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	 เคมีบ�ำบัดและยารังสีรักษาถือว่าเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้
ในการรักษาผู้ป่วยมะเร็ง อย่างไรก็ตามเซลล์มะเร็งหลายชนิดมัก
แสดงคุณสมบัติดื้อต่อวิธีการรักษาดังกล่าว ดังนั้นการหายา
รักษามะเร็งชนิดใหม่ ที่มีประสิทธิภาพและลดผลข้างเคียงของ
การรักษาจึงมีความส�ำคัญอย่างยิ่ง แต่อย่างไรก็ตามการทดสอบ
ยาต้านมะเร็งและยารังสีรักษาในระดับหลอดทดลอง  ด้วยการ
เลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งในสภาวะสองมิติยังมีข้อจ�ำกัดหลาย
ประการส่งผลให้การตอบสนองต่อยาต้านมะเร็งและยารังสี
รักษาในระดับหลอดทดลอง  มีความแตกต่างกับการตอบสนอง
ในระดับสัตว์ทดลองรวมถึงการทดสอบทางคลินิก จากเหตุผล
ข้างต้นจึงมีการพัฒนาการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งในสภาวะสาม
มิติ โดยเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะสามมิตินี้มีคุณสมบัติ
หลายประการที่ใกล้เคียงกับเซลล์มะเร็งท่ีปลูกถ่ายในสัตว์
ทดลองหรือเซลล์มะเร็งท่ีอยู ่ในร่างกายของผู้ป่วย บทความ
ปรทิศัน์ฉบบันีจ้ะกล่าวถงึข้อจ�ำกัดของการเพาะเลีย้งเซลล์มะเรง็
ภายใต้สภาวะสองมิติ และการพัฒนาการเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็ง
ภายใต้สภาวะสามมิติ รวมไปถึงการประยุกต์ใช้การเพาะเล้ียง
เซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติในการศึกษามะเร็งในแง่มุมต่าง ๆ 
ได้แก่ การทดสอบยาเคมีบ�ำบัดและยารังสีรักษา การศึกษา
กระบวนการแพร่กระจายของมะเร็ง การศึกษาเซลล์ต้นก�ำเนิด
มะเร็งและการศึกษาเมแทบอลิซึมของมะเร็ง
ค�ำส�ำคัญ: การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติ; การเพาะ
เลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสองมิติ; การค้นหาและพัฒนายา;  การ
ทดสอบในระดับเซลล์เพาะเลี้ยง; มะเร็ง

Chemotherapy and radiotherapy are widely used as 
a standard treatment regimen for many cancers. 
However, resistance to the standard treatment                    
regimens usually occurs for several malignant tumors. 
Thus, searching for novel anticancer agents with high 
therapeutic effectiveness and less side effects is                   
urgently needed. However, there are several evidenc-
es suggesting that two-dimensional (2D) cell culture 
models cannot recapitulate key characteristics of 
in-vivo tumor and do not provide in-vivo and                               
clinically relevant data for anti-cancer drug discovery 
and development. Therefore, three-dimensional (3D) 
cell culture models have been developed. Cultured 
cells under 3D cell culture models provide several 
aspects of in-vivo solid tumor and offer better in-vitro 
models for anti-cancer drug screening and validation. 
This review article will clarify the limitations of 2D cell 
culture models and application of 3D cell culture 
models as a better in-vitro models for cancer research. 
Including, application 3D cell culture models in                  
chemo- and radiotherapy testing, cancer metastasis, 
cancer stem cell and cancer metabolisms.
Keywords: 3D cell culture models; 2D cell culture 
models; drug discovery and development; in-vitro 
models; cancer
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บทน�ำ
	 โรคมะเร็งถือว่าเป็นปัญหาส�ำคัญทางสาธารณสุขที่ยังเป็น
สาเหตุของการเสียชีวิตเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก โดยในปี พ.ศ. 
2561 พบว่ามีประชาการสูงถึง 18.1 ล้านคนถูกวินิจฉัยว่าเป็น
โรคมะเร็ง และมีการเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งประมาณ 9.6 ล้าน
คนทั่วโลก1 การรักษามะเร็งในปัจจุบัน ไม่ว่าจะรักษาด้วยวิธีการ
ผ่าตดั หรอืการผ่าตดัร่วมกบัการให้ยาเคมบี�ำบดัและยารงัสรีกัษา 
พบว่ามะเร็งหลายชนิดมักมีการตอบสนองต่อการรักษาต�่ำ ด้ือ
ต่อยาเคมีบ�ำบัดและยารังสีรักษา อีกท้ังมีผลข้างเคียงต่อเซลล์
ปกติสูง ด้วยเหตุผลดังกล่าว การพัฒนายารักษามะเร็งชนิด                   
ใหม่ ๆ  เพือ่เพิม่ประสทิธภิาพในการรกัษามะเร็งจึงมคีวามจ�ำเป็น
อย่างยิ่ง ปัจจุบันกระบวนการพัฒนายาชนิดใหม่เป็นกระบวน
การที่ใช้เวลายาวนานและใช้งบประมาณอย่างมาก โดยอาจใช้
งบประมาณมากถึง 2.6 พันล้านดอลลาร์ในการพัฒนายาหนึ่ง
ชนิดจนได้รบัอนญุาตให้ใชแ้ละวางขายในท้องตลาด2 การพัฒนา
ยาชนิดใหม่ประกอบด้วยขั้นตอนคร่าว ๆ ดังนี้ (1) การค้นหา
และพัฒนา (discovery and development) ถือเป็นขั้นตอน
แรกสุด และใช้เวลาค่อนข้างยาวนาน เป็นการรวบรวมข้อมูล 
ต่าง ๆ เกี่ยวกับโครงสร้าง การออกฤทธ์ิของยา หรือกลุ่มของ
สารประกอบท่ีมีฤทธ์ิตามท่ีต้องการจะศึกษา เช่น ฤทธิ์ในการ
ต้านกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง เป็นต้น (2) การ
ศึกษาในระดับพรีคลินิก (preclinical study) เป็นการศึกษา
เพื่อทดสอบถึงกลไกการออกฤทธ์ิของยา ความเป็นพิษต่อเซลล์ 
ผลข้างเคียง เป็นต้น ก่อนท่ีจะท�ำการศึกษาในมนุษย์ต่อไป โดย
ในการศึกษาในระดับพรีคลินิกน้ี สารประกอบหลายพันชนิดจะ
ถูกทดสอบในระดับเซลล์เพาะเลี้ยง (in-vitro) และสัตว์ทดลอง 
(in-vivo) สารประกอบท่ีผ่านการทดสอบจะถูกน�ำไปทดสอบใน
มนุษยต่อไป  (3) การทดสอบในมนุษย์ หรือการวิจัยทางคลินิก 
(clinical trials) เป็นขั้นตอนที่ส�ำคัญที่ศึกษาว่าสารประกอบ
เหล่านั้นสามารถออกฤทธิ์ในร่างกายของมนุษย์และมีความ
ปลอดภัยหรือไม ่  โดยมีเพียงจ�ำนวนไม ่ ก่ีชนิดในจ�ำนวน
สารประกอบเริ่มต้นหลายพันชนิด ท่ีสามารถผ่านการวิจัยทาง
คลินิก ได้3 (4) การตรวจสอบและการขึ้นทะเบียนยา (FDA drug 
review) หลังจากสารประกอบผ่านการวิจัยทางคลินิกแล้ว 
ล�ำดับถัดมาจะเป็นการตรวจสอบข้อมูลและผลท่ีได้โดยละเอียด
อีกครั้งโดยส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (FDA) เพื่อ
พจิารณาให้สามารถใช้สารประกอบดงักล่าวเป็นยาและออกขาย
สู่ท้องตลาด และ (5) กระบวนการเฝ้าระวังหลังจากที่ยาได้รับ
อนุญาตให้ใช้ (FDA post-market drug safety monitoring) 
(รูปที่ 1) หนึ่งในกระบวนการส�ำคัญของการค้นหาและพัฒนายา
รักษามะเร็งชนิดใหม่คือ การทดสอบยาในระดับพรีคลินิกโดย
การเลี้ยงเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งในสภาวะสองมิติ อย่างไรก็ตาม 
การเลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งมะเรง็ภายใต้สภาวะสองมติทิีใ่ช้กนัอย่าง
แพร่หลายในปัจจุบัน ยังมีข้อจ�ำกัดหลายประการที่ไม่สามารถ
จ�ำลองสภาวะที่เกิดขึ้นจริงในก้อนมะเร็งในสัตว์ทดลองหรือ                 
ผู้ป่วย  และน�ำไปสู่การแสดงออกของจีนและการตอบสนองต่อ
ยาทีไ่ม่สอดคล้องกับผลทีไ่ด้จากสตัว์ทดลองหรอืการทดสอบทาง
คลินิก4 ด้วยเหตุผลข้างต้นส่งผลให้มีการพัฒนาการเพาะเล้ียง
เซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติ ซึ่งมีคุณสมบัติต่าง ๆ ใกล้เคียงกับ
ก้อนมะเร็งในร่างกายมากกว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบสภาวะ

สองมิติ ด้วยเหตุผลดังที่กล่าวมา การเพาะเล้ียงเซลล์ภายใต้
สภาวะสามมิติจึงถูกน�ำมาประยุกต์ใช้อย่างแพร่หลายในการ
ศึกษาชีววทิยาของเซลล์มะเรง็ รวมถงึการทดสอบการตอบสนอง
ต่อยาในระดับเซลล์เพาะเล้ียง5,6

แบบจ�ำลองการศึกษาในหลอดทดลองส� ำหรับทดสอบและ

พฒันายาต้านมะเร็ง
	 in-vitro มีความหมายมาจากภาษาละตินว่า “in glass” 
หมายถึง การศึกษาในหลอดทดลอง หรือ การศึกษาทางชีวภาพ
ภายนอกร่างกายของสิง่มชีวิีต7 โดยการศกึษา in-vitro มบีทบาท
ส�ำคัญอย่างมากในงานทางด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพและ
วิทยาศาสตร์สุขภาพ เพื่อศึกษาการตอบสนองของเซลล์ต่อสิ่ง
เร้าต่าง ๆ ทั้งเซลล์ที่อยู่ภายใต้สภาวะปกติ และสภาวะที่เกิด
พยาธิสภาพ8  ปัจจุบันเซลล์เพาะเล้ียงถูกน�ำมาใช้ในการศึกษา
ด้านมะเร็งวิทยาอย่างแพร่หลาย อาทิ การศึกษากลไกการ
เปลีย่นแปลงของเซลล์ในระดบัชีววทิยาโมเลกลุ การเจรญิเตบิโต
และแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง การทดสอบบทบาทของสาร
เคมีในการเหนี่ยวน�ำการเกิดมะเร็ง รวมไปถึงการคัดกรองฤทธิ์
ต้านมะเร็งของยาหรือสารประกอบต่าง ๆ  ก่อนน�ำไปทดสอบใน
สตัว์ทดลองหรอืการทดสอบทางคลนิกิเป็นล�ำดบัถดัไป9 โดยแบบ
จ�ำลองการศึกษาในหลอดทดลองส�ำหรับทดสอบและพัฒนายา
ต ้านมะเร็งได ้แก ่  การเพาะเล้ียงเซลล ์ในสภาวะสองมิติ                         
(2-dimensional cell culture models), การเพาะเล้ียงเซลล์
ในสภาวะสามมิติ (3-dimensional cell culture models) 
และ การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมะเร็งจากผู้ป่วย (ex-vivo tissue 
culture)10 (รูปที่ 2) 
	 เป็นระยะเวลากว่าศตวรรษที่การเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยงภาย
ใต้สภาวะสองมิติถูกน�ำมาใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาเซลล์
มะเร็งในระดับพรีคลินิก11 อันเนื่องมาจากการเพาะเลี้ยงเซลล์
มะเร็งในสภาวะสองมิติมีค่าใช้จ่ายน้อย ง่ายต่อการวิเคราะห์ผล
และสามารถท�ำในปริมาณมาก (high throughput platform) 
โดยในการเพาะเล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะสองมิติ เซลล์เพาะเลี้ยง
มะเร็งมกีารเจรญิเติบโตแบบช้ันเดยีว (monolayer) โดยยดึเกาะ
กับพื้นผิวของภาชนะ (anchorage dependence) โดยใช้
อาหารเพาะเล้ียงเซลล์ที่เหมาะสมกับชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยง
มะเร็งแต่ละชนิด เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะนี้มีการแบ่ง
ตัวอย่างรวดเร็ว12 เนื่องจากแต่ละเซลล์สามารถได้รับอาหาร
อย่างทัว่ถึงและใกล้เคียงกนั เอือ้ต่อการศึกษาพฤตกิรรมและการ

รูปที่ 1 กระบวนการพัฒนาและค้นพบยาใหม่ (drug development 
processes) ประกอบด้วยข้ันตอนย่อยเป็นล�ำดับข้ันตอนการศึกษาดังนี้ 
(1) การค้นพบและพัฒนา (2) การทดลองก่อนการทดสอบในมนุษย์ หรือ 
การศึกษาในระดับพรีคลินิก (3) การศึกษาระดับคลินิก (4) การตรวจสอบ
และการข้ึนทะเบียนยา และ (5) กระบวนการเฝ้าระวังหลังจากที่ได้รับ
อนุญาตให้ใช้ (ดัดแปลงจาก Barnes และคณะ 2015)3,18,19
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ตอบสนองของเซลล์มะเร็งต่อสิ่งเร้า ยาหรือสารเคมีต่าง ๆ จึง
ท�ำให้รูปแบบการเพาะเลี้ยงเซลล์นี้ได้รับความนิยมและใช้อย่าง
แพร่หลาย แต่อย่างไรก็ตามในปัจจุบันการศึกษาจ�ำนวนมาก
รายงานไปในทิศทางเดียวกันว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้
สภาวะสองมิติยังมีข้อจ�ำกัดหลายประการที่ไม่สามารถจ�ำลอง
สภาวะของมะเรง็ภายในร่างกายของสิง่มชีีวติได้ อาท ิการทีก้่อน
มะเร็งในสิง่มชีวีติประกอบด้วยเซลล์หลายชนดิและหลายสภาวะ 
(tumor architecture and  heterogeneity) การสื่อสาร
ระหว่างเซลล์และเซลล์กับเมทริกซ์ (cell to cell and  cell to 
extracellular matrix interaction) เป็นต้น อันส่งผลถึง
พฤติกรรมของเซลล์มะเร็งและการตอบสนองต่อยารักษา
มะเร็ง13 - 16 การศึกษาของ Birgersdotter และคณะ17 พบว่า
เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงแบบสองมิติมีการแสดงออกของจีนที่
เปลี่ยนแปลงไปจากเน้ือเย้ือต้นก�ำเนิดของเซลล์น้ัน ๆ  ตัวอย่าง
เช่น จีนที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งเซลล์ และเมแทบอลิซึมมีการ
แสดงออกเพิม่มากขึน้ ส่วนจนีทีเ่ก่ียวข้องกบัการ รบัส่งสญัญาณ
ที่ผิวเซลล์ มีการแสดงออกท่ีลดลง ด้วยข้อจ�ำกัดของการเพาะ
เลี้ยงเซลล์ในสภาวะสองมิตินี้ อาจส่งผลให้ผลของการทดสอบ
ยาระดับเซลล์เพาะเลี้ยงไม่สอดคล้องกับผลการทดลองในสัตว์
ทดลอง หรอืการทดสอบในระดบัคลนิกิ เป็นเหตใุห้สารออกฤทธิ์
ต้านมะเร็งจ�ำนวนมากท่ีถูกทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยง ประสบ
ความล้มเหลวหรือถูกถอนออกเป็นจ�ำนวนมากในระหว่าง
ท�ำการศึกษาในสัตว ์ทดลองและระดับคลินิก โดยมีเพียง
ประมาณร้อยละ 5-10 ของสารประกอบที่ผ่านการทดสอบใน
ระดับเซลล์เพาะเล้ียง เท่าน้ันท่ีผ่านการทดสอบในระดับคลินิก 
และน้อยกว่านั้นที่ได้รับอนุญาตให้ใช้และออกสู่ท้องตลาด18 

	 จากที่ได้กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่า กระบวนการพัฒนา
และค้นพบยาใหม่นั้นเป็นขั้นตอนที่ใช้เวลายาวนานและใช้งบ
ประมาณเป็นจ�ำนวนมาก สารประกอบจ�ำนวนมากท่ีผ่านการ
ศึกษาระดับเซลล์เพาะเลี้ยง ประสบความล้มเหลวเมื่อน�ำมา
ศึกษาต่อในระดับสัตว์ทดลอง และการทดสอบในระดับคลินิก 
อันแสดงให้เห็นถึงข้อจ�ำกัดของการเพาะเลี้ยงเซลล์ในสภาวะ
สองมิติ ท�ำให้การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติที่มีความ

ใกล้เคียงกับสภาวะที่เกิดขึ้นภายในร่างกายของสิ่งมีชีวิตได้ถูก
พัฒนาข้ึน

การเพาะเลีย้งเซลล์ในสภาวะสามมติ ิ
	 การเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติถูกพัฒนาครั้งแรกใน
ช่วงปีคริสต์ศักราช 1970 โดย Sutherland และคณะ19 พบว่า
เมื่อเซลล์ถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะสามมิติจะมีการเกาะกันเป็นก
ลุ ่มก ้อนของเซลล ์ที่ มี ลักษณะทรงกลม ซ่ึงถูก เรียกว ่ า                         
“Spheroid” หรือ “multicellular tumor spheroid 
(MCTS)” 15 MCTS มีรูปแบบการเจริญเติบโต (growth                    
pattern) ใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งที่ปลูกถ่ายในหนูทดลอง โดย
เซลล์บริเวณรอบนอกของ MCTS มีการแบ่งตัวมากกว่าเซลล์ที่
อยู่ภายในก้อน MCTS  นอกจากจะมีรูปแบบการเจริญเติบโต
ใกล้เคียงกับมะเร็งภายในร่างกายแล้ว เซลล์มะเร็งใน MCTS ยัง
ถูกล้อมรวบด้วยเซลล์ข้างเคียง อันส่งเสริมการส่ือสารของเซลล์
ในทุกทิศทางใกล้เคียงกับเซลล์ที่อยู ่ในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต
มากกว่าเซลล์ที่ยึดเกาะกับพื้นผิวพลาสติกหรือแก้วภายใต้การ
เพาะเล้ียงในสภาวะสองมิติ จากรายงานการศึกษาของ                      
Holliday และคณะ20 พบว่าการเพาะเลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งมะเรง็
เต้านมร่วมกับเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (Fibroblast) ภายใต้สภาวะ
แบบสามมิติ มีการจัดเรียงของเซลล์แต่ละชนิดรวมไปถึง
พฤติกรรมการทะลุผ่านเยื่อพื้นฐาน (basement membrane) 
ใกล้เคียงกับมะเร็งดังกล่าวในส่ิงมีชีวิต ในขณะที่ไม่พบลักษณะ
ดังกล่าวในการเพาะเลี้ยงแบบสองมิติ นอกจากนี้การศึกษาของ 
Sandberg และ Emberg21รายงานว่าการแสดงออกของจีนใน
เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งภายใต้สภาวะสองมิติ มีการแสดงออกที่
แตกต่างกบัตวัอย่างชิน้เนือ้มะเรง็จากผูป่้วยประมาณร้อยละ 30 
โดยจีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรเซลล์และกระบวนการแบ่งตัวของ
เซลล์ รวมไปถึงกระบวนการเมแทบอลิซึมมีการแสดงออกเพิ่ม
มากขึน้ ในขณะทีจ่นีทีเ่กีย่วข้องกบัการรบั-ส่งสัญญาณทีผ่วิเซลล์ 
(membrane signaling) และ cell adhesion molecules มี
การแสดงออกที่ลดลง รวมไปถึงการจัดเรียงของโครงร่างเซลล์ 
(cytoskeleton) ที่ผิดแปลกไป22,23ในเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งภาย
ใต้สภาวะสองมิติเม่ือเปรียบเทียบกับเน้ือเยื่อมะเร็งจากผู้ป่วย 
การแสดงออกของจีนที่เปลี่ยนแปลงไปนี้อาจส่งผลให้การตอบ
สนองของเซลล์เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะสองมิติต่อยารักษา
มะเร็งแตกต่างไปจากก้อนมะเร็งในร่างกายได้ นอกจากน้ี Jung 
และคณะ24 พบว่าจีนที่แสดงออกของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งตับ
ที่ถูกเล้ียงภายใต้สภาวะสามมิติทั้งการเพาะเล้ียงด้วยเซลล์ชนิด
เดียว และเพาะเลี้ยงร ่วมกับเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด                       
(endothelial cell) ตัวอย่างเช่น Mcl-1, ERK, AKT, TGFA 
เป็นต้น รวมไปถงึกลุม่ของจีนทีเ่ก่ียวข้องกบักระบวนการเมแทบ
อลิซึมของยา มีความใกล้เคียงกับเนื้อเยื่อมะเร็งตับจากผู้ป่วย
มากกว่าเซลล์ทีถ่กูเพาะเล้ียงในสภาวะสองมติริวมไปถงึการตอบ
สนองต่อยารักษามะเร็งของเซลล์เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะสาม
มิติ แสดงลักษณะดื้อต่อยา doxorubicin และ และยารักษา
มะเรง็แบบมุง่เป้า sorafenib สงูกว่าเซลล์ทีถ่กูเพาะเลีย้งสภาวะ
สองมิติอีกด้วย 
	 ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ
สามมิติมีการจับตัวกันเป็นก้อนทรงกลม ซึ่งประกอบไปด้วย

รูปที่ 2 รูปแบบการเพาะเลี้ยงเซลล์ ในระดับ in-vitro ที่ถูกน�ำมาใช้ในการ
ศกึษาทางชวีวทิยาและมะเรง็วทิยา ได้แก่  การเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะ
สองมิติ การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติ และ ex-vivo culture 
เป็นการน�ำเอาเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่ได้จากสิ่งมีชีวิตโดยตรง น�ำมาเพาะเลี้ยง
ภายใต้สภาวะท่ีสามารถควบคุมสภาพแวดล้อมได้ง่ายภายนอกร่างกาย 
(ดัดแปลงจาก Gaebler และคณะ 2017)43
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เซลล์หลายสภาวะและมีลักษณะท่ีใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งใน               
ผู้ป่วยมากกว่า (ตารางท่ี 1)  โดยเซลล์ท่ีอยู่บริเวณรอบนอกของ 
MCTS จะได้รับอาหาร น�้ำตาล โกรทแฟคเตอร์ ออกซิเจน และ
ปัจจัยต่าง ๆ ในการด�ำรงชีวิตโดยตรงจากอาหารเพาะเล้ียง ส่ง
ผลให้เซลล์บริเวณรอบนอกนี้มีการเจริญเติบโตและแบ่งตัวที่
รวดเร็ว (high proliferating cells) ขณะท่ีเซลล์ท่ีอยู่ในล�ำดับ
ถัดมาจะได้รับอาหารและปัจจัยต่าง ๆ ลดหลั่นลงไป เป็นผลให้
เซลล์บรเิวณนีอ้ยูใ่นสภาวะทีไ่ม่มกีารแบ่งตวัหรอืมกีารแบ่งตวัช้า 
(quiescent cells) ยิ่งไปกว่าน้ัน เซลล์บริเวณน้ียังมีการกระตุ้
นการแสดงออกของจีนท่ีตอบสนองต่อสภาวะพร่องออกซิเจน 
เช่น HIF-1∝ อีกด้วย ในขณะเซลล์ท่ีอยู่ส่วนกลางของ MCTS 
ส่วนใหญ่เป็นเซลล์ตาย (necrotic cells) เน่ืองจากไม่ได้รับ
อาหารและปัจจยัต่าง ๆ  อกีทัง้ยงัมกีารสะสมของเสยีจากเมแทบ
อลิซึม (metabolic waste) ในบริเวณน้ีอีกด้วย25  ดังแสดงใน
รูปที่ 3 ลักษณะโครงสร้างภายในของ MCTS มีความใกล้เคียง
กับโครงสร้างของก้อนมะเร็งภายในร่างกายมนุษย์ โดยเฉพาะ
บริเวณระหว่างหลอดเลือดภายในก้อนมะเร็ง  (intervascular 
region) และ ก้อนมะเร็งขนาดเล็กท่ีแพร่กระจายไปยังส่วนอื่น
ของร่างกาย (micrometastasis)16 การทีเ่ซลล์ภายในก้อนมะเรง็
ประกอบไปด้วยหลายสภาวะเช่นนี้ส่งผลต่อการตอบสนองของ
ยาทีแ่ตกต่างกนัในเซลล์แต่ละสภาวะ เช่น ยาเคมบี�ำบัดโดยทัว่ไป
จะออกฤทธ์ิกับเซลล์ที่มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว ซึ่งอยู่บริเวณ
รอบนอกของก้อนมะเร็ง ในขณะที่เซลล์ที่อยู่ภายในก้อนมะเร็ง
อาจจะได้รบัผลของยาเคมบี�ำบดัน้อยหรอืไม่ได้รบัผลกระทบจาก
ยา ส่งผลให้เซลล์บริเวณน้ีกลับมาแบ่งตัวและท�ำให้เกิดการกลับ
มาเป็นซ�้ำของมะเร็ง (tumor recurrence) ซ่ึงตรงกันข้ามกับ
พฤติกรรมของเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่ีถูกเพาะเลี้ยงแบบสภาวะ
สองมิติ ซึ่งเซลล์มีพฤติกรรมที่แบ่งตัวเร็วเนื่องจากได้รับอาหาร
อย่างทั่วถึงดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นท�ำให้เซลล์ในสภาพน้ีมีแนว
โน้มทีจ่ะตอบสนองไวต่อยารกัษามะเร็งมากกว่าทีค่วรจะเป็นเมือ่
เปรียบเทียบกับก้อนมะเร็งในร่างกายมนุษย์ แต่อย่างไรก็ตาม
การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติ ยังมีข้อจ�ำกัดบาง
ประการเช่น ไม่สามารถจ�ำลองสภาวะของมะเร็งชนิดที่ไม่มี
คุณสมบัติเป็นก้อน (non-solid tumor)  เช่น มะเร็งเม็ดเลือด 
ได้

เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติิ
	 ปัจจบุนัเทคนคิการเพาะเลีย้งเซลล์ในสภาวะสามมติจิ�ำนวน
มากถูกพัฒนาขึ้นอย่างรวดเร็วโดยสามารถจ�ำแนกเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเซลล ์ ในสภาวะสามมิติ ได ้สองประเภท ดังนี้                         
scaffold-based techniques และ scaffold-free                         
techniques13,14 (รูปที่ 4) โดยแต่ละเทคนิคมีจุดเด่นและข้อ
จ�ำกัดที่แตกต่างกันดังต่อไปนี้  

เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติแิบบไม่ใช้โครง

เลีย้งเซลล์ (scaffold-free techniques)
	 เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติแบบไม่ใช้
โครงเล้ียงเซลล์ อาศัยหลักการป้องกันการยึดเกาะของเซลล์กับ
พืน้ผวิภาชนะเพาะเลีย้งเพือ่ส่งเสรมิการจบักนัระหว่างเซลล์ด้วย
กันเอง ตัวอย่างเช่น (1) การเพาะเล้ียงเซลล์ในภาชนะที่มีการ
เคลือบด้วยสารที่มีความเฉ่ือย ไม่มีประจุเพื่อลดแรงยึดเกาะ 
(ultralow attachment) เช่น poly hydrogel  หรือ (2) เพาะ
เลี้ยงเซลล์ให้เจริญเติบโตภายในหยดของอาหารเลี้ยงเซลล์ภาย
ใต้แรงโน้มถ่วงของโลกเพื่อหลีกเล่ียงการยึดเกาะของเซลล์กับ

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบลักษณะของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะสองมิติ และ สามมิติ 
(ดัดแปลงจาก Edmondson, 2014)16

ลักษณะและพฤติกรรมของเซลล์ เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะสองมิติ เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะสามมิติ

การเจริญเติบโตและการแบ่งเซลล์ มักมีการเจริญเติบโตและการแบ่งเซลล์ที่
รวดเร็วกว่า in-vivo

มีการเจริญเติบโตที่กใกล้เคียงกับ 
in-vivo และช้ากว่าเซลล์เพาะเลี้ยงในสภาวะสองมิติ 

สันฐานวิทยาของเซลล์ เซลล์มีลักษณะแบนและยืดตัวออกมีการจัด
เรียงตัวเพียงชั้นเดียว

เซลล์มีรูปร่างค่อนข้างกลมใกล้เคียงกับสภาพในธรรมชาติ

การแสดงออกของยีน มักมีการแสดงออกของยีนที่แตกต่างออกไป
เมื่อเปรียบเทียบกับ in-vivo

มีการแสดงออกของยีนใกล้เคียงกับ 
in-vivo มากกว่า

สถานะของเซลล์ในระยะการแบ่งเซลล์ เซลล์ส่วนใหญ่อยู่ในสถานะแบ่งตัวเช่น
เดียวกัน

ประกอบด้วยเซลล์ในหลายสถานะ (proliferating, 
quiescent, dead)

รูปที่ 3 เซลล์เพาะเลี้ยงในสภาวะสามมิติได้รับอาหาร ออกซิเจน และปัจจัย
ต่าง ๆ ที่แตกต่างกัน โดยเซลล์บริเวณรอบนอกได้รับสารอาหารและปัจจัย
ต่าง ๆโดยตรงจากอาหารเพาะเลี้ยง และเซลล์ที่อยู่ภายในได้รับสารอาหาร
ลดหลั่นลงไป ตาม physiological gradient ของก้อน MCTS ในทางตรง
กันข้ามบริเวณตรงกลางของ MCTS มีการสะสมของของเสียจาก
กระบวนการเมแทบอลิซึม ปัจจัยเหล่านี้ส่งผลให้โครงสร้างของ MCTS 
ประกอบไปด้วยเซลล์ที่มีอัตราการแบ่งตัวเร็ว (proliferating cells) เซลล์ที่
อยูส่ภาวะทีน่ิ่งไม่มกีารแบ่งตวัหรือมกีารแบ่งตวัช้า (quiescent cells) และ 
เซลล์ตาย (ดัดแปลงจาก Verjans, 2014)44



การเพาะเล้ียงเซลลภ์ายใตส้ภาวะสามมิติ เพ่ือเป็นโมเดลส�ำหรับทดสอบยา Three-dimensional Cell Culture Model for In-Vitro Drug-Testing Platforms 
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ภาชนะเพาะเลี้ยง ซึ่งเรียกว่าวิธี hanging drop (3) อาจท�ำการ
เพาะเล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะท่ีมีการหมุนวนของอาหารเล้ียง
เซลล์โดยใช้ spinner flask เพื่อป้องกันไม่ให้เซลล์เกาะกับพื้น
ผิวของภาชนะ (4) นอกจากนี้ยังมีวิธีการอื่นเช่น magnetic 
levitation โดยให้เซลล์ซึมซับแม่เหล็กนาโนเข้าภายในเซลล์ 
จากนัน้ใช้สนามแม่เหลก็เหนีย่วน�ำให้เซลล์เกดิการจบักนัเทคนคิ
การเพาะเลี้ยงแบบไม่ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ น้ีอาจจะเหมาะสมกับ
เซลล์มะเร็งที่ฟอร์มตัวเป็นก้อน MCTS ได้ง่าย และมีการหล่ัง                        
extracellular matrix (ECM) เป็นจ�ำนวนมากโดยไม่มีการเติม 
ECM เข้าไปรบกวนองค์ประกอบของการหลั่งสาร ECM                       
ดังกล่าว13

เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติแบบใช้โครง

เลีย้งเซลล์ (scaffold-based techniques)
	 การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติแบบใช้โครงเลี้ยง
เซลล์ เป็นเทคนิคการเพาะเลี้ยง MCTS โดยอาศัย scaffold 
หรือ เมทริกซ์ (matrix) ซ่ึงเป็นโครงข่ายของโพลิเมอร์ที่ได้จาก
ธรรมชาติ หรือสังเคราะห์ขึ้น ในการอุ้มน�้ำและยืดหยุ่นคล้าย
เนื้อเยื่อ (tissue-like elastic properties) ตัวอย่าง scaffold 
ที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงในสภาวะสามมิติ เช่น hydrogel ซึ่ง
ท�ำหน้าที่ช่วยเสริมการจัดเรียงกันของเซลล์เป็น MCTS (รูปที่ 4) 
อีกทั้งยังส่งเสริมการสื่อสารระหว่างเซลล์และเซลล์ รวมไปถึง
การรับสัญญาณการเปลี่ยนแปลงจากสภาพแวดล้อมภายนอก
อันส่งผลถึงพฤติกรรมของเซลล์26 

การประยุกต์ใช้เทคนิคการเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติใน

งานวจิยัด้านมะเร็ง
	 ด้วยข้อจ�ำกัดของการเพาะเลี้ยงเซลล์ในสภาวะสองมิติ ที่
ไม่สามารถจ�ำลองสภาวะท่ีใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งภายใน
ร่างกายมนุษย์ และน�ำไปสู่ผลการศึกษาในระดับหลอดทดลอง
ที่ไม่สอดคล้องกับผลการทดลองในสัตว์ทดลองหรือผลใน
ร่างกายมนุษย์ ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้น ท�ำให้ปัจจุบันการเพาะ
เลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติ ถูกน�ำมาประยุกต์ใช้อย่างแพร่
หลายในการศกึษาในเซลล์มะเรง็ในระดบัหลอดทดลอง ตวัอย่าง 
เช่น การศึกษาการตอบสนองของเซลล์มะเร็งต่อยาเคมีบ�ำบัด
และยารังสีรักษา การศึกษาเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง เป็นต้น

การประยุกต์ใช้การเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติใินการ

ทดสอบยาเคมบี�ำบัด
	 การเพาะเล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติถิกูน�ำมาประยกุต์
ใช้ในการทดสอบฤทธิ์ของยาหรือสารต้านมะเร็งอย่างแพร่หลาย
โดยส่วนใหญ่แล้วเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะสามมิติมักจะ
ตอบสนองต่อยาเคมีบ�ำบัดหรือสารต้านมะเร็งต�่ำกว่าเซลล์ที่
เพาะเล้ียงในสภาวะสองมิติ ทั้งน้ีเน่ืองด้วย ปัจจัยต่าง ๆ ของ
เซลล์ที่อยู่ในรูปแบบ MCTS อันได้แก่  การสื่อสารระหว่างเซลล์
กับเซลล์ข้างเคียงและเซลล์กับเมทริกซ์ในทุกทิศทาง, การ
แสดงออกของจีน, การที่เซลล์ภายใน MCTS ประกอบไปด้วย
เซลล์หลายสภาวะ (high proliferating cells, quiescent 
cells, necrotic or dead cells) หรือ tumor heterogene-
ity, การแทรกซมึของยาเข้าสูก้่อน MCTS เป็นต้น จากการศกึษา
ของ Lovitt และคณะ27 พบว่าเซลล์มะเร็งเต้านมที่ถูกเพาะเลี้ยง
แบบสภาวะสามมิติ  มีการตอบสนองต ่อยารักษามะเร็ง                  
doxorubicin น้อยกว่าเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งแบบสภาวะสองมิตโิดย
เซลล์ที่ถูกเพาะเล้ียงในแบบสภาวะสามมิติมีค่า IC50 สูงถึง 
636.0 ± 160.3 µM ในขณะที่เซลล์ที่เพาะเล้ียงในสภาวะสอง
มิติมีค่าดังกล่าวเพียง 87.7 ± 10.6 µM เท่านั้น โดยพบว่าเซลล์
ที่เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะสามมิติมีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นของ  
anti-apoptotic proteins โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Bcl-2 และ 
Bcl-xL  เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะสอง
มิติ จากการการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเซลล์มะเร็งเต้านมท่ีถูก
เพาะเล้ียงในสภาวะสามมิติต้านทานต่อยา doxorubicin ผ่าน
การแสดงออกเพิ่มขึ้นของ anti-apoptotic proteins นอกจาก
นี้การยับยั้งการท�ำงานของ Beta1 integrins  ซึ่งเป็นโปรตีนที่
ท�ำหน้าที่รับส่งสัญญาณการเปลี่ยนแปลงจากบนผิวเซลล์
ภายนอกเข้าสู่ภายในเซลล์ ส่งผลให้ก้อน MCTS มีขนาดเล็กลง
และมีผลต่อรูปร่างของ MCTS อย่างมีนัยส�ำคัญ ยิ่งไปกว่านั้น 
MC สามารถจ�ำลองการแทรกซึมของยาเข้าสู่ก้อนมะเร็งในสัตว์
ทดลองได้อีกด้วย การแทรกซึมของยาเข้าสู่ก้อนมะเร็งนั้นถือ
เป็นปัจจัยส�ำคัญอย่างหน่ึงในการออกฤทธิ์ของยาต้านมะเร็ง 
Yang และคณะ5 พบว่า การแทรกซึมของ Nano-particle ที่
เชื่อมต่อกับสารประกอบที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง podophyllotox-
in (PPT) ใน MCTS ให้ผลสอดคล้องกับการแทรกซึมของสาร
ดังกล่าวเข้าสู่ก้อนมะเร็งในหนูทดลอง อีกทั้งการตอบสนองของ
เซลล์มะเร็งต่อ PPT ภายใน MCTS ให้ผลในทิศทางเดียวกันกับ
การตอบสนองของก้อนมะเร็งในหนูทดลอง ไม่เฉพาะเพียง
ต้านทานต่อยาต้านมะเร็งมากกว่า แต่อย่างไรก็ตามในบางงาน
วิจัยยังแสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะสามมิติมี
ความไวในการตอบสนองต่อยาสูงกว่าเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงภายใต้
สภาวะสองมิติอีกด้วย ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับกลไกการออกฤทธ์ิของยา
และการแสดงออกของจีนภายในเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงดังกล่าว 
ตัวอย่างเช่นจากการศึกษาของ Pickl และ Ries28 พบว่า HER2 
มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งเต้านมและ
มะเร็งรังไข่ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะสามมิติ ซึ่งส่งผลให้เซลล์
เพาะเลี้ยงในสภาวะสามมิติดังกล่าวตอบสนองต่อยารักษาแบบ
มุ่งเป้า trastuzumab ได้ไวกว่าเซลล์เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะ
สองมิติอีกด้วย ยิ่งไปกว่านั้น การศึกษาของ Jung และคณะ24 
พบว่า เซลล์มะเร็งตับท่ีเพาะเล้ียงในสภาวะสามมิติมีการ

รูปที่ 4 เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์สามมิติแบบไม่ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ และ
ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ ที่มีคุณสมบัติการอุ้มน�้ำและความยืดหยุ่นคล้ายเนื้อเยื่อ 
(ดัดแปลงจาก Edmondson, 2014)16
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แสดงออกของจีนในระดับ RNA ใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งจาก                
ผู้ป่วยมากกว่าเซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงในสภาวะสองมิติ โดยกลุ่มของ
จีนที่เกี่ยวข้องกับการถ่ายโอนสัญญาณระหว่างเซลล์ (cytokine 
signaling gens) เช่น TNF, MAPK รวมไปถึงกลุ่มจีนท่ีเกี่ยวข้อง
กบักระบวนการเมแทบอลซึิมของยา ตวัอย่างเช่น cytochrome 
p 450 มีการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นและใกล้เคียงกับเน้ือเยื่อมะเร็ง
จากผูป่้วย ยิง่ไปกว่านัน้เซลล์มะเรง็ตบัทีเ่พาะเลีย้งภายใต้สภาวะ
สามมิติยังแสดงลักษณะต่าง ๆ ของมะเร็งตับ อาทิ มีการหล่ัง 
alpha-fetoprotein ซ่ึงเป็นสารบ่งช้ีมะเร็งตับในปริมาณที่สูง
กว่าเซลล์มะเร็งตับที่เลี้ยงในสภาวะสองมิติ และยังพบว่าการ
ตอบสนองเซลล์มะเร็งตับท่ีเลี้ยงในสภาวะสามมิติมีการดื้อต่อยา
รักษามะเร็งทั้ง doxorubicin และ sorafenib โดยมีค่า IC50 
มากกว่า 20 µM ในยาท้ังสองชนิด ในขณะท่ีเซลล์ที่เลี้ยงใน
สภาวะสองมติิมค่ีาดังกล่าวต่อยา doxorubicin และ sorafenib 
อยู่ที่  2 และ 5 µM ตามล�ำดับ แสดงให้ถึงการด้ือต่อยารักษา
มะเร็งเพิ่มมากขึ้นของเซลล์มะเร็งท่ีเลี้ยงในสภาวะสามมิติ
	 ไม่ว่าจะมีการตอบสนองต่อยาที่เพิ่มขึ้นหรือลดลง แต่
อย่างไรก็ตามข้อมูลผลที่ได้จากการทดสอบยาในระดับหลอด
ทดลองโดยใช้การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติย่อมให้
ผลที่แม่นย�ำและใกล้เคียงกับสภาพท่ีเกิดขึ้นในสัตว์ทดลอง และ
ร่างกายมนุษย์มากกว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในสภาวะสองมิติ15 

การประยุกต์ใช้การเพาะเลีย้งเซลล์ในสภาวะสามมติใินการตอบ

สนองต่อรังสีรักษา
	 นอกจากการทดสอบเซลล์เพาะเลีย้งแบบสภาวะสามมติกิบั
ยาเคมีบ�ำบัดแล้ว MCTS ยังถูกน�ำไปประยุกต์ใช้ในการทดสอบ
การตอบสนองของมะเร็งต่อรังสีรักษาอย่างแพร่หลาย เนื่องจาก
ลักษณะต่าง ๆ ของ MCTS ท่ีมีความใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งใน
ผู้ป่วย29 โดยส่วนใหญ่แล้วเซลล์ภายใน MCTS มีการรอดชีวิตสูง
กว่าเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะสองมิติ หลังจากการได้รับยา
รังสีรักษา30ยิ่งไปกว่านั้นการที่เซลล์ภายใน MCTS มีสถานะการ
แบ่งตัวที่ต่างกันตามการได้รับอาหารและปัจจัยในการด�ำรงชีวิต
ของเซลล์ดังที่กล่าวมาก่อนหน้า ย่อมส่งผลต่อการตอบสนองต่อ
รังสีรักษาของ MCTS ให้มีความใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งในส่ิงมี
ชีวิตมากขึ้นด้วย ซ่ึงตรงกันข้ามกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้
สภาวะสองมิติที่ส่วนใหญ่เซลล์จะมีลักษณะเป็น high prolifer-
ating cells เพียงอย่างเดียว ยิ่งไปกว่าน้ัน Terasima และ 
Tolmach31 พบว่าเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูกที่อยู่ในระยะ 
M-phase ซึ่งเป็นระยะที่เซลล์ก�ำลังแบ่งตัว และพบมากในเซลล์
ทีถ่กูเพาะเลีย้งในสภาวะสองมติ ิมกัจะตอบสนองไวต่อรงัสีรกัษา
มากที่สุด เป็นผลให้การทดสอบการตอบสนองของมะเร็งต่อรังสี
รักษาด้วยการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบสภาวะสองมิติอาจให้ผลการ
ตอบสนองท่ีไวเกินกว่าที่เกิดขึ้นจริงในก้อนมะเร็งจากส่ิงมีชีวิต 
นอกจากนี้ จากการศึกษาของ Olive และDurand32 พบว่าเซลล์
เพาะเลี้ยงแฮมสเตอร์ที่เพาะเลี้ยงภายเใต้สภาวะสามมิติ มีการ
แสดงออกของ cell adhesion molecules เพิ่มมากขึ้นโดย
เฉพาะอย่างยิ่ง E-cadherin พบว่าการแสดงออกของ E-cad-
herin ซึ่งเป็นองค์ประกอบส�ำคัญที่ท�ำหน้าที่ยึดเซลล์และเซลล์
ข้างเคียงเข้าด้วยกัน  มีผลต่อความแน่นและรูปร่างของก้อน 
MCTS อีกด้วย ส่งผลไปถึงการแทรกผ่านของยารังสีรักษาเข้าสู่

ภายในก้อน MCTS และการตอบสนองต่อรังสีรักษาดังกล่าว จะ
เห็นได้ว่าการเพาะเล้ียงเซลล์แบบสามมิติ มีความเหมาะสมท่ีจะ
น�ำมาใช้เป็น in-vitro model เพื่อทดสอบการตอบสนองของ
มะเร็งต่อรังสีรักษา และอาจให้ผลการตอบสนองที่ใกล้เคียงกับ
ก้อนมะเร็งในสัตว์ทดลองและผู้ป่วยมากกว่าการใช้การเพาะ
เล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะสองมิติเพียงอย่างเดียว
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ศึกษากระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
	 นอกจากการตรวจวัดการตอบสนองของเซลล์ภายใน 
MCTS ต่อยาต้านมะเร็ง ด้วยการวัดการมีชีวิตและการตายของ
เซลล์แล้ว ยังมีหลายเทคนิคที่ถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือศึกษาการแพร่
กระจายของเซลล์มะเร็งในรูปแบบของ MCTS อีกด้วย  ตัวอย่าง
เช่น modified Boyden chamber ถูกน�ำมาประยุกต์ใช้ในการ
ศึกษากระบวนการ invasion ของ MCTS โดย MCTS จะถูก
เพาะเล้ียงร่วมกับ extracellular matrix บน microporous 
membrane อันประกอบด้วยรูขนาดเล็กที่เซลล์สามารถผ่านได้ 
โดยด้านบนของ Boyden chamber จะมีลักษณะเป็นช่อง
ส�ำหรับใส่อาหารที่มีการเพิ่ม growth factors และ chemoat-
tractant ภายในไม่กี่ชั่วโมงเซลล์ภายใน MCTS จะมีการ
เคลื่อนที่ออกจาก MCTS ผ่าน microporous membrane เพื่อ
ขึ้นไปหาแหล่งที่มี growth factors และ chemoattractant 
ที่อุดมสมบูรณ์ด้านบน เราสามารถศึกษาการ migration ด้วย
วิธีนี้13และยิ่งไปกว่านั้นยังสามารถเพาะเล้ียงเซลล์เยื่อบุผนัง
หลอดเลือดที่ด้านบนของ microporous membrane เพื่อ
จ�ำลองการบกุรกุแทรกทะลุผ่านของเซลล์มะเรง็ (invasion) ผ่าน
ชั้นเยื่อบุเซลล์ได้อีกด้วย นอกจากนี้ยังมีเทคนิคอื่น ๆ เช่น การ
เพาะเลี้ยง MCTS ร่วมกับการเติม extracellular matrix ที่อุดม
ไปด้วย growth factors และ chemoattractant ภายในไม่ก่ี
ช่ัวโมงเซลล์จะมีการเคล่ือนที่ออกจากก้อน MCTS ในทุกทิศทาง
และแทรกตัวเข้าสู่ extracellular matrix วิธีนี้เป็นการจ�ำลอง 
invasion and migration ของเซลล์มะเร็งออกจากก้อนมะเร็ง
และแทรกตัวผ่าน matrix ต่าง ๆ ภายในร่างกายได้14เนื่องด้วย
เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในรูปแบบของ MCTS ถูกล้อมรอบด้วย
สภาพแวดล้อมแบบสามมิติอันส่งผลให้พฤติกรรมของเซลล์มี
ความใกล้เคียงกับสภาพในส่ิงมีชีวิตมากกว่า33 
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ศึกษาเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง
	 เซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งเป็นกลุ่มเซลล์ชนิดหน่ึงที่เกิดขึ้นใน
ก้อนมะเร็งภายในร่างกายของสิ่งมีชีวิต โดยมีคุณสมบัติต่าง ๆ 
ทั้งการแบ่งเซลล์ลักษณะเดิมทดแทนตัวเองได้อย่างไม่จ�ำกัด 
(unlimited self-renewal) และการเปลี่ยนแปลงพัฒนาไปเป็น
เซลล์ชนิดอ่ืน (differentiation) ไปเป็นประชากรเซลล์ชนิดต่าง 
ๆ ภายในก้อนมะเรง็ส่งผลให้เกดิความหลากหลายของประชากร
เซลล์ในก้อนมะเร็งเพียงก้อนเดียว (heterogeneity) อีกท้ังยัง
มบีทบาทในการส่งเสรมิ การก่อมะเรง็ (cancer initiation), การ
พัฒนาและการด�ำเนินไปของมะเร็ง (cancer progression), 
กระบวนการดื้อต่อยารักษา (drug resistance) และ การกลับ



การเพาะเล้ียงเซลลภ์ายใตส้ภาวะสามมิติ เพ่ือเป็นโมเดลส�ำหรับทดสอบยา Three-dimensional Cell Culture Model for In-Vitro Drug-Testing Platforms 

ศรีนครินทร์เวชสาร 2564; 36(5)     Srinagarind Med J 2021; 36(5) 631

 

มาเป็นใหม่ของโรค (tumor recurrence) เป็นต้น34,35 ด้วยเหตุ
นี้แสดงให้เห็นถึงโอกาสในการใช้เซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งในการ
ศึกษาและพัฒนายาท่ีมีผลยับย้ังเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง เพื่อเป็น
แนวทางในการรักษาโรคมะเร็งอย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
ปัจจุบัน การเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติถูกน�ำเข้ามา
ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งมากขึ้น โดยจะนิยม
เรียกก้อนของเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งท่ีมีลักษณะเป็นก้อนกลม
คล้าย MTCS ว่า tumorospheres15 โดย tumorospheres 
ถูกใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษา cancer stem cells อย่างไร
ก็ตามเมื่อไม่นานมาน้ีการศึกษาของ Guo และคณะ36 รายงาน
ว่าเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งหลายชนิดได้แก่ เซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็ง
รังไข่ เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งล�ำไส้ เซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งตับอ่อน 
และเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งต่อมลูกหมาก บางจ�ำนวนภายในก้อน 
MCTS มีการแสดงออกของสารบ่งชี้ความเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิด
มะเร็ง (cancer stem cell markers) มากขึ้นเม่ือเปรียบเทียบ
กับเซลล์ชนิดเดียวกันท่ีถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะการเพาะเล้ียง
แบบสองมิติ จากการศึกษาของ Lee และคณะ37 ได้ท�ำการคัด
แยกเซลล์ต้นก�ำเนดิมะเรง็โดยน�ำเซลล์เพาะเลีย้งมะเรง็กระเพาะ
อาหาร SNU-638 และ SNU-484  มาท�ำการเจือจางลดสัดส่วน 
(limiting dilution assay) จนได้ค่าคาดหมายปรมิาณหนึง่เซลล์
ต่อหนึ่งเวล แล้วท�ำการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะสามมิติ โดย
ถือว่า tumorospheres ท่ีเจริญเติบโตภายใต้สภาวะ anchor-
age independence จากหนึ่งเซลล์ไปเป็นหลายเซลล์ที่มี
ลักษณะรวมตัวกันเป็นก้อนกลมแน่น (single cell-derived 
spheroids) แสดงถงึความสามารถในการแบ่งตวัเองได้อย่างต่อ
เนื่องโดยไม่มีการเปลี่ยนแปลง หรือ                              dif-
ferentiation ไปเป็นเซลล์ชนิดอื่น (self-renewal) อันเป็น
ลกัษณะส�ำคญัของเซลล์ต้นก�ำเนดิ อกีทัง้ยงัมกีารแสดงออกทีส่งู
ขึ้นของสารบ่งชี้ความเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งอาทิ SOX2, 
NANOG ที่สูงขึ้นอีกด้วย ผลการศึกษาพบว่าร้อยละ 1.4 และ 
54 ของจ�ำนวนเซลล์ SNU-638 และ SNU-484 ตามล�ำดับ มี
ความสามารถในการแบ่งตัวทดแทนตัวเอง (self-renewal) คือ
สามารถเจริญเป็น single cell-derived spheroids ได้  ยิ่งไป
กว่านั้นเมื่อท�ำการ subculture cell และเพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะสามมิติเช่นเดิมพบว่าเซลล์กลุ่มท่ีมีคุณสมบัติเป็นเซลล์
ต้นก�ำเนิดดังกล่าวมีปริมาณท่ีสูงขึ้น จาก 1.4 เพิ่มข้ึนเป็นร้อย
ละ 21.1 ส�ำหรับเซลล์ชนิด SNU-638 และ ร้อยละ54 ไปเป็น 
96.1 ส�ำหรับเซลล์ชนิด SNU-484 ตามล�ำดับ ยิ่งไปกว่าน้ันเซลล์
ที่อยู่ในสภาวะดังกล่าวมีการแสดงออกของ stem cell marker 
ได้แก่ NANOG, SOX2 และ OCT4 ท่ีสูงขึ้นอีกด้วยแสดงให้เห็น
ว่า คุณสมบัติของการเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งอาจถูกเหนี่ยว
น�ำและรักษาไว้เมื่อเซลล์มะเร็งถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะสามมิติ 
และอาจน�ำไปใช้ในการศึกษาต่อถึงความสัมพันธ์ระหว่าง เซลล์
ต้นก�ำเนิดมะเร็ง และเซลล์มะเร็ง รวมไปถึงการตอบสนองของ
มะเร็งต่อการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและท่ีมีความใกล้เคียงกับ
สภาพที่เกิดขึ้นจริงในก้อนมะเร็งในสิ่งมีชีวิตได้38
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ศึกษาเมแทบอลซึิมของมะเร็ง
	 นอกจากนี้ยังสามารถประยุกต์ใช้การเลี้ยงเซลล์ภายใต้

สภาวะสามมิติในงานวิจัยมะเร็งด้านอ่ืน ๆ เช่น การศึกษา
เปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึมของเซลล์มะเร็ง (cancer metabo-
lism) เนื่องด้วยเซลล์ภายในก้อน MCTS ได้รับอาหาร และ 
ออกซิเจนน้อยกว่าเซลล์บริเวณรอบนอกของ MCTS  รวมไปถึง
การสะสมของเสียจากเมแทบอลิซึมและสภาวะพร่องออกซิเจน
ภายในบริเวณกึ่งกลางของ MCTS ซึ่งเป็นลักษณะที่พบเช่น
เดยีวกนักบัก้อนมะเรง็ในผู้ป่วย สภาวะดงักล่าวเป็นปัจจยัท่ีผลกั
ดันให้เซลล์มะเร็งมักมีการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมไปจากเซลล์
ปกติ โดยเซลล์มะเร็งมักจะใช้พลังงานในรูปของ ATP ที่ถูก
สังเคราะห์ผ่านวิถีไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) มากกว่า
กระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (electron transport 
chain)39 เรียกการเปล่ียนแปลงลักษณะเช่นน้ีว่า “Warburg 
effect” โดยถือว่าการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวเป็นลักษณะส�ำคัญ
อย่างหนึ่งของมะเร็ง (hallmark of cancer)40 ด้วยเหตุนี้การ
ศกึษาสารหรอืโมเลกลุทีม่คีณุสมบตัยิบัยัง้การสร้างพลงังานผ่าน
วิถีไกลโคไลซิสจึงเป็นอีกแนวคิดหนึ่งในการศึกษาและพัฒนายา
รักษามะเร็ง ตัวอย่างเช่น การใช้ยาที่มีคุณสมบัติยับยั้งวิถีไกล
โคไลซิส (2-deoxyglucose) ในเซลล์เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะ
สองมิติพบว่า การยับยั้งไกลโคไลซิสเพียงอย่างเดียวมักให้
ประสิทธิภาพสูงในเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในสภาวะดังกล่าว แต่
อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ Koshkin และคณะ41  ในเซลล์
เพาะเล้ียงมะเร็งเต้านม พบว่า การให้ 2-deoxyglucose ร่วม
กับ การยับยั้งกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้ประสิทธิภาพ
ที่ดีกว่าการยับยั้งวิถีไกลโคไลซสิเพียงอย่างเดียว เมื่อทดสอบกับ 
MCTS และให้ผลทีส่อดคล้องกนัเมือ่ท�ำการศกึษาในระดบัคลนิกิ
ที่ต้องใช้ 2-deoxyglucose ร่วมกับยารักษามะเร็งชนิดอ่ืนเพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพ42 จากการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าการทดสอบ
ยาโดยใช้ MCTS มีความใกล้เคียงกับการตอบสนองในส่ิงมีชีวิต
มากกว่าการใช้การเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะสองมิติ และยังอาจ
ช่วยให้นักวิทยาศาสตร์เข้าใจถึงกลไกลการตอบสนองต่อยาของ
มะเรง็ในส่ิงมชีวีติได้ดกีว่าการศกึษาด้วยการเพาะเลีย้งเซลล์แบบ
สภาวะสองมิติเพียงอย่างเดียว 

สรุปและวจิารณ์
	 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งภายใต้สภาวะสามมิติ เป็นสภาวะท่ี 
ให้เซลล์มะเรง็มกีารเจรญิเตบิโตเป็นก้อนเรยีกว่า MCTS ซึง่เซลล์
มะเร็งสามารส่ือสารกับเซลล์ข้างเคียงในทุกทิศทาง (3D cell to 
cell interaction) รวมไปถงึการถ่ายทอดสญัญาณระหว่างเซลล์
และเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (3D cell to extracellular matrix 
interaction) ส่งผลให้เซลล์มะเร็งที่ถูกเลี้ยงแบบสามมิติอยู่ใน
สภาพแวดล้อมทีใ่กล้เคยีงกบัเซลล์มะเรง็ทีอ่ยูภ่ายในสตัว์ทดลอง
หรือร่างกายของผู้ป่วยมากกว่าเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงแบบสองมิติ 
โดยในปัจจบุนัมเีทคนคิทีเ่ล้ียง MCTS อยูห่ลายรปูแบบ สามารถ
จ�ำแนกได้เป็นสองชนิดหลัก ๆ  ได้แก่ เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลล์
แบบสามมิติที่ไม่อาศัยโครงเล้ียงเซลล์ (scaffold-free tech-
niques) และ แบบอาศัยโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold-based 
techniques) จากข้อดีของการเล้ียงเซลล์มะเร็งในสภาวะสาม
มิติที่กล่าวมา ส่งผลในการเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งแบบดังกล่าว
ถูกน�ำมาประยุกต์ใช้ในการวิจัยมะเร็งในแง่มุมต่าง ๆ อย่างแพร่
หลาย เช่น การทดสอบยาเคมีบ�ำบัด, การตอบสนองต่อยารังสี
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รักษา, การศึกษากระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง และ 
การศึกษาเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง เป็นต้น จากประโยชน์ของการ
เลี้ยงเซลล์มะเร็งในสภาวะสามมิติที่กล่าวมา อาจช่วยพัฒนาการ
ศกึษามะเรง็ในระดบัหลอดทดลอง (in-vitro) ให้มคีวามใกล้เคียง
กับสภาพที่เกิดขึ้นจริงในสัตว์ทดลอง หรือ ร่างกายผู้ป่วย มาก
ยิ่งขึ้น รวมไปถึงการพัฒนายารักษามะเร็งและกลยุทธ์ในการ
รักษาให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น
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