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บทคัดย่อ  ในปัจจุบัน การเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือ ท�ำได้โดยเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีซีรัมจาก

ลกูววัชนิดพเิศษส�ำหรบัเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก�ำเนดิตวัอ่อนเท่านัน้ การใช้ซรีมัเชงิพาณชิย์จากมนษุย์มรีายงานถงึความส�ำเรจ็ได้น้อย 

อย่างไรกต็ามจากการวิจยัก่อนหน้าได้กล่าวถงึความส�ำเรจ็ในการใช้ซีรมัเลอืดสายสะดอืมนษุย์มาใช้สร้างสายพนัธุแ์ละเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นก�ำเนิดจากน�้ำคร�่ำได้ส�ำเร็จ ท�ำให้เกิดสมมติฐานว่าซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์อาจน�ำมาใช้ทดแทนซีรัมจากลูกวัวได้ การ

ศกึษาน้ีน�ำซีรมัเลอืดสายสะดอืมนษุย์ทีผ่ลติขึน้ มาใช้เตมิในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืจ�ำนวน 49 ตวัอย่าง 

เปรยีบเทียบกบัอาหารทีม่ซีีรมัจากลกูววั ผลการศกึษาพบว่าซรีมัเลอืดสายสะดอืมนษุย์สามารถน�ำมาสร้างสายพนัธ์ุและเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือได้ โดยเซลล์ที่ได้มีรูปร่างและลักษณะเฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ไม่แตกต่างกัน มี

การแสดงออกของ CD29, CD73, CD90 และ CD105 ไม่พบการแสดงออกของ CD34 และ CD45 นอกจากนี้ยังสามารถ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมันและเซลล์กระดูกได้ โดยเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวมีการเจริญเติบโตเร็วกว่า

เซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์ จากผลการศึกษาสรุปได้ว่า ซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์สามารถใช้แทน

ซีรัมจากลูกวัวส�ำหรับสร้างและเพาะเลี้ยงสายพันธุ์เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือได้

ค�ำส�ำคัญ:	 เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือ, ซีรัมจากลูกวัวชนิดพิเศษส�ำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดตัวอ่อน,  

	 ซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์
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บทนำ�

เซลล์ต้นก�ำเนดิเป็นเซลล์ท่ีมีคณุสมบตัพิเิศษทีแ่ตกต่างจากเซลล์ร่างกายท่ัวไป 2 ประการ คอื สามารถแบ่งตวั 

ได้อย่างรวดเรว็ โดยเซลล์ท่ีได้ยงัคงคณุสมบตัคิวามเป็นเซลล์ต้นก�ำเนดิ และสามารถเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์ชนดิอืน่ได้ 

เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม จากคุณสมบัติเหล่านี้ท�ำให้เซลล์ต้นก�ำเนิดเป็นความหวังที่จะน�ำไปปลูกถ่ายให้แก่ผู้ป่วย 

เพ่ือการรักษาโรคในปัจจุบันที่ยังท�ำการรักษาได้ไม่หายขาด เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์คินสัน โรคเบาหวาน และ 

การบาดเจบ็ของไขสนัหลงั(1, 2, 3, 4, 5)  โดยโรคท่ีทางแพทยสภาได้ออกข้อก�ำหนดให้สามารถปลกูถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนดิให้แก่

คนไข้เพื่อท�ำการรักษาโรคได้ คือ โรคทางโลหิตวิทยา เช่น โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว และโรคธาลัสซีเมีย ส่วนการรักษา

ในโรคอืน่ๆ ถอืว่ายงัอยูใ่นขอบข่ายงานวิจยั ด้วยเหตนุีจ้งึท�ำให้การศกึษาด้านเซลล์ต้นก�ำเนดิได้รบัความสนใจในวงกว้าง

อย่างรวดเร็ว

ในปี ค.ศ.1988 ได้มีการปลูกถ่ายเลือดสายสะดือของพี่สาวที่มีความเข้ากันของระบบภูมิคุ้มกันไปสู่น้องชาย 

ที่เป็นโรค Fanconi anemia ได้ส�ำเร็จ และยังคงใช้ชีวิตได้ตามปกติจนถึงปัจจุบัน(6, 7)  จากรายงานฉบับนี้ท�ำให้มี 

ผู้สนใจศึกษาเกี่ยวกับเลือดสายสะดือเป็นจ�ำนวนมาก และได้มีกลุ่มผู้จัดตั้งธนาคารเลือดสายสะดือขึ้นในหลายประเทศ 

ซึ่งมีการค้นพบเซลล์ต้นก�ำเนิดอยู่ 3 ชนิดด้วยกัน คือ เซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดเลือด (hematopoietic stem cell) เซลล์

ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cell) และ endothelial progenitor cell(8, 9, 10, 11) ข้อดีของเซลล์ต้น

ก�ำเนดิจากเลือดสายสะดอืคือ สามารถฟ้ืนฟูระบบของเซลล์เมด็เลอืด เกบ็ได้ง่าย และเมือ่น�ำไปปลกูถ่ายให้แก่ผูป่้วยแล้ว 

ไม่พบปัญหาเกี่ยวกับระบบภูมิต้านทานเมื่อท�ำการเปรียบเทียบกับเซลล์ต้นก�ำเนิดจากไขกระดูก(8, 12) โดยมีรายงานว่า

สามารถน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือไปปลูกถ่ายในผู้ป่วยได้เป็นผลส�ำเร็จและอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย

ในช่วงเวลา 3 ปี ใกล้เคียงกับผู้ป่วยที่ได้รับเซลล์ต้นก�ำเนิดจากไขกระดูก(13) อย่างไรก็ตามเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด

สายสะดือยังมีข้อจ�ำกัดด้านปริมาณเซลล์ที่ได้(14, 15) ซึ่งเมื่อน�ำไปปลูกถ่ายในผู้ป่วยเด็กที่มีน�้ำหนักน้อยจะได้ผลดีกว่าใน 

ผูป่้วยเดก็ทีม่นี�ำ้หนักมากกว่า เน่ืองจากจ�ำนวนเซลล์ต้นก�ำเนดิทีใ่ช้ปลกูถ่ายต้องมคีวามเหมาะสมกบัน�ำ้หนกัตวัของผูไ้ด้รบั 

การปลูกถ่าย(7) จึงเป็นเหตุให้ต้องมีการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจ�ำนวนก่อนน�ำไปใช้ในการปลูกถ่าย 

ในปัจจุบันได้มีการน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือมาเพาะเลี้ยงเพิ่มจ�ำนวนและเมื่อน�ำเซลล์ที่ได้ไป

ตรวจสอบคุณสมบัติด้วยโปรตีนจ�ำเพาะ พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ 

คือ CD29, CD44, CD73, CD90 และ CD105 และยังสามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆ ได้ เช่น เซลล์ 

ไขมัน, เซลล์กระดูก และเซลล์กระดูกอ่อน(9, 12, 15) โดยปกติในขั้นตอนการแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดยังจ�ำเป็น

ต้องใช้แหล่งโปรตีนจากซีรัมสัตว์ที่มีจ�ำหน่ายเชิงพาณิชย์โดยเฉพาะซีรัมจากลูกวัว (fetal bovine serum: FBS) เติม

ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้ประสิทธิภาพการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก�ำเนิดไม่ดี(16, 17, 18) และอาจเกิด 

การปนเปื้อนเชื้อไวรัส (virus transmission) บางชนิดจากสัตว์สู่คนได้(19, 20, 21) และตามที่เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด 

สายสะดอืของมนุษย์อยูใ่นระบบการไหลเวียนของเลอืด ซึง่จะได้รบัโปรตนีจากซรีมัของมนษุย์ในกระแสเลอืด จากรายงาน

ก่อนหน้าที่แสดงถึงความส�ำเร็จของการใช้ซีรัมจากเลือดสายสะดือมาใช้สร้างสายพันธุ์และเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิด

ชนิดต่างๆ เช่น เซลล์ต้นก�ำเนิดจากน�้ำคร�่ำ, จาก Wharton’s jelly, จากผนังมดลูกชั้นใน และจากเยื่อบุผนังมดลูก 

ชัน้ใน(17, 18, 22, 23)  โดยสายพนัธุท่ี์ได้มีลกัษณะและรปูร่างไม่แตกต่างจากเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากลูกววั การแสดงออก

ของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ และความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นร่างกายจ�ำเพาะก็ไม่แตกต่างกัน แต่เซลล์ 

ที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือมีการเจริญเติบโตได้ดีกว่าเมื่อเทียบกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัว ดังนั้น 

ถ้าท�ำการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดที่แยกได้จากเลือดสายสะดือมนุษย์ด้วยซีรัมจากเลือดสายสะดือเอง อาจท�ำให้เซลล์ 

ต้นก�ำเนิดสามารถแบ่งตัวได้ดีกว่าท่ีเพาะเล้ียงในอาหารที่มีซีรัมจากลูกวัวและเป็นผลดีต่อการน�ำมาใช้รักษาผู้ป่วย 

ในอนาคต 
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วัสดุและวิธีการ

การเก็บเลือดสายสะดือ

ท�ำการเก็บเลือดสายสะดือของทารกแรกคลอดจากห้องคลอดหรือห้องผ่าตัดของโรงพยาบาลศิริราชจ�ำนวน 

49 ตวัอย่าง ปรมิาณตวัอย่างละ 50-100 มิลลลิติร โดยหญงิตัง้ครรภ์ทีย่นิยอมเข้าร่วมโครงการต้องผ่านการตรวจร่างกาย

ตามระเบียบการฝากครรภ์ และแสดงความยินยอมลงนามในเอกสารที่ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการ

วิจัยในคน ตามหมายเลข Si025/2012 ซึ่งตัวอย่างเลือดต้องมีผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการว่าปลอดเชื้อ Syphilis, 

Hepatitis B, Hepatitis C และ HIV type I/II โดยการเกบ็เลอืดสายสะดอืน้ันจะท�ำการเกบ็ในถงุเกบ็เลอืดปลอดเช้ือ 

ของสภากาชาดไทย ขนาดบรรจุ 500 มิลลิลิตร ที่มีส่วนผสมของสารป้องกันการแข็งตัวของเลือดชนิด Heparin 

ในความเข้มข้น Heparin 0.1 มิลลิกรัมต่อเลือด 1 มิลลิลิตร และน�ำส่งห้องปฏิบัติการภายใน 6 ช่ัวโมง หลังจาก 

การเก็บเลือดสายสะดือ

การแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ

น�ำเลอืดสายสะดอืท่ีได้มาป่ันท่ี 1,800x g นาน 10 นาท ีทีอ่ณุหภูม ิ20 องศาเซลเซยีส  (Heraeus Labofuge 

400R centrifuge, Thermo Scientific, USA) เมื่อครบเวลาให้เก็บส่วนของ buffy coat มาผสมกับ phosphate 

buffered saline ทีม่ส่ีวนผสมของ 2 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (PBS/EDTA; Sigma-Aldrich,  

USA) ในอัตราส่วน buffy coat 1 มิลลิลิตรต่อสารละลาย PBS/EDTA 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้ว overlay 

ลงบนสารละลาย ficoll (Ficoll-Paque Plus; GE Healthcare, Sweden) ในอัตราส่วนของสาร ficoll 3 มิลลิลิตร

ต่อ buffy coat ที่ผสมด้วย PBS/EDTA 7 มิลลิลิตร น�ำไปปั่นที่ 1,000x g นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

แล้วจึงเก็บส่วนของ mononuclear cells ใส่หลอดทดลองใหม่ ล้างด้วย PBS/EDTA 3 ครั้ง โดยในแต่ละครั้งต้อง

น�ำไปปั่นที่ 400x g นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง เมื่อท�ำครบ 3 ครั้งแล้ว 

ให้เก็บตะกอนเซลล์แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงที่มีการเคลือบด้วย 10 ng/ml fibronectin  

ในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีส่วนประกอบของ Dulbecco’s modified Eagle’s Medium ชนดิ low glucose (DMEM-LG; 

Gibco, Invitrogen, USA), 2 mM L-glutamine (Gibco), 100 U/ml penicillin/streptomycin (Gibco), 

4 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF; Millipore, Billerica, USA) และ 10% ES-FBS  

(Sigma-Aldrich, Merck, Germany)  หรือ hUCS ที่ได้แยกตามวิธีการของ Phermthai T(23)  โดยน�ำไปเลี้ยง

ในตู้เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และเปลี่ยนอาหารเพาะ

เลี้ยงเซลล์ทุกๆ 3 วัน จนกระทั่งเซลล์มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 80 ของพื้นที่ผิวภาชนะเพาะเลี้ยง จึงท�ำการ 

subculture ด้วย 0.25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) และน�ำเซลล์ลงเลี้ยงในภาชนะที่ไม่มีการเคลือบด้วย 

fibronectin สู่ passage ต่อไป

การตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ (population doubling time; PDT)

นับเซลล์ด้วย hemocytometer ภายหลังจากการ subculture ในทุก passage และค�ำนวณหาระยะเวลา

ที่ใช้ในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ ตามสูตร

PDT  =  t × log2/(logNH-logNI)

NI		 คือ 	จ�ำนวนเซลล์เริ่มต้น

NH 	 คือ 	จ�ำนวนเซลล์เมื่อท�ำการเก็บ

t 		  คือ	 ระยะเวลาที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ (วัน)
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ซึ่งจ�ำนวนเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงแต่ละชนิดจะถูกน�ำมาค�ำนวณ 

หาค่า PDT ทั้งก่อนและหลังการเก็บรักษาโดยการแช่แข็ง 

การตรวจสอบโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ด้วยเทคนิค flow cytometry
น�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ passage ที่ 4 จากการเพาะเลี้ยงเพิ่มจ�ำนวนในอาหารแต่ละชนิด 

มาตรวจสอบคุณสมบัติจ�ำเพาะ ด้วยวิธี flow cytometry โดยการย้อมด้วยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิด
มีเซนไคม์ ได้แก่ CD29, CD73, CD90 และ CD105 (eBioscience, Sadiego, USA) และแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อ
เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด ได้แก่ CD34 และ CD45 (Becton Dickinson,  USA) บ่ม 15 นาที ในที่มืดที่อุณหภูมิ
ห้อง ก่อนล้างด้วย PBS 1 ครั้ง ตรึงเซลล์ด้วย 1% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) ก่อนน�ำไปวัดด้วยเครื่อง 
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CELL Quest (Becton 
Dickinson)

การแช่แข็งเก็บเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ (cryopreservation)
ท�ำการแช่แข็งเก็บเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือในน�้ำยาแช่แข็ง (freezing medium) 1 มิลลิลิตร ซึ่ง

ประกอบด้วย DMEM-LG, 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich) และ 40% ES-FBS หรือ 
hUCS แล้วเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 1 วัน ก่อนน�ำไปเก็บรักษาเซลล์ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน เมื่อครบก�ำหนดให้น�ำมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใส่ลงในอาหารที่มี 
ส่วนประกอบของ DMEM-LG และ 10% ES-FBS หรอื hUCS ในปริมาตร 5 มลิลลิติร บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 
นาน 5 นาที ก่อนน�ำไปปั่นและน�ำตะกอนเซลล์ที่ได้ลงเพาะเลี้ยงในอาหาร 2 ชนิด โดยตรวจสอบร้อยละการรอดชีวิต 
(%cell viability) ด้วยการย้อมด้วย trypan blue (Sigma-Aldrich) ซึ่งเซลล์ที่ไม่ติดสี คือ เซลล์เป็น ส่วนเซลล์ที่
ติดสีน�้ำเงิน คือ เซลล์ตาย และน�ำจ�ำนวนเซลล์ที่ได้มาค�ำนวณตามสูตร 

%cell viability = (จ�ำนวนเซลล์เป็น/จ�ำนวนเซลล์เป็น + จ�ำนวนเซลล์ตาย) × 100  

การตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกาย (differentiation)
1.	 การเหนี่ยวน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดให้พัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมัน
	 ท�ำการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดที่ความหนาแน่น 1 × 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร โดยใช้อาหารเพาะ

เลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด จนกระทั่งได้ความหนาแน่นประมาณร้อยละ 50 ของพื้นที่ผิวภาชนะเพาะเลี้ยง จากนั้นเปลี่ยนเป็น
น�ำ้ยาเหน่ียวน�ำส�ำหรบัเซลล์ไขมันซึง่ประกอบด้วย DMEM-LG (Gibco), 10% ES-FBS, 1 µM dexamethasone, 
5 µM insulin, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine และ 60 µM indomethacin (Sigma-Aldrich) เป็น
เวลา 3 สปัดาห์ โดยท�ำการเปลีย่นน�ำ้ยา 2 ครัง้ต่อสปัดาห์ หลงัจากนัน้ตรงึเซลล์ด้วย 10% formalin (Sigma-Aldrich) 
และท�ำการย้อมสีด้วย Oil Red O (Sigma-Aldrich) เพื่อตรวจสอบความสามารถในการสร้างเม็ดไขมันของเซลล์ 
โดยจะย้อมติดสีแดงบนเม็ดไขมัน 

2.	 การเหนี่ยวน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดให้พัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูก
	 ท�ำการเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�ำเนิดที่ความหนาแน่น 1 × 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร โดยใช้อาหาร 

เพาะเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด จนกระทั่งได้ความหนาแน่นประมาณร้อยละ 50-70 ของพื้นที่ผิวภาชนะเพาะเลี้ยง จากนั้น
เปลี่ยนเป็นน�้ำยาเหนี่ยวน�ำส�ำหรับเซลล์กระดูกซึ่งประกอบด้วย DMEM-LG (Gibco), 10% ES-FBS, 0.1 µM 
dexamethasone, 10 mM glycerol-2-phosphate disodium salt hydrate และ 50 µM ascorbic acid 
(Sigma-Aldrich) เป็นเวลา 3 สัปดาห์ โดยท�ำการเปลี่ยนน�้ำยา 2 ครั้งต่อสัปดาห์ หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วย 10% 
neutral buffered formalin และท�ำการย้อมสีด้วย Alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich) เพื่อตรวจสอบ

ความสามารถของเซลล์ในการสร้างเอนไซม์ ซึ่งจะติดสีน�้ำตาลด�ำบนเซลล์ 
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (Statistical analysis)

ข้อมูลทุกค่าน�ำเสนอในรปูค่าเฉลีย่ (mean) ± ค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) และ

ใช้ Student’s t test ในการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่า PDT ในแต่ละ passage เพื่อวิเคราะห์ความสามารถ

ในการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด โดยวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism 5 (GraphPad,  USA) ซึ่งค่า p ที่น้อยกว่า 0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ถือว่ามีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ผล

การเก็บเลือดสายสะดือ

จากการเกบ็เลอืดสายสะดอืของทารกแรกคลอดทัง้หมด 49 ตวัอย่าง พบว่าอายคุรรภ์ของมารดาตัง้ครรภ์ปกติ 

ทีเ่ข้าร่วมโครงการมีอายคุรรภ์อยู่ระหว่าง 35-40 สปัดาห์ คดิเป็นค่าเฉลีย่ 38.3 ± 1.3 สปัดาห์ โดยมค่ีามธัยฐาน 39 สปัดาห์ 

ส่วนปริมาณของเลือดสายสะดือที่เก็บได้อยู่ระหว่าง 22-134 มิลลิลิตร คิดเป็นค่าเฉลี่ย 60.3 ± 26 มิลลิลิตร ซึ่งมีค่า

มัธยฐาน 56 มิลลิลิตร 

การแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ

ภายหลัง 3 วันแรก ของการเล้ียงเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยงแต่ละชนิด พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสาย

สะดือที่แยกได้มีลักษณะการกระจายตัวบนพื้นภาชนะเลี้ยงเซลล์แตกต่างกัน โดยเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัม

จากลูกวัวจะอยู่กันเป็นโคโลนีเป็นส่วนใหญ่ เซลล์ที่ได้มีลักษณะคล้ายไฟโบรบลาสต์ พบเซลล์มีลักษณะกลมคล้ายเซลล์ 

เม็ดเลือดปะปนอยู่ และกระจายทั่วพื้นภาชนะ ส่วนเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ีเพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือด

สายสะดือนั้น เซลล์ส่วนใหญ่จะอยู่แบบกระจายทั่วพื้นภาชนะ ไม่เป็นโคโลนี ซึ่งเซลล์ที่พบมีรูปร่างลักษณะคล้าย 

ไฟโบรบลาสต์อยู่ปะปนกับเซลล์กลม และพบว่าขนาดของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือมี 

ขนาดเล็กกวา่เซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่พาะเลี้ยงในซรีัมจากลูกวัว ดังแสดงในภาพที ่1A และ 1B ซึ่งในการแยกเซลลต์้นก�ำเนิด

จากเลอืดสายสะดอืน้ีไม่สามารถท�ำได้ส�ำเรจ็ในทกุตัวอย่าง โดยได้แสดงผลร้อยละความส�ำเรจ็ของการแยกและเพาะเลีย้ง

ทั้งหมด 49 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1	ร้อยละความสำ�เร็จของการแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นกำ�เนิดจากเลือดสายสะดือในซีรัมจากลูกวัว 

	 (ES-FBS) และซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) ในแต่ละ passage จำ�นวน 49 ตัวอย่าง

passage
ซีรัมจากลูกวัว ซีรัมจากเลือดสายสะดือ

จำ�นวนตัวอย่าง ร้อยละความสำ�เร็จ จำ�นวนตัวอย่าง ร้อยละความสำ�เร็จ

0 49 100 49 100

1 21 42.86 20 40.82

2 6 12.24 6 12.24

3 3 6.12 5 10.2

4 2 4.08 3 6.12

5-10 2 4.08 2 4.08
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ระหว่างการเพาะเลีย้งสังเกตได้ว่า เซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งทีม่ซีรีมั

แต่ละชนดิ ในช่วงระยะ passage 0-1 มีเซลล์รปูร่างหลายแบบปะปนกัน ดงัแสดงในภาพที ่1C และ 1D  แต่เม่ือเพาะเลีย้ง 

ต่อเนื่องจนถึง passage 2-3 พบว่าเซลล์ที่ได้มีเพียงลักษณะเดียว (homogeneous) คล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 

ดังแสดงในภาพที่ 1E และ 1F

ภาพที่ 1	 ลักษณะรูปร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซีรัมจากลูกวัว  

	 (ES-FBS) และในอาหารที่มีซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) โดยจะเห็นว่าใน 3 วันแรกของ 

	 การเพาะเลีย้ง พบเซลล์อยูก่นัเป็นโคโลนใีนอาหารทีมี่ซรัีมจากลกูววั (A) และอยูก่นัแบบกระจายตวัในอาหาร 

	 ที่มีซีรัมจากเลือดสายสะดือ (B) เมื่อท�ำการเพาะเลี้ยง passage 1 พบว่าเซลล์มีการปะปนกันหลาย 

	 รปูแบบ คอื มีแบบคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์และมแีบบเป็นเมด็กลมๆ ในอาหารเพาะเลีย้งทัง้ 2 ชนดิ (C, D)  

	 และเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อไปจนถึง passage 3 จะพบว่าเซลล์ที่มีลักษณะเม็ดกลมจะหมดไป เหลือเพียง 

	 เฉพาะเซลล์ท่ีมีรูปร่างคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์เท่านั้น ทั้งในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซีรัมจากลูกวัวและซีรัม 

	 จากเลือดสายสะดือ (E, F) (ภาพก�ำลังขยาย 100 เท่า)

ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อเนื่องจนถึง passage ที่ 4 เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ี 

เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวเหลือเพียง 2 สายพันธุ์ และเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือด

สายสะดอืเหลอืเพยีง 3 สายพนัธุ ์โดยความส�ำเรจ็ของการแยกและเพาะเลีย้งเซลล์อยูท่ีร้่อยละ 4.08 และ 6.12 ตามล�ำดบั 

ดังแสดงในตารางที่ 1  ส�ำหรับการตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ด้วยวิธีการค�ำนวณหาค่า PDT ของ

เซลล์ที ่passage 1-4 พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลอืดสายสะดอืทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากลกูววัมศีกัยภาพในการแบ่งตวัทีส่งู  

คือ มีค่า PDT ที่ต�่ำกว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือ ดังแสดงในภาพที่ 2A และเมื่อค�ำนวณ

หาค่าเฉลี่ยของ PDT ในทุก passage ของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวมีค่าเท่ากับ 1.33 ± 0.19 วัน 

(อยู่ระหว่าง 1.03-1.63 วัน) ในขณะทีเ่ซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่พาะเลีย้งในซรัีมจากเลือดสายสะดอืมีค่าเท่ากับ 3.71 ± 2.18 วนั 

(อยู่ระหว่าง 1.37-7.19 วัน) จะเหน็ได้ว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากลกูววัมีความสามารถ

ในการเพ่ิมจ�ำนวนเซลล์ได้สูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดืออย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ตารางที่ 2 	การแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยง 

	 ในซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS, n=2) และในซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS, n=2) โดยแสดง 

	 ค่าเป็น mean ± SD

โปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ ซีรัมจากลูกวัว (%) ซีรัมจากเลือดสายสะดือ (%)

CD29 94.46 ± 6.95 94.36 ± 2.42

CD34 4.27 ± 4.36 5.68 ± 7.5

CD45 0.92 ± 0.91 0.63 ± 0.01

CD73 99.47 ± 0.42 96.46 ± 0.76

CD90 99.85 ± 0.11 50.88 ± 67.76

CD105 99.83 ± 0.18 99.27 ± 0.89

ภาพที่ 2	 ผลของระยะเวลาการเพิ่มจ�ำนวนเป็นสองเท่า (PDT) ของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยง 

	 ในซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS, n = 2) และในซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS, n=3) โดยแสดงค่าเป็น  

	 mean ± SD ของแต่ละ passage (A) และ ของ passage 1-4 (B) 

* แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

การตรวจสอบโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ด้วยเทคนิค flow cytometry

	 น�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ passage ที่ 4 มาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบน

ผิวเซลล์ โดยย้อมด้วยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อแอนติเจนบนผิวเซลล์และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค flow cytometry พบว่า 

เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ีเพาะเล้ียงทัง้ในซรีมัจากลกูววัและซรีมัจากเลอืดสายสะดอืมกีารแสดงออกของโปรตนี 

จ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ ได้แก่ CD29, CD73, CD90 และ CD105 และไม่มีการแสดงออกหรือ

แสดงออกในระดับท่ีต�่ำของโปรตีนจ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด ได้แก่ CD34 และ CD45 อย่างไรก็ตาม 

พบว่ามีเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือ 1 สายพันธุ์ ที่มีการแสดงออกของ CD90 ในระดับที่ต�่ำ  

ดังแสดงในตารางที่ 2

ดงัแสดงในภาพท่ี 2B  โดยในระหว่างการเพาะเลีย้งเซลล์ พบว่ามเีซลล์ต้นก�ำเนิดทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากเลอืดสายสะดอื 

1 สายพันธุ์ที่ไม่สามารถเลี้ยงต่อได้ เนื่องจากเซลล์มีสภาวะเข้าสู่ senescence ที่ passage 4 จึงจ�ำเป็นต้องคัดออกจาก

การทดลอง
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การตรวจสอบร้อยละการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล์ภายหลังจากการแช่แข็ง   

ภายหลงัจากการแช่แขง็เกบ็เซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืในน�ำ้ยาทีม่ซีรีมัจากลกูววั (n=2) และซรีมัจาก

เลือดสายสะดือ (n=2) เป็นเวลา 2 เดือน เมื่อครบเวลาแล้วจึงน�ำมาละลาย และนับจ�ำนวนเซลล์ด้วยวิธี trypan blue 

เพื่อค�ำนวณร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ ก่อนน�ำไปเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงที่มีซีรัมจากลูกวัวและซีรัมจากเลือด

สายสะดือ ตามล�ำดับ ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดที่แช่แข็งในซีรัมจากลูกวัวมีการรอดชีวิตอยู่ที่ร้อยละ 95.4 ± 2 

ส่วนเซลล์ทีแ่ช่แขง็ในซรีมัจากเลอืดสายสะดือมกีารรอดชวีติอยูท่ีร้่อยละ 94.5 ± 0.6 ภายหลงัจากการน�ำเซลล์ต้นก�ำเนดิ

ลงเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงแต่ละชนิด พบว่าเซลล์ยังคงลักษณะไฟโบรบลาสต์ ดังแสดงในภาพที่ 3 เมื่อเทียบกับเซลล์

ก่อนการเก็บแช่แข็ง

ภาพที่ 3	 ลกัษณะรปูร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลอืดสายสะดอืภายหลงัจากการเก็บแบบแช่แขง็ และเพาะเลีย้งในอาหาร 

	 ที่มีซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS) (A) และซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) (B) ที่ passage 5 (ภาพก�ำลัง 

	 ขยาย 100 เท่า)

ส�ำหรับการตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะ

เลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวสามารถเพาะเลี้ยงได้ถึง passage 10 แต่เซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือ

เพียง 1 สายพันธุ์เท่านั้นที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ถึงแค่ passage 7 และเซลล์จะเข้าสู่สภาวะ senescence ส่วนอีก 1 

สายพันธุ์ เซลล์เข้าสู่ senescence ตั้งแต่ passage 5 จึงจ�ำเป็นต้องคัดสายพันธุ์นี้ออกจากการทดสอบ ซึ่งเมื่อค�ำนวณ

หาค่าเฉลี่ยของ PDT ในทุก passage (passage 5-10) ของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวมีค่าเท่ากับ 

2.34 ± 0.79 วัน (อยู่ระหว่าง 1.30-3.56 วัน, n=2) ในขณะที่เซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือที่ 

passage 5-6 มีค่าเฉลี่ยของ PDT เท่ากับ 3.04 ± 1.68 วัน (อยู่ระหว่าง 1.89-4.19 วัน, n=1) ดังแสดงในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 	ผลของระยะเวลาการเพิ่มจ�ำนวนเป็นสองเท่า (PDT) ของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยง 

	 ในซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS, n = 2) และซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS, n=1) โดยแสดงค่าเป็น 

	 mean ± SD ของแต่ละ passage (A) และของ passage 5-6 (B) 
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การตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกาย (differentiation) 

ผลการศึกษา พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวและซีรัมจากเลือดสายสะดือสามารถ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมันและเซลล์กระดูกได้ โดยการตรวจสอบด้วยการย้อม Oil Red O และ alkaline  

phosphatase ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 5 พบว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารทั้ง 2 ชนิด สามารถสร้างเม็ดไขมัน

ได้ โดยพบการติดสีแดงของ Oil Red O บนเม็ดไขมันที่อยู่ภายในเซลล์ ดังแสดงในภาพที่ 5A และ 5B และสามารถ

เปลีย่นแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ โดยพบการตดิสนี�ำ้ตาลด�ำของ alkaline phosphatase ดงัแสดงในภาพที ่5C และ 5D

ภาพที่ 5	 ผลของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS) 

	 และในอาหารท่ีมีซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมัน พบการติดส ี

	 Oil Red O ในเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (A, B) (ภาพก�ำลังขยาย 200 เท่า)  

	 และการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์กระดูก พบการติดสีของ alkaline phosphatase ในเซลล์ต้นก�ำเนิดที ่

	 เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (C, D) (ภาพก�ำลังขยาย 100 เท่า)

วิจารณ์

การศึกษานี้ ได้ท�ำการแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือทั้งหมด 49 ตัวอย่าง โดยน�ำ

แต่ละตัวอย่างมาแบ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่ใช้ซีรัมต่างชนิดกัน 2 ชนิด คือ ซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS) และ 

ซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) ท�ำการเปรียบเทียบลักษณะการเกาะพื้นผิวภาชนะเพาะเลี้ยง ลักษณะรูปร่างของ

เซลล์ อัตราความส�ำเร็จในการสร้างเป็นสายพันธุ์ อัตราการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ และการแสดงออกถึงคุณสมบัติจ�ำเพาะ

ของเซลล์ต้นก�ำเนิด โดยตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะชนิดต่างๆ ของเซลล์ต้นก�ำเนิด และความสามารถ

ในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ร่างกาย 

ผลการศึกษา พบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือต้องขยายการศึกษาถึง 49 ตัวอย่าง 

เนื่องจากใน 10 ตัวอย่างแรก เมื่อใช้ซีรัมทั้ง 2 ชนิด ไม่สามารถแยกเก็บเซลล์ต้นก�ำเนิดจากตัวอย่างได้เลย แม้เซลล์ 

ทีแ่ยกได้จะสามารถลงเกาะพืน้ผวิและเพาะเลีย้งได้ แต่เพาะเลีย้งต่อได้ไม่นานกว่า 15 วนั ใน passage 0 และไม่สามารถ

ท�ำการ subculture เพ่ือเล้ียงต่อใน passage ที ่1 ซึง่คล้ายคลงึกบัผลการทดลองทีม่รีายงานไว้โดย Musina และคณะ(24) 

ที่พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือเพาะเลี้ยงได้ยากและมีโอกาสเพิ่มจ�ำนวนได้ยาก แต่เนื่องจาก 



Cord blood mesenchymal stem cell	S uparat Wichitwiengrat et al.

72 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

มรีายงานผลงานวิจัยก่อนหน้าของ Shetty และคณะ(25)  ทีแ่สดงให้เหน็ว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิชนดิมเีซนไคม์ในเลอืดสายสะดอื 

สามารถเพาะเลี้ยงได้ด้วยซีรัมจากเลือดสายสะดือและสามารถเพาะเลี้ยงได้ถึง passage ที่ 3 คณะผู้วิจัยจึงได้ท�ำการ

ทดลองต่อโดยเพิ่มจ�ำนวนตัวอย่างข้ึนจนถึง 49 ตัวอย่าง ซึ่งท�ำให้ประสบความส�ำเร็จในการแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ 

ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือและแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนได้จนถึง passage 2 จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง 

ส�ำหรับการศึกษาลักษณะการเกาะพื้นผิวภาชนะและรูปร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิด พบว่าหลังการปล่อยให้เซลล์

เกาะบนพื้นภาชนะภายใน 3 วัน ใน passage 0 เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มี 

ซีรัมแต่ละชนิดนี้ให้ผลลักษณะการเกาะบนพื้นภาชนะและการกระจายตัวของเซลล์ต่างกัน โดยเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เลี้ยง 

ในซรีมัจากลูกวัวอยูก่นัเป็นกลุม่คล้ายโคโลนเีซลล์ไฟโบรบลาสต์ (colony-forming unit fibroblast) ข้อสนันษิฐานนี ้

สอดคล้องกับหลายการศึกษาก่อนหน้า(12, 24) ซึ่งรายงานการพบโคโลนีของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ี 

เพาะเลีย้งในซรีมัจากลูกวัวว่าสามารถตรวจพบได้ตัง้แต่วนัที ่4-19 ของการเพาะเลีย้ง ในขณะทีเ่ซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่พาะเลีย้ง 

ในอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมีซีรัมจากเลือดสายสะดือมีการเกาะพื้นภาชนะในแบบกระจายตัวทั่วภาชนะเพาะเลี้ยง โดย 

ไม่พบการสร้างเป็นโคโลน ีแต่มคีวามหนาแน่นของเซลล์มากกว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิท่ีเพาะเลีย้งในซรีมัจากลกูววั ซึง่ผลการ

ทดลองนีส้อดคล้องกบัรายงานของ Shetty และคณะ(25) ทีไ่ด้รายงานว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืไม่มกีารสร้าง

โคโลน ีแต่หากนบัถงึปรมิาณของเซลล์ต้นก�ำเนดิเมือ่เทยีบกบัการใช้ซรีมัจากลกูวัวแล้วพบว่าจ�ำนวนเซลล์ทีไ่ด้ไม่ต่างกนั 

ซึ่งผลดังกล่าวก็เป็นไปในแนวเดียวกับในการศึกษาน้ี นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังสันนิษฐานเพิ่มเติมในเรื่องของการ 

migration ว่าในซีรัมจากเลือดสายสะดือที่นอกจากมี growth factor จ�ำนวนมากที่ช่วยในการแบ่งตัวของเซลล ์

ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์แล้ว ยังมี cytokine ที่เหมาะสมกับการกระตุ้นการ migration หรือการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

ต้นก�ำเนดิชนดิมเีซนไคม์ด้วย ซึง่อาจท�ำให้เซลล์กระจายตวัได้ดีกว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่ลีย้งในซรีมัจากลกูวัว(26, 27) อย่างไร

ก็ตามประเด็นข้อสันนิษฐานนี้ควรได้รับการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป ส่วนลักษณะรูปร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยง 

ในซีรัมจากลูกวัวและในซีรัมจากเลือดสายสะดือพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน โดยรูปร่างลักษณะของเซลล์ต้นก�ำเนิด

เป็นแบบเซลล์ไฟโบรบลาสต์ขนาดเลก็และสามารถเพิม่จ�ำนวนได้ แต่ไม่ดนีกั นอกจากนีพ้บว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืด 

สายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซีรัมแต่ละชนิดให้ผลใกล้เคียงกัน ในความส�ำเร็จของการคัดแยกเซลล ์

ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือพบว่าที่ passage 2 เซลล์ที่เพาะเลี้ยงทั้งในอาหารที่มีซีรัมจากลูกวัวและในซีรัมจากเลือด 

สายสะดอืสามารถสร้างได้ 6 ตวัอย่าง จากท้ังหมด 49 ตวัอย่าง คิดเป็นอัตราความส�ำเร็จร้อยละ 12.24 ดงัแสดงในตารางที ่1 

ซึง่ผลการศึกษาท่ีได้สอดคล้องกบัการศกึษาของ Musina และคณะ(24) ทีร่ายงานว่าการคดัแยกเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืด

สายสะดือท�ำได้ยาก นอกจากนี้ยังมีรายงานที่ได้แสดงถึงปริมาณของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ต่อปริมาณเซลล์ของ 

mononuclear cells ที่แยกได้จากเลือดสายสะดือเป็น 0.05-2.8 cells ต่อ 106 เท่านั้น(28, 29, 30)  จึงอาจเป็นสาเหตุที่

ท�ำให้การสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือได้ยาก มีรายงานของ Yang และคณะ (2004), Shetty 

และคณะ (2010) และ Sibov และคณะ (2012)(31, 32, 33) ว่าการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือมี

อัตราความส�ำเร็จเพียงร้อยละ 6 ถึงร้อยละ 20 และพบว่ามี 3 ปัจจัยที่ส่งผลต่อความส�ำเร็จในการแยกเซลล์ต้นก�ำเนิด

จากเลือดสายสะดือ 1) เลือดสายสะดือจากอายุครรภ์มารดาไม่ควรเกิน 37 สัปดาห์ 2) เลือดสายสะดือที่เก็บได้ต้องมี

ปริมาณมากกว่า 80 มิลลิลิตร และ 3) ระยะเวลาที่เก็บถึงกระบวนการแยกต้องไม่เกิน 6 ชั่วโมง(33) นอกจากปัจจัยที่ได้

กล่าวมาแล้วยงัมอีกีหนึง่ปัจจยัท่ีอาจส่งผลต่อความส�ำเรจ็ในการแยกเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลือดสายสะดอื คอื ปรมิาณของ 

mononuclear cells ที่แยกได้ควรมีมากกว่า 1.28 × 108 cells ซึ่งพบความส�ำเร็จมากกว่าร้อยละ 70(34)  

อย่างไรก็ตาม พบว่าการเพาะเลี้ยงเพ่ิมจ�ำนวนของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเล้ียงในอาหาร

เพาะเลี้ยงท่ีมีซีรัมต่างกันน้ีมีความแตกต่างกัน โดยพบว่าอัตราการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ 

ในอาหารที่ใช้ซีรัมจากลูกวัวนั้น สามารถแบ่งตัวได้ดีกว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือในอาหารที่มีซีรัมจากเลือด

สายสะดอื โดยพบว่าค่าเฉลีย่ของอตัราการแบ่งตวัแตกต่างกนัถงึ 2.38 วนั จากผลการทดลองทีแ่สดงความแตกต่างกนันี้ 
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สันนิษฐานว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ แม้จะมีคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์อยู่จริง แต่มี

ความเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดค่อนข้างต�่ำ  ดังเห็นได้จากความสามารถในการแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนที่ไม่ดีนัก ท�ำให้จ�ำเป็นต้อง

มีการใช้สารกระตุ้นการเจริญเติบโต(35) ดังนั้นการใช้ซีรัมจากลูกวัวซึ่งมีที่มาจากซีรัมตัวอ่อนอายุ 3 เดือน ในครรภ ์

แม่วัว(36)   ซึ่งเป็นระยะที่มีโปรตีนกระตุ้นการเจริญเติบโตท่ีสูงเต็มที่(37) ในขณะที่ซีรัมจากเลือดสายสะดือที่ท�ำการเก็บ 

ในโครงการวิจัยนี้ถือเป็นซีรัมจากเด็กแรกเกิดที่อายุครรภ์ของมารดา 37-40 สัปดาห์ หรือ 9-10 เดือน ซึ่งแม้จะ 

อดุมไปด้วยสารกระตุน้การเจรญิเติบโตจ�ำนวนมาก แต่ยงัประกอบด้วยโปรตนียบัยัง้การเจริญเตบิโตทีช่่วยสมดุลของแม่

และเดก็ท่ีครบก�ำหนดคลอด(37) อาจเป็นสาเหตุทีใ่ห้เซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืเจรญิได้ดกีว่าเมือ่มซีีรมัจากลกูววั

ในด้านคณุสมบตัเิฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนดิชนดิมเีซนไคม์ โดยพจิารณาจากการแสดงออกของโปรตนีจ�ำเพาะ

และการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกาย ผลการศึกษา แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เพาะเล้ียงในซีรัมทั้ง 2 ชนิด สามารถ

แสดงคุณสมบัติเฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดได้ไม่แตกต่างกัน โดยพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะของเซลล์ 

ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ CD29,  CD73,  CD90  และ CD105 และไม่แสดงโปรตีนจ�ำเพาะของเซลล์เม็ดเลือด CD34 

และ CD45 และการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ร่างกาย พบว่าเซลล์จากทั้ง 2 กลุ่มสามารถแสดงคุณสมบัต ิ

ดังกล่าวได้เช่นเดียวกัน

สรุป

จากการเพาะเลีย้งและสร้างสายพนัธุเ์ซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืในอาหารเพาะเลีย้งทีม่ซีรีมัจากลกูววั

และซีรัมจากเลือดสายสะดือเป็นส่วนประกอบ สรุปได้ว่า เซลล์ต้นก�ำเนิดจากอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด มีคุณสมบัติ

เฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ไม่ต่างกัน และมีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกายได้ไม่แตกต่างกัน 

ซรัีมเลอืดสายสะดอืมนุษย์จงึสามารถใช้แทนซรีมัจากลกูววัส�ำหรบัสร้างและเพาะเลีย้งสายพนัธุเ์ซลล์ต้นก�ำเนดิมเีซนไคม์

จากเลือดสายสะดือได้
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Abstract  Nowadays, the cultivation of cord blood mesenchymal stem cells (CBSC) can only  

propagated in a medium supplemented with embryonic stem cell grade fetal bovine serum (ES-FBS). By 

using a commercial human serum, the CBSC had been limited in cell propagation. Our previous study 

had showed a successful establishment of animal free-amniotic fluid stem cell (AFS), using human  

umbilical cord blood serum (hUCS). The current work is based on the idea of using hUCS for CBSC 

culture as a replacement of  ES-FBS. With 49 cord blood samples for MSC isolation, every samples were 

cultured under the medium supplemented with hUCS comparable to supplementation with ES-FBS. The 

result demonstrated that CBSC lines generated under hUCS-medium showed similar morphology and 

specific MSC characteristics to the lines as from ES-FBS-medium. Both cell lines expressed CD29, CD73, 

CD90 and CD105 without expression of CD34 and CD45. Moreover, they can be differentiated into  

adipocyte and osteoblast. Nevertheless, the proliferation rate of CBSC derived in ES-FBS-medium was 

higher than the lines generated in hUCS-medium. The author concluded that hUCS can be used to replace 

ES-FBS in the medium for derivation and culture of CBSC lines.

Keywords:	 cord blood mesenchymal stem cells, embryonic stem cell grade fetal bovine serum, human  

	 umbilical cord blood serum


