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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุภารัตน์ ทัดส าราญ : การปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน Cytokine-induced killer (CIKs) cell 
โดยใช้วิธีเพาะเลี้ยงแบบ Gas-permeable เพ่ือน ามาใช้ในการรักษาด้วยเซลล์บ าบัด 
(IMPROVING CYTOKINE-INDUCED KILLER CELLS (CIKs) EXPANSION FOR 
ADOPTIVE CELL IMMUNOTHERAPY USING GAS-PERMEABLE CULTURE METHOD) 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. นพ. นิพัญจน์ อิศรเสนา ณ อยุธยา, อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ร่วม: อ. นพ. กรมิษฐ์ ศุภพิพัฒน์ {, 77 หน้า. 

การรักษามะเร็งด้วยเซลล์บ าบัด (Adoptive cellular therapy) เป็นวิธีการรักษามะเร็ง
ทางเลือกหนึ่ง โดยอาศัยความสามารถของเซลล์ภูมิคุ้มกันในการท าลายเซลล์มะเร็งที่ก าลังมีการวิจัย
และพัฒนาอย่างต่อเนื่องในการรักษาโรคมะเร็งหลายชนิดที่ไม่ตอบสนองหรือกลับมาเป็นซ้ าจากการ
รักษามาตรฐาน โดยมีรายงานวิจัยและการศึกษาทางคลินิกแสดงให้เห็นถึงความปลอดภัยและ
ประสิทธิภาพในการรักษาด้วยวิธีนี้โดยใช้เซลล์ภูมิคุ้มกันชนิด Cytokine-induced killer cells (CIK 
cells) ในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดหรือมะเร็งชนิดที่เป็นก้อน ซึ่ง CIK cells สามารถกระตุ้นและเพ่ิม
จ านวนในห้องปฏิบัติการจาก Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ด้วยส่วนผสมของ
ไซโตไคน์ชนิดต่าง ๆ แต่อย่างไรก็ตามการใช้เซลล์บ าบัดทางคลินิกนั้นจ าเป็นต้องใช้ปริมาณของ CIK 
cells เป็นจ านวนมากในแต่ละครั้ง ในงานวิจัยนี้ทางคณะผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการปรับปรุงการ
เพ่ิมจ านวนของ CIK cells โดยใช้วิธีการเพาะเลี้ยงแบบ Gas-permeable ซึ่งจากการทดลองพบว่า
การเพ่ิมจ านวนของ CIK cell โดยวิธี Gas-permeable มีจ านวนเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยยะส าคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดยมีอัตราการเพ่ิมจ านวนเฉลี่ยของ CIK cells อยู่ที่ประมาณ 
110(±9.38) เท่า ในขณะที่อัตราเพ่ิมจ านวนเฉลี่ยของวิธีมาตรฐานอยู่ที่ประมาณ 73.8(±10.92) เท่า 
นอกจากนี้การเพาะเลี้ยง  CIK cells โดยใช้วิธี  Gas-permeable ยังคงประสิทธิภาพการเกิด 
Cytotoxicity กับเซลล์มะเร็ง และการแสดงออก Activating marker ไม่แตกต่างจากวิธีมาตรฐาน 
และสามารถเพ่ิมจ านวน CIK cells ทางคลินิกได้สูงถึง 5.13(±1.45) x 109 เซลล์ ด้วยผลการทดลอง
ข้างต้นนี้สามารถสรุปได้ว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์โดยใช้วิธี Gas-permeable สามารถช่วยปรับปรุงการ
เพ่ิมจ านวนเซลล์ของ CIK cells ได้ และมีศักยภาพที่จะน าไปใช้เป็นวิธีผลิตเซลล์ เพ่ือใช้ในการรักษา
มะเร็งด้วยเซลล์บ าบัดซึ่งมีความจ าเป็นต้องใช้เซลล์ในปริมาณมาก แต่ทั้งนี้การเพาะเลี้ยง CIK cells 
โดยใช้วิธี Gas permeable ยังต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคตเพ่ือการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมส าหรับ
การผลิตเซลล์ในระดับที่มากขึ้นต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5774103230 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: IMMUNOTHERAPY, ADOPTIVE CELL THERAPY, CYTOKINE INDUCED KILLER 
CELLS, GAS PERMEABLE CULTURE 

SUPARAT TUDSAMRAN: IMPROVING CYTOKINE-INDUCED KILLER CELLS (CIKs) 
EXPANSION FOR ADOPTIVE CELL IMMUNOTHERAPY USING GAS-PERMEABLE 
CULTURE METHOD. ADVISOR: ASST. PROF. NIPAN ISRASENA, M.D.Ph.D., CO-
ADVISOR: KORAMIT SUPPIPAT, M.D. {, 77 pp. 

Adoptive cellular therapy is one of immunotherapy that has currently been 
studied as a novel treatment approach in many cancers that resistant to conventional 
therapy. Several researches and clinical studies have showed safety and efficacy of 
adoptive therapy using Cytokine Induced Killer (CIK) cells for treating relapse or 
refractory hematological and solid cancers. CIK cells can be ex-vivo activated and 
expanded from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) using several cytokines. 
However, very high numbers of CIK cells are needed to use in real clinical setting. In 
this study, we have successfully improved a method for ex-vivo expansion of CIK cells 
using gas permeable culture system which led to significantly higher number and fold 
expansion of CIK cells comparing to conventional culture method. Fold of expansion 
in Gas permeable culture are 110(±9.38), while in conventional culture are 
73.8(±10.92). Moreover, CIK cells cultured with Gas-permeable culture method still had 
excellent cytotoxicity toward tumor cells with similar immunophenotype and 
activation marker expression as CIK cells cultured with conventional method. In clinical 
scale study, we found that Gas-permeable culture increased CIK cells up to 5.13(±1.45) 
x 109 cells. In conclusion, Gas permeable culture method can help improve ex-vivo 
expansion of CIK cells. It can potentially be use in CIK cells production for cancer 
immunotherapy clinical trial that needs large number of CIK cells.  Further study is 
needed to evaluate the feasibility of this method in large scale expansion of CIK cells.  
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บทที่ 1  
บทน า 

โรคมะเร็งเป็นหนึ่งในสาเหตุหลักของการเสียชีวิตในผู้ป่วยทั่วโลกรวมถึงผู้ป่วยในประเทศไทย 
วิธีการรักษาหลักของโรคมะเร็งหลายชนิดที่ใช้ในปัจจุบันคือ การให้ยาเคมีบ าบัด การผ่าตัด และการ
ฉายรังสี การให้การรักษาวิธีเหล่านี้ร่วมกันนั้นท าให้อัตราการเสียชีวิตในโรคมะเร็งหลายชนิดลดลง
อย่างมีนัยส าคัญ(1, 2) อย่างไรก็ดีแม้ว่าในปัจจุบันจะมีการพัฒนาของวิธีดังกล่าวมากกขึ้น และมีการ
คิดค้นวิธีการรักษาใหม่ ๆ เช่นการรักษามุ่งเป้า (Targeted therapy) ออกมาเพ่ือน ามาช่วยในการ
รักษาคนไข้ให้มีอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น แต่กลับพบว่าในโรคมะเร็งหลายชนิดยังมีการตอบสนองต่อ
การรักษามาตรฐานดังกล่าวเหล่านั้นในระดับต่ า และอัตราการกลับมาเป็นซ้ าของโรคยังคงอยู่ใน
ระดับสูง ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการรักษาที่น ามาใช้ร่วมกับการรักษาหลักที่ก าลังได้รับความ
สนใจในวงกว้างเกี่ยวกับการรักษาโรคมะเร็ง คือใช้ประโยชน์จากระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยหรือผู้
บริจาคมาร่วมในการรักษาโรคมะเร็ง หรือเรียกอีกอย่างว่าการรักษาด้วยภูมิคุ้มกันบ าบัด (Cancer 
immunotherapy)(1, 3) หนึ่งในวิธีการรักษาที่มีการศึกษาอย่างมากคือการใช้เซลล์บ าบัด (Adoptive 
cell therapy) โดยวิธีนี้เป็นวิธีรักษาที่ก าลังมีการวิจัยและพัฒนาอย่างต่อเนื่องในการรักษาโรคมะเร็ง
หลาย ๆ ชนิดที่ไม่ตอบสนองหรือกลับเป็นซ้ าจากการรักษามาตรฐาน ขั้นตอนการรักษาคือจะน าเซลล์
ภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยหรือผู้บริจาคมาท าการเพ่ิมจ านวนและกระตุ้นภายนอกร่างกายในห้องปฏิบัติการ 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์มะเร็ง เมื่อกระตุ้นและเพ่ิมจ านวนได้ในระยะหนึ่งจะปลูกถ่าย
กลับเข้าไปในผู้ป่วยอีกครั้ง โดยมุ่งหวังให้เซลล์ดังกล่าวกลับเข้าไปท าลายเซลล์มะเร็งที่ยังหลงเหลืออยู่
ในร่างกายของผู้ป่วย(3)  

Cytokine-induced killer cells หรือ CIK cells เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันชนิดหนึ่งที่ถูกวิจัยและ
พัฒนาเพ่ือน ามาใช้ในการรักษามะเร็งด้วยวิธีเซลล์บ าบัด ค้นพบครั้งแรกเมื่อปีค.ศ. 1991 โดย 
Schmidt-wolf และคณะ(4) จากการกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่แยกจากเลือด หรือที่เรียกว่า 
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) ด้วยไซโตไคน์ชนิดต่าง ๆ ลักษณะของ CIK cells 
เป็นกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาวที่มีการแสดงออกของ CD3 และ CD56 ที่ผิวเซลล์แตกต่างกัน โดยแบ่งเป็น
กลุ่มย่อยดังนี้ เซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD3+CD56+, CD3+CD56- และ CD3-CD56+ โดยเซลล์ที่
ออกฤทธิ์ในการท าลายเซลล์เป้าหมายจะเป็นเซลล์กลุ่มที่มีการแสดงออกแบบ CD3+CD56+ เป็นหลัก 
การกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK cells ท าได้จากการกระตุ้นด้วยไซโตไคน์ interferon 

gamma (IFN-), anti-CD3 monoclonal antibody (OKT3) และ Interleukin 2 (IL-2) เป็นเวลา 
14-21 วัน เพ่ือให้ได้ปริมาณเพียงพอต่อการน าไปปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยโดยทาง International 
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Registry on CIK Cells (IRCC) แนะน าว่ามีความจ าเป็นต้องใช้ปริมาณ CIK cells อย่างน้อย 1 x 109 
เซลล์ในแต่ละครั้ง หรือมีปริมาณ CIK cells (CD3+CD56+) อยู่ที่  20-30% จึงจะมีประสิทธิภาพ
เพียงพอต่อการท าลายเซลล์มะเร็งได้(5) ในปัจจุบันวิธีการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells เมื่อเทียบกับ NK 

cells หรือ T cell ด้วยวิธีมาตรฐานนั้นยังท าได้ไม่ดีเท่าที่ควร(6) ซึ่งการเพ่ิมจ านวนเซลล์ของวิธี
มาตรฐานนั้นมีข้อจ ากัดในเรื่องของการจ ากัดปริมาตรของสารอาหารและการแลกเปลี่ยนก๊าซ
ออกซิเจน (O2) รวมไปถึงการสะสมของของเสียที่เกิดขึ้นในกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ เช่น ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และกรดแลคติก (Lactic acid)(7) ท าให้เซลล์มีการเจริญโดยได้รับการ
แลกเปลี่ยนก๊าซอยู่แค่บริเวณผิวและปริมาตรที่จ ากัดของอาหารเลี้ยงเซลล์เท่านั้น จึงเป็นเหตุผลที่ว่า
ในวิธีมาตรฐานจ าเป็นต้องมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อย เพ่ือให้เซลล์มีการเจริญต่อไปได้ แต่การ
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อยนี้น ามาซึ่งการใช้ระยะเวลาในการเลี้ยงเซลล์เพ่ิมมากขึ้น การผลิตเซลล์ใน
แต่ละครั้งมีมูลค่าที่ต้องเสียเพ่ิมสูงขึ้น และขั้นตอนการท างานที่มากขึ้นนี้ส่งเสริมให้อาจเกิดการ
ปนเปื้อนในเพ่ิมมากข้ึนและอาจไม่ปลอดภัยต่อการน าไปใช้ปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยได้    

เพ่ือลดข้อจ ากัดดังกล่าวและช่วยส่งเสริมให้ CIK cells มีการเพิ่มจ านวนได้ดียิ่งขึ้นจึงเป็นที่มา
ส าคัญของงานวิจัยในครั้งนี้ โดยมุ่งหวังจะช่วยปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน CIK cells ด้วยวิธี Gas-
permeable culture เพ่ือน าไปใช้ในการรักษาด้วยเซลล์บ าบัด ซึ่งวิธีนี้มีหลักการส าคัญคือเซลล์ที่ถูก
เลี้ยงด้วยวิธีนี้จะได้รับการแลกเปลี่ยนก๊าซและปริมาณอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ เพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นปัจจัย
ส าคัญที่ช่วยส่งเสริมให้เกิดการเพ่ิมจ านวนเซลล์ที่ดีขึ้น วิธีนี้ถูกคิดค้นโดยอาศัยแนวคิดที่ว่า การ
แลกเปลี่ยนก๊าซนั้นมีความส าคัญต่อทุกเซลล์เพ่ือท าไปใช้ในกลไกต่าง ๆ เช่นในกระบวนการเมตาบอลิ
ซึ่ม โดยน าก๊าซออกซิเจน (O2) มาสร้าง ATP เพ่ือน ามาใช้เป็นพลังงานแก่เซลล์(8) โดยอุปกรณ์ที่ใช้
เทคโนโลยีนี้จะแตกต่างกับอุปกรณ์ที่ใช้ในวิธีมาตารฐานคือ ใต้อุปกรณ์จะมี Gas-permeable 
membrane ที่มีลักษณะเป็นรูพรุนท าให้เกิดการแลกเปลี่ยนก๊าซได้ตลอดทั่วทั้งบริเวณท่ีเซลล์อยู่ และ
สามารถใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ได้ในปริมาตรที่มากกว่า และไม่จ าเป็นต้องควบคุมปริมาณอาหารหรือ
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อยเม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

โดยในงานวิจัยนี้ประสบความเร็จในการปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน CIK cells ด้วยวิธี Gas-
permeable culture โดยพบว่าการเลี้ยง CIK cells ต่อเนื่องด้วยวิธี Gas-permeable culture เป็น
เวลา 14 วันนั้นมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้ดีกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
มีอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยอยู่ที่ 110.90(±9.38) เท่า และอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK 
cells (CD3+CD56+) เฉลี่ยอยู่ที่ 982.90(±296.00) เท่า ในขณะที่วิธีมาตรฐานนั้นมีอัตราการเพ่ิม
จ านวนเซลล์ทั้งหมดและจ านวน CIK cells เฉลี่ยอยู่ที่ 73.80(±10.92) เท่าและ 445.8(±42.19) เท่า
ตามล าดับเท่านั้น นอกจากนั้นเมื่อใช้วิธีนี้ในการเพ่ิมปริมาณเซลล์ทางคลินิกยังพบว่า วิธีนี้สามารถเพ่ิม
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ปริมาณเซลล์ทั้งหมดได้สูงถึง 5.13(±1.45) x 109 เซลล์โดยใช้เซลล์เริ่มต้นเพียง 30 x 106 เซลล์
เท่านั้น ซึ่งเป็นปริมาณที่มากในการปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยในแต่ละครั้ง โดย CIK cells ที่ได้จากการเลี้ยง
ด้วยวิธี Gas permeable culture นั้นมีประสิทธิภาพและความปลอดภัยผ่านเกณท์มาตรฐานการ
ควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่ใช้ในทางคลินิก วิธีนี้จึงเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพช่วยยับยั้งข้อจ ากัดใน
การเลี้ยงเซลล์ในวิธีมาตรฐาน อีกทั้งการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี gas permeable culture นี้สามารถปรับ
เข้ากับกระบวนการผลิตตามมาตรฐาน Good Manufacturing Practice (GMP) ซ่ึงจะสามารถ
น ามาใช้เพ่ือผลิต CIK cells ให้กับส าหรับการวิจัยทางคลินิกหรือการรักษาผู้ป่วยทางคลินิกได้ใน
อนาคต  
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บทที่ 2  
ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การรักษาโรคมะเร็งด้วยการใช้ภูมิคุ้มกันบ าบัด (Cancer Immunotherapy)  

การรักษาโรคมะเร็งด้วยการใช้ภูมิคุ้มกันบ าบัด (Cancer Immunotherapy) เป็นวิธีการรักษาอีก
ทางเลือกหนึ่งส าหรับการรักษามะเร็งที่ได้มีการวิจัยและพัฒนาอย่างต่อเนื่องในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา การ
รักษาโรคมะเร็งด้วยภูมิคุ้มกันบ าบัดคือการรักษาโดยการใช้กรรมวิธีต่าง ๆ ในการช่วยเตรียมความพร้อม
และเพ่ิมความสามารถของเซลล์ภูมิคุ้มกันเพ่ือการท าลายเซลล์มะเร็งในร่างกายของคนไข้  ซึ่งเซลล์
ภูมิคุ้มกันนั้นเปรียบเสมือนเป็นคลังอาวุธที่ส าคัญในการต่อสู้กับโรคมะเร็ง วิธีการรักษามะเร็งด้วยวิธี
ภูมิคุ้มกันบ าบัดนี้มีจุดประสงค์หลักในการใช้กลไกต่าง ๆ ของระบบภูมิคุ้มกันเพื่อช่วยท าลายเซลล์มะเร็งกา
ในรายที่ที่กลับเป็นซ้ าและไม่ตอบสนองต่อการรักษามาตรฐาน หรือช่วยลดโอกาสการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งที่อาจเกิดขึ้นในอวัยวะต่าง ๆ และในกระแสเลือด ซึ่งจะพบได้บ่อยในคนไข้ท่ีเป็นทั้งมะเร็งชนิด
เป็นก้อน (Solid tumor) และมะเร็งเม็ดเลือด (Hematological malignancies) ในหลายชนิด หลักการ
ส าคัญของการใช้ภูมิคุ้มกันบ าบัดส าหรับการรักษามะเร็งคือการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เพ่ือ
ควบคุมให้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายกลับมาท างานได้ในสภาวะปกติ (Immune surveillance) เพ่ือช่วย
ป้องกันและยับยั้งการการลุกลามไปยังอวัยวะต่าง ๆ และเจริญเพ่ิมขึ้นของเซลล์มะเร็ง เพราะในคนไข้
โรคมะเร็งมักมีการสูญเสีย Immune surveillance ของระบบภูมิคุ้มกันไปจากสาเหตุต่าง ๆ เช่น 
เซลล์มะเร็งมีการพัฒนาการหลบเลี่ยงระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายจากการกลายพันธุ์ของเซลล์มะเร็ง การ
ลดหรือเพ่ิมการแสดงออกของ ligand ต่าง ๆ ที่ท าให้การท างานของเซลล์ภูมิคุ้มกันลดลง หรือมีผลท าให้
การเจริญของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันลดลง จุดประสงค์ส าคัญของการรักษาโรคมะเร็งด้วยวิธีภูมิคุ้มกัน
บ าบัดคือการที่ท าให้ร่างกายของคนไข้เองมีความพร้อมในการต่อสู้กับเซลล์มะเร็งด้วยระบบภูมิคุ้มกันของ
คนไขห้รือภูมิคุ้มกันที่ได้รับมาจากผู้อ่ืน(2, 9, 10) เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืน เช่นการใช้เคมีบ าบัด หรือการ
ฉายรังสี การรักษาด้วยภูมิคุ้มกันบ าบัดจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ เป็นการรักษาที่ส่งผลในระยะยาวและมี
ความจ าเพาะต่อการท าลายเซลล์มะเร็ง โดยเกิดผลกระทบต่อเซลล์ปกติของคนไข้น้อยกว่า(11) ดังนั้นการ
รักษามะเร็งด้วยวิธีภูมิคุ้มกันบ าบัดนี้จึงเป็นวิธีที่ได้รับความสนใจในวงกว้าง และมีการศึกษาวิจัยพัฒนา
อย่างต่อเนื่อง ในปัจจุบันสามารถแบ่งการรักษาโรคมะเร็งด้วยการใช้ภูมิคุ้มกันบ าบัดเป็นประเภท 3 หลัก
ได้แก่ 1) การรักษาด้วยเซลล์บ าบัด (Adoptive cell therapy) 2) การรักษาด้วยแอนติบอดี้ (Therapeutic 
antibody) และ 3) การรักษาด้วยวัคซีนมะเร็ง (Cancer vaccine) 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 

 
การรักษาด้วยเซลล์บ าบัด (Adoptive cell therapy) 

Adoptive cell therapy (ACT) เป็นวิธีการรักษาแบบ Passive immunotherapy โดยการ
น าเอาเซลล์ภูมิคุ้มกันที่มีความสามารถในการเป็น anti-tumor ของตัวคนไข้หรือผู้บริจาคมากระตุ้นและ
เพ่ิมจ านวนในห้องปฏิบัติการด้วยไซโตไคน์ชนิดต่าง ๆ โดยไม่ท าให้สูญเสียความสามารถการเป็น effector 
cells ก่อนจะปลูกถ่ายกลับไปให้กับคนไข้ ในทางการแพทย์พบว่าการใช้วิธีเซลล์บ าบัดนี้มีประโยชน์อย่าง
มากในการช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของตัวคนไข้เองเพ่ือต่อสู้กับโรคมะเร็ง หรือ ส่งเสริมให้ระบบ
ภูมิคุ้มกันอยู่ในสภาวะปกติโดยไม่ท าลายเซลล์ปกติของตนเอง (Tolerance) การรักษาด้วยวิธีเซลล์บ าบัด
เริ่มต้นจากงานวิจัยการใช้ Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs) ในการรักษาผู้ป่วย metastatic 
melanoma ซึ่งพบว่าการรักษาดังกล่าวมีสามารถควบคุมโรค metastatic melanoma ซึ่งเป็นโรคมะเร็ง
ที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษามาตรฐานได้อย่างเป็นที่น่าพอใจ จึงเริ่มมีการน าการรักษาด้วยวิธีเซลล์บ าบัดมา
ศึกษาวิจัยและประยุกต์ใช้กับมะเร็งชนิดอ่ืนๆ เป็นจ านวนมาก โดยหวังว่าจะเป็นการรักษาที่สามารถช่วย
ควบคุมโรคของผู้ป่วยได้ในระยะยาว หรือ สามารถใช้ร่วมกับการรักษามะเร็งแบบมาตรฐานอ่ืน ๆ ใน
โรคมะเร็งที่กลับเป็นซ้ า(3, 12) ในปัจจุบันมีการน าเซลล์ภูมิคุ้มกันหลายชนิดมาใช้ในศึกษาวิจัยหรือให้การ
รักษาด้วยเซลล์บ าบัดส าหรับโรคมะเร็งได้แก่ Natural killer (NK) cells, Cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) cells, Tumor-infiltrate lymphocyte (TIL) cells, Chimeric Antigen Receptor T-cell (CAR 
T cell) และ Cytokine-induced killer (CIKs) cells(13) 

Cytokine-induced killer (CIKs) cells  

ประวัติความเป็นมาและวิธีเหนี่ยวน าและเพ่ิมจ านวน CIK cells  
Cytokine-induced killer cells หรือ CIK cells เป็นเซลล์ที่ถูกพัฒนาขึ้นในห้องปฏิบัติการ

ในปี 1991  โดย Schmidt-Woft และคณะ จากการกระตุ้นและเหนี่ยวน าเซลล์เม็ดเลือดขาวที่แยกได้
จากเลื อดหรือที่ เ รี ยกว่ า  Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)  ด้ วยไซโตไคน์  

Interferon (IFN)-, anti-CD3 monoclonal antibody (OKT3) และ Interleukin-2 (IL-2)(14, 15) 

ในวันที่ 0 จะท าการกระตุ้น PBMCs ด้วย IFN- จากนั้นในวันต่อมาจะกระตุ้นอีกครั้งด้วย OKT3 และ 
IL-2 และกระตุ้นซ้ าด้วย IL-2 ตลอดการทดลอง (ภาพที่ 1) 
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ภาพที่ 1 แสดงแผนภาพการกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ใหเป็น CIK cells 

 IFN- เป็นไซโตไคน์ชนิดแรกที่ใช้กระตุ้น PMBCs ใช้เวลาในการกระตุ้นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

โดยหน้าที่หลักของ IFN- นั้นไม่ได้ท าหน้าที่ในการส่งเสริมการเกิด Cytotoxicity ของ CIK cells 
โดยตรง แต่มีหน้าที่ Recruitment และเพ่ิมจ านวนเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับ IL-2 เป็นหลัก ในระหว่างที่มี

การ priming PBMCs ด้วย IFN- เซลล์จะถูกกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ IL-2 receptor เพ่ิมขึ้น

ส่งผลให้เมื่อได้รับ IL-2 ในเวลาต่อมาจึงมีการตอบสนองได้ดียิ่งขึ้น(16) นอกจากนี้แล้ว IFN- ยังช่วย
กระตุ้น Monocyte ที่ปนอยู่ใน PBMCs ในช่วงแรกอีกทางโดยส่งสัญญาณ 2 ชนิดด้วยกัน ชนิดแรก
คือสัญญาณกระตุ้น contact-dependent ของ LFA-3 ให้จับกับ CD2 (แสดงออกบนผิว T cell) ซึ่ง
มีหน้าที่ในการควบคุมการตอบสนองของ IL-12 ตามมา(17) สัญญาณชนิดที่สองคือ IL-12 นี้เป็น 

Immunomodulatory ที่มีผลต่อ T cells และ NK cells ในการสร้าง IFN- เพ่ิมขึ้นในเซลล์ที่ยัง
ไม่ได้รับการกระตุ้นอีกทาง(18) สองสัญญาณนี้จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งในการช่วยส่งเสริมการเพ่ิม
จ านวน CIK cells 
 Anti-CD3 mAb (OKT3) เป็น Antibody ที่จับกับ CD3 ที่บริเวณ TCR ในการกระตุ้นด้วย 
OKT3 ให้กับ PBMCs นั้นเพ่ือให้เกิดการเพ่ิมจ านวนเซลล์ผ่านกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับ IL-2 ซึ่ง
เป้าหมายส าคัญของ OKT3 จะเป็นการกระตุ้นสัญญาณ downstream จาก IL-2 และ receptor ของ 
IL-2 มากกว่า(19) และการกระตุ้นนี้จะท าให้ T cell ตอบสนองต่อ IL-2 ได้ดียิ่งขึ้น 
 IL-2 เป็นหนึ่งในไซโตไคน์ที่มีบทบาทส าคัญมากต่อเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันหลายชนิด โดยมี
หน้าที่หลักในการช่วยเพ่ิมปริมาณ CIK cells ดังจะเห็นว่าต้องมีการกระตุ้นด้วย IL-2 ตลอดช่วงเวลา

การเพาะเลี้ยงเซลล์ ในขณะที่ IFN- และ OKT3 จะกระตุ้นแค่ช่วงเริ่มต้นการเลี้ยงเซลล์เท่านั้น อีกท้ัง 
IL-2 ยังช่วยส่งเสริมให้เกิด Cytolytic activity  ที่ดียิ่งขึ้น(19, 20) นอกจากนี้ IL-2 ยังมีผลส่งเสริมให้

เกิดการแสดงออกของ IL-2R (CD25) บนผิวของ T cells เพ่ิมข้ึนอีกทางหนึ่ง ซึ่งมีงานวิจัยยังพบว่า
การกระตุ้นด้วย IL-2 ร่วมกับ OKT3 ส่งผลให้เกิดการเพ่ิมการแสดงอกของ Regulatory T cells อีก
ด้วย(D-8) IL-2 จึงมีความส าคัญอย่างมากในการกระตุ้นและเหนี่ ยวน าให้เกิดเป็น CIK cells ให้
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สามารถเป็น effector ในการท าลายเซลล์มะเร็งได้โดยไม่ต้องมีการฉีด IL-2 ให้กับกับคนไข้ 
(Exogenous IL-2 administration) ไม่เหมือนกับในการปลูกถ่าย LAK cells อีกด้วย(4, 21) ซึ่ง
ความสามารถนี้ช่วยให้สามารถลดความเป็นพิษจาก IL-2 ที่มากเกินพอจากการฉีดเพ่ิมเติมให้กับคนไข้
อีกด้วย(22) ด้วยความสามารถที่ไม่ขึ้นกับ Exogenous IL-2 จึงเป็นที่มาส าคัญในการน า CIK cells 
มาใช้ปลูกถ่ายให้กับคนไข้เพ่ือลดผลข้างเคียงที่จะเกิดข้ึนต่อผู้ป่วยในทางคลินิกอีกด้วย 

ลักษณะส าคัญและการแสดงออกของ CIK cells 
CIK cells เป็นกลุ่มเซลล์ (Heterogeneous population) และมีลักษณะแตกต่างกันตาม

การแสดงออกของ CD3 และ CD56 ที่ผิวเซลล์ โดยแบ่งเป็นกลุ่มย่อยดังนี้คือ เซลล์มีการแสดงออก
ของ CD3+CD56+, CD3+CD56- และ CD3-CD56+ ซึ่งเซลล์ที่มีหน้าที่ในการออกฤทธิ์ท าลายเซลล์
เป้าหมายจะเป็นเซลล์กลุ่มที่มีการแสดงออกแบบ CD3+CD56+ เป็นหลัก(14) โดยมีรายงานวิจัยว่า
เซลล์กลุ่มนี้เป็นกลุ่มเซลล์ที่เกิดการพัฒนามาจากเซลล์ที่แสดงออกแบบ CD3+CD56- มากกว่ามาจาก 
CD3-CD56+ ดังแสดงในภาพที่ 2(23) จึงสามารถกล่าวได้ว่า CIK cells นั้นเป็น T cells ที่มีลักษณะ
การท างานคล้ายกับ NK cells  

 
ภาพที่ 2 แสดงตัวอย่างผลวิเคราะห์จากเครื่อง Flow cytometer เมื่อย้อมด้วย anti-CD3 
และ anti-CD56 ที่ระยะเวลาต่างกัน จะเห็นว่าเซลล์มีลักษณะแยกกันเป็นกลุ่ม มีการแสดง 
Phenotype แตกต่างกัน และแบ่งเป็น 3 กลุ่มหลักคือ CD3+CD56+, CD3+CD56- และ CD3-

CD56+ ซ่ึงจะเห็นว่ากลุ่ม CD3+CD56+ นั้น derived มาจากกลุ่ม CD3+CD56- มากกว่า(22) 

การท างานของ CIK cells  
CIK cells เป็นเซลล์มีลักษณะส าคัญร่วมกันของทั้ง T cells และ NK cells กล่าวคือเมื่อ

เพาะเลี้ยง CIK cells ในห้องปฏิบัติการนั้น CIK cells สามารถเพ่ิมจ านวนได้อย่างรวดเร็วคล้ายกับ T 
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cells แต่การท างานของ CIK cells นั้นไม่จ าเป็นต้องรับรู้และท าลายเซลล์มะเร็งบางชนิดผ่านทาง T-
cell receptor (TCR) ซึ่งลักษณะนี้จะคล้ายคลึงกับการท างานของ NK cells มากกว่า(24, 25) กลุ่ม
เซลล์ที่ท าหน้าที่เป็น Effector หลักในการท าลายเซลล์มะเร็งจะเป็นกลุ่มเซลล์ที่มีการแสดงงออกแบบ 
CD3+CD56+ มากกว่า เนื่องมาจากเซลล์ในกลุ่มนี้มีสัดส่วนของ CD8+ ที่มากกว่า และสามารถหลั่งสาร
ที่ย่อยท าลายเซลล์มะเร็งชื่อว่า Granzyme ได้มากกว่า(26) การแสดงออกแบบ CD3+CD56+ นั้นมี
ลักษณะคล้ายกับ Natural killer T (NKT) cells ที่พบในร่างกายมนุษย์ โดย NKT cells นั้นมีหน้าที่
ส าคัญในการเป็น Immunoregulation และ Anti-tumor immunity สิ่งที่แตกต่างกันระหว่าง CIK 

cells กับ NKT cells คือ CIK cells มีการแสดงออกของ TCR ที่ไม่มี V24 ligand บนผิวเซลล์ 
ส่งผลให้ CIK cells ออกฤทธิ์ในการท าลายเซลล์เป้าหมายโดยไม่ต้องอาศัยการน าเสนอแอนติเจน
ให้กับ Major histocompatibility complex (MHC) หรือที่เรียกว่า non MHC-restriction(24) ซึ่ง
เป็นการออกฤทธิ์ลักษณะเดียวกับ NK cells โดยกลไกหลักที่ CIK cells ใช้ท าลายเซลล์มะเร็งนั้นจะ
ผ่านทาง NKG2D pathway เป็นหลัก การส่งสัญญาณจะเกิดขึ้นเมื่อเกิดการจับกันของ NKG2D 
receptor บนผิวเซลล์ของ CIK cells กับ NKG2D ligand บนเซลล์เป้าหมาย และมีงานวิจัยพบกว่า
การท างานของ NKG2D จะดีข้ึนเมื่อเซลล์ได้รับการกระตุ้นด้วย IL-2 ในระยะเวลาการเพาะเลี้ยงเซลล์
อีกด้วย 

Receptors ที่เก่ียวข้องกับการท างานของ CIK cells  
CIK cells นั้นมีการแสดงของ Activating receptor คล้ายกับที่พบใน NK cells ได้แก่  

NKG2D, DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1) และ NKp30(24, 25) เพ่ือยืนยันรูปแบบการ
ท างานของ CIK cells ได้มีการทดลองยับยั้ง Antibody (Blocking Assay) ที่เกี่ยวข้องกับการท างาน
ของ MHC คือ Antibody ต่อ CD2, CD3, CD8, CD28, CD56, very late antigen 4 (VLA-4), TCR 

 และ MHC class I และ II molecules พบว่าไม่สามารถยับยั้งการเกิดกระบวนการ Cytotoxic 
activity ของ CIK cells ได้อย่างสมบูรณ์ ซึ่งหมายความว่า CIK cells มีการท างานแบบที่ไม่ต้องอาศัย 
MHC หรือที่เรียกว่า non MHC-restriction มากกว่าการน าเสนอแอนติเจนทาง TCR นอกจากนี้ยัง
พบว่าเมื่อท าการยับยั้ง lymphocyte function associated antigen 1 (LFA-1) and intracellular 
cell adhesion molecule 1 (ICAM-1) นั้นสามารถยับยั้ง Cytotoxic activity ของ CIK cells ได้
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จึงสามารถสรุปได้ว่าการเกิด Cytolytic ของ CIK cells มีลักษณะเป็น Cell-
to-cell contact และ non MHC-restriction มากกว่า(27-29) (ภาพที่ 3) นอกจากนี้ Linn และ
คณะได้ใช้  oligonucleotide arrays เ พ่ือท าการศึกษากลไกของ CIK cells ในขณะที่ท าลาย
เซลล์มะเร็งชนิด AML และ ALL พบว่า CIK cells มีการแสดงออกของ NK cell receptor ซึ่ง
ส่วนมากจะเป็น NKG2D และสาร Perforin เพ่ิมขึ้นอย่างเห็นได้ชัด และใน CIK cells ที่ถูกกระตุ้น
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แล้วยังมีการแสดงออกของ NKG2D เพ่ิมขึ้นอีกด้วย(30) ในการทดลอง NKG2D molecules 
antibodies blocking ยังส่งผลให้การเกิด Cytolysis ลดลง แสดงช่วยยืนยันว่าการท างานของ CIK 
cells นั้นจะเกิดขึ้นผ่าน NKG2D มากกว่า TCR  engagement(14, 31) 

 
ภาพที่ 3 แสดงการอธิบายลักษณะการท างานของ CIK cells โดยรูปแบบทางด้านซ้ายเป็น
การท างานแบบ Restriction killing ที่อาศัยการท างานผ่าน TCR และมีความจ าเป็นต้อง
น าเสนอแอนติเจนให้กับ MHC ด้านขวามือเป็นการท างานแบบ non MHC-restriction ที่ไม่
ต้องมีการการน าเสนอแอนติเจนให้กับ MHC อาศัยการท างานผ่านการส่งสัญญาณของ 
Receptor บนผิวเซลล์(32) 

การศึกษา Preclinical ของ CIK cells 
สิ่งส าคัญที่ท าให้นักวิจัยเริ่มให้ความสนใจในการน า CIK cells มาปลูกถ่ายให้กับคนไข้คือ 

การที่ช่วยลดความเสี่ยงจากการเกิด Graft-versus-host disease (GVHD) ในการศึกษาทาง in vitro 
นั้นพบว่า CIK cells มีประสิทธิภาพการท าลายเซลล์มะเร็ง (Tumor-killing) ได้ดีกว่า เมื่อเปรียบเทียบ
กับ LAK cells (28) และยังมีประสิทธิภาพที่ดีในการท าลาย Cell line ของมะเร็งชนิด Lymphoma 
และ Leukemia(15) การทดลองโมเดลของ Bone sarcoma พบว่าในหนูที่ รับการปลูกถ่าย 
Autologous CIK cells นั้น CIK cells สามารถแทรกซึมเข้าไปในมะเร็ง ท าให้ท าลายมะเร็งที่ดื้อต่อ
การรักษาด้วยเคมีบ าบัด อีกทั้งช่วยยับยั้งการเจริญของ Tumor cell ได้อีกด้วย(33) และการศึกษา
เปรียบถ่ายการปลูกถ่าย CIK cells กับ Lymphocyte ในหนูทดลองพบว่า CIK cells มีอัตราการเกิด 
GVHD ต่ ากว่าอย่างมีนัยส าคัญ(34) ซึ่งในการศึกษาอ่ืนพบว่าการเกิด GVHD ที่ต่ ากว่าของ CIK cells 

เป็นผลมาจากการที่ CIK cells นั้นมีการหลั่ง IFN- ออกมาในปริมาณมาก โดย IFN- มีหน้าที่ส าคัญ
ในการเป็น GVHD Protective effect จากการศึกษานี้พบว่าหนูที่ได้รับ CIK cells จากหนูบริจาคที่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 

ถูกท าการ knock-out IFN- นั้นมีโอกาสเสียชีวิตด้วย GVHD มากกว่าหนูที่ได้รับ CIK cells จากหนู 
wild type อีกด้วย(35) หรือในการทดลองปลูกถ่าย CD8+ CIK cells ให้กับหนูทดลอง พบว่าไม่เกิด
ความเป็นพิษใด ๆ แม้ปลูกถ่ายให้ในปริมาณที่สูงถึง 50 x 106 เซลล์(31) ในการทดลองต่อมามีการ
น าเอา CD8+ CIK cells จากหนู C57BL/6 (H2b) มาเพ่ิมจ านวนแล้วทดสอบการเกิด Cytotoxicity 
กับ Autologous bone marrow เปรียบเทียบกับ BCL-1 lymphoma cell นั้นพบว่า CD8+ CIK 
cells เกิด  Cytotoxicity จ า เพาะกับ  BCL-1 lymphoma cell มากกว่ า ในการทดลองของ 
Autologous bone marrow ซึ่งเกิดขึ้นน้อยมากหรือแทบไม่เกิดเลย(34) นอกจากนี้ยังพบว่าในการ
ทดลองแบบ Allogenic นั้นมีผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกับ Autologous เช่นกัน(36) จากผล
การทดลองทั้งหมดนี้แสดงให้เห็นว่า CIK cells นั้นมีความจ าเพาะต่อการท าลายเซลล์มะเร็งมากกว่า
จะท าลายเซลล์ปกติในร่างกายของหนูทดลอง จึงมีความปลอดภัยที่จะน ามาใช้ศึ กษาวิจัยในมนุษย์
ต่อไป อีกทั้งเมื่อท าการศึกษาการเกิด GVHD ในหนูทดลองที่ได้รับ Hematopoietic stem cells 
(HSCs) ร่วมกับ CIK cells นั้นไม่มี GVHD เกิดข้ึน ขณะที่หนูกลุ่มควบคุมท่ีได้รับ naïve splenocytes 
นั้นตายจาก GVHD ตั้งแต่สองสัปดาห์แรกของการทดลอง(37) 

การศึกษาวิจัยทางคลินิกในมนุษย์ 
ในปัจจุบันเริ่มมีการศึกษาทางคลินิกในการน า CIK cells มาใช้กับมนุษย์แล้ว โดยจากรายงาน

วิจัยของ International registry on CIK Cells (www.cik-info.org) มีการศึกษาทางคลินิกในผู้ป่วย
ที่เข้าร่วมลงทะเบียนแล้วกว่า 1,800 ราย โดยปริมาณทั้งหมดที่ใช้ในการปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยอยู่
ในช่วง 21.9 x 106 เซลล์ ถึง 5.2 x 1010 เซลล์ หรือคิดเป็น 7.2 x 106 เซลล์ ถึง 2.1 x 1010 เซลล์ใน
การปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยในแต่ละครั้ง(5, 38) จากการศึกษาทั้งหมดมีผลกระทบ (side effect) จาก
การปลูกถ่าย CIK cells เพียงการเกิด Hypotention เล็กน้อย มีไข้ต่ า ๆ ปวดหัว และอาเจียนเท่านั้น 
นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ประสิทธิภาพของผู้ป่วยใน 384 รายที่ตอบสนองต่อการรักษา มี 24 รายที่
ตอบสนองต่อการรักษาอยู่ในเกณฑ์ Complete response (CR), 27 รายที่ตอบสนองต่อการรักษาอยู่
ในเกณฑ์ Patial response (CR), 40 รายที่ตอบสนองต่อการรักษาเพียงเล็กน้อย และ 161 รายที่ไม่มี
การด าเนินโรคเพ่ิมข้ึนจากเดิมก่อนได้รับ CIK cells(38)  

การศึกษาทางคลินิกของ CIK cells นั้นมีทั้งปลูกถ่ายให้กับคนไข้แบบ Autologous และ 
Allogenic โดยในช่วงแรกของการศึกษานั้นพบว่ามี 10 จาก 11 การศึกษาทางคลินิคเป็นการปลูก
ถ่ายให้กับคนไข้แบบ Autologous(5) โดยส่วนมากจะเป็นคนไข้โรคมะเร็งชนิด  Hematopoietic 
neoplasma จากการศึกษาในผู้ป่วย 9 ราย (แบ่งเป็นผู้ป่วยโรค Hodgkin's disease (HD) จ านวน 7 
ราย และ B Non-Hodgkin's lymphomas (NHL) จ านวน 2 ราย) มี Toxicity จาก CIK cells ใน
อัตราที่ต่ า มีผู้ป่วยเพียง 1 รายที่เกิด mild hypertension และมี 2 รายเกิดไข้ต่ า แต่ทั้งนี้มีผู้ป่วย 2 

http://www.cik-info.org/
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รายที่มีการตอบสนองที่ดี มี 1 รายที่คงความเสถียรของโรค (stabilization of disease) ได้นานถึง 
18 เดือน(39) และการศึกษาในผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด AML จ านวน 13 ราย ไม่มีการ
ด าเนินโรคเพ่ิมข้ึนหลังได้รับการปลูกถ่าย CIK cells อีกด้วย(40)  

หลายปีต่อมาเมื่อมีการศึกษาพัฒนาเพ่ิมเติม พบว่าเมื่อให้การรักษาด้วย Allogenic CIK 
cells นั้นมีผลดีขึ้นและมีอัตราการเกิด GVHD ที่ต่ า ไม่เพียงแต่ในคนไข้โรคมะเร็งชนิด Hematologic 
malignancy แต่ยังรวมถึง Solid tumor อีกด้วย เมื่อท าการศึกษาในผู้ป่วย AML จ านวน 18 ราย มี 
Acute GVHD grade I-II เกิดขึ้นเพียงแค่ 2 ราย และมี Chronic GVHD เพียงแค่ 1 รายเท่านั้น(41) 
นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับชนิด Hepatocellular carcinoma (HCC) ในการศึกษา 
Phase III Randomized Controlled Trial; RCT จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า การให้ CIK cells 
มีประโยชน์ในการช่วยส่งเสริมการเพ่ิมภูมิคุ้มกัน และลดการกลับมาเป็นซ้ าของโรคได้(42) และใน
การศึกษาในผู้ป่วยโรคมะเร็งปอด ชนิด non-small cell lung cancer เป็นการศึกษา Phase III 
Randomized Controlled Trial; RCT จากการศึกษานี้สรุปได้ว่าการให้ยาเคมีบ าบัดร่วมกับ CIK 
cells มีประโยชน์ต่อผู้ป่วยมากกว่าผู้ป่วยที่ได้ยาเคมีบ าบัดเพียงอย่างเดียว(43) ยังมีการทดลองทาง
คลินิกอ่ืน ๆ ดังแสดงในภาพที่ 4 แสดงให้เห็นว่า CIK cells นั้นมีความปลอดภัยและประสิทธิภาพใน
การรักษาเป็นอย่างยิ่ง 

ส าหรับการปลูกถ่าย CIK cells แบบ Haploididentical นั้นส่วนมากยังอยู่ในการรักษาใน
ผู้ป่วยมะเร็งชนิด Hematologic malignancy มากกว่า โดยพบว่าในผู้ป่วยโรค Multiple myeloma 
2 รายนั้น มี 1 รายที่ตอบสนองต่อการรักษาอยู่ในเกณฑ์ Complete response นานถึง 12 เดือน 
โดยไม่พบการเกิด GVHD ขึ้น(44)  

การพัฒนา CIK cells ในอนาคต 
นอกจากประโยชน์ของการที่น า CIK cells มาใช้ในด้านเซลล์บ าบัดแล้วนั้น ปัจจุบันเริ่มมีการ

พัฒนาในด้านอ่ืนเพ่ิมเติม เช่น การพัฒนา CIK cells ร่วมกับการยับยั้ง Immune checkpoint 
inhibitors ต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็น PD-1, KIR, TIM-3, และ LAG-3 บนผิว CIK cells ช่วยส่งเสริมให้ CIK 
cells มีประสิทธิภาพการเกิด Cytotoxicity ที่ดีขึ้น หรือการเ พ่ิมประสิทธิภาพในการรับรู้  
(Recognition) เซลล์เป้าหมายของ CIK cells ให้ดียิ่งขึ้นด้วยการน า CIK cells มาท าการตัดต่อทาง
พันธุวิศกรรม (Genetic engineering) สร้างเป็น Chimeric-Antigen-Receptor (CAR)(45-48) หรือ
น า CIK cells มา co-culture ร่วมกับ Dendritic cell (DC) เพ่ือพัฒนาเป็น DC vaccine ในอนาคต
(49, 50) 
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ภาพที่ 4 แสดงตารางการศึกษาทางคลินิกโดยการปลูกถ่าย CIK cells ด้วยวิธีแตกต่างกัน
ให้กับคนไข้โรคมะเร็งชนิดต่าง ๆ(51)   

การพัฒนาการเพาะเลี้ยง CIK cells เพื่อน ามาใช้ทางคลินิก 

จากในภาพที่ 5 จะเห็นได้ว่าในการรักษาด้วยเซลล์บ าบัดโดยใช้ CIK cells นั้นมีความ
จ าเป็นต้องใช้ CIK cells ในปริมาณมากส าหรับการปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยในแต่ละครั้ง อีกทั้งทาง 
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International Registry on CIK cells (IRCC) ได้แนะน าว่าเ พ่ือประสิทธิภาพที่ดีในการท าลาย
เซลล์มะเร็งมีความจ าเป็นต้องใช้ปริมาณ Total CIK cells ที่อย่างน้อย 1 x 109 เซลล์ในแต่ละครั้ง
หรือต้องมีปริมาณ  CD3+CD56+ อย่างน้อยที่ 20-30% และต้องปลูกถ่าย CIK cells ซ้ าอย่างน้อยทุก 
2-4 สัปดาห์ (ข้อมูลเมื่อปี 2015 จากเว็บไซต์ของ IRCC)(24) เพ่ือผลิตเซลล์ให้ได้ถึงปริมาณดังกล่าว 
จึงมีการพัฒนาการเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธีการต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 

 

ภาพที่ 5 แสดงตารางปริมาณ CIK cells ที่ใช้ในการปลูกถ่ายให้กับคนไข้โรคมะเร็งชนิด 
Solid tumor(52) 

จากตารางที่ 1 นั้นจะเห็นว่าในการเพ่ิมจ านวน CIK cells ให้ได้ถึงปริมาณที่ต้องการมีการ
พัฒนาและศึกษาวิจัยมาอย่างต่อเนื่อง โดยพบว่าการเพ่ิมจ านวน CIK cells นั้นจ าเป็นต้องใช้ไซโตไคน์
ชนิดอื่นเข้าร่วมกระตุ้น หรือต้องมีการน าเซลล์อื่น ๆ มาเลี้ยงร่วมเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง (feeder cells) และ
ในบางงานวิจัยต้องท าการตัดต่อพันธุกรรมของเซลล์พ่ีเลี้ยงเพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการกระตุ้น 
CIK cells อีกด้วย ซึ่งกระบวนการต่าง ๆ เหล่านี้ล้วนมีขั้นตอนที่ซับซ้อน ราคาที่สูงขึ้น และต้องใช้
เซลล์ตั้งต้นปริมาณมาก รวมถึงต้องใช้ระยะเวลาที่มากขึ้นตามมาด้วย แต่ในงานวิจัยในวิทยานิพนธ์นี้
ผู้วิจัยต้องการน าเสนอวิธีการปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน CIK cells โดยใช้วิธี Gas-permeable culture 
ซึ่งเป็นเพียงวิธีเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีความใกล้เคียงกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ตามมาตรฐานแต่สามารถเพ่ิม
ปริมาณเซลล์ได้ดีขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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ตารางท่ี 1 แสดงวิธีที่ใช้พัฒนาการเพ่ิมจ านวน CIK cells 

เซลล์ตั้ง
ต้น 

(เซลล์) 
วิธีการทดลอง 

การเพ่ิมจ านวน/ร้อย
ละของ CD3+CD56+ 

ระยะเวลา 
(วัน) 

Ref. 

1 x 106 CIK + IL-1 1000 เท่า 30 (23) 

- CIK + IL-6 8.25(±4.09)% 14 (53) 

5 x 106 CIK + IL-15  40% 28 (54) 
1 x 106 CIK + engineered K562 1000 เท่า 21 (55) 

2 x 106 
CIK + allogeneic-
irradiated PBMC 

2243 เท่า 28 (56) 

2 x 106 CIK + Thymoglobulin 46.08 เท่า 21 (57) 

- 
shCTLA-4 lentivirus-
transduced CIK cells 

3.18(±0.19) เท่า 14 (58) 

- CIK + DC 2.44 เท่า 13 (59) 
5 x 106 CIK + DC  28-30% 28 (50) 

ข้อจ ากัดของการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐาน (Conventional culture method) 

ตามปกติแล้วสิ่งที่ เซลล์ต้องการเพ่ือน าไปใช้ในการเจริญของเซลล์เมื่อเพาะเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการนั้นประกอบไปด้วยปัจจัยหลัก 4 ประการด้วยกัน คือ 1) ปริมาณสารอาหารที่ได้รับ
จากอาหารเลี้ยงเซลล์ 2) ไซโตไคน์ที่ใช้ในการกระตุ้นและเหนี่ยวน าให้เกิดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 
3) การแลกเปลี่ยนก๊าซทั้งก๊าซออกซิเจน (O2) และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และ 4) การควบคุม 
pH ที่เกิดขึ้นจากการสะสมของเสียที่เกิดขึ้นในกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ เมื่อเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี
มาตรฐานนั้นจะมีข้อจ ากัดในเรื่องการควบคุมปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์และการแลกเปลี่ยนก๊ าซ
ออกซิเจน (O2) รวมไปถึงการสะสมของของเสียที่เกิดขึ้นในกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ เช่น ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และกรดแลคติก (Lactic acid)(7) ท าให้เซลล์ได้รับการแลกเปลี่ยนก๊าซ
อยู่แค่บริเวณผิวเท่านั้น และปริมาณของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่จ ากัด ด้วยเหตุผลดังกล่าวเพ่ือให้เซลล์มี
การเจริญต่อไปได้ การเลี้ยงเซลล์ในวิธีมาตรฐานจึงมีความจ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อย
ขึ้น แต่การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อยนี้เองน ามาซึ่งการใช้ระยะเวลาท างานเพ่ิมมากขึ้น การผลิต
เซลล์ในแต่ละครั้งมีมูลค่าท่ีต้องเสียเพิ่มสูงขึ้น และข้ันตอนการท างานที่มากข้ึนนี้ยังส่งเสริมให้อาจเกิด
การปนเปื้อนของเซลล์เพ่ิมมากข้ึนอีกทางด้วย  
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ในระบบการเลี้ยงเซลล์ทั่วไปนั้นเซลล์จะเจริญอยู่บริ เวณด้านล่างของอุปกรณ์ การ
แลกเปลี่ยนก๊าซจะเกิดขึ้นเมื่อโมเลกุลของ O2 จะถูกถ่ายเทจากสภาวะแวดล้อมในบรรยากาศรอบ
เซลล์หรือในบริเวณตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ (O2 มีสถานะเป็นก๊าซ) เข้าสู่บริเวณอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 
(บริเวณที่เป็นของเหลว) ผ่านลงไปยังบริเวณที่เซลล์เจริญอยู่ด้านล่าง ในวิธีมาตรฐานนั้นเพ่ือให้การ
แลกเปลี่ยนก๊าซสามารถเข้าสู่บริเวณท่ีเซลล์ก าลังเจริญอยู่ด้านล่างและสามารถเจริญต่อไปได้โดยไม่มี
ผลกระทบ ต้องควบคุมปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ต่อความเข้มข้นของเซลล์ ท าให้สามารถใส่ปริมาณ
อาหารเลี้ยงเซลล์ได้สูงสุดเพียงแค่ 0.2-0.3 เซนติเมตร หรือ 0.2-0.3 มิลลิลิตรต่อพ้ืนที่ผิว 1 ซม.2 
เท่านั้น หากใช้อาหารเลี้ยงเซลล์มากเกินไปจะท าให้การแลกเปลี่ยนก๊าชลงไปไม่ถึงเซลล์ที่เจริญอยู่
ด้านล่าง ดังนั้นจึงเป็นเหตุผลที่ว่าการแลกเปลี่ยนก๊าชในการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐานนั้นเกิดขึ้นได้
อย่างจ ากัด(60) (ภาพที่ 6) ด้วยข้อจ ากัดนี้หากควบคุมปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ไม่เหมาะสมอาจ
ส่งผลกระทบต่อเซลล์บางชนิดได้ เช่น ในเซลล์ Renal tubular epithelial นั้นได้รับผลกระทบจาก
การที่ใส่ปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์มากเกินว่าที่ก าหนด ท าให้ได้รับปริมาณ O2 ลดลง ผลที่ตามมาคือ
เซลล์เกิดเกิดการเปลี่ยนแปลง Oxidative metabolism เพ่ือเพ่ิมอัตราการเกิด glycolysis ใน
กระบวนการและส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ (61) จากเหตุผลทั้งหมดสามารสรุปได้ว่าการ
ควบคุมปริมาณอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์นั้นเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส าคัญมากในการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี
มาตรฐาน ท าให้จ าเป็นต้องควบคุมความเข้มข้นของเซลล์ต่อปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์อยู่เสมอ และ
ต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อยข้ึนเพื่อควบคุมปริมาณ pH ของเซลล์ให้เหมาะสมอีกด้วย 

 

ภาพที่ 6 ด้านซ้ายแสดงการเลี้ยงเซลล์ด้วยอุปกรณ์ที่ใช้เทคโนโลยี Gas-permeable รูป
ด้านขวาแสดงการเลี้ยงเซลล์ด้วยอุปกรณ์ท่ีใช้ในวิธีมาตรฐาน(62) 

วิธีเพาะเลี้ยงเซลล์แบบเพิ่มการแลกเปลี่ยนก๊าซ (Gas permeable culture method) 

จากข้อจ ากัดในเรื่องการแลกเปลี่ยนก๊าซและปริมาณอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ เพ่ือลดผลกระทบ
ดังกล่าวน ามาสู่การพัฒนาวิธีที่ใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่เรียกว่า วิธีเพาะเลี้ยงเซลล์แบบเพ่ิมการแลกเปลี่ยน
ก๊าซ หรือ Gas-permeable culture วิธีนี้เป็นเทคโนโลยีที่อาศัยหลักการการเพ่ิมการแลกเปลี่ยนก๊าซ
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มากกว่าในวิธีมาตรฐานจาก Gas-permeable membrane บริเวณด้านล่างของอุปกรณ์ (ภาพที่ 7)  
โดยจะช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการแลกเปลี่ยนก๊าซทั้ง O2 และ CO2 ให้เกิดขึ้นที่บริเวณ Gas-permeable 
membrane นี่อีกทางหนึ่ง ท าให้เกิดการแลกเปลี่ยนก๊าซได้ทั่วทั้งอุปกรณ์ ส่งเสริมให้เซลล์ที่ถูกเลี้ยง
ด้วยวิธีนี้สารมารถใส่ปริมาณอาการที่ใช้เลี้ยงเซลล์ได้มากกว่าการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐาน(62-64) 
ซึ่ งตามโครงสร้ า งของ อุปกรณ์ ในวิ ธี  Gas-permeable culture ที่ พ้ืนที่ ผิ ว  Gas-permeable 
membrane 2 ซม.2 สามารถใส่ปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ได้สูงถึง 4 เซนติเมตร(65) และนอกจากช่วย
ส่งเสริมให้เกิดพ้ืนที่การแลกเปลี่ยนก๊าซเพ่ิมขึ้นแล้ว ยังช่วยให้สามารถเพ่ิมปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์
ได้มากถึง 8 มิลลิลิตร ในขณะที่วิธีมาตรฐานที่พ้ืนที่ผิว 2 ซม.2 เท่ากัน ทั้ง 24 well plate และถุงที่ใช้
เลี้ยงเซลล์สามารถใส่ปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์ได้สูงสุดเพียงแค่ 0.6 มิลลิลิตร และ 2 มิลลิลิตร
ตามล าดับ(63) นอกจากนี้ปกติการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ในวิธีแบบมาตรฐานเซลล์จะลงไปเกาะอยู่ที่
บริเวณด้านล่างของอุปกรณ์ และจะมีลักษณะการเจริญแบบสองมิติหรือถูกเหยียดออก (Stretching) 
ตามพ้ืนผิวของอุปกรณ์ ท าให้เซลล์สูญเสียรูปร่างเดิมไปและเกิดการแลกเปลี่ยนก๊าซได้ไม่เพียงพอต่อ
ความต้องการ แต่ในอุปกรณ์ Gas-permeable เซลล์จะเจริญในลักษณะแบบสามมิติคือมีลักษณะ
ใกล้เคียงกับสภาพปกติมากกว่าสามารถคงสภาพที่เหมาะสมของเซลล์ได้ดีกว่า (ภาพทื่ 7) 

 

ภาพที่ 7 รูปด้านซ้ายแสดงลักษณะภายในของอุปกรณ์ที่ใช้เทคโนโลยี Gas-permeable รูป
ด้านขวาแสดงลักษณะภายในของอุปกรณ์ที่ใช้ในวิธีมาตรฐาน(66) 

เซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture นี้จึงได้รับทั้งการแลกเปลี่ยนก๊าซและ
สารอาหารที่เพิ่มขึ้นมากกว่าในวิธีมาตรฐาน ซึ่งปริมาณอาหารที่มากเกินพอนี้ยังส่งผลทางอ้อมช่วยให้
เกิดการเจือจางของเสียที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ แต่สิ่งส าคัญท่ีต้องค านึงในการเลี้ยง
เซลล์ด้วยวิธีนี้คือจ านวนเซลล์เริ่มต้นต่อพ้ืนที่ผิว Gas-permeable membrane โดยไม่จ าเป็นต้อง
ควบคุมความเข้มข้นของเซลล์ต่อปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์เหมือนในวิธีมาตรฐาน และไม่จ าเป็นต้อง
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อย เซลล์จึงสามารถเจริญได้โดยถูกรบกวนจากขั้นตอนการท างานที่น้อย
ที่สุด  
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Gas-permeable Rapid Expansion device หรือ GREX เป็นอุปกรณ์เลี้ยงเซลล์ชนิดหนึ่ง
ที่ใช้หลักการ Gas-permeable ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ โดยมี Gas-permeable membrane บริเวณ
ด้านล่างของตัวอุปกรณ์ รูปแบบของอุปกรณ ์GREX นั้นมีลักษณะและการใช้งานไม่แตกต่างจากเลี้ยง
เซลล์ในวิธีมาตรฐานมากนัก จึงง่ายต่อการใช้งานและการน ามาปรียบเทียบ แต่ทั้งนี้ด้วยคุณสมบัติ
ของ Gas-permeable membrane นี้ เองจึงเป็นข้อจ ากัดส าคัญของ GREX ที่ท าให้สามารถ
เพาะเลี้ยงเซลล์ได้เฉพาะเซลล์แขวนลอยหรือ non-adherent cells เท่านั้น ไม่เหมาะสมต่อการ
น ามาใช้กับเซลล์ที่ต้องใช้พื้นผิวอุปกรณ์เพ่ือยึดเกาะในการเจริญ  

การเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture นี้ได้เคยถูกน ามาใช้ในการเพ่ิมปริมาณ
เซลล์ภูมิคุ้มกันอ่ืน ๆ เพ่ือใช้ในการรักษาด้ยเซลล์บ าบัดแล้ว ดังแสดงในตารางที่ 2 แต่ทั้งนี้ยังไม่เคยมี
การทดลองกับ CIK cells มาก่อน 

ตารางที่ 2 แสดงการพัฒนาการเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture ในเซลล์ที่ใช้ใน
เซลล์บ าบัดแตกต่างกัน 

ชนิดของเซลล์ 
เซลล์ตั้งต้น 

(เซลล์) 
อัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ 

(เท่า) 
ระยะเวลา 

(วัน) 
Ref. 

NK cell 2 x 106 208 7 (63) 
TCR transduced T-

cells 
10 x 106 1890(±138) 14 (65) 

Cytotoxic T 
lymphocytes (CTLs) 

1 x 106 
มากกว่าวิธีมาตรฐาน 20 

เท่า 
16 (64) 

Tumor infiltrating 
lymphocytes (TILs) 

5 x 106 2000 14 (67) 

Tumor infiltrating 
lymphocytes (TILs) 

5 x 106  2000 21 (68) 

NK-92 cell line - 200 21 (69) 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการ 

ค าถามการวิจัย (Research Questions) 

- Cytokine Induced Killer (CIK) cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture 
จะมีอัตราการเพ่ิมจ านวนได้ดีกว่า CIK cell ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานหรือไม่ 

- Cytokine Induced Killer (CIK) cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture 
จะมีคุณลักษณะการแสดงออกของสัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์  และการท างาน
แตกต่างกับ CIK cell ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานหรือไม่ 
 

วัตถุประสงค์ของโครงการ (Objective) 

1) เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมของการลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture 
โดยใช้ Gas-permeable chamber device (GREX) 

2) เพ่ือเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวน ลักษณะ phenotype และการท างานของ 
CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture กับวิธีมาตรฐาน 

3) ทดสอบการเพ่ิมปริมาณของ CIK cells ในระดับที่พอเพียงต่อการใช้จริงทางคลินิค 
(clinical scale expansion) ด้วยวิธี Gas-permeable culture 

 
สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 

สมมติฐานหลัก  
หากการเพ่ิมจ านวน CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable ดีกว่าวิธีมาตรฐานแล้วนั้น จะมี

อัตราการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells มากกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
สมมติฐานรอง  
CIK cells ที่ถูกเพ่ิมจ านวนด้วยวิธี Gas-permeable จะมีคุณลักษณะของ CIK cells เช่น 

Immunophenotype และประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์มะเร็ง ไม่แตกต่างจาก CIK cells ที่ถูก
เพ่ิมจ านวนด้วยวิธีมาตรฐาน 
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อาสาสมัครและการเก็บตัวอย่างเลือด 

การกระตุ้น PBMCs เพ่ือให้เป็น CIK cells นั้นท าได้จากการกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวจาก
เลือดเท่านั้นไม่สามารถท าได้จาก Cell line หรือเซลล์ต้นทางชนิดอ่ืน  ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องใช้ตัวอย่าง
เลือดจากอาสาสมัครในการด าเนินการทดลอง โดยจะแบ่งขนาดตัวอย่างการทดลองออกเป็น 3 ขั้น
ด้วยกันคือ  

1. Optimizing condition 3 คน  
2. Experimental study  10 คน  
3. Clinical scale expansion 3 ตัวอย่าง  

งานวิจัยนี้ได้รับการพิจารณาและและอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมวิจัยจากคณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่อนุมัติ 413/59 ซึ่งจะคัดเลือกอาสาสมัครจ านวน
ทั้งหมด 13 คน แบ่งเป็นในขั้น Optimizing condition จ านวน 3 คน และขั้น experimental 
จ านวน 10 คน โดยมีเกณฑ์ดังนี้ 

เกณฑ์การคัดเลือก (Inclusion criteria)  

- อาสาสมัครสุขภาพดีอายุ 18-40 ปี 
เกณฑ์การคัดออก (Exclusion criteria)   

- มีโรคทางระบบเลือดที่เก่ียวข้องกับเม็ดเลือดขาวหรือมีโรคภูมิคุ้มกันบกพร่องจาก
สาเหตุต่างๆ 

อาสาสมัครจะถูกเจาะเลือดจากหลอดเลือดด า ที่หน่วยวิจัยเซลล์ต้นก าเนิดและเซลล์บ าบัด 
โดยนักเทคนิคการแพทย์ที่มีใบประกอบวิชาชีพหรือแพทย์ผู้ท าการวิจัยเป็นผู้เจาะในปริมาณ 5-10 
มิลลิลิตรต่อคน ในหลอดที่บรรจุสารกันเลือดแข็งชนิด Heparin แล้วแยกเอาเฉพาะ PBMCs มาเพ่ือ
ท าการกระตุ้นและเหนี่ยวน าให้เป็น CIK cells ในขั้นต่อไปต่อไป 

ส าหรับในการทดสอบ Clinical scale expansion นั้นได้รับการพิจารณาและอนุมัติจาก
คณะกรรมการของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย รหัสเลขที่โครงการ 17/2560 โดยจะท า
การขอสาย Pheresis ส่วนที่แยกเม็ดเลือดขาวออกจากกระบวนการบริจาคเกล็ดเลือดจ านวน 3 
ตัวอย่าง มาแยกเอาเฉพาะ PBMCs มากระตุ้นและเหนี่ยวน าให้เป็น CIK cells โดยเม็ดเลือดขาวนี้จะ
เหลือติดอยู่ในสาย Pheresis ในส่วน Segment ที่แสดงในภาพที่ 8 ซึ่งตามปกติโดยทั่วไปจะถูกทิ้งไป
พร้อมกับสาย Pheresis อยู่แล้ว  
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ภาพที่ 8 แสดงส่วนของถุงที่แยกเอาเม็ดเลือดขาวออกจากเครื่อง Pheresis ทีท่ าการขอจาก
ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

การแยก Peripheral blood mononuclear cell และการเหนี่ยวน าให้เป็น CIK cells  

เมื่อได้ตัวอย่างเลือดจากอาสาสมัครมาแล้วจะท าการเจือจางด้วย Phosphate Buffer Saline 
(PBS) ที่อัตราส่วน 1:1 จากนั้นจะท าการแยก PBMCs ออกมาด้วยวิธี Gradient separation โดยใช ้
Ficoll-histopaque (GE Healthcare life Sciences, ค่าความถ่วงจ าเพาะที่ 1.077) ปั่นที่ความเร็ว
รอบ 400g เป็นเวลา 25 นาที PBMCs จะถูกแยกอยู่กึ่งกลางระหว่าง Plasma ของอาสาสมัคร กับ 
Ficoll-histopaque และเม็ดเลือดแดงจะถูกแยกไปอยู่บริเวณก้นหลอดหลั่งจากการปั่น ต่อมาจะท า
การเก็บ PBMCs มาและท าการเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ให้มีความเข้มข้น 1 x 106 เซลล์ต่อ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตร โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium (GE 
Healthcare life Sciences) ทีม่ี Fetal bovine serum (FBS) (Gibco by life technologies) 10% 

ในวันที่ PBMCs ออกมาจะนับวันที่แยกนี้เป็นวันที่ 0 ในวันนี้ PBMCs จะถูกกระตุ้นด้วย IFN- 
(Miltenyi Biotech) 1000 ยูนิต/มิลลิตรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นต่อมาในวันที่ 1 เซลล์จะถูก
กระตุ้นด้วย anti-CD3 monoclonal antibody หรือ OKT3 (Biolegend) 50 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 
และ IL-2 (R&D Systems) 500 ยูนิต/มิลลิลิตร โดยจะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่และท าการเติม IL-
2 500 ยูนิต/มิลลิลิตร ทุก 3-4 วัน โดยรักษาความเข้มข้นของเซลล์ไว้ที่ 1 x 106 เซลล์ต่อปริมาณอาหาร
เลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตรเมื่อมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ ใช้เวลาทั้งหมดเป็นเวลา 7 วนัเพื่อเป็นการ
เพ่ิมจ านวนและเหนี่ยวน าให้เกิด CIK cells ก่อนน ามาแยกทดสอบในอุปกรณ์ท่ีแตกต่างกันต่อไป 
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การหาสภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี  Gas-permeable culture 
(Optimizing condition) 

ก่อนท าการเปรียบเทียบการเลี้ยง CIK cells ในสภาวะที่แตกต่างกันนั้นจ าเป็นต้องหาปริมาณ
เซลล์ตั้งต้นที่เหมาะสมกับพ้ืนทีข่องอุปกรณ์ G-REX (Wilson wolf)  ที่ใช้เลี้ยง CIK cells ก่อน เพ่ือให้
ได้เซลล์ที่มีการเจริญสูงสุด โดยจะท าการทดสอบโดยการเลี้ยงเซลล์ตั้งต้นที่ปริมาณแตกต่างกัน 
ควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยงเดียวกันภายในอุปกรณ์ G-REX 24 well plate ที่มีขนาดพ้ืนที่ผิว Gas-
permeable membrane 2 ซม.2  เกณฑ์ในการคัดเลือกปริมาณที่ เหมาะสมในการทดลองนี้คือ 
Minimal seeding concentration ซึ่งคือปริมาณเซลล์ตั้งต้นที่น้อยที่สุดที่สามารถท าให้เกิดการเพ่ิม
จ านวนเซลล์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ 

ในการทดลองนี้จะใช้เลือดอาสาสมัครจ านวน 3 คนมาแยก PBMCs ท าการกระตุ้นและ
เหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK cells จนครบเวลา 7 วันด้วยวิธีมาตรฐาน จากนั้นจะท าการแบ่งเซลล์
มาเลี้ยงใน G-REX 24 well plate ที่ปริมาณเซลล์ตั้งต้นแตกต่างกันในจ านวน 125,000 เซลล์/ซม.2, 
250,000 เซลล์/ซม.2, 500,000 เซลล์/ซม.’2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2 และ 2,000,000 เซลล์/ซม.2 
โดยจะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์และกระตุ้นด้วย IL-2 500 ยูนิต/มิลลิตรทุก 4 วัน ใช้เวลาเลี้ยงเซลล์
ทั้งหมดเป็นเวลาทั้งสิ้น 14 วัน (รวมระยะเวลากระตุ้น PBMCs ให้เป็น CIK cells) ในตู้บ่มเพาะเลี้ยง
เซลล์ทีอุ่ณหภูมิ 37°C และ ระดับ CO2 5% (ภาพที่ 9 A, B) 
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ภาพที่ 9 A: แผนภาพแสดงการเปลี่ยนอาหาร การกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK 
cells ในระยะเวลา 14 วันของการทดลองขั้น Optimizing condition B: ขั้นตอนการ
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์และการระตุ้นด้วยไซโตไคน์ 

การเปรียบเทียบการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี  Gas-permeable culture กับวิธีมาตรฐาน 
(Experimental study) 

ในการทดลองนี้จะใช้เลือดอาสาสมัครจ านวน 10 คน มาแยกเป็น PBMCs ท าการกระตุ้นและ
เหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK cells จนครบ 7 วันด้วยวิธีมาตรฐาน แล้วจึงท าการแบ่งเซลล์ที่เลี้ยงไว้
ออกเป็น 3 กลุ่มการทดลอง ได้แก่ กลุ่มท่ี 1 คือการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐาน (Conventional) โดย
ใช้อุปกรณ์ 24 well plate พ้ืนที่ผิว 2 ซม.2 กลุ่มที่ 2 คือการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable 
culture โดยใช้ อุปกรณ์ 24 well G-REX พ้ืนที่ผิว 2 ซม.2 และท าการเปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน 
(GREX4) และกลุ่มที่ 3 คือการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture โดยใช้อุปกรณ์ 24 well 
G-REX พ้ืนที่ผิว 2 ซม.2 และท าการเปลี่ยนอาหารทุก 7 วัน (GREX7)  โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 
กลุ่มในตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และระดับ CO2 5% ใช้เวลาเลี้ยงเซลล์รวมทั้งสิ้น
เป็นเวลา 14 วัน โดยทั้ง 3 กลุ่มจะเริ่มเลี้ยงเซลล์ด้วยเซลล์ตั้งต้น 1 x 106 เซลล์ (0.5 x 106  เซลล์ต่อ
พ้ืนที่ผิว 1 ซม.2) เท่ากัน ซึ่งปริมาณนี้เป็นปริมาณที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลองก่อนหน้า ส าหรับ
ขั้นตอนการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์นั้นจะแตกต่างกันไปตามแต่ละกลุ่ม โดยในกลุ่มที่เลี้ยงเซลล์ด้วย
วิธีมาตรฐานนั้นจะเปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน ซึ่งปริมาณอาหารใหม่จะถูกเพ่ิมเติมจนได้ระดับความ
เข้มข้นของเซลล์อยู่ที่  1 x 106 เซลล์ต่อปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตร แต่ส าหรับการเปลี่ยน
อาหารในกลุ่มที่เลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture จะแบ่งการเปลี่ยนอาหารเป็น 2 แบบ  
คือกลุ่มท่ีเปลี่ยนอาหารทุก 4  กับ 7 วัน โดยวิธีการจะแตกต่างจากวิธีมาตรฐาน คือต้องคงอาหารเลี้ยง
เซลล์เดิมไว้ในอุปกรณ์ในปริมาตร 25% ของอุปกรณ์ (2 มิลลิลิตร)  หรืออีกนัยหนึ่งคือจะน าอาหาร
เลี้ยงเซลล์เดิมออกในปริมาณ 75% (6 มิลลิลิตร) ของปริมาตรอาหารทั้งหมด (8 มิลลิลิตร) โดยไม่
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รบกวนเซลล์ที่อยู่บริเวณพ้ืนผิว Gas-permeable membrane ด้านล่าง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์
ใหม่ที่ปริมาณ 6 มิลลิลิตรโดยไม่ต้องควบคุมปริมาตรอาหารต่อจ านวนเซลล์ เหมือนในวิธีมาตรฐาน 
และเซลล์จะถูกกระตุ้นด้วย IL-2 500 ยูนิต/มิลลิตรทุก 4 วันในทุกกลุ่มการทดลอง (ภาพที่ 10 A, B) 
โดยการทดลองนี้จะท าการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น องค์ประกอบของเซลล์  อัตราการเพ่ิม
จ านวน ระดับการแสดงออกของ Activatimg markers และความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็ง 
(Cytotoxicity) ของ CIK cells แต่ละกลุ่ม 

 

 
 

ภาพที่ 10 A: แผนภาพแสดงการเปลี่ยนอาหาร การกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น 
CIK cells ในระยะเวลา 14 วัน ของการทดลองขั้น Experimental study B: ขั้นตอนการ
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์และการระตุ้นด้วยไซโตไคน์ 
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การเปรียบเทียบการเลี้ยง CIK cells โดยการเลี้ยงเซลล์ในอุปกรณ์ Gas-permeable culture 
ตั้งแต่ขั้นตอนการเริ่มเหนี่ยวน าและเลี้ยงต่อเนื่องไปในอุปกรณ์ Gas-permeable culture กับวิธี
มาตรฐาน 

ในการทดลองนี้จะท าการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture ในอุปกรณ์ 
GREX ตั้งแต่การกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK cells (วันที่ 0) และเลี้ยงต่อเนื่องใน
อุปกรณ์นี้จนสิ้นสุดการทดลอง โดยจะเริ่มเลี้ยงที่ PBMCs ตั้งต้น 1 x 106 เซลล์ (0.5 x 106  เซลล์ต่อ
พ้ืนที่ผิว 1 ซม.2) ทั้งในวิธี Gas-permeable culture และวิธีมาตรฐานเปรียบเทียบกัน ในวันที่ 0 

เซลล์จะถูกกระตุ้นด้วย IFN- 1000 ยูนิต/มิลลิตรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นในวันที่ 1 จะกระตุ้น
เซลล์ด้วย OKT3 50 นาโนกรัม/มิลลิลิตรและ IL-2 500 ยูนิต/มิลลิตร โดยในวิธี Gas-permeable 
culture จะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 7 วันและในวันที่ 7 ท าการปรับจ านวนเซลล์ให้เหลือเพียง 1 
x 106 เซลล์ต่อหลุม (0.5 x 106  เซลล์ต่อพ้ืนที่ผิว 1 ซม.2) และเลี้ยงต่อไปใช้ระยะเวลาทั้งหมด 14 วนั 
แต่ในวิธีมาตรฐานจะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์และปรับระดับความเข้มข้นของเซลล์ให้อยู่ที่ 1 x 106 
เซลล์ต่ออาหารเลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตรทุกๆ 4 วันตามวิธีปกติและใช้ระยะเวลาทั้งหมด 14 วันและ
กระตุ้นด้วย IL-2 500 ยูนิต/มิลลิตรทุก 4 วันทั้ง 2 กลุ่มการทดลอง โดยจะท าการเลี้ยงในตู้บ่ม
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และระดับ CO2 5% (ภาพที่ 11 A, B) โดยการทดลองนี้จะ
ท าการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น องค์ประกอบของเซลล์  อัตราการเพ่ิมจ านวน ระดับการ
แสดงออกของ Activatimg markers และความสามารถในการฆ่าเซลล์มะเร็ง (Cytotoxicity) ของ 
CIK cells แต่ละกลุ่ม 
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ภาพที่ 11 A: แผนภาพแสดงการเปลี่ยนอาหาร การกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น 
CIK cells ในระยะเวลา 14 วันของการทดลองการเลี้ยง CIK cells ต่อเนื่องในอุปกรณ์ Gas-
permeable culture B: ขั้นตอนการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์และการกระตุ้นด้วยไซโตไคน์ 

การทดสอบการเพิ่มจ านวนเซลล์ในปริมาณที่สามารถใช้ได้กับการวิจัยทางคลินิก (Clinical scale 
expansion) 

ในการวิจัยทางคลินิกนั้นจ าเป็นจะต้องใช้ CIK cells ในปริมาณอย่างน้อย 1-5 x 109 เซลล์
ต่อการปลูกถ่ายเซลล์แต่ละครั้งเพ่ือผลการตอบสนองทางคลินิก การเพ่ิมจ านวนเซลล์ให้ ได้ปริมาณ
ดังกล่าวจ าเป็นต้องใช้เซลล์ตั้งต้นในปริมาณมาก โดยต้องมีปริมาณอย่างน้อย 3-5 x 107 เซลล์ 
เนื่องจากความจ าเป็นต้องใช้เซลล์ตั้งต้นปริมาณมากในการทดสอบนี้ การเจาะเลือดจากอาสาสมัคร
เพ่ือให้ได้เซลล์จ านวนที่เพียงพอต่อจ านวนดังกล่าวต้องใช้เลือดอาสามัครในปริมาณมากถึง 30-60 
มิลลิลิตรต่อคน ซึ่งไม่เหมาะสมตามจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ ด้วยเหตุนี้ทางคณะผู้วิจัยจึงจ าเป็นต้อง
ใช้เม็ดเลือดขาวที่เหลือจากกระบวนการ Pheresis ในการบริจาคเกล็ดเลือดที่ศูนย์บริการโลหิต
แห่งชาติ สภากาชาดไทย มาแยกเป็น PBMCs ทดแทนการเจาะเลือดอาสาสมัคร ซึ่งโดยทั่วไปส่วนนี้
จะถูกท้ิงไปพร้อมกับสาย Pheresis หลังจากกระบวนการบริจาคเกล็ดเลือดอยู่แล้ว และเม็ดเลือดขาว
ที่เหลือติดอยู่ในสาย Pheresis นั้นมีปริมาณมากเพียงพอต่อการทดลอง จึงเป็นทางเลือกของแหล่ง
เซลล์ตั้งต้นที่เหมาะสมจะน ามาใช้ในการทดสอบการเพ่ิมปริมาณ CIK cells เพ่ือจุดประสงค์ทางคลินิก  

การทดลองนี้จะเริ่มเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture ตั้งแต่วันที่ 0 ของการ
ทดลอง โดยไม่ย้ายเซลล์ออกจากอุปกรณ์และใช้ GMP grade reagents ทั้งหมด โดยจะเริ่มเลี้ยงเซลล์
ด้ วย PBMCs ตั้ งต้น  5 x 106 เซลล์  ใน GREX 6 well plate พ้ืนที่ ผิ ว  10 ซม. 2 ต่อหลุม  (0.5 x 
106  เซลล์ต่อพ้ืนที่ผิว 1 ซม.2) จ านวน 6 หลุมต่อ 1 ตัวอย่าง (รวมปริมาณเซลล์เริ่มต้นทั้งหมดคือ 30 

x 106 เซลล์) ในวันที่ 0 เซลล์จะถูกกระตุ้นด้วย IFN- 1000 ยูนิต/มิลลิตรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
ในวันที่ 1 จะกระตุ้นเซลล์ด้วย OKT3 50 นาโนกรัม/มิลลิลิตรและ IL-2 500 ยูนิต/มิลลิตร เปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ในวันที่ 7 และท าการกระตุ้นซ้ าด้วย IL-2 ทุก ๆ 4 วัน โดยในวันที่ 7 นั้นจะท าการ
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ปรับจ านวนเซลล์ให้เหลือเพียง 5 x 106 เซลล์ต่อหลุม (0.5 x 106  เซลล์ต่อพ้ืนที่ผิว 1 ซม.2) ใช้เวลา
เลี้ยงเซลล์ทั้งหมด 14 วันในตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และระดับ CO2 5% (ภาพที่ 
12) โดยการทดลองนี้จะท าการวัดปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น สัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์  และอัตรา
การเพ่ิมจ านวน และท าการตรวจการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่จะน าไปใช้ทางคลินิกดังแสดงใน
ตารางที่ 3 

 

 

ภาพที่ 12 A: แผนภาพแสดงการเปลี่ยนอาหาร การกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น 
CIK cells ในระยะเวลา 14 วนัของการเพ่ิมจ านวนเซลล์ในปริมาณที่สามารถใช้ได้กับการวิจัย
ทางคลินิก B: ขั้นตอนการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์และการระตุ้นด้วยไซโตไคน์ 

ตารางท่ี 3 แสดงการตรวจการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่จะน าไปใช้ทางคลินิก 

Test Method Specification 

Cell numbers Hemocytometry >= 1x109 cells 

Cell viability Tryphan blue staining >= 80% viable cells 

Cytotoxicity Cytotoxicity assay >= 20% lysis to K-562 

Gram stain  Gram staining No organism 
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Aerobic and Anaerobic 
culture 

Bactec No growth at least 7 days 

Mycoplasma  PCR for Mycoplasma 
pnemoniae 

No detection 

Fungal culture Fungus culture No growth at least 30 days 

Endotoxin level LAL < 5 IU/ml 

การนับจ านวนเซลล์ 

ท าการนับจ านวนเซลล์ในวันที่ 0, 7 และ 14 ของการทดลอง โดยเซลล์จะถูกนับจ านวนด้วย
อุปกรณ์  Hemocytometer counting chamber และท าการย้ อม เซลล์ ด้ ว ย  Tryphan blue 
(Biolegend) ก่อนเพื่อแยกนับเฉพาะเซลล์ที่ยังมีชีวิตโดยเซลล์จะไม่ติดสีน้ าเงินของ Tryphan  

การวิเคราะห์ Immunophenotype ของ CIK cells  

ในวันที่ 0, 7 และ 14 จะแบ่งเซลล์ในแต่ละกลุ่ม กลุ่มละ 5 x 105 เซลล์มาเจือจางใน PBS 
100 ไมโครลิตร และย้อมด้วย anti-CD3-PE และ anti-CD56-PerCPCy5.5 (Biolegend) และ
วิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง Flow Cytometer เพ่ือติดตามองค์ประกอบและปริมาณเซลล์ได้แก่ T cells 
(CD3+CD56-), NK cells (CD3-CD56+), CIK cells (CD3+CD56+) และ Other cells (CD3-CD56-) 

นอกจากนี้ในวันที่ 14 ยังท าการวิเคราะห์การแสดงออกของ Activating marker บนผิวของ 
CIK cells หลังจากการเพ่ิมจ านวนเซลล์ ซึ่ง Activating marker เหล่านั้นได้แก่ NKG2D, DNAM-1, 
NKp30, และ LFA-1 ด้วยการย้อมด้วย Antibody ต่อ Activating marker ดังกล่าว คือ anti-
NKG2D-FITC, anti-DNAM-1-FITC, anti-NKp30-PE แ ล ะ  anti-LFA-1-APC (Biolegend) แ ล ะ
วิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง Flow Cytometer เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออก Activating marker ด้วย
การเปรียบเทียบระดับ Mean Florescence Intensity (MFI) 

ในวันที่  0 และ 14 ยังท าการวัดปริมาณของ Regulatory T cell (Treg) ใน CIK cells 
เพ่ิมเติมด้วยการย้อม Intracellular FoxP3 (Biolegend) ควบคู่กับ CD4 (Biolegend) และวิเคราะห์
ผลด้วยเครื่อง Flow Cytometer เพ่ือเปรียบเทียบจ านวน Treg ระหว่างวิธีเลี้ยงแบบต่าง ๆ 
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การเพาะเลี้ยง cell line เพื่อใช้ส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพการเกิด Cytotoxicity 

K562 (chronic myeloid leukemia cell line: positive control) และ KASUMI (Acute 
Myeloid Leukemia cell line) (ATCC) เป็น Cell line ของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดมัยอิลอยส์ซึ่ง
เป็นเซลล์เป้าหมาย (Target cells) ที่ใช้เพ่ือการทดสอบประสิทธิภาพการเกิด Cytotoxicity ของ CIK 
cells โดยจะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่มี FBS 10% และ penicillin 100 
ยูนิต/มิลลิลิตร streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร (GE Healthcare life Sciences) ในตู้บ่ม
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และระดับ CO2 5% 

การทดสอบประสิทธิภาพการฆ่าเซลล์มะเร็งด้วยวิธี Cytotoxicity assay 

การวิเคราะห์ประสิทธิภาพการท าลายเซลล์มะเร็งของ CIK cells นั้นจะทดสอบโดยการการ
เลี้ยง CIK cells (Effector cells) ร่วมกับเซลล์มะเร็งเป้าหมาย (Target cells) ได้แก่เซลล์ K562 และ 
KASUMI ที่ถูกติดฉลากก่อนด้วยสีฟลูออเรสเซนส์ Carboxyfluorescein succinimidyl ester หรือ 
CFSE (Biolegend) ที่อัตราส่วนของ Effector cells ต่อ Target cells (E:T ratio) 5:1, 10:1, 50:1 
และ 100:1 ใน 96 well U bottom plate ท าซ้ าจ านวน 3 หลุมในแต่ละอัตราส่วน ในตู้บ่มเพาะเลี้ยง
เซลล์ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และระดับ CO2 5% เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อครบเวลาจะ
ตรวจสอบการตายของเซลล์มะเร็งเป้าหมายด้วยการย้อม Propridium Iodide หรือ PI (Biolegend) 
และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer โดยวัดปริมาณเซลล์เป้าหมายที่ตายจากการแสดงผลร้อย
ละของเซลล์ที่มีการแสดงออกร่วมกันของสี CFSE และ PI น ามาค านวณหาร้อยละ Specific lysis 
ของเซลล์มะเร็งเป้าหมายจากสูตรด้านล่าง โดยค่า Spontaneous lysis คือร้อยละของเซลล์มะเร็ง
เป้าหมายที่ตายเองโดยไม่มี  CIK cells และค่า Experimental lysis คือร้อยละของเซลล์มะเร็ง
เป้าหมายที่ตายจากการเลี้ยงร่วมกับ CIK cells  

 
การวัดปริมาณน้ าตาลกลูโกสในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

ในการเปรียบเทียบสารอาหารที่ใช้ในการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture 
กับวิธีมาตรฐาน ในวันที่ 7, 11 และ 14 จะน าเอาเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลล์ออกมาในปริมาณ 2-10 
ไมโครลิตร เพ่ือวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสด้วยเครื่อง ACCu-Chek (Roche) เปรียบเทียบระดับน้ าตาล
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ของวิธีการเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 วิธี 
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การวิเคราะห์ไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

 ในวันที่ 14 จะท าการปั่นตกตะกอนเพ่ือแยกเอาเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากเซลล์ที่ถูก
เพาะเลี้ยงทั้งกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานและวิธี Gas-permeable culture มาวัดปริมาณไซโตไคน์ที่
หลั่งออกมาโดยใช้วิธี Cytometric Bead Array (BD bioscience) ซึ่งไซโตไคน์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่

ท าการวัดปริมาณประกอบไปด้วย IFN-, IL-2 และ IL-10 โดยหลักกการของวิธีนี้จะน าอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ต้องการทดสอบมาผสมร่วมกับ Antibody ต่อไซโตไคน์ที่ถูก conjugate อยู่กับ Capture 
Bead ที่มีความเข้ม (intensity) ของสีฟลูออเรสเซนส์แตกต่างกันตามชนิดไซโตไคน์ จากนั้นจะใส่  
Phycoerythrin (PE)-conjugated antibody เป็นตัว Detection บ่มในที่มืดและอุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง เพ่ือให้ Capture Bead อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ต้องการทดสอบ และ Detection มา
รวมตัวกันในลักษณะ Sandwich complex วิเคราะห์ผลโดยใช้ Flow cytometer และค านวณ
ปริมาณไซโตไคน์ออกมาในหน่วย pg/ml ด้วยโปรแกรม FCAP ArrayTM 

 
ภาพที่  13 แสดงขั้นตอนการวิเคราะห์การหลั่ งไซโตไคน์ด้วยวิธี  Cytometric Bead 
Array(70) 

การวิเคราะห์ข้อมูล  

ข้อมูลที่น ามาศึกษาความสัมพันธ์ทั้งหมดจะเก็บรวบรวมข้อมูล และน าเสนอ ในรูปแบบกราฟ
และตาราง ส าหรับข้อมูลที่เป็นจ านวนเซลล์ทั้งหมด ปริมาณ CIK cells อัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 
และการแสดงออกของ Activating marker จะแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย (Mean) ส าหรับข้อมูลการ
วิเคราะห์ประสิทธิภาพการท าลายเซลล์มะเร็งของ CIK cells จะแสดงผลแบบร้อยละ ในส่วนของ
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การศึกษาความสัมพันธ์จะใช้สถิติแบบ unpaired-student t-test เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยในการ
ทดสอบ และวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติโดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 5.0 โดยค่าที่ยอมรับ
ได้จะมีระดับนัยส าคัญทางสถิติท่ี p <0.05 
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

การหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture ใน
อุปกรณ์ G-REX 

สิ่งที่ต้องค านึงถึงเมื่อเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture ในอุปกรณ์ G-REX คือ
จ านวนเซลล์ตั้งต้นต่อพ้ืนที่ผิวของอุปกรณ์ ซึ่งแตกต่างจากการเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานที่จะค านึงถึง
ปริมาณเซลล์ต่อปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นหลัก ก่อนท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการเพ่ิม
จ านวนของ CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture กับวิธีมาตรฐาน จึงจ าเป็นต้องหาสภาวะที่
เหมาะสมในการเลี้ยง CIK cells ในอุปกรณ์ G-REX ก่อน โดยสภาวะที่เหมาะสมดังกล่าวคือปริมาณ
เซลล์ตั้งต้นที่น้อยที่สุดที่สามารถท าให้เกิดการเพ่ิมจ านวน CIK cells ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จะ
วิเคราะห์ผลจากการนับจ านวนเซลล์ทั้งหมด (Total CIK cells) ในวันที่ 7 มาเปรียบเทียบกับวันที่ 14 
และย้อมเซลล์ด้วย anti-CD3 ร่วมกับ anti-CD56 เพ่ือติดตามปริมาณเซลล์ที่มีการการแสดงออก
ร่วมกันของ CD3+CD56+ (ภาพที่ 14) ซึ่งเซลล์ที่มีการสดงออกดังกล่าวนี้เป็นองค์ประกอบ (Cell 
subset) หนึ่งของ CIK cells ที่มีความส าคัญต่อการเกิด Cytotoxicity โดยต่อจากนี้จะขอกล่าวถึง
เซลล์ที่มีการแสดงออกร่วมกันของ CD3+CD56+ ว่า Effector CIK cells เพ่ือความชัดเจนในการ
เปรียบเทียบต่อไป  

 
ภาพที่ 14 แสดงตัวอย่างการวิเคราะห์ติดตามร้อยละการแสดงออกของ CIK cells 
(CD3+CD56+) ในวันที่  0, 7 และวันที่  14 จากเครื่อง Flow cytometer (n=1); T cells 
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(CD3+CD56-), NK cells (CD3-CD56+), CIK cells (CD3+CD56+) และ Other cells (CD3-

CD56-) 
 

หลังจากท่ีกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK cells มาเป็นเวลา 7 วันเซลล์ได้ถูกย้าย
เซลล์ลงในอุปกรณ์ 24-well G-REX (พ้ืนที่ผิว 2 ซม.2) ที่ปริมาณเซลล์ตั้งต้นแตกต่างกันตั้ งแต่ 
125,000 เซลล์ /ซม.2, 250,000 เซลล์ /ซม.2, 500,000 เซลล์ /ซม.2, 1,000,000 เซลล์ /ซม.2 ถึง 
2,000,000 เซลล์/ซม.2 เมื่อครบเวลา 14 วันจะพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมด ปริมาณ 
CIK cells อัตราการเพ่ิมจ านวน (fold-change) ของเซลล์ทั้งหมด และอัตราการเพ่ิมจ านวนของ CIK 
cells เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือกปริมาณเซลล์ตั้งต้นที่เหมาะสม  

จากผลการทดลองการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมดพบว่าที่เซลล์ตั้งต้น 125,000 เซลล์/
ซม.2, 250,000 เซลล์/ซม.2, 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2และ 2,000,000 เซลล์/ซม.
2 มี ป ริ ม าณ เซลล์ ทั้ ง ห มด เ ฉลี่ ย อยู่ ที่  2.91(±1.86) x 106 เ ซ ลล์ ,  7.10(±2.90) x 106 เ ซ ลล์ , 
32.85(±13.25) x 106 เซลล์, 36.80(±16.74) x 106 เซลล์ และ 38.63(±15.70) x 106 เซลล์ตามล าดับ 
โดยที่เซลล์ตั้งต้น 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2 และ 2,000,000 เซลล์/ซม.2 มีปริมาณ
เซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยมากกว่าเซลล์ตั้งต้น 125,000 เซลล์/ซม.2 (p-value =  0.0369, 0.0079, 0.0009) 
และ 1,000,000 เซลล์/ซม.2 และ 2,000,000 เซลล์/ซม.2 มีปริมาณเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยมากกว่าเซลล์ตั้ง
ต้น 250,000 เซลล์/ซม.2 (p-value = 0.0118, 0.0015)  อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 15)  

 
ภาพที่ 15 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมดที่เซลล์ตั้งต้น 125,000 เซลล์/ซม.2, 
250,000 เซลล์/ซม.2, 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2และ 2,000,000 เซลล์/
ซม.2 (n=3) 
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เมื่อท าการวัดองค์ประกอบของเซลล์ (Immunophenotype) และน าร้อยละการแสดงออก
ของสัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์ (Cell subset) มาค านวณหาค่าเฉลี่ยเพ่ือเปรียบเทียบในเซลล์ตั้ง
ต้นที่ต่างกันดังแสดงในตารางที่ 4  จะเห็นว่าสัดส่วนของ NK cells, CIK cells, T cells และ Other 
cells นั้นไม่แตกต่างกันทางสถิติในแต่ละเซลล์ตั้งต้น (ภาพที่ 16)  

ตารางท่ี 4 แสดงการเปรียบเทียบสัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์ที่เซลล์ตั้งต้นแตกต่างกัน 

ปริมาณ 
เซลล์ตั้งต้น 
(เซลล์/ซม.2) 

%NK cells 
(CD3-CD56+) 

%CIK cells 
(CD3+CD56+) 

%T cells 
(CD3+CD56-) 

%Other cells 
(CD3-CD56-) 

125,000 1.00(±1.01) 11.23(±3.16) 87.05(±4.03) 0.70(±0.61) 
250,000 0.90(±0.67) 8.90(±2.90) 89.85(±3.15) 0.38(±0.15) 

500,000 0.48(±0.28) 8.55(±3.61) 90.65(±3.67) 0.28(±0.50) 

1,000,000 0.40(±0.20) 8.33(±2.02) 91.03(±4.12) 0.23(±0.10) 
2,000,000 0.30(±0.14) 9.08(±4.24) 90.35(±4.22) 0.23(±0.13) 

 
ภาพที่ 16 แสดงการเปรียบเทียบร้อยละของสัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์  ที่เซลล์ตั้งต้น 
125,000 เซลล์/ซม.2, 250,000 เซลล์/ซม.2, 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2

และ 2,000,000 เซลล์/ซม.2 (n=3) 

เมื่อน าร้อยละการแสดงออกของ Effector CIK cells (CD3+CD56+) มาค านวณเป็นปริมาณ 
CIK cells จากปริมาณเซลล์ทั้งหมด แล้วเปรียบเทียบกันในแต่ละเซลล์ตั้งต้นที่เซลล์ตั้งต้น 125,000 
เซลล์/ซม.2, 250,000 เซลล์/ซม.2, 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2และ 2,000,000 

Percentage of Cells on Day 14
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เซลล์/ซม.2 พบว่ามีปริมาณ CIK cells เฉลี่ยอยู่ที่ 0.35(±0.27) x 106 เซลล์, 0.63(±0.51) x 106 
เซลล์, 2.25(±0.59) x 106 เซลล์, 2.79(±0.57) x 106 เซลล์ และ 3.74(±1.63) x 106 เซลล์ ตามล าดับ 
โดยที่เซลล์ตั้งต้น 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2และ 2,000,000 เซลล์/ซม.2 มีปริมาณ
เซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยมากกว่าเซลล์ตั้งต้น 125,000 เซลล์/ซม.2 (p-value = 0.0081, 0.0030, 0.0241) 
และ 250,000 เซลล์/ซม.2 (p-value = 0.0223, 0.0079, 0.0340) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 
17) 

 
ภาพที่ 17 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณ Effector CIK cells ที่เซลล์ตั้งต้น 125,000 เซลล์/
ซม.2, 250,000 เซลล์/ซม.2, 500,000 เซลล์/ซม.2, 1,000,000 เซลล์/ซม.2และ 2,000,000 
เซลล์/ซม.2 (n=3) 

 จากตารางการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนของปริมาณเซลล์ทั้งหมดและ CIK cells 
(ตารางที่ 5) จะเห็นว่าที่เซลล์ตั้งต้น 500,000 เซลล์/ซม.2 มีอัตราการเพ่ิมปริมาณที่สูงสุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ตั้งต้นอ่ืน โดยอัตราการเพ่ิมจ านวนของปริมาณเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยอยู่ ที่  
32.85(±13.25) เท่า และอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells เฉลี่ยอยู่ที่ 56.04(±37.94) นอกจากนี้ที่
เซลล์ตั้งต้น 500,000 เซลล์/ซม.2 ยังมีอัตราการเพ่ิมปริมาณทั้งหมดมากกว่าเซลล์ตั้งต้น 125,000 
เซลล์/ซม.2 (p-value = 0.00315), 250,000 เซลล์/ซม.2 (p-value = 0.0419) และ 2,000,000 
เซลล์/ซม.2 (p-value = 0.0153) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 18A) นอกจากนี้เซลล์ตั้งต้น 
500,000 เซลล์/ซม.2 ยังมีอัตราการเพ่ิมปริมาณ CIK cells มากกว่าเซลล์ตั้งต้น 2,000,000 เซลล์/ซม
2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติด้วย (p-value = 0.0403) (ภาพที ่18B)  
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ตารางท่ี 5 แสดงการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมดและ CIK cell ที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-
permeable culture ที่เซลล์ตั้งต้นแตกต่างกัน 

ปริมาณเซลล์ตั้งต้น 
(เซลล์/ซม.2) 

อัตราการเพ่ิมจ านวน 
เซลล์ทั้งหมด 

อัตราการเพ่ิมจ านวน  
CIK CELLS 

125,000 11.65 (±7.42) 34.25(±26.49) 
250,000 14.22(±5.80) 44.89(±31.00) 

500,000 32.85(±13.25) 56.04(±37.94) 

1,000,000 18.40(±8.37) 14.07(±7.26) 
2,000,000 9.66(±3.93) 6.54(±1.73) 

 

 

ภาพที่ 18 แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมปริมาณเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี 
Gas-permeable culture ในวันที่ 14 ทีป่ริมาณเซลล์ตั้งต้นแตกต่างกัน (n=4) ของ A: แสดง
การเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมด B: แสดงการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิม
จ านวน CIK cells  

จากผลการทดลองทั้งหมดจะเห็นว่าที่เซลล์ตั้งต้น 500,000 เซลล์/ซม.2 คือปริมาณเซลล์ตั้ง
ต้นที่เหมาะสมที่สุดในการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture ในอุปกรณ์ G-REX 24 
well ขนาดพ้ืนที่ผิว 2 ซม.2 เนื่องจากเป็นปริมาณเซลล์ตั้งต้นที่น้อยที่สุดที่ท าให้เซลล์เกิดการเพ่ิม
จ านวนได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Minimal seeding concentration) คณะผู้วิจัยจึงเลือกใช้เซลล์
ตั้งต้นที่ 500,000เซลล์/ซม.2 ในการเปรียบเทียบการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells กับวิธีมาตรฐานใน
การทดลองขั้นตอ่ไป 
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การเปรียบเทียบการเพิ่มจ านวนของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ที่
เปลี่ยนอาหารทุก 4 วันและ 7 วัน กับวิธีมาตรฐาน 

เมื่อได้ปริมาณเซลล์ตั้งต้นที่เหมาะสมคือที่เซลล์ตั้งต้น 500,000 เซลล์/ซม.2 ผู้วิจัยจึงท าการ
ทดลองต่อมาเพ่ือเปรียบเทียบการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture กับ
วิธีมาตรฐาน โดยหลังจากกระตุ้น PBMCs เพ่ือให้เป็น CIK cells เป็นเวลา 7 วันด้วยวิธีมาตรฐานแล้ว 
จึงท าการแบ่งเซลล์ที่ถูกกระตุ้นอออกเป็น 3 กลุ่มโดยเริ่มเลี้ยงเซลล์เซลล์เริ่มต้นกลุ่มละ 500,000 
เซลล์/ซม.2 (1,000,000 เซลล์ต่อหลุม) ในแต่ละกลุ่มได้แก่ กลุ่มท่ี 1 เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานใน 24-well 
plate (พ้ืนที่ผิว 2 ซม.2) เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วัน กลุ่มที่ 2 เลี้ยงใน 24-well G-REX (พ้ืนที่
ผิว 2 ซม.2) เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วัน และกลุ่มที่ 3 เลี้ยงใน 24-well G-REX เปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ทุก 7 วัน ในวันที่ 7 และ 14 จะนับจ านวนเซลล์ และท าการย้อมเซลล์ด้วย anti-CD-3 และ 
anti-CD56 ในการติดตามปริมาณ Effector CIK cells (CD3+CD56+) (ภาพที่  19) เ พ่ือน ามา
เปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมด ปริมาณ CIK cells อัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ทั้งหมด และ
อัตราการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells นอกจากนี้จะท าการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลในอาหารเลี้ยง
เซลล์?กวันที่ 7, 11 และ 14 เปรียบเทียบกันในแต่ละกลุ่ม  

 
ภาพที่ 19 แสดงตัวอย่างการ Gating ผลวิเคราะห์เซลล์จาก Flow cytometer ในวันที่ 0, 7 
และ 14 โดยผลร้อยละที่แสดงในภาพคือ Effector CIK cells (CD3+CD56+) (n=1) 
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เมื่อครบ 14 วัน พบว่าปริมาณเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยในกลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture ทั้งที่กลุ่มเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 4 วันและกลุ่ม 7 วัน คือ 19.10(±7.62) x 106 เซลล์ และ 
19.28(±6.66) x 106 เซลล์ตามล าดับ และวิธีมาตรฐานคือ 9.64(±3.72)  x 106 เซลล์ โดยพบว่า
ปริมาณเซลล์ทั้งหมดในกลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ที่เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์
ทั้งกลุ่ม 4 วันและกลุ่ม 7 วัน เซลล์มีจ านวนมากกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value 
= 0.0024 และ 0.0008) ในขณะที่ปริมาณเซลล์ทั้งหมดในกลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture ที่เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งกลุ่ม 4 วันและกลุ่ม 7 วันมีปริมาณไม่แตกต่างกัน (ภาพที ่20) 

 

ภาพที่ 20 แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมดที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-
permeable culture กับวิธีมาตรฐาน (n=10) 

เมื่อท าการเปรียบเทียบสัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์ตามตารางที่ 6 พบว่ามีร้อยละของ
องค์ประกอบ CIK cells ของแต่ละกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างกันทั้ง 3 กลุ่ม (ภาพที่ 21)  

ตารางท่ี 6 แสดงการเปรียบเทียบองค์ประกอบของเซลล์ของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีต่างกัน 

วิธีที่ใช้เพาะเลี้ยง
เซลล์ 

%NK cells 
(CD3-CD56+) 

%CIK cells 
(CD3+CD56+) 

%T cells 
(CD3+CD56-) 

%Other cells 
(CD3-CD56-) 

วิธีมาตรฐาน 1.00(±1.01) 18.59(±5.94) 87.05(±4.03) 0.70(±0.61) 

G-REX เปลี่ยน
อาหารทุก 4 วัน 

0.90(±0.67) 19.83(±4.18) 89.85(±3.15) 0.38(±0.15) 

G-REX เปลี่ยน
อาหารทุก 7 วัน 

0.48(±0.28) 18.66(±4.99) 90.65(±3.67) 0.28(±0.50) 
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ภาพที่ 21 แสดงแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบร้อยละองค์ประกอบของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วย
วิธ ีGas-permeable culture กับวีธีมาตรฐานทั้ง 3 กลุ่มในวันที่ 14 (n=10) 

และเม่ือท าการเปรียบเทียบจ านวน CIK cells พบว่าปริมาณ CIK cells ในกลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วย
วิ ธี  Gas-permeable culture ที่ เปลี่ ยนอาหาร เลี้ ยง เซลล์ทั้ ง กลุ่ ม  4 วันและกลุ่ ม  7 วัน  คือ 
3.75(±1.55)  x 106 เซลล์  และ 3.65(±1.47)  x 106 เซลล์ ตามล าดับ  และวิ ธี มาตรฐานคื อ 
1.78(±0.69)  x 106 เซลล์ ซึ่งกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ที่เปลี่ยนอาหารเลี้ยง
เซลล์ทั้งกลุ่ม 4 วันและกลุ่ม 7 วันมีปริมาณ CIK cells มากกว่ากลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.0017 และ 0.0018) แต่ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ CIK cells 
ระหว่างกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ที่เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ ทุก 4 วันและ ทุก 7 
โดย (ภาพที ่22)  

 
ภาพที่ 22 แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมดที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-
permeable culture กับวีธีมาตรฐาน (n=10) 
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 จากการทดลองพบว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ทั้ง 2 กลุ่มยังมี
อัตราการเพ่ิมจ านวนของปริมาณเซลล์ทั้งหมด และอัตราการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells สูงกว่ากลุ่มที่
เพาะเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน โดยอัตราการเพ่ิมจ านวนของปริมาณเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยของกลุ่มที่
เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ในกลุ่มที่เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วันคือ 
19.10(±7.62) เท่า และ 19.28(±6.66) เท่า ตามล าดับ ส่วนวิธีมาตรฐานคือ 9.64(±3.72) เท่า ซึ่ง
กลุ่มที่ เพาะเลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable culture ทั้ง 2 กลุ่มสูงกว่ากลุ่มที่ เพาะเลี้ยงด้วยวิธี
มาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.0024 และ 0.0008) (ภาพที่ 23A) ส าหรับอัตรา
การเพ่ิมปริมาณ CIK cells เฉลี่ยที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ในกลุ่มที่เปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วันคือ 96.67(±55.60) และ 91.44(±44.82)  ตามล าดับ ส่วนวิธี
มาตรฐานคือ 43.75(±21.74) เท่า ซึ่งกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ทั้งกลุ่มที่
เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน และ 7 วัน นั้นสูงกว่ากลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p-value = 0.0118 และ 0.0072) (ภาพที่ 23B) โดยอัตราการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells 
สูงสุดกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วัน
มีอัตราการเพ่ิมขึ้นสูงถึง 204.5 เท่า และ 149.5 เท่า ตามล าดับ แต่ในวิธีมาตรฐานนั้นมีอัตราการ
เพ่ิมขึ้นสูงสุดเพียง 91.34 เท่า แต่ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของอัตราการเพ่ิมปริมาณเซลล์
ทั้งหมดและ CIK cells ระหว่างกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ทั้งเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วัน นั้นไม่แตกต่างกัน (ภาพที่ 23 A, B) 

 
ภาพที่ 23 แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี 
Gas-permeable culture กับวิธีมาตรฐาน  A: แสดงแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิม
จ านวนเซลล์ทั้งหมดของทั้ง 3 กลุ่ม (n=10) B: แสดงแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิม
จ านวน CIK cells ของ 3 กลุ่ม (n=10) 
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ในเซลล์ที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานเพ่ือคงความเข้มข้นของเซลล์ที่ 1 x 106 เซลล์ต่ออาหารเลี้ยง
เซลล์ 1 มิลลิลิตร ที่ระยะเวลาเปลี่ยนไปเมื่อมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์เพ่ิมมากข้ึนเซลล์ในกลุ่มที่เลี้ยง
ด้วยวิธีมาตรฐานจ าเป็นต้องเพ่ิมจ านวนหลุมที่ใช้เลี้ยงเซลล์ เนื่องจากในอุปกรณ์เลี้ยงเซลล์ของวิธี
มาตรฐานสามารถใส่ปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์ได้สูงสุดที่ 2 มิลลิลิตรเท่านั้น ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบ
โดยใช้พ้ืนที่ผิวเป็นเกณฑ์ดังแสดงในตารางที่ 7 ยังพบว่าในกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture ทั้งกลุ่มที่ เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วัน มีปริมาณเซลล์ทั้ งหมดอยู่ที่  
9.55(±3.80) x 106 เซลล์ กับ 9.64(±3.32) x 106 เซลล์ตามล าดับ ขณะที่วิธีมาตรฐานมีปริมาณเซลล์
ทั้งหมดอยู่ที่ 0.96(±0.67) x 106 เซลล์ และในปริมาณ CIK cells ของกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-
permeable culture กลุ่มที่เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วัน อยู่ที่ 1.89(±0.83) x 106 
เซลล์  กับ 1.82(±0.73) x 106 เซลล์ตามล าดับ ขณะที่วิธีมาตรฐานมีปริมาณ CIK cells อยู่ที่  
0.17(±0.11) x 106 เซลล์ ซึ่งกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ทั้ง 2 กลุ่มแตกต่าง
จากกลุ่มวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value < 0.0001) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
สูงสุดของทั้งสองกลุ่มจะเห็นว่ามีค่ามากกว่าวิธีมาตรฐานอยู่ 8.71 เท่าในอัตราการเพ่ิมปริมาณเซลล์
ทั้งหมด และมากกว่าอยู่ 48.77 เท่าในอัตราการเพ่ิมปริมาณ CIK cells แต่เมื่อเปรียบเทียบความ
แตกต่างของอัตราการเพ่ิมปริมาณเซลล์ระหว่างกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture 
ทั้งเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วันและ 7 วันนั้นไม่แตกต่างกัน  

ตารางท่ี 7 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมด ปริมาณ CIK cells อัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์
ทั้งหมด และอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells ต่อพ้ืนที่ผิวอุปกรณ์ที่ใช้เลี้ยงเซลล์ของ CIK cells ที่ถูก
เลี้ยงด้วยวิธีต่างกันในวันที่ 14 

วิธีที่ใช้ 
เพาะเลี้ยงเซลล์ 

ปริมาณ 
เซลล์ทั้งหมดต่อ
พ้ืนที่ผิว 1 ซม.2   
(x 106 เซลล์) 

ปริมาณ  
CIK cellsต่อ 

พ้ืนที่ผิว 1 ซม.2   
(x 106 เซลล์) 

อัตราการเพ่ิม
จ านวนเซลล์

ทั้งหมด 
ต่อพ้ืนที่ผิว 1 ซม.

2   

อัตราการเพ่ิมจ านวน 
CIK cells 

ต่อพ้ืนที่ผิว 1 ซม.2 

วิธีมาตรฐาน 
(พ้ืนที่ผิว 2 ซม.

2  
x 4 หลุม) 

0.96(±0.67) 0.17(±0.11) 0.96(±0.67) 3.87(±2.19) 
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G-REX เปลี่ยน
อาหารทุก 4 

วัน 
(พ้ืนที่ผิว 2 ซม.

2) 

9.55(±3.80) 1.89(±0.83) 9.55(±3.80) 48.33(±27.80) 

G-REX เปลี่ยน
อาหารทุก 7 

วัน 
(พ้ืนที่ผิว 2 ซม.

2) 

9.64(±3.32) 1.82(±0.73) 9.64(±3.32) 48.77(±27.01) 

 
จากผลการทดลองทั้งหมดจึงสามารถสรุปได้ว่า CIK cells ทีถู่กเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 

culture ทั้งกลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน และกลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 7 วัน สามารถเพ่ิมจ านวน
เซลล์ได้มากกว่าและมีอัตราการเพ่ิมจ านวนที่ดีกว่าการเลี้ยงด้วยวิธีวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ โดยที่ร้อยละการแสดงออกของขององค์ประกอบของเซลล์นั้นนั้นไม่แตกต่างกัน 

การวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสในช่วงเวลาการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 

ในการเลี้ยงเซลล์โดยทั่วไปหากระดับน้ าตาลในอาหารเลี้ยงเซลล์น้อยกว่า 100 มิลลิกรัมต่อ
เดซิลิตรนั้นจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์จึงมีความจ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ ยงเซลล์ เพ่ือ
ทดสอบปริมาณสารอาหารในอาหารเลี้ยงเซลล์ของทั้ง 3 กลุ่ม จึงท าการวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสจาก
อาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 กลุ่มเปรียบเทียบกันควบคู่ไปด้วย โดยเริ่มต้นวัดในวันที่ 7 เป็นพ้ืนฐาน 
และวัดซ้ าทุก 4 วัน จากการทดลองพบว่าในอาหารเลี้ยงเซลล์ของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี
มาตรฐาน ในช่วงเวลาหลังจากเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ไป 4 วัน (วันที่ 11) นั้นมีปริมาณน้ าตาล
กลูโคสฉลี่ยอยู่ที่ 40.60(±18.73) มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรซึ่งลดลงต่ ากว่า 100 มิลลิกรัมต่อเดซิลิต 
ในขณะที่ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ทั้งกลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน 
และ 7 วัน  มีปริมาณน้ าตาลกลู โคสฉลี่ ยอยู่ ที่  182.40(±18.09) มิลลิ กรั มต่อ เดซิลิตรและ 
179.30(±7.76)  มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ซึ่งเป็นปริมาณที่ลดลงแต่ไม่ถึง 100 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร (ภาพ
ที่ 24)  

จากผลการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่า CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture มี
ปริมาณสารอาหารที่มากกว่ากลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน และสามารถคงระยะเวลาในการเปลี่ยน
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อาหารเลี้ยงเซลล์ได้สูงถึง 7 วัน ซึ่งแตกต่างกับวิธีมาตรฐานที่จ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ในทุก 
4 วัน 

 
ภาพที่ 24 แสดงแผนภูมิเส้นการเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลกลูโคสที่ลดลงของทั้ง 3 กลุ่ม
การทดลองตั้งแต่วันที่ 7, 11 และ 14 (n=10) 

การทดสอบประสิทธิภาพการเกิด Cytotoxicity ของ CIK cells  

เพ่ือวิเคราะห์และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการท างานของ CIK cells ทั้ง 3 กลุ่ม แต่ละกลุ่ม 
จะถูกทดสอบประสิทธิภาพการท าลายเซลล์มะเร็งเป้าหมายโดยใช้วิธี Cytotoxicity assay ด้วยการ
น าเซลล์ทั้งหมดจากแต่ละกลุ่มมาเลี้ยงร่วม (co-culture) กับเซลล์มะเร็งเป้าหมาย (Target cell) ซึ่ง
เ ป็ น  Leukemic cell line 2 ชนิ ด คื อ  K562 (chronic myeloid leukemia cell line: positive 
control) และ KASUMI (Acute Myeloid Leukemia cell line) ที่ถูกติดฉลากไว้ด้วยสี CFSE เมื่อ
ครบเวลาน ามาวิเคราะห์ด้วย Flow cytometer โดยเลือกเฉพาะเซลล์มะเร็งเป้าหมายบริเวณที่มีการ
แสดงออกร่วมกันของ CFSE และ PI มาค านวณร้อยละของ Specific lysis (ภาพที่ 25)    
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ภาพที่ 25 แสดงตัวอย่างการ Gating ผลวิเคราะห์เซลล์จาก Flow cytometer เพ่ือสังเกต
การเกิด Cytotoxic ที่อัตราส่วน 100:1 โดยผลร้อยละที่แสดงในภาพคือเซลล์มะเร็งเป้าหมาย
ที่มีการแสดงออกร่วมกันของ CFSE และ PI (n=1) 

จากการทดลองเมื่อน ามาค านวณร้อยละของ Specific lysis แล้ว พบว่าทั้ง 3 กลุ่มมี
ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์มะเร็งเป้าหมายไม่แตกต่างกันทั้งในเซลล์ K562 และ KASUMI และมี
การท าลายเซลล์มะเร็งเป้าหมายเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อมีสัดส่วนของ CIK cell สูงขึ้นตามล าดับ (ภาพที่ 26) 

 
ภาพที่ 26 แสดงร้อยละ Specific lysis ของเซลล์ทั้ง 3 กลุ่มกับเซลล์มะเร็งเป้าหมายที่
อัตราส่วน Effertor:Target = 5:1, 10:1, 50:1 และ 100:1 โดย A: เซลล์ K562 และ B: 
เซลล์ KASUMI (n=10) 
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การเปรียบเทียบคุณลักษณะการแสดงออก Activating marker ของ CIK cells  

เพ่ือทดสอบความแตกต่างของคุณลักษณะ (Immunophenotype) CIK cells ที่ถูกเลี้ยงใน
แต่ละกลุ่ม เมื่อครบ 14 วัน เซลล์ทุกกลุ่มจะถูกย้อมด้วย anti-NKG2D, anti-DNAM-1, anti-NKp30 
และ anti-LFA-1 แล้ววิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง Flow Cytometer เพ่ือดูการแสดงออกของ Activating 
marker ที่ส าคัญต่อการท างานของ CIK cells คือ NKG2D, DNAM-1, NKp30 และ LFA-1 ตามล าดับ 
โดยเปรียบเทียบจากระดับการแสดงออกของ Mean Florescence Intensity (MFI) (ภาพที่ 27)  

 
ภาพที่ 27 แสดงตัวอย่างผลวิเคราะห์เซลล์จาก Flow cytometer เพ่ือสังเกตการแสดงออก
ของ Activating marker ที่พบบนผิวเซลล์ของ CIK cells ทั้ง 3 กลุ่ม (n=1) 

จากผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 5 พบว่าเซลล์ทั้ง 3 กลุ่มมีระดับการแสดงออกของ 
MFI ในแต่ละ Activating marker ใกล้เคียงกันทั้ง 3 กลุ่ม และไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีระดับ
การแสดงออกของ Activating marker LFA-1 สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ Activating marker อ่ืน 
(ภาพที่ 28) 

ตารางท่ี 8 แสดงการเปรียบเทียบการแสดงออกของ Activating markers ที่พบบนผิว CIK cells 
ของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีต่างกัน 
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Activating 
Marker 
(MFI) 

วิธีมาตรฐาน 
G-REX  

เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน 
G-REX  

เปลี่ยนอาหารทุก 7 วัน 

NKG2D 2,737.90(±934.99) 2,800.20(±1010.11) 2,656.20(±880.83) 

DNAM-1 3,249.90(±764.02) 3,421.60(±855.07) 3,602.80(±1,227.66) 

NKp30 2,655.20(±595.77) 2,575.30(±533.40) 2,486.60(±338.44) 

LFA-1 46,130.90(±15,509.61) 50,665.50(±15,512.46) 45,599.70(±14,103.14) 

 

 

ภาพที่ 28 แสดงค่า MFI ของ Activating markers บนผิว CIK cells ในเซลล์ทั้ง 3 กลุ่ม 
(n=10) 

การเปรียบเทียบไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์จากเซลล์ทั้งสามกลุ่ม 

 เพ่ือทดสอบปริมาณไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่อาจส่งเสริมให้เกิดการเจริญ
ของ CIK cells เพ่ิมขึ้นในกลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ได้ท าการวิเคราะห์ไซโต

ไคน์ที่เกี่ยวข้องดังนี้ คือ IFN-, IL-2 และ IL-10 ในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ในวันที่ 14 ของทั้ง 3 กลุ่ม
การทดลอง  

จากการทดลองดังแสดงในตารางที่ 9 พบว่ามีการหลั่งไซโตไคน์ออกมา 3 ชนิดด้วยกันคือ 

IFN-, IL-2 และ IL-10 โดยกลุ่มทีถู่กเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ทั้งกลุ่มที่เปลี่ยนอาหาร
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ทุก 4 วัน และ 7 วัน มีการหลั่งไซโตไคน์ทั้ง 3 ชนิดข้างต้นมากกว่าวิธีมาตรฐาน แต่มีเพียง IL-2 
เท่านั้นที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p-value = 0.0015 และ <0.0001) (ภาพที่ 29) 

ตารางท่ี 9 แสดงการเปรียบเทียบไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยง
ด้วยวิธีต่างกัน 

ชนิดของไซโตไคน์ 
pg/ml 

วิธีมาตรฐาน 
G-REX  

เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน 
G-REX  

เปลี่ยนอาหารทุก 7 วัน 

IFN- 54.39(±28.43) 116.70(±99.08) 329.10(±478.70) 

IL-2 12,237(±1,494) 15,052(±1,638) 18,660(±12,858) 

IL-10 9.84(±13.39) 44.86(±67.54) 43.72(±69.58) 

 

 

ภาพที่ 29 แสดงผลการวิเคราะห์การหลั่งไซโตไคน์ของ CIK cells ในเซลล์ทั้ง 3 กลุ่ม A: IFN-

 B: IL-2 C: IL-10 (n=9)  

การเปรียบเทียบการเลี้ยง CIK cells โดยการเลี้ยงเซลล์ในอุปกรณ์ Gas-permeable culture 
ตั้งแต่ขั้นตอนการเริ่มเหนี่ยวน าและเลี้ยงต่อเนื่องไปในอุปกรณ์ Gas-permeable culture กับวิธี
มาตรฐาน 

จากผลการทดลองเปรียบเทียบการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-
permeable culture กับวิธีมาตรฐานพบว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture มี
ประสิทธิภาพการเจริญของเซลล์ได้ดีกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และสามารถคงอาหาร
เลี้ยงเซลล์ไว้ได้นานถึง 7 วันโดยไม่จ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ และมีสัดส่วนองค์ประกอบ
ของเซลล์ ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์มะเร็ง และการแสดงออกของ Activating markers ไม่
แตกต่างจากการเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน เพ่ือยืนยันประสิทธิภาพและทดสอบว่าวิธีนี้สามารถน าไปใช้
ทดแทนการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐานเพ่ือเพ่ิมจ านวนทางคลินิกได้จริง ผู้วิจัยจึงท าการทดลอง
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เปรียบเทียบเพ่ิมเติม โดยจะเริ่มเปรียบเทียบการเลี้ยงเซลล์ตั้งแต่ขั้นตอนการกระตุ้นและเหนี่ยวน า 
PBMC ให้เป็น CIK cells (วันที่ 0) ที่เซลล์ตั้งต้น 1 x 106 เซลล์ ทั้งในวิธี Gas-permeable culture 
และวิธีมาตรฐาน โดยในวิธี Gas-permeable culture จะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 7 วัน แต่ในวิธี
มาตรฐานจะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 4 วัน และใช้ระยะเวลาทั้งหมด 14 วัน เมื่อครบเวลาจะ
เปรียบเทียบปริมาณเซลล์ทั้งหมด ปริมาณ CIK cells อัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ทั้งหมด อัตรา
การ เ พ่ิมจ านวนของ CIK cells ส่ วนประกอบและการแสดงออกของ Activating marker 
ประสิทธิภาพการเกิด Cytotoxicity และไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ของวันที่ 14 

จากการทดลองพบว่าในวันที่ 14 เซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture และวิธี
มาตรฐานมปีริมาณเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ยอยู่ที่ 110.90(±9.38)  x 106 เซลล์ และ 73.80(±10.92)  x 106 
เซลล์ตามล าดับ และมีปริมาณ CIK cells เฉลี่ยอยู่ที่ 17.56(±1.52)  x 106 เซลล์และ 9.03(±3.07)  x 
106 เซลล์ตามล าดับ ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติจ านวนเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture นั้นมีปริมาณมากกว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทั้งในปริมาณ
เซลล์ทั้งหมด (p-value = 0.0111) และปริมาณ CIK cells (p-value = 0.0125) (ภาพที่ 30 A, B) 

 
ภาพที่ 30 แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable 
culture กับวีธีมาตรฐานก่อนการทดลองทางคลินิค  A: แสดงแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบ
จ านวนเซลล์ทั้งหมด B: แสดงแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบจ านวน CIK cells (n=3) 

ในการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมดพบว่า เซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-
permeable culture และวิธีมาตรฐานมีอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมดอยู่ที่ 110.90(±9.38) เท่า 
และ 73.80(±10.92) เท่าตามล าดับ ส่วนอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells อยู่ที่ 982.90(±296.00) 
เท่าและ 445.8(±42.19) เท่า ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติยังพบว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี  
Gas-permeable culture มีปริมาณเซลล์มากกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทั้งในอัตรา
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การเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมด (p-value = 0.0111) และอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells (p-value = 
0.0358) (ภาพที่ 31) 

 

ภาพที่ 31 แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ในเซลล์ที่เลี้ยงด้วย
วิธี Gas-permeable culture กับวีธีมาตรฐานก่อนการทดลองทางคลินิค  A: แสดงแผนภูมิ
แท่งเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมด B: แสดงแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบอัตรา
การเพ่ิมจ านวน CIK cells (n=3) 

เมื่อท าการเปรียบเทียบส่วนประกอบของเซลล์พบว่ามีร้อยละของ Effector CIK cells 
(CD3+CD56+) ใ น วั น ที่  7 อ ยู่ ที่  3.43(±1.27)% กั บ  4.30(±2.17)% แ ล ะ ใ น วั น ที่  14 อ ยู่ ที่  
15.97(±2.55)% กับ 12.70(±5.46)% ในวิธี Gas-permeable culture กับวีธีมาตรฐานตามล าดับ 
โดยเมื่อเปรียบเทียบองค์ประกอบของเซลล์ในวันที่ 14 ยังพบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติทั้ง NK 
cells, CIK cells, T cells และ Other cells (ภาพที่ 32A) และการเปรียบเทียบการแสดงออกของ 
Activating marker ตามตารางที่ 10 ยังพบว่าทั้งสองกลุ่มมีการแสดงออกของ Activating marker 
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ และมีระดับการแสดงออกของ LFA-1 สูงสุด (ภาพที่ 32B) 

ตารางที่ 10 แสดงการเปรียบเทียบการแสดงออกของ Activating markers ที่พบบนผิว CIK cells 
ของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีต่างกัน 

Activating Marker 
(MFI) 

วิธีมาตรฐาน Gas-permeable culture 

NKG2D 2,605.67(±200.24) 2,568.34(±585.14) 

DNAM-1 4,247(±70.15) 4,958.34(±379.90) 
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NKp30 2,958.00(±360.92) 2,681.34(±295.92) 

LFA-1 39,600.00(±5,065.38) 36,683.67(±2,358.03) 

 

 
ภาพที่ 32 แสดงการเปรียบเทียบคุณลักษณะของเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture กับวีธีมาตรฐานก่อนการทดลองทางคลินิค A: แสดงกราฟแท่งเปรียบเทียบร้อยละ
ของแต่ละเซลล์ B:แสดงค่า MFI ของ Activating markers บนผิว CIK cells  

 นอกจากนี้ในการทดสอบประสิทธิภาพการเกิด Cytotoxicity พบว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี 
Gas-permeable culture มีร้อยละของ Specific lysis สูงกว่าวิธีมาตรฐานเล็กน้อยแต่ไม่แตกต่างกัน  
ทั้งในเซลล์ K562 และ KASUMI โดยมีการท าลายเซลล์มะเร็งเป้าหมายเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อมีสัดส่วนของ 
CIK cell สูงขึ้นตามล าดับ (ภาพที่ 33) 

 

ภาพที่ 33 แสดง %Specific lysis ของเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture 
กับวีธีมาตรฐานก่อนการทดลองทางคลินิคกับเซลล์มะเร็งเป้าหมายที่อัตราส่วน E:T= 5:1, 
10:1, 50:1 และ 100:1 โดย A: เซลล์ K562 และ B: เซลล์ KASUMI (n=3) 
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เมื่อเปรียบเทียบปริมาณไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ของเซลล์ทั้งสองกลุ่มจะ

เห็นว่ามีการหลั่ง IFN- ในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture สูงกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.0062) และมีการหลั่งไซโตไคน์ IL-2 กับ IL-10 มากกว่าวิธี
มาตรฐานด้วยเช่นเดียวกันแต่ไม่แตกต่างกัน (ภาพที่ 34)   

ตารางท่ี 11 แสดงการเปรียบเทียบไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ของ CIK cells ที่ถูก
เลี้ยงด้วยวิธีต่างกัน 

ชนิดของไซโตไคน์ 
pg/ml 

วิธีมาตรฐาน Gas-permeable culture 

IFN- 37.82(±12.16) 220.30(±32.43) 

IL-2 11,780(±3,390) 17,220(±6,006) 

IL-10 8.95(±7.55) 27.08(±21.03) 

 

ภาพที่ 34 แสดงผลการวิเคราะห์การหลั่งไซโตไคน์ของ CIK cells ในที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-

permeable culture กับวีธีมาตรฐานก่อนการทดลองทางคลินิค A: IFN- B: IL-2 C: IL-10 
(n=3) 

การทดลองเพื่อเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ Regulatory T cell (Treg) ของ CIK 
cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture กับวิธีมาตรฐาน 

 เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณ Regulatory T cell (Treg) ที่ปนเปื้อนมาจากการกระตุ้นและเพ่ิม
จ านวน CIK cell ของเซลล์เลี้ยงทั้งวิธี Gas-permeable culture และวิธีมาตรฐาน เมื่อครบเวลา 14 
วันจะท าการแบ่งเซลล์ทั้งหมดมาในปริมาณ 2 x 106 เซลล์เท่ากัน จากนั้นจะย้อมด้วย anti-CD3, 
anti-CD4 และ anti-Foxp3 เพ่ือเปรียบเทียบกับ PBMCs ที่แยกออกมาได้ในวันที่ 0 และวิเคราะห์ผล
ด้วย Flow cytometer โดยการเลือกเฉพาะที่มีการแสดงออกของ CD3 มาวิเคราะห์การแสดงออก
ร่วมกันของ CD4 และ Foxp3 อีกครั้ง (ภาพที่ 35A) 
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 จากผลการทดลองพบว่าเมื่อผ่านไป 14 วัน เซลล์ในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture กลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน 7 วัน และวิธีมาตรฐาน มีร้อยละการแสดงออกของ Treg 
(CD3+CD4+Foxp3+) เฉลี่ยอยู่ที่  1.64(±0.95)%, 1.60(±0.99)% และ 2.62(±1.80)% ตามล าดับ 
ในขณะที่ PBMCs ในวันที่ 0 มีมีร้อยละการแสดงออกของ Treg เฉลี่ยอยู่ที่ 3.10(±0.86)% โดยกลุ่มที่
เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture กลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน และ 7 วัน มีปริมาณ Treg 
ลดลงจากวันที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.00336 และ 0.00332) (ภาพที่ 35B) 
นอกจากนี้ CIK cells ที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture อย่างต่อเนื่องนั้นก็มีปริมาณ Treg 
ลดลงจากวันที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเช่นเดียวกัน (p-value = 0.0222) โดยมีมีปริมาณ Treg 
ในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture เฉลี่ยอยู่ที่  1.31(±0.52)% และวิธีมาตรฐานมี
ปริมาณ Treg เฉลี่ยอยู่ที่ 2.51(±0.77)% ในขณะที่วันที่ 0 มีปริมาณ Treg เฉลี่ยอยู่ที่ 3.33(±0.81)% 
(ภาพที่ 35C) 

 

ภาพที่ 35 A: แสดงตัวอย่างผลวิเคราะห์ร้อยละการแสดงออกของ Treg (CD3+CD4+Foxp3+) 
จาก Flow cytometer ในวันที่ 0 และ 14 ของเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานและกลุ่มที่
เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture กลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วันและ 7 วัน (n=1) B: 
แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบร้อยละการแสดงออกของ Treg ในวันที่ 0 และ 14 ของ
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เซลล์ที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture กลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วันและ 7 วัน กับ
วีธีมาตรฐาน (n=5) C: แสดงแผนภูมิแท่งการเปรียบเทียบร้อยละการแสดงออกของ Treg ใน
วันที่ 0 และ 14 ของเซลล์ที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture กับวีธีมาตรฐานจากการ
ทดลองก่อนการทดลองทางคลินิค (n=3) 

การทดสอบการเพิ่มจ านวนเซลล์ในปริมาณที่สามารถใช้ได้กับการวิจัยทางคลินิก (clinical scale 
expansion)  

 ในทางคลินิกมีความจ าเป็นต้องใช้ปริมาณเซลล์ทั้งหมดในแต่ละครั้งในปริมาณสูงถึง  1x109 
เซลล์เป็นอย่างน้อย ดังนั้นเพ่ือทดสอบว่าวิธี  Gas-permeable culture สามารถเพ่ิมจ านวน CIK 
cells ได้จนถึงปริมาณที่กล่าวไว้ข้างต้นจริง จึงท าการทดลองการเลี้ยงเซลล์ในปริมาณที่สามารถใช้ได้
ในทางคลินิก ซึ่งในการทดลองนี้จะน าเม็ดเลือดขาวที่เหลือจากกระบวนการ Pheresis จากการบริจาค
เกล็ดเลือดจ านวน 3 ตัวอย่าง (AP-1, AP-2 และ AP-3) มาแยกเป็น PBMCs และเลี้ยงในอุปกรณ์ 
GREX  6 well plate พ้ืนที่ผิว 10 ซม.2 ที่เซลล์ตั้งต้น 5 x 106 เซลล์ต่อหลุม (5 x 105 เซลล์ต่อ 1 ซม.
2) ตั้งแต่วันที่ 0 และใช้เวลาเลี้ยงเซลล์ทั้งหมด 14 วัน 
 จากการทดลองจะเห็นว่าเซลล์ทั้งหมดที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable culture สามารถ
เพ่ิมจ านวน CIK cells ได้ทั้ง 3 ตัวอย่างการทดลอง และสูงกว่า 1 x 109 เซลล์ในทุกตัวอย่างการ
ทดลอง ซึ่งมีปริมาณเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ย คือ 5.13(±1.45) x 109 เซลล์ และปริมาณ CIK cells เฉลี่ย
คือ 0.74(±0.39) x 109 เซลล์ (ภาพที่ 36 A, B) โดยมีอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมดเฉลี่ย และ
อัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells เฉลี่ยอยู่ที่  170.95(±48.18) เท่า และ 742.57(±356.81) เท่า
ตามล าดับ (ภาพที่ 36 C, D) และผลการตรวจการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่จะน าไปใช้ทาง
คลินิกตามตารางที่  12 จะเห็นว่า CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable culture นั้นมี
ประสิทธิภาพและความปลอดภัยผ่านเกณฑ์มาตรฐานในการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่ใช้ในทาง
คลินิก 
 จากผลการทดลองทั้ งหมดจึงสามารถสรุปได้ว่ าวิธี  Gas-permeable culture นั้นมี
ประสิทธิภาพและความปลอดภัยในการน ามาใช้ผลิต CIK cells เพ่ือปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยในทางคลินิก
ได้ในอนาคต  
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ภาพที่ 36 A: แสดงแผนภูมิแท่งปริมาณเซลล์ทั้งหมดตามวันที่เลี้ยงเซลล์ในการทดลองทาง
คลินิค  B: แสดงแผนภูมิแท่งปริมาณ CIK cells ในการทดลองทางคลินิค C: แสดงแผนภูมิ
เส้นอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ทั้งหมด D: แสดงแผนภูมิเส้นอัตราการเพิ่มจ านวน CIK cells  

ตารางท่ี 12 แสดงการตรวจการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่จะน าไปใช้ทางคลินิก 

Test Specification AP-1 AP-2 AP-3 

Cell numbers >= 1 x 109 cells 4.25 x 109 
cells 

4.34 x 109 
cells 

6.80 x 109 
cells 

Cell viability >= 80% viable 
cells 

99% 97% 99% 

Cytotoxicity >= 20% lysis to 
K-562 

20% 20% 21% 

Gram stain No organism No organism No organism No organism 
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Aerobic and 
Anaerobic 
culture 

No growth at 
least 7 days No growth No growth No growth 

Mycoplasma No detection No detection No detection No detection 

Fungal culture No growth at 
least 30 days 

No growth No growth No growth 

Endotoxin level < 5 IU/ml < 5 IU/ml < 5 IU/ml < 5 IU/ml 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่าทางผู้วิจัยสามารถปรับปรุงวิธีการเพ่ิมจ านวน CIK cells ด้วย
การใช้วิธีการเลี้ยงเซลล์แบบ Gas-permeable culture ได้อย่างมีประสิทธิภาพและผ่านมาตรฐาน
ความปลอดภัยส าหรับการน ามาปรับใช้ในการผลิต CIK cells เพ่ือใช้ทางคลินิกต่อไปในอนาคต ซึ่ง
การใช้ CIK cells ส าหรับการวิจัยหรือการรักษาโรคมะเร็งด้วยเซลล์บ าบัดนั้นมีความจ าเป็นต้องใช้
เซลล์ในปริมาณสูงมากในแต่ละครั้ง เซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีการดังกล่าวนี้มีการเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้
อย่างรวดเร็วในระยะเวลาเพียงแค่ 7-14 วัน จากอุปกรณ์ที่ช่วยส่งเสริมให้เซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีนี้
ได้รับการแลกเปลี่ยนก๊าซทั้ง O2 และ CO2 เพ่ิมมากขึ้น รวมถึงการที่เซลล์ได้รับปริมาณอาหารที่ใช้
เลี้ยงเซลล์และไซโตไคน์ในปริมาณที่มากเกินพอได้ตั้งแต่วันแรกที่เลี้ยงเซลล์ โดยไม่จ าเป็นต้องเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์บ่อยเม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐาน และมีขั้นตอนการท างานที่ไม่ยุ่งยากซับซ้อน  

จากผลการทดลองในขั้นแรกจะเห็นได้ว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture 
ทั้งกลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วันและ 7 วันมีปริมาณเซลล์ทั้งหมด ปริมาณ CIK cells อัตราการเพ่ิม
จ านวนเซลล์ทั้งหมด และอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells มากกว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่คุณภาพของ CIK cells ได้จากการเพ่ิมจ านวนด้วยวิธีดังกล่าวได้แก่ 
ร้อยละการแสดงออกของสัดส่วนองค์ประกอบของเซลล์ และการแสดงออกของ Activating marker 
ที่ส าคัญใน CIK cells นั้นไม่แตกต่างจากการเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน อีกทั้งประสิทธิภาพการท าลาย
เซลล์มะเร็งด้วยวิธี Cytotoxicity ก็ยังไม่แตกต่างกับวิธีมาตรฐาน โดยที่ไม่พบความแตกต่างของ
คุณสมบัติของเซลล์ที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ในระหว่างกลุ่มที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน
และ 7 วัน จากข้อสังเกตนี้จึงน าไปสู่การทดลองขั้นต่อมาในการเปรียบเทียบการเลี้ยง CIK cells ตั้งแต่
การเริ่มเหนี่ยวน าและเลี้ยงเซลล์อย่างต่อเนื่องด้วยวิธี Gas-permeable culture โดยที่เปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ใหม่ในทุก 7 วัน จากการทดลองนี้พบว่าเมื่อครบเวลา 14 วัน CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี 
Gas-permeable culture นั้นมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้ดีกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ โดยที่คุณภาพของ CIK cells ไม่แตกต่างจากวิธีมาตรฐาน ท าให้สามารถสรุป
เบื้องต้นได้ว่า เราสามารถใช้วิธี Gas-permeable culture ในการเพ่ิมจ านวน CIK cells ทดแทนวิธี
มาตรฐานที่ใช้ทั่วไปในปัจจุบันได้ และสามารถเพ่ิมปริมาณเซลล์ได้มากกว่าเมื่อเลี้ยงเซลล์ในระยะเวลา
เท่ากัน   

งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกที่ท าทดลองการเพ่ิมจ านวน CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable 
culture โดยใช้อุปกรณ์ Gas permeable rapid expansion (GREX) เพ่ือมุ่งหวังจะพัฒนาการเพ่ิม
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จ านวน CIK cells ส าหรับใช้ในการวิจัยทางทางคลินิกหรือการรักษาผู้ป่วยมะเร็งด้วยการใช้เซลล์
บ าบัดด้วย CIK cells ในอนาคต ซึ่งวิธี Gas-permeable culture นี้อาศัยหลักการของการเพ่ิมการ
แลกเปลี่ยนก๊าซภายในอุปกรณ์จาก Gas-permeable membrane บริเวณด้านล่างของอุปกรณ์ ซึ่ง
โดยปกติแล้วเมื่อเลี้ยงเซลล์ไปได้ระยะหนึ่งเซลล์จะมีการเจริญอยู่บริเวณด้านล่างของอุปกรณ์ และการ
แลกเปลี่ยนก๊าซภายในอุปกรณ์จะเกิดขึ้นเมื่อเกิดการเคลื่อนที่ของก๊าซผ่านอาหารเลี้ยงเซลล์ไปยังเซลล์
ที่เจริญอยู่ด้านล่าง(60) ซึ่งตามโครงสร้างของอุปกรณ์ในวิธี Gas-permeable culture นี้สามารถใส่
ปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ได้สูงกว่า และมีปริมาตรมากถึง 8 มิลลิลิตร ด้วยเหตุนี้จึงช่วยส่งเสริมให้เกิด
การแลกเปลี่ยนก๊าซเพ่ิมขึ้น และเซลล์ได้รับสารอาหารมากกว่าในวิธีมาตรฐาน เมื่อเปรียบเทียบการ
เจริญของเซลล์ต่อพ้ืนที่ผิวยังพบว่าในวิธี Gas permeable culture สามารถเพ่ิมจ านวนเซลล์จาก
เซลล์ตั้งต้น 1 x 106 เซลล์/พ้ืนที่ผิว 2 ซม2 ได้ถึง 80 x 106 เซลล์/พ้ืนที่ผิว 2 ซม2 ในหลุมเดิมโดยที่ไม่
จ าเป็นต้องเพ่ิมจ านวนหลุมที่ใช้เลี้ยงเซลล์ เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน จากงานวิจัยนี้ในการเลี้ยง CIK 
cells ด้วยวิธีมาตรฐานพบว่าที่เซลล์ตั้งต้น 1 x 106 เซลล์/พ้ืนที่ผิว 2 ซม2 เซลล์จะเจริญได้สูงสุด 
5.17(±0.88) x 106 เซลล์/พ้ืนที่ผิว 2 ซม2 เท่านั้น (จากการทดลองการเปรียบเทียบการเพ่ิมจ านวน
ของ CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ที่เปลี่ยนอาหารทุก 4 วันและ 7 วัน กับ
วิธีมาตรฐาน) ด้วยปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วแต่มีการแลกเปลี่ยนก๊าซและปริมาณสารอาหาร
จ ากัดท าให้การเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐานจ าเป็นต้องมีการเพ่ิมปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์และเพ่ิม
จ านวนหลุม (พ้ืนที่) ที่ใช้เลี้ยงเซลล์เพ่ือคงความเข้มข้นของเซลล์ (cell concentration) ไว้ไม่ให้
หนาแน่นจนเกินไปจนเซลล์ไม่สามารถเจริญต่อไปได้และเกิดการตายของเซลล์ (Apoptosis) ส่วนการ
เลี้ยงเซลล์ในวิธี Gas-permeable culture ที่สามารถใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ในปริมาณมากได้ในพ้ืนที่
จ ากัดเพียงแค่ 2 ซม2 ซึ่งตามปกติอาจส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ได้ ในงานวิจัยนี้จึงน าเซลล์ที่ถูก
เลี้ยงด้วยทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบอัตราการอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) โดยย้อมด้วยสี 
Tryphan blue เ พ่ือทดสอบ Viability ของเซลล์  พบว่าเซลล์ที่ เลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable 
culture มี Viability ของเซลล์สูงถึง 90-100% ในขณะที่วิธีมาตรฐานอยู่ที่  60-80% (ไม่มีการ
แสดงผลข้อมูลในผลการทดลอง) แสดงให้เห็นว่าการแลกเปลี่ยนก๊าซที่มากกว่าช่วยให้เซลล์เกิดการ
เจริญต่อไปได้แม้ว่าจะมีความหนาแน่นเซลล์เพ่ิมขึ้นก็ตาม นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Juan F. Vera 
และคณะได้ทดลองเปรียบเทียบการเลี้ ยง  Cytotoxic T lymphocytes (CTL) ด้วยวิธี  Gas-
permeable culture ที่เซลล์ตั้งต้นเท่ากันในอุปกรณ์ที่มีปริมาตรต่างกัน พบว่าเซลล์ยังสามารถเจริญ
และเพ่ิมจ านวนได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยไม่เกิด Exhaustion หมายความว่าความเข้มข้นของเซลล์ที่
เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture นั้นจะถูกควบคุมด้วยการแลกเปลี่ยนก๊าซเป็นหลัก จนท าให้
ปริมาตรอาหารที่มากเกินพอนั้นไม่มีผลท าให้เซลล์เกิด Exhaustion(64) จึงไม่จ าเป็นต้องควบคุม
ความเข้มข้นของเซลล์ต่อปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์เหมือนในวิธีมาตรฐาน 
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การเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture นั้นนอกจากจะช่วยเพิ่มปริมาณเซลล์
ที่มากกว่าการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐานแล้ว ยังช่วยลดความถี่และคงระยะเวลาการเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ได้สูงถึง 7 วัน ซึ่งการเลี้ยง CIK cells ในวิธีมาตรฐานนั้นจ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์
ทุก ๆ 3-4 วัน ท าให้เซลล์ที่ก าลังเจริญอยู่จะถูกรบกวนจากการขั้นตอนการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์
น้อยมาก กล่าวคือจากขั้นตอนเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ในวิธี  Gas-permeable culture อาหารเลี้ยง
เซลล์เดิมจะถูกน าออกโดยที่ยังมีมีปริมาณอาหารเดิมอยู่ในปริมาณ 1-2 มิลลิลิตร (20%) โดยไม่
จ าเป็นต้องยุ่งเกี่ยวกับเซลล์ที่เจริญเติบโตอยู่ในอุปกรณ์ ซึ่งต่างจากการเลี้ยงแบบมาตรฐานซึ่งมีความ
จ าเป็นต้อง Resuspend เซลล์เพ่ือท าการนับจ านวนเซลล์เพ่ือประเมินความเข้มข้นของเซลล์เพ่ือหาร
ปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เหมาะสม จึงท าให้เซลล์สามารถเจริญได้ดีโดยไม่ถูกรบกวนจากปัจจัย
ภายนอกอ่ืน ๆ นอกจากนี้การเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture ยังช่วยลดระยะเวลาการ
ท างาน ลดโอกาสการปนเปื้อนอันเนื่องมาจากขั้นตอนการเปลี่ยนอาหารที่ต้องท าบ่อยกว่าในการเลี้ยง
ในวิธีมาตรฐาน  

เพ่ือยืนยันประสิทธิภาพการเพ่ิมจ านวนของ CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture 
ทางผู้วิจัยได้ท าการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลกลูโคสที่ลดลง ปริมาณไซโตไคน์ที่
หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ และสัดส่วนของ Regulatory T cell (Treg) ในเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี 
Gas-permeable culture และวิธีมาตรฐาน จากผลการทดลองการวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสที่ลดลง
พบว่าว่าเมื่อเวลาผ่านไป 4 วันน้ าตาลกลูโคสในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานนั้นลดลงต่ ากว่าระดับ 100 
มิลลิกรัม/เดซิลิตร ในขณะที่กลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture นั้นสามารถคงปริมาณ
น้ าตาลได้มากกว่า 100 มิลลิกรัม/เดซิลิตรไปตลอดระยะเวลา  7 วัน โดยจะเห็นได้ว่าในช่วง 4 แรกซึ่ง
เป็นช่วงที่เซลล์มีการเจริญเติบโตต่อพ้ืนที่สูงสุดในการเลี้ยงแบบวิธีมาตรฐานซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ต้อง
อาศัยกลูโคสมากแต่ปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ถูกจ ากัดเนื่องด้วยระดับความเข้มข้นของเซลล์นั้นจึงท า
ให้ปริมาณกลูโคสอาจไม่เพียงพอและท าให้ส่งผลต่อการเจริญของเซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ได้รับ
ปริมาณกลูโคสที่มากเกินพอในการเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture (ภาพที่ 37) จากผลการ
ทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า ในระยะเวลาเท่ากันนั้นเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยด้วยวิธี Gas-permeable 
culture จะมีปริมาณสารอาหารที่มากกว่าวิธีมาตรฐาน ช่วยส่งเสริมให้เซลล์เกิดการเจริญได้ดีกว่าและ
มีสารอาหารเพียงพอต่อการเจริญได้สูงถึง 7 วันโดยไม่จ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์บ่อยเมื่อ
เทียบกับวิธีมาตรฐาน  
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ภาพที่ 37 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลกลูโคสกับปริมาณเซลล์ทั้งหมด/ซม.2 ของ 
A: CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน B: CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture เปลี่ยนอาหารทุก 4 วัน C: CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture 
เปลี่ยนอาหารทุก 7 วัน โดยปริมาณน้ าตาลกลูโคสจะแสดงผลในรูปแบบแผนภูมิเส้น และ
ปริมาณเซลล์ทั้งหมด/ซม.2 จะแสดงผลในรูปแบบแผนภูมิแท่ง (n=10) 

ประการต่อมาจากผลการวิเคราะห์ผลไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ในกลุ่มที่
เลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable culture นั้นมีแนวโน้มที่ เซลล์จะหลั่ งไซโตไคน์ที่ส่ งเสริมการ
เจริญเติบโตได้มากกว่าวิธีมาตรฐานอีกด้วย ซึ่งไซโตไคน์ส าคัญที่สามารถส่งผลการเจริญเติบโตและการ

เพ่ิมจ านวนของ CIK cells นั้นได้แก่ IFN-, IL-2 และ IL-10 โดยความส าคัญของ IFN- นั้นเป็นไซโต
ไคน์ที่ช่วยส่งเสริมให้เกิดการเพ่ิมจ านวน CIK cells(14) มีประโยชน์ในการท าลายเซลล์มะเร็งผ่าน

กระบวนการ Cytotoxicity(71) นอกจากนี้ IFN- ยังช่วยส่งเสริมการกระตุ้นและเพ่ิมปริมาณการ
แสดงออกของ IL-2 receptor ช่วยส่งเสริมให้เซลล์ตอบสนองต่อการกระตุ้นของ IL-2 ได้เพ่ิมมาก

ยิ่งขึ้น จึงมีการเจริญได้ดียิ่งขึ้น(16, 71) จากผลการทดลองเมื่อเปรียบการหลั่ง IFN-  ของกลุ่มที่เลี้ยง
ด้วยวิธี Gas-permeable culture ในการทดลองขั้นแรก (การเปรียบเทียบการเพ่ิมจ านวนของ CIK 
cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable culture ที่ เปลี่ยนอาหารทุก 4 วันและ 7 วัน กับวิธี
มาตรฐาน) กับขั้นต่อมา (การเปรียบเทียบการเลี้ยง CIK cells โดยการเลี้ยงเซลล์ในอุปกรณ์ Gas-
permeable culture ตั้ งแต่ขั้นตอนการเริ่มเหนี่ยวน าและเลี้ยงต่อเนื่องไปในอุปกรณ์ Gas-
permeable culture กับวิธีมาตรฐาน) จะเห็นว่าเมื่อท าการเลี้ยง CIK cells ตั้งแต่เริ่มกระตุ้นและ
เหนี่ยวน าให้เป็น CIK cells และเลี้ยงเซลล์อย่างต่อเนื่องด้วยวิธี  Gas-permeable culture นั้นมี

แนวโน้มการหลั่ง IFN- เพ่ิมสูงขึ้น และมากกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า
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ปริมาณการแลกเปลี่ยนก๊าซที่เพ่ิมขึ้นนั้นช่วยส่งเสริมให้เกิดการหลั่ง  IFN- ซึ่งมีความส าคัญต่อการ
เจริญของ CIK cells จากคุณสมบัติที่กล่าวข้างต้น ท าให้เซลล์ในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture จึงมีการเพิ่มจ านวนมากกว่าวิธีมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ไซโตไคน์ชนิดต่อมาคือ IL-
2 ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่มีบทบาทส าคัญต่อเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยส่งเสริมการเพ่ิมจ านวนเซลล์และ 
Cytolytic activity ของ CIK cells(72) ซึ่งจะเห็นว่าในเซลล์กลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture นั้นมีแนวโน้มการหลั่งไซโตไคน์นี้สูงกว่าวิธีมาตรฐานเช่นเดียวกัน(71) เป็นสาเหตุให้เซลล์ใน
กลุ่มที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี  Gas-permeable culture มีการเพ่ิมจ านวนที่ดีกว่ากลุ่มที่ เลี้ยงด้วยวิ ธี
มาตรฐาน และไซโตไคน์ชนิดสุดท้ายคือ IL-10 ซึ่งเป็นไซโคน์ที่หลั่งมาจาก Helper T cell เป็นหลัก 
โดยปกติแล้วจะท าหน้าที่เป็น inhibitory cytokines หากมีการหลั่งไซโตไคน์ชนิดนี้ออกมาในระบบ

จะไปยับยั้งการหลั่งไซโตไคน์ IFN- และ IL-2(73) แต่ในงานวิจัยนี้จะเห็นว่าการหลั่งไซโตไคน์ IFN- 
และ IL-2 ในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture ยังสามารถหลั่งได้ตามปกติและมากกว่า
กลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานแม้จะมีแนวโน้มการหลั่ง IL-10 ในปริมาณมากกว่าก็ตาม แสดงให้เห็นว่า
ในวิธี Gas-permeable culture มีความสมดุลในการควบคุมไซโตไคน์ที่หลั่งออกมาได้อย่างเหมาะสม 
แต่อย่างไรก็ตามอาจมีปัจจัยอ่ืนที่ส่งผลให้มีการหลั่ง IL-10 ซึ่งควรมีการทดสอบต่อไปในอนาคต และ
สุดท้ายเมื่อวิเคราะห์ยืนยันปริมาณสัดส่วนของ Regulatory T cell ซึ่งโดยปกติแล้ว Regulatory T 
cell จะท าหน้าที่ในการยับยั้งการเจริญเติบโตหรือการท าหน้าที่ของเซลล์ภูมิคุ้มกัน จากผลการทดลอง
พบกว่าเซลล์ในกลุ่มที่ถูกลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture นั้นมีแนวโน้มการแสดงออกของ
ปริมาณของ Regulatory T cell น้อยกว่ากลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐาน และเมื่อเปรียบเทียบกับวันที่
เริ่มต้นกระตุ้นและเหนี่ยวน า PBMCs ให้เป็น CIK cells (วันที่ 0) กลุ่มท่ีเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable 
culture นั้นยังมีปริมาณ Regulatory T cell ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งการที่มี Regulatory 

T cell ลดลงนี้อาจะเป็นผลมาจากการที่มีปริมาณ IFN- ที่หลั่งออกมาสูงในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-

permeable culture เป็นเหตุผลส าคัญ ด้วยเคยมีรายงานวิจัยพบว่า IFN- นั้นสามารถมีผลยับยั้ง
การท างานของ Regulatory T cell ได้(74, 75) แต่ทั้งนี้ควรมีการวัดปริมาณไซโตไคน์อ่ืนที่เกี่ยวของ

กับ Regulatory T cell เพ่ิมเติม เช่น TGF-β หรือ IL-35(50, 76-78) เพ่ือยืนยันผลการทดลองนี้
ต่อไปในอนาคต นอกจาก Regulatory T cell นั้นมีบทบาทส าคัญในการรบกวนการเพ่ิมจ านวนของ 
CIK cells แล้ว ยังมีผลท าให้ประสิทธิภาพการท าลายเซลล์มะเร็งด้วยวิธี Cytotoxicity ของ CIK cells 
ลดลงอีกด้วย(79, 80) มีงานวิจัยยืนยันผลกระทบของ Treg ต่อ CIK cells โดยมีการทดลองเพ่ือ
พัฒนาประสิทธิภาพการท าลายเซลล์มะเร็งด้วยวิธี Cytotoxicity ของ CIK cells ให้สูงขึ้นด้วยการลด
ปริมาณ Regulatory T cell ลงเช่น การ Co-culture CIK cells ด้วย Dendritic cells(50) หรือการ
ให้ IL-6 ร่วมกับไซโตไคน์ที่ใช้เลี้ยง CIK cells(53) เป็นต้น  
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จากข้อมูลข้างต้นทั้งหมดจึงสรุปได้ว่าจากปัจจัยที่เกี่ยวข้องทั้งหมด ไม่ว่าจะเป็นการได้รับ
ปริมาณสารอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มากกว่า ปริมาณไซโตไคน์ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของ CIK cells ที่
หลั่งออกมามากกว่า อีกทั้งปริมาณ Regulatory T cell ที่ลดลง เป็นสาเหตุส าคัญที่ช่วยส่งเสริมให้
เซลล์ที่เลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture มีการเจริญเติบโตและปริมาณเซลล์เพ่ิมขึ้นมากกว่า
เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
 ส าหรับการรักษาด้วยเซลล์บ าบัดนั้นปริมาณเซลล์ที่จะใช้ปลูกถ่ายให้กับผู้ป่วยในแต่ละครั้ง
เป็นหนึ่งในปัจจัยส าคัญท่ีต้องค านึงถึงเป็นอันดับต้น ๆในการรักษาด้วยเซลล์บ าบัดโดยใช้ CIK cells มี
ผลจากการศึกษาทางคลินิกพบว่าผู้ป่วยควรได้รับเซลล์ทั้งหมดปริมาณอย่างน้อย 1 x 109 เซลล์จึงจะ
ส่งผลทางคลินิกจากการให้ CIK  cells ได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากการทดลองการเพ่ิมจ านวน CIK 
cells ด้วยการเลี้ยงอย่างต่อเนื่องด้วยวิธี Gas-permeable culture ตั้งแต่ขั้นตอนเหนี่ยวน า จะเห็น
ว่า CIK cells ที่เลี้ยงอย่างต่อเนื่องด้วยวิธี Gas-permeable culture นั้นมีอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์
ทั้งหมดอยู่ที่ 110.90(±9.38) เท่า และอัตราการเพ่ิมจ านวน CIK cells อยู่ที่ 982.90(±296.00) เท่า 
ทางผู้วิจัยจึงได้ท าการทดลองเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture เพ่ือให้ได้
ปริมาณเซลล์ที่มากเพียงพอพอในระดับที่สามารถใช้ในทางคลินิก โดยพบว่าเมื่อท าการทดลองเพ่ิม
ปริมาณเซลล์เพื่อใช้ทางคลินิก ด้วยวิธี Gas-permeable culture ประสบผลส าเร็จในการเพิ่มปริมาณ
เซลล์ได้มากเพียงพอส าหรับการใช้ในงานวิจัยทางคลินิกหรือการรักษาด้วยเซลล์บ าบัด สามารถเพ่ิม
ปริมาณเซลล์ทั้งหมดได้สูงถึง 5.13(±1.45) x 109 เซลล์ จากเซลล์ตั้งต้นเพียง 3 x 107 เซลล์ และมี
อัตราการ เ พ่ิมจ านวนเซลล์ทั้ งหมดและอัตราการ เ พ่ิมจ านวนของ CIK cells เฉลี่ ยอยู่ ที่  
170.95(±48.18) เท่า และ 742.57(±356.81) เท่าตามล าดับ ซึ่งมีอัตราการเพ่ิมจ านวนเทียบเท่าได้
กับการทดสอบการเลี้ยง CIK cells ต่อเนื่องด้วยวิธี Gas-permeable culture และเมื่อท าการ
ตรวจสอบตามมาตรฐานการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่จะน าไปใช้ทางคลินิกตามตารางที่ 9 จะ
เห็นว่า CIK cells ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture นั้นมีประสิทธิภาพและความปลอดภัย
ผ่านเกณท์มาตรฐานในการควบคุมคุณภาพส าหรับเซลล์ที่ใช้ในทางคลินิกอีกด้วย การเลี้ยง CIK ด้วย
วิธี Gas-permeable culture นี้จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งที่จะน ามาใช้เป็นวิธีการเพ่ิมจ านวน CIK cells 
ส าหรับใช้ในการรักษาด้วยเซลล์บ าบัด ทั้งยังเป็นวิธีที่ช่วยลดขั้นตอนที่ยุ่งยากลงจากผลิตเซลล์จ านวน
มาก แต่ทั้งนี้ในการเลี้ยงด้วยวิธี Gas-permeable culture โดยใช้อุปกรณ์ GREX ที่มีขนาดพ้ืนที่ผิว 
Gas-permeable membrane แตกต่างจากในงานวิจัยนี้ควรมีการทดสอบหาปริมาณเซลล์ตั้งต้นที่
เหมาะสมกับอุปกรณ์ก่อนใช้ในการเพ่ิมจ านวน 
 จากผลการทดลองทั้งหมดจึงสามารถสรุปได้ว่า การเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable 
culture โดยใช้อุปกรณ์ G-REX เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและความปลอดภัยมากเพียงพอซึ่งสามารถ
น ามาปรับใช้เพ่ือการผลิต CIK cells ส าหรับช้กับงานวิจัยทางคลินิกหรือการรักษาผู้ป่วยด้วยวิธีเซลล์
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บ าบัดได้ในอนาคต การเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture นี้ได้เคยถูกน ามาใช้ในการเพ่ิม
ปริมาณเซลล์เซลล์ภูมิคุ้มกันอ่ืน ๆ เพ่ือน ามาใช้ในวิจัยทางคลินิกหรือการรักษาด้วยวิธีเซลล์ภูมิคุ้มกัน
บ าบัดบ าบัดแล้ว ไม่ว่าจะเป็น NK cell(63) จ านวน TCR transduced T-cells(65) Cytotoxic T 
lymphocytes (CTLs)(64) และในการทดลองเลี้ยง Tumor infiltrating lymphocytes (TILs)(67) 
เมื่อเปรียบเทียบกับการเพ่ิมจ านวน CIK cells ในอุปกรณ์อ่ืนที่ใช้หลักการ Gas-permeable culture 
เหมือนกัน เช่น Gas-permeable bag นั้นพบว่า Gas-permeable bag ยังมีข้อจ ากัดของปริมาตร
อาหารเลี้ยงเซลล์และรูปร่างของถุง ซึ่งข้อจ ากัดนี้ส่งผลต่อปริมาณสารอาหารที่เซลล์จะได้รับนั้นไม่
เพียงพอต่อเซลล์ที่ก าลังมีการเจริญอย่างรวดเร็ว อีกท้ังยังมีการสะสมของเสียและท าให้ pH ที่เป็นกรด 
จึงมีความจ าเป็นต้องเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุกวัน อีกท้ังเซลล์ต้องมีการ Rolling อยู่ตลอดท าให้ต้อง
มีการน าอุปกรณ์อ่ืนมาใช้ในการเลี้ยงเซลล์เพ่ิมเติม หรือในอุปกรณ์ WAVE biroreactor ที่ถึงแม้ว่า
อุปกรณ์นี้จะเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการน ามาใช้เพ่ิมจ านวนเซลล์เป็นจ านวนมาก แต่ก็มีลักษณะ
ของอุปกรณ์ที่มีขนาดที่ใหญ่ มีความจ าเป็นต้องใช้พ้ืนที่ในห้องปฏิบัติการเพ่ิมขึ้น อีกทั้งยังมีราคาที่สูง
กว่า และขั้นตอนการใช้งานยังยุ่งยากกว่าการใช้ อุปกรณ์ GREX อีกด้วย อีกทั้งปริมาณ CIK cells ที่
สามารถเพ่ิมจ านวนได้ในระยะเวลา 14 วันนั้นมีปริมาณอยู่ในช่วง 10-15 x 106 เซลล์เท่านั้น(81) ซ่ึงมี
ปริมาณน้อยกว่าการเพ่ิมปริมาณเซลล์ด้วยอุปกรณ์  GREX ในการทดลองนี ้

ถึงแม้ว่าวิธีการเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธี Gas-permeable culture จะมีประสิทธิภาพดีกว่า
วิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ตามการเลี้ยง CIK cells ด้วยวิธี Gas-permeable culture  ยังมีข้อจ ากัด
ส าคัญจากความแตกต่างของเซลล์ในอาสาสมัครแต่ละคน ซึ่งเป็นปัญหาที่เกิดจากตัวบุคคลเป็นส าคัญ
ซึ่งท าให้ยากต่อการควบคุมในห้องปฏิบัติการ ดังเห็นได้จากผลการทดลองในบางการทดลองจะพบว่า
ที่มีค่า Standard division (SD) ที่สูงมากเป็นผลมาจากความแตกต่างดังกล่าวข้างต้นนี้ นอกจาก
ข้อจ ากัดดังกล่าวแล้ว การเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีนี้ยังมีข้อจ ากัดอ่ืนจากตัวอุปกรณ์ได้แก่  บริเวณพ้ืนที่ผิว 
Gas-permeable membrane นั้นสามารถใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะเป็นเซลล์ลอย (Suspension 
cell) หรือเซลล์ที่ไม่เกาะผิว (non-adherent cell) เท่านั้น หากเป็นเซลล์ที่ต้องอาศัยการเกาะพ้ืนที่
ของอุปกรณ์ในการเจริญของเซลล์ อาจจะไปรบกวนการซึมผ่านของก๊าซบริเวณพ้ืนที่ผิว  Gas-
permeable membrane ในอุปกรณ์ได้ และอีกประการคือ ด้วยลักษณะของอุปกรณ์ท่ีมีความสูงกว่า
อุปกรณ์ที่ใช้ในวิธีมาตรฐาน จึงไม่สามารถตรวจดูจ านวนเซลล์คร่าว ๆ ในอุปกรณ์ได้จากการใช้กล้อง
จุลทรรศน์ แต่ทั้งนี้ยังสามารถติดตามปริมาณเซลล์ได้จากการวัดปริมาณน้ าตาลที่ลดลงเป็นหลักได้
แทน 

การปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน CIK cells ให้ได้ปริมาณสูงขึ้นนั้นเป็นเรื่องที่ได้รับความสนใจ
อย่างมากส าหรับกระบวนการการผลิตเซลล์เพ่ือใช้ในการรักษาด้วยเซลล์บ าบัด มีการศึกษาวิจัยใน
อดีตที่พยายามปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน CIK cells ด้วยวิธีต่างๆได้แก่ การใช้ Antigen presenting 
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cell (APC) มาร่วมกระตุ้น การใช้ไซโตไคน์ชนิดอ่ืนมาช่วยส่งเสริมการเพ่ิมจ านวนเซลล์ (50, 53) หรือ
การเลี้ยง CIK cells ในอุปกรณ์พิเศษเช่น Gas-permeable bag หรือ Bioreactor ซึ่งการใช้วิธี
ดังกล่าวในการช่วยเพ่ิมจ านวน CIK cells นั้นอาจมีขั้นตอนที่ซับซ้อนและใช้เวลานานในการเพ่ิม
จ านวนเซลล์ ในงานวิจัยนี้ทางคณะผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการปรับปรุงการเพ่ิมจ านวน CIK cells 
โดยการใช้วิธี Gas permeable culture ในอุปกรณ์ GREX ซึ่งเป็นอุปกรณ์เลี้ยงเซลล์ที่มีความ
คล้ายคลึงกับการเลี้ยงเซลล์แบบมาตรฐานที่มีขั้นตอนการท างานที่ไม่ซับซ้อน โดยการเพ่ิมจ านวน CIK 
cells ด้วยวิธีดังกล่าวนอกจากสามารถช่วยเพ่ิมจ านวน CIK cells ได้มากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญแล้ว ยัง
สามารถช่วยช่วยลดปริมาณเซลล์ตั้งต้นในการเลี้ยงเซลล์ ระยะเวลาเลี้ยงเซลล์ ปริมาณอาหารที่ใช้เลี้ยง
เซลล์  ขั้นตอนการท างานและโอกาสเกิดการปนเปื้อนลง ซึ่งสามารถน ามาปรับใช้ในการผลิต CIK 
cells ภายใต้มาตรฐานการผลิตแบบ Good Manufacturing Practice (GMP) เพ่ือให้ได้เซลล์ที่มี
ประสิทธิภาพและความปลอดภัยส าหรับการใช้ในการวิจัยทางคลินิกหรือการรักษาผู้ป่วยมะเร็งด้วยวิธี
เซลล์บ าบัดต่อไปในอนาคต 
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