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การเพาะเลีย้งเซลล์ประสาทไตรเจมินาลแบบปฐมภูมิ เพ่ือศึกษากลไกการน า

ความรู้สึกในระดบัปลาย 
อันวยา แก้วพิทักษ์* 

 

บทคดัย่อ 

การศึกษากลไกรับความรู้สึกในระดับปลาย ต้องการรูปแบบการทดลองท่ีสามารถวิเคราะห์ผลของความ

เปลีย่นแปลงท้ังในระดับเซลล์และโมเลกลุ โดยการศึกษาการรับความรู้สึกในบริเวณขากรรไกรและใบหน้าสามารถใช้เซลล์

ประสาทจากปมประสาทไตรเจมินาลมาเป็นตัวแทนการรับความรู้สึกบริเวณนีไ้ด้  วัตถุประสงค์ของการทดลองนีคื้อเพ่ือ

พัฒนาวิธีการเลีย้งเนือ้เย่ือประสาทไตรเจนินาลในห้องปฏิบัติการ ให้สามารถเติบโตได้ดีและพร้อมน าไปใช้ในการทดลอง

ต่อไปได้  วัสดุและวิธีการจะเน้นไปท่ีวิธีและขั้นตอนการเตรียมเนื้อเย่ือและแสดงขั้นตอนของการเตรียมเซลล์ใน

ห้องปฏิบัติการซ่ึงเป็นปมประสาทไตรเจมินาลท่ีได้มาจากหนู ผลการทดลองนีแ้สดงถึงการเติบโตได้ดีของเซลล์ประสาท

ไตรเจมินาลเม่ือมีการเลีย้งในความหนาแน่นท่ีสูงและเวลาท่ีเหมาะสมในการน าเซลล์ประสาทมาศึกษาคือไม่เกิน 2 วันใน

ห้องปฏิบัติการ นับแต่การแยกเนือ้เย่ือออกจากหนู  สรุปได้ว่าการใช้ขั้นตอนการเตรียมเนือ้เย่ือและขั้นตอนของการเตรียม

เซลล์ดังบทความนีส้ามารถเป็นแบบเคร่ืองมือพืน้ฐานส าหรับการศึกษากลไกในระดับปลายของการรับความรู้สึกในบริเวณ

ขากรรไกรและใบหน้าต่อไปได้ 

ค าส าคญั: trigeminal; primary cell culture; neuron; orofacial pain; ICR mouse 
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บทน า 

การ ศึกษากลไกการ เจ็บปวดนั้ นอาจ มี

ทางเลือกได้หลายวิธี ทั้ งการใช้การทดลองท่ีศึกษา

พฤ ติกรรมในสัตว์ทดลอง เ ม่ือให้ ส่ิ งกระ ตุ้น ท่ี

หลากหลาย หรือเป็นไดท้ั้งการศึกษาในระดบัเน้ือเยื่อ

และโมเลกุล 1-3  ซ่ึงการมีเคร่ืองมือในการทดลองอยา่ง

การเพาะเล้ียงเซลล์ในห้องปฏิบติัการท่ีดี  สามารถ

น าไปต่อยอดเพื่อการศึกษาอ่ืนๆได้ เช่นการศึกษา

กลไกการเกิดกระบวนการอกัเสบหรือการศึกษาการ

แสดงออกของเซลล์ในภาวะต่างๆ และเน่ืองจาก

การศึกษากลไกการน าความรู้สึกในระดบัเน้ือเยื่อและ

โมเลกุลจ าเป็นตอ้งลอกเลียนลกัษณะทางคลินิกไดจ้ริง 
4 และดว้ยเง่ือนไขทางจริยธรรม ท าให้การศึกษาทาง

ประสาทวิทยาหรือการศึกษากลไกความเจ็บปวดใน

ระดบัท่ีใชใ้นสัตวท์ดลองเป็นไปไดอ้ยา่งจ ากดั  

ในระยะหลงัจึงมีการพยายามพฒันาการศึกษา

ในระดบัเน้ือเยื่อและโมเลกุลมากข้ึน คุณค่าส าคญัอีก

ป ร ะ ก า ร ข อ ง ก า ร ศึ ก ษ า เ ซ ล ล์ ป ร ะ ส า ท ใ น

หอ้งปฏิบติัการคือการท่ีผูว้ิจยัสามารถแยกชนิดเซลล์ท่ี

ต้องการศึกษาได้ โดยผลการศึกษาจะไม่ได้รับ

ผลกระทบจากเซลล์ท่ีเป็นตวัแปรปรวนอ่ืนๆในการ

กระบวนการวิจัย โดยวตัถุประสงค์หลักของการ

ทดลองน้ีคือเพื่อการพัฒนาระบบการเล้ียงเซลล์

ประสาทไตรเจมินาล ให้เซลล์มีความสมบูรณ์และ

พร้อมส าหรับการทดลองในห้องปฏิบัติการต่อไป 

โดยเฉพาะเพื่อการศึกษาการน าความรู้สึกส่วนปลาย  

 

วสัดุและวธีิการ 

สัตวท์ดลอง: ปมประสาทไตรเจมินาลไดรั้บมาจากหนู

สายพนัธ์ุ ICR เพศผู ้น ้ าหนักระหว่าง 30-35 กรัม ซ่ึง

ควบคุมอุณหภูมิ 252C ความช้ืนสัมพทัธ์ 50% ให้

แสงสว่างวนัละ 12 ชั่วโมง โดยสัตว์ทดลองได้รับ

อาหารมาตรฐานและน ้ าด่ืมตลอดเวลา ในการเตรียม

สัตวท์ดลอง จะมีการท าให้หนูสลบดว้ย isoflurane ท่ี

เกินขนาด แล้วตามด้วยการท า cervical dissociation 

ตามขั้ นตอนของ  Animal Surgical Procedure Act 

(ASAP) ของ UK Home Office และปมประสาทไตร

เจมินาลจะไดรั้บการแยกออกมาทนัทีในเวลาไม่เกิน 

15 นาที เพื่อเพิ่มอัตราการรอดของเซลล์ประสาท 

ก่อนท่ีเซลล์จากปมประสาทจะได้รับการแยกใน

ห้องปฏิบติัการต่อไป  ขั้นตอนการเตรียมสัตวท์ดลอง

อยูภ่ายใตก้ารรับรองทางจริยธรรมของคณะกรรมการ

จ ริ ย ธ ร ร ม ก า ร วิ จั ย ใ น สั ต ว์ ท ด ล อ ง 

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ เลขท่ี 2560-01-011  

ขั้นตอนการเตรียมปมประสาทไตรเจมินาล: น าซาก

หนูท่ีได้จากขั้นตอนข้างต้น ท าการแยกกะโหลก

ส่วนบนของหนูออกดว้ยกรรไกรแยกกระดูก จากนั้น

ยกสมองออก จะพบต าแหน่งปมประสาทไตรเจมินาล 

ของหนูได้อย่างชัดเจน จากนั้ นให้ท าการแยกปม

ประสาทไตรเจมินาลทั้ ง 2 ข้างออกภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ แล้วน าใส่ในสารละลาย Hank’s balance 

salt ท่ีบรรจุอยู่ในน ้ าแข็ง ก่อนล้างด้วยสารละลาย 

Hank’s balance salt ท่ี มี  1 % Penicillin and 

streptomycin ท าการลา้ง 2 รอบ ก่อนน าปมประสาทท่ี
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ได้จากขั้นตอนน้ีไปห้องปฏิบัติการเน้ือเยื่อต่อไป 

ภายในระยะเวลาไม่เกิน 15 นาที 

ขั้นตอนในห้องปฏิบติัการเน้ือเยื่อ: วิธีการท่ีจะอธิบาย

ต่อไปน้ี เป็นการปรับขั้นตอนการเพาะเล้ียงมาจากการ

เพาะเล้ียงปมประสาทรากหลัง (dorsal root ganglia)  

โดยปมประสาทไตรเจมินาลท่ีไดจ้ากขั้นตอนขา้งตน้

จะถูกยอ่ยในสารละลาย 1.25% (w/v) collagenase type 

IV ใน DMEM/F12 ก่อน 2 รอบ รอบแรกเป็นเวลา 60 

นาที และรอบหลังเป็นเวลา 45 นาที ใน 5% CO2, 

37C จากนั้นจะท าการลา้งเน้ือเยื่อจากขั้นตอนท่ีแลว้

ก่อนน ามาย่อยอีกรอบในสารละลาย 1.25% (w/v) 

trypsin ใน DMEM/F12 เป็นเวลา 15 นาที ใน 5% CO2, 

37C หลังจากท่ีถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทั้ ง 2 ประเภท

แลว้ท าการหยดุการท างานของ trypsin ดว้ย 50% fecal 

calf serum เป็นเวลา 3-5 นาที ก่อนท่ีเน้ือเยื้อจะถูกแยก

เป็นเซลล์เด่ียวๆด้วยการใช้การสูบข้ึนลงผ่านปลาย

พลาสติกไปเปตขนาด 1000 L อยา่งเบามือไม่เกิน 20 

รอบ จนกว่าปมประสาทจะละลายเขา้กบัสารละลาย 

50% fecal calf serum จนมีลักษณะเป็นเน้ือเดียวกัน 

ก่อนน าไปลา้ง 2 รอบใน DMEM/F12 ดว้ยการเหวี่ยง

สารละลายใน centrifuge ท่ี 900 RPM เป็นเวลา 10 

นาที ขั้นตอนต่อไปสามารถก าหนดความหนาแน่น

ของเซลล์ได้ด้วยการก าหนดปริมาณสารเล้ียงเซลล์

ตามความตอ้งการ จากนั้นท าการวางเซลล์บนผิวจาน

เล้ียงท่ีได้รับการเคลือบผิวด้วย poly-l-lysine และลา

มินินตามขั้นตอนท่ีผูผ้ลิตแนะน า รักษาเซลล์ท่ีท าการ

วางบนจานเล้ียงแล้วไว้ในตู้เล้ียงท่ี 5% CO2, 37C 

เป็นเวลาอย่างน้อย 2 ชั่วโมง ก่อนท่ีจะให้อาหารแก่

เ ซ ล ล์ ผ่ า น ส า ร ล ะ ล า ย  Bottenstein and Sato 

(DMEM/F12 ท่ี มี  1 % PS 1% N2 supplement 1% 

bovine serum albumin) 5 จากนั้นเซลลจ์ะถูกเล้ียงต่อใน 

5% CO2, 37C และควรมีการเปล่ียนสารเล้ียงหลงั 24 

ชัว่โมงแรกปริมาณคร่ึงหน่ึงของสารเล้ียง และเปล่ียน

อีกคร้ังทุก 48 ชัว่โมง ขั้นตอนทั้งหมดดงัแสดงในรูปท่ี 

1 
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รูปที ่1. ขั้นตอนการปฎบิัติการในห้องทดลองเพ่ือการเพาะเลีย้งเซลล์ประสาทไตรเจมินาล  

ปมประสาทถูกเก็บในสารละลาย HBSS ท่ีบรรจุในถงัน ้าแข็ง ก่อนน ามายอ่ยในสารละลาย collagenase และ 

trypsin ใน 5% CO2, 37C ก่อนท่ีเน้ือเยื้อจะถูกแยกเป็นเซลล์เด่ียว ดว้ยการใชก้ารสูบข้ึนลงผา่นไปเปตอยา่ง

เบามือ  จนกว่าปมประสาทจะละลายเขา้กบัสารละลายจนมีลกัษณะเป็นเน้ือเดียวกนั ก่อนท าการเหวี่ยง

สารละลายใน centrifuge เพื่อลา้งเอนไซมต่์างๆในขั้นตน้ จากนั้นท าการวางเซลล์บนผวิจานเล้ียงท่ีไดรั้บการ

เคลือบผิวดว้ย poly-l-lysine และลามินิน  แล้วท าการรักษาเซลล์ท่ีวางบนจานเล้ียงแล้วไวใ้นตูเ้ล้ียงท่ี 5% 

CO2, 37C เป็นเวลาอย่างน้อย 2 ชัว่โมง ก่อนท่ีจะให้อาหารแก่เซลล์ผ่านสารละลาย Bottenstein and Sato 

จากนั้นเซลล์จะถูกเล้ียงต่อใน 5% CO2, 37C และเปล่ียนสารเล้ียงหลงั 24 ชัว่โมงแรกปริมาณคร่ึงหน่ึงของ

สารเล้ียง และเปล่ียนอีกคร้ังทุก 48 ชัว่โมง

Immunofluorescence: หลงัจากเซลล์ประสาทถูก

เล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมงบนแผน่แกว้ เซลล์จะถูก

ลา้งดว้ย 0.1 M PBS 2 คร้ังก่อนท่ีเซลล์จะถูกผนึก

ด้วย 4% paraformaldehyde เ ป็นเวลา 45 นาที  

โมเลกุลไม่จ  าเพาะต่างๆจะถูกสกดักั้นด้วย 10% 

normal donkey serum ใน 0.5% Triton X-100 ใน 

PBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้น

เซลล์ท่ีอยู่บนแผ่นแก้วจะถูกยอ้มดว้ยแอนต้ีบอด้ี

ขั้นแรกเพื่อระบุลกัษณะเฉพาะของเซลล์ประสาท

คือ -tubulin III (anti-mouse -tubulin III) ใน 1% 

NDS และ 0.5% Triton X-100 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง

ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเซลล์จะถูกล้างใน 0.5% 

Triton X-100 ใน PBS เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น

จะถูกยอ้มด้วยแอนต้ีบอด้ีในขั้นท่ีสอง (donkey 

anti-mouse conjugate FITC)  ใน 1% NDS และ 

0 . 5% Triton X-100 เ ป็ น เ ว ล า  1  ชั่ ว โ ม ง ท่ี

อุณหภูมิห้อง สุดท้ายเซลล์จะถูกล้างด้วย 0.5% 

Triton X-100 ใน PBS เป็นเวลา 15 นาที ก่อน

น า ไ ปยึ ด เ ข้ า กับ แ ผ่น แก้ ว ด้ ว ย  Vectashield 

contained DAPI และน า ไป ศึกษาผ่ านกล้อ ง

จุลทรรศน์ชนิดฟลูโอเรสเซนตต่์อไป 6-7  

ผลการศึกษา 

การใช้ขั้นตอนการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อตาม

ขั้นตอนดั้งเดิมท่ีปรับจากการเล้ียงเซลล์ประสาท

จากปมประสาทรากหลัง จะพบว่ามีการเติบโต

ของเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลล์ประสาท (non-neuronal 

cells) เ กิด ข้ึนจนทดแทนต าแหน่งของ เซลล์

ประสาทไปจนมีจ านวนของเซลล์ประสาทลดลง 

ตั้งแต่การเพาะเล้ียงในวนัท่ี 3 เป็นตน้ไป ดงัแสดง

ในรูป ท่ี  2  แสดงลักษณะของ เซลล์จากปม

ประสาทไตรเจมินาลดว้ยวิธีท่ีใช้กบัปมประสาท

หลัง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ phase contrast ท่ี

เล้ียงไว ้1 วนั 3 วนัและ 5 วนั โดยเซลลท่ี์เล้ียงไว ้1 

วนั แสดงลกัษณะของเซลลห์ลากหลายรูปร่าง ทั้ง

ท่ีเป็นทรงกลม มีลกัษณะขาวเป็นวงโดยรอบบ่ง
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บอกถึงลกัษณะของเซลลป์ระสาท รูปกระสวยบ่ง

บอกถึงลักษณะของเซลล์แซทเทลไลท์เกลีย 

(Sattelite glia cells) และเซลล์สีเขม้ขนาดใหญ่บ่ง

บอกถึงลกัษณะของ fibroblast  ส่วนเซลล์ท่ีเล้ียง

ไวใ้นวนัท่ี 3 - 5 แสดงลกัษณะของเซลล์ท่ีไม่ใช่

เซลล์ประสาทรวมตวักันหนาแน่นข้ึน และยิ่งมี

การรวมตวักนัหนาแน่นข้ึนของเซลลท่ี์ไม่ใช่เซลล์

ประสาท จนแทรกทบัเซลล์ประสาทในวนัหลงัๆ

ของการเล้ียงเซลลใ์นหอ้งปฏิบติัการ 

  

 

 

 

 

 

รูปที ่2. ลกัษณะของเซลล์จากปมประสาทไตรเจมินาลในวนัที ่1 วนัที ่3 และวนัที ่5 

A1-C1 แสดงลกัษณะของเซลล์จากปมประสาทไตรเจมินาลด้วยวิธีท่ีใช้กบัปมประสาทหลงั ภายใตก้ล้อง

จุลทรรศน์ phase contrast ท่ีเล้ียงไว ้1 วนั 3 วนัและ 5 วนั โดย A1 คือเซลล์ท่ีเล้ียงไว ้1 วนั แสดงลกัษณะของ

เซลลห์ลากหลายรูปร่าง ทั้งท่ีเป็นทรงกลม มีลกัษณะขาวเป็นวงโดยรอบบ่งบอกถึงลกัษณะของเซลล์ประสาท 

(ลูกศรสีน ้ าเงิน) รูปกระสวยบ่งบอกถึงลกัษณะของเซลล์พี่เล้ียง (ลูกศรเหลือง) และเซลล์สีเขม้ขนาดใหญ่บ่ง

บอกถึงลกัษณะของ fibroblast (ลูกศรแดง)  B1 คือเซลล์ท่ีเล้ียงไว ้3 วนั แสดงลกัษณะของเซลล์ท่ีไม่ใช่เซลล์

ประสาทรวมตวักนัหนาแน่นข้ึน (ดอกจนั)  C1 คือเซลล์ท่ีเล้ียงไว ้5 วนั แสดงลกัษณะของการรวมตวักัน

หนาแน่นข้ึนของเซลลท่ี์ไม่ใช่เซลล์ประสาท (ดอกจนั) ซ่ึงแสดงถึงการเจริญของเซลล์ท่ีไม่ใช่เซลลป์ระสาทท่ี

แทรกทบัเซลลป์ระสาทในวนัหลงัๆของการเล้ียงเซลลใ์นหอ้งปฏิบติัการ (มาตราส่วนรูปภาพคือ 30 µm) 

A2-C2 แสดงลกัษณะของเซลล์จากปมประสาทไตรเจมินาลด้วยวิธีท่ีใช้กบัปมประสาทหลงั ภายใตก้ล้อง

จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนตท่ี์เล้ียงไว ้1 วนั 3 วนัและ 5 วนั โดย A2 คือเซลลท่ี์เล้ียงไว ้1 วนั แสดงการยอ้มฟลูออ

C1 B1 A1 

 2  2  2 
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ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออ

เรสเซนตท่ี์เล้ียงไว ้1 วนั 3 วนัและ 5 วนั ซ่ึงแสดง

ไว้ด้วยตัวบ่ ง ช้ี เซลล์ประสาท (-tubulin III) 

ร่วมกบัตวับ่งช้ีนิวเคลียส (DAPI)  ก็แสดงให้เห็น

การเปล่ียนแปลงของเซลล์จากปมประสาทไตรเจ

มินาลภายใน 5 วนั ซ่ึงแสดงให้เห็นการลดลงของ

เซลล์ประสาท และถูกแทนท่ีด้วยเซลล์ท่ีไม่ใช่

เซลล์ประสาทซ่ึงสามารถแพร่ขยายได้รวดเร็ว

ภายหลงัการเพาะเล้ียงในวนัท่ี 3 

ในขณะท่ีการปรับวิธีการเล้ียงโดยการ

เพิ่มความหนาแน่นของเซลล์ต่อพื้นท่ี และท าการ

เลือกใช้เซลล์ในวนัท่ี 2 จะท าให้มีสัดส่วนของ

เซลลป์ระสาทเติบโตไดดี้ ดงัแสดงใหเ้ห็นในรูปท่ี 

3 การเล้ียงเซลล์ในวนัท่ี 2 ซ่ึงเพิ่มความหนาแน่น

ของเซลล์ในขั้นตอนการวางบนจานเล้ียง จะซ่ึง

แสดงถึงการรวมตัวกันอย่างแน่นหนาและ

เช่ือมต่อกันของแขนงเซลล์ (neuronal network) 

และแสดงให้เห็นว่าเซลล์ท่ีไม่ใช่เซลล์ประสาท

นั้นก็มีความหนาแน่นนอ้ยลง  ดงัแสดงในรูปท่ี 3 

ภาพ A จากกล้องจุลทรรศน์ phase contrast และ

ภาพ B ซ่ึงแสดงการยอ้มฟลูออเรสเซนต์ด้วยตวั

บ่งช้ีเซลลป์ระสาท (-tubulin III) ร่วมกบัตวับ่งช้ี

นิวเคลียส (DAPI)  

 

 

 

 

 

 

 

 

เรสเซนต์ด้วยตวับ่งช้ีเซลล์ประสาท (-tubulin III) (สีเขียว) ร่วมกับตวับ่งช้ีนิวเคลียส (DAPI) (สีฟ้า)  ซ่ึง

แสดงให้เห็นการเปล่ียนแปลงของเซลล์จากปมประสาทไตรเจมินาลภายใน 5 วนั ซ่ึงแสดงให้เห็นการลดลง

ของเซลล์ประสาท ซ่ึงถูกแทนท่ีดว้ยเซลล์ท่ีไม่ใช่เซลล์ประสาทซ่ึงสามารถแพร่ขยายไดร้วดเร็วภายใน 5 วนั 

(มาตราส่วนรูปภาพคือ 60 µm) 
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รูปที ่3. การเพาะเลีย้งเซลล์ประสาทไตรเจมินาลด้วยวธีิเดิม แต่เพิม่ความหนาแน่นของเซลล์ต่อพืน้ที ่

การเล้ียงเซลลใ์นวนัท่ี 2 แสดงลกัษณะของเซลลจ์ากปมประสาทไตรเจมินาลดว้ยวธีิท่ีใชก้บัปมประสาทหลงั 

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ phase contrast ท่ีเล้ียงไว ้2 วนั ซ่ึงแสดงถึงการรวมตวักนัอยา่งแน่นหนาและเช่ือมต่อ

กนัของแขนงเซลล์ (neuronal network) และแสดงให้เห็นวา่เซล์ท่ีไม่ใช่เซลล์ประสาทนั้นก็มีความหนาแน่น

นอ้ยลง  ดงัแสดงในภาพ A จากกลอ้งจุลทรรศน์ phase contrast และภาพ B ซ่ึงแสดงการยอ้มฟลูออเรสเซนต์

ดว้ยตวับ่งช้ีเซลล์ประสาท (-tubulin III) (สีเขียว) ร่วมกบัตวับ่งช้ีนิวเคลียส (DAPI) (สีฟ้า) (มาตราส่วน

รูปภาพคือ 60 µm) 

วจิารณ์ 

เป้าหมายส าคญัของการศึกษาน้ีคือเพื่อ

พัฒนาวิ ธีการเพาะเ ล้ียงเ น้ือเยื่อประสาทรับ

ความรู้สึกส่วนปลาย โดยเฉพาะเน้ือเยื่อประสาท

ไตรเจมินาลเพื่อใชเ้ป็นตวัแทนศึกษากลไกการรับ

ความรู้สึกในบริเวณขากรรไกรและใบหน้า โดย

วตัถุประสงค์เดิมของการศึกษาน้ีคือเพื่อแยก

เฉพาะเซลล์ประสาทออกจากเซลล์อ่ืนๆ  แต่

เพราะเซลล์ประสาทในระดบัปลายตอ้งการการ

ท างานท่ีสอดคล้องกันกับเซลล์พี่เล้ียง (satellite 

glial cells)  1, 3, 8-9 ดังแสดงจากลักษณะของปม

ประสาทไตรเจมินาลท่ีเซลลป์ระสาทจะถูกห่อหุ้ม

อย่างแนบชิดไปกับเซลล์พี่ เ ล้ียง และช่วยกัน

ท างานเป็นหน่วยเดียวกัน เพื่อท าหน้าท่ีในการ

สนับสนุนและส่งเสริมสภาวะสมดุลของเซลล์

ประสาท 1, 3, 9  

การน าเซลล์เน้ือเยื่อประสาทไตรเจมินาล

ไปใช้ในงานวิจยัอ่ืนๆสามารถท าไดห้ลากหลาย 

เช่นเพื่อการศึกษากลไกธรรมชาติของเซลล์ใน

การตอบสนองต่อส่ิงต่างๆทดแทนการใช้การ

ทดลองในสัตว ์รวมถึงใช้เป็นการศึกษาเบ้ืองตน้

ส าหรับการทดลองทางเภสัชวทิยา 12 ก่อนจะมีการ

วิจยัในระดับคลินิก และประโยชน์เด่นท่ีสุดคือ

การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อประสาทบนแผ่นแก้วคือ

สามารถใช้ได้ดีในการศึกษาและบันทึกการ

ตอบสนองทางไฟฟ้าของเซลล์ประสาท 13  

แม้จ ะพบข้อ จ า กัด ส า คัญขอ ง ก า ร

เพาะเล้ียงเซลล์ประสาทในห้องปฏิบติัการ เช่น

อาจจะมีลกัษณะบางประการร่วมกบัเซลล์ท่ีก าลงั

ซ่อมแซมตัว เอง  เ น่ืองจากกระบวนการใน

ห้องปฏิบติัการท่ีตอ้งมีการกระทบกระเทือนต่อ

เน้ือเยื่อบา้ง เช่นการใช้ trypsin หรือ collagenase 

แยกเ น้ือ เยื่ อ  ท าให้ เซลล์ตอบสนองต่อการ 

กระทบกระเทือนนั้นด้วยการซ่อมแซมตวัเอง 14 

แต่อย่างไรก็ตามหลายการศึกษาก็สนับสนุนว่า

การศึกษาดว้ยเซลล์เน้ือเยื่อในห้องปฏิบติัการของ

เซลล์ประสาทยงัเป็นเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพดี 
10,  15 เพื่อการศึกษากลไกการตอบสนองทาง

ประสาทวิทยา โดยเฉพาะการศึกษากลไกการรับ
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ความรู้สึกในระดบัปลาย และการพฒันาการเล้ียง

เน้ือเยื้อด้วยวิธีน้ี  แสดงให้เห็นว่าการใช้เวลาใน

หอ้งปฏิบติัการท่ีลดลงจากวิธีมาตรฐานเดิมนั้นให้

เซลล์ประสาทท่ีมีสภาพสมบูรณ์ พร้อมส าหรับ

เป็นเคร่ืองมือในการทดลองต่อไป 

สรุป 

ลกัษณะท่ีแตกต่างระหวา่งเซลล์ประสาท

และเซลล์พี่ เ ล้ียง นอกจากจะเป็นเร่ืองรูปร่าง

ภ า ย น อ ก ข อ ง เ ซ ล ล์ แ ล้ ว  ลั ก ษ ณ ะ ท า ง

ห้องปฏิบัติการท่ีมีผลต่อการศึกษาน้ีคือการท่ี

เซลล์ประสาทรับความรู้สึกส่วนปลายนั้ นไม่

สามารถแบ่งตวัไดใ้นหอ้งปฏิบติัการ แต่ในขณะท่ี

เซลล์พี่ เ ล้ียงหรือเซลล์ปนเป้ือนอ่ืนๆในระบบ

เพาะเล้ียงสามารถเติบโตไดดี้และรวดเร็วในวนัท่ี 

3 ของการเล้ียงเป็นต้นมา น่ีท าให้เป็นอุปสรรค

หน่ึงในการรักษาสภาพของการเพาะเล้ียงใหอ้ยูไ่ด้

นาน แม้การเ ติม mitotic inhibitor อาจจะช่วย

ยบัย ั้งการเติบโตของเซลล์ท่ีไม่ใช่เซลล์ประสาท

ได ้ แต่อาจส่งผลรบกวนสภาพเพื่อการทดลองใน

การการทดลองต่อๆไป จากการทดลองยงัแสดง

ให้ เ ห็นว่าการทดลองใดๆท่ีใช้ เซลล์ น้ี  ควร

ด าเนินการภายในวนัท่ี 2 เน่ืองจากเป็นช่วงเวลาท่ี

เซลล์มีสภาพท่ีสมบูรณ์พร้อมแล้ว และการเล้ียง

ไวน้านเกินไปจะท าให้มีเซลลท่ี์ไม่ตอ้งการเกิดข้ึน

มากเกินไป 

กติติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณภาควิชาทันตกรรมป้องกัน 

ค ณ ะ ทั น ต แ พ ท ย ศ า ส ต ร์  

มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ท่ีเอ้ือเฟ้ือเวลาและ

เงินทุนเบ้ืองตน้ในการศึกษาคร้ังน้ี รวมทั้งเงินทุน

วิจยัจากเงินรายได้มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

หมายเลข DEN600612S-0 

เอกสารอ้างอิง 

1. Villa G, Fumagalli M, Verderio C, 

Abbracchio MP, Ceruti S. Expression 

and contribution of satellite glial cells 

purinoceptors to pain transmission in 

sensory ganglia: an update. Neuron 

Glia Biol. 2010; 6(1): 31-42. 

2. Hanani M. Role of satellite glial cells 

in gastrointestinal pain. Front Cell 

Neurosci. 2015; 9(October): 1-10. 

3. Costa FAL, Neto FLM. Satellite glial 

cells in sensory ganglia: its role in 

pain. Brazilian J 

Anesthesiol (English Ed). 2015; 65(1): 

73-81. 

4. Higginns D, Banker G. Primary 

dissociated cell cultures. In: Stevens 

CF, ed. Culturing Nerve Cells. 2nd ed. 

The MIT Press; 1998: 37-78. 

5. Daly W., Yao L., Zeugolis D., 

Windebank A., APandit A. 

A biomaterials approach to peripheral 

nerve regeneration: bridging the 

peripheral nerve gap and enhancing 

functional recovery. J R Soc Interface. 

2012; 9: 202-221 

6. Rodd H D. and Boissonade F M. 

Comparative immunohistochemical 

analysis of the peptidergic innervation 

of human primary and permanent tooth 

pulp. Arch Oral Biol. 2002; 47: 375-

85.  

7. Rodd H D and Boissonade F M. 

Immunocytochemical investigation of 



Songklanakarin Dent. J. Vol.5 No.2 July – December, 2017 
 

25 
 

neurovascular relationships in human 

tooth pulp. J Anat. 2003; 202:195-203. 

8. Kushnir R, Cherkas PS, Hanani M. 

Peripheral inflammation upregulates 

P2X receptor expression in satellite 

glial cells of mouse trigeminal ganglia: 

A calcium imaging study. 

Neuropharmacology. 2011; 61(4): 

739-746. 

9. Hanani M. Role of satellite glial cells 

in gastrointestinal pain. Front Cell 

Neurosci. 2015; 9(October): 1-10. 

10. Poulsen JN, Larsen F, Duroux M, 

Gazerani P. Primary culture of 

trigeminal satellite glial cells: A cell-

based platform to study morphology 

and function of peripheral glia. Int J 

Physiol Pathophysiol Pharmacol. 

2014; 6(1): 1-12. 

11. Takeda M, Takahashi M, Matsumoto S. 

Contribution of the activation of 

satellite glia in sensory ganglia to 

pathological pain. Neurosci Biobehav 

Rev. 2009; 33: 784-792. 

12. He Y, Baas PW. Growing and working 

with peripheral neurons. Methods Cell 

Biol. 2003; 71:17-35. 

13. Malin SA, Davis BM, Molliver DC. 

Production of dissociated sensory 

neuron cultures andconsiderations for 

their use in studying neuronal function 

and plasticity. Nat Protoc. 

2007; 2(1): 152-160. 

14. Ma W, Dumont Y, Vercauteren F, 

Quirion R. Lipopolysaccharide induces 

calcitonin generelated peptide in the 

RAW264.7 macrophage cell line. 

Immunology. 2010; 130(3): 399-409. 

15. Passmore GM. Dorsal root ganglion 

neurones in culture: A model system 

for identifying 

novel analgesic targets? J Pharmacol 

Toxicol Methods. 2005; 51(3 

SPEC.ISS.): 201-20

 

 

 

 

 

 

 

 

ผู้รับผิดชอบบทความ 

อันวยา  แก้วพิทักษ์  
ภาควิชาทันตกรรมป้องกัน คณะทันตแพทยศาสตร์ 
 มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  

อ.หาดใหญ่  จ. สงขลา 90112   

โทร. 074-287-601, 084-858-4488  

โทรสาร. 074-429-875 

E-mail: aunwaya.k@psu.ac.th 

  

 

 

 

 

mailto:aunwaya.k@psu.ac.th


ว.ทนัต.สงขลานครินทร์, ปีท่ี 5 ฉบบัท่ี 2 กรกฎาคม –ธนัวาคม 2560 

26 
 

Trigeminal neuron primary cultures for peripheral sensitization 

studying 

Aunwaya Kaewpitak* 

 

Abstract 
 
There are various options for studying peripheral sensitization and pain, in both cellular and molecular 

levels. Orofacial pain study could be represented by using trigeminal ganglia culture. The aim of this 

study was to develop the tissue culture of trigeminal neurons to grow healthily in laboratory conditions. 

Material and methods were underlined the processes to prepare trigeminal ganglia dissected from the 

mice. From this study, it showed that cultured cells from trigeminal ganglia were well flourished with 

high density in the first 2 days in the cultures.  Conclusion, the processes from this study could be used 

to prepare the trigeminal neurons and the supporting cells which are the foundation for molecular study 

of peripheral sensitization. This culture system could be the representative for orofacial peripheral 

sensitization study.
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