
 

1.บทน ำ 
                                       น                                                   

                                                                                                             
          น                                                                                       

            I       P                                                                           
โ                                                  P                                              2 

                                                 E                                              (Somatic 

stem cell)                                                                                              
 ฎ                                                                                                  

                                                                                                       

                                                                                                        
                                                                                                            

                                                                                                                     

                                                                                                 

                                                                                                  
  

2. ำ ทบท น        ท             
                                                  3                                    (amnion) 

                                                                                                          
                                                                                    ก่              

                                                                                                 
                                                                                                       
                                                                                               ectoderm 
mesoderm                                                            pluripotent เช่น embryonal 
carcinoma                                                                                     S        
1976)                                                 gastrulation                             
                                          gastrulation                                     
                                                                                                   
                                                                                                        
              

                              น ้าคร ้า มีลักษณ                                                       
                                                                                ะ              
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                     MHC class I antigen    ต ้า     A            19 1; S                  199    
                                                                                                    
                                                                                 (neurotransmitter)      
                                                E         S           199  ; K                        
                                                                                                    
                        multipotency                                                          
epiblast                                                                                      
multipotency                      ะ                                               R               
2003 ; Kogler            4 ; F                  4 ; Takahashi            4                
                                   K                 4                                             
                              ( Romanov            4)                T                4  

                                                                                           
        ตั งต้น(progenitor)                                                                               

                                                                                                          

                                                                                                       

                                                                                                      

                                                                                                   

                                                                                                           

                                                                                                   

                                        
 

3.                           
3.1.  ำ           น  ำ น   ำ ผน     น  ำ    ำ น     

                                                                                                   

                     นท้า                                                                           
                           phosphate buffer saline          Ca+     M + [PBS(-)]                            
                     4                                                                          
                                                                         ด้วยเอนไซม์ Trypsin (Sigma)  
                                                                                                         
                                    P S -                                                                   
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                                     ยา  PBS (-)                                      S      U S A   
                             I  S      U S A                                                                

                                     1             E TA          P S -                                

                             1                                                                            
                                                                T                                

                                                                                               0.05% trypsin 
         P S -                                                          4       600                       
37                                         เก็บ                                -1                    
         ส่วน                                       น ้าส่วนใส                                          
U.S.A.)                                                                                                 
                                                         1                                            

                                                                       alpha modified Eagl ’  
medium (αMEM, Invitrogen, U.S.A.) + 10% fetal bovine serum (FBS, Invitrogen, U.S.A.) + 10 ng/ml 
epidermal growth factor (EGF, Sigma, U.S.A.) + 1% antibiotic solution (Penicillin + Streptomycin) 
                                                                                                                 
        
                                                               N                            

50,000                                  αMEM + 10% FBS + 10 ng/ml epidermal growth factor (EGF) + 1% 
antibiotic solution                                                 5% CO2 in air                           
                                 9                                                            (passage) 
                          0.25% trypsin/EDTA          PBS(-)                                               
     25 ตารางเซนติเมตร (Nunc, Denmark)                                                 5% CO2 in air 
                                                            9                            
                                                                         3 จึง                     αMEM + 30% 
FBS + 10% DMSO (Sigma, U.S.A.)                           
 
3.2. ำ       บ     บ       ำ  ป น       น  ำ น           Immunocytochemistry analysis 

                                                                                                      

                                                                                               
antigen                                     specific antibody     OCT-4, SOX-2, SSEA-3, SSEA-4, TRA1-60, 
    TRA1- 1  M                                                                                    4  
P        -                                                                 T       -1      P S 
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         1                                      1                            P S                         
                                                                            -                              
                                  P S           SA          1                 4                            
                                                        P S           SA                                  
                         P S                                       DAPI                            
                                                                                               
                                                           
 
3.3.  ำ   น    น ำ          น  ำ น   ำ ผน     น  ำ    ำ น          ป น       บ  

        ต้นก้าเนิดจากผนัง                passage     4                              4-well dish       
           1-1.3 x 104                                                                 I     ’  M        
        ’  M       IM M  +       ml EGF +  10 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF)            

               2                                                             2                           
                                                   IM M +                                    HGF  + 1  
ng/ml bFGF     0.61 g/l nicotinamide          7                           2                                

                                                                                      IM M +          
           M  OSM  + 1                                   ITS                         14               1 
 
 
 

 Pre-induction step Induction step Maturation step 

Culture medium IMDM ,                                 
20 ng/ml EGF,             
10 ng/ml bFGF  

IMDM,                                         
20 ng/ml HGF,                 
10 ng/ml bFGF,                       
0.61 g/l nicotinamide  

IMDM,                                    
20 ng/ml OSM,                          
1 µmol/l Dex,                             
50 mg/ml ITS  

PCR AFP, ALB, TAT, 
CYP2B6 

AFP, ALB, TAT, 
CYP2B6 

AFP, ALB, TAT, 
CYP2B6 

Immunocytochemistr
y (ICC) 

AFP, ALB, 
C/EBPA, CK18  

AFP, ALB, C/EBPA, 
CK18 

AFP, ALB, C/EBPA, 
CK18 

 
  ปท   1                                                                        



5  
 

 

                                  3                                                                 
                                                                                                     
                                                                                                        
               –                                                       ELISA       
 
3.4.  ำ                        บท      ำ  ำ       น       น  ำ น   ำ ผน     น  ำ    ำ 

3.4.1. RT-PCR 
                                                                                                  

                                                                                               
                                                                                                      
                                         RT-P R        albumin (ALB) ,alpha-fetoprotein (AFP), tyrosine 
aminotransferase (TAT) และ Cytrochrome P2B6 (CYP2B6) 

 
3.4.2.   ำ      ป   นท              บ       บ       Immunocytochemistry analysis 
                                          intracellular                                 

                                                              AL   AFP              1    K1       
CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPA)                                                       4  
P        -                                                                T       -1      P S          
10                                     10% non immune goat serum    PBS                              non 
specific binding                                                                                       4 
                                                                                                   P S 
          SA                                                           P S                               
         API                                                 

 
3.4.3.  ำ                       ELISA 
ELISA                       ELISA            9           H     A       ELISA Q            

K    F      9     S                    -P                                                                 
49               microplate reader 
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4. ผ  ำ       
1.         ท             น  ำ    ำ น             บ   บำ ป   ำ    ำ       บ       น  ำ น        น 
                                                                                                   
                       (AE2-AE8)                                                      7                   
                                                  immunocytochemistry [เนื องจาก          AE1 
                                                                          ]             1                
                                                                           AE   AE              AE4             
AE5, AE6, AE7(       4      AE                                                                      

                                  O T-4     SO -                               SSEA-3, SSEA-4, 
TRA-1-60     TRA-1- 1                                                                               

                                                                                                         
                                                                                                      

                                                                                                   

                                                                                                        
                                                                                                         
(                                                                                                     
(                   
                            AE4                 ของโ                                                 
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 ำ ำ ท   1                                                                                                 
                          immunocytochemistry 
 

Cell lines OCT-4 SOX-2 SSEA-3 SSEA-4 TRA 1-60 TRA 1-81 

AE2  - - - + - + 

AE3 - - - + - - 

AE4 + + - + + + 

AE5 - - - + - - 

AE6 - - - - + + 

AE7 - - - + + + 

AE8 - - - + - + 
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  ปท   2                                                             AE      AE           
                               200 x 
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  ปท   3                                                             AE4          immunocytochemistry  
                                      200 x 
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   ปท   4                                                             AE   AE      AE                                                          

                               200 x 
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  ปท   5                                                             AE           immunocytochemistry  
                                      200 x 
 
2. ำ   น    น ำ       น  ำ น   ำ ผน     น  ำ    ำ น     ป น     ท                ำ        บ  

                                                                น ้าคร ้า 2                        

                                                                       AE      AE                    

                                                                                                           
       bFGF, HGF, dexamethasone, OSM, insulin-transferin-selenium                                 

                                                          alpha-             AFP              
(ALB) (             7)                                                                        (immature) 
                          mature)                                18 (CK18)                         
                                                                                   2      ) 
                                                                                                         
bFGF, HGF                                                                                           
                                        AFP                                                    
                                                                                              
                                                                                            
          

                                                                                                 
(maturation medium)                 1                       AFP                                
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  ำ ำ ท   2                                                                                           
                  AE2          immunocytochemistry 

 
Markers D7 D14 D21 

AFP +++ ++ + 
ALB ++++ +++ ++ 
CK18 - - - 

 
 
 
 ำ ำ ท   3                                                                                        

   AE3          immunocytochemistry  
 

Markers D7 D14 D21 
AFP +++ ++ + 
ALB +++ ++++ ++++ 
CK18 - - - 
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  ปท   6                    -             AFP                AL                                                                                
                                                   AE                          100 x  
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   ปท   7                    -             AFP                AL                                                                            
                                                         AE                          200 x 
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                                         cytokeratin 18 (CK18)                              
                                                                                                             
                                                                                                          
                          AE      AE                                                           
                           1                                                                              
                                                                                                
                                                                                                               
                                                                                         passage            
                       
                                                    1                                             ร ้า
ชุ                   AE4  AE      AE                                                               

                                                                                                  

         -fetoprotein (AFP), albumin (ALB), CK18        AAT                                   E PA   
                                                                                                 
                                          AFP     AL                                    

                                             4) 
 
 

 

               ำ ำ ท   4                                                                                 ำ 
                                                             AE4  AE      AE            immunocytochemistry 

 

Markers D7 D14 D21 

AFP +++ ++ + 

ALB +++ +++ +++ 

CK18 + + + 

C/EBPA ++ ++ ++ 
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               albumin                                                                    
                                                                                              
                                                                                                  
                    M                                                                                    
        ร ้า                                                                                           
                                        1    K1         E PA                                    
                                                                                                      
3                                                                                               
                                 AFP     AL            K18                         
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  ปท   8                    -             AFP            AL               1    K1       
CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPA)                                             

                      AE4                         100 x 

  ปท   9                    -             AFP            AL               1    K1       
CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPA)                                              

                      AE                          100 x 
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  ปท   10                    -             AFP            AL               1    K1       
CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPA)                            ต้นก้าเนิดจากผนัง 
                      AE                          100 x 
 
3.                                                                                              
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
                                                                                                        

RT-PCR        4            albumin (ALB), alpha-fetoprotein (AFP), CYP2B6     T        
aminotransferase (TAT)                                                                         
                                                              14       1                           
                                                                                                  
                                                                            1           ำ    
                                                                                           AL  
    AFP                                  2           TAT     CYP2B6                               
                                                                  A                                      
                                                                                                (รูปที  11) 
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  ปท   11                                        1                                         
                                                                    RT-PCR 
 
4.     ท                ำ        บ ำ ำ     ำ    บ   น (albumin) 

                                                                                                  
                  A               1      1                                                      
          AE      AE                           1   9     1 4                                         
                                                           AE4  AE   AE                   AE        
                                                                                        14         
                                                                                         AE            
      Albumin                                                                                              
                                       A                   ส่วนในรายของเซลล์ต้นก้าเนิดจากผนังถุง
น ้าคร ้า ที ไม่ได้รับการเหนี ยวน้า ซึ งใช้เป็นตัวควบคุม พบว่าเซลล์ไม่สามารถสร้าง และหลั ง Albumin ออกมาใน
น ้ายาเลี ยงเซลล์ตลอดระยะเวลาที เลี ยงควบคู่ไปกับการเหนี ยวน้าให้เป็นเซลล์ตับ โดยตรวจไม่พบปริมาณ 
Albumin ทั งในระยะเริ มต้น (d0) และระยะสิ นสุดการทดลอง (d21)  
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  ปท   12        A                                                                                       (1) 
 
 

 
 

  ปท   13        A                                                                                       (2) 
เปรียบเทียบกันกับ ตัวควบคุม (CTRL) ซึ งได้แก่เซลล์ต้นก้าเนิดจากผนังถุงน ้าคร ้าที ไม่ได้รับการเหนี ยวน้าให้
เปลี ยนแปลงไปเป็นเซลล์ตับ 
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5.    ป ำ       ำ   ผ  
                                                                 ร ้า                                  

                                                                                                        

                                                                                                        
AFP     AL                    AL                                                                 

                                                                                                         

     (Miki, 2005)          ลล์                         ร ้าจ                                            

                                                                                                         

                                                                                                            

                                                                                                     

       
                                                                                                      

                                                                                                     

                                                                                           

                                                        K1                                          
                                                                                                   

                                                                                                       
                                  ก                                                                

                                                                                                            

                                                                                                 
(Takahashi, 2004)                                                                                        
                                                                การ aging                           
                                                                                                 

                    4                                                                       CK18 
                                                                                              

                                                                                   นี ย         

                                                                                                             
                                                                                                   

                                                                                                 

                                                  CK 18 
                                                                RT-P R                            

                                AFP     ALB                   TAT       P                  2 
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                                                                                AL         กั     

            AL                                  I                                                          
                       A                                                                              
               น                            Q            P R                                     
                                                                              
                                   A                                                                     
                                    A                                                             
                                                                                                             2     
                                                                           14    1         ำ    
                                                                                                        
                                 ผล                                ตรวจสอบการ            
      A                                                                                              
  ง                                 A                                                             
           ในการทดลองครั งนี  ถึงแม้ว่าจะพบการแสดงออกต่อ Albumin ด้วยวิธี PCR และ ICC ในเซลล์ต้น
ก้าเนิดจากผนังถุงน ้าคร ้าที ไม่ได้รับการเหนี ยวน้าก็ตาม แต่ไม่พบการสร้างและหลั งโปรตีนดังกล่าวออกมาใน
น ้ายาเลี ยงเซลล์ตลอดระยะเวลาที ท้าการเลี ยงในกลุ่มที ไม่ได้รับการเหนี ยวน้าให้เปลี ยนแปลงไปเป็นเซลล์ตับ  
(กลุ่มควบคุม)  การที พบว่าเซลล์ที ได้รับการเหนี ยวน้า สามารถแสดงผลบวกต่อโปรตีน และยีนที ส้าคัญของ
เซลล์ตับ ร่วมกันกับการสร้าง และหลั ง Albumin ออกมาในน ้ายาเลี ยงเซลล์ได้ รวมไปถึงการที                
เท่านั น                                                                                                
                                                         โดยผลจากการศึกษาครั งนี พบว่าเซลล์ที ได้รับการ
เหนี ยวน้า สามารถสร้างและหลั ง Albumin ได้มากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมอย่างน้อยถึง 30 เท่า 
                                                                                ร ้ามี                       

                                                                                                        

                                                                                               

                       
 
6.   ปผ  ำ               น  น  
                                                                                                         
                                                                                                 

                   P R                       I                                                  
                                                                                               
                                              Q            P R                                       
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