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การเก็บแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

 ระยะเหมาะสมท่ีทําใหการเก็บเลือดไดมีประสิทธิภาพคือระยะท่ีตัวออนมีพัฒนาการอยูในชวง 

13-15 HH ซ่ึงจะมีการเจริญของเสนเลือดดี (ภาพท่ี 1a) สามารถเจาะเก็บเลือดจาก vitelline vein 

หรือ sinus terminalis (ภาพท่ี 1b) ได และไดจํานวนเซลลสืบพันธุตนกําเนิดมากท่ีสุด ถาตัวออนมี

พัฒนาการท่ีต่ํากวานี้ พบวาพัฒนาการของเสนเลือดยังไมสมบูรณ การเก็บเลือดทําไดยาก สวนถาเก็บ

เลือดในระยะหลังจากระยะท่ี 15 HH พบวาแมวาเสนเลือดจะมีขนาดใหญปริมาณเลือดมาก แตมักดูด

เก็บเลือดไดไมหมดเนื่องจากมีเลือด จํานวนหนึ่งคงคางอยูในเสนเลือดในตัวออน ขณะเดียวกันพบวา

เซลลไขแตกไดงายข้ึนจากการท่ีไขมีความหนืด ขนนอยลง 

ภาพท่ี 1 ตัวออนของไกและการเก็บเซลลสืบพันธุตนกําเนิด a) แสดงตัวออนของไกท่ีอยูในตูฟกเปน

เวลา  54 ช่ัวโมง มีพัฒนาการอยูในระยะท่ี 14 HH, b) การเจาะเลือดดวย glass capillary pipette 

ในตําแหนงเสนเลือด Sinus terminalis 

 

การเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

การเตรียมเซลลพ่ีเล้ียง พบวาสามารถใช KAv-1 โดยไมตองเติม Rho-kinase inhibitor Y-

27632 ได 

เซลลใน passage แรกๆ จะมีกลุมเซลลรูปรางตางๆ กัน และมีการเรียงตัวไมเปนระเบียบ แตเม่ือผาน

การ เพาะเล้ียงไประยะเวลาหนึ่งจะเปนการคัดเลือกใหไดเซลลท่ีมีลักษณะแตกตางกันนอยลงเรื่อยๆ 

จนได ประชากรเซลลท่ีมีลักษณะภายนอกแบบเดียวกันและเรียงตัวเปนระเบียบ โดยประมาณจะเปน 

passage ท่ี 10 ข้ึนไป จากการศึกษานี้พบวาเซลลพ่ีเล้ียงท่ีมีคุณสมบัติในการสงเสริมการเพาะเล้ียงท่ีดี 

และมีอัตราการแบงตัว เพ่ิมจํานวนคงท่ีไดเปนระยะเวลานานเกิน 20 passages ข้ึนไป จะมีรูปรางเปน 

fibroblast รูปกระสวยส้ัน (fibroblast-like cells) ท่ีไมมีปลายเรียวแหลมย่ืนยาว (ภาพท่ี 3 a, b) ซ่ึง  

fibroblast ท่ีเปนกระสวยผอม ปลายเรียวแหลมยาวนี้จะพบใน passage แรกๆ เซลลจะมีการแบงตัว

ไมคงท่ีในแตละ passage และเรียงตัว ไมเปนระเบียบ นอกจากนั้นยังมีแนวโนมท่ีจะมีอายุส้ันเม่ือ

เทียบกับกลุมเซลลท่ีเปนกระสวยส้ัน 

ปจจัยท่ีสําคัญตอการได fibroblast-like cells เจริญแบงตัวออกจากช้ินเนื้อเย่ือท่ีพบใน

การศึกษานี้ คือ  ความหนาแนนของช้ินเนื้อเย่ือตอพ้ืนท่ีเพาะเล้ียง ถามีสัดสวนเนื้อเย่ือตอพ้ืนท่ี

เพาะเล้ียงนอย หรือปริมาณ เนื้อเย่ือนอยในภาชนะขนาดใหญจะมีผลใหมีการแบงตัวเพ่ิมจํานวนของ

เซลลออกจากเนื้อเย่ือนอย และเซลล สวนใหญจะเริ่มตาย  



 

 
 

 

เซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเก็บแชแข็งในไนโตรเจนเหลวสามารถนํากลับมาใชเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดได

ตาม ปกติ นอกจากนี้ยังสามารถเก็บแชแข็งเซลลพ่ีเลี้ยง ภายหลังจากยับยั้งการแบงเซลลดวย 

mitomycin C แลว ซ่ึงเซลลเหลานี้ก็จะพรอมใชงานไดเลยหลังจากการ thaw ท่ีเหมาะสม ระยะเวลาการ

ยับยั้งดวย mytomycin C ท่ีเหมาะสม คือ 3.5 ชั่วโมง ในการทดลองใชระยะ 4 ชั่วโมง พบวาเซลล

จํานวนหนึ่งตายและหลุดจากพ้ืนผิว ภาชะเพียง 1 วันหลังจากเลี้ยงเซลล ขณะท่ีการทดลองใชเวลา 2 และ 

3 ชั่วโมง มีเซลลบางสวนท่ียังมีการ แบงตัวเพ่ิมจํานวน ทําใหหลุดรอนออกจากพ้ืนผิวภาชนะ เลี้ยงเซลลใน

อาทิตยตอมา 

 

ภาพท่ี 2 เซลลสืบพันธุตนกําเนิดในกระแสเลือดของตัวออนไกอายุ 56 ชัว่โมง a) ภาพ phase contrast 

แสดงตัวอยางเซลลในกระแสเลือดซ่ึงมีเซลลสืบพันธุตนกําเนิด (ตําแหนงปลายหัวลูกศร) มีลักษณะกลม 

ขนาดใหญกวาเซลลเม็ดเลือด นิวเคลียสมีขนาดเกือบเต็มเซลล b) ภายหลังจากแยกเซลลเม็ดเลือดสวน

ใหญ ออกดวย Nycodenz Density separation c) ภายหลังจากแยกบริสุทธิ์ดวยการใช Glass 

capillary pipette ดูดเก็บท่ีละเซลล d) ยอมดวย Periodic Acid Shifft 

a b 

c d 



 

 
ภาพท่ี 3 เซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากเนื้อเยื่อตัวออนนกกระทา มีรูปรางเปน fibroblast-like cells a) ภาพ 

phase contrast b) ยอมดวย Crystal violet  

ในการทดลองเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสปชีสอ่ืนนอกจากไก และไกปา (Gallus 

gallus gallus) พบวาเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากตัวออนนกกระทาและอาหารเลี้ยงเซลล KAv1 ท่ีมี 5% 

FCS และ Chicken serum สามารถสนับสนุนการเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของ ไกฟา

พญาลอ ไกฟาหลังขาว และ ไกฟาหลังเทา ไดเชนเดียวกัน ในระยะเริ่มแรกท่ียายเซลลสืบพันธุตนกําเนิด

ลงเลี้ยง บนเซลลพ่ีเลี้ยง เซลลจะกระจายเปนเซลลเดี่ยว (ภาพท่ี 4 a) และจะยังไมเกาะกับเซลลพ่ีเลี้ยง 

หลังจาก 24 ชั่วโมง พบวาเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีเลี้ยงไวมีการเกาะกลุมกันประมาณ 2-3 เซลล และเพ่ิม

จํานวนข้ึนเปน 4-5 เซลล หลังจาก 1 สัปดาห และจะเห็นเปนกลุมชัดเจนมากข้ึนหลังจากเลี้ยงได 2 

สัปดาห (ภาพท่ี 4 b, c) และเซลลท่ีเพาะเลี้ยงไดนี้ใหผลการยอมสี PAS ติดสีชมพู ขณะท่ีเซลลพ่ีเลี้ยงไม

ติดสี 

จากการทดลองทําซํ้าหลายๆ ตัวอยาง พบวาเซลลสืบพันธุตนกําเนิดบางตัวอยางสามารถ

เจริญเติบโต ไดดี และสามารถเลี้ยงไดยาวนานถึง 3 เดือน หรือ passage ท่ี 6 ขณะท่ีบางตัวอยางมีการ

เติบโต เพ่ิมจํานวนชาและเลี้ยงไดเพียง 2-3 passages และบางตัวอยางไมมีการเพ่ิมจํานวนและตายไปใน

ท่ีสุด ความผันแปรนี้ไมคงท่ี คือเกิดแบบสุมในทุกสปชีสท่ีทดลอง 

 

การศึกษา proteome และ secretome ของเซลลพ่ีเล้ียง 

 ผลการศึกษาดังภาพท่ี 5 พบวามีโปรตีนในเซลลเซลลพ่ีเล้ียง 42 ชนิด ท่ีพบมีการแสดงออก  

(proteome) ในระดับตางกันเม่ือเปรียบเทียบระหวางเซลลพ่ีเล้ียงจากตัวออนนกกระทา ไกฟาหลัง

ขาว และไกฟาพญาลอ ขณะท่ีการตรวจโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลลหลังจากใชเล้ียงเซลลเปนเวลา 48 

ช่ัวโมง พบวามีโปรตีน 213 ชนิดท่ีมีระดับความเขมขนแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบระหวางเซลลพ่ี

a b 



เล้ียงท้ังสามชนิด (ภาพท่ี 5) และเม่ือนํามาวิเคราะหแยกกลุมโปรตีนตามการปรากฏรวมกันระหวาง

เซลลพ่ีเล้ียงแตละชนิดพบวา มีโปรตีน 1 ชนิดท่ีมีการแสดงออกในไกฟาพญาลอโดยไมปรากฏในเซลล

ของนกกระทาและไกฟาหลังขาว (ภาพท่ี 6) แตอยางไรก็ตามโปรตีนดังกลาวไมมีขอมูลเช่ือมโยงกับส่ิง

ท่ีจะเปนประโยชนตอการศึกษาการ เพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด  

 

 

 

ภาพท่ี 4 เซลลเพาะเลี้ยงของเซลลสืบพันธุตนกําเนิด แสดงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดเม่ือเริ่มตนเลี้ยงบน

เซลล พ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากตัวออนนกกระทา  a) เซลลพ่ีเลี้ยงเรียงตัวเปนชั้นเดียวแบนเรียบและใส ไม

รบกวนการมอง เห็นเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีเกาะเปนเซลลเดี่ยวๆ อยูดานบน b) ภาพ phase contrast 

ของเซลลสืบพันธุ ตนกําเนิดของไกฟาพญาลอท่ีเจริญเพ่ิมจํานวนเปนโคโลนีขนาดใหญ c) ภาพ phase 

contrast ของโคโลนีของ เซลลสืบพันธุตนกําเนิดของไกเนื้อ  d) โคโลนีของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ียอม

ดวยสี PAS ติดสีชมพูใน ไซโตพลาสซึม 

 

c d 

a b 



 
ภาพท่ี 5 เปรียบเทียบชนิดโปรตีนท่ีมีการแสดงออกตางกัน แสดงชนิดของโปรตีนท่ีมีการแสดงออกตางกัน 
ระหวาง feeder ท่ีเตรียมจากตัวออนนกกระทา  (Japanese quail, JQ) ไกฟาหลังขาว (Silverback 
pheasant, JBP) และไกฟาพญาลอ (Siamese Fireback pheasant, SFP) 
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ภาพท่ี 6 เปรียบเทียบชนิดของโปรตีนท่ีมีการแสดงออกรวมกัน แสดงการเปรียบเทียบชนิดของโปรตนีท่ีมี
การ แสดงออกรวมกันระหวางเซลลพ่ีเลี้ยง ท่ีเตรียมจาก ตัวออน นกกระทา (Japanese quail, JQ) ไกฟา
หลังขาว (Silverback pheasant, JBP) และไกฟาพญาลอ (Siamese Fireback pheasant, SFP) 
  


