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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพแบบไหลวนผ่าน เพื่อการเพาะเล้ียงเซลล์ตน้กาํเนิดไข

กระดูก (bone marrow derived mesenchymal stem cells, MSC) บนโครงเล้ียงเซลล์กระดูกเทียมสามมิติใน

ระดบัหอ้งปฏิบติัการ โดยมีการออกแบบ จดัสร้าง ทดสอบเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีประกอบดว้ยช่องใส่โครง

เล้ียงเซลล์แบบเด่ียว ป๊ัมของเหลวสําหรับไหลวนอาหารเขา้สู่โครงเล้ียงเซลล์ แลว้ทาํการทดสอบการเพาะ 

(seeding) การขยายจาํนวน (proliferation) และการเปล่ียนแปลง (differentiation) เป็นเซลลก์ระดูกของ MSC 

บนโครงเล้ียงเซลล์สามมิติโดยมีรูปแบบของการทาํงานแบบไหลวนผา่น (perfusion) ซ่ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ

ลดขอ้จาํกดัในการส่งผา่นมวลภายในโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติ โครงเล้ียงเซลลท่ี์ใชท้ดสอบผลิตจากไฟโบรอิน

ไหมไทยดดัแปลงด้วยเจลาตินและไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) หรือเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต ์

30/70 โดยนํ้ าหนัก (Gel/HA) โดยมีการเปรียบเทียบกับการเพาะเล้ียงแบบสถิตท่ีใช้กันทั่วไป ผลการ

เปรียบเทียบวิธีการเพาะ (seed) เซลล์ บนโครงเล้ียงเซลล์CGSF4 กับ ทําวิธี Agitation seeding และวิธี 

Centrifugal seeding พบวา่ทุกวธีิใหผ้ลการกระจายตวัของเซลลท่ี์ดี และมีเซลลติ์ดในโครงเล้ียงเซลลม์ากกวา่

ร้อยละ 25 แมว้่าการเพาะเซลล์ดว้ยวิธี Agitation seeding จะมีร้อยละของการเกาะของเซลล์สูงท่ีสุด แต่ผล

การทดสอบแสดงให้เห็นว่าการใช้เคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีสร้างข้ึนสามารถใช้เพาะเซลล์ได้ดีในกรณีท่ีมี

จาํนวนเซลลแ์ขวนลอยอยูเ่จือจางถึง 5.0 x104 เซลล์ต่อลูกบาศกมิ์ลลิเมตร ใหมี้ความหนาแน่น 1.3 x104 เซลล์

ต่อลูกบาศก์มิลลิเมตรบนโครงเล้ียงเซลล ์ โดยใชเ้วลาเพาะ 6 ชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียง MSC ในถาดเล้ียงเซลล์ท่ี

สภาวะสถิต เป็นเวลา 5 วนั  เวลาท่ีใช้ในการเพิ่มจาํนวนเซลล์เป็นสองเท่า (Population Doubling Time, 

PDT) เป็น 214.6 ชัว่โมง เร็วกวา่การเพาะเล้ียงบนโครงเล้ียงเซลล ์Gel/HA ท่ีมีค่า PDT เป็น 250.8 ชัว่โมง ใน

เคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพทาํให้เซลลเ์จริญเติบโตไดดี้กวา่โดยค่า PDT ลดลงเป็น 192.9 ชัว่โมง  MSC ท่ีเล้ียงบน

โครงเล้ียงเซลล์ Gel/HA ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ มีกิจกรรมของเอ็นไซม์ alkaline phosphatase และมีการ

สร้างแคลเซียมสูงกว่าการเล้ียงแบบสถิต 1.7 และ 2.3 เท่าตามลาํดับในอาหารเล้ียงเซลล์ปกติ แสดงถึง

ความสามารถในการกระตุน้ใหเ้ซลลเ์ปล่ียนแปลงเป็นเซลลก์ระดูกโดยไม่ตอ้งใช ้differentiating medium ผล

การวิเคราะห์พื้นผิวของโครงเล้ียงเซลล์ด้วย Energy-dispersive X-ray spectroscopy พบว่าอตัราส่วน

แคลเซียมต่อฟอสฟอรัสท่ี MSC สร้างข้ึนหลงัการเล้ียงในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลท่ี์มี

การกระตุน้การเปล่ียนแปลง (osteogenic medium) เป็นเวลา 28 วนั มีค่า 1.61 ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่าของกระดูก

ในธรรมชาติ  ผลการทดลองเหล่าน้ีแสดงให้เห็นศกัยภาพและความสําคญัของการใช้ในเคร่ืองปฏิกรณ์

ชีวภาพในการเพาะ ขยายจาํนวน และการกระตุน้เซลล์ตน้กาํเนิดให้มีการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ท่ีตอ้งการ 

เพื่อการใชป้ระโยชน์ดา้นการศึกษาวจิยัดา้นเซลล ์และทางการรักษาท่ีมีการใชเ้ซลลต์น้กาํเนิด 
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Abstract 

 
The current research focused on developing a perfusion bioreactor system for 

dynamic culture of bone marrow derived mesenchymal stem cells (MSC) on 3D scaffolds in 
vitro. The design of the system was composed of single scaffold chamber and the Perfusion 
liquid pumps for continuous circulation of medium in a control environment. This design was 
aimed to reduce mass transfer limits with in 3D scaffolds. The system was tested on cell 
seeding efficacy, cell proliferation, and osteogenic differentiation. Two types of scaffolds, 
Thai silk fibroin conjugated with gelatin and hydroxyapatite (GCSF4) and 
gelatin/hydroxyapatite (30/70 wt./wt.) (Gel/HA) were tested in different experiments.  
Performance cell proliferation and differentiation in bioreactors was evaluated in comparison 
to conventional static culture. Cell seeding using bioreactor or agitation or centrifugal seeding 
method showed similar good cell distribution profiles. Cells spread out homogeneously 
throughout the scaffolds. Numbers of cell attached on CGSF4 scaffolds were well above 25% 
of the original amount of cell used. Although agitation seeding had the highest number of cell 
attached, seeding using bioreactor showed possibility of using dilute cell suspension. Density 
of 1.3 x104 cells/mm3 could be achieved using cell solution of 5 x104cells/ml in 6 hrs. 
Population doubling time (PDT) for the in vitro static cell culture of MSC on Gel/HA 
scaffolds was 250.8 hrs, while in a bioreactor, the PDT reduced to 192.3 hrs. In term of 
osteogenic differentiation, alkaline phosphatase (ALP) activity and calcium content of MSC 
in normal medium for cells on Gel/HA scaffolds in the bioreactor were enhances by 1.7 and 
2.3 times, respectively over those cultured at static condition. The showed the ability of using 
bioreactor to induce cell differentiation without using of chemicals. Energy-dispersive X-ray 
spectroscopy of the cell surface shown Ca:P ratio was at 1.61, similar to those of the normal 
bone mineralized ratios. Results of these experiments reveal potential and the needs for the 
use of bioreactors in seeding, proliferation, and differentiation of stem cells which would 
benefit cell culture system for research and therapeutic purposes.  
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