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 เคมีบ�ำบัดและยำรังสีรักษำถือว่ำเป็นวิธีมำตรฐำนที่ใช้
ในกำรรักษำผู้ป่วยมะเร็ง อย่ำงไรก็ตำมเซลล์มะเร็งหลำยชนิดมัก
แสดงคุณสมบัติดื้อต่อวิธีกำรรักษำดังกล่ำว ดังนั้นกำรหำยำ
รักษำมะเร็งชนิดใหม่ ที่มีประสิทธิภำพและลดผลข้ำงเคียงของ
กำรรักษำจึงมีควำมส�ำคัญอย่ำงยิ่ง แต่อย่ำงไรก็ตำมกำรทดสอบ
ยำต้ำนมะเร็งและยำรังสีรักษำในระดับหลอดทดลอง  ด้วยกำร
เลี้ยงเซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งในสภำวะสองมิติยังมีข้อจ�ำกัดหลำย
ประกำรส่งผลให้กำรตอบสนองต่อยำต้ำนมะเร็งและยำรังสี
รักษำในระดับหลอดทดลอง  มีควำมแตกต่ำงกับกำรตอบสนอง
ในระดับสัตว์ทดลองรวมถึงกำรทดสอบทำงคลินิก จำกเหตุผล
ข้ำงต้นจึงมีกำรพัฒนำกำรเพำะเลี้ยงเซลล์มะเร็งในสภำวะสำม
มิติ โดยเซลล์ที่เพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะสำมมิตินี้มีคุณสมบัติ
หลำยประกำรที่ใกล้เคียงกับเซลล์มะเร็งท่ีปลูกถ่ำยในสัตว์
ทดลองหรือเซลล์มะเร็งท่ีอยู ่ในร่ำงกำยของผู้ป่วย บทควำม
ปรทิศัน์ฉบบันีจ้ะกล่ำวถงึข้อจ�ำกัดของกำรเพำะเลีย้งเซลล์มะเรง็
ภำยใต้สภำวะสองมิติ และกำรพัฒนำกำรเพำะเล้ียงเซลล์มะเร็ง
ภำยใต้สภำวะสำมมิติ รวมไปถึงกำรประยุกต์ใช้กำรเพำะเล้ียง
เซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติในกำรศึกษำมะเร็งในแง่มุมต่ำง ๆ 
ได้แก่ กำรทดสอบยำเคมีบ�ำบัดและยำรังสีรักษำ กำรศึกษำ
กระบวนกำรแพร่กระจำยของมะเร็ง กำรศึกษำเซลล์ต้นก�ำเนิด
มะเร็งและกำรศึกษำเมแทบอลิซึมของมะเร็ง
ค�ำส�ำคัญ: กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติ; กำรเพำะ
เลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสองมิติ; กำรค้นหำและพัฒนำยำ;  กำร
ทดสอบในระดับเซลล์เพำะเลี้ยง; 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�า
 โรคมะเร็งถือว่ำเป็นปัญหำส�ำคัญทำงสำธำรณสุขที่ยังเป็น
สำเหตุของกำรเสียชีวิตเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก โดยในปี พ.ศ. 
2561 พบว่ำมีประชำกำรสูงถึง 18.1 ล้ำนคนถูกวินิจฉัยว่ำเป็น
โรคมะเร็ง และมีกำรเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งประมำณ 9.6 ล้ำน
คนทั่วโลก1 กำรรักษำมะเร็งในปัจจุบัน ไม่ว่ำจะรักษำด้วยวิธีกำร
ผ่ำตดั หรอืกำรผ่ำตดัร่วมกบักำรให้ยำเคมบี�ำบดัและยำรงัสรีกัษำ 
พบว่ำมะเร็งหลำยชนิดมักมีกำรตอบสนองต่อกำรรักษำต�่ำ ด้ือ
ต่อยำเคมีบ�ำบัดและยำรังสีรักษำ อีกท้ังมีผลข้ำงเคียงต่อเซลล์
ปกติสูง ด้วยเหตุผลดังกล่ำว กำรพัฒนำยำรักษำมะเร็งชนิด                   
ใหม่ ๆ  เพือ่เพิม่ประสทิธภิำพในกำรรกัษำมะเร็งจึงมคีวำมจ�ำเป็น
อย่ำงยิ่ง ปัจจุบันกระบวนกำรพัฒนำยำชนิดใหม่เป็นกระบวน
กำรที่ใช้เวลำยำวนำนและใช้งบประมำณอย่ำงมำก โดยอำจใช้
งบประมำณมำกถึง 2.6 พันล้ำนดอลลำร์ในกำรพัฒนำยำหนึ่ง
ชนิดจนได้รบัอนญุำตให้ใชแ้ละวำงขำยในท้องตลำด2 กำรพัฒนำ
ยำชนิดใหม่ประกอบด้วยขั้นตอนคร่ำว ๆ ดังนี้ (1) กำรค้นหำ
และพัฒนำ (discovery and development) ถือเป็นขั้นตอน
แรกสุด และใช้เวลำค่อนข้ำงยำวนำน เป็นกำรรวบรวมข้อมูล 
ต่ำง ๆ เกี่ยวกับโครงสร้ำง กำรออกฤทธ์ิของยำ หรือกลุ่มของ
สำรประกอบท่ีมีฤทธ์ิตำมท่ีต้องกำรจะศึกษำ เช่น ฤทธิ์ในกำร
ต้ำนกระบวนกำรแพร่กระจำยของเซลล์มะเร็ง เป็นต้น (2) กำร
ศึกษำในระดับพรีคลินิก (preclinical study) เป็นกำรศึกษำ
เพื่อทดสอบถึงกลไกกำรออกฤทธ์ิของยำ ควำมเป็นพิษต่อเซลล์ 
ผลข้ำงเคียง เป็นต้น ก่อนท่ีจะท�ำกำรศึกษำในมนุษย์ต่อไป โดย
ในกำรศึกษำในระดับพรีคลินิกน้ี สำรประกอบหลำยพันชนิดจะ
ถูกทดสอบในระดับเซลล์เพำะเลี้ยง (in-vitro) และสัตว์ทดลอง 
(in-vivo) สำรประกอบท่ีผ่ำนกำรทดสอบจะถูกน�ำไปทดสอบใน
มนุษยต่อไป  (3) กำรทดสอบในมนุษย์ หรือกำรวิจัยทำงคลินิก 
(clinical trials) เป็นขั้นตอนที่ส�ำคัญที่ศึกษำว่ำสำรประกอบ
เหล่ำนั้นสำมำรถออกฤทธิ์ในร่ำงกำยของมนุษย์และมีควำม
ปลอดภัยหรือไม ่  โดยมีเพียงจ�ำนวนไม ่ ก่ีชนิดในจ�ำนวน
สำรประกอบเริ่มต้นหลำยพันชนิด ท่ีสำมำรถผ่ำนกำรวิจัยทำง
คลินิก ได้3 (4) กำรตรวจสอบและกำรขึ้นทะเบียนยำ (FDA drug 
review) หลังจำกสำรประกอบผ่ำนกำรวิจัยทำงคลินิกแล้ว 
ล�ำดับถัดมำจะเป็นกำรตรวจสอบข้อมูลและผลท่ีได้โดยละเอียด
อีกครั้งโดยส�ำนักงำนคณะกรรมกำรอำหำรและยำ (FDA) เพื่อ
พจิำรณำให้สำมำรถใช้สำรประกอบดงักล่ำวเป็นยำและออกขำย
สู่ท้องตลำด และ (5) กระบวนกำรเฝ้ำระวังหลังจำกที่ยำได้รับ
อนุญำตให้ใช้ (FDA post-market drug safety monitoring) 
(รูปที่ 1) หนึ่งในกระบวนกำรส�ำคัญของกำรค้นหำและพัฒนำยำ
รักษำมะเร็งชนิดใหม่คือ กำรทดสอบยำในระดับพรีคลินิกโดย
กำรเลี้ยงเซลล์เพำะเล้ียงมะเร็งในสภำวะสองมิติ อย่ำงไรก็ตำม 
กำรเลีย้งเซลล์เพำะเลีย้งมะเรง็ภำยใต้สภำวะสองมติทิีใ่ช้กนัอย่ำง
แพร่หลำยในปัจจุบัน ยังมีข้อจ�ำกัดหลำยประกำรที่ไม่สำมำรถ
จ�ำลองสภำวะที่เกิดขึ้นจริงในก้อนมะเร็งในสัตว์ทดลองหรือ                 
ผู้ป่วย  และน�ำไปสู่กำรแสดงออกของจีนและกำรตอบสนองต่อ
ยำทีไ่ม่สอดคล้องกับผลทีไ่ด้จำกสตัว์ทดลองหรอืกำรทดสอบทำง
คลินิก4 ด้วยเหตุผลข้ำงต้นส่งผลให้มีกำรพัฒนำกำรเพำะเล้ียง
เซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติ ซึ่งมีคุณสมบัติต่ำง ๆ ใกล้เคียงกับ
ก้อนมะเร็งในร่ำงกำยมำกกว่ำกำรเพำะเลี้ยงเซลล์แบบสภำวะ

สองมิติ ด้วยเหตุผลดังที่กล่ำวมำ กำรเพำะเล้ียงเซลล์ภำยใต้
สภำวะสำมมิติจึงถูกน�ำมำประยุกต์ใช้อย่ำงแพร่หลำยในกำร
ศึกษำชีววทิยำของเซลล์มะเรง็ รวมถงึกำรทดสอบกำรตอบสนอง
ต่อยำในระดับเซลล์เพำะเล้ียง5,6

แบบจ�าลองการศึกษาในหลอดทดลองส� าหรับทดสอบและ

พฒันายาต้านมะเร็ง
 in-vitro มีควำมหมำยมำจำกภำษำละตินว่ำ “in glass” 
หมำยถึง กำรศึกษำในหลอดทดลอง หรือ กำรศึกษำทำงชีวภำพ
ภำยนอกร่ำงกำยของสิง่มชีวิีต7 โดยกำรศกึษำ in-vitro มบีทบำท
ส�ำคัญอย่ำงมำกในงำนทำงด้ำนวิทยำศำสตร์ชีวภำพและ
วิทยำศำสตร์สุขภำพ เพื่อศึกษำกำรตอบสนองของเซลล์ต่อสิ่ง
เร้ำต่ำง ๆ ทั้งเซลล์ที่อยู่ภำยใต้สภำวะปกติ และสภำวะที่เกิด
พยำธิสภำพ8  ปัจจุบันเซลล์เพำะเล้ียงถูกน�ำมำใช้ในกำรศึกษำ
ด้ำนมะเร็งวิทยำอย่ำงแพร่หลำย อำทิ กำรศึกษำกลไกกำร
เปลีย่นแปลงของเซลล์ในระดบัชีววทิยำโมเลกลุ กำรเจรญิเตบิโต
และแพร่กระจำยของเซลล์มะเร็ง กำรทดสอบบทบำทของสำร
เคมีในกำรเหนี่ยวน�ำกำรเกิดมะเร็ง รวมไปถึงกำรคัดกรองฤทธิ์
ต้ำนมะเร็งของยำหรือสำรประกอบต่ำง ๆ  ก่อนน�ำไปทดสอบใน
สตัว์ทดลองหรอืกำรทดสอบทำงคลนิกิเป็นล�ำดบัถดัไป9 โดยแบบ
จ�ำลองกำรศึกษำในหลอดทดลองส�ำหรับทดสอบและพัฒนำยำ
ต ้ำนมะเร็งได ้แก ่  กำรเพำะเล้ียงเซลล ์ในสภำวะสองมิติ                         
(2-dimensional cell culture models), กำรเพำะเล้ียงเซลล์
ในสภำวะสำมมิติ (3-dimensional cell culture models) 
และ กำรเพำะเล้ียงเน้ือเยื่อมะเร็งจำกผู้ป่วย (ex-vivo tissue 
culture)10 (รูปที่ 2) 
 เป็นระยะเวลำกว่ำศตวรรษที่กำรเลี้ยงเซลล์เพำะเลี้ยงภำย
ใต้สภำวะสองมิติถูกน�ำมำใช้อย่ำงแพร่หลำยในกำรศึกษำเซลล์
มะเร็งในระดับพรีคลินิก11 อันเนื่องมำจำกกำรเพำะเลี้ยงเซลล์
มะเร็งในสภำวะสองมิติมีค่ำใช้จ่ำยน้อย ง่ำยต่อกำรวิเครำะห์ผล
และสำมำรถท�ำในปริมำณมำก (high throughput platform) 
โดยในกำรเพำะเล้ียงเซลล์ภำยใต้สภำวะสองมิติ เซลล์เพำะเลี้ยง
มะเร็งมกีำรเจรญิเติบโตแบบช้ันเดยีว (monolayer) โดยยดึเกำะ
กับพื้นผิวของภำชนะ (anchorage dependence) โดยใช้
อำหำรเพำะเล้ียงเซลล์ที่เหมำะสมกับชนิดของเซลล์เพำะเลี้ยง
มะเร็งแต่ละชนิด เซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะนี้มีกำรแบ่ง
ตัวอย่ำงรวดเร็ว12 เนื่องจำกแต่ละเซลล์สำมำรถได้รับอำหำร
อย่ำงทัว่ถึงและใกล้เคียงกนั เอือ้ต่อกำรศึกษำพฤตกิรรมและกำร

รูปที่ 1 กระบวนกำรพัฒนำและค้นพบยำใหม่ (drug development 
processes) ประกอบด้วยข้ันตอนย่อยเป็นล�ำดับข้ันตอนกำรศึกษำดังนี้ 
(1) กำรค้นพบและพัฒนำ (2) กำรทดลองก่อนกำรทดสอบในมนุษย์ หรือ 
กำรศึกษำในระดับพรีคลินิก (3) กำรศึกษำระดับคลินิก (4) กำรตรวจสอบ
และกำรข้ึนทะเบียนยำ และ (5) กระบวนกำรเฝ้ำระวังหลังจำกที่ได้รับ
อนุญำตให้ใช้ (ดัดแปลงจำก Barnes และคณะ 2015)3,18,19
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ตอบสนองของเซลล์มะเร็งต่อสิ่งเร้ำ ยำหรือสำรเคมีต่ำง ๆ จึง
ท�ำให้รูปแบบกำรเพำะเลี้ยงเซลล์นี้ได้รับควำมนิยมและใช้อย่ำง
แพร่หลำย แต่อย่ำงไรก็ตำมในปัจจุบันกำรศึกษำจ�ำนวนมำก
รำยงำนไปในทิศทำงเดียวกันว่ำ กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้
สภำวะสองมิติยังมีข้อจ�ำกัดหลำยประกำรที่ไม่สำมำรถจ�ำลอง
สภำวะของมะเรง็ภำยในร่ำงกำยของสิง่มชีีวติได้ อำท ิกำรทีก้่อน
มะเร็งในสิง่มชีวีติประกอบด้วยเซลล์หลำยชนดิและหลำยสภำวะ 
(tumor architecture and  heterogeneity) กำรสื่อสำร
ระหว่ำงเซลล์และเซลล์กับเมทริกซ์ (cell to cell and  cell to 
extracellular matrix interaction) เป็นต้น อันส่งผลถึง
พฤติกรรมของเซลล์มะเร็งและกำรตอบสนองต่อยำรักษำ
มะเร็ง13 - 16 กำรศึกษำของ Birgersdotter และคณะ17 พบว่ำ
เซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงแบบสองมิติมีกำรแสดงออกของจีนที่
เปลี่ยนแปลงไปจำกเน้ือเย้ือต้นก�ำเนิดของเซลล์น้ัน ๆ  ตัวอย่ำง
เช่น จีนที่เกี่ยวข้องกับกำรแบ่งเซลล์ และเมแทบอลิซึมมีกำร
แสดงออกเพิม่มำกขึน้ ส่วนจนีทีเ่ก่ียวข้องกบักำร รบัส่งสญัญำณ
ที่ผิวเซลล์ มีกำรแสดงออกท่ีลดลง ด้วยข้อจ�ำกัดของกำรเพำะ
เลี้ยงเซลล์ในสภำวะสองมิตินี้ อำจส่งผลให้ผลของกำรทดสอบ
ยำระดับเซลล์เพำะเลี้ยงไม่สอดคล้องกับผลกำรทดลองในสัตว์
ทดลอง หรอืกำรทดสอบในระดบัคลนิกิ เป็นเหตใุห้สำรออกฤทธิ์
ต้ำนมะเร็งจ�ำนวนมำกท่ีถูกทดสอบในเซลล์เพำะเลี้ยง ประสบ
ควำมล้มเหลวหรือถูกถอนออกเป็นจ�ำนวนมำกในระหว่ำง
ท�ำกำรศึกษำในสัตว ์ทดลองและระดับคลินิก โดยมีเพียง
ประมำณร้อยละ 5-10 ของสำรประกอบที่ผ่ำนกำรทดสอบใน
ระดับเซลล์เพำะเล้ียง เท่ำน้ันท่ีผ่ำนกำรทดสอบในระดับคลินิก 
และน้อยกว่ำนั้นที่ได้รับอนุญำตให้ใช้และออกสู่ท้องตลำด18 

 จำกที่ได้กล่ำวมำข้ำงต้นจะเห็นได้ว่ำ กระบวนกำรพัฒนำ
และค้นพบยำใหม่นั้นเป็นขั้นตอนที่ใช้เวลำยำวนำนและใช้งบ
ประมำณเป็นจ�ำนวนมำก สำรประกอบจ�ำนวนมำกท่ีผ่ำนกำร
ศึกษำระดับเซลล์เพำะเลี้ยง ประสบควำมล้มเหลวเมื่อน�ำมำ
ศึกษำต่อในระดับสัตว์ทดลอง และกำรทดสอบในระดับคลินิก 
อันแสดงให้เห็นถึงข้อจ�ำกัดของกำรเพำะเลี้ยงเซลล์ในสภำวะ
สองมิติ ท�ำให้กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติที่มีควำม

ใกล้เคียงกับสภำวะที่เกิดขึ้นภำยในร่ำงกำยของสิ่งมีชีวิตได้ถูก
พัฒนำข้ึน

การเพาะเลีย้งเซลล์ในสภาวะสามมติ ิ
 กำรเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติถูกพัฒนำครั้งแรกใน
ช่วงปีคริสต์ศักรำช 1970 โดย Sutherland และคณะ19 พบว่ำ
เมื่อเซลล์ถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะสำมมิติจะมีกำรเกำะกันเป็นก
ลุ ่มก ้อนของเซลล ์ที่ มี ลักษณะทรงกลม ซ่ึงถูก เรียกว ่ ำ                         
“Spheroid” หรือ “multicellular tumor spheroid 
(MCTS)” 15 MCTS มีรูปแบบกำรเจริญเติบโต (growth                    
pattern) ใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งที่ปลูกถ่ำยในหนูทดลอง โดย
เซลล์บริเวณรอบนอกของ MCTS มีกำรแบ่งตัวมำกกว่ำเซลล์ที่
อยู่ภำยในก้อน MCTS  นอกจำกจะมีรูปแบบกำรเจริญเติบโต
ใกล้เคียงกับมะเร็งภำยในร่ำงกำยแล้ว เซลล์มะเร็งใน MCTS ยัง
ถูกล้อมรวบด้วยเซลล์ข้ำงเคียง อันส่งเสริมกำรส่ือสำรของเซลล์
ในทุกทิศทำงใกล้เคียงกับเซลล์ที่อยู ่ในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต
มำกกว่ำเซลล์ที่ยึดเกำะกับพื้นผิวพลำสติกหรือแก้วภำยใต้กำร
เพำะเล้ียงในสภำวะสองมิติ จำกรำยงำนกำรศึกษำของ                      
Holliday และคณะ20 พบว่ำกำรเพำะเลีย้งเซลล์เพำะเลีย้งมะเรง็
เต้ำนมร่วมกับเซลล์ไฟโบรบลำสต์ (Fibroblast) ภำยใต้สภำวะ
แบบสำมมิติ มีกำรจัดเรียงของเซลล์แต่ละชนิดรวมไปถึง
พฤติกรรมกำรทะลุผ่ำนเยื่อพื้นฐำน (basement membrane) 
ใกล้เคียงกับมะเร็งดังกล่ำวในส่ิงมีชีวิต ในขณะที่ไม่พบลักษณะ
ดังกล่ำวในกำรเพำะเลี้ยงแบบสองมิติ นอกจำกนี้กำรศึกษำของ 
Sandberg และ Emberg21รำยงำนว่ำกำรแสดงออกของจีนใน
เซลล์เพำะเล้ียงมะเร็งภำยใต้สภำวะสองมิติ มีกำรแสดงออกที่
แตกต่ำงกบัตวัอย่ำงชิน้เนือ้มะเรง็จำกผูป่้วยประมำณร้อยละ 30 
โดยจีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรเซลล์และกระบวนกำรแบ่งตัวของ
เซลล์ รวมไปถึงกระบวนกำรเมแทบอลิซึมมีกำรแสดงออกเพิ่ม
มำกขึน้ ในขณะทีจ่นีทีเ่กีย่วข้องกบักำรรบั-ส่งสัญญำณทีผ่วิเซลล์ 
(membrane signaling) และ cell adhesion molecules มี
กำรแสดงออกที่ลดลง รวมไปถึงกำรจัดเรียงของโครงร่ำงเซลล์ 
(cytoskeleton) ที่ผิดแปลกไป22,23ในเซลล์เพำะเล้ียงมะเร็งภำย
ใต้สภำวะสองมิติเม่ือเปรียบเทียบกับเน้ือเยื่อมะเร็งจำกผู้ป่วย 
กำรแสดงออกของจีนที่เปลี่ยนแปลงไปนี้อำจส่งผลให้กำรตอบ
สนองของเซลล์เพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะสองมิติต่อยำรักษำ
มะเร็งแตกต่ำงไปจำกก้อนมะเร็งในร่ำงกำยได้ นอกจำกน้ี Jung 
และคณะ24 พบว่ำจีนที่แสดงออกของเซลล์เพำะเล้ียงมะเร็งตับ
ที่ถูกเล้ียงภำยใต้สภำวะสำมมิติทั้งกำรเพำะเล้ียงด้วยเซลล์ชนิด
เดียว และเพำะเลี้ยงร ่วมกับเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด                       
(endothelial cell) ตัวอย่ำงเช่น Mcl-1, ERK, AKT, TGFA 
เป็นต้น รวมไปถงึกลุม่ของจีนทีเ่ก่ียวข้องกบักระบวนกำรเมแทบ
อลิซึมของยำ มีควำมใกล้เคียงกับเนื้อเยื่อมะเร็งตับจำกผู้ป่วย
มำกกว่ำเซลล์ทีถ่กูเพำะเล้ียงในสภำวะสองมติริวมไปถงึกำรตอบ
สนองต่อยำรักษำมะเร็งของเซลล์เพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะสำม
มิติ แสดงลักษณะดื้อต่อยำ doxorubicin และ และยำรักษำ
มะเรง็แบบมุง่เป้ำ sorafenib สงูกว่ำเซลล์ทีถ่กูเพำะเลีย้งสภำวะ
สองมิติอีกด้วย 
 ดังที่ได้กล่ำวมำข้ำงต้นเซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะ
สำมมิติมีกำรจับตัวกันเป็นก้อนทรงกลม ซึ่งประกอบไปด้วย

รูปที่ 2 รูปแบบกำรเพำะเลี้ยงเซลล์ ในระดับ in-vitro ที่ถูกน�ำมำใช้ในกำร
ศกึษำทำงชวีวทิยำและมะเรง็วทิยำ ได้แก่  กำรเพำะเลีย้งเซลล์ภำยใต้สภำวะ
สองมิติ กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติ และ ex-vivo culture 
เป็นกำรน�ำเอำเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่ได้จำกสิ่งมีชีวิตโดยตรง น�ำมำเพำะเลี้ยง
ภำยใต้สภำวะท่ีสำมำรถควบคุมสภำพแวดล้อมได้ง่ำยภำยนอกร่ำงกำย 
(ดัดแปลงจำก Gaebler และคณะ 2017)43
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เซลล์หลำยสภำวะและมีลักษณะท่ีใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งใน               
ผู้ป่วยมำกกว่ำ (ตำรำงท่ี 1)  โดยเซลล์ท่ีอยู่บริเวณรอบนอกของ 
MCTS จะได้รับอำหำร น�้ำตำล โกรทแฟคเตอร์ ออกซิเจน และ
ปัจจัยต่ำง ๆ ในกำรด�ำรงชีวิตโดยตรงจำกอำหำรเพำะเล้ียง ส่ง
ผลให้เซลล์บริเวณรอบนอกนี้มีกำรเจริญเติบโตและแบ่งตัวที่
รวดเร็ว (high proliferating cells) ขณะท่ีเซลล์ท่ีอยู่ในล�ำดับ
ถัดมำจะได้รับอำหำรและปัจจัยต่ำง ๆ ลดหลั่นลงไป เป็นผลให้
เซลล์บรเิวณนีอ้ยูใ่นสภำวะทีไ่ม่มกีำรแบ่งตวัหรอืมกีำรแบ่งตวัช้ำ 
(quiescent cells) ยิ่งไปกว่ำน้ัน เซลล์บริเวณน้ียังมีกำรกระตุ้
นกำรแสดงออกของจีนท่ีตอบสนองต่อสภำวะพร่องออกซิเจน 
เช่น HIF-1∝ อีกด้วย ในขณะเซลล์ท่ีอยู่ส่วนกลำงของ MCTS 
ส่วนใหญ่เป็นเซลล์ตำย (necrotic cells) เน่ืองจำกไม่ได้รับ
อำหำรและปัจจยัต่ำง ๆ  อกีทัง้ยงัมกีำรสะสมของเสยีจำกเมแทบ
อลิซึม (metabolic waste) ในบริเวณน้ีอีกด้วย25  ดังแสดงใน
รูปที่ 3 ลักษณะโครงสร้ำงภำยในของ MCTS มีควำมใกล้เคียง
กับโครงสร้ำงของก้อนมะเร็งภำยในร่ำงกำยมนุษย์ โดยเฉพำะ
บริเวณระหว่ำงหลอดเลือดภำยในก้อนมะเร็ง  (intervascular 
region) และ ก้อนมะเร็งขนำดเล็กท่ีแพร่กระจำยไปยังส่วนอื่น
ของร่ำงกำย (micrometastasis)16 กำรทีเ่ซลล์ภำยในก้อนมะเรง็
ประกอบไปด้วยหลำยสภำวะเช่นนี้ส่งผลต่อกำรตอบสนองของ
ยำทีแ่ตกต่ำงกนัในเซลล์แต่ละสภำวะ เช่น ยำเคมบี�ำบัดโดยทัว่ไป
จะออกฤทธ์ิกับเซลล์ที่มีกำรแบ่งตัวอย่ำงรวดเร็ว ซึ่งอยู่บริเวณ
รอบนอกของก้อนมะเร็ง ในขณะที่เซลล์ที่อยู่ภำยในก้อนมะเร็ง
อำจจะได้รบัผลของยำเคมบี�ำบดัน้อยหรอืไม่ได้รบัผลกระทบจำก
ยำ ส่งผลให้เซลล์บริเวณน้ีกลับมำแบ่งตัวและท�ำให้เกิดกำรกลับ
มำเป็นซ�้ำของมะเร็ง (tumor recurrence) ซ่ึงตรงกันข้ำมกับ
พฤติกรรมของเซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งท่ีถูกเพำะเลี้ยงแบบสภำวะ
สองมิติ ซึ่งเซลล์มีพฤติกรรมที่แบ่งตัวเร็วเนื่องจำกได้รับอำหำร
อย่ำงทั่วถึงดังที่ได้กล่ำวมำข้ำงต้นท�ำให้เซลล์ในสภำพน้ีมีแนว
โน้มทีจ่ะตอบสนองไวต่อยำรกัษำมะเร็งมำกกว่ำทีค่วรจะเป็นเมือ่
เปรียบเทียบกับก้อนมะเร็งในร่ำงกำยมนุษย์ แต่อย่ำงไรก็ตำม
กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติ ยังมีข้อจ�ำกัดบำง
ประกำรเช่น ไม่สำมำรถจ�ำลองสภำวะของมะเร็งชนิดที่ไม่มี
คุณสมบัติเป็นก้อน (non-solid tumor)  เช่น มะเร็งเม็ดเลือด 
ได้

เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติิ
 ปัจจบุนัเทคนคิกำรเพำะเลีย้งเซลล์ในสภำวะสำมมติจิ�ำนวน
มำกถูกพัฒนำขึ้นอย่ำงรวดเร็วโดยสำมำรถจ�ำแนกเทคนิคกำร
เพำะเลี้ยงเซลล ์ ในสภำวะสำมมิติ ได ้สองประเภท ดังนี้                         
scaffold-based techniques และ scaffold-free                         
techniques13,14 (รูปที่ 4) โดยแต่ละเทคนิคมีจุดเด่นและข้อ
จ�ำกัดที่แตกต่ำงกันดังต่อไปนี้  

เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติแิบบไม่ใช้โครง

เลีย้งเซลล์ (scaffold-free techniques)
 เทคนิคกำรเพำะเล้ียงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติแบบไม่ใช้
โครงเล้ียงเซลล์ อำศัยหลักกำรป้องกันกำรยึดเกำะของเซลล์กับ
พืน้ผวิภำชนะเพำะเลีย้งเพือ่ส่งเสรมิกำรจบักนัระหว่ำงเซลล์ด้วย
กันเอง ตัวอย่ำงเช่น (1) กำรเพำะเล้ียงเซลล์ในภำชนะที่มีกำร
เคลือบด้วยสำรที่มีควำมเฉ่ือย ไม่มีประจุเพื่อลดแรงยึดเกำะ 
(ultralow attachment) เช่น poly hydrogel  หรือ (2) เพำะ
เลี้ยงเซลล์ให้เจริญเติบโตภำยในหยดของอำหำรเลี้ยงเซลล์ภำย
ใต้แรงโน้มถ่วงของโลกเพื่อหลีกเล่ียงกำรยึดเกำะของเซลล์กับ

ตำรำงที่ 1 เปรียบเทียบลักษณะของเซลล์ที่เพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะสองมิติ และ สำมมิติ 
(ดัดแปลงจำก Edmondson, 2014)16

ลักษณะและพฤติกรรมของเซลล์ เซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะสองมิติ เซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะสำมมิติ

กำรเจริญเติบโตและกำรแบ่งเซลล์ มักมีกำรเจริญเติบโตและกำรแบ่งเซลล์ที่
รวดเร็วกว่ำ in-vivo

มีกำรเจริญเติบโตที่กใกล้เคียงกับ 
in-vivo และช้ำกว่ำเซลล์เพำะเลี้ยงในสภำวะสองมิติ 

สันฐำนวิทยำของเซลล์ เซลล์มีลักษณะแบนและยืดตัวออกมีกำรจัด
เรียงตัวเพียงชั้นเดียว

เซลล์มีรูปร่ำงค่อนข้ำงกลมใกล้เคียงกับสภำพในธรรมชำติ

กำรแสดงออกของยีน มักมีกำรแสดงออกของยีนที่แตกต่ำงออกไป
เมื่อเปรียบเทียบกับ in-vivo

มีกำรแสดงออกของยีนใกล้เคียงกับ 
in-vivo มำกกว่ำ

สถำนะของเซลล์ในระยะกำรแบ่งเซลล์ เซลล์ส่วนใหญ่อยู่ในสถำนะแบ่งตัวเช่น
เดียวกัน

ประกอบด้วยเซลล์ในหลำยสถำนะ (proliferating, 
quiescent, dead)

รูปที่ 3 เซลล์เพำะเลี้ยงในสภำวะสำมมิติได้รับอำหำร ออกซิเจน และปัจจัย
ต่ำง ๆ ที่แตกต่ำงกัน โดยเซลล์บริเวณรอบนอกได้รับสำรอำหำรและปัจจัย
ต่ำง ๆโดยตรงจำกอำหำรเพำะเลี้ยง และเซลล์ที่อยู่ภำยในได้รับสำรอำหำร
ลดหลั่นลงไป ตำม physiological gradient ของก้อน MCTS ในทำงตรง
กันข้ำมบริเวณตรงกลำงของ MCTS มีกำรสะสมของของเสียจำก
กระบวนกำรเมแทบอลิซึม ปัจจัยเหล่ำนี้ส่งผลให้โครงสร้ำงของ MCTS 
ประกอบไปด้วยเซลล์ที่มีอัตรำกำรแบ่งตัวเร็ว (proliferating cells) เซลล์ที่
อยูส่ภำวะทีน่ิ่งไม่มกีำรแบ่งตวัหรือมกีำรแบ่งตวัช้ำ (quiescent cells) และ 
เซลล์ตำย (ดัดแปลงจำก Verjans, 2014)44
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ภำชนะเพำะเลี้ยง ซึ่งเรียกว่ำวิธี hanging drop (3) อำจท�ำกำร
เพำะเล้ียงเซลล์ภำยใต้สภำวะท่ีมีกำรหมุนวนของอำหำรเล้ียง
เซลล์โดยใช้ spinner flask เพื่อป้องกันไม่ให้เซลล์เกำะกับพื้น
ผิวของภำชนะ (4) นอกจำกนี้ยังมีวิธีกำรอื่นเช่น magnetic 
levitation โดยให้เซลล์ซึมซับแม่เหล็กนำโนเข้ำภำยในเซลล์ 
จำกนัน้ใช้สนำมแม่เหลก็เหนีย่วน�ำให้เซลล์เกดิกำรจบักนัเทคนคิ
กำรเพำะเลี้ยงแบบไม่ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ น้ีอำจจะเหมำะสมกับ
เซลล์มะเร็งที่ฟอร์มตัวเป็นก้อน MCTS ได้ง่ำย และมีกำรหล่ัง                        
extracellular matrix (ECM) เป็นจ�ำนวนมำกโดยไม่มีกำรเติม 
ECM เข้ำไปรบกวนองค์ประกอบของกำรหลั่งสำร ECM                       
ดังกล่ำว13

เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติแบบใช้โครง

เลีย้งเซลล์ (scaffold-based techniques)
 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติแบบใช้โครงเลี้ยง
เซลล์ เป็นเทคนิคกำรเพำะเลี้ยง MCTS โดยอำศัย scaffold 
หรือ เมทริกซ์ (matrix) ซ่ึงเป็นโครงข่ำยของโพลิเมอร์ที่ได้จำก
ธรรมชำติ หรือสังเครำะห์ขึ้น ในกำรอุ้มน�้ำและยืดหยุ่นคล้ำย
เนื้อเยื่อ (tissue-like elastic properties) ตัวอย่ำง scaffold 
ที่นิยมใช้ในกำรเพำะเลี้ยงในสภำวะสำมมิติ เช่น hydrogel ซึ่ง
ท�ำหน้ำที่ช่วยเสริมกำรจัดเรียงกันของเซลล์เป็น MCTS (รูปที่ 4) 
อีกทั้งยังส่งเสริมกำรสื่อสำรระหว่ำงเซลล์และเซลล์ รวมไปถึง
กำรรับสัญญำณกำรเปลี่ยนแปลงจำกสภำพแวดล้อมภำยนอก
อันส่งผลถึงพฤติกรรมของเซลล์26 

การประยุกต์ใช้เทคนิคการเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมิติใน

งานวจิยัด้านมะเร็ง
 ด้วยข้อจ�ำกัดของกำรเพำะเลี้ยงเซลล์ในสภำวะสองมิติ ที่
ไม่สำมำรถจ�ำลองสภำวะท่ีใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งภำยใน
ร่ำงกำยมนุษย์ และน�ำไปสู่ผลกำรศึกษำในระดับหลอดทดลอง
ที่ไม่สอดคล้องกับผลกำรทดลองในสัตว์ทดลองหรือผลใน
ร่ำงกำยมนุษย์ ดังที่ได้กล่ำวมำข้ำงต้น ท�ำให้ปัจจุบันกำรเพำะ
เลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติ ถูกน�ำมำประยุกต์ใช้อย่ำงแพร่
หลำยในกำรศกึษำในเซลล์มะเรง็ในระดบัหลอดทดลอง ตวัอย่ำง 
เช่น กำรศึกษำกำรตอบสนองของเซลล์มะเร็งต่อยำเคมีบ�ำบัด
และยำรังสีรักษำ กำรศึกษำเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง เป็นต้น

การประยุกต์ใช้การเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติใินการ

ทดสอบยาเคมบี�าบัด
 กำรเพำะเล้ียงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมติถิกูน�ำมำประยกุต์
ใช้ในกำรทดสอบฤทธิ์ของยำหรือสำรต้ำนมะเร็งอย่ำงแพร่หลำย
โดยส่วนใหญ่แล้วเซลล์ที่เพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะสำมมิติมักจะ
ตอบสนองต่อยำเคมีบ�ำบัดหรือสำรต้ำนมะเร็งต�่ำกว่ำเซลล์ที่
เพำะเล้ียงในสภำวะสองมิติ ทั้งน้ีเน่ืองด้วย ปัจจัยต่ำง ๆ ของ
เซลล์ที่อยู่ในรูปแบบ MCTS อันได้แก่  กำรสื่อสำรระหว่ำงเซลล์
กับเซลล์ข้ำงเคียงและเซลล์กับเมทริกซ์ในทุกทิศทำง, กำร
แสดงออกของจีน, กำรที่เซลล์ภำยใน MCTS ประกอบไปด้วย
เซลล์หลำยสภำวะ (high proliferating cells, quiescent 
cells, necrotic or dead cells) หรือ tumor heterogene-
ity, กำรแทรกซมึของยำเข้ำสูก้่อน MCTS เป็นต้น จำกกำรศกึษำ
ของ Lovitt และคณะ27 พบว่ำเซลล์มะเร็งเต้ำนมที่ถูกเพำะเลี้ยง
แบบสภำวะสำมมิติ  มีกำรตอบสนองต ่อยำรักษำมะเร็ง                  
doxorubicin น้อยกว่ำเซลล์ทีเ่พำะเลีย้งแบบสภำวะสองมิตโิดย
เซลล์ที่ถูกเพำะเล้ียงในแบบสภำวะสำมมิติมีค่ำ IC50 สูงถึง 
636.0 ± 160.3 µM ในขณะที่เซลล์ที่เพำะเล้ียงในสภำวะสอง
มิติมีค่ำดังกล่ำวเพียง 87.7 ± 10.6 µM เท่ำนั้น โดยพบว่ำเซลล์
ที่เพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะสำมมิติมีกำรแสดงออกที่เพิ่มขึ้นของ  
anti-apoptotic proteins โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ง Bcl-2 และ 
Bcl-xL  เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะสอง
มิติ จำกกำรกำรศึกษำนี้แสดงให้เห็นว่ำเซลล์มะเร็งเต้ำนมท่ีถูก
เพำะเล้ียงในสภำวะสำมมิติต้ำนทำนต่อยำ doxorubicin ผ่ำน
กำรแสดงออกเพิ่มขึ้นของ anti-apoptotic proteins นอกจำก
นี้กำรยับยั้งกำรท�ำงำนของ Beta1 integrins  ซึ่งเป็นโปรตีนที่
ท�ำหน้ำที่รับส่งสัญญำณกำรเปลี่ยนแปลงจำกบนผิวเซลล์
ภำยนอกเข้ำสู่ภำยในเซลล์ ส่งผลให้ก้อน MCTS มีขนำดเล็กลง
และมีผลต่อรูปร่ำงของ MCTS อย่ำงมีนัยส�ำคัญ ยิ่งไปกว่ำนั้น 
MC สำมำรถจ�ำลองกำรแทรกซึมของยำเข้ำสู่ก้อนมะเร็งในสัตว์
ทดลองได้อีกด้วย กำรแทรกซึมของยำเข้ำสู่ก้อนมะเร็งนั้นถือ
เป็นปัจจัยส�ำคัญอย่ำงหน่ึงในกำรออกฤทธิ์ของยำต้ำนมะเร็ง 
Yang และคณะ5 พบว่ำ กำรแทรกซึมของ Nano-particle ที่
เชื่อมต่อกับสำรประกอบที่มีฤทธิ์ต้ำนมะเร็ง podophyllotox-
in (PPT) ใน MCTS ให้ผลสอดคล้องกับกำรแทรกซึมของสำร
ดังกล่ำวเข้ำสู่ก้อนมะเร็งในหนูทดลอง อีกทั้งกำรตอบสนองของ
เซลล์มะเร็งต่อ PPT ภำยใน MCTS ให้ผลในทิศทำงเดียวกันกับ
กำรตอบสนองของก้อนมะเร็งในหนูทดลอง ไม่เฉพำะเพียง
ต้ำนทำนต่อยำต้ำนมะเร็งมำกกว่ำ แต่อย่ำงไรก็ตำมในบำงงำน
วิจัยยังแสดงให้เห็นว่ำเซลล์ที่เพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะสำมมิติมี
ควำมไวในกำรตอบสนองต่อยำสูงกว่ำเซลล์ท่ีเพำะเล้ียงภำยใต้
สภำวะสองมิติอีกด้วย ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับกลไกกำรออกฤทธ์ิของยำ
และกำรแสดงออกของจีนภำยในเซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงดังกล่ำว 
ตัวอย่ำงเช่นจำกกำรศึกษำของ Pickl และ Ries28 พบว่ำ HER2 
มีกำรแสดงออกเพิ่มขึ้นในเซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งเต้ำนมและ
มะเร็งรังไข่ที่เพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะสำมมิติ ซึ่งส่งผลให้เซลล์
เพำะเลี้ยงในสภำวะสำมมิติดังกล่ำวตอบสนองต่อยำรักษำแบบ
มุ่งเป้ำ trastuzumab ได้ไวกว่ำเซลล์เพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะ
สองมิติอีกด้วย ยิ่งไปกว่ำนั้น กำรศึกษำของ Jung และคณะ24 
พบว่ำ เซลล์มะเร็งตับท่ีเพำะเล้ียงในสภำวะสำมมิติมีกำร

รูปที่ 4 เทคนิคกำรเพำะเลี้ยงเซลล์สำมมิติแบบไม่ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ และ
ใช้โครงเลี้ยงเซลล์ ที่มีคุณสมบัติกำรอุ้มน�้ำและควำมยืดหยุ่นคล้ำยเนื้อเยื่อ 
(ดัดแปลงจำก Edmondson, 2014)16
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แสดงออกของจีนในระดับ RNA ใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งจำก                
ผู้ป่วยมำกกว่ำเซลล์ท่ีเพำะเลี้ยงในสภำวะสองมิติ โดยกลุ่มของ
จีนที่เกี่ยวข้องกับกำรถ่ำยโอนสัญญำณระหว่ำงเซลล์ (cytokine 
signaling gens) เช่น TNF, MAPK รวมไปถึงกลุ่มจีนท่ีเกี่ยวข้อง
กบักระบวนกำรเมแทบอลซึิมของยำ ตวัอย่ำงเช่น cytochrome 
p 450 มีกำรแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นและใกล้เคียงกับเน้ือเยื่อมะเร็ง
จำกผูป่้วย ยิง่ไปกว่ำนัน้เซลล์มะเรง็ตบัทีเ่พำะเลีย้งภำยใต้สภำวะ
สำมมิติยังแสดงลักษณะต่ำง ๆ ของมะเร็งตับ อำทิ มีกำรหล่ัง 
alpha-fetoprotein ซ่ึงเป็นสำรบ่งช้ีมะเร็งตับในปริมำณที่สูง
กว่ำเซลล์มะเร็งตับที่เลี้ยงในสภำวะสองมิติ และยังพบว่ำกำร
ตอบสนองเซลล์มะเร็งตับท่ีเลี้ยงในสภำวะสำมมิติมีกำรดื้อต่อยำ
รักษำมะเร็งทั้ง doxorubicin และ sorafenib โดยมีค่ำ IC50 
มำกกว่ำ 20 µM ในยำท้ังสองชนิด ในขณะท่ีเซลล์ที่เลี้ยงใน
สภำวะสองมติิมค่ีำดังกล่ำวต่อยำ doxorubicin และ sorafenib 
อยู่ที่  2 และ 5 µM ตำมล�ำดับ แสดงให้ถึงกำรด้ือต่อยำรักษำ
มะเร็งเพิ่มมำกขึ้นของเซลล์มะเร็งท่ีเลี้ยงในสภำวะสำมมิติ
 ไม่ว่ำจะมีกำรตอบสนองต่อยำที่เพิ่มขึ้นหรือลดลง แต่
อย่ำงไรก็ตำมข้อมูลผลที่ได้จำกกำรทดสอบยำในระดับหลอด
ทดลองโดยใช้กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติย่อมให้
ผลที่แม่นย�ำและใกล้เคียงกับสภำพท่ีเกิดขึ้นในสัตว์ทดลอง และ
ร่ำงกำยมนุษย์มำกกว่ำกำรเพำะเลี้ยงเซลล์ในสภำวะสองมิติ15 
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สนองต่อรังสีรักษา
 นอกจำกกำรทดสอบเซลล์เพำะเลีย้งแบบสภำวะสำมมติกิบั
ยำเคมีบ�ำบัดแล้ว MCTS ยังถูกน�ำไปประยุกต์ใช้ในกำรทดสอบ
กำรตอบสนองของมะเร็งต่อรังสีรักษำอย่ำงแพร่หลำย เนื่องจำก
ลักษณะต่ำง ๆ ของ MCTS ท่ีมีควำมใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งใน
ผู้ป่วย29 โดยส่วนใหญ่แล้วเซลล์ภำยใน MCTS มีกำรรอดชีวิตสูง
กว่ำเซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะสองมิติ หลังจำกกำรได้รับยำ
รังสีรักษำ30ยิ่งไปกว่ำนั้นกำรที่เซลล์ภำยใน MCTS มีสถำนะกำร
แบ่งตัวที่ต่ำงกันตำมกำรได้รับอำหำรและปัจจัยในกำรด�ำรงชีวิต
ของเซลล์ดังที่กล่ำวมำก่อนหน้ำ ย่อมส่งผลต่อกำรตอบสนองต่อ
รังสีรักษำของ MCTS ให้มีควำมใกล้เคียงกับก้อนมะเร็งในส่ิงมี
ชีวิตมำกขึ้นด้วย ซ่ึงตรงกันข้ำมกับกำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้
สภำวะสองมิติที่ส่วนใหญ่เซลล์จะมีลักษณะเป็น high prolifer-
ating cells เพียงอย่ำงเดียว ยิ่งไปกว่ำน้ัน Terasima และ 
Tolmach31 พบว่ำเซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งปำกมดลูกที่อยู่ในระยะ 
M-phase ซึ่งเป็นระยะที่เซลล์ก�ำลังแบ่งตัว และพบมำกในเซลล์
ทีถ่กูเพำะเลีย้งในสภำวะสองมติ ิมกัจะตอบสนองไวต่อรงัสีรกัษำ
มำกที่สุด เป็นผลให้กำรทดสอบกำรตอบสนองของมะเร็งต่อรังสี
รักษำด้วยกำรเพำะเลี้ยงเซลล์แบบสภำวะสองมิติอำจให้ผลกำร
ตอบสนองท่ีไวเกินกว่ำที่เกิดขึ้นจริงในก้อนมะเร็งจำกส่ิงมีชีวิต 
นอกจำกนี้ จำกกำรศึกษำของ Olive และDurand32 พบว่ำเซลล์
เพำะเลี้ยงแฮมสเตอร์ที่เพำะเลี้ยงภำยเใต้สภำวะสำมมิติ มีกำร
แสดงออกของ cell adhesion molecules เพิ่มมำกขึ้นโดย
เฉพำะอย่ำงยิ่ง E-cadherin พบว่ำกำรแสดงออกของ E-cad-
herin ซึ่งเป็นองค์ประกอบส�ำคัญที่ท�ำหน้ำที่ยึดเซลล์และเซลล์
ข้ำงเคียงเข้ำด้วยกัน  มีผลต่อควำมแน่นและรูปร่ำงของก้อน 
MCTS อีกด้วย ส่งผลไปถึงกำรแทรกผ่ำนของยำรังสีรักษำเข้ำสู่

ภำยในก้อน MCTS และกำรตอบสนองต่อรังสีรักษำดังกล่ำว จะ
เห็นได้ว่ำกำรเพำะเล้ียงเซลล์แบบสำมมิติ มีควำมเหมำะสมท่ีจะ
น�ำมำใช้เป็น in-vitro model เพื่อทดสอบกำรตอบสนองของ
มะเร็งต่อรังสีรักษำ และอำจให้ผลกำรตอบสนองที่ใกล้เคียงกับ
ก้อนมะเร็งในสัตว์ทดลองและผู้ป่วยมำกกว่ำกำรใช้กำรเพำะ
เล้ียงเซลล์ภำยใต้สภำวะสองมิติเพียงอย่ำงเดียว
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ศึกษากระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
 นอกจำกกำรตรวจวัดกำรตอบสนองของเซลล์ภำยใน 
MCTS ต่อยำต้ำนมะเร็ง ด้วยกำรวัดกำรมีชีวิตและกำรตำยของ
เซลล์แล้ว ยังมีหลำยเทคนิคที่ถูกพัฒนำขึ้นเพ่ือศึกษำกำรแพร่
กระจำยของเซลล์มะเร็งในรูปแบบของ MCTS อีกด้วย  ตัวอย่ำง
เช่น modified Boyden chamber ถูกน�ำมำประยุกต์ใช้ในกำร
ศึกษำกระบวนกำร invasion ของ MCTS โดย MCTS จะถูก
เพำะเล้ียงร่วมกับ extracellular matrix บน microporous 
membrane อันประกอบด้วยรูขนำดเล็กที่เซลล์สำมำรถผ่ำนได้ 
โดยด้ำนบนของ Boyden chamber จะมีลักษณะเป็นช่อง
ส�ำหรับใส่อำหำรที่มีกำรเพิ่ม growth factors และ chemoat-
tractant ภำยในไม่กี่ชั่วโมงเซลล์ภำยใน MCTS จะมีกำร
เคลื่อนที่ออกจำก MCTS ผ่ำน microporous membrane เพื่อ
ขึ้นไปหำแหล่งที่มี growth factors และ chemoattractant 
ที่อุดมสมบูรณ์ด้ำนบน เรำสำมำรถศึกษำกำร migration ด้วย
วิธีนี้13และยิ่งไปกว่ำนั้นยังสำมำรถเพำะเล้ียงเซลล์เยื่อบุผนัง
หลอดเลือดที่ด้ำนบนของ microporous membrane เพื่อ
จ�ำลองกำรบกุรกุแทรกทะลุผ่ำนของเซลล์มะเรง็ (invasion) ผ่ำน
ชั้นเยื่อบุเซลล์ได้อีกด้วย นอกจำกนี้ยังมีเทคนิคอื่น ๆ เช่น กำร
เพำะเลี้ยง MCTS ร่วมกับกำรเติม extracellular matrix ที่อุดม
ไปด้วย growth factors และ chemoattractant ภำยในไม่ก่ี
ช่ัวโมงเซลล์จะมีกำรเคล่ือนที่ออกจำกก้อน MCTS ในทุกทิศทำง
และแทรกตัวเข้ำสู่ extracellular matrix วิธีนี้เป็นกำรจ�ำลอง 
invasion and migration ของเซลล์มะเร็งออกจำกก้อนมะเร็ง
และแทรกตัวผ่ำน matrix ต่ำง ๆ ภำยในร่ำงกำยได้14เนื่องด้วย
เซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงในรูปแบบของ MCTS ถูกล้อมรอบด้วย
สภำพแวดล้อมแบบสำมมิติอันส่งผลให้พฤติกรรมของเซลล์มี
ควำมใกล้เคียงกับสภำพในส่ิงมีชีวิตมำกกว่ำ33 
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ศึกษาเซลล์ต้นก�าเนิดมะเร็ง
 เซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งเป็นกลุ่มเซลล์ชนิดหน่ึงที่เกิดขึ้นใน
ก้อนมะเร็งภำยในร่ำงกำยของสิ่งมีชีวิต โดยมีคุณสมบัติต่ำง ๆ 
ทั้งกำรแบ่งเซลล์ลักษณะเดิมทดแทนตัวเองได้อย่ำงไม่จ�ำกัด 
(unlimited self-renewal) และกำรเปลี่ยนแปลงพัฒนำไปเป็น
เซลล์ชนิดอ่ืน (differentiation) ไปเป็นประชำกรเซลล์ชนิดต่ำง 
ๆ ภำยในก้อนมะเรง็ส่งผลให้เกดิควำมหลำกหลำยของประชำกร
เซลล์ในก้อนมะเร็งเพียงก้อนเดียว (heterogeneity) อีกท้ังยัง
มบีทบำทในกำรส่งเสรมิ กำรก่อมะเรง็ (cancer initiation), กำร
พัฒนำและกำรด�ำเนินไปของมะเร็ง (cancer progression), 
กระบวนกำรดื้อต่อยำรักษำ (drug resistance) และ กำรกลับ
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มำเป็นใหม่ของโรค (tumor recurrence) เป็นต้น34,35 ด้วยเหตุ
นี้แสดงให้เห็นถึงโอกำสในกำรใช้เซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งในกำร
ศึกษำและพัฒนำยำท่ีมีผลยับย้ังเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง เพื่อเป็น
แนวทำงในกำรรักษำโรคมะเร็งอย่ำงมีประสิทธิภำพมำกขึ้น 
ปัจจุบัน กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ภำยใต้สภำวะสำมมิติถูกน�ำเข้ำมำ
ใช้ในกำรเพำะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งมำกขึ้น โดยจะนิยม
เรียกก้อนของเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งท่ีมีลักษณะเป็นก้อนกลม
คล้ำย MTCS ว่ำ tumorospheres15 โดย tumorospheres 
ถูกใช้อย่ำงแพร่หลำยในกำรศึกษำ cancer stem cells อย่ำงไร
ก็ตำมเมื่อไม่นำนมำน้ีกำรศึกษำของ Guo และคณะ36 รำยงำน
ว่ำเซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งหลำยชนิดได้แก่ เซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็ง
รังไข่ เซลล์เพำะเล้ียงมะเร็งล�ำไส้ เซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งตับอ่อน 
และเซลล์เพำะเลี้ยงมะเร็งต่อมลูกหมำก บำงจ�ำนวนภำยในก้อน 
MCTS มีกำรแสดงออกของสำรบ่งชี้ควำมเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิด
มะเร็ง (cancer stem cell markers) มำกขึ้นเม่ือเปรียบเทียบ
กับเซลล์ชนิดเดียวกันท่ีถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะกำรเพำะเล้ียง
แบบสองมิติ จำกกำรศึกษำของ Lee และคณะ37 ได้ท�ำกำรคัด
แยกเซลล์ต้นก�ำเนดิมะเรง็โดยน�ำเซลล์เพำะเลีย้งมะเรง็กระเพำะ
อำหำร SNU-638 และ SNU-484  มำท�ำกำรเจือจำงลดสัดส่วน 
(limiting dilution assay) จนได้ค่ำคำดหมำยปรมิำณหนึง่เซลล์
ต่อหนึ่งเวล แล้วท�ำกำรเพำะเลี้ยงภำยใต้สภำวะสำมมิติ โดย
ถือว่ำ tumorospheres ท่ีเจริญเติบโตภำยใต้สภำวะ anchor-
age independence จำกหนึ่งเซลล์ไปเป็นหลำยเซลล์ที่มี
ลักษณะรวมตัวกันเป็นก้อนกลมแน่น (single cell-derived 
spheroids) แสดงถงึควำมสำมำรถในกำรแบ่งตวัเองได้อย่ำงต่อ
เนื่องโดยไม่มีกำรเปลี่ยนแปลง หรือ                              dif-
ferentiation ไปเป็นเซลล์ชนิดอื่น (self-renewal) อันเป็น
ลกัษณะส�ำคญัของเซลล์ต้นก�ำเนดิ อกีทัง้ยงัมกีำรแสดงออกทีส่งู
ขึ้นของสำรบ่งชี้ควำมเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งอำทิ SOX2, 
NANOG ที่สูงขึ้นอีกด้วย ผลกำรศึกษำพบว่ำร้อยละ 1.4 และ 
54 ของจ�ำนวนเซลล์ SNU-638 และ SNU-484 ตำมล�ำดับ มี
ควำมสำมำรถในกำรแบ่งตัวทดแทนตัวเอง (self-renewal) คือ
สำมำรถเจริญเป็น single cell-derived spheroids ได้  ยิ่งไป
กว่ำนั้นเมื่อท�ำกำร subculture cell และเพำะเลี้ยงภำยใต้
สภำวะสำมมิติเช่นเดิมพบว่ำเซลล์กลุ่มท่ีมีคุณสมบัติเป็นเซลล์
ต้นก�ำเนิดดังกล่ำวมีปริมำณท่ีสูงขึ้น จำก 1.4 เพิ่มข้ึนเป็นร้อย
ละ 21.1 ส�ำหรับเซลล์ชนิด SNU-638 และ ร้อยละ54 ไปเป็น 
96.1 ส�ำหรับเซลล์ชนิด SNU-484 ตำมล�ำดับ ยิ่งไปกว่ำน้ันเซลล์
ที่อยู่ในสภำวะดังกล่ำวมีกำรแสดงออกของ stem cell marker 
ได้แก่ NANOG, SOX2 และ OCT4 ท่ีสูงขึ้นอีกด้วยแสดงให้เห็น
ว่ำ คุณสมบัติของกำรเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็งอำจถูกเหนี่ยว
น�ำและรักษำไว้เมื่อเซลล์มะเร็งถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะสำมมิติ 
และอำจน�ำไปใช้ในกำรศึกษำต่อถึงควำมสัมพันธ์ระหว่ำง เซลล์
ต้นก�ำเนิดมะเร็ง และเซลล์มะเร็ง รวมไปถึงกำรตอบสนองของ
มะเร็งต่อกำรรักษำท่ีมีประสิทธิภำพและท่ีมีควำมใกล้เคียงกับ
สภำพที่เกิดขึ้นจริงในก้อนมะเร็งในสิ่งมีชีวิตได้38

การประยุกต์ใช้การเพาะเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะสามมติใินการ

ศึกษาเมแทบอลซึิมของมะเร็ง
 นอกจำกนี้ยังสำมำรถประยุกต์ใช้กำรเลี้ยงเซลล์ภำยใต้

สภำวะสำมมิติในงำนวิจัยมะเร็งด้ำนอ่ืน ๆ เช่น กำรศึกษำ
เปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึมของเซลล์มะเร็ง (cancer metabo-
lism) เนื่องด้วยเซลล์ภำยในก้อน MCTS ได้รับอำหำร และ 
ออกซิเจนน้อยกว่ำเซลล์บริเวณรอบนอกของ MCTS  รวมไปถึง
กำรสะสมของเสียจำกเมแทบอลิซึมและสภำวะพร่องออกซิเจน
ภำยในบริเวณกึ่งกลำงของ MCTS ซึ่งเป็นลักษณะที่พบเช่น
เดยีวกนักบัก้อนมะเรง็ในผู้ป่วย สภำวะดงักล่ำวเป็นปัจจยัท่ีผลกั
ดันให้เซลล์มะเร็งมักมีกำรเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมไปจำกเซลล์
ปกติ โดยเซลล์มะเร็งมักจะใช้พลังงำนในรูปของ ATP ที่ถูก
สังเครำะห์ผ่ำนวิถีไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) มำกกว่ำ
กระบวนกำรถ่ำยทอดอิเล็กตรอน (electron transport 
chain)39 เรียกกำรเปล่ียนแปลงลักษณะเช่นน้ีว่ำ “Warburg 
effect” โดยถือว่ำกำรเปลี่ยนแปลงดังกล่ำวเป็นลักษณะส�ำคัญ
อย่ำงหนึ่งของมะเร็ง (hallmark of cancer)40 ด้วยเหตุนี้กำร
ศกึษำสำรหรอืโมเลกลุทีม่คีณุสมบตัยิบัยัง้กำรสร้ำงพลงังำนผ่ำน
วิถีไกลโคไลซิสจึงเป็นอีกแนวคิดหนึ่งในกำรศึกษำและพัฒนำยำ
รักษำมะเร็ง ตัวอย่ำงเช่น กำรใช้ยำที่มีคุณสมบัติยับยั้งวิถีไกล
โคไลซิส (2-deoxyglucose) ในเซลล์เพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะ
สองมิติพบว่ำ กำรยับยั้งไกลโคไลซิสเพียงอย่ำงเดียวมักให้
ประสิทธิภำพสูงในเซลล์ที่ถูกเพำะเลี้ยงในสภำวะดังกล่ำว แต่
อย่ำงไรก็ตำมจำกกำรศึกษำของ Koshkin และคณะ41  ในเซลล์
เพำะเล้ียงมะเร็งเต้ำนม พบว่ำ กำรให้ 2-deoxyglucose ร่วม
กับ กำรยับยั้งกระบวนกำรถ่ำยทอดอิเล็กตรอนให้ประสิทธิภำพ
ที่ดีกว่ำกำรยับยั้งวิถีไกลโคไลซสิเพียงอย่ำงเดียว เมื่อทดสอบกับ 
MCTS และให้ผลทีส่อดคล้องกนัเมือ่ท�ำกำรศกึษำในระดบัคลนิกิ
ที่ต้องใช้ 2-deoxyglucose ร่วมกับยำรักษำมะเร็งชนิดอ่ืนเพื่อ
เพิ่มประสิทธิภำพ42 จำกกำรศึกษำน้ีแสดงให้เห็นว่ำกำรทดสอบ
ยำโดยใช้ MCTS มีควำมใกล้เคียงกับกำรตอบสนองในส่ิงมีชีวิต
มำกกว่ำกำรใช้กำรเพำะเล้ียงภำยใต้สภำวะสองมิติ และยังอำจ
ช่วยให้นักวิทยำศำสตร์เข้ำใจถึงกลไกลกำรตอบสนองต่อยำของ
มะเรง็ในส่ิงมชีวีติได้ดกีว่ำกำรศกึษำด้วยกำรเพำะเลีย้งเซลล์แบบ
สภำวะสองมิติเพียงอย่ำงเดียว 

สรุปและวจิารณ์
 กำรเลี้ยงเซลล์มะเร็งภำยใต้สภำวะสำมมิติ เป็นสภำวะท่ี 
ให้เซลล์มะเรง็มกีำรเจรญิเตบิโตเป็นก้อนเรยีกว่ำ MCTS ซึง่เซลล์
มะเร็งสำมำรส่ือสำรกับเซลล์ข้ำงเคียงในทุกทิศทำง (3D cell to 
cell interaction) รวมไปถงึกำรถ่ำยทอดสญัญำณระหว่ำงเซลล์
และเมทริกซ์ภำยนอกเซลล์ (3D cell to extracellular matrix 
interaction) ส่งผลให้เซลล์มะเร็งที่ถูกเลี้ยงแบบสำมมิติอยู่ใน
สภำพแวดล้อมทีใ่กล้เคยีงกบัเซลล์มะเรง็ทีอ่ยูภ่ำยในสตัว์ทดลอง
หรือร่ำงกำยของผู้ป่วยมำกกว่ำเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงแบบสองมิติ 
โดยในปัจจบุนัมเีทคนคิทีเ่ล้ียง MCTS อยูห่ลำยรปูแบบ สำมำรถ
จ�ำแนกได้เป็นสองชนิดหลัก ๆ  ได้แก่ เทคนิคกำรเพำะเล้ียงเซลล์
แบบสำมมิติที่ไม่อำศัยโครงเล้ียงเซลล์ (scaffold-free tech-
niques) และ แบบอำศัยโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold-based 
techniques) จำกข้อดีของกำรเล้ียงเซลล์มะเร็งในสภำวะสำม
มิติที่กล่ำวมำ ส่งผลในกำรเพำะเล้ียงเซลล์มะเร็งแบบดังกล่ำว
ถูกน�ำมำประยุกต์ใช้ในกำรวิจัยมะเร็งในแง่มุมต่ำง ๆ อย่ำงแพร่
หลำย เช่น กำรทดสอบยำเคมีบ�ำบัด, กำรตอบสนองต่อยำรังสี
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รักษำ, กำรศึกษำกระบวนกำรแพร่กระจำยของเซลล์มะเร็ง และ 
กำรศึกษำเซลล์ต้นก�ำเนิดมะเร็ง เป็นต้น จำกประโยชน์ของกำร
เลี้ยงเซลล์มะเร็งในสภำวะสำมมิติที่กล่ำวมำ อำจช่วยพัฒนำกำร
ศกึษำมะเรง็ในระดบัหลอดทดลอง (in-vitro) ให้มคีวำมใกล้เคียง
กับสภำพที่เกิดขึ้นจริงในสัตว์ทดลอง หรือ ร่ำงกำยผู้ป่วย มำก
ยิ่งขึ้น รวมไปถึงกำรพัฒนำยำรักษำมะเร็งและกลยุทธ์ในกำร
รักษำให้มีประสิทธิภำพมำกยิ่งขึ้น
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