
Thai J Pharmacol; Vol. 39: No. 2, 2017  5 

Address correspondence and reprint request to Suvara Wattanapitayakul, Department of  
Pharmacology, Faculty of Medicine, Srinakharinwirot University, Wattana, Bangkok 10110, Thailand.   

E-mail address: suvara@gmail.com   

RESEARCH ARTICLE 

 

 

Extraction of Primary Human Keratinocytes and Fibroblasts from 

Adult Foreskin 

 
Khwandow Kunchana1, Linda Chularojmontri2, Wattanased Jarisarapurin1, 

Wasan Sedtawong3, Suvara Wattanapitayakul1 

 
1 Department of Pharmacology, Faculty of Medicine, Srinakharinwirot University, Bangkok, Thailand 
2 Department of Preclinical Sciences, Faculty of Medicine, Thammasat University, Pathum Thani, 

Thailand 
3  Surgical Unit, Lerdsin Hospital, Bangkok, Thailand 

 

Abstract   
  

Currently, the extraction of skin keratinocytes and fibroblasts for 2D and 3D 

cultures is an important tool for research in dermatology, including studies of activity 

and toxicity properties of agents that are in the process of skin product development.  

The objective of this study was to extract keratinocytes and fibroblasts from adult 

foreskin for research purpose.  The foreskin samples were obtained from volunteer 

subjects who underwent foreskin surgery at Lerdsin Hospital. Following DPBS 

washing step, the skin samples were trimmed off fat and connective tissues. The 

foreskin was cut into small pieces and digested with dispase. The epidermis and 

dermis layers were separated and the epidermis layers were then trypsinized to obtain 

keratinocytes while the dermis was placed onto culture dish to extract fibroblasts.  

The keratinocytes in passage 1 and 2 grew normally in specific keratinocyte culture 

media. However, cells at passage 3 showed upward proliferation; thus, prohibiting 

further culture to increase cell number.  On the other hand, fibroblasts proliferated 

well in normal culture media.  In summary, the extraction of keratinocytes from adult 

foreskin is suitable for short-term cell culture experiment.  If higher cell number is 

desired, pooled samples should be performed in order to obtain adequate cells for 3D 

skin model construction. In contrast, the extraction and cultivation of primary 

fibroblasts were easy for general cell culture laboratory.   
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บทคัดย่อ 
 
 ในปัจจุบัน การสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์และไฟโบรบลาสต์เพื่อเพาะเลี้ยงแบบ 2 มิตแิละ  
3 มิติ เป็นเครื่องมือที่ส าคัญส าหรับการท าวิจัยเกี่ยวกับการทดสอบฤทธ์ิ และความเป็นพิษของสาร
ที่จะน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ส าหรับผิวหนัง  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีสกัดเซลล์               
เคอราติโนไซต์และไฟโบรบลาสต์จากหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศผู้ใหญ่ เพื่อน ามาใช้ส าหรับงานวิจัย
ด้านตจวิทยาต่อไป  การสกัดเซลล์เริ่มจากน าตัวอย่างช้ินหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศผู้ใหญ่จากห้อง
ผ่าตัดโรงพยาบาลเลดิสิน ส่งเข้าสู่ห้องปฏิบัติการ ล้างช้ินเนื้อด้วย DPBS แล้วตัดเนื้อเยื่อไขมันและ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันออก จากนั้นตัดเป็นช้ินเล็ก ๆ แล้วย่อยด้วยเอนไซม์ดิสเปส จากนั้นแยกช้ันผิวหนัง
ก าพร้าและหนังแท้ออกจากกัน ช้ันหนังก าพร้าจะถูกน าไปสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์โดยการใช้
เอนไซม์ทริปซิน ส่วนช้ันหนังแท้จะน าไปเพาะเลี้ยงเพื่อแยกไฟโบรบลาสต์ต่อไป ผลการศึกษา
ลักษณะและการเจริญของเคอราติโนไซต์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่จ าเพาะ พบว่า เซลล์เคอราติโนไซต์ 
passage ที่ 1 และ 2 จะมีลักษณะและการเจริญที่ปกติ แต่ใน passage ที่ 3 จะเริ่มมีการแบ่งตัว
ข้ึนด้านบนท าให้ไม่สามารถเลี้ยงเพิ่มจ านวนต่อไปได้ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ส่วนเซลล์ไฟโบรบลาสต์
เจริญเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเซลล ์และสามารถเพิ่มจ านวนได้ในปริมาณมาก จึงเหมาะที่จะน ามา
ท าการทดลองต่อไป  กล่าวโดยสรุปคือ การสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์จากหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศ
ผู้ใหญ่เหมาะส าหรับน าเซลล์มาท าการศึกษาระยะสั้น แต่ถ้าต้องการเซลล์จ านวนมาก จ าเป็นต้อง
สกัดรวบรวมจากตัวอย่างหลายตัวอย่างเพื่อให้มีปริมาณเพียงพอส าหรับสร้างเปน็โมเดลแบบ 3 มิติ 
ในส่วนของการเพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต์แบบปฐมภูมิสามารถท าได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ  
 

ค าส าคัญ:    หนังหุ้มปลายอวัยวะเพศ, เคอราติโนไซต์, การเลี้ยงเซลล์, การสกัดเซลล์, ผิวหนัง, 

หนังก าพร้า 
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บทน า 
 
 ในปัจจุบันมีงานศึกษาวิจัยที่เกี่ยวข้องกับผวิหนังมากมาย ไม่ว่าจะเป็นทางด้านพยาธิก าเนดิ
และการรักษาโรค รวมไปถึงการทดสอบฤทธ์ิของยาหรือสารสกัดสมุนไพรที่จะน ามาใช้กับผิวหนัง 
ซึ่งการศึกษาเหล่าน้ีเป็นสิ่งที่ส าคัญที่น าไปสู่การรักษาและการป้องกันการเกิดโรคผิวหนัง รวมไปถึง
การพัฒนานวัตกรรมหรือผลิตภัณฑ์ประเภทเวชภัณฑ์หรือเครื่องส าอาง เพื่อป้องกันการเกิดโรค
ผิวหนังจากแสงแดด หรือรังสียูวี และการบ ารุงผิวพรรณให้มีสุขภาพดี อ่อนวัย และป้องกันการเกดิ
โรค รวมไปถึงการเกิดอาการแพ้ต่าง ๆ ที่เกิดข้ึนกับผิวหนัง  ซึ่งนวัตกรรมเหล่าน้ีล้วนมีมูลค่าอย่าง
มหาศาลต่อเศรษฐกิจในระดับประเทศ หรือระดับโลก 
 เซลล์ผิวหนังมนุษย์ชนิดเคอราติโนไซต์ (keratinocyte) เป็นทางเลือกหนึ่งในปัจจุบันที่มี
น ามาใช้ในการศึกษาวิจัยด้านผิวหนังในลักษณะ in vitro ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นที่จะต่อยอดงานวิจัย           
ในสัตว์ทดลอง และในมนุษย์ ตามล าดับ  ปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้เซลล์ผิวหนังมนุษย์ร่วมกับ
เซลล์อื่น ๆ ที่เป็นองค์ประกอบของผิวหนัง เช่น เซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ที่ท าหน้าที่สรา้ง   
เมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix) และคอลลาเจน ซึ่ งจะรวมตัวกันเป็นกรอบ
โครงสร้าง (structural framework) ของเนื้อเยื่อในสัตว์และมนุษย์ กรอบโครงสร้างนี้เป็น
องค์ประกอบหนึ่งในการสร้างโมเดลผิวหนังของมนุษย์แบบสามมิติ (human three-dimensional 

skin models) ซึ่งเป็นการสร้างผิวหนังเลียนแบบผิวหนังของมนุษย์ (skin equivalent) เพื่อใช้ใน
งานวิจัยข้ันต้นก่อนที่จะน าไปศึกษาวิจัยต่อไปในข้ันคลินิก ซึ่งโมเดลนี้ได้รับการยอมรับและถูก
น ามาใช้มากข้ึนในปัจจุบัน เนื่องจากมีความใกล้เคียงกับผิวหนังจริงของมนุษย์ และให้ผลการ
ทดลองที่ใกล้เคียงกับการทดลองในผิวหนังของมนุษย์ในทางคลินิก ซึ่งดี กว่าการใช้ผิวหนังของ
สัตว์ทดลอง เนื่องจากผิวหนังของสัตว์นั้นแตกต่างจากผิวหนังของมนุษย์ค่อนข้างมาก ท าให้ผลที่ได้
จากการทดลองในผิวหนังสัตว์ในบางครั้งไม่สามารถน าผลการทดลองไปประยุกต์ใช้กับมนุษย์ได้  
นอกจากนี ้การใช้โมเดลผิวหนังของมนุษย์ยังเป็นทางเลือกหนึ่งของนักวิจัยที่จะช่วยลดปริมาณการ
ใช้สัตว์ทดลองโดยไม่จ าเป็น หรือให้ผลการทดลองที่ไม่ตรงเป้าหมาย ซึ่งเป็นการตอบสนองต่อ
นโยบายลดการทดสอบสารเคมีในสัตว์ทดลอง (3R’s: Reduce, Refine, Replace) ของประเทศ
ในสหภาพยุโรป  โดยมีข้อสรุปจาก 7th Amendment to EU Cosmetics Directive ให้ระงับการ
ทดสอบองค์ประกอบของเครื่อง ส าอางในสัตว์ทดลองตั้งแต่ปี ค.ศ. 2009 เป็นต้นไป ดังนั้น โมเดล
ผิวหนังมนุษย์จึงเป็นสิ่งที่ควรเลือกใช้ส าหรับงานวิจัยทางตจวิทยาทดแทนการใช้สัตว์ทดลอง  
 งานวิจัยทางตจวิทยาในปัจจุบันได้มีการน าเซลล์ผิวหนังของมนุษย์มาใช้ในงานวิจัยต่าง ๆ 
เช่น การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดต่อเซลล์ผิวหนังที่ได้รับแสงอัลตราไวโอเลต  การชักน าให้เกิด
ความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) โดยสารในกลุ่มที่มีออกซิเจนว่องไวเป็นองค์ประกอบ
ในโมเลกุล (reactive oxygen species, ROS)1 รวมถึงการน าโมเดลผิวหนังแบบสามมิติไปใช้ใน
งานวิจัยอย่างกว้างขวาง เช่น การศึกษาเรื่อง photo-aging2 การศึกษาเรื่องการท า skin grafting 

ส าหรับประยุกต์ใช้ในผู้ป่วยแผลไฟไหม้น้ าร้อนลวก3 การศึกษาด้านการกัดกร่อนและความระคาย
เคืองต่อผิวหนัง การศึกษาเรื่องการงอกของหลอดเลือดใหม่ที่ผิวหนัง 4  และการศึกษาด้าน 
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genotoxic กับผิวหนัง5 เป็นต้น ซึ่งจะเห็นได้ว่าเซลล์ผิวหนังของมนุษย์และโมเดลผิวหนังแบบสาม
มิติมีประโยชน์อย่างมากต่อการศึกษาวิจัยทางด้านตจวิทยา และมีการประยุกต์ใช้ได้ในหลายด้าน 

เซลล์ผิวหนังของมนุษย์ และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ส าหรบังานวิจัย มีจ าหน่ายในรูปแบบ cell 

line และเซลล์ปฐมภูมิ (primary cells) จากผู้ผลิตหลายแห่ง  ซึ่งเซลล์เหล่านี้ที่เป็น cell line  

มักมีคุณสมบัติที่เปลี่ยนไปจากเซลล์ดั้งเดิมที่ได้มาจากมนุษย์ เช่น มีอายุขัยมากว่าปกติ หรือมีการ
เจริญเติบโตที่ดีกว่าปกติ ซึ่งเกิดจากการดัดแปลงเซลล์ดั้งเดิม ส่วนเซลล์ปฐมภูมินั้นเป็นเซลล์ที่สกดั
ได้จากมนุษย์และไม่ได้มีการดัดแปลง แต่ก็มีข้อจ ากัดคือเซลล์เหล่าน้ีมีอายุขัยสั้นและมีราคาสูงมาก 
นอกจากเซลล์ข้างต้นที่ได้กล่าวไปแล้ว ยังมีผลิตภัณฑ์ผิวหนังแบบสามมิติจ าหน่ายในปัจจุบัน                
หลายชนิด เช่น EpiSkin™ model (L’Oréal, Lyon, France), EpiDerm™ model (MatTek 

Corporation, MA, USA), Reconstructed Human Epidermis (SkinEthic, Lyon, France), 

EST1000® skin model (CellSystems, Troisdorf, Germany), Phenion® Full-Thickness 

Skin Model, OS- REp (Open Source Reconstructed Epidermis)  model (Henkel, 

Düsseldorf, Germany), Straticell model (Straticell, Les Isnes, Belgium), StrataTest® 

model (Stratatech, Madison, WI, USA) , Labcyte model (Gamagori, Japan) แ ล ะ 
Vitrolife-Skin™ model (Kyoto, Japan) เป็นต้น ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีจ าหน่ายทางการค้า แต่
ข้อจ ากัดคือราคาสูงมาก และต้องมีการขนส่งอย่างจ าเพาะ เมื่อสืบค้นข้อมูลจนถึงปัจจุบนั ยังไม่พบ
ตัวแทนจ าหน่ายในประเทศไทย  ดังนั้นการสกัดเซลล์ผิวหนังจากมนุษย์ และการสร้างโมเดล
ผิวหนังแบบสามมิติส าหรับน ามาใช้ในงานวิจัยในห้องปฏิบัติการ จึงมีความจ าเป็นเพื่อตอบสนอง
งานวิจัยทางด้านตจวิทยา และเพื่อให้การวิจัยในประเทศได้มีโอกาสพัฒนาข้ึนเทียบเคียงกับสากล  
รวมทั้งเพิ่มโอกาสในการพัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพรส าหรับที่ใช้กับผิวหนังในเชิงพาณิชย์ ซึ่งประเทศ
ไทยเป็นแหล่งวัตถุดิบที่ส าคัญและมีตลาดด้านเครื่องส าอางท ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่างมาก 
งานวิจัยนี้จึงมีส่วนช่วยส่งเสริมงานวิจัยด้านตจวิทยาของประเทศได้ทางหนึ่ง โดยการศึกษาความ
เป็นไปได้ในการน าหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชายของผู้ใหญ่มาสกัดเคอราติโนไซต์และไฟโบบลาสต์
เพื่อเลี้ยงให้ห้องปฏิบัติการส าหรับงานวิจัยทางด้านตจวิทยาต่อไป 

 

วัสดุและวิธีการ   
 

วัสดแุละสารเคมี 
 อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้ในการทดลองนี้สั่งซื้อจากตัวแทนจ าหน่ายผลิตภัณฑ์ของ Life 

Technologies (CA, USA) ได้แก่  DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s media) high 

glucose, FBS (Fetal bovine serum) , penicillin– streptomycin antibiotics,  trypsin 

(2.5%) no phenol red, DPBS without calcium and magnesium  ส่วนอาหารเลี้ยงเซลล์
จ าเพาะส าหรับเคอราติโนไซต์เป็นผลิตภัณฑ์ของ Lonza (Basel, Switzerland) ได้แก่ KBM-2 

(keratinocyte basal medium-2) ,  KGM-2 SingleQuots Kit supplements and growth 

factors  เอนไซม์ dispase เป็นผลิตภัณฑ์ของบริษัท Life Technologies (CA, USA) 
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การขนส่งชิ้นเนื้อไปยังห้องปฏิบัติการ   
 โครงการนี้ได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาล
เลิดสิน (เลขที่ สธ 0306/13/130)   ช้ินเนื้อหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชาย (foreskin) ได้รับความ
อนุเคราะห์มาจากโรงพยาบาลเลิดสิน ภายหลังจากการผ่าตัดช้ินเนื้อจะถูกใส่ลงไปในอาหารเลี้ยง
เซลล์ DMEM ที่มียาปฏิชีวนะเพนนิซิลลินและสเตรปโตมัยซินอยู่ร้อยละ 5 และแช่เย็นที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส มีการขนส่งช้ินเนื้อภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง มาที่ห้องปฏิบัติการ คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒประสานมิตร   
 

การเตรียมคอลลาเจนเคลือบภาชนะเลี้ยงเซลล์ 
น าคอลลาเจนที่ได้มาจากการสกัดหางหนูมาเคลือบภาชนะเลี้ยงเซลล์เพื่อช่วยให้เซลล์

สามารถยึดเกาะผิวภาชนะได้ดียิ่งขึ้น น าสารละลายคอลลาเจนที่ปราศจากเช้ือ มาปรับความเข้มขน้
ให้ได้ 250, 1250 และ 2500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วใช้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงไปใน    
ฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร แล้วเคลือบให้ทั่วภาชนะ ซึ่งความเข้มข้นสุดท้ายของ
สารละลายคอลลาเจนแต่ละภาชนะจะเท่ากับ 10, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร 
น าภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยสารละลายคอลลาเจนแต่ละความเข้มข้นไปบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นดูดสารละลายคอลลาเจนส่วนเกินที่ไม่เคลอืบตดิ
ภาชนะเลี้ยงออกไป น าภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เปียกไปผึ่งลมให้แห้งภายใต้ตู้ปราศจากเช้ือ เก็บภาชนะ
เลี้ยงเซลล์ที่แห้งแล้วไว้ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้งาน และควรล้างภาชนะ
เลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยคอลลาเจนด้วยสารละลาย 1X DPBS ปริมาณ 5 มิลลิลิตรก่อน 1 รอบ 
ก่อนน ามาเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์ 
 

การสกัดเซลล์และการเลี้ยงเซลล์ผิวหนัง 
การสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์ดัดแปลงมาจากวิธีของ Aasen และ Izpisúa Belmonte6  

(รูปที่ 1)  เริ่มต้นด้วยการล้างช้ินเนื้อด้วยสารละลาย 1X DPBS ที่มีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ             
เพนนิซิลลินและสเตรปโตมัยซินอยู่ร้อยละ 10   ใช้กรรไกรตัดส่วนของเนื้อเยื่อไขมันและเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันออกให้หมดหรือให้เหลืออยู่น้อยที่สุด หลังจากนั้นใช้มีดผ่าตัดหรือกรรไกรตัดช้ินเนื้อให้ได้
ขนาดประมาณ 0.5×0.5 เซนติเมตร แล้วน าไปย่อยด้วยเอนไซม์ dispase ใน Petri dish ขนาด 
60 มิลลิเมตร ที่ความเข้มข้น 2.0 units/mL ที่ละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์
โดยเฉพาะ KBM-2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 โดยบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืนหรือ 16-21 ช่ัวโมง จากนั้นแยกส่วนของ epidermis ออกจาก dermis 

โดยใช้คีมคีบน า epidermis ที่แยกได้ใส่ลงไปใน conical tube ขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีสารละลาย 
ทริปซินความเข้มข้นร้อยละ 2.5 อยู่ปริมาณ 2 มิลลิลิตร และน าไปบ่มที่อณุหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส 
ใน water bath เป็นเวลา 1 นาที ระหว่างที่ท าการบ่มต้องเขย่าและแกว่งหลอดทดลองเบา  ๆ  
เพื่อให้เอนไซม์ ทริปซินท างานได้ดียิ่งข้ึน จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีส่วนผสมของ
ซีรั่มอยู่ร้อยละ 10  ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดทดลอง เพื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
ทริปซิน ใช้ปิเปตดูดสารละลายข้ึนลงอย่างน้อย 6 ครั้ง เพื่อให้เซลล์ผิวหนังหลุดออกมาจากเนื้อเยือ่ 
แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 200 g เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนของสารละลายด้านบนทิ้งแล้วล้างเซลล์ด้วย
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สารละลาย 1X DPBS ปริมาณ 10 มิลลิลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่  200 g เป็นเวลา 5 นาที               
2 รอบ แล้วน าเซลล์มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ KBM-2 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 75 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยบ่มในตู้บ่มเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ  37 เซลเซียสและ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ KBM-2 ทุก ๆ 3 วัน 
และเมื่อเซลล์มีความหนาแน่นร้อยละ 80 เซลล์จะถูกซับออกแล้วน ามาเลี้ยงใหม่ เป็น passage 

ถัดไป 

 

 

 
 

รูปท่ี 1  ข้ันตอนการสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์และเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากช้ินเนื้อหนังหุ้มปลาย
อวัยวะเพศชาย (A) ล้างช้ินเนื้อด้วยสารละลาย 1X DPBS ที่มีส่วนผสมชองยาปฏิชีวนะ
เพนนิซิลลินและสเตรปโตมัยซินอยู่ร้อยละ 10 ในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จนกว่า
เลือดที่ติดช้ินเนื้อออกหมด (B) น าช้ินเนื้อมาวางใน Petri dish ที่มีสารละลาย 1X 

DPBS อยู่พอท่วม ใช้กรรไกรและคีมคีบตัดเอาส่วนของเนื้อเยื่อไขมันและเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันออกไปจากช้ินเนื้อ (C) ใช้กรรไกรตัดช้ินเนื้อให้เป็นเส้น (D) ใช้กรรไกรตัดช้ิน
เนื้อให้ได้ขนาดประมาณ 0.5×0.5 เซนติเมตร แล้วน าไปย่อยด้วยเอนไซม์ dispase (E) 

ใช้คีมคีบแยกส่วนของ epidermis ออกจาก dermis (F) น าส่วนของ dermis มาวางใน
ภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อยู่ เพื่อเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
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การสับและ seed เซลล์ผิวหนัง 
 เมื่อเซลล์เคอราติโนไซต์มีความหนาแน่นร้อยละ 80 เซลล์จะถูกล้างด้วยสารละลาย 1X 
DPBS ในปริมาณ 5 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ไปเปตดูดสารละลาย 1X DPBS ออกแล้วเติมเอนไซม์ 
ทริปซินที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.25 ซึ่งผสมอยู่กับ EDTA ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ บ่มไว้ที่
อุณหภูทิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เซลล์จะถูกย่อยและหลุดออกจากภาขนะเลี้ยงเซลล์ 
จากนั้นเติม DMEM high glucose ที่มีส่วนผสมของซีรั่มอยู่ร้อยละ 10 เพื่อยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ทริปซิน จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ 200 g เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาเทส่วนเหลว
ด้านบนออก จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ KGM-2 ลงไป ดูดข้ึนลง
เพื่อให้เซลล์แยกออกจากกัน น าไปใส่ในภาชนะที่ถูกเคลือบด้วย collagen ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์             
เคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ KGM-2 อยู่ในปริมาณ 10 มิลลิลิตร บ่มในตู้บ่มเลี้ยงเซลลท์ี่อุณหภูมิ 37 
เซลเซียสและคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ KBM-2 
ทุก ๆ 3 วัน และเมื่อเซลล์มีความหนาแน่นร้อยละ 80 เซลล์จะถูกสับออกมาแล้วน าไปเลี้ยงใหม่ 
เป็น passage ถัดไป 

 

การเก็บเซลล์ผิวหนัง 
เซลล์เคอราติโนไซต์ที่มีความหนาแน่นร้อยละ 80 จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินที่ความ

เข้มข้นร้อยละ 0.25 ซึ่งผสมอยู่กับ EDTA ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 5 นาที เมื่อเซลล์
หลุดออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล์แล้วจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM high glucose ที่มีส่วนผสม
ของซีรั่มอยู่ร้อยละ 10  เพื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ทรปิซินแลว้น าไปปั่นเหว่ียงที่ 200 g เป็น
เวลา 5 นาทีเทส่วนของสารละลายทิ้งแล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 1X DPBS ปริมาณ 10 

มิลลิลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่  200 g เป็นเวลา 5 นาที 2 รอบ ผสมเซลล์เคอราติโนไซต์ใน 
freezing media ที่ประกอบไปด้วยสารละลาย DMSO และอาหารเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์
โดยเฉพาะ KBM-2 ในอัตราส่วน 1 ต่อ 9 ตามล าดับ ดูดสารละลายใส่ cryogenic vial ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร แล้วเก็บในกล่องปรับอุณหภูมิ (freezing container) ทันที น าไปแช่ตู้เย็นที่อุณหภูม ิ
-20 องศาเซลซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้น น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ทิ้ง
ไว้ค้างคืน แล้วแช่แข็งเซลล์ในถังไนโตรเจนเหลว 

 

การเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM high glucose ที่มีส่วนผสมของซีรั่มอยู่ร้อยละ 10 และ 

ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลินและสเตรปโตมัยซินอยู่ร้อยละ 1 ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม ๆ

ละ 800 ไมโครลิตร จากนั้นใช้คีมคีบช้ินเนื้อที่เป็นส่วนของ dermis มาวางลงบนหลุมที่มีอาหาร
เลี้ยงเซลล์อยู่ จากนั้นน าไปบ่มในตู้บ่มเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 เซลเซียสและคาร์บอนไดออกไซด์
ร้อยละ 5  คอยสังเกตและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ให้อยู่ในระดับที่พอดีช้ินเนื้อ  (200 ไมโครลิตร) 
ห้ามให้อาหารเลี้ยงเซลล์แห้งหรือใส่อาหารเลี้ยงเซลล์มากเกินไปจนช้ินเนื้อลอย เมื่อเวลาผ่านไป   
5-7 วัน น าภาชนะเลี้ยงเซลล์มาส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จะสังเกตเห็นเซลล์ไฟโบรบลาสต์เริ่ม
เคลื่อนที่ออกจากเนื้อเยื่อและเกาะกับผิวของภาชนะเลี้ยงเซลล์  ให้ใช้คีมคีบช้ินเนื้อเยื่อ dermis 

ออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล์ และล้างภาชนะเลี้ยงเซลล์แต่ละหลุมด้วย 1X DPBS จ านวน 2 รอบ
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จากนั้นเติมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ที่มีส่วนผสมของซีรั่มอยู่ร้อยละ 10 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลง
ในแต่ละหลุมบ่มเซลล์ในตู้บ่มเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 เซลเซียสและคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ ๆ  3 วัน และเมื่อเซลลม์ีความหนาแน่นร้อยละ 80 เซลล์จะถูกย่อยออก
มาแล้วน ามาเลี้ยงใหม่ 
 

การเก็บเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ที่ผสมอยู่กบั

สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 5 นาที เมื่อเซลล์หลุดออกจากภาชนะ
เลี้ยงเซลล์แล้วจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีส่วนผสมของซีรั่มอยู่ร้อยละ 10  เพื่อยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ทริปซินแล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 125 g เป็นเวลา 5 นาทีเทส่วนของสารละลาย
ด้านบนทิ้งและกระจายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ใน freezing media ที่ประกอบไปด้วยสารละลาย 
DMSO ซีรั่ม และอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ในอัตราส่วน 1 ต่อ 4 ต่อ 5 ตามล าดับ ผสมให้เข้า
กัน ดูดสารละลายใส่ cryogenic vial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเก็บในกล่องปรับอุณหภูมิทันที 
น าไปแช่ตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้น น าไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสไว้ค้างคืน และเก็บในถังไนโตรเจนเหลวต่อไป 

 

การก าจัดชิ้นเนื้อและเซลล์ท่ีเหลือหลังจากการทดลอง 
 หลังสิ้นสุดโครงการวิจัย ช้ินเนื้อและเซลล์ที่เหลือจากการโครงการวิจัยจะถูกน าไปท าลาย
ด้วยการ autoclave และถูกก าจัดตามระบบการก าจัดขยะของมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
 
ผลการทดลอง 
 

จากผลการทดลองสกัดช้ินเนื้อหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชาย ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก
โรงพยาบาลเลิดสิน จ านวนทั้งหมด 13 ตัวอย่าง ระหว่างวันที่ 1 พฤษภาคม พ.ศ. 2558 ถึง 31 
มีนาคม พ.ศ. 2559  ซึ่งอายุของอาสาสมัครที่ได้รับการผ่าตัดช้ินเนื้ออยู่ระหว่าง 1-47 ปี โดยการ
สกัดจะน าช้ินเนื้อมาย่อยด้วยเอนไซม์ dispase และทริปซินเพื่อสกัดเอาเซลลเ์คอราติโนไซต์ออกมา 
และเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ KBM-2 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
พบว่า ประสบความส าเร็จในการสกัดเซลลเ์คอราติโนไซต์จากช้ินเนื้อ 4 ตัวอย่าง (ร้อยละ 31) และ
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ 7 ตัวอย่าง (ร้อยละ 54) โดยตัวอย่างมีการปนเปื้อนเช้ือรา 4 ตัวอย่าง (ร้อยละ 
31) ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  รายละเอียดของการสกัดเซลลเ์คอราติโนไซต์และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่สกัดได้จากช้ิน
เนื้อหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชายของกลุ่มตัวอย่างอายุระหว่าง 1-47 ปี จ านวน
ทั้งหมด 13 ตัวอย่าง 

 

No. 
Age 

(years) 

Keratinocytes Fibroblast 

Cell passage 

no. 
Thawing 

Cell passage 

no. 
Cell survival 

after thawing 

1 20 Not survive P.4 Yes 

2 27 Not survive P.3 Yes 

3 15 Not survive P.4 Yes 

4 38 Not survive P.3 Yes 

5 19 Fungal Contamination 

6 1 Not survive Not survive 

7 29 P.4 N/A Not survive 

8 11 P.4 N/A P.4 Yes 

9 32 Fungal Contamination 

10 20 P.4 N/A P.3  Yes 

11 17 P.2 N/A P.3 Yes 

12 47 Fungal Contamination 

13 43 Fungal Contamination 

 
 
ผลของความหนาแน่นต่อการยึดเกาะและการกระจายตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ 

เมื่อท าการสกัดเซลล์ผิวหนังออกมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเคอราติโนไซต์โดยเฉพาะและบ่ม
เซลล์ในตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 พบว่าเซลล์
เริ่มเข้าเกาะกับภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์เมื่อเวลาผ่านไปเพียง 1 ช่ัวโมงเท่านั้น ซึ่งเซลล์จะเข้าเกาะ
และแผ่อย่างสมบูรณ์ที่เวลา 3 ช่ัวโมงภายหลังจากการเลี้ยงเซลล์ ยิ่งความหนาแน่นของเซลล์
เริ่มแรกมีความหนาแน่นมากเท่าไหร่จะยิ่งเพิ่มโอกาสให้เซลล์เข้าเกาะกับผิวของภาชนะที่ใช้เลี้ยง
เซลล์ได้มากเท่านั้น โดยพบว่า การเริ่มต้นใส่เซลล์ในภาชนะให้ครอบคลุมพื้นที่มากกว่าร้อยละ 40 
จะมีโอกาสท าให้เซลลอ์ยู่รอดและเพิ่มจ านวนได้ดีกว่าการใส่เซลล์เริ่มต้นที่ครอบคลุมพื้นที่ประมาณ
ร้อยละ 20 (รูปที่ 2A, 2C)  นอกจากนี้เซลล์ที่อยู่ใกล้กันจะไปเหนี่ยวน าให้เซลล์บริเวณข้างเคียง
เกิดการแบ่งตัวเพิ่มมากขึ้น จะสังเกตได้ว่าเซลล์ที่เกาะกันอยู่เป็นกลุ่มจะมีความสามารถในการแบ่ง
เซลล์ได้มากกว่าเซลล์ที่เกาะเป็นเซลล์เดี่ยว ๆ แต่เมื่อจ านวนเซลล์เริ่มแรกมีน้อยจะท าให้การเลี้ยง
เซลล์ในรุ่นแรกใช้ระยะเวลานานและเซลล์อาจมีความผิดปกติ  แล้วหลุดลอยตายในที่สุด ดังนั้น 
ปัจจัยในด้านความหนาแน่นของเซลล์ที่สกัดได้และถูกน ามาเลี้ยงจะส่งผลต่อการแบ่งตัวของเซลล์
เป็นอย่างมาก (รูปที่ 2) 
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รูปท่ี 2  ผลของความหนาแน่นของเซลล์ต่อการยึดเกาะและการกระจายตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ 

จากตัวอย่างช้ินเนื้อที่ 10 passage 1 ภายหลังจากการเลี้ยงเซลล์ในตู้บ่มเมื่อเวลาผ่านไป 
10 ช่ัวโมง. A, B รูปภาพจากภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่ 1 เมื่อเริ่มต้นใส่เซลล์ที่มีความหนาแน่น
ของเซลล์ครอบคลุมพื้นที่ประมาณร้อยละ 20 ของภาชนะเลี้ยงเซลล์; C, D รูปภาพจาก
ภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่ 2 ครอบคลุมพื้นที่ประมาณร้อยละ 50 ของภาชนะเลี้ยงเซลล์ ท าให้
เซลล์ผิวหนังยึดเกาะกับผิวของภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์และมีการกระจายตัวได้ดี    

 
ผลของคอลลาเจนต่อการยึดเกาะและการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ 

เซลล์ผิวหนังที่สกัดออกมาในรุ่นแรกนั้น จะถูกน ามาเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ที่
เคลือบหรือไม่เคลือบด้วยคอลลาเจน เพื่อสังเกตดูลักษณะของเซลล์ว่าคอลลาเจนมีส่วนช่วยในการ
เข้าเกาะและการแบ่งตัวของเซลล์หรือไม่ จากการทดลองพบว่า ภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วย
คอลลาเจนจะช่วยให้เซลล์ผิวหนังเข้าเกาะได้ดีกว่าภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้เคลือบคอลลาเจน ทั้งนี้
เนื่องจากคอลลาเจนเป็นส่วนหนึ่งของเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ที่พบในร่างกายของมนุษย์ ซึ่งจะท า
หน้าที่ช่วยยึดเกาะเซลล์ไว้ด้วยกัน จากการทดลองเพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของคอลลาเจนที่
จะน ามาใช้เคลือบภาชนะเลี้ยงเซลล์ต่อการยึดเกาะและการแบ่งตัวของเซลล์ผิวหนัง โดยใช้ความ
เข้มข้นของคอลลาเจนในการทดสอบ 3 ความเข้มข้นได้แก่ 10, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อตาราง
เซนติเมตร พบว่า ประสิทธิภาพการเข้าเกาะของเซลลภ์ายหลังจากการเลี้ยงเซลลน์าน 3 ช่ัวโมง จะ
เพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของคอลลาเจน นั่นคือความเข้มข้นของคอลลาเจนที่ใช้เคลือบภาชนะเลี้ยง
เซลล์ 100 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร จะช่วยให้เซลล์เกาะได้ดีที่สุด แต่เลี้ยงเซลล์เมื่อเวลา
ผ่านไป 5 วัน พบว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยคอลลาเจนที่มีความเข้มข้น 
50 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร เซลล์ผิวหนังสามารถแบ่งตัวได้ดีที่สุด และที่ความเข้มข้นของ
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คอลลาเจนสูง  ๆ  หรือ 100 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร เซลล์มีการแบ่งตัวน้อยมาก เซลล์                  
เคอราติโนไซต์มีรูปร่างผิดปกติและเซลล์ลอยตายอยู่เป็นจ านวนมาก  ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าเซลล์
ผิวหนังที่สกัดออกมาเลี้ยงในรุ่นแรก จะต้องเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยคอลลาเจนที่มี
ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงจะส่งเสริมให้เซลลเ์คอราติโนไซต์เข้าเกาะกับผิวภาชนะ
เลี้ยงเซลล์และแบ่งตัวได้ดีที่สุด (รูปที่ 3) 

  
การแบ่งตัวและการพัฒนาของเซลล์ผิวหนังมนุษย์ 

โดยปกติแล้วเซลล์เคอราติโนไซต์ที่สกัดมาได้จะถูกน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ปราศจากซีรั่มและเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์โดยเฉพาะเพื่อป้องกันไม่ให้เซลล์เกิด
กระบวนการพัฒนา (differentiation) ของเซลล์ เซลล์จึงเกิดกระบวนการแบ่งตัวเพียงช้ันเดียว
และแบ่งตัวออกทางด้านข้างเท่านั้น แต่เซลล์ผิวหนังที่สกัดมาได้ในการศึกษานี้เมื่อน ามาเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์โดยเฉพาะ จากการสังเกตดูลักษณะของกลุ่มเซลล์ที่มีขอบเขตอยู่
ด้านนอกจะสังเกตเห็นว่าเซลล์ผวิหนังจะมีการแบ่งตัวและกระจายออกมาทางด้านข้างในลักษณะที่
เซลล์จะเรยีงตัวกันเพยีงช้ันเดียว  (monolayer) ลักษณะของเซลล์มรีูปรา่งขนาดเลก็ หลายเหลีย่ม
และมีมิติ แต่เซลล์ที่เจริญเติบโตอยู่ในบริเวณภายใน เนื่องจากไม่มีพื้นที่ด้านข้างเหลือให้เซลล์
แบ่งตัวและกระจายออกมา เซลล์จึงแบ่งตัวหนาแน่นและเบียดกันข้ึนทางด้านบน จึงท าให้เห็น
ลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ในลักษณะหลายช้ัน และเซลล์เคอราติโนไซต์เหล่าน้ีเกิด
กระบวนการพัฒนา ท าให้เซลล์ที่อยู่ช้ันบนสุดมีลักษณะแบนบาง ไม่มีมิติ รูปร่างของเซลล์มีขนาด
ใหญ่และรูปร่างไม่แน่นอน ทั้งนี้เกิดจากไซโทพลาสซึมมีการขยายตัวแต่ขนาดของนิวเคลียสยังคง
เท่าเดิม ซึ่งเหมือนกับเซลล์ผิวหนังของมนุษย์ที่อยู่ในช้ันนอกที่มีสารเคอราตินเคลือบอยู่   ใน
ท้ายที่สุดแล้วเซลล์ที่อยู่ช้ันบนสุดนี้จะเกิดกระบวนการตายและหลุดลอยอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์
และเซลล์ที่อยู่ด้านล่างถัดลงมาก็จะแบ่งตัวข้ึนมาทดแทน  (รูปที่ 4) 
 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เคอราติโนไซต์ 

หลังจากสกัดเซลล์ผิวหนังจากช้ินเนื้อหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชายออกมาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่เฉพาะต่อเซลลเ์คอราติโนไซต์ซึ่งปราศจากซีรัม่ พบว่าเซลล์ที่เกาะที่ผิวของภาชนะเลี้ยง
เซลล์และเจริญเติบโตได้น้ันไม่ได้มีเซลล์เคอราติโนไซต์เพียงชนิดเดียว แต่มีเซลล์ชนิดอื่นปะปนมา
ด้วย ซึ่งไม่สามารถระบุชนิดของเซลล์เหล่าน้ันได้อย่างแน่ชัด ท าให้เซลล์ที่สกัดมาได้และน ามาเลี้ยง
นั้นมีลักษณะไม่เป็น homogeneous ที่ประกอบไปด้วยเซลล์แปลกปลอมต่าง ๆ เซลล์เหล่าน้ีจะ
เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลล์ และเจริญเติบโตไปพร้อมกับเซลล์ผิวหนังในรุ่นแรก อย่างไรก็ตามเมื่อ
เวลาผ่านไป อาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์นั้นมีความจ าเพาะต่อเซลล์เคอราติโนไซต์  จึงช่วยคัดเลือกให้มี
เพียงเซลล์เคอราติโนไซต์เท่านั้นที่จะสามารถอยู่รอดได้ แต่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
เซลล์ชนิดอื่น ท าให้เซลล์แปลกปลอมเหล่านั้นไม่สามารถแบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้ และหลุดลอยตาย
ไปในที่สุด ท าให้การเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์ในรุ่นที่  2 และ 3 พบว่าลักษณะของเซลล์ผิวหนังมี
ความเป็น homogeneous มากยิ่งข้ึน ซึ่งลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์เคอราติโนไซต์ที่พบนัน้
มีลักษณะเป็นหลายเหลี่ยม (polygonal) ขนาดเล็กและมีหลายนิวเคลียส (รูปที่ 5) 
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รูปท่ี 3  การยึดเกาะและการแบ่งตัวของเซลล์เคอราติโนไซต์ passage 1 วันที่ 1 และวันที่ 5 ใน

ภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่ไม่เคลือบหรือเคลือบสารละลายคอลลาเจนที่ความเข้มข้นต่างกัน (A) 

เซลล์เคอราติโนไซต์ที่ไม่ได้เคลือบด้วยสารละลายคอลลาเจน (เซลล์ตายตั้งแต่วันที่ 0); 
(B, C) เซลล์เคอราติโนไซต์ที่เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยสารละลายคอลลา
เจนความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร; (D, E) 50 ไมโครกรัมต่อตาราง
เซนติเมตร และ (F, G) 100 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตร 
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รูปท่ี 4  ขอบเขตของเซลล์เคอราติโนไซต์ที่เจริญเติบโตอยู่ เป็นกลุ่ม ซึ่งแบ่งตัวและพัฒนาจาก

ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ 10, passage 2 วันที่ 10 ก าลังขยาย 100 เท่า (ในวงกลมคือเซลล์ที่มี
การแบ่งตัวข้ึนด้านบน และเกิดกระบวนการพัฒนา) 

 
 

 
 
รูปท่ี 5  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เคอราติโนไซต์ที่สกัดมาจากช้ินเนื้อตัวอย่างที่  10 

ภายหลังจากการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เฉพาะต่อเซลล์เคอราติโนไซต์  (A) 

เซลล์เคอราติโนไซต์ใน passage 1 วันที่ 2; (B) เซลล์เคอราติโนไซต์ใน passage 2 
วันที่ 9 และ (C) เซลล์เคอราติโนไซต์ใน passage 3 วันที่ 13 (ก าลังขยาย 200 เท่า) 

 
 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
 จากการสกัดเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากช้ินเนื้อหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชาย แล้วเลี้ยงเซลล์
ในอาหารเลี้ยงเซลลช์นิด DMEM ที่มีส่วนผสมของ FBS ร้อยละ 10 พบว่าเซลล์มีรูปร่างเรียวและ
แบนยาว มีแขนงสองข้าง คล้ายกระสวย เซลล์ที่สกัดได้สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี  ใน
แต่ละ passage เซลล์ไฟโบรบลาสต์มีรูปร่างที่เหมือนกัน และไม่เห็นความเปลี่ยนแปลงหรือเกิด
ความผิดปกติของเซลล์ เมื่อเทียบกับ passage แรกที่สกัดได้ (รูปที่ 6) 
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รูปท่ี 6  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่สกัดมาจากช้ินเนื้อตัวอย่างที่  10 

ภายหลังจากการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์  DMEM (A) เซลล์ไฟโบรบลาสต์ใน 
passage 1 วันที่ 7; (B) เซลล์ไฟโบรบลาสต์ใน passage 2 วันที่ 15; (C) เซลล์ไฟโบร-

บลาสต์ใน passage 3 วันที่ 20 และ (D) เซลล์ไฟโบรบลาสต์ใน passage 4 วันที่ 28 

ซึ่งรูปทั้งหมดมีก าลังขยาย 100 เท่า 

 
วิจารณ์ 
 
 ผิวหนังของมนุษย์เป็นอวัยวะขนาดใหญ่ที่ห่อหุ้มร่างกายของมนุษย์  และเป็นสิ่งส าคัญที่
ช่วยป้องกันร่างกายโดยตรงจากสิ่งแวดล้อมภายนอก หรือสิ่งแปลกปลอมที่จะเข้าสู่ร่างกาย หรือ
แม้แต่รังสีอัลตราไวโอเลตที่เปน็อันตราย ซึ่งสิ่งต่าง ๆ  เหล่าน้ีสามารถชักน าให้เกิดความผิดปกติของ
ร่างกาย หรือเกิดโรค เช่น ติดเช้ือ ภูมิแพ ้หรือแม้แต่โรคมะเร็ง  ซึ่งรังสีอัลตราไวโอเลตเป็นสาเหตุ
หลักที่ท าให้เกิดมะเร็งผิวหนัง ในปัจจุบันสามารถป้องกันผิวหนังจากรังสชีนิดนี้ได้ด้วยผลิตภัณฑ์กัน
แดดต่าง ๆ ที่ผ่านการคิดค้นวิจัย ในองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์กันแดดเหล่าน้ีมีส่วนผสมแตกต่าง
กันออกไปตามผู้ผลิตที่ได้วิจัยและพัฒนา ซึ่งปัจจุบันมีงานวิจัยมากมายที่ศึกษาเกี่ยวกับการป้องกัน
ผิวหนังจากรังสีอัลตราไวโอเลต ทั้งที่เริ่มศึกษาในห้องทดลองไปจนถึงสัตว์ทดลอง และการศึกษาใน
มนุษย์  งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความเป็นไปได้ และวิธีการที่เหมาะสมส าหรับการสกัดและเลี้ยงเซลล์                
เคอราติโนไซต์และเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศผู้ใหญ่ในห้องปฏิบัติการเพื่อ
น ามาสร้างเป็นโมเดลผิวหนังสามมิติที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการวิจัยต่าง  ๆ จากผลการ
ทดลองพบว่าสามารถสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์และไฟโบรบลาสต์จากหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศ
ผู้ใหญ่ได้ โดยมีอัตราความส าเร็จในการสกัดไฟโบรบลาสต์มากกว่าเคอราติโนไซต์ ซึ่งการ
เพาะเลี้ยงเคอราติโนไซต์มีข้ันตอนและกระบวนการที่ ค่อนข้างยุ่งยากกว่าการเลี้ยงไฟโบรบลาสต์ 
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ในการเพาะเลี้ยงเคอราติโนไซต์ให้ได้ปริมาณมากเพียงพอส าหรับการน าไปใช้สร้างโมเดลผิวหนัง
สามมิติ ควรจะรวบรวมจากตัวอย่างหลาย ๆ ตัวอย่าง ส่วนการสกัดและเลี้ยงไฟโบรบลาสต์ 
สามารถท าได้ง่ายและเพาะเลี้ยงให้เพิ่มจ านวนได้ในปริมาณมากเพียงพอส าหรับการทดลองใน
ห้องปฏิบัติการต่อไป 

จ านวนความชุกของตัวอย่างที่เก็บได้จากโรงพยาบาลเป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการสกัดเซลล์
ให้ได้ปริมาณเพียงพอต่อการทดลอง พบว่า มีจ านวนผู้ป่วยที่มาผ่าตัดเอาหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศ
ออกในภาวะที่ไม่มีพยาธสภาพของโรคค่อนข้างน้อยคือ มีเพียง 13 ตัวอย่างในระยะเวลา 1 ปแีละ
ตัวอย่างที่ได้มาน้ัน แม้จะไม่มีรอยโรค แต่ก็มักมีการติดเช้ือราค่อนข้างหนาแน่น ท าให้ไม่สามารถ
เลี้ยงเซลล์ต่อไปหลังจากสกัดเซลล์ได้ เนื่องจากมีการปนเปื้อนของเช้ือราถึง 1 ใน 3 ของตัวอย่าง
ทั้งหมด ซึ่งแตกต่างจากการเก็บตัวอย่างจากต่างประเทศที่มีประชากรที่นับถือศาสนาอิสลาม มีการ
ขลิบหนังปลายอวัยวะเพศหลังแรกคลอดไม่นาน และเป็นกระบวนการที่ท าในโรงพยาบาลทั้งหมด 
ท าให้มีแหล่งตัวอย่างที่เพียงพอต่อการท าวิจัย7  นอกจากนี้ยังพบว่าปัจจัยด้านจ านวนของเซลล์             
เคอราติโนไซต์ที่น ามาเลีย้งจะต้องมีความหนาแน่นที่เหมาะสมจึงจะท าให้เซลล์ในรุน่แรกเจริญเตบิโต
และแบ่งตัวได้ดี ซึ่งความหนาแน่นของเซลล์เคอราติโนไซต์มีผลต่อการอยู่รอดและการเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ จากการศึกษาใน HaCaT cells ซึ่งเป็นเซลล์เคอราติโนไซต์ที่มีความคล้ายคลึงกับ
เซลล์เคอราติโนไซต์ในผิวหนังของมนุษย์เป็นอย่างมาก พบว่า HaCaT cells จะตอบสนองต่อ 
chemokine ได้ดีข้ึนอยู่กับความหนาแน่นของเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง RANTES (regulated 

on activation normal T cell expressed and secreted)  ซึ่ ง จั ด เป็ น  chemoattractant ที่ มี
ประสิทธิภาพมากที่สุดที่ถูกตรวจพบในเซลล์เคอราติโนไซต์  ซึ่งการตอบสนองต่อ chemo-

attractant เหล่านี้ของเซลล์เคอราติโนไซต์จะช่วยส่งผลท าให้เซลล์เกิดการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนมาก
ยิ่งข้ึน8  นอกจากนี้ยังพบว่าความหนาแน่นของเซลล์เคอราติโนไซต์ส่งผลต่อการกระจายตัวของ
เซลล์แต่จะไม่มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์9 ทั้งนี้เมื่อเคลือบภาชนะเลี้ยงเซลล์ด้วยคอลลาเจนที่
ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตรพบว่าเซลล์สามารถเข้าเกาะกับผิวภาชนะเลี้ยง
เซลล์และแบ่งตัวได้ดีที่สุด เช่นเดียวกันกับผลงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าเมื่อเลี้ยงเซลล์เคอราติโนไซต์
ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยคอลลาเจนส่งผลให้เซลล์เคอราติโนไซต์มีประสิทธิภาพในการเข้า
เกาะกับผิวภาชนะมากถึงร้อยละ 7010  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารละลายคอลลาเจนจัดเป็น
องค์ประกอบชนิดหนึ่งในเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ที่เป็นส่วนส าคัญที่ท าให้เกิดกลไก cell-to-matrix 

interaction ในการช่วยให้เซลล์เคอราติโนไซต์เข้าเกาะ เนื่องจากในส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์นั้นจะ
ประกอบไปด้วยโปรตีน integrin ที่แทรกตัวอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวรับสัญญาณ 
ซึ่งจะประกอบไปด้วย α และ β subunits integrin สามารถถูกกระตุ้นได้สองทิศทางด้วยกัน ได้แก่ 
การกระตุ้นจากภายในเซลล์โดยการเข้าจับของโปรตีนในบริเวณหางของตัวรับสัญญาณบนผิวเซลล์
ที่อยู่ภายในไซโทพลาสซึม และการกระตุ้นจากภายนอกเซลล์นั้นสามารถถูกกระตุ้นโดยลิแกนที่
หลากหลายซึ่งจะเข้ามาจับกับตัวรับสัญญาณบนผิวเซลล์   ซึ่งกลไกการตอบสนองของเซลล์ดังที่
กล่าวไปนี้เรียกว่า Inside-out and outside-in signaling ซึ่งผลของการกระตุ้น integrin นั้นจะ
ส่งผลท าให้เซลล์เกิดการยึดเกาะ การเพิ่มจ านวน กระจายตัวและการเคลื่อนที่ของเซลล์11 แต่ทั้งนี้
เมื่อเลี้ยงเซลล์ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วยคอลลาเจนที่มีความเข้มข้นสูง (100 ไมโครกรัมต่อ
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ตารางเซนติเมตร) โครงสร้างของคอลลาเจนอาจจะโยงยึดกับเซลล์ได้ดีเกินไปท าให้โครงสร้างของ
เซลล์ไม่เหมาะต่อการแบ่งตัว นอกจากนี้ ความเข้มข้นของกรดอะซิติกที่น ามาใช้ในการละลาย
คอลลาเจนอาจจะไปรบกวนการท างานของเซลล์ท าให้เซลล์เกิดรูปร่างผิดปกติ  ลอยตาย และมี
สภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการแบ่งตัวได้เช่นกัน  

ในการสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์พบว่าใน passage ที่ 1 และ 2 เซลล์ยังมีการแบ่งตัวและ
เจริญเติบโตปกติ ทั้งในรูปร่างและลักษณะของเซลล์ แต่เมื่อเลี้ยงเซลล์ถึง passage ที่ 3 พบว่า
เซลล์มีรูปรา่งลักลักษณะที่เปลีย่นแปลงไป รวมไปถึงมีการพัฒนาของเซลล์ โดยที่เซลล์มีการแบ่งตวั
ซ้อนกันข้ึนไปช้ันบนและเปลี่ยนรูปร่าง เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Soroka และคณะ ที่พบว่า
เซลล์เคอราติโนไซต์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ KGM-2 ที่ปราศจากซีรั่ม และมีความเข้มข้นของ
แคลเซียมต่ า เซลล์ใน passage ต้น ๆ คือ 1 และ 2 มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปกติ แต่เมื่อเลี้ยง
เซลล์ถึง passage หลัง ๆ คือ 4 และ 5 เซลล์มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่ผิดปกติไป และมีอัตราการ
เจริญเติบโตที่ลดลง รวมไปถึงเกิดการพัฒนาของเซลล์ท าให้เกิดการชราของเซลล์12  ทั้งนี้สาเหตุที่
เซลล์เกิดกระบวนการพัฒนาอาจเนื่องมาจากในข้ันตอนของการสกัดเซลล์นั้นได้มีการใส่เอนไซม์   
ทริปซินเพื่อย่อยเซลล์ผิวหนังให้หลุดออกจากเนื้อเยื่อ epidermis นั้น จะต้องมีกระบวนการหยุด
การท างานของเอนไซม์ทริปซินโดยการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์  DMEM ที่มีส่วนผสมซีรั่มอยู่ใน
ปริมาณร้อยละ 10 แล้วล้างออกด้วย DPBS ซึ่งการที่ใช้ซีรั่มนั้นอาจมีสว่นชักน าให้เกิดกระบวนการ 
พัฒนาของเซลล์ ท าให้เซลล์มีรูปร่างและการแบ่งตัวผิดปกติ แล้วท าให้เซลล์สูญเสียหน้าที่การ
ท างานและตายในที่สุด  นอกจากนี้ ในการสกัดเซลล์เคอราติโนไซต์และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ในครั้ง
ต่อไป ควรจะสกัดมาจากช้ินเนื้อหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชายของเด็กแรกเกิด แต่เก็บตัวอย่างได้
ยากในประเทศไทย และควรจะท าการขนส่งช้ินเนื้อมายังห้องปฏิบัติการให้เร็วที่สุดเท่าที่จะเป็นไป
ได ้หรือภายในระยะเวลาที่ไม่เกิน 24 ช่ัวโมง และควรจะใส่ยาปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือรา แต่ก็อาจมีผลต่อการเจิรญของเซลล์ด้วย  

ส าหรับการสกัดไฟโบรบลาสต์ เซลล์มีโอกาสรอดชีวิตสูงกว่าเคอราติโนไซต์ และสามารถ
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้ทั่วไปชนิด DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบเสริม
ในปริมาณร้อยละ 10 เซลล์มีการเจรญิเติบโตและแบง่ตัวได้ดี ซึ่งในแต่ละ passage เซลล์มีลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา และการเจริญเติบโตที่เป็นแบบแผนเดียวกัน แสดงให้เห็นถึงความส าเร็จในการ
สกัดเซลล์ไฟโบบลาสต์ ซึ่งสามารถน าไปใช้ในงานวิจัยต่อไปได้ 

 
สรุป 
 
 การสกัดเคอราติโนไซต์และไฟโบรบลาสต์จากหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศในผู้ใหญ่สามารถ
ท าได้ แต่อาจจ าเป็นต้องใช้คอลลาเจนเคลือบที่ภาชนะเลี้ยงเซลล์เพื่อเพิ่มการเกาะติดและการอยู่
รอดของเซลล์เมื่อท าการสกัดในวันแรก ส่วนการสกัดไฟโบรบลาสต์ท าได้ง่ายและสามารถ
เพาะเลี้ยงเพิ่มจ านวนได้มากเพียงพอเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 
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