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	 So does as the other parts of the body, craniofacial development involves various 

complex processes such as cell proliferation, cell migration, cell induction, cell differentiation 

and cell to cell interaction. Each of developmental process occurs in particular time. 

Thus, to achieve the aim of the developmental biological study, the techniques used in 

the study and the influence of surrounding factors on the developmental process should 

be considered. The technique used in developmental biology varies from simple technique in 

vitro to complicate technique in utero and ex utero surgery. Cell and tissue culture enables us 

to study in cell and tissue level, whereas organ culture can be used for studying the interaction 

of tissues in the organ level. Study in organ system level can be studied by whole embryo 

culture with limitation of time, therefore studying the fetus in the uterus by surgery through 

it called in utero and ex utero technique can use as a solution. This review literature is focusing 

on the techniques used in craniofacial developmental studies mainly done in mouse and 

rat. The example of the research using each technique is also given. The knowledge from this 

review can be a guideline for researcher to select the proper technique to study developmental 

in craniofacial region including tooth and supporting structures.   
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วิธีการที่ใช้ในการศึกษาชีววิทยาพัฒนาการในส่วนของกะโหลกศีรษะ

และใบหน้า
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	 กระบวนการพัฒนาการรวมถึงการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ	 และอวัยวะต่าง	 ๆ ในส่วนของกะโหลก

ศีรษะและใบหน้า เป็นกระบวนการที่มีความซับซ้อนเช่นเดียวกับการเจริญพัฒนาของอวัยวะส่วนอื่น ๆ ของ

ร่างกาย เนื่องจากเกิดขึ้นจากหลายกระบวนการ ตั้งแต่การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ไปจนถึงการเปลี่ยนสภาพเซลล์ 

รวมทั้งกระบวนการเหนี่ยวนำ�ซึ่งกันของเซลล์ที่เกิดขึ้นในช่วงเวลาจำ�เพาะระหว่างกระบวนการพัฒนาการ การ

ศึกษาชีววิทยาพัฒนาการให้ได้ตามวัตถุประสงค์จึงต้องเลือกวิธีการที่เหมาะสม โดยคำ�นึงถึงปัจจัยแวดล้อมต่าง ๆ 

ที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการเจริญพัฒนาของเนื้อเยื่อ หรืออวัยวะนั้น ๆ วิธีการที่ใช้ในการศึกษาชีววิทยา

พัฒนาการมีตั้งแต่การเพาะเลี้ยงเซลล์ และเนื้อเยื่อ ซึ่งเป็นการนำ�เซลล์จากตัวอ่อนมาเพาะเลี้ยงภายในตู้อบ การ

เพาะเลี้ยงอวัยวะโดยการนำ�ชิ้นส่วนอวัยวะออกมาศึกษาการเจริญพัฒนาภายนอก และยังสามารถทำ�การศึกษา

ในตัวอ่อนได้ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว โดยนำ�ตัวอ่อนมาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ ไปจนถึงการผ่าตัด

อินยูเทอโร (in utero) และเอกซ์ยูเทอโร (ex utero) โดยทำ�การผ่าตัดเปิดช่องท้องเข้าไปศึกษาตัวอ่อนที่ยังเจริญ

อยู่ภายในมดลูกโดยตรง บทความปริทัศน์นี้จะกล่าวถึงวิธีการศึกษาต่าง ๆ  ในการศึกษาการเจริญพัฒนาของส่วน

กะโหลกศีรษะ และใบหน้า รวมถึงงานวิจัยที่ใช้วิธีการศึกษาดังกล่าว โดยเป็นการศึกษาวิจัยในหนูทดลองซึ่งเป็น

สัตว์ทดลองที่นิยมใช้ในการศึกษาชีววิทยาพัฒนาการเป็นหลักเพื่อเป็นแนวทางพื้นฐานในการเลือกใช้วิธีการ

ศึกษาที่เหมาะสมในการศึกษาวิจัยด้านการเจริญพัฒนาของเนื้อเยื่อของกะโหลกศีรษะและใบหน้า รวมทั้งฟัน 

และเนื้อเยื่อรองรับ

คำ�สำ�คัญ: พัฒนาการในส่วนของกะโหลกศีรษะและใบหน้า; การผ่าตัดเอกซ์ยูเทอโร; การเพาะเลี้ยงอวัยวะ; การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว

                            บทความปริทัศน์

                            บทคัดย่อ
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	 ชีววิทยาพัฒนาการ (developmental biology) 
คือ การศึกษากระบวนการพัฒนาการรวมถึงการเจริญเติบโต
ของเนื้อเยื่อ และอวัยวะต่าง ๆ ตั้งแต่หลังการปฏิสนธิใน
ระยะตัวอ่อน (embryo) จนถึงระยะหลังคลอด อย่างไรก็ตาม
บางอวัยวะอาจมีการพัฒนาการต่อเน่ืองไปจนถึงวัยผู้ใหญ่ 
กระบวนการพัฒนาการของเนื้อเยื่อ และอวัยวะ ประกอบ
ไปด้วยหลายกระบวนการ ดังนี้ 1) การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ 
(cell proliferation) 2) การอพยพเคลื่อนย้ายของเซลล์ไป
สู่ตำ�แหน่งที่จำ�เพาะ (cell migration) 3) การเหนี่ยวนำ�ให้
เกิดเป็นเซลล์ที่มีความจำ�เพาะ (cell induction) และ 4) การ
เปล่ียนสภาพเซลล์ (cell differentiation) การสร้างเนื้อเยื่อ 
และอวัยวะนั้นเป็นกระบวนการที่ซับซ้อน ซึ่งกระบวนการ
ดังกล่าว อาจเกิดขึ้นในช่วงเวลาเดียวกัน หรือมีการซ้อนทับ
กันในการพัฒนาของอวัยวะใดอวัยวะหนึ่ง อาจจำ�เป็นต้อง
ใช้เซลล์ที่มาจากเนื้อเยื่อต้นกำ�เนิดมากกว่าหนึ่งชนิด นอกจาก
นี้ กระบวนการสร้างเนื ้อเยื ่อของอวัยวะต่าง ๆ ยังอาศัย
กระบวนการเหนี่ยวนำ�ซึ่งกันของเซลล์ (cell to cell inter-
action) เนื่องจาก กระบวนการของการพัฒนาเนื้อเยื่อ และ
อวัยวะเกิดขึ้นในช่วงเวลาใดช่วงเวลาหนึ่ง และผ่านไปสู่อีก
กระบวนการหนึ่งอย่างรวดเร็ว ดังนั้น การศึกษาการพัฒนา
ของอวัยวะต่าง ๆ จึงต้องคำ�นึงถึงปัจจัยที่มีส่วนเกี่ยวข้อง
มากมาย ทั้งช่วงเวลาของการศึกษาที่ต้องมีความจำ�เพาะ
สูง และสารหลั่งที่มีผลต่อกระบวนการพัฒนา เช่น ไซโทไคน์ 
(cytokines) โปรตีน และ/หรือฮอร์โมน ที่หลั่งออกมาจาก
เนื้อเยื่อบริเวณนั้น หรือจากเซลล์ข้างเคียง ดังนั้น การศึกษา
ชีววิทยาพัฒนาการจึงจำ�เป็นต้องเลือกวิธีการท่ีเหมาะสม 
และเป็นวิธีการท่ีเอื้ออำ�นวยต่อกระบวนการเจริญของอวัยวะ 
หรือเนื้อเยื่อต่าง ๆ ที่สนใจทำ�การศึกษา โดยวิธีการศึกษานั้น
จะต้องเป็นวิธีการท่ีจำ�ลองสภาวะท่ีเหมาะต่อการเจริญของ
เนื้อเยื่อต่าง ๆ และสามารถดำ�เนินการได้

	 วิธีการศึกษาชีววิทยาพัฒนาการมีหลายวิธี ตั้งแต่
การนำ�เซลล์ของเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยง จนถึงการศึกษาโดยตรง
กับตัวอ่อนในครรภ์ด้วยวิธีการผ่าตัด วิธีการศึกษาเบื้องต้นที่ใช้
ในการศึกษาคือ การนำ�เซลล์ หรือเนื้อเยื่อที่ต้องการศึกษาออก
มาจากตัวอ่อน และทำ�การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ซึ่งมี
สารอาหารที่จำ�เป็นในการเจริญเติบโตของเซลล์ และทำ�การ
เลี้ยงภายในตู้อบที่มีอุณหภูมิ และก๊าซที่เหมาะสมกับการเจริญ
เติบโตของเซลล์  การศึกษาโดยวิธีนี้เรียกว่า การเพาะเลี้ยง
เซลล์และเนื้อเยื่อ (cell and tissue culture)1 วิธีการศึกษา
อีกวิธีหนึ่งที่มีความคล้ายคลึงกัน แต่เปลี่ยนจากการเพาะเลี้ยง
เซลล์มาเป็นการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนอวัยวะที่มีขนาดไม่ใหญ่มาก
นัก เรียกการศึกษาด้วยวิธีนี้ว่า การเพาะเลี้ยงอวัยวะ (organ 
culture)2 การศึกษาด้วยวิธีนี ้มีข้อจำ�กัดในเรื ่องการได้รับ

อาหาร และก๊าซ จึงเหมาะกับการใช้ศึกษาชิ้นส่วนอวัยวะที่มี
ขนาดไม่ใหญ่จนเกินไป นอกจากการศึกษาโดยการนำ�เซลล์ 
เนื้อเยื่อ หรือชิ้นอวัยวะออกมาเพาะเลี้ยงภายนอกแล้ว ยังมีวิธี
การศึกษา โดยการนำ�ตัวอ่อนทั้งตัวออกมาเพาะเลี้ยงภายนอก
ครรภ์ในห้องปฏิบัติการ โดยระบบจำ�ลองสภาวะที่จำ�เพาะต่อ
การเจริญของตัวอ่อนเลียนแบบในครรภ์มารดาเรียกว่า วิธีการ
เพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว (whole embryo culture)3,4 โดย
นำ�ตัวอ่อนออกมาจากมดลูก และนำ�ไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงตัวอ่อนภายในตู้อบ การศึกษาด้วยวิธีนี้ ใช้ในการศึกษา
ตัวอ่อนในระยะแรกที่มีขนาดเล็ก และยังไม่มีการพัฒนาการ
ของระบบต่าง ๆ เช่น ระบบผิวหนังซึ่งเป็นตัวขัดขวางการซึม
ผ่านของอาหาร และก๊าซเข้าสู่เซลล์ภายใน อย่างไรก็ตาม การ
ศึกษาด้วยวิธีนี้มีข้อจำ�กัดเช่นเดียวกับการศึกษาด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยงอวัยวะ กล่าวคือ เมื่อตัวอ่อนมีขนาดใหญ่ขึ้น การ
แทรกซึมของอาหารเข้าสู่เซลล์ภายในก็จะทำ�ได้ยาก ทำ�ให้
เซลล์ภายในไม่ได้รับสารอาหาร และไม่สามารถเจริญเติบโต
ต่อไปได้ จากข้อจำ�กัดดังกล่าว ทำ�ให้ไม่สามารถศึกษาการ
พัฒนาการของอวัยวะในตัวอ่อนที่มีขนาดใหญ่ได้ การศึกษาใน
ตัวอ่อนที่ยังเจริญอยู่ภายในมดลูกจึงถูกพัฒนาขึ้น เรียกวิธีการ
ศึกษานี้ว่า การผ่าตัดอินยูเทอโร และเอกซ์ยูเทอโร (in utero 
and ex utero surgery)5 เป็นวิธีการศึกษาในตัวอ่อนที่ยัง
เจริญอยู่ภายในมดลูก โดยทำ�การผ่าตัดเปิดช่องท้องเข้าสู่ตัว
อ่อนภายในมดลูกโดยตรง และทำ�การปิดช่องท้อง เพื่อให้
ตัวอ่อนเจริญต่อไปภายในมดลูก การศึกษาด้วยวิธีน้ีตัวอ่อน
ยังได้รับอาหารจากแม่ผ่านทางรกเหมือนในภาวะปกติ การ
เจริญเติบโตพัฒนาของอวัยวะต่าง ๆ ยังคงดำ�เนินไปตามปกติ จึง
นับเป็นวิธีที่มีความใกล้เคียงกับสภาพจริงมากที่สุด ถึงอย่างไร
ก็ตาม การศึกษาด้วยวิธีนี้ก็มีข้อจำ�กัดคือ แม่ไม่สามารถคลอด
ตัวอ่อนออกมาได้เองตามธรรมชาติเนื่องจาก มดลูกได้ถูกเปิด
ออกแล้วภายในช่องท้อง ดังนั้น ในการเก็บตัวอ่อนไปศึกษาจะ
ต้องทำ�ก่อนกำ�หนดเวลาครบอายุครรภ์ของสัตว์ทดลองโดย
ทำ�การการุณยฆาต (euthanasia) แม่ เพื่อเก็บตัวอ่อน 

	 การศึกษาชีววิทยาพัฒนาการมีวิธีการศึกษาหลาย
วิธีดังที่ได้กล่าวมาข้างต้น การเลือกใช้วิธีการใดในการศึกษา
ต้องคำ�นึงถึงปัจจัยหลายประการ ได้แก่ วัตถุประสงค์ของ
การศึกษา เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะที่ต้องการศึกษา รวมทั้งระยะ
ของตัวอ่อนที่ต้องการศึกษา ดังนั้น จึงควรทราบถึงข้อได้
เปรียบ และข้อจำ�กัดในวิธีการศึกษาแต่ละวิธี เพื่อจะได้เลือก
วิธีการศึกษาที่เหมาะสม และสามารถทำ�ให้การศึกษาบรรลุ
วัตถุประสงค์ได้มากที่สุด ในสาขาทันตแพทยศาสตร์ การ
ศึกษากระบวนการเจริญพัฒนาของเนื้อเยื่อ จะมุ่งเน้นการ
ศึกษาการพัฒนาการในส่วนของกะโหลกศีรษะและใบหน้า 
(craniofacial development) รวมไปถึงอวัยวะต่าง ๆ  ที่สำ�คัญ 
ได้แก่ ฟัน และเนื้อเยื่อรองรับฟัน เพื่อศึกษากระบวนการเจริญ
ตามสภาวะปกติ และสาเหตุการเกิดโรค หรือความพิการต่าง ๆ 

บทนำ�
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รวมทั้งการค้นหาวิธีการใหม่ ๆ ในกระบวนการซ่อมแซม และ
สร้างเนื้อเยื่อเพื่อการทดแทน (tissue repair and regeneration) 
ในการรักษาผู้ป่วย ดงันั้น บทความปริทัศน์นี้จะมุ่งเน้นวิธี
การศึกษาการเจริญพัฒนาของส่วนกะโหลกศีรษะและใบหน้า 
โดยกล่าวถึงการศึกษาวิจัยในหนูทดลองซึ่งเป็นสัตว์ทดลองที่
นิยมใช้ในการศึกษาชีววิทยาพัฒนาการ เพราะเป็นสัตว์ที่มียีน
ใกล้เคียงกับมนุษย์ เนื่องจากหนู และมนุษย์มาจากสายการ
วิวัฒนาการเดียวกัน เพื่อให้ทราบถึงวิธีการศึกษาแบบต่าง ๆ  ที่
ใช้ในการศึกษาการพัฒนาการของกะโหลกศีรษะ และใบหน้า 
และงานวิจัยที่รองรับวิธีการนั้น ๆ ในอดีต และปัจจุบัน เพื่อ
เป็นความรู้พื้นฐานในการเลือกวิธีการศึกษาท่ีเหมาะสมในการ
ศึกษาวิจัยด้านการเจริญพัฒนาของเน้ือเย่ือของกะโหลกศีรษะ
และใบหน้า รวมทั้งฟัน และเนื้อเยื่อรองรับ

การเพาะเลี้ยงเซลล์และเนื้อเยื่อ 
(Cell and Tissue culture)

	 วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์หรือเนื้อเยื่อ ซึ่งนำ�มาจากตัว
อ่อน เป็นวิธีการศึกษาโดยการนำ�เซลล์ หรือชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ 
ชนิดใดชนิดหนึ่ง หรือมากกว่าหนึ่งชนิดจากตัวอ่อน เพาะ
เลี้ยงในห้องปฏิบัติการภายใต้สภาพแวดล้อมพื้นฐานที่ถูกจัด
ขึ้น เพื่อให้เซลล์ หรือเนื้อเยื่อที่นำ�ออกมาเพาะเลี้ยงสามารถ
เจริญเติบโตได้ โดยนำ�เซลล์ หรือชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ มาเพาะเลี้ยง
ในจานเพาะเลี้ยงภายในตู้อบท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิให้ใกล้
เคียงกับอุณหภูมิร่างกายของสิ่งมีชีวิตคือ 37 องศาเซลเซียส มี
ระดับคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และมีความชื้นที่เหมาะสม 
โดยทั่วไปเซลล์ และเนื้อเยื่อ จะถูกเลี้ยงอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์
ซึ่งมีอาหารที่จำ�เป็นต่อเซลล์ในการเจริญเติบโต ได้แก่ น้ำ�ตาล
กลูโคส กรดอะมิโน เกลือแร่ และวิตามิน นอกจากนี้ ยังมีการ
เติมซีรัม (serum) จากสัตว์ ลงไปในอาหารเลี้ยงเซลล์เพื่อเพิ่ม
สารบางชนิดซึ่งไม่มีอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์แต่มีความจำ�เป็นใน
การเจริญเติบโตของเซลล์ เช่น โปรตีน ไขมัน และโกรว์ทแฟคเตอร์ 
(growth factor)  รวมทั้งมีการใส่สารซึ่งมีคุณสมบัติในการ
บ่งชี้สภาวะความเป็นกรด-ด่าง (pH) เนื่องจากเซลล์ส่วนใหญ่
สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ีระดับ 7.4

	 เซลล์จากตัวอ่อนท่ีนำ�มาเพาะเลี้ยงได้มาจากการ
ย่อยเนื้อเยื่อด้วยเอ็นไซม์ แล้วปั่นแยกเซลล์ เพื่อนำ�มาเพาะ
เลี้ยง หรือนำ�ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ ซึ่งมีเซลล์ที่ต้องการศึกษามาวาง
ในจานเพาะเลี้ยง ทำ�การเพาะเลี้ยงกระทั่งมีเซลล์เจริญ และ
คลานออกมาจากชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ เรียกวิธีนี้ว่า การเพาะเลี้ยง
เซลล์ปฐมภูมิ (primary cell culture) เซลล์ที่ได้สามารถนำ�
ไปเพาะเลี้ยง และศึกษาต่อ สำ�หรับเซลล์ที่อยู่ในเนื้อเยื่อที่มี
ลักษณะเป็นของเหลว เช่น เลือดหรือไขกระดูก การนำ�เซลล์
ออกมาเพาะเลี้ยงสามารถทำ�ได้โดยการล้างเนื้อเยื่อนั้นด้วย
สารละลายบัฟเฟอร์ หรืออาหารเลี้ยงเซลล์ นำ�เซลล์ที่ได้ไปปั่น
แยก ก่อนนำ�มาเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง โดยบางเซลล์จะ

ถูกคัดเลือกเพื่อเป็นเซลล์ไลน์ (cell line) สำ�หรับเก็บไว้ใช้ใน
การศึกษาในอนาคต

	 การศึกษาด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์หรือเนื้อเยื่อ
นิยมใช้ในการศึกษาพฤติกรรมของเซลล์หรือเนื ้อเยื ่อใน
ด้านการเจริญเติบโต การเพิ่มจำ�นวน และการเปลี่ยนสภาพ
เซลล์ โดยทำ�การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ และสามารถ
เพาะเลี้ยงร่วมกับสารที่ต้องการศึกษา เช่น โกรว์ทแฟคเตอร์ 
(growth factor) หรือโปรตีนต่าง ๆ สารดังกล่าวอาจใส่ลงไป
ในอาหารเลี ้ยงเซลล์โดยตรง หรือใช้ตัวนำ�พา เช่น เม็ด
อะกาโรส (agarose bead) เป็นตัวพาสารนั้น ๆ (ตารางที่ 1) 
การศึกษาด้วยวิธีการนี้เป็นประโยชน์ และเหมาะสำ�หรับใช้ใน
การศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ต้นกำ�เนิด ได้แก่ ความสามารถ
ในการคงสภาวะความเป็นเซลล์ต้นกำ�เนิด ความสามารถใน
การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ และความสามารถในการเปลี่ยนสภาพ
เซลล์ การศึกษาจากหลายคณะผู้วิจัย ใช้วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์
ในการศึกษาความสามารถในการคงสภาวะความเป็นเซลล์ต้น
กำ�เนิดของเซลล์จากตัวอ่อนมนุษย์ โดยยังคงการแสดงออก
ของยีนซึ่งเป็นตัวชี้วัดความเป็นเซลล์ต้นกำ�เนิด (marker of 
embryonic/pluripotent stem cell) ในระหว่างการ
เพาะเลี้ยงเซลล์6-8 การศึกษาเซลล์ต้นกำ�เนิดที่ได้จากฟัน เพื่อ
นำ�ไปใช้ในการสร้างเนื้อเยื่อทดแทนเป็นไปอย่างกว้างขวางใน
ช่วงทศวรรษที่ผ่านมา การเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นวิธีการศึกษาที่
นำ�มาใช้ศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ต้นกำ�เนิดจากฟันในเบื้อง
ต้น ได้แก่ เซลล์ต้นกำ�เนิดจากเนื้อเยื่อในโพรงฟัน (Dental 
Pulp Stem Cells; DPSCs)9-11 เซลล์ต้นกำ�เนิดจากฟันน้ำ�นม 
(Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth; 
SHED)12 เซลล์ต้นกำ�เนิดจากแอพพิคอลแพพิลา (Stem Cells 
of the Apical Papilla; SCAP)13-15 และเซลล์จากถุงหุ้มหน่อ
ฟัน (Dental Follicle Stem Cell; DFSC)16,17 เซลล์ต้นกำ�เนิด
เหล่านี้สามารถพัฒนาไปเป็นเนื้อเยื่อต่าง ๆ เช่น เนื้อเยื่อของ
ฟัน กระดูก กระดูกอ่อน และไขมันได้ เมื่อนำ�มาเพาะเลี้ยง 
ดังน้ัน การเพาะเลี้ยงเซลล์จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุดใน
การศึกษาคุณสมบัติต่าง ๆ ของเซลล์ต้นกำ�เนิดในเบื้องต้นก่อน
จะนำ�ไปศึกษาในลำ�ดับต่อไป

	 การเพาะเลี้ยงเซลล์หรือเนื้อเยื่อ สามารถใช้ใน
การศึกษาความสัมพันธ์กันของเซลล์หรือเนื้อเยื่อมากกว่า
หนึ่งชนิด โดยทำ�การเพาะเลี ้ยงเซลล์หรือเน้ือเย่ือท่ีสนใจเข้า
ด้วยกัน หน่อฟันเกิดข้ึนจากเน้ือเย่ือมากกว่าหน่ึงชนิด โดยเกิด
การเหนี่ยวนำ�ซ่ึงกันและกันในระหว่างกระบวนการพัฒนา
ของหน่อฟัน18,19 วิธีการเพาะเซลล์หรือเลี้ยงเนื้อเยื่อมากกว่า
หนึ่งชนิดร่วมกัน จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการใช้ศึกษา
ความสัมพันธ์ของเนื้อเยื่อต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นในกระบวนการ
พัฒนาการของเน้ือเย่ือ การศึกษาโดยทำ�การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
สองชนิดที่มีบทบาทสำ�คัญในการเร่ิมกระบวนการพัฒนาของ
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หน่อฟันเข้าด้วยกัน โดยการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อบุผิวฟัน 
(dental epithelium) ร่วมกับเนื้อเยื่อเด็นทัลมีเซนไคม์ 
(dental mesenchyme) ทำ�ให้เกิดการเหน่ียวนำ�ซ่ึงกัน กระท่ัง
เกิดการพัฒนาของหน่อฟันขึ ้นได้20,21 วิธีการเพาะเลี ้ยง
เนื้อเยื่อสองชนิดร่วมกันถูกนำ�มาใช้ร่วมกับการกระตุ้นด้วย
โปรตีนที่สนใจเพื่อใช้ศึกษาบทบาทของโปรตีนดังกล่าวต่อ
กระบวนการพัฒนาของหน่อฟัน22-24 วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์
และเนื้อเยื่อ นอกจากจะมีประโยชน์ในการศึกษาบทบาท และ
ความสำ�คัญของเนื้อเยื่อบุผิวฟัน และเด็นทัลมีเซนไคม์ รวมทั้ง
โปรตีน หรือยีนต่าง ๆ ในระหว่างกระบวนการพัฒนาการของ
ฟันแล้ว ในปัจจุบันการศึกษาการเหนี่ยวนำ�ให้เกิดการพัฒนา
ของหน่อฟันทดแทน (tooth germ bioengineering) เป็นที่
สนใจอย่างมาก การเพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุผิวกับมีเซนไคม์เข้า
ด้วยกันเป็นวิธีการที่นิยมมากที่สุดในการกระตุ้นให้เกิดการ
พัฒนาของหน่อฟัน25-28 นอกจากนี้ การเพาะเลี้ยงเซลล์หรือ
เนื้อเยื่อร่วมกัน ถูกนำ�มาใช้ในการศึกษาการสร้างฟันทดแทน
จากเนื้อเยื่อของผู้ใหญ่ โดยทำ�การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจาก
ผู้ใหญ่ ร่วมกับเซลล์ต้นกำ�เนิดหรือเนื้อเยื่อจากตัวอ่อน ก่อนจะ
พัฒนาขึ้นมาเป็นฟันเมื่อนำ�ไปฝังในเยื่อหุ้มไต29,30 จึงสามารถ
กล่าวได้ว่า วิธีการเพาะเลี ้ยงเซลล์หรือเนื ้อเยื ่อ มีความ
สำ�คัญอย่างมากทั้งในการศึกษาบทบาทของเนื้อเยื่อ โปรตีน
หรือยีน ที่มีส่วนเกี่ยวข้องในกระบวนการพัฒนาของเนื้อเยื่อ
และอวัยวะ รวมทั้งยังมีความสำ�คัญอย่างมากในการใช้ศึกษา
คุณสมบัติของเซลล์ต้นกำ�เนิด และการพัฒนาของหน่อฟันขึ้น
ใหม่ 

การเพาะเลี้ยงอวัยวะ 
(Organ culture)

	 วิธีการเพาะเลี้ยงอวัยวะถูกคิดค้นขึ้นโดย Loeb ใน
ปี ค.ศ. 1897 ในหลอดทดลอง31 วิธีการนี้เป็นวิธีที่นิยมใช้ใน
การศึกษาการพัฒนาการของอวัยวะ โดยการนำ�อวัยวะทั้ง
ชิ้นหรือบางส่วนของอวัยวะที่ต้องการศึกษา มาเลี้ยงในห้อง
ปฏิบัติการในอาหารเลี้ยงเซลล์ซ่ึงมีสารอาหารสำ�หรับการ
เจริญเติบโตของเซลล์ และทำ�การเพาะเลี้ยงในตู้อบ อวัยวะ 
หรือชิ้นส่วนอวัยวะที่นำ�มาเพาะเลี้ยง ถูกตัดออกมาโดยไม่ผ่าน
การย่อยโดยเอ็นไซม์ จึงมีความใกล้เคียงกับอวัยวะที่ยังอยู่ใน
ธรรมชาติอยู่มาก การหลั่งฮอร์โมนหรือโปรตีนต่าง ๆ ที่ถูก
สร้าง และหลั่งออกมาจากอวัยวะนั้น ๆ ยังเกิดขึ้นเหมือนใน
สภาวะปกติ เนื่องจากชิ้นส่วนอวัยวะที่เพาะเลี้ยงมีมิติมากกว่า
เซลล์ จึงต้องได้รับออกซิเจนในปริมาณมากกว่าการเพาะเลี้ยง
เซลล์ เพื่อป้องกันการขาดออกซิเจนของเนื้อเยื่อตรงกลางของ
อวัยวะ และต้องได้รับอาหารอย่างทั่วถึง การเจริญเติบโตจึง
ต้องใช้วิธีการที่ทำ�ให้ชิ้นส่วนอวัยวะสามารถสัมผัสกับอาหาร
เลี้ยงเซลล์ได้ทั่วชิ้นอวัยวะ วิธีการต่าง ๆ ถูกพัฒนาขึ้น เริ่มต้น
จากการเลี้ยงอวัยวะบนลิ่มพลาสมา (plasma clot)32,33 และ
พัฒนามาเลี้ยงบนอะกาซับสเตรต (agar substrate)34 ต่อมา 

Trowell35,36 ได้ทำ�การพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงอวัยวะ โดย
วางชิ้นอวัยวะบนแผ่นฟิลเตอร์บาง ๆ ซึ่งรองรับด้วยกริดโลหะ 
(metal grid) ในจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์บรรจุอยู่
ถึงระดับที่ชิ้นอวัยวะวาง เรียกวิธีการนี้ว่า การเพาะเลี้ยงแบบ
โทรเวล (Trowell-type organ culture) เป็นวิธีการที่เป็นที่
ยอมรับ และนิยมใช้กันมากในปัจจุบัน นอกจากนี้ ยังมีวิธีการ
เพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะที่มีขนาดไม่ใหญ่มากนัก เรียกว่า วิธีการ
เพาะเลี้ยงแบบแฮงค์กิ้งดรอป (Hanging drop culture) โดย
ทำ�การเพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาณน้อย 
ซึ่งหยดอยู่ที่ฝาของจานเลี้ยงเซลล์มีการป้องกันการระเหย
ของอาหารเลี้ยงเซลล์โดยใส่น้ำ� หรือสารละลายบัฟเฟอร์ ใน
จานเลี้ยง การศึกษาด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะสามารถ
ใช้ศึกษาการพัฒนาของอวัยวะต่าง ๆ ได้หลายชนิด ชิ้นส่วน
อวัยวะที่นำ�มาเพาะเล้ียงสามารถนำ�มาจากตัวอ่อนทุกระยะ 
ระยะเวลาที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงขึ้นกับขนาด และความซับซ้อน
ของอวัยวะนั้น ๆ 

	 วิธีการเพาะเล้ียงชิ้นอวัยวะถูกนำ�มาใช้ในการศึกษา
ทางทันตแพทยศาสตร์อย่างกว้างขวางเพื่อวัตถุประสงค์ในการ
ศึกษาที่แตกต่างกันออกไป (ตารางที่ 1) ได้แก่ 1) การเพาะ
เลี้ยงชิ้นอวัยวะใดอวัยวะหนึ่ง เพื่อศึกษาการพัฒนาการของ
อวัยวะนั้น หรืออวัยวะที่ประกอบอยู่ภายในชิ้นอวัยวะที่นำ�
มาเพาะเลี้ยง เช่น การเพาะเลี้ยงหน่อฟัน (tooth bud) เพื่อ
ศึกษาการเจริญพัฒนาของหน่อฟัน37 การเพาะเลี้ยงฟาริงเจียล
อาร์ชที่หนึ่ง (first pharyngeal arch) เพื่อศึกษาการพัฒนา
ของขากรรไกรล่าง ลิ้น และหน่อฟันภายในขากรรไกร38 2) การ
เพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะร่วมกับการกระตุ้นด้วยสาร หรือโปรตีน
ที่ต้องการศึกษา เพื่อใช้ในการศึกษาผลของการพัฒนาของ
เนื้อเยื่อ การแสดงออกของยีน หรือโปรตีนที่เกี่ยวข้อง ซึ่ง
นิยมทำ�กันมากในการศึกษายีน หรือโปรตีน ที่มีบทบาทใน
การพัฒนาของหน่อฟัน2,39,40 การใช้เม็ดอะกาโรสที ่ชุบด้วย
โปรตีนร่วมกับการเพาะเลี ้ยงชิ ้นส่วนอวัยวะ ทำ�ให้ค้นพบ
บทบาทของโปรตีนหลายชนิดท่ีมีความสำ�คัญในกระบวนการ
พัฒนาของหน่อฟัน เช่น Bone Morphogenetic Protein 4 
(BMP4), Fibroblast Growth Factor 4 (FGF4) และ 
Noggin เป็นต้น2,40 3) การเพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะสามารถใช้
ศึกษาติดตามการเคลื่อนที่ของเซลล์จากตำ�แหน่งตั้งต้น ไปสู่
ตำ�แหน่งที่เซลล์จะพัฒนาเป็นอวัยวะ เช่น การเพาะเลี้ยงชิ้น
อวัยวะร่วมกับการฉีดสีฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent dye) ไป
ยังเซลล์ที่ต้องการศึกษาเพื่อติดตามการเคลื่อนที่ และพัฒนา
ของเซลล์ดังกล่าว41,42 นอกจากการใช้วิธีการเพาะเล้ียงชิ้นอวัยวะ
ในการศึกษาพัฒนาการของหน่อฟันแล้ว ยังสามารถประยุกต์
ใช้ในการศึกษาฟันที่ขึ้นแล้วอีกด้วย เช่น การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วน
ของฟันที่ขึ้นแล้วเพื่อศึกษาการละลายของรากฟันหลังจากได้
รับแรง43

	 การศึกษาโดยวิธีการเพาะเล้ียงช้ินอวัยวะเป็นวิธีท่ี
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นิยมนำ�มาใช้ในการศึกษาการพัฒนาของเพดานปาก (palate) 
อย่างแพร่หลาย44 โดยนำ�ชิ้นส่วนเพดานปากในระยะที่ยังไม่
เชื่อมต่อกันมาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ เพื่อวัตถุประสงค์
ในการศึกษาต่าง ๆ กัน เช่น ศ ึกษาการแสดงออกของยีนที ่
เกี ่ยวข้องในกระบวนการพัฒนาของเพดานปาก45,46 และ
การตายของเซลล์ หลังจากการเชื่อมต่อกันของเพดานปาก47 
นอกจากนี้ ยังเป็นวิธีที่เหมาะสมอย่างยิ่งในการใช้ศึกษาการ
เกิดภาวะเพดานโหว่ (cleft palate)48,49 เนื่องจากสามารถ
ควบคุมระยะห่างของช้ินส่วนเพดานปากท่ีนำ�มาศึกษาในจาน
เพาะเลี้ยงได้

	 การเพาะเลี้ยงช้ินอวัยวะในจานเพาะเลี้ยงมีข้อจำ�กัด
ในด้านการได้รับอาหาร และก๊าซอย่างทั่วถึงทั้งหมดของชิ้น
อวัยวะตลอดระยะเวลาการเพาะเลี้ยง หากชิ้นส่วนอวัยวะที่
นำ�มาเพาะเลี้ยงมีขนาดใหญ่เกินไปจะเป็นอุปสรรคในการแพร่
ของอาหาร และออกซิเจนเข้าสู่เซลล์ด้านในชิ้นอวัยวะ ดังนั้น
จึงมีการพัฒนาการเพาะเลี้ยง โดยนำ�ชิ้นส่วนอวัยวะมาเพาะ
เลี้ยงในขวดแก้วที่ปิดด้วยจุกยาง และยึดเข้ากับเครื่องหมุน 
ซึ่งทำ�การหมุนตลอดระยะเวลาที่ทำ�การเพาะเลี้ยง เพื่อให้ชิ้น
ส่วนอวัยวะที่ทำ�การเพาะเลี้ยงได้รับอาหาร และออกซิเจน
อย่างทั่วถึง วิธีการนี้ถูกนำ�มาใช้ในการเพาะเลี้ยงหน่อฟัน เพื่อ
ศึกษาการพัฒนาของรากฟัน50 จึงกล่าวได้ว่า การเพาะเลี้ยง
ชิ้นอวัยวะเป็นวิธีการศึกษาท่ีเหมาะสมในการศึกษาการพัฒนา
ของอวัยวะภายนอกได้อย่างชัดเจน และใกล้ชิด อีกทั้งเป็น
วิธีการที่เหมาะสมในการใช้ศึกษาผลการพัฒนาของอวัยวะ
รวมทั้งการแสดงออกของโปรตีนหรือยีน ภายหลังการกระตุ้น
โดยสาร หรือโปรตีนที่ต้องการศึกษา นอกจากนี้ ยังสามารถ
ใช้ในการติดตามการเคลื่อนที่ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการ
พัฒนาของอวัยวะได้อีกด้วย (ตารางที่ 1)

การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว 
(Whole embryo culture)

	 การศึกษาด้วยวิธีนี้คือ การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว
ภายนอกครรภ์มารดาในห้องปฏิบัติการ ซึ่งพัฒนาขึ้นตั้งแต่
ค.ศ. 1966 โดย New51 ได้ทำ�การเลี้ยงตัวอ่อนหนูทดลองใน
ซีรัมแทนการเลี้ยงบนลิ่มพลาสมาซ่ึงขัดขวางการพัฒนาของ
ตัวอ่อน ซีรัมถูกบรรจุอยู่ภายในกระจกนาฬิกา (watch glass) 
ซึ่งวางในจานเพาะเลี้ยงโดยได้รับความชื้นจากสำ�ลีชุบน้ำ�เกลือ
รอบ ๆ ตัวอ่อนที่เลี้ยงในซีรัมสามารถเพาะเลี้ยงได้เป็นเวลา 
30 - 40 ชั่วโมง ไปจนถึงระยะไม่เกิน 30 ปล้อง (somites) 
โดยมีการเจริญเติบโตได้ดีเหมือนตัวอ่อนที่พัฒนาในครรภ์ 
สำ�หรับตัวอ่อนที่มีขนาดใหญ่กว่าระยะดังกล่าว จะไม่สามารถ
เจริญต่อไปได้ เนื่องจากตัวอ่อนหลังจากระยะนี้จะมีการเจริญ
เติบโตเร็วมาก อีกทั้งการได้รับอาหาร และก๊าซจะได้รับผ่าน
ทางรก เม่ือนำ�ตัวอ่อนมาเพาะเล้ียงภายนอก จึงทำ�ให้การได้รับ
สารอาหารในระยะนี้ไม่เพียงพอ รวมถึงการแลกเปลี่ยนก๊าซ

เป็นไปอย่างไม่ทั่วถึง เนื่องจากตัวอ่อนอยู่ในสภาวะนิ่งภายใน
กระจกนาฬิกา จึงมีการพัฒนาการเลี้ยงตัวอ่อนในสภาวะที่มี
การไหลเวียนของอาหารเลี้ยงตัวอ่อนขึ้นในปี ค.ศ. 1967  โดย 
New42 ได้พัฒนาเครื ่องมือที ่ทำ�ให้เกิดระบบการไหลเวียน
ของอาหารเลี้ยงตัวอ่อน และอากาศตลอดเวลาที่ทำ�การเลี้ยง
ตัวอ่อน เรียกเครื่องมือนี้ว่า เซอร์คูเลเตอร์ (Circulator) ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ออกซิเจน และซีรัมสำ�หรับเลี้ยงตัวอ่อน
จะมีการหมุนเวียนผ่านตัวอ่อนซึ่งถูกยึดอยู่บนผ้าเรยอนที่วาง
บนโคเวอร์สลิป (cover slip) ตลอดเวลา (รูปที่ 1) 

รูปที่ 1 เครื่องเซอร์คูเลเตอร์สำ�หรับการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว 

ตัวอ่อนหนูทดลองถูกยึดบนผ้าเรยอนที่วางบนโคเวอร์สลิป 

ซีรัมมีการไหลเวียนอย่างต่อเนื่องภายในท่อแก้ว ออกซิเจน 

และคาร์บอนไดออกไซด์ผ่านตัวกรองเข้าสู่ระบบการไหล

เวียนภายใน (ดัดแปลงจาก New DA., 196751)

Figure 1 The circulator for whole embryo culture. Embryos 

pressed down into rayon fabric attached on a glass 

coverslip are in the detachable chamber. Serum 

flows continuously in the glass tube. A stream of 

O
2
/CO

2
 enters through the filter and circulates into 

the tube. (Modified from New DA., 196751)

	 ตัวอ่อนที่ถูกเลี้ยงด้วยเครื่องเซอร์คูเลเตอร์ สามารถ
เจริญเติบโตจนถึงระยะ 40 - 45 ปล้อง แต่เนื่องจากเครื่อง
เซอร์คูเลเตอร์มีความยุ ่งยากในการใช้งาน จึงมีการพัฒนา
เคร ื ่องม ือที ่ เหมาะสม และใช้งานได้ง ่ายในเวลาต่อมา 
การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนถูกพัฒนาต่อมา โดยนำ�มาเลี้ยงในหลอด
ทรงกระบอกปิดด้วยจุกยาง และยึดเข้ากับเครื่องที่ทำ�การหมุน
หลอดทรงกระบอกตลอดเวลา เพื่อให้เกิดการหมุนเวียนของ
ก๊าซ และอาหารเล้ียงตัวอ่อน ซ่ึงติดต้ังไว้ภายในตู้อบ เรียกการ
เพาะเล้ียงตัวอ่อนแบบน้ีว่า การเพาะเล้ียงระบบโรเตติงบอทเทิล 
(Rotating-bottle culture system)52 (รูปท่ี 2) 
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	   A                                 B

รูปที่ 2 การเพาะเลี้ยงระบบโรเตติงบอทเทิล 

A. ตัวอ่อนภายในขวดแก้วซึ่งบรรจุซีรัม และปิดด้วยจุกยาง 

B. ขวดแก้วยึดกับเครื่องหมุนภายในตู้อบ

Figure 2    Rotating-bottle culture system

Embryos are in cylindrical glass bottle contained 

serum and sealed with the silicone rubber stopper 

Culture glass bottles were placed in the rotator 

culture system in the incubator

	 การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนมีการพัฒนาเทคนิคขึ้นมา
อย่างต่อเนื่อง เพื่อปรับให้เกิดความเหมาะสมในการใช้ศึกษา
การพัฒนาของตัวอ่อน โดยตัวอ่อนหนูทดลองที่สามารถ
นำ�มาเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเล้ียงตัวอ่อนทั้งตัวได้อยู่ใน
ช่วงตั้งแต่ตัวอ่อนมีอายุ 6.5 วัน (E6.5) จนถึงอายุ 12.5 วัน 
(E12.5) ในหนูเมาส์ (mouse) และตัวอ่อนที่มีอายุ 8.5 วัน 
(E8.5) ถึงอายุ 14.5 วัน (E14.5) ในหนูแรท (rat)3 อาหารที่
ใช้ในการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนคือ ซีรัมจากสัตว์ ได้แก่ ซีรัมจาก
หนูแรท (rat serum) ซึ่งให้สารอาหารที่เพียงพอแก่ตัวอ่อนใน
การเจริญเติบโต ตัวอ่อนถูกเลี้ยงในซีรัมภายในขวดแก้วซึ่งติด
อยู่กับเครื่องหมุนซึ่งอยู่ภายในตู้อบ ขวดแก้วจะถูกหมุนตลอด
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงตัวอ่อน เพื่อให้เกิดการหมุนเวียนของ
ซีรัม และก๊าซอย่างทั่วถึง4 นอกจากวิธีการที่ได้กล่าวมาข้างต้น 
ได้มีผู้นำ�วิธีการเพาะเลี้ยงแบบโทรเวลมาประยุกต์ใช้ในการ
เพาะเลี้ยงตัวอ่อน โดยอาศัยหลักการที่ว่า การทำ�ให้เกิดการ
หมุนเวียนของอาหาร และก๊าซมีความสำ�คัญในการเพาะเลี้ยง
ตัวอ่อนทั้งตัว โดยใช้วิธีการเพาะเลี้ยงแบบโทรเวลร่วมกับการ
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงตัวอ่อนทุก 2 ชั่วโมง และทำ�การเขย่าทุก 
20 - 30 นาที เพื่อให้มีการหมุนเวียนของอาหารเลี้ยงตัวอ่อน 
และอากาศตลอดระยะเวลาการเพาะเลี้ยงแทนการใช้เคร่ือง
หมุน ในการศึกษานี้สามารถเลี้ยงตัวอ่อนที่มีอายุ 8 วัน (E8) 
ได้นานถึง 48 ชั่วโมง38

	
	

วิธีการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว สามารถใช้ศึกษา
ตัวอ่อนที่อยู่ในระยะตั้งแต่เกิดการสร้างของระบบประสาท 
(neurulation) ซึ ่งเกิดขึ ้นก่อนการพัฒนาของฟาริงเจียล
อาร์ช ไปจนถึงระยะที่มีการสร้างของใบหน้าและศีรษะเสร็จ
สมบูรณ์ ดังนั้น การศึกษาด้วยวิธีนี้ จึงเหมาะสมในการใช้

ศึกษาการพัฒนาการของอวัยวะที่เกิดขึ้นระหว่างช่วงเวลา
ดังกล่าว (ตารางที่ 1) เช่น การติดตามการเคลื่อนที่ของเซลล์
นิวรัลเครสต์ (neural crest cell) จากจุดตั้งต้นไปสู่ตำ�แหน่ง
ที่จะเจริญพัฒนาเป็นอวัยวะ การพัฒนาของส่วนย่ืนใบหน้า 
(facial process) ต่าง ๆ ที่เจริญเป็นส่วนของใบหน้าและช่อง
ปาก เป็นต้น การศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวรัลเครสต์
ไปยังตำ�แหน่งที่จะเจริญเป็นอวัยวะของใบหน้าและช่องปาก 
โดยทำ�การเพาะเล้ียงตัวอ่อนตั้งแต่ระยะที่ยังไม่มีการสร้าง
ของใบหน้าและช่องปาก ร่วมกับการฉีดสีฟลูออเรสเซนต์ที่
เซลล์53,54 ทั้งนี้ ยังสามารถทำ�การศึกษาดังกล่าวร่วมกับการก
ระตุ้นด้วยสารบางชนิด เพื่อศึกษาผลกระทบต่อการเคลื่อนที่
ของเซลล์ได้อีกด้วย เช่น การศึกษาผลของวิตามินเอ (retinoic 
acid) ต่อการเคลื่อนที่เซลล์55 เนื่องจากวิธีการเพาะเลี้ยงตัว
อ่อนท้ังตัวไม่สามารถใช้ศึกษาตัวอ่อนภายหลังระยะที่มีการ
สร้างของศีรษะและใบหน้าเสร็จสมบูรณ์ การศึกษาการพัฒนา
ของเซลล์นิวรัลเครสต์ของใบหน้าและช่องปาก ในระยะหลัง
จากนี้ จึงต้องใช้วิธีการศึกษาอื่น ๆ ร่วมด้วย กล่าวคือ ในระยะ
แรกของการศึกษาใช้วิธีการเพาะเล้ียงตัวอ่อนจนกระทั่งการ
สร้างของใบหน้าสมบูรณ์ แล้วจึงทำ�การตัดชิ้นส่วนอวัยวะที่
ต้องการศึกษามาทำ�การศึกษาด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะ 
ตัวอย่างการศึกษาที่ใช้วิธีการดังกล่าวควบคู่กัน ได้แก่ การ
ศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์นิวรัลเครสต์จากตำ�แหน่งต้น
กำ�เนิดบริเวณสมองส่วนกลางด้านหลัง (posterior midbrain) 
เพื่อมาพัฒนาเป็นหน่อฟันกรามล่าง (mandibular molar)56 
และการศึกษากลุ่มเซลล์ต้นกำ�เนิดของการเจริญของใบหน้า
ส่วนกลาง (midface) และหน่อฟันตัดบน (maxillary incisor) 
โดยทำ�การฉีดสีฟลูออเรสเซนต์ที่ผิวกลุ่มเซลล์ต้นกำ�เนิดของ
ส่วนยื่นใบหน้าต่าง ๆ ก่อนที่จะเกิดการเจริญ และมีการเชื่อม
กันของส่วนยื่นใบหน้าซึ่งจะเจริญไปเป็นใบหน้าส่วนกลาง
และฟันตัดบน เพื่อศึกษาติดตามการพัฒนาของกลุ่มเซลล์ต้น
กำ�เนิดที่จะเจริญเซลล์ต้นกำ�เนิดใดที่จะเจริญไปเป็นใบหน้า
ส่วนกลางและหน่อฟันตัดบน42

	
ดังนั้น การศึกษาด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัว 

จึงเป็นวิธีท่ีมีความเหมาะสมในการใช้ศึกษาการเจริญพัฒนา
ของเนื้อเยื่อและอวัยวะ ในระยะเริ่มแรกของตัวอ่อนก่อนที่
จะมีการสร้างของศีรษะและใบหน้าเสร็จสมบูรณ์ เนื่องจาก 
วิธีการนี้สามารถนำ�ตัวอ่อนออกมาเพาะเล้ียงให้เจริญเติบโต
ภายนอกได้ ทำ�ให้สามารถศึกษาการพัฒนาของเนื้อเยื่อหรือ
อวัยวะต่าง ๆ ของตัวอ่อนได้อย่างชัดเจน วิธีการนี้นิยมในการ
ใช้ศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่สนใจ โดยใช้ร่วมกับวิธีการ
ฉีดสีฟลูออเรสเซนต์ที่เซลล์ที่ต้องการศึกษา และทำ�การเพาะ
เลี้ยงตัวอ่อนเพื่อติดตามการเคลื่อนที่ของเซลล์ไปยังตำ�แหน่ง
ที่จะเจริญพัฒนาไปเป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะต่าง ๆ ในกรณีที่
ต้องการศึกษาตัวอ่อนระยะหลังจากที่มีการสร้างของศีรษะ
และใบหน้าสมบูรณ์แล้ว สามารถทำ�การศึกษาได้ด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยงชิ้นอวัยวะ ภายหลังจากทำ�การศึกษาด้วยวิธีการ

A.

B.
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เพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัวแล้ว

การผ่าตัดอินยูเทอโร และเอกซ์ยูเทอโร 
(In Utero and Ex Utero surgery)

	 วิธีการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัวเป็นวิธีที่สามารถนำ�
ตัวอ่อนออกมาศึกษาได้อย่างใกล้ชิดภายนอก แต่ก็มีข้อจำ�กัด
ในเรื่องการได้รับอาหาร และออกซิเจนของตัวอ่อน เมื่อตัว
อ่อนมีขนาดใหญ่กว่าระยะท่ีมีการสร้างศีรษะและใบหน้าเสร็จ
สมบูรณ์ เนื่องจากเมื่อตัวอ่อนมีขนาดใหญ่ขึ้นจะมีอัตราการ
เจริญเติบโตเร็วมากขึ้น อีกทั้งการได้รับอาหารการแลกเปลี่ยน
ก๊าซ และของเสียเกิดขึ้นผ่านทางรก ซึ่งไม่ได้ทำ�หน้าที่แล้ว
เมื่อนำ�ตัวอ่อนออกมาเพาะเลี้ยงภายนอก ทำ�ให้การเพาะเลี้ยง
ตัวอ่อนที่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถทำ�ได้ จึงมีการพัฒนาวิธีการ
ศึกษาโดยตรงในตัวอ่อนหนูทดลองในครรภ์ โดยการผ่าตัดเข้า
สู่ตัวอ่อนใต้เยื่อถุงน้ำ�คร่ำ� (amnion) และถุงไข่แดง (yolk sac) 
ภายในมดลูกหนูทดลอง สามารถทำ�ได้ 2 วิธีคือ อินยูเทอโร และ
เอกซ์ยูเทอโร5 ทั้ง 2 วิธีมีความแตกต่างกันที่การเย็บปิดของ
มดลูกหลังการผ่าตัด กล่าวคือ มดลูก น้ำ�คร่ำ� และถุงไข่แดงจะ
ถูกเปิดออก และเย็บปิด เมื่อทำ�การผ่าตัดด้วยวิธีการผ่าตัดอิน
ยูเทอโร ในขณะที่การผ่าตัดด้วยวิธีการผ่าตัดเอกซ์ยูเทอโร
จะทำ�การเปิดมดลูกโดยไม่เย็บปิด โดยตัวอ่อนจะยังติดอยู่
กับรกซึ่งเกาะอยู่บนมดลูก (รูปที่ 3)

	 เนื่องจากมีผลการศึกษาว่า ตัวอ่อนหนูทดลองที่
รกยังคงยึดอยู่กับมดลูกสามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ภายใน
ช่องท้องจนครบกำ�หนดในมดลูกที่ถูกเปิดออก57 วิธีการผ่าตัด
เอกซ์ยูเทอโรจึงเป็นที่นิยมในการใช้ศึกษาโดยตรงในตัวอ่อน 
ภายใต้การผ่าตัดทั้ง 2 วิธี หนูทดลองจะได้รับการทำ�ให้สลบ
ด้วยยาสลบทั่วไป (general anesthesia) ก่อนการผ่าตัดเปิด
หน้าท้องเข้าสู่ท่อมดลูก และเย็บปิดหน้าท้อง หลังจากการ
ผ่าตัดเสร็จสิ้น เพื่อให้ตัวอ่อนเจริญต่อไปในครรภ์ ถึงแม้ว่า 
การผ่าตัดดังกล่าวจะถือเป็นการผ่าตัดใหญ่ แต่หนูทดลองก็
สามารถฟื้นตัวได้อย่างรวดเร็วภายในเวลา 24 ชั่วโมง หลังการ
ผ่าตัด ในการศึกษาด้วยวิธีการผ่าตัดโดยตรงเข้าสู่ตัวอ่อนมีการ
ผ่าตัดเปิดเข้าสู่มดลูก ดังนั้น หนูทดลองจะไม่สามารถคลอดเอง
ได้ การเก็บตัวอย่างตัวอ่อนจึงต้องทำ�ด้วยวิธีการุณยฆาต และ
ทำ�การเปิดผนังหน้าท้องเข้าไปเพื่อเก็บตัวอย่าง 

	 การศึกษาด้วยวิธีน้ีเป็นวิธีการศึกษาท่ีมีความใกล้
เคียงกับสภาวะธรรมชาติมากที่สุด เนื่องจากตัวอ่อนยังคง
เจริญเติบโตต่อไปในครรภ์ การได้รับอาหาร และการแลก
เปลี่ยนก๊าซของตัวอ่อนยังคงดำ�เนินไปตามปกติผ่านทางรก 
การศึกษาตัวอ่อนด้วยวิธีนี้ สามารถใช้ในการศึกษาตัวอ่อน
ที่มีขนาดใหญ่ และเป็นวิธีที่เอื้ออำ�นวยให้ตัวอ่อนสามารถ
เจริญเติบโตจนครบอายุครรภ์ได้อีกด้วย วิธีการต่าง ๆ ถูกนำ�
มาประยุกต์ใช้ร่วมกับการศึกษาด้วยวิธีนี ้ เพื ่อให้บรรลุ

วัตถุประสงค์ในการศึกษาที่แตกต่างกันไป ได้แก่ การฉีดสาร
ต่าง ๆ เข้าสู่ตัวอ่อน เช่น การฉีดไวรัสเพื่อเหนี่ยวนำ�ให้เกิดการ
แสดงออกของยีน การปลูกถ่ายเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่สนใจเข้า
สู่ตัวอ่อน การฉีดสีย้อมเพื่อทำ�การติดตามการเคลื่อนที่ และ
เจริญพัฒนาของเซลล์ การใช้เม็ดอะกาโรสเป็นตัวนำ�โปรตีน 
หรือโกรว์ทแฟคเตอร์ที่ต้องการศึกษาฝังเข้าไปในตัวอ่อนเพื่อ
ศึกษาผลที่เกิดขึ้น58-64 

รูปที่ 3 การผ่าตัดอินยูเทอ

์

โร และเอกซ์ยูเทอโร มดลูกของหนู

ทดลองที่ตั้งครรภถูกยกออกมาจากช่องท้องเพื่อใช้ในการ

ศึกษา 

Figure 3 In Utero and Ex Utero surgery. The abdomen of the 

pregnant mouse is opened and the whole uterus 

is lifted off the abdominal cavity. The uterus is 

opened to expose the embryo for study.

	 การศึกษาด้วยวิธีการผ่าตัดโดยตรงเข้าสู่ตัวอ่อน
ถูกนำ�มาใช้อย่างกว้างขวางในการศึกษาตัวอ่อนในระยะที่ไม่
สามารถนำ�มาเพาะเลี้ยงภายนอกได้ ซึ่งเป็นระยะที่ตัวอ่อนมี
ขนาดใหญ่ และมีการพัฒนาของอวัยวะต่าง ๆ แล้ว วิธีการนี้
จึงนิยมใช้ในการศึกษาอวัยวะที่มีการเจริญพัฒนามาช่วงระยะ
เวลาหนึ่งแล้ว เช่น การพัฒนาของกระดูกกะโหลกศีรษะหลัง
จากระยะเริ่มสร้าง จนกระทั่งสร้างเสร็จสมบูรณ์ มีหลายการ
ศึกษาเกี่ยวกับการพัฒนาการของส่วนกะโหลกศีรษะและ
ใบหน้า ที่นำ�วิธีการผ่าตัดเข้าสู่ตัวอ่อนโดยตรงมาใช้ร่วมกับวิธี
การต่าง ๆ ได้แก่ การใช้เม็ดอะกาโรสนำ�โกรว์ทแฟคเตอร์ฝัง
เข้าไปบริเวณกะโหลกศีรษะของตัวอ่อนหนูทดลอง เพื่อศึกษา
การสร้างกระดูกกะโหลกศีรษะ58,59,65 การใช้วิธีการฉีดสีฟลูออ
เรสเซนต์ร่วมกับการผ่าตัดเข้าสู่ตัวอ่อนโดยตรง เพื่อติดตาม
การเคลื่อนที่ และพัฒนาของเซลล์ต้นกำ�เนิด ในการสร้าง
กระดูกกะโหลกศีรษะ61,66 นอกจากนี้ ยังสามารถใช้วิธีนี้ใน
การศึกษาเกี่ยวกับการสร้างเนื้อเยื่อทดแทน โดยใช้ในการหา
ตำ�แหน่งที่เหมาะสมในการปลูกถ่ายหน่อฟันแทนบริเวณช่อง
โพรงของตาด้านหน้า (anterior eye chamber) และเยื่อหุ้ม
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ไต ซึ่งเป็นตำ�แหน่งที่นิยมใช้เป็นที่ปลูกถ่ายหน่อฟัน เพื่อการ
ศึกษาเรื่องการเกิดฟันใหม่ทดแทน (tooth regeneration)62

	 จะเห็นว่า การศึกษาด้วยวิธีการผ่าตัดเข้าสู่ตัวอ่อน
โดยตรงเป็นประโยชน์อย่างมากในการใช้ศึกษาทางด้าน
ชีววิทยาพัฒนาการในตัวอ่อนท่ีมีขนาดใหญ่เกินกว่าท่ีจะใช้วิธี
การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนทั้งตัวได้ เนื่องจากเป็นวิธีที่เอื้ออำ�นวย
ให้ตัวอ่อนสามารถเจริญเติบโตได้อย่างเป็นธรรมชาติที่สุด
จนถึงครบกำ�หนดอายุครรภ์ อีกทั้งยังสามารถประยุกต์ใช้ร่วม
กับวิธีการศึกษาต่าง ๆ ได้ด้วย ได้แก่ การติดตามการพัฒนา
ของเซลล์โดยการติดสารเรืองแสงที่เซลล์ การศึกษาพฤติกรรม
การแสดงออกของเซลล์และเนื้อเยื่อ หลังจากได้รับการกระตุ้น
ด้วยโปรตีนบางชนิด อีกทั้ง ยังสามารถใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับ
การปลูกถ่ายเซลล์ หรืออวัยวะได้อีกด้วย (ตารางที่ 1)

	
	 การศึกษาทางด้านชีววิทยาพัฒนาการของกะโหลก
ศีรษะและใบหน้า ประกอบด้วยการศึกษาในหลายแง่มุม  
ตั้งแต่การศึกษาการเคลื่อนท่ีของเซลล์ต้นกำ�เนิดไปยังบริเวณ

ที่จะพัฒนาเป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะ จนถึงการศึกษาเกี่ยวกับ
การสร้างเนื้อเยื่อหรืออวัยวะทดแทน การเจริญพัฒนาของ
เนื้อเยื่อและอวัยวะต่าง ๆ ประกอบไปด้วยกระบวนการหลาย
อย่าง ได้แก่ การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ การอพยพเคลื่อนย้ายของ
เซลล์ไปสู่ตำ�แหน่งที่จำ�เพาะ การเหนี่ยวนำ�ให้เกิดเป็นเซลล์ที่มี
ความจำ�เพาะ และการเปลี่ยนสภาพเซลล์ เป็นต้น การเลือกวิธี
ที่เหมาะสมในการศึกษาเรื่องใด จึงต้องคำ�นึงถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่
มีส่วนเกี่ยวข้อง เนื่องจากกระบวนการต่าง ๆ ของการพัฒนา
มีความซับซ้อน และมีปัจจัยเกี่ยวข้องหลายประการ เช่น อายุ
ของตัวอ่อนที่ทำ�การศึกษา ช่วงเวลาในการศึกษา เนื้อเยื่อ 
หรืออวัยวะที่ทำ�การศึกษา และปัจจัยข้างเคียงที่มีผลต่อการ
ศึกษา ทั้งนี้ ต้องคำ�นึงถึงความเหมาะสมของวิธีที่จะนำ�มาใช้ใน
การศึกษาว่า สามารถทำ�ให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการศึกษา
ได้หรือไม่ โดยต้องตระหนักถึงข้อจำ�กัด ข้อเด่น และข้อด้อย
ของการศึกษาแต่ละวิธี เพื่อจะสามารถเลือกใช้วิธีการที่เหมาะ
สม และทำ�ให้บรรลุวัตถุประสงค์ได้มากที่สุด ทั้งนี้ในการศึกษา
บางเรื่องอาจต้องใช้วิธีการมากกว่าหนึ่งวิธีควบคู่กันไปเพื่อ
ให้การศึกษาสามารถบรรลุวัตถุประสงค์ได้

Table 1 Comparison of the techniques used in the craniofacial developmental biology

ตารางที่ 1 ตารางเปรียบเทียบวิธีการที่ใช้ในการศึกษาชีววิทยาพัฒนาการในส่วนของกะโหลกศีรษะและใบหน้า

บทสรุป

 

Technique of 

study 

Stage of embryo Region of study Duration of study Objective of study Supplemental technique 

Tissue culture All stages of the 

embryo 

Cells or tissues 

from the embryo  

Several  weeks Cell characteristic; 

Proliferation 

Differentiation 

Cell-cell interaction 

Protein induction 

Co-culture of cell or tissue 

Organ culture All stages of the 

embryo 

Part of the organ 

from the embryo 

Depend on size and 

type of the organ 

Organ development 

Cell lineage tracking 

 

Cell labeling technique 

Bead implantation 

Viral injection 

Whole embryo 

culture 

Embryo from 

neurulation stage 

until the end of 

craniofacial forming 

stage 

Whole embryo 12 - 60 hours 

 

Embryo development 

Organ development 

Cell lineage tracking 

 

Cell labeling technique 

Bead implantation 

Viral injection 

In utero and  

Ex utero surgery 

Embryo after the 

end of craniofacial 

forming stage  

 

Whole embryo Until full-term 

pregnancy  

Organ development 

Cell lineage tracking 

Tissue transplantation 

Cell labeling technique 

Bead implantation 

Viral injection 

Cell or tissue 

injection/implantation 
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