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  ถึงแม้เซลล์ต้นก าเนิดของมนุษย์ที่สร้างจากตัวอ่อน (human embryonic stem cells; hESCs) จะมี
คุณสมบัติที่ส าคัญคือสามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ต่างๆของร่างกาย อาจจะสามารถน ามาใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่
มีภาวะเส่ือมของเซลล์หรืออวัยวะต่างๆ ได้ในอนาคต แต่ข้อจ ากัดที่ส าคัญของการน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมาใช้ คือ
การต่อต้านเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนโดยภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย เนื่องจากเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน ไม่ได้สร้างมาจากเซลล์
ของผูป้่วยเอง 
  ในอดีตได้มีความพยายามในการน าเทคนิคการย้ายฝากนิวเคลียส (nuclear transfer)  มาใช้ในการสร้าง
เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน โดยย้ายนิวเคลียสจากเซลล์ร่างกายของผู้ป่วย ไปสู่ไข่ตัวรับ (recipient oocyte), กระตุ้นให้ไข่
แบ่งตัวจนถึงระยะบลาสโตซีส, แยกกลุ่มเซลล์อินเนอร์เซลล์แมส (inner cell  mass; ICM)  และเล้ียงในห้องปฏิบัติการ
จนเจริญเป็นเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน วิธีนี้เคยได้รับความสนใจจากนักวิทยาศาสตร์ทั่วโลก รวมทั้งคณะผู้วิจัยด้วย
อย่างไรก็ตาม ด้วยข้อจ ากัดของจ านวนไข่ที่ต้องใช้ และความยากทางด้านเทคนิค จนกระทั่งนักวิจัยชาวญี่ปุ่นค้นพบ
วิธีการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหน่ียวน าเซลล์ร่างกาย ให้กลับไปมีคุณสมบัติคล้ายกับเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน โดย
ไม่จ าเป็นต้องใช้เทคนิคการย้ายฝากตัวอ่อน จึงท าให้นักวิจยัทั่วโลก ให้ความสนใจและท าวจิัยทางด้านน้ีกันเป็นจ านวน
มาก 
  เช่นเดียวกับคณะผู้วิจัย หลังจากได้ทดลองท าการสร้างตัวอ่อนด้วยเทคนิคการย้ายฝากนิวเคลียส แต่ไม่
ประสบความส าเร็จในการสร้างตัวอ่อนระยะบลาสโตซิส จึงไม่สามารถแยกเซลล์อินเนอร์เซลล์แมส และสร้างเซลล์ต้น
ก าเนิดจากตัวอ่อนด้วยเทคนิคการย้ายฝากนิวเคลียสได้  คณะผู้วิจัยจึงได้ท าการเปล่ียนแผนการด าเนินงานวิจัย โดยมี
จุดมุ่งหมายในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ร่างกาย ด้วยความร่วมมือกับห้องปฏิบัติการเซลล์ต้น
ก าเนิด และ เซลล์บ าบัด คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และสถาบันวิจัย RIKEN เมืองโกเบ ประเทศ
ญี่ปุ่น คณะผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์เลือดจากสายสะดือ ด้วยการ
ใช้ Sendai virus และ episomal vectors ซึ่งถือว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าที่ได้จากทั้งสองวิธีนี้เป็น เซลล์ต้น
ก าเนิดจากการเหนี่ยวน าที่มคีวามปลอดภัยเพราะเป็น transgene-free และเหมาะสมในการน ามาใช้ในทางคลินิกเป็น
อย่างมาก ในอนาคต 
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Derivation of human induced pluripotent stem cells from CD34+ cells derived from cord blood 

 
Abstract 

 
Although human embryonic stem cells (hESCs) has the ability to differentiate into several cell 

types of human body, and hESCs can possibly be used for cell replacement therapy in the future, but the 
major obstacle of using hESCs is immunorejection. 

 

There were several attempts to create human embryos by nuclear transfer (NT) technique. These 
NT-derived embryos were used for isolation of the inner cell mass (ICM) and subsequent derivation of 
hESCs. Due to the lack of donated oocytes and technical difficulty, researchers including us failed to 
generate hESCs by this technique. Until the discovery of Japanese researchers about generating the 
pluripotent stem cells by inducing somatic cells, these induced cells shows similar characteristic as 
hESCs. This finding caught the attention of researchers around the world. 

 

Our group had tried but failed to generate human embryos by using NT technique. Thus, we 
couldn’t generate NT-derived hESCs as proposed. We changed the plan and focused on generating of 
hiPSCs with the collaboration with the researchers from the laboratory of stem cell and cell therapy, 
Faculty of Medicine, Chulalongkorn University and RIKEN institute, Kobe, JAPAN. We successfully 
generated hiPSCs from cord blood cells by using temperature sensitive Sendai virus and episomal 
vectors. These hiPSCs are considered as the transgene-free hiPSCs which is suitable for using in clinical 
trial or therapeutic purposes in the future. 
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bFGF  basic fibroblast growth factor  
BSA  bovine serum albumin 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO  dimethyl sulphoxide  
EB  embryoid body  
FBS  fetal bovine serum  
hESCs  human embryonic stem cells 
HFF  human foreskin fibroblast 
IMDM  Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 
iPSCs  induced pluripotent stem cells 
PBS  phosphase buffer saline 
PFA  paraformaldehyde  
RT-PCR  real time polymerase chain reaction 
SeV  Sendai Virus 
SSEA-4  stage specific embryonic antigen-4 

TRA-1-60 tumor recognition antigen-1-60 
TRA-1-81 tumor recognition antigen-1-81 
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๑. บทน า 
 

   ปัจจุบัน เซลล์ต้นก าเนิด (Stem  Cells) เป็นกลุ่มเซลล์ที่ได้รับความสนใจจากแพทย์ นักวิจัย นักวิทยาศาสตร์ 
และประชาชนทั่วไปเป็นอย่างมาก ทั้งนี้เพราะเซลล์ต้นก าเนิดมีคุณสมบัติที่ส าคัญคือการแบ่งตัวได้เรื่อยๆ หรือ ไม่มี
ขีดจ ากัด ในสภาวะที่เหมาะสม และนักวิจัยสามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่
จ าเพาะ เช่น เซลล์ประสาท เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ หรือ เซลล์ที่สร้างเซลล์เม็ดสีในชั้นเรตินาของตา เป็นต้น (Lu and 
Yang, 2011; Torrez et al., 2012; Kuroda et al., 2012) ด้วยลักษณะพิเศษดังกล่าว ท าให้มีความคาดหวังในการที่
จะน าเซลล์ต้นก าเนิดมาใช้ในการรักษาโรคที่เกิดจากสภาวะเส่ือมของอวัยวะตา่งๆ ไม่ว่าจะเป็นโรคที่เกิดความบกพร่อง
ของระบบเลือด โรคที่เกี่ยวกับความเสียหายหรือ เส่ือมของเซลล์ในระบบประสาท อย่างไรก็ตามในปัจจุบัน มีเพียงการ
รักษาโรคในระบบเลือดโดยใช้เซลล์ต้นก าเนิดที่แยกได้จากไขกระดูกที่ประสบความส าเร็จ และได้รับการยอมรับในทาง
การแพทย์ถึงความปลอดภัย ส่วนการรักษาสภาวะเส่ือมของเซลล์ หรือ โรคอื่นๆโดยใช้เซลล์ต้นก าเนิดนั้น ยังอยู่ใน
ขั้นตอนของการศึกษาและวิจัย (Aggarwal et al., 2012) 
   โดยทั่วไปแล้วเซลล์ต้นก าเนิดนั้นมีหลายชนิด ขึ้นอยู่กับแหล่งที่แยกเซลล์ต้นก าเนิดออกมาได้ เช่น เซลล์ต้น
ก าเนิดจากไขกระดูก (Aggarwal et al., 2012) เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อของตาชั้น limbus (Zhang et al., 2011) 
หรือ เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อของโพรงประสาทฟัน (Huang et al., 2009) ซึ่งเซลล์ต้นก าเนิดเหล่านี้แยกมาจาก
เนื้อเยื่อของอวัยวะที่ได้รับการพัฒนาเต็มที่แล้ว การแบ่งตัวของเซลล์ต้นก าเนิดเมื่อน ามาเล้ียงในห้องทดลองก่อนการ
ปลูกถ่ายกลับเข้าสู่ผู้ป่วยมีขีดจ ากดั และมีความสามารถในการถูกเหน่ียวน าให้เป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะได้น้อยกว่า
เซลล์ต้นก าเนิดที่แยกได้จากตัวอ่อนในระยะก่อนการฝังตัว หรือที่เรียกว่า เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน (embryonic stem 
cells; ESCs) เซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนนี้ เป็นเซลล์ที่มีคุณสมบัติเหนือกว่าเซลล์ต้นก าเนิด จากแหล่งอื่นๆ เพราะ
สามารถถูกเหน่ียวน าให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ได้ทุกชนิดของเซลล์ในร่างกายมนุษย์ (Thomson et al., 1998) ดังนั้น 
นักวิจัยจึงพยายามศึกษาถงึความเป็นไปได้ในการน าเซลล์ต้นก าเนิดจากตวัอ่อนมาใช้ในการรักษาผู้ป่วย อย่างไรก็ตาม 
ข้อจ ากัดที่ส าคัญสองประการของการน าเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนมาใช้ในทางคลินิกก็คือ การสร้างเซลล์ต้นก าเนิด
จากตัวอ่อน จ าเป็นต้องแยกกลุ่มเซลล์ออกมาจากตัวอ่อน ซึ่งในภาคสังคมเข้าใจว่าเป็นการท าลายตัวอ่อน และเซลล์
ต้นก าเนิดจากตวัอ่อนนี้ จะมีลักษณะทางพันธุกรรมไม่ตรงกับผู้ป่วยหรือผู้ที่จะได้รับการปลูกถ่ายเซลล์ต้นก าเนิด ดังนั้น
เมื่อผู้ป่วยได้รับการปลูกถ่ายเซลล์จากเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน อาจจะเกิดปัญหาของการต่อต้านเซลล์ที่ปลูกถ่าย
เข้าไปจากระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย (Okita et al., 2011) 
   จากความส าเร็จในการวิจัยของนักวิจัยชาวญี่ปุ่นในปี คศ. 2007 ที่สามารถสร้างเซลล์ที่มีคุณสมบัติคล้ายกับ
เซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน โดยใช้เซลล์ผิวหนังของคน เรียกเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้ว่ า เซลล์ต้นก าเนิดที่เกิดจากการ
เหนี่ยวน า (induced pluripotent stem cells; iPSCs) (Takahashi et al., 2007) ถือเป็นการค้นพบที่จุดประกายให้
แพทย์ นักวิทยาศาสตร์ และนักวิจัยทั่วโลกมีความหวังในการประยุกต์ใช้เซลล์ต้นก าเนิดในการรักษาโรคต่างๆที่เกิด
จากสภาวะเส่ือมของเซลล์ในร่างกายของมนุษย์ ทั้งนี้เพราะเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้ไม่ต้องท าลายตัวอ่อน และสามารถ
สร้างขึ้นมาได้จากเซลล์ในร่างกายของผู้ป่วยเอง ดังนั้น ปัญหาการต่อต้านเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้โดยระบบภูมิคุ้มกัน
ของผู้ป่วยจะไม่เกิดขึ้น หลังจากการปลูกถ่ายเข้าสู่ร่างกายของผู้ป่วย 
   ในปีที่ส่ีของโครงการวิจัยคณะผู้วิจัยได้ด าเนินการวิจัยโดยทดสอบคุณสมบัติต่างๆของสายพันธุ์เซลล์ต้น
ก าเนิดที่สร้างได้ทั้งส่ีสายพันธุ์ ได้แก่ Chula2.hES, Chula3.hES, Chula4.hES และ Chula5.hES เสร็จเรียบร้อยและ
ได้รับการตอบรับการตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสาร Bioresearch open access เป็นที่เรียบร้อย (Pruksananonda et 
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al., 2012) และนอกจากนั้น คณะผู้วิจัยได้ท าการทดลองเพื่อสร้างตัวอ่อนจากเทคนิคการย้ายฝากนิวเคลียส (nuclear 
transfer) และท าการกระตุ้นไข่ที่ผ่านการปฏิสนธิแต่ไม่มีการแบ่งตัว ด้วยสารเคมี เพื่อเป็นการสร้างตัวอ่อนในระยะ 
บลาสโตซิส ส าหรับใช้แยกเซลล์ต้นก าเนิด แต่ผลการทดลองไม่เป็นไปตามวัตถุประสงค์ เนื่องจากไข่สองใบที่ได้รับการ
ย้ายฝากนิวเคลียสของเซลล์ไฟโบรบลาสไม่เกิดการแบ่งตัว และจากการทดลองกระตุ้นไข่ท่ีผ่านการปฏิสนธิแต่ไม่มีการ
แบ่งตัว ด้วยสารเคมี พบว่าตัวอ่อนที่ได้รับการกระตุน้ สามารถเจริญจนถึงระยะ compact-morula แต่ไม่สามารถเจริญ
ถึงระยะบลาสโตซิสได้ ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงไม่สามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนที่มาจากเทคนิคการย้ายฝาก
นิวเคลียสได้ 
   ในปีที่ห้า ซึ่งเป็นปีสุดท้ายของโครงการวิจัย คณะผู้วิจัยได้ท าการเปล่ียนแผนการด าเนินงานวิจัย โดยมี
จุดมุ่งหมายในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ร่างกาย ด้วยความร่วมมือกับห้องปฏิบัติการเซลล์ต้น
ก าเนิด และ เซลล์บ าบัด คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และสถาบันวิจัย RIKEN เมืองโกเบ ประเทศ
ญี่ปุ่น คณะผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์เลือดจากสายสะดือ ด้วยการ
ใช้ Sendai virus และ episomal vectors โดยเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าที่ได้จากทั้งสองวิธีนี้ถือว่า เป็น 
transgene free human iPSCs ซึ่งจัดว่าเป็นเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าที่มีความเหมาะสมในการน ามาใช้
ในทางคลินิกเป็นอย่างมากในอนาคต 
   ปัจจุบันเทคโนโลยีการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า เกี่ยวข้องกับขั้นตอนการใช้ไวรัสบางสายพันธุ์
เป็นพาหะน ายีนท่ีเกี่ยวข้องเข้าสู่จีโนมของโฮส ซึ่งท าให้มีความเส่ียงที่จีโนมหรือส่วนของไวรัสจะผนวกรวมเข้ากับจีโนม
ของโฮสหลังจากผ่านขั้นตอนการเหนี่ยวน า (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007) ดังนั้นเพื่อ
การเลือกใช้ไวรัส สายพันธุ์ท่ีไม่เป็นอันตราย และจีโนมของไวรัสไม่ผนวกเข้ากับจีโนมของโฮส เช่น Sendai virus (Ban 
et al, 2011; Nishishita et al., 2012; Macarthur et al., 2012) นอกจากนั้นวิธีการใช้ episomal vectors ที่มียีนที่
เกี่ยวข้องกับ pluripotency ร่วมกับวิธี electroporation ก็ถือเป็นวิธีที่ปลอดภัยและได้รับการรายงานถึงความส าเร็จใน
การสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า (Yu et al., 2009; Hu et al., 2011) นอกจากนั้น การสร้างเซลล์
ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน านั้น สามารถใช้เซลล์ต่างๆจากร่างกาย โดยเฉพาะเซลล์ผิวหนัง แต่ข้อด้อยคือ ต้องใช้การ
ผ่าตัดหรือศัลยกรรมเล็ก เพราะฉะน้ัน หากสามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าโดยใช้ เซลล์จากระบบเลือด
น่าจะท าให้ลดขั้นตอนการเก็บตัวอย่างชิ้นผิวหนัง และท าได้ง่ายกว่า 
   ดังนั้นในรายงานฉบับนี้จะได้อธิบายถึงการด าเนินการวิจัย และผลส าเร็จของการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้น
ก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์เลือดที่เก็บได้จากสายสะดือ  
 
๒. ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 

 

   ๒.๑ การเตรียมเซลล์พี่เลี้ยง (Preparation of feeder cells) 
 

 การทดลองนี้เซลล์ไฟโบรบลาสที่แยกได้จากหนังหุ้มองคชาติ (foreskin fibroblast) ซึ่งซื้อจากบริษัทผู้ผลิต 
American Type Cell Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา เซลล์จะถูกเล้ียงด้วยน้ ายาเล้ียงและวิธีการต่างๆ
ตามที่บริษัทผู้ผลิตแนะน า เมื่อจะใช้เซลล์ไฟโบรบลาสเป็นเซลล์พี่เล้ียง เซลล์จะถูกยับยั้งการแบ่งตัวด้วยการเติม 
mitomycin C  ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม ต่อ มล. ลงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ และ เล้ียงในตู้ปรับอุณหภูมิที่  37 องศา
เซลเซียส นาน 2-3 ชั่วโมง จากนั้นท าการแยกเซลล์ออกจากจานเพาะเล้ียงเซลล์ด้วยการใช้  0.05 %  trypsin-EDTA 
และ seed เซลล์ลงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย 0.1% gelatin โดยจ านวนของเซลล์พี่เล้ียงประมาณ 50,000 
เซลล์ ต่อ ตร.ซม. 
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   น้ ายาที่ใช้เล้ียงเซลล์พี่เลี้ยงประกอบด้วย  (IMDM, 10% FBS, 1% Glutamax, 1% penicillin-streptomycin) 
เซลล์พี่เลี้ยงจะถูกใชภ้ายใน 5-7 วัน หลังจากวันท่ีเตรียม น้ ายาเล้ียงเซลล์พี่เลี้ยงจะถูกเปล่ียนเป็นน้ ายาที่ใช้ส าหรับการ
เล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า อย่างน้อย 3-5 ชั่วโมง ก่อนใช้เซลล์พี่เล้ียงเพื่อเล้ียงร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดจาก
การเหนี่ยวน า 
 

   ๒.๒ การเคลือบผิวของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วย Matrigel หรือ Pronectin 
  

   ละลาย Matrigel (BD Bioscience) บนน้ าแข็ง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เจือจางในน้ ายาเล้ียงเซลล์ 
DMEM ด้วย dilution factor 250-300 ไมโครลิตร  เคลือบ Matrigel ที่เจือจางแล้ว บนจานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ส าหรับใช้เล้ียงเซลล์ น าจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่
เคลือบด้วย Matrigel ไว้ที่ตู้บ่นเพาะเล้ียงเซลล์ประมาณ 10-15 นาที ก่อนใช้งาน 
   การเคลือบผิวจานเพาะเล้ียงเซลล์ด้วย Pronectin จะท าคล้ายๆกับการใช้ Matrigel รายละเอียดของการ
เคลือบด้วย Pronectin ดังที่ได้รับการอธิบายจากผลงานของ Nishishita และคณะ 2012 
  

๒.๓ การแยก endothelial  เซลล์ จากเลือดจากสายสะดือ 
 

  การทดลองในขั้นตอนนี้ผู้วิจัยได้ด าเนินการที่ห้องปฏิบัติการของสถาบันวิจัย Foundation of biomedical 
and innovation (FBRI) เมืองโกเบ ประเทศญี่ปุ่น ขั้นตอนทั้งหมดผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมตาม
ระเบียบของประเทศญี่ปุ่น  
   เก็บเลือดจากสายสะดือทารกที่มีสุขภาพดี ท าการแยกเซลล์ที่มีนิวเคลียสเดียว โดยใช้เทคนิค Lympholyte-H 
density gradient และเก็บเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ CD34 ด้วยการใช้ immunomagnetic separation 
 

๒.๔ การสร้าง และ เลี้ยง Sendai viral vector 
 

  Sendai virus vector ที่ใช้ในการวิจัยนี้ เป็น RNA ไวรัสที่ผลิตโดยบริษัท DNAVEC เมืองSendai ประเทศ
ญี่ปุ่น  โดยจะสร้าง open reading frames (ORFs) ของ human Oct 3/4 จาก NCCIT cDNA และ ORFs ของ 
human Sox2, Klf4 และ c-Myc เพิ่มปริมาณของยีนโดย Jucket cell cDNA ด้วยกระบวนการ RT-PCR เพิ่มจ านวน
ของยีนท้ังส่ีด้วย Not I-tagged gene specific forward primer และ Not I-tagged gene specific reverse primer ที่
มีส่วนประกอบของ SeV-specific transcriptional regulatory signal sequences ชิ้นส่วนยีนที่ถูกเพิ่มจ านวนแล้วจะ
ถูกใส่ใน F-deficient SeV vector ถ่ายฝาก template ของ pSeV/ΔF ที่มียีนแต่ละตัว และแต่ละ  pCAGGS-plasmid 
ที่มี T7 RNA polymerase, NP, P, F5R และ L gene เข้าสู่เซลล์ 293T จากนั้นเลี้ยงเซลล์ 293T ในน้ ายาเล้ียง DMEM 
ที่เติม 10% heat-inactivated fetal bovine serum และเล้ียงต่อเนื่องหนึ่ง ถึง สามวัน เพื่อสร้าง seed SeV/ΔF 
vector จากนั้นเพิ่มปริมาณ vector โดยการใช้ LLC-MK2/F7/A ซึ่งจะเป็น Sendai virus F ที่มีการแสดงออกของ LLC-
MK2 ปริมาณของ vector หรือ ท าการตรวจวัดระดับของ vector titers ด้วยการย้อมสีทางอิมมูโน โดยใช้ anti-SeV 
rabbit polyclonal serum 
 

๒.๕ การสร้าง และเพิ่มจ านวน Episomal vector 
 

  Episomal vectors ที่ใช้ในการวิจัยนี้ ได้รับการอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการเซลล์ต้นก าเนิดและเซลล์บ าบัด 
โดย ผศ.นพ.นิพัญจณ์ อิสรเสนา episomal vectors ที่ใช้ได้แก่ pCXLE-hOct3/4-shp53-F, pCXLE-hSK(Sox2-klf4) 
และ pCXLE-hML (c-Myc-2A-Lin28) 
  

๒.๖ การสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ 
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๒.๖.๑ การใช้ Sendai virus 
 

  Sendai virus ที่ใช้ในการทดลองเป็น Temperature sensitive strains ซึ่ง factors ทั้งส่ีชนิดได้แก่ Oct 3/4, 
Sox2, Klf4 และ c-Myc จะถูกย้ายฝากเข้าเซลล์ที่แยกได้จากเซลล์ของเลือดจากสายสะดือ ด้วยวิธีที่เคยรายงานมา
ก่อนหน้าในปี คศ. 2006 โดย Yamanaka และ คณะ ยกเว้นในการทดลองนี้ จะได้ท าการใช้ Sendai virus แทนการใช้ 
retrovirus หรือ lenti virus โดยจะใช้ sendai virus ที่ความเข้มข้น 8 ng/ml polybrene 
 

๒.๖.๒ การใช้ episomal vectors และ electroporation 
 

  เล้ียงเซลล์ CD34+ ในน้ ายาเล้ียงนาน 2-5 วัน ก่อนท าการ transfection เมื่อท าการ transfection น าเซลล์ไป
ปั่นเหวี่ยง และ นับเซลล์ที่มีชีวิตโดยใช้ trypan blue assay และใช้เซลล์จ านวน 1x106 เซลล์ในการ transfect  ซึ่ง 
episomal vectors ที่ใช้ได้แก่ pCXLE-hOct3/4-shp53-F, pCXLE-hSK(Sox2-klf4) และ pCXLE-hML (c-Myc-2A-
Lin28) โดยใช้ CD34 Nucleofector kit (Lonza)  และใช้ Amaxa electroporation machine หลังจากที่เซลล์ผ่าน
ขั้นตอนการ transfect แล้ว เล้ียงเซลล์ในสภาพแขวนลอยต่อไปอีก 3-5 วันก่อนน าเซลล์ลงเล้ียงกับเซลล์พี่เล้ียงหรือ
จานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel 
 

๒.๗ การเลี้ยงเซลล์ CD34+ ที่ผ่านการย้ายฝากยีน 
 

   ท าการเก็บเซลล์ที่ผ่านกระบวนการย้ายฝากยีนแล้ว เล้ียงในจานเพราะเล้ียงเซลล์ขนาด 6-well plate ใน
น้ ายาที่ประกอบด้วย cytokine ต่างๆ ดังนี้ คือ IL-7 หรือ CSF, GM-CSF, IL-1 และ IF-3 ติดต่อกัน 4 วัน ในวันที่ 5 
ย้ายเซลล์ลงเล้ียงในจานเพาะเล้ียงที่มีเซลล์พี่เล้ียงอยู่ และเล้ียงเซลล์ด้วยน้ ายาที่มีส่วนประกอบของ knockout 
DMEM, 20% Knockout serum replacement, 1% penicillin-streptomycin, 1% Glutamax, 1% non essential 
amino acid, 0.05 mM ß-mercaptoethanol และ 8 ng/ml human recombinant FGF หรือเล้ียงเซลล์บนจาน
เพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel เล้ียงเซลล์ด้วยน้ ายา ReproFF หรือ ReproFF2 ที่ผลิตจากบริษัท ReproCeLL 
ประเทศญี่ปุ่น 
   เล้ียงเซลล์ CD34+ ที่ผ่านการย้ายฝากยีนติดต่อกันนาน 25-40 วัน หรือจนกระทั่งเห็นโคโลนีของเซลล์ที่มี
ลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน เจริญขึ้นมา จากนั้นท าการตัดแบ่งโคโลนีดังกล่าวดว้ยเข็มเบอร์ 23 ก่อนที่จะย้าย
โคโลนีของเซลล์ไปเลี้ยงบนจากเพาะเล้ียงเซลล์ใหม่ ต่อไป 
 

   ๒.๘ การเลี้ยงและการเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า 
 

   เมื่อโคโลนีของ เซลล์ต้นก าเนิดมีขนาดประมาณ 2000-3000 ไมครอนจะท าการ เพิ่มจ านวนของเซลล์ต้น
ก าเนิด ด้วยวิธีการตัดด้วย glass pipette หรือ เข็มขนาด 23G หรือด้วยวิธีการใช้เอนไซม์ dissociation solution 
(ReproCeLL, JAPAN) การตัดด้วย glass pipette หรือ เข็มขนาด 23G นั้น โคโลนีจะถูกตัดออกเป็นชิ้นเล็กประมาณ 
5-8 ชิ้นขึ้นอยู่กับขนาดของโคโลนี จากนั้นโคโลนีท่ีถูกตัดจะถูกน าไปเลี้ยงบนเซลล์พี่เลี้ยงที่เตรียมไว้ล่วงหน้า  
    ท าการเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิด ด้วยวิธีดังกล่าวข้างต้น ทุกๆ 5-7 วัน หรือขึ้นอยู่กับอัตราการเจริญของ
โคโลนี และขนาดของโคโลนี 
 

  ๒.๙ การแช่แข็งเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า 
 

  ใช้วิธีการแช่แข็งเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน ด้วยวิธีดั้งเดิม (conventional method) ท าได้โดย ตัดแบ่งโคโลนี 
ออกเป็นกลุ่มเซลล์ประมาณ 500-5,000 เซลล์ แล้วใส่กลุ่มเซลล์ในน้ ายาแช่แข็ง ปริมาตร 1 มล.ที่อยู่ใน cryotube 
น้ ายาแช่แข็งมีส่วนประกอบคือ Knockout serum replacement (KSR) 90% และ DMSO 10% ในกล่องส าหรับแช่
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แข็ง (freezing container; Mr Frosty; Nalgene, USA) เก็บไว้ที่อุณหภูมิลบ 80 องศาเซลเซียสนาน 12-24 ชั่วโมง 
แล้วเก็บ cryotube ไว้ในไนโตรเจนเหลว 
  

  ๒.๑๐ การพิสูจน์คุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ 
  

๒.๑๐.๑ การย้อมสีอิมมูโน (Immunostaining) 
 

 Fix colonies ด้วย 4% paraformaldehyde (PFA) ที่อุณหภูมิห้อง นาน 10-15 นาที จากนั้นจะท าการ block 
colonies ด้วย blocking buffer ซึ่งประกอบด้วย  phosphase buffer saline (PBS), 0.5% bovine serum albumin 
(BSA) และ 0.1% Triton-X ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน (overnight) แล้ว incubate colonies ด้วย primary 
antibodies ที่ถูกเจือจางด้วย PBS+0.5% BSA ที่อุณหภูมิห้องนาน 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง แล้ว incubate ด้วย 
secondary antibodies ที่เจือจางด้วย  PBS+0.5% BSA นาน 2 ชั่วโมง และล้างด้วย PBS อีก 2 ครั้ง จากนั้นท าการ 
conterstaining ด้วย Hoechst 33342  ความเข้มข้น 1 มก./มล.  ตรวจผลการทดสอบ immunostaining ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ท่ีมีระบบรังสี UV 
 Primary antibodies ที่ใช้จะมีความจ าเพาะต่อ Oct-4, Nanog, TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-4, CD10 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 
 Secondary antibody ที่ใช้คือ Goat anti-mouse หรือ Goat anti-rabbit conjugated-FITC หรือ Cy3 
(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA) 
 

  ๒.๑๐.๒ การทดสอบการแสดงออกของยีนท่ีบ่งชี้ถึงสถานะการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าด้วยวิธี 
reverse-transcription polymerase reaction (RT-PCR) 
 

 สกัด total RNA จาก undifferentiated hiPSCs ด้วยการใช้ Trizol reagent (Invitrogen) ตามวิธีที่มาตรฐาน 
ท าการสังเคราะห์ cDNA จาก 1 mg ของ total RNA โดยการใช้ superscript reverse transcriptase (Invitrogen) ท า
การ amplify PCR โดยใช้ primers ส าหรับ pluripotent markes ตรวจหา PCR products โดยการย้อมด้วย ethidium 
bromide และ 2% agarose gel 
 

๒.๑๐.๓ การตรวจหา markers บนเซลล์ต้นก าเนิดโดย Flow cytometer 
 

  FACS antibodies ที่ใช้ได้แก่ SSEA-4 APC, CD34 APC และ CD43 FITC จากบริษัท BD Biosciences 
เซลล์ถูกย่อยเป็นเซลล์เดี่ยวๆด้วย 0.05% Trypsin-EDTA (Invitrogen), ล้างด้วย 5% FBS ใน PBS ย้อมด้วย primary 
antibodies นาน 20 นาที ล้าง primary antibodies ด้วย 5% FBS ใน PBS และย้อมต่อด้วย secondary antibodies 
ที่เหมาะสมกับ primary antibodies นาน 20 นาที จากนั้นล้าง primary antibodies ด้วย 5% FBS ใน PBS และปั่น
เหวี่ยง ดูด supernantant ทิ้งและ resuspend ตะกอนของเซลล์ด้วย 5% FBS ใน PBS จ านวน 500 ไมโครลิตร และ
น าไปตรวจด้วย Flow cytometer 
 

๒.๑๐.๔ การตรวจโครโมโซมด้วยวิธี Karyotyping 
 

  ท าการเหนี่ยวน าให้เซลล์เข้าสู่สภาวะ metaphase ด้วยการใช้ colcemid solution ท าการสลายเยื่อหุ้ม
นิวเคลียสของเซลล์ด้วย hypotonic solution และใช้เทคนิค G-banding เพื่อตรวจดูลักษณะของโครโมโซมของเซลล์ 
 

  ๒.๑๑ การกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะด้วยการเหนี่ยวน าให้เป็นเซลล์ใน
ระบบเลือด (hematopoeitic differentiation) 
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    ใช้วิธีการและขั้นตอนการเหน่ียวน าให้เซลล์สายพันธุ์ 13PFX1 เปล่ียนเป็นเซลล์ในระบบเลือด ที่รายงานก่อน
หน้าโดย Salvagiotto และคณะ(2011) ท าการย่อยกลุ่มเซลล์ให้เป็นกลุ่มเล็กๆหรือเซลล์เดี่ยวๆ โดยการใช้ 
dissociation solution แล้วเล้ียงกลุ่มเซลล์เล็กๆของเซลล์ต้นก าเนิด ในจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย human 
recombinant collagen IV (Chemicon) ในน้ ายา IMDM ที่เติม BIT (bovine serum albumin, human recombinant 
insulin, human transferring; Stem Cell Technologies), 450 μM monothioglycerol, 0.1 mM non essential 
amino acid, 2 mM L-glutamine,  recombinant human BMP4 (50 ng/ml, R&D), recombinant human VEGF 
(50 ng/ml, Invitrogen) and recombinant  bFGF (50 ng/ml) เล้ียงติดต่อกันนาน 6 วัน  ท่ีตู้เพาะเล้ียงเซลล์ 37 องศา
เซลเซียส และเล้ียงในสภาพที่มีระดับของ O2 ที่ 5%   หลังจากวันที่ 6 และ 9 ท าการตรวจสอบหาการแสดงออกของ 
markers ที่บ่งชี้ถึงการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเซลล์ในระบบเลือดโดยท าการตรวจการแสดงออกของ SSEA-4 
ซึ่งเป็น pluripotent markers, CD34 และ CD43 ซึ่งเป็น hematopoietic markers  ด้วยการใช้ Flow cytometer 
 
๓. ผลการวิจัย 
 

  ๓.๑ การสร้างเซลล์ต้นก าเนิดโดยการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย Sendai virus TS7 
 

   คณะผู้วิจัยได้ท าการ infect เซลล์ CD34+ จ านวน 1x106 เซลล์ ด้วย 20 MOI ของ Sendai virus TS7 
หลังจากที่ผ่านการ infect แล้ว ท าการเลี้ยงเซลล์ CD34+ ในน้ ายาและในสภาพแขวนลอย ต่อเนื่องกัน 5 วัน (รูปที ่1 A 
และ 1B) ในช่วงท้ายของการเลี้ยงแบบแขวนลอยจะพบว่าเซลล์เกาะกลุ่มกัน  (รูปที ่1B)  ดังนั้นจึงต้องใช้ไปเปตท าการ
ดูดและเป่าเซลล์เบาๆก่อนน าไปเลี้ยงบนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel  หรือ Pronectin   
 เมื่อเล้ียงเซลล์ที่ถูกเหน่ียวน าบนจานเพาะเล้ียงเซลล์ จะพบว่าเซลล์บางส่วนเกาะพื้นผิวจานเพาะเล้ียงเซลล์ 
และเจริญเป็นกลุ่มเซลล์ (รูปที ่1C และ 1D) ซึ่งเซลล์ที่เจริญเป็นกลุ่มนี้ มีทั้งเซลล์ที่มีลักษณะไม่เหมือนเซลล์ต้นก าเนิด 
(รูปที ่1C) และเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิด (รูปที ่1D) 
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รูปที่ ๑ การสร้างเซลล์ต้นก าเนิดด้วยการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย Sendai virus TS7  
เซลล์ CD34+ที่เลี้ยงในน้ ายา X-vivo 10 ที่เติม 50 ng/ml interleukin-6, 50 ng/ml soluble interleukin-6 receptor, 50 
ng/ml stem cell factor, 10 ng/ml thrombopoeitin และ 20 ng/ml Flit 3/4 ligand ก่อนท าการ infection ด้วย Sendai 
virus (A). เซลล์ CD34+ ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เป็นเซลล์ต้นก าเนิดด้วยการใช้ SeV ที่มี transcription factors, Oct-4, Klf4 
และ c-Myc เลี้ยงเป็นเวลา 6 วันในสภาพ suspension culture เริ่มเกาะกันเป็นกลุ่ม (B) หลังจากเลี้ยงเซลล์ที่ถูก
เหนี่ยวน าด้วย SeV บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วย Pronectin ต่อเนื่อง 20 วัน จะพบเซลล์ที่เจริญเติบโตเป็นกลุ่ม 
(C, D) ซึ่งกลุ่มเซลล์ในรูป D ต่อมาเจริญเป็นสายพันธุ์เซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 
 

 

   ๓.๒ การเพิ่มจ านวนและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย Sendai 
virus 
 

  คณะผู้วิจัยสามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า  เซลล์ CD34+ โดยการใช้ Sendai virus TS7 ที่มี
ยีน Oct-4, Sox2, Klf4 และ c-Myc ทั้งส้ิน 5 สายพันธุ์ (รูปที่ 2) สายพันธุ์เซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างได้ แสดงคุณสมบัติ
พื้นฐานของการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด โดยเจริญเป็นกลุ่มเซลล์ แต่ละเซลล์มีขนาดเล็ก ภายในเซลล์เห็นนิวเคลียสใหญ่
และชัดเจนและมีอัตราส่วนพื้นที่ของนิวเคลียสต่อไซโตพลาสซึมที่สูง เซลล์ต้นก าเนิดทั้ง 5 สายพันธุ์สามารถถูกเพิ่ม
จ านวนและแช่แข็งได้ ด้วยวิธีมาตรฐานเดียวกันกับวิธีที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน และแช่แข็งเซลล์ต้นก าเนิดที่แยกจากตัว
อ่อน  
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รูปที่ ๒ ลักษณะของ เซลล์ต้นก าเนิดที่เกิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย 
Sendai virus ทั้ง 5 สายพันธุ์13PFX1, 13PFX2, 13PFX3, 13PFX4  และ 13PFX5  
เซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าทั้ง 5 สายพันธุ์แสดงลักษณะเบื้องต้นคล้ายกับเซลล์ต้นก าเนิดที่แยกได้
จากตัวอ่อน คือมีการเจริญเป็นกลุ่มเซลล์ แต่ละเซลล์มีขนาดเล็ก ภายในเซลล์เห็นนิวเคลียสใหญ่และ
ชัดเจนและมีอัตราส่วนพื้นที่ของนิวเคลียสต่อไซโต-พลาสซึมที่สูง  

 

๓.๓ การสร้างเซลล์ต้นก าเนิดโดยการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย episomal vectors 
  

  คณะผู้วิจัยได้ท าการ transfect episomal vectors ที่มียีน ต่างๆคือ Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc เข้าสู่เซลล์ 
CD34+ ด้วยกระแสไฟฟ้า หรือท่ีเรียกว่า electroporation ผู้วิจัยได้ใช้เซลล์ CD34+ จ านวน 1x106 เซลล์ และใช้เครื่อง 
electroporation ของบริษัท Amaxa โปรแกรม U08 และใช้ CD34 Nucleofector kit  
   หลังจากที่ท าการ transfect เซลล์ด้วย episomal vectors แล้ว เซลล์ CD34+ ถูกเล้ียงในน้ ายาที่
ประกอบด้วย X-vivo 10 ที่เติม 50 ng/ml interleukin-6, 50 ng/ml soluble interleukin-6 receptor, 50 ng/ml stem 
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cell factor, 10 ng/ml thrombopoeitin และ 20 ng/ml Flit 3/4 ligand ในสภาพแขวนลอย นาน 6 วัน (รูปที่ 3A) 
ก่อนที่จะน าไปเล้ียงต่อบนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel หรือที่มีเซลล์พี่เลี้ยงอยู่ (รูปที ่3B) 
   หลังจากที่เล้ียงเซลล์บนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel หรือ ที่มีเซลล์พี่เล้ียงอยู่ ผู้วิจัยพบว่ามี
กลุ่มเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดเจริญขึ้นในสภาวะที่เล้ียงบนเซลล์พี่เลี้ยงหลังจากที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยง
นาน 5 วัน หรือ 11 วันหลังจาก transfection (รูป 3C) ในขณะที่พบกลุ่มเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดเจริญ
ขึ้นในสภาวะที่เลี้ยงบน Matrigel ประมาณ 14 วัน หลังเล้ียงบน Matrigel หรือ 20 วันหลัง transfection (รูปที ่3D) 

 
รูปที่ ๓ การสร้างเซลล์ต้นก าเนิดด้วยการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย episomal vectors 
และ electroporation 
เซลล์ CD34+ จะถูก transfect ด้วย episomal vectors และเลี้ยงนาน 6 วันในสภาพแขวนลอยในน้ ายาที่
ประกอบด้วย ประกอบด้วย X-vivo 10 ที่เติม 50 ng/ml interleukin-6, 50 ng/ml soluble interleukin-6 
receptor, 50 ng/ml stem cell factor, 10 ng/ml thrombopoeitin และ 20 ng/ml Flit 3/4 ligand (A) เซลล์
จะถูกเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีเซลล์พี่เลี้ยง หรือ ที่เคลือบด้วย Matrigel (B) เลี้ยงต่อเนื่องจนกระทั้งพบ
กลุ่มเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดเจริญขึ้นมา พบกลุ่มเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดกลุ่ม
แรกๆที่เจริญบนเซลล์พี่เลี้ยง (C) และบน Matrigel (D) ประมาณ 11 และ 20 วันตามล าดับ หลังจากเซลล์ผ่าน
กระบวนการ transfection 

 

  ๓.๔ การเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย episomal vectors และ 
electroporation 
 

  เมื่อขนาดของกลุ่มเซลล์เจริญจนมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-2 มม. ท าการตัดแบ่งกลุ่มเซลล์นั้น
ด้วยเข็มขนาด 23G ออกเป็นชิ้นเล็กๆ (รูปที ่4A และ 4B) แล้วน าไปเล้ียงบนเซลล์พี่เลี้ยง หรือ ท าการตัดแบ่งกลุ่มเซลล์
ออกเป็นชิ้นเล็กๆ และย่อยด้วย dissociation solution และน าชิ้นของเซลล์ไปเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบ
ด้วยMatrigel 
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  ด้วยวิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย episomal vectors และ electroporation นี้ คณะผู้วิจัยสามารถ
สร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นก าเนิด ได้ทั้งส้ิน 9 สายพันธุ์ โดย 8 สายพันธุ์ สร้างและเล้ียงบนเซลล์พี่เล้ียง (รูปที่ 4C) และ อีก 
1 สายพันธุ์สร้างและเล้ียงบน Matrigel (รูปที่ 4D) 

 
รูปที่ ๔  ลักษณะของเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย episomal vectorและ 
electroporation 
หลังจากที่ขนาดของกลุ่มเซลล์ที่คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดเจริญบนเซลล์พี่เลี้ยง (A) และบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วย 
Matrigel (B) มีขนาดพอที่จะเพิ่มจ านวน ท าการตัดแบ่งกลุ่มเซลล์ออกเป็นชิ้นด้วยเข็มขนาด 23G และน าชิ้นของเซลล์
บนเซลล์พี่เลี้ยง หรือ บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel เซลล์จะสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ในทั้ง
สภาวะที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยง (C) และปราศจากเซลล์พี่เลี้ยง (D) 

 

  ๓.๕ การพิสูจน์คุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดจากเหนี่ยวน า 
 

๓.๕.๑ การทดสอบการแสดงออกของ pluripotent gene ด้วยวิธี RT-PCR 
 

 

   เนื่องจากเซลล์ต้นก าเนิดสร้างได้ด้วยการใช้ Sendai virus TS7 และ Sendai virus สายพันธุ์นี้เป็น RNA 
ไวรัส และมีความไวต่ออุณหภูมิที่ 38 องศาเซลล์เซียส ไวรัสจะเส่ือมและหายไปจากเซลล์ หลังจากเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิด
ที่สร้างได้จากการใช้ Sendai virus TS7 ที่ 38 องศาเซลล์เซียส ต่อเนื่องนาน 4-5 วัน คณะผู้วิจัยตรวจสอบหา RNA 
ของไวรัสหลังจากเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 ที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลล์เซียสต่อเนื่องกัน 5 วัน ซึ่งตรวจไม่
พบ Sendai virus ในเซลล์ต้นก าเนิด (รูปที ่5A) นอกจากนั้น ยังท าตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent genes ที่
เกี่ยวข้องกับการคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของสายพันธุ์ 13PFX1  ในระยะแรกคณะผู้วิจัยทดสอบการ
แสดงออกของยีนในเซลล์ต้นก าเนิดที่ได้จากการเหนี่ยวน าด้วย Sendai virus TS7 ซึ่งยีนที่เลือกตรวจสอบได้แก่ 
endogenous Oct3/4, Nanog, Lin28 และตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่มาจาก Sendai virus ได้แก่ SeV Oct 3 
/4, SeV Sox2, SeV Klf และ SeV c-Myc โดยใช้เซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 201B7 เป็นเซลล์ควบคุม พบว่า เซลล์ต้น
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ก าเนิดที่คณะผู้วิจัยสร้างขึ้นสายพันธุ์ 13PFX1 มีการแสดงออกของ endogenous genes Oct3/4, Nanog, Lin28 แต่
ไม่มีการแสดงออกของ SeV Oct 3 /4, SeV Sox2, SeV Klf และ SeV c-Myc เช่นเดียวกับ 201B7 (รูปที ่5B)  
 

      
รูปที่ ๕ การแสดงออกของ Sendai viral genes, pluripotent genes และ  house keeping 
gene ของเซลล์ CD34+  

ตรวจไม่พบ Sendai virus ใน RNA ของเซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 ที่ผ่านและไม่ผ่าน การเลี้ยงที่ อุณหภูมิ 
38 องศาเซลเซียส (A)  เซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 มีการแสดงออกของ endogenous Oct3/4, Nanog, 
Lin28 แต่ไม่มีการแสดงออกของ ยีน SeV Oct 3/4, SeV Sox2, SeV Klf4  และ SeV c-Myc เช่นเดียวกับเซลล์ต้น
ก าเนิดสายพันธุ์ 201B7  ที่เกิดจากการเหนี่ยวน าด้วย Retrovirus  และถือเป็นเซลล์ ในกลุ่มควบคุม 
 

 

๓.๕.๒ การทดสอบการแสดงออกของ pluripotent markers ด้วยวิธีการย้อมสีทางอิมมูโน 
 

  คณะผู้วิจัยได้ท าการทดสอบการแสดงออกของ pluripotent markers ของเซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 
และ 13PFX2 ที่สร้างได้จากการเหนี่ยวน าโดยใช้  Sendai virus TS7 ผลการทดสอบพบว่า เซลล์สายพันธุ์ 13PFX1 มี
การแสดงออกของ Oct 3/4, Nanog, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 แต่มีการแสดงออกของ CD10 น้อยมาก (รูปที่ 
6A )  ในขณะที่ 13PFX2 มีการแสดงออกของ Oct 3/4, Nanog, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 และ CD10 (รูปที่ 
6B)  ซึ่งทั้งหมดเป็น markers ส าคัญที่บ่งชี้ว่า 13PFX2 เป็นเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า  
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รูปที่ ๖ ผลการทดสอบการแสดงออกของ pluripotent markers ด้วยวิธีการย้อมสทีางอิมมูโน 
เซลล์ต้นก าเนดิสายพันธุ์ 13PFX1 (A) 13PFX2 (B) ที่สร้างได้จากการเหนี่ยวน าด้วย Sendai virus มีการแสดงออกของ 
pluripotent markers ต่างๆที่เป็น  markers หลักของเซลล์ต้นก าเนดิตัวอ่อน ได้แก่ Oct3/4, Nanog, SSEA-4, TRA 1-
60, TRA 1.81 และ CD10 (สีแดง คือ สีของ markers, สีฟ้า คือสขีองนิวเคลยีสของเซลล์) 

 

  ๓.๕.๓ การเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะ ภายในห้องปฏิบัติการ 
 

  คณะผู้วิจัยได้ทดสอบความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะ ของเซลล์ต้นก าเนิดที่
เกิดจากการเนี่ยวน าด้วย Sendai virus โดยการเหนี่ยวน าให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเลือด หรือ 
hematopoietic lineage ด้วยวิธีการที่รายงานก่อนหน้า โดย Salvagiotto และคณะ (2011) ผู้วิจัยท าการตรวจสอบ
การแสดงออกของ surface markers ที่เกี่ยวข้องคือ SSEA-4, CD34 และ CD43 บนผิวของเซลล์ 13PFX1 ที่ผ่านการ
กระตุ้นให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเลือด โดยการใช้ FACS ในวันที่ 6 และ 9 หลังเหนี่ยวน า พบว่าหลังถูก
เหน่ียวน า เป็นเวลา 6 วัน เซลล์ยังคงมีการแสดงออกของ SSEA-4 ซึ่งเป็น pluripotent markers อยู่ประมาณ 48.4 % 
(รูปที่ 7A) และมีการแสดงออกของ CD34+ ซึ่งเป็น  markers ที่เกี่ยวกับการเปล่ียนเป็น hematopoietic lineages 
ประมาณ 4.7% (รูปที่ 7B) เมื่อท าการตรวจสอบการแสดงออกของ markers ในวันที่ 9 หลังจากการเหนี่ยวน า พบว่า 
เซลล์มีการแสดงออกของ CD34 ประมาณ 23-25% (รูปที ่7C) และ CD43 ประมาณ 0.5% (รูปที ่7D) 
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รูปที่ ๗ การเปลี่ยนแปลงของ surface markers ของ 13PFX1 เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงเป็น hematopoietic lineage 
หลังจากถูกเหนี่ยวน าเป็นเวลา 6 วัน เซลล์ยังคงมีการแสดงออกของ SSEA-4 (A) แต่เซลล์เร่ิมมีการแสดงออกของ CD34 (B) 
หลังจากการถูกเหนี่ยวน าเป็นเวลา 9 วัน เซลล์มีการแสดงออกของ CD34 มากขึ้น (C) และตรวจพบการแสดงออกของ 
CD43 แต่มีระดับต่ า (D) 

 

๓.๕.๓ การตรวจสอบโครโมโซมของเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า 
 

เพื่อเป็นการทดสอบและยืนยันว่าการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ .ให้กลายเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไม่ได้ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลง และมีความผิดปกติของโครโมโซมของเซลล์ คณะผู้วิจัยท าการทดสอบ karyotype ของเซลล์ 13PFX1 
พบว่า เซลล์ยังมี karyotype ที่ปกติ และมีลักษณะโครโมโซมเป็น 46, XX (รูปที่ 8) 
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รูปที่ ๘ ลักษณะโครโมโซมของเซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 
ท าการทดสอบลักษณะโครโมโซมของสายพันธุ์ 13PFX1 ด้วยวิธี G-banding 
พบว่าเซลล์มีโครโมโซมที่ปกติ โดยแสดงลักษณะโครโมโซมเป็น 46, XX 

 
๔. อภิปรายผลการวิจัย 
 
ตั้งแต่ปี คศ  2006 มีการรายงานถึงความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดโดยใช้เซลล์ร่างกายของมนุษย์หรือเซลล์   
ไฟโบรบลาส ด้วยใช้ extopic expression ของยีน Oct3/4, Sox2, Klf4 และ c-Myc หรือใช้ชื่อย่อว่า OKSM (Lowry et 
al., 2008, Maherali et al., 2007, Takahashi et al., 2007, Takahashi and Yamanaka 2006, Yu et al., 2009, Yu 
et al., 2007) หลังจากนั้นก็มีรายงานความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าโดยได้มีการศึกษาผล
ของอายุ  ชนิดต่างๆของเซลล์ และแหล่งที่มาของเซลล์ เป็นผลท าให้ในปัจจุบันพบว่า สามารถลดจ านวนของยีนท่ีใช้ใน
กระบวนการ reprogramming และเพิ่มประสิทธิภาพของการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน า (Giorgetti et al., 
2009, Kim et al., 2009, Kim and Daley 2009)  
  เลือดจากสายสะดือจัดเป็นแหล่งที่อุดมไปด้วย hematopoietic, mesenchymal และ endothelial 
precursors เซลล์จากเลือดจากสายสะดือ ซึ่งมาจากทารกแรกเกิดจัดเป็นเซลล์อ่อนเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่มาจาก
แหล่งอื่นๆของคนที่อายุมาก และที่ส าคัญพบว่าเซลล์เหล่านี้มี immunological immunity ค่อนข้างต่ า (Hanley et al., 
2010) มีรายงานความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าโดยใช้เซลล์จากเลือดของสายสะดือ Hasse 
และคณะ (2009) ใช้ endothelial cells ในขณะ Giorgetti และคณะ (Giorgetti et al., 2009) ใช้ CD 133+ ซึ่งถือเป็น
เซลล์ในกลุ่ม hematopoietic progenitor cells ที่ต่อไปจะเจริญเป็น myeloid lineages (Menendez  et al.,2001; 
Menendez et al., 2002)  Takenaka  และคณะ (2011) ใช้ CD34+ ร่วมกับ retrovirus ที่ over-express ยีน OKSM  
และยังแสดงให้เห็นว่าการท าให้ p53 ภายในเซลล์ลดลง จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการ reprogram ของเซลล์      
Ye และคณะ (2009) สามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าโดยใช้เซลล์จากเลือดและ CD34+ โดยใช้ 
retrovirus vectors ที่มียีน pMXs-Oct4, pMXs-Sox2, pMXs-Klf4 และ pMXs-c-myc จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้
คณะผู้วิจัยให้ความสนใจในการเลือกใช้เซลล์จากเลือดจากสายสะดือในการทดลองนี้ 
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   ในปีสุดท้ายของโครงการวิจัย คณะผู้วิจัยได้ส่งนักวิจัยของโครงการไปร่วมท าวิจัยกับนักวิจัยของสถาบันวิจัย 
RIKEN Center of Developmental Biology เมืองโกเบ ประเทศ ญี่ปุ่น โดยมีจุดประสงค์ในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิด
จากการเหน่ียวน าโดยการใช้ Sendai Virus สายพันธุ์ท่ีมีความไวต่ออุณหภูมิ Temperature sensitive; TS7 ไวรัสสาย
พันธุ์นี้มีข้อเด่นคือ เป็น RNA ไวรัส จึงไม่ท าให้เกิดการ integrate ของจีโนมของไวรัส เข้าสู่ DNA ของเซลล์ CD34+ ที่
ถูกเหนี่ยวน าด้วย ectopic genes ซึ่งได้แก่ Oct3/4, Sox2, Klf4 และ c-Myc (Ban et al, 2011, Nishishita et al., 
2012) และสามารถท าลายไวรัสสายพันธุ์น้ีได้ด้วยการเพาะเล้ียงเซลล์ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยไวรัสแล้ว ในตู้เพาะบ่ม
เซลล์และตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 38 องศาเซลเซียส (Ban et al., 2011, Nishishita et al., 2012) คณะผู้วิจัยได้เลือกใช้วิธีการ
ที่รายงานโดย Ban และคณะ (2011) เมื่อเล้ียงเซลล์ CD34+ ที่ผ่านการ infect ด้วย Sendai virus ที่มียีน Oct3/4, 
Sox2, Klf4 และ c-Myc บนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Pronectin นาน 20-24 วัน จึงพบกลุ่มเซลล์ที่มีลักษณะ
คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดเจริญขึ้นมา คณะผู้วิจัยได้ท าการตัดแบ่งกลุ่มของเซลล์เป็นชิ้นเล็กๆและเล้ียงต่อเนื่องบนจาน
เพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Pronectin แต่ผู้วิจัยพบว่าเซลล์มีการเจริญของเซลล์ค่อนข้างช้า ดังนั้นผู้วิจัยจึงเปล่ียน
สภาพการเล้ียงจากการเคลือบจานเพาะเล้ียงเซลล์ด้วย Pronectin เป็น Matrigel และพบว่าเซลล์มีการเจริญที่ดีขึ้น 
ทั้งนี้อาจจะเนื่องจาก Pronectin เป็น purify pronectin ส่วน Matrigel เป็น extracellular matrix ที่มีส่วนผสมของสาร
หลายๆตัวเช่น laminin, fibronectin และ gelatin (Lam and Longaker, 2012) จึงท าให้เหมาะสมต่อการเจริญของ
เซลล์มากกว่า ซึ่งจากการสังเกตนี้ท าให้ผู้วิจัยเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างได้บนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย 
Matrigel ด้วยวิธีการดังกล่าวนี้ คณะผู้วิจัยสามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย Sendai 
virus TS7 ทั้งสิ้น 5 สายพันธุ ์
   เมื่อท าการตรวจหา RNA ของ Sendai virus ในเซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างได้ทั้งที่ผ่านและไม่ผ่านขั้นตอนการ
เล้ียงที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พบว่าตรวจไม่พบการแสดงออก หรือ การคงอยู่ของ Sendai virus ในเซลล์ต้น
ก าเนิดทั้งสองแบบดังกล่าว ซึ่งในทางทฤษฏีควรจะตรวจไม่พบ RNA ของ Sendai virus TS7 เฉพาะในเซลล์ที่ผ่านการ
เล้ียงที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส แต่เซลล์ที่ไม่ผ่านการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ควรจะยังคงตรวจพบ RNA 
ของ Sendai virus TS7 อย่างไรก็ตามวิธีการท่ีคณะผู้วิจัยเลือกใช้คือการตรวจสอบการแสดงออกของยีนของ Sendai 
virus TS7 ด้วยเทคนิค RTPCR อาจจะยังมีความแม่นย าน้อย เพราะจากการรายงานของ Ban และคณะ (2011) มี
การตรวจสอบด้วยการย้อมสีทางอิมมโูนท่ีเลือกใช้ fluorochrome-conjugated antibodies ที่จ าเพาะต่อ antigen ของ 
Sendai virus TS7 ดังนั้นหากคณะผู้วิจัยต้องการยืนยันให้แน่นอนว่าไม่มีการคงอยู่ของ Sendai virus TS7 ในเซลล์ต้น
ก าเนิดที่สร้างขึ้นน้ันจ าเป็นต้องท าการทดสอบเพิ่มเติมด้วยวิธีดังกล่าว  
   เมื่อท าการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างได้จากการทดลองนี้ พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดมีการ
แสดงออกของ pluripotent genes ได้แก่ Oct3/4, Nanog และ Lin28 โดยยีนที่แสดงออกเป็น endogenous genes 
ไม่ใช่ extopic genes ที่มาจาก Sendai viral vectors ผลการตรวจสอบนี้ยืนยันเบื้องต้นได้ว่าเซลล์ CD34+ เกิดการ 
reprogramming สมบูรณ์ นอกจากนั้นเซลล์ต้นก าเนิด ยังมีการแสดงออกของ pluripotent markers ที่บ่งชี้ถึงการเป็น
เซลล์ต้นก าเนิด และเป็น pluripotent markers กลุ่มเดียวกับที่มีการแสดงออกในเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน (Takahashi 
et al., 2007; Takenaka et al, 2011) ที่น่าสนใจก็คือ ผู้วิจัยได้ท าการตรวจสอบการแสดงออกของ CD10 ซึ่งเคยมี
รายงานว่า CD10 เป็น markers ที่เกี่ยวข้องกับคุณสมบัติของ Pluripotency ของเซลล์ต้นก าเนิด (Young et al., 
1999) ผู้วิจัยพบว่า 13PFX1 ไม่มีการแสดงออกของ CD10 แต่ 13PFX2 มีการแสดงออกของ CD10 ดังนั้นผลดังกล่าว
ควรมีการศึกษาต่อไปว่า CD10 เป็น pluripotent markers จริงหรือไม่ หรือหาก CD10 เป็น pluripotent markers จริง 
แสดงว่า 13PFX1 เกิดการ reprogram ที่ไม่สมบูรณ์เมื่อเปรียบเทียบกับ 13PFX2 
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   เมื่อท าการตรวจสอบความสามารถในการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่ จ าเพาะของเซลล์ต้นก าเนิดที่
สร้างได้ คณะผู้วิจัยได้ทดลองเหน่ียวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเลือด หรือ hematopoietic 
lineage โดยใช้ขั้นตอนและวิธีการที่รายงานโดย Salvagiotto และคณะ (2011) ซึ่งวิธีการนี้จัดเป็นวิธีที่พยายามที่จะ
สร้างเซลล์ในกลุ่มเลือดที่ปราศจากการปนเปื้อนผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ซึ่งอาจจะสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการรักษา
ผู้ป่วยในโรคทางระบบเลือดได้ในอนาคต  หลังจากเหน่ียวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ในระบบเลือด 
ผู้วิจัยพบว่าเซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 สามารถถูกเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของ CD34 โดยการแสดงออก
เพิ่มขึ้นภายใน 9 วันของการเหนี่ยวน า อย่างไรก็ตามผลการทดลองนี้ ยังเป็นเพียงการทดลองเบื้องต้น คณะผู้วิจัยยัง
จ าเป็นต้องปรับปรุง และพัฒนากระบวนการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดให้มีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น 
  เมื่อท าการตรวจสอบลักษณะของโครโมโซมด้วยวิธี G-bandning พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 13PFX1 
ยังคงมีโครโมโซมที่ปกติคือ 46, XX ไม่มีการเพิ่มขึ้นหรือย้ายต าแหน่งของชิ้นโครโมโซม ดังนั้น สามารถสรุปได้ว่า การ
เหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย Sendai virus TS7 ให้เป็นเซลล์ต้นก าเนิด ไม่ได้ท าให้เกิดความผิดปกติของโครโมโซม
ของเซลล์ ความสามารถในการคงสภาพโครโมโซมที่ปกติของเซลล์ต้นก าเนิดนี้มีความส าคัญเป็นอย่างมากในการ
ทดสอบคุณสมบัติอื่นๆ ของเซลล์ต้นก าเนิดโดยเฉพาะการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะในร่างกายของ
หนู หรือ teratoma assay ทั้งนี้เพราะหากโครโมโซมมีความผิดปกติ จะท าให้กระตุ้นให้เกิด teratoma หรือ 
teratocarcinoma ในสัตว์ได้ง่ายกว่าเซลล์ต้นก าเนิดที่มีโครโมโซมปกติ (Blum and Benvenisty, 2009) และอาจจะ
ส่งผลต่อการแปลผล การทดสอบคุณสมบัติของสายพันธุ์เซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างได้ 
  ถึงแม้ว่าการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ ด้วย Sendai virus TS7 จะถือว่าเป็นวิธีที่
ใช้สร้าง non-integrating iPSCs และมีความปลอดภัยในการน าไปใช้ในทางคลินิก แต่หากมีวิธีอื่นที่ดีกว่าย่อมสร้าง
ความมั่นใจแก่แพทย์ และนักวิจัยที่จะน าไปใช้ในการรักษาผู้ป่วย ดังนั้นคณะผู้วิจัยร่วมกับนักวิจัยจากห้องปฏิบัติการ
เซลล์ต้นก าเนิดและเซลล์บ าบัด คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จึงได้ด าเนินการวิจัยสร้างสายพันธุ์เซลล์
ต้นก าเนิดโดยการเหนี่ยวน าเซลล์ CD34+ โดยการใช้ episomal vectors และใช้กระแสไฟฟ้าในการเปิด cell 
membrane ของเซลล์เพื่อให้ episomal vectors สามารถเข้าสู่นิวเคลียสและ DNA ของเซลล์ CD34+ วิธีดังกล่าว
เรียกว่า electroporation ซึ่งวิธีการนี้มีการรายงานมาก่อนหน้าถึงความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการ
เหน่ียวน าเซลล์ไฟโบรบลาส และ mononuclear เซลล์ที่เก็บจากไขกระดูก (Yu et al., 2009; Hu et al., 2011) ผลการ
ทดลองในการทดลองแรกของคณะผู้วิจยั สามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหน่ียวน าเซลล์ CD34+ ด้วย episomal 
vectors และ electroporation ได้ทั้งส้ิน 9 สายพันธุ์ โดย 8 สายพันธุ์สร้างและเล้ียงร่วมกับเซลล์พี่เล้ียง และอีก 1 สาย
พันธุ์สร้างและเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล์ที่เคลือบด้วย Matrigel ระยะเวลาตั้งแต่เซลล์ CD34+ ถูก transfect ด้วย 
ectopic genes จนกระทั่งมีกลุ่มของเซลล์ต้นก าเนิดเจริญขึ้น ใช้เวลาประมาณ 10-12 วัน เมื่อเล้ียงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยง 
และประมาณ 20 วัน เมื่อเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงที่เคลือบด้วย Matrigel จากข้อมูลแสดงให้เห็นว่า การเล้ียงเซลล์ที่มี
เซลล์พี่เล้ียงมีความเหมาะสมต่อการเจริญของเซลล์ CD34+ ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย ectopic genes มากกว่าการเล้ียง
เซลล์บนจานเพาะเล้ียงที่เคลือบด้วย Matrigel  
 
๕. สรุปผลการวิจัย 
  
จากผลการทดลองในปีสุดท้ายของโครงการวิจัย แสดงให้เห็นว่า ความรู้และประสบการณ์ของคณะผู้วิจัยในการสร้าง
เซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าเซลล์ร่างกาย ซึ่งใน
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ที่นี้คือเซลล์ CD34+ จากเลือดสายสะดือ เนื่องจากข้อจ ากัดต่างๆในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนที่ได้จาก
เทคนิคการย้ายฝากนิวเคลียส ซึ่งท าให้คณะผู้วิจัยไม่สามารถด าเนินการวิจัยได้จนเสร็จสิ้นตามที่ได้เสนอไว้ในโครงร่าง
การวิจัย แต่คณะผู้วิจัยแสดงให้เห็นว่า สามารถสร้างเซลล์ต้นก าเนิดจากการเหนี่ยวน าได้ และเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้ 
น่าจะเป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่มีศักยภาพสูง เทียบเท่ากับเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน ในการน ามาประยุกต์ใช้ในทาง
คลินิก 
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เอกสารแนบท้าย ฉบับที่ ๕ 

หนังสือชี้แจงและหนังสือแสดงความยินยอมบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือตัวอ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด 
สถาบันพยาบาล/สถาบัน 

 
ค าอธิบาย 

 

 เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน เป็นเซลล์ตั้งต้นระยะแรกของชีวิต มีคุณสมบัติพิเศษ สามารถแบ่งตัวได้ไม่จ ากัดจ านวน และสามารถ
พัฒนาไปเป็นเซลล์ต่างๆในร่างกายได้ทุกชนิด ท าให้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมีศักยภาพสูงที่จะน ามาศึกษาวิจัยและพัฒนาเพื่อใช้ทดแทน
และรักษาโรคเรื้อรังหลายชนิดให้หายได้ จึงมีประโยชน์อย่างมากในเบื้องต้นต่อการศึกษาวิจัยจะเป็นการพัฒนาความรู้ความเข้าใจทาง
วิทยาศาสตร์การแพทย์และน ามาประยุกต์ใช้ทางเวชปฏิบัติ 
  ปัจจุบัน เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนสร้างและพัฒนาขึ้นจากตัวอ่อนและ/หรือเซลล์ไข่ที่ได้รับการบริจาคภายหลังสิ้นสุดกระบวนการ
รักษาภาวะมีบุตรยาก หรืออาจได้รับการบริจาคระหว่างขั้นตอนการรักษาหากมีปริมาณเซลล์ไข่มากเกินพอส าหรับการรักษาภาวะมีบุตร
ยาก 
 ข้าพเจ้าและสามีทราบดีว่า คณะแพทย์ผู้รักษาและทีมงานค านึงถึงเป้าหมายและประโยชน์สูงสุดในการรักษาภาวะมีบุตรยาก
เป็นหลักส าคัญ อันดับแรก การขอรับบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือ ตัวอ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด จะพิจารณาเม่ือสิ้นสุดการรักษา
ภาวะมีบุตรยากแล้ว หรือต่อเม่ือเซลล์ไข่ที่ได้มีปริมาณมากเกินพอส าหรับการใช้เพื่อการรักษาทางคลินิก โดยจะต้องมีการแจ้งให้ข้าพเจ้า
ทราบและขอความยินยอมจากข้าพเจ้าอีกครั้ง ทั้งนี้การบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือ ตัวอ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด จะไม่
ก่อให้เกิดความเสี่ยงหรืออันตรายต่อข้าพเจ้าเพิ่มขึ้น จากการรักษาภาวะมีบุตรยากตามปกติ 
 ข้าพเจ้าทราบดีว่า การบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือ ตัวอ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด จะด าเนินการโดยรักษาความลับ
ของผู้ป่วยอย่างเคร่งครัด ทั้งนี้ข้าพเจ้าสามารถตัดสินใจขอยกเลิกการบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือตัวอ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด
ได้ในภายหลังได้ โดยการตัดสินใจบริจาคหรือขอยกเลิกการบริจาคนี้จะไม่มีผลกระทบต่อการรักษาภาวะ มีบุตรยากของข้าพเจ้า ทั้งนี้
ข้าพเจ้ายินดีที่จะท าการบริจาคเพ่ือประโยชน์ของการรักษาโรค และการศึกษาวิจัย โดยไม่มุ่งหวังสิ่งตอบแทนใดๆและจะไม่เรียกร้องความ
เป็นเจ้าของชีวผลิตภัณฑ์ที่พัฒนาขึ้นจากเซลล์ไข่ และ/หรือ ตัวอ่อน ของข้าพเจ้า ในภายภาคหน้า 
 ข้าพเจ้ามีโอกาสได้ซักถามและได้รับค าอธิบายจนกระทั่งเกิดความเข้าใจถึงขั้นตอนกระบวนการบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือ ตัว
อ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด และมีความประสงค์ที่จะบริจาคเซลล์ไข่ และ/หรือ ตัวอ่อน เพื่อการศึกษาวิจัยเซลล์ต้นก าเนิด 
ภายใต้การด าเนินงานของ      และคณะ จึงขอยืนยันการบริจาคตามนี้ 

 

 บริจาคเซลล์ไข่ 
 

 บริจาคตัวอ่อน 
 

 บริจาคทั้งเซลล์ไข่และตัวอ่อน 
 

 ลงนาม                                                     .  
 (                                                  ) (ภรรยา) 
ลงนาม                                                     .  
 (                                                  ) (สามี) 
ลงนาม                                                     .  
 (                                                  ) (พยาน) 
ลงนาม                                                     .  
 (                                                  ) (แพทย์ผู้รักษาและให้ค าอธิบาย) 
 วันที่           เดือน                 พ.ศ.            .  
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  Certificate in Reproductive Biology and Infertility, University of Pennsylvania, Philadelphia, U.S.A.  

เกียรติประวัติในอดีต 
 แพทย์ฝึกหัดดีเด่น และแพทย์ประจ าบ้านดีเด่น โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
 Best Research Paper  - ราชวิทยาลัยสูตินรีแพทย์แห่งประเทศไทย 
 Young Gynaecologist Award – Asia Oceania Federation of Obstetrics and Gynaecology 
 Rockefeller Fellowship Award 
 เป็น Co author ใน chapter หนึ่งของหนังสือ Uterine and Embryonic Factors in Early  

    pregnancy: Editor, JF Strauss,  Plenum Press, U.S.A. 
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ประวัติผู้ร่วมโครงการวิจัย คนที่ ๑ 
ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาไทย)  ดร.รัฐจักร  รังสิวิวัฒน์ 

     ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาอังกฤษ)  Dr. Ruttachuk Rungsiwiwut 
๒. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน   

 ๓ ๓๐๑๒ ๐๐๗๘๗ ๔๑ ๔ 
๓. ต าแหน่งปัจจุบัน 

 นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ ๕ 
๔. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ที่ติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และ e-mail 

 หน่วยชีววิทยาการเจริญพันธ์ุ ภาควิชาสูติศาสตร-์นรีเวชวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ๑๘๗๓  ถนนพระราม ๔ ปทุมวัน กทม. ๑๐๓๓๐  
โทรศัพท์ ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๙, ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๖     โทรสาร ๐ ๒ ๒๕๖-๔๘๒๙ 

 Email : ruttachuk.r@chula.ac.th 
๕. ประวัติการศึกษา 

 ๒๕๔๒ - สัตวแพทยศาสตร์บัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

 ๒๕๕๑ – วิทยาศาสตร์ดุษฎีบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
๖. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ(แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 mouse and human embryonic stem cell derivation and culture  
 somatic nuclear transfer in laboratory animal 
 embryo manipulation 

 
ประวัติผู้ร่วมโครงการวิจัย ที่ ๒ 

ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาไทย)  นางสาวปราณี     น าชัยศรีค้า 
ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาอังกฤษ)  Ms. Pranee    Numchaisrika 

๒. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน   
 ๓ ๑๐๐๑ ๐๐๒๙๘ ๘๓ ๘ 

๓. ต าแหน่งปัจจุบัน 
 นักวิทยาศาสตร์ ๖ 

๔. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ที่ติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และ e-mail 
 หน่วยชีววิทยาการเจริญพันธ์ุ ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ๑๘๗๓  ถนนพระราม ๔ ปทุมวัน กทม. ๑๐๓๓๐  
โทรศัพท์ ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๘, ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๖     โทรสาร ๐ ๒ ๒๕๖-๔๘๒๙ 

 Email : pnumchaisrika@yahoo.com 
๕. ประวัติการศึกษา 

 พ.ศ.๒๕๒๙ วิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาเคมี   มหาวิทยาลัยศิลปากร 
๖. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ(แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Cell  Culture, Collect and Culture Embryo in Animal Model 
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ประวัติผู้ร่วมโครงการวิจัย ที่ ๓ 
ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย)   นางวิชชุดา  อานนท์กิจพานิช 

ชื่อ-นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)   Mrs. Vichuda  Ahnonkitpanit  
๒. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน   

 ๓ ๑๐๑๔ ๐๐๙๒๘ ๕๕ ๒ 
๓. ต าแหน่งปัจจุบัน 

 นักวิชาการวิทยาศาสตร์การแพทย์(ช านาญการ) ๘ 
๔. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ที่ติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และ e-mail 

 หน่วยชีววิทยาการเจริญพันธ์ุ ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ๑๘๗๓  ถนนพระราม ๔ ปทุมวัน กทม. ๑๐๓๓๐  
โทรศัพท์ ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๘, ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๖     โทรสาร ๐ ๒ ๒๕๖-๔๘๒๙ 

 Email : avichuda@yahoo.com 
๕. ประวัติการศึกษา 

 พ.ศ.๒๕๒๖   วิทยาศาสตร์บัณฑิต(ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
 พ.ศ.๒๕๓๐   วิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต(สัตววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

๖. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
               ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการปฏิสนธินอกร่างกาย(In vitro fertilization) เป็นเวลา ๑๖ ปี เช่น การเตรียมน้ ายา
เพาะเลี้ยงตัวอ่อน  การเตรียมอสุจิ  การเลี้ยงตัวอ่อนในระยะต่างๆ  การแช่แข็งและละลายตัวอ่อน  การใส่ตัวอ่อน  การช่วยการ
ปฏิสนธิ(ICSI)  การช่วยการฝังตัวของตัวอ่อน(Assisted hatching)  การดึงเซลล์ตัวอ่อน(Embryo biopsy) การควบคุมคุณภาพใน
ห้องปฏิบัติการให้ได้มาตรฐาน การวิเคราะห์ข้อมูล การฝึกอบรมบุคลากรจากสถาบันอื่นทั้งในและต่างประเทศ  เป็นที่ปรึกษาในการ
จัดต้ังห้องปฏิบัติการด้านการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนให้กับสถาบันภายในประเทศ 
 

ประวัติผู้ร่วมโครงการวิจัย ที่ ๔ 
ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาไทย)   นายแพทย์ประมวล    วีรุตมเสน 

     ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาอังกฤษ)   Mr.Pramuan     Virutamasen  
๒. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน   

 ๓ ๑๐๑๔ ๐๑๑๓๕ ๒๓ ๘ 
๓. ต าแหน่งปัจจุบัน 

 ศาสตราจารย์กิตติคุณ  ๑๑ 
๔. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ที่ติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และ e-mail 

 หน่วยชีววิทยาการเจริญพันธ์ุ ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ๑๘๗๓  ถนนพระราม ๔ ปทุมวัน กทม. ๑๐๓๓๐  
โทรศัพท์ ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๘, ๐ ๒๒๕๖-๔๘๒๖     โทรสาร ๐ ๒ ๒๕๖-๔๘๒๙ 

 Email : pvirutamasen@yahoo.com 
๕. ประวัติการศึกษา 

 พ.ศ. ๒๕๐๑     อนุปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต   จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. ๒๕๐๕     แพทยศาสตร์บัณฑิต  มหาวิทยาลัยแพทยศาสตร์  กรุงเทพฯ 
 พ.ศ. ๒๕๑๖     Master of Science , University of Pennsylvania , USA 
 พ.ศ. ๒๕๑๖     อนุมัติบัตรสูตินรีเวชวิทยา  แพทยสภา 

๖. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ(แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 Physiology, Reproductive Biology, Specialty in Reproductive Endocrinology  


