
  

บทที ่ 1 

บทนํา 

 

ความสําคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย 

โรคเบาหวานนบัเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคญัทั้งในระดบัประเทศและระดบัโลก เน่ืองจากเป็น

โรคท่ีมีความรุนแรงและยากต่อการรักษา คาดว่าประชากรโลกจะมีความชุกของโรคเบาหวานเพิ่มข้ึนจาก 

221 ลา้นคน ในปี พ.ศ. 2553 เป็น 300 ลา้นคนในปี พ.ศ. 2568 (Zimmet et al., 2003) สําหรับประชากรไทย

พบวา่มีความชุกของโรคเบาหวานเท่ากบัร้อยละ 9.6 (ประมาณ 2.4 ลา้นคน) (Aekplakorn et al., 2003) 

โรคเบาหวานเป็นโรคท่ีมีสาเหตุมาจากความผิดปกติในการหลัง่ฮอร์โมนอินซูลินจากตบัอ่อนหรือ

ความผิดปกติในการออกฤทธ์ิของอินซูลิน หรือทั้งสองปัจจยัร่วมกนั จากสาเหตุดงักล่าวจะนาํไปสู่ภาวะ

ผิดปกติในการเผาผลาญพลงังานในร่างกาย โดยจะแสดงออกให้เห็นจากการมีภาวะนํ้ าตาลในเลือดสูง เม่ือ

เวลาผ่านไปจะนําไปสู่การเปล่ียนแปลงในโครงสร้างและการทาํงานของอวยัวะต่างๆ ได้แก่ ตา ไต 

เส้นประสาท หลอดเลือดและหัวใจ ซ่ึงถือเป็นภาวะแทรกซ้อนท่ีสําคญัของโรคเบาหวาน ทาํให้ส้ินเปลือง

งบประมาณเป็นจาํนวนมากสําหรับการรักษาโรคเบาหวาน การรักษาโรคเบาหวานจะมุ่งเน้นการรักษาเพื่อ

ลดระดบันํ้าตาลในเลือดใหใ้กลเ้คียงปกติและป้องกนัโรคแทรกซ้อนในระยะยาว ในการรักษาโรคเบาหวาน

นั้นมีหลักสําคัญคือการควบคุมอาหาร การออกกําลังกาย และการใช้ยา ซ่ึงการใช้ยาจะแบ่งเป็นชนิด

รับประทานและชนิดฉีด โดยการฉีดอินซูลินถือเป็นวิธีการรักษาหลกัในผูป่้วยเบาหวาน แต่พบวา่การใชย้า

รักษาโรคเบาหวานนั้นมีผลขา้งเคียงท่ีตอ้งพึงระวงัสาํหรับรักษาผูป่้วย 

วธีิการรักษาโดยการปลูกถ่ายเซลล์ตบัอ่อนจึงไดพ้ฒันาข้ึนมาเพื่อช่วยแกปั้ญหาของการรักษาโดยการ

ฉีดอินซูลิน วิธีน้ีถือว่าเป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดในปัจจุบนัสําหรับใช้รักษาผูป่้วยโรคเบาหวาน ซ่ึงผูป่้วยท่ีไดรั้บการ

ปลูกถ่ายเซลลต์บัอ่อนจะสามารถควบคุมระดบันํ้ าตาลกลูโคสในกระแสเลือดไดดี้ข้ึนโดยไม่ตอ้งพึ่งการฉีด

อินซูลินเขา้ทดแทนในร่างกาย แต่ขอ้จาํกดัของวิธีน้ีคือจาํนวนเซลล์ตบัอ่อนท่ีมีไม่มากเพียงพอสําหรับการ

ปลูกถ่ายและผูป่้วยมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้งใชย้ากดภูมิคุม้กนัอยา่งต่อเน่ืองเพื่อป้องกนัการต่อตา้นของร่างกาย 

ทีมนกัวจิยัในปัจจุบนัใหค้วามสนใจท่ีจะพฒันาการสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินจากเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อน

มนุษยไ์ดด้ว้ยวิธีการเปล่ียนสภาพของเซลล์ (Cellular differentiation) เน่ืองจากเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อน



  

มนุษยมี์ศกัยภาพสูงโดยแสดงคุณสมบติัท่ีสําคญัคือ สามารถแบ่งตวัไดโ้ดยไม่มีขีดจาํกดั และสามารถ

เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลลทุ์กชนิดท่ีพบในร่างกาย ทั้งน้ีนกัวิจยักลุ่มต่างๆไดร้ายงานการคน้พบวิธีการพฒันา

ให้เซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยเ์ปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ท่ีสามารถผลิตอินซูลินได ้โดยเซลล์ท่ีสร้าง

ข้ึนมาน้ีจะมีการแสดงออกของสัญลกัษณ์หรือเคร่ืองหมายต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัระยะการพฒันาของเซลล์ตบั

อ่อน และเซลล์เหล่าน้ียงัสามารถสร้างและหลัง่อินซูลินในการตอบสนองต่อระดบัความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล

กลูโคส (Assady et al., 2001; Baharvand et al., 2006b; Segev et al., 2004) แต่อยา่งไรก็ตาม วิธีการเปล่ียน

สภาพของเซลล์จากกลุ่มนกัวิจยัเหล่าน้ีมีการใช้อินซูลินเป็นส่วนประกอบของนํ้ าเล้ียงเซลล์ ดงันั้นเซลล์ท่ี

สร้างข้ึนมาจากวิธีเหล่าน้ีอาจดูดซับอินซูลินจากนํ้ าเล้ียงเซลล์เขา้ไปในเซลล์ (Rajagopal et al., 2003) 

นอกจากน้ีพบวา่เซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์นาํมาใชใ้นการทดลองจะมีการเพาะเล้ียงให้เพิ่มจาํนวน

โดยใช้เซลล์พี่เล้ียงท่ีเป็นเซลล์มาจากหนู ทาํให้มีโอกาสการปนเป้ือนกบัสารประกอบต่างๆจากสัตวไ์ด ้

(Mallon et al., 2006) จุดมุ่งหมายของการศึกษาน้ีคือพฒันาวิธีการเปล่ียนสภาพของเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวั

อ่อนมนุษยใ์หเ้ป็นเซลลท่ี์สามารถผลิตอินซูลินเพื่อนาํไปปลูกถ่ายรักษาโรคเบาหวานในหนูเมาส์ท่ีเหน่ียวนาํ

ให้เป็นเบาหวาน โดยหลีกเล่ียงการใช้อินซูลินเป็นส่วนประกอบของนํ้ าเล้ียงเซลล์และลดโอกาสการ

ปนเป้ือนของเซลลท่ี์สร้างข้ึนจากสารประกอบต่างๆจากสัตว ์

 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1. สร้างเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินจากเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยด์ว้ยวธีิการเปล่ียนสภาพของเซลล ์

2. ทดสอบความสามารถของเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ในการรักษาโรคเบาหวานโดย 

    ทดสอบในหนูเมาส์ท่ีเหน่ียวนาํใหเ้ป็นเบาหวาน 

 

ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย 

            1. ประสบผลสําเร็จในการพฒันาวิธีการสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินโดยการเปล่ียนสภาพเซลล์ลายตน้

กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยใ์หเ้ป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลิน 

             2. เซลล์ท่ีสร้างข้ึนสามารถนาํไปใช้เป็นแบบจาํลองเพื่อศึกษาหาแนวทางควบคุมระดบันํ้ าตาลใน

เลือดและป้องกนัไม่ใหโ้รคเบาหวานมีความรุนแรงเพิ่มข้ึน 

 

2 



4 

บทที ่ 2 

วธีิดําเนินการวจิัย 

 

การเลีย้งและขยายจํานวนเซลล์ลายต้นกาํเนิดตัวอ่อนมนุษย์ 

นาํเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ (H9) ซ่ึงไดม้าจาก WiCell Research Institute, USA มาเล้ียง

ร่วมกบัเซลลพ์ี่เล้ียงชนิดไฟโบรบลาสตท่ี์แยกไดจ้ากคน (HFF-1 cell line, ATCC, USA) โดยมี mitomycin-c 

เป็นสารยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ เซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยจ์ะเล้ียงในอาหารเล้ียง

เซลลท่ี์ประกอบดว้ย 79 % KO-DMEM, 20 % KO-SR, 1 %  non-essential amino acid , 1 mM                
L-glutamine,  0.1 mM β-mercaptoethanol, และ 5 ng/ml bFGF ในตูเ้พาะเล้ียงเซลลท่ี์มีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส, 4.5 %คาร์บอนไดออกไซด ์ และ 5 %ออกซิเจน  จากนั้นทาํการยา้ยเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อน

มนุษยไ์ปเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงอนัใหม่ (subculture) ทุกๆ 5 ถึง 7 วนั 

 

การเหน่ียวนําให้เกดิการเปลีย่นสภาพของเซลล์ลายต้นกาํเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

            โคโลนีของเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยจ์ะถูกตดัออกเป็นช้ินๆ ใหไ้ดข้นาดประมาณ 300 ไม

โครมิลลิเมตร จากนั้นนาํเซลลแ์ต่ละช้ินมาสร้างเป็น embryoid bodies (EBs) โดยวธีิ hanging drop (1 ช้ินต่อ 

ขนาดหยด 20 ไมโครมิลลิลิตร) นาน 2 วนัในอาหารเล้ียงเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์ไม่ไดเ้ติม bFGF  

ตามดว้ยการทาํการยา้ย EBs ไปเล้ียงต่อในจานเพาะเล้ียงเซลลช์นิด ultra low attachment ท่ีมีการเติม     

Activin A (100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในอาหารเล้ียงเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์ไม่ไดเ้ติม bFGF 

เป็นเวลา 5 วนั  จากนั้นนาํ EBs ประมาณ 30 ช้ิน ไปเล้ียงต่อในจานเพาะเล้ียงเซลลข์นาด 30 มิลลิเมตรท่ี

เคลือบผวิดว้ย 0.1 % gelatine ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลลป์ระกอบดว้ย KO-DMEM, 2 % B27 supplement,           

2 ng/ml bFGF, 20 ng/ml EGF, 100 ng/ml Noggin และ 10 ng/ml Betacellulin เป็นเวลา 14 วนั จากนั้น

เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลใ์หม่โดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลเ์หมือนกบัขั้นตอนท่ี 3 แต่ไม่มีการเติม bFGF  เป็นเวลา 

7 วนั ก่อนเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลใ์หม่โดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลท่ี์ประกอบดว้ย KO-DMEM, Nicotinamide, 

IGFII,  Betacellulin, HGF เป็นเวลา 9 วนั โดยทาํการ เซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 4.5 % คาร์บอนได 

ออกไซด ์ และ 5 % ออกซิเจน  และมีการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์กๆ 3 วนั นาํเซลลท่ี์สร้างข้ึนไปทดสอบ

เพื่อพิสูจน์วา่เป็นเซลลท่ี์สามารถผลิตอินซูลินได ้ โดยการยอ้มเซลลด์ว้ยวธีิอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์, ตรวจหา



  

การแสดงออกของยนีดว้ยวธีิเรียลไทมพ์ีซีอาร์, การยอ้มเซลลด์ว้ย Dithizone และทดสอบการหลัง่อินซูลิน

ตอบสนองต่อความเขม้ขน้ของระดบันํ้าตาลกลูโคส 

วธีิอมิมูโนฟลูออเรสเซนซ์ 

            ตรึงสภาพเซลลด์ว้ยพาราฟอร์มลัดีไฮด์ (4 เปอร์เซ็นตใ์น PBS) บล็อกเซลลด์ว้ย 3 % PBS ท่ีมี และ 

0.2 % Triton X-100  จากนั้นนาํเซลลไ์ปทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอด้ีตวัท่ี 1 โดยบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ทิ้งไวข้า้มคืน เม่ือครบกาํหนดเวลา ลา้งเซลลด์ว้ย PBS และนาํเซลลไ์ปทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอด้ี

ติดฉลากสารเรืองแสงตวัท่ี 2 โดยบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชัว่โมง นาํเซลลม์ายอ้มนิวเคลียสโดยใช ้4,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นาน 3 นาที จากนั้นใช ้ mounting media 

(VECTASHIELD, Vector Labs, Burlingame, CA) หยดลงบนเซลลแ์ละปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด ์ นาํ

สไลดท่ี์ไดไ้ปตรวจสอบการยอ้มโดยดูจากกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (Olympus American Inc. 

Melville, NY) แอนติบอด้ีตวัท่ี 1 มีดงัน้ี mouse anti-hNestin 1:100 (R&D Systems, MAB1259); guinea pig 

anti-insulin, 1:100 (Dako, A0564); rabbit anti-glucagon, 1:100 (Dako, A0565); mouse anti-human pro-

insulin c-peptide 1:100 (Chemicon, CBL94); mouse anti-somatostatin (Santa Cruz Biotechnology, SC-

25262) แอนติบอด้ีตวัท่ี 2 มีดงัน้ี  FITC-conjugated goat anti-mouse 1:100 (BD Pharmingen),                 

FITC-conjugated swine anti-rabbit (Dako) and Cy3-conjugated goat anti-mouse 1:100 (Jackson Immuno 

Research Labs) 

 

วธีิเรียลไทม์พซีีอาร์ 

            นาํเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยแ์ละเซลลท่ี์เหน่ียวนาํให้เกิดการเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ท่ีผลิต

อินซูลินในขั้นตอนต่างๆ มาสกดัใหไ้ดอ้าร์เอน็เอ โดยใชชุ้ดสกดั RT100 Total RNA Mini kit (Geneaid) 

อาร์เอ็นเอท่ีได้จะนาํไปวดัหาความเขม้ขน้โดยใช้ NanoDrop ND-100 Spectrophotometer (NanoDrop 

Technologies Inc.)  จากนั้นนาํอาร์เอ็นเอท่ีความเขม้ขน้ขนาด 50 ถึง 100 นาโนกรัม มาเขา้สู่ขั้นตอน reverse 

transcription เพื่อใหไ้ดค้อมพลีเมนตท์าร่ีดีเอน็เอ (cDNA) โดยใช ้cDNA Synthesis kit (Fermentas) 

ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบไปดว้ย cDNA, SYBR Green master mix (Applied Biosystems), 

forward primer และ reverse primer (ตารางท่ี 1) นาํหลอดท่ีมีส่วนผสม จากขอ้ 4 ไปทดสอบดว้ยเคร่ือง ABI 

7900HT real time PCR system (Applied Biosystems) จากนั้นวดัระดบัการแสดงออกของยีนโดยคาํนวณ

จากยนีควบคุมภายใน คือ GAPDH 
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ตารางที ่1  ลาํดบัเบสของไพรเมอร์และสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยาเรียลไทมพ์ีซีอาร์ 

 

ยนี ลาํดับเบสของไพรเมอร์ (5' ----> 3') 

อุณหภูมิ

ของ 

Annealing 

(°C) 

ขนาด

ช้ินส่วนของ

ยนีเป้าหมาย 

(bp) แหล่งอ้างองิ 

 

GAPDH F: AGC CAC ATC GCT CAG ACA CC 60 302 Yao et al., 2006 

 R: GTA CTC AGC GGC CAG CAT CG    

     

OCT4 F: GAGCAAAACCCGGAGGAGT  60 310 Yao et al., 2006 

 R: TTCTCTTTCGGGCCTGCAC    

     

Nestin F: CAGCTGGCGCACCTCAAGATG 55 208 Shim et al., 2007 

 R: AGGGAAGTTGGGCTCAGGACTGG    

     

Pdx1 F: CCC ATG GAT GAA GTC TAC C 58 262 

Seeberger et al., 

2006 

 R: GTC CTC CTC CTT TTT CCA C    

     

Hnf3β F: CCA CCA CCA ACC CCA CAA AAT G 60 294 

Baharvand  et al., 

2006a 

 R: TGC AAC ACC GTC TCC CCA AAG T    
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ตารางที ่1  (ต่อ) 

 

ยนี ลาํดับเบสของไพรเมอร์ (5' ----> 3') 

อุณหภูมิ

ของ 

Annealing 

(°C) 

ขนาด

ช้ินส่วนของ

ยนีป้าหมาย 

(bp) แหล่งอ้างองิ 
 

Ngn3 F: GGT AGA AAG GAT GAC GCC TC 58 313 

Seeberger et 

al., 2006 

 R: CCG AGT TGA GGT CGT GCA T    

     

NeuroD1 F: GCC CCA GGG TTA TGA GAC TAT CAC T 61 523 

Khoo et al., 

2005 

 R: CCG ACA GAG CCC AGA TGT AGT TCT T    

     

Pax6 F: CCG AGA GTA GCG ACT CCA G 64 239 
Segev  et al., 

2004 

 R: CTT CCG GTC TGC CCG TTC    

     

Nkx6.1 F: GTT CCT CCT CCT CCT CTT CCT C 53 381 

Segev et al., 

2004 

 R: AAG ATC TGC TGT CCG GAA AAA G    

     

GLUT2 F: AGGACTTCTGTGGACCTTATGTG 55 231 

Segev et al., 

2004 
 R: GTTCATGTCAAAAAGCAGGG    
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 1 

การย้อมเซลล์ด้วย Dithizone 

            ทาํการเตรียมสารตั้งตน้ Dithizone โดยละลาย Dithizone 50 มิลลิกรัม ใน dimethylsulfoxide 

(DMSO) 50 มิลลิลิตร และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส ก่อนทาํการยอ้มเซลล์ดว้ย Dithizone ให้นาํ

สารตั้งตน้ 20 ไมโครมิลลิลิตร มาละลายกบัอาหารเล้ียงเซลล ์1 มิลลิลิตร  นําเซลล์มาย ้อมกับสารละลาย 

Dithizone ดงัขอ้ท่ี 2 โดยบ่มไวท่ี้ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  จากนั้ นล้าง เซลล์ด้วย  Hank’s 

balanced salt solution (HBSS) นาํไปตรวจสอบการยอ้มโดยดูจากกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดตดัแสง (phase 

contrast) 

 

ทดสอบการหลัง่อนิซูลนิจากเซลล์ลายต้นกําเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่เหน่ียวนําให้เกิดการเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์

ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

            นาํเซลลท่ี์ไดจ้ากขั้นตอนสุดทา้ยของการเหน่ียวนาํเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยใ์ห้เปล่ียนสภาพ

เป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลิน มาลา้ง 2 คร้ังดว้ย Krebs-Ringer bicarbonate HEPES (KRBH) buffer  จ า ก นั้ น นํ า

เซลล์มาทดสอบกบั KRBH buffer ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคส 5, 20 หรือ 50 มิลลิโมลาร์ ตามลาํดบั 

โดยบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  เก็บสารละลายส่วนใสเพื่อนํามาทดสอบการหลั่ง

อินซูลินจากเซลล์ วดัระดบัความเขม้ขน้ของอินซูลินดว้ย insulin enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kit (Dako) 

 

การสร้างเยือ่หุ้มเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิโดยใช้สารละลายแอลจิเนท (Alginate) 

            นาํเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินมาผสมกบั 1.5 % สารละลายแอลจิเนท ท่ีมีความเขม้ขน้ของเซลล์เท่ากบั 

40,000 เซลลต่์อมิลลิลิตร ใชก้ระบอกฉีดยาดูดสารละลายเซลล์และปล่อยให้เป็นหยดๆผา่นเข็มฉีดยาลงไป

ใน สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (100 mM) ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรด์ (145 mM) และ MOPS     

(10 mM) นาํเซลล์ท่ีมีเยื่อหุ้มไปลา้งดว้ย buffer หลงัจากท่ีมีการสร้างรูปร่างของเยื่อหุ้มเซลล์ในสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด์ จากนั้นนาํเซลล์ท่ีมีเยื่อหุ้มไปเล้ียงต่อในอาหารเล้ียงเซลล์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

คาร์บอนไดออกไซด ์(4.5 %) และ ออกซิเจน (5 %) 
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 1 

ทดสอบการหลัง่อนิซูลนิจากเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิแบบมีเยือ่หุ้ม 

            นาํส่วนใสของอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใชเ้ล้ียงเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบมีเยื่อหุ้ม มาวดัระดบัความเขม้ขน้

ของอินซูลิน โดยทาํการเก็บส่วนใสในวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 ตามลาํดบั วดัระดบัความเขม้ขน้

ของอินซูลินดว้ย insulin enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Dako) 

 

ทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิในการรักษาโรคเบาหวาน 

            หนูเมาส์ท่ีนํามาใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีมีการควบคุมตามข้อกําหนดของคณะกรรมการด้าน

จรรยาบรรณและมาตรฐานการใชส้ัตวท์ดลอง สภาวิจยัแห่งชาติ และปฏิบติัการทดลองตามขอ้แนะนาํของ

คณะกรรมการกาํกบัดูแลการใชส้ัตวเ์พื่อการศึกษาวจิยั มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

นาํหนูเมาส์เพศผู ้อายุ 8 สัปดาห์ นํ้ าหนักตวัประมาณ 20 ถึง 30 กรัม มาเล้ียงในห้องเล้ียงท่ีมี

สภาพแวดลอ้มดงัน้ี อุณหภูมิในหอ้งเล้ียงควบคุมอยูท่ี่ 23 ถึง 25 องศาเซลเซียส แสงมีการควบคุม อตัราส่วน

ชัว่โมงแสงสวา่งกบัความมืด เป็น 12 ชัว่โมงต่อ 12 ชัว่โมง ให้อาหารและนํ้ าอยา่งเพียงพอต่อความตอ้งการ

ของสัตวใ์นแต่ละวนั 

เหน่ียวนาํให้เกิดโรคเบาหวานในหนูเมาส์ โดยการฉีด Streptozotocin (STZ; ขนาด 40 มิลลิกรัมต่อ

นํ้ าหนกัตวั 1 กิโลกรัม) เขา้ช่องทอ้งในหนูเมาส์ท่ีอดอาหารนาน 12 ชัว่โมง จากนั้นทาํการตรวจวดัระดบั

นํ้ าตาลในเลือดเพื่อยืนยนัภาวะการเป็นเบาหวานในหนูทดลอง หลงัจากฉีด STZ เป็นเวลา 7 วนั โดย

กาํหนดใหห้นูมีภาวะเบาหวานเม่ือมีระดบันํ้าตาลในเลือดหลงัอดอาหารสูงกวา่ 250 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร 

 ทาํการแบ่งหนูเบาหวานออกเป็น 3 กลุ่ม ดงัน้ี 

 กลุ่มท่ี 1: หนูเบาหวานกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน จาํนวน        

5 ตวั 

 กลุ่มท่ี 2: หนูเบาหวานท่ีได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีเยื่อหุ้ม จาํนวน     

5 ตวั 

 กลุ่มท่ี 3: หนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบมีเยือ่หุม้ จาํนวน 5 ตวั 

 โดยหนูทดลองจะไม่ได้รับการฉีดยากดภูมิคุ้มกันและมีการปลูกถ่ายเซลล์เป็นจาํนวน 

50,000 เซลล์ต่อตวั ในวนัท่ี 0, 14, 28 และ 42 การทดลองน้ี จะชัง่นํ้ าหนกัตวัของหนูทดลองก่อนทาํการ

ทดลองจนกระทัง่ส้ินสุดการทดลองทุกๆสัปดาห์ 
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ตรวจสอบหนูทดลองทีไ่ด้รับการปลูกถ่ายเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิแบบมีและไม่มีเยือ่หุ้ม 

หลังจากทาํการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยื่อหุ้มให้แก่หนูทดลอง จะทาํการ

ตรวจวดัระดบันํ้ าตาลในเลือดหลงัอดอาหาร ในหนูทดลองทั้ง 3 กลุ่ม ทุกๆ 14 วนั จนกระทัง่วนัท่ี 70 ของ

การทดลอง ดว้ยเคร่ืองวดั Accu-Chek Advantage II (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany)  

เม่ือส้ินสุดการทดลอง จะทาํวิธีการุณยฆาตหนูทดลองดว้ยวิธี Cervical dislocation นาํตวัอย่างเลือด

ของหนูทดลองมาป่ันแยกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 1,500 g นาน 10 นาที นาํซีร่ัมท่ีแยกไดม้า

ตรวจวดัระดบั blood urea nitrogen (BUN), creatinine, cholesterol, triglyceride, high-density lipoprotein 

(HDL) and low-density lipoprotein (LDL) ในเลือด คาํนวณหาค่า Atherogenic index (AI) จากสูตร 

(cholesterol-HDL)/HDL และคาํนวณหาอตัราส่วนของ HDL/cholesterol 

 

ทดสอบหาระดับของสารชักนําให้เกดิการอกัเสบในหนูทดลอง 

เม่ือส้ินสุดการทดลอง นาํซีร่ัมของหนูทดลองทั้ง 3 กลุ่ม ท่ีแยกไดม้าทดสอบหาระดบัของสารชกันาํ

ให้เกิดการอกัเสบ ชนิดอินเตอร์ลิวคินวนัเบตา้ (IL-1β) โดยใชว้ิธี enzyme immunoassay (Mouse IL-1β/IL-

1F2: Quantikine, R&D systems) ระดบัของไซโตไคน์ท่ีวดัไดจ้ะมีหน่วยเป็นพิโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

สถิติวเิคราะห์ 

ขอ้มูลของการทดลองในแต่ละกลุ่ม จะแสดงค่าเป็น Mean ± S.E.M และวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดย

ใช ้SPSS software package Version 11.5 

การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกลุ่มตวัอยา่ง 1 กลุ่ม ใช ้Paired-Samples T test 

การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกลุ่มตวัอยา่ง 3 กลุ่ม ใช ้One-way analysis of variance (ANOVA) และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหวา่งกลุ่มการทดลองดว้ยวธีิ Duncan 

กาํหนดใหมี้ค่าความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ี P < 0.05 
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บทที ่ 3 

ผลการวจิัยและผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

การเปลีย่นสภาพของเซลล์ลายต้นกาํเนิดตัวอ่อนมนุษย์ให้เป็นเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลิน 

การเปล่ียนสภาพจากเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(ภาพท่ี 1A) เพื่อให้ไดเ้ซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน จะ

เร่ิมตน้จากขั้นตอนการสร้าง embryoid bodies (EBs) เป็นเวลา 7 วนั (ภาพท่ี 1B) จากนั้นจะเหน่ียวนาํให้ EBs 

พฒันาไปเป็นเซลล์ในระยะต่างๆของการสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินโดยขั้นตอนแรกจะเหน่ียวนาํเซลล์ให้

พฒันาไปเป็น pancreatic endoderm เป็นเวลา 14 วนั ซ่ึงจะพบวา่ EBs เกาะลงบนพื้นผิวจานเพาะเล้ียงเซลล์

และมีเซลลเ์จริญออกมาจาก EBs (ภาพท่ี 1C) จากนั้นจะเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลเ์พื่อเหน่ียวนาํให้เซลล์พฒันา

ไปเป็น pancreatic endocrine เป็นเวลา 7 วนั (ภาพท่ี 1D) ในขั้นตอนสุดทา้ยจะเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์เพื่อ

เหน่ียวนาํให้เซลล์พฒันาไปเป็นเซลล์ท่ีสามารถผลิตอินซูลินได ้โดยใช้เวลา 18 วนั จะพบว่ามีกลุ่มเซลล์

ขนาดต่างๆเกิดข้ึนบนจานเพาะเล้ียงเซลล ์(ภาพท่ี 1E และ 1F) 
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ภาพที ่1  การเปล่ียนสภาพของเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยเ์ป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลิน 

(A) ลกัษณะของโคโลนีเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ 

(B) Embryoid bodies (EBs) 

(C) เซลลท่ี์มีการเปล่ียนสภาพเซลลใ์นวนัท่ี 21, วนัท่ี 28 (D) และ วนัท่ี 46 (E และ F)  

ความยาวเส้นสเกลบาร์ = 300 ไมโครเมตร (A); 100 ไมโครเมตร (B ถึง F) 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 

E F 
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การตรวจสอบเซลล์ลายต้นกําเนิดตัวอ่อนมนุษย์ทีเ่ปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

            เป็นขั้นตอนตรวจสอบว่าวิธีท่ีพฒันาข้ึนมาสามารถเหน่ียวนาํให้เซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย์

เปล่ียนสภาพเป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินได ้ นาํเซลลท่ี์ถูกเปล่ียนสภาพในวนัท่ี 7, 21, 28 และ 46 มาทดสอบการ

แสดงออกของยีนโดยวิธีเรียลไทมพ์ีซีอาร์ (ภาพท่ี 2 และ 3) จากผลการทดสอบพบวา่ pancreatic duodenal 

homeobox 1 (Pdx1) จะแสดงออกเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 28 และลดการแสดงออกในวนัท่ี 46 เซลล์ท่ีเปล่ียนสภาพ

ในวนัท่ี 21 จะมีการแสดงออกของ glucagon และ Neurogenine 3 (Ngn3) หลงัจากนั้นยีนทั้ง 2 ชนิดจะมีการ

แสดงออกลดลงไปตามขั้นตอนของการเปล่ียนสภาพเซลล,์ การแสดงออกของ Nestin, Hnf3β, Nkx6.1, Pax6 

จะเร่ิมแสดงออกตั้ งแต่วนัท่ี 7 และมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนตามขั้นตอนของการเปล่ียนสภาพเซลล์, 

somatostatin จะมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนตั้งแต่วนัท่ี 21 จนกระทัง่วนัท่ี 46 ของขั้นตอนการเปล่ียนสภาพเซลล์

,  neurogenic differentiation factor 1 (NeuroD1) จะมีการแสดงออกเฉพาะวนัท่ี 28 ในขณะท่ี insulin จะมี

การแสดงออกเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 46 ของการเปล่ียนสภาพเซลล์ ส่วน glucose transporter GLUT2 จะมีการ

แสดงออกเพิ่มข้ึนในระหวา่งวนัท่ี 21 ถึง 46 โดยจะมีการแสดงออกสูงท่ีสุดในวนัท่ี 46 

             เพื่อยืนยนัว่าเซลล์ท่ีสร้างข้ึนเป็นเซลล์ท่ีสามารถผลิตอินซูลินได ้จึงนาํเซลล์ท่ีถูกเปล่ียนสภาพใน

วนัท่ี 46 ไปทดสอบการยอ้มโปรตีนดว้ยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ (ภาพท่ี 4 ถึง 6) ผลการทดสอบพบว่า 

เซลล์จะมีการแสดงออกของโปรตีน C-peptide ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายของการสร้างอินซูลินไดภ้ายในเซลล ์

(ภาพท่ี 6A) เซลล์ในขั้นตอนน้ีจะมีการแสดงออกของโปรตีน glucagon (ภาพท่ี 5B และ 6B) และโปรตีน 

somatostatin (ภาพท่ี 5A) นอกจากน้ียงัพบวา่เซลล์ในขั้นตอนน้ีจะมีการแสดงออกของโปรตีน Nestin (ภาพ

ท่ี 4A)  

            จากนั้นนาํเซลล์ในขั้นตอนสุดทา้ยของการเปล่ียนสภาพเซลล์มาทดสอบการยอ้มดว้ย Dithizone ซ่ึง 

Dithizone น้ีเป็น zinc-chelating agent ท่ีสามารถเลือกยอ้มติดเฉพาะเซลล์ตบัอ่อนชนิดเบตา้ ผลการทดสอบ

พบวา่เซลลใ์นขั้นตอนน้ีจะใหผ้ลบวกต่อการยอ้มดว้ย Dithizone จึงยนืยนัไดว้า่เซลลท่ี์สร้างข้ึนมาน้ีเป็นเซลล์

ท่ีสามารถผลิตอินซูลินได ้(ภาพท่ี 7) 

            จากนั้นนาํเซลล์ในขั้นตอนสุดทา้ยมาทดสอบการหลัง่อินซูลินจากการกระตุน้ดว้ยนํ้ าตาลกลูโคสท่ี

ระดบัความเขม้ขน้ 5, 20 และ 50 มิลลิโมลาร์ ผลการทดสอบพบวา่มีการหลัง่ของอินซูลินออกมาจากเซลล์ท่ี

ระดบั 25.73 ± 2.41, 30.33 ± 1.14 และ 63.47 ± 0.52 พิโครโมลต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั โดยพบวา่การหลัง่

ของอินซูลินจากเซลล์หลงักระตุน้ดว้ยนํ้ าตาลกลูโคสท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์มีความแตกต่าง

12 



 1 

อยา่งนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการกระตุน้ดว้ยนํ้ าตาลกลูโคสท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ 

(ภาพท่ี 8) 
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          เวลา (วนั) 

 

ภาพที ่2 การแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาการของเซลลต์บัอ่อน 
ทดสอบดว้ยวิธีเรียลไทมพ์ีซีอาร์จากตวัอยา่งในวนัท่ี 7, 21, 28 และ 46 ของการเปล่ียนสภาพเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์วดัระดบัการ

แสดงออกของ Nestin, Pdx1, Hnf3β, Ngn3, NeuroD1, Nkx6.1 และ Pax6 โดยเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของยีนกบัเซลล์ลายตน้กาํเนิด

ตวัอ่อนมนุษยท่ี์ยงัไม่มีการเปล่ียนสภาพ  
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ภาพที ่3 การแสดงออกของยนีในระหวา่งการสร้างเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินจากเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์

ทดสอบดว้ยวิธีเรียลไทมพ์ีซีอาร์จากตวัอยา่งในวนัท่ี 7, 21, 28 และ 46 ของการเปล่ียนสภาพเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์วดัระดบัการ

แสดงออกของ somatostatin, glucagon, GLUT2 และ insulin โดยเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของยีนกบัเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย์

ท่ียงัไม่มีการเปล่ียนสภาพ 

15 
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   A   

   B   

         
 

ภาพที ่4 ภาพจากกลอ้งอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ของการยอ้มโปรตีน Nestin จากเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวั

อ่อนมนุษยท่ี์เปล่ียนสภาพเป็นเวลา 46 วนั  

(A) ยอ้มดว้ยแอนติบอด้ีต่อ Nestin (สีแดง) 

(B) ยอ้มนิวเคลียสของเซลลด์ว้ย DAPI (สีนํ้าเงิน) 

(C) ภาพรวมของการยอ้มเซลลด์ว้ย Nestin และ DAPI 

ความยาวของสเกลบาร์ = 50 ไมโครเมตร 

 

 

 

 

 

DAPI 

Nestin/DAPI 

Nestin 
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ภาพที ่5 ภาพจากกลอ้งอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ของการยอ้มโปรตีน somatostatin และ glucagon จาก

เซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์เปล่ียนสภาพเป็นเวลา 46 วนั  

(A) ยอ้มดว้ยแอนติบอด้ีต่อ somatostatin (สีแดง) 

(B) ยอ้มดว้ยแอนติบอด้ีต่อ glucagon (สีเขียว) 

(C) ยอ้มนิวเคลียสของเซลลด์ว้ย DAPI (สีนํ้าเงิน) 

(D) ภาพรวมของการยอ้มเซลลด์ว้ย somatostatin, glucagon และ DAP 

ความยาวของสเกลบาร์ = 50 ไมโครเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

DAPI Somatostatin/Glucagon/DAPI 

Somatostatin Glucagon 
A B 

C D 
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ภาพที ่6 ภาพจากกลอ้งอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ของการยอ้มโปรตีน C-peptide และ glucagon จากเซลล์

ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์เปล่ียนสภาพเป็นเวลา 46 วนั  

(A) ยอ้มดว้ยแอนติบอด้ีต่อ C-peptide (สีแดง) 

(B) ยอ้มดว้ยแอนติบอด้ีต่อ glucagon (สีเขียว) 

(C) ยอ้มนิวเคลียสของเซลลด์ว้ย DAPI (สีนํ้าเงิน) 

(D) ภาพรวมของการยอ้มเซลลด์ว้ย C-peptide, glucagon และ DAPI 

ความยาวของสเกลบาร์ = 100 ไมโครเมตร 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

C-peptide Glucagon 

DAPI C-peptide/Glucagon/DAPI 

DAPI C-peptide/Glucagon/DAPI 

A B 

C D 
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ภาพที ่7 การยอ้มเซลลด์ว้ย Dithizone  

(A และ B) ภาพเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยเ์ปล่ียนสภาพเป็นเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน

หลงัจากเหน่ียวนาํเป็นเวลา 46 วนั 

(C และ D) กลุ่มของเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกต่อการยอ้มดว้ย Dithizone 

ความยาวของสเกลบาร์ = 300 ไมโครเมตร (A), 100 ไมโครเมตร (B), 50 ไมโครเมตร (C) และ 

30 ไมโครเมตร (D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B A 

C D 
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ภาพที ่8 การหลัง่อินซูลินตอบสนองต่อระดบัความเขม้ขน้ของนํ้าตาลกลูโคส 

 วดัการหลัง่ของอินซูลินจากเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์เปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ท่ี

ผลิตอินซูลินหลงัจากเหน่ียวนาํเป็นเวลา 46 วนั โดยทดสอบการตอบสนองต่อระดบัความ

เขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคสท่ี 5, 20 และ 50 มิลลิโมลาร์ ตามลาํดบั ซ่ึงเซลล์เหล่าน้ีจะมีการหลัง่

อินซูลินเพิ่มสูงข้ึนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติหลงัจากทดสอบกบันํ้ าตาลกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 

50 มิลลิ-โมลาร์ 

 *มีค่าแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับระดับความเข้มข้นของนํ้ าตาล

กลูโคส 5 มิลลิโมลาร์ (P < 0.05) 
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การสร้างเยือ่หุ้มเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

 หลงัจากสร้างเยือ่หุม้เซลลท่ี์ผลิตอินซูลินท่ีมีขนาดรูปร่างประมาณ 2,000 ไมโครเมตร (ภาพ

ท่ี 9A และ 9B) จะทาํการทดสอบการหลัง่อินซูลินจากเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบมีเยื่อหุ้มโดยวิธี ELISA ผล

การทดสอบพบวา่ จะมีการหลัง่อินซูลินเพิ่มข้ึนจากวนัท่ี 4 (16.90 ± 0.40 พิโครโมลต่อมิลลิลิตร) จนถึงวนัท่ี 

14          (127.92 ± 1.58 พิโครโมลต่อมิลลิลิตร) ดงัภาพท่ี 9C 

 

A     B    

 

C 

 
ภาพที ่9 เซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบมีเยือ่หุม้  (A และ B) ลกัษณะของเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบมีเยือ่หุม้ 

(C) ทดสอบการหลัง่อินซูลินจากเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบมีเยื่อหุ้ม โดยวิธี ELISA จากตวัอย

นํ้ าเล้ียงเซลล์ของขั้นตอนสุดทา้ยในการเปล่ียนสภาพเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์

วนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 ตามลาํดบั  

*มีค่าแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบันํ้าเล้ียงเซลลใ์นวนัท่ี 4 (P < 0.05) 
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การตรวจวดันํา้หนักตัวและระดับนํา้ตาลในเลอืดหลงัอดอาหารของกลุ่มหนูเบาหวานหลังจากได้รับการปลูก

ถ่ายเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

            ผลการตรวจวดันํ้ าหนักตวัและระดบันํ้ าตาลในเลือดหลงัอดอาหารของกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจาก

ไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ แสดงดงัภาพท่ี 10 และ 11 ตามลาํดบั โดยมีกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไม่ไดรั้บการปลูก

ถ่ายเซลลเ์ป็นกลุ่มควบคุม ผลการทดสอบพบวา่นํ้าหนกัตวัของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ี

ผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยือ่หุม้เป็นเวลา 70 วนั ไม่มีการเปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ยกเวน้ใน

กลุ่มหนูเบาหวานท่ีได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบมีเยื่อหุ้มเป็นเวลา 14 วนั (ภาพท่ี 10) 

นอกจากน้ียงัพบวา่ระดบันํ้าตาลในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานควบคุมจะมีค่าสูงข้ึนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ

เม่ือส้ินสุดการทดลอง ขณะท่ีกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ทั้ง 2 กลุ่มจะไม่มีการเปล่ียนแปลง

ระดบันํ้าตาลในเลือดหลงัอดอาหารอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือส้ินสุดการทดลอง แต่อยา่งไรก็ตาม กลุ่มหนู

เบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์แบบไม่มีเยื่อหุ้มจะมีการลดลงของระดบันํ้ าตาลในเลือดอยา่งมีนยัสําคญั

ทางสถิติในวนัท่ี 28 เม่ือเปรียบเทียบกบัวนัท่ี 14 หลงัการปลูกถ่ายเซลล ์(ภาพท่ี 11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
ภาพที ่10 นํ้าหนกัตวัของกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

  *มีค่าความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบันํ้าหนกัตวัเร่ิมตน้ (P < 0.05) 
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ภาพที ่11 ระดบันํ้าตาลในเลือดหลงัอดอาหารของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัระดบันํ้าตาลในเลือดหลงัอดอาหารเร่ิมตน้ 

# มีค่าแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัระดบันํ้าตาลในเลือดหลงัอดอาหารวนัท่ี 14 

24 
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การตรวจวัดระดับ blood urea nitrogen (BUN) และ creatinine ในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานหลังจาก

ได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

            ทาํการตรวจระดบัของ BUN และ creatinine ในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจากไดรั้บการปลูก

ถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยื่อหุ้มเป็นเวลา 70 วนั โดยมีกลุ่มควบคุมเป็นหนูเบาหวานท่ีไม่ได้

รับการปลูกถ่ายเซลล ์ผลการทดสอบพบวา่หนูเบาหวานทั้ง 3 กลุ่มจะไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทาง

สถิติ ดงัแสดงในภาพท่ี 12 และ 13 ตามลาํดบั 

 

 

 

 
ภาพที ่12 ระดบั BUN ในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มี

และมีเยือ่หุม้ 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 
 

ภาพที ่13 ระดบั creatinine `ในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบ

ไม่มีและมีเยือ่หุม้  

 

การตรวจวดัค่าไขมันในเลอืดของกลุ่มหนูเบาหวานทีไ่ด้รับการปลูกถ่ายเซลล์ทีผ่ลติอนิซูลนิ 

            ระดบัของ cholesterol, triglyceride, HDL, LDL, AI และ HDL/cholesterol ratio ของกลุ่มหนู

เบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ แสดงดงัภาพท่ี 14 ถึง 19 ตามลาํดบั 

โดยมีกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไม่ไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินเป็นกลุ่มควบคุม ผลการทดสอบพบว่า

ระดบัของ cholesterol, triglyceride, HDL และ LDL ของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิต

อินซูลินแบบไม่มีเยื่อหุ้มจะไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่

จะพบวา่กลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีเยื่อหุ้มจะมีค่า AI ลดลงอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ และ มีค่า HDL/cholesterol ratio เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม

ควบคุม 

            ขณะท่ีกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจากได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบมีเยื่อหุ้มจะมีระดับ 

cholesterol, triglyceride และ HDL อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูควบคุม แต่อยา่งไร

ก็ตาม ระดบั LDL, AI และ HDL/cholesterol ratio ของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิต
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อินซูลินแบบมีเยื่อหุ้ม จะไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูควบคุม 

แสดงดงัภาพท่ี 14, 17 ถึง 19 ตามลาํดบั 

 
ภาพที ่14 ระดบั cholesterol ในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบ

ไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุม      

(P < 0.05) 
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ภาพที ่15 ระดบั triglyceride ในเลือดของกลุ่มหนูทดลองหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน

แบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุม       

(P < 0.05) 
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ภาพที ่16 ระดบั HDL ในเลือดของกลุ่มหนูทดลองหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบ 

ไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุม       

(P < 0.05) 

 

 

 
ภาพที ่17 ระดบั LDL ในเลือดของกลุ่มหนูทดลองหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบ 

ไม่มีและมีเยือ่หุม้ 
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ภาพที ่18 Atherogenic index (AI) ของกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน

แบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุม       

(P < 0.05) 

 

 
ภาพที ่19 อตัราส่วนของ HDL/cholesterol ของกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิต

อินซูลินแบบไม่มีและมีเยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มหนูเบาหวานควบคุม       

(P < 0.05) 
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การตรวจวดัระดับสารชักนําให้เกดิการอกัเสบในหนูทดลอง 

 ทาํการตรวจวดัระดบัของสารชกันาํให้เกิดการอกัเสบชนิดอินเตอร์ลิวคินวนัเบตา้ ในกลุ่ม

หนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยื่อหุ้ม เม่ือส้ินสุดการทดลองผลการ

ทดสอบพบวา่ ระดบัของอินเตอร์ลิวคินวนัเบตา้ในกลุ่มหนูเบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ทั้ง 2 กลุ่ม จะ

มีระดบัลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุมท่ีไม่ไดรั้บการปลูกถ่าย

เซลลท่ี์ผลิตอินซูลิน (ภาพท่ี 20) 

 

 

 

ภาพที ่20 ระดบั IL-1β ในเลือดของกลุ่มหนูเบาหวานหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์แบบไม่มีและมี

เยือ่หุม้ 

*มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุม      

(P < 0.05) 
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บทที ่ 4 
ข้อวจิารณ์ 

 

            ในการสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินโดยวิธีเปล่ียนสภาพเซลล์ของเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยน์ั้น 

จะมีขั้นตอนการเหน่ียวนาํเร่ิมตน้จากระยะการสร้าง definitive endoderm (DE), pancreatic endoderm, 

pancreatic endocrine และระยะการเจริญเติบโตของกลุ่มเซลล์ตบัอ่อน เพื่อให้เซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อน

มนุษยเ์ปล่ียนสภาพเป็นเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินคลา้ยคลึงกบัขั้นตอนพฒันาของเซลล์ตบัอ่อน  ในการสร้าง DE 

เป็น embryonic germ layer ท่ีจะพฒันาต่อไปเป็นตบัอ่อน (Docherty  et al., 2007) ในการศึกษาคร้ังน้ี ได้

สร้าง EBs โดยวิธี hanging drop ซ่ึงเซลล์ในขั้นตอนน้ีจะมีการแสดงออกของ Hnf3β ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายท่ี

สําคญัต่อการพฒันาของ endodermal cell lineage โดยในความเป็นจริงแลว้ Hnf3β จะเป็น transcriptional 

regulator ของ Pdx1 ซ่ึง Pdx1 น้ีจะเป็นตวัสาํคญัท่ีควบคุมการแสดงออกของยนี insulin และมีความจาํเป็นต่อ

การเปล่ียนสภาพของเซลลไ์ปเป็นเซลล์ตบัอ่อน (Soria, 2001) มีรายงานวา่ในการ depletion ของ Pdx1 จะทาํ

ให้ไม่มีการเจริญของเซลล์ acinar และกลุ่มเซลล์ตบัอ่อน (Hale et al., 2005) มีบางการศึกษารายงานว่า 

recombinant adenovirus ท่ีมี active mutant ของ Pdx1 สามารถทาํให้ hepatocytes ผลิตอินซูลินไดแ้ละทาํให้

โมเดลโรคเบาหวานมีระดบันํ้ าตาลในเลือดลดลง โดยท่ี hepatocytes ท่ีเปล่ียนแปลงไปเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน

เหล่าน้ียงัคงมีการทาํงานท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลล์ตบัดว้ยการแสดงออกของ albumin และ transferrin (Imai et al., 

2005) ขอ้มูลเหล่าน้ีช้ีให้เห็นว่า การแสดงออกของ Pdx1 จะเป็นตวัควบคุมการทาํหน้าท่ีของเซลล์ท่ีผลิต

อินซูลิน ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เซลล์ท่ีสร้างข้ึนจะมีการแสดงออกของยีน Pdx1 ตั้งแต่ระยะ DE โดยมี

การแสดงออกสูงสุดในระยะ pancreatic endocrine และลดการแสดงออกในระยะการเจริญของกลุ่มเซลล์ตบั

อ่อน 

            ในขั้นตอนการสร้าง EBs จากเซลล์ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษยจ์ากการศึกษาคร้ังน้ี พบว่ามีการ

แสดงออกของ Nestin ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายของ pancreatic endocrine progenitor และเป็นเซลล์ตั้งตน้ของ

เซลล์ประสาท การแสดงออกของ Nestin โดยเซลล์เหล่าน้ีจะมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญของพฒันาของ

เซลล์ pancreatic endocrine (Hunziker and Stein, 2000) ขอ้มูลเหล่าน้ีไดรั้บการสนบัสนุนจากการศึกษาท่ี

พบวา่เซลลต์น้กาํเนิดตวัอ่อนจากมนุษยแ์ละหนูสามารถสร้างเป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินไดโ้ดยการคดัเลือกจาก

เซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ Nestin (Lumelsky et al., 2001; Mao et al., 2009)  นอกจากน้ียงัพบวา่เซลล์ท่ี

สร้างข้ึนในการศึกษาคร้ังน้ีมีการแสดงออกของ Nkx6.1 ตั้งแต่ระยะการสร้าง definitive endoderm และมีการ

แสดงออกเพิ่มข้ึนจนถึงระยะสุดทา้ยของการสร้างเซลล์ พบวา่ Nkx6.1 จะมีความเก่ียวขอ้งกบัเบตา้เซลลแ์ละ
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เซลล์ประสาทบางชนิด (Docherty et al., 2007) แสดงให้เห็นวา่เซลล์ประสาทและเซลล์ท่ีทาํหน้าท่ีผลิต

อินซูลินมีเซลลต์ั้งตน้ร่วมกนัในระหวา่งท่ีเหน่ียวนาํใหมี้การสร้างเซลลใ์นหลอดทดลอง (Soria, 2001)  

            ในระยะการสร้าง pancreatic endoderm จะมีการแสดงออกของยีน Ngn3 เพิ่มข้ึนเป็นอยา่งมาก การ

แสดงออกของ Ngn3 นั้นจะเป็นตวักาํหนดลกัษณะเฉพาะของเซลล์ตั้งตน้ของเซลล์ pancreatic endocrine ทั้ง 

4 ชนิด (Gradwohl et al., 2000) มีการศึกษาพบวา่ Ngn3 และ NeuroD1/BETA2 สามารถทาํให้เกิดการเจริญ

เปล่ียนแปลงของเซลลใ์นกลุ่มเซลล์ตบัอ่อน (Schwitzgebel et al., 2000) โดยมีการคน้พบวา่ Ngn3 จะเป็นตวั

ชกันาํให้มีการแสดงออกของ BETA2 (NeuroD) ซ่ึงเป็น transcription factor สําหรับการแสดงออกของยีน 

insulin และการเจริญเปล่ียนแปลงของเซลล์ในกลุ่มเซลล์ตบัอ่อน (Soria, 2001) ซ่ึงมีการตั้งสมมุติฐานว่า 

Ngn3 น้ีจะเก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกของ BETA2 ในระยะตั้งตน้ของการเจริญเปล่ียนแปลงของกลุ่มเซลล์

ตบัอ่อนผา่นทาง E boxes ใน BETA2 promotor (Huang et al., 2000) ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่ 

Ngn3 จะลดการแสดงออกในระหวา่งการเปล่ียนแปลงของเซลล์ในระยะเซลล์ endocrine ไปเป็นเซลล์ของ

กลุ่มเซลล์ตบัอ่อน ซ่ึงจะมีการแสดงออกของ Nkx6.1 เพิ่มข้ึน โดยมีรายงานวา่การแสดงออกของ Nkx6.1 น้ี

จะถูกกระตุน้ในเซลล์ endoderm ท่ีให้ผลบวกต่อ Foxa2 (Hnf3β) ท่ีมีการแสดงออกของ Pdx1 ภายในเซลล ์

(Pedersen et al., 2005) นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่การแสดงออกของ NeuroD1 และ Pdx1 น้ีมีความสําคญัใน

การคงคุณสมบติัของเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินท่ีสร้างมาจากเซลล์ตน้กาํเนิดตวัอ่อนของหนู (Saitoh et al., 2007) 

ขอ้มูลเหล่าน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่การแสดงออกของ Nkx6.1, NeuroD1 และ Pdx1 จะเป็นตวัท่ีทาํให้เกิดการสร้างเบตา้

เซลล ์

            ในการกระตุน้ให้เกิดการเจริญเติบโตของเบตา้เซลล์นั้น เซลล์ท่ีสร้างข้ึนจะตอ้งมีการแสดงออกของ 

transcription factor ต่างๆเกิดข้ึนในหลอดทดลอง นอกจากนั้นมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้งเติมสารกระตุน้ต่างๆ

เพื่อให้เซลล์ตั้งตน้สามารถเจริญเติบโต โดยในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่หลงัจากเติม nicotinamide และ IGFII 

เป็นตวักระตุน้ใหก้บัเซลล์ pancreatic endocrine จะมีการแสดงออกของ transcription factor ต่างๆเพื่อให้

เซลล์เจริญเติบโตไปเป็นเซลล์ของกลุ่มเซลล์ตบัอ่อน ซ่ึงเซลล์ระยะสุดทา้ยของการเปล่ียนสภาพเซลล์ตน้

กาํเนิดมนุษยใ์นคร้ังน้ีจะมีการแสดงออกของยีนประกอบดว้ย GLUT2, insulin, somatostatin และ glucagon 

แต่เซลล์ในระยะน้ียงัคงพบวา่มีการแสดงออกของ Nestin และ Hnf3β ผลการยอ้มเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินดว้ย

วิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์ พบว่าเซลล์จะมีการแสดงออกของโปรตีน C-peptide ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีว่าเซลล์

เหล่าน้ีสามารถสร้างอินซูลินได้ เซลล์เหล่าน้ียงัมีการแสดงออกของโปรตีน somatostatin และ โปรตีน 

glucagon แต่พบวา่เซลล์ยงัคงมีการแสดงออกของโปรตีน nestin ขอ้มูลท่ีไดช้ี้ให้เห็นว่าวิธีท่ีพฒันาข้ึนมา

ใหม่ในในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินข้ึนมาไดโ้ดยยงัคงมีเซลล์ตั้งตน้ของการสร้าง
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เซลลป์ะปนอยู ่จึงจาํเป็นท่ีจะตอ้งมีการพฒันาปรับปรุงวธีิการเปล่ียนสภาพเซลลล์ายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย์

ใหเ้ป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินต่อไปในอนาคต 

            เพื่อทดสอบว่าเซลล์ท่ีสร้างข้ึนมาในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถทาํหน้าท่ีไดจ้ริง จึงนาํเซลล์ท่ีสร้างข้ึน

หลงัจากเหน่ียวนาํให้เปล่ียนสภาพเซลล์เป็นเวลา 46 วนั มาทาํการทดสอบวา่เป็นเซลล์ชนิดเบตา้เซลล์จริง

และสามารถหลัง่อินซูลินตอบสนองต่อระดบันํ้ าตาลกลูโคส ผลการทดสอบพบว่าเซลล์ท่ีสร้างข้ึนมาให้

ผลบวกต่อการยอ้ม Dithizone ซ่ึง Dithizone น้ีเป็น zinc-chelating agent ท่ีจะเลือกยอ้มติดเฉพาะเบตา้เซลล์

ซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีมีส่วนประกอบของ zinc อยูม่าก (Shiroi et al., 2005; Baharvand et al., 2006b) ขอ้มูลท่ีได้

ช้ีให้เห็นว่าการศึกษาน้ีสามารถสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินข้ึนมาได ้และพบว่าเซลล์ในขั้นตอนน้ีมีการหลัง่

อินซูลินตอบสนองต่อระดบันํ้าตาลกลูโคส โดยจะมีการหลัง่อินซูลินออกมาในระดบัสูงหลงัจากทดสอบกบั

นํ้ าตาลกลูโคสท่ีระดบั 50 มิลลิโมลาร์เม่ือเปรียบเทียบกบัการทดสอบกบันํ้ าตาลกลูโคสท่ีระดบั 5 มิลลิโม

ลาร์ (ภาพท่ี 4.8) นอกจากน้ีเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบมีเยื่อหุ้มก็สามารถท่ีจะหลัง่อินซูลินออกมาได ้(ภาพท่ี 

4.9C) จึงแสดงให้เห็นว่าเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยื่อหุ้มท่ีสร้างข้ึนมาในการศึกษาน้ีสามารถทาํ

หนา้ท่ีเป็นเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินได ้ 

            การสร้างเยือ่หุม้ใหก้บัเซลลท่ี์ผลิตอินซูลินจะสามารถป้องกนัไม่ให้เซลล์ท่ีปลูกถ่ายเขา้ไปในร่างกาย

ของผูรั้บเซลล์ถูกทาํลายโดยเซลล์ในระบบภูมิคุม้กนัและแอนติบอด้ี โดยมีรายงานวา่เยื่อหุ้มชนิดแอลจิเนท 

(alginate) สามารถท่ีจะทาํการปลูกถ่ายเซลล์ให้กบัผูรั้บไดโ้ดยไม่ตอ้งฉีดยากดภูมิคุม้กนั (de Vos et al., 

2006) นอกจากน้ีเยื่อหุ้มชนิดแอลจิเนทสามารถนาํไปใชศึ้กษาการเปล่ียนสภาพของเซลล์ตน้กาํเนิดตวัอ่อน

ของหนูเป็นเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน (Wang et al., 2009) จากนั้นทาํการทดสอบต่อไปวา่เซลล์ท่ีผลิตอินซูลินท่ี

สร้างข้ึนสามารถทาํหนา้ท่ีไดจ้ริงในร่างกาย โดยนาํเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยื่อหุ้มไปปลูกถ่าย

ให้กบัหนูทดลองท่ีเหน่ียวนาํให้เป็นเบาหวานโดยการฉีด Streptozotocin (STZ) ผลการทดสอบพบว่าหนู

เบาหวานท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ทั้ง 2 ชนิด เป็นเวลา 70 วนั สามารถท่ีจะควบคุมระดบันํ้ าตาลกลูโคสใน

เลือดหลงัอดอาหารตลอดการทดลอง ซ่ึงแตกต่างกบักลุ่มหนูเบาหวานควบคุมท่ีไม่ไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ี

ผลิตอินซูลินจะมีการเพิ่มข้ึนของระดบันํ้ าตาลกลูโคสในเลือดหลังอดอาหารตลอดการทดลอง ผลท่ีได้

ช้ีให้เห็นว่าเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินท่ีสร้างข้ึนมาน้ีมีความสามารถท่ีจะลดระดบันํ้ าตาลกลูโคสในเลือดของหนู

เบาหวานเพื่อให้มีระดับคงท่ีและสามารถป้องกันความรุนแรงของโรคเบาหวานในหนูทดลองได ้

ผลการรักษาท่ีไดจ้ากหนูทดลองในคร้ังน้ีอาจเป็นผลมาจากคุณภาพของเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินท่ีสร้างข้ึนมา ซ่ึง 

Migliavacca และคณะ ไดร้ายงานวา่ลกัษณะของกลุ่มเซลลต์บัอ่อนและระดบัของอินซูลินในเซลล์จะเป็นส่ิง

ยืนยนัการทาํหน้าท่ีของเซลล์ในร่างกายของสัตวท์ดลองหลงัจากท่ีได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ (Migliavacca     
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et al., 2004) ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เซลล์ท่ีสร้างข้ึนมาน้ียงัมีเซลล์อ่ืนปะปนอยูใ่นกลุ่มของเซลล์ ดงันั้นจึง

จาํเป็นท่ีจะตอ้งพฒันาวิธีการสร้างเซลล์ต่อไป เพื่อให้ไดเ้ซลล์ท่ีผลิตอินซูลินมีจาํนวนเพิ่มมากข้ึนและไม่มี

การปะปนของเซลลช์นิดอ่ืนเพื่อใหไ้ดผ้ลการรักษาโดยการปลูกถ่ายเซลลมี์ประสิทธิภาพมากข้ึน 

            จากการทดสอบหาระดบัสารชกันาํให้เกิดการอกัเสบชนิดอินเตอร์ลิวคินวนัเบตา้ พบวา่หนูทดลองท่ี

ไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีและมีเยื่อหุ้ม จะมีระดบัของอินเตอร์ลิวคินวนัเบตา้ลดลง

อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มหนูควบคุม ผลท่ีไดช้ี้ให้เห็นว่าเซลล์ท่ีปลูกถ่ายให้กบัหนู

ทดลองนั้นสามารถท่ีจะยบัย ั้งการสร้างอินเตอร์ลิวคินวนัเบตา้และป้องกนัไม่ให้โรคเบาหวานในหนูทดลอง

มีความรุนแรงเพิ่มข้ึน แต่อยา่งไรก็ตามยงัไม่ทราบกลไกของเซลล์เหล่าน้ีในการลดการสร้างอินเตอร์ลิวคิน

วนัเบตา้  
            การตรวจสอบทางเคมีคลินิกในหนูทดลองหลงัจากไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ทั้ง 2 ชนิด พบว่าหนู

ทดลองเหล่าน้ีไม่มีการเปล่ียนแปลงของระดับ BUN และ creatinine อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ

เปรียบเทียบกบัหนูควบคุม โดยการท่ีมีระดบัของ BUN และ creatinie เพิ่มข้ึนนั้นจะเป็นเคร่ืองหมายท่ีแสดง

วา่ไตมีการทาํหน้าท่ีผิดปกติในภาวะท่ีมีระดบันํ้ าตาลในเลือดสูง (Gatua et al., 2011) ผลท่ีไดช้ี้ให้เห็นว่า

เซลล์ท่ีสร้างข้ึนมาน้ีจะไม่มีผลต่อการทาํหน้าท่ีของไต  การตรวจวดัระดบัไขมนัในเลือดเพื่อประเมินความ

ผิดปกติของไขมนัในเลือดของหนูทดลองประกอบดว้ย cholesterol, triglyceride, HDL, LDL, AI และ 

อตัราส่วนของ HDL/cholesterol ผลการทดสอบพบวา่ หนูทดลองท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน

แบบมีเยื่อหุ้มจะมีระดบัของ cholesterol, triglyceride และ HDL สูงข้ึนอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ

เปรียบเทียบกบัหนูควบคุม ขณะท่ีหนูทดลองท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินแบบไม่มีเยื่อหุ้มจะมี

ระดบัของ AI ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติและมีอตัราส่วนของ HDL/cholesterol เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัสําคญั

ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัหนูควบคุม ซ่ึงโรคเบาหวานนั้นจะมีความเก่ียวขอ้งกบัโรคในระบบหลอดเลือด 

(Wagner et al., 2002) การท่ีมีระดบัของ HDL เพิ่มสูงข้ึนนั้นจะเป็นตวัช่วยลดระดบัความเส่ียงต่อการเกิดโรค

ระบบหวัใจและหลอดเลือดได ้(Assmann and Gotto, 2002) ดงันั้นผลท่ีไดจึ้งช้ีให้เห็นวา่เซลล์ท่ีผลิตอินซูลิน

ท่ีสร้างข้ึนมาในการศึกษาน้ีอาจจะเป็นตวัช่วยลดระดบัความเส่ียงต่อการเกิดโรคระบบหวัใจและหลอดเลือด

ได ้อยา่งไรก็ตามยงัคงตอ้งมีการศึกษากลไกท่ีทาํใหเ้ซลลท่ี์ผลิตอินซูลินมีคุณสมบติัเหล่าน้ีต่อไป  

 



 

 

 

บทที ่ 5 
บทสรุป 

 

สรุปผลการวจัิย 

 

            ผลการศึกษาในคร้ังน้ีช้ีให้เห็นวา่ วิธีท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่น้ีประสบผลสําเร็จในการเปล่ียนสภาพเซลล์

ลายต้นกําเนิดตวัอ่อนมนุษยใ์ห้เป็นเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินได้ โดยมีการสร้างเซลล์ตั้ งแต่ระยะการสร้าง 

definitive endoderm (DE), pancreatic endoderm, pancreatic endocrine และระยะการเจริญเติบโตของกลุ่ม

เซลลต์บัอ่อน โดยเซลล์ท่ีสร้างข้ึนมาน้ีจะมีรูปแบบการแสดงออกของยีนต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของ

เซลลต์บัอ่อนคลา้ยคลึงกบัระยะการพฒันาการของการสร้างตบัอ่อนในร่างกายมนุษย ์และเซลล์เหล่าน้ียงัคง

มีลักษณะของเซลล์ตับอ่อนชนิดเบต้า ซ่ึงประกอบด้วยการให้ผลบวกต่อการทดสอบด้วยวิธีการยอ้ม 

Dithizone และมีการแสดงออกของโปรตีน C-peptide เกิดข้ึนภายในเซลล์ การทดสอบในหนูทดลองท่ี

เหน่ียวนาํใหเ้ป็นเบาหวานพบวา่ เซลลท่ี์ผลิตอินซูลินสามารถควบคุมระดบันํ้าตาลในเลือดและป้องกนัไม่ให้

เกิดภาวะหลอดเลือดแขง็ตวัในหนูทดลองได ้ 

            จึงสามารถสรุปไดว้่าการศึกษาคร้ังน้ีประสบความสําเร็จในการสร้างเซลล์ท่ีผลิตอินซูลินจากเซลล์

ลายตน้กาํเนิดตวัอ่อนมนุษย ์โดยท่ีเซลล์จะแสดงลกัษณะของเซลล์ท่ีสามารถผลิตอินซูลินไดท้ั้งในระดบั

เซลล์และระดบัโมเลกุล โดยท่ีเซลล์เหล่าน้ีมีความสามารถในการรักษาโรคเบาหวานไดโ้ดยควบคุมระดบั

นํ้าตาลในเลือดและป้องกนัไม่ใหโ้รคเบาหวานมีความรุนแรงเพิ่มข้ึน 

 

ข้อเสนอแนะ  

 

            งานวิจยัน้ีควรมีการต่อยอดในการพฒันาวิธีการเหน่ียวนาํเซลล์ลายตน้กาํเนิดมนุษยใ์ห้เป็นเซลล์ท่ี

ผลิตอินซูลินไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากข้ึน เพื่อพฒันาต่อสู่การรักษาโรคเบาหวานในมนุษยต์่อไป   
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Carleton T Garrett (Detection of novel WT1 transcript in human malignancy, including prostate, breast 

cancer and acute leukemia) สถานท่ีติดต่อ สาขาวชิาพยาธิวทิยา สาํนกัวชิาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยั
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