ 2A)   
เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลเป็นร้อยละของการยับย้ังการสร้าง IFN-γ   
พบว่า ทีเซลล์ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับพาราควอตความเข้มข้น  100 
µg/mL มีร้อยละการยับย้ังการสร้าง IFN-γ   เท่ากับ 43.15 ซ่ึง
เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับสภาวะควบคุม 
(p = 0.0006) และร้อยละการยับย้ังการสร้าง IFN-γ    สูงขึ้นเป็น 
83.69 เมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับพาราควอตความเข้มข้น 300 µg/
mL ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับสภาวะ
ควบคุม (p = 0.0013) และสภาวะเพาะเลี้ยงร่วมกับพาราควอต
ความเข้มข้น 100 µg/mL (p = 0.0025) (รูปท่ี 2B)  นอกจาก
นี้ พบว่าทีเซลล์จากอาสาสมัครจ�านวน 3 รายจาก 5 ราย (ร้อย
ละ 60 ของอาสาสมัครท้ังหมด) ถูกยับย้ังการสร้าง IFN-γ    หลัง
การบ่มเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และการยับย้ังเพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัย
ส�าคัญทางสถิติ (p = 0.0278) หลังบ่มเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อ
เทียบกับการบ่ม 24 ช่ัวโมง (รูปท่ี 3) (ร้อยละ 100 ของอาสา
สมัครทั้งหมด) จากข้อมูลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าพาราควอตมี
ผลกดการท�างานของทีเซลล์ตั้งแต่ 24 ชั่วโมงแรกหลังการสัมผัส
และยับยั้งเพิ่มสูงขึ้นในทุกตัวอย่างหลังการสัมผัสเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง

วจิารณ์
 ทีเซลล์ชนิด CD4+ และ CD8+ เป็นเซลล์หลักท่ีท�าหน้าที่
ตอบสนองระดับเซลล์ (cell mediated immunity) ในระบบ
ภูมิคุ้มกันที่ได้รับมาภายหลังต่อการติดเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส หรือ
ก�าจดัเซลล์มะเรง็อย่างจ�าเพาะและมปีระสทิธภิาพ โดยการสร้าง
และหลั่ง  IFN-γ       ซ่ึงมีบทบาทส่งเสริมการพัฒนาของทีเซลล์
ชนิด CD4+ เป็น T helper 1 (Th1) เพื่อท�าหน้าท่ีสร้างและ
หลั่ง IFN-γ        กระตุ้นแมคโครฟาจและนิวโทรฟิลให้ท�างานได้ดี
ขึ้น และส่งเสริมการก�าจัดเซลล์มะเร็งโดยทีเซลล์ชนิด CD8+15,16 
นอกจากนี้ IFN-γ     ยังออกฤทธ์ิยับย้ังการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง
ได้โดยตรง17

 จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า พาราควอตเป็นสาร
เคมีก�าจัดศัตรูพืชที่มีฤทธ์ิกดการสร้างและกดการท�างานของ

รปูที ่1 ผลของพาราควอตต่อความมชีวีติของเซลล์เมด็เลอืดขาวชนดิ PBMC 
จากอาสาสมัครสุขภาพดีบ่มร่วมกับ medium (0) หรือพาราควอตความ
เข้มข้น 100 หรือ 300 µg/mL (n = 4-6) ตรวจวัดความมีชีวิตของเซลล์
หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเทคนิค trypan blue exclusion (รูป
ที่ 1A) และตรวจหา metabolic activity ด้วยวิธี MTT assay (รูปที่ 1B) 
(*p < 0.05)

รปูที ่2 ผลของพาราควอตต่อการสร้าง IFN-γ  ของเซลล์เมด็เลอืดขาวชนดิ 
PBMCs จากอาสาสมัครสุขภาพดี (n = 5-7) บ่มร่วมกับ PHA ในสภาวะ
ไม่มีพาราควอต (medium; 0) หรือมีพาราควอตความเข้มข้น 100 หรือ 
300 µg/mL เป็นเวลา 48 ชั่วโมง รูปที่ 2A แสดงระดับ IFN-γ ในน�้าเพาะ
เลี้ยงเซลล์ รูปที่ 2B แสดงร้อยละการยับยั้งการสร้าง IFN-γ  (** p < 0.01, 
*** p < 0.001)

รูปที่ 3 ร้อยละการยับยั้งการสร้างและหลั่ง IFN-γ ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง 
ในเม็ดเลือดขาวชนิด PBMCs จากอาสาสมัครสุขภาพดี (n = 5) บ่มร่วมกับ 
PHA ในสภาวะไม่มพีาราควอต หรือมพีาราควอตความเข้มข้น 100 µg/mL 
หลังจากบ่มเป็นระยะเวลา 24 หรือ 48 ชั่วโมง ตรวจวัดระดับ IFN-γ  ใน
น�้าเพาะเลี้ยงเซลล์ แสดงผลเป็นร้อยละการยับยั้งการสร้าง IFN-γ (*p < 
0.05)
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เซลล์โดยส่งเสริมการตายของเซลล์ในระบบเลอืด18,19 และระบบ
ภูมิคุ้มกัน11,12,14 โดยอาศัยกลไกการส่งเสริมการตายแบบอะ
พอพโทซิส จากผลการศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ PBMCs ของ
พาราควอต พบว่า พาราควอตความเข้มข้น 100 µg/mL ไม่มี
ผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ PBMCs ในขณะท่ีความเข้มข้น 300 
µg/mL มีผลเหนี่ยวน�าการตายของเซลล์เพิ่มสูงขึ้น (รูปที่ 1) 
จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า เมื่อพาราควอต
ถูกดูดซึมเข้าสู่ร่างกาย สามารถท�าปฏิกิริยากับออกซิเจนใน
ร่างกาย เกิดเป็น reactive oxygen species (ROS) ชนิด 
superoxide radicals (O2•-) hydrogen peroxide (H

2
O

2
) 

และ hydroxyl radicals (•OH) สารอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึน
สามารถสร้างความเสียหายให้กับเย้ือหุ้มไมโทคอนเดรีย (mito-
chondrial membrane) และไซโตโครมซี (cytochrome C) 
ถูกหลั่ งออกสู ่ ไซโทพลาสซึมไปกระตุ ้นโปรตีนคาสเปส 
(caspases) เป็นผลให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส20

 นอกจากฤทธิ์กดการท�างานของระบบภูมิคุ้มกันโดยผ่าน
กระบวนการส่งเสริมการตายของเซลล์ พาราควอตยังมีฤทธิ์กด
การท�างานของทเีซลล์ จากผลการศกึษาพบว่า ร้อยละการยบัยัง้
การสร้าง IFN-γ    เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ เมื่อบ่ม
ร่วมกับพาราควอตความเข้มข้น 100 และ 300 µg/mL (รูปที่ 
2) ซ่ึงการได้รบัภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) จาก
การสร้าง ROS ระดบัต�า่ภายในเซลล์เป็นระยะเวลานานจากการ
สัมผัสพาราควอตสามารถก่อความเสียหายให้กับไมโทคอนเด
รียและเยื่อหุ้มออร์กาเนลล์เป็นผลให้เซลล์เข้าสู่ภาวะชรา (se-
nescent) เร็วกว่าปกติ21 นอกจากน้ียังสามารถท�าลายดีเอ็นเอ 
(DNA) จนเกินความสามารถท่ีจะซ่อมแซมให้ปกติได้ ส่งผล
ให้การถอดรหสัและแปลรหสัการสร้างโปรตีนทีจ่�าเป็นผดิปกติ22 
รวมถึงเป ็นสาเหตุให ้โปรตีนสูญเสียโครงสร ้างจากการ
เปลี่ยนแปลงขั้วของกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) และเมต
ไทโอนีน (methionine) เป็นผลให้โปรตีนผิดปกติและง่ายต่อ
การถูกท�าลาย23 ซึ่งเหตุการณ์ดังกล่าวอาจเป็นสาเหตุให้การ
กระตุ้นและการท�างานของทีเซลล์โดยสร้าง IFN-γ      ผิดปกติ 
นอกจากนี้การสร้าง ROS ภายในเซลล์สามารถเหน่ียวน�าการ
แสดงออกตวัรบัยบัยัง้ร่วม Programmed Death-1 (PD-1) บน
ผิวทีเซลล์24 และ Programmed Cell Death Ligand-1 (PD-
L1) บนผิว antigen presenting cells (APCs)25 ซ่ึงการจับ
ของโมเลกุลทั้งสองมีผลยับยั้งการกระตุ้นการแบ่งตัวและสร้าง 
IFN-γ       ของทีเซลล์  จากรายงานการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าระยะ
เวลาในการสัมผัสพาราควอตมีผลต่อการสร้าง ROS ภายใน
เซลล์ การบ่มเซลล์ร่วมกับพาราควอตเป็นเวลา 24 ชั่วโมง
สามารถเหนี่ยวน�าให้สร้าง ROS เพิ่มสูงขึ้นภายในเซลล์แต่มี
ระดับสูงสุดเมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง26 รวมถึงการตอบสนอง
ของเซลล์ในระบบภูมิคุ ้มกัน และความทนต่อภาวะเครียด
ออกซิเดชันที่แตกต่างกันในอาสาสมัครแต่ละราย อาจเป็น
สาเหตุให้พบการยับยั้งการสร้าง IFN-γ    ในอาสาสมัครบางราย
หลังการบ่มเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และพบการยับย้ังในทุกอาสา
สมัครเมื่อบ่มร่วมกับพาราควอตเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (รูปที่ 3)
 ดังนั้นการได้รับพาราควอตโดยตรงหรือการปนเปื้อนในสิ่ง
แวดล้อมและผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรอาจน�าไปสู่การกดการ
ตอบสนองของทีเซลล์ จึงเพิ่มความเสี่ยงต่อโรคติดเชื้อแบคทีเรีย 

ไวรัสหรือปรสิต รวมถึงมะเร็งในเกษตรกรหรือผู้บริโภคทั่วไป 

 สรุป
 พาราควอตมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง IFN-γ    ของทีเซลล์มนุษย์
ในหลอดทดลอง ซึ่งอาจน�าไปสู่ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคที่มี
สาเหตุจากความไม่สมดุลของการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของ
ทีเซลล์ในผู้ที่ได้รับพาราควอตโดยตรงหรือการปนเปื้อนในสิ่ง
แวดล้อมและผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร อย่างไรก็ตามการศึกษา
เพิม่เตมิถงึชนดิของทเีซลล์ทีไ่ด้รบัผลกระทบ ตลอดจนกลไกการ
กดภูมิคุ้มกันของพาราควอตอาจใช้เป็นแนวทางในการป้องกัน
หรือรักษาโรคที่เกิดจากพิษของพาราควอตและน�าไปสู ่การ
รณรงค์เพือ่ลดการใช้สารก�าจดัศตัรพูชืทีส่่งผลต่อสขุภาพและสิง่
แวดล้อมต่อไป
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