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กิตติกรรมประกาศ 
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ทําวิจยัและตดิตามการทําวิจยัคร้ังนี้อยางใกลชิดตลอดมานับตั้งแตเร่ิมตนจนกระทั่งสําเร็จเรียบรอย
สมบูรณ 
 ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารยทันตแพทย ดร.ประสิทธ์ิ ภวสันต หวัหนาหนวย
ปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนนิทรีย คณะทนัตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่กรุณาให
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หญิงสุทธิมาศ วงษประภารัตน และทันตแพทยหญิงภัตติมา บุรพลกุล ผูบังคับบัญชา   ที่อนุมัติและ
สนับสนุนการทําวิจยั 

ขอขอบคุณบุคลากรกลุมงานทันตกรรมสถาบันราชานุกูลและโรงพยาบาลสงฆรวมทั้ง
บุคลากรศูนยวจิัยพันธุศาสตรการแพทย   สถาบันราชานุกูล ทุกทานที่ชวยอํานวยความสะดวกใน
การทํางาน 

 ขอบคุณ ทันตแพทยหญิงธิดารัตน อังวราวงศ นิสิตปรญิญาดุษฎีบัณฑิต ชีววิทยาชองปาก
คณะทันตแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ทีก่รุณาให RNA ของเซลลตนกําเนิดที่คัดแยกจาก
กระดกูเบาฟน 

ขอบคุณ คุณมัชฌิมา นันทรัตน นิสิตปริญญาดุษฎีบัณฑิต คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ที่กรุณาให mRNA GAPDH 

ขอบคุณ คุณนนัทวัน นวโรจน นักวิทยาศาสตรหนวยปฏิบัติการวิจยัเนือ้เยื่ออนินทรยี คณะ
ทันตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่กรุณาใหคําปรึกษาในเรื่องขั้นตอนและวิธีการใน
หองปฏิบัติการ 

ขอบคุณ คณุชนิสา เวชวิรุฬห และ ทนัตแพทยหญิงอรนุช เตชาธาราทิพยที่กรุณาให
คําปรึกษาในเรื่องการวิเคราะหขอมูล 
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Abstract 
 

 This study aimed to isolate and characterize stem cells from dental pulp and alveolar 
bone obtained from patients who came to have the third molar, premolar tooth or alveolar bone 
removal at Rajanukul Institute and Priest Hospital. 
 The stem cells were isolated by the Out growth method. The characterization was 
performed by Immunofluorescence assay using anti-stro1 antibody and Reverse transcription 
polymerase chain reaction using CD29 and CD44 makers. 
 The result revealed that both stem cells from dental pulp and alveolar bone expressed the 
CD29 and CD44 signals. But we could only found the stro-1 expressing cells in the samples from 
dental pulp. 
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บทคัดยอ 

 
การวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกเซลลตนกําเนิดออกมาจากโพรงประสาทฟนและ

กระดูกเบาฟน พรอมทั้งระบุเซลลตนกําเนิดที่คัดแยกไดโดยทําการคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรง
ประสาทฟนและกระดูกเบาฟน ที่ไดจากผูมารับบริการถอนฟนกรามซี่ที่สามหรือฟนกรามนอยที่
สถาบันราชานุกูลหรือโรงพยาบาลสงฆ และ ผูที่มารับบริการตัดกระดูกเบาฟนสวนที่งอกเกินที่
โรงพยาบาลสงฆ ดวยวิธีการ Out growth methodและระบุเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและ
กระดูกเบาฟนดวยการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assayโดยใช anti Stro-1 antibody รวมกับ
ตรวจการแสดงออกของ stem cell markers CD29 และ CD44 ดวยวิธีการ reverse transcription 
Polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 สามารถแยกเซลลตนกําเนิดไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนโดย พบวาเซลล
ตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึง express Stro-1 ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบา
ฟนไมพบวามีเซลลซ่ึง express Stro-1 แตจากการระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออก
ของ CD29 และ CD 44 โดยวิธี RT-PCR พบวาเซลลตนกําเนิดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูก
เบาฟนมีการแสดงออกของ CD29 และ CD 44  

 
 
 
 

 
 
 
 
คําสําคัญ (keywords): dental pulp stem cells, alveolar bone, เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาท
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บทท่ี 1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
สถาบันราชานุกูล เปนสถาบันที่ใหบริการผูที่มีความบกพรองทางสติปญญาตั้งแตแรกเกิด

จนถึงอายุ 18 ป โดยปญหาทางทันตกรรมที่พบบอยในบุคคลกลุมนี้ ไดแกปญหาฟนผุและเหงือก
อักเสบเนื่องจากความบกพรองในการดแูลสุขภาพชองปากของตนเอง อีกทั้งยังพบวามักมีโรคลมชัก 
ซ่ึงมักเกิดอุบัตเิหตุทําใหฟนหัก  

อุปสรรคที่สําคัญในการใหการรักษาในผูปวยกลุมนี ้ คือการที่ผูปวยไมสามารถใหความ
รวมมือในการรักษาไดอยางเต็มที่ ทําใหไมสามารถเก็บรักษาฟนไวได และตองถอนฟนออกโดยไม
จําเปน และหากผูปวยมีโรคทางระบบ เชน โรคหัวใจ หรือ ชักเกร็ง รวม การรักษาโดยการถอนฟน
จะมีความเสี่ยงในการเกิดเหตุการณฉุกเฉนิซึ่งมีอันตรายถึงชีวิตไดมากขึน้ ดังนัน้ หากสามารถหา
วิธีการรักษาปญหาทันตกรรมดังกลาวทีใ่ชเวลาสั้น มีอัตราการหายจากโรคสูง และไมตองการความ
รวมมือจากผูปวยมากนัก ก็จะเปนประโยชนในการชวยใหผูปวยมฟีนบดเคี้ยวอาหารทําใหมีคุณภาพ
ชีวิตที่ดี และยงัชวยลดความเสี่ยงจากการรกัษาฟนที่ผุดวยวิธีการถอนฟนอีกดวย 

เซลลตนกําเนดิในไขกระดกูถูกพบครั้งแรกในป ค.ศ.1960 โดยนักวิจัยชาวแคนาดา ช่ือ 
Ernest McCullochและJames E.Till 1 จากการศึกษาที่ผานมานักวิจยัใชประโยชนจากเซลลตนกําเนดิ 
(Stem cells) หลากหลาย เชน การใชเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากไขกระดูกและจากไตในการซอมแซม
และสรางไต 2 การปลูกถายเซลลตนกําเนิดผิวกระจกตาตวัเอง (autologous limbal stem cells) ใน
การรักษาผูปวยที่มีการสูญเสียกระจกตาอยางรุนแรง3 การนําเซลลตนกําเนดิจากสมอง (Adult 
neuronal stem cells) บริเวณโพรงน้ําใตสมอง (Subventricular zone) เซลลตนกําเนิดจากไขกระดกู 
(Bone marrow stem cells) เซลลตนกําเนิดจากเซลลผิวหนัง (Epithelial stem cells) และเซลลตน
กําเนิดทีเ่กิดจากการกระตุนเหนี่ยวนํา (induced pluripotent stem cells:iPS) มาใชปลูกถายเพื่อรักษา
โรคทางระบบประสาทสวนกลางเสื่อม เชน โรคพารคินสัน (Parkinson’s disease) โรคฮันติงตัน 
(Huntington’s disease) โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) และโรคเซลลประสาทสั่งการเสื่อม
ชนิด Amyotrophic lateral sclerosis  การใช Oligodendrocyte progenitor cells ในการรักษาโรค 
Multiple sclerosis และ ตอหิน (Glaucoma) 4 การนําเซลลตนกําเนิดทีอ่ยูบนผิวหนังบริเวณรากผมที่
โปงเปนกระเปาะ (Keratinocyte stem cells –interfollicular /-follicular) และ Melanocyte stem ใน
การปลูกผม การนําเซลลตนกําเนิดจากผิวหนัง (Dermal stem cells) มาสรางผิวหนังเทียม 5

ฟนเปนอวัยวะหนึ่งที่สามารถพบเซลลตนกําเนิด โดยสามารถพบไดใน เนื้อเยือ่โพรง
ประสาทฟน (Dental pulp) เอ็นยึดปริทันต (Periodontal ligament) เนื้อเยื่อสวนปลายราก (Periapical 
region) เปนตน 6 เซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟนมนษุยสามารถนําไปสรางเนื้อเยื่อ
กระดกูในการรักษารอยทะลขุองกะโหลกศีรษะในหนู 7 รวมทั้งนําไปเพิ่มความหนาของผนังหัวใจ
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และลดบริเวณกลามเนื้อหวัใจขาดเลือด 8 ผูวิจัยจึงสนใจทีจ่ะนําเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากฟน มาใชใน
การรักษาปญหาทางทันตกรรมของผูบกพรองทางสติปญญา โดยในเบื้องตนมุงหวังใหสามารถแยก
เซลลตนกําเนดิไดจากโพรงประสาทฟนหรือเศษกระดูกเบาฟนซึ่งอาจมีเซลลตนกําเนิดจากไข
กระดกูหลงเหลืออยู 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1.เพื่อคัดแยก (Isolation) เซลลตนกําเนิดออกมาจากโพรงประสาทฟน (dental pulp) และ
กระดกูเบาฟน (alveolar bone)  
 2.เพื่อระบ ุ(characterization) เซลลตนกําเนดิที่คัดแยกไดในหองปฏิบัติการ 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 สามารถคัดแยกเซลลตนกําเนิดเพื่อมาใชในการรักษาโรคในชองปากหรือโรคทางระบบ
อ่ืนๆ ตอไป 
ขอบเขตการวจัิย 

การวิจยันี้เปนการวิจยันอกรางกายมนษุย (ex vivo study) ซ่ึงผานการพิจารณาจาก
คณะกรรมการพิจารณาจรยิธรรมการวิจัยในมนุษย สถาบันราชานุกูลแลว 

กลุมตัวอยางเปนผูมารับบริการถอนฟนกรามซี่ที่สามเนื่องจากเปนฟนคุดหรือฟนกรามนอย
ดวยเหตุผลในการจัดฟน ที่สถาบันราชานุกลู หรือที่โรงพยาบาลสงฆ ผูที่มารับบริการตัดกระดูกเบา
ฟนสวนที่งอกเกิน (exostosis) เพื่อเหตุผลในการใสฟน ที่โรงพยาบาลสงฆ ในชวงเวลาที่ดําเนินการ
วิจัย 
สมมติฐานการวิจัย 
 ในโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมีเซลลตนกําเนิด 
 
คาํสําคัญ (Keywords): dental pulp stem cells, alveolar bone, เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาท
ฟน, กระดูกเบาฟน 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 1.เซลลตนกําเนิดและเซลลตนกําเนดิบําบัด 
 2.ชนิดของเซลลตนกําเนิด 
 3.แหลงของเซลลตนกําเนิดในรางกาย 

4.การใชเซลลตนกําเนดิในทางทันตกรรม 
 5.แหลงของเซลลตนกําเนิดจากฟน 

6.การแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกขากรรไกร 
7.การระบุเซลลตนกําเนิด 

1.เซลลตนกําเนิดและเซลลตนกําเนิดบําบดั 
 เซลลตนกําเนดิหมายถึงเซลลใดๆกต็ามทีม่ีลักษณะ 2 ประการ คือ  

1.เปนเซลลที่สามารถแบงตัวเองได(Self replicate)  
2.สามารถเจริญไปเปนเซลลที่จําเพาะชนิดใดชนิดหนึ่งหรือหลายชนิดเมื่อไดรับ

การกระตุนทีเ่หมาะสม  
โดยในการแบงเซลล หนึ่งในสองเซลลจะตองคงความเปนเซลลตนกําเนิด คือยัง

ไมไดเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่เฉพาะ 9

 เซลลตนกําเนดิในไขกระดกูถูกพบครั้งแรกในป ค.ศ.1960 โดยนักวิจยัชาวแคนาดา ช่ือ 
Ernest McCullochและJames E.Till และในปค.ศ.1970 Freidenstien และคณะพบวาเซลลตนกําเนิด
ชนิด Clonogenic fibroblast precursor cells (CFU-F) จากไขกระดูกสามารถพัฒนาเปนกลุมเซลล
ของกระดูกและกระดูกออน 1

การรักษาโรคทางโลหิตวิทยาไดนําเซลลตนกําเนดิในไขกระดกูมาใชเปนเวลานานหลาย
สิบปแลว โดยศาสตราจารยนายแพทย E.Donnall Thomas แหง Fred Hutchinson Research Center 
มหาวิทยาลัยวอชิงตัน ซีแอตเติล เปนผูริเร่ิมและบุกเบกิการรักษาดวยการปลูกถายไขกระดกูเปนคน
แรกและไดรับรางวัลโนเบลสาขาแพทยศาสตรเมื่อป พ.ศ.2532 ปจจุบันการใชเซลลตนกําเนดิจาก
ไขกระดกูเปนวิธีการรักษามาตรฐานที่ใชในการรักษาโรคโลหิตจาง อะพลาสติก โรคธาลัสซีเมีย 
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว โรคลิมโฟมา และโรคออโตอิมมูน พบวาไดผลดีมาก แตการนําออกจากไข
กระดกูยุงยาก ตองเจาะไขกระดูกโดยดมยาสลบผูปวย 

ตอมา มีการใช growth factor เชน Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF )เพือ่
กระตุนใหมกีารรางเซลลตนกําเนิดจากไขกระดกูออกมาในกระแสเลือดมากขึ้น ไมตองทําการเจาะ
ไขกระดกู ทําใหการเก็บเซลลตนกําเนิดงายข้ึน และการฟนตัวของการสรางเม็ดเลือดภายหลังการ
ปลูกถายเซลลตนกําเนดิจากเม็ดเลือดเร็วกวาการปลูกถายจากไขกระดูก แตมีอุบัติการณของ chronic 
graft versus host disease สูงกวา 
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ปจจุบัน วงการแพทยใหความสนใจเรื่องการปลูกถายอวัยวะเพื่อการรักษาโรคที่มีอวัยวะ
พิการ เชน  โรคไตวาย  โรคตับวาย  โรคหัวใจพิการ และจากความสําเร็จในการผาตัดและ
ประสิทธิภาพของยากดภูมิคุมกันเพื่อใหรางกายของผูปวยรับอวัยวะที่ไดรับบริจาคจากผูอ่ืน ทําให
เกิดปญหาการขาดแคลนอวัยวะ จึงมีความสนใจในการสรางอวัยวะเทียมและคนหาวิธีในการ
ซอมแซมหรือสรางอวัยวะนั้นขึ้นมาใหม โดยการวิจัยการเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากตัวออน
(Embryonic stem cells) เพื่อนําไปใชซอมแซมอวัยวะของรางกายที่ผิดปกติจากโรค ความเสื่อมจาก
ความสูงอายุ โดยการปลูกถายเซลลเพื่อใหมีการสรางเนื้อเยื่อใหมในบริเวณที่มีการปลูกถาย หรือ
กระตุนเซลลหรือเนื้อเยื่อบริเวณใกลเคียงเพื่อใหมีการแบงตัว เพื่อซอมแซมเนื้อเยื่อท่ีมีความผิดปกติ 
หรือสรางอวัยวะหรือเนื้อเยื่อแลวนําไปฝงในบริเวณที่ผิดปกติเพื่อทําหนาที่ทดแทนอวัยวะหรือ
เนื้อเยื่อที่ผิดปกตินั้น เรียกวิธีการรักษาแบบนี้วา regenerative medicine 10, 11

2.ชนิดของเซลลตนกําเนิด12

 หากแบงเซลลตนกําเนดิตามคุณสมบัติความสามารถในการพัฒนาเปลี่ยนแปลงไปเปน
เซลลอ่ืนที่ทําหนาที่จําเพาะเจาะจง สามารถแบงออกไดเปน 3 ชนิด คือ 

2.1 Totipotent stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากการที่ไขผสมกับอสุจิและมีการ
แบงตัวในระยะ blastomere ประมาณ2 วัน เซลลตนกําเนดิชนิดนี้มีความสามารถที่จะพัฒนาไปเปน
เซลลรางกายชนิดใดก็ไดรวมถึงการพัฒนาไปเปนทั้งเซลลตนกําเนดิตวัออน (embryonic stem cells) 
และรก (Placenta tissue) 

2.2 Pluripotent stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากการที่ไขผสมกับอสุจิและมีการ
แบงตัวในระยะ blastocyst  ประมาณ 5 วนั เซลลตนกําเนิดชนิดนี้มีความสามารถที่จะพัฒนาไปเปน
เซลลรางกายไดทุกชนิด ทั้ง 3 germ layers ยกเวนรก 

2.3 Multipotent stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่พบในเนื้อเยื่อของมนษุยที่โตเต็มวัย (adult 
stem cells) มีความสามารถจํากัด คือไมสามารถพัฒนาตัวเองไปเปนเซลลทุกชนิดไดเหมือนอยาง 
Totipotent stem cells และ Pluripotent stem cells เพราะเปนเซลลตนกําเนิดของรางกายที่โตเต็มที่
และมีการพัฒนาไปบางแลวแตสามารถพัฒนาไปเปนเซลลตางๆไดบางชนิดเฉพาะทีอ่ยูใน germ 
layer เดียวกนั 

เซลลที่พัฒนาตอจาก Multipotent stem cells เรียกวา Progenitor หรือ Precursor 
cellsไดแก oligopotent, tri or bi potent stem cells เปนเซลลในชวงสุดทายของเซลลตนกําเนดิที่
พรอมจะเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลที่ทําหนาที่เฉพาะเพือ่ทําหนาที่ซอมแซมรางกายสวนที่สึกหรอแต
ขาดคุณสมบัตกิารสรางเซลลทดแทนตวัเอง (self renewal) 
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ภาพที่ 2.1 แสดงการแบงประเภทเซลลตนกําเนิดตามคุณสมบัติความสามารถในการพัฒนา
เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลอ่ืน 

3.แหลงของเซลลตนกําเนิดในรางกาย 12

 แหลงของเซลลตนกําเนิดไดมาจากรางกายมนุษยในชวงอายุตางๆ ดังนี ้
3.1 ระยะตวัออน (Embryo) 
3.2 ระยะทารกในครรภ (Fetus) 
3.3 ระยะผูใหญเต็มวัย (Adult) 

3.1 ระยะตัวออน (Embryo) 
 เซลลตนกําเนดิที่ไดมาจากชวงอายุนี้ เรียกวา Embryonic stem cells คือชวงที่ไขถูก

ผสมแลวจะเปนตัวออนอายุไมเกิน 2 วัน มกีารแบงตัว 2-3 คร้ังเทานั้น จากนั้นจะเขาสูระยะ 
blastocyst และเขาสูระยะ morula ประมาณ 5 วนั ภายในจะพบลักษณะของเซลลเปนกอนเกิดขึน้ซึ่ง
เรียกวา inner cell mass ซ่ึงมีความสามารถในการพัฒนาไดครบทั้ง 3 germ layers คือ ectoderm, 
mesoderm และ endoderm การนําเซลลตนกําเนิดจากสวน inner cell mass ของ blastocyst มา
เพาะเลี้ยงจะมคีุณสมบัติเปน Pluripotential stem cells ซ่ึงจะใชเปนสายพันธุของเซลลตนกําเนดิ 
(Stem cell line) ที่สามารถพัฒนาไปเปนเนือ้เยื่อตางๆ เชน ไขกระดูก เซลลประสาท เซลลกลามเนื้อ
หัวใจ เซลลของตับออน ฯลฯ แตจะไมรวมเซลลสวนที่จะเจริญไปเปนรก 

 Embryonic stem cells ที่ใชนํามาจากคลินิกผูมีบุตรยากโดยเปนตวัออนที่เกิดจาก
การผสมเทียมภายนอกมดลกูจากการนําไขมาผสมอสุจิในหลอดแกว In vitro fertilization (IVF) 
โดยแพทยจะดดูไขออก 5-15 ใบจากรังไข ถาผสมสําเร็จมากกวา 1 ใบ แพทยจะเลือกใบที่ดีที่สุด
นําเอาไปปลูกในผนังมดลูก สวนใบที่ผสมสําเร็จที่เหลือ สามารถนําสวน inner cell mass มาเปน 
embryonic stem cell line ซ่ึงสามารถเพิ่มจํานวนไปเรื่อยๆ และยังสามารถเหนี่ยวนําใหพัฒนาไป
เปนอวยัวะมนษุยเพื่อใชในการปลูกถายตอไปได แตอยางไรก็ตามยังเปนเรื่องผิดจริยธรรม เนื่องจาก
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การนํา inner cell mass ออกมาเปนการทําลายชีวิต เพราะเปนการตัดโอกาสที่ไขจะเจริญไปเปน
มนุษย                  

 

  
ภาพที่ 2.2 แสดงEmbryonic stem cells จากระยะตั้งแตการปฏิสนธิจนกลายเปน 

blastocyst  
3.2 ระยะทารกในครรภ (Fetus) 
 เซลลตนกําเนดิระยะนี้ไดมาจากทารกในครรภ เมื่อมีอายปุระมาณ 8 สัปดาหซ่ึง

กําลังมีการแบงเซลลและพัฒนาตัวเองใหเปนอวัยวะตางๆที่สมบูรณทุกอยางกอนจะคลอด ในระยะ
นี้ทารกจะมีการพัฒนาอยูตลอดเวลาและมกีารหลุดลอกของเซลล (shedding of cells) อยูตลอด จึง
สามารถพบ germ cells ทั้ง 3 ชนิดในน้ําคร่าํ เรียก fetal stem cells  

 Fetal stem cells มีความสามารถคลาย Embryonic stem cells มาก คอืเปนเซลลตน
กําเนิดที่คลายจะมีคุณสมบัตเิปน pluripotent (สามารถพัฒนาไปเปนเซลลตางๆเกือบทุกชนิด) 
รวมกับคุณสมบัติ Multipotent (สามารถพัฒนาไปเปนเซลลตางๆไดบางชนิดเฉพาะทีอ่ยูใน germ 
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layer เดียวกนั) Fetal stem cells ถูกจัดใหอยูในกลุม Adult stem cells เนื่องจากทารกไดพัฒนา
อวัยวะสมบูรณไปแลว 

 เซลลตนกําเนดิจากทารกในครรภ สามารถเก็บไดจาก 3 แหลงคือ จากเลอืดสาย
สะดือ (umbilical cord stem cells) จากรก (Placenta stem cells) และจากน้ําคร่ํา (Amniotic fluid - 
derived stem cells) 

 
 

 
 

ภาพที่ 2.3 แสดงภาพทารกในครรภ 
 
3.3 ระยะผูใหญเต็มวัย (Adult) 
 เซลลตนกําเนดิชนิดนีไ้ดมาจากรางกายมนุษยหลังจากไดคลอดออกมาสูโลก

ภายนอก (post natal stage) มีความสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนทีจ่ํากัด สามารถเปลี่ยนแปลงไปเปน
เซลลที่อยูใน germ layer เดียวกันได แตการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลขาม layer คอนขางยาก 
สามารถพบไดในไขกระดูก เลือด ผิวหนัง ตับ ฯลฯ อาจเรียกอีกชื่อหนึง่วา Somatic stem cells หรือ 
tissue specific stem cells  
  Adult stem cells สามารถนํามาไดจากหลายแหลง เชน จากการเจาะและดูดไข
กระดกู (bone marrow – derived mesenchymal stem cells) จากการผาตัดดูดไขมนั (Adipose – 
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derived stem cells) จากเลือด (peripheral blood – derived stem cells) จากผิวหนัง (skin derived 
stem cells) และจากหัวใจ (cardiac stem cells) เปนตน 
 

 
 

ภาพที่ 2.4 ตัวอยางของแหลงเซลลตนกําเนิดในรางกาย 
ปจจุบัน มีการนํา Adult stem cells มาเปลี่ยนใหเปน Embryonic stem cells โดยการทาํ 

nuclear programming ไดออกมาเปน Induced pluripotential stem cells (iPS) 
 

 
ภาพที่ 2.5 การทํา Induced pluripotential stem cells (iPS) 

4.การใชเซลลตนกําเนิดในทางทันตกรรม12

 งานวิจยัในการใชเซลลตนกําเนิดในทางทนัตกรรมไดแก 
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 4.1 วิศวกรรมเนื่อเยื่อเพื่อสรางอวัยวะในชองปากและใบหนา (Organ tissue engineering) 
  เพื่อแกปญหาความวกิาร ผิดรูปหรือการสูญเสียการทําหนาที่ของอวัยวะบริเวณ
ชองปากและใบหนาอันเกิดจากการติดเชื้อ การไดรับอุบัตเิหตุ ความพิการแตกําเนดิและโรคมะเร็ง 
การผาตัดโดยใชเนื้อเยื่อของผูปวยเองมักพบปญหาปริมาณเนื้อเยื่อไมเพียงพอและมคีวามเสี่ยงสูง
จากการผาตัดใหญ จึงมีความคิดสรางเนื้อเยื่อทดแทนโดยกระบวนการวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ซ่ึงมี
องคประกอบหลัก ไดแก เซลลตนกําเนิด โครงตนแบบใหเซลลยึดเกาะ (scaffold) และ signaling 
molecules เชน การสรางขอตอขากรรไกร (mandibular condyle reconstruction)   เปนตน 
 4.2 วิศวกรรมเนื่อเยื่อเพื่อสรางฟนทั้งซ่ี (tooth organogenesis) 13,14,15,16

4.3 วิศวกรรมการสรางเสริมอวัยวะบางสวนหรือเพื่อทดแทนบางสวน (Tissue 
engineering) ไดแก การสราง Periodontal complex ซ่ึงประกอบดวย cementum, periodontal 
ligament 17 และ/หรือสวนของ alveolar bone 18 การปลูกกระดูกในชองปาก 19 และการปลูกเนื้อเยื่อ
ออนในชองปาก 20 และ การสราง dentin/pulp tissue 21เปนตน 
 4.4 การซอมแซมเนื้อเยื่อของฟน (dental tissue regenerative therapy) เชน การทําdentine 
regeneration 22  periodontal ligament regeneration 23 และ dental pulp regeneration 21 ซ่ึงใชวิธีการ
นําเซลลตนกําเนิดใสเขาไปในโพรงประสาทฟน เพื่อหวังผลใหเซลลตนกําเนิดเปลี่ยนแปลงไปเปน
เซลลตางๆที่ประกอบเปนเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน  
 4.5 การนําเซลลตนกําเนิดมาใชเสริมประสิทธิภาพของรากเทียมโดยการนําเซลลตนกําเนิด
มาเคลือบบนผิวรากเทยีม 24

5.แหลงของเซลลตนกําเนิดจากฟน12

 5.1 เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนแท (dental pulp stem cells;DPSCs) 
ใสงานวิจยัการพบเซลลตนกําเนิดในโพรงประสาทฟนที่สามารถพัฒนาไปเปนเนื้อฟน กระดูก 
ไขมัน และเซลลประสาท การจัดเก็บ มักไดมาจากฟนคดุ หรือฟนที่ตองทําการถอนเพื่อประโยชน
ในการจดัฟน 
 5.2 เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนน้าํนม (stem cells from human exfoliated 
deciduous teeth ;SHED) การจัดเก็บจะไดมาจากฟนน้ํานมที่หลุดเองตามธรรมชาติ 

5.3 เซลลตนกําเนิดจากเนื้อเยื่อปริทันต (Periodontal ligament stem cells ;PDLSCs) 
การจัดเก็บจะไดมาจากฟนคดุ หรือฟนที่ตองทําการถอนเพื่อประโยชนในการจดัฟน 

5.4 เซลลตนกําเนิดจากเนื้อเยื่อสวนปลายราก (stem cells from apical part ;SCAP) 
การจัดเก็บ มกัไดมาจากฟนคดุ หรือฟนที่ตองทําการถอนเพื่อประโยชนในการจดัฟน 

5.5 เซลลตนกําเนิดจากถุงน้ําหุมฟน (dental follicle stem cells ;DFSC) การจัดเก็บ มักไดมา
จากฟนคดุที่ยงัไมขึ้นและยังมีถุงน้ําหุมฟนอยู 
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ในสวนของกระดูกเบาฟน มีสวนของกระดูกพรุน (spongy bone) ซ่ึงเปนสวนที่มีไขกระดกู 
จึงนาจะสามารถพบเซลลตนกําเนดิไดเชนกัน 

 
 

         ภาพที่ 2.6 แสดงสวนประกอบของฟน และกระดกูเบาฟน 
 
6.การแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน 
 6.1 การเก็บตวัอยางเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน 25

โดยการนําฟนกรามซี่ที่สามหรือฟนกรามนอยที่ถอนออกจากกระดกูเบาฟนทั้งซ่ี 
มาขูดเนื้อเยื่อเหงือกออก จากนั้นเชด็ดวยนํายาฆาเชื้อโรคเพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย จากนั้นผาฟน
บริเวณรอยตอระหวางเคลือบฟนและเคลือบรากฟน (cemento-enamel junction) ดวย high speed 
diamond fissure bur ปราศจากเชื้อ ที่มีน้ํากลั่น spray เพื่อลดความรอนใหเปนรอยบากรอบๆตัวฟน 
แลวดึงเอาเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนออก 

6.2 การเก็บตวัอยางกระดูกเบาฟนจากกระดูกงอกเกิน (exostosis)  
 ฉีดยาชาในบริเวณทีจ่ะทําการตัดกระดกูจากนั้น เปดเยือ่หุมกระดูก (periostium) 

ออกแลวตัดกระดูกงอกเกินออกจากเบาฟนดวย fissure carbide bur และหัวกรอความเร็วต่ํา (straight 
hand piece) ภายใตการหลอเย็น (coolant) ดวยสารละลาย normal saline solution จากนั้นใช sterile 
forcep คีบเอาเศษกระดูกที่ไดจากการตัดใสใน หลอดพลาสติกที่มีสารอาหารเลี้ยงเซลล 

 
6.3 การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดกูเบาฟน 

ทําไดโดยใชวธีิการ outgrowth method 26 โดยการตดัเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนที่ดึงออกจากตวัฟน 
และ กระดูกเบาฟนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1x1 มม วางชิ้นเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนหรือกระดกู
เบาฟนชิ้น จํานวน 3-5 ช้ินลงใน 35 mm culture dish เปนระยะหางเทาๆกัน ใสสารอาหาร (media) 
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ที่เหมาะสมกบัเนื้อเยื่อแตละประเภท ใสตูเพาะเลีย้งเซลล(incubator) ที่มีความชื้นสมัพัทธ รอยละ
100 (100% humidity) และมปีริมาณคารบอน ไดออกไซดรอยละ 5 คอยเปลี่ยนสารอาหาร วันเวน
วัน ประมาณ 2-3 วันใหเซลลจะเจริญออกมา ทําการลอกเซลล (trypsin) ไปสูจานเพาะเลี้ยงใหมที่มี
ขนาดใหญขึ้นเมื่อเซลลเจริญเต็มพื้นที่จานเพาะเลี้ยงเกา 
 สําหรับเนื้อเยือ่โพรงประสาทฟนอาจใชวธีิการ digestion method 21 โดยทําการตดัเนื้อเยื่อ
โพรงประสาทฟนเปนชิน้เล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1x1 มม. และนําไปยอยดวยเอนไซมคอลลาจิเนส 
ชนิดที่ 1 (type I collagenase) ที่ความเขมขน 4 mg/ml (Gibco, USA) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยวางบนเครื่องหมุนความเร็วต่ํา (low speed rotor) 

หลังจากยอยแลว จึงนําไปปนที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 5 นาที และนํา pellet ที่ไดไปเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงขนาด 35  มม. ที่มี DMEM ที่มีสารอาหาร
เล้ียงเซลล ในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 และเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลลทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งเซลลเติบโตจนเต็มจานเลี้ยง  
7.การระบุเซลลตนกําเนิด 
 สามารถทําไดหลายวิธี เชน  
 7.1 การยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 25 โดยเลีย้งเซลลบน cover slip และใช 
primary antibody ที่สามารถจับกับ antigen บนผิวเซลลที่ตองการตรวจ ไปทําปฏิกิริยากับเซลล 
จากนั้นใช secondary antibody ซ่ึงมีสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนทติดอยูไปจับกับ primary antibody 
อีกครั้งแลวตรวจดเูซลลที่มี antigen ที่ตองการตรวจดวยกลองฟลูออเรสเซนท 

เซลลตนกําเนดิจะมี surface antigen หลายตัว เชน CD44,CD105 (SH2;endoglin),CD106 
(vascular cells adhesion molecule;VCAM-1), CD166,CD29,CD73,(SH3and SH4),CD90 (Thy-
1),CD117,STRO-1 และ Sca-1 โดยจะไมมี surface antigen ที่เปนโปรตีนบน hematopoetic 
precursor และ endothelial cells lineages เชน CD11b,CD14,CD31,CD33,CD34 และ CD45 
นอกจากนี้บนผิวเซลลตนกําเนิดยังมีโปรตนีที่เปน receptors ที่เกี่ยวของกับ matrix และ cell to cell 
interaction เชน αvß3, αvß5,ICAM-1,ICAM-2,LFA-3 และ L-selectin 27 แตที่ เปน surface antigen 
หลักที่แสดงคณุสมบัติของเซลลตนกําเนิดคือ STRO-1 , CD 29 และ CD44 25
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Antigen 
STRO-1 

1ºAb (Anti-STRO-1) 

Biotin conjugated 2ºAb 

Streptravidine-FITC 

 
ภาพที่ 2.7 แสดงหลักการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 

 
7.2 การตรวจดวยวิธี flow cytometry  7 โดยมีหลักการเชนเดียวกับการยอมดวยวิธี 

Immunofluorescence assay แตตางไปโดยใชเครื่อง flow cytometry วัดคาความเขมแสงฟลูออเรส
เซนทของแอนติบอดี้ที่จับกบัเซลลที่มี stem cell marker ที่ตองการตรวจ วิธีนี้มีขอจํากัดคือ ตองใช
เซลลจํานวนมาก( อยางนอย10 6 เซลล) และเครื่อง flow cytometry ราคาสูงมาก มีคาใชจายในการ
ตรวจสูง และเซลลที่ผานการคัดแยกแลวไมสามารถนํากลับมาใชงานได 
 7.3 การตรวจหา expression ของ stem cell markers ดวยวิธีการ RT-PCR 25

โดยการนําเซลลตนกําเนิดทีแ่ยกได มาสกดั RNA นํา RNA จากแตละตัวอยางไปผาน
กระบวนการรเีวอรส ทรานสคริปเตส (reverse transcriptase, RT) เพื่อสรางคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอ 
(complementary DNA)  แลวขยายสัญญาณดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) โดยใช
เอนไซมแทคโพลีเมอเรส (Taq polymerase) และไพรมเมอร (primer) ที่จําเพาะตอ mRNA ของ
marker ที่เราสนใจตรวจ ซ่ึงในงานวจิัยนี้ ใช stem cell marker CD29 และ CD44 
 การวิจยันี้ เปนการการคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากผูใหญ (adult stem cells) จากโพรง
ประสาทฟนและกระดกูเบาฟน และระบุเซลลตนกําเนิดดวยวิธีการ Immunofluorescence assay ใน
การตรวจหา surface antigen Stro-1 และวธีิการ RT-PCRโดยการใชprimer ที่จําเพาะตอ mRNAของ 
CD29 และ CD44 
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บทท่ี 3 
วัสดุและวิธีการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย  เปนการวิจยัแบบพรรณนา(descriptive study) การวจิัยนี้เปนการวิจยันอกรางกาย
มนุษย (ex vivo study) ซ่ึงผานการพิจารณาจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย 
สถาบันราชานุกูลแลว 
1.ผูเขารวมการวิจัย 
หลักเกณฑการคัดเลือกผูเขารวมในงานวิจัย 

1.เปนผูที่มีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคประจําตัวไมไดรับยาปฏิชีวนะ ยาเสตียรอยด และ/หรือยากด
ภูมิคุมกัน กอนเขารวมการวิจัยเปนเวลา 3 เดือน 

2. ตองการรับการรักษาทางทันตกรรมดวยการถอนฟนกรามซี่ที่สาม หรือฟนกรามนอยดวยเหตุผลในการ
จัดฟน ทีส่ถาบันราชานุกูล หรือที่โรงพยาบาลสงฆ หรือ ตองการรับการรักษาทางทันตกรรมดวยการตัดปุมกระดูก
เบาฟนสวนที่งอกเกินดวยเหตุผลในการใสฟนปลอมที่โรงพยาบาลสงฆ ในชวงเวลาที่ดําเนินการวิจัย   
2.การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน 
 2.1 การเก็บตวัอยางเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน 25

2.1.1 นําฟนกรามซี่ที่สามหรือฟนกรามนอยที่ถอนออกจากกระดูกเบาฟนทั้งซ่ี มา
ขูดเนื้อเยื่อเหงอืกออกดวยใบมีดผาตัดเบอร 15 จากนั้นเช็ดดวยโพวิโดไอโอดีนเปนเวลา 2 นาที แลว
เช็ดดวย 70 % เอธานอล เปนเวลา 2 นาท ีเพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย 

2.1.2 ผาฟนบริเวณรอยตอระหวางเคลือบฟนและเคลือบรากฟน (cemento-enamel 
junction) ดวย high speed diamond fissure bur ปราศจากเชื้อ ที่มีน้ํากลั่น spray เพื่อลดความรอน 
ใหเปนรอยบากรอบๆตัวฟน 
 

 
   

ภาพที่3.1 แสดงการผาฟนบริเวณรอยตอระหวางเคลือบฟนและเคลือบรากฟน ดวย high speed 
diamond fissure bur 
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2.1.3 นําฟนใสหลอดพลาสติกขนาด 15 ml.ที่มี culture media (10% FBS in DMEM) เพื่อนําไปแยก
เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนในหองปฏิบัติการ 
 
 

 
 

 ภาพที่3.2 แสดงการนําตัวอยางฟนไปยังหองปฏิบัติการ 
 

2.2 การเก็บตวัอยางกระดูกเบาฟนจากกระดูกงอกเกิน (exostosis)  
 ฉีดยาชาในบริเวณทีจ่ะทําการตัดกระดกูจากนั้น เปดเยือ่หุมกระดูก (periostium) 

ออกแลวตัดกระดูกงอกเกินออกจากเบาฟนดวย fissure carbide bur และหัวกรอความเร็วต่ํา (straight 
hand piece) ภายใตการหลอเย็น (coolant) ดวยสารละลาย normal saline solution จากนั้นใช sterile 
forcep คีบเอาเศษกระดูกที่ไดจากการตัดใสใน หลอดพลาสติกขนาด 15 ml.ที่มี culture media (20% 
FBS in DMEM) 

 
3.การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน 
 เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดกูเบาฟนใชวิธี Out growth method 26 

3.1   การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากเนื้อเยือ่โพรงประสาทฟน 
3.1.1 ลางฟนตัวอยางดวยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 2 คร้ัง 

  3.1.2 ลางฟนตัวอยางดวยสารละลาย culture media (DMEM) 1 คร้ัง 
  3.1.3 ใชเคร่ืองมือไมมีคมใสระหวางรอยบากบนตวัฟนแลวบิดใหตัวฟนแตกออก
จากกนัตรงรอยบาก แลวใช sterile endodontic spoon ตักเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนออกใส glass 
dish 
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ภาพที่ 3.3 แสดงการใชเครื่องมือไมมคีมใสระหวางรอยบากบนตวัฟนแลวบิดใหตวัฟนแตกออก 

 
 

               
 

 
ภาพที่ 3.4 แสดงการใช Endodontic spoon ตักเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนออก 

 
 

3.1.4 หั่นชิ้นเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนเปนชิ้นเลก็ๆ ขนาด
ประมาณ 1x1x1 มิลลิเมตร ดวย sterile blade  
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ภาพที่ 3.5 แสดงการใชใบมดีผาตัดหั่นชิน้โพรงประสาทฟนเปนชิน้เล็กๆ 
 
3.1.5 วางชิ้นเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน จํานวน 3-5 ช้ินลงใน  

35 mm culture dish (Corning Incorporated) เปนระยะหางเทาๆกัน 
 
 

 
 

ภาพที่ 3.6 แสดงการวางชิน้เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน จํานวน 3-5 ช้ินลงใน 35 mm culture dishเปน
ระยะหางเทาๆกัน 
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3.1.6 ใส culture media ซ่ึงประกอบดวย 
- 10% Fetal Bovine Serum (Invitrogen: Gibco)  
- Dulbecco's Modified Eagle Medium high glucose (DMEM; Invitrogen: Gibco)  
- 1% Antibiotics anti- mycotics (contain 10,000 unit of penicillin (base),10,000 μg of streptomycin 

(base) and 25 μg of amphotericin B/ml utilizing Penicillin G (sodium salt) streptomycin sulfate, amphotericin 
B in 0.85% saline (Invitrogen: Gibco) 

- 1% L – Glutamine (Glutamax-I supplement; Invitrogen: Gibco) 
 3.1.7 นํา culture dish ใสตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 100 % humidity  

3.1.8 เปลี่ยน culture media วนัเวนวัน 
3.2   การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากกระดกูเบาฟน 

3.2.1 ลางกระดูกเบาฟนตัวอยางดวยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 2 คร้ัง 
  3.2.2 ลางกระดูกเบาฟนตัวอยางดวยสารละลาย culture media (DMEM) 1 ครั้ง 
  3.2.3 หั่นกระดูกเบาฟนเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1x1 มิลลิเมตร ดวย sterile blade  

3.2.4 วางชิ้นกระดูกเบาฟน จํานวน 3-5 ชิ้นลงใน35 mm culture dish (Corning Incorporated) 
เปนระยะหางเทาๆกัน 

 
 

 
 

ภาพที่ 3.7 แสดงการวางชิน้เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน จํานวน 3-5 ช้ินลงใน 
 35 mm culture dishเปนระยะหางเทาๆกนั 

3.2.5 ใส culture media ซ่ึงเปน 20% FBS in DMEM (สวนประกอบเหมือน culture media ของ
โพรงประสาทฟน) 

3.2.6 นํา culture dish ใสตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 100 % humidity  

  



 18

3.2.7 เปลี่ยน culture media วนัเวนวัน 
4.การเพาะเลี้ยงเซลล (Cell Culture) 
 เมื่อเวลาผานไป 2-3 วัน จะพบเซลลเร่ิมงอกออกจากชิน้เนื้อโดยมีลักษณะเปน cuboidal shape และ 
spindle shape  
 รอใหเซลลงอกออกมาจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนจนเต็มพื้นที่ 35 mm culture dish 
(ใชเวลาประมาณ 1-2 สัปดาห) โดยดวูาเซลลไมเบียดกนัมากเกินไป แลวจึง ถายเซลล (Trypsinization) ออกมา
ใส 60 mm culture dish โดยมีขั้นตอนดังนี ้28

 1. ดูด culture media ออกจาก culture dish 
 2. ลางเซลลใน culture dish ดวยสารละลาย PBS 
 3.ใสสารละลาย 0.5% Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) warm พอทวมเซลล 
อบ culture dish ในตู incubator 37 ºC ประมาณ 5 นาที 
 4.สองกลองจุลทรรศน หากเซลลเร่ิมมีการหดตวัเปนเซลลรูปรางกลมใหดูดสารละลาย 0.5% EDTA 
ออก 
 5.นํา culture media ที่เหมาะสมกับเนื้อเยือ่แตละชนิดมาทําการ flush เพื่อชะลางเซลลใหหลุดออกจาก
พื้นผิวของ culture dish 
 6.ดูด culture media ที่มีเซลลลอยอยูจํานวน 1 ml.ใส60 mm culture dish 

7. นํา culture dish ใสตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 100 % humidity  
8. ใส culture media ประมาณ4 ml.ในวนัรุงขึ้นเมื่อสังเกตพบวาเซลลเกาะพืน้ผิวแลว (เหยียดกลับไป

เปนรูป spindle shape)  
9.เปลี่ยน culture media วันเวนวัน 
10.แยกเซลลออกมาใส 60 mm culture dish ใบใหมตามขั้นตอนขอ 1-9 เมื่อพบวาเซลลเจริญเต็มพื้นที่

และไมเบยีดกนัมากเกนิไป 
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ภาพที่ 3.8 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิ้นเนื้อที่เพาะเลี้ยงประมาณ 5 วัน(กําลังขยาย200) 
 
ลักษณะของเซลลที่งอกออกมาจะเปนลักษณะ round หรือ cuboidal shape กอนที่จะยืดเปน spindle shape 
 
 

 
 

ภาพที่ 3.9 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิ้นเนื้อที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วัน(กําลังขยาย40) 
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ภาพที่ 3.10 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิน้เนือ้ที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วัน(กําลังขยาย100) 
 

 

 
 
 

ภาพที่ 3.11 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิน้เนือ้ที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วัน(กําลังขยาย200) 
 
เซลลที่งอกออกมาสวนใหญจะมีรูปราง spindle shape ดังภาพที่ 3.12 
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ภาพที่ 3.12 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิน้เนือ้ที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วันphase contrast (กําลังขยาย

200) 
 
ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนดิที่แยกจากเนือ้เยื่อทั้งจากโพรงประสาทฟนและกระดกูเบาฟนจะมี
ลักษณะเปนกลุมๆ ดังภาพ 3.13 
 

 

 
 

 
ภาพที่ 3.13 แสดงเซลลตนกําเนิดที่เจริญเปนกลุมๆ 
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เมื่อเซลลเจริญเติบโตจนเต็มจานเพาะเลี้ยงใหทําการถายเซลลไปยังจานเพาะเลี้ยงใหมเพื่อทําการเพิ่มจํานวน
เซลล โดยเซลลจากจานเลีย้งเดิม 1 จานจะทําการถายไปสูจานเลี้ยงใหม 3 จาน 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.14 แสดงเซลลตนกําเนิดที่เจริญจนสามารถทําการถายเซลลได 
 

หากไมทําการ ถายเซลลเซลลจะเบยีดแนนและจะยึดเกาะแนนกับพืน้ผิวจานเพาะเลี้ยง ทําให การ ถายเซลลทําได
ยาก อัตราการตายจะเพิ่มขึ้น   

 

 
 

ภาพที่ 3.15 แสดงเซลลตนกําเนิดที่ปลอยใหเจริญนานเกนิจนไมสามารถทําการ ถายเซลล ได 
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ภาพที่ 3.16 แสดงเซลลตนกําเนิดที่หดตัวในขณะทําการ ถายเซลล 
 
5.การระบุเซลลตนกําเนิด ทําโดย การยอมดวยวธีิ Immunofluorescence assay 25  เพื่อดูการแสดงออกของ 
STRO-1 marker และการทํา RT-PCR เพื่อดูการแสดงออกของ CD 29 และ CD 44 surface markers 

5.1   การยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 25

 5.1.1 การเตรียม Cover slip (Menzel-Glaser: Greman)  
  5.1.1.1 นํา Cover slip มาใสในกอซ แลวนาํไปฆาเชื้อดวยการอบไอน้ํา (autoclave) 
  5.1.1.2 ใช forcep คีบ Cover slip ที่ผานการฆาเชื้อแลวมาใสใน 12 well plate 

(Corning: USA) 
  5.1.1.3 ลางดวย autoclaved de-ionize water (DI) 2 คร้ัง 
  5.1.1.4 ลางดวย autoclaved PBS  1 คร้ัง 
 5.1.2 การ plate เซลลลงไปบน Cover slip 
  5.1.2.1 ทําการถายเซลล ออกจาก culture dish 
  5.1.2.2 นับเซลลดวย hemocytometer แลวคํานวณหาปรมิาตร ที่จะทําใหไดเซลล

จํานวน 70,000 เซลล 
  5.1.2.3 Plate เซลลจํานวน 70,000 เซลลลงไปบน Cover slip ที่เตรียมไว 
  5.1.2.4 นําเซลลที่ Plate ลงไปบน Cover slip เขาตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 

100 % humidity ประมาณ 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะ Cover slip 
  

5.1.3 การ Fix เซลล 
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  5.1.3.1 ใชกลองจุลทรรศนตรวจดูเซลลบน Cover slip วามีการเหยยีดตัวและเจริญทัว่ 
Cover slip โดยไมเบยีดกนั 

  5.1.3.2 ดูด culture media ออกจาก12 well plate 
  5.1.3.3 ลางเซลลบน Cover slip ดวย autoclaved PBS  2 คร้ัง 
  5.1.3.4 ใส cold methanol (-30  ํ C) ลงใน12 well plate ทิ้งไว 10 นาทแีลวดูดทิ้ง 
  5.1.3.5 ลางเซลลบน Cover slip ดวย autoclave PBS อีก 2 คร้ัง 
  5.1.3.6 ใสสารละลาย autoclaved PBS  เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4  ํ C จนถึงเวลายอม(ไมควร

เกิน 1 เดือน) 
 5.1.4 การยอม Immunofluorescence 29

  5.1.4.1 คีบ cover slip ที่มีเซลลของกลุมตัวอยางจํานวน 2 อันออกจาก12 well plate 
เพื่อนํามาใชเปน control และ test cover slip 
   5.1.4.2 หยด สารละลาย10% FBS in PBS ลงบน control และ test cover slip ใหทั่ว ทิ้ง
ไว 30 นาที เพือ่ block non specific antigen 
   5.1.4.3 หยด 1  ํ antibody (mouse anti stro-1 monoclonal antibody:MAB 
4315:Chemicon international USA.) ในสารละลาย10% FBS in PBS ความเขมขน 1:100 จํานวน 100 μlลงบน 
test cover slip ใหทัว่ สวน control cover slip ใหสารละลาย10% FBS in PBS ในปริมาตรเทากัน ทิ้งไวในที่มดื 
over night 
   5.1.4.4 ลางcover slip ทั้งสองดวยสารละลาย PBS บนเครื่องสั่น (shaker) นาน 5 นาที 
3 คร้ัง 
   5.1.4.5 หยด 2   ํ antibody (Goat anti mouse IgG Biotin conjugated affinity purified 
antibody;AP124B:Chemicon international USA.) ในสารละลาย10% FBS in PBS ความเขมขน 1:500 จํานวน 
100 μlลงบน test และcontrol cover slip ทิ้งไวในที่มืด 40 นาทีที่อุณหภูมิหอง 

5.1.4.6 ลางcover slip ดวยสารละลาย PBS บนเครื่องสั่น (shaker) นาน 5 นาที 3 คร้ัง 
5.1.4.7 หยด Strep FITC (Goat anti mouse IgG Biotin conjugated affinity purified 

antibody; S 3762; Sigma Aldrich.) ในสารละลาย10% FBS in PBS ความเขมขน 1:500 จํานวน 100 μlลงบน 
test และcontrol cover slip ทิ้งไวในที่มืด 40 นาทีที่อุณหภูมหิอง 

5.1.4.8 ลางcover slip ดวยสารละลาย PBS บนเครื่องสั่น (shaker) นาน 5 นาที 3 คร้ัง 
5.1.4.9 หยด DAPI working solution (Dilution 1:1000) จํานวน 10 μl ลงบนcover slip

ดานที่มีเซลล แลวคว่ําลงบน glass slide หอดวยกระดาษฟอยล เตรียมนําไปตรวจดูเซลลที่มีการ express stro-1 
antigen ดวยกลองฟลูออเรสเซนท (Applied spectral imaging:USA) 

5.2 การตรวจการ express stro-1 antigen 26

 5.2.1 การตรวจการ express stro-1 antigen 
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5.2.1.1 นําสไลดออกจากตูเย็นมาสองดวยกลองฟลูออเรสเซนท  
  5.2.1.2  ตรวจ cover slip ที่เปน control และ test ที่กําลังขยาย 100 เทา  

cover slip ที่เปน control จะไมปรากฏสัญญาณเรืองแสงสีเขียว ขณะที ่cover slip ที่เปน test จะปรากฏสัญญาณ
เรืองแสงสีเขียวบริเวณ cytoplasm  ดังภาพ 3.17-3.18 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.17 แสดงเซลลที่ยอม Immunofluorescence ที่เปน control 
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ภาพที่ 3.18 แสดงเซลลที่ยอม Immunofluorescence ที่เปน Test 

   
 
5.2.2 การหาคาสัดสวนเซลลที่ express STRO-1 ตอเซลลทั้งหมด30

   5.2.2.1 เลือกพื้นที่บริเวณที่เซลลที่ express STRO-1 แบบสุมจํานวน 3 บริเวณที่
กําลังขยาย100 เทา 
   5.2.2.2 ถายภาพใน mode DAPI และ FITC แลวนําภาพมาซอนกัน 
   5.2.2.3 บันทึกภาพนัน้ออกมานับเซลลที่ express STRO-1 และเซลลทั้งหมดในบริเวณ
นั้น ดวยโปรแกรม Adobe Photoshop   
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ภาพที่ 3.19 แสดงเซลลที่ยอม Immunofluorescence ที่เปน control เพื่อใชเปรียบเทยีบกับเซลลที่ยอมติด 
Immunofluorescence anti Stro-1 ที่เปน Test 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 3.20 แสดงการนับเซลลที่ยอม Immunofluorescence anti Stro-1  ที่เปน Test ดวยโปรแกรม 

 Adobe Photoshop 
จุดสีเหลืองแสดงเซลลที่ไมสามารถยอมติดดวย antistro-1 antibody (ไมexpress Stro-1) 
จุดสีแดงแสดงเซลลที่ยอมติดดวย antistro-1 antibody (express Stro-1) 
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   5.2.2.4 คํานวณหาคาสัดสวนของเซลลที่ express STRO-1 ตอเซลลทั้งหมด ของเซลล
ที่ไดจากโพรงประสาทฟนและเซลลที่ไดจากกระดูกเบาฟน 

5.3 การตรวจการ express CD29 และ CD 44 31

 5.3.1 การสกัด RNA 
  5.3.1.1 Trypsinize เซลลตามขั้นตอนตอไปนี้ 
1. ดูด culture media ออกจาก culture dish 

 2. ลางเซลลใน culture dish ดวยสารละลาย PBS 
 3.ใสสารละลาย 0.5% Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) warm พอทวมเซลล 
อบ culture dish ในตู incubator 37 ºC ประมาณ 5 นาที 
 4.สองกลองจุลทรรศน หากเซลลเร่ิมมีการหดตวัเปนเซลลรูปรางกลมใหดูดสารละลาย 0.5% EDTA 
ออก 
 5.ใส culture media ที่ไมมี serum จํานวน 10 ml แลว flush ใหใหออกจากพื้นผิวของ culture dish 
 6.ดูด culture media ที่มีเซลลลอยอยูใส tube 15 ml. 
 7.นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 1200 รอบตอนาที นาน 10 นาที จะไดเซลลตกตะกอนที่
กนหลอด 
 8. ดูดสวนน้ําใสดานบนทิ้งใหเหลือ media 1 ml แลวนําไปสกัด RNA 
   5.3.1.2 สกัด RNA โดยใชชุดสกัด RNA extraction kit (Qiagen) 32

ตามขั้นตอนตอไปนี ้
 1.ดูดเซลลจาก tube 15 ml.ใสลงใน 1.5 ml. eppendoph tube 
 2.นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 400 g นาน 10 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 3.ดูดสวนน้ําใสดานบนทิ้งใหเหลือแตเซลลดานลาง (cell pellet) 
 4.ใส 1% ß Mercaptan ในสารละลาย RLT จํานวน 600 μl.ใน cell pellet แลว vortex จนใส 
 5.ดูดสารละลายในขอ4 ใสลงใน QIA shredder spin column ที่อยูใน 2 ml. collection tube นําไปปนตก
ดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 2 นาที ท้ิง QIA shredder เกบ็สวนน้ําใส 
 6.ใส 70 % ethanol จํานวน 600 μl. ลงในน้ําใสในขอ5 ดดูขึ้นลงใหเขากัน 
 7. ดูดสารละลายในขอ 6 ใสลงใน QIA shredder spin column อันใหมทีอ่ยูใน 2 ml. collection tube
นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 15 วินาท ี
 8.ยาย QIA shredder spin columnในขอ7 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหม ใส สารละลาย Buffer 
RW1 จํานวน 700 μl. ลงในQIA shredder spin columnนําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเรว็13, 000รอบ
ตอนาที นาน 15 วินาท ี
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 9.ยาย QIA shredder spin columnในขอ8 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหม ใส สารละลาย Buffer 
RPE จํานวน 500 μl. ลงในQIA shredder spin columnนําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบ
ตอนาที นาน 15 วินาท ี 
 10.เปดฝา QIA shredder spin column อยางระมัดระวัง ใส สารละลาย Buffer RPE จํานวน 500 μl. ลง
ไป นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 3 นาท ี 
 11.ยาย QIA shredder spin columnในขอ10 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหมปนตกดวยเครื่อง 
centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 1 นาท ี
 12.ยาย QIA shredder spin columnในขอ11 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหม ใส RNase-free 
water 30 μl ทิ้งไว 5 นาที แลวนําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 1 นาที ทิ้ง
QIA shredder spin column และเก็บสวนน้ําใสไวที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียส 
 5.3.2 การสังเคราะห Complementary DNA (cDNA) โดยใชชุดsuper script III First –Strand Synthesis 
System for RT PCR ของ Invirogen ตามขั้นตอนตอไปนี ้
  5.3.2.1 การวัดคา ความเขมขนของ RNA ที่สกัดไดโดยใช spectrophotometer 
(Biomate ;Thermo Electron Coorperation) 33

 1.เลือกโปรแกรมการวัด RNA 
 2.ใส deionized water (DI) 100 μl ใน cuvette ใสในเครื่อง กด set blank 
 3.ดูด RNA extraction จํานวน 1 μl ผสมกับ deionized water (DI) 99 μlใส ใน cuvette ใสในเครื่อง กด 
measure เครื่องจะใหคา Absorption (Abs) ที่ 260 nm. Abs 280 nm, RNA ratio, RNA (μg/ μl) และคา Protein 
(μg/ μl) 
 4. นําคา RNA (μg/ μl) มาคํานวณหาปริมาตร สารสกัด RNA เพื่อที่จะไดปริมาตรของ RNA 1 μg 
  5.3.2.2 การทํา Oligo-dt recipe(RNA/primer mix) 34

 1.ผสม oligo dT primer (50 μM) จํานวน 1 μl +dNTP mix (10 μM) จํานวน 1 μl 
 2.ใส RNA ตามปริมาตรที่คาํนวณไดเพื่อใหได RNA 1 μg 
 3.ใสDEPC-treated water จํานวน 8 ลบดวยปริมาตรของ RNAในขอ2 เพื่อใหไดสวนผสมทั้งหมด 10 μl 
 4.นําไปเขาเครือ่ง RT PCR เดินเครื่องที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 11 นาท ี  
  5.3.2.3 การทํา cDNA synthesis mix 
 ผสมสารตอไปนี้ลงไปในสารที่ไดจากขอ5.3.2.2 34

1. RT buffer 10x จํานวน 2 μl 
2. MgCl2 25 mM จํานวน 4 μl 
3. DTT 0.1 M จํานวน 2 μl 
4. RNase OUT 400u/ μl จํานวน 1 μl 
5. Superscript III 200u/ μl จํานวน 1 μl 
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นําไปเขาเครื่อง RT PCR [Thermal cycler (Bio-rad)] 
- Incubate ที ่50 องศาเซลเซียส นาน 50 นาที 
- หยุดปฏิกรยิาที่ 85 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
- Incubate ที ่-20 องศาเซลเซียส นาน 3 นาท ี

ปนตก แลวเตมิ RNase H1 จํานวน 1 μl 
นําไปเขาเครื่อง RT PCR 

- Incubate ที ่37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส หรือนํามาทํา PCR ทันที 
5.3.3 การทํา Duplex PCR 

5.3.3.1 Primers 
CD 29 (Proligo :Sigma; Singapore) 346 bp 

Forward: 5'AATGAAGGGCGTGTTGGTAG 3  Tm.64 ºC 
Reverse:   5' CGTTGCTGGCTTCACAAGTA 3  Tm.64 ºC 

CD 44 (Proligo :Sigma; Singapore) 231 bp 
Forward: 5' GCAATGCTTCTCAGACCACA 3  Tm.61 ºC 
Reverse:   5' CTGGCCAATGTAGTTCACAG 3  Tm.64 ºC 
  mRNA GAPDH (Techdragon ; Hongkong)  84 bp 
Forward: 5' AACAGCGACACCCACTCCTC 3   Tm.56.1 ºC 
Reverse:   5' CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA3 Tm.56.9 ºC 
  5.3.3.2 การทํา Polymerase chain reaction (PCR)   

ผสมสารตอไปนี้ตามความเขมขนและปรมิาตรที่แสดงไวในตาราง 

 stock conc final conc Volume(μl) 

Ultra pure H2O - - 15.875 

Buffer(Qiagen)+ 15mM MgCl2 10x 1x 2.5 

dNTPs (Biolab) 10mM 0.2 mM 0.5 

Hotstar Taq (Qiagen) 5 u/1μl 0.625 u 0.125 

mRNA GAPDH F 10μM 0.5μM 1.25 

mRNA GAPDH R 10μM 0.5μM 1.25 

Primer CD29/CD44 F 10μM 0.5μM 1.25 

Primer CD29/CD44 R 10μM 0.5μM 1.25 

cDNA   1 
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ปริมาตรรวม                  25 
นําเขาเครื่อง PCR โดยตั้งคาอุณหภูมิและเวลาดังนี ้

step1  95ºC 15 mins initial denaturation 
step2  95ºC   1 min   cycle denaturation 
step3  55ºC   1 min   Primer annealing 
step4  72ºC   1 min   Primer extension 
step5  Go to step 2   34 cycles 
step6  72ºC   10 mins   substrate clearance 
step7    4ºC    hold     storage 
เมื่อส้ินสุดกะบวนการ จะได PCR product เก็บที่ 25 องศาเซลเซียส หรือนํามา run gel ทันที 
5.3.4 การทํา Agarose gel electrophoresis 35 

5.3.3.3 ทํา 2% agarose gel (USB) 
 1. ช่ังผง agarose 0.600 g.ใสลงใน flask 100 μl 
 2. ตวง 1xTris Borate EDTA (TBE) 30 μl ใสใน flask  
 3.นํา flask เขา microwave ตั้งเวลา 1 นาท ี
 4.นํา flask ออกจาก microwave สังเกตดูวาสารละลาย agarose ใสเปนเนื้อเดยีวกัน 
 5.นํา flask ไปผานน้ํากอกเพือ่ลดอุณหภูมิของสารละลาย agarose 
 6.หยด ethidium bromide (10 mg/ml)  จํานวน 5 μl ลงไปในสารละลาย agarose แกวงใหเขากนั 
 7.เทสารละลายในขอ 6 ลงในถาดเจลที่มี ซ่ีพลาสติก (comb) เสียบอยู 
 8.ทิ้งไวประมาณ 1 ช่ัวโมงเพื่อใหเจลแข็งตวั 
  5.3.3.5 การ run gel 36

 1.ดึง comb ออกจากเจลที่แขง็ตัวแลวอยางนอย 1 ช่ัวโมง 
 2.นําถาดเจลออกมาใส Electrophoretic chamber (Amersham) ที่มีสารละลาย 1xTBE ทวมเจล 
 3. ใสสารละลาย 100 bp  marker ที่ผสม loading dye (bromophenol blue) (Sigma B8026) ลงใน well ที ่1  
 4. ใสPCR product 5 μl+ loading dye 2 μl ในแตละ well 
 5. well สุดทายใส100 bp  marker 
 6. ปดฝาtank 
 7.เปดเครื่อง Electrophoretic power supply (Amersham) ตั้งคาความตางศักดิ์ 69 volt กระแสไฟ 2 
ampere เปนเวลา 90 นาที 
 8. ปดเครื่อง Electrophoretic power supply เมื่อส้ินสุดกระบวนการในขอ 7 
 9.นําเจลที่ผานกระบวนการ run gel ไปเขาตูที่มีแสงอุลตราไวโอเลต [Gel Doc (Syngene)] 
 10.อานคาและถายภาพ PCR product ที่ไดดวยโปรแกรม Gene Snap (G Box :Bioimaging systems) 
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 5.4 การอานคาการแสดงออกของ CD29/CD44 
  5.4.1 โดยการดูความสวางของแถบ PCR product 
 เนื่องจากไดทาํการควบคุมปริมาณ RNA ตั้งตนที่นํามาสังเคราะหเปน cDNA และใช cDNA ในการทํา 
PCR เทากันในทุกตัวอยางจงึสามารถเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ CD29/CD44ของตัวอยางแตละคน
ได (semiquantitative RT-PCR) 31  
  5.4.2 โดยการโปรแกรม Scion Image วัด relative expression ระหวาง CD29/CD44 กับ 
GAPDH 
การวิเคราะหผล 
 1. ดูสัดสวนเซลลตนกําเนิดทีม่ี STRO-1 expression ที่ตองการตรวจตอเซลลทั้งหมดจากการยอมดวยวิธี 
Immunofluorescence และเปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อจากโพรงประสาทฟนกับจากกระดูกเบาฟนดวยสถิติ 
Mann Withney U test 
 2. เปรียบเทียบการแสดงออกของ surface marker CD 29 และ CD 44 จากการทํา RT-PCR 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
การวิจยัเร่ือง   การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน ไดดําเนนิการใน

ปงบประมาณ 2552 และตอเนื่องมาในปงบประมาณ 2553 ดังนี ้
กลุมตัวอยางทีใ่ชในการวิจัย 

จํานวนตัวอยางในการเก็บฟนกรามซี่ที่สาม ฟนกรามนอยและกระดูกเบาฟนมีจํานวนทั้งสิ้น 87 ตัวอยาง 
โดยเปนตัวอยางจากฟน 76 ซ่ี และตัวอยางจากกระดูกเบาฟน 11 ช้ิน สามารถแยกเซลลตนกําเนิดที่ศูนยวิจัยพันธุ
ศาสตร สถาบันราชานุกูล ได 18 และ 4 ตัวอยางตามลําดับ รายละเอียดดังตารางที่ 4.1 และ4.2 
ตารางที่ 4.1 รายละเอียดของการเก็บตวัอยางฟนกรามซี่ทีส่าม ฟนกรามนอยและกระดกูเบาฟนปงบประมาณ 
2552 

ต.ค.- ธ.ค.51 ม.ค.-มี.ค.52 เม.ย.- มิ.ย.52 ก.ค.-ก.ย.52 รวม  

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

จํานวนฟน (ซ่ี) 16 5 24 0 7 0 3 0 50 5 

จํานวนกระดูก (ช้ิน) 4 1 3 2 1 0 2 0 10 3 

ตารางที่ 4.2 รายละเอียดของการเก็บตวัอยางฟนกรามซี่ทีส่ามฟนกรามนอยและกระดกูเบาฟนปงบประมาณ 
2553 

ต.ค.- ธ.ค.52 ม.ค.-มี.ค.53 เม.ย.- มิ.ย.53 ก.ค.-ก.ย.53 รวม  

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

เก็บ ได

เซลล 

จํานวนฟน (ซ่ี) 25 12 1 1 0 0 0 0 26 13 

จํานวนกระดูก (ช้ิน) 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 

 
ในตัวอยางฟนกรามซี่ที่สามและฟนกรามนอยที่แยกเซลลตนกําเนิดไดสามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มจํานวนได 7ตัวอยาง
และ 3 ตัวอยางจากเซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟน รายละเอียดในตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 รายละเอียดของตัวอยางฟนกรามซี่ที่สามฟน กรามนอยและกระดกูเบาฟนที่สามารถเพาะเลี้ยงไดใน 
2 ปงบประมาณ 

แหลง จํานวนที่เก็บตวัอยาง จํานวนที่คัดแยกได จํานวนที่เพาะเลี้ยงได 

ฟนกรามซี่ที่สามและฟน

กรามนอย (ซ่ี) 

76 18 7 

กระดกูเบาฟน(ช้ิน) 11 4 3 

ลักษณะขอมูลท่ัวไปของกลุมตัวอยาง 
ตารางที่ 4.4 รายละเอียดขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางทีเ่พาะเลี้ยงได 

 ตัวอยางฟนกรามซี่ที่สาม

และฟนกรามนอย 

ตัวอยางกระดกู 

หญิง  -    จํานวน (คน) 

-     ชวงอายุ (ป) 

-     อายุเฉล่ีย(ป) 
-     คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (+ ป) 

4 

17,22,24,25 

22.00 

3.55 

1 

17 

17 

0 

ชาย   -    จํานวน (คน) 

-     ชวงอายุ (ป) 

         -     อายุเฉลี่ย(ป) 

         -     คาเบี่ยงเบน     

มาตรฐาน (+ ป) 

3 

26,35,41 

34.00 

7.54 

2 

27,68 

47.50 

28.99 

หมายเหตุ  1.กลุมตัวอยางที่เปนเพศชายที่เปนตัวอยางเซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟน1ตัวอยางมีอายุมาก
เนื่องจากตัวอยางจากกระดูกเพาะเลี้ยงยากจึงเก็บทุกตัวอยางที่ไดมาทําการเพาะเลี้ยง 

2.ไดทําการขอความอนุเคราะหสารสกัด RNA เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนจากหนวย
ปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนินทรียคณะทันตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยมาจํานวน 4 ตัวอยางเพื่อมาทํา
การระบุเซลลตนกําเนิดดวยวิธีการ RT PCR 
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ผลการระบุเซลลตนกําเนิด 
1.การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 
เมื่อนําเซลลตนกําเนิดที่เพาะเลี้ยงไดมายอมดวยวิธี Immunofluorescence assay โดยใช Anti Stro-1 antibody 
พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึง express Stro-1 ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟน
ไมพบวามีเซลลซ่ึง express Stro-1ดังแสดงในภาพที่ 4.1 และ4.2 
 

                                                                                                                                          
                  Pulp Control                             Pulp Test   (Anti-Stro-1 antibody) 

 
ภาพที่ 4.1 ภาพเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่นาํมาระบุเซลลตนกําเนดิดวยการยอมดวยวธีิ 

Immunofluorescence assayโดยใช Anti Stro-1 antibody เปรียบเทียบระหวาง control และ test 
 
  

 
                           Bone Control                                                     

 
     Bone Test (Anti-Stro-1 antibody) 
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ภาพที่ 4.2 ภาพเซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนที่นํามาระบุเซลลตนกําเนิดดวยการยอมดวยวิธี 
Immunofluorescence assayโดยใช Anti Stro-1 antibody เปรียบเทียบระหวาง control และ test 

จะเห็นวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่เปน test มีการเรืองแสงสีเขียวมากกวา
เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่เปน control ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนไมมี
ความแตกตางกันระหวาง control และ test 
ตารางที่ 4.5 สัดสวนเซลลตนกําเนดิที่ยอมดวยAnti-stro-1ติด (positive cells) ตอเซลลทั้งหมดที่
กําลังขยาย 100 เทา จากตวัอยางโพรงประสาทฟน 7 คน และจากกระดกูเบาฟน 3 คน 

Control Field No.1 Field No.2 Field No.3 

So
urc

e 

Su
bje

ct.
 

Pos Pos Neg Prop Pos Neg Prop Pos Neg Prop 
total 
positive 

Total 
negative 

Total 
Proportio

pulp 1P3 0 20 38 0.34 8 44 0.15 19 40 0.32 47 122 0.28 

Pulp 2P6 0 2 14 0.13 0 9 0.00 0 28 0.00 2 51 0.04 

Pulp 3P9 0 9 64 0.12 8 57 0.12 0 104 0.00 17 225 0.07 

pulp 4P3 0 10 112 0.08 5 104 0.05 20 66 0.23 35 282 0.11 

pulp 5P4 0 18 50 0.26 6 132 0.04 14 57 0.20 38 239 0.14 

Pulp 6P3 0 28 100 0.22 5 62 0.07 11 130 0.08 44 292 0.13 

Pulp 7P3 0 4 20 0.17 5 18 0.22 4 19 0.17 13 57 0.19 

pulp 7P5 0 5 20 0.20 10 17 0.37 9 20 0.31 24 57 0.30 

Bone 1P8 0 0 114 0.00 0 87 0.00 0 80 0.00 0 281 0.00 

Bone 2P3 0 0 27 0.00 0 22 0.00 0 8 0.00 0 57 0.00 

Bone 3P3 0 0 55 0.00 0 3 0.00 0 2 0.00 0 60 0.00 
หมายเหตุ Pos = Positive cells หมายถึงเซลลที่ยอมติด AntiStro-1;Neg = Negative cells หมายถึง
เซลลที่ยอมไมติด AntiStro-1;Prop = Proportion หมายถึง สัดสวนของเซลลที่ยอมติด AntiStro-1 
ตอเซลลทั้งหมด 
P หมายถึง passage ของการ trypsinize เซลล 
จากตารางที่ 4.5 พบวา เซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนมีสัดสวนของเซลลที่ยอม
ติด AntiStro-1 ตอเซลลทั้งหมดตั้งแต 0.04 – 0.30 สวน เซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนไม
พบมีเซลลที่ยอมติด  
AntiStro-1เลย สัดสวนของเซลลที่ยอมติด AntiStro-1 ตอเซลลทั้งหมดจากตัวอยางคนเดียวกันแต
คนละ passage ไมเทากัน (ตัวอยางคนที่ 7) 
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2.การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD29 และ CD 44 โดยวธีิ RT-PCR 
 2.1 การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD29 

 
 

ภาพที่ 4.3  ภาพการแสดงออกของCD 29 ในการทํา duplex PCR 
เลนที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน เลนที่ 8 เปน negative control 
(น้ํา) และเลนที่ 9-15 เปนเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากกระดูกเบาฟน โดยใช 100 bp ladder เปนตัว
เปรียบเทียบ แถวบนเปนCD29 (346 bp) แถวลางเปน mRNA GAPDH (84 bp) 
 

จากภาพที่ 4.1 จะเห็นวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมี
การแสดงออกของ CD29 (346 bp) และ GAPDH(84 bp)ในทุกตัวอยาง โดยที่ 3 ใน 5 ของเซลลตน
กําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนมีการแสดงออกของCD29 นอยเมื่อเทียบกับ GAPDH สวน
เซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมีการแสดงออกของCD29 คอนขางชัดเจนทั้ง 5 ตัวอยาง 

เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของCD29 ระหวางเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาท
ฟนและกระดูกเบาฟน ไดทําการหาคา Relative density ระหวางCD29 กับ GAPDH โดยวัดความ
เขมของแถบสวาง CD29 และนํามาหารดวยความเขมของแถบสวาง GAPDH โดยใชโปรแกรม 
scion Image 37 คา Relative density ที่สูงแสดงวาเซลลตนกําเนิดของตัวอยางนั้นมีการแดงออกของมารคเกอร
ที่สูงเมื่อนํามาทําแผนภูมิแทงไดผลดังนี้ 
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ภาพที่ 4.4 แผนภูมิแทงแสดงคา Relative density ระหวางCD29 กับ GAPDH  

กราฟแทงที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนดิที่ไดจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน กราฟแทงที ่8-14 เปนเซลล
ตนกําเนดิที่ไดจากกระดูกเบาฟน 

จากแผนภูมิแทงที่ 4.1 พบวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรงประสาทฟนตัวอยางที่ 1-4 มีคา 
relative density ระหวาง 0.6-0.8 สวนตัวอยางที่ 5-7 มีคา relative density นอยกวา 0.2  สวนเซลล
ตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนตัวอยางที่ 8  มีคา relative density สูงถึง 1.6 สวนตัวอยางที่ 
9,10,12,13,14 มีคา relative density ระหวาง 0.4-0.9 เซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนตัวอยาง
ที่ 11 มีคา relative density ต่ําที่สุดคือ 0.3 แสดงใหเห็นวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟน
สวนใหญมีคาการแสดงออกของCD29 เมื่อเทียบกับ GAPDH สูงกวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรง
ประสาทฟนแตเมื่อนําคา relative density ของเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรงประสาทฟนและเซลล
ตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมาทดสอบดวยสถิติ Mann-Whitney U พบวาไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น .01 
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2.2 การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD44 

 

 
ภาพที่ 4.5  ภาพการแสดงออกของCD 44 ในการทํา duplex PCR 

เลนที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน เลนที่ 8 เปน negative control 

p ladder เปนตัวเปรียบเทียบ
แถวบน

ลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมีการแสดงออกของCD44 คอนขางสม่ําเสมอ
ไมแตกต

สวาง CD44 และนํามาหารดวยความเขมของแถบสวาง GAPDH นํามาทําแผนภูมิแทง
ไดผลดังนี้ 

(น้ํา) และ 
เลนที่ 9-15 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟน โดยใช 100 b

เปนCD44 (231 bp) แถวลางเปน mRNA GAPDH (84 bp) 
จากภาพที่ 4.2 จะเห็นวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมี

การแสดงออกของ CD44 (231 bp) และ GAPDH(84 bp)ในทุกตัวอยาง โดยที่ตัวอยางในเลนที่ 5 
และ6 เซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนมีการแสดงออกของCD44 นอยเมื่อเทียบกับ 
GAPDH สวนเซ

างกัน 
เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของCD44 ระหวางเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาท

ฟนและกระดูกเบาฟน ไดทําการหาคา Relative density ระหวางCD44 กับ GAPDH โดยวัดความ
เขมของแถบ
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ภาพที่ 4.6 แผนภูมิแทงแสดงคา Relative density ระหวางCD44 กับ GAPDH  

โดยที่กราฟแทงที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน กราฟแทงที่ 8-14 
เปนเซลลตนกาํเนิดที่ไดจากกระดกูเบาฟน 

จากแผนภูมิแทงในภาพที ่6 พบวาเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟนตัวอยางที่ 1-4 
มีคา ความเขมแสงสัมพัทธสูงระหวาง 1.2- 1.4 สวนตัวอยางที่ 5 และ 6  มีคาความเขมแสงสัมพัทธ 
ต่ําที่สุดในกลุมตัวอยางเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟน (0.4-0.8) ซ่ึงสอดคลองกับการ
แสดงออกของซีดี29 สวนตัวอยางที่ 7 การแสดงออกของซีดี44 กลับสูงขึ้น(ความเขมแสงสัมพัทธ 
0.95) ตรงขามกับแสดงออกของซีดี29 (ความเขมแสงสัมพัทธ 0.15)  สวนเซลลตนกําเนิดที่ไดจาก
กระดกูเบาฟนมีการแสดงออกของซีดี44 ใกลเคียงกันใน 6 ตัวอยาง(0.8-1.0) ยกเวนตวัอยางที่ 11 ที่มี
คาความเขมแสงสัมพัทธ ต่ํากวาตวัอยางอืน่ คือ 0.75 แสดงใหเห็นวาเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากกระดูก
เบาฟนที่ไดจากกลุมตัวอยางมีการแสดงออกของซีดี44 ไมคอยแตกตางกัน ซ่ึงตางจากเซลลตน
กําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟน 

เมื่อนําคา ความเขมแสงสัมพัทธของเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรงประสาทฟนและเซลลตน
กําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมาทดสอบดวยสถิติแมนวิทนียูเทส พบวาไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น .01 
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 หนึ่ง
ในสองเ

ในกระดูก สวนใหญประกอบดวย เซลล 
osteobla

m cell markers โดย ถาเปนเซลล Pulp fibroblasts จะไมมี
การแสด


งกับงานวิจัยของMatsubara 

2005 40 

งกระดูกที่เปน spongy bone และอาจมีสวนของไขกระดูก (marrow) ซ่ึงใหเซลลตนกําเนิด
ติดมา 

บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผล 

เซลลตนกําเนิดหมายถึงเซลลใดๆก็ตามที่มีลักษณะ 2 ประการ คือ เปนเซลลที่สามารถ
แบงตัวเองได(self replicate) และสามารถเจริญไปเปนเซลลที่จําเพาะชนิดใดชนิดหนึ่งหรือหลาย
ชนิดเมื่อไดรับการกระตุนที่เหมาะสม (undergo terminal differentiation) โดยในการแบงเซลล

ซลลจะตองคงความเปนเซลลตนกําเนิด คอืยังไมไดเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่เฉพาะ 9  
เซลลในโพรงประสาทฟนมีหลายชนิด แตสวนใหญประกอบดวย เซลล odontoblast ซ่ึงมี

รูปราง columnar shape และ Pulp fibroblasts  26 สวนเซลล
st และ osteocyte ซ่ึงมีรูปราง star shape  38 

เซลลที่แยกไดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนในการวิจัยนี้มีรูปรางคลาย 
ไฟโบรบลาสท(fibroblastic morphology) ซ่ึงอาจจะเปน Pulp fibroblasts จึงตองมาทําการระบุความ
เปนเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจหา ste

งออกของ stem cell markers 39

จากการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay โดยใช Anti Stro-1 antibody พบวาเซลล
รูปรางคลายไฟโบรบลาสทที่แยกไดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึง express Stro-1 จึงสามารถสรุป
ไดวาเซลลที่แยกไดนั้นสวนหนึ่งเปนเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนในขณะที่เซลลรูปราง
คลายไฟโบรบลาสทที่แยกไดจากกระดูกเบาฟนไมพบวามีเซลลซ่ึง express Stro-1แตจากการระบุ
เซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD29 และ CD 44 โดยวิธี RT-PCR พบวาเซลล
รูปรางคลายไฟโบรบลาสทที่แยกไดจากกระดูกเบาฟนนั้นมีการแสดงออกของ CD29 และ CD 44
ซ่ึงเปน stem cell markers ของ เซลลตนกําเนิดจึงสรุปไดวาเซลลรูปรางคลายไฟโบรบลาสทที่แยก
ไดจากกระดูกเบาฟนนั้นมีเซลลซ่ึงเปนเซลลตนกําเนิด ซ่ึงสอดคลอ

ที่สามารถแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกของกระดูกเบาฟน 
การที่เซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากกระดูกเบาฟน ไมสามารถตรวจพบวามีการ express Stro-

1 ซ่ึงอาจเปนเพราะเซลลตนกําเนิดที่มีการแสดงออกของ Stro-1 จะพบบริเวณรอบหลอดเลือดและ
รอบเยื่อหุมประสาท (perivascular and perineural sheath) 41 กระดูกเบาฟนที่เปนตัวอยางในการวิจัย
นี้ไดมาจากการตัดปุมกระดูกงอกเกินเพื่อการใสฟนปลอม ซ่ึงสวนใหญเปน compact bone ไมมี
หลอดเลือดและเสนประสาทหลอเล้ียง แตการที่ยังสามารถแยกเซลลตนกําเนิดไดเนื่องมาจาก มี
สวนขอ

การศึกษาเซลลตนกําเนิดที่มีอยูในกระดูกมีการแสดงออกของ Stro-1 ดวยการดูดไขกระดูก
จาก Iliac crest พบวาจํานวนเซลลตนกําเนิดที่มีอยูในกระดูกมีการแสดงออกของ Stro-1 แตกตางกัน
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มากโดย Gronthos และคณะ , 2003 42  พบนอยมากเพียงรอยละ 0.001 สวน Pierdomenico และ
คณะ, 2005 43  พบถึงมากถึงรอยละ 6.50 จากเซลลทั้งหมดที่ไดจากไขกระดูกสวนการศึกษานี้ไม
สามารถตรวจพบเซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 จากเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากกระดูกเบาฟน 
 การศึกษาของ Coppe , Zhang และ Den Besten 2009 พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรง

าเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาท
ฟนแทม

จํานวนครั้งของการ 
passage 

ประสาทฟนน้ํานมมีเซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 รอยละ 2 ของประชากรเซลลทั้งหมด44 

สวนการศึกษาของ Shi และ Gronthos 2003 41 พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนแทมี
เซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 ถึงรอยละ6 แตการวิจัยนี้พบว

ีเซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 รอยละ 0.04 – 0.30  
ปจจัยที่มีผลตอการคัดแยกเซลลตนกําเนิดไดแก อายุ  แหลงของเนื้อเยื่อที่เก็บตัวอยางและ

จํานวนเซลลเร่ิมแรกที่แยกออก 40 วิธีการคัดแยก 26 สภาพการเพาะเลี้ยง 45 
46 และการผานกระบวนการเก็บดวยการแชแข็ง (Cryopreservation) 47 

กลุมตัวอยางในการวิจัยนี้ ในสวนของโพรงประสาทฟนกลุมตัวอยางเพศหญิงมีอายุ 
17,22,24,และ 25 ป อายุเฉล่ีย 22.00+3.55 ป เพศชายอายุ 26,35 และ41 ปอายุเฉลี่ย 34.00+7.54 ป ใน
สวนของกระดูกเบาฟนอายุกลุมตัวอยางที่เปนหญิงมี 1 คน อายุ 17 ป ชายมี 2 คนอายุ 27 และ 68 ป 
อายุเฉล่ีย 47.50 + 28.99 ป อายุที่เหมาะสมในการคัดแยกเซลลตนกําเนิดคือ 20-39 ป  40 ในการวจิยันี้
กลุมตัวอ

gle colony 
แตจะปร

s เพื่อใหมีสารอาหารที่เซลลนําไปใชในการเจริญเติบโตและ
ปองกันการติดเชื้อราและแบคทีเรีย 

ยางที่เปนชายคอนขางมีอายุมากซึ่งอาจมีผลตอการคัดแยกและเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิด 
วิธีการคัดแยกเซลลตนกําเนิดในงานวิจัยนี้ใชวิธี Out growth method ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวก 

ถึงแมจะใชเวลานานและความสําเร็จในการแยกเซลลนอยกวาแตเซลลที่ไดจะไมถูกทําลายจาก
เอนไซมดังเชนการคัดแยกดวยวิธี digestion method 26 นอกจากนี้ เซลลที่ไดไมเปน sin

ะกอบดวยเซลลหลากหลายชนิดที่ชวยในการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิด 19

สภาพการเพาะเลี้ยง(Culture condition) มีผลตอการเจริญเติบโตและการแสดงออกของ
ยีนสของเซลลตนกําเนิด ในการวิจัยนี้ไดมีการทดลองใชอาหารเลี้ยงเซลล alpha MEM ในปแรก แต
พบวาไดผลไมดีจึงเปลี่ยนมาใช DMEM ซ่ึงเสริมดวย fetal bovine serum, L-Glutamine, 
antimycotic agents และantibiotic

การวิจัยนี้ใชเซลลที่แยกมาจากเนื้อเยื่อโดยตรง ไมไดใชเซลลที่ผานกระบวนการแชแข็ง
ดังนั้นจึงไมไดรับผลกระทบจากกระบวนการ Cryopreseravation แตเนื่องจาก การแยกเซลลดวย
วิธีการ out growth method ไมสามารถควบคุมการเจริญของเซลลได จึงอาจตองมีการ trypsin เซลล
หลายคร้ังทําใหเซลลที่นํามาวิจัยอยูใน passage ที่ 3-9 ซ่ึง Yu และคณะ 2010 48  ไดทําการศึกษา
พบวา เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่ผานการเพาะเลี้ยงจาก passage 1-9 มี proliferation 
rate และมีการแสดงออกของ Stro-1 ลดลงซึ่งตรงกับผลของการวิจัยคร้ังนี้ซ่ึงพบวาเซลลตนกําเนิด

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coppe%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Den%20Besten%20PK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Den%20Besten%20PK%22%5BAuthor%5D


 43

ใน passage ตน (passage ที่ 3) มีสัดสวนของเซลลมีการแสดงออกของ Stro-1สูงกวาเซลลตนกําเนิด
ใน passage หลัง (passage ที่ 6-9) ยกเวนในกลุมตัวอยางคนที่ 7 ที่เซลลในpassage ที่ 5 กลับมี
สัดสวนของเซลลมีการแสดงออกของ Stro-1สูงกวาเซลลในpassage ที่ 3 อาจเปนเพราะในชวง
เหตุการณไมสงบของบานเมือง ไมสามารถเขามาทําการถาย เซลล ตามกําหนดเวลาที่ควรจะเปน 

จําตองปลอยใหเซลลเจริญตอไปจนเบียดกันและเซลลบางสวนที่เริ่มแกและตายอาจมีการหลั่งสาร 
signaling factors เชน Growth and differentiation (GDF), Transforming Growth factor (TGF) 27 ซ่ึง
ไปกระตุนใหเซลลตนกําเนิดเกิดการdifferentiation 49,50   ทําใหถึงแมวาจะเปนเซลลตนกําเนิดใน 
passage ที่ 3 กลับมีสัดสวนของเซลลมีการแสดงออกของ Stro-1 ต่ํากวาเซลลตนกําเนิดใน passage 
ที่ 5 

วยใหเซลลมะเร็งเกาะกับเยื่อบุชองทอง (Peritoneum) ชวยใหเซลลมะเร็งแพรกระจาย
ไปได (m

ที่มีการขยายตัว 
(zone of

นแรงจํานวน
นอยที่ก

ดงออกของซีดี 
ทั้งสองใ

ซีดี29 (Integrin ß) เปนโปรตีนที่อยูบนผิวเซลล (transmembrane protein) มีหนาที่ควบคุม
ปฏิสัมพันธระหวางเซลลกับเซลลและระหวางเซลลกับสารนอกเซลล (extra cellular matrix) 
นอกจากจะเปนมารคเกอรของเซลลตนกําเนิดแลว ยังพบอยูบนเซลลมะเร็งรังไข (ovarian cancer) 
โดยมีคุณสมบัติช

etastasis) 51

ซีดี44 เปนโปรตีนบนผิวเซลลที่ทําหนาที่เปนรีเซพเตอรของกรดไฮยารูโอนิค (hyaluronic 
acid receptor) และเปนโมเลกุลที่ชวยในการยึดติด (adhesion molecule) ที่สําคัญบนผิวเซลลเนื้อ
งอก ทําใหเกิดการแพรกระจายของเซลลเนื้องอก 51  นอกจากจะเปนมารคเกอรของเซลลตนกําเนิด
แลว ยังพบบนผิวเซลลตั้งตนของเซลลกระดูก (osteoprogenitor cells) บริเวณสวน

 hypertrophy) และบริเวณที่มีการสึกกรอน (zone of erosion) บนกระดูก52 

การแสดงออกของมารเกอรของเซลลตนกําเนิดนอกจากจะถูกควบคุมโดยพันธุกรรมแลว53  

ยังถูกควบคุมโดยสารเคมีในสิ่งแวดลอมรอบๆเซลลและจากแรงตางๆ เชน ไฮเปอรกราวิตี้ (Hyper 
gravity) ซ่ึงเปนแรงจํานวนมากที่กระทําตอเซลล และ ไมโครกราวิตี้ (Microgravity ) ซ่ึงเป

ระทําตอเซลล 54  การหดตัว (contractibility) 55  และแรงเฉือน (Shear stress) 56  

การแสดงออกของซีดี 29 และ ซีดี 44 ในกลุมตัวอยางที่แตกตางกันอาจเนื่องมาจากปจจัย
ทางพันธุกรรมและการใชงานบดเคี้ยวที่ตางกันไปในแตละคน การแสดงออกของซีดี 29 ไมแปรผัน
ตามการแสดงออกของซีดี 44 (กลุมตัวอยางที่มีการแสดงออกของซีดี 29 ต่ํา อาจมีการแสดงออก
ของซีดี 44 สูง) และเมื่อนํามาทดสอบทางสถิติ ก็ไมพบความแตกตางกันในการแส

นระหวางบุคคลและในระหวางเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนกับกระดูกเบาฟน 
ในเด็กกลุมอาการดาวนซ่ึงพบมีปญหาเปนโรคปริทันตอันสัมพันธกับลักษณะความผิดปกติ

ทางพันธุกรรม หรือมีปญหาฟนผุจากการไมสามารถดูแลสุขภาพชองปากได การใชเซลลตนกําเนิด
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จากโพรงประสาทฟนในการรักษาความวิการของอวัยวะปริทันต หรือสรางหรือซอมแซมอวัยวะที่
เกิดความวิการจากโรค เชนการทําการเหนี่ยวนําใหเกิดเปนเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนบางสวน 
(partial pulp regeneration) หรือเปนเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและเนื้อฟนบางสวน (pulp-dentine 
regenera

-20 เซลล และเมื่อทําการเพาะเลี้ยงตอ รอยละ 100 ของเซลลที่ไดสามารถสรางเปน
กระดูกไ

ล

นกําเนิดไวใชสรางกระดูกและอวัยวะปริทันตที่ถูกทําลายไป
ติทางพันธุกรรม 

รุป (C

รงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมีการแสดงออกของมารคเกอรสเต็ม
เซลล ซีด

ําใหเปนเซลลชนิดตางๆ เชน เซลลสราง
เนื้อเยื่อแข็ง เปนตนเพื่อพิสูจนความเปนเสต็มเซลลตอไป 

tion) 57  นาจะเปนประโยชนแกเด็ก  
Miura และคณะ 2003 พบวา เซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากฟนน้ํานม 1 ซ่ี สามารถให เซลล

ตนกําเนิด 12
ด 58 

นันทวรรณ และคณะ 2553 59 ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติในการสรางเนื้อเยื่อแข็ง
(Mineralized tissue) ของเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนน้ํานมของเด็กปกติกับเด็กกลุมอาการ
ดาวน พบวาเซ ลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนน้ํานมของเด็กกลุมอาการดาวนมีเมตาโบลิสซึม 
(Metabolism) และอัตราการเติบโต (Proliferation rate) รวมทั้งมีการสราง เนื้อเยื่อแคลเซียม 
(Calcified tissue) สูงกวาเด็กปกติ จึงนาจะเปนไปไดวาในอนาคตจะสามารถเก็บฟนน้ํานมของเด็ก
กลุมอาการดาวนเพื่อมาคัดแยกเซลลต
เนื่องจากความผิดปก
ส onclusion)  
 สามารถแยกเซลลตนกําเนิดไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนดวยวิธีอิมมูโน
ฟลูออเรสเซนซ พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึงมีการแสดงออกของสโตร-1 
ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนสวนที่งอกเกินบริเวณขากรรไกรลางดานล้ินไมพบ แต
จากการระบุเซลลตนกําเนิดดวยวิธีการรีเวอรสทรานสคริปชั่นโพลีเมอรเรสเชนรีแอ็คชั่น พบวา
เซลลตนกําเนิดจากทั้งโพ

ี 29 และ ซีดี44   
การวิจัยนี้จํากัดอยูเพียงขั้นตอนการคัดแยกและระบุเซลลตนกําเนิด การตรวจพบเซลลที่มี

การแสดงออกของสโตร-1ในสัดสวนที่นอยจากเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากเนื้อเยื่อโพรงประสาท
ฟนหรือตรวจไมพบเซลลที่มีการแสดงออกของสโตร-1จากเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากกระดูกเบา
ฟน ไมไดหมายความวาจะไมมีเซลลตนกําเนิด เนื่องจากสโตร-1 เปนมารคเกอรของเซลลตนกําเนิด
ในชวงแรก ซ่ึงเซลลที่เพาะเลี้ยงไดนั้นอาจเปนเซลลตนกําเนิดที่เลยระยะแรก (early stage)ไปแลว 
แตยังคงความเปนเสต็มเซลลอยูจึงควรทําการเหนี่ยวน
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2. เปนผูชวยวจิัยในโครงการการศึกษาพันธุกรรมของ Post Traumatic Stress Disorder ใน

ผูรอดชีวิตจากซึนามิ 
3. เปนผูชวยวจิัยในโครงการการศึกษาพันธุกรรมของโรคซึมเศรา 
4. การตรวจ Gross rearrangement ในผูปวย Rett syndrome ดวยวิธี Multiplex Ligation 

Dependent Probe Amplification Assay (MLPA)  
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ประวัติผูวิจัย 
 นางสาว มัทนา จองกา เปนชาวจังหวัดเพชรบูรณ เกิดวนัที่ 28 กุมภาพันธ 2527 
ประวัติการศึกษา 

2548 การศึกษาบณัฑิต สาขาชีววทิยา คณะศึกษาศาสตร มหาวทิยาลัยนเรศวร 
2551 วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

ประวัติการทํางาน 
 2552-ปจจุบัน นักวิทยาศาสตร ศูนยวจิัยพนัธุศาสตรการแพทย สถาบันราชานุกูล                     
                             กรมสุขภาพจิต กระทรวงสาธารณสุข 
    
ประสบการณดานการวิจัย  

- มัทนา จองกา, ดวงกมล แมนศิริ และสุรพล แสนสุข. 2552. ดีเอ็นเอบรเิวณยีน matK 
สําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดเพื่อระบุพืชสกุล Alpinia Roxb. ใน: การประชุมทาง
วิชาการเสนอผลงานวิจัย ระดับบัณฑิตศกึษา คร้ังท่ี 12 (สาขาวิทยาศาสตรชีวภาพ).  
หนา 1403-1412 บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกน, ขอนแกน.   

- มัทนา จองกา, ดวงกมล แมนศิริ และสุรพล แสนสุข. 2552. ยีน matK และ trnH-psbA 
intergenic spacer ในการนํามาใชเปน DNA barcode: การประเมินเบื้องตนโดยการ
ตรวจสอบความผันแปรภายใน Alpinia galanga. วารสารวิทยาศาสตร มข. 37(2) 173-
182. 

- นําเสนอผลงานวิจยั เร่ือง “การพัฒนาชุดตรวจวเิคราะหทางพันธุกรรมตนแบบ 2 ยีน  
ที่มีผลตอการตอบสนองตอยา” ในงานการนําเสนอผลงานวิจยัแหงชาติ 2553 ระหวาง
วันที่ 26-30 สิงหาคม ณ ศูนยประชุมบางกอกคอนเวนชนัเซ็นเตอร เซ็นทรัลเวิรล  
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ประวัติผูวิจัย 
 นางสาว ณศกิาณ  มวงกลอม เปนชาวจังหวัดกาญจนบรีุ เกิดวนัที่ 3 เมษายน 2523 
ประวัติการศึกษา 

2545 ประกาศนยีบตัรวิชาชีพช้ันสูง สาขาคอมพิวเตอรธุรกิจ พาณิชยการสุโขทัย 
ประวัติการทํางาน 
 2545-ปจจุบัน ผูชวยนกัวจิัย สถาบันราชานุกูล กรมสุขภาพจิต กระทรวงสาธารณสุข 
    
ประสบการณดานการวิจัย  

1.การวิจยัเร่ือง “การศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมและเภสัชในพันธุกรรมของโรคซึมเศรา
ในคนไทย(2550) 
 
  

 
 

  
  

 

  




