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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

วิภาวี ปวราจารย์ : การศึกษาการใช้เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดใน
การเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ (A study of human 
cesarean scar-derived fibroblasts as a potential feeder cells for culturing the 
human pluripotent stem cells) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. นพ. ก าธร พฤกษา
นานนท์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: น.สพ. ดร. รัฐจักร รังสิวิวัฒน์ {, 80 หน้า. 

จุดประสงค์เพ่ือศึกษาการใช้เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด  (HSFs) 
ในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ (hPSCs)  กลุ่มควบคุมคือเซลล์
ไฟโบรบลาสต์จากผิวหนังหุ้มองคชาตของทารก (HFFs) ตรวจสอบคุณสมบัติของ HSFs ได้แก่ 
ลักษณะทางกายภาพ, ความสามารถในการแบ่งตัวโดย BrdU proliferation assay, การแสดงออก
ของ supportive feeder markers โดย q-PCR, วัดปริมาณการสร้าง bFGF โดย ELISA และ
ทดสอบ colony forming unit assay (CFU)  ทดลองใช้ HSFs เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของ hPSCs 
(Chula2.hES, PFX#12) และตรวจสอบ hPSCs หลังการเลี้ยง 10 passages ได้แก่ ลักษณะทาง
กายภาพ, คุณสมบัติพลูริโพเทนต์โดย q-PCR, immunocytochemistry  และ flow 
cytometry  ตรวจสอบ karyotyping และ in vitro differentiation  ผลพบว่า HSFs มีลักษณะทาง
กายภาพคล้ายกับ HFFs และมีสัดส่วนจ านวนเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ BrdU ต่อเซลล์ทั้งหมดสูงกว่า 

HFFs (P=0.006) มีการแสดงออกของยีน Activin A, bFGF, TGF-β1 ไม่แตกต่างกัน ส่วน HSFs มี 
BMP4, Collagen I, Fibronectin ต่ ากว่า HFFs (P<0.001)  HSFs สร้าง bFGF ได้ 0.033 ng/ml 
ใน 24 ชั่วโมง  ผล CFU พบว่าบน HSFs มีโคโลนีของ hPSCs น้อยกว่า HFFs (P=0.008)  HSFs เป็น
เซลล์พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุนการเจริญของ hPSCs อย่างน้อย 10 passages ได้ โดย hPSCs ที่เลี้ยง
บน HSFs มีลักษณะทางกายภาพคล้ายคลึงกับ hPSCs ที่เลี้ยงบน HFFs  มี pluripotent และ 
differentiation marker ไม่แตกต่างกัน  มีโครโมโซมปกติและเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเยื่อ 3 
ชั้นได้  จากผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่า HSFs ใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของ hPSCs ได้ และ พบว่าเมื่อ
ใช้ HSFs เป็นเซลล์พี่เลี้ยง สามารถเลี้ยง Chula2.hES ได้ โดยที่ไม่เติม bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ 
ดังนั้น HSFs สามารถใช้ในการเลี้ยง hPSCs ได้และมีแนวโน้มว่าสามารถเลี้ยง hPSCs ได้โดยที่ไม่
จ าเป็นต้องเติม bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ 

 

 
สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย์ 

ปีการศึกษา 2558 
 

ลายมือชื่อนิสิต   
 

ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก   
 
ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาร่วม   
   

 

 



 จ 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5674073030 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
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WIPAWEE PAVARAJARN: A study of human cesarean scar-derived fibroblasts 
as a potential feeder cells for culturing the human pluripotent stem cells. 
ADVISOR: ASSOC. PROF. KAMTHORN PRUKSANANONDA, CO-ADVISOR: DR. 
RUTTACHUK RUNGSIWIWAT {, 80 pp. 

This study was aimed to determine the characteristics of human cesarean 
scar-derived fibroblast (HSFs) and their feasibility for co-culturing with human 
pluripotent stem cells (hPSCs). Human foreskin fibroblasts (HFFs) were used as the 
control group. HSFs were studied for their morphology, proliferation by BrdU 
proliferation assay, the expression of supportive feeder marker by q-PCR, bFGF 
secretion by ELISA and colony forming unit assay (CFU). Then, hPSCs (Chula2.hES, 
PFX#12) were co-cultured with HSFs for 10 passages, their morphology were observed 
and hPSCs pluripotency were tested by q-PCR, immunocytochemistry, flow 
cytometry, karyotyping and in vitro differentiation. The results showed that HSFs 
morphology was similar to HFFs and the proliferation rate of HSFs was higher 

than the HFFs (P=0.006). Inactivated HSFs expressed Activin A, bFGF, TGF-β1 while 
BMP4, Collagen I, Fibronectin was lower than HFFs (P<0.001). The bFGF secreted by 
HSFs was 0.033 ng/ml in 24 hours. CFU of hPSCs on HSFs was lower than HFFs 
(P=0.008). HSFs could support the hPSCs more than 10 passages. Morphology and 
expression of pluripotent and differentiation markers of hPSCs co-cultured with HSFs 
were similar to HFFs and hPSCs have normal karyotype and could differentiated in 
vitro into embryonic three germ layers. In addition, HSFs could maintain the 
pluripotency of Chula2.hES without bFGF in the culture medium. In conclusion, HSFs 
can be used as feeder cell for co-culturing the hPSCs and bFGF supplementation 
may be unnecessary when using HSFs as the feeder cells for hPSCs. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย 

เซลล์ต้นก าเนิดที่มีคุณสมบัติพลูริโพเทนต์คือเซลล์ที่สามารถแบ่งตัวได้เซลล์ใหม่ที่มีคุณสมบัติ
เหมือนกับเซลล์ตั้งต้นโดยที่เซลล์นั้นยังไม่ได้เปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่จ าเพาะอย่าง  เซลล์ต้นก าเนิดพลู
ริโพเทนต์ของมนุษย์ (hPSCs) สร้างจากอินเนอร์เซลล์แมสของตัวอ่อนก่อนการฝังตัวระยะบลาสโต
ซิสต์หรือสร้างจากการเหนี่ยวน าให้เซลล์ร่างกายเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิด ซึ่ง สามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยต่อไปในด้านต่างๆ เช่น ด้านการศึกษาการพัฒนาของตัวอ่อน
มนุษย์ การทดสอบทางพิษวิทยาของยา รวมถึงทางด้านเวชศาสตร์ฟ้ืนฟูสภาวะเสื่อม (1, 2) ซึ่ง
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในทางคลินิกได้ในอนาคต แต่การเลี้ยง hPSCs ในห้องปฏิบัติการยังมีปัญหา
ในเรื่องการคงคุณสมบัติพลูริโพเทนต์ของเซลล์เมื่อเลี้ยงต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน เนื่องจาก hPSCs 
ที่เลี้ยงในห้องปฏิบัติการสูญเสียความเป็นพลูริโพเทนต์ได้ง่าย สามารถสังเกตได้จากการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะทางกายภาพและลักษณะการเจริญของเซลล์ ซึ่งลักษณะเหล่านี้มีความแตกต่างกันไปตามแต่
ละสายพันธุ์ของเซลล์และระบบในการเลี้ยงเซลล์อีกด้วย 

 โดยทั่วไประบบการเลี้ยง hPSCs แบบใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงมักพบว่ามีการปนเปื้อนของ
ส่วนประกอบจากสัตว์ เนื่องจากในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ พ่ีเลี้ยงมีซีรั่มจากสัตว์เป็นส่วนประกอบและเลี้ยง
บนเซลล์พ่ีเลี้ยงจากเซลล์สัตว์อีกด้วย การปนเปื้อนส่วนประกอบจากสัตว์ที่มีรายงานค้นพบคือ 
Neu5Gc ซึ่งเป็นสารกลุ่ม sialic acid ที่ไม่พบในมนุษย์และส่วนใหญ่ในมนุษย์ยังมีแอนติบอดี้ต่อ 
Neu5Gc ตามธรรมชาติอีกด้วย ดังนั้นเมื่อมนุษย์ได้รับเข้าสู่ร่างกายจะก่อให้เกิดการต่อต้านต่อ
แอนติบอดีที่มีอยู่ในระบบหมุนเวียนโลหิต ไปเข้าจับกับอิมมูโนโกลบูลินและตกตะกอน ท าให้เซลล์ใน
ร่างกายมนุษย์ตายได้  ดังนั้น hPSCs ที่ปนเปื้อนส่วนประกอบจากสัตว์จึงเสี่ยงอันตรายและไม่
เหมาะสมแก่การน าเซลล์ต้นก าเนิดที่ปนเปื้อนนี้ ไปใช้ปลูกถ่ายในมนุษย์ (3) 

 หลังจากนั้นจึงมีความพยายามในการแก้ไขปัญหาโดยลดความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนของ
ส่วนประกอบจากสัตว์โดยการเลี้ยงเซลล์แบบไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยง (4-6) แต่มีรายงานที่พบปัญหาเรื่อง 
การเปลี่ยนแปลงโครโมโซมไปจากเซลล์ต้นก าเนิดตั้งต้นเนื่องจากตรวจพบ hPSCs มีโครโมโซมผิดปกติ
ไปจากเดิมเมื่อผ่านการเลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่ไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงเป็นเวลาต่อเนื่องตั้งแต่ 10 passages 
ขึ้นไป (7, 8) ท าให้ไม่เหมาะสมแก่การน าไปใช้ในทางคลินิกและการเลี้ยง hPSCs แบบไม่ใช้เซลล์พ่ี
เลี้ยงจ าเป็นต้องใช้ recombinant extracellular matrices ซึ่งมีค่าใช้จ่ายที่ค่อนข้างสูง อีกทางหนึ่ง
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คือการใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงที่แยกได้จากเนื้อเยื่อของมนุษย์ซึ่งเป็นระบบการเลี้ยงที่สามารถเลี้ยง hPSCs ได้
เป็นระยะเวลายาวนาน ดังนั้น การพัฒนาการเลี้ยง hPSCs ร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจึงมีความส าคัญ อีกทั้ง
สิ่งที่ต้องค านึงถึงคือคุณสมบัติและประสิทธิภาพของเซลล์พ่ีเลี้ยงที่ใช้  โดยทั่วไปการใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงที่
แยกได้จากคนนิยมใช้ human foreskin fibroblasts (HFFs) เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงเนื่องจากวิธีการแยก
เนื้อเยื่อท าไดส้ะดวกและแหล่งของเซลล์หาได้ง่าย ไม่ต้องอาศัยเนื้อเยื่อจากทารกในครรภ์หรือเนื้อเยื่อ
ที่ได้จากการผ่าตัดที่ยุ่งยาก (9)    อย่างไรก็ตามการแสดงคุณสมบัติของการเป็นเซลล์ พ่ีเลี้ยงที่ดีของ 
HFFs ก็ยังขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของคนหรือกระบวนการเตรียมเซลล์ ดังนั้นจึงพบว่า HFFs บางสาย
พันธุ์ไม่แสดงคุณสมบัติเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุนการคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่ดีของเซลล์
ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ (10) 

 ที่ห้องปฏิบัติการเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
และโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ได้ท าการศึกษาเพ่ือค้นหาชนิดของเซลล์พ่ีเลี้ยงที่แยกได้
จากเนื้อเยื่อแผลเป็นหลังการผ่าตัดหลังคลอด หรือ human cesarean scar fibroblasts (HSFs) 
พบว่า HSFs มีศักยภาพในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของโคโลนีแรกเริ่ม (primary colony) ของเซลล์ต้น
ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ (11)  ดังนั้นจึงน าไปสู่จุดประสงค์ของงานวิจัย คือ HSFs สามารถใช้ในการเป็น
เซลล์พ่ีเลี้ยงของ เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้หรือไม่ และ bFGF ที่มีอยู่ในน้ ายาที่ใช้เลี้ยง
เซลล์จะส่งผลต่อ HSFs เมื่อน ามาใช้เป็นเซลล์พี่เลี้ยงหรือไม่ 

 

1.2 ค าถามงานวิจัย 

 1. เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดสามารถใช้ในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง 
ของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้หรือไม่ 
 2. เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่ 
ไม่มี bFGF สามารถใช้ในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้หรือไม่ 
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1.3 วัตถุประสงค์ 

 1. ศึกษาความสามารถของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดในการเป็น 
เซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

 2. ศึกษาความเป็นไปได้ในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ร่วมกับเซลล์พ่ี
เลี้ยงจากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่ไม่มี bFGF 

1.4 สมมติฐาน 

 1. เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดสามารถใช้ในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง 
ของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้ 

 2. สามารถเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้ เมื่อเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก
แผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่ไม่มี bFGF 

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
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1.6 ค าส าคัญ 

 Human pluripotent stem cells, Pluripotency, Feeder cells, Basic fibroblast 
growth factor, Differentiation 

 

1.7 ประโยชน์ที่ได้รับจากงานวิจัย 

1. ผลที่ได้จากการศึกษาสามารถใช้เป็นแนวทางไปสู่การค้นพบเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิดใหม่และ
พัฒนาระบบการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ที่เหมาะสมต่อการน าไปใช้ในทางคลินิก
ได้ในอนาคต 

2. สามารถเตรียมเซลล์เป็นจ านวนมากเพ่ือรองรับการพัฒนางานทางด้านการสร้างเซลล์ 
ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ของคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งในอนาคตมี
แนวโน้มที่จะต้องการเซลล์พ่ีเลี้ยงในการสร้างและเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์โดยเฉพาะจาก
ผู้ป่วยอีกเป็นจ านวนมาก 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 เซลล์ต้นก าเนิด 

เซลล์ต้นก าเนิด คือ เซลล์ที่มีคุณสมบัติในการแบ่งตัวเพ่ือสร้างเซลล์ใหม่ได้เรื่อย  ๆ เป็น
ระยะเวลานาน โดยเซลล์ใหม่ที่สร้างขึ้นยังคงคุณสมบัติเหมือนเซลล์ต้นก าเนิดตั้งต้นและเป็นเซลล์ที่มี
ความสามารถในการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะอย่างได้หลายชนิด  
ซึ่งเซลล์ต้นก าเนิดจะมีความจ าเพาะมากยิ่งขึ้นตามการพัฒนาของตัวอ่อน  ในมนุษย์เมื่อสเปิร์ม 
(sperm) ผสมกับไข่ (oocyte) ได้ไซโกต (zygote) แล้วเซลล์จะมีการแบ่งตัวจากหนึ่งเซลล์เป็นสอง
เซลล์และเพ่ิมจ านวนขึ้นเป็นเท่าตัว จนกระทั่งได้กลุ่มเซลล์ที่เกาะกันเป็นก้อนกลมเรียกว่ามอรูลา 
(morlura) จากนั้นจะมีการแบ่งตัวต่อไปและกลุ่มเซลล์มีการจัดเรียงตัวใหม่ได้บลาสโตซิสต์ 
(blastocyst) ซึ่ง ประกอบด้วยโทรเฟคโตเดิร์ม (trophectoderm) และอินเนอร์เซลล์แมส (inner 
cell mass) (รูปที่ 1) ซึ่งเซลล์ที่อยู่ในอินเนอร์เซลล์แมสจะมีเซลล์ต้นก าเนิดที่ยังมีคุณสมบัติพลูริโพ
เทนต์ (pluripotent) สามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็น epiblast cells, primitive ectoderm, 
definitive ectoderm, definitive endoderm และ definitive mesoderm โดยเมื่อเซลล์อยู่ใน
ระหว่างการเปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่เฉพาะอย่างดังกล่าวแล้ว เซลล์ต้นก าเนิดนั้นจะมีความจ าเพาะ
มากขึ้น ในระดับนี้เรียกว่ามีคุณสมบัติมัลติโพเทนต์ (multipotent) จนกระทั่งเป็นเนื้อเยื่อจ าเพาะใน
ที่สุด (12) 

 

 
 

รูปที่ 1 ตัวอ่อนของมนุษย์ระยะบลาสโตซิสต์ (13) 
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2.2 เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ (human pluripotent stem cells)  

 เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดที่แยกจาก
ตัวอ่อนระยะก่อนการฝังตัวเรียกว่าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ (human embryonic stem cells; 
hESCs) และชนิดที่ได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์ร่างกายให้มีคุณสมบัติลักษณะทางกายภาพและชีววิทยา
โมเลกุลที่คล้ายคลึงกับเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์เรียกว่าเซลล์ต้นก าเนิดอินดิวซ์พลูริโพเทนต์ 
(human induced pluripotent stem cells; hiPSCs) 

 James Alexander Thomson และคณะเป็นผู้สร้างและเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ 
ของมนุษย์เป็นครั้งแรกในปี 1998  ท าได้โดยการใช้เอมบริโอระยะคลีเวจ (cleavage) ที่ได้รับบริจาค
จากหน่วยงานที่ใช้เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ด้วยการปฏิสนธิ ภายนอกร่างกายหรือการท าเด็ก
หลอดแก้ว (In vitro fertilization; IVF) ผ่านการยินยอมจากเจ้าของเอมบริโอที่บริจาคเพ่ือใช้ใน
งานวิจัย จากนั้นเลี้ยงเอมบริโอดังกล่าวในห้องทดลองจนกระทั่งเอมบริโอพัฒนาเป็นระยะบลาสโต
ซิสต์ จากนั้นแยกอินเนอร์เซลล์แมสออกมาเลี้ยง ในสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเจริญของเซลล์
ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์และได้เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ตามต้องการ (14)  วิธีนี้เป็นวิธีที่น่าสนใจ
และนิยมใช้ส าหรับการวิจัยด้านเซลล์ต้นก าเนิดในหน่วยงาน IVF ที่สนใจแห่งอื่นอีกด้วย ส าหรับเอมบริ
โอที่อยู่ในระยะบลาสโตซิสต์หรือบลาสต์โตเมียร์ก็สามารถน าไปใช้ในการแยกอินเนอร์เซลล์แมสได้
เช่นกัน (15-17)  

 ในภายหลังได้มีการคิดค้นวิธีอ่ืนๆ ในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์  ซึ่งมีการ ค้นพบ
ครั้งส าคัญโดย Kazutoshi Takahashi และ Shinya Yamanaka ในปี 2006 ได้สร้างเซลล์ต้นก าเนิด
พลูริโพเทนต์จากเซลล์ของหนูที่โตเต็มวัยได้ส าเร็จ ใช้วิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ผู้ใหญ่ด้วยกลุ่มของ 
encoding transcription factor หลักท่ีท าหน้าที่เก่ียวข้องกับการคงคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดใน
การเหนี่ยวน าให้เซลล์ร่างกายเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิด ยีนที่ใช้ได้แก่ OCT4, SOX2, KLF4 
และ c-Myc (18) เรียกเซลล์ดังกล่าวที่สร้างขึ้นได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดอินดิวซ์พลูริโพเทนต์ (induced 
pluripotent stem cells; iPSCs)  นอกจากนี้ยังมีรายงานอ่ืนที่ใช้กลุ่มของยีนแตกต่างกันไป ในปีถัด
มามีหลายทีมวิจัยที่สามารถพัฒนาการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ด้วยวิธีนี้ได้เช่นกัน 
(19) ซึ่งยีนที่ใช้ในการเหนี่ยวน าอาจเป็นยีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมพลูริโพเทนต์ตัวอ่ืนๆ 
เช่น ทีมวิจัยของ Thomson เลือกใช้ OCT4, SOX2, NANOG และ LIN28 ก็สามารถสร้างเซลล์ต้น
ก าเนิดอินดิวซ์พลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้ส าเร็จ (20) 
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เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยต่อไปได้ทั้งทางด้าน
การพัฒนาของเอมบริโอ ด้านพิษวิทยาและด้านเวชศาสตร์ฟ้ืนฟูสภาวะเสื่อมซึ่งอาจ น าไปประยุกต์ใช้
ในทางคลินิกได้ในอนาคต (1, 2) 

 

2.3 ระบบการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

 การเลี้ยง hPSCs จ าเป็นต้องอาศัยระบบการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมเพ่ือให้เซลล์สามารถ
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนและคงคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดไว้ได้ แรกเริ่มในการเลี้ยง hPSCs ท าได้โดยใช้
ระบบการเลี้ยงบนเซลล์พ่ีเลี้ยงจากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอมบริโอหนู โดยเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ที่
เติม basic fibroblast growth factor (bFGF) ร่วมด้วย (14) ซึ่ง bFGF เป็น   growth factor  ที่
ส าคัญต่อกระบวนการแบ่งตัวเพ่ือสร้างเซลล์ตัวเองขึ้นมาใหม่ (21) หลังจากนั้นได้มีการคิดค้นและ
พัฒนาระบบการเลี้ยง  ซึ่งมีจุดประสงค์เพ่ือลดการปนเปื้อนของส่วนประกอบจากสัตว์โดยวิธีหนึ่งคือ
การเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ด้วยระบบการเลี้ยงแบบไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยง แต่จะใช้ สาร 
extracellular matrix เคลือบบนพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงและใช้น้ ายาเลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนประกอบของ  
ไซโตไคน์และสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆ ที่จ าเป็นต่อการเจริญของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์   
(4-6, 22) แต่ระบบการเลี้ยงแบบนี้ยังมีข้อจ ากัดในการใช้เนื่องจากมีรายงานที่ตรวจพบเซลล์ต้นก าเนิด
พลูริโพเทนต์ของมนุษย์มีโครโมโซมผิดปกติไปจากเดิมเมื่อผ่านการเลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่ ไม่ใช้เซลล์พ่ี
เลี้ยงเป็นระยะเวลาต่อเนื่องตั้งแต่ 10 passages ขึ้นไป (7, 8) จึงเป็นข้อจ ากัดของการเลี้ยงเซลล์ต้น
ก าเนิดด้วยระบบดังกล่าว 

 อีกวิธีหนึ่งคือการใช้ระบบการเลี้ยงบนเซลล์พ่ีเลี้ยงที่แยกได้จากเนื้อเยื่อของมนุษย์ ซึ่งเซลล์ที่
แยกได้นี้มีหลายชนิดที่สามารถน ามาใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงได้และสนับสนุนการเจริญของ  hPSCs เช่น 
เซลล์กล้ามเนื้อของฟีตัสหรือผู้ใหญ่ (human fetal/adult muscle)  เซลล์จากท่อน าไข่ของผู้ใหญ่ 
(human adult fallopian tubal fibroblasts) และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของฟีตัสหรือผู้ใหญ่ 
(human fetal/adult fibroblasts) (20) เซลล์รก (human umbilical cord) (23) เซลล์ไขกระดูก 
(human marrow cells) (24) ซึ่งที่นิยมใช้คือเซลล์ผิวหนังหุ้มองชาตของทารก (human foreskin 
fibroblasts; HFFs) (10, 25) เนื่องจากแหล่งของเซลล์สามารถหาได้ง่าย สามารถแยกได้สะดวกไม่
ต้องอาศัยเนื้อเยื่อจากตัวอ่อนมนุษย์ในระยะฟีตัสหรือเนื้อเยื่อที่ได้จากการผ่าตัดที่ยุ่งยาก (9) (รูปที่ 2) 
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รูปที่ 2 ระบบการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดแบบไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงและใช้เซลล์พี่เลี้ยง (26) 

 
 
2.4 Basic fibroblast growth factor กับการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

 Basic fibroblast growth factor (bFGF) เป็นโปรตีนที่ท างานในวิถีที่เกี่ยวข้องกับการ
พัฒนาของมนุษย์ (developmental pathways) มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อกระบวนการ self-
renewal ของ hPSCs (27) และมีส่วนช่วยกระตุ้นการ proliferation และการเลี้ยง hPSCs ไม่ให้เกิด 
differentiation โดยที่ bFGF จะไปยับยั้ง bone morphogenetic protein (BMP) (28) ในการ
เลี้ยง hPSCs โดยทั่วไปจึงมีการเติม bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์และสามารถเลี้ยงเซลล์ต่อไปได้ทั้งใน
ระบบการเลี้ยงแบบใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงและไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยง (19) แรกเริ่มในน้ ายาเลี้ยง hPSCs ที่เติม 
bFGF จะใช้ที่ความเข้มข้น 4 ng/ml (19, 29) หลังจากนั้นมีรายงานการใช้ bFGF ที่ความเข้มข้น
แตกต่างกัน เช่น 8, 10, 24, 40, 100 และ 250 ng/ml สามารถใช้เลี้ยง hPSCs แบบใช้เซลล์พ่ีเลี้ยง
ได้เช่นกัน (11, 29)  ในขณะเดียวกันที่ความเข้มข้น 100 ng/ml bFGF สามารถใช้เลี้ยง hPSCs แบบ
ไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงได้มากกว่า 10 passages อีกด้วย (29) ถ้าหากไม่มี bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์จะท า
ให้เซลล์ไม่สามารถคงคุณสมบัติพลูริโพเทนต์ได้และเกิดกระบวนการ differentiation ไปได้อย่าง
รวดเร็ว (30) ดังนั้น bFGF จึงมีความส าคัญต่อการเลี้ยง hPSCs เป็นอย่างยิ่ง  อย่างไรก็ตามมีงานวิจัย
ที่ใช้ mesenchymal stem cells (MSCs) เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของ hPSCs โดยที่ไม่ต้องเติม bFGF ใน
น้ ายาเลี้ยงเซลล์ได้ ซึ่งเป็นผลจากการที่เซลล์สามารถสร้าง bFGF ได้เพียงพอต่อการรักษาคุณสมบัติ
พลูริโพเทนต์ของ hPSCs (31-33)  
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2.5 เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด 

 แผลเป็น คือ บริเวณของผิวหนังที่มีการสร้างเนื้อเยื่อ fibrous หลังกระบวนการสมาน
บาดแผล (healing process) และมีการสะสมของสารบางชนิดที่มากกว่าปกติ เช่น collagen, 
fibronectin (34, 35) หลังการผ่าตัดคลอดมักเกิดแผลเป็นซึ่งเนื้อเยื่อบริเวณแผลเป็นจะถูกผ่าตัดออก
เมื่อเข้ารับการผ่าตัดคลอดบุตรครั้งที่สอง โดยที่ชิ้นเนื้อเยื่อแผลเป็นนี้ไม่ได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์แต่
อย่างใดทั้งในทางการแพทย์และทางการวิจัย จากรายงานครั้งก่อนหน้าได้มีการแยกเซลล์ไฟโบร 
บลาสต์จากชิ้นเนื้อเยื่อแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดได้ประสบความส าเร็จ (รูปที่ 3)  อีกทั้งสามารถใช้
เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุนการเกาะของอินเนอร์เซลล์แมสหรือระยะบลาสต์โตซิสต์ในขั้นตอนการ
สร้างเซลล์ ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์และสามารถเลี้ยงโคโลนีแรกเริ่ม (primary colony) ของเซลล์ต้น
ก าเนิดจากตัวอ่อนมนุษย์ได้ (11)  อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีการศึกษาการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพ
เทนต์ของมนุษย์ต่อไปในระยะยาวบนเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นดังกล่าว   ทั้งนี้จึงเล็งเห็นว่าถ้า
หากน าเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่แยกได้มาใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของ
มนุษย์ก็จะสอดคล้องต่อแนวทางในการลดการปนเปื้อนของส่วนประกอบจากสัตว์ในการเลี้ยงเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์วิธีหนึ่ง อย่างไรก็ตามมีเซลล์หลายชนิดที่สามารถแยกได้จากเนื้อเยื่อ
ของมนุษย์แต่ไม่ใช่ทุกเซลล์ที่จะสามารถน ามาใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงแล้วสามารถสนับสนุนการเจริญของ
เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ได้ 

 

 

รูปที่ 3 ลักษณะทางกายภาพของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่เจริญออกจากชิ้นเนื้อเยื่อ 
ของแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด 

 

 

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ 

ชิ้นเนื้อเยื่อ
แผลเป็น 
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ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการใช้เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็น  หลังการผ่าตัด
คลอดในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์และศึกษาผลของ  bFGF ใน
น้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ต่อความสามารถในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ไฟ
โบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด โดยมุ่งหวังเป็นอย่างยิ่งว่าจะเป็นประโยชน์แก่งานวิจัยที่
เกี่ยวข้องกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ รวมถึงการพัฒนาด้านการน าเซลล์ต้นก าเนิดไปใช้
ในทางคลินิก 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 

รูปแบบการวิจัยเป็นการศึกษาแบบงานวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) โดยโครง
ร่างการวิจัยได้ผ่านการพิจารณาและอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
(Chulalongkorn University Ethics Committee) IRB No. 293/58 
 

3.2 การเตรียมและเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 

  เซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ใช้ในการทดลองนี้มีสองชนิด ได้แก่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่แยกจาก
ผิวหนังหุ้มองคชาติของทารกแรกเกิด (Human neonatal foreskin fibroblasts; HFFs) ซึ่งซื้อจาก
บริษัท American Type Culture Collection (ATCC; catalog no. CRL-2429) และเซลล์ไฟโบร 
บลาสต์ที่แยกจากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดของมนุษย์ (human cesarean scar-derived 
fibroblasts; HSFs)  เซลล์ HSFs นี้ เป็นเซลล์ที่แยกได้จากชิ้นเนื้อเยื่อจากผู้บริจาคที่ยินยอมให้น าชิ้น
เนื้อเยื่อไปใช้ประโยชน์เพื่องานวิจัย ในโครงการวิจัยก่อนหน้านี้ คือ โครงการวิจัยเรื่อง “การศึกษาเชิง
เปรียบเทียบลักษณะกายภาพและชีววิทยาโมเลกุลของเซลล์ต้นก าเนิดที่สร้างจากตัวอ่อนและเซลล์
ร่างกายเพ่ือการน าไปใช้ทางคลินิก” สัญญาเลขท่ี GRB-APS-03-57-30-01 โดย รศ.นพ.ก าธร พฤกษา
นานนท์ เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย  โครงการวิจัยดังกล่าวผ่านการพิจารณาและอนุมัติจาก
คณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย IRB No. 301/55 

 การทดลองนี้ ใช้ HFFs เป็นกลุ่มควบคุมเนื่องจากเซลล์ชนิดนี้ และ catalog no. นี้ เป็นเซลล์
พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุนการเจริญเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ (supportive feeder cells) และ
ใช้ส าหรับสร้างและเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ได้ ขั้นตอนในการเตรียมและเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ทั้งสองชนิดใช้วิธีการเดียวกัน ดังนี้ เลี้ยงเซลล์ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ซึ่ง
ประกอบด้วย Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM; HyClone) ที่มี 10% fetal 
bovine serum (FBS; Millpore), 1% penicillin-streptomycin (Life Technologies), 1% 
Glutamax (Life Technologies) ในตู้ CO2 incubator ที่มีสภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC เมื่อ
เซลล์เจริญและมี confluency ประมาณ 80-90 % ท าการเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธีมาตรฐาน โดยใช้ 
0.05% trypsin-EDTA (Life Technologies) ในการแยกเซลล์เดี่ยว 
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3.3 การตรวจสอบการแบ่งตัวและเพิ่มจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (Examination of 
fibroblast proliferation) 

ท าการตรวจสอบความสามารถในการแบ่งตัวของ HSFs และ HFFs ด้วยวิธี BrdU 
proliferation assay เลือกทดสอบความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์ ใน passage number ที ่
15 ท าการ fix เซลล์ไฟโบรบลาสต์เมื่อมี confluent 90-100% ด้วย 4% paraformaldehyde 
fixative ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15-30 นาที  จากนั้นล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  
permeabilization โดยใช้ 0.2% Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) ใน PBS ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
15-20 นาที ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ใส่ blocking solution (5% goat serum in PBS) 
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45-60 นาที  ใส่ primary antibody (anti-BrdU) เก็บที่อุณหภูมิ 4°C 
ข้ามคืน  ในวันต่อมาล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ใส่ secondary antibody บ่มที่อุณหภูมิ 
37oC เป็นเวลา 45-60 นาที  ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และใส่สีย้อม DAPI ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ซึ่งเป็นขั้นตอนการย้อมสีนิวเคลียสของเซลล์เพ่ือให้ทราบต าแหน่งของ
นิวเคลียสภายในเซลล์ ตรวจสอบผลการย้อมสีทางอิมมูโนภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์   
จากนั้นนับจ านวนเซลล์ที่ย้อมติดสีและค านวณสัดส่วนของจ านวนเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ BrdU ต่อ 
จ านวนเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ DAPI 

 

3.4 การตรวจสอบ mesenchymal stem cell markers ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ด้วยการย้อม
สีทางอิมมูโน (Immunocytochemistry) 

ตรึงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ด้วย 4% paraformaldehyde fixative ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15-
30 นาที  จากนั้นล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  permeabilization โดยใช้ 0.2% Triton-X 
100 (Sigma-Aldrich) ใน PBS ที่อุณหภูมิห้อง นาน 15-20 นาที จากนั้นล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 
5 นาท ีใส่ blocking solution (5% goat serum in PBS) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45-60 นาที  
ใส่ primary antibody ของ markers ที่ต้องการตรวจสอบจาก human mesenchymal stem 
cell characterization kit (Millipore; Cat No. SCR067) ประกอบด้วย MSC positive markers 
ได้แก่ HCAM, MCAM (CD146), Stro1, Thy1 (CD90) และ MSC negative markers ได้แก่ CD14, 
CD19  บ่มที่อุณหภูมิ 4°C  ในวันต่อมา ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้น ใส่ secondary 
antibody (Alexa-Fluor conjugated with goat anti mouse IgG, IgM Cat No. a10680; Life 
Technologies)  บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 45-60 นาที  ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
และใส่สีย้อม DAPI ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจสอบการย้อมติดสีของเซลล์ 
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3.5 การเตรียมเซลล์ไฟโบรบลาสต์เพื่อใช้เป็นเซลล์พี่เลี้ยง 

 เมื่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์มี confluent 90-100% ในจานเพาะเลี้ยงขนาด 10 cm2 จะท าให้
เซลล์หยุดการแบ่งตัวด้วย 10 μg/ml mitomycin C (Sigma-Aldrich) บ่มในตู้ CO2 incubator ที่มี
สภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 2.5-3 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS 5 ครั้ง ครั้งละ 10 ml แยกให้
เป็นเซลล์เดี่ยวด้วย 0.05% trypsin-EDTA และย้ายเซลล์ลงจานเพาะเลี้ยงขนาด 35 mm ที่เคลือบ
พ้ืนผิวด้วย 0.1% gelatin เลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ทีค่วามหนาแน่น 5×104 cells/cm2 เลี้ยงในน้ ายา
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ เพาะเลี้ยงในตู้ CO2 incubator ที่มีสภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC 
จนกว่าจะถูกน ามาใช้ในการทดสอบคุณสมบัติของการเป็นเซลล์พี่เลี้ยงหรือเลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิด
พลูริโพโทนต์ของมนุษย์ 

 

3.6 การตรวจสอบคุณสมบัติของการเป็นเซลล์พีเ่ลี้ยงไฟโบรบลาสต์ 

 ท าการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์พ่ีเลี้ยงไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด  
ประกอบด้วยลักษณะทางกายภาพ, การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องของการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่
สนับสนุนการเจริญของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์, การสร้าง basic fibroblast growth 
factor และผลของ basic fibroblast growth factor ต่อคุณสมบัติการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุน
การเจริญของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 
 

3.6.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ (morphological analysis) 

  ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ HSFs เมื่อถูกยับยั้งการแบ่งตัว ด้วย 
mitomycin C ในกระบวนการเตรียมเซลล์พ่ีเลี้ยงและเปรียบเทียบกับ HFFs โดยดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ชนิด phase contrast microscope ที่ก าลังขยาย 40 และ 100 เท่า และตรวจสอบ
ลักษณะทางกายภาพของเซลล์ HSFs เมื่อถูกยับยั้งการแบ่งตัวเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพของ
เซลล์ HSFs เมื่อเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ทีมี่ หรือ ไม่มี ส่วนประกอบ
ของ basic fibroblast growth factor ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ทุก 
24 ชั่วโมง เป็นเวลา 7 วัน เก็บข้อมูลโดยการถ่ายรูปด้วยกล้องถ่ายรูปที่ก าลังขยาย 40 เท่า 
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3.6.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องของการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุนการ
เจริญของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ (gene expression analysis) 

ท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในระดับ mRNA โดยใช้เทคนิค real-time 
polymerase chain reaction (real-time PCR) เลี้ยงเซลล์ HSFs ที่ผ่านกระบวนการเตรียมเซลล์พ่ี
เลี้ยงด้วย mitomycin C มาแล้ว ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ซึ่งประกอบด้วย 
Knockout Dulbecco’s modified Eagles medium (KO-DMEM; Life Technologies) ที่มี 20% 
Knockout serum replacement (KSR; Life Technologies), 1% penicillin -streptomycin, 
1% Glutamax, 1% non-essential amino acid (Life Technologies), 0.055 mM β-
mercaptoethanol (Life Technologies) ที่มี หรือ ไม่มี 8 ng/ml bFGF (R&D Systems) เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ในตู้ incubator ที่มีสภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC ท าการสกัด RNA โดยใช้ชุด
สกัดส าเร็จรูป GeneJet (Fermentas, Thermo Scientific) จากนั้น 1 μg RNA ถูกเปลี่ยนเป็น 
cDNA โดย RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Thermo 
Scientific) เพ่ิมจ านวน cDNA ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน Activin A, bFGF, TGF-β1, BMP-4, 
Collagen type I และ Fibronectin ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) แบบ real-
time PCR โดย Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas, Thermo Fisher 
Scientific) และท าให้อยู่ในสภาวะที่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาด้วยเครื่อง ABI 7500 Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems) ตรวจสอบปริมาณของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า real-time PCR 
ที่ขั้นตอน extension ด้วย ABI Sequence Detection Software (Applied Biosystems) เก็บ
ข้อมูลและวิเคราะห์ผล ค านวณ relative quantification โดยวิธี ΔΔCT ดังสมการ 
   ΔCT sample = Ct targetsample – Ct referencesample 

ΔCT calibrator = Ct targetcalibrator – Ct referencecalibrator 

ΔΔCT = ΔCT sample – ΔCT calibrator 
ดังนั้น relative quantification = 2–

 ΔΔCT 
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ตารางที่ 1 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ในการท า real-time PCR ของยีน Activin A, bFGF, TGF-β1, 
BMP-4, Collagen type I และ Fibronectin 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า real-time PCR ของยีน Activin A, bFGF, 
TGF-β1, BMP-4, Collagen type I และ Fibronectin (F: forward primer; R: reverse primer, 
hGAPDH: human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, ECM: extracellular 
matrix) 

 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5
,
3

,
) หมายเหตุ เอกสารอ้างอิง 

Activin A - F AGAAGAGACCCGATGTCACC 

Supportive 
feeder markers 

)36(  

Activin A - R ACAGGTCACTGCCTTCCTTG 

bFGF - F GCAGAAGAGAGAGGAGTTGTGTC 

bFGF - R ACTGCCCAGTTCGTTTCAGT 

TGF-β1 - F GTCACCCGCGTGCTAATG 

TGF-β1 - R CAGAAGTTGGCATGGTAGCC 

BMP4 - F GACTTCGAGGCGACACTTCT 

BMP4 - R CCTGGGATGTTCTCCAGATG 

Collagen I - F GGGATTCCCTGGACCTAAAG 

ECM markers )37(  
Collagen I - R GGAACACCTCGCTCTCCA 

Fibronectin - F GCCACTGGAGTCTTTACCACA 

Fibronectin - R CCTCGGTGTTGTAAGGTGGA 

hGAPDH - F AGCCACA TCGCTCAGACACC  Endogenous 
control 

)36(  
hGAPDH - R GTACTCAGCGCCAGCATCG 

ขั้นตอน อุณหภูมิ )oC(  เวลา หมายเหตุ 
Initial denaturation 95 2 นาที 

 
35 รอบ 

Denaturation 95 30 วินาที 

Annealing 55 30 วินาที 
Extention 72 1 นาที 

Final extention 72 2 นาที 
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3.6.3 การตรวจสอบการสร้าง basic fibroblast growth factor (bFGF secretion 
analysis) 

เลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดที่ผ่านกระบวนการเตรียม
เซลล์พ่ีเลี้ยงด้วย mitomycin C มาแล้ว ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ที่ไม่มี
ส่วนประกอบของ basic fibroblast growth factor ในตู้ incubator ที่มีสภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 
37oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บน้ ายาเลี้ยงเซลล์ (condition medium) มาตรวจสอบปริมาณของ 
bFGF ด้วยเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) โดย ELISA Development 
Kit ประกอบด้วย DuoSet Ancillary Reagent Kit 2 (R&D systems) และ Human FGF basic 
DuoSet  (R&D systems)  ตรวจสอบปริมาณของผลิตภัณฑ์ที่ ได้จากการท า ELISA ด้วย 
microplate reader รุ่น Varioskan Flash (Thermo Scientific) เก็บข้อมูลและวิเคราะห์ผล  ใช้
น้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ที่ไม่มีส่วนประกอบของ basic fibroblast growth 
factor ไม่ผ่านการเลี้ยงเซลล์ HSFs แต่บ่มในตู้ incubator ที่มีสภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง เป็นกลุ่มควบคุม 
 
3.7 การเตรียม การเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ และ การทดสอบคุณสมบัติของ
เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์เม่ือเลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยงที่แยกจากแผลเป็นหลังการ
ผ่าตัดคลอด 

3.7.1 การเตรียมเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

  เซลล์ต้นก าเนิดพลูริ โพเทนต์ของมนุษย์ที่ ใช้ ในการทดลอง ได้แก่  Human 
embryonic stem cells (hESCs) และ Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs)  
ส าหรับ hESCs ใช้ Chula2.hES cell line เป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่แยกได้จากตัวอ่อน มีคุณสมบัติ 
pluripotency ถูกสร้างและน าไปใช้ในงานวิจัยมาก่อน (11, 38, 39) และได้ขึ้นทะเบียนที่ Human 
Pluripotent Stem Cell Registry (hESCreg Name: CHULAe001 -A; Alternative name: 
Chula2.hES) ส าหรับ hiPSCs ใช้ PFX#12 cell line ซึ่ง cell line นี้ ได้มาจากการเหนี่ยวน าเซลล์ 
CD34+ ที่แยกได้จาก cord blood ของมนุษย์ ใช้ reprogramming factor ได้แก่ Oct4, Sox2, Klf4 
และ c-Myc  ด้วย Sendai virus (19)  PFX#12 นี้ ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศาสตราจารย์ Shin 
Kawamata แห่งสถาบัน RIKEN Center of Developmental Biology, Kobe ประเทศญี่ปุ่น โดย
ขั้นตอนการขอใช้เซลล์ผ่านการท า Materials Transfer Agreement (MTA)  
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การเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดทั้งสองสายพันธุ์ ก่อนเริ่มกระบวนการทดลองมีความ
แตกต่างกัน โดย Chula2.hES ถูกสร้างและเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิด HFFs ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ซึ่งประกอบด้วย Knockout Dulbecco’s modified Eagles 
medium (KO-DMEM; Life Technologies) ที่มี 20% Knockout serum replacement (KSR; 
Life Technologies), 1% penicillin-streptomycin, 1% Glutamax, 1% non-essential amino 
acid (Life Technologies), 0.055 mM β-mercaptoethanol (Life Technologies) ที่มี 8 ng/ml 
bFGF (R&D Systems) เป็นส่วนประกอบ ในขณะที่ PFX#12 ถูกสร้างและเลี้ยงในสภาพที่ปราศจาก
เซลล์พ่ีเลี้ยง คือ เลี้ยงบน pronectin extracellular matrix ในน้ ายา ReproFF (ReproCeLL, 
Japan)   

3.7.2 การเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

เลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ในตู้ CO2 
incubator ที่มี สภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC โดยท าการเปลี่ยนน้ ายาเลี้ยงเซลล์ทุกวัน สังเกต
เซลล์ต้นก าเนิดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เมื่อเซลล์ต้นก าเนิดแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนจนกระทั่งเห็นเป็นกลุ่ม
ของเซลล์หรือโคโลนีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1,000-2,000 µm  จากนั้น น าเข็ม หรือ ไป
เปตแก้ว ตัดโคโลนีของเซลล์ต้นก าเนิด ให้ได้โคโลนีที่มีขนาดประมาณ 100 µm  และย้ายลงสู่จาน
เพาะเลี้ยงใหม่ น าเข้าตู้ CO2 incubator ที่มี สภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC และท าการเปลี่ยน
น้ ายาเลี้ยงเซลล์ทุกวัน 

3.7.3 การทดสอบความสามารถเบื้องต้น ในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่
แยกจากแผลเป็นผ่าตัดคลอด 

  การทดลองนี้ เลือกใช้ Colony-forming unit assay เพ่ือทดสอบความสามารถของ
เซลล์ไฟโบรบลาสที่แยกจากแผลเป็นผ่าตัดคลอด ในการสนับสนุนให้เซลล์ต้นก าเนิดสายพันธุ์ 
Chula2.hES แบ่งตัวและเจริญเติบโตจากเซลล์เดี่ยว (single cell) 

ท าการแยกเซลล์ Chula2.hES เป็นเซลล์เดี่ยวโดยใช้ TrypLE select (Life 
Technologies) นับและเลี้ยงเซลล์ Chula2.hES จ านวน 1,000 เซลล์/cm2 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 35 mm ร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิด HSFs โดยมีเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิด HFFs เป็น
กลุ่มควบคุม เลี้ยงเซลล์ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ซึ่งประกอบด้วย Knockout 
Dulbecco’s modified Eagles medium (KO-DMEM; Life Technologies) ที่มี 20% Knockout 
serum replacement (KSR; Life Technologies), 1% penicillin -streptomycin, 1% 
Glutamax, 1% non -essential amino acid (Life Technologies),  0.055 mM β-
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mercaptoethanol (Life Technologies) ที่ม ี8 ng/ml bFGF (R&D Systems) เลี้ยงเซลล์ต่อเนื่อง
เป็นเวลา 7 วัน ในตู้ CO2 incubator ที่มี สภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC โดยท าการเปลี่ยนน้ ายา
เลี้ยงเซลล์ทุกวัน เมื่อครบ 7 วัน ท าการตรึงเซลล์ต้นก าเนิด Chula2.hES ด้วย  4%  
paraformaldehyde fixative ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 
นาที  ตรวจสอบ alkaline phosphatase (AP) ด้วย alkaline phosphatase characterization 
kit (Sigma-Aldrich)  ประเมินผลโดย นับจ านวนโคโลนีที่ติดสี AP (รูปที่ 4) 

 

 
 

รูปที่ 4 Colony-forming unit assay (AP: alkaline phosphatase) 
 
 

3.7.4 การพิสูจน์คุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

3.7.4.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพ 

   หลังจากเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์อย่างต่อเนืองเป็นจ านวนอย่าง
น้อย 10 passages ประมาณ 3-4 เดือน วิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการสังเกตภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือประเมินความสามารถของการคงลักษณะ undifferentiated morphology 
ของเซลล์ต้นก าเนิด โดยขนาดของ โคโลนีที่เลือกใช้ในการวิเคราะห์มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
500-1,000 μm จ าแนกกลุ่มของโคโลนีด้วยการสังเกตจากบริเวณที่ undifferentiated โดยใช้ 
หลักเกณฑ์จากงานวิจัยของ Heng และคณะ ในปี 2006 (40) แบ่งเป็น 

เกรด A มีบริเวณท่ี undifferentiated มากกว่า 90% 

เกรด B มีบริเวณท่ี undifferentiated 50-90% 

เกรด C มีบริเวณท่ี undifferentiated น้อยกว่า 50% 
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3.7.4.2 การตรวจการแสดงออกของยีน (gene expression analysis) 

   ท าการสกัด RNA จากเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ โดยชุดสกัด RNA 
ส าเร็จรูป GeneJet จากนั้น 1 μg RNA ถูกเปลี่ยนเป็น cDNA โดย RevertAid H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit  เพ่ิมจ านวน cDNA ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนที่เป็น pluripotent 
marker ได้แก่ Octamer-binding transcription factor 4 (Oct4), Nanog homeobox (Nanog), 
Sex determining region Y-box 2 (Sox2), Undifferentiated embryonic cell transcription 
factor 1 (UTF1) และ RNA exonuclease 1 homolog (Rex1) และยีนที่เป็น differentiation 
marker ได้แก่ Nestin, Brachyury และ α-fetoprotein (ตารางที่ 3) ด้วยเทคนิค real-time PCR 
โดย Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix และท าให้อยู่ในสภาวะที่ก่อให้เกิดปฏิกิริยา 
ด้วยเครื่อง ABI 7500 Real-Time PCR System ตรวจสอบปริมาณของผลิตภัณฑ์ ที่ได้จากการท า 
real-time PCR ที่ขั้นตอน extension ด้วย ABI Sequence Detection Software เก็บข้อมูลและ
วิเคราะห์ผล ค านวณ relative quantification โดยวิธี ΔΔCT ดังสมการ 

   ΔCT sample = Ct targetsample – Ct referencesample 

ΔCT calibrator = Ct targetcalibrator – Ct referencecalibrator 

ΔΔCT = ΔCT sample – ΔCT calibrator 

ดังนั้น relative quantification = 2–
 ΔΔCT  

3.7.4.3 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent markers ด้วยการย้อมสี
ทางอิมมูโน (Immunocytochemistry) 

ตรึงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ด้วย 4% paraformaldehyde fixative 
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15-30 นาที  จากนั้นล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  ส าหรับการ
ตรวจสอบโปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์ (intracellular marker) ได้แก่ Oct4, Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ต้องผ่านการ permeabilization โดยใช้ 0.2% Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) ใน 
PBS บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 15-20 นาที ส่วนการตรวจสอบโปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์ไม่ต้องผ่านการ 
permeabilization ก่อน ได้แก่ Stage-specific embryonic antigen-3 (SSEA-3) และ Tumor 
rejection antigen-1-60 (TRA-1-60) (ตารางที่ 4) จากนั้นล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที  ใส่ 
5% blocking serum ซึ่ง blocking serum ที่ใช้เป็น goat serum หรือ rabbit serum ขึ้นอยู่กับ 
specific antibody ที่ใช้ในการย้อมสีทางอิมมูโน  ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 45-60 นาที  ใส่ 
primary antibody เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C  ในวันต่อมา ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้น ใส่ 
secondary antibody บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 45-60 นาที  ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 
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นาที และใส่สีย้อม DAPI ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นจากนั้นตรวจสอบการย้อมติด
สีของเซลล์และตรวจสอบ alkaline phosphatase marker ด้วย alkaline phosphatase 
detection kit (Sigma-Aldrich) ดังขั้นตอนที่ได้อธิบายแล้วในข้อ 3.7.3 

 
 
ตารางที่ 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า real-time PCR ของยีน Oct4, Nanog, 

Sox2, UTF1, Rex1, Nestin, Brachyury และ α-fetoprotein  (F: forward primer; R: reverse 

primer, hGAPDH: human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5
,
3

,
) หมายเหตุ 

เอกสาร 
อ้างอิง 

Oct4 - F GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG 

Pluripotent 
marker 

 
 

 )17(  

Oct4 - R CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC 

Nanog - F CAGCCCCGATTCTTCCACCAGTCCC 

Nanog - R CGGAAGATTCCCAGTCGGGTTCACC 

Sox2 - F GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG 

Sox2 - R TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG 

UTF - F CCGTCGCTGAACACCGCCCTGCTG 

UTF - R CGCGCTGCCCAGAATGAAGCCCAC 

Rex1 - F CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT 

Rex1 - R GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA 

Nestin - F CTCTGACCTGTCAGAAGAAT Ectoderm 
marker Nestin - R CCCACTTTCTTCCTCATCTG 

Brachyury - F GCCCTCTCCCTCCCCTCCACGCACAG Mesoderm 
marker Brachyury - R CGGCGCCGTTGCTCACAGACCACAGG 

α-fetoprotein - F GAATGCTGCAAACTGACCACGCTGGAAC Endoderm 
marker α-fetoprotein - R TGGCATTCAAGAGGGTTTTCAGTCTGGA 

hGAPDH - F AGCCACA TCGCTCAGACACC Endogenous 
control 

)36(  
hGAPDH - R GTACTCAGCGCCAGCATCG 
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ตารางท่ี 4 Primary antibodies ที่ใช้ส าหรับการย้อมสีทางอิมมูโน 
 

Primary Antibody Type No. catalog Company 

Oct4 Rabbit polyclonal IgG ab18976 Abcam 

SSEA3 Rat monoclonal IgM ab16286 Abcam 
TRA-1-60 Mouse monoclonal IgM MAB4360 Millipore 

Nestin Mouse monoclonal IgG1  κ  656802 BioLegend 

Brachyury Rabbit polyclonal IgG ab20680 Abcam 
α-fetoprotein Mouse monoclonal IgG1 ab3969 Abcam 

 
 
 

ตารางท่ี 5 Secondary antibodies ที่ใช้ส าหรับการย้อมสีทางอิมมูโน 
 

Secondary antibody No. catalog Company 

Alexa-Fluor conjugated with goat anti mouse IgG, 
IgM 

a10680 Life 
Technologies 

Alexa-Fluor conjugated with goat anti rabbit IgG, IgM 
a11036 Life 

Technologies 
Cyt3 conjugated with goat anti mouse IgG AP181C Millipore 

 
 
3.7.4.4 การตรวจสอบปริมาณเซลล์ที่มีการแสดงออกของ Stage-specific 

embryonic antigen-4 

ล้างเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ด้วย PBS 1 ครั้ง แยกเซลล์ต้นก าเนิดออก
จากเซลล์พ่ีเลี้ยงด้วย Versene (Life Technologies) จากนั้นย้ายเซลล์ลงในหลอดทดลองขนาด 15 
ml ปั่นเหวี่ยงด้วย ความเร็ว 1,500 rpm อุณหภูมิ 24°C เป็นเวลา 5 นาที และปั่นล้างด้วย PBS 1 
ครั้ง เติม 100 μg/μl FITC anti-human Stage-specific embryonic antigen 4 (SSEA4) 
(BioLegend) บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากนั้น ย้อมเซลล์ตาย และนิวเคลียสของ
เซลล์ด้วย propidium iodine (Sigma) บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 10 นาที ปั่นล้างด้วย PBS 1 
ครั้ง น าเซลล์ทั้งหมดใน 500 μl PBS กรองผ่าน filter ขนาด 100 μm ลงในหลอดทดลองส าหรับ
ตรวจสอบด้วย flow cytometry และประมวลผลด้วย flow cytometer (BD Bioscience) 
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3.7.4.5 การตรวจสอบลักษณะของโครโมโซม 

ท าการตรวจสอบลักษณะของโครโมโซม ด้วยเทคนิค G-banding ท าการ
เหนี่ยวน าให้เซลล์เข้าสู่ระยะ metaphase ด้วย 0.05 μg/ml Colcemid solution (Biological 
Industries) บ่มในตู้ CO2 incubator ที่มีสภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 2.5-3 ชั่วโมง 
ล้างเซลล์ด้วย PBS จากนั้นแยกเซลล์ออกจาก จานเพาะเลี้ยง Versene (Life Technologies) ปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 1,200 rpm เป็นเวลา 5 นาที น าสารละลายด้านบนออก ให้เหลือเพียงตะกอน
เซลล์ เติม hypotonic solution (0.075 M KCl) 5 ml บ่มในตู้ CO2 incubator ที่มีสภาวะ 5% 
CO2, อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 15-20 นาที  ขั้นตอน pre-fixed เติมสารละลาย fixative 5 ml 
(Methanol : Acetic acid; 3:1) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าขั้นตอน fix โดยเติม
สารละลาย fixative 5 ml และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,700 rpm เป็นเวลา 5 นาที ท าซ้ า
ขั้นตอน fixed อีก 3 ครั้ง ท าการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค chromosomal G-banding โดย
ผู้เชี่ยวชาญด้าน cytogenetic  

3.7.4.6 การเหนี่ยวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท า
หน้าที่จ าเพาะในจานเพาะเลี้ยง (in vitro differentiation) 

ตัดโคโลนีของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ให้เป็นชิ้นเล็กด้วยการใช้เข็มตัด 
ย้ายเซลล์ลงสู่จานเพาะเลี้ยงแบบ low adhesion เพ่ือเลี้ยงชิ้นโคโลนีแบบแขวนลอย ในจาน
เพาะเลี้ยง เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ชิ้นโคโลนีจะ
ฟอร์มเป็นรูปทรงกลม (embryoid bodies; EB) จากนั้นเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยง EB ซึ่งประกอบด้วย 
knock out DMEM ที่มี 10% FBS, 1% penicillin-streptomycin, 1% Glutamax, 1% non-
essential amino acid, 0.055 mM β-mercaptoethanol เพาะเลี้ยงในตู้ CO2 incubator ที่มี
สภาวะ 5% CO2, อุณหภูมิ 37oC โดยเปลี่ยนน้ ายาเลี้ยง EB ทุก 3 วัน เป็นเวลา 10 วัน ย้าย EB ลง
บนจานเพาะเลี้ยงที่เคลือบผิวด้วย 0.1% gelatin และเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยง EB ต่อไป อีก 12-14 วัน 
และท าการย้อมสีทางอิมมูโนเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ Nestin (ectoderm marker), 
Brachyury (mesoderm marker) และ α-fetoprotein (endoderm marker) ดังขั้นตอนและ
วิธีการในข้อ 4.4.3 
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รูปที่ 5 การตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดหลังเลี้ยงร่วมกับเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดซึ่งเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง 

 
 
3.8 การทดสอบคุณสมบัติของการเป็นเซลล์พี่เลี้ยง ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่แยกจากแผลเป็น
ผ่าตัดคลอด เม่ือเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี basic 
fibroblast growth factor 

เลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์บนเซลล์พ่ีเลี้ยง ชนิดเซลล์ไฟโบรบลาสที่แยกจากแผลเป็น
ผ่าตัดคลอด ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ซึ่งประกอบด้วย Knockout Dulbecco’s 
modified Eagles medium (KO-DMEM; Life Technologies) ที่มี 20% Knockout serum 
replacement (KSR; Life Technologies), 1% penicillin -streptomycin, 1% Glutamax, 1% 
non-essential amino acid (Life Technologies), 0.055 mM β-mercaptoethanol (Life 
Technologies) ที่มี 8 ng/ml bFGF (R&D Systems) หรือ ไม่มี 8 ng/ml bFGF 

ท าการเลี้ยงและเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธีการที่ได้อธิบายไว้ในข้อ 4.2 

ท าการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ด้วยวิธีการตรวจสอบลักษณะ
ทางกายภาพ, ตรวจการแสดงออกของยีนในระดับ mRNA, ตรวจการแสดงออก pluripotent 
markers ด้วยการย้อมสีทางอิมมูโน (Immunocytochemistry), เหนี่ยวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพ
เทนต์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะในจานเพาะเลี้ยง  (in vitro differentiation), 
ตรวจสอบลักษณะของโครโมโซมด้วยขั้นตอนและวิธีที่ได้อธิบายแล้วข้างต้น 
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3.9 การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

เก็บรวบรวมข้อมูลที่ได้จากการทดลอง ประกอบด้วยรูปถ่ายและผลการค านวณจากโปรแกรม 
ข้อมูลที่เก็บรวบรวมจะน าไปใช้เพ่ือการวิเคราะห์ข้อมูลและสรุปผล 

 

3.10 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

 ค านวณทางสติถิแบบ One-way ANOVA และ student t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
ด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 22.0 รายงานผล เป็นค่าเฉลี่ย±ค่าความคาดเคลื่อนมาตรฐานของ
ค่าเฉลี่ย 

 

3.11 การพิจารณาด้านจริยธรรม (Ethical consideration) 

 โครงการวิจัยนี้ไดป้ฏิบัติตามหลักจริยธรรมการวิจัย 3 ข้อ ดังนี้ 

  หลักความเคารพในบุคคล (Respect for person) โดยการให้ข้อมูลอย่างครบถ้วน 
จนผู้ที่ได้รับเชิญให้เข้าร่วมในการวิจัยเข้าใจเป็นอย่างดีและตัดสินใจอย่างอิสระในการให้ความยินยอม
เข้าร่วมในการวิจัย  ผู้วิจัยจะเก็บรักษาความลับของอาสาสมัครโดยไม่มี identifier ในแบบบันทึก
ข้อมูลที่จะระบุถึงตัวอาสาสมัคร ส่วนการใช้ cesarean scar fibroblasts ที่เก็บไว้ของโครงการ
หมายเลข 301/55  ผู้วิจัยไม่มีการติดต่อเพ่ือเก็บข้อมูลโดยตรงจากผู้บริจาค จึงจะขอยกเว้นการขอ
ความยินยอมจากผู้ที่ได้รับเชิญให้เข้าร่วมการวิจัย ทั้งนี้ผู้วิจัยจะขออนุญาตจากผู้อ านวยการ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

  หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) 
เนื่องจาก เนื้อเยื่อแผลเป็นเดิมหลังจากผ่าตัดออกตามกระบวนการผ่าตัดคลอดตามปกติจะถูกน าไปทิ้ง 
ดังนั้น การบริจาคจึงไม่มีความเสี่ยงต่อผู้บริจาค ผู้บริจาคจะไม่ได้รับประโยชน์ใดๆจากการเข้าร่วมใน
การวิจัยครั้งนี้ แต่ผลจากการศึกษาท่ีได้จะเกิดประโยชน์ต่อการวิจัย ความก้าวหน้าทางวิชาการแพทย์ 

  หลักความยุติธรรม (Justice) คือ มีเกณฑ์การคัดเข้าและออกชัดเจน มีการกระจาย
ความเสี่ยงและผลประโยชน์อย่างเท่าเทียมกัน 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

4.1 ผลการทดลองท่ี 1: คุณสมบัติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่แยกจากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด 

4.1.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็น 

  ผลการทดลองพบว่า HSFs มีลักษณะทางกายภาพที่คล้ายคลึงกับ HFFs คือ มี
ลักษณะเรียวยาว เป็นรูปกระสวย เรียงตัวเป็นระเบียบ พบลักษณะดังกล่าวในทุก passage number 
ที่ตรวจสอบ ได้แก่ passage number ที่ 6, 10 และ 14 (รูปที่ 6) 
 

 
รูปที่ 6 เปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพของ HSFs และ HFFs (P6, P10, P14) 

ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (Scale bar=100 μm) 
 

 

 

4.1.2 การตรวจสอบ mesenchymal stem cell markers ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จาก
แผลเป็น 

ผลการทดลองพบว่า HSFs มีการแสดงออกของ mesenchymal stem cell 
(MSC) markers โดยให้ผลบวกต่อ MSC positive markers 3 ชนิด ได้แก่ HCAM, Stro1 และ 
Thy1 (CD90) ให้ผลลบ 1 ชนิด ได้แก่ MCAM (CD146) และให้ผลลบต่อ MSC negative markers 
ได้แก่ CD14 และ CD19 (รูปที่ 7) 
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รูปที่ 7 ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ mesenchymal stem cell markers 
ของ HSFs (P7) (Scale bar=100 μm) 
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4.1.3 ผลการตรวจสอบ proliferation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็น 

  หลังจากการเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 15 passages และทดสอบการแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนด้วยวิธี BrdU proliferation assay นับจ านวนเซลล์ที่ย้อมติดสี (รูปที่ 8A) พบว่าสัดส่วนของ
จ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ให้ผลบวกต่อ BrdU ต่อจ านวนเซลล์ทั้งหมดใน HSFs (43.35±3.42%) 
สูงกว่าใน HFFs (24.83±0.54%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P=0.006) (รูปที่ 8B)  

 

 
 

รูปที่ 8 A: ผลการย้อมสีย้อมสีทางอิมมูโนของ HSFs และ HFFs (P15) ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ 
ไฟโบรบลาสต์ (Scale bar = 100 μm) B: เปรียบเทียบสัดส่วนของจ านวนเซลล์ที่ให้ผลบวก 

ต่อ BrdU ต่อจ านวนเซลล์ทั้งหมด ของ HSFs และ HFFs (P15) (* P=0.006) 
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4.2 ผลการทดลองที่ 2: คุณสมบัติการเป็นเซลล์พี่เลี้ยงของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลัง
การผ่าตัดคลอด 

4.2.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นที่ท าให้หยุด
การแบ่งตัวของเซลล์ด้วย mitomycin C 

  ผลการทดลองพบว่า mitomycin C ไม่ท าให้ HSFs ตาย และเซลล์มีลักษณะทาง
กายภาพ เรียวยาว เป็นรูปกระสวย เช่นเดียวกับเมื่อเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ตามปกติ  ซึ่งคล้ายคลึง
กับ HFFs (รูปที่ 9) 

 
 

 
  

รูปที่ 9 ลักษณะทางกายภาพของ HSFs และ HFFs (P8) หลังจากท าให้หยุดการแบ่งตัวของเซลล์ 
ด้วย mitomycin C (Scale bar=100 μm) 

 
 

4.2.2 ตรวจสอบ supportive feeder markers ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นด้วยวิธี 
Real-time polymerase chain reaction 

ผลการทดลองพบว่า HSFs กับ HFFs มีการแสดงออกของยีน Activin A, bFGF,  
TGF-β1 ในระดับที่ไม่แตกต่างกัน  ในขณะที่ HSFs มีการแสดงออกของยีน BMP4, Collagen I และ 
Fibronectin ในระดับท่ีต่ ากว่า ใน HFFs อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.001)  (รูปที่ 10) 
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รูปที่ 10 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Activin A, bFGF, TGF-β1, BMP4, Collagen I 
และ Fibronectin ระหว่างใน HSFs กับ HFFs (P8-10) (* P<0.001) 

 



 46 

4.3 ผลการทดลองที่ 3: ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์
หลังจากที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอดที่ใช้เป็นเซลล์พี่เลี้ยง 

4.3.1 การทดสอบความสามารถของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ในการแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนจากเซลล์เดี่ยวเมื่อเลี้ยงร่วมกับเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็น 

ผลการทดลองพบว่า HSFs สามารถสนับสนุนให้เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์มี
ศักยภาพในการแบ่งตัวเพ่ือสร้างโคโลนีจากเซลล์เดี่ยวได้ โดยมีโคโลนีที่ให้ผลบวกต่อ Alkaline 
phosphatase เป็นจ านวน 43±18.00 โคโลนี  ซึ่งน้อยกว่า ใน HFFs ที่มีจ านวน 205±27.15 โคโลนี 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P=0.008) (รูปที่ 11) 

 

 

รูปที่ 11 เปรียบเทียบจ านวนโคโลนีของ Chula2.hES (P15+5) ที่สร้างขึ้นจากเซลล์เดี่ยว 
บนเซลล์พี่เลี้ยง HSFs (P9) และ HFFs (P6) (* P=0.008) 

 

4.3.2 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

หลังจากที่ทดลองใช้ HSFs เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของ hESCs (Chula2.hES) และ 
hiPSCs (PFX#12)  พบว่า HSFs สามารถสนับสนุนการเจริญของ Chula2.hES และ PFX#12  ได้ 
มากกว่า 10 passages  จากนั้น สังเกตลักษณะโคโลนีและจัดจ าแนกเป็น 3 เกรด ตามเกณฑ์ของ
งานวิจัยก่อนหน้า (40) (รูปที่ 12-13)  พบว่า Chula2.hES ที่เลี้ยงบน HSFs มีจ านวนโคโลนีเกรด A 
และ B ใกล้เคียงกับที่เลี้ยงบน HFFs  ส่วนใน PFX#12 กลุ่มที่เลี้ยงบน HSFs พบโคโลนีเกรด A 
จ านวนมากกว่ากลุ่มที่เลี้ยงบน HFFs ในปริมาณมาก  ดังนั้น HSFs น่าจะมีคุณสมบัติที่เหมาะสมต่อ
การเป็นเซลล์พี่เลี้ยงส าหรับ Chula2.hES และ PFX#12 นี้ได้ดีกว่า HFFs (รูปที่ 14) 
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รูปที่ 12 ตัวอย่างการจ าแนกลักษณะทางกายภาพของโคโลนีเป็น 3 เกรด ลูกศรชี้แสดงบริเวณท่ี 
differentiate (Undiff.: Undiferentiated region of hPSC colony, scale bar = 100 μm) 

 

 
 

รูปที่ 13 ตัวอย่างลักษณะทางกายภาพของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ เกรด A 
ทีก่ าลังขยาย 40X, 100X และ 200X ตามล าดับ  

 

 
 

รูปที่ 14 กราฟแสดงร้อยละของโคโลนีเกรด A, B และ C ของ Chula2.hES (P15+10 – P15+20) 
และ PFX#12 (P30+10 – P30+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 

จาก HSFs และ HFFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 
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4.3.3 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent และ differentiation markers ใน
เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ด้วยวิธี Real-time polymerase chain reaction 

ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก 
HSFs และ HFFs  มีการแสดงออกของ pluripotent marker ได้แก่ ยีน Oct4, Nanog, Sox2, UTF 
และ Rex1 ในระดับที่ไม่แตกต่างกัน  มีการแสดงออกของ differentiation marker ได้แก่ ยีน 
Nestin, Brachyury ในระดับท่ีไม่แตกต่างกัน  และ ตรวจไม่พบการแสดงออกของยีน α-fetoprotein 
ทั้งใน Chula2.hES และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs และ HFFs (รูปที่ 15) 
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รูปที่ 15 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Oct4, Sox2, UTF, Rex1, Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน A: Chula2.hES (P15+10 – P15+20) และ B: PFX#12 (P30+10 – P30+20) 

หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs และ HFFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด  

α-fetoprotein 
Undetermined 

α-fetoprotein 
Undetermined 
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4.3.4 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent marker ในเซลล์ต้นก าเนิด 
พลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ด้วยวิธีการย้อมสีทางอิมมูโน 

ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก 
HSFs และ HFFs ให้ผลบวกต่อ pluripotent markers ทั้งหมด ได้แก่ Oct4, SSEA-3,   
TRA-1-60 และ alkaline phosphatase (AP) (รูปที่ 16-19) 

               

 

รูปที่ 16 ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Oct4, SSEA-3, TRA-1-60 และ alkaline phosphatase (AP) 
ของ Chula2.hES (P15+10 – P15+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยงจาก HSFs (P6-14) 

ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด (Scale bar=100 μm) 
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รูปที่ 17 ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Oct4, SSEA-3, TRA-1-60 และ alkaline phosphatase (AP) 
ของ PFX#12 (P30+10 – P30+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs (P6-14) 

ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด (Scale bar=100 μm) 
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รูปที่ 18 ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Oct4, SSEA-3, TRA-1-60 และ alkaline phosphatase (AP) 
ของ Chula2.hES (P15+10 – P15+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยงจาก HFFs (P6-14) 

ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด (Scale bar=100 μm) 

 

 

 

 

 

on HFF 
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รูปที่ 19 ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Oct4, SSEA-3, TRA-1-60 และ alkaline phosphatase (AP) 
ของ PFX#12 (P30+10 – P30+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HFFs (P6-14) 

ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด (Scale bar=100 μm) 
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4.3.5 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent marker ในเซลล์ต้นก าเนิด 
พลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ด้วยวิธี Flow cytometry 

ผลการทดลองพบว่า ใน Chula2.hES ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs มีเซลล์
ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 88.9±1.93%  และ Chula2.hES ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HFFs มี
เซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 88.0±7.54%  ใน PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs มี
เซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 87.4±4.93% และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HFFs มี
เซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 92.3±4.33% เมื่อเปรียบเทียบร้อยละของเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 
ในแต่ละกลุ่มดังกล่าว พบว่า ทุกกลุ่มไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 20) 

 

 

รูปที่ 20 เปรียบเทียบร้อยละของจ านวนเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 ของ Chula2.hES 
(P15+10 – P15+20) และ PFX#12 (P30+10 – P30+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับ 

เซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs และ HFFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 
 
 

4.3.6 การตรวจสอบโครโมโซมของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES มีโครโมโซมที่ปกติ 46, XY และ PFX#12 มี
โครโมโซมที่ปกติ 46, XX (รูปที่ 21) 
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รูปที่ 21 ผลการตรวจคาริโอไทป์ของ Chula2.hES (P15+15) และ PFX#12 (P30+15) หลังการเลี้ยง
ร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs และ HFFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 

 
 

4.3.7 การตรวจสอบคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะในจาน
เพาะเลี้ยงเซลล์ 

ภายหลังการเปลี่ยนการเลี้ยงเซลล์ให้เหมาะสมต่อการสร้าง embryoid body ของ
เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์และท าให้เกิด spontaneous differentiation ไปเป็น embryonic 
three germ layers  ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES และ PFX#12 ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับ HSFs 
สามารถสร้างโครงสร้างของ embryoid body ได้ และ ให้ผลบวกต่อ embryonic three germ 
layer markers ได้แก่ Nestin (ectoderm), Brachyury (mesoderm) และ α-fetoprotein 
(endoderm)  (รูปที่ 22-23)  เช่นเดียวกับ Chula2.hES และ PFX#12 ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับ HFFs 
(รูปที่ 24-25) 
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รูปที่ 22 A: embryoid body B: ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน Chula2.hES (P15+10 – P15+20) ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 

จาก HSFs (P6-14) ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดและเลี้ยงในสภาพแวดล้อม 
ส าหรับ spontaneous differentiation (Scale bar=100 μm) 
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รูปที่ 23 A: embryoid body B: ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน PFX#12 (P30+10 – P30+20) ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 

จาก HSFs (P6-14) ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดและเลี้ยงในสภาพแวดล้อม 
ส าหรับ spontaneous differentiation (Scale bar=100 μm) 
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รูปที่ 24 A: embryoid body B: ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน Chula2.hES (P15+10 – P15+20) ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 

จาก HFFs (P6-14) ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดและเลี้ยงในสภาพแวดล้อม 
ส าหรับ spontaneous differentiation (Scale bar=100 μm) 
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รูปที่ 25 A: embryoid body B: ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน PFX#12 (P30+10 – P30+20) ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 

จาก HFFs (P6-14) ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดและเลี้ยงในสภาพแวดล้อม 
ส าหรับ spontaneous differentiation (Scale bar=100 μm)  
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4.4 ผลการทดลองที่ 4: ผลของ basic fibroblast growth factor ต่อคุณสมบัติ 
pluripotency ของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์เม่ือเลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยงที่แยก
จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด 

4.4.1 ปริมาณการหลั่ง basic fibroblast growth factor ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จาก
แผลเป็น 

  ผลการทดลองพบว่า HSFs ที่เลี้ยงในน้้ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิด ทีไ่ม่มี bFGF 
สามารถหลั่ง bFGF  ได้ปริมาณ 0.033 ng/ml 
 
 

4.4.2 ผลของ basic fibroblast growth factor ต่อเซลล์พ่ีเลี้ยงจากเซลล์ไฟโบรบลาสต์จาก
แผลเป็น 

4.4.2.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็น 

ภายหลังการเลี้ยง HSFs ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของ
มนุษย์ ที่มี และ ไม่มี bFGF เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ในวันแรก ทั้ง HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายาที่มี และ ไม่มี 
bFGF มีลักษณะทางกายภาพคล้ายคลึงกับที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ คือ เซลล์มีลักษณะ
เรียวยาว เป็นรูปกระสวย  ในวันที่ 3-7 HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายาที่มี bFGF มีลักษณะทางกายภาพ
เปลี่ยนแปลงไปจากวันแรก  คือ เซลล์มีลักษณะเหี่ยว เล็กลง และ มีช่องว่างระหว่างเซลล์เพ่ิมมากขึ้น  
ในขณะที่ HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายาที่ไม่มี bFGF ไม่พบลักษณะทางกายภาพที่เปลี่ยนแปลง (รูปที่ 26) 

 

 
 

รูปที่ 26 เปรียบเทียบลักษณะภายนอกของ HSFs (P8) เมื่อเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 
ทีม่ีและไม่มี bFGF โดยติดตามผลอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 7 วัน (Scale bar=100 μm) 
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4.4.2.2 การตรวจสอบการแสดงออกของ supportive feeder markers ในเซลล์
ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นหลังการผ่าตัดคลอด ด้วยวิธี Real-time polymerase chain reaction 

ผลการทดลองพบว่า HSFs กับ HFFs มีการแสดงออกของยีน Activin A, 
bFGF,  TGF-β1, BMP4 ในระดับที่ไม่แตกต่างกัน  ในขณะที่ HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ที่ไม่มี bFGF มีการแสดงออกของยีน  Collagen I และ Fibronectin 
ในระดับที่สูงกว่า ใน HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายา ที่มี bFGF อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P=0.003 และ 
0.014 ตามล าดับ)  (รูปที่ 27) 

 
 

 

รูปที่ 27 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Activin A, bFGF, TGF-β1, BMP4, Collagen I 
และ Fibronectin ระหว่างใน HSFs (P8-10) ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 

ที่มีและไม่มี bFGF (* P=0.003, ** P=0.014) 
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4.4.3 ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์หลังจากที่เลี้ยง
ร่วมกับเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็นที่ใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงโดยเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริ
โพเทนต์ของมนุษย์ที่ไม่เติม bFGF 

4.4.3.1 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของ
มนุษย ์

หลังจากที่ทดลองใช้ HSFs ที่ เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริ 
โพเทนต์ของมนุษย์ ที่ไม่มี bFGF เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของ hESCs (Chula2.hES) และ hiPSCs (PFX#12)  
พบว่า HSFs สามารถสนับสนุนการเจริญของ Chula2.hES ได้ มากกว่า 10 passages และ จ าแนก
เกรดของโคโลนี ได้ดังรูป (รูปที่ 28)  ในขณะที่ HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายา ที่ไม่มี bFGF สามารถสนับสนุน
การเจริญของ PFX#12 ได้ 8 passages 

 

 

 

รูปที่ 28 กราฟแสดงร้อยละของโคโลนีเกรด A, B และ C ของ Chula2.hES (P15+10 – P15+20) 
หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่ไม่มี bFGF 

 
4.4.3.2 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent และ differentiation 

markers ในเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ด้วยวิธี Real-time polymerase chain 
reaction 

ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ี
เลี้ยงจาก HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ที่มี และ ไม่มี bFGF  มี
การแสดงออกของ pluripotent marker ได้แก่ ยีน Oct4, Nanog, Sox2, UTF และ Rex1 ในระดับ
ที่ไม่แตกต่างกัน  และมีการแสดงออกของ differentiation marker ได้แก่ ยีน Nestin, Brachyury 
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ในระดับท่ีไม่แตกต่างกัน  และ ตรวจไม่พบการแสดงออกของยีน α-fetoprotein ทั้งใน Chula2.hES 
และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายา ที่มี และ ไม่มี bFGF (รูปที่ 29) 

 

 

รูปที่ 29 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Oct4, Sox2, UTF, Rex1, Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน Chula2.hES (P15+10 – P15+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 

จาก HSFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่มีและไม่มี bFGF 
 

 
4.4.3.3 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent marker ในเซลล์ต้นก าเนิด

พลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ด้วยวิธีการย้อมสีทางอิมมูโน 

ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES และ PFX#12 ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ี
เลี้ยงจาก HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ที่มี และ ไม่มี bFGF    
ให้ผลบวกต่อ pluripotent markers ทั้งหมด ได้แก่ Oct4, SSEA-3, TRA-1-60 และ alkaline 
phosphatase (รูปที่ 30) 

α-fetoprotein 
Undetermined 
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รูปที่ 30 ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Oct4, SSEA-3, TRA-1-60 และ alkaline phosphatase (AP) 
ของ Chula2.hES (P15+10 – P15+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยงจาก HSFs (P6-14) 

ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่ไม่มี bFGF (Scale bar=100 μm) 
 

4.4.3.4 การตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent marker ในเซลล์ต้นก าเนิด 
พลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ด้วยวิธี Flow cytometry 

ผลการทดลองพบว่า ใน Chula2.hES ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs 
ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเนต์ของมนุษย์ ที่ไม่มี bFGF มีเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4  
89.1±1.68%  ในขณะที่ Chula2.hES ที่เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs ที่เลี้ยงในน้ ายา ที่มี 
bFGF มีเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 88.9±1.93% ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(รูปที่ 31) 



 65 

 
 

รูปที่ 31 เปรียบเทียบร้อยละของจ านวนเซลล์ที่ให้ผลบวกต่อ SSEA-4 ของ Chula2.hES 
(P15+10 – P15+20) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงจาก HSFs (P6-14) 

ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่มีและไม่มี bFGF 
 
 

4.4.3.5 การตรวจสอบคาริโอไทป์ของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ 

ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES มีโครโมโซมที่ปกต ิ46, XY (รูปที่ 32) 

 

 

 

รูปที่ 32 ผลการตรวจคาริโอไทป์ของ Chula2.hES (P15+15) หลังการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยงจาก 
HSFs (P6-14) ด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 
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4.4.3.6 การตรวจสอบคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะ
ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ 

ภายหลังการเปลี่ยนการเลี้ยงเซลล์ให้เหมาะสมต่อการสร้าง embryoid 
body ของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์และท าให้เกิด spontaneous differentiation ไปเป็น 
embryonic three germ layers  ผลการทดลองพบว่า Chula2.hES ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับ HSFs 
ที่เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ที่ไม่มี bFGF  สามารถสร้างโครงสร้างของ 
embryoid body ได้ และ ให้ผลบวกต่อ embryonic three germ layer markers ได้แก่ Nestin 
(ectoderm), Brachyury (mesoderm) และ α-fetoprotein (endoderm)  (รูปที่ 33) 
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รูปที่ 33 A: embryoid body B: ผลการย้อมสีทางอิมมูโนของ Nestin, Brachyury และ 
α-fetoprotein ใน Chula2.hES (P15+10 – P15+20) ที่ผ่านการเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง 
จาก HSFs (P6-14) ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดที่ไม่มี bFGF และเลี้ยงในสภาพแวดล้อม 

ส าหรับ spontaneous differentiation (Scale bar=100 μm)
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บทที่ 5 
อภิปรายผลและสรุปผลการวิจัย 

 การหาเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิดใหม่เพ่ือเลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ยังมีความจ าเป็น 
เนื่องจากเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิดเดิมที่นิยมใช้ คือ เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเอมบริโอของหนู (mouse 
embryonic fibroblasts) (14, 41) เป็นเซลล์ที่แยกได้จากเนื้อเยื่อของสัตว์ ท าให้มีโอกาสเกิดการ
ปนเปื้อนของส่วนประกอบจากสัตว์ต่อเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ จึงไม่เหมาะสมต่อการน าเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทนต์ไปใช้ในทางคลินิก (3)  นอกจากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ จากตัวอ่อนของหนู แล้ว 
เซลล์พ่ีเลี้ยงที่แยกได้จากเนื้อเยื่อของมนุษย์ หรือ มีแหล่งที่มาจากมนุษย์ เช่น mesenchymal stem 
cells จากน้ าคร่ า, สายสะดือ (umbilical cord), รก (placenta) หรือเซลล์คิวมูลัส (cumulus 
cells) ก็เคยมีรายงานการน ามาใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง แต่อย่างไรก็ตามเซลล์ที่แยกได้จากแหล่งดังกล่าว 
มักจะมีปริมาณน้อยและมีขั้นตอนการแยกค่อนข้างซับซ้อน (10, 23, 24, 31, 42)  อย่างไรก็ตาม ใน
ปัจจุบัน เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากหนังหุ้มปลายองคชาต (foreskin) ของทารก ได้รับความนิยมในการ
ใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงเนื่องจากเป็นเซลล์ที่สามารถแยกและเลี้ยงได้อย่างไม่ยุ่งยาก (9)  แต่ข้อจ ากัดส าคัญ
ของการใช้เซลล์ชนิดนี้ คือ การขลิบหนังหุ้มปลายองคชาติของทารก ไม่เป็นที่ยอมรับในหลายประเทศ 
และไม่อนุญาตให้กระท าการดังกล่าว โดยถือเป็นความผิดทางด้านกฎหมายและทางด้านจริยธรรม
หรืออย่างใดอย่างหนึ่ง (43, 44) ด้วยเหตุดังกล่าวจึงเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท าให้นักวิจัยในประเทศนั้นเข้าถึง
การใช้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ชนิดนี้ไม่ได้และอาจเสียค่าใช้จ่ายที่สูงในการจัดซื้อ 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยงที่แยกจากเนื้อเยื่อผิวหนังหุ้ม
องชาตของทารก (human foreskin fibroblasts; HFFs) ซึ่งซื้อจากบริษัทผู้ผลิตจากประเทศ 
สหรัฐอเมริกา โดยเซลล์ HFFs Catalog number 2429 ที่ได้รับการพิสูจน์ว่าสามารถใช้สร้างและ
เลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ได้ (9, 45)  อย่างไรก็ตาม เนื่องจากค่าใช้จ่ายในการจัดซื้อ
และขนส่ง HFFs จากประเทศสหรัฐอเมริกา มีค่าใช้จ่ายสูง การน าไปใช้สามารถใช้ได้ถึง passage 
number ที่จ ากัด โดยความสามารถของ HFFs ในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง จะใช้ได้เพียงแค่ passage ที่ 
15 แล้วความสามารถของการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง HFFs จะลดลง จึงเป็นเหตุผลให้ผู้วิจัยเห็นถึงความ
จ าเป็นของการหาเซลล์พ่ีเลี้ยงชนิดใหม่ที่ไม่มีข้อจ ากัดข้างต้น โดยค านึงถึงแหล่งของเนื้อเยื่อที่ หาได้
ง่าย ขั้นตอนการแยกเซลล์ไม่ซับซ้อนและ มีประสิทธิภาพการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่ไม่แตกต่าง หรือ ดีกว่า 
HFFs 
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จากการศึกษาพบว่า HSFs มีรูปร่าง ลักษณะทางกายภาพเป็นรูปกระสวย คล้ายคลึงกับ 
HFFs  HSFs มีความสามารถในการแบ่งตัวเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้มากกว่า HFFs เมื่อเปรียบที่ 
passage ที่ 15 นอกจากนั้นยังพบว่า HSFs สามารถแบ่งตัวได้ต่อเนื่องไปถึง passage ที่ 20 ซึ่ง
ความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์ส่งผลดีต่อการน าเซลล์ไฟโบรบลาสต์ไปใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง 
เนื่องจากในการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ โดยมีจุดประสงค์เพ่ือน าไปใช้ในทางคลินิก อาจมี
ความจ าเป็นต้องเพ่ิมจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดให้มีปริมาณมาก ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
ส าหรับใช้เตรียมเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง ในปริมาณที่มากตามไปด้วย  อย่างไรก็ดี ในการศึกษานี้ ไม่ได้มี
จุดประสงค์หลัก เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการแบ่งตัวและเพ่ิมจ านวนของ HSFs ดังนั้นการศึกษาใน
อนาคต ที่เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมอัตราการแบ่งตัวของเซลล์โดยใช้ growth factors เช่น epidermal 
growth factor (EGF) หรือ fibroblast growth factor (FGF) ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ น่าจะเป็นวิธีที่
น่าสนใจและสามารถช่วยให้เซลล์แบ่งตัวเพ่ิมข้ึนได้ (46-51) 

HFFs ในขณะที่ HSFs มีการแสดงออกของยีน BMP4 ในระดับที่ต่ ากว่า HFFs ซึ่งผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับจากการศึกษานี้ พบว่า HSFs มีการแสดงออกของยีน Activin A, bFGF และ 
TGF-β1 ในระดับที่ไม่แตกต่างกับ การทดลองของ Richards และคณะ ในปี 2003 ที่พบว่า เซลล์ที่
เหมาะสมต่อการเป็นเซลลฺ์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์จะมีการแสดงออกของกลุ่มยีนที่
ส าคัญคือ Activin A, bFGF และ TGF-β1 โดยยีนเหล่านี้จะมีการแสดงออกในระดับที่สูง และ BMP4 
จะมีการแสดงออกในระดับที่ต่ า  โดย BMP4 มีส่วนเกี่ยวข้องในการเหนี่ยวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดพลูริ
โพเทนต์ เกิด differentiation ระดับการแสดงออกที่สมดุลของยีนดังกล่าว จะมีส่วนส าคัญต่อการคง
สภาพเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ (10, 30)  โดยทั่วไปเซลล์พ่ีเลี้ยงที่สนับสนุนการ
เจริญของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ จะช่วยสร้างสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม โดยการควบคุมผ่าน 
TGF-β/Activin/Nodal signaling pathway เป็นส าคัญ (52) และอยู่ในสภาพแวดล้อมที่มี 
extracellular matrices ที่เหมาะสม โดยจากการศึกษา พบว่า extracellular matrices ที่มีความ
จ าเป็นต่อการรักษาสภาพ pluripotency ของเซลล์ต้นก าเนิดมีหลายชนิด เช่น collagen I, 
collagen III, collagen V, fibronectin, Hyaluronan and proteoglycans link protein I, 
sulfatase I เป็นต้น (53)  ในการทดลองนี้ พบว่า HSFs มีการแสดงออกของยีน collagen I และ 
fibronectin ในระดับที่ต่ ากว่า HFFs อย่างไรก็ตาม การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง 
growth factors และ extracellular matrices มีความซับซ้อนมาก อาจจ าเป็นจะต้องท าการศึกษา
ในเชิงลึก เช่น การวิเคราะห์โปรติโอมิกส์ (proteomic analysis) (54) 

เมื่อท าการทดสอบความสามารถเบื้องต้น ในการเป็นเซลล์พี่เลี้ยงของ HSFs ด้วยวิธี colony- 
forming unit พบว่า อัตราการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก าเนิดจากเซลล์เดี่ยวและเจริญเป็นโคโลนีเมื่อ
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เลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยงที่มาจาก HSFs ต่ ากว่า HFFs ซึ่งบ่งชี้ให้เห็นว่า HSFs อาจจะเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง
ได้ไม่ดีเท่ากับ HFFs โดยเฉพาะเมื่อเลือกใช้วิธีการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ด้วยวิธี 
enzymatic dissociation และ single cell propagation การเพ่ิมความสามารถในการเจริญและ
แบ่งตัวของเซลล์ต้นก าเนิดจากเซลล์เดี่ยวและเจริญเป็นโคโลนีนั้น สามารถเพ่ิมได้โดยเติม ROCK 
inhibitor ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ ทั้งนี้เนื่องจากเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ มีแนวโน้มที่จะเกิด
การตายได้ง่ายมาก เมื่อถูกแยกและเลี้ยงในสภาพเซลล์เดี่ยว ROCK inhibitor จะลดการตายของเซลล์
โดยไปยับยั้ง Rho-associated coiled-coil forming protein serine/threonine kinase I, II ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการเกิด apoptosis ของเซลล์ (55)  อย่างไรก็ตามในการทดลองนี้ ไม่ได้ใช้ ROCK 
inhibitor ทั้งนี้เพ่ือต้องการตรวจสอบคุณสมบัติของการสนับสนุนการเจริญและแบ่งตัวของเซลล์ต้น
ก าเนิดจากเซลล์เดี่ยวของ HSFs โดยที่ไม่มีปัจจัยอื่นๆเข้ามาเก่ียวข้อง 

ดังนั้นในขั้นตอนการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HSFs นั้น ผู้วิจัยจึง
เลือกใช้วิธีการเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยการตัดด้วยเข็ม หรือ ไปเปตแก้ว และพบว่า เซลล์ต้นก าเนิดพลูริ
โพเทนต์ ทั้ง Chula2.hES และ PFX#12 ค่อยๆเริ่มปรับตัวและรักษาสภาพของ undifferentiated 
status เมื่อเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HSFs ได้ เมื่อท าการตรวจสอบคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด
พลูริโพเทนต์ พบว่า Chula2.hES และ PFX#12 มีการแสดงคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพ
เทนต์ โดยพิสูจน์ได้จาก undifferentiated colonies มีการแสดงออกของ pluripotent genes, 
pluripotent markers และ ความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่จ าเพาะในจาน
เลี้ยงเซลล์ได้ ไม่แตกต่างจาก เมื่อเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HFFs และที่ส าคัญคือ เมื่อเลี้ยง 
Chula2.hES และ PFX#12 ร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HSFs อย่างต่อเนื่อง ทั้ง Chula2.hES และ PFX#12 
ยังคงมีลักษณะโครโมโซมที่ปกติ จากผลการทดลองนี้ จึงสามารถพิสูจน์ให้เห็นว่า HSFs เป็นเซลล์พ่ี
เลี้ยงที่สนับสนุนการคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ สายพันธุ์ 
Chula2.hES และ PFX#12 

ผู้วิจัยได้ท าการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือพิสูจน์สมมติฐานว่า เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ สายพันธุ์ 
Chula2.hES และ PFX#12 สามารถเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HSFs โดยไม่ต้องมีการเติม bFGF ใน
น้ ายาเลี้ยงเซลล์ ทั้งนี้เนื่องมาจาก มีข้อมูลการศึกษาก่อนหน้าของ Ji Hoon Yang และคณะในปี 
2010 ที่พิสูจน์ว่าเซลล์ที่แยกจากแผลเป็นจากการผ่าตัดคลอด มีคุณสมบัติเป็น mesenchymal 
stem cells โดยได้ท าการแยก HSFs และเลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ที่เติม BMP4 พบว่า เซลล์มีการ
แบ่งตัว มีการแสดงออกของ SSEA-4, Nestin, TuJ1 และ CD 90 ซึ่งเป็น mesenchymal marker 
และเปลี่ยนแปลงไปเป็น Neurogenic progenitor cells ได้ (56) นอกจากนั้น ยังมีหลายงานวิจัยที่
ใช้ mesenchymal stem cells เป็นเซลล์พี่เลี้ยงของ เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์ ได้โดย
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ที่ไม่เติม bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ (31-33, 57) จึงเป็นที่น่าสนใจว่าการใช้ HSFs เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง จะ
สามารถเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ได้โดยที่ไม่ต้องเติม bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์หรือไม่  

จากผลการศึกษานี้ ผู้วิจัยพบปัจจัยที่ส่งเสริมว่า HSFs น่าจะเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทนต์ ได้โดยที่ไม่ต้องเติม bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ เนื่องจาก 1) HSFs มีการแสดงออก
ของ HCAM, Stro1 และ Thy1 ซึ่งบ่งชี้ว่า HSFs น่าจะแสดงคุณสมบัติของ mesenchymal stem 
cells 2) HSFs หลั่ง exogenous bFGF ได้ ซึ่ง bFGF มีความส าคัญต่อระบบการเลี้ยงเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทนต์ โดย ปริมาณของ bFGF สัมพันธ์ต่อการเจริญของโคโลนี และลดการเกิด 
differentiation ของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ (29)  อีกทั้ง bFGF เป็นปัจจัยหลักต่อการควบคุม
การแสดงออกของทั้ง Activin A, TGF-β และเป็น BMP4 antagonist (58, 59) และ 3)  HSFs ที่
เลี้ยงในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ที่ไม่เติม bFGF มีการสร้าง extracellular matrices ที่ส าคัญต่อการเลี้ยง
เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ได้แก่ Collagen I และ Fibronectin (53) ได้สูงกว่า HSFs ที่เลี้ยงใน
น้ ายาเลี้ยงเซลล์ที่เติม bFGF อีกด้วย 

จากการศึกษาพบว่า เมื่อใช้ HSFs เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของ เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ พบว่า 
เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ มีความสามารถเจริญและรักษาคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด 
แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของสายพันธุ์เซลล์ โดย Chula2.hES สามารถรักษาคุณสมบัติการเป็นเซลล์
ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ ได้เป็นอย่างดี โดยไม่ต้องมี bFGF น้ ายาเลี้ยงเซลล์ ในขณะที่ PFX#12 มี
แนวโน้มการเกิด differentiation และสูญเสียคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ได้ง่าย
กว่า ทั้งนี้อาจจะเกี่ยวข้องกับสภาพการสร้างและเลี้ยงสายพันธุ์เซลล์ต้นก าเนิดทั้งสอง ก่อนที่จะน า
เซลล์มาท าการศึกษานี้ มีความแตกต่างกัน โดย Chula2.hES เป็นเซลล์ที่ได้มาจากการสร้างและเลี้ยง
โดยใช้เซลล์พ่ีเลี้ยง HFFs มาก่อน ดังนั้น สภาพการเลี้ยงร่วมกับ HSFs และไม่เติม bFGF ในน้ ายา
เลี้ยงเซลล์ อาจจะไม่ส่งผลต่อ microenvironment ของ Chula2.hES มากเกินไป จึงท าให้เซลล์
สามารถรักษาสภาพ undifferentiated stage ได้ค่อนข้างดี ในขณะที่ PFX#12  เป็นเซลล์ที่ได้มา
จากการสร้างและเลี้ยงด้วยระบบการเลี้ยงแบบไม่ใช้เซลล์พ่ีเลี้ยง และใช้น้ ายาเลี้ยงเซลล์ชนิด 
enriched culture medium ที่มีสัดส่วนของ growth factors และ cytokines ที่ค่อนข้างสูง ดังนั้น
การเลี้ยง PFX#12  ร่วมกับ HSFs และไม่เติม bFGF ในน้ ายา จึงเป็นการลดระดับความเข้มข้นของ 
growth factor ที่มากเกินไป จนท าให้ microenvironment ในสภาพการเลี้ยงแบบนี้ไม่เหมาะสมที่ 
PFX#12  จะคงคุณสมบัติพลูริโพเทนต์ไว้ได้ 

จากผลการศึกษานี้ท าให้ทราบว่า HSFs มีคุณสมบัติเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงที่ดี สามารถใช้เป็นเซลล์
พ่ีเลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ สายพันธุ์ Chula2.hES และ PFX#12  ได้ ยิ่งไปกว่านั้นผล
การทดลองยังท าให้ทราบว่า Chula2.hES สามารถเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HSFs ได้โดยไม่ต้องเติม 
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bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ ในขณะที่ PFX#12 สามารถเลี้ยงร่วมกับเซลล์พ่ีเลี้ยง HSFs ได้เมื่อมีการเติม 
bFGF ในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ ผลงานวิจัยนี้เป็นรายงานผลงานวิจัยครั้งแรกที่ค้นพบว่า HSFs สามารถใช้
เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงของเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์มนุษย์ได้ การศึกษาเพ่ิมเติม เช่น การศึกษา
ความสามารถของ HSFs ในการเป็นเซลล์พ่ีเลี้ยง ส าหรับการเลี้ยง เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ สาย
พันธุ์ อ่ืนๆ หรือ ใช้ส าหรับการสร้าง เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์ สายพันธุ์ใหม่ๆ HSFs ยังมี
ความส าคัญ เพ่ือรองรับการพัฒนางานวิจัย ที่เกี่ยวกับการเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทนต์มนุษย์ได้
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 ปีการศึกษา 2556   เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต (วท.ม.) 
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ แขนงวิชาเซลล์ต้นก าเนิดและเวชศาสตร์ฟ้ืนฟูสภาวะเสื่อม คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 ปีการศึกษา 2552-2555   ส าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต 
สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

ผลงานทางวิชาการ 

 29-31 ตุลาคม 2558   ตีพิมพ์ในรายงานสืบเนื่องการประชุมและน าเสนอ
งานวิจัยรูปแบบ poster-presentation ในหัวข้อ “คุณสมบัติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากแผลเป็น
หลังการผ่าตัดคลอดต่อการใช้เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้น ก าเนิดพลูริโพเทนต์ของมนุษย์” 
โดย วิภาวี ปวราจารย์, รัฐจักร รังสิวิวัฒน์ และ ก าธร พฤกษานานนท์  ณ งานประชุมวิชาการ
เสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 36 จังหวัดเชียงใหม่ 

 5-7 พฤศจิกายน 2557   น าเสนองานวิจัยรูปแบบ poster-presentation ใน
หัวข้อ “Study of human cesarean scar fibroblasts as a feeder cells for culturing the 
human pluripotent stem cells: effect of basic fibroblast growth factor 
supplementation” โดย วิภาวี ปวราจารย์, รัฐจักร รังสิวิวัฒน์, ปราณี น าชัยศรีค้า, ประมวล วีรุ
ตมเสน และ ก าธร พฤกษานานนท์  ณ Global Controls in Stem Cells Symposium 
ประเทศสิงคโปร์ 

 21-23 ธันวาคม 2556   น าเสนองานวิจัยรูปแบบ poster-presentation ใน
หัวข้อ “สัญฐานวิทยาของเซอร์คาเรียในหอยน้ าจืดในพ้ืนที่สวนสัตว์เปิดเขาเขียว จังหวัดชลบุรี” 
โดย วิภาวี ปวราจารย์, กรภัทร แก้วเนิน และ มาลินี ฉัตรมงคลกุล  ณ งานประชุมวิชาการชมรม
คณะปฏิบัติงานวิทยาการอพ.สธ. ครั้งที่ 6 “ทรัพยากรไทย: น าสิ่งดีงามสู่ตาโลก” จังหวัด
กาญจนบุรี 
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