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คำนำ 

 เซลล(ต*นกำเนิด หรือสเต็มเซลล( (stem cells) คือ เซลล(ที่ยังเปGนตัวอIอนและยังไมIได*ทำหน*าที่แบบจำเพาะเจาะจงแม*

จะอยูIในบริเวณเดียวกับเซลล(ที่ทำหน*าที่แบบจำเพาะเจาะจง ทั้งนี้เซลล(ต*นกำเนิดมีความสามารถแบIงเซลล(ตัวเองขึ้นมาใหมIได*

หลายครั้ง โดยที่ยังคงคุณสมบัติการเพิ่มจำนวนนั้นอยูI (self-renewal) และยังมีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปทำหน*าที่

จำเพาะได*หลายรูปแบบตามแตIอวัยวะนั้น ๆ โดยที่แหลIงของสเต็มเซลล(สามารถพบได*หลายบริเวณ เชIน เลือด, ไขสันหลัง, สาย

สะดือ และเนื้อเยื่อไขมัน เปGนต*น 

เนื้อเยื่อไขมันเปGนแหลIงที่สามารถพบสเต็มเซลล(ได*เปGนจำนวนมาก ซึ่งเนื้อเยื่อไขมันนี้สIวนใหญIมักได*มาจากบริเวณใต*

ผิวหนังชIองท*อง และต*นขา เปGนต*น ปeจจุบันมีรายงานการศึกษาการนำสเต็มเซลล(ที่ได*จากเนื้อเยื่อไขมันไปใช*ประโยชน(ด*าน

การแพทย(เพื่อการรักษาโรคตIาง ๆ เชIน โรคข*อเขIาเสื่อม โรคเบาหวาน โรคตับ เปGนต*น และด*านความสวยความงามสำหรับ

ฟijนฟูหรือบรรเทาริ้วรอย ทำให*สเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมันได*รับความสนใจในการศึกษาและพัฒนาสำหรับการใช*เปGนเซลล(

บำบัดเปGนอยIางมาก ดังนั้นคูIมือปฏิบัติการเลIมนี้จึงกลIาวถึงขั้นตอนสำคัญในการแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน และการ

เพาะเลี้ยง สเต็มเซลล(ที่แยกได*จากเนื้อเยื่อไขมัน 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

 

1.1 ความเปGนมาและความสำคัญ 

เนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) เปGนเนื้อเยื่อประสานชนิดพิเศษทำหน*าที่สะสมไขมันใช*เพื่อเปGนแหลIงผลิตพลังงาน

ให*แกIรIางกาย เปGนฉนวนชIวยป�องกันการสูญเสียความร*อนออกจากรIางกายและชIวยลดอันตรายเมื่อได*รับแรงกระแทกจาก

ภายนอก เนื้อเยื่อไขมันแบIงออกเปGน 2 ชนิด ได*แกI เนื้อเยื่อไขมันสีน้ำตาล (brown adipose tissue, BAT) ซึ่งเซลล(ในเนื้อเยื่อ

กลุIมนี้จะมีลักษณะรูปรIางกลม มีนิวเคลียสอยูIตรงกลางเซลล( ภายในไซโตพลาสซึมบรรจุหยดไขมัน (lipid oil droplets) ขนาด

เล็กเปGนจำนวนมากและภายในเซลล(จะมีไมโทคอนเดรีย (mitochondria) เปGนจำนวนมากทำให*เนื้อเยื่อมีสีน้ำตาล ดังนั้นจึงมี

บทบาทหน*าที่ในการผลิตความร*อนให*แกIรIางกาย สIวนเนื้อเยื่อไขมันชนิดที่สอง คือ เนื้อเยื่อไขมันสีขาว (white adipose 

tissue, WAT) ซึ ่งพบได*ในชั ้นใต*ผิวหนัง (subcutaneous tissue) โดยเฉพาะบริเวณผนังหน*าท*อง ชIองท*อง และสะโพก 

ลักษณะรูปรIางเซลล(มีขนาดใหญIกวIาเซลล(ในเนื้อเยื่อไขมันสีน้ำตาล ภายในไซโตพลาสซึมบรรจุไขมันขนาดใหญIเพียงหยดเดียว 

(single oil droplet) ทำให*นิวเคลียสถูกเบียดไปชิดขอบเซลล(ด*านใดด*านหนึ่ง เมื่อดูภายใต*กล*องจุลทรรศน(ธรรมดา (light 

microscope) จะเห็นเปGนลักษณะคล*ายวงแหวน (signet ring) ทำให*มีบทบาทสำคัญทางด*านการป�องกันเชิงกล (mechanical 

cushion) เชIน ลดแรงกระแทกจากภายนอก  

เซลล(ต*นกำเนิด หรือสเต็มเซลล( (stem cells) คือ เซลล(ตัวอIอนที่ยังมีการเจริญเติบโตไมIเต็มที่ มีคุณลักษณะพิเศษ 

แตกตIางจากเซลล(อื่น ๆ ในรIางกาย คือ  

1. เปGนเซลล(ที่ไมIได*มีหน*าที่จำเพาะเจาะจง (undifferentiated cells) ซึ่งจะคงคุณสมบัติความเปGนเซลล(นี้ไว* แม*วIา

จะมีเซลล(อื่นอยูIบริเวณใกล*เคียงก็ตาม   

2. เปGนเซลล(ที่สามารถแบIงตัวและสร*างทดแทนขึ้นมาใหมI (self-renewal) ได*หลายครั้ง โดยยังคงคุณลักษณะ

แบบเดิมอยูI  

3. เปGนเซลล(ที่สามารถเจริญเติบโตเพื่อไปทำหน*าที่จำเพาะเจาะจง (differentiated cells) ได* และสามารถพัฒนาไป

เปGนเซลล(เนื้อเยื่ออื่นที่จำเพาะเจาะจงได* เชIน เซลล(ประสาท เซลล(สมอง เซลล(กล*ามเนื้อหัวใจ เซลล(ไขมัน เซลล(กระดูก และ

เซลล(ตับ เปGนต*น (1-4) ปกติแล*วสเต็มเซลล(ที่เจริญเติบโตไปเพื่อทำหน*าที่เฉพาะเจาะจงแล*วนั้นจะไมIสามารถย*อนกลับมาเปGน 

สเต็มเซลล(ได*อีกครั้ง   
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ภาพที่ 1 การเจริญเติบโตของสเต็มเซลล(ชนิดมีเซ็นไคมอล (mesenchymal stem cells, MSC) เปGนเซลล(เนื้อเยื่อชนิดตIาง ๆ  

(ที่มา : วาดโดย นายพูนสิน  พวงไพโรจน() 

 

ในเนื้อเยื่อไขมันนอกจากจะพบเซลล(ไขมัน (adipocyte) เปGนจำนวนมากแล*ว ยังพบวIามีสเต็มเซลล(อยูIเปGนจำนวน

มากด*วยเชIนกัน  มีรายงานการศึกษาวิจัยเปGนจำนวนมากได*แยกสเต็มเซลล(ออกจากเนื้อไขมันด*วยวิธีการใช*เอนไซม(ยIอย เชIน 

collagenase type I ซึ่งภายหลังจากผIานกระบวนการคัดแยกเศษเซลล(และเนื้อเยื่อออกจากเนื้อเยื่อไขมันแล*วจะเรียกเซลล(

กลุIมนี้วIา “stromal vascular fraction (SVF)”(5-12) โดยเซลล( SVF นี้สามารถเจริญเติบโตไปเปGนเซลล(ได*หลายชนิด เชIน เซลล(

ไขมัน (adipocyte) เซลล(กระดูก (osteocyte) และเซลล(กระดูกอIอน (chondrocyte) เปGนต*น(13-18) 

                       

ภาพที่ 2 เซลล(ที่พบภายในเนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) ได*แกI adipocytes, stem cells และ pericytes 

(ที่มา : วาดโดย นายพูนสิน  พวงไพโรจน() 
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ปeจจุบันได*มีการนำสเต็มเซลล(มาใช*ประโยชน(ทางการแพทย(อยIางมากเพื่อใช*สำหรับการบรรเทา บำบัด รักษาโรค 

เสริมสร*าง และฟijนฟู จึงทำให*เปGนเรื่องที่ได*รับความสนใจในวงกว*าง ทั้งนี้ขั้นตอนการปฏิบัติงานในการคัดแยกและเพาะเลี้ยง

เพิ่มจำนวนสเต็มเซลล(ยังไมIถูกนำมาสรุปเปGนมาตรฐาน จึงทำให*เกิดคูIมือปฏิบัติงานนี้ขึ้นโดยจะกลIาวถึงเทคนิคการคัดแยกสเต็ม

เซลล(ออกจากเนื้อเยื่อไขมันด*วยวิธีการใช*เอนไซม( collagenase type I รวมถึงปeญหาอุปสรรคและแนวทางในการแก*ไข ซึ่ง

เซลล(ที่ได*จากการคัดแยกจะสามารถนำมาเพาะเลี้ยงเซลล(ตIอยอดประยุกต(ใช*ในการศึกษาวิจัยตIอไปได* เชIน การนำสเต็มเซลล(

ไปใช*ประโยชน(ทางด*านการแพทย((19-22) (ภาพที่ 3)  

 

 

 

ภาพที่ 3 แสดงตัวอยIางการนำสเต็มเซลล(ไปใช*เลี้ยงตIอให*เซลล(มีหน*าที่ที่จำเพาะขึ้น เพื่อนำไปประโยชน(ทางด*านการแพทย(  

(ที่มา : วาดโดย นายพูนสิน พวงไพโรจน() 

 

1.2 วัตถุประสงค( 

1. เพื่อใช*เปGนคูIมือปฏิบัติงานมาตรฐานสำหรับแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน และการเพาะเลี้ยงสเต็มเซลล(ที่แยก

ได*จากเนื้อเยื่อไขมัน 

2. เพื่อให*ผู*ปฏิบัติงานใช*เปGนแนวทางในการแก*ไขปeญหาที่เกิดขึ้นในระหวIางขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

3. ใช*เปGนแนวทางต*นแบบสำหรับงานอื่นที่มีลักษณะงานคล*ายคลึงกัน 

1.3 ผลที่คาดวIาจะได*รับ 

 ผู *ปฏิบัติงานสามารถใช*คู Iมือนี ้เปGนมาตรฐานในการทำงาน วางแผนการทำงานได*อยIางเปGนระบบ เพื ่อให*เกิด

ประสิทธิภาพในการทำงานมากขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถแก*ไขปeญหาที่เกิดขึ้นในระหวIางปฏิบัติงานได* 

 

การสร%างไขมัน (Adipose regeneration), 

สร%างเซลล?ตับ (Liver regeneration), การ

รักษาบาดแผลทางผิวหนัง เปMนต%น 

การสร%างเซลล?กระดูกอQอน (Cartilage 

regeneration) เชQน ใช%รักษาโรคกระดูกพรุน 

(Osteoporosis) เปMนต%น 

 

การสร%างเซลล?กระดูก (Bone regeneration) 

เชQน ใช%รักษาโรคข%อเสื่อม (Osteoarthritis)  

เปMนต%น 
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1.4 ขอบเขตคูIมือปฏิบัติงาน 

 คูIมือปฏิบัติงานเลIมนี้กลIาวถึงตั้งแตIขั้นตอนเตรียมความพร*อมกIอนเริ่มปฏิบัติงาน เชIน การเตรียมอุปกรณ( น้ำยาหรือ

สารเคมีที่ใช*สำหรับการปฏิบัติงาน, วิธีการแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมันโดยใช*เอนไซม( collagenase type I,  วิธีการ

เพาะเลี้ยงสเต็มเซลล(ที่แยกจากเนื้อเยื่อไขมัน, การเก็บรักษาเซลล( ตลอดจนแนวทางการแก*ไขปeญหาและอุปสรรคที่เกิดขึ้น

ระหวIางการปฏิบัติงาน 

1.5 นิยามศัพท(เฉพาะ/คำจำกัดความ 

 1.5.1 Lipoaspirate fluid (LAF) เปGนสIวนน้ำที่ประกอบด*วยเลือด และสารน้ำที่อยูIด*านลIางสุดของกระบอกฉีดยา 

(syringe) หลังจากที่นำไขมันที่ดูดได*มาปe�นแยกเพื่อเก็บเฉพาะสIวนที่เปGนเนื้อเยื่อไขมัน 

 1.5.2 Stromal vascular fraction (SVF) คือ กลุIมเซลล(ที่ได*จากกระบวนการแยกเซลล(ไขมันที่ดูดได* นำมาคัดแยก 

SVF ด*วยวิธีการใช* collagenase type I 

 1.5.3 Processed lipoaspirate (PLA) cells เปGนกลุIมเซลล(ที่เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลล(ภายหลังจากการเพาะเลี้ยง 

SVF ผIานไปแล*ว 24 ชั่วโมง 

 1.5.4 Trypan blue exclusion เปGนเทคนิคที่ใช*ในการย*อมเซลล(ที่ไมIมีชีวิต (dead cells) ด*วยสี trypan blue  

สำหรับเซลล(ที่ไมIมีชีวิตจะติดสีน้ำเงินของ trypan blue ภายในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) เนื่องจากโครงสร*างของเซลล(เมม

เบรนเสื่อมสภาพหรือถูกทำลาย ทำให* trypan blue สามารถเข*าสูIภายในเซลล(ได* สำหรับเซลล(ที่ยังมีชีวิต (live cells) จะย*อม

ไมIติดสี trypan blue เนื่องจากโครงสร*างของเซลล(เมมเบรนยังไมIเสื่อมสภาพหรอืถกูทำลาย สี trypan blue จึงไมIสามารถเข*า

สูIภายในเซลล(ได* 

 1.5.5 Complete medium คือ อาหารสำหรับเลี้ยงเซลล(ครบสIวนที่มีความเข*มข*นที่เหมาะสมของสารอาหาร, ความ

เปGนกรด-ดIาง, ปราศจากสารพิษ และปลอดเชื้อเพื่อสIงเสริมให*เซลล(เพิ่มจำนวนและเจริญเติบโตตIอไป 

 1.5.6 Freezing cryoprotectant solution คือ น้ำยาที่ใช*สำหรับการเก็บรักษาเซลล(แบบแชIแข็ง โดยมีสIวนผสม

ของสารที่ป�องกันไมIให*เซลล(เสื่อมสภาพจากการแชIแข็ง เชIน dimethyl sulfoxide (DMSO) เปGนต*น 

 1.5.7 Confluence คือ ความหนาแนIนของเซลล(ที่แบIงตัวและเจริญเติบโตครอบคลุมของพื้นที่ผิวบนภาชนะเลี้ยง

เซลล( 

 1.5.8 Subculture คือ กระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล(ที่ได*จากเนื้อเยื่อและเพาะเลี้ยงเซลล(ในสภาวะที่เหมาะสม เมื่อ

เซลล(เจริญเติบโตจนได* confluence ถึงระดับที่เหมาะสมแล*วจึงใช*เอนไซม( Trypsin-EDTA (กระบวนการนี้จะถูกเรียกวIา 

Trypsinization) เพื่อทำให*เซลล(หลุดออกจากการยึดเกาะภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล(และแยกออกจากกันเปGนเซลล(เดี่ยว (single 

cell) จากนั้นนำเซลล(บางสIวนไปเพาะเลี้ยงเพิ่มจำนวนเซลล(ตIอโดยใสIในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล(ที่มีอาหารสำหรับเลี้ยงเซลล( 

และสภาวะที่เหมาะสมตIอการแบIงตัวและเจริญเติบโตของเซลล(ตIอไป 
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บทท่ี 2 

บทบาทหน:าท่ี ความรับผิดชอบ 

 

2.1 บทบาทหน*าที่ความรับผิดชอบของตำแหนIง 

ลักษณะงานที่ปฏิบัติโดยทั่วไป ตำแหนIงผู*ชIวยวิจัย 

            สายงานนี้ครอบคลุมถึงตำแหนIงตIาง ๆ ที่ปฏิบัติงานเกี่ยวกับ การวิเคราะห( การวิจัย ซึ่งมีลักษณะงานที่

ปฏิบัติเกี่ยวกับการศึกษา การทดสอบ การวิเคราะห( การสังเคราะห( เพื่อประโยชน(ในทางวิชาการ การเผยแพรIความรู* และการ

แก*ปeญหาตIาง ๆ ทางการศึกษา  วิทยาศาสตร(  สังคม  เศรษฐกิจ การเมือง เปGนต*น หรือเพื่อการอื่นใดตามที่ได*รับมอบหมาย 

และปฏิบัติหน*าที่อื่นที่เกี่ยวข*อง 

2.2 ลักษณะงานที่ปฏิบัต ิ

หน*าที่ความรับผิดชอบ และลักษณะงานที่ปฏิบัต ิ

  ปฏิบัติงานเกี่ยวกับงานวิจัย และปฏิบัติหน*าที่อื่นที่เกี่ยวข*อง ลักษณะงานที่ปฏิบัติเปGนงานสนับสนุนการ

วิจัย ซึ่งต*องใช*ทักษะ ความชำนาญ และเทคนิคตIาง ๆ มาประยุกต(ใช*ในงานวิจัย เชIน การปฏิบัติงานด*วยเทคนิคปราศจากเชื้อ

กIอโรค (sterile technique)  ตั้งแตIขั้นตอนการเตรียม อุปกรณ( เครื่องมือ และสารละลายตIาง ๆ ที่ใช*สำหรับการปฏิบัติงาน 

ทักษะความชำนาญด*านการเพาะเลี้ยงเซลล( ใช*ทักษะความรู*ในการสังเกตุ ดูรูปรIางและความแตกตIางของเซลล(เพาะเลี้ยงใน

ภาวะที่ปราศจากเชื้อจุลินทรีย( หรือเซลล(เพาะเลี้ยงที่เกิดการปนเปijอนเชื้อจุลินทรีย( (contaminate) เชIน เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา 

เปGนต*น งานด*านอื่น ๆ ที่ได*รับมอบหมาย คือ เปGนเจ*าหน*าที่ความปลอดภัยทางการวิจัย เพื่อทำหน*าที่ประสานงานให*ข*อมูลด*าน

ห*องปฏิบัติการวิจัย ตรวจสอบ ดูแล ให*คำแนะนำการปฏิบัติงานในห*องปฏิบัติการวิจัยระดับ 2 (biosafety level 2, BSL2) ให*

มีมาตรฐานและความปลอดภัย เปGนต*น นอกจากนี้ด*านการพัฒนาตนเอง เพื่อให*รอบรู*ทันเทคนิคและวิทยาการใหมI ๆ โดยการ

เข*ารIวมอบรม หรือเข*ารIวมงานประชุมวิชาการตIาง ๆ อยIางสม่ำเสมอโดยสามารถนำความรู* เทคนิค และทักษะที่อบรม มา

ประยุกต(ใช*เพื่อให*เกิดประโยชน(ตIอหน*าที่ในงานที่ปฏิบัติ หนIวยงานฯ และคณะฯ ตIอไป 

2.3 ภาระงานตาม PA  

2.3.1 ปฏิบัติการวิจัยทางห*องปฏิบัติการตามโครงการที ่ได*ร ับมอบหมาย โดยเริ ่มตั ้งแตIการรับสIงตัวอยIาง/

ประสานงานระหวIางหนIวยงาน เพื่อนำตัวอยIางมาคัดแยกเซลล(ตามกระบวนการตIาง ๆ ได*แกI การสกัดสเต็มเซลล(

ออกจากเนื้อเยื่อไขมัน การเพาะเลี้ยงเพิ่มจำนวนสเต็มเซลล( ที่ได*จากการคัดแยกออกจากเนื้อเยื่อไขมัน การเก็บ

รักษาสเต็มเซลล(ที่เพาะเลี้ยงได* เปGนต*น จากนั้นสเต็มเซลล(ที่ได*บางสIวนจะถูกนำมาวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาสเต็มเซลล(

ให*เจริญไปเปGน เซลล(ไขมัน เซลล(กระดูกอIอน และเซลล(กระดูกตIอไป 

2.3.2 วิเคราะห( สรุปผลการทดลอง และจัดทำรายงานการวิจัยภายหลังจากการเพาะเลี้ยงเซลล( เพื่อเปรียบเทียบ

ความแตกตIางระหวIางเซลล(ที่ถูกกระตุ*น และไมIถูกกระตุ*นให*พัฒนาเปGน เซลล(ไขมัน เซลล(กระดูกอIอน และเซลล(

กระดูก 

2.3.3 ปฏิบัติงานอื่น ๆ ตามที่ได*รับมอบหมาย เชIน การตรวจสอบสภาพความพร*อมของเครื่องมือตIาง ๆ ที่ใช*สำหรับ

การวิจัยให*อยูIในสภาพที่พร*อมใช*เสมอ การตรวจสอบอุปกรณ(และภาชนะที่ใช*ในการปฏิบัติงานให*มีปริมาณที่

เพียงพอตIอการใช*งานเสมอ การตรวจสอบอุปกรณ( น้ำยา และสารเคมีให*มีปริมาณที่เพียงพอตIอการใช*งานเสมอ 
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2.4 โครงสร*างการบริหารจัดการ 
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บทท่ี 3 

หลักเกณฑEวิธีการปฏิบัติงานและเง่ือนไข 

 

3.1 หลักเกณฑ(การปฏิบัติงาน 

 การแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน และการเพาะเลี้ยงสเต็มเซลล(ที่แยกได*จากเนื้อเยื่อไขมัน จะถูกปฏิบัติภายใน

ห*องปฏิบัติการที่มีการกำหนดให*มีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับที่ 2 (Biosafety level 2, BSL-2) โดยเครื่องมือและ

ครุภัณฑ(ตIาง ๆ ต*องอยูIในสภาพพร*อมใช*งาน ดังนั้นผู*ปฏิบัติงานควรมีความรู*ความเข*าใจและผIานการฝ¢กอบรมการปฏิบัติงาน

ภายในห*องปฏิบัติการ BSL-2 เพื่อให*การปฏิบัติงานเปGนไปอยIางปลอดภัย และลดความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นในขณะปฏิบัติงาน 

สำหรับแนวทางการปฏิบัติเพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพมีการกำหนดให*ปฏิบัติตาม ศูนย(บริหารความปลอดภัย อาชีวอนามัย

และสิ่งแวดล*อม (Center for Occupational Safety Health and Environment Management, COSHEM) 

3.2 การเตรียมความพร*อมกIอนเริ่มปฏิบัติงาน 

มีการเตรียมความพร*อมกIอนเริ่มปฏิบัติงาน เพื่อให*การปฏิบัติงานเปGนไปด*วยความเรียบร*อย และลดการเกิดอุบัติเหตุ

ที่อาจเกิดขึ้นระหวIางปฏิบัติงาน กลIาวโดยสรุปได*ดังนี้ 

3.2.1 การเตรียมความพร*อมของผู*ปฏิบัติงาน  

ผู*ปฏิบัติงานยึดหลักแนวปฏิบัติด*านความปลอดภัย อาชีวอนามัยและสิ่งแวดล*อม และทำการสวมใสIอุปกรณ(

คุ *มครองความปลอดภัยสIวนบุคคล (Personal protective equipment, PPE) เพื ่อให*เกิดความปลอดภัยกับ

ผู*ปฏิบัติงาน และสอดรับกับพันธกิจของมหาวิทยาลัยในการดำเนินงานเรื่องของความปลอดภัย อาชีวนามัย และ

สภาพแวดล*อมในการทำงาน 

3.2.2 วัสดุอุปกรณ(ที่ใช*สำหรับปฏิบัติงาน 

วัสดุอุปกรณA ยี่ห)อ/ประเทศ 

ตัวป¤ดปลายกระบอกฉีดยา (combi-Stopper) B.BRAUN, Germany 

กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 15 มิลลิลิตร NIPRO, Japan 

หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร FALCON, Maxico 

หลอดเก็บเซลล( (cryogenic vials) ชนิด internal thread capacity Corning, Maxico 

Transfer pipette ขนาด 2 mL Biologix 

Serogical pipette ขนาด 5, 10, 25 และ 50 mL Corning, USA 

ขวดเพาะเลี้ยงเซลล( (flask)  Corning, USA 

เครื่องนับเซลล( Hemocytometer C-Chip disposable, Korea 

Freezing container (Mr.FrostyTM)  NalgeneTM 

Cell strainer แบบ nylon ขนาด 100 µm Corning, USA 

Syringe filter ขนาด 0.45 µm Corning, Germany 

Filter system (500 mL) Corning, USA 

Polystyrene round-bottom tube (5 mL) FALCON, Maxico 
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3.2.3 เครื่องมือที่ใช*สำหรับปฏิบัติงาน 

เครื่องมือ ยี่ห)อ/ประเทศ รุXน 

เครื่องปe�นเหวี่ยงตกตะกอนชนิดควบคุม

อุณหภูมิ (centrifuge) 
Beckman Coulter, USA Allegra X-15R 

เครื่องเขยIาผสมสาร (vortex mixer) Sciencetific Industries, USA SI-0246 

เครื%องดดูจา่ยสารละลาย (pipette aid) Corning, Poland - 
เครื่องดูดจIายสารละลายอัตโนมัติ 

(autopipette) 
Gilson, France Pipetman Neo 

ชุดกรองน้ำพร*อมเครื่องปe¬มสุญญากาศ 

(vacuum pump) 
Millipore, Brazil xx1004720 

ต ู * เก ็บสารเคม ีพร *อมระบบดูดซ ับไอ

ระเหยสารเคมีแบบไร*ทIอ (chemical 

storage cabinet) 

Erlab No.AVP804AS 

ตู*แชIแข็ง -80 องศาเซลเซียส Thermo Fisher Scientific, USA 906 

ตู*เพาะเลี้ยงเซลล(ภายใต*ก­าซ

คาร(บอนไดออกไซด( (CO2 Incubator) 
Thermo Fisher scientific, USA 371 

กล*องจุลทรรศน(ชนิดหัวกลับ (inverted 

microscope) 
OLYMPUS, Philippines CKX41 

กล*องจุลทรรศน(ชนิด 2 ตา  

(light microscope) 
Nikon, Japan e2000 

อIางน้ำควบคุมอุณหภูมิพร*อมเครื่องเขยIา 

(shaking water bath) 
JULABO, Germany SW23 

ตู*ปฏิบัติการปราศจากเชื้อ (biosafety 

cabinet) 
Labconco, USA Logic Purifier class II 

เครื่องเขยIาแบบควบคุมอุณหภูม ิ Stuart, UK SI500 

ตู*เย็นอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส Sanyo, Japan MPR-141D 

ตู*เผาเครื่องแก*ว (hot air owen) Binder, USA FED115 

ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว  Taylor Wharton, USA - 

เครื่องชั่งไฟฟ�า 2 ตำแหนIง Sartorius, Germany ED822-CW 

เครื่องชั่งไฟฟ�า 4 ตำแหนIง Adventurer, USA AR 2140 

เครื่องนึ่งฆIาเชื้อด*วยแรงดันไอน้ำ 

(autoclave) 
Rexmed, Taiwan RAU530-D 

กล*องจุลทรรศน(ฟลูออเรสเซนซ(ชนิดหัว

กลับ (inverted fluorescent 

microscope) 
Nikon, Japan Ti-S Intensilight Ri1 NIS-D 
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3.2.4 สารเคมีที่ใช*สำหรับปฏิบัติงาน   

สารเคม ี ยี่ห)อ/ประเทศ 

Phosphate-buffered Saline (PBS) pH 7.4 Gibco Life Technologies, UK 

Collagenase type I Gibco Life Technologies, USA 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (1X, DMEM) Gibco Life Technologies, USA 

Fetal bovine serum (FBS) Gibco Life Technologies, Germany 

Penicillin-streptomycin (10,000 U/mL) Gibco Life Technologies, USA 

L-glutamine (200 mM) Gibco Life Technologies, USA 

Gentamicin (10 mg/mL) Gibco Life Technologies, China 

Ammonium-Chloride-Potassium (ACK) Lysing Buffer Gibco Life Technologies, USA 

0.25% Trypsin-EDTA (1X), phenol red Gibco Life Technologies, Canada 

0.4% Trypan Blue Stain Gibco Life Technologies, USA 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich, US 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 

Trucount™ tubes BD, USA 

Liquid nitrogen - 

 

3.2.5 การเตรียมสารเคมีที่ใช*สำหรับการแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน และการเพาะเลี้ยงสเต็มเซลล(ที่แยกได*จาก

เนื้อเยื่อไขมัน 

-  การเตรียมสารละลายความเข*มข*น 3.5% (w/v) BSA ที่ละลายอยูIใน PBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (mL) ทำ

ได*โดยชั่ง BSA ปริมาณ 3.5 กรัม (g) ละลายใน PBS ปริมาตร 100 mL จากนั้นใช*แทIงแมIเหล็กกวนสาร 

(magnetic bar) กวนจนสารละลายเปGนเนื้อเดียวกัน ได*เปGนสีเหลืองอIอน ใส  

-  การเตรียมสารละลายความเข*มข*น 2 mg/mL collagenase A type I ใน 3.5% BSA in PBS ปริมาตร 100 

mL โดยชั่ง collagenase A type I ปริมาณ 0.2 g ละลายใน 3.5% BSA in PBS ปริมาตร 100 mL จากนั้น

เขยIาผสมสารละลายให*เปGนเนื้อเดียวกัน นำไปกรองผIาน syringe filter ขนาด 0.22 ไมครอน (µm) 1 ครั้ง 

-  การเตรียมสารละลายความเข*มข*น 1% BSA in PBS ปริมาตร 100 mL โดยชั่ง BSA ปริมาณ 1 g ละลายใน 

PBS 100 mL จากนั้นใช* magnetic bar กวนสารละลายจนเปGนเนื้อเดียวกัน แล*วนำไปกรองผIาน syringe 

filter ขนาด 0.22 µm 1 ครั้ง 

 

 

 

 

 

 

ศูน
ย์บ
รรณ
สา
รแ
ละ
กา
รเร
ียน
รู้ ส
ถา
บัน
นว
ัตก
รรม
กา
รเร
ียน
รู้ ม
หา
วิท
ยา
ลัย
พะ
เยา



16 

 

-  การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล(ครบสIวน (complete medium) ปริมาตร 500 mL 

ขั้นตอนที ่ ความเข*มข*นสารละลาย ปริมาตร 

1 1X DMEM 440 mL 

2 FBS* 50 mL 

3 L-glutamine (200 mM) 5 mL 

4 Pen-strep (10,000 U/mL)  5 mL 

5 Gentamicin (10 mg/mL) 50 µL 

6 นำไปกรองผIานด*วย filter system ขนาด 0.22 µm กIอนนำไปใช*

เลี้ยงเซลล( 

                  * นำ FBS ไปผ+านกระบวนการ heat inactivate ที่ 56 °C นาน 30 นาท ี

3.2.6 การเตรียมน้ำยาสำหรับเก็บรักษาเซลล( (freezing cryoprotectant solution) 

ขั้นตอนที ่ ความเข*มข*นสารละลาย ปริมาตร 

1 FBS* 9 mL 

2 DMSO 1 mL 

3 ผสมสาระลายให*เปGนเนื้อเดียวกันด*วย vortex 

4 นำไปกรองด*วย syringe filter ขนาด 0.22 µm 

                 * นำ FBS ไปผ+านกระบวนการ heat inactivate ที่ 56 °C นาน 30 นาที 

3.3 ข*อควรระวัง/สิ่งที่ควรคำนึงในการเตรียมงานกIอนปฏิบัติงาน 

ควรศึกษาความรู*พื้นฐานด*านความปลอดภัยและความมั่นคงทางชีวภาพสำหรับห*องปฏิบัติการทางการแพทย(ระดับ 

BSL-2 กIอนเริ่มปฏิบัติงาน เพื่อป�องกันไมIกIอให*เกิดอันตรายจากการปฏิบัติงาน ความเสียหายตIอเครื่องมือ ตIอตนเอง และ

ตIอผู*อื่น  

3.4 ข*อควรปฏิบัติกIอนเริ่มปฏิบัติงาน 

 3.4.1 ทำความสะอาดมือและสวมใสIอุปกรณ(ป�องกันสIวนบุคคล 

3.4.2 ทำความสะอาดพื้นผิวบริเวณที่ปฏิบัติงานภายในตู* BSL-2 และอุปกรณ(ตIาง ๆ ภายในตู* BSL-2 ด*วย 70% 

แอลกอฮอล( จากนั้นเป¤ด UV ทิ้งไว* 15 นาท ี

3.4.3 ทำความสะอาดอุปกรณ(และพื้นผิวสIวนตIาง ๆ ภายนอกตู* BSL-2 ด*วย 70% แอลกอฮอล( เชIน กล*อง จุลทรรศน( 

โต­ะปฏิบัติงาน และเครื่องปe�นเหวี่ยง เปGนต*น 

3.4.4 เป¤ดเครื่อง water bath อยIางน*อย 15 นาท ีและตรวจสอบให*อุณหภูมิของน้ำอยูIที ่37 °C  

3.4.5 เตรียมสารละลาย หรือน้ำยาที่ต*องใช*สำหรับการปฏิบัติที่อุณหภูมิ 37 °C แชIไว*ใน water bath อยIางน*อย 15 

นาทีกIอนหยิบไปใช* 
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บทท่ี 4 

วิธีการปฏิบัติงาน 

 

4.1 กิจกรรม/แผนปฏิบัติงาน 

4.1.1  เตรียมเครื่องมือและอุปกรณ(ตIาง ๆ สำหรับขั้นตอนการแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน และการเพาะเลี้ยง 

สเต็มเซลล(ที่แยกได*จากเนื้อเยื่อไขมัน 

4.1.2  เตรียมสารละลายตIาง ๆ ที่ใช*สำหรับขั้นตอนการแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน และการเพาะเลี้ยงสเต็ม

เซลล(ที่แยกได*จากเนื้อเยื่อไขมัน 

4.1.3  เตรียมสารละลายตIาง ๆ ที่ใช*สำหรับขั้นตอนการเก็บสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื ่อไขมันที่เพาะเลี้ยงได*ลงถัง

ไนโตรเจนเหลว 

4.2 แผนผังภาพรวมขั้นตอนการปฏิบัติงานโดยสังเขป 
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4.3 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

4.3.1 ขั้นตอนการแยกสเต็มเซลล(จากเนื้อเยื่อไขมัน 

4.3.1.1 นำกระบอกฉีดยาที่มีเนื้อเยื่อไขมันวางตั้งทิ้งไว* 5 นาที ที่อุณหภูมิห*อง เพื่อให*เนื้อเยื่อไขมัน (ชั้น

กลาง; tissue #1) แยกออกจากน้ำมัน (ชั้นบน; oil) เลือดและสารน้ำอื่น ๆ (ชั้นลIาง; liposuction 

aspirate fluid, LAF #1) (ดังภาพที่ 1)  

                                                                            

ภาพที่ 4 แสดงการแยกชั้นของเนื้อเยื ่อไขมัน (WAT) ภายหลังจากวางตั้งทิ ้งไว* 5 นาที ที่

อุณหภูมิห*อง ได*แกI ไขมัน/น้ำมัน (oil), เนื้อเยื่อไขมัน (tissue #1) และ เลือดหรือสารน้ำอื่น ๆ  

(LAF #1) (ที่มา : ถIายภาพโดย นายพูนสิน  พวงไพโรจน() 

 

4.3.1.2 นำกระบอกฉีดยาที่บรรจุ WAT ไปปe�นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตIอนาที (rpm/min) นาน 3 

นาที เพื่อแยกเนื้อเยื่อไขมันออกจากสIวนน้ำมัน และเลือดหรือสารน้ำอื่น ๆ ภายหลังจากการปe�น

ตก WAT จะแยกออกเปGน 3 สIวน ได*แกI ไขมัน/น้ำมัน (oil) เนื้อเยื่อไขมัน (tissue #2) และเลือด

หรือสารน้ำอื่น ๆ (LAF #2) (ดังภาพที่ 5) โดยจะเก็บสIวน tissue #2 ใสIลงหลอดขนาด 50 mL 

ในขั้นตอนถัดไป  

Liposuction aspirate fluid (LAF #1) 

White adipose tissue (WAT) Tissue #1 

Oil 
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ภาพที่ 5 แสดงสIวนของเนื ้อเยื ่อไขมัน (WAT) ภายหลังปe �นเหวี ่ยงที ่ความเร็วรอบ 3,000 

rpm/min นาน 3 นาที ได*แกI ชั้น ไขมัน/น้ำมัน (oil), เนื้อเยื่อไขมัน (tissue #2) และ เลือด

หรือสารน้ำอื่น ๆ (LAF #2) (ที่มา : ถIายภาพโดย นายพูนสิน  พวงไพโรจน() 

 

4.3.1.3 ชั่งน้ำหนักหลอดเปลIา (ขนาด 50 mL) กIอนที่จะเก็บ tissue #2 โดยดันสIวนของ LAF #2 ทิ้งไป

กIอน จากนั้นดันเฉพาะสIวนของ tissue #2 ใสIลงในหลอดเปลIาที่ชั่งน้ำหนักไว*แล*ว และทิ้งสIวน

ของ oil ไป จากนั้นนำหลอดไปชั่งน้ำหนักรวมอีกครั ้งหนึ่งเพื ่อนำไปคำนวณหาน้ำหนักของ 

tissue #2 โดยใช*คIาน้ำหนักของหลอดที่มี tissue #2 (g) – น้ำหนักหลอดเปลIากIอนใสI tissue 

#2 (g)  

4.3.1.4 จากนั ้นจ ึงเต ิมสารละลายความเข*มข*น 2 mg/mL collagenase type I ใน 3.5% BSA 

อัตราสIวน 1:1 เชIน น้ำหนัก tissue #2 = 15 g : สารละลาย 3.5% BSA = 15 mL 

4.3.1.5 นำไปเขยIาในตู*เขยIาควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็ว 220 rpm/min ที่อุณหภูมิ 37°C เปGนเวลา 60 

นาที 

4.3.1.6 เมื่อครบเวลาให*เติม complete medium ปริมาตรเทIากับที่ใสIสารละลาย collagenase type I 

ที่มี 3.5% BSA ในข*อ 4.2.1.4 และผสมสารละลายกับเนื้อเยื่อที่ถูกยIอยแล*วให*เข*ากันด*วยการ

เขยIาแบบกลับหลอด (invert mix)  

4.3.1.7 นำไปปe�นเหวี่ยงที่ความเร็ว 400×g อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที เนื้อเยื่อจะถูกแยกออกเปGน 4 

สIวน ได*แกI oil, tissue #3 สารละลาย collagenase รIวมกับ complete medium และตะกอน

เซลล( (cell pellet) ดังภาพที่ 6 

Liposuction aspirate fluid (LAF #2) 

Tissue #2 

Oil 
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ภาพที่ 6 แสดงการแยกชั้นของเนื้อเยื่อไขมันหลังยIอยด*วยเอนไซม( collagenase type I ภายหลัง

จากการปe�นเหวี่ยง โดยแยกออกเปGน 4 สIวน ได*แกI ไขมัน/น้ำมัน (oil), เนื้อเยื่อไขมัน (tissue #3), 

สารละลาย collagenase complete medium และ cell pellet  

(ที่มา : ถIายภาพโดย นายพูนสิน  พวงไพโรจน() 

 

4.3.1.8 ป¤เปตสIวนบนทิ้งไปทั้งหมด เก็บเฉพาะสIวน cell pellet จากนั้นเติม ACK lysis buffer เทIากับ

ปริมาตรของสารละลาย collagenase type I ที่ใสIในข*อ 4.2.1.4 แล*วตั้งทิ้งไว*ที่อุณหภูมิห*อง 

นาน 5 นาที  

4.3.1.9 นำไปปe�นเหวี่ยงที่ความเร็ว 400×g อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที แล*วเทสIวนใสทิ้งไป จากนั้นจึง

ละลาย (resuspend) cell pellet ด*วย 1% BSA in 1X PBS ปริมาตร 10 mL และเขยIาแบบ 

invert mix จากนั้นจึงนำไปผIานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 100 µm และ 40 µm ตามลำดับ เพื่อ

แยกเศษของเนื้อเยื่อไขมันที่ยังเหลือออก 

4.3.1.10 นำไปปe�นเหวี่ยงที่ความเร็ว 400×g อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที เทสIวนใสออกแล*ว resuspend 

cell pellet ด*วย 1% BSA in 1XPBS และวัดปริมาตรทั้งหมดที่เหลือในหลอด (เพื่อสำหรับนำไป

คำนวณหาจำนวนเซลล(ทั้งหมด และร*อยละความอยูIรอดของเซลล() โดยจะเรียกเซลล(สIวนนี้วIา 

stromal vascular fraction (SVF)  

4.3.1.11 คำนวณหาจำนวนเซลล(เปGน (viable cell), จำนวนรวมของเซลล( (total cells = viable cells 

+ dead cells) และร*อยละความอยูIรอดของเซลล( (% cell viability) ของ SVF ด*วยวิธี trypan 

blue exclusion technique  โดยการป¤เปต SVF มา 20 µL ผสมกับ 0.4% trypan blue 20 

µL (dilution factor, DF = 2) แล*วนำมานับหาจำนวนเซลล(ด*วย hemocytometer ภายใต*

กล*องจุลทรรศน( กำลังขยาย 40X จากการนับเซลล(ทั้งหมด 4 ชIอง (ดังภาพที่ 7) โดยเซลล(ตายจะ

ติดสีน้ำเงิน เซลล(เปGนจะไมIติดสนี้ำเงิน  

 Cell pellet 

สารละลาย collagenase 

และ complete medium 

Tissue #3 

Oil 
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ภาพที่ 7 A) แสดงการแบIงชIองนับเซลล(ของ counting chamber ออกเปGน 4 ชIองใหญI ได*แกI 

ชIอง a, b, c และ d  และ B) แสดงลักษณะการติดสีของเซลล(โดยเซลล(ตายติดสีน้ำเงิน และ 

เซลล(เปGนไมIติดส ี(ที่มา : ถIายภาพโดย นายพูนสิน  พวงไพโรจน()  

 

จากนั้นคำนวณหา total cells,  viable cells และ % cell viability ดังนี้ 

Total cells	=	(
จำนวนเซลล(a 

4
× dilution factor × 104 ) × ปริมาตรของ	cell suspend (mL) 

Viable cells	=	(
จำนวนเซลล(b

4
× dilution factor × 104 ) × ปริมาตรหลัง	cell suspend (mL) 

% Viability	=	(
viable cells

total cells
 × 100 

   หมายเหตุ  a = จำนวนทั้งหมดของเซลลRเปSน และเซลลRตายที่ไดUจากการนับเซลลRทั้ง 4 ช+อง 

    b = จำนวนเซลลRเปSนทั้งหมดที่ไดUจากการนับเซลลRทั้ง 4 ช+อง 

 

4.3.1.12  เติม complete medium ปริมาตร 22.5 mL ใสIในขวดเพาะเลี ้ยงเซลล(ที ่มีพื ้นที ่การ

เจริญเติบโต 75 cm² (flask T-75) และป¤เปต SVF ทั้งหมดใสI flask T-75 นำไปเลี้ยงเซลล(

ในตู*เพาะเลี้ยงเซลล(ภายใต*ก­าซคาร(บอนไดออกไซด(ที่อุณหภูมิ 37 °C ภายใต*บรรยากาศ 

5% คาร(บอนไดออกไซด( (CO2) เปGนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อให*เซลล(เกาะบนพื้นผิว flask โดย

เรียกเซลล(ที่เกาะในขั้นตอนนี้วIา processed lipoaspirate cells (PLA cells) 

4.3.2 การเพาะเลี้ยง PLA cells ที่แยกได*จากเนื้อเยื่อไขมัน 

4.3.2.1 หลังจากครบ 24 ชั่วโมง ป¤เปต complete medium ทิ้งไป และเติม 1X PBS ปริมาตร 10 mL 

โดยเอียง flask ขึ้น-ลง ซ*าย-ขวา เพื่อล*างเซลล(ที่ไมIได*เกาะ flask ออกให*เหลือแตI PLA cell ที่

เกาะอยูIบนผิว flask T75 จากนั ้นป¤เปต 1X PBS ออกให*หมด เพื ่อไมIให*ไปเจือจางเอนไซม( 

trypsin-EDTA ที่จะใสIในขั้นตอนตIอไป 

4.3.2.2 เติมเอนไซม( trypsin-EDTA (0.25%) ปริมาตร 5 mL แล*วนำไปบIมที่อุณหภูมิ 37°C, 5% CO2 

ประมาณ 5-7 นาที และสIองดูภายใต*กล*องจุลทรรศน( เมื่อ PLA cells หลุดออกจากพื้นผิวของ 

b a 

c d 

เซลล%เป'น 

เซลล%ตาย 

40X 4X 

A B 
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flask T-75 ประมาณ 90% แล*วจึงเติม complete media ปริมาตร 5 mL เพื่อเจือจาง trypsin-

EDTA จากนั้นล*างเซลล(ที่ยังเหลืออยูIใน flask ด*วย complete media ปริมาตร 5 mL จำนวน 

2 รอบ โดยย*ายเซลล(ที่ได*ใสIลงในหลอดทดลองขนาด 50 mL 

4.3.2.3 นำไปปe�นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 rpm ที่อุณหภูมิ 25°C นาน 5 นาที จากนั้นทิ้งสIวนใสและ 

ละลายตะกอนเซลล(กลับด*วย complete media ปริมาตร 850 µL แล*ววัดปริมาตรทั้งหมดหลัง

ใสIอีกครั้ง เพื่อนำไปคำนวณหาจำนวนเซลล( จากนั้นทำเหมือนขั้นตอนที่ 4.3.1.11 

4.3.2.4 คำนวณ viable cells เพื่อใสIใน flask T-75 สำหรับนำไปเลี้ยงตIอที่ความหนาแนIนของเซลล(

เทIากับ 2,000 cells/cm2 โดยคำนวณได*จาก 

ปริมาตร viable cells สำหรับเพาะเลี้ยงตQอ =
 ความหนาแน)นของเซลล0 (cell/cm2) × ปริมาตรของ cell suspend (mL) 

จำนวน viable cells 
  

จากนั้นเติม complete medium ปริมาตร 22.5 mL และเขยIา flask T-75 ในแนวระนาบ ขึ้น-

ลง ซ*าย-ขวา เบา ๆ เพื่อให*เซลล(กระจายทั่วภายใน flask T-75 กลุIมเซลล(ในขั้นตอนนี้จะเรียกวIา 

adipose-derived stem cells (ADSCs) จากนั้นนำไปเลี้ยงในตู* incubator ที่อุณหภูมิ 37 °C, 

5% CO2 ในระหวIางการเพาะเลี ้ยงเซลล(จะทำการเปลี่ยน medium ทุก 3-4 วัน โดยป¤เปต 

medium เกIาออก จากนั้นใสI complete media ใหมIปริมาตร 22.5 mL แล*วนำกลับไปเข*าตู*

เพาะเลี้ยงเซลล( ที่อุณหภูมิ 37 °C, 5% CO2 จนกระทั่ง ADSCs ภายใน flask T-75 แบIงตัวและ

เจริญเติบโตจนมีความหนาแนIน (confluence) ประมาณร*อยละ 80 ของพื้นที่ผิว flask จึงทำ

การเพาะเลี้ยงเพิ่มจำนวนเซลล(ตIอในรุIนถัดไป (subculture) โดยกระบวนการ trypsinization 

(ทำตามตั้งแตIขั้นตอนที่ 4.3.2.2 เปGนต*นไป) และทุกการ subculture จะนับ passage ใหมIเสมอ 

4.3.3 การเก็บรักษาเซลล( ADSCs  

การเก็บรักษาเซลล(จะเก็บรักษาในรูปของเซลล(แชIแข็ง (frozen cells) ซึ่งหลังจากเลี้ยงเซลล(จน 

confluence แล*วทำการ trypsinization เซลล(ท ี ่ ได *จะถ ูกนับและคำนวณเพื ่อเก็บลงใน 

cryogenic vial หลอดละไมIเกิน 10×106 cells ตIอ freezing cryoprotectant solution 1 

mL แล*วแชIหลอดไว*ใน freezing container (Mr.Frosty™) นาน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ -80°C 

จากนั้นจึงนำเซลล(ไปเก็บรักษาบนไอระเหยของไนโตรเจนเหลวในถังสำหรับเก็บเซลล(ตIอไป 
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บทท่ี 5 

ปOญหาอุปสรรค แนวทางในการแก:ไข และข:อเสนอแนะ 

 

5.1 ปeญหาอุปสรรคและแนวทางในการแก*ไข 

• ปeญหาอุปสรรค : การปe�นเหวี่ยงกระบอกฉีดยาขนาด 10 mL ที่มีเนื้อเยื่อไขมันปริมาตรเกิน 7 mL จะทำให*ก*านของกระบอก

ฉีดยาชนกับแกน rotor และแตกหักขณะปe�นเหวี่ยง 

แนวทางการแก*ไขและข*อเสนอแนะ 

แบIงใสIกระบอกฉีดยาขนาด 10 mL อันใหมI ให*ปริมาตรไมIเกิน 7 mL (ทำภายในตู* BSL-2) และขณะที่ใสIกระบอกฉีด

ยาลงใน bucket หาตำแหนIงที่เมื่อขณะเครื่องปe�นเหวี่ยงทำงานแล*วก*านกระบอกฉีดยาจะไมIชนกับแกนของ rotor  

 

• ปeญหาอุปสรรค : ประสิทธิภาพการทำงานของ collagenase type I ลดลง หรือยIอยได*ไมIดี 

แนวทางการแก*ไขและข*อเสนอแนะ 

- ควรเตรียมสารละลายใหมIกIอนใช*เสมอ (fresh preparation) ไมIควรเตรียมไว*ลIวงหน*าเพราะจะทำให*ประสิทธิภาพ

การทำงานของเอนไซม(ลดลง 

- กIอนนำหลอดที่มี tissue #2 ไปเขยIา ควรเป¤ดอุณหภูมิของเครื่องเขยIาไว*ลIวงหน*าให*ได*อุณหภูมิ 37 °C กIอน ซึ่งเปGน

อุณหภูมิที่เอนไซม(สามารถทำงานได*อยIางมีประสิทธิภาพ 

- ขั้นตอนที่ 4.3.1.3 ในขณะที่ดันสIวนของ tissue #2 ออกจาก syringe หากพบวIาขณะดัน tissue #2 มีลักษณะ

เปGนก*อน tissue ให*ดูดทั้งก*อนทิ้งไป เนื่องจากจะทำให*ยIอยได*ไมIดีแล*วยังทำให*ตอนกรองผIานตัวกรองที่ 100 µm ตันสIงผลให*

เซลล(ไมIสามารถไหลผIานตัวกรองไปได* 

 

• ปeญหาอุปสรรค : ขั้นตอนที่ 4.3.1.7 ภายหลังปe�นพบวIาชั้นของ oil มีปริมาตรมากเกินกวIา 3 mL (จากการประมาณที่อIานคIา

ได*จากข*างหลอดทดลอง) 

แนวทางการแก*ไขและข*อเสนอแนะ 

การพบวIาปริมาณของ oil เยอะมากเกินไปตั้งแตIขั้นตอนที่ 4.3.1.7 จะสIงผลในขั้นตอนนับเซลล( SVF ทำให*นับเซลล(

ยากเนื่องจากจะเห็น oil ภายใต*กล*องจุลทรรศน(ปะปนอยูIกับเซลล( ดังนั้นในขั้นตอนนี้ควรดูดชั้นของ oil ออกให*ได*มากที่สุด 

หรือหากยังเห็นวIามี oil ปนอยูIกับ cell pellet ภายหลังจากดูดชั้นของ oil, tissue #3, สารละลาย collagenase รIวมกับ

complete medium ออกหมดแล*ว ให*ดูดเฉพาะสIวน cell pellet ทั้งหมดย*ายไปใสIหลอดทดลองหลอดใหมI 

 

• ปeญหาอุปสรรค : ในขั้นตอนกระบวนการ trypsinization เซลล(หลุดคIอนข*างยากหรือใช*เวลาในการ incubation นาน 

แนวทางการแก*ไขและข*อเสนอแนะ 

ปeญหาเซลล(หลุดยากหลังจากที่ใสI 0.25% trypsin-EDTA ไปแล*ว อาจมาจากขั้นตอนการล*างเซลล(ที่ไมIได*เกาะด*วย 

1X PBS กIอนใสI trypsin-EDTA แล*วป¤เปต 1X PBS ออกไมIหมดทำให*ความเข*มข*นของ trypsin-EDTA เจือจาง ดังนั้นจึงควรป¤

เปต 1X PBS ออกให*ได*มากที่สุด หรืออาจมาจากการใสI trypsin-EDTA ขณะที่ยังมีอุณหภูมิต่ำกวIา 25°C ทำให*ต*องใช*เวลาใน

การบIมที่ 37°C นานขึ้น ดังนั้นกIอนนำ trypsin-EDTA มาใช*ควรตั้งทิ้งไว*ให*อุณหภูมิห*อง 
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• ปeญหาอุปสรรค : หลังจาก trypsinization พบวIาร*อยละความอยูIรอดของเซลล( (% cell viability) น*อยกวIา 80% 

แนวทางการแก*ไขและข*อเสนอแนะ 

ขั้นตอน trypsinization ไมIควรใช*ระยะเวลาที่เซลล(อยูIใน 0.25% trypsin-EDTA เกินกวIา 15-20 นาที 

 

• ปeญหาอุปสรรค : เซลล(ที่เพาะเลี้ยงภายในตู* incubator พบวIาเจริญเติบโตช*าผิดปกติหรือ % confluence นานผิดปกติ 

แนวทางการแก*ไขและข*อเสนอแนะ 

ปeญหาที่เซลล(เจริญเติบโตช*าอาจมีได*จากหลายสาเหต ุให*ลองทวนสอบตั้งแตIความเข*มข*นของสIวนประกอบในขั้นตอน

การเตรียม complete medium วIาผิดหรือไมI, การคำนวณความหนาแนIนของเซลล(ตั้งต*นที่ใช*เพาะเลี้ยง passage ตIอไปผิด

หรือไมI, สภาวะความพร*อมของตู*ที่ใช*เพาะเลี้ยงเซลล(อยูIในสภาวะที่เหมาะสมตIอการเจริญเติบโตของเซลล(หรือไมI โดยภายในตู*

จะต*องมีอุณหภูมิอยูIที่ 37ºC คIา % ความชื้นอยูIทีร่*อยละ 70-80 และ 5% CO2 เปGนต*น 

 

5.2 ข*อเสนอแนะ 

 การปฏิบัติงานการแยกสเต็มเซลล(จากเนื ้อเยื ่อไขมันและการเพาะเลี ้ยงสเต็มเซลล(ที ่แยกได*จากเนื ้อเยื ่อไขมัน 

จำเปGนต*องมีการใช*อุปกรณ(และเครื่องมือที่ใช*สำหรับปฏิบัติงานผIานการสอบเทียบ (calibration) และมีการตรวจความพร*อม

กIอนใช*งานทุกครั้ง รวมถึงมีการตรวจสอบคุณภาพ/ประสิทธิภาพในการทำงานเปGนประจำอยIางสม่ำเสมอ เพื่อความถูกต*อง

แมIนยำสำหรับการปฏิบัติงาน เชIน  

- เครื่องชั่งน้ำหนัก มีการสอบเทียบประจำทุกป¿ กIอนใช*งานเครื่องชั่งให*ตรวจสอบลูกน้ำที่ติดตั้งไว*สำหรับตรวจดู

ความลาดเอียงของเครื่องชั่งวIาอยูIตรงกึ่งกลางของวงกลมเสมอกIอนใช*งาน และใช*ชนิดของเครื่องชั่งน้ำหนักให*

ตรงตามจุดประสงค(ที่ชั่ง เชIน ถ*าต*องการชั่งน้ำหนักที่หนIวยเปGนมิลลิกรัม (mg) ควรเลือกใช*เครื่องชั่ง 4 ตำแหนIง 

เพื่อลดความคลาดเคลื่อนของน้ำหนักสารหรือตัวอยIางที่นำมาชั่ง  

- เครื่องดูดจIายสารละลายกึ่งอัตโนมัติ (autopitte) ผIานการสอบเทียบ และมีใบรับรองผลผIานการสอบเทียบ

ออกมาอยูIในเกณฑ(ที่ยอมรับความคลาดเคลื่อนได* นอกจากนี้การเลือกใช*ขนาดตIาง ๆ ของ autopitte ควร

เลือกใช*ให*สอดคล*องกับลักษณะปริมาตรที่ต*องการดูดสารละลาย เชIน ถ*าต*องการดูดสารละลายปริมาตร 50 µL 

ควรเลือกใช* autopitte ขนาด P100 ที่สามารถดูดสารละลายได*ตั้งแตI 10-100 µL มากกวIาการเลือกใช*ขนาด 

P200 ที่สามารถดูดสารละลายได*ตั้งแตI 20-200 µL เพื่อชIวยเพิ่มความถูกต*องแมIนยำและยังชIวยรักษาสปริงที่

อยูIภายในไมIขดแนIนจนเกินไป ทำให*ชIวยยืดอายุการใช*งานได*นานขึน้ 

- ตู* biosafety cabinet (ฺBSC) ควรเลือกใช*ชนิดของตู*ให*ถูก สำหรับงานด*านเพาะเลี้ยงเซลล(ตู* BSC ที่เหมาะสม

ตIอการปฏิบัติงาน คือ BSC Class II นอกจากนี้ตู* BSC ต*องมีการสอบเทียบประจำทุกป¿และมีใบรับรองวIาผIาน

ทุกหัวข*อทดสอบตามเกณฑ(ที่กำหนด 

- ตู* incubator สำหรับใช*เพาะเลี้ยงเซลล( มีการสอบเทียบประจำทุกป¿และมีใบรับรองวIาผIานเกณฑ(ทดสอบทุก

หัวข*อ หมั่นตรวจสอบอุณหภูมิ %CO2 และ % คIาความชื้น (%RH) อยูIสม่ำเสมอ เพื่อให*ภายในตู*เพาะเลี้ยงเซลล(

อยูIในสภาวะที่เหมาะสมตIอการเจริญเติบโตของเซลล( โดยสภาวะที่เหมาะสม คือที่อุณหภูมิ 37ºC, 5% CO2, 

และ 70-80 %RH  
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- เครื่องปe�นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) ต*องผIานการสอบเทียบ และมีใบรับรองผลผIานการสอบ

เทียบออกมาอยูIในเกณฑ(ที่ยอมรับได* และกIอนใช*งานทุกครั้งต*องทำการปรับสมดุลของสารตัวอยIางให*เทIากัน

เพื่อป�องกันไมIให*เกิดอุบัติการณ(ตIาง ๆ ที่จะทำให*อุปกรณ(เครื่องมือเสียหาย 

- อIางน้ำแบบควบคุมและเครื่องเขยIาแบบควบคุมอุณหภูมิต*องผIานการสอบเทียบ (calibration) และมีการตรวจ

อุณหภูมิให*ตรงตามคIาที่กำหนดไว*ทุกครั้งกIอนใช*งาน 

นอกจากนี้ผู*ที่จะปฏิบัติงานตามคูIมือปฏิบัติงานเลIมนี้ ควรมีความรู* ความเข*าใจเบื้องต*นด*านความปลอดภัย 

และความมั่นคงทางชีวภาพสำหรับห*องปฏิบัติการวิทยาศาสตร( หรือผIานหลักสูตรการเรียนรู*และทดสอบความปลอดภัย

ในการใช*ห*องปฏิบัติการวิทยาศาสตร( (MU LabPass) กIอนเริ่มปฏิบัติงาน เพื่อชIวยป�องกันไมIกIอให*เกิดอันตรายจากการ

ปฏิบัติงาน และกIอให*เกิดความเสียหายทั้งตIอตนเองและผู*อื่น  
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