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บทคดัย่อ 

วตัถุประสงค์ของการศึกษาน้ีเพ่ือศึกษาผลของโคบอลต์คลอไรด์ต่อพฤติกรรมพ้ืนฐานของเซลล์ตน้กาํเนิด  

จากเน้ือเยื่อในฟันแทข้องมนุษย ์โดยศึกษาถึงการแสดงออกของยีนอ็อกท์-4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก ซ่ึงเป็นยีนท่ีบ่งช้ี 

ความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด นอกจากน้ียงัศึกษาถึงการแบ่งตวัของเซลลแ์ละการแปรสภาพไปเป็นเซลลส์ร้างเน้ือเยื่อแข็ง 

จากการศึกษาพบวา่โคบอลตค์ลอไรดส่์งผลใหเ้ซลลเ์น้ือเยือ่ในฟันแทข้องมนุษยเ์พิ่มการแสดงออกของยีนท่ีแสดงความ

เป็นเซลล์ตน้กาํเนิด ยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลล์และการแปรสภาพเซลลไ์ปเป็นเซลล์สร้างเน้ือเยื่อแข็ง ผลการทดลอง

ดงักล่าวอาจสรุปไดว้า่โคบอลตค์ลอไรด์มีผลเพ่ิมความเป็นเซลล์ตน้กาํเนิดของเซลลเ์น้ือเยื่อในฟันแทข้องมนุษยต์าม

ความเขม้ขน้ของโคบอลตค์ลอไรดท่ี์เพ่ิมข้ึน 

 

ABSTRACT 

The objective of this study is to investigate the effect of cobalt chloride on the stemness in human dental 

pulp cells by determining the expression of stem cell marker genes (Oct-4, Sox-2 and Nanog), proliferation and 

osteogenic differentiation. The results of this study showed that cobalt chloride increased expression of gene  

markers, while inhibited proliferation rate and osteogenic differentiation of human dental pulp cells. Therefore,  

cobalt chloride may increase stemness of human dental pulp in a dose-dependent relationship. 
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บทนํา 

เซลล์ตน้กาํเนิดจากเซลล์เน้ือเยื่อในฟันของ

มนุษย์สามารถพบได้ทั้ งในฟันนํ้ านมและฟันแท้ ซ่ึง

เซลลต์น้กาํเนิดเหล่าน้ีมีคุณสมบติัในการแบ่งตวัไดอ้ยา่ง

ต่อเน่ือง และสามารถแปรสภาพไปเป็นเซลล์เน้ือเยื่อ

เ ก่ียวพันได้ทุกชนิด อันได้แก่ เซลล์สร้างกระดูก 

(osteoblast) เ ซ ล ล์ป ร ะ ส า ท  (neuron) เ ซ ล ล์ไ ข มัน 

(adipocyte) เซลล์กลา้มเน้ือเรียบ (myocyte) และเซลล์

กระดูกอ่อน (chondrocyte) (Gronthos, Mankani, 

Brahim, Robey, and Shi, 2000; Gronthos et al., 2002; 

Koyama, Okubo, Nakao, and Bessho, 2009) ทาํให้

เซลลจ์ากเน้ือเยือ่ในฟันมีศกัยภาพในการนาํมาใชใ้นทาง

คลินิกเพ่ือส่งเสริมให้เกิดการสร้างเน้ือเยื่อทดแทนใน

บริ เ วณท่ี มี การทําล าย ของ กร ะดู ก เ น้ื อฟั น หรื อ

เส้นประสาทได้  อย่างไรก็ตามในการนําเอาเซลล ์     

ต้นกําเนิดจากเน้ือเยื่อในฟันมาใช้ในทางคลินิกนั้ น

จําเป็นต้องมีการศึกษาวิจัย เ พ่ือเพ่ิมความเข้าใจใน

พฤติกรรมและการตอบสนองของเซลลต์่อส่ิงแวดลอ้ม 

ทั้ งน้ีเพ่ือท่ีจะนําเซลล์ไปใช้ได้อย่างปลอดภัย และมี

ประสิทธิภาพ โดยทัว่ไปในการศึกษาถึงคุณสมบติัการ

เป็นเซลลต์น้กาํเนิด มกัจะทาํการศึกษาถึงการแสดงออก

ของยีน เช่น อ็อกเทเมอร์-4 หรืออ็อกท์-4 (POU 

transcription factor Octamer-4; Oct-4) ซ็อกซ์-2 (Sox-2) 

และนาน็อก (Nanog) ซ่ึงเป็นทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ 

(transcription factor) ท่ีมีบทบาทสําคญัในการควบคุม

การเป็นเซลลต์น้กาํเนิด (Kerkis et al., 2006; Avilion   

et al., 2003) 

ระดับของออกซิเจนภายในเน้ือเยื่อจัดเป็น

ปัจจยัขอ้หน่ึงท่ีส่งผลต่อพฤติกรรมของเซลลต์น้กาํเนิด 

โดยมีการศึกษาพบว่าระดับออกซิเจนท่ีเหมาะสม       

ถือเป็นส่ิงแวดลอ้มท่ีสาํคญัต่อการแบ่งตวัและคงสภาพ

ความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด โดยพบวา่ในสภาวะตามปกติ

เน้ือเยื่อต่างๆ จะมีปริมาณออกซิเจนท่ีตํ่ากวา่ระดบัของ

ออกซิเจนในอากาศ  หรือ ท่ี เ รียกว่าสภาวะพร่อง

ออกซิเจน (hypoxia) โดยมีการวดัระดบัของออกซิเจน 

ท่ีเน้ือเยื่อต่างๆ เช่น สมองมีระดับของออกซิเจนอยู่ท่ี   

ร้อยละ 0.5 ถึง 7 (Whalen, Granfield, and Nair, 1970)   

ไขกระดูกมีระดับออกซิเจนร้อยละ 0 ถึง 4 (Chow, 

Wenning, Miller, and Papoutsakis, 2001) ส่วนเน้ือเยื่อ

ในฟันนั้นไดมี้การศึกษาวดัระดบัออกซิเจนในเน้ือเยื่อ

ฟันของหนูและกระต่าย พบว่ามีระดบัออกซิเจนเพียง

ร้อยละ 3 และ 4.5 ตามลาํดบั (Kozam, 1967; Yu, Boyd, 

Cringle, Alder, and Yu, 2002) จึงอาจกล่าวไดว้า่ระดบั

ของออกซิเจนท่ีภาวะปกติของอวัยวะเหล่านั้ นเป็น

สภาวะพร่องออกซิเจนเม่ือเทียบกบัระดบัของออกซิเจน

ท่ีวดัได้ในบรรยากาศทั่วไป หรือเรียกว่าเป็นระดับ 

พร่องออกซิเจนทางสรีรวิทยา (physiologic hypoxia) 

(Guzy and Schumacker, 2006)  

โดยปกติการเพาะเล้ียงเซลล์ต้นกําเนิดจาก

เน้ือเยื่อในฟันในห้องปฏิบัติการนั้ น มักทําท่ีระดับ

ออกซิเจนร้อยละ 21 เทียบเท่ากับระดับออกซิเจนใน

บรรยากาศ ซ่ึงมีความแตกต่างจากสภาพแวดลอ้มตาม

ความเป็นจริงของเซลลต์น้กาํเนิด ระดบัของออกซิเจน

อาจจะทาํให้พฤติกรรมและความสามารถในการเป็น

เซลล์ตน้กาํเนิดถูกเปล่ียนแปลงไปจากเดิม การจาํลอง

สภาวะพร่องออกซิเจนในห้องปฏิบติัการสามารถทาํได ้

2 วิธี คือทางกายภาพและการเติมสารเคมี การจาํลอง

สภาวะพร่องออกซิเจนทางกายภาพนั้ นยากต่อการ

ควบคุมและการคงระดบัออกซิเจนให้สมํ่าเสมอ  ดงันั้น

การจาํลองสภาวะพร่องออกซิเจนโดยการเติมสารเคมี 

จึงถือเป็นอีกทางเลือกหน่ึงเพ่ือใหก้ารเพาะเล้ียงเซลลใ์น

ห้องปฏิบติัการทาํไดง่้ายข้ึน ซ่ึงวิธีการหน่ึงคือการเติม

โคบอลตค์ลอไรด์ในอาหารเล้ียงเซลล ์ (Wang, Hazra, 

Mitra, Lee, and Englander, 2000) โดยโคบอลต ์     

คลอไรด์สามารถจําลองสภาวะพร่องออกซิเจนใน

ห้องปฏิบติัการไดโ้ดยการคงสภาพการแสดงออกของ

โปรตีนท่ีมีช่ือวา่ไฮพอ็กเซียอินดิวซิเบิลแฟคเตอร์ หรือ

ฮิฟ (hypoxia inducible factor; HIF) ไม่ให้ถูกทาํลาย

โดยออกซิเจน (Yuan, Hilliard, Ferguson, and 

Millhorn, 2003) รายงานการศึกษาเซลล์ตน้กาํเนิดใน

สภาวะพร่องออกซิเจนยงัมีไม่มากนกั แต่ก็เป็นท่ีชดัเจน

ว่าในสภาวะพร่องออกซิเจนนั้ น ฮิฟจะมีปริมาณเพ่ิม
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มากข้ึน โดยโปรตีนน้ีมีบทบาทสาํคญัในการถอดรหัส

ของยีนท่ีตอบสนองต่อการเปล่ียนแปลงของออกซิเจน

ในระดับเซลล์ และทําหน้าท่ีเก่ียวข้องกับการรักษา

สภาพความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด (Mohyeldin, Garzon-

Muvdi, and Quinones-Hinojosa, 2010) มีการรายงานท่ี

แสดงให้เห็นวา่การเพาะเล้ียงเซลลจ์ากเน้ือเยื่อในฟันท่ี

ระดบัออกซิเจนร้อยละ 3 สามารถเพ่ิมปริมาณเซลล ์และ

ยบัย ั้งการแปรสภาพของเซลล์ได้ (Sakdee, White, 

Pagonis, and Hauschka, 2009; Iida et al., 2010) และ

สัมพนัธ์กับการเพ่ิมข้ึนของฮิฟ นอกจากน้ียงัพบว่า  

เซลล์ท่ีไม่มีการแสดงออกของฮิฟ จะมีการลดลงของ

การแสดงออกของอ็อกท์-4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก 
(Szablowska-Gadomska, Zayat, and  Buzanska, 2011) 

อย่างไรก็ตามยงัไม่เคยมีการศึกษาถึงผลของ

โคบอลตค์ลอไรด์ในห้องปฏิบติัการเพ่ือจาํลองการเกิด

สภาวะพร่องออกซิเจนท่ีส่งผลต่อความเป็นเซลล ์      

ต้นกําเนิดของเซลล์จากเน้ือเยื่อในฟันแท้ของมนุษย ์

ดังนั้ นการวิจัยในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาผล  

ของโคบอลตค์ลอไรด์ต่อความเป็นเซลลต์น้กาํเนิดของ

เซลลจ์ากเน้ือเยื่อในฟันแทข้องมนุษย ์โดยพิจารณาจาก

การแบ่งตัวของเซลล์ การแสดงออกของยีนท่ีแสดง

สภาวะการเป็นเซลล์ตน้กาํเนิด และการแปรสภาพไป

เป็นเซลลส์ร้างเน้ือเยือ่แขง็  

 

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 

การเกบ็ฟันตวัอย่าง 

ก า ร ศึ ก ษ า น้ี ผ่ า น ก า ร พิ จ า ร ณ า จ า ก

คณะกรรมการพิจารณาจ ริยธรรมการวิจัย  คณะ       

ทนัตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยก่อน

เร่ิมการศึกษาผู ้ป่วยได้รับการอธิบายและเซ็นต์ใบ

ยินยอมเข้าร่วมการวิจัย โดยเซลล์ท่ีนํามาใช้ในการ

ทดลองได้จากเ น้ือเยื่อในฟันแท้ของผู ้ท่ี มี สุขภาพ

แข็งแรง ไม่มีโรคประจาํตวั จาํนวน 9 คน อายเุฉล่ีย 18 

ถึง 25 ปี โดยเก็บฟันตวัอย่างจาํนวน 9 ซ่ี เป็นฟันแทท่ี้

ไม่มีรอยผุและรอยโรคปลายรากฟัน ประกอบด้วย    

ฟันกรามน้อยท่ีมีข้อบ่งช้ีในการถอนเพ่ือการจัดฟัน 

จาํนวน 4 ซ่ี และฟันกรามแท้ซ่ีท่ีสามท่ีมีขอ้บ่งช้ีใน   

การถอนเน่ืองจากได้รับการวินิจฉัยว่าเ ป็นฟันคุด 

จาํนวน 5 ซ่ี ภายหลงัการถอนฟัน เก็บฟันตวัอยา่งใส่ลง

ในหลอดพลาสติกท่ีมีฝาเกลียวปิดสนิท ภายในบรรจุ

อาหารเล้ียงเซลล์ โดยเก็บตวัอย่างท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสและนาํมาเพาะเล้ียงเซลลภ์ายใน 24 ชัว่โมง 

การเพาะเลีย้งเซลล์ (cell culture) 

ทําความสะอาดฟันด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์     

เซลายน์ท่ีปราศจากเช้ือ เพ่ือกาํจดัเลือดและส่ิงสกปรก

ออกจากตวัฟัน จากนั้นดึงเน้ือเยื่อออกจากโพรงฟัน 

นํามาตัดเป็นช้ินเล็กๆ  นําไปย่อยด้วยเอนไซม ์      

คอลลาจิเนสชนิดท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร (Gibco, USA)  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยวางบนเคร่ืองหมุนความเร็วตํ่า 

(Stuart Science, UK) จากนั้นนาํไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

2000 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

5 นาที และนาํส่วนตกตะกอนไปเพาะเล้ียงในจานเล้ียง

ขนาด 35 มิลลิเมตรในอาหารเล้ียงเซลลดี์เอ็มอีเอ็มท่ีมี

ฟีนอลเรด (Gibco, USA) ท่ีผสมซีรัมจากฟีตัสววั      

ร้อยละ 10 (Gibco, USA) แอลกลูตามีน ร้อยละ 5 

(Gibco, USA)  และยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 ประกอบดว้ย

เพนนิซีลินจีโซเดียม (Gibco, USA) และแอมโฟเทอริ

ซิน บี (Gibco, USA) โดยเพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียง

เซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด ์ร้อยละ 5 เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์

วนัเวน้วนั จนกระทัง่เซลล์เติบโตเต็มจานเล้ียง เซลล์ท่ี

ใชส้าํหรับการทดลองเป็นเซลลรุ่์นท่ี 3-8 

การวัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีท ี

(MTT assay) 

 เซลล์เน้ือเยื่อในโพรงฟันแท้ถูกหว่านลงใน

จานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 24 หลุม ด้วยปริมาณ

เซลล์หลุมละ 1x104 เซลล์ เพาะเล้ียงด้วยอาหารเล้ียง

เซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงเล้ียงในอาหาร 

เล้ียงเซลล์ผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ (Santa 

Cruz, USA) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0 ไมโครโมลาร์ 25        

ไมโครโมลาร์และ 50 ไมโครโมลาร์  ใชร้ะยะเวลาใน
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MMP20-4 

การเพาะเล้ียงเซลล ์1 และ 3 วนั โดยเปล่ียนอาหารเล้ียง

เซลลว์นัเวน้วนั  เม่ือครบตามกาํหนดเวลานาํเซลลม์า วดั

ป ริ ม า ณ เ ซ ล ล์ ด้ว ย เ ท ค นิ ค เ อ็ ม ที ที  (Muincharern, 

Louwakul, Pavasant, and Lertchirakarn, 2011) โดย

อาหารเล้ียงเซลลจ์ะถูกเปล่ียนเป็นดีเอ็มอีเอ็มชนิดท่ีไม่ 

มีฟีนอลเรด และเติมสารละลายเอ็มทีที ความเขม้ข้น

สุดทา้ยเท่ากบั 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Sigma, USA) 

นาํไปเพาะเล้ียงในตูอ้บเพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 30 นาที 

เม่ือครบกาํหนดเวลา ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกแลว้เติม

ดีเอ็มเอสโอปริมาณ 900 ไมโครลิตร  (MERCK, 

Germany) และสารละลายไกลซีนบฟัเฟอร์ปริมาณ 125 

ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของจานเล้ียงเซลล์ เขย่า  

ใหสี้ของสารละลายเขา้กนัและนาํไปอ่านค่าการดูดกลืน

แสงดว้ยเคร่ืองอ่านค่าบนไมโครเพลท (Biotek, USA) ท่ี

ความยาวคล่ืนแสง 570 นาโนเมตร จากนั้นแปลงค่าการ

ดูดกลืนแสงเป็นจาํนวนเซลลต์ามกราฟมาตรฐานท่ีสร้าง

ข้ึนจากการวดัความสามารถในการเปล่ียนเอ็มทีทีเป็น

ผลึกฟอร์มาซานของเซลลท่ี์ทราบจาํนวน 

การวิเคราะห์ปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) 

ของยีน    อ็อกท์-4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก ด้วยวิธีอาร์ที-

พซีีอาร์ (RT-PCR) 

- การเตรียมเซลล์  

เซลลเ์น้ือเยื่อในโพรงฟันแทถู้กหวา่นลงใน

จานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 60 มิลลิเมตร ด้วย

ปริ มาณเ ซล ล์ห ลุม ละ  3x105 เซลล์ เ ป็ นจําน วน  3        

จานเล้ียง นํามาเพาะเล้ียงเซลล์ด้วยอาหารเล้ียงเซลล ์ 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นในจานเล้ียงท่ี 1 นํามา

เพาะเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเซลล ์จานเล้ียงท่ี 2 เพาะเล้ียง

เซลล์ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ ผสมสารละลายโคบอลต์

คลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 25 ไมโครโมลาร์ และจาน

เล้ียงท่ี 3 เพาะเล้ียงเซลล์ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ ผสม

สารละลายโคบอลตค์ลอไรดท่ี์มีความเขม้ขน้ 50 ไมโคร

โมลาร์ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  

 

 

 

- การวเิคราะห์ปริมาณเอม็อาร์เอน็เอด้วยวธีิ 

อาร์ท-ีพซีีอาร์ 

เม่ือครบตามกาํหนดเวลาดงักล่าว ไดท้าํการ

วิเคราะห์ปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอได้ทาํตามการศึกษาท่ี

ผ่านมา (Osathanon, Nowwarote, and Pavasant, 2011) 

โดยเซลล์ถูกทาํละลายดว้ยสารละลายไตรซอล (Roche 

Diagnostics, USA) เพ่ือเก็บอาร์เอ็นเอจากเซลล์ตาม

วิธีการบริษัทแนะนํา จากนั้ นวดัปริมาณอาร์เอ็นเอท่ี 

สกดัไดด้ว้ยเคร่ืองวิเคราะห์สารโปรตีนและพนัธุกรรม       

นาโนดรอป (Thermo sciencetific, USA) ท่ีความยาว

คล่ืนแสง 260 นาโนเมตร อาร์เอ็นเอจํานวน 1 

ไมโครกรัมจากแต่ละกลุ่มทดลองถูกนําไปผ่าน

กระบวนการรีเวอร์ส ทรานสคริปเตส เพ่ือสร้าง       

คอมพลีเมนทารีดีเอน็เอ (complementary DNA; cDNA)  

แลว้ขยายสัญญาณดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชเ้อนไซม์

แทคโพลีเมอเรส (Invitrogen, USA) และไพร์มเมอร์ท่ี

จาํเพาะต่อเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนอ็อกท์-4 ซ็อกซ์-2 และ

นาน็อก โดยใชย้นี 18เอส (Sigma, USA) เป็นตวัควบคุม

ภายในของการทดลอง (internal control) เพ่ือตรวจสอบ

ว่าปริมาณของอาร์เอ็นเอตั้ งต้นท่ีใช้มีปริมาณเท่ากัน  

สัญญาณท่ีไดจ้ากพีซีอาร์ถูกวิเคราะห์โดยการแยกดว้ย

ไฟฟ้าในอกาโรสเจล (Axygen Biosciences, USA) และ

บันทึกภาพด้วยกล้องดิจิตอลนําไปอ่านค่าความเข้ม  

ดว้ยโปรแกรมไซออน อิมเมจ (Scion Image-Release 

alpha 4.0.3.2)  

การวดัค่าการทาํงานของเอนไซม์อลัคาไลน์

ฟอสฟาเตส 

เซลล์เน้ือเยื่อในโพรงฟันแท้ถูกหว่านลงใน

จานเล้ียงเซลล์แบบหลุมขนาด 24 หลุม ด้วยปริมาณ

เซลลห์ลุมละ 1.25 x104 เซลล ์เพาะเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียง

เซลล ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นในแต่ละจานเล้ียงจะ

แบ่งเซลลอ์อกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 เพาะเล้ียงดว้ยอาหาร

เล้ียงเซลล์ กลุ่มท่ี 2 เพาะเล้ียงเซลล์ด้วยอาหารเล้ียง 

เซลล์ท่ีเหมาะสมกับการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้าง

เน้ือเยื่อแข็ง ซ่ึงประกอบดว้ยอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีโกรท 

แฟคเตอร์ (growth factor) ยาปฏิชีวนะและยาตา้นเช้ือรา 
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MMP20-5 

ผสมกบักรดแอสคอร์บิคท่ีมีความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (Sigma, USA) เดกซาเมทาโซน 100 นาโน

โมลาร์ (Sigma, USA) และเบตา้ กลีเซอโรฟอสเฟต 10 

มิลลิโมลาร์ (Sigma, USA) (Osathanon et al., 2011)  

กลุ่มท่ี 3 เพาะเล้ียงเซลล์ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ท่ี

เหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลลส์ร้างเน้ือเยื่อ แข็ง

ผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 25 

ไมโครโมลาร์ และกลุ่มท่ี 4 เพาะเล้ียงเซลลด์ว้ยอาหาร

เล้ียงเซลลท่ี์เหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็น เซลลส์ร้าง

เน้ือเยื่อแข็งผสมสารละลายโคบอลตค์ลอไรด์ท่ีมีความ

เขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 7 วนั โดยเปล่ียน

อาหารเล้ียงเซลล์วนัเวน้วนั เม่ือครบกาํหนดเวลาไดท้าํ

การวดัค่าการทาํงานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส

ตามการศึกษาท่ีผ่านมา (Osathanon et al., 2011)  โดย

ทาํการละลายเซลล์ในจานเล้ียงเซลล์ดว้ยบฟัเฟอร์สกดั

(extraction buffer)  ปริมาณ 120 ไมโครลิตร 

[ประกอบด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 10 

มิลลิโมลาร์ (USB, USA) แมกนีเซียมคลอไรด์ ความ

เขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ (Sigma, USA) ไตรตอนเอก๊ซ์-100 

ความเขม้ขน้ ร้อยละ 0.1 (USB, USA) และมีความเป็น

กรด-ด่างเท่ากับ 10] นาํสารละลายเซลล์มาวดัปริมาณ

เอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสและปริมาณโปรตีน  

การวดัปริมาณเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส 

ทาํโดยผสมสารละลายเซลล์ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 

กบัสารละลายของพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตปริมาณ 

110 ไมโครลิตร [p-nitrophenyl phosphate: 1 มิลลิกรัม

ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร  ข อ ง พ า ร า ไ น โ ต ร ฟี นิ ล ฟ อ ส เ ฟ ต 

(Invitrogen, USA) 0.1 โมลาร์ของ 2-อมิโน-2-เมธิล-1-

โพรพานอล (Sigma, USA) 2 มิลลิโมลาร์ของ

แมกนีเซียมคลอไรด์ (Sigma, USA) และมีความเป็น

กรด-ด่างเท่ากบั 10.5] โดยพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตจะ

เป็นซับสเตรทของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส นํา

ส่วนผสมน้ีไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 30 นาที  เพ่ือให้เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส

เปล่ียนพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตให้เป็นพาราไนโตร

ฟีนอล (p-nitrophenol) ท่ีเป็นสารท่ีมีสี ปฏิกิริยาถูกหยดุ

โดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความ

เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาณ 900 ไมโครลิตร (MERCK, 

Germany) แลว้นาํสารละลายไปอ่านค่าการดูดกลืนแสง

ดว้ยเคร่ืองอ่านค่าบนไมโครเพลทท่ีความยาวคล่ืนแสง 

410 นาโนเมตร นําค่าท่ีได้ไปคาํนวณเป็นปริมาณ

เอนไซม์ (ไมโครกรัม) โดยเปรียบเทียบกับค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายพาราไนโตรฟีนอลท่ีใชเ้ป็น

มาตรฐาน   

วดัปริมาณโปรตีนโดยใชชุ้ดวดัโปรตีนบีซีเอ 

(Pierce, USA) โดยนําสารละลายเซลล์จํานวน 20 

ไมโครลิตรผสมกบัสารละลายบีซีเอ ชนิดเอ จาํนวน 1 

มิลลิลิตร และชนิดบี จาํนวน 20 ไมโครลิตร นาํไปบ่ม

ไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้

นาํสารละลายไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองอ่าน

ค่าบนไมโครเพลทท่ีความยาวคล่ืนแสง 562 นาโนเมตร 

ค่าท่ีไดถู้กนาํไปคาํนวณปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัม) 

โดยเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีน   

อลับูมินท่ีใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน ค่าการทาํงานของ

เอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตสคาํนวณเป็นสัดส่วนของ

ปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสต่อปริมาณ

โปรตีน 

 การวเิคราะห์ข้อมูล 

 ในแต่ละการทดลองใชเ้ซลลท่ี์นาํมาจากฟัน 3 

ซ่ี (n=3) จากตวัอย่างท่ีไม่ใช่บุคคลเดียวกนั โดยในแต่

ละการทดลองทาํซํ้ า 3 คร้ัง 

 การเปรียบเทียบปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอของ

ยีนอ็อกท-์4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก ระหว่างกลุ่มศึกษา 

(เซลล์ต้นกําเนิดจากเน้ือเยื่อในฟันแท้ของมนุษย์ท่ี

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ ผสมกับสารละลาย

โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้นต่างๆ) และกลุ่ม

เปรียบเทียบ (เซลล์ตน้กาํเนิดจากเน้ือเยื่อในฟันแทข้อง

มนุษย์ท่ี เพาะเ ล้ียงในอาหารเ ล้ียง เซลล์)  โดยการ

วิเคราะห์เชิงพรรณนา แสดงเป็นค่าเฉล่ียความเขม้ของ

แถบสัญญาณ โดยกาํหนดใหค้่าเฉล่ียสัดส่วนของความ

เขม้ของแถบสัญญาณของยีน 18เอส ของเซลล์เน้ือเยื่อ

ในฟันแท้ท่ี เพาะเ ล้ียงในอาหารเ ล้ียง เซลล์ ท่ีผสม
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MMP20-6 

สารละลายโคบอลตค์ลอไรด์ท่ีแต่ละความเขม้ขน้ มีค่า

เป็น 1 

 การเปรียบเทียบอตัราการแบ่งตวัของเซลลใ์น

แต่ละกลุ่มการศึกษา แสดงเป็นค่าเฉล่ียของปริมาณ

เซลล์±ค่าเ บ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) โดยกําหนดให้

ค่าเฉล่ียปริมาณเซลล์เน้ือเยื่อในฟันแท้ท่ีเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีระยะเวลา 1 วนั มีค่าเป็น 100 และ

การเปรียบเทียบค่าการทาํงานของเอนไซม์อลัคาไลน์

ฟอสฟาเตสในแต่ละกลุ่มการศึกษา แสดงเป็นค่าเฉล่ีย

การทํางานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส±ค่า

เบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD)  โดยกําหนดให้ค่าเฉล่ียการ

ทาํงานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเน้ือเยื่อ

ในฟันแทท่ี้เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลมี์ค่าเป็น 1 ใช้

วิ ธีการทดสอบการแปรปรวนทางเดียว (One-way 

ANOVA) ท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 โดย

โปรแกรมสถิติเอสพีเอสเอส 16.0 (SPSS 16.0) 

 

ผลการวจิยัและการอภิปรายผล 

การศึกษาการแบ่งตวัของเซลล์  

ผลการศึกษาการแบ่งตวัของเซลล ์พบวา่เซลล์

ทั้ ง 3 กลุ่ม สามารถเพ่ิมจาํนวนมากข้ึนตามระยะเวลา    

ท่ีเล้ียงจาก 1 และ 3 วนั แต่อยา่งไรก็ตามเซลลเ์น้ือเยื่อ 

ในฟันแท้ท่ี เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ผสมกับ

สารละลายโคบอลตค์ลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 25 และ 

50 ไมโครโมลาร์ท่ีระยะเวลา 3 วนั มีจาํนวนของเซลล์

ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเซลล ์ (ภาพท่ี 1) 

จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าการจําลอง

สภาวะพร่องออกซิเจนในห้องปฏิบติัการโดยการเติม

สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ในอาหารเล้ียงเซลล์มีผล

ลดการแบ่งตัวของเซลล์เน้ือเยื่อในฟันแท้ของมนุษย ์       

ซ่ึงสอดคลอ้งกับการศึกษาท่ีพบว่าโคบอลต์คลอไรด ์  

จะไปยับย ั้ งการแบ่งตัวของ เซลล์ต้นกํา เ นิดชนิด                 

มีเซนไคมอลท่ีนาํมาจากสายสะดือ เน่ืองมาจากการท่ี

โคบอลต์คลอไรด์ทําให้วงจรชีวิตของเซลล์เปล่ียน 

แปลงไป โดยจะทําให้เซลล์ไปหยุดในช่วงระยะพัก  

เพ่ิมมากข้ึน (G0/G1 phase) และยงัพบว่ามีการลดลง

ของจาํนวนเซลลท่ี์อยูใ่นระยะแบ่งตวั (G2/S/M phase) 

ดว้ย (Zeng  et al., 2011) 

 

 
ภาพที ่1   กราฟแสดงการเพ่ิมจาํนวนของเซลลท่ี์วดัดว้ย

เทคนิคเอม็ทีที (MTT assay) ของเซลลเ์น้ือเยื่อ

ในฟันแทท่ี้เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลผ์สม

กับสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความ

เขม้ขน้ 0 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ โดยแกน

ตั้ งแสดงร้อยละค่าเฉ ล่ียปริมาณเซลล์ซ่ึง

กําหนดให้ค่าเฉล่ียปริมาณเซลล์เน้ือเยื่อใน  

ฟันแท้ท่ี เพาะเ ล้ียงในอาหารเ ล้ียง เซลล์ ท่ี

ระยะเวลา 1 วนั มีค่าเป็น 100 และแกนนอน

แสดงระยะเวลาท่ีเพาะเล้ียง (*: p < 0.05) 

 

อยา่งไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีไม่อาจสรุปไดว้า่

สารละลายโคบอลต์คลอไรด์มีผลยงัย ั้งการแบ่งตวัของ

เซลล์ต้นกําเนิด เน่ืองจากผู ้วิจัยทําการศึกษาโดยใช ้ 

เซลล์เน้ือเยื่อในฟันแท้ของมนุษย์ ซ่ึงประกอบด้วย  

เซลล์หลากหลายชนิด  แต่มีจํานวนเซลล์ต้นกําเนิด  

เพียงเล็กน้อยเม่ือเทียบกับจาํนวนเซลล์ทั้ งหมดท่ีมีอยู ่ 

ในเซลลเ์น้ือเยื่อในฟัน (Sloan and Waddington, 2009) 

การศึกษาถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ต่อการแบ่งตัว

ของเซลล์ต้นกําเนิดท่ีอยู่ภายในเซลล์เน้ือเยื่อในฟัน

จาํเป็นตอ้งศึกษาเพ่ิมเติม โดยศึกษาถึงผลของโคบอลต์

คลอไรด์ต่อจาํนวนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีน

สโตร-1 (STRO-1) เน่ืองจากโปรตีนสโตร-1 เป็น

โปรตีนบนผิวเซลล์ท่ีแสดงถึงเซลล์ต้นกําเนิดชนิด        

941



 
 
 

MMP20-7 

มีเซนไคมอลท่ีนิยมนาํมาใชใ้นการระบุความเป็นเซลล ์      

ตน้กาํเนิดของเซลลเ์น้ือเยื่อในโพรงฟันแท ้(Shi et al., 

2005) 

การศึกษาปริมาณเอม็อาร์เอ็นเอของยีนอ็อกท์-4            

ซ็อกซ์-2 และนาน็อก 

การแสดงออกของยีนท่ีแสดงถึงความเป็น

เซลล์ตน้กาํเนิดนั้นก็เป็นอีกวิธีการหน่ึงในการบ่งบอก

ถึงความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด ซ่ึงเซลล์ตน้กาํเนิดท่ีไดม้า

จากแหล่งกาํเนิดท่ีแตกต่างกันจะมีการแสดงออกของ 

ยีนท่ีแตกต่างกนัดว้ย ในการบ่งช้ีถึงความเป็นเซลล์ตน้

กาํเนิดของเซลลจ์ากเน้ือเยื่อในฟันยงัไม่มีการระบุอยา่ง

แน่ชัด ในการศึกษาน้ี เ ลือกการแสดงออกของยีน          

อ็อกท์-4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก (Kerkis et al., 2006; 

Avilion et al., 2003) ซ่ึงยีนในกลุ่มน้ีเป็นยีนท่ีแสดงถึง

ความเป็นเซลลต์น้กาํเนิดจากตวัอ่อน (embryonic stem 

cell) จากการศึกษาในอดีตพบวา่สภาวะพร่องออกซิเจน

ส่งผลต่อการเพ่ิมการแสดงออกของยนีออ็กท-์4 ซ็อกซ์-2 

และนาน็อกในเซลล์ตน้กาํเนิดชนิดมีเซนไคมอลท่ีได้

จากไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมนั (D'Ippolito, Diabira, 

Howard, Roos, and Schiller, 2006; Hung, Ho, Shih, 

Lo, and Lee, 2012; Ranera et al., 2012)  

 

          
ภาพที่ 2 การแสดงออกของโปรตีนท่ีแสดงสภาวะของ

การเป็นเซลล์ตน้กาํเนิดโดยการวิเคราะห์ดว้ย

วิธีอาร์ที-พีซีอาร์ เ ม่ือเพาะเล้ียงเซลล์ด้วย

อาหารเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 3 วนั (ตวัเลข

ด้านบ นแสดงก ารอ่ านค่ าควา มเข้มด้วย

โปรแกรมไซออน อิมเมจ) 

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าเม่ือเพาะเล้ียงเซลล์

ดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 3 วนั เซลลท่ี์เพาะเล้ียง 

ในอาหารเ ล้ียงเซลล์ผสมกับสารละลายโคบอลต ์     

คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีการ

แสดงออกของยีนอ็อกท์-4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก 

มากกว่าเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ผสมกับ

สารละลายโคบอลตค์ลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0 และ 25 

ไมโครโมลาร์ (ภาพท่ี 2) ซ่ึงอาจสรุปได้ว่าโคบอลต ์

คลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ น่าจะส่งเสริม

ความเป็นเซลลต์น้กาํเนิดของเซลลจ์ากเน้ือเยือ่ในฟันแท้

ของมนุษยโ์ดยการเพิ่มการแสดงออกของยีนอ็อกท์-4          

ซ็อกซ์-2 และนาน็อก แต่ไม่สามารถบอกได้ว่าการ

แสดงออกของยีนท่ีเพ่ิมข้ึนนั้นมาจากการเพ่ิมจาํนวน

ของเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของยีน หรือมาจากเซลล ์ 

ตน้กําเนิดในประชากรมีระดับการแสดงออกของยีน

เพ่ิมข้ึน ซ่ึงตอ้งทาํการศึกษาต่อไป 

การศึกษาค่าการทาํงานของเอนไซม์อลัคาไลน์         

ฟอสฟาเตส 

เน่ืองจากเซลล์ตน้กาํเนิดมีคุณสมบัติในการ

แปรสภาพไปเป็นเซลล์เ น้ือเยื่อแข็งได้ ผู ้วิจัยจึงนํา   

เซลลเ์น้ือเยื่อในฟันแทม้าเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์

ท่ีเหมาะสมกับการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเน้ือเยื่อ 

แข็งท่ีผสมกับสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความ

เขม้ขน้ 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ 0เป็นเวลา 7 วนั 0แลว้ 

นําสารละลายเซลล์มาหาค่าการทํางานของเอนไซม ์        

อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส พบว่าการเ ติมสารละลาย

โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 25 และ 50 ไมโคร 

โมลาร์  ส่งผลลดค่า เฉล่ียการทํางานของเอนไซม ์        

อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสเม่ือเทียบกับการเพาะเล้ียงเซลล์

ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็น

เซลล์สร้างเน้ือเยื่อแข็งเพียงอยา่งเดียว อย่างมีนัยสําคญั

ทางสถิติ (p < 0.05) โดยพบค่าเฉล่ียการทาํงานของ

เอนไ ซม์อัลคาไ ลน์ฟ อสฟา เตสลดลง ตาม ระดับ 

โคบอลตค์ลอไรดท่ี์เพ่ิมข้ึน (ภาพท่ี 3)  
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MMP20-8 

 
ภาพที่ 3 กราฟแสดงจาํนวนเท่าของค่าเฉล่ียการทาํงาน

ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์

เน้ือเยื่อในฟันแท้ท่ีเพาะเล้ียงในสภาวะต่างๆ 

โ ด ย แ ก น ตั้ ง แ ส ด ง ค่ า ก า ร ทํ า ง า น ข อ ง

เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสซ่ึงกาํหนดให้

ค่าเฉล่ียการทํางานของเอนไซม์อัลคาไลน ์

ฟอสฟาเตสของเน้ือเยื่อในฟันแทท่ี้เพาะเล้ียง

ในอาหารเล้ียงเซลล์มีค่าเป็น 1 และแกนนอน

แสดงการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด

ต่างๆ เป็นเวลา 7 วนั (DMEM: เซลลเ์น้ือเยื่อ

ในฟันแทท่ี้เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์OM: 

เซลล์เน้ือเยื่อในฟันแท้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเซลล์ท่ีเหมาะสมกับการแปรสภาพเป็น

เซลล์สร้างเน้ือเยื่อแข็ง OM+CoCl2 25 μM: 

เซลล์เน้ือเยื่อในฟันแท้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเซลล์ท่ีเหมาะสมกับการแปรสภาพเป็น

เซลล์สร้างเน้ือเยื่อแข็งผสมกับสารละลาย

โคบอลตค์ลอไรดท่ี์มีความเขม้ขน้ 25 ไมโครโม

ลาร์ OM+CoCl2 50 μM: เซลลเ์น้ือเยื่อในฟัน

แทท่ี้เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์เหมาะสม

กบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเน้ือเยื่อแข็ง

ผสมกับสารละลายโคบอลต์    คลอไรด์ท่ีมี

ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์    *: p < 0.05) 

 

การศึกษาในเร่ืองการแปรสภาพของเซลล์

เน้ือเยื่อในฟัน พบวา่เซลลเ์น้ือเยื่อในฟันท่ีเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเซลลท่ี์เหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์

สร้างเน้ือเยื่อแข็งท่ีผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด ์

แสดงผลการยบัย ั้งการแปรสภาพไปเป็นเซลล์สร้าง

เน้ือเยื่อแข็งของเซลล์ ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาท่ี   

ผ่านมา โดยพบว่าเม่ือนําเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซน             

ไคมอลจากไขกระดูกมาเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียง  

ท่ีเหมาะสมต่อการแปรสภาพไปเป็นเซลล์สร้างเน้ือเยื่อ

แข็งภายใต้สภาวะพร่องออกซิเจน มีผลในการลด

ความสามารถในการแปรสภาพไปเป็นเซลล์สร้าง

เน้ือเยือ่แขง็ (D'Ippolito et al., 2006; Fehrer et al., 2007; 

Holzwarth et al., 2010) ซ่ึงอาจจะกล่าวได้ว่าการ

เพาะเล้ียงเซลล์ในสภาวะท่ีมีระดับออกซิเจนตํ่านั้นจะ

เป็นการป้องกนัเซลล์ตน้กาํเนิดไม่ให้มีการแปรสภาพ

ไปเป็นโพรเจนนิเตอร์เซลลจ์าํเพาะ (specific progenitor 

cell) ซ่ึงเป็นการรักษาคุณสมบติัความเป็นภาวะท่ียงั   

ไม่มีการแปรสภาพ (undifferentiated stage) ของเซลล ์      

ตน้กาํเนิดเอาไว ้

 

สรุปผลการวจิยั 

การศึกษาการจาํลองสภาวะพร่องออกซิเจน

ในห้องปฏิบติัการโดยใชส้ารละลายโคบอลต์คลอไรด ์

เพ่ือให้เซลล์อยู่ในสภาวะพร่องท่ีมีความคลา้ยคลึงกับ

สภาพแวดลอ้มเดิมของเซลลต์น้กาํเนิด พบว่าโคบอลต์

คลอไรดส่์งผลใหเ้ซลลเ์น้ือเยื่อในฟันเพ่ิมการแสดงออก

ของยีนท่ีแสดงความเป็นเซลล์ต้นกําเนิด ยบัย ั้ งการ

แบ่งตวัของเซลลแ์ละการแปรสภาพเซลล์ไปเป็นเซลล์

สร้างเน้ือเยื่อแข็ง จากผลการทดลองดงักล่าวอาจสรุป 

ได้ว่าโคบอลต์คลอไรด์มีผลเพ่ิมความเป็นเซลล์ต้น

กาํเนิดของเซลล์เน้ือเยื่อในฟันแทข้องมนุษยต์ามความ

เขม้ขน้ของโคบอลตค์ลอไรดท่ี์เพ่ิมข้ึน 

 

ข้อเสนอแนะ 

เน่ืองจากยงัไม่มีการศึกษาผลของโคบอลต์

คลอไรด์ท่ีส่งผลต่อพฤติกรรมของเซลล์จากเน้ือเยื่อ    

ในฟันแท้ของมนุษยม์าก่อน จีงควรศึกษาเพ่ิมเติมใน

เ ร่ืองของความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายโคบอลต์คลอไรด์กับระดับของออกซิเจน 
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รวมถึงกลไกของโคบอลต์คลอไรด์ท่ีส่งผลต่อจาํนวน

และการยบัย ั้งการแปรสภาพของเซลลต์น้กาํเนิด  
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