
  MMP29-1 
 

ผลของ TGF-β  ต่อ Limbal Stem Cell Niche  ในการกระตุ้นให้เกดิการเพิม่จ านวนของ Limbal Stem Cell 
Effect of TGF-β on Limbal Stem Cell Niche in Activation of Limbal Stem Cell Proliferation  
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บทคดัย่อ 
เซลล์ต้นก าเนิดกระจกตาท่ีอยู่บริเวณลิมบัส Limbal epithelial stem cells (LESCs) จ าเป็นต่อการคงสภาพ

ความใสของกระจกตาและการซ่อมแซมเม่ือเกิดการบาดเจ็บ LESCsในภาวะปกติส่วนใหญ่จะอยูใ่นสภาวะ quiescence 
แต่เม่ือกระจกตาไดรั้บบาดเจ็บ LESCs จะถูกกระตุน้ให้เกิดการแบ่งตวัเพ่ิมจ านวนอยา่งรวดเร็ว กลไกในการกระตุน้ให้
เกิด LESC activation ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด งานวิจัยน้ีมุ่งศึกษาผลของ TGF- ß1 ซ่ึงเป็น cytokine ท่ีเพ่ิมข้ึนและมี
ความส าคญัในภาวะบาดเจ็บของกระจกตา ต่อ keratocytes ซ่ึงเป็นองค์ประกอบส าคญัในสภาพแวดลอ้มจุลภาคของ 
LESCs และต่อ LESCs เอง การศึกษา secretome ของ limbal keratocytes หลงัการกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 พบวา่มีการหลัง่ 
VEGF, IL-6 และ gremlin ในปริมาณท่ีเพ่ิมข้ึน keratocytes ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 สามารถสนบัสนุนการเพ่ิมจ านวน
ของ LESCs ท าให้มี colony formation efficiency เพ่ิมข้ึนเทียบกบั keratocytes ท่ีไม่ถูกกระตุน้ อย่างไรก็ดีเม่ือท าการ
กระตุน้ LESCs ดว้ย TGF- ß1 โดยตรง เป็นระยะเวลานานพบวา่ TGF- ß1 เหน่ียวน าให้เกิด Epithelial to mesenchymal 
transition (EMT) ท าให้ LESCs สูญเสียคุณสมบติัความเป็น stem cells ไป แสดงให้เห็นวา่สมดุลของ TGF- ß signaling 
มีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการรักษาคุณสมบัติของ LESCs และความรู้ท่ีได้จากการศึกษาน้ีสามารถน าไปใช้ในการ
พฒันาการเพาะเล้ียง LESCs ภายนอกร่างกายต่อไป               

ABSTRACT 
Epithelial stem cells, which localize at the limbus region of the cornea (limbal epithelial stem cells 

(LESCs)), are essential for the maintenance of corneal transparency resulting in clear vision. LESCs are normally  
during physiologic state but they can be stimulated to proliferate in response quiescence of corneal injury. However, 
the mechanisms, which are responsible for LESCs activation, are not well understood. The aims of this study is  to 
examine the effect of TGF- ß1, which is key cytokine during corneal wound healing, on LESC niche (limbal stromal 
cells or keratocytes) and  LESCs. This study investigated  secretome of limbal keratocytes after TGF- ß1 stimulation 
and revealed that VEFG, IL-6 and gremlin were increasingly secreted compared to the control. Additionally, 
keratocytes, which were activated by TGF- ß1, enhanced colony formation efficiency (CFE) of LESCs compared to 
unstimulated keratocytes. Therefore, these findings suggested that TGF- ß1 has an important role in signals from 
niche cells of LESC and LESC activation. However, prolonged exposure of LESCs to TGF - ß1 induced epithelial 
mesenchymal transition (EMT) changes and reduction in CFE. Thus, this study attempted to demonstrate that the 
appropriate balance of TGF- ß signaling crucially had an influence on LESC maintenance and activation. The results 
possibly has implication for further developing long-term ex-vivo culture of LESCs for clinical applications in the 
future. 
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บทน า 
Limbal epithelial stem cells (LESCs) จัดเป็น tissue-specific stem cells ชนิดหน่ึง อยู่ในบริเวณ palisades of 

Vogt ซ่ึงเต็มไปดว้ยเซลล์ท่ีมีความสามารถในการแบ่งตวัสูง และอยูใ่นชั้น basal  ของบริเวณ Limbus epithelial  ซ่ึงอยู่
ระหวา่งตาขาว (Conjunctiva) และ ผิวกระจกตา (Corneal) (Kinoshita et al., 2001) โดย LESCs จะท าหนา้ท่ีผลิตเซลลท่ี์
จะเจริญและพฒันาไปเป็นเซลลก์ระจกตา (Corneal epithelial) ในสภาวะปกติจะมีการแบ่งตวันอ้ยมากเพ่ือใหส้ามารถคง
สภาพเดิมและรักษาระดบัสมดุลของเซลลใ์นระบบ แต่จะมีการแบ่งตวัมากข้ึนเม่ือมีการซ่อมแซมผิวกระจกตาท่ีสึกหรอ 
หรือถูกท าลายไป โดยเซลล์ตน้ก าเนิด (stem cells) หน่ึงเซลล์จะแบ่งตวัไดเ้ซลล์ท่ีมีคุณสมบัติเหมือนเซลล์ตั้งตน้เดิม            
ทุกประการ (stem cells) หน่ึงเซลล์ และได้ Transient amplifying cells (TACs) อีกหน่ึงเซลล์ ซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีสามารถ
แบ่งตวัเพ่ิมจ านวนไดอ้ยา่งรวดเร็วภายในระยะเวลาจ ากดั  และจะเกิดการเปล่ียนแปลงและเคล่ือนท่ีไปสู่บริเวณกระจก
ตา เพ่ือสร้างเป็นเซลลผ์ิวกระจกตาใหม่  (Tseng et al., 2016) 

เซลล์กระจกตาเป็นเซลลท่ี์สามารถสร้างเซลลใ์หม่เพ่ือซ่อมแซมเซลลท่ี์เสียหาย  เม่ือกระจกตาไดรั้บบาดเจ็บ
โดยจะอาศยั Limbal epithelial stem cells (LESCs) เซลลต์น้ก าเนิดกระจกตาท าหนา้แบ่งตวัเพ่ิมจ านวนเซลลต์น้ก าเนิด
และเปล่ียนแปลงเซลลต์น้ก าเนิดกระจกตาให้เจริญเป็นกระจกตา ทั้งน้ีในสภาวะปกติ LESCs จะไม่มีการแบ่งตวัเพ่ิม
จ านวน  แต่จะเพ่ิมจ านวนเม่ือมีการกระตุน้จากสญัญาณต่างๆทั้งภายในและภายนอกเซลล ์ โดยอาศยั microenvironment 
หรือ niche ในการส่งสัญญาณ โดยอาศยั cell-cell interaction ระหวา่ง LESCs กบั stem cell niche เช่น ผา่นทาง reported 
คือ CXCR4/SDF-1, N-cadhelin หรือการสัญญาณผ่านทาง paracrine factor  ทั้งน้ีเพ่ือรักษาภาวะสมดุลในการเกิด self-
renewal และ cell fate (Dziasko and Daniels., 2016) LESCs  พบเรียงตวัในชั้น basal cells บริเวณ limbus ซ่ึงเป็น limbal 
stem cell niche โดยมีเซลลท่ี์เรียกวา่  keratocytes ซ่ึงเรียงตวัอยูใ่นบริเวณดงักล่าว ท าหนา้ท่ีในการ supportใหก้บั LESCs 
(Hashmani et al., 2013) จากการศึกษาพบว่า keratocytes มีการแสดงออกของ growth factors หลายชนิดเช่นท่ีช่วยใน
การรักษาภาวะสมดุลให้กับ  LESCs เช่น  EGF, FGF2, EPR, HGF, KGF, NGF, GDNF, BDNF, N-cadherin และ 
importin 13 (Li et al., 2014)          

การท่ี LESCs สามารถคงคุณสมบติัเซลลต์น้ก าเนิดไดท้ั้งในสภาวะปกติและสภาวะบาดเจ็บไดน้ั้น จ าเป็นตอ้ง
อาศยับทบาท niche ของ LESCs เพ่ือควบคุมความสมดุลให้กบั LESCs  ซ่ึงความสมดุลดงักล่าวมีความส าคญัเป็นอยา่ง
มาก   ในสภาวะท่ีผิวกระจกตาไดรั้บบาดเจ็บหรือเกิดการเสียหาย จ าเป็นตอ้งสร้างเซลลผ์ิวกระจกตาใหม่เพ่ือทดแทน
เซลลเ์ก่าท่ีอาจตายจากสภาวะบาดเจ็บ โดย niche ถูกกระตุน้ท าให้สมดุลภายใน niche เกิดการเปล่ียนแปลง ซ่ึงสญัญาณ
หรือกลไกในการรักษาสมดุลภายใน niche นั้ นยงัมีขอ้มูลจ ากัด จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่ากระบวนการ wound 
healing  ใน LESCs จะมีการหลัง่โปรตีนมากมาย ในการวจิยัน้ีสนใจท่ีจะศึกษา TGF-ß1 ซ่ึงมีงานวจิยัหลายงานแสดงให้
เห็นวา่ TGF-ß1 มีบทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบั stem cells ในภาวะ homeostasis (Kawakit  et al., 2013) และยงัมีขอ้มูลวา่ 
TGF-ß1 มีความส าคญัต่อกระบวนการ wound healing ของกระจกตา แต่ยงัไม่มีขอ้มูลวา่ TGF- ß ส่งผลอยา่งไรหรือส่ง
สญัญาณผา่นกลไกใดในการคงคุณสมบติัเซลลต์น้ก าเนิดของ LESCs  
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของ TGF-ß1 ท่ีมีต่อเซลล์ภายในสภาพแวดลอ้มจุลภาค (niche) 
ของ Limbal epithelium stem cells  
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วธีิการวจิยั 
1.   การเตรียมเซลล์พีเ่ลีย้ง (Feeder cells) 

เล้ียงเซลล ์3t3 (mouse embryo fibroblast cell line) จนโตเตม็ภาชนะ T75 หยดุการเจริญเติบโต โดยการใส่ 
mytomysin C ความเข้มข้น 10 µg/ml น าบ่ม ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ครบเวลาท าการย่อยด้วยเอ็นไซม ์
0.25% Trypsin/EDTA เป็นเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C จากนั้นหยดุปฏิกิริยาการท างานของเอ็นไซมด์ว้ยอาหารเล้ียง
เซลล ์(DMEM-High glucose, 10% (v/v) Fetal bovine serum, 1% L-glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin) น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 1000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิง ละลายตะกอนดว้ยอาหารเล้ียงเซลล ์ประมาณ 1 ml ท าการนบัจ านวน
เซลลใ์ห้ไดจ้ านวน 1x106 cells ในจานเพาะเล้ียงเซลลข์นาด 60 mm เขยา่ใหเ้ซลลก์ระจายให้ทัว่ น าเซลลไ์ปบ่มและเล้ียง
ต่อท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C 5% คาร์บอนไดออกไซด ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือใหเ้ซลลเ์กาะก่อนน ามาใชเ้ป็นเซลลพ่ี์เล้ียง  

2.   การแยก และเลีย้งเซลล์ปฐมภูม ิ(primary cells) limbal stem cells จาก limbal ring  
น า limbal ring ซ่ึงไดรั้บมาจากภาควิชาจกัษุวทิยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  มาลา้งดว้ย 

PBS 2 รอบ จากนั้นน าไปยอ่ยดว้ยเอ็นไซม ์Dispase II ความเขม้ขน้ 1.2 U/ml ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ครบ
เวลาดูดเอ็นไซม์ Dispase II ท้ิงและย่อยต่อด้วยเอ็นไซม์ 0.05% trypsin/EDTA เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C                     
เม่ือครบเวลาดูดพน่ใหไ้ดเ้ซลลเ์ด่ียว หยดุปฏิกิริยาดว้ยอาหารเล้ียงเซลลต์น้ก าเนิดกระจกตา  (DMEM/F12 medium, 10% 
(v/v) Fetal bovine serum, 2.5 µg/ml NaHCO3, 0.5 µg/ml hydrocotizone, 5 mg/ml human insulin, 20 ng/ml EGF, 1% 
L-glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin) น าเซลล์ไปท าการป่ันเหวี่ยงท่ี 1200 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิง
ละลายตะกอนดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์ 1 ml น าเซลล์ทั้ งหมดเพาะเล้ียงในจานเพาะเซลล์ท่ีมีเซลล์พ่ีเล้ียงท่ีเตรียมไวแ้ลว้ 
น าไปเล้ียงท่ีสภาวะอุณหภูมิ 37 ๐C  5% คาร์บอนไดออกไซด์ ท าการเพาะเล้ียงต่อระยะเวลาประมาณ 10-14 วนั จะได้
เซลล์ปฐมภูมิเพ่ือใชก้ารในศึกษาต่อไป  โดย limbal ring ท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาไดผ้่านการรับรองจากคณะกรรมการ
จริยธรรมการวจิยัในคน IRB No.302/58 

3.   การแยก และเลีย้ง  Keratocyte  
น า limbal ring มาตดัส่วนบริเวณส่วนเน้ือเยื่อตาขาวออก จะเหลือบริเวณท่ีเรียกวา่ Limbus ซ่ึงอยูร่ะหวา่ง

ตาขาวและตาด า น ามายอ่ยดว้ยยอ่ยดว้ยเอ็นไซม ์Dispase II ความเขม้ขน้ 1.2 U/ml  ท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
ครบเวลาลา้งดว้ย 1x PBS 2 รอบ จากนั้นตดัเป็นช้ินเลก็ๆ น ามาวางบนจานเพาะเซลลท่ี์เคลือบดว้ย 10 µg/ml laminin ใส่
อาหารเล้ียงเซลล ์(DMEM/F12 medium, 10% (v/v) Fetal bovine serum, 2.5 µg/ml NaHCO3, 0.5 µg/ml hydrocotizone, 
1% L-glutamine, 1% Penicillin-Streptomycin) พอท่วมช้ินเน้ือ จากนั้นรอให้เซลลท่ี์มีลกัษณะ fibroblast เจริญออกจากช้ิน
เน้ือ เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์กๆ 2 วนั จนเซลลเ์จริญเตม็จานเพาะเซลล ์จากนั้นจึงน าเซลลท่ี์ไดไ้ปใชก้ารในศึกษาต่อไป 

4.   การสกดั RNA การสร้าง cDNA 
สกดั RNA ของเซลล์ LESCs ท่ีเจริญอยูใ่นภาชนะเพาะเล้ียง 6 well plate โดยเร่ิมจากการดูดอาหารเล้ียง

เซลล์ท้ิงเติม 1 ml Trizol ลงในแต่ละ well ตั้ งท้ิงไว ้5 นาที จากนั้ นดูดสารละลายใส่ tube ขนาด 1.5 ml เติม 100 µl 
bromochloropropane (BCP) ผสมให้เขา้กนัโดยการ invert tube จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที  ครบ
เวลาน าไปป่ันด้วยเคร่ือง Centrifuge ท่ีความเร็ว 12000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดเก็บส่วนใส
ด้านบนประมาณ 400 µl ใส่  RNase-free microcentrifuge tubes เติม 500 µl isopropanol เก็บท่ี  -20 °C ข้ามคืนเพื่อ
ตกตะกอน RNA  จากนั้นน ามาป่ันดว้ยเคร่ือง Centrifuge ท่ี 12000 rpm อุณหภูมิ   4 °C เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสท้ิง 
เติม 1 ml 75% ethanol น าไปป่ันท่ีความเร็ว 7500 rpm อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 5 นาที (2 คร้ัง)  ดูด 75% ethanol ท้ิง                 
ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-10 นาที ละลายตะกอน RNA ด้วย 50 µl RNA storages  จากนั้นน า RNA ท่ีได้มา
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สร้างเป็น cDNA โดยเร่ิมจากการค านวณความเขม้ขน้ RNA ให้ได ้1 µg จากนั้นเติม 1 µl oligo dT และเติม nuclease-
free water ให้มีปริมาตรรวม 12 µl จากนั้นน าไปท าการ Heat ท่ี 70 °C เป็นเวลา 5 นาที  ครบเวลาน ามาเติม 4 µl Buffer 
RT, 2 µl dNTP 10 mM, 0.5 µl ribolock และ 0.5 µl dH2O ลงในแต่ละ tube น า tube ไป Heat ท่ี 37 ºC เป็นเวลา 5 นาที 
ครบเวลาเติม 1 ul reverse transcriptase (RevertAid H Minus M-MuLV) น า tube ใส่เคร่ือง thermal cycle เพื่อสร้างสาย 
cDNA ท่ีอุณหภูมิ 42 ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และ 70 ºC เป็นเวลา 10 นาที  

5.   การท า real time PCR 
น า cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดข้องแต่ละตวัอยา่งปริมาณ 2 µl  ผสมกบัน ้ าปริมาณ 8.5 µl จากนั้นเติม SYBER 

Green (invitrogen, USA) ปริมาณ 12.5 µl และ Primer  forward และ reverse อยา่งละ 1 µl  ผสมให้เขา้กนัจากนั้นน าใส่
เคร่ือง Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System เพ่ือวเิคราะห์โดยตั้งโปรแกรม ดงัน้ี 

 อุณหภูมิ     เวลา                                                      รอบ 

 95.0 °C                    10:00 นาที   1   
 95.0 °C      0:15  นาที    40  

57.0 °C           0:20  นาที     
72.0 °C        0:40  นาที 
 

 ตารางที ่1  แสดงไพเมอร์ใชส้ าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยนี 

         ยนี                                                  ล าดบั sequences                                              ขนาด fragment (bp) 

GREMLIN                        F5'-ATC AAC CGC TTC TGT TAC GG-3'                        197 
                                          R5'-ATG CAA CGA CAC TGC TTC AC-3' 
VEGF                                F5'-ATG AAC TTT CTG CTG TCT TGG-3'                       444 
                                          R5'-TCA CCG CCT CGG CTT GTC ACA-3' 
E-cad F5'-TGC CCA GAA AAT GAA AAA GG-3'                        200 

  R5'-GTG TAT GTG GCA ATG CGT TC-3' 
N-cad  F5'-ACA GTG GCC ACC TAC AAA GG-3'                        201 

 R5'-CCG AGA TGG GGT TGA TAA TG-3' 
FN F5'-CAG TGG GAG ACC TCG AGA AG-3'                       168 

            R5'-TCC CTC GGA ACA TCA GAA AC-3' 
Vim                                   F5'-GAG AAC TTT GCC GTT GAA GC-3'                        163 

            R5'-GCT TCC TGT AGG TGG CAA TC-3' 
SNAIL F5'-CCT CCC TGT CAG ATG AGG AC-3'                        234 

            R5-CCA GGC TGA GGT ATT CCT TG-3'                        
SLUG                                F5'-GGG GAG AAG CCT TTT TCT TG-3'                        158 

            R5'-TCC TCA TGT TTG TGC AGG AG-3'                       
GAPHD                            F5’- CTT GTT CCA GGC CTG ATG TT -3’                        603 
                                          R5’- ACG AGA CTC CTT CTC TGT GG -3’ 
 VEGF, vascular endothelial growth factor; E-cad, E-cadherin; N-cad, N-cadherin; FN, fibronectin; Vim ,vimentin; 
GAPHD,glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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6.  การวเิคราะห์ cytokine โดย Bio-Plex Assays 
วเิคราะห์ cytokine ท่ีหลัง่จาก keratocytes ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 ความเขม้ขน้ 50 ng/ml นานเป็นเวลา 

3 วนั โดยใช ้Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 21-plex Assay (Bio-rad) โดยเร่ิมจากการเก็บอาหารเล้ียงเซลลน์ าไปป่ัน
ท่ี  1000 × g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4° C จากนั้นเก็บส่วนใสส าหรับเป็น sample  เตรียม สาร standard โดยการท า 
serial dilution จากนั้นท าการ prewet filter plate ด้วย 100 µl bio-plex assay buffer เติม 1x beads ปริมาตร   50  µl โดย
เป็น magnetic beads  ลงในแต่ละ well จากนั้ นล้างด้วย 100 µl wash buffer จ านวน 2 คร้ัง เติม samples, standards, 
blank ปริมาตร 50 µl ลงใน well  ท่ีมี 1x beads ปิด plate ใหส้นิทน าไปเขยา่ท่ี 850 rpm ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
ครบเวลาน ามาลา้งดว้ย 100 µl wash buffer จ านวน 3 คร้ัง  จากนั้นเติม 25 µl antibody ลงในแต่ละ well  น าไปเขย่าท่ี 
850 rpm ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ครบเวลาน ามาลา้งดว้ย 100 µl wash buffer จ านวน 3 คร้ัง เติม 50 µl SA-PE 
ลงในแต่ละ well น าไปเขยา่ท่ี 850 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ลา้งดว้ย 100 µl wash buffer จ านวน 3 คร้ัง ท า
การละลาย beads ดว้ย 125 µl assay bufferน าไปเขยา่ท่ี 850 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นจึงน า plate 
ไปวเิคราะห์ผลดว้ยเคร่ือง Bio-Plex® MAGPIXTM   

7.  การท า colony-forming assay 
7.1  colony-forming assay ของ LESCs ทีเ่จริญบนเซลล์ keratocytes ทีถู่กกระตุ้นด้วย TGF- ß1  

นับจ านวนเซลล์ keratocytes ให้ได้ 5x106 cells ท าการเพาะเล้ียงใน T75 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C                                
5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน ามาใส่ TGF-ß1ความเขม้ขน้  20 ng/ml, 50 ng/ml นานเป็น
เวลา 3 วนั ครบเวลาเทอาหารเล้ียงเซลลท้ิ์งลา้งดว้ย 1x PBS เติมอาหารเล้ียงเซลลใ์หม่ จากนั้น treat ดว้ย mytomycin C
ความเขม้ขน้ 10 µg/ml น าบ่ม ท่ีอุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาเตรียมน ามาท าเป็น feeder cells โดยการ
ยอ่ยดว้ยเอ็นไซม์ 0.25% Trypsin/EDTA  เป็นเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37๐C เม่ือครบเวลาหยดุปฏิกิริยาการท างานของ
เอน็ไซมด์ว้ยอาหารเล้ียงเซลล ์น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 1000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิง ละลายตะกอนดว้ยอาหารเล้ียง
เซลล์ ประมาณ 1 ml นับจ านวนประมาณ 5x105 cells/well เล้ียงใน 6 well plate จ านวนทั้ งหมด  6 well น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 °C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลลเ์กาะ จากนั้นจึงค่อยน า LESCs จ านวน 500 
cells  ลงไปเล้ียง  เป็นเวลา  10-14 วนั  เพื่อท าการนบัจ านวนโคโลนี  

%CFE           =    จ านวนโคโลนีทั้งหมด/well x 100 
                                                                               จ านวนเซลลท่ี์ seeded/well 

7.2  colony-forming assay ของ LESCs เม่ือสัมผสักบั TGF- ß1 โดยตรง 
เตรียมเซลล ์3t3 ส าหรับเป็นเซลลพ่ี์เล้ียงดงัแสดงในขอ้1 นบัจ านวนเซลลใ์หไ้ด ้6x105 cells/well เล้ียง

ใน 6 well plate จ านวนทั้งหมด 6 well น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C 5% คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้
เซลล์เกาะ จากนั้ นจึงค่อยน า LESCs จ านวน 3000 cells  ลงไปเล้ียง ท าการใส่ TGF-ß1 ความเข้มขน้ 20 ng/ml โดย
แบ่งเป็น 3 ชุดการทดลองคือ 1.  control ไม่ใส่ TGF-ß1 2. TGF-ß1 ความเขม้ขน้ 20 ng/ml เป็นเวลา 1 วนั จากนั้นลา้ง
ดว้ย 1x PBS เติมอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ 3. TGF-ß1 ความเขม้ขน้ 20 ng/ml เป็นเวลา 3 วนัจากนั้นลา้งดว้ย 1x PBS เติม
อาหารเล้ียงเซลลใ์หม่  โดยทั้ง 3 ชุดการทดลองท าเล้ียงเป็นเวลา 14 วนั จากกนั้นท าการนบัจ านวนโคโลนี   

8.  การย้อม immunofluorescence 
ดูดอาหารเล้ียงเซลลท้ิ์ง จากนั้นลา้งเซลลด์ว้ย 1x PBS (3รอบ) เม่ือลา้งเซลลเ์สร็จแลว้จึงท าการ fixed เซลล์

ดว้ย 300 µl 4% formaldehyde ลงใน well และบ่ม 15 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นลา้งดว้ย 1x PBS 3 คร้ัง จากนั้นเป็น
ขั้นตอนpermerbilization ดว้ย 300 µl  0.3% triton X-100 ใน 1x PBS ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาประมาณ 45 นาที 
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จากนั้นเติม 300 µl blocking buffer  (1x PBS+5% normal goat serum +0.3% triton x-100) ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 90 นาที  ครบเวลาเติม primary antibody Vimentin (1:00) (Cell Signaling Technology)  น าไปบ่มท่ี 4 ºC ขา้มคืน  
น า secondary antibody rabbit IgG (1:500) ละลายใน antibody dilution buffer  ประมาณ 250-300 µl และเติมลงใน well  
บ่มอุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 2 ชัว่โมง น า DAPI (1:1000) ปริมาณ 500 µl  เติมลงในwell และบ่มเป็นเวลา 5 นาที 
ลา้งดว้ย 1x PBS 2 คร้ัง น าไปวเิคราะห์ดว้ยกลอ้ง Fluorescence microscope 

9.   การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ
น าขอ้มูลท่ีไดม้าวเิคราะห์การแจกแจงแบบ Student's t โดยโปรแกรม SPSS โดยค่า p value <0.001 

 
ผลการวจิยั 

1. การเพิม่ขึน้ของ Clonogenic potential  ใน  Limbal epithelium stem cells เม่ือเพาะเลีย้งบน keratocytes 
ทีถู่กกระตุ้นด้วย TGF-ß1 

เพื่อศึกษาถึงความสัมพนัธ์ของการ activated  keratocytes ต่อ  limbal epithelial stem cells ในสภาวะท่ีมี
การบาดเจ็บ ทางผูว้จิยัไดท้ าการกระตุน้ keratocytes ดว้ย TGF-ß1ท่ีความเขม้ขน้ 20 ng/ml และ 50 ng/ml เป็นเวลา 3 วนั  
และน า keratocytes ท่ีผ่านการกระตุน้ไปใชใ้นการเพาะเล้ียง LESCs เปรียบเทียบกบั keratocytes ท่ีไม่ผ่านการกระตุน้ 
พบวา่ LESCs ท่ีท าการเพาะเล้ียงบน keratocytes ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 ท่ีความเขม้ขน้ 20 ng/ml และ 50 ng/ml จะมี 
% colony forming efficiency เท่ากับ 16.93% และ 16.97% ตามล าดับ ซ่ึงจะมีค่ามากกว่าการเพาะเล้ียง LESCs บน 
keratocytes ท่ีไม่ผ่านการกระตุน้ (% colony forming efficiency เท่ากบั 15.67%  อย่างมีนัยส าคญั  (p value  < 0.001) ) 
โดยจะเห็นว่าการท่ี keratocytes ถูกกระตุน้ด้วย TGF- ß1 ท่ีความเขม้ขน้ท่ีต่างกันนั้นไม่ส่งผลต่อ % colony forming 
efficiency ของ LESCs จากการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ keratocytes ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 สามารถสนบัสนุนการ
เพ่ิมจ านวนของ LESCs ท าใหมี้ colony formation efficiency เพ่ิมข้ึนได ้ แสดงดงัภาพท่ี 1 

 

 
 

ภาพที ่1   แสดงผล %CFE ของ LESCs ท่ีเล้ียงบน keratocytes ท่ีถกูกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ความเขม้ขน้  20 ng/ml 
 และ 50 ng/ml  เป็นเวลา 3 วนั 
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2. Inflammatory cytokine หลัง่มากขึน้หลงัจากที ่keratocytes  ถูกกระตุ้นด้วย TGF-ß1       
เพ่ือท าการศึกษาถึงกลไกท่ีเก่ียวขอ้งของ keratocytes ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ในการสนบัสนุนการเพ่ิม

จ านวนของ LESCs ทางผูว้ิจยัไดท้ าการศึกษาการหลัง่ cytokine จ านวน 15 ชนิด โดยเลือกจาก keratocytes ท่ีถูกกระตุน้
ดว้ย TGF- ß1 ความเขม้ขน้ 50 ng/ml  สืบเน่ืองจากผลการทดลอง Clonogenic potential ซ่ึงพบวา่ความเขม้ขน้ท่ีต่างกนั
นั้นไม่ส่งผลต่อ % colony forming efficiency ของ LESCs และขอ้จ ากดัของเทคโนโลยีท่ีใชใ้นการตรวจสอบ  โดยใช ้
Bio-Plex Assays พบว่า keratocytes ในสภาวะท่ีถูกกระตุน้ด้วย TGF- ß1จะมีการหลัง่ IL-6 และ VEGF ในระดบัท่ีสูง
กวา่ keratocytes ปกติคือ 8.59 เท่า และ 1.758 เท่า ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 2 จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ VEGF  มี
บทบาทท่ีส าคญัในการเป็น pro-angiogenic factor (Mukwaya et al., 2016) ท่ีมีการหลัง่ออกมาในสภาวะท่ีกระจกตา
ไดรั้บบาดเจ็บ ทางผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาถึงผลของ TGF- ß1 ต่อการแสดงออกของยีนท่ีมีการเก่ียวขอ้งกบัการ
เกิด angiogenesis คือ VEGF และ GREMLIN ใน keratocytes ด้วยเทคนิค real-time polymerase chain reaction (RT-
PCR) จากการศึกษาพบว่าเม่ือท าการกระตุน้ keratocytes ด้วย TGF- ß1 ท่ีความเขม้ขน้ 20 ng/ml จะกระตุน้ให้มีการ
แสดงออกของยีนVEGF และ GREMLIN มากข้ึน 22 เท่า และ 45.9 เท่า ตามล าดับ เม่ือเทียบกับ keratocytes ท่ีไม่ถูก
กระตุน้ และจะมีการแสดงออกมากข้ึนเป็น 50 เท่า และ 99 เท่าเม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ TGF- ß1 เป็น 50 ng/ml  ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 3 ซ่ึงการกระตุ ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนVEGF และ GREMLIN โดย TGF- ß1 จะมีความจ าเพาะใน 
keratocytes เท่านั้นเน่ืองจากไม่พบการแสดงออกท่ีมากข้ึนของยีนทั้ ง 2 ชนิดใน dermal fibroblast ท่ีถูกกระตุน้ด้วย 
TGF- ß1 จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ TGF- ß1  สามารถกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกท่ีมากข้ึนของยนี VEGF และ 
GREMLIN ไดอ้ยา่งจ าเพาะใน keratocytes ซ่ึงอาจจะมีความเก่ียวขอ้งในการสนบัสนุนการเพ่ิมจ านวนของ LESCs 
     

 
 

 

ภาพที ่2   แสดงผลปริมาณ cytokine ท่ีหลัง่จาก keratocytes เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ความเขม้ขน้ 50 ng/ml    
 เป็นเวลา 3 วนั ตรวจสอบโดย Bio-Plex Assays 
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ภาพที ่3   แสดงผล RT-PCR ในการแสดงออกของยนี VEGF และ GREMLIN ในเซลล ์keratocytes และ dermal 
       fibroblast เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ความเขม้ขน้ 20 ng/ml และ 50 ng/ml เป็นเวลา 3 วนั 

 
3. ผลกระทบของ TGF-ß1 ทีม่ต่ีอ Limbal epithelial stem cell (LESCs) โดยตรง    

เพื่อท าการศึกษาผลของ TGF- ß1 ต่อคุณสมบติัของ LESCs ทางผูว้ิจยัเลือกความเขม้ขน้ของ TGF- ß1 ท่ี 
low dose เพื่อดูผลของ TGF- ß1 ความเขม้ขน้ 20 ng/ml กระตุน้ LESCs ดว้ยท่ีในระยะเวลาท่ีต่างกนัคือ 24 ชัว่โมง และ 
72 ชั่วโมง จากนั้นน า LESCs ท่ีไดม้าทดสอบความสามารถในการเกิด colony forming efficiency จากผลการทดลอง
พบว่า LESCs ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 เป็นเวลา 72 ชัว่โมงจะมีความสามารถในการเกิด colony forming ลดลง 3.1 
เท่า เม่ือเทียบกบั LESCs ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 24 ชัว่โมง และ LESCs ปกติ แสดงภาพท่ี 4  

TGF- ß1 เป็น inflammatory cytokine ท่ีส าคญัท่ีจะมีการหลัง่ออกมาเม่ือเซลลมี์การบาดเจ็บเกิดข้ึน และยงั
มีบทบาทส าคญัในการเกิด EMT ของ epithelial cell อีกดว้ย เพ่ือท าการศึกษาว่าการลดลงของจ านวน colony forming 
efficiency ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 เป็นเวลา 72 ชัว่โมงเป็นผลจากการเกิด EMT หรือไม่ ทางผูว้จิยัไดท้ าการศึกษาการ
แสดงออกของ EMT markers ท่ีส าคัญ 4 ชนิดคือยีน N-cadherin, VIMENTIN, SLUG และ SNAILใน LESCs ท่ีถูก
กระตุน้ดว้ย TGF- ß1 เทียบกบั LESCs ท่ีไม่ถูกกระตุน้ดว้ยเทคนิค PCR พบวา่ใน LESCs ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 เป็น
เวลา 72 ชัว่โมงจะมีการแสดงออกของยีน N-cadherin, VIMENTIN, SLUG และ SNAILมากข้ึน 10.3 เท่า, 9.28 เท่า, 4.95 
เท่า และ 7.66 เท่า ตามล าดบั แสดงดังภาพท่ี 5 และเม่ือท าการศึกษาลกัษณะของ LESCs colony เม่ือถูกกระตุน้ด้วย 
TGF- ß1 ดว้ย Time lapse analysis พบวา่ epithelial cells ใน LESCs colony จะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างไปเป็นเซลลท่ี์มี
ลกัษณะคลา้ย fibroblast  และมีการแสดงออกของ vimentin จากการทดลองคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่ การกระตุน้  LESCs 
ดว้ย TGF- ß1ท่ีระยะเวลา 72 ชัว่โมงจะลดความสามารถในการเกิด colony forming ของ LESCs โดยกระตุน้ให้เกิด 
EMT ท าให ้LESCs สูญเสียคุณสมบติัไป แสดงดงัภาพท่ี 6 
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ภาพที ่4   แสดง %CFE และโคโลนีท่ียอ้มดว้ย Rhodamine ของ LESCs เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ความเขม้ขน้                
20 ng/ml เป็นเวลา 1 วนั และ 3 วนั   

 
 

 
 

 

ภาพที ่5   แสดงผล RT-PCR ของการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด EMT เปรียบเทียบระหวา่ง LESCs ท่ี 
 ถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ความเขม้ขน้ 20 ng/ml และ LESCs ท่ีไม่ถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 
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ภาพที ่6   แสดงลกัษณะการเปล่ียนแปลงของ LESCs เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย TGF-ß1 ความเขม้ขน้ 20 ng/ml เป็นเวลา 
 24 ชัว่โมง  และ 72 ชัว่โมง   
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

การศึกษาวิจัยคร้ังน้ีพบว่าเซลล์ท่ีอยู่ในชั้น stroma หรือ keratocytes เม่ือถูกกระตุ ้นด้วย TGF- ß1 (stroma 
activation)  ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงคุณสมบติั ซ่ึงเม่ือเพาะเล้ียงร่วมกบั LESCs ส่งผลท าให้ LESCs บางส่วนซ่ึงอยูใ่น
ภาวะ quiescent state เข้าสู่ภาวะ active state แบ่งตัวเพ่ิมจ านวน  ซ่ึงเห็นได้จากการเพ่ิม Colony forming efficiency 
ในขณะท่ีขนาดเฉล่ียของ colony ไม่เปล่ียนแปลงชดัเจนแสดงวา่ไม่ใช่เพียงการเพ่ิม cell proliferation rate สัญญาณจาก
activated  keratocytes ท่ีท าให้ผลดงักล่าวยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั งานวิจยัในอดีตแสดงว่า activated  keratocytes จาก
ภาวะinflammation หลัง่สารเช่น FGF HGF ซ่ึงเพ่ิม cell proliferation แต่ cytokine ท่ีกล่าวมาไม่สามารถเพ่ิม CFE ได ้     
(Anna et al. , 2 0 1 3 , Li et al., 2014; Etheredge  et  al.,  2009;  Imanishi  et  al.,  2000; Gallego et al., 2016)  จ าก
การศึกษาคณะผูว้จิยัไดพ้บวา่เม่ือ  keratocytes  ถูกกระตุน้ดว้ย TGF- ß1 จะหลัง่ cytokine ท่ีส าคญัเพ่ิมข้ึนจากภาวะปกติ 
ไดแ้ก่  IL-6 และ VEGF แต่ในส่วนของการตรวจสอบการหลัง่ Gremlin นั้นจ าเป็นตอ้งหาชุดตรวจสอบท่ีเหมาะสม
ส าหรับการตรวจสอบการหลัง่ แต่จากการตรวจสอบการแสดงออกของยนีพบวา่ยีน GREMLIN และ VEGF และมีการ
แสดงออกอย่างจ าเพาะแตกต่างจาก skin stromal cells อย่างไรก็ดีจากการทดลองน้ียงัไม่เพียงพอท่ีจะสรุปว่า IL-6 , 
VEGF และ Gremlin เป็นสาเหตุของการกระตุน้ LESCs กลบัเขา้ cell cycle จ าเป็นตอ้งศึกษาผลเพ่ิมเติมของผลของสาร
แต่ละตวัต่อ LESCs โดยตรงต่อไป ในทางตรงขา้มกนัปัญหาท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงในทางคลินิคคือในภาวะท่ีมีการบาดเจ็บ
สูญเสีย LESCs เกิดภาวะท่ีหลอดเลือดลุกลามเข้าบริเวณกระจกตาท าให้ขุ่นและบอด และยงัเป็นสาเหตุหน่ึงของ 
transplant rejection (Mukwaya et al., 2016) การค้นพบว่า TGF- ß1 เพ่ิมระดับ proangiogenic cytokine  VEGF และ 
Gremlin (ซ่ึงเพ่ิงถูกคน้พบวา่สามารถท าหน้าท่ีเป็น ligand กระตุน้ VEGFR-2) (Mitola et al., 2016) อาจน าสู่เป้าหมาย
ใหม่ของยาท่ีจะน ามาใชใ้นภาวะดงักล่าว 
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ในขณะท่ี TGF- ß1 กระตุน้ keratocyes ให้สนับสนุนการแบ่งตวัของ LESCs การศึกษาผลของ TGF-ß1 ต่อ 
LESCs โดยตรงนั้ นพบว่าเม่ือ LESCs สัมผสักับ TGF-ß1 เป็นเวลานานพบว่าการเกิดโคโลนีลดลง  ในขณะท่ีการ
แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั EMT marker เพ่ิมข้ึนเช่นยีน VIMENTIN, SLUG และ SNAIL  สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Kawakita และคณะในปี 2013 ซ่ึงท าการศึกษา corneal/limbal epithelial cells หนู แสดงวา่ในภาวะท่ี LESCs สัมผสักบั 
TGF-ß1 เป็นเวลานาน ท าให้เกิดการเสีย stemness เกิด senescence หรือเปล่ียนเป็น mesenchymal cells แทนท่ีจะเป็น 
corneal epithelium ดังนั้นงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่า TGF- ß signaling มีผลส าคญัต่อการควบคุมความสมดุลระหว่าง 
epithelial repair และ stem cell maintenance การปรับ TGF- ß signalingให้เหมาะสมอาจน าไปสู่วิธีการรักษาโรคผิว
กระจกตาชนิดใหม่ท่ีไดผ้ลเพ่ิมข้ึนได ้
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