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บทที ่5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

5.1 การวเิคราะห์ความสามารถในการลงเกาะของเซลล์ 

FAK เป็นโปรตีนท่ีมีโครงสร้างท่ีสามารถถูกกระตุ้นได้โดยผ่านการจบักันของส่วน kinse 

domain โดยการเติมหมู่ฟอสเฟต ส่งผลให้เกิดการจับกันของ integrin paxillin และ talin ท่ี เป็น

โครงสร้างท่ีช่วยในการเคล่ือนท่ีและการลงเกาะของเซลล์ ด้วยเหตุผลน้ี FAK จึงถูกนํามาใช้เป็น

ตวัช้ีวดัการลงเกาะของเซลล์ อาทิเช่น งานวิจยัของ Liu, 2009 ท่ีศึกษาการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งตบั

อ่อนผ่านการแสดงออกของ FAK และ IGF-IR พบวา่เม่ือไม่มี FAK จะทาํให้เซลล์ไม่สามารถลงเกาะ

ไดแ้ละมีอตัราการรอดชีวิตตํ่า นอกจากนั้นยงัเพิ่มการตายของเซลล์แบบอะโพโทซิสดว้ย จากผลการ

ทดลองในส่วนน้ีพบวา่ปริมาณของ FAK ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการลงเกาะของเซลล์นั้น มีค่า

มากบนวสัดุสังเคราะห์ ทั้ง 4 ชนิด มากกว่าวสัดุควบคุม (PS) อย่างเห็นไดช้ดั โดยมีอตัราการเพิ่มข้ึน

อย่างมากสําหรับวสัดุท่ีอาบดว้ยพลาสมา ทั้งแบบแผน่ฟิล์ม (PT-F) และ แบบโครงร่าง (PT-S)  ทั้งน้ี

เน่ืองจากการดัดแปลงพื้ นผิววสั ดุด้วยพลาสมาด้วยการเติม  O2ลงไปบนพื้นผิวทําให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงของลกัษณะพื้นผิว (topography) ประจุ (charge) รวมถึงคุณสมบติั hydrophilicity ของ

พื้นผิวของวสัดุ ทาํให้เพิ่มศกัยภาพในการลงเกาะของเซลล์ให้ดียิ่งข้ึน ซ่ึงก็สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 

Dowling et al., 2010 ท่ีเล้ียงเซลล์มะเร็งกระดูก (osteosarcoma) บนวสัดุ PS ท่ีดัดแปลงพื้นผิวด้วย

พลาสมา เม่ือเทียบกบัวสัดุท่ีไม่ไดอ้าบพลาสมา และตั้งแต่วนัท่ี 12 ของการเล้ียงจะพบวา่เซลล์เร่ิมมี

อตัราการลงเกาะท่ีลดลงอาจจะเน่ืองมาจากเซลลเ์ร่ิมมีการเกาะกลุ่มกนัเพื่อเปล่ียนแปลงไปเป็นเน้ือเยื่อ

บ างช นิ ด ท่ี จําเพ าะ  ดัง เช่น ผ ลงาน วิจัยของ Heo et al., 2005 ท่ี ตรวจพ บ การเกิ ด  spontaneous 

differentiation ของสเต็ม เซลล์จากตัวอ่อนของหนู  (mouse embryonic stem cell) ภายในเวลา 2 

สัปดาห์หลงัจากเล้ียงเซลล ์ 
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5.2 การเปรียบเทยีบสัณฐานวิทยาในการลงเกาะของเซลล์ 

จากผลการทดลองจะพบว่าเซลล์ WJMSCs ท่ีลงเกาะบน PS นั้น จะลงเกาะอย่างสมบูรณ์เม่ือ

เวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง ซ่ึงก่อนหน้านั้ นเซลล์จะเร่ิมมีการสร้าง lamellipodium (เท้าเทียม) ออกมา

รอบๆ  ตวัเซลลแ์ละจะค่อยๆ แบนตวัลงจนยดึเกาะกบัวสัดุเล้ียงไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงในขั้นตอนการลง

เกาะของเซลล์นั้นจะทาํให้เกิดเป็นลกัษณะของแผน่เกาะขนาดเล็ก (small patch) และแผน่เกาะขนาด

ใหญ่ (large patch) ตามลาํดบั ทั้งสองลกัษณะน้ีสามารถสังเกตเห็นได้ชัดบนวสัดุเล้ียงท่ีเป็นพื้นผิว

เรียบเท่านั้น และลกัษณะการเกิด large patch ก็เป็นสัญญาณบ่งบอกว่าเซลล์นั้นๆ ได้ลงเกาะอย่าง

สมบูรณ์แล้ว ซ่ึงผลท่ีได้น้ีก็สอดคล้องกับผลการทดลองของ (Penolazzi et al., 2011) คือ เซลล ์

WJMSCs  ท่ีลงเกาะบน PS ในชั่วโมงท่ี 1 เซลล์ยงัคงมีลักษณะเป็นก้อนกลม (spherical shape) ใน

ชั่วโมงท่ี 2 เซลล์จะเร่ิมลงเกาะบนวสัดุและลงเกาะอย่างสมบูรณ์หลังจากชั่วโมงท่ี 24 เป็นต้นไป 

นอกจากนั้นยงัมีงานวิจยัของ Balto, 2003 ท่ีสังเกตการลงเกาะของเซลล์  human periodontal ligament 

fibroblast (HPLF) บ น PS ด้วยกล้องจุลท รรศน์ อิ เล็กตรอนแบ บ ส่ องกราด (scanning electron 

microscope: SEM) ในชั่วโมงท่ี 8 และ 24 พบว่า ในชั่วโมงท่ี 8 เซลล์มีรูปร่างเป็นสายยาวและมีเท้า

เทียม (lamellipodium) ปรากฏออกมารอบตวัเซลล์แต่เซลลย์งัคงลกัษณะกลมไวอ้ยู ่และเม่ือถึงชัว่โมง

ท่ี  24 เซลล์มีการลงเกาะอยา่งสมบูรณ์โดยสังเกตจากการแผข่ยาย และแบนตวัลงของเซลล์บนพื้นผิว 

ส่วนวสัดุท่ีมีผวิขรุขระจะไม่สามารถสังเกตลกัษณะท่ีกล่าวมาขา้งตน้ได ้แต่มีขอ้ดีตรงท่ีเซลล์มกัชอบ

ลงเกาะบนวสัดุแบบน้ีมากกกวา่วสัดุแบบผวิเรียบ (Le Guehennec et al., 2007)  

  

5.3 การวเิคราะห์การเพิม่จํานวนของเซลล์ 

จากผลการทดลองในส่วนน้ีพบว่า ปริมาณของ cyclin A ท่ีมีบทบาทเก่ียวขอ้งกบัการแบ่งตวั

ของเซลล์นั้นจะพบมากบน PCL/HA ทั้ง 4 แบบ โดยเฉพาะในวสัดุท่ีไม่ได้อาบด้วยพลาสมา ซ่ึงมี

อตัราการเพิ่มข้ึนท่ีมากกวา่เซลลท่ี์เล้ียงบน PS มากถึง 7 เท่า วสัดุ PCL/HA ท่ีมีการดดัแปลงพื้นผิววสัดุ

ในแบบท่ีต่างกันเช่น การข้ึนรูป คุณสมบัติ hydrophilicity รวมถึงการอาบด้วยพลาสมา สามารถ

กระตุน้ใหเ้ซลล์ WJMSC แบ่งตวัไดดี้เม่ือเล้ียงบนวสัดุชนิดนั้น ซ่ึงก็ให้ผลท่ีคลา้ยๆกบังานวิจยัอ่ืนๆ ท่ี

มีการนาํเอาเซลลม์าเล้ียงบนวสัดุ PCL ท่ีดดัแปลงหรือข้ึนรูปดว้ยวธีิต่างๆกนั ต่างก็ให้ผลไปในทิศทาง

เดียวกนั โดยรวมแลว้เป็นท่ีน่าพอใจ ส่วนหน่ึงอาจเป็นผลมาจากการใชเ้ซลลต์น้กาํเนิดท่ีมีศกัยภาพใน

การแบ่งตวัท่ีสูงดว้ย นอกจากนั้นเม่ือพิจารณาผลของการลงเกาะจะพบวา่การอาบดว้ยพลาสมาจะช่วย

ใหเ้ซลลล์งเกาะไดม้ากข้ึนแต่ไม่ไดเ้พิ่มอตัราการเพิ่มจาํนวนของเซลลเ์ม่ือเล้ียงในระยะยาว 
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5.4 การตรวจสอบการเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกอ่อน 

จากผลการทาํปฏิกิริยา real time - PCR เพื่อตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้ง

กับความเป็นเซลล์ต้นกําเนิดในเซลล์ WJMSCs พบว่ามีการแสดงออกของยีน POU5F1 และยีน 

SSEA4 บนวสัดุทุกชนิด เม่ือตรวจสอบ ณ วนัท่ี 11 แต่เม่ือผา่นการชกันาํและตรวจสอบท่ี 21 วนั กลบั

พบว่า ไม่มีการแสดงออกของยีนทั้งสอง อาจเน่ืองมาจากเซลล์ต้นกาํเนิดน้ีถูกชักนําให้เป็นเซลล์

กระดูกอ่อนจึงไม่มีการแสดงออกของยนี ณ ช่วงเวลาดงักล่าว ซ่ึงจากงานวจิยัของ Zhao and Detamore 

(2010) พบว่าระยะเวลาอย่างน้อยท่ีสุดท่ีใช้ในการชกันาํเซลล์ตน้กาํเนิดชนิดน้ีบนวสัดุ poly-L-lactic 

acid (PLLA) และวสัดุ poly(glycolic acid) (PGA) ให้เป็นเซลล์กระดูกอ่อนคือ 21 วนั นอกจากน้ียงั

พบว่า ความเป็นเซลล์ตน้กาํเนิดจะพบมากบนวสัดุ PS เม่ือตรวจสอบทางสถิติ (p≤0.05) นัน่หมายถึง 

PS มีความสามารถในการคงสภาพความเป็นเซลลต์น้กาํเนิดไดดี้กวา่วสัดุสังเคราะห์ทั้งส่ีแบบ  

ส่วนการตรวจสอบกลุ่มยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการเกิดอะโพโทซิส ท่ีเล้ียงบนวสัดุแต่ละชนิด 

พบว่ามีการแสดงออกของยีน caspase8 ในเซลล์ท่ีเล้ียงบนวสัดุทุกชนิด และพบว่ามีแนวโน้มการ

แสดงออกคลา้ยๆกนั คือเพิ่มข้ึนจากวนัท่ี 11 ถึงวนัท่ี 21 ซ่ึงหมายถึงมีการตายของเซลล์แบบอะโพโท

ซีสผา่น extrinsic pathway (Zhang et al., 2003) ในเซลล์ท่ีเล้ียงบนวสัดุทุกชนิดโดยพบการแสดงออก

มากท่ีสุดบนวสัดุ PS อยา่งมีนยัสําคญั (p≤0.05) ซ่ึงอาจจะเกิดจากลกัษณะของพื้นผิววตัถุ ส่วนวสัดุ

โครงร่างท่ีมีลกัษณะขรุขระทาํให้พื้นท่ีในการลงเกาะมากข้ึน ส่งผลให้เกิดการแบ่งตวัท่ีดีกวา่วสัดุ PS 

ส่วนยีน Apaf1 พบวา่มีแนวโนม้การแสดงออกคลา้ยๆกบัยีน caspase8 แสดงใหเ้ห็นวา่เซลลท่ี์เล้ียงบน

วสัดุทั้งสองชนิดดงักล่าวอาจมีการตายของเซลล์แบบอะโพโทซีสผา่น intrinsic pathway (Yakovlev et 

al., 2001) ซ่ึงพบว่ามีการแสดงออกมากท่ีสุดบนวสัดุ PS อย่างเห็นได้ชัด ส่วนวสัดุสังเคราะห์ทั้ง 4 

แบบใหผ้ลท่ีคลา้ยกนั ยกเวน้ F ท่ีมีการแสดงออกใกลเ้คียงกบั PS แต่เม่ือพิจารณายนี Bcl2 ซ่ึงเป็นยนีท่ี

ควบคุมการแสดงออกของโปรตีนต่อต้านการเกิดอะโพโทซิส (anti-apoptotic protein) ผ่านทาง 

intrinsic pathway จะพบวา่ Bcl2 จะมีแนวโนม้ลดลงจากวนัท่ี 11 จนถึงวนัท่ี 21 ซ่ึงก็สอดคลอ้งกบัการ

แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัอะโพโทซิสทั้งสองชนิด สําหรับการตายของเซลล์แบบเนโครซิส 

(necrosis) โดยดูจากระดบัการแสดงออกของยีน PARP-1 พบว่ามีการแสดงออกในเซลล์ท่ีเล้ียงบน

วสัดุ PS เท่านั้น และพบวา่มีระดบัการแสดงออกของยีนลดลงเม่ือวนัท่ี 11 ถึง 21 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า

วสัดุสังเคราะห์ทั้งส่ีแบบไม่ส่งผลใหเ้ซลลเ์กิดการตายแบบเนโครซิส 
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สําหรับการชักนําให้เป็นเซลล์กระดูกอ่อนได้ตรวจสอบยีน 3 ชนิดคือ SOX9, COL2A1 และ 

Aggrecan ซ่ึงเป็นยีนท่ีพบว่ามีการแสดงออกในขั้นตอนพฒันาไปเป็นเซลล์กระดูกอ่อน เน่ืองจาก 

SOX9 เป็นยีนท่ีสําคญัลาํดบัแรก ของกระบวนการพฒันาไปเป็นเซลล์กระดูกอ่อน  ยีนน้ีตอ้งอาศยัการ

ทาํงานร่วมกับยีนอ่ืนๆในกลุ่ม SOX family คือ L-SOX5 และ SOX6 เพื่อสร้าง Collagen II (Col2a1) 

Col11a1 aggrecan และ linked protein ชนิดอ่ืนๆท่ีพบใน ECM ของเซลล์กระดูกอ่อน จากผลการ

ทดลองพบวา่วสัดุโครงร่าง 3 มิติ (S และ PT-S) มีการแสดงออกของยนีน้ีมากกว่าวสัดุแบบแผน่ฟิล์ม 

(F และ PT-F) อาจเน่ืองมาจากลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของวสัดุโครงร่าง 3 มิตินั้ นคล้ายคลึงกับ

สภาพภายในร่างกายของส่ิงมีชีวิต (mimic) นอกจากนั้นยีนอีก 2 ชนิด คือ COL2A1 และ Aggrecan 

พบแนวโน้มการแสดงออกของยีนคลา้ยกบั SOX9 โดยพบการแสดงออกของยีนทั้ง 3 ชนิด มากกว่า

บน PS ถึง 2 เท่า  

การเกิด spontaneous differentiation พบการแสดงออกแค่ยนี nestin เพียงชนิดเดียว ซ่ึงเป็นยีนท่ี

เก่ียวขอ้งเซลล์ประสาท (neuron) แต่ก็มีงานวิจยัหลายฉบบัท่ีรายงานวา่ nestin ไม่ไดแ้สดงออกแค่ใน

เซลล์ประสาทเท่านั้น แต่ยงัพบการแสดงออกในเซลล์ชนิดอ่ืนๆอีก เช่น เซลล์บริเวณเรติน่า กลา้มเน้ือ

หวัใจ ตบั ตบัอ่อน ไต และบริเวณอ่ืนๆ (Gilyarov, 2008) โดยพบนอ้ยสุดบนวสัดุท่ีไม่ไดอ้าบพลาสม่า 

ซ่ึงคลา้ยกบังานวจิยัของ Wiese et al., 2004 ท่ีพบการแสดงออกของ nestin ใน embryonic stem cellผล

ท่ีได้สามารถสันนิษฐานว่าการอาบพลาสม่ามีผลต่อการแสดงออกของ nestin หรืออาจจะทาํให้เกิด

เซลล์ชนิดอ่ืนท่ีไม่ไดช้กันาํ นอกจากนั้นยงัไม่พบการแสดงออกของยีน PPARγ2 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลล์

ไขมนั (adipocyte) ระหวา่งการชกันาํ 


