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ABSTRACT 

Introduction: The objective of this study was to investigate the optimal concentration of cobalt chloride for 

inducing hypoxia-mimicking conditions in human gingival fibroblast (HGFs) and L929 fibroblast cell lines. 

Methods: HGFs and L929 were induced into hypoxia-mimic conditions using cobalt chloride (CoCl2). The 

cytotoxicity of CoCl2 was evaluated using the PrestoBlue assay at concentrations of 0, 50, 100, 150, and 200 

µM over 12, 24, 48, 72, and 96 hours. Optical density was measured and analysed using one-way ANOVA. 

Hypoxia-induced cellular responses were assessed by measuring fluorescence intensity. Cells treated with 200 

µM CoCl2 were incubated with Photo-oxidation Resistant 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) 

and fluorescence intensity was measured at 24, 72, and 120 hours. Results: In HGFs, exposure to 200 µM 

CoCl2 significantly reduced cell viability compared with the control and other concentrations at 48, 72, and 96 

hours. In L929 cells, 200 µM CoCl2 significantly decreased cell viability at 96 hours compared to lower 

concentrations. DCFH-DA fluorescence intensity increased in both HGFs and L929 cells treated with 200 µM 

CoCl2, compared to controls at 24, 72, and 120 hours. Conclusion: These findings indicate that 200 µM CoCl2 

induces oxidative stress and cytotoxic effects in both cell types. These responses are consistent with cellular 

stress conditions, including those observed under hypoxia-related environments, and may be relevant to 

hypoxia-associated cellular responses. 
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บทคดัย่อ 

บทนํา: การศึกษานี้มวีตัถุประสงค์เพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของโคบอลต์คลอไรด์ สําหรบัเหนี่ยวนําสภาวะ

เลยีนแบบภาวะพรอ่งออกซเิจนในเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเนื้อเยือ่เหงอืกและไฟโบรบลาสตเ์ซลลไ์ลน์ L929  

วิธีการศึกษา: เซลล์ถูกกระตุ้นด้วยโคบอลต์คลอไรด์ ที่ความเขม้ขน้ 0, 50, 100, 150 และ 200 ไมโครโมลาร์ และ

ประเมนิความเป็นพษิต่อเซลล์ด้วย PrestoBlue assay ที่เวลา 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง และประเมนิการสร้าง

อนุมูลอิสระภายในเซลล์ด้วย Photo-oxidation Resistant 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA ที่

เวลา 24, 72 และ 120 ชัว่โมง 

ผลการศึกษา: โคบอลตค์ลอไรดท์ีค่วามเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร ์ทาํใหค้วามมชีวีติของเซลลไ์ฟโบรบลาสตล์ดลงอย่าง

มนีัยสาํคญัทีเ่วลา 48, 72 และ 96 ชัว่โมง ขณะทีเ่ซลล ์L929 ลดลงทีเ่วลา 96 ชัว่โมง อกีทัง้ยงัพบว่าความเขม้ของการ

เรอืงแสงของ DCFH-DA เพิม่ขึ้นในทัง้สองชนิดของเซลล์เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุมที่เวลา 24, 72 และ 120 ชัว่โมง 

สรปุ: โคบอลตค์ลอไรดท์ีค่วามเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลารส์ามารถเหนี่ยวนําใหเ้กดิภาวะเครยีดออกซเิดชนัและความเป็น

พษิต่อเซลล์ในเซลล์ทัง้สองชนิด ซึ่งมคีวามสอดคล้องกบัการตอบสนองของเซลล์ภายใต้สภาวะเลยีนแบบภาวะพร่อง

ออกซิเจน ความเข้มข้นดงักล่าวอาจเหมาะสมสําหรบัใช้เป็นแบบจําลองเบื้องต้นในห้องปฏิบตัิการเพื่อศกึษาการ

ตอบสนองของเซลลท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัภาวะพรอ่งออกซเิจน 

คาํสาํคญั: ไฟโบรบลาสต,์ ภาวะขาดออกซเิจน, โคบอลตค์ลอไรด ์
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บทนํา 

ออกซิเจนมบีทบาทสําคญัต่อการอยู่รอดของเซลล์ โดยทําหน้าที่เป็นตวัรบัอิเล็กตรอนสุดท้ายในกระบวนการสร้าง

พลงังานภายในไมโทคอนเดรยี ภาวะพร่องออกซิเจนเป็นภาวะที่มกีารลดลงของปรมิาณออกซิเจนที่ไปเลี้ยงเซลล์ 

(≤1%) ซึ่งอาจเกดิจากหลายสาเหตุ เช่น การอกัเสบ แผลเรื้อรงั มะเรง็ และโรคเมแทบอลซิมึทีส่่งผลใหก้ารไหลเวยีน

ของเลอืดไปยงัเนื้อเยื่อลดลง (Matthiesen et al., 2021; Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2019) การลดลงของ

ออกซเิจนสามารถส่งผลกระทบต่อเมแทบอลซิมึของเซลล์ สมดุลภายในเซลล์ กระบวนการส่งสญัญาณในเซลล์ และ

กลไกการอยู่รอดของเซลล์ได้ ในการปรบัตวัต่อภาวะพร่องออกซิเจน กลไกสําคญัอย่างหนึ่ง คอื การควบคุมโดย 

Hypoxia-inducible factors (HIFs) โดยเฉพาะ HIF-1α ซึง่เป็นโปรตนีทีช่่วยควบคุมการถอดรหสัของยนีทีม่บีทบาทใน

การควบคุมการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสรา้งหลอดเลอืด เมแทบอลซิมึ การสรา้งเมด็เลอืดแดง และการอยู่

รอดของเซลล์ภายใต้สภาวะพร่องออกซิเจน (Yu et al., 2018) การคงอยู่ของ HIF-1α จะนําไปสู่การกระตุ้นการ

แสดงออกของยีนที่ถูกควบคุมโดย HIF-1α เช่น vascular endothelial growth factor (VEGF), erythropoietin และ

เอนไซมใ์นกระบวนการเมแทบอลซิมึหลายชนิด ซึง่ชว่ยใหเ้ซลลส์ามารถปรบัตวัต่อภาวะพรอ่งออกซเิจนได ้ในการสรา้ง

ภาวะพร่องออกซเิจนในหลอดทดลอง วธิทีีเ่หมาะสมทีสุ่ด คอื การลดระดบัออกซเิจนโดยตรง อย่างไรกต็าม การใชตู้้

จําลองภาวะพร่องออกซเิจนยงัมขีอ้จํากดัในหลายหอ้งปฏบิตักิารเนื่องจากมรีาคาสงู (Matthiesen et al., 2021) ดงันัน้

จงึมกีารพฒันาวธิเีพื่อเลยีนแบบสภาวะพร่องออกซเิจนในการเพาะเลี้ยงเซลล์ หนึ่งในวธิทีีน่ิยมใชค้อืการใชส้ารเคมทีี่

เลียนแบบภาวะพร่องออกซิเจน ซึ่งสามารถกระตุ้นการตอบสนองต่อภาวะพร่องออกซิเจนได้โดยการรบกวน

กระบวนการส่งสญัญาณทีข่ ึน้กบัออกซเิจน และทาํให ้HIF-1α มคีวามเสถยีรภายใตส้ภาวะทีม่อีอกซเิจนปกต ิโคบอลต์

คลอไรด ์(Cobalt chloride) เป็นสารทีถู่กใชก้นัอย่างแพร่หลายในการเหนี่ยวนําภาวะพร่องออกซเิจนในแบบจาํลองการ

เพาะเลีย้งเซลล ์โดยโคบอลตค์ลอไรดท์าํให ้HIF-1α มคีวามเสถยีรโดยการยบัยัง้การสลายตวัของโปรตนีดงักล่าว สง่ผล

ให้เกิดการกระตุ้นสญัญาณตอบสนองต่อภาวะพร่องออกซิเจนอย่างต่อเนื่องแม้ในสภาวะที่มรีะดบัออกซิเจนปกติ 

(Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2019; Rana et al., 2019) เนื่องจากโคบอลต์คลอไรดม์ปีระสทิธภิาพในการ

จําลองสภาวะเลยีนแบบการพร่องออกซเิจน และใชง้านไดส้ะดวก การศกึษานี้จงึต้องการสรา้งแบบจําลองภาวะพร่อง

ออกซเิจน โดยใชโ้คบอลตค์ลอไรดใ์นเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเนื้อเยื่อเหงอืกและเซลลไ์ลน์ L929 โดยมวีตัถุประสงคเ์พือ่

หาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของโคบอลตค์ลอไรดท์ีส่ามารถเหนี่ยวนําใหเ้กดิสภาวะพรอ่งออกซเิจนในเซลลท์ัง้สองชนิด 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

ภาวะพร่องออกซิเจน 

การได้รบัออกซิเจนอย่างเพียงพอมคีวามสําคญัต่อเมแทบอลิซึมของเซลล์ การสร้างพลงังานในรูปของ ATP และ

กระบวนการส่วนใหญ่ของหายของแผล (Sharma et al., 2021) ภาวะพร่องออกซิเจนเป็นภาวะที่มีการลดลงของ

ปรมิาณออกซเิจนทีไ่ปเลีย้งเซลล ์(≤1%) ภาวะขาดเลอืดบรเิวณแผลทาํใหก้ารส่งออกซเิจน และสารอาหารทีจ่าํเป็นต่อ

การหายของแผลลดลง ส่งผลใหเ้กดิการตายของเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยงัทําใหเ้กดิการลดลงของการส่งแอนตบิอด ีเมด็

เลอืดขาว และยาปฏชิวีนะ ไปยงัเนื้อเยือ่บรเิวณนัน้ เพิม่ความเสีย่งต่อการตดิเชือ้ และลดความสามารถในการยบัยัง้การ

เพิม่จํานวนของเชื้อแบคทเีรยี (Hupp et al., 2019) ภาวะขาดออกซเิจนเฉพาะทีส่่งผลใหก้ารสรา้งเนื้อเยื่อแกรนูเลชนั 

(granulation tissue) การสรา้งคอลลาเจน (collagen) และการเพิม่จํานวนของไฟโบรบลาสต์ลดลงอย่างมนีัยสาํคญั ซึ่ง

ทําใหก้ระบวนการการหายของแผลในขัน้ตอนการสรา้งเยื่อบุผวิใหม่ และความแขง็แรงของเนื้อเยื่อลดลง (Galeano et 

al., 2021) ภาวะขาดเลือดสามารถเกิดได้จากหลายปัจจยั ทัง้จากกระบวนการผ่าตดั เช่น การเยบ็แผลที่ตึงเกินไป 

รวมถงึปัจจยัทางรา่งกายและโรคทางระบบ เชน่ การไดร้บัรงัสรีกัษา การสบูบุหรี ่โรคเบาหวาน และโรคหลอดเลอืดบาง

ชนิด (Olascoaga et al., 2008; Little et al., 2018; Silverstein, 1992; Iyer & Balasubramanian, 2012) 



[4] 

การตอบสนองของเซลลต่์อภาวะพร่องออกซิเจน 

การเกดิภาวะพร่องออกซเิจนในเซลล์เกดิขึน้ไดใ้นหลายสภาวะ เช่น ในระหว่างการหายของแผล หรอืการเสยีหายของ

หลอดเลอืด สามารถทําใหเ้นื้อเยื่อบรเิวณนัน้ไดร้บัออกซเิจนไม่เพยีงพอ ในสภาวะพร่องออกซเิจน ไฟโบรบลาสต์เป็น

หนึ่งในเซลล์ทีพ่บว่ามสี่วนสาํคญัในการซ่อมแซมเนื้อเยื่อ ภาวะพร่องออกซเิจนเฉียบพลนัช่วยกระตุน้การเคลื่อนทีข่อง

เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากผวิหนังไดใ้นช่วงแรก และในบางการศกึษาพบว่าการมอีอกซเิจนไม่เพยีงพอทาํใหก้ารเคลื่อนที่

ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์น้อยลง (Vogler et al., 2013) ภาวะพร่องออกซเิจนสามารถทําใหเ้ซลล์เกดิการตอบสนองต่อ

ความเครยีดของเซลลใ์นหลากหลายรปูแบบ ซึง่มผีลต่อการอยูร่อดของเซลล ์การเผาผลาญพลงังาน และเสน้ทางการส่ง

สญัญาณภายในเซลล ์ภายใตส้ภาวะพร่องออกซเิจน จะมกีลไกการปรบัตวั เพื่อคงสภาวะสมดุลภายในเซลล ์และรกัษา

สมดุลของพลงังาน กลไกสําคญัของการตอบสนองนี้คอืเสน้ทางสญัญาณของ HIF ซึ่งทําหน้าทีค่วบคุมการแสดงออก

ของยนีจาํนวนมากทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งหลอดเลอืดใหม ่การเผาผลาญกลูโคส และการอยูร่อดของเซลล ์(Yu 

et al., 2018) การกระตุ้น HIF-1α ช่วยให้เซลล์สามารถปรับตัวต่อสภาวะที่มีออกซิเจนลดลง โดยส่งเสริมการ

เปลีย่นแปลงทางเมตาบอลซิมึ เช่น การเพิม่กระบวนการไกลโคไลซสิ และการเปลีย่นแปลงการทํางานของไมโทคอนเดรยี 

(Mitochondria) นอกจากการปรบัตวัทางเมตาบอลซิมึแลว้ ภาวะพร่องออกซเิจนยงัส่งผลต่อกระบวนการต่างๆ ภายใน

เซลล์ เช่น ออโตฟาจ ี(Autophagy) และการตายของเซลล์ เพื่อรกัษาสมดุลของพลงังานในสภาวะเครยีด กลไกนี้มี

บทบาทในการปกป้องเซลล ์ทาํใหเ้ซลลส์ามารถอยู่รอดไดภ้ายใตส้ภาวะทีไ่มเ่หมาะสม เช่น การขาดออกซเิจน (Muz et 

al., 2015) อยา่งไรกต็าม หากภาวะพรอ่งออกซเิจนมคีวามรุนแรงหรอืยาวนาน อาจกระตุน้ใหเ้กดิการตายของเซลลไ์ด ้

การใช้โคบอลตค์ลอไรดเ์พื่อเลียนแบบภาวะพร่องออกซิเจน 

มกีารพฒันาวธิกีารเลยีนแบบภาวะพร่องออกซเิจนในหลอดทดลองหลายวธิ ีแมว้่าการใชตู้จ้าํลองภาวะพร่องออกซเิจน 

จะสามารถจําลองสภาวะทีใ่กลเ้คยีงกบัการขาดออกซเิจนจรงิไดด้ ีแต่การใชตู้จ้ําลองภาวะพร่องออกซเิจนมคี่าใชจ้่ายทีส่งู 

การใชส้ารเคมเีพื่อเลยีนแบบภาวะพร่องออกซเิจนจงึเป็นวธิทีีถู่กนํามาใชเ้นื่องจากมคีวามสะดวก โคบอลตค์ลอไรดเ์ป็น

สารทีถู่กนํามาใชอ้ย่างแพร่หลายในการเพาะเลี้ยงเซลล์ มกีลไกในการทําใหโ้ปรตนี HIF-1α มคีวามเสถยีร และยบัยัง้

การสลายตวัของโปรตนีดงักล่าวภายใตส้ภาวะทีม่อีอกซเิจนปกต ิสง่ผลให ้HIF-1α สะสม และกระตุน้การแสดงออกของ

ยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตอบสนองต่อภาวะพร่องออกซเิจน (Matthiesen et al., 2021) โคบอลค์ลอไรดจ์งึสามารถกระตุน้

การตอบสนองของเซลลท์ีค่ลา้ยกบัสภาวะพร่องออกซเิจนจรงิได ้ซึง่โดยปกตแิลว้ HIF จะถูกควบคุมโดยเอนไซม ์prolyl 

hydroxylase (PHD) ทีต่อ้งอาศยั Fe²⁺ และออกซเิจนในการทํางาน โคบอลต์คลอไรดร์บกวนการทํางานของ PHD ทัง้

จากการแทนที ่Fe²⁺ ใน ตําแหน่งทีว่่องไวต่อปฏกิริยิาและจากการเหนี่ยวนําใหเ้กดิความเครยีดออกซเิดชนัผ่านอนุมลู

อสิระ รวมถงึการทําใหส้ารตา้นอนุมลูอสิระภายในเซลลล์ดลง เช่น กรดแอสคอรบ์กิ (Ascorbic acid) ส่งผลให ้HIF-1α 

ไม่เกิดปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิล จึงมีการสลายตัวลดลง (Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2019) 

โคบอลต์คลอไรด์ถูกนํามาใชใ้นการสรา้งแบบจําลองภาวะพร่องออกซเิจนในเซลล์ชนิดต่างๆ โดยพบว่า โคบอลต์คลอ

ไรดส์ามารถกระตุน้เสน้ทางสญัญาณทีข่ ึน้กบั HIF และเหนี่ยวนําการตอบสนองของเซลล์ทีค่ลา้ยกบัการขาดออกซเิจน 

เช่น การปรบัตวัทางเมตาบอลซิมึ ความเครยีดออกซเิดชนั ออโตฟาจ ีและการตายของเซลล์ ดว้ยเหตุนี้ โคบอลต์คลอ

ไรด ์จงึเป็นหนึ่งในสารทีน่ิยมใชม้ากทีสุ่ดในการสรา้งสภาวะเลยีนแบบการพร่องออกซเิจนในหอ้งปฏบิตักิาร (Yu et al., 

2018) 

การสร้างอนุมลูอิสระภายใต้ภาวะพร่องออกซิเจน 

อนุมูลอสิระของออกซเิจน (Reactive oxygen species) เป็นโมเลกุลทีม่บีทบาทสําคญัในการส่งสญัญาณภายในเซลล์ 

โดยเฉพาะในสภาวะเครยีด ภายใตภ้าวะพรอ่งออกซเิจน การทาํงานของไมโทคอนเดรยีอาจถูกรบกวน สง่ผลใหเ้กดิการ

สรา้งอนุมลูอสิระเพิม่ขึน้ การสะสมของอนุมลูอสิระในระดบัสงูสามารถก่อใหเ้กดิความเสยีหายต่อองคป์ระกอบของเซลล ์

เช่น ไขมนั โปรตนี และ ดเีอน็เอ ซึ่งนําไปสู่การบาดเจบ็ของเซลล์ และการตายของเซลล์ (Yu et al., 2018) งานวจิยั

ก่อนหน้านี้แสดงใหเ้หน็ว่า การเลยีนแบบภาวะพร่องออกซเิจนทีถู่กเหนี่ยวนําดว้ยโคบอลต์คลอไรด์สามารถเพิม่ระดบั
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อนุมูลอสิระภายในเซลล์ไดอ้ย่างมนีัยสําคญั โดยการสะสมของอนุมูลอสิระ มคีวามสมัพนัธ์กบัความผดิปกตขิองไมโท

คอนเดรยี และการกระตุน้การเกดิการตายในเซลลท์ีอ่ยู่ภายใตส้ภาวะพรอ่งออกซเิจน ในการทดสอบการเกดิอนุมลูอสิระ 

เช่น DCFH-DA ซึ่งจะเปล่งแสงเมื่อถูกออกซไิดซ์โดอนุมูลอสิระภายในเซลล์ (Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 

2019; Vengellur & LaPres, 2004; Yu et al., 2018) การเพิม่ขึน้ของอนุมลูอสิระยงัสามารถทาํใหเ้กดิความเสยีหายต่อ

ไมโทคอนเดรยีและรบกวนสมดุลรดีอกซ์ภายในเซลล ์ซึง่จะยิง่ส่งเสรมิการเกดิการตายและการบาดเจบ็ของเซลล ์ดงันัน้ 

ภาวะเครียดออกซิเดชนั (Oxidative stress) จึงถือเป็นกลไกสําคญัที่ทําให้เซลล์เกิดการตอบสนองต่อภาวะพร่อง

ออกซเิจนทีถู่กเหนี่ยวนําดว้ยสารเคม ี

สมมติฐานการวิจยั 

1) การไดร้บัโคบอลต์คลอไรด์จะส่งผลใหค้วามมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเนื้อเยื่อเหงอืกและเซลล์ไลน์ L 929 

ลดลง แบบขึน้กบัความเขม้ขน้และระยะเวลา 

2) การไดร้บัโคบอลตค์ลอไรดจ์ะกระตุน้การสรา้งอนุมลูอสิระภายในเซลลเ์พิม่ขึน้เมือ่เทยีบกบัการไมไ่ดร้บัโคบอลตค์ลอไรด ์

กรอบแนวคิดการวิจยั 

ตวัแปรอิสระ  ตวัแปรตาม 

1) ความเขม้ขน้ของโคบอลตค์ลอไรด ์

2) ชนิดของเซลล ์

 1) ความสามารถในการอยูร่อดของเซลล ์

2) การสรา้งอนุมลูอสิระของเซลล ์

ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิการวจิยั 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

การเพาะเลี้ยงเซลล ์

1) การเพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเนื้อเยือ่เหงอืก 

ง านวิจัย ได้ ร ับก า ร รับ รอ งจ ากคณะกรรมการจริย ธ ร รมการวิจัย ในม นุษย์  คณะทันตแพทยศาสตร์  

มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์(EC6802-010) ชิ้นเนื้อเยื่อเหงอืกจะถูกเกบ็มาจากผูป่้วยทีไ่ม่มโีรคประจําตวั หรอืมโีรค

ประจําตัวที่ควบคุมได้ ที่เข้ามารับการผ่าตัดฟันคุดที่คลินิกศัลยศาสตร์ช่องปาก คณะทันตแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์โดยตอ้งไม่มกีารตดิเชือ้และอกัเสบทีฟั่นและเหงอืกบรเิวณฟันคุดซีด่งักล่าว ชิน้เนื้อทีเ่กบ็

ได้จะถูกเก็บไว้ใน  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM: Gibco BRL, New York, USA) เ ป็นเวลา  24 

ชัว่โมง ก่อนที่จะนํามาตดัเป็นชิ้นเลก็ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ โดยอาหารเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วย DMEM, 10% FBS 

(fetal bovine serum) และ 1% antibiotics บ่มไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ควบคุมปรมิาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ความชืน้ 95% สงัเกตรูปร่างและจํานวนของเซลล์ทีเ่ปลีย่นแปลงผ่านกล้องจุลทรรศน์ ทํา

การเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลทุ์ก 3 วนั จนเซลลม์คีวามหนาแน่นประมาณ 70-80% ของภาชนะ จงึนําไปเพาะเลีย้งต่อไป 

เซลลท์ีนํ่ามาใชใ้นการทดลองจะเป็นเซลลร์ุน่ (passage) ที ่3-5 (Wanichpakorn & Kedjarune-Laggat, 2010) 

2) การเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ L929 

เซลล์ L929 (ATCC, USA) ที่ถูกเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว ถูกนํามาทําให้ละลายในอ่างควบคุมอุณหภูมทิี่ 37 องศา

เซลเซียส และนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย DMEM, 10% FBS (fetal bovine serum) และ 1% 

antibiotics บ่มไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ควบคุมปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ความชืน้ 95% สงัเกตรูปร่างและจํานวนของเซลล์ทีเ่ปลีย่นแปลงผ่านกลอ้งจุลทรรศน์ ทําการเปลีย่นอาหารเลี้ยงเซลล์

ทุก 3 วนั จนเซลลม์คีวามหนาแน่นประมาณ 70-80% ของภาชนะ จงึนําไปเพาะเลีย้งต่อไป 
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การจาํลองสภาวะพร่องออกซิเจนของเซลลด้์วยสารละลายโคบอลต์คลอไรด ์

1) การทดสอบความเป็นพษิของสารละลายโคบอลตค์ลอไรดต์่อเซลลด์ว้ย Prestoblue assay  

เซลล์ทัง้สองชนิดถูกเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 48 หลุม และบ่มด้วยโคบอลต์คลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0, 50, 

100, 150 และ 200 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เปลี่ยนเป็นสาร PrestoBlue 

(Thermo Fisher Scientific, USA) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครลติร ใน 100 ไมโครลติรของอาหารเลีย้งเซลล ์และบ่มต่ออกี 

10 นาท ีจากนัน้นําไปวดัค่าความหนาแน่นเชงิแสง (Optical density) ทีค่วามยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ทาํการทดสอบ

ซํ้ากลุ่มละ 3 ครัง้ และนําคา่ทีไ่ดม้าเปรยีบเทยีบระหวา่งกลุ่ม 

2) การประเมนิภาวะขาดออกซเิจนดว้ย Photo-oxidation Resistant DCFH-DA  

เซลล์ทัง้สองชนิดถูกเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม หลงัการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ทีม่โีคบอลต์

คลอไรด์เป็นเวลา 24, 72, และ 120 ชัว่โมง เซลล์จะถูกบ่มด้วย Photo-oxidation Resistant DCFH-DA Working 

solution เป็นเวลา 30 นาท ีและถ่ายภาพดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เรอืงแสง (Fluorescence microscope) โดยใชค้วามยาว

คลื่นที่ 488 นาโนเมตร เซลล์ที่เกิดภาวะพร่องออกซิเจนจะปรากฏสีเขียวเรืองแสง ความเข้มของการเรืองแสง 

(fluorescence intensity) ถูกวัดด้วยโปรแกรม ImageJ (National Institutes of Health, USA) เพื่อเปรียบเทียบการ

สรา้งอนุมลูอสิระระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีม่โีคบอลตค์ลอไรด ์

การวิเคราะหท์างสถิติ  

ขอ้มูลถูกนําเสนอในรูปแบบค่าเฉลีย่ ± ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) และวเิคราะหด์ว้ยซอฟต์แวร ์SPSS เวอรช์นั 29 

(SPSS Inc., Chicago, USA) ในการทดสอบการกระจายของข้อมูลใช้สถิติ Shapiro-Wilk test สําหรับข้อมูลพารา

เมตรกิ ใชก้ารวเิคราะห ์one-way ANOVA และ Tukey’s post hoc test เพื่อเปรยีบเทยีบความเป็นพษิของสารละลาย

โคบอลตค์ลอไรดค์วามเขม้ขน้ต่างๆ ต่อเซลล ์สาํหรบัขอ้มลูทีไ่ม่เป็นพาราเมตรกิ การวเิคราะหค์วามต่างระหว่างกลุ่มใช้

สถิติ Kruskal-Wallis ในส่วนการสร้างอนุมูลอิสระในเซลล์ สําหรับข้อมูลพาราเมตริก ใช้การวิเคราะห์ด้วยสถิติ 

Independent-Samples T-test เพื่อเปรยีบเทยีบความเขม้ของการเรอืงแสงของเซลล์ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองที่

บ่มดว้ยโคบอลตค์ลอไรด ์สาํหรบัขอ้มลูทีไ่มเ่ป็นพาราเมตรกิ ใชส้ถติ ิMann-Whitney U-Test ทีร่ะดบันยัสาํคญั < 0.05 

 

ผลการวิจยั 

ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารละลายโคบอลตค์ลอไรดต่์อเซลลด้์วย Prestoblue assay 

1) การทดสอบความมชีวีติของเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเนื้อเยื่อเหงอืก พบว่า การเลีย้งเซลลด์ว้ยโคบอลตค์ลอไรดค์วาม

เขม้ขน้ต่างๆ ส่งผลต่อความมชีวีติของเซลล์แตกต่างกนัในแต่ละช่วงเวลา โดยทีเ่วลา 12 และ 24 ชัว่โมง ไม่พบความ

แตกต่างกนัทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลอง อย่างไรก็ตาม เมื่อระยะเวลาการบ่มเพิม่เป็น 48 ชัว่โมง พบว่า เมื่อความ

เขม้ขน้ของ โคบอลต์คลอไรดส์งูขึน้ เริม่มแีนวโน้มทําใหค้วามสามารถในการอยู่รอดของเซลล์ลดลง เมื่อเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม โคบอลตค์ลอไรดค์วามเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร ์ทาํใหค้วามมชีวีติของเซลล์ลดลงอย่างมนีัยสาํคญั เมื่อเทยีบ

กบักลุ่มควบคุมและกลุ่มความเขม้ขน้อื่น ทีเ่วลา 48, 72 และ 96 ชัว่โมง ขณะทีค่วามเขม้ขน้ 50, 100 และ 150 ไมโคร

โมลาร ์ทําใหค้วามมชีวีติของเซลล์ลดลงอย่างมนีัยสาํคญัเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมที ่72 และ 96 ชัว่โมง นอกจากนี้ยงั

พบว่า หลงัจาก 24 ชัว่โมง ความมชีวีติของเซลล์เมื่อบ่มด้วยโคบอลต์คลอไรด์ มแีนวโน้มลดลงแบบขึน้อยู่กบัความ

เขม้ขน้ของสาร เมื่อความเขม้ขน้ของโคบอลตค์ลอไรดเ์พิม่ขึน้ ค่าความมชีวีติจะลดลง โดยเฉพาะในช่วงเวลาทีน่านขึน้ 

(กราฟที ่1) 
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กราฟท่ี 1 ความหนาแน่นเชงิแสงทีว่ดัจากเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเนื้อเยื่อเหงอืก เมื่อใชค้วามเขม้ขน้ของโคบอลตค์ลอ

ไรด์ต่างกนัในแต่ละช่วงเวลา ผลการทดลองแสดงในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, * แสดงถงึความแตกต่าง

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (p < 0.05) 

 

2) การทดสอบความมชีวีติของเซลล์ L929 พบว่า การตอบสนองต่อโคบอลต์คลอไรดแ์ตกต่างจากเซลลไ์ฟโบรบลาสต์

จากเนื้อเยื่อเหงอืก โดยในช่วง 12-48 ชัว่โมง ค่าความมชีวีติของเซลล์ในทุกความเขม้ขน้ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติิ

จากกลุ่มควบคุม และในบางความเขม้ขน้ยงัพบแนวโน้มของคา่ความมชีวีติของเซลลส์งูขึน้เลก็น้อย อยา่งไรกต็าม ที ่72 

ชัว่โมง พบว่า ความเขม้ขน้ของโคบอลต์คลอไรด์ เริม่มผีลต่อความมชีวีติของเซลล์ โดยเฉพาะในกลุ่มที่ได้รบัความ

เขม้ขน้สูง และที่เวลา 96 ชัว่โมง พบว่า โคบอลต์คลอไรด์ ความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร์ ทําให้ค่าความมชีวีติของ

เซลลล์ดลงอย่างมนีัยสาํคญั เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม และความเขม้ขน้อื่นๆ (p < 0.05) ในขณะทีค่วามเขม้ขน้ 50-150 

ไมโครโมลาร ์ไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (กราฟที ่2) 

 

 
กราฟท่ี 2 ความหนาแน่นเชิงแสงที่วดัจากเซลล์ L929 เมื่อใช้ความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ต่างกันในแต่ละ

ช่วงเวลา ผลการทดลองแสดงในรูปค่าเฉลีย่ ± ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน, * แสดงถงึความแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัทาง

สถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (p < 0.05) 

 

การวดัอนุมลูอิสระของออกซิเจนด้วย Photo-oxidation Resistant DCFH-DA 

1) การทดสอบการสร้างอนุมูลอิสระของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเนื้อเยื่อเหงอืก เมื่อเปรยีบเทียบการเรอืงแสงจาก 

Photo-oxidation Resistant DCFH-DA พบว่าที ่24 ชัว่โมง กลุ่มทีไ่ดร้บัโคบอลต์คลอไรด์มคีวามเขม้ของการเรอืงแสง

มากกว่ากลุ่มควบคุม และแตกต่างอย่างชดัเจนมากขึน้เมื่อกระตุน้ดว้ยโคบอลต์คลอไรดเ์ป็นเวลา 72 และ 120 ชัว่โมง 
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แสดงใหเ้หน็ว่าโคบอลต์คลอไรดส์ามารถกระตุน้การเกดิอนุมูลอสิระ ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเนื้อเยื่อเหงอืกไดอ้ย่าง

ต่อเนื่องและเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาทีบ่่ม (ภาพที ่2) 

 

 
ภาพท่ี 2 การสรา้งอนุมลูอสิระของเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเนื้อเยือ่เหงอืกในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีบ่่มดว้ยโคบอลตค์ลอไรด ์

200 ไมโครโมลาร์ที่ระยะเวลา 24, 72, และ120 ชัว่โมง (A) การเรืองแสงของเซลล์เมื่อย้อมด้วย Photo-oxidation 

Resistant DCFH-DA (B) ผลการวิเคราะห์เชิงปริมาณของความเข้มการเรืองแสงภายหลังการย้อมด้วย Photo-

oxidation Resistant DCFH-DA โดยใช้โปรแกรม ImageJ ผลการทดลองแสดงในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน,  

** แสดงถงึความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (p < 0.01) 

 

2) การทดสอบการสร้างอนุมูลอิสระของเซลล์ L929 เมื่อเปรยีบเทียบการเรอืงแสงจาก Photo-oxidation Resistant 

DCFH-DA พบวา่ ที ่24 ชัว่โมง กลุ่มทีไ่ดร้บัโคบอลตค์ลอไรดแ์ละกลุ่มควบคุมมคีวามเขม้ของการเรอืงแสงทีแ่ตกต่างกนั

ทางสถติ ิและกลุ่มที่ได้รบัโคบอลต์คลอไรด์มคีวามเขม้ของการเรอืงแสงมากกว่าอย่างชดัเจนมากขึน้ที่ 72 และ 120 

ชัว่โมง แสดงใหเ้หน็ว่าโคบอลต์คลอไรดส์ามารถกระตุน้การเกดิอนุมูลอสิระในเซลล์ L929 ไดเ้มื่อระยะเวลาในการบ่ม

ยาวนานขึน้ (ภาพที ่3) 

 

 
ภาพท่ี 3 การสรา้งอนุมูลอสิระของเซลล์ L929 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีบ่่มดว้ยโคบอลต์คลอไรด ์200 ไมโครโมลารท์ี่

ระยะเวลา 24, 72, และ120 ชัว่โมง (A) การเรอืงแสงของเซลลเ์มือ่ยอ้มดว้ย Photo-oxidation Resistant DCFH-DA (B) 

ผลการวเิคราะห์เชงิปรมิาณของความเขม้การเรอืงแสงภายหลงัการยอ้มด้วย Photo-oxidation Resistant DCFH-DA 

โดยใชโ้ปรแกรม ImageJ ผลการทดลองแสดงในรปูคา่เฉลีย่ ± ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน, ** แสดงถงึความแตกต่างอยา่ง

มนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (p < 0.01) 
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สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

การศกึษานี้มวีตัถุประสงค์เพื่อหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของโคบอลต์คลอไรด์สําหรบัการเหนี่ยวนําการเลยีนแบบ

ภาวะพร่องออกซิเจนในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยประเมนิจากความเป็นพษิต่อเซลล์และผลต่อการสร้างอนุมูลอิสระ

ภายในเซลล์ ผลการศกึษาพบว่าโคบอลต์คลอไรด์สามารถเหนี่ยวนําใหเ้กดิทัง้ความเป็นพษิต่อเซลล์และภาวะเครยีด

ออกซเิดชนัแบบขึน้กบัความเขม้ขน้และระยะเวลา โดยพบว่าความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร์ เป็นระดบัที่ทําให้เกิด

ภาวะเครยีดออกซเิดชนัและเกดิความเป็นพษิต่อเซลล์ในระดบัทีย่อมรบัได ้ซึ่งสอดคลอ้งกบัการสรา้งแบบจําลองภาวะ

พรอ่งออกซเิจนโดยใชโ้คบอลตค์ลอไรด ์

โคบอลตค์ลอไรดถู์กนํามาใชเ้ป็นสารเลยีนแบบภาวะพร่องออกซเิจนอยา่งแพรห่ลาย เนื่องจากสามารถทาํให ้HIF-1α มี

ความเสถยีร ไม่ถูกทําลาย ส่งผลให้เกดิการกระตุ้นสญัญาณที่เกี่ยวขอ้งกบัภาวะพร่องออกซเิจนได้ แมใ้นสภาวะที่มี

ออกซิเจนปกติ ในการศึกษานี้ การได้รบัโคบอลต์คลอไรด์เป็นเวลานานส่งผลให้การมชีีวิตของเซลล์ลดลงอย่างมี

นยัสาํคญั โดยเฉพาะเมื่อใชค้วามเขม้ขน้สงู และระยะเวลาการบ่มทีย่าวนาน ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหน้านี้ทีแ่สดง

ใหเ้หน็ว่าการคงอยู่ของ HIF-1α ในระดบัสงูเป็นเวลานาน และภาวะพร่องออกซเิจนทีเ่รือ้รงั สามารถรบกวนสมดุลของ

เซลลแ์ละนําไปสูก่ารตายของเซลลไ์ด ้(Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2019; Vengellur & LaPres, 2004) 

จากผลการทดลองยงัพบว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเนื้อเยื่อเหงอืกมคีวามไวต่อความเป็นพษิของโคบอลต์คลอไรด์

มากกว่าเซลล ์L929 โดยพบว่า ความมชีวีติของเซลล์ลดลงอย่างมนีัยสาํคญัตัง้แต่ที ่48 ชัว่โมง ในขณะทีเ่ซลล ์L929 มี

การการลดลงของเซลล์ทีช่า้กว่า โดยความมชีวีติของเซลล์ลดลงอย่างมนีัยสาํคญัที ่96 ชัว่โมง การทีเ่ซลล์ทัง้สองชนิด

ตอบสนองแตกต่างกนั อาจอธิบายได้จากความแตกต่างของแหล่งกําเนิดของเซลล์ทัง้สองชนิด และเมแทบอลิซึม

ระหว่างเซลลจ์ากเนื้อเยื่อ และเซลลไ์ลน์ โดยเซลลจ์ากเนื้อเยื่อมกัมคีวามทนทานต่อความเครยีดจากสิง่แวดลอ้มตํ่ากวา่ 

ขณะทีเ่ซลลไ์ลน์อาจมกีลไกการปรบัตวัทีช่ว่ยใหท้นต่อความเครยีดไดม้ากกวา่ 

นอกจากผลดา้นความเป็นพษิต่อเซลลแ์ลว้ โคบอลตค์ลอไรดย์งัเพิม่ระดบัอนุมูลอสิระภายในเซลลท์ัง้สองชนิด เมื่อยอ้ม

ดว้ย Photo-oxidation Resistant DCFH-DA โดยพบว่า เซลล์ทีถู่กบ่มดว้ยโคบอลต์คลอไรดม์กีารเพิม่ขึน้ของการเรอืงแสง

เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยทัง้เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเนื้อเยื่อเหงอืกและเซลล์ L929 มคีวามเขม้ของการเรอืงแสง

เพิม่ขึน้ในกลุ่มโคบอลตค์ลอไรดอ์ยา่งมนียัสาํคญัตัง้แต่ 24 ชัว่โมง และเหน็ความแตกต่างทีช่ดัเจนในเซลลไ์ฟโบรบลาสต์

จากเนื้อเยือ่เหงอืก ผลการทดลองดงักล่าวชีใ้หเ้หน็ว่าการสรา้งอนุมลูอสิระภายใตส้ภาวะเลยีนแบบภาวะพรอ่งออกซเิจน

จะขึน้กบัเวลาและแตกต่างกนัในแต่ละชนิดของเซลล์ กลไกที่โคบอลต์คลอไรด์เหนี่ยวนําให้เกดิการสร้างอนุมูลอสิระ

ภายในเซลล์เกี่ยวข้องทัง้กับไมโทคอนเดรีย และกลไกอื่นๆ โดย Co²⁺ ที่ถูกปลดปล่อยสามารถกระตุ้นปฏิกิริยา

ออกซเิดชนัโดยตรง ส่งผลใหเ้กดิการสรา้งอนุมูลอสิระ และการออกซไิดซ์สารต้านอนุมูลอสิระภายในเซลล์ เช่น กรด

แอสคอร์บกิ เมื่อเซลล์มคีวามสามารถในการต้านอนุมูลอสิระลดลง ยิง่ส่งเสรมิให้เกดิภาวะเครยีดออกซเิดชนัมากขึน้ 

นอกจากนี้อนุมูลอสิระจากไมโทคอนเดรยียงัมบีทบาทสําคญัในกระบวนการส่งสญัญาณเมื่อเกดิภาวะพร่องออกซเิจน 

และ โคบอลต์คลอไรด ์ยงัสามารถกระตุน้การสรา้งอนุมูลอสิระไดโ้ดยไม่ผ่านไมโทคอนเดรยี การสะสมของอนุมูลอสิระ

นําไปสู่ความเสยีหายของดเีอ็นเอ และการกระตุ้นกระบวนการตายของเซลล์ ดงันัน้ ภาวะเครยีดออกซเิดชนัจงึเป็น

กลไกสาํคญัทีม่สีว่นทาํใหเ้กดิความเป็นพษิของโคบอลตค์ลอไรด ์ต่อเซลล ์(Oh et al., 2014) 

ความสมัพนัธร์ะหว่างการเพิม่ขึน้ของอนุมูลอสิระ และการลดลงของการมชีวีติของเซลล ์สามารถบ่งชีไ้ดว้่าภาวะเครยีด

ออกซเิดชนัก่อใหเ้กดิความเสยีหายของเซลลภ์ายใตส้ภาวะเลยีนแบบการพร่องออกซเิจน เมื่อระดบัอนุมลูอสิระเพิม่ขึน้

ตามเวลา พบว่า ความมชีวีติของเซลล์ลดลงตามไปดว้ย ผลดงักล่าวสะทอ้นใหเ้หน็ถงึผลของการเกดิออกซเิดชนัของ

เซลล ์และบ่งชีว้่าการสรา้งอนุมูลอสิระในระดบัทีส่งูอาจทาํใหร้ะบบตา้นอนุมูลอสิระในเซลลไ์ม่เพยีงพอและเกดิการตาย

ของเซลลไ์ด ้(Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2019) 

โดยสรุป ผลการศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ว่า โคบอลต์คลอไรด์ทีค่วามเขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร์ สามารถเหนี่ยวนําใหเ้กดิ

ภาวะเครยีดออกซเิดชนัและความเป็นพษิต่อเซลล์ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเนื้อเยื่อเหงอืกและเซลล์ L929 ไดอ้ย่างมี
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นัยสําคัญ ซึ่งการตอบสนองดังกล่าวสอดคล้องกับภาวะความเครียดของเซลล์ และอาจมีความเกี่ยวข้องกับ 

การตอบสนองของเซลล์ภายใต้สภาวะทีเ่กี่ยวขอ้งกบัภาวะพร่องออกซเิจน อย่างไรกต็าม การศกึษานี้ยงัมขีอ้จํากดัคอื 

การใชโ้คบอลต์คลอไรดเ์ป็นสารเลยีนแบบภาวะพร่องออกซเิจนไม่สามารถจาํลองสภาวะพร่องออกซเิจนทางสรรีวทิยา

ได้อย่างสมบูรณ์เหมอืนการใช้ตู้จําลองภาวะพร่องออกซิเจน นอกจากนี้ การตรวจเพื่อยนืยนัว่าเซลล์มภีาวะพร่อง

ออกซเิจน อาจใช้วธิอีื่นในการทดสอบร่วมดว้ย เนื่องจากอนุมูลอสิระสามารถเกดิขึน้ได้จากสาเหตุอื่นนอกเหนือจาก

ภาวะพร่องออกซเิจน วธิทีีไ่ดร้บัความนิยม เช่น การทํา Western blot เพื่อตรวจหา HIF-1 ซึ่งเป็นตวับ่งชีโ้ดยตรงของ

ภาวะพรอ่งออกซเิจน เพือ่ยนืยนัวา่เซลลอ์ยูใ่นสภาวะพรอ่งออกซเิจนตามทีต่อ้งการ สาํหรบันําไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

ข้อเสนอแนะท่ีได้รบัจากการวิจยั 

1) เซลล์แต่ละชนิดมกีารตอบสนองต่อการเหนี่ยวนําสภาวะจําลองภาวะพร่องออกซเิจนแตกต่างกนั ถงึแมจ้ะเป็นเซลล์

ชนิดเดยีวกนัแต่มาจากแหล่งกาํเนิดต่างกนักม็กีารตอบสนองต่อโคบอลตค์ลอไรดท์ีต่่างกนั  

2) โคบอลต์คลอไรดส์ามารถเหนี่ยวนําใหเ้กดิการสรา้งอนุมูลอสิระไดซ้ึง่สอดคลอ้งกบัภาวะเครยีดออกซเิดชนัทีเ่กดิขึน้

ในภาวะพร่องออกซเิจน จงึสามารถนํามาใชจ้ําลองภาวะพร่องออกซเิจนได ้แต่ควรมกีารทดสอบภาวะพร่องออกซเิจน

ดว้ยวธิอีื่นๆ เพิม่เตมิ 

ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

1) ควรใชว้ธิทีดสอบภาวะพร่องออกซเิจนของเซลลว์ธิอีื่นร่วมกบัการตรวจวดัอนุมลูอสิระ เนื่องจากอนุมลูอสิระสามารถ

เกดิไดใ้นทัง้จากการพรอ่งออกซเิจนของเซลล ์และสาเหตุอื่นๆ 

2) ในการทําให้เกดิภาวะพร่องออกซเิจนในเซลล์ไลน์ซึ่งตอบสนองต่อโคบอลต์คลอไรด์น้อยกว่าเซลล์เนื้อเยื่อเหงอืก 

อาจใชค้วามเขม้ขน้ของโคบอลตค์ลอไรดท์ีส่งูขึน้สาํหรบัเซลล ์L929 ในการจาํลองภาวะพรอ่งออกซเิจน 
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