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บทสรุปผู้บริหาร 

โครงการพัฒนาอุปกรณ์ในระบบของไหลจุลภาคเพ่ือคัดแยกและจัดเก็บเซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขให้
อยู่ในรูปเซลล์เดี่ยว  มีวัตถุประสงค์ดังนี้  เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ในระบบของไหลจุลภาค ท าให้เซลล์มะเร็งเคลื่อนที่
เป็นสายกระแสการไหลตามขนาดและแยกออกจากกันตามขนาด โดยองค์ความรู้ที่เกิดข้ึนจะสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการออกแบบอุปกรณ์ในระบบการไหลจุลภาคท่ีใช้ในการคัดแยกเซลล์มะเร็ง ให้ถูกจัดเรียงออกมาใน
ลักษณะเซลล์เดี่ยวๆ   และพัฒนาอุปกรณ์ท่ีมีประสิทธิภาพสูงที่สามารถใช้ดักจับเซลล์ที่อยู่ในสารแขวนลอยของ
เซลล์ (cell suspension) โดยให้เซลล์เหล่านั้นอยู่ในหลุมเพาะเลี้ยงในลักษณะเซลล์เดี่ยวๆและมีชีวิตอยู่ได้ โดยใช้
เซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์ (Mast cell tumor) เป็นรูปแบบการศีกษา   

โครงการนี้ประกอบด้วย  2  โครงการย่อย ดังนี้    

โครงการย่อยท่ี 1   การสร้างอุปกรณ์ในการคัดแยกเซลล์มะเร็งด้วยระบบของไหลจุลภาค  

โดยพัฒนาอุปกรณ์ต้นแบบที่ประยุกต์ความรู้เชิงฟิสิกส์ ของระบบของไหลจุลภาคควบคุมการไหลของสาร
แขวนลอยของเม็ดโพลีเมอร์ชนิดโพลีสไตรีน (polystyrene polymer) เป็นรูปแบบการศีกษา และท าให้เม็ดโพลี
เมอร์มีการเคลื่อนที่เป็นสายกระแสการไหลตามขนาดและแยกออกจากกันตามขนาดได้อย่างถูกต้อง โดยอุปกรณ์ท่ี
ได้จะประกอบไปด้วยท่อส าหรับของไหลที่มีลักษณะภาคตัดขวางเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า โดยมีความสูงของท่ออยู่ที่ 
130 ไมโครเมตร มีความกว้างเท่ากับ 500 µm  ท่อทั้งหมดจะขดเป็นรูปวงกลมจ านวน 5 วง และมีระยะห่าง
ระหว่างวงรอบ (interspace) ที่อยู่ติดกันอยู่ที่ 500 µm โดยมีรัศมีรวมของความโค้งของท่อทั้งหมดอยู่ที่ 10 
มิลลิเมตร และมีอัตราส่วนของขนาดของอนุภาคท่ีใช้ศึกษาแต่ละขนาดต่อความสูงของท่อ (ap/H) มากกว่าหรือ
เท่ากับ 0.07 โดยอุปกรณ์นี้จะต่อกับท่อทางเข้าจ านวน 2 ท่อ ซึ่งท่อแรกจะต่อสารแขวนลอยของอนุภาค และอีก
ด้านหนึ่งจะต่อกับน้ ากลั่น โดยสารแขวนลอยและน้ ากลั่นจะถูกฉีดเข้าสู่อุปกรณ์โดยปั๊มอัตโนมัติ ที่ปลายของท่อ
รอบสุดท้ายจะมีลักษณะขยายออกโดยมีส่วนที่กว้างที่สุดอยู่ที่ 2 mm และต่อเข้ากับช่องออกย่อยจ านวน 10 ช่อง 
โดยในการศึกษาครั้งนี้จะใช้อัตราการไหลอยู่ที่ 1 ml/min พบว่า    อุปกรณ์ในระบบของไหลจุลภาคท่ีสร้างขึ้นมา
นั้นมีประสิทธิภาพที่จะสามารถท าให้เกิดการการแยกเม็ดโพลีเมอร์  ที่มีขนาดแตกต่างกันและปนกันอยู่ด้วยกันออก
จากกันได้ โดยเกิดเป็นกระแสการไหลของเม็ดโพลีเมอร์แยกกันจ านวน 2 เส้นตามขนาด โดยเส้นแรกเกิดจากเม็ด
โพลีเมอร์ ขนาด 15 µm  ในขณะที่เส้นที่สองเกิดจากเม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm  การศึกษาครั้งนี้มีค่าใกล้เคียง
กับค่าอ้างอิงมาตรฐานที่ได้รายงานไว้โดย Kuntaegowdanahalli  และคณะ (2009)    

ส่วนการศึกษาในเซลล์มะเร็งชนิดกลมในสุนัขชนิดมาสต์เซลล์  พบว่าขนาดของมาสต์เซลล์มีขนาด
ใกล้เคียงกันเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ  10-20 µm  และมากกว่า พบว่าเซลล์ส่วนใหญ่จะออกมาในท่อ ตามท่ีได้
ท าจ าลองการไหลและแยกเซลล์ด้วยเม็ดโพลีเมอร์    อาจเนื่องจากแรงที่เกิดข้ึนใกล้เคียงกัน  อย่างไรก็ตามพบว่ามี
การเกาะของเซลล์ตามท่อเป็นจ านวนมาก เนื่องจากปฏิกิริยาของเยื่อหุ้มเซลล์กับวัสดุท่อ มีการเกาะติดรวมทั้งเป็น
เซลล์มีชีวิตจะมีคุณสมบัติการจับกันเป็นกลุ่ม  (aggregation)  และการพบเศษเซลล์ (debris) ในสารแขวนลอย   
สอดคล้องกับผลของเซลล์มะเร็งที่ออกมาจากท่อมีจ านวนลดลงประมาณครึ่งหนึ่ง  รวมทั้งร้อยละของเซลล์ทีมีชีวิต
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อยู่หลังจากผ่านอุปกรณ์แยกเซลล์ลดลงเหลือร้อยละ  30  เนื่องจากแรงเหวี่ยงในท่อท าให้เยื่อหุ้มเซลล์สูญเสีย
สมดุลย์  ซึ่งควรมีการศึกษาเพ่ือพัฒนาประสิทธิภาพการท างาน และผลกระทบของเซลล์ในท่อต่อไป  

โครงการย่อยท่ี 2    การสร้างอุปกรณ์ดักจับเซลล์มะเร็งด้วยระบบของไหลจุลภาค  

โดยออกแบบอุปกรณ์ของไหลจุลภาคท่ีมีหลุมเพาะเลี้ยงอยู่ที่พ้ืนของอุปกรณ์ เพ่ือใช้ดักจับเม็ดโพลีสไตรีน
และเซลล์มะเร็ง ท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์ลงหลุมเพาะเลี้ยง และอาศัยคุณสมบัติทางฟิสิกส์ภายในของของ
ไหล (internally physical property) ในการพาเซลล์ลงสู่หลุมเพาะเลี้ยง ที่สามารถน ามาใช้ดักจับอนุภาคที่
แขวนลอยในของไหลตัวกลางได้แก่ เม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm และเซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสต์
เซลล์ ที่มีขนาดในช่วง 10-20 µm ได้ ตามหลักทางพลศาสตร์ของไหล (hydrodynamic) โดย Park และคณะ 
(2010) เป็นปัจจัยในการพิจารณา โดยหลักการท างานของอุปกรณ์จะเป็นการท างานโดยที่ไม่ต้องใช้สนามของแรง
จากภายนอก (external force field) เป็นตัวบังคับอนุภาคให้เคลื่อนที่ลงหลุมเพาะเลี้ยง การเคลื่อนที่ของอนุภาค
รวมทั้งเซลล์ที่แขวนลอยอยู่ในของไหลตัวกลางจะมีการเคลื่อนที่ไปตามแนวแกนการไหลของของไหลตัวกลางด้วย
แรงเฉื่อย (inertial force) การเปลี่ยนแปลงโมเมนตัมของของไหลตัวกลาง (fluid momentum) ในขณะที่อนุภาค
เคลื่อนที่ อนุภาคแต่ละตัวจะถูกดึงให้ตกลงสู่พื้นล่างของอุปกรณ์ด้วยแรงโน้มถ่วงของโลก (gravitational force) ที่
กระท าต่ออนุภาค เมื่ออนุภาคถูกดึงมาอยู่ในระดับชั้นการไหลที่อยู่ในระนาบเดียวกับหลุมเพาะเลี้ยง อนุภาคจะถูก
ดึงลงสู่หลุมเพาะเลี้ยงเนื่องจากภายในหลุมเพาะเลี้ยงจะมีการเกิดการไหลแบบหมุนวน (recirculation force) ของ
ของไหลตัวกลางเกิดขึ้นภายในหลุมเพาะเลี้ยง นอกจากนี้พบว่ารูปทรงทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลี้ยงแบบ
สามเหลี่ยมจะท าให้เกิดการไหลเวียนแบบหมุนวนที่มีความแรงที่สุด และดักจับดีที่สุด  อุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาใน
ครั้งนี้ ได้ถูกประกอบด้วยวิธี soft-lithography โดยใช้ PDMS ท าหน้าที่เป็นโครงของอุปกรณ์ ซึ่งอุปกรณ์ที่
ประกอบขึ้นมาจะประกอบไปด้วยสองส่วนหลักได้แก่ ช่องการไหลหลัก (main flow channel) ส าหรับให้ของไหล
ตัวกลางและอนุภาคไหลผ่านเข้าออก โดยภาคตัดขวางของช่องจะมีลักษณะเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า โดยมีความสูง
ของช่อง 70 µm และมีความกว้าง 500 µm โดยที่ปลายของอุปกรณ์ด้านหนึ่งจะต่อกับช่องทางเข้า inlet) จ านวน 
1 ช่องและช่องทางออก (outlet) จะอยู่ที่ปลายอีกด้านหนึ่งของอุปกรณ์  ภายหลังที่ติดตั้งอุปกรณ์เข้ากับระบบ
ควบคุมแล้ว โดยในชั้นแรกได้ท าการทดลองดักจับเม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm โดยใช้อัตราการไหลที่ 0.1 ml/hr 
อย่างต่อเนื่องเพ่ือทดสอบว่าอุปกรณ์ท่ีประกอบขึ้นมีความสามารถในการดักจับอนุภาคเป้าหมายได้   

ประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์มีค่าเฉลี่ยร้อยละ 30  ของหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมด  จากผลการ
ทดลองทั้งหมด  โดยพบว่าอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคท่ีสร้างข้ึนมาในการศึกษาครั้งนี้ สามารถน ามาประยุกต์ใช้
ส าหรับดักเซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์ได้ค่อนข้างดี (ก าหนดไว้ที่ ร้อยละ 45)  และพบว่าเซลล์ยัง
มีชีวิตอยู่   อย่างไรก็ตามในอนาคตยังมีความจ าเป็นที่จะต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของพารามิเตอร์ทาง
กายภาพ (physical parameter) ต่างๆ ที่จะมีผลต่อประสิทธิภาพในการดักจับของอุปกรณ์ เช่น อัตราการไหล 
ลักษณะการจัดวางชุดของหลุมเพาะเลี้ยง และชนิดของของไหลตัวกลาง เป็นต้น ท าให้ได้อุปกรณ์ท่ีมีความสมบูรณ์
และมีประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์ที่สูงขึ้นต่อไป ก่อนที่จะน าอุปกรณ์นี้มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยระดับเซลล์เดี่ยว
ต่อไป 
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บทน าและที่มาของโครงการ 

โรคเนื้องอกและมะเร็งเป็นโรคที่เกิดจากการเจริญและงอกขยายที่ผิดปกติ (abnormal proliferation 
and overgrowth) ของเซลล์ในร่างกายของสิ่งมีชีวิต โรคเนื้องอกและมะเร็งเป็นโรคที่มีความส าคัญในล าดับต้นๆ 
ทั้งในมนุษย์และในสัตว์เลี้ยง และมีอุบัติการณ์ (incidence) ในการเกิดโรคที่มีแนวโน้มที่เพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ และยัง
ไม่มีวิธีการใดๆที่ใช้ในการรักษาโรคดังกล่าวให้หายขาดได้ในปัจจุบัน  

พยาธิก าเนิด (pathogenesis) ของโรคเนื้องอกและมะเร็งนั้น ในปัจจุบันยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด แต่มี
หลักฐานยืนยันแสดงให้เห็นว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการเจริญเติบโตและการแบ่งเซลล์ มักมีการเกิดการ
กลายพันธุ์ (mutant gene) เกิดข้ึน ซึ่งเป็นปัจจัยหลักอันหนึ่งที่ส่งผลให้เซลล์ที่มียีนที่ผิดปกติเหล่านี้สามารถเกิด
การเจริญเติบโตอย่างผิดปกติ ซึ่งความผิดปกติที่เกิดขึ้นนั้นมักจะไม่ได้เกิดขึ้นมาจากเซลล์หลายๆเซลล์พร้อมๆกันใน
เนื้อเยื่อที่เกิดโรค แต่จะเกิดข้ึนในเซลล์เพียงเซลล์เดียว (single cell) ที่อยู่ในเนื้อเยื่อที่มีการสะสมความผิดปกติ
ทางพันธุกรรมไว้ภายในเซลล์ท าให้มีการแบ่งเซลล์และงอกขยายที่ผิดปกติจนไม่สามารถควบคุมได้ ดังนั้นจึงมี
ความส าคัญที่จะต้องพิจารณาว่าเซลล์ใดที่เป็นเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลง (transformed cell) และให้ก าเนิดก้อน
เนื้องอกและมะเร็ง รวมทั้งเซลล์เหล่านี้มีคุณสมบัติทางชีวภาพเป็นอย่างไร ซึ่งความเข้าใจในขบวนส าหรับการ
พัฒนาและเปลี่ยนแปลงจะน ามาซึ่งการค้นหาแนวทาง และวิธีการในการรักษาโรคเนื้องอกและมะเร็ง ให้สามารถ
หายขาดได้ต่อไปในอนาคตข้างหน้า  

อย่างไรก็ตามปัญหาและอุปสรรคที่ส าคัญที่สุด ในการศึกษาชีววิทยาของเซลล์เนื้องอกและมะเร็งใน
ปัจจุบันและยังคงเป็นปัญหาที่ต่อเนื่องที่ส าคัญต่อไปในอนาคต คือเรื่องของความแตกต่างอย่างหลากหลายทาง
ชีวภาพของเซลล์ (cellular heterogeneity) ทั้งทางด้านสัณฐานวิทยา (morphology) ของเซลล์เนื้องอกและ
มะเร็ง รวมทั้งความแตกต่างทางด้านพยาธิสรีรวิทยา (pathophysiology) ของเซลล์เหล่านี้ ซึ่งสามารถเกิดข้ึนทั้ง
ภายในก้อนเนื้องอกและมะเร็งเดียวกัน (intratumour heterogeneity) หรือเกิดความแตกต่างอย่างหลากหลาย
ระหว่างเนื้องอกและมะเร็งที่ต่างชนิดกัน (intertumour heterogeneity) ตัวอย่างของความแตกต่างที่เห็นได้
ชัดเจน เช่น ลักษณะของเซลล์เนื้องอกและมะเร็งที่มาจากก้อนเดียวกันแต่ต่างบริเวณกัน หรือที่มาจากเนื้องอกชนิด
เดียวกันแต่มาจากผู้ป่วยหรือสัตว์ป่วยที่ต่างกันนั้น ก็ยังมีลักษณะทางสัณฐาน (morphologic appearance) หรือ
มีการเปลี่ยนแปลงเช่น การกลายพันธุ์ หรือมีการท างานทางชีวเคมี (biochemical function) ที่แตกต่างกัน เป็น
ต้น  (Heppner, 1984; Marusyk and Polyak, 2010; Michoraud and Polyak, 2010; Marusyk et al., 
2012)  ซึ่งปัญหาเหล่านี้มีอิทธิพลอย่างมากและเป็นอุปสรรคต่อการศึกษาชีววิทยาของเซลล์เนื้องอกและมะเร็ง
รวมถึงการก าหนดแผนในการรักษาโรคอีกด้วย เพราะคุณสมบัติที่ผิดปกติเหล่านี้อาจจะน ามาซึ่งการแปรผลที่
ผิดพลาด เมื่อน ามาใช้ศึกษาเนื้องอกและมะเร็งที่เป็นชนิดเดียวกันหรือต่างชนิดกันแต่มีกลไกที่ผิดปกติภายในเซลล์
ที่ต่างชนิดกัน ตัวอย่างที่เห็นได้ชัดที่สุดในปัจจุบันได้แก่ การให้สารเคมีบ าบัดโดยโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานของ
เซลล์มะเร็งส่วนใหญ่ที่อยู่ในก้อนเป็นปัจจัยในการตัดสินใจ โดยไม่ค านึงถึงเซลล์ที่เป็นประชากรส่วนน้อยแต่มี
ความส าคัญในการที่เป็นเซลล์ที่อาจจะเป็นจุดก าเนิดของเซลล์ในก้อนมะเร็ง อาจจะท าให้สารเคมีบ าบัดที่ใช้
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สามารถท าลายได้เฉพาะเซลล์มะเร็งส่วนใหญ่แต่ไม่สามารถท าลายเซลล์มะเร็งที่เป็นจุดก าเนิดได้ ท าให้การรักษาไม่
ได้ผลและมักจะมีการงอกของก้อนมะเร็งใหม่ที่จุดเดิม (recurrence) ซึ่งเป็นปัญหาหนึ่งที่ส าคัญที่พบในปัจจุบัน  

ในปัจจุบันเป็นที่ยอมรับกันอย่างกว้างขวางมากขึ้นว่า เซลล์ที่ท าหน้าที่ให้ก าเนิดเนื้องอกและมะเร็งนั้นมี
คุณสมบัติที่มีความคล้ายคลึงกับเซลล์ต้นก าเนิดปกติ (normal stem cell) ที่มีอยู่ในเนื้อเยื่อของร่างกายโดยทั่วไป
หรือคล้ายคลึงกับเซลล์ต้นก าเนิดของคัพภะ (embryonic stem cell) ซึ่งมีคุณสมบัติที่ส าคัญเช่น มีความสามารถ
ในการเพิ่มจ านวนตัวเอง (self-renewal) เป็นเซลล์ที่มีชีวิตยืนยาว (long-lived) มีความต้านทานต่อสารเคมีบ าบัด
และรังสีรักษาสูง (highly radio-chemotherapeutic resistance) หรือหยุดเจริญชั่วคราว (dormancy) จึงมีการ
สร้างสมมุติฐานของเซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็ง (cancer stem cell hypothesis) ที่เป็นหัวข้อหลักใน
งานวิจัยทางด้านเนื้องอกและมะเร็งเรื่องหนึ่งที่มีอัตราการแข่งขันที่สูงมากทั่วโลกในปัจจุบัน นอกจากนี้เซลล์ต้น
ก าเนิดเนื้องอกและมะเร็งยังเป็นต้นเหตุ ท าให้เกิดสภาพความแตกต่างอย่างหลากหลายของเซลล์เนื้องอกและ
มะเร็งดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น (Ailles and Wiessman, 2007; Lobo et al.,2007; Dick, 2008; O’Brien et 
al. 2009; Clevers, 2011; Valent et al., 2012) 

ดังนั้นเมื่อรวมหลักการและปัญหาดังกล่าวข้างต้นเข้าด้วยกัน จะเห็นได้ว่าความแตกต่างอย่างหลากหลายที่
เกิดข้ึนในเซลล์เนื้องอกและมะเร็งนั้น น่าจะเป็นผลมาจากการท างานที่ผิดปกติของเซลล์ที่ส่งผลให้เกิดเป็นเซลล์ที่
ท าหน้าที่เป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเนื้องอกและมะเร็ง โดยเริ่มจากการเป็นเซลล์เริ่มต้นที่ท าหน้าที่สะสมความผิดปกติ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งความผิดปกติทางพันธุกรรมที่ใช้ควบคุมขบวนการแบ่งเซลล์และงอกขยาย ดังนั้นสิ่งที่ส าคัญท่ีสุด
ในการพิสูจน์สมมุติฐานของเซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็งก็คือ การที่ต้องศึกษาเซลล์เหล่านี้ในลักษณะของ
เซลล์เดี่ยวๆที่มีขนาดในระดับจุลภาค เพ่ือชี้ให้ชัดลงไปว่าเซลล์ใดที่ท าหน้าที่ในการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด 

แต่ด้วยเทคนิคและวิธีการใช้กันในงานวิจัยอย่างทั่วไปในปัจจุบัน เช่น เทคนิคโฟว์ไซโตเมทรี้ 
(flowcytometry หรือ FACS) หรือเทคนิคทางอิมมูโนไซโตเคมีสตรี้ (immunocytochemistry) ส าหรับใช้คัดแยก
เซลล์นั้นถึงแม้จะสามารถคัดแยกเซลล์ที่ต้องการได้ (Tirino et at., 2013)  แต่เซลล์ที่ได้อาจจะไม่มีคุณสมบัติใน
การเปน็เซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็ง เนื่องจากเทคนิคนี้ต้องอาศัยปฏิกิริยาจ าเพาะของแอนไทบอดี้ 
(antibody) กับโปรตีนที่ใช้เป็นเครื่องหมาย (surface-protein marker) ที่อยู่บนผิวเซลล์เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งใน
ปัจจุบันยังไม่มีการก าหนดโปรตีนเครื่องหมายที่จ าเพาะส าหรับเซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็ง หรือโปรตีน
เครื่องหมายในเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็ง ก็อาจจะมีการแสดงออกท่ีไม่เหมือนกันแม้
จะมาจากเนื้องอกชนิดเดียวกันซึ่งพบว่าขึ้นกับสถานะ (stage) ของเซลล์ รวมทั้งการศึกษาตัวชี้วัดอ่ืนๆ เช่น การใช้
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสเพ่ือตรวจสอบยีนที่การกลายพันธุ์ ผลที่ได้นั้นอาจจะไม่สามารถบอกจ าเพาะลงไปได้ว่า
การกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นเกิดที่เซลล์ใด รวมทั้งค่าที่ได้เสมือนว่าเป็นผลลัพธ์โดยเฉลี่ยที่เกิดจากเซลล์ทั้งหมดในเนื้อเยื่อ
ตัวอย่างที่เก็บมา ซึ่งมีความแตกต่างอย่างหลากหลายแฝงอยู่ท าให้ไม่สามารถชี้ชัดลงไปได้ว่าเป็นผลที่เกิดข้ึนใน
เซลล์ต้นก าเนิด หรือจากเซลล์อ่ืน เป็นต้น 
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ดังนั้นจึงมีเหตุจ าเป็นที่จะต้องสร้างระบบการศึกษาเซลล์ในระดับเซลล์เดี่ยว โดยการพัฒนาวิธีที่ใช้ในการ
ท าให้เซลล์ที่เก็บมาได้ในตัวอย่างกระจายตัวออกเป็นเซลล์เดี่ยวๆ โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการเตรียมเซลล์ที่นาน
และมากเกินความจ าเป็นอย่างที่ท ากันอยู่ในปัจจุบัน เพราะจะมีผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์หรือ
ท าให้เซลล์ตาย ส่งผลให้ผลในการศึกษาและวิเคราะห์ผลมีความผิดพลาดได้ รวมทั้งความสามารถที่จะจัดเรียงเซลล์
เหล่านี้ให้อยู่ในลักษณะเซลล์เดียวในภาชนะท่ีใช้ศึกษา ซึ่งเทคนิคในระดับมหภาครวมทั้งท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้วไม่
สามารถท าได้อย่างแม่นย า (Kalisky et al., 2011; Fritzch et al., 2012)  เนื่องจากในปัจจุบันยังไม่ทราบ
ลักษณะที่แท้จริงของเซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็งอย่างชัดเจนเช่น รูปร่างและขนาด เป็นต้น อย่างไรก็ตามใน
ปัจจุบันเป็นที่ทราบกันแล้วว่ามีเซลล์ที่มีหน้าที่เหมือนกับเซลล์ต้นก าเนิดปกติดังที่ได้กล่าวมาแล้วแฝงตัวอยู่ในก้อน
เนื้องอกและมะเร็ง และสามารถตรวจสอบคุณสมบัติในการท าหน้าที่ในเชิงการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดได้ด้วยเทคนิค
ต่างเช่น PCR RT-PCR และอ่ืนๆ แต่เพ่ือไม่ให้เกิดการรบกวนการวิเคราะห์ผลในการศึกษาเซลล์อันเกิดจากสภาพ
ความแตกต่างอย่างหลากหลายดังที่ได้กล่าวมาแล้ว ดังนั้นจึงมีเหตุจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาวิธีการใหม่ๆ โดยใช้ความรู้
ทางวิทยาศาสตร์ในทุกแขนงเข้ามาช่วยแก้ปัญหา ซึ่งวิธีการหนึ่งที่งานวิจัยทั่วโลกให้การยอมรับและน ามา
ประยุกต์ใช้ในเพ่ือแก้ปัญหาที่เกิดข้ึนในปัจจุบันคือ เทคนิคระบบของไหลจุลภาค (microfluidics)  

จากที่กล่าวมาทั้งหมดจึงสามารถสรุปได้ว่า การที่มีความแตกต่างอย่างหลากหลายของเซลล์ในก้อนเนื้อ
งอกและมะเร็งนั้น ท าให้เป็นอุปสรรคต่อการที่จะศึกษาให้เข้าใจถึงคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดของเนื้องอกและ
มะเร็งโดยเฉพาะเรื่องของการระบุตัวของเซลล์เหล่านี้ อีกทั้งเทคนิคและวิธีการทางระดับมหภาคท่ีมีอยู่ในปัจจุบัน
เช่น FACS และ PCR ยังไม่สามารถตอบสนองต่องานวิจัยเพื่อให้ได้รับผลลัพธ์ที่ถูกต้อง ดังนั้นเพื่อที่จะท าให้
สามารถเข้าถึงความเข้าใจอันถูกต้องและเป็นการลดปัจจัยที่มีผลกระทบต่อเซลล์ที่จะมาศึกษา รวมทั้งเทคนิคของ
ไหลในระดับจุลภาคเป็นเทคนิคท่ีเหมาะสมในการที่จะประยุกต์มาใช้ส าหรับศึกษาเซลล์ในระดับเซลล์เดี่ยวได้ 
(Nilsson et al., 2009) 

ดังนั้นการออกแบบและสร้างอุปกรณ์ที่ใช้หลักการทางระบบของไหลจุลภาคท่ีสามารถใช้แยก และท าให้
เซลล์ที่จะศึกษาให้กระจายตัวอยู่ในลักษณะของเซลล์เดี่ยวได้อย่างสมบูรณ์ และสามารถจัดเก็บเซลล์เหล่านี้ให้อยู่
ในภาชะหรือช่องจัดเก็บในลักษณะ 1 เซลล์ต่อ 1 ช่อง ตามช่วงขนาดของเซลล์โดยมีเงื่อนไขว่าเซลล์ที่จัดเก็บได้
จะต้องมีชีวิตอยู่ และสามารถน าไปใช้ในการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ต้นก าเนิดเนื้องอกและมะเร็งในระดับเซลล์
เดี่ยวแต่ละเซลล์ต่อไปได้ 
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ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยในครั้งนี้ประกอบด้วย  2   โครงการย่อย ดังนี้ 

โครงการย่อยท่ี 1   การสร้างอุปกรณ์ในการคัดแยกเซลล์มะเร็งด้วยระบบของไหลจุลภาค ประกอบด้วย ขั้นตอน
ดังนี้ 

1.1.  การออกแบบอุปกรณ์ 
1.2.  การจ าลองการท างานของอุปกรณ์ 
1.3.  การสร้างอุปกรณ์ 
1.4.  การตรวจสอบการท างานของอุปกรณ์แบบ ณ เวลาจริง 
1.5.  การตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ที่จัดเก็บได้จากอุปกรณ์ 

โครงการย่อยท่ี 2    การสร้างอุปกรณ์ดักจับเซลล์มะเร็งด้วยระบบของไหลจุลภาค ประกอบด้วย ขั้นตอนดังนี้ 

2.1   การออกแบบอุปกรณ์  
2.2. การจ าลองการท างานของอุปกรณ์ 
2.4  การสร้างอุปกรณ์ 
2.4   การตรวจสอบการท างานของอุปกรณ์แบบ ณ เวลาจริง 
2.5   การตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ที่จัดเก็บได้จากอุปกรณ์ 

 

ทฤษฏี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

สมมุติฐานของงานวิจัยในครั้งนี้คือ ระบบของไหลจุลภาคสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการพัฒนาเทคนิค
และสร้างอุปกรณ์ ที่สามารถควบคุมการไหลของสารแขวนลอยของเซลล์ (cell suspension) เนื้องอกชนิดกลม
ของสุนัขที่เก็บมาได้โดยวิธีการดูดเจาะด้วยเข็ม (fine-needle aspiration) จากก้อนเนื้องอกของสุนัขได้ และ
สามารถท าให้เซลล์เกิดการกระจายตัวของเซลล์ให้อยู่ในลักษณะของเซลล์เดี่ยวๆ รวมทั้งสามารถบังคับให้เซลล์ที่
กระจายตัวอยู่ถูกจัดเก็บเซลล์ในช่องจัดเก็บโดยมีเซลล์ 1 ตัวต่อ 1 ช่อง ตามขนาดของเซลล์โดยที่เซลล์ยังมีชีวิตอยู่
และสามารถน ามาใช้ศึกษาถึงคุณลักษณะและพฤติกรรมของเซลล์เหล่านี้ในขั้นต่อไปได้  
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การทบทวนวรรณกรรม 

เซลล์ที่ยังมีชีวิต (living cells) นั้น โดยปกติจะมีความสามารถที่จะเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางชีวภาพ
(biological properties) ของตัวเองอยู่ตลอดเวลาเพื่อตอบสนองต่อสิ่งเร้าที่มากระตุ้นทั้งจากภายนอกและภายใน
เซลล์ (extracellular and intracellular stimuli) ท าให้เซลล์เกิดการปรับตัว (adaptation) เพ่ือรักษาสมดุลย
ภาพ (homeostasis) ของเซลล์ไว้ได้ส่งผลให้เซลล์ยังคงสามารถมีชีวิตอยู่รอด (survival) ต่อไปได้   

โดยปกติแล้วเซลล์แต่ละเซลล์ถึงแม้จะอยู่ในเนื้อเยื่อเดียวกันก็ตาม ก็จะมีความสามารถในการตอบสนอง
ต่อสิ่งเร้าในระดับที่แตกต่างกัน ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในแต่ละเซลล์ต่อการตอบสนองต่อสิ่งเร้าจึงมี
ความแตกต่างกันออกไปในแต่ละเซลล์ไม่มากก็น้อยด้วยเช่นกัน ซึ่งความแตกต่างเหล่านี้ที่เกิดขึ้นจึงเป็นปัจจัยหลัก
ที่ส าคัญในการก าหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของเซลล์ (biological characteristics) ของแต่ละเซลล์ ให้มีความ
แตกต่างจากกันทั้งในด้านสัณฐานวิทยา (morphology) และสรีรวิทยา (physiology) ดังนั้นเซลล์แต่ละเซลล์จึงไม่
มีความเท่ากันโดยสมบูรณ์ และท าให้เกิดความแตกต่างทางชีวภาพของเซลล์ (cellular heterogeneity) ในแต่ละ
เซลล์เกิดข้ึน  (Batchelor et al., 2013) 

ความแตกต่างทางชีวภาพของเซลล์ จัดได้ว่าปัญหาส าคัญที่สุดส าหรับการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ (cell 
biology) เพราะความแตกต่างที่เกิดขึ้นย่อมท าให้นักวิจัยไม่สามารถใช้กฎเกณฑ์ที่แน่นอนที่ใช้ส าหรับศึกษาเซลล์
ชนิดหนึ่งๆ มาใช้ศึกษาเซลล์ที่เหลือได้อย่างถูกต้องแม่นย าเพียงพอในช่วงเวลาหนึ่ง ดังนั้นส่งผลให้การแปรผล
การศึกษา (study interpretation) ย่อมมีความคลาดเคลื่อนเกิดขึ้นด้วย สิ่งเหล่านี้ล้วนแล้วแต่มีผลต่อความเข้าใจ
อย่างละเอียด (comprehension) ในชีววิทยาของเซลล์มีความคลาดเคลื่อนและผิดพลาดไปด้วย (Wu and Singh, 
2011; Yin and Marshall, 2012) เช่น ในการศึกษาเซลล์โดยใช้โปรตีนเครื่องหมายที่ผิวเซลล์ (surface protein 
marker) เพ่ือก าหนดชนิดของเซลล์ต่างๆนั้น จากการศึกษาในปัจจุบันพบว่าถึงแม้ว่าจะเป็นเซลล์ที่เป็นชนิด
เดียวกันและมีความเท่าเทียมกันทั้งทางพันธุกรรม (genetic identity) ทางรูปร่าง (morphology identity) หรือ
การท าหน้าที่ (functional identity) ก็ยังมีความแตกต่างในการแสดงออกของโปรตีนเครื่องหมายที่ศึกษา ซึ่งใน
บางเซลล์อาจจะมีการแสดงออกของโปรตีนเหล่านี้ ในขณะที่บางเซลล์อาจจะไม่มีการแสดงออกของโปรตีน
เครื่องหมายในขณะที่ท าการศึกษาก็เป็นได้ นอกจากนี้เซลล์ที่มีการแสดงออกของโปรตีนเครื่องหมายก็อาจจะมี
ความเข้ม (intensity) ของการแสดงออกของโปรตีนที่ไม่เท่ากันทั้งๆท่ีเป็นเซลล์ชนิดเดียวกันเป็นต้น สิ่งเหล่านี้
จัดเป็นตัวอย่างอันดีอันหนึ่งที่แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างทางชีวภาพของเซลล์ที่เกิดขึ้น 

กลไกอันหนึ่งที่เป็นไปได้ในการท าให้เกิดความแตกต่างทางชีวภาพของเซลล์นั้น อาจจะเป็นผลที่เกิดขึ้น
เนื่องจากการที่เซลล์แต่ละเซลล์มีการตอบสนองต่อสัญญาณกระตุ้นต่างๆในระดับที่ไม่เท่ากัน ซึ่งเซลล์ที่อยู่ในสภาพ
ที่ถูกกระตุ้น (activated) ก็จะมีการตอบสนองเกิดขึ้น ในขณะที่เซลล์อ่ืนๆถึงแม้จะเป็นชนิดเดียวกันและในเนื้อเยื่อ
เดียวกันอาจจะอยู่ในสภาพดื้อต่อการกระตุ้น (refractory) ท าให้เซลล์อยู่ในสถานะท่ีไม่ได้รับการกระตุ้น 
(inactivated) และท าให้ไม่มีการตอบสนอง (irresponsive) เกิดขึ้น หรือเซลล์อาจเกิดการกระตุ้น แต่มีการ
ตอบสนองของเซลล์ที่มีความแตกต่างจากเซลล์อ่ืนๆ ทั้งท่ีเป็นเซลล์ชนิดเดียวกันและได้รับสิ่งเร้าชนิดเดียวกันก็
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เป็นได้ สิ่งเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าเซลล์หนึ่งๆที่ถูกกระตุ้น อาจจะมีขบวนการตอบสนองทางชีวภาพที่แตกต่างออกไป
จากเซลล์อ่ืนๆทั้งท่ีเป็นเซลล์ชนิดเดียวกัน รวมทั้งรูปแบบการตอบสนองก็มีความหลากหลายมากกว่าจ านวนปัจจัย
ที่มากระตุ้นเซลล์ (Mogilner et al., 2006) ดังจะเห็นได้ชัดเจนในกรณีของการศึกษาเซลล์มะเร็งและเนื้องอก 
(Kim and Orkin, 2011)  

ดังนั้นเพื่อเป็นการหลีกเลี่ยงผลกระทบในเรื่องของความแตกต่างทางชีวภาพของเซลล์ ซึ่งเป็นผลเนื่องจาก
การเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพของเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างต่อเนื่องตลอดเวลา (dynamic process) และ
หลากหลาย ในปัจจุบันจึงได้มีค าแนะน าที่ส าคัญท่ีใช้เป็นแนวทางส าหรับผู้ที่จะศึกษาชีววิทยาของเซลล์เพ่ือให้ได้ผล
ที่แน่ชัด คือให้ท าการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ต่างๆในระดับเซลล์เดี่ยวๆ (single-cell analysis) โดยเริ่มตั้งแต่การ
คัดแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์จนถึงการก าหนดคุณลักษณะทางชีวภาพ และต้องใช้อุปกรณ์ท่ีสามารถที่จะแยกให้
เซลล์แต่ละเซลล์นั้นถูกแยกออกจากกันโดยสมบูรณ์ และต้องไม่มีการสัมผัสกันเพ่ือลดปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ที่จะ
เกิดข้ึน (cell-to-cell interaction) เมื่อเซลล์มีการสัมผัสกัน นอกจากนี้วิธีการต่างๆที่จะน ามาใช้คัดแยกและ
จัดเรียงเซลล์ที่จะศึกษาในระดับเซลล์เดี่ยวนั้น ไม่ควรที่จะต้องใช้วิธีการในการเตรียมเซลล์ที่ยุ่งยากหรือต้องใช้สาร
ที่มีผลกระทบต่อการอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) และจะต้องมีความแม่นย าในการที่จะแยกเซลล์ที่มีอยู่ใน
ตัวอย่างซึ่งมีจ านวนเซลล์ที่ต้องการอยู่อย่างจ ากัด และให้ผลในการศึกษาท่ีมีความไวสูง (high throughput and 
sensitivity) รวมทั้งสามารถอ านวยประโยชน์ให้แก่ผู้ที่ศึกษาสามารถท าการติดตามการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ
ของเซลล์ได้อย่างต่อเนื่อง และมีข้ันตอนในการใช้เครื่องมือที่ไม่ยุ่งยาก 

อย่างไรก็ตามวิธีการคัดแยกเซลล์ที่มีใช้อยู่ในปัจจุบัน  ยังไม่สามารถท าให้ผู้วิจัยเข้าถึงการศึกษาเซลล์
เป้าหมายในระดับเซลล์เดี่ยวได้อย่างถูกต้องและแม่นย า  รวมทั้งวิธีการต่างๆท่ีใช้ศึกษาชีววิทยาของเซลล์ที่มีอยู่ใน
ปัจจุบัน (conventional methods) มักจะเป็นการวัดผลที่เกิดจากค่าเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพตาม
ธรรมชาติของประชากรของเซลล์ทั้งหมดที่มีอยู่ในตัวอย่าง  แต่ไม่สามารถบอกลงไปได้ชัดเจนว่าเซลล์ใดที่เป็นเซลล์
ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเหล่านั้นขึ้นมา (Yin and Marshall, 2012) ถึงแม้ว่าจะมีเครื่องมือและวิธีการ
บางอย่างที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการศึกษาเซลล์ที่ระดับเซลล์เดี่ยวได้บ้างก็ตามเช่น  การใช้โฟว์ไซโตเมตรี 
(Flow cytometry) ส าหรับคัดแยกเซลล์ หรือการใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain 
reaction หรือ PCR)  การตรวจสอบคุณสมบัติทางพันธุกรรมของเซลล์ที่ได้จากการเจาะดูด (fine-needle 
aspirated cell) แต่อย่างไรก็ตามวิธีการดังกล่าวยังมีข้อจ ากัดอยู่มาก  เมื่อต้องน ามาประยุกต์ใช้ในการศึกษาเซลล์
เดี่ยวๆจ านวนมากเช่น  การใช้ Flow cytometry จ าเป็นต้องใช้แอนติบอดี (antibody) ที่แสดงออกจ าเพาะต่อ
เซลล์นั้นๆ ซึงการใช้แอนติบอดีอาจจะมีผลท าให้วิถีสัญญาณ (signal pathway) ที่ควบคุมกลไกทางชีวภาพที่
ส าคัญเช่น การกลไกการควบคุมการเจริญเติบโตมีความผิดปกติได้เมื่อน าเซลล์ที่เก็บรวบรวมได้ด้วยวิธีเหล่านี้มาใช้
ประโยชน์ในการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ต่อไป อาจส่งผลให้เกิดการแปรผลที่คลาดเคลื่อนขึ้นได้  นอกจากนี้ท่ี
ส าคัญคือ วิธีการศึกษาเหล่านี้จะสามารถใช้ศึกษาชีวภาพของเซลล์ที่เกิดข้ึนในช่วงเวลาใดเวลาหนึ่งเท่านั้น (single 
time-point) จึงไม่สามารถน ามาใช้ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางชีววิทยาของเซลล์ที่ต้องการความต่อเนื่องได้ 
โดยเฉพาะการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพที่เกิดข้ึนอย่างต่อเนื่องในช่วงเวลาเฉพาะชั่วขณะหนึ่ง (spatio-



 15 

temporal dynamic change) แต่มีผลส าคัญต่อการตัดสินใจต่อเซลล์ในการตอบสนองและก าหนดชะตาชีวิตของ
เซลล์ (Yin and Marshall, 2012; Sackmann et al., 2014) ดังนั้นข้อจ ากัดต่างๆเหล่านี้ที่มีอยู่จึงมีผลกระทบท า
ให้ผลการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ในปัจจุบันนั้น ส่งผลให้มีความแปรผันต่อผลการศึกษาอย่างมาก เมื่อต้องน า
เทคนิคเหล่านี้ไปใช้ศึกษาเซลล์ในระดับเซลล์เดี่ยวและเนื่องจากเทคนิคเหล่านี้ถูกออกแบบมาเพ่ือด าเนินการบน
เซลล์ที่อยู่ในลักษณะที่เป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ (bulk of cells) และโดยปกติจะมีประชากรของเซลล์ประมาณ 103 

ถึง 106เซลล์ต่อหนึ่งหน่วยตัวอย่าง (Chao and Ros, 2008) ดังนั้นเทคนิคเหล่านี้จึงต้องการจ านวนตัวอย่างขนาด
ใหญ ่

ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นว่าการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ในระดับเซลล์เดี่ยวในปัจจุบัน มีความส าคัญเพ่ิมขึ้น
เป็นอย่างมากโดยเฉพาะส าหรับงานวิจัยระดับเซลล์ที่ต้องการความถูกต้องแม่นย าสูง รวมทั้งความเข้าใจในเรื่อง
ความแตกต่างทางชีวภาพของเซลล์ในระดับเซลล์เดี่ยว จะน ามาซึ่งให้ความเข้าใจอย่างละเอียดในเรื่องการ
เปลี่ยนแปลงทางชีวภาพที่มีความซับซ้อน โดยเฉพาะการตัดสินใจของเซลล์ในการตอบสนองต่อสิ่งเร้า ที่เกิดขึ้น
ภายในเซลล์จากกลไกทางชีวเคมีต่างๆ ที่ส่งผลให้เซลล์แต่ละเซลล์มีการพัฒนาและเปลี่ยนแปลงตัวเองอยู่
ตลอดเวลาเพ่ือความอยู่รอดและมีความแตกต่างกันในแต่ละเซลล์ ดังนั้นการพัฒนาวิธีการที่สามารถน ามาใช้แยก
เซลล์และน ามาใช้ศึกษาชีววิทยาของเซลล์แต่ละเซลล์ในระดับเซลล์เดี่ยวๆ โดยที่ไม่ต้องมีข้ันตอนในการเตรียมเซลล์
ก่อนศึกษาที่ซับซ้อน และเป็นอุปกรณ์ท่ีสามารถให้สภาวะแวดล้อมที่มีความเหมาะสมใกล้เคียงกับธรรมชาติที่
ล้อมรอบเซลล์ที่จะศึกษาให้มากท่ีสุด อีกท้ังสามารถท าให้ผู้ศึกษาเฝ้าติดตามเซลล์ได้ตลอดช่วงเวลาที่ท าการศึกษา
และไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อเซลล์จึงเป็นหลักการที่ส าคัญ ซึ่งวิธีที่มีความสอดคล้องต่อเกณฑ์ที่กล่าวมาแล้วมาก
ที่สุดในปัจจุบันก็คือ การใช้เทคโนโลยีระบบของไหลจุลภาค (microfluidics) มาช่วยในการศึกษาเซลล์ในระดับ
เซลล์เดี่ยวนั่นเอง ซึ่งเทคโนโลยีนี้เป็นการเทคนิคเชิงวิศวกรรมชีวภาพที่ใช้หลักการทางฟิสิกส์ ในการควบคุมการ
ไหลและพฤติกรรมต่างๆที่เกิดจากคุณสมบัติภายในของของไหล (fluid) ในระดับจุลภาค (microscale) ลงไป 
(Sackmann et al., 2014)  

โดยปกติในการศึกษาชีววิทยาของเซลล์นั้นจะมีขบวนการหลักที่ส าคัญอยู่  4 ขั้นตอน ที่ผู้วิจัยต้อง
ด าเนินการได้แก่ การเก็บตัวอย่างเซลล์  (cell sampling) การคัดแยกและจัดเรียงเซลล์ (cell sorting) ด้วย
คุณสมบัติต่างๆของเซลล์  การดักจับและคัดเลือกเซลล์ที่ต้องการ (cell trapping) และการเตรียมเซลล์ก่อนศึกษา 
(cell treatment)  ซึ่งในปัจจุบันพบว่าได้มีการใช้เทคโนโลยีระบบของไหลจุลภาคมาประยุกต์ใช้เพ่ือควบคุม
ขัน้ตอนต่างๆเหล่านี้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  เช่น Kasukurti และคณะ (2011) สามารถท าการแยกเซลล์ที่มีขนาด
ต่างกัน โดยการบังคับให้เซลล์จัดเรียงเซลล์และเคลื่อนที่ต่อเนื่องมาทีละเซลล์ โดยใช้ระบบของไหลจุลภาคมาเป็น
ตัวควบคุมการเคลื่อนที่ของเซลล์ เป็นต้น นอกจากนี้ มีรายงานแสดงให้เห็นถึงการน าเทคนิคระบบของไหลจุลภาค
มาใช้แยกเซลล์ออกจากกันและเรียงตัวเป็นเซลล์เดี่ยวๆ รวมทั้งสามารถน าเซลล์ชนิดที่สองมาเข้าคู่ (conjugation) 
กับเซลล์ที่แยกไว้ ซึ่งเป็นวิธีการที่ส าคัญท่ีใช้ศึกษาชีววิทยาของเซลล์ในเรื่องของปฏิกิริยาและการสื่อสารระหว่าง
เซลล์ (cell-to-cell interaction and communication) ซึ่งมีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมทาง
ชีวภาพของเซลล์ที่มาสัมผัสกัน (Lecault et al., 2012) เป็นต้น  
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จากที่กล่าวมาแล้วข้างต้น จะเห็นได้ว่าการพัฒนาระบบของไหลจุลภาคมาประยุกต์ใช้ในการศึกษา
ชีววิทยาของเซลล์นั้นมีข้อดีหลายประการ แต่อย่างไรก็ตามเนื่องจากเทคนิคนี้ยังเป็นเทคนิคท่ียังอยู่ในระหว่างการ
พัฒนาอย่างต่อเนื่องและยังเป็นเทคนิคที่ยังใหม่มากส าหรับประเทศไทย ท าให้องค์ความรู้ส าหรับเทคนิคด้านนี้ยังมี
ข้อจ ากัดอยู่พอสมควร ดังนั้นการเริ่มต้นศึกษาเทคนิคของไหลจุลภาคจึงถือเป็นจุดเริ่มต้นที่ดีและส าคัญส าหรับ
งานวิจัยทางชีวภาพในประเทศไทย โดยความรู้ความเข้าใจในเทคนิคนี้จะสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยทาง
ชีววิทยาของเซลล์ได้อย่างกว้างขวางต่อไปได้เป็นอย่างดีในอนาคต อย่างไรก็ตามพฤติกรรมของของไหลในระบบ
ของไหลจุลภาคในอุปกรณ์ของไหลจุลภาคหนึ่ง อาจจะมีความแตกต่างกันกับท่ีเกิดข้ึนในอุปกรณ์อีกอันหนึ่งถึงแม้ว่า
จะน ามาใช้ในวัตถุประสงค์เดียวกัน ดังนั้นการน าต้นแบบของอุปกรณ์ของไหลจุลภาคท่ีมีรายงานอยู่แล้วจาก
การศึกษาของผู้วิจัยคณะอ่ืนๆ อาจจะท าให้ได้รับผลการศึกษาที่ไม่เหมาะสมกับงานที่ศึกษาอยู่ได้ ดังนั้นการใช้
เทคนิคนี้จึงจ าเป็นต้องมีการปรับแต่งตัวแปรที่เกี่ยวข้องให้เหมาะสมกับงานแต่ละงาน โดยสามารถออกแบบ
ต้นแบบของอุปกรณ์ขึ้นใหม่หรือปรับแต่งจากต้นแบบเดิมที่เคยถูกศึกษามาก่อนก็ได้ เพ่ือให้เกิดความเหมาะสมกับ
งานที่ก าลังศึกษาอยู่ 

จากที่กล่าวมาแล้วทั้งหมดสิ่งที่ส าคัญที่สุดในชั้นแรกก็คือการพัฒนาอุปกรณ์ต้นแบบที่สามารถควบคุมการ
ไหลของเซลล์ด้วยระบบของไหลจุลภาค ที่สามารถท าให้เซลล์เกิดจัดเรียงตัวเป็นสายกระแสการไหลของเซลล ์
(cellular stream line) ตามขนาดและสามารถท าให้แต่ละสายการไหลแยกออกมาจากกันได้อย่างถูกต้องจึงเป็น
ขัน้ตอนที่มีความส าคัญในล าดับแรกๆของการศึกษาเซลล์ ซึ่งจะสามารถน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในงานวิจัยขั้น
ต่อๆไปได้ อย่างไรก็ตามการควบคุมการไหลของเซลล์ในระบบของไหลจุลภาคและท าให้เซลล์เกิดการเรียงตัวเป็น
สายกระแสการไหลนั้น จ าเป็นต้องอาศัยการประยุกต์ความรู้ทางฟิสิกส์ของของไหลที่ไหลอยู่ในท่อรูปแบบต่างๆเข้า
กับความรู้ทางชีววิทยาของเซลล์ ซึ่งจากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการไหลของของไหลในท่อโค้งระดับจุลภาค 
(curvilinear microchannel) นั้นจะให้ผลดีในการท าให้เซลล์จัดเรียงตัวและไหลเป็นสายตามขนาดของเซลล์ ซึ่ง
หลักการขั้นพ้ืนฐานเกิดจากของไหลในท่อเหล่านั้นจะต้องมีรูปแบบการไหลเป็นแบบราบเรียบและเป็นชั้นๆ 
(laminar flow) และจะต้องไม่มีแรงภายนอก (external force) ใดๆ มากระท ากับของไหลนั้นๆนอกจากแรง
เนื่องจากความดันที่ใส่เข้าไปในระบบเท่านั้น ซึ่งความดันที่ใส่เข้าสู่ระบบจะท าให้เกิดการไหลของทั้งของไหลที่เป็น
ตัวกลางและส่งผลให้เซลล์ที่แขวนลอยอยู่ในของไหลเคลื่อนที่ด้วยแรงเฉือน (shear force) และเม่ือของไหลไหล
ผ่านบริเวณโค้งจะส่งผลให้เกิดสนามหมุนวนของแรงตามแนวหน้าตัดของท่อ ดังนั้นเมื่ออนุภาคในของไหลเดินทาง
มาถึงสนามหมุนวนนี้ แรงในสนามหมุนวนจะผลักให้เซลล์เคลื่อนที่เข้าหาผนังของท่อระดับจุลภาค และเม่ือเซลล์
เข้าใกล้ผนังท่อแล้วผนังของท่อจุลภาคก็จะส่งแรงผลักมากระท าต่อเซลล์เพ่ือให้เซลล์ออกห่างจากผนัง ซึ่งความ
สมดุลของแรงทั้งสองจะส่งผลให้เซลล์เข้าสู่ต าแหน่งที่เกิดความสมดุลของแรงทั้งสองที่จุดใดจุดหนึ่งขึ้นกับขนาดของ
เซลล์หรืออนุภาค และท าให้เซลล์หรืออนุภาคท่ีมีขนาดเดียวกันจะมาอยู่ในต าแหน่งเดียวกัน และเคลื่อนตัวตามกัน
เป็นสายกระแสการไหลได้ (Di Carlo et al., 2007; Kuntaegowdanahalli et al., 2009; Lee et al., 2010)   

ด้วยเทคโนโลยีในปัจจุบันของระบบของไหลจุลภาค (microfluidics) นั้นสามารถท าให้นักวิจัยสามารถ
สร้างอุปกรณ์ท่ีใช้ดักจับเซลล์ (cell trapping) ให้อยู่ในหลุมเพาะเลี้ยงระดับจุลภาค (microwell) ซึ่งจากนี้ไปใน
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รายงานนี้จะเรียกว่าหลุมเพาะเลี้ยงที่มีขนาดเพียง 20-60 µm ได ้ ซึ่งอุปกรณ์ต้นแบบเหล่านั้นสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในการศึกษาการตอบสนองของเซลล์อย่างทันทีต่อสารสื่อ (mediator) ที่กระตุ้นได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
รวมทั้งสามารถประยุกต์ใช้ในการศึกษาเปลี่ยนแปลงลักษณะภายนอก (phenotype) ที่มีความแตกต่างกันของ
เซลล์ซึ่งอยู่ในกลุ่มประชากรเดียวกันได้อย่างชัดเจน ภายใต้สภาวะเงื่อนไขทางชีววิทยาทีส่ามารถควบคุมได้ตาม
ต้องการท าให้ผลการศึกษามีความแม่นย าขึ้น นอกจากนี้ระบบ microfluidics-microwell ยังถูกน ามาประยุกต์ใช้
บ่อยครั้งในการศึกษาชีววิทยาของเซลล์ต่างๆในปัจจุบันเช่น การสร้าง embryoid body หรือการเพาะเลี้ยงเซลล์
แบบ 3 มิติ เป็นต้น อย่างไรก็ตามปัญหาที่ส าคัญในการประยุกต์ใช้ microfluidics-microwell คือความสามารถ
ของอุปกรณ์ในการดักจับเซลล์ให้ได้คราวละมากๆ (high throughput cell trapping) และท าให้หลุมเพาะเลี้ยง
ส่วนใหญ่ 1 ช่องสามารถบรรจุเซลล์ได้เพียง 1 เซลล์และยังมีพ้ืนที่เพียงพอที่จะให้เซลล์เกิดการแบ่งตัวได้ (Park et 
al., 2010) รวมทั้งมีความง่ายในการบันทึกภาพผลการทดลอง (imaging capacity) ซ่ึงปัญหาเหล่านี้จึงยังเป็น
อุปสรรคที่ส าคัญในการประยุกต์ใช้ระบบ microfluidics-microwell ส าหรับศึกษาชีววิทยาของเซลล์ในระดับ
เซลล์เดี่ยวๆ ที่จ าเป็นต้องได้รับการพัฒนาต่อไป 
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โครงการย่อยที่  1 

การสร้างอุปกรณ์ในการคัดแยกเซลล์มะเร็งด้วยระบบของไหลจุลภาค 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ  

การพัฒนาอุปกรณ์ต้นแบบที่ประยุกต์ความรู้เชิงฟิสิกส์ของระบบของไหลจุลภาคมาควบคุมการไหลของ
สารแขวนลอยของโพลีเมอร์ชนิดโพลีสไตรีน (polystyrene polymer) และท าให้เม็ดโพลีเมอร์มีการเคลื่อนที่เป็น
สายกระแสการไหลตามขนาดของโพลีเมอร์ และแยกออกจากกันตามขนาดได้อย่างถูกต้อง โดยองค์ความรู้ที่เกิดข้ึน
จะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการออกแบบอุปกรณ์ในระบบการไหลจุลภาคท่ีใช้ในการคัดแยกเซลล์มะเร็งชนิด
กลมของสุนัข  ให้ถูกจัดเรียงออกมาในลักษณะเซลล์เดี่ยวๆต่อไปได้ 

ขั้นตอนการศึกษาประกอบด้วย  

1.1. การออกแบบอุปกรณ์ 
1.2.  การจ าลองการท างานของอุปกรณ์ 
1.3.  การสร้างอุปกรณ์ 
1.4. การตรวจสอบการท างานของอุปกรณ์แบบ ณ เวลาจริง 
1.5. การตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ที่จัดเก็บได้จากอุปกรณ์ 

 
1.1. การออกแบบลักษณะทางเรขาคณิตของท่อโค้งระดับจุลภาค (geometrical design of curved 

microchannel)  

วัสดุและวิธีด าเนินการ 

เป็นการค านวณเพ่ือหาขนาดความกว้าง ความสูง รวมทั้งจ านวนโค้งท่ีเหมาะสมส าหรับของตัวอุปกรณ์
ระบบของไหลจุลภาค ที่สามารถเหนี่ยวน าให้อนุภาคโพลีเมอร์แต่ละขนาดสามารถจัดเรียงตัวเป็นสายกระแสได้ ซ่ึง
ค่าปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการจัดเรียงตัวจะถูกน ามาใช้ในการค านวณ โดยถูกดัดแปลงจากการศึกษาโดย Di Carlo 
และคณะ ในปี 2007 และ Kuntaegowdanahalli และคณะในปี 2009 (Di Carlo et al., 2007; 
Kuntaegowdanahalli et al., 2009) มาประยุกต์ใช้ ซึ่งในการออกแบบอาศัยหลักการคือ  เมื่ออนุภาคท่ีมีการ
เคลื่อนที ่ด้วยแรงเฉือนจากการไหลของของไหลในช่องระดับจุลภาค ที่มีการรูปแบบความเร็วในการไหล (velocity 
profile) ของของไหลมีลักษณะเป็นแบบพาราโบลา (parabolic flow) และมีการไหลแบบราบเรียบเป็นชั้นๆ 
(laminar flow) โดยชั้นตรงกลางจะมีความเร็วการไหลของของไหลสูงสุด (Umax) จะส่งผลให้เกิดแรงชนิดหนึ่งจาก
ผนังท่อกระท าต่ออนุภาคข้ึนมา เรียกว่าแรงยก (Lift force) โดยในท่อตรงที่มีภาคตัดขวางเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า 
(rectangular channel) และมีอัตราส่วนของความกว้างต่อความสูงมากๆ (low-aspect-ratio (Width >> 
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Height) rectangular micro-channel) นั้นพบว่าแรงดังกล่าวจะกระท ากับอนุภาคที่แขวนลอยอยู่ในของไหลถูก
ผลัก และท าให้อนุภาคถูกจัดเรียงออกไปตามแนวขอบทั้งสี่ด้านของหน้าตัดของท่อ โดยท าให้อนุภาคอยู่ห่างจาก
ผนังของท่อในระยะทางหนึ่งๆ (Bhagat et al., 2008) ดัง รูปที่ 1 

 

 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะการจัดเรียงตัวของอนุภาคในของไหลจัดเรียงตัวออกไปตามแนวขวางต่อหน้าตัดของท่อโดย
แรงยก และผลักให้อนุภาคอยู่ห่างจากผนัง ภายในท่อสีเหลี่ยมผืนผ้า( ที่มา: ดัดแปลงจาก Bhagat et al., 2008) 

เมื่อของไหลเกิดการไหลในท่อสี่เหลี่ยมผืนผ้าที่มีลักษณะโค้ง (curved rectangular microchannel) นั้น 
ในขณะที่ของไหลไหลผ่านโค้งจะส่งผลท าให้เกิดสนามการไหลแบบหมุนวน (rotational flow field) ตามแนว
ภาคตัดขวางตามหน้าตัดของท่อในบริเวณรอยโค้งท่ีผนังด้านบนและด้านล่างของท่อ เรียกว่า กระแสหมุนวนของ
ดีน (Dean vortex) ดัง รูปที่ 2 

 

 

รูปที่ 2 แสดงให้เห็น Dean cortices ที่เกิดขึ้นเมื่อของไหลไหลผ่านโค้ง ซึ่งกระแสหมุนวนดังกล่าวจะท าให้เกิดแรง
ชนิดหนึ่งเรียกว่าแรงของดีน (Dean force) เกิดข้ึนต่ออนุภาคเม่ืออนุภาคเคลื่อนที่เข้าสู่กระแสหมุนวนนี้ (ที่มา: 
ดัดแปลงจาก Kuntaegowdanahalli et al., 2009) 

เมื่อมีอนุภาคไหลมาถึงกระแสหมุนวนดังกล่าว จะส่งผลให้อนุภาคท่ีแขวนลอยอยู่มีการเคลื่อนที่อยู่ใน
สนามหมุนวน และสนามหมุนวนดังกล่าวจะท าให้เกิดแรงชนิดหนึ่งเรียกว่าแรงของดีน (Dean force หรือ FD) 
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เกิดข้ึนและกระท าต่ออนุภาค ซึ่งแรงนี้เป็นแรงฉุดลาก (drag force) ทีท่ าให้อนุภาคเคลื่อนที่เข้าสู่ผนังท่อ เมื่อ
อนุภาคเคลื่อนที่เข้าใกล้ผนังด้านข้างก็จะถูกแรงจากผนังส่งมากระท าต่ออนุภาค โดยจะผลักอนุภาคให้ออกห่างจาก
ผนังท่อ อนุภาคก็จะเคลื่อนที่อยู่ในสนามการไหลวนจนกว่าจะถึงต าแหน่งหนึ่งๆในท่อเมื่อวัดจากผนังท่อที่อนุภาค
วิ่งเข้าหาที่ ที่เป็นต าแหน่งของสมดุลแรงทั้งสองที่กระท าต่ออนุภาค (Kuntaegowdanahalli et al., 2009) โดย
พบว่าต าแหน่งที่เกิดความสมดุลของแรงทางด้านข้างทั้งสองต่อตัวอนุภาคนั้นจะขึ้นอยู่กับขนาดของอนุภาคเป็น
หลัก และอนุภาคที่มีขนาดใหญ่จะมีต าแหน่งสมดุลแรงอยู่ใกล้กับผนังด้านในของท่อ ส่วนอนุภาคที่มีขนาดเล็กกว่า
จะอยู่ใกล้กับจุดกึ่งกลางท่อมากกว่า (Russom et al., 2009) ดัง รูปที่ 3 

 

รูปที่ 3 แสดงสนามการไหลหมุนวนของดีน ที่กระท าต่ออนุภาคและต าแหน่งต่างๆของอนุภาคท่ีเกิดความสมดุล
ของแรง ส่งผลให้อนุภาคขนาดเดียวกันมาอยู่ในต าแหน่งสมดุลเดียวกัน (ที่มา: ดัดแปลงจาก
Kuntaegowdanahalli et al., 2009) 

 ซึ่งจากหลักการดังกล่าวนั้นท าให้เห็นว่า ต าแหน่งของสมดุลของเซลล์ในแต่ละขนาดจะขึ้นกับสมดุลของ
แรงที่ส าคัญสองแรง ซึ่งเป็นตัวก าหนดขนาดของสนามการวนของดีน  (Kuntaegowdanahalli et al., 2009; 
Russom et al., 2009) คือ 

1. แรงของดีน (FD) ซึ่งสามารถค านวณได้จากสมการ 
 

       
เมื่อ  

FD คือแรงของดีน 
 µ คือค่าความหนืดของของไหล (Fluid Viscosity) 
 UDean คือค่าความเร็วเฉลี่ยของดีน (Dean-average velocity) มีค่าประมาณ  

  
ap คือ ขนาดของอนุภาค 

 De คือหมายเลขของดีน (Dean Number) ซึ่งหาได้จาก 
               
    

Um คือ ความเร็วสูงสุดของของไหล (Umax) 
  Dh คือเส้นผ่านศูนย์กลางทางชลศาสตร์ของท่อซึ่งหาได้จาก 
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เมื่อ 

   W คือความกว้างของหน้าตัด 
   H คือความสูงของหน้าตัด แต่ในกรณีของท่อสี่เหลี่ยมผืนผ้าสามารถใช้
ความสูงของหน้าตัดของท่อ (H) แทนค่า Dh ได้ 

R คือรัศมีของท่อวัดจากจุดศูนย์กลางไปยังผนังด้านนอกของท่อวงรอบสุดท้าย 
Re คือหมายเลขของเรย์โนลด์ (Reynold Number) ซึ่งในของไหลระบบจุลภาคจะ
มีค่าอยู่ระหว่าง 1< Re < 50 ( Kuntaegowdanahalli et al., 2009) 

2. แรงยก(ผลัก) ของผนัง (FL) ซึ่งค านวณได้จากสมการ 

 
เมื่อ 

FL คือแรงของผลัก (ยก) 
 P คือความหนาแน่นของของไหล 
 G คืออัตราความเฉือนของของไหล (Shear rate) ซึ่งหาได้จาก 

   
 CL คือสัมประสิทธิ์แรงยก (ผลัก) ด้านข้าง (Lift Coefficient) ซึ่งเป็นฟังก์ชั่นของ
ต าแหน่งตามขวางของอนุภาค และเลขเรย์โนลด์ (Reynold Number หรือ Re) 

 

ดังนั้นจากหลักการดังกล่าวข้างต้น จึงถูกน ามาใช้เป็นเครื่องมือในการค านวณและออกแบบอุปกรณ์ ที่ใช้
ในการจัดเรียงเม็ดโพลีเมอร์ที่มีขนาดเดียวกัน ให้มาเรียงตัวต่อเนื่องกันเป็นสายกระแสของของแต่ละขนาดได้ โดย
ท าการออกแบบให้ท่อสี่เหลี่ยมผืนผ้ามีการขดโค้ง โดยมีลักษณะเป็นรูปคล้ายก้นหอยและมีท่อทางปลายทางออก
ตามต าแหน่งที่เป็นระยะห่างที่วัดจากผนังด้านในของท่อไปหาจุดกึ่งกลางของท่อเซลล์ โดยแต่ละจุดคาดว่าจะเป็น
ต าแหน่งที่เซลล์ละขนาดจะเข้าสู่สมดุลของแรง ซึ่งระยะห่างเหล่านี้จะได้มาจากการค านวณและจ าลองแบบ ซ่ึง
ดัดแปลงมาจาก Kuntaegowdanahalli และคณะ (2009)  ดังรูปที่ 4 
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รูปที่ 4 แสดงถึงลักษณะของท่อที่ท าการค านวณและออกแบบ รวมทั้งภาพจ าลองของการจัดเรียงตัวของอนุภาคใน
ต าแหน่งต่างๆที่ควรจะเกิดข้ึน( ที่มา: ดัดแปลงจาก Kuntaegowdanahalli et al., 2009) 

และเพ่ือเป็นการลดความแปรผันและการรบกวนขององค์ประกอบต่างๆ ในการศึกษาในครั้งนี้จึงท าการ
ก าหนดปัจจัยต่างๆให้อยู่ในลักษณะคงที่ได้แก่ ค่าความหนาแน่นและความหนืดของของไหลให้ใกล้เคียงกับน้ า และ
มีค่า ค่าตัวเลขของเรย์โนลด์ (Re) อยู่ที่ 15 และมีความสูงของท่ออยู่ที่ 130 ไมโครเมตร มีความกว้างเท่ากับ 500 
µm  และมีระยะห่างระหว่างวงรอบ (interspace) ที่อยู่ติดกันอยู่ที่ 500 µm โดยมีรัศมีรวมของความโค้งของท่อ
ทั้งหมดอยู่ที่ 10 มิลลิเมตรซึ่งจะท าให้มีอัตราส่วนของขนาดของอนุภาคแต่ละขนาดต่อความสูงของท่อ (ap/H) 
มากกว่าหรือเท่ากับ 0.07 เพ่ือการแยกท่ีมีประสิทธิภาพมากขึ้น (Bhagat et al., 2008; Kuntaegowdanahalli 
et al., 2009) ส่วนค่าความเร็วของการไหลสูงสุด (Um) จะถูกท าให้มีค่าคงที่โดยการใช้ความดันที่คงที่ที่ผลิตจาก
เครื่อง โดยมีอัตราการไหล (flow rate) อยู่ที่ 1 มิลลิลิตรตอ่นาที (ml/min) และค่าตัวเลขของเรย์โนลด์ซึ่งค่าสูงสุด
มีค่าไม่เกิน 15 ตามท่ีก าหนดไว้ ดังนั้นค่าคงที่และตัวแปรนี้ทั้งหมดจะถูกค านวณและแทนที่ในสมการ แล้วน าไป
สร้างเป็นแบบพิมพ์เขียวก่อนที่จะน าไปสร้างเป็นอุปกรณ์ต้นแบบในขั้นตอนต่อไป  

1.2   การจ าลองการท างานของอุปกรณ์ (simulation)  
ในการออกแบบอุปกรณ์ของไหลจุลภาคในการศึกษาในครั้งนี้ ได้ท าการจ าลองการไหลในท่อโดยใน

การศึกษาจะท าการจ าลองความเป็นไปได้ในการเกิดที่จะเกิดการไหล และผลของแรงต่างๆ โดยใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร์ COMSOLTM Multiphysics (Comsol, USA) รุ่น 5.1 
 

1.3   การสร้างอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาต้นแบบ (device fabrication)  

เป็นขั้นตอนที่น าต้นแบบที่ได้รับการออกแบบไว้ และท าการวิเคราะห์การไหลด้วยโปรแกรมจ าลองการไหล
แล้ว มาท าการสร้างเป็นตัวอุปกรณ์ด้วยวิธี soft lithography โดยแบบร่างที่สร้างไว้จะถูกถ่ายแบบลงบนแผ่นเว
เฟอร์ (wafer) ที่ใช้ส าหรับออกแบบอุปกรณ์อิเลคทรอนิคส์ชนิดวงจรรวม (integrated circuit หรือ IC) ด้วยวิธ ี
photoresist หลังจากนั้นจะถูกกัดเซาะให้เกิดร่อง (etching) ซึ่งจะได้แม่พิมพ์ส าหรับสร้างชิ้นงานขึ้นมา หลังจาก
นั้นจะใช้โพลีเมอร์ poly-dimethyl siloxane (PDMS) ที่มีความยืดหยุ่นและใสแบบกระจกเทลงบนแม่พิมพ์ เมื่อ 
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PDMS แข็งตวัจะถูกลอกออกจากแม่พิมพ์และน าไปประกบลงบนสไลด์แก้วที่สะอาดและถูกเชื่อมติดกันด้วย
พลาสมาของออกซิเจน (oxygen plasma) ดัง รูปที่ 5 

 

 

 

รูปที่ 5 แสดงขั้นตอนของการท า soft lithography ส าหรับสร้างอุปกรณ์ต้นแบบจาก PDMS 

 

1.3.1 การศึกษาการไหลและการจัดเรียงตัวเป็นสายกระแสการไหลตามขนาดของเม็ดโพลีเมอร์ 
(polystyrene bead)  

ในการศึกษาครั้งนี้จะใช้ เม็ดโพลีเมอร์ ที่มีขนาดใกล้เคียงโดยประมาณกับเซลล์เม็ดเลือดขาวจ านวน 2 
ขนาดคือ 10 µm และ 15 µm  ท าหน้าที่แทนเซลล์มะเร็งชนิดกลม  และใช้เม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 5 µm ซึ่งเป็น
ขนาดที่เป็นค่าวิกฤติ (critical size) ที่โพลีเมอร์จะไม่จัดเรียงเป็นสายกระแส โดยที่เม็ดโพลีเมอร์ ที่ใช้จะมีขนาด
เท่ากันทุกอนุภาคตามขนาดที่ก าหนดมาจากโรงงานผู้ผลิต สารแขวนลอยของเม็ดโพลีเมอร์จะประกอบด้วย 100 
µl  ของ เม็ดโพลีเมอร์ แต่ละขนาดที่ถูกแขวนลอยใน 10% glycerin buffer จ านวน 20 ml และสารแขวนลอยจะ
ถูกขับเคลื่อนโดยใช้ปั๊มอัตโนมัติที่ใช้ส าหรับกระบอกฉีดยา (automatic syringe pump) ขนาด 25 ml เป็นตัวให้
ก าเนิดความดันที่คงที่โดยมีอัตราการไหล (flow rate) อยู่ที่ 1 มิลลิลิตรต่อนาทีและการเคลื่อนไหวของสายกระแส
การไหลแต่ละสายจะถูกสังเกตผล และถูกบันทึกภาพเคลื่อนไหวด้วยกล้องบันทึกภาพระบบดิจิตอลตรงบริเวณช่อง
ทางออกรวม (common outlet) และอนุภาค polystyrene ที่ออกมาจากช่องทางออกย่อย (outlet port) แต่
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ละช่องจะถูกเก็บไว้ในหลอดเก็บตัวอย่างขนาด 2 ml เพ่ือน าไปวัดขนาดด้วยวิธี Flow cytometry เพ่ือยืนยัน
ความถูกต้องในการคัดแยกต่อไป 

การวัดขนาดเม็ดโพลีเมอร์ ด้วย Flow cytometry 

 เพ่ือยืนยันความถูกต้องในการท างานของอุปกรณ์ต้นแบบ ในการแยกเม็ดโพลีเมอร์ตามขนาดที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ออกจากกัน เม็ดโพลีเมอร์ในแต่ละช่องย่อยที่เก็บได้จะน าไปผ่านเครื่อง Flow cytometer โดย
ก่อนที่จะท าการวัดขนาดอนุภาคท่ีศึกษาจะใช้สารแขวนลอยมาตรฐานที่มีเม็ดโพลีเมอร์ ขนาดมาตรฐานหลายๆ
ขนาด  (3.4, 5.11, 7.4, 10.3, 14.5 µm  ตามล าดับ) ที่ใช้ส าหรับ Flow cytometry ที่ใส่ผสมกันมาในหลอด
เดียวกันจ านวน 300 µl ไหลผ่านเข้าสู่เครื่อง Flow cytometer เพ่ือท าการสร้างค่ามาตรฐานของเม็ด bead แต่
ละขนาดว่าจะอยู่ในต าแหน่งใดของรูปกราฟแบบจุด (dot plot) หลังจากนั้นเมื่อได้ค่าที่อ่านได้จะท าการสร้างของ
เขตมาตรฐาน (gating) ของ bead แต่ละขนาดขึ้นเพ่ือใช้เป็นค่าอ้างอิง จากนั้นน าตัวอย่างของอนุภาค 
polystyrene ที่เก็บได้ในแต่ละช่องออกย่อยจ านวนอย่างละ 300 µl ไหลผ่านเข้าเครื่อง Flow cytometer ท า
การบันทึกผลเป็นรูป dot plot ของแต่ละหลอด แล้วท าการอ่านผลการเกาะกลุ่มของเม็ดโพลีเมอร์ แต่ละขนาดที่
เกิดข้ึนว่าอยู่ในบริเวณใดของบริเวณมาตรฐานที่ก าหนดไว้ก็จะท าให้ทราบขนาดของเม็ดโพลีเมอร์ได้ 

 
ผลการทดลอง 

ผลการออกแบบ  เมื่อน าค่าปัจจัยต่างๆตามที่กล่าวมาแล้วข้างต้น มาท าการค านวณและออกแบบด้วย
ระบบคอมพิวเตอร์โดยใช้ซอฟท์แวร์ AutoCAD (Autodesk, USA) ในการเขียนแบบ ผลลัพธ์ที่ได้ท าให้ได้แผนภาพ
พิมพ์เขียว (blueprint) ของอุปกรณ์ต้นแบบ ดังรูปที่ 6 โดยพบว่าถ้าใช้แผ่นซิลิกอนขนาด 6 นิ้ว จ านวน 1 แผ่นจะ
สามารถบรรจุอุปกรณ์ได้ 4 ชิน้  
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รูปที่ 6 แสดงแบบพิมพ์เขียวที่น าไปใช้สร้างแม่พิมพ์ส าหรับสร้างอุปกรณ์ 
 

1.4   ผลการสร้างอุปกรณ์ และการติดตั้งอุปกรณ์ส าหรับท าการศึกษา 

ด้วยวิธี soft lithography ท าให้สามารถสร้าง (fabrication) อุปกรณ์ต้นแบบ โดยใช้สารโพลีเมอร์ประ
เภท polydimethylsiloxane (PDMS) ส าหรับสร้างเป็นโครงของอุปกรณ์ต้นแบบได้ส าเร็จ โดยเมื่อน าแผ่นซิลิกอน
มาสร้างแม่พิมพ์ตามแบบพิมพ์เขียวที่สร้างขึ้นตามวิธีที่ก าหนดไว้และท าการกัด (etching) ลายของท่อต้นแบบที่อยู่
ภายในแล้ว หลังจากนั้นน า PDMS มาเทลงบนแม่พิมพ์และเมื่อ PDMS แห้งและแข็งตัว ซึ่งให้เวลาประมาณ 30 
นาที PDMS จะถูกลอกออกมาจากพิมพ์ และถูกเชื่อมต่อกับฐานที่เป็นแผ่นกระจกสไลด์ด้วย oxygen plasma 
และจะได้อุปกรณ์ของระบบของไหลจุลภาคท่ีใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ โดยมีลักษณะ ดังรูปที่ 7 
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รูปที่ 7 แสดงลักษณะของอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคท่ีสร้างขึ้น 
 

ซึ่งลักษณะของอุปกรณ์ประกอบไปด้วยท่อเข้า (inlet) จ านวน 2 ท่อ ส าหรับสารแขวนลอยเม็ดโพลีเมอร์ 
1 ท่อและท่อทางเข้าส าหรับสารละลายบัฟเฟอร์ จ านวน 1 ท่อ ช่องทางเดินของของไหลจะมีหน้าตัดเป็นรูป
สี่เหลี่ยมผืนผ้า และมีการขดเป็นวงกลมจ านวน 5   รอบ โดยมีระยะห่างระหว่างรอยโค้ง (interspace) ที่อยู่ติดกัน
เท่ากับ 500 µm ขนาดของช่องจะมีขนาดความกว้างเท่ากับ 500 µm และมีความสูงเท่ากับ 130 µm ที่ปลายท่อ
ของวงรอบสุดท้ายจะถูกขยายออกเป็นท่อทางออกรวม (common outlet) ขนาดกว้าง 20 mm ก่อนจะต่อสู่ท่อ
ทางออกย่อย (outlet port) จ านวน 10 ท่อ โดยระยะห่างแต่ละท่อจะตรงกับระยะห่างที่สายของอนุภาคแต่ละ
สายจะเกิดการรวมตัวเป็นสายกระแสและไหลออกมาตามที่ค านวณได้ก่อนหน้า ภายหลังจากสร้างอุปกรณ์ต้นแบบ
เสร็จสิ้นแล้ว ก็จะน าอุปกรณ์ต้นแบบที่ได้ไปติดตัง้เขา้กับปั๊มอัตโนมัติ และท าการทดสอบการท างานโดยใช้สาร
แขวนตะกอนของเม็ดโพลีเมอร์ polystyrene แต่ละขนาด จะถูกผสมรวมกันและแขวนลอยในสารละลาย 10% 
glycerin ในน้ ากลั่น ดังรูปที่ 8 

 

 



 27 

 
 

รูปที่ 8  แสดงการติดตั้งอุปกรณ์เข้ากับปั๊มอัตโนมัติเพ่ือทดสอบการท างาน 
 

ผลการทดลองที่ได้จะถูกบันทึกด้วยกล้องดิจิตอล ที่ถูกติดตั้งอยู่เหนืออุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาค ดังรูป
ที่ 9 และภาพการทดลองที่ได้จะถูกบันทึกตรงบริเวณช่องทางออกร่วม (common outlet) และถูกประมวลผล
ด้วยไมโครคอมพิวเตอร์ ดังรูปที่ 10  

 

 
 

รูปที่ 9  แสดงวิธีการติดตั้งกล้องดิจิตอลเพื่อบันทึกผลการทดลองในขณะท างานจริง 
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รูปที่ 10 แสดงการติดตั้งอุปกรณ์ และ ประมวลผลภาพที่ได้จากการศึกษาบนเครื่อง
ไมโครคอมพิวเตอร์ 

 
ผลการแยกเม็ดโพลีเมอร์ตามขนาด 

จากการทดลองในการท าการแยกอนุภาคของเม็ดโพลีเมอร์ที่มีขนาด 10 and 15 µm ซึ่งผสมรวมกันอยู่
พบว่า อุปกรณ์ต้นแบบที่สร้างขึ้นมานั้นมีประสิทธิภาพในการที่จะท าให้อนุภาคโพลีเมอร์ทั้งสองขนาดนั้น แยกออก
จากกันเกิดเป็นสายการไหล (streamline) ตามขนาดของอนุภาคแต่ละขนาดได้อย่างชัดเจน ดังรูปที่ 11 โดยใน
การทดลองครั้งนี้จะใช้อัตราการไหลอยู่ที่ 1 ml/min   

 

รูปที่ 11 แสดงให้เห็นการเกิดการรวมตัวกัน (focusing) ของอนุภาคขนาด 10 และ 15 ไมโครเมตร เกิดเป็นสาย
การไหล (streamline) จ านวน 2 เส้นที่แยกออกจากกันตามขนาดของอนุภาคอย่างชัดเจน 
 

โดยพบว่ามีสายกระแสของเม็ดโพลีเมอร์ในสายแรก จะอยู่ใกล้กับของผนังด้านในของท่อจุลภาคและไหล
ออกทางช่องออกย่อยท่ี 2 ซึ่งคาดว่าเป็นสายกระแสที่เกิดจากการรวมตัวกันของเม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 15 µm  
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ในขณะที่สายกระแสที่สองคาดว่าเกิดจากการรวมตัวกันของเม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm โดยสายกระแสของ
อนุภาคนี้จะอยู่ในต าเหน่งถัดขึ้นมาด้านบนเข้าสู่แนวตรงกลาง (center) ของท่อและไหลออกทางช่องออกย่อยท่ี 3 
และ 4  

เมื่อน าเอาอนุภาคท่ีเก็บได้ในแต่ละช่องทางออกย่อยไปท าการวัดขนาดด้วยวิธี Flow cytometry จะ
พบว่า ในหลอดตัวอย่างที่ 2 ที่ต่อกับช่องย่อยที่ 2 จะพบกลุ่มของอนุภาคขนาด 15 µm  รวมกลุ่มกันอยู่ และใน
หลอดตัวอย่างที่ 3 และ 4 จะพบกลุ่มของเม็ดโพลีเมอร์ขนาด 10 µm รวมตัวกันอยู่ โดยขนาดของอนุภาคท่ีวัดได้
จะเทียบกับขนาดของเม็ดโพลีเมอร์มาตรฐานที่ผสมปนกันมาหลายขนาด ซึ่งถูกผลิตออกมาในรูปสารแขวนลอยเชิง
พาณิชย์ (commercial bead suspension) ที่ใช้กับ Flow cytometry ดังรูปที่ 12 

 

รูปที่ 12 แสดงผลการวัดขนาดเม็ดโพลีเมอร์ ที่ถูกเก็บจากช่องออกย่อยในแต่ละช่อง ด้วยวิธี Flow cytometry 
โดยภาพแถวบนจะเป็นผลจากช่องทางออกย่อยที่ 1-5 และภาพแถวล่างจะเป็นผลจากช่องทางออกย่อยที่ 6-10 
และภาพขวากลางจะเป็นค่าอ้างอิงที่ได้จากการวัดขนาดของเม็ดโพลีเมอร์มาตรฐานที่ผสมรวมกันที่ใช้ส าหรับ 
Flow cytometry จากภาพจะเห็นได้ว่า อนุภาค polystyrene ขนาด 15 µm จะไหลออกมาทางช่องออกย่อยที่ 
2 ในขณะที่อนุภาคโพลีเมอร์ขนาด 10 µm จะออกมาทางช่อง 3 และ 4 ตามล าดับ 

 
 เมื่อท าการวัดระยะห่างระหว่างสายกระแสของอนุภาคกับผนังด้านในท่อแต่ละสาย เทียบกับค่ามาตรฐาน
ที่ได้ถูกรายงานไว้ในการศึกษาโดย Kuntaegowdanahalli และคณะ (2009) ซึ่งใช้อุปกรณ์ท่ีมีลักษณะใกล้เคียงกับ
อุปกรณ์ที่พัฒนาขึ้น ภายใต้เงื่อนไขท่ีใกล้เคียงกันจะพบว่า ระยะห่างของสายกระแสของอนุภาคท่ีได้จากการ
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ทดลองในครั้งนี้ จะไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับค่าอ้างอิง โดยพบว่าระยะห่างของสายกระแสของ
อนุภาคขนาด 15 µm  ที่อัตราการไหล 1 ml/min จะอยู่ที่ 45 mm และของอนุภาคขนาด 10 µm จะอยู่ที่ 75 
mm เมื่อที่กับค่าอ้างอิงจะอยู่ที่ 52 และ 90 mm ตามล าดับ ดังรูปที่ 13 

 

รูปที่ 13 แสดงให้เห็นระยะห่างระหว่างสายกระแสการไหลของอนุภาคท้ังสองสายที่เกิดข้ึนในการทดลองเทียบกับ
ค่ามาตรฐานที่รายงานไว้โดย Kuntaegowdanahalli และคณะ (2009) 

 
1.5   การทดสอบกับเซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์ และความมีชีวิตอยู่ของเซลล์มะเร็งที่ได้
จากการผ่านอุปกรณ์คัดแยกเซลล์มะเร็ง  

เก็บตัวอย่างก้อนเนื้องอกชนิดเซลล์กลมในสุนัข    การศึกษาครั้งนี้ใช้ตัวอย่าง เนื้องอกมาสต์เซลล์ในสุนัข  
โยการเก็บก้อนเนื้องอกสด  จากห้องผ่าตัดของโรงพยาบาลสัตว์เล็ก  คณะสัตวแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย  ก้อนเนื้องอกดังกล่าวได้รับการตรวจกรองโดยวิธีการเจาะดูดเซลล์จากก้อนเนื้องอก  (fine needle 
aspiration, FNA)  และย้อมด้วยสี  Wright’s  giemsa   และวินิฉัยโดยพยาธิสัตวแพทย์ เป็นก้อนเนื้องอกมาสต์
เซลล์ในสุนัข  ดังรูปที่ 14  (อัจฉริยา  ไศละสูต, 2556; Sailasuta et al., 2014)    ก้อนเนื้องอกจากสุนัขป่วย
ได้รับอนุญาตจากเจ้าของสุนัขให้น ามาศึกษาวิจัยได้   
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รูปที่ 14    เซลล์วิทยาของเซลล์มะเร็งที่ผิวหนังของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์   รูปร่างกลมภายในมีแกรนูลติดสีชมพูอม
ม่วง  เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ  15-20  µm  สีจิมซ่า    (ก าลังขยาย 200 X)  

 

ตัวอย่างก้อนเนื้องอกมาสต์เซลล์ที่ผิวหนังของสุนัขสดที่เก็บได้นั้น   ตัดเป็นชิ้นขนาด น้ าหนักประมาณ 1 
กรัม ( ขนาดประมาณ 2x2x2 มิลลิเมตร)    ย่อยให้เป็นเซลล์เดี่ยวด้วยกระบวนการย่อยเนื้อเยือมะเร็งด้วยเอนไซม์ 
Trypsin (trypsinization ; 0.25% Trypsin in 0.01% EDTA ใน 500 µl PBS )  ท าการบ่มในตู้อบ 37 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย 2 % Fetal calf Serum (FCS) ปริมาณ 1 ml จากนั้น
เซลล์มะเร็งจะถูกน าไปปั่นที่  3000 rpm นาน 5 นาที  เพ่ือแยกเซลล์มะเร็งให้บริสุทธิ์ ท าการล้างด้วย PBS และ
ปั่นแยกอีก  2 ครั้ง จากนั้น ย้อมเซลล์มะเร็งด้วย Eosin Methylene Blue (EMB)   เพ่ือตรวจลักษณะของเซลล์  

ท าการประเมินคุณสมบัติของเซลล์มะเร็งที่มีชีวิตอยู่  โดยการย้อมสี Vital dye  2  ชนิด ได้แก่  1) 0.4 % 
Trypan blue  (Hyclone TM , GE Healthcare Life Science, USA) 2) 500 µl ของ Tetramethyl 
rhodamine  Methylester (Thermo Fisher Scientific, TMRM) in PBS ที 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
ท าการย้อมในที่ปลอดแสง เพ่ือตรวจหา DNA  ตรวจการติดสีด้วย spectrophotometer ท าการนับจ านวนเซลล์
ก่อนเริ่มท าการทดลองด้วย hemocytometer เซลล์มะเร็งจะถูกท าให้เป็นสารละลายแขวนลอยด้วย น้ ากลั่น (Di 
water)  สัดส่วน 1:100  และบรรจุสารละลายเซลล์มาสต์แขวนลอยปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในกระบอกฉีดยาขนาด 
10 มิลลิลิตร และต่อเข้ากับอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคจึงเริ่มด าเนินการทดลอง โดยใช้ syringe pump เพ่ือดูด
สารละลายเซลล์มาสต์แขวนลอยเข้าสู่อุปกรณ์ด้วยอัตราการไหล 0.1 ml/hr ต่อเนื่องเป็นระยะเวลาทั้งสิ้น 1 ชั่วโมง 
ท าการสังเกตและบันทึกผลการทดลองที่ได้ เมื่อครบก าหนดเวลาจึงท าการชะล้างเซลล์แขวนลอยที่คงค้างอยู่ใน
ระบบออกจนหมดด้วยสารละลาย PBS โดยใช้อัตราการไหลที่ 0.01 ml/min                
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ผลการทดสอบ   

จากนั้นสารแขวนลอยซึ่งมีเซลล์มะเร็ง   มีค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของเซลล์ที่ 4.16x105 เซลล์ ต่อ มิลลิลิตร     
จากการทดสอบ 3  ครั้งในอุปกรณ์คัดแยกเซลล์มะเร็ง พบเซลล์มะเร็งอยู่ที่ ขนาด  10-20 µm   จ านวนเซลล์ที่ได้
ลดลงจากปริมาณเริ่มต้นประมาณร้อยละ  50.18  ( ครั้งที่  1  คิดเป็นร้อยละ  50.46 , ครั้งที่ 2 คิดเป็นร้อยละ  
50.63   และครั้งที่  3   คิดเป็นร้อยละ  49.44  ตามล าดับ)   จากการทดสอบการมีชีวิตอยู่ของเซลล์โดยการใช้ สี  
Trypan blue  พบว่า การมีชีวิตอยู่ของเซลล์เนื้องอกชนิดเซลล์กลมในสุนัข ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ร้อยละ  25-30   
 
สรุปและวิจารณ์ผลโครงการย่อยที่ 1  

 การศึกษาครั้งนี้แสดงให้ถึงการสร้างอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาค (microfluidic-based device) ที่
สามารถน ามาใช้แยกเม็ดโพลีเมอร์ที่มีขนาดต่างกันออกจากกันได้ โดยอุปกรณ์ท่ีได้จะประกอบไปด้วยท่อส าหรับ
ของไหลที่มีลักษณะภาคตัดขวางเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า โดยมีความสูงของท่ออยู่ที่ 130 µm มีความกว้างเท่ากับ 
500 µm ท่อทั้งหมดจะขดเป็นรูปวงกลมจ านวน 5 วง และมีระยะห่างระหว่างวงรอบ (interspace) ที่อยู่ติดกันอยู่
ที่ 500 µm โดยมีรัศมีรวมของความโค้งของท่อทั้งหมดอยู่ที่ 10 มิลลิเมตร และมีอัตราส่วนของขนาดของอนุภาคท่ี
ใช้ศึกษาแต่ละขนาดต่อความสูงของท่อ (ap/H) มากกว่าหรือเท่ากับ 0.07 การ ท าให้การแยกท่ีเกิดข้ึนเกิดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมาก โดยอุปกรณ์นี้จะต่อกับท่อทางเข้าจ านวน 2 ท่อ ซึ่งท่อแรกจะต่อสารแขวนลอยของอนุภาค และ
อีกด้านหนึ่งจะต่อกับน้ ากลั่น โดยสารแขวนลอยและน้ ากลั่นจะถูกฉีดเข้าสู่อุปกรณ์โดยปั๊มอัตโนมัติ ที่ปลายของท่อ
รอบสุดท้ายจะมีลักษณะขยายออกโดยมีส่วนที่กว้างที่สุดอยู่ที่ 2 mm และต่อเข้ากับช่องออกย่อยจ านวน 10 ช่อง 
โดยในการศึกษาครั้งนี้จะใช้อัตราการไหลอยู่ที่ 1 ml/min 

ผลจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่า  อุปกรณ์ในระบบของไหลจุลภาคท่ีสร้างข้ึนมานั้นมีประสิทธิภาพที่จะ
สามารถท าให้เกิดการการแยกเม็ดโพลีเมอร์  ที่มีขนาดแตกต่างกันและปนกันอยู่ด้วยกันออกจากกันได้ โดยเกิดเป็น
กระแสการไหลของเม็ดโพลีเมอร์แยกกันจ านวน 2 เส้นตามขนาด โดยเส้นแรกเกิดจากเม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 15 µm  
ในขณะที่เส้นที่สองที่อยู่ด้านบนของสายกระแสเส้นแรกจะเกิดจากเม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm ซึ่งความถูกต้อง
ของขนาดของเม็ดโพลีเมอร์ ที่แยกได้จะถูกยืนยันโดยวิธี Flow cytometry ซึ่งจากการทดลองพบว่า เม็ดโพลีเมอร์
ที่เก็บได้ในหลอดที่ 2 จะมีขนาด 15 µm และท่ีหลอดที่ 3 และ 4 จะมีขนาด 10 µm การทีเ่ม็ดโพลีเมอร์ขนาด 10 
mm นั้น สามารถออกสู่ทางออกท่ี 3 และ 4 ได้ทั้งสองช่องอาจเป็นเพราะว่า ลักษณะของช่องทางออกท่ี 3 อาจจะ
มีลักษณะที่สั้นกว่าช่องที่ 4 จึงท าให้มีอนุภาคส่วนหนึ่งสามารถหักเหลงสู่ช่องทางออกย่อยที่สั้นกว่า  หรืออาจจะ
เกิดเนื่องจากการค้างอยู่ของอนุภาคภายในท่อยางที่ใช้ต่อช่องทางออกย่อย ซึ่งใช้ท่อเดิมจากการทดลองครั้งก่อน  
นอกจากนี้จากการวัดระยะห่างของสายการไหลของอนุภาคจากขอบผนังด้านใน ของแต่ละสายพบว่า ระยะห่างที่
ได้จากการศึกษาครั้งนี้มีค่าใกล้เคียงกับค่าอ้างอิงมาตรฐานที่ได้รายงานไว้โดย Kuntaegowdanahalli  และคณะ 
(2009)   
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การประยุกต์วิธีการไหลและคัดแยกเม็ดโพลีเมอร์ น ามาศึกษาในเซลล์เนื้องอกชนิดกลมในสุนัข หรือมาสต์
เซลล์  พบว่าขนาดของมาสต์เซลล์มีขนาดใกล้เคียงกันเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ  10-20 µm และมากกว่า 
พบว่าเซลล์ส่วนใหญ่จะออกมาตามท่อที่ได้ท าจ าลองการไหลและแยกเซลล์ด้วยเม็ดโพลีเมอร์    แสดงว่าแรงที่
เกิดข้ึนใกล้เคียงกับเม็ดโพลีเมอร์  อย่างไรก็ตามพบว่ามีการเกาะของเซลล์ตามท่อเป็นจ านวนมาก เนื่องจาก
ปฏิกิริยาของเยื่อหุ้มเซลล์กับวัสดุท่อ มีการเกาะติดรวมทั้งเซลล์มีชีวิตจะมีคุณสมบัติการจับกันเป็นกลุ่ม  
(aggregation)  และการพบเซลล์เซลล์ (debris)ในสารแขวนลอย   สอดคล้องกับผลของเซลล์ที่ออกมาจากท่อมี
จ านวนลดลงประมาณครึ่งหนึ่ง  รวมทั้งร้อยละของเซลล์ทีมีชีวิตอยู่หลังจากผ่านอุปกรณ์แยกเซลล์ลดลงเหลือร้อย
ละ  30  เนื่องจากแรงเหวี่ยงในท่อท าให้เยื่อหุ้มเซลล์สูญเสียสมดุลย์  ซึ่งควรมีการศึกษาเพ่ือพัฒนาประสิทธิภาพ
การท างาน และผลกระทบของเซลล์ในท่อต่อไป  

 ดังนั้นจากผลการทดลองท้ังหมดจึงชี้ให้เห็นว่า อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคท่ีสร้างข้ึนมาในการศึกษาครั้ง
นี้น่าจะสามารถน ามาประยุกต์ใช้ส าหรับคัดแยกเซลล์ต่างๆได้ อย่างไรก็ตามเพ่ือไม่ให้เกิดความผิดพลาดในการคัด
แยกและแปรผล ยังมีความจ าเป็นต้องปรับปรุงช่องทางออกย่อย เพ่ือให้เกิดการไหลของเซลล์แต่ละขนาดแยกออก
สู่ช่องทางออกท่ีถูกต้องได้อย่างสมบูรณ์ ซึ่งจะต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
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โครงการย่อยที่ 2 

การสร้างอุปกรณ์ดักจับเซลล์มะเร็งด้วยระบบของไหลจุลภาค  

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 

การศึกษาในขั้นแรกนั้นเริ่มจากการออกแบบอุปกรณ์ของไหลจุลภาคท่ีมีหลุมเพาะเลี้ยงอยู่ที่พ้ืนของ
อุปกรณ์เพ่ือใช้ดักจับอนุภาครวมถึงเซลล์ จะอาศัยหลักการท างานของระบบของไหลจุลภาค (microfluidics) ที่อยู่
บนพื้นฐานของพลศาสตร์ของของไหล (hydrodynamic) ซึ่งขบวนการดังกล่าวจะเป็นการคัดแยกแบบ passive 
ซึ่งจะไม่มีการใช้สนามของแรงจากภายนอก (external force field) มาเป็นตัวบังคับการเคลื่อนที่ของเซลล์ลงหลุม
เพาะเลี้ยง แต่จะอาศัยคุณสมบัติทางฟิสิกส์ภายในของของไหล (internally physical property) เป็นปัจจัยในการ
พาเซลล์ลงสู่หลุมเพาะเลี้ยง ทั้งนี้เพ่ือเป็นการลดปัญหาของอิทธิพลของแรงจากสนามภายนอกที่จะมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์ และให้เซลล์มีชีวิตอยู่ 

ประกอบด้วย ข้ันตอนดังนี้ 

2.1   การออกแบบอุปกรณ์ 
2.2. การจ าลองการท างานของอุปกรณ์ 
2.6  การสร้างอุปกรณ์ 
2.4   การตรวจสอบการท างานของอุปกรณ์แบบ ณ เวลาจริง 
2.5   การตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ที่จัดเก็บได้จากอุปกรณ์ 

 
2.1.  การออกแบบอุปกรณ์ (geometrical design of microwell)  

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ  

ซึ่งหลักเกณฑ์ในการออกแบบนั้นจะก าหนดว่า การไหลของของไหลตัวกลาง (fluid medium) ภายในท่อ
ของอุปกรณ์ท่ีออกแบบจะมีลักษณะการไหลแบบจัดเรียงเป็นชั้น (laminar flow) และมีเซลล์ลอยอยู่ในแต่ละชั้น
ของของไหล  ซ่ึงเซลล์จะถูกพัดพาให้เคลื่อนที่โดยอาศัยแรงเฉื่อย (inertial force) และโมเมนตัมของโมเลกุลของ
ของไหลตัวกลาง (fluid momentum) ที่เคลื่อนที่ผ่านเป็นตัวให้ก าเนิดแรงที่จะท าให้เซลล์มีการเคลื่อนที่ไปตาม
แนวแกนของการไหล และเมื่อปล่อยให้เซลล์เคลื่อนที่ไปด้วยแรงเฉื่อยได้ระยะหนึ่ง เซลล์จะถูกดึงให้ข้ามชั้นการไหล
ของของไหลตัวกลางตกลงสู่พื้นด้านล่างของอุปกรณ์ด้วยแรงโน้มถ่วงของโลก (gravity) ซึ่งหลักการดังกล่าว
สามารถสรุปให้เห็นได้ ดัง รูปที่ 15 
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รูปที่ 15  แสดงถึงปัจจัยทางพลศาสตร์ของของไหล (hydrodynamic) ที่ส าคัญได้แก่ แรงเฉื่อย (inertial force) 
และ โมเมนตัมของของไหลตัวกลาง (fluid momentum) ที่ท าให้เกิดไหลทั่ว (perfusion flow) ของของไหล
ตัวกลางและ ผลของแรงโน้มถ่วงของโลก (gravity) ที่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่กระจายตัวอยู่ในชั้นการไหล
ในระดับต่างๆในระบบของไหลจุลภาค ( ที่มา:  ดัดแปลงจาก Park et al., 2010) 

 ในการศึกษาของ Park และคณะ (2010) ด้วยการท าการจ าลองการไหลของของไหลตัวกลางด้วย
คอมพิวเตอร์ (computational simulation) พบว่าภายในหลุมเพาะเลี้ยง (microwell) เมื่อมีของไหลตัวกลาง
ไหลผ่านลงไป จะเกิดการไหลของของไหลตัวกลางมีลักษณะเป็นการเคลื่อนที่แบบหมุนวนอยู่ภายในเรียกว่า 
recirculation flow ซ่ึงการไหลแบบหมุนวนนี้จะสามารถดึงเอาอนุภาครวมทั้งเซลล์ที่อยู่ในระนาบเดียวกันกับของ
ไหลตัวกลางและอยู่ใกล้ๆปากหลุมเพาะเลี้ยง ที่กระจายตัวอยู่ในระดับชั้นการไหล (flow layer) เดียวกับของไหล
ตัวกลางที่เกิดการไหลแบบหมุนวนในหลุมเพาะเลี้ยง หรือเป็นเซลล์ตกลงมาสู่ระดับชั้นการไหลดังกล่าวด้วยแรงโน้ม
ถ่วงของโลกไหลเข้าสู่หลุมเพาะเลี้ยงซึ่งหลักการดังกล่าวสามารถสรุปให้เห็นได้  ดังรูปที่ 16 และ 17  

 



 36 

 

รูปที่ 16 แสดงผลการศึกษาด้วยการจ าลองการไหลของของไหลตัวกลางด้วยคอมพิวเตอร์ ที่ศึกษาโดย Park และ
คณะในปี 2010 ซึ่งผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า เมื่อมีของไหลตัวกลางที่มรีะดบัชั้นการไหลที่อยู่ชิดกับหลุม
เพาะเลี้ยงไหล (microwell) และเคลื่อนที่ผ่านหลุมเพาะเลี้ยง ของไหลตัวกลางในระดับชั้นการไหลดังกล่าวจะมี
การเคลื่อนที่ลงสู่หลุมเพาะเลี้ยง ส่งผลให้การเคลื่อนที่ของของไหลตัวกลางมีการเคลื่อนที่แบบหมุนวน 
(recirculation flow) และส่งผลให้อนุภาคและเซลล์ที่อยู่ใกล้ๆบริเวณหลุมเพาะนั้นๆไหลลงสู่หลุมเพาะเลี้ยงได้ (ที
มา: ดัดแปลงจาก Park et al., 2010) 

นอกจากนีผ้ลจากการศึกษาการจ าลองการไหลด้วยคอมพิวเตอร์ของ Park และคณะ (2010) ยังพบอีกว่า
ลักษณะทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลี้ยงแต่ละรูปแบบ นั้นมีผลต่อความแรงในการเกิดการไหลแบบหมุนเวียนของ
ของไหลตัวกลาง (recirculation flow) ภายในหลุมเพาะเลี้ยง ซึ่งผลการศึกษาชี้ให้เห็นว่า หลุมเพาะเลี้ยงที่มี
รูปทรงสามเหลี่ยมนั้น จะมีการเกิดการไหลแบบหมุนวนของของไหลตัวกลางได้แรงที่สุด เมื่อเทียบกับหลุม
เพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงแบบอ่ืนๆ เช่น วงกลมหรือสี่เหลี่ยมจัตุรัส  ดังรูปที่ 17  
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รูปที่ 17 แสดงผลการศึกษาของ Park และคณะ ที่ท าการจ าลองการเกิดการไหลแบบหมุนเวียนของของไหล
ตัวกลาง (recirculation flow) ด้วยคอมพิวเตอร์ที่เกิดข้ึนในหลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงทางเรขาคณิต (geometry) 
แบบต่างๆ ผลของการศึกษาดังกล่าวชี้ให้เห็นว่า รูปทรงทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลี้ยงแบบต่างๆ จะมีผลต่อ
ความแรงในการเกิดการไหลแบบหมุนเวียน โดยที่หลุมเพาะเลี้ยงแบบรูปสามเหลี่ยมจะท าให้เกิดการไหลเวียนแบบ
หมุนวนได้แรงที่สุด เมื่อเทียบกับหลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงอ่ืนๆ ได้แก่ วงกลม (circle) สี่เหลี่ยมจัตุรัส (square) รูป
สามเหลี่ยม (diamond) และรูปกรวย (cone) (ทีมา: ดัดแปลงจาก Park et al., 2010) 

  

 และผลการศึกษาของ Park และคณะ (2010) ยังแสดงให้เห็นอีกว่ารูปทรงทางเรขาคณิตของหลุม
เพาะเลี้ยงนั้นมีส่วนในการก าหนดประสิทธิภาพของหลุมเพาะเลี้ยงต่อการดักจับอนุภาคและเซลล์  ให้อยู่ในหลุม
เพาะเลี้ยงในอัตราส่วน 1: 1 (single trapping efficacy หรือ S.T.E.) โดยพบว่า หลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงทาง
เรขาคณิตแบบสามเหลี่ยมนั้นมีประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์เพียงเซลล์เดียว รวมทั้งป้องกันการไหลของเซลล์
อ่ืนๆ ที่อยู่ในบริเวณหลุมเพาะเลี้ยงที่มีเซลล์บรรจุอยู่แล้วได้ดีกว่าหลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงแบบอ่ืนๆ ดังแสดงใน รูป
ที่ 18 ดังนั้นหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรงสามเหลี่ยม จึงเป็นรูปทรงทางเรขาคณิตท่ีถูกเลือกใช้ในการออกแบบอุปกรณ์
ของไหลจุลภาคเพ่ือใช้ดักจับเซลล์ในการศึกษาครั้งนี้   
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รูปที่ 18 แสดงอิทธิพลของรูปทรงทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลี้ยงที่มีต่อความน่าจะเป็นในการดักจับเซลล์ให้อยู่
ในหลุมเพาะเลี้ยงในอัตราส่วน 1: 1 (single trapping efficacy หรือ S.T.E.) โดยพบว่า หลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรง
ทางเรขาคณิตแบบสามเหลี่ยมนั้นมีค่า S.T.E. สูง ดังนั้นจึงประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์เพียงเซลล์เดียว รวมทั้ง
ป้องกันการไหลของเซลล์อ่ืนๆ ที่อยู่ในบริเวณหลุมเพาะเลี้ยงที่มีเซลล์บรรจุอยู่แล้วได้ดีกว่าหลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรง
แบบวงกลมและสี่เหลี่ยมจตุรัส (ทีมา: ดัดแปลงจาก Park et al., 2010) 

2.2.   การจ าลองการท างานของอุปกรณ์ (Simulation)  

การออกแบบอุปกรณ์ของไหลจุลภาคในการดักจับเซลล์เดี่ยวนี้ ได้ท าการจ าลองการไหลแบบหมุนวนใน
หลุมเพาะเลี้ยงรูปสามเหลี่ยมด้วยคอมพิวเตอร์ (computerized simulation of circulation flow in triangular 
microwell) ของหลุมเพาะเลี้ยง โดยในการศึกษาจะท าการจ าลองความเป็นไปได้ในการเกิดที่จะเกิดการไหลแบบ
หมุนวนขึ้นภายในหลุมเพาะเลี้ยงโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ COMSOLTM Multiphysics (Comsol, USA) รุ่น 
5.1 โดยก าหนดให้หลุมเพาะเลี้ยงมีรูปทรงทางเรขาคณิตเป็นรูปสามเหลี่ยม และมีความสูงของรูปสามเหลี่ยมตาม
แนวระนาบเท่ากับ 40 µm และมีความลึก 30 µm  

2.3. การสร้างอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาจากต้นแบบ (device fabrication)  

เป็นขั้นตอนที่น าต้นแบบที่ได้รับการออกแบบไว้มาท าการสร้างเป็นตัวอุปกรณ์ด้วยวิธี soft-lithography 
โดยต้นแบบที่สร้างไว้จะถูกถ่ายแบบลงบนแผ่นเวเฟอร์ชนิดซิลิกอน (silicon wafer) ที่ใช้ส าหรับออกแบบและสร้าง
ชิ้นส่วนอุปกรณอิ์เลคทรอนิคส์แบบวงจรรวม (integrated circuit หรือ IC) หลังจากนั้นลวดลายต่างๆของระบบ
ท่อและหลุมเพาะเลี้ยงจะถูกกัดเซาะให้เกิดเป็นรูปขึ้นมา (etching) ตามรูปแบบลวดลายที่ได้ออกแบบไว้ ซึ่งจะท า
ให้ได้แม่พิมพ์ซิลิกอน (silicon mold) ส าหรับสร้างชิ้นงานขึ้นมา หลังจากนั้นจะใช้โพลีเมอร์เหลวชนิด 
polydimethyl siloxane (PDMS) (Sigma-Aldrich, USA) ทีเ่มื่อแข็งตัวจะเป็นสารโพลีเมอร์ที่มีความยืดหยุ่นและ
มีความใสแบบกระจกท าให้แสงสามารถทะลุผ่านได้ เทลงบนแม่พิมพ์ที่สร้างขึ้นมา เมื่อปล่อยให้ PDMS แข็งตัวแล้ว
จะท าการลอกแผ่น PDMS ดังกล่าวออกจากแม่พิมพ์ และน ามาประกบติดกันแผ่น PDMS ที่มีลวดลายในส่วนต่างๆ
ของอุปกรณ์และท าการเชื่อมแผ่น PDMS แต่ละส่วนให้ติดกันด้วยพลาสมาของออกซิเจน (oxygen plasma) ซ่ึง
ขั้นตอนในการสร้างและประกอบอุปกรณ์ด้วยวิธี soft-lithography สามารถสรุปได้ ดังรูปที่ 19 
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รูปที่ 19 แสดงขั้นตอนในการสร้างและประกอบ (fabrication) อุปกรณร์ะบบของไหลจุลภาคที่ใช้ดักจับเซลล์ด้วย
เทคนิค soft-lithography ซึ่งแม่พิมพ์จะถูกสร้างด้วยแผ่นเวเฟอร์ชนิดซิลิกอน (silicon wafer) ที่ใช้ในการสร้าง
ชิ้นส่วนอุปกรณ์อิเลคทรอนิกส์ชนิดวงจรรวม (IC) และตัวอุปกรณ์ถูกสร้างด้วยสารโพลีเมอร์ชนิด polydimethyl 
siloxane (PDMS) และชิ้นส่วนของอุปกรณ์แต่ละส่วนจะถูกเชื่อมต่อกันด้วยพลาสมาของออกซิเจน (oxygen 
plasma) 

2.4. การตรวจสอบการท างานและการติดตั้งอุปกรณ์ของไหลจุลภาค (microfluidics-device installation)  

อุปกรณร์ะบบของไหลจุลภาคที่ถูกสร้างขึ้นมาจะถูกเชื่อมต่อเข้ากับระบบควบคุม (control unit) ที่ใช้ใน
การทดลองครั้งนี้ ซึ่งจะประกอบด้วย กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสง (light microscope) (Olympus, Japan)  ที่
ติดตั้งกล้องบันทึกภาพวีดีโอแบบดิจิตอล (digital video) ที่มีความละเอียด 3 ล้านจุด (3 million pixels) (Motic, 
China) ส าหรับใช้บันทึกภาพการไหลของเซลล์และการดักจับที่เกิดขึ้นภายในอุปกรณ์ และส่งภาพเข้าสู่เครื่อง
คอมพิวเตอร์เพ่ือท าการประมวลผลภาพ (image processing) โดยที่อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคจะถูกวางลงบน
ฐานของกล้องจุลทรรศน์ โดยที่ปลายด้านหนึ่งของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเข้ากับกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร 
ที่บรรจุเซลล์ด้วยท่อซิลิโคน (silicone tube) ทีช่่องทางเข้า (inlet) โดยกระบอกฉีดยาที่บรรจุเซลล์จะถูกยึดไว้กับ
เสาแขวนในลักษณะตั้งฉากกับพื้น และในส่วนของช่องทางออก (outlet) ของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเข้ากับ



 40 

กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตรด้วยท่อซิลิโคน ทีเ่ชื่อมต่อเข้ากับระบบปั๊มอัตโนมัติที่สามารถตั้งค่าได้ 
(automated syringe pump) รุ่น Fusion-F100 (Chemyx, USA) โดยท าการตั้งค่าให้ปั๊มท างานเดินถอยหลัง
เพ่ือดูดของไหลตัวกลางและเซลล์เข้าสู่อุปกรณ์ การติดตั้งระบบเครื่องมือและอุปกรณ์ต่างๆที่ใช้ในการทดลอง
สามารถแสดงให้เห็นใน ดังรูปที ่20 

 

 

รูปที่ 20 เป็นภาพจ าลองแสดงลักษณะการติดตั้งอุปกรณ์ (instrumentation) ที่ใช้ในการทดลองเพ่ือดักจับเซลล์ 
โดยอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคท่ีถูกสร้างขึ้นมาจะถูกเชื่อมต่อเข้ากับระบบควบคุม (control unit) ที่
ประกอบด้วย กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสง กล้องบันทึกภาพวีดีโอแบบดิจิตอล ชุดเครื่องคอมพิวเตอร์เพ่ือใช้ท าการ
ประมวลผลภาพ   โดยที่อุปกรณ์จะถูกวางลงบนกล้องจุลทรรศน์และเชื่อมปลายด้านหนึ่งของอุปกรณ์เข้ากับ
กระบอกฉีดยาที่บรรจุเซลล์   และในส่วนของช่องทางออก (outlet) ของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเข้ากับกระบอกฉีด
ยาที่ต่อเข้ากับระบบปั๊มอัตโนมัติที่สามารถตั้งค่าได้  

2.4.1   การทดสอบอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคในการดักจับเซลล์  (trapping) 

2.4.1.1. การทดลองโดยการใช้เม็ดโพลีเมอร์ (polystyrene bead) เป็นรูปแบบแทนเซลล์ 

วัสดุและอุปกรณ์  

โดยใช้เม็ดโพลีเมอร์ขนาด 10 µm  เป็นตัวแทนของเซลล์ เพ่ือตรวจสอบว่าอุปกรณ์ท่ีสร้างขึ้นมี
ความสามารถในการจะดักจับเซลล์ต่อไป โดยในการทดลองขั้นนี้จะเริ่มจาก การเตรียมสารแขวนลอยของเม็ดโพลี
เมอร์ขนาด 10 µm ด้วยการผสมสารแขวนตะกอนของเม็ดโพลีเมอร์ กับ น้ ากลั่นไม่มีประจุ (deionized water 
หรือ DI water) และสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ชนิด Tween 20 ในอัตราส่วนเชิงปริมาตร 100: 1: 10 V/ V/ 
V และสารผสมที่ได้จะถูกน ามาผสมกับสารละลายสีผสมอาหารสีเขียว (Fast green FCF; C37H34N2O10S3Na2) 
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เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการมองเห็น ( visualization) ของอนุภาค สารแขวนตะกอน polystyrene ที่ผสม
เรียบร้อยแล้วจะถูกน าลงไปใส่ไว้ในกระบอกฉีดยาที่เชื่อมต่อกับอุปกรณ์ท่ีทางด้านทางเข้า 

 ก่อนเริ่มท าการทดลอง อุปกรณ์ของไหลจุลภาคจะถูกล้างท าความสะอาดและไล่ฟองอากาศที่คงคา้งใน
อุปกรณโ์ดยฉีดสารละลายที่มีส่วนผสมระหว่างน้ ากลั่นไม่มีประจุกับ Tween 20 ในอัตราส่วนเชิงปริมาตร 1: 10 
V/V ด้วยอัตราการไหล 0.5 ml/hr โดยฟองอากาศ(ถ้ามี)จะถูกไล่ออกจนหมดจึงเริ่มท าการทดลองและบันทึกผล 
หลังจากนั้นสารแขวนลอยเม็ดโพลีเมอร์ จะถูกดูดเข้าสู่อุปกรณ์ด้วยอัตราการไหลที่ 0.1 ml/hr อย่างต่อเนื่องเป็น
เวลา 10 นาที และเมื่อเสร็จสิ้นการทดลองเม็ดโพลีเมอร์ ที่คงค้างอยู่ในระบบจะถูกล้างออกด้วยสารละลายเดียวกับ
ที่ใช้ท าความสะอาดในตอนต้น ด้วยอัตราการไหล 0.5 ml/hr และท าการไล่ฟองอากาศด้วยวิธีเดียวกันจน
ฟองอากาศหายไปจากระบบ จากนั้นจึงบันทึกผลการทดลอง ที่บริเวณด้านหน้า ตรงกลาง และด้านหลังของ
อุปกรณ์ เพ่ือดูประสิทธิภาพในการดักจับเม็ดโพลีเมอร์ โดยจะนับที่บริเวณหลุมเพาะเลี้ยงที่มี เม็ดโพลีเมอร์ ถูกดัก
จับมากท่ีสุดในแต่ละส่วน โดยนับจากหลุมเพาะเลี้ยงจ านวน 117 หลุม (9 x 13) ต่อหนึ่งพ้ืนที่ 

ซ่ึงในการวัดประสิทธิภาพในการท างานของอุปกรณ์ในขั้นที่สามนั้น ภาพของหลุมเพาะเลี้ยงจะถูกแบ่ง
ออกเป็นชุดๆ และถูกก าหนดขอบเขตในการจับภาพของพ้ืนที่แต่ละชุด เพ่ือให้สามารถจับภาพหลุมเพาะเลี้ยงได้
ครบทั่วทั้งอุปกรณ์ ก่อนที่จะถูกน ามานับรวมกัน และเพ่ือน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์ของจ านวนหลุมเพาะเลี้ยงที่มี
เซลล์ถูกดักจับนั้น ตัวอุปกรณ์จะถูกวางบนแผ่นสไลด์ที่มีชุดตารางสี่เหลี่ยมจัตุรัส (grid) ขนาด 1 ตารางมิลลิเมตร
วางอยู่ ท าการนับจ านวนของช่องตารางที่คลอบคลุมพ้ืนที่ของชุดหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมดท้ังด้านแนวนอนและ
แนวตั้ง โดยใช้ก าลังขยายของกล้องจุลทรรศน์ที่ 4X ต่อมาท าการนับจ านวนของหลุมเพาะเลี้ยงที่อยู่ในตารางขนาด 
1 ตารางมิลลิเมตร เพ่ือใช้ค านวณหาจ านวนของหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมดในอุปกรณ์ 1 ชิน้ โดยใช้ก าลังขยาย 100X 
ซึ่งจ านวนของหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมดจะค านวณได้จาก 

 

TNMW = NGcol x NGrow x NMWsmm 

โดยที่ 

  TNMW = จ านวนหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมดในอุปกรณ์ (total number of microwells) 

  NGcol = จ านวนหลักของช่องสี่เหลียมจัตุรัสที่คลอบคลุมหลุมเพาะเลี้ยงตามแนวตั้งที ่ (number 
of grid columns) 

  NGrow = จ านวนแถวของช่องสี่เหลียมจัตุรัสที่คลอบคลุมหลุมเพาะเลี้ยงตามแนวนอน (number 
of grid columns) 

  NMWsmm = จ านวนของหลุมเพาะเลี้ยงในพ้ีนที่ของสี่เหลี่ยมจัตุรัสใน 1 ตารางมิลลิเมตร 
(number of microwells in one square millimeter) 
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ซึ่งลักษณะชุดตารางสี่เหลียมจัตุรัสและภาพขยายพ้ืนที่ที่ใช้ก าหนดขอบเขตและถ่ายภาพ ส าหรับนับ
จ านวนหลุมเพาะเลี้ยงภายในอุปกรณ์ สามารถแสดงให้เห็นได ้ดังรูปที่ 21  และ 22  ตามล าดับ 

 

 

รูปที่ 21 แสดงลักษณะของชุดตารางที่ใช้ก าหนดขอบเขตในการนับจ านวน และถ่ายภาพหลุมเพาะเลี้ยง โดยที่ช่อง
สี่เหลี่ยมจัตุรัสหนึ่งช่องเล็กจะมีพ้ืนที่ขนาด 1 ตารางมิลลิเมตร 

   

 

 

รูปที่ 22  แสดงขอบเขตของช่องสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาด 1 ตารางมิลลิเมตรที่ใช้ส าหรับเป็นกรอบอ้างอิง ในการ
ก าหนดขอบเขตการจับภาพหลุมเพาะเลี้ยง เพ่ือใช้ค านวณหาจ านวนหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมด และจ านวนหลุม
เพาะเลี้ยงที่มีเซลล์บรรจุอยู่ เพ่ือน ามาค านวณประสิทธิภาพของอุปกรณ์ต่อไป กรอบสี่เหลี่ยมสีแดงคือบริเวณท่ีใช้
ส าหรับนับจ านวนหลุมเพาะเลี้ยง ที่ก าลังขยายต่ า (40X) 
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ผลการทดลอง 

ผลการจ าลองความเป็นไปได้ในการเกิดการไหลแบบหมุนวน (recirculation flow) ในหลุมเพาะเลี้ยง 
โดยการใช้โปรแกรม COMSOLTM Multiphysics (Comsol, USA) ท าการจ าลองรูปแบบการไหลเพ่ือพิจารณา
ความเป็นไปได้ในการเกิดการไหลแบบหมุนวนในหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรงสามเหลี่ยม ซ่ึงเป็นปัจจัยทีส่ าคัญในการที่ใช้
ดึงเซลล์ลงสู่หลุมเพาะเลี้ยง จากการศึกษาพบว่า เมื่อของไหลตัวกลางเคลื่อนที่มาถึงบริเวณพ้ืนของอุปกรณ์แล้ว ถ้า
บริเวณนั้นมี หลุมเพาะเลี้ยงอยู่ ของไหลตัวกลางที่อยู่ในระนาบเดียวกับหลุมเพาะเลี้ยงจะมีการเลี้ยวเบนและไหลลง
สู่หลุมเพาะเลี้ยงและเกิดเป็นการไหลแบบหมุนวนขึ้นภายในหลุมเพาะเลี้ยงขึ้น ซ่ึงจะสามารถช่วยดึงเซลล์ที่อยู่ใน
แนวการไหลให้ลงสู่หลุมเพาะเลี้ยงได้ ลักษณะการเกิดการไหลเวียนแบบหมุนวน สามารถจ าลองให้เห็นได้ด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ดังรูปที่ 23 

 

 

รูปที่ 23 แสดงให้เห็นความเป็นไปได้และลักษณะของการไหลวนของของเหลวตัวกลาง (recirculation flow) ที่
เกิดข้ึนในหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรงสามเหลี่ยม ที่ได้จากการจ าลองด้วยระบบคอมพิวเตอร์โดยโปรแกรม COMSOLTM 
Multiphysics 

ผลการออกแบบและสร้างอุปกรณ์ เมื่อได้ท าการจ าลองความเป็นไปได้ในการเกิดรูปแบบการไหลวนของ
ของไหลตัวกลางในหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรงสามเหลี่ยมแล้ว และผลการศึกษาได้ชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ของการ
เกิดการไหลแบบหมุนวน ภายใต้ค่าพารามิเตอร์เชิงมิติ (dimensional parameter) ของหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรง
สามเหลี่ยมตามท่ีก าหนดให้แล้ว จึงไดท้ าการออกแบบและเขียนแบบอุปกรณ์โดยใช้ซอฟท์แวร์ AutoCADTM 
(Autodesk, USA) ในการเขียนแบบ ผลลัพธ์ที่ได้ท าให้ได้แผนภาพพิมพ์เขียว (blueprint) ของอุปกรณ์ต้นแบบ ดัง
รูปที่ 24 

 



 44 

 

รูปที่ 24 แสดงแบบภาพพิมพ์เขียว (blueprint) ทีเ่ขียนแบบด้วยโปรแกรม AutoCADTM ซึ่งแบบพิมพ์เขียวที่ได้จะ
น าไปใช้สร้างแม่พิมพ์ซิลิกอน (silicon mold) ที่ใช้ส าหรับสร้างและประกอบอุปกรณต์่อไป 

ลักษณะของอุปกรณ์ประกอบไปด้วยสองส่วนหลัก และท้ังสองส่วนจะถูกเชื่อมติดกันด้วยพลาสมาของ
ออกซิเจน ซึ่งส่วนประกอบหลักทั้งสองส่วนได้แก่ ส่วนที่เป็นช่องการหลัก (main flow channel) ซึ่งท าหน้าที่เป็น
ช่องผ่านเข้าออกของของไหลตัวกลางและเซลล์ โดยท าการลดความสูงจากเดิมที่เคยได้รายงานไว้ในอุปกรณ์ของ 
Park และคณะ (2010) จาก 160 µm เหลือ 70 µm เพ่ือเพ่ิมโอกาสให้เซลล์อยู่ระดับชั้นของการไหลของของไหล
ตัวกลางที่อยู่ในระนาบเดียวกับหลุมเพาะเลี้ยงให้มากข้ึน โดยที่ปลายของช่องหลักด้านหนึ่งจะมีช่องทางเข้าของของ
ไหลตัวกลางและเซลล์ (inlet) จ านวน 1 ช่องซึ่งจะต่อเข้ากับกระบอกฉีดยาที่บรรจุสารแขวนลอยของเซลล์ และ
ช่องทางออก (outlet) จ านวน 1 ช่องซ่ึงจะต่อเข้ากับกระบอกฉีดยาที่เชื่อมต่อกับปั๊มอัตโนมัติ และภายในช่องการ
ไหลหลักจะมีลักษณะเป็นช่องทางเดินของของไหลตัวกลางทีมี่ลักษณะตามภาคตัดขวางเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า ใน
ส่วนที่สองของอุปกรณ์จะเป็นส่วนที่มีชุดของหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรงสามเหลี่ยมที่มีการวางตัวต่อกันเป็นแถวยาวและ
แต่ละแถววางตัวขนานกันไป (microwell array) ซ่ึง โดยแต่ละ หลุมเพาะเลี้ยงในแต่ละแถวจะอยู่ห่างกัน 40 µm 
และแต่ละแถวก็อยู่ห่างกัน 40 µm เช่นกัน ส่วนขนาดของหลุมเพาะเลี้ยงแต่ละหลุม จะมีความสูงตามแนวระนาบ
เท่ากับ 40 µm และมีความลึกเท่ากับ 40 µm  ตามล าดับ ลักษณะการเรียงตัวของชุดของหลุมเพาะเลี้ยง สามารถ
แสดงให้เห็นได้ ดังรูปที่ 25 

 

 

รูปที่ 25 แสดงการเรียงตัวของชุดหลุมเพาะเลี้ยงรูปทรงสามเหลี่ยม (triangular microwell array) ที่อยู่ที่พ้ืน
ด้านล่างของอุปกรณ์ ทีท่ าหน้าที่ดักจับเซลล์ โดยแต่ละหลุมเพาะเลี้ยงในแต่ละแถวจะอยู่ห่างกัน 40 µm  และแต่
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ละแถวก็อยู่ห่างกัน 40 µm  ส่วนขนาดของหลุมเพาะเลี้ยงแต่ละหลุมจะมีความสูงตามแนวระนาบเท่ากับ 40 µm 
และมีความลึกเท่ากับ 40 µm ตามล าดับ  

อุปกรณ์ที่สร้างและประกอบขึ้นมาในครั้งนี้ ถูกสร้างขึ้นมาด้วยเทคนิค soft lithography โดยใช้สารโพลี
เมอร์ประเภท polydimethyl siloxane (PDMS) ส าหรับสร้างเป็นโครงของอุปกรณ์ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้สามารถ
สร้างและประกอบอุปกรณ์ข้ึนมาไดเ้ป็นผลส าเร็จด้วยเทคนิคดังกล่าว และได้อุปกรณ์ที่มีลักษณะดังรูปที่ 26 

 

รูปที่ 26 แสดงลักษณะของอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคท่ีถูกสร้างและประกอบขึ้นมา ด้วยเทคนิค soft-
lithography ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ โดยภาพขยายจะแสดงให้เห็นถึงชุดของหลุมเพาะเลี้ยงรูปสามเหลียมที่
จัดเรียงตัวอยู่ในส่วนที่สองของอุปกรณ์ เมื่อมองผ่านกล้องจุลทรรศน์ 

 

ผลการทดสอบการท างานของอุปกรณ์ด้วยการดักจับเม็ดโพลีเมอร์  

จากการใช้เม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm  เพ่ือยืนยันในชั้นแรกว่า อุปกรณ์ท่ีสร้างข้ึนมามีความสามารถในการดัก
จับอนุภาครวมถึงเซลล์ได้ จากการทดลองพบว่า ที่อัตราการไหลที่ 0.1 mL/hr จะมีเม็ดโพลีเมอร์ ถูกดักจับลงสู่
หลุมเพาะเลี้ยงที่บริเวณด้านหน้ามากกว่าตรงกลางและด้านหลังของอุปกรณ์ตามล าดับ และท่ีอัตราการไหล
ดังกล่าว พบว่าประสิทธิภาพในการดักจับ  เม็ดโพลีเมอร์ที่บริเวณด้านหน้าคิดเป็นร้อยละ 63.25  ตรงกลางคิดเป็น
ร้อยละ 44.44 และด้านหลังคิดเป็นร้อยละ 19.67 ตามล าดับโดยอ้างอิงวิธีการนับประสิทธิภาพของ Park และ
คณะ (2010) แต่อย่างไรก็ตามเม่ือค านวณหาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ท่ีแท้จริงออกมาแล้ว โดยเทียบเป็นร้อยละ
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ในการดักจับต่อจ านวนหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมด พบว่าประสิทธิภาพของอุปกรณ์จะอยู่ที่ประมาณร้อยละ 20 
ถึงแม้ว่าเม็ดโพลีเมอร์  ที่ถูกดักจับในหลุมเพาะเลี้ยงโดยส่วนใหญ่จะมีจ านวนเม็ดโพลีเมอร์ เพียงอันเดียว แต่
อย่างไรก็ตามยังพบว่ามีหลุมเพาะเลี้ยงหลายๆหลุมที่มีการดักจับเม็ดโพลีเมอร์ ไดม้ากกว่า 1 อัน อยู่ด้วย ดังรูปที่ 
27 

 

รูปที่ 27 แสดงให้เห็นถึงความสามารถของอุปกรณ์ท่ีประกอบขึ้นว่ามีความสามารถน ามาใช้ในการใช้ดักจับอนุภาค 
polystyrene bead ได้ รวมทั้งแสดงลักษณะและประสิทธิภาพการดักจับ polystyrene bead article ในบริเวณ
ต่างๆ ของอุปกรณ์ ได้แก่ ด้านหน้า ตรงกลาง และด้านท้ายของอุปกรณ์ ซึ่งการดักจับจะเกิดขึ้นในบริเวณส่วนหน้า 
มากกว่า ตรงกลาง และ ส่วนท้ายของอุปกรณ์ ตามล าดับ (จุดสีด าแสดง polystyrene bead) 

 

2.4.1.2.   การใช้อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคในการดักจับเซลล์เนื้องอกชนิดกลมในสุนัข  

การทดลองใช้อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคดักจับเซลล์มาสต์แขวนลอย (mast cell tumor suspension) 

ก่อนเริ่มท าการทดลอง อุปกรณ์ของไหลจุลภาคจะถูกล้างท าความสะอาดและไล่ฟองอากาศที่คงค้างใน
อุปกรณ์โดยฉีดสารละลาย phosphate buffer solution (PBS) ที่ผ่านการกรองด้วย filter ขนาด 0.2 µm  ด้วย
อัตราการไหล 0.5 ml/hr โดยฟองอากาศ (หากมี) จะถูกไล่ออกจนหมดจึงเริ่มท าการทดลองและบันทึกผล 
หลังจากนั้นเซลล์มาสต์แขวนลอยจากก้อนเนื้องอกชนิด mast cell tumor ที่บริเวณผิวหนังของสุนัขจะถูกดูดเข้าสู่
อุปกรณ์ด้วยอัตราการไหลที่ 0.1 ml/hr อย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง และเมื่อเสร็จสิ้นการทดลองเซลล์
แขวนลอยที่คงค้างอยู่ในระบบจะถูกล้างออกจนหมดด้วยสารละลาย PBS โดยใช้อัตราการไหลที่ 0.01 ml/min 
จากนั้นจึงบันทึกผลการทดลอง โดยท าการนับเซลล์ที่บริเวณด้านหน้า ตรงกลาง และด้ านหลังของอุปกรณ์ เพ่ือ
ตรวจสอบประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์ 

โดยก่อนเริ่มการทดลอง อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคจะถูกจัดเตรียมและติดตั้งเข้ากับระบบควบคุม 
(control unit) ที่ประกอบด้วย กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสง กล้องบันทึกภาพวีดีโอแบบดิจิตอล ชุดเครื่อง
คอมพิวเตอร์เพื่อใช้ท าการประมวลผลภาพ โดยที่อุปกรณ์จะถูกวางลงบนกล้องจุลทรรศน์และเชื่อมปลายด้านหนึ่ง
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ของอุปกรณ์เข้ากับกระบอกฉีดยาที่บรรจุเซลล์ และในส่วนของช่องทางออก (outlet) ของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อ
เข้ากับกระบอกฉีดยาที่ต่อเข้ากับระบบปั๊มอัตโนมัติที่สามารถตั้งค่าได้  

ตัวอย่างก้อนเนื้องอกมาสต์เซลล์ที่ผิวหนังของสุนัขสดที่เก็บได้นั้น   ตัดเป็นชิ้นขนาด น้ าหนักประมาณ 1 
กรัม ( ขนาดประมาณ 2x2x2 มิลลิเมตร)    ย่อยให้เป็นเซลล์เดี่ยวด้วยกระบวนการย่อยเนื้อเยือมะเร็งด้วยเอนไซม์ 
Trypsin (trypsinization ; 0.25% Trypsin in 0.01% EDTA ใน 500 µl PBS )  ท าการบ่มในตู้อบ 37 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย 2 % Fetal calf Serum (FCS) ปริมาณ 1 ml จากนั้น
เซลล์มะเร็งจะถูกน าไปปั่นที่  3000 rpm นาน 5 นาที  เพ่ือแยกเซลล์มะเร็งให้บริสุทธิ์ ท าการล้างด้วย PBS และ
ปั่นแยกอีก  2 ครั้ง จากนั้น ย้อมเซลล์มะเร็งด้วย Eosin Methylene Blue (EMB)   เพ่ือตรวจลักษณะของเซลล์  

ท าการประเมินคุณสมบัติของเซลล์มะเร็งที่มีชีวิตอยู่  โดยการย้อมสี Vital dye  2  ชนิด ได้แก่  1) 0.4 % 
Trypan blue  (Hyclone TM , GE Healthcare Life Science, USA) 2) 500 µl ของ Tetramethyl 
rhodamine  Methylester (Thermo Fisher Scientific, TMRM) in PBS ที 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
ท าการย้อมในที่ปลอดแสง เพ่ือตรวจหา DNA  ตรวจการติดสีด้วย spectrophotometer ท าการนับจ านวนเซลล์
ก่อนเริ่มท าการทดลองด้วย hemocytometer และบรรจุสารละลายเซลล์มาสต์แขวนลอยปริมาตร 5 มิลลิลิตรลง
ในกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร และต่อเข้ากับอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคที่มีหลุมเพาะเลี้ยงเซลล์ระดับ
จุลภาค (microwells) รูปสามเหลี่ยม โดยมีความสูงของรูปสามเหลี่ยมตามแนวระนาบเท่ากับ 40 µm และมีความ
ลึกของหลุมเท่ากับ 30 µm และจึงเริ่มด าเนินการทดลอง โดยใช้ syringe pump เพ่ือดูดสารละลายเซลล์มาสต์
แขวนลอยเข้าสู่อุปกรณ์ด้วยอัตราการไหล 0.1 ml/hr ต่อเนื่องเป็นระยะเวลาทั้งสิ้น 1 ชั่วโมง ท าการสังเกตและ
บันทึกผลการทดลองที่ได้ เมื่อครบก าหนดเวลาจึงท าการชะล้างเซลล์แขวนลอยที่คงค้างอยู่ในระบบออกจนหมด
ด้วยสารละลาย PBS โดยใช้อัตราการไหลที่ 0.01 ml/min  

 

ผลการทดลอง 

จากผลการทดลองพบว่าประสิทธิภาพของอุปกรณ์ที่สร้างขึ้นนั้นมีความสามารถในการดักจับเซลล์มาสต์
จ านวน 1 เซลล์ในบริเวณด้านหน้า กลาง และท้ายของอุปกรณ์คิดเป็นร้อยละ 29.83, 27.78 และ 33.89 
ตามล าดับ ความสามารถในการดักจับเซลล์มาสต์จ านวน 2 เซลล์ในบริเวณด้านหน้า กลาง และท้ายของอุปกรณ์คิด
เป็นร้อยละ 7.20, 9.77 และ 10.11 ตามล าดับ และมีความสามารถในการดักจับเซลล์มาสต์จ านวนมากกว่าหรือ
เท่ากับ 3 เซลล์ในบริเวณด้านหน้า กลาง และท้ายของอุปกรณ์คิดเป็นร้อยละ 2.56 2.68 และ 3.55 ตามล าดับ 
โดยลักษณะของการดักจับเซลล์มาสต์ของสุนัขในหลุมเพาะเลี้ยงในบริเวณด้านหน้า กลาง และท้ายของอุปกรณ์ 
สามารถแสดงให้เห็นได้ ดังรูปที่ 28-31  ตามล าดับ  
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รูปที่ 28   แสดงลักษณะของการดักจับเซลล์มะเร็งมาสต์ของสุนัขในหลุมเพาะเลี้ยงบริเวณด้านหน้า(ก าลังขยาย  
200X ) (เซลล์มะเร็งมาสต์เซลล์  แสดงสักษณะรูปทรงกลมไม่ติดสีอยู่ในหลุม เซลล์ที่ไม่ติดสี มีลักษณะใส แสดงว่า
เป็นเซลล์ทมีีชีวิต) 



 49 

 

 

รูปที่ 29  แสดงลักษณะของการดักจับเซลล์มะร็งมาสต์ของสุนัขในหลุมเพาะเลี้ยงบริเวณตรงกลาง (ก าลังขยาย 
200X) (เซลล์มะเร็งมาสต์เซลล์  แสดงสักษณะรูปทรงกลมไม่ติดสีอยู่ในหลุม เซลล์ที่ไม่ติดสี มีลักษณะใส แสดงว่า
เป็นเซลล์ทมีีชีวิต) 
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รูปที่ 30  แสดงลักษณะของการดักจับเซลล์มาสต์ของสุนัขในหลุมเพาะเลี้ยงบริเวณด้านท้าย(ก าลังขยาย 200X)  

(เซลล์มะเร็งมาสต์เซลล์   แสดงสักษณะรูปทรงกลมไม่ติดสีอยู่ในหลุม เซลล์ที่ไม่ติดสี มีลักษณะใส แสดงว่าเป็น
เซลล์ทมีีชีวิต) 
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รูปที่ 31 แสดงถึงการกระจายตัวของเซลล์มะเร็งในหลุมเพาะเลี้ยงบริเวณด้านท้ายของอุปกรณ์ใกล้กับช่องทางออก 
(outlet) ที่สามารถดักจับเซลล์ไว้ได้ โดยหลุมเพาะเลี้ยงส่วนใหญ่จะมีเซลล์เพียงเซลล์เดียว 
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 ไม่มีเซลล์ 1 เซลล ์ 2 เซลล ์ ≥ 3 เซลล์ รวม 
ด้านหน้า 638 315 76 27 1,056 
ร้อยละ 60.41667 29.82955 7.19697 2.556818 100 

ตรงกลาง 624 290 102 28 1,044 
ร้อยละ 59.77011 27.77778 9.770115 2.681992 100 

ด้านหลัง 503 325 97 34 959 
ร้อยละ 52.45047 33.88947 10.1147 3.54536 100 

 

ตารางท่ี  1 แสดงร้อยละของเซลล์มะเร็งมาสต์เซลล์ของสุนัขในที่พบในแต่ละช่วงของอุปกรณ์ พบเซลล์ถูกจับเป็น
ลักษณะเซลล์เดี่ยวมากที่สุดที่ด้านหลังและด้านหน้าของอุปกรณ์   ค่าเฉลี่ยเซลล์เดี่ยวที่ดักจับเซลล์มะเร็งชนิดกลม
ได้ร้อยละ 30  

 

สรุปและวิจารณ์ผล 

 ในการศึกษาครั้งนี้ ได้ออกแบบประกอบอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาค (microfluidics-based device) 
ที่สามารถน ามาใช้ดักจับอนุภาคท่ีแขวนลอยในของไหลตัวกลางได้แก่ เม็ดโพลีเมอร์ ขนาด 10 µm และเซลล์มะเร็ง
ชนิดกลมของสุนัข ชนิดมาสต์เซลล์ ที่มีขนาดในช่วง 10-20 µm ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 ในการออกแบบอุปกรณ์นั้นจะใช้หลักการขั้นพ้ืนฐานทางพลศาสตร์ของไหล (hydrodynamic) โดย Park 
และคณะ (2010) มาเป็นปัจจัยหลักในการพิจารณา โดยหลักการท างานของอุปกรณ์จะเป็นการท างานโดยที่ไม่ต้อง
ใช้สนามของแรงจากภายนอก (external force field) เป็นตัวบังคับอนุภาคให้เคลื่อนที่ลงหลุมเพาะเลี้ยง การ
เคลื่อนที่ของอนุภาครวมทั้งเซลล์ที่แขวนลอยอยู่ในของไหลตัวกลางจะมีการเคลื่อนที่ไปตามแนวแกนการไหลของ
ของไหลตัวกลางด้วยแรงเฉื่อย (inertial force) การเปลี่ยนแปลงโมเมนตัมของของไหลตัวกลาง (fluid 
momentum) ในขณะที่อนุภาคเคลื่อนที่ อนุภาคแต่ละตัวจะถูกดึงให้ตกลงสู่พ้ืนล่างของอุปกรณ์ด้วยแรงโน้มถ่วง
ของโลก (gravitational force) ที่กระท าต่ออนุภาค เมื่ออนุภาคถูกดึงมาอยู่ในระดับชั้นการไหลที่อยู่ในระนาบ
เดียวกับหลุมเพาะเลี้ยง อนุภาคจะถูกดึงลงสู่หลุมเพาะเลี้ยงเนื่องจากภายในหลุมเพาะเลี้ยงจะมีการเกิดการไหล
แบบหมุนวน (recirculation force) ของของไหลตัวกลางเกิดข้ึนภายในหลุมเพาะเลี้ยง นอกจากนี้รูปทรงทาง
เรขาคณิตของหลุมเพาะเลี้ยงแบบสามเหลี่ยมจะท าให้เกิดการไหลเวียนแบบหมุนวนที่มีความแรงท่ีสุด และเพ่ิม
ความน่าจะเป็นในการที่จะดักจับอนุภาครวมทั้งเซลล์เป้าหมายให้อยู่ในหลุมเพาะเลี้ยงเพียงอนุภาคเดียว เมื่อเทียบ
กับหลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงทางเรขาคณิตอ่ืนๆ เช่น วงกลมและสี่เหลี่ยมจัตุรัส  
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 ก่อนที่จะท าการออกแบบอุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ได้มีการท าการจ าลองให้เห็นถึงความน่าจะเป็น
ในการเกิดการไหลแบบหมุนวนของของไหลตัวกลางโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ซึ่งผลการทดลองชี้ให้เห็นว่า
ภายในหลุมเพาะเลี้ยงจะมีการเกิดการไหลแบบหมุนวนของของไหลตัวกลางเกิดขึ้น โดยในการจ าลองจะก าหนดให้
หลุมเพาะเลี้ยงมีรูปทรงแบบสามเหลี่ยม ที่มีความสูงตามแนวระนาบเท่ากับ 40 µm  และความลึก 30 µm ซึ่งจาก
การค านวณด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์พบว่าความแรงของการไหลแบบหมุนวน จะมีขนาดที่เพียงพอที่จะดึงเอา
อนุภาคลงสู่หลุมเพาะเลี้ยง  

จากหลักการดังกล่าวทั้งหมดจึงน ามาสู่การออกแบบ และประกอบอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ โดย
อุปกรณ์ได้ถูกประกอบด้วยวิธี soft-lithography โดยใช้ PDMS ท าหน้าที่เป็นโครงของอุปกรณ์ ซึ่งอุปกรณ์ที่
ประกอบขึ้นมาจะประกอบไปด้วยสองส่วนหลักได้แก่ ช่องการไหลหลัก (main flow channel) ส าหรับให้ของไหล
ตัวกลางและอนุภาคไหลผ่านเข้าออก โดยภาคตัดขวางของช่องจะมีลักษณะเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า โดยมีความสูง
ของช่องอยู่ที่ 70 µm และมีความกว้างเท่ากับ 500 µm โดยที่ปลายของอุปกรณด์้านหนึ่งจะต่อกับช่องทางเข้า 
inlet) จ านวน 1 ช่องและช่องทางออก (outlet) จะอยู่ที่ปลายอีกด้านหนึ่งของอุปกรณ์  

ภายหลังที่ติดตั้งอุปกรณ์เข้ากับระบบควบคุมแล้ว โดยในชั้นแรกได้ท าการทดลองดักจับเม็ดโพลีเมอร์ 
ขนาด 10 µm โดยใช้อัตราการไหลที่ 0.1 ml/hr อย่างต่อเนื่องเพ่ือทดสอบว่าอุปกรณ์ที่ประกอบขึ้นมี
ความสามารถในการดักจับอนุภาคเป้าหมายได้ ผลจากการทดลองพบว่าอุปกรณ์ท่ีสร้างขึ้นสามารถน ามาใช้ดักจับ
เม็ดโพลีเมอร์ ได้โดยมปีระสิทธิภาพของการดักจับอนุภาคที่บริเวณด้านหน้าคิดเป็น 63.25 เปอร์เซ็นต์ ตรงกลางคิด
เป็น 44.44 เปอร์เซ็นต์และด้านหลังคิดเป็น 19.67 เปอร์เซ็นต ์จากจ านวนหลุมเพาะเลี้ยง 117 หลุมต่อหนึ่งพ้ืนที่ 
หรือคิดเป็น 20% ของหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมด อย่างไรก็ตามวิธีการนับดังกล่าวเป็นวิธีนับที่ถูกน าเสนอโดย Park 
และคณะ (2010)  ซึ่งไม่สามารถสะท้อนประสิทธิภาพของอุปกรณ์ได้อย่างแท้จริง ต่อมาได้ทดลองการใช้อุปกรณ์
ในการดักจับเซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์ของสุนัข จึงได้ท าการทดลองออกเป็นสองช่วง โดย
ช่วงแรกท าการทดลองแบบเดียวกับการทดลองโดยการใช้เม็ดโพลีเมอร์ ซึ่งพบว่าประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์
คิดเป็น 22% ของหลุมเพาะเลี้ยงทั้งหมด ซึ่งใกล้เคียงกับในการทดลองด้วย ส่วนในช่วงที่สองท าการทดลองโดยท า
การปล่อยสารแขวนลอยของเซลล์ เป็นช่วงๆ โดยใช้อัตราการไหลที่ 0.03 ml/min (1.8 ml/hr) และท าการนับ
ประสิทธิภาพโดยการใช้ระบบชุดตารางสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาด 1 ตารางมิลลิเมตรเข้าช่วยในการนับ ผลการศึกษา
แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการดักจับโดยรวมเพ่ิมข้ึนเป็น  53.2% หรือมีจ านวนหลุมเพาะเลี้ยงที่มีเซลล์อยู่ใน
หลุม 4,994 หลุมจากจ านวนหลุมทั้งหมด 9,310 หลุม โดยมีอัตราส่วนระหว่างหลุมเพาะเลี้ยงที่มีเซลล์เดี่ยวต่อ
หลายเซลล์อยู่ที่ 2.7:1 (3,614/ 1,335) และบริเวณท่ีดักจับได้มากท่ีสุดคือบริเวณตรงกลางของอุปกรณ์ รองลงมา
คือส่วนด้านหน้าและด้านท้ายตามล าดับ  

 จากผลการทดลองทั้งหมดจึงชี้ให้เห็นว่า อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคท่ีสร้างข้ึนมาในการศึกษาครั้งนี้
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ส าหรับดักเซลล์มะเร็งชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์ได้ ค่อนข้างดี (ก าหนดไว้ที่ 45 
%) อย่างไรก็ตามในอนาคตยังมีความจ าเป็นที่จะต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของพารามิเตอร์ทางกายภาพ 
(physical parameter) ต่างๆ ที่จะมีผลต่อประสิทธิภาพในการดักจับของอุปกรณ์ เช่น อัตราการไหล ลักษณะการ
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จัดวางชุดของหลุมเพาะเลี้ยง และชนิดของของไหลตัวกลาง เป็นต้น ให้มากข้ึนเพ่ือใช้ในการปรับปรุงแก้ไขอุปกรณ์
ไปในอนาคต ท าให้ได้อุปกรณ์ท่ีมีความสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์ที่สูงขึ้นต่อไป รวมทั้งควรท า
การทดสอบอุปกรณ์กับเซลล์ชนิดอื่นๆด้วย เพ่ือดูผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอุปกรณ์กับผลในการศึกษา
ครั้งนี ้ก่อนที่จะน าอุปกรณ์นี้มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยระดับเซลล์เดี่ยวต่อไป 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ผลที่คาดว่าจะได้รับจากการศึกษาในครั้งนี้คือ ความสามารถในการใช้องค์ความรู้ของการไหลของของไหล
มาออกแบบอุปกรณ์ท่ีใช้ในการควบคุมการไหลของของไหลจุลภาค เพ่ือให้เกิดการจัดเรียงตัวของเซลล์ในของไหล
นั้นให้เป็นสายของกระแสการไหลของเซลล์ ที่แยกออกจากกันตามขนาดของเซลล์ เพ่ือท าการจัดเรียงเซลล์และคัด
แยกเซลล์แต่ละชนิดออกมาให้ได้ตามแต่ละขนาดที่ต้องการอย่างถูกต้องและเซลล์ที่ได้ยังมีชีวิตอยู่ และมี
ความสามารถที่จะเจริญเติบโตต่อไปได้เมื่อน าไปเพาะเลี้ยง รวมทั้งสามารถน าเซลล์เหล่านั้นมาศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีววิทยาต่างๆของเซลล์ ในระดับเซลล์เดี่ยวได้ต่อไป 

 

แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย 

ผลการศึกษาที่ได้จะถูกถ่ายทอด หรือถูกอ้างอิงไปสู่คณะวิจัยอื่นๆที่ต้องการคัดแยกเซลล์ต่างๆให้อยู่ในรูป
ของเซลล์เดี่ยวอย่างสมบูรณ์และเซลล์ยังมีชีวิตอยู่ รวมทั้งสามารถที่จะน าเซลล์เหล่านี้มาวิเคราะห์คุณสมบัติทาง
ชีวภาพในลักษณะเซลล์เดี่ยวได้ รวมทั้งองค์ความรู้และเทคนิคในการออกแบบจะสามารถถูกถ่ายทอดและ
ประยุกต์ใช้ในงานทางวิศวกรรมของไหลระดับจุลภาคต่อไป 
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เอกสารอ้างอิง 

 

อัจฉริยา ไศละสูต   2556    บทที่ 6  เซลล์วิทยาวินิจฉัย และ เซลล์วิทยาของเนื้องอก  และ บท
ที่ 7 การประยุกต์ใช้เซลล์วิทยาวินิจฉัยทางคลินิก  ใน  สมพร เตชะงามสุวรรณ นพดล พิฬารัตน์  
บรรณาธิการ พยาธิวิทยาคลินิกทางสัตวแพทย์ พิมพ์ครั้งที่ 3  หน่วยพยาธิวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา  
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ  ห้างหุ้นส่วนจ ากัด ปอยท์ กราฟิค  หน้า 145-156  และหน้า 171-191. 

Ailles L.E. and Weissman I.L. 2007. Cancer stem cells in solid tumors. Curr Opin 
Biotech. 18: 460-466. 

Batchelor, E., Kann, M. G., Przytycka, T. M., Raphael, B. J. and Wojtowicz, D. 2013. 
Modeling cell heterogeneity: from single-cell variations to mixed cells. Biocomputing. 
445-450. 

Bhagat, A.A.S., Sathyakumar S. Kuntaegowdanahalli, S.S. and Papautsky, I. 2008. 
Continuous particle separation in spiral microchannels using dean flows and differential 
migration. Lab Chip. 8: 1906-1914. 

Chao, TC. and Ros, A. 2008. Microfluidic single-cell analysis of intracellular 
compounds. J R Soc Interface. 5: S139-150. 

Clevers H. 2011. The cancer stem cell: premises, promises and challenges. Nat 
Med. 17(3): 313-319. 

Di Carlo, D., Irimia, D., Tompkins R. G. and Tone, M. 2007. Continuous inertial 
focusing, ordering, and separation of particles in microchannels. PNAS. 104(48): 18892-
18897. 

Dick J.E. 2008. Stem cell concepts renew cancer research. Blood. 112(13): 4793-
4807. 

Fritzsch, F. S. O., Dusny, C., Frick, O. and Schmid, A. 2012. Single-cell analysis in 
biotechnology, systems biology, and biocatalysis. Annu Rev Chem Biomol Eng. 3: 129-
155. 

Heppner G.H. 1984. Tumor Heterogeneity. Cancer Res. 44: 2259-2265. 
Kasukurti A., Potcoava M., Desai S.A., Eggleton C. and Marr D.W.M. 2011. Single-

cell isolation using a DVD optical pickup. Opt Exp. 19(11). 



 56 

Kim J. and Orkin S.H. 2011. Embryonic stem cell-specific signatures in cancer: 
insights into genomic regulatory networks and implications for medicine. Genome Med. 
3:75. 

Kuntaegowdanahalli, S. S., Bhagat, A. A. S, Kumarb, G. and Papautsky, I. 2009. 
Inertial microfluidics for continuous particle separation in spiral microchannels. Lab Chip. 
9: 2973-2980. 

Lecault, V., White, A. K., Singhal, A. and Hansen, C. L. 2012. Microfluidic single cell 
analysis: from promise to practice. Curr Opin Chem Biol, 16: 381-390. 

Lee, W., Aminia, H. Stonec, H. A. and Di Carlo, D. 2010. Dynamic self-assembly 
and control of microfluidic particle crystals. 2010. PNAS. 107(52): 22413-22418.  

Lobo N.A., Shimono Y., Qian D. and Clarke M.F. 2007. The Biology of Cancer Stem 
Cells. Annu Rev Cell Dev Biol. 23:675-99.  

Marusyk A., Almendro V. and Polyak K. 2012. Intra-tumour heterogeneity: a 
looking glass for cancer. Nat Rev Can. 12: 323-334.  

Marysyk A. and Polyak K. 2010. Tumor heterogeneity: causes and consequences. 
Biochi Biophy Acta. 1805: 105-117. 

Michor F. and Polyak K. 2010. The origins and implications of intratumor 
heterogeneity. Cancer Prev Res. 3: 1361-1364. 
 Mogilner A, Wollman RA and Marshall WF. 2006. Quantitative modeling review in 
cell biology: what is it good for?. Dev Cell. 11: 279-287. 

 Nilsson J., Evander M., Hammarström B., and Laurell T. 2009. Review of cell and 
particle trapping in microfluidic systems. Analyt Chimi Acta. 649: 141–157. 

O’Brien  A.C., Kreso A. and Dick J.E., PhD. 2009. Cancer Stem Cells in Solid 
Tumors: An Overview. Semin Radiat Oncol. 19: 71-77. 

Park JY., Morgan M, Sachs AN, Samorezov J, Teller R, Shen Y, Kenneth J, Pienta KJ 
and Takayama S. 2010. Single cell trapping in larger microwells capable of supporting 
cell spreading and proliferation. Microfluid Nanofluid. 8: 263-268. 

Rota L.M., Lazzarino D.A., Ziegler A.N., LeRoith D. and Wood L.T. 2012. 
Determining Mammosphere-Forming Potential: Application of the limiting dilution 
analysis. J Mammary Gland Biol Neoplasia. 17: 119-123. 



 57 

Russom, A., Gupta, A. K., Gupta, A.K., Nagrath, S. Di Carlo, D. Edd, J.F. and Toner, 
Mehmet. 2009. Different inertial focusing of particles in curved low-aspect-ration 
microchannels. New J Phys. 11: 1-9. 

Sackmann E. K., Fulton A. L. and Beebe D. J. 2014. The present and future role of 
microfluidics in biomedical research. Nature. 507: 181-189.  

Sailasuta, A., Ketpun, D., Piyaviriyakul, P.,  Theerawatanasirikul, S., Theewasutrakul, 
P. and Rungsipipat, A. 2014   "The Relevance of CD117-Immunocytochemistry Staining 
Patterns to Mutational Exon-11 in c-kit Detected by PCR from Fine-Needle Aspirated 
Canine Mast Cell Tumor Cells," Veterinary Medicine International, vol. 2014, Article ID 
787498, 8 pages,  doi:10.1155/2014/787498.  

Tang D.G. 2012. Understanding  cancer stem cell heterogeneity and plasticity. 
Cell Res. 22: 457-472. 

Tirino V., Desiderio V., Paino F., De Rosa A., Papaccio F., La Noce M., Laino L., De 
Francesco F. and Papaccio G. 2013. Cancer stem cells in solid tumors: an overview and 
new approaches for their isolation and characterization. FASEB. 27: 1-3. 

Valent P., Bonnet D., De Maria R., Lapidot T., Copland M., Melo J.V., Chomienne 
C., Ishikawa F., Schuringa J.J, Stassi G., Huntly B., Herrmann H., Soulier J., Roesch A., 
Schuurhuis G.J., Wöhrer S., Arock M., Zuber J., Cerny-Reiterer S., Johnsen H.E., Andreeff 
M. and Eaves C. 2012. Cancer stem cell definitions and terminology: the devil is in the 
details. Nat Rev Can. 12: 767-775. 

Wu, M. and Singh, A. K. 2011. Single-cell protein analysis. Curr Opin Biotechnol. 
23: 1-6. 

Yin, H. and Marshall, D. 2012. Microfluidics for single cell analysis. Curr Opin 
Biotechnol. 23: 110-119. 

 
 

 

 

 

 

 



 58 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 59 

ผลงานวิชาการเผยแพร่ในที่ประชุมวิชาการระดับประเทศและนานาชาติ  

 

1. Title: การคัดแยกอนุภาคในท่อของไหลขนาดจุลภาครูปร่างขดเกลียว (Separation of Particles in 
Spiral Microchannels) 
Authors: อรรถวุฒิ ถนอมศรีเดชชัย, เดชธชัย เกตุพันธุ์, อลงกรณ์ พิมพ์พิณ, วีระยุทธ ศรีธุระวานิช, 
ประพฤติดี ปิยะวิริยะกุล, อัจฉริยา ไศละสูต, วุฒินันท์ เจียมศักดิศิริ, วิศรุต ศรีพุ่มไข่, จีรวัฒน์ จันต๊ะวงศ์, 
จักรพงศ์ ศุภเดช และวิน บรรจงปรุ 
Conference: การประชุมวิชาการเครือข่ายวิศวกรรมเครื่องกลแห่งประเทศไทย ครั้งที่ 28 (MENETT 
28) 
City/ Country: Khon-Kaen, Thailand 
DOC: October 15-18, 2014 
 

2. Title: Sorting of Multiple-Size Cells Using Spiral Microchannels 
Authors: A. Thanormsridetchai, D. Ketpun, A. Pimpin, W. Srituravanich, P. Piyaviriyakul, A. 
Sailasuta, W. Jeamsaksiri, W. Sripumkhai, J. Jantawong and J. Supadech 
Conference: 27th International Microprocesses and Nanotechnology Conference 
City/ Country: Fukuoka, Japan 
DOC: November 4-7, 2014 
 

3. Title: A microfluidic model for single microparticle and future single-cell trappings 
Authors: D. Ketpun, S. Bhanpattanakul, A. Sailasuta, T. Tongmanee, T. Suwannaphan, A. 
Pimpin, W. Srituravanich, W. Jeamsaksiri, W. Sripumkhai, P. Piyaviriyakul 
Conference: The 40th International Conference on Veterinary Sciences (The 40th ICVS) 
City/ Country: Nonthaburi, Thailand 
DOC: November 11-13, 2015 
 

4. Title: Development of A Triangular Microwell for Single Cell Trapping-Computational 
Study 
Authors: Tewan Tongmanee, Alongkorn Pimpin, Werayut Srituravanich, Dettachai 
Ketpun, Achariya Sailasuta, Prapruddee Piyaviriyakul, Wutthinan Jeamsaksiri, and 
Witsaroot Sripumkhai 
Conference: The 2015 Biomedical Engineering International Conference (BMEiCON-2015) 



 60 

City/ Country: Pattaya, Thailand 
DOC: November 25-27, 2015 
 

5. Title: Investigation of Shear Stress and Cell Survival  in A Microfluidic Chip for A Single 
Cell Study 
Authors: Thammawit Suwannaphan, Alongkorn Pimpin, Werayut Srituravanich, Dettachai 
Ketpun, Achariya Sailasuta, Prapruddee Piyaviriyakul, Wutthinan Jeamsaksiri, and 
Witsaroot Sripumkhai 
Conference: The 2015 Biomedical Engineering International Conference (BMEiCON-2015) 
City/ Country: Pattaya, Thailand  
DOC: November 25-27, 2015 

 


