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(2)

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา 
  
     1 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะตางๆ ของวงจรชีวิต

เซลล  และเปอร เซ็นตการตาย  หลังการเลี้ ยงดวยอาหารเลี้ ยงเซลลที่
ประกอบดวยซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต 40 

     2 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในวงจรชีวิตเซลลระยะ 
G0/G1, S, G2/M และเปอรเซ็นตการตาย หลังจากการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู
ระยะ G0/G1 โดยวิธีการลดปริมาณซีร่ัม (ซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต) ในเวลาตางๆ 
และการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ 43 

     3 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M 
และ เปอรเซ็นตการตาย โดยการใชสาร roscovitine ที่ความเขมขนตางๆ 46 

     4 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M 
และ เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G1/S โดยการใช
สาร aphidicolin ที่ความเขมขนตางๆ 49 

     5 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M 
และ เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู G2/M โดยการใชสาร 
colcemid ที่ความเขมขนตางๆ 52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(3)

สารบัญภาพ 

ภาพที ่ หนา 
  
     1 ภาพวาดแสดงองคประกอบของผิวหนังชั้นหนังกําพรา  5 
     2 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนธรรมดาแสดงเซลล dermal fibroblast ที่พบใน

ช้ันหนังแท  
 
8 

     3 แสดงการเจริญของเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่เปนเซลลปกติ 9 
     4 แผนผังแสดงวงจรชีวิตเซลลซ่ึงประกอบดวยระยะ G0, G1(A), G1(B), S, G2 

และ M 
 

10 
     5 การควบคุมการเกิดวงจรชีวิตเซลลในระยะตางๆ ในระยะ G1 ถูกควบคุมโดย 

cyclinDและ Cdk4, 5 ระยะ G1 เขาสูระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinE และ 
Cdk2 ระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinA และ Cdk2 จากนั้นระยะ S เขาสูระยะ 
G2 และระยะ M ถูกควบคุมโดย cyclinB และ Cdk1 

 
 
 

16 
     6 แผนผังแสดงปริมาณดี เอ็นเอในเซลลระยะตางๆ  เซลลระยะ  G0/G1 

ประกอบดวยดีเอ็นเอเปน 1 เซท (1X) เซลลระยะ S มีดีเอ็นเออยูระหวาง 1 
และ 2 เซท เซลลระยะ G2/M มีดีเอ็นเอเปน 2 เซท (2X) 

 
 

18 
     7 แสดงกราฟปริมาณดีเอ็นเอในเซลลระยะตางๆ 19 
     8 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดง dermal fibroblast วันที่ 1 ของการ

เพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     9 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast วันที่ 3 

ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     10 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ซ่ึง

เจริญจนเต็มพื้นที่ในวันที่ 4-5 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     11 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน

วันที่ 6-7 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     12 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่มี

แขนงของเซลลแผออกและเกาะพื้นผิวของจานเลี้ยงในวันที่ 6-7 ของการ
เพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
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(4)

สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่  หนา 
   
     13 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่อยูใน 

passage ที่ 3 ลักษณะของเซลลเปนรูปกระสวย เซลลมีขนาดใกลเคียงกัน มีการ
ยื่นแขนงเพื่อยืดเกาะพื้นผิวในการเจริญแบงตัว 38 

     14 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast อยูใน
passage ที่ 7 ที่เซลลบางเซลลมีขนาดใหญขึ้น ทําใหประชากรของเซลลมีหลาย
ขนาดปะปนกัน 38 

     15 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน 
passage ที่ 8 เซลล dermal fibroblast สวนใหญมีขนาดใหญและเล็กปนกัน และ
เซลลที่มีขนาดใหญจะไมมีสวนแขนงของเซลล  38 

     16 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน 
passage ที่ 9 เซลลที่มีขนาดใหญและเซลลที่มีขนาดเล็กจะไมมีสวนของแขนงที่
ยื่นออกมายึดเกาะพื้นผิว ทําใหมองเห็นเปนชองวางระหวางเซลลจํานวนมาก  38 

     17 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย
ของเซลล (M4)  ในการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 10 
เปอรเซ็นต (กลุมควบคุม) 39 

     18 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นตและ
การเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ 42 

 A. การเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ (confluent) 
B. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

 C. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
D. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  



 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่  หนา 
   
     19 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 

fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1โดยการใชสาร roscovitine 45 

      A. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM 
B. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM  

      C. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 30 µM 
D. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 45 µM  

20 
 

กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ S โดยการใชสาร aphidicolin 48 

 A. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 1 µM 
B. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 2.5 µM  

 C. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 5.0 µM 
D. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 10 µM  

     21 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M โดยการใชสาร colcemid 51 

 A. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg/ml 
B. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.25 µg/ml 

 
 

 C. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.5 µg/ml 
D. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 1.0 µg/ml 

 
 

 
 
 
 



 

(6)

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

DMEM   =  Dulbecco's modified Eagle's medium  
FBS   =  Fetal bovine serum  
PBS    =  Phosphate buffer saline  
DMSO   =  Dimethyl sulfoxide  
EDTA   =  Ethylene diamine tetraacetic acid  
PI   =  Propidium iodide  
DNA   =  Deoxyribonucleic acid 
RNA    =  Ribonucleic acid 
HCl   =  Hydrochloric acid  
NaOH   =  Sodium hydroxide  
µM   =  Micromole 
µm   =  Micrometer  
µg   =  Microgram 
CO2   =  Carbon dioxide 



ผลของการลดซีรั่ม การเลีย้งเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่และสารเคมี ตอวงจรชีวิตเซลล  
ของเซลลไฟโบรบลาสผิวหนังสุนัข 

 
Effects of Serum Starvation, Cell Confluency and Chemical Inhibitors on 

Cell Cycle of Canine Dermal Fibroblast 
 

คํานํา 
 

Dermal fibroblast เปนเซลลของเนื้อเยื่อประสานที่ผลิตเสนใยนอกเซลล (extracellular 
fiber) และสารพื้นฐาน (ground substance) (Hedman et al., 1979) พบที่ผิวหนังชั้นหนังแท เมื่อดู
ดวยกลองจุลทรรศนเซลลมีลักษณะเปนเซลลยาว แบน (กรรณิกา, 2546) ในสภาวะที่เกิดบาดแผล 
dermal fibroblast สามารถแบงตัว ผลิตเสนใยคอลลาเจน โดยทํางานรวมกับเซลล keratinocyte ของ
ช้ันผิวหนังกําพราเพื่อจําลองตัวเองทําหนาที่เปน artificial skin แทนผิวหนังบริเวณที่เสียหาย (Booth 
et al., 1980, Butler, 2004) เซลล dermal fibroblast จากการเพาะเลี้ยง ยังคงมีความสามารถในการ
เจริญไปเปนเซลลชนิดอื่นๆ ได ดวยคุณสมบัติการแบงตัวอยางรวดเร็วจึงมีการนํา dermal fibroblast 
มาผลิตเปน cell line ใชเปนเครื่องมือในการศึกษาดานตางๆ อยางแพรหลาย (Watson et  al., 2004) 
ปจจุบัน dermal fibroblast ของสุนัขที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเซลล สามารถนํามาใชตรวจสอบ
ผลกระทบของสารเคมี หรือสมุนไพรตอเซลลผิวหนัง รวมถึงการทดลองเกี่ยวกับปจจัยที่กอใหเกิด
โรคในผิวหนังสุนัข เชน การขาดสารอาหาร และปรสิต เปนตน (Fray et al., 2004)  

 
การทําใหเซลลอยูในระยะเดียวกัน (cell synchronization) เปนการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู

ระยะใดระยะหนึ่งในวงจรชีวิตเซลลที่ตองการ เชน การเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ดวย
การเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต หรือใชสาร roscovitine การเหนี่ยวนําให
เซลลเขาสูระยะ G1/S ดวยสาร aphidicolin  และการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M ดวยสาร 
colcemid เปนตน โดยทัว่ไปการทําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 นิยมทาํ 3 วิธีคือ วิธีที่หนึ่งคือการทํา
ใหเซลลอยูในระยะพักโดยการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) วิธีที่สองคือการเลี้ยงเซลลใหเตม็
พื้นที่ (cell confluent) วิธีทีส่ามคือการใชสาร roscovitine การลดปริมาณซีร่ัมเพื่อเหนี่ยวนําใหเซลล
เขาสูระยะ G0/G1 ควรใชเวลาไมเกนิ 48 ช่ัวโมง ตามที่มีรายงานในหนูและคน (Rawson et al., 
1991, Lindenboim et al., 1995, Mills et al., 1997, Ruhl et al., 1999) และในสุกร (Kues et al., 
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2000) แตเซลล fibroblast ของโค และสุกร หลังจากผานการลดปริมาณซีร่ัมเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
พบวาการอยูรอดของเซลลต่ําและทําใหดีเอ็นเอแตก (Gibbons et al., 2002)  

 
การเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลล มีประโยชนดานเทคโนโลยี

การโคลนนิ่งและการยายฝากตัวออน วงจรชีวิตเซลลมีผลตอการเจริญของตัวออน (Wilmut et al., 
1997, Cibelli et al., 1998, Vignon et al., 1998) พบวาเซลลในระยะ G0/G1 เปนระยะที่ทําใหตัว
ออนของสัตวมีอัตราการเจริญดี (Urakawa et al., 2004, Hayes et al., 2005) 
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วัตถุประสงค 
 
1. เพื่อศึกษาการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหเขาสูระยะ G0/G1 ดวยอาหารเลี้ยง

เซลลที่มีซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบการเหนี่ยวนําโดยวิธีการเลี้ยงเซลลใหเจริญเตม็
พื้นที่ (cell confluent) และการใชสาร roscovitine  

 
2. เพื่อศึกษาการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหเขาสูระยะ G1/S ดวยสาร aphidicolin  
 
3. เพื่อศึกษาการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหเขาสูระยะ G2/M ดวยสาร colcemid 

 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  Dermal fibroblast 

 
Dermal fibroblast เปนเซลลที่พบในชั้นหนังแทของผิวหนัง (กนกธร, 2546, กรรณิกา, 

2546) ผิวหนังมีลักษณะแตกตางกันตามแตละสวนของรางกาย ผิวหนังประกอบดวย 3 ช้ัน คือ ช้ัน
หนังกําพรา, ช้ันหนังแท และชั้นใตผิวหนัง 

 
ช้ันหนังกําพรา (epidermis) เปนชั้นที่ปกคลุมอยูบนสุด มีตนกําเนิดมาจาก surface 

ectoderm ช้ันนี้ประกอบไปดวย เซลลที่มีการแบงเซลล เจริญเติบโตพัฒนาการ และตายลอกหลุด
ออกไปจากรางกายตลอดเวลา และเปนชั้นที่ใหกําเนิดโครงสรางตางๆ ไดแก ขน รูขุมขน ตอม
ไขมัน ตอมเหงื่อ เล็บ ช้ันหนังกําพรา มีความหนาโดยเฉลี่ยประมาณ 0.4 ถึง 1.5 มิลลิเมตร แตความ
หนาของชั้นหนังกําพรานี้จะแตกตางกันไปในแตละบริเวณของรางกาย ทําใหสามารถแบงผิวหนัง
ตามความหนาของชั้นหนังกําพราไดเปน 2 ชนิด คือ thick skin เปนผิวหนังที่มีช้ันหนังกําพราหนา 
โดยเฉพาะชั้น stratum corneum พบบริเวณฝามือฝาเทา ซ่ึง thick skin นี้ไมมี ขน รูขุมขน และ
กลามเนื้อ arrector pili อยูแตมีตอมเหงื่อเปนจํานวนมาก ดังนั้นบริเวณฝามือฝาเทาของรางกาย จึงไม
พบเสนขนหรือน้ํามันจากตอมไขมัน (sebum) เหมือนบริเวณอื่นของรางกาย สวน thin skin คือ 
ผิวหนังที่มีช้ันหนังกําพราบาง พบไดทั่วรางกายยกเวน บริเวณฝามือ ฝาเทา ซ่ึงผิวหนังชนิดนี้มี skin 
derivative ทุกชนิดเชน รูขุมขน ตอมไขมัน และตอมเหงื่อ เปนตน  

 
องคประกอบสวนใหญของชั้นหนังกําพรา คือเซลล keratinocyte มากกวา 80 เปอรเซ็นต

และเซลลสวนนอยที่เรียกวา dendritic cell เซลลกลุมนี้มีไซโทพลาซึม ยื่นออกไปจากเซลลเหมือน
แขนขา (dendritic process) เปนเซลลที่เดินทางมาจากตําแหนงอื่นมาอาศัยอยูที่ผิวหนัง (immigrant 
cell) ประกอบดวยเซลล 3 ชนิด คือ melanocyte, merkel cell และ langerhans cell (กนกธร, 2546, 
กรรณิกา, 2546) ดังภาพที่ 1  
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ภาพที่ 1  ภาพวาดแสดงองคประกอบของผิวหนังชั้นหนังกําพรา 
ที่มา : Tortora and Gerard (1996)  
 
ช้ันหนังกําพรา แบงออกเปนชั้นตางๆ ดังนี้ 
 

1.  Stratum germinativum หรือช้ัน basal cell layer เปนชั้นที่อยูลางสุด มี basal lamina ยึด
ช้ันนี้ติดกับชั้นหนังแท ที่อยูดานลาง ช้ันนี้ประกอบไปดวย basal cell ที่เรียงตัวกันชั้นเดียว รูปราง
เซลลเปน columnar มีนิวเคลียสขนาดใหญ เซลลมีไซโทพลาซึมคอนขางหนาแนน เนื่องจากมีเสน
ใย keratin นอกจากนี้ยังมี ribosome จํานวนมากแตมี rough endoplasmic reticulum (RER) และ 
mitochondria นอย สวน golgi apparatus มีขนาดเล็ก เปนชั้นที่มีการเจริญเติบโตของหนังกําพรา 
โดยมีการแบงเซลลขึ้นไปทดแทนเซลลช้ันบนๆ อยางตอเนื่อง การเปลี่ยนแปลงจาก basal cell 
กลายเปน keratinocyte เร่ิมจาก basal cell แบงตัวใหกําเนิด keratinocyte ที่มีลักษณะคลายหนาม
แหลมยื่นออกมาเรียงตัวกันหนาประมาณ 5-10 ช้ัน เรียกผิวหนังชั้นนี้วา stratum spinosum จากนั้น
เซลลจะสราง keratin (keratinization) เก็บไวใน granule จึงเรียกเซลลนี้วา granular cell ซ่ึง
กระบวนการตั้งแต basal cell แบงตัวผานกระบวนการ keratinization จนสมบูรณกลายเปน 
corneocyte ใชเวลาประมาณ 14 วัน 
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2.  Stratum spinosum (squamous cell layer) ประกอบดวยเซลล keratinocyte เปนเซลล
ขนาดใหญ มีรูปรางหลายเหลี่ยม ลักษณะคลายมีหนามยื่นออกมาจากผิวเซลล ช้ันนี้ประกอบดวย
เซลลเรียงตัวกันหนาประมาณ 5-10 ช้ัน โดยเซลลที่อยูติดกับชั้น basal cell มากที่สุด เปนเซลลที่มี
อายุนอยกวาเซลลที่อยูดานบน มีรูปรางหลายเหลี่ยม นิวเคลียสรูปรางกลม สวนเซลลที่อยูดานบน 
(upper spinous cell layer) มีขนาดใหญกวา แบนราบมากกวา และมีการสราง lamella granule พบ
มากบริเวณใกล golgi apparatus จากนั้นจะหลั่งออกนอกเซลลไปเปนไขมันที่แทรกอยูระหวางเซลล 

 
3.  Stratum granulosum (granular cell layer) เปนชั้นเซลลที่มีรูปรางแบนเรียงตัวกัน 3-5 

ช้ัน ภายในไซโทพลาซึมมี basophilic granule บรรจุอยูเปนจํานวนมาก granule นี้มีช่ือเฉพาะวา 
keratohyaline granule เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนธรรมดาจะเห็นเปนจุดๆ สีน้ําเงินกระจายอยูใน
เซลล จนบดบังโครงสรางอื่นๆ นอกจากนี้ granular cell ยังสรางโปรตีนชนิดอื่นที่ทําหนาที่เกี่ยวกับ
กระบวนการ keratinization ไดแก profilaggrin, keratin, intermediate filament, loricrin 

 
4.  Stratum corneum ประกอบดวยเซลล corneocyte หรือ cornified cell ซ่ึงเปลี่ยนมาจาก 

granular cell เมื่อเปลี่ยนเปน corneocyte เซลลมีลักษณะคลายรางแหเนื่องจากเซลลเกิดการหดตัว 
ภายในเซลลไมมีออรแกแนลลใดๆ มีแต keratin ที่สมบูรณแลว (mature keratin) เซลลในชั้นนี้มี
ขนาดใหญที่สุดในชั้นหนังกําพรา เมื่อ desmosome ถูกทําลาย เปนการเริ่มกระบวนการลอกหลุด
ของเซลลออกไปเปนขี้ไคล ความหนาบางของผิวหนังชั้นนี้แตกตางกันในแตละบริเวณของ
รางกาย  thick skin มีช้ัน corneum หนา พบที่บริเวณฝามือฝาเทา นอกจากนี้ยังมีช้ัน stratum lucidum 
เพิ่มขึ้นมาอีก 1 ช้ัน สวนผิวหนังที่เปน thin skin มีช้ัน corneum บาง และชั้น granular cell layer  
บางดวย เซลลในชั้นนี้มีหนาที่ปกปองผิวจากอันตรายภายนอก (mechanical  protection) ปองกัน
การสูญเสียน้ําไปจากผิวหนัง และเปนดานผานทางของยาหรือสารจากภายนอก 

 
5.  Stratum lucidum เปนชั้นบางๆ แทรกอยูระหวางชั้น granular cell layer และ stratum 

corneum พบเฉพาะบริเวณฝามือฝาเทาเทานั้น เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนธรรมดาเห็นเปนแถบชั้น
บางๆ มีสีชมพูจาง เนื่องจากสาร glycolipid ที่ปลอยออกมาอยูระหวางเซลล (กนกธร, 2546, 
กรรณิกา, 2546) 

 
ช้ันหนังแท (dermis หรือ corium) เปนชั้นที่อยูใตช้ันหนังกําพรา หนังแทมีความหนา

แตกตางกันในแตละบริเวณของรางกาย ไดแก หนังตา ถุงอัณฑะและหนังหุมปลายอัณฑะมีช้ันหนัง
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แทบาง สวนฝามือและฝาเทามีช้ันหนังแทหนา มีตนกําเนิดจาก mesoderm ประกอบดวยเนื้อเยื่อ
ประสานชนิดแนนทึบ (dense connective tissue) หลอดเลือด และเสนประสาท เปนที่อยูของ 
fibroblast, macrophage, mast cell และเซลลเม็ดเลือดเชน lymphocyte และ plasma cell เปนตน 
หนาที่ของชั้นหนังแทคือ ทําใหผิวหนังมีความยืดหยุน ทนแรงยืดผิวหนังได ปกปองรางกายจาก
อันตราย อุมน้ําไวเพื่อจุดประสงคในการควบคุมสมดุลความรอนของรางกาย และเปนประสาทรับ
สัมผัสตางๆ เนื้อเยื่อประสานของหนังแทมีองคประกอบหลักคือเสนใยคอลลาเจน สวนนอยเปน
เสนใยอิลาสติก และสาร amorphous ground  substance ไดแก glycoprotein, proteoglycan, 
glycosaminoglycans ช้ันหนังแทแบงไดเปน 2 ช้ัน ตามความแตกตางของเนื้อเยื่อประสาน และ
องคประกอบตางๆ ไดแก papillary dermis เปนชั้นที่อยูติดกับชั้นหนังกําพรา ประกอบดวยเสนใย
คอลลาเจน ขนาดเล็ก เปนคอลลาเจน type III และเสนใยอิลาสติก เรียงตัวตั้งฉากกับชั้นหนังกําพรา 
พบเซลล fibroblast จํานวนมาก เซลลชนิดนี้มีความสามารถในการแบงตัวอยางรวดเร็ว และมีระดับ
เมแทบอลิซึมสูงมาก เพื่อประโยชนในการซอมแซมบาดแผล สวนชั้น reticular dermis เปนชั้นที่อยู
ใต papillary dermis และตอกับชั้นใตผิวหนัง (hypodermis) ประกอบดวยเสนใยคอลลาเจน type I, 
type II และเสนใยอิลาสติก ในชั้นหนังแทสวนที่ตอกับชั้น hypodermis มีหลอดเลือดนอยกวาชั้น 
papillary dermis ช้ัน reticular dermis นี้สามารถแบงยอยลงไปไดอีกเปน 2 ช้ันคือ upper zone อยูช้ัน
บนใต papillary dermis ประกอบดวยมัดของเสนใยคอลลาเจนและเสนใยอิลาสติกเรียงตัวตาม
แนวนอนกายกันไปมา สวน deeper zone อยูช้ันลางสุดติดกับ hypodermis เปนชั้นที่มีมัดเสนใย
คอลลาเจน และ เสนใยอิลาสติกขนาดใหญ และมีเซลล fibroblast จํานวนมาก (กนกธร, 2546, 
กรรณิกา, 2546) 

 
เนื้อเยื่อช้ันใตผิวหนัง (hypodermis  หรือ subcutaneous layer) เปนชั้นที่อยูตอจากชั้นหนัง

แท  ประกอบไปดวยเนื้อเยื่อประสานชนิด loose connective  tissue  มีสวนของตอมเหงื่อ เสนใย
คอลลาเจน เสนใยอิลาสติก ที่ตอเนื่องลงมาจากชั้นหนังแทและเซลลไขมัน (fat หรือ adipose cell) 
และพบผมหรือขนที่กําลังงอก เซลลที่เปนองคประกอบหลักของผิวหนังชั้นนี้คือเซลลไขมันซึ่งอยู
รวมกันเปนพู แตละพูกั้นดวย fibrous septa พบหลอดเลือด หลอดน้ําเหลือง เสนประสาท อยูใน 
septa นี้ดวย ความหนาของชั้น hypodermis ขึ้นอยูกับความหนาของชั้นไขมัน และข้ึนอยูกับ
ตําแหนงของรางกาย เชน บริเวณหนาทองจะหนามาก แตบริเวณเปลือกตาหรือ penis จะบางมาก 
ผิวหนังชั้นนี้ทําหนาที่รักษาความรอนของรางกายไว เปนแหลงสะสมพลังงานของรางกาย ปองกัน
การกระทบกระเทือน และทําใหผิวหนังเคลื่อนไหวไดไมติดแนนกับโครงสรางดานใตผิวหนัง 
(กนกธร, 2546, กรรณิกา, 2546) 
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2.  ลักษณะของเซลล  dermal fibroblast 
 

Dermal fibroblast เปนเซลลรูปกระสวย (ภาพที่ 2) อาจพบลักษณะที่เปนแฉกคลายดาวจึง
เรียกวา stellate shaped cell มีแขนงของเซลลยาว นิวเคลียสมีขนาดใหญ รูปรีหรือกลม และเปน
ชนิด vesicular type มีนิวคลีโอลัสเห็นเดนชัด ไซโทพลาซึมติดสี basophilic หนาที่ของ dermal 
fibroblast คือสราง tropocollagen ซ่ึงเปนสารตั้งตนของเสนใยคอลลาเจน และสารตั้งตนของเสนใย 
reticular เสนใยอิลาสติก และ ground substance ไดแก glycoprotein, proteoglycan, 
glycosaminoglycans (กรรณิกา, 2546) dermal fibroblast ที่เจริญเต็มที่ และหยุดการแบงตัว 
กลายเปนเซลล fibrocyte มีนิวเคลียสรี ลักษณะเปน heterochromatin ไซโทพลาซึมติดสี acidophilic 
(Booth et al., 1980) การทํางานของ dermal fibroblast เกิดขึ้นในสภาวะที่เกิดบาดแผล dermal 
fibroblast สามารถแบงตัว แลวผลิตเสนใยคอลลาเจนและอิลาสติกเพื่อซอมแซมผิวหนังสวนที่
เสียหาย (Cooper et al., 1991) เมื่อนําเซลล dermal fibroblast มาเพาะเลี้ยง พบวายังคงมีความสามารถ
ในการสรางเสนใยคอลลาเจน เสนใยอิลาสติก และสามารถแปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลชนิดอื่นไดแก 
เซลล keratinocyte (Watson et al., 2004) 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนธรรมดาแสดงเซลลที่พบในชั้นหนังแท แสดงเซลล dermal 

fibroblast (ลูกศร) 
ที่มา : King (2002) 
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เมื่อนํา dermal fibroblast มาเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลชนิดนี้ตองเกาะกับผิวของภาชนะจึง
จะมีการแบงตัว (Freshney, 2000) การยึดเกาะพื้นผิวของเซลล fibroblast นั้นมีโปรตีนที่ชวยในการ
ยึดเกาะอยูภายในไซโทพลาซึมติดกับผิวเซลลเรียกวา stress fiber ประกอบดวย actin filament, 
alpha-actinin, vinculin และ talin ที่ปลายของ stress fiber นี้จะจับกับสวนของเยื่อหุมเซลลบริเวณที่
เรียกวา focal adhesion ยึดอยูกับโปรตีน integrin ซ่ึงเปน transmembrane protein ทําหนาที่ยึด
ระหวาง stress fiber ในไซโทพลาซึมและตัวรับใน extracellular matrix เชน collagen, fibronectin, 
และ laminin เปนตน (ลัดดา, 2547) นอกจากนี้การเกาะของเซลลกับพื้นผิวยังขึ้นอยูกับประจุบวก
บนผิวภาชนะเลี้ยงเซลลซ่ึงจะจับกับประจุลบบนผิวเซลล และปริมาณโปรตีนชวยเกาะที่อยูในซีร่ัม
หรือเคลือบอยูบนผิวภาชนะเลี้ยงเซลล เมื่อเกาะผิวแลวเซลลจะแบงตัวเจริญคลุมพื้นผิวภาชนะไป
เร่ือยๆ จนกระทั่งอาหารหรือภาชนะถูกปกคลุมดวยเซลลทั้งหมด (กัลยาณี, 2547) การเจริญของ 
dermal fibroblast ที่อยูในสภาวะการเพาะเลี้ยงประกอบดวยระยะ lag phase, log phase (exponential 
proliferation), stationary phase และ decline phase (ภาพที่ 3) 

 

 
ภาพที่ 3  แสดงการเจริญของเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่เปนเซลลปกติ 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Oswald et al. (1944) 

Stationary phase 

Lag phase Declining phase 

Exponential phase 

Time (day) following 
1 2 4 3 5 

Number of cells 
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เมื่อถายเซลลไปเลี้ยงในภาชนะใหม เซลลจะเขาสู lag phase เนื่องจากเซลลยังไมพรอมที่จะ
แบงตัวเพิ่มจํานวน ระยะนี้จึงเปนระยะพักที่เซลลเตรียมพรอมในการเขาสูระยะถัดไป  หลังจากนั้น
เมื่อเซลลปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมได เซลลจะแบงตัวเพื่อเขาสู exponential phase ซ่ึงกิน
เวลานาน 2-10 วัน ขึ้นอยูกับปริมาณพื้นที่วางบนผิวภาชนะที่เซลลจะเจริญได และข้ึนกับปริมาณ
อาหารและคุณสมบัติเฉพาะของเซลลที่สามารถใหความหนาแนนเซลลสูงสุด (saturation density) 
ชวงที่เซลลอยูใน exponential phase เปนชวงที่เซลลแข็งแรงที่สุด และเหมาะตอการใชศึกษาเซลล
ในแงมุมตางๆ เชน ผลกระทบของสารตอการเจริญของเซลล  การทํางานของเซลล เปนตน เมื่อ
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของเซลลลดลง เชนปริมาณพื้นที่วางหรือสารอาหารลดลง 
หรือมีการสะสมของของเสียที่เปนพิษมากขึ้น เชน กรดแลคติกและแอมโมเนีย จํานวนเซลล
โดยรวมจะไมเพิ่มขึ้น เนื่องจากสัดสวนของเซลลที่แบงตัวและสัดสวนที่เซลลตายมีคาใกลเคียงกัน 
เรียกระยะของเซลลชวงนี้วา stationary phase ในระยะนี้จะสามารถหาความหนาแนนสูงสุดของ
เซลลได ตอมาเมื่ออัตราการตายของเซลลสูงกวาอัตราการแบงตัวจะทําใหเซลลเขาสูระยะ decline 
phase และจํานวนเซลลจะคอยๆ ลดลง (กัลยาณี, 2547) 

 
3.  วงจรชีวิตเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Mammalian cell cycle) 

เซลลมีการสรางขึ้นใหมผานกระบวนการแบงตัวของเซลลที่เรียกวา วงจรชีวิตเซลล (cell 
cycle) ในแตละวงจรมีการเพิ่มจํานวนของเซลลจากหนึ่งเปนสอง และมีระยะพัก คือไมมีการแบงตัว
เรียกวา “quiescence stage” หรือ “resting stage” หรือ G0 (G = Gap) (ภาพที่ 4)   
 

 
 

ภาพที่ 4  แผนผังแสดงวงจรชีวิตเซลลประกอบดวยระยะ G0, G1(A), G1(B), S, G2 และ M 
ที่มา : ปญจะ (2549) 
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วงจรชีวิตเซลล  ประกอบดวย 3 ระยะ คือ ระยะกอนแบงเซลล หรือ ระยะอินเตอรเฟส 
(interphase) ระยะแบงเซลล (mitosis) ระยะแบงเซลลสามารถแยกออกเปนสองระยะคือ ชวงแบง
นิวเคลียส (mitosis หรือ karyokinesis) ซ่ึงประกอบดวยระยะ prophase, prometaphase, metaphase, 
anaphase และ telophase และ ชวงแบงไซโทพลาซึม (cytokinesis) และระยะพัก (quiescence stage 
หรือ G0 phase) 

 
1.  ระยะกอนแบงเซลล (interphase) เปนชวงที่ยาวที่สุดในวงจรชีวิตเซลล เปนชวงที่มีการ

เตรียมสะสมวัตถุดิบที่จําเปนสําหรับการสังเคราะหสารตางๆ รวมทั้งการสรางออรแกแนลล 
(organelle) มีการจําลองแบบดีเอ็นเอ และเพิ่มโครโมโซมจาก 1 เปน 2 ชวงเวลาที่อยูในระยะ
อินเตอรเฟสแตกตางกันตามชนิดของเซลล เซลลของสัตวที่กําลังเตบิโตและตองการการเพิ่มจํานวน
เซลลระยะอินเตอรเฟสจะมีการเตรียมพรอมในการแบงเซลลเสมอ สวนเซลลประสาทและเซลล
กลามเนื้อระยะอินเตอรเฟสจะอยูในสภาพหยุดนิ่งจึงทําใหเซลลไมมีการแบงตัว ระยะอินเตอรเฟส 
ประกอบดวยระยะ G1, S และ G2 ดังนี้ 

ระยะ G1 (first gap หรือ presynthetic gap) พบหลังการแบงเซลลส้ินสุดลง เปนระยะทิ้ง
ชวงกอนที่จะมีการจําลองแบบโครโมโซมขึ้นมาใหม นิวเคลียสในระยะนี้มีปริมาณดีเอ็นเอเทากับ
เซลลรางกายทั่วไป ระยะ G1 สามารถแบงออกเปนระยะยอยไดคือ G1A เปนระยะที่เซลลมีการ
เตรียมพรอมสําหรับการสังเคราะหอารเอ็นเอและโปรตีน (RNA and protein synthesis) ที่จําเปน
สําหรับการจําลองดีเอ็นเอ และ G1B เปนระยะที่เกิดกระบวนการสังเคราะหอารเอ็นเอและโปรตีนที่
จําเปนสําหรับกิจกรรมในระยะ S เชน histone ทั้งหาชนิดคือ H1 H2A H2B H3 H4 แตมี histone ที่
สังเคราะหใน G1 เพียง 5 เปอรเซ็นตเทานั้น ซ่ึงสวนใหญสังเคราะหในระยะ S และเอนไซมที่ทํา
หนาที่ในกระบวนการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ เปนตน ในกระบวนการสังเคราะหโปรตีนมี
ขั้นตอนหลัก 2 ขั้นตอน ไดแก การถอดรหัสดีเอ็นเอ (transcription) และการแปลรหัสดีเอ็นเอ 
(translation) ในกระบวนการ transcription ดีเอ็นเอที่เปนขอมูลทางพันธุกรรมจะถูกถอดแบบ
ออกมาเปนรหัสที่เรียกวา pre-mRNA แลวถูกเปลี่ยนเปน mRNA ดวยกระบวนการ RNA processing 
กอนที่จะออกจากนิวเคลียสไปอยูในไซโทพลาซึม จากนั้นในกระบวนการ translation รหัสใน
โมเลกุล mRNA จะถูกแปลความหมายออกมาเปนโปรตีนโดย tRNA กระบานการนี้เกิดขึ้นบนไร
โบโซมในไซโทพลาซึม  (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 

 



 

12

ระยะ S (synthesis) เปนระยะตั้งแตเซลลเร่ิมมีการจําลองดีเอ็นเอจนเสร็จสิ้นเปน 2 เทา  การ
จําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ ( DNA replication) เร่ิมตนดวยเอนไซมเฮลิเคส (helicase) ทําหนาที่
สลายพันธะไฮโดรเจน (H-bond) เพื่อใหเกลียวคูของดีเอ็นเอแยกออกจากกัน จากนั้นจะมีเฮลิกซดีส
เตบิไลซิงโปรตีน (helix destabilizing protein) เขาไปจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพื่อปองกันไมให
กลับคืนเปนเกลียวคูอีก และมีเอนไซมดีเอ็นเอไจเลส (DNA gyrase) ทําหนาที่คลายปมเหนือจุดแยก 
(replication fork) โดยการตัดสายหนึ่งของดีเอ็นเอออก เพื่อทําใหเกิดการคลายเกลียวและคลายปม
แลวจึงทําหนาที่ตอจุดที่ตัดนั้นกลับเขาไปดังเดิม บริเวณที่โปงออกของสายดีเอ็นเอนั้นจะเปนจุดเริ่ม
การจําลองโมเลกุล (initiation point) โดยมีเอนไซมไพรเมส (primase) สรางสายอารเอ็นเอเริ่มตน 
(RNA primer) จากนั้นดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 3 (DNA polymerase III) ทําหนาที่เติมนิวคลีโอไทดที่
ปลายดาน 3’-OH ของสายอารเอ็นเอเริ่มตนในทิศทาง 5’ -> 3’ ตามทิศทางของการคลายเกลียว โดย
ใชดีเอ็นเอสายเดิมเปนแมแบบ ทําใหไดดีเอ็นเอสายใหมยาวตลอด เปนสายลีดดิง (leading strand) 
สําหรับโพลีนิวคลีโอไทดสายใหมอีกสายหนึ่งไมสามารถสรางตอเนื่องกันเปนสายยาวตลอดไปได 
เพราะทิศทางการสรางสวนกับทิศทางการคลายเกลียวของโมเลกุลเดิมของดีเอ็นเอ จึงมีการสราง  
โพลีนิวคลีโอไทดสายส้ันๆ ขึ้นมากอนแลวจึงมาตอกันเปนสายยาว เพื่อใหทิศทางการสรางเปน
แบบ 5’ -> 3’ เชนกัน เรียกสายนี้วาสายแลกกิง (lagging strand) โพลีนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ นี้
ประกอบดวยนิวคลีโอไทดประมาณ 1,000 ถึง 2,000 นิวคลีโอไทด เรียกโพลีนิวคลีโอไทดสายส้ันๆ 
นี้วาโอคาซากิแฟรกเมนท (Okazaki fragment) หลังจากนั้นเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 1 (DNA 
polymerase I)  ตัดสายอารเอ็นเอเริ่มตนออก และเติมนิวคลีโอไทดที่ปลาย 3’-OH ของสายโอคาซา
กิแฟรกเมนท จนกระทั่งเหลือชองวางเฉพาะปลาย 3’-OH และ 5’-PO4 หรือที่เรียกวา นิค (nick) 
เทานั้น สุดทายเอนไซมดีเอ็นเอไลเกส (DNA ligase) จะเชื่อมปลาย 3’-OH และ 5’-PO4 เขาดวยกัน
ดวยพันธะเอสเตอร (ester bond) จะไดดีเอ็นเอสายยาวตลอดสาย เมื่อการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ
เสร็จสิ้น โครโมโซม 1 แทงประกอบดวย 2 sister chromatid ยึดติดกันดวยเซนโทรเมียร 
(centromere) จึงมีจํานวนดีเอ็นเอเปน 2 เทาของปกติ (ประดิษฐ, 2546) นอกจากนี้ในตนระยะ S ยังมี
การสังเคราะหโปรตีนฮีสโตน และนอนฮีสโตน ซ่ึงเพิ่มมากขึ้นในขณะที่มีการจําลองดีเอ็นเอ 
โปรตีนฮีสโตนจึงพบสูงมากตลอดชวงระยะ S หลังจากนั้นฮีสโตนทั้งแปดโมเลกุลมารวมกับดีเอ็น
เอไดเปนนิวคลีโอโซม (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 

 
ระยะ G2 (second gap) เปนระยะกอนที่จะเริ่มการแบงนิวเคลียส ในระยะนี้นิวเคลียสมี

ปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 เทาของเซลลรางกาย เมื่อสองดวยกลองจุลทรรศนจะสังเกตเห็นนิวเคลียสได
ชัดเจน ภายในนิวเคลียสมี 1 หรือ 2 nucleoli มีเสนใยโครมาตินบางและยาวซึ่งในชวงนี้ไดมีการ
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จําลองตัวเองเรียบรอยแลว ระยะนี้เซลลมีการสังเคราะหอารเอ็นเอและโปรตีนที่จําเปนในการแบง
เซลล  มีการสังเคราะหฮีสโตนประมาณ 8 เปอรเซ็นต มีการจําลองเซนโทรโซม (centrosome) เปน 
2 เทา ภายในเซนโทรโซม มีเซนตริโอล (centriole) 1 คู และมีไมโครทูบูล (microtubule) ยื่นออก 
การจําลองเซนตริโอลจะเกิดขึ้นที่ปลายระยะ G2 ไปจนถึงระยะ prophase เสร็จสิ้นระยะ
อินเตอรเฟสจึงมีเซนตริโอล 4 อัน เมื่อเขาสูระยะ prophase เซนตริโอลจะแยกออกจากกันไปที่ขั้ว
เซลลทั้งสองขาง (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 

 
2.  ระยะแบงเซลล ประกอบดวย ชวงแบงนิวเคลียส (mitosis) และชวงแบงไซโทพลาซึม 

(cytokinesis) ชวงแบงนวิเคลียสแบงออกเปนระยะยอยได 4 ระยะ ตามลําดับ คือ 
 

Prophase ระยะนี้นิวคลีโอลัส และเยื่อหุมนิวเคลียสเริ่มสลายไป โครโมโซมขดตัวส้ันเปนคู
ยึดกันที่เซนโตรเมียร เซนตริโอลแยกไปคนละขั้ว ไมโครทูบูลที่เปนสวนประกอบของสายใย   
สปนเดิลจะมาจากเซนโทรโซม ระยะนี้มีการเพิ่มโปรตีนทูบูลิน (tubulin) ที่ปลายบวก ขณะที่ปลาย
ลบยังติดอยูกับเซนโทรโซม สายใยสปนเดิลที่ยื่นออกมาแผกระจายอยูโดยรอบในแนวรัศมีเรียกวา 
aster microtubule และ มีการสรางเสนใยสปนเดิล 2 ชนิดไดแก polar microtubule และ kinetochore 
microtubule ซ่ึง polar microtubule จะเปนเสนใยที่โยงไประหวางขั้วของเซนโทรโซม เสนใยจาก
ทั้งสองขั้วนี้จะซอนกันตรงกลางเซลล  ทําหนาที่ดึงขั้วแยกออกจากกัน  สวน  kinetochore 
microtubule เปนเสนใยที่ยึดติดกับโปรตีน kinetochore ที่บริเวณเซนโทรเมียร ชวยในการเคลื่อนที่
ของโครโมโซม ในปลายระยะ prophase เยื่อหุมนิวเคลียสจะแยกตัวเปนถุง (membrane vesicle) ทํา
ให เสนใยสปนเดิลผานเขาไปบริเวณนิวเคลียสโยงระหวางขั้วได และนิวคลีโอลัสแตกตัวเปนเม็ด
เล็กๆ จนหายไป 

 
Metaphase โครโมโซมเรียงตัวกลางเซลล เกิดจากเซนโทรโซมเคลื่อนไปอยูที่ขั้วของเซลล

ตรงขามกัน kinetochore microtubule ดึงโครโมโซมใหมาเรียงอยูตรงกลาง โดยเซนโตรเมียร มา
เรียงกันในแนว metaphase plate หรือ equatorial plate ตั้งฉากกับแนวของเสนใยสปนเดิล 

 
Anaphase โครมาทิดของแตละโครโมโซมถูกดึงแยกออกจากกันไปคนละขั้วของเซลล    

ซ่ึงเกิดจากการหดตัวของเสนใยสปนเดิล 
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Telophase โครมาทิดทําหนาที่เปนโครโมโซมของเซลลใหม เปนระยะที่โครโมโซมใหม
แตละสายเคลื่อนที่เขาสูแตละขั้วของเซลล และเริ่มคลายตัวกลายเปนโครมาติน ในขณะเดียวกันเกิด
เยื่อหุมนิวเคลียสลอมรอบโครโมโซมทั้งสองชุด เกิดเปน 2 นิวเคลียส ซ่ึงตางก็มีองคประกอบและ
คุณสมบัติเหมือนกัน (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 
 

ชวงแบงไซโทพลาซึม (cytokinesis) เปนการแบงไซโทพลาซึมใหแกเซลลที่แบงตัวใหมทั้ง
สองเซลล โดยการทํางานของ microfilament จากแรงหดตัวของ actin และ myosin ทําใหเยื่อหุม
เซลลแยกออกจากกัน หลังจากนั้นจะไดเซลลสองเซลลที่เหมือนกันทุกประการ วงจรชีวิตเซลลที่มี
การแบงตัวจะขึ้นอยูกับชนิดของเซลล และสภาวะแวดลอมตางๆ เชน อาหาร อุณหภูมิ ระดับความ
เปนกรด-ดางและปริมาณคารบอนไดออกไซด เปนตน โดยปกติเซลลจะอยูในระยะ G1 ประมาณ 
12 ช่ัวโมง อยูในระยะ S ประมาณ 6 ถึง 8 ช่ัวโมง อยูในระยะ G2 ประมาณ 3 ถึง 6 ช่ัวโมง และอยูใน
ระยะ mitosis ประมาณ 30 นาที (Pardee et al., 1978, Baserga, 1984, Darzynkiewicz, 1992)  
 

3.  ระยะพัก (quiescence stage หรือ G0 phase) เซลลอยูในระยะพักตัว ไมมีการแบงตัว แต
พรอมที่จะเขาสูระยะ G1 เซลลอาจจะอยูในระยะดังกลาวไดนานเปนวัน เปนสัปดาห หรืออาจนาน
เปนปก็ได ขึ้นอยูกับชนิดของเซลล เซลลที่อยูในระยะ G0 ไดแก เซลลไต ตับ ตับออน ในภาวะปกติ
จะอยูในระยะ G0 เมื่อมีการเสื่อมสลายไปของของเซลลเดิม จะมีการกระตุนใหมีการแบงตัวเพิ่ม
จํานวนทดแทนเซลลเดิม สวนเซลลประสาท เซลลกลามเนื้อหัวใจ และเซลลกลามเนื้อลาย อยูใน
ระยะ G0 ไปตลอด เมื่อเซลลตายหรือถูกทําลายไปจึงไมมีการงอกของเซลลใหม ปจจัยที่ทําใหเซลล
หยุดอยูในระยะ G0 คือ การขาดสารอาหาร และ growth factor ที่จําเปนตอการเจริญของเซลล 
(Alberts et al., 1994)  

 
4.  การควบคุมวงจรชีวิตเซลล (cell cycle regulation) เซลลแตละชนิดมีแบบแผนของวงจรชีวิต
เซลลแตกตางกัน เชน เซลลผิวหนังชั้นหนังกําพรา keratinocyte เซลลบุผิวหนัง ชองปาก ชองคลอด 
เซลลบุผนังลําไส เซลลของตอมน้ําลาย  เซลลบุทางเดินปสสาวะ แบงตัวไดอยางตอเนื่อง โดยเซลล
เหลานี้จะมีการแบงตัวอยูตลอดเวลาเพื่อทดแทนเซลลชนิดเดียวกันที่เสื่อมสลายไป เซลลตับแบงตัว
เมื่อเกิดการเสียหายของเนื้อตับ เซลลประสาทและเซลลกลามเนื้อไมแบงตัวเลย เปนตน กลไกการ
แบงตัวของเซลลควบคุมโดย growth factor ในซีร่ัมหรือเซลลสรางขึ้นเอง การทํางานของ growth 
factor ตางๆ จะเหนี่ยวนําใหเกิดการเจริญเติบโต นอกจากนั้นแลวยังมีปจจัยอ่ืนที่มีสวนควบคุมการ
แบงเซลล เชน สารกระตุนการเจริญและฮอรโมนที่เรียกวา mitogen กระตุนเซลลใหเขาสู
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กระบวนการแบงเซลลได หรือขึ้นกับความตองการยึดเกาะพื้นผิว และความหนาแนนของเซลลซ่ึง
จากการเพาะเลี้ยงเซลลพบวาเซลลตองสัมผัสกับพื้นผิวของจานเพาะเลี้ยง จากการสัมผัสจะสง
สัญญาณผานเยื่อหุมเซลลและโครงรางของเซลล ทําใหเซลลแบงตัวและเมื่อเซลลมีความหนาแนน
มากจะหยุดการแบงเซลล (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 
 
5.  กลไกการควบคุมวงจรชีวิตเซลล ขั้นตอนตางๆ  ของวงจรชีวิตเซลลถูกควบคุมโดยปฏิกิริยาของเอนไซม
และโปรตีน  เอนไซมเหลานี้เรียกวา cyclin-dependent kinase (Cdk) เอนไซมเหลานี้จะทํางานได
เมื่อรวมอยูกับ cyclin เทานั้น cyclin เปนโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นในระยะอินเตอรเฟส การเขาคูกัน
ระหวาง cyclin และ Cdk เรียกวา Cdk-complex (CdkC) (Morgan, 1995)  

 
ปจจุบันเชื่อวาวงจรชีวิตเซลลควบคุมดวยการทํางานของโปรตีน cyclin รวมกับเอนไซม 

Cdk เรียกการควบคุมนี้วา checkpoint ซ่ึงชวยใหเซลลสามารถตรวจหาและแกไขความผิดปกติใน
แตละกระบวนการกอนที่จะผานเขาสูกระบวนการตอไปได และหากแกไขไมไดก็ทําลายตนเองไป
โดยกระบวนการ apoptosis (Darzynkiewicz et al., 1992, 2001) เอนไซม Cdk จะทํางานไดตองจับ
กับโปรตีน cyclin จากนั้นสารประกอบที่เกิดขึ้นระหวาง cyclin และ Cdk จะรวมกันทําหนาที่
ผลักดันกระบวนการควบคุมที่ถัดลงไปโดยการเติมฟอสเฟต (phosphorylation) ใหแกโปรตีน
เปาหมาย การจับกันของ cyclin และ Cdk ผลักดันใหเซลลกาวสูระยะตางๆ ในวงจรชีวิตเซลล โดย
เมื่อผานระยะหนึ่งแลว Cdk ของระยะนั้นๆ จะกลับสูสภาพ inactive เนื่องจากโปรตีน cyclin ในแต
ละระยะจะถูกทําลายไปในกระบวนการ degradation โดยเอนไซม proteasome (Darzynkiewicz et 
al., 1996) 

 
จากการทดลองแสดงใหเห็นเกี่ยวกับ กลไกการควบคุมการเกิดวงจรชีวิตเซลลวาขึ้นอยูกับ 

growth factor ที่เรียกวา maturation promoting factor (MPF) ซ่ึงเปนกลุมเอนไซม protein kinase ที่
ทํางานโดยการเกิดปฏิกิริยาการเติมฟอสเฟตที่สารเปาหมาย ปจจุบันเชื่อวาโปรตีน Cdk และ cyclin 
หมดความสามารถในการทํางานได ตองมีการทําลายหรือสลายไปของโปรตีน cyclin (นวพรรณ, 
2550) จึงมีผูศึกษาและพิสูจนหาระดับโปรตีน cyclin ที่เกิดขึ้นในวงจรชีวิตเซลล และพบวาระดับ
ของ cyclin ตางชนิดกันนั้นมีการเพิ่มขึ้นและลดลงในระยะตางๆ ของวงจรชีวิตเซลล กลาวคือ 
พบวา cyclinB มีระดับสูงมากในระยะ mitosis และ ลดลงอยางรวดเร็วเมื่อออกจากระยะ mitosis 
ระดับ cyclinD สูงที่ระยะ G1 ตอนกลางจนถึงตอนปลายซึ่งเปนจุดเริ่มตน (start point) ของวงจร
ชีวิตเซลล ในขณะที่ cyclinE สูงขึ้นระหวางระยะ G1/S และระดับ cyclinA เพิ่มสูงขึ้นในระยะ S 
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และถึงระดับสูงสุดในระยะ G2/M ขณะที่ cyclinB นั้นสูงสุดในระยะ G2/M (Donjerkovic and 
Scott, 2000) 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 5  การควบคุมการเกิดวงจรชีวิตเซลลในระยะ G1 ถูกควบคุมโดย cyclinD และ Cdk4, 5 

ระยะ G1 เขาสูระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinE และ Cdk2 ระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinA 
และ Cdk2 จากนั้นระยะ S เขาสูระยะ G2 และระยะ M ถูกควบคุมโดย cyclinB และ Cdk1 

ที่มา : Forsburg (2002) 
 

การที่เซลลเขาสูกระบวนการแบงตัวควบคุมโดยโปรตีนหลายชนิดซึ่งเปลี่ยนแปลงไปตาม
ระยะตางๆ ที่จุดเริ่มตนระยะ G1 พบ transcription factor E2F จับกับ retinoblastoma (pRb) ซ่ึงเปน
โปรตีนจาก tumor suppressor gene ทําใหการจําลองดีเอ็นเอไมสามารถเกิดขึ้นได เมื่อเซลลสราง
โปรตีน cyclinD มากขึ้น โปรตีนนี้จะจับกับ Cdk4, 5 เพื่อกระตุนการสังเคราะหโปรตีนที่จําเปนตอ
การสังเคราะห ดีเอ็นเอ ในชวงระยะ G1 ตอนกลางและตอนปลาย (G1 mid-late) ซึ่งเปนจุดเริ่มตน 
(start point) ตอมา cyclinE/Cdk2 รวมกับ cyclinD/Cdk4, 6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตให pRb ซ่ึง
ทําให pRb ปลดปลอย E2F ใหหลุดออกมาเพื่อไปกระตุนใหเกิดกระบวนการ transcription ทําให
เซลลสรางโปรตีนตางๆ ที่จะใชในการสรางสายดีเอ็นเอใหม ในระยะ S cyclinE/Cdk2 ยังควบคุม
การดําเนินไปของวงจรชีวิตเซลล โดยการสรางโปรตีนที่เปนตัวยับยั้งการทํางานของ Cdk4 เชน 

CyclinE 
Cdk2 

CyclinA 
Cdk2 

Rb phos’n 

CyclinD 
Cdk4,5 

Rb phos’n 

CyclinB 
Cdk2(CDK1) 
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โปรตีน p15, p16, p21 และ p57 เปนตน ซ่ึงโปรตีนเหลานี้ควบคุมใหวงจรชีวิตเซลลดําเนินไป
ตามปกติ หากโปรตีนเหลานี้ทํางานไมสมบูรณไมสามารถควบคุมการแบงเซลลได ซ่ึงเปนสาเหตุ
หนึ่งที่ทําใหเกิดมะเร็ง การควบคุมการทํางานของ cyclinE/Cdk2 จะตอเนื่องไปจนถึงระยะ S (Ford 
et al., 2004) 

 
ในระยะ S มีการสังเคราะหดีเอ็นเอเกิดขึ้น cyclinA/Cdk2 จะควบคุมใหวงจรชีวิตเซลลจะ

ดําเนินตอไปจนการสังเคราะหดีเอ็นเอเสร็จสิ้นและถูกตอง หากเกิดความผิดพลาดในการสังเคราะห
ดีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอถูกทําลายจะกระตุนใหมีการสรางโปรตีน p53 ซ่ึงจะไปกระตุนใหเกิดการ
สังเคราะหโปรตีนที่ทําใหกระบวนการตางๆ หยุดชั่วคราว เพื่อใหเซลลไดซอมแซมดีเอ็นเอหากมี
ความผิดพลาดมากหรือดีเอ็นเอถูกทําลายจนซอมไมได โปรตีน p53 จะชักนําใหเซลลตายโดยเขาสู
กระบวนการ apoptosis (Stein and Pardee, 2004) 

 
ในระยะ G2 เซลลจะตรวจความพรอมกอนเขาสูระยะ mitosis ชวงแรกโปรตีน cyclinA 

รวมกับโปรตีน Cell-division cycle (Cdc2) กระตุนใหวงจรชีวิตเซลลดําเนินตอไป ซ่ึงการทํางาน
ของ complex นี้ถูกยับยั้งไดดวยโปรตีน p21, p27 และ p57 ในชวงทายของระยะนี้ cyclinB และ 
Cdc2 รวมกันเปน maturation promoting factor (MPF) และจะถูกดึงฟอสเฟตออกดวยเอนไซมฟอส
ฟาเตส (phosphatase) มีผลกระตุนใหวงจรชีวิตเซลลดําเนินไปในระยะ mitosis ทําใหเกิดการขดตัว
ของโครโมโซม การสลายของเยื่อหุมนิวเคลียส รวมทั้งการสรางเสนใยสปนเดิล (Stein and Pardee, 
2004) 

 
6.  การตรวจสอบวงจรชีวิตเซลล (cell cycle analysis)  

 
1.  การตรวจสอบหาระยะของวงจรชีวิตเซลลทําไดโดยการตรวจหาโปรตีนที่มีการผลิตจาก

เซลลในแตละระยะดวยเทคนิค Immunohistochemistry : ไดแก การตรวจหาเซลลที่อยูในระยะ
แบงตัวโดยการตรวจหาโปรตีนที่ ถูกสรางขึ้นขณะที่ เซลลกําลังแบงตัวในระยะ  G1 ไดแก 
prol iferat ing cel l  nuclear  ant igen (PCNA) และ  Ki-67 หรือการเติมสาร  
Bromodeoxyuridine (BrdU) ใหแกเซลล ในชวงระยะ G1 โดย cyclinD/Cdk4, 6 จะกระตุน 
PCNA ใหทํางานเกิดการเติมหมูฟอสเฟตให pRb มีผลทําให transcription factor กระตุนใหเกิด
กระบวนการ transcription ในระยะ S (Darzynkiewicz et al., 1996,  Kasinathan et al., 2001) วิธีนี้
สามารถตรวจสอบองคประกอบที่เกิดขึ้นภายในเซลล รวมถึงกระบวนการตางๆ ที่เกี่ยวของกับการ
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ทํางานของเซลลไดอยางเจาะจง เชน กลไกลการควบคุมการแบงเซลลและ กระบวนการสราง
โปรตีน เปนตน (Memili et al., 2004) ขอดอยของวิธีการนี้คือมีความซับซอนเนื่องจากกระบวนการ
ตางๆ ที่เกิดขึ้นภายในเซลลบางกระบวนการมีความเกี่ยวเนื่องกัน และแตกตางกันไปในเซลลแตละ
ชนิด และระยะเวลาที่เกิดขึ้น  

 
2.  การตรวจหาสัดสวนของเซลลในระยะของการแบงตัว โดยการหาปริมาณดีเอ็นเอภายใน

เซลลดวยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี (flow cytometry) : วิธีการนี้เปนการหาปริมาณดีเอ็นเอในแตละ
เซลล เซลลที่ศึกษาจะถูกยอมดวยสีฟลูออเรสเซนตที่จําเพาะตอดีเอ็นเอ ปริมาณการติดสีฟลูออเรส
เซนตของดีเอ็นเอในแตละเซลลจะเปนสัดสวนโดยตรงตอปริมาณดีเอ็นเอในเซลล ดีเอ็นเอมีปริมาณ
การติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 3 ลักษณะ คือ เซลลในระยะ G0/G1 ไมมีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ มี
ลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 1 arbitrary unit (2C) เซลลในระยะ S เร่ิมมีการเพิ่มจํานวน     
ดีเอ็นเอเกิดขึ้น มีลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน intermediate คืออยูระหวาง 1 arbitrary unit 
และ 2 arbitrary unit และเซลลในระยะ G2/M มีการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเปน 2 เทา มีลักษณะการติด
สีฟลูออเรสเซนตเปน 2 arbitrary unit (4C) (Crissman and Steinkamp. 1973, Darzynkiewicz et al., 
1997, Krishan, 1975, Vielh et al., 1991)  ดังภาพที่ 6, 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  แผนผังแสดงปริมาณดีเอ็นเอในเซลลระยะตางๆ เซลลระยะ G0/G1 มีปริมาณดีเอ็นเอเปน 

1 เซท (1X) เซลลระยะ S มีปริมาณดีเอ็นเออยูระหวาง 1 และ 2 เซท เซลลระยะ G2/M มี
ปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 เซท (2X) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Vielh et al. (1991) 
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ภาพที่ 7  แสดงกราฟปริมาณดีเอ็นเอในเซลลระยะตางๆ 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Vielh et al. (1991) 
 

3.  สีฟลูออเรสเซนตที่นิยมใชไดแก Propidium iodide (PI) ทํางานโดยการเขาจับกับ major 
groove ของ double-stranded DNA และ double-stranded RNA ใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความยาว
คล่ืนแสง 617 นาโนเมตร ซ่ึงเปนสีแดง (Crissman and Steinkamp, 1973, Krishan, 1975, Shankey 
et al., 1993, Shackney and Shankey, 1999) Acridine Orange (AO) ใชในการยอมดีเอ็นเอและ    
อารเอ็นเอพรอมกัน ใหแสงที่ความยาวคลื่นแสง 487 นาโนเมตรจะใหสีแดงและเขียว (Traganos et 
al., 1977, Darzynkiewicz, 1990, 1992) Hoechst (Latt and Stetten, 1976, Shapiro, 1981) และ 
DAPI (4, 6-Diamidino-2-phenylindole) (Bigler, 1987, Latt, 1973) จะจับกับ AT-rich region ของ  
ดีเอ็นเอ สามารถใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความยาวคลื่นแสง 459 นาโนเมตร การนําวิธีการตรวจหา
ปริมาณดีเอ็นเอมาใชในการวิเคราะหวงจรชีวิตเซลลมีขอดีคือ เปนวิธีที่มีขั้นตอนไมซับซอน  แตมี
ขอดอยคือ ไมสามารถตรวจสอบกลไกการทํางานในวงจรชีวิตเซลลได (โกวิทย, 2539, Gong et al., 
1993) 

 
 
 

Fluorescent intensity 

Numbers of cells 

G0/G1 S G2/M 
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7.  การแยกเก็บและการเลี้ยงเซลล dermal fibroblast 
 

การเก็บตัวอยางผิวหนัง : การเก็บตัวอยางผิวหนังจากสัตวที่โตเต็มที่ เพื่อเพาะเลี้ยง dermal 
fibroblast สามารถเก็บไดจากผิวหนังบริเวณทอง (Bratka-Robia et al., 2002) หนาแขง (Watson et 
al., 2004) และบริเวณใบหู (Jang et al., 2007) โดยวิธีการ biopsy ซ่ึงเปนวิธีการเก็บตัวอยางที่มีขอดี
คือ ใหยาระงับความรูสึกเฉพาะบริเวณที่จะผาตัดได สัตวรูสึกตัวและฟนตัวเร็ว แผลหายภายใน 7-
14 วันถาไมมีการติดเชื้อแทรกซอน ในการเก็บผิวหนังบริเวณหนาทองชั้นของผิวหนังจะถูกแยก
ออกจากอวัยวะภายในชองทองดวย superficial และ deep fascia รวมถึงชั้นกลามเนื้อที่เรียงตัว
ซอนทับกันในแนวตางๆ ไดแก external abdominal oblique, internal abdominal oblique และ 
transversus abdominis (Evans, 2000) จึงสามารถแยกชั้นผิวหนังไดอยางชัดเจน การเก็บตัวอยางทํา
ไดรวดเร็ว เชน เก็บตัวอยางพรอมกับการผาตัดชองทองในการทําหมันเปนตน สวนผิวหนังบริเวณ
ใบหูและหนาแขง มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลลเนื่องจากประกอบดวยช้ัน epidermis และ 
ช้ัน dermis ที่หนา แตช้ัน hypodermis บาง เปนบริเวณที่ไมมีช้ันกลามเนื้อ และเปนอวัยวะที่อยูใน
บริเวณที่สะดวกตอการปฏิบัติ แตมีขอเสียคือ หากระหวางการปฏิบัติงานไมสะอาดเพียงพอ อาจเกิด
การปนเปอนของเชื้อโรคสูช้ินเนื้อที่จะนําไปเพาะเลี้ยงหรือสูตัวสัตวได ขนาดของผิวหนังที่
เหมาะสมคือ ยาว 6-8 มิลลิเมตร กวาง 1-2 มิลลิเมตร (Freshney, 2000) การเก็บตัวอยางผิวหนังอาจ
ทําไดโดยการใชเข็ม (fine needle aspiration biopsy หรือ FNAB) เพื่อปองกันการปนเปอน (Kurtycz 
et al., 1998) 
 

การแยกเซลล dermal fibroblast จากตวัอยางผิวหนัง : ทําได 3 วิธี ดังนี ้
 

1.  การใหเซลลเจริญเคลื่อนออกจากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนัง (primary explant) เปนวิธีการที่
เหมาะสมสําหรับเซลลที่มีการเจริญเคลื่อนที่ไดดี สวนใหญในการเลี้ยง dermal fibroblast มักนิยม
ใชวิธีนี้ในการแยกเซลล โดยเริ่มจากนําเนื้อเยื่อมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ แตละชิ้นมีขนาดกวาง 1-2 
มิลลิเมตร ลางเซลลดวย PBS ใสตัวอยางใน flask สําหรับเลี้ยงเซลล จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
และนําไปบมในตูคารบอนไดออกไซด ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-3 สัปดาห หรือ
จนกวาเซลลจะเจริญแผกระจาย จนเต็มพื้นที่ การเลี้ยงเซลลแบบนี้มีขอดีคือ หากอยูในสภาวะที่
เหมาะสมตอการเจริญคือ มีอาหารและพื้นที่ยึดเกาะ เซลลที่เจริญสวนใหญคือ fibroblast เนื่องจาก
เปนเซลลที่มีความสามารถในการเจริญแบงตัวแผกระจายไปตามพื้นผิวไดดีกวาเซลลอ่ืนๆ จึงไมเกิด
การปนเปอนระหวางเซลลที่เปนสวนประกอบของเนื้อเยื่อผิวหนัง เชน keratinocyte และ adipose  
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cell เปนตน วิธีการดังกลาวมีขั้นตอนไมซับซอน สะดวกตอการปฏิบัติ แตมีขอดอยคือ ใชเวลานาน 
2-3 สัปดาห ในการปลอยใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อ และไดเซลลปริมาณนอยเนื่องจากเซลล
จะคอยๆ ออกมาจากชิ้นเนื้อเยื่ออยางชาๆ เกิดการปนเปอนไดงาย เนื่องจากผิวหนังเปนอวัยวะที่อยู
ภายนอกและสัมผัสกับเชื้อตางๆ ไดแก แบคทีเรีย รา อยูตลอดเวลา (Freshney, 2000) 

 
2.  การแยกโดยวิธีกล เปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับเนื้อเยื่อที่โครงสรางยึดระหวางเซลลไมยึด

ติดกันแนน นิยมใชตะแกรงโลหะ (sieve) ในการแยกเซลล โดยเริ่มจากนําเนื้อเยื่อมาบดบนตะแกรง
บดขนาดเสนผานศูนยกลางของชองตะแกรง 100 ไมโครเมตร ในอาหารเลี้ยงเซลล หรือแยก
องคประกอบตางๆ ของเนื้อเยื่อออกจากเซลลจากนั้นนําเซลลที่ไดมาบดตอในตะแกรงขนาด เสน
ผานศูนยกลางของชองตะแกรง 20 ไมโครเมตร แลวนําเซลลที่ไดมานับใน hemocytometer กอนนํา
เซลลไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล วิธีนี้มีขอดีคือสามารถแยกเซลลไดจํานวนมาก แตมีขอดอยคือ 
ใชไดกับอวัยวะที่ประกอบดวยเซลลที่มีโครงสรางยึดติดกันแบบไมหนาแนน เชน ตับและสมอง 
เปนตน วิธีนี้ไมเหมาะกับการแยกเซลล dermal fibroblast ออกจากเนื้อเยื่อผิวหนัง เนื่องจากผิวหนัง
เปนเนื้อเยื่อที่มีโครงสรางระหวางเซลลยึดติดกันอยางหนาแนน (Freshney, 2000) 

  
3.  การแยกโดยใชเอนไซม เอนไซมที่นิยม ไดแก trypsin และ collagenase type III เปนตน 

เนื่องจากใหผลดีกับเนื้อเยื่อทุกชนิด เอนไซมยอยโปรตีนอื่นๆ อาจใชในการแยกเซลล ไดแก 
elastase, mucase และ papain เปนตน สวนเอนไซมที่นิยมใชแยกเซลล dermal fibroblast คือ trypsin 
โดย การนําชิ้นเนื้อเยื่อมาหั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก จากนั้นเติมเอนไซมเพื่อใหเซลลแยกออกจากกันโดย
เอนไซมจะทําลายโปรตีนที่ยึดระหวางเซลล การทํางานของเอนไซมอาจใชเวลานานครึ่งชั่วโมง
หรือขามคืนขึ้นอยูกับชนิดของเอนไซม จากนั้นนํามาปนใหเซลลแยกออกจากกัน นําเซลลที่ไดเล้ียง
ดวยอาหารเลี้ยงเซลล  ขอดีของวิธีนี้คือ ทําใหได primary cell รวดเร็วภายใน 1-2 วัน และไดเซลล
ปริมาณมาก สามารถแยกเซลลที่ยึดเกาะกันอยางแนนหนาได นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาอัตรา
การตาย และเซลลที่มีชีวิตอยูไดทันที แตมีขอดอยคือ เอนไซมเปนอันตรายตอเซลลโดยทําลาย
โปรตีนที่เปนสวนประกอบของเซลล การแยกโดยใชเอนไซมจะไดผลดีจึงจําเปนตองเลือกชนิดของ
เอนไซม และความเขมขน ใหเหมาะสมกับชนิดของเซลลนั้นๆ (Freshney, 2000) 

 
Dermal fibroblast ที่เพาะเลี้ยงมีการเจริญแบงตัวแบบ mitosis ตามพื้นผิวของภาชนะเลี้ยง

เซลล เซลลที่แบงตัวแลวจะแผกระจายเปนชั้นเดียว (monolayer) เซลลจะไมเจริญซอนแถวหรือกาย
กัน หากซอนทับกันจะเกิดการตายของเซลล อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยง dermal fibroblast อยู 
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ระหวาง 32 ถึง 40 องศาเซลเซียส ที่เหมาะสมที่สุดคือ 37 องศาเซลเซียส อาหารเลี้ยงเซลลมี pH 7.2 
ถึง 7.4 องคประกอบของอาหารมี กรดอะมิโน วิตามิน คารโบไฮเดรต growth factor, inorganic salt 
ไขมัน โปรตีน และจําเปนตองใชซีร่ัม เชน fetal bovine serum เปนตน เพื่อเปนแหลงของ growth 
factor ในอาหารเลี้ยงเซลลดวย (Butler, 2004) 
 
8.  การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะเดียวกัน (cell synchronization)  
  

การศึกษากลไกการควบคุมวงจรชีวิตเซลล จําเปนตองทําให เซลลอยู ในระยะเดียวกัน  
ซึ่ ง ก า ร เหนี ่ย วนํา ให เ ซลลอ ยู  ใ นระยะ เ ดีย วกันมีประโยชนในการศึกษ ากลไกการ
ทํางานของเซลล  เชน  การแสดงออกของยีน (genes expression) และ protein phosphorylation 
เปนตน การทําใหเซลลอยูในระยะเดียวกัน โดยทั่วไป นิยมทํา 3 วิธี วิธีที่หนึ่งคือการทําใหเซลลอยู
ในระยะพักโดยการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) วิธีที่สองคือการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ 
(cell confluent) วิธีที่สามคือการใชสารเคมี (chemical treatment) ที่มีผลตอการทํางานของโปรตีนที่
ใชในการแบงเซลล 
 

การลดปริมาณซีร่ัมในอาหารเลี้ยงเซลล (serum starvation) : การลดปริมาณสารอาหารที่
จําเปนตอการเจริญของเซลลจะทําใหเซลลหยุดการแบงเซลล และผลักดันใหเซลลเขาสูระยะพัก 
หรือระยะ G0  ดังนั้น ระยะเวลาการลดซีร่ัมจึงเปนสิ่งสําคัญตอการเจริญในระยะตางๆ ของเซลล 
เซลลอาจอยูในอาหารที่ไมเติมซีร่ัม (serum free media) ไดนาน 12 ถึง 48 ช่ัวโมง เซลลจะออกจาก
ระยะพักและมีการแบงตัวหากมีการเติมซีร่ัมหรือ growth factor ลงในอาหาร การลดซีร่ัมที่ยาวนาน
เกินไปทําใหเซลลเสียหายและอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาภายในเซลลรวมถึงการเปลี่ยนแปลง
ทางโครงรางและสวนประกอบตางๆ ภายในเซลล เชน DNA fragmentation, caspase activation, 
chromatin condense และ cytoplasmic condensation เปนตน สงผลใหการเจริญของเซลลหยุดชะงัก
ซ่ึงนําไปสูการตายของเซลลได (Hockenberry et al., 1990, Hardy et al., 2001, Ranger et al., 2001, 
Stice et al., 2000)  มีรายงานการลดปริมาณซีร่ัมอยางชาๆ เพื่อใหเซลลปรับตัวเขากับสภาพแวดลอม
โดยลดความเขมขนของ fetal  bovine serum ในอาหารเลี้ยงเซลลจาก 10 เปอรเซ็นตเปน 5 
เปอรเซ็นต และเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงลดปริมาณซีร่ัมเหลือ 1 เปอรเซ็นต และเลี้ยงเซลล
ตอไปอีก 24 ช่ัวโมง จึงยายเซลลไปยังอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีร่ัม (Korfiatis et al., 2001) จาก
การทดลองในสุกรและโคพบวาหลังจากการลดปริมาณซีร่ัมนานกวา 48 ช่ัวโมงทําใหเกิดความ
เสียหายกับดีเอ็นเอ (Kato et al., 1998, 2000, Kues et al., 2000) และในสุกรทําใหเกิดการตายของ
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เซลลเพิ่มขึ้นจาก 0.2 เปอรเซ็นต เปน 25 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับเซลลที่เล้ียงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่
มีซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต (Lee and Piedrahita, 2002) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองในโคพบวาหลังจาก
ลดปริมาณซีร่ัมนานกวา 48 ช่ัวโมงทําใหเปอรเซ็นตการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 10.4 เปอรเซ็นต (Cho 
et al., 2005) จากการทดสอบการลดปริมาณซีร่ัมในเวลา 24 ช่ัวโมงสามารถเหนี่ยวนําใหเซลล 
fibroblastอยูในระยะ G0/G1 มากกวา 80 เปอรเซ็นต (Kues et al., 2000, Cho et al., 2005, Gibbons 
et al., 2002, Boquest et al., 1999, Yu et al., 2003, Cheong et al., 2003, Saikhun et al., 2004) 
สอดคลองกับการทดลองของ Hayes et al., 2005 ทดสอบเซลล fibroblast ของโคเปรียบเทียบ
ระยะเวลาในการลดปริมาณซีร่ัมใน 1 วัน 3 วัน และ 5 วัน พบวาสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู
ระยะ G0/G1 เพิ่มขึ้นจาก 47.69 เปอรเซ็นต เปน 84.43 เปอรเซ็นต 89.85 เปอรเซ็นต และ 88.22 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนปริมาณของเซลลในระยะ G0/G1 ไมแตกตางกันในแตละวัน แตใน
กระตาย (Liu et al., 2004) และในลูกโค พบวาเซลลในระยะ G0/G1 เพิ่มมากขึ้นอยางมีนัยสําคัญ
หลังจาก 48 ช่ัวโมงของการลดปริมาณซีร่ัม (Sun et al., 2007) 

 

การเหนี่ยวนําเซลลอยูในระยะ G0/G1 โดยเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ (cell confluency) มี
ผลทําใหเซลลเขาสูระยะพัก หรือหยุดการแบงตัวของเซลลได เนื่องจากการขาดปจจัยที่จําเปนใน
การเจริญเติบโต เชน สารอาหาร คารบอนไดออกไซด และพื้นที่ในการยึดเกาะ เปนตน การศึกษา
ผลของการเหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast ของโคเขาสูระยะ G0/G1โดยการทําใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่
นั้น พบวาวิธีนี้สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1ไดมากกวา 70 เปอรเซ็นตของเซลล
ทั้งหมด (Katska et al., 2002) ในสุกร (Boquest  et al., 1999, Kues et al., 2000) และในแมวปาแอฟ
ริกา (Gomez et al., 2003) พบวาสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1ไดมากกวา 80 
เปอรเซ็นต สวนการทดลองในโค (Cho et al., 2005) โดยเลี้ยงเซลลใหเต็มพื้นที่พบเปอรเซ็นตการ
ตายของเซลล 5.7 เปอรเซ็นต  

 
การใชสารเคมี : สารเคมีหลายชนิดถูกนํามาใชกับเซลลที่กําลังแบงตัว เพื่อหยุดการเจริญให

อยูในระยะที่ตองการ ซึ่งสารเคมีแตละชนิดมีผลตอเซลลแตละระยะแตกตางกันไป 
 

1.  สารเคมีที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะ G0/G1 คือ Roscovitine [2-(1-ethyl-2-
hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurine] Roscovitine เปนสารที่มีความสามารถใน
การยับยั้งการทํางานของ cyclin-dependent protein kinases (Gibbons et al., 2002) มีการทดลอง
พบวา roscovitine มีความสามารถในการยับยั้ง Cdk1 ที่ความเขมขน 0.65 µM, Cdk2 ที่ความเขมขน 
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0.7 µM และ Cdk5 ที่ความเขมขน 0.2 µM เมื่อใชที่ปริมาณ 16 µM  roscovitine ยังมีสามารถในการ
ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ mammalian cell line และยับยั้งกิจกรรมของ M phase promoting factor 
(MPF) kinase  ซ่ึงจะสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ  G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลลได (De 
Azevedo et al., 1997, Meijer et al., 1997, Alessi et al., 1998, Schang et al., 2000, Ljungman et al., 
2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวา roscovitine สามารถเหนี่ยวนําเซลลอยูในระยะ G0/G1 ในเซลล 
adult fibroblast และ fetal fibroblast ในโค (82.8 เปอรเซ็นต 82.4 เปอรเซ็นต) (Gibbons et al., 
2002, Cho et al., 2005) พบวาการใช roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM และ 30 µM สามารถ
เหนี่ยวนําเซลลใหอยูในระยะ G0/G1 ในระดับที่ไมแตกตางกัน แตพบวาการตายของเซลลเกิดขึ้น
ประมาณ 6 เปอรเซ็นตที่ความเขมขน 30 µM (Gibbons et al., 2002, Cho et al., 2005)  ดังนั้นในการ
ทดลองที่ผานมาชี้ใหเห็นวาที่ความเขมขนต่ํากวา 16 µM สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ 
G0/G1 ได และพบวา ที่ความเขมขนสูงขึ้นเปอรเซ็นตการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 

 

2.  สารเคมีที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะ G1/S คือสาร aphidicolin (3-alpha,4-
alpha,5-alpha,17-alpha)-3,17-Dihydroxy-4-methyl-9,15-cyclo-C,18-dinor-14,15-secoandrostane-
4,17-dimethanol) สารเคมีนี้มีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรสอัลฟา (DNA 
polymerase alpha) และดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเดลตา (DNA polymerase delta) ในกระบวนการจําลอง
โมเลกุลดีเอ็นเอของ prokaryote (Fan and Price, 1997) และ eukaryotic cells (Huberman, 1981, 
Spadari et al., 1982, 1985, Wang, 1991, Cheng and Kuchta, 1993, Pittman et al., 1994, Yamada 
and Itoh, 1994, Poluha et al., 1995, Kolman et al., 2002, Liu et al., 2004) ไดมีการนํา aphidicolin 
มาทดลองในเซลลประสาทและเซลลกลามเนื้อหัวใจของหนู mice พบวา aphidicolin มีผลตอ ดีเอ็น
เอโพลีเมอเรสอัลฟา ในกระบวนการสรางดีเอ็นเอภายในนิวเคลียส และมีผลตอดีเอ็นเอโพลีเมอเรส
เดลตาในกระบวนการสรางดีเอ็นเอภายใน mitochondria รวมถึงมีผลตอดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเบตา 
(DNA polymerase beta) และดีเอ็นเอโพลีเมอเรสอัลฟา ในกระบวนการ DNA repair synthesis 
(Huberman, 1981, Spadari et al.,1985) ในเซลล fibroblast ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม aphidicolin 
สามารถเหนี่ยวนําใหอยูในระยะ S (Chang et al., 2003, Wang et al., 1993) มีรายงานพบวา 
aphidicolin ที่ความเขมขน 6 µM สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast ในสุกรอยูในระยะ S เพิ่มขึ้น
จาก 15 .2 เปอรเซ็นต เปน 23.8 เปอรเซ็นตใน 5 ช่ัวโมง และ 46.9 เปอรเซ็นตใน 19 ช่ัวโมง) (Kues 
et al., 2000)   ผลการทดลองสอดคลองกับการใช aphidicolin ในความเขมขน 5 µM ในการ
เหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast  ของคน และสัตวฟนแทะ (rodent) (Pedrail-Noy et al., 1980, 
Levenson and Hamlin, 1993) ในประโยชนทางการแพทยมีการทดลองพบวา การทําใหเซลลเขาสู
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ระยะ S หลังจากการใชสารหรือยาบางชนิดในการรักษาโรคมะเร็ง เปนวิธีที่ใชบงบอกผลหลังจาก
การใชยาในปริมาณตางๆ ที่เซลลมะเร็งกลับมาแบงตัวไดอีกครั้ง (Kuwakado et al., 1993, Schimke 
et al., 1994, Borner et al., 1995, Urbani et al., 1995) 

 

3.  สารเคมีที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะแบงตัว คือ colcchicine (N-Deacetyl-N-
methyl colchicines) C21H25NO5 colchicine เปนสารที่ไดจากพืชในตระกูล colchicum มีฤทธิ์ในการ
ทําลายไมโครทูบูล ซ่ึง colchicine จะจับกับทุบูลินซึ่งเปนโปรตีนหลักของไมโครทูบูลและทําให
เซลลหยุดอยูในระยะ G2/M สารเคมีนี้สงเสริมการทํางานชวง tubulin depolymerization มีผลยับยั้ง
กระบวนการเกิดระยะ mitosis ของเซลลพืชและเซลลสัตว (Wilson et al., 1976, Dustin, 1978, 
Mareel and DeMets, 1984, Sluder, 1991, Hartwell and Weinert, 1989, Murray and Kirschner, 
1989, Nishiyama and Fujii, 1992) หลายการทดลองไดมีการทดสอบผลของสาร colcemid ซ่ึงเปน
สารที่ใหผลใกลเคียงกับ colchicine (N-((7S)-5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-
oxobenzo(a)heptalen-7-yl)-acetamide) C22H25NO6 แตมีความเปนพิษกับเซลลนอยกวา และยังพบวา
มีกลไกที่ ชัดเจนในการยับยั้งไมโครทูบูลมากกวาสารเคมีชนิดอื่นๆ  เชน  podophyllotoxin, 
steganacin, vinblastine, nocodazole (Deysson, 1968, Mareel and DeMets, 1984) ไดมีการทดลอง
ผลของสารหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการยับยั้ง mitotic spindle ของเซลลชนิดตางๆ พบวาเซลลแต
ละชนิดสามารถสรางไมโครทูบูลไดอีกครั้งหลังจากหมดฤทธิ์ของสารดังกลาว (Rieder and 
Palazzo, 1992) มีการทดลองใช colcemid, colchicine และสารอื่นที่มีผลในเชนเดียวกันในเซลลของ
สัตวชนิดตางๆ เชน หนูแฮมสเตอร (Stubblefield, 1964) newts, หนูแรท และ จิงโจ (Jensen et al., 
1987) กระตาย (Phillips and Taylor, 1992) คน (Chamla et al., 1980, Kuriyama et al., 1981, Kanda 
et al., 1994, Aoki et al., 2007) พบวาสารแตละชนิดใหผลในการยับยั้ง mitosis แบบไมถาวร และ
สามารถเขาสูอินเตอรเฟสในวงจรชีวิตเซลลตอไปได นอกจากนี้แลว colcemid ยังสามารถเหนี่ยวนํา
ใหเซลลผิดปกติเกิด apoptosis (Sherwood et al., 1994, Tsuchida et al., 1998, Gallaher et al., 2000) 

 

มีการทดลองพบวาการใช colcemid ที่ความเขมขน 0.582 และ 1.455 µg ไมสามารถ
เหนี่ยวนําใหเซลล murine sarcoma เขาสูระยะ G2/M ได ในขณะเดียวกันที่ความเขมขนสูง (5.82 
µg) สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล เขาสูระยะ G2/M ได 11 เปอรเซ็นตของเซลลทั้งหมดในเวลา 14 
ช่ัวโมง และ 25 เปอรเซ็นตของเซลลทั้งหมดในเวลา 20 ช่ัวโมง (Nomura, 1980) ใน hamster 
embryo cell พบวาความเขมขนของ colcemid ที่สูงมากกวา 0.1 µg เปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีผลยับยัง
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ไมโทติกสปนเดิล แตไมมีผลทําใหรูปรางของเซลล และโครโมโซมเกิดการเปลี่ยนแปลง (Tsutsui 
et al., 1984) และใน 24 ช่ัวโมงสามารถเหนี่ยวนําให  human lung epithelial-like (A549) cell ใหอยู
ในระยะ G2/M ได  (Panayiotidis et al., 2006) 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. อุปกรณและสารเคมีสําหรับเก็บตัวอยางผิวหนังสุนัข  
     1.1 อุปกรณสําหรับเก็บตัวอยางผิวหนังสุนัข 

   1.1.1 ใบมีดผาตัด 
   1.1.2 Petri dish ขนาดเสนผาศูนยกลาง 100 มิลลิเมตร 
   1.1.3 กรรไกรผาตัด (scissors) 
   1.1.4 ปากคีบ (forceps) 
   1.1.5 Conical centrifuge tubes ขนาด 15 มิลลิลิตร  

   1.2 สารเคมีสําหรับเก็บตัวอยางผิวหนังสุนัข 
          1.2.1 Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

                 1.2.2 Antibiotic (penicillin และ streptomycin) (Gibco®) 
          1.2.3 Ethyl alcohol 70 เปอรเซ็นต 
 
2. อุปกรณและสารเคมีสําหรับการเลี้ยงเซลล dermal fibroblast  

     2.1 อุปกรณสําหรับการเลี้ยงเซลล dermal fibroblast 
           2.1.1 ตู laminar flow  
           2.1.2 ตูคารบอนไดออกไซด (Co2 Incubator) 
           2.1.3 Water bath  
           2.1.4 เครื่องปนเหวีย่งความเร็วสูง 
           2.1.5 Hemocytometer 

2.1.6 จานเลี้ยงเซลลขนาด 60x15 ตารางเซนติเมตร (Corning® Cell Culture      
Surfaces: Standard Tissue Culture Treated Polystyrene Surface) 

           2.1.7 Pipette 
           2.1.8 Centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
           2.1.9 เครื่องดูดจายสารอัตโนมัติ ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

            2.1.10 Cryogenic tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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2.2 อุปกรณสําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล dermal fibroblast 
2.2.1 เครื่องกรองอาหารเลี้ยงเซลล 
2.2.2 ปมดูดอากาศ 
2.2.3 pH meter 

2.3 สารเคมีสําหรับการเลี้ยงเซลล dermal fibroblast 
2.3.1 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Gibco®) 
2.3.2 Fetal bovine serum (FBS) 
2.3.3 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (sigma cat no. D2650) 
2.3.4 Antibiotic (penicillin และ streptomycin) (Gibco®) 
2.3.5 Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4-7.4 
2.3.6 Trypan blue 0.25 เปอรเซ็นต 
2.3.7 Trypsin 
2.3.8 Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  
2.3.9 Hydrochloric acid (HCL) 
2.3.10 Sodium hydroxide (NaOH)  

 
3. อุปกรณและสารเคมีสําหรับการทดสอบเซลล dermal fibroblast  

3.1 อุปกรณสําหรับการทดสอบเซลล 
3.1.1 Flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) 
3.1.2 Nylon mesh 40 µm (Spectrum, Los Angeles, CA) 

      3.1.3 เครื่องดูดจายสารอัตโนมัติ ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
      3.1.4 Tips 100ไมโครลิตร, 1000 ไมโครลิตร  
      3.1.5 Micro tube ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 มิลลิลิตร 
      3.1.6 Centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
3.2 สารเคมีสําหรับการทดสอบเซลล 

3.2.1 Propidium iodide (Sigma cat no. 4170) 
3.2.2 Fetal bovine serum (FBS) 0.5 เปอรเซ็นต (Gibco®) 
3.2.3 Aphidicolin (Sigma cat no. A0781) 
3.2.4 Roscovitine (Sigma cat no. R7772) 
3.2.5 Colcemid (Invitrogen, U.S.A.) 
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3.2.6 RNaseA (Invitrogen, U.S.A.) 
3.2.7 Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2-7.4 
3.2.8 Ethyl alcohol หรือ Methyl alcohol  

 
4. อุปกรณทั่วไป 

4.1 กลองจุลทรรศน Inverted microscope 
4.2 กลองถายภาพบันทกึขอมูลแบบดิจิตอล 
4.3 เครื่องชั่งสาร 
4.4 ตูเย็น 4, -20, -80 องศาเซลเซียส 

 

วิธีการ 
  
การเก็บตัวอยาง 
  

เก็บตัวอยางผิวหนังจากสุนัขทําหมันอายุระหวาง 1-3 ป บริเวณหนาทองขนาดยาว 6-8 
มิลลิเมตร กวาง 1-2 มิลลิเมตร ดวยวิธีปราศจากเชื้อ โดยวิธีการ biopsy จากนั้นนําตัวอยางผิวหนังมา
ลาง 2 คร้ัง ดวย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2-7.4 ที่เติมดวย 2 เปอรเซ็นตของ penicillin-
streptomycin อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Freshney, 2000) 
 
การแยก dermal fibroblast จากผิวหนัง 

 
นําตัวอยางผิวหนังมาแยกสวนผิวหนังกําพราและชั้นเนื้อเยื่อใตผิวหนังออก นําเนื้อเยื่อช้ัน

หนังแทที่ไดมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ แตละชิ้นมีขนาดกวาง 1-2 มิลลิเมตร ใสช้ินเนื้อเยื่อลงในจาน
เพาะเลี้ยงเซลล (cell culture dish) ขนาด 60x15 มิลลิเมตร จํานวน 20-30 ช้ินตอ 1 จาน จากนั้นเติม
อาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) ที่เติมดวย 10 
เปอรเซ็นตของ fetal bovine serum (FBS) และ 1 เปอรเซ็นตของ penicillin–streptomycin ปริมาณ 5 
มิลลิเมตร  จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเซลลเขาบมในตูบมที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-3 สัปดาห หรือจนกวาเซลลจะเจริญแผกระจาย 
จนเต็มพื้นที่ (Freshney, 2000) 
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การเลี้ยงเซลล 
 

ทําการคีบตัวอยางผิวหนังออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลลเดิมแลวนําไปเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง
เซลลใหม  ในสภาพแวดลอมเดียวกัน ในจานเพาะเลี้ยงเซลลเดิมที่นําชิ้นเนื้อเยื่อออกแลวนั้นปลอย
ใหเซลลเจริญแผกระจายแทนที่พื้นที่วางของชิ้นเนื้อเดิม 24 ช่ัวโมง แลวทําการ subculture ไปยัง
จานเพาะเลี้ยงเซลลใหม โดยกระบวนการที่เรียกวา trypsinization เพื่อใหเซลลหลุดจากภาชนะยึด
เกาะ ซ่ึงเริ่มจากการใช pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด จากนั้นเติม PBS เพื่อลางอาหาร
เล้ียงเซลลทําขั้นตอนนี้ 2 คร้ัง เติม 0.25 เปอรเซ็นต trypsin/EDTA ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 นาที เมื่อเซลลหลุดจากผิวของจานเพาะเลี้ยงเซลล ใช pipette เก็บเซลล
พรอมกับน้ําเลี้ยงเซลลลงใน conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร แลวนําไปปนโดยเครื่องปน
แยกที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวที่อยู
ดานบนออก เหลือไวเพียงเซลลที่ตกตะกอน เติม stop medium ซ่ึงประกอบดวยอาหารเลี้ยงเซลล 
และ 10 เปอรเซ็นตของ FBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม trypsin 
จากนั้นทําการนับจํานวนเซลลโดยการแบงเซลลในอัตราสวน 1:10 นําเซลล 1 สวนมายอมดวยสี 
trypan blue 0.25 เปอรเซ็นตใน PBS (ปริมาณเซลล/สียอมเทากับ 1:1) นํามานับดวย 
Hemacytometer  เซลลสวนที่เหลือแบงเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงเซลลปริมาณ 1x105 เซลล/มิลลิลิตร ทํา
การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล ทุก 2 วัน       
 

การแชแขง็เซลล 
 

 เซลลที่ไดจากการเลี้ยงใน passage ที่ 2-6 นํามาทําการ trypsinization โดยดูดอาหารเลี้ยง
เซลลออกจนหมด จากนั้นลางดวย PBS 2 คร้ัง เติม trypsin/EDTA ปริมาณ 10 เทาของเซลล ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 นาที เมื่อเซลลหลุดจากผิวของจานเพาะเลี้ยงเซลล แลว
นําไปปนโดยเครื่องปนแยกที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ดูดเอาของเหลวที่อยูดานบนออก ไดเซลลที่ตกตะกอน (pellets) เติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร
คร่ึงหนึ่งของ freezing medium ใช pipette ดูดขึ้นลงเพื่อให pellets ของเซลลแยกออกจากกัน 
จากนั้นคอยๆ หยด freezing medium ใหความเขมขนสุดทายประกอบดวย DMEM ที่มี 10 
เปอรเซ็นตของ FBS, 1 เปอรเซ็นตของ penicillin–streptomycin และ 10 เปอรเซ็นตของ dimethyl 
sulfoxide (DMSO) ใหเซลลมีปริมาณ 2x106 เซลล/มิลลิลิตร จากนั้นแบงลงใน cryogenic tube 1 
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มิลลิลิตร/tube นําไปเก็บที่อุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง หรือขามคืน จากนั้น
ยายลงในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 
 

การอุนละลายเซลล 

การละลายเซลลจากเซลลที่ รักษาสภาพไว ทําอยางรวดเร็วโดยนําเซลลออกมาจาก
ไนโตรเจนเหลวใสลงใน water bath  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เจือจางเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล 
10 มิลลิลิตร นําไปปนแยกที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จะไดเซลลที่ตกตะกอน 
(pellets) หลังจากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล นําเซลลมาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลลใหมีความเขมขน 
1x105 เซลล/มิลลิลิตร 

 

การจัดกลุมการทดลอง 
 

การศึกษา dermal fibroblast ที่ไดจากผิวหนังสุนัขที่โตเต็มที่อายุตั้งแต 1 ปขึ้นไป โดยการ
นําเซลลไปเลี้ยงดวยความเขมขนเซลล 1x105 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตรในจานเพาะเลี้ยง
เซลลขนาด 60x15 มิลลิเมตร ปลอยใหเซลลเจริญแบงตัว 24-48 ช่ัวโมง ระหวางนี้ตรวจดูปริมาณ
ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน Inverted Microscope จากนั้นทําการทดลองกลุมตางๆ ดังนี้ 

 
1. กลุมควบคุม  
 

ใช dermal fibroblast เล้ียงในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียงเซลล เล้ียงดวยอาหาร
เล้ียงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS เปนเวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมง  

 
2. กลุมทดลอง แบงออกเปน 5 กลุม 
  
 การทดลองที่ 1. ผลของการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล 
dermal fibroblast ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS ใหเจริญในระดับ 90-100 
เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียง เเลวเล้ียงตอไปอกีดวยอาหารเลีย้งเซลลเดิมที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
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 การทดลองที่ 2. ผลของการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียง
เซลล dermal fibroblast ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-
80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียงเซลล หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 0.5 เปอรเซ็นตของ 
FBS เเละเลี้ยงเซลลตอเปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
 

การทดลองที่ 3. ผลของสาร roscovitine ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล dermal fibroblast 
ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่
เล้ียงเซลล หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS และ roscovitine ที่
ความเขมขน 1 µM, 15 µM, 30 µM, 45 µM เเละเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Gibbons et al., 2002) 

  
การทดลองที่ 4. ผลของสาร aphidicolin ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล dermal fibroblast 

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่
เล้ียงเซลล หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS และ aphidicolin ที่
ความเขมขน 1 µM, 2.5 µM, 5 µM, 10 µM เเละเลีย้งตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Kues et al., 2000) 

 
 การทดลองที่ 5. ผลของสาร colcemid ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล dermal fibroblast ดวย

อาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียง
เซลล หลังจากนั้นเปล่ียนเปนอาหารเล้ียงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS และ colcemid ที่ความ
เขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg, 1 µg เเละเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Boquest et al., 1999) 

 
หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการเลี้ยงเซลลในภาวะตางๆ ขางตนแลว นําเซลลที่ไดจากกลุม

ควบคุมเเละการทดลองแตละกลุมไปวิเคราะหหาสัดสวนของเซลลที่อยูระยะตางๆ ของวงจรชีวิต
เซลลดวยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี โดยทําการทดลองซ้ําในแตละกลุมทดลองไมต่ํากวา 3 คร้ัง 

 
การเตรียมเซลลสําหรับการวิเคราะหหาสัดสวนของเซลลท่ีอยูในระยะตางๆ ของวงจรชีวิตเซลล 

 
1. การเก็บเซลลจากจานเพาะเลี้ยง เร่ิมจากการใช pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด 

ลางเซลลดวย PBS 2 คร้ัง เตมิ 0.25 เปอรเซ็นต trypsin/EDTA ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/1จานเพาะเลี้ยง
เซลล บมจานเพาะเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 นาที เมื่อเซลลหลุดจากผิวของ
จานเพาะเลี้ยงเซลล เก็บเซลลพรอมน้ําเล้ียงเซลลลงใน conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
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แลวนําไปปนโดยเครื่องปนแยกที่ความเรว็ 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ดูดเอาของเหลวที่อยูดานบนออก เหลือไวเพยีงเซลลที่ตกตะกอน (pellets)  
 

2. การคงสภาพเซลลดวยแอลกอฮอล เติม PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่เกบ็เซลล 
นําไปปนเหวีย่งดวยเครื่องปนความเร็วสูงที่ 2000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาท ีดูด PBS ออกใหเหลือ
ประมาณ 0.3 มลิลิลิตร จากนั้นเติม methanol หรือ ethanol 4 องศาเซลเซียส โดยการหยุดอยางชาๆ 
ปริมาณ 0.7 มิลลิลิตร นําเซลลคงสภาพที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืนหรือจนกวาจะทําการ
ยอมสีดีเอ็นเอ 

 
3. การยอมสีดีเอ็นเอดวย propidium iodide นําเซลลที่ไดมาลางน้ํายาคงสภาพออกโดยการ

เติม PBS 5 มิลลิลิตร แลวนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 2000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 
นาที ทําการลางซ้ํา 1-2 คร้ัง ดูดเอาของเหลวที่อยูดานบนออก เหลือไวเพียงเซลลที่ตกตะกอน นํา
เซลลที่ไดมายอมสีโดยการเติม 0.2 มิลลิลิตร ของของ RNaseA ที่มีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 0.2 มิลลิลิตรของ 
propidium iodide ที่มีความเขมขน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง นําเซลลมากรองผาน nylon mesh ขนาดเสนผาศูนยกลาง 40 ไมโครเมตร (Spectrum, Los 
Angeles, CA) จากนั้นนําไปวิเคราะหดวย flow cytometer 

 
4. การวิเคราะหดวย flow cytometer เซลลจะถูกวิเคราะหดวย FACS vantage flow 

cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) เครื่องจะวัดปริมาณเเสงฟลูออเรสเซนตของ 
propidium iodide ขณะที่เซลลไหลผานลําแสงเลเซอร อัตราเร็ว 500-1,000 เซลล/วินาที เปอรเซ็นต
ของเซลลที่ปรากฏในระยะ G0/G1, S และระยะ G2/M จะไดจากการคํานวณดวยโปรแกรม 
WinMDI (Windows Multiple Document Interafce for Flow Cytometry) Version 2.8 
(http://facs.scripps.edu/software.html) 

 
5. การคํานวณทางสถิติ ขอมูลนํามาคํานวณทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห

ความแปรปรวนดวยวิธีการ Analysis of variance (ANOVA) และเปรยีบเทียบคาเฉลี่ยแตละกลุม
โดย Duncan’s New Multiple Range Test  

 



ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
การเจริญของ dermal fibroblast จากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนังสุนัข 

 
ผลการแยกเก็บ dermal fibroblast โดยวิธีการใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนังของ

สุนัข หลังจากวางชิ้นเนื้อในจานเพาะเลี้ยง 1-2 วัน พบเซลลเคลื่อนออกมาจากตัวอยางชิ้นเนื้อ คือ
เซลล dermal fibroblast ซ่ึงมีรูปราง 2 แบบ แบบที่ 1 มีรูปรางกระสวย ยื่นสวนแขนง (process) 
ออกมาเพื่อยึดเกาะผิวของภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล และแบบที่ 2 เปนเซลลที่มีรูปรางกลม ขนาดเล็ก 
กระจายออกมาโดยรอบของชิ้นเนื้อเยื่อเปนจํานวนมาก (ภาพที่ 8) และเซลลจะมีการแบงตัวมากขึ้น
ในวันที่ 3 ของการเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 9) ในวันที่ 4-5 พบเซลลเจริญจนเต็มพื้นที่รอบเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 
10) ระยะนี้เปนระยะที่เหมาะสมตอการนําชิ้นเนื้อเยื่อออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลล ตอมาเซลลจะ
เจริญแผไปยังพื้นที่วาบริเวณรอบขางจนเต็มภายใน 1-2 วัน (ภาพที่ 11) ระยะนี้พบวาเซลลจะมี
ลักษณะเรียวยาว และสามารถยื่นแขนงของเซลลขยายออกไปในพื้นที่วางของจานเพาะเลี้ยงเซลลได
อยางเต็มที่ พบเซลลที่มีนิวเคลียส 2 นิวเคลียสซึ่งบงบอกถึงการที่เซลลกําลังเจริญแบงตัว (ภาพที่ 
12) ในวันที่ 6-7 ของการเลี้ยงเซลลโดยวิธีการใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อเปนระยะที่เหมาะสม
ตอการ subculture เพื่อเก็บเซลลจากจานเลี้ยงเซลลเดิมไปเลี้ยงยังจานเพาะเลี้ยงเซลลใหมเพื่อเพิ่ม
จํานวนเซลล การเจริญของเซลลออกจากเนื้อเยื่อผิวหนังของสุนัข พบวาอายุของสุนัขมีผลตอการ
เจริญ โดยสุนัขที่มีอายุมากตั้งแต 4 ปขึ้นไปเซลลจะมีอัตราการแบงเซลลต่ํา เมื่อเทียบกับสุนัขที่มี
อายุนอยกวา  

 
การเจริญของ dermal fibroblast หลังจากการ subculture 
 

เมื่อนํา dermal fibroblast ที่เล้ียงในจานเพาะเลี้ยงและนําไป subculture เซลล dermal 
fibroblast จาก passage ที่ 1-6 (ภาพที่ 13) แบงตัวและมีรูปรางเปนรูปกระสวยตามปกติ เมื่อนําเซลล
จาก passage ที่ 7 ขึ้นไปจะพบวาเซลลที่เจริญขึ้นใหมมีขนาดใหญและเล็กปนกัน โดยสัดสวนของ
เซลลขนาดใหญที่พบใน passage ที่ 8 พบกระจายทั่วไปในพื้นที่เล้ียงเซลลและเพิ่มมากขึ้นใน 
passage ที่ 8 และ 9 ตามลําดับ (ภาพที่ 14-16) 
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ภาพท่ี 8  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดง dermal fibroblast วันที่ 1 ของการเพาะเลี้ยงแบบ 
primary explant พบเซลลมีรูปรางกระสวย ยื่นสวนแขนงออกมาเพื่อยึดเกาะผิว (ลูกศร) 
และเซลลที่มีรูปรางกลม ขนาดเล็ก (หัวลูกศร) 

 
ภาพที่ 9  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast (ลูกศร) วันที่ 3 

ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant เซลลมีลักษณะยาว เรียว 
 

ภาพท่ี 10  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast  เจริญจนเต็ม
พื้นที่ในวันที่ 4-5 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 

 
ภาพที่ 11  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ในวันที่ 6-7 ของ

การเพาะเลี้ยงแบบ primary explant เซลลมีลักษณะเรียวยาว และสามารถยื่นแขนงของ
เซลลขยายออกไปในพื้นที่วางของจานเพาะเลี้ยงเซลล  

 
ภาพที่ 12  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่มีแขนงของ

เซลลแผออกและเกาะพื้นผิวของจานเลี้ยง (ลูกศร)  และพบเซลลที่มีนิวเคลียส 2 นิวเคลยีส
(หัวลูกศร) ในวันที่ 6-7 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
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ภาพที่ 8       ภาพที่ 9 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 10       ภาพที่ 11   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 12  
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ภาพที่ 13  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่อยูใน passage 

ที่ 3 ลักษณะของเซลลเปนรูปกระสวย เซลลมีขนาดใกลเคียงกัน มีการยื่นแขนงเพื่อยืด
เกาะพื้นผิวในการเจริญแบงตัว 

 
ภาพที่ 14  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast อยูใน passage    

ที่ 7 ที่เซลลบางเซลลมีขนาดใหญขึ้น ทําใหประชากรของเซลลมีหลายขนาดปะปนกัน 
 

ภาพที่ 15  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน passage ที่ 8 
เซลล dermal fibroblast สวนใหญมีขนาดใหญและเล็กปนกัน และเซลลที่มีขนาดใหญจะ
ไมมีสวนแขนงของเซลล (ลูกศร) 

 
ภาพที่ 16  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน passage ที่ 9 

เซลลที่มีขนาดใหญ (ลูกศร) และเซลลที่มีขนาดเล็ก(หัวลูกศร) จะไมมีสวนของแขนงที่ยื่น
ออกมายึดเกาะพื้นผิว ทําใหมองเห็นเปนชองวางระหวางเซลลจํานวนมาก  
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ภาพที่ 13       ภาพที่ 14   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 15      ภาพที่ 16   
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การตรวจสอบสัดสวนของเซลลในระยะตางๆ ของวงจรชวิีตเซลลโดยการวัดปริมาณ  ดีเอ็นเอใน
เซลลดวยวิธีโฟลไซโตเมทรี  

 
เมื่อนํา dermal fibroblast ที่เล้ียงใน DMEM + 10 เปอรเซ็นตของ FBS มาแลว 2 วัน โดยมี

ปริมาณเซลล 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่มาตรวจสอบสัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1, S และ 
G2/M จากปริมาณดีเอ็นเอ โดยการยอมดวย propidium iodide ที่ใหความยาวคลื่นแสง 617 นาโน-
เมตร พบวาเซลลในระยะ G0/G1 ในกราฟแสดงคายอดที่ 1 (M1) มีลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนต
เปน 1 arbitrary unit (2C) เซลลในระยะ S (M2) มีลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตอยูระหวาง 1 
arbitrary unit และ 2 arbitrary unit และเซลลในระยะ G2/M ในกราฟแสดงคายอดที่ 2 (M3) มี
ลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 2 arbitrary unit (4C) แตยังไมปรากฏเปอรเซ็นตการตายของ
เซลล (M4)  ดังภาพที่ 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตายของเซลล (M4)  ในการ
เล้ียงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต (กลุมควบคุม) 

192 

128 

64 

256 
จํานวนครั้ง (Events) 

ปริมาณการตดิสีฟลูออเรสเซนต (Arbitrary unit) 
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ตารางที่ 1  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะตางๆ ของวงจรชีวิตเซลล และ
เปอร เซ็นตการตาย  หลังการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม  10  
เปอรเซ็นต 

 
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลระยะตางๆ ±  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 5) 

G0/G1 S G2/M Apoptosis 
73.6 ± 3.5 10.5 ± 2.4 15.8 ± 2.3 0.4 ± 0.5 

 
จากตาราง คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะในการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่

ประกอบดวยซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต พบวาปริมาณเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 เปน 73.6 เปอรเซ็นต 
เซลลที่อยูในระยะ S เปน 10.5 เซลลที่อยูในระยะ G2/M เปน 15.8 และเปอรเซ็นตการตายเปน 0.4 
 
การทดลองที่ 1 และ 2 ผลการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 ดวยการลดปริมาณซีร่ัม (ซีร่ัม 
0.5 เปอรเซ็นต) และการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นท่ี 

 
เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการทดลองลดซีร่ัมและการเลี้ยงใหเซลลเจริญ

เต็มพื้นที่ กราฟแสดงใหเห็นผลที่ไดจากเครื่องโฟลไซโทเมทรีแสดงจํานวนเซลลที่ติดสีฟลูออเรส
เซนตในระดับตางๆ พบวา จํานวนเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 มีคาฟลูออเรสเซนตในชวง M1 มี
คาสูงสุด ซ่ึงทั้ง 4 กลุม มีคาไมแตกตางกัน แตสูงขึ้นแตกตางจากกลุมควบคุม จํานวนเซลลที่อยูใน
ระยะ S และ G2/M มีคาฟลูออเรสเซนตในชวง M2 และ M3 ตามลําดับ มีคานอยมากและในทั้ง 4 
กลุม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมทดลองพบวามีคาลดลงอยางชัดเจน ดังภาพที่ 18 
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ภาพที่ 18  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการเลี้ยงดวย
อาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นตและการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ 

 
A. การเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ (confluent) 
B. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
C. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
D. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

41 



 

42

 
 

 
 
 
 
 
 

 
  A.       B. 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
  C.       D. 
 

ภาพที่ 18 
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ตารางที่ 2  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในวงจรชีวิตเซลลระยะ G0/G1, S, 
G2/M และเปอรเซ็นตการตาย หลังจากการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยการ
เล้ียงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่เเละวิธีการลดปริมาณซีร่ัม  (ซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต) ในเวลา
ตางๆ  

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ± S.D. กลุมทดลอง 
G0/G1 S G2/M Apoptosis 

กลุมควบคุม (n=5) 73.6 ± 3.5a 10.5 ± 2.4a 15.8 ± 2.3a 0.4 ± 0.5 
      Confluent 24 ช่ัวโมง (n=3) 91.7 ± 3.5b 1.2 ± 2.4b 6.2 ± 2.3b 0.8 ± 0.4 

Serum starvation 24 ช่ัวโมง (n=4) 88.4 ± 1.3b 2.3 ± 0.7 b 9.2 ± 0.8 b 0.3 ± 0.2 
Serum starvation 48 ช่ัวโมง (n=3) 90.9 ± 1.4b 1.9 ± 0.5 b 7.0 ± 0.9b 0.3 ± 0.2 
Serum starvation 72 ช่ัวโมง (n=3) 90.3 ± 2.2b 3.0 ± 1.6 b 7.1 ± 1.4b 0.6 ± 0.7 

a, b แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นตของ
เซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

ผลการทดลองพบวาเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1 หลังจาก
เล้ียงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ เทากับ 91.7 ± 3.5 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุม (73.6 ± 3.5 ) อยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) เซลลในระยะ G0/G1 เมื่อเล้ียงเซลลในอาหารที่มีซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง เทากับ 88.4 ± 1.3, 9 ± 1.4 และ 90.3 ± 2.2 ตามลําดับ ซ่ึงมากกวากลุมควบคุม (73.6 ±3.5) 
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ปริมาณของเซลลในระยะ S หลังจากการลดซีร่ัมเปนเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง เทากับ 2.3 ± 0.7, 1.9 ± 0.5 และ 3.0 ± 1.6 ตามลําดับ และพบวาการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็ม
พื้นที่เทากับ 1.2 ± 2.4 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมทดลอง แตต่ํากวาคาที่พบในกลุม
ควบคุม (10.5 ± 2.4) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ปริมาณของเซลลในระยะ G2/M หลังจากการลด
ซีร่ัมเปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 9.2 ± 0.8, 7.0 ± 0.9 และ 7.1 ± 1.4 ตามลําดับ และ
พบวาการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่เทากับ 6.2 ± 2.3 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุม
ทดลอง แตต่ํากวาคาที่พบในกลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) อัตราการตายของ
เซลล (apoptosis) หลังจากการลดซีร่ัมเปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 0.3 ± 0.2, 0.3 ± 0.2, 
0.6 ± 0.7 และการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ เทากับ 0.8 ± 0.4 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ และ
ไมแตกตางกับกลุมควบคุม (0.4 ± 0.5) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  
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ภาพที่ 19  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการเหนี่ยวนํา
ใหเซลลอยูในระยะ G0/G1โดยการใชสาร roscovitine 

 
A. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM 
B. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM 
C. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 30 µM 
D. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 45 µM 
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การทดลองที่ 3 การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 โดยการใชสาร roscovitine ท่ีความเขมขน
ตางๆ 

 
เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการทดลองใชสาร roscovitine ที่ความเขมขน

ตางๆ กราฟแสดงใหเห็นปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) 
ในกลุม A และ B ไมแตกตางจากกลุมควบคุม และพบวาปริมาณการติสีฟลูออเรสเซนตเปอรเซ็นต
การตายของเซลล (M4) ปรากฏชัดเจนในกลุม C และเพิ่มมากขึ้นในกลุม D ดังภาพที่ 19 

 
 
 

 
 
 
 
   
 

A.       B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C.       D. 
 

ภาพที่ 19 
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ตารางที่ 3  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M และ 
เปอรเซ็นตการตาย โดยการใชสาร roscovitine ที่ความเขมขนตางๆ 

 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ±SD  
Roscovitine (µM) G0/G1 S G2/M Apoptosis 
กลุมควบคุม (n=5) 73.6 ± 3.5a,b 10.5 ± 2.4a 15.8 ± 2.3ab 0.4 ± 0.5a 

5 (n=7) 78.6 ± 2.6b 7.5 ± 2.1b 13.5 ± 2.9a 0.5 ± 0.4a 
15 (n=7) 73.5 ± 4.0a,b 7.5 ± 1.1b 18.0 ± 3.5b 1.3 ± 0.9a 
30 (n=7) 70.4 ± 6.7a,c 8.4 ± 2.5ab 12.0 ± 3.1a 11.0 ± 11.0b 
45 (n=7) 63.7 ± 10.4c 8.4 ± 2.8ab 12.3 ± 3.3a 16.2 ± 12.4b 

a, b, c แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นต
ของเซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

จากการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหอยูในระยะ G0/G1 ดวยการใชสาร roscovitine 
พบวาคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 หลังจากการใช roscovitine ที่ความเขมขน 5 
µM, 15 µM และ 30 µM เทากับ 78.6 ± 2.6, 73.5 ± 4.0 และ 70.4 ± 6.7 ซ่ึงใกลเคียงกับกลุมควบคุม
เเละไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ความเขมขน 15 µM และ 30 µM เทากับ 73.5 ± 4.0 และ ซ่ึง
ไมแตกตางกัน ที่ความเขมขน 45 µM เทากับ 63.7 ± 10.4 ไมแตกตางกัน แตที่ความเขมขน 45 µM 
เปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 (63.7 ± 10.4) ต่ํากวาคาที่พบในกลุมควบคุม (73.6 ± 3.5) 
อยางมีนัยสําคัญ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ S หลังจากการใชสาร roscovitine ที่ความ
เขมขน 5 µM เเละ 15 µM เทากับ 7.5 ± 2.1 และ 7.5 ± 1.1 ซ่ึงต่ํากวากลุมควบคุม และที่ความเขมขน 
30 µM และ 45 µM เทากับ 8.4 ± 2.5 เเละ 8.4 ± 2.8 ซ่ึงไมแตกตางจากที่ความเขมขน 5 µM เเละ 15 
µM และไมแตกตางจากลุมควบคุม (10.5 ± 2.4 ) คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่
อยูในระยะ G2/M หลังจากการใชสาร roscovitine ที่ความเขมขนตางๆ พบวาที่ความเขมขน 5 µM, 
30 µM และ 45 µM เทากับ 13.5 ± 2.9, 12.0 ± 3.1 และ 12.3 ± 3.3 ซ่ึงไมแตกตางกัน แตต่ํากวาคาที่
พบในความเขมขน 15 µM (18.0 ± 3.5) และกลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) เปอรเซ็นตการตายของเซลล
ที่ความเขมขน 5 µM และ 15 µM (0.5 ± 0.4, 1.3 ± 0.9) ไมแตกตางจากกลุมควบคุม แตเปอรเซ็นต
การตายของเซลลที่ความเขมขน 30 µM และ 45 µM (11.0 ± 11.0, 16.2 ± 12.4) สูงกวากลุมควบคุม 
และกลุมที่ใชความเขมขนที่ 5 µM และ 15 µM อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
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ภาพที่ 20  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), G1/S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการ
เหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ S โดยการใชสาร aphidicolin 

 
A. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 1.0 µM 
B. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 2.5 µM 
C. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 5.0 µM 
D. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 10.0 µM 

47 
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การทดลองที่ 4 การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G1/S โดยการใชสาร aphidicolin ท่ีความเขมขน
ตางๆ  
 

เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการทดลองใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขน
ตางๆ กราฟแสดงใหเห็นปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตระยะ G1/S (M2) ในทั้ง 4 กลุม เพิ่มขึ้น
แตกตางจากกลุมควบคุมอยางชัดเจน ดังภาพที่ 20 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

A. B. 
 
B.  

 
   
 
 
 
 
 

C. D. 
 

ภาพที่ 20 
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ตารางที่ 4  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, G1/S, G2/M และ 
เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ S โดยการใชสาร aphidicolin ที่
ความเขมขนตางๆ 

a, b, c แสดงคาเฉล่ียที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นต
ของเซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
พบวา คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1 เทากับ 63.5 ± 

4.3, 60.4 ± 4.2, 59.9 ± 6.6 และ 59.1 ± 8.9 หลังจากการใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขน 1 µM, 
2.5 µM, 5.0 µM และ 10 µM ตามลําดับ ซ่ึงมีคาลดลงยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) เมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม (73.6 ± 3.5) คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G1/S เพิ่มขึ้นอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติหลังจากการใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขนตั้งเเต 1 µM ขึ้นไปเมื่อเทียบกับ
กลุมควบคุม เเละเซลลที่อยูในระยะ G1/S เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนสาร aphidicolin (ตารางที่ 4) 
เมื่อใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขน 2.5 µM, 5.0 µM และ 10 µM คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล 
dermal fibroblast ในระยะ G1/S เทากับ 20.7 ± 4.2,  25.6 ± 5.3, 27.4 ± 2.9 เเละ 29.6 ± 6.6 
ตามลําดับ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ในระยะ G2/M หลังจากการใชสาร 
aphidicolin ที่ความเขมขน 10 µM (10.0 ± 4.2) มีคาต่ํากวากลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) เเละเมื่อใช 
aphidicolin ที่ความเขมขน 1 µM (15.3 ± 3.4) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เเตไมมีแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญกับกลุมที่ใช aphidicolin ที่ความเขมขน2.5 µM เเละ 5.0 µM (13.9 ± 2.2, 13.2 ± 4.4) 
ตามลําดับ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของเซลลไมแตกตางกันระหวางกลุมการทดลองที่ความ
เขมขนตางๆ และไมแตกตางจากกลุมควบคุม  

 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ± SD  
aphidicolin (µM) G0/G1 G1/S G2/M Apoptosis 

กลุมควบคุม ( n=5) 73.6 ± 3.5a 10.5 ± 2.4a 15.8 ± 2.3a 0.4 ± 0.5 
1 (n=6) 63.5 ± 4.3b 20.7 ± 4.2b 15.3 ± 3.4a 0.6 ± 1.0 

2.5 (n=5) 60.4 ± 4.2b 25.6 ± 5.3bc 13.9 ± 2.2ab 0.3 ± 0.2 
5.0 (n=5) 59.9 ± 6.6 b 27.4 ± 2.9c 13.2 ± 4.4ab 1.4 ± 1.7 
10 (n=6) 59.1 ± 8.9 b 29.6 ± 6.6c 10.0 ± 4.2b 1.3 ± 1.8 
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ภาพที่ 21  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการเหนี่ยวนํา
ใหเซลลเขาสูระยะ G2/M โดยการใชสาร colcemid 

 
A. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg/ml 
B. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.25 µg/ml 
C. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.5 µg/ml 
D. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 1.0 µg/ml 

50 
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การทดลองที่ 5 การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G2/M โดยการใชสาร colcemid 
 
เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการใชสาร colcemid กราฟแสดงใหเห็น

ปริมาณการติสีฟลูออเรสเซนตระยะ G2/M (M3) มีปริมาณสูงขึ้นแตกตางจากกลุมควบคุมอยาง
ชัดเจนทั้ง 4 กลุม และพบวาปริมาณการติสีฟลูออเรสเซนตของระยะ G0/G1 (M4)  และ S (M2) ไม
แตกตางจากกลุมควบคุม ดังภาพที่ 21 
 
 
 
 

 
 
 
 

   
 

A.      B. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
C.      D. 

 
ภาพที่ 21 
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ตารางที่ 5  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M และ 
เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู G2/M โดยการใชสาร colcemid ที่
ความเขมขนตางๆ 

 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ±SD  
colcemid (µg/ml) G0/G1 S G2/M Apoptosis 
กลุมควบคุม (n=5) 73.6 ± 3.5a 10.5 ± 2.4 15.8 ± 2.3a 0.4 ± 0.5 

0.10 (n=6) 51.4 ± 8.2b 8.3 ± 2.6 38.5 ± 8.7b 1.5 ± 0.4 
0.25 (n=7) 52.5 ± 8.5 b 9.3 ± 3.4 36.2 ± 9.1b 1.2 ± 0.6 
0.50 (n=7) 52.3 ± 9.4 b 9.0 ± 2.9 36.5± 9.2b 1.3 ± 0.9 
1.0 (n=6) 54.0 ± 10.4 b 8.5 ± 3.1 35.1 ± 8.6b 1.3 ± 0.8 

a, b แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นตของ
เซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1 หลังจากการใชสาร 
colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg เทากับ 51.4 ± 8.2, 52.5 ± 8.5, 52.3 ± 
9.4 และ 54.0 ± 10.4 ตามลําดับ ซ่ึงลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (73.6 ± 3.5) 
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ S หลังจากการใชสาร colcemid ที่ความ
เขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg เทากับ 8.3 ± 2.6, 9.3 ± 3.4, 9.0 ± 2.9 และ 8.5 ± 3.1 ไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ และไมแตกตางกันกับกลุมควบคุม (10.5 ± 2.4) อยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G2/M หลังจากการใชสาร 
colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg เทากับ 38.5 ± 8.7, 36.2 ± 9.1, 36.5 ± 
9.2 และ 35.1 ± 8.6 ซ่ึงสูงกวาคาที่พบในกลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของเซลลที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg (1.5 ± 0.4, 
1.2 ± 0.6, 1.3 ± 0.9, 1.3 ± 0.8) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ และไมแตกตางกันกับกลุมควบคุม 
(0.4 ± 0.5) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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วิจารณ 
 

การเลี้ยงเซลล dermal fibroblast ของสุนัขมีการรายงานในการทดลองของ Fray et al. 
(2004) เซลล dermal fibroblast สามารถเก็บจากชิ้นเนื้อผิวหนังบริเวณหนาทองของสุนัข ซ่ึงเปนวิธี
ที่งายและสามารถประยุกตใชไดกับการเก็บผิวหนังบริเวณอื่นๆ ของรางกาย dermal fibroblast ของ
สุนัขที่เพาะเลี้ยงจะถูกกระตุนในการเจริญแบงตัวดวย growth factor ในซีร่ัม และมีการทดลอง
พบวาโปรตีน fibronectin ที่ไฟโบรบลาสตสรางขึ้นเอง เปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการเคลื่อนที่ 
(migration) ของไฟโบรบลาสต (Kohyama et al., 2002, Leeb et al., 2004) ในการแบงตัวและเจริญ
แผกระจายเปนชั้นเดียวตามพื้นผิวของภาชนะเลี้ยงเซลล เซลลจะไมเจริญซอนแถวหรือกายกัน การ
เพาะเล้ียงเซลลดวยวิธีการใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนัง (primary explant) ใชเวลา 1 
สัปดาห เซลลจะเจริญจนเต็มพื้นที่โดยรอบของชิ้นเนื้อเยื่อ และเปนเวลาที่เหมาะสมตอการ 
subculture เปนครั้งแรก ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Bratka-Robia et al. (2002) ที่ทําการ 
subculture เปนครั้งแรกในวันที่ 10 ของการเพาะเลี้ยงเซลล dermal fibroblast ของสุนัขแบบ 
primary explant และสามารถเลี้ยงไปจนถึง passage ที่ 16 แตยังไมมีรายงานลักษณะโครงสรางของ
เซลล dermal fibroblast ใน passage ที่สูงขึ้น ในการทดลองนี้พบวาหลังจาก passage ที่ 7 เซลลบาง
เซลลจะเริ่มมีลักษณะโครงสรางเปลี่ยนแปลงกลายเปนเซลลที่มีขนาดใหญและไมมีสวนแขนงของ
เซลลในการยึดเกาะ เนื่องจากบางเซลลเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเปน transform cell เชนมี
การเพิ่มจํานวนของโครโมโซมแตไมมีการแบงเซลลออกเปน 2 เซลล ทําใหพบเซลลที่มีขนาดใหญ
ขึ้นและมีแขนงของเซลลส้ันลง (Adams et al., 1968) โดยกระบวนการเกิดขึ้นเมื่อเซลลมีสภาวะ
แวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ เซลลจะพยายามปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมเพื่อดํารงชีวิต
ตอไป ทําใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนไปจากปกติ และพบวาบางเซลลตาย โดยเมื่อเซลลเกิดความ
ผิดปกติ จะถูกเหนี่ยวนําโดยใหเกิดกระบวนการ apoptosis ขึ้น เมื่อมองดวยกลองจุลทรรศนพบวา
เซลลตายจะหลุดออกจากพื้นผิวยึดเกาะ (Alberts et al., 1994)  
 

วิธีการเลี้ยงเซลลจากผิวหนังนอกจากการเลี้ยงแบบ primary explant แลว ยังสามารถทําได
โดยวิธีการใชเอนไซมยอยช้ินเนื้อเยื่อ ซ่ึงเอนไซมจะยอยโปรตีนยึดเกาะระหวางเซลลกับเซลล หรือ
ระหวางเซลลกับเนื้อเยื่อประสาน ทําใหเซลลหลุดออกเปนเซลลเดี่ยว ซ่ึงเปนวิธีการที่ทําใหไดเซลล
จากเนื้อเยื่อเปนจํานวนมาก และรวดเร็ว แตวิธีการดังกลาวมีขอเสียคือเซลลที่ไดจะมีการเจือปนดวย
สวนประกอบของเนื้อเยื่อหลายชนิด เชน เสนใยคอลลาเจน เสนขน เซลลที่เปนองคประกอบของ
ตอมเหงื่อ ตอมไขมัน เปนตน และตองใชระยะเวลานานในการ subculture เพื่อใหไดเซลล dermal 
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fibroblast ที่ไมมีเซลลอ่ืนๆ เจือปน  และข้ันตอนในการใชเอนไซมเพื่อยอยเซลลออกจากเนื้อเยื่อ
คอนขางมีความซับซอน เนื่องจากตองเลือกชนิดของเอนไซม และระยะเวลา ในขั้นตอนตางๆ ให
เหมาะสมกับเนื้อเยื่อชนิดนั้นๆ (Freshney, 2000) 
 

การเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยวิธีการลดปริมาณซีร่ัม 3 ชวงเวลาคือ 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมง ใหผลไมแตกตางกัน เซลล dermal fibroblast ของสุนัขเขาสูระยะ G0/G1 ภายใน 24 
ช่ัวโมงเนื่องจากวงจรชีวิตเซลลปกติประมาณ 24 ช่ัวโมง เมื่อมีการลดปริมาณซีร่ัมเซลลจะเขาสู
ระยะพักเพื่อพักตัว ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองเพื่อเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยใช
วิธีการลดปริมาณซีร่ัมในสัตวชนิดอื่นๆ เชนในสุกร (Boquest et al., 1999, Kues et al., 2000), โค 
(Cho et al., 2005, Gibbons et al., 2002, Cheong et al., 2003) และแพะ (Yu et al., 2003) มีการ
ทดลองพบวาเมื่อลดซีร่ัม เซลลของลูกโคเขาสูระยะ G0/G1 เห็นไดชัดเจนใน 48 และ 72 ช่ัวโมง 
(Sun et al., 2007) และในกระตาย 96, 120 ช่ัวโมง (Liu et al., 2004) ในการทดลองดังกลาวแสดงให
เห็นวาระยะเวลาการเขาสูระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลลขึ้นอยูกับปจจัยแวดลอมในการทดลอง
เชน การใชเซลลใน passage แรกๆ จะทําใหอัตราการเจริญแบงเซลลเปนไปอยางรวดเร็ว เซลลจะ
เขาสูระยะ G0/G1 เร็วกวาการใชเซลลใน passage ที่สูงขึ้น และสภาวะเฉพาะของเซลลสัตวแตละ
ชนิดที่ใชในการทดลอง (Kleinsmith and Kish, 1995) แมวาการลดซีร่ัมที่ 48 และ 72 ช่ัวโมงมี
แนวโนมที่จะทําใหเปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 มากกวาแตทําใหเกิดการตายของเซลล
เพิ่มขึ้นเชนเดียวกับการทดสอบในสัตวชนิดอื่นไดแก สุกร (Kues et al., 2000, Lee and Piedrahita, 
2002) โค (Cho et al., 2005) และแพะ (Yu et al., 2003) เนื่องจากการลดปริมาณซีร่ัมมีผลตอการ
แสดงออกของยีนซึ่งเปนสาเหตุทําใหเซลลเขาสูระยะพัก และเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอในระยะ
ตอมา (Iyer et al., 1999) และจะนําไปสูกระบวนการตายของเซลล (Peng et al., 1998) การลด
ปริมาณซีร่ัมทําใหเซลลขาดแคลนปจจัยในการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอ ทําใหดีเอ็นเอไมสามารถ
จําลองตัวเองได (Gospodarowicz, 1974, Leof et al., 1983, Brooks et al., 1990, Lanza et al., 2000) 
หรืออาจจะเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอหากระยะเวลาในการลดปริมาณซีร่ัมนานเกินไป นอกจากนี้
ปจจัยอ่ืนๆ เชน สายพันธุ สภาวะการเพาะเลี้ยงที่จําเพาะกับเซลลแตละชนิดอาจเปนสาเหตุเหนี่ยวนํา
ใหเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอได 
 

การเหนี่ยวนําเซลลอยูในระยะ G0/G1 สามารถทําไดโดยเล้ียงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ (cell 
confluent) การทดลองในการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal fibroblast เขาสูระยะ G0/G1โดยเลี้ยงให
เซลลเจริญจนเต็มพื้นที่ระยะเวลา 24 48 และ 72  ช่ัวโมงพบวาประมาณ 80-90 เปอรเซ็นตของเซลล
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ที่เขาสูระยะ G0/G1 มีคาไมแตกตางกันในทั้ง 3 ชวงเวลา (Sun et al., 2007, Hayes et al., 2005) 
ดังนั้นการเลี้ยงเซลลจนเต็มพื้นที่ในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 จึงทําการทดลองใน
ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเปนการลดระยะเวลาในการทดลองและลดปริมาณการใชเซลลรวมถึง
อุปกรณและสารเคมี และผลการทดลองใน dermal fibroblast ของสุนัข พบวา 91.7 เปอรเซ็นตของ
เซลลทั้งหมดเขาสูระยะ G0/G1 ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานในโค (Katska et al., 2002, Cho et al., 
2005) และในแมว (Gomez et al., 2003) dermal fibroblast ของสุนัขเมื่อเล้ียงเจริญจนเต็มพื้นที่ 
พบวาปริมาณการตายของเซลลไมแตกตางจากกลุมควบคุม 

 
การใช roscovitine ในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลล dermal 

fibroblast ของสุนัข พบวาที่ความเขมขน 5 µM, 15 µM ทําใหเซลลเซลลเขาสูระยะ G0/G1 (78.6 ± 
2.6, 73.5 ± 4.0) ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (73.6 ± 3.5) และไมเพิ่มปริมาณการตายของเซลล ซ่ึง
ขัดแยงกับการทดลองในเซลล adult fibroblast และ fetal fibroblast ในโค ซ่ึงสามารถเหนี่ยวนําให
เซลลเขาสูระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลลไดมากกวา 80 เปอรเซ็นตของปริมาณเซลลทั้งหมด โดย
การใช roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM และ 30 µM (Gibbons et al., 2002, Cho et al., 2005) ใน
การทดลองความเขมขนที่สูงขึ้น (30 µM และ 45 µM) ไมสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ 
G0/G1 และปริมาณของเซลลในระยะ G0/G1 (70.4 ± 6.7, 63.7 ± 10.4) จะต่ํากวาที่ความเขมขน 5 
µM, 15 µM และ กลุมควบคุม แตจะพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้นเพิ่มขึ้น (P<0.05) 11.0 ± 11.0 และ 
16.2 ± 12.4 เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (0.4 ± 0.5) ความเขมขนของ roscovitine ที่สูงเกินไปจะทําให
เกิดอันตรายกับเซลลไดเนื่องจากมีรายงานพบวา roscovitine ที่ความเขมขนที่ความเขมขน 10 µM มี
ผลสรางความเสียหายใหแกโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวกับการ transcription ซ่ึงโปรตีน p53 จะ
ตรวจสอบกระบวนการสรางดีเอ็นเอและโปรตีนโดยเหนี่ยวนําใหเซลลหยุดเพื่อซอมแซมสายดีเอ็น
เอที่เสียหายโดยกระบวนการ DNA repair แตเมื่อความเขมขนสูงขึ้นที่ 25 µM เปนความเขมขนที่
สามารถทําลายโปรตีนตางๆ ในกระบวนการสรางดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ ไดแก เฮลิกซดีสเตบิไลซิง
โปรตีน ดีเอ็นเอไจเลส  ดีเอ็นเอไพรเมส ดีเอ็นเอไลเกส ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ซ่ึงสงผลใหเซลลไม
สามารถซอมแซมดีเอ็นเอได เซลลจะเกิดการตายโดยวิธี apoptosis โดย p53 จะกระตุนใหเกิดการ
สราง p21 จากนั้น p21 จะเปนตัวกระตุนให mitochondria ปลอย cytochrom C จะเปลี่ยน 
procaspase ใหเปน caspase ซ่ึงเปนเอนไซมที่มีผลทําใหเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอ โครโมโซม 
รวมถึงออแกแนลลตางๆ และเยื่อหุมเซลลมีการแตกกระจาย (David-Pfeuty, 1999, Wesierska-
Gadek et al., 2005) ซ่ึงใกลเคียงกับการทดลองของ Gibbons et al. (2002)  และ Cho et al. (2005)  
พบวาการใช roscovitine ที่ความเขมขน 30 µM จะทําใหการตายของเซลลเพิ่มเปน 6 เปอรเซ็นต
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ของปริมาณเซลลทั้งหมด ดังนั้นความเขมขนที่เหมาะสมในการใชในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูใน
ระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลล dermal fibroblast ของสุนัขคือ 5 µM เนื่องจากมีแนวโนม
เหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 สูงกวา และไมพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 
  

การใช roscovitine เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) และการ
เล้ียงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ (cell confluent)  การทดลองพบวาการใช roscovitine เหนี่ยวนําใหเซลล
อยูในระยะ G0/G1 ไดนอยกวาวิธีการลดปริมาณซีร่ัมและการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ ซ่ึง
ใกลเคียงกับการรายงานของ Gomez et al. (2003) ที่พบวาปริมาณเซลลของแมวในระยะ G0/G1 ใน
การเหนี่ยวนําดวยวิธีการใช roscovitine (56 เปอรเซ็นต) จะนอยกวาการเหนี่ยวนําโดยวิธีการลด
ปริมาณซีร่ัม (83 เปอรเซ็นต) และการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ (61 เปอรเซ็นต)  การทดลองใน
สุนัขและแมวขัดแยงกับการทดลองของ Gibbons et al. (2002) ในโคซึ่งพบวา roscovitine สามารถ
เหนี่ยวนําใหมีเปอรเซ็นตของเซลลเขาสูระยะ G0/G1 (82.4 เปอรเซ็นต) ไดมากกวาวิธีการลด
ปริมาณซีร่ัม (76.9 เปอรเซ็นต) และการทดลองของ Saikhun (2004) สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู 
G0/G1 มากกวา 80 เปอรเซ็นตไมแตกตางกันทั้งวิธีการลดปริมาณซีร่ัมและการใช roscovitine 
ดังนั้นการใช roscovitine ตองใชความเขมขนที่เหมาะสม จากการศึกษาที่ความเขมขนที่ 5 µM เปน
ความเขมขนที่เหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ได แตเมื่อใชความเขมขนที่สูงขึ้นพบวา
เปอรเซ็นตของเซลลในระยะ G0/G1 ไมสูงขึ้น แตกลับพบเปอรเซ็นตการตายของเซลลมากขึ้น 
เนื่องจากมีรายงานสนับสนุนวาที่ความเขมขนต่ํา 0.2 µM ถึง 0.7 µM มีผลในการยับยั้ง Cdk1, Cdk2 
และ Cdk5 ใน fibroblasts ของคน (De Azevedo et al., 1997, Meijer et al., 1997, Alessi et al., 
1998, Schang et al., 2000, Ljungman et al., 2001) 
 

ผลการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal fibroblast ของสุนัขอยูในระยะ G0/G1 พบวาการลด
ปริมาณซีร่ัม และการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ได 
88-91 เปอรเซ็นตของเซลลทั้งหมด และพบเปอรเซ็นตการตายไมเพิ่มขึ้น และพบวาการลดปริมาณ
ซีร่ัมและการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ 24 ช่ัวโมง มีความเหมาะสมเนื่องจากเปนระยะเวลาที่ส้ัน 
และมีแนวโนมในการเกิดความเสียหายกับเซลลนอยกวาการใชระยะเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง ใน
ขณะเดียวกัน roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM เหมาะสมเนื่องจากสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู
ระยะ G0/G1 สูงกวาการใชที่ความเขมขนที่สูงขึ้น และไมพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 
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การใชสาร aphidicolin พบวา aphidicolin สามารถใชในการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal 
fibroblast ของสุนัขอยูในระยะ G1/S (Wang et al., 1993, Chang et al., 2003) จากการทดลองพบวา
ที่ความเขมขน 1 µM, 2.5 µM, 5.0 µM และ 10 µM ปริมาณของเซลลในระยะ G1/S เพิ่มขึ้น 
(P<0.05) จาก 10.5 ± 2.4 ในกลุมควบคุม เปน 20.7 ± 4.2, 25.6 ± 5.3, 27.4 ± 2.9, 29.6 ± 6.6 
ตามลําดับ สอดคลองกับการทดลองของ Kues et al. (2000) พบวา aphidicolin ที่ความเขมขน 6 µM 
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast ในสุกรอยูในระยะ G1/S เพิ่มขึ้นจาก 15 .2 เปอรเซ็นต เปน 
23.8 เปอรเซ็นตใน 5 ช่ัวโมง และ 46.9 เปอรเซ็นตใน 19 ช่ัวโมง ที่ความเขมขน 2.5 µM มีความ
เหมาะสมเนื่องจากสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G1/S ไดดีกวาการใชความเขมขน 1 µM  
แตใหผลใกลเคียงกับการใชความเขมขน 5.0 µM , 10 µM  และไมพบเปอรเซ็นตการตายของเซลล
เพิ่มขึ้น 

 
การใช colcemid ในการเหนี่ยวนําใหเซลลสูระยะแบงตัวของวงจรชีวิตเซลล dermal 

fibroblast ของสุนัข จะทําใหเซลล G2/M เพิ่มขึ้น (P<0.05) จาก 15.8 ± 2.3 ในกลุมควบคุม เปน 38.5 
± 8.7, 36.2 ± 9.1, 36.5 ± 9.2, 35.1 ± 8.6  ที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg, และ 1.0 µg 
ตามลําดับ สอดคลองกับการทดลองในหนู hamster พบวาใน 24 ช่ัวโมงสามารถเหนี่ยวนําใหเซลล
อยูในระยะ G2/M ได (Tsutsui et al., 1984) และที่ 48 ช่ัวโมงทําให tubulin dimers ไมสามารถเขา
มารวมกันเปนไมโครทูบูลเพื่อทําหนาที่ในกระบวนการแบงเซลล เซลลจะถูกหยุดใหอยูในระยะ M 
สงผลให mitotic cyclin ซ่ึงทําหนาที่ควบคุมกิจกรรมในการแบงเซลลมีระดับสูงขึ้น ทําใหเกิดความ
เสียหายกับดีเอ็นเอ ซ่ึงนําไปสูกระบวนการตายของเซลลได (Gallaher et al., 2000, Panayiotidis et 
al., 2006) ในการทดลองนี้ที่ความเขมขน 0.1 µg มีความเหมาะสมในการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal 
fibroblast สุนัข เนื่องจากเปนความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M 
ได ซ่ึงไมแตกตางจากความเขมขนที่สูงขึ้น 

 
 จากการทดลอง สาร roscovitine และ aphidicolin เจือจางดวย DMSO (dimethyl sulfoxide) 
ซ่ึงในการทดลองใชความเขมขนสูงสุดที่ 0.34 เปอรเซ็นต มีรายงานพบวาสาร DMSO มีผลในการ
เหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะตางๆ ที่ความเขมขนมากกวา 0.5 เปอรเซ็นต ใน dermal fibroblast 
ของละมั่ง (Hashem et al., 2006) และมากกวา 1 เปอรเซ็นต ในสุกร และหนูแฮมสเตอร (Prather et 
al., 1999, Fiore et al., 2002) 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

เมื่อใช roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM สามารถเพิ่มจํานวนเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ได
เพียงเล็กนอยเเละเซลลไมตาย  เมื่อเพิ่มความเขมขนมากขึน้กลับทําใหเซลลตายเพิ่มขึ้น ดังนั้นเมื่อใช 
roscovitine ที่ความเขมขนสงูควรลดเวลาการเลี้ยงลงเปน 12-16 ช่ัวโมง 

 
aphidicolin ที่ความเขมขน 10 µM ใหผลในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G1/S ได

สูงสุด เเตควรเพิ่มระยะเวลาในการเลี้ยงใหนานขึ้นหรือเพิ่มความเขมขนของ aphidicolin ให
มากกวา 10 µM เพื่อเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G1/S ใหมากขึ้น 
  

การเหนีย่วนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M ควรใช colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg เเตควรเพิ่ม
เวลาในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M นานขึ้นเปน 36 หรือ 48 ช่ัวโมง 

 
ในการทดลองควรสังเกตลักษณะเเละรูปราง ของเซลล dermal fibroblast ที่เปลี่ยนเเปลง

ขณะที่เล้ียงในอาหารที่ลดซีร่ัม หรือมีสารเคมีตางๆ รวมทั้งการตรวจสอบจํานวนเเละลักษณะของ
โครโมโซมวาผิดปกติหรือไม  
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อาหารเลี้ยงเซลล canine dermal fibroblast (DMEM + 10% FBS) 
  

1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) (Gibco) 13.4 กรัม 
Fetal bovine serum (FBS)    100   มิลลิลิตร 
NaHCO3      3.7 กรัม 
Penicillin-streptomycin     10 มิลลิลิตร

  
เติมน้ํากรองจนครบ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนัน้นําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง
ใหเทากับ 7.2-7.4 ดวย HCL และ NaOH นาํอาหารเลี้ยงเซลลไปกรองดวยเครื่องกรอง 
(Corning Bottle Top Filter, 0.22 µm) เก็บไวที่อุณหภมูิ 2-4 องศาเซลเซียส  
 

การเตรียม Phosphate buffer saline (PBS)  
  

1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย  
  NaCL       8 กรัม 
  KCL       0.2 กรัม 
  KH2PO4       0.24 กรัม 
  NaH2PO4      1.44 กรัม 
    

 เติมน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปวดัคาความเปน
กรด-ดางใหเทากับ 7.2-7.4 ดวย HCL และ NaOH นําไปผานการฆาเชื้อดวยวิธีการ 
autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง ปลอยไวใหเยน็และเกบ็ไวที่
อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  

 
การเตรียมสารละลายในการแชแขง็เซลล 
  

10 มิลลิลิตร ประกอบดวย  
 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (20%)  2 มิลลิลิตร 
 อาหารเลี้ยงเซลล (DMEM+10% FBS+1% penicillin–streptomycin)  8 มิลลิลิตร 
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การเตรียม Propidium iodide  
 
Stock solution 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

Propidium iodide (cat no. P4170 sigma)  25 มิลลิกรัม 
PBS      25 มิลลิลิตร 
เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  

 
การเตรียม Roscovitine 

 
Stock solution 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

Roscovitine (cat no. R7772 sigma)  5 มิลลิกรัม 
DMSO      1 มิลลิลิตร 
เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
การเตรียม Aphidicolin 

 
Stock solution 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

  Aphidicolin (cat no. 10797 sigma)  1 มิลลิกรัม 
  DMSO      100  ไมโครลิตร 

เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
การเตรียม 70% alcohol สําหรับฆาเชื้อในหองเลี้ยงเซลล 
   

1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
Alcohol 95 %     750 มิลลิลิตร  
น้ํากลั่น      250 มิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล รักษิณยี  คํามานิตย 
วัน เดือน ป ที่เกิด 0๕ กันยายน ๒๕๒๔ 
สถานที่เกิด  อ. ภูเรือ จ. เลย 
ประวัติการศึกษา -ระดับประถมศึกษาโรงเรียนบานแกงมวง อ. ภูเรือ จ. เลย 

-ระดับมัธยมศกึษาโรงเรียนเลยอนุกูลวิทยา อ. เมือง จ. เลย 
-ระดับปริญญาตรี (วท.บ. สัตวศาสตร) มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลภาคตะวันออก วิทยาเขตจันทบุรี 
-ระดับปริญญาโท (วท.ม. กายวภิาคศาสตรทางสัตว
แพทย) มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ ไดรับทุนวจิัยระดับบัณฑิตศึกษาประจําปการศึกษา 
๒๕๔๙ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 




