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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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บทคัดยอ 

 
การวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกเซลลตนกําเนิดออกมาจากโพรงประสาทฟนและ

กระดูกเบาฟน พรอมทั้งระบุเซลลตนกําเนิดที่คัดแยกไดโดยทําการคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรง
ประสาทฟนและกระดูกเบาฟน ที่ไดจากผูมารับบริการถอนฟนกรามซี่ที่สามหรือฟนกรามนอยที่
สถาบันราชานุกูลหรือโรงพยาบาลสงฆ และ ผูที่มารับบริการตัดกระดูกเบาฟนสวนที่งอกเกินที่
โรงพยาบาลสงฆ ดวยวิธีการ Out growth methodและระบุเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและ
กระดูกเบาฟนดวยการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assayโดยใช anti Stro-1 antibody รวมกับ
ตรวจการแสดงออกของ stem cell markers CD29 และ CD44 ดวยวิธีการ reverse transcription 
Polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 สามารถแยกเซลลตนกําเนิดไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนโดย พบวาเซลล
ตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึง express Stro-1 ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบา
ฟนไมพบวามีเซลลซ่ึง express Stro-1 แตจากการระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออก
ของ CD29 และ CD 44 โดยวิธี RT-PCR พบวาเซลลตนกําเนิดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูก
เบาฟนมีการแสดงออกของ CD29 และ CD 44  
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บทท่ี 1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
สถาบันราชานุกูล เปนสถาบันที่ใหบริการผูที่มีความบกพรองทางสติปญญาตั้งแตแรกเกิด

จนถึงอายุ 18 ป โดยปญหาทางทันตกรรมที่พบบอยในบุคคลกลุมนี้ ไดแกปญหาฟนผุและเหงือก
อักเสบเนื่องจากความบกพรองในการดแูลสุขภาพชองปากของตนเอง อีกทั้งยังพบวามักมีโรคลมชัก 
ซ่ึงมักเกิดอุบัตเิหตุทําใหฟนหัก  

อุปสรรคที่สําคัญในการใหการรักษาในผูปวยกลุมนี ้ คือการที่ผูปวยไมสามารถใหความ
รวมมือในการรักษาไดอยางเต็มที่ ทําใหไมสามารถเก็บรักษาฟนไวได และตองถอนฟนออกโดยไม
จําเปน และหากผูปวยมีโรคทางระบบ เชน โรคหัวใจ หรือ ชักเกร็ง รวม การรักษาโดยการถอนฟน
จะมีความเสี่ยงในการเกิดเหตุการณฉุกเฉนิซึ่งมีอันตรายถึงชีวิตไดมากขึน้ ดังนัน้ หากสามารถหา
วิธีการรักษาปญหาทันตกรรมดังกลาวทีใ่ชเวลาสั้น มีอัตราการหายจากโรคสูง และไมตองการความ
รวมมือจากผูปวยมากนัก ก็จะเปนประโยชนในการชวยใหผูปวยมฟีนบดเคี้ยวอาหารทําใหมีคุณภาพ
ชีวิตที่ดี และยงัชวยลดความเสี่ยงจากการรกัษาฟนที่ผุดวยวิธีการถอนฟนอีกดวย 

เซลลตนกําเนดิในไขกระดกูถูกพบครั้งแรกในป ค.ศ.1960 โดยนักวิจัยชาวแคนาดา ช่ือ 
Ernest McCullochและJames E.Till 1 จากการศึกษาที่ผานมานักวิจยัใชประโยชนจากเซลลตนกําเนดิ 
(Stem cells) หลากหลาย เชน การใชเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากไขกระดูกและจากไตในการซอมแซม
และสรางไต 2 การปลูกถายเซลลตนกําเนิดผิวกระจกตาตวัเอง (autologous limbal stem cells) ใน
การรักษาผูปวยที่มีการสูญเสียกระจกตาอยางรุนแรง3 การนําเซลลตนกําเนดิจากสมอง (Adult 
neuronal stem cells) บริเวณโพรงน้ําใตสมอง (Subventricular zone) เซลลตนกําเนิดจากไขกระดกู 
(Bone marrow stem cells) เซลลตนกําเนิดจากเซลลผิวหนัง (Epithelial stem cells) และเซลลตน
กําเนิดทีเ่กิดจากการกระตุนเหนี่ยวนํา (induced pluripotent stem cells:iPS) มาใชปลูกถายเพื่อรักษา
โรคทางระบบประสาทสวนกลางเสื่อม เชน โรคพารคินสัน (Parkinson’s disease) โรคฮันติงตัน 
(Huntington’s disease) โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) และโรคเซลลประสาทสั่งการเสื่อม
ชนิด Amyotrophic lateral sclerosis  การใช Oligodendrocyte progenitor cells ในการรักษาโรค 
Multiple sclerosis และ ตอหิน (Glaucoma) 4 การนําเซลลตนกําเนิดทีอ่ยูบนผิวหนังบริเวณรากผมที่
โปงเปนกระเปาะ (Keratinocyte stem cells –interfollicular /-follicular) และ Melanocyte stem ใน
การปลูกผม การนําเซลลตนกําเนิดจากผิวหนัง (Dermal stem cells) มาสรางผิวหนังเทียม 5

ฟนเปนอวัยวะหนึ่งที่สามารถพบเซลลตนกําเนิด โดยสามารถพบไดใน เนื้อเยือ่โพรง
ประสาทฟน (Dental pulp) เอ็นยึดปริทันต (Periodontal ligament) เนื้อเยื่อสวนปลายราก (Periapical 
region) เปนตน 6 เซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟนมนษุยสามารถนําไปสรางเนื้อเยื่อ
กระดกูในการรักษารอยทะลขุองกะโหลกศีรษะในหนู 7 รวมทั้งนําไปเพิ่มความหนาของผนังหัวใจ
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และลดบริเวณกลามเนื้อหวัใจขาดเลือด 8 ผูวิจัยจึงสนใจทีจ่ะนําเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากฟน มาใชใน
การรักษาปญหาทางทันตกรรมของผูบกพรองทางสติปญญา โดยในเบื้องตนมุงหวังใหสามารถแยก
เซลลตนกําเนดิไดจากโพรงประสาทฟนหรือเศษกระดูกเบาฟนซึ่งอาจมีเซลลตนกําเนิดจากไข
กระดกูหลงเหลืออยู 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1.เพื่อคัดแยก (Isolation) เซลลตนกําเนิดออกมาจากโพรงประสาทฟน (dental pulp) และ
กระดกูเบาฟน (alveolar bone)  
 2.เพื่อระบ ุ(characterization) เซลลตนกําเนดิที่คัดแยกไดในหองปฏิบัติการ 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 สามารถคัดแยกเซลลตนกําเนิดเพื่อมาใชในการรักษาโรคในชองปากหรือโรคทางระบบ
อ่ืนๆ ตอไป 
ขอบเขตการวจัิย 

การวิจยันี้เปนการวิจยันอกรางกายมนษุย (ex vivo study) ซ่ึงผานการพิจารณาจาก
คณะกรรมการพิจารณาจรยิธรรมการวิจัยในมนุษย สถาบันราชานุกูลแลว 

กลุมตัวอยางเปนผูมารับบริการถอนฟนกรามซี่ที่สามเนื่องจากเปนฟนคุดหรือฟนกรามนอย
ดวยเหตุผลในการจัดฟน ที่สถาบันราชานุกลู หรือที่โรงพยาบาลสงฆ ผูที่มารับบริการตัดกระดูกเบา
ฟนสวนที่งอกเกิน (exostosis) เพื่อเหตุผลในการใสฟน ที่โรงพยาบาลสงฆ ในชวงเวลาที่ดําเนินการ
วิจัย 
สมมติฐานการวิจัย 
 ในโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมีเซลลตนกําเนิด 
 
คาํสําคัญ (Keywords): dental pulp stem cells, alveolar bone, เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาท
ฟน, กระดูกเบาฟน 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 1.เซลลตนกําเนิดและเซลลตนกําเนดิบําบัด 
 2.ชนิดของเซลลตนกําเนิด 
 3.แหลงของเซลลตนกําเนิดในรางกาย 

4.การใชเซลลตนกําเนดิในทางทันตกรรม 
 5.แหลงของเซลลตนกําเนิดจากฟน 

6.การแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกขากรรไกร 
7.การระบุเซลลตนกําเนิด 

1.เซลลตนกําเนิดและเซลลตนกําเนิดบําบดั 
 เซลลตนกําเนดิหมายถึงเซลลใดๆกต็ามทีม่ีลักษณะ 2 ประการ คือ  

1.เปนเซลลที่สามารถแบงตัวเองได(Self replicate)  
2.สามารถเจริญไปเปนเซลลที่จําเพาะชนิดใดชนิดหนึ่งหรือหลายชนิดเมื่อไดรับ

การกระตุนทีเ่หมาะสม  
โดยในการแบงเซลล หนึ่งในสองเซลลจะตองคงความเปนเซลลตนกําเนิด คือยัง

ไมไดเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่เฉพาะ 9

 เซลลตนกําเนดิในไขกระดกูถูกพบครั้งแรกในป ค.ศ.1960 โดยนักวิจยัชาวแคนาดา ช่ือ 
Ernest McCullochและJames E.Till และในปค.ศ.1970 Freidenstien และคณะพบวาเซลลตนกําเนิด
ชนิด Clonogenic fibroblast precursor cells (CFU-F) จากไขกระดูกสามารถพัฒนาเปนกลุมเซลล
ของกระดูกและกระดูกออน 1

การรักษาโรคทางโลหิตวิทยาไดนําเซลลตนกําเนดิในไขกระดกูมาใชเปนเวลานานหลาย
สิบปแลว โดยศาสตราจารยนายแพทย E.Donnall Thomas แหง Fred Hutchinson Research Center 
มหาวิทยาลัยวอชิงตัน ซีแอตเติล เปนผูริเร่ิมและบุกเบกิการรักษาดวยการปลูกถายไขกระดกูเปนคน
แรกและไดรับรางวัลโนเบลสาขาแพทยศาสตรเมื่อป พ.ศ.2532 ปจจุบันการใชเซลลตนกําเนดิจาก
ไขกระดกูเปนวิธีการรักษามาตรฐานที่ใชในการรักษาโรคโลหิตจาง อะพลาสติก โรคธาลัสซีเมีย 
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว โรคลิมโฟมา และโรคออโตอิมมูน พบวาไดผลดีมาก แตการนําออกจากไข
กระดกูยุงยาก ตองเจาะไขกระดูกโดยดมยาสลบผูปวย 

ตอมา มีการใช growth factor เชน Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF )เพือ่
กระตุนใหมกีารรางเซลลตนกําเนิดจากไขกระดกูออกมาในกระแสเลือดมากขึ้น ไมตองทําการเจาะ
ไขกระดกู ทําใหการเก็บเซลลตนกําเนิดงายข้ึน และการฟนตัวของการสรางเม็ดเลือดภายหลังการ
ปลูกถายเซลลตนกําเนดิจากเม็ดเลือดเร็วกวาการปลูกถายจากไขกระดูก แตมีอุบัติการณของ chronic 
graft versus host disease สูงกวา 
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ปจจุบัน วงการแพทยใหความสนใจเรื่องการปลูกถายอวัยวะเพื่อการรักษาโรคที่มีอวัยวะ
พิการ เชน  โรคไตวาย  โรคตับวาย  โรคหัวใจพิการ และจากความสําเร็จในการผาตัดและ
ประสิทธิภาพของยากดภูมิคุมกันเพื่อใหรางกายของผูปวยรับอวัยวะที่ไดรับบริจาคจากผูอ่ืน ทําให
เกิดปญหาการขาดแคลนอวัยวะ จึงมีความสนใจในการสรางอวัยวะเทียมและคนหาวิธีในการ
ซอมแซมหรือสรางอวัยวะนั้นขึ้นมาใหม โดยการวิจัยการเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากตัวออน
(Embryonic stem cells) เพื่อนําไปใชซอมแซมอวัยวะของรางกายที่ผิดปกติจากโรค ความเสื่อมจาก
ความสูงอายุ โดยการปลูกถายเซลลเพื่อใหมีการสรางเนื้อเยื่อใหมในบริเวณที่มีการปลูกถาย หรือ
กระตุนเซลลหรือเนื้อเยื่อบริเวณใกลเคียงเพื่อใหมีการแบงตัว เพื่อซอมแซมเนื้อเยื่อท่ีมีความผิดปกติ 
หรือสรางอวัยวะหรือเนื้อเยื่อแลวนําไปฝงในบริเวณที่ผิดปกติเพื่อทําหนาที่ทดแทนอวัยวะหรือ
เนื้อเยื่อที่ผิดปกตินั้น เรียกวิธีการรักษาแบบนี้วา regenerative medicine 10, 11

2.ชนิดของเซลลตนกําเนิด12

 หากแบงเซลลตนกําเนดิตามคุณสมบัติความสามารถในการพัฒนาเปลี่ยนแปลงไปเปน
เซลลอ่ืนที่ทําหนาที่จําเพาะเจาะจง สามารถแบงออกไดเปน 3 ชนิด คือ 

2.1 Totipotent stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากการที่ไขผสมกับอสุจิและมีการ
แบงตัวในระยะ blastomere ประมาณ2 วัน เซลลตนกําเนดิชนิดนี้มีความสามารถที่จะพัฒนาไปเปน
เซลลรางกายชนิดใดก็ไดรวมถึงการพัฒนาไปเปนทั้งเซลลตนกําเนดิตวัออน (embryonic stem cells) 
และรก (Placenta tissue) 

2.2 Pluripotent stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากการที่ไขผสมกับอสุจิและมีการ
แบงตัวในระยะ blastocyst  ประมาณ 5 วนั เซลลตนกําเนิดชนิดนี้มีความสามารถที่จะพัฒนาไปเปน
เซลลรางกายไดทุกชนิด ทั้ง 3 germ layers ยกเวนรก 

2.3 Multipotent stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่พบในเนื้อเยื่อของมนษุยที่โตเต็มวัย (adult 
stem cells) มีความสามารถจํากัด คือไมสามารถพัฒนาตัวเองไปเปนเซลลทุกชนิดไดเหมือนอยาง 
Totipotent stem cells และ Pluripotent stem cells เพราะเปนเซลลตนกําเนิดของรางกายที่โตเต็มที่
และมีการพัฒนาไปบางแลวแตสามารถพัฒนาไปเปนเซลลตางๆไดบางชนิดเฉพาะทีอ่ยูใน germ 
layer เดียวกนั 

เซลลที่พัฒนาตอจาก Multipotent stem cells เรียกวา Progenitor หรือ Precursor 
cellsไดแก oligopotent, tri or bi potent stem cells เปนเซลลในชวงสุดทายของเซลลตนกําเนดิที่
พรอมจะเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลที่ทําหนาที่เฉพาะเพือ่ทําหนาที่ซอมแซมรางกายสวนที่สึกหรอแต
ขาดคุณสมบัตกิารสรางเซลลทดแทนตวัเอง (self renewal) 
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ภาพที่ 2.1 แสดงการแบงประเภทเซลลตนกําเนิดตามคุณสมบัติความสามารถในการพัฒนา
เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลอ่ืน 

3.แหลงของเซลลตนกําเนิดในรางกาย 12

 แหลงของเซลลตนกําเนิดไดมาจากรางกายมนุษยในชวงอายุตางๆ ดังนี ้
3.1 ระยะตวัออน (Embryo) 
3.2 ระยะทารกในครรภ (Fetus) 
3.3 ระยะผูใหญเต็มวัย (Adult) 

3.1 ระยะตัวออน (Embryo) 
 เซลลตนกําเนดิที่ไดมาจากชวงอายุนี้ เรียกวา Embryonic stem cells คือชวงที่ไขถูก

ผสมแลวจะเปนตัวออนอายุไมเกิน 2 วัน มกีารแบงตัว 2-3 คร้ังเทานั้น จากนั้นจะเขาสูระยะ 
blastocyst และเขาสูระยะ morula ประมาณ 5 วนั ภายในจะพบลักษณะของเซลลเปนกอนเกิดขึน้ซึ่ง
เรียกวา inner cell mass ซ่ึงมีความสามารถในการพัฒนาไดครบทั้ง 3 germ layers คือ ectoderm, 
mesoderm และ endoderm การนําเซลลตนกําเนิดจากสวน inner cell mass ของ blastocyst มา
เพาะเลี้ยงจะมคีุณสมบัติเปน Pluripotential stem cells ซ่ึงจะใชเปนสายพันธุของเซลลตนกําเนดิ 
(Stem cell line) ที่สามารถพัฒนาไปเปนเนือ้เยื่อตางๆ เชน ไขกระดูก เซลลประสาท เซลลกลามเนื้อ
หัวใจ เซลลของตับออน ฯลฯ แตจะไมรวมเซลลสวนที่จะเจริญไปเปนรก 

 Embryonic stem cells ที่ใชนํามาจากคลินิกผูมีบุตรยากโดยเปนตวัออนที่เกิดจาก
การผสมเทียมภายนอกมดลกูจากการนําไขมาผสมอสุจิในหลอดแกว In vitro fertilization (IVF) 
โดยแพทยจะดดูไขออก 5-15 ใบจากรังไข ถาผสมสําเร็จมากกวา 1 ใบ แพทยจะเลือกใบที่ดีที่สุด
นําเอาไปปลูกในผนังมดลูก สวนใบที่ผสมสําเร็จที่เหลือ สามารถนําสวน inner cell mass มาเปน 
embryonic stem cell line ซ่ึงสามารถเพิ่มจํานวนไปเรื่อยๆ และยังสามารถเหนี่ยวนําใหพัฒนาไป
เปนอวยัวะมนษุยเพื่อใชในการปลูกถายตอไปได แตอยางไรก็ตามยังเปนเรื่องผิดจริยธรรม เนื่องจาก
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การนํา inner cell mass ออกมาเปนการทําลายชีวิต เพราะเปนการตัดโอกาสที่ไขจะเจริญไปเปน
มนุษย                  

 

  
ภาพที่ 2.2 แสดงEmbryonic stem cells จากระยะตั้งแตการปฏิสนธิจนกลายเปน 

blastocyst  
3.2 ระยะทารกในครรภ (Fetus) 
 เซลลตนกําเนดิระยะนี้ไดมาจากทารกในครรภ เมื่อมีอายปุระมาณ 8 สัปดาหซ่ึง

กําลังมีการแบงเซลลและพัฒนาตัวเองใหเปนอวัยวะตางๆที่สมบูรณทุกอยางกอนจะคลอด ในระยะ
นี้ทารกจะมีการพัฒนาอยูตลอดเวลาและมกีารหลุดลอกของเซลล (shedding of cells) อยูตลอด จึง
สามารถพบ germ cells ทั้ง 3 ชนิดในน้ําคร่าํ เรียก fetal stem cells  

 Fetal stem cells มีความสามารถคลาย Embryonic stem cells มาก คอืเปนเซลลตน
กําเนิดที่คลายจะมีคุณสมบัตเิปน pluripotent (สามารถพัฒนาไปเปนเซลลตางๆเกือบทุกชนิด) 
รวมกับคุณสมบัติ Multipotent (สามารถพัฒนาไปเปนเซลลตางๆไดบางชนิดเฉพาะทีอ่ยูใน germ 
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layer เดียวกนั) Fetal stem cells ถูกจัดใหอยูในกลุม Adult stem cells เนื่องจากทารกไดพัฒนา
อวัยวะสมบูรณไปแลว 

 เซลลตนกําเนดิจากทารกในครรภ สามารถเก็บไดจาก 3 แหลงคือ จากเลอืดสาย
สะดือ (umbilical cord stem cells) จากรก (Placenta stem cells) และจากน้ําคร่ํา (Amniotic fluid - 
derived stem cells) 

 
 

 
 

ภาพที่ 2.3 แสดงภาพทารกในครรภ 
 
3.3 ระยะผูใหญเต็มวัย (Adult) 
 เซลลตนกําเนดิชนิดนีไ้ดมาจากรางกายมนุษยหลังจากไดคลอดออกมาสูโลก

ภายนอก (post natal stage) มีความสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนทีจ่ํากัด สามารถเปลี่ยนแปลงไปเปน
เซลลที่อยูใน germ layer เดียวกันได แตการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลขาม layer คอนขางยาก 
สามารถพบไดในไขกระดูก เลือด ผิวหนัง ตับ ฯลฯ อาจเรียกอีกชื่อหนึง่วา Somatic stem cells หรือ 
tissue specific stem cells  
  Adult stem cells สามารถนํามาไดจากหลายแหลง เชน จากการเจาะและดูดไข
กระดกู (bone marrow – derived mesenchymal stem cells) จากการผาตัดดูดไขมนั (Adipose – 
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derived stem cells) จากเลือด (peripheral blood – derived stem cells) จากผิวหนัง (skin derived 
stem cells) และจากหัวใจ (cardiac stem cells) เปนตน 
 

 
 

ภาพที่ 2.4 ตัวอยางของแหลงเซลลตนกําเนิดในรางกาย 
ปจจุบัน มีการนํา Adult stem cells มาเปลี่ยนใหเปน Embryonic stem cells โดยการทาํ 

nuclear programming ไดออกมาเปน Induced pluripotential stem cells (iPS) 
 

 
ภาพที่ 2.5 การทํา Induced pluripotential stem cells (iPS) 

4.การใชเซลลตนกําเนิดในทางทันตกรรม12

 งานวิจยัในการใชเซลลตนกําเนิดในทางทนัตกรรมไดแก 
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 4.1 วิศวกรรมเนื่อเยื่อเพื่อสรางอวัยวะในชองปากและใบหนา (Organ tissue engineering) 
  เพื่อแกปญหาความวกิาร ผิดรูปหรือการสูญเสียการทําหนาที่ของอวัยวะบริเวณ
ชองปากและใบหนาอันเกิดจากการติดเชื้อ การไดรับอุบัตเิหตุ ความพิการแตกําเนดิและโรคมะเร็ง 
การผาตัดโดยใชเนื้อเยื่อของผูปวยเองมักพบปญหาปริมาณเนื้อเยื่อไมเพียงพอและมคีวามเสี่ยงสูง
จากการผาตัดใหญ จึงมีความคิดสรางเนื้อเยื่อทดแทนโดยกระบวนการวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ซ่ึงมี
องคประกอบหลัก ไดแก เซลลตนกําเนิด โครงตนแบบใหเซลลยึดเกาะ (scaffold) และ signaling 
molecules เชน การสรางขอตอขากรรไกร (mandibular condyle reconstruction)   เปนตน 
 4.2 วิศวกรรมเนื่อเยื่อเพื่อสรางฟนทั้งซ่ี (tooth organogenesis) 13,14,15,16

4.3 วิศวกรรมการสรางเสริมอวัยวะบางสวนหรือเพื่อทดแทนบางสวน (Tissue 
engineering) ไดแก การสราง Periodontal complex ซ่ึงประกอบดวย cementum, periodontal 
ligament 17 และ/หรือสวนของ alveolar bone 18 การปลูกกระดูกในชองปาก 19 และการปลูกเนื้อเยื่อ
ออนในชองปาก 20 และ การสราง dentin/pulp tissue 21เปนตน 
 4.4 การซอมแซมเนื้อเยื่อของฟน (dental tissue regenerative therapy) เชน การทําdentine 
regeneration 22  periodontal ligament regeneration 23 และ dental pulp regeneration 21 ซ่ึงใชวิธีการ
นําเซลลตนกําเนิดใสเขาไปในโพรงประสาทฟน เพื่อหวังผลใหเซลลตนกําเนิดเปลี่ยนแปลงไปเปน
เซลลตางๆที่ประกอบเปนเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน  
 4.5 การนําเซลลตนกําเนิดมาใชเสริมประสิทธิภาพของรากเทียมโดยการนําเซลลตนกําเนิด
มาเคลือบบนผิวรากเทยีม 24

5.แหลงของเซลลตนกําเนิดจากฟน12

 5.1 เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนแท (dental pulp stem cells;DPSCs) 
ใสงานวิจยัการพบเซลลตนกําเนิดในโพรงประสาทฟนที่สามารถพัฒนาไปเปนเนื้อฟน กระดูก 
ไขมัน และเซลลประสาท การจัดเก็บ มักไดมาจากฟนคดุ หรือฟนที่ตองทําการถอนเพื่อประโยชน
ในการจดัฟน 
 5.2 เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนน้าํนม (stem cells from human exfoliated 
deciduous teeth ;SHED) การจัดเก็บจะไดมาจากฟนน้ํานมที่หลุดเองตามธรรมชาติ 

5.3 เซลลตนกําเนิดจากเนื้อเยื่อปริทันต (Periodontal ligament stem cells ;PDLSCs) 
การจัดเก็บจะไดมาจากฟนคดุ หรือฟนที่ตองทําการถอนเพื่อประโยชนในการจดัฟน 

5.4 เซลลตนกําเนิดจากเนื้อเยื่อสวนปลายราก (stem cells from apical part ;SCAP) 
การจัดเก็บ มกัไดมาจากฟนคดุ หรือฟนที่ตองทําการถอนเพื่อประโยชนในการจดัฟน 

5.5 เซลลตนกําเนิดจากถุงน้ําหุมฟน (dental follicle stem cells ;DFSC) การจัดเก็บ มักไดมา
จากฟนคดุที่ยงัไมขึ้นและยังมีถุงน้ําหุมฟนอยู 
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ในสวนของกระดูกเบาฟน มีสวนของกระดูกพรุน (spongy bone) ซ่ึงเปนสวนที่มีไขกระดกู 
จึงนาจะสามารถพบเซลลตนกําเนดิไดเชนกัน 

 
 

         ภาพที่ 2.6 แสดงสวนประกอบของฟน และกระดกูเบาฟน 
 
6.การแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน 
 6.1 การเก็บตวัอยางเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน 25

โดยการนําฟนกรามซี่ที่สามหรือฟนกรามนอยที่ถอนออกจากกระดกูเบาฟนทั้งซ่ี 
มาขูดเนื้อเยื่อเหงือกออก จากนั้นเชด็ดวยนํายาฆาเชื้อโรคเพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย จากนั้นผาฟน
บริเวณรอยตอระหวางเคลือบฟนและเคลือบรากฟน (cemento-enamel junction) ดวย high speed 
diamond fissure bur ปราศจากเชื้อ ที่มีน้ํากลั่น spray เพื่อลดความรอนใหเปนรอยบากรอบๆตัวฟน 
แลวดึงเอาเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนออก 

6.2 การเก็บตวัอยางกระดูกเบาฟนจากกระดูกงอกเกิน (exostosis)  
 ฉีดยาชาในบริเวณทีจ่ะทําการตัดกระดกูจากนั้น เปดเยือ่หุมกระดูก (periostium) 

ออกแลวตัดกระดูกงอกเกินออกจากเบาฟนดวย fissure carbide bur และหัวกรอความเร็วต่ํา (straight 
hand piece) ภายใตการหลอเย็น (coolant) ดวยสารละลาย normal saline solution จากนั้นใช sterile 
forcep คีบเอาเศษกระดูกที่ไดจากการตัดใสใน หลอดพลาสติกที่มีสารอาหารเลี้ยงเซลล 

 
6.3 การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดกูเบาฟน 

ทําไดโดยใชวธีิการ outgrowth method 26 โดยการตดัเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนที่ดึงออกจากตวัฟน 
และ กระดูกเบาฟนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1x1 มม วางชิ้นเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนหรือกระดกู
เบาฟนชิ้น จํานวน 3-5 ช้ินลงใน 35 mm culture dish เปนระยะหางเทาๆกัน ใสสารอาหาร (media) 
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ที่เหมาะสมกบัเนื้อเยื่อแตละประเภท ใสตูเพาะเลีย้งเซลล(incubator) ที่มีความชื้นสมัพัทธ รอยละ
100 (100% humidity) และมปีริมาณคารบอน ไดออกไซดรอยละ 5 คอยเปลี่ยนสารอาหาร วันเวน
วัน ประมาณ 2-3 วันใหเซลลจะเจริญออกมา ทําการลอกเซลล (trypsin) ไปสูจานเพาะเลี้ยงใหมที่มี
ขนาดใหญขึ้นเมื่อเซลลเจริญเต็มพื้นที่จานเพาะเลี้ยงเกา 
 สําหรับเนื้อเยือ่โพรงประสาทฟนอาจใชวธีิการ digestion method 21 โดยทําการตดัเนื้อเยื่อ
โพรงประสาทฟนเปนชิน้เล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1x1 มม. และนําไปยอยดวยเอนไซมคอลลาจิเนส 
ชนิดที่ 1 (type I collagenase) ที่ความเขมขน 4 mg/ml (Gibco, USA) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยวางบนเครื่องหมุนความเร็วต่ํา (low speed rotor) 

หลังจากยอยแลว จึงนําไปปนที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 5 นาที และนํา pellet ที่ไดไปเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงขนาด 35  มม. ที่มี DMEM ที่มีสารอาหาร
เล้ียงเซลล ในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 และเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลลทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งเซลลเติบโตจนเต็มจานเลี้ยง  
7.การระบุเซลลตนกําเนิด 
 สามารถทําไดหลายวิธี เชน  
 7.1 การยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 25 โดยเลีย้งเซลลบน cover slip และใช 
primary antibody ที่สามารถจับกับ antigen บนผิวเซลลที่ตองการตรวจ ไปทําปฏิกิริยากับเซลล 
จากนั้นใช secondary antibody ซ่ึงมีสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนทติดอยูไปจับกับ primary antibody 
อีกครั้งแลวตรวจดเูซลลที่มี antigen ที่ตองการตรวจดวยกลองฟลูออเรสเซนท 

เซลลตนกําเนดิจะมี surface antigen หลายตัว เชน 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 โดยจะไมมี surface antigen ที่เปนโปรตีนบน hematopoetic 
precursor และ endothelial cells lineages เชน CD11b,CD14,CD31,CD33,CD34 และ CD45 
นอกจากนี้บนผิวเซลลตนกําเนิดยังมีโปรตนีที่เปน receptors ที่เกี่ยวของกับ matrix และ cell to cell 
interaction เชน αvß3, αvß5,ICAM-1,ICAM-2,LFA-3 และ L-selectin 27 แตที่ เปน surface antigen 
หลักที่แสดงคณุสมบัติของเซลลตนกําเนิดคือ 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 แสดงหลักการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 

 
7.2 การตรวจดวยวิธี flow cytometry  7 โดยมีหลักการเชนเดียวกับการยอมดวยวิธี 

Immunofluorescence assay แตตางไปโดยใชเครื่อง flow cytometry วัดคาความเขมแสงฟลูออเรส
เซนทของแอนติบอดี้ที่จับกบัเซลลที่มี stem cell marker ที่ตองการตรวจ วิธีนี้มีขอจํากัดคือ ตองใช
เซลลจํานวนมาก( อยางนอย10 6 เซลล) และเครื่อง flow cytometry ราคาสูงมาก มีคาใชจายในการ
ตรวจสูง และเซลลที่ผานการคัดแยกแลวไมสามารถนํากลับมาใชงานได 
 7.3 การตรวจหา expression ของ stem cell markers ดวยวิธีการ RT-PCR 25

โดยการนําเซลลตนกําเนิดทีแ่ยกได มาสกดั RNA นํา RNA จากแตละตัวอยางไปผาน
กระบวนการรเีวอรส ทรานสคริปเตส (reverse transcriptase, RT) เพื่อสรางคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอ 
(complementary DNA)  แลวขยายสัญญาณดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) โดยใช
เอนไซมแทคโพลีเมอเรส (Taq polymerase) และไพรมเมอร (primer) ที่จําเพาะตอ mRNA ของ
marker ที่เราสนใจตรวจ ซ่ึงในงานวจิัยนี้ ใช stem cell marker CD29 และ CD44 
 การวิจยันี้ เปนการการคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากผูใหญ (adult stem cells) จากโพรง
ประสาทฟนและกระดกูเบาฟน และระบุเซลลตนกําเนิดดวยวิธีการ Immunofluorescence assay ใน
การตรวจหา surface antigen Stro-1 และวธีิการ RT-PCRโดยการใชprimer ที่จําเพาะตอ mRNAของ 
CD29 และ CD44 
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บทท่ี 3 
วัสดุและวิธีการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย  เปนการวิจยัแบบพรรณนา(descriptive study) การวจิัยนี้เปนการวิจยันอกรางกาย
มนุษย (ex vivo study) ซ่ึงผานการพิจารณาจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย 
สถาบันราชานุกูลแลว 
1.ผูเขารวมการวิจัย 
หลักเกณฑการคัดเลือกผูเขารวมในงานวิจัย 

1.เปนผูที่มีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคประจําตัวไมไดรับยาปฏิชีวนะ ยาเสตียรอยด และ/หรือยากด
ภูมิคุมกัน กอนเขารวมการวิจัยเปนเวลา 3 เดือน 

2. ตองการรับการรักษาทางทันตกรรมดวยการถอนฟนกรามซี่ที่สาม หรือฟนกรามนอยดวยเหตุผลในการ
จัดฟน ทีส่ถาบันราชานุกูล หรือที่โรงพยาบาลสงฆ หรือ ตองการรับการรักษาทางทันตกรรมดวยการตัดปุมกระดูก
เบาฟนสวนที่งอกเกินดวยเหตุผลในการใสฟนปลอมที่โรงพยาบาลสงฆ ในชวงเวลาที่ดําเนินการวิจัย   
2.การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน 
 2.1 การเก็บตวัอยางเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน 25

2.1.1 นําฟนกรามซี่ที่สามหรือฟนกรามนอยที่ถอนออกจากกระดูกเบาฟนทั้งซ่ี มา
ขูดเนื้อเยื่อเหงอืกออกดวยใบมีดผาตัดเบอร 15 จากนั้นเช็ดดวยโพวิโดไอโอดีนเปนเวลา 2 นาที แลว
เช็ดดวย 70 % เอธานอล เปนเวลา 2 นาท ีเพื่อกําจัดเชื้อแบคทีเรีย 

2.1.2 ผาฟนบริเวณรอยตอระหวางเคลือบฟนและเคลือบรากฟน (cemento-enamel 
junction) ดวย high speed diamond fissure bur ปราศจากเชื้อ ที่มีน้ํากลั่น spray เพื่อลดความรอน 
ใหเปนรอยบากรอบๆตัวฟน 
 

 
   

ภาพที่3.1 แสดงการผาฟนบริเวณรอยตอระหวางเคลือบฟนและเคลือบรากฟน ดวย high speed 
diamond fissure bur 
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2.1.3 นําฟนใสหลอดพลาสติกขนาด 15 ml.ที่มี culture media (10% FBS in DMEM) เพื่อนําไปแยก
เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนในหองปฏิบัติการ 
 
 

 
 

 ภาพที่3.2 แสดงการนําตัวอยางฟนไปยังหองปฏิบัติการ 
 

2.2 การเก็บตวัอยางกระดูกเบาฟนจากกระดูกงอกเกิน (exostosis)  
 ฉีดยาชาในบริเวณทีจ่ะทําการตัดกระดกูจากนั้น เปดเยือ่หุมกระดูก (periostium) 

ออกแลวตัดกระดูกงอกเกินออกจากเบาฟนดวย fissure carbide bur และหัวกรอความเร็วต่ํา (straight 
hand piece) ภายใตการหลอเย็น (coolant) ดวยสารละลาย normal saline solution จากนั้นใช sterile 
forcep คีบเอาเศษกระดูกที่ไดจากการตัดใสใน หลอดพลาสติกขนาด 15 ml.ที่มี culture media (20% 
FBS in DMEM) 

 
3.การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน 
 เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดกูเบาฟนใชวิธี Out growth method 26 

3.1   การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากเนื้อเยือ่โพรงประสาทฟน 
3.1.1 ลางฟนตัวอยางดวยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 2 คร้ัง 

  3.1.2 ลางฟนตัวอยางดวยสารละลาย culture media (DMEM) 1 คร้ัง 
  3.1.3 ใชเคร่ืองมือไมมีคมใสระหวางรอยบากบนตวัฟนแลวบิดใหตัวฟนแตกออก
จากกนัตรงรอยบาก แลวใช sterile endodontic spoon ตักเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนออกใส glass 
dish 
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ภาพที่ 3.3 แสดงการใชเครื่องมือไมมคีมใสระหวางรอยบากบนตวัฟนแลวบิดใหตวัฟนแตกออก 

 
 

               
 

 
ภาพที่ 3.4 แสดงการใช Endodontic spoon ตักเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนออก 

 
 

3.1.4 หั่นชิ้นเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนเปนชิ้นเลก็ๆ ขนาด
ประมาณ 1x1x1 มิลลิเมตร ดวย sterile blade  
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ภาพที่ 3.5 แสดงการใชใบมดีผาตัดหั่นชิน้โพรงประสาทฟนเปนชิน้เล็กๆ 
 
3.1.5 วางชิ้นเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน จํานวน 3-5 ช้ินลงใน  

35 mm culture dish (Corning Incorporated) เปนระยะหางเทาๆกัน 
 
 

 
 

ภาพที่ 3.6 แสดงการวางชิน้เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน จํานวน 3-5 ช้ินลงใน 35 mm culture dishเปน
ระยะหางเทาๆกัน 
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3.1.6 ใส culture media ซ่ึงประกอบดวย 
- 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 ใสตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 100 % humidity  

3.1.8 เปลี่ยน culture media วนัเวนวัน 
3.2   การแยกเซลลตนกําเนิดออกจากกระดกูเบาฟน 

3.2.1 ลางกระดูกเบาฟนตัวอยางดวยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 2 คร้ัง 
  3.2.2 ลางกระดูกเบาฟนตัวอยางดวยสารละลาย culture media (DMEM) 1 ครั้ง 
  3.2.3 หั่นกระดูกเบาฟนเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1x1 มิลลิเมตร ดวย sterile blade  

3.2.4 วางชิ้นกระดูกเบาฟน จํานวน 3-5 ชิ้นลงใน35 mm culture dish (Corning Incorporated) 
เปนระยะหางเทาๆกัน 

 
 

 
 

ภาพที่ 3.7 แสดงการวางชิน้เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน จํานวน 3-5 ช้ินลงใน 
 35 mm culture dishเปนระยะหางเทาๆกนั 

3.2.5 ใส culture media ซ่ึงเปน 20% FBS in DMEM (สวนประกอบเหมือน culture media ของ
โพรงประสาทฟน) 

3.2.6 นํา culture dish ใสตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 100 % humidity  

  



 18

3.2.7 เปลี่ยน culture media วนัเวนวัน 
4.การเพาะเลี้ยงเซลล (Cell Culture) 
 เมื่อเวลาผานไป 2-3 วัน จะพบเซลลเร่ิมงอกออกจากชิน้เนื้อโดยมีลักษณะเปน cuboidal shape และ 
spindle shape  
 รอใหเซลลงอกออกมาจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนจนเต็มพื้นที่ 35 mm culture dish 
(ใชเวลาประมาณ 1-2 สัปดาห) โดยดวูาเซลลไมเบียดกนัมากเกินไป แลวจึง ถายเซลล (Trypsinization) ออกมา
ใส 60 mm culture dish โดยมีขั้นตอนดังนี ้28

 1. ดูด culture media ออกจาก culture dish 
 2. ลางเซลลใน culture dish ดวยสารละลาย PBS 
 3.ใสสารละลาย 0.5% Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) warm พอทวมเซลล 
อบ culture dish ในตู incubator 37 ºC ประมาณ 5 นาที 
 4.สองกลองจุลทรรศน หากเซลลเร่ิมมีการหดตวัเปนเซลลรูปรางกลมใหดูดสารละลาย 0.5% EDTA 
ออก 
 5.นํา culture media ที่เหมาะสมกับเนื้อเยือ่แตละชนิดมาทําการ flush เพื่อชะลางเซลลใหหลุดออกจาก
พื้นผิวของ culture dish 
 6.ดูด culture media ที่มีเซลลลอยอยูจํานวน 1 ml.ใส60 mm culture dish 

7. นํา culture dish ใสตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 100 % humidity  
8. ใส culture media ประมาณ4 ml.ในวนัรุงขึ้นเมื่อสังเกตพบวาเซลลเกาะพืน้ผิวแลว (เหยียดกลับไป

เปนรูป spindle shape)  
9.เปลี่ยน culture media วันเวนวัน 
10.แยกเซลลออกมาใส 60 mm culture dish ใบใหมตามขั้นตอนขอ 1-9 เมื่อพบวาเซลลเจริญเต็มพื้นที่

และไมเบยีดกนัมากเกนิไป 
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ภาพที่ 3.8 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิ้นเนื้อที่เพาะเลี้ยงประมาณ 5 วัน(กําลังขยาย200) 
 
ลักษณะของเซลลที่งอกออกมาจะเปนลักษณะ round หรือ cuboidal shape กอนที่จะยืดเปน spindle shape 
 
 

 
 

ภาพที่ 3.9 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิ้นเนื้อที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วัน(กําลังขยาย40) 
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ภาพที่ 3.10 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิน้เนือ้ที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วัน(กําลังขยาย100) 
 

 

 
 
 

ภาพที่ 3.11 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิน้เนือ้ที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วัน(กําลังขยาย200) 
 
เซลลที่งอกออกมาสวนใหญจะมีรูปราง spindle shape ดังภาพที่ 3.12 
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ภาพที่ 3.12 แสดงเซลลตนกําเนิดที่งอกออกมาจากชิน้เนือ้ที่เพาะเลี้ยงประมาณ 9 วันphase contrast (กําลังขยาย

200) 
 
ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนดิที่แยกจากเนือ้เยื่อทั้งจากโพรงประสาทฟนและกระดกูเบาฟนจะมี
ลักษณะเปนกลุมๆ ดังภาพ 3.13 
 

 

 
 

 
ภาพที่ 3.13 แสดงเซลลตนกําเนิดที่เจริญเปนกลุมๆ 
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เมื่อเซลลเจริญเติบโตจนเต็มจานเพาะเลี้ยงใหทําการถายเซลลไปยังจานเพาะเลี้ยงใหมเพื่อทําการเพิ่มจํานวน
เซลล โดยเซลลจากจานเลีย้งเดิม 1 จานจะทําการถายไปสูจานเลี้ยงใหม 3 จาน 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.14 แสดงเซลลตนกําเนิดที่เจริญจนสามารถทําการถายเซลลได 
 

หากไมทําการ ถายเซลลเซลลจะเบยีดแนนและจะยึดเกาะแนนกับพืน้ผิวจานเพาะเลี้ยง ทําให การ ถายเซลลทําได
ยาก อัตราการตายจะเพิ่มขึ้น   

 

 
 

ภาพที่ 3.15 แสดงเซลลตนกําเนิดที่ปลอยใหเจริญนานเกนิจนไมสามารถทําการ ถายเซลล ได 
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ภาพที่ 3.16 แสดงเซลลตนกําเนิดที่หดตัวในขณะทําการ ถายเซลล 
 
5.การระบุเซลลตนกําเนิด ทําโดย การยอมดวยวธีิ Immunofluorescence assay 25  เพื่อดูการแสดงออกของ 
STRO-1 marker และการทํา RT-PCR เพื่อดูการแสดงออกของ CD 29 และ CD 44 surface markers 

5.1   การยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 25

 5.1.1 การเตรียม Cover slip (Menzel-Glaser: Greman)  
  5.1.1.1 นํา Cover slip มาใสในกอซ แลวนาํไปฆาเชื้อดวยการอบไอน้ํา (autoclave) 
  5.1.1.2 ใช forcep คีบ Cover slip ที่ผานการฆาเชื้อแลวมาใสใน 12 well plate 

(Corning: USA) 
  5.1.1.3 ลางดวย autoclaved de-ionize water (DI) 2 คร้ัง 
  5.1.1.4 ลางดวย autoclaved PBS  1 คร้ัง 
 5.1.2 การ plate เซลลลงไปบน Cover slip 
  5.1.2.1 ทําการถายเซลล ออกจาก culture dish 
  5.1.2.2 นับเซลลดวย hemocytometer แลวคํานวณหาปรมิาตร ที่จะทําใหไดเซลล

จํานวน 70,000 เซลล 
  5.1.2.3 Plate เซลลจํานวน 70,000 เซลลลงไปบน Cover slip ที่เตรียมไว 
  5.1.2.4 นําเซลลที่ Plate ลงไปบน Cover slip เขาตู incubator 37 ºC 5% carbon dioxide 

100 % humidity ประมาณ 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะ Cover slip 
  

5.1.3 การ Fix เซลล 
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  5.1.3.1 ใชกลองจุลทรรศนตรวจดูเซลลบน Cover slip วามีการเหยยีดตัวและเจริญทัว่ 
Cover slip โดยไมเบยีดกนั 

  5.1.3.2 ดูด culture media ออกจาก12 well plate 
  5.1.3.3 ลางเซลลบน Cover slip ดวย autoclaved PBS  2 คร้ัง 
  5.1.3.4 ใส cold methanol (-30  ํ C) ลงใน12 well plate ทิ้งไว 10 นาทแีลวดูดทิ้ง 
  5.1.3.5 ลางเซลลบน Cover slip ดวย autoclave PBS อีก 2 คร้ัง 
  5.1.3.6 ใสสารละลาย autoclaved PBS  เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4  ํ C จนถึงเวลายอม(ไมควร

เกิน 1 เดือน) 
 5.1.4 การยอม Immunofluorescence 29

  5.1.4.1 คีบ cover slip ที่มีเซลลของกลุมตัวอยางจํานวน 2 อันออกจาก12 well plate 
เพื่อนํามาใชเปน control และ test cover slip 
   5.1.4.2 หยด สารละลาย10% FBS in PBS ลงบน control และ test cover slip ใหทั่ว 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 ความเขมขน 1:100 จํานวน 100 μlลงบน 
test cover slip ใหทัว่ สวน control cover slip ใหสารละลาย10% FBS in PBS ในปริมาตรเทากัน ทิ้งไวในที่มดื 
over night 
   5.1.4.4 ลางcover slip ทั้งสองดวยสารละลาย 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 ความเขมขน 1:500 จํานวน 
100 μlลงบน test และcontrol cover slip ทิ้งไวในที่มืด 40 นาทีที่อุณหภูมิหอง 

5.1.4.6 ลางcover slip ดวยสารละลาย 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 ความเขมขน 1:500 จํานวน 100 μlลงบน 
test และcontrol cover slip ทิ้งไวในที่มืด 40 นาทีที่อุณหภูมหิอง 

5.1.4.8 ลางcover slip ดวยสารละลาย PBS บนเครื่องสั่น (shaker) นาน 5 นาที 3 คร้ัง 
5.1.4.9 หยด DAPI working solution (Dilution 1:1000) จํานวน 10 μl ลงบนcover slip

ดานที่มีเซลล แลวคว่ําลงบน glass slide หอดวยกระดาษฟอยล เตรียมนําไปตรวจดูเซลลที่มีการ express stro-1 
antigen ดวยกลองฟลูออเรสเซนท (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 นําสไลดออกจากตูเย็นมาสองดวยกลองฟลูออเรสเซนท  
  5.2.1.2  ตรวจ cover slip ที่เปน control และ test ที่กําลังขยาย 100 เทา  

cover slip ที่เปน control จะไมปรากฏสัญญาณเรืองแสงสีเขียว ขณะที ่cover slip ที่เปน test จะปรากฏสัญญาณ
เรืองแสงสีเขียวบริเวณ cytoplasm  ดังภาพ 3.17-3.18 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.17 แสดงเซลลที่ยอม Immunofluorescence ที่เปน control 
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ภาพที่ 3.18 แสดงเซลลที่ยอม Immunofluorescence ที่เปน Test 

   
 
5.2.2 การหาคาสัดสวนเซลลที่ express STRO-1 ตอเซลลทั้งหมด30

   5.2.2.1 เลือกพื้นที่บริเวณที่เซลลที่ express STRO-1 แบบสุมจํานวน 3 บริเวณที่
กําลังขยาย100 เทา 
   5.2.2.2 ถายภาพใน mode DAPI และ FITC แลวนําภาพมาซอนกัน 
   5.2.2.3 บันทึกภาพนัน้ออกมานับเซลลที่ express STRO-1 และเซลลทั้งหมดในบริเวณ
นั้น ดวยโปรแกรม Adobe Photoshop   
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ภาพที่ 3.19 แสดงเซลลที่ยอม Immunofluorescence ที่เปน control เพื่อใชเปรียบเทยีบกับเซลลที่ยอมติด 
Immunofluorescence anti Stro-1 ที่เปน Test 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 3.20 แสดงการนับเซลลที่ยอม Immunofluorescence anti Stro-1  ที่เปน Test ดวยโปรแกรม 

 Adobe Photoshop 
จุดสีเหลืองแสดงเซลลที่ไมสามารถยอมติดดวย antistro-1 antibody (ไมexpress Stro-1) 
จุดสีแดงแสดงเซลลที่ยอมติดดวย antistro-1 antibody (express Stro-1) 
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   5.2.2.4 คํานวณหาคาสัดสวนของเซลลที่ express STRO-1 ตอเซลลทั้งหมด ของเซลล
ที่ไดจากโพรงประสาทฟนและเซลลที่ไดจากกระดูกเบาฟน 

5.3 การตรวจการ express CD29 และ CD 44 31

 5.3.1 การสกัด RNA 
  5.3.1.1 Trypsinize เซลลตามขั้นตอนตอไปนี้ 
1. ดูด culture media ออกจาก culture dish 

 2. ลางเซลลใน culture dish ดวยสารละลาย PBS 
 3.ใสสารละลาย 0.5% Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) warm พอทวมเซลล 
อบ culture dish ในตู incubator 37 ºC ประมาณ 5 นาที 
 4.สองกลองจุลทรรศน หากเซลลเร่ิมมีการหดตวัเปนเซลลรูปรางกลมใหดูดสารละลาย 0.5% EDTA 
ออก 
 5.ใส culture media ที่ไมมี serum จํานวน 10 ml แลว flush ใหใหออกจากพื้นผิวของ culture dish 
 6.ดูด culture media ที่มีเซลลลอยอยูใส tube 15 ml. 
 7.นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 1200 รอบตอนาที นาน 10 นาที จะไดเซลลตกตะกอนที่
กนหลอด 
 8. ดูดสวนน้ําใสดานบนทิ้งใหเหลือ media 1 ml แลวนําไปสกัด RNA 
   5.3.1.2 สกัด RNA โดยใชชุดสกัด RNA extraction kit (Qiagen) 32

ตามขั้นตอนตอไปนี ้
 1.ดูดเซลลจาก tube 15 ml.ใสลงใน 1.5 ml. eppendoph tube 
 2.นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 400 g นาน 10 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 3.ดูดสวนน้ําใสดานบนทิ้งใหเหลือแตเซลลดานลาง (cell pellet) 
 4.ใส 1% ß Mercaptan ในสารละลาย RLT จํานวน 600 μl.ใน cell pellet แลว vortex จนใส 
 5.ดูดสารละลายในขอ4 ใสลงใน QIA shredder spin column ที่อยูใน 2 ml. collection tube นําไปปนตก
ดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 2 นาที ท้ิง QIA shredder เกบ็สวนน้ําใส 
 6.ใส 70 % ethanol จํานวน 600 μl. ลงในน้ําใสในขอ5 ดดูขึ้นลงใหเขากัน 
 7. ดูดสารละลายในขอ 6 ใสลงใน QIA shredder spin column อันใหมทีอ่ยูใน 2 ml. collection tube
นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 15 วินาท ี
 8.ยาย QIA shredder spin columnในขอ7 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหม ใส สารละลาย Buffer 
RW1 จํานวน 700 μl. ลงในQIA shredder spin columnนําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเรว็13, 000รอบ
ตอนาที นาน 15 วินาท ี
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 9.ยาย QIA shredder spin columnในขอ8 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหม ใส สารละลาย Buffer 
RPE จํานวน 500 μl. ลงในQIA shredder spin columnนําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบ
ตอนาที นาน 15 วินาท ี 
 10.เปดฝา QIA shredder spin column อยางระมัดระวัง ใส สารละลาย Buffer RPE จํานวน 500 μl. ลง
ไป นําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 3 นาท ี 
 11.ยาย QIA shredder spin columnในขอ10 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหมปนตกดวยเครื่อง 
centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 1 นาท ี
 12.ยาย QIA shredder spin columnในขอ11 ไปใสใน2 ml. collection tube อันใหม ใส RNase-free 
water 30 μl ทิ้งไว 5 นาที แลวนําไปปนตกดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว13, 000รอบตอนาที นาน 1 นาที ทิ้ง
QIA shredder spin column และเก็บสวนน้ําใสไวที่อุณหภมูิ – 80 องศาเซลเซียส 
 5.3.2 การสังเคราะห Complementary DNA (cDNA) โดยใชชุดsuper script III First –Strand Synthesis 
System for RT PCR ของ Invirogen ตามขั้นตอนตอไปนี ้
  5.3.2.1 การวัดคา ความเขมขนของ RNA ที่สกัดไดโดยใช spectrophotometer 
(Biomate ;Thermo Electron Coorperation) 33

 1.เลือกโปรแกรมการวัด RNA 
 2.ใส deionized water (DI) 100 μl ใน cuvette ใสในเครื่อง กด set blank 
 3.ดูด RNA extraction จํานวน 1 μl ผสมกับ deionized water (DI) 99 μlใส ใน cuvette ใสในเครื่อง กด 
measure เครื่องจะใหคา Absorption (Abs) ที่ 260 nm. Abs 280 nm, RNA ratio, RNA (μg/ μl) และคา Protein 
(μg/ μl) 
 4. นําคา RNA (μg/ μl) มาคํานวณหาปริมาตร สารสกัด RNA เพื่อที่จะไดปริมาตรของ 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 ตามปริมาตรที่คาํนวณไดเพื่อใหได RNA 1 μg 
 3.ใสDEPC-treated water จํานวน 8 ลบดวยปริมาตรของ RNAในขอ2 เพื่อใหไดสวนผสมทั้งหมด 10 μl 
 4.นําไปเขาเครือ่ง RT PCR เดินเครื่องที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 11 นาท ี  
  5.3.2.3 การทํา cDNA synthesis mix 
 ผสมสารตอไปนี้ลงไปในสารที่ไดจากขอ5.3.2.2 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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นําไปเขาเครื่อง 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 ี

ปนตก แลวเตมิ RNase H1 จํานวน 1 μl 
นําไปเขาเครื่อง 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)   

ผสมสารตอไปนี้ตามความเขมขนและปรมิาตรที่แสดงไวในตาราง 

 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 
นําเขาเครื่อง PCR โดยตั้งคาอุณหภูมิและเวลาดังนี ้

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.ใสลงใน flask 100 μl 
 2. ตวง 1xTris Borate EDTA (TBE) 30 μl ใสใน flask  
 3.นํา flask เขา microwave ตั้งเวลา 1 นาท ี
 4.นํา flask ออกจาก microwave สังเกตดูวาสารละลาย agarose ใสเปนเนื้อเดยีวกัน 
 5.นํา flask ไปผานน้ํากอกเพือ่ลดอุณหภูมิของสารละลาย agarose 
 6.หยด ethidium bromide (10 mg/ml)  จํานวน 5 μl ลงไปในสารละลาย agarose แกวงใหเขากนั 
 7.เทสารละลายในขอ 6 ลงในถาดเจลที่มี ซ่ีพลาสติก (comb) เสียบอยู 
 8.ทิ้งไวประมาณ 1 ช่ัวโมงเพื่อใหเจลแข็งตวั 
  5.3.3.5 การ run gel 36

 1.ดึง comb ออกจากเจลที่แขง็ตัวแลวอยางนอย 1 ช่ัวโมง 
 2.นําถาดเจลออกมาใส Electrophoretic chamber (Amersham) ที่มีสารละลาย 1xTBE ทวมเจล 
 3. ใสสารละลาย 100 bp  marker ที่ผสม loading dye (bromophenol blue) (Sigma B8026) ลงใน well ที ่1  
 4. ใสPCR product 5 μl+ loading dye 2 μl ในแตละ well 
 5. well สุดทายใส100 bp  marker 
 6. ปดฝาtank 
 7.เปดเครื่อง Electrophoretic power supply (Amersham) ตั้งคาความตางศักดิ์ 69 volt กระแสไฟ 2 
ampere เปนเวลา 90 นาที 
 8. ปดเครื่อง Electrophoretic power supply เมื่อส้ินสุดกระบวนการในขอ 7 
 9.นําเจลที่ผานกระบวนการ run gel ไปเขาตูที่มีแสงอุลตราไวโอเลต [Gel Doc (Syngene)] 
 10.อานคาและถายภาพ PCR product ที่ไดดวยโปรแกรม Gene Snap (G Box :Bioimaging systems) 

  



 32

 5.4 การอานคาการแสดงออกของ CD29/CD44 
  5.4.1 โดยการดูความสวางของแถบ PCR product 
 เนื่องจากไดทาํการควบคุมปริมาณ RNA ตั้งตนที่นํามาสังเคราะหเปน cDNA และใช cDNA ในการทํา 
PCR เทากันในทุกตัวอยางจงึสามารถเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ CD29/CD44ของตัวอยางแตละคน
ได (semiquantitative RT-PCR) 31  
  5.4.2 โดยการโปรแกรม Scion Image วัด relative expression ระหวาง CD29/CD44 กับ 
GAPDH 
การวิเคราะหผล 
 1. ดูสัดสวนเซลลตนกําเนิดทีม่ี STRO-1 expression ที่ตองการตรวจตอเซลลทั้งหมดจากการยอมดวยวิธี 
Immunofluorescence และเปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อจากโพรงประสาทฟนกับจากกระดูกเบาฟนดวยสถิติ 
Mann Withney U test 
 2. เปรียบเทียบการแสดงออกของ surface marker CD 29 และ CD 44 จากการทํา RT-PCR 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
การวิจยัเร่ือง   การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน ไดดําเนนิการใน

ปงบประมาณ 2552 และตอเนื่องมาในปงบประมาณ 2553 ดังนี ้
กลุมตัวอยางทีใ่ชในการวิจัย 

จํานวนตัวอยางในการเก็บฟนกรามซี่ที่สาม ฟนกรามนอยและกระดูกเบาฟนมีจํานวนทั้งสิ้น 87 ตัวอยาง 
โดยเปนตัวอยางจากฟน 76 ซ่ี และตัวอยางจากกระดูกเบาฟน 11 ช้ิน สามารถแยกเซลลตนกําเนิดที่ศูนยวิจัยพันธุ
ศาสตร สถาบันราชานุกูล ได 18 และ 4 ตัวอยางตามลําดับ รายละเอียดดังตารางที่ 4.1 และ4.2 
ตารางที่ 4.1 รายละเอียดของการเก็บตวัอยางฟนกรามซี่ทีส่าม ฟนกรามนอยและกระดกูเบาฟนปงบประมาณ 
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 

จํานวนฟน (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 รายละเอียดของการเก็บตวัอยางฟนกรามซี่ทีส่ามฟนกรามนอยและกระดกูเบาฟนปงบประมาณ 
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 

จํานวนฟน (ซ่ี) 25 12 1 1 0 0 0 0 26 13 

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

 
ในตัวอยางฟนกรามซี่ที่สามและฟนกรามนอยที่แยกเซลลตนกําเนิดไดสามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มจํานวนได 7ตัวอยาง
และ 3 ตัวอยางจากเซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟน รายละเอียดในตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 รายละเอียดของตัวอยางฟนกรามซี่ที่สามฟน กรามนอยและกระดกูเบาฟนที่สามารถเพาะเลี้ยงไดใน 
2 ปงบประมาณ 

แหลง จํานวนที่เก็บตวัอยาง จํานวนที่คัดแยกได จํานวนที่เพาะเลี้ยงได 

ฟนกรามซี่ที่สามและฟน

กรามนอย (ซ่ี) 

76 18 7 

กระดกูเบาฟน(ช้ิน) 11 4 3 

ลักษณะขอมูลท่ัวไปของกลุมตัวอยาง 
ตารางที่ 4.4 รายละเอียดขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางทีเ่พาะเลี้ยงได 

 ตัวอยางฟนกรามซี่ที่สาม

และฟนกรามนอย 

ตัวอยางกระดกู 

หญิง  -    จํานวน (คน) 

-     ชวงอายุ (ป) 

-     อายุเฉล่ีย(ป) 
-     คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (+ ป) 

4 

17,22,24,25 

22.00 

3.55 

1 

17 

17 

0 

ชาย   -    จํานวน (คน) 

-     ชวงอายุ (ป) 

         -     อายุเฉลี่ย(ป) 

         -     คาเบี่ยงเบน     

มาตรฐาน (+ ป) 

3 

26,35,41 

34.00 

7.54 

2 

27,68 

47.50 

28.99 

หมายเหตุ  1.กลุมตัวอยางที่เปนเพศชายที่เปนตัวอยางเซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟน1ตัวอยางมีอายุมาก
เนื่องจากตัวอยางจากกระดูกเพาะเลี้ยงยากจึงเก็บทุกตัวอยางที่ไดมาทําการเพาะเลี้ยง 

2.ไดทําการขอความอนุเคราะหสารสกัด RNA เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนจากหนวย
ปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนินทรียคณะทันตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยมาจํานวน 4 ตัวอยางเพื่อมาทํา
การระบุเซลลตนกําเนิดดวยวิธีการ RT PCR 
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ผลการระบุเซลลตนกําเนิด 
1.การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay 
เมื่อนําเซลลตนกําเนิดที่เพาะเลี้ยงไดมายอมดวยวิธี Immunofluorescence assay โดยใช Anti Stro-1 antibody 
พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึง express Stro-1 ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟน
ไมพบวามีเซลลซ่ึง express Stro-1ดังแสดงในภาพที่ 4.1 และ4.2 
 

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

 
ภาพที่ 4.1 ภาพเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่นาํมาระบุเซลลตนกําเนดิดวยการยอมดวยวธีิ 

Immunofluorescence assayโดยใช Anti Stro-1 antibody เปรียบเทียบระหวาง control และ test 
 
  

 
                           Bone Control                                                     

 
     Bone Test (Anti-Stro-1 antibody) 
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ภาพที่ 4.2 ภาพเซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนที่นํามาระบุเซลลตนกําเนิดดวยการยอมดวยวิธี 
Immunofluorescence assayโดยใช Anti Stro-1 antibody เปรียบเทียบระหวาง control และ test 

จะเห็นวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่เปน test มีการเรืองแสงสีเขียวมากกวา
เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่เปน control ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนไมมี
ความแตกตางกันระหวาง control และ test 
ตารางที่ 4.5 สัดสวนเซลลตนกําเนดิที่ยอมดวยAnti-stro-1ติด (positive cells) ตอเซลลทั้งหมดที่
กําลังขยาย 100 เทา จากตวัอยางโพรงประสาทฟน 7 คน และจากกระดกูเบาฟน 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 หมายถึงเซลลที่ยอมติด AntiStro-1;Neg = Negative cells หมายถึง
เซลลที่ยอมไมติด AntiStro-1;Prop = Proportion หมายถึง สัดสวนของเซลลที่ยอมติด AntiStro-1 
ตอเซลลทั้งหมด 
P หมายถึง passage ของการ trypsinize เซลล 
จากตารางที่ 4.5 พบวา เซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนมีสัดสวนของเซลลที่ยอม
ติด AntiStro-1 ตอเซลลทั้งหมดตั้งแต 0.04 – 0.30 สวน เซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนไม
พบมีเซลลที่ยอมติด  
AntiStro-1เลย สัดสวนของเซลลที่ยอมติด AntiStro-1 ตอเซลลทั้งหมดจากตัวอยางคนเดียวกันแต
คนละ passage ไมเทากัน (ตัวอยางคนที่ 7) 
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2.การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD29 และ CD 44 โดยวธีิ RT-PCR 
 2.1 การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD29 

 
 

ภาพที่ 4.3  ภาพการแสดงออกของCD 29 ในการทํา duplex PCR 
เลนที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน เลนที่ 8 เปน negative control 
(น้ํา) และเลนที่ 9-15 เปนเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากกระดูกเบาฟน โดยใช 100 bp ladder เปนตัว
เปรียบเทียบ แถวบนเปนCD29 (346 bp) แถวลางเปน mRNA GAPDH (84 bp) 
 

จากภาพที่ 4.1 จะเห็นวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมี
การแสดงออกของ CD29 (346 bp) และ GAPDH(84 bp)ในทุกตัวอยาง โดยที่ 3 ใน 5 ของเซลลตน
กําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนมีการแสดงออกของCD29 นอยเมื่อเทียบกับ GAPDH สวน
เซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมีการแสดงออกของCD29 คอนขางชัดเจนทั้ง 5 ตัวอยาง 

เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของCD29 ระหวางเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาท
ฟนและกระดูกเบาฟน ไดทําการหาคา Relative density ระหวางCD29 กับ GAPDH โดยวัดความ
เขมของแถบสวาง CD29 และนํามาหารดวยความเขมของแถบสวาง GAPDH โดยใชโปรแกรม 
scion Image 37 คา Relative density ที่สูงแสดงวาเซลลตนกําเนิดของตัวอยางนั้นมีการแดงออกของมารคเกอร
ที่สูงเมื่อนํามาทําแผนภูมิแทงไดผลดังนี้ 
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ภาพที่ 4.4 แผนภูมิแทงแสดงคา Relative density ระหวางCD29 กับ GAPDH  

กราฟแทงที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนดิที่ไดจากเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟน กราฟแทงที ่8-14 เปนเซลล
ตนกําเนดิที่ไดจากกระดูกเบาฟน 

จากแผนภูมิแทงที่ 4.1 พบวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรงประสาทฟนตัวอยางที่ 1-4 มีคา 
relative density ระหวาง 0.6-0.8 สวนตัวอยางที่ 5-7 มีคา relative density นอยกวา 0.2  สวนเซลล
ตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนตัวอยางที่ 8  มีคา relative density สูงถึง 1.6 สวนตัวอยางที่ 
9,10,12,13,14 มีคา relative density ระหวาง 0.4-0.9 เซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนตัวอยาง
ที่ 11 มีคา relative density ต่ําที่สุดคือ 0.3 แสดงใหเห็นวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟน
สวนใหญมีคาการแสดงออกของCD29 เมื่อเทียบกับ GAPDH สูงกวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรง
ประสาทฟนแตเมื่อนําคา relative density ของเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรงประสาทฟนและเซลล
ตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมาทดสอบดวยสถิติ Mann-Whitney U พบวาไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น .01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 39

 
2.2 การระบุเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD44 

 

 
ภาพที่ 4.5  ภาพการแสดงออกของCD 44 ในการทํา duplex PCR 

เลนที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน เลนที่ 8 เปน negative control 

p ladder เปนตัวเปรียบเทียบ
แถวบน

ลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมีการแสดงออกของCD44 คอนขางสม่ําเสมอ
ไมแตกต

สวาง CD44 และนํามาหารดวยความเขมของแถบสวาง GAPDH นํามาทําแผนภูมิแทง
ไดผลดังนี้ 

(น้ํา) และ 
เลนที่ 9-15 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟน โดยใช 100 b

เปนCD44 (231 bp) แถวลางเปน mRNA GAPDH (84 bp) 
จากภาพที่ 4.2 จะเห็นวาเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมี

การแสดงออกของ CD44 (231 bp) และ GAPDH(84 bp)ในทุกตัวอยาง โดยที่ตัวอยางในเลนที่ 5 
และ6 เซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาทฟนมีการแสดงออกของCD44 นอยเมื่อเทียบกับ 
GAPDH สวนเซ

างกัน 
เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของCD44 ระหวางเซลลตนกําเนิดที่ไดจากทั้งโพรงประสาท

ฟนและกระดูกเบาฟน ไดทําการหาคา Relative density ระหวางCD44 กับ GAPDH โดยวัดความ
เขมของแถบ
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ภาพที่ 4.6 แผนภูมิแทงแสดงคา Relative density ระหวางCD44 กับ GAPDH  

โดยที่กราฟแทงที่ 1 – 7 เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดจากเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน กราฟแทงที่ 8-14 
เปนเซลลตนกาํเนิดที่ไดจากกระดกูเบาฟน 

จากแผนภูมิแทงในภาพที ่6 พบวาเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟนตัวอยางที่ 1-4 
มีคา ความเขมแสงสัมพัทธสูงระหวาง 1.2- 1.4 สวนตัวอยางที่ 5 และ 6  มีคาความเขมแสงสัมพัทธ 
ต่ําที่สุดในกลุมตัวอยางเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟน (0.4-0.8) ซ่ึงสอดคลองกับการ
แสดงออกของซีดี29 สวนตัวอยางที่ 7 การแสดงออกของซีดี44 กลับสูงขึ้น(ความเขมแสงสัมพัทธ 
0.95) ตรงขามกับแสดงออกของซีดี29 (ความเขมแสงสัมพัทธ 0.15)  สวนเซลลตนกําเนิดที่ไดจาก
กระดกูเบาฟนมีการแสดงออกของซีดี44 ใกลเคียงกันใน 6 ตัวอยาง(0.8-1.0) ยกเวนตวัอยางที่ 11 ที่มี
คาความเขมแสงสัมพัทธ ต่ํากวาตวัอยางอืน่ คือ 0.75 แสดงใหเห็นวาเซลลตนกําเนิดทีไ่ดจากกระดูก
เบาฟนที่ไดจากกลุมตัวอยางมีการแสดงออกของซีดี44 ไมคอยแตกตางกัน ซ่ึงตางจากเซลลตน
กําเนิดทีไ่ดจากโพรงประสาทฟน 

เมื่อนําคา ความเขมแสงสัมพัทธของเซลลตนกําเนิดที่ไดจากโพรงประสาทฟนและเซลลตน
กําเนิดที่ไดจากกระดูกเบาฟนมาทดสอบดวยสถิติแมนวิทนียูเทส พบวาไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น .01 
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ในกระดูก สวนใหญประกอบดวย เซลล 
osteobla

m cell markers โดย ถาเปนเซลล Pulp fibroblasts จะไมมี
การแสด


งกับงานวิจัยของMatsubara 

2005 40 

งกระดูกที่เปน spongy bone และอาจมีสวนของไขกระดูก (marrow) ซ่ึงใหเซลลตนกําเนิด
ติดมา 

บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผล 

เซลลตนกําเนิดหมายถึงเซลลใดๆก็ตามที่มีลักษณะ 2 ประการ คือ เปนเซลลที่สามารถ
แบงตัวเองได(self replicate) และสามารถเจริญไปเปนเซลลที่จําเพาะชนิดใดชนิดหนึ่งหรือหลาย
ชนิดเมื่อไดรับการกระตุนที่เหมาะสม (undergo terminal differentiation) โดยในการแบงเซลล

ซลลจะตองคงความเปนเซลลตนกําเนิด คอืยังไมไดเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่เฉพาะ 9  
เซลลในโพรงประสาทฟนมีหลายชนิด แตสวนใหญประกอบดวย เซลล odontoblast ซ่ึงมี

รูปราง columnar shape และ Pulp fibroblasts  26 สวนเซลล
st และ osteocyte ซ่ึงมีรูปราง star shape  38 

เซลลที่แยกไดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนในการวิจัยนี้มีรูปรางคลาย 
ไฟโบรบลาสท(fibroblastic morphology) ซ่ึงอาจจะเปน Pulp fibroblasts จึงตองมาทําการระบุความ
เปนเซลลตนกําเนิดดวยการตรวจหา ste

งออกของ stem cell markers 39

จากการยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay โดยใช Anti Stro-1 antibody พบวาเซลล
รูปรางคลายไฟโบรบลาสทที่แยกไดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึง express Stro-1 จึงสามารถสรุป
ไดวาเซลลที่แยกไดนั้นสวนหนึ่งเปนเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนในขณะที่เซลลรูปราง
คลายไฟโบรบลาสทที่แยกไดจากกระดูกเบาฟนไมพบวามีเซลลซ่ึง express Stro-1แตจากการระบุ
เซลลตนกําเนิดดวยการตรวจการแสดงออกของ CD29 และ CD 44 โดยวิธี RT-PCR พบวาเซลล
รูปรางคลายไฟโบรบลาสทที่แยกไดจากกระดูกเบาฟนนั้นมีการแสดงออกของ CD29 และ CD 44
ซ่ึงเปน stem cell markers ของ เซลลตนกําเนิดจึงสรุปไดวาเซลลรูปรางคลายไฟโบรบลาสทที่แยก
ไดจากกระดูกเบาฟนนั้นมีเซลลซ่ึงเปนเซลลตนกําเนิด ซ่ึงสอดคลอ

ที่สามารถแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกของกระดูกเบาฟน 
การที่เซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากกระดูกเบาฟน ไมสามารถตรวจพบวามีการ express Stro-

1 ซ่ึงอาจเปนเพราะเซลลตนกําเนิดที่มีการแสดงออกของ Stro-1 จะพบบริเวณรอบหลอดเลือดและ
รอบเยื่อหุมประสาท (perivascular and perineural sheath) 41 กระดูกเบาฟนที่เปนตัวอยางในการวิจัย
นี้ไดมาจากการตัดปุมกระดูกงอกเกินเพื่อการใสฟนปลอม ซ่ึงสวนใหญเปน compact bone ไมมี
หลอดเลือดและเสนประสาทหลอเล้ียง แตการที่ยังสามารถแยกเซลลตนกําเนิดไดเนื่องมาจาก มี
สวนขอ

การศึกษาเซลลตนกําเนิดที่มีอยูในกระดูกมีการแสดงออกของ Stro-1 ดวยการดูดไขกระดูก
จาก Iliac crest พบวาจํานวนเซลลตนกําเนิดที่มีอยูในกระดูกมีการแสดงออกของ Stro-1 แตกตางกัน
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มากโดย Gronthos และคณะ , 2003 42  พบนอยมากเพียงรอยละ 0.001 สวน Pierdomenico และ
คณะ, 2005 43  พบถึงมากถึงรอยละ 6.50 จากเซลลทั้งหมดที่ไดจากไขกระดูกสวนการศึกษานี้ไม
สามารถตรวจพบเซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 จากเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากกระดูกเบาฟน 
 การศึกษาของ Coppe , Zhang และ Den Besten 2009 พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรง

าเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาท
ฟนแทม

จํานวนครั้งของการ 
passage 

ประสาทฟนน้ํานมมีเซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 รอยละ 2 ของประชากรเซลลทั้งหมด44 

สวนการศึกษาของ Shi และ Gronthos 2003 41 พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนแทมี
เซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 ถึงรอยละ6 แตการวิจัยนี้พบว

ีเซลลที่มีการแสดงออกของ Stro-1 รอยละ 0.04 – 0.30  
ปจจัยที่มีผลตอการคัดแยกเซลลตนกําเนิดไดแก อายุ  แหลงของเนื้อเยื่อที่เก็บตัวอยางและ

จํานวนเซลลเร่ิมแรกที่แยกออก 40 วิธีการคัดแยก 26 สภาพการเพาะเลี้ยง 45 
46 และการผานกระบวนการเก็บดวยการแชแข็ง (Cryopreservation) 47 

กลุมตัวอยางในการวิจัยนี้ ในสวนของโพรงประสาทฟนกลุมตัวอยางเพศหญิงมีอายุ 
17,22,24,และ 25 ป อายุเฉล่ีย 22.00+3.55 ป เพศชายอายุ 26,35 และ41 ปอายุเฉลี่ย 34.00+7.54 ป ใน
สวนของกระดูกเบาฟนอายุกลุมตัวอยางที่เปนหญิงมี 1 คน อายุ 17 ป ชายมี 2 คนอายุ 27 และ 68 ป 
อายุเฉล่ีย 47.50 + 28.99 ป อายุที่เหมาะสมในการคัดแยกเซลลตนกําเนิดคือ 20-39 ป  40 ในการวจิยันี้
กลุมตัวอ

gle colony 
แตจะปร

s เพื่อใหมีสารอาหารที่เซลลนําไปใชในการเจริญเติบโตและ
ปองกันการติดเชื้อราและแบคทีเรีย 

ยางที่เปนชายคอนขางมีอายุมากซึ่งอาจมีผลตอการคัดแยกและเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิด 
วิธีการคัดแยกเซลลตนกําเนิดในงานวิจัยนี้ใชวิธี Out growth method ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวก 

ถึงแมจะใชเวลานานและความสําเร็จในการแยกเซลลนอยกวาแตเซลลที่ไดจะไมถูกทําลายจาก
เอนไซมดังเชนการคัดแยกดวยวิธี digestion method 26 นอกจากนี้ เซลลที่ไดไมเปน sin

ะกอบดวยเซลลหลากหลายชนิดที่ชวยในการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิด 19

สภาพการเพาะเลี้ยง(Culture condition) มีผลตอการเจริญเติบโตและการแสดงออกของ
ยีนสของเซลลตนกําเนิด ในการวิจัยนี้ไดมีการทดลองใชอาหารเลี้ยงเซลล alpha MEM ในปแรก แต
พบวาไดผลไมดีจึงเปลี่ยนมาใช DMEM ซ่ึงเสริมดวย fetal bovine serum, L-Glutamine, 
antimycotic agents และantibiotic

การวิจัยนี้ใชเซลลที่แยกมาจากเนื้อเยื่อโดยตรง ไมไดใชเซลลที่ผานกระบวนการแชแข็ง
ดังนั้นจึงไมไดรับผลกระทบจากกระบวนการ Cryopreseravation แตเนื่องจาก การแยกเซลลดวย
วิธีการ out growth method ไมสามารถควบคุมการเจริญของเซลลได จึงอาจตองมีการ trypsin เซลล
หลายคร้ังทําใหเซลลที่นํามาวิจัยอยูใน passage ที่ 3-9 ซ่ึง Yu และคณะ 2010 48  ไดทําการศึกษา
พบวา เซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนที่ผานการเพาะเลี้ยงจาก passage 1-9 มี proliferation 
rate และมีการแสดงออกของ Stro-1 ลดลงซึ่งตรงกับผลของการวิจัยคร้ังนี้ซ่ึงพบวาเซลลตนกําเนิด

  

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
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ใน passage ตน (passage ที่ 3) มีสัดสวนของเซลลมีการแสดงออกของ Stro-1สูงกวาเซลลตนกําเนิด
ใน passage หลัง (passage ที่ 6-9) ยกเวนในกลุมตัวอยางคนที่ 7 ที่เซลลในpassage ที่ 5 กลับมี
สัดสวนของเซลลมีการแสดงออกของ Stro-1สูงกวาเซลลในpassage ที่ 3 อาจเปนเพราะในชวง
เหตุการณไมสงบของบานเมือง ไมสามารถเขามาทําการถาย เซลล ตามกําหนดเวลาที่ควรจะเปน 

จําตองปลอยใหเซลลเจริญตอไปจนเบียดกันและเซลลบางสวนที่เริ่มแกและตายอาจมีการหลั่งสาร 
signaling factors เชน Growth and differentiation (GDF), Transforming Growth factor (TGF) 27 ซ่ึง
ไปกระตุนใหเซลลตนกําเนิดเกิดการdifferentiation 49,50   ทําใหถึงแมวาจะเปนเซลลตนกําเนิดใน 
passage ที่ 3 กลับมีสัดสวนของเซลลมีการแสดงออกของ Stro-1 ต่ํากวาเซลลตนกําเนิดใน passage 
ที่ 5 

วยใหเซลลมะเร็งเกาะกับเยื่อบุชองทอง (Peritoneum) ชวยใหเซลลมะเร็งแพรกระจาย
ไปได (m

ที่มีการขยายตัว 
(zone of

นแรงจํานวน
นอยที่ก

ดงออกของซีดี 
ทั้งสองใ

ซีดี29 (Integrin ß) เปนโปรตีนที่อยูบนผิวเซลล (transmembrane protein) มีหนาที่ควบคุม
ปฏิสัมพันธระหวางเซลลกับเซลลและระหวางเซลลกับสารนอกเซลล (extra cellular matrix) 
นอกจากจะเปนมารคเกอรของเซลลตนกําเนิดแลว ยังพบอยูบนเซลลมะเร็งรังไข (ovarian cancer) 
โดยมีคุณสมบัติช

etastasis) 51

ซีดี44 เปนโปรตีนบนผิวเซลลที่ทําหนาที่เปนรีเซพเตอรของกรดไฮยารูโอนิค (hyaluronic 
acid receptor) และเปนโมเลกุลที่ชวยในการยึดติด (adhesion molecule) ที่สําคัญบนผิวเซลลเนื้อ
งอก ทําใหเกิดการแพรกระจายของเซลลเนื้องอก 51  นอกจากจะเปนมารคเกอรของเซลลตนกําเนิด
แลว ยังพบบนผิวเซลลตั้งตนของเซลลกระดูก (osteoprogenitor cells) บริเวณสวน

 hypertrophy) และบริเวณที่มีการสึกกรอน (zone of erosion) บนกระดูก52 

การแสดงออกของมารเกอรของเซลลตนกําเนิดนอกจากจะถูกควบคุมโดยพันธุกรรมแลว53  

ยังถูกควบคุมโดยสารเคมีในสิ่งแวดลอมรอบๆเซลลและจากแรงตางๆ เชน ไฮเปอรกราวิตี้ (Hyper 
gravity) ซ่ึงเปนแรงจํานวนมากที่กระทําตอเซลล และ ไมโครกราวิตี้ (Microgravity ) ซ่ึงเป

ระทําตอเซลล 54  การหดตัว (contractibility) 55  และแรงเฉือน (Shear stress) 56  

การแสดงออกของซีดี 29 และ ซีดี 44 ในกลุมตัวอยางที่แตกตางกันอาจเนื่องมาจากปจจัย
ทางพันธุกรรมและการใชงานบดเคี้ยวที่ตางกันไปในแตละคน การแสดงออกของซีดี 29 ไมแปรผัน
ตามการแสดงออกของซีดี 44 (กลุมตัวอยางที่มีการแสดงออกของซีดี 29 ต่ํา อาจมีการแสดงออก
ของซีดี 44 สูง) และเมื่อนํามาทดสอบทางสถิติ ก็ไมพบความแตกตางกันในการแส

นระหวางบุคคลและในระหวางเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนกับกระดูกเบาฟน 
ในเด็กกลุมอาการดาวนซ่ึงพบมีปญหาเปนโรคปริทันตอันสัมพันธกับลักษณะความผิดปกติ

ทางพันธุกรรม หรือมีปญหาฟนผุจากการไมสามารถดูแลสุขภาพชองปากได การใชเซลลตนกําเนิด
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จากโพรงประสาทฟนในการรักษาความวิการของอวัยวะปริทันต หรือสรางหรือซอมแซมอวัยวะที่
เกิดความวิการจากโรค เชนการทําการเหนี่ยวนําใหเกิดเปนเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนบางสวน 
(partial pulp regeneration) หรือเปนเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนและเนื้อฟนบางสวน (pulp-dentine 
regenera

-20 เซลล และเมื่อทําการเพาะเลี้ยงตอ รอยละ 100 ของเซลลที่ไดสามารถสรางเปน
กระดูกไ

ล

นกําเนิดไวใชสรางกระดูกและอวัยวะปริทันตที่ถูกทําลายไป
ติทางพันธุกรรม 

รุป (C

รงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนมีการแสดงออกของมารคเกอรสเต็ม
เซลล ซีด

ําใหเปนเซลลชนิดตางๆ เชน เซลลสราง
เนื้อเยื่อแข็ง เปนตนเพื่อพิสูจนความเปนเสต็มเซลลตอไป 

tion) 57  นาจะเปนประโยชนแกเด็ก  
Miura และคณะ 2003 พบวา เซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากฟนน้ํานม 1 ซ่ี สามารถให เซลล

ตนกําเนิด 12
ด 58 

นันทวรรณ และคณะ 2553 59 ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติในการสรางเนื้อเยื่อแข็ง
(Mineralized tissue) ของเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนน้ํานมของเด็กปกติกับเด็กกลุมอาการ
ดาวน พบวาเซ ลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนน้ํานมของเด็กกลุมอาการดาวนมีเมตาโบลิสซึม 
(Metabolism) และอัตราการเติบโต (Proliferation rate) รวมทั้งมีการสราง เนื้อเยื่อแคลเซียม 
(Calcified tissue) สูงกวาเด็กปกติ จึงนาจะเปนไปไดวาในอนาคตจะสามารถเก็บฟนน้ํานมของเด็ก
กลุมอาการดาวนเพื่อมาคัดแยกเซลลต
เนื่องจากความผิดปก
ส onclusion)  
 สามารถแยกเซลลตนกําเนิดไดจากทั้งโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟนดวยวิธีอิมมูโน
ฟลูออเรสเซนซ พบวาเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนมีเซลลซ่ึงมีการแสดงออกของสโตร-1 
ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากกระดูกเบาฟนสวนที่งอกเกินบริเวณขากรรไกรลางดานล้ินไมพบ แต
จากการระบุเซลลตนกําเนิดดวยวิธีการรีเวอรสทรานสคริปชั่นโพลีเมอรเรสเชนรีแอ็คชั่น พบวา
เซลลตนกําเนิดจากทั้งโพ

ี 29 และ ซีดี44   
การวิจัยนี้จํากัดอยูเพียงขั้นตอนการคัดแยกและระบุเซลลตนกําเนิด การตรวจพบเซลลที่มี

การแสดงออกของสโตร-1ในสัดสวนที่นอยจากเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากเนื้อเยื่อโพรงประสาท
ฟนหรือตรวจไมพบเซลลที่มีการแสดงออกของสโตร-1จากเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากกระดูกเบา
ฟน ไมไดหมายความวาจะไมมีเซลลตนกําเนิด เนื่องจากสโตร-1 เปนมารคเกอรของเซลลตนกําเนิด
ในชวงแรก ซ่ึงเซลลที่เพาะเลี้ยงไดนั้นอาจเปนเซลลตนกําเนิดที่เลยระยะแรก (early stage)ไปแลว 
แตยังคงความเปนเสต็มเซลลอยูจึงควรทําการเหนี่ยวน
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และสภาวะทนัตสุขภาพของเด็กในหอผูปวยสถาบันราชานุกูล จากการจักโครงการสงเสริมสุขภาพ
ชองปากเด็กในหอผูปวย(2546) 

2. ผลของการสูบบุหร่ีที่มีตอการแสดงออกของเบตาดีเฟนซิน-2 ในผูปวยปริทันตอักเสบ
ชนิดเรื้อรัง (2550) 

3.ผลของโปรแกรมดนตรีและศิลปะ ที่มีตอการลดพฤติกรรมกาวราวของเด็กบกพรองดาน
พัฒนาการและสติปญญาระดับรุนแรงเพศหญิง   สถาบันราชานุกูล (2553) 

4.การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน (2553) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 51

ประวัติผูวิจัย 
 นางสาววนิิรมล  ศรีวัฒนา เปนชาวจังหวดัชลบุรี เกิดวนัที่ 04 ธันวาคม 2512 
ประวัติการศึกษา 

2538      ทันตแพทยศาสตรบัณฑิต คณะทนัตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
2541 ประกาศนยีบตัรวิทยาศาสตรการแพทยคลินิก สาขาศัลยศาสตรชองปาก 
 คณะทันตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
2544     ฝกอบรมทันตแพทยประจําบานสาขาสาขาศัลยศาสตรชองปากและแมก็ซิลโลเฟ

เชียล คณะทนัตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
2544 วุฒิบัตรสาขาศัลยศาสตรชองปากและแม็กซิลโลเฟเชียล ทันตแพทยสภา 
  

ประวัติการทํางาน 
 2538-2539 ทันตแพทย ศนูยพฒันาการเด็กภาคเหนือ จังหวดัเชยีงใหม 
 2540-2551 ทันตแพทย สถาบันราชานุกลู กรมสุขภาพจิต กระทรวงสาธารณสุข 
   ตําแหนง ทนัตแพทยชํานาญการพิเศษ 
              2551-ปจจุบัน     ทนัตแพทย โรงพยาบาลสงฆ กรมการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
   ตําแหนง ทนัตแพทยชํานาญการพิเศษ 
 
ประสบการณดานการวิจัย  

1.การวิจยัเร่ือง “การศึกษาการปฏิบัติงานของเจาหนาที่ ในการดูแลทันตสุขภาพของเด็ก 
และสภาวะทนัตสุขภาพของเด็กในหอผูปวยสถาบันราชานุกูล จากการจัดโครงการสงเสริมสุขภาพ
ชองปากเด็กในหอผูปวย(2546) 

2.การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากโพรงประสาทฟนและกระดูกเบาฟน (2553) 
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ประวัติผูวิจัย 
 นายธันยภัทร  วณิชชานนท เปนชาวจังหวดัสงขลา เกิดวนัที่ 8 เมษายน 2523 
ประวัติการศึกษา 

2545 วิทยาศาสตรบณัฑิต คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
2550 วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ สาขาวิทยาศาสตรการแพทย 
 คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ประวัติการทํางาน 
 2546-ปจจุบัน นักวิทยาศาสตรการแพทย สถาบันราชานุกลู กรมสุขภาพจิต กระทรวง
สาธารณสุข ตําแหนงนักวิทยาศาสตรการแพทยปฏิบัติการ  
 
ประสบการณดานการวิจัย  

1. การวิจยัเร่ือง “การศึกษากลไกการเกดิ Mesomelic dysplasia Kantaputra type” 
2. เปนผูชวยวจิัยในโครงการการศึกษาพันธุกรรมของ Post Traumatic Stress Disorder ใน

ผูรอดชีวิตจากซึนามิ 
3. เปนผูชวยวจิัยในโครงการการศึกษาพันธุกรรมของโรคซึมเศรา 
4. การตรวจ Gross rearrangement ในผูปวย Rett syndrome ดวยวิธี Multiplex Ligation 

Dependent Probe Amplification Assay (MLPA)  
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ประวัติผูวิจัย 
 นางสาว มัทนา จองกา เปนชาวจังหวัดเพชรบูรณ เกิดวนัที่ 28 กุมภาพันธ 2527 
ประวัติการศึกษา 

2548 การศึกษาบณัฑิต สาขาชีววทิยา คณะศึกษาศาสตร มหาวทิยาลัยนเรศวร 
2551 วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

ประวัติการทํางาน 
 2552-ปจจุบัน นักวิทยาศาสตร ศูนยวจิัยพนัธุศาสตรการแพทย สถาบันราชานุกูล                     
                             กรมสุขภาพจิต กระทรวงสาธารณสุข 
    
ประสบการณดานการวิจัย  

- มัทนา จองกา, ดวงกมล แมนศิริ และสุรพล แสนสุข. 2552. ดีเอ็นเอบรเิวณยีน matK 
สําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดเพื่อระบุพืชสกุล Alpinia Roxb. ใน: การประชุมทาง
วิชาการเสนอผลงานวิจัย ระดับบัณฑิตศกึษา คร้ังท่ี 12 (สาขาวิทยาศาสตรชีวภาพ).  
หนา 1403-1412 บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยขอนแกน, ขอนแกน.   

- มัทนา จองกา, ดวงกมล แมนศิริ และสุรพล แสนสุข. 2552. ยีน matK และ trnH-psbA 
intergenic spacer ในการนํามาใชเปน DNA barcode: การประเมินเบื้องตนโดยการ
ตรวจสอบความผันแปรภายใน Alpinia galanga. วารสารวิทยาศาสตร มข. 37(2) 173-
182. 

- นําเสนอผลงานวิจยั เร่ือง “การพัฒนาชุดตรวจวเิคราะหทางพันธุกรรมตนแบบ 2 ยีน  
ที่มีผลตอการตอบสนองตอยา” ในงานการนําเสนอผลงานวิจยัแหงชาติ 2553 ระหวาง
วันที่ 26-30 สิงหาคม ณ ศูนยประชุมบางกอกคอนเวนชนัเซ็นเตอร เซ็นทรัลเวิรล  
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ประวัติผูวิจัย 
 นางสาว ณศกิาณ  มวงกลอม เปนชาวจังหวัดกาญจนบรีุ เกิดวนัที่ 3 เมษายน 2523 
ประวัติการศึกษา 

2545 ประกาศนยีบตัรวิชาชีพช้ันสูง สาขาคอมพิวเตอรธุรกิจ พาณิชยการสุโขทัย 
ประวัติการทํางาน 
 2545-ปจจุบัน ผูชวยนกัวจิัย สถาบันราชานุกูล กรมสุขภาพจิต กระทรวงสาธารณสุข 
    
ประสบการณดานการวิจัย  

1.การวิจยัเร่ือง “การศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมและเภสัชในพันธุกรรมของโรคซึมเศรา
ในคนไทย(2550) 
 
  

 
 

  
  

 

  




