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บทที ่3 

วสัดุและวธีิการทดลอง 

3.1 อุปกรณ์และสารเคม ี

รายละเอียดของอุปกรณ์และสารเคมีไดร้วบรวมไวใ้นภาคผนวก ก 

3.2 วสัดุสังเคราะห์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

วสัดุท่ีใชใ้นการทดลองน้ีเป็นพอลิเมอร์สังเคราะห์ PCL ผสมกบั HA (PCL/HA) ท่ีไดรั้บมาจาก

ศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จ.ปทุมธานี ประเทศ

ไทย (MTECH) เป็นวสัดุชีวภาพท่ีถูกดัดแปลงพื้นผิวด้วยพลาสมาของก๊าซออกซิเจน (O2 plasma) 

กระบวนการข้ึนรูปวสัดุไดผ้่านการควบคุมให้เป็นไปตามมาตรฐานท่ีใช้ในการทดสอบทางชีวภาพ 

รหัสของวสัดุคือ MTEC-CMU-P/HA/022556 โดยในการทดลองน้ีใช้วสัดุทั้ งส้ิน 4 แบบ คือ (1) 

แผ่นฟิล์มท่ีไม่อาบพลาสมา (F) (2) แผ่นฟิล์มท่ีอาบพลาสมา (PT-F) (3)โครงร่างสามมิติท่ีไม่อาบ

พลาสมา (S) และโครงร่างสามมิติท่ีอาบพลาสมา (PT-S) วสัดุท่ีเป็นแผ่นฟิล์มจะมีลกัษณะเป็นแผ่น

หนา ยืดหยุน่ มีสีขาว และทึบแสง (ภาพท่ี 3.1A) ส่วนวสัดุท่ีเป็นโครงร่างสามมิติจะมีลกัษณะเป็นเม็ด

กลมหนา มีรูพรุน สามารถซบันํ้าไดดี้ (ภาพท่ี 3.1B) โดยวสัดุทั้ง 4 ชนิดน้ี ไดถู้กตดัให้เป็นรูปวงกลมท่ี

มีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 60 mm ซ่ึงเป็นขนาดท่ีพอดีกับขนาดของหลุมในจานเล้ียง 96-well plate ส่วน

วสัดุควบคุมท่ีใชใ้นการทดลองน้ีคือ commercial PS 

               

ภาพที ่3.1 วัส ดุ  polycaprolactone (PCL/HA) ข น าดเส้ น ผ่าศู น ย์ก ล าง 60 mm (A) ท่ี ข้ึ น รูป เป็ น

แผน่ฟิลม์ และ (B) ท่ีข้ึนรูปเป็น 3 มิติ (โครงร่าง) 
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B
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3.3 การเตรียมวสัดุ PCL/HA เพ่ือนําไปทดสอบกบัเซลล์ 

1) นําวสัดุ PCL/HA ทั้ ง 4 ชนิด และ PS ไปฆ่าเช้ือ (sterilization) ด้วยการนําไปอาบรังสี 

 UV เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที แลว้ใช้ forceps คีบวสัดุพลิกกลบัอีกดา้นหน่ึง เพื่อ

 อาบ UV ต่ออีก 30 นาที  

 หมายเหตุ : วสัดุท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้สามารถเก็บไวใ้นภาชนะปลอดเช้ือได้แต่หากตอ้งการ

นาํไปเพาะเล้ียงเซลลใ์หท้าํตามขั้นตอนต่อไป 

2)  ใช้ forceps คีบวสัดุแต่ละชนิดวางลงในหลุมของจานเล้ียง 96 well plate จากนั้ นเติม 

phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 200 µl บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 1 นาที แลว้ดูดออก  

3) เติมอาหารเล้ียงเซลล์ (media) ปริมาตร 100 µl ลงในแต่หลุม ใช้ forceps กดวสัดุเบาๆ 

เพื่อใหว้สัดุอ่ิมนํ้าและจมอยูใ่น media (เฉพาะในกรณีท่ีวสัดุลอยข้ึนมา) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 

37 ºC ในตูอ้บ CO2 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้จึงดูด media ออกก่อนนาํไป เพาะเล้ียงเซลล ์

 หมายเหตุ : ขั้นตอนท่ี 2) และ 3) ตอ้งทาํในตูป้ฏิบติัการปลอดเช้ือ 

3.4 การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกาํเนิด BCP-K1 

นาํเซลล์ตน้ BCP-K1 ท่ีแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 ºC จากธนาคารเซลล์ ออกมา

ละลาย โดยเลือกเซลล์ท่ีมีจาํนวน passage ตํ่าท่ีสุดมาเพาะเล้ียงเพิ่มจาํนวนในขวดเล้ียงเซลล์ขนาด 25 

cm2 โดยใช้อาหารเล้ียงชนิด  Minimum Essential Medium Eagle - Alpha Modification (α-MEM) 

(Gibco, USA) กบั fetal bovine serum (FBS) 20% (v/v) และ 1x antibiotic-antimycotic (Gibco, USA) 

จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC, ความช้ืนสัมพทัธ์ 95% ใน CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 5% (v/v) 

ซ่ึงเป็นสภาวะมาตรฐานของการเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีใชต้ลอดการทดลองน้ี ตรวจสอบการเจริญของเซลล์

ภายใตก้ลอ้ง inverted microscope ตรวจสอบการเจริญของเซลล์และเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก ๆ 2-3 

วนั เม่ือเซลล์เจริญจนเกือบเต็มพื้นท่ีขวดเล้ียง (subconfluent) หรือประมาณ 80% ของพื้นผิว) จึงทาํ

การเพาะเล้ียงแยก (subculture) ดว้ย 0.1% (v/v) trypsin-EDTA (ภาคผนวก) เพื่อนาํเซลลไ์ปเพาะเล้ียง

ต่อหรือทาํการทดลองในขั้นตอนต่อไป 
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3.5 การตรวจสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของวสัดุ PCL/HA ต่อเซลล์ BCP-K1 

ในงานวจิยัน้ี แบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 

3.5.1 การประเมินศักยภาพในการลงเกาะของเซลล์ด้วยเทคนิค enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) 

สารละลายท่ีใชใ้นเทคนิค ELISA และการเตรียมอยูใ่นภาคผนวก (ภาคผนวก ก) 

1. นาํเซลล ์BCP-K1 ท่ีเล้ียงในขวดเล้ียง 75 cm2 มาดูดอาหารเล้ียง เซลล์ออกแลว้ทาํ

การ trypsinization (ดูภาคผนวก ค) 

2. นําเซลล์ในสภาพแขวนลอยมานับจาํนวนโดยใช้ haemocytometer และปรับ

จาํนวนเซลลใ์หไ้ดค้วามหนาแน่นเท่ากบั 30,000 cells/ml (ดูภาคผนวก) 

3. ดูด เซ ลล์ป ริม าตร 100 µl ใส่ ลงใน จานห ลุม  96 -well plate ทั้ งห ม ด 9 จาน  

โดยแต่ละจานจะมีวสัดุสังเคราะห์ทั้งส่ีชนิด แต่ละชนิดมีจาํนวนซํ้ าเท่ากบั 5 หลุม 

และกลุ่มควบคุม PS อีก 5 หลุม นําจานเล้ียงทั้ งหมดไปบ่มไวภ้ายใต้สภาวะ

มาตรฐานเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

4. นาํจานเล้ียงไปตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนด้วย เทคนิค ELISA 

โดยทาํการตรวจสอบในทุกวนัท่ี 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18 และ 21 วนั ของการเล้ียง

เซลล ์

5. เม่ือเล้ียงเซลล์จนครบเวลาท่ีกาํหนด นาํจานเล้ียงเซลล์นั้น มาดูดเอาอาหารเล้ียง

เซลล์ทิ้งไป แล้วเติม fixing buffer ปริมาตร 100 µl ลงไปในแต่ละหลุม บ่มไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 20 นาที แลว้ดูดออก 

6. ลา้งเซลลใ์นแต่ละหลุมดว้ย wash buffer ปริมาตรหลุมละ 200 µl จาํนวน 3 ค ร้ั ง 

คร้ังละ 5 นาที แลว้ดูดออก 

7. เติม quenching buffer ลงไปหลุมละ 100 µl (หรือใส่ลงไปพอให้ท่วมเซลล์) 

นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 20 นาที แลว้ดูดออก 

8. ลา้งดว้ย wash buffer หลุมละ 200 µl จาํนวน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

9. เติม primary (1°Ab) blocking buffer ปริมาตรหลุมละ 100 µl เพื่อป้องกันมิให้

โปรตีนตัวอ่ืนทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีท่ีจะใส่ลงไป หลังจากนั้ น บ่มไว้ท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ดูดออก 

10. ลา้งดว้ย wash buffer หลุมละ 200 µl จาํนวน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
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11. เติม anti-FAK primary antibody ท่ีเจือจางลงไปในแต่ละหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 

µl นาํจานเล้ียงไปใส่ในกล่องควบคุมความช้ืน (moist chamber) แลว้บ่มคา้งคืนท่ี

อุณหภูมิ 4 °C  

12. ดู ด  1°Ab อ อ ก  แล้วล้ างด้วย  wash buffer ห ลุ ม ล ะ  20 0  µ l จําน วน  2 ค ร้ัง  

คร้ังละ 5 นาที 

13. เติม secondary antibody (2°Ab) ท่ีเจือจางลงไปในแต่ละหลุม ปริมาตรหลุมละ  

50 µl บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้ดูดออก 

14. ลา้งดว้ย wash buffer หลุมละ 200 µl จาํนวน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

15. เติมสารสับสเตรท (OPD) ท่ีเตรียมใหม่ลงไปในแต่ละหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 µl 

บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ในท่ีมืด เพื่อป้องกันมิให้เอนไซม์ทํา

ปฏิกิริยากบัแสง ซ่ึงอาจทาํใหค่้าท่ีวดัไดมี้ความคลาดเคล่ือน 

16. เม่ือครบเวลาแลว้นาํไปอ่านค่าการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ท่ีความยาว

ค ล่ื น  4 9 2  nm (OD492) ด้ ว ย เค ร่ื อ ง  Rayto RT – 2100C microplate reader 

(Rayto,China) 

17. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าคาํนวณหาระดบัการแสดงออกของโปรตีนสัมพทัธ์

เปรียบเทียบกบัวสัดุ PS จากการเพาะเล้ียงวนัท่ี 1 

3.5.2 การเปรียบเทยีบสัณฐานวทิยาในการลงเกาะของเซลล์ 

การเปรียบเทียบสัณฐานวิทยาของเซลล์ท่ีลงเกาะโดยใช ้SEM จะช่วยให้สามารถติดตาม

การลงเกาะของเซลลใ์นช่วงเวลาต่าง ๆได ้รายละเอียดของการทดลองมีดงัน้ี 

1. เตรียมเซลลต์ามขอ้ 3.4.1 ขอ้ยอ่ย 1-2 

2. เพาะเล้ียงเซลล์ลงในจานเล้ียง 96 well plate ท่ีมีวสัดุทั้ ง 4 ชนิด วางอยุ่ในหลุม 

แลว้นาํไปเพาะเล้ียงภายใตส้ภาวะมาตรฐานก่อนนาํไปตรวจสอบสัณฐานวิทยา

ดว้ย SEM โดยจะทาํการตรวจสอบภายหลงัการเพาะเล้ียง เป็นเวลา 0.5, 1, 2, 4, 8, 

1 2 , 2 4 , 7 2  แ ล ะ  120 ชั่ ว โ ม ง  ก ลุ่ ม ค ว บ คุ ม ท่ี ใ ช้ ใ น ก า ร ท ด ล อ ง น้ี  คื อ 

แผน่กระจกสไลด ์(cover glass) 

3. เม่ือเพาะเล้ียงเซลลจ์นถึงเวลาท่ีกาํหนด ใหน้าํวสัดุแต่ละชนิดท่ีมีเซลลเ์กาะ อยู่  มา

ตรึงสภาพดว้ย 4% (v/v) paraformaldehyde บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็น เ ว ล า 

1-2 ชัว่โมง แลว้ดูดออก 

4. ลา้งวสัดุในนํ้ากลัน่ 3-5 รอบ รอบละ 10 นาที  
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5. เติมเอทานอลลงไปใหท้่วมวสัดุโดยเร่ิมท่ีความเขม้ขน้ตํ่าไปจนถึงความเขม้ขน้สูง 

(25, 50, 75, 95 และ 100% (v/v)) โดยใช้ความเข้มข้นละ 10 นาที ตามลําดับ  

แลว้ปล่อยไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ระวงัอยา่ใหโ้ดนฝุ่ น 

6. นาํแผน่วสัดุท่ีหนัดา้นท่ีมีเซลล์เกาะข้ึนดา้นบนไปติดบนแท่นวาง (stub) ดว้ยเทป

คาร์บอน ก่อนนาํไปเคลือบดว้ยอนุภาคทองคาํ ตามวิธีการมาตรฐานในการเตรียม

ตวัอยา่งเพื่อ ตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ดว้ย SEM (Jeol-5910 

LV, 15 kv) แลว้บนัทึกภาพเซลล ์

7. นําภาพท่ีได้มาวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของเซลล์ท่ีเล้ียงบนวสัดุแต่ละชนิด ณ 

ช่วงเวลาต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบกบั cover glass 

3.5.3 การวเิคราะห์การเพิม่จํานวนของเซลล์  

ใชว้ธีิ ELISA เช่นเดียวกบัขั้นตอนท่ี 3.4.1 แต่ใชช้นิดของ antibody ท่ีต่างกนั โดยในการ

ทดลองน้ี จะใช้ 1°Ab ของ anti-cyclin A, mouse monoclonal antibody คู่กับ HRP-rabbit anti 

mouse 2°Ab เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน cyclin A แลว้นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ได้มาคาํนวณหาระดับการแสดงออกของโปรตีนสัมพทัธ์เปรียบเทียบกับวสัดุ PS จากการ

เพาะเล้ียงวนัท่ี 1 

3.5.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี 

ในการศึกษาคร้ังน้ี ไดท้าํการวิเคราะห์คุณสมบติัทัว่ไปของเซลล์บนวสัดุทั้ง 4 ชนิด โดย

การสกัด RNA จากเซลล์ ท่ี เล้ียงบนวัส ดุ เป็น เวลา 21 ว ัน  แล้วเป ล่ียน เป็ น  cDNA ด้วย

กระบวนการ reverse transcription โดยใชเ้ทคนิค real-time PCR เพื่อดูระดบัการแสดงออกของ

ยนี (รายช่ือยนีท่ีศึกษาดูตาราง 3.1) โดยมีขั้นตอนต่าง ๆ ดงัน้ี 

1) การเตรียมเซลล์เพ่ือสกดั RNA  

การสกัด RNA จะต้องใช้เซลล์อย่างน้อยจํานวน 2 x 106 เซลล์ข้ึนไป โดยมี

ขั้นตอนการเล้ียงและสกดั ดงัน้ี 

1. นาํเซลล์ BCP-K1 ท่ีเล้ียงในขวดเล้ียง 25 cm2 มาดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออก 

แลว้ทาํการ trypsinization (ภาคผนวก ค ขอ้ 2) 

2. นํา เซ ล ล์ ใน ส ภ าพ ล อ ย ท่ี ได้ม านั บ จําน วน โด ยใช้  haemocytometer 

(ภาคผนวก ค ข้อ 4) และปรับจาํนวนเซลล์ให้ได้ความหนาแน่น เท่ากับ  

1.6 x107 cells/ml 
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3. นําเซลล์ ท่ีอยู่ในสภาพลอยใส่ลงในจานหลุม 96-well plate ท่ี มีว ัส ดุ

สังเคราะห์ทั้งส่ีชนิด โดยแต่ละชนิดเล้ียงอย่างละ 4 หลุม เพื่อนาํไปสกดั 

RNA ณ วนัท่ี 21 โดยใส่เซลลป์ริมาณ 100 µl ลงในแต่ละหลุม  

4. นําจานหลุม 96 well plate ท่ี เตรียมได้ไปบ่มในตู้อบ CO2 ในสภาวะ

มาตรฐานของการเพาะเล้ียงเซลล ์

5. เม่ือเล้ียงเซลล์จนครบ 21 วนั นาํเซลล์ท่ีเล้ียงในจานหลุม มาดูดเอาอาหาร

เล้ียงเซลลทิ์้งไป แลว้ลา้งเซลลใ์นแต่ละหลุมดว้ย PBS ปริมาตร 100 µl  

6. คีบวสัดุ PCL ทั้ งส่ีชนิดลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีเติม 

Trizol® reagent ปริมาตร 500 µl ไวก่้อนแลว้ ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้vortex 

mixer จากนั้นจึงนาํไปสกดั RNA หรือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 oC 

สําหรับวสัดุ PS ท่ีนาํไปเพาะเล้ียงเซลล์เป็นเวลาทั้งหมด 21 วนั นั้นจะใชเ้ป็นพื้น

จาน ห ลุม  96 well plate เป็ น ก ลุ่ม ควบ คุม ด้าน ระยะเวล าใน การเพ าะเล้ียง ซ่ึ งมี

กระบวนการทดลองคลา้ยกบัท่ีใชก้บัวสัดุสังเคราะห์ทั้ง 4 ชนิด โดยไม่ตอ้งใส่แผน่วสัดุ

ใดๆลงไปท่ีกน้หลุม แต่ใชก้น้หลุมเป็นวสัดุ PS ไดเ้ลย การเพาะเล้ียงเซลล์จึงทาํในจาน 

PS นั้น ส่วนการสกดั RNA ทาํโดยการเติม Trizol® reagent ปริมาตร 100 µl ลงไปในแต่

ละหลุม ดูดสารละลายท่ีไดล้งใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml แลว้ปรับปริมาตร

ด้วย Trizol® reagent ให้ครบ 500 µl ก่อนนําไปสกัด RNA และในส่วนของวสัดุ PS 

วนัท่ี 0 นั้น เป็นกลุ่มควบคุมดา้นสภาวะปกติในการเพาะเล้ียง ซ่ึงสามารถใช้เซลล์ท่ีได้

จากการเพาะเล้ียงในภาวะปกติ ไปสกัด RNA ได้เลยโดยไม่ต้องนําเพาะเล้ียงใน  

96 well plate อีก 

2) การสกดั RNA  

RNA มีคุณสมบัติท่ีไวต่อการถูกทําลาย เน่ืองจากมีโครงสร้างเป็นนํ้ าตาลไร

โบสสายเด่ียว ดงันั้นกระบวนการในการสกดั RNA จึงตอ้งทาํท่ีอุณหภูมิตํ่าหรือประมาณ 

4 oC (เกวลิน, 2551) โดยการทดลองคร้ังน้ี ไดใ้ช้ชุดทดลอง Nucleo Spin ® RNA XS kit 

เพื่อสกดั RNA 

1.  นาํเซลลท่ี์เตรียมไดม้าเติมดว้ย Trizol® reagent ปริมาตร 200 µl แลว้ดูดเป่า

ใหส้ารละลายเขา้กนั 

2. ดูดสารละลายทั้งหมดลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 

จากนั้นจึงเติม chloroform ปริมาตร 200 µl แลว้ vortex เป็นเวลา 10 วินาที 
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หรือจนกระทัง่สารละลายผสมกนัดี จากนั้นจึงนาํไปแช่ไวใ้นนํ้ าแข็ง เป็น

เวลา 2 นาที 

3. นําไปป่ันตกตะกอนในเคร่ือง thermo-centrifuge ความเร็ว 12,000 rpm 

อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 15 นาที 

4. ค่อยๆ ดูดสารละลายดา้นบนออกมาใส่ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml 

หลอดใหม่ แลว้ทาํการสกดั RNA ตามคู่มือของชุด kit 

5. เก็บ RNA ท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -80 oC 

6. ตรวจสอบ RNA ท่ีสกัดได้ด้วย 1% (w/v) agarose gel electrophoresis ใน 

1X TAE buffer โดยใชก้าํลงัไฟ 75 watt เป็นเวลา 45 นาที 

7. ยอ้ม agarose gel ดว้ย 0.5% (v/v) ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที แลว้

จึงนําไปแช่นํ้ ากลั่นอีก 10 นาที ก่อนนําไปตรวจสอบด้วยเคร่ือง UV-

transilluminator เพื่อวเิคราะห์คุณภาพของ RNA ท่ีสกดัได ้

3) การสังเคราะห์ cDNA  

นํา RNA ท่ีสกัดได้จากข้อ 3.5.4 (2) มาสังเคราะห์เป็น cDNA โดยใช้เอนไซม ์

ReverTra Ace - α - ® reverse transcriptase ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 

1. เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาใน PCR tube ดงัตาราง 3.2  

2. นําสารละลายใน  PCR tube (ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 µl) ไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 30 นาที แลว้

จึงหยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 99°C เป็นเวลา 5 นาที และเก็บพกัไวท่ี้ 4 °C 

3. แบ่ง cDNA บางส่วนไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (optical density, OD) และ

ส่วนท่ีเหลือก็เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 °C เพื่อใช้เป็นตน้แบบ (template) ใน

การศึกษาต่อไป 
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4) การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ cDNA  

 โดยการเจือจางสารละลาย cDNA จากตวัอยา่งท่ีตอ้งการวดัปริมาณ โดยผสมนํ้ า

กลั่นปริมาตร 998 µl กับสารละลาย cDNA ปริมาตร 2 µl ใน microcentrifuge ขนาด  

1.5 ml จากนั้นจึงนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ  2 8 0  nm ด้ ว ย

เค ร่ือง spectrophotometer นําค่ า ท่ี ได้ไป คําน วณ ห าค่ าค วาม บ ริสุ ท ธ์ิ ข อง cDNA 

(OD260/280) และค่าความเข้มข้นของ cDNA (ภาคผนวก ค) เพื่อใช้ในการปรับปริมาณ 

cDNA ให้เท่ากบั 100 ng/µl ก่อนนาํไปศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนด้วยปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR)  

5) การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยนี  

 ทาํการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนดว้ยเทคนิค real-time PCR โดยการนาํ 

cDNA ของเซลล์ตน้กาํเนิดตวัอ่อนจากสายสะดือ (BCP-K1) ท่ีเล้ียงบนวสัดุทั้ง 5 ชนิด 

มาปรับความเขม้ขน้ใหไ้ดเ้ท่ากบั 100 ng/µl ก่อนนาํไปศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน

ท่ีต้องการศึกษา (ตาราง 3.2) โดยผสมสารต่าง ๆ ตามคาํแนะนําท่ีแนบมาพร้อมชุด

ทดลอง (ตาราง 3.3) นาํสารทั้งหมดผสมกนัลงใน PCR tube ขนาด 200 µl แล้วหยอด

สารลงไปในหลุมจากนั้นเร่ิมปฏิกิริยา PCR ด้วยเคร่ือง EcoTM Real-Time PCR System 

โดยทําตามคู่ มือ SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit แล้ววิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค  

2-ΔΔCT ตามวธีิการของ Haimes et al (2000) 
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ตารางที ่3.1 แสดงลําดับเบสของไพรเมอร์แต่ละคู่และอุณหภูมิท่ีใช้ในการ annealing (ท่ีมา: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=9606) 

ยนี 
accession 

number 
ลาํดับเบสของ primer (5’ 3’) 

อุณหภูมิ 

Annealing 

(oC) 

GAPDH NM_002046.4 Fw-TGCTGGCGCTGAGTACGTCG 

Rv- TGACCTTGGCCAGGGGTGCT 

60 

caspase8 NM_001228.4 Fw-TGCAGGGGCTTTGACCACGA 

Rv-TGGGGGCCTCCTGTCCATCA 

60 

bcl-2 NM_000633.2 Fw-TGTGGCCTTCTTTGAGTTCG 

Rv-TCACTTGTGGCTCAGATAGG 

60 

PARP-1 NM_017915.3 Fw-AATCTCCAGGGGGTAGAACT 

Rv-CAGAGCCTGTTGAAGTTGTG 

60 

Pou5F1 NM_002701.4 Fw-ACTGTGTCCCAGGCTTCTTT 

Rv-CCATTTTGGTACCCCAGGCT 

65 

SSEA-4 NM_203289.4 Fw-GCCCTAGAACTCCAATCACA 

Rv-CCCAGATGGTATTGGACACA 

60 

 Nestin NM_006617.1 Fw-TCCTGCTCGCTCTCTACTTT 

Rv-GGAAGAGGTGATGGAACCAC 

60 

PPARγ2 

 

SOX9 

 

COL2A1 

 

Aggrecan 

 

NM_138712.3 

 

NM_000346.3 

 

NM_001844.4 

 

NM_001135.3 

Fw-GCATTATGAGACATCCCCACTGC 

Rv-CCTATTGACCCAGAAAGCGATTC 

Fw- CCCTTCAACCTCCCACACTAC 

Rv-TCCTCAAGGTCGAGTGAGCTG  

Fw-GCTCCCAGAACATCACCTACC 

Rv-TGAACCTGCTATTGCCCTCT 

Fw-TGAGGAGGGCTGGAACAAGTACC 

Rv-GGAGGTGGTAATTGCAGGGAACA 

65 

 

60 

 

65 

 

60 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=122056470
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ตารางที ่3.2 ส่วนผสมในการสังเคราะห์ cDNA ใน PCR tube 

         สาร ปริมาตร (µl) 

RNase free H2O 

5x RT buffer 

10 mM dNTP mixture 

oligo (dT)20 or Random hexamer 

RNase inhibitor (10 U/µl) 

Template RNA 

ReverTra Ace 

   6.0 

   4.0 

   2.0 

   1.0 

   1.0 

   5.0 

   1.0 

Total   20.0 

 

ตารางที ่3.3 ส่วนผสมในปฏิกิริยา real-time -PCR 

 

         สาร                                                            ปริมาตร (µl) 

2x SensiFAST SYBR® No-ROX Mix             10.0  

10 µM forward primer                                         0.8 

10 mM reward primer                                        0.8 

Template DNA                                         3.4  

dH2O                                           5.0  

Total                                                                   20.0  

 

3.6 การชักนําให้เซลล์ต้นกาํเนิดเกดิการเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกอ่อน 

ในการทดลองน้ีจะใช้สารอาหารชกันาํสําเร็จรูป STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation 

Kit (Gibco, USA) เพื่อชักนาํเซลล์ BCP-K1 ท่ีถูกเพาะเล้ียงบนวสัดุ ให้เกิดการเจริญเปล่ียนแปลงไป

เป็นเซลลไ์ขมนั รายละเอียดของการทดลองมีดงัน้ี 

1. ทาํการ trysinization (ภาคผนวก ก) เซลล์ท่ีเกาะอยู่บนวสัดุทั้งหมด ให้หลุดออกมาเป็น

เซลล์แขวนลอย หลงัจากนั้นนาํเซลล์ไปป่ันตกตะตอนท่ีความเร็วรอบ 1,100 rpm เป็น

เวลา 10 นาที แลว้ลา้งดว้ย PBS จาํนวน 3 รอบ 
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2. ดูด PBS ออกแล้วเติมอาหารเล้ียงใหม่ลงไป หลงัจากนั้ นนับจาํนวนเซลล์ แล้วปรับ 

ความหนาแน่นของเซลล์ให้เท่ากบั 1.6 x 107 cell/ml เพื่อเพาะเล้ียงลงไปบนวสัดุเล้ียง

โดยค่อย ๆ หยดเซลลล์งไป ระวงัอยา่ใหมี้ของเหลวหลุดออกมาจากวสัดุเล้ียง 

3. นาํเซลล์ท่ีอยู่บนวสัดุไปเพาะเล้ียงในตูอ้บ CO2 โดยใช้เวลาประมาณ 2 ชั่วโมง เพื่อให้

เซลลเ์ร่ิมยดึเกาะกบัวสัดุเล้ียง หลงัจากนั้นค่อย ๆ ดูดอาหารเล้ียงทิ้งไป  

4. เติมอาหารชกันาํท่ีอุ่นไวม้า เติมลงไปในวสัดุแต่ละชนิด โดยค่อย ๆ หยดลงไป เพื่อไม่ให้

เซลล์ท่ีเกาะอยู่หลุดออกมา แล้วนํากลับไปเพาะเล้ียงต่อในตู้อบ CO2 ทาํการเปล่ียน

อาหารชกันาํทุก ๆ 2-3 วนั จนครบวนัท่ี 21 ของการเล้ียง 

3.7 การตรวจสอบความเป็นเซลล์กระดูกอ่อน 

การทดลองน้ีจะใชเ้ทคนิค real-time PCR ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนี ท่ีเก่ียวขอ้งกบั

กระบวนการพฒันาเป็นเซลล์กระดูกอ่อน ดว้ยเทคนิค real-time PCRไดแ้ก่ ยีน SOX9, COL2A1 และ 

Aggrecan ซ่ึงมีกระบวนการทดลองตามหวัขอ้ 3.5.4  

3.7.1 การย้อมสี Toluidine blue (Johnstone et al., 1998) 

เป็นสียอ้มท่ีใช้ยอ้ม proteoglycans และ glycosaminoglycans ในเน้ือเยื่อเก่ียวพนักระดูก

อ่อนซ่ึงจะยอ้มติดติดสีนํ้าเงินหรือสีม่วง มีกระบวนทดลอง ดงัน้ี 

1. ดูดสารละลายออกจากเซลลท่ี์เล้ียง แลว้เติม 10% (v/v) formalin เป็นเวลา 30 นาที 

2. เม่ือครบเวลาแล้วดูดสารละลายทิ้ง แล้วล้างด้วย PBS จาํนวน 2 รอบ รอบละ  

5 นาที 

3. ยอ้มสีดว้ย 0.1% (v/v) Toluidine blue 30 นาที หลงัจากนั้นนาํไปถ่ายภาพภาพใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ 

3.7.2 การย้อมสี Alcian blue (Atsumi et al., 1990) 

1. ดูดสารละลายออกจากเซลลท่ี์เล้ียง แลว้เติม 4% (v/v) formalin เป็นเวลา 30 นาที 

2. ดูดสารละลายทิ้งไป แลว้ลา้งดว้ย PBS จาํนวน 3 รอบ รอบละ 5 นาที 

3. ยอ้มดว้ยสี 1% (w/v)Alcian Blue เป็นเวลา 30 นาที  

4. ดูดสารละลายทิ้ง แล้วเติม 0.1 N HCl ลงไป หลังจากนั้ นนําไปถ่ายภาพภายใต ้

กลอ้งจุลทรรศน์ 
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3.8 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ขอ้มูลเชิงปริมาณและตวัเลขทั้งหมดถูกนาํเสนอในรูปของ mean ± SE การทดลองทั้งหมด มี

จาํนวนซํ้ าทั้ งหมดอย่างน้อย 3 ซํ้ า โดยเปรียบเทียบข้อมูลกบักลุ่มการทดลองท่ีเป็น PS หรือ cover 

glass ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัขั้นตอนการทดลอง นาํขอ้มูลไปวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติดว้ยเทคนิค one-

way ANOVA ตามดว้ย multiple comparison โดยใชร้ะดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% (p≤0.05) 

 

 

 


