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คู่มือวิธีพ้ืนฐานการเลี้ยงเซลลใ์นหลอดทดลอง 

และการทดสอบฤทธิ์สารสกัดต่อการเจริญของเซลล ์
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ขั้นตอนการศึกษาการเจริญของเซลล์ (Growth Curve) 

การเพาะเลี้ยงเซลล ์
 การเลี้ยงเซลล์เมลาโนมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีการเติม Fetal Bovine Serum 
(FBS) 10% เมื่อเซลล์มีการเพิ่มจํานวนมากขึ้นจะทําให้อาหารเลี้ยงเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงเป็นกรด 
สังเกตจากสีของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เปลี่ยนไป จึงต้องทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 2-3 วัน 
 เนื่องจากเซลล์เมลาโนมาที่ใช้ในการทดลองนี้เป็นเซลล์ที่มีคุณสมบัติในการเกาะพื้นผิว 
 (adherent cells) ในขั้นตอนการ subculture จึงต้องทําการย่อยเซลล์เพื่อให้เซลล์หลุดออกจาก
พ้ืนผิวของภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ด้วยเอนไซม์ทริปซิน (trypsinization)  
 จากนั้นจึงทําการนับจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตและคํานวณหาจํานวนเซลล์ทั้งหมด จึงนําเซลล์
ดังกล่าวในจํานวนที่ต้องการไปเพาะเลี้ยงต่อไป โดยขั้นตอนในการย่อยเซลล์มีดังนี้ 

1. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ flask  ให้หมด  
2. ล้างเซลล์ด้วยสารละลายPBS จํานวน 5 มิลลิลิตรเพื่อไม่ให้มีอาหารเลี้ยงเซลล์เคลือบอยู่ 
3. จากนั้นให้ดูดสารละลาย PBS จากภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ (Flask) ทิ้ง 
4. เติมสารละลาย Trypsin/EDTA ปริมาตร 1 ml ลงในภาชนะเพื่อทําการย่อยเซลล์ให้

หลุดออกจากพื้นผิวของภาชนะ 
5. เมื่อเซลล์หลุดหมดเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 4  มิลลิลิตรเพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ 

แล้วใช้ Pipette ดูดพ่นเบาๆให้เซลล์หลุดจากพ้ืนขวดและกระจายออกจากกัน 
6. จากนั้นดูดเซลล์ทั้งหมดใส่ใน Centrifuge Tube ขนาด 15 มิลลิลิตรแล้วนําไปป่ันเหวี่ยง

ด้วยเครื่อง G8-15R centrifuge ที่ความเร็ว 1,600 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 5 นาที 

7. หลังจากนําไปป่ันเหวี่ยงด้วยเครื่อง G8-15R centrifuge แล้วจากนั้นจึงดูดน้ําส่วนบนทิ้ง
ไป จะได้กลุ่มเซลล์ที่เกาะอยู่ที่ก้น Centrifuge Tube 

8. จากนั้นนํากลุ่มเซลล์ที่เหลืออยู่ไปย้อมด้วยสี trypan blue ในอัตราส่วน 1:10 cell 10 
μl : trypan blue 90 μl โดยใช้ Haemacytometer ส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
กําลังขยาย 10x  

9. เมื่อได้จํานวนเซลล์แล้ว นํามาคํานวณปริมาณเซลล์ที่ได้ก่อนนําเซลล์ไปเพาะเลี้ยงใน
ภาชนะใหม่ต่อไป 

การศึกษาการเจริญของเซลล์เมลาโนมา (Growth Curve) 

1. เลี้ยงเซลล์เมลาโนมาที่มีจํานวนเซลล์เริ่มต้น 2 x 105, 3 x 105และ 4 x 105เซลล์ต่อหลุม 
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีการเติม FBS 10% ใน 6 well/plate ที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์ 4 มิลลิลิตรเป็นเวลา 7 วัน  
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2. ทําการย่อยเซลล์และนับจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิตทุกวันโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลล์
ออกจากภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 6 well/plate ให้หมด 

3. จากนั้นใส่ PBS จํานวน 2 ml. ลงในภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์6 well/plate 
4. ดูดสารละลาย PBS จากภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 6 well/plate ทิ้ง 
5. เติมสารละลาย Trypsin/EDTA ปริมาตร 0.5 ml ลงในภาชนะเพื่อทําการย่อยเซลล์ให้

หลุดออกจากพื้นผิวของภาชนะ 
6. เมื่อเซลล์หลุดหมดเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 0.5 ml.เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ 

แล้วใช้ Pipette ดูดพ่นเบาๆให้เซลล์หลุดจากพ้ืนขวดและกระจายออกจากกัน 
7. จากนั้นนําเซลล์ไปย้อมด้วยสี trypan blue ในอัตราส่วน 1:5 cell 10 μl : trypan 

blue 40 μl โดยใช้ Haemacytometer ส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 10x 
8. เมื่อได้จํานวนเซลลแ์ล้ว นํามาคํานวณปริมาณเซลลจ์ากสูตรการคํานวณจํานวนเซลล ์

 

 

ภาพที่ 1 แสดงการศึกษาการเจริญของเซลล์เมลาโนมา (Growth Curve) 

การทดสอบฤทธิ์สารสกัดต่อการเจรญิของเซลล ์

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการเจริญของเซลล์เมลาโนมา โดยจํานวนเซลล์ที่เลือกใช้ใน
การทดสอบครั้งนี้คือ 2 x 105 เซลล์ต่อหลุมโดยเซลล์ถูกเลี้ยงใน Media 2 ml เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
หลังจากนั้นดูด Media ออกแล้วเติม Media ที่มีสารสกัด และตัวทําละละลายในความเข้มข้นของสาร
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สกัด 1, 10 และ 100 μg/ml และเลี้ยงเป็นเวลา 1 สัปดาห์ แล้วนับจํานวนเซลล์ในแต่ละวัน และนํา
จํานวนเซลล์มาวิเคราะห์โดยวาดกราฟการเจริญของเซลล์ (Growth Curve) 

ทําการทดสอบเซลล์เมลาโนมากับสารสกัด และตัวทําละลายสารสกัดดังกล่าวที่มีการเจือจาง
ให้ได้ความเข้มข้นค่าต่างๆ ดังแสดงตัวอย่างไว้ในภาพการศึกษาการทดสอบฤทธิ์สารสกัดต่อการเจริญ
ของเซลล์ 

1. DMEM 10% PBS (Control) 
2. DMEM 10% PBS Extract 1 μg / ml 
3. DMEM 10% PBS Extract 10 μg / ml 
4. DMEM 10% PBS Extract 100 μg / ml 
5. DMEM 10% PBS  เปอร์เซ็นต์ของตัวทําละลาย 
6. DMEM 10% PBS  เปอร์เซ็นต์ของตัวทําละลาย 
7. DMEM 10% PBS  เปอร์เซ็นต์ของตัวทําละลาย 

 

 

ภาพที่ 2 แสดงการศึกษาการทดสอบฤทธิส์ารสกัดต่อการเจริญของเซลล์ 

 
ขั้นตอนการ subculture cell ใน 6 well/plate ที่มีสารสกัด 
1. ทําความสะอาดอุปกรณ์ด้วยวิธี Aseptic Technique 
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2. ทําการย่อยเซลล์และนับจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิตทุกวันโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจาก
ภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 6 well/plate  ให้หมด  
3.จากนั้นใส่ PBS จํานวน 2 ml. ลงในภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์6 well/plate 
4. ดูดสารละลาย PBS จากภาชนะที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 6 well/plate ทิ้ง 
5. เติมสารละลาย Trypsin/EDTA ปริมาตร 0.5 ml ลงในภาชนะเพื่อทําการย่อยเซลล์ให้หลุดออก
จากพ้ืนผิวของภาชนะ 
6. เมื่อเซลล์หลุดหมดเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 0.5 ml. เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ แล้วใช้ 
Pipette ดูดพ่นเบาๆให้เซลล์หลุดจากพ้ืนขวดและกระจายออกจากกัน 
7. จากนั้นนําเซลล์ไปย้อมด้วยสี trypan blue ในอัตราส่วน 1:5 cell 10 μl : trypan blue 40 μl 
โดยใช้ Haemacytometer ส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 10x 
8. เมื่อได้จํานวนเซลลแ์ล้ว นํามาคํานวณปริมาณเซลล์จากสูตรการคํานวณจํานวนเซลล ์ 
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