
 

 

วิทยานิพนธ 
ผลของการลดซีร่ัม การเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพืน้ที่และสารเคมี  

ตอวงจรชีวิตเซลล ของเซลลไฟโบรบลาสผิวหนังสุนัข 
 

EFFECTS OF SERUM STARVATION, CELL CONFLUENCY 
AND CHEMICAL INHIBITORS ON CELL CYCLE OF CANINE 

DERMAL FIBROBLAST 
 
 
 

นางสาวรักษิณีย  คํามานิตย 
 
 
 
 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
พ.ศ. ๒๕๕๐ 



 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (กายวภิาคศาสตรทางสัตวแพทย) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  ผลของการลดซีร่ัม การเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่และสารเคมี ตอวงจรชีวิตเซลล ของ
เซลลไฟโบรบลาสผิวหนังสุนัข 

 

Effects of Serum Starvation, Cell Confluency and Chemical Inhibitors on Cell Cycle of 
Canine Dermal Fibroblast 
 

นามผูวิจัย  นางสาวรักษณิีย  คํามานิตย   
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
ประธานกรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารย สัตวแพทยหญิงศิริรักษ  จันทครุ, Ph.D. ) 
กรรมการ    

 ( รองศาสตราจารย สัตวแพทยหญิงวรรณดา  สุจริต, Ph.D.   ) 
กรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยจําเนียร  สายขุน, ปร.ด. ) 
กรรมการ    

 ( อาจารยกันทิมาณี  พันธุวิเชียร, วท.ด. ) 
หัวหนาภาควชิา    

 ( ผูชวยศาสตราจารย นายสัตวแพทยธีระศกัดิ์  พราพงษ, Ph.D. ) 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           
(         ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                     วนัที่               เดือน                  พ.ศ.                   

รองศาสตราจารยวินยั  อาจคงหาญ, M.A. 

กายวิภาคศาสตรทางสัตวแพทย กายวิภาคศาสตร 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

ผลของการลดซีร่ัม การเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่และสารเคมี ตอวงจรชีวิตเซลล 
ของเซลลไฟโบรบลาสผิวหนังสุนัข 

 

Effects of Serum Starvation, Cell Confluency and Chemical Inhibitors on Cell Cycle of 
Canine Dermal Fibroblast 

 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวรักษณิีย  คํามานติย   
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (กายวิภาคศาสตรทางสัตวแพทย) 

พ.ศ. 2550 



 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ ผศ.ดร.สพ.ญ. ศิริรักษ จันทครุ ประธานกรรมการที่ปรึกษา ที่
ไดชวยเหลือในการวางแผนงานวิจัยในวิทยานิพนธฉบับนี้ ตลอดจนใหคําปรึกษาแนะนํา และ
ตรวจทานแกไขขอบกพรองตางๆ  และใหกําลังใจ  ใหความรูในการศึกษา  การวิจัยระดับ
บัณฑิตศึกษา ขอกราบขอบพระคุณ รศ.ดร.สพ.ญ. วรรณดา สุจริต กรรมการที่ปรึกษาวิชาเอก แหง
สาขาวิชากายวิภาคศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร อ.ดร. กันทิมาณี พันธุ
วิเชียร กรรมการวิชารองแหงสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่ได
กรุณาประสิทธประสาทวิชาการความรูอันเปนพื้นฐานในการทํางานวิจัย รวมถึงใหคําแนะนํา แนะ
แนวทางการคิดอันเปนสิ่งบันดาลใจใหขาพเจาทํางานวิจัยจนสําเร็จ ขอกราบขอบพระคุณ ผศ.ดร. 
จําเนียร สายขุน กรรมการที่ปรึกษาพิเศษ แหงสถาบันวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ไดชวยเหลือในการวางแผนการทํางานวิจัย ใหคําปรึกษาแนะนําในการปฏิบัติ
งานวิจัยและวิเคราะหขอมูลแปลผลทางสถิติ รวมถึงตรวจทานแกไขขอบกพรองตางๆ ในการเขียน
วิทยานิพนธใหสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
 
 ขอขอบพระคุณสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขต
ศาลายา ที่ใหความเอื้อเฟอเครื่องมือและอุปกรณในการทําวิจัย ขอขอบพระคุณ กองควบคุมโรค  
พิษสุนัขบา กรุงเทพมหานคร โรงพยาบาลสัตวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และคลินิกรักสัตวคณะ
เทคนิคการสัตวแพทยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร รวมถึงสัตวแพทยและเจาหนาที่ที่เกี่ยวของในการ
เก็บตัวอยางผิวหนังเพื่อใชในการวิจัย 
 
 ขอกราบขอบพระคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่ใหทุนสนับสนุนการทํา
วิจัยคร้ังนี้ 

 
รักษิณยี  คํามานิตย 

กันยายน  2550 
 
 



 

(1)

สารบัญ 
 

 หนา 
 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (3) 
สัญลักษณและคํายอ (6) 
คํานํา  1 
วัตถุประสงค  3 
การตรวจเอกสาร  4 
อุปกรณและวธีิการ 27 
 อุปกรณ 28 
 วิธีการ 29 
ผลและวิจารณ 34 
 ผล 34 
 วิจารณผล 53 
สรุปและขอเสนอแนะ 58 
เอกสารและสิ่งอางอิง 59 
ภาคผนวก 76 
ประวัติการศึกษา และการทํางาน 79 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(2)

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา 
  
     1 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะตางๆ ของวงจรชีวิต

เซลล  และเปอร เซ็นตการตาย  หลังการเลี้ ยงดวยอาหารเลี้ ยงเซลลที่
ประกอบดวยซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต 40 

     2 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในวงจรชีวิตเซลลระยะ 
G0/G1, S, G2/M และเปอรเซ็นตการตาย หลังจากการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู
ระยะ G0/G1 โดยวิธีการลดปริมาณซีร่ัม (ซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต) ในเวลาตางๆ 
และการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ 43 

     3 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M 
และ เปอรเซ็นตการตาย โดยการใชสาร roscovitine ที่ความเขมขนตางๆ 46 

     4 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M 
และ เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G1/S โดยการใช
สาร aphidicolin ที่ความเขมขนตางๆ 49 

     5 แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M 
และ เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู G2/M โดยการใชสาร 
colcemid ที่ความเขมขนตางๆ 52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(3)

สารบัญภาพ 

ภาพที ่ หนา 
  
     1 ภาพวาดแสดงองคประกอบของผิวหนังชั้นหนังกําพรา  5 
     2 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนธรรมดาแสดงเซลล dermal fibroblast ที่พบใน

ช้ันหนังแท  
 
8 

     3 แสดงการเจริญของเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่เปนเซลลปกติ 9 
     4 แผนผังแสดงวงจรชีวิตเซลลซ่ึงประกอบดวยระยะ G0, G1(A), G1(B), S, G2 

และ M 
 

10 
     5 การควบคุมการเกิดวงจรชีวิตเซลลในระยะตางๆ ในระยะ G1 ถูกควบคุมโดย 

cyclinDและ Cdk4, 5 ระยะ G1 เขาสูระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinE และ 
Cdk2 ระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinA และ Cdk2 จากนั้นระยะ S เขาสูระยะ 
G2 และระยะ M ถูกควบคุมโดย cyclinB และ Cdk1 

 
 
 

16 
     6 แผนผังแสดงปริมาณดี เอ็นเอในเซลลระยะตางๆ  เซลลระยะ  G0/G1 

ประกอบดวยดีเอ็นเอเปน 1 เซท (1X) เซลลระยะ S มีดีเอ็นเออยูระหวาง 1 
และ 2 เซท เซลลระยะ G2/M มีดีเอ็นเอเปน 2 เซท (2X) 

 
 

18 
     7 แสดงกราฟปริมาณดีเอ็นเอในเซลลระยะตางๆ 19 
     8 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดง dermal fibroblast วันที่ 1 ของการ

เพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     9 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast วันที่ 3 

ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     10 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ซ่ึง

เจริญจนเต็มพื้นที่ในวันที่ 4-5 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     11 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน

วันที่ 6-7 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 
 

36 
     12 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่มี

แขนงของเซลลแผออกและเกาะพื้นผิวของจานเลี้ยงในวันที่ 6-7 ของการ
เพาะเลี้ยงแบบ primary explant 

 
 

36 



 

(4)

สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพที ่  หนา 
   
     13 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่อยูใน 

passage ที่ 3 ลักษณะของเซลลเปนรูปกระสวย เซลลมีขนาดใกลเคียงกัน มีการ
ยื่นแขนงเพื่อยืดเกาะพื้นผิวในการเจริญแบงตัว 38 

     14 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast อยูใน
passage ที่ 7 ที่เซลลบางเซลลมีขนาดใหญขึ้น ทําใหประชากรของเซลลมีหลาย
ขนาดปะปนกัน 38 

     15 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน 
passage ที่ 8 เซลล dermal fibroblast สวนใหญมีขนาดใหญและเล็กปนกัน และ
เซลลที่มีขนาดใหญจะไมมีสวนแขนงของเซลล  38 

     16 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน 
passage ที่ 9 เซลลที่มีขนาดใหญและเซลลที่มีขนาดเล็กจะไมมีสวนของแขนงที่
ยื่นออกมายึดเกาะพื้นผิว ทําใหมองเห็นเปนชองวางระหวางเซลลจํานวนมาก  38 

     17 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย
ของเซลล (M4)  ในการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 10 
เปอรเซ็นต (กลุมควบคุม) 39 

     18 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นตและ
การเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ 42 

 A. การเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ (confluent) 
B. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

 C. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
D. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  



 

(5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่  หนา 
   
     19 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 

fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1โดยการใชสาร roscovitine 45 

      A. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM 
B. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM  

      C. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 30 µM 
D. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 45 µM  

20 
 

กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ S โดยการใชสาร aphidicolin 48 

 A. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 1 µM 
B. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 2.5 µM  

 C. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 5.0 µM 
D. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 10 µM  

     21 กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal 
fibroblast ในระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย 
(M4) ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M โดยการใชสาร colcemid 51 

 A. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg/ml 
B. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.25 µg/ml 

 
 

 C. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.5 µg/ml 
D. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 1.0 µg/ml 

 
 

 
 
 
 



 

(6)

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

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 การเลีย้งเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่และสารเคมี ตอวงจรชีวิตเซลล  
ของเซลลไฟโบรบลาสผิวหนังสุนัข 

 
Effects of Serum Starvation, Cell Confluency and Chemical Inhibitors on 

Cell Cycle of Canine Dermal Fibroblast 
 

คํานํา 
 

Dermal fibroblast เปนเซลลของเนื้อเยื่อประสานที่ผลิตเสนใยนอกเซลล (extracellular 
fiber) และสารพื้นฐาน (ground substance) (Hedman et al., 1979) พบที่ผิวหนังชั้นหนังแท เมื่อดู
ดวยกลองจุลทรรศนเซลลมีลักษณะเปนเซลลยาว แบน (กรรณิกา, 2546) ในสภาวะที่เกิดบาดแผล 
dermal fibroblast สามารถแบงตัว ผลิตเสนใยคอลลาเจน โดยทํางานรวมกับเซลล keratinocyte ของ
ช้ันผิวหนังกําพราเพื่อจําลองตัวเองทําหนาที่เปน artificial skin แทนผิวหนังบริเวณที่เสียหาย (Booth 
et al., 1980, Butler, 2004) เซลล dermal fibroblast จากการเพาะเลี้ยง ยังคงมีความสามารถในการ
เจริญไปเปนเซลลชนิดอื่นๆ ได ดวยคุณสมบัติการแบงตัวอยางรวดเร็วจึงมีการนํา dermal fibroblast 
มาผลิตเปน cell line ใชเปนเครื่องมือในการศึกษาดานตางๆ อยางแพรหลาย (Watson et  al., 2004) 
ปจจุบัน dermal fibroblast ของสุนัขที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเซลล สามารถนํามาใชตรวจสอบ
ผลกระทบของสารเคมี หรือสมุนไพรตอเซลลผิวหนัง รวมถึงการทดลองเกี่ยวกับปจจัยที่กอใหเกิด
โรคในผิวหนังสุนัข เชน การขาดสารอาหาร และปรสิต เปนตน (Fray et al., 2004)  

 
การทําใหเซลลอยูในระยะเดียวกัน (cell synchronization) เปนการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู

ระยะใดระยะหนึ่งในวงจรชีวิตเซลลที่ตองการ เชน การเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ดวย
การเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต หรือใชสาร roscovitine การเหนี่ยวนําให
เซลลเขาสูระยะ G1/S ดวยสาร aphidicolin  และการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M ดวยสาร 
colcemid เปนตน โดยทัว่ไปการทําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 นิยมทาํ 3 วิธีคือ วิธีที่หนึ่งคือการทํา
ใหเซลลอยูในระยะพักโดยการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) วิธีที่สองคือการเลี้ยงเซลลใหเตม็
พื้นที่ (cell confluent) วิธีทีส่ามคือการใชสาร roscovitine การลดปริมาณซีร่ัมเพื่อเหนี่ยวนําใหเซลล
เขาสูระยะ G0/G1 ควรใชเวลาไมเกนิ 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) แตเซลล fibroblast ของโค และสุกร หลังจากผานการลดปริมาณซีร่ัมเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
พบวาการอยูรอดของเซลลต่ําและทําใหดีเอ็นเอแตก (Gibbons et al., 2002)  

 
การเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลล มีประโยชนดานเทคโนโลยี

การโคลนนิ่งและการยายฝากตัวออน วงจรชีวิตเซลลมีผลตอการเจริญของตัวออน (Wilmut et al., 
1997, Cibelli et al., 1998, Vignon et al., 1998) พบวาเซลลในระยะ G0/G1 เปนระยะที่ทําใหตัว
ออนของสัตวมีอัตราการเจริญดี (Urakawa et al., 2004, Hayes et al., 2005) 
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วัตถุประสงค 
 
1. เพื่อศึกษาการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหเขาสูระยะ G0/G1 ดวยอาหารเลี้ยง

เซลลที่มีซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบการเหนี่ยวนําโดยวิธีการเลี้ยงเซลลใหเจริญเตม็
พื้นที่ (cell confluent) และการใชสาร roscovitine  

 
2. เพื่อศึกษาการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหเขาสูระยะ G1/S ดวยสาร aphidicolin  
 
3. เพื่อศึกษาการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหเขาสูระยะ G2/M ดวยสาร colcemid 

 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  Dermal fibroblast 

 
Dermal fibroblast เปนเซลลที่พบในชั้นหนังแทของผิวหนัง (กนกธร, 2546, กรรณิกา, 

2546) ผิวหนังมีลักษณะแตกตางกันตามแตละสวนของรางกาย ผิวหนังประกอบดวย 3 ช้ัน คือ ช้ัน
หนังกําพรา, ช้ันหนังแท และชั้นใตผิวหนัง 

 
ช้ันหนังกําพรา (epidermis) เปนชั้นที่ปกคลุมอยูบนสุด มีตนกําเนิดมาจาก surface 

ectoderm ช้ันนี้ประกอบไปดวย เซลลที่มีการแบงเซลล เจริญเติบโตพัฒนาการ และตายลอกหลุด
ออกไปจากรางกายตลอดเวลา และเปนชั้นที่ใหกําเนิดโครงสรางตางๆ ไดแก ขน รูขุมขน ตอม
ไขมัน ตอมเหงื่อ เล็บ ช้ันหนังกําพรา มีความหนาโดยเฉลี่ยประมาณ 0.4 ถึง 1.5 มิลลิเมตร แตความ
หนาของชั้นหนังกําพรานี้จะแตกตางกันไปในแตละบริเวณของรางกาย ทําใหสามารถแบงผิวหนัง
ตามความหนาของชั้นหนังกําพราไดเปน 2 ชนิด คือ thick skin เปนผิวหนังที่มีช้ันหนังกําพราหนา 
โดยเฉพาะชั้น stratum corneum พบบริเวณฝามือฝาเทา ซ่ึง thick skin นี้ไมมี ขน รูขุมขน และ
กลามเนื้อ arrector pili อยูแตมีตอมเหงื่อเปนจํานวนมาก ดังนั้นบริเวณฝามือฝาเทาของรางกาย จึงไม
พบเสนขนหรือน้ํามันจากตอมไขมัน (sebum) เหมือนบริเวณอื่นของรางกาย สวน thin skin คือ 
ผิวหนังที่มีช้ันหนังกําพราบาง พบไดทั่วรางกายยกเวน บริเวณฝามือ ฝาเทา ซ่ึงผิวหนังชนิดนี้มี skin 
derivative ทุกชนิดเชน รูขุมขน ตอมไขมัน และตอมเหงื่อ เปนตน  

 
องคประกอบสวนใหญของชั้นหนังกําพรา คือเซลล keratinocyte มากกวา 80 เปอรเซ็นต

และเซลลสวนนอยที่เรียกวา dendritic cell เซลลกลุมนี้มีไซโทพลาซึม ยื่นออกไปจากเซลลเหมือน
แขนขา (dendritic process) เปนเซลลที่เดินทางมาจากตําแหนงอื่นมาอาศัยอยูที่ผิวหนัง (immigrant 
cell) ประกอบดวยเซลล 3 ชนิด คือ melanocyte, merkel cell และ langerhans cell (กนกธร, 2546, 
กรรณิกา, 2546) ดังภาพที่ 1  
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ภาพที่ 1  ภาพวาดแสดงองคประกอบของผิวหนังชั้นหนังกําพรา 
ที่มา : Tortora and Gerard (1996)  
 
ช้ันหนังกําพรา แบงออกเปนชั้นตางๆ ดังนี้ 
 

1.  Stratum germinativum หรือช้ัน basal cell layer เปนชั้นที่อยูลางสุด มี basal lamina ยึด
ช้ันนี้ติดกับชั้นหนังแท ที่อยูดานลาง ช้ันนี้ประกอบไปดวย basal cell ที่เรียงตัวกันชั้นเดียว รูปราง
เซลลเปน columnar มีนิวเคลียสขนาดใหญ เซลลมีไซโทพลาซึมคอนขางหนาแนน เนื่องจากมีเสน
ใย keratin นอกจากนี้ยังมี ribosome จํานวนมากแตมี rough endoplasmic reticulum (RER) และ 
mitochondria นอย สวน golgi apparatus มีขนาดเล็ก เปนชั้นที่มีการเจริญเติบโตของหนังกําพรา 
โดยมีการแบงเซลลขึ้นไปทดแทนเซลลช้ันบนๆ อยางตอเนื่อง การเปลี่ยนแปลงจาก basal cell 
กลายเปน keratinocyte เร่ิมจาก basal cell แบงตัวใหกําเนิด keratinocyte ที่มีลักษณะคลายหนาม
แหลมยื่นออกมาเรียงตัวกันหนาประมาณ 5-10 ช้ัน เรียกผิวหนังชั้นนี้วา stratum spinosum จากนั้น
เซลลจะสราง keratin (keratinization) เก็บไวใน granule จึงเรียกเซลลนี้วา granular cell ซ่ึง
กระบวนการตั้งแต basal cell แบงตัวผานกระบวนการ keratinization จนสมบูรณกลายเปน 
corneocyte ใชเวลาประมาณ 14 วัน 
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2.  Stratum spinosum (squamous cell layer) ประกอบดวยเซลล keratinocyte เปนเซลล
ขนาดใหญ มีรูปรางหลายเหลี่ยม ลักษณะคลายมีหนามยื่นออกมาจากผิวเซลล ช้ันนี้ประกอบดวย
เซลลเรียงตัวกันหนาประมาณ 5-10 ช้ัน โดยเซลลที่อยูติดกับชั้น basal cell มากที่สุด เปนเซลลที่มี
อายุนอยกวาเซลลที่อยูดานบน มีรูปรางหลายเหลี่ยม นิวเคลียสรูปรางกลม สวนเซลลที่อยูดานบน 
(upper spinous cell layer) มีขนาดใหญกวา แบนราบมากกวา และมีการสราง lamella granule พบ
มากบริเวณใกล golgi apparatus จากนั้นจะหลั่งออกนอกเซลลไปเปนไขมันที่แทรกอยูระหวางเซลล 

 
3.  Stratum granulosum (granular cell layer) เปนชั้นเซลลที่มีรูปรางแบนเรียงตัวกัน 3-5 

ช้ัน ภายในไซโทพลาซึมมี basophilic granule บรรจุอยูเปนจํานวนมาก granule นี้มีช่ือเฉพาะวา 
keratohyaline granule เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนธรรมดาจะเห็นเปนจุดๆ สีน้ําเงินกระจายอยูใน
เซลล จนบดบังโครงสรางอื่นๆ นอกจากนี้ granular cell ยังสรางโปรตีนชนิดอื่นที่ทําหนาที่เกี่ยวกับ
กระบวนการ keratinization ไดแก profilaggrin, keratin, intermediate filament, loricrin 

 
4.  Stratum corneum ประกอบดวยเซลล corneocyte หรือ cornified cell ซ่ึงเปลี่ยนมาจาก 

granular cell เมื่อเปลี่ยนเปน corneocyte เซลลมีลักษณะคลายรางแหเนื่องจากเซลลเกิดการหดตัว 
ภายในเซลลไมมีออรแกแนลลใดๆ มีแต keratin ที่สมบูรณแลว (mature keratin) เซลลในชั้นนี้มี
ขนาดใหญที่สุดในชั้นหนังกําพรา เมื่อ desmosome ถูกทําลาย เปนการเริ่มกระบวนการลอกหลุด
ของเซลลออกไปเปนขี้ไคล ความหนาบางของผิวหนังชั้นนี้แตกตางกันในแตละบริเวณของ
รางกาย  thick skin มีช้ัน corneum หนา พบที่บริเวณฝามือฝาเทา นอกจากนี้ยังมีช้ัน stratum lucidum 
เพิ่มขึ้นมาอีก 1 ช้ัน สวนผิวหนังที่เปน thin skin มีช้ัน corneum บาง และชั้น granular cell layer  
บางดวย เซลลในชั้นนี้มีหนาที่ปกปองผิวจากอันตรายภายนอก (mechanical  protection) ปองกัน
การสูญเสียน้ําไปจากผิวหนัง และเปนดานผานทางของยาหรือสารจากภายนอก 

 
5.  Stratum lucidum เปนชั้นบางๆ แทรกอยูระหวางชั้น granular cell layer และ stratum 

corneum พบเฉพาะบริเวณฝามือฝาเทาเทานั้น เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนธรรมดาเห็นเปนแถบชั้น
บางๆ มีสีชมพูจาง เนื่องจากสาร glycolipid ที่ปลอยออกมาอยูระหวางเซลล (กนกธร, 2546, 
กรรณิกา, 2546) 

 
ช้ันหนังแท (dermis หรือ corium) เปนชั้นที่อยูใตช้ันหนังกําพรา หนังแทมีความหนา

แตกตางกันในแตละบริเวณของรางกาย ไดแก หนังตา ถุงอัณฑะและหนังหุมปลายอัณฑะมีช้ันหนัง
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แทบาง สวนฝามือและฝาเทามีช้ันหนังแทหนา มีตนกําเนิดจาก mesoderm ประกอบดวยเนื้อเยื่อ
ประสานชนิดแนนทึบ (dense connective tissue) หลอดเลือด และเสนประสาท เปนที่อยูของ 
fibroblast, macrophage, mast cell และเซลลเม็ดเลือดเชน lymphocyte และ plasma cell เปนตน 
หนาที่ของชั้นหนังแทคือ ทําใหผิวหนังมีความยืดหยุน ทนแรงยืดผิวหนังได ปกปองรางกายจาก
อันตราย อุมน้ําไวเพื่อจุดประสงคในการควบคุมสมดุลความรอนของรางกาย และเปนประสาทรับ
สัมผัสตางๆ เนื้อเยื่อประสานของหนังแทมีองคประกอบหลักคือเสนใยคอลลาเจน สวนนอยเปน
เสนใยอิลาสติก และสาร amorphous ground  substance ไดแก glycoprotein, proteoglycan, 
glycosaminoglycans ช้ันหนังแทแบงไดเปน 2 ช้ัน ตามความแตกตางของเนื้อเยื่อประสาน และ
องคประกอบตางๆ ไดแก papillary dermis เปนชั้นที่อยูติดกับชั้นหนังกําพรา ประกอบดวยเสนใย
คอลลาเจน ขนาดเล็ก เปนคอลลาเจน type III และเสนใยอิลาสติก เรียงตัวตั้งฉากกับชั้นหนังกําพรา 
พบเซลล fibroblast จํานวนมาก เซลลชนิดนี้มีความสามารถในการแบงตัวอยางรวดเร็ว และมีระดับ
เมแทบอลิซึมสูงมาก เพื่อประโยชนในการซอมแซมบาดแผล สวนชั้น reticular dermis เปนชั้นที่อยู
ใต papillary dermis และตอกับชั้นใตผิวหนัง (hypodermis) ประกอบดวยเสนใยคอลลาเจน type I, 
type II และเสนใยอิลาสติก ในชั้นหนังแทสวนที่ตอกับชั้น hypodermis มีหลอดเลือดนอยกวาชั้น 
papillary dermis ช้ัน reticular dermis นี้สามารถแบงยอยลงไปไดอีกเปน 2 ช้ันคือ upper zone อยูช้ัน
บนใต papillary dermis ประกอบดวยมัดของเสนใยคอลลาเจนและเสนใยอิลาสติกเรียงตัวตาม
แนวนอนกายกันไปมา สวน deeper zone อยูช้ันลางสุดติดกับ hypodermis เปนชั้นที่มีมัดเสนใย
คอลลาเจน และ เสนใยอิลาสติกขนาดใหญ และมีเซลล fibroblast จํานวนมาก (กนกธร, 2546, 
กรรณิกา, 2546) 

 
เนื้อเยื่อช้ันใตผิวหนัง (hypodermis  หรือ subcutaneous layer) เปนชั้นที่อยูตอจากชั้นหนัง

แท  ประกอบไปดวยเนื้อเยื่อประสานชนิด loose connective  tissue  มีสวนของตอมเหงื่อ เสนใย
คอลลาเจน เสนใยอิลาสติก ที่ตอเนื่องลงมาจากชั้นหนังแทและเซลลไขมัน (fat หรือ adipose cell) 
และพบผมหรือขนที่กําลังงอก เซลลที่เปนองคประกอบหลักของผิวหนังชั้นนี้คือเซลลไขมันซึ่งอยู
รวมกันเปนพู แตละพูกั้นดวย fibrous septa พบหลอดเลือด หลอดน้ําเหลือง เสนประสาท อยูใน 
septa นี้ดวย ความหนาของชั้น hypodermis ขึ้นอยูกับความหนาของชั้นไขมัน และข้ึนอยูกับ
ตําแหนงของรางกาย เชน บริเวณหนาทองจะหนามาก แตบริเวณเปลือกตาหรือ penis จะบางมาก 
ผิวหนังชั้นนี้ทําหนาที่รักษาความรอนของรางกายไว เปนแหลงสะสมพลังงานของรางกาย ปองกัน
การกระทบกระเทือน และทําใหผิวหนังเคลื่อนไหวไดไมติดแนนกับโครงสรางดานใตผิวหนัง 
(กนกธร, 2546, กรรณิกา, 2546) 
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2.  ลักษณะของเซลล  dermal fibroblast 
 

Dermal fibroblast เปนเซลลรูปกระสวย (ภาพที่ 2) อาจพบลักษณะที่เปนแฉกคลายดาวจึง
เรียกวา stellate shaped cell มีแขนงของเซลลยาว นิวเคลียสมีขนาดใหญ รูปรีหรือกลม และเปน
ชนิด vesicular type มีนิวคลีโอลัสเห็นเดนชัด ไซโทพลาซึมติดสี basophilic หนาที่ของ dermal 
fibroblast คือสราง tropocollagen ซ่ึงเปนสารตั้งตนของเสนใยคอลลาเจน และสารตั้งตนของเสนใย 
reticular เสนใยอิลาสติก และ ground substance ไดแก glycoprotein, proteoglycan, 
glycosaminoglycans (กรรณิกา, 2546) dermal fibroblast ที่เจริญเต็มที่ และหยุดการแบงตัว 
กลายเปนเซลล fibrocyte มีนิวเคลียสรี ลักษณะเปน heterochromatin ไซโทพลาซึมติดสี acidophilic 
(Booth et al., 1980) การทํางานของ dermal fibroblast เกิดขึ้นในสภาวะที่เกิดบาดแผล dermal 
fibroblast สามารถแบงตัว แลวผลิตเสนใยคอลลาเจนและอิลาสติกเพื่อซอมแซมผิวหนังสวนที่
เสียหาย (Cooper et al., 1991) เมื่อนําเซลล dermal fibroblast มาเพาะเลี้ยง พบวายังคงมีความสามารถ
ในการสรางเสนใยคอลลาเจน เสนใยอิลาสติก และสามารถแปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลชนิดอื่นไดแก 
เซลล keratinocyte (Watson et al., 2004) 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนธรรมดาแสดงเซลลที่พบในชั้นหนังแท แสดงเซลล dermal 

fibroblast (ลูกศร) 
ที่มา : King (2002) 
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เมื่อนํา dermal fibroblast มาเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลชนิดนี้ตองเกาะกับผิวของภาชนะจึง
จะมีการแบงตัว (Freshney, 2000) การยึดเกาะพื้นผิวของเซลล fibroblast นั้นมีโปรตีนที่ชวยในการ
ยึดเกาะอยูภายในไซโทพลาซึมติดกับผิวเซลลเรียกวา stress fiber ประกอบดวย actin filament, 
alpha-actinin, vinculin และ talin ที่ปลายของ stress fiber นี้จะจับกับสวนของเยื่อหุมเซลลบริเวณที่
เรียกวา focal adhesion ยึดอยูกับโปรตีน integrin ซ่ึงเปน transmembrane protein ทําหนาที่ยึด
ระหวาง stress fiber ในไซโทพลาซึมและตัวรับใน extracellular matrix เชน collagen, fibronectin, 
และ laminin เปนตน (ลัดดา, 2547) นอกจากนี้การเกาะของเซลลกับพื้นผิวยังขึ้นอยูกับประจุบวก
บนผิวภาชนะเลี้ยงเซลลซ่ึงจะจับกับประจุลบบนผิวเซลล และปริมาณโปรตีนชวยเกาะที่อยูในซีร่ัม
หรือเคลือบอยูบนผิวภาชนะเลี้ยงเซลล เมื่อเกาะผิวแลวเซลลจะแบงตัวเจริญคลุมพื้นผิวภาชนะไป
เร่ือยๆ จนกระทั่งอาหารหรือภาชนะถูกปกคลุมดวยเซลลทั้งหมด (กัลยาณี, 2547) การเจริญของ 
dermal fibroblast ที่อยูในสภาวะการเพาะเลี้ยงประกอบดวยระยะ lag phase, log phase (exponential 
proliferation), stationary phase และ decline phase (ภาพที่ 3) 

 

 
ภาพที่ 3  แสดงการเจริญของเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่เปนเซลลปกติ 
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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เมื่อถายเซลลไปเลี้ยงในภาชนะใหม เซลลจะเขาสู lag phase เนื่องจากเซลลยังไมพรอมที่จะ
แบงตัวเพิ่มจํานวน ระยะนี้จึงเปนระยะพักที่เซลลเตรียมพรอมในการเขาสูระยะถัดไป  หลังจากนั้น
เมื่อเซลลปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมได เซลลจะแบงตัวเพื่อเขาสู exponential phase ซ่ึงกิน
เวลานาน 2-10 วัน ขึ้นอยูกับปริมาณพื้นที่วางบนผิวภาชนะที่เซลลจะเจริญได และข้ึนกับปริมาณ
อาหารและคุณสมบัติเฉพาะของเซลลที่สามารถใหความหนาแนนเซลลสูงสุด (saturation density) 
ชวงที่เซลลอยูใน exponential phase เปนชวงที่เซลลแข็งแรงที่สุด และเหมาะตอการใชศึกษาเซลล
ในแงมุมตางๆ เชน ผลกระทบของสารตอการเจริญของเซลล  การทํางานของเซลล เปนตน เมื่อ
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของเซลลลดลง เชนปริมาณพื้นที่วางหรือสารอาหารลดลง 
หรือมีการสะสมของของเสียที่เปนพิษมากขึ้น เชน กรดแลคติกและแอมโมเนีย จํานวนเซลล
โดยรวมจะไมเพิ่มขึ้น เนื่องจากสัดสวนของเซลลที่แบงตัวและสัดสวนที่เซลลตายมีคาใกลเคียงกัน 
เรียกระยะของเซลลชวงนี้วา stationary phase ในระยะนี้จะสามารถหาความหนาแนนสูงสุดของ
เซลลได ตอมาเมื่ออัตราการตายของเซลลสูงกวาอัตราการแบงตัวจะทําใหเซลลเขาสูระยะ decline 
phase และจํานวนเซลลจะคอยๆ ลดลง (กัลยาณี, 2547) 

 
3.  วงจรชีวิตเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Mammalian cell cycle) 

เซลลมีการสรางขึ้นใหมผานกระบวนการแบงตัวของเซลลที่เรียกวา วงจรชีวิตเซลล (cell 
cycle) ในแตละวงจรมีการเพิ่มจํานวนของเซลลจากหนึ่งเปนสอง และมีระยะพัก คือไมมีการแบงตัว
เรียกวา “quiescence stage” หรือ “resting stage” หรือ G0 (G = Gap) (ภาพที่ 4)   
 

 
 

ภาพที่ 4  แผนผังแสดงวงจรชีวิตเซลลประกอบดวยระยะ G0, G1(A), G1(B), S, G2 และ M 
ที่มา : ปญจะ (2549) 
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วงจรชีวิตเซลล  ประกอบดวย 3 ระยะ คือ ระยะกอนแบงเซลล หรือ ระยะอินเตอรเฟส 
(interphase) ระยะแบงเซลล (mitosis) ระยะแบงเซลลสามารถแยกออกเปนสองระยะคือ ชวงแบง
นิวเคลียส (mitosis หรือ karyokinesis) ซ่ึงประกอบดวยระยะ prophase, prometaphase, metaphase, 
anaphase และ telophase และ ชวงแบงไซโทพลาซึม (cytokinesis) และระยะพัก (quiescence stage 
หรือ G0 phase) 

 
1.  ระยะกอนแบงเซลล (interphase) เปนชวงที่ยาวที่สุดในวงจรชีวิตเซลล เปนชวงที่มีการ

เตรียมสะสมวัตถุดิบที่จําเปนสําหรับการสังเคราะหสารตางๆ รวมทั้งการสรางออรแกแนลล 
(organelle) มีการจําลองแบบดีเอ็นเอ และเพิ่มโครโมโซมจาก 1 เปน 2 ชวงเวลาที่อยูในระยะ
อินเตอรเฟสแตกตางกันตามชนิดของเซลล เซลลของสัตวที่กําลังเตบิโตและตองการการเพิ่มจํานวน
เซลลระยะอินเตอรเฟสจะมีการเตรียมพรอมในการแบงเซลลเสมอ สวนเซลลประสาทและเซลล
กลามเนื้อระยะอินเตอรเฟสจะอยูในสภาพหยุดนิ่งจึงทําใหเซลลไมมีการแบงตัว ระยะอินเตอรเฟส 
ประกอบดวยระยะ G1, S และ G2 ดังนี้ 

ระยะ G1 (first gap หรือ presynthetic gap) พบหลังการแบงเซลลส้ินสุดลง เปนระยะทิ้ง
ชวงกอนที่จะมีการจําลองแบบโครโมโซมขึ้นมาใหม นิวเคลียสในระยะนี้มีปริมาณดีเอ็นเอเทากับ
เซลลรางกายทั่วไป ระยะ G1 สามารถแบงออกเปนระยะยอยไดคือ G1A เปนระยะที่เซลลมีการ
เตรียมพรอมสําหรับการสังเคราะหอารเอ็นเอและโปรตีน (RNA and protein synthesis) ที่จําเปน
สําหรับการจําลองดีเอ็นเอ และ G1B เปนระยะที่เกิดกระบวนการสังเคราะหอารเอ็นเอและโปรตีนที่
จําเปนสําหรับกิจกรรมในระยะ S เชน histone ทั้งหาชนิดคือ H1 H2A H2B H3 H4 แตมี histone ที่
สังเคราะหใน G1 เพียง 5 เปอรเซ็นตเทานั้น ซ่ึงสวนใหญสังเคราะหในระยะ S และเอนไซมที่ทํา
หนาที่ในกระบวนการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ เปนตน ในกระบวนการสังเคราะหโปรตีนมี
ขั้นตอนหลัก 2 ขั้นตอน ไดแก การถอดรหัสดีเอ็นเอ (transcription) และการแปลรหัสดีเอ็นเอ 
(translation) ในกระบวนการ transcription ดีเอ็นเอที่เปนขอมูลทางพันธุกรรมจะถูกถอดแบบ
ออกมาเปนรหัสที่เรียกวา pre-mRNA แลวถูกเปลี่ยนเปน mRNA ดวยกระบวนการ RNA processing 
กอนที่จะออกจากนิวเคลียสไปอยูในไซโทพลาซึม จากนั้นในกระบวนการ translation รหัสใน
โมเลกุล mRNA จะถูกแปลความหมายออกมาเปนโปรตีนโดย tRNA กระบานการนี้เกิดขึ้นบนไร
โบโซมในไซโทพลาซึม  (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 
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ระยะ S (synthesis) เปนระยะตั้งแตเซลลเร่ิมมีการจําลองดีเอ็นเอจนเสร็จสิ้นเปน 2 เทา  การ
จําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ ( DNA replication) เร่ิมตนดวยเอนไซมเฮลิเคส (helicase) ทําหนาที่
สลายพันธะไฮโดรเจน (H-bond) เพื่อใหเกลียวคูของดีเอ็นเอแยกออกจากกัน จากนั้นจะมีเฮลิกซดีส
เตบิไลซิงโปรตีน (helix destabilizing protein) เขาไปจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพื่อปองกันไมให
กลับคืนเปนเกลียวคูอีก และมีเอนไซมดีเอ็นเอไจเลส (DNA gyrase) ทําหนาที่คลายปมเหนือจุดแยก 
(replication fork) โดยการตัดสายหนึ่งของดีเอ็นเอออก เพื่อทําใหเกิดการคลายเกลียวและคลายปม
แลวจึงทําหนาที่ตอจุดที่ตัดนั้นกลับเขาไปดังเดิม บริเวณที่โปงออกของสายดีเอ็นเอนั้นจะเปนจุดเริ่ม
การจําลองโมเลกุล (initiation point) โดยมีเอนไซมไพรเมส (primase) สรางสายอารเอ็นเอเริ่มตน 
(RNA primer) จากนั้นดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 3 (DNA polymerase III) ทําหนาที่เติมนิวคลีโอไทดที่
ปลายดาน 3’-OH ของสายอารเอ็นเอเริ่มตนในทิศทาง 5’ -> 3’ ตามทิศทางของการคลายเกลียว โดย
ใชดีเอ็นเอสายเดิมเปนแมแบบ ทําใหไดดีเอ็นเอสายใหมยาวตลอด เปนสายลีดดิง (leading strand) 
สําหรับโพลีนิวคลีโอไทดสายใหมอีกสายหนึ่งไมสามารถสรางตอเนื่องกันเปนสายยาวตลอดไปได 
เพราะทิศทางการสรางสวนกับทิศทางการคลายเกลียวของโมเลกุลเดิมของดีเอ็นเอ จึงมีการสราง  
โพลีนิวคลีโอไทดสายส้ันๆ ขึ้นมากอนแลวจึงมาตอกันเปนสายยาว เพื่อใหทิศทางการสรางเปน
แบบ 5’ -> 3’ เชนกัน เรียกสายนี้วาสายแลกกิง (lagging strand) โพลีนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ นี้
ประกอบดวยนิวคลีโอไทดประมาณ 1,000 ถึง 2,000 นิวคลีโอไทด เรียกโพลีนิวคลีโอไทดสายส้ันๆ 
นี้วาโอคาซากิแฟรกเมนท (Okazaki fragment) หลังจากนั้นเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 1 (DNA 
polymerase I)  ตัดสายอารเอ็นเอเริ่มตนออก และเติมนิวคลีโอไทดที่ปลาย 3’-OH ของสายโอคาซา
กิแฟรกเมนท จนกระทั่งเหลือชองวางเฉพาะปลาย 3’-OH และ 5’-PO4 หรือที่เรียกวา นิค (nick) 
เทานั้น สุดทายเอนไซมดีเอ็นเอไลเกส (DNA ligase) จะเชื่อมปลาย 3’-OH และ 5’-PO4 เขาดวยกัน
ดวยพันธะเอสเตอร (ester bond) จะไดดีเอ็นเอสายยาวตลอดสาย เมื่อการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอ
เสร็จสิ้น โครโมโซม 1 แทงประกอบดวย 2 sister chromatid ยึดติดกันดวยเซนโทรเมียร 
(centromere) จึงมีจํานวนดีเอ็นเอเปน 2 เทาของปกติ (ประดิษฐ, 2546) นอกจากนี้ในตนระยะ S ยังมี
การสังเคราะหโปรตีนฮีสโตน และนอนฮีสโตน ซ่ึงเพิ่มมากขึ้นในขณะที่มีการจําลองดีเอ็นเอ 
โปรตีนฮีสโตนจึงพบสูงมากตลอดชวงระยะ S หลังจากนั้นฮีสโตนทั้งแปดโมเลกุลมารวมกับดีเอ็น
เอไดเปนนิวคลีโอโซม (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 

 
ระยะ G2 (second gap) เปนระยะกอนที่จะเริ่มการแบงนิวเคลียส ในระยะนี้นิวเคลียสมี

ปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 เทาของเซลลรางกาย เมื่อสองดวยกลองจุลทรรศนจะสังเกตเห็นนิวเคลียสได
ชัดเจน ภายในนิวเคลียสมี 1 หรือ 2 nucleoli มีเสนใยโครมาตินบางและยาวซึ่งในชวงนี้ไดมีการ
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จําลองตัวเองเรียบรอยแลว ระยะนี้เซลลมีการสังเคราะหอารเอ็นเอและโปรตีนที่จําเปนในการแบง
เซลล  มีการสังเคราะหฮีสโตนประมาณ 8 เปอรเซ็นต มีการจําลองเซนโทรโซม (centrosome) เปน 
2 เทา ภายในเซนโทรโซม มีเซนตริโอล (centriole) 1 คู และมีไมโครทูบูล (microtubule) ยื่นออก 
การจําลองเซนตริโอลจะเกิดขึ้นที่ปลายระยะ G2 ไปจนถึงระยะ prophase เสร็จสิ้นระยะ
อินเตอรเฟสจึงมีเซนตริโอล 4 อัน เมื่อเขาสูระยะ prophase เซนตริโอลจะแยกออกจากกันไปที่ขั้ว
เซลลทั้งสองขาง (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 

 
2.  ระยะแบงเซลล ประกอบดวย ชวงแบงนิวเคลียส (mitosis) และชวงแบงไซโทพลาซึม 

(cytokinesis) ชวงแบงนวิเคลียสแบงออกเปนระยะยอยได 4 ระยะ ตามลําดับ คือ 
 

Prophase ระยะนี้นิวคลีโอลัส และเยื่อหุมนิวเคลียสเริ่มสลายไป โครโมโซมขดตัวส้ันเปนคู
ยึดกันที่เซนโตรเมียร เซนตริโอลแยกไปคนละขั้ว ไมโครทูบูลที่เปนสวนประกอบของสายใย   
สปนเดิลจะมาจากเซนโทรโซม ระยะนี้มีการเพิ่มโปรตีนทูบูลิน (tubulin) ที่ปลายบวก ขณะที่ปลาย
ลบยังติดอยูกับเซนโทรโซม สายใยสปนเดิลที่ยื่นออกมาแผกระจายอยูโดยรอบในแนวรัศมีเรียกวา 
aster microtubule และ มีการสรางเสนใยสปนเดิล 2 ชนิดไดแก polar microtubule และ kinetochore 
microtubule ซ่ึง polar microtubule จะเปนเสนใยที่โยงไประหวางขั้วของเซนโทรโซม เสนใยจาก
ทั้งสองขั้วนี้จะซอนกันตรงกลางเซลล  ทําหนาที่ดึงขั้วแยกออกจากกัน  สวน  kinetochore 
microtubule เปนเสนใยที่ยึดติดกับโปรตีน kinetochore ที่บริเวณเซนโทรเมียร ชวยในการเคลื่อนที่
ของโครโมโซม ในปลายระยะ prophase เยื่อหุมนิวเคลียสจะแยกตัวเปนถุง (membrane vesicle) ทํา
ให เสนใยสปนเดิลผานเขาไปบริเวณนิวเคลียสโยงระหวางขั้วได และนิวคลีโอลัสแตกตัวเปนเม็ด
เล็กๆ จนหายไป 

 
Metaphase โครโมโซมเรียงตัวกลางเซลล เกิดจากเซนโทรโซมเคลื่อนไปอยูที่ขั้วของเซลล

ตรงขามกัน kinetochore microtubule ดึงโครโมโซมใหมาเรียงอยูตรงกลาง โดยเซนโตรเมียร มา
เรียงกันในแนว metaphase plate หรือ equatorial plate ตั้งฉากกับแนวของเสนใยสปนเดิล 

 
Anaphase โครมาทิดของแตละโครโมโซมถูกดึงแยกออกจากกันไปคนละขั้วของเซลล    

ซ่ึงเกิดจากการหดตัวของเสนใยสปนเดิล 
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Telophase โครมาทิดทําหนาที่เปนโครโมโซมของเซลลใหม เปนระยะที่โครโมโซมใหม
แตละสายเคลื่อนที่เขาสูแตละขั้วของเซลล และเริ่มคลายตัวกลายเปนโครมาติน ในขณะเดียวกันเกิด
เยื่อหุมนิวเคลียสลอมรอบโครโมโซมทั้งสองชุด เกิดเปน 2 นิวเคลียส ซ่ึงตางก็มีองคประกอบและ
คุณสมบัติเหมือนกัน (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 
 

ชวงแบงไซโทพลาซึม (cytokinesis) เปนการแบงไซโทพลาซึมใหแกเซลลที่แบงตัวใหมทั้ง
สองเซลล โดยการทํางานของ microfilament จากแรงหดตัวของ actin และ myosin ทําใหเยื่อหุม
เซลลแยกออกจากกัน หลังจากนั้นจะไดเซลลสองเซลลที่เหมือนกันทุกประการ วงจรชีวิตเซลลที่มี
การแบงตัวจะขึ้นอยูกับชนิดของเซลล และสภาวะแวดลอมตางๆ เชน อาหาร อุณหภูมิ ระดับความ
เปนกรด-ดางและปริมาณคารบอนไดออกไซด เปนตน โดยปกติเซลลจะอยูในระยะ G1 ประมาณ 
12 ช่ัวโมง อยูในระยะ S ประมาณ 6 ถึง 8 ช่ัวโมง อยูในระยะ G2 ประมาณ 3 ถึง 6 ช่ัวโมง และอยูใน
ระยะ mitosis ประมาณ 30 นาที (Pardee et al., 1978, Baserga, 1984, Darzynkiewicz, 1992)  
 

3.  ระยะพัก (quiescence stage หรือ G0 phase) เซลลอยูในระยะพักตัว ไมมีการแบงตัว แต
พรอมที่จะเขาสูระยะ G1 เซลลอาจจะอยูในระยะดังกลาวไดนานเปนวัน เปนสัปดาห หรืออาจนาน
เปนปก็ได ขึ้นอยูกับชนิดของเซลล เซลลที่อยูในระยะ G0 ไดแก เซลลไต ตับ ตับออน ในภาวะปกติ
จะอยูในระยะ G0 เมื่อมีการเสื่อมสลายไปของของเซลลเดิม จะมีการกระตุนใหมีการแบงตัวเพิ่ม
จํานวนทดแทนเซลลเดิม สวนเซลลประสาท เซลลกลามเนื้อหัวใจ และเซลลกลามเนื้อลาย อยูใน
ระยะ G0 ไปตลอด เมื่อเซลลตายหรือถูกทําลายไปจึงไมมีการงอกของเซลลใหม ปจจัยที่ทําใหเซลล
หยุดอยูในระยะ G0 คือ การขาดสารอาหาร และ growth factor ที่จําเปนตอการเจริญของเซลล 
(Alberts et al., 1994)  

 
4.  การควบคุมวงจรชีวิตเซลล (cell cycle regulation) เซลลแตละชนิดมีแบบแผนของวงจรชีวิต
เซลลแตกตางกัน เชน เซลลผิวหนังชั้นหนังกําพรา keratinocyte เซลลบุผิวหนัง ชองปาก ชองคลอด 
เซลลบุผนังลําไส เซลลของตอมน้ําลาย  เซลลบุทางเดินปสสาวะ แบงตัวไดอยางตอเนื่อง โดยเซลล
เหลานี้จะมีการแบงตัวอยูตลอดเวลาเพื่อทดแทนเซลลชนิดเดียวกันที่เสื่อมสลายไป เซลลตับแบงตัว
เมื่อเกิดการเสียหายของเนื้อตับ เซลลประสาทและเซลลกลามเนื้อไมแบงตัวเลย เปนตน กลไกการ
แบงตัวของเซลลควบคุมโดย growth factor ในซีร่ัมหรือเซลลสรางขึ้นเอง การทํางานของ growth 
factor ตางๆ จะเหนี่ยวนําใหเกิดการเจริญเติบโต นอกจากนั้นแลวยังมีปจจัยอ่ืนที่มีสวนควบคุมการ
แบงเซลล เชน สารกระตุนการเจริญและฮอรโมนที่เรียกวา mitogen กระตุนเซลลใหเขาสู
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กระบวนการแบงเซลลได หรือขึ้นกับความตองการยึดเกาะพื้นผิว และความหนาแนนของเซลลซ่ึง
จากการเพาะเลี้ยงเซลลพบวาเซลลตองสัมผัสกับพื้นผิวของจานเพาะเลี้ยง จากการสัมผัสจะสง
สัญญาณผานเยื่อหุมเซลลและโครงรางของเซลล ทําใหเซลลแบงตัวและเมื่อเซลลมีความหนาแนน
มากจะหยุดการแบงเซลล (ลัดดา, 2547, Alberts et al., 1994) 
 
5.  กลไกการควบคุมวงจรชีวิตเซลล ขั้นตอนตางๆ  ของวงจรชีวิตเซลลถูกควบคุมโดยปฏิกิริยาของเอนไซม
และโปรตีน  เอนไซมเหลานี้เรียกวา cyclin-dependent kinase (Cdk) เอนไซมเหลานี้จะทํางานได
เมื่อรวมอยูกับ cyclin เทานั้น cyclin เปนโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นในระยะอินเตอรเฟส การเขาคูกัน
ระหวาง cyclin และ Cdk เรียกวา Cdk-complex (CdkC) (Morgan, 1995)  

 
ปจจุบันเชื่อวาวงจรชีวิตเซลลควบคุมดวยการทํางานของโปรตีน cyclin รวมกับเอนไซม 

Cdk เรียกการควบคุมนี้วา checkpoint ซ่ึงชวยใหเซลลสามารถตรวจหาและแกไขความผิดปกติใน
แตละกระบวนการกอนที่จะผานเขาสูกระบวนการตอไปได และหากแกไขไมไดก็ทําลายตนเองไป
โดยกระบวนการ apoptosis (Darzynkiewicz et al., 1992, 2001) เอนไซม Cdk จะทํางานไดตองจับ
กับโปรตีน cyclin จากนั้นสารประกอบที่เกิดขึ้นระหวาง cyclin และ Cdk จะรวมกันทําหนาที่
ผลักดันกระบวนการควบคุมที่ถัดลงไปโดยการเติมฟอสเฟต (phosphorylation) ใหแกโปรตีน
เปาหมาย การจับกันของ cyclin และ Cdk ผลักดันใหเซลลกาวสูระยะตางๆ ในวงจรชีวิตเซลล โดย
เมื่อผานระยะหนึ่งแลว Cdk ของระยะนั้นๆ จะกลับสูสภาพ inactive เนื่องจากโปรตีน cyclin ในแต
ละระยะจะถูกทําลายไปในกระบวนการ degradation โดยเอนไซม proteasome (Darzynkiewicz et 
al., 1996) 

 
จากการทดลองแสดงใหเห็นเกี่ยวกับ กลไกการควบคุมการเกิดวงจรชีวิตเซลลวาขึ้นอยูกับ 

growth factor ที่เรียกวา maturation promoting factor (MPF) ซ่ึงเปนกลุมเอนไซม protein kinase ที่
ทํางานโดยการเกิดปฏิกิริยาการเติมฟอสเฟตที่สารเปาหมาย ปจจุบันเชื่อวาโปรตีน Cdk และ cyclin 
หมดความสามารถในการทํางานได ตองมีการทําลายหรือสลายไปของโปรตีน cyclin (นวพรรณ, 
2550) จึงมีผูศึกษาและพิสูจนหาระดับโปรตีน cyclin ที่เกิดขึ้นในวงจรชีวิตเซลล และพบวาระดับ
ของ cyclin ตางชนิดกันนั้นมีการเพิ่มขึ้นและลดลงในระยะตางๆ ของวงจรชีวิตเซลล กลาวคือ 
พบวา cyclinB มีระดับสูงมากในระยะ mitosis และ ลดลงอยางรวดเร็วเมื่อออกจากระยะ mitosis 
ระดับ cyclinD สูงที่ระยะ G1 ตอนกลางจนถึงตอนปลายซึ่งเปนจุดเริ่มตน (start point) ของวงจร
ชีวิตเซลล ในขณะที่ cyclinE สูงขึ้นระหวางระยะ G1/S และระดับ cyclinA เพิ่มสูงขึ้นในระยะ S 
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และถึงระดับสูงสุดในระยะ G2/M ขณะที่ cyclinB นั้นสูงสุดในระยะ G2/M (Donjerkovic and 
Scott, 2000) 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 5  การควบคุมการเกิดวงจรชีวิตเซลลในระยะ G1 ถูกควบคุมโดย cyclinD และ Cdk4, 5 

ระยะ G1 เขาสูระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinE และ Cdk2 ระยะ S ถูกควบคุมโดย cyclinA 
และ Cdk2 จากนั้นระยะ S เขาสูระยะ G2 และระยะ M ถูกควบคุมโดย cyclinB และ Cdk1 

ที่มา : Forsburg (2002) 
 

การที่เซลลเขาสูกระบวนการแบงตัวควบคุมโดยโปรตีนหลายชนิดซึ่งเปลี่ยนแปลงไปตาม
ระยะตางๆ ที่จุดเริ่มตนระยะ G1 พบ transcription factor E2F จับกับ retinoblastoma (pRb) ซ่ึงเปน
โปรตีนจาก tumor suppressor gene ทําใหการจําลองดีเอ็นเอไมสามารถเกิดขึ้นได เมื่อเซลลสราง
โปรตีน cyclinD มากขึ้น โปรตีนนี้จะจับกับ Cdk4, 5 เพื่อกระตุนการสังเคราะหโปรตีนที่จําเปนตอ
การสังเคราะห ดีเอ็นเอ ในชวงระยะ G1 ตอนกลางและตอนปลาย (G1 mid-late) ซึ่งเปนจุดเริ่มตน 
(start point) ตอมา cyclinE/Cdk2 รวมกับ cyclinD/Cdk4, 6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตให pRb ซ่ึง
ทําให pRb ปลดปลอย E2F ใหหลุดออกมาเพื่อไปกระตุนใหเกิดกระบวนการ transcription ทําให
เซลลสรางโปรตีนตางๆ ที่จะใชในการสรางสายดีเอ็นเอใหม ในระยะ S cyclinE/Cdk2 ยังควบคุม
การดําเนินไปของวงจรชีวิตเซลล โดยการสรางโปรตีนที่เปนตัวยับยั้งการทํางานของ Cdk4 เชน 

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 เปนตน ซ่ึงโปรตีนเหลานี้ควบคุมใหวงจรชีวิตเซลลดําเนินไป
ตามปกติ หากโปรตีนเหลานี้ทํางานไมสมบูรณไมสามารถควบคุมการแบงเซลลได ซ่ึงเปนสาเหตุ
หนึ่งที่ทําใหเกิดมะเร็ง การควบคุมการทํางานของ cyclinE/Cdk2 จะตอเนื่องไปจนถึงระยะ S (Ford 
et al., 2004) 

 
ในระยะ S มีการสังเคราะหดีเอ็นเอเกิดขึ้น cyclinA/Cdk2 จะควบคุมใหวงจรชีวิตเซลลจะ

ดําเนินตอไปจนการสังเคราะหดีเอ็นเอเสร็จสิ้นและถูกตอง หากเกิดความผิดพลาดในการสังเคราะห
ดีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอถูกทําลายจะกระตุนใหมีการสรางโปรตีน p53 ซ่ึงจะไปกระตุนใหเกิดการ
สังเคราะหโปรตีนที่ทําใหกระบวนการตางๆ หยุดชั่วคราว เพื่อใหเซลลไดซอมแซมดีเอ็นเอหากมี
ความผิดพลาดมากหรือดีเอ็นเอถูกทําลายจนซอมไมได โปรตีน p53 จะชักนําใหเซลลตายโดยเขาสู
กระบวนการ apoptosis (Stein and Pardee, 2004) 

 
ในระยะ G2 เซลลจะตรวจความพรอมกอนเขาสูระยะ mitosis ชวงแรกโปรตีน cyclinA 

รวมกับโปรตีน Cell-division cycle (Cdc2) กระตุนใหวงจรชีวิตเซลลดําเนินตอไป ซ่ึงการทํางาน
ของ complex นี้ถูกยับยั้งไดดวยโปรตีน p21, p27 และ p57 ในชวงทายของระยะนี้ cyclinB และ 
Cdc2 รวมกันเปน maturation promoting factor (MPF) และจะถูกดึงฟอสเฟตออกดวยเอนไซมฟอส
ฟาเตส (phosphatase) มีผลกระตุนใหวงจรชีวิตเซลลดําเนินไปในระยะ mitosis ทําใหเกิดการขดตัว
ของโครโมโซม การสลายของเยื่อหุมนิวเคลียส รวมทั้งการสรางเสนใยสปนเดิล (Stein and Pardee, 
2004) 

 
6.  การตรวจสอบวงจรชีวิตเซลล (cell cycle analysis)  

 
1.  การตรวจสอบหาระยะของวงจรชีวิตเซลลทําไดโดยการตรวจหาโปรตีนที่มีการผลิตจาก

เซลลในแตละระยะดวยเทคนิค Immunohistochemistry : ไดแก การตรวจหาเซลลที่อยูในระยะ
แบงตัวโดยการตรวจหาโปรตีนที่ ถูกสรางขึ้นขณะที่ เซลลกําลังแบงตัวในระยะ  G1 ไดแก 
prol iferat ing cel l  nuclear  ant igen (PCNA) และ  Ki-67 หรือการเติมสาร  
Bromodeoxyuridine (BrdU) ใหแกเซลล ในชวงระยะ G1 โดย cyclinD/Cdk4, 6 จะกระตุน 
PCNA ใหทํางานเกิดการเติมหมูฟอสเฟตให pRb มีผลทําให transcription factor กระตุนใหเกิด
กระบวนการ transcription ในระยะ S (Darzynkiewicz et al., 1996,  Kasinathan et al., 2001) วิธีนี้
สามารถตรวจสอบองคประกอบที่เกิดขึ้นภายในเซลล รวมถึงกระบวนการตางๆ ที่เกี่ยวของกับการ
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ทํางานของเซลลไดอยางเจาะจง เชน กลไกลการควบคุมการแบงเซลลและ กระบวนการสราง
โปรตีน เปนตน (Memili et al., 2004) ขอดอยของวิธีการนี้คือมีความซับซอนเนื่องจากกระบวนการ
ตางๆ ที่เกิดขึ้นภายในเซลลบางกระบวนการมีความเกี่ยวเนื่องกัน และแตกตางกันไปในเซลลแตละ
ชนิด และระยะเวลาที่เกิดขึ้น  

 
2.  การตรวจหาสัดสวนของเซลลในระยะของการแบงตัว โดยการหาปริมาณดีเอ็นเอภายใน

เซลลดวยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี (flow cytometry) : วิธีการนี้เปนการหาปริมาณดีเอ็นเอในแตละ
เซลล เซลลที่ศึกษาจะถูกยอมดวยสีฟลูออเรสเซนตที่จําเพาะตอดีเอ็นเอ ปริมาณการติดสีฟลูออเรส
เซนตของดีเอ็นเอในแตละเซลลจะเปนสัดสวนโดยตรงตอปริมาณดีเอ็นเอในเซลล ดีเอ็นเอมีปริมาณ
การติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 3 ลักษณะ คือ เซลลในระยะ G0/G1 ไมมีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ มี
ลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 1 arbitrary unit (2C) เซลลในระยะ S เร่ิมมีการเพิ่มจํานวน     
ดีเอ็นเอเกิดขึ้น มีลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน intermediate คืออยูระหวาง 1 arbitrary unit 
และ 2 arbitrary unit และเซลลในระยะ G2/M มีการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเปน 2 เทา มีลักษณะการติด
สีฟลูออเรสเซนตเปน 2 arbitrary unit (4C) (Crissman and Steinkamp. 1973, Darzynkiewicz et al., 
1997, Krishan, 1975, Vielh et al., 1991)  ดังภาพที่ 6, 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  แผนผังแสดงปริมาณดีเอ็นเอในเซลลระยะตางๆ เซลลระยะ G0/G1 มีปริมาณดีเอ็นเอเปน 

1 เซท (1X) เซลลระยะ S มีปริมาณดีเอ็นเออยูระหวาง 1 และ 2 เซท เซลลระยะ G2/M มี
ปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 เซท (2X) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Vielh et al. (1991) 
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ภาพที่ 7  แสดงกราฟปริมาณดีเอ็นเอในเซลลระยะตางๆ 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Vielh et al. (1991) 
 

3.  สีฟลูออเรสเซนตที่นิยมใชไดแก Propidium iodide (PI) ทํางานโดยการเขาจับกับ major 
groove ของ double-stranded DNA และ double-stranded RNA ใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความยาว
คล่ืนแสง 617 นาโนเมตร ซ่ึงเปนสีแดง (Crissman and Steinkamp, 1973, Krishan, 1975, Shankey 
et al., 1993, Shackney and Shankey, 1999) Acridine Orange (AO) ใชในการยอมดีเอ็นเอและ    
อารเอ็นเอพรอมกัน ใหแสงที่ความยาวคลื่นแสง 487 นาโนเมตรจะใหสีแดงและเขียว (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 สามารถใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความยาวคลื่นแสง 459 นาโนเมตร การนําวิธีการตรวจหา
ปริมาณดีเอ็นเอมาใชในการวิเคราะหวงจรชีวิตเซลลมีขอดีคือ เปนวิธีที่มีขั้นตอนไมซับซอน  แตมี
ขอดอยคือ ไมสามารถตรวจสอบกลไกการทํางานในวงจรชีวิตเซลลได (โกวิทย, 2539, Gong et al., 
1993) 

 
 
 

Fluorescent intensity 

Numbers of cells 

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

การเก็บตัวอยางผิวหนัง : การเก็บตัวอยางผิวหนังจากสัตวที่โตเต็มที่ เพื่อเพาะเลี้ยง dermal 
fibroblast สามารถเก็บไดจากผิวหนังบริเวณทอง (Bratka-Robia et al., 2002) หนาแขง (Watson et 
al., 2004) และบริเวณใบหู (Jang et al., 2007) โดยวิธีการ biopsy ซ่ึงเปนวิธีการเก็บตัวอยางที่มีขอดี
คือ ใหยาระงับความรูสึกเฉพาะบริเวณที่จะผาตัดได สัตวรูสึกตัวและฟนตัวเร็ว แผลหายภายใน 7-
14 วันถาไมมีการติดเชื้อแทรกซอน ในการเก็บผิวหนังบริเวณหนาทองชั้นของผิวหนังจะถูกแยก
ออกจากอวัยวะภายในชองทองดวย superficial และ deep fascia รวมถึงชั้นกลามเนื้อที่เรียงตัว
ซอนทับกันในแนวตางๆ ไดแก external abdominal oblique, internal abdominal oblique และ 
transversus abdominis (Evans, 2000) จึงสามารถแยกชั้นผิวหนังไดอยางชัดเจน การเก็บตัวอยางทํา
ไดรวดเร็ว เชน เก็บตัวอยางพรอมกับการผาตัดชองทองในการทําหมันเปนตน สวนผิวหนังบริเวณ
ใบหูและหนาแขง มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลลเนื่องจากประกอบดวยช้ัน epidermis และ 
ช้ัน dermis ที่หนา แตช้ัน hypodermis บาง เปนบริเวณที่ไมมีช้ันกลามเนื้อ และเปนอวัยวะที่อยูใน
บริเวณที่สะดวกตอการปฏิบัติ แตมีขอเสียคือ หากระหวางการปฏิบัติงานไมสะอาดเพียงพอ อาจเกิด
การปนเปอนของเชื้อโรคสูช้ินเนื้อที่จะนําไปเพาะเลี้ยงหรือสูตัวสัตวได ขนาดของผิวหนังที่
เหมาะสมคือ ยาว 6-8 มิลลิเมตร กวาง 1-2 มิลลิเมตร (Freshney, 2000) การเก็บตัวอยางผิวหนังอาจ
ทําไดโดยการใชเข็ม (fine needle aspiration biopsy หรือ FNAB) เพื่อปองกันการปนเปอน (Kurtycz 
et al., 1998) 
 

การแยกเซลล dermal fibroblast จากตวัอยางผิวหนัง : ทําได 3 วิธี ดังนี ้
 

1.  การใหเซลลเจริญเคลื่อนออกจากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนัง (primary explant) เปนวิธีการที่
เหมาะสมสําหรับเซลลที่มีการเจริญเคลื่อนที่ไดดี สวนใหญในการเลี้ยง dermal fibroblast มักนิยม
ใชวิธีนี้ในการแยกเซลล โดยเริ่มจากนําเนื้อเยื่อมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ แตละชิ้นมีขนาดกวาง 1-2 
มิลลิเมตร ลางเซลลดวย PBS ใสตัวอยางใน flask สําหรับเลี้ยงเซลล จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
และนําไปบมในตูคารบอนไดออกไซด ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-3 สัปดาห หรือ
จนกวาเซลลจะเจริญแผกระจาย จนเต็มพื้นที่ การเลี้ยงเซลลแบบนี้มีขอดีคือ หากอยูในสภาวะที่
เหมาะสมตอการเจริญคือ มีอาหารและพื้นที่ยึดเกาะ เซลลที่เจริญสวนใหญคือ fibroblast เนื่องจาก
เปนเซลลที่มีความสามารถในการเจริญแบงตัวแผกระจายไปตามพื้นผิวไดดีกวาเซลลอ่ืนๆ จึงไมเกิด
การปนเปอนระหวางเซลลที่เปนสวนประกอบของเนื้อเยื่อผิวหนัง เชน keratinocyte และ adipose  
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cell เปนตน วิธีการดังกลาวมีขั้นตอนไมซับซอน สะดวกตอการปฏิบัติ แตมีขอดอยคือ ใชเวลานาน 
2-3 สัปดาห ในการปลอยใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อ และไดเซลลปริมาณนอยเนื่องจากเซลล
จะคอยๆ ออกมาจากชิ้นเนื้อเยื่ออยางชาๆ เกิดการปนเปอนไดงาย เนื่องจากผิวหนังเปนอวัยวะที่อยู
ภายนอกและสัมผัสกับเชื้อตางๆ ไดแก แบคทีเรีย รา อยูตลอดเวลา (Freshney, 2000) 

 
2.  การแยกโดยวิธีกล เปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับเนื้อเยื่อที่โครงสรางยึดระหวางเซลลไมยึด

ติดกันแนน นิยมใชตะแกรงโลหะ (sieve) ในการแยกเซลล โดยเริ่มจากนําเนื้อเยื่อมาบดบนตะแกรง
บดขนาดเสนผานศูนยกลางของชองตะแกรง 100 ไมโครเมตร ในอาหารเลี้ยงเซลล หรือแยก
องคประกอบตางๆ ของเนื้อเยื่อออกจากเซลลจากนั้นนําเซลลที่ไดมาบดตอในตะแกรงขนาด เสน
ผานศูนยกลางของชองตะแกรง 20 ไมโครเมตร แลวนําเซลลที่ไดมานับใน hemocytometer กอนนํา
เซลลไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล วิธีนี้มีขอดีคือสามารถแยกเซลลไดจํานวนมาก แตมีขอดอยคือ 
ใชไดกับอวัยวะที่ประกอบดวยเซลลที่มีโครงสรางยึดติดกันแบบไมหนาแนน เชน ตับและสมอง 
เปนตน วิธีนี้ไมเหมาะกับการแยกเซลล dermal fibroblast ออกจากเนื้อเยื่อผิวหนัง เนื่องจากผิวหนัง
เปนเนื้อเยื่อที่มีโครงสรางระหวางเซลลยึดติดกันอยางหนาแนน (Freshney, 2000) 

  
3.  การแยกโดยใชเอนไซม เอนไซมที่นิยม ไดแก trypsin และ collagenase type III เปนตน 

เนื่องจากใหผลดีกับเนื้อเยื่อทุกชนิด เอนไซมยอยโปรตีนอื่นๆ อาจใชในการแยกเซลล ไดแก 
elastase, mucase และ papain เปนตน สวนเอนไซมที่นิยมใชแยกเซลล dermal fibroblast คือ trypsin 
โดย การนําชิ้นเนื้อเยื่อมาหั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก จากนั้นเติมเอนไซมเพื่อใหเซลลแยกออกจากกันโดย
เอนไซมจะทําลายโปรตีนที่ยึดระหวางเซลล การทํางานของเอนไซมอาจใชเวลานานครึ่งชั่วโมง
หรือขามคืนขึ้นอยูกับชนิดของเอนไซม จากนั้นนํามาปนใหเซลลแยกออกจากกัน นําเซลลที่ไดเล้ียง
ดวยอาหารเลี้ยงเซลล  ขอดีของวิธีนี้คือ ทําใหได primary cell รวดเร็วภายใน 1-2 วัน และไดเซลล
ปริมาณมาก สามารถแยกเซลลที่ยึดเกาะกันอยางแนนหนาได นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาอัตรา
การตาย และเซลลที่มีชีวิตอยูไดทันที แตมีขอดอยคือ เอนไซมเปนอันตรายตอเซลลโดยทําลาย
โปรตีนที่เปนสวนประกอบของเซลล การแยกโดยใชเอนไซมจะไดผลดีจึงจําเปนตองเลือกชนิดของ
เอนไซม และความเขมขน ใหเหมาะสมกับชนิดของเซลลนั้นๆ (Freshney, 2000) 

 
Dermal fibroblast ที่เพาะเลี้ยงมีการเจริญแบงตัวแบบ mitosis ตามพื้นผิวของภาชนะเลี้ยง

เซลล เซลลที่แบงตัวแลวจะแผกระจายเปนชั้นเดียว (monolayer) เซลลจะไมเจริญซอนแถวหรือกาย
กัน หากซอนทับกันจะเกิดการตายของเซลล อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยง dermal fibroblast อยู 
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ระหวาง 32 ถึง 40 องศาเซลเซียส ที่เหมาะสมที่สุดคือ 37 องศาเซลเซียส อาหารเลี้ยงเซลลมี pH 7.2 
ถึง 7.4 องคประกอบของอาหารมี กรดอะมิโน วิตามิน คารโบไฮเดรต growth factor, inorganic salt 
ไขมัน โปรตีน และจําเปนตองใชซีร่ัม เชน fetal bovine serum เปนตน เพื่อเปนแหลงของ growth 
factor ในอาหารเลี้ยงเซลลดวย (Butler, 2004) 
 
8.  การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะเดียวกัน (cell synchronization)  
  

การศึกษากลไกการควบคุมวงจรชีวิตเซลล จําเปนตองทําให เซลลอยู ในระยะเดียวกัน  
ซึ่ ง ก า ร เหนี ่ย วนํา ให เ ซลลอ ยู  ใ นระยะ เ ดีย วกันมีประโยชนในการศึกษ ากลไกการ
ทํางานของเซลล  เชน  การแสดงออกของยีน (genes expression) และ protein phosphorylation 
เปนตน การทําใหเซลลอยูในระยะเดียวกัน โดยทั่วไป นิยมทํา 3 วิธี วิธีที่หนึ่งคือการทําใหเซลลอยู
ในระยะพักโดยการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) วิธีที่สองคือการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ 
(cell confluent) วิธีที่สามคือการใชสารเคมี (chemical treatment) ที่มีผลตอการทํางานของโปรตีนที่
ใชในการแบงเซลล 
 

การลดปริมาณซีร่ัมในอาหารเลี้ยงเซลล (serum starvation) : การลดปริมาณสารอาหารที่
จําเปนตอการเจริญของเซลลจะทําใหเซลลหยุดการแบงเซลล และผลักดันใหเซลลเขาสูระยะพัก 
หรือระยะ G0  ดังนั้น ระยะเวลาการลดซีร่ัมจึงเปนสิ่งสําคัญตอการเจริญในระยะตางๆ ของเซลล 
เซลลอาจอยูในอาหารที่ไมเติมซีร่ัม (serum free media) ไดนาน 12 ถึง 48 ช่ัวโมง เซลลจะออกจาก
ระยะพักและมีการแบงตัวหากมีการเติมซีร่ัมหรือ growth factor ลงในอาหาร การลดซีร่ัมที่ยาวนาน
เกินไปทําใหเซลลเสียหายและอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาภายในเซลลรวมถึงการเปลี่ยนแปลง
ทางโครงรางและสวนประกอบตางๆ ภายในเซลล เชน DNA fragmentation, caspase activation, 
chromatin condense และ cytoplasmic condensation เปนตน สงผลใหการเจริญของเซลลหยุดชะงัก
ซ่ึงนําไปสูการตายของเซลลได (Hockenberry et al., 1990, Hardy et al., 2001, Ranger et al., 2001, 
Stice et al., 2000)  มีรายงานการลดปริมาณซีร่ัมอยางชาๆ เพื่อใหเซลลปรับตัวเขากับสภาพแวดลอม
โดยลดความเขมขนของ fetal  bovine serum ในอาหารเลี้ยงเซลลจาก 10 เปอรเซ็นตเปน 5 
เปอรเซ็นต และเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงลดปริมาณซีร่ัมเหลือ 1 เปอรเซ็นต และเลี้ยงเซลล
ตอไปอีก 24 ช่ัวโมง จึงยายเซลลไปยังอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีร่ัม (Korfiatis et al., 2001) จาก
การทดลองในสุกรและโคพบวาหลังจากการลดปริมาณซีร่ัมนานกวา 48 ช่ัวโมงทําใหเกิดความ
เสียหายกับดีเอ็นเอ (Kato et al., 1998, 2000, Kues et al., 2000) และในสุกรทําใหเกิดการตายของ
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เซลลเพิ่มขึ้นจาก 0.2 เปอรเซ็นต เปน 25 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับเซลลที่เล้ียงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่
มีซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต (Lee and Piedrahita, 2002) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองในโคพบวาหลังจาก
ลดปริมาณซีร่ัมนานกวา 48 ช่ัวโมงทําใหเปอรเซ็นตการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 10.4 เปอรเซ็นต (Cho 
et al., 2005) จากการทดสอบการลดปริมาณซีร่ัมในเวลา 24 ช่ัวโมงสามารถเหนี่ยวนําใหเซลล 
fibroblastอยูในระยะ G0/G1 มากกวา 80 เปอรเซ็นต (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) 
สอดคลองกับการทดลองของ Hayes et al., 2005 ทดสอบเซลล fibroblast ของโคเปรียบเทียบ
ระยะเวลาในการลดปริมาณซีร่ัมใน 1 วัน 3 วัน และ 5 วัน พบวาสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู
ระยะ G0/G1 เพิ่มขึ้นจาก 47.69 เปอรเซ็นต เปน 84.43 เปอรเซ็นต 89.85 เปอรเซ็นต และ 88.22 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนปริมาณของเซลลในระยะ G0/G1 ไมแตกตางกันในแตละวัน แตใน
กระตาย (Liu et al., 2004) และในลูกโค พบวาเซลลในระยะ G0/G1 เพิ่มมากขึ้นอยางมีนัยสําคัญ
หลังจาก 48 ช่ัวโมงของการลดปริมาณซีร่ัม (Sun et al., 2007) 

 

การเหนี่ยวนําเซลลอยูในระยะ G0/G1 โดยเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ (cell confluency) มี
ผลทําใหเซลลเขาสูระยะพัก หรือหยุดการแบงตัวของเซลลได เนื่องจากการขาดปจจัยที่จําเปนใน
การเจริญเติบโต เชน สารอาหาร คารบอนไดออกไซด และพื้นที่ในการยึดเกาะ เปนตน การศึกษา
ผลของการเหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast ของโคเขาสูระยะ G0/G1โดยการทําใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่
นั้น พบวาวิธีนี้สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1ไดมากกวา 70 เปอรเซ็นตของเซลล
ทั้งหมด (Katska et al., 2002) ในสุกร (Boquest  et al., 1999, Kues et al., 2000) และในแมวปาแอฟ
ริกา (Gomez et al., 2003) พบวาสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1ไดมากกวา 80 
เปอรเซ็นต สวนการทดลองในโค (Cho et al., 2005) โดยเลี้ยงเซลลใหเต็มพื้นที่พบเปอรเซ็นตการ
ตายของเซลล 5.7 เปอรเซ็นต  

 
การใชสารเคมี : สารเคมีหลายชนิดถูกนํามาใชกับเซลลที่กําลังแบงตัว เพื่อหยุดการเจริญให

อยูในระยะที่ตองการ ซึ่งสารเคมีแตละชนิดมีผลตอเซลลแตละระยะแตกตางกันไป 
 

1.  สารเคมีที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะ G0/G1 คือ Roscovitine [2-(1-ethyl-2-
hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurine] Roscovitine เปนสารที่มีความสามารถใน
การยับยั้งการทํางานของ cyclin-dependent protein kinases (Gibbons et al., 2002) มีการทดลอง
พบวา roscovitine มีความสามารถในการยับยั้ง Cdk1 ที่ความเขมขน 0.65 µM, Cdk2 ที่ความเขมขน 



 

24

0.7 µM และ Cdk5 ที่ความเขมขน 0.2 µM เมื่อใชที่ปริมาณ 16 µM  roscovitine ยังมีสามารถในการ
ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ mammalian cell line และยับยั้งกิจกรรมของ M phase promoting factor 
(MPF) kinase  ซ่ึงจะสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ  G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลลได (De 
Azevedo et al., 1997, Meijer et al., 1997, Alessi et al., 1998, Schang et al., 2000, Ljungman et al., 
2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวา roscovitine สามารถเหนี่ยวนําเซลลอยูในระยะ G0/G1 ในเซลล 
adult fibroblast และ fetal fibroblast ในโค (82.8 เปอรเซ็นต 82.4 เปอรเซ็นต) (Gibbons et al., 
2002, Cho et al., 2005) พบวาการใช roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM และ 30 µM สามารถ
เหนี่ยวนําเซลลใหอยูในระยะ G0/G1 ในระดับที่ไมแตกตางกัน แตพบวาการตายของเซลลเกิดขึ้น
ประมาณ 6 เปอรเซ็นตที่ความเขมขน 30 µM (Gibbons et al., 2002, Cho et al., 2005)  ดังนั้นในการ
ทดลองที่ผานมาชี้ใหเห็นวาที่ความเขมขนต่ํากวา 16 µM สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ 
G0/G1 ได และพบวา ที่ความเขมขนสูงขึ้นเปอรเซ็นตการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 

 

2.  สารเคมีที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะ 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) สารเคมีนี้มีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรสอัลฟา (DNA 
polymerase alpha) และดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเดลตา (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) ไดมีการนํา aphidicolin 
มาทดลองในเซลลประสาทและเซลลกลามเนื้อหัวใจของหนู mice พบวา aphidicolin มีผลตอ ดีเอ็น
เอโพลีเมอเรสอัลฟา ในกระบวนการสรางดีเอ็นเอภายในนิวเคลียส และมีผลตอดีเอ็นเอโพลีเมอเรส
เดลตาในกระบวนการสรางดีเอ็นเอภายใน mitochondria รวมถึงมีผลตอดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเบตา 
(DNA polymerase beta) และดีเอ็นเอโพลีเมอเรสอัลฟา ในกระบวนการ DNA repair synthesis 
(Huberman, 1981, Spadari et al.,1985) ในเซลล fibroblast ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม aphidicolin 
สามารถเหนี่ยวนําใหอยูในระยะ S (Chang et al., 2003, Wang et al., 1993) มีรายงานพบวา 
aphidicolin ที่ความเขมขน 6 µM สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast ในสุกรอยูในระยะ S เพิ่มขึ้น
จาก 15 .2 เปอรเซ็นต เปน 23.8 เปอรเซ็นตใน 5 ช่ัวโมง และ 46.9 เปอรเซ็นตใน 19 ช่ัวโมง) (Kues 
et al., 2000)   ผลการทดลองสอดคลองกับการใช aphidicolin ในความเขมขน 5 µM ในการ
เหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast  ของคน และสัตวฟนแทะ (rodent) (Pedrail-Noy et al., 1980, 
Levenson and Hamlin, 1993) ในประโยชนทางการแพทยมีการทดลองพบวา การทําใหเซลลเขาสู
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ระยะ S หลังจากการใชสารหรือยาบางชนิดในการรักษาโรคมะเร็ง เปนวิธีที่ใชบงบอกผลหลังจาก
การใชยาในปริมาณตางๆ ที่เซลลมะเร็งกลับมาแบงตัวไดอีกครั้ง (Kuwakado et al., 1993, Schimke 
et al., 1994, Borner et al., 1995, Urbani et al., 1995) 

 

3.  สารเคมีที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลใหเขาสูระยะแบงตัว คือ colcchicine (N-Deacetyl-N-
methyl colchicines) C21H25NO5 colchicine เปนสารที่ไดจากพืชในตระกูล colchicum มีฤทธิ์ในการ
ทําลายไมโครทูบูล ซ่ึง colchicine จะจับกับทุบูลินซึ่งเปนโปรตีนหลักของไมโครทูบูลและทําให
เซลลหยุดอยูในระยะ G2/M สารเคมีนี้สงเสริมการทํางานชวง tubulin depolymerization มีผลยับยั้ง
กระบวนการเกิดระยะ mitosis ของเซลลพืชและเซลลสัตว (Wilson et al., 1976, Dustin, 1978, 
Mareel and DeMets, 1984, Sluder, 1991, Hartwell and Weinert, 1989, Murray and Kirschner, 
1989, Nishiyama and Fujii, 1992) หลายการทดลองไดมีการทดสอบผลของสาร colcemid ซ่ึงเปน
สารที่ใหผลใกลเคียงกับ colchicine (N-((7S)-5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-
oxobenzo(a)heptalen-7-yl)-acetamide) C22H25NO6 แตมีความเปนพิษกับเซลลนอยกวา และยังพบวา
มีกลไกที่ ชัดเจนในการยับยั้งไมโครทูบูลมากกวาสารเคมีชนิดอื่นๆ  เชน  podophyllotoxin, 
steganacin, vinblastine, nocodazole (Deysson, 1968, Mareel and DeMets, 1984) ไดมีการทดลอง
ผลของสารหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการยับยั้ง mitotic spindle ของเซลลชนิดตางๆ พบวาเซลลแต
ละชนิดสามารถสรางไมโครทูบูลไดอีกครั้งหลังจากหมดฤทธิ์ของสารดังกลาว (Rieder and 
Palazzo, 1992) มีการทดลองใช colcemid, colchicine และสารอื่นที่มีผลในเชนเดียวกันในเซลลของ
สัตวชนิดตางๆ เชน หนูแฮมสเตอร (Stubblefield, 1964) newts, หนูแรท และ จิงโจ (Jensen et al., 
1987) กระตาย (Phillips and Taylor, 1992) คน (Chamla et al., 1980, Kuriyama et al., 1981, Kanda 
et al., 1994, Aoki et al., 2007) พบวาสารแตละชนิดใหผลในการยับยั้ง mitosis แบบไมถาวร และ
สามารถเขาสูอินเตอรเฟสในวงจรชีวิตเซลลตอไปได นอกจากนี้แลว colcemid ยังสามารถเหนี่ยวนํา
ใหเซลลผิดปกติเกิด apoptosis (Sherwood et al., 1994, Tsuchida et al., 1998, Gallaher et al., 2000) 

 

มีการทดลองพบวาการใช colcemid ที่ความเขมขน 0.582 และ 1.455 µg ไมสามารถ
เหนี่ยวนําใหเซลล murine sarcoma เขาสูระยะ G2/M ได ในขณะเดียวกันที่ความเขมขนสูง (5.82 
µg) สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล เขาสูระยะ G2/M ได 11 เปอรเซ็นตของเซลลทั้งหมดในเวลา 14 
ช่ัวโมง และ 25 เปอรเซ็นตของเซลลทั้งหมดในเวลา 20 ช่ัวโมง (Nomura, 1980) ใน hamster 
embryo cell พบวาความเขมขนของ colcemid ที่สูงมากกวา 0.1 µg เปนเวลา 48 ช่ัวโมง มีผลยับยัง
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ไมโทติกสปนเดิล แตไมมีผลทําใหรูปรางของเซลล และโครโมโซมเกิดการเปลี่ยนแปลง (Tsutsui 
et al., 1984) และใน 24 ช่ัวโมงสามารถเหนี่ยวนําให  human lung epithelial-like (A549) cell ใหอยู
ในระยะ G2/M ได  (Panayiotidis et al., 2006) 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. อุปกรณและสารเคมีสําหรับเก็บตัวอยางผิวหนังสุนัข  
     1.1 อุปกรณสําหรับเก็บตัวอยางผิวหนังสุนัข 

   1.1.1 ใบมีดผาตัด 
   1.1.2 Petri dish ขนาดเสนผาศูนยกลาง 100 มิลลิเมตร 
   1.1.3 กรรไกรผาตัด (scissors) 
   1.1.4 ปากคีบ (forceps) 
   1.1.5 Conical centrifuge tubes ขนาด 15 มิลลิลิตร  

   1.2 สารเคมีสําหรับเก็บตัวอยางผิวหนังสุนัข 
          1.2.1 Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

                 1.2.2 Antibiotic (penicillin และ streptomycin) (Gibco®) 
          1.2.3 Ethyl alcohol 70 เปอรเซ็นต 
 
2. อุปกรณและสารเคมีสําหรับการเลี้ยงเซลล dermal fibroblast  

     2.1 อุปกรณสําหรับการเลี้ยงเซลล dermal fibroblast 
           2.1.1 ตู laminar flow  
           2.1.2 ตูคารบอนไดออกไซด (Co2 Incubator) 
           2.1.3 Water bath  
           2.1.4 เครื่องปนเหวีย่งความเร็วสูง 
           2.1.5 Hemocytometer 

2.1.6 จานเลี้ยงเซลลขนาด 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 เครื่องดูดจายสารอัตโนมัติ ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

            2.1.10 Cryogenic tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 



 

28

2.2 อุปกรณสําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล dermal fibroblast 
2.2.1 เครื่องกรองอาหารเลี้ยงเซลล 
2.2.2 ปมดูดอากาศ 
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 เปอรเซ็นต 
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. อุปกรณและสารเคมีสําหรับการทดสอบเซลล dermal fibroblast  

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

      3.1.3 เครื่องดูดจายสารอัตโนมัติ ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
      3.1.4 Tips 100ไมโครลิตร, 1000 ไมโครลิตร  
      3.1.5 Micro tube ขนาดเสนผาศูนยกลาง 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 เปอรเซ็นต (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. อุปกรณทั่วไป 

4.1 กลองจุลทรรศน Inverted microscope 
4.2 กลองถายภาพบันทกึขอมูลแบบดิจิตอล 
4.3 เครื่องชั่งสาร 
4.4 ตูเย็น 4, -20, -80 องศาเซลเซียส 

 

วิธีการ 
  
การเก็บตัวอยาง 
  

เก็บตัวอยางผิวหนังจากสุนัขทําหมันอายุระหวาง 1-3 ป บริเวณหนาทองขนาดยาว 6-8 
มิลลิเมตร กวาง 1-2 มิลลิเมตร ดวยวิธีปราศจากเชื้อ โดยวิธีการ biopsy จากนั้นนําตัวอยางผิวหนังมา
ลาง 2 คร้ัง ดวย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2-7.4 ที่เติมดวย 2 เปอรเซ็นตของ penicillin-
streptomycin อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Freshney, 2000) 
 
การแยก dermal fibroblast จากผิวหนัง 

 
นําตัวอยางผิวหนังมาแยกสวนผิวหนังกําพราและชั้นเนื้อเยื่อใตผิวหนังออก นําเนื้อเยื่อช้ัน

หนังแทที่ไดมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ แตละชิ้นมีขนาดกวาง 1-2 มิลลิเมตร ใสช้ินเนื้อเยื่อลงในจาน
เพาะเลี้ยงเซลล (cell culture dish) ขนาด 60x15 มิลลิเมตร จํานวน 20-30 ช้ินตอ 1 จาน จากนั้นเติม
อาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) ที่เติมดวย 10 
เปอรเซ็นตของ fetal bovine serum (FBS) และ 1 เปอรเซ็นตของ penicillin–streptomycin ปริมาณ 5 
มิลลิเมตร  จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเซลลเขาบมในตูบมที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-3 สัปดาห หรือจนกวาเซลลจะเจริญแผกระจาย 
จนเต็มพื้นที่ (Freshney, 2000) 
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การเลี้ยงเซลล 
 

ทําการคีบตัวอยางผิวหนังออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลลเดิมแลวนําไปเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง
เซลลใหม  ในสภาพแวดลอมเดียวกัน ในจานเพาะเลี้ยงเซลลเดิมที่นําชิ้นเนื้อเยื่อออกแลวนั้นปลอย
ใหเซลลเจริญแผกระจายแทนที่พื้นที่วางของชิ้นเนื้อเดิม 24 ช่ัวโมง แลวทําการ subculture ไปยัง
จานเพาะเลี้ยงเซลลใหม โดยกระบวนการที่เรียกวา trypsinization เพื่อใหเซลลหลุดจากภาชนะยึด
เกาะ ซ่ึงเริ่มจากการใช pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด จากนั้นเติม PBS เพื่อลางอาหาร
เล้ียงเซลลทําขั้นตอนนี้ 2 คร้ัง เติม 0.25 เปอรเซ็นต trypsin/EDTA ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 นาที เมื่อเซลลหลุดจากผิวของจานเพาะเลี้ยงเซลล ใช pipette เก็บเซลล
พรอมกับน้ําเลี้ยงเซลลลงใน conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร แลวนําไปปนโดยเครื่องปน
แยกที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดเอาของเหลวที่อยู
ดานบนออก เหลือไวเพียงเซลลที่ตกตะกอน เติม stop medium ซ่ึงประกอบดวยอาหารเลี้ยงเซลล 
และ 10 เปอรเซ็นตของ FBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม trypsin 
จากนั้นทําการนับจํานวนเซลลโดยการแบงเซลลในอัตราสวน 1:10 นําเซลล 1 สวนมายอมดวยสี 
trypan blue 0.25 เปอรเซ็นตใน PBS (ปริมาณเซลล/สียอมเทากับ 1:1) นํามานับดวย 
Hemacytometer  เซลลสวนที่เหลือแบงเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงเซลลปริมาณ 1x105 เซลล/มิลลิลิตร ทํา
การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล ทุก 2 วัน       
 

การแชแขง็เซลล 
 

 เซลลที่ไดจากการเลี้ยงใน passage ที่ 2-6 นํามาทําการ trypsinization โดยดูดอาหารเลี้ยง
เซลลออกจนหมด จากนั้นลางดวย PBS 2 คร้ัง เติม trypsin/EDTA ปริมาณ 10 เทาของเซลล ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 นาที เมื่อเซลลหลุดจากผิวของจานเพาะเลี้ยงเซลล แลว
นําไปปนโดยเครื่องปนแยกที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ดูดเอาของเหลวที่อยูดานบนออก ไดเซลลที่ตกตะกอน (pellets) เติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร
คร่ึงหนึ่งของ freezing medium ใช pipette ดูดขึ้นลงเพื่อให pellets ของเซลลแยกออกจากกัน 
จากนั้นคอยๆ หยด freezing medium ใหความเขมขนสุดทายประกอบดวย DMEM ที่มี 10 
เปอรเซ็นตของ FBS, 1 เปอรเซ็นตของ penicillin–streptomycin และ 10 เปอรเซ็นตของ dimethyl 
sulfoxide (DMSO) ใหเซลลมีปริมาณ 2x106 เซลล/มิลลิลิตร จากนั้นแบงลงใน cryogenic tube 1 
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มิลลิลิตร/tube นําไปเก็บที่อุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง หรือขามคืน จากนั้น
ยายลงในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 
 

การอุนละลายเซลล 

การละลายเซลลจากเซลลที่ รักษาสภาพไว ทําอยางรวดเร็วโดยนําเซลลออกมาจาก
ไนโตรเจนเหลวใสลงใน water bath  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เจือจางเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล 
10 มิลลิลิตร นําไปปนแยกที่ความเร็ว 2000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จะไดเซลลที่ตกตะกอน 
(pellets) หลังจากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล นําเซลลมาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลลใหมีความเขมขน 
1x105 เซลล/มิลลิลิตร 

 

การจัดกลุมการทดลอง 
 

การศึกษา dermal fibroblast ที่ไดจากผิวหนังสุนัขที่โตเต็มที่อายุตั้งแต 1 ปขึ้นไป โดยการ
นําเซลลไปเลี้ยงดวยความเขมขนเซลล 1x105 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตรในจานเพาะเลี้ยง
เซลลขนาด 60x15 มิลลิเมตร ปลอยใหเซลลเจริญแบงตัว 24-48 ช่ัวโมง ระหวางนี้ตรวจดูปริมาณ
ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน Inverted Microscope จากนั้นทําการทดลองกลุมตางๆ ดังนี้ 

 
1. กลุมควบคุม  
 

ใช dermal fibroblast เล้ียงในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียงเซลล เล้ียงดวยอาหาร
เล้ียงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS เปนเวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมง  

 
2. กลุมทดลอง แบงออกเปน 5 กลุม 
  
 การทดลองที่ 1. ผลของการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล 
dermal fibroblast ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS ใหเจริญในระดับ 90-100 
เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียง เเลวเล้ียงตอไปอกีดวยอาหารเลีย้งเซลลเดิมที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  



 

32

 การทดลองที่ 2. ผลของการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียง
เซลล dermal fibroblast ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-
80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียงเซลล หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 0.5 เปอรเซ็นตของ 
FBS เเละเลี้ยงเซลลตอเปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
 

การทดลองที่ 3. ผลของสาร roscovitine ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล dermal fibroblast 
ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่
เล้ียงเซลล หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS และ roscovitine ที่
ความเขมขน 1 µM, 15 µM, 30 µM, 45 µM เเละเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Gibbons et al., 2002) 

  
การทดลองที่ 4. ผลของสาร aphidicolin ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล dermal fibroblast 

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่
เล้ียงเซลล หลังจากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS และ aphidicolin ที่
ความเขมขน 1 µM, 2.5 µM, 5 µM, 10 µM เเละเลีย้งตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Kues et al., 2000) 

 
 การทดลองที่ 5. ผลของสาร colcemid ตอวงจรชีวิตเซลล: เล้ียงเซลล dermal fibroblast ดวย

อาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS จนไดเซลลในระดับ 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่เล้ียง
เซลล หลังจากนั้นเปล่ียนเปนอาหารเล้ียงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของ FBS และ colcemid ที่ความ
เขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg, 1 µg เเละเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Boquest et al., 1999) 

 
หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาการเลี้ยงเซลลในภาวะตางๆ ขางตนแลว นําเซลลที่ไดจากกลุม

ควบคุมเเละการทดลองแตละกลุมไปวิเคราะหหาสัดสวนของเซลลที่อยูระยะตางๆ ของวงจรชีวิต
เซลลดวยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี โดยทําการทดลองซ้ําในแตละกลุมทดลองไมต่ํากวา 3 คร้ัง 

 
การเตรียมเซลลสําหรับการวิเคราะหหาสัดสวนของเซลลท่ีอยูในระยะตางๆ ของวงจรชีวิตเซลล 

 
1. การเก็บเซลลจากจานเพาะเลี้ยง เร่ิมจากการใช pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด 

ลางเซลลดวย PBS 2 คร้ัง เตมิ 0.25 เปอรเซ็นต trypsin/EDTA ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/1จานเพาะเลี้ยง
เซลล บมจานเพาะเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 นาที เมื่อเซลลหลุดจากผิวของ
จานเพาะเลี้ยงเซลล เก็บเซลลพรอมน้ําเล้ียงเซลลลงใน conical centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
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แลวนําไปปนโดยเครื่องปนแยกที่ความเรว็ 2000 รอบ/นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ดูดเอาของเหลวที่อยูดานบนออก เหลือไวเพยีงเซลลที่ตกตะกอน (pellets)  
 

2. การคงสภาพเซลลดวยแอลกอฮอล เติม PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่เกบ็เซลล 
นําไปปนเหวีย่งดวยเครื่องปนความเร็วสูงที่ 2000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาท ีดูด PBS ออกใหเหลือ
ประมาณ 0.3 มลิลิลิตร จากนั้นเติม methanol หรือ ethanol 4 องศาเซลเซียส โดยการหยุดอยางชาๆ 
ปริมาณ 0.7 มิลลิลิตร นําเซลลคงสภาพที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืนหรือจนกวาจะทําการ
ยอมสีดีเอ็นเอ 

 
3. การยอมสีดีเอ็นเอดวย propidium iodide นําเซลลที่ไดมาลางน้ํายาคงสภาพออกโดยการ

เติม PBS 5 มิลลิลิตร แลวนําไปปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 2000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 
นาที ทําการลางซ้ํา 1-2 คร้ัง ดูดเอาของเหลวที่อยูดานบนออก เหลือไวเพียงเซลลที่ตกตะกอน นํา
เซลลที่ไดมายอมสีโดยการเติม 0.2 มิลลิลิตร ของของ RNaseA ที่มีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 0.2 มิลลิลิตรของ 
propidium iodide ที่มีความเขมขน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง นําเซลลมากรองผาน nylon mesh ขนาดเสนผาศูนยกลาง 40 ไมโครเมตร (Spectrum, Los 
Angeles, CA) จากนั้นนําไปวิเคราะหดวย flow cytometer 

 
4. การวิเคราะหดวย flow cytometer เซลลจะถูกวิเคราะหดวย FACS vantage flow 

cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) เครื่องจะวัดปริมาณเเสงฟลูออเรสเซนตของ 
propidium iodide ขณะที่เซลลไหลผานลําแสงเลเซอร อัตราเร็ว 500-1,000 เซลล/วินาที เปอรเซ็นต
ของเซลลที่ปรากฏในระยะ G0/G1, S และระยะ G2/M จะไดจากการคํานวณดวยโปรแกรม 
WinMDI (Windows Multiple Document Interafce for Flow Cytometry) Version 2.8 
(http://facs.scripps.edu/software.html) 

 
5. การคํานวณทางสถิติ ขอมูลนํามาคํานวณทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห

ความแปรปรวนดวยวิธีการ Analysis of variance (ANOVA) และเปรยีบเทียบคาเฉลี่ยแตละกลุม
โดย Duncan’s New Multiple Range Test  

 



ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
การเจริญของ dermal fibroblast จากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนังสุนัข 

 
ผลการแยกเก็บ dermal fibroblast โดยวิธีการใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนังของ

สุนัข หลังจากวางชิ้นเนื้อในจานเพาะเลี้ยง 1-2 วัน พบเซลลเคลื่อนออกมาจากตัวอยางชิ้นเนื้อ คือ
เซลล dermal fibroblast ซ่ึงมีรูปราง 2 แบบ แบบที่ 1 มีรูปรางกระสวย ยื่นสวนแขนง (process) 
ออกมาเพื่อยึดเกาะผิวของภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล และแบบที่ 2 เปนเซลลที่มีรูปรางกลม ขนาดเล็ก 
กระจายออกมาโดยรอบของชิ้นเนื้อเยื่อเปนจํานวนมาก (ภาพที่ 8) และเซลลจะมีการแบงตัวมากขึ้น
ในวันที่ 3 ของการเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 9) ในวันที่ 4-5 พบเซลลเจริญจนเต็มพื้นที่รอบเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 
10) ระยะนี้เปนระยะที่เหมาะสมตอการนําชิ้นเนื้อเยื่อออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลล ตอมาเซลลจะ
เจริญแผไปยังพื้นที่วาบริเวณรอบขางจนเต็มภายใน 1-2 วัน (ภาพที่ 11) ระยะนี้พบวาเซลลจะมี
ลักษณะเรียวยาว และสามารถยื่นแขนงของเซลลขยายออกไปในพื้นที่วางของจานเพาะเลี้ยงเซลลได
อยางเต็มที่ พบเซลลที่มีนิวเคลียส 2 นิวเคลียสซึ่งบงบอกถึงการที่เซลลกําลังเจริญแบงตัว (ภาพที่ 
12) ในวันที่ 6-7 ของการเลี้ยงเซลลโดยวิธีการใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อเปนระยะที่เหมาะสม
ตอการ subculture เพื่อเก็บเซลลจากจานเลี้ยงเซลลเดิมไปเลี้ยงยังจานเพาะเลี้ยงเซลลใหมเพื่อเพิ่ม
จํานวนเซลล การเจริญของเซลลออกจากเนื้อเยื่อผิวหนังของสุนัข พบวาอายุของสุนัขมีผลตอการ
เจริญ โดยสุนัขที่มีอายุมากตั้งแต 4 ปขึ้นไปเซลลจะมีอัตราการแบงเซลลต่ํา เมื่อเทียบกับสุนัขที่มี
อายุนอยกวา  

 
การเจริญของ dermal fibroblast หลังจากการ subculture 
 

เมื่อนํา dermal fibroblast ที่เล้ียงในจานเพาะเลี้ยงและนําไป subculture เซลล dermal 
fibroblast จาก passage ที่ 1-6 (ภาพที่ 13) แบงตัวและมีรูปรางเปนรูปกระสวยตามปกติ เมื่อนําเซลล
จาก passage ที่ 7 ขึ้นไปจะพบวาเซลลที่เจริญขึ้นใหมมีขนาดใหญและเล็กปนกัน โดยสัดสวนของ
เซลลขนาดใหญที่พบใน passage ที่ 8 พบกระจายทั่วไปในพื้นที่เล้ียงเซลลและเพิ่มมากขึ้นใน 
passage ที่ 8 และ 9 ตามลําดับ (ภาพที่ 14-16) 
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ภาพท่ี 8  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดง dermal fibroblast วันที่ 1 ของการเพาะเลี้ยงแบบ 
primary explant พบเซลลมีรูปรางกระสวย ยื่นสวนแขนงออกมาเพื่อยึดเกาะผิว (ลูกศร) 
และเซลลที่มีรูปรางกลม ขนาดเล็ก (หัวลูกศร) 

 
ภาพที่ 9  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast (ลูกศร) วันที่ 3 

ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant เซลลมีลักษณะยาว เรียว 
 

ภาพท่ี 10  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast  เจริญจนเต็ม
พื้นที่ในวันที่ 4-5 ของการเพาะเลี้ยงแบบ primary explant 

 
ภาพที่ 11  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ในวันที่ 6-7 ของ

การเพาะเลี้ยงแบบ primary explant เซลลมีลักษณะเรียวยาว และสามารถยื่นแขนงของ
เซลลขยายออกไปในพื้นที่วางของจานเพาะเลี้ยงเซลล  

 
ภาพที่ 12  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่มีแขนงของ

เซลลแผออกและเกาะพื้นผิวของจานเลี้ยง (ลูกศร)  และพบเซลลที่มีนิวเคลียส 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  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ที่อยูใน passage 

ที่ 3 ลักษณะของเซลลเปนรูปกระสวย เซลลมีขนาดใกลเคียงกัน มีการยื่นแขนงเพื่อยืด
เกาะพื้นผิวในการเจริญแบงตัว 

 
ภาพที่ 14  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast อยูใน passage    

ที่ 7 ที่เซลลบางเซลลมีขนาดใหญขึ้น ทําใหประชากรของเซลลมีหลายขนาดปะปนกัน 
 

ภาพที่ 15  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน passage ที่ 8 
เซลล dermal fibroblast สวนใหญมีขนาดใหญและเล็กปนกัน และเซลลที่มีขนาดใหญจะ
ไมมีสวนแขนงของเซลล (ลูกศร) 

 
ภาพที่ 16  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแสดงลักษณะของเซลล dermal fibroblast ใน passage ที่ 9 

เซลลที่มีขนาดใหญ (ลูกศร) และเซลลที่มีขนาดเล็ก(หัวลูกศร) จะไมมีสวนของแขนงที่ยื่น
ออกมายึดเกาะพื้นผิว ทําใหมองเห็นเปนชองวางระหวางเซลลจํานวนมาก  
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ภาพที่ 13       ภาพที่ 14   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 15      ภาพที่ 16   
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การตรวจสอบสัดสวนของเซลลในระยะตางๆ ของวงจรชวิีตเซลลโดยการวัดปริมาณ  ดีเอ็นเอใน
เซลลดวยวิธีโฟลไซโตเมทรี  

 
เมื่อนํา dermal fibroblast ที่เล้ียงใน DMEM + 10 เปอรเซ็นตของ FBS มาแลว 2 วัน โดยมี

ปริมาณเซลล 60-80 เปอรเซ็นตของพื้นที่มาตรวจสอบสัดสวนของเซลลในระยะ G0/G1, S และ 
G2/M จากปริมาณดีเอ็นเอ โดยการยอมดวย propidium iodide ที่ใหความยาวคลื่นแสง 617 นาโน-
เมตร พบวาเซลลในระยะ G0/G1 ในกราฟแสดงคายอดที่ 1 (M1) มีลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนต
เปน 1 arbitrary unit (2C) เซลลในระยะ S (M2) มีลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตอยูระหวาง 1 
arbitrary unit และ 2 arbitrary unit และเซลลในระยะ G2/M ในกราฟแสดงคายอดที่ 2 (M3) มี
ลักษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 2 arbitrary unit (4C) แตยังไมปรากฏเปอรเซ็นตการตายของ
เซลล (M4)  ดังภาพที่ 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตายของเซลล (M4)  ในการ
เล้ียงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต (กลุมควบคุม) 

192 

128 

64 

256 
จํานวนครั้ง (Events) 

ปริมาณการตดิสีฟลูออเรสเซนต (Arbitrary unit) 
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ตารางที่ 1  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะตางๆ ของวงจรชีวิตเซลล และ
เปอร เซ็นตการตาย  หลังการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม  10  
เปอรเซ็นต 

 
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลระยะตางๆ ±  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (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 คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะในการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่

ประกอบดวยซีร่ัม 10 เปอรเซ็นต พบวาปริมาณเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 เปน 73.6 เปอรเซ็นต 
เซลลที่อยูในระยะ S เปน 10.5 เซลลที่อยูในระยะ G2/M เปน 15.8 และเปอรเซ็นตการตายเปน 0.4 
 
การทดลองที่ 1 และ 2 ผลการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 ดวยการลดปริมาณซีร่ัม (ซีร่ัม 
0.5 เปอรเซ็นต) และการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นท่ี 

 
เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการทดลองลดซีร่ัมและการเลี้ยงใหเซลลเจริญ

เต็มพื้นที่ กราฟแสดงใหเห็นผลที่ไดจากเครื่องโฟลไซโทเมทรีแสดงจํานวนเซลลที่ติดสีฟลูออเรส
เซนตในระดับตางๆ พบวา จํานวนเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 มีคาฟลูออเรสเซนตในชวง M1 มี
คาสูงสุด ซ่ึงทั้ง 4 กลุม มีคาไมแตกตางกัน แตสูงขึ้นแตกตางจากกลุมควบคุม จํานวนเซลลที่อยูใน
ระยะ S และ G2/M มีคาฟลูออเรสเซนตในชวง M2 และ M3 ตามลําดับ มีคานอยมากและในทั้ง 4 
กลุม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมทดลองพบวามีคาลดลงอยางชัดเจน ดังภาพที่ 18 
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ภาพที่ 18  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการเลี้ยงดวย
อาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวยซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นตและการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ 

 
A. การเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ (confluent) 
B. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
C. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
D. กลุมที่ไดรับปริมาณซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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  A.       B. 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
  C.       D. 
 

ภาพที่ 18 
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ตารางที่ 2  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในวงจรชีวิตเซลลระยะ G0/G1, S, 
G2/M และเปอรเซ็นตการตาย หลังจากการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยการ
เล้ียงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่เเละวิธีการลดปริมาณซีร่ัม  (ซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต) ในเวลา
ตางๆ  

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ± S.D. กลุมทดลอง 
G0/G1 S G2/M Apoptosis 

กลุมควบคุม (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 แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นตของ
เซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

ผลการทดลองพบวาเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1 หลังจาก
เล้ียงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ เทากับ 91.7 ± 3.5 ซ่ึงสูงกวากลุมควบคุม (73.6 ± 3.5 ) อยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) เซลลในระยะ G0/G1 เมื่อเล้ียงเซลลในอาหารที่มีซีร่ัม 0.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง เทากับ 88.4 ± 1.3, 9 ± 1.4 และ 90.3 ± 2.2 ตามลําดับ ซ่ึงมากกวากลุมควบคุม (73.6 ±3.5) 
อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ปริมาณของเซลลในระยะ S หลังจากการลดซีร่ัมเปนเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง เทากับ 2.3 ± 0.7, 1.9 ± 0.5 และ 3.0 ± 1.6 ตามลําดับ และพบวาการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็ม
พื้นที่เทากับ 1.2 ± 2.4 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมทดลอง แตต่ํากวาคาที่พบในกลุม
ควบคุม (10.5 ± 2.4) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ปริมาณของเซลลในระยะ G2/M หลังจากการลด
ซีร่ัมเปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 9.2 ± 0.8, 7.0 ± 0.9 และ 7.1 ± 1.4 ตามลําดับ และ
พบวาการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่เทากับ 6.2 ± 2.3 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุม
ทดลอง แตต่ํากวาคาที่พบในกลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) อัตราการตายของ
เซลล (apoptosis) หลังจากการลดซีร่ัมเปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 0.3 ± 0.2, 0.3 ± 0.2, 
0.6 ± 0.7 และการเลี้ยงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ เทากับ 0.8 ± 0.4 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ และ
ไมแตกตางกับกลุมควบคุม (0.4 ± 0.5) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  
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ภาพที่ 19  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการเหนี่ยวนํา
ใหเซลลอยูในระยะ G0/G1โดยการใชสาร roscovitine 

 
A. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM 
B. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM 
C. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 30 µM 
D. กลุมที่ไดรับ roscovitine ที่ความเขมขน 45 µM 
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การทดลองที่ 3 การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 โดยการใชสาร roscovitine ท่ีความเขมขน
ตางๆ 

 
เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการทดลองใชสาร roscovitine ที่ความเขมขน

ตางๆ กราฟแสดงใหเห็นปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) 
ในกลุม A และ B ไมแตกตางจากกลุมควบคุม และพบวาปริมาณการติสีฟลูออเรสเซนตเปอรเซ็นต
การตายของเซลล (M4) ปรากฏชัดเจนในกลุม C และเพิ่มมากขึ้นในกลุม D ดังภาพที่ 19 

 
 
 

 
 
 
 
   
 

A.       B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C.       D. 
 

ภาพที่ 19 
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ตารางที่ 3  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M และ 
เปอรเซ็นตการตาย โดยการใชสาร roscovitine ที่ความเขมขนตางๆ 

 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ±SD  
Roscovitine (µM) G0/G1 S G2/M Apoptosis 
กลุมควบคุม (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 แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นต
ของเซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

จากการเหนี่ยวนําเซลล dermal fibroblast ใหอยูในระยะ G0/G1 ดวยการใชสาร roscovitine 
พบวาคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 หลังจากการใช roscovitine ที่ความเขมขน 5 
µM, 15 µM และ 30 µM เทากับ 78.6 ± 2.6, 73.5 ± 4.0 และ 70.4 ± 6.7 ซ่ึงใกลเคียงกับกลุมควบคุม
เเละไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ความเขมขน 15 µM และ 30 µM เทากับ 73.5 ± 4.0 และ ซ่ึง
ไมแตกตางกัน ที่ความเขมขน 45 µM เทากับ 63.7 ± 10.4 ไมแตกตางกัน แตที่ความเขมขน 45 µM 
เปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 (63.7 ± 10.4) ต่ํากวาคาที่พบในกลุมควบคุม (73.6 ± 3.5) 
อยางมีนัยสําคัญ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ S หลังจากการใชสาร roscovitine ที่ความ
เขมขน 5 µM เเละ 15 µM เทากับ 7.5 ± 2.1 และ 7.5 ± 1.1 ซ่ึงต่ํากวากลุมควบคุม และที่ความเขมขน 
30 µM และ 45 µM เทากับ 8.4 ± 2.5 เเละ 8.4 ± 2.8 ซ่ึงไมแตกตางจากที่ความเขมขน 5 µM เเละ 15 
µM และไมแตกตางจากลุมควบคุม (10.5 ± 2.4 ) คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่
อยูในระยะ G2/M หลังจากการใชสาร roscovitine ที่ความเขมขนตางๆ พบวาที่ความเขมขน 5 µM, 
30 µM และ 45 µM เทากับ 13.5 ± 2.9, 12.0 ± 3.1 และ 12.3 ± 3.3 ซ่ึงไมแตกตางกัน แตต่ํากวาคาที่
พบในความเขมขน 15 µM (18.0 ± 3.5) และกลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) เปอรเซ็นตการตายของเซลล
ที่ความเขมขน 5 µM และ 15 µM (0.5 ± 0.4, 1.3 ± 0.9) ไมแตกตางจากกลุมควบคุม แตเปอรเซ็นต
การตายของเซลลที่ความเขมขน 30 µM และ 45 µM (11.0 ± 11.0, 16.2 ± 12.4) สูงกวากลุมควบคุม 
และกลุมที่ใชความเขมขนที่ 5 µM และ 15 µM อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
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ภาพที่ 20  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), G1/S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการ
เหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ S โดยการใชสาร aphidicolin 

 
A. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 1.0 µM 
B. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 2.5 µM 
C. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 5.0 µM 
D. กลุมที่ไดรับ aphidicolin ที่ความเขมขน 10.0 µM 
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การทดลองที่ 4 การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G1/S โดยการใชสาร aphidicolin ท่ีความเขมขน
ตางๆ  
 

เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการทดลองใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขน
ตางๆ กราฟแสดงใหเห็นปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตระยะ G1/S (M2) ในทั้ง 4 กลุม เพิ่มขึ้น
แตกตางจากกลุมควบคุมอยางชัดเจน ดังภาพที่ 20 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

A. B. 
 
B.  

 
   
 
 
 
 
 

C. D. 
 

ภาพที่ 20 
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ตารางที่ 4  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, G1/S, G2/M และ 
เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ S โดยการใชสาร aphidicolin ที่
ความเขมขนตางๆ 

a, b, c แสดงคาเฉล่ียที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นต
ของเซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
พบวา คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1 เทากับ 63.5 ± 

4.3, 60.4 ± 4.2, 59.9 ± 6.6 และ 59.1 ± 8.9 หลังจากการใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขน 1 µM, 
2.5 µM, 5.0 µM และ 10 µM ตามลําดับ ซ่ึงมีคาลดลงยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) เมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม (73.6 ± 3.5) คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G1/S เพิ่มขึ้นอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติหลังจากการใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขนตั้งเเต 1 µM ขึ้นไปเมื่อเทียบกับ
กลุมควบคุม เเละเซลลที่อยูในระยะ G1/S เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนสาร aphidicolin (ตารางที่ 4) 
เมื่อใชสาร aphidicolin ที่ความเขมขน 2.5 µM, 5.0 µM และ 10 µM คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล 
dermal fibroblast ในระยะ G1/S เทากับ 20.7 ± 4.2,  25.6 ± 5.3, 27.4 ± 2.9 เเละ 29.6 ± 6.6 
ตามลําดับ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ในระยะ G2/M หลังจากการใชสาร 
aphidicolin ที่ความเขมขน 10 µM (10.0 ± 4.2) มีคาต่ํากวากลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) เเละเมื่อใช 
aphidicolin ที่ความเขมขน 1 µM (15.3 ± 3.4) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เเตไมมีแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญกับกลุมที่ใช aphidicolin ที่ความเขมขน2.5 µM เเละ 5.0 µM (13.9 ± 2.2, 13.2 ± 4.4) 
ตามลําดับ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของเซลลไมแตกตางกันระหวางกลุมการทดลองที่ความ
เขมขนตางๆ และไมแตกตางจากกลุมควบคุม  

 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ± SD  
aphidicolin (µM) G0/G1 G1/S G2/M Apoptosis 

กลุมควบคุม ( 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  กราฟแสดงปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอของเซลล dermal fibroblast ใน
ระยะ G0/G1 (M1), S (M2), G2/M (M3) และเปอรเซ็นตการตาย (M4) ในการเหนี่ยวนํา
ใหเซลลเขาสูระยะ G2/M โดยการใชสาร colcemid 

 
A. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg/ml 
B. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.25 µg/ml 
C. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 0.5 µg/ml 
D. กลุมที่ไดรับ colcemid ที่ความเขมขน 1.0 µg/ml 
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การทดลองที่ 5 การเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G2/M โดยการใชสาร colcemid 
 
เมื่อตรวจสอบระยะตางๆ ของเซลลหลังจากการใชสาร colcemid กราฟแสดงใหเห็น

ปริมาณการติสีฟลูออเรสเซนตระยะ G2/M (M3) มีปริมาณสูงขึ้นแตกตางจากกลุมควบคุมอยาง
ชัดเจนทั้ง 4 กลุม และพบวาปริมาณการติสีฟลูออเรสเซนตของระยะ G0/G1 (M4)  และ S (M2) ไม
แตกตางจากกลุมควบคุม ดังภาพที่ 21 
 
 
 
 

 
 
 
 

   
 

A.      B. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
C.      D. 

 
ภาพที่ 21 
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ตารางที่ 5  แสดงเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1, S, G2/M และ 
เปอรเซ็นตการตาย ในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู G2/M โดยการใชสาร colcemid ที่
ความเขมขนตางๆ 

 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะ ±SD  
colcemid (µg/ml) G0/G1 S G2/M Apoptosis 
กลุมควบคุม (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 แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบตามเปอรเซ็นตของ
เซลลระหวางกลุมการทดลองที่อยูระยะเดียวกัน 
± S.D. แสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G0/G1 หลังจากการใชสาร 
colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg เทากับ 51.4 ± 8.2, 52.5 ± 8.5, 52.3 ± 
9.4 และ 54.0 ± 10.4 ตามลําดับ ซ่ึงลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (73.6 ± 3.5) 
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ S หลังจากการใชสาร colcemid ที่ความ
เขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg เทากับ 8.3 ± 2.6, 9.3 ± 3.4, 9.0 ± 2.9 และ 8.5 ± 3.1 ไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ และไมแตกตางกันกับกลุมควบคุม (10.5 ± 2.4) อยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตของเซลล dermal fibroblast ที่อยูในระยะ G2/M หลังจากการใชสาร 
colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg และ 1.0 µg เทากับ 38.5 ± 8.7, 36.2 ± 9.1, 36.5 ± 
9.2 และ 35.1 ± 8.6 ซ่ึงสูงกวาคาที่พบในกลุมควบคุม (15.8 ± 2.3) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการตายของเซลลที่ความเขมขน 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) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ และไมแตกตางกันกับกลุมควบคุม 
(0.4 ± 0.5) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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วิจารณ 
 

การเลี้ยงเซลล dermal fibroblast ของสุนัขมีการรายงานในการทดลองของ Fray et al. 
(2004) เซลล dermal fibroblast สามารถเก็บจากชิ้นเนื้อผิวหนังบริเวณหนาทองของสุนัข ซ่ึงเปนวิธี
ที่งายและสามารถประยุกตใชไดกับการเก็บผิวหนังบริเวณอื่นๆ ของรางกาย dermal fibroblast ของ
สุนัขที่เพาะเลี้ยงจะถูกกระตุนในการเจริญแบงตัวดวย growth factor ในซีร่ัม และมีการทดลอง
พบวาโปรตีน fibronectin ที่ไฟโบรบลาสตสรางขึ้นเอง เปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการเคลื่อนที่ 
(migration) ของไฟโบรบลาสต (Kohyama et al., 2002, Leeb et al., 2004) ในการแบงตัวและเจริญ
แผกระจายเปนชั้นเดียวตามพื้นผิวของภาชนะเลี้ยงเซลล เซลลจะไมเจริญซอนแถวหรือกายกัน การ
เพาะเล้ียงเซลลดวยวิธีการใหเซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อผิวหนัง (primary explant) ใชเวลา 1 
สัปดาห เซลลจะเจริญจนเต็มพื้นที่โดยรอบของชิ้นเนื้อเยื่อ และเปนเวลาที่เหมาะสมตอการ 
subculture เปนครั้งแรก ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Bratka-Robia et al. (2002) ที่ทําการ 
subculture เปนครั้งแรกในวันที่ 10 ของการเพาะเลี้ยงเซลล dermal fibroblast ของสุนัขแบบ 
primary explant และสามารถเลี้ยงไปจนถึง passage ที่ 16 แตยังไมมีรายงานลักษณะโครงสรางของ
เซลล dermal fibroblast ใน passage ที่สูงขึ้น ในการทดลองนี้พบวาหลังจาก passage ที่ 7 เซลลบาง
เซลลจะเริ่มมีลักษณะโครงสรางเปลี่ยนแปลงกลายเปนเซลลที่มีขนาดใหญและไมมีสวนแขนงของ
เซลลในการยึดเกาะ เนื่องจากบางเซลลเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเปน transform cell เชนมี
การเพิ่มจํานวนของโครโมโซมแตไมมีการแบงเซลลออกเปน 2 เซลล ทําใหพบเซลลที่มีขนาดใหญ
ขึ้นและมีแขนงของเซลลส้ันลง (Adams et al., 1968) โดยกระบวนการเกิดขึ้นเมื่อเซลลมีสภาวะ
แวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ เซลลจะพยายามปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมเพื่อดํารงชีวิต
ตอไป ทําใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนไปจากปกติ และพบวาบางเซลลตาย โดยเมื่อเซลลเกิดความ
ผิดปกติ จะถูกเหนี่ยวนําโดยใหเกิดกระบวนการ apoptosis ขึ้น เมื่อมองดวยกลองจุลทรรศนพบวา
เซลลตายจะหลุดออกจากพื้นผิวยึดเกาะ (Alberts et al., 1994)  
 

วิธีการเลี้ยงเซลลจากผิวหนังนอกจากการเลี้ยงแบบ primary explant แลว ยังสามารถทําได
โดยวิธีการใชเอนไซมยอยช้ินเนื้อเยื่อ ซ่ึงเอนไซมจะยอยโปรตีนยึดเกาะระหวางเซลลกับเซลล หรือ
ระหวางเซลลกับเนื้อเยื่อประสาน ทําใหเซลลหลุดออกเปนเซลลเดี่ยว ซ่ึงเปนวิธีการที่ทําใหไดเซลล
จากเนื้อเยื่อเปนจํานวนมาก และรวดเร็ว แตวิธีการดังกลาวมีขอเสียคือเซลลที่ไดจะมีการเจือปนดวย
สวนประกอบของเนื้อเยื่อหลายชนิด เชน เสนใยคอลลาเจน เสนขน เซลลที่เปนองคประกอบของ
ตอมเหงื่อ ตอมไขมัน เปนตน และตองใชระยะเวลานานในการ subculture เพื่อใหไดเซลล dermal 
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fibroblast ที่ไมมีเซลลอ่ืนๆ เจือปน  และข้ันตอนในการใชเอนไซมเพื่อยอยเซลลออกจากเนื้อเยื่อ
คอนขางมีความซับซอน เนื่องจากตองเลือกชนิดของเอนไซม และระยะเวลา ในขั้นตอนตางๆ ให
เหมาะสมกับเนื้อเยื่อชนิดนั้นๆ (Freshney, 2000) 
 

การเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยวิธีการลดปริมาณซีร่ัม 3 ชวงเวลาคือ 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมง ใหผลไมแตกตางกัน เซลล dermal fibroblast ของสุนัขเขาสูระยะ G0/G1 ภายใน 24 
ช่ัวโมงเนื่องจากวงจรชีวิตเซลลปกติประมาณ 24 ช่ัวโมง เมื่อมีการลดปริมาณซีร่ัมเซลลจะเขาสู
ระยะพักเพื่อพักตัว ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองเพื่อเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยใช
วิธีการลดปริมาณซีร่ัมในสัตวชนิดอื่นๆ เชนในสุกร (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
ทดลองพบวาเมื่อลดซีร่ัม เซลลของลูกโคเขาสูระยะ G0/G1 เห็นไดชัดเจนใน 48 และ 72 ช่ัวโมง 
(Sun et al., 2007) และในกระตาย 96, 120 ช่ัวโมง (Liu et al., 2004) ในการทดลองดังกลาวแสดงให
เห็นวาระยะเวลาการเขาสูระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลลขึ้นอยูกับปจจัยแวดลอมในการทดลอง
เชน การใชเซลลใน passage แรกๆ จะทําใหอัตราการเจริญแบงเซลลเปนไปอยางรวดเร็ว เซลลจะ
เขาสูระยะ G0/G1 เร็วกวาการใชเซลลใน passage ที่สูงขึ้น และสภาวะเฉพาะของเซลลสัตวแตละ
ชนิดที่ใชในการทดลอง (Kleinsmith and Kish, 1995) แมวาการลดซีร่ัมที่ 48 และ 72 ช่ัวโมงมี
แนวโนมที่จะทําใหเปอรเซ็นตของเซลลที่อยูในระยะ G0/G1 มากกวาแตทําใหเกิดการตายของเซลล
เพิ่มขึ้นเชนเดียวกับการทดสอบในสัตวชนิดอื่นไดแก สุกร (Kues et al., 2000, Lee and Piedrahita, 
2002) โค (Cho et al., 2005) และแพะ (Yu et al., 2003) เนื่องจากการลดปริมาณซีร่ัมมีผลตอการ
แสดงออกของยีนซึ่งเปนสาเหตุทําใหเซลลเขาสูระยะพัก และเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอในระยะ
ตอมา (Iyer et al., 1999) และจะนําไปสูกระบวนการตายของเซลล (Peng et al., 1998) การลด
ปริมาณซีร่ัมทําใหเซลลขาดแคลนปจจัยในการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอ ทําใหดีเอ็นเอไมสามารถ
จําลองตัวเองได (Gospodarowicz, 1974, Leof et al., 1983, Brooks et al., 1990, Lanza et al., 2000) 
หรืออาจจะเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอหากระยะเวลาในการลดปริมาณซีร่ัมนานเกินไป นอกจากนี้
ปจจัยอ่ืนๆ เชน สายพันธุ สภาวะการเพาะเลี้ยงที่จําเพาะกับเซลลแตละชนิดอาจเปนสาเหตุเหนี่ยวนํา
ใหเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอได 
 

การเหนี่ยวนําเซลลอยูในระยะ G0/G1 สามารถทําไดโดยเล้ียงใหเซลลเจริญเต็มพื้นที่ (cell 
confluent) การทดลองในการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal fibroblast เขาสูระยะ G0/G1โดยเลี้ยงให
เซลลเจริญจนเต็มพื้นที่ระยะเวลา 24 48 และ 72  ช่ัวโมงพบวาประมาณ 80-90 เปอรเซ็นตของเซลล
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ที่เขาสูระยะ G0/G1 มีคาไมแตกตางกันในทั้ง 3 ชวงเวลา (Sun et al., 2007, Hayes et al., 2005) 
ดังนั้นการเลี้ยงเซลลจนเต็มพื้นที่ในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 จึงทําการทดลองใน
ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเปนการลดระยะเวลาในการทดลองและลดปริมาณการใชเซลลรวมถึง
อุปกรณและสารเคมี และผลการทดลองใน dermal fibroblast ของสุนัข พบวา 91.7 เปอรเซ็นตของ
เซลลทั้งหมดเขาสูระยะ G0/G1 ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานในโค (Katska et al., 2002, Cho et al., 
2005) และในแมว (Gomez et al., 2003) dermal fibroblast ของสุนัขเมื่อเล้ียงเจริญจนเต็มพื้นที่ 
พบวาปริมาณการตายของเซลลไมแตกตางจากกลุมควบคุม 

 
การใช roscovitine ในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลล dermal 

fibroblast ของสุนัข พบวาที่ความเขมขน 5 µM, 15 µM ทําใหเซลลเซลลเขาสูระยะ G0/G1 (78.6 ± 
2.6, 73.5 ± 4.0) ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (73.6 ± 3.5) และไมเพิ่มปริมาณการตายของเซลล ซ่ึง
ขัดแยงกับการทดลองในเซลล adult fibroblast และ fetal fibroblast ในโค ซ่ึงสามารถเหนี่ยวนําให
เซลลเขาสูระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลลไดมากกวา 80 เปอรเซ็นตของปริมาณเซลลทั้งหมด โดย
การใช roscovitine ที่ความเขมขน 15 µM และ 30 µM (Gibbons et al., 2002, Cho et al., 2005) ใน
การทดลองความเขมขนที่สูงขึ้น (30 µM และ 45 µM) ไมสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ 
G0/G1 และปริมาณของเซลลในระยะ G0/G1 (70.4 ± 6.7, 63.7 ± 10.4) จะต่ํากวาที่ความเขมขน 5 
µM, 15 µM และ กลุมควบคุม แตจะพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้นเพิ่มขึ้น (P<0.05) 11.0 ± 11.0 และ 
16.2 ± 12.4 เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (0.4 ± 0.5) ความเขมขนของ roscovitine ที่สูงเกินไปจะทําให
เกิดอันตรายกับเซลลไดเนื่องจากมีรายงานพบวา roscovitine ที่ความเขมขนที่ความเขมขน 10 µM มี
ผลสรางความเสียหายใหแกโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวกับการ transcription ซ่ึงโปรตีน p53 จะ
ตรวจสอบกระบวนการสรางดีเอ็นเอและโปรตีนโดยเหนี่ยวนําใหเซลลหยุดเพื่อซอมแซมสายดีเอ็น
เอที่เสียหายโดยกระบวนการ DNA repair แตเมื่อความเขมขนสูงขึ้นที่ 25 µM เปนความเขมขนที่
สามารถทําลายโปรตีนตางๆ ในกระบวนการสรางดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ ไดแก เฮลิกซดีสเตบิไลซิง
โปรตีน ดีเอ็นเอไจเลส  ดีเอ็นเอไพรเมส ดีเอ็นเอไลเกส ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ซ่ึงสงผลใหเซลลไม
สามารถซอมแซมดีเอ็นเอได เซลลจะเกิดการตายโดยวิธี apoptosis โดย p53 จะกระตุนใหเกิดการ
สราง p21 จากนั้น p21 จะเปนตัวกระตุนให mitochondria ปลอย cytochrom C จะเปลี่ยน 
procaspase ใหเปน caspase ซ่ึงเปนเอนไซมที่มีผลทําใหเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอ โครโมโซม 
รวมถึงออแกแนลลตางๆ และเยื่อหุมเซลลมีการแตกกระจาย (David-Pfeuty, 1999, Wesierska-
Gadek et al., 2005) ซ่ึงใกลเคียงกับการทดลองของ Gibbons et al. (2002)  และ Cho et al. (2005)  
พบวาการใช roscovitine ที่ความเขมขน 30 µM จะทําใหการตายของเซลลเพิ่มเปน 6 เปอรเซ็นต
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ของปริมาณเซลลทั้งหมด ดังนั้นความเขมขนที่เหมาะสมในการใชในการเหนี่ยวนําใหเซลลอยูใน
ระยะ G0/G1 ของวงจรชีวิตเซลล dermal fibroblast ของสุนัขคือ 5 µM เนื่องจากมีแนวโนม
เหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 สูงกวา และไมพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 
  

การใช roscovitine เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการลดปริมาณซีร่ัม (serum starvation) และการ
เล้ียงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ (cell confluent)  การทดลองพบวาการใช roscovitine เหนี่ยวนําใหเซลล
อยูในระยะ G0/G1 ไดนอยกวาวิธีการลดปริมาณซีร่ัมและการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ ซ่ึง
ใกลเคียงกับการรายงานของ Gomez et al. (2003) ที่พบวาปริมาณเซลลของแมวในระยะ G0/G1 ใน
การเหนี่ยวนําดวยวิธีการใช roscovitine (56 เปอรเซ็นต) จะนอยกวาการเหนี่ยวนําโดยวิธีการลด
ปริมาณซีร่ัม (83 เปอรเซ็นต) และการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ (61 เปอรเซ็นต)  การทดลองใน
สุนัขและแมวขัดแยงกับการทดลองของ Gibbons et al. (2002) ในโคซึ่งพบวา roscovitine สามารถ
เหนี่ยวนําใหมีเปอรเซ็นตของเซลลเขาสูระยะ G0/G1 (82.4 เปอรเซ็นต) ไดมากกวาวิธีการลด
ปริมาณซีร่ัม (76.9 เปอรเซ็นต) และการทดลองของ Saikhun (2004) สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู 
G0/G1 มากกวา 80 เปอรเซ็นตไมแตกตางกันทั้งวิธีการลดปริมาณซีร่ัมและการใช roscovitine 
ดังนั้นการใช roscovitine ตองใชความเขมขนที่เหมาะสม จากการศึกษาที่ความเขมขนที่ 5 µM เปน
ความเขมขนที่เหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ได แตเมื่อใชความเขมขนที่สูงขึ้นพบวา
เปอรเซ็นตของเซลลในระยะ G0/G1 ไมสูงขึ้น แตกลับพบเปอรเซ็นตการตายของเซลลมากขึ้น 
เนื่องจากมีรายงานสนับสนุนวาที่ความเขมขนต่ํา 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) 
 

ผลการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal fibroblast ของสุนัขอยูในระยะ G0/G1 พบวาการลด
ปริมาณซีร่ัม และการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ได 
88-91 เปอรเซ็นตของเซลลทั้งหมด และพบเปอรเซ็นตการตายไมเพิ่มขึ้น และพบวาการลดปริมาณ
ซีร่ัมและการเลี้ยงเซลลใหเจริญเต็มพื้นที่ 24 ช่ัวโมง มีความเหมาะสมเนื่องจากเปนระยะเวลาที่ส้ัน 
และมีแนวโนมในการเกิดความเสียหายกับเซลลนอยกวาการใชระยะเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง ใน
ขณะเดียวกัน roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM เหมาะสมเนื่องจากสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสู
ระยะ G0/G1 สูงกวาการใชที่ความเขมขนที่สูงขึ้น และไมพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้น 
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การใชสาร aphidicolin พบวา aphidicolin สามารถใชในการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal 
fibroblast ของสุนัขอยูในระยะ G1/S (Wang et al., 1993, Chang et al., 2003) จากการทดลองพบวา
ที่ความเขมขน 1 µM, 2.5 µM, 5.0 µM และ 10 µM ปริมาณของเซลลในระยะ G1/S เพิ่มขึ้น 
(P<0.05) จาก 10.5 ± 2.4 ในกลุมควบคุม เปน 20.7 ± 4.2, 25.6 ± 5.3, 27.4 ± 2.9, 29.6 ± 6.6 
ตามลําดับ สอดคลองกับการทดลองของ Kues et al. (2000) พบวา aphidicolin ที่ความเขมขน 6 µM 
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล fibroblast ในสุกรอยูในระยะ G1/S เพิ่มขึ้นจาก 15 .2 เปอรเซ็นต เปน 
23.8 เปอรเซ็นตใน 5 ช่ัวโมง และ 46.9 เปอรเซ็นตใน 19 ช่ัวโมง ที่ความเขมขน 2.5 µM มีความ
เหมาะสมเนื่องจากสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ G1/S ไดดีกวาการใชความเขมขน 1 µM  
แตใหผลใกลเคียงกับการใชความเขมขน 5.0 µM , 10 µM  และไมพบเปอรเซ็นตการตายของเซลล
เพิ่มขึ้น 

 
การใช colcemid ในการเหนี่ยวนําใหเซลลสูระยะแบงตัวของวงจรชีวิตเซลล dermal 

fibroblast ของสุนัข จะทําใหเซลล G2/M เพิ่มขึ้น (P<0.05) จาก 15.8 ± 2.3 ในกลุมควบคุม เปน 38.5 
± 8.7, 36.2 ± 9.1, 36.5 ± 9.2, 35.1 ± 8.6  ที่ความเขมขน 0.1 µg, 0.25 µg, 0.5 µg, และ 1.0 µg 
ตามลําดับ สอดคลองกับการทดลองในหนู hamster พบวาใน 24 ช่ัวโมงสามารถเหนี่ยวนําใหเซลล
อยูในระยะ G2/M ได (Tsutsui et al., 1984) และที่ 48 ช่ัวโมงทําให tubulin dimers ไมสามารถเขา
มารวมกันเปนไมโครทูบูลเพื่อทําหนาที่ในกระบวนการแบงเซลล เซลลจะถูกหยุดใหอยูในระยะ M 
สงผลให mitotic cyclin ซ่ึงทําหนาที่ควบคุมกิจกรรมในการแบงเซลลมีระดับสูงขึ้น ทําใหเกิดความ
เสียหายกับดีเอ็นเอ ซ่ึงนําไปสูกระบวนการตายของเซลลได (Gallaher et al., 2000, Panayiotidis et 
al., 2006) ในการทดลองนี้ที่ความเขมขน 0.1 µg มีความเหมาะสมในการเหนี่ยวนําใหเซลล dermal 
fibroblast สุนัข เนื่องจากเปนความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M 
ได ซ่ึงไมแตกตางจากความเขมขนที่สูงขึ้น 

 
 จากการทดลอง สาร roscovitine และ aphidicolin เจือจางดวย DMSO (dimethyl sulfoxide) 
ซ่ึงในการทดลองใชความเขมขนสูงสุดที่ 0.34 เปอรเซ็นต มีรายงานพบวาสาร DMSO มีผลในการ
เหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะตางๆ ที่ความเขมขนมากกวา 0.5 เปอรเซ็นต ใน dermal fibroblast 
ของละมั่ง (Hashem et al., 2006) และมากกวา 1 เปอรเซ็นต ในสุกร และหนูแฮมสเตอร (Prather et 
al., 1999, Fiore et al., 2002) 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

เมื่อใช roscovitine ที่ความเขมขน 5 µM สามารถเพิ่มจํานวนเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ได
เพียงเล็กนอยเเละเซลลไมตาย  เมื่อเพิ่มความเขมขนมากขึน้กลับทําใหเซลลตายเพิ่มขึ้น ดังนั้นเมื่อใช 
roscovitine ที่ความเขมขนสงูควรลดเวลาการเลี้ยงลงเปน 12-16 ช่ัวโมง 

 
aphidicolin ที่ความเขมขน 10 µM ใหผลในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G1/S ได

สูงสุด เเตควรเพิ่มระยะเวลาในการเลี้ยงใหนานขึ้นหรือเพิ่มความเขมขนของ aphidicolin ให
มากกวา 10 µM เพื่อเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G1/S ใหมากขึ้น 
  

การเหนีย่วนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M ควรใช colcemid ที่ความเขมขน 0.1 µg เเตควรเพิ่ม
เวลาในการเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M นานขึ้นเปน 36 หรือ 48 ช่ัวโมง 

 
ในการทดลองควรสังเกตลักษณะเเละรูปราง ของเซลล dermal fibroblast ที่เปลี่ยนเเปลง

ขณะที่เล้ียงในอาหารที่ลดซีร่ัม หรือมีสารเคมีตางๆ รวมทั้งการตรวจสอบจํานวนเเละลักษณะของ
โครโมโซมวาผิดปกติหรือไม  
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อาหารเลี้ยงเซลล canine dermal fibroblast (DMEM + 10% FBS) 
  

1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
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 ผสมใหเขากัน จากนัน้นําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง
ใหเทากับ 7.2-7.4 ดวย HCL และ NaOH นาํอาหารเลี้ยงเซลลไปกรองดวยเครื่องกรอง 
(Corning Bottle Top Filter, 0.22 µm) เก็บไวที่อุณหภมูิ 2-4 องศาเซลเซียส  
 

การเตรียม Phosphate buffer saline (PBS)  
  

1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย  
  NaCL       8 กรัม 
  KCL       0.2 กรัม 
  KH2PO4       0.24 กรัม 
  NaH2PO4      1.44 กรัม 
    

 เติมน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปวดัคาความเปน
กรด-ดางใหเทากับ 7.2-7.4 ดวย HCL และ NaOH นําไปผานการฆาเชื้อดวยวิธีการ 
autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง ปลอยไวใหเยน็และเกบ็ไวที่
อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  

 
การเตรียมสารละลายในการแชแขง็เซลล 
  

10 มิลลิลิตร ประกอบดวย  
 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 
เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  

 
การเตรียม Roscovitine 

 
Stock solution 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

Roscovitine (cat no. R7772 sigma)  5 มิลลิกรัม 
DMSO      1 มิลลิลิตร 
เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
การเตรียม Aphidicolin 

 
Stock solution 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

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

เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
การเตรียม 70% alcohol สําหรับฆาเชื้อในหองเลี้ยงเซลล 
   

1000 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
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 -ระดับประถมศึกษาโรงเรียนบานแกงมวง อ. ภูเรือ จ. เลย 

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

ทุนการศึกษาที่ไดรับ ไดรับทุนวจิัยระดับบัณฑิตศึกษาประจําปการศึกษา 
๒๕๔๙ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 




