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บทคัดย่อ

บทนำ�:	 	เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cells: MSCs) เป็นแหล่งของเซลล์ต้นกำ�เนิดที่มีศักยภาพ 

ที่จะนำ�ไปใช้ในด้านเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาวะเส่ือม เน่ืองจากเซลล์ต้นกำ�เนิดดังกล่าวสามารถคัดแยกได้จาก

เนื้อเยื่อหลายชนิด รวมทั้งสามารถเพิ่มจำ�นวนและกระตุ้นให้เจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่ทำ�หน้าที่เฉพาะ 

อย่างได้ คุณสมบัติสำ�คัญประการหนึ่งที่ทำ�ให้เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์เป็นแหล่งของเซลล์ต้นกำ�เนิดที่ 

น่าสนใจคือ ฤทธิ์ในการควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันทำ�ให้เกิดการ engraftment ของเซลล์ที่

ปลกูถา่ย MSCs ทีใ่ชใ้นทางคลนิกิและการวจิยัสว่นใหญไ่ดม้าจากไขกระดกู ในปจัจบุนัมรีายงานการคดัแยก 

MSCs จากเนือ้เยือ่หลายชนดิรวมทัง้รกและสายสะดอื อยา่งไรกต็ามยงัไมม่รีายงานการศกึษาเปรยีบเทียบ

คุณสมบัติทางชีววิทยาและการออกฤทธิ์ควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของเซลล์ต้นกำ�เนิด 

มีเซนไคม์จากถุงน้ำ�คร่ำ� (AM-MSCs) และเซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก (BM-MSCs) 

วิธีการศึกษา:	 ศึกษาและเปรียบเทียบการออกฤทธิ์ควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของ AM-MSCs และ  

BM-MSCs โดยใช้ระบบการเลี้ยงร่วมกับ T lymphocyte จากกระแสเลือดที่ถูกกระตุ้น 

ผลการศึกษา:	 AM-MSCs มีการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์เช่นเดียวกับ BM-MSCs กล่าวคือมีการแสดงออกของ

โมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อเซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์ ได้แก่ CD73, CD90 และ CD105 และไม่มีการ

แสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อเซลล์ต้นกำ�เนิดเม็ดเลือด คือ CD34 และ CD45 นอกจากนี้

ยังพบว่า AM-MSCs สามารถเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ในชั้น mesoderm ได้หลายชนิด ได้แก่ เซลล์ไขมัน

และเซลล์กระดูก และที่น่าสนใจ คือ เม่ือนำ�  AM-MSCs มาเล้ียงร่วมกับ T lymphocyte ที่ถูกกระตุ้น  

พบว่าทำ�ให้อัตราการเพิ่มจำ�นวนของ activated T lymphocyte ลดลง 

วิจารณ์ และ 	 AM-MSCs และ BM-MSCs มีความสามารถในการออกฤทธิ์ควบคมุการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กันได้ไม่

แตกต่างกัน แต่การคัดแยก AM-MSCs มีข้อได้เปรียบในด้านของแหล่งที่มาของเซลล์ ดังนั้น AM-MSCs 

น่าจะเป็นแหล่งทางเลือกหนึ่งที่มีศักยภาพในการนำ�ไปประยุกต์ใช้ในการบำ�บัดรักษาโรคในทางคลินิก

คำ�สำ�คัญ: การออกฤทธิ์ควบคุมภูมิคุ้มกัน, เซลล์ต้นกำ�เนิดชนิดมีเซนไคม์, ไขกระดูก, ถุงน้ำ�คร่ำ�
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บทนำ�
Graft versus host disease (GvHD) เปน็ภาวะแทรกซอ้น

ทีส่ำ�คญัของการปลกูถา่ยเซลลต์น้กำ�เนดิเมด็เลอืด โดยเฉพาะ

ในรายที่ผู้ให้เซลล์ต้นกำ�เนิดมี HLA ต่างจากผู้รับ โดย  

T lymphocyte จากไขกระดกูทีป่ลกูถา่ยเขา้ไปใหม ่มปีฏกิริยิา

ต่อต้าน T lymphocyte ที่มีอยู่ในตัวผู้ป่วย๑ ระบบภูมิคุ้มกัน

จะมีการจดจำ�ถึงความแตกต่างระหว่างเนื้อเยื่อทำ�ให้เกิด 

ปฏิกิริยาต่อต้าน เกิดเป็นอาการผิดปรกติ เช่น ผื่นตามตัว  

ท้องเสีย ตับทำ�งานผิดปรกติ ตัวเหลือง เป็นต้น ในรายที่

รุนแรงอาจถึงขั้นเสียชีวิตได้๒ การรักษาในปัจจุบันส่วนใหญ่ 

จะเป็นการให้ยากลุ่ม steroids แต่ยาท่ีใช้จะมีผลในการกด

ภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยทำ�ให้ร่างกายไม่สามารถต่อสู้กับเช้ือโรค 

และเกิดภาวะแทรกซ้อนอื่นตามมา ในผู้ป่วยที่มี GvHD  

รนุแรง ซึง่ใชย้าอืน่แลว้ไมไ่ดผ้ล ถา้ใหเ้ซลลต์น้กำ�เนดิมเีซนไคม์

จะสามารถลดอาการของ GvHD ได้ดี เนื่องมาจากการที่ 

เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์สามารถควบคุมการตอบสนองของ

ระบบภมูคิุม้กนั (immunomodulatory property) โดยการยบัยัง้

การ proliferation และการทำ�งานของ innate และ adaptive  

immune cells เช่น ยับยั้งการ maturation ของ dendritic cell 

ยับยั้ง cytotoxicity ของ NK cell และยับยั้งการเจริญของ  

T และ B lymphocytes ท่ีถูกกระตุ้นจาก alloresponse  

ต่างๆ รวมทั้งส่งเสริมการแบ่งตัวของ CD4+, CD25+, FoxP3+ 

และ regulatory T cells๓-๕ 

ในปัจจุบันเซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์สามารถคัดแยกได้

จากไขกระดูก เซลล์ชนิดนี้สามารถที่จะนำ�มาเล้ียงเพื่อ 

เพิ่มจำ�นวนได้อย่างรวดเร็ว และสามารถพัฒนาเป็นเซลล์ได้

หลายชนิด อาทิเช่น เซลล์กระดูก เซลล์กระดูกอ่อน และ 

เซลลไ์ขมนั อยา่งไรกต็ามการนำ�เซลลต์น้กำ�เนดิมเีซนไคมจ์าก

ไขกระดกูมาใชใ้นทางการแพทยย์งัคงมขีอ้จำ�กดัหลายประการ

ทัง้ทางดา้นจำ�นวนซึง่มอียูเ่พยีงรอ้ยละ ๐.๐๐๑-๐.๐๑ ของเซลล์

ในไขกระดกู นอกจากนีจ้ำ�นวนและคณุภาพของเซลลต์น้กำ�เนดิ 

มีเซนไคม์ มีการแปรผันตามอายุของผู้บริจาค กล่าวคือ  

อายุมากขึ้นจะทำ�ให้เซลล์ต้นกำ�เนิดเซลล์มีเซนไคม์ มีจำ�นวน

และคุณภาพลดลง๖ นอกจากนี้การเจาะไขกระดูกยังเป็น

หตัถการทำ�ใหเ้กดิความเจบ็ปวดตอ่ผูบ้รจิาคอกีดว้ย๗ นอกจาก

ไขกระดกูแลว้ ในปจัจบุนัมรีายงานความสำ�เรจ็ในการคดัแยก

เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่ออื่นหลายชนิด เช่น  

ไขมัน๘, สายสะดือ๙, Whartonsjelly๑๐, ๑๑, รก๑๒, ถุงน้ำ�คร่ำ�๑๓, 

เหงือก๑๔ เป็นต้น

เซลล์ต้นกำ�เนิดมี เซนไคม์จากเนื้อเยื่อดังกล่าวมี 

การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ท่ีจำ�เพาะสำ�หรับ 

เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์ และสามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์

กระดกู เซลลก์ระดกูออ่น และเซลลไ์ขมนัไดเ้ชน่เดยีวกับเซลล์

ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยัง

ไมม่รีายงานการศกึษาเปรยีบเทยีบคณุสมบตัทิางชวีวทิยาและ 

การออกฤทธิ์ควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของ

เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์จากถุงน้ำ�คร่ำ�และเซลล์ต้นกำ�เนิด 

มีเซนไคม์จากไขกระดูก การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศกึษาและเปรยีบเทยีบผลการควบคมุการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุ้มกันของเซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์จากถุงน้ำ�คร่ำ�และ 

เซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก

ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ จะเป็นประโยชน์ 

ในด้านแหล่งทางเลือกใหม่ของเซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์ท่ี 

ไม่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดต่อผู้บริจาค รวมทั้งเป็นการสร้าง

องค์ความรู้ใหม่ในเรื่องของความสามารถในการควบคุม 

การตอบสนองของระบบภมิูคุม้กันของเซลล์ต้นกำ�เนิดมีเซนไคม์

จากถงุน้ำ�คร่ำ�ซึง่อาจจะพฒันาไปสูว่ธิกีารรกัษาหรอืการปอ้งกนั

การเกิด GvHD ต่อไปในอนาคต

วิธีการศึกษา
กลุ่มตัวอย่าง

ถุงน้ำ�คร่ำ�จำ�นวน ๕ ตัวอย่างได้รับบริจาคจากมารดาที่

มีผลเลือดปรกติ ปราศจากโรคตับอักเสบ ภูมิคุ้มกันบกพร่อง 

ซิฟิลิส หรือโรคติดเชื้อต่างๆ ที่คลอดครบกำ�หนดและไม่มี 

ภาวะแทรกซอ้น ณ โรงพยาบาลธรรมศาสตรเ์ฉลิมพระเกยีรต ิ

ไขกระดูกได้รับบริจาคจากอาสาสมัครที่บริจาคไขกระดูก  

ณ โรงพยาบาลศิริราช โดยกลุ่มตัวอย่างทั้งหมดได้รับ 

คำ�อธบิายรายละเอยีดของโครงการวจิยัจากผูว้จิยัโดยละเอยีด

ก่อนลงนามยินยอมเข้าร่วมการวิจัย ระเบียบวิธีวิจัยนี้ได้ผ่าน

การพจิารณาจากคณะอนกุรรมการพจิารณาจรยิธรรมการวจิยั

ในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์

การคัดแยกและการเพาะเล้ียง MSCs จากไขกระดูก (BM-

MSCs)

นำ�ไขกระดูกปริมาณ ๑๐ มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย 

phosphate buffer saline (PBS) ในอัตราส่วน ๑:๑ แล้ว 

นำ�มาปั่นแยก mononuclear cells (MNCs) ด้วย Ficoll-

Hypaque (Sciencetific corporation, USA) ที่ความเร็วรอบ 

100xg ที่อุณหภูมิ ๒๐ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๓๐ นาที  

หลังจากนั้นนำ�ส่วนของ MNCs ที่ได้มาปั่นล้างด้วย PBS 

ที่ความเร็วรอบ 100xg ที่อุณหภูมิ ๒๐ องศาเซลเซียส เป็น

เวลา ๕ นาที ๒ ครั้ง แล้วจึงนำ� MNCs ที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน 
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T25-Flask ทีค่วามหนาแนน่ของเซลล ์1x105 cells/cm2 ในน้ำ�ยา 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; GibcoBRL, 

USA) ที่มี 2 mM L-glutamine (GibcoBRL, USA), 10% fetal 

bovine serum (FBS; BioWhittaker, USA) และ 100 U/ml 

penicillin 100 µg/ml streptomycin (GibcoBRL, USA)  

ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส ในบรรยากาศที่มี 5% CO
2
 

โดยเปลี่ยนน้ำ�ยาเลี้ยงเซลล์ทุกๆ ๓-๔ วัน สังเกตและบันทึก

ภาพด้วยกล้อง inverted microscope (Nikon TS100, Japan) 

จนเซลล์มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ ๘๐ จึงทำ�การเก็บ

เกี่ยวเซลล์ด้วย 0.25% trypsin-EDTA (GibcoBRL, USA) และ

นำ�เซลล์ไปเลี้ยงเพื่อเพิ่มจำ�นวนต่อไป

การคัดแยกและการเพาะเลี้ยง MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� (AM-

MSCs)

นำ�ถุงน้ำ�คร่ำ�ขนาดประมาณ ๕ x ๕ เซนติเมตร มาล้าง

ด้วย PBS ที่มี 100 U/ml penicillin 100 µg/ml streptomycin 

แล้วหั่นจนละเอียด จากนั้นนำ�ไปป่ันล้างด้วย PBS ที่มี  

100 U/ml penicillin 100 µg/ml streptomycin ทีค่วามเรว็รอบ 

100xg เปน็เวลา ๕ นาท ีแลว้จงึนำ�เนือ้เยือ่ทีไ่ดม้ายอ่ยตอ่ดว้ย 

collagenase XI (Sigma-Aldrich, USA) ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศา

เซลเซยีส เปน็เวลา ๑๖ ชัว่โมง จากนัน้จงึนำ�เซลลแ์ละเนือ้เยือ่

ที่ได้ไปปั่นล้างด้วย PBS ที่มี 100 U/ml penicillin 100 µg/ml 

streptomycin ที่ความเร็วรอบ 100xg เป็นเวลา ๕ นาที  

๒ ครั้ง และนำ�เซลล์รวมทั้งเนื้อเยื่อที่ได้มาเพาะเลี้ยงใน T25-

Flask ในน้ำ�ยา DMEM ที่มี 2 mM L-glutamine, 10% fetal 

bovine serum และ 100 U/ml penicillin 100 µg/ml strep-

tomycin ทีอ่ณุหภมู ิ๓๗ องศาเซลเซยีส ในบรรยากาศทีมี่ 5% 

CO
2
 โดยเปลี่ยนน้ำ�ยาเลี้ยงเซลล์ทุกๆ ๓-๔ วัน สังเกตและ

บันทึกภาพด้วยกล้อง inverted microscope จนเซลล์มี 

ความหนาแน่นประมาณร้อยละ ๘๐ จึงทำ�การเก็บเกี่ยวเซลล์

ดว้ย 0.25% trypsin-EDTA และนำ�เซลลไ์ปเลีย้งเพือ่เพิม่จำ�นวน 

ต่อไป

การศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อ 

MSCs ด้วย flow cytometry

นำ� MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�/ไขกระดูก (passage ที่ ๓) 

มาล้างด้วย PBS และ trypsinized ด้วย 0.25% trypsin-EDTA 

ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียสเป็นเวลา ๓ นาที จากน้ันจึง 

นำ�เซลล์จำ�นวน ๑x๑๐๖ เซลล์ ที่อยู่ใน PBS 50 µl มาติด

ฉลากดว้ยแอนตบิอด ี๕ ชนดิ ไดแ้ก ่anti-CD34 PE-conjugate 

(BD Bioscience, USA), anti-CD45 FITC-conjugate (BD  

Bioscience, USA), anti-CD73 PE-conjugate (BD Bioscience, 

USA), anti-CD90 FITC-conjugate (AbD Serotec, USA) และ 

anti-CD105 FITC-conjugate (AbD Serotec, USA) ที่อุณหภูมิ 

๔ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๓๐ นาที จากน้ันจึงนำ�เซลล์ 

มาปั่นล้างด้วย PBS ที่ความเร็วรอบ 100xg ที่อุณหภูมิ  

๔ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๕ นาที แล้วจึงนำ�เซลล์ท่ีได้ 

มาทำ�ให้คงสภาพด้วย 1% parafomaldehyde 500 µl 

ก่อนที่จะนำ�เซลล์มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometer 

(FACSCaliburTM, Becton Dickinson, USA) โดยใช้โปรแกรม 

CELLQuest® 

การศกึษาความสามารถในการเจรญิพฒันาของ MSCs ไปเป็น

เซลล์กระดูก

นำ� MSCs ที่ได้จากถุงน้ำ�คร่ำ�/ไขกระดูก (passage 

ที่ ๓) มาล้างด้วย PBS และ trypsinized ด้วย 0.25% 

trypsin-EDTA ทีอ่ณุหภมู ิ๓๗ องศาเซลเซยีส เปน็เวลา ๓ นาท ี

จากนั้นจึงนำ� MSCs จำ�นวน ๓x๑๐๔ เซลล์ มาเพาะเลี้ยงใน

น้ำ�ยา osteogenic differentiation medium (Hyclone®  

AdvanceSTEMTM, USA) ในจานเลีย้งเซลลข์นาด ๓๕ มลิลเิมตร 

(Co r n i n g ,  USA )  ที่ อุณหภู มิ  ๓๗ องศา เซล เซี ยส  

ในบรรยากาศที่มี 5% CO
2
 เปลี่ยนน้ำ�ยาเลี้ยงเซลล์ทุก ๓ วัน

จนครบ ๒๑ วัน จากน้ันนำ�เซลล์ที่ได้ไปล้างด้วย PBS 

และตรึงเซลล์ด้วย 10% formalin-methanol ที่อุณหภูมิ  

-๒๐ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๕ นาที แล้วจึงนำ�มาล้างด้วย

น้ำ�กลั่น ๓ ครั้ง นำ�ไปทำ�การทดสอบการทำ�งานของเอนไซม์ 

alkaline phosphatase ด้วยสารละลาย 1 mg/ml sodium 

naphthyl และ 1 mg/ml fast blue RR acid ใน propanididi-

al buffer ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา ๑๕ นาที แล้วจึงล้างด้วย

น้ำ�กลัน่อกี ๒ ครั้ง จากนั้นจงึนำ�ไปศกึษาด้วยกลอ้งจลุทรรศน์

ชนดิ inverted microscope กลุม่ควบคมุถกูดำ�เนนิการเชน่เดยีว

กับกลุ่มทดลองทุกประการยกเว้นแต่ใช้น้ำ�ยา DMEM ที่มี  

2 mM L-glutamine, 10% FBS และ 100 U/ml penicillin 

100 µg/ml streptomycin แทนน้ำ�ยา osteogenic differentia-

tion medium

การศกึษาความสามารถในการเจรญิพฒันาของ MSCs ไปเป็น

เซลล์ไขมัน

นำ� MSCs ที่ได้จากถุงน้ำ�คร่ำ�/ไขกระดูก (passage 

ที่ ๓) มาล้างด้วย PBS และ trypsinized ด้วย 0.25%  

trypsin-EDTA ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

๓ นาที จากนั้นจึงนำ�  MSCs จำ�นวน ๓x๑๐๔ เซลล์  
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มาเพาะเลี้ยงด้วยน้ำ�ยา adipogenic differentiation medium 

(Hyclone®AdvanceSTEMTM, USA) ในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด  

๓๕ มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส ในบรรยากาศ

ที่มี 5% CO
2
 เปลี่ยนน้ำ�ยาเลี้ยงเซลล์ทุก ๓ วันจนครบ 

๒๑ วัน จากนั้นนำ�เซลล์ที่ได้ไปล้างด้วย PBS และตรึงเซลล์

ด้วย 40% formalin vapor ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา ๑๐ นาที 

แล้วจึงล้างด้วยน้ำ�กลั่น ๒ ครั้งก่อนท่ีจะนำ�ไปย้อมด้วย

สารละลาย 0.5% Oil Red O (Sigma, USA) ใน isopropanol 

ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา ๒๐ นาที แล้วจึงล้างด้วยน้ำ�กลั่น 

อกี ๒ ครัง้ และนำ�ไปศกึษาดว้ยกลอ้งจลุทรรศนช์นดิ inverted 

microscope กลุ่มควบคุมถูกดำ�เนินการเช่นเดียวกับ 

กลุ่มทดลองทุกประการยกเว้นแต่ใช้น้ำ�ยา DMEM ที่มี  

2 mM L-glutamine, 10% FBS และ 100 U/ml penicillin 

100 µg/ml st reptomycin แทนน้ำ �ยา adipogenic 

differentiation medium 

การทดสอบความสามารถของ MSCs ในการยับยั้ ง 

การแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนของ activated T lymphocyte

นำ�  MSCs ที่ได้จากถุงน้ำ�คร่ำ�/ไขกระดูก จำ�นวน 

๓x๑๐๔ เซลล ์มาเพาะเลีย้งใน 96 - well plate ทีม่นี้ำ�ยา RPMI 

1640 (GibcoBRL, USA) ที่มี 10% FBS, 100 U/ml penicillin 

100 µg/ml streptomycin เปน็เวลาหนึง่คนื จากนัน้จงึคดัแยก 

MNCs จากกระแสเลือดของผู้ให้ (stimulator) และผู้รับ  

( r e s ponde r )  โดยนำ � เลื อดปริ มาณ ๑๐ มิล ลิ ลิตร  

มาเจือจางด้วย PBS ในอัตราส่วน ๑:๑ แล้วนำ�มาปั่นแยก 

MNCs ดว้ย Ficoll-Hypaque ทีค่วามเรว็รอบ 100xg ทีอ่ณุหภมู ิ

๒๐ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๓๐ นาที นำ�ส่วนของ MNCs  

ที่ได้มาปั่นล้างด้วย PBS ที่ความเร็วรอบ 100xg ที่อุณหภูมิ 

๒๐ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๕ นาที ๒ ครั้ง แล้วจึงใส่ใน

น้ำ�ยา RPMI ท่ีมี 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 

100 U/ml penicillin 100 µg/ml streptomycin จากนั้น 

จึงนำ� MNCs ที่ได้จากผู้รับความเข้มข้น ๑x๑๐๔ เซลล์/100 µl 

และ MNCs จากผู้ให้ซึ่งถูกยับยั้งการแบ่งตัวด้วย 10 µg/ml 

m i tomyc i n C เป็น เวลา ๒ ชั่ วโมง ความเข้มข้น 

๒x๑๐๔ เซลล์/100 µl เติมลงใน 96-well plate ที่มี MSCs อยู่ 

กลุ่มควบคุม คือ กลุ่มที่ไม่มี MSCs หลังจากนั้น ๗๒ ชั่วโมง  

จึงนำ�เซลล์ที่แขวนลอยอยู่ในน้ำ�ยา RPMI 1640 ปริมาณ 

100 µl มาใส่ใน 96 well plate อันใหม่ และเติม Cell  

Counting Kit-8 (Dojindo, Japan) 10 µl บ่มไว้เป็นเวลา 

๔ ชั่วโมง แล้วจึงนำ�ไปวัดการดูดกลืนแสง (O.D.) ที่ 

ความยาวคล่ืน ๔๕๐ นาโนเมตร ค่าที่ได้นำ�มาคำ�นวณ 

การแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนของเซลล์โดยใช้สูตร ดังนี้

   Proliferative index
 	O.D. sample – O.D. blank

	 	 O.D. control – O.D. blank	

การทดสอบสถิติ

ในการวิจัยนี้ได้ทำ�การทดลองซ้ำ�อย่างน้อย ๓ ครั้ง 

ข้อมูลที่ได้วิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยค่าเฉล่ีย (mean) และ 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard error of mean) และ 

เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้ ANOVA โดย 

ค่า p-value ที่น้อยกว่า ๐.๐๕ จึงถูกจัดว่ามีนัยสำ�คัญทางสถิติ

ผลการศึกษา
การคัดแยกและการเพาะเลี้ยง MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�และ

ไขกระดูก

จากศึกษาการคัดแยก MSCs จากไขกระดูกพบว่า 

MSCs ที่ คั ดแยกจากไขกระดูกมี รูปร่ างคล้ าย เซลล์ 

ไฟโบรบลาส (fibroblast-like cell) สามารถยึดเกาะจาน 

เพาะเลี้ยง และสามารถแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนได้จนเต็มพ้ืนท่ี  

(รูปที่ ๑ A) เม่ือศึกษาการคัดแยก MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� 

พบว่า เซลล์ที่คัดแยกจากถุงน้ำ �คร่ำ � มี ลักษณะคล้าย 

เซลล์ไฟโบรบลาส สามารถยึดเกาะจานเพาะเล้ียง และ

สามารถแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนจนเต็มพื้นที่ได้เช่นเดียวกับเซลล์ 

ที่คัดแยกจากไขกระดูก (รูปที่ ๑ B)
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การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อ MSCs 

เมื่อนำ�เซลล์ที่ เพาะเลี้ยงไว้ในรุ่นที่ ๓ มาศึกษา 

การแสดงออกของโมเลกลุบนผวิเซลลท์ีจ่ำ�เพาะตอ่ MSCs ด้วย 

flow cytometry พบวา่เซลลท์ีไ่ดจ้ากถงุน้ำ�คร่ำ�มกีารแสดงออก

ของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อ MSCs ได้แก่ CD73, 

CD90 และ CD105 คิดเป็นร้อยละ ๘๕.๔, ๗๕.๗ และ ๘๑.๐ 

ตามลำ�ดับ ซ่ึงไม่แตกต่างจาก MSCs จากไขกระดูกที่มี 

การแสดงออกของ CD73, CD90 และ CD105 คิดเป็น 

ร้อยละ ๘๘.๖, ๘๔.๑ และ ๘๗.๗ ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ 

ยังพบว่าเซลล์ที่คัดแยกได้จากเน้ือเยื่อทั้งสองชนิดไม่พบ 

การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อเซลล์ 

ต้นกำ�เนิดเม็ดเลือด ได้แก่ CD34 และ CD45 (รูปที่ ๒)

 

รูปที่ ๑ ลักษณะของ MSCs รุ่นที่ ๓ A: MSCs จากไขกระดูก และ B: MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�

รูปที่ ๒ การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ของ MSCs จากไขกระดูก (BM-MSCs) และถุงน้ำ�คร่ำ� (AM-MSCs)

ความสามารถในการเจริญพัฒนาของ MSCs ไปเป็น 

เซลล์กระดูก

เมือ่นำ� MSCs จากถงุน้ำ�คร่ำ�และไขกระดกูทีเ่พาะเลีย้ง

ไว้ในรุ่นที่ ๓ มาทดสอบความสามารถในการพัฒนาเป็น 

เซลลก์ระดกู พบวา่ MSCs จากถงุน้ำ�คร่ำ�ทีเ่พาะเลีย้งในน้ำ�ยา

กระตุน้การเจรญิพฒันาเปน็เซลลก์ระดกู สามารถเจรญิพฒันา

เป็นเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเซลล์กระดูก เมื่อนำ�เซลล์ดังกล่าว

มาทดสอบการทำ�งานของเอนไซม์ alkaline phosphatase 

พบว่า มีตะกอนสีน้ำ�ตาลเกิดข้ึน (รูปท่ี ๓ D) เช่นเดียวกับ 

MSCs จากไขกระดูกท่ีเพาะเลี้ยงในน้ำ�ยากระตุ้นการเจริญ 

พฒันาเปน็เซลลก์ระดกู (รปูที ่๓ B) สำ�หรบักลุม่ควบคมุ MSCs 

จากถุงน้ำ�คร่ำ�และไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในน้ำ�ยา DMEM ที่มี 

2 mM L-glutamine, 10% FBS และ 100 U/ml penicillin 100 

µg/ml streptomycin นั้น ไม่สามารถเจริญพัฒนาเป็น 

เซลล์กระดูกได้ และไม่เกิดผลึกสีน้ำ�ตาลหลังทดสอบการ

ทำ�งานของเอนไซม์ alkaline phosphatase (รูปที่ ๓ A, C) ผล

การทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�สามารถ 

ถูกกระตุ้นเพื่อให้เกิดการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์กระดูกได้ 

ไม่แตกต่างจาก MSCs จากไขกระดูก
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ความสามารถในการเจริญพัฒนาของ MSCs ไปเป็น 

เซลล์ไขมัน

เมื่อนำ� MSCs ที่เพาะเลี้ยงไว้ในรุ่นที่ ๓ มาทดสอบ

ความสามารถในการเจรญิพฒันาเปน็เซลลไ์ขมนั พบวา่ MSCs 

จากถงุน้ำ�คร่ำ�ทีเ่พาะเลีย้งในน้ำ�ยากระตุน้การเจรญิพฒันาเปน็

เซลล์ไขมัน สามารถเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ที่มีลักษณะคล้าย

เซลล์ไขมัน โดยเซลล์ดังกล่าวมีการสร้าง lipid droplet 

ซึ่งย้อมติดสีแดงของ Oil Red O (รูปที่ ๔ D) เช่นเดียวกับ 

MSCs จากไขกระดูก (รูปที่ ๔ B) อย่างไรก็ตาม MSCs จาก

ถุงน้ำ�คร่ำ� ใช้เวลาในการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมันประมาณ  

๒๘ วนั ซึง่นานกวา่การเจรญิพฒันาของ MSCs จากไขกระดกู

ซึ่งใช้เวลา ๒๑ วัน สำ�หรับกลุ่มควบคุม MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�

และไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในน้ำ�ยา DMEM ที่มี 2mM 

L-glutamine, 10% FBS และ 100 U/ml penicil l in 

100 µg/ml streptomycin นั้น มีลักษณะเรียวยาวและไม่พบ 

lipid droplet ภายในเซลล์ รวมทั้งไม่ติดสีแดงของ Oil Red O 

(รูปที่ ๔ A, C) ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า เมื่ออยู่ใน

สภาวะที่เหมาะสม MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�สามารถถูกกระตุ้น

เพื่อให้เกิดการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมันได้ไม่แตกต่างจาก 

MSCs จากไขกระดูก

รูปที่ ๓	 ความสามารถของ MSCs ในการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์กระดูก A: MSCs จากไขกระดูก กลุ่มควบคุม, 

B: MSCs จากไขกระดูก กลุ่มที่ได้รับการกระตุ้น, C: MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� กลุ่มควบคุม, D: MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� 

กลุ่มที่ได้รับการกระตุ้น
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ความสามารถของ MSCs ในการยบัยัง้การแบง่ตวัเพิม่จำ�นวน

ของ activated T lymphocyte

การทดสอบความสามารถของ MSCs ในการยับยั้ง 

การแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนของ activated T lymphocyte พบว่า  

activated T lymphocyte ในกลุ่มที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ MSCs 

จากถุงน้ำ�คร่ำ�  มีอัตราการแบ่งตัวเพ่ิมจำ�นวนต่ำ�กว่ากลุ่มที่ 

ไมไ่ดเ้พาะเลีย้งรว่มกบั MSCs จากถงุน้ำ�คร่ำ�อยา่งมนียัสำ�คญั

ทางสถิติ (proliferative index = ๐.๘๗±๐.๑๕ เปรียบเทียบกับ 

๓.๑๔±๐.๐๕ ตามลำ�ดับ; p<๐.๐๕) เมื่อเปรียบเทียบกับ 

activated T lymphocyte ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ MSCs จาก

ไขกระดูก พบว่า activated T lymphocyte ที่เพาะเลี้ยงร่วม

กับ MSCs จากไขกระดูกมีอัตราการแบ่งเซลล์เพิ่มจำ�นวนต่ำ�

กวา่กลุ่มทีไ่ม่ได้เพาะเล้ียงรว่มกับ MSCs อยา่งมีนัยสำ�คญัทาง

สถิติ (proliferative index = ๐.๙๙±๐.๑๖ เปรียบเทียบกับ 

๓.๑๔±๐.๐๕ ตามลำ�ดับ; p<๐.๐๕) เช่นเดียวกัน นอกจากนี้ 

ยังพบว่า MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�สามารถยับยั้งการแบ่งตัวเพิ่ม

จำ�นวนของ activated T lymphocyte ไดไ้มแ่ตกตา่งจาก MSCs 

จากไขกระดูก (prol i ferat ive index = ๐.๘๗±๐.๑๕ 

เปรียบเทียบกับ ๐.๙๙±๐.๑๖ ตามลำ�ดับ) (รูปที่ ๕)

 

รูปที่ ๔	 ความสามารถของ MSCs ในการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมัน A: MSCs จากไขกระดูก กลุ่มควบคุม, B: MSCs จาก

ไขกระดูก กลุ่มที่ได้รับการกระตุ้น, C: MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� กลุ่มควบคุม, D: MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� กลุ่มที่ได้รับการ 

กระตุ้น
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 วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา 
MSCs เป็นเซลล์ต้นกำ�เนิดที่มีศักยภาพในการเจริญ 

พัฒนาเป็นเซลล์ที่ทำ�หน้าที่เฉพาะอย่างได้หลายชนิด เช่น  

เซลล์กล้ามเนื้อ เซลล์ไขมัน เซลล์กระดูก และเซลล์กระดูก

อ่อน ๑๕ MSCs จึ ง เป็น เซลล์ต้ นกำ � เนิดที่ แพทย์และ 

นักวิทยาศาสตร์หลายกลุ่มให้ความสนใจศึกษาเพื่อที่จะนำ� 

ไปประยุกต์ใช้ในทางคลินิกได้ในอนาคต๑๕, ๑๖ มีรายงานว่า  

เมื่อฉีด MSCs เข้าไปในร่างกาย MSCs สามารถเข้าไปรวม

กับเนื้อเยื่อได้หลายชนิด เช่น กระดูก กระดูกอ่อน ปอด๑๗ 

กล้ามเนื้อ๑๘ และกล้ามเนื้อหัวใจ๑๙ เป็นต้น ถึงแม้ว่าจะมี 

การศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับเซลล์ต้นกำ�เนิดชนิดนี้เป็นอย่างมาก  

ในปัจจุบัน MSCs ท่ีใช้ส่วนใหญ่ได้มาจากไขกระดูก ซึ่งเป็น

แหล่งมาตรฐานที่ใช้ในทางคลินิก อย่างไรก็ตามการคัดแยก 

MSCs จากไขกระดูกมีข้อจำ�กัดหลายประการทั้งในด้าน

ปรมิาณและคณุภาพของ MSCs ทีล่ดลงตามอายขุองผูบ้รจิาค๗ 

รวมทั้งความเจ็บปวดจากการเจาะไขกระดูก การศึกษาใน 

ครั้งนี้ผู้วิจัยได้คัดแยก MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�ซึ่งพบว่า MSCs 

ที่คัดแยกจากถุงน้ำ�คร่ำ�มีคุณสมบัติของ MSCs เช่นเดียวกับ 

MSCs ที่คัดแยกจากไขกระดูก๒๐, ๒๑ คือ ๑) MSCs จาก 

แหล่งดังกล่าว มีรูปร่างยาวเรียว ลักษณะคล้ายเซลล์ 

ไฟโบรบลาส สามารถยดึตดิพลาสตกิของจานเพาะเลีย้งเซลล์

เช่นเดียวกับ MSCs ที่คัดแยกจากไขกระดูก ๒) MSCs 

ทีไ่ดจ้ากแหลง่ดงักลา่วมกีารแสดงออกของโมเลกลุบนผวิเซลล ์

ซึ่งจำ�เพาะต่อ MSCs ได้แก่ CD73, CD90 และ CD105 และ

ไม่มีการแสดงออกของ CD34 และ CD45 ซึ่งเป็นโมเลกุล 

บนผิวเซลล์ที่จำ�เพาะต่อ hematopoietic cell เช่นเดียวกับ 

MSCs ที่คัดแยกจากไขกระดูก ๓) MSCs ที่ได้จากแหล่ง 

ดังกล่าวสามารถที่จะเจริญพัฒนาเป็นเซลล์กระดูกและ 

เซลล์ไขมันได้ เช่นเดียวกับ MSCs ที่คัดแยกจากไขกระดูก 

จากคุณสมบัติดังกล่าวข้างต้น แสดงให้เห็นว่า เซลล์ที่คัดแยก

ได้จากถุงน้ำ�คร่ำ�มีคุณสมบัติของ MSCs เช่นเดียวกับ MSCs 

ที่คัดแยกจากไขกระดูก 

เมื่อไม่นานมานี้มีรายงานว่า MSCs มีคุณสมบัติเป็น 

immune-privileged cell และมีความสามารถในด้าน immuno-

suppression และ anti-inflammation ทำ�ให้ MSCs สามารถ

ออกฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนและการทำ�หน้าที่ของ

เซลลใ์นระบบภมูคิุม้กนัหลายชนดิ เชน่ NK cell, dendritic cell, 

T- และ B-cells๒๒ การศึกษาในครั้งน้ีพบว่า MSCs จาก 

ถุงน้ำ�คร่ำ�สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนของ  

activated T lymphocyte ได้เชน่เดียวกับ MSCs จากไขกระดกู 

ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานการศึกษา MSCs ก่อนหน้านี้ซึ่ง 

พบว่า MSCs จากไขกระดูกมีคุณสมบัติทางด้านการควบคุม

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน (immunomodulation) ช่วย

เพิ่มอัตราการ engraftment ของเซลล์ต้นกำ�เนิดเม็ดเลือดท่ี

ปลูกถ่ายเข้าไปในร่างกายและทำ�ให้เซลล์ต้นกำ�เนิดเม็ดเลือด 

ดังกล่าวมีความคงทน รวมทั้งช่วยทำ�ให้อัตราการเกิด GvHD 

ลดลง๕ 

รูปที่ ๕ ความสามารถของ MSCs จากไขกระดูกและถุงน้ำ�คร่ำ� ในการยับยั้งการแบ่งตัวของ T lymphocyte

		  *แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (T cells + stimulator)

* *
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โดยสรุปการศึกษาครั้งนี้ พบว่า MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ�

มีคุณสมบัติไม่แตกต่างจาก MSCs จากไขกระดูก ทั้ง 

ดา้นลกัษณะรปูรา่งของเซลล ์การแสดงออกของโมเลกลุบนผวิ

เซลล์ ความสามารถในการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูก 

เซลล์ไขมัน และที่สำ�คัญคือ ความสามารถในการควบคุมการ

ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ดังนั้น MSCs จากถุงน้ำ�คร่ำ� 

จึงน่าจะเป็นแหล่งทางเลือกใหม่สำ�หรับการนำ� MSCs มาใช้

ทดแทน MSCs จากไขกระดูกในการควบคุมการตอบสนอง

ของระบบภูมิคุ้มกันได้ อย่างไรก็ตามการศึกษากลไกการ

ควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในเชิงลึกยังเป็น 

สิ่งจำ�เป็นที่จะทำ�ให้เกิดการพัฒนาไปสู่วิธีการรักษาหรือการ

ป้องกันการเกิด GvHD ในรูปแบบใหม่ได้ในอนาคต
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Abstract

Comparison of immunomodulatory effects of amnion derived mesenchymal stem cells with bone marrow derived mes-

enchymal stem cells
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Introduction:	 Mesenchymal stem cells (MSCs) are potent sources for cell therapy in regenerative medicine because 

they can be isolated from various tissues, expanded, and induced into multiple lineages. Noteworthy, 

their immunomodulatory effects maximize the therapeutic effects of stem cells engrafted on host, 

making them an especially attractive choice. The main source of MSCs for most clinical and 

preclinical research is bone marrow. Recently, several tissues, including placenta and umbilical  

cord have been suggested as alternative sources of mesenchymal stem cells. However, 

comparative studies on biological and immunomodulatory effects of amnion derived mesenchymal 

stem cells (AM-MSCs) and bone marrow derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) are still 

poorly characterized. 

Method:	 Examine and compare immunomodulatory function of AM-MSCs with that of BM-MSCs using  

co-culture system with activated T lymphocyte derived from human peripheral blood. 

Results:	 Similar to BM-MSCs, AM-MSCs expressed MSC markers CD73, CD90, and CD105 but did not 

express the hematopoietic markers CD34 and CD45. AM-MSCs were able to differentiate to 

several mesodermallineages including adipocytes and osteoblasts. Interestingly, these cells also  

exhibited comparable immunomodulatory effects when they were co-cultured with activated T 

lymphocyte. 

Discussion and 	 The results of the present study suggest that while both AM-MSCs and BM-MSCs have  

immunomodulatory effects, AM-MSCs may have additional advantage over the BM-MSCs in terms 

of availability. Therefore, AM-MSCs might be considered a potential source for therapeutic  

applications.

Key words: Immunomodulation, Mesenchymal stem cells, Bone marrow, Amnion 

conclusion:




