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1.  ความสําคัญและที�มาของปัญหาการวิจัย 

Mesenchymal stem cells (MSCs) คือเซลล์ตน้กาํเนิดที�มีศกัยภาพเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์

จาํเพาะชนิดต่างๆในร่างกายไดเ้ช่น adipocytes, chondroblast และ osteoblast ซึ� งมีการคน้พบเซลล์นี�

ครั� งแรกจากไขกระดูกโดยทีมวิจยัของ Fridenstein และคณะในปี 1970 (Caplan, 2007) จากนั�นเป็น

ตน้มาไดม้ีทีมวิจยัมากมายศึกษา MSCs ในแง่มุมต่างๆ ทาํให้เกิดความหลากหลายของ MSCs ทั�งใน

แง่คุณลกัษณะและคุณสมบติั ดงันั�นเพื�อเป็นการสร้างความเขา้ใจที�ตรงกนั เมื�อเร็วๆนี�  International 

society for cellular therapy (ISCT) ไดก้าํหนด criteria ขั�นตํ�าในการจาํแนก MSCs ดงันี�  1: MSCs ตอ้ง

มีคุณสมบติัเกาะติดกบัภาชนะที�ใช้เลี� ยงเซลล์ได้ เช่น culture flask 2: MSCs ต้องมีรูปร่างเรียวยาว

คลา้ย fibroblast 3: MSCs ตอ้งมีการแสดงออกของกลุ่มโปรตีนบนผิวเซลล์คือ CD29, CD44, CD90 

และ CD105 เป็นอยา่งนอ้ย 4: MSCs ตอ้งมีศกัยภาพในการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์ต่างๆในสายของ 

mesodermไดเ้ช่น adipocytes, chondrocytes และ osteoblast (Dominici et al., ����) 

 นอกจากไขกระดูกแลว้งานวิจยัต่อมาพบวา่ MSCs สามารถแยกไดจ้ากแหล่งอื�นๆอีกมากมาย

เช่น ชั� นไขมัน, นํ� าครํ� า, รก และ สายสะดือรก เป็นต้น (in 't Anker et al., ����; In 't Anker et al., 

����; Troyer & Weiss, ����; Tsai, Lee, Chang, & Hwang, ����; Zuk et al., ����) ซึ� งส่วนมากแล้ว

งานวิจยัส่วนใหญ่มกัศึกษา MSCs ที�แยกได้จากไขกระดูก แม้จะมีคุณลักษณะและคุณสมบติัของ 

MSCs แต่อยา่งไรก็ตามจาํนวนเซลลท์ี�แยกไดจ้ากไขกระดูกมีปริมาณค่อนขา้งตํ�า อีกทั�งคุณสมบติัของ

เซลล์ที�แยกมาได้ยงัขึ�นกบัอายุของไขกระดูกดว้ย ซึ� ง MSCs ที�แยกไดจ้ากไขกระดูกของผูสู้งอายุจะมี

ความสามารถเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์จาํเพาะชนิดต่างๆไดต้ํ�ากวา่ MSCs ที�แยกไดจ้ากไขกระดูกของ

เด็ก เป็นตน้ (Caplan, ����) ดงันั�นจึงมีความจาํเป็นที�จะตอ้งหาแหล่งอื�นๆของ MSCs มาทดแทนและ
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ตอบสนองต่องานวิจยัต่างๆโดยเฉพาะงานวิจยัทางคลินิก ซึ� งในปัจจุบนัมีการใช้ MSCs ในงานวิจยั

ทางคลินิกเพื�อรักษาโรคต่างๆมากมายเช่น โรคกล้ามเนื�อหัวใจขาดเลือด (Stamm et al., ����) โรค

กระดูก (Horwitz et al., ����) เป็นตน้ และผลในเบื�องตน้พบว่า MSCs สามารถช่วยฟื� นฟูภาวะของ

ความผดิปรกติเหล่านี�ไดเ้ป็นอยา่งดี 

 สายสะดือรกจากเด็กแรกเกิดโดยเฉพาะส่วน Wharton’s jelly จดัวา่เป็นอีกแหล่งหนึ�งที�พบวา่

อุดมไปด้วย MSCs และมีข้อดีเหนือกว่าแหล่งอื�นๆเนื�องจากสายสะดือรกมีความอ่อนเยาว์และ 

primitive มากกว่า อีกทั� งย ังง่ายต่อการเก็บตัวอย่าง ซึ� งต่างกับการเก็บตัวอย่างจากไขกระดูกที�

ก่อให้เกิดความเจ็บปวดมาก นอกจากนี�การศึกษาที�ผา่นมาพบวา่ MSCs ที�แยกไดจ้าก Wharton’s jelly 

ของสายสะดือรก (Wharton’s jelly derived mesenchymal stem cells, WJ-MSCs) มีคุณลักษณะและ

คุณสมบติัเหมือนกบั MSCs ที�แยกไดจ้ากแหล่งอื�นๆ (Baksh, Yao, & Tuan, ����; Majore, Moretti, 

Hass, & Kasper, ����; Wang et al., ����) รวมทั�งมีความสามารถเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์จาํเพาะ

ชนิดต่างๆได้นอกเหนือจากสาย mesoderm เช่น สาย ectoderm ได้แก่ nerve cells (Mitchell et al., 

2003) สาย endoderm ได้แก่ hepatocytes (Zhang, Lie, & Wei, 2009), insulin-producing cells (Chao, 

Chao, Fu, & Liu, 2008) แล ะ  cardiomyocytes (Pereira, Khushnooma, Madkaikar, & Ghosh, 2008) 

เป็นตน้  

             ในปัจจุบนัการนาํเซลล์ตน้กาํเนิด mesenchymal stem cells มาใชใ้นการรักษาโรคต่างๆ มกั

ประสบกบัปัญหาเรื�องการที�มีเซลลต์น้กาํเนิดอยา่งจาํกดั คือมีจาํนวนนอ้ยไม่พอต่อการรักษาโรค ซึ� ง

ทาํให้การรักษาโรคในผูป่้วยไม่ประสบผลสาํเร็จเท่าที�ควร ตอ้งเก็บตวัอยา่งบ่อยหรือหลายครั� งเพื�อให้

เพียงพอต่อความตอ้งการในการนาํไปรักษาโรค ซึ� งไม่สะดวกต่อผูป่้วย  หรือตอ้งเก็บจากอาสาสมคัร

จาํนวนมากเพื�อให้เพียงพอต่อการวิจยั  แมจ้ะมีนกัวิจยัหลายกลุ่มพยายามที�จะเพิ�มจาํนวนเซลลต์น้

กาํเนิดนี� ให้มากขึ�น แต่ยงัประสบปัญหาเรื�องการเลี�ยง mesenchymal stem cell ที�ตอ้งใชเ้วลานานหลาย
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สัปดาห์หรือเป็นเดือนเพื�อให้ไดเ้ซลลใ์นจาํนวนที�เพียงพอต่อการใชง้าน นอกจากนี�การเลี�ยงเซลลใ์น

ห้องทดลอง (in vitro) ในระยะเวลานานทาํใหเ้ซลลต์น้กาํเนิดเสียคุณสมบติัความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด

ได ้หยดุการแบ่งตวัและตายได ้ รวมทั�งเกิดการเปลี�ยนแปลงเป็น polyploidy และ aneuploidy ซึ� งหาก

นาํไปรักษาโรคแก่ผูป่้วยหรือนาํไปศึกษาวจิยัต่อจะส่งผลลพัธ์ที�ไม่พึงประสงคไ์ด ้ และทาํให้เสีย

งบประมาณโดยเปล่าประโยชน์ ปัญหาเหล่านี�ทาํใหก้ารรักษาโรคไม่สามารถทาํไดใ้นระยะ เวลาอนั

สั�นหรืออาจไม่ทนัการณ์ได ้ ในแง่ของการวิจยัจะทาํให้การวิจยัต่างๆเกิดความล่าชา้และสิ�น เปลือง

งบประมาณ เป็นตน้  

        ดงันั�นการคิดคน้หาวิธีการใหม่ที�สามารถเพิ�มจาํนวนเซลลไ์ดม้ากขึ�นเป็นจาํนวนหลายเท่าใน

ระยะเวลาที�สั�นลงจะสามารถแกปั้ญหาดงักล่าวขา้งตน้ได ้ ดว้ยเหตุนี�โครงการวิจยันี� จึงมีวตัถุประ สงค์

ที�จะคิดคน้หาเทคโนโลยีใหม่ในการเลี�ยงเซลลต์น้กาํเนิดชนิด mesenchymal stem cell ใหส้ามารถ

แบ่งตวัเพิ�มจาํนวนไดอ้ยา่งรวดเร็วในระยะเวลาอนัสั�น และยงัคงคุณสมบติัความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด

รวมทั�งคงความสามารถที�จะเปลี�ยนแปลงเป็นเซลล์ชนิดต่างๆได ้ เมื�อไดรั้บการกระตุน้ที�เหมาะสม 

โดยจะทดสอบการเปลี�ยนแปลงของเซลลเ์ป็น osteocyte, chondrocyte และ adipocyte นอกจากนี�

หลงัจากกระบวนการเพิ�มจาํนวนเซลล์แลว้ เซลล์ที�ไดต้อ้งสามารถเก็บแช่แข็งและนาํกลบัมาใชใ้หม่

ได ้เพื�อให้สามารถเก็บเซลลต์น้กาํเนิดไวใ้ชใ้นระยะยาวได ้โครงการนี� จะใชm้esenchymal stem cell ที�

แยกจากสายสะดือ เนื�องจากเก็บง่ายและเป็นส่วนที�มกัจะทิ�งไปหลงัคลอด  

 การใช้ MSCs เพื�อเป้าหมายในการรักษานั�นจาํเป็นตอ้งใช้เซลล์จาํนวนมาก ดงันั�นการขยาย

จาํนวนเซลล์ในห้องปฏิบติัการให้เพียงพอต่อความต้องการจึงมีความจาํเป็น โดยปกติแล้ว MSCs 

ส ามารถเจริญ เติบ โตได้ในอาห ารเลี� ยงเซ ลล์ทั�วไป คือ  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) ที�มี  10%  fetal bovine serum (FBS) เป็นส่วนประกอบ  MSCs สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะทั�วไปคือ 21% oxygen แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาเร็วๆนี� พบว่าในสภาวะ low oxygen หรือ 
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hypoxia สามารถกระตุน้ให้ MSCs เจริญเติบโตได้ดีกว่าในสภาวะทั�วไป (Dos Santos et al., ����) 

นอกจากนี� เมื�อพิจารณาถึง FBS ซึ� งเป็นแหล่งสารอาหารที�สําคญัของเซลล์แล้วพบว่า FBS สามารถ

เป็นแหล่งการแพร่กระจายและปนเปื� อนของ prion และ xenogeneic proteins ต่างๆไดเ้ป็นอยา่งดี ซึ� ง

สามารถก่อให้เกิดผลเสียในการใช้เซลล์เพื�อการรักษาทางคลินิก ดงันั�นจึงมีความจาํเป็นที�จะตอ้งหา

แหล่งสารอาหารอื�นๆเพื�อมาทดแทน  เป็นที�น่าสนใจวา่อาหารสําหรับใชเ้ลี� ยง Embryonic stem cells 

(ES) ซึ� งมีขอ้ดีคือมกัใช้ส่วนผสมของอาหารแบบชนิด xeno-free สามารถกระตุน้ให้ MSCs มีอตัรา

การเจริญเติบโตที�สูงกวา่การใช้อาหารเลี�ยงเซลลท์ั�วไป 4-5 เท่า (Battula et al., 2007) แต่อยา่งไรก็ตาม

ยงัไม่พบการศึกษาเกี�ยวกบัการใช้ Embryonic stem cells conditioned medium (ESCM) ในการเลี� ยง 

MSCs ซึ� งเป็นที�น่าเสียดายมาก เนื�องจากการเลี� ยง ES เซลล์โดยปรกติแลว้จะตอ้งมีการเปลี�ยนอาหาร

เลี� ยงเซลล์ทุกๆวนั เพื�อป้องกันการเกิด spontaneous differentiation ดังนั� นในทุกๆวนัจะมีการทิ�ง 

ESCM ไปแบบเสียเปล่า ซึ� งในการศึกษานี� ได้เล็งเห็นประโยชน์และคุณ ค่าของ ESCM จึงมี

วตัถุประสงค์ที�จะศึกษาศกัยภาพของ ESCM ในการสนับสนุนการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs โดย

ทดสอบคุณลกัษณะและคุณสมบติัต่างๆของเซลล์ในแง่มุมต่างๆเช่น อตัราการเจริญเติบโต, รูปร่าง

ลกัษณะของเซลล์, การแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์, ความสามารถในการเปลี�ยนแปลงไปเป็น

เซลล์จาํเพาะชนิดต่างๆ osteocyte, chondrocyte และ adipocyte ตามมาตรฐานการทดสอบคุณสมบติั

ของ mesenchymal stem cells การแสดงออกของยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็น stem cells และวฎัจกัรของ

เซลล์หรือ cell cycle  หากโครงการนี�สําเร็จจะทาํให้ไดเ้ทคโนโลยีใหม่ในการเพิ�มเซลล์ตน้กาํเนิดใน

ปริมาณที�มากขึ� นอย่างมีนัยสําคัญ ในระยะ เวลาสั� น ลดงบประมาณในการเลี� ยงและเตรียมเซลล ์

สามารถเก็บเซลล์จากผู ้ป่วยหรืออาสาสมัครจาํนวนน้อยลงและไม่ต้องเก็บบ่อยครั� ง สามารถ

ประยุกต์ใชเ้ทคโนโลยีในทางการแพทยแ์ละยงัสามารถเก็บแช่แข็งเป็นธนาคารเซลล์ตน้กาํเนิดไวใ้ช้

ในอนาคตในยามที�ต้องการ ยิ�งไปกว่านั� นเมื�อโครงการนี� ประสบความสําเร็จจะมีการถ่ายทอด
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เทคโนโลยีแก่นกัวิจยั ไทยที�สนใจเพื�อนาํไปใช้ต่อยอดงานวิจยัในดา้นต่างๆต่อไป  ซึ� งสิ� งเหล่านี� จะ

เป็นประโยชน์ต่อสังคมและประเทศไทยโดยส่วนรวม  

 

2.  วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ศึกษาความสามารถในการสนบัสนุนการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs โดยอาหารเลี� ยงเซลล ์

Embryonic stem cells conditioned medium (ESCM) ที� เ ติ ม  growth factor คื อ  epidermal growth 

factor (EGF) และทดสอบคุณสมบัติของเซลล์ในแง่มุมต่างๆเช่น อัตราการเจริญเติบโต, รูปร่าง

ลกัษณะของเซลล์, การแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์, ความสามารถในการเปลี�ยนแปลงไปเป็น

เซลล์จาํเพาะในสาย mesoderm, การแสดงออกของยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็น stem cells และวฎัจกัรของ

เซลล์หรือ cell cycle นอกจากนี� ยงัทาํการศึกษาความสามารถของเซลล์ในการเปลี�ยนแปลงไปเป็น

เซลล์จาํเพาะในสาย endoderm คือเซลลต์บั หลงัจากที�ถูกเลี�ยงดว้ยอาหาร ESCM+ EGF มาแลว้ 

 

3. ขอบเขตของการวิจัย 

             แยก mesenchymal stem cells จากสายสะดือ เพื�อทาํการเพิ�มจาํนวนเซลล์ดว้ยเทคโนโลยี

การเลี�ยงแบบใหม่และทาํการตรวจสอบคุณสมบติัของเซลลท์ี�ไดว้า่เป็นเซลลต์น้กาํเนิดชนิดนี� จริง

ก่อนทาํการแช่แข็งเซลล์เพื�อเป็นธนาคารเซลลไ์วใ้ชใ้นการทดลองตลอดโครงการ โดยตรวจสอบ

คุณสมบติัทั�งระดบัเซลล์และระดบัอณูชีววิทยา จากนั�นทดสอบความสามารถของเซลล์กาํเนิดที�

ได้ในการเปลี�ยน แปลงเป็นเซลล์ osteocyte, adipocyte และ chondrocyte ขั�นตอนถดัไปทาํการ

วิเคราะห์ขอ้มูล สรุปผลการทดลอง เตรียมผลงานเพื�อตีพิมพผ์ลงานในระดบันานาชาติ 
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4.  ข้อตกลงเบื�องต้น 

ไม่มี 

5.  ประโยชน์ที�ได้รับจากการวิจัย 

             ประโยชน์จากงานวิจยันี�คือไดว้ิธีการเลี� ยงเซลล์แบบใหม่ที�มีประสิทธิภาพในการเพิ�มจาํนวน

เซลล์ได้เป็นจาํนวนมาก ในระยะเวลาอนัสั� นภายในห้องปฎิบติัการ โดยใชน้ํ� ายาที�ไม่มีการปนเปื� อน

จาก serum ของสัตว ์  ซึ� งสอดคลอ้งกบัความตอ้งการใชเ้ซลล์ปริมาณมากเพื�อการรักษาโรคทางคลินิก

ในระยะเวลาที�จาํกดั และ นํ� ายาเลี� ยงเซลล์ชนิดใหม่นี�  ยงัเป็นแหล่งของสารอาหารที�ดีสําหรับ WJ-

MSCs ซึ� งนอกจากจะช่วยเร่งการเจริญเติบโตของเซลล์แล้ว ยงัสามารถคงสภาพความอ่อนเยาวข์อง 

stem cells ไวไ้ดอ้ย่างดีเยี�ยม เซลล์ที�ไดส้ามารถแช่แข็งทาํเป็นธนาคารเซลล์ตน้กาํเนิดเพื�อใช้ในการ

รักษาโรคในระยะยาว เหมาะสาํหรับใชใ้นทางคลินิกต่อไปในอนาคต 
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บทที�  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1.  การแยกและเลี�ยง WJ-MSCs ในห้องปฏิบัติการ 

ทาํการเก็บสายสะดือรกจากเด็กแรกเกิด ซึ� งทางโรงพยาบาลไม่ตอ้งการแล้วและจะนาํไป

กาํจดัทิ�งต่อไป หลงัจากไดรั้บความยินยอมจากพ่อหรือแม่ของเด็กโดยมี inform of concent ซึ� งเป็นไป

ต าม ระ เบี ย บ แ ล ะ อ ยู่ภ าย ใต้ค ว าม ดู แ ล ข อ ง Human Research Ethics Committee of Suranaree 

University of Technology จากนั�นนาํตวัอยา่งมาแยก mesenchymal stem cells โดยทาํการตดัตวัอยา่ง

ให้เป็นชิ�นเล็กและย่อยตวัอย่างด้วยเอ็นไซม์ 2 mg/ml collagenase type I (Gibco-Invitrogen) ที� 37ºC 

เป็นเวลา 16 ชม. เมื�อครบเวลาแล้วเติม FBS ในปริมาณที�เท่ากนักบัปริมาณของตวัอย่างที�เหลือจาก

การย่อย จากนั�นนาํไปปั�นตกตะกอนเพื�อแยกเซลล์ที� 1200 rpm, 4ºC นาน 10 นาที จากนั�นนาํไปปั�น

ลา้งด้วย PBS ที�ผสมด้วยยาปฏิชีวนะ แล้วนาํตะกอนของเซลล์ที�แยกได้มาเลี� ยงใน T25 cm2 culture 

flask (Greiner Bio-One) โ ด ย อ า ห า ร  ESCM ที� เ ติ ม  10 ng/mL epidermal growth factor (EGF, 

Peprotech) ที�  37ºC ในสภาวะ 5% oxygen และ 5% carbon dioxide เพื� อศึกษาคุณ ลักษณ ะและ

คุณสมบติัของเซลล์ในแง่มุมต่างๆต่อไป  

 

2.  การวิเคราะห์อตัราการเจริญเติบโตและ population doubling times 

เลี� ยงเซลล์ดว้ยอาหารทั�ง 2 ชนิดใน 6 well plate โดยเริ�มตน้ความหนาแน่นของเซลล์ที� 5,000 

เซลล/์cm2 เป็นเวลา 12 วนั จากนั�นทาํการนบัเซลล์ทุกๆ 3 วนัดว้ยวิธี vital Trypan blue staining เพื�อดู

อตัราการเจริญเติบโตของเซลลแ์ละการคาํนวณค่า fold increase ทาํโดยการนาํค่าจาํนวนเซลลท์ั�งหมด

ที�นับได้ของแต่ละวนัมาหารด้วยค่าจาํนวนเซลล์เริ� มต้นของวนัแรกที�ทาํการทดลอง สําหรับการ

คาํนวณค่า population doubling times ทาํโดยเลี� ยงเซลล์ด้วยอาหารทั� ง 2 ชนิดใน 6 well plate โดย
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เริ�มตน้ความหนาแน่นของเซลล์ที� 5,000 เซลล/์cm2 เป็นเวลา 6 วนั จากนั�นทาํการนบัเซลลท์ุกๆวนัดว้ย

วิธี  vital Trypan blue staining เพื�อนําค่าจ ํานวนเซลล์ทั� งหมดที�นับได้ของแต่ละวันมาเข้าสูตร

คาํนวณหา population doubling times (PDT) = tplg2/(lgNH-lgNI) ซึ� ง NI = จาํนวนเซลล์เริ�มตน้, NH 

= จาํนวนเซลล์ที�นบัได ้และ t = ระยะเวลาที�ใชใ้นการเลี�ยงเซลล ์(ชม.) หรือคาํนวณค่า PDT จากสูตร 

online จากเวปไซด ์www.doubling-time.com  

 

3.  การเตรียม ESCM 

นํ� าเลี� ยงเซลล์ ESCM ได้มาจากการเก็บนํ� าเลี� ยงเซลล์หรืออาหารที�ผ่านการเลี� ยงเซลล์ H9 

human embryonic stem cells line บน feeder ที�เป็น human foreskin fibroblast เป็นเวลานาน 24 ชม. 

ซึ� ง มี ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ ต่ า ง ๆ ดั ง นี�  Knockout-DMEM (Gibco-Invitrogen), 20% Knockout serum 

replacement (Gibco-Invitrogen), 1% non-essential amino acids (Sigma), 1mM L-glutamine (Gibco-

Invitrogen), 0.1 mM -mercaptoethanol (Gibco-Invitrogen) แ ล ะ  5 ng/ml human basic fibroblast 

growth factor (bFGF, Peprotech) จากนั� นนํา ESCM มากรองและเก็บที�  -20ºC จนกว่าจะนํามาใช ้

สําหรับ unconditioned medium มีขั�นตอนการเตรียมเหมือนกับ ESCM ทุกอย่าง แตกต่างแค่เพียง

อาหารชนิดนี�ไม่ผา่นการเลี�ยงเซลลเ์หมือน ESCM 

 

4.  การวิเคราะห์โปรตีนบนผิวเซลล์โดยวิธี Flow cytometry 

 ใชเ้ซลล์จาํนวน 2 x 105 cells เพื�อเป็นกลุ่มตวัอยา่งในการตรวจหาโปรตีนบนผิวเซลล์ที�บ่งชี�

ถึงคุณลกัษณะของ MSCs คือ CD29, CD44 และ CD90 ซึ� งใช้เป็น positive markers นอกจากนี� ยงัทาํ

การตรวจหาโปรตีนบนผิวเซลล์ที�บ่งชี� ถึงคุณลกัษณะของ Heamatopoietic stem cells คือ CD34 และ 

CD45 ซึ� งใช้เป็น negative markers เพื�อใช้ในการยืนยนัคุณลักษณะของเซลล์ที�แยกมาได้ โดยมีวิธี
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ทดสอบคร่าวๆดงันี�  นาํเซลล์มาปั�นลา้งด้วย 2% FBS/PBS จากนั�นนําเซลล์มายอ้มด้วย antibody ต่อ 

markers ต่ า ง ๆ คื อ  CD29-phycoerythrin (PE), CD34-PE, CD44-PE, unconjugated antibody ต่ อ 

CD90 แ ล ะ  CD45-fluorescein isothiocyanate (FITC) (all from BD Biosciences) ที�  4ºC น า น  1 

ชั�วโมง จากนั� นปั�นล้างด้วย 2% FBS/PBS และ fix เซลล์ด้วย 4% paraformaldehyde/PBS สําหรับ

เซลล์ที�ยอ้มด้วย unconjugated antibody ต่อ CD90 ตอ้งทาํการยอ้มอีกครั� งด้วย antibody ที�ติดฉลาก

ส า ร เ รื อ ง แ ส ง คื อ  goat-anti-mouse-FITC-conjugated secondary antibody (BD Biosciences) ที� 

อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั�วโมง จากนั�นปั�นลา้งดว้ย 2% FBS/PBS และทาํการตรึงโครงสร้างของเซลล์ดงั

ขา้งตน้ จากนั�นนาํเซลล์ที�ยอ้มไปวิเคราะห์โปรตีนบนผิวเซลล์โดยเครื�อง Flow cytometry รุ่น FACS 

Calibur (Becton Dickinson)และวิเคราะห์ขอ้มูลโดย Cell Quest Software (Becton Dickinson) 

 

5.  การสกดั RNA และตรวจหาการแสดงออกของยนีโดยวิธี RT-PCR 

ใช้ เซ ลล์จ ําน วน  1 x 106 cells เพื� อส กัด  RNA โดยใช้ ชุ ด  Total RNA Mini Kit (Tissue) 

(Geneaid) ซึ� งมีวิธีการสกดัตาม protocol ที�แนบมากบัสินค้า จากนั�นทาํการตรวจหาการแสดงออก

ของยีนในระดบั RNA โดยขั�นแรกตอ้งทาํการเปลี�ยน RNA ให้เป็น cDNA ก่อนดว้ยชุด RevertAidTM 

First Stand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) จากนั�นจึงทาํขั�นตอนต่อไปคือตรวจหาการแสดงออก

ของยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็น stem cells โดยใช ้primer ที�จาํเพาะต่อยนีเหล่านี�  ดงัที�แจกแจงในตารางที� 1 

และตรวจหาการแสดงออกของยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็นเซลล์ตบัโดยใช้ primer ที�จาํเพาะต่อยีนเหล่านี�  

ดงัที�แจกแจงในตารางที� 2 ซึ� งปฏิกิริยาในการทาํ RT-PCR ประกอบไปดว้ย 10X PCR buffer, 1 U Taq 

polymerase, 25 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L dNTP mixed และ  10 µmol/L of each primer ใน final 

volume 25 µl เมื�อเสร็จสิ�นปฏิกิริยาแลว้ product ที�ได้จะถูกแยกต่อดว้ยวิธี gel electrophoresis โดยใช ้
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2% agarose gel และ band ของ product จะถูกตรวจจับโดยการย้อมด้วย ethidium bromide ซึ� ง

สามารถมองเห็น band ไดจ้ากการอ่านผา่นแสง UV ในเครื�อง gel doc 

ตาราง 1. รายการแสดงชื�อและ sequences ของ primer ที�จาํเพาะต่อยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็น stem cells 

Genes Primer sequence (5’ to 3’) 
Annealing 

Temp. 
Size (bp) References 

Oct-4 GAGCAAAACCCGGAGGAGT 60 310 (Yao et al., 2006) 

 TTCTCTTTCGGGCCTGCAC    

Nanog GCTTGCCTTGCTTTGAAGCA 60 255 (Yao et al., 2006) 

 TTCTTGACTGGGACCTTGTC    

Oct-3/4 CTCACCCTGGGGGTTCTATT 60 230 (Darr, Mayshar, & Benvenisty, 2006) 

 CTCCAGGTTGCCTCTCACTC    

C-myc TGGTCTTCCCCTACCCTCTCAAC 55 265 (Han et al., 2007) 

 GATCCAGACTCTGACCTTTTGCC    

Klf-4 GTTTTGAGGAAGTGCTGAG 55 332 (Chiambaretta et al., 2004) 

 CAGTCACAGTGGTAAGGTTT    

Sox-2 GCCCCCAGCAGACTTCACA 64 170 (Tsukamoto et al., 2005) 

 CTCCTCTTTTGCACCCCTCCCATTT    

GAPDH AGCCACATCGCTCAGACACC 60 302 (Yao et al., 2006) 

 GTACTCAGCGGCCAGCATCG    
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6.  การกระตุ้น WJ-MSCs ให้เปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์จําเพาะชนิดต่างๆในสาย mesoderm 

 เลี� ยงเซลล์ให้ได้ความหนาแน่นประมาณ 90-100% confluence จากนั�นจึงกระตุ้นเซลล์ให้

เปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์จาํเพาะในสาย mesoderm คือ adipocytes, chondrobalst และ osteoblast โดย

ใช้อาหารสําเร็จรูปเพื�อช่วยกระตุน้ไดแ้ก่ STEM PRO Adipogenesis Differentiation Kit, STEM PRO 

Chondrogenesis Differentiation Kit แ ล ะ  STEM PRO Osteogenesis Differentiation Kit (all from 

Gibco-Invitrogen) เมื�อกระตุน้เซลลส์ําเร็จแลว้ ขั�นตอนต่อไปคือการทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ที�

เปลี�ยนไป สําหรับเซลล์ไขมนัหรือ adipocytes สามารถตรวจวดัโดยการยอ้มสีเม็ดไขมนัที�อยูภ่ายใน

เซลล์ด้วยสี oil red O solution (Sigma-Aldrich) สําหรับเซลล์กระดูกอ่อนหรือ chondroblast สามารถ

ตรวจวดัโดยการยอ้มสีชั�น proteoglycan ของเซลล์ด้วยสี 1% alcian blue solution (Sigma-Aldrich) 

และสําหรับเซลล์กระดูกหรือ osteoblast สามารถตรวจวดัโดยการยอ้มสีผลึกของแคลเซียมที�เซลล์

สร้างขึ�นดว้ยสี 2% alizarin red S solution (Sigma-Aldrich)  

 

7.  การวิเคราะห์วฎัจักรของเซลล์หรือ cell cycle 

 ใช้เซลล์จาํนวน 1 x 106 cells เพื�อเป็นกลุ่มตวัอย่างในการตรวจหาวฎัจกัรของเซลล์ โดยนํา

เซลล์มาปั�นลา้งดว้ย PBS และตรึงโครงสร้างของเซลล์ดว้ย ice cold 70% ethanol ที� 4°C เป็นเวลา 1 

ชม. จากนั�นนาํมาปั�นลา้งอีกครั� งและยอ้ม DNA ของเซลล์ดว้ยสี propidium iodide/RNase A solution 

(Becton Dickinson) ที� 37°C เป็นเวลา 15 นาที ในที�มืด จากนั�นนาํเซลล์เหล่านี� ไปตรวจหาวฎัจกัรของ

เซลล์ดว้ยเครื�อง Flow cytometry รุ่น FACS Calibur (Becton Dickinson)และวิเคราะห์ขอ้มูลโดย Cell 

Quest Software (Becton Dickinson) 
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8.  วธิีวเิคราะห์ข้อมูล 

ใน ก ารศึ ก ษ านี� ได้ใช้  Student’s t-test ใน ก ารวิ เค ราะ ห์ ข้อ มู ล โดย  statistical software 

SPSS17.0 ซึ� งถือวา่ขอ้มูลใดๆมีความแตกต่างอยา่งมีนยัยะสาํคญัทางสถิติที� P 0.05 และทุกขอ้มูลถูก

แสดงผลเป็น mean ± standard deviation 
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บทที�  3 

ผลการวิจัยและผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

1.  อตัราการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs ในห้องปฏิบัติการ 

 การศึกษานี� ได้ทาํการเลี� ยง WJ-MSCs ในอาหารเลี� ยงเซลล์ ESCM ที�เติม growth factor คือ 

EGF เพื�อศึกษาคุณสมบติัของเซลลใ์นแง่มุมต่างๆ ซึ� งพบวา่อาหารเลี�ยงเซลล์ชนิดนี�สามารถสนบัสนุน

การเจริญเติบโตของ WJ-MSCs ไดเ้ป็นอยา่งดี และเซลล์ที�ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารชนิดนี� มีรูปร่างเรียวยาว

เหมือน fibroblast ไม่แตกต่างจากลักษณะของ MSCs ทั�วไป (ภาพ 1) เป็นที�เด่นชัดว่า ESCM+EGF 

สามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล์ไดเ้ป็นอยา่งดี จากการทดลองเลี�ยงเซลล์ภายในเวลา 12 วนั

หรือประมาณ 2 สัปดาห์พบว่า เซลล์ที�ถูกเลี� ยงด้วย ESCM ที�มี 10 ng/mL EGF เป็นส่วนประกอบ

สามารถขยายเพิ�มจาํนวนเซลล์ไดสู้งถึง 21.24  2.58 x 106 เซลลแ์ละสามารถกระตุน้ให้เซลล์มีอตัรา

การเพิ�มจาํนวนได้สูง 424.88  14.62 เท่าเมื�อเทียบกบัจาํนวนเริ�มตน้ (ภาพ 2) จากขอ้มูลเหล่านี� สรุป

ได้ว่า ESCM+EGF สามารถสนับสนุนและกระตุ้นการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs ได้เป็นอย่างดี

โดยเฉพาะในช่วงระยะเวลาสั� นๆซึ� งเป็นผลดีต่อความตอ้งการเพิ�มจาํนวนเซลล์เพื�อใช้ในทางคลินิก 

นอกจากนี� เมื�อทาํการทดสอบหาค่าเฉลี�ยของเวลาที�เซลล์ใช้ในการแบ่งตวัพบว่า เซลล์เหล่านี� มีการ

แบ่งตวัค่อนข้างเร็วประมาณ 33.57  1.00 ชม.ในช่วง passage ต้นๆ (P4) และ 35.70  1.60 ชม.

ในช่วง passage ปลายๆ (P7) (ภาพ 3) 
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ภาพ 1. รูปร่างลกัษณะของ WJ-MSCs ที�ถูกเลี�ยงดว้ยอาหารเลี�ยงเซลล ์ESCM+EGF นาน 8 วนั ภายใต้

สภาวะที�มีอ็อกซิเจนตํ�า (A) ลักษณะความหนาแน่นของเซลล์แบบ sub-confluence (B) และแบบ 

confluence (C) กาํลงัขยาย 40x 

 

 

 A                                         B                                          C                                                                         
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ภาพ 2. อตัราการเจริญเติบโต (A) และอตัราการเพิ�มจาํนวน (B) ของ WJ-MSCs ที�ถูกเลี�ยงดว้ยอาหาร

เลี�ยงเซลล์ ESCM+EGF ในระยะเวลา 12 วนัภายใตส้ภาวะอ็อกซิเจนตํ�า ขอ้มูลถูกแสดงเป็น mean  

SD (n = 3) 
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ภาพ 3. ระยะเวลาโดยเฉลี�ยที�เซลล์ใช้ในการแบ่งตวั (PDT) เมื�อ WJ-MSCs ถูกเลี� ยงด้วยอาหารเลี� ยง

เซลล์ ESCM+EGF ภายใตส้ภาวะอ็อกซิเจนตํ�าทั�งในช่วงตน้ (P4) และปลาย (P7) ของการเลี�ยงเซลล ์

ขอ้มูลถูกแสดงเป็น mean  SD (n = 3) 

 

2.  วัฎจักรของเซลล์หรือ cell cycle  

 เพื�อศึกษาผลกระทบของอาหารเลี� ยงเซลล์ ESCM+EGF ต่อความเป็นปรกติของเซลล ์

การศึกษานี�ไดน้าํเซลล์มาวเิคราะห์หาวฎัจกัรของเซลล ์ซึ� งพบวา่เซลลใ์นช่วง passage ตน้ๆ (P4) วงจร

ชีวิตของเซลล์ที�ถูกเลี� ยงด้วยอาหารชนิดนี� เข้าสู่ระยะที� เซลล์มีการเตรียมพร้อมก่อนที�จะมีการ

สังเคราะห์ DNA หรือระยะ G0/G1 เท่ากับ 84.72  1.1% เข้าสู่ระยะที�เซลล์มีการสังเคราะห์ DNA 

หรือระยะ S เท่ากบั 0.81  0.08% และเขา้สู่ระยะที�เซลลม์ีการเตรียมพร้อมสําหรับการแบ่งเซลล์หรือ

ระยะ G2/M เท่ากบั 8.08  0.05% (ภาพ 4A) นอกจากนี� เซลลใ์นช่วง passage ปลายๆ (P7) วงจรชีวิต

ของเซลล์เขา้สู่ระยะ G0/G1 เท่ากบั 87.96  0.12% เขา้สู่ระยะ S เท่ากบั 0.9  0.16% และเขา้สู่ระยะ 

G2/M เท่ากบั 9.59  0.49% (ภาพ 4B) จากข้อมูลเหล่านี� สรุปได้ว่าเซลล์ที�ถูกเลี� ยงด้วยอาหารเลี� ยง
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เซลล ์ESCM+EGF มีวงจรชีวิตของเซลล์เป็นปรกติซึ� งส่วนใหญ่แลว้อยูใ่นระยะ G0/G1ไม่แตกต่างจาก

เซลล์ทั�วไป แมเ้ขา้สู่ช่วงปลายของการเลี�ยงเซลล ์

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4. สัดส่วนของการแสดงออกโปรตีนบนผิวเซลล์ของ WJ-MSCs ในช่วงปลาย (P7) ของการเลี�ยง

เซลล์ในสภาวะอ็อกซิเจนตํ�าหรือ hypoxic เมื�อเปรียบเทียบกนัระหวา่งการเลี� ยงดว้ยอาหารเลี�ยงเซลล์

ทั�วไป DMEM-LG+10% FBS (A) และอาหาร ESCM (B) ค่าเปอร์เซ็นตก์ารแสดงออกโปรตีนบนผิว

เซลล์ของแต่ละโปรตีนสรุปในกราฟแท่งโดยเฉลี�ย (C) ขอ้มูลถูกแสดงเป็น mean  SD (n = 3)  

 

3.  การทดสอบคุณลักษณะและคุณสมบัติของ WJ-MSCs 

 เพื�อศึกษาผลกระทบของอาหารเลี� ยงเซลล์ ESCM+EGF ต่อความสามารถของเซลล์ในการ

รักษาคุณลกัษณะและคุณสมบติัของความเป็น MSCs อนัดบัแรกคือการแสดงออกของกลุ่มโปรตีนที�

จาํเพาะบนผิวเซลล์ซึ� งเป็น positive markers ของ MSCs ไดแ้ก่ CD29, CD44 และ CD90 พบวา่เซลล์ที�

ถูกเลี� ยงด้วยอาหารเลี� ยงเซลล์ชนิดนี�  มีการแสดงออกของ CD29และ CD44 มากกวา่ 90% ในช่วงตน้

ของการเลี� ยงเซลล์ (P4) และเมื�อเขา้สู่ช่วงปลายของการเลี� ยงเซลล์ (P7) กลุ่มโปรตีนเหล่านี� ยงัคงถูก

แสดงออกในสัดส่วนใกล้เคียงกัน สําหรับ CD90 พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนชนิดนี� สูง

เช่นเดียวกนัในช่วงตน้ของการเลี�ยงเซลล ์แต่อยา่งไรก็ตามเมื�อเขา้สู่ช่วงปลายของการเลี�ยงเซลล ์พบวา่

B                                            A                                                                                                
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มีการแสดงออกของ CD90 ในสัดส่วนที�ลดลงเล็กน้อย (ภาพ  5) นอกจากนี� พบว่าเซลล์มีการ

แสดงออกของกลุ่มโปรตีนที�จาํเพาะต่อ Haematopoietic stem cells คือ CD34 และ CD45 ซึ� งใช้เป็น 

negative markers ในสัดส่วนที�ต ํ�ามากไม่ถึง 1% 

การทดสอบความสามารถในการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์จาํเพาะในสายของ mesoderm ก็

เป็นอีกหนึ� งคุณสมบติัที�สําคญัของ MSCs ซึ� งพบว่าเซลล์ที�ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารเลี� ยงเซลล์ชนิดชนิดนี�

สามารถถูกกระตุ้นให้เปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์ adipocytes, chondroblast และ oseteoblast ได้เป็น

อยา่งดีทั�งในช่วงตน้และปลายของการเลี�ยงเซลล ์ซึ� งสามารถตรวจวดัไดโ้ดยการยอ้มติดสีแดงของเม็ด

ไขมนัที�ถูกสร้างและสะสมอยู่ภายในเซลล์ adipocytes ยอ้มติดสีนํ� าเงินของ proteoglycan ที�ถูกสร้าง

ขึ� นโดยเซลล์ chondroblast และย้อมติดสีส้มแดงของผลึกแคลเซียมที�ถูกสร้างขึ� นโดยเซลล ์

oseteoblast (ภาพ 6) จากข้อมูลเหล่านี� บ่งชี� ได้ว่า นอกจาก ESCM+EGF จะสามารถสนับสนุนและ

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs ไดแ้ลว้ ยงัสามารถรักษาคุณลกัษณะและคุณสมบติัของความ

เป็น MSCs ของเซลลไ์ดเ้ป็นอยา่งดี 
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ภาพ 5. สัดส่วนการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์ของ WJ-MSCs ที�ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารเลี�ยงเซลล ์

ESCM+EGF ภายใตส้ภาวะอ็อกซิเจนตํ�าทั�งในช่วงตน้ (P4) (A) และปลาย (P7) (B) ของการเลี�ยงเซลล ์
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ภาพ 6. ความสามารถในการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์ adipocytes, chondroblast และ osteoblast ของ 

WJ-MSCs ที�ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารเลี�ยงเซลล ์ESCM+EGF ภายใตส้ภาวะอ็อกซิเจนตํ�าทั�งในช่วงตน้ (P4) 

(A-C) และปลาย (P7) (D-F) ของการเลี�ยงเซลล ์กาํลงัขยายสําหรับภาพ adipocytes, chondroblast และ 

osteoblast คือ 200x, 100x และ 40x ตามลาํดบั 

 

4.  การแสดงออกของยีนที�บ่งชี�ถึงความเป็น stem cells 

 การศึกษาผลกระทบของอาหารเลี� ยงเซลล์ชนิดนี� ต่อความสามารถของเซลล์ในการรักษา

สภาพความเป็น stem cells พบว่าเซลล์ที�ถูกเลี� ยงด้วยอาหารเลี� ยงเซลล์ ESCM+EGF สามารถ

แสดงออกของยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็น stem cells ได้ เช่น Oct-4, Oct-3/4, Nanog, Klf-4, C-Myc และ 

Sox-2 ซึ� งเป็นยีนที�แสดงถึงความอ่อนเยาวข์องเซลล์ โดยสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน

เหล่านี� ในระดบัที�ใกลเ้คียงกนัทั�งในช่วงตน้และปลายของการเลี�ยงเซลล์ (ภาพ 7) และเป็นที�น่าสนใจ

วา่แมเ้ขา้สู่ช่วงปลายของการเลี�ยงเซลล์แลว้ เซลล์ที�ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารชนิดนี� ยงัคงสามารถรักษาความ

อ่อนเยาว์ของความเป็น stem cells เอาไว้ได้เป็นอย่างดี  จากข้อมูลเหล่านี� ชี� ให้ เห็นว่านอกจาก 

A                                          B                                             C 

D                                          E                                             F 
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ESCM+EGF จะสามารถสนับสนุนและส่งเสริมการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs ได้เป็นอย่างดีแล้ว 

ESCM+EGF ยงัสามารถรักษาสภาพความอ่อนเยาวข์อง stem cells ไดดี้อีกดว้ย  

 

 

ภาพ 7. การแสดงออกของยนีที�เกี�ยวขอ้งกบัความเป็น stem cells ของ WJ-MSCs ที�ถูกเลี�ยงดว้ยอาหาร

เลี�ยงเซลล์ ESCM+EGF ภายใตส้ภาวะอ็อกซิเจนตํ�าทั�งในช่วงตน้ (P4) (lane1) และปลาย (P7) (lane2) 

ของการเลี�ยงเซลล ์
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บทที�  4  

ข้อวิจารณ์ 

 

การศึกษาเร็วๆนี� พบว่า MSCs มีความสามารถในการรักษาโรคทางคลินิกบางชนิดเช่น 

osteogenesis imperfecta (Horwitz et al., 1999) และ myocardial infarction (Stamm et al., 2003) เป็น

ตน้ ซึ� งจาํเป็นตอ้งใช้เซลล์จาํนวนมาก ดงันั�นการเพิ�มหรือขยายจาํนวนเซลล์ในห้องปฏิบติัการจึงมี

ความสําคญั การศึกษาที�ผ่านมาพบวา่ สายสะดือรกจากเด็กแรกเกิดโดยเฉพาะส่วน Wharton’s jelly 

เป็นอีกแหล่งหนึ� งที�อุดมไปดว้ย MSCs ซึ� งมีขอ้ดีเหนือกว่าแหล่งอื�นๆเนื�องจากสายสะดือรกมีความ

อ่อนเยาวแ์ละ primitive มากกวา่ (Weiss & Troyer, ����)นอกจากนี� ยงัง่ายต่อการเก็บตวัอยา่งอีกดว้ย 

การศึกษานี� ไดท้าํการเลี� ยง WJ-MSCs ในอาหารเลี� ยงเซลล์ ESCM ที�ผสมดว้ย growth factor คือ EGF 

เพื�อศึกษาคุณสมบติัของเซลล์ในแง่มุมต่างๆได้แก่ อตัราการเจริญเติบโต, รูปร่างลกัษณะของเซลล์, 

การแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล,์ ความสามารถในการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์จาํเพาะในสาย 

mesoderm, การแสดงออกของยีนที�บ่งชี� ถึงความเป็น stem cells และวฎัจกัรของเซลลห์รือ cell cycle  

เมื�อพิจารณาถึงประสิทธิผลของการแยกเซลล์พบวา่ การศึกษานี�สามารถแยก MSCs ออกจาก

เนื�อเยื�อสายสะดือรกส่วน Wharton’s jelly ไดสู้งถึง 5,000 เซลล์ต่อกรัมของชิ�นเนื�อ แต่อยา่งไรก็ตาม

อัตรานี� ย ังค งตํ� าก ว่า เมื� อ เป รียบ เที ยบ ป ระสิ ท ธิ ผ ล ข องก ารแยก เซ ล ล์จาก ก ารศึ ก ษ าอื� น ๆ 

(Karahuseyinoglu et al., ����; Schugar et al., ����) ซึ� งความแตกต่างนี� อาจสืบเนื�องมาจากความ

หลากหลายของวิธีการแยกเซลล์รวมทั�งสภาวะที�ใช้เลี� ยงเซลล์ของแต่ละการศึกษา นอกจากนี� พบว่า 

ESCM+EGF สามารถกระตุน้ให้เซลล์มีอตัราการเพิ�มจาํนวนไดสู้ง 424.88  14.62 เท่าเมื�อเทียบกบั

จํานวนเริ� มต้น การค้นพบนี� แสดงให้ เห็นว่า ESCM+EGF สามารถสนับสนุนและส่งเสริมการ
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เจริญเติบโตของ WJ-MSCs ไดดี้โดยเฉพาะในระยะเวลาสั� นๆภายใน 2 สัปดาห์ ซึ� งสามารถตอบรับ

กบัความตอ้งการใชเ้ซลลจ์าํนวนมากในทางคลินิกไดเ้ป็นอยา่งดีโดยเฉพาะในเวลาที�จาํกดั 

 ยีน Oct-4, Sox-2 และ Nanog คือกลุ่มยีนที�เกี�ยวขอ้งกบั transcription factors ที�สําคญัในการ

รักษาสภาวะ pluripotency และ self-renewal ของ ES เซลล์ (Chambers & Tomlinson, 2009) สําหรับ 

MSCs พบว่ากลุ่มยีนเหล่านี� ก็มีความสําคญัในการรักษาสภาพความอ่อนเยาวข์องเซลล์เช่นเดียวกนั 

จากการศึกษาที�ผา่นมาพบวา่ การปรับแต่งยีนของ MSCs โดยใช ้lentiviral system เพื�อกระตุน้ให้เกิด 

overexpression ของยีน Oct-4 และ Nanog สามารถกระตุน้ให้เซลล์เหล่านั�นมีอตัราการเจริญเติบโตที�

สูงขึ� นในขณ ะที� ย ังคงรักษาสภาพความอ่อนเยาว์ของ stem cells เอาไว้ได้ (Liu et al., ����) 

เช่นเดียวกนักบัการศึกษานี�  เป็นที�น่าสนใจวา่แมเ้ขา้สู่ช่วงปลายของการเลี�ยงเซลลแ์ลว้ เซลล์เหล่านี� ยงั

มีการแสดงออกของยีนที�บ่งชี� ถึงความอ่อนเยาว์ของ stem cells จากข้อมูลเหล่านี� ชี� ให้ เห็นถึง

ประสิทธิภาพของ ESCM+EGF ในการสนบัสนุนและส่งเสริมการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs พร้อม

ทั�งสามารถคงสภาพความอ่อนเยาวข์อง stem cells เอาไวไ้ด ้

 เมื�อพิจารณาถึงสาเหตุที�ทาํให้ ESCM มีประสิทธิภาพช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์

ได้เป็นอย่างดี พบว่าปัจจยัหลกัๆน่าจะมาจาก growth factors หรือ cytokines ต่างๆที�อยู่ในอาหารนี�  

จากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่า human foreskin fibroblast ซึ� งทําหน้าที� เป็น feeder ให้กับ ES เซลล์

สามารถหลั�ง bFGF ซึ� งเป็น growth factor ชนิดหนึ�งที�มีความสําคญัในการรักษาสภาวะ pluripotency 

และความอ่อนเยาว์ของ ES เซลล์  (Park et al., ����) และการศึกษาต่อมาได้ช่วยสนับสนุน

ความสําคญัของ bFGF ต่อ ES เซลล์ ซึ� งพบว่าแม ้ES เซลล์ไม่ไดถู้กเลี� ยงบน feeder ก็สามารถรักษา

สภาวะ pluripotency และความอ่อนเยาวไ์วไ้ด ้โดยการเติม bFGF เขา้ไปในอาหารเลี�ยงเซลล์ทดแทน

จากการขาด feeder (Levenstein et al., 2006) สําหรับ MSCs มีการศึกษาพบว่า bFGF สามารถช่วย

กระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ได้เช่นกัน (Bianchi et al., ����) จากข้อมูลเหล่านี� ท ําให้ได้ข้อ



 ��

สันนิษฐานวา่ bFGF ที�ถูกหลั�งจาก feeder ออกมาใน ESCM น่าจะเป็นปัจจยัสําคญัที�ช่วยส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของ WJ-MSCs ในการศึกษานี�  นอกจากนี� ตวั ES เซลล์เอง น่าจะมีการหลั�ง factors ต่างๆ

ออกมาร่วมดว้ยใน ESCM ดงันั�นนอกจาก bFGF แลว้น่าจะมี growth factors หรือ cytokines อื�นๆดว้ย

ที�มีความสําคัญต่อการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs ซึ� งหนึ� งในนั� นมี EGF รวมอยู่ด้วย  เนื�องจาก

การศึกษาที�ผ่านมาพบว่า EGF สามารถกระตุน้การเพิ�มจาํนวนของ MSCs ไดเ้ป็นอย่างดี (Tamama, 

Fan, Griffith, Blair, & Wells, ����) เช่นเดียวกนักบัการศึกษานี�  นอกจากนี� มีการรายงานว่า human 

H1/H9 ES cells line สามารถหลั�งโปรตีน bFGF และ TGF 1 ออกมาในอาหารเลี� ยงเซลล์ได ้

(Bendall et al., 2009) ซึ� งโปรตีนเหล่านี� น่าจะพบอยู่ใน ESCM และน่าจะเป็นอีกหนึ� งปัจจยัสําคญัที�

ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ WJ-MSCs เนื�องจากเคยมีการรายงานวา่โปรตีนเหล่านี�มีศกัยภาพใน

การกระตุน้การเจริญเติบโตของ MSCs มาก่อน (Jian et al., 2006)  
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บทที� � 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

�. สรุป 

             โครงการนี�ประสบความสาํเร็จในการพฒันาวธีิการใหม่ที�สามารถเพิ�มจาํนวน mesesnchymal 

stem cells ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงโดยสามารถเพิ�มจาํนวนเซลลไ์ดม้ากขึ�นเป็นจาํนวนหลายเท่า

อยา่งมีนยัสําคญัในระยะเวลาที�สั�นลง ซึ� งจะสามารถแกปั้ญหาเรื�องการที�มีเซลล์ตน้กาํเนิดอยา่งจาํกดั 

คอืมีจาํนวนน้อยไม่พอต่อการรักษาโรค ทาํใหก้ารรักษาโรคในผูป่้วยให้ผลสาํเร็จไม่สูงเท่าที�ควร  

นอกจากนี�วิธีการเลี�ยงเซลลแ์บบใหม่นี�  ยงัสามารถคงคุณสมบติัความเป็น msesenchymal stem cells 

ของเซลล์ที�เลี�ยงไดร้วมทั�งคงความสามารถที�จะเปลี�ยนแปลงเป็นเซลลช์นิดต่างๆได ้ เมื�อไดรั้บการ

กระตุน้ที�เหมาะสมไดแ้ก่การเปลี�ยนแปลงของเซลลเ์ป็น osteocyte, chondrocyte และ adipocyte ซึ� ง

เป็นความสามารถหลกัของเซลลต์น้กาํเนิดชนิดนี�  นอกจากนี�หลงัจากกระบวนการเพิ�มจาํนวนเซลล์

แลว้ เซลลท์ี�ไดย้งัสามารถนาํมาเก็บแช่แข็งและนาํกลบัมาใชใ้หม่ไดอี้กหลายรอบ ทาํใหส้ามารถเก็บ

เซลล์ตน้กาํเนิดไวใ้ชใ้นระยะยาวได ้ อีกทั�งยงัช่วยลดงบประมาณในการเลี�ยงและเตรียมเซลล ์ รวมทั�ง

ไม่ตอ้งเก็บเซลล์จากผูป่้วยหรือผูบ้ริจาคบ่อยครั� ง  

             วิธีการเลี�ยงเซลล์แบบใหม่นี� ยงัใชน้ํ�ายาที�เป็น animal serum free ทาํใหส้ามารถประยุกตใ์ช้

เทคโนโลยีในทางการแพทยแ์ละยงัสามารถเก็บแช่แข็งเป็นธนาคารเซลล์ตน้กาํเนิดไวใ้ชใ้นอนาคตใน

ยามที�ตอ้งการ ซึ� งสิ�งเหล่านี�จะเป็นประโยชน์ต่อสังคมโดยส่วนรวม อีกทั�งช่วยทาํใหก้ารวิจยัเซลล์ตน้

กาํเนิดของประเทศมีความกา้วหนา้อีกทางหนึ�งและเพิ�มศกัยภาพในการแข่งขนัในระดบันานาชาติของ

ประเทศไทยโดยส่วนรวม 
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2.  ข้อเสนอแนะ 

งานวิจยันี�ควรมีการต่อยอดในการศึกษาการนาํเซลลท์ีผา่นการเลี�ยงเพื�อเพิ�มจาํนวนเซลล์นี� ไป

ทดสอบการรักษาโรคในสัตว์ทดลอง เช่น โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคตบั เป็นต้น นอกจากนี�

โครงการวิจยันี� สามารถศึกษาต่อในเชิงลึกเกี�ยวกบักลไกหรือ mechanism ของเซลล์ที�ตอบสนองต่อ 

ESCM ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยทดสอบกบัสารโปรตีนที�สนใจแต่ละตัวและ

ศึกษาถึงการแสดงออกทั�งในระดบัยนีและโปรตีนของกลุ่ม signaling pathway ต่างๆที�สนใจต่อไปได ้ 
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ภาคผนวก 

 

1.  การเตรียม complete DMEM (cDMEM)  

ชั�งตวงและผสมสารต่างๆเหล่านี� เขา้ดว้ยกนั 

- DMEM (low glucose)      10.00     g 

- FBS        100.00   ml 

- NaHCO3       3.70       g 

- 1000 U/ml Penicillin/1000 g/ml Streptomycin                 10.00     ml 

- 2 mg/ml Amphotericin B     0.20       ml 

เติมนํ� า sterile ultra-pure water เพื�อให้ไดป้ริมาตร 1000 ml จากนั�นปรับค่าความเป็นกรดด่าง

ที� pH 7.4 และนาํไปกรองเพื�อ sterile 

 

2.  การเตรียม PBS 

ชั�งตวงและผสมสารต่างๆเหล่านี� เขา้ดว้ยกนั 

- NaCl                                                                                        8.00     g 

- Na2HPO4          1.44     g 

- KCl                      0.20     g 

- KH2PO4                                                                             0.24     g 

เติมนํ� า sterile ultra-pure water เพื�อให้ไดป้ริมาตร 1000 ml จากนั�นปรับค่าความเป็นกรดด่าง

ที� pH 7.4 และนาํไป autoclave เพื�อ sterile ที� 121°C นาน 15 นาที 
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3.  การเตรียม 0.25% Trypsin/EDTA 

ชั�งตวงและผสมสารต่างๆเหล่านี� เขา้ดว้ยกนั 

- Trypsin                                                                                       0.25     g 

- EDTA             0.04     g 

เติมสาร sterile PBS เพื�อให้ไดป้ริมาตร 100 ml จากนั�นนาํไปกรองเพื�อ sterile  
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ประวัติผู้วจิัย 

             ผูช่้วยศาสตราจารย ์  เทคนิคการแพทยห์ญิง ดร. วิไลรัตน์ ลี�อนนัตศ์กัดิ� ศิริ เกิดเมื�อวนัที� �� 

มีนาคม ���� สาํเร็จการศึกษาระดบัปริญญาตรี วท.บ. เทคนิคการแพทย ์(พ.ศ. 2535) และ ปริญญาโท 

วท.ม. ชีวเคมีทางการแพทย ์ (พ.ศ. 2539) จากมหาวทิยาลยัขอนแก่น จากนั�นไดศ้ึกษาต่อในระดบั 

ปริญญาเอก สาขา Microbiology and Immunology โดยเนน้ทางดา้นภูมิคุม้กนัวิทยาทางการแพทย์

และ เซลลต์น้กาํเนิด ณ Medical College of Virginia, Virginia Commonwealth University ประเทศ

สหรัฐอเมริกา จนจบการศึกษาในปี พ.ศ. ���� ก่อนที�จะศึกษาต่อทางดา้น stem cell transplantation 

and  stem cell regulation ในระดบั Post-Doctoral Fellow ณ National Institute of Health  ประเทศ

สหรัฐอเมริกา (พ.ศ. ����-����) ปัจจุบนั ผศ. ทนพญ. ดร. วิไลรัตน์ ทาํงานในตาํแน่งอาจารยป์ระจาํ

สาขาวิชาจุลชีววิทยา สํานกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จ. นครราชสีมา ประเทศ

ไทย อาจารยว์ิไลรัตน์ ไดรั้บรางวลัทางดา้นวิชาการหลายรางวลั อาทิเช่น  รางวลั  Excellent Research 

Award (Stem cell), USA,  Key Stone Symposium  (พ.ศ. 2550),  American Society of Hematology 

Traveling Award, USA  (พ.ศ. 2546),  Traveling Award, International Society for Stem Cell 

Research, Australia (พ.ศ.2547) /  USA (พ.ศ. 2551), รางวลัส่งเสริมบณัฑิตบณัฑิต มูลนิธิอานนัท

มหิดล พ.ศ. 2551-2554  และ รางวลัศิษยเ์ก่าดีเด่นดา้นวิชาการ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยั 

ขอนแก่นในปี พ.ศ. 2554  ปัจจุบนัอาจารยว์ิไลรัตน์ มีผลงานตีพิมพใ์นระดบันานาชาติ �� ผลงาน 

สถานที�ติดต่อ สาขาวชิาจุลชีววิทยา สาํนกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 111    

ถนน มหาวิทยาลยั ต.สุรนารี อ.เมือง จ.นครราชสีมา 30000 e-mail : wilairat@g.sut.ac.th                   
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ประวัติผู้วจิัย 

             อาจารย ์นายแพทย ์ดร. ชวบูลย ์ เดชสุขุม  เกิดเมื�อวนัที� �� กุมภาพนัธ์ ���� สําเร็จการศึกษา

ระดบัปริญญาตรี วท.บ. แพทยศาสตร์ (พ.ศ. 2533) จากมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ และ Diploma 

Thai Board  สาขา Anatomical Pathology จาก ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล จากนั�นไดศ้ึกษา

ต่อในระดบั ปริญญาเอก สาขา Pathology ณ Medical College of Virginia, Virginia Commonwealth 

University ประเทศสหรัฐอเมริกา จนจบการศึกษาในปี พ.ศ. ���� ก่อนที�จะศึกษาต่อทางดา้น 

Molecular Pathology ในระดบั Post-Doctoral Fellow ณ Medical College of Virginia,  Virginia 

Commonwealth University ประเทศสหรัฐอเมริกา (พ.ศ. ����) ปัจจุบนั อาจารย ์ นายแพทย.์ ดร. 

ชวบูลย ์ เดชสุขุม  ทาํงานในตาํแหน่งหวัหนา้สาขาวชิาพยาธิวิทยา และเป็นอาจารยป์ระจาํสาขาวชิา       

พยาธิวิทยา สาํนกัวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ. นครราชสีมา ประเทศไทย

อาจารย ์ นพ. ดร. ชวบูลย ์ ไดรั้บรางวลัทางดา้นวิชาการหลายรางวลั อาทิเช่น  รางวลั  King 

Scholarship award, Stem Cell Travelling award,  International Society for Stem Cell Research 

(พ.ศ. 2551) และ รางวลัส่งเสริมบณัฑิตบณัฑิต มูลนิธิอานนัทมหิดล ปัจจุบนัอาจารย ์ นพ. ดร. 

ชวบูลย ์  มีผลงานตีพิมพใ์นระดบันานาชาติ �� ผลงาน  และผลงานจดสิทธิบตัร � เรื�อง “A nucleic 

acid marker of cancer” Serial No.09/434,620, filed Nov.5, 1999 Joy L Ware, 

ChavaboonDechsukhum, Carleton T Garrett (Detection of novel WT1 transcript in human 

malignancy, including prostate, breast cancer and acute leukemia) สถานที�ติดต่อ สาขาวชิาพยาธิ

วิทยา สํานกัวิชาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 111 ถนน มหาวทิยาลยั ต.สุรนารี       

อ.เมือง จ.นครราชสีมา 30000   e-mail : chavaboon@sut.ac.th             
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ประวัติผู้วจิัย 

นางสาว พชัรี ปราศจาก เกิดวนัที� 4 ธันวาคม พ.ศ. 2523 สถานที�เกิด จ.ปราจีนบุรี สําเร็จวุฒิ

การศึกษาระดบัปริญญาตรี วท.บ. สาขาเทคนิคการแพทย ์จากมหาวิทยาลัยมหิดลในปี พ.ศ. 2546  

และสําเร็จวุฒิการศึกษาระดบัปริญญาโท วท.ม. สาขาจุลชีววิทยา จากมหาวิทยาลยัมหิดลในปี พ.ศ. 

2549  น างส าว พัช รี  ได้ รับ รางว ัล  International Society for Stem Cell Research (ISSCR) travel 

award in ISSCR 7th Annual Meeting, Barcelona, Spain พ .ศ . � � � �  ส ถ า น ที� ติ ด ต่ อ  ส าข าวิ ช า             

จุลชีววิทยา สํานักวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 111 ถ.มหาวิทยาลัย ต.สุรนารี     

อ.เมือง จ.นครราชสีมา 30000  

 


