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บทคดัยอ่: 
 เซลลเ์ซอโทลเีป็นเซลลพ์ยุงและค ้าจุน้ในท่อสรา้งอสุจแิละมคีวามสมัพนัธก์บัเซลลส์บืพนัธุเ์พศผูใ้นทุกระยะทัง้
ในด้านกายวิภาคและสรีรวิทยา เซลล์เซอโทลีท าหน้าที่ส าคญัที่คอยท าหน้าที่ควบคุมกระบวนการเพิ่มจ านวนของ
กระบวนการสรา้งอสุจ ิดงันัน้วตัถุประสงคข์องงานวจิยันี้จงึท าการศกึษาถงึหน้าทีข่องเซลลไ์ลน์ของเซลลเ์ซอโทลทีีจ่าก
อณัฑะแมวบา้นเพื่อเปรยีบเทยีบกนั อณัฑะทีใ่ชใ้นการศกึษาไดม้าจากแมวทีม่าท าหมนัตามปกต ิจากนัน้ท าการลอกเป
ลอืและเยื่อหุม้อณัฑะออก และท าการตดัย่อยเพื่อใหไ้ดเ้ซลลอ์ณัฑะเดีย่วดว้ยวธิ ีmodified 2-step enzymatic digestion 
ในอณัฑะทีไ่ดจ้ากแมวก่อนเขา้สูว่ยัเจรญิพนัธุจ์ะไดร้บัการกระตุน้ดว้ยวธิกีารอดสารอาหาร (starvation technique) และ
ในแมวหลงัวยัเจรญิพนัธุจ์ะใชว้ธิกีารใส่สารพนัธุกรรมทีต่อ้งการเพื่อเหนี่ยวน าใหเ้ป็นเซลลไ์ลน์ เซลลไ์ลน์ของเซลลเ์ซอ
โทลทีีไ่ดจ้ะไดร้บัการศกึษารูปร่างและลกัษณะ รวมถงึการตรวจคุณสมบตัดิว้ยการย้อมสโีปรตีนไวเมนติน (vimentin) 
การแสดงออกของยนีทีส่ าคญัดว้ยเทคนิค RT-PCR และตรวจสอบการท างาน ผลการศกึษาพบว่า เซลลไ์ลน์ทัง้หมดที่
ไดแ้สดงรูปร่างทีจ่ าเพาะกบัเซลลเ์ซอโทลโีดยพบลกัษณะเป็นกระสวย มนีิวคลโีอลสัทีช่ดัเจน และมกีลุ่มไขมนัสะสมใน
สว่นของไซโตพลาสม และมกีารแสดงออกเป็นบวกของโปรตนีไวเมนตนิ ผลการตรวจสบิการแสดงออกของยนีไดผ้ลคอื 
มกีารแสดงออกของยนี Vimentin, CLU, OCLN และ FSHR โดยไม่พบการแสดงออกของยนี LHR, HSD3B และ DDX4 
การตรวจสอบการท างานพบว่ามกีระบวนการเกบ็กนิเซลล์ (phagocytic activity) ที่ชดัเจน อย่างไรกต็ามเมื่อท าการ
เปรยีบเทยีบเซลล์ไลน์ที่ passage ที่ 1, 4 23, และ 50 พบว่า มกีารแสดงออกของยนี GDNF, AR, LIF, EGF, FGF2 
และ KITLG ซึง่ถอืเป็นยนีส าคญัทีแ่สดงออกถงึการผลติสารส าคญัของเซลลเ์ซอโทล ีการตรวจสอบการท างานในแง่ของ
การผลติฮอรโ์มนพบว่าเซลล ์สามารถสรา้งฮอรโ์มนเอสตรา้ไดออลได ้เทื่อท าการกระตุน้ดว้ยการใหฮ้อรโ์มนโปรเจสเตอ
โรน งานวจิยันี้สรุปไดว้่า เซลลไ์ลน์ทีไ่ดแ้สดงคุณสมบตัทิางกายวภิาค สรรีวทิยา และการแสดงออกในระดบัโมเลกุลของ
เซลลเ์ซอโทลไีดอ้ย่างครบถว้น ซึง่ท าใหเ้ซลลไ์ลน์ทีไ่ดจ้ะเป็นประโยชน์อย่างมากต่อการศกึษาในระดบัลกึต่อไป 
 
ค าหลกั : แมว เซลลเ์ซอโทล ีเซลลไ์ลน์ 
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Abstract: 

Sertoli cell is a supporting cell type which located in the seminiferous tubule and interacts with the all 
types of male germ cells via anatomy and physiology. They plays a crucial role in the regulation of proliferation 
phase of spermatogenesis. Therefore, the objective of this study would like to focus at the function of Sertoli 
cell line derived from cat. The testes from a castrated cat (4 month of age) were decapsulated and dissociated 
for single cell isolation by modified 2-step enzymatic digestion. The Sertoli cell were purified and enriched by 
modified starvation technique and continuously passaged to passage 50th. The cell line was characterized by 
morphology, immunofluorescence of anti-rat vimentin expression and related genes with RT-PCR and its 
functions. The Sertoli cell line has the distinct spindle morphology as previous study with prominent nucleoli 
and fat droplets in cytosol. Moreover, the cells presented vimentin in the cytoplasm and also expressed the 
mRNA of Vimentin, CLU, OCLN and FSHR without the mRNA of LHR, HSD3B and DDX4 expressions. For the 
functional activity of Sertoli cell line, the numerous of fluorescent beads were engulfed by immortalized Sertoli 
cells that indicated the high phagocytic activity of theirs. The Sertoli cell line at Passage 1st, 4th, 23rd and 50th 
also expressed mRNA of GDNF, AR, LIF, EGF, FGF2 and KITLG genes as the Sertoli-produced important 
factors. To detection the level of estrogen production, the cat Sertoli cells produced the oestradiol level to 1.49 
pg/ml after challenge with progesterone. In conclusion, this study demonstrated that the Sertoli cell line from 
cat at G/SSC age present the morphological and functional of true Sertoli cells and they have the ability to 
secrete the vital factors (e.g. GDNF, FGF2, LIF, EGF) for SSC maintenance. Therefore, our Sertoli cell line 
would be have advantageous useful for cat SSC culture or in-depth study of spermatogenesis. 
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บทสรปุผูบ้ริหาร (Executive Summary) 
 

 ในปัจจุบนัเทคโนโลย ีassisted reproductive technology เข้ามามบีทบาทส าคญัอย่างมากใน
งานอนุรกัษ์สตัวป่์าหายากหรอืใกลสู้ญพนัธุ ์โดยเฉพาะเทคโนโลยกีารเกบ็เซลลส์บืพนัธุ ์เซลลต์้นก าเนิด
หรอื stem cell ถอืเป็นอกีหนึ่งเทคนิคทีจ่ะเขา้มาช่วยแก้ปัญหาดงักล่าวได ้นอกจากนี้อาจรวมถงึการใช้
เซลลต์้นก าเนิดเป็นต้นแบบของการศกึษาโรคและความผดิปกตใินคนและสตัว ์ในแมวมกีารศกึษาของ 
tiptanavattana et al., 2013 เกี่ยวกบัเซลล์ต้นก าเนิดอณัฑะได้ส าเรจ็ อย่างไรก็ตามในสตัว์ที่ยงัไม่สู่วยั
เจรญิพนัธุห์รอืมปัีญหาความไมส่มบูรณ์พนัธุเ์กดิขึน้จะไมส่ามารถผลติเซลลส์บืพนัธุไ์ด ้ดงันัน้เทคโนโลย ี
เซลลต์้นก าเนิดชนิดพูลโิพเทน้ส์ (induced pluripotent stem cell) โดยอาศยัเซลลอ์ื่นๆทีม่คีวามจ าเพาะ 
(specialized cell) เหนี่ยวน าใหเ้ป็นเซลลต์้นก าเนิดทีม่คีุณสมบตัเิช่นเดยีวกบัเซลลต์้นก าเนิดระยะคพัภะ 
(embryonic stem cell) เพื่อหวงัผลให้มกีารเหนี่ยวน าให้เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์สืบพนัธุ์ได้ โดยที่
เทคนิคผลิต induced pluripotent stem cell นัน้เริ่มจากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) แต่ได้ผลที่
ค่อนขา้งต ่า (0.25-0.99%, Teotia et al., 2015) ดงันัน้งานวจิยันี้จงึมคีวามสนใจในการใช้เซอโทลเีซลล์ 
(Sertoli cell) ซึ่งมรีายงานการแสดงออกของยนีที่มคีวามใกล้เคยีงกบัระยะคพัภะ (pluripotent gene) 
(Goel et al., 2008) 
 วตัถุประสงค์ของการด าเนินการวจิยัในโครงการ การสรา้งเซลล์ไลน์ชนิดเซอโทลเีซลล์และการ
เปลีย่นแปลงใหเ้ป็นเซลลต์น้ก าเนิดชนิดพลูโิพเทน้สใ์นแมวบา้น ประกอบดว้ย ดงันี้ 
 1. เพื่อต้องการศกึษาถงึปัจจยัที่มผีลต่อการเซลล์ไลน์ชนิดเซอโทลเีซลล์ (Sertoli cell) ในแมว
บา้นได ้
 2. เพื่อตอ้งการศกึษาและเปรยีบเทยีบอตัราความส าเรจ็ของการ reprograming ระหว่างเซลลไ์ฟ
โบรบลาสต ์(fibroblast) และเซอโทลเีซลล ์
 3. เพื่อต้องการสร้างเซลล์ไลน์เซอโทลเีซลล์ในแมวบ้านและสร้างกลุ่มเซลล์ที่มคีวามสามารถ
เจรญิไปเป็นกลุ่มเซลลไ์พรมอเดยีล เจมิเซลล ์(Primordial germ cell) 
 4. เพื่อตอ้งการขยายความรว่มมอืของงานวจิยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศใหเ้ขม้แขง็ได้ 
 การด าเนินงานวจิยัในโครงการนี้ แบ่งไดอ้อกเป็น 2 การศกึษาหลกัๆ ดงันี้ 

ก า ร ศึ ก ษ า ที่  1 Establishment of cat Sertoli cell lineage by starvation method and 
immortalization มวีตัถุประสงค์ย่อยในการ สร้างเซลล์ไลน์จากเซลล์เซอโทลใีนแมวบ้าน และท าการ
เปรยีบเทยีบความสามารถของวธิ ีstarvation เทยีบกบั TERT overexpression รวมถงึการวเิคราะห์ถงึ
คุณสมบตัใินเชงิการท างานของ เซลลไ์ลน์จากเซลลเ์ซอโทล ี 

ก า รศึกษ าที่  2 Reprograming efficiency of harvested cell types and differentiation into 
germ cell lineage of domestic cat  มวีตัถุประสงค์ย่อยในการประเมนิประสิทธภิาพของขัน้ตอน
การ reprograming ระหว่างเซลล์แต่ละชนิด และการศึกษาความสามารถและความเป็นไปได้ในการ
กระตุน้กระบวนการ differentiation ใหก้ลายเป็นเซลลใ์นเนื้อเยือ่สามชัน้ของระยะคพัภะได้ 
 



 
 

ผลการทดลอง 
 

(1) วตัถุประสงคข์องโครงการ 
วตัถุประสงคข์องการด าเนินการวจิยัในโครงการ การสรา้งเซลลไ์ลน์ชนิดเซอโทลเีซลลแ์ละการ
เปลีย่นแปลงใหเ้ป็นเซลลต์น้ก าเนิดชนิดพลูโิพเทน้สใ์นแมวบา้น ประกอบดว้ย ดงันี้ 
 1. เพื่อตอ้งการศกึษาถงึปัจจยัทีม่ผีลต่อการเซลลไ์ลน์ชนิดเซอโทลเีซลล์ (Sertoli cell) ในแมว
บา้นได ้
 2. เพื่อตอ้งการศกึษาและเปรยีบเทยีบอตัราความส าเรจ็ของการ reprograming ระหว่างเซลลไ์ฟ
โบรบลาสต ์(fibroblast) และเซอโทลเีซลล ์
 3. เพื่อตอ้งการสรา้งเซลลไ์ลน์เซอโทลเีซลลใ์นแมวบา้นและสรา้งกลุ่มเซลลท์ีม่คีวามสามารถ
เจรญิไปเป็นกลุ่มเซลลไ์พรมอเดยีล เจมิเซลล ์(Primordial germ cell) 
 4. เพื่อตอ้งการขยายความร่วมมอืของงานวจิยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศใหเ้ขม้แขง็ได้ 
 
(2) การด าเนินงานวจิยัตามวตัถุประสงคใ์นรอบปีทีผ่่านมา 
 
การเกบ็ตวัอย่าง 
 เบื้องต้นได้ด าเนินการเก็บตวัอย่างจากแมวเพศผู้ที่มาท าหมนัตามปกติในโรงพยาบาลสตัว์ 
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์และโรงพยาบาลสตัวเ์ลก็ จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 2 กลุ่มคอื 
 1. แมวก่อนเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ3-6 เดอืน)  
 2. แมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ1-3 ปี)  
 โดยท าการเก็บตวัอย่างแช่ใน irrigated saline ส าหรบัการขนส่งตวัอย่างมายงัห้องปฏบิตัิการ 
จากนัน้ท าการแยกตวัอยา่งต่อไป 
 
การศึกษาลกัษณะทางจลุกายวิภาคและการแสดงออกของโปรตีน 
 น าอณัฑะข้างหนึ่งของแมว เข้าสู่วยัเจรญิพนัธุ์ (อายุ 1-3 ปี) จ านวน 6 ตวั ท าการตดัเยื่อหุ้ม
อัณฑะ (vaginal tunic) และท าการตรึงสภาพในสารละลาย 4%(v/v) paraformaldehyde in distrilled 
water ประมาณ 24-48 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิห้อง จากนัน้ท าการเเช่ตัวอย่างในสารละลายบัฟเฟอร์  
phosphate buffered saline (PBS) เพื่อรอการท าการศกึษาลกัษณะทางจุลกายวภิาคและการแสดงออก
ของโปรตนีต่าง ๆ ต่อเซลลอ์ณัฑะชนิดต่าง ๆ จากนัน้ท าการตดัชิน้เนื้อ แลว้ลงแม่พมิพเ์พื่อท า paraffin 
block แล้วท าการตัดตัวอย่างความหนา 4 ไมครอน ลงบนสไลด์ที่มกีารเคลือบด้วยสารเคม ี silane 
เรยีบรอ้ยแลว้ ทุกตวัอย่างจะน าไปยอ้มส ีดว้ย conventional hematoxylin and eosin เพื่อท าการศกึษา
ลักษณะทางจุลกายวิภาค และท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนต่าง ๆ ด้วยวิธีทาง 
immunohistochemistry (IHC) โดยมขีัน้ตอนดงันี้ 
 1. Deparaffinization ดว้ยการจุม่ xylene จ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี 



 
 

2. Rehydration ดว้ยการจุม่ gradient concentrations of ethanol (ตามล าดบั) 
โดยเริม่จาก absolute ethanol จ านวน 1 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี
95% ethanol จ านวน 1 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี
70% ethanol จ านวน 1 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี
50% ethanol จ านวน 1 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี

จากนัน้ท าการแช่ PBS จ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี
3. Antigen retrieving process, Blocking endogenous peroxidase enzymes and non-specific 

และ Primary antibody incubation ซึง่ไดท้ าการศกึษา preliminary study ถงึขัน้ตอนและวธิกีารดว้ยวธิี
ต่าง ๆ จนไดว้ธิกีารดงันี้ 

 
Vimentin (positive marker for Sertoli cell) 

Antigen retrieving process: ใช้ความรอ้นด้วยอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
ดว้ยสารละลาย citric acid buffer (pH = 6.0) ทีผ่สม 0.02% (v/v) Tween-20 

Blocking endogenous peroxidase enzymes and non-specific: ใ ช้ ส า ร ล ะ ล า ย  1% (v/v) 
hydrogen peroxide in methanol 15 นาท ีอุณหภมูหิอ้ง และ 2% (w/v) BSA in PBS เป็นเวลา 15 นาท ี

Primary antibody incubation: บ่มแอนตบีอดใีช ้mouse monoclonal anti-vimentin (1:200) 37 
องศาเซลเซียส 60 นาที จากนั ้นท าการบ่มด้วย Dako REALTMEnVisionTMdetection system ที่
อุณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 45 นาท ีแลว้แช่ในสารละลาย DAB และยอ้มส ีMayer’s hematoxylin 
 
การแยกเซลลอ์ณัฑะของแมว 
 อณัฑะแมวอกีขา้งน ามาท าการย่อยให้ได้ single testicular cell suspension ด้วยวธิ ีmodified 
2-step enzymatic digestion (Tiptanavattana et al., 2013)  
1. แมวก่อนเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ3-6 เดอืน)  
 2. แมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ1-3 ปี)  
เมื่อท าการตดัย่อยไดเ้ซลลเ์ดีย่วอณัฑะ น าไปท าการเพาะเลีย้งบนจานเพาะเลีย้งทีท่ าการเคลอืบผวิวสัดุ
จานเพาะเลีย้งดว้ยสารละลาย 0.1% gelatin in DW โดยใส่เซลลล์งไปดว้ยความเขม้ขน้ 2x105 เซลลต่์อ 
มล. ในน ้ายา 10% fetal bovine serum added FM โดยเลีย้งในตู้บ่มก๊าซ 5% CO2 in air ทีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ท าการดูดเซลลท์ีล่อยออกใหห้มดโดยการลา้งจานเพาะเลีย้ง
ดว้ย 37 องศาเซลเซยีส 3 รอบ 
 
การสร้างและเพาะเล้ียงเซลลไ์ลน์ของ Sertoli cell 

วิธีการ starvation technique ท าการเปลี่ยนน ้ ายาที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเพื่อส าหรบัการท า 
starvation method ด้วย 1% fetal bovine serum added FM เป็นระยะเวลา 14 วนั อย่างไรก็ตามเมื่อ



 
 

เซลลม์กีารเจรญิได ้100% confluence ของจานเพาะเลีย้ง จะมกีารท า passaging ดว้ย 0.25% trypsin-
EDTA ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีโดยท าการการ passaging อยา่งต่อเนื่อง จนไดเ้ซลลไ์ลน์ 
วิธีการ SV40, TERT และ SV40+TERT transfection ใช้วิธี lentivirus medicated gene transfer ที่
ประกอบดว้ย VSV-G, gap-pol, REV และ TERT จากนัน้ ท าการ passaging อย่างต่อเนื่องจนไดเ้ซลล์
ไลน์ 
 
การตรวจสอบคณุสมบติัเซลลไ์ลน์ของ Sertoli cell 

- การตรวจรปูรา่งของเซลล ์Sertoli cell ผ่านกลอ้งจลุทรรศน์ 
- การแสดงออกของยนี ดว้ยวธิ ีconventional reverse transcriptase PCR ของยนีดงัต่อไปนี้ 

 
Germ cell marker 
1. DEAD-box helicase 4 (DDX4) 
2. GDNF family receptor alpha 1 (GFRA1) 
3. KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase (KIT) 
Sertoli cell marker 
1. Androgen receptor (AR)* 
2. Clusterin (CLU)* 
3. 3-Beta-hydroxysteroid dehydrogenase (HSD3B)* 
4. Occludin (OCLN)* 
5. Glial cell derived neurotrophic factor (GDNF)* 
6. Vimentin (VIM)* 
7. Luteinizing hormone receptor (LHR) 
8. KIT ligand (KITLG)* 
9. Leukemia inhibitory factor (LIF)* 
10. Epidermal growth factor (EGF)* 
11.Fibroblast growth factoe-2 ( FGF2)* 
Leydig cell marker 
1. Follicle stimulating hormone (FSHR) 

              * newly designs of target genes 
 

- Immunolocalization ดว้ย เทคนิค immunufluorescense ต่อ anti-vimentin 
น าเซลล ์Sertoli cell Passage ที ่5 และ 30 เพาะเลีย้งบนจานเพาะเลีย้งทีท่ าการเคลอืบผวิวสัดุ

กระจกสไลดบ์นจานเพาะเลีย้งดว้ยสารละลาย 0.1% gelatin in DW โดยใส่เซลลล์งไปดว้ยความเขม้ขน้ 
2x105 เซลล์ต่อ มล. ในน ้ายา 10% fetal bovine serum added FM โดยเลี้ยงในตู้บ่มก๊าซ 5% CO2 in 



 
 

air ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ตรึงสภาพในสารละลาย 4% (v/v) 
paraformaldehyde in distrilled water ประมาณ 24 ชัว่โมง ที่อุณหภูมหิ้อง Blocking non-specific: ใช้ 
2% (w/v) BSA in PBS เ ป็น เวลา  15 นาที Primary antibody incubation: บ่มแอนตีบอดีใช้  anti-
vimentin (1:100) 37 องศาเซลเซยีส 60 นาท ีSecondary antibody incubation: บ่มแอนตบีอด ี(1:100) 
37 องศาเซลเซยีส 60 นาท ีและ nuclear staining ดว้ย DAPI (1:200) 5 นาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 
  



 
 

(3) ผลงานวจิยัทีไ่ดร้บั 
อณัฑะของแมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ1-3 ปี) จ านวน 6 ตวั ไดผ้ลดงันี้ 

 ลกัษณะทางจุลกายวภิาค พบว่าอณัฑะมกีระบวนการ spermatogenesis ทีส่มบูรณ์ประกอบไป
ด้วย เซลล์ ดังต่อไปนี้  male germ cell (Spermatogonia, Spermatocytes, Spermatids) Sertoli cell 
และเซลลท์ีอ่ยูภ่ายนอก seminiferous tubule 
 ลกัษณะทางจุลกายวภิาคเมื่อท าการศกึษาการแสดงออกของโปรตนี vimentin พบว่า vimentin 
จะมกีารตดิสนี ้าตาลเฉพาะบรเิวณทีเ่ป็น cytoplasm ของ Sertoli cell โดยไมพ่บการ cross reaction กบั
เซลลอ์ื่น ๆ ภายใน seminiferous tubule 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่1 แสดงตวัอยา่งการศกึษาทางจลุกายวภิาคและการแสดงของโปรตนี vimentin ดว้ยเทคนิค IHC 

 
ท าการตดัยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ของแมวทัง้ 2 กลุ่ม 
1. แมวก่อนเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ3-6 เดอืน) จ านวน 2 ตวั 
2. แมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ1-3 ปี) จ านวน 6 ตวั 
 
 ผลที่ได้คอื สามารถแยกได้ single testicular cells ทัง้ 2 กลุ่ม แต่อย่างไรก็ตามพบว่า การตดั
ย่อยเซลลใ์นกลุ่ม แมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์จะค่อนขา้งแยกได ้ single seminiferous tubule ค่อนขา้งยาก



 
 

กว่า เป็นผลให ้step 1 ของ enzymatic digestion ของกลุ่มที ่1 ใชเ้วลาประมาณ 2 นาท ีไม่จ าเป็นต้อง
ใช ้DNAse I แต่ในขณะที ่ของกลุ่มที ่2 ใชเ้วลาประมาณ 10-15 นาท ีและจ าเป็นตอ้งใช ้DNAse I   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่2 แสดงตวัอยา่ง seminiferous tubule ทีค่วรแยกไดภ้ายหลงัจากการท า step 1 enzymatic 
digestion (บน) และ simgle testicular cells ควรแยกไดภ้ายหลงัจากการท า step 2 enzymatic 
digestion (กลาง) ภาพแสดง Sertoli cell ก่อนท าการเพาะเลีย้ง (ล่าง) 



 
 

วธิกีาร starvation technique 
1. แมวก่อนเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ์ (อายุ 3-6 เดอืน) จ านวน 2 ตวั ได้เซลล์ไลน์ จ านวน 2 ไลน์ ได้แก่ T3 
และ T4 ไดท้ีม่ากกว่า 50 passage 
 
 

Number of passage (% cell line obtained) 

≤ 5 6 -10 11 -15 16 - 20 21 - 25 26 - 30 > 30 

Neonatal 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 

 
 
2. แมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์(อาย ุ1-3 ปี) ไดผ้ลการทดลองดงันี้  
 
 

Number of passage (% cell line obtained) 

≤ 5 6 -10 11 -15 16 - 20 21 - 25 26 - 30 > 30 

Control  7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

SV40 7 (100%) 2(28.57%) 2(28.57%) 2(28.57%) 2(28.57%) 2(28.57%) 2(28.57%) 

SV40 + 
TERT 

7 (100%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 

TERT 7 (100%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 1(14.29%) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่3 แสดงตวัอยา่ง ลกัษณะรปูรา่งของ Sertoli cell line passage ที ่4 ของ T3 (ซา้ย) และ T4 (ขวา) 
- การตรวจรปูรา่งของเซลล ์Sertoli cell ผ่านกลอ้งจลุทรรศน์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่4 แสดงลกัษณะรปูร่างของ Sertoli cell line 



 
 

 
เซลล์มรีูปร่าง spindle shape และมจี านวนนิวคลโีอลสัประมาณ 1-2 อนัต่อเซลล์ อย่างชดัเจน และมี
ลกัษณะของ fat droplet ทีต่ าแหน่งของไซโตพลาสมของเซลล ์

 
- การแสดงออกของยนี ดว้ยวธิ ีconventional reverse transcriptase PCR  

โดยได้ท าการออกแบบ primer ส าหรับใช้ในโครงการด้วยโปรแกรม  Primer-Blast ได้
รายละเอยีดดงันี้ 

 

 
 

 



 
 

 



 
 

 
 



 
 

 



 
 

 
และได้มกีารทดลองท าในเซลล์ไลน์บางส่วนได้แก่ T3 และท าการเปรียบเทียบกับ positive 

control คอื adult testis ไดผ้ลดงันี้ เซลล ์T3 พบการแสดงออกของยนี Vimentin, CLU, OCLN, FSHR, 
GDNF, AR, LIF, EGF, FGF2 และ KITLG ดงัภาพ 
 



 
 

 

 
รปูที ่5 แสดงการแสดงออกยนีต่างๆ ของเซลลไ์ลน์ T3 



 
 

- Immunolocalization ดว้ย เทคนิค immunufluorescense ต่อ anti-vimentin ท าการยอ้มสเีซลล ์Sertoli 
cell T3 และ T4 

 
รปูที ่6 แสดงการยอ้มตดิส ีvimentin ของเซลลไ์ลน์ T3 



 
 

 
รปูที ่7 แสดงการยอ้มตดิส ีvimentin ของเซลลไ์ลน์ T4 

 
 



 
 

    - การตรวจคุณสมบตั ิphagocytic activity 
   พบว่าเซลลไ์ลน์ทัง้หมดทีไ่ดม้คีุณสมบตัใินการเกบ็กนิ fluorescent beads ไดด้ ีดงัรปู 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่8 แสดงการเกบ็กนิ fluorescent beads ของเซลลไ์ลน์ Neonatal และ 6SV40 



 
 

 
 

 
รปูที ่9 แสดงการเกบ็กนิ fluorescent beads ของเซลลไ์ลน์ 7SV40 และ SVT 



 
 

 

 
   รปูที ่10 แสดงการเกบ็กนิ fluorescent beads ของเซลลไ์ลน์ T1 
 
- Hormonal assay 
 มกีารตรวจวดัระดบัปรมิาณการสร้างฮอรโ์มนเอสตร้าไดออล (Estradiols) เมื่อท าการกระตุ้นด้วย 
การใส่ฮอรโ์มนโปรเจสเตอโรน (progesterone) และ ฮอรโ์มนรคีอมบเิน้นท์ฮวิแมนเอฟเอสเอช (rhFSH) 
พบว่า สามารถสรา้งปรมิาณระดบัฮอรโ์มนเอสตรา้ไดออล ได ้1.49 พโิคกรมัต่อมลิลลิติร เมือ่เทยีบกบักลุ่ม
ควบคุม 
 
- การสรา้งเซลลต์น้ก าเนิดอนิดิว้พลูโิพเทน้สจ์ากเซลลไ์ลน์เซอโทล ี(Sertoli cell derived induced 
pluripotent stem cell) 
 ในเบือ้งตน้ไดม้กีารทดสอบการเปลีย่นแปลงเซลลใ์หเ้ป็น เซลลต์น้ก าเนิดอนิดิว้พลูโิพเทน้สจ์ากเซลล์
ไลน์เซอโทล ีในเซลล์ไลน์ T3 ของ neonatal ได้ผลคอื ได้กลุ่มเซลล์ที่เป็น primary iPS cell ทัง้หมด 16 
ไลน์ และมกีารตรวจสอบคุณสมบตัิบางไลน์ในเบื้องต้นด้วยการดูภาพ morphology, oct-4 staining และ 
alkaline phosphatase activity (pluripotent screening test) ไดผ้ลดงัภาพ 
 
 



 
 

 
รปูที ่11 กลุ่มเซลลท์ีเ่ป็นอนิดิว้พูลโิพเทน้สจ์ากเซลลไ์ลน์เซอโทล ีโดยมลีกัษณะรปูร่างใกลเ้คยีงกบัเซลล ์
embryonic stem cell ซึ่งมลีกัษณะมขีอบเขตชดัเจน โคโลนียกตวัขึน้ มลีกัษณะหลายนิวคลโีอลสัใน 1 
นิวเคลียส (บน) และการย้อมติดสี alkaline phosphatase (แดง) ของกลุ่มเซลล์ที่มีการสุ่มขึ้นมา
ท าการศกึษา 



 
 

 

 
 

รปูที ่12 กลุ่มเซลลท์ีเ่ป็นอนิดิว้พลูโิพเทน้สจ์ากเซลลไ์ลน์เซอโทลมีกีารยอ้มตดิส ีoct-4 (เขยีว) ซึง่จะพบ
การแสดงออกของโปรตนีน้ีในกลุ่มเซลลท์ีม่คีุณสมบตั ิpluripotency 

 
  



 
 

 
 

รปูที ่13 กลุ่มเซลลท์ีเ่ป็นอนิดิว้พลูโิพเทน้สจ์ากเซลลไ์ลน์เซอโทลมีกีารยอ้มตดิส ีalkaline phosphatase 
(แดง) ซึง่จะพบการแสดงออกของโปรตนีนี้ในกลุ่มเซลลท์ีม่คีุณสมบตั ิpluripotency 

 
  



 
 

สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง และข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
 

ผลการด าเนินงานวจิยัในรอบ 1 ปี มผีลโดยสรปุดงันี้ มกีารศกึษาอณัฑะของแมวเขา้สู่วยัเจรญิ
พนัธุ ์ (อาย ุ 1-3 ปี) จ านวน 6 ตวั ไดผ้ลดงันี้ลกัษณะทางจลุกายวภิาค พบว่าอณัฑะมกีระบวนการ 
spermatogenesis ทีส่มบรูณ์ ลกัษณะทางจลุกายวภิาคเมือ่ท าการศกึษาการแสดงออกของโปรตนี 
vimentin พบว่า vimentin จะมกีารตดิสนี ้าตาลเฉพาะบรเิวณทีเ่ป็น cytoplasm ของ Sertoli cell โดยไม่
พบการ cross reaction กบัเซลลอ์ื่นๆภายใน seminiferous tubule ท าการตดัยอ่ยอณัฑะดว้ยเอนไซม์
ของแมวและสามารถแยกได ้single testicular cells ทัง้ 2 กลุ่ม และผ่านวธิกีาร starvation technique ได้
แมวก่อนเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์ (อาย ุ3-6 เดอืน) จ านวน 2 ตวั ไดเ้ซลลไ์ลน์ จ านวน 2 ไลน์ ไดแ้ก่ T3 และ 
T4 และไดเ้ซลลไ์ลน์จากแมวเขา้สู่วยัเจรญิพนัธุ ์จ านวน 4 เซลลไ์ลน์ จากวธิกีาร transfection ดว้ย SV40 
(2 เซลลไ์ลน์), TERT (1 เซลลไ์ลน์) และ SV40+TERT (1 เซลลไ์ลน์) ซึง่เซลล ์ทัง้หมดไดร้บัการตรวจ
คุณสมบตั ิทัง้รปูร่างทีม่คีวามคลา้ยคลงึกบั primary Sertoli cell การแสดงออกของยนีและ mRNA ต่อยนี
ทีจ่ าเพาะต่อเซลลเ์ซอโทลทีัง้ในแงโ่ครงสรา้งและการผลติสารและฮอรโ์มนส าคญัทีเ่ป็นบวก และใหผ้ลลบ
ต่อยนีและ mRNA ของเซลลส์บืพนัธุแ์ละเซลลเ์ลยด์กิ (Leydig cell) รวมถึงมีการแสดงออกท่ีเป็นบวกต่อ
โปรตีน vimentin ซ่ึงถือเป็นโปรตีนท่ีค่อนขา้งจ าเพาะกบัเซลลเ์ซอร์โทลี ในการตรวจสอบในดา้นการท างาน
พบวา่เซลลไ์ลน์ท่ีดืทั้งหมดใหผ้ลค่อนขา้งดีคือ มีลกัษณะของ phagocytic activity ท่ีชดัเจน โดยการกินเมด็
สีเขา้ไปเก็บในไซโตพลาสม และมีการผลิตฮอร์โมนเอสตร้าไดออลไดเ้ม่ือท าการกระตุน้   
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Introduction

Sertoli cell is a supporting cell type which located in the 
seminiferous tubule and interacts with the all types of male germ cells via 
anatomy and physiology (Fig. 1). They plays a crucial role in the 
regulation of proliferation phase of spermatogenesis. Our previous study 
presented the relationship between the in vitro cat SSCs (spermatogonial
stem cell) and Sertoli feeder cells to maintain their activity (1). According 
to the phase of gonocyte/SSC transition (G/SSC) is enriched the SSC 
population in cat (2). Therefore, the objective of this study would like to 
focus at the function of Sertoli cell line derived from cat entering the 
G/SSC age (4-6 month of age).

Materials and methods

The testes from a castrated cat (4 month 
of age) were decapsulated and dissociated for single 
cell isolation(1). The Sertoli cell were purified and 
enriched by modified starvation technique and 
continuously passaged to passage 50th (3). 

The cell line was characterized by 
Ø Morphology
Ø Immunofluorescence of vimentin expression 
Ø RT-PCR for Sertoli cell characterization
Ø Phagocytic activity with Fluoresbrite plain 

Calibration Grade 6.0 micron YG Microspheres
Ø Challenge of oestradiol production 

Results and discussion

The Sertoli cell line has the distinct spindle morphology as 
previous study with prominent nucleoli and fat droplets in cytosol (3) 
(Fig. 2). Moreover, the cells presented vimentin in the cytoplasm (Fig. 3) 
and also expressed the mRNA of Vimentin, CLU, OCLN and FSHR without 
the mRNA of LHR, HSD3B and DDX4 expressions. 

For the functional activity of Sertoli cell line, the numerous of 
fluorescent beads were engulfed by immortalized Sertoli cells (Fig. 4) 
that indicated the high phagocytic activity of theirs (3). The Sertoli cell 
line at Passage 1st, 4th, 23rd and 50th also expressed mRNA of GDNF, AR, 
LIF, EGF, FGF2 and KITLG genes as the Sertoli-produced important 
factors. To detection the level of estrogen production, the cat Sertoli 
cells produced the oestradiol level to 1.49 pg/ml after challenge with 
progesterone. 

Fig. 1: Complete spermatogenesis in cat, Sertoli cells 
(arrow head) reside in seminiferous tubule.

Fig. 2: Morphology of cultured 
Sertoli cell  line of 50th passage

Fig. 3: Vimentin (red) expressed 
cultured Sertoli cell

Fig. 4: Immortalized Sertoli cell line reveal the phagocytic 
activity with bead engulfment Summary

Sertoli cell line from cat present the morphological and functional of true Sertoli cells and they have 
the ability to secrete the vital factors for SSC maintenance. 
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