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หน้าสรปุโครงการ (Executive Summary) 
 

1.ความสาํคญัและที�มาของการวิจยั 
ในปจัจบุนัสถานการณ์ความรนุแรงของโรคหวัใจและหลอดเลอืด เป็นปญัหาดา้นสาธารณสุขที%สาํคญั 

โดยพบว่าโรคหวัใจและหลอดเลอืดเป็นปญัหาการตายอนัดบัตน้ๆ ของโลก รวมถงึในประเทศไทยดว้ย และมี

แนวโน้มสงูขึ0นในอนาคตเนื%องจากวถิกีารดาํเนินชวีติที%เรง่รดัมากขึ0นและลกัษณะการบรโิภคอาหารที% เปลี%ยน 

แปลงไป วธิกีารรกัษาปจัจบุนัมทีั 0งการไดร้บัยาเพื%อป้องกนัการเกนิกอ้นเลอืดหรอืการขยายหลอดเลอืด รวมถงึ

การรกัษาโดยการผ่าตดั อยา่งไรกต็ามเนื0อเยื%อหวัใจที%ไดร้บัการเสยีหายยงัคงไม่ไดร้บัการฟื0นฟู ใน

ขณะเดยีวกนัเทคโนโลยทีางดา้น เซลลต์น้กําเนิด (stem cell) ซึ%งเป็นหนึ%งแนวความคดิของศาสตรท์างดา้น

regenerative medicine (1) ไดร้บัความสนใจอยา่งแพรห่ลาย เนื%องจากเซลลต์น้กําเนิดมคีุณสมบตัทิี%พเิศษ

กว่าเซลลช์นิดอื%นๆ ไดแ้ก่ ความสามารถในการแบ่งตวัเองออกมาไดอ้ยา่งต่อเนื%อง (self renewal)  และมี

ความสามารถในการเจรญิเตบิโตกลายเป็นเซลลจ์าํเพาะชนิดต่างๆ ได ้ (pluripotency) จากคุณสมบตัพิเิศษ

เหล่านี0 ทาํใหต้ระหนกัถงึคุณประโยชน์ของเซลลต์น้กําเนิดเพื%อนําไปใชใ้นการรกัษาโรคต่างๆ เช่น โรคมะเรง็

เมด็เลอืดขาว (Leukemia), โรคธาลสัซเีมยี (Thalassemia), โรคเบาหวาน ที%มคีวามบกพรอ่งในการสรา้ง

ฮอรโ์มน insulin รวมถงึโรคที%เกี%ยวกบัหวัใจและหลอดเลอืด อยา่งเช่น โรคกลา้มเนื0อหวัใจขาดเลอืด (Ischemic 

heart disease), โรคกลา้มเนื0อหวัใจตาย (Myocardial infarction) และโรคกลา้มเนื0อหวัใจเสยีจากหลอดเลอืด

ตบีตนั (coronary heart disease) เป็นตน้ 

ชนิดของเซลลต์น้กําเนิดที%ใชน้ิยมนํามาศกึษาสามารถแบ่งตามที%มาของเซลล์ ไดเ้ป็น  2 ชนิดหลกัคอื 

embryonic stem cells (ES) และ adult stem cells  เนื%องจากการศกึษาใน ES มขีอ้จาํกดัจากปญัหาทางดา้น

จรยิธรรม ทาํใหก้ารศกึษาใน adult stem cell ไดร้บัความนิยมมากขึ0น อยา่งไรกด็เีชื%อกนัว่า adult stem cell 

มขีอ้จาํกดักล่าวคอืความสามารถในการเจรญิเตบิโตไปเป็นเซลลท์ี%มลีกัษณะจาํเพาะนั 0นน้อยกว่า  

(multipotency)  เซลลต์น้กําเนิดที%ไดจ้าก embryo แต่เนื%องจากการไดม้าซึ%ง adult stem cell นั 0นสามารถทาํ

ไดห้ลายวธิแีละมหีลายชนิดดว้ยกนั ทาํใหม้กีารศกึษาวจิยัใน adult stem cell มากขึ0น ปกตแิลว้ adult stem 

cell จะอยูต่ามบรเิวณอวยัวะต่าง ๆ เพื%อคงสภาพและซ่อมแซมเมื%อมกีารบาดเจบ็เกดิขึ0นต่ออวยัวะนั 0น  

นอกจากนี0 adult stem cell ชนิดที%ใหก้ําเนิดเซลล์เมด็เลอืด (hematopoietic stem cell) นั 0นสามารถแยกได้

จากเลอืดหรอืไขกระดกู และในไขกระดกูเองยงัม ีadult stem cell อกีชนิดหนึ%งคอื mesenchymal stem cell 

(MSC, bone marrow stem cell) ซึ%งไดร้บัความสนใจในวงกวา้งในความสามารถที%จะเจรญิเตบิโตเพิ%มจาํนวน

และพฒันาไปเป็นเซลลเ์ป้าหมายไมว่่าจะเป็นเซลลก์ระดกู (2, 3) เซลลก์ระดกูอ่อน (3,4) เซลลไ์ขมนั (3,5) 

และอื%น ๆ (3) 

 แนวโน้มการรกัษาโดยใชเ้ซลล ์ (cell therapy) กลายเป็นที%สนใจและศกึษากนัอยา่งแพรห่ลาย ชนิด

ของเซลลท์ี%พบว่าสามารถนํามาฟื0นฟูศกัยภาพของกลา้มเนื0อหวัใจไดแ้ก่ Cardiac stem cells (6) ซึ%งเป็นเซลล์

ตน้กําเนิดที%อยูใ่นหวัใจโดยจะทาํหน้าที%ในการซ่อมแซมกลา้มเนื0อหวัใจเมื%อมคีวามผดิปกตเิกดิขึ0น หรอืเซลล์

กลา้มเนื0อหวัใจ (cardiomyocyte) (7) ซึ%งปกตเิชื%อว่าเป็นเซลลท์ี%จะไมเ่จรญิเตบิโตอกีแลว้แต่ปจัจบุนัแนวคดินี0

กําลงัจะเปลี%ยนไป โด ยไดใ้หค้วามสนใจต่อแนวทางในการฟื0นฟูเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจใหส้ามารถเพิ%มจาํนวนได้
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เมื%อไดร้บัสารกระตุน้บางอยา่งเพื%อมาทาํหน้าที%แทนเซลลท์ี%สญูเสยีหน้าที%ไป ส่วนเซลลช์นิดสุดทา้ยที%กําลงั

ไดร้บัความสนใจอยา่งมากคอื เซลลต์น้กําเนิด ทั 0งจาก embryonic stem cell (8, 9) และ  adult stem cell (6, 

10) โดยเฉพาะอยา่งยิ%ง adult stem cells ที%ไดร้บัความสนใจกนัอยา่งแพรห่ลายคอื   mesenchymal stem 

cells (MSCs) จากไขกระดกู โดยมผีูว้จิยัหลายคณะใหค้วามสนใจศกึษาเกี%ยวกบัการเพาะเลี0ยง 

mesenchymal stem cell เพื%อพฒันาไปเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ ไมว่่าเป็นการศกึษาจาก in vivo (11, 12) 

และใน in vitro เช่นในงานของ Xu W. และคณะ (10)  ไดท้าํการเพาะเลี0ยง MSCs จากไขกระดกูของหนู และ

ใส่สาร 5-azacytidine หลงัจากนั 0นทาํการศกึษาคุณลกัษณะของเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจพบว่า MSCs สามารถ

แสดงคุณลกัษณะของเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจทั 0งทางดา้นรปูรา่งและการแสดงออกของ gene อยา่งไรกด็ี

การศกึษาการพฒันาของ MSCs ไปเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจยงัคงมคี่อนขา้งน้อยรวมทั 0งส่วนใหญ่เป็นการ

ทาํการศกึษาในสตัวท์ดลองที%อาจจะมคีวามแตกต่างจากมนุษย์ ในการศกึษาครั 0งนี0จงึทาํการศกึษาความ       

สามารถของ MSCs จากไขกระดกูมนุษยใ์นการเจรญิพฒันาไปเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ  
 

2.วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
1.ศกึษาความสามารถของเซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคมจ์ากไขกระดกูในการเจรญิพฒันาไปเป็นเซลล์    

กลา้มเนื0อหวัใจ  
 

3.วิธีดาํเนินการวิจยั แผนการดาํเนินการและกิจกรรมวิจยั 
ทาํการเพาะเลี0ยงเซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคม์จากไขกระดูกจนไดป้ระมาณ passage ที% 3-5 

ทดสอบคุณลกัษณะของเซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคม์ โดย Cell surface marker และ differentiation assay 

นํามาลงการทดลองภายใตส้ารกระตุน้ที%เหมาะสมคอื5-azacytidine ทาํการศกึษาวเิคราะหค์ุณลกัษณะของ

เซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจทั 0งทางดา้น morphology, immunofluorescent, การแสดงออก gene (RT-PCR) 

 

4.แผนการดาํเนินงานตลอดโครงการ 

           การดาํเนินการ 
เดอืน 

1 - 4 5-8 9-12 13-16 17 -20 21-24 

ทาํการเพาะเลี0ยง mesenchymal  

stem cell 

      

ทาํการทดสอบผลของสารกระตุ้นต่อ 

mesenchymal stem เพื%อพฒันาไปเป็น

เซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจรวมทั 0งทาํการทดลอง

ซํ0า 

      

นําผลการทดลองมาทดสอบดว้ยเทคนิค

ทาง Reverse transcriptase and Real 
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time PCR รวมถงึ immunofluorescent 

สาํหรบั cardiac muscle marker 

วเิคราะหแ์ละสรปุผลการทดลอง       
 

5. งบประมาณโครงการ     
เป็นเวลาประมาณ 24 เดอืน  

 

  ปีที% หมวดค่าตอบแทน 

- ค่าตอบแทน 

หวัหน้าโครงการ 

หมวดค่าวสัดุ 

- สารเคมแีละ

อุปกรณ์ 

หมวดค่าใชส้อย 

- ค่าถ่ายเอกสารและ

อื%น ๆ 

รวมงบ 

ประมาณ 

โครงการ 

     1 

     2 

120,000 

120,000 

110,000 

110,000 

7,000 

7,000 

237,000 

237,000 

รวมทั 0งสิ0น 240,000 220,000 14,000 474,000 
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เนื+อหางานวิจยั 

1. บทนํา 
เซลลต์น้กําเนิดมเีซน็ไคม์ (Mesenchymal stem cells, MSCs) เป็นเซลลต์น้กําเนิดที%ไดร้บัการศกึษา

อยา่งแพรห่ลายเนื%องจากคุณสมบตัขิองเซลลเ์อง มกีารคน้พบ MSCs เป็นครั 0งแรกจากการเพาะเลี0ยงเซลลจ์าก

ไขกระดกูดว้ย Friedenstein AJ และคณะ  (11) MSCs จากไขกระดกูมคีวามสามารถในการแบ่งตวัเพิ%ม

จาํนวนเป็นเซลลท์ี%มคีุณลกัษณะเหมอืนเซลลต์ั 0งตน้ (self renew) และสามารถเจรญิพฒันาเป็นเซลลท์ี%มี

คุณลกัษณะจาํเพาะไดห้ลายชนิด (multipotent differentiation)  พบว่ามกีารนํา MSCs จากไขกระดกูไปศกึษา

ทั 0งในหลอดทดลองและสตัวท์ดลองเป็นจาํนวนมาก (3, 12)  โดยเชื%อว่า MSCs จากไขกระดกูสามารถในการ

นําไปใชใ้หเ้กดิประโยชน์ทางการแพทยไ์ดใ้นอนาคต เช่น การทาํ tissue engineering และ regenerative 

medicine (13, 14)  หวัใจ (Heart) เป็นอวยัวะที%สาํคญัที%สุดอยา่งหนึ%งของรา่งกาย ซึ%งประกอบดว้ยเสน้

เลอืดที%มาหล่อเลี0ยงหวัใจ และกลา้มเนื0อหวัใจ (cardiac muscle) ที%สามารถหดตวัเป็นจงัหวะเพื%อทาํหน้าที%ใน

การบบีรดัตวัไล่เลอืดออกจากหอ้งหวัใจผ่านหลอดเลอืดไปเลี0ยงส่วนต่างๆ ของรา่งกาย ปจัจุบนัวถิชีวีติที%

เปลี%ยนไปปจัจยัเสี%ยงต่างๆ เช่น การสบูบุหรี% ความดนัโลหติสงู โรคเบาหวาน ไขมนัในเลอืดสงู ความอว้น 

ความเครยีด ฯลฯ มผีลทาํใหผู้ป้ว่ยโรคหวัใจและหลอดเลอืดมจีาํนวนเพิ%มขึ0นมาก โรค acute myocardial 

infarction เป็นโรคที% เกดิความผดิปกตต่ิอเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจและหน้าที%ของหวัใจ สามารถพบไดบ้่อยและ

นําไปสู่การสญูเสยีชวีติไดส้งูมาก  เนื%องจากสามารถพฒันาใหเ้กดิภาวะหวัใจวายไดง้า่ย (15) แนวทางในการ

รกัษามหีลากหลายวธิ ี แต่ ณ ปจัจบุนัตอ้งยอมรบัว่าการรกัษาโดยการใชเ้ซลลก์ําลงัไดรับัความสนใจอยา่งสงู  

(cell therapy) โดยเฉพาะอยา่งยิ%งเซลลต์น้กําเนิด โดยสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ชนิดหลกั ๆ คอื cardiac 

stem cells (CSCs) และ non-cardiac stem cell  CSCs คอืเซลลต์น้กําเนิดที%อยูใ่นหวัใจโดยจะทาํหน้าที%สรา้ง

เซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจเพื%อทดแทนเซลลท์ี%สกึหรอไป ดงันั 0นจงึมผีูว้จิยัหลายคณะให้ความสนใจศกึษาเกี%ยวกบั

การเพาะเลี0ยง mesenchymal stem cell เพื%อพฒันาไปเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ ไมว่่าเป็นการศกึษาจาก in 
vivo (10, 16, 17) และใน in vitro เช่นในงานของ Xu W. และคณะ (18)  ไดท้าํการเพาะเลี0ยง MSCs จากไข

กระดกูของหนู และใส่สาร 5-azacytidine หลงัจากนั 0นทาํการศกึษาคุณลกัษณะของเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจพบว่า 

MSCs สามารถแสดงคุณลกัษณะของเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจทั 0งทางดา้นรปูรา่งและการแสดงออกของ gene 

อยา่งไรกด็กีารศกึษาการพฒันาของ MSCs ไปเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจยงัคงมคี่อนขา้งน้อยรวมทั 0งส่วนใหญ่

เป็นการทาํการศกึษาในสตัวท์ดลองที%อาจจะมคีวามแตกต่างจากมนุษย์ ดงันั 0นในการศกึษาครั 0งนี0ตอ้งการ

ทาํการศกึษาความสามารถของ MSCs จากไขกระดูกในการพฒันาไปเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ 

 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
เพื%อศกึษาความสามารถของเซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคมใ์นการเจรญิพฒันาเป็นเซลลท์ี%มีคุณลกัษณะของ

เซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ 
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3. วิธีวิจยั 
1. การทาํการเพาะเลี0ยงเซลลต์น้กําเนิด 
 การวจิยัครั 0งนี0ไดผ้่านการพจิารณาทางดา้นจรยิธรรมโดย  SIRD SUBMISSION FORM from Siriraj 

Institution Review Board ตวัอยา่งไขกระดกูไดจ้ากการทาํ bone marrow aspiration จากผูบ้รจิาคเลอืด 

คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล ผสมกบัสารกนัเลอืดแขง็ชนิด 5,000 i.u of of sodium heparin ใน

อตัราส่วน 30 unit ต่อเลอืด 1 มล. จากนั 0นเจอืจางดว้ย phosphate buffer saline ในอตัราส่วน 1:1 และนํามา

ทาํการแยก mononuclear cells  โดยการป ั %นแยกดว้ยนํ0ายา ficoll-hypaque ที%ความแรง 2,000 รอบต่อนาที

เป็นเวลา 30 นาท ีทาํการแยกเซลลจ์ากชั 0นของ interphase และนําไปป ั %นลา้งเป็นจาํนวน  2 ครั 0ง ก่อนนําไป

เพาะเลี0ยงใน Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM),  10% fetal bovine serum, 100 U/ml 

penicillin and 100 μg/ml streptomycin ทาํการดดูอาหารเลี0ยงเชื0อดา้นบนทิ0งหลงัจากทาํการเพาะเลี0ยง เซลล์

เป็นเวลา 5-7 วนั และเลี0ยงเซลลท์ี%ยงัคงเกาะพื0นผวิที% 5% CO2 อุณหภมู ิ37
o
c ต่อเพื%อเพิ%มจาํนวนและนําเซลล์

จาก passage ที% 3 -5 มาใชใ้นการศกึษาครั 0งนี0  

 

2. MSCs characterization 
 MSCs ที%จะนํามาใชศ้กึษาตอ้งผ่านการทดสอบคุณลกัษณะความเป็น MSCs ดงัต่อไปนี0  

2.1 MSC surface marker: ทาํการตรวจสอบ cell surface markers ของ MSCs ดว้ยแอนตบิอดทีี%ตดิสลาก

ดว้ยสารเรอืงแสงดงัต่อไปนี0 CD34-PE (BD Pharmingen), CD45-FITC (BD Pharmingen), CD73-PE (BD 

Pharmingen), CD90-FITC (AbD SeroTec), CD105-FITC (AbD SeroTec) และCD106-PE, (AbD 

SeroTec) MSCs  ในช่วง passage  ที% 2-5 ถูกทาํใหเ้ป็นเซลลเ์ดี%ยวดว้ย 0.5% trypsin-EDTA นําเซลล์ 

MSCs จาํนวน 5x 10
5
 เซลลม์ายอ้มดว้ย antibody  โดยทาํการเกบ็ไวท้ี% 4°C เป็นเวลา 30 นาทใีนที%มดื ทาํ

การป ั %นลา้งเซลลด์ว้ย PBS เยน็จาํนวน 2 ครั 0งก่อนทาํการตรงึเซลลด์ว้ย 1% paraformaldehyde ปรมิาตร  

300 μl แลว้จงึนําไปตรวจสอบดว้ยเครื%อง FACS Calibur (Becton Dickinson) และวเิคราะหด์ว้ย Cell Quest 

Software.  

2.2 Osteogenic and adipogenic differentiation of MSCs : MSCs จาก passage ที% 2-5 ถูกนํามา

เพาะเลี0ยงในนํ0ายาจาํเพาะสาํหรบัการเจรญิพฒันาไปเป็นเซลลก์ระดกูและเซลลไ์ขมนั  ไดแ้ก่ OsteoDiff 

Medium (AdvanceSTEM osteogenic differentiation Medium; HyClone และ AdipoDiff medium 

(Advance STEM Adipogenic differentiation medium; HyClone) ตามลาํดบั โดยทาํการเพาะเลี0ยงเซลล์ 

MSCs ในจาํนวน 1x10
5
 เซลล/์มล. และทาํการเพาะเลี0ยงเซลลใ์นอาหารเลี0ยงเซลลด์งักล่าวเป็นเวลา 3-4 

สปัดาห ์จากนั 0นทาํการตรวจสอบคุณลกัษณะของเซลลก์ระดกูและเซลลไ์ขมนัดว้ยเทคนิค cytochemistry โดย

การยอ้ม alkaline phosphatase และ oil red O (Sigma-Aldrich).  

 

3. In vitro treatment with 5’-azacytidine 
 นําเซลล ์ MSCs passage ที% 3-5 มาทาํการทดลองโดยเพาะเลี0ยงใน complete medium ที%ม ี

5’Azacytidine (Sigma) ความเขม้ขน้ 10 μM เป็นเวลา 24 ชั %วโมงจากนั 0นเปลี%ยนเป็นเลี0ยงใน complete 
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medium เพยีงอยา่งเดยีวและทาํการเพาะเลี0ยงต่อไปเป็นเวลา 3 อาทติย ์ และระหว่างการทาํการเพาะเลี0ยง

เซลลไ์ดท้าํการศกึษาการเปลี%ยนแปลงของรปูรา่งและการเจรญิเตบิโตของเซลล์.   

 

4. RNA preparation and Real-time PCR 
 เมื%อทาํการเพาะเลี0ยงเซลลน์าน 3 สปัดาหท์าํการสกดั  RNA จากเซลลท์ี%เพาะเลี0ยงไวทุ้ก 1 สปัดาห์

ดว้ยนํ0ายา Trizol reagent (Invitrogen) นํา RNA ปรมิาณ 2 ไมโครกรมัไปทาํการสงัเคราะห์ cDNA ดว้ย

ปฏกิริยิา reverse transcription โดยนํ0ายา   first-strand cDNA synthesis kit (Invitrogen) นํา cDNA ที%

สงัเคราะหไ์ดม้าทาํการเพิ%มจาํนวน gene ที%สนใจ และ วดัปรมิาณโดยวธิ ี Real-time PCR โดยใชเ้ครื%อง ABI 

7500 Real-time PCR system (Applied Biosystem) จาํนวน 40 รอบ แต่ละรอบประกอบดว้ย ขั 0นตอน 

denaturation ใชอุ้ณหภมู ิ95 °C เป็นเวลา 10 วนิาท ีขั 0นตอนการ annealing ใชอุ้ณหภมู ิ60°C เป็นเวลา 10 

วนิาทแีละ ขั 0นตอนการ extension ที%อุณหภมู ิ72°C เป็นเวลา 40 วนิาท ีแต่ละปฏกิริยิาใช ้primer ดงัตาราง

ขา้งล่าง หลงัจากนั 0นขอ้มลูจะถูกเปรยีบเทยีบสมัพันธก์บั GAPDH ของตวัอยา่งนั 0น ๆ ก่อนนําไปเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม.  

Gene Primer Nucleotides Product size 

α-cardiac actin FW 

RW 

5’-TCTATGAGGGCTACGCTTTG -3’ 

5’-GCCAATAGTGATGACTTGGC -3’ 

260 bps 

Troponin T FW 

RW 

5’- AGAGCGGAAAAGTGGGAAGA-3’ 

5’-CTGGTTATCGTTGATCCTGT-3’ 

225 bps 

GAPDH FW 

RW 

5’-GTCAACGGATTTGGTCGTATTG-3’ 

5’-CATGGGTGGAATCATATTGGAA-3’ 

139 bps 

 

 

5. Immunofluorescent staining 
 นํา MSCs ในช่วง passage ที% 3-5 มาทาํการเพาะเลี0ยงใน    4 wells chamber slide (LabTek, 

Nunc) โดยใส่เซลลจ์าํนวน 1x10
5
 เซลลต่์อหลุม  และทาํการเพาะเลี0ยงใน  complete medium ที%ผสมกบั 5’-

azacytidine ความเขม้ขน้ 5, 10, 15 μM ตามลาํดบั และทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลา 24 ชม. ก่อนเปลี%ยนเป็น 

complete medium ทาํการเพาะเลี0ยงต่อไปเป็นเวลา 7 วนั ตวัอยา่งในวนัที% 3 ถูกนํามาทาํการตดิฉลากเรอืง

แสงดว้ยเทคนิค immunofluorescece มขี ั 0นตอนดงัต่อไปนี0 ลา้งเซลลจ์าํนวน 2 ครั 0งดว้ย PBS ก่อนนําไปตรงึ

ดว้ย 4% paraformaldehyde in PBS ในที%เยน็ 4 °C เป็นเวลา 30 นาท ี จากนั 0นทาํขั 0นตอน non-specific 

binding blocking ดว้ยการเตมินํ0ายา 4% BSA ตามดว้ยการเตมิ primary antibody คอื goat polyclonal 

Troponin-T primary antibody (Santacruz biotechnology,Inc.) และ mouse monoclonal GATA4 primary 

antibody (Santacruz biotechnology,Inc.) จากนั 0นลา้งเซลลเ์ป็นจาํนวน 2 ครั 0งดว้ย PBS แลว้จงึเตมิ 

secondary antibody คอื   rabbit anti-mouse FITC-conjugated secondary antibody (Millipore) และ 

donkey anti-goat PE- conjugated secondary antibody (Santacruz biotechnology, Inc.) ตั 0งไวท้ี%อุณหภมู ิ 
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4°C เป็นเวลา 30 นาทก่ีอนนํามาลา้งดว้ย PBS และยอ้มดว้ยนํ0ายา DAPI จากนั 0นหยด  ProLong Gold 

Antifade (Invitrogen) เพื%อทาํการ mounting และจงึนําไปตรวจสอบดว้ยกลอ้ง Fluorescent microscope 

(Olympus). 

 

4. ผลการวิจยั 
4.1 MSC culture and characterization 
4.1.1 MSC culture แยกเซลลต์น้กําเนิดชนิด mesenchyme และทาํการเพาะเลี0ยงในหลอดทดลองและ

ทาํการศกึษารปูรา่งลกัษณะของเซลลร์ะหว่างการเพาะเลี0ยงพบว่าเซลลม์คีวามเปลี%ยนแปลงดงัต่อไปนี0  

ระยะแรกของการเพาะเลี0ยงจะยงัคงมกีารปนเปื0อนของ non-adherent cells เป็นจาํนวนมากแต่หลงัจากทาํ

การเปลี%ยนนํ0ายาเพาะเลี0ยงเซลลต์ามเวลา ทาํใหไ้ด ้กลุ่ม adherent cells จาํนวนมากขึ0นซึ%งมลีกัษณะ spindle 

shape และเซลลส์่วนใหญ่มลีกัษณะเช่นเดยีวกนั (รปูที% 1A) และเมื%อทาํการเพาะเลี0ยงต่อไปเซลลจ์ะมจีาํนวน

ขึ0นในประมาณ วนัที% 7-10 (รปูที% 1B) ขึ0นกบัจาํนวนของเซลลเ์ริ%มตน้ จนสามารถทาํการ subpassage เพื%อ

เพิ%มจาํนวนเซลลต่์อไป โดยทาํการเพาะเลี0ยงใหเ้ซลลอ์ยูใ่นช่วง passage ที% 2-5 ซึ%งจะเหมาะสมกบัการ

ทดสอบคุณลกัษณะของ mesenchymal stem cell ในขณะเดยีวกนัจะไดจ้าํนวนเซลลท์ี%มากเพยีงพอสาํหรบั

ทาํการทดลองต่อไป 

 
 

รปูที% 1 A แสดงลกัษณะของ mesenchymal stem cells จากการเพาะเลี0ยงในระยะแรก เซลลย์งัคงมี 

 จาํนวนค่อนขา้งน้อย และมลีกัษณะ spindle shape 
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รปูที% 1B แสดงลกัษณะของ mesenchymal stem cells หลงัจากการเพาะเลี0ยงประมาณ 7-10 วนัเซลล ์ 

จะมกีารเพิ%มจาํนวนมากขึ0นจากรปูเซลลม์คีวามหนาแน่นประมาณ 60%  

 

4.1.2 MSC characterization  

 - Cell surface marker ทําการศกึษาคุณลกัษณะของ immunophenotype ของ mesenchymal stem cells 

โดยใช ้CD105, CD 106, CD90, CD 34, CD 146 พบว่า เซลลส์่วนใหญ่ (80-90%) ใหผ้ลบวกต่อ CD 105, 

CD 90, CD 146  และใหผ้ลลบต่อ CD 34, CD 106 (รปูที% 2) 

     

 
รปูที% 2 ผล cell surface marker ของ MSCs ใหผ้ลบวกต่อ CD 105, CD 90, CD 146 และใหผ้ลลบต่อ CD 

34, CD 45 
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- Osteogenic and adipogenic differentiation ทาํการศกึษาคุณลกัษณะของ mesenchymal stem cell ดา้น

ความสามารถในการเจรญิพฒันาไปเป็นเซลลก์ระดกูและเซลลไ์ขมนัพบว่าเซลลส์ามารถพฒันาไปเป็นเซลล์

ไขมนัและเซลลก์ระดกูไดใ้นระยะเวลาประมาณ  2-3 สปัดาห ์หลงัจากการเพาะเลี0ยงไดป้ระมาณ 14 วนัไดนํ้า

เซลลม์าศกึษาโดยวธิ ีoil red O staining เพื%อทดสอบความเป็นเซลลไ์ขมนั และ วธิ ีAlkaline phosphatase 

staining เพื%อทดสอบความเป็นเซลลก์ระดกูพบว่าเซลลใ์หผ้ลการทดลองเป็นบวก (รปูที% 3, 4) 

 

                                   
รปูที% 3 A หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงในนํ0ายาจาํเพาะเพื%อพฒันา mesenchymal stem cell ไปเป็นเซลลไ์ขมนั

ประมาณ 2-4 วนัเซลลจ์ะเปลี%ยนรปูรา่งเป็น polygonal shape  

                                    
รปูที% 3 B หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงในนํ0ายาจาํเพาะเพื%อพฒันา mesenchymal stem cell ไปเป็นเซลลไ์ขมนั 

เป็นเวลาประมาณ 1 สปัดาห ์เซลลจ์ะเริ%มมกีารสรา้งไขมนัภายใน cytoplasm (arrow) 
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รปูที% 3 C เมื%อทาํการทดสอบคุณลกัษณะของเซลลท์ี%ทาํการพฒันาเป็นเซลลไ์ขมนัดว้ยเทคนิค Oil red O 

staining พบเซลลย์อ้มตดิสสีม้แดงจาก fat ใน cytoplasm  

                                   
รปูที% 4 A หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงในนํ0ายาจาํเพาะเพื%อพฒันา mesenchymal stem cell ไปเป็นเซลลก์ระดกู

ประมาณ 2-4 วนั เซลลจ์ะมกีารเปลี%ยนแปลงรปูรา่งและมกีารหลั %ง substance ในจานเพาะเลี0ยง 

 
รปูที% 4 B หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงในนํ0ายาจาํเพาะเพื%อพฒันา mesenchymal stem cell ไปเป็นเซลล์ กระดกู

ประมาณ 2 สปัดาห ์เซลลจ์ะมกีารหลั %ง substance ในจานเพาะเลี0ยงมากขึ0น (arrow) 
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รปูที% 4 C เมื%อทดสอบคุณลกัษณะของเซลลก์ระดกูดว้ย alkaline phosphatase staining พบว่าใหผ้ลเป็นบวก  
 
4.2 นําเซลลจ์ากไขกระดกูที%ประมาณ passage ที% 3-5 มาทาํการเพาะเลี0ยงดว้ย 
1) หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงเซลลจ์นไดจ้าํนวนที%เพยีงพอ ทาํการนบัเซลลแ์ละใส่ลงไปในภาชนะเพาะเลี0ยงที%

ความเขม้ขน้ของเซลลท์ี%แตกต่างกนัตั 0งแต่ 1x10
4
, 1x10

5
, 5x10

5
 เนื%องจากการเพาะเลี0ยงจะทาํเป็นเวลา

ประมาณ 3 สปัดาหถ์งึ 1 เดอืนเพื%อคน้หาปรมิาณเซลลท์ี%เหมาะสมสาํหรบัการเพาะเลี0ยงดว้ยสาร  ต่อจากนั 0นทาํ

การเพาะเลี0ยงภายใตส้าร 5-Azacytidine ที%ความเขม้ขน้ 10 μM เป็นเวลา 24 ชั %วโมง แลว้ทาํการเปลี%ยน

อาหารเพาะเลี0ยงเป็น  DMEM ผสม Fetal Bovine Serum 10% เหมอืนกบั control (seeding density  

1x10
4
) จากนั 0นทาํการศกึษาการเปลี%ยนแปลงทางดา้นรปูรา่งพบว่าเซลลเ์ริ%มตน้ที%  1x10

4
 จะใหป้รมิาณเซลลท์ี%

เหมาะสมโดยไมท่าํใหเ้ซลลห์นาแน่นมากกเกนิไปเมื%อทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลานาน  พบว่าเมื%อวนัที% 2 ของ

การเพาะเลี0ยงเซลลท์ี%ความเขม้ขน้ 1x10
4
 ทั 0งเซลลท์ี%ใส่ 10 μM 5-azacytidine และ control ใหผ้ลคลา้ยคลงึกนั 

(รปูที% 5 A, B)  
  

       
รปูที% 5 หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลา 2 วนั A, control; B-D เป็น mesenchymal stem cell ที%ไดร้บัการ

ใส่สาร 10μM 5-Azacytidine ที%ม ีseeding density ที%แตกต่างกนัตั 0งแต่ 1x10
4
, 5x10

4
, 1x10

5
 ตามลาํดบั 

 

A B 

C D 
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แต่เมื%อเลี0ยงไปจนถงึวนัที% 6 จะพบว่าความหนาแน่นของเซลลแ์ตกต่างกนัอยา่งชดัเจน โดยในกลุ่ม control 

(1x10
4
) (รปูที% 6 A) จะมปีรมิาณเซลลม์ากกว่าในกลุ่มที%เพาะเลี0ยงดว้ยสาร 5-Azacytidine ที%ม ี seeding 

density เท่ากนั (1x10
4
) (รปูที% 6 B) แต่จะมปีรมิาณเซลลใ์กลเ้คยีงกบักลุ่มที%เพาะเลี0ยงดว้ยสาร 5-Azacytidine 

ที%ม ีseeding density เท่ากบั 5x10
4
 (รปูที% 6 C)  

        
รปูที% 6 หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลา 6 วนั A, control; B-D เป็น mesenchymal stem cell ที%ไดร้บัการ

ใส่สาร 10μM 5-Azacytidine ที%ม ีseeding density ที%แตกต่างกนัตั 0งแต่ 1x10
4
, 5x10

4
, 1x10

5
 ตามลาํดบั 

 

และเมื%อทาํการเพาะเลี0ยงและสงัเกตในสปัดาหท์ี% 2 จะพบว่าใน control เซลลเ์จรญิเตบิโตจนเกอืบเตม็จาน

เพาะเลี0ยงที%ประมาณวนัที% 13 ขณะที% เซลลท์ี%ความเขม้ขน้ 1x10
4
 ที%เพาะเลี0ยงดว้ยสาร 10 μM 5-Azacytidine 

จะเจรญิเตบิโตจนเกอืบเตม็จานเพาะเลี0ยงที%ประมาณวนัที% 15  

       
รปูที% 7  A, C คอื control หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลา 13, 15 วนัตามลาํดบั. B, D เป็น mesenchymal 

stem cell ที%ไดร้บัการใส่สาร 10 μM 5-Azacytidine ที%ม ีseeding density 1x10
4
หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงเป็น

เวลา 13, 15 วนัตามลาํดบั 

A B 

C D 

A B 

C D 
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และเมื%อทาํการศกึษาการเปลี%ยนแปลงทางดา้นรปูรา่งของเซลลร์ะหว่างกลุ่มควบคุมกบักลุ่มที%ไดร้บัสาร      10 

μM 5-Azacytidine พบว่าเริ%มมคีวามแตกต่างตั 0งแต่วนัที% 3 หลงัจากการไดร้บัสารโดยเซลลใ์นกลุ่มควบคุมจะมี

ลกัษณะเป็น fibroblast like (รปูที% 8 A) แต่กลุ่มที%ใส่สารจะมขีนาดแผ่ออกกวา้งและมเีมด็แกรนูลภายใน 

cytoplasm เด่นชดั (รปูที% 8 B) ความแตกต่างนี0จะชดัเจนขึ0นในวนัที% 6 (รปูที% 8 C-D)  วนัที% 7 (รปูที% 8 E-F)  

และ วนัที% 8 (รปูที% 8 G-H) และจะค่อยๆ หายไปในสปัดาหท์ี% 2    
 

                         
 
รปูที% 8 ศกึษาความแตกต่างทางดา้นรปูรา่ง ของเซลลร์ะหว่าง control (A, C, E, G) กบั เซลลท์ี%ไดร้บัสาร 5-

Azacytidine (B, D, F, H) ที%วนัที% 2, 6, 7, 8 ตามลาํดบั ลกูศรหนาแสดงถงึ mesenchymal stem cell ในกลุ่ม 

control ที%มรีปูรา่งเหมอืน fibroblast ขณะที%เซลลท์ี%ไดร้บัสาร 5-Azacytidine  (ลกูศรบาง) จะมรีปูรา่งค่อนขา้ง

ยาวและแผ่ออกดา้นขา้งรวมทั 0งมแีกรนูลเป็นจาํนวนอยูบ่รเิวณรอบนิวเคลยีส  

 

และเมื%อทาํการศกึษาโดยใชค้วามเขม้ขน้ของสาร 5-azacytidine ที% 5, 10, 15 μM ต่อการเปลี%ยนแปลง

คุณลกัษณะของ mesenchymal stem cells ไปเป็นเซลลท์ี%มคีุณลกัษณะคลา้ยเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ พบว่า

ความเขม้ขน้ที%แตกต่างกนัของ 5-azacytidine ไมส่่งผลใหเ้กดิความแตกต่างของรปูรา่งของเซลล์ 
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4.3 .Immunofluorescent staining
 เซลล ์MSCs จาก passage ที% 3 นํามาเลี0ยงใน 5-Azacytidine ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15 μM เป็น

เวลา 24 ชม และทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลา 3 วนั ก่อนนํามาตดิฉลากดว้ยแอนตบิอดี0สาํหรบั GATA4 และ 

Troponin T และตดิสารเรอืงแสงสเีขยีว เมื%อนํามาตรวจสอบดว้ยกลอ้ง immunofluorescent พบว่าเซลลท์ี%ใส่ 

5-Azacytidine จะใหค้วามเขม้ของสารเรอืงแสง มากกว่ากลุ่มควบคุม โดยเฉพาะที%ความเขม้ขน้ 15 μM       

(รปูที% 9)  

                    
 
รปูที% 9 เซลล ์MSCs จาก passage ที% 3 นํามาเลี0ยงใน 5-Azacytidine ความเขม้ขน้ 5, 10, 15 μM และทาํการ

เพาะเลี0ยงเป็นเวลา 3 วนั นํามาตดิฉลากดว้ยแอนตบิอดี0สาํหรบั GATA4 และ Troponin T และตดิสารเรอืง

แสงสเีขยีว เมื%อนํามาตรวจสอบดว้ยกลอ้ง immunofluorescent พบว่าเซลลท์ี%ใส่สาร 5-Azacytidine จะให้

ความเขม้ของสารเรอืงแสง มากกว่ากลุ่มควบคุม  
 
4.4 Real time PCR 

 เมื%อทาํการตรวจสอบการแสดงออกของ mRNA สาํหรบั  cardiomyocyte α-actin และ troponin T 

ซึ%งเป็นโปรตนีจาํเพาะสาํหรบัเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจดว้ยวธิี  Realtime PCR และทาํการเปรยีบการแสดงออก

ของยนีดงักล่าวใน MSCs  จากกลุ่มควบคุมและกลุ่มที%ไดร้บัยา 5-Azacytidine ความเขม้ขน้ 5, 10, 15 μM  

หลงัจากทาํการเพาะเลี0ยงเป็นเวลา  1 สปัดาหพ์บว่ามกีารแสดงออกของ cardiomyocyte α-actin และ 
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troponin T ในกลุ่มที%ไดร้บัยามากกว่ากลุ่มควบคุม (รปูที% 10) และกลุ่มที%ไดร้บัยาขนาด 15 μM ใหค้่า การ

แสดงออกสงูกว่ากลุ่มที%ไดร้บัยาขนาด 5 และ10 μM 

 

         
รปูที� 10 การแสดงออกของ mRNA สาํหรบั cardiomyocyte α-actin และ troponin T ซึ%งเป็นโปรตนีจาํเพาะ

สาํหรบัเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจดว้ยวธิ ีRealtime PCR และทําการเปรยีบการแสดงออกของยนีดงักล่าวใน MSCs  

5’ azacytidine พบว่ามกีารแสดงออกของ cardiomyocyte α-actin, troponin T (TnT) ในกลุ่มที%ไดร้บัยา

มากกว่า โดยเฉพาะกลุ่มที%ไดร้บัยาขนาด 15 μM 
 
วจิารณ์และสรุป 
 เซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคม์  (MSCs) เป็นเซลลต์น้กําเนิดที%มคีุณลกัษณะ Multipotent เนื%องจากมี

คุณลกัษณะของ self renewal และยงัสามารถเจรญิพฒันา (differentiation) เป็นเซลลท์ี%มคีุณลกัษณะจาํเพาะ

ไดห้ลายชนิด  เซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคมท์ี%ไดร้บัการศกึษาอยา่งแพรห่ลายคอื เซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็

ไคมท์ี%แยกไดจ้ากไขกระดกู (BMMSCs) โดยเชื%อว่าน่าจะเป็นเซลลท์ี%มปีระโยชน์มากสามารถนํามาใชใ้นการ

รกัษาและยงัสามารถเป็น autologous donor ได ้ BMMSCs สามารถเจรญิพฒันาเป็นเซลลท์ี%มคีุณลกัษณะ

จาํเพาะไดห้ลายชนิดไดแ้ก่ เซลลก์ระดกู เซลลก์ระดกูอ่อน เซลลไ์ขมนั (19) และเซลลก์ลา้มเนื0อ (20) เป็นตน้  

ในการศกึษาครั 0งนี0ผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาความสามารถของ BMMSCs ในการเจรญิพฒันาเป็นเซลลท์ี%มี

คุณลกัษณะเหมอืนเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ โดยใชส้ารกระตุน้คอื 5-azacytidine  

 5-azacytidine เป็นยาที%นํามาใชใ้นการรกัษาทางการแพทยโ์ดยพบว่ามคีุณสมบตัทิี%เป็น cytotoxic ต่อ

เซลลม์ะเรง็ โดยยานี0มคีุณสมบตัคิอืเป็น hypomethylating agent ในปจัจบุนัเชื%อว่าการเกดิ DNA methylation 

เป็นกลไกหนึ%งที%สาํคญัในการควบดุมกระบวนการเจรญิพฒันาของเซลล์  โดย 5-azacytidine สามารถยั 0งยั 0งการ

เกดิ methylation โดยจบักบั DNA-methyltransferase 1 enzyme และทาํใหเ้กดิ hypomethylation ของ DNA 

โดยเฉพาะอยา่งยิ%งในเซลลท์ี%กําลงัแบ่งตวั  ยานี0ไดถู้กนํามาทาํการศกึษาเพื%อกระตน้การเจรญิพฒันาของเซลล์

ตน้กําเนิดโดยกลไกดงักล่าว โดยส่วนใหญ่จะทาํการกระตุน้ในช่วงเวลาสั 0นไดแ้ก่ 24-48 ชม. (21, 22)  

ในการศกึษาครั 0งนี0เซลลต์น้กําเนิดชนิดมเีซน็ไคมจ์ากไขกระดกูไดถู้กนํามาเพาะเลี0ยงภายใต้  5-

azacytidine เป็นเวลา 24 ชม.และทาํการเพาะเลี0ยงในอาหารที%ไมม่ยีานี0เป็นเวลา 1-3 สปัดาห ์ ทาํการศกึษา

คุณลกัษณะของการเป็นเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจในสปัดาหท์ี% 1, 2, 3 ตามลาํดบั โดยเมื%อทาํการศกึษา

เปรยีบเทยีบรปูรา่งลกัษณะของเซลลจ์ะพบความแตกต่างในช่วงสปัดาหท์ี%  1 กล่าวคอื เซลลท์ี%ไดร้บัยาจะมกีาร

สรา้ง granule ใน cytoplasm มากขึ0นเมื%อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม แต่เมื%อทาํการศกึษาในช่วงเวลาต่อไป
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จะไมพ่บความแตกต่างและไมม่คีวามแตกต่างทางดา้นรปูรา่งของเซลลเ์มื%อไดร้บัขนาดยาที%แตกต่างกนั  

จากนั 0นไดท้าํการศกึษาความสามารถในการแสดงออกของ gene ที%เป็น marker ของเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ

ไดแ้ก่ α-cardiac actin และ troponin T พบว่าระดบัของ การแสดงออกของgene ดงักล่าวจะสงูที%สุดในช่วง

สปัดาหแ์รกและจะลดลงในช่วงสปัดาหถ์ดัไปและขนาดยาที%ทาํใหก้ารแสดงออกสงูที%สุดคอื15μM5-azacytidine 

ซึ%งผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการทาํ Immunofluorescent สาํหรบั GATA4 และ troponin T  

ผลการทดลองดงักล่าวสรปุไดว้่า 5-azacytidine มคีวามสามารถในการส่งเสรมิการเจรญิพฒันาของ 

BMMSCs เป็นเซลลท์ี%มคีุณลกัณณะเหมอืนเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจโดยกลไกยงัไมท่ราบแน่ชดัแต่อาจเกดิจาก

คุณสมบตัขิองยา hypomethylating agent อยา่งไรกต็ามในการศกึษาครั 0งนี0พบว่า BMMSCs กส็ามารถที%จะ

แสดงออกคุณลกัษณะเหล่านี0อยูแ่ลว้โดยอาจมกีารแสดงออกที%น้อยกว่าเมื%อถูกกระตุน้ จงึสรปุไดว้่าการกระตุน้

เซลลโ์ดยใช ้ 5-azacytidine เป็นเพยีงการส่งเสรมิเท่านั 0น และเนื%องจากการทาํการทดลองครั 0งนี0ทาํการวดั

ปรมิาณเปรยีบเทยีบเพี%ยง RNA เท่านั 0นการทจีะบ่งบอกว่าเซลลต์น้กําเนิดนั 0นเจรญิพฒันาเป็นเซลลห์วัใจนั 0น

ยงัคงตอ้งการการเปรยีบเทยีบในระดับโปรตนีรวมทั 0ง functional activity ซึ%งไมไ่ดร้วมอยูใ่นการศกึษาครั 0งนี0  

และยงัคงตอ้งการการศกึษาต่อไป ขณะเดยีวการใชย้า 5-azacytidine ในการกระตุน้อาจยงัไมใ่ช่สารที%

เหมาะสมที%สุดเนื%องจากคุณสมบตัยิาที%ออกฤทธิ �แบบไมจ่าํเพาะดงันั 0นการคน้ควา้สารกระตุน้ชนิดอื%นที%

เหมาะสมกว่าจดัไดว้่าเป็นความจาํเป็น อยา่งไรกต็ามประโยชน์ที%ไดร้บัของการศกึษาครั 0งนี0พบว่า  BMMSCs 

น่าจะเป็นตวัเลอืกของเซลลต์น้กําเนิดที%เหมาะสมในการนําไปใชเ้พื%อรกัษา Myocardial infarction โดยผูท้ี%

ตอ้งการรบัการปลกูถ่ายเซลลส์ามารถทาํการคดัแยกเซลลข์องตวัเองแลว้ทาํการเพาะเลี0ยงคดัแยกเซลล์ดงั 

กล่าวก่อนนํามาปลกูถ่าย โดยการที%กระตุน้เซลลใ์นหลอดทดลองใหม้คีุณลกัษณะเหมอืนเซลลก์ลา้มเนื0อหวัใจ

จดัไดว้่าเป็นสิ%งจาํเป็นเพราะเมื%อปลกูถ่ายเซลลแ์ลว้จะช่วยเพิ%มประสทิธภิาพการengraftment มากกว่าการใช้

เซลลท์ี%แยกมาเลย (23) 
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