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สุภาพร ครามจันทึก : บทบาทของการกระตุ้นสัญญาณภายในสภาพแวดล้อมจุลภาคที่มีผล
ต่อการควบคุม การเพ่ิมจ านวนและการคงคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดของ  Limbal 
epithelial stem cell (Elucidating the role of activated niche signals in 
regulating Limbal epithelial stem cell proliferation and maintenance) อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. นพ.นิพัญจน์ อิศรเสนา ณ อยุธยา{, หน้า. 

เซลล์ต้นก าเนิดกระจกตาที่อยู่บริเวณลิมบัส Limbal epithelial stem cells (LESCs) 
จ าเป็นต่อการคงสภาพความใส  และใช้เพ่ือการซ่อมแซมผิวของกระจกตาเมื่อเกิดการบาดเจ็บ LESCs 
ในภาวะปกติอยู่ในสภาวะ quiescence  แต่เมื่อกระจกตาได้รับบาดเจ็บ LESCs จะถูกกระตุ้นท าให้
เกิดการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็ว กลไกในการกระตุ้น LESCs ให้ออกจากสภาวะ 

quiescence  ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาผลของ TGF-β1 ซึ่งเป็น 
cytokine ที่เพ่ิมขึ้นในขบวนการซ่อมแซมผิวกระจกตา  มีต่อ keratocytes ซึ่งเป็นองค์ประกอบ
ส าคัญในสภาพแวดล้อมจุลภาคของเซลล์ LESCs และต่อ เซลล์  LESCs เอง การกระตุ้นเซลล์  LESCs 

ด้วย TGF-β1  โดยตรง เป็นระยะเวลานานพบว่า TGF-β1 เหนี่ยวน าให้เกิด epithelial to 
mesenchymal transition (EMT) และลดจ านวนโคโลนี (% Colony forming efficiency 
(%CFU))  ท าให้เซลล์  LESCs สูญเสียคุณสมบัติความเป็น stem cells ไป  อย่างไรก็ดีเมื่อท าการ
กระตุ้น cornea keratocytes พบว่ามีการหลั่ง VEGF และ IL-6 ในปริมาณที่เพ่ิมมากขึ้น  cornea 

keratocytes ที่ถูกกระตุ้นด้วย TGF-β1 มีระดับการแสดงออกของ NOG (NOGGIN) และ 
GREM1 (GREMLIN1) สูงขึ้นอย่างมีระดับนัยส าคัญ  ซึ่งส่งผลต่อคุณสมบัติของเซลล์ LESCs 

นอกจากนี้ยังพบว่า TGF-β1 มีผลในการยับยั้งระดับการแสดงออกของ P63 (∆Np63 isoform) ซึ่ง
ส่งผลต่อขบวนการเพ่ิมจ านวน, คุณสมบัติในการแบ่งเซลล์ได้อย่างต่อเนื่องในช่วงระยะเวลาที่ยาวนาน 
(self-renewal) และการเปลี่ยนแปลงรูปร่างและคุณสมบัติภายใน (differentiation) แต่อย่างไรก็ดี

ผู้วิจัยพบว่าเมื่อท าการยับยั้ง TGF-β1 ช่วยเพ่ิมความสามารถในการเกิด self-renewal  จึงท าให้
สามารถ long-term culture  เซลล์ LESCs ได้นานถึง 5  เดือนภายในนอกร่างกาย  (in 
vitro)  ความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้สามารถน าไปใช้ในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงเซลล์ LESCs ภายนอก
ร่างกายจนสามารถเพาะเลี้ยงและข้ึนแผ่นกระจกตาได้จ านวนมาก 
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Limbal epithelial stem cells localized at the limbus region of the 
cornea  (LESCs). LESCs are essential for the maintenance of corneal transparency and 
therefore for vision. LESCs are slow cycling in physiologic state but can be stimulated 
to proliferate in response to corneal injury signals. However, the mechanisms 
responsible for LESCs activation are not well understood. The aims of the present 

study were to examine the effect of TGF-β1, key cytokine during corneal wound 
healing, on LESCs niche cells (limbal stromal cells or keratocytes) and directly on 

LESCs. The study we demonstrate that prolonged exposure of LESCs to TGF-β1 
induced epithelial to mesenchymal transition (EMT) changes and are the decreased 
LESCs colony formation efficiency (CFE) cause of loss stemness. However, from 
secretome activated keratocytes secreted more VEFG, IL-6 than control and activated 
NOG (NOGGIN) and GREM1 (GREMLIN1) high expression in keratocytes and affect the 

properties of LESCs cells. In addition, TGF-β1 inhibits expression levels of ∆Np63 
isoform, which results in proliferation, self-renews and differentiation in the corneal 

regeneration process. Thus, our study successful when TGF-β1 inhibited support the 
self-renewal, LESCs could long-term culture. The knowledge from this study can be 
used to further develop LESCs in vitro culture, expand the capacity of the corneal 
culture and make it possible to grow in the future.   
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บทที่ 1  
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
Limbal epithelial stem cells (LESCs)  จัดเป็น tissue-specific stem cell  ชนิดหนึ่ง 

อยู่ในบริเวณ  palisades of Vogt  ซึ่งเต็มไปด้วยเซลล์ที่มีความสามารถในการแบ่งตัวสูง  และอยู่ใน
ชั้น  basal  ของบริเวณ  Limbus epithelial  ที่อยู่ระหว่างตาขาว  (Conjunctiva)  และผิวกระจก
ตา  (Corneal)  (Kinoshita et al., 2001)  โดยเซลล์  LESCs  จะท าหน้าที่ผลิตเซลล์ที่จะเจริญและ
พัฒนาไปเป็นเซลล์กระจกตา  (Corneal epithelial)  ในสภาวะปกติจะมีการแบ่งตัวน้อยมากเพ่ือให้
สามารถคงสภาพเดิมและรักษาระดับสมดุลของเซลล์ในระบบ  แต่จะมีการแบ่งตัวมากขึ้นเมื่อมีการ
ซ่อมแซมผิวกระจกตาที่สึกหรอหรือถูกท าลายไป  โดยเซลล์ต้นก าเนิด (stem cell)  หนึ่งเซลล์จะ
แบ่งตัวได้เซลล์ที่มีคุณสมบัติเหมือนเซลล์ตั้งต้นเดิมทุกประการหนึ่งเซลล์  และได้ Transient 
amplifying cells (TACs)  อีกหนึ่งเซลล์ซึ่ง  TACs cells  เป็น  cells  ที่สามารถแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน
ได้อย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาจ ากัด  จากนั้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงและเคลื่อนที่ไปสู่บริเวณ
กระจกตา  เพื่อสร้างเป็นเซลล์ผิวกระจกตาใหม่  (Jones, Simons, & Watt, 2007) 

ในภาวะเซลล์ต้นก าเนิดของผิวกระจกตาเสื่อม  หรือ  limbal stem cell deficiency  
สาเหตุเกิดจากถูกสารกรดหรือด่างเข้าตา  (Chemical burns)  กระจกตาติดเชื้ออย่างรุนแรง  
(Severe infectious keratitis)  โรคสตีเวนส์จอห์นสัน  (Stevens-Johnson Syndrome)  (Tseng, 
1989) (Graziella Pellegrini et al., 1997)  ซึ่งมีอาการอักเสบเรื้อรังรุนแรงของเยื่อบุตา  โรคหรือ
ภาวะเหล่านี้ท าให้มีการท าลายเซลล์  LESCs  ทั้งหมดหรือมีการพร่องหายไปบางส่วน  ประกอบกับ
คุณสมบัติในการแบ่งตัวมาซ่อมแซมแผลที่เกิดขึ้นของเซลล์  LESCs  หายไป  ท าให้เกิดการอักเสบ
และมีแผลถลอกเรื้อรังของกระจกตา  ตามมาด้วยเกิดการงอกของเยื่อบุตาขาว (Conjunctival 
invasion)  พร้อมเส้นเลือดลุกล้ าเข้าไปในกระจกตา  (Corneal vascularization)  เรียกภาวะนี้ว่าผิว
กระจกตาล้มเหลว (Ocular surface failure) หรือโรคผิวกระจกตา (Ocular surface diseases) ผล
ที่ตามมาจากสภาวะดังกล่าวท าให้กระจกตาขุ่นและผู้ป่วยสูญเสียการมองเห็นในที่สุด  ส าหรับในการ
รักษาโรคผิวกระจกตานั้นต้องอาศัยการปลูกถ่ายเซลล์  LESCs  แต่ยังมีข้อจ ากัดในการน ามาใช้คือ
พบว่าเมื่อน าเซลล์  LESCs  มาเพาะเลี้ยงภายนอกร่างกายจะมีการเพ่ิมจ านวนได้อย่างจ ากัด  โดย
พบว่าสามารถเพาะเลี้ยงได้เพียง  1-2 passage  และการคงคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดจะ
สูญเสียเมื่อเพาะเลี้ยงในระยะเวลา  1-2 เดือน  นอกจากนี้ยังพบปัญหาการปลูกถ่ายเซลล์  LESCs  
ในบางกรณีได้ผลไม่ดี  เช่น  ในโรคสตีเวนส์จอห์นสัน  พบว่าหลังจากการปลูกถ่ายเซลล์  LESCs  แล้ว 
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แต่ผิวกระจกตาของผู้ป่วยกลับมาขุ่นอีก  ซึ่งสาเหตุการที่ผิวกระจกตากลับมาขุ่นอีกครั้งอาจเกิดจาก
เซลล์  LESCs  ที่ปลูกถ่ายไปนั้นสูญเสียคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  แต่กลไกที่ให้เซลล์  
LESCs  ไม่สามารถคงคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดได้นั้นยังไม่ทราบว่าเกิดจากสาเหตุหรือกลไก
ใด  หรืออาจเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมภายใน niche  

การที่เซลล์  LESCs  สามารถคงคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดได้ทั้งในสภาวะปกติและสภาวะ
บาดเจ็บได้นั้น จ าเป็นต้องอาศัยบทบาท  niche ของ  LESCs  เพ่ือควบคุมความสมดุลให้กับเซลล์ 
LESCs  ซึ่งความสมดุลดังกล่าวมีความส าคัญเป็นอย่างมาก   ในสภาวะที่ผิวกระจกตาได้รับบาดเจ็บ
หรือเกิดการเสียหาย จ าเป็นต้องสร้างเซลล์ผิวกระจกตาใหม่เพ่ือทดแทนเซลล์เก่าที่อาจตายจาก
สภาวะบาดเจ็บ โดย  niche  ถูกกระตุ้นท าให้สมดุลภายใน  niche  เกิดการเปลี่ยนแปลง  ซึ่ง
สัญญาณหรือกลไกในการรักษาสมดุลภายใน  niche  นั้นยังมีข้อมูลจ ากัด  จากการศึกษาที่ผ่านมา
พบว่ากระบวนการ  wound healing  ในเซลล์  LESCs  จะมีการหลั่งโปรตีนมากมาย  ในการวิจัยนี้

สนใจที่จะศึกษา  TGF-β1  ซึ่งมีงานวิจัยหลายงานแสดงให้เห็นว่า  TGF-β1  มีบทบาทส าคัญ
เกี่ยวข้องกับ  stem cell  ในภาวะ homeostasis  ในหลาย ๆ อวัยวะ (Bhowmick, Neilson, & 

Moses, 2004; W. Li, Hayashida, Chen, & Tseng, 2007) และยังมีข้อมูลว่า TGF-β1              
มีความส าคัญต่อกระบวนการ  wound healing  ของกระจกตา    

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของ  TGF-β1  ที่มีปริมาณเพ่ิมขึ้นในสภาวะบาดเจ็บของ
ผิวกระจกตา  มีผลต่อการคงคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดในเซลล์  LESCs  และส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงภายใน  niche  ของเซลล์  LESCs  อย่างไร  niche signaling  ที่เปลี่ยนแปลงเมื่อถูก
กระตุ้นมีผลต่อเซลล์  LESCs  อย่างไร  ทั้งนี้เพ่ือจะน าไปสู่วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs  เพ่ือให้
สามารถคงคุณสมบัติเซลล์ LESCs  ได้ในระยะยาวในหลอดทดลอง  และเพ่ือเป็นแนวทางในการ
รักษาการโรคภาวะเซลล์ต้นก าเนิดของผิวกระจกตาเสื่อมโดยการฟ้ืนฟู  niche  ก่อนการปลูกถ่าย
เซลล์  LESCs  

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objectives) 

1.  เพ่ือศึกษาบทบาทของ  TGF-β signaling  ที่มีต่อการควบคุมการแสดงออกของยีนและคุณสมบัติ
ของเซลล์  LESCs 

2.  เพ่ือศึกษาการที่เซลล์  keratocytes  ถูกกระตุ้นส่งผลต่อการรักษาสมดุลภายในสภาพแวดล้อม
จุลภาค  (niche),  การแสดงออกของยีนและคุณสมบัติของเซลล์  LESCs  อย่างไร 

3.  เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง P63  และ  smad4 signaling  ในเซลล์  LESCs 
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สมมติฐานของงานวิจัย  (Hypothesis) 

1.  TGF-β1  เป็นตัวกระตุ้นเซลล์  keratocytes  (stromal cell)  หลั่งสารที่มีผลต่อการคง
คุณสมบัติของเซลล์  LECSs 

2.  BMP antagonist  กระตุ้นเซลล์  LESCs  ที่อยู่ในสภาวะ  quiescence  เข้าสู่  cell cycle 
3.  การท างานของ P63  อาจต้องการ  Smad  ในการควบคุมการแสดออกของ  target  ยีนบางตัว

ส าคัญต่อ  self-renewal 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

รายละเอียดเกี่ยวกับ  Limbal epithelial stem cell  (LESCs) 
 กระจกตา  (Corneal)  มีโครงสร้างประกอบด้วยเซลล์ที่เรียงตัวกันหลายชั้น  (lamellar-
structured) ประกอบด้วยชั้นของ epithelium, stroma และ endothelium ในชั้นของ 
epithelium เป็นชั้นที่อยู่ด้านนอกสุดของดวงตาหรือชั้นของเซลล์ผิวกระจกตา (Corneal 
epithelium)  ประกอบด้วยเซลล์เรียงตัวเป็นชั้นจ านวน  3  ชั้นคือชั้น basal,  wing  และ 
squames  (Ordonez & Di Girolamo, 2012)  ชั้นถัดมาเป็นชั้นของ  stroma  ประกอบด้วยเซลล์ 
keratocytes  โดยมี  Bowman  มีลักษณะเป็น  membrane  แบ่งแยกระหว่างชั้น  epithelium 
และ  stroma ในชั้น endothelium เป็นชั้นที่อยู่ด้านในสุด  มีเพียงชั้นเดียวเท่านั้น  และมี 
Descemets membrane  กั้นระหว่าง  stroma  กับชั้น  endothelium  เซลล์ผิวกระจกตาจะมี
การผลัดเปลี่ยนตลอดเวลา  โดยเซลล์ชั้นบนจะหลุดลอกออกและถูกทดแทนด้วยเซลล์ในชั้นล่างถัดลง
มา  จะมีการแบ่งตัวและเจริญอยู่ตลอดเวลา  มีเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ผิวกระจกตา  (Limbal 
epithelial stem cell-LESCs)  อยู่บริเวณริมขอบกระจกตา  (Cornea-limbal area)  ท าหน้าที่เป็น
เซลล์เริ่มต้นแบ่งตัวและเติบโตเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ผิวกระจกตาในชั้นต่าง ๆ  ในภาวะขาดแคลน
เซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ผิวกระจกตา  (Limbal Stem Cell Deficiency-LSCD ) (Nishida et al., 
2004)  ในโรคบางชนิดเช่น Stevens–Johnson syndrome (Solomon et al., 2002) หรือ
อุบัติเหตุที่เกิดขึ้นกับดวงตามีผลท าให้มีการท าลายของเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ผิวกระจกตา  ส่งผล
ท าให้เกิดการเจริญของเยื่อบุตาขาว  (Conjunctival invasion)  พร้อมเส้นเลือดลุกล้ าเข้าไปใน
กระจกตา  (Corneal vascularization)  เราเรียกภาวะนี้ว่าผิวกระจกตาล้มเหลว  (Ocular surface 
failure)  หรือโรคผิวกระจกตา  (Ocular surface diseases)  ผลที่ตามมาจากสภาวะดังกล่าวท าให้
กระจกตาขุ่นและผู้ป่วยสูญเสียการมองเห็นในที่สุด   
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ภาพที่ 1  แสดงลักษณะโครงสร้างของชั้นต่าง ๆ ของผิวกระจกตา (Ordonez & Di Girolamo, 

2012) 
 

 
ภาพที่ 2  แสดงภาพผิวกระจกตาในภาวะขาดแคลนเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ผิวกระจกตา  (Limbal 

Stem Cell Deficiency-LSCD ) (Rama et al., 2010) 
 

Limbal epithelial stem cell (LESCs)  จัดเป็น adult stem cell (Solomon et al., 
2002)  ซึ่งจะเจริญไปเป็นกระจกตา  และสามารถสร้างเซลล์กระจกตาขึ้นมาใหม่เพ่ือทดแทนเซลล์ที่
เสียหายได้  โดยลักษณะของเซลล์  LESCs  นั้นมีรูปทรงลูกบาศก์มีขนาดเล็ก  มีนิวเคลียสขนาดใหญ่
เกือบเต็มเซลล์ สามารถแบ่งตัวได้ไม่จ ากัด  (self-renewal)  เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงในสภาวะที่
เหมาะสมภายนอกร่างกายสามารถเพ่ิมจ านวนมีลักษณะเป็นโคโลนี  (colony forming)  นอกจากนี้
คุณสมบัติของ  stem cell  จะแบ่งตัวช้า  (slow cycling)  ท าให้ย้อมติดสี  DNA  ได้นานกว่าเซลล์
ชนิดอ่ืน ๆ  (label-retaining cells) (Secker & Daniels, 2008; Solomon et al., 2002)  การ
แบ่งตัวเพ่ิมจ านวนจะได้  TACs  เป็นเซลล์ที่สามารถแบ่งตัวได้อย่างรวดเร็วในระยะเวลาจ ากัด  
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โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อร่างกายได้รับบาดเจ็บหรือเซลล์ถูกท าลาย  มีการสร้างเซลล์ใหม่ขึ้นทดแทน  
(wound healing)  

 
ภาพที่ 3  แสดงภาพก่อนและหลังการปลูกถ่ายด้วย  autologous limbal cultures  ซึ่งประสบ 

ผลส าเร็จเป็นอย่างดี  (Rama et al., 2010) 
 

โดยในปี 1989 Tseng  และคณะสามารถแยกเซลล์  LESCs  ออกมาเพาะเลี้ยงภายนอก
ร่างกาย  (Tseng, 1989)  ในปี 1997 Pellegrini  และคณะสามารถปลูกถ่ายเซลล์  LESCs  ให้กับ
ผู้ป่วยที่มีภาวะขาดแคลนเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ผิวกระจกตา  (Limbal Stem Cell Deficiency-
LSCD )  ได้ส าเร็จ  (Graziella Pellegrini et al., 1997)  จากคุณสมบัติของเซลล์  LESCs  ที่
สามารถเจริญเป็นกลุ่มเซลล์  (clonogenic capacity  หรือ  colony forming)  เมื่อเพาะเลี้ยงบน 
3t3 feeder cells  ใน ปี 1999 Pellegrini  และคณะ  ได้ท าการศึกษา  epithelium  ของกระจก
ตาในบริเวณต่างๆ  พบสามารถเจริญเป็นโคโลนีได้  3  แบบ  เซลล์ในบริเวณ  limbus  เจริญเป็น 
holoclone  มากที่สุดเมื่อเทียบกับเซลล์ในบริเวณอ่ืน  ซึ่งแสดงให้เห็นว่าบริเวณดังกล่าวมีเซลล์ที่มี
คุณสมบัติเป็นเซลล์ต้นก าเนิดอยู่  (G. Pellegrini et al., 1999)  โดยลักษณะโคโลนีของเซลล์  LESCs 
นั้นมีลักษณะคล้ายกับโคโลนีที่แยกได้จากเซลล์  keratinocytes  โดยการศึกษา  Barrandon and 
Green 1987  สามารถจ าแนกลักษณะโคโลนีของเซลล์  keratinocytes  ออกได้  3  แบบ 
(Barrandon & Green, 1987)  และพบว่าโคโลนีแต่ละแบบนั้นแสดงให้เห็นถึงคุณสมบัติของเซลล์
ภายในโคโลนี  ว่ามีความสามารถในการเพ่ิมจ านวนและคงคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดแตกต่าง
กันไปซึ่งลักษณะโคโลนีที่เกิดข้ึนได้แก่ 

-  Holoclone  โคโลนีหนานูน  มีขนาดใหญ่และขอบเรียบ  ประกอบด้วยเซลล์ขนาดเล็ก  80-100 
เซลล์  ซึ่งเป็น  undifferentiated cells  ที่เชื่อว่ามีคุณสมบัติในการ  self-renewal  และมี  
proliferative capacity  สูง 
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-  Meroclone  มีขนาดเล็กกว่า  Holoclone  ขอบโคโลนีแผ่แบนไม่เรียบ เซลล์มีการลดหรือเพ่ิม
จ านวนอย่างรวดเร็วในช่วงแรกและเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงเป็น  epithelium  เชื่อว่าประกอบด้วย 
TACs  

-   Paraclone  โคโลนีขนาดเล็กและประกอบด้วย  terminally differentiating cells  ที่หยุดการ
แบ่งตัว 

 
ภาพที่ 4  แสดงลักษณะโคโลนี  3  แบบของเซลล์  keratinocytes  (Barrandon & Green, 1987) 
 

ชั้น  epithelium  ของกระจกตานั้นพบว่ามีลักษณะพิเศษ  คือสามารถแบ่งออกได้  3  
บริเวณ  คือ  Corneal epithelium  เป็นบริเวณ  epithelium  ของกระจกตา,  Limbal 
epithelium  หรือ  Limbus  เป็นบริเวณที่เชื่อว่าเป็นที่อยู่ของ  LESCs  โดยเรียงตัวอยู่ในชั้น  
basal, Conjunctival epithelium  เป็นบริเวณ epithelium  ของตาขาว  (Lauweryns, van den 
Oord, & Missotten, 1993) 

 
ภาพที่ 5  แสดง  Epithelium  ของกระจกตาบริเวณ  3  บริเวณ  คือ  Corneal epithelium, 

Limbal   epithelium, Conjunctival epithelium  (Nishida et al., 2004) 
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Limbal epithelium หรือ Limbus  จะว่ามีบริเวณที่เรียกว่า  Palisades of Vogt (Secker 
& Daniels, 2008)  ในชั้น  basal  เป็นบริเวณที่อยู่ของเซลล์  LESCs  ในบริเวณดังกล่าวรายล้อม
ด้วยเซลล์หลายชนิด  ซึ่งประกอบด้วย  melanocytes  (Davanger & Evensen, 1971)  ป้องกัน
การท าลายเซลล์จากรังสีอัลตราไวโอเลต  และมี  antigen-presenting Langerhan’s cell  (Baum, 
1970)  และ  T-lymphocytes  (Vantrappen, Geboes, Missotten, Maudgal, & Desmet, 
1985)  และแทรกอยู่ด้วย  Limbal epithelial stem cells  จะถูกรองรับด้วย  stroma cells  เป็น
เซลล์ที่มีการแสดงออกของ  integrin  และ  N-cadherin  ในส่วนของ  extra cellular matrix  ใน

บริเวณ  limbal basement membrane  นั้นประกอบไปด้วย  laminin-1, -5, α2β2 chains, 

type IV collagen-α1, -α2, -α5 chains  (Ljubimov et al., 1995; Tuori, Uusitalo, 
Burgeson, Terttunen, & Virtanen, 1996)  นอกจากนี้ภายใต้  basement membrane  นั้น              
เต็มไปด้วยเส้นเลือดและเส้นประสาทมากมาย  แสดงให้เห็นว่า  limbal basement membrane  
(Lawrenson & Ruskell, 1991)  มีความส าคัญในการควบคุมระดับความเข้มข้นของ  cytokine, 
growth factor  และ  signaling molecule  ที่หลั่งจากเซลล์รอบข้างและหลอดเลือดให้เหมาะสม
ต่อการเจริญของเซลล์  LESCs  (Klenkler & Sheardown, 2004)  จากการศึกษาพบว่าในแต่ละ
บริเวณมีการแสดงออกของ  marker  แตกต่างกันไปในแต่ละบริเวณดังแสดงในตารางที่ 1  โดยพบว่า
ในชั้น  basal  ในบริเวณของ  cornea epithelium  และ  limbal epithelium (limbus)  มีการ

แสดงออกของ  TGFβ -RII  ซึ่งเป็น  receptor  ของ  TGF-β  

 เมื่อพิจารณา  marker  ต่าง ๆ  ที่แสดงออกอย่างจ าเพาะในแต่ละบริเวณนั้นพบว่า  marker  
สามารถบ่งบอกความเป็น  stem cell  และ  differentia cell  ได้ดังนี ้

 Stem cells makers   

Cytokeratin pair K5 and K14: Cytokeratin  หรือ Keratins ในกลุ่มของ  cytoskeleton 
protein  ที่สร้างเป็น  intermediate filament  อยู่ภายใน  epithelial cells  มีรูปแบบการ
แสดงออกเปลี่ยนไปตามการพัฒนาและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์  และจะพบการแสดงออกของ  
K5/K14  ในชั้น  basal  ของ  corneal, limbal  และ  conjunctival epithelium (Barnard, 
Apel, & Harkin, 2001)  รวมถึงใช้เป็น  marker  ของเซลล์  keratinocyte  (Wang, Hsueh, 
Yang, & Chen, 2003)  ที่มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนในผิวหนังและใช้ในการแยก  epidermal stem 
cells 

∆Np63α: p63 เป็น homolog ของ p53  เป็น  transcription factor  มีบทบาทส าคัญใน

การพัฒนาและการเปลี่ยนแปลงของ  epithelium  ในบริเวณกระจกตา  ∆Np63α isoform  มีการ
แสดงออกอย่างจ าเพาะในบริเวณชั้น  basal ของ Limbal epithelium  แต่ไม่พบในบริเวณ 
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Corneal epithelium  (G. Pellegrini et al., 2001)  และยังปรากฏใน  Holoclone  ซึ่งเป็นโคโลนี
ที่เกิดการแบ่งตัวของเซลล์  LESCs  แต่ไม่พบใน  paraclone  ซึ่งเป็นโคโลนีของ  TACs  นอกจากนี้
ยังมีการแสดงออกในเซลล์ผิวหนังที่มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว   

 ABCG2 หรือ ATP binding cassette transporter  มีการน ามาใช้เป็น  marker  ของเซลล์
ต้นก าเนิดหลายชนิด  มีการแสดงออกที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์และใน  cytoplasm  ของเซลล์ในชั้น 
basal  บริเวณของ  Limbal epithelium  เท่านั้น  ไม่พบในชั้น  Suprabasal  และไม่พบในบริเวณ 
Corneal epithelium  (de Paiva, Chen, Corrales, Pflugfelder, & Li, 2005)  เซลล์ที่มีการ
แสดงออก  ABCG2  พบว่าสามารถเกิด  colony-forming  ได้สูงกว่าเซลล์ที่ไม่มีการแสดงงอกของ 
ABCG2  จึงเชื่อว่าน่าจะสามารถใช้เป็น  stem cell maker  ส าหรับเซลล์  LESCs  ได ้

 Keratin19: เชื่อว่าเป็น  marker  ของ  proliferating keratinocytes  ในผิวหนัง  และ 
epidermal stem cell  ใน  hair follicles  (Michel et al., 1996)  พบว่าแสดงออกอย่างชัดเจน
ใน  cytoplasm  ของเซลล์  epithelial  ในชั้น  basal  บริเวณ  Limbal epithelium  เท่านั้น  ไม่
พบในบริเวณ  Corneal epithelium  (Z. Chen et al., 2004)   

ABCB5: ใช้เป็น  marker  ของ  skin progenitor cells  และ  melanoma stem cells 
ซึ่งมีหน้าเกี่ยวข้องกับการควบคุม  cellular differentiation  นอกจากนี้ยังพบว่าในกระจกตา 
ABCB5  มีบทบาทเกี่ยวข้องกับ  LSC maintenance, corneal development  และ  repair  โดย
พบในชั้น  basal  บริเวณ  Limbal epithelium  เท่านั้น  ไม่พบในบริเวณ  Corneal epithelium 
(Ksander et al., 2014)   

Differentiation marker 
Connexin43  เป็น  Gap junction protein  ช่วยในการขนส่งไอออน, metabolites  ที่มี

ขนาดเล็กและ  second messengers  ระหว่างเซลล์ ใช้เป็น  negative marker  ส าหรับเซลล์  
LESCs  (Z. Chen et al., 2004)  เนื่องจากพบว่ามีการแสดงออกในบริเวณ  Corneal epithelium 
และบริเวณ  Limbal epithelium  ในชั้น  suprabasal  เท่านั้น  Gap junction  เป็นตัวกลางใน
การติดต่อสื่อสารระหว่างเซลล์และส่งผลต่อการควบคุมการเจริญเติบโต  การพัฒนา  การ
เปลี่ยนแปลงและการรักษาสมดุลของเซลล์  ดังนั้น  Connexin43  จึงแสดงออกใน  differentiated 
corneal,  TACs (Wolosin, Xiong, Schutte, Stegman, & Tieng, 2000)  และการไม่ปรากฏของ 
Gap junction  ในเซลล์  LESCs  จึงถือเป็นกลไกลหนึ่งของ  stem cell  ในการป้องกันการรบกวน
จากเซลล์รอบข้าง 

CytokeratinK3/K12  มีการแสดงออกอย่างจ าเพาะในบริเวณ  Corneal epithelium  และ
ปรากฏในเซลล์ที่ก าลังเคลื่อนตัวจาก  limbus  ไปยังบริเวณ  corneal stroma  ซึ่งเป็นระยะที่ 
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stem cell  มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็น  TACs  จึงถือว่าเป็น  marker  ของ  corneal epithelial 
differentiation  (Grueterich, Espana, & Tseng, 2003) 

ตารางท่ี 1  แสดง  stem cell markers  ใน  human ocular surface epithelia  ในบริเวณ
ต่าง ๆ (Schlotzer-Schrehardt & Kruse, 2005)  
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บทบาทและความส าคัญของสภาพแวดล้อมจุลภาค  (Niche)  และกลไกลการถ่ายทอดสัญญาณ
ระดับโมเลกุลภายในเซลล์  (signaling pathway)  ที่มีต่อ  Limbal epithelial stem cell 
(LESCs)  ในภาวะบาดเจ็บและซ่อมแซม  

สภาพแวดล้อมจุลภาค  (Niche) 
Stem cell  ทุกชนิดต้องการสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม  (microenvironment หรือ 

niche)  ต่อการอยู่รอดและคงคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดต้องอาศัยปัจจัยส าคัญทั้งภายใน  เช่น 
transcription factors  และปัจจัยภายนอกได้แก่  cell signaling, growth factors และ 
cytokines  จากเซลล์รอบข้างซึ่งรวมเรียกสภาพแวดล้อมเหล่านี้ว่า  niche  โดยบทบาทของ  niche 
จะควบคุมรักษาสมดุลในภาวะที่เซลล์ได้รับบาดเจ็บระหว่างสภาวะ  quiescence  กับสภาวะ 
activation  ของเซลล์ต้นก าเนิด  นอกจากนี้ยังมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการเกิด  self-renewal 
การรักษาสภาพ  undifferentiated  ควบคุมการเพ่ิมจ านวน  (proliferation)  และ  cell fate 
decision  (Fuchs, Tumbar, & Guasch, 2004; Moore & Lemischka, 2006)  แนวคิดเกี่ยวกับ 
stem cell niche  นั้นเริ่มมาจากการศึกษา  Hematopoietic stem cells  (Moore & 
Lemischka, 2006)  ซึ่งเชื่อว่ามีส่วนช่วยในการคงคุณสมบัติ  quiescence  ของ  long term HSCs  
ส าหรับ  Epithelial stem cells  มีการศึกษาถึง  niche  กันอย่างกว้างขวางและแม้ว่า  Epithelial 
stem cells  ในแต่ละอวัยวะจะมีความจ าเพาะที่แตกต่างกัน  จึงท าให้ยากต่อการระบุสภาพแวดล้อม
ที่เหมาะสมที่สุดได้  แต่  Epithelial stem cells  ส่วนใหญ่จะมีปัจจัยในการควบคุมลักษณะทาง
ชีวภาพร่วมกัน  นอกจากนี้ยังมี  cell adhesion molecules  ต่าง ๆ  ที่เป็นองค์ประกอบส าคัญใน 
niche  และมีบทบาทช่วยในการยึดเกาะ  การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนและการเปลี่ยนแปลงไปเป็น 
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epithelial cells  ที่สมบูรณ์  โดยธรรมชาติ  limbal stem cell niche  จะอยู่ในบริเวณ Palisades 
of Voght  ซึ่งเต็มไปด้วยเซลล์ที่มีการแบ่งตัวและอยู่ในชั้น  basal  ของ  Limbus  ซึ่งอยู่ระหว่าง 
Conjunctiva  และ  Corner  ในกระบวนการซ่อมแซมเซลล์ที่เสียหาย  และ  Transient 
amplifying cells  (TACs)  อีกหนึ่งเซลล์  ซึ่งเป็นเซลล์ที่สามารถแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนได้อย่างรวดเร็ว
ภายในระยะเวลาจ ากัด  และจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเคลื่อนที่ไปสู่บริเวณกระจกตา เพ่ือสร้างเป็น
เซลล์ผิวกระจกตาใหม่ 

The Corneal Wound Healing Response 
Wound healing  คือกระบวนการซ่อมแซมเนื้อเยื่อหลังจากเกิดบาดแผล  กระบวนการ 

wound healing  ของกระจกตานั้นจะมีการตอบสนองแบบ  complex cascade  ซึ่งเกี่ยวกับการ
ปฏิสัมพันธ์ระหว่าง  cytokine  กับ  epithelial cells, keratocytes,  corneal nerves,  lacrimal 
glands, tear film  และ  immune cell  ในบริเวณที่เกิดการบาดเจ็บมีการหลั่งโปรตีน หรือ  
growth factor  มากมายที่ส าคัญกับกระบวนการ  wound healing  เช่น IL-1, epidermal 
growth factor (EGF), transforming growth factor (TGF)  พบว่าจะหลั่งมาจากเซลล์เหล่านี้ได้แก่  
platelets, keratinocytes, macrophages  (Katsuno, Lamouille, & Derynck, 2013) 

จากกระบวนการ  corneal wound healing cascade  จะเห็นว่าเซลล์  keratocyte  มี

การหลั่ง  TGF-β  แต่ยังไม่มีข้อมูลว่า  TGF-β   ที่หลั่งมานั้นส่งผลต่อการคงคุณสมบัติเซลล์ต้น
ก าเนิดของเซลล์  LESCs  อย่างไร   
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ภาพที่ 6  แสดง  Corneal Wound Healing cascade (Wilson et al., 2001) 

 

กลไกลการถ่ายทอดสัญญาณระดับโมเลกุลภายในเซลล์  (signaling pathway)   
ในสภาวะบาดเจ็บและภาวะที่ร่างกายต้องการสร้างเซลล์ใหม่เพ่ือทดแทนเซลล์เก่าที่ตายไป  

stem cell  จ าเป็นต้องสื่อสารกับ  niche  เพ่ือให้เกิดกระบวนการ  self-renewal  และ  fate 
decision  ในการผลิต  progeny  โดยการสื่อสารนั้น  stem cell  ต้องอาศัยสัญญาณจากภายนอก 
(extrinsic signals)  จากสิ่งแวดล้อมภายนอกเซลล์  (microenvironment)  เช่น growth factor 
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ร่วมกับสัญญาณที่เกิดขึ้นภายในเซลล์  ( intrinsic signals)  เช่น  signaling pathway, 
transcription factor  โดยสามารถเกิดขึ้นแบบ cell-cell contact, cell- matrix contact  หรือ
แบบ  paracrine factor  โดยผ่าน  receptor  มีการศึกษาเกี่ยวกับสัญญาณ  (signaling pathway) 
ที่ใช้ในการสื่อสารระหว่าง  stem cell  กับ  niche  เช่น  Sonic hedgehog (SHH) pathway,  

Wnt/β-catenin pathway, Notch pathway  และ  TGF-β/BMP pathway  (L. Li & Xie, 
2005) 

TGF-β Superfamily signaling 

จากศึกษาพบว่าสัญณาณจาก  TGF-β superfamily  มีบทบาทส าคัญในการพัฒนาของ         
ตัวอ่อนเกี่ยวข้องกับ  tissue homeostasis  และ  regeneration,  immune responses,  tumor 

suppression  และกระบวนการ  metastasis  TGF-β superfamily  ประกอบด้วย  TGF-βs 

(TGF-β1-3), bone morphogenetic proteins (BMPs), growth  and  differentiation factors 
(GDFs),  anti-Mu¨ llerian hormone (AMH), Activins  และ  Nodal  (Lapraz et al., 2006)  ใน
การส่งสัญญาณนั้นจะส่งสัญญาณผ่านทาง  Type I  และ  Type II Serine/Threonine kinase 
receptors  (Schmierer & Hill, 2007)  ทั้ง  2  ชนิดนี้จะอยู่เป็น  Heterodimers  กัน พบว่ามีการ

แสดงอออกของ  TGFβ-RI  และ  TGFβ-RII  บริเวณ  limbus  มากกว่าบริเวณ  central corneal 
epithelium  อย่างเห็นได้ชัดในคนและหนู  BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-7  โดย  
BMPR-I  และ  BMPR-II  มีการแสดงออกใน  human corneal epithelial cell และ keratocytes  
ซึ่ง  BMPs  ถูกพบมากบริเวณ  stroma (Luo, Cui, Bian, & Yu, 2014) 

 
ภาพที่ 7  เซลล์ในชั้น  basal  บริเวณ  cornea epithelium  และ  limbal epithelium (limbus) 

แสดง  TGFβ-RII  (Schlotzer-Schrehardt & Kruse, 2005) 
 

TGFβ-RII  เป็น  receptor  ที่จ าเพาะส าหรับ  TGF-β ligand  หน้าที่ควบคุมการกระตุ้น 

downstream Smad  และ  non Smad pathways TGFβ-RI  จะถูก  phosphorylated  และไป
เติมหมู่  phosphate  ให้กับ  receptor-regulated Smads (R-Smads)  ส่วน  BMPs ligand  จับ
กับ  Receptors  คือ  BMPRII  ซึ่งเป็น  receptor Type II  ส่งผลให้  Type II  ถูกกระตุ้นและเติม
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หมู่ฟอสเฟสให้กับ  Type I  และส่งสัญญาณภายในเซลล์ผ่านทาง  BMP-Smad pathway  หรือ 
BMP-MAPK pathway  โดยการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ  R-Smad  โดยมี  R- Smad1-8  ที่พบใน
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมนั้นแบ่งออกเป็น  receptor-regulated Smad (R-smad)  ได้แก่ Smad1, 
Smad5  และ  Smad8  ซึ่งจะถูกกระตุ้นโดย  BMP-type I receptor  ในขณะที่  A-Smad  ได้แก่ 

Smad2  และ  Smad3  จะถูกกระตุ้นโดย  activing  และ  TGF-β-RI  โดยมี  Smad4  เป็น  Co-
Smad  เมื่อ  R-Smads  ถูกกระตุ้น  จะอยู่ในรูป  heteromeric complexes  กับ  Co-Smad 
(Smad4) และจะ  Translocate ไปยัง  nucleus  ไปจับกับ  transcription factors, 
transcriptional co-activators  หรือ  co-repressors  เพ่ือควบคุมการแสดงออกของยีนเป้าหมาย 
(Oshimori & Fuchs, 2012)  Smad complex  หรือ  Smad binding element  นั้นไม่เพียงพอ
ต่อการควบคุม  endogenous promoter  ส าหรับ  target gene  จ าเป็นจะต้องจับกับ  DNA 
binding transcription factor  ตัวอ่ืนๆ  ในการควบคุมการแสดงออกของยีน 

ในการส่งสัญญาณเข้าสู่นิวเคลียสทั้งใน  BMP  และ  TGF-β/activin signaling pathway 
และมี  inhibitor Smad (I-Smad)  ได้แก่  Smad6  และ  Smad7  ท าหน้าที่ยับยั้ง  BMP  และ

TGF-β/activin signaling  โดย I-Smad  จะแย่ง  R-Smad  ในการเข้าจับกับ  activated type I 
receptor  หรือเข้าจับกับ  activated R-Smad  เพ่ือขัดขวางการเข้าจับกับ  Co-Smad  (Oshimori 
& Fuchs, 2012) 

 
 ภาพที่ 8  แสดง  TGF-β Superfamily signaling transduction (Oshimori & Fuchs, 2012) 
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จากการศึกษาพบว่าทั้ง  TGF-β signaling  และ  BMP signaling  ใช้  co-Smad  หรือ 
Smad4  ร่วมกัน  มี  common target  ร่วมกัน  แต่การศึกษาพบว่า intracellular 
concentration  ของ  Smad4  มีจ ากัด  (Miyazono, Maeda, & Imamura, 2005)  ดังนั้น  TGF-

β signaling  และ  BMP signaling  จ าเป็นต้องแย่งจับ  Smad4  ดังนั้น  molecular 
mechanism ที่เกี่ยวข้องกับการคงคุณสมบัติในเซลล์  LECSs  อาจเกิดจากการแย่งจับ  Smad4  

ของ  TGF-β และ  BMP signaling  

P63 transcription Factor  

P63  อยู่ใน  family  เดียวกับ  P53 ใน  human  P63 gene  จะ  located  ที่ 
chromosome 3q27  และประกอบด้วย  15 exons ยาว 250 kb P63 ประกอบด้วย 2 
promoters  คือ  TA promotor  และ  ∆Np promotor  ท าให้โปรตีน  P63  มีทั้งหมด  6 

isoform  คือ  TAp63 α, β, γ  ∆Np63 α, β, γ ซึ่ง TAp63  ประกอบด้วย  transactivation 
domain  แต่  ∆Np63 isoform  นั้นจะไม่มีส่วนของ  transactivation domain (Di Iorio et al., 
2005)  ซึ่งทั้ง  P63  และ  P53  จะ  encode  โปรตีนที่ท าหน้าที่คล้ายกัน  และควบคุม  common 

target gene  ส าหรับ  p63α protein  จะมีส่วนของ  steria alpha motif (SAM) domain  ซึ่ง
ส่วนดังกล่าวนี้จะไม่พบใน  P53  และเชื่อว่าบริเวณดังกล่าวก่อให้เกิดกระบวนการ  
developmental  และจากล าดับเบสที่คล้ายกันของ  TAp63 และ  P53  จึงสามารถที่จะจับและ 
transactivation ของ P53 target gene จ านวนมาก แต่อย่างไรก็ตามโปรตีน TAp63  สามารถจับ 
DNA  โดยผ่านทางการตอบสนองต่อ  elements  เกี่ยวข้องกับ  P63  แต่จะไม่เกี่ยวข้องกับ  P53 
สาเหตุที่ขาด  TA domain  ของ  ∆Np63  มีรายงานว่าสามารถจะ  block p53  หรือ  TAp63-
mediated 

 
ภาพที่ 9  P63 transcription factor  ทั้ง  6 isoform  ประกอบด้วย  2 promoters  คือ  TA 

promotor  และ  ∆Np promotor  (Kouwenhoven, van Bokhoven, & Zhou, 
2015) 
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P63  ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการรักษาสภาพความเป็น  stem cell  แต่อย่างไรทั้งหมด  6  
isoform  มีการแสดงออกแตกต่างกันหรือมีบทบาทต่างกันในแต่ละบริเวณ  (site specific)  (Wang 
et al., 2005)  แต่ละ  isoform  จ าเป็นส าหรับ  maintenance  ความสามารถในการเพ่ิมจ านวน
ของเซลล์  LESCs  และ  ความสามารถในการ  migrate  ไปยัง  corneal  โดย  TAp63  แสดงออก
ระดับสูงในบริเวณ  limbus  และลดลงประมาณ  10  เท่าในบริเวณ  peripheral corneal  และจะ
ไม่พบการแสดงออกเลยในบริเวณ  central corneal  ส าหรับ  ∆Np63   พบการแสดงออกระดับที่
สูงในบริเวณ  limbus  และจะลดลงประมาณ  35%  ในบริเวณperipheral cornea  และจะไม่พบ
การแสดงออกเลยในบริเวณ  central corneal  (Wang et al., 2005)   

∆Np63α  เป็น maker stem cell  มีความส าคัญต่อ  self-renewal  (SC pool)  เป็น 

isoform  ที่พบมากที่สุดว่าในเซลล์  LESCs  ที่เจริญแบบ  holoclones  และจ านวน  α+ cell  จะ
ลดน้อยลงในโคโลนีแบบ  meroclones  และไม่พบเซลล์ดังกล่าวเลยใน  paraclones  นอกจากนี้

พบว่า  ∆Np63β  และ  ∆Np63γ  สามารถพบได้ในโคโลนีแบบ  paraclones  ยังพบว่า  

∆Np63β  และ  ∆Np63γ  เริ่มปรากฏในชั้น  suprabasal  และพบส่วนน้อยบริเวณ  limbus  แต่
อย่างไรก็ดีพบว่าสามารถพบทั้ง  2 isoform  บริเวณ  limbus  และ  corneal  ได้  เมื่ออยู่ในภาวะที่

ผิวกระจกตาถูกกระตุ้น  ∆Np63β  และ  ∆Np63γ  นั้นไม่ใช่  maker  ของ  stem cell  แต่น่าจะ
มีบทบาทเกี่ยวข้องกับ  epithelial differentiation  ในขั้นตอน  corneal regeneration  (Di Iorio 
et al., 2005)    

 

 
ภาพที่ 10  บทบาท  Transcription factors P63  ต่อ  corneal cell functions  (G. Pellegrini 

et al., 2016) 
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ความส าคัญ  P63  ต่อการสร้าง  epithelia  ในระยะ  embryo  มีการแสดงออกใน 
ectodermal surfaces  ของ  limb buds,  branchial arches  และ  epidermal appendages 
ใน  mouse embryo  พบว่าในหนูที่ไม่มีการแสดงออกของ  p63 (p63-/-)  หนูจะตายจากสาเหตุ 
dehydration  จากการไม่สามารถพัฒนา  stratified epithelial barrier  ได ้ (Yang et al., 1999)  

ในภาวะบาดเจ็บหรือเซลล์ได้รับความเสียหาย  มีรายว่า  wound healing process  ของ
เซลล์ผิวหนังเกี่ยวข้องกับ  ∆Np63/BMP-7 signaling pathway  โดยผ่านการควบคุมของ  
metrilin-2  ซึ่งเป็นโปรตีนใน  extracellular matrix  บริเวณ  basement membrane  และ
เชื่อมโยงอยู่กับ  collagens,  proteoglycan,  laminin  จึงมีบทบาทส าคัญในการรวมตัวของ 
matrix  เนื่องจากในระหว่างการซ่อมแซมเซลล์ผิวต้องมีการสลายตัวของ  extracellular matrix  
รอบๆ  บาดแผลเพ่ือให้เซลล์จากชั้นล่างสามารถเคลื่อนตัวไปแทนที่เซลล์ที่เสียหายได้สะดวก  จึงมี
การ  down-regulate  ของ  ∆Np63  และ  BMP-7  ในช่วงแรกของ  wound healing process  
(Ichikawa, Suenaga, Koda, Ozaki, & Nakagawara, 2008)  และจากการศึกษาพบว่า  target 
gene  ของ  transcription factor p63  ในกระบวนการ  wound healing  ในเซลล์  human 
airway epithelial basal cells  ซึ่งเก่ียวข้อง  epithelial repair  และ  differentiation  (Warner 
et al., 2013) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

วัสดุและอุปกรณ์ 
 เซลล์ที่ใช้ทดสอบ  

Limbal epithelial stem cell (LESCs)  และ  Keratocytes  
 ได้รับความอนุเคราะห์ชิ้นเนื้อ  limbal tissue  ที่เหลือใช้จาก  ผศ.  พญ.  วิลาวัลย์  พวงศรี
เจริญ  ภาควิชา  จักษุวิทยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  โดยทางฝ่ายจักษุวิทยา
จะเป็นผู้ท าการเก็บส่วน  corneoscleral rim  (limbal ring)  ที่เหลือไม่ใช้แล้วของดวงตาผู้บริจาคที่
เสียชีวิต  การเพาะเลี้ยงเพ่ิมจ านวนใน  DMEM/F12 medium, 10% (v/v) Fetal bovine serum, 
2.5 µg/ml NaHCO3, 0.5 µg/ml hydrocortisone, 5 mg/ml human insulin in, 20 ng/ml 
EGF, 1% L-glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin  ในตู้อบที่อุณหภูมิ  37°C  มี 5% CO2 
      3t3 cell line (mouse embryonic fibroblast cell line)   
 ได้จาก  The American Type Cell Culture (ATCC)  ใช้เป็น  feeder cells  สนับสนนุ
การเจริญเติบโตของเซลล์  LESCs การเพาะเลี้ยงเพ่ิมจ านวน  3t3  ในอาหารเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วย  
DMEM-High glucose, 10% (v/v) Fetal bovine serum, 1% L-glutamine, 1% Penicillin-
Streptomycin  ในตู้อบที่อุณหภูมิ 37°C  มี  5% CO2 
สารเคมี 

Smad2/3 Antibody (D7G7) rabbit mAb (Cell Signaling Technology), p63-α 

Antibody rabbit mAb (Cell Signaling Technology), E-cadherin Antibody (24E10) rabbit 

mAb (Cell Signaling Technology), Vimentin Antibody rabbit mAb (Cell Signaling 

Technology), anti-human cytokeratin 1/10 Ms IgG1 (Millipore), Rhodamine B , Bio-Plex 

Assays (Bio-Rad), Bovine serum albumin (Sigma-Aldrich), Tween-20 (Sigma-Aldrich), 

10xPBS (Apsalagen Co.,Ltd), DMEM-high glucose (Gibco, USA), fetal bovine serum 

(Gibco, USA), L-glutamine (Gibco, USA), penicillin-streptomycin (Gibco, USA), 1x 

versene (Gibco, USA), 0.25% Trypsin (Gibco, USA), Dulbecco modified Eagle 

medium/F12 (DMEM/F12) (GE Healthcare Life Scicence), Hydrocortisone (Sigma-

Aldrich), Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich), Insulin in (Gibco, USA), Dispase II (Gibco, 

USA), Mitomycin C  (Sigma-Aldrich), Recombinant Human EGF Protein (R&D Systems), 
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Recombinant Human TGF-beta 1 (R&D Systems), TGF inhibitor (Stemgent Inc.), 

agarose (vivantis, Malaysia), dimethylsulfoxide (Biobasic inc, Canada), ethidium 

bromide (Biobasic inc, Canada), boric (Biobasic inc, Canada), triton X-100 (research 

organic inc), ethanol (Biobasic inc, Canada), isopropanal (Biobasic inc, Canada), Taq 

DNA polymerase (500 U/µl), GeneRulerTM 100 bp DNA ladder (ThemoScientific, USA), 

GeneRuler TM 1 Kbp DNA ladder (ThemoScientific, USA), Trizol reagent (Molecular 

Research Center; MRC),DNA extraction kit (qiagen, USA), plasmid mini prep kit 

(quiagen, USA) , two-step qRT-PCR kit with SYBER green (invitrogen, USA), 

Formaldehyde (Sigma-Aldrich), Normal goat serum (Gibco, USA), SimpleChIP® 

Enzymatic Chromatin IP Kits (Cell Signaling Technology), DAPI (4',6-Diamidino-2-

Phenylindole, Dihydrochloride) (ThemoScientific, USA), 

อุปกรณ์ 
Adjustable pipette 1-10 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 20-200 µl และ 100-1000 µl 

(eppendorf, France), biohazard laminar-flow hood (nuaire, USA), cell culture dish: 

diameter 100 mm, 6-well cell culture plate, และ 24- well cell culture (Corning, USA), 

electrophoresis (Bio Rad, USA), freezer - 80๐C (Thermoelectron, USA) refrigerator 4°C, 

20°C, , Fluorescence microscope (Carl Zeiss,Germany), gel documentation (Bio-Rad, 

USA), Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific Inc.), 

hemocytometer (Resistant, Germany), microcentrifuge (Eppendorf, Germany), tube: 15 

และ 50 ml (Corning Incorporation, USA), T25 และ T75 tissue culture flasks (Corning, 

USA) 

สถานที่ด าเนินงานวิจัย 
หน่วยวิจัยเซลล์ต้นก าเนิดและเซลล์บ าบัด  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
1.  การเตรียมเซลล์พี่เลี้ยง (Feeder cells) 
เลี้ยงเซลล์  3t3  (mouse embryo fibroblast cell line)  จนประมาณร้อยละ  80-90 

ของภาชนะ  T75  หยุดการเจริญเติบโต  โดยการใส่  mitomysin C  ความเข้มข้น  10 µg/ml  น า
บ่มที่อุณหภูมิ  37 ๐C  เป็นเวลา  2  ชั่วโมง  ครบเวลาท าการย่อยด้วยเอนไซม์ 0.25% 
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Trypsin/EDTA  เป็นเวลา  2  นาท ี ที่อุณหภูมิ  37 ๐C  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์
ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM-High glucose, 10% (v/v) Fetal bovine serum, 1% L-
glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin)  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว  1000 rpm  เป็นเวลา  5 
นาท ี เทส่วนใสทิ้ง  ละลายตะกอนด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ ประมาณ  1 ml  ท าการนับจ านวนเซลล์ให้
ได้จ านวน  1x106 cells  ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด  60 mm  เขย่าให้เซลล์กระจายให้ทั่ว  น า
เซลล์ไปบ่มและเลี้ยงต่อที่อุณหภูมิ  37 ๐C  5%  คาร์บอนไดออกไซด์  เป็นเวลา  24  ชั่วโมง  เพ่ือให้
เซลล์เกาะก่อนน ามาใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง  

2.  การแยก  และเลี้ยงเซลล์ปฐมภูมิ  (primary cells) limbal stem cells  จาก  
limbal ring  

น า  limbal ring  ซึ่งได้รับมาจากภาควิชาจักษุวิทยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย  มาล้างด้วย  PBS 2  รอบ  จากนั้นน าไปย่อยด้วยเอนไซม์  Dispase II  ความเข้มข้น 
1.2 U/ml  ที่อุณหภูมิ  4 ๐C  เป็นเวลา  12 ชั่วโมง  ครบเวลาดูดเอนไซม์  Dispase II  ทิ้งและย่อย
ต่อด้วยเอนไซม์  0.05% trypsin/EDTA  เป็นเวลา  10  นาที  ที่อุณหภูมิ 37 ๐C  เมื่อครบเวลาดูด
พ่นให้ได้เซลล์เดี่ยว  หยุดปฏิกิริยาด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดกระจกตา  (DMEM/F12 medium, 
10% (v/v) Fetal bovine serum, 2.5 µg/ml NaHCO3, 0.5 µg/ml hydrocortisone, 5 mg/ml 
human insµl in, 20 ng/ml EGF, 1% L-glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin)  น าเซลล์ไป
ท าการปั่นเหวี่ยงที่  1200 rpm  เป็นเวลา  5  นาที  เทส่วนใสทิ้งละลายตะกอนด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์  
1 ml  น าเซลล์ทั้งหมดเพาะเลี้ยงในจานเพาะเซลล์ที่มีเซลล์พ่ีเลี้ยงที่เตรียมไว้แล้ว  น าไปเลี้ยงที่สภาวะ
อุณหภูมิ 37 ๐C  5%  คาร์บอนไดออกไซด์  ท าการเพาะเลี้ยงต่อระยะเวลาประมาณ  10-14  วัน  จะ
ได้เซลล์ปฐมภูมิเพ่ือใช้การในศึกษาต่อไป  โดย  limbal ring  ที่น ามาใช้ในการศึกษาได้ผ่านการ
รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน  IRB No.302/58 

3.  การแยกและเลี้ยงเซลล์  keratocytes  
 น า  limbal ring  หลังจากย่อยส่วนของ  epithelium  ออกหมดแล้ว  น ามาตัดส่วนบริเวณ

ส่วนเนื้อเยื่อตาขาวออก  จะเหลือบริเวณที่เรียกว่า Limbus  ซึ่งอยู่ระหว่างตาขาวและตาด า  น ามา

ย่อยด้วยย่อยด้วยเอนไซม์  Dispase II  ความเข้มข้น  1.2 U/ml  ที่อุณหภูมิ 37oC  เป็นเวลา          

1 ชั่วโมง  ครบเวลาล้างด้วย  1x PBS 2  รอบ  จากนั้นตัดเป็นชิ้นเล็กๆ  น ามาวางบนจานเพาะเซลล์ที่

เคลือบด้วย  10 µg/ml laminin  ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์  (DMEM/F12 medium, 10% (v/v) Fetal 

bovine serum, 2.5 µg/ml NaHCO3, 0.5 µg/ml hydrocrotisone, 1% L-glutamine, 1% 

Penicillin-Streptomycin)  พอท่วมชิ้นเนื้อ  จากนั้นรอให้เซลล์ที่มีลักษณะ  fibroblast  เจริญออก
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จากชิ้นเนื้อ  เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุกๆ  2  วัน  จนเซลล์เจริญเต็มจานเพาะเซลล์  จากนั้นจึงน า

เซลล์ที่ได้ไปใช้การในศึกษาต่อไป 

4.  การสกัด RNA การสร้าง cDNA   
 วิธีการสกัด RNA  

-  โดยเริ่มจากการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งเติม  1 ml Trizol  ลงในแต่ละ  well  ตั้งทิ้งไว้  5 นาที 

จากนั้นดูดสารละลายใส่  tube  ขนาด 1.5 ml  

- เติม  100 µl bromochloropropane (BCP)  ผสมให้เข้ากันโดยการ  invert tube  จากนั้นตั้งทิ้ง

ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  10 นาที  ครบเวลาน าไปปั่นด้วยเครื่อง  Centrifuge  ที่ความเร็ว  12000 

rpm  อุณหภูมิ  4 °C  เป็นเวลา  10  นาท ี 

- ดูดเก็บส่วนใสด้านบนประมาณ  400 µl  ใส่  RNase-free microcentrifuge tubes  เติม  500 µl 

isopropanol  เก็บท่ี  -20 °C  ข้ามคืนเพ่ือตกตะกอน  RNA   

-  น ามาปั่นด้วยเครื่อง  Centrifuge  ที่  12000 rpm  อุณหภูมิ   4 °C  เป็นเวลา  10  นาที  เทส่วน

ใสทิ้ง  เติม  1 ml 75% ethanol  น าไปปั่นที่ความเร็ว  7500 rpm  อุณหภูมิ 4 °C  เป็นเวลา 5 

นาท ี (2 ครั้ง)   

-  ดูด 75% ethanol  ทิ้ง  ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  5-10 นาที  ละลายตะกอน  RNA  ด้วย                     

50 µl RNA storages  จากนั้นน า  RNA  ที่ได้มาสร้างเป็น  cDNA  

 วิธีการสร้างสาย  cDNA 

-  ค านวณความเข้มข้น  RNA ให้ได้  1 µg  จากนั้นเติม 1 µl oligo dT  และเติม  nuclease-free 

water  ให้มีปริมาตรรวม  12 µl  จากนั้นน า  tube  ไปท าการ  Heat ที่ 70 °C  เป็นเวลา  5 นาท ี

-  เตรียม  master mix  ประกอบด้วย  4 µl Buffer RT, 2 µl dNTP 10 mM, 0.5 µl ribolock 

และ  0.5 µl dH2O  ครบเวลาเตรียม master mix  ลงในแต่ละ  tube  น า  tube  ไป  Heat ที่      

37 ºC  เป็นเวลา 5 นาท ี 

-  ครบเวลาน า  tube  มาเติม 1 µl reverse transcriptase  (Revert Aid H Minus M-Mul V)  

น า  tube  ใส่เครื่อง  thermal cycle  เพ่ือสร้างสาย  cDNA  ที่อุณหภูมิ 42 ºC  เป็นเวลา  1 

ชั่วโมง  และ  70 ºC  เป็นเวลา  10 นาท ี 
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5.  การท า  real time PCR 
น าสาย  cDNA  ที่สังเคราะห์ได้ของแต่ละตัวอย่างปริมาณ  2 µl  ผสมกับน้ าปริมาณ  8.5 µl 

จากนั้นเติม  SYBER Green  (invitrogen, USA)  ปริมาณ 12.5 µl และ Primer  forward  และ 

reverse  อย่างละ  1 µl  ปริมาตรร่วม  25 µl  ผสมให้เข้ากันจากนั้นน าใส่เครื่อง  Applied 

Biosystems 7500 Real-Time PCR System  เพ่ือวิเคราะห์โดยตั้งโปรแกรม  ดังนี้ 

 อุณหภูมิ    เวลา                                        รอบ 

 95.0 °C    10:00 นาที        1   

 95.0 °C    0:15  นาที         40  

57.0 °C          0:30  นาที     

72.0 °C      0:45  นาท ี

6.  การย้อม immunofluorescence  
 ก่อนขั้นตอนการ  fixed  ด้วย  4% formaldehyde  ท าการดูด  medium  เก่าท้ิงจากนั้นท า

การล้างเซลล์ด้วย  1X PBS  จ านวน  3รอบ  

1. ขั้นตอนการ fixed 

-   เติม  300 µl 4% formaldehyde  ลงใน well  และบ่ม 15 นาที  อุณหภูมิห้อง  เมื่อครบเวลา

ดูด 4% formaldehyde  ทิ้งล้างด้วย  1X PBS  3  ครั้ง 

2. ขั้นตอนการ  permerbilization 

-  permerbilization  ด้วย 0.1% หรือ 0.3% triton X-100 in 1xPBS  300 µl  ทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องประมาณ 30 นาที  ครบเวลา  ดูดทิ้ง  ตามด้วยขั้นตอน  blocking 

3. ขั้นตอน  blocking 

-  blocking buffer; 1x PBS+5% normal goat serum +0.3% triton x-100 

-   เติม  blocking buffer  ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา  90 นาที  

4. ขั้นตอนการลง  primary antibody 

- Antibody dilution buffer : 1x PBS+1% BSA+0.3% Triton x-100 
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- ดูด  blocking solution  ทิ้ง เติม  primary antibody ที่ท าการ diluted ด้วย Antibody 

dilution buffer  ประมาณ 250-300 µl  เติมลงใน  well  น าไปบ่มที่ 4 ºC ข้ามคืน  ในที่มืด 

5. ขั้นตอนการย้อม  secondary antibody 

-  ดูด primary antibody ทิ้ง และล้างเซลล์ด้วย rinse buffer: 1x PBS+0.05% tween-20  

ประมาณ 5 รอบ รอบละ 5 นาท ี

-  น า  secondary antibody  ละลายใน  Antibody dilution buffer  ประมาณ  250-300 µl  

และเติมลงใน  well  น าไปบ่มอุณหภูมิห้องในที่มืด  เป็นเวลา  2 ชม. 

-  ดูด  secondary antibody  ทิ้ง  และล้างเซลล์ด้วย  rinse buffer 5-7 รอบ 

6. ขั้นตอนการย้อม  nucleus 

-  น า  DAPI  ละลายใน  Antibody dilution buffer (1:1000)  ปริมาณ 500 µl  เติมลงใน  

well และบ่มเป็นเวลา  5 นาท ี

-  ดูด  DAPI  ทิ้งและล้างด้วย  1x PBS 2  ครั้ง 

-  จุ่ม  cover slip  ลงใน  ethanol  เพ่ือล้างน้ าและฟองอากาศ  ตั้งทิ้งไว้จนแห้ง 

-  เติม  antiphase  ลงบนสไลด์  และวาง  cover slip  คว่ าลงบนสไลด์. 

-  น าไปวิเคราะห์ด้วยกล้อง  Fluorescence microscope 

7.  การท า  Chromatin immunoprecipitation 

ขั้นตอน  Cross-linking 

-   โดยการใส่ 37% formaldehyde ปริมาตร 540 µl ลงใน culture dish ขนาด 15 ml ที่มี 

   medium  เลี้ยงเซลล์อยู่  20 ml  วางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  10 นาท ี

-   ครบเวลาเติม  10x glycine  ปริมาตร  2 ml  วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง  ทิ้งไว้เป็นเวลา  5  นาท ี

-   ครบเวลาดูด  Medium  ทิ้ง  จากนั้นล้างด้วย  ice-cold PBS  ปริมาตร 10 ml  จ านวน  2 

รอบ 

-   จากนั้นใส่  ice-cold PBS+Protease inhibitor cocktail (PIC)  ปริมาตร 2 ml  จากนั้นท า

การ scrape  เซลล์ 

-  ดูดสารละลายทั้งหมดน าไปปั่นที่ความเร็วรอบ  1,500 rpm  เป็นเวลา 5 นาที  ที่อุณหภูมิ 4 °C 

จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง  เก็บตะกอน 

ขั้นตอน  Chromatin digestion 
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-  น าตะกอนมาละลายใน  lysis buffer  ปริมาตร 1ml  จากนั้นน าไปวางในน้ าแข็ง  เป็นเวลา 10 

นาท ี

-  ครบเวลาเติม  Micrococcal nuclease  ปริมาตร 0.5 µl  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา  

20 นาที  ครบเวลาหยุดปฏิกิริยาด้วย  0.5 M EDTA  ปริมาตร 10 µl 

-   น าไปปั่นที่ความเร็วรอบ  13,000 rpm  เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C  เทส่วนใสทิ้ง 

-   ละลายตะกอนด้วย  ChIP buffer+PIC  ปริมาตร 100 µl  จากนั้นน าวางในน้ าแข็งเป็นเวลา  10 

นาที  ครบเวลาน าไป  sonicate   

-  ปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ  10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C เก็บส่วนใสใส่

หลอดใหม่ 

-  ดูดสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ขนาด  DNA  โดย  electrophoresis 

ขั้นตอน  Chromatin Immunoprecipitation 

-  น าสารละลายที่ได้มา incubate กับ antibody  ที่เราสนใจในการศึกษา  ที่อุณหภูมิ 4°C ข้ามคืน 

- ครบเวลาท าการล้าง antibody โดยโปรตีนที่เราสนในจะถูกจับอยู่กับ  antibody  ซึ่ง  antibody  

จะถูก  taq  ไว้ด้วย  magnetic beads  ดังนั้นโปรตีนที่ไม่จับกับ  antibody  จะถูกล้างออก  

จะเหลือเฉพาะโปรตีนที่เราสนใจเท่านั้น 

-  จากนั้นท าการ reversal of cross-link  โดยขั้นตอนนี้จะเป็นการเอาโปรตีนออก  ให้เหลือเฉพาะ 

DNA  โดยน าสารละลายไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 30 นาท ี

-  ครบเวลาเติม 5M NaCl ปริมาตร 6 µl และ Proteinase K ปริมาตร 2 µl บ่มทีอุ่ณหภูมิ           

65 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

-  นั้นน าสารละลายที่ได้  ซึ่งขั้นตอนนี้จะเหลือเพียง  DNA  จากนั้นน า  DNA  นี้ไปท าให้บริสุทธิ์มาก

ขึ้นโดย  Spin Colum 

-  น า  DNA  ที่ได้ส่งไปวิเคราะห์โดย  RT-PCR 

8.  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์การแจกแจงแบบ Student's t โดยโปรแกรม SPSS โดยค่า p 

value < 0.05 
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9.  ศึกษาผลกระทบของ  TGF-β1  ที่มีต่อ Limbal epithelial stem cell  (LESCs)  
โดยตรง 

9.1  ศึกษาผล  TGF-β1  ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิด 

 การศึกษานี้เพ่ือศึกษาผลของ TGF-β1 นั้นมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงหรือมีผลต่อการคง

คุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดอย่างไรต่อเซลล์  LESCs  ซึ่งการเจริญเป็นโคโลนีและจ านวนโคโลนี

นั้นจะเป็นสิ่งที่ส าคัญต่อการจะบ่งบอกถึงคุณสมบัติเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  โดยท าการเตรียมเซลล์ 3t3 

ส าหรับเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง นับจ านวนเซลล์ให้ได้ 6x105 cells/well เลี้ยงใน 6 well plate จ านวน

ทั้งหมด 6 well น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C, 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้

เซลล์เกาะ จากนั้นจึงค่อยน าเซลล์  LESCs  จ านวน  3000 เซลล์  ลงไปเลี้ยง ท าการใส่ TGF-β1 

ความเข้มข้น 20 ng/ml  โดยแบ่งเป็น  3  ชุดการทดลองคือ  

1.  control  ไม่ใส่  TGF-β1  

2.  TGF-β1  ความเข้มข้น  20 ng/ml  เป็นเวลา  1 วัน  จากนั้นล้างด้วย 1x PBS เติม

อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่  

3.  TGF-β1  ความเข้มข้น  20 ng/ml  เป็นเวลา  3  วัน  จากนั้นล้างด้วย 1x PBS เติม

อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่   

โดยทั้ง  3  ชุดการทดลองท าเลี้ยงเป็นเวลา  14 วัน  จากกนั้นท าการนับจ านวนโคโลนี 

          %CFE           =    จ านวนโคโลนีทั้งหมด/well x 100 

                                   จ านวนเซลล์ที่ seeded/well  

9.2  ศึกษาผล  TGF-β1  ลดคุณสมบัติเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  LESCs  โดยท าให้เกิด  
EMT         

การศึกษาท่ีผลของ  TGF-β1  ลดคุณสมบัติเป็นเซลล์ต้นก าเนิดโดยท าให้เกิด  EMT  หรือไม่ 

จึงได้ท าการศึกษาโดยน า  primary cell  ของเซลล์  LESCs  ท าการย่อย  จากนั้นนับจ านวนเซลล์ให้

ได้  5000 เซลล์  ใส่ลงในเซลล์พี่เลี้ยง  3t3  ที่ท าการ  treat  ด้วย  Mitomycin C  เรียบร้อยแล้ว 

เลี้ยงเซลล์ประมาณ  5-7 วนั  ให้เซลล์เจริญเป็นโคโลน ี  จากนั้นใส่  TGF-β1  ความเข้มข้น                    

20 ng/ml  เป็นเวลา 3 วัน  จากนั้นท าการย่อยเซลล์พ่ีเลี้ยงออกด้วย  1x versene  โดยเริ่มจากการ

ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง  จากนั้นจึงท าการเติม  500 µl 1x versene  บ่มที่อุณหภูมิ 37 ๐C  เป็นเวลา 

1 นาที  จากนั้นใช้ไปเปตดูดพ่นเอาส่วนของเซลล์พ่ีเซลล์หลุดออกจนหมดจากนั้นท าล้างด้วย  5 ml 
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1x PBS 2 รอบ จากนั้นน าไปสกัด RNA และวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนโดยการท า                  

RT-PCRและวิเคราะห์ผลอ่ืนร่วมด้วยคือพิจารณาจาก  morphology  และ  Immunofluorescence  

ตารางท่ี 2  แสดงไพรเมอร์ใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิด EMT 
 

       ยีน                         ล าดับ sequences                            ขนาด fragment (bp)                

E-cad  F5'-TGC CCA GAA AAT GAA AAA GG-3'                        200 
   R5'-GTG TAT GTG GCA ATG CGT TC-3' 
N-cad   F5'-ACA GTG GCC ACC TAC AAA GG-3'                        201 
  R5'-CCG AGA TGG GGT TGA TAA TG-3' 
FN  F5'-CAG TGG GAG ACC TCG AGA AG-3'                       168 
  R5'-TCC CTC GGA ACA TCA GAA AC-3' 
Vim                                  F5'-GAG AAC TTT GCC GTT GAA GC-3'                        163 
 R5'-GCT TCC TGT AGG TGG CAA TC-3' 
SNAIL  F5'-CCT CCC TGT CAG ATG AGG AC-3'                       234 
 R5-CCA GGC TGA GGT ATT CCT TG-3'                        
SLUG                                F5'-GGG GAG AAG CCT TTT TCT TG-3'                        158 
 R5'-TCC TCA TGT TTG TGC AGG AG-3'                       
GAPDH                         F5’- CTT GTT CCA GGC CTG ATG TT -3’                     603 
                                    R5’- ACG AGA CTC CTT CTC TGT GG -3’ 
E-cad, E-cadherin; N-cad, N-cadherin; FN, Fibronectin; Vim ,Vimentin; GAPDH,Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase   

 9.3  ศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs  ระยะยาวภายนอกร่างกาย  (Long-term 
culture)  โดยการยับย้ัง  TGF 
 น าเซลล์  LESCs  ที่ได้จากโคโลนี  primary cells  น ามาย่อยด้วย  0.25% Trypsin/EDTA 

เป็นเวลา 2 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 37 ๐C  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ด้วยอาหารเลี้ยง

เซลล์น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  1200 rpm เป็นเวลา 5 นาที  นับจ านวนเซลล์จากนั้นท าการนับ

จ านวนเซลล์  3000 เซลล์  เพาะเลี้ยงเซลล์พ่ีเลี้ยงใน  6-well plate  โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

มี  TGF inhibitor  หรือไม่มี  จากนั้นท าการเลี้ยงให้เจริญเป็นโคโลนีเป็นเวลาประมาณ  10-14 วัน 

นับเป็น  passage 1  ครบระยะเวลาท าการย่อยโคโลนี  (passage 1)  นับจ านวนเซลล์  3000 เซลล์  
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เพาะเลี้ยงเซลล์พ่ีเลี้ยงใน  6-well plate  โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี  TGF inhibitor  หรือไม่มี  

จากนั้นท าการเลี้ยงให้เจริญเป็นโคโลนีเป็นเวลาประมาณ  10-14 วัน  นับเป็น  passage 2  ท าเช่นนี้

ไปเรื่อยๆ  จนกระทั่งไม่พบโคโลนี  โดยในแต่ละ  passage  เมื่อครบเวลาท าการย้อมโคโลนีด้วย

Rhodamine B   

10.  ศึกษาผลกระทบทางอ้อมของ  TGF-β1  ที่มีต่อ Limbal epithelial stem cell  
(LESCs) 
 10.1  Inflammatory cytokine  หลั่งมากขึ้นหลังจากที่  keratocytes  ถูกกระตุ้น

ด้วย TGF-β1      

 เพ่ือท าการศึกษาถึงกลไกท่ีเกี่ยวข้องของเซลล์  keratocytes  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  

ในการสนับสนุนการเพ่ิมจ านวนของเซลล์  LESCs  ทางผู้วิจัยได้ท าการศึกษาการหลั่ง  cytokine  

โดยใช้  Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 21-plex Assay (Bio-rad)  สามารถตรวจ  cytokine 

ได้ 15  ชนิด  โดยท าการวิเคราะห์ cytokine  ที่หลั่งจากเซลล์  keratocytes  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  

TGF-β1  ความเข้มข้น  50 ng/ml  นานเป็นเวลา 3 วัน โดยเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ปั่นที่ความเร็วรอบ  

1000 × g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4° C  จากนั้นเก็บส่วนใส  ส าหรับเป็น  sample  เตรียมสาร 

standard  โดยการท า  serial dilution  จากนั้นท าการ  pre-wet filter plate  ด้วย 100 µl bio-

plex assay buffer  เติม 1x beads  ปริมาตร 50 µl  โดยเป็น  magnetic beads  ลงในแต่ละ 

well  จากนั้นล้างด้วย  100 µl wash buffer  จ านวน 2 ครั้ง  เติม samples, standards, blank 

ปริมาตร 50 µl  ลงใน well  ที่มี 1x beads  ปิด  plate  ให้สนิทน าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ  850 

rpm  ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  2 ชั่วโมง  ครบเวลาน ามาล้างด้วย  100 µl wash buffer  จ านวน 3 

ครั้ง  จากนั้นเติม 25 µl antibody  ลงในแต่ละ  well  น าไปเขย่าที่  850 rpm  ที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 1 ชัว่โมง  ครบเวลาน ามาล้างด้วย  100 µl wash buffer จ านวน  3 ครั้ง เติม 50 µl SA-PE 

ลงในแต่ละ  well  น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ  850 rpm  ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  30 นาที  ล้าง

ด้วย  100 µl wash buffer  จ านวน 3 ครั้ง  ท าการละลาย beads ด้วย 125 µl assay buffer 

น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 850 rpm ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นจึงน า plate ไป

วิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง  Bio-Plex® MAGPIXTM 
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 10.2 ศึกษาเซลล์  keratocytes  มีการแสดงออกของ  BMP antagonist  มากขึ้นอย่าง

จ าเพาะเมื่อสัมผัสกับ  TGF-β1  

 ทางผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาผลของ TGF-β1 ต่อ BMP antagonist คือ Noggin, 

Gremlin  ในเซลล์  keratocytes  ด้วยเทคนิค  real-time polymerase chain reaction (RT-

PCR) โดยใช้เซลล์จาก 2 แหล่ง เพ่ือเปรียบเทียบผลการแสดงออกของยีนคือ  keratocytes  และ 

dermal fibroblast  โดยเริ่มจากการนับจ านวนเซลล์ทั้ง 2 ชนิดให้ได้  5x105 เซลล์  เพาะเลี้ยงใน 6-

well plate  ในอาหารเลี้ยงเซลล์  (DMEM/F12 medium, 10% (v/v) Fetal bovine serum, 

NaHCO3 2.5 µg/ml, hydrocortisone 0.4 µg/ml, human insulin in 5 mg/ml, 1% L-

glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin)  ในอาหารเลี้ยงเซลล์ดังกล่าวจะใส่  TGF-β1  ความ

เข้มข้น 20 ng/ml  และ  50 ng/ml  จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงที่สภาวะอุณหภูมิ 37 ๐C, 5% คาร์บอน

ไดออกไซน์ เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นท าการสกัด RNA เพ่ือน าไปสร้าง cDNA  และวิเคราะห์ผลโดย 

real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)  โดยใช้ไพรเมอร์  ดังตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3  แสดงไพรเมอร์ใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน (BMP antagonist) 
 

         ยีน                       ล าดับ sequences                             ขนาด fragment (bp) 

GREM1                          F5'-ATC AAC CGC TTC TGT TAC GG-3'                        197 

                                  R5'-ATG CAA CGA CAC TGC TTC AC-3' 

NOG F5’-CAC TAC GAC CCA GGC TTC AT-3’   212 

 R5’-CTC CGC AGC TTC TTG CTT AG-3’ 

VEGF                           F5'-ATG AAC TTT CTG CTG TCT TGG-3'                       444 

  R5'-TCA CCG CCT CGG CTT GTC ACA-3' 

GAPDH                         F5’- CTT GTT CCA GGC CTG ATG TT -3’                        603 

                                 R5’- ACG AGA CTC CTT CTC TGT GG -3’ 

GREM1; GREMLIN1, NOG; NOGGIN, VEGF; Vascular endothelial growth factor, GAPDH; Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase  

 10.3  ศึกษาผล  BMP antagonist  ที่มีต่อการเกิด  Differentiate  ในเซลล์  LESCs  
 สร้าง  stable cell line  ที่มีการแสดงออกของโปรตีน  Noggin  และ  Gremlin 
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1. Cloning  ยีน GREM  หรือ  NOG  เข้าสู่ pcDNA3.1 vectors  เพ่ือเป็นการ 

overexpression   

-  น า  pcDNA3.1 vectors  มาตัดด้วยเอมไซน์  Xba I ที่อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา

ตลอดคืน 

-  น า  vectors  ที่ผ่านการตัด  มา Ligate  เข้ากับยีน  GREM  หรือ  NOG  ด้วยเอน

ไซน์  T4 Ligase ท าการบ่มที่ 4◦C  ตลอดคืน 

-  น า  Ligate reaction  ที่ได้มาท าการ  Transformation  เข้าสู่  competent 

bacteria  (TOP10 strain)  Spread  ลงบน  LB agar plate  ที่มี  ampicillin  

และบ่มที่ตู้บ่ม 37◦C  เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง 

-  ตรวจสอบความถูกต้องโดยคัดเลือกโคโลนีที่ขึ้นใส่ลงใน  15 ml tube  ที่มี  5 ml LB 

broth  ที่มี  ampicillin  บ่มที่ความเร็วรอบ  200 rpm 37◦C  เป็นเวลา  14-16 

ชั่วโมง 

-  ปั่นตกตะกอนแบคทีเรียที่ได้  และท าการสกัด  plasmid 

-  น า  plasmid 1 µg  มาตัดด้วยเอนไซม์  Xba I เป็นเวลา 30 นาที 

-  Run agarose gel electrophoresis  เพ่ือท าการแยกชิ้น  DNA  หลังจากการตัด

ด้วยเอมไซน์ที่จ าเพาะ    

-  ยืนยันความถูกต้องของล าดับเบสอีกทีด้วยการส่ง  sequencing 

2.  Transfection  เข้าสู่เซลล์  3t3 

 3.  คัดเลือก  stable cell line 

-  หลังจากการ  transfection  เป็นเวลา  24 ชั่วโมง  ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง  

   เติม อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่  ท าการเพาะเลี้ยงต่ออีกเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

-  ท าการ  split  เซลล์ประมาณ  25% confluent  เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มียา  

   Geneticin  เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มียาทุก ๆ  3-4 วัน 

-  จนกระทั่งมีโคโลนีของเซลล์ที่  resistant  ต่อ  Geneticin  จึงท าการเลือก 

โคโลนีและท าการเพาะเลี้ยงใน  96-well plates    
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10.4  ศึกษาผลของ  Gremlin  ที่มีต่อ  LESCs  
          น า  stable cell line  (3t3 gremlin)  มาใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์  LESCs  โดยการท า 

Colony forming assay  โดยการย่อย  primary cell  ของเซลล์  LESCs  จ านวน  1000 เซลล์  ลง

บนเซลล์  3t3 gremlin  เลี้ยงต่อเป็นเวลา  14 วัน  ครบเวลาท าการนับจ านวน  colony  และ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยเทคนิค RT-PCR  

ตารางท่ี 4  แสดงไพรเมอร์ใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์  LESCs  เจริญอยู่
บน  3t3 gremlin  
 

  ยีน                             ล าดับ sequences                             ขนาด fragment (bp) 

KRT1  F5’-CCA GCC AGA GTA GGA CCA GT-3’                    150   

  F5’-TGC AGC AAA ACA AGG AAA TG-3’ 

KRT10  F5’-AAT GAA AAA GTA ACC ATG CAG AAT CTG-3’      151 

  R5’-CAC GAG GCT CCC CCT GAT-3’ 

GAPDH                      F5’- CTT GTT CCA GGC CTG ATG TT -3’                   603 

                                R5’- ACG AGA CTC CTT CTC TGT GG -3’ 

 

11.  ศึกษาผลของ  TGF-β1  ที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง  p63 isoforms  ในเซลล์  
LESCs 

การศึกษานี้เพ่ือศึกษาว่า  TGF-β1  มีผลต่อ  Transcriptions factor p63 isoforms 

หรือไม่  อย่างไร เนื่องจากการทดลองที่ผ่านมาพบว่า TGF-β1 มีผลต่อการคงคุณสมบัติเซลล์ตน้

ก าเนิด และยังท าให้เกิด  EMT ในเซลล์  LESCs  ซ่ึง  Transcriptions factor p63 isoforms  ที่มี

บทบาทส าคัญในการควบคุมคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดในเซลล์  LESCs  คือ  ∆Np63α  ในการ

ทดลองนี้ได้ท าการศึกษาโดยการน าเซลล์  LESCs ที่เจริญเป็นโคโลนีบนเซลล์พี่เลี้ยงไม่เกิน 8 วัน 

จากนั้นท าการทดสอบสาร ดังนี้ control, TGF-β1 20 ng/ml, TGF inhibitor 0.5 µM เป็น 24 

ชั่วโมง  เมื่อครบเวลาจะย่อยเซลล์พ่ีเลี้ยงออกด้วย  1x versene  จากนั้นสกัด RNA  
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ตารางท่ี 5  แสดงไพรเมอร์ใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน  P63 isoforms  
 
 ยนี                              ล ำดับ sequences                                              ขนำด fragment (bp)                                        

TAp63               TGT TCA GTT CAG CCC ATT GA                          TAp63α         1,484 

                        5’ for TAp63α, TAp63β and TAp63γ                 TAp63β       1,471 

∆Np63               GGA AAA CAA TGC CCA GAC TC                         TAp63γ       1,264    

                        5’ for ∆Np63α, ∆Np63β and ∆Np63γ                ∆Np63α     1,389     

TA/∆Np63α        ATG ATG AAC AGC CCA ACC TC-3’                     ∆Np63β      1,376            

                        3’ for TAp63α  and ∆Np63α                            ∆Np63γ       1,168 

TA/∆Np63β       CAG ACT TGC CAG ATC CTG A              

                        3’ for TAp63β and ∆Np63β 

TA/∆Np63γ       GGG TAC ACT GAT CGG TTT GG              

                        3’ for TAp63γ and ∆Np63γ                                                                                          

GAPDH               F 5’- CTT GTTC CAG GCC TGA TGT T -3’                               603 

                        R 5’- ACG AGA CTC CTT CTC TGT GG -3’ 
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บทที่ 4 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

1.  ผลกระทบโดยตรงของ  TGF-β1  ที่มีต่อ  Limbal epithelial stem cell  (LESCs)  

1.1  เซลล์  LESCs  ลดความเป็น  stemness  เมื่อสัมผัสกับ  TGF-β1  โดยตรง 

TGF-β1  เป็น  growth factors/cytokines  ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการ  wound 

healing  ของกระจกตา  จะถูกหลั่งออกมาเมื่อ  corneal epithelium  ได้รับบาดเจ็บ  TGF-β1  

จะไปกระตุ้นเซลล์  keratocytes  ส่งผลท าให้เซลล์  LESCs  แบ่งตัวและเคลื่อนที่ไปซ่อมแซมบริเวณ

ที่กระจกตาบาดเจ็บ  แต่อย่างไรก็ดียังไม่ทราบแน่ชัดถึงผลของ  TGF-β1  ต่อคุณสมบัติเซลล์ต้น

ก าเนิดของเซลล์  LESCs  เมื่อสัมผัสโดยตรงกับ  TGF-β1  เป็นระยะเวลานาน  ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจ

ที่จะศึกษาผลดังกล่าว  โดยท าการศึกษาผลของ  TGF-β1  ต่อความสามารถ  self-renewal  ของ

เซลล์  LESCs  โดยทดสอบผลกระทบของ  TGF-β1  ต่อ  clonogenic potential  ในเซลล์  LESCs 

ที่เลี้ยงบนเซลล์พ่ีเลี้ยง  3t3  ผลการทดลองพบว่าเซลล์  LESCs  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  เป็น

เวลา 3 วัน colony forming  ลดลงถึง 3.1 เท่า  อย่างมีนัยส าคัญ  (P value < 0.0001)  เมื่อเทียบ

กับเซลล์  LESCs  ที่ไม่ถูกกระตุ้น  (ภาพที่ 11)  

เพ่ือศึกษากลไกในการสูญเสีย  clonogenic potential  ของเซลล์  LESCs  เนื่องจาก  

TGF-β1  มีบทบาทส าคัญในการเกิด  epithelial–mesenchymal transition (EMT) ของ 

epithelial cell  ในหลายชนิด  ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาผลของ  TGF-β1  ต่อการเกิด  EMT  ในเซลล์ 

LESCs  เมื่อสัมผัสโดยตรง  ท าการทดลองให้เซลล์  LESCs  เจริญเป็นโคโลนีประมาณ  5-7 วัน 

จากนั้นให้เซลล์  LESCs  ได้สัมผัส  TGF-β1 ความเข้มข้น 20 ng/ml  ผลแสดงให้เห็นว่าเซลล์ 

LESCs จะค่อยๆเปลี่ยนแปลงรูปร่างจาก epithelium  ไปเป็นเซลล์ที่มีลักษณะคล้าย fibroblast เมื่อ

ระยะเวลาผ่านไป ผลแสดงดังภาพที่12 และเมื่อน าไปวิเคราะห์โดยการย้อม immunofluorescence 

พบว่าเซลล์  LESCs ที่สัมผัสกับ  TGF-β1  มีการย้อมติดโปรตีน  Vimentin  ซึ่งเป็นโปรตีนที่ส าคัญ

เกี่ยวข้องกับการเกิด  EMT  พบว่าเซลล์  LESCs  ย้อมติด  Vimentin  มากขึ้นเมื่อเซลล์สัมผัสกับ 

TGF-β1  เป็นเวลานานขึ้น  ในขณะที่เซลล์  LESCs  ที่ไม่ได้สัมผัสกับ  TGF-β1  ย้อมไม่ติด 

Vimentin  ดังภาพที่ 13  เมื่อท าการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ  EMT markers  ที่
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ส าคัญ 4 ชนิดคือยีน  N-cad,  VIM, SLUG  และ  SNAIL  ในเซลล์  LESCs  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-

β1  เทียบกับเซลล์  LESCs  ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วยเทคนิค  RT-PCR  พบว่าในเซลล์  LESCs  ที่ถูก

กระตุ้นด้วย  TGF-β1  ความเข้มข้น 20 ng/ml  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  มีปริมาณการแสดงออกของ

ยีน N-cad, VIM, SLUG และ SNAIL มากขึ้น 10.3 เท่า, 9.28 เท่า, 4.95 เท่า และ 7.66 เท่า 

ตามล าดับ  (ภาพที่ 14)  

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์  LESCs  ที่สัมผัสกับ  TGF-β1  เป็นระยะเวลานานจะมี

ผลท าให้เซลล์  LESCs  เกิด  colony forming  ลดลง  หรือ  clonogenic potential  ลดลง  ซึ่ง

ส่วนหนึ่งของการสูญเสีย  self-renewals  น่าจะเกิดจากการเกิด  EMT 

 

 
ภาพที่ 11  แสดง  %CFE  และโคโลนีที่ย้อมด้วย  Rhodamine B  ของเซลล์  LESCs  เมื่อถูก

กระตุ้นด้วย  TGF-β1 ความเข้มข้น  20 ng/ml  เป็นเวลา 1 วัน  และ  3 วัน 
(***P<0.0001) 
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ภาพที่ 12  แสดงการเปลี่ยนแปลงของเซลล์  LESCs  เมื่อถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  ความเข้มข้น 

20 ng/ml  ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 
ภาพที่ 13    แสดงการวิเคราะห์ผลโดยการย้อม  Vimentin  ด้วยเทคนิค  immunofluorescence 

ของเซลล์  LESCs  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1 ความเข้มข้น 20 ng/ml เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง  และ 72 ชั่วโมง;  เซลล์  LESCs  ที่ถูกกระตุ้นจะติด  Vimentin  เพ่ิมขึ้นเมื่อ
ระยะเวลาผ่านไป 
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ภาพที่ 14  แสดงผล  RT-PCR  ของการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิด  EMT  เปรียบเทียบ

ระหว่างเซลล์  LESCs  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1 ความเข้มข้น 20 ng/ml  และเซลล์  

LESCs  ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1; เซลล์  LESCs  ที่ถูกกระตุ้นมีระดับการแสดงของ  
EMT markers  เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ (***P<0.0001, **P<0.05) 

 

1.2  ผลการเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs  ระยะยาวภายนอกร่างกาย  (Long-term 
culture)  โดยการยับย้ัง  TGF  ด้วย  TGF inhibitor 

แผ่นกระจกตาที่สร้างจากการเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs  ภายนอกร่างกาย  (In vitro)  ได้รับ

การพิสูจน์แล้วว่ามีประโยชน์ทางคลินิก  (Rama et al., 2010)  อย่างไรก็ดีเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

LESCs  ของมนุษย์ในปัจจุบันยังมีข้อจ ากัด  ไม่สามารถคงคุณสมบัติ  self-renewal  ระยะยาวใน

หลอดทดลอง  เมื่อเพาะเลี้ยงเกิน  3 passage  มักเกิด  clonal evolution  เซลล์ไม่แบ่งตัวจึงเป็น

ข้อจ ากัดในการที่จะน าเซลล์  LESCs  ไปผลิตแผ่นกระจกตาจ านวนมาก  สมมุติฐานว่า  TGF-β1  ที่

มีอยู่ในสภาพแวดล้อมที่ใช้เพาะเลี้ยงอาจเป็นสาเหตุดังกล่าว  ผู้วิจัยจึงได้ท าการทดลองเพาะเลี้ยง

เซลล์ LESCs  ร่วมกับ  TGF inhibitor  เปรียบเทียบกับไม่ใส่  TGF inhibitor  โดยท าการเพาะเลี้ยง

บนเซลล์พ่ีเลี้ยงเซลล์  3t3 โดยใส่เซลล์  LESCs  จ านวนเท่ากันคือ  3000 เซลล์  ในทุกๆ  ครั้งของ

การ passage  และท าการ  passage  ทุกๆ  10 วัน  จากผลการทดลองพบว่าเซลล์  LESCs  ที่

เพาะเลี้ยงแบบไม่ได้ท าการใส่  TGF inhibitor  สามารถเพาะเลี้ยงได้เพียง  3 passage  เท่านั้น  แต่

กลับพบว่าเซลล์  LESCs  ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ  TGF inhibitor  สามารถเพาะได้มากถึง  14 passage  

โดยที่ยังพบลักษณะโคโลนีที่เป็น  holoclone  แสดงให้เห็นว่าสามารถคงคุณสมบัติการเกิด  self-

renewal ได้  การทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าการยับยั้ง  TGF-β1  ส่งเสริมท าให้เซลล์  LESCs  เกิด  

self-renewal  ในภาวะเพาะเลี้ยงภายนอกร่างกายได้  ทางผู้วิจัยได้ท าการต่อยอดความรู้ส าเร็จใน
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การ long-term culture  โดยการน าเซลล์  LESCs  ไปท า  genome editing  โดยเทคนิค crisper 

cas9 ซึ่งเทคนิคนี้มาใช้กับเซลล์ที่โตไม่ดีจะท าให้เซลล์ที่ใส่  crisper cas9  หยุดโตหรือตาย  ด้วย

วิธีการเพาะเลี้ยงที่ผู้วิจัยพบท าให้เซลล์  LESCs  ที่ใส่ crisper cas9  แล้วยังสามารถเพ่ิมจ านวนได้  

ทั้งนี้เพ่ือน าเทคนิคดังกล่าวมาใช้เพ่ือสร้างแผ่นกระจกตาท่ีไม่มี  HLA   

     

 

ภาพที่ 15   เปรียบเทียบความสามารถในการเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs  ในระยะยาวระหว่างเซลล์   
LESCs  ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ  TGF inhibitor  (14 passage)  กับเซลล์  LESCs  ที่
เพาะเลี้ยงแบบไม่ใส่  TGF inhibitor  (≥ 3 passage) 

 

 
ภาพที่ 16  แสดงผล  flow cytometry  ของเซลล์  LESCs  ที่ผ่านการท า  genome editing                 

จะเห็นว่าสามารถตัด  HLA  ได ้
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2.  ผลกระทบทางอ้อมของ  TGF-β1  ที่มีต่อ  Limbal epithelial stem cell  (LESCs) 
ในภาวะบาดเจ็บเซลล์  LESCs ที่อยู่ภาวะ  quiescence  จะถูกกระตุ้นให้เข้าสู่ cell cycle  

เป็นที่ทราบกันดีว่า  TGF-β1  มีผลต่อเซลล์  keratocytes  เช่น  cell migration, proliferation 

เป็นต้น  ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาผลการเปลี่ยนของเซลล์  keratocytes  หลังจากตอบสนองด้วย  TGF-

β1  ซึ่งอาจมีส่วนในการกระตุ้นเซลล์  LESCs  

2.1  Inflammatory cytokine  หลั่งมากขึ้นหลังจากที่เซลล์  keratocytes  ถูกกระตุ้น

ด้วย TGF-β1       

 เพ่ือท าการศึกษาเซลล์  keratocytes ที่ ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  ทางผู้วิจัยได้

ท าการศึกษาการหลั่ง  cytokine จ านวน 15 ชนิด  ได้แก่  IL-1b, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 , IL-

7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, Eotaxin, FGF basic, G-CSF, GM-CSF, IFN-g, IP-

10, MCP-1(MCAF) , MIP-1a, PDGF-bb, MIP-1b, RANTES, TNF-a, VEGF  โดยใช้  Bio-Plex 

Assays  เพ่ือวิเคราะห์  cytokine  ที่หลั่งจากเซลล์  keratocytes  เมื่อถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1 

ความเข้มข้น 50 ng/ml  นานเป็นเวลา 3 วัน  หลังจากนั้นเก็บ  media  ไปท าการวิเคราะห์  พบว่า

เซลล์  keratocytes  ในสภาวะที่ถูกกระตุ้น  มีการหลั่ง  IL-6  และ  VEGF  ในระดับที่สูงกว่าเซลล์ 

keratocytes  ที่ไม่ถูกกระตุ้น  คือ 8.59 เท่า  และ  1.758 เท่า  ตามล าดับ  ดังแสดงใน ภาพที่ 18 

การทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเซลล์  keratocytes  จะมีการหลั่ง  Inflammatory cytokine 

เพ่ิมขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง  VEGF  ซึ่งเป็นสารที่เกี่ยวข้องกับการเกิด 

Angiogenesis  ซึ่งการเกิด  Angiogenesis  ในผิวกระจกตานั้นอาจน าไปสู่การสูญเสียการมองไม่เห็น     
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ภาพที่ 17  แสดงผลปริมาณ  cytokine  ที่หลั่งจากเซลล์  keratocytes  เมื่อถูกกระตุ้นด้วย   

              TGF-β1  ความเข้มข้น 50 ng/ml  เป็นเวลา 3 วัน  ตรวจสอบโดย  Bio-Plex Assays 

2.2  เซลล์  keratocytes  มีการแสดงออกของ  BMP antagonist  มากขึ้นอย่าง

จ าเพาะเมื่อสัมผัสกับ TGF-β1 
สัญญาณที่มาจาก  niche  มีบทบาทส าคัญในการควบคุม  quiescence,  self-renewal 

และ  fate decision  ในหลายๆ  เซลล์เช่น  skin, gut, intestine และ bone marrow  พบว่า 
BMP antagonist  ที่มาจาก  niche  สามารถกระตุ้น  self-renewal  ใน dermal papilla  
(Zhang et al., 2006)  ใน  hair follicle  พบว่า  BMP antagonist  สัญญาณที่ส่งจาก  niche  จะ
กระตุ้นให้  stem cell  ออกจากภาวะ  quiescence  (Genander et al., 2014)  ดังนั้นผู้วิจัยมี

ความสนใจที่จะศึกษาผลของ  TGF-β1  ต่อ  BMP antagonist  คือ  Noggin  และ  Gremlin  ใน

เซลล์  keratocytes  โดยท าการกระตุ้นเซลล์  keratocytes  ด้วย  TGF-β1  ที่ความเข้มข้น 20 
ng/ml  และ 50 ng/ml  เป็นเวลา 3 วัน  จากนั้นท าการสกัด  RNA  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

NOG,  GREM  และ  VEGF  การศึกษาพบว่าเมื่อท าการกระตุ้นเซลล์  keratocytes  ด้วย  TGF-β1 
ที่ความเข้มข้น 20 ng/ml  สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน NOG,  VEGF  และ  GREM  มาก
ขึ้น 1.13 เทา่, 22 เท่า และ 45.9 เท่า  ตามล าดับ  เมื่อเทียบกับเซลล์  keratocytes  ที่ไม่ถูกกระตุ้น 

และจะมีการแสดงออกมากขึ้นเป็น 4.29 เท่า, 50 เท่า และ 99 เท่า  เมื่อเพ่ิมความเข้มข้น  TGF-β1 
เป็น 50 ng/ml  จากการศึกษายังพบว่าการกระตุ้นการแสดงออกของยีน NOG, VEGF และ GREM  

โดย  TGF-β1  จะมีความจ าเพาะในเซลล์  keratocytes  เท่านั้น  เนื่องจากใน  dermal fibroblast 
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ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  พบการแสดงออกของยีนทั้ง  3  ชนิดเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย  จากผลการ

ทดลองแสดงให้เห็นว่า  เซลล์  keratocytes  ที่ถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  สามารถกระตุ้นให้มีการ
แสดงออกยีน NOG, VEGF  และ  GREM  แตกต่างจาก  dermal fibroblast  (ภาพที่ 18)  แต่
อย่างไรก็ดียังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนดังกล่าวส่งผลอย่างไรต่อเซลล์  LESCs 
   

 

 

ภาพที่ 18  แสดงผล  RT-PCR  ในการแสดงออกของยีน  NOG, GREM  และ  VEGF  อย่างแตกต่าง
ในเซลล์  keratocytes  (A)  เมื่อเทียบกับ  dermal fibroblast  (B)  เมื่อถูกกระตุ้นด้วย  

TGF-β1 ความเข้มข้น 20 ng/ml  และ 50 ng/ml  เป็นเวลา 3 วัน  (***P<0.0001, 
**P<0.05) 
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2.3  BMP antagonist  ที่มีต่อคุณสมบัติของเซลล์  LESCs 
จากการทดลองท่ีผ่านมานั้นพบว่าเซลล์  keratocytes  มีการแสดงออกของ  NOG  และ  

GREM  มากขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  แต่อย่างไรก็ดียังไม่มีผลการศึกษาว่าในสภาวะที่เซลล์ 
keratocytes  มีการแสดงออกของ  NOG  และ  GREM  ในปริมาณมากจะมีผลอย่างไรต่อเซลล์ 
LESCs  ทางผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาโดยการสร้าง  stable line  โดยใช้  3t3 overexpress NOG 
และ  GREM  

 จากการศึกษาผลของเซลล์  keratocytes  เมื่อถูกกระตุ้นด้วย  TGF-β1  มีการแสดงออก

ของ  GREM  เพ่ิมข้ึนอย่างมากและจ าเพาะกับเซลล์  keratocytes  ศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการเพ่ิมขึ้น

ของ  gremlin  ส่งผลต่อค่า  IOP (Intraocular pressure)  และ  upregulate ECM protein 

(Fibronectin)  ใน  trabecular meshwork (TM)  ของหนู  และน าไปสู่การเหนี่ยวน าให้เกิด 

ocular hypertension  (McDowell et al., 2015)  ผู้วิจัยศึกษาผลของ  Gremlin  ต่อเซลล์  

LESCs  โดยการสร้างและคัดเลือก  stable cell line  ที่มีการแสดงออกของโปรตีน  Gremlin ใน

เซลล์  3t3  จ านวน 5 โคลน  คัดเลือกคัดเลือกโคลนที่มีการแสดงออกของปริมาณโปรตีนที่แตกต่าง

คือ 3t3 gremlin#1  มีการแสดงออกของ  GREM  เพ่ิมขึ้น 8 เท่า  เมื่อเทียบกับ  control  และ  

3t3 gremlin#5  เพ่ิมขึ้น 19.5  เท่าเมื่อเทียบกับ  control  และ  3t3 gremlin virus  เพ่ิมขึ้น 57 

เท่า  จากนั้นน าเซลล์  LESCs  เพาะเลี้ยงบน  stable cell line  พบว่า  stable cell line  ในแต่ละ 

clone  ให้ลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกัน  โดยพบว่าใน  stable cell line  ที่มีการแสดงออกของ 

GREM  ในปริมาณต่ า  (3t3 gremlin#1)  พบโคโลนีมีลักษณะเป็น  holoclone  อยู่บ้าง  แต่ใน  

3t3 gremlin#5  เริ่มพบโคโลนีที่มีลักษณะ  holoclone  น้อยลงแต่จะพบโคโลนีที่เป็น  aboard 

colony  และใน  3t3 gremlin virus  ไม่พบลักษณะโคโลนีที่เป็น  holoclone  แต่กลับพบว่าโคโลนี

ส่วนใหญ่เป็น  fibroblast  แสดงดังภาพที 19  และพบว่าโคโลนีที่มีลักษณะเป็น  fibroblast  ย้อม

ติดแอนติบอดี้ต่อโปรตีน  Vimentin  (ภาพท่ี 20)      

เมื่อทดสอบความสามารถในการเกิด  clonogenic potential  บน  stable cell line  จาก

ผลการทดลองพบว่าเซลล์  LESCs  ที่เลี้ยงบนเซลล์  3t3 gremlin#1  มีความสามารถในการเกิด 

colony forming  เพ่ิมขึ้น 2.27 เท่า  เมื่อเทียบกับ  control  อย่างมีนัยส าคัญ  (P<0.0001)  และ

เซลล์  LESCs  ที่เลี้ยงบนเซลล์  3t3 gremlin#5  เพ่ิมข้ึน 1.55 เท่า  เมื่อเทียบกับ  control  อย่างมี

นัยส าคัญ  (P<0.05)  แสดงดังภาพที่ 21  แต่เมื่อน าเซลล์  LESCs  ที่เจริญบน  3t3 gremlin#1 
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วิเคราะห์การแสดงออกของ  KRT1, KRT10, KRT12  และ  FN  พบว่ามีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นเป็น 

2.4 เท่า, 4.3 เท่า, 6.36 เท่า  และ  2.42 เท่า  ตามล าดับเมื่อเทียบกับ  3t3 control  (ภาพท่ี 22)  

 
ภาพที่ 19  แสดงผลระดับการแสดงออกของ  GREM  ใน stable cell line  และลักษณะโคโลนีของ

เซลล์  LESCs  ที่เจริญบน  stable cell line  แต่ละ  clone 

 
ภาพที่ 20  แสดงการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค  immunofluorescence  ย้อมด้วยแอนติบอด้ี 

Vimentin 
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ภาพที่ 21  แสดงการเปรียบเทียบจ านวน  %CFE  ของเซลล์  LESCs  ที่เจริญบนเซลล์  3t3 

gremlin#1,  3t3 gremlin#5  และเซลล์  3t3  (***P<0.0001, **P<0.05) 

 

ภาพที่ 22  แสดงผลการแสดงออกของยีน  KRT1, KRT10, KRT12  และ  FN  ด้วยเทคนิค  RT-PCR 
ในเซลล์  LESCs  ที่เจริญบนเซลล์  3t3  และ  3t3 gremlin#1  (***P<0.0001,                  
** P<0.05) 

 

 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าปริมาณการแสดงออกของยีน   GREM  มีผลต่อการเกิด

โคโลนีของเซลล์  LESCs  และ  Gremlin  เพ่ิม  clonogenic potential  แต่พบว่าเซลล์  LESCs  มี

การแสดงออกของ  differentiation marker  (KRT12), EMT marker (FN)  และ  epidermis 
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(KRT1, KRT10)  เพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับเซลล์  LESCs  ที่เพาะเลี้ยงบน  3t3 control  การที่เซลล์ 

LESCs  มีการแสดงออกของ  epidermis marker  ในระดับที่สูง  แสดงให้ในว่า  Gremlin  อาจ

เกี่ยวข้องกับเกิด  Squamous metaplasia  ในกระจกตา  แต่อย่างไรก็ดีจ าเป็นต้องศึกษาเพ่ิมเต็ม

เพ่ือพิสูจน์ข้อสันนิฐานดังกล่าวต่อไป 

 แต่จากผลการศึกษา  3t3 overexpress NOG  นั้นยังไม่สามารถสรุปผลได้เนื่องจากของมูล

ที่ได้ยังไม่ชัดเจน  (ผลการทดลองแสดงในภาคผนวก) 

3.  กลไกที่  TGF-β1  ควบคุม  self-renewal  ในเซลล์  LESCs  
P63  เป็น  master regulatory gene  ของ  self-renewal  ของ  epithelia cell หลายๆ 

ชนิด  รวมทั้งเซลล์  LESCs  โดยเฉพาะ  ∆Np63 isoform  (Memmi et al., 2015)  จากการที่ 

TGF- ß1  ผลต่อการเกิด  self-renewal  ในเซลล์  LESCs  ดังนั้นผู้วิจัยว่า  TGF-β1  อย่างไรต่อ 

∆Np63 isoform    

3.1  ผลของ  TGF-β1  ที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง  P63 isoforms  ในเซลล์  LESCs 

 จากการทดลองผลของ  TGF-β1  ที่ต่อ  P63 isoforms  โดยการใส่  TGF-β1 20 

ng/ml, TGF inhibitor  ในขณะที่เซลล์  LESCs  เจริญเป็นโคโลนีบนเซลล์พ่ีเลี้ยง  3t3  เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง  จากนั้นดูการแสดงออกของยีน  P63 isoforms  พบว่าเซลล์  LESCs  เมื่อใส่ TGF-β1 20 

ng/ml  มีผลต่อ  ∆Np63  คือระดับการแสดงออกของยีนลดลงในทุก  isoforms  คือ  ∆Np63α, 

∆Np63β และ  ∆Np63γ  ในขณะที่  TAp63 isoforms  ผลการศึกษาพบว่าเมื่อใส่  TGF inhibitor  

ที่ระยะเวลา  24 ชั่วโมง  พบการแสดงออกของ TAp63α, TAp63β และ TAp63γ  เพ่ิมเมื่อเทียบ

กับ  control  แต่พบว่ายังมีระดับการแสดงออกที่ต่ ามาก  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า  TGF-β1  

กดการแสดงออกของ  ∆Np63 isoform  
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ภาพที่ 23  แสดงผล  RT-PCR  ของ  ∆Np63 isoforms: ∆Np63α, ∆Np63β และ ∆Np63γ                   

(* P<0.05, **P<0.0001) 

 

 

ภาพที่ 24  แสดงผล  RT-PCR  ของ  TAp63 isoform: TAp63α, TAp63β และ TAp63γ 
 

3.2  ตรวจสอบโปรตีน  Smad2/3  จับบริเวณ  ∆Np63 promoter 

 จากการศึกษาท่ีผ่านมานั้นพบว่า  TGF-β1  ควบคุมการแสดงออกของยีนผ่านทาง  

Smad2/3  P63  ประกอบด้วย  2 promotor  คือ  TA promotor  และ  ∆N promotor 

นอกจากนี้ยังพบว่าแต่ละ  promotor  ยังเกิดการ  splicing  ได้อีกอย่างละ  3 isoforms  คือ α, β 

และ γ  รวมทั้งหมดจึงมี 6 isoforms  แต่ละ isoform  ของ  P63  มีความจ าเป็นต่อความสามารถ
ในการเพิ่มจ านวน  limbal stem cells  และเก่ียวข้องกับการเจริญเปลี่ยนแปลงไปเป็นกระจกตา  
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จากการศึกษาผลของ  TGF-β1  ที่มีต่อเซลล์  LESCs  โดยตรงพบว่าท าให้เซลล์  LESCs 

เกิด  EMT  และท าให้จ านวนโคโลนีลดลง  และยังพบว่าเมื่อยับยั้ง  TGF  สามารถเพาะเลี้ยงเซลล์ 

LESCs  ได้ถึง 14 passage  แต่อย่างไรก็ดียังไม่ทราบว่า  TGF-β1  มีผลต่อจ านวนโคโลนีผ่านกลไก

ใด  จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า  TGF-β1  ควบคุมการแสดงออกของยีนผ่านทาง  Smad2/3  และ

ยีน P63  เป็นยีนที่มีบทบาทเกี่ยวข้องการคุณสมบัติเป็นเซลล์ต้นก าเนิดกระจกตา  แต่อย่างไรก็ดียังไม่

มีงานวิจัยใดแสดงให้เห็นว่า  TGF-β1  ควบคุมการแสดงออกของยีน  P63  ผ่านทาง  Smad2/3 

ดังนั้นการทดลองนี้จึงต้องการศึกษาบทบาทของ TGF-β1 ต่อการแสดงออกของยีน P63 ผ่านทาง 

Smad2/3 หรือไม่     

 จากผลการทดลองย้อม  Anti-Smad2/3  ในเซลล์  LESCs  พบว่าเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 

TGF-β1  ความเข้มข้น 20 ng/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ย้อมติด Smad2/3  ภายในนิวเคลียสมาก

ขึ้นเมื่อเทียบกับเซลล์  LESCs  ที่ไม่ถูกกระตุ้น  หรือเพาะเลี้ยงร่วมกับ  TGF inhibitor  (ภาพท่ี 26)    

 

 

ภาพที่ 25  แสดงภาพผลการย้อม  nuclear Smad2/3  โดยวิธี  immunofluorescence  ในเซลล์ 
LESCs  ที่เพาะเลี้ยงบนเซลล์พ่ีเลี้ยง  3t3, เซลล์  LESCs  ที่เพาะเลี้ยงบนเซลล์พ่ีเลี้ยง 

3t3+TGF inhibitor 0.5 µM, เซลล์  LESCs  ที่เพาะเลี้ยงบนเซลล์พ่ีเลี้ยง 3t3+TGF-β1 
20 ng/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
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ในการศึกษา Smad binding ใน ∆Np63 promotor โดยเทคนิค chromatin 
immunoprecipitation  และเทคนิค real time PCR  ผล CHIP-RT PCR  พบว่าในเซลล์  LESCs  

ที่กระตุ้นด้วย  TGF-β1 ความเข้มข้น 20 ng/ml  พบการแสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นเพียง  1.2 เท่า  
เมื่อเทียบเซลล์ LESCs  ที่กระตุ้นด้วย  TGF inhibitor 0.5 µM  ท าให้ยังไม่สามารถที่จะสรุปได้ว่า  

TGF-β1  ควบคุมการแสดงออกยีน P63  ผ่านทาง  Smad signaling  แต่อย่างไรก็ดียังจ าเป็นต้อง
ท าการศึกษาต่อว่ามีต าแหน่งใดบ้าง  (ทั้งgenome)  นอกเหนือจากต าแหน่งดังกล่าวที่โปรตีน  
Smad2/3  สามารถจับได้  โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  CHIP-seq  ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย  
CHIP-seq ยังท าให้ทราบว่ายีน  (target gene)  ใดที่จ าเป็นต้องอาศัย Smad2/3  กับ  P63 
transcription factor  ในการ  control  ยีนในเซลล์  LESCs    

  

 
ภาพที่ 26  แสดงภาพผล  fold enrichment  ที่ได้จาก  CHIP-RT PCR 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

เซลล์กระจกตาเป็นเซลล์ที่สามารถสร้างเซลล์ใหม่เพ่ือซ่อมแซมเซลล์ที่เสียหายเมื่อกระจกตา

ได้รับบาดเจ็บ  โดยอาศัย  Limbal epithelial stem cells  (LESCs)  หรือเซลล์ต้นก าเนิดกระจกตา  

ซ่ึงท าหน้าที่แบ่งตัวเพ่ิมจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดและเปลี่ยนแปลงไปเป็นกระจกตา  ทั้งนี้ในสภาวะปกติ

เซลล์  LESCs  จะไม่มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน  แต่จะเพ่ิมจ านวนเมื่อมีการกระตุ้นจากสัญญาณต่างๆ

ทั้งภายในและภายนอกเซลล์  โดยอาศัย  microenvironment  หรือ  niche  ในการส่งสัญญาณ 

จากความรู้ต่างๆ  ที่ได้จากการศึกษาเซลล์  LESCs  ท าให้ในปี 1997  ประสบความส าเร็จในการปลูก

ถ่ายแผ่นกระจกตาในผู้ป่วย  limbal stem cell deficiency  รายแรก  ปัจจุบันมีความก้าวหน้าใน

การสร้างแผ่นกระจกตาและการน าไปใช้ทางคลินิกเป็นมาตรฐานที่สหภาพยุโรปยอมรับ  (G. 

Pellegrini et al., 2016)  P63 เป็น mark stem cell  ของ  epithelial  (G. Pellegrini et al., 

2001)  และ  corneal stem cell  (De Rosa et al., 2009)  ในการสร้างแผ่นกระจกจะมีเพ่ือน าไป

ปลูกถ่ายโดยโอกาสประสบความส าเร็จขึ้นกับอัตราส่วนร้อยละของ P63 ที่อยู่ในแผ่นกระจกตา 

(Rama et al., 2010)  

การเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs  ภายนอกร่างกายวิธีเดิมมักประสบปัญหาการเกิด  clonal 

evolution  เลี้ยงได้ไม่เกิน  3 passage  (Lopez-Paniagua et al., 2013)  ในขณะที่ศึกษาผู้วิจัย

พบว่าการยับยั้ง  TGF-β1  ท าให้สามารถเพาะเลี้ยง  LESCs  ได้ถึง 14 passage  และสามารถรักษา

ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  โดยดูจากสร้าง  holoclone  ยังไม่มีคนรายงานมาก่อน  ซึ่งมีประโยชน์ใน

การน าไปใช้สร้างแผ่นกระจกตาจ านวนมากโดยพบว่าเมื่อ  seed  เซลล์แล้วยังมีเซลล์ที่มี  %P63  ใน

แผ่นกระจกตาสูง  มีความเป็นไปได้ที่จะให้ผลดีกว่าระยะยาวเมื่อปลูกถ่าย  การที่สามารถ  long-

term expansion เซลล์ LESCs ได้นั้นท าให้สามารถท า  genome editing เช่นเดียวกับเซลล์ 

keratinocyte  (Bauer et al., 2017)  (ใน  limbal  ยังไม่มีใครท าส าเร็จ)  จากการข้อมูลการปลูก

ถ่าย  limbal explant  ที่พบว่า  HLA match  ได้ผลดีกว่า  ดังนั้นการใช้  genome editing  ใน 

adult LESCs  เพ่ือสร้างแผ่นกระจกตาที่ไม่มี  HLA class1  เป็นวิธีที่ประหยัดและมีประสิทธิภาพ

กว่าสร้างแผ่นกระจกตาที่ไม่มี  HLA  จาก  iPSC  (Hayashi et al., 2016)  
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ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงใน  niche  ตามมาหลัง  injury signal  ทางผู้วิจัยพบ  BMP 

antagonist  คือ  Gremlin  ซ่ึงปกติพบน้อยใน  tissue  ทั่วไป  (Sneddon et al., 2006)  ข้อมูลที่

ผู้วิจัยได้จากการทดลองแสดงว่า  Gremlin อาจเกี่ยวกับการกระตุ้น stem cell ออกจาก 

quiescence  ซึ่งสนับสนุนงานวิจัยที่แสดงว่า  BMP  ส าคัญต่อ  quiescence  ของเซลล์  LESC  (S. 

Y. Chen et al., 2015; Y. T. Chen et al., 2013; Han, Chen, Zhu, & Tseng, 2014)  ในการ

เปลี่ยนแปลงของระดับ  BMP signaling  ในช่วง  injury  คล้ายกับการ  activation  ของ  hair 

follicle stem cell  ในเวลาต่างๆ  ที่สอดคล้องกับ  BMP signaling  (Genander et al., 2014)  

พบอีกว่า  Gremlin  ยังเพ่ิม  KRT1,KRT10  ของ  skin  อาจเป็นกลไกส าคัญในการเกิด  squamous 

metaplasia  นอกเหนือจาก  cytokine  ที่เคยมีรายงาน  (S. Li, Gallup, Chen, & McNamara, 

2010)  และการยับยั้ง  TGF  อาจเป็นแนวทางการรักษาใหม่ 

 

 

ภาพที่ 27  แสดงลักษณะแผ่นกระจกตาที่มาจากชิ้นเนื้อขนาด  2x2 mm  ท าการเพิ่มจ านวนและข้ึน    
             แผ่นผิวกระตาบนรกโดยใช้  TGF inhibitor 
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ภาคผนวก 



 

 

3t3 overexpress NOG 

จากการคัดเลือก  stable cell line  พบว่ามีเซลล์  3t3 noggin  จ านวนหนึ่ง line มี

ลักษณะ  biology  ที่น่าสนใจคือพบว่า  เมื่อน ามาเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์  LESCs 

พบว่าให้ลักษณะโคโลนีแตกต่างไปจากลักษณะโคโลนีของ  epithelial  คือไม่เป็น  holoclone, 

meroclone และ paraclone แต่โคโลนีมีลักษณะเป็นกลุ่มหรือกระจุกของเซลล์เมื่อน ามา

ท าการศึกษา  clonogenic potential  พบว่าจ านวน  %CFE  มากกว่า  3 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลล์   LESCs ที่ เพาะเลี้ยงบนเซลล์  3t3 และเมื่อน ามาท าการย้อมด้วยเทคนิค 

immunofluorescence  ด้วยแอนติบอดี้  ∆Np63α  ซึ่งเป็น stem cell marker  พบว่าโคโลนีของ

เซลล์  LESCs  ที่เจริญอยู่บน  3t3 noggin  พบว่าย้อมติด  ∆Np63α  แต่อย่างไรก็ดีกลับพบว่าเซลล์ 

LESCs  ที่เจริญบน 3t3 noggin  มีการแสดงออกของ  KRT1  และ  KRT10  ซึ่งเป็น 

differentiation marker  ของเซลล์  LESCs  และเมื่อน าเซลล์ในโคโลนีดังกล่าวมาท าการเพาะเลี้ยง

เพ่ือเพ่ิมจ านวนบนเซลล์พี่เลี้ยง  3t3  พบว่าไม่สามารถเพ่ิมจ านวนโคโลนีได้  

 

ภาพที่ 28  แสดงลักษณะโคโลนีของเซลล์  LESCs  ที่เจริญบน  3t3 noggin  ที่มีลักษณะเป็นกลุ่ม

หรือกระจุกเซลล์ 
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ภาพที่ 29   A:  แสดงการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค  immunofluorescence  ย้อมด้วยแอนติบอดี้   

      ∆Np63α  ในเซลล์  LESCs  ที่เจริญบนเซลล์  3t3  และ  3t3 noggin 
               B:   แสดงการเปรียบเทียบจ านวน  %CFE ของเซลล์  LESCs  ที่เจริญบนเซลล์  3t3   

                    noggin  ที่มากกว่าถึง 3 เท่า  เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์  LESCs  ที่เพาะเลี้ยงบน  

                    เซลล์  3t3     

 

ภาพที่ 30  A:  แสดงการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค  immunofluorescence  ย้อมด้วยแอนติบอดี้  
   K10  ในเซลล์  LESCs  ที่เจริญบนเซลล์  3t3 และ  3t3 noggin 
              B:  แสดงผลการแสดงออกของยีน  KRT1  และ  KRT1  ด้วยเทคนิค  RT-PCR  เซลล์  

  LESCs  ที่เจริญบนเซลล์  3t3 noggin  มีการแสดงออกในระดับสูงเมื่อเทียบเซลล์ 

  LESCs  ที่เพาะเลี้ยงบนเซลล์ 3t3  
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ภาพที่ 31  แสดงลักษณะเซลล์  LESCs  ที่มีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปหลังจากผ่านการย่อยด้วย 
0.25% Trypsin/EDTA  จากโคโลนีที่เจริญบน  3t3 noggin  และน ามาเพาะเลี้ยงต่อบน  
3t3  

 
ผู้วิจัยจึงได้ท าการสร้าง  stable cell line  ขึ้นมาใหม่เพ่ือเปรียบเทียบกับ  stable cell 

line  ดังกล่าว  โดยได้ท าการคัดเลือกได้ทั้งหมด  5 clone  ท าการตรวจสอบระดับการแสดงออกของ

ยีน  NOG  โดยเทคนิค  Real time PCR  โดยแต่ละ  clone  มีการแสดงออกของยีน  NOG  ใน

ปริมาณที่แตกต่างกันจากปริมาณน้อยถึงปริมาณมากสุดมากคือ 3t3 noggin/pcDNA3.1 clone4, 

3t3 noggin/pcDNA3.1 clone5, 3t3 noggin/pcDNA3.1 clone2, 3t3 noggin/pcDNA3.1 

clone6  และ  3t3 noggin virus clone4  ตามล าดับ  ผลการทดลองพบว่าเซลล์  LESCs  ที่เจริญ

บน  3t3 noggin ทุก clone  ให้ผลคล้ายกันคือลักษณะโคโลนีเป็นเซลล์  fibroblast, aboard 

colony  กล่าวได้ว่าเซลล์  LESCs  ไม่สามารถเจริญได้บนเซลล์พ่ีเลี้ยงดังกล่าว  ซึ่งจะเห็นได้ว่าไม่พบ

ลักษณะโคโลนีที่เป็นกลุ่มหรือกระจุกของเซลล์  เช่นเดียวกับ  3t3 noggin  ที่ได้น ามาท าการศึกษาใน

เบื้องต้น 

  ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษา  expression profile  ของยีนใน clone  ดังนี้คือ  3t3 

noggin, 3t3 noggin/pcDNA3.1 clone1  มีระดับการแสดงออกของยีน  NOG  ในระดับที่ต่ ามาก , 

3t3 noggin/pcDNA3.1 clone6  มีระดับการแสดงออกของยีน  NOG  ในระดับสูงที่สุด 

เปรียบเทียบกับเซลล์ 3t3  โดยเทคนิค microarray  ผลการศึกษาพบว่า 3t3 noggin  มีรูปแบบการ

แสดงออกของยีนที่แตกต่างไปจาก  3t3  โดยสิ้นเชิง  แต่ในเซลล์  3t3 noggin/pcDNA3.1 clone1 

และ  3t3 noggin/pcDNA3.1 clone6  ยังคงรูปแบบของยีนใกล้เคียงกับ 3t3  แสดงดังภาพที่ 14  

ผลของ  microarray  แสดงให้เห็นว่า  biology  ต่างๆ ที่เกิดขึ้นกับเซลล์  LESCs  ที่ท าการ
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เพาะเลี้ยงบน 3t3 noggin  นั้นอาจไม่ได้มาจากผลของ  noggin  โดยตรง  อย่างไรก็ดีในเซลล์  line 

ดังกล่าวนี้จ าเป็นต้องท าการศึกษาในขั้นต่อไป  แต่ผล microarray ของ 3t3 noggin/pcDNA3.1 

clone1  และ  3t3 noggin/pcDNA3.1 clone6  แสดงให้เห็นว่ายังคงรูปแบบของยีนเหมือนกัน

เซลล์ 3t3  ดังนั้นผลการศึกษาที่เกิดขึ้นกับเซลล์  LESCs  น่าจะมาจากผลของการ  overexpress 

NOG  ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่า  Noggin  มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนและคงคุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดของ

เซลล์  LESCs  ในหลอดทดลอง    

 

ภาพที่ 32  แสดงผลการวิเคราะห์ปริมาณการแสดงออกของยีน  NOG  ใน stable cell line  ด้วย 
เทคนิค  RT-PCR  

 

 

ภาพที่ 33  แสดงลักษณะเซลล์  LESCs  ที่เจริญบน  3t3 overexpress NOG  ในแต่ละ clone 
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ภาพที่ 34  แสดงผล  microarray  ของเซลล์  3t3, 3t3 noggin, 3t3 noggin/pcDNA3.1 clone1 

และ  3t3 noggin/pcDNA3.1 clone6; 3t3 noggin  มีรูปแบบการแสดงออกองยีนที่
ต่างไปจากเซลล์ 3t3 
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