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There are several benefits of cell culture either in researches or in clinical practices. For
instance, cell culture is a mandatory process for some diagnostic tests, monoclonal antibody
production and the procedures of in vitro fertilization. Indeed, several devices and techniques
have been currently developed leading to less difficult processes including cell culture hoods
with several antibiotics. However, the cell culture processes still rely on experienced and highly
skilled researchers with relatively high cost.  As such, several cell properties depend on the
detail of cell condition and laboratory preparation. Hence, the fundamental knowledge of cell
culture procedures is importance for the accuracy and the interpretation of cell culture
experiments. The National Blood Center, Thai Red Cross Society, applies  the basic knowledge
of the animal cell culture to develop in the production of various blood type reagents leading to
successful, begetting many benefits. In the future, cell culture will still be used to develop the
production of rare blood types reagents.
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การเพาะเลี้ยงเซลล์ก่อให้เกิดประโยชน์อย่างมากมาย ทั้งในด้านงานวิจัย  การวินิจฉัยโรค

การรักษา  พันธุวิศวกรรม  การผลิตแอนติบอดี  และการปฏิสนธิในหลอดทดลองแก่ผู้มีบุตรยาก เป็นต้น

ซึ่งในปัจจุบันนั้นได้มีการพัฒนาอุปกรณ์ต่าง ๆ รวมทั้งอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มยีาปฏิชีวนะ  ซึ่งช่วยให้การ

เพาะเลี้ยงเซลล์สามารถทำได้ง่ายขึ้น อย่างไรก็ตามยังคงต้องอาศัยผู้ปฏิบัติงานที่มีประสบการณ์และ

ความชำนาญสูงในการเพาะเล้ียงเซลล์  อีกท้ังยังมีค่าใช้จ่ายสูง  เน่ืองจากคุณสมบัติของเซลล์สามารถ

เปลี่ยนแปลงได้ในช่วงเริ่มต้นของการเพาะเลี้ยงเซลล์ และสภาวะของเซลล์ยังขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม

ของการเลี้ยงที่แตกต่างกันได้  ดังนั้นจึงจำเป็นต้องศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ และออกแบบงานวิจัย

ให้เหมาะสม เพื่อได้ผลการทดลองที่น่าเชื่อถือ และทำให้มีโอกาสประสบความสำเร็จในงานวิจัยที่มี

คุณค่าต่อไป ตัวอย่างเช่น  ทางด้านธนาคารเลือด  ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย  ได้นำ

ความรู้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์มาพัฒนาและประยุกต์ใช้ในการผลิตน้ำยาตรวจหมู่โลหิตชนิดต่าง ๆ

จนประสบความสำเร็จ ก่อให้เกิดประโยชน์อย่างมากมาย และในอนาคตยังคงใช้การเพาะเลี้ยงเซลล์

ในการพัฒนาการผลิตน้ำยาตรวจหมู่โลหิตชนิดหายากต่อไป

คำสำคัญ: การเพาะเล้ียงเซลล์สัตว์, การเพาะเล้ียงเซลล์, เซลล์สัตว์.

บทฟื้นฟูวิชาการ

การเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์: ประวัติความเป็นมา

พื้นฐาน และการประยุกต์ใช้ในงานบริการโลหิต

สมพงศ์  บุญให้

อุดม ต่ิงต้อย

บทคัดย่อ

ฝ่ายผลิตน้ำยาแอนติซีรัมและผลิตภัณฑ์เซลล์  ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย
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Ross Harrison ประสบความสำเร็จในการเพาะ

เลี้ยงเซลล์ของสัตว์เป็นครั้งแรก ในปี พ.ศ. 2450 แต่ก็ไม่

ได้เกิดการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง จนกระทั่งปลายปี พ.ศ.

2483 ถึงต้นปี พ.ศ. 2493 จึงได้มีการพัฒนาหลายด้านที่

ทำให้การเพาะเลี ้ยงเซลล์เป็นเครื ่องมือสำคัญสำหรับ

นักวิทยาศาสตร์  ซึ่งสามารถสรุปเหตุการณ์สำคัญต่าง ๆ

ที่เกิดขึ้นตามประวัติความเป็นมาของการเพาะเลี้ยงเซลล์

(ตารางที่ 1) (1)   การเพาะเลี้ยงเซลล์นั้นเกิดขึ้นจากความ

ต้องการศึกษาพฤติกรรมและกระบวนการต่าง ๆ ของเซลล์

ภายในหลอดทดลอง (in vitro)  ท่ีไม่มีส่ิงรบกวนของปัจจัย

ต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นเมื่อเซลล์ทำงานอยู่ในสิ่งมีชีวิต (in vivo)

ซึ่งการทดลองในหลอดทดลองนั้นมีข้อดีหลายประการ

เช่น ก) สามารถควบคุมสภาวะแวดล้อมให้เหมาะสมกับ

การออกแบบการทดลองตามท่ีต้องการได้ (direct control:

medium, condition treatment)  ข) ใช้สารเคมีในปริมาณ

น้อย ค) เซลล์ที่ใช้มีคุณสมบัติเหมือนกัน (homogeneity

of cell type) ทำให้ผลการทดลองมีความสม่ำเสมอ และ

ทำให้เกิดผลการทดลองใกล้เคียงกับผลการทดลองเดิม

ได้ง่ายจากการใช้ชุดของเซลล์ clonal (2) ง) อีกทั้งยังช่วย

ลดปริมาณการใช้สัตว์ทดลอง ตามพระราชบัญญัติสัตว์

เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ (พรบ.) คุ้มครองสัตว์ทดลอง (3)

อย่างไรก็ดี การทดลองในหลอดทดลองนั้นก็มีข้อจำกัด

บางประการ เช่น ผู้ปฏิบัติงานต้องมีความชำนาญอย่างมาก

ค่าใช้จ่ายสูง  คุณสมบัติของเซลล์สามารถเปลี่ยนแปลง

ได้ในช่วงเริ่มต้น  เซลล์ยังสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพ

แวดล้อมของการเล้ียงท่ีแตกต่างกันได้โดยการเปล่ียนแปลง

กิจกรรมของเอนไซม์ต่าง ๆ และสภาพแวดล้อมในร่างกาย

ไม่เหมือนในสภาวะจำลองในหลอดทดลอง เป็นต้น

สิ่งจำเป็นสำหรับงานเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์

1. พ้ืนท่ีทำงานปลอดเช้ือ (sterile work area) หากเป็น

ไปได้ควรจัดให้มีห้องแยกต่างหากสำหรับงานเพาะเลี้ยง

เซลล์ที่สะอาด ห้องนี้ควรปลอดจากสภาวะที่แออัด และ

ควรมีการติดต้ัง class II biohazard cabinets ซ่ึงตู้เหล่าน้ีถูก

ออกแบบมาเพื่อให้มีการปกป้องผู้ปฏิบัติงาน  รวมถึง

สภาพแวดล้อมท่ีปลอดเช้ือ  โดยอากาศพุ่งลงจากด้านบน

ของตู้ผ่านแผ่นกรองอากาศ (high efficiency particle air

filter, HEPA) ไปยังฐาน การทำงานส่วนใหญ่ของการเพาะ

เลี้ยงเซลล์ต้องดำเนินการภายในตู้ class II biohazard

cabinets เสมอ

ตารางท่ี 1. เหตุการณ์สำคัญท่ีเกิดข้ึนในการเพาะเล้ียงเซลล์ (1)

2450 Ross Harrison ปลูกฝังเซลล์ประสาทของกบในก้อนน้ำเหลือง ด้วยวิธี ‘hanging drop’ และสังเกตการเติบโตของ
เส้นใยประสาทในหลอดทดลองเป็นเวลาหลายสัปดาห์ เขาได้รับขนานนามว่าเป็นบิดาแห่งการเพาะเลี้ยงเซลล์

2483 การใช้ยาปฏิชีวนะเพนิซิลลินและสเตรปโตมัยซินในอาหารเลี้ยงเชื้อช่วยลดปัญหาการปนเปื้อนในเซลล์เพาะเลี้ยง
2495 Gey ได้ทำการเพาะเลี้ยง continuous cell line จากมะเร็งปากมดลูกของมนุษย์ที่รู้จักกันในชื่อเซลล์ HeLa

(Helen Lane)
2507 Littlefield แนะนำการใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ (HAT medium) สำหรับการคัดเลือกเซลล์ลูกผสม
2508 Ham แนะนำอาหารปราศจากซีรัมตัวแรกซึ่งสามารถรองรับการเติบโตของเซลล์บางชนิด
2518 Kohler และ Milstein ผลิตเซลล์ลูกผสม ที่สามารถสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีได้
2525 อินซูลินที่ใช้ในมนุษย์กลายเป็นโปรตีนลูกผสมตัวแรกที่ได้รับอนุญาตให้ใช้ในการรักษา
2528 Growth hormones ที่ใช้ในมนุษย์ที่ผลิตจากแบคทีเรียลูกผสมได้รับการยอมรับสำหรับใช้ในงานการรักษา
2533 ผลิตภัณฑ์โปรตีนลูกผสมถูกนำมาใช้ทางคลินิก (HBsAg, factor VIII, HIVgp120, CD4, GM-CSF, EGF, moAbs,

IL-2)
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2. ตู้บ่มเซลล์เพาะเล้ียง (incubation facilities) ทำงาน

ท่ี 37C และ 5% CO
2
 เพื่อให้อาหารเลี้ยงเซลล์มีค่า pH

ที่ถูกต้องโดยตู้เหล่านี้มีมาตรวัดอุณหภูมิ และตรวจสอบ

ระดับก๊าซในตู้ มีสัญญาณเตือน เพ่ือระบุว่ามีค่าใดค่าหน่ึง

เบี่ยงเบนออกจากพารามิเตอร์ที่ตั้งไว้ ผู้ทำการวิจัยควรทำ

การเปิด-ปิดประตูให้เร็วที่สุดเท่าที่ทำได้

3. ตู้เย็นและตู้แช่แข็ง (refrigerators and freezers)

ท้ังสองรายการน้ีมีความสำคัญมาก สำหรับการเก็บอาหาร

เลี้ยงเซลล์ที่ 4C และสำหรับเอนไซม์ เช่น trypsin และ

ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเซลล์บางอย่าง เช่น กลูตามีน

และซีรัม นอกจากนั้นยังต้องใช้ตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิต่ำกว่า

-20C ในการเก็บส่วนที่เหลือจากการแบ่งของซีรัม สาร

อาหารและยาปฏิชีวนะ น้ำยาบางชนิดอาจถูกเก็บไว้ที ่

อุณหภูมิ -20C แต่หากต้องการเก็บรักษาเซลล์ไว้อาจ

จำเป็นต้องจัดเก็บในไนโตรเจนเหลวหรือช่องแช่แข็งที ่

อุณหภูมิต่ำกว่า -70C

4. กล้องจุลทรรศน์ (microscopes) ชนิด inverted

microscope เป็นส่ิงจำเป็นในงานเพาะเล้ียงเซลล์  เพ่ือใช้

ในการตรวจสอบดูสภาพเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน flasks หรือ

dishes เป็นส่ิงสำคัญท่ีสามารถรับรู้การเปล่ียนแปลงรูปร่าง

ของเซลล์ (morphology) ในระหว่างการเพาะเลี้ยงเซลล์

เนื่องจากสิ่งเหล่านี้เป็นข้อบ่งชี้แรก ๆ ของการเสื่อมสภาพ

ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ กล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดาที่มี

กำลังขยาย 100x เพียงพอสำหรับการนับจำนวนเซลล์

ปกติใน haemocytometer อย่างไรก็ตามอาจต้องใช้

กล้องจุลทรรศน์ที ่มีคุณภาพดีกว่านี ้สำหรับการศึกษา

chromosome analysis หรือ autoradiography

5. ภาชนะเพาะเล้ียงเซลล์ (tissue culture ware) มีการ

ผลิตพลาสติกเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่หลากหลาย  ซึ่งเป็น

โพลีสไตรีนท่ีได้รับการผลิตเป็นพิเศษ การใช้พลาสติกเพาะ

เล้ียงเน้ือเย่ือท่ีเหมาะสมมีผลต่อ การเติบโตของเซลล์ และ

เป็นสิ่งสำคัญมากที่ต้องทดสอบการเติบโตของเซลล์เมื่อมี

การเปลี่ยนภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์จากแหล่งผลิตอื่น ๆ

จากที่เคยใช้อยู่ เพื่อให้แน่ใจว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงมีการ

เติบโตได้ดีก่อนการใช้จริง

6. อุปกรณ์เคร่ืองมือล้างและฆ่าเช้ือ (washing up and

sterilizing facilities) ความพร้อมใช้งานของ plastic

tissue culture ที่ใช้ครั ้งเดียวไม่มีความจำเป็นต้องทำ

การล้างแต่เคร่ืองแก้ว เช่น ปิเปต ควรนำไปแช่ในผงซักฟอก

ที ่เหมาะสมจากนั ้นผ่านขั ้นตอนการล้างอย่างเข้มข้น

แล้วนำไปแช่ในน้ำกลั่นก่อนการอบแห้งและการฆ่าเชื้อ

ปิเปตควรเสียบด้วยสำลีที่ไม่ดูดซับก่อนใส่ลงในภาชนะ

สำหรับการฆ่าเชื้อเครื่องแก้ว เช่น ปิเปตแก้ว ขวดแก้ว

บกิเกอร์ ควรห่อปกคลุมด้วยอลูมิเนียมฟอยล์กอ่น แล้วจึง

นำไปฆ่าเชื้อในเตาอบลมร้อน (hot air oven) ที่อุณหภูมิ

160C เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง อุปกรณ์อ่ืน ๆ เช่น automatic

pipette tips และขวด ให้ทำการปิดฝาแบบหลวม ๆ

แล้วนำไปนึ่งที่ 121C เป็นเวลา 20 นาที (autoclave)

ตัวบ่งชี้การฆ่าเชื้อเช่นแถบทดสอบการฆ่าเชื้อเป็นสิ่งจำ

เป็นสำหรับแต่ละชุดการฆ่าเชื ้อ เพื่อให้แน่ใจว่าเครื ่อง

สามารถทำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพ

7. ไนโตรเจนแช่แข็ง (liquid nitrogen deep freezer)

การเก็บรักษาเซลล์ด้วยการแช่แข็ง (cryopreservation

and storage of cell lines) (4) เพ่ือลดความเส่ียงของการ

ปนเปื้อนของจุลินทรีย์ ลดความเสี่ยงของการปนเปื้อน

ข้ามกับเซลล์อื่น ๆ ลดความเสี่ยงของการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรม การเปลี่ยนแปลงทางรูปร่างของเซลล์ ทั้ง

ยังเป็นการดำเนินการทดลองที่สอดคล้องกับการใช้เซลล์

ตาม passage number หลักการพื้นฐานของการเก็บ

รักษาด้วยการแช่แข็งท่ีประสบความสำเร็จ คือ การแช่แข็ง

อย่างช้า ๆ และละลายอย่างรวดเร็ว “a slow freeze and

quick thaw” โดยการแช่แข็งเซลล์ค่อย ๆ ลดความเย็นที่

อัตรา 1C ถึง 3C ต่อนาที, -20C ข้ามคืน, -80C

1 - 2 วัน หลังจากน้ันจึงค่อยย้ายไปแช่ในไนโตรเจนเหลว

ซึ ่งสามารถเก็บเซลล์ไว้ได้นานหลายสิบปี ส่วนในการ

ละลายเซลล์ต้องทำอย่างรวดเร็ว โดยการแช่ในอ่างน้ำ

อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 3 - 5 นาที และเจือจางทันที

หลังจากละลาย คุณสมบัติของ cell lines ที ่ทำการ

cryopreservation โดยเซลล์ต้องมีความสมบูรณ์ จำนวน

เซลล์ท่ีมีชีวิตมากกว่าร้อยละ 90 ไม่มีสัญญาณการปนเป้ือน
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จุลินทรีย์ ต้องอยู่ในช่วง log phase of growth (5) (รูปท่ี 1)

โดยก่อนที่เซลล์มาบรรจบกันและเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์

24 ชั่วโมงก่อนทำการแช่แข็ง โดยใช้ความเข้มข้นของซีรัม

สูงกว่าร้อยละ 20 (ปกติใช้กันอยู่ที่ร้อยละ 90) ผสมกับ

dimethyl sulphoxide (DMSO) ความเข้มข้นร้อยละ 10

ซึ่งช่วยปกป้องเซลล์จากการแตกเนื่องจากการก่อตัวของ

ผลึกน้ำแข็ง โดยจำนวนเซลล์ที่เหมาะสมในการเก็บแช่

แข็งอยู่ท่ีประมาณ 106  ถึง 107 cells/ml.

8. การจัดหาน้ำกลั่น (double distilled or reverse

osmosis) เป็นสิ่งจำเป็นสำหรับการเตรียมอาหารเลี้ยง

เซลล์ และการล้างเครื่องแก้วต่าง ๆ จึงจำเป็นต้องมีการ

ตรวจสอบค่าความเป็นกรดด่างของน้ำกล่ันอย่างสม่ำเสมอ

เนื่องจากความผันแปรในคุณภาพของน้ำที่ใช้อาจเป็น

สาเหตุของการเปลี ่ยนแปลงในผลลัพธ์บางอย่างใน

การเพาะเล้ียงเซลล์ได้

9. การทำให้ปราศจากเช้ือด้วยการกรอง (filter sterili-

zation) อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่สามารถนึ่งฆ่าเชื้อได้ ต้อง

ผ่านการกรองด้วยแผ่นกรองขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร

โดยหัวกรองขนาดต่าง ๆ สามารถหาได้ในการออกแบบที่

หลากหลายของบริษัทต่าง ๆ เพื ่อให้สามารถกรองใน

ปริมาตรท่ีแตกต่างกัน เช่น บริษัท Millipore, บริษัท Gelman

เป็นต้น ตัวอย่างของสารที่ไม่สามารถนึ่งฆ่าเชื้อได้ เช่น

culture media, enzymes, hormones, cofactors และ

bicarbonate buffers

10. เคร่ืองป่ันเหว่ียง (centrifuges) เคร่ืองป่ันเหว่ียงจำเป็น

ต้องมีตัวควบคุมความเย็น เซลล์ที่ปั่นเหวี่ยงจะต้องมีฝา

ที่ปิดผนึก ความแรง 100g นั้นมากพอที่ทำให้เซลล์ตก

ตะกอน ถ้าแรง g ท่ีสูงกว่าน้ีอาจเกิดการทำลายเซลล์  หาก

หลอดแตกในเครื่องปั่นแยกให้นำถ้วยปั่นทั้งหมดออกแล้ว

ทำความสะอาดทันที

11. ระบบบัฟเฟอร์ (buffering systems)  เซลล์ส่วนใหญ่

ต้องการสภาวะความเป็นกรดเป็นด่างในช่วง pH 7.2 - 7.4

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblasts) ต้องการค่า pH ท่ีสูงข้ึน

(7.4 - 7.7) ในขณะท่ีเซลล์ที่ถูกเปล่ียนรูปแบบต่อเน่ืองน้ัน

ต้องการกรดมากกว่า (7.0 - 7.4) ระบบบัฟเฟอร์ที่ใช้ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ (CO
2
) สมดุลกับอาหารเลี้ยงเซลล์

ในรูปของกรดคาร์บอนิกและโปรตอน  (CO
2
 + H

2
O =

H
2
CO

3
 = H+ + HCO

3
- ) ปกติเราจะใช้ปริมาณ  5 - 10%

CO
2
 ในบรรยากาศภายในตู้ CO

2
 incubator   ซ่ึงเป็นต้นทุน

ต่ำปลอดสารพิษและยังให้ประโยชน์ทางเคมีอื่น ๆ กับ

เซลล์  นอกจากนี้ยังมีการใช้ chemical buffering ได้แก่

HEPES โดยมีความสามารถในการรักษาสภาวะของ

รปูท่ี 1. ระยะการเจริญเติบโตของเซลล์  logarithmic (Log) growth phase : เซลล์มีการเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ และมี
การเพิ่มขึ้นของความหนาแน่นของเซลล์แบบทวีคูณ จำนวนประชากรของเซลล์นั้นถือว่ามีศักยภาพมากที่สุดในระยะนี้
ดังนั้นจึงขอแนะนำให้ประเมินการทำงานของเซลล์และการเก็บรักษาเซลล์ในระยะนี้ (5)
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บัฟเฟอร์ที่เหนือกว่าในช่วงค่า pH 7.2 - 7.4 แต่ราคา

ค่อนข้างแพง ไม่ต้องการ CO
2
 และอาจเป็นพิษต่อเซลล์

บางชนิดในการใช้ความเข้มข้นสูง ๆ ส่วนใหญ่ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์สำเร็จรูป มีส่วนประกอบของ phenol red เพื่อ

ใช้บ่งช้ีสภาวะของความเป็นกรดเป็นด่าง โดยสีของอาหาร

เลี้ยงเซลล์ มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นสีเหลือง (acid) หรือ

สีม่วง (alkali)

องค์ประกอบพื้นฐานของอาหารเลี้ยงเซลล์

1. เกลืออนินทรีย์ (inorganic salts) เพื่อรักษาสมดุล

ออสโมติกของเซลล์ ควบคุมเยื ่อหุ ้มเซลล์ด้วยการให้

โซเดียม โพแทสเซียม และแคลเซียมไอออน  นอกจากน้ัน

ยังมีความจำเป็นในเซลล์เมทริกซ์ที ่ใช ้สำหรับ cell

attachment และเป็นโคแฟกเตอร์เอนไซม์

2. ซีรัม (serum) หนึ่งในองค์ประกอบที่สำคัญที่สุด

ของอาหารเลี ้ยงเซลล์ ประกอบไปด้วยโปรตีนอัลบูมิน

(albumins) ปัจจัยต่าง ๆ ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

เซลล์ ฮอร์โมน กรดอะมิโน กลูโคส สารยับยั้ง trypsin

(trypsin inhibitors) และไขมัน ซีรัมที่ใช้บ่อยที่สุด คือ

fetal bovine serum (FBS) โดยคุณสมบัติของ fetal calf/

bovine serum (FCS & FBS) (6, 7) ได้แก่ ปัจจัยการเจริญ

เติบโตและฮอร์โมน ช่วยให้เซลล์ยึดเกาะได้ดี มีปัจจัยที่

ช่วยจับและต่อต้านพิษ มีการใช้ FCS & FBS เพื่อเลี้ยง

เซลล์มาเป็นเวลายาวนาน แต่ค่อนข้างมีราคาแพง  โดย

ก่อนใช้จำเป็นต้องทำ heat inactivation (56C นาน

30 นาที) หรือการฉายรังสีแกมม่า เพื่อเป็นการทำลาย

คอมพลีเมนต์ อิมมูโนโกลบูลิน และไวรัสบางตัว ก่อนใช้

เพ่ือการเล้ียงเซลล์

3. วิตามิน (vitamins) เป็นสารต้ังต้นสำหรับ co-factors

จำนวนมาก ในกลุ ่มของวิตามิน บี จำเป็นสำหรับ

การเจริญเติบโตและการเพ่ิมจำนวนของเซลล์  โดยวิตามิน

ทั่วไปที่พบในอาหารเลี้ยงเซลล์คือ riboflavin, thiamine

และ biotin

4. ยาปฏิชีวนะและยาต้านเชื้อรา (antibiotics and

antimycotics)(8, 9) ได้แก่ penicillin, streptomycin,

gentamicin, amphotericin B ช่วยลดความเสี่ยงของ

การปนเปื ้อนจากแบคทีเร ียและเชื ้อรา แต่อาจทำให้

เซลล์สามารถกลายเป็นเซลล์ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ หรือการ

เปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างของเซลล์ (phenotype) ได้

ควรหลีกเลี่ยงการใช้ยาต้านจุลชีพโดยเฉพาะอย่างยิ่งใน

การเพาะเล้ียงเซลล์ในระยะยาว

ชนิดของเซลล์เพาะเลีย้ง (types of cell culture)

1. เซลล์เพาะเล้ียงปฐมภูมิ (primary cell culture) (11)

เป็นเซลล์ที่ได้มาจากสัตว์โดยตรง  ซึ่งมักมีเซลล์หลาย

ชนิดปะปนกัน  ส่วนใหญ่อายุไขสั ้นในหลอดทดลอง

มีการรักษาความแตกต่างของฟีโนไทป์ มีคุณสมบัติหยุด

การเจริญเมื่อสัมผัสเซลล์ข้างเคียง (contact inhibition)

และส่วนใหญ่เกาะติดกับพื้นผิวของภาชนะเพาะเลี ้ยง

(anchorage dependent) อาจถูกทำให้เป็นเซลล์ที่มีอายุ

ยืนยาว (immortalized) ได้ ในบางสภาวะเซลล์ที่มีต้น

กำเนิดจาก one primary culture ได้แก่ peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs), photoelectrochemical

cells (PEC) และ spleen cells (รูปท่ี 2)

2. เซลล์เพาะเล้ียงทุติยภูมิ (secondary cell culture)

เป็นเซลล์ที่ได้มาจาก primary cell culture โดยได้ทำ

การคัดเลือกหรือโคลนนิ่งกลายเป็นประชากรเซลล์ที่เป็น

ชนิดเดียวกันมากขึ้น มีอายุการใช้งานที่แน่นอนในหลอด

ทดลอง มีการรักษาฟีโนไทป์ที่แตกต่างกัน มีคุณสมบัติ

contact inhibition และส่วนใหญ่เป็น anchorage

dependent

3. เซลล์ไลน์ (cell lines/established cell lines)(12, 13)

เป็นเซลล์ที่มาจาก primary or secondary cell culture

ที่มีคุณสมบัติเป็นอมตะ (immortal)  อันเนื่องมาจากเกิด

การเปลี่ยนแปลงบางอย่าง (transformations) โดยส่วน

ใหญ่ที่พบบ่อยจะเป็นเซลล์มะเร็งหรือเซลล์ที่มีการเปลี่ยน

แปลงด้วยไวรัส เช่น Epstein-Barr virus หน่ึงในเซลล์ท่ีใช้

บ่อยที่สุด คือ เซลล์รังไข่จีนหนูแฮมสเตอร์ (CHO) เซลล์

SH-SY-5Y เป็นเซลล์ที่ได้มาจากเซลล์ประสาทของมนุษย์
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4. เซลล์ไลน์ต่อเนื่อง (continuous cell lines)(14, 15)

เป็นเซลล์ไลน์ที ่ม ีอายุการเพาะเลี ้ยงยาว สามารถ

subculture ไปได้ไม่มีที่สิ้นสุดเจริญเติบโตง่ายแม้อยู่ใน

ภาวะที่มีอาหารจำกัดโดยอาศัยการ transformed cells

(tumor cells) ด้วยวิธีต่าง ๆ เช่น viral oncogenes และ

chemical treatments เป็นต้น บางกรณีเกิดขึ ้นเอง

(spontaneous) เซลล์ที่ได้เป็นเซลล์ชนิดเดียวกัน มีช่วง

ชีวิตไม่สิ ้นสุดในหลอดทดลอง ไม่เสถียรทางพันธุกรรม

เซลล์เหล่าน้ีแสดงคุณสมบัติของ ploidy (aneuploidy หรือ

heteroploidy) ไม่มี contact inhibition และ anchorage

dependence มีอัตราการเติบโตรวดเร็วและสามารถเพิ่ม

จำนวนเป็นสองเท่าได้ในเวลา 12 - 24 ช่ัวโมง แหล่งท่ีมาของ

continuous cell lines มี 2 แหล่ง คือ

4.1 กำเนิดมาจากเซลล์ปกติเก ิดการกลายพันธุ ์

ระหว่างการเพาะเลี้ยงในระยะยาวหรือทำให้เป็นอมตะ

โดยไวรัส

4.2 จากเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่เป็นมะเร็ง เช่น HeLa,

HT-29, HaCat เป็นต้น

5. เซลล์ไลน์อายุจำกัด (finite cell line) เป็นเซลล์ไลน์

ท่ีมีอายุจำกัด สามารถ subculture ได้ประมาณ 30 - 80

ครั ้งก็ตาย โดยเซลล์เหล่านี ้มีคุณสมบัติของ contact

inhibition, density limitation และ anchorage depen-

dence มีอัตราการเติบโตช้าและใช้เวลาในการเพ่ิมข้ึนเป็น

สองเท่าประมาณ 24 - 96 ช่ัวโมง

ประโยชน์ของการเพาะเลี้ยงเซลล์

1. ระบบจำลอง (model systems)(16) เพื่อการศึกษา

พื้นฐานของเซลล์ชีววิทยา ปฏิกิริยาระหว่างสารก่อโรค

และเซลล์  ผลกระทบของยาหรือยาที่ผลิตได้ใหม่ต่อเซลล์

(toxicity testing) การประมวลผลและการกระตุ้นอายุ

ของเซลล์  การศึกษาทางโภชนาการ ฯลฯ

2. การวิจัยโรคมะเร็ง (cancer research)(17 - 18) สำหรับ

การศึกษาผลของผลิตภัณฑ์ธรรมชาติต่อเซลล์มะเร็ง

หน้าที่ของสารเคมีต่าง ๆ ต่อเซลล์มะเร็ง ไวรัส หรือรังสี

เพ่ือเปล่ียนแปลงเซลล์ท่ีเล้ียงปกติไปเป็นเซลล์มะเร็ง ฯลฯ

3. ไวรัสวิทยา (virology) สำหรับศึกษาการเพาะเช้ือไวรัส

เพือ่ผลิตวัคซีนและใช้เพื่อศึกษาวงจรการติดเชื้อ

4. พันธุวิศวกรรม (genetic engineering) (19) การผลิต

โปรตีนหรือแอนติบอดีเชิงพาณิชย์ หรือการผลิตไวรัส

จำนวนมากเพื่อใช้ในการผลิตวัคซีนตัวอย่างเช่น polio,

rabies, chicken pox, hepatitis B และ measles

5. การบำบัดด้วยยีน (gene therapy) (20) หลักการของ

การรักษาด้วยยีน อาศัยการนำยีนเข้าสู่เซลล์เพื่อให้ทำ

หน้าที่ภายในร่างกาย  โดยยีนดังกล่าวอาจเป็นยีนปกติ

รปูท่ี 2. การเพาะเลี้ยงเซลล์ปฐมภูมิ (primary cell culture) จากเซลล์ม้ามของหนู ซึ่งเป็นเซลล์ที่ได้มาจากการเก็บโดยตรง
จากสัตว์ทดลอง (11)
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ที่สามารถทำหน้าที่ทดแทนยีนที่ผิดปกติหรือยีนที่ทำให้

เกิดโรค หรืออาจเป็นยีนอื่นที่มีการทำงานที่สามารถแก้ไข

ความผิดปกติน้ัน ๆ และให้ผลทางการรักษาได้ การนำยีน

ดังกล่าวเข้าสู่เซลล์อาจทำได้หลายวิธี เช่น อาจฉีด DNA

ท่ีมียีนท่ีต้องการเข้าไปในเน้ือเย่ือท่ีต้องการให้ยีนน้ันทำงาน

โดยตรง หรือ อาจตัดต่อยีนเข้าสู่จีโนมของไวรัสบางชนิด

ก่อน แล้วใช้ไวรัสที่ถูกดัดแปลงให้เป็นพาหะนั้น ทำหน้าที่

นำยีนที่ต้องการเข้าสู่เซลล์ จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงเพิ่ม

จำนวนก่อนนำไปรักษาผู้ป่วยต่อไป

6. การศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตร์ชีวภาพแขนง

ต่างๆ เช่น เซลล์ชีววิทยา และสรีรวิทยา

7. การทำปฏิสนธิในหลอดทดลอง คือ การปฏิสนธิ

นอกร่างกาย หรือเด็กหลอดแก้ว (in vitro fertilization -

IVF) (21) เป็นเทคนิคของการปฏิสนธิสังเคราะห์ โดยการนำ

เซลล์ไข่ ซ่ึงถูกปฏิสนธิภายนอกร่างกายของสตรี  ซ่ึงเป็นวิธี

หลักในการแก้ไขปัญหาสตรีไม่สามารถมีบุตรได้ (infertility)

โดยสรุปแล้ว กระบวนการนี ้เกี ่ยวข้องกับการควบคุม

กระบวนการผลิตไข่ของสตรี ด้วยการนำไข่ออกมานอก

ร่างกายและปล่อยให้อสุจิปฏิสนธิกับไข่ภายในหลอด

ทดลอง หลังจากนั้นจึงถ่ายไข่ที ่ได้รับการปฏิสนธิแล้ว

หรือเอ็มบริโอไปยังมดลูกของสตรี  เพ่ือทำให้การต้ังครรภ์น้ัน

สมบูรณ์

การประยุกต์ใช้ทางด้านงานบริการโลหิต

การค้นพบหมู่โลหิตเริ่มต้นตั้งแต่ทศวรรษที่ 20

โดย Landsteiner ได้ค้นพบหมู่โลหิต A, B และ O ต่อมา

อีก 2 ปีได้ค้นพบหมู่โลหิต AB  หลังจากน้ันนักวิทยาศาสตร์

ได้มีการศึกษาทางด้านหมู่โลหิตพบหมู่โลหิตจำนวนมาก

คร้ังล่าสุดมีการรายงานในท่ีประชุม คร้ังท่ี 34 International

Society of Blood Trans-fusion เมื่อปี พ.ศ. 2559 ที่

Dubai, United Arab Emirates (22) สามารถจัดแบ่งหมู่

โลหิตได้ 36 ระบบ ซึ่งพบว่าบนเม็ดเลือดแดงมีแอนติเจน

346 ชนิด และแอนติเจนที่อยู่บนเกล็ดเลือดมี 33 ชนิด

ในจำนวนนี ้หมู ่โลหิต ABO เป็นระบบที ่สำคัญที ่ส ุด

รองลงมา คือ หมู่โลหิตระบบ Rh นอกจากระบบ ABO

และ Rh แล้วยังมีหมู่โลหิตอีกกลุ่มที่มีแอนติบอดีเกิดขึ้น

เองตามธรรมชาติ  อาจทำให้เกิดปัญหาจากการที่เม็ด

เลือดแดงมีอายุสั้นกว่าปกติ (short survival) หมู่โลหิต

เหล่านี้ได้แก่ หมู่โลหิตระบบ Lewis, P1PK และ MNS

ในปี พ.ศ. 2518 Kohler และ Milstein ได้ค้นพบวิธี

การผลิตเซลล์สายพันธุ์ที ่ผลิตแอนติบอดีที่จำเพาะและ

สามารถเล้ียงได้ในหลอดทดลองให้มีชีวิตยืนยาว โดยอาศัย

หลักการ hybridization หรือผสมรวมกันของเซลล์

ซ ึ ่งเป ็นพื ้นฐานของการผลิตเซลล์สายพันธุ ์ของงาน

โมโนโคลนัลในปัจจุบัน ส่วนการผลิตแอนติบอดีต่อหมู่โลหิต

ด้วยวิธีโมโนโคลนัล เร่ิมข้ึนในปี พ.ศ. 2523  โดย Voak D.

และคณะ ผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อหมู ่โลหิตเอ

รวมท้ังในปี พ.ศ. 2530 Sacks S. และคณะ สามารถผลิต

โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อหมู่โลหิตบีได้สำเร็จ ต่อมาได้มี

การผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อหมู่โลหิตในระบบ ABO,

ระบบ Rh และในระบบอ่ืน ๆ  อีกมากมาย ศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติ สภากาชาดไทยจึงได้นำความรู้เรื ่องการเพาะ

เลี ้ยงเซลล์ และเทคโนโลยีเซลล์ลูกผสม (hybridoma

technology) (23) นี้มาใช้ในการผลิตน้ำยาตรวจหมู่โลหิต

ชนิดต่าง ๆ ในปี พ.ศ. 2530 โดยแพทย์หญิง สร้อยสอางค์

พิกุลสด (24 - 25) เริ ่มศึกษาค้นคว้าการผลิตน้ำยาตรวจ

หมู่โลหิตในระบบ ABO จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี

เทคโนโลยีเซลล์ลูกผสม จนประสบความสำเร็จได้ moAB

anti-B ชนิดแรก ในปี พ.ศ. 2534 และเจ้าหน้าที ่ของ

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย รุ่นต่อมา ได้แก่

นางสาวทัศนีย์ สกุลดำรงค์พานิช นางรัชนี แก้วมงคล

นายอุดม ติ ่งต้อย (26)  นางสาริกา เมฆฉาย นางสาว

กาญจนา เอ่ียมอัมพร  นายสมพงศ์ บุญให้ (27) นางสาวกัลยา

เกิดแก้วงาม  นางสาวศิริพร พลเสน เป็นต้น ได้วิจัยพัฒนา

moAB anti-A, moAB anti-AB, moAB anti-D, moAB

anti-A1, moAB anti-C3d, moAB anti-H, moAB anti-M,

moAB anti-N, moAB anti-P1 จนประสบความสำเร็จ

ตามลำดับ ทำให้เกิดประโยชน์ด้านงานธนาคารเลือดเป็น

อย่างมาก ช่วยลดการนำเข้าน้ำยาตรวจหมู่โลหิตจาก

ต่างประเทศปีละมากกว่าสิบล้านบาท และยังช่วยเพิ่ม

รายได้ให้กับสภากาชาดไทย ไม่ต่ำกว่าปีละสิบล้านบาทอีก

ด้วย ในอนาคต ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย
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ยังใช้หลักการเทคโนโลยีเซลล์ลูกผสม เพื่อค้นหาเซลล์

สายพันธุ์ที่สร้างแอนติบอดีต่อหมู่โลหิตชนิดหายากที่ยัง

ขาดแคลน และเป็นที่ต้องการของผู้ปฏิบัติงานทางด้าน

งานธนาคารเลือดต่อไป เช่น moAB anti-IgG, moAB

anti-Lea, moAB anti-Leb เป็นต้น

เทคโนโลยีเซลล์ลูกผสม เป็นเทคนิคการสร้าง

เซลล์ผสมระหว่าง B-lymphocytes และ myeloma cells

หรือเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว เพ่ือผลิตให้ได้เป็น monoclonal

antibody (moAB) ชนิดต่าง ๆ กัน การผลิต monoclonal

antibody ที่เริ ่มจากการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของหนู

ด้วยแอนติเจน จากนั ้นทำการสกัด B-lymphocytes

ที ่ทำหน้าที ่สร้างแอนติบอดีออกมา B-lymphocytes

นี้ไม่สามารถเลี้ยงต่อได้จึงต้องนำไปเชื่อมรวมกับ tumor

cells ของ B-lymphocytes ท่ีมีความสามารถในการเจริญ

เติบโตในอาหารเลี้ยงเซลล์ได้ไม่จำกัด (immortal) เพื่อ

สร้างเป็น hybridomas ที่มีความสามารถในการหลั่ง

monoclonal antibody ท่ีต้องการ (รูปท่ี 3)

สรุป

นับตั ้งแต่มีการเพาะเลี ้ยงเซลล์สัตว์ที ่ประสบ

ความสำเร็จของ Ross Harrison เทคโนโลยีการเพาะเล้ียง

เซลล์ได้พัฒนาขึ้นอย่างก้าวกระโดด เนื่องด้วยการพัฒนา

ส่วนประกอบต่าง ๆ เช่น อาหารเลี้ยงเซลล์ และอุปกรณ์

การเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีจำหน่ายในเชิงพาณิชย์  ทำให้

เป็นเรื่องง่ายสำหรับนักวิจัยที่ทำงานวิจัยเกี่ยวกับเซลล์

เพาะเลี้ยง อย่างไรก็ตามยังคงต้องอาศัยผู้ปฏิบัติงานที่มี

ประสบการณ์และความชำนาญสูงในการเพาะเลี้ยงเซลล์

การศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ และออกแบบงานวิจัย

ให้เหมาะสม จึงช่วยให้มีโอกาสประสบความสำเร็จใน

งานวิจัยมากยิ่งขึ้น เช่นเดียวกับศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

สภากาชาดไทย ที่ได้นำความรู้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์นี้

มาพัฒนาและประยุกต์ใช้ในงานบริการโลหิต จนประสบ

ความสำเร็จและก่อให้เกิดประโยชน์อย่างมาก

Mous Antigen

B cells MyeLoma cells

Hybridoma cells Antibody

รูปท่ี 3. เทคโนโลยีเซลล์ลูกผสม (hybridoma technology) เพื่อผลิตโปรตีนเชิงพาณิชย์หรือการผลิตแอนติบอดี (27)
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