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สารบญัรปูและตาราง 

หน้า 

รปูที ่1    แสดงถงึปัจจยัทางพลศาสตรข์องไหล (hydrodynamic) ทีส่ าคญัไดแ้ก่ แรงเฉื่อย 
(inertial force) และโมเมนตมัของของไหลตวักลาง (fluid momentum) ทีท่ าให้
เกดิการกระจายการไหล (perfusion flow) ของของไหล ตวักลางและ ผลของแรง
โน้มถ่วงของโลก (gravity) ทีม่ผีลต่อการเคลื่อนทีข่องเซลลท์ีก่ระจายตวัอยูใ่นชัน้
การไหล ในระดบัต่างๆในระบบของไหลจุลภาค (ทีม่า:  ดดัแปลงจาก Park et 
al., 2010)   

25 

รปูที ่2 แสดงผลการศกึษาการจ าลองการไหลของของไหลตวักลางดว้ยคอมพวิเตอร ์ที่
ศกึษาโดย Park และ คณะในปี  2010  ซึง่ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่า 
เมื่อมขีองไหลตวักลางทีม่รีะดบัชัน้การไหลทีอ่ยู่ชดิกบัหลุมเพาะเลีย้งไหล 
(microwell) และเคลื่อนทีผ่่านหลุมเพาะเลีย้ง ของไหลตวักลางในระดบัชัน้การ
ไหลดงักล่าวจะม ี การเคลื่อนทีล่งสูห่ลุมเพาะเลีย้ง  สง่ผลใหก้ารเคลื่อนที่
ของของไหลตวักลางมกีารเคลื่อนทีแ่บบหมุน และสง่ผลใหอ้นุภาคและเซลลท์ีอ่ยู่
ใกล้ๆ บรเิวณหลุมเพาะนัน้ๆไหลลงสูห่ลุมเพาะเลีย้งได ้(ทีม่า: ดดัแปลงจาก Park 
et al., 2010) 

26 

รปูที ่3   แสดงผลการศกึษาของ Park และคณะ ทีท่ าการจ าลองการเกดิการไหลแบบ
หมุนเวยีนของของไหล ตวักลาง (recirculation flow) ดว้ยคอมพวิเตอรท์ีเ่กดิขึน้
ในหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงทางเรขาคณิต (geometry) แบบต่างๆ ผลของ
การศกึษาดงักล่าวชีใ้หเ้หน็ว่า รปูทรงทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลีย้งแบบ
ต่างๆ จะมผีลต่อ ความแรงในการเกดิการไหลแบบหมุนเวยีน โดยทีห่ลุม
เพาะเลีย้งแบบรปูสามเหลีย่มจะท าใหเ้กดิการไหลเวยีนแบบ หมนุวนไดแ้รงทีส่ดุ 
เมื่อเทยีบกบัหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงอื่นๆ ไดแ้ก่ วงกลม (circle) สีเ่หลีย่มจตุัรสั 
(square) รปู สามเหลีย่ม (diamond) และรปูกรวย (cone) (ทมีา: ดดัแปลงจาก 
Park et al., 2010) 

27 

รปูที ่4  แสดงอทิธพิลของรปูทรงทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลีย้งทีม่ต่ีอความน่าจะเป็น
ในการดกัจบัเซลลใ์หอ้ยู่ ในหลุมเพาะเลีย้งในอตัราสว่น 1: 1 (single trapping 
efficacy หรอื S.T.E.) โดยพบวา่หลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรง ทางเรขาคณิตแบบ
สามเหลีย่มนัน้มคี่า S.T.E. สงู ดงันัน้จงึประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลเ์พยีง
เซลลเ์ดยีว รวมทัง้ ป้องกนัการไหลของเซลลอ์ื่นๆ ทีอ่ยู่ในบรเิวณหลุมเพาะเลีย้ง

28 
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ทีม่เีซลลบ์รรจุอยูแ่ลว้ไดด้กีว่าหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรง แบบวงกลมและสีเ่หลีย่ม
จตุรสั (ทมีา: ดดัแปลงจาก Park et al., 2010) 

รปูที ่ 5  แสดงขัน้ตอนในการสรา้งและประกอบ (fabrication) อุปกรณ์ระบบของไหล
จุลภาคทีใ่ชด้กัจบัเซลลด์ว้ย เทคนิค soft-lithography ซึง่แม่พมิพจ์ะถูกสรา้งดว้ย
แผ่นเวเฟอรช์นิดซลิกิอน (silicon wafer) ทีใ่ชใ้นการสรา้ง ชิน้สว่นอุปกรณ์
อเิลคทรอนิกสช์นิดวงจรรวม (IC) และตวัอุปกรณ์ถูกสรา้งดว้ยสารโพลเีมอรช์นิด 
polydimethyl siloxane (PDMS) และชิน้สว่นของอุปกรณ์แต่ละสว่นจะถูก
เชื่อมต่อกนัดว้ยพลาสมาของออกซเิจน (oxygen plasma) 

30 

รปูที ่ 6    เป็นภาพจ าลองการตดิตัง้อุปกรณ์ (instrumentation) ทีใ่ชใ้นการทดลองเพื่อดกั
จบัเซลล ์โดยอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคทีถู่กสรา้งขึน้มา โดยอุปกรณ์จะถูก
เชื่อมต่อเขา้กบัระบบควบคมุ (control unit) ทีป่ระกอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิด
ใชแ้สง กลอ้งบนัทกึภาพวดีโีอแบบดจิติอล ชุดเครื่องคอมพวิเตอรเ์พื่อใชท้ าการ
ประมวลผลภาพ   โดยทีอุ่ปกรณ์จะถูกวางลงบนกลอ้งจุลทรรศน์และเชื่อมปลาย
ดา้นหนึ่งของอุปกรณ์เขา้กบักระบอกฉีดยาทีบ่รรจุเซลล ์  และในสว่นของ
ช่องทางออก (outlet) ของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเขา้กบักระบอกฉีดยาทีต่่อเขา้
กบัระบบปัม๊อตัโนมตัทิีส่ามารถตัง้ค่าได ้  

31 

รปูที ่ 7 แสดงความเป็นไปไดแ้ละลกัษณะของการไหลวนของของเหลวตวักลาง 
(recirculation flow) ที ่เกดิขึน้ในหลุมเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม ทีไ่ดจ้ากการ
จ าลองดว้ยระบบคอมพวิเตอรโ์ดยโปรแกรม COMSOLTM  

Multiphysics 

32 

รปูที ่ 8 แสดงภาพแบบภาพพมิพเ์ขยีว (blueprint) ทีเ่ขยีนแบบดว้ยโปรแกรม 
AutoCADTM ซึง่แบบพมิพเ์ขยีวทีไ่ดจ้ะน าไปใชส้รา้งแม่พมิพซ์ลิกิอน (silicon 
mold) ทีใ่ชส้ าหรบัสรา้งและประกอบอุปกรณ์ต่อไป ลกัษณะของอุปกรณ์ประกอบ
ไปดว้ยสองสว่นหลกัทีถู่กเชื่อมตดิกนัดว้ยพลาสมาของออกซเิจน  ซึง่
สว่นประกอบหลกัทัง้สองสว่นไดแ้ก่ สว่นทีเ่ป็นช่องการหลกั (main flow 
channel) ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็น ช่องผ่านเขา้ออกของของไหลตวักลางและเซลล ์  

33 

รปูที ่ 9 แสดงการเรยีงตวัของชุดหลมุเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม (triangular microwell 
array) ทีอ่ยู่ทีพ่ืน้ ดา้นล่างของอปุกรณ์ ทีท่ าหน้าทีด่กัจบัเซลล ์โดยแต่ละหลุม
เพาะเลีย้งในแต่ละแถวจะอยู่ห่างกนั 40 µm สว่นขนาดของหลุมเพาะเลีย้งแต่ละ
หลุมจะมขีนาดความยาวของดา้นสามเหลีย่มเทา่กบั 40 µm และมคีวามลกึ
เท่ากบั 30 µm ตามล าดบั   

34 
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รปูที ่ 10 แสดงลกัษณะของอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคทีถู่กสรา้งและประกอบขึน้มา 
ดว้ยเทคนิค softlithography ทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้  โดยภาพขยายจะแสดง
ใหเ้หน็ถงึชุดของหลุมเพาะเลีย้งรปูสามเหลยีมที ่จดัเรยีงตวัอยู่ในสว่นทีส่องของ
อุปกรณ์ เมื่อมองผ่านกลอ้งจุลทรรศน์ 

35 

รปูที ่ 11 แสดงลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์ะเรง็มาสตข์องสนุขัในหลุมเพาะเลีย้งบรเิวณ
ดา้นหน้าของอุปกรณ์ (ก าลงัขยาย  200X) โดยเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลจ์ะมี
สกัษณะรปูทรงกลมไม่ตดิสอียู่ในหลุม 

36 

รปูที ่ 12 แสดงลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์ะรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสนุขัในหลุม
เพาะเลีย้งบรเิวณตรงกลางของอปุกรณ์ (ก าลงัขยาย 200X) 

37 

รปูที ่ 13 แสดงลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสนุขัในหลุม
เพาะเลีย้งบรเิวณดา้นทา้ยของอปุกรณ์ (ก าลงัขยาย 100X)   

38 

รปูที ่ 14 แสดงภาพพืน้ทีบ่รเิวณทีท่ าการนบัเซลลใ์นอุปกรณ์ทีพ่ฒันาขีน้ 42 

รปูที ่ 15 แสดงภาพลกัษณะของเซลลท์ีถ่กูดกัจบัไดจ้ากอุปกรณ์ โดยมทีัง้เซลลเ์ดีย่ว 
(ลกูศร) และหลายเซลล ์(หวัลกูศร) 

44 

รปูที ่ 16 แสดงภาพผลการตรวจสอบการมชีวีติของเซลลเ์ดีย่วทีเ่พาะเลีย้งในอุปกรณ์เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ดว้ยเทคนิค Trypan blue dye exclusion assay โดยเซลลท์ีม่ ี
ชวีติอยู่จะไม่ตดิส ี(ลกูศร) แต่เซลลต์ายจะยอ้มตดิสฟ้ีา (หวัลกูศร) 

45 

รปูที ่ 17 แสดงภาพผลการตรวจสอบการมชีวีติของเซลลเ์ดีย่วทีเ่พาะเลีย้งในอุปกรณ์เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง ดว้ยเทคนิค Trypan blue dye exclusion assay โดยเซลลท์ีม่ ี
ชวีติอยู่จะไม่ตดิส ี(ลกูศร) แต่เซลลต์ายจะยอ้มตดิสฟ้ีา (หวัลกูศร) 

45 

รปูที ่ 18 แสดงการเปรยีบเทยีบความสมัพนัธข์องจ านวนเซลลม์ชีวีติ (จ านวนเซลลเ์ดีย่ว 
เซลลค์ู่ และหลายเซลล)์ ทีถู่กดกัจบัระหว่างวธิเีลีย้งเซลลป์กตกิบัวธิปีกตทิี่เสรมิ
ดว้ยการหมุนเหวีย่งในเวลาก่อนการทดลอง (ค่าเฉลีย่ ± สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน 
(SEM) p<0.05)   

48 

รปูที ่ 19 แสดงการเปรยีบเทยีบความสมัพนัธข์องเปอรเ์ซน็ตเ์ซลลเ์ดีย่วมชีวีติทีถู่กดกัจบั
ระหว่างวธิเีลีย้งเซลลป์กตกิบัวธิปีกตทิีเ่สรมิดว้ยการหมุนเหวีย่งในช่วงเวลา 24 
48 และ 72 ชัว่โมง (p<0.05) 

49 

รปูที ่ 20 แสดงการเปรยีบเทยีบความสมัพนัธข์องเปอรเ์ซน็ตเ์ซลลเ์ดีย่วมชีวีติทีถู่กดกัจบั
ระหว่างวธิเีลีย้งเซลลป์กตกิบัวธิปีกตทิีเ่สรมิดว้ยการหมุนเหวีย่งในแต่ละช่วงเวลา 
(p<0.05) 

50 

รปูที ่ 21 แสดงภาพลกัษณะของเซลล ์cMCT ทีถู่กดกัจบัไดจ้ากอุปกรณ์ 52 



9 

รปูที ่ 22 แสดงภาพลกัษณะของเซลล ์cMCT ทีถู่กดกัจบัไดจ้ากอุปกรณ์ ในชัว่โมงที ่72 
พบว่าเซลลไ์ม่มกีารแบ่งตวัเพิม่จากเดมิและพบเซลลต์าย (ลกูศร) 

53 

ตารางที ่ 1    แสดงรอ้ยละของเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสนุขัในทีพ่บในแต่ละชว่งของ
อุปกรณ์ พบเซลลถ์ูกจบัเป็น ลกัษณะเซลลเ์ดีย่วมากทีส่ดุทีด่า้นหลงัและดา้นหน้า
ของอุปกรณ์   ค่าเฉลีย่เซลลเ์ดีย่วทีด่กัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดกลม ไดร้อ้ยละ 30   

38 
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บทสรปุผูบ้ริหาร 

โครงการพฒันาอุปกรณ์ในระบบของไหลจลุภาค ในปีที ่ 1 เพื่อคดัแยกและจดัเกบ็เซลลม์ะเรง็ชนิด

กลมของสุนขัให ้อยูใ่นรปูเซลลเ์ดีย่ว  มวีตัถุประสงคเ์พื่อออกแบบและพฒันาอุปกรณ์ในระบบของไหลจลุภาค 

ทีส่ามารถจ าแนกเซลลม์ะเรง็ออกจากกนัโดยท าใหเ้ซลลม์ะเรง็ เกดิการเคลื่อนทีเ่ป็นสายกระแสการไหลตาม

ขนาดของเซลลม์ะเรง็และแยกออกจากกนัตามขนาดของเซลลม์ะเรง็แต่ละเซลล ์ องคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ะสามารถ

น าไปประยกุตใ์นการออกแบบอุปกรณ์ในระบบการไหลจลุภาคที่มปีระสทิธภิาพ ในการคดัแยกเซลลม์ะเรง็ให้

ถูกจดัเรยีงออกมาใน ลกัษณะเซลลเ์ดีย่วๆเพื่อพฒันาการะเพาเลีย้งต่อเนื่อง   ในปีที ่ 2 ศกึษาและพฒันา

อุปกรณ์ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูทีส่ามารถใช้ดกัจบัเซลลท์ีอ่ยูใ่นสารแขวนลอยของเซลล ์ (cell suspension) โดย

ใหเ้ซลลเ์หล่านัน้อยูใ่นหลุมเพาะเลีย้งในลกัษณะเซลลเ์ดีย่วๆและกลุ่มยอ่ยใหม้ชีวีติอยูไ่ด ้พฒันาเทคนิคต่างๆ

ในการเพาะเลีย้งบนอุปกรณ์ โดยใช ้ เซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนขัชนิดมาสตเ์ซลล ์ (Mast cell tumor) เป็น

รปูแบบการศกึษา    

โครงการในปีท่ี 1 น้ีประกอบด้วย  2  โครงการย่อย ดงัน้ี    โครงการย่อยท่ี 1   การสร้างอปุกรณ์

ในการคดัแยกเซลลม์ะเรง็ด้วยระบบของไหลจลุภาค  โดยพฒันาอุปกรณ์ต้นแบบทีป่ระยกุตค์วามรูเ้ชงิ

ฟิสกิส ์ของระบบของไหลจลุภาคควบคุมการไหลของสารแขวนลอยของเซลล ์โดยอุปกรณ์ทีไ่ดจ้ะประกอบไป

ดว้ยท่อส าหรบัของไหลทีม่ลีกัษณะภาคตดัขวางเป็นรปูสีเ่หลีย่มผนืผา้ โดยมคีวามสงูของท่ออยูท่ี ่ 130 

ไมโครเมตร มคีวามกวา้งเท่ากบั 500 µm  ท่อทัง้หมดจะขดเป็นรปูวงกลมจ านวน 5 วง และมรีะยะห่าง 

ระหว่างวงรอบ (interspace) ทีอ่ยูต่ดิกนัอยูท่ี ่ 500 µm โดยมรีศัมรีวมของความโคง้ของท่อทัง้หมดอยูท่ี ่ 10 

มลิลเิมตร และมอีตัราส่วนของขนาดของอนุภาคทีใ่ชศ้กึษาแต่ละขนาดต่อความสงูของท่อ (ap/H) มากกว่า

หรอื เท่ากบั 0.07 โดยพบว่าเซลลม์ะเรง็ชนิดกลมในสุนขัชนิดมาสตเ์ซลล ์  ขนาดของมาสตเ์ซลลม์ขีนาด 

ใกลเ้คยีงกนัเสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ  10-20 µm  และมากกว่า พบว่าเซลลส์่วนใหญ่จะออกมาในท่อของ

อุปกรณ์ได ้ ผลของเซลลม์ะเรง็ทีอ่อกมาจากท่อมจี านวนลดลงประมาณครึง่หนึ่ง  รวมทัง้รอ้ยละของเซลลท์มีี

ชวีติ อยูห่ลงัจากผ่านอุปกรณ์แยกเซลลล์ดลงเหลอืรอ้ยละ  30  เนื่องจากแรงเหวีย่งในท่อท าใหเ้ยือ่หุม้เซลล์

สญูเสยีสมดุลยแ์ละสญูเสยีนท่อของอุปกรณ์อยา่งชดัเจน  ซึง่ควรมกีารศกึษาเพื่อพฒันาประสทิธภิาพการ

ท างาน และผลกระทบของเซลลใ์นท่อต่อไป  โครงการย่อยท่ี 2    การสร้างอปุกรณ์ดกัจบัเซลลม์ะเรง็ด้วย

ระบบของไหลจลุภาค  โดยออกแบบอุปกรณ์ของไหลจลุภาคทีม่หีลุมเพาะเลีย้งอยูท่ีพ่ ืน้ของอุปกรณ์ เพื่อใช้

ดกัจบัเมด็โพลสีไตรนีจ าลองขนาดของเซลลแ์ละเซลลม์ะเรง็ ท าใหเ้กดิการเคลื่อนทีข่องเซลลล์งหลุม

เพาะเลีย้ง และอาศยัคุณสมบตัทิางฟิสกิสภ์ายในของของ ไหล (internally physical property) ในการพาเซลล์
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ลงสู่หลุมเพาะเลีย้ง ทีส่ามารถน ามาใชด้กัจบัอนุภาคทีแ่ขวนลอยในของไหลตวักลางได ้ ตามหลกัทาง

พลศาสตรข์องไหล (hydrodynamic) โดย Park และคณะ (2010) เป็นปัจจยัในการพจิารณา โดยหลกัการ

ท างานของอุปกรณ์จะเป็นการท างานโดยทีไ่มต่อ้งใชส้นามของแรงจากภายนอก (external force field) เป็น

ตวับงัคบัอนุภาคใหเ้คลื่อนทีล่งหลุมเพาะเลีย้ง การเคลื่อนทีข่องอนุภาค รวมทัง้เซลลท์ีแ่ขวนลอยอยูใ่นของ

ไหลตวักลาง จะมกีารเคลื่อนทีไ่ปตามแนวแกนการไหลของของไหลตวักลางดว้ย แรงเฉื่อย (inertial force) 

การเปลีย่นแปลงโมเมนตมัของของไหลตวักลาง (fluid momentum) ในขณะทีอ่นุภาค เคลื่อนที ่อนุภาคแต่ละ

ตวัจะถูกดงึใหต้กลงสู่พืน้ล่างของอุปกรณ์ดว้ยแรงโน้มถ่วงของโลก (gravitational force) ที ่กระท าต่ออนุภาค 

เมือ่อนุภาคถูกดงึมาอยูใ่นระดบัชัน้การไหลทีอ่ยูใ่นระนาบเดยีวกบัหลุมเพาะเลีย้ง อนุภาคจะถูกดงึลงสู่หลุม

เพาะเลีย้งเนื่องจากภายในหลุมเพาะเลีย้งจะมกีารเกดิการไหลแบบหมนุวน (recirculation force) ของ ของ

ไหลตวักลางเกดิขึน้ภายในหลุมเพาะเลีย้ง นอกจากนี้พบว่ารปูทรงทางเรขาคณติของหลุมเพาะเลีย้งแบบ

สามเหลีย่ม จะท าใหเ้กดิการไหลเวยีนแบบหมนุวนทีม่คีวามแรงทีสุ่ด และดกัจบัดทีีสุ่ด  อุปกรณ์ทีใ่ชใ้น

การศกึษาใน ครัง้นี้ ไดถู้กประกอบดว้ยวธิ ี soft-lithography โดยใช ้PDMS ท าหน้าทีเ่ป็นโครงของอุปกรณ์ 

โดยพบว่าอุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคทีส่รา้งขึน้มาในการศกึษาครัง้นี้ สามารถน ามาประยกุตใ์ชส้ าหรบัดกั

เซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนัขชนิดมาสตเ์ซลลไ์ดค้่อนขา้งด ี (ก าหนดไวท้ี ่ รอ้ยละ 45)  และพบว่าคุณสมบตัิ

ทางชวีภาพของเซลลย์งัมชีวีติอยู ่  อยา่งไรกต็ามในอนาคตยงัมคีวามจ าเป็นทีจ่ะต้องท าการศกึษาเพิม่เตมิใน

ส่วนของพารามเิตอรท์างกายภาพ (physical parameter) ต่างๆ ทีจ่ะมผีลต่อประสทิธภิาพในการดกัจบัของ

อุปกรณ์ เช่น อตัราการไหล ลกัษณะการจดัวางชุดของหลุมเพาะเลีย้ง ผลกระทบของวสัดุ (PDMS) ทีใ่ชท้ า

อุปกรณ์ในการเพาะเลีย้ง และชนิดของของไหลตวักลาง อาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นตน้ ท าใหไ้ดอุ้ปกรณ์ทีม่คีวาม

สมบรูณ์ และมปีระสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลท์ีส่งูขึน้และมชีวีติอยู่ ก่อนทีจ่ะน าอุปกรณ์นี้มาประยกุตใ์ชใ้น

เพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์และเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสุนขัเป็นรปูแบบการศกึษาในปีที ่2  

โครงการปีท่ี 2 ประกอบด้วย 2 โครงการย่อย ดงัน้ี โครงการย่อยท่ี 1   การพฒันาประสิทธิภาพ

อปุกรณ์ดกัจบัเซลลม์ะเรง็ด้วยระบบของไหลจลุภาค  ศกึษาทบทวนระบบอุปกรณ์ดกัจบัใหม้ผีลกระทบ

กบัเซลล์น้อยที่สุด ซึ่งอุปกรณ์ที่ประกอบขึ้นมาจะประกอบไปด้วยสองส่วนหลกัได้แก่ ช่องการไหลหลกั 

(main flow channel) ส าหรบัใหข้องไหล ตวักลางและอนุภาคไหลผ่านเขา้ออก โดยภาคตดัขวางของช่องจะ

มลีกัษณะเป็นรปูสีเ่หลีย่มผนืผา้ โดยมคีวามสูง ของช่อง 70 µm และมคีวามกวา้ง 500 µm โดยทีป่ลายของ

อุปกรณ์ดา้นหนึ่งจะต่อกบัช่องทางเขา้ inlet) จ านวน 1 ช่องและช่องทางออก (outlet) จะอยู่ทีป่ลายอีกด้าน

หนึ่งของอุปกรณ์  ภายหลงัทีต่ดิตัง้อุปกรณ์เขา้กบัระบบ ควบคุมแลว้ โดยในน าผลชัน้แรกไดท้ าการทดลอง

ดกัจบัเมด็โพลเีมอร ์ขนาด 10 µm โดยใชอ้ตัราการไหลที ่0.1 ml/hr อย่างต่อเนื่องเพื่อทดสอบว่าอุปกรณ์ที่
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ประกอบขึน้มคีวามสามารถในการดกัจบัอนุภาคเป้าหมายได้   ประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลล์มคี่าเฉลี่ย

รอ้ยละ 30  ของหลุมเพาะเลีย้งทัง้หมด  จากผลการทดลองทัง้หมด  โดยพบว่าอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาค

ทีส่รา้งขึน้มาในการศกึษาครัง้นี้ สามารถน ามาประยกุตใ์ชส้ าหรบัดกัเซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนขัชนิดมาสต์

เซลล์ได้ค่อนข้างดี (ก าหนดไว้ที่ ร้อยละ 45)  และพบว่าคุณสมบัติทางชีวภาพของเซลล์ยังมีชีวิตอยู่    

โครงการย่อยท่ี 2      การพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลม์ะเรง็ในอุปกรณ์บนอุปกรณ์ระบบของ

ไหลจลุภาค และการตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลลใ์นอปุกรณ์  โดยการการทดสอบการเพาะเลี้ยง

เซลลไ์ลน์ ของเซลล์มะเร็งเม็ดโลหิตขาวลิมโฟไซท์ชนิดเฉียบพลันของมนุษย์ (human acute T-cell leukemia) 

ชนิด Jurkat cell line ซึ่งเป็นเซลล์ที่อยู่ในลักษณะเซลล์เดี่ยวมีรูปร่างกลมคล้ายคลึงกับเซลล์ในอุดมคติ ( ideal 

cell) และ การทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิดมาสต์เซลล์ในสุนัข จากการทดสอบความมีชีวิตอยู่ 

(viability) ของเซลล์ Jurkat cell line  ที่เพาะเลี้ยงในอุปกรณ์ที่สร้างขึ้นมาในครั้งนี้ ภายใต้การควบคุมสภาวะ

แวดล้อมในการเพาะเลี้ยงภายในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และมีระดับความเข้มข้นของ

คาร์บอนไดออกไซด์ที่ 5% พบว่า Jurkat cell line  ที่ถูกเพาะเลี้ยงสามารถมีชีวิตอยู่ได้นานถึง 72 ชั่วโมง ภายใต้

สภาวะการเพาะเลี้ยงดังกล่าว  ส่วนการทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลใ์นสุนัข ในการศึกษา

ครั้งนี้ได้แสดงให้เห็นว่าอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาค (microfluidics-based device) สามารถน ามาใช้ดักจับ

เซลล์ cMCT ที่มีขนาดในช่วง 10-20 µm ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่ไม่สามารถเลี้ยงเซลล์ดังกล่าวในระยะยาวได้ 

ระยะเวลาที่เหมาะสมอยู่ในระหว่าง 24-48 ชั่วโมงในการศึกษาเซลล์  อาจเนื่องจากมีสภาพสิ่งแวดล้อมระดับ

จุลภาคไม่เหมาะสม เช่น เซลล์ขาดการสื่อสารระหว่างเซลล์ (cell-cell communication) เซลล์อาจมีความ

ต้องการสารประเภทโกรทแฟคเตอร์ (growth factors) และปัจจัยที่ช่วยในการด ารงชีพ (survival factors) ต่าง ๆ 

จากเซลล์ข้างเคียง  อย่างไรก็ตามยังมีความจ าเป็นที่จะต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของพารามิเตอร์ทาง

กายภาพ (physical parameter) ต่างๆ ที่จะมีผลต่อประสิทธิภาพในการดักจับของอุปกรณ์ เช่น อัตราการไหล 

ลักษณะการไหล ลักษณะการจัดวางชุดของหลุมเพาะเลี้ยง และชนิดของของไหลตัวกลาง เป็นต้น ให้มากขึ้นเพ่ือใช้

ในการปรับปรุงอุปกรณ์ไปในอนาคต เพ่ือท าให้ได้อุปกรณ์ที่มีความสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์

และเพาะเลี้ยงที่สูงขึ้นต่อไป  
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บทน าและท่ีมาของโครงการ 

โรคเนื้องอกและมะเรง็เป็นโรคทีเ่กดิจากการเจรญิและงอกขยายทีผ่ดิปกต ิ (abnormal proliferation 

and overgrowth) ของเซลลใ์นรา่งกายของสิง่มชีวีติ โรคเนื้องอกและมะเรง็เป็นโรคทีม่คีวามส าคญัในล าดบั

ตน้ๆ ทัง้ในมนุษยแ์ละในสตัวเ์ลีย้ง และมอุีบตักิารณ์ (incidence) ในการเกดิโรคทีม่แีนวโน้มทีเ่พิม่สงูขึน้

เรือ่ยๆ และยงัไม่มวีธิกีารใดๆทีใ่ชใ้นการรกัษาโรคดงักล่าวใหห้ายขาดไดใ้นปัจจุบนั   

เนื่องจากพยาธกิ าเนิด (pathogenesis) ของโรคเนื้องอกและมะเรง็นัน้ ในปัจจุบนัยงัไมเ่ป็นทีท่ราบแน่

ชดั แต่มหีลกัฐานยนืยนัแสดงใหเ้หน็ว่ายนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการควบคุมการเจรญิเตบิโตและการแบ่งเซลล ์ มกัมี

การเกดิการ กลายพนัธุ ์ (mutant gene) เกดิขึน้ ซึง่เป็นปัจจยัหลกัอนัหนึ่งทีส่่งผลใหเ้ซลลท์ีม่ยีนีทีผ่ดิปกติ

เหล่านี้สามารถเกดิ การเจรญิเตบิโตอยา่งผดิปกต ิ ซึง่ความผดิปกตทิีเ่กดิขึน้นัน้มกัจะไมไ่ดเ้กดิขึน้มาจาก

เซลลห์ลายๆเซลลพ์รอ้มๆกนัใน เนื้อเยือ่ทีเ่กดิโรค แต่มกัจะเกดิขึน้จากเซลลร์่างกายเพยีงเซลลเ์ดยีว (single 

cell) ทีอ่ยูใ่นเนื้อเยือ่เกดิการสะสมความผดิปกตทิางพนัธุกรรมไวภ้ายในเซลล ์ ท าใหม้กีารแบ่งเซลลแ์ละงอก

ขยายของเซลลท์ีผ่ดิปกตจินไมส่ามารถควบคุมได ้ดงันัน้สิง่ทีส่ าคญัคอื จะตอ้งพจิารณาว่าเซลลใ์ดทีเ่ป็นเซลล์

ทีเ่กดิการเปลีย่นแปลง (transformed cell) และเป็นเซลลท์ีใ่หก้ าเนิดกอ้นเนื้องอกและมะเรง็ รวมทัง้จ าเป็นที่

จะตอ้งทราบถงึคุณสมบตัทิางชวีภาพของเซลลเ์หล่านัน้ว่ามคีุณสมบตัเิป็นอยา่งไร ซึง่ความเขา้ใจในชวีวทิยา

ของเซลลเ์หล่านี้จะน ามาซึง่การคน้หาแนวทางและวธิกีารใหม่ๆ  ในการรกัษาโรคเนื้องอกและมะเรง็ให้

สามารถหายขาดไดต่้อไปในอนาคตขา้งหน้า   

อยา่งไรกต็ามปัญหาและอุปสรรคทีส่ าคญัทีสุ่ด ในการศกึษาชวีวทิยาของเซลลเ์นื้องอกและมะเรง็ใน

ปัจจบุนัและยงัคงเป็นปัญหาทีส่ าคญัต่อเนื่องต่อไปในอนาคต คอืเรือ่งของความแตกต่างอยา่งหลากหลาย

ทาง ชวีภาพของเซลล ์(cellular heterogeneity) ทัง้ทางดา้นสณัฐานวทิยา (morphology) ของเซลลเ์นื้องอก

และ มะเรง็ รวมทัง้ความแตกต่างทางดา้นพยาธสิรรีวทิยา (pathophysiology) ของเซลลเ์หล่านี้ ซึง่สามารถ

เกดิขึน้ทัง้ ภายในกอ้นเนื้องอกและมะเรง็เดยีวกนั (intratumour heterogeneity) หรอืเกดิความแตกต่างอยา่ง

หลากหลาย ระหว่างเนื้องอกและมะเรง็ทีต่่างชนิดกนั (intertumour heterogeneity) ตวัอยา่งของความ

แตกต่างทีเ่หน็ได ้ ชดัเจน เช่น ลกัษณะของเซลลเ์นื้องอกและมะเรง็ทีม่าจากกอ้นเดยีวกนัแต่ต่างบรเิวณกนั 

หรอืทีม่าจากเนื้องอกชนิด เดยีวกนัแต่มาจากผูป่้วยหรอืสตัวป่์วยทีต่่างกนันัน้ จะพบว่าลกัษณะทางสณัฐาน

วทิยา (morphologic appearance) และการเปลีย่นแปลงการเปลีย่นแปลงในทางชวีวทิยาเช่น การกลายพนัธุ ์

หรอืการท างานทางชวีเคม ี(biochemical function) มกัจะมคีวามแตกต่างกนั (Heppner, 1984; Marusyk and 

Polyak, 2010; Michoraud and Polyak, 2010; Marusyk et al., 2012)  ซึง่ปัญหาเหล่านี้มอีทิธพิลและเป็น



14 

อุปสรรคอย่างมากต่อการศกึษาชวีวทิยาของเซลลเ์นื้องอกและมะเรง็ รวมถงึการก าหนดแผนในการรกัษาโรค

อกีดว้ย เพราะคุณสมบตัทิีผ่ดิปกตเิหล่านี้อาจจะน ามาซึง่การแปรผลการเปลีย่นแปลงของเซลลท์ีผ่ดิพลาด 

ถงึแมจ้ะน ามาใชศ้กึษาเนื้องอกและมะเรง็ทีเ่ป็นชนิดเดยีวกนัแต่มกีลไกความผดิปกตทิีเ่กดิแตกต่างกนั

ภายในเซลล ์ ตวัอยา่งทีเ่หน็ไดช้ดัทีสุ่ดในปัจจุบนัไดแ้ก่ การใหส้ารเคมบี าบดัโดยโดยอาศยัการแปรผลทาง

ชวีภาพของเซลลจ์ากลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ เซลลม์ะเรง็ส่วนใหญ่ทีอ่ยูใ่นกอ้นเป็นปัจจยัในการ

ตดัสนิใจ โดยไมค่ านึงถงึเซลลท์ีเ่ป็นประชากรส่วนน้อยแต่ม ี ความส าคญัในการทีเ่ป็นเซลลท์ีอ่าจจะเป็นจดุ

ก าเนิดของเซลลใ์นกอ้นมะเรง็เหล่านัน้ อาจจะท าใหส้ารเคมบี าบดัทีใ่ช ้ สามารถท าลายไดเ้ฉพาะเซลลม์ะเรง็

ส่วนใหญ่ทีแ่สดงผลในการเปลีย่นแปลงทางชวีภาพโดยส่วนใหญ่ แต่ไมส่ามารถท าลายเซลลม์ะเรง็ทีเ่ป็นจุด

ก าเนิดได ้ ท าใหก้ารรกัษาไมไ่ดผ้ลและมกัจะพบมกีารงอกของกอ้นมะเรง็ใหมท่ีจ่ดุเดมิ (recurrence) ซึง่เป็น

ปัญหาหนึ่งทีส่ าคญัทีพ่บในปัจจบุนัในการรกัษาโรคเนื้องอกและมะเรง็ 

จากหลกัฐานทีม่อียู่ในปัจจุบนัท าใหเ้กดิการยอมรบักนัอยา่งกวา้งขวางมากขึน้ว่า เซลลท์ีท่ าหน้าทีใ่ห้

ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็นัน้ม ี คุณสมบตัทิีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัเซลลต์น้ก าเนิดเนื้อเยือ่ปกต ิ (normal stem 

cell) ทีม่อียูใ่นเนื้อเยือ่ของร่างกายโดยทัว่ไป รวมทัง้มคีุณสมบตัเิชงิชวีวทิยาหลายอยา่งที่คลา้ยคลงึกบัเซลล์

ตน้ก าเนิดของคพัภะ (embryonic stem cell) ซึง่คุณสมบตัทิีส่ าคญัไดแ้ก่ มคีวามสามารถในการเพิม่จ านวน

ตวัเอง (self-renewal) เป็นเซลลท์ีม่ชีวีติยนืยาว (long-lived) มคีวามตา้นทานต่อสารเคมบี าบดัและรงัสรีกัษา

สงู (highly radio-chemotherapeutic resistance) หรอืหยดุเจรญิชัว่คราว (dormancy) จงึมกีารสรา้ง

สมมตุฐิานของเซลลต์น้ก าเนิดเน้ืองอกและมะเรง็ (cancer stem cell hypothesis) ขึน้และกลายมาเป็นหวัขอ้

หลกัในงานวจิยัทางดา้นเนื้องอกและมะเรง็เรือ่งหนึ่งทีม่อีตัราการแขง่ขนัในการศกึษาและวจิยัทีส่งูมากทัว่

โลกในปัจจบุนั  

นอกจากนี้เซลลต์น้ก าเนิดเน้ืองอกและมะเรง็ยงัเป็นต้นเหตุ ทีท่ าใหเ้กดิสภาพความแตกต่างอย่าง

หลากหลายของเซลลเ์นื้องอกและมะเรง็ ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ (Ailles and Wiessman, 2007; Lobo et 

al.,2007; Dick, 2008; O’Brien et al. 2009; Clevers, 2011; Valent et al., 2012) ดงันัน้เมือ่รวมหลกัการ

และปัญหาดงักล่าวขา้งตน้เขา้ดว้ยกนั จะเหน็ไดว้่าความแตกต่างอย่างหลากหลายทีเ่กดิขึน้ในเซลลเ์นื้องอก

และมะเรง็นัน้ น่าจะเป็นผลมาจากการท างานทีผ่ดิปกตขิองเซลลท์ีส่่งผลใหเ้กดิเป็นเซลลท์ีท่ าหน้าทีเ่ป็นเซลล์

ตน้ก าเนิดของเนื้องอกและมะเรง็ โดยเริม่จากการเป็นเซลลเ์ริม่ตน้ทีท่ าหน้าทีส่ะสมความผดิปกต ิ โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ความผดิปกตทิางพนัธุกรรมทีใ่ชค้วบคุมขบวนการแบ่งเซลลแ์ละงอกขยาย ดงันัน้สิง่ทีส่ าคญัทีสุ่ดใน
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การพสิูจน์สมมตุฐิานของเซลลต์น้ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็กค็อื การทีต่้องศกึษาเซลลเ์หล่านี้ในลกัษณะของ

เซลลเ์ดีย่วๆทีม่ขีนาดในระดบัจลุภาค เพื่อชีใ้หช้ดัลงไปว่าเซลลใ์ดทีท่ าหน้าทีห่ลกัในการเป็นเซลลต์น้ก าเนิด  

แต่ดว้ยเทคนิคและวธิกีารใชก้นัในงานวจิยัอยา่งทัว่ไปในปัจจบุนั เช่น เทคนิคโฟวไ์ซโตเมทรี ้

(flowcytometry หรอื FACS) หรอืเทคนิคทางอมิมโูนไซโตเคม ี (immunocytochemistry) ส าหรบัใชค้ดัแยก

เซลลเ์หล่านัน้ ถงึแมจ้ะสามารถคดัแยกเซลลท์ีต่อ้งการได ้(Tirino et at., 2013)  แต่เซลลท์ีไ่ดอ้าจจะไม่แสดง

คุณสมบตัใินการเป็นเซลลต์น้ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็อยา่งชดัเจน เนื่องจากเทคนิคนี้ตอ้งอาศยัการคดัแยก

โดยการตดิฉลากเซลล ์ (label-dependent) ดว้ยปฏกิริยิาจ าเพาะของแอนไทบอดี ้ (antibody) กบัโปรตนีทีใ่ช้

เป็นเครือ่งหมาย (surface-protein marker) ทีอ่ยูบ่นผวิเซลลเ์ป็นส่วนใหญ่ ซึง่ในปัจจบุนัยงัไมม่กีารก าหนด

โปรตนีเครือ่งหมายทีจ่ าเพาะส าหรบัเซลลต์น้ก าเนิดเน้ืองอกและมะเรง็ ท าใหอ้าจจะมกีารคดัแยกเซลลท์ี่

ตอ้งการผดิชนิด เพราะผลจากงานวจิยัทีผ่่านๆมาแสดงใหเ้หน็ว่า เซลลท์ีค่าดว่าจะเป็นเซลลต์น้ก าเนิดเนื้อ

งอกและมะเรง็ทีค่ดัแยกดว้ยวธิกีารตดิฉลากนัน้จะมคีวามแปรผนัในการแสดงออกของโปรตนีเครือ่งหมาย

ของเซลล ์ แมเ้ซลลเ์หล่านัน้จะมาจากกอ้นเนื้องอกชนิดเดยีวกนั ซึง่พบว่าการแสดงออกของโปรตนี

เครือ่งหมายจะขึน้กบักบัสถานะทางชวีภาพ (biological stage) ของเซลล ์รวมทัง้การศกึษาตวัชีว้ดัอื่นๆ เช่น 

การใชป้ฏกิริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรสเพื่อตรวจสอบยนีทีก่ารกลายพนัธุ์นัน้ ผลทีไ่ดน้ัน้อาจจะไมส่ามารถบ่งบอก

บอกอยา่งจ าเพาะลงไปไดว้่า การกลายพนัธุท์ีเ่กดิขึน้เกดิทีเ่ซลลใ์ด รวมทัง้ค่าทีไ่ดเ้สมอืนว่าเป็นค่าผลลพัธ์

โดยเฉลีย่ที ่เกดิจากการตรวจวดัค่าการเปลีย่นแปลงทางชวีภาพของเซลลท์ัง้หมดในเนื้อเยือ่ตวัอยา่งทีเ่กบ็มา 

ซึง่เซลลเ์หล่านี้มคีวามแตกต่างอยา่งหลากหลายทางชวีภาพแฝงอยู่ท าใหไ้มส่ามารถชีช้ดัลงไปไดว้่าเป็นผลที่

เกดิขึน้นัน้เกดิจาก เซลลต์น้ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็หรอืมาจากเซลลอ์ื่น เป็นตน้  

จากทีก่ล่าวมาขา้งตน้ดว้ยเหตุนี้จงึมคีวามจ าเป็น ทีจ่ะตอ้งสรา้งระบบการศกึษาเซลลท์ีม่ ี

ความสามารถน าไปใชศ้กึษาเซลลเ์นื้องอกและมะเรง็เป้าหมายในระดบัเซลลเ์ดีย่วได ้โดยการพฒันาวธิทีีใ่ชใ้น

การท าใหเ้ซลลท์ีเ่กบ็มาไดใ้นตวัอยา่งกระจายตวัออกเป็นเซลลเ์ดีย่วๆ และไมต่อ้งผ่านกระบวนการเตรยีม

เซลลท์ีน่านหรอืมากเกนิความจ าเป็นอย่างทีท่ ากนัอยูใ่นปัจจบุนั เนื่องจากปัจจยัเหล่านี้ลว้นส่งผลกระทบต่อ

การเปลีย่นแปลงทางชวีภาพของเซลลห์รอืบางครัง้อาจรนุแรงถงึขัน้ท าใหเ้ซลลท์ีต่อ้งการศกึษาตาย ส่งผล

ใหผ้ลในการศกึษาและวเิคราะหผ์ลมคีวามผดิพลาดเกดิขึน้ นอกจากนี้การทีจ่ะศกึษาเซลลต์น้ก าเนิดเนื้องอก

และมะเรง็ในระดบัเซลลเ์ดีย่วไดอ้ยา่งถูกตอ้งและมปีระสทิธภิาพ จงึจ าเป็นตอ้งพฒันาระบบทีใ่ชใ้นการศกึษา

เซลลท์ีม่คีวามสามารถทีจ่ะจดัเรยีงเซลลท์ีจ่ะศกึษาใหอ้ยู่ในลกัษณะเซลลเ์ดีย่วทีแ่ยกออกจากกนั เพื่อลด

อทิธพิลจากการสื่อสารระหว่างกนั (cell-to-cell communication) ซึง่จะมผีลอย่างมากต่อการเปลีย่นแปลงทาง

ชวีภาพของเซลลท์ีก่ าลงัศกึษา โดยจะตอ้งพฒันาระบบทีส่ามารถดกัจบัเซลลไ์วใ้นภาชนะทีใ่ชศ้กึษาได ้ ซึง่
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โดยปกตเิทคนิคในระดบัมหภาคทีใ่ชอ้ยูใ่นปัจจบุนัรวมทัง้เทคนิคทีก่ล่าวมาขา้งตน้แลว้นัน้ ไมส่ามารถใหผ้ล

ในการศกึษาทีแ่ม่นย าได ้(Kalisky et al., 2011; Fritzch et al., 2012)   

ดงัทีก่ล่าวมาแลว้ว่าในปัจจุบนัยงัไม่เป็นทีท่ราบกนัอย่างแน่ชดั ถงึลกัษณะทีแ่ทจ้รงิของเซลลต์น้

ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็อย่างชดัเจนเช่น รปูร่างและขนาด เป็นตน้ และถงึแมว้่าจากผลการศกึษาวจิยัใน

ปัจจบุนัจะแสดงใหเ้หน็แนวโน้มทีจ่ะคดัตรวจพบและคดัแยกเซลลม์ะเรง็ทีม่หีน้าทีเ่หมอืนกบัเซลลต์น้ก าเนิด

ปกต ิ ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้แฝงตวัอยูใ่นกอ้นเนื้องอกและมะเรง็ และสามารถตรวจสอบคุณสมบตัทิางชวีวทิยา

บางอย่างทีค่วบคุมการท าหน้าทีใ่นการเป็นเซลลต์น้ก าเนิดเน้ืองอกและมะเรง็ไดด้ว้ยเทคนิคต่างๆ ทีม่อียูใ่น

ปัจจบุนัเช่น PCR RT-PCR และอื่นๆ แต่ดว้ยความไมแ่น่นอนในการแปรผลและการเกดิความหลากหลาย

ทางชวีภาพของเซลล ์ รวมทัง้เทคนิคทีใ่ชด้งักล่าวมแีนวโน้มทีจ่ะส่งผลใหค้วามหลากหลายทางชวีภาพมี

อทิธพิลทีร่นุแรงขึน้ ดงันัน้จงึมเีหตุจ าเป็นทีจ่ะตอ้งท าการพฒันาวธิกีารใหม่ๆ  ทีม่คีวามสามารถในการลด

ผลกระทบของปัจจยัทางเทคนิคต่างๆทีก่ล่าวมาขา้งตน้ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ โดยใชค้วามรู้ทาง

วทิยาศาสตรใ์นทุกแขนงเขา้มาช่วยแกปั้ญหา ซึง่วธิกีารหนึ่งทีง่านวจิยัทัว่โลกใหก้ารยอมรบัและถูกน ามา

ประยกุตใ์ชใ้นเพื่อแกปั้ญหาทีเ่กดิขึน้ในปัจจบุนัคอื เทคนิคระบบของไหลจลุภาค (microfluidics)   

จากทีก่ล่าวมาทัง้หมดจงึสามารถสรปุไดว้่า การเกดิความแตกต่างอย่างหลากหลายทางชวีภาพของ

เซลลใ์นกอ้นเน้ืองอกและมะเรง็นัน้ เป็นอุปสรรคต่อการทีจ่ะศกึษาใหเ้ขา้ใจถงึคุณสมบตัขิองเซลลต์น้ก าเนิด

ของเนื้องอกและมะเรง็ทีแ่ฝงอยู ่ โดยเฉพาะเรือ่งของการระบุตวัของเซลลเ์หล่านี้ รวมทัง้เทคนิคและวธิกีาร

ทางระดบัมหภาคทีม่อียูใ่นปัจจุบนั เช่น FACS และ PCR ยงัไมส่ามารถตอบสนองต่องานวจิยัเพื่อให้ไดร้บั

ผลลพัธท์ีถู่กตอ้ง ดงันัน้เพื่อใหเ้กดิความเขา้ใจอนัถูกตอ้งและเป็นการลดปัจจยัทีม่ผีลกระทบต่อเซลลท์ีจ่ะ

ศกึษา จงึมคีวามจ าเป็นตอ้งศกึษาเซลลเ์นื้องอกและมะเรง็ในระดบัเซลลเ์ดีย่ว และเทคนิคของไหลในระดบั

จลุภาคน่าจะเป็นเทคนิคทีเ่หมาะสมทีสุ่ดในปัจจบุนั ส าหรบัน ามาประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาเซลลใ์นระดบัเซลล์

เดีย่วต่อไป (Nilsson et al., 2009)  

จากทีก่ล่าวมาทัง้หมดจงึท าให้งานวจิยัครัง้นี้จงึถูกแยกออกเป็นสองระยะหลกัคอื ในช่วงแรกจะเป็น

การพฒันาระบบของไหลจลุภาคทีส่ามารถคดัแยกเซลลใ์หส้ าเรจ็ ก่อนทีจ่ะน าเซลลเ์หล่านัน้ไปประยกุตใ์ช้

ส าหรบัศกึษาเรือ่งราวทางชวีวทิยาของเซลลต์น้ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็ในขัน้สงูต่อไป ส่วนในระยะทีส่องจะ

เป็นการวจิยัและพฒันาระบบของไหลจลุภาค ทีม่คีวามสามารถในการจดัเกบ็และเพาะเลีย้งเซลลท์ีถู่กคดัแยก

ดงักล่าวบนอุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคในระดบัเซลลเ์ดีย่ว ทัง้นี้เนื่องจากการศกึษาการเพาะเลีย้งเซลล ์

(cell culture) ภายนอกรา่งกาย (in vitro) เป็นวธิกีารทีส่ าคญัอยา่งยิง่ทีส่ามารถใชใ้นการศกึษา คุณลกัษณะ 

พฤตกิรรม และกระบวนการต่าง ๆ ของเซลลท์ีป่ราศจากการรบกวนของปัจจยัต่างๆทีเ่กดิขึน้จากตวัสตัว ์แต่
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อยา่งไรกต็ามวธิกีารเพาะเลีย้งเซลลท์ีใ่ชโ้ดยทัว่ไป (conventional method) ในปัจจุบนันัน้ เป็นการเพาะเลีย้ง

เซลลใ์นระดบัมหภาค (macroscopic scale) โดยท าการเพาะเลีย้งเซลลใ์นภาชนะเลีย้งเซลล ์(culture vessel) 

เช่น จานเพาะเลีย้ง (petri dish) ขวดแกว้ (flask) เป็นต้น นอกจากนี้ยงัตอ้งใชอุ้ปกรณ์ เครือ่งมอื อาหารเลีย้ง

เซลล ์และสารเคมต่ีาง ๆ ทีจ่ าเป็นในปรมิาณมาก ท าใหส้ิน้เปลอืงทรพัยากรและค่าใชจ้า่ย อกีทัง้ผลทีไ่ดจ้าก

การศกึษานัน้ อาจจะมคีวามคลาดเคลื่อนอนัเนื่องมาจากสภาวะความแตกต่างอยา่งหลากหลายทางชวีภาพ

ของเซลลไ์ด ้ ซึง่ในปัจจบุนัไดม้ ี การศกึษาและพฒันาเทคนิควธิกีารในการเพาะเลีย้งเซลลใ์นระดบัเซลลเ์ดีย่ว

เกดิขึน้ทัว่โลก ซึง่หนึ่งในเทคนิคทีไ่ดร้บัความสนใจอย่างมากในปัจจบุนัคอื เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลใ์น

ระบบของไหลจลุภาค (microfluidic cell culture) ซึง่เป็นเทคนิคทีส่ามารถควบคุมการไหลของของเหลวใน

ระดบัไมโครลติร (microliter) และระดบันาโนลติร (nanoliter) เพื่อใชใ้นการแยก ดกัจบั และเลีย้งเซลลเ์ดีย่ว

ได ้ เทคนิคนี้มขีอ้ดหีลายประการ ไดแ้ก่ สามารถควบคุมสภาวะแวดลอ้มในระดบัจุลภาคทัง้ทางดา้นเคมแีละ

กายภาพ (chemical and physical control of the microenvironment) ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  ท าใหส้ามารถ

ศกึษาการตอบสนองของเซลล ์ (cellular response) ในระดบัเซลลเ์ดีย่วต่อการเปลีย่นแปลงของสภาวะ

แวดลอ้มได ้สามารถควบคุมจ านวนและความหนาแน่นของเซลล ์(cell numbers and density) ภายในบรเิวณ

หรอืปรมิาณทีก่ าหนด สามารถก าหนดการวางเซลล ์ (placement of cells) ในต าแหน่งต่าง ๆ ได ้ ในบาง

การศกึษายงัไดม้กีารสรา้งสภาวะแวดลอ้มแบบสามมติ ิ (three-dimensional geometries) เพื่อใหส้ามารถ

เพาะเลีย้งเซลลใ์นสภาวะทีใ่กลเ้คยีงกบัสภาวะปกตใินร่างกายได ้ และท าการทดลองเปรยีบเทยีบพรอ้มกนั 

(High parallelization of experiments) ได ้ปฏกิริยิาเกดิขึน้ไดอ้ย่างรวดเรว็ (high throughput) สามารถลด

ปรมิาณและค่าใชจ้า่ยของสารเคมต่ีางๆ และเพิม่ความสามารถในการท าซ ้า (reproducibility) ได ้นอกจากนี้ 

ยงัมกีารสรา้งระบบการท างานแบบอตัโนมตั ิ (automation) ท าใหส้ามารถควบคุมการเพาะเลีย้งเซลลภ์ายใต้

สภาวะทีเ่หมาะสมเป็นเวลานานหลายสปัดาหไ์ด ้ 

โดยสรุป งานวจิยัในครัง้นี้จงึถูกออกแบบมาโดยมวีตัถุประสงคห์ลกัเพื่อท าการออกแบบและสรา้ง

อุปกรณ์ทีใ่ชห้ลกัการทางระบบของไหลจลุภาค ทีม่คีวามสามารถคดัแยกและกระจายเซลลท์ีจ่ะศกึษาใหอ้ยู่

ในลกัษณะของเซลลเ์ดีย่วไดอ้ยา่งสมบรูณ์ และสรา้งอุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคทีม่คีวามสามารถในการ

จดัเกบ็เซลลท์ีถู่กแยกเหล่านี้ใหอ้ยูใ่นช่องจดัเกบ็ในลกัษณะ 1 เซลลต่์อ 1 ช่อง ตามช่วงขนาดของเซลล ์โดย.

ในปีที ่ 2 โครงการวจิยัจะศกึษาเซลลท์ีจ่ดัเกบ็ไดจ้ะยงัมชีวีติอยูแ่ละสามารถเพาะเลีย้งเจรญิเตบิโตต่อไปได ้

(cell viability) และน าไปใชใ้นการศกึษาชวีวทิยาของเซลลต์น้ก าเนิดเนื้องอกและมะเรง็ในระดบัเซลลเ์ดีย่วแต่

ละเซลลต่์อไปได ้ ผลส าเรจ็ทีเ่กดิขึน้จะน ามาซึง่ประโยชน์อยา่งยิง่ต่อวงการทางการแพทยแ์ละวทิยาศาสตร์

การแพทย ์ในส่วนของการศกึษาพฤตกิรรมทางชวีภาพของเซลลต่์างๆ ต่อไป  
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ขอบเขตของโครงการวิจยั  
โครงการวิจยัในปีท่ี 2 ประกอบด้วย  2   โครงการย่อย ดงัน้ี 

โครงการย่อยท่ี 1    การพฒันาประสทิธภิาพของอุปกรณ์ดกัจบัเซลลม์ะเรง็ดว้ยระบบของไหล
จลุภาค ประกอบดว้ย ขัน้ตอนดงันี้ 

1.1. การออกแบบอุปกรณ์
1.2. การจ าลองการท างานของอุปกรณ์
1.3. การสรา้งอุปกรณ์ 
1.4. การตรวจสอบการท างานของอุปกรณ์แบบ ณ เวลาจรงิ
1.5. การดกัจบัเซลลม์ะเรง็จรงิดว้ยอุปกรณ์

โครงการย่อยท่ี 2      การเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ในอุปกรณ์ การตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลลใ์น

อุปกรณ์ ขัน้ตอนดงันี้ 
2.1   การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat  บน 
อุปกรณ์ในระบบของไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล ์
2.2   การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat  บน 
อุปกรณ์ในระบบของไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล์ 
 ดว้ยวธิกีารดกัจบัเซลลใ์นแบบต่างๆ 
2.3 การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลล ์  บนอุปกรณ์ทีใ่นระบบ 
 ของไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล์ 

ทฤษฏี สมมติุฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจยัปีท่ี 2 

สมมตุฐิานของงานวจิยัในครัง้นี้คอื ระบบของไหลจุลภาคสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการพฒันา

เทคนิค และสรา้งอุปกรณ์ ทีส่ามารถควบคุมการไหลของสารแขวนลอยของเซลล ์(cell suspension) เนื้องอก

ชนิดกลม ของสุนขัทีเ่กบ็มาไดโ้ดยวธิกีารดดูเจาะดว้ยเขม็ (fine-needle aspiration) จากกอ้นเน้ืองอกของ

สุนขัได ้ และ สามารถท าใหเ้ซลลเ์กดิการกระจายตวัของเซลลใ์หอ้ยูใ่นลกัษณะของเซลลเ์ดีย่วๆ รวมทัง้

สามารถบงัคบัใหเ้ซลลท์ี ่ กระจายตวัอยูถู่กดกัจบั และจดัเกบ็เซลลใ์นช่องจดัเกบ็โดยมเีซลล ์ 1 ตวั หรอืกลุ่ม

ยอ่ย 2-3 เซลล ์ ต่อ 1 ช่อง ตามขนาดของเซลลโ์ดยทีเ่ซลลย์งัมชีวีติอยู ่ และสามารถพฒันาเทคนิคการ
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เพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ และน าเซลลเ์พาะเลีย้งน ามาใชศ้กึษาถงึคุณลกัษณะและพฤตกิรรมของเซลลเ์หล่านี้ใน

ขัน้ต่อไปได ้  

วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยัปีท่ี 2 
เพื่อพฒันาประสทิธภิาพของอุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาค (microfluidic devices) ทีม่คีวามสามารถ

ในการดกัจบั (trapping) เชลลเ์นื้องอกมาสตเ์ซลลท์ีเ่กบ็โดยการเจาะดดู (aspiration) หรอื โดยวธิกีารยอ่ย

ดว้ยเอนไซม ์ trypsin จากกอ้นเน้ืองอกผวิหนงัของสุนัขใหอ้ยูใ่นลกัษณะเซลลเ์ดีย่ว (single cell) หรอืกลุ่ม

เซลลเ์ลก็ๆ โดยทีเ่ซลลย์งัมชีวีติอยู ่  และพฒันาอุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาค (microfluidic devices)  ที่

สามารถน าไปเพาะเลีย้งเซลลเ์นื้องอกทีถู่กแยกเป็นเซลลเ์ดีย่วแขวนลอยในอุปกรณ์ได ้และศกึษาคุณลกัษณะ

และพฤตกิรรมทางชวีภาพของเซลลเ์นื้องอกในอุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ 

ทบทวนวรรณกรรม 

เซลลท์ีย่งัมชีวีติ (living cells) นัน้ โดยปกตจิะมคีวามสามารถทีจ่ะเปลีย่นแปลงคุณสมบตัทิางชวีภาพ 

(biological properties) ของตวัเองอยูต่ลอดเวลาเพือ่ตอบสนองต่อสิง่เรา้ทีม่ากระตุน้ทัง้จากภายนอกและ

ภายใน เซลล ์(extracellular and intracellular stimuli) ท าใหเ้ซลลเ์กดิการปรบัตวั (adaptation) เพื่อรกัษาสม

ดุลย ภาพ (homeostasis) ของเซลลไ์วไ้ดส้่งผลใหเ้ซลลย์งัคงสามารถมชีวีติอยูร่อด (survival) ต่อไปได ้  โดย

ปกตแิลว้เซลลแ์ต่ละเซลลถ์งึแมจ้ะอยูใ่นเนื้อเยือ่เดยีวกนักต็าม กจ็ะมคีวามสามารถในการตอบสนอง ต่อสิง่

เรา้ในระดบัทีแ่ตกต่างกนั ส่งผลใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของเซลลใ์นแต่ละเซลลต่์อการตอบสนองต่อสิง่เรา้จงึ

ม ี ความแตกต่างกนัออกไปในแต่ละเซลลไ์มม่ากกน้็อยดว้ยเช่นกนั ซึง่ความแตกต่างเหล่านี้ทีเ่กดิขึน้จงึเป็น

ปัจจยัหลกั ทีส่ าคญัในการก าหนดคุณสมบตัทิางชวีภาพของเซลล ์ (biological characteristics) ของแต่ละ

เซลล ์ใหม้คีวาม แตกต่างจากกนัทัง้ในดา้นสณัฐานวทิยา (morphology) และสรรีวทิยา (physiology) ดงันัน้

เซลลแ์ต่ละเซลลจ์งึไม ่มคีวามเท่ากนัโดยสมบูรณ์ และท าใหเ้กดิความแตกต่างทางชวีภาพของเซลล ์(cellular 

heterogeneity) ในแต่ละ เซลลเ์กดิขึน้  (Batchelor et al., 2013) ความแตกต่างทางชวีภาพของเซลล ์จดัได้

ว่าปัญหาส าคญัทีสุ่ดส าหรบัการศกึษาชวีวทิยาของเซลล ์(cell biology)  

เพราะความแตกต่างทีเ่กดิขึน้ยอ่มท าใหน้กัวจิยั ไมส่ามารถใชก้ฎเกณฑท์ีแ่น่นอนทีใ่ชส้ าหรบัศกึษา

เซลล ์ชนิดหนึ่งๆ มาใชศ้กึษาเซลลท์ีเ่หลอืไดอ้ยา่งถูกตอ้งแมน่ย าเพยีงพอในช่วงเวลาหนึ่ง ดงันัน้ส่งผลใหก้าร

แปรผล การศกึษา (study interpretation) ยอ่มมคีวามคลาดเคลื่อนเกดิขึน้ดว้ย สิง่เหล่านี้ลว้นแลว้แต่มผีลต่อ
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ความเขา้ใจ อย่างละเอยีด (comprehension) ในชวีวทิยาของเซลลม์คีวามคลาดเคลื่อนและผดิพลาดไปดว้ย 

(Wu and Singh, 2011; Yin and Marshall, 2012) เช่น ในการศกึษาเซลลโ์ดยใชโ้ปรตนีเครือ่งหมายทีผ่วิ

เซลล ์(surface protein marker) เพื่อก าหนดชนิดของเซลลต่์างๆนัน้ จากการศกึษาในปัจจบุนัพบว่าถงึแมว้่า

จะเป็นเซลลท์ีเ่ป็นชนิด เดยีวกนัและมคีวามเท่าเทยีมกนัทัง้ทางพนัธุกรรม (genetic identity) ทางรปูรา่ง 

(morphology identity) หรอื การท าหน้าที ่ (functional identity) กย็งัมคีวามแตกต่างในการแสดงออกของ

โปรตนีเครือ่งหมายทีศ่กึษา ซึง่ใน บางเซลลอ์าจจะมกีารแสดงออกของโปรตนีเหล่านี้ ในขณะทีบ่างเซลล์

อาจจะไม่มกีารแสดงออกของโปรตนี เครือ่งหมายในขณะทีท่ าการศกึษากเ็ป็นได ้ นอกจากนี้เซลลท์ีม่กีาร

แสดงออกของโปรตนีเครือ่งหมายกอ็าจจะม ี ความเขม้ (intensity) ของการแสดงออกของโปรตนีทีไ่มเ่ท่ากนั

ทัง้ๆทีเ่ป็นเซลลช์นิดเดยีวกนัเป็นต้น สิง่เหล่านี้ จดัเป็นตวัอยา่งอนัดอีนัหนึ่งทีแ่สดงใหเ้หน็ถงึความแตกต่าง

ทางชวีภาพของเซลลท์ีเ่กดิขึน้ กลไกอนัหน่ึงทีเ่ป็นไปไดใ้นการท าใหเ้กดิความแตกต่างทางชวีภาพของเซลล์

นัน้ อาจจะเป็นผลทีเ่กดิขึน้ เนื่องจากการทีเ่ซลลแ์ต่ละเซลลม์กีารตอบสนองต่อสญัญาณกระตุ้นต่างๆในระดบั

ทีไ่มเ่ท่ากนั ซึง่เซลลท์ีอ่ยูใ่นสภาพ ที่ถูกกระตุ้น (activated) กจ็ะมกีารตอบสนองเกดิขึน้ ในขณะทีเ่ซลลอ์ื่นๆ

ถงึแมจ้ะเป็นชนิดเดยีวกนัและในเน้ือเยือ่ เดยีวกนัอาจจะอยูใ่นสภาพดือ้ต่อการกระตุน้ (refractory) ท าให้

เซลลอ์ยูใ่นสถานะทีไ่มไ่ดร้บัการกระตุน้ (inactivated) และท าใหไ้ม่มกีารตอบสนอง (irresponsive) เกดิขึน้ 

หรอืเซลลอ์าจเกดิการกระตุ้น แต่มกีาร ตอบสนองของเซลลท์ีม่คีวามแตกต่างจากเซลลอ์ื่นๆ ทัง้ทีเ่ป็นเซลล์

ชนิดเดยีวกนัและไดร้บัสิง่เรา้ชนิดเดยีวกนัก ็เป็นได ้สิง่เหล่านี้แสดงใหเ้หน็ว่าเซลลห์นึ่งๆทีถู่กกระตุ้น อาจจะ

มขีบวนการตอบสนองทางชวีภาพทีแ่ตกต่างออกไป จากเซลลอ์ื่นๆทัง้ทีเ่ป็นเซลลช์นิดเดยีวกนั รวมทัง้

รปูแบบการตอบสนองกม็คีวามหลากหลายมากกว่าจ านวนปัจจยั ทีม่ากระตุน้เซลล ์ (Mogilner et al., 2006) 

ดงัจะเหน็ไดช้ดัเจนในกรณขีองการศกึษาเซลลม์ะเรง็และเนื้องอก (Kim and Orkin, 2011) ดงันัน้เพื่อเป็นการ

หลกีเลีย่งผลกระทบในเรือ่งของความแตกต่างทางชวีภาพของเซลล์ ซึง่เป็นผลเนื่องจากการเปลีย่นแปลงทาง

ชวีภาพของเซลลท์ีม่กีารเปลีย่นแปลงอย่างต่อเนื่องตลอดเวลา (dynamic process) และ หลากหลาย ใน

ปัจจบุนัจงึไดม้คี าแนะน าทีส่ าคญัทีใ่ชเ้ป็นแนวทางส าหรบัผูท้ีจ่ะศกึษาชวีวทิยาของเซลลเ์พื่อใหไ้ดผ้ล ทีแ่น่ชดั 

คอืใหท้ าการศกึษาชวีวทิยาของเซลลต่์างๆในระดบัเซลลเ์ดีย่วๆ (single-cell analysis) โดยเริม่ตัง้แต่การ คดั

แยกและเพาะเลีย้งเซลลจ์นถงึการก าหนดคุณลกัษณะทางชวีภาพ และตอ้งใชอุ้ปกรณ์ทีส่ามารถทีจ่ะแยกให ้

เซลลแ์ต่ละเซลลน์ัน้ถูกแยกออกจากกนัโดยสมบรูณ์ และตอ้งไมม่กีารสมัผสักนัเพื่อลดปฏกิริยิาระหว่างเซลล์

ทีจ่ะ เกดิขึน้ (cell-to-cell interaction) เมือ่เซลลม์กีารสมัผสักนั นอกจากนี้วธิกีารต่างๆทีจ่ะน ามาใชค้ดัแยก

และ จดัเรยีงเซลลท์ีจ่ะศกึษาในระดบัเซลลเ์ดีย่วนัน้ ไม่ควรทีจ่ะตอ้งใชว้ธิกีารในการเตรยีมเซลลท์ียุ่ง่ยากหรอื

ตอ้งใชส้าร ทีม่ผีลกระทบต่อการอยูร่อดของเซลล ์ (cell viability) และจะตอ้งมคีวามแมน่ย าในการทีจ่ะแยก



21 

เซลลท์ีม่อียูใ่น ตวัอยา่งซึง่มจี านวนเซลลท์ีต่อ้งการอยูอ่ยา่งจ ากดั และใหผ้ลในการศกึษาทีม่คีวามไวสงู (high 

throughput and sensitivity) รวมทัง้สามารถอ านวยประโยชน์ใหแ้ก่ผูท้ีศ่กึษาสามารถท าการตดิตามการ

เปลีย่นแปลงทางชวีภาพ ของเซลลไ์ดอ้ยา่งต่อเนื่อง และมขีัน้ตอนในการใชเ้ครือ่งมอืทีไ่มยุ่ง่ยาก  

อยา่งไรกต็ามวธิกีารคดัแยกเซลลท์ีม่ใีชอ้ยูใ่นปัจจบุนั  ยงัไมส่ามารถท าใหผู้ว้จิยัเขา้ถงึการศกึษา

เซลล ์ เป้าหมายในระดบัเซลลเ์ดีย่วไดอ้ยา่งถูกตอ้งและแมน่ย า  รวมทัง้วธิกีารต่างๆทีใ่ชศ้กึษาชวีวทิยาของ

เซลลท์ีม่อียูใ่น ปัจจุบนั (conventional methods) มกัจะเป็นการวดัผลทีเ่กดิจากค่าเฉลีย่ของการเปลีย่นแปลง

ทางชวีภาพตาม ธรรมชาตขิองประชากรของเซลลท์ัง้หมดทีม่อียูใ่นตวัอยา่ง  แต่ไมส่ามารถบอกลงไปได้

ชดัเจนว่าเซลลใ์ดทีเ่ป็นเซลล ์ทีท่ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงเหล่านัน้ขึน้มา (Yin and Marshall, 2012) ถงึแมว้่า

จะมเีครือ่งมอืและวธิกีาร บางอย่างที่สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาเซลลท์ีร่ะดบัเซลลเ์ดีย่วไดบ้า้งก็

ตามเช่น  การใชโ้ฟวไ์ซโตเมตร ี(Flow cytometry) ส าหรบัคดัแยกเซลล ์หรอืการใชเ้ทคนิคปฏกิริยิาลูกโซ่โพ

ลเีมอเรส (polymerase chain reaction หรอื PCR)  การตรวจสอบคุณสมบตัทิางพนัธุกรรมของเซลลท์ีไ่ดจ้าก

การเจาะดดู (fine-needle aspirated cell) แต่อยา่งไรกต็ามวธิกีารดงักล่าวยงัมขีอ้จ ากดัอยู่มาก  เมือ่ตอ้ง

น ามาประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาเซลล ์เดีย่วๆจ านวนมากเช่น  การใช ้Flow cytometry จ าเป็นตอ้งใชแ้อนตบิอด ี

(antibody) ทีแ่สดงออกจ าเพาะต่อ เซลลน์ัน้ๆ ซงึการใชแ้อนตบิอดอีาจจะมผีลท าใหว้ถิสีญัญาณ (signal 

pathway) ทีค่วบคุมกลไกทางชวีภาพทีส่ าคญัเช่น การกลไกการควบคุมการเจรญิเตบิโตมคีวามผดิปกตไิด้

เมือ่น าเซลลท์ีเ่กบ็รวบรวมไดด้ว้ยวธิเีหล่านี้มาใช ้ ประโยชน์ในการศกึษาชวีวทิยาของเซลลต่์อไป อาจส่งผล

ใหเ้กดิการแปรผลทีค่ลาดเคลื่อนขึน้ได ้  นอกจากนี้ที ่ ส าคญัคอื วธิกีารศกึษาเหล่านี้จะสามารถใชศ้กึษา

ชวีภาพของเซลลท์ีเ่กดิขึน้ในช่วงเวลาใดเวลาหนึ่งเท่านัน้ (single time-point) จงึไมส่ามารถน ามาใชใ้น

การศกึษาการเปลีย่นแปลงทางชวีวทิยาของเซลลท์ีต่อ้งการความต่อเนื่องได ้ โดยเฉพาะการศกึษาการ

เปลีย่นแปลงทางชวีภาพทีเ่กดิขึน้อย่างต่อเนื่องในช่วงเวลาเฉพาะชัว่ขณะหน่ึง (spatiotemporal dynamic 

change) แต่มผีลส าคญัต่อการตดัสนิใจต่อเซลลใ์นการตอบสนองและก าหนดชะตาชวีติของเซลล ์ (Yin and 

Marshall, 2012; Sackmann et al., 2014) ดงันัน้ขอ้จ ากดัต่างๆเหล่านี้ทีม่อียูจ่งึมผีลกระทบท าใหผ้ล

การศกึษาชวีวทิยาของเซลลใ์นปัจจบุนันัน้ ส่งผลใหม้คีวามแปรผนัต่อผลการศกึษาอยา่งมาก เมือ่ตอ้งน า

เทคนิคเหล่านี้ไปใชศ้กึษาเซลลใ์นระดบัเซลลเ์ดีย่วและเนื่องจากเทคนิคเหล่านี้ถูกออกแบบมาเพื่อด าเนินการ

บน เซลลท์ีอ่ยูใ่นลกัษณะทีเ่ป็นกลุ่มกอ้นของเซลล ์ (bulk of cells) และโดยปกตจิะมปีระชากรของเซลล์

ประมาณ 103 ถงึ 106เซลลต่์อหนึ่งหน่วยตวัอยา่ง (Chao and Ros, 2008) ดงันัน้เทคนิคเหล่านี้จงึตอ้งการ

จ านวนตวัอยา่งขนาด ใหญ่  
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ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาขา้งตน้ว่าการศกึษาชวีวทิยาของเซลลใ์นระดบัเซลลเ์ดีย่วในปัจจุบนั มคีวามส าคญั

เพิม่ขึน้ เป็นอย่างมากโดยเฉพาะส าหรบังานวจิยัระดบัเซลลท์ีต่อ้งการความถูกตอ้งแมน่ย าสงู รวมทัง้ความ

เขา้ใจในเรือ่ง ความแตกต่างทางชวีภาพของเซลลใ์นระดบัเซลลเ์ดี่ยว จะน ามาซึง่ใหค้วามเขา้ใจอย่างละเอยีด

ในเรือ่งการ เปลีย่นแปลงทางชวีภาพทีม่คีวามซบัซอ้น โดยเฉพาะการตดัสนิใจของเซลลใ์นการตอบสนองต่อ

สิง่เรา้ ทีเ่กดิขึน้ ภายในเซลลจ์ากกลไกทางชวีเคมต่ีางๆ ทีส่่งผลใหเ้ซลลแ์ต่ละเซลลม์กีารพฒันาและ

เปลีย่นแปลงตวัเองอยู ่ ตลอดเวลาเพื่อความอยูร่อดและมคีวามแตกต่างกนัในแต่ละเซลล ์ ดงันัน้การพฒันา

วธิกีารทีส่ามารถน ามาใชแ้ยก เซลลแ์ละน ามาใชศ้กึษาชวีวทิยาของเซลลแ์ต่ละเซลลใ์นระดบัเซลลเ์ดีย่วๆ 

โดยทีไ่มต่อ้งมขี ัน้ตอนในการเตรยีมเซลล ์ก่อนศกึษาทีซ่บัซอ้น และเป็นอุปกรณ์ทีส่ามารถใหส้ภาวะแวดลอ้ม

ทีม่คีวามเหมาะสมใกลเ้คยีงกบัธรรมชาตทิี ่ลอ้มรอบเซลลท์ีจ่ะศกึษาใหม้ากทีสุ่ด อกีทัง้สามารถท าใหผู้ศ้กึษา

เฝ้าตดิตามเซลลไ์ดต้ลอดช่วงเวลาทีท่ าการศกึษา และไมก่่อใหเ้กดิอนัตรายต่อเซลลจ์งึเป็นหลกัการทีส่ าคญั 

ซึง่วธิทีีม่คีวามสอดคลอ้งต่อเกณฑท์ีก่ล่าวมาแลว้มาก ทีสุ่ดในปัจจุบนักค็อื การใชเ้ทคโนโลยรีะบบของไหล

จลุภาค (microfluidics) มาช่วยในการศกึษาเซลลใ์นระดบั เซลลเ์ดีย่วนัน่เอง  

ซึง่เทคโนโลยนีี้เป็นการเทคนิคเชงิวศิวกรรมชวีภาพทีใ่ชห้ลกัการทางฟิสกิส ์ ในการควบคุมการ ไหล

และพฤตกิรรมต่างๆทีเ่กดิจากคุณสมบตัภิายในของของไหล (fluid) ในระดบัจลุภาค (microscale) ลงไป 

(Sackmann et al., 2014)  โดยปกตใินการศกึษาชวีวทิยาของเซลลน์ัน้จะมขีบวนการหลกัทีส่ าคญัอยู ่  4 

ขัน้ตอน ทีผู่ว้จิยัตอ้งด าเนินการไดแ้ก่ การเกบ็ตวัอยา่งเซลล ์  (cell sampling) การคดัแยกและจดัเรยีงเซลล ์

(cell sorting) ดว้ย คุณสมบตัต่ิางๆของเซลล ์ การดกัจบัและคดัเลอืกเซลลท์ีต่อ้งการ (cell trapping) และการ

เตรยีมเซลลก่์อนศกึษา (cell treatment)  ซึง่ในปัจจบุนัพบว่าไดม้กีารใชเ้ทคโนโลยรีะบบของไหลจลุภาคมา

ประยกุตใ์ชเ้พื่อควบคุม ขัน้ตอนต่างๆเหล่านี้ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  เช่น Kasukurti และคณะ (2011) 

สามารถท าการแยกเซลลท์ีม่ขีนาด ต่างกนั โดยการบงัคบัใหเ้ซลลจ์ดัเรยีงเซลลแ์ละเคลื่อนทีต่่อเนื่องมาทลีะ

เซลล ์ โดยใชร้ะบบของไหลจลุภาคมาเป็น ตวัควบคุมการเคลื่อนทีข่องเซลล ์ เป็นต้น นอกจากนี้ มรีายงาน

แสดงใหเ้หน็ถงึการน าเทคนิคระบบของไหลจลุภาค มาใชแ้ยกเซลลอ์อกจากกนัและเรยีงตวัเป็นเซลลเ์ดีย่วๆ 

รวมทัง้สามารถน าเซลลช์นิดทีส่องมาเขา้คู่ (conjugation) กบัเซลลท์ีแ่ยกไว ้ซึง่เป็นวธิกีารทีส่ าคญัทีใ่ชศ้กึษา

ชวีวทิยาของเซลลใ์นเรือ่งของปฏกิริยิาและการสื่อสารระหว่าง เซลล ์ (cell-to-cell interaction and 

communication) ซึง่มผีลท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงพฤตกิรรมทาง ชวีภาพของเซลลท์ีม่าสมัผสักนั (Lecault 

et al., 2012) เป็นตน้   

จากทีก่ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ จะเหน็ไดว้่าการพฒันาระบบของไหลจลุภาคมาประยกุตใ์ชใ้นการศกึษา 

ชวีวทิยาของเซลลน์ัน้มขีอ้ดหีลายประการ แต่อยา่งไรกต็ามเนื่องจากเทคนิคนี้ยงัเป็นเทคนิคทีย่งัอยูใ่น
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ระหว่างการ พฒันาอยา่งต่อเนื่องและยงัเป็นเทคนิคทีย่งัใหม่มากส าหรบัประเทศไทย ท าใหอ้งคค์วามรู้

ส าหรบัเทคนิคดา้นน้ียงัม ี ขอ้จ ากดัอยูพ่อสมควร ดงันัน้การเริม่ตน้ศกึษาเทคนิคของไหลจลุภาคจงึถอืเป็น

จดุเริม่ตน้ทีด่แีละส าคญัส าหรบั งานวจิยัทางชวีภาพในประเทศไทย โดยความรูค้วามเขา้ใจในเทคนิคนี้จะ

สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยัทาง ชวีวทิยาของเซลลไ์ดอ้ยา่งกวา้งขวางต่อไปไดเ้ป็นอย่างดใีนอนาคต 

อยา่งไรกต็ามพฤตกิรรมของของไหลในระบบ ของไหลจลุภาคในอุปกรณ์ของไหลจุลภาคหนึ่ง อาจจะมคีวาม

แตกต่างกนักบัทีเ่กดิขึน้ในอุปกรณ์อกีอนัหน่ึงถงึแมว้่า จะน ามาใชใ้นวตัถุประสงคเ์ดยีวกนั ดงันัน้การน า

ตน้แบบของอุปกรณ์ของไหลจลุภาคทีม่รีายงานอยูแ่ลว้จาก การศกึษาของผูว้จิยัคณะอื่นๆ อาจจะท าใหไ้ดร้บั

ผลการศกึษาทีไ่มเ่หมาะสมกบังานทีศ่กึษาอยูไ่ด ้ดงันัน้การใช ้เทคนิคนี้จงึจ าเป็นต้องมกีารปรบัแต่งตวัแปรที่

เกีย่วขอ้งใหเ้หมาะสมกบังานแต่ละงาน โดยสามารถออกแบบ ตน้แบบของอุปกรณ์ขึน้ใหมห่รอืปรบัแต่งจาก

ตน้แบบเดมิทีเ่คยถูกศกึษามาก่อนกไ็ด ้ เพื่อใหเ้กดิความเหมาะสมกบั งานทีก่ าลงัศกึษาอยู ่ จากทีก่ล่าว

มาแลว้ทัง้หมดสิง่ทีส่ าคญัทีสุ่ดในชัน้แรกกค็อืการพฒันาอุปกรณ์ตน้แบบทีส่ามารถควบคุมการไหลของเซลล์

ดว้ยระบบของไหลจลุภาค ทีส่ามารถท าใหเ้ซลลเ์กดิจดัเรยีงตวัเป็นสายกระแสการไหลของเซลล ์ (cellular 

stream line) ตามขนาดและสามารถท าใหแ้ต่ละสายการไหลแยกออกมาจากกนัไดอ้ยา่งถูกตอ้งจงึเป็น 

ขัน้ตอนทีม่คีวามส าคญัในล าดบัแรกๆของการศกึษาเซลล ์ซึง่จะสามารถน าไปสู่การประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยัขัน้ 

ต่อๆไปได ้ อยา่งไรกต็ามการควบคุมการไหลของเซลลใ์นระบบของไหลจลุภาคและท าใหเ้ซลลเ์กดิการเรยีง

ตวัเป็น สายกระแสการไหลนัน้ จ าเป็นตอ้งอาศยัการประยกุตค์วามรูท้างฟิสกิสข์องของไหลทีไ่หลอยูใ่นท่อ

รปูแบบต่างๆเขา้ กบัความรูท้างชวีวทิยาของเซลล ์ซึง่จากการศกึษาก่อนหน้านี้พบว่าการไหลของของไหลใน

ท่อโคง้ระดบัจลุภาค (curvilinear microchannel) นัน้จะใหผ้ลดใีนการท าใหเ้ซลลจ์ดัเรยีงตวัและไหลเป็น

สายตามขนาดของเซลล ์ 

ซึง่หลกัการขัน้พืน้ฐานเกดิจากของไหลในท่อเหล่านัน้ จะตอ้งมรีปูแบบการไหลเป็นแบบราบเรยีบ

และเป็นชัน้ๆ (laminar flow) และจะตอ้งไมม่แีรงภายนอก (external force) ใดๆ มากระท ากบัของไหลนัน้ๆ

นอกจากแรง เนื่องจากความดนัทีใ่ส่เขา้ไปในระบบเท่านัน้ ซึง่ความดนัทีใ่ส่เขา้สู่ระบบจะท าใหเ้กดิการไหล

ของทัง้ของไหลทีเ่ป็น ตวักลางและส่งผลใหเ้ซลลท์ีแ่ขวนลอยอยูใ่นของไหลเคลื่อนทีด่ว้ยแรงเฉือน (shear 

force) และเมือ่ของไหลไหล ผ่านบรเิวณโคง้จะส่งผลใหเ้กดิสนามหมุนวนของแรงตามแนวหน้าตดัของท่อ 

ดงันัน้เมือ่อนุภาคในของไหลเดนิทาง มาถงึสนามหมุนวนน้ี แรงในสนามหมนุวนจะผลกัใหเ้ซลลเ์คลื่อนทีเ่ขา้

หาผนงัของท่อระดบัจลุภาค และเมือ่เซลล ์ เขา้ใกลผ้นงัท่อแลว้ผนงัของท่อจลุภาคกจ็ะส่งแรงผลกัมากระท า

ต่อเซลลเ์พื่อใหเ้ซลลอ์อกห่างจากผนงั ซึง่ความ สมดุลของแรงทัง้สองจะส่งผลใหเ้ซลลเ์ขา้สู่ต าแหน่งทีเ่กดิ

ความสมดุลของแรงทัง้สองทีจ่ดุใดจดุหนึ่งขึน้กบัขนาดของ เซลลห์รอือนุภาค และท าใหเ้ซลลห์รอือนุภาคทีม่ ี
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ขนาดเดยีวกนัจะมาอยูใ่นต าแหน่งเดยีวกนั และเคลื่อนตวัตามกนั เป็นสายกระแสการไหลได ้(Di Carlo et al., 

2007; Kuntaegowdanahalli et al., 2009; Lee et al., 2010)   ดว้ยเทคโนโลยใีนปัจจุบนัของระบบของไหล

จลุภาค (microfluidics) นัน้สามารถท าใหน้กัวจิยัสามารถ สรา้งอุปกรณ์ทีใ่ชด้กัจบัเซลล ์(cell trapping) ใหอ้ยู่

ในหลุมเพาะเลีย้งระดบัจลุภาค (microwell) ซึง่จากนี้ไปใน รายงานนี้จะเรยีกว่าหลุมเพาะเลีย้งทีม่ขีนาดเพยีง 

20-60 µm ได ้ ซึง่อุปกรณ์ตน้แบบเหล่านัน้สามารถน ามา ประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาการตอบสนองของเซลล์

อยา่งทนัทต่ีอสารสื่อ (mediator) ทีก่ระตุ้นไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ รวมทัง้สามารถประยกุตใ์ชใ้นการศกึษา

เปลีย่นแปลงลกัษณะภายนอก (phenotype) ทีม่คีวามแตกต่างกนัของ เซลลซ์ึง่อยูใ่นกลุ่มประชากรเดยีวกนั

ไดอ้ยา่งชดัเจน ภายใตส้ภาวะเงือ่นไขทางชวีวทิยาทีส่ามารถควบคุมไดต้าม ตอ้งการท าใหผ้ลการศกึษามี

ความแม่นย าขึน้ นอกจากนี้ระบบ microfluidics-microwell ยงัถูกน ามาประยกุตใ์ช ้ บ่อยครัง้ในการศกึษา

ชวีวทิยาของเซลลต่์างๆในปัจจุบนัเช่น การสรา้ง embryoid body หรอืการเพาะเลีย้งเซลล ์แบบ 3 มติ ิ เป็น

ตน้ อยา่งไรกต็ามปัญหาทีส่ าคญัในการประยกุตใ์ช ้microfluidics-microwell คอืความสามารถ ของอุปกรณ์ใน

การดกัจบัเซลลใ์หไ้ดค้ราวละมากๆ (high throughput cell trapping) และท าใหห้ลุมเพาะเลีย้ง ส่วนใหญ่ 1

ช่องสามารถบรรจเุซลลไ์ดเ้พยีง 1 เซลล ์และยงัมพีืน้ทีเ่พยีงพอทีจ่ะใหเ้ซลลเ์กดิการแบ่งตวัได ้ (Park et al.,

2010) รวมทัง้มคีวามง่ายในการบนัทกึภาพผลการทดลอง (imaging capacity) ซึง่ปัญหาเหล่านี้จงึยงัเป็น

อุปสรรคทีส่ าคญัในการประยกุตใ์ชร้ะบบ microfluidics-microwell ส าหรบัศกึษาชวีวทิยาของเซลลใ์นระดบั

เซลลเ์ดีย่วๆ ทีจ่ าเป็นตอ้งไดร้บัการพฒันาต่อไป
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โครงการย่อยท่ี  1 

การพฒันาประสิทธิภาพของอปุกรณ์ดกัจบัและเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ด้วยระบบของไหล
จลุภาค   

วตัถปุระสงค ์ 

เป็นการศกึษาการออกแบบอุปกรณ์ของไหลจลุภาค ทีภ่ายในมหีลุมเพาะเลีย้งอยู่ทีพ่ ืน้ของอุปกรณ์
เพื่อใชด้กัจบัอนุภาครวมถงึเซลล ์โดยอาศยัหลกัการท างานทางพลศาสตรข์องไหล (hydrodynamic) ในระบบ
ของไหลจลุภาค โดยขบวนการดกัจบัจะเป็นขบวนการแบบไมใ่ชส้นามพลงังานจากภายนอก (passive) ใน
การขบัเคลื่อนใหเ้ซลลไ์หลลงหลุมเพาะเลีย้ง แต่จะอาศยัคุณสมบตัทิางฟิสกิสภ์ายในของของไหล (internally 
physical property) เป็นปัจจยัในการพาเซลลล์งสู่หลุมเพาะเลีย้ง พฒันาประสทิธภิาพเพื่อลดปัญหาจาก
อทิธพิลของแรงจากภายนอกทีอ่าจจะมผีลต่อการเปลีย่นแปลงทางชวีภาพของเซลลแ์ละใหเ้ซลลม์ชีวีติอยู่
ตามธรรมชาตมิากทีสุ่ด ซึง่การศกึษาในขัน้นี้ประกอบดว้ย ขัน้ตอนดงันี้  

1.1. การออกแบบอปุกรณ์ (geometrical design of microwell)  

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการ   

ในการออกแบบจะใชห้ลกัเกณฑใ์นการออกแบบโดยก าหนดว่า การไหลของของไหลตวักลาง (fluid 
medium) ภายในท่อของอุปกรณ์ทีอ่อกแบบจะตอ้งมลีกัษณะการไหลแบบจดัเรยีงเป็นชัน้ (laminar flow) และ
มเีซลลล์อยอยูใ่นแต่ละชัน้ของการไหล  ซึง่เซลลจ์ะถูกพดัพาใหเ้คลื่อนทีโ่ดยอาศยัแรงเฉื่อย (inertial force) 
ของของของไหลตวักลาง (fluid momentum) ทีเ่คลื่อนทีผ่่านไปเป็นตวัใหก้ าเนิดแรงทีจ่ะท าใหเ้ซลลเ์กดิการ
เคลื่อนทีไ่ปตามแนวแกนของการไหล และเมือ่ปล่อยใหเ้ซลลเ์คลื่อนทีไ่ปดว้ยแรงเฉื่อยไดร้ะยะหน่ึง เซลลจ์ะ
ถูกดงึใหต้กขา้มชัน้ของการไหลหลกัลงสู่พืน้ดา้นล่างของอุปกรณ์ดว้ยแรงโน้มถ่วงของโลก (gravity) ซึง่
หลกัการทีก่ล่าวมาสามารถสรปุใหเ้หน็ได ้ดงัรปูที ่1  



26 

รปูท่ี 1  แสดงถงึปัจจยัทางพลศาสตรข์องไหล (hydrodynamic) ทีส่ าคญัไดแ้ก่ แรงเฉื่อย (inertial force) และ

โมเมนตมัของของไหลตวักลาง (fluid momentum) ทีท่ าใหเ้กดิการกระจายการไหล (perfusion flow) ของ

ของไหล ตวักลางและ ผลของแรงโน้มถ่วงของโลก (gravity) ทีม่ผีลต่อการเคลื่อนทีข่องเซลลท์ีก่ระจายตวัอยู่

ในชัน้การไหล ในระดบัต่างๆในระบบของไหลจลุภาค (ทีม่า:  ดดัแปลงจาก Park et al., 2010)   

จากการศกึษาของ Park และคณะ (2010) ดว้ยการท าการจ าลองการไหลของของไหลตวักลางดว้ย 

คอมพวิเตอร ์ (computational simulation) พบว่าภายในหลุมเพาะเลีย้ง (microwell) เมือ่มขีองไหลตวักลาง 

ไหลผ่านลงไปจะท าเกดิการไหลของของไหลตวักลาง ทีม่ลีกัษณะเป็นการเคลื่อนทีแ่บบหมุนวน 

(recirculation flow) อยู่ภายในหลุมเพาะเลีย้ง ซึง่การไหลแบบหมุนวนน้ีจะดงึเอาอนุภาครวมทัง้เซลลท์ีอ่ยูใ่น

ระนาบเดยีวกนักบัของไหลตวักลางทีอ่ยูช่ดิกบัหลุมเพาะเลีย้งไหลลงเขา้สู่หลุมเพาะเลีย้ง ซึง่หลกัการ

ดงักล่าวสามารถสรปุใหเ้หน็ได ้ ดงัรปูที ่2 และ 3   
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รปูท่ี 2 แสดงผลการศกึษาการจ าลองการไหลของของไหลตวักลางดว้ยคอมพวิเตอร ์ทีศ่กึษาโดย Park และ 

คณะในปี  2010  ซึง่ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่า เมือ่มขีองไหลตวักลางทีม่รีะดบัชัน้การไหลทีอ่ยู่ชดิ

กบัหลุมเพาะเลีย้งไหล (microwell) และเคลื่อนทีผ่่านหลุมเพาะเลีย้ง ของไหลตวักลางในระดบัชัน้การไหล

ดงักล่าวจะม ี การเคลื่อนทีล่งสู่หลุมเพาะเลีย้ง  ส่งผลใหก้ารเคลื่อนทีข่องของไหลตวักลางมกีารเคลื่อนที่

แบบหมุน และส่งผลใหอ้นุภาคและเซลลท์ีอ่ยูใ่กล้ๆ บรเิวณหลุมเพาะนัน้ๆไหลลงสู่หลุมเพาะเลีย้งได ้ (ทีม่า: 

ดดัแปลงจาก Park et al., 2010)  

นอกจากนี้ผลจากการศกึษาการจ าลองการไหลดว้ยคอมพวิเตอรข์อง Park และคณะ (2010) ยงัพบ

อกีว่า ลกัษณะทางเรขาคณติของหลุมเพาะเลีย้งแต่ละรปูแบบ นัน้มผีลต่อความแรงในการเกดิการไหลแบบ

หมนุเวยีนของ ของไหลตวักลาง (recirculation flow) ภายในหลุมเพาะเลีย้ง ซึง่ผลการศกึษาชีใ้หเ้หน็ว่าหลุม

เพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงสามเหลีย่มนัน้  จะมกีารเกดิการไหลแบบหมนุวนของของไหลตวักลางไดแ้รงทีสุ่ด 

เมือ่เทยีบกบัหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงแบบอื่นๆ เช่น วงกลมหรอืสีเ่หลีย่มจตุัรสั  ดงัรปูที ่3   

รปูท่ี 3 แสดงผลการศกึษาของ Park และคณะ ทีท่ าการจ าลองการเกดิการไหลแบบหมุนเวยีนของของไหล 

ตวักลาง (recirculation flow) ดว้ยคอมพวิเตอรท์ีเ่กดิขึน้ในหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงทางเรขาคณติ 

(geometry) แบบต่างๆ ผลของการศกึษาดงักล่าวชีใ้หเ้หน็ว่า รปูทรงทางเรขาคณิตของหลุมเพาะเลีย้งแบบ
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ต่างๆ จะมผีลต่อ ความแรงในการเกดิการไหลแบบหมุนเวยีน โดยทีห่ลุมเพาะเลีย้งแบบรปูสามเหลีย่มจะท า

ใหเ้กดิการไหลเวยีนแบบ หมนุวนไดแ้รงทีสุ่ด เมือ่เทยีบกบัหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงอื่นๆ ไดแ้ก่ วงกลม 

(circle) สีเ่หลีย่มจตุัรสั (square) รปู สามเหลีย่ม (diamond) และรปูกรวย (cone) (ทมีา: ดดัแปลงจาก Park 

et al., 2010)  

  และผลการศกึษาของ Park และคณะ (2010) ยงัแสดงใหเ้หน็อกีว่ารปูทรงทางเรขาคณติของหลุม 
เพาะเลีย้งนัน้มสี่วนในการก าหนดประสทิธภิาพของหลุมเพาะเลีย้งต่อการดกัจบัอนุภาคและเซลล ์  โดยเพิม่
โอกาสในการดกัจบัเซลลเ์ดีย่ว (single cell trapping) มากกว่าหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงทางเรขาคณติแบบ
อื่นๆ นอกจากนี้ยงัสามารถป้องกนัการไหลของเซลลอ์ื่นๆ ทีอ่ยูใ่นบรเิวณหลุมเพาะเลีย้งทีม่เีซลลบ์รรจอุยู่
แลว้ไดด้กีว่าหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงแบบอื่นๆเช่นกนั ดงัแสดงใน รปูที ่ 4 ดงันัน้หลุมเพาะเลีย้งรปูทรง
สามเหลีย่มจงึเป็นรปูทรงทางเรขาคณติทีถู่กเลอืกใชใ้นการออกแบบอุปกรณ์ของไหลจลุภาค เพื่อใชด้กัจบั
เซลลใ์นการศกึษาครัง้นี้    

รปูท่ี 4 แสดงอทิธพิลของรปูทรงทางเรขาคณติของหลุมเพาะเลีย้งทีม่ต่ีอความน่าจะเป็นในการดกัจบัเซลลใ์ห้

อยู ่ในหลุมเพาะเลีย้งในอตัราส่วน 1: 1 (single trapping efficacy หรอื S.T.E.) โดยพบว่าหลุมเพาะเลีย้งทีม่ ี

รปูทรง ทางเรขาคณติแบบสามเหลีย่มนัน้มคี่า S.T.E. สงู ดงันัน้จงึประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลเ์พยีงเซลล์

เดยีว รวมทัง้ ป้องกนัการไหลของเซลลอ์ื่นๆ ทีอ่ยูใ่นบรเิวณหลุมเพาะเลีย้งทีม่เีซลลบ์รรจอุยูแ่ลว้ไดด้กีว่าหลุม

เพาะเลีย้งทีม่รีปูทรง แบบวงกลมและสีเ่หลีย่มจตุรสั (ทมีา: ดดัแปลงจาก Park et al., 2010)  

1.2.   การจ าลองการท างานของอปุกรณ์ (Simulation) 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการ   
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ในการออกแบบอุปกรณ์ของไหลจลุภาคส าหรบัการดกัจบัเซลลเ์ดีย่วในครัง้นี้ ไดท้ าการจ าลองการ

ไหลแบบหมุนวนในหลุมเพาะเลีย้งรปูสามเหลีย่มดว้ยคอมพวิเตอร ์(computerized simulation of circulation 

flow in triangular microwell) เพื่อท านายประสทิธภิาพของอุปกรณ์ โดยในการศกึษาจะท าการจ าลองความ

เป็นไปไดใ้นการเกดิทีจ่ะเกดิการไหลแบบหมุนวนภายในหลุมเพาะเลีย้ง โดยใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอร ์

COMSOLTM Multiphysics (Comsol, USA) รุน่ 6.0 โดยก าหนดใหห้ลุมเพาะเลีย้งมรีปูทรงทางเรขาคณิตเป็น

รปูสามเหลีย่ม และมคีวามยาวเสน้รอบรปูของรปูสามเหลีย่มแต่ละดา้นเท่ากบั 40 µm และมคีวามลกึ 30 µm  

1.3. การสร้างอปุกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาจากต้นแบบ (device fabrication)  เพื่อดกัเซลลแ์ละเพาะเลีย้ง 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการ   

เป็นขัน้ตอนทีน่ าตน้แบบทีไ่ดร้บัการออกแบบไว ้ มาท าการสรา้งเป็นตวัอุปกรณ์ ดว้ยวธิ ี soft-

lithography โดยตน้แบบทีส่รา้งไวจ้ะถูกถ่ายแบบลงบนแผ่นเวเฟอรช์นิดซลิกิอน (silicon wafer) ทีใ่ชส้ าหรบั

ออกแบบและสรา้ง ชิน้ส่วนอุปกรณ์อเิลคทรอนิคสแ์บบวงจรรวม (integrated circuit หรอื IC) หลงัจากนัน้

ลวดลายต่างๆของระบบ ท่อและหลุมเพาะเลีย้งจะถูกกดัเซาะใหเ้กดิเป็นรปูขึน้มา (etching) ตามรปูแบบ

ลวดลายทีไ่ดอ้อกแบบไว ้ซึง่จะท าใหไ้ดแ้มพ่มิพซ์ลิกิอน (silicon mold) ส าหรบัสรา้งชิน้งานขึน้มา หลงัจาก

นัน้จะใชโ้พลเีมอรเ์หลวชนิด polydimethyl siloxane (PDMS) (Sigma-Aldrich, USA) ทีเ่มือ่แขง็ตวัจะเป็นสาร

โพลเีมอรท์ีม่คีวามยดืหยุ่นและมคีวามใสแบบกระจกท าใหแ้สงสามารถทะลุผ่านไดเ้ทลงบนแมพ่มิพท์ีส่รา้ง

ขึน้มา เมือ่ปล่อยให ้ PDMS แขง็ตวัแลว้ จะท าการลอกแผ่น PDMS ดงักล่าวออกจากแมพ่มิพ ์ และน ามา

ประกบตดิกนัแผ่น PDMS ทีม่ลีวดลายในส่วนต่างๆ ของอุปกรณ์และท าการเชื่อมแผ่น PDMS แต่ละส่วนให้

ตดิกนัดว้ยพลาสมาของออกซเิจน (oxygen plasma) ซึง่ขัน้ตอนในการสรา้งและประกอบอุปกรณ์ดว้ยวธิ ี

soft-lithography สามารถสรุปได ้ดงัรปูที ่5  
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รปูท่ี 5 แสดงขัน้ตอนในการสรา้งและประกอบ (fabrication) อุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคทีใ่ชด้กัจบัเซลล์

ดว้ย เทคนิค soft-lithography ซึง่แมพ่มิพจ์ะถูกสรา้งดว้ยแผ่นเวเฟอรช์นิดซลิกิอน (silicon wafer) ทีใ่ชใ้นการ

สรา้ง ชิน้ส่วนอุปกรณ์อเิลคทรอนิกสช์นิดวงจรรวม (IC) และตวัอุปกรณ์ถูกสรา้งดว้ยสารโพลเีมอรช์นิด 

polydimethyl siloxane (PDMS) และชิน้ส่วนของอุปกรณ์แต่ละส่วนจะถูกเชื่อมต่อกนัดว้ยพลาสมาของ

ออกซเิจน (oxygen plasma) 

1.4. การตรวจสอบการท างานของอปุกรณ์ และการติดตัง้ชุดอปุกรณ์ 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการ   

อุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคทีถู่กสรา้งขึน้มาจะถูกเชื่อมต่อเขา้กบัระบบควบคุม (control unit) ทีใ่ช้

ใน การทดลองครัง้นี้ ซึง่จะประกอบดว้ย กลอ้งจลุทรรศน์ชนิดใชแ้สง (light microscope) (Olympus, Japan)  

ที ่ ตดิตัง้กลอ้งบนัทกึภาพวดีโีอแบบดจิติอล (digital video) ทีม่คีวามละเอยีด 3 ลา้นจดุ (3 million pixels) 

(Motic, China) ส าหรบัใชบ้นัทกึภาพการไหลของเซลลแ์ละการดกัจบัทีเ่กดิขึน้ภายในอุปกรณ์ และส่งภาพ

เขา้สู่เครือ่ง คอมพวิเตอรเ์พื่อท าการประมวลผลภาพ (image processing) โดยทีอุ่ปกรณ์ระบบของไหล

จลุภาคจะถูกวางลงบน ฐานของกลอ้งจลุทรรศน์ โดยทีป่ลายดา้นหนึ่งของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเขา้กบั
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กระบอกฉีดยาขนาด 10 มลิลลิติร ทีบ่รรจเุซลลด์ว้ยท่อซลิโิคน (silicone tube) ทีช่่องทางเขา้ (inlet) โดย

กระบอกฉีดยาทีบ่รรจเุซลลจ์ะถูกยดึไวก้บั เสาแขวนในลกัษณะตัง้ฉากกบัพืน้ และในส่วนของช่องทางออก 

(outlet) ของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเขา้กบั กระบอกฉีดยาขนาด 10 มลิลลิติรดว้ยท่อซลิโิคน ทีเ่ชื่อมต่อเขา้กบั

ระบบปัม๊อตัโนมตัทิีส่ามารถตัง้ค่าได ้(automated syringe pump) รุน่ Fusion-F100 (Chemyx, USA) โดยท า

การตัง้ค่าใหปั้ม๊ท างานเดนิถอยหลงั เพื่อดดูของไหลตวักลางและเซลลเ์ขา้สู่อุปกรณ์ การตดิตัง้ระบบเครือ่งมอื

และอุปกรณ์ต่างๆทีใ่ชใ้นการทดลอง สามารถแสดงใหเ้หน็ใน ดงัรปูที ่6 

รปูท่ี 6 เป็นภาพจ าลองการตดิตัง้อุปกรณ์ (instrumentation) ทีใ่ชใ้นการทดลองเพื่อดกัจบัเซลล ์โดยอุปกรณ์

ระบบของไหลจลุภาคทีถู่กสรา้งขึน้มา โดยอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเขา้กบัระบบควบคุม (control unit) ที่

ประกอบดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์ชนิดใชแ้สง กลอ้งบนัทกึภาพวดีโีอแบบดจิติอล ชุดเครือ่งคอมพวิเตอรเ์พื่อใชท้ า

การประมวลผลภาพ   โดยทีอุ่ปกรณ์จะถูกวางลงบนกลอ้งจลุทรรศน์และเชื่อมปลายดา้นหนึ่งของอุปกรณ์เขา้

กบักระบอกฉีดยาทีบ่รรจเุซลล ์   และในส่วนของช่องทางออก (outlet) ของอุปกรณ์จะถูกเชื่อมต่อเขา้กบั

กระบอกฉีดยาทีต่่อเขา้กบัระบบปัม๊อตัโนมตัทิีส่ามารถตัง้ค่าได ้

1.5. การดกัจบัเซลลม์ะเรง็ด้วยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึ้น 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการ   

ท าการทดลองการใชอุ้ปกรณ์ทีส่รา้งขึน้มาเพื่อทดลองดกัจบัเซลลม์ะเรง็จรงิ โดยเซลลท์ีน่ ามาใชจ้ะ

เป็นเซลลม์ะเรง็ผวิหนังสุนขัชนิดมาสตเ์ซลล ์ โดยเริม่จากการแยกเซลลม์ะเรง็ออกเป็นเซลลเ์ดีย่วๆ ดว้ย

เอนไซม ์ trypsin โดยตวัอยา่งกอ้นเน้ืองอกมาสตเ์ซลลท์ีผ่วิหนงัของสุนขัสดทีเ่กบ็ไดน้ัน้   จะถูกตดัออกเป็น

ชิน้ขนาดน ้าหนกัประมาณ 1 กรมั (ขนาดประมาณ 2x2x2 มลิลเิมตร)  และถูกยอ่ยใหเ้ป็นเซลลเ์ดีย่วดว้ย 
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trypsin (trypsinization) โดยเตมิ 0.25% Trypsin ใน 0.01% EDTA ใน 500 µl PBS ลงในชิน้เน้ือเยือ่ ใส่ใน

ตูอ้บ 37 องศาเซลเซยีสนาน 20 นาท ี จากนัน้หยดุปฏกิริยิาดว้ย 2 % fetal calf serum (FCS) ปรมิาณ 1 ml 

จากนัน้เซลลม์ะเรง็จะถูกน าไปปัน่ที ่ 3000 rpm นาน 5 นาท ี เพื่อแยกเซลลม์ะเรง็ใหบ้รสิุทธิ ์แลว้ท าการปัน่

ลา้งเซลลด์ว้ย PBS อกี 2 ครัง้ และจงึเริม่ด าเนินการทดลอง โดยใช ้ syringe pump เพื่อดดูสารแขวนลอย

เซลลม์ะเรง็มาสตเ์ซลลเ์ขา้สู่อุปกรณ์ดว้ยอตัราการไหล 0.1 ml ต่อชัว่โมงแบบต่อเนื่องเป็นระยะเวลาทัง้สิน้ 1 

ชัว่โมง ท าการสงัเกตและบนัทกึผลการทดลองทีไ่ด ้เมือ่ครบก าหนดเวลาจงึท าการชะลา้งเซลลแ์ขวนลอยทีค่ง

คา้งอยูใ่นระบบออกจนหมด ดว้ยสารละลาย PBS โดยใชอ้ตัราการไหลที ่0.01 ml ต่อนาท ี  

ผลการทดลอง  

ผลการจ าลองความเป็นไปได้ในการเกิดการไหลแบบหมุนวน (recirculation flow) ในหลุมเพาะเล้ียง 

ผลการจ าลองการท างานของอุปกรณ์ดว้ยโปรแกรม COMSOLTM Multiphysics (Comsol, USA) เพื่อ
พจิารณาความเป็นไปไดใ้นการเกดิการไหลแบบหมุนวนในหลุมเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม ซึ่งเป็นปัจจยัที่
ส าคญัในการทีใ่ชส้ าหรบัดงึเซลลล์งสู่หลุมเพาะเลีย้ง จากการศกึษาพบว่าเมือ่ของไหลตวักลางเคลื่อนทีม่าถงึ
บรเิวณพืน้ของอุปกรณ์แลว้ ถา้บรเิวณนัน้มหีลุมเพาะเลีย้งอยู ่ ของไหลตวักลางทีอ่ยูใ่นระนาบเดยีวกบัหลุม
เพาะเลีย้งจะมกีารเลีย้วเบนและไหลลง สู่หลุมเพาะเลีย้งและเกดิเป็นการไหลแบบหมุนวนขึน้ภายในหลุม
เพาะเลีย้งขึน้ ซึง่การไหลแบบหมุนวนนี้จะสามารถช่วยดงึเซลลท์ีอ่ยูใ่นแนวการไหลใหล้งสู่หลุมเพาะเลีย้งได ้
ลกัษณะการเกดิการไหลเวยีนแบบหมนุวนสามารถจ าลองใหเ้หน็ไดด้ว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอร ์ดงัรปูที ่7  
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รปูท่ี 7 แสดงความเป็นไปไดแ้ละลกัษณะของการไหลวนของของเหลวตวักลาง (recirculation flow) ที ่เกดิขึน้
ในหลุมเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม ทีไ่ดจ้ากการจ าลองดว้ยระบบคอมพวิเตอรโ์ดยโปรแกรม COMSOLTM 
Multiphysics  

ผลการออกแบบและสร้างอปุกรณ์ 

เมือ่ไดท้ าการจ าลองความเป็นไปได ้ ในการเกดิรปูแบบการไหลวนของของไหลตวักลางในหลุม

เพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่มแลว้ ผลการศกึษาดงักล่าวไดช้ีใ้หเ้หน็ถงึความเป็นไปไดข้องการเกดิการไหล

แบบหมุนวนภายใตค้่าพารามเิตอรเ์ชงิมติ ิ (dimensional parameter) ของหลุมเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม

ตามทีก่ าหนด จากนัน้จงึไดท้ าการออกแบบและเขยีนแบบอุปกรณ์โดยใชซ้อฟทแ์วรเ์ขยีนแบบ AutoCADTM 

(Autodesk, USA) ในการเขยีนแบบพมิพเ์ขยีว (blueprint) ของอุปกรณ์ตน้แบบ ซึง่แสดงใหเ้หน็ ดงัรปูที ่8  

รปูท่ี 8  แสดงภาพแบบภาพพมิพเ์ขยีว (blueprint) ทีเ่ขยีนแบบดว้ยโปรแกรม AutoCADTM ซึง่แบบพมิพ์

เขยีวทีไ่ดจ้ะน าไปใชส้รา้งแมพ่มิพซ์ลิกิอน (silicon mold) ทีใ่ชส้ าหรบัสรา้งและประกอบอุปกรณ์ต่อไป 

ลกัษณะของอุปกรณ์ประกอบไปดว้ยสองส่วนหลกัทีถู่กเชื่อมตดิกนัดว้ยพลาสมาของออกซเิจน  ซึง่

ส่วนประกอบหลกัทัง้สองส่วนไดแ้ก่ ส่วนทีเ่ป็นช่องการหลกั (main flow channel) ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็น ช่องผ่าน

เขา้ออกของของไหลตวักลางและเซลล ์ โดยท าการลดความสงูจากเดมิทีเ่คยไดร้ายงานไวใ้นอุปกรณ์ของ 

Park และคณะ (2010) จาก 160 µm เหลอื 70 µm เพือ่เพิม่โอกาสใหเ้ซลลอ์ยูร่ะดบัชัน้ของการไหลของของ

ไหล ตวักลางทีอ่ยูใ่นระนาบเดยีวกบัหลุมเพาะเลีย้งใหม้ากขึน้ โดยที่ปลายของช่องหลกัดา้นหนึ่งจะมชี่องทาง

เขา้ของของ ไหลตวักลางและเซลล ์(inlet) จ านวน 1 ช่องซึง่จะต่อเขา้กบักระบอกฉีดยาทีบ่รรจสุารแขวนลอย

ของเซลล ์ และช่องทางออก (outlet) จ านวน 1 ช่องซึง่จะต่อเขา้กบักระบอกฉีดยาทีเ่ชื่อมต่อกบัปัม๊อตัโนมตั ิ

และภายในช่องการไหลหลกัจะมลีกัษณะเป็นช่องทางเดนิของของไหลตวักลางทีม่ลีกัษณะตามภาคตดัขวาง
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เป็นรปูสีเ่หลีย่มผนืผา้  ในส่วนทีส่องของอุปกรณ์จะเป็นส่วนทีม่ชีุดของหลุมเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม ที่

มกีารวางตวัต่อกนัเป็นแถวยาวและแต่ละแถววางตวัขนานกนัไป (microwell array) ซึง่โดยแต่ละหลุม

เพาะเลีย้งในแต่ละแถวจะอยู่ห่างกนั 40 µm และแต่ละแถวกอ็ยูห่่างกนั 40 µmเช่นกนั ส่วนขนาดของหลุม

เพาะเลีย้งแต่ละหลุม จะความยาวของดา้นสามเหลีย่มเท่ากบั 40 µm และมคีวามลกึเท่ากบั 30 µm  

ตามล าดบั ลกัษณะการเรยีงตวัของชุดของหลุมเพาะเลีย้งสามารถแสดงใหเ้หน็ได้ ดงัรปูที ่9 

รปูท่ี 9 แสดงการเรยีงตวัของชุดหลุมเพาะเลีย้งรปูทรงสามเหลีย่ม (triangular microwell array) ทีอ่ยูท่ีพ่ ืน้ 

ดา้นล่างของอุปกรณ์ ทีท่ าหน้าทีด่กัจบัเซลล ์โดยแต่ละหลุมเพาะเลีย้งในแต่ละแถวจะอยูห่่างกนั 40 µm ส่วน

ขนาดของหลุมเพาะเลีย้งแต่ละหลุมจะมขีนาดความยาวของดา้นสามเหลีย่มเท่ากบั 40 µm และมคีวามลกึ

เท่ากบั 30 µm ตามล าดบั   

โดยอุปกรณ์ทีส่รา้งและประกอบขึน้มาในครัง้นี้ ถูกสรา้งขึน้มาดว้ยเทคนิค soft lithography โดยใช้

สารโพลเีมอรป์ระเภท polydimethyl siloxane (PDMS) ส าหรบัสรา้งเป็นโครงของอุปกรณ์ ซึง่ในการศกึษา

ครัง้นี้สามารถ สรา้งและประกอบอุปกรณ์ขึน้มาไดเ้ป็นผลส าเรจ็ดว้ยเทคนิคดงักล่าว และไดอุ้ปกรณ์ทีม่ ี

ลกัษณะดงัรปูที ่10 
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รปูท่ี10 แสดงลกัษณะของอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคทีถู่กสรา้งและประกอบขึน้มา ดว้ยเทคนิค 

softlithography ทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้  โดยภาพขยายจะแสดงใหเ้หน็ถงึชุดของหลุมเพาะเลีย้งรปูสามเหลี

ยมที ่จดัเรยีงตวัอยูใ่นส่วนทีส่องของอุปกรณ์ เมือ่มองผ่านกลอ้งจลุทรรศน์  

ผลการใช้อปุกรณ์ระบบของไหลจลุภาคในการดกัจบัเซลลเ์น้ืองอกชนิดกลมชนิดมาสตเ์ซลลใ์นสนัุข  

จากผลการทดลองพบว่าอุปกรณ์ดกัจบัเซลลท์ีส่รา้งขึน้มา มปีระสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลเ์ดีย่ว

ของเซลลม์ะเรง็มาสตเ์ซลล ์ โดยอุปกรณ์ทีส่รา้งขึน้นัน้มคีวามสามารถในการดกัจบัเซลลม์าสตเ์ซลลจ์ านวน 1 

เซลลใ์นบรเิวณดา้นหน้า กลาง และทา้ยของอุปกรณ์ คดิเป็นรอ้ยละ 29.83, 27.78 และ 33.89 ตามล าดบั 

ความสามารถในการดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลล ์ จ านวน 2 เซลลใ์นบรเิวณดา้นหน้า กลาง และทา้ย

ของอุปกรณ์คดิ เป็นรอ้ยละ 7.20, 9.77 และ 10.11 ตามล าดบั และมคีวามสามารถในการดกัจบัเซลลม์าสต์

จ านวนมากกว่าหรอื เท่ากบั 3 เซลลใ์นบรเิวณดา้นหน้า กลาง และทา้ยของอุปกรณ์คดิเป็นรอ้ยละ 2.56 2.68 

และ 3.55 ตามล าดบั โดยลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์าสตข์องสุนขัในหลุมเพาะเลีย้งในบรเิวณดา้นหน้า 

กลาง และทา้ยของอุปกรณ์ สามารถแสดงใหเ้หน็ได ้ดงัรปูที ่11-12 ตามล าดบั   
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รปูท่ี 11 แสดงลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์ะเรง็มาสตข์องสุนัขในหลุมเพาะเลีย้งบรเิวณดา้นหน้าของ

อุปกรณ์ (ก าลงัขยาย  200X) โดยเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลจ์ะมสีกัษณะรปูทรงกลมไมต่ดิสอียูใ่นหลุม  
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รปูท่ี 12 แสดงลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์ะรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสุนขัในหลุมเพาะเลีย้งบรเิวณตรงกลาง

ของอุปกรณ์ (ก าลงัขยาย 200X)  
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รปูท่ี 13 แสดงลกัษณะของการดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสุนัขในหลุมเพาะเลีย้งบรเิวณดา้นทา้ย

ของอุปกรณ์ (ก าลงัขยาย 100X)   

ซึง่ประสทิธภิาพของอุปกรณ์ในการดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสุนขัสามารถสรุปได ้ดงัตารางที ่1  

ไม่มีเซลล ์ 1 เซลล ์ 2 เซลล ์ ≥ 3 เซลล ์ รวม 

ด้านหน้า 638 315 76 27 1,056 

ร้อยละ 60.41667 29.82955 7.19697 2.556818 100 

ตรง

กลาง 

624 290 102 28 1,044 

ร้อยละ 59.77011 27.77778 9.770115 2.681992 100 

ด้านหลงั 503 325 97 34 959 

ร้อยละ 52.45047 33.88947 10.1147 3.54536 100 
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ตารางท่ี  1 แสดงรอ้ยละของเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลลข์องสุนขัในทีพ่บในแต่ละช่วงของอุปกรณ์ พบเซลล์

ถูกจบัเป็น ลกัษณะเซลลเ์ดีย่วมากทีสุ่ดทีด่า้นหลงัและดา้นหน้าของอุปกรณ์   ค่าเฉลีย่เซลลเ์ดีย่วทีด่กัจบั

เซลลม์ะเรง็ชนิดกลม ไดร้อ้ยละ 30   

สรปุผลและวิจารณ์ผลโครงการย่อยท่ี 1  

ในการศกึษาครัง้นี้ไดแ้สดงใหเ้หน็ ถงึผลส าเรจ็ในการออกแบบและประกอบอุปกรณ์ระบบของไหล

จลุภาค (microfluidics-based device) ทีส่ามารถน ามาใชด้กัจบัอนุภาคทีแ่ขวนลอยในของไหลตวักลางไดแ้ก่ 

เมด็โพลเีมอร ์ขนาด 10 µm เซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนขัชนิดมาสตเ์ซลลท์ีม่ขีนาดในช่วง 10-20 µm และ

เซลล ์ Jukat cell line ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ   ในการออกแบบอุปกรณ์นัน้จะใชห้ลกัการขัน้พืน้ฐานทาง

พลศาสตรข์องไหล (hydrodynamic) โดย Park และคณะ (2010) มาเป็นปัจจยัหลกัในการพจิารณา โดย

หลกัการท างานของอุปกรณ์จะเป็นการท างานโดยทีไ่มต่้องประยกุตใ์ชส้นามของแรงจากภายนอก (external 

force field) เป็นตวับงัคบัอนุภาคใหเ้คลื่อนทีล่งหลุมเพาะเลีย้ง การเคลื่อนทีข่องอนุภาครวมทัง้เซลลท์ี่

แขวนลอยอยูใ่นของไหลตวักลางจะมกีารเคลื่อนทีไ่ปตามแนวแกนการไหลของของไหลตวักลางดว้ยแรง

เฉื่อย (inertial force) การเปลีย่นแปลงโมเมนตมั ของของไหลตวักลาง (fluid momentum) ในขณะทีอ่นุภาค

เคลื่อนทีอ่นุภาคแต่ละตวัจะถูกดงึใหต้กลงสู่พื้นล่างของอุปกรณ์ดว้ยแรงโน้มถ่วงของโลก (gravitational 

force) ทีก่ระท าต่ออนุภาค เมือ่อนุภาคถูกดงึมาอยู่ในระดบัชัน้การไหลทีอ่ยูใ่นระนาบเดยีวกบัหลุมเพาะเลีย้ง 

อนุภาคจะถูกดงึลงสู่หลุมเพาะเลีย้งเนื่องจากภายในหลุมเพาะเลีย้งจะมกีารเกดิการไหลแบบหมุนวน 

(recirculation force) ของของไหลตวักลางเกดิขึน้ภายในหลุมเพาะเลีย้ง นอกจากนี้รปูทรงทางเรขาคณติของ

หลุมเพาะเลีย้งแบบสามเหลีย่มจะท าใหเ้กดิการไหลเวยีนแบบหมุนวนทีม่คีวามแรงทีสุ่ด และเพิม่ความน่าจะ

เป็นในการทีจ่ะดกัจบัอนุภาครวมทัง้เซลลเ์ป้าหมายใหอ้ยูใ่นหลุมเพาะเลีย้งเพยีงอนุภาคเดยีว เมือ่เทยีบกบั

หลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงทางเรขาคณติอื่นๆ เช่น วงกลมและสีเ่หลีย่มจตุัรสั   

ก่อนทีจ่ะท าการออกแบบอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้ ไดม้กีารท าการจ าลองใหเ้หน็ถงึความน่าจะ

เป็น ในการเกดิการไหลแบบหมุนวนของของไหลตวักลางโดยใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอร ์ ซึง่ผลการทดลอง

ชีใ้หเ้หน็ว่า ภายในหลุมเพาะเลีย้งจะมกีารเกดิการไหลแบบหมุนวนของของไหลตวักลางเกดิขึน้ โดยในการ

จ าลองจะก าหนดให ้หลุมเพาะเลีย้งมรีปูทรงแบบสามเหลีย่มทีม่คีวามยาวของดา้นสามเหลีย่มเท่ากบั 40 µm 

และความลกึ 30 µm ซึง่จากการค านวณดว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอรพ์บว่า ความแรงของการไหลแบบหมุนวน



40 

จะมขีนาดทีเ่พยีงพอทีจ่ะดงึเอาอนุภาคลงสู่หลุมเพาะเลีย้ง  จากหลกัการดงักล่าวทัง้หมดจงึน ามาสู่การ

ออกแบบ และประกอบอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการศกึษาในครัง้นี้โดยอุปกรณ์ไดถู้กประกอบดว้ยวธิ ี soft-lithography 

โดยใช ้ PDMS ท าหน้าทีเ่ป็นโครงของอุปกรณ์ ซึง่อุปกรณ์ทีป่ระกอบขึน้มาจะประกอบไปดว้ยสองส่วนหลกั

ไดแ้ก่ ช่องการไหลหลกั (main flow channel) ส าหรบัใหข้องไหลตวักลางและอนุภาคไหลผ่านเขา้ออก โดย

ภาคตดัขวางของช่องจะมลีกัษณะเป็นรปูสีเ่หลีย่มผนืผา้มคีวามสงูของช่องอยูท่ี ่ 70 µm และมคีวามกวา้ง

เท่ากบั 500 µm โดยทีป่ลายของอุปกรณ์ดา้นหนึ่งจะต่อกบัช่องทางเขา้ inlet) จ านวน 1 ช่องและช่องทางออก 

(outlet) จะอยู่ทีป่ลายอกีดา้นหน่ึงของอุปกรณ์  ภายหลงัทีต่ดิตัง้อุปกรณ์เขา้กบัระบบควบคุมแลว้ โดยในชัน้

แรกไดท้ าการทดลองดกัจบัเมด็โพลเีมอร ์polystyrene bead ขนาด 10 µm โดยใชอ้ตัราการไหลที ่0.1 ml ต่อ

ชัว่โมง อย่างต่อเนื่องเพื่อทดสอบว่าอุปกรณ์ทีป่ระกอบขึน้ม ี ความสามารถในการดกัจบัอนุภาคเป้าหมายได ้

ผลจากการทดลองพบว่าอุปกรณ์ทีส่รา้งขึน้สามารถน ามาใชด้กัจบั เมด็โพลเีมอร ์ ไดโ้ดยมปีระสทิธภิาพของ

การดกัจบัอนุภาคทีบ่รเิวณดา้นหน้าคดิเป็น 63.25 เปอรเ์ซน็ต ์ ตรงกลางคดิ เป็น 44.44 เปอรเ์ซน็ตแ์ละ

ดา้นหลงัคดิเป็น 19.67 เปอรเ์ซน็ต ์ หรอืคดิเป็น 20% ของหลุมเพาะเลีย้งทัง้หมด อยา่งไรกต็ามวธิกีารนบั

ดงักล่าวเป็นวธินีบัทีถู่กน าเสนอโดย Park และคณะ (2010)  ซึง่ไมส่ามารถสะทอ้นประสทิธภิาพของอุปกรณ์

ไดอ้ยา่งแทจ้รงิ ต่อมาไดท้ดลองการใชอุ้ปกรณ์ในการดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนขัชนิดมาสตเ์ซลล์

ของสุนขั โดยท าการทดลองแบบเดยีวกบัการทดลองโดยการใชเ้มด็โพลเีมอร ์ polystyrene bead ซึง่พบว่า

ประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลล ์คดิเป็น 22% ของหลุมเพาะเลีย้งทัง้หมด ซึง่ใกลเ้คยีงกบัในการทดลองดว้ย 

polystyrene bead จากผลการทดลองทัง้หมดจงึชีใ้หเ้หน็ว่า อุปกรณ์ระบบของไหลจลุภาคทีส่รา้งขึน้มาใน

การศกึษาครัง้นี้ สามารถน ามาประยกุตใ์ชส้ าหรบัดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนขัชนิดมาสตเ์ซลลไ์ด้

ค่อนขา้งด ี 

อยา่งไรกต็ามในอนาคต ยงัมคีวามจ าเป็นทีจ่ะตอ้งท าการศกึษาและพฒันาอยา่งต่อเนื่องในส่วนของ

พารามเิตอรท์างกายภาพ (physical parameter) ต่างๆ ทีจ่ะมผีลต่อประสทิธภิาพในการดกัจบัของอุปกรณ์ 

เช่น อตัราการไหล ลกัษณะการไหล ลกัษณะการจดัวางชุดของหลุมเพาะเลีย้ง และชนิดของของไหลตวักลาง 

เป็นตน้ ใหม้ากขึน้เพื่อใชใ้นการปรบัปรงุแก้ไขอุปกรณ์ไปในอนาคต เพื่อท าใหไ้ดอุ้ปกรณ์ทีม่คีวามสมบูรณ์

และมปีระสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลท์ีส่งูขึน้ต่อไป  
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โครงการย่อยท่ี 2 

การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งในอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคที่สร้างขึ้น การตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ใน

อุปกรณ์ ประกอบด้วย 3 โครงการย่อยดังนี้  

2.1   การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat  บนอุปกรณ์ในระบบของ
ไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล ์ 
2.2   การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat  บนอุปกรณ์ในระบบของ
ไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล ์ดว้ยวธิกีารดกัจบัเซลลใ์น แบบต่างๆ 
2.3 การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ชนิดมาสตเ์ซลล์  บนอุปกรณ์ทีใ่นระบบของไหลจลุภาคที่
พฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล ์ 

2.1   การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat  บนอุปกรณ์ในระบบของไหล
จลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล ์ 

วสัดแุละวิธีการ 

ในขัน้ตอนนี้เป็นการทดลองเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ที่เป็นเซลลไ์ลน์ ( cell line) ชนิด Jurkat cell ภายหลงั

จากทีเ่ซลลไ์ดถู้กดกัจบัเซลลใ์หอ้ยูใ่นรปูเซลลเ์ดีย่วในอุปกรณ์ดกัจบัเซลล ์เพื่อท าการศกึษาถงึรปูร่างลกัษณะ 

รวมทัง้พฤตกิรรมทางชวีภาพบางส่วนของเซลลม์ะเรง็เหล่านัน้และท าการตรวจสอบความมชีวีติ (cell vitality) 

ของเซลลท์ีถู่กดกัจบัและเพาะเลีย้งในอุปกรณ์ดว้ยวธิกีาร Trypan blue dye exclusion assay  

วธิกีาร Trypan blue dye exclusion assay  

ซึง่มขี ัน้ตอนการด าเนินการดงันี้ น าตวัอยา่งเซลลไ์ลน์ของเซลลม์ะเรง็เมด็โลหติขาวลมิโฟไซทช์นิดเฉียบพลนั

ของมนุษย ์(human acute T-cell leukemia) ชนิด Jurkat cell line ซึง่เป็นเซลลท์ีอ่ยูใ่นลกัษณะเซลลเ์ดีย่วมี

รปูร่างกลมคลา้ยคลงึกบัเซลลใ์นอุดมคต ิ(ideal cell) (ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ศูนยเ์ชีย่วชาญเฉพาะทางพนัธุ

ศาสตรม์ะเรง็และโรคของมนุษย ์คณะแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) โดยเซลลช์นิดนี้เป็นเซลลท์ีเ่กบ็

ไดจ้ากหลอดเลอืดส่วนปลาย (peripheral blood) ของผูป่้วยทีเ่ป็นโรค และผ่านขบวนการทางวทิยาศาสตรเ์พื่อ

สรา้งเป็นเซลลไ์ลน์ มาเพาะเลีย้งใน T-25 flask ดว้ยอาหารเลีย้งเซลลช์นิด RPMI-1640 ทีม่ ี10% v/v ของ fetal 

bovine serum (FBS) ผสมกบั 1% (v/v) ของยาปฏชิวีนะ penicillin/streptomycin โดยเซลลจ์ะถูกเพาะเลีย้งในตู้

เพาะเลีย้งเซลล ์(cultivation cabinet) ภายใตส้ภาวะ 5% คารบ์อนไดออกไซด ์ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

ต่อมาท าการทดลองดกัจบัเซลล ์Jurkat โดยน าเซลลท์ีเ่พาะเลีย้งไวม้าท าเป็นสารแขวนลอยของเซลลท์ีม่คีวาม
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เขม้ขน้ของเซลลเ์ริม่ตน้ที ่1.5x106 เซลลต่์อมลิลลิติร โดยก่อนท าการดกัจบัเซลลด์ว้ยอุปกรณ์ เซลล ์Jurket ที่

น ามาทดลองจะถูกตรวจสอบความมชีวีติดว้ยสยีอ้ม trypan blue โดยน าสารแขวนลอยของเซลลจ์ านวน 100 

ไมโครลติรผสมกบั 0.4% Trypan blue (HycloneTM, GE Healthcare Life Sciences, USA) จ านวน 100 

ไมโครลติร เป็นเวลา 3 นาท ีแลว้ตรวจนบัเซลลท์ีต่ดิสบีน hemocytometer ภายหลงัการทดสอบความมชีวีติของ

เซลลแ์ลว้ ท าการน าสารแขวนลอยของเซลลท์ีไ่ดม้าท าการดกัจบัดว้ยอุปกรณ์ โดยท าการปล่อยสารแขวนลอย

เซลลใ์หไ้หลเขา้สู่อุปกรณ์ดว้ยปัม๊อตัโนมตั ิดว้ยอตัราการไหลแบบต่อเนื่องที ่0.2 มลิลลิติรต่อชัว่โมง เป็นเวลา 

60 นาท ีเมือ่ครบก าหนดเวลาเซลลใ์นส่วนทีไ่มถู่กดกัจบัจะถูกลา้งออกดว้ย PBS หลงัจากนัน้ท าการนับจ านวน

เซลลเ์ดีย่วทีด่กัจบัได ้และถ่ายภาพลกัษณะของการดกัจบัเซลลภ์ายในหลุมดกัจบั (Microwell)  ต่อจากนัน้ท า

การประเมนิประสทิธภิาพของอุปกรณ์ดกัจบั โดยท าการประเมนิรอ้ยละของเซลลเ์ดีย่วทีถู่กดกัจบัเทยีบกบั

จ านวนหลุมดกัจบัทีม่จี านวนโดยเฉลีย่ที ่12,480 หลุม ซึง่วธิกีารนบัท าโดยท าการแบ่งพืน้ทีบ่รเิวณหลุมดกัจบั

ออกเป็น 16 ส่วนโดยใชก้รดิ (grid) แลว้ท าการนับเซลลใ์นกรดิจ านวน 8 ช่อง ดงัรปูท่ี 14 

           รปูท่ี 14    แสดงภาพพืน้ทีบ่รเิวณทีท่ าการนบัเซลลใ์นอุปกรณ์ทีพ่ฒันาขีน้ 

จากนัน้แล้วจงึท าการการเพาะเลีย้งเซลลท์ี่ถูกดกัจบับนอุปกรณ์ รวมทัง้ตรวจสอบความมชีวีติของ

เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยง เพื่อเป็นการทดสอบหาความเหมาะสมของสภาพแวดล้อ มระดับจุลภาค 
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(microenvironment) ของอุปกรณ์ต่อความมชีวีติของเซลลท์ีถู่กดกัจบัและเพาะเลีย้งภายในอุปกรณ์ โดยท า

การเพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ภายใต้สภาวะ 5% คารบ์อนไดออกไซด์ ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

โดยมกีารหมุนเวยีนอาหารเลี้ยงเซลล์อย่างต่อเนื่องด้วยปัม๊อตัโนมตัิด้วยอตัราการไหล 0.1 มลิลลิติรต่อ

ชัว่โมง เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัจากนัน้ท าการตรวจสอบความอยูร่อดของเซลลภ์ายหลงัผ่านการ

เพาะเลีย้งในอุปกรณ์ ตามช่วงระยะเวลาทีก่ าหนดไวด้ว้ยส ี trypan blue โดยท าการผสม 0.4% Trypan blue 

(HycloneTM, GE Healthcare Life Sciences, USA) จ านวน 500 ไมโครลิตรใน PBS 500 ไมโครลิตร 

จากนัน้ท าการแทนทีอ่าหารเลีย้งเซลลด์ว้ยPBS โดยใชอ้ตัราการไหลที ่0.1 มลิลลิติรต่อนาท ีแลว้ท าการยอ้ม

ส ีTrypan blue ทีเ่ตรยีมไวโ้ดยการแทนที ่PBS ดว้ยส ีTrypan blue ดว้ยอตัราการไหลเดยีวกนั ท าการยอ้ม

ส ีTrypan blue นาน 5 นาท ีแลว้ลา้งสสี่วนเกนิออกดว้ย PBS จงึตรวจผลดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์ 

ผลการทดลอง 

ผลการเพาะเล้ียงเซลล ์Jurkat บนอปุกรณ์และการตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล ์

ผลการทดลองพบว่า ภายใตส้ภาวะการทดลองทีก่ าหนด อุปกรณ์ทีส่รา้งขึน้มปีระสทิธภิาพในการดกัจบัเซลล์ 

Jurkat ได ้42.36% คดิเป็นจ านวนหลุมดกัจบัทีด่กัจบัเซลลจ์ านวน 2,660 หลุม โดยสามารถแยกเป็นหลุมที่

ดกัจบัเซลล์เดี่ยวได้จ านวน 1,310 หลุม และเป็นหลุมที่ดกัจบัเซลล์ได้มากกว่า 1 เซลล์ขึน้ไปจ านวน 749 

หลุมคดิเป็น 49.175 และ 27.50% ของจ านวนหลุมดกัจบัทัง้หมด ตามล าดบั ลกัษณะการดกัจบัเซลล์ของ

อุปกรณ์สามารถแสดงใหเ้หน็ ดงัรปูท่ี 15 
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รปูท่ี 15   แสดงภาพลกัษณะของเซลลท์ีถู่กดกัจบัได้จากอุปกรณ์ โดยมทีัง้เซลลเ์ดีย่ว (ลูกศร) และ
หลายเซลล ์(หวัลกูศร) 

1. 

 นอกจากนี้จากการตรวจสอบความมชีวีติ (viability) ของเซลลด์ว้ยเทคนิค trypan blue dye 

exclusion assay ภายหลงัทีถู่กเพาะเลีย้งอยูใ่นอุปกรณ์พบว่า ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการเพาะเลีย้ง 

พบว่าเซลลเ์ดีย่ว Jurkat ทีเ่พาะเลีย้งยงัมคีวามมชีวีติอยูจ่ านวนทัง้สิน้ 1,044 และ 344 เซลลต์ามล าดบั จาก

จ านวนเซลลท์ัง้หมดทีถู่กดกัจบัไดจ้ านวน 1,310 เซลล ์หรอืคดิเป็น 79% และ 48.44% ตามล าดบั ดงัรปูท่ี 

16 และ 17 ตามล าดบั 
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รปูท่ี 16 แสดงภาพผลการตรวจสอบการมชีวีติของเซลลเ์ดีย่วทีเ่พาะเลีย้งในอุปกรณ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ดว้ยเทคนิค Trypan blue dye exclusion assay โดยเซลลท์ีม่ชีวีติอยูจ่ะไมต่ดิส ี(ลกูศร) แต่เซลลต์ายจะยอ้ม

ตดิสฟ้ีา (หวัลกูศร) 

รปูท่ี  17 แสดงภาพผลการตรวจสอบการมชีวีติของเซลล์เดี่ยวที่เพาะเลี้ยงในอุปกรณ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ดว้ยเทคนิค Trypan blue dye exclusion assay โดยเซลลท์ีม่ชีวีติอยูจ่ะไมต่ดิส ี(ลกูศร) แต่เซลลต์ายจะย้อม
ตดิสฟ้ีา (หวัลกูศร) 
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2.2   การทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat cell line  บนอุปกรณ์ในระบบ
ของไหลจลุภาคทีพ่ฒันาขึน้ และตรวจสอบความมชีวีติอยูข่องเซลล ์ดว้ยวธิกีารดกัจบัเซลลใ์นแบบต่างๆ  

        เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์เดี่ยวด้วยระบบของไหลจุลภาคไดใ้ช้ในการทดลอง เซลล์ที่ใช้ในการศึกษาเป็น 

เซลล์มะเร็งเม็ดโลหิตขาวลิมโฟไซท์ชนิดเฉียบพลันของมนุษย์ (human acute T-cell leukemia)  ชนิด Jurkat 

cell line ซึ่งเป็นเซลล์ที่อยู่ในลักษณะเซลล์เดี่ยวมีรูปร่างกลมคล้ายคลึงกับเซลล์ในอุดมคติ โดยศึกษาเปรียบเทียบ

ความสามารถของอุปกรณ์ในการดักจับ และการเลี้ยงระหว่างวิธีปกติกับวิธีปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงเพ่ือเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการดักจับเซลล์ อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคประกอบไปด้วย 2 ชั้น ชั้นบนคือช่องทางหลัก ขนาด 

5x15 มิลลิเมตร ความสูง 70 ไมโครเมตร ส่วนชั้นล่างประกอบด้วยหลุมเพาะเลี้ยงที่มีรูปทรงทางเรขาคณิตเป็นรูป

สามเหลี่ยมด้านเท่าเรียงกันจ านวน 12,480 ไมโครเวลล์ โดยความสูงของรูปสามเหลี่ยมตามแนวระนาบเท่ากับ 40 

ไมโครเมตร ความลึก 30 ไมโครเมตร จัดเรียงเป็นรูปแบบทิศทางเฉียงลงด้านล่าง อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคนี้

ถูกผลิตขึ้นจากโพลีเมอร์เหลวชนิดโพลีไดเมททิลไซโลเซน (PDMS) ด้วยเทคนิค soft lithography จากโครงการ

ย่อยท่ี 1  

อุปกรณ์และวิธีการศึกษา  

2. เซลลม์ะเรง็เมด็โลหติขาวลมิโฟไซทช์นิดเฉียบพลนัของมนุษย ์ (human acute T-cell leukemia) Jurkat
Cell line   ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ศูนยเ์ชีย่วชาญเฉพาะทางพนัธุศาสตรม์ะเรง็และโรคของมนุษย ์คณะ
แพทยศาสตร ์ จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ทีใ่ชใ้นการศกึษาถูกเลีย้งใน T-25 flask ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล์
RPMI-1640 (11875-093; Invitrogen, U.S.A.) เสรมิดว้ย 10% (v/v) fetal bovine serum (10270-098;
Invitrogen, U.S.A.) และ 1% (v/v) penicillin/streptomycin (15140-122; Invitrogen, U.S.A.)

3. การโหลดเซลลเ์ข้าสู่อปุกรณ์

ใชส้ายสวนหลอดเลอืดด า 18G ความยาว 1.25 นิ้ว ต่อเขา้กบักระบอกฉีดยาขนาด 3 มลิลลิติร และต่อ

เขา้กบัอุปกรณ์ดกัจบัเซลลท์ีต่อ้งการศกึษา โดยกระบอกฉีดยาขนาด 3 มลิลลิติร จะท าการค่อยๆปล่อย

เซลลด์ว้ยอตัรา 0.2 มลิลลิติร/ชัว่โมง โดยอาศยั syringe pump machine เพื่อควบคุมอตัราการไหลให้

คงที่

4. วิธีการดกัจบัเซลล์

3.1 การเลีย้งเซลลด์ว้ยวธิปีกต ิ เซลลเ์ริม่ตน้ทีใ่ชใ้นการโหลดจะมคีวามเขม้ขน้ 1.5×106 เซลล/์มลิลลิติร

ปรมิาตร 3 มลิลลิติร อตัราการมชีวีติ ≥ 90% โดยใชส้ยีอ้ม Trypan Blue ในการทดสอบการมชีวีติของ
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เซลล ์โหลดเขา้สู่อุปกรณ์ดว้ยอตัราการไหลต่อเนื่อง 0.25 มลิลลิติร/ชัว่โมง ใชเ้วลา 20 นาท/ีช่องทางหลกั 

โดยเซลลจ์ะถูกเลีย้งในภาวะเดยีวกนัที ่37°C และ 5% CO2  

3.2 การเลีย้งเซลลด์ว้ยวธิปีกตทิีเ่สรมิดว้ยการหมนุเหวีย่ง (centrifugation) เซลลเ์ริม่ตน้ทีใ่ชใ้นการโหลด

จะมคีวามเขม้ขน้ 1.5×106 เซลล/์มลิลลิติร ปรมิาตร 3 มลิลลิติร อตัราการมชีวีติ ≥ 90% โดยใชส้ยีอ้ม 

Trypan Blue ในการทดสอบการมชีวีติของเซลล ์ โหลดเขา้สู่อุปกรณ์ดว้ยอตัราการไหลต่อเนื่อง 0.25 

มลิลลิติร/ชัว่โมง ใชเ้วลา 20 นาท/ีช่องทางหลกั และเสรมิการหมุนเหวีย่ง 2 ครัง้ ในแต่ละครัง้ใชค้วามเรว็

ในการเหวีย่ง 1,000 rpm/rcf เป็นเวลา 2 นาท ีภายใตอุ้ณหภมู ิ4°C 

5. การประเมินผลการศึกษา

ใช้วิธีการนับจ านวนเซลล์ โดยใช้ Inverted Phase Contrast Microscope (Olympus CKX41) ก าลังขยาย

100 เท่า ด้วยการสุ่มถ่ายภาพ 35 พ้ืนที่/ช่องทางหลัก คิดเป็น 8,750 ไมโครเวลล์ หรือ ประมาณ 70% ของ

จ านวนไมโครเวลล์ทั้งหมด/ช่องทางหลัก ซึ่งแบ่งการประเมินผลในไมโครเวลล์จะแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ แบ่ง

ตามจ านวนเซลล์ที่ดักจับได้ (เซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ และหลายเซลล์) และแบ่งจากการมีชีวิตของเซลล์ในไมโครเวลล์

โดยใช้สีย้อม Trypan Blue ในการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ อัตราการโหลดของสีย้อมต่อช่องทางหลักคือ

0.25 มิลลิลิตร/ชั่วโมง เวลา 1-3 นาที เซลล์ที่ตายจะให้ผลบวกโดยการติดสีย้อม Trypan Blue โดยจะประเมิน

การมีชีวิตของเซลล์ที่เลี้ยงในอุปกรณ์ท่ี 24 48 และ 72 ชั่วโมง

5. สถิติที่ใช้ในการศึกษา

จ านวนเซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ และหลายเซลล์ จะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ใช้ Student’s t-

test ของ PROC TTEST SAS Software ในการศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของจ านวนเซลล์มีชีวิต (จ านวน

เซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ และหลายเซลล์) ที่ถูกดักจับกับวิธีที่แตกต่างกันในเวลาก่อนการทดลอง และใช้ Chi square

method ในการศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์เซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับกับวิธีที่แตกต่างกัน

ในทุกช่วงเวลา นอกจากนี้ยังใช้ Logistic regression statistic method ในเปรียบเทียบการศึกษา

ความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์เซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับกับวิธีที่แตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลา

6. ผลการศึกษา

ผลการศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของจ านวนเซลล์มีชีวิต (จ านวนเซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ และหลายเซลล์) ที่ถูก

ดักจับระหว่างวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติกับวิธีปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงในเวลาก่อนการทดลอง แสดงเป็นค่าเฉลี่ย

± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SEM) จ านวนเซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ หลายเซลล์ ในวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติ คือ

504.00±100.38, 81.33±25.69 และ 34.67±19.97 ตามล าดับ ส่วนจ านวนเซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ หลายเซลล์ ใน

วิธีเลี้ยงเซลล์ปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยง คือ 2834.3±172.74, 1434.70±125.01 และ 405.67±56.69
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ตามล าดับ จะเห็นได้ว่า จ านวนเซลล์ของวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติที่เสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงมีจ านวนมากกว่าจ านวน

เซลล์ของวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  ดังรูปที่ 18

รูปที่ 18 แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของจ านวนเซลล์มีชีวิต (จ านวนเซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ และหลายเซลล์) 

ที่ถูกดักจับระหว่างวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติกับวิธีปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงในเวลาก่อนการทดลอง (ค่าเฉลี่ย ± 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SEM) (p<0.05)   

ผลการศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์เซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับระหว่างวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติกับ

วิธีปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงในช่วงเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง เปอร์เซ็นเซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับด้วย

วิธีเลี้ยงเซลล์ปกติในช่วงเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง คือ 92.9% (771/830) 79.7% (417/523) และ 74.1% 

(735/992) ตามล าดับ ส่วนเปอร์เซ็นเซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับด้วยวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติท่ีเสริมด้วยการหมุน

เหวี่ยงในช่วงเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง คือ 91.0% (8115/8917) 82.1% (1260/1534) และ 88.6% 

(2182/2463) ตามล าดับ จะเห็นได้ว่า ในช่วงเวลา 72 ชั่วโมงเปอร์เซ็นเซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับด้วยวิธีเลี้ยง

เซลล์ปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงมีเปอร์เซ็นต์มากกว่าเปอร์เซ็นเซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับด้วยวิธีเลี้ยงเซลล์

ปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  ดังรปูที ่19  
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         รูปที่ 19  แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์เซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับระหว่างวิธีเลี้ยงเซลล์ 

         ปกติกับวิธีปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงในช่วงเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง (p<0.05) 

 

ผลการศึกษาความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์เซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับระหว่างวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติกับวิธีปกติที่

เสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงในแต่ละช่วงเวลา แสดงให้เห็นว่าเซลล์เดี่ยวมีชีวิตของทั้ง 2 วิธีมีเปอร์เซ็นต์สูงที่

ช่วงเวลา 24 ชั่วโมง แต่เปอร์เซ็นเซลล์เดี่ยวมีชีวิตลดลงในช่วงเวลาที่เพ่ิมข้ึน ในวิธีเลี้ยงเซลล์ปกติมีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ช่วงเวลา 24 ชั่วโมงกับ 48 ชั่วโมงและที่ช่วงเวลา 24 ชั่วโมงกับ 72 ชั่วโมง ส่วนวิธี

ปกติท่ีเสริมด้วยการหมุนเหวี่ยง เปอร์เซ็นเซลล์เดี่ยวมีชีวิตมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบใน

ทุกช่วงเวลา ( p<0.05)  ดังรูปที่ 20 
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รูปที่ 20 แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์เซลล์เดี่ยวมีชีวิตที่ถูกดักจับระหว่างวิธีเลี้ยงเซลล์

ปกติกับวิธีปกติที่เสริมด้วยการหมุนเหวี่ยงในแต่ละช่วงเวลา (p<0.05) 

2.3    การศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิดมาสท์เซลล์จากสุนัข (canine mast cell tumor) บนอุปกรณ์

ระบบของไหลจุลภาค (microfluidics-based device) และการตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ 

 การศึกษาความหลากหลายของชนิดของเซลล์มะเร็ง มีความส าคัญในการพัฒนาส าหรับการใช้งานอุปกรณ์

ระบบของไหลจุลภาค เพ่ือความสามารถในการดักจับและเลี้ยงเซลล์ เซลล์มะเร็งของสุนัชชนิด canine mast 

cell tumor จึงถูกน ามาทดสอบ เนื่องจากมะเร็งชนิดนี้มึอุบัติการณ์ที่สูงในสัตว์เลี้ยง  

 วสัดอุปุกรณ์และวิธีการ 

ในขัน้ตอนนี้เป็นการทดลองเพาะเลี้ยงเซลล์มะเรง็ชนิดมาสท์เซลล์ของสุนัข หรอื cMCT (canine 

mast cell tumor; cMCT) เกบ็ตวัอยา่งเซลลจ์ากกอ้นมะเรง็ทีไ่ดร้บัการผ่าตดัออกจากสุนขัป่วย โดยไดร้บัการ

อนุญาตจากเจ้าของสุนัขป่วยที่มารับการรักษาที่คลินิกโรคมะเร็ง โรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตว

แพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ภายหลงัจากทีเ่ซลลไ์ดถู้กดกัจบัใหอ้ยูใ่นรปูเซลลเ์ดีย่วในอุปกรณ์ดกั

จบัเซลล ์เพื่อท าการศกึษาถงึรปูร่างลกัษณะ รวมทัง้พฤตกิรรมทางชวีภาพบางส่วนของเซลลม์ะเรง็เหล่านัน้
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และท าการตรวจสอบความมชีวีติ (cell viability) ของเซลล์ที่ถูกดกัจบัและเพาะเลี้ยงในอุปกรณ์ด้วยวธิกีาร 

Trypan blue dye exclusion assay ซึง่มขี ัน้ตอนการด าเนินการดงันี้  

น าตวัอย่างเซลล์ cMCT ซึ่งเป็นเซลล์ที่อยู่ในลกัษณะเซลล์เดี่ยวมรีูปร่างกลมคลา้ยคลงึกบัเซลลใ์น

อุดมคติ ( ideal cell) โดยเซลล์ชนิดนี้ เป็นเซลล์ที่เก็บได้จากก้อนมะเร็งที่ผิวหนังของสุนัข และผ่าน

กระบวนการเก็บตวัอย่างเซลล์ให้อยู่ในรูป cell suspension จากนัน้น ามาเพาะเลี้ยงในห้องปฏบิตักิารด้วย

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) high glucose ที่มี 10% v/v ของ 

fetal bovine serum (FBS) ผสมกบั 1% (v/v) ของยาปฏชิวีนะ penicillin/streptomycin และ 1% (v/v) ของ 

glutamine โดยเซลล์จะถูกเพาะเลี้ยงในตู้ เพาะเลี้ยงเซลล์ ( cultivation cabinet) ภายใต้สภาวะ 5% 

คารบ์อนไดออกไซด ์ทีอุ่ณหภมู ิ37 oC  

ต่อมาท าการทดลองดกัจบัเซลล์ cMCT โดยน าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงไว้มาท าเป็นสารแขวนลอยของ

เซลลท์ีม่คีวามเขม้ขน้ของเซลลเ์ริม่ตน้ที ่1.5x106 เซลลต่์อมลิลลิติร โดยก่อนท าการดกัจบัเซลลด์ว้ยอุปกรณ์ 

เซลล์ cMCT ที่น ามาทดลองจะถูกตรวจสอบความมชีวีติ ด้วยเทคนิค Trypan blue dye exclusion assay 

โดยน าสารแขวนลอยของเซลล์จ านวน 100 ไมโครลิตรผสมกับ 0.4% Trypan blue (HycloneTM, GE 

Healthcare Life Sciences, USA) จ านวน 100 ไมโครลติร เป็นเวลา 3 นาท ีแล้วตรวจนับเซลล์ที่ติดสบีน 

hemocytometer ภายหลงัการทดสอบความมชีวีติของเซลล์แล้ว ท าการน าสารแขวนลอยของเซลล์ที่ได้มา

ท าการดกัจบัด้วยอุปกรณ์ โดยท าการปล่อยสารแขวนลอยเซลลใ์หไ้หลเขา้สู่ อุปกรณ์ด้วยปัม๊อตัโนมตั ิด้วย

อตัราการไหลแบบต่อเนื่องที ่0.2 มลิลลิติรต่อชัว่โมง เป็นเวลา 60 นาท ีเมื่อครบก าหนดเวลาเซลลใ์นส่วนที่

ไม่ถูกดกัจบัจะถูกล้างออกด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ หลงัจากนัน้ท าการนับจ านวนเซลล์เดี่ยวที่ดกัจบัได้ และ

ถ่ายภาพลกัษณะของการดกัจบัเซลลภ์ายในหลุมดกัจบั (Microwell)  

จากนัน้จงึท าการเพาะเลีย้งเซลลท์ีถู่กดกัจบับนอุปกรณ์ รวมทัง้ตรวจสอบความมชีวีติของเซลลท์ีถู่ก

เพาะเลีย้ง เพื่อเป็นการทดสอบหาความเหมาะสมของสภาพแวดลอ้มระดบัจลุภาค (microenvironment) ของ

อุปกรณ์ต่อความมีชีวิตของเซลล์ที่ถูกดักจบัและเพาะเลี้ยงภายในอุปกรณ์ โดยท าการเพาะเลี้ยงในตู้

เพาะเลี้ยงเซลล ์ภายใต้สภาวะ 5% คารบ์อนไดออกไซด์ ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส โดยท าการเปลี่ยน

อาหารเลีย้งเซลลอ์ยา่งต่อเนื่องดว้ยปัม๊อตัโนมตัดิว้ยอตัราการไหล 0.1 มลิลลิติรต่อชัว่โมง ทีเ่วลา 24 48 และ 

72 ชัว่โมง และท าการตรวจสอบความอยู่รอดของเซลลภ์ายหลงัผ่านการเพาะเลีย้งในอุปกรณ์ทีเ่วลา 24 48 

และ 72 ชัว่โมง ด้วยเทคนิค Trypan blue dye exclusion assay โดยท าการผสม 0.4%  Trypan blue 

(HycloneTM, GE Healthcare Life Sciences, USA) จ านวน 500 ไมโครลิตรใน PBS 500 ไมโครลิตร 
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จากนัน้ท าการแทนทีอ่าหารเลีย้งเซลลด์ว้ยสารดงักล่าว โดยใชอ้ตัราการไหลที ่0.1 มลิลลิติรต่อนาท ีแลว้ลา้ง

สสี่วนเกนิออกดว้ย PBS จากนัน้จงึท าการตรวจสอบผลภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ 

ผลการเพาะเล้ียงเซลล ์cMCT บนอปุกรณ์และการตรวจสอบความมีชีวิตอยู่ของเซลล ์

ผลการทดลองพบว่า ภายใตส้ภาวะการทดลองทีก่ าหนด อุปกรณ์ทีส่รา้งขึน้มปีระสทิธภิาพในการดกั

จบัเซลล ์cMCT ดงัรปูท่ี 21  แต่เซลล ์cMCT ไมส่ามารถแบ่งตวัเพิม่จ านวนภายในอุปกรณ์ได ้และเริม่ตาย

เมือ่เลีย้งไดป้ระมาณ 24-48 ชัว่โมง  ดงัรปูท่ี 22  

รปูท่ี 21  แสดงภาพลกัษณะของเซลล ์cMCT ทีถู่กดกัจบัไดจ้ากอุปกรณ์ 
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รปูท่ี 22 แสดงภาพลกัษณะของเซลล ์ cMCT ทีถู่กดกัจบัไดจ้ากอุปกรณ์ ในชัว่โมงที ่ 72 พบว่าเซลลไ์มม่กีาร
แบ่งตวัเพิม่จากเดมิและพบเซลลต์าย (ลกูศร) 

สรุปและวิจารณ์ผลโครงการย่อยท่ี 2  

ในการศกึษาครัง้นี้ได้แสดงใหเ้หน็ ถงึผลส าเรจ็ในการออกแบบและประกอบอุปกรณ์ระบบของไหล

จลุภาค (microfluidics-based device) ทีส่ามารถน ามาใชด้กัจบัอนุภาคทีแ่ขวนลอยในของไหลตวักลาง โดย

ใชเ้ซลลไ์ลน์  Jukat cell line ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ   ในการออกแบบอุปกรณ์นัน้จะใชห้ลกัการขัน้พืน้ฐาน

ทางพลศาสตรข์องไหล (hydrodynamic) โดย Park และคณะ (2010) มาเป็นปัจจยัหลกัในการพจิารณา โดย

หลกัการท างานของอุปกรณ์จะเป็นการท างานโดยทีไ่มต่อ้งประยุกตใ์ชส้นามของแรงจากภายนอก (external 

force field) เป็นตัวบงัคบัอนุภาคให้เคลื่อนที่ลงหลุมเพาะเลี้ยง การเคลื่อนที่ของอนุภาครวมทัง้เซลล์ที่

แขวนลอยอยู่ในของไหลตวักลางจะมกีารเคลื่อนที่ไปตามแนวแกนการไหลของของไหลตวักลางด้วยแรง

เฉื่อย (inertial force) การเปลีย่นแปลงโมเมนตมัของของไหลตวักลาง (fluid momentum) ในขณะทีอ่นุภาค

เคลื่อนที่อนุภาคแต่ละตวัจะถูกดึงให้ตกลงสู่พื้นล่างของอุปกรณ์ด้วยแรงโน้มถ่วงของโลก (gravitational 

force) ทีก่ระท าต่ออนุภาค เมือ่อนุภาคถูกดงึมาอยู่ในระดบัชัน้การไหลทีอ่ยูใ่นระนาบเดยีวกบัหลุมเพาะเลี้ยง 

อนุภาคจะถูกดึงลงสู่หลุมเพาะเลี้ยงเนื่องจากภายในหลุมเพาะเลี้ยงจะมีการเกิดการไหลแบบหมุนวน 

(recirculation force) ของของไหลตวักลางเกดิขึ้นภายในหลุมเพาะเลี้ยง นอกจากนี้รูปทรงทางเรขาคณิต

ของหลุมเพาะเลีย้งแบบสามเหลีย่มจะท าใหเ้กดิการไหลเวยีนแบบหมุนวนที่มคีวามแรงทีสุ่ด และเพิม่ความ
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น่าจะเป็นในการที่จะดกัจบัอนุภาครวมทัง้เซลล์เป้าหมายให้อยู่ในหลุมเพาะเลี้ยงเพยีงอนุภาคเดยีว เมื่อ

เทยีบกบัหลุมเพาะเลีย้งทีม่รีปูทรงทางเรขาคณติอื่นๆ เช่น วงกลมและสีเ่หลีย่มจตุัรสั   

ก่อนทีจ่ะท าการออกแบบอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้ ไดม้กีารท าการจ าลองใหเ้หน็ถงึความน่าจะ

เป็น ในการเกดิการไหลแบบหมุนวนของของไหลตวักลางโดยใช้โปรแกรมคอมพวิเตอร ์ซึ่งผลการทดลอง

ชีใ้หเ้หน็ว่า ภายในหลุมเพาะเลีย้งจะมกีารเกดิการไหลแบบหมุนวนของของไหลตวักลางเกดิขึน้ โดยในการ

จ าลองจะก าหนดให ้หลุมเพาะเลีย้งมรีปูทรงแบบสามเหลีย่มทีม่คีวามยาวของดา้นสามเหลีย่มเท่ากบั 40 µm 

และความลกึ 30 µm ซึง่จากการค านวณดว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอรพ์บว่า ความแรงของการไหลแบบหมุน

วนจะมขีนาดที่เพยีงพอทีจ่ะดงึเอาอนุภาคลงสู่หลุมเพาะเลี้ยง  จากหลกัการดงักล่าวทัง้หมดจงึน ามาสู่การ

ออกแบบ และประกอบอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการศกึษาในครัง้นี้โดยอุปกรณ์ไดถู้กประกอบดว้ยวธิ ีsoft-lithography 

โดยใช ้PDMS ท าหน้าทีเ่ป็นโครงของอุปกรณ์ ซึง่อุปกรณ์ทีป่ระกอบขึน้มาจะประกอบไปดว้ยสองส่วนหลกั

ไดแ้ก่ ช่องการไหลหลกั (main flow channel) ส าหรบัใหข้องไหลตวักลางและอนุภาคไหลผ่านเขา้ออก โดย

ภาคตดัขวางของช่องจะมลีกัษณะเป็นรูปสี่เหลี่ยมผนืผ้ามคีวามสูงของช่องอยู่ที่ 70 µm และมคีวามกว้าง

เท่ากับ 500 µm โดยที่ปลายของอุปกรณ์ด้านหนึ่งจะต่อกับช่องทางเข้า inlet) จ านวน 1 ช่องและช่อง

ทางออก (outlet) จะอยู่ทีป่ลายอกีดา้นหนึ่งของอุปกรณ์  ภายหลงัทีต่ดิตัง้อุปกรณ์เขา้กบัระบบควบคุมแล้ว 

โดยในชัน้แรกไดท้ าการทดลองดกัจบัเมด็โพลเีมอร ์polystyrene bead ขนาด 10 µm โดยใชอ้ตัราการไหลที ่

0.1 ml ต่อชัว่โมง อย่างต่อเนื่องเพื่อทดสอบว่าอุปกรณ์ที่ประกอบขึน้ม ีความสามารถในการดกัจบัอนุภาค

เป้าหมายได้ ผลจากการทดลองพบว่าอุปกรณ์ที่สร้างขึ้นสามารถน ามาใช้ดกัจบั เมด็โพลเีมอร์ ได้โดยมี

ประสทิธภิาพของการดกัจบัอนุภาคที่บรเิวณด้านหน้าคดิเป็น 63.25 เปอรเ์ซน็ต์ ตรงกลางคดิ เป็น 44.44 

เปอรเ์ซน็ต์และด้านหลงัคดิเป็น 19.67 เปอรเ์ซน็ต์ หรอืคดิเป็น 20% ของหลุมเพาะเลี้ยงทัง้หมด อย่างไรก็

ตามวิธีการนับดังกล่าวเป็นวิธีนับที่ถูกน าเสนอโดย Park และคณะ (2010)  ซึ่งไม่สามารถสะท้อน

ประสทิธภิาพของอุปกรณ์ไดอ้ย่างแท้จรงิ ต่อมาไดท้ดลองการใชอุ้ปกรณ์ในการดกัจบัเซลล์มะเรง็ชนิดกลม

ของสุนัขชนิดมาสต์เซลล์ของสุนัข โดยท าการทดลองแบบเดียวกับการทดลองโดยการใช้เม็ดโพลีเมอร์ 

polystyrene bead ซึ่งพบว่าประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลล์ คดิเป็น 22% ของหลุมเพาะเลี้ยงทัง้หมด ซึ่ง

ใกลเ้คยีงกบัในการทดลองดว้ย polystyrene bead (อ้างอิงจากผลการทดลองในปีท่ี 1) จากผลการทดลอง

ทัง้หมดจึงชี้ให้เห็นว่า อุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคที่สร้างขึ้นมาในการศึกษาครัง้นี้  สามารถน ามา

ประยกุตใ์ชส้ าหรบัดกัจบัเซลลม์ะเรง็ชนิดกลมของสุนขัชนิดมาสตเ์ซลลไ์ดค้่อนขา้งด ี 

ในการศกึษาปีที ่2 นี้ การดกัจบัและเพาะเลี้ยงเซลล ์Jurkat ผลการทดลองพบว่า อุปกรณ์ที่พฒันา

ในหอ้งปฏบิตักิาร โดยใช ้PDMS เป็นวสัดุในการสรา้งอุปกรณ์นัน้ มปีระสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลล์ะเลีย้ง
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เซลล ์leukemia cell line ชนิด Jurkat cell ได ้โดยมอีตัราการดกัจบัเซลลเ์ดีย่วอยู่ที ่49.17% เนื่องจากหลุม

ดกัจบัรปูทรงสามเหลี่ยมทีอ่อกแบบไว ้มีความสามารถในการสรา้งการไหลแบบหมุนวนภายในหลุมได้เป็น

อย่างด ีรวมทัง้สามารถช่วยป้องกนัไม่ใหเ้ซลลอ์ื่นๆตกลงมาในหลุมดกัจบัทีม่เีซลลอ์ยู่แลว้ได ้นอกจากนี้การ

ใชเ้ทคนิคแบบ passive hydrodynamic โดยไม่มกีารใชส้นามของแรงจากภายนอก ยงัช่วยลดความเสีย่งใน

การทีจ่ะท าใหเ้ซลลท์ีถู่กดกัจบัและเพาะเลีย้งเปลีย่นคุณสมบตัทิางชวีภาพ (biological property) ของเซลล ์

จากการทดสอบความมชีวีติอยู่ (viability) ของเซลล ์Jurkat ทีถู่กเพาะเลีย้งในอุปกรณ์ทีส่รา้งขึ้นมา

ในครัง้นี้ ภายใต้การควบคุมสภาวะแวดลอ้มในการเพาะเลี้ยงภายในตู้เพาะเลีย้งเซลล ์ที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซยีส และมรีะดบัความเขม้ขน้ของคารบ์อนไดออกไซดท์ี ่5% พบว่า Jurkat cell ทีถู่กเพาะเลีย้งสามารถ

มชีวีติอยูไ่ดน้านถงึ 48-72 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะการเพาะเลีย้งดงักล่าว  อยา่งไรกต็ามเปอรเ์ซนตก์ารอยู่รอด

ของเซลลท์ีเ่ลีย้งมจี านวนลดลงตามชัว่โมงที่ใชศ้กึษา ดงันัจ้งึมคีวามจ าเป็นทีจ่ะต้องท าการศกึษาเพิม่เตมิใน

ส่วนของพารามเิตอรท์างกายภาพ (physical parameter) ต่างๆ ทีจ่ะมผีลต่อประสทิธภิาพในการดกัจบัของ

อุปกรณ์ เช่น อตัราการไหล ลกัษณะการไหล ลกัษณะการจดัวางชุดของหลุมเพาะเลี้ยง และชนิดของของ

ไหลตวักลาง เป็นต้น ใหม้ากขึน้เพื่อใชใ้นการปรบัปรุงแก้ไขอุปกรณ์ ไปในอนาคต เพื่อท าใหไ้ดอุ้ปกรณ์ที่มี

ความสมบูรณ์และมปีระสทิธภิาพในการดกัจบัเซลลแ์ละเพาะเลีย้งทีสู่งขึน้ต่อไป รวมทัง้ควรมกีารตรวจสอบ

การเพิ่มจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) และการท างานของเซลล์ (cell function) ของเซลล์ที่ถูก

เพาะเลีย้งในอุปกรณ์ทีส่รา้งขึน้มาในครัง้นี้ เพื่อเพิม่ความถูกตอ้งในประสทิธภิาพของอุปกรณ์ รวมทัง้ควรท า

การทดสอบอุปกรณ์กบัเซลล์ชนิดอื่นๆด้วย เพื่อดูผลการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของอุปกรณ์กบัผลใน

การศกึษาครัง้นี้ ก่อนทีจ่ะน าอุปกรณ์นี้มาประยกุตใ์ชใ้นงานวจิยัระดบัเซลลเ์ดีย่วต่อไป 

ในส่วนของการทดสอบการเพาะเลีย้งเซลลไ์ลน์ของมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Jurkat  บนอุปกรณ์ใน

ระบบของไหลจุลภาคที่พฒันาขึ้น และตรวจสอบความมชีวีติอยู่ของเซลล์ ด้วยวธิกีารดกัจบัเซลล์ในแบบ

ต่างๆนัน้ พบว่า วธิกีารดกัจบัเซลลป์กตริ่วมกบัวธิหีมุนเหวีย่งมจี านวนหลุมเพาะเลีย้งทีส่ามารถดกัจบัเซลล์

ไดม้ากกว่าวธิแีบบปกตอิย่างมนีัยส าคญัในทุกรปูแบบของการดกัจบัเซลล ์ส าหรบัการทดสอบประสทิธภิาพ

ในการเพาะเลีย้งของแต่ละวธินีัน้ เซลลท์ีถู่กเพาะเลีย้งในอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาคจะถูกน ามายอ้มด้วย

สทีรปิแพนบลูที ่24 48 และ 72 ชัว่โมง เพื่อประเมนิการมชีวีติรอดของเซลล ์เซลลเ์ดีย่วทีถู่กดกัจบัภายใต้

อุปกรณ์ในแต่ละช่วงเวลาจะถูกนับดว้ยวธิกีารเดยีวกนักบัทีก่ล่าวไวข้า้งต้น โดยเมื่อเปรยีบเทยีบเปอรเ์ซน็ต์

การมชีีวิตรอดของเซลล์ระหว่างสองวิธี พบว่าการดกัจบัเซลล์ด้วยวิธีปกติร่วมกับวิธีหมุนเหวี่ยงแสดง

เปอรเ์ซน็ต์มชีวีติรอดที่สูงกกว่าวธิปีกติที่เวลา 48 ชัว่โมง และ สูงกว่าอย่างมนีัยส าคญัที่เวลา 72 ชัว่โมง 

นอกจากนี้ทัง้สองวธิยีงัแสดงเปอรเ์ซน็ต์เซลลม์ชีวีติรอดสูงทีเ่วลา 24 ชัว่โมง อย่างไรกต็ามเปอรเ์ซน็ต์การมี



56 

ชวีติรอดที ่48 และ 72 ชัว่โมงนัน้ลดลงอยา่งมนีัยส าคญั โดยสรปุแลว้การเพิม่วธิหีมนุเหวีย่งรว่มกบัวธิปีกตมิี

ส่วนช่วยในการเพิม่ประสทิธภิาพในการดกัจบัเซลล ์ในส่วนเปอรเ์ซน็ต์การมชีวีติรอดของเซลลซ์ึ่งสูงที่ 24 

ชัว่โมงแรกของทัง้สองวธินีัน้ ในเวลาต่อมาได้มคี่าที่ลดหลัน่กนัตามเวลาที่ท าการทดลอง สาเหตุการลดลง

ดงักล่าวอาจจะมาจากสภาพแวดล้อมภายในหลุมเพาะเลี้ยงไม่เหมาะสม ขาดการสื่อสารระหว่างเซลล์ 

รวมทัง้อาจจะมกีารเพิม่ขึน้ของของเสยีจากการใชพ้ลงังานของเซลล์ 

ส าหรบัการศกึษาการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ชนิด canine mast cell tumor บนอุปกรณ์ระบบของไหล

จุลภาค และตรวจสอบความมชีวีติอยู่ของเซลลน์ัน้ พบว่าอุปกรณ์ระบบของไหลจุลภาค สามารถน ามาใชด้กั

จบัเซลล์ cMCT ที่มขีนาดในช่วง 10-20 µm ได้อย่างมปีระสทิธภิาพ แต่ไม่สามารถเลี้ยงเซลล์ดงักล่าวใน

ระยะยาวได้ อาจเนื่องจากมสีภาพสิง่แวดลอ้มระดบัจุลภาคไม่เหมาะสม เช่น เซลล์ขาดการสื่อสารระหว่าง

เซลล์ (cell-cell communication) เซลล์อาจมคีวามต้องการสารประเภทโกรทแฟคเตอร์ (growth factors) 

และปัจจยัทีช่่วยในการด ารงชพี (survival factors) ต่าง ๆ จากเซลลข์า้งเคยีง และสารอาหารไม่สามารถลง

ไปยงับริเวณ microwells ได้ รวมไปถึงไม่สามารถก าจดัของเสียที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม 

(metabolic waste) ของเซลล์ภายใน microwell ได้ ดังนัน้เซลล์ cMCT ที่ถูกดักจับในอุปกรณ์นี้  จึงไม่

สามารถเตบิโตและแบ่งเซลลต่์อไปได ้

ปัญหาและอปุสรรคของงานวิจยัในครัง้น้ี 

ปัญหาและอุปสรรคในการเพาะเลีย้งเซลลบ์นอุปกรณ์ไมโครฟลูอดิกิส ์ดว้ยขอ้จ ากดัของอุปกรณ์ คอื

เซลลเ์พาะเลีย้งปฐมภูมสิามารถมชีวีติอยูไ่ดเ้พยีงระยะสัน้ประมาณ 72 ชัว่โมงเท่านัน้  โดยหลงัจากทีท่ าการ

เพาะเลีย้งไปแลว้ 72 ชัว่โมงเซลลจ์ะเริม่มอีตัราการตายทีสู่งเกนิกว่า 50% ซึง่อาจมสีาเหตุเนื่องมาจากการมี

อัตราส่วนระหว่าง surface area to volume (SAV) ratio ที่สูงเกินไป ท าให้อาหารเลี้ยงเซลล์ (culture 

media) ภายในอุปกรณ์มปีรมิาตรน้อย เมื่อเทยีบกบัจ านวนเซลลแ์ละพืน้ที ่   ดงันัน้จงึอาจท าใหเ้ซลล์ได้รบั

สารอาหารไมเ่พยีงพอต่อการด ารงชวีติและการเมตาบอลซิมึของเซลล ์รวมไปถงึความถีใ่นการเปลีย่นอาหาร

เลีย้งเซลลท์ีอ่าจเว้นระยะห่างระหว่างการเปลี่ยนนานเกนิไป ท าใหเ้กดิการสะสมของ metabolic waste สูง

ภายในอุปกรณ์ ร่วมกบัการทีแ่รงดนัจากการเปลี่ยนอาหารดว้ย syringe pump ในอตัราเรว็ดงักล่าวอาจไม่

เพยีงพอต่อการขบัของเสยีทีส่ะสมคา้งอยู่ในบรเิวณดา้นล่างของหลุมดกัจบั จงึท าให้ส่งผลเสยีต่อการมชีวีติ

อยูแ่ละการเจรญิเตบิโตของเซลล ์ 
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ข้อเสนอแนะแนวทางการแก้ปัญหา 

แนวทางการแก้ไขปัญหาของโครงการวจิยันี้ การเพาะเลี้ยงเซลล์เดี่ยวในอุปกรณ์ระบบของไหล

จุลภาคทีส่รา้งดว้ยวสัดุ PDMS เพื่อศกึษาถงึรปูร่าง ลกัษณะ และพฤตกิรรมทางชวีภาพของเซลลท์ี่แยกได้ 

การพฒันาให้สามารถเลี้ยงเซลล์ได้นานขึ้น คอื ปรบัรูปแบบอุปกรณ์เพื่อให้มคี่า SAV ที่เหมาะสมต่อการ

เพาะเลีย้ง เช่นการปรบัความสูงของ main channel ใหสู้งขึน้ เพื่อใหม้คี่า SAV  ทีต่ ่าลงร่วมกบัการปรบัและ

หาระยะเวลาความถี่ที่เหมาะสมในการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยอาจต้องท าการเปลี่ยนอาหารให้ถี่ขึ้น 

จากทุก 24 ชัว่โมงเป็นทุก 8-12 ชัว่โมง หรอืปรบัให้มกีาร flow อาหารเลี้ยงเซลล์ตลอดเวลา (continuous 

flow) เป็นต้น เพื่อเป็นการล้างของเสยีที่สะสมอยู่ในอุปกรณ์ออก และเป็นการน าเอาสารอาหารใหม่และ

oxygen ให้แก่เซลล์เพาะเลีย้ง  ปรบัขนาดของหลุมดกัจบัเซลล์ให้มขีนาดใหญ่ขึน้ เพื่อให้เซลลอ์ยู่เป็นกลุ่ม

เลก็ๆ หรอืมากกว่า 1 เซลล ์และเกดิการสื่อสารระหว่างเซลล์ รวมทัง้การพฒันากล่องควบคุมอุณหภูมเิพื่อ

เลีย้งเซลลบ์นกลอ้งจลุทศัน์เพื่อศกึษาพฤตกิรรมของเซลล์ไดอ้ยา่งต่อเนื่อง   

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 

ผลทีค่าดว่าจะไดร้บัจากการศกึษาในครัง้นี้คอื ความสามารถในการใชอ้งคค์วามรูข้องการไหลของ

ของไหล มาออกแบบอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการควบคุมการไหลของของไหลจลุภาค เพื่อใหเ้กดิการจดัเรยีงตวัของ

เซลลใ์นของไหล นัน้ใหเ้ป็นสายของกระแสการไหลของเซลล ์ ทีแ่ยกออกจากกนัตามขนาดของเซลล ์ เพื่อท า

การจดัเรยีงเซลลแ์ละคดั แยกเซลลแ์ต่ละชนิดออกมา ใหไ้ดต้ามแต่ละขนาดทีต่อ้งการอย่างถูกตอ้งและเซลลท์ี่

ไดย้งัมชีวีติอยู ่ และม ี ความสามารถทีจ่ะเจรญิเตบิโตต่อไปไดเ้มือ่น าไปเพาะเลีย้งใหม้กีารเพิม่จ านวนและมี

ชวีติอยูน่านขึน้ รวมทัง้สามารถน าเซลลเ์หล่านัน้มาศกึษาคุณสมบตัทิางชวีวทิยาต่างๆของเซลล ์ ในระดบั

เซลลเ์ดีย่วไดต่้อไป  

แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจยัสู่กลุ่มเป้าหมาย 

ผลการศกึษาทีไ่ดจ้ะถูกถ่ายทอด หรอืถูกอา้งองิไปสู่คณะวจิยัอื่นๆทีต่อ้งการคดัแยกเซลลต่์างๆใหอ้ยู่

ในรปู ของเซลลเ์ดีย่วอย่างสมบรูณ์และเซลลย์งัมชีวีติอยู ่ รวมทัง้สามารถทีจ่ะน าเซลลเ์หล่านี้มาวเิคราะห์

คุณสมบตัทิาง ชวีภาพในลกัษณะเซลลเ์ดีย่วได ้ รวมทัง้องคค์วามรูแ้ละเทคนิคในการออกแบบจะสามารถถูก

ถ่ายทอดและ ประยกุตใ์ชใ้นงานทางวศิวกรรมของไหลระดบัจลุภาคต่อไป  
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