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บทคัดย่อ 
 

 การวิจัยครัง้นี ้ม้ีวัตถุประสงค ์ดังนี ้1) เพื่อพัฒนาตน้แบบผิวหนังเทียมแบบ 3 มิติเพื่อทดสอบการ
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกดัจากธรรมชาติต่อการชะลอวยัและช่วยใหผ้ิวขาว ซึ่งมีประสิทธิภาพส าหรบั
ใชใ้นการพฒันาเวชส าอาง ดว้ยการประยกุตใ์ชว้ิธีทางพนัธุวิศวกรรม  2) เพื่อใชต้น้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 
มิติที่พฒันาขึน้ในการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกดัจากธรรมชาติต่อการตา้นการเกิดริว้รอยและสรา้ง
เม็ดสี โดยใชส้ารคอรไ์ดเซปินเป็นสารออกฤทธิ์ตน้แบบ โดยท าการถ่ายโอนพลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz 
ที่มีชิน้ส่วนโปรโมเตอรเ์ป็น type 1 collagen เขา้สู่เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(human dermal fibroblast cells) 
ซึ่งโปรโมเตอร ์ type 1 collagen มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการสรา้ง
คอลลาเจน และพลาสมิด pEGFP-TYR ที่มีชิน้ส่วน Insert เป็น Tyrosinase เขา้สู่เซลล ์Keratinocyte ซึ่ง 
Tyrosinase มีบทบาทในการควบคมุการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบั tyrosine สารตัง้ตน้ส าคญัในการ
สรา้งเม็ดสีเมลานิน หลกัจากท าการเพาะเลีย้งตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ พบว่าตน้แบบผิวหนงัเทียม
แบบสามมิติมีคณุสมบติัในการสรา้งสารเรืองแสงภายใต้กลอ้ง Fluorescence microscope และหลงัจาก
ทดสอบการออกฤทธิ์ของสารคอรไ์ดเซปินพบว่า ชั้น Dermis มีการแสดงออกของ Green fluorescence 
protein เพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ Green fluorescence 
protein ในชัน้ Epidermis อาจกล่าวไดว้่าสารคอรไ์ดเซปินมีความสามารถในการกระตุน้การสรา้งคอลลา
เจนในเซลล์ต้นแบบผิวหนังเทียมชั้น Dermis แต่ไม่มีผลในการลดการสร้างเม็ดสีผิวเมลานินในชั้น 
Epidermis ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าต้นแบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติที่ได้สามารถน ามาใชเ้ป็นโมเดลใน
การศึกษาพัฒนาผลิตภัณฑเ์วชส าอางไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ รวมไปถึงลดการใชส้ัตวท์ดลอง (Cruelty 
free) และสามารถทดแทนการใชผ้ิวหนงัเทียมที่มีตน้ทนุค่อนขา้งสงูได ้
 

ค าส าคัญ: ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติ, เวชส าอาง  ชะลอวยั, ชะลอการเกิดริว้รอย, ต่อตา้นการสรา้ง

เม็ดสี
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Abstract 
 

  The objectives of this research are as follows: 1) to develop a 3D artificial skin model for 

determining the bioactivity of natural extracts against anti-aging and anti-pigmentation which is 

efficient to be used in the development of cosmeceuticals by using genetic engineering methods 

2) to apply a 3D artificial skin structure prototype in the the efficacy and bioactivity assessment of 

natural extracts against anti-aging and anti-pigmentation by using cordycepin as the prototype 

active ingredient. Plasmid pOBCol3.6-GFPtpz with type 1 collagen promoter was tranfected to 

HDF cells (human dermal fibroblast cells). Type 1 collagen promoters plays a role in regulating 

the expression of genes involved in collagen formation. pEGFP-TYR plasmids with tyrosinase 

inserted was transfected into keratinocyte cells. Tyrosinase plays a role in regulating the 

expression of genes involved in the metabolism of tyrosine, an important precursor to melanin 

production. After cultivating a 3D artificial skin prototype, we found that the 3D artificial skin 

prototype exhibited green fluorescence under fluorescence microscope. After testing the activity 

of cordycepin, an increase of green fluorescent intensity was found in the dermis layer but not in 

the epidermid layer. Such result implied that cordycepin has the ability to stimulate collagen 

production in dermis layer of 3D artificial skin model, but has no effect on reducing the melanin 

pigment production in the epidermid layer. Taken together, the 3D artificial skin prototype can be 

effectively used as a model for the study of cosmetic product development, reducing animals test 

and could be the alternative to the commercial artificial skin that is quite expensive.  
 

Keywords. Artificial skin, 3D skin, Cosmeceuticals Anti-aging, anti-wrinkle, anti-melanin 
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บทที ่1 

บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคัญ 

เวชส าอาง (cosmeceutical)  เป็นผลิตภณัฑเ์พื่อความงามที่มีการออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่อผิวหนงั 

การออกฤทธิ์ดังกล่าวเกิดจากการกระตุน้ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) ที่เป็น

ส่วนผสมในผลิตภัณฑเ์วชส าอาง โดยมุ่งเน้นใหเ้กิดการ เปลี่ยนแปลงโครงสรา้งของผิวหนัง และแก้ไข

ปัญหาอนัไม่พงึประสงค ์เช่น การแก่ของผิวหนงัที่เกิดจากแสง (photoaging) ริว้รอย (wrinkle) หรือ จดุด่าง

ด า (hyperpigmentation) (Sittampalam et al. 2015) เพื่อใหส้ขุภาพผิวหนงัโดยรวมมีการพฒันาไปในทาง

ที่ดีขึน้ ดงันัน้ในกระบวนการพฒันาและวิจยัผลิตภณัฑเ์วชส าอาง ขัน้ตอนที่มีความส าคญัเป็นอย่างยิ่ง คือ

การทดสอบการออกฤทธข์องสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีต่อเซลลผ์ิวหนงั เพื่อเป็นการทดสอบและประเมิน

ในเบือ้งตน้ว่า สารออกฤทธิ์ดงักล่าวมีการออกฤทธิ์ต่อเซลลผ์ิวหนังในลกัษณะใด เป็นพิษต่อเซลลผ์ิวหนัง

หรือไม่ และตอ้งใชใ้นปรมิาณที่เหมาะสมเท่าไร จึงจะมีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิสงูสดุ เมื่อทราบถึงการ

ออกฤทธิ์ต่อเซลลผ์ิวหนงัในเบือ้งตน้แลว้ จึงจะท าการทดสอบในมนุษย ์(clinical trial) ต่อไป  อย่างไรก็ตาม

การทดสอบการออกฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่อเซลลผ์ิวหนังส่วนใหญ่เป็นการทดสอบกับระบบ

เซลลผ์ิวหนังเพาะเลีย้งชั้นเดียวแบบสองมิติ ( 2 dimensional mono layer cell culture)  ซึ่งเป็นระบบ

ดัง้เดิมที่ง่าย และมีประสิทธิภาพในการใชเ้พื่อศึกษาการเจริญและการตอบสนองของเซลลต่์อสารออกฤทธิ์

ต่างๆ ทว่าการทดสอบในระบบดงักล่าวมีขอ้จ ากดั คือ ใหเ้ซลลเ์พาะเลีย้งมีสณัฐาน(morphology) โพลาริตี

ของเซลล ์(cell polarity) การแสดงออกของตวัรบั (receptor expression) การปฏิสมัพนัธก์บัเซลลช์นิดอ่ืน

และเมทริกซ์ภายนอก (extracellular matrix) และ สถาปัตยกรรมระดับเซลล์ (cellular architecture)  

แตกต่างไปจากเซลลผ์ิวหนงัที่มีอยู่โดยธรรมชาติในร่างกายมนุษย ์จึงท าใหเ้กิดขอ้กงัขาถึงความสอดคลอ้ง

กนัของการออกฤทธิ์ในระบบเซลลผ์ิวหนงัเพาะเลีย้งชัน้เดียวแบบสองมิติ กบัการออกฤทธิ์กบัผิวหนงัมนุษย ์

(Breslin and O’Driscoll 2013; Brohem et al. 2011) 

 เพื่อใหก้ารทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ใหผ้ลที่สอดคลอ้งกบัการออกฤทธิ์ต่อเซลลผ์ิวหนงัที่มี

อยู่โดยธรรมชาติในร่างกายมนุษยม์ากที่สุด จึงไดม้ีการทดสอบกับผิวหนังของสตัวท์ดลอง เช่น หนู หรือ

กระต่าย อย่างก็ตาม โครงสรา้งผิวหนงัสตัวท์ดลองมีความแตกต่างกับโครงสรา้งผิวหนงัมนุษย ์ทัง้ในดา้น

สณัฐานวิทยา และสรีระวิทยา ผลการศกึษาที่ไดจ้ากการใชส้ตัวท์ดลองจึงไม่สามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้น
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มนุษยไ์ดท้ัง้หมด (Li, Fukunaga-kalabis, and Herlyn 2011) และยงัเกิดกระแสการต่อตา้นผลิตภณัฑท์ี่มี

การทดลองในสัตว์ขึน้ ล่าสุดจึงได้มีการศึกษาและพัฒนาผิวหนังเทียมแบบสามมิติ ( 3  dimensional 

artificial skin) ขึน้ โดยการเพาะเลีย้งเซลลผ์ิวหนังมนุษย์ ได้แก่ เซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสต์ (Human 

dermal fibroblast: HDF)  เซลลเ์คราติโนไซต ์(keratinocyte) และเซลลเ์มลาโนไซต ์(melanocyte) รว่มกนั

ในล าดบั ต าแหน่ง และอาหารส าหรบัเพาะเลีย้งที่เหมาะสม (Chau et al. 2013; Li et al. 2011) เพื่อแกไ้ข

ปัญหาที่เกิดขึน้จากการศึกษาเซลลผ์ิวหนงัในรูปแบบสองมิติ และ การศึกษาในสตัวท์ดลอง อีกทัง้ยงัมีการ

ผลิตแบบส าเร็จรูปเพื่อค้าขายในเชิงพาณิชย์ ซึ่งมีราคาค่อนข้างสูง เช่นผิวหนังเทียมในชื่อทางการคา้ 

EpiDermTM โดยบริษัท MatTek Corporation มีราคาสูงถึงกว่า 1000 บาท ต่อผิวหนังเทียมหนึ่งชิน้ ท าให้

การที่จะน าผิวหนงัเทียมส าเร็จรูปมาใชใ้นการทดสอบสารออกฤทธิ์เพื่อพฒันาผลิตภณัฑเ์วชส าอางตอ้งใช้

ทนุจ านวนมหาศาล 

 ในปัจจุบนั เวชส าอางจ านวนไม่นอ้ยถูกวิจยัและพฒันาขึน้เพื่อมุ่งเนน้ในการออกฤทธิ์เพื่อชะลอวยั     

(antiaging) และเพื่อช่วยใหผ้ิวขาวขึน้ (whitening)  ทัง้นีก้ารชราของผิว เกิดจากการที่เมตริกซภ์ายนอก

ของผิวหนังที่ถูกสรา้งโดยเดอมอลไฟโบรบลาสตใ์นชั้นเดอมิส ซึ่งมีองคป์ระกอบที่ส  าคัญคือ คอลลาเจน

(collagen) และอิลาสติน (elastin) ถูกท าลาย โดยอนุมูลอิสระ (oxidant) เมื่อผิวต้องเผชิญกับสภาวะ

แวดลอ้มที่ท าใหผ้ิวหนงัเกิดความเครียด (Ganceviciene et al. 2012; Lee et al. 2009)  และการที่ผิวคล า้

เกิดจากการสรา้งเม็ดสีเมลานิน (melanin production) โดยเซลลเ์มลาโนไซดใ์นผิวหนงัชัน้เอพิเดอมิส เมื่อ

ผิวหนงัไดร้บัการกระตุน้ดว้ยรงัสีอลัตราไวโอเล็ต (Lin and Fisher 2007) ดงันัน้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน

ผลิตภณัฑเ์วชส าอางเพื่อชะลอวยั จึงอาจออกฤทธิ์เพื่อกระตุน้ใหเ้ดอมอลไฟโบรบลาสตใ์นชัน้เดอมิสผลิต

คอลลาเจนออกมาเพื่อทดแทนคอลลาเจนในสว่นที่ถกูท าลายไป และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในผลิตภณัฑ์

เวชส าอางเพื่อช่วยใหผ้ิวขาว จึงอาจสามารถยบัยัง้การสรา้งเม็ดสีเมลานินได ้ตามล าดบั  

ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ะมุ่งเนน้การพฒันาตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติขึน้ในหอ้งทดลอง และมี

ตน้ทุนต ่า เพื่อใชใ้นการทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ส าหรบัการวิจัยและพฒันาผลิตภณัฑเ์วชส าอาง 

นอกจากนีง้านวิจัยยังมุ่งเน้นที่จะพัฒนาตน้แบบผิวหนังเทียมส าหรบัการวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑเ์วช

ส าอางคใ์นกลุม่ชะลอวยัและช่วยใหผ้ิวขาวโดยเฉพาะ โดยอาศยัวิธีทางพนัธุวิศวกรรมในการสง่ถ่ายยีนสาร

เรืองแสง (fluorescence) เขา้ไปในเซลลผ์ิวหนงั ก่อนน าไปใชใ้นการผลิตตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ 

เมื่อสารสกดัที่ตอ้งการทดสอบสามารถออกฤทธิ์ต่อการสรา้งคอลลาเจน และเมลานิน จะสามารถตรวจวดั

ไดท้นัทีดว้ยเครื่องวดัสารเรืองแสงสีเขียว (fluorometer) หรือ เครื่องถ่ายภาพฟลอูอเรสเซนต์

 

 



3 

 

วัตถุประสงคข์องโครงการวิจัย 
 1. เพื่อพัฒนาตน้แบบผิวหนังเทียมแบบ 3 มิติเพื่อทดสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัด
จากธรรมชาติต่อการชะลอวยัและช่วยใหผ้ิวขาว ซึ่งมีประสิทธิภาพและตน้ทนุต ่าส าหรบัใชใ้นการพฒันาเวช
ส าอาง ดว้ยการประยกุตใ์ชว้ิธีทางพนัธุวิศวกรรม  
 2. เพื่อใชต้น้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติที่พฒันาขึน้ในการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกดัจาก
ธรรมชาติต่อการชะลอวยัและตา้นการเกิดริว้รอย โดยใชส้ารคอรไ์ดเซปินเป็นสารออกฤทธ์ิตน้แบบ 
 
กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีกรอบแนวความคิดของการวิจัย (Conceptual Framework) ดังนี้  
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ขอบเขตการวิจัย 

1. ท าการพฒันาตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติเพื่อทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัด

จากธรรมชาติอย่างมีประสิทธิภาพและตน้ทุนต ่า โดยมุ่งเนน้ในการจ าลองผิวหนงัชัน้เดอมิสและอิพิเดอมิส

ที่ดดัแปลงวิธีการจาก Li  (Li, Fukunaga-Kalabis, & Herlyn, 2011a) 

2. ท าการพัฒนาสายพันธุ์เซลลท์ี่ใชใ้นการจ าลองผิวหนังเทียม คือเซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสต ์

(human dermal fibroblast cells: HDF) และเซลลเ์คราติโนไซต ์(keratinocyte) ที่ผ่านการดัดแปลงทาง

พนัธุกรรม โดยการสง่ถ่ายล าดบัโปรโมเตอรย์ีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งคอลลาเจนและเมลานิน และยีนสาร

เรืองแสง eGFP ซึ่งจะแสดงออกเมื่อสารสกดัที่ตอ้งการทดสอบสามารถกระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งคอลลาเจน 

และเมลานิน  

3.ท าการผลิตตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ จากเซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสตแ์ละเซลลเ์คราติ

โนไซตท์ี่ผ่านการดดัแปลงทางพนัธุกรรม เพื่อใหไ้ดผ้ิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่มีคณุสมบติัในการสงัเคราะห์

สารเรืองแสงเมื่อไดร้บัการกระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งคอลลาเจน หรือเมลานินในชัน้ผิวหนงัโดยสารออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพ 

4. ทดสอบตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติที่มีคณุสมบติัในการสงัเคราะหส์ารเรืองแสงที่พฒันาขึน้
เพื่อดูการออกฤทธ์ิของสารสกัดจากธรรมชาติต่อการชะลอวัยและตา้นการเกิดริว้รอย โดยใชส้ารคอรไ์ด
เซปินเป็นสารออกฤทธ์ิตน้แบบ 

 
ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 
 1. ไดต้น้แบบผิวหนังเทียมแบบ 3 มิติที่มีคุณสมบติัในการสรา้งสารเรืองแสงส าหรบัทดสอบการ
ออกฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่อการชะลอวยัและช่วยใหผ้ิวขาว ที่มีประสิทธิภาพสงูและตน้ทนุต ่า 
 2. สามารถใช้ต้นแบบผิวหนังเทียมแบบ 3 มิติในการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจาก
ธรรมชาติต่อการชะลอวยัและตา้นการเกิดริว้รอยได ้  
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บทที ่2 
แนวคิด ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

  

 2.1. โครงสร้างผิวหนังมนุษย ์(Human skin structure) 

 ผิวหนงัถือเป็นอวยัวะที่มีขนาดใหญ่ที่สดุในร่างกายมนุษย ์ท าหนา้ที่ในการป้องกนัร่างกายจาก

อันตรายอันเนื่องมาจากสภาวะแวดล้อมภายนอก และป้องกันการสูญเสียสารส าคัญภายในร่างกาย 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งน า้ ซึ่งเป็นองคป์ระกอบส าคญัในการขบัเคลื่อนเมตาบอลิซมึภายในเซลล ์ชัน้ผิวหนงัแบ่ง

ออกเป็น 3 ชั้น ได้แก่ ชั้นเอพิเดอมิส (epidermis) ซึ่งเป็นผิวหนังชั้นนอกสุดและมีความแข็งแรงที่สุด 

เชื่อมต่อกบัชัน้เนือ้เยื่อเก่ียวพนัขา้งใตท้ี่เรียกว่า ชัน้เดอมิส (dermis) และชัน้ผิวหนงัชัน้ในสดุที่เรียกว่าไฮโป

เดอมิส/สบัคิวติส (hypodermis/subcutis) ซึ่งเป็นชัน้เนือ้เยื่อเก่ียวพนัที่มีไขมนัเป็นองคป์ระกอบส าคญั 

 2.1.1  ผิวหนังชั้นเอพิเดอมิส (epidermis) (Fuchs 2007) 

  ผิวหนังชัน้เอพิเดอมิส หรือผิวหนังชัน้ก าพรา้ เป็นผิวหนังชัน้นอกสุด ถือเป็นชัน้ที่มีความ

แข็งแรงที่สดุในผิวหนงัทัง้สามชัน้ เนื่องจากมีการสะสมสารเคราติน ท าหนา้ที่เป็นเกราะป้องกนัของร่างกาย

ต่อปัจจัยทางกล ทางเคมี และทางรงัสีจากสภาวะแวดลอ้มภายนอก(McGrath, Eady, and Pope 2004) 

ผิวหนงัชัน้นีเ้กิดจากการก่อตวัเป็นโครงสรา้งของเซลลเ์คราติโนไซท ์(keratinocyte) ไม่มีเสน้เลือดแทรกอยู่

ภายในชัน้ มีความหนาผันแปรไปตามแต่ละบริเวณของร่างกาย ตัง้แต่ 0.1 มิลลิเมตร (ชัน้ตา) ไปจนถึง 1 

มิลลิเมตร (ฝ่ามือและฝ่าเทา้) และมีความหนาที่คงที่จากการที่มีการแบ่งตวัของเซลลแ์ม่ในชัน้ลึกสุด และ

ผลัดเซลลท์ี่ตายแลว้ในชั้นบนสุดตลอดเวลา การที่เซลลแ์บ่งตัวจากเซลลแ์ม่จนถึงการถูกผลดัออกที่ชัน้

บนสดุเกิดขึน้ในระยะเวลา 30 – 60 วนั (Lawlor and Kaur 2015) ผิวหนงัชัน้เอพิเดอมิสยงัถูกแบ่งออกเป็น 

4 ชัน้ย่อยดงัต่อไปนี ้

  ชั้นฐาน หรือ สตราตัม เจอมิเนติวัม (basal layer/ stratum germinativum) เป็นชั้นเอพิ

เดอมิสที่อยู่ลึกสุด เป็นชั้นที่ประกอบไปด้วย เซลล์รูปแท่ง เรียงตัวเป็นเป็นแนวเด่ียวบน basement 

membrane และเชื่อมต่อกบัผิวหนงัชัน้เดอมิส เซลลด์งักล่าวกว่า 30 เปอรเ์ซ็นตใ์นแต่ละช่วงเวลา จะมีการ

เตรียมพรอ้มที่จะแบ่งตวัแบบ mitosis เพื่อกลายเป็นเซลลเ์คราติโนไซตรู์ปแบบต่างๆเพื่อท าหนา้ที่ในแต่ละ

ชัน้ย่อยของเอพิเดอมิสต่อไป  นอกจากนีย้งัมีเซลลเ์มลาโนไซต ์(melanocyte) แทรกอยู่ระหว่างเซลลรู์ปแท่ง 

ท าหนา้ที่ในการผลิตเม็ดสีเมลานิน และ เซลลเ์มอรเ์คล (merkel cell) ท าหนา้เก่ียวกับการระบบประสาท

การรบัรู ้ 

  ชัน้เซลลรู์ปหนาม หรือ สตราตมั สปิโนซมั (spinous layer/stratum spinosum)  เป็นชัน้ที่

เอพิเดอมิสที่มีความหนาที่สดุ  ประกอบดว้ยเซลลเ์คราติโนไซด ์ที่มีพืน้ผิวเป็นรูปหนาม และมีการพฒันา 
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membrane coating granule ขึน้ภายในเซลลซ์ึ่งท าหนา้ที่ผลิต intercellular lipid และเริ่มสะสมสารเครา

ตินขึน้ภายในเซลล ์ 

  ชัน้เซลลแ์กรนลูาร ์หรือ สตราตมั แกรนโูลซมั ( granular cell layer/ stratum granulosum) 

เป็นชั้นเคราติโนไซตท์ี่มีการพัฒนา keratohyaline granule ขึน้ภายในเซลล ์เพื่อสรา้งโปรตีนส าคัญสอง

ชนิด คือ โปรฟิลา   กรนิ (profilagrin) และ โลรคิรนิ (loricrin) โปรตีนโครงสรา้งที่ท าหนา้ที่ส  าคญัในเอพิเดอ

มิสชัน้ถดัไป 

  ชั้นสตราตัม คอร์เนียม (stratum corneum) เป็นเอพิเดอมิสชั้นนอกสุด และมีความ

แข็งแรงที่สดุ ประกอบไปดว้ยเซลลเ์คราติโนไซดท์ี่ตายแลว้ เรียกว่าคอรน์ีโอไซต ์(corneocyte) เรียงตวัเป็น

ชัน้ จ านวน 20 – 30 ชัน้ คอรน์ีโอไซต ์เป็นเซลลท์ี่มีรูปร่างแบน ไม่มีนิวเคลียส แต่มีการสะสม เสน้สายเครา

ติน (keratin filament)  จ านวนมากภายในเซลล ์ท าใหม้ีความแข็งแรง เซลลใ์นชัน้นีจ้ึงมีชื่อเรียกอีกชื่อหนึ่ง

ว่าเซลลฮ์อรน์นี (horny cell) ที่มีทีมาจากความแข็งแรงประหนึ่งเขาสตัว ์เสน้สายเคราตินดงักล่าวถูกเชื่อให้

ติดกนัดว้ยโปรตีนฟิลากรนิ ซึ่งผลิตขึน้เมื่อเซลลอ์ยู่ในชัน้สตราตมัแกรนูโลซมั นอกจากนีภ้ายในคอรน์ีโอไซต์

ยังสะสม สารกักเก็บความชุ่มชืน้ (natural moisturizing factors: NMFs) ซึ่งเป็นสารจ าพวกกรดอะมิโน 

และกรดอินทรีย ์เช่น กรดแลกติก ซึ่งมีบทบาทส าคญัในการปรบัสมดุลระหว่างน า้และไขมันในชัน้ผิวหนัง 

และมี lipid envelope ที่มีโปรตีนลอริคริน ซึ่งสร้างขึ ้นเมื่อเซลล์อยู่ ในชั้นสตราตัมแกรนูโลซัมเป็น

องคป์ระกอบ ช่วยห่อหุม้และเก็บรกัษาสารกกัเก็บความชุ่มชืน้ดงักล่าวไวใ้นเซลล ์ความแข็งแรงของชัน้สต

ราตัม คอรเ์นียม ยังเป็นผลมาจากการเรียงตัวของเซลลค์อรน์ีโอไซต ์ในรูปแบบจ าลองอิฐและปูน (brick 

and motar model) โดยอิฐ หมายถึงเซลลค์อรน์ีโอไซตท์ี่มีความแข็งแรง ทนทานต่อปัจจยักล และรงัสี และ

ปูน หมายถึง intercellular lipid ที่แทรกอยู่ระหว่างเซลล ์ซึ่งมีคุณสมบัติในการเลือกผ่านของสารเขา้สู่

ผิวหนัง และยังท าใหผ้ิวหนังมีความเป็น hydrophobic ป้องกันผลกระทบจากปัจจัยทางเคมี อีกทั้งยังมี

โปรตีนโครงสรา้งที่เรียกว่า cormeodesmosomeช่วยยึดติดเซลลค์อรน์ีโอไซตเ์ขา้ดว้ยกนั โปรตีนโครงสรา้ง

นีจ้ะถกูย่อยเมื่อเซลลเ์กิดการผลดัเซลลผ์ิวหนงัขึน้  

 2.1.2  ผิวหนังชั้นเดอมิส (Lawlor and Kaur 2015; McGrath et al. 2004) 

  ผิวหนังชั้นเดอมิสหรือชั้นหนังแท้  เป็นผิวหนังชั้นที่อยู่ใต้ชั้นเอพิเดอมิส  มีความหนา

ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร บริเวณที่ผิวหนงัชัน้เดอมิสเชื่อมต่อเอพิเดอมิส มีลกัษณะรอยหยักคลา้ยลูกคลื่น 

เพื่อเพิ่มการยึดติดกนัใหแ้น่นหนา และเป็นการเพิ่มพืน้ที่สมัผสั เพื่อใหเ้สน้เลือดในจากผิวหนงัชัน้เดอมิสขึน้

ไปหลอ่เลีย้งผิวหนงัชัน้เอพิเดอมิสไดม้ากขึน้ การมีรอยหยกัระหว่างชัน้ผิวหนงัทัง้สองเรียกว่า rete ridges     

ผิวหนังชั้นเดอมิส ประกอบไปด้วยเนื ้อเยื่อเก่ียวพัน (connective  tissue)  ระบบเส้นเลือด (vascular 

network)  และเสน้ประสาท (nerve)  เซลลเ์ฉพาะที่อยู่ในชัน้เดอมิสคือเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ ท าหนา้ที่ในการ
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ผลิตคอลลาเจนและ อีลาสตินซึ่งเป็นองคป์ระกอบที่ส  าคญัของเนือ้เยื่อเก่ียวพัน นอกจากนีย้งัมีเซลลช์นิด

อ่ืน เช่นเซลลท์ี่เก่ียวขอ้งกับระบบภูมิคุม้กัน และเซลลข์องระบบเลือด (blood-borne  cells) แทรกอยู่เป็น

ระยะ ผิวหนังชั้นเดอมิส ช่วยให้ผิวหนังโดยรวมมีความยืดหยุ่น (elasticity)  ทนทานต่อแรงยืดผิวหนัง 

(Tensile strength) และมีส่วนในการป้องกนัร่างกายแรงกล (mechanical  injury)   และช่วยในการซึมซบั

น า้ไวโ้ดยกรดไฮยาลโูรนิค เพื่อจดุประสงคใ์นการควบคมุสมดลุ         

  เนือ้เยื่อเก่ียวพันของผิวหนังชั้นเดอมิสมีองคป์ระกอบหลัก  คือคอลลาเจนและอีลาสติน 

อยู่ใน matrix ที่เป็น glycoprotein proteoglycans และ glycoa-minoglycansซึ่งผิวหนังชั้นเดอมิสสามา

รถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ชัน้ ตามความแตกต่างของการจดัเรียงโครงสรา้งเนือ้เยื่อเก่ียวพนั ความหนาแน่นของ

เซลล ์และรูปแบบการแทรกอยู่ของเสน้เลือดและเสน้ประสาท ดงัต่อไปนี ้ 

   ชั้นพาพิลารี เดอมิส (Papillary  dermis)   เป็นชั้นที่อยู่ติดกับเอพิเดอมิส ประกอบด้วย

คอลลาเจนขนาดเล็ก และเป็นชนิดที่ 3 มากกว่า ชนิดที่ 1 และ เสน้ใยอีลาสติก ที่เรียงตวัตัง้ฉากกบัชัน้เอพิ

เดอมิส ในชัน้นีม้ีเซลล ์   ไฟโบรบาสตอ์ยู่เป็นจ านวนมาก และมีความสามารถในการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว 

เพื่อประโยชนใ์นการซ่อมแซมผิวหนัง (wound healing)  โดยปกติชัน้นีจ้ะเกิดโรคน้อยกว่าชั้นเรติคิวลาร ์

เดอมิส  

  ชัน้เรติคิวลารเ์ดอมิส เป็นชัน้ที่อยู่ใตช้ัน้พาพิลารีเดอมิส และเชื่อต่อกบัผิวหนงัชัน้ไฮโปเดอ

มิส ประกอบดว้ยคอลลาเจนที่มีขนาดใหญ่ และเป็นชนิดที่ 1 มากกว่า ชนิดที่ 3    มีเสน้ใยอีลาสติกที่เจรญิ

เต็มที่   (mature elastic fiber) และคอลลาเจน และจะมีขนาดใหญ่ขึน้เรื่อยๆ เมื่อลึกลงไปในชัน้เดอมิส ใน

ชัน้นีจ้ะมีเสน้เลือดแทรกอยู่นอ้ยกว่าชัน้พาพิลารี เดอมิส   

 2.1.3  ผิวหนังชั้นไฮโปเดอมิส (hypodermis) (Brohem et al. 2011) 

  เป็นผิวหนังชัน้ในสุด ประกอบไปดว้ยเนือ้เยื่อเก่ียวพันชนิดโปร่งบาง ( loose connective  

tissue)  ต่อมเหงื่อ คอลลาเจน และอิลาสติน ที่ต่อเนื่องลงมาจากผิวหนงัชัน้เดอมิส  นอกจากกนีย้งัมี เซลล์

ไขมัน หรือ อะดิโพไซตเ์ป็นองคป์ระกอบหลกัของผิวหนังชัน้นี ้ความหนาของชัน้ไฮโปเดอมิสจะแปรผนัไป

ตามแต่ละบรเิวณในรา่งกาย  

  ผิวหนังชั้นไฮโปเดอมิส ท าหน้าที่ในการรกัษาสมดุลของอุณหภูมิในร่างกาย เป็นแหล่ง

สะสมไขมันเพื่อจะถูกใช้เป็นแหล่งพลังงานส ารอง  เป็นเสมือนหมอนรองกระแทก และท าให้ผิวหนัง

เคลื่อนไหวได ้ไม่ติดแน่นกับโครงสรา้งขา้งใตผ้ิวหนัง อย่างไรก็ตาม ในโครงการวิจัยนี ้ผูว้ิจัยมุ่งเนน้ที่จะ

ศกึษาชัน้ผิวหนงัเพียงสองชัน้ คือ ผิวหนงัชัน้เอพิเดอมิส และ ผิวหนงัชัน้เดอมิส 

  ด้วยคุณสมบัติต่างๆของชั้นผิวที่มีความซับซ้อนท าให้ยากต่อการศึกษาในเชิงลึกที่

เก่ียวขอ้งกบัการเกิดกระบวนการต่างๆของเซลลภ์ายใตช้ัน้ผิว อาทิเช่นการแก่ของเซลล ์การเกิดริว้รอย และ
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การสรา้งเม็ดสีผิว  ซึ่งการทราบถึงกระบวนการท างานของเซลลใ์นชัน้ผิวนัน้ส  าคญัต่อการพฒันาผลิตภณัฑ์

หรือทดทดสอบผลิตภณัฑท์ี่ส่งผลต่อการชะลอวยั การเปลี่ยนแปลงการสรา้งเม็ดสี และการตา้นริว้รอยของ

ผิว การจะทราบถึงการท างานในเชิงลึกไดน้ั้นจ าเป็นต้องจ าลองชั้นผิวชั้นต่างๆเพื่อศึกษาการบวนการ

ท างานของเซลลข์ึน้ใหใ้กลเ้คียงกบัสภาพจริงที่สดุ โดยไดน้ าความความรูด้า้นพนัธุวิศวกรรมเขา้มาช่วยใน

การพฒันาตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติดว้ย  

 

  2.2 การศึกษาที่เกี่ยวข้องกับการน าความรู้ด้านพันธุวิศวกรรมต่อการพัฒนาต้นแบบ
ผิวหนังเทยีมแบบ 3 มิติ  

การชะลอวยัของผิว (skin aging) คือหนึ่งในหลายๆงานวิจยัที่ไดร้บัความสนใจอย่างมาก เนื่องจาก

ผิวของมนุษยจ์ะมีการเปลี่ยนแปลงรุนแรงเพิ่มมากขึน้อันมีผลมาจากความชราตามธรรมชาติซึ่งนอกจาก

ความชราตามธรรมชาติแลว้ ผิวของมนษุยย์งัไดร้บัความเสียหายจากปัจจยัอ่ืนๆ เช่นการไดร้บัรงัสีอลุตราไว

โอเลต (UV) จากแสงแดดอย่างต่อเนื่อง รวมถึงสารเคมีและฝุ่ นละลองจากสิ่งแวดลอ้ม เป็นตน้ (Duell, 

Fisher, & Kang, 1997; Fisher et al., 1996; Gilchrest & Yaar, 1992)  

CCN1 หรือที่เรียกว่า CYR61 (Cysteine-rich protein 61) ซึ่งมีการแสดงออกในผิวหนงัชัน้หนงัแท ้

(dermis) ของมนุษย ์โดย CCN1 จะมีการแสดงออกเพิ่มขึน้ในผิวที่มีอายุมากตามธรรมชาติ ภาวะแก่แดด 

(dermatoheliosis) และไดร้บัรงัสีอุลตราไวโอเลตจากแสงแดด (Quan et al., 2006) CCN1 เป็นโปรตีนที่

เก่ียวข้องกับสารเคลือบเซลล ์(extracellular matrix) ที่หลั่งออกมาซึ่งเป็นของตระกูลยีน CCN (Lau & 

Lam, 1999) โปรตีน CCN1 มีความส าคัญอย่างยิ่ ง ต่อการเจริญเติบโต ความแตกต่างการ เกิด 

angiogenesis การย้ายถิ่น และการควบคุมสารเคลือบเซลล ์ (Chen, Mo, & Lau, 2001; Kireeva, Mo, 

Yang, & Lau, 1996; Bernard Perbal, 2004; B Perbal, Brigstock, & Lau, 2003)  

ในเซลลไ์ฟโบรบลาสตก์ารเพิ่มขึน้ของ CCN1 จะช่วยเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน MMP-1 และ

ลดการแสดงออกของโปรตีน procollagen type-1 (Ramnath & Creaven, 2004) การรกัษาสมดลุของคลอ

ลาเจนที่ผิดปกติดว้ยการน าเซลลไ์ฟโบรบลาสตม์าผ่านรงัสี UV เพื่อขัดขวาง CCN1(Quan et al., 2010) 

การกระจายตัวของคอลลาเจนและการยับยั้งการผลิตคอลลาเจนท าใหโ้ครงสรา้งของผิวหนังเกิดความ

เสียหายและเป็นคณุสมบติัที่ส  าคญัของพยาธิสรีรวิทยาของการเกิดริว้รอยก่อนวยัของผิว (Campisi, 2008; 

Fisher, Varani, & Voorhees, 2008; Varani et al., 2000) มีการน ากรด Retinoic มาใชใ้นการป้องกนัและ

ซ่อมแซมผิวที่มีอายุมากแล้วและลดการแสดงออกของ CCN1 ในผิว (Orfanos, Zouboulis, Almond-

Roesler, & Geilen, 1997; Quan et al., 2011) 



10 

 

 

ส าหรบักระบวนการสรา้งเม็ดสีเมลานิน เกิดขึน้จากการที่ผิวหนงัไดร้บัการกระตุน้จากรงัสีอลัตราไว

โอเล็ต แลว้ตอบสนองโดยการสรา้งเม็ดสีเมลานินโดยเซลลเ์มลาโนไซตใ์นผิวหนงัชัน้เอพิเดอมิส เพื่อช่วนใน

การป้องกันอันตรายจากรงัสี และมีส่วนช่วยในการควบคุมอุณหภูมิในผิวหนัง(Lin and Fisher 2007) แต่

ผลที่ตามมาคือเม็ดสีที่ผลิตขึน้ ท าใหส้ีโดยรวมของผิวหนงับรเิวณที่ไดร้บัการกระตุน้มีสีเขม้ขึน้  

กระบวนการสรา้งเม็ดสีเมลานิน เกิดจากการแสดงออกรว่มกนัของยีนจ านวนหนึ่ง ไดแ้ก่ MITF ยีน

ส าหรบัสงัเคราะ microphthalmia transcription factor ที่ท าหนา้ที่ควบคมุการแสดงออกของ เอนไซมแ์ละ 

differentiation factor หลายชนิดที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งเม็ดสี (Levy, Khaled, and Fisher 2006) ยีน TYR 

ยีนส าหรบัสงัเคราะหเ์อนไซม ์Tyrosinase ที่ท าหนา้ที่เปลี่ยนกรดอะมิโนไทโรซีนใหก้ลายเป็น สารตวักลาง 

(intermediates) ในวัฏจักรการสังเคราะหเ์มลานิน(Hopkin et al. 2016) และยังมียีนที่เก่ียวขอ้งกับการ

สรา้งโปรตีนอ่ืนๆที่เก่ียวขอ้งในกระบวนการสงัเคราะหเ์มลานิน เช่น TYRP1(Box et al. 1998), และ DCT

(Hopkin et al. 2016; Lin and Fisher 2007) การแสดงออกของยีนขา้งตน้อยู่ในการควบคมุของ promoter 

ที่ตอบสนองต่อการกระตุ้นจากปัจจัยภายนอก รวมถึงรังสีอัลตราไวโอเล็ต เช่น MITF promoter และ 

Tyrosine promoter(Lin and Fisher 2007) 

การตรวจคัดกรองขอ้มูลที่มีประสิทธิภาพสูง (HTS) โดยใชเ้ซลลท์ี่เสถียรซึ่งมียีนสารเรืองแสงเช่น 

green fluorescence protein (GFP) ซึ่งมีสีเขียวช่วยในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่สนใจ(Fisher 

et al., 2000) CCN1 promoter luciferase assay ใชส้  าหรบัตรวจวดักิจกรรมของ CCN1 promoter (Quan 

et al., 2010)  และสามารถน ามาระยุกตใ์ชใ้นการตรวจวัดกิจกรรมของ MITF promoter และ Tyrosine 

promoter ไดเ้ช่นกนั 

 

2.3 ผิวหนังเทยีม (artificial skin) 

 โดยทั่วไป การศึกษาปัจจยัทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีววิทยาของเซลลผ์ิวหนงัของมนุษยใ์น

หอ้งปฏิบติัการ (in vitro study) จะเป็นการศึกษาในเซลลผ์ิวหนงัในรูปแบบจ าเพาะต่อชนิดของเซลล ์เซลล์

ผิวหนังที่ใชใ้นการศึกษาจะถูกเลีย้งและเจริญแบบสองมิติ ( 2 dimensional monoculture)  ซึ่งการศึกษา

ในรูปแบบดงักล่าวอาจไม่เพียงพอ หาตอ้งการศึกษาปัจจยัต่างๆไดอ้ย่างถ่องแท ้เนื่องดว้ยขอ้จ ากัดหลาย

ประการ คือ เซลลท์ี่ถูกเลีย้งในรูปแบบจ าเพาะต่อชนิดของเซลลแ์ละเจริญแบบสองมิติ อาจมีพฤติกรรม 

และการแสดงออกผิดเพีย้นไปจากเซลลใ์นสภาวะธรรมชาติ (Sun et al. 2006) ที่เซลลจ์ะเจรญิแบบสามมิติ 

และมีการปฏิสมัพนัธก์บัเซลลช์นิดอ่ืนๆ 

 เพื่อใหก้ารศึกษาเซลลผ์ิวหนงัในหอ้งปฏิบติัการ ใหผ้ลที่ใกลเ้คียงกบัเซลลใ์นธรรมชาติมากที่สดุ จึง

มาการใชผ้ิวหนังของสัตวท์ดลอง เช่น หนู หรือกระต่าย เขา้มาใชใ้นการศึกษา อย่างก็ตาม โครงสรา้ง
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ผิวหนงัสตัวท์ดลองมีความแตกต่างกบัโครงสรา้งผิวหนงัมนุษย ์ทัง้ในดา้นสณัฐานวิทยา และสรีระวิทยา ผล

ลการศึกษาที่ไดจ้ากการใชส้ตัวท์ดลองจึงไม่สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นมนุษยไ์ดท้ัง้หมด(Mertsching et 

al. 2008) ลา่สดุจึงไดม้ีการศกึษาและพฒันาผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ ( 3 dimensional artificial skin) ขึน้

เพื่อแกไ้ขปัญหาที่เกิดขึน้จากการศึกษาเซลลผ์ิวหนงัในรูปแบบสองมิติ และ การศึกษาในสตัวท์ดลองโดย

ผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่ถูกพฒันาขึน้ มีทัง้ผิวหนงัเทียมที่จ  าลองชัน้เอพิเดอมิสเพียงชัน้เดียว และผิวหนงั

เทียมที่จ  าลองชัน้เอพิเดอมิสและชัน้เดอมิส ในการพัฒนาผิวหนังเทียมมีความซบัซอ้นมากกว่าการที่ น า

เซลลผ์ิวหนังที่เป็นองค์ประกอบส าคัญในชั้นผิวหนังต่างๆมาเลีย้งต่อกันเป็นชั้นเท่านั้น (Brohem et al. 

2011) หากแต่มีองคป์ระกอบที่ส  าคญัที่ตอ้งค านึงถึงดงันี ้

 2.3.1  เมทริกซภ์ายนอกเซลล ์(Extracellular matrix: ECM)  

  เมทรกิซภ์ายนอกเซลล ์เป็นของเหลวคลา้ยเจล (gel-like medium) ที่ถกูสรา้งขึน้โดนเซลล์

ไฟโบรบลาสตใ์นผิวหนงัชัน้เดอมิส ซึ่งเป็นองคป์ระกอบส าคญัที่ท าใหผ้ิวมีความยืดหยุ่นและทนต่อแรงยืด

เนื่องจากมีคอลลาเจน และอิลาสตินเป็นส่วนประกอบหลกั นอกจากนีย้งัมีบทบาทในการจบักบัโกรทแฟก

เตอร ์(growth factor) เอนไซม ์และการแพรผ่่านต่างๆที่มีบทบาทส าคญัต่อการปฏิสมัพนัธร์ะหว่างเซลล ์ใน

การศึกษาเพื่อพัฒนาผิวหนังเทียม การเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์พื่อใหส้งัเคราะหเ์มทริกซภ์ายนอกเซลล์

เพียงทางเดียว อาจไม่เพียงพอต่อการจ าลองสภาวะของผิวหนังชัน้เดอมิส เนื่องจากใชเ้วลานานและการ

ควบคมุสภาวะแวดลอ้มใหเ้หมาะสมต่อการสงัเคราะหเ์มทรกิซภ์ายนอกเซลลเ์ป็นเวลานานนัน้ท าไดย้าก จึง

ตอ้งมีการเพิ่มเติมสารจ าพวกคอลลาเจน ชนิดต่างๆเขา้ไปในสภาวะการเพาะเลีย้ง เพื่อย่นระยะเวลาการ

จ าลองชัน้ผิวหนงัดว้ย 

 2.3.2  โกรทแฟคเตอร ์(growth factor) 

  ในการพฒันาผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ การเพิ่มเติมโกรทแฟคเตอรบ์างชนิดเขา้ไปในสภ

วะเพาะเลีย้ง สามารถช่วยเพิ่มการรอดชีวิตของเซลลแ์ละช่วยใหเ้ซลลจ์ัดเรียงโครงสรา้งไปในทิศทางที่

ถูกตอ้ง รวมถึงช่วยในการสรา้งชัน้ basement membrane ซึ่งคั่นระหว่างชัน้เอพิเดอมิสและเดอมิส   โกรท

แฟก เ ตอ ร์ดั ง ก ล่ า ว ไ ด้แ ก่  basic fibroblast growth factor (bFGF)  ,keratinocyte growth factor 

(KGF),insulin-like growth factor (IGF) และ stem cell factor (SCF) 

  การพฒันาผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ มีขัน้ตอนท าไดโ้ดยสงัเขป คือ ท าการเลีย้งเซลล ์ไฟ

โบรบลาสตใ์นจ านวนเซลลท์ี่เหมาะสม ในอาหารเจลที่มีองคป์ระกอบของคอลลาเจน เพื่อท าการจ าลอง

ผิวหนงัชัน้เดอมิส และเพื่อใชเ้ป็นฐานของผิวหนงัเทียม จากนัน้ท าการเลีย้งเซลลเ์คราติโนไซต ์และบางครัง้

ร่วมกบัเมลาโนไซตห์ากตอ้งการผิวหนงัเทียมที่สามารถสรา้งเม็ดสี ในอาหารจ าเพาะที่มี การเพิ่มเติมโกรท

แฟกเตอรต่์างๆ เพื่อกระตุน้ใหเ้คราติโนไซตม์ีการเรียงตวัและเปลี่ยนแปลงรูปร่างเพื่อจ าลองผิวหนงัหนงัเอพิ
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เดอมิสชัน้ต่างๆ (Li et al. 2011)ในการศึกษาครัง้นี ้ผูว้ิจยัจึงใชเ้ทคนิคดา้นพนัธุวิศวกรรมเขา้มาช่วยในการ

พัฒนาตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติเพื่อทดสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากธรรมชาติ

อย่างมีประสิทธิภาพและตน้ทนุต ่า และทดสอบการออกฤทธ์ิของสารสกดัจากธรรมชาติต่อการชะลอวัยและ

ตา้นการเกิดริว้รอยโดยใช ้ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาขึน้ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 การเพาะเลีย้งเซลล ์
 เลีย้งเซลล ์Humam Dermal Fibroblast cells (HDF) และ Keratinocyte ในอาหารส าหรบัเลีย้ง

เซลล ์(Dulbecco's Modified Eagle's medium high glucose (DMEM)) ที่เติม 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS)), 1% L-Glutamin Solution, 1%MAM Non-Essential Amino Acids Solution และ 1% Peniciline 

and streptromycin 

 
3.2 การถ่ายโอนพลาสมิดในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์
 เซลลไ์ฟโบรบลาสตถ์กูถ่านโอนพลาสมิด hTERT (pBABE-neo-hTERT; Addgene) และ SV40 

(pBABE-neo largeTcDNA; Addgene) เซลลเ์หลา่นีถ้กูเพาะบนจาน 6 หลมุที่ความหนาแน่น 2.0 × 105 

เซลลต่์อหลมุ เมื่อเซลลม์ีความหนาแน่นถึง 70% ท าการเลีย้งดว้ยน า้ยารีเอเจนตท์ี่มีพลาสมิดและไลโปเฟค

ตามีน 2000 และบ่มเพลตที่อณุหภมูิ 37ᵒC ใน 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (13) หลงัจาก 48 ชั่วโมง ใน

การเพาะเลีย้งเซลลท์ี่ทรานสเ์ฟกไดร้บัการคดัเลือกยาปฏิชีวนะดว้ยนีโอมยัซินหรือยีนโดยการเพิ่ม G418 

ซลัเฟต (Invitrogen) 300 ไมโครกรมั/มิลลิลิตรลงในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ปราศจากซีรมั เซลลท์ี่มีความตา้นทาน 

G418 ถกูแยกออกและเพาะเลีย้งย่อยเพื่อการขยายตวั 
 
3.3 . ทดสอบการแสดงออกของยีน โดยวิธี RT-PCR  

เลีย้งเซลล ์PBMC ปรมิาณ 100,000 cells/well ลงใน 6 well/plate ที่มีอาหาร DMEM 90 %, FBS 

10%, Antibiotic 1% บ่ม 24 ชั่วโมง ในตู ้CO2 incubator ที่มี 5% CO2 อณุหภมูิ 37 ºC จากนัน้ทาการย่อย

เซลลด์ว้ยเอนไซมท์รปิซิน (trypsinization) และป่ันเก็บตะกอนเซลลท์ี่ความเรว็ 1,500 rpm เป็นระยะเวลา 3 

นาที ทาการแตกเซลลแ์ละสกดั RNA ดว้ยชุด NucleoSpin® RNA Plus kit และทาการสงัเคราะห ์cDNA 

จาก RNA ตน้แบบ ดว้ยชดุ ReverTra Ace™ qPCR RT Master Mix with gDNA Remover ทาการตรวจ

การแสดงออกของยีน (Gene expression) ดว้ยไพรเมอรช์นิดที่มีความจาเพาะเจาะจง (specific primer) 

และทาการเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรมจาก DNA ตน้แบบ ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction หรือ 

PCR ตรวจวิเคราะหผ์ล PCR product โดยการผสมดว้ย 6x loading dye แลว้นาไปแยกขนาด DNA ดว้ย

กระแสไฟฟ้าโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส gel electrophoresis ใน 1.5% Agarose gel ที่กระแสไฟฟ้า 100 

V เป็นระยะเวลา 30 นาที เมื่อครบระยะเวลาแลว้นาเจลไปสอ่งดดูว้ยแสงอลุตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) 
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และทาการถ่ายรูปดว้ยเครื่อง Gel Doc ทาการวดัความเขม้ของแบนแถบ DNA ดว้ยโปรแกรมประมวลผล

ภาพ ImageJ หลงัจากนัน้ทาการสรา้งกราฟและวิเคราะหข์อ้มลูดว้ยโปรแกรม SPSS 

 

3.4 การศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีนด้วยเทคนิค immunofluorescence staining 

เซลล์เพาะเลี้ยงจะถูกถ่ายลงบนกระจกปิดสไลด์ (coverslip) ที่เคลือบด้วย Geltrex®, Gibco อยู่ใน 

24-well plate ด้วยความหนาแน่น 30,000 เซลล์ต่อหลุมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วทดสอบด้วยสารสกัดจาก

กัญชา ทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้นล้างด้วย phosphate buffered saline (PBS) 

2 ครั้ง และตรึงเซลล์โดยเติม 4% paraformaldehyde บ่มที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที เมื่อครบเวลาที่กาหนดทำ

การล้างด้วย PBS อีก 3 ครั้ง จะเติมสารละลาย 0.1% Triton X 100 และบ่มไว้เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจาก

ครบเวลา 1 ชั ่วโมง ทำการบ่มเซลล์ primary antibody ที ่จำเพาะต่อเซลล์ประสาท เช ่น Tuj และ 

TH (Tyrosine Hydroxylase) และ primary antibody ที่จำเพาะต่อเซลล์ต้นกำเนิด เช่น CD105 และ CD 

73 ที่ 4 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่กำหนดทำการล้าง primary antibody ที่เหลือออกด้วย 1X 

PBS ประมาน 3-5 รอบแล้วบ่มกับsecondary antibody เป็นเวลา 30 นาทีในที่มืด สุดท้ายย้อมนิวเครียส

เซลล์ด้วย DAPI แล้วตรวจดูการแสดงออกของโปรตีนบนแผ่นสไลด์ภายใต้กล้อง fluorescent microscope

แล้วย้อมด้วยสี DAPI จากนั้นตรวจดูรูปร่างลักษณะของนิวเครียสบนแผ่นสไลด์ภายใต้กล้องคอนโฟคอล 

 
3.5 ทดสอบ Tumor Formation  

เลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นอาหาร DMEM supplemented 10% FBS, 1% penicillin และ 1% 

NEA ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 จากนัน้เตรียม bottom gel 1% agarose gel ดว้ย 2X DMEM 

ที่มี 20% FBS, 1% l-glutamine, 1% penicillin และ 1% NEA ผสม agarose gel 1% และใส่ลงในจาน

เพาะเชือ้ขนาด 35 มม. วุน้ดา้นบน (top gel) ถูกเตรียมดว้ย agarose gel 0.3% ผสมกบั 2X DMEM seed 

cell จานวน 5000 เซลล/์จาน และผสมในสูตร 2X DMEM เซลลถ์ูกยา้ยมาบนวุน้ที่บ่ม 37 องศาเซลเซียส 

5% CO2 เป็นเวลา 10-30 วนั ในช่วง 10-30 วนั จะทาการ seed cell ซา้เฉพาะดา้นบนทกุๆ 5 วนั หลงัจาก

ผ่านไป 15-30 วัน นาวุน้มายอ้มดว้ยคริสตัลไวโอเล็ต 0.005% เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอ้ง และนับ

การก่อตวัของโคโลนีโดยใชก้ลอ้งจลุทรรศน ์

 
3.6 การออกแบบโปรโมเตอรแ์ละสร้างเซลลส์ าหรับการวิเคราะหย์ีนสร้างคอลลาเจนและยีนการ
สร้างเม็ดสีผิวมนุษย ์ 
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 ท าการพัฒนาสายพันธุ์เซลล์ที่ใช้ในการจ าลองผิวหนังเทียม คือเซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสต์ 

(human dermal fibroblast cells: HDF) และเซลลเ์คราติโนไซต ์(keratinocyte) ที่ผ่านการดัดแปลงทาง

พนัธุกรรม โดยการสง่ถ่ายล าดบัโปรโมเตอรย์ีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งคอลลาเจนและเมลานิน และยีนสาร

เรืองแสง eGFP ซึ่งจะแสดงออกเมื่อสารสกดัที่ตอ้งการทดสอบสามารถกระตุน้ให ้เกิดการสรา้งคอลลาเจน 

และเมลานิน 

 ท าการถ่ายโอนพลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz (Addgene #110211) ที่มีชิน้ส่วนโปรโมเตอรเ์ป็น 

3.6 kb rat type 1 collagen + first intron เข้าสู่เซลล์ HDF และ pEGFP-TYR (Addgene #32781) ที่มี 

Gene/Insert เป็น Tyrosinase เขา้สู่เซลล ์Keratinocyte โดยใชไ้ลโปแฟคตามีน (lipofectamine) ส าหรบั

การถ่ายโอน ในอตัราสว่นพลาสมิด 500 นาโนกรมั ต่อไลโปแฟคตามีน 7 ไมโครลิตร ในภาชนะอาหารเลีย้ง

เซลลข์นาด 9.5 ตารางเซนติเมตร หรือ 1 ช่องของเพลทขนาด 6 หลุม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตูส้  าหรับ

เพาะเลีย้งเซลลอ์ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและ 5% คารบ์อนไดออกไซดจ์ากนัน้จะท าการเปลี่ยนอาหาร

เลีย้งเซลลแ์ละเลีย้งต่อในสภาวะดงักล่าวจนเซลลโ์ตเต็มเพลท (100% confluent) จึงท าการคดัเลือกเซลล ์

(cell selection) โดยการเลือกเซลลท์ี่มีการแสดงออกของ Green Fluorescence Proteins GFP ภายใต้

การสอ่ง fluorescence microscope และท าการคดัเลือกเซลลด์ว้ย drug selection sulfate G418 sulfate 

500 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตูส้  าหรบัเพาะเลีย้งเซลลอ์ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

และ 5% คารบ์อนไดออกไซด ์จากนัน้จะท าการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นอาหารส าหรบัเพาะเลีย้งเซลล ์

ประกอบดว้ย Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 10% fetal bovine serum (FBS), 1% MEM non-

essential amino acid และ 1% L-glutamine ซึ่งจะท าการเลีย้งเซลลแ์ละเปลี่ยนอาหารทกุๆ 3 วนั จนเซลล์

โตเตม็เพลท และท าการยา้ยภาชนะ (sub-culture) ซึ่งจะไดเ้ป็น passage 1 หลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิด

เขา้สูเ่ซลล ์  

 

3.7 การเพาะเลีย้งต้นแบบผิวหนังเทยีมแบบสามมิติ  

 - การสรา้งชัน้คอลลาเจน 

 ผสม 10X EMEM 0.59 มิลลิลิตร, 200mM L-glutamine 50 ไมโครลิตร, FBS 0.6 มิลลิลิตร 7.5% 

Sodium bicarbonate 120 ไมโครลิตร และ bovine collagen I 4.6 มิลลิลิตร เขา้ดว้ยกนัใน centrifuge 

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ในน า้แข็ง จากนัน้ ดดู collagen mixture ไปใสใ่น หลมุเมมเบรนดา้นใน ของ 6 

Transwell plate หลมุละ 1 มิลลิลิตร บ่ม ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 30 นาท ี ที่อณุหภมูิ 37ºC collagen 

mixture จะแข็งตวั และเปลี่ยนเป็นสีชมพ ูบน membrane ของ Transwell 

 - การสรา้งชัน้ Dermis 
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 ผสม 10X EMEM 1.65 มิลลิลิตร, 200mM L-glutamine 150 ไมโครลิตร, FBS 1.85 มิลลิลิตร 7.5% 

Sodium bicarbonate 350 ไมโครลิตร, bovine collagen I 14 มิลลิลิตร และ Human dermal fibroblast 

(HDF) cell suspension ( 1.5 ml เขา้ดว้ยกนัใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ในน า้แข็งจากนัน้ ดดู 

HDF mixture ไปใสใ่น ใน หลมุเมมเบรนดา้นใน ของ 6 Transwell plate ที่มีชัน้ collagen อยู่แลว้ หลมุละ 

1 มิลลิลิตร แลว้เติมอาหาร 10% FBS DMEM ลงไปในหลมุเมมเบรน 2 มิลลิลิตร และ หลมุภายนอก 4 

มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 4 วนั ที่ 37 °C 5% CO2แลว้ดดูอาหารเก่าทิง้ แลว้เติม HBSS + 1% dialyzed FBS

ลงไปในหลมุเมมเบรน 2 มิลลิลิตร และ หลมุภายนอก 4 มิลลิลิตร บ่มอีก 1 ชั่วโมง ที่ 37°C 5% CO2 

 - การสรา้งชัน้ Epidermis 

 ท าการ เตรี ยม  Basic medium (490 mL keratinocyte serum- free medium 490 มิลลิ ลิ ตร , 

bovine pituitary extract 1.8 มิลลิตร ,  dialyzed fetal bovine serum 10 มิลลิลิตร ,  SCF solution 500 

ไมโครลิตร, bFGFsolution 562.5 ไมโครลิตร และ  ET-3 solution 500 ไมโครลิตร) ปริมาตรสุทธิ 500 

มิลลิลิตร เพื่อใช ้เตรียม Skin reconstruct medium I (Basic medium 100 มิลลิลิตร และ EGF solution 

10 ไม โครลิตร ) Skin reconstruct medium II (Basic medium 100 มิลลิ ลิ ตร  และ  EGF solution 2

ไมโครลิตร)  และ Skin reconstruct medium III (Basic medium 100 มิลลิลิตร และ 1M CaCl2 720

ไมโครลิตร) 

 จากนั้นท าการ Trypsinization keratinocyte cells และ resuspension ด้วย Skin reconstruct 

medium I ปรบัความเขม้ข้นเป็น 4.17 x 106เซลล ์/ 600 ไมโครลิตร จากนั้นการดูดอาหารเก่าออกจาก 

Transwell plate ที่มีการเพาะเลีย้งชั้น dermis เติม Skin reconstruct medium I ลงไปในหลุมเมมเบรน 

1.5 มิลลิลิตร และ หลมุภายนอก 4 มิลลิลิตร จากนัน้น า keratinocyte cell suspension ที่เตรียมไวเ้ติมลง

ไปในหลุมเมมเบรน หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 2 วัน ที่ 37 ºC 5% CO2 จากนัน้ดูดอาหารเก่า

ออกอีกครัง้ แลว้เติม Skin reconstruct medium II ลงไปในหลมุเมมเบรน 2 มิลลิลิตร และ หลมุภายนอก 

10 มิลลิลิตรบ่มต่อเป็นเวลา 2 วนั ที่ 37 ºC 5% CO2 จากกนัน้ดดูอาหารเก่าออก แลว้เติม Skin reconstruct 

medium III เฉพาะในหลุมภายนอก 4 มิลลิลิตร บ่มต่อเป็นเวลา 18 วัน ที่ 37 ºC 5% CO2 ท าการเปลี่ยน

อาหาร Skin reconstruct medium III ทกุวนั  

 

3.8 การตรวจสอบต้นแบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติทีม่ีคุณสมบัติในการสร้างสารเรืองแสงภายใต้
การส่อง fluorescence microscope 
 การเตรียมผิวหนงัเทียมแบบสามมิติส าหรบัตดัดว้ยเครื่อง Cryostat microtome 
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 หลงัจากท าการเพาะเลีย้งตน้แบบผิวหนังเทียมครบระยะเวลาที่ก าหนด ดูดอาหารออกจากหลุม

ภายในและนอก แลว้ใชคี้มคีบส่วน inserts ออกจากหลมุแลว้ท าการตัดผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่อยู่บน 

membrane ของ Transwell ดว้ยใบมีดออกมาพรอ้มแผ่น polycarbonate filter จากนัน้ท าการตัดเป็นชิน้

เล็กๆขนาด กวา้ง 5 มม. น าผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ ที่ไดแ้ช่ใน 50% sucrose ที่ 4 ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนัน้เปลี่ยนไปแช่ในสารละลาย sucrose เขม้ขน้ 2 โมลาร ์ ที่ 4 ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้น าผิวหนงั

เทียมแบบสามมิติแช่ในน า้ยา OCT โดยระวงัไม่ใหเ้กิดฟองอากาศ แลว้น าไปแช่ที่อณุหภูมิ  -70 °C เพื่อให้

น า้ยา OCT ก่อนน า้ไปตัดดว้ยเครื่อง Cryostat microtome ที่ความหนาของชิน้ผิวหนังเทียมแบบสามมิติ 

20 µM จากนัน้เติม DAPI เพื่อยอ้มนิวเคลียสข์องเซลล ์ก่อนน าไปสอ่งใตก้ลอ้ง fluorescence microscope  

 
3.9 การตรวจสอบโครงสร้างต้นแบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติด้วยการย้อม ฮีมาทอกซีไซลีน้และ
อีโอซิน (H&E) 

 น าตวัอย่างสไลดผ์ิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่ไดจ้ากการตดัดว้ยเครื่อง Cryostat microtome มาแช่

ในน า้ยาคงสภาพบฟัเฟอร ์ฟอรม์าลีน 1 นาที จากนัน้แช่สไลด ์ในน า้กลั่น 3 นาที แลว้ยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกไซ

ลีน 3 นาที ลา้งดว้ยน า้ประปาไหลผ่าน 3 นาที จากนัน้ยอ้มดว้ยสีอีโอซิน 10 วินาที จากนัน้จุ่มลา้งสีสว่นเกิน

ในแอลลกอฮอล ์95% และแอลลกอฮอล ์100% แลว้ปล่อยใหแ้หง้ในอากาศ แลว้เมาทใ์นไซลีนและปิดทับ

ดว้ยกระจกสไลด ์แลว้น าไปสอ่งใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์

 

3.10 การทดสอบการออกฤทธิ์ของสารคอรไ์ดเซปินต่อการชะลอวัยและการช่วยให้ผิวขาวด้วย
ต้นแบบผิวหนังเทยีมแบบสามมิติทีม่ีคุณสมบัติในการสร้างสารเรืองแสง 

 ท าการหยดสารละลายคอรไ์ดเซปินที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร ์ลงบนตน้แบบผิวหนังเทียม

แบบสามมิติที่มีคณุสมบติัในการสรา้งสารเรืองแสง บ่มที่ 37 ºC 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  แลว้ท าการ

ตรวจวดัความเขม้ของสารเรืองแสงสีเขียวที่เปลี่ยนเปรียบเทียบกบัผิวหนงัเทียมที่ไดร้บัการหยดอาหารเลีย้ง

เซลลป์กติ (negative control) 
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บทที ่4  
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการแสดงออกของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ีถู่กท าให้เป็นอมตะโดยการถ่ายโอนพลาสมิดเพ่ือ
เพ่ิมจ านวนเซลลแ์ละความยาวของเทโลเมียร ์

 เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากผิวหนงัมนุษย ์(HDF cells) ถกูเพิ่มประสิทธิภาพการแบ่งตวัของเซลลท์ าให้

เป็นอมตะ (immortal) โดยการถ่ายโอนพลาสมิดของ hTERT และ SV40 (hTERT and SV40 transfections)

รวมไปถึงการถ่ายโอนร่วมของพลาสมิดทั้งสอง (CoTF, Co-transfection) เซลลส์ามารถเพาะเลี ้ยงได้

มากกว่า 60 passage หลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์และท าการวัดขนาดเซลล์

พบว่า ในกลุ่มที่ไม่ไดม้ีการถ่ายโอน (control) เซลลม์ีขนาดประมาณ 100–150 ไมโครเมตร ในขณะที่เซลล์

ที่ถูกถ่ายโอนทัง้หมดมีลักษณะเล็กลงใน passage 5 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 1A) เซลลไ์ฟโบรบ

ลาสตท์ี่ถูกถ่ายโอนไดท้  าการรวิเคราะห ์MTT เพื่อศึกษาการเพิ่มจ านวนของเซลลลแ์ละการแสดงออกของ

ยีน Ki67 พบว่ากลุ่มของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถูกถ่ายโอนทัง้หมดสามารถเพิ่มการแบ่งตวัของเซลล ์ในวนัที่ 

2 และ 4 ในขณะที่วันที่ 6 และ 8 (รูปที่ 1B) มีการแบ่งตัวของเซลลท์ี่ถูกถ่ายโอนดว้ย hTERT เพิ่มขึน้มาก

ที่สดุ จากการศกึษานีแ้สดงใหเ้ห็นว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถกูถ่ายโอนพลาสมิด hTERT และ SV40 สามารถ

เพิ่มจ านวนการแบ่งตัวของเซลลไ์ด ้โดยการแสดงออกของยีน Ki67 ถูกใชเ้พื่อตรวจสอบความสามารถใน

การแบ่งตัวของเซลล ์การท างานของโปรตีน Ki67 ที่สะสมบริเวณนิวเคลียสของเซลลแ์ละมีการแสดงออก

มากในเซลลข์องสตัวม์ีกระดกูสนัหลงัที่มีการแบ่งตวัทัง้หมด โดยถูกน ามาใชก้นัอย่างแพรห่ลายในฐานะตวั

บ่งชีก้ารเพิ่มจ านวนและการเจริญเติบโตของเซลลเ์นื ้องอก (17) Ki67 มีการแสดงออกเพิ่มขึน้อย่างมี

นัยส าคัญในกลุ่มที่ถูกถ่ายโอนดว้ย SV40 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลไ์ฟโบรบาสตก์ลุ่มควบคุม (รูปที่ 1C) 

การแสดงออกที่สงูของยีน Ki67 ในเซลลก์ลุ่มที่ถูกถ่ายโอนดว้ย SV40 และ CoTF บ่งชีถ้ึงหนา้ที่ส  าคญัของ 

SV40 ในการกระตุน้การเพิ่มจ านวนเซลลไ์ฟโบรบลาสต์จากผิวหนังของมนุษย ์ความสมัพันธ์ระหว่างการ

เพิ่มจ านวนเซลลแ์ละการหดสัน้ลงของเทโลเมียรส์ามารถวิเคราะหถ์ึงอตัราส่วนของ T/S ( T/S ratio) ซึ่งวดั

เป็นความยาวเทโลเมียรท์ี่สมัพนัธก์บั DNA อา้งอิงมาตรฐาน (18) ความยาวสมัพทัธข์องยีนเทโลเมียรเ์ทียบ

กบัยีนอา้งอิง (T/S ratio) ของ hTERT, SV40 และ CoTF มีการแสดงออกเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัเมื่อเทียบ

กบักลุ่มควบคมุ (รูปที่ 1D) ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าการแสดงออกของ hTERT และ SV40 สามารถยืดและรกัษา

ความยาวของเทโลเมียรใ์นเซลลไ์ฟโบรบลาสตไ์ด ้ความสามารถพิเศษของเซลลม์ะเร็งที่ถูกแปลงสภาพให้

สามารถเติบโตไดอ้ย่างอิสระ เป็นจดุเด่นของการก่อมะเรง็ ดงันัน้การทดสอบการสรา้งโคโลนีของเซลลใ์นวุน้

อ่อนจึงถกูน ามาใชเ้พื่อประเมินการเปลี่ยนแปลงเซลลม์ะเรง็ในหลอดทดลองของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถูก
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ถ่ายโอน (19) โอกาสในการกลายเป็นเซลลม์ะเร็งของเซลล์ไฟโบรบลาสตท์ี่ถูกถ่ายโอน ถูกเปรียบเทียบกับ

เซลลน์ิวโรบลาสโตมาของมนุษย ์(SH-SY5Y) ซึ่งเป็นสายพนัธุข์องเซลลม์ะเรง็ประสาทที่ใชเ้ป็นกลุ่มควบคมุ

เชิงบวก (รูปที่ 1E, F) จากนั้นไดท้ าการเพาะเลีย้งเซลล ์SH-SY5Y เป็นเวลานานกว่า 20 วัน มีการสรา้ง

โคโลนีขนาดประมาณ 60-100 ไมโครเมตร ในขณะที่เซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นกลุม่ควบคมุสรา้งโคโลนีที่มีเสน้

ผ่านศนูยก์ลางนอ้ยกว่า 10 ไมโครเมตร และพบว่าเซลลท์ี่ถูกถ่ายโอนทัง้หมดปรากฏเป็นโคโลนีที่มีเสน้ผ่าน

ศูนยก์ลางประมาณ 10–20 ไมโครเมตร และประสิทธิภาพการสรา้งโคโลนีของเซลลก์ลุ่มนีน้อ้ยกว่าเซลล ์

SH-SY5Y อย่างมีนยัส าคญั อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพการสรา้งโคโลนีของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถูกถ่าย

โอนนั้นสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ถูกถ่ายโอนมี

ความสามารถในการแบ่งตวัและเปลี่ยนแปลงเขา้สูส่ภาวะอมตะอย่างเห็นไดช้ดั  
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ภาพที่ 4.1 (A) ภาพแสดงลกัษณะรูปร่างของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ (กลุ่มควบคมุ), และกลุ่มเซลลไ์ฟโบรบ

ลาสตท์ี่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด hTERT, SV40 (CoTF) passages 1, 3 และ 5. (B) ความสมัพนัธใ์นการเพิ่ม

จ านวนเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ไดร้บัการถ่ายโอนในวนัที่ 0, 2, 4, 6 และ 8 ถกูแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD (n =3) 

*p < 0.05 และ **p < 0.01 เทียบกับเซลลค์วบคุม (C) การแสดงออกสัมพัทธ์ของ Ki67 โดยวิธี qPCR 

เปรียบเทียบกบัยีน β-Actin ค่าแสดงเป็นค่าเฉลี่ย± SD (n = 3) *p < 0.05 และ **p < 0.01 เทียบกบัเซลล์
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ควบคุม (D) อัตราส่วนสัมพัทธ์ของเทโลเมียรเ์ทียบกับยีน 36B4 (อัตราส่วน T/S) โดย qPCR แสดงเป็น

ค่าเฉลี่ย± SD (n = 3) **p < 0.01 เทียบกบัเซลลค์วบคมุ (E) สณัฐานวิทยาของการก่อเนือ้งอกของเซลลไ์ฟ

โบรบลาสตท์ี่ไดร้บัการถ่ายโอนโดยใชเ้ซลลน์ิวโรบลาสโตมา (SH-SY5Y cells) เป็นตวัควบคมุเชิงบวก (F) 

เปอรเ์ซ็นตข์องการก่อเนือ้งอกและขนาดเฉลี่ยของเนือ้งอก แสดงเป็นค่าเฉลี่ย± SD (n = 3) *p < 0.05 และ 

**p < 0.01 เทียบกบัเซลล ์SH-SY5Y 

 
4.2 ผลการตรวจสอบลักษณะท่ัวไปของเซลลโ์บรบลาสตท์ีถู่กถ่ายโอนพลาสมิด 

 การแสดงออกของยีนและโปรตีนในเซลลไ์ฟโบรบลาสตก์ลุม่ควบคมุ และกลุม่เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่

ถูกถ่ายโอนพลาสมิด ไดร้บัการประเมินโดย RT-PCR และ immunofluorescence ตามล าดบั ตวับ่งชีข้อง

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ส  าคัญ ได้แก่ ELASTIN, Vimentin, COL3A1, COL1A1 และ KRT18 (20) การ

แสดงออกของ Vimentin, COL3A1 และ COL1A1 อยู่ในระดบัใกลเ้คียงกนัในกลุ่มควบคมุและเซลลไ์ฟโบ

รบลาสตท์ี่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด อย่างไรก็ตาม KRT18 และ ELASTIN ไดร้บัการควบคุมอย่างเขม้งวดใน 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถกูถ่ายโอนพลาสมิด แสดงใหเ้ห็นว่าการปรบัปรุงคณุสมบติัของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ า

ใหเ้ซลลม์ีความเป็นอมตะ (รูปที่ 2A, B) ส่วนระดับโปรตีนของ Vimentin และ COL1A1 ยืนยันคุณสมบัติ

ของเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องที่เป็นอมตะ (รูปที่ 2C, D) นอกจากนีย้งัประเมินการแสดงออกของตวัยบัยัง้เนือ้

งอกและยีนต่อตา้น (RB, p21, p53 และ SIRT1) เพื่อติดตามสถานะของความชราภาพของเซลล ์(16, 21) 

เป้าหมายโดยตรงของ SV40 คือตัวยับยัง้เนือ้งอก RB (pRb) อย่างไรก็ตาม ไม่พบการแสดงออกของ RB 

(ไม่แสดงในผลลพัธ)์ แต่ p53 เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัในเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดทัง้หมด 

อย่างไรก็ตามการแสดงออกที่สงูของ p53 นัน้ไม่สอดคลอ้งกบัระดบัของ p21 SIRT1 ซึ่งเป็นยีนต่อตา้นวัย

ไดร้บัการตรวจสอบในการศึกษานีเ้พื่อเชื่อมโยงความส าคัญของยีนดังกล่าวกับกระบวนการท าให้เป็น

อมตะ SIRT1 มีความส าคญัส าหรบักระบวนการของเซลลต่์างๆ รวมถึงการควบคมุ p53 การควบคมุวฏัจกัร

ของเซลล ์และการเพิ่มอายขุยั (22) พบการแสดงออกที่สงูของ SIRT1 ในเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถกูถ่ายโอนพ

ลาสมิด แต่ไม่พบในเซลลก์ลุ่มควบคุม (รูปที่ 2A, B) แกนกลางของ p53 และ SIRT1 กระตุน้การศึกษา

เพิ่มเติมเก่ียวกับความเก่ียวขอ้งของ SIRT1 ในการท าใหเ้ป็นอมตะของเซลลโ์ดยการถ่ายโอนพลาสมิด 

hTERT/SV40  
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ภาพที ่4.2 แสดงคณุลกัษณะของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถกูถ่ายโอน 

(A) ผลลัพธ์ PCR ของ SIRT1, p53, p21, KRT18, COL1A1, COL3A1, Vimentin, Elastin และ GAPDH 

(B) การแสดงออกของ COL1A1, KRT18, Elastin, SIRT1, p53 และ p21 แสดงเป็นค่าเฉลี่ย± SD (n = 3) 

*p < 0.05 และ **p < 0.01 เทียบกับเซลล์ควบคุม (C) การแสดงออกของโปรตีนของวิ Vimentin และ 

COL1A1 โดยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนส์ (D) ความเข้มของการเรืองแสงสัมพัทธ์ของ COL1A1 และ 

Vimentin ซึ่งค านวณจากพืน้ที่ทั้งหมดของอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ ์แสดงเป็นค่าเฉลี่ย± SD (n = 3) *p < 

0.05 เทียบกบัเซลลค์วบคมุ 
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4.2 ผลการออกแบบโปรโมเตอรแ์ละสร้างเซลลส์ าหรับการวิเคราะหย์ีนสร้างคอลลาเจนและยีน
การสร้างเม็ดสีผิวมนุษย ์

 จากผลการพัฒนาเซลลท์ี่ใชใ้นการจ าลองผิวหนังเทียมแบบสามมิติ โดยใชเ้ซลลเ์ดอมอลไฟโบร 

บลาสต ์(Human dermal fibroblast cells: HDF) และเซลลเ์คราติโนไซต ์(Keratinocyte) ที่มีการเพาะเลีย้ง

ในจานเพาะเลีย้งแบบสองมิติ แสดงดังภาพที่ 4.1 A และ B มาท าการถ่ายโอน พลาสมิด pOBCol3.6-

GFPtpz (Addgene #110211) ที่มีชิ ้นส่วนโปรโมเตอร์เ ป็น type 1 collagen ซึ่ ง โปรโมเตอร์ type 1 

collagen มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสรา้งคอลลาเจนของผิว เขา้สู่

เ ซลล์ HDF และ  pEGFP-TYR (Addgene #32781) ที่ มี  Gene/Insert เ ป็น  Tyrosinase เ ข้าสู่ เ ซลล์  

Keratinocyte ซึ่ง Tyrosinase มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับการ  tyrosine 

สารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน โดยใชไ้ลโปแฟคตามีน (lipofectamine) ส าหรบัการถ่ายโอนพ

ลาสมิตเข้าสู่เซลล์ หลักจากท าการคัดเลือกเซลล ์ (cell selection) โดยการส่อง Green Fluorescence 

Proteins GFP ภายใตก้ารสอ่ง fluorescence microscope พบการแสดงออกของ Fluorescence Proteins 

GFP ทั้งในเซลล์ HDF  และเซลล์ Keratinocyte ในบางเซลล์ จากนั้นท าการคัดเลือกเซลล์ด้วย drug 

selection sulfate G418 sulfate ที่ความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และพบเซลลท์ี่รอดชีวิตและ

เพิ่มจ านวนไดเ้ป็นเซลลท์ี่มีพลาสมิดอยู่ภายในเซลลแ์ละสามารถแสดงเซลลท์ี่รอดชีวิตของเซลล ์HDF  และ

เซลล์ Keratinocyte ด้วยการส่อง Green Fluorescence Proteins GFP ภายใต้กล้อง Fluorescence 

microscope ดงัแสดงในภาพที่ 4.3 C และ D 

 
4.3 ผลการเพาะเลีย้งต้นแบบผิวหนังเทยีมแบบสามมิต ิ

 จากการเพาะเลีย้งตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติโดยเริ่มจากการสรา้งชัน้คอลลาเจนดว้ยการใช ้

10X EMEM, 200mM L-glutamine, FBS, 7.5% Sodium bicarbonate และ  bovine collagen I  เ ข้า

ดว้ยกนัในหลอดที่แช่อยู่ในน า้แข็ง จากนัน้การดูด Collagen mixture ไปใส่ในหลมุเมมเบรนดา้นในของ 6 

Transwell plate หลมุละ 1 มิลลิลิตร ซึ่ง Collagen mixture ที่ไดจ้ะมีสีเหลือง แสดงดงัภาพที่ 4.3A จากนัน้

บ่มเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37ºC Collagen mixture ที่ไดจ้ะแข็งตัวและเปลี่ยนเป็นสีชมพูซึ่งบ่งชีถ้ึง 

pH ที่ เหมาะสมกับการเซตตัวของคอลลาเจนและเหมาะสมต่อการเลี ้ยงเซลล์บน Membrane ของ 

Transwell แสดงดงัภาพที่ 4.3B  หากเจลที่ไดย้งัคงมีสีเหลืองหรือคอลลาเนไม่เซ็ตตัวสามารถแกไ้ขไดโ้ดย

การปรบั pH ของ Collagen mixture ดว้ยการเติม Sodium bicarbonate เพิ่ม 
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ภาพที่ 4.3 A) แสดงเซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสต ์(HDF) ที่เพาะเลีย้งแบบสองมิติ B) เซลลเ์คราติโนไซต ์

(keratinocyte) ที่ เพาะ เลี ้ยงแบบสองมิ ติ  C) เซลล์ HDF ภายใต้กล้อง  Fluorescence 

microscope ที่ผ่านการถ่ายโอนพลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz ที่มีชิน้ส่วนโปรโมเตอรเ์ป็น 

type 1 collagen D) เซลล ์Keratinocyte ภายใตก้ลอ้ง Fluorescence microscope ที่ผ่านการ

ถ่ายโอนพลาสมิด pEGFP-TYR ที่มี Gene/Insert เป็น Tyrosinase  

 

 เมื่อไดส้ว่นของชัน้คอลลาเจนแลว้ท าการสรา้งชัน้ Dermis ต่อโดยผสม 10X EMEM , 200mM L-

glutamine, FBS, 7.5% Sodium bicarbonate, bovine collagen I และเซลล ์Human dermal fibroblast 

(HDF) เขา้ดว้ยกนัใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ในน า้แข็งจากนัน้ ดดู HDF mixture ไปใสใ่นหลมุ

เมมเบรนดา้นใน ของ 6 Transwell plate ที่มีชัน้คอลลาเจนอยู่แลว้ แสดงดงัภาพที่ 4.2C  แลว้เติมอาหาร 

10% FBS DMEM ลงไปในหลมุเมมเบรนและหลมุภายนอก แสดงดงัภาพที่ 4.2D บ่มเป็นเวลา 4 วนั ที่ 37 

°C 5% CO2 เพื่อใหเ้ซลล ์HDF แบ่งตวัเพิ่มจ านวนเป็นชัน้ของ Dermis  

 จากนัน้ท าการสรา้งชัน้ Epidermis โดยท าการเตรียม Basic medium ก่อนซึ่งมีส่วนผสมคือ 490 

mL keratinocyte serum-free medium 490 มิลลิลิตร, bovine pituitary extract 1.8 มิลลิตร,  dialyzed 

fetal bovine serum 10 มิลลิลิตร,  SCF solution 500 ไมโครลิตร, bFGFsolution 562.5 ไมโครลิตร และ 

ET-3 solution 500 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรสุทธิ 500 มิลลิลิตร โดยน า Basic medium ที่ไดม้าเตรียม 

Skin reconstruct medium I (Basic medium 100 มิลลิลิตร และ EGF solution 10 ไมโครลิตร ) Skin 

reconstruct medium II (Basic medium 100 มิลลิลิตร และ EGF solution 2 ไมโครลิตร) และ Skin 
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reconstruct medium III (Basic medium 100 มิลลิลิตร และ 1M CaCl2 720 ไมโครลิตร) จากนัน้ท าการ 

Trypsinization keratinocyte cells และ resuspension ดว้ย Skin reconstruct medium I จากนัน้การดูด

อาหารเก่าออกจาก Transwell plate ที่มีการเพาะเลีย้งชัน้ dermis ท าการเติม Skin reconstruct medium 

I ลงไปในหลมุเมมเบรนและ หลมุภายนอก จากนัน้เติม Keratinocyte cell suspension ที่เตรียมไวเ้ติมลง

ไปในหลมุเมมเบรน  บ่มเป็นเวลา 2 วนั ที่ 37 ºC 5% CO2 แสดงดงัภาพที่ 4.2E จากนัน้ดดูอาหารเก่าออก

อีกครัง้ แลว้เติม Skin reconstruct medium II ลงไปในหลมุเมมเบรนและหลมุภายนอก บ่มต่อเป็นเวลา 2 

วัน ที่ 37 ºC 5% CO2 จากกนัน้ดูดอาหารเก่าออก แลว้เติม Skin reconstruct medium III เฉพาะในหลุม

ภายนอก บ่มที่ 37 ºC 5% CO2 โดยท าการเปลี่ยนอาหาร Skin reconstruct medium III ทกุวนัต่อเป็นเวลา 

18 วนั แสดงดงัภาพที่ 4.2F จากนัน้ท าการตรวจสอบตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่มีคณุสมบติัในการ

สรา้งสารเรืองแสงภายใตก้ารสอ่ง Fluorescence microscope  

 จากการเพาะเลีย้งตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ โดยใชเ้ซลล ์HDF (human dermal fibroblast 

cells)  ที่มีพลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz ที่มีชิน้ส่วนโปรโมเตอรเ์ป็น type 1 collagen ซึ่งมีหนา้ที่ในการ

ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสรา้งคอลลาเจน และเซลล ์Keratinocyte ที่มีพลาสมิด 

pEGFP-TYR มีชิน้ส่วน Insert เป็น Tyrosinase ซึ่ง Tyrosinase มีหนา้ที่ในการควบคุมการแสดงออกของ

ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการเปลี่ยนแปลงของ tyrosine ซึ่งเป็นสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน หลงัจาก

ท าการเพาะเลีย้งตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติบนบน membrane ของ Transwell ตามระยะเวลาที่

ก าหนด พบว่าตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติสามารถสรา้งสารเรืองแสงภายใต้กลอ้ง fluorescence 

microscope ดังภาพที่ 4.3A-C โดยแสดงสีเขียวของ Green Fluorescenceของชั้น Epidermis ด้านบน 

และชัน้ Dermid อยู่ดา้นล่างแยกกนัดว้ย basement membrane ซึ่งจะเห็นไดว้่าผิวหนงัเทียมแบบสามมิติ

ที่ระยะเวลา 7, 12 และ 18 วนัมีการเจรญิของเซลลท์ัง้ในชัน้ของ Epidermis ดา้นบน และชัน้ Dermid ตาม

ระยะเวลาการเพาะเลีย้งที่เพิ่มขึน้ 

 จากผลการยอ้มชิน้ผิวหนงัเทียมแบบสามมิติดว้ยฮีมาทอกซีไซลีน้และอีโอซิน (H&E) แสดงใหเ้ห็น

ถึงชัน้ epidermis ที่อยู่ดา้นบน มีส่วนบางๆ ของชัน้ basal layer และชัน้ dermis ที่มีเซลล ์HDF ฝังอยู่ใน

เมทรกิซข์อง collagen type I ดงัภาพที่ 4.4 
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ภาพที่ 4.4 ขัน้ตอนการสรา้งตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติ A) การสรา้งผิวหนังเทียมแบบสามมิติชัน้

คอลลาเจน B) ชัน้คอลลาเจนที่มีการบ่มใหเ้ซตตวัเปลี่ยนจากสีเหลือเป็นสีชมพ ูC) การสรา้งชัน้ 

Dermis จากคอลลาเจนผสมเซลล์ Human dermal fibroblast บนชั้นคอลลาเจน D) ชั้น 

Dermis ที่ผ่านการบ่มเป็นเวลา 4 วนั E) การสรา้งชัน้ Epidermis จากเซลล ์Keratinocyte บน

ชัน้ Dermid F) ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่ไดห้ลงัจากเพาะเลีย้งในอาหาร และสภาวะ

เหมาะสมที่ 18 วนั หลงัจากเติมเซลล ์Keratinocytes 

 

 
ภาพที่ 4.5 A) ต้นแบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติภายใต้การส่อง Fluorescence microscope ที่ 7 วัน 

หลงัจากเติมเซลล ์Keratinocytes B) ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบภายใตก้ารส่อง Fluorescence 

microscope ที่ 12 วนั หลงัจากเติมเซลล ์Keratinocytes C) ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบภายใต้

การส่อง Fluorescence microscope ที่ 18 วัน หลงัจากเติมเซลล ์Keratinocytes โดยแสดงสี

เขียวของ Green fluorescence protein ทัง้ในชัน้ Epidermis (ดา้นบน) และ Dermid (ดา้นลา่ง)  
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ภาพที ่4.6  ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบหลงัจากการยอ้มดว้ย H&E ภายใตก้ลอ้งจลุลทรรศน ์

 
4.3 ผลการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารคอรไ์ดเซปินต่อการชะลอวัยและการช่วยให้ผิวขาวด้วย
ต้นแบบผิวหนังเทยีมแบบสามมิติทีม่ีคุณสมบัติในการสร้างสารเรืองแสง 

 จากการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารคอรไ์ดเซปินต่อการชะลอวัยและการช่วยให้ผิวขาวด้วย

ตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติที่มีคุณสมบัติในการสรา้งสารเรืองแสง โดยท าการทดสอบสารคอรไ์ด

เซปินที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโคโมลาร ์พบว่าสารคอรไ์ดเซปินกระตุน้การสรา้งคอลลาเจนในชัน้ Dermid เพิ่ม

มากขึน้เนื่องจากพบการเรืองแสงความเขม้ของสารเรืองแสงสีเขียว Green fluorescence protein เพิ่มมาก

ขึน้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังภาพที่  4.5A-C แต่อย่างไรก็ตามไม่พบการ

เปลี่ยนแปลงของการเรืองแสงในชัน้ Epidermid 4.5A-C ซึ่งกล่าวไดว้่าสารคอรไ์ดเซปินมีความสามารถใน

การกระตุน้การสรา้งคอลลาเจนในเซลลต์น้แบบผิวหนงัเทียมชัน้ Dermid เนื่องจากชัน้ Dermid ซึ่งเป็นชัน้

เซลล ์HDF ซึ่งมีชิน้ส่วนของโปรโมเตอรเ์ป็น Collagen มีการแสดงออกของ Green fluorescence protein 

เพิ่มมากขึน้ แต่ไม่มีผลในการลดการสรา้งเม็ดสีผิวเมลานินเนื่องจากไม่พบความแตกต่างของความเขม้แสง

ระหว่างกลุม่ควบคมุและกลุม่คอรไ์ดเซปินในชัน้ Epidermid ที่เป็นเซลล ์เคราติโนไซต ์(Keratinocyte) ) ซึ่ง

มี Gene/Insert เป็น Tyrosinase มีบทบาทในการควบคมุการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการ Tyrosine 

ซึ่งสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน 
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ภาพที่ 4.7  ตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติภายใต้การส่อง Fluorescence microscope A) ตน้แบบ

ผิวหนังเทียมแบบสามมิติกลุ่มควบคุม B) ต้นแบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติหลังจากหยด

สารละลายคอรไ์ดเซปินที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง C) กราฟแสดงผล

การเปรียบเทียบความเขม้แสงในกลุม่ที่ทดสอบเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย  
 
 ตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติที่พัฒนาจากเซลล ์HDF (human dermal fibroblast cells)  ที่

มีพลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz ที่มีชิน้ส่วนโปรโมเตอรเ์ป็น type 1 collagen และเซลล ์Keratinocyte ที่

มีพลาสมิด pEGFP-TYR มีชิน้ส่วน Insert เป็น Tyrosinase สามารถสรา้งสารเรืองแสงสีเขียวภายใตก้ลอ้ง 

Fluorescence microscope และสามารถน าไปใชท้ดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากธรรมชาติต่อการ

ตา้นการเกิดริว้รอยและสรา้งเม็ดสี  โดยเมื่อมีสารออกฤทธ์ิของสารสกัดจากธรรมชาติมีคุณสมบตัในการ

ตา้นการเกิดริว้รอยสารเรืองแสงสีเขียวที่ชัน้ผิวหนงัเทียม HDF  (Dermis) จะมีการเพิ่มการสรา้งคอลลาเจน

ส่งผลใหส้ารเรืองแสงสีเขียวเพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มความคมุ ในทางกลบักนัหากสารออกฤทธิ์

มีคุณสมบัติในการลดการสร้างเม็ดสีเมลานิน สารเรืองแสงสีเขียวที่ชั้นผิวหนังเทียม Keratinocyte 

(epidermis) จะลดการสรา้ง tyrosine ซึ่งเป็นสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานินส่งผลใหส้ารเรือง

แสงสีเขียวลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มความคุม และจากการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจาก

ธรรมชาติต่อการชะลอวัยและตา้นการเกิดริว้รอย โดยใชส้ารคอรไ์ดเซปินเป็นสารออกฤทธ์ิตน้แบบพบว่า 

ชั้น Dermid มีการแสดงออกของ Green fluorescence protein เพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคมุ แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ Green fluorescence protein ในชัน้ Epidermid โดยสามารถกล่าว

ไดว้่าสารคอรไ์ดเซปินมีความสามารถในการกระตุน้การสรา้งคอลลาเจนในเซลลต์น้แบบผิวหนงัเทียมชัน้ 

Dermid แต่ไม่มีผลในการลดการสรา้งเม็ดสีผิวเมลานินในชัน้ Epidermid ดังนั้นแสดงใหเ้ห็นว่าตน้แบบ

ผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติที่ไดส้ามารถน ามาใชเ้ป็นโมเดลในการศึกษาพฒันาผลิตภณัฑเ์วชส าอางไดอ้ย่างมี

ประสิทธิภาพ รวมไปถึงลดการใชส้ตัวท์ดลอง และสามารถทดแทนการใชผ้ิวหนงัเทียมที่มีตน้ทนุค่อนขา้งสงู

ได ้
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อภปิรายผล  

 งานวิจยัในครัง้นีเ้ป็นการพฒันาสายพนัธุเ์ซลลท์ี่ใชใ้นการจ าลองผิวหนงัเทียม คือเซลลเ์ดอมอลไฟ

โบรบลาสต ์(human dermal fibroblast cells: HDF) และเซลลเ์คราติโนไซต ์(keratinocyte) น ามาผ่านการ

ดัดแปลงทางพันธุกรรม โดยการส่งถ่ายล าดับโปรโมเตอรย์ีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างคอลลาเจนและ  

Tyrosinase ซึ่ง Tyrosinase มีหนา้ที่ในการควบคมุการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการเปลี่ยน tyrosine 

ซึ่งเป็นสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน รวมไปถึงยีนสารเรืองแสงสีเขียว eGFP ซึ่งจะแสดงออก

มากขึน้เมื่อสารออกฤทธิ์ที่ต้องการทดสอบสามารถกระตุ้นให้เกิดการสรา้งคอลลาเจน และจะมีการ

แสดงออกลดลงเมื่อสารออกฤทธิ์ยบัยงัการสรา้งเม็ดสีเมลานิน โดยการวิจยัมุ่งเนน้ในการจ าลองผิวหนงัชัน้

เดอมิสและเอพิเดอมิส โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Li, Fukunaga-Kalabis, and Herlyn (2011b) ที่มีการ

เพาะเลีย้งเซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสต์และเซลลเ์คราติโนไซต ์ในต าแหน่ง ล าดับ และสภาวะอาหารที่

เหมาะสม จนท าให้โครงสรา้งชั้นผิวหนังของผิวหนังเทียม มีความใกลเ้คียงกับผิวหนังมนุษยอ์ย่างมาก 

เหมาะกับการใชเ้ป็นระบบการทดสอบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เป็นเซลลท์ี่เป็น

องคป์ระกอบส าคญัของเซลลผ์ิวหนงัชัน้เดอมิส ซึ่งมีความส าคญัในการสรา้งเมทริกซภ์ายนอก โดยเฉพาะ

อยา่งยิ่งคอลลาเจน ที่ช่วยใหผ้ิวโดยรวมมีความยืดหยุ่น ผูว้ิจยัจะท าการสง่ถ่ายล าดบั collagen type I ซึ่งมี

บทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสรา้งคอลลาเจน และยีน eGFP ส  าหรบั

สงัเคราะหส์ารเรืองแสงสีเขียวเขา้ไปในสารพนัธุกรรมของเซลล ์ซึ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ HDF จะถูกถ่ายโอน 

พลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz (Addgene #110211) โดยใชไ้ลโปแฟคตามีน (lipofectamine) ส าหรบัการ

ถ่ายโอน ในอตัราสว่นพลาสมิด 500 นาโนกรมั ต่อไลโปแฟคตามีน 7 ไมโครลิตรในภาชนะอาหารเลีย้งเซลล์

ขนาด 9.5 ตารางเซนติเมตรหรือ1ช่องของเพลทขนาด 6 หลุม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตูส้  าหรบัเพาะเลีย้ง

เซลลอ์ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและ 5% คารบ์อนไดออกไซดจ์ากนัน้จะท าการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์

และเลีย้งต่อในสภาวะดังกล่าวจนเซลล์โตเต็มเพลท (100% confluent) จึงท าการคัดเลือกเซลล ์ (cell 

selection) โดยการเลือกเซลลท์ี่มีการแสดงออกของ Green Fluorescence Proteins GFP ภายใตก้ารส่อง 

fluorescence microscope และ ส าหรบัเซลลเ์คราติโนไซต ์เป็นเซลลท์ี่เป็นองคป์ระกอบส าคญัของผิวหนงั

ชัน้เอพิเดอมิส ซึ่งเป็นปราการแรกในการปอ้งกนัรา่งกายจากปัจจยัทางชีวภาพ เคมี และรงัสี ผูว้ิจยัผูว้ิจยัท า

การส่งถ่ายล าดับ Gene/Insert ที่เป็น Tyrosinase ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่

เก่ียวขอ้งกบัการเปลี่ยนแปลงของ tyrosine ซึ่งสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน (Lin and Fisher 

2007) และยีน GFP ส าหรบัสังเคราะหส์ารเรืองแสงสีเขียวเขา้ไปในสารพันธุกรรมของเซลล ์เพื่อจ าลอง

ระบบการสรา้งเม็ดสีของเซลลเ์มลาโนไซต ์แทนการใชเ้ซลลเ์มลาโนไซตจ์ริง เพื่อลดความซับซ้อนของ

โครงสรา้งผิวหนงัเทียมถกูถ่ายโอนดว้ย pEGFP-TYR (Addgene #32781) กระบวนการสรา้งเม็ดสีเมลานิน 
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เกิดจากการแสดงออกร่วมกันของยีนจ านวนหนึ่ง ได้แก่ MITF ยีนส าหรับสังเคราะ microphthalmia 

transcription factor ที่ท าหนา้ที่ควบคมุการแสดงออกของ เอนไซมแ์ละ differentiation factor หลายชนิด

ที่เก่ียวขอ้งกับการสรา้งเม็ดสี (Levy, Khaled, and Fisher 2006) ยีน TYR ยีนส าหรบัสงัเคราะหเ์อนไซม ์

Tyrosinase ที่ท าหนา้ที่เปลี่ยนกรดอะมิโนไทโรซีนใหก้ลายเป็น สารตัวกลาง ( intermediates) ในวัฏจักร

การสงัเคราะหเ์มลานิน (Hopkin et al. 2016) และยงัมียีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งโปรตีนอ่ืนๆที่เก่ียวขอ้งใน

กระบวนการสงัเคราะหเ์มลานิน เช่น TYRP1(Box et al. 1998), และ DCT (Hopkin et al. 2016; Lin and 

Fisher 2007) การแสดงออกของยีนขา้งตน้อยู่ในการควบคมุของ promoter ที่ตอบสนองต่อการกระตุน้จาก

ปัจจยัภายนอก รวมถึงรงัสีอลัตราไวโอเล็ต เช่น MITF promoter และ Tyrosine promoter (Lin and Fisher 

2007) การถ่ายโอนจะท าในรูปแบบเดียวกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์และหลงัจากถ่ายโอนพลาสมิดแลว้ท าการ

คัดเลือกเซลลด์ว้ย drug selection G418 sulfate  500 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้

ส  าหรบัเพาะเลีย้งเซลลอ์ณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและ 5% คารบ์อนไดออกไซด ์จากนัน้จะท าการเปลี่ยน

อาหารเลี ้ยงเซลล์เป็นอาหารส าหรับเพาะเลี ้ยงเซลล์ ประกอบด้วย Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium, 10% fetal bovine serum (FBS), 1% non-essential amino acid และ  1% l-glutamine ซึ่ งจะ

ท าการเลีย้งเซลลแ์ละเปลี่ยนอาหารทกุๆ 3 วนั จนเซลลโ์ตเต็มเพลท และท าการยา้ยภาชนะ (sub-culture) 

ซึ่งจะไดเ้ป็น passage 1 หลงัจากการถ่ายโอนพลาสมิดเขา้สู่เซลล์ ผลจากการถ่ายโอนพลาสมิดซึ่งมียีน 

eGFP จึงท าใหส้ามารถตรวจสอบไดภ้ายใตก้ลอ้ง Fluorescence microscope และพบการเรืองแสงสีเขียว

ของ GFP ภายในเซลลท์ัง้สองแสดงดงัภาพที่ 4.1 C และ D 

 จากนัน้ท าการเพาะเลีย้งตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติโดยดดัแปลงวิธีการจากงานวิจยัของ Li 

et al. (2011b)  ขัน้ตอนการสรา้งตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติแสดงดงัรูปที่ 4.2 1-F โดยการสรา้งชัน้

คอลลาเจนจาก  Bovine collagen I และสรา้งชัน้ Dermis จาก Bovine collagen I ผสมกบัเซลล ์Human 

dermal fibroblast HDF ที่พลาสมิด pOBCol3.6-GFPtpz (Addgene #110211) ที่มีชิน้ส่วนโปรโมเตอร์

เป็น type 1 collagen ซึ่งโปรโมเตอร ์ type 1 collagen มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่

เก่ียวขอ้งกับการสรา้งคอลลาเจนของผิว และสรา้งชัน้ Epidermis ดว้ย เซลล ์Keratinocyte ที่มีพลาสมิด 

pEGFP-TYR มีชิน้ส่วน Insert เป็น Tyrosinase ซึ่ง Tyrosinase มีหนา้ที่ในการควบคุมการแสดงออกของ

ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการเปลี่ยนแปลงของ Tyrosine ซึ่งเป็นสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน และท า

การเพาะเลีย้งด้วยอาหารจ าเพาะคือ Skin reconstruct medium I, Skin reconstruct medium II ซึ่งมี

ส่วนผสมของซึ่ง Epidermal Growth Factor (EGF) เป็นสารส าคัญที่เก่ียวข้องในการเจริญเติบโตของ

ผิวหนังชั้นนอกและเคราติโนไซต์ ส่งเสริมการสร้างเซลล์ผิวหนังใหม่ (Bodnar, 2013)  และ Skin 

reconstruct medium III โดยในขัน้ตอนการเปลี่ยนเป็นอาหารเป็น Skin reconstruct medium II จะท าการ
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เติมเพียงเฉพาะในหลุมภายนอกเท่านัน้ เพื่อใหส้่วนของชัน้ของ Epidermid สมัผัสกับอากาศซึ่งเป็นการ

ช่วยกระตุน้ใหเ้กิดการเปลี่ยนรูปร่างและองคป์ระกอบ (Differentiation) ของเคราติโนไซต ์ซึ่งโดยธรรมชาติ

ของผิวหนัง (Jung, Jung, & Shin, 2016) เมื่อเพาะเลีย้งจนครบระยะเวลาที่ก าหนดจึงท าการตรวจสอบ

คณุสมบติัในการสรา้งสารเรืองแสงภายใตก้ารส่อง Fluorescence microscope ของตน้แบบผิวหนงัเทียม

แบบสามมิติ ซึ่งจากผลการตรวจสอบพบว่า ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติสามารถสรา้งสารเรืองแสง

ภายใต้กล้อง Fluorescence microscope ดังภาพที่  4.3 โดยแสดงสีเขียวของ Green fluorescence 

protein ของชัน้ Epidermis ดา้นบน และชัน้ Dermid อยู่ดา้นล่างแยกกนัดว้ย Basal layer มีการเจริญของ

เซลลท์ัง้ในชัน้ของ Epidermis ดา้นบน และชัน้ Dermid เพิ่มขึน้ที่ระยะเวลา 7, 12 และ 18 วนั และจากผล

การยอ้มชิน้ผิวหนงัเทียมแบบสามมิติดว้ยฮีมาทอกซีไซลีน้และอีโอซิน (H&E) แสดงใหเ้ห็นถึงชัน้ Epidermis 

ที่อยู่ด้านบน มีส่วนบางๆของชั้น Basal layer และชั้น Dermis ที่มีเซลล์ HDF ฝังอยู่ในเมทริกซ์ของ 

Collagen type I ดงัภาพที่ 4.4 ซึ่งผลการพฒันาตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติในงานวิจยัครัง้นีม้ีความ

ใกลเ้คียงกับผลการศึกษาของ Li et al. (2011b) ที่มีการเพาะเลีย้งเซลลเ์ดอมอลไฟโบรบลาสตแ์ละเซลล์

เคราติโนไซต ์ในต าแหน่ง ล าดับ และสภาวะอาหารที่เหมาะสม จนท าใหโ้ครงสรา้งชัน้ผิวหนังของผิวหนงั

เทียม มีความใกลเ้คียงกบัผิวหนงัมนษุยอ์ย่างมาก  

 จากการน าตน้แบบผิวหนังเทียมแบบสามมิติที่ไดม้าใชเ้ป็นตน้แบบทดสอบการออกฤทธ์ิของสาร

คอรไ์ดเซปินต่อการชะลอวัยและการช่วยใหผ้ิวขาวดว้ยตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่มีคณุสมบัติใน

การสรา้งสารเรืองแสงโดยท าการหยดสารละลายคอรไ์ดเซปินที่ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร ์ลงบน

ตน้แบบผิวหนงัเทียมแบบสามมิติที่มีคณุสมบติัในการสรา้งสารเรืองแสง แลว้ท าการตรวจวดัความเขม้ของ

สารเรืองแสงสีเขียวที่เปลี่ยนเปรียบเทียบกบัผิวหนงัเทียมที่ไดร้บัการหยดอาหารเลีย้งเซลลป์กติ (negative 

control) จากผลการทดสอบจะเห็นไดว้่าชัน้ Dermid ซึ่งเป็นชัน้เซลล ์HDF ซึ่งมีชิน้ส่วนของโปรโมเตอรเ์ป็น 

Collagen มีการแสดงออกของ Green fluorescence protein เพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ 

ดงัแสดงในภาพที่ 4.5 A-C แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของ Green fluorescence protein ในชัน้ Epidermid 

ที่เป็นเซลล ์เคราติโนไซต ์(Keratinocyte) ) ที่มี Gene/Insert เป็น Tyrosinase มีบทบาทในการควบคมุการ

แสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการ Tyrosine ซึ่งสารตัง้ตน้ส าคญัในการสรา้งเม็ดสีเมลานิน ดงันัน้สามารถ

กลา่วไดว้่าสารคอรไ์ดเซปินมีความสามารถในการกระตุน้การสรา้งคอลลาเจนในเซลลต์น้แบบผิวหนงัเทียม

ชัน้ Dermid แต่ไม่มีผลในการลดการสรา้งเม็ดสีผิวเมลานิน 
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ข้อเสนอแนะ 

ขอ้เสนอแนะในการน าผลการวิจยัไปใช ้

 สามารถใชต้น้แบบผิวหนงัเทียมแบบ 3 มิติที่พฒันาขึน้ในการทดสอบการออกฤทธ์ิของสารสกดั

ตวัอย่างต่อการตา้นการเกิดริว้รอยและสรา้งเม็ดสีได ้

ขอ้เสนอแนะในการท าวิจยัครัง้ต่อไป 

 ควรคดัเลือกหรือสรา้งพลาสมิดส าหรบัถ่ายโอนเขา้สูเ่ซลลท์ี่มีการเรืองแสงสีแดง (RFP) ในเซลลช์ัน้ 

dermid หรือ epidermid ชัน้ใดชัน้หนึ่งเพื่อการแยกชัน้ทัง้สองไดช้ดัเจนยิ่งขึน้ภายใตก้ลอ้ง Fluorescence 

microscope 
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