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บทคัดย่อ 

 

 

การรักษาสภาวะการพร่องเซลล์ต้นก าเนิดลิมบัส (Limbal Stem Cell Deficiency; LSCD) 

ประสบความส าเร็จโดยการใชเ้ทคนิคการปลูกถ่ายเซลล์ตน้ก าเนิดลิมบสัเพาะเล้ียงรวมทั้งเน้ือเยือ่บุ

ผิวช่องปากเพาะเล้ียงในผูป่้วยท่ีมีอาการพร่องเซลล์ตน้ก าเนิดลิมบสัโดยนกัวิจยัหลายกลุ่มและดว้ย

หลายเทคนิค การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อท าการเพาะเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดลิมบสัและเซลล์เยื่อบุ

ผิวช่องปากของกระต่ายบนเยื่อหุ้มรกของมนุษย ์เล้ียงร่วมกบั 3T3 fibroblast เพื่อน าไปปลูกถ่ายใน

กระต่ายก่อนท่ีจะน ามาใชใ้นการรักษามนุษย ์และท าการศึกษาการสร้างผิวดวงตาใหม่หลงัการปลูก

ถ่ายเซลล์เพาะเล้ียง นอกจากน้ียงัท าการศึกษาหาสารแช่แข็งท่ีเหมาะสมส าหรับแช่แข็งเซลล์และ

เน้ือเยื่อ การศึกษาน้ีใช้กระต่ายพนัธ์ุ New Zealand white จ านวน 6 ตวั แบ่งออกเป็นสองกลุ่ม กลุ่ม

ละ 3 ตัวเพื่อท า limbal และ oral mucosal biopsies ตามล าดับ การเพาะเล้ียงท าโดยใช้เทคนิค 

explants culture ใช้ เยื่ อ หุ้ ม รกของม นุษ ย์ เป็ นพื้ น ผิ วยึด เก าะ  เล้ี ย ง ร่วมกับ  3T3 fibroblast 
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และใชเ้ทคนิค air-lifting เน้ือเยือ่บุผวิท่ีเพาะเล้ียงไดจ้ากเน้ือเยือ่สดมีการเรียงตวัเป็นชั้นประมาณ 2-5 

ชั้น เซลลใ์นชั้นฐานมีรูปทรงเป็นส่ีเหล่ียมลูกบาศกแ์ละรูปร่างแบนลงในชั้นผิว และพบวา่ไม่มีความ

แตกต่างกันระหว่างเซลล์ท่ี เพาะเล้ียงได้จากเน้ือเยื่อลิมบัสและเน้ือเยื่อบุผิวช่องปาก พบการ

แสดงออกของ p63 ในเซลล์ชั้นฐานและชั้นกลาง  การแสดงออกของ K3 พบในเซลล์ชั้นผิวและชั้น

กลาง และการแสดงออกของ Cx43 พบกระจายอยูใ่นทุกชั้น เน้ือเยื่อบุผิวเพาะเล้ียงมีการแสดงออก

ของ p63, K3 และ Cx43 ยกเวน้เน้ือเยื่อบุผิวช่องปาก 1 ตวัอย่างท่ีไม่พบการแสดงออกของ p63 

ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงแสดงให้เห็นว่าเซลล์ในเน้ือเยื่อบุผิวเพาะเล้ียงประกอบด้วยทั้งเซลล์ตน้

ก าเนิดและเซลล์ท่ีเปล่ียนแปลงไปเพื่อท าหน้าท่ีเฉพาะ ส าหรับลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและการ

แสดงออกของโปรตีนในผิวดวงตาท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายดว้ยเซลลต์น้ก าเนิดลิมบสัและเซลลเ์ยื่อบุผิว

ช่องปากเพาะเล้ียง มีลักษณะท่ีคล้ายคลึงกับดวงตาปกติ แสดงให้เห็นว่าเน้ือเยื่อบุผิวเพาะเล้ียง

สามารถน าไปใช้ในการปลูกถ่ายเพื่อรักษา LSCD ได ้ในส่วนการแช่แข็งเน้ือเยื่อสดและเซลล์จาก

การเพาะเล้ียงดว้ย 25% DMSO ผสมกบั 25% propylene glycol เป็นเวลา 2 เดือนในไนโตรเจนเหลว 

ซ่ึงเม่ือน ามาละลายแล้วเพาะเล้ียงและยอ้มแบบเดียวกับการเล้ียงเน้ือเยื่อสด พบว่าเน้ือเยื่อบุผิว

เพาะเล้ียงสามารถเล้ียงไดจ้ากเน้ือเยือ่สดแช่แขง็ทั้งหมด และจาก 1 ใน 6 ตวัอยา่งของเซลลเ์พาะเล้ียง

แช่แข็ง ลกัษณะของเซลลท่ี์เล้ียงไดน้ั้นมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและการแสดงออกของโปรตีนใน

รูปแบบท่ีคลา้ยคลึงกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสด นอกจากน้ียงัแสดงให้เห็นวา่ 25% DMSO ผสมกบั 

25% propylene glycol เป็นหน่ึงในสารแช่แข็งท่ีมีประสิทธิภาพในการน าไปแช่แข็งเน้ือเยื่อลิมบสั

และเน้ือเยือ่บุผวิช่องปากซ่ึงเป็นขอ้ดีต่อการน าไปใชใ้นอนาคต 
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Abstract 

 

 

Limbal stem cells deficiency (LSCD) has been successfully treated using 

cultivated limbal stem cells transplantation as well as cultivated oral mucosal 

epithelial transplantation in LSCD patients by many groups of researcher with various 

techniques.  This study aimed to cultivate rabbit limbal stem cells and oral mucosal 

epithelial cells on HAM with 3T3 fibroblast for transplantation in rabbit model prior 

to use in human therapy.  Reconstructed ocular surface by fresh cultured sheet 

transplantation was examined.  Moreover, this study also verified the suitable 

cryoprotective solution for cryopreserved cells and tissues.  Six New Zealand white 

rabbits were divided into two groups of three rabbits each which limbal and oral 

mucosal tissue biopsies were taken respectively.  The cultivation was performed using 
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explants culture technique with denuded human amniotic membrane as a culture 

substrate, co-culture with 3T3 fibroblast and using air-lifting method.  Cultured 

epithelial sheets from fresh tissue cultures showed stratification with two to five cell 

layers.  Cuboidal cells and flatted cells were seen in basal layer and superficial layer 

respectively.  There were no differences in epithelial morphology between cultured 

sheets from limbal and oral mucosal tissues.  Immunostaining showed p63 positive 

cells were seen in basal and intermediated layer.  K3 was stained cells in superficial 

and intermediate layer while expression of Cx43 were scattered in all layer throughout 

the epithelium.  All cultured sheets expressed p63, K3 and Cx43 excepted one sheet 

from the oral mucosal culture that showed p63 negative.  It is showed that all 

cultivated epithelial sheets contained heterogeneous population including stem cells 

and differentiated cells.  The histology and marker expression of transplanted ocular 

surface with cultivated limbal and oral mucosal epithelial sheets were similar to 

normal eye indicated that cultivated epithelial sheets were able to use in 

transplantation for LSCD treatment.  For cryopreservation, biopsy tissues and cultured 

cells were preserved for 2 months in liquid nitrogen using 25% DMSO combined with 

25% propylene glycol.  After 2 months, the tissues and cells were thawed, cultured 

and stained using same processes as fresh tissue cultures.  Cultured epithelial sheets 

were able to generate from all cryopreserved tissues and one-sixth of cryopreserved 

cells.  However, cultured cells morphology and marker expression showed similar 

pattern to fresh tissue culture.  Moreover, the result showed that 25% DMSO 

combined with 25% propylene glycol was introduced as one of the effective CPA 

formulas to vitrify limbal and oral mucosal biopsies for advantages in future use. 

 


