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บทคัดย่อ 
 
 
  เซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม เป็นท่ีไดรั้บการพิจารณาแล้วว่า
เป็นแหล่งเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีสามารถใช้ในการแพทยท์างเลือกใหม่ เน่ืองจากมีความสามารถแบ่ง
เซลล์ลกัษณะเดิมทดแทนตวัเองไดแ้ละสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนๆได้ การศึกษา
ก่อนหนา้น้ีแสดงให้เห็นว่า เซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมท่ีผา่นการแช่เยือกแข็ง
สามารถน ากลับมาใช้ประโยชน์เพื่อการรักษาได้ วตัถุประสงค์ของการศึกษาคร้ังน้ี เพื่อการ
ตรวจสอบเซลลต์น้ก าเนิดชนิดน้ีท่ีผา่นการแช่เยอืกแขง็เป็นเป็นเวลามากกวา่ 5 ปี ในดา้นการรวมตวั
เป็นกลุ่ม การแบ่งตวัเจริญเติบโต และการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ชนิดอ่ืน โดยท าการเพาะเล้ียงเซลล์
ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมใหม่ เพื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีผา่นการแช่เยือกแข็ง ใน
ดา้นการแบ่งตวัเจริญเติบโต (n=5) การสร้างหน่วยโคโลนี (n=6) และการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์
ชนิดอ่ืน (n=4) จากการทดสอบพบว่าไม่พบความแตกต่างทั้งสองกลุ่มในลกัษณะรูปร่างของเซลล ์
การสร้างหน่วยโคโลนี และการแบ่งตวัเจริญเติบโตในวนัท่ี 1 แล 3 ของการเล้ียง อยา่งไรก็ตามใน
วนัท่ี 7 ของการเล้ียง พบวา่การแบ่งตวัเจริญเติบโตในกลุ่มเซลล์เก่ามีค่าต ากวา่กลุ่มเซลล์ใหม่อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P=0.003) นอกจากน้ี ไม่พบความแตกต่างท่ีมองเห็นไดร้ะหวา่ง 2 กลุ่มของเซลล์
ในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลส์ร้างกระดูกและเซลล์สร้างกอ้นไขมนั ผลจากการศึกษาน้ีช้ีให้เห็น
วา่การแช่เยือกแข็งเซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม สามารถน ากลบัมาใชป้ระโยชน์
ดา้นการรักษาดว้ยเซลลต์น้ก าเนิดและวศิวกรรมเน้ือเยือ่ได ้
 
 
ค าส าคัญ: เซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมการแช่เยือกแข็ง การสร้างหน่วยโคโลนี 
การแบ่งตวัเจริญเติบโต การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลช์นิดอ่ืน  
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Abstract 
 
 

   Introduction: Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) have 
been considered to be a promising source for regenerative medicine due to their self-renewal 
capacity and multipotency ability. Several studies have indicated that cryopreserved dental pulp 
tissues from SHED are a retrievable and practical source for cell-based therapy. The aim of this 
study was to investigate the ability of SHED cryopreserved for 5-7 years in terms of 
clonogenicity, proliferation and multipotency ability. Methods: Human freshly isolated SHED 
(fSHED) were compared with cryopreserved SHED (cSHED) in terms of cell proliferation (n=5), 

colony-forming efficiency (n=6) and differentiation capacity (n=4). Result: There was no 
significant difference between fSHED and cSHED with regard to morphology or proliferation, 
except on day 7 that the cell proliferation was significantly lower in cSHED as compared with 
fSHED (P=0.003). There were also no visible differences between the 2 groups of exfoliated 
deciduous cells in osteogenic and adipogenic differentiations. Conclusion: These data suggest 
that cryopreserved cells from human exfoliated deciduous teeth can be retrieved to use for stem 
cell-based therapy and tissue engineering in regenerative medicine. 
 
 
Keyword: Stem cells from human exfoliated deciduous teeth, Cryopreservation, Colony forming, 
Cell Proliferation, Differentiation 
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ซ่ีฟันแตกออกจากกนัเพื่อท าการน าเน้ือเยื่อฟันออกมาจากโพรงประสาทฟัน 
น าเน้ือเยือ่ฟันในสารละลายเอนไซมไ์ปยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
น าส่วนตะกอนไปเพาะเล้ียงในจานเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตร 
เติมอาหารเล้ียงเซลล ์
ลกัษณะรูปร่างของ fSHED 
ลกัษณะรูปร่างของ cSHED 
เซลลถู์กยอ้มดว้ยสี toluidine blue 
แผนภูมิแท่งค่าเฉล่ียจ านวนการสร้างหน่วยโคโลนีระหวา่งเซลล ์
กลุ่มท่ีผา่นการแช่เยอืกแขง็ (cSHED) กบัเซลลก์ลุ่มท่ีคดัแยกใหม่ (fSHED) 
การเพิ่มจ านวนของเซลลท่ี์วดัดว้ยเทคนิคเอม็ทีที (MTT assay) ของเซลล ์
เน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านมของกลุ่มเซลลท่ี์ผา่นการแช่เยอืกแขง็ (cSHED) 
และเซลลท่ี์คดัแยกใหม่ (fSHED 
ผลการทดสอบในการสร้างกอ้นแร่ธาตุ (mineralized nodules) 
ค่าการวดัการดูดกลืนแสงในเชิงปริมาณ (Quantification of extracted alizarin red S) 
ของเซลล ์3 กลุ่มท่ีผา่นการยอ้มดว้ยสี Alizarin red S ณ วนัท่ี 21 ของการเล้ียง 
ความสามารถในการพฒันาเป็นเซลลส์ร้างไขมนัของเซลลต์น้ก าเนิดจาก 
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บทที ่1 
 

บทน า 
 
 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

 
    ลกัษณะปากแหวง่เพดานโหว ่เป็นความผดิปกติท่ีสามารถ มองเห็นไดอ้ยา่งชดัเจน
บริเวณใบหนา้และเป็นความผิดปกติแต่ก าเนิดท่ีพบไดบ้่อย (1, 2) ซ่ึงความผิดปกติดงักล่าวเร่ิมใน
ระยะพฒันาการของช่องปากและใบหนา้ในสัปดาห์ท่ี 4-12 ของการตั้งครรภ ์ลกัษณะความผิดปกติ
น้ีนอกจากจะท าใหเ้กิดความ ไม่สวยงามแลว้ ยงัส่งผลต่อการท างานของอวยัวะอ่ืนดว้ย เช่น การพูด 
การไดย้ิน การกลืน การบดเค้ียวอาหาร และอาจเกิด ภาวะติดเช้ือได ้ปัจจยัท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการ
เกิดภาวะปากแหวง่เพดานโหวท่ี่ส าคญั มี 2 ประการ (3) คือ ปัจจยัทางดา้นพนัธุกรรม และ ปัจจยั
ดา้นส่ิงแวดลอ้มท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตั้งครรภข์องมารดา โดยปัจจยัในเร่ืองของส่ิงแวดลอ้มโดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งในช่วง 4 – 12 สัปดาห์แรกของการตั้งครรภ ์ ไดแ้ก่ ภาวะทุพโภชนาการของมารดา การ
ไดรั้บสารเคมีท่ีเป็นพิษ การไดรั้บรังสี การด่ืมแอลกอฮอล์ การสูบบุหร่ี หรือการติดเช้ือในขณะ
ตั้งครรภ ์ลว้นมีส่วนส าคญั ท่ีท าให้เกิดภาวะปากแหวง่เพดานโหวไ่ด ้นอกจากน้ีในการศึกษาท่ีผา่น
มาพบวา่อุบติัการณ์การเกิดภาวะปากแหวง่เพดานโหวใ่นภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
มีประมาณ 2.5 รายต่อเด็กแรกเกิด 1,000 ราย ซ่ึงเป็นอตัราท่ีอยูใ่นกลุ่มอุบติัการณ์ท่ีสูงท่ีสุดในโลก 
และท าให้สามารถประมาณการณ์ได้ว่าเด็กแรกเกิดท่ีมีภาวะปากแหว่งเพดานโหว่ในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือจะมีอตัราสูงถึงประมาณ 800 รายต่อปีหรือทัว่ประเทศประมาณปีละกวา่ 2,000 
ราย (4) ส าหรับการรักษาปฐมภูมินั้นคือการรักษาดว้ยเคร่ืองมือจดัสันเหงือกทารก การเยบ็ปิดปาก
แหว่งเพดานโหว่ และการผ่าตดัปลูกกระดูกบริเวณสันเหงือก ตามล าดบั ขั้นตอนการผ่าตดัปลูก
กระดูกบริเวณสันเหงือกนั้นตอ้งใชก้ระดูกจากบริเวณสะโพกของผูป่้วย (autologous bone graft) 
เพื่อกระตุ้นให้กระดูกข้างรอยแยกสร้างเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast)โดยกระดูกท่ีปลูกจะท า 
หนา้ท่ีเป็นโครงใหเ้ซลลเ์หล่าน้ีเจริญเติบโตและเกิดเมทริกซ์เพื่อการสร้างกระดูก (bone matrix) โดย
อาศยัอาหารท่ีผา่นมาทางเส้นเลือดท่ีมาหล่อเล้ียงบริเวณท่ีท าการปลูกถ่าย ท าให้มีการสร้างกระดูก
ใหม่ทดแทนส่วนท่ีละลายไปของกระดูกท่ีน ามาปลูกถ่าย (5) ซ่ึงวตัถุประสงค์ในการปลูกถ่าย
กระดูกเบา้ฟันสามารถสรุปได ้ดงัน้ี (5-7) 



  1. เพื่อสร้างกระดูกตรงรอยแยกท าให้เกิดการเช่ือมต่อเป็นช้ินเดียวกนัของสัน
เหงือก 
  2. เพื่อสร้างความแขง็แรงและคงความกวา้งของส่วนโคง้ดา้นหนา้ขากรรไกรบน 
  3. เพื่อปิดช่องเปิดติดต่อระหวา่งช่องปากและจมูก (oronasal fistula) ท่ีเหลืออยู ่
  4. เพื่อสร้างกระดูกรองรับฟันเข้ียวบนหรือฟันตดับนซ่ีขา้งให้สามารถข้ึนไดเ้อง
ตามธรรมชาติ (spontaneous eruption) 
  5. เพื่อสร้างกระดูกรองรับฟันท่ีอยูใ่กลร้อยแยก ให้ฟันมีต าแหน่งและการเอียงตวั
ปรกติได ้
  6. เพื่อลดความจ าเป็นในการใส่ฟันปลอมในรายท่ีสามารถปิดช่องวา่งโดยเคล่ือน
ฟันเขา้สู่ต าแหน่งรอยแยกเดิมได ้หรือในรายท่ีไม่สามารถปิดช่องวา่งดงักล่าวได ้การปลูกกระดูกจะ
ช่วยสร้างกระดูกรองรับการใส่ฟันปลอมให้มีขนาดและรูปร่างท่ีสวยงาม ทั้งน้ี รวมถึงการเตรียม
กระดูกเพื่อใส่รากฟันเทียม 
  7. เพื่อช่วยเพิ่มปริมาณเหงือกยึด (keratinized gingiva) จากการข้ึนของฟัน ท าให้
อวยัวะปริทนัตบ์ริเวณรอยแยกเดิมสมบูรณ์และแขง็แรงข้ึน 
  8. เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการพดูท่ีตอ้งอาศยัฟันหนา้ช่วยในการออกเสียง 
  9. เพื่อช่วยให้ผู ้ป่วยมีสุขภาพช่องปากท่ีดีข้ึน เน่ืองจากฟันสามารถข้ึนได้ใน
ต าแหน่งปรกติ ท าใหดู้แลท าความสะอาดง่ายข้ึน 
  10. เพื่อเสริมสร้างกระดูกรองรับฐานจมูกและริมฝีปาก ท าให้ใบหน้าสมดุล และ
ไดค้วามสวยงามภายหลงัการรักษา 
  อย่างไรก็ตาม ผูป่้วยจะได้รับการผ่าตดัสองแห่งไปพร้อมๆ กัน คือ บริเวณสัน
เหงือกภายในช่องปากและท่ีบริเวณสะโพก กระดูกจากสะโพกจะถูกน ามาปลูกตรงช่องวา่งบริเวณ
สันเหงือกและเยบ็ปิดสนิท ท าให้ผูป่้วยตอ้งเจ็บตวัมากข้ึน เสียเลือดจากการผ่าตดัมากข้ึน กระดูก
ทดแทนท่ีไดมี้ปริมาณท่ีนอ้ยมกัจะไม่พอเพียงกบัความจ าเป็นต่อการใชง้าน ใชเ้วลาการผา่ตดันาน
มากข้ึน สูญเสียค่าใช้จ่ายเพิ่มข้ึน และเกิดการติดเช้ือบริเวณท่ีปลูกถ่ายกระดูก (8) ดงันั้นจึงมีความ
พยายามท่ีจะทดแทนโดยใชก้ระดูกจากแหล่งอ่ืน กระดูกสังเคราะห์ หรือการรักษาโดยใช้เซลล์ตน้
ก าเนิดร่วมกบัโครงร่างทางชีวภาพ เพื่อปิดกระดูกบริเวณสันเหงือก 
 
    ฟันเป็นอวยัวะหน่ึงท่ีสามารถพบเซลล์ตน้ก าเนิด โดยสามารถพบได้ในเน้ือเยื่อ
โพรงประสาทแท ้ (Dental pulp) เอ็นยึดปริทนัต ์(Periodontal ligament) เน้ือเยื่อส่วนปลายราก 
(Periapical tissues) เป็นตน้ ในปี ค.ศ. 2003 Miura และคณะ (9)ไดป้ระสบความส าเร็จในการคน้พบ



เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมของมนุษย ์ (Stem cell from human exfoliated 
deciduous teeth: SHED) จากการศึกษาพบว่า มีความสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว และ
สามารถเปล่ียนไปเป็นเซลล์จ  าเพาะชนิดอ่ืนๆได้หลายชนิด ไดแ้ก่ เซลล์ประสาท (neural cells) 
เซลล์ไขมนั (adipocytes) และ เซลล์สร้างเน้ือฟัน (odontoblast) เม่ือเปรียบเทียบเซลล์ตน้ก าเนิดไข
กระดูก (Bone Marrow Stem Cells: BMSCs) หรือ เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันแท ้
(Dental Pulp Stem Cells: DPSCs) พบว่า SHED มีความสามารถในการแบ่งตวัเจริญเติบโต 
(proliferation) ไดสู้งกวา่ นอกจากนั้นยงัพบวา่ SHED ยงัมีคุณสมบติัสามารถสร้างกระดูกข้ึนใหม่ 
(bone formation) สร้างเน้ือฟัน (dentine) และมีการแสดงออกของเคร่ืองหมายเซลล์ประสาท 
(neural markers) เม่ือเพาะเล้ียงในเน้ือสมองของหนูทดลอง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก SHED มีลกัษณะ
เป็นเซลล์ท่ี immature มากกวา่เซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัเต็มวยั (Adult Stem Cells) ชนิดอ่ืน (10) ซ่ึง
จากการศึกษาน้ีท าให้เกิดแนวความคิดท่ีจะน า SHED มาเป็นแหล่งของเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีใชใ้นการ
รักษาทางคลินิกส าหรับการรักษาโรคดว้ยเซลล์ตน้ก าเนิด (Stem Cell Therapies) ทั้งการปลูกถ่าย
เซลล์ตน้ก าเนิดโดยใช้เซลล์ของตนเอง (autologous stem cell transplantation) และ วิศวกรรม
เน้ือเยือ่ (tissue engineering) ใหก้บัผูป่้วยในอนาคต (11) เช่น ผูป่้วยปากแหวง่เพดานโหว ่เป็นตน้  
    ปัจจุบนัเทคโนโลยกีารเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีนิยมใชก้นัมากคือ การเก็บรักษา
แบบแช่เยือกแข็ง (cryopreservation) ซ่ึงเป็นการเก็บภายใตอุ้ณหภูมิต ่ากว่าศูนยอ์งศาเซลเซียส
โดยทัว่ไปจะเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส (12) เป็นการเก็บรักษาในสภาพท่ีอุณหภูมิต ่าท า
ให้การแบ่งเซลล์และขบวนการเมตทาบอลึซึม (metabolism) ต่าง ๆ ภายในเซลล์หยุดการท างาน 
(13) ตวัอยา่งเช่น ในปี 1949 Polge และคณะ (14) ไดร้ายงานความส าเร็จ ของการเก็บรักษาเซลล์
อสุจิดว้ยกลีเซอรอล ในปี 1953 Jackson และคณะ (15)ไดท้  าการผสมเทียมจากเซลล์อสุจิท่ีแช่แข็ง
ไดส้ าเร็จเป็นคร้ังแรก จากนั้นก็มีความกา้วหนา้เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ในปี 1985 Rall และคณะ (16) ไดท้  า
การเก็บแช่แข็งตวัอ่อนหนูเมาส์ท่ี -196 องศาเซลเซียส และในปี 1999 Kuleshova และคณะ(17) 
ประสบผลส าเร็จในวิธีการเก็บรักษาเซลล์ไข่ (oocytes) หลงัจากนั้นวิธีการเก็บรักษาเซลล์และ
เน้ือเยื่อไดมี้การพฒันาท่ีดีข้ึนจนถึงปัจจุบนั จนในท่ีสุดเป็นวิธีการท่ียอมรับและเช่ือถือไดส้ าหรับ
การจดัเก็บรักษาเซลลต์น้ก าเนิด (18)  
  ในปี 2005 Seo และคณะไดร้ายงานผลส าเร็จจากการศึกษาคุณสมบติัจากเซลล์ตน้
ก าเนิดจากเอ็นยึดปริทนัตท่ี์ผา่นกระบวนการแช่แข็งเป็นเวลา 3-6 เดือน (19) เช่นเดียวกบั Ma และ
คณะ (20) ท่ีพบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมของมนุษย ์ยงัคงคุณสมบติั
ของเซลลต์น้ก าเนิดไว ้แมผ้า่นการแช่แขง็เป็นระยะเวลานาน 2-3 ปี อยา่งไรก็ตามปัญหาท่ีพบในการ
รักษาผูป่้วยปากแหวง่เพดานโหวคื่อ ระยะเวลาในการเก็บอาจจะนานถึง 5-7 ปี เพราะตอ้งเก็บรักษา



ไวจ้นผูป่้วยมีอายุประมาณ 9-12 ปี เม่ือถึงเวลาท่ีฟันเข้ียวแทง้อกจะตอ้งอาศยักระดูกท่ีปลูกถ่ายเขา้
ไปเพื่อช่วยให้งอกสู่ช่องปากได ้ดงันั้นเพื่อให้สอดคลอ้งกบัช่วงอายุของเด็กปากแหว่งเพดานโหว่
ท่ีมารับการรักษาดว้ยการผ่าตดัปิดกระดูกบริเวณสันเหงือก ผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะน าเซลล์ตน้ก าเนิด
จากโพรงประสาทฟันน ้ านมของมนุษยท่ี์ผา่นการแช่เก็บรักษามาแลว้ประมาณ 5-7 ปี มาตรวจสอบ
คุณสมบติัของเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีผา่นการแช่เก็บรักษาในระยะยาวโดยน ากลบัมาเพาะเล้ียงใหม่ (cell 
recovery) ในห้องปฏิบติัการ เพี่อตรวจสอบคุณสมบติัของเซลล์ตน้ก าเนิดวา่มีแนวโนม้ท่ีจะพฒันา
ไปใช้ในงานวิศวกรรมเน้ือเยื่อ (tissue engineering) เพื่อปิดกระดูกบริเวณสันเหงือกให้ผูป่้วยเด็ก
ปากแหวง่เพดานโหวไ่ดห้รือไม่ 
 
 
เป้าหมายของการวจัิย 
 
 
    เพื่อทดสอบความสามารถในการรวมตัวเป็นกลุ่ม (clonogenic capacity) 
ความสามารถในการแบ่งตวั (proliferation) ความสามารถในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์อ่ืนไดห้ลาย
ชนิด (multilineage differentiation) และความสามารถสร้างกอ้นแร่ธาตุ (mineralization nodule) 
ของเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมของมนุษยท่ี์ผา่นการเก็บรักษาโดยการแช่
เยอืกแขง็ในระยะยาว 5-7 ปี ในหอ้งปฏิบติัการ 
  
 
สมมุติฐานของการวจัิย 
 
 
   เซลล์ตน้ก าเนิดจากฟันน ้ านมของมนุษยท่ี์ผ่านการเก็บรักษาโดยการแช่เยือกแข็ง
ระยะยาว 5-7 ปี ในห้องปฏิบติัการ มีความสามารถในการรวมตวัเป็นกลุ่ม ความสามารถในการ
แบ่งตวั ความสามารถในการพฒันาเป็นเซลลช์นิดอ่ืนๆไดห้ลายชนิด และความสามารถในการสร้าง
กอ้นแร่ธาตุได ้และไม่พบความแตกต่างเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ท าการคดัแยกใหม่ 
 
 
 



วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
 
 
  เปรียบเทียบคุณสมบติัระหวา่งเซลลต์น้ก าเนิดจากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านม
ของมนุษยท่ี์ผา่นการแช่เยอืกแขง็และเซลลท่ี์คดัแยกใหม่ในดา้นต่างๆ ไดแ้ก่ การรวมตวัเป็นกลุ่ม 
การแบ่งตวัเจริญเติบโต และการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลช์นิดอ่ืน ไดแ้ก่ เซลลก์ระดูก และเซลล์
ไขมนั  
 
 
ขอบเขตของการวจัิย 
 
 
  การวจิยัน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการ (in vitro) ในภาชนะเพาะเล้ียง ซ่ึงผา่น
การพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวจิยัในมนุษย ์คณะทนัตแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
  กลุ่มตวัอยา่งเป็นผูป่้วยท่ีจ าเป็นจะตอ้งไดรั้บการถอนฟันน ้ านมท่ีไม่มีรอยผุหรืออุด
ท่ีฟันแทก้ าลงัจะงอกข้ึนมาแทน เพื่อการรักษาตามปกติ เลือกเก็บไดท้ั้งฟันตดั ฟันเข้ียว และฟัน
กราม ท่ีโรงพยาบาลทนัตกรรม มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ในช่วงเวลาท่ีด าเนินการวิจยั โดย
เกณฑ์การคดัเขา้คือ เด็กท่ีมีสุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตวั และเกณฑ์การคดัออกคือ เด็กท่ีมี
โรคประจ าตวั หรือเด็กพิเศษ 
  กลุ่มทดลอง คือ เซลล์ตน้ก าเนิดจากฟันน ้ านมท่ีผา่นการเก็บรักษา โดยผา่นการแช่
เยอืกแขง็ 5-7 ปี กลุ่มควบคุมคือ เซลลต์น้ก าเนิดจากฟันน ้านมท่ีคดัแยกใหม่ 
 
 
 
 
 
 
 
 



นิยามศัพท์เฉพาะ 
 
 
       เซลลต์น้ก าเนิดจากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านมของมนุษย ์(Stem Cells from 
Human Exfoliated Deciduous Teeth) การแช่เยอืกแขง็ (cryopreservation) การสร้างหน่วยโคโลนี 
(Colony-forming unit assay) การแบ่งตวัเจริญเติบโต (Proliferation) การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
ชนิดอ่ืน (Differentiation) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

บทที ่2 
 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 
 
1. เซลล์ต้นก าเนิดและเซลล์ต้นก าเนิดบ าบัด 
 
 
  เซลล์ต้นก าเนิด หรือ สเต็มเซลล์ หมายถึงเซลล์อ่อนท่ียงัเจริญเติบโตไม่เต็มท่ี 
สามารถพบไดไ้ดจ้ากเซลล์อวยัวะของร่างกายหลายต าแหน่ง เซลล์ตน้ก าเนิดมีคุณสมบติัพิเศษ 3 
ประการ (21, 22) ดงัน้ี  
  1.เซลลต์น้ก าเนิดเป็นเซลลท่ี์ไม่ไดท้  าหนา้ท่ีเฉพาะเจาะจง (undifferentiated cell) 
  2.เซลล์ต้นก า เ นิดสามารถเปล่ียนแปลงและพัฒนาเพื่อไปท าหน้า ท่ี ต่างๆ 
(differentiation) 
  3.เซลลต์น้ก าเนิดเป็นเซลลท่ี์สามารถแบ่งเซลล์ลกัษณะเดิมทดแทนตวัเองได ้(self-
renewal) ดงัแสดงในภาพ 2.1 
  เซลล์ตน้ก าเนิดถูกคน้พบคร้ังแรกในไขกระดูก เม่ือปี ค.ศ.1960 คือนกัวิจยัชาว
แคนาดา Ernest McCulloch และ James E.Till (23) และในปี ค.ศ.1970 Freidenstien และคณะพบ
เซลล์ตน้ก าเนิดชนิด Clonogenic fibroblast precursor cells (CFU-F) จากไขกระดูก ท่ีสามารถ
พฒันาเป็นกลุ่มของเซลลก์ระดูกและกระดูกอ่อน (24) 
  จากคุณสมบติัพิเศษของเซลลต์น้ก าเนิด ท าใหน้กัวทิยาศาสตร์คิดคน้หาวิธีน าเซลล์
ตน้ก าเนิดไปใช้ประโยชน์ เช่น การน าเซลล์ตน้ก าเนิดจากไขกระดูก เพื่อใช้ในการปลูกถ่ายไข
กระดูก (bone marrow transplantation) อาจถือเป็นการรักษาโดยใชเ้ซลล์ตน้ก าเนิดอยา่งแรกท่ีใช้
ในทางการแพทยแ์ผนปัจจุบนั (6) ซ่ึงอาจแบ่งไดเ้ป็น 2 กรณี คือ การรักษาโดยใชเ้ซลล์ไขกระดูก
ของตวัเอง และการใช้เซลล์ไขกระดูกของผูอ่ื้น ในการรักษาโรคโดยใชเ้ซลล์ไขกระดูกจากผูอ่ื้น
จ าเป็นตอ้งมีการตรวจหาความเขา้กนัได ้(25) ซ่ึงมีโอกาสเพียง 1:50,000 เพื่อป้องกนัการเกิดการ
ต่อตา้นไขกระดูก (graft rejection) และภาวะ graft versus host disease (GvHD)  
 
 



 

 
 

 
ภาพ 2.1 คุณสมบติัจ าเพาะของเซลลต์น้ก าเนิด 

 
 
2. ชนิดของเซลล์ต้นก าเนิด 
 
 
  ในปัจจุบนัสามารถแบ่งชนิดของเซลล์ตน้ก าเนิดไดต้ามแหล่งท่ีมาและคุณสมบติั
ของเซลลต์น้ก าเนิดตามรายละเอียดดงัน้ี 
  2.1 ชนิดของเซลลต์น้ก าเนิดแยกตามแหล่งท่ีมา 
   2.1.1 เซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัอ่อน (Embryonic Stem Cells: ES) เซลล์ตน้
ก าเนิดชนิดน้ีไดจ้ากเซลล์ไข่ผสมกบัเซลล์อสุจิได ้5-7 วนั ระยะน้ีเรียกว่า “บลาสโตซิสต์” ซ่ึงตวั
อ่อนระยะบลาสโตซิสตน้ี์จะประกอบไปดว้ยเซลล์ 2 ชนิด คือ เซลล์ trophoblast และเซลล์ inner 
cell mass พบบริเวณผนงัดา้นในของบลาสโตซิสต์ ดงัแสดงในภาพ 2.2 ซ่ึงเซลล์ inner cell mass น้ี
มีความสามารถพฒันาไปเป็นเซลลจ์  าเพาะเน้ือเยือ่หรือเจริญไปเป็นอวยัวะไดทุ้กชนิดในร่างกายหรือ
ท่ีเรียกวา่ “uncommitted cells” เช่น หวัใจ ตบั ปอด เมด็เลือด เป็นตน้ จากการศึกษาเก่ียวกบัเซลล์ตน้



 

ก าเนิดพบวา่สามารถแยกเซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัอ่อนของหนู (26, 27) แยกเซลล์ตน้ก าเนิดจากตวั
อ่อนของลิง (28) ไปจนถึงสามารถแยกเซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัอ่อนของมนุษยไ์ดใ้นท่ีสุด (29) ดว้ย
คุณสมบัติท่ีเด่นชัดของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดน้ีจึงเป็นท่ีสนใจในการน ามาใช้ประโยชน์ในทาง
การแพทย ์
   2.1.2 เซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัเต็มวยั (Adult Stem Cells) เป็นเซลล์ตน้
ก าเนิดท่ีไดจ้ากร่างกายส่ิงท่ีมีชีวติท่ีเจริญวยัเตม็ท่ีแลว้ (30, 31) พบไดใ้นเน้ือเยื่อหรืออวยัวะต่างๆใน
หลายต าแหน่งของร่างกาย เช่น รก สายสะดือ ไขกระดูก เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟัน ตบั ไต ผิวหนงั 
สมอง เป็นตน้ ดงัแสดงในตาราง 1 เซลลต์น้ก าเนิดกลุ่มน้ีต่างจากเซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัอ่อนในดา้น
ความสามารถพฒันาไปเป็นเซลล์จ  าเพาะของเน้ือเยื่อหรืออวยัวะไดเ้ฉพาะในสายวงศ์ของตนเอง
เท่านั้น ไม่มีมีปัญหาดา้นจริยธรรมเม่ือเทียบกบัเซลลต์น้ก าเนิดจากตวัอ่อน ดงัแสดงในตาราง 2 และ
โดยธรรมชาติแลว้เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีมีหน้าท่ีหลกัในการรักษา ทดแทน และซ่อมแซมเน้ือเยื่อ
หรืออวยัวะท่ีมีเซลลต์น้ก าเนิดนั้นอยูใ่หมี้การท างานไดต้ามปกติ อาจเรียกเซลล์ตน้ก าเนิดจากตวัเต็ม
วยั ท่ีมีการศึกษากนัอย่างแพร่หลายว่า เซลล์ตน้ก าเนิดมีเซ็นไคมอล (Mesenchymal stem cells: 
MSC) โดยพบว่าเซลล์สามารถเคล่ือนไปยงัแหล่งท่ีมีการอกัเสบ และสร้างสารชีวภาพท่ีช่วย
ซ่อมแซมเน้ือเยื่อ ตา้นการอกัเสบ และปรับสมดุลภูมิตา้นทานของร่างกาย (32, 33) นอกจากน้ีไดมี้
การศึกษาถึงคุณสมบติัของ MSC ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในการรักษาและป้องกนัโรคในกลุ่มภูมิ
ตา้นทานต่อตนเอง (autoimmune disease) (34, 35) ตวัอยา่งเช่น การใช ้ MSC เพื่อป้องกนัการเกิด
ภาวะ GvHD และลดการเกิด graft rejection ในผูป่้วยท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายไขกระดูก (36, 37)โรครู
มาตอยด์ Crohn’s Disease และใชแ้ทน anti-interleukin 2 receptor ในคนท่ีรับการปลูกถ่ายไต (38) 
เป็นตน้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตาราง 1 เปรียบเทียบเซลลต์น้ก าเนิดจากตวัอ่อนกบัเซลลต์น้ก าเนิดจากตวัเตม็วยั (39) 
 
 
เซลลต์น้ก าเนิดจากตวัอ่อน เซลลต์น้ก าเนิดจากตวัเตม็วยั 
มีปัญหาดา้นจริยธรรม ไม่มีมีปัญหาดา้นจริยธรรม 
พบในระยะตวัอ่อน blastocyst พบไดบ้างส่วนของอวยัวะในร่างกาย 
สามารถใชง้านกบัผูป่้วยไดท้นัที ตอ้งตรวจหมู่เลือด เม็ดเลือดขาว เน้ือเยือ่ตอ้งเขา้

กบัผูป่้วยได ้
มีศกัยภาพใหก้ารแปรไปเป็นเซลลเ์ป้าหมายท่ี
ตอ้งการไดสู้ง 

มีศกัยภาพใหก้ารแปรไปเป็นเซลลเ์ป้าหมายท่ี
ตอ้งการไดต้ ่ากวา่ 

 
 

 
 

ภาพ 2.2 โครงสร้างของบลาสโตซิสต์ 
 
 
 
 



 

ตาราง 2 เซลลต์น้ก าเนิดจากตวัโตเตม็วยัในมนุษย ์(40) 
 
 

Adult stem cell Location (Source) Cell or tissue produced 
Hematopoietic Stem 
Cells 

Bone marrow, peripheral blood 
stem cells 

Blood, endothelial, hepatic(oval) 
and muscle cells 

Mesenchymal Stem 
Cells 

Bone marrow, peripheral blood 
stem cells 

Bone, cartilage, tendon,adipose, 
muscle, marrow stroma and neural 
cells 

Neural stem cells Ependymal cell, astrocytes 
(subventricular zone), of the 
central nervous system 

Neurone, astrocyte, 
oligodendrocyte 

Hepatic stem cells In or near the terminal bile  
ductules (canals of  
Hering) 

Oval cells that subsequently  
generate hepatocytes and  
ductular cells 

Pancreatic stem cells Intraislet, nestin-positive  
cells, oval cells, duct cells 

Beta cells 

Skeletal-muscle stem 
cells 

Muscle fibers Skeletal muscle fibers 

Stem cells of the 
skin (keratinocyte) 

Basal layer of the epidermis,  
bulge zone of the hair  
follicles 

Epidermis, hair follicles 

Epithelial stem cells 
of lung 

Tracheal basal and mucus 
secreting cells, Clara cells, 
alveolar type II pneumocyte 

Mucus and ciliated cells, type I 
and II pneumocytes 

Stem cells of the 
intestinal epithelium 

Epithelial cells located  
around the base of  
each crypt 

Paneth’s brush-border enterocytes, 
mucus-secreting goblet cells, 
enteroendocrine  

   



 

  2.2 ชนิดของเซลลต์น้ก าเนิดแยกตามคุณสมบติั  
   2.2.1 Totipotent stem cells เป็นเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีไดจ้ากการแบ่งตวัของ
ไข่ผสมกบัอสุจิระยะบลาสโตเมียร์ ประมาณวนัท่ี 2 เซลล์ชนิดน้ีท่ีสามารถพฒันาไปเป็นเซลล์
จ  าเพาะทุกชนิดในร่างกาย สามารถเจริญไปเป็นเซลลต์วัอ่อนทั้งตวั เซลลข์องรกและเซลล์สายสะดือ 
(41, 42) เซลลต์น้ก าเนิดชนิดน้ีสามารถพบไดจ้ากตวัอ่อนระยะ zygote  
   2.2.2 Pluripotent stem cells เป็นเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีไดจ้ากการผสมระหวา่ง
ไข่กับเซลล์อสุจิมีการแบ่งตวัในระยะบลาสโตซิสต์ ประมาณ 5 วนั เซลล์ชนิดน้ีสามารถ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ไดเ้กือบทุกชนิด (21, 43) แต่ไม่สามารถเป็นเน้ือเยื่อ extra embryonic (รก
และสายสะดือ) ได ้จึงไม่สามารถพฒันาเป็นส่ิงมีชีวิตตวัใหม่ได ้ เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีพบในเซลล์
ตน้ก าเนิดตวัอ่อน (Embryonic Stem Cells) และเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีมีการปรับแต่งยีน (induced 
pluripotent stem cells: iPSc) 
   2.2.3 Multipotent stem cells เป็นเซลล์ท่ีสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็น
เน้ือเยื่อเฉพาะอย่างท่ีอยูใ่นสายสกุลเดียวกนั สามารถพบไดใ้นเน้ือเยื่อทุกส่วนของร่างกายท่ีเจริญ
เต็มวยัแล้ว ดงัแสดงในตาราง 3 เช่น เซลล์ตน้ก าเนิดเม็ดเลือด และเซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคมอล 
(Mesenchymal Stem Cells) 
  ส่วน Unipotency stem cell (progenitor cell) เป็นเซลล์ท่ีสามารถแบ่งตวัเป็นเซลล์
จ  าเพาะได ้2 เซลล์ พบไดใ้นเซลล์ผิวหนงั มีคุณสมบติัคลา้ยกบัเซลล์ตน้ก าเนิดชนิด multipotent แต่
ยงัขาดความสามารถในการแบ่งเซลลล์กัษณะเดิมทดแทนตวัเองได ้(self-renewal) (44) 
  ในปี ค.ศ.2006 Yamanaka และคณะไดท้ าการวิจยัเปล่ียน Adult stem cells ให้
กลายเป็น embryonic stem cell โดยการท า nuclear programming เป็นการใส่ยีนท่ีสร้างโปรตีน
จ าเพาะต่อ ES cells ซ่ึงไดแ้ก่ Oct4, Sox2 และ klf4 เขา้ไปพร้อมๆกนั และไดต้ั้งช่ือเซลล์ชนิดน้ีวา่ 
induced Pluripotent Stem Cells (iPSc) (45) 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

ตาราง 3 การจ าแนกชนิดของเซลลต์น้ก าเนิดตามคุณสมบติั (39) 
 

 

 
 
3. การใช้เซลล์ต้นก าเนิดทางทนัตกรรม (46) 
 
 
  ปัจจุบนัมีงานวจิยัท่ีใชเ้ซลลท์างทนัตกรรม ดงัน้ี 
  3.1 วิศวกรรมเน้ือเยื่อเพื่อสร้างอวยัวะในช่องปากและใบหน้า (Organ tissue 
engineering) 
  เพื่อแก้ปัญหาความวิการ ผิดรูปหรือการสูญเสียการท าหน้าท่ีของอวยัวะบริเวณ
ช่องปากและใบหน้าอันเกิดจากการติดเช้ือ การประสบอุบัติเหตุ ความพิการแต่ก าเนิด และ
โรคมะเร็ง การผา่ตดัโดยใชเ้น้ือเยือ่ของผูป่้วยเองมกัพบปัญหาปริมาณเน้ือเยือ่ไม่เพียงพอและมีความ
เส่ียงสูงจากการผา่ตดั จึงเกิดความคิดคน้สร้างเน้ือเยื่อทดแทนโดยใชก้ระบวนการวิศวกรรมเน้ือเยื่อ 
ซ่ึงประกอบด้วยองค์ ประกอบหลักส าคญัคือ เซลล์ต้นก าเนิด (stem cells) โครงร่างยึดเซลล ์
(scaffold) และ signaling molecules เช่น การสร้างขอ้ต่อขากรรไกร (mandibular condyle 
reconstruction) 
  3.2 วศิวกรรมเน้ือเยือ่เพื่อสร้างฟันทั้งซ่ี (tooth organogenesis) (47-50) 
  3.3 วิศวกรรมการสร้างเสริมอวยัวะบางส่วนหรือเพื่อทดแทนบางส่วน (tissue 
engineering) 
  ตวัอยา่งงานวิจยัทางดา้นน้ี ไดแ้ก่ การสร้าง Periodontal complex ซ่ึงประกอบดว้ย 
cementum, periodontal ligament (51) และส่วนของกระดูกเบา้ฟัน (alveolar bone) (52) การปลูก

แหล่งท่ีมา (Sources) ศกัยภาพ (Potentials) ชนิดของเซลล ์(Type of cell) 
ตวัอ่อน (zygote) Totipotent Fertilized egg 

บลาสโตซิสต ์(blastocyst) Pluripotent Embryonic stemcell 
ตวัเตม็วยั (adult) Multipotent Adult stem cell 
อวยัวะ (Organ) Limit potent Pogenitor cell 



 

กระดูกในช่องปาก (53) การปลูกเน้ือเยือ่อ่อนในช่องปาก (54) และการสร้าง dentin/pulp tissue (55) 
เป็นตน้ 
  3.4 การซ่อมแซมเน้ือเยือ่ของฟัน (dental tissue regenerative therapy) 
  ตวัอย่างทางวิจยัด้านน้ี ได้แก่ การท า dental pulp regeneration (56) dentine 
regeneration (57), periodontal ligament regeneration (55) ซ่ึงใชว้ิธีการน าเซลล์ตน้ก าเนิดใส่ใน
โพรงประสาทฟัน เพื่อหวงัผลให้เซลล์ตน้ก าเนิดเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ต่างๆท่ีประกอบเป็น
เน้ือเยือ่โพรงประสาทฟัน 
  3.5 การน าเซลล์ตน้ก าเนิดมาใชเ้สริมประสิทธิภาพของรากเทียม โดยการน าเซลล์
ตน้ก าเนิดมาเคลือบบนผวิรากเทียม (58) 
 
 
4. แหล่งของเซลล์ต้นก าเนิดจากฟัน 
 
 
  เซลลต์น้ก าเนิดท่ีสามารถพบไดจ้ากฟัน มี 5 ชนิดดงัน้ี (46) ดงัแสดงในภาพ 2.3 
  4.1 เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันแท ้(Dental Pulp Stem Cells; 
DPSCs) 
  ในปี 1985 Yamamura และคณะ ได้รายงานว่าสามารถพบและแยกเซลล์จาก
เน้ือเยือ่ฟันแท ้(59) และในปี 1991 Caplan ไดพ้ิสูจน์แลว้วา่เซลล์ชนิดน้ีความสามารถเปล่ียนไปเป็น
เซลล์กระดูก (osteogenic) และเซลล์กระดูกอ่อน (chondrogenic) ในห้องปฏิบติัการได้ (60) ในปี 
2000 Gronthos และคณะได้รายงานความส าเร็จในการแยกเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรง
ประสาทฟันแท ้ซ่ึงมีความสามารถในการสร้างเน้ือฟัน (dentin-pulp-like complex) และเม่ือน า 
DPSCs ปลูกถ่ายในหนูทดลองท่ีกดภูมิคุม้กนั (immunocompromised mice) พบวา่มีสร้าง dentin 
like structure ท่ีมี odontoblast-like cells ลอ้มรอบอยู ่การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นถึงความสามารถของ 
DPSCs ในการสร้าง dentin/pulp-comdlex ท่ีมีการจดัเรียงตวัคลา้ยฟันปกติท่ีพบ (61) โดยเซลล์ตน้
ก าเนิดชนิดน้ีมกัไดจ้ากฟันคุดหรือฟันกรามนอ้ยท่ีจ าเป็นตอ้งถอนเพื่อประโยชน์ในการจดัฟัน 
  4.2 เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม (Stem Cells from Human 
Exfoliated Deciduous Teeth; SHED) 
  เซลลต์น้ก าเนิดชนิดน้ีถูกคน้พบโดย Miura และคณะ ในปี 2003 โดยการแยกส่วน
ของเน้ือเยือ่ท่ีเหลือในฟันน ้านม (9) จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ SHED สามารถเจริญเติบโตไดเ้ร็ว



 

กวา่เม่ือเทียบกบั DPSCs หรือ BM-MSCs (62) และสามารถเจริญไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนไดห้ลายชนิด 
เช่น เซลล์ประสาท (63) เซลล์กระดูก (64) และ เซลล์สร้างฟัน (65) เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีสามารถ
พบไดใ้นฟันน ้านมท่ีหลุดเองตามธรรมชาติ 
  4.3 เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อปริทนัต์ (Periodontal Ligament Stem Cells; 
PDLSCs) 
  เซลล์ต้นก าเนิดชนิดน้ีอยู่ในบริเวณของเอ็นยึดปริทันต์ จดัเป็นแหล่งเซลล์ต้น
ก าเนิดท่ีมีความเช่ือมัน่ในการน ามาใช้สร้างเน้ือเยื่อปริทนัต์มาก (66) ศกัยภาพของเซลล์ตน้ก าเนิด
ชนิดน้ีสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลไ์ขมนั เซลลก์ระดูก และเซลล์กระดูกอ่อนได ้นอกจากน้ียงั
สามารถเปล่ียนไปเป็นเซลล์คลา้ยเซลล์เคลือบรากฟัน (cementoblast-like cells) และสร้างเน้ือเยื่อ
คลา้ยเคลือบรากฟัน/เอน็ยดึปริทนัต ์(cementum/periodontal ligament-like tissue) เป็นตน้ (67) 
  4.4 เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อส่วนปลายราก (Stem Cells from Apical Papilla; 
SCAP) 
  เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อส่วนปลายรากคน้พบโดย Sonoyama และคณะ (51) 
เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีมีคุณสมบติัเป็น mesenchymal stem cell มีการรายงานพบวา่สามารถแบ่งตวั
เจริญเติบโตไดดี้กวา่เม่ือเทียบกบั DPSCs และ BM-MSCs ในดา้นความสามารถในการเปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืน เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีสามารถเปล่ียนไปเป็น เซลล์ไขมนั, เซลล์กระดูก และ
เซลลก์ระดูกอ่อนได ้(68) 
  4.5 เซลลต์น้ก าเนิดจากถุงหุม้ฟัน (Dental Follicle Stem Cells; DFSCs) 
  ในปี 2005 และ 2007 ได้มีการค้นพบและระบุเซลล์ต้นก าเนิดชนิดน้ีว่าเป็น 
mesenchymal progenitor และถูกเรียกว่า “dental follicle precursor cells” (DFPCs) (69, 70)
คุณลกัษณะจ าเพาะของ DFPCs คลา้ยกบัเซลล์ตน้ก าเนิดจากไขกระดูก (bone marrow stem cells) 
สามารถแผ่ยึดเกาะ (adherent) และสร้างหน่วยโคโลนีได้ (colony-forming unit) มีความเช่ือว่า
DFPCs ประกอบไปดว้ยเซลล์ตั้งตน้ (precursor) ของเซลล์เคลือบรากฟัน เน้ือเยื่อยึดปริทนัต์ และ
เซลล์กระดูก เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีสามารถเจริญไปเป็นเซลล์กระดูก เซลล์ไขมนั เซลล์เคลือบราก
ฟัน และเซลลก์ระดูกอ่อนได ้(71) 
 
 
 
 
 



 

 
 
 

 
 

ภาพ 2.3 แสดงต าแหน่งของเซลลต์น้ก าเนิดท่ีไดจ้ากฟัน  
 
 
 
 



 

5. เซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เยือ่โพรงประสาทฟันน า้นมของมนุษย์ 
 
 
  ฟันน ้ านมเป็นอวยัวะหน่ึงท่ีสามารถพบเซลล์ตน้ก าเนิดชนิดเซลล์ตน้ก าเนิดเจริญ
เต็มวยั (Adult Stem Cells) ในปี 2003 Muiura และคณะไดป้ระสบความส าเร็จในการคน้พบและ
แยกเซลล์ตน้ก าเนิดจากฟันน ้ านม ท่ีหลุดตามธรรมชาติของเด็กอายุ 7-8 ปี โดยไดน้ าเอาส่วนท่ีเป็น
เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟัน (dental pulp) ไปคดัแยกและเพาะเล้ียงไดส้ าเร็จ ทั้งยงัศึกษาคุณสมบติั
จ าเพาะของเซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ี และได้ตั้งช่ือเรียกว่า Stem Cells from Human Exfoliated 
Deciduous Teeth (SHED) 
  เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม มาจาก cranial neural crest (CNC) ท่ีเจริญมาจาก
เอกโตมีเซนโคม ์(ectomesenchyme) ของสันระบบประสาท (neural crest) เซลล์ neural crest เป็น 
multipotent cell (72) ซ่ึงการเคล่ือนตวัของเซลล์ท าให้เซลล์แบ่งออกเป็นกลุ่มในบริเวณเฉพาะ เช่น 
CNC, trunk neural crest, vagal-sacral neural crest และ cardiac neural crest cells ในระยะของการ
พฒันากะโหลกศีรษะและใบหน้า เซลล์ในกลุ่ม CNC จะมีการเคล่ือนตวั เพื่อสร้างส่วนท่ีจะเจริญ
เป็นใบหน้า มีการสร้างส่วนยื่น (process) ต่างๆ การเติบโตของมีโซเดอม (mesoderm) การพฒันา
หน่อฟัน (tooth bud) โครงสร้างของหน่อฟันในส่วนท่ีเรียกวา่ dental follicle จะประกอบไปดว้ย 
progenitor cell หลายชนิด ซ่ึงมีบทบาทเปล่ียนเซลล์ไปเป็นฟันทั้งซ่ี รวมถึง เซลล์กระดูกอ่อน เน้ือ
ฟัน และเน้ือเยือ่ยดึปริทนัต ์
  คุณสมบติัจ าเพาะของเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมของ
มนุษย ์จากการศึกษาท่ีผ่านมา (73) พบว่า SHED มีลกัษณะรูปร่างไม่แตกต่างจากเซลล์ตน้ก าเนิด
จากตวัอ่อน มีลกัษณะเป็นกระสวย คลา้ยไฟโบรบลาสต์ มีความสามารถในการยึดเกาะของเซลล์ 
และมีความสามารถในการเจริญเติบโตไดสู้ง ดงัแสดงในตาราง 3 
  SHED มีความสามารถในการแบ่งตวัไดสู้งเม่ือเทียบกบัเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อ
โพรงประสาทฟันแท ้และเซลล์ตน้ก าเนิดจากกระดูกไขสันหลงั อาจเป็นเพราะ SHED มีความเป็น 
immature สูง (62, 74-78) นอกจากน้ี SHED มีการแสดงออกของ mesenchymal markers เช่น 
CD105 (endrogrin), CD90, CD146 และ CD44 (cell adhesion receptor) การแสดงออกหลายปัจจยั
ท่ีช่วยในการเจริญเติบโตและการสร้างฟัน (growth factor) เช่น Fibroblast growth factor; FGF, 
Transforms growth factor beta; TGF-β, CT-GT, NGF และ Bone morphogenic protein; BMP ซ่ึง
ปัจจยัเหล่าน้ีมีความเก่ียวขอ้งในการแบ่งตวัเจริญเติบโต และส าคญัมากในการสร้าง extracellular 
matrix (ECM ) แต่ SHED ไม่มีการแสดงออก hematopoietic markers เช่น CD14, CD45, CD34 



 

lymphocyte และ leucocyte antigens เป็นตน้ (62, 63, 74-76, 78-81) นอกจากน้ี Kerkis และคณะ
(10)ไดท้  าการศึกษาแยก SHED โดยเรียกว่า immature DPSCs (IDPSCs) พบว่า IDPSCs มีการ
แสดงออกของ Embryonic markers เช่น Oct4, Nanog, stagespecific embryonic antigens (SSEA-3, 
SSEA-4) และ tumor recognition antigens (TRA-1-60 , TRA-1-81)  
  จากหลายการศึกษาแสดงให้เห็นวา่ SHED มีคุณสมบติัในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์
ชนิดอ่ืนๆไดท้ั้งในห้องปฏิบติัการและในสัตวท์ดลอง ในปี 2008 Gotlieb และคณะ (82) ไดท้  าการ
เพาะเล้ียงเซลลต์น้ก าเนิดจากฟันน ้านมลงในแบบจ าลองฟันจ านวน 105 ซ่ี ท่ีมีการเตรียมโพรงคลอง
ฟันดว้ยการใช้วิธีทางเอนโดดอนด์ร่วมกบัการใช้โครงร่าง (scaffold) หลายชนิด พบว่าเซลล์ตน้
ก าเนิดชนิดน้ียงัคงสามารถมีชีวิตและแบ่งตวัเจริญเติบโต ยึดเกาะกบัผนงัของผิวคลองฟันไดเ้ป็น
อย่างดีและในปีเดียวกนั การทดลองของ Corderio และคณะ (83) โดยเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดจาก
เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมในโครงร่าง Poly-L-Lactic acid scaffold (PLLA) แลว้น าส่วนผสม
ของเซลล์กบัโครงร่าง ใส่ในช้ินส่วนของฟันตามธรรมชาติท่ีตดัเป็นแผน่บางๆ ขนาด 1 มิลลิเมตร
น ามาปลูกเล้ียงใตผ้ิวหนงัของหนูทดลอง พบว่าเกิดการสร้างเน้ือเยื่อท่ีมีลกัษณะคลา้ยเน้ือเยื่อโพรง
ประสาทฟันตามธรรมชาติ ซ่ึงเน้ือเยื่อท่ีเกิดข้ึนใหม่น้ีมีลักษณะคล้ายกับเซลล์สร้างเน้ือฟัน 
(odontoblast) ท่ีเปล่ียนแปลงมาจาก SHED อีกทั้งยงัพบเซลลล์กัษณะคลา้ยเซลลห์ลอดเลือดอีกดว้ย 
  ในปี 2009 Zheng และคณะ (84) ไดท้  าการศึกษาโดยใช ้SHED เล้ียงในโครงร่าง 
β-TCP น าไปปลูกฝังบริเวณขากรรไกรล่างของสุกร พบวา่เกิดการงอกของกระดูกใหม่เป็นผลท่ีน่า
พอใจ ในสัปดาห์ท่ี 24 และแสดงให้เห็นว่ามีความเป็นไปได้ในการศึกษาการฟ้ืนฟูกระดูกใน
สัตวท์ดลองท่ีมีขนาดใหญ่ จึงเกิดขอ้เสนอโดย Arora และคณะ เพื่อสร้างธนาคารเซลล์ตน้ก าเนิด
จาก SHED เพื่อใชง้านในอนาคตของผูบ้ริจาค (85) จนมีหลายการศึกษาท่ีไดรั้บการตีพิมพอ์อกมา
เก่ียวกบัธนาคารเซลลต์น้ก าเนิดน้ี (86, 87) และการศึกษาของ Nakamura และคณะ ท าให้เกิดเช่ือมัน่
วา่ SHED มีจุดเด่นกวา่เซลล์ตน้ก าเนิดชนิด BM-MSCs และ DPSCs ในดา้นความสามารถแบ่งตวั
เจริญเติบโตไดสู้งกวา่ ดว้ยคุณลกัษณะน้ีท าให้มีการสร้าง FGF2 และ TGF-β2 ท่ีสูงข้ึนดว้ย จึงเป็น
ท่ีมาของการน าเสนอให้เป็นตวัแทนของเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีดีท่ีสุดในการน าไปใช้งานดา้นวิศวกรรม
เน้ือเยื่อและการแพทย์ทางเลือกใหม่ (62) และในปี 2010 ได้มีผลงานตีพิมพ์การประยุกต์ใช้ใน
สัตวท์ดลองเป็นคร้ังแรกของ SHED ในการรักษาโรคพาร์กินสันและผลเบ้ืองตน้เป็นท่ีน่าพอใจมาก 
(88) 
   
 
 



 

 ตาราง 3 สรุปคุณสมบติัของเซลลต์น้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้านมมนุษย ์(86) 
 
 

 
 
6. การเกบ็รักษาแบบแช่เยอืกแข็ง  
 
 
  การเก็บรักษาแบบแช่เยือกแข็ง (cryopreservation) ซ่ึงเป็นการเก็บภายใตค้วามเยน็ 
อุณหภูมิต ่า 4 องศาเซลเซียสถึง -196 องศาเซลเซียส การเก็บรักษาในสภาพท่ีอุณหภูมิต ่าท าให้การ
แบ่งเซลล์และขบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism) ต่าง ๆ ภายในเซลล์หยุดการท างาน (13) การ
เก็บรักษาแบบแช่เยอืกแข็ง มีบทบาทส าคญัมากดา้นการแพทยใ์นงานระบบการสืบพนัธ์ุในการเก็บ
รักษาเซลล์และเน้ือเยื่อ ตวัอยา่งเช่น ในปี 1949 Polge และคณะ (14) ไดป้ระสบความส าเร็จในการ
เก็บรักษาเซลล์อสุ จิในกลี เซอรอลซ่ึงเป็นสารป้องกันการเกิดผลึกน ้ าแข็งจากความเย็น 
(cryoprotectant) และในปี 1953 สามารถท าการผสมเทียมจากน ้ าเช้ือท่ีผา่นการแช่แข็งไดส้ าเร็จเป็น
คร้ังแรก (15) ความกา้วหน้าของการเก็บรักษาไดรั้บผลดียิ่งข้ึนในปี 1999 Kuleshova และคณะ 
ประสบความส าเร็จในการเก็บรักษาเซลล์ไข่ (Oocyte) ของมนุษย ์ (89) ในท่ีสุดวิธีการเก็บรักษา
เซลล์และเน้ือเยื่อมีการพฒันาท่ีดี จนทา้ยท่ีสุดเป็นวิธีการท่ียอมรับและเช่ือถือไดส้ าหรับการจดัเก็บ
รักษาเซลลต์น้ก าเนิด (90) 

Properties SHED 

Location Exfoliated Deciduous Tooth Pulp 

Proliferation rate High 

Heterogeneity Yes 

Multipotentiality Odontoblast, Osteoblast, Chondrocyte, 
Myocyte, Neurocyte, Adipocyte, iPS 

Tissue repair Bone regeneration, Neuro regeneration, 
Tubular dentin 



 

  6.1 หลกัการแช่เยอืกแขง็ 
  น ้ าเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัของเซลล์ในการท าหน้าท่ีขนส่งสารทั้งภายในและ
ภายนอกเซลล์ เม่ือท าการแช่แข็งน ้ าจะเกิดการแยกตวัออกจากสารละลายกลายเป็นเกล็ดน ้ าแข็ง 
ฉะนั้น การแช่เยือกแข็งเซลล์ท าให้เกิดเกล็ดน ้ าแข็งทั้งภายในและภายนอกเซลล์ ส่งผลให้เกิดความ
เสียหายต่อเซลล ์จึงจ าเป็นท่ีตอ้งท าใหเ้ซลลสู์ญเสียน ้าภายในบางส่วน เพื่อลดการเกิดผลึกน ้ าแข็งใน
ระหว่างการลดอุณหภูมิลง ซ่ึงป้องกนัโดยใส่สารชนิดหน่ึงเพื่อช่วยป้องกนัไม่ให้เกิดผลึกน ้ าแข็ง
ภายในเซลล ์ท่ีเรียกวา่ ไครโอโพรเทกแทนต ์(cryoprotectant ) 
  การตรวจสอบการรอดชีวติของเซลลม์กัท าไปพร้อมๆกบัการแช่เยือกแข็ง ซ่ึงเซลล์
ส่วนใหญ่จะรอดชีวติไดโ้ดยท่ีท าการลดอุณหภูมิลงอยา่งชา้ๆ คือการลดอุณหภูมิลงทีละนอ้ย เพราะ
เซลล์ส่วนใหญ่จะตายในกรณีท่ีแช่เยือกแข็งโดยลดอุณหภูมิลงทนัที นอกจากน้ีการเกิดผลึกน ้ าแข็ง
ภายในเซลล์มีผลต่ออิเล็กโทรไลท ์(electrolyte) ของน ้ าภายในเซลล์มีความเขม้ขน้มากข้ึน การเติม
สาร cryoprotectant จะช่วยให้อิเล็กโทรไลทเ์ป็นกลางและลดการแข็งตวัของน ้ าภายในเซลล์จึงช่วย
ใหมี้น ้าเหลืออยูบ่า้ง (residual water) ซ่ึงจะท าใหเ้ซลลร์อดชีวติมากข้ึน (91) 
  6.2 วธีิการแช่เยอืกแขง็ (92) 
  ปัจจุบนัการแช่เยอืกแขง็เน้ือเยือ่หรือเซลลมี์ 2 วธีิ ดงัน้ี 
   6.2.1 การแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิชา้ (conventional slow freezing) วิธีน้ี
เป็นการน าเซลล์บรรจุในน ้ ายาท่ีมีสารป้องกนัการแช่แข็งแลว้ ใส่หลอดบรรจุเซลล์แลว้วางลงในตู้
แช่แข็ง ท่ีปรับอุณหภูมิแช่แข็งตามโปรแกรมท่ีก าหนด โดยใช้คอมพิวเตอร์ช่วยควบคุม 
(Computerized Programmable Freezer) อาจลดระดบัอุณหภูมิลง 2-3 ขั้นตอน เช่น ขั้นตอนท่ี 1 
ระหวา่ง 22 องศาเซลเซียส ถึง 4 องศาเซลเซียส ขั้นตอนต่อมาลดอุณหภูมิลงจาก 4 องศาเซลเซียส 
ถึง -30 องศาเซลเซียส ขั้นตอนสุดทา้ยลดอุณหภูมิจาก -30 องศาเซลเซียส ไปจนถึง -140 องศา
เซลเซียส ก่อนเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นล าดบัสุดทา้ย ซ่ึงวิธีการ
น้ี มีขอ้เสียท่ีเคร่ืองลดอุณหภูมิท่ีตอ้งตั้งโปรแกรมน้ี มีราคาแพง และมีหลายขั้นตอนในการแช่แข็ง 
(93)  
  การศึกษาก่อนหนา้น้ี (94-97) ไดร้ายงานการน าสนามแม่เหล็ก (magnetic field) มา
ใช้ในกระบวนการแช่แข็งเซลล์ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรม เพื่อเก็บรักษาเซลล์และเน้ือเยื่อให้อยู่ใน
สถานะโครงสร้างเหมือนเดิมและท่ีส าคญัเพื่อป้องกนัการก่อตวัของน ้ าแข็งภายในเซลล์ จึงไดมี้การ
พฒันาการแช่แข็งข้ึนใหม่โดยใชส้นามแม่เหล็กท่ีเรียกวา่ "Cells Alive System " (CAS) ซ่ึงวิธีการน้ี
ไดถู้กน าไปใช้ใช้อุตสาหกรรมการแช่แข็งอาหาร ผลความส าเร็จท่ีไดคื้อสามารถรักษารสชาติและ
ความสดใหม่ของอาหารได ้(94) ดว้ยหลกัการสั่นสะเทือนของสนามแม่เหล็กช่วยยบัย ั้งการรวมกลุ่ม



 

ของโมเลกุลน ้าในระหวา่งขั้นตอนการแช่แขง็ ท าใหไ้ม่เกิดน ้าแขง็ภายในเซลล ์(98)   
  นอกจากน้ี ในปี 2000 Aleksandrov และคณะ (99) พบวา่ ระดบัสนามแม่เหล็กท่ี
มากกวา่  0.5 T มีผลต่อการก่อตวัเป็นน ้าแขง็ในน ้ากลัน่ใหเ้กิดภาวะสมดุลในการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิท่ี 
0 องศาเซลเซียส และการศึกษาล่าสุดพบว่า การใช้สนามแม่เหล็กไฟฟ้า (static magnetic fields: 
SMFs) ร่วมกบัขั้นตอนการแช่เยือกแข็งเซลล์ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพความแข็งแรงและเสถียรภาพ
ของเยือ่หุม้เซลลไ์ด ้(97, 100) 
  6.2.2 การแช่แขง็แบบลดอุณหภูมิเร็ว (vitrification) เป็นวิธีการลดอุณหภูมิลงอยา่ง
รวดเร็ว ประกอบกบัการใช้สารป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็งท่ีมีความเขม้ขน้สูงแต่ไม่มีการเกิดผลึก
น ้าแขง็ในเซลลซ่ึ์งสัมผสักบัสารป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็งนานเกินไปซ่ึงจะเป็นพิษต่อเซลล์ (101) 
เน่ืองจากสารท่ีใชแ้ช่แขง็มีความเขม้ขน้สูง ประกอบกบัอุณหภูมิท่ีลดลงอยา่งรวดเร็วเพราะจุ่มลงใน
ไนโตรเจนเหลวจะท าใหส้ารป้องกนัมีความหนืดมากและเยน็จดัจนเกิดสภาวะคลา้ยแกว้ได ้ นกัวิจยั
จึงเกิดความคิดคน้หาวิธีท่ีเพิ่มอตัราความการแช่แข็งให้เร็วข้ึน และลดการใช้สารป้องกนัให้น้อย
ท่ีสุด ด้วยการใช้อุปกรณ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการแช่เยือกแข็งให้ดีข้ึน ได้แก่ วิธี Etectron 
microscope (EM) grid vitrification, Open pulled straw (OPS) vitrification และ Cryoloop 
vitrification (CLV) เป็นตน้ วธีิการแช่เยอืกแขง็น้ีนิยมใชเ้ก็บรักษาตวัอ่อน หรือเซลลไ์ข่ (92) 
  6.3 ประเภทของสารป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแขง็ (102) 
  สารป้องกันการเกิดผลึกน ้ าแข็ง (Cryoprotectant) มีหลายชนิดท่ีนิยมใช้เป็น
ส่วนผสมส าหรับการแช่เยือกแข็งเซลล์ ไดแ้ก่ ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (dimethylsulfoxide, DMSO) 
และกลีเซอรอล (glycerol) สารเคมีเหล่าน้ีจ  าเป็นอย่างยิ่งต่อการมีชีวิตของเซลล์ สามารถจ าแนก
ออกเป็น 3 ประเภท 
   6.3.1 สารท่ีสามารถซึมผา่นเขา้เซลล์ได ้(permeating cryoprotectants) สาร
กลุ่มน้ีสามารถเขา้ไปแทนน ้าในเซลล ์เพื่อช่วยลดการเปล่ียนแปลงเซลลไ์ดท้นัทีและช่วยป้องกนัการ
เกิดเกล็ดน ้ าแข็ง ไดแ้ก่ กลีเซอรอล (MW 92.1) ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (MW 78.13) และสารกลุ่ม
แอลกอฮอล ์เช่น เมธานอล (MW 32.04) และ โพรเพนไดออล (MW 76.l) 
   6.3.2 สารท่ีไม่สามารถซึมผ่านเขา้เซลล์ได้ มีน ้ าหนักโมเลกุลต ่า (low 
molecular weight non permeating cryoprotectants) สารกลุ่มน้ีท าหนา้ท่ีร่วมกบัสารกลุ่มท่ีสามารถ
ซึมผ่านเขา้เซลล์ได ้ช่วยดึงน ้ าออกจากเซลล์ให้เร็วข้ึน ไดแ้ก่ น ้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น ซูโครส (MW 
342.3) กลูโคส (MW 181.1) ทรีฮาโลส (MW 181.1) และ กาแลคโตส (MW 180.2) 
   6.3.3 สารท่ีไม่สามารถซึมผ่านเขา้เซลล์ได้ มีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง (high 
molecular weight non permeating cryoprotectants) (MW >50,000 Dalton) สารกลุ่มน้ีออกฤทธ์ิ



 

ป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลล์ขณะท่ีอยู่นอกเซลล์ และ และใช้ไดผ้ลดีท่ีความเขม้ขน้ต ่ากว่า ไดแ้ก่ 

Polyvinylpyrrolidone polyvinyl alcohol และ Sodium Hyaluronate 
  6.4 ขั้นตอนการเก็บรักษาและสัดส่วนการใชส้ารป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแขง็ 
  ความส าคญัในการเก็บรักษาเซลล์และเน้ือเยื่อทางทนัตกรรม ไดเ้ร่ิมตน้ข้ึนเม่ือปี 
1966 เพื่อการใชง้านทางดา้นการแพทยใ์นนาม ธนาคารฟัน (103) ไดมี้การศึกษาอีกหลายๆกลุ่มเพื่อ
คน้หาเทคนิคการเก็บรักษา ความถ่ีในการใชส้าร cryoprotectant การควบคุมอุณหภูมิ เพื่อเก็บรักษา
เซลล์ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรม ดงัแสดงในตาราง 4 อยา่งไรก็ตาม วิธีการท่ีเหมาะสมท่ีสุดเพื่อเก็บ
รักษาเซลลต์น้ก าเนิดทางทนัตกรรมเหล่าน้ียงัมีขอ้จ ากดั และตอ้งท าการศึกษาอีกต่อไป 



 

 

ตาราง 4 เทคนิคการแช่เยอืกแขง็และวธีิการท่ีใชเ้ก็บรักษาฟันเพื่อธนาคารฟัน (Tooth banking methods) (12) 
 
 

สถานท่ี
(Location) 

 

ขอ้มูลบ่งใช้
(Indication) 

ขั้นตอนการเก็บรักษา 
(Cryopreservation method) 

Tooth-derived 
stem cell 

Tooth preserved แหล่งอา้งอิง 

United States 
 

Tissue culture 
Autotransplantation 

สารละลาย: น ้าเกลือ/ ยาปฏิชีวนะ/กลีเซอรอล 
การควบคุมอุณหภูมิ: -20°C เป็นเวลา 25 นาที 
อบเยน็ และ แช่ในอ่างแอลกอฮอล ์เป็นเวลา 15 นาที 
จนถึงอุณหภูมิ -80°C 
อุณหภูมิการเก็บรักษา: -80°C 

- - Coburn, 1966 
(103) 

Denmark 
 

Autotransplantation สารละลาย: อาหารเล้ียงเซลลช์นิด DMEM 
10% เซร่ัมมนุษย ์
10% DMSO 
การควบคุมอุณหภูมิ: 
1.2°C/นาที ไปจนถึง อุณหภูมิ -40°C 
6°C/min ไปจนถึง อุณหภูมิ -100°C 
อุณหภูมิการเก็บรักษา: -196°C (ไนโตรเจนเหลว) 
 

- + Schwartz, 1986 
(104) 



 

ตาราง 4 (ต่อ) 
 

สถานท่ี
(Location) 

 

ขอ้มูลบ่งใช้
(Indication) 

ขั้นตอนการเก็บรักษา 
(Cryopreservation method) 

Tooth-derived 
stem cell 

Tooth preserved แหล่งอา้งอิง 

Korea 
 

PDL cell viability สารละลาย: อาหารเล้ียงเซลลช์นิด DMEM F12=3:1 
10% เซร่ัมววั (FBS) 
10% DMSO 
การควบคุมอุณหภูมิ: -196°C 
อุณหภูมิการเก็บรักษา: -196°C (ไนโตรเจนเหลว) 

- - Oh, 2005(105) 

Japan 
 

PDL cell viability สารละลาย:  BAMBANKER 2 (Lymphotec, Tokyo, 
Japan) 10% DMSO 
การควบคุมอุณหภูมิ: โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิ (ABI 
Corp. Ltd.) ใชก้ระแสไฟ (75 mA)ในการสร้าง
สนามแม่เหล็ก 
 -5 °C เป็นเวลา 15 นาที 
0.5°C/นาที ไปจนถึง อุณหภูมิ -30°C 
อุณหภูมิการเก็บรักษา: -150°C 

- + Kaku,2007(94) 



 

ตาราง 4 (ต่อ) 

 
 
 
 

สถานท่ี
(Location) 

 

ขอ้มูลบ่งใช้
(Indication) 

ขั้นตอนการเก็บรักษา 
(Cryopreservation method) 

Tooth-derived 
stem cell 

Tooth preserved แหล่งอา้งอิง 

Taiwan Autotransplantation 
DPSC isolation  
PDLSC isolation 

สารละลาย: BAMBANKER 2 (Lymphotec, Tokyo, 
Japan) 
การควบคุมอุณหภูมิ: โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิ (ABI 
Corp. Ltd.) ใชก้ระแสไฟ (75 mA)ในการสร้าง
สนามแม่เหล็ก 
-5 °C เป็นเวลา 15 นาที 
0.5°C/นาที ไปจนถึง อุณหภูมิ -30°C 
อุณหภูมิการเก็บรักษา: -150°C 

+ + Chang, 2010 
(106) 



 

  6.5 งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิดจากฟันดว้ยวิธีการแช่เยือก
แขง็ 
  การเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิดโดยการแช่เยือกแข็งเร่ิมเป็นท่ียอมรับในปี 2004 (90) 
เป็นการเก็บรักษาทั้งเซลล์และเน้ือเยื่อ ไม่วา่จะเป็นเซลล์อสุจิ เซลล์โอโอไซตม์นุษย ์เพื่อประโยชน์
ทางการแพทย ์หรือเพื่อการรักษาโรคมะเร็งของผูป่้วยท่ีอายุน้อย ปัจจุบนัเทคนิคการเก็บรักษาได้
น ามาใชใ้นการเก็บรักษาเซลลต์น้ก าเนิดมากข้ึน เช่น เซลล์ตน้ก าเนิดเม็ดเลือด (107) เซลล์ตน้ก าเนิด
เน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านม (20) เซลลต์น้ก าเนิดเลือดสายสะดือ เป็นตน้ เน่ืองจากเซลล์ดงักล่าว
ประกอบดว้ยเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีเป็นหน่ึงเดียวจากตวัผูใ้ห้และมีรหัสพนัธุกรรมใกลเ้คียงกบัคนใน
ครอบครัว สามารถเก็บรักษาเซลลต์น้ก าเนิดอนัมีค่าไว ้ส าหรับการรักษาโดยใชเ้ทคโนโลยีสมยัใหม่
ท่ีสามารถใช้เซลล์ต้นก าเนิดได้ในอนาคต เช่น น าไปรักษาโรคหัวใจหรือโรคอัลไซเมอร์ 
นอกจากนั้น เซลล์ตน้ก าเนิดท่ีเก็บยงัเปรียบเสมือนอวยัวะส ารอง ส าหรับการรักษาโรคมะเร็งหรือ
โรคเลือดท่ีอาจจะรักษาใหห้ายไดโ้ดยใชเ้ซลลต์น้ก าเนิด 
  Seo และคณะ ไดท้  าการศึกษาผลกระทบจากการเก็บรักษาแช่เยือกแข็งเซลล์ตน้
ก าเนิดทางทนัตกรรมเป็นคร้ังแรก (19) โดยน าเน้ือเยื่อยึดปริทนัตท่ี์เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวท่ีมี
สารป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็งท่ีมีส่วนผสมระหวา่งซีร่ัมววัร้อยละ 90 และ DMSO ร้อยละ 10 เป็น
เวลา 3 และ 6 เดือน พบวา่ เซลลก์ลุ่มน้ียงัคง คุณลกัษณะเฉพาะ (characteristics) ของเซลล์ตน้ก าเนิด 
ไดแ้ก่ การแสดงออกของการแสดงเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ (STRO-1) การสร้างตวัเป็นกลุ่ม การ
เปล่ียนไปเป็นเซลลจ์  าเพาะ และการสร้างเน้ือเยือ่คลา้ยเคลือบรากฟัน/เยือ่ยดึปริทนัต ์ 
  นอกจากน้ีแลว้ Kaku และคณะ พบวา่การใชโ้ปรแกรมสนามแม่เหล็ก (0.01 mT)
ในขั้นตอนการควบคุมอุณหภูมิการเก็บรักษาฟันทั้งซ่ีเป็นเวลา 1 ปี ท าการเพาะแยกเยื่อยึดปริทนัต ์
จากฟันท่ีเก็บรักษาให้ผลดีต่ออตัราการแบ่งตวัเจริญเติบโตสูงเท่าๆกบักลุ่มเซลล์ท่ีไดจ้ากฟันท่ีเพิ่ง
ถอนใหม่ (94) สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Lee และคณะ ท่ีท าการทดสอบการเก็บรักษาเซลล์ตน้
ก าเนิดจากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันแทข้องมนุษย ์โดยใชเ้ทคนิคการเก็บรักษาดว้ยโปรแกรมแช่แข็ง
(ABI, Chiba, Japan) ควบคู่กบัการใช้สร้างสนามสนามแม่เหล็ก (0.01 mT) โดยใช้ serum-free 
cryopreservation medium (SFM) ร่วมกบั DMSO ร้อยละ 3 ซ่ึงเป็นสารป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็ง 
หลงัการท าละลายเซลลช์นิดน้ียงัคงความสามารถในการยึดเกาะ การแสดงออกของเคร่ืองหมายบน
ผวิเซลลส์ามารถเปล่ียนไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืน และยงัไม่มีการเปล่ียนแปลงของ DNA วิธีการน้ีให้ผล
ดีในการเป็นสารป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแขง็เพื่อใชใ้นกระบวนการเก็บรักษาเซลลต์น้ก าเนิด (108) 
  Lee และคณะท าการทดสอบเซลล์ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรม เก็บรักษาฟันทั้งซ่ีใน
สารป้องกนัการแข็งตวั (cryoprotectant) (BAMBANKER, Lymphotec, Tokyo, Japan) ใช้



 

โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิ (ABI, Chiba, Japan) ท่ีมีสนามแม่เหล็ก แช่ฟันไวเ้ป็นเวลา 7 วนั เพื่อ
ท าการศึกษาผลของการเก็บรักษา พบวา่ เซลลต์น้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันแทข้องมนุษย ์
ท่ีสกดัจากฟันท่ีผา่นการเก็บรักษาแช่เยือกแข็ง มีอตัราการแยกเพาะเล้ียงไดร้้อยละ 73 ไม่พบความ
แตกต่างในด้านลักษณะรูปร่างเซลล์  การแสดงออกของเคร่ืองหมายจ าเพาะ(STRO-1) การ
เปล่ียนไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก และเซลล์สร้างเม็ดไขมนั เม่ือท าการเปรียบเทียบเซลล์ตน้ก าเนิด
จากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันของมนุษยท่ี์ท าการแยกเพาะเล้ียงใหม่ (109) และในปีเดียวกนั Ding 
และคณะ ศึกษาการเก็บรักษาแช่เยือกแข็งเซลล์ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรม ชนิดเซลล์ตน้ก าเนิดจาก
เน้ือเยื่อส่วนปลายรากของมนุษย ์(Stem Cells from Apical Papilla; SCAP) ซ่ึงเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดท่ี
ท าหน้าท่ีเก่ียวกบัการพฒันารากฟันไม่พบความแตกต่างของเซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ีในดา้นความมี
ชีวติของเซลล ์การแบ่งตวัเจริญเติบโต การแสดงออกเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ การสร้างตวัเป็นกลุ่ม 
การเปล่ียนไปเป็นเซลลช์นิดอ่ืน อตัราการตายของเซลล ์และการจดัล าดบัโครโมโซมตามขนาดและ
รูปร่าง (karyotype) แมจ้ะผา่นเก็บรักษาแช่เยอืกแขง็เป็นเวลา 6 เดือน ภายใตไ้นโตรเจนเหลว (110) 
  ในปี 2012 Ma และคณะ ไดท้  าการศึกษาในส่ิงท่ีน่าสนใจยิง่ข้ึน (20) ดว้ยการศึกษา
ผลกระทบจากการแช่เยือกแข็งในเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมฟันน ้ านม
มนุษย ์เป็นเวลามากกวา่ 2 ปี (25–30 เดือน) ในไนโตรเจนเหลว โดยใชซี้ร่ัมววั (FBS) ร้อยละ 90 
และ DMSO ร้อยละ 10 พบวา่ เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ียงัคงรักษาคุณสมบติัความสามารถในการ
รวมตวัเป็นกลุ่ม มีความสามารถในการเกิดใหม่ เซลลมี์การแสดงเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ต่างๆ และ
มีความสามารถในการเปล่ียนแปลงเป็นเซลลช์นิดอ่ืน นอกจากน้ีไดท้  าการรักษาดว้ยเซลล์ตน้ก าเนิด
ท่ีผ่านการแช่เยือกแข็งในหนูทดลอง (MRL/lpr) ท่ีเป็นโรคซิสทีมิคลูปัสอีริทีมาโทซัส(systemic 
lupus erythematosus; SLE) โดยการฉีดเซลล์ตน้ก าเนิดเขา้ทางเส้นเลือดพบวา่ ช่วยให้ปรับความ
ผดิปกติต่างๆของโรคน้ีใหดี้ข้ึน ไดแ้ก่ ช่วงอายขุยัท่ีสั้น ภาวะการสร้าง autoantibody ท่ีสูง และภาวะ
ไตอกัเสบ เซลล์ตน้ก าเนิดชนิดน้ียงัช่วยลด ภาวะท างานมากเกินไปของ interleukin 17 (IL-17) ท่ี
หลัง่มากจากเฮลเปอร์ทีเซลล ์(helper T cells) และพบวา่ มีการลดลงลงของภาวะกระดูกพรุนอีกดว้ย 
  อยา่งไรก็ตาม ยงัไม่เคยมีการศึกษาผลของการเก็บรักษาแบบแช่เยือกแข็งในเซลล์
ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรมเป็นระยะเวลานาน 5-7 ปี โดยท าการตรวจสอบลกัษณะเฉพาะของเซลล์ตน้
ก าเนิด และสามารถมาใช้งานไดจ้ริงในงานดา้นวิศวกรรมเน้ือเยื่อ กล่าวคือการปลูกถ่ายเซลล์ตน้
ก าเนิดในการรักษาผูป่้วยปากแหวา่งเพดานโหว ่ดงันั้น การวิจยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาเซลล์
ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านมในมนุษยท่ี์ผา่นการเก็บรักษาโดยการแช่เยือกแข็งเป็น
เวลา 5-7 ปี โดยพิจารณาจากการสร้างหน่วยโคโลนี การแบ่งตวัเจริญเติบโต การเปล่ียนแปลงไป
เป็นเซลล์ชนิดอ่ืน ขอ้มูลท่ีได้จากการศึกษาในคร้ังน้ี จะเป็นประโยชน์ต่อผูป่้วยปากแหว่งเพดาน



 

โหวใ่นดา้นธนาคารเซลล์ตน้ก าเนิด ซ่ึงไม่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดต่อผูบ้ริจาค รวมทั้งเป็นการสร้าง
องคค์วามรู้ใหม่ในเร่ืองการเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิด ซ่ึงอาจจะพฒันาไปสู่วิธีการและขั้นตอนการ
เก็บรักษาเซลลต์น้ก าเนิด ท่ีช่วยใหมี้ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึนในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที ่3 
 

วสัดุและวธีิการวจิัย 
 
 
  การวจิยัน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการ (in vitro) ในภาชนะเพาะเล้ียง ท่ีไม่ใช้
สัตวท์ดลองท่ียงัมีชีวติอยู ่ซ่ึงผา่นการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวจิยัในมนุษย ์คณะ
ทนัตแพทยศ์าสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์แลว้ 
 
 
1. ผู้เข้าร่วมวจัิย 
 
 
  หลกัเกณฑก์ารคดัเลือกผูเ้ขา้ร่วมงานวจิยัมีดงัน้ี 
  1.เป็นเด็กอาย ุ6-12 ปี ท่ีมีสุขภาพแขง็แรง ไม่มีโรคประจ าตวั 
  2.ไดเ้ขา้รับการรักษาทางทนัตกรรมดว้ยการถอนฟันเพื่อการรักษาจากทนัตแพทย์
ผูเ้ช่ียวชาญซ่ึงเป็นฟันน ้ านมท่ีเร่ิมโยกใกลห้ลุด เน่ืองจากฟันแทก้ าลงัจะงอกข้ึนมาแทนท่ี เลือกเก็บ
ไดท้ั้งฟันตดั ฟันเข้ียว และฟันกรามในช่วงเวลาท่ีด าเนินการวจิยั 
 
 
2. การเกบ็ตัวอย่างเนือ้เยือ่โพรงประสาทฟันน า้นมของมนุษย์ 
 
 
    น าฟันน ้ านมท่ีถอนจากกระดูกเบ้าฟันทั้ งซ่ีใส่หลอดโพลีโพรพิลีนขนาด 50 
มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล์ชนิดแอลฟาเอ็มอีเอ็มท่ีมีฟีนอลแรด (α-MEM; Invitrogen: Gibco) 
ประกอบดว้ยซีร่ัมววัร้อยละ 10 (fetal bovine serum: FBS; J R Scientific, Inc, cat. No. 43635) เพื่อ
น าไปแยกเน้ือเยือ่ในหอ้งปฏิบติัการ ดงัแสดงในภาพ 3.1 
 
 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 3.1 การน าตวัอยา่งฟันไปยงัหอ้งปฏิบติัการ 
 
 
3. การแยกเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เยือ่โพรงประสาทฟันน ้านมของมนุษย์ 
 
 
  ใช้วิธีการคัดแยกเซลล์ด้วยเอนไซม์ส าหรับการย่อยสลายเน้ือเยื่อ (enzymatic 
digestion) โดยมีขั้นตอนต่างๆ ดงัต่อไปน้ี 
  1. ลา้งซ่ีฟันดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลายน์ ท่ีปราศจากเช้ือ (Phosphate 
Buffer Saline; PBS) 2 คร้ัง 
  2.ใช้เคร่ืองมือท่ีไม่มีคมตดัให้ซ่ีฟันแตกออกจากกนั ดงัแสดงในภาพ 3.2 แลว้ใช้
ปลายใบมีดตดัช้ินเน้ือโพรงประสาทฟันออกมาใส่ในจานแกว้ (glass dish)   
  3. ลา้งเน้ือเยือ่ดว้ยสารละลายโพวโิดไอโอดีน นาน 2 นาที 
  4. ลา้งเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านมดว้ยสารละลาย PBS 2 คร้ัง  
  5. ลา้งเน้ือเยือ่ดว้ยอาหารเล้ียงเซลล ์(α-MEM) 1 คร้ัง  
   



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 3.2 ซ่ีฟันแตกออกจากกนัเพื่อท าการน าเน้ือเยือ่ฟันออกมาจากโพรงประสาทฟัน 
 
 
  6. หัน่ช้ินเน้ือโพรงประสาทฟันน ้ านมดว้ยใบมีด (sterile blade) เป็นช้ินเล็กๆดว้ย 
ขนาดประมาณ 1×1×1 มิลลิเมตร  
  7. น าช้ินเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันทั้งหมดไปยอ่ยดว้ยสารละลายเอนไซมร์ะหวา่ง
คอลลาจิเนสชนิดท่ี1 (collagenase type I) ท่ีความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กบั ดิสเปส 
(dipase) ท่ีความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยบรรจุในหลอดโพลีโพรพิลีนขนาด 15 มิลลิลิตร 
  8. น าสารละลายทั้งหมดยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท า
การเขยา่สารละลายทุกๆ 15 นาที เพื่อช่วยในการยอ่ย ดงัแสดงในภาพ 3.3 
  9. กรองสารละลายทั้งหมดดว้ยตวักรอง (Cell Strainers) ขนาด 70 ไมโครเมตร 
(BD Falcon, San Jose, CA)  
  10. ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอดเอปเพน็ดอร์ฟ (Eppendorf Tubes) ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
  11. น าส่วนตะกอนไปเพาะเล้ียงในจานเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตร เติมอาหาร
เล้ียงเซลล์แอลฟาเอ็มอีเอ็มท่ีมีฟีนอลเรด ท่ีผสมดว้ยซีร่ัมววัร้อยละ 10 และยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 ท่ี
ประกอบดว้ย Penicillin, Streptomycin, Kanamycin และ Mycostatin จ านวน 3-5 มิลลิลิตร ดงัแสดง
ในภาพ 3.4 



   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 3.3 น าเน้ือเยือ่ฟันในสารละลายเอนไซมไ์ปยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 

ภาพ 3.4 น าส่วนตะกอนไปเพาะเล้ียงในจานเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตร เติมอาหารเล้ียงเซลล ์
 
 
  12. เพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 
  13. เปล่ียนอาหาร 2 คร้ังต่อสัปดาห์ จนเซลล์เติบโตเต็มจานเล้ียง (ประมาณร้อยละ 
70-80) เซลลท่ี์ใชส้ าหรับการทดลองเป็นเซลลรุ่์นท่ี 3-5 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4. การน าเซลล์ที่เกบ็รักษาโดยการแช่เยอืกแข็งมาเลีย้งใหม่ 
 
 
  1. น าหลอดไครโอไวอลัส์ (Cryovials) ท่ีมีเซลลท่ี์แช่เยอืกแขง็ไวใ้นถงั
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) เป็นเวลา 5-7 ปี ใส่ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิน ้า (water bath) 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จน Cell suspension ละลายเกือบหมดเหลือเกล็ดน ้าแข็งประมาณ 2 
มิลลิลิตร 
  2. ดูด Cell suspension ข้ึนลง 2-3 คร้ัง เพื่อใหเ้ซลลไ์ม่จบัตวัเป็นกลุ่มกอ้น แลว้ดูด 
Cell suspension ทั้งหมด ใส่จานเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตร เติมอาหารเล้ียงเซลล ์ (culture 
media) แอลฟาเอม็อีเอม็ท่ีมีฟีนอลเรด ท่ีผสมดว้ยซีร่ัมววัร้อยละ 10 และยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 ท่ี
ประกอบดว้ย Penicillin, Streptomycin, Kanamycin และ Mycostatin จ านวน 3-5 มิลลิลิตร อยา่ง
ชา้ๆทีละหยดในช่วงตน้ 2-3 หยด เพื่อให้เซลลค์่อยๆปรับตวั 
  3. เพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 
  4. เปล่ียนอาหาร 2 คร้ังต่อสัปดาห์ จนกระทั้งเซลลเ์ติบโตเตม็จานเล้ียง (ประมาณ
ร้อยละ 70-80) เซลลท่ี์ใชส้ าหรับการทดลองเป็นเซลลรุ่์นท่ี 3-5 
 
 
5. การวดัการสร้างหน่วยโคโลนี  
 
 
  1. หวา่นเซลลเ์น้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้ านมลงในจานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 
6 หลุม ดว้ยปริมาณ 1×102 เซลล์ต่อหลุม (n=6) เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์จ  านวน 3 มิลลิลิตร เป็น
เวลา 10 วนั  
  2. เม่ือครบก าหนดเวลาน าเซลล์มาวดัการสร้างหน่วยโคโลนี โดยตรึง (fix) เซลล์
ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ฟอร์มาลีนร้อยละ 4 (buffer formalin) นาน 20 นาที   
  3. ยอ้มดว้ยสีโทลูอิดีนดีนบลูร้อยละ 0.1 (toluidine blue) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
  4. นบัจ านวนโคโลนีท่ีมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางมากกวา่ 2 มิลลิเมตร (74, 78, 111) 
 
 



6. การวดัปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิคเอม็ททีี 
 
 
  1. น าจานอาหารท่ีมีเซลล์ประมาณร้อยละ 70-80 ของพื้นท่ี ดูดเอาอาหารเก่าออก 
แลว้ลา้งดว้ยสารสารละลาย PBS ท่ีปราศจากเช้ือจ านวน 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
  2. ท าการทริปซิไนซ์ (trypsinized) เซลล์ ดว้ย Trypsin – EDTA ร้อยละ 0.25 
(Gibco, USA) จ านวน 3 มิลลิลิตร 
  3. น าไปบ่มในตูเ้ล้ียงเซลล์เป็นเวลา 5 นาทีเม่ือครบก าหนด สังเกตอาหาร ถา้มีสี
ขาวขุ่นแสดงวา่เซลลห์ลุดออกจากจานเพาะเล้ียงแลว้ แลว้น าไปดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
  4. เติมอาหารเล้ียงเซลล์ จ  านวน 3 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาของ Trypsin – 
EDTA ร้อยละ 0.25 
  5. ดูด Cell Suspension ใส่หลอดทดลอง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 1,500 รอบต่อนาที ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  
  6. เม่ือครบเวลาก าหนด สังเกตกน้หลอดทดลองจะมีกลุ่มเซลล์เกาะกนัแน่น ดูด
ของเหลวใสขา้งบนทิ้ง 
  7. เติมอาหารเล้ียงเซลล์จ  านวน 2 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆให้เขา้กนัเพื่อเตรียมการนบั
เซลลด์ว้ย Hemocytometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 10 เท่า 
  8.หวา่นเซลล์เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมลงในจานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 
24 หลุม ดว้ยปริมาณเซลลห์ลุมละ 1×104 เซลล ์เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์(n=6) 
  9. เพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 
  10. ใชเ้วลาในการเพาะเล้ียง 1, 3 และ 7 วนัเปล่ียนอาหารวนัเวน้วนั  
  11. เม่ือครบตามก าหนดเวลา ดูดเอาอาหารเก่าออก แลว้ลา้งดว้ยสารละลาย PBS ท่ี
ปราศจากเช้ือ จ านวน 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
  12. เติมอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มชนิดไม่มีฟีนอลเรด (DMEM, Gibco) หลุมละ 
500 ไมโครลิตร 
  13. เติมสารละลายเอ็มทีที ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(Invitrogen, USA) เพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 



  14. เม่ือครบก าหนดเวลา ดูดอาหารเก่าออกแล้วเติม DMSO ปริมาณ 200 
ไมโครลิตร (Amresco, Geramany) ต่อหลุม เขยา่ใหใ้หสี้ของสารละละลายเขา้กนั 
  15. น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองอ่านค่าบนไมโครเพลทรุ่น Multiskan 
FC ELISA reader (Thermo Scientific) ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร 
  16. จากนั้นใช้ค่าการดูดกลืนแสงเป็นจ านวนเซลล์ตามกราฟมาตรฐานท่ีสร้างข้ึน
จากการวดัความสามารถในการเปล่ียนเอม็ทีทีเป็นผลึกฟอร์มาซานของเซลลท่ี์ทราบจ านวน 
 
 
7. การวดัความสามารถในการสร้างก้อนแร่ธาตุ  
 
 
  1. หวา่นเซลลเ์น้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้ านมลงในจานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 
24 หลุม ดว้ยปริมาณ 1×104 เซลลต่์อหลุม (n=4)  
  2. เพาะเล้ียงจนเซลลเ์จริญเติบโตเตม็จานประมาณร้อยละ 80 ของพื้นท่ี 
  3.เติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเน้ือเยื่อแข็งซ่ึง
ประกอบดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์แอลฟาเอ็มอีเอ็มท่ีมีฟีนอลเรดท่ีมียาปฏิชีวนะร้อยละ 1 ผสมกบักรด
แอสคอร์บิคท่ีมีความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sigma, USA) เดกซาเมทาโซน 100 นาโน
โมลาร์ (Sigma, USA) และเบตา้ กลีเซอโรฟอสเฟต 10 มิลลิโมลาร์ (Sigma, USA) โดยใชเ้ซลล ์
MG-63 เป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก และเซลลท่ี์เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลป์กติเป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ  
  4.โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลว์นัเวน้วนั เป็นเวลา 21 วนั 
  5. เม่ือครบก าหนดเวลา ท าการวดัค่าการสร้างกอ้นแร่ธาตุ โดยท าการลา้งเซลล์ดว้ย
สารละลาย PBS ปราศจากเช้ือ 2 คร้ัง  
  6. ตรึงเซลล์ดว้ยสารละลายพาราฟอร์มาดีไฮด์ร้อยละ 4 จ านวน 300 ไมโครลิตร 
นาน 15 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง (74) 
  7. ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย PBS ท่ีปราศจากเช้ือ 3 คร้ัง 
  8. ยอ้มเซลล์ดว้ยสารลายอะลิซารินเรดเอสร้อยละ 0.5 (Alizarin Red S) (Sigma, 
USA) นาน 30 นาที 
  9. ลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 3 คร้ัง 
  10. บนัทึกภาพดว้ยกลอ้ง (Nikon, Eclipse Ti-S, Digital camera DS-Fi1-U2) 



  11. วดัปริมาณเซลล์ท่ีสร้างกอ้นแร่ธาตุ โดยน าเซลล์ท่ียอ้มบ่มรวมกบั สารละลาย
กรดอะซิติคร้อยละ 10 จ  านวน 500 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที (112) 
  12. ดูดสารละลายทั้งหมดใส่หลอดเอปเพ็นดอร์ฟขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตม้ท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
  13. น าสารละลายป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,400 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 
  14. ดูดสารละลาย 150 ไมโครลิตร น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองอ่านค่า
บนไมโครเพลทรุ่น Multiskan FC ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร 
 
 
8. การวดัความสามารถในการพฒันาเป็นเซลล์สร้างไขมัน  
 
 
  1.หวา่นเซลล์เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมลงในจานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 
24 หลุม ดว้ยปริมาณ 1×104 เซลลต่์อหลุม (n=4)  
  2. เพาะเล้ียงจนเซลลเ์จริญเติบโตเตม็จานประมาณร้อยละ 80 ของพื้นท่ี 
  3. เติมอาหารเล้ียงเซลล์ StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit (Gibco, 
USA, A10070-01) ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลลส์ร้างไขมนั จ านวน 1 มิลลิลิตรต่อหลุม 
  4. เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลว์นัเวน้วนั เป็นเวลา 21 วนั 
  5. เม่ือครบก าหนดเวลาวดัค่าการสร้างเม็ดไขมนั โดยล้างเซลล์ดว้ยสารละลาย 
steriled PBS 2 คร้ัง 
  6. ตรึงเซลล์ดว้ยสารละลายพาราฟอร์มาดีไฮด์ร้อยละ 4 จ  านวน 300 ไมโครลิตร 
นาน 10 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
  7. ลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง 
  8. ยอ้มเซลล์ดว้ยสีออยเรดโอร้อยละ 0.5 (Oil Red O) (Sigma, USA) นาน 1 
ชัว่โมง 
  9. ลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 3 คร้ัง 
  10. บนัทึกภาพดว้ยกลอ้ง (Nikon, Eclipse Ti-S, Digital camera DS-Fi1-U2) 
 
 
 



9. การวเิคราะห์ข้อมูล  
 
 
  ในแต่ละการทดลองใชเ้ซลล์ท่ีน ามารวมกลุ่มกนั (pool cells) จ  านวน 5 ซ่ี (n=5) 
จากตวัอยา่งท่ีไม่ใช่บุคคลเดียวกนั (74, 113) โดยในแต่ละการทดลองท าซ ้ า 3 คร้ัง 
  การตรวจสอบความสามารถในการรวมตวัเป็นกลุ่ม  โดยการเปรียบเทียบระหวา่ง
กลุ่ม ใชก้ารค านวณหาค่าเฉล่ียกลุ่มเซลล์±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) การทดสอบความสามารถใน
การเจริญเติบโตท่ีทดสอบดว้ยเทคนิคเอ็มทีที โดยการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม แสดงเป็นค่าเฉล่ีย
ของค่า OD ±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) โดยวิธี Student’s t-test และการทดสอบการสร้างกอ้นธาตุ 
เลือกใช้สถิติพรรณนาเปรียบเทียบการติดสีในแต่ละกลุ่มตวัอย่าง แสดงค่าเฉล่ียปริมาณเซลล์ท่ี
ละลายออกมา±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน(SD) โดยวิธี Scheffé’s post hoc test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
(confidence interval) 95 เปอร์เซ็นต ์โดยโปรแกรมสถิติเอสพีเอสเอส 16.0 (SPSS 16.0) 
 



บทที ่4 
 

ผลการศึกษา 
 
 

1. การคัดแยกและการเพาะเลีย้ง SHED 
 
 
  จากศึกษาการคดัแยกเซลล์เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมใหม่ (fSHED) มีรูปร่าง
คลา้ยเซลล์ไฟโบรบลาส (fibroblast-like cell) สามารถยึดเกาะจานเพาะเล้ียงในวนัท่ี 7 ของการ
เพาะเล้ียง ดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 A และสามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนไดจ้นเต็มพื้นท่ีดงัแสดงในภาพ 
4.1 B  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 4.1 ลกัษณะรูปร่างของ fSHED (scale bar = 0.2 mm) 
                                 A: วนัท่ี 7 ของการเพาะเล้ียง 
                                 B: fSHED แบ่งตวัเจริญเติบโตร้อยละ 80 ของจานเพาะเล้ียง 
 

A B 



2. การเพาะเลีย้ง SHED ทีผ่่านเกบ็รักษาโดยการแช่เยอืกแข็ง 
 
 
  จากศึกษาการเพาะเล้ียงเซลล์เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม ท่ีผ่านการเก็บรักษา
โดยการแช่เยอืกแขง็เป็นเวลา 5-7 ปี (cSHED) มีรูปร่างคลา้ยเซลลไ์ฟโบรบลาส (fibroblast-like cell) 
สามารถยึดเกาะจานเพาะเล้ียงภายใน 24 ชัว่โมงหลงัการท าละลาย (thawed) ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 
A และสามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนไดจ้นเตม็พื้นท่ีดงัแสดงในภาพ 4.2 B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 4.2 ลกัษณะรูปร่างของ cSHED รุ่นท่ี 2 (scale bar = 0.2 mm) 
                                A: การเพาะเล้ียงหลงั 24 ชัว่โมงของการท าละลาย  
                                B: cSHED แบ่งตวัเจริญเติบโตร้อยละ 80 ของจานเพาะเล้ียง  

 
 
 
 
 
 
 
 

A B 



3. การสร้างหน่วยโคโลนี 
 
 
  จากการวิเคราะห์การสร้างหน่วยโคโลนีของเซลล์ทั้ ง 2 กลุ่ม พบว่ามีลกัษณะ
รูปร่างเซลล ์(cell morphology) ยืดยาวเป็นรูปกระสวย (spindle shape)และ fibroblast-like shape ดงั
แสดงในภาพ 4.4 และผลการสร้างหน่วยโคโลนีของเซลล์ทั้ง 2 เซลล์ไม่แตกต่างกนั (P=0.605) โดย
เซลล์กลุ่มท่ีผ่านการแช่เยือกแข็ง (cSHED) มีค่าเท่ากบั 60.17±5.19 และเซลล์กลุ่มท่ีคดัแยกใหม่ 
(sSHED) มีค่าเท่ากบั 60.50±2.50 ดงัแสดงในภาพ 4.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพ 4.3 เซลลถู์กยอ้มดว้ยสี toluidine blue (scale bar = 0.5mm) 
A: cSHED  
B: fSHED  

 
B 

A B 



 
 
ภาพ 4.4 แผนภูมิแท่งค่าเฉล่ียจ านวนการสร้างหน่วยโคโลนี ระหวา่งเซลลก์ลุ่มท่ีผา่นการแช่เยือก

แขง็ (cSHED) กบัเซลลก์ลุ่มท่ีคดัแยกใหม่ (fSHED) 
 
 
4. การแบ่งตัวเจริญเติบโต 
 
 
  ผลการศึกษาการแบ่งตวัของเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม
พบว่าเซลล์ของทั้ง 2 กลุ่ม สามารถเพิ่มจ านวนมากข้ึนตามระยะเวลาท่ีท าการเพาะเล้ียงได้ไม่
แตกต่างกนัในวนัท่ี 1 (P=0.960) และวนัท่ี 3 (P=0.919) อยา่งไรก็ตามเซลล์เน้ือเยื่อโพรงประสาท
ฟันน ้านมในกลุ่มเซลลเ์ก่าท่ีผา่นการแช่เยอืกแขง็ (cSHED=5.64±0.539)  ในระยะการเพาะเล้ียงวนัท่ี 
7 มีการเพิ่มจ านวนเซลลต์ ่ากวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P=0.003)เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์เน้ือเยื่อ
โพรงประสาทฟันน ้านมในกลุ่มเซลลท่ี์คดัแยกใหม ่(fSHED=7.39±0.748) ดงัแสดงในภาพ 4.6  
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ภาพ 4.5 การเพิ่มจ านวนของเซลล์ท่ีวดัดว้ยเทคนิคเอ็มทีที (MTT assay) ของเซลล์เน้ือเยื่อโพรง
ประสาทฟันน ้านมของกลุ่มเซลลท่ี์ผา่นการแช่เยอืกแข็ง (cSHED) และเซลล์ท่ีคดัแยกใหม่ (fSHED) 
โดยแกนตั้งแสดงค่าการดูดกลืนแสง ( Absorbance) เฉล่ียของปริมาณเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร
เล้ียง และแกนนอนแสดงระยะเวลาเพาะเล้ียงเซลล ์(* : P<0.05) 
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5. การสร้างก้อนแร่ธาตุ 
 
 
  ผลจาการศึกษาการสร้างกอ้นแร่ธาตุขอเซลล์ทั้ง 3 กลุ่ม พบวา่เซลล์ทุกกลุ่มท่ีเล้ียง
ดว้ยอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีการชกัน าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดูกเป็นเวลา 21 วนั 
มีการสร้างกอ้นแร่ธาตุท่ีไม่แตกต่างกนั ดงัแสดงในภาพ4.7 และผลการวดัเชิงปริมาณโดยการน า
ตวัอยา่งท่ียอ้มสีน าไปบ่มดว้ยกรดอะซิติกร้อยละ 10 และวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีค่าความยาวคล่ืน 
405 นาโนเมตร (111) พบวา่ ไม่มีความแตกต่างระหวา่งกลุ่มเซลล์กลุ่ม cSHED (P = 0.853) และ
กลุ่ม fSHED (P = 0.853) แต่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งกลุ่ม MG-63 ซ่ึง
เป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก (positive control) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม cSHED (P=0.004) และกลุ่ม 
fSHED (P=0.005) ดงัแสดงในภาพ 4.8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 4.6 ผลการทดสอบในการสร้างกอ้นแร่ธาตุ (mineralized nodules) (scale bar = 0.2 mm) 
A: เซลลต์น้ก าเนิดจากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันท่ีผา่นการแช่เยอืกแขง็ (cSHED)  
B: เซลลต์น้ก าเนิดจากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟันน ้านมท่ีคดัแยกใหม่ (fSHED)  
C:  เซลล ์MG-63, D-F: กลุ่มเซลลท่ี์เล้ียงในอาหารปกติซ่ึงก าหนดใหเ้ป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ  
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ภาพ 4.7 ค่าการวดัการดูดกลืนแสงในเชิงปริมาณ (Quantification of extracted alizarin red S) ของ
เซลล ์3 กลุ่มท่ีผา่นการยอ้มดว้ยสี Alizarin red S ณ วนัท่ี 21 ของการเล้ียง โดยแกนตั้งแสดงค่าค่า
การดูดกลืนแสงเฉล่ียของเซลลท่ี์มีการพอกตวัแคลเซียม (calcification) และแกนนอนแสดงกลุ่ม
เซลล ์
 
 
6. การสร้างการพฒันาเป็นเซลล์สร้างไขมัน 
 
 
  ผลการศึกษาการพฒันาเป็นเซลล์สร้างไขมนัของเซลล์กลุ่ม cSHED และ fSHED 
ดว้ยการเล้ียงเซลล์ดว้ยอาหารชนิดพิเศษท่ีชกัน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ adipocyte เป็น
เวลา 28 วนัพบวา่เซลลท์ั้งสองสามารถการสร้างกอ้นไขมนัได ้ดงัแสดงในภาพ 4.9 
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ภาพ 4.8 ความสามารถในการพฒันาเป็นเซลล์สร้างไขมนัของเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรง
ประสาทฟันน ้านม (scale bar = 0.2 mm) 
A: เซลลต์น้ก าเนิดท่ีผา่นการแช่เยอืกแขง็ (cSHED)  
B: เซลลต์น้ก าเนิดท่ีเพาะเล้ียงใหม่ (fSHED)  
C-D: กลุ่มเซลลท่ี์เล้ียงในอาหารชนิดปกติซ่ึงก าหนดใหเ้ป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ  
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บทที ่5 
 

สรุปอภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 
 
 
1. สรุปอภิปรายผล 
 
 
  วตัถุประสงค์งานวิจัยคร้ังน้ีเพื่อต้องการอธิบายและวิเคราะห์คุณสมบัติทาง
ชีวภาพขของเซลล์กลุ่ม cSHED และ fSHED ซ่ึงก่อนหน้าน้ี ไดท้  าการศึกษาเปรียบเทียบระหวา่ง
เซลล์ 2 กลุ่มน้ี (20) เหตุผลท่ีเลือกใช้เซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม (SHED) 
เน่ืองดว้ยสามารถคดัแยกจดัเก็บไดง่้ายสะดวกและมีปัญหาดา้นจริยธรรมนอ้ยกวา่เม่ือเทียบเทียบกบั
เซลล์ตน้ก าเนิดจากไขกระดูก (62) Miura  และคณะ (9) พบวา่เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม 1 ซ่ี 
สามารถให้เซลล์ตน้ก าเนิด 12-20 เซลล์และเม่ือท าการเพาะเล้ียงต่อไป เซลล์เหล่าน้ีสามารถสร้าง
เป็นกระดูกได้ 100% นอกจากน้ี SHED มีการแสดงออกของคุณสมบติัเซลล์ต้นก าเนิดชนิด 
multipotent ในการเปล่ียนเป็นเซลล์อ่ืนไดห้ลากหลายเช่น เน้ือฟันและกอ้นกระดูก (65,114) เซลล์
ผนงัหลอดเลือด และเซลล์ประสาท (63,114) ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่ SHED ท่ีเก็บรักษาโดย
การแช่เยอืกแขง็ ในระยะเวลา 5-7 ปี ยงัสามารถคงคุณสมบติัท่ีน ามาใชง้านได ้จึงช่วยให้การใชง้าน
ทางดา้นคลินิกและวิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูกในอนาคตมีความเป็นไปไดสู้งและมีประสิทธิภาพท่ีดี 
การศึกษาคร้ังน้ีเราแสดงใหเ้ห็นวา่ การเก็บเซลล์ตน้ก าเนิดในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 5-7 ปี ไม่ท า
ให้เกิดการเปล่ียนแปลงของลกัษณะรูปร่างเซลล์ ทั้ง cSHED และ fSHED การแสดงออกของ
ลกัษณะเซลล ์fibroblast ท่ีเหมือนกนั การมีชีวิตรอด การสร้างหน่วยโคโลนี และการแบ่งตวัรวมทั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์ทั้งสองกลุ่มไม่พบความแตกต่างกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองก่อน
หน้าน้ี (20, 114) การวดัการรวมตวัเป็นกลุ่มของเซลล์พบวา่การหว่านเซลล์จ  านาน 10 เซลล์ต่อ
ตารางเซนติเมตรท าใหไ้ดจ้  านวนกลุ่มโคโลนีสูง (77) อยา่งไรก็ตาม การแบ่งตวัเจริญเติบโตในวนัท่ี 
7 ในกลุ่ม cSHED มีค่าต ่ากวา่กลุ่ม fSHED อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงมีหลายปัจจยัท่ีส่งผลให้การ
แบ่งตวัของเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีผ่านการแช่เยือกแข็งลดน้อยลง ไดแ้ก่ ขั้นตอนก่อนการแช่แข็งเซลล ์
การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิและระยะเวลาของการจดัเก็บ และขั้นตอนหลงัการแช่แข็งเซลล์ (115) 
และสาเหตุการตายของเซลล์ส่วนใหญ่เกิดจากน ้ าแข็งภายในเซลล์ระหวา่งขั้นตอนการแช่เยือกแข็ง 
(90,116) อย่างไรก็ตามแมเ้ซลล์ท่ีผา่นการแช่เยือกแข็งจะแบ่งตวัเจริญเติบโตไดน้อ้ยในวนัท่ี 7 แต่



ยงัคงสามารถท าหน้าท่ีในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนได้ดี  อย่างเช่นการศึกษา
ความสามารถในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนของเซลล์ท่ีผา่นการแช่เยือกแข็ง ท าการศึกษาการ
เปล่ียนไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก  (Osteogenic Differentiation) พบว่าเซลล์กลุ่มน้ีสามารถ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดูกได ้ซ่ึงผลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีเก่ียวขอ้งกบัสภาพแวดลอ้ม
ท่ีเหมาะสมในอาหารชนิดพิเศษท่ีเล้ียงเซลลแ์ละแหล่งท่ีมาของเซลล ์แสดงให้เห็นถึงความส าคญัใน
การก าหนดการแสดงออกฟีโนไทป์ของเซลล์ตน้ก าเนิด (117) ดว้ยเหตุน้ี SHED จึงเป็นท่ีสนใจใน
การใชเ้ซลล์ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรมเพื่อใชง้านการแพทยท์างเลือกใหม่ (Regenerative medicine) 
(118, 119) ท่ีส าคญัใช้เซลล์จ  านวนค่อนขา้งน้อย (ประมาณ 1×106 เซลล์) ส าหรับการใช้งาน
วิศวกรรมเน้ือเยื่อ (119, 120) จากการศึกษาความสามารถในการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนนั้น 
พบขอ้จ ากดัในการหวา่นจ านวนเซลลล์งในจานเพาะเล้ียง หากมีจ านวนเซลลท่ี์มากเกิน ส่งผลให้เกิด
ความเสียหายในการทดสอบ กล่าวคือ มีผลใหเ้ซลลท่ี์เพาะเล้ียงไวห้ลุดลอกออกเป็นแผน่ในระหวา่ง
การทดลอง จากการศึกษาก่อนหนา้น้ี พบวา่การหวา่นเซลล์จ  านวน 800-1000 เซลล์ต่อพื้นท่ีตาราง
เซนติเมตรของจานเพาะเล้ียงนั้น นบัว่าเป็นจ านวนเหมาะสมสุดในการแบ่งตวัเจริญเติบโตไดผ้ล
ผลิต (yield )สูงสุดเหมาะส าหรับการเพาะเล้ียงในระยะเวลายาวนาน นอกจากน้ีพบวา่รูปร่างของ
เซลลมี์ลกัษณะเรียวเป็นกระสวยอีกดว้ย (121) และผลการศึกษาการวดัปริมาณการสร้างกอ้นแร่ธาตุ 
พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทั้งสองกลุ่ม เช่นเดียวกบัการทดลองก่อนหนา้น้ี (95) อยา่งไรก็ตามไดมี้
งานวิจยัก่อนหน้าน้ี พบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีท าละลายหลังการแช่แข็งมีการลดลงของการแสดง
เคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ เช่น CD90 และ CD166 (122) ซ่ึง CD 166 เป็นโปรตีนท่ีพบในเซลล์ตน้
ก าเนิดซ่ึงท าหน้าท่ีเก่ียวกับการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกและโบนโมโฟจินิซิส (bone 
morphogenesis) ชกัน าใหเ้กิดการสร้างและการเปล่ียนแปลงและช่วยคุมควบการสร้างกระดูก (123) 
และ CD 90 เป็นโปรตีนจ าเพาะในเซลล์ตน้ก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มอล ซ่ึงเป็นตวับ่งบอกการ
เจริญเติบโตของเซลลส์ร้างกระดูก ซ่ึงมีการเพิ่มจ านวนนอ้ยลงเม่ือเกิดกระบวนการจบัตวัของแร่ธาตุ
เกิดข้ึนภายในเซลล์ (124) นอกจากน้ียงัมีการศึกษาพบว่า การใช้สนามแม่เหล็กในการเก็บรักษา
เซลล์ตน้ก าเนิดทางทนัตกรรม ช่วยเพิ่มความสามารถในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์สร้าง
กระดูก (osteoblast like cell) (125) สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้น้ีพบวา่สนามแม่เหล็กช่วยช่วย
เพิ่มศกัยภาพการแสดงเป็นเซลล์สร้างกระดูกไดดี้กว่ากลุ่มท่ีเก็บรักษาแบบลดอุณหภูมิลงชา้ๆ (94, 
95,109) ดงันั้น ผลการศึกษาน้ีสามารถน าไปประยกุตใ์ชง้านเพื่อการเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิดในคร้ัง
ต่อๆไป เพื่อใหเ้ซลลย์งัคงแสดงออกของการสร้างเซลลก์ระดูก  
  ส าหรับการเหน่ียวน าใหเ้กิดการสร้างกอ้นไขมนัของเซลล์ทั้ง 2 กลุ่มนั้น การศึกษา
คร้ังน้ีพบวา่เซลล์มีการสร้างกอ้นไขมนัทั้งสองกลุ่ม และสามารถตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์



ดว้ยการยอ้มสี Oil red O (126) อยา่งไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ี พบการสร้างกอ้นไขมนัในปริมาณ
ท่ีนอ้ย อาจเพราะใชร้ะยะเวลาในการเหน่ียวน าเพียง 4 สัปดาห์ ซ่ึง Muira และคณะ(9) ไดร้ายงาน
ก่อนหน้าน้ีว่า หลงัจากสัปดาห์ท่ี 5 ของการเหน่ียวน า มีเพียงร้อยละ 5 ของเซลล์ท่ีเล้ียงท่ีมี
ความสามารถสร้างในการสร้างกอ้นไขมนั แสดงใหเ้ห็นวา่เซลล์ตน้ก าเนิดท่ีผา่นเก็บรักษาเป็นระยะ
เวลานาน 5-7 ปี ยงัคงรักษาคุณสมบติัการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมนั เซลล์กระดูก ส าหรับ
เซลล์กระดูกอ่อนไม่ได้ด าเนินการทดสอบในการศึกษาคร้ังน้ี และเน่ืองจากข้อก าหนดของ 
International Society for Cellular Therapy (ISCT) ซ่ึงไดก้ าหนดไวใ้นปี 2006 วา่เซลล์ตน้ก าเนิด
ชนิดมีเซนไคมอล ควรยึดเกาะติดพื้นผิวจานเพาะเล้ียงได ้มีการแสดงออกเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์
ไดแ้ก่  CD105,CD73, CD90 และไม่แสดดงออกเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ไดแ้ก่ CD45, CD34, CD14 
หรือ CD11b, CD79α, CD19 และ HLA-DR และสามารถมีเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนได้
นอ้ยสุด 3 สายสกุล (lineages) ไดแ้ก่ เซลล์สร้างกระดูก เซลล์สร้างไขมนั และเซลล์สร้างกระดูก
อ่อน โดยท าการตรวจสอบดว้ยวธีิการยอ้มดว้ยสีในเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการ (127) ดงันั้น
ในการศึกษาคร้ังต่อไป จึงควรทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดูกอ่อน การ
แสดงออกเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ และท าการทดลองในสัตวท์ดลองเพื่อศึกษาการสร้างและฟ้ืนฟู
กระดูกใหม่ เพื่อเป็นเหตุผลยืนยนัไดช้ดัเจนยิ่งข้ึนของความสามารถและคุณสมบติัของเซลล์ท่ีผา่น
การแช่เยอืกแขง็ในระยะเวลานานถึง 5-7 ปี 
  จากการศึกษาคร้ังน้ี ใชส้ารป้องกนัการเกิดเกล็ดน ้ าแข็งชนิด DMSO ความเขม้ขน้
ร้อยละ 10 เช่นเดียวงานวจิยัก่อนหนา้น้ีท่ีท าการศึกษาเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อส่วนปลายราก พบ
อตัราการฟ้ืนตวัร้อยละ 73 (110) ซ่ึงอตัราส่วนน้ีไดถู้กน าไปใชใ้นการเก็บรักษาเน้ือเยื่อและเซลล์ตน้
ก าเนิดทางทนัตกรรม เช่น เซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อปริทนัต์ (19) และเซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรง
ประสาทฟันแท ้(128) ท่ีท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 6 เดือนและ 2 ปี ตามล าดบั 
  นอกจากน้ี ได้มีการศึกษาค้นพบวิธีการเพิ่มศกัยภาพสารป้องกันการเกิดเกล็ด
น ้ าแข็งในการแช่เยือกแข็งเซลล์ตน้ก าเนิดตน้ก าเนิด เพื่อเพิ่มอตัราการมีชีวิตของเซลล์หลงัการท า
ละลาย เช่น การใชท้รีฮาโลส (trehalose) ซ่ึงเป็นน ้ าตาลโมเลกุลคู่มีคุณสมบติัป้องกนัการเสียสภาพ
ของโปรตีน โดยเฉพาะอย่างยิ่งภายใตส้ภาพเยือกแข็งหรือ อุณหภูมิต ่าและป้องกนัการสูญเสียน ้ า
ระหว่างการท าละลาย (129) ซ่ึงการศึกษาพบว่า ทรีฮาโลสจะช่วยปกป้องเซลล์และช่วยเพิ่มการมี
ชีวติของเซลลส์ัตวท่ี์ผา่นการแช่เยอืกแขง็ (130, 131) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ De Rosa และคณะ
(132) ท่ีใช ้DMSO ร้อยละ 4 + trehalose ร้อยละ 6 + FBS ร้อยละ 90 เป็นสารป้องกนัการเกิดเกล็ด
น ้ าแข็ง พบวา่เป็นอตัราส่วนเหมาะสมส าหรับการใชเ้ก็บรักษาแช่เยือกแข็งเซลล์ ท าให้เซลล์มีชีวิต
รอดเพิ่มข้ึน เพิ่มประสิทธิภาพในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืน และลดผลกระทบจากการใช ้



DMSO นอกจากสารป้องกนัการเกิดเกล็ดน ้ าแข็ง ท่ีอาจจะมีผลต่อการฟ้ืนตวัของเซลล์หลงัการท า
ละลายแลว้ วธีิการคดัแยกเซลล์ยงัส่งผลต่ออตัราการรอดชีวติของเซลลต์น้ก าเนิดจากฟันดว้ยเช่นกนั 
จากงานวจิยัของ Ding และคณะ (110) ศึกษาการเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิดจากเน้ือเยื่อส่วนปลายราก 
(SCAP) ดว้ยวธีิการแช่เยอืกแขง็ท าการลดอุณหภูมิใหเ้ป็นไปอยา่งชา้จากอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชัว่โมง -20 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง -80 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมงและ -196 องศา
เซลเซียส นาน 6 เดือน พบอตัราการรอดชีวติร้อยละ 73 ในขณะท่ีการแช่เซลลเ์น้ือเยื่อโพรงประสาท
ฟันน ้ านมท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้น ลดอุณหภูมิลง 1 องศาเซลเซียสต่อนาที ไป
จนถึง -80 องศาเซลเซียส เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 3-9 เดือน พบอตัราการเจริญเติบโต
เพียงแค่ร้อยละ 43 (133) อาจเป็นเพราะการศึกษาน้ี คดัแยกเซลล์ด้วยวิธีการไม่ใช้เอนไซม ์
(outgrowth) ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่ วิธีการคดัแยกเซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม
ดว้ยวิธีการใชเ้อนไซมย์อ่ยสลายเน้ือเยื่อ (enzymatic digestion) มีผลท าให้การแบ่งตวัเจริญเติบโต 
การรวมตวัเป็นกลุ่ม การแสดงเคร่ืองหมายบนผิวเซลล์ (Stro-1, CD146) สูงกวา่กลุ่มเซลล์ท่ีคดัแยก
ดว้ยวธีิการไม่ใชเ้อนไซม ์(outgrowth) และมีความสามารถในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์สร้างไขมนัได้
ดีกวา่ (134) 
 
 
2. สรุปผลการวจัิย 
 
 
  การเก็บรักษาเซลล์ตน้ก าเนิดเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม ท่ีคกัแยกดว้ยวิธีการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ในสารป้องกนัการเกิดเกล็ดน ้าแขง็ (cryoprotectant) ท่ีมี DMSO ร้อยละ 10 โดยวิธี
ลดอุณหภูมิลดลงชา้ๆเป็นระยะเวลานาน 5-7 ปี เซลล์ยงัคงความสามารถในการแบ่งตวัเจริญเติบโต 
การรวมตวัเป็นกลุ่ม และความสามารถในการเปล่ียนเป็นเซลล์กระดูก และเซลล์สร้างกอ้นไขมนัได ้
ตามคุณสมบติัพื้นฐานจ าเพาะของเซลลต์น้ก าเนิด  
 
 
 
 
 
 



3. ข้อเสนอแนะส าหรับการวจัิยคร้ังต่อไป 
 
 
   การวิจยัในคร้ังน้ีจ  ากดัเพียงขั้นตอนการศึกษาคุณสมบติัเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีผา่นการ
แช่เยอืกแขง็เป็นระยะเวลา 5-7 ปี ซ่ึงสามารถสรุปผลการเสนอแนะได ้ดงัต่อไปน้ี 
  1. ผลการวิจยัคร้ังน้ี สามารถพิสูจน์ไดว้่าเซลล์ท่ีผ่านการเก็บรักษาเซลล์ตน้ก านิด
ในระยะเวลา 5-7 ปี สามารถน าไประยกุตใ์ชง้านในดา้นการบ าบดัรักษาดว้ยเซลล์ตน้ก าเนิด ธนาคาร
เซลลต์น้ก าเนิดได ้
  2. เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการฟ้ืนตวัของเซลล์ตน้ก าเนิดหลงัการท าลายละลายให้มี
อตัราการมีชีวิตรอดมากยิ่งข้ึน ตอ้งปรับปรุงเทคนิคในห้องปฏิบติัการ (in vitro) ในขั้นตอนการเก็บ
รักษา เช่น การใชส้นามแม่เหล็กในขั้นตอนการเก็บรักษา และการใชส้ารป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็ง
ท่ีเหมาะสม  
  3. การวจิยัคร้ังน้ี ยงัขาดการตรวจสอบการเหน่ียวน าให้เป็นเซลล์สร้างกระดูกอ่อน 
เพื่อพิสูจน์ความเป็นเซลลต์น้ก าเนิดชนิดมีเซนไคมอล และการทดลองในสัตวท์ดลองเพื่อตรวจสอบ
ความสามารถในการสร้างกระดูกเพื่อเป็นขอ้มูลและมีเหตุผลเพียงพอในการใชง้านกบัผูป่้วยไดใ้น
อนาคต  
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วสัดุและอุปกรณ์ 
 
 
1. สารละลายการเลีย้งเซลล์ในห้องปฏิบัติการ (Cell Culture Laboratory) 
               1.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเซลลช์นิด α-MEM (Alpha-minimum essential 
medium) pH 7.2  

  ละลายส่วนผสมในน ้ากลัน่จ  านวน 800 ml. ปรับค่า pH 7.2 ดว้ยสารละลายไฮโดร
คลอริก (HCl) ปรับปริมาตรเป็น 1000 ml. กรองดว้ยตวักรองและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
  1.2 เอนไซมค์อลลาจิเนสชนิดท่ี 1(Collagenases type I 30 mg/ml) 

 
  1.3 เอนไซมดิ์สเปส (Dispase 40 mg/ml) 

 
  1.4 สารละลายแอล-แอสคอร์บิคเอซิด (L-ascorbic acid 100 mM) 

   
   
 

α-MEM (Invitrogen: Gibco, cat.no. 11900-24) 13.9 g. 
NaHCO3 (Merck, USA) 2.2 g. 

ผงคอลลาจิเนส (Sigma, USA, cat.no. C0130-100MG)    30 mg. 
น ้ากลัน่ 1 ml. 

ผงคอลลาจิเนส (Sigma, USA, cat.no. C0130-100MG)    30 mg. 
น ้ากลัน่ 1 ml. 

ผงแอล-แอสคอร์บิค เอซิด (Sigma,USA, cat.no. A4544-25G)     100 mg. 
น ้ากลัน่ 5.68 ml. 
สารละลายแอสคอร์บิค เอซิด (100 mM) 50 µl 
ในอาหารเล้ียงเซลล ์ 100 ml 



 
  1.5 สารละลายเดกซาเมททาโซน (Dexamethasone 50 µM) 

 
  1.6 สารละลายเบตา้-กลีเซอโรฟอสเฟต (β-glycerophosphate 1 M) 

 
  1.7 ยาปฏิชีวนะ (Antibiotics 20 %)  

 

ผงเดกซาเมททาโซน (Sigma, USA, cat.no. D4902-25MG)  25 mg. 
แอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ 100% 1 ml. 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ (ความเขม้ขน้ 254.81 µM) 250 ml. 
ปรับความเขม้ขน้ของ  stock solution เป็น 250 µM จ านวน 100 ml. 

ดูด stock solution เดิม (ความเขม้ขน้ 254.81 µM) 98.10 ml. 

น ้ากลัน่ 1.90 ml. 

ได ้ stock solution ใหม่ ท่ีความเขม้ขน้ 250 µM 100 ml. 

เตรียม working solution ความเขม้ขน้ 50 µM จ านวน 10 ml. 

ดูด  stock solution ใหม่ ท่ีความเขม้ขน้ 250 µM 2 ml. 

น ้ากลัน่ 8 ml. 

สารละลายเดกซาเมททาโซน (50 µM) 200 µl. 

ในอาหารเล้ียงเซลล ์ 100 ml. 

ผงเบตา้-กลีเซอโรฟอสเฟต (Sigma, USA, cat.no.G9891-25G)            21.64 g. 
น ้ากลัน่ 100 ml. 
สารละลายเบตา้-กลีเซอโรฟอสเฟต (1 M) 1 ml. 
ในอาหารเล้ียงเซลล ์ 100 ml. 

Penicillin 1,000,000 Unit/5ml. 
Streptomycin       1 g/5ml. 
Kanamycin 1 g/5ml. 
Nycostatin 5 ml. 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 100 ml. 



  1.8 การเตรียมสารละลาย Phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4 

  ละลายส่วนผสมในน ้ากลัน่จ  านวน 800 ml. ปรับค่า pH 7.2 ดว้ยสารละลายไฮโดร
คลอริก(HCl) ปรับปริมาตรเป็น 1000 ml. ฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 120 องศา-
เซลเซียส นาน 15 นาทีและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
 
2. เทคนิคเอม็ทที ี(MTT Assay) 
  2.1 สารละลาย MTT ความเขม้ขน้ 5 mg/ml 

  
3. การย้อมสีเซลล์ (Cell Staining) 
  3.1 การเตรียมสารละลาย paraformaldehyde ความเขม้ขน้ 4% 

  แหวง่สารละลายดว้ยเคร่ือง stirrer ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หยดสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 1 หยด และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
  3.2 การเตรียมสารละลาย formalin ความเขม้ขน้ 10% 

 
 
 

โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 8 g. 
โปแทสเซียมคลไรด ์(KCl) 0.2 g. 
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 ) 1.44 g. 
โปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 )      0.24 g. 

ผง MTT 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide 
(Invitrogen, USA, cat.no. M6494-1G) 

50 mg. 

สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 10 ml. 

ผงพาราฟอร์มาลดีไฮด ์(Sigma, USA, cat.no.15,812-7)                   4.21g. 
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 100 ml. 

ผงพาราฟอร์มาลดีไฮด ์(Sigma, USA, cat.no.15,812-7)                   4.21g. 
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 100 ml. 



  3.3 การเตรียมสียอ้ม Toluidine Blue O ความเขม้ขน้ 0.1% 

 
  3.4 การเตรียมสียอ้ม Alizarin Red O ความเขม้ขน้ 5% 

  ปรับค่า pH 4.2-4.3 ดว้ยสารละลายไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ 
 
  3.5 การเตรียมสียอ้ม Oil Red O ความเขม้ขน้ 30 %  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ผงสี Toluidine blue O (Sigma, USA, cat.noT3260-25G)             0.01 g. 
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 9 ml. 
สารละลาย paraformaldehyde ความเขม้ขน้ 4% 1 ml. 

ผงสี Alizarin red S (Sigma, USA, cat.no. A5533-25G)               0.5 g. 
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) 10 ml. 

ผงสี Oil red O (Sigma, USA, cat.no. D4902-25G) 0.5 g. 
ท าละลายในสารละลาย isopropanol (100%) 10 ml. 
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เอกสารรับรองความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมในงานวจัิย 
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แบบเสนอโครงการวจัิยเพือ่การพจิารณารับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมในการวจัิย 
คณะทนัตแพทยศาสตร์  มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

 
 
1. โครงการวจัิย 

(ภาษาไทย) การวิเคราะห์คุณสมบติัเซลล์ต้นก าเนิดจากฟันน ้ านมหลังผ่านการแช่เยือกแข็ง  
(ภาษาองักฤษ) Analysis of Cryopreserved   Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous 
Teeth 

1.1 ประเภทของโครงการวจิยั 
Intervention                                  Non Intervention 

1.2 จ านวนสถานพยาบาลท่ีร่วมวจิยั 
Multicenters (ในประเทศ)   
Multicenters (ร่วมกบัต่างประเทศ)         

                     Single center 
2. ช่ือ-ที่อยู่ หัวหน้าโครงการวิจัยและผู้ร่วมวิจัยทุกท่านท่ีสามารถติดต่อไดส้ะดวก (กรณีที่เป็น

นักศึกษาให้ระบุรายละเอยีดของอาจารย์ทีป่รึกษาด้วย) 
 ช่ือหัวหน้าโครงการ  

(ภาษาไทย) …นางสาวอรอรนงค ์ ปานแกว้ 
(ภาษาองักฤษ) Miss.Onanong  Parnkaew 
คุณวฒิุ  วทิยาศาสตรบณัฑิต  ต าแหน่งทาง  - 
ภาควชิา  วศิวกรรมชีวการแพทย ์โทรศพัท…์…089-9749905……………….... 

อาจารย์ทีป่รึกษา 
(ภาษาไทย) …ผศ.ดร สุทธาทิพย ์กมลมาตยากุล 
(ภาษาองักฤษ) Asst.Prof.Dr. SUTTATIP KAMOLMATYAKUL 
คุณวฒิุ ทนัตแพทยศาสตรดุษฎีบณัฑิต ต าแหน่งทางวชิาการ ผูช่้วยศาสตราจารย ์ 
ภาควชิา  ทนัตกรรมป้องกนั โทรศพัท ์ 074-287561 /0891983399 
 



3. แหล่งทุนสนับสนุนการวจัิย  
  งบประมาณแผ่นดินและทุนอุดหนุนวิจัยเพื่อวิทยานิพนธ์ บัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ 
4. วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
  เพื่อวิเคราะห์ความสามารถในการแบ่งตวัเจริญเติบโต (Proliferation) ความสารถ
ในการรวมตวัเป็นกลุ่ม (Clonogenic capacity) และความสารถในการแบ่งตวัเป็นเซลล์อ่ืนไดห้ลาย
ชนิด (Multilineage Differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิดท่ีผ่านการเก็บรักษาในระยะยาวใน
หอ้งปฏิบติัการ 
5. การด าเนินการวจัิย 
5.1 สถานท่ีท าการวจิยั ศูนยว์จิยักลาง คณะทนัตแพทยศาสตร์  
5.2 กรณีท่ีด าเนินโครงการวจิยัท่ีโรงพยาบาลทนัตกรรม 
 (   ) มีค่าใช้จ่ายท่ีเก่ียวข้องกับโรงพยาบาลทันตกรรม จ านวน............................บาทเพื่อเป็นค่า
................................ 
(   ) ไดข้ออนุมติัให้ยกเวน้ในเร่ือง...............................................................(กรุณาแนบหนงัสือท่ีไดรั้บการ
อนุมติัใหย้กเวน้) 
(   ) ไม่มีค่าใชจ่้ายท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรงพยาบาลทนัตกรรม 
5.3ประชากรท่ีเขา้รับการศึกษา 
  5.3.1 เกณฑก์ารคดัเลือก (Inclusion Criteria) ประชากร 
  คดัเลือกฟันน ้ านมของเด็กทีมีสุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตวัโดยมีขอ้บ่งช้ีใน
การถอนเพื่อการรักษาจากทนัตแพทยผ์ูเ้ช่ียวชาญ ซ่ึงเป็นฟันน ้ านมท่ีเร่ิมโยกใกลห้ลุด เน่ืองจากฟัน
แทท่ี้ก าลงังอกข้ึนมาแทน เลือกเก็บไดท้ั้งฟันตดั ฟันเข้ียว และฟันกราม 

 5.3.2 เกณฑก์ารคดัออก (Exclusion Criteria) ประชากร 
 โดยเลือกฟันน ้านมท่ีไม่มีรอยผแุละรอยโรคปลายราก  
  5.3.3 จ  านวนประชากรทุกกลุ่ม 
 เด็กอาย ุ6-10 ปี จ  านวน 10 คน 
 5.3.3.การเพาะเล้ียงเซลล ์(Cell culture) 

  ภายหลงัการถอนฟัน เก็บฟันตวัอยา่งใส่ลงในหลอดพลาสติกท่ีมีฝาเกลียวปิดสนิท 
ภายในบรรจุอาหารเล้ียงเซลล ์โดยเก็บตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและน ามาเพาะเล้ียงเซลล์
ภายใน 24 ชัว่โมง ท าความสะอาดฟันดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เซลายน์ท่ีปราศจากเช้ือ เพื่อก าจดัเลือด
และส่ิงสกปรกออกจากตวัฟัน จากนั้นดึงเน้ือเยื่อออกจากโพรงฟัน น ามาตดัเป็นช้ินเล็กๆ น าไปยอ่ย



ดว้ยเอนไซม์ท่ีผสมดว้ย คอลลาจิเนสชนิดท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรมิลลิลิตร 
(Gibco, USA)และดิสเปสท่ีความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง เขยา่ทุกๆ15 นาทีเพื่อการยอ่ยไดดี้ข้ึน กรองสารละลายทั้งหมดดว้ยดว้ยเมมเบรนข
นาด 70 ไมโครเมตร จากนั้นน าไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที และน าส่วนตกตะกอนไปเพาะเล้ียงในจานเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตรใน
อาหารเล้ียงเซลล์แอลฟาเอ็มอีเอ็มท่ีมีฟีนอลเรด (α-MEM; Invitrogen: Gibco) ท่ีผสม FBS (fetal 
bovine serum) 20% และยาปฏิชีวนะ 1% ท่ีประกอบดว้ย penicillin, streptomycin, Kanamycin และ 
Mycostatin จ านวน 3-5 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์วนัเวน้วนั จนกระทัง่เซลล์เติบโตเต็ม
จานเล้ียง เซลลท่ี์ใชส้ าหรับการทดลองเป็นเซลลรุ่์นท่ี 3-4 
5.4 ส่ิงท่ีผูว้ิจยัต้องการศึกษา (Intervention) และจะให้ (Administer) กับประชากรท่ีเข้าร่วม
การศึกษาตอ้งระบุรายละเอียด: ไม่มี 
5.5 ส่ิงท่ีประชากรท่ีศึกษาจะไดรั้บหรือจะตอ้งปฏิบติันอกเหนือไปจากขอ้ 5.4: ไม่มี 
5.6 ระยะเวลาการวจิยั ใชเ้วลาในการวจิยัประมาณ 6 เดือน 
6. ข้อพจิารณาด้านจริยธรรม 
6.1 เหตุผลและความจ าเป็นท่ีตอ้งวจิยัในคน 
  จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า Seo และคณะได้ประสบผลส าเร็จการศึกษา
คุณสมบติัเบ้ืองจากเซลล์ตน้ก าเนิดเอ็นยึดปริทนัต์ท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็งเป็นเวลา 3-6 เดือน
เช่นเดียวกับ Ma และคณะท่ีพบว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมยงัคง
คุณสมบติัของเซลลต์น้ก าเนิดไวแ้มผ้า่นการแช่แขง็เป็นระยะเวลานาน (2-3 ปี)  ดงันั้นในการศึกษาน้ี 
ผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะน าเซลล์ตน้ก าเนิดจากโพรงประสาทฟันน ้ านมท่ีผ่านการแช่เก็บรักษามาแล้ว
ประมาณ 5-7 ปี มาตรวจสอบคุณสมบติัของเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีผา่นการแช่เก็บรักษาในระยะยาวโดย
น ากลบัมาเพาะเล้ียงใหม่ (cell recovery)เพื่อระบุความสามารถในการเกิดแบ่งตวั (Proliferation) 
ความสารถในการรวมตวัเป็นกลุ่ม (Clonogenic capacity) และความสารถในการแบ่งตวัเป็นเซลล์
อ่ืนไดห้ลายชนิด (Multilineage Differentiation) โดยการศึกษาคร้ังน้ีใช้เซลล์ passage 3-4 (P3-
P4)ใหเ้ซลลต์น้ก าเนิดจากโพรงประสาทฟันน ้ านมท่ีท าการคดัแยกกลุ่มใหม่ เป็นตวัควบคุมเชิงบวก 
(Positive control)  
6.2ประโยชน์ท่ีจะไดรั้บจากการวจิยัน้ี รวมทั้งประโยชน์ต่อประชากรท่ีเขา้ร่วมในโครงการวจิยั 
  สามารถใชเ้ซลลต์น้ก าเนิดจากโพรงประสาทฟันน ้านมท่ีผา่นการเก็บรักษาใน
ระยะยาวมารักษาโรคในช่องปาก เช่น ปากแหวง่เพดานโหวแ่ละโรคทางระบบอ่ืนๆต่อไป 



6.3 ความเส่ียงท่ีประชากรท่ีเขา้ร่วมการศึกษาจะไดรั้บ ตอ้งระบุทั้งโอกาสท่ีจะเกิด รายละเอียดของ
ความเส่ียงท่ีอาจจะเกิด และมาตรการป้องกนัและรักษารวมทั้งการชดเชยท่ีผูว้ิจยัไดเ้ตรียมไว ้
  ไม่มีความเส่ียง เน่ืองจากฟันน ้ านมท่ีได้นั้นเป็นฟันท่ีมีข้อบ่งช้ีการถอนเพื่อการ
รักษาตามความจ าเป็นจากการวนิิจฉยัโดยทนัตแพทย ์
6.4 หลกัฐานหรือขอ้มูล (เอกสารอา้งอิง) ท่ีแสดงให้เห็นว่าการวิจยัน้ีน่าจะมีความปลอดภยัต่อ
ประชากรท่ีเขา้ร่วมการศึกษา 

  1. Miura M, Gronthos S, Zhao M, Lu B, Fisher LW, et al. SHED: Stem cells 
from human exfoliated deciduous teeth. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100: 5807–5812. 

  2. Kerkis I, Kerkis A, Dozortsev D, Stukart-Parsons GC, Gomes Massironi SM, 
Pereira LV, et al. Isolation and characterization of a population of immature dental pulp stem 
cells expressing OCT4 and other embryonic stem cell markers. Cells Tissues Organs 2006; 
184:105-16. 

  3. L, Makino Y, Yamaza H, Akiyama K, Hoshino Y, et al. Cryopreserved Dental 
Pulp Tissues of Exfoliated Deciduous Teeth Is a Feasible Stem Cell Resource for Regenerative 
Medicine. PLoS ONE 2013; 7(12): e51777. 

  4. Seo B, Miura M, Sonoyama W, Coppe C, Stanyon R, Shi S. Recovery of stem 
cells from cryopreserved periodontal ligament. J Dent Res, 2005; 84:907-912. 
6.5 แบบหนงัสือยนิยอมเขา้ร่วมการศึกษาของประชากรท่ีเขา้ร่วมในการวิจยัท่ีระบุขอ้มูลต่าง ๆ ตาม
แบบท่ีคณะกรรมการฯก าหนดตามเอกสารแนบทา้ย 
7. รายช่ือ ทีอ่ยู่และคุณวุฒิของผู้ร่วมวจัิยทุกคน 

1.นางสาวอรอนงค ์ปานแกว้  
ช่ือนกัวจิยั (ภาษาองักฤษ) : Miss. Onanong  Parnkaew)             
รหสันกัศึกษา : 5510320015                                                   
หลกัสูตร : วทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต     
สาขาวชิา :  วศิวกรรมชีวการแพทย ์ คณะ แพทยศาสตร์ 
2.ผศ.ดร สุทธาทิพย ์กมลมาตยากุล 
ช่ือนกัวจิยั(ภาษาองักฤษ) : Asst.Prof.Dr. SUTTATIP KAMOLMATYAKUL 
ท่ีอยูท่ี่สามารถติดต่อได ้: ภาควชิาทนัตกรรมป้องกนั คณะทนัตแพทยศาสตร์ 
 
 

http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/121409555/main.html,ftx_abs#BIB90#BIB90


8. ให้เติมข้อความต่อไปนี ้พร้อมลงลายมือช่ือหัวหน้าโครงการวจัิยและผู้ร่วมวจัิยทุกคน 
  ผูเ้สนอโครงการวิจยัสัญญาว่าคณะผูว้ิจยัจะด าเนินการวิจยัตามรายละเอียดท่ีระบุ
ไวใ้นขอ้เสนอโครงการวิจยัอย่างเคร่งครัด หากมีการแกไ้ขขอ้เสนอโครงการวิจยั ผูเ้สนอโครงการ
จะแจง้ให้คณะกรรมการฯ ทราบโดยเร็ว เพื่อการพิจารณาอนุมติั  นอกจากน้ีหากประชากรท่ีรับไว้
ในโครงการวิจัยน้ีเกิดผลข้างเคียงหรืออนัตรายจากการวิจัย หรือหากมีข้อมูลองค์ความรู้ใหม่
เก่ียวกบัประโยชน์หรือโทษจากแหล่งอ่ืนในระหว่างท าการศึกษา หวัหน้าโครงการวิจยัจะรายงาน
ให้คณะกรรมการจริยธรรมในการวิจยั   คณะทนัตแพทยศาสตร์  ทราบโดยเร็ว และจะส่งรายงาน
การวิจยัจ านวน 1 ชุด  ให้คณะกรรมการฯ ภายใน  6  เดือน  เม่ือการวิจยัส้ินสุดลงหรือเม่ือการวิจยั
ถูกยกเลิก 
9. ลงลายมือช่ือของหัวหน้าโครงการวจัิย   
9.1 กรณีท่ีเป็นโครงการวิจยัท่ีเป็นวทิยานิพนธ์ จะตอ้งมีช่ือ พร้อมลายเซ็นของผูค้วบคุมวทิยานิพนธ์
หลกัดว้ย 
9.2 กรณีท่ีเป็นโครงการ Junior Project ใหอ้าจารยท่ี์ปรึกษาเป็นหวัหนา้โครงการ 

 
 

ลงช่ือ
........................................................................

. 
  (นางสาวอรอนงค ์ ปานแกว้) 

 
หวัหนา้โครงการ 

 
ลงช่ือ

............................................................. 
(ผศ.ดร สุทธาทิพย ์กมลมาตยากุล) 

 
          อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 

 
 

 



ภาคผนวก ง 
 
 

ใบเชิญชวน 
 
 

ขอเชิญเข้าร่วมโครงการวจัิยเร่ือง  การวิเคราะห์คุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดจากฟันน า้นมหลงัผ่าน                    
การแช่เยอืกแข็ง 

 
 

เรียน  ท่านผู้อ่านทีนั่บถือ 
 

  ขา้พเจา้ น.ส.อรอนงค ์ ปานแกว้   นกัศึกษาหลกัสูตร...วศิวกรรมชีวการแพทยค์ณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  ใคร่ขอเล่าถึงโครงการวิจยัท่ีก าลงัท าอยู่และขอเชิญ
ชวนท่านเขา้ร่วมโครงการน้ี 

ฟันเป็นอวยัวะหน่ึงท่ีสามารถพบเซลล์ตน้ก าเนิด โดยสามารถพบได้ในเน้ือเยื่อ
โพรงประสาท(Dental pulp) เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม (Human exfoliated deciduous teeth) 
เอ็นยึดปริทนัต ์(Periodontal ligament) ในปี 2003 Miura และคณะไดป้ระสบความส าเร็จในการ
คน้พบเซลล์ตน้ก าเนิดจากฟันน ้ านม จากการศึกษาพบว่าเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านมท่ีพบมี
ความสามารถเจริญเติบโตไดอ้ย่างรวดเร็ว และสามารถเปล่ียนไปเป็นเซลล์จ  าเพาะชนิดอ่ืนๆได้
หลายชนิด นอกจากนั้นยงัพบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดจากฟันน ้ านม ยงัมีคุณสมบติัสามารถสร้างก้อน
กระดูก สร้างเน้ือฟันและมีการแสดงออกของเซลล์ประสาท เม่ือเพาะเล้ียงในเน้ือสมองหนูทดลอง 
ซ่ึงจากการศึกษาน้ีเกิดแนวในความคิดท่ีจะน า เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันน ้ านม มาเป็นแหล่งของ
เซลล์ตน้ก าเนิดท่ีใช้ในการรักษาทางคลินิกส าหรับการรักษาโรคและวิศวกรรมเน้ือเยื่อแข็งให้กบั
ผูป่้วยในอนาคต  

ถา้ท่านตดัสินใจเขา้ร่วมในโครงการน้ีเป็นการใชฟั้นน ้านมบุตร/หลานของท่าน ซ่ึง
จ าเป็นจะตอ้งไดรั้บการถอนเพื่อการรักษาตามปกติ โดยมีขั้นตอนดงัน้ีคือคดัเลือกฟันน ้ านมของเด็ก
ทีมีสุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตวั โดยมีข้อบ่งช้ีในการถอนเพื่อการรักษาจากทนัตแพทย์
ผูเ้ช่ียวชาญซ่ึงเป็นฟันน ้ านมท่ีเร่ิมโยกใกลห้ลุด เน่ืองจากฟันแทท่ี้ก าลงังอกข้ึนมาแทน เลือกเก็บได้
ทั้งฟันตดั ฟันเข้ียว และฟันกราม โดยฟันน ้ านมท่ีไดน้ั้นท าการคดัแยกและเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเพื่อใช้



ในการทดลองในห้องปฏิบติัการ และจะท าการขอการขออนุญาตการใช้รักษาเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีได้
จากการเก็บจากโครงการน้ีใช้ รวมทั้งบุตร/หลานท่านจะได้รับการรักษาตามวิธีมาตรฐานอย่าง
ครบถว้น โดยผูรั้บผดิชอบโครงการวจิยัน้ีคือ  

1.นางสาวอรอนงค ์ปานแกว้ สถานท่ีติดต่อ สถาบนัวิศวกรรมชีวการแพทย ์คณะ
แพทยศาสตร์ เบอร์โทรศพัท ์0899749905 อีเมล ์phiyok@hotmail.com 

2. ผศ.ดร สุทธาทิพย ์กมลมาตยากุล สถานท่ีติดต่อภาควชิาทนัตกรรมป้องกนั คณะ
ทนัตแพทยศาสตร์ เบอร์โทรศพัท ์074-287561 /0891983399 

ไม่ว่าท่านจะเขา้ร่วมในโครงการวิจยัน้ีหรือไม่   ท่านจะยงัคงไดรั้บการรักษาท่ีดี
เช่นเดียวกับผูป่้วยคนอ่ืนๆ และถ้าท่านตอ้งการท่ีจะถอนตวัออกจากการศึกษาน้ีเม่ือใด  ท่านก็
สามารถกระท าไดอ้ยา่งอิสระ 

หากท่านมีค าถามใด ๆ ก่อนท่ีจะตัดสินใจเข้าร่วมโครงการน้ี  โปรดซักถาม
คณะผูว้จิยัไดอ้ยา่งเตม็ท่ี 

 
              ขอขอบคุณเป็นอยา่งสูง 

 
        

                       นางสาวอรอนงค ์ ปานแกว้ 
           หวัหนา้โครงการ   

                          
 
หมายเหตุ :-  กรุณาอ่านข้อความให้เข้าใจก่อนเซ็นช่ือยนิยอมเข้าร่วมโครงการ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก จ 
 
 

แบบยนิยอมเข้าร่วมการศึกษา 
 
 

โครงการวจัิยเร่ือง  การวเิคราะห์คุณสมบัติเซลล์ต้นก าเนิดจากฟันน า้นมหลงัผ่านการแช่เยอืกแข็ง 
 
วนัท่ี……เดือน……………………..……พ.ศ.……….…… 
 
ขา้พเจา้....................................................................................................ผูป้กครองของ ด.ช. /ด.ญ./
นาย/น.ส.........................................................อายุ..............ปี  อาศยัอยู่บ้านเลขท่ี.……….
ถนน……………..……ต าบล……….………….อ าเภอ……...………..จงัหวดั…………..………... 
ไดอ่้าน/ไดรั้บการอธิบายจากผูว้ิจยัถึงวตัถุประสงคข์องการวิจยั  วิธีการวิจยั  อนัตรายหรืออาการท่ี
อาจเกิดข้ึนจากการวจิยัหรือจากยาท่ีใช ้ รวมทั้งประโยชน์ท่ีจะเกิดข้ึนจากการวจิยัอยา่งละเอียดและมี
ความเขา้ใจดีแลว้ 
 
 หากข้าพเจ้าได้รับผลข้างเคียงจากการวิจัย  ข้าพเจ้าจะได้รับการปฏิบัติ/การชดชย
ดังน้ี…………..……………………......................................................................โดยผู ้รับผิดชอบ
โครงการวจิยัน้ีคือ  
1.นางสาวอรอนงค ์ปานแกว้ สถานท่ีติดต่อ สถาบนัวศิวกรรมชีวการแพทย ์คณะแพทยศาสตร์ เบอร์
โทรศพัท ์089-9749905  
2. ผศ.ดร สุทธาทิพย ์กมลมาตยากุล…….สถานท่ีติดต่อ…ภาควิชาทนัตกรรมป้องกนั คณะทนัต
แพทยศาสตร์เบอร์โทรศพัท…์ 074-287561 /0891983399 
หรือเม่ือมีปัญหาใดๆ เกิดข้ึนเน่ืองจากการท าวจิยัในเร่ืองน้ีขา้พเจา้สามารถร้องเรียนไปท่ีคณบดีคณะ
ทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์    อ.หาดใหญ่    จ.สงขลา 90112  โทรศพัท์ 074-
28-7500 
 
 หากผูว้จิยัมีขอ้มูลเพิ่มเติมทั้งดา้นประโยชน์และโทษท่ีเก่ียวขอ้งกบัการวิจยัน้ี  ผูว้ิจยัจะแจง้
ใหข้า้พเจา้ทราบอยา่งรวดเร็ว  โดยไม่ปิดบงั 



 
 ขา้พเจา้มีสิทธิท่ีจะของดการเขา้ร่วมโครงการวิจยัโดยมิตอ้งแจง้ให้ทราบล่วงหนา้โดยการ
งดการเขา้ร่วมการวิจยัน้ี  จะไม่มีผลกระทบต่อการไดรั้บบริการหรือการรักษาท่ีขา้พเจา้จะไดรั้บแต่
ประการใด 
 
 ผูว้ิจยัรับรองว่าจะเก็บขอ้มูลเฉพาะท่ีเก่ียวกบัตวัขา้พเจา้เป็นความลบั จะไม่เปิดเผยขอ้มูล
หรือผลการวิจยัของขา้พเจา้เป็นรายบุคคลต่อสาธารณชน  จะเปิดเผยได้เฉพาะในรูปท่ีเป็นสรุป
ผลการวจิยั  หรือการเปิดเผยขอ้มูลต่อผูมี้หนา้ท่ีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสนบัสนุนและก ากบัดูแลการวจิยั 
 
ขา้พเจา้ไดอ่้าน/ไดรั้บการอธิบายขอ้ความขา้งตน้แลว้  และมีความเขา้ใจดีทุกประการ  จึงไดล้งนาม
ในใบยนิยอมน้ีดว้ยความเตม็ใจโดยนกัวจิยัไดใ้หส้ าเนาแบบยนิยอมท่ีลงนามแลว้กบัขา้พเจา้เพื่อเก็บ
ไวเ้ป็นหลกัฐาน  จ านวน  1  ชุด 
 

ลงช่ือ…………..……….………………ผูย้นิยอม 
ลงช่ือ……………………………………บิดา/มารดา/ผูใ้ชอ้  านาจปกครอง 

ลงช่ือ……………………....……………หวัหนา้โครงการ 
ลงช่ือ……………………………..………พยาน 
ลงช่ือ………………………….…………..พยาน 

 
หมายเหตุ: ผูเ้ขา้ร่วมโครงการท่ียงัไม่บรรลุนิติภาวะและสามารถเขียนหนงัสือไดใ้ห้เซ็นช่ือยินยอม
เขา้ร่วมโครงการดว้ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ฉ 
 
 

ใบยนิยอมเกบ็ตัวอย่างชีวภาพเพือ่ศึกษาวจัิยในอนาคต 
คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

 
 
ช่ือโครงการวจิยั การวเิคราะห์คุณสมบติัเซลลต์น้ก าเนิดจากฟันน ้านมหลงัผา่นการแช่เยือกแขง็ 
หวัหนา้โครงการวจิยัฯ น.ส.อรอนงค ์ ปานแกว้ 
หน่วยงาน  สาขาวศิวกรรมชีวการแพทย ์ คณะแพทยศาสตร์  
รหสัโครงการวจิยัฯ (ถา้มี)  
แหล่งทุนวจิยั (ถา้มี) งบประมาณแผน่ดิน 
ผูข้อการยนิยอม  ทพ./ทพญ./นาย/นาง/ นางสาวอรอนงค ์ นามสกุล ปานแกว้ 
หน่วยงาน  สาขาวศิวกรรมชีวการแพทย ์ คณะแพทยศาสตร์ 
ผูใ้หก้ารยนิยอม  (นาย/นาง/นางสาว)...............................นามสกุล........................................ 
โรค/ภาวะ/การบาดเจบ็     (ระบุเหตุท่ีเขา้รับการรักษา)....................................................................... 
1.การยนิยอม  
[  ] ยนิยอมใหเ้ก็บตวัอยา่งชีวภาพ (ระบุชนิด เช่น ฟัน เน้ือเยือ่ทัว่ไป เลือด เป็นตน้)...........................
ของขา้พเจา้ 
      [  ] ยินยอมให้เก็บตัวอย่างชีวภาพ (ระบุชนิด เช่น ฟัน เน้ือเยื่อทั่วไป เลือด เป็น
ต้น ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ข อ ง บุ ต ร /    ผู ้ อ ยู่ ใ น ค ว า มป ก ค ร อ ง ข อ ง ข้ า พ เ จ้ า  ช่ื อ
..........................................................นามสกุล................................................... อายุขณะเ ก็บ
ตวัอย่าง..................ปี ตรวจ/ใช้ศึกษาวิจยั (ระบุประเภท/ชนิดการตรวจทางห้องปฏิบติัการ/ทาง
คลินิก)   
.............................................................................................................................  
2. ขา้พเจา้เขา้ใจและไดรั้บค าอธิบายว่า การเก็บตวัอย่างชีวภาพเพื่อศึกษาวิจยัในอนาคต น ามาซ่ึง
ประโยชน์ของการวินิจฉัย/ การรักษา/การป้องกันใหม่ การเก็บตัวอย่างชีวภาพคร้ังน้ีไม่เกิด
ประโยชน์โดยตรงต่อการดูแลรักษาโรค/ภาวะ/บาดเจ็บของขา้พเจา้ในปัจจุบนั อน่ึง ขา้พเจา้ไดรั้บรู้
รับทราบว่า ตวัอย่างทางชีวภาพ (ระบุชนิด เช่น ฟัน/เน้ือเยื่อฟัน) ของขา้พเจา้/บุตร/ ผูอ้ยู่ในความ
ปกครองของขา้พเจา้ ไม่มีการศึกษา/การทดลอง/การตดัต่อสารพนัธุกรรมใดๆทั้งส้ิน 



3. ขา้พเจา้รับทราบวา่ ตวัอยา่งชีวภาพไดรั้บการเก็บรักษาโดยระบุรหสั โดยปราศจากช่ือและขอ้มูล
ท่ีสามารถพิสูจน์ทราบเก่ียวกบัขา้พเจา้ 
4. ขา้พเจา้เขา้ใจและทราบดีว่า ตวัอย่างทางชีวภาพเป็นสมบติัของขา้พเจา้ ส าหรับการศึกษาวิจยั
ตวัอย่างชีวภาพเหล่าน้ี ไม่ว่า โครงการวิจยัฯ ท่ีระบุขา้งตน้หรือโครงการวิจยัฯ อ่ืนในอนาคต ตอ้ง
ไดรั้บการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมในวิจยั คณะทนัตแพทยศาสตร์ ทั้งน้ีภายใตร้ะเบียบท่ี
คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ก าหนดในเวลาน้ีหรือในภายหนา้ 
5. ขา้พเจา้ยนิยอมใหแ้บ่งปันตวัอยา่งชีวภาพใหก้บัโครงการศึกษาวิจยัอ่ืน เฉพาะโครงการศึกษาวิจยั
ท่ี ได้ รับการ รับรองจากคณะกรรมการจ ริยธรรมในการวิจัย  คณะทันตแพทยศาสต ร์ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์เท่านั้น โดยหัวหนา้โครงการ วิจยัฯ ขา้งตน้ และ/หรือ คณะกรรมการ
จริยธรรมในการวจิยั คณะทนัตแพทศาสตร์ ในกรณีท่ีหวัหนา้โครงการวจิยัฯ 
    ข้างต้นพ้นจากหน้าท่ีราชการ/พนักงานของคณะทันตแพทยศาสตร์ คณะกรรมการ
จริยธรรมในการวจิยัเป็นผูพ้ิจารณาวา่    
    โครงการวิจยัฯ/ นักวิจยัโครงการใดเป็นผูไ้ด้รับความเห็นชอบในการศึกษาวิจยัตวัอย่าง
ชีวภาพของขา้พเจา้ 
6. ขา้พเจา้รับทราบวา่ ขา้พเจา้มีสิทธิเพิกถอนการยินยอมของขา้พเจา้ไดทุ้กเม่ือ และเม่ือใดก็ตามท่ี
ข้ า พ เ จ้ า แ จ้ ง ค ว า มป ระส ง ค์ ใ ห้ กับหั วหน้ า โ ค ร ง ก า ร วิ จัย ฯ  ณ  หม า ย เ ล ข โท รศัพ ท์
....................................................ทั้งตวัอย่างชีวภาพและส่ิงท่ีเช่ือมโยงไปถึงบนัทึกขอ้มูลทาง
การแพทยข์องขา้พเจา้ตอ้งไดรั้บการท าลายทิ้ง นอกจากน้ี ขา้พเจา้มีสิทธิท่ีปฏิเสธการให้ขอ้มูลใหม่ 
นอกเหนือจากบนัทึกขอ้มูลทางการแพทยท่ี์คงอยูใ่นปัจจุบนั 
7. ขา้พเจา้รับทราบว่า ในกรณีเป็นตวัอย่างชีวภาพของผูเ้ยาว์ เม่ือผูเ้ยาวบ์รรลุนิติภาวะเจา้ของ
ตวัอยา่งชีวภาพมีสิทธิเพิกถอนการยนิยอมไดทุ้กเม่ือ เช่นเดียวกบัความในขอ้ 8 
8. ขา้พเจา้รับทราบวา่ การตรวจทางห้องปฏิบติัการเพื่อศึกษาวิจยัในอนาคต มีโอกาสพบปัจจยัเส่ียง
ทางการแพทยท่ี์ไม่ ประจกัษ์ชดัในปัจจุบนั และหากขอ้มูลดงักล่าวเป็นปัจจยัท านาย/ชวนเกิด อนั
ส่งผลร้ายถึงสุขภาพของขา้พเจา้ โดยมีหลกัฐานทางการแพทยป์ระจกัษช์ดัเจน ขา้พเจา้/บุตร/ผูอ้ยูใ่น
ความปกครอง (ผูใ้หก้ารยนิยอมร่วม) ของขา้พเจา้มีความประสงคใ์หด้ าเนินการ ดงัน้ี 
 [  ] ไม่ประสงครั์บรู้รับทราบ 
 [  ] ประสงครั์บรู้รับทราบ โดยหวัหนา้โครงการวิจยัฯ มีหนา้ท่ีตอ้งรายงานให้ขา้พเจ้ารับรู้รับทราบ 
ณ สถานท่ีติดต่อ สถาบนัวิศวกรรมชีวการแพทย ์คณะแพทยศาสตร์ โทรศพัท์ 089-9749905 อีเมล ์
phiyok@hotmail.com. และ/หรือผูใ้กล้ชิดของข้าพเจ้า ช่ือนางสาวสุภาพร  นามสกุลแสงเกิด 



สถานท่ีติดต่อ สถาบนัวศิวกรรมชีวการแพทย ์คณะแพทยศาสตร์ โทรศพัท ์08-8363770 อีเมล์  dek-
subya@hotmail.com 
9. เม่ือมีปัญหาใดๆเกิดข้ึนอนัเป็นผลมาจากการท าวิจยัในโครงการวิจยัฯ ขา้พเจา้สามารถร้องเรียน
ไปท่ีคณบดีคณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ต าบลคอหงส์ อ าเภอหาดใหญ่ 
จงัหวดัสงขลา 90112โทรศพัท ์074-28-7500 
ขา้พเจา้ยินยอมเก่ียวกบัระยะเวลาการเก็บรักษาตวัอย่างชีวภาพของขา้พเจา้/บุตร/ผูอ้ยู่ในปกครอง 
โดยให้เก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา....................................................ปี (ระบุตามความประสงค์ของผูใ้ห้
การยนิยอม แต่ไม่เกิน 10 ปี) และหากนกัวิจยัจะน าไปใชต้อ้งผา่นความเห็นชอบจากคณะกรรมการ
จริยธรรมอีกคร้ังหน่ึงจึงจะน าไปใชไ้ด ้
 
 
 ............................................................ผูใ้หก้ารยนิยอม             ................................................ผูเ้ยาว ์
(.......................................................)                                  (..............................................................)                                                    
วนัท่ี.............เดือน......................พ.ศ.................                    วนัท่ี.............เดือน..................พ.ศ......   
 
.....................................................ผูข้อการยนิยอม                 
(.............................................................) 
วนัท่ี.............เดือน......................พ.ศ............. 
 
..................................................................พยาน                                            
(............................................................) 
วนัท่ี.............เดือน.............พ.ศ................  
  
..........................................................พยาน   
(..............................................................)  
วนัท่ี.............เดือน.............พ.ศ.................         
 
 
 
 



ประวตัิผู้เขยีน 
 
ช่ือ สกุล  นางสาวอรอนงค ์ ปานแกว้ 
รหสัประจาตวันกัศึกษา   5510320015 
 วฒิุ   ช่ือสถาบนั   ปีท่ีส าเร็จการศึกษา 
วทิยาศาสตร์บณัฑิต          มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์                                2552 
(สัตวศาสตร์) 
ทุนการศึกษา (ท่ีไดรั้บในระหวา่งการศึกษา) 
งบประมาณแผน่ดิน 
ทุนอุดหนุนงานวจิยัเพื่อวทิยานิพนธ์ 2557 
ต าแหน่งและสถานท่ีท างาน  
เจา้หนา้ท่ีธุรการ บริษทั ทริปเปิลที บรอดแบนด ์จ ากดั (มหาชน) 
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