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บทคัดยอ 

รหัสโครงการ:  MRG5380153 

ชื่อโครงการ:  การเปลี่ยนแปลงของเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลที่ไดจากไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมัน
ของสุนัขเพ่ือเปนเซลลประสาท 

ชื่อนักวิจัย และสถาบัน: ผศ.น.สพ.ดร. ธีรวัฒน ธาราศานิต และคณะ ภาควิชาสูติศาสตร เธนุเวชวิทยา 
และวทิยาการสืบพันธุ  คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

อีเมล: Theerawat.t@chula.ac.th 

ระยะเวลาโครงการ:  2 ป 

บทคัดยอ: 
เซลลตนกําเนิดมีเซนไคม (MSCs) เปนเซลลที่มีความสามารถในการเจริญเพ่ิมจํานวนและสามารถ

พัฒนาเปนเซลลจําเพาะหลายชนิดโดยเฉพาะเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลาง อยางไรก็ตามมีขอจํากัดของ
ขอมูลการเปลีย่นแปลงและพัฒนาของเซลลตนกําเนิด MSCs ใหเปนเซลลประสาท การศึกษานี้มี
วัตถุประสงคเพ่ือศึกษาคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิด MSCs ที่เก็บจากไขกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันของสุนัข
ตอประสิทธิภาพการเจริญพัฒนาเปนเซลลประสาท ทําการเก็บตัวอยางจากไขกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันจาก
สุนัขจํานวน 4 ตัว ทําการเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจํานวน ทําการยอยเซลลเปนเซลลเด่ียวและเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจํานวน
จํานวน 3 คร้ัง นําเซลลทีไ่ดมาตรวจโปรตีนบนผวิเซลลไดแก CD 34 CD 44 และ CD 90 ดวยโฟวไซโตมีทรี 
ทําการตรวจคณุสมบัติของเซลลตนกําเนดิมีเซนไคมดวยการกระตุนใหเซลลพัฒนาเปนเซลลในกลุมเน้ือเยื่อ
ชั้นกลาง ไดแกการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกและเซลลไขมัน นาํเซลลไลนจํานวน 4 เซลลไลนที่มาจาก
ทั้งไขกระดูกและเน้ือเย่ือไขมันมากระตุนใหเปนเซลลประสาท โดย 7 วันแรกใสโกรทแฟคเตอร ชนิดอิพิเดอร
มอล และ เบสิคไฟโบรบลาส เพ่ือใหเกิดการรวมกลุมของเซลลประสาท (neurospheres)  จากน้ันยอยเซลล
ออกจาก neurosphere เปนเซลลเด่ียวและเลีย้งเซลลในน้ํายาเลี้ยงเซลลประสาทที่ปราศจากโกรทแฟคเตอร
นาน 5 วัน กอนเก็บตวัอยางเพ่ือตรวจประสิทธิภาพการพัฒนาของเซลลประสาท การศึกษาครั้งน้ีพบวาเซลล
ที่เก็บไดจากทั้งไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมันแสดงออกโปรตีนบนผวิเซลลชนิด CD 40 และ CD 90 ใน
ระดับสูง แตแสดงออก CD 34 นอย แสดงวามีการปนเปอนของเซลลตนกําเนิดเลือดนอยมาก (นอยกวา 5 
เปอรเซ็นต) โดยเซลลทีไ่ดนี้มีคุณสมบัติเปนเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมซึ่งตรวจไดจากคุณสมบัติในการเปลี่ยน
เปลี่ยนแปลงพัฒนาเปนเซลลในกลุมเซลลกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันเม่ือทําการกระตุนในจานเพาะเลี้ยง
นอกจากนี้ยังเปลี่ยนแปลงขามชนิดเน้ือเยื่อใหเจริญพัฒนาเปนเซลลประสาทได แตมีประสิทธิภาพที่แตกตาง
กัน  เทคนิคการเปลี่ยนเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมใหเปนเซลลประสาทมีแนวโนมเจริญเปนเซลลแอสโตรไซต
มากกวาจะเปนเซลลประสาทชนิดอ่ืนๆ 

คําหลัก :  สุนัข เซลลตนกําเนิดมีเซนไคม เซลลประสาท                                     
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Abstract 

Project Code: MRG5380153 

Project Title: Neuronal differentiation of canine mesenchymal stem cells isolated form bone marrow 
and adipose tissue 

Investigator: Theerawat Tharasanit et al. Department of Obstetrics, Gynaecology and 
Reproduction, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University 

E-mail Address: Theerawat.t@chula.ac.th 

Project Period: 2 years 

Abstract: 
Mesenchymal stem cells (MSCs) have a unique capability to multiply and differentiate into 

specialized cell types especially the mesodermal lineage. However, information on differentiation of 
the MSCs into neurons has been limited.  This study aimed at examining the capability of 
mesenchymal stem cells isolated either from bone marrow or from adipose tissue on neuronal 
differentiation. The bone marrow contents and adipose tissues were collected from 4 dogs. The 
putative MSCs were cultured and passaged. On passage 3, they were disaggregated and 
examined for cell surface proteins CD 34, CD 44 and CD 90 using flow cytometry. They were also 
chemically induced to differentiate into osteogenic and adipogenic lineages. Two-step neuronal 
differentiation protocol was used in this study. The MSCs were cultured in preneuronal 
differentiation medium containing basic fibroblast growth factor (bFGF) and epidermal growth factor 
(EGF) for 7 day in order to allow the neurons to aggregate as a neurosphere. The neurospheres 
were typsinized and the single cells were further cultured in neuronal medium without the two 
growth factors for additional 5 days.  

In this study, we found that cells isolated from bone marrow and adipose tissue highly 
expressed mesenchymal stem cell markers (CD 44 and CD 90), while the expression of the 
hemopoietic stem cells were found to be rare (CD 34, less than 5 %). These MSCs irrespective the 
origin of cells were able to differentiate into osteogenic and adipogenic lineages. In addition, they 
also demonstrated to transdifferentiate into neuronal lineage but the efficacy appeared to differ 
when compared between the bone and adipose tissue derived MSCs. By using the specific 
neuronal differentiation, the MSCs tended to differentiate into astrocyte rather than other neuronal 
lineages. 

Keywords: Canine, Mesenchymal stem cells, neuron 
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                    เอกสารแนบหมายเลข 3 

Executive summary  
เซลลตนกําเนิดมีเซนไคม (MSCs) เปนเซลลที่มีความสามารถในการเจริญเพ่ิมจํานวนและสามารถ

พัฒนาเปนเซลลจําเพาะหลายชนิดโดยเฉพาะเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลาง อยางไรก็ตามมีขอจํากัดของ
ขอมูลการเปลีย่นแปลงและพัฒนาของเซลลตนกําเนิด MSCs ใหเปนเซลลประสาท การศึกษานี้มี
วัตถุประสงคเพ่ือศึกษาคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิด MSCs ที่เก็บจากไขกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันของสุนัข
ตอประสิทธิภาพการเจริญพัฒนาเปนเซลลประสาท ภายหลังการเก็บของเหลวจากโพรงกระดูกสุนัขและ
เน้ือเยื่อไขมัน ทําการเลี้ยงเซลลเพ่ือเพ่ิมจํานวนและนาํเซลลทีไ่ดมาตรวจโปรตีนบนผิวเซลลไดแก CD 34 
CD 44 และ CD 90 ดวยโฟวไซโตมีทรี ทําการตรวจคณุสมบัติของเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมดวยการกระตุน
ใหเซลลพัฒนาเปนเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชัน้กลาง ไดแกการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกและเซลลไขมัน นํา
เซลลไลนจํานวน 4 เซลลไลนที่มาจากทั้งไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมันมากระตุนใหเปนเซลลประสาท 

ผลการศึกษาพบวาเซลลที่เก็บมาทั้งจากไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมัน มีคุณสมบัติเปนเซลลตนกําเนิด
มีเซนไคม โดยตรวจสอบจากการรูปรางที่คลายเซลลไฟโบรบลาส (ภาพที่ 1) แสดงออกของโปรตีนจําเพาะ
บนผิวเซลลชนิด CD 34 CD 44 และ CD 90 (ตารางที่ 1) และสามารถเจริญเปลี่ยนแปลงใหเปนเซลลใน
กลุมเน่ือเยื่อชัน้กลางได เม่ือทําการเลี้ยงเซลลดังกลาวในน้ํายากระตุนใหเปนเซลลประสาท (pre-neuronal 
differentiation) พบการเกาะกลุมของเซลลในลักษณะของนิวโรสเฟยร (neurosphere) ไมพบความแตกตาง
ของความหนาแนนของเซลลที่เลี้ยงตอลักษณะการเกาะกลุมของนิวโรสเฟยร และมีความคลายคลึงกัน
ระหวางเซลล MSC จากไขกระดูกและจากเนื้อเยื่อไขมัน เม่ือทําการยอยเซลลออกจาก neurosphere เพ่ือ
ตรวจปริมาณเซลลมีชวีติ เซลลของ neurosphere มีรอยละของเซลลมีชวีิตรอดสูง (ภาพที่ 2) โดยไมพบ
ความแตกตางของปริมาณเซลลมีชวีิตทั้งจากแหลงที่มาของเซลล MSCs และความหนาแนนของเซลลทีใ่ช
เลี้ยง เม่ือทําการกระตุนใหเซลลเจริญพัฒนาใหเปนเซลลประสาทดวยน้ํายาที่มีสวนประกอบของ ออล ทราน 
เรตินิล (all-trans retinol) และ โกรทแฟคเตอร ชนิด อิพิเดอรมอล และ เบสคิไฟโบรบลาส พบวาเซลล
เปลี่ยนลักษณะรูปราง จากเซลลที่มีหัวและปลายแหลมคลายเซลลไฟโบรบลาส ใหเปนเซลลที่มีการย่ืนแขนง
หลายทิศทาง (multiple process) คลายเซลลประสาท จากการศึกษาเปรียบเทียบจากการแสดงออกของ
โปรตีน beta III tubulin, NeuN และ nestin (ภาพที่ 3) พบวาเซลล MSCs ที่เกบ็จากไขกระดูกมีแนวโนมที่
จะประสิทธิภาพในการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลประสาทสูงกวา เม่ือเทียบกับเซลล MSCs ที่เก็บจากเน้ือเยื่อ
ไขมัน และเซลลประสาทสวนใหญที่ไดจากการศึกษาคร้ังนี้เปนเซลลประสาทชนิดแอสโตรไซต (ภาพที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 แสดงภาพตัวอยางลักษณะของเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคม มีรูปรางคลายเซลลไฟโบรบลาส 
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ตารางที่ 1 แสดงผลสรุปการตรวจการแสดงออกของโปรตีนผิวเซลลชนิด CD 44 และ CD 90 ดวยโฟวไซ-
โตมีทรี (flow cytometry)   

แหลงที่มาของเซลล เปอรเซ็นตเซลลที่ใหผลบวก    
ตอ CD 44 

เปอรเซ็นตเซลลที่ใหผลบวก
ตอ CD 90 

Bone marrow MSC dog 1 98.8 67.8 
Bone marrow MSC dog 2 95.0 39.2 
Bone marrow MSC dog 3 97.7 79.9 
Bone marrow MSC dog 4 93.3 81.3 
Adipose tissue MSC dog 1 97.4 95.1 
Adipose tissue MSC dog 2 99.4 80.4 
Adipose tissue MSC dog 3 99.8 82.8 
Adipose tissue MSC dog 4 99.5 88.8 
คาเฉลีย่และสวนเบ่ียงเบน

มาตราฐาน (mean ± SD) 
97.6±2.3 76.9±17.1 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 แสดง neurosphere (ซาย) ภายหลังการเลี้ยงในน้ํายากระตุนใหเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมพัฒนา
เปนเซลลประสาท โดยเซลลที่อยูภายใน neurosphere (ขวา) มีจํานวนเซลลมีชวีติสูง (เซลลยังคงมีการ
ทํางานของเอ็นไซม เอสเตอรเรส) 
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ภาพที่ 3 แสดงการแสดงออกของโปรตีนของ neurosphere (ลูกศร) และเซลลประสาท ภาพ A: แสดง
นิวเคลียสของ neurosphere ยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน) ภาพ B: การแสดงออกของ beta III tubulin (สีเขียว) 
และ nestin (สีแดง ภาพ C) ภาพ D แสดงการรวมภาพ (merged image) ของการแสดงออกโปรตีนใน 
neurosphere 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 แสดงการแสดงออกของโปรตีน Glial fibrillary acidic protein (GFAP) (สีเขียว) ของเซลลประสาท
ที่ผลติจากเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมจากไขกระดูก นิวเคลียสของเซลลยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน) 

A

C D

B
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1. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทาํการวิจัย 

เซลลตนกําเนิดเปนเซลลพิเศษท่ีมีลักษณะเฉพาะในการเพิ่มจํานวน (self-renewal) และมี
ความสามารถในการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของเซลลเปนเซลลหลายๆชนิด เซลลตนกําเนิดตวัออนสามารถ
เก็บไดจากกลุมเซลล (inner cell mass) ที่อยูภายในตวัออนระยะบลาสโตซีส  มีคณุสมบัติพิเศษในการเจริญ
เพ่ิมจํานวนไดอยางไมจํากัด (self-renewal) และสามารถเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดตางๆ ของรางกาย
โดยเฉพาะเซลลเน้ือเยื่อชั้นนอก ชั้นกลาง และชั้นในของตัวออนเม่ือสภาพแวดลอมเหมาะสม เซลลตนกําเนิด
จากเน้ือเยื่อฟตัสและสัตวเตม็วัย (fetal and adult stem cells) เปนเซลลตนกําเนิดอีกชนิดหน่ึงที่ไดรับ
การศึกษาอยางมากในปจจุบัน เน่ืองจากมีแนวโนมที่จะถูกนําไปใชรักษาโรคในลักษณะเซลลหรือเน้ือเยื่อ
บําบัด (cell- or tissue engineering- based therapy) นอกจากนี้ยังชวยลดปญหาจริยธรรมการใชตวัออน 
ลดการตอตานเน้ือเยื่อภายหลังการผาตดัปลูกถายเนือ้เยื่อ (tissue transplantation) และลดปญหาที่เกิดจาก
การเจริญอยางผิดปกติของเซลลตนกําเนิดจนกลายเปนเซลลมะเร็ง (tumorogenesis)  

เซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคมอล (mesenchymal stem cells: MSCs) สามารถเก็บไดจากเน้ือเยื่อ
หลายๆชนิด โดยเฉพาะของเหลวในโพรงกระดูกหรือไขกระดูก (bone marrow aspirate) และเนื้อเย่ือไขมัน 
(adipose tissue) เซลล MSCs สามารถเลี้ยงเพ่ิมจํานวนในจานเพาะเลี้ยงและมีความสามารถในการพัฒนา
เปลี่ยนแปลงเปนเซลลหลายชนิด โดยเฉพาะเซลลกระดูก กระดูกออน และไขมันเม่ือไดรับการกระตุนอยาง
เหมาะสม อยางไรก็ตามในปจจุบันพบวาเซลล MSCs สามารถพัฒนาขามกลุมเน้ือเยื่อ (transdifferentiation) 
ได แตผลที่ไดยังไมมีความแนนอน เน่ืองจากมีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของ เชน ความบรสิุทธของเซลล 
MSCs ที่ใช และการหลอมเซลลกับเซลลโฮสท ตัวอยางของเซลลทีส่ามารถกระตุนใหเจริญจากเซลล MSCs 
เชน เซลลกลามเน้ือโครงราง กลามเน้ือหัวใจ เซลลตบั และเซลลประสาท คุณสมบัติดังกลาวของ MSCs ทํา
ใหเซลลตนกําเนิดชนิดน้ีมีการศึกษากันอยางกวางขวางทั้งในมนุษยและในสตัว จากการศึกษาการแสดงออก
ของยีนในเซลล MSCs พบวาเซลล MSCs สามารถแสดงออกยีนที่สําคัญที่เก่ียวของกับการเจริญและการ
พัฒนาของเซลลประสาท (neuronal gene expression) ดังนั้นเซลล MSCs จึงเปนเซลลตนกําเนิดที่นาจะ
สามารถนํามาใชในการผลิตเซลลประสาทในจานทดลอง เพ่ือใชในการศึกษาวิจัยเก่ียวกับขั้นตอนการพัฒนา
ของเซลลประสาท การใชเซลลประสาทในการทดสอบยา รวมถึงการใช MSCs และการพัฒนาใหเปนเซลล
ประสาทเพ่ือใชในเซลลบําบดั เชนกรณีโรค Parkinson’s และความผิดปกติของทางเดินประสาทดวยสาเหตุ
อ่ืนๆ การศึกษาการพัฒนาของเซลลประสาทในสตัวสามารถใชเปนตนแบบการศึกษาระบบประสาทในมนุษย
ได  

คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยเปนหนวยงานทีใ่หบริการรักษาสัตวปวย ซึ่งใน
ปจจุบันมีจํานวนสัตวทีเ่ขามารับบริการเพ่ิมขึ้นอยางตอเน่ืองโดยเฉพาะสุนัขและแมว สุนัขจํานวนหนึง่มี
ปญหาทางระบบประสาทเชน สุนัขทีป่ระสบอุบตัิเหตุและกระดูกสันหลังหัก (dislocation of spinal cord) 
หรือมีปญหาของการเสื่อมของระบบประสาทเนื่องมาจากโรคติดเชื้อบางชนิด ในบางกรณีสตัวแพทยไม
สามารถรักษาสัตวปวยดังกลาวดวยวธิีการรักษาแบบดัง้เดิม ดังนั้นการศึกษาวธิีการรักษาดวยเซลลบําบัด
โดยการเพาะเลี้ยง MSCs เพ่ือพัฒนาใหเปนเซลลประสาทและนํามาเพ่ือทดแทนเซลลที่เสียหาย/เสื่อมจึงเปน
อีกทางเลือกหน่ึงสําหรับการรักษาโรคของระบบประสาทในสัตว โดยเฉพาะในกรณีที่ไมสามารถรักษาดวยวธิี
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ปกติ (conventional treatment) หรืออาจใชเซลลบําบัดรวมกับการรักษาดวยวิธอ่ืีนๆ อยางไรก็ตามวิธีการ
ศึกษาขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงของเซลล MSCs ใหเปนเซลลประสาทคอนขางซับซอนเน่ืองจากยังไมทราบ
ปจจัยที่จําเพาะในการกระตุนใหเซลลเปลีย่นแปลง ขาดความบรสิุทธิ์ของเซลล และประสิทธิภาพการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลประสาทยังอยูในระดับต่ํา 

เซลลตนกําเนิดเปนเซลลทีมี่การศึกษามากที่สุดในชวงสิบปที่ผานมาเน่ืองจากเปนเซลลที่มีคุณสมบัติ
พิเศษกวาเซลลทั่วไปในรางกาย โดยเฉพาะคุณสมบัตใินการเพิ่มจํานวนอยางไมจํากัด (self-renewal) และมี
ความสามารถในการคงสภาพความเปนเซลลตนกําเนิดภายหลังการเพ่ิมจํานวน (undifferentiated stage/ 
stemness) นอกจากนี้เซลลดังกลาวสามารถถูกกระตุนใหเปลี่ยนสภาพและเจรญิเปนเซลลชนิดอ่ืนๆ ของ
รางกายไดเม่ือไดรับการกระตุนและสภาพแวดลอมการเลี้ยงเซลลเหมาะสม (Evans and Kaufman, 1981; 
Thomson and Marshall, 1998 ) จากคุณสมบัติดังกลาวของเซลลตนกําเนิด เซลลชนิดน้ีจึงเปนเซลลที่ถกู
คาดหวังวาจะสามารถนํามาใชเพ่ือการศึกษากลไกการพัฒนาของเซลลชนิดตางๆ รวมถงึการนําเซลล      
ตนกําเนิดมาใชเพ่ือการรักษามนุษยหรือสัตวปวย (Bongso et al., 2008; Hiyama et al., 2008) เซลลตน
กําเนิดในปจจุบันถูกจําแนกออกเปน 2 ชนิดตามแหลงที่มาของเซลลตนกําเนิดไดแก เซลลตนกําเนิดตัวออน 
(embryonic stem cells) และเซลลตนกําเนิดจากมนุษย/สัตวเต็มวัย (adult stem cells) เซลลตนกําเนดิ    
ตัวออนมีคุณสมบัติในการเพ่ิมจํานวนและเจริญเปนเซลลตางๆ ของรางกายได (pluripotency) มากกวาเซลล
ตนกําเนิดจากมนุษยหรือสัตวเต็มวยั (adult stem cells) โดยสวนใหญมีคุณสมบัติในการเจริญเปนเซลลที่อยู
ในกลุมเดียวกนั (multipotency) เชน เซลลตนกําเนิดมีเซนไคม เปนเซลลตนกําเนิดในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลาง 
สามารถเจริญเปนเนื้อเยื่อชัน้กลางไดดีเชน กระดูก กระดูกออน และเนื้อเยื่อไขมัน (Jiang et al., 2002; 
Pittenger et al., 1999; Prockop, 1997) อยางไรก็ตามองคความรูในปจจุบันพบวา adult stem cells บาง
ชนิดสามารถเจริญเปนเซลลในกลุมเน้ือเยือ่ที่ตางกันได (transdifferentiation) ยกตัวอยางเชน MSCs 
สามารถเจริญเปนเซลลประสาท (Woodbury et al., 2000) และเซลลตับ (Ong et al., 2006) ซึ่งเปนเซลลใน
กลุมเน้ือเยื่อชัน้นอกและชั้นในตามลําดับ   

เซลลตนกําเนิดมีเซนไคม (mesenchymal stem cells; MSCs) เปนเซลลตนกําเนิดที่ไดรับ
การศึกษาอยางมาก เพราะนอกจากจะมีคุณสมบัติในการเปนเซลลตนกําเนิดแลว เซลลเหลาน้ียังมี
ความสามารถในการกระตุนการซอมแซมของเซลล/อวยัวะ รวมทั้งมีคุณสมบัติลดการอักเสบและการตอตาน
ของระบบภูมิคุมกัน (Ganea et al., 2006; Greco and Rameshwar 2007) MSCs เปนเซลลที่สามารถเก็บ
ไดจากเน้ือเยื่อหลายชนิดเชน สายสะดือ น้ําในขอ (synovium) เน้ือเยื่อไขมัน เลือด โพรงฟน โพรงกระดูก 
และน้ําครํ่า (Musina et al., 2005) เซลล MSCs ในจานเพาะเลีย้งมีลักษณะคลายเซลลไฟโบรบลาสต มี
คุณสมบัติในการสราง adhere molecule ทําใหสามารถเกาะจานเลีย้งพลาสติก มีการแสดงออกของโปรตีนที่
ผิวเซลลหลายชนิด โดยในปจจุบันยังไมทราบโปรตีนจําเพาะตอเซลล  MSCs การคัดเลือกและการทําให
เซลล MSCs บริสุทธิ์จึงขึ้นกับการแสดงออกของโปรตีนที่ผิวเซลลหลายชนิดรวมๆกัน ซึ่งโดยปกติ MSCs จะ
ใหผลบวกตอ CD 29, CD 44, CD 90, CD 105, CD106, CD166, STRO-1, SSEA-1 (Jiang et al., 2002; 
Prockop, 1997) และใหผลลบตอเซลลในกลุม hemopoietic stem cells (CD 34 และ CD 45) อยางไรก็ตาม
การแสดงออกของโปรตีนทีผ่ิวเซลลอาจมีความแตกตางกันในสัตวแตละชนิด ความหลากหลายของโปรตีนที่
ผิวเซลลมีสวนทําใหเซลล MSCs ขาดความบริสุทธิ์และลดประสิทธิภาพการนําเซลลไปใชทางคลนิิก 
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(Gregory  et al., 2005) การศึกษาการเปลี่ยนเซลล MSCs เปนเซลลประสาทในชวงตนน้ันเปนการศึกษาใน
ลักษณะการเติมสารบางชนิดลงไปในน้ํายาเลี้ยงเซลลโดยเฉพาะการใชสารที่เพ่ิมปริมาณ cyclic AMP เชน  
isobutylmethylxanthine (IBMX: Deng et al., 2001) หรือ Butylated hydroxyanisole (Woodbury et al., 
2000) ทําใหเซลล MSCs มีลักษณะคลายเซลลประสาท (neuron-like cells) เซลลเหลาน้ียังสามารถ
แสดงออกโปรตีนที่จําเพาะตอเซลลประสาทหลายชนิดเชน nestin, glial fibrillary acidic protein (GFAP), 
neurofilament heavy chain (NF-H), and -III tubulin อยางไรก็ตามการเปลี่ยนรูปรางของ MSCs อยาง
รวดเร็วและการกลับคืนสภาพของเซลล MSCs ภายหลังมีการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลคลายเซลลประสาททาํ
ใหทราบวาเทคนิคการกระตุนเซลลดังกลาวไมสามารถเปลี่ยน MSCs เปนเซลลประสาทที่แทจริงได แตการ
เปลี่ยนรูปรางของเซลลคลายเซลลประสาทเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงของเซลลโครงรางหรือ แอคติน ไม
โครฟลาเมนต (actin microfilament) อยางไรก็ตามการศึกษาเก่ียวของกับการเปลีย่นเซลล MSCs เปนเซลล
ประสาทมีความสําคัญอยางยิ่ง ทั้งในทางการศกึษาวิจัยกลไกการเจริญของเซลลประสาท พัฒนาการของ
เซลลและการนําเซลลประสาทมาใชเพ่ือการรักษาเชิงเซลลหรือเน้ือเยื่อบําบัด ในปจจุบันมีรายงานการสราง
เซลลประสาทจากเซลล MSCs โดยเซลลที่ไดมีลกัษณะคลายเซลลประสาท มีการแสดงออกของยีนและ
โปรตีนที่เก่ียวของกับเซลลประสาท หรอืแมกระทั่งเซลลที่มีการเคลือ่นที่ของประจุไฟฟา (action potential) 
รวมถึงสามารถสรางสารสื่อประสาทบางชนิดเชน โดพามีน (Dopamine) นอกจากนี้การยายฝากเซลล MSCs 
ในสัตว เชน สุนัขและหนูยังใหผลการรักษาโรคของเซลลประสาทที่มีแนวโนมจะสามารถนํามาใชรักษาโรค
ของมนุษยได นอกจากคุณสมบัติทีเ่ซลล MSCs สามารถเปลี่ยนแปลงเปนเซลลประสาทแลว เซลล MSCs 
เองยังมีคุณสมบัติอ่ืนๆที่นาสนใจเชน มีคุณสมบัติในการผลิต Neurotrophic factors (NTFs) ที่ชวยในการ
พัฒนาและปองกันการตายของเซลลประสาท ชวยสรางเซลลประสาทใหม (Chen et al., 2002; Mahmood 
and Chopp, 2004) สามารถเคลื่อนที่ไปยังบริเวณที่เซลลประสาทเสียหาย เชนในสมอง ซึ่งในปจจุบันยังไม
ทราบกลไกทีช่ัดเจนแตคาดวาจะเกิดจาก chemokines บางชนิดเชน stromal-cell-derived factor-1 (SDF-
1a) (Li et al., 2001; Stumm et al., 2002)  

การศึกษาเก่ียวกับเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมในสุนัขมีอยูอยางจํากัด MSCs ของสุนัขสามารถเก็บได
จากเน้ือเยื่อหลายชนิด ไดแก สายสะดือ (Lim et al., 2008; Zucconi et al., 2009) เน้ือเยื่อไขมัน (Neupane 
et al., 2008; Black et al., 2008) ไขกระดูก (Arinzeh, 2003; Csaki et al., 2008; Hiyama et al., 2007) 
โดยเซลล MSCs จากสุนัขมีลักษณะคลายเซลล MSCs จากสัตวชนิดอ่ืนๆ และคณุสมบัติในการเปลี่ยนแปลง
เซลลเปนเซลลตางๆ ได เชน เซลลกระดูก (osteoblast) เซลลไขมัน และเซลลกระดูกออน (Csaki et al., 
2007) การศกึษาเซลล MSCs ในสุนัขที่ผานมาเปนการศึกษาเก่ียวกับวิธีการเก็บเซลล MSCs การทดสอบ
คุณสมบัติของเซลล และการกระตุนใหเซลล MSCs เจริญเปนเซลลกระดูก กระดูกออน เพ่ือใชในการศึกษา
ความเปนไปไดในการใชเซลลดังกลาวในการรักษาโรคของกระดูกและขอ อยางไรก็ตามการศกึษาโดยการ
ยายฝากเซลล MSCs สามารถชวยรักษาสุนัขที่มีปญหาการบาดเจ็บไขสันหลัง (spinal cord injury) ได 
(Jung et al., 2009)  อยางไรก็ตามถึงแมจะไมสามารถสรุปไดวาเซลล MSCs ที่ยายฝากมีการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล MSCs เปนเซลลประสาทในสุนัขไดจริง ในปจจุบันยังไมมีการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถ
ของเซลล MSCs จากไขกระดูกและไขมันสุนัข ในการถูกกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลใหเปน
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เซลลประสาท โดยการศึกษาคร้ังนี้อาจชวยใหทราบถึงโอกาสการใชเซลล MSCs เพ่ือบําบัดโรค และอาจเปน
นวัตกรรมทางสัตวแพทยในการรักษาโรคทางระบบประสาทในอนาคต 
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2. วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือทําการเก็บเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมจากของเหลวในโพรง/ไขกระดูกและเนื้อเยื่อไขมันสําหรับใช
ในการศึกษาวธิีการเก็บ วิธกีารเลี้ยงและการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลลที่ไดจากการเลี้ยง 

2. เพ่ือศึกษาเปรยีบเทียบความสามารถของเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมที่มาจากไขกระดูกและเน้ือเยือ่
ไขมันในการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลประสาท 

3. ระเบียบวธีิวิจัย 

3.1 สัตวทดลอง 

การศึกษาครั้งน้ีใชสุนัข อายุระหวาง 1-5 ป จํานวน 3-6 ตัว โดยเปนสุนัขที่มีความสมบูรณแข็งแรง 
ไมเปนโรคติดตอ และไดรับการตรวจเลอืดกอนนํามาใช การเลี้ยงและการดูแลสนุัขในขณะทําการศึกษาได
ดําเนินงานตามจรรยาบรรณการใชสัตวทดลองของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  

3.2 การเก็บตวัอยางไขกระดูกและการคดัแยกเซลล 

เก็บตวัอยางในกระดูกของสุนัขที่ไดรับการวางยาสลบแบบทั้งตัว แลวทําความสะอาดบริเวณสะโพก
ตามขั้นตอนปราศจากเชื้อทางศัลยกรรม ใชมีดกรีดผิวหนังบริเวณ wing of ilium เก็บตัวอยางเซลลตน
กําเนิดมีเซนไคมจากไขกระดูกโดยการใชเข็มสําหรับเก็บตวัอยางชิ้นเน้ือ (bone marrow biopsy needle) ทํา
การดูดเก็บของเหลวในโพรงกระดูกจํานวน 5-10 มิลลิลติร ลงในหลอดฉีดยาที่ใสยาปองกันการแข็งตัวของ
เลือด (heparinized syringe) นําของเหลวจากโพรงกระดูกไปแยกเซลลดวย Histoplague ® (Sigma) ที่มี
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ความเขมขนตางๆกัน ดวยการปนเหวีย่งที่ 400 g นาน  30 นาที เพ่ือคัดกรองเซลลนิวเคลียสเด่ียว 
(mononuclear cells) ออกจากเม็ดเลือดแดง 

  3.3 การเก็บเนื้อเยื่อไขมันและการคัดแยกเซลล Adipose-MSCs (A-MSCs) 

การเก็บเน้ือเย่ือไขมันจะกระทําในสุนัขตวัเดียวกบัทีใ่ชสําหรับเก็บของเหลวในโพรงกระดูก ทําการ
ตัด เน้ือเยื่อไขมันบริเวณสะโพกขนาดประมาณ 3x3 เซนติเมตร ทําการตัดยอยไขมันดวยกรรไกรรวมกับการ
ใชเอ็นไซมคอลลาจีเนส (collagenase) ที่ความเขมขน 0.075 % ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30-45 
นาที นําของเหลวที่ไดนํามากรองผานแผนกรองขนาด 100 และ 40 ไมครอนตามลําดับ ทําการปนที่ 1500 
รอบตอนาทีเพ่ือแยกเซลล และนําเซลลทีไ่ดมาเลี้ยงตอในจานเพาะเลี้ยง 

3.4 การเลี้ยงเซลลตนกําเนิดมีเซนไคม 

เซลลตนกําเนิด MSCs จะถูกเลี้ยงในน้ํายา Delbecco’s phosphate buffered saline ที่มีปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส  1 g/L, 2 mM L-glutamine, 10% (v/v) fetal calf serum และยาปฎิชีวนะ ในตูอบชนิด 5% 
CO2 อุณหภูมิ 37.0 C ทําการเปลี่ยนน้ํายาเลี้ยงเซลลทุกๆ 2-3 วัน ทําการเลี้ยงเซลลในจานเพาะเลี้ยง
พลาสติก จนกระท่ังเซลลแผกระจายประมาณ 80% confluence จึงทําการยอยเซลลใหหลุดจากจาน
เพาะเลี้ยงดวย 0.05% trypsin 

3.5 การตรวจคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิด 

ทําการตรวจคณุสมบัติตางๆ ของเซลล MSCs ไดแก  

1) คุณสมบัติในการเกาะจานเพาะเลี้ยงพลาสติก  

2) การใหผลบวกของโปรตีนบนผวิเซลล ไดแก CD 44 และ CD 90 

3) การใหผลลบของโปรตีนบนผิวเซลล ไดแก CD 34  

4) คุณสมบตัิในการพัฒนาเปลี่ยนแปลงเซลลเปนเซลลในกลุมของเน้ือเยื่อชั้นกลาง 
(mesoderm) ไดแก เน้ือเยื่อไขมัน กระดูก และกระดูกออน  

 3.6 การตรวจโปรตีนบนผวิเซลลดวย flow cytometer 
ทําการยอมสีฟลูโอเรสเซนตของโปรตีนบนผิวเซลล ไดแก CD 34, CD 44 และ CD 90  

และตรวจการเรืองแสงของเซลลดวยเครื่อง flow cytometer เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธิ์ของกลุมเซลลทีใ่ชใน
การวิจัย 

 3.7 การกระตุนใหเซลลเปลีย่นเปนเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลางและการตรวจคุณสมบัติของเซลล
ภายหลังการเลี้ยงเซลลใหได confluence ประมาณ 70-80% นําเซลลที่ไดมากระตุนการเปลีย่นแปลงของ
เซลล ตามตารางที่ 2  
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ตารางที่ 2 แสดงน้ํายาที่ใชในการกระตุนการเปลี่ยนแปลงของเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมใหเปนเซลล 

ชนิดตางๆ  

ชนิดของเซลล น้ํายาสําหรับกระตุนการเปลี่ยนแปลงของเซลล 

เซลลไขมัน 0.1 mg/ml insulin , 10mM sodium pyruvate, 1mM methyl isobutylxanthine, 
1μM dexamethasone and 0.2 mM Indomethacin 

เซลลกระดูก 100 nM dexamethasone, 50 μM ascorbate-2 phosphate, 10 mM beta 
glycerophosphate 

เซลลกระดูกออน 10 ng/ml TGF-β1, 100 nM dexamethasone, 0.1 mM ascorbate-2 
phosphate 

 

3.8 การทดสอบคุณสมบัตขิองเซลลภายหลังการกระตุนการเปลี่ยนแปลงของเซลลตนกําเนิดชนิดมี
เซนไคมอล 

การทดสอบคณุลักษณะของเซลลภายหลงัการกระตุนการเปลี่ยนแปลงของเซลลตนกําเนิดมีเซนไคม
สามารถทําไดโดยการยอมสีพิเศษที่มีความจําเพาะตอเน้ือเยื่อหรือเซลลชนิดน้ันๆ หรือใชเทคนิคทางอนูชีว
โมเลกุลในการตรวจ (ตารางที่ 3) 

 

ตารางที่ 3 วธิีการตรวจที่มีความจําเพาะตอเน้ือเยือ่หรือเซลลภายหลังกระตุนใหเซลลตนกําเนิดมีเซนไคม
เปลี่ยนแปลง (differentiation) 

ชนิดของเซลล วิธีการตรวจคณุสมบัติของเซลล 

เซลลไขมัน Oil Red O positive staining, PPAR 2 gene expression 

เซลลกระดูก Von Kossa positive staining, osteocalcin gene expression 

เซลลกระดูกออน Alcian blue staining positive staining, collagen type II gene expression 

 
  
3.9 การกระตุนใหเซลลเจริญเปนเซลลประสาท 
 นําเซลล MSCs ใน passage ที่ 3 มาตรวจหาความบริสุทธิข์องเซลลจากโปรตีนบนผิวเซลล และ
นําไปใชในการศึกษาการกระตุนการเปลี่ยนแปลงของ MSCs ทั้งสองชนิดใหเปนเซลลประสาท โดยทําการ
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กระตุนเซลล MSCs ใหเปนเซลลประสาทดวยการกระตุนใหเจริญเปนเซลลประสาท 2 รอบ (two-step 
neuronal differentiation) โดยการกระกระตุนการพัฒนาของเซลลประสาทคร้ังที่ 1 เพ่ือใหเกิดการสราง 
nuerosphere และครั้งทีส่อง ใหเกิดการพัฒนาสมบูรณของเซลลประสาท ตามวิธีการของ  (Shiri et al., 
2009)  ภายหลังการยอยเซลลใหเปนเซลลเด่ียวแลว ทําการนับจํานวนเซลลและใสน้ํายากระตุนใหเกิดการ
สราง neurosphere ที่มีสวนประกอบของน้ํายา neurobasal, B27 supplement, 1% insulin-transferin-
selenite (ITS), 20 ng/ml basic fibroblast growth factor และ 20 ng/ml epidermal growth factor เลี้ยง
เซลลในน้ํายานี้เปนเวลานาน 7 วัน นําเซลลทเีกาะกันเปนกอน neurosphere มายอยในเอ็นไซมทิปซิน 
(0.25%, w/v) นาน 2 นาที นําเซลลไปตรวจนับจํานวนเซลลและรอยละของเซลลมีชวีิต เลีย้งเซลลในจาน
เพาะเลี้ยงทีเ่คลือบดวย Poly-D-Lysine เลี้ยงเซลลในน้ํายาเหมือนในขั้นตอนที ่ 1 แตไมมีการใส basic 
fibroblast growth factor และ epidermal growth factor เพ่ือใหเกิดการเจริญและพัฒนาสมบรูณของเซลล
ประสาท เลีย้งเซลลในน้ํายาน้ีนาน 5 วัน ในทุกกรณีทาํการเปลี่ยนนํ้ายาทุกๆ 2-3 วัน 
 8.10 การตรวจการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับเซลลประสาท 

ทําการเลี้ยงเซลลประสาทตามวิธขีางตน ยกเวนเลี้ยงเซลลบนกระจกที่ผานการเคลือบ poly-D-
Lysine ทําการตรึงเซลลดวย 4% (w/v) paraformaldehyde นาน 5 นาที กอนการลางดวย phosphate 
buffered saline (PBS) อยางนอยสองครั้งกอนทําการเก็บรักษาในตูเย็น 4 องศาเซลเซยีส จนกวาจะทําการ
ยอมสีเรืองแสงเพื่อแสดงการแสดงออกของโปรตีน กอนทําการยอมสีทําการบลอ็ค non-specific binding 
ดวย 0.3% bovine serum albumin ใน PBS โดยแอนติบอด้ีที่ใชแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 แสดงชนิดของแอนติบอด้ีที่ใชในการศึกษา 
 

Primary antibody  Neuronal target 
Nestin  an intermediate filament protein expressed by neural 

progenitor cells 
Beta III tubulin a neuron-specific marker that indicates the neuronal 

commitment  
NeuN a neuron-specific protein which is present in most 

neuronal cell types of vertebrates 
Glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) 

Astocyte marker 

Oligodendrocyte Marker O1 (O1) Oligodendrocyte marker 
 
 
4. ผลการทดลอง  

จากการเก็บตวัอยางเซลลจากไขกระดูกของสุนัข พบวาเทคนิคในการเพ่ิมควาบริสุทธิ์ของเซลลตน
กําเนิดมีเซนไคมทําไดจากหลายวธิี ในการศึกษาคร้ังนี้เลือกใชเทคนิคการเพ่ิมความบริสุทธิ์ของเซลลดวย 
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gradient density โดยสามารถใหจํานวนเซลลสูงเม่ือทําการตรวจนับจํานวนเซลลในวันที่ 7 ของการเก็บ
ตัวอยางเซลล (จํานวนเซลลประมาณ  1.09±0.8 x 106 เซลล) สวนการเก็บตัวอยางเน้ือเยื่อไขมันจากสุนัข 
(ตัวอยางเก็บจากสุนัขตวัเดียวที่เก็บเซลลจากไขกระดูก) เม่ือทําการยอยชิ้นไขมันดวยเอ็นไซม collagenase 
และทําการเลีย้งเซลลในจานเพาะเลี้ยงในน้ํายาเลี้ยงเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมพบวา สามารถทําการเลีย้ง
เซลลตนกําเนิดมีเซนไคมของเน้ือเยื่อไขมันได โดยเซลลตนกําเนดิมีเซนไคมที่เก็บไดจากเน้ือเยื่อสองชนิดมี
ลักษณะคลายกัน คือมีลักษณะคลายเซลลไฟโบรบลาสดังภาพที่ 5 และ 6 แตอยางไรก็ตามเนื่องจากเซลล
ดังกลาวมีลักษณะคลายเซลลไฟโบรบลาสจึงมีความจําเปนตองทําการตรวจคุณมบตัิของเซลลที่ได โดยการ
ตรวจการแสดงออกของโปรตีนบนผวิเซลล โดยการศกึษานี้เลือกใช CD 44 และ CD 90 เพ่ือเปนมารค     
เกอรบวก (positive markers) ของเซลลตนกําเนิดมีเซนไคม และใช CD 34 เปน มารคเกอรลบ (negative 
marker) เน่ืองจาก CD 34 เปนมารคเกอรของการแสดงออกของโปรตีนที่เก่ียวของกับเซลลตนกําเนิดเลือด 
(hemopoietic stem cells) ซึ่งสามารถทาํการเก็บไดจากไขกระดูกเชนเดียวกบัเซลลตนกําเนิดมีเซนไคม 
จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาเซลลไลนที่นํามาตรวจท้ังหมด มีการแสดงออกของโปรตีนบนผวิเซลลในจํานวนที่
สูง ผลการตรวจการแสดงออกของโปรตีน CD 34 CD 44 และ CD 90 ของเซลลทีเ่ก็บไดจากไขกระดูก 
แสดงในภาพที่ 7, 8, 9 และ 10 และจากเน้ือเยื่อไขมัน แสดงในภาพที่  11, 12, 13 และ 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 แสดงภาพตัวอยางลักษณะของเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมที่เก็บจากไขกระดูกสุนัข มีรูปรางคลาย
เซลลไฟโบรบลาส 
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ภาพที่ 6 แสดงภาพตัวอยางเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมที่เก็บจากเน้ือเยื่อไขมันของสุนัข 
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ภาพที่ 7 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากไขกระดูกของ
สุนัขตวัที่ 1  
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ภาพที่ 8 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากไขกระดูกของ
สุนัขตวัที่ 2  
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ภาพที่ 9 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากไขกระดูกของ
สุนัขตวัที่ 3 
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ภาพที่ 10 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากไขกระดูก
ของสุนัขตวัที ่4 
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ภาพที่ 11 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากเนื้อเยื่อไขมัน
ของสุนัขตวัที ่1 
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ภาพที่ 12 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากเนื้อเยื่อไขมัน
ของสุนัขตวัที ่2 
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ภาพที่ 13 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากเนื้อเยื่อไขมัน
ของสุนัขตวัที ่3 
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ภาพที่ 14 แสดงการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลลชนิด CD 44 และ 90 ของเซลลทีเ่ก็บจากเนื้อเยื่อไขมัน
ของสุนัขตวัที ่4 
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ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลลดวยการกระตุนใหเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมเจริญเปนเซลล
ตางๆ  

เพ่ือตรวจสอบคุณสมบัตขิองเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมในการเจริญพัฒนาเปนเซลลชนิดตางๆ ใน
จานเพาะเลี้ยง โดยกระตุนใหเซลลตนกําเนิดมีเซนไคมเจริญเปนเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลาง(mesodermal 
lineage) โดยเฉพาะการพัฒนาของเซลลเปนเซลลกระดูก เซลลเน้ือเยื่อไขมัน และเซลลกระดูกออน ทําการ
ตรวจการเปลีย่นแปลงของเซลลดังกลาวดวยวธิีตามตารางที่  2 จากการศึกษาพบวาเซลลที่เก็บไดจากทั้งไข
กระดูกและเนือ้เยื่อไขมันสามารถกระตุนใหเจริญเปนเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลางได แตเน่ืองจากการกระตุน
ใหเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมใหเปนเซลลกระดูกสามารถทําไดงาย การศึกษาครั้งนี้จึงใชการตรวจการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมเปนเซลลกระดูกเปนหลัก อยางไรก็ตามเซลลตนกําเนิดชนิดน้ี
สามารถเปลี่ยนแปลงเปนเซลลอ่ืนๆ ในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลาง เชนเซลลกระดูกออน และเซลลไขมัน ตามภาพ
ที่ 15 การตรวจสอบคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดเพ่ือยืนยันและเปรยีบเทียบคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดมี
เซนไคมทั้งจากไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมันจากสุนัขทั้งสิ้น 4 ตัว พบวาเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมจากทั้งสอง
แหลงมีคุณสมบัติคลายกันโดยเฉพาะคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกในจานเพาะเลี้ยง (in 
vitro bone differentiation)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 15 แสดงตัวอยางการผลการกระตุนใหเซลล MSCs ใหเปนเซลลกระดูก (A, Alizaline Red staining) 
และ เซลลไขมัน (B, Oil red O staining) ลูกศรแสดง perinuclear fat droplet  

 

 

A B
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ผลการกระตุนใหเซลลมีเซ็นไคมใหเจริญขามชนิดเน้ือเย่ือ (transdifferentiation) เพ่ือใหเปนเซลล
ประสาท 

ทําการกระตุนใหเซลลตนกําเนิดเปลี่ยนแปลงเปนเซลลตนกําเนิดจากสุนัขจํานวน 4 ตัว เปนเซลลตน
กําเนิด MSC จากไขมัน 4 ตัวอยาง และจากไขกระดูก จํานวน 4 ตวัอยาง ทําการเลี้ยงเซลลเพ่ิมจํานวนเปน
คร้ังที่ 3 (passage 3)  ยอยเซลลใหเปนเซลลเด่ียวดวยเอ็นไซม ทริปซิน นับจํานวนเซลลและทําการเลี้ยง
เซลลดวยความหนาแนน 3 แบบ คือ 2.5x105 5x105 และ 1x 106 ในน้ํายากระตุน MSC ใหเปนเซลล
ประสาท เม่ือทําการเลี้ยงเซลลในน้ํายากระตุนใหเปนเซลลประสาทนาน 7 วัน เพ่ือใหเซลลเกาะกัน เปน 
neurosphere  (ภาพที่ 16 และ 17)  จากการศึกษาพบวา เซลล MSCs จากทั้งเน้ือเยื่อไขมันและไขกระดูก
รวมตวักันเปน neurosphere โดยไมมีผลของความหนาแนนของเซลลตอการสราง neuroshere เม่ือทําการ
ตรวจสอบการมีชีวิตของเซลลที่เกาะกันเปน neurosphere จะพบวาไมมีความแตกตางของรอยละการมีชีวติ
ของเซลลทีเ่ลีย้งในความหนาแนนที่แตกตางกัน ดังตารางที่ 5 และภาพที่ 18 และ 19  

การศึกษาครั้งน้ีพบวาการเลีย้งเซลลที่มีความหนาแนนสูงจะให neuroshere ปริมาณมากกวา และ
ขนาดใหญกวา ทั้งน้ีไมสามารถวัดขนาดเปรียบเทยีบของ neurosphere จากกลุมการทดลองไดเนื่องจากมี
การเกาะกลุมกันของ neurosphere ทําใหมีลักษณะรปูรางไมแนนอน โดยลักษณะ neurosphere มีหลาย
ลักษณะบางครั้งพบเปนกอนเด่ียวหรืออยูรวมกันหลายๆ กอน   (ภาพที่ 16)   

ตารางที่ 5 แสดงอัตราเซลลรอดชีวิตของเซลล MSCs จากไขกระดูก (B-MSC) และจากเนื้อเยื่อไขมัน (A-
MSC) ภายหลังการรวมกลุมเปน neurosphere  

 

Cell type Total cell count Alive cells Dead cells % viability 

B-MSC 

 Dog No. 1 209 179 30 85.6 

 Dog No. 2 209 172 37 82.3 

 Dog No. 3 201 183 18 91.0 

 Dog No. 4 201 194 7 96.5 

A-MSC 

 Dog No. 1 233 212 21 91.0 

 Dog No. 2 216 199 17 92.1 
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 Dog No. 3 252 239 13 94.8 

 Dog No. 4 209 184 25 88.0 
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ภาพที่ 16 แสดงการเกาะกลุมของเซลล MSCs จากไขกระดูก (A, C, E, G) และเนื้อเย่ือไขมัน (B, D, F, H); 
A และ B แสดงเซลลกอนการกระตุนเซลลใหเปนเซลลประสาท; C และ D เลี้ยงดวยความหนาแนนเซลล 
2.5x 105,  E และ F เลี้ยงดวยความหนาแนนเซลล 5x 105; G และ H เลี้ยงดวยความหนาแนนเซลล 1 x106 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 17 แสดงลักษณะของเซลลที่รวมตัวกันเปน neurosphere โดยพบลักษณะ neurosphere เปนกอน
เด่ียว (A) และ แบบรวมกลุมของ neurosphere (B)  
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ภาพที่ 18 แสดงเซลลทีย่อยจาก neurosphere ภายหลังการยอมสีฟลูโอเรสเซ็นต ชนิด calcein และ 
Ethidium homodimer 1 เซลลมีชวีิตติดสีเรืองแสงสีเขยีว สวนเซลลตายติดสีแดงในนิวเคลียส  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19  แสดงลักษณะและการกระจายตัวของเซลลมีชวีิตและเซลลตายภายใน neurosphere 
ภายหลังการยอมสีฟลูโอเรสเซ็นต ชนิด calcein และ Ethidium homodimer 1 เซลลมีชีวติติดสีเรืองแสงสี
เขียว สวนเซลลตายติดสีแดงในนิวเคลียส 

 

 

 

 

 

 

 

A B
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ภาพที่ 20 แสดงลักษณะเซลลคลายเซลลประสาทภายหลังการกระตุนการเจริญเปลี่ยนแปลงของเซลลตน
กําเนิด MSCs จากเน้ือเยื่อไขมัน (A) และไขกระดูก (B) 

ภายหลังการยอยเซลลจาก  neuroshere มาเลี้ยงในน้ํายา final neuron induction ที่มีสวนประกอบ
ของน้ํายาเหมือนกับน้ํายา neuronal preinduction ยกเวนไมเติม EGF, bFGF และใส 1 μM all-trans 
retinoic acid ในจานเพาะเลี้ยงพลาสติกที่เคลือบดวย poly-D-lysine นาน 5 วัน พบวาเฉพาะเซลลตนกําเนิด
เปลี่ยนแปลงรูปรางจากเซลลที่มีหัวและปลายแหลมคลายเซลลไฟโบรบลาส ใหเปนเซลลทีมี่การย่ืนแขนง
หลายทิศทาง (multiple process) คลายเซลลประสาท ดังภาพที่ 20 จากการประเมินเบื้องตนจากจํานวน
เซลลที่รูปรางคลายเซลลประสาท พบวาเซลล MSCs ที่เก็บจากไขกระดูกมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนแปลง
เปนเซลลประสาทสูงกวา เม่ือเทียบกับเซลล MSCs ที่เก็บจากเน้ือเยื่อไขมัน (ภาพที่ 20) เม่ือทําการยอมสี
เรืองแสงเพื่อตรวจการแสดงออกของโปรตีน nestin ซึ่งเปนโปรตีนทีจํ่าเพาะตอเซลลประสาทจะพบวา เซลล
สวนนอยจะใหผลบวกตอการยอม nestin ดังภาพที่ 21 

 

ภาพที่ 21 แสดงเซลลคลายเซลลประสาทที่เกิดขึ้นภายหลังการกระตุนเซลล MSCs ใหเปนเซลลประสาท 
โดยเซลลใหผลบวกตอ Nestin (สีแดง) ยอมสี DNA ดวย DAPI  
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ในขณะเดียวกันเซลลประสาทที่เลีย้งในการศึกษาครั้งนีใ้หผลบวกตอ Beta III tubulin (ภาพที่ 22) และ 
NeuN (ภาพที่ 23) ซึ่งเปนมารคเกอรของเซลลประสาท อยางไรกตามพบวาภายหลังการเลี้ยงเซลลประสาท
ใหพัฒนาสมบูรณยังคงมีเซลลบางสวนที่เกาะกลุมเปน neurosphere ซึ่งกลุมของ neurosphere นี้แสดงออก
โปรตีนของทั้ง beta III tubulin และ nestin ในขณะที่เซลลเด่ียวมักไมใหผลบวกตอ nestin (ภาพที่ 24) เม่ือ
ทําการตรวจแยกจําแนกชนิดของเซลลประสาทจะพบวาเซลลสวนใหญใหผลบวกกับ Glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) แตใหผลลบตอ O1 แสดงวาเซลลประสาทที่เลีย้งไดเจริญเปนเซลลประสาทในกลุม 
astrocyte (ภาพที่ 25) ซึ่งสอดคลองกับลักษณะของเซลลทตรวจพบดวยกลอง phase contrast (ภาพที่ 20) 

 

 

 

 

ภาพที่ 22 แสดงการแสดงออกของโปรตีน beta III tubulin (สีเขียว) ของเซลลประสาทที่ผลติจากเซลลตน
กําเนิดมีเซ็นไคมจากไขกระดูก นิวเคลียสของเซลลยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน) 
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ภาพที่ 23 แสดงการแสดงออกของโปรตีน beta III tubulin (สีเขียว) ของเซลลประสาทที่ผลติจากเซลลตน
กําเนิดมีเซ็นไคมจากไขกระดูก นิวเคลียสของเซลลยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน) และ NeuN (สีแดง) 
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ภาพที่ 24 แสดงการแสดงออกของโปรตีนของ neurosphere ภาพ A แสดงนิวเคลียสของ neurosphere 
ยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน) ภาพ B: การแสดงออกของ beta III tubulin (สีเขียว) และ nestin (สีแดง ภาพ C) 
ภาพ D แสดงการรวมภาพ (merged image) ของการแสดงออกโปรตีนใน neurosphere 
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ภาพที่ 25 แสดงการแสดงออกของโปรตีน Glial fibrillary acidic protein (GFAP) (สีเขียว) ของเซลล
ประสาทที่ผลติจากเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมจากไขกระดูก นิวเคลียสของเซลลยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน) 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 26 แสดงการแสดงออกของโปรตีน beta III tubulin (สีเขียว) และ nestin (สีแดง) ของเซลลประสาทที่
ผลิตจากเซลลตนกําเนิดมีเซน็ไคมจากเน้ือเยื่อไขมัน นิวเคลียสของเซลลยอมดวย DAPI (สีน้ําเงิน)  
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5. สรุปและวจิารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
การศึกษาครั้งน้ีสรุปไดวาเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมสามารถเก็บไดจากทั้งโพรงของกระดูกและ

เน้ือเยื่อไขมัน โดยเซลลที่เก็บไดสามารถเลี้ยงเพ่ือใหเพ่ิมจํานวนและแสดงคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดมี
เซ็นไคม ไดแก สามารถเกาะกับจานเลี้ยงพลาสติก เพ่ิมจํานวนได แสดงออกโปรตีนจําเพาะบนผิวเซลล และ
สามารถกระตุนใหเจริญพัฒนาเปนเซลลตางๆได โดยเฉพาะเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชัน้กลาง การศึกษาครั้งนี้
พบวาเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมจากทั้งสองแหลงนี้ยังมีคุณสมบัติในการแสดงออกโปรตีนที่เก่ียวของกับเซลล
ประสาท เชน nestin Beta III tubulin NeuN และเซลลประสาทจําเพาะแอสโตรไซต (astrocytes) และ 
Oligodendrodrite 

เซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมเปนเซลลตนกําเนิดจากสัตวเตม็วัย  (adult stem cells) ที่มีแนวโนมนํา
เซลลมาใชเพ่ือการรักษาโรคหลายโรค ทั้งน้ีเน่ืองจากคุณสมบัติพิเศษของเซลลตนกําเนิดชนิดน้ี เชน 
สามารถเก็บไดจากเน้ือเยื่อหลายชนิด เชน จากไขกระดูก (Wagner et al., 2005; Kern et al., 2006), 
เน้ือเยื่อไขมัน (Zuk et al., 2002) สายสะดือ (Lee et al., 2004; Koch et al., 2007 ) และ โพรงฟน  (Jo et 
al., 2007; Waddington et al., 2009) เซลลเหลาน้ีสามารถเพ่ิมจํานวนไดงาย และสามารถพัฒนาเปนเซลล
ตางๆ ในกลุมเน้ือเยื่อชั้นกลางได นอกจากนี้ยังมี แนวโนมในการใชเซลลเหลาน้ีในการปลูกถายในสัตวปวย
เน่ืองจากชวยลดโอกาสเกิดการปฏิเสธเน้ือเยื่อภายหลังการปลูกถาย  อยางไรก็ตามในมีการศึกษาในสุนัข
คอนขางนอย  โดยในปจุบันมีรายงานการศึกษาการเก็บตวัอยางเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมจากไขกระดูก 
(Csaki et al., 2007; Jafarian et al., 2008), เน้ือเยื่อไขมัน (Neupane et al., 2008; Vieira et al., 2010) 
และสายสะดือ (Seo et al., 2009) ในขณะเดียวกันการศึกษาทีเ่ก่ียวของกับคุณสมบัติของเซลลโดยเฉพาะ
คุณสมบัติในการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่เก่ียวของ ซึ่งคุณสมบัติเหลาน้ีมีความสําคัญในแงของการคัด
กรองและเพ่ิมความบริสทุธิข์องเซลลทีเ่ก็บไดจากเน้ือเยื่อ การศึกษาครั้งนี้ใชการแสดงออกของโปรตีน CD 
44 CD 90 เพราะแอนติบอด้ีที่ใหผลบวกกับแอนตเิจนในสุนัขมีคอนขางนอย สวนการตรวจชนิดเซลลตน
กําเนิดมีเซ็นไคมในรายงานอ่ืนๆ ในสัตวตางๆ ใชการแสดงออกของโปรตีน เชน CD 29, CD 44, CD 90, 
CD 105 and Stro-1 (Martin et al., 2002; Bosnakovski et al., 2005; Csaki et al., 2007; Meirelles and 
Nardi, 2009; Rho et al., 2009)  
จากการเก็บตวัอยางเซลลจากไขกระดูกและเน้ือเยื่อไขมันจากสุนัขจํานวน 4ตัว พบวาเซลลที่เก็บไดมีความ
แตกตางกันในระดับจํานวนของเซลลทีแ่สดงออกของ CD 4 CD 90 ทั้งน้ีมีปจจัยที่เก่ียวของหลายปจจัย เชน 
เทคนิคการเก็บเซลล เทคนคิการทําเซลลใหบริสุทธิ์ และอายุ (Egrise et al., 1992; Dodson et al., 1996) 

 อยางไรก็ตามการการกระตุนใหเกิดการเจริญพัฒนาใหเปนเซลลในกลุมเน้ือเยื่อชัน้กลางเปนเทคนิค
ที่มีความจําเปนในการบงชีถ้ึงคุณสมบัตขิองเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคม การศึกษาคร้ังนี้พบวาเซลลตนกําเนิด
มีเซ็นไคมที่เก็บไดทั้งจากไขกระดูกและจากเนื้อเยื่อไขมันสามารถถูกกระตุนใหเปนเซลลตางๆในกลุมของ
เน้ือเยื่อชั้นกลางได โดยเฉพาะอยางยิ่งการตรวจการกระตุนใหเปนเซลลของกระดูก ทั้งน้ีเน่ืองจากสามารถ
ตรวจไดงายและมีคาใชจายในการตรวจนอยที่สุด นอกจากนี้แนวโนมการใชเซลลตนกําเนิดชนิดน้ีมัก
เก่ียวของกับการใชเพ่ือซอมแซมกระดูกของสัตวหรือผูปวย แตมักกระทํารวมกบัการเลี้ยงเซลลบนโครงราง
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เทียม (scaffold) ในลักษณะของการผลิตเน้ือเยื่อวิศวกรรม (tissue engineering) อยางไรก็ตามการศึกษา
คุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมในดานการเจริญพัฒนาใหเปนเซลลขามกลุมเน้ือเยื่อ 
(transdifferentiation) นั้นยังมีรายงานคอนขางนอย ซึ่งจากรายงานที่ผานมาการเกิดเซลลที่มีรูปรางคลาย
เซลลประสาทนั้นเกิดขึ้นเนือ่งจากการการเปลี่ยนแปลงของแอคตินไมโครฟลาเมนตจากผลความเปนพิษของ
สารละลาย dimethyl sulphoxide (Lu et al., 2004; Neuhuber et al., 2004) แตเน่ืองจากมีรายงานการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับเซลลประสาทในเซลลตนกําเนิดมีเซน็ไคม (Yamaguchi et al., 2006; 
Kamishina et al., 2006) ทําใหมีแนวโนมที่จะสามารถกระตุนใหเซลลตนกําเนดิชนิดน้ีใหเจริญพัฒนาเปน
เซลลในกลุมเซลลประสาทได การศึกษาคร้ังนี้พบวาเม่ือทําการเลี้ยงเซลลในน้ํายากระตุนใหเจริญเปนเซลล
ประสาท (neuronal preinduction) นาน 7 วัน จะพบวาเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมเกาะกันในลักษณะของ 
neurosphere ดังภาพที่ 12 โดยการเกาะกลุมดังกลาวไมขึ้นกับจํานวนเซลลที่ใสลงไปในจานเพาะเลี้ยง แต
กรณีที่ใชจํานวนเซลลมากจะชวยใหไดจํานวน neurosphere มาก อยางไรก็ตามเนื่องจากจํานวน 
neurosphere ที่มากเกินไปในจานเพาะเลี้ยงทําใหเกิดการเกาะกันของ neuroshere และกอน neurpshere 
ขนาดใหญเกินไปมีแนวโนมทําใหเกิดการตายของเซลลภายใน neurosphere การศึกษาคร้ังน้ีพบวามีการ
กระจายตัวของเซลลตายภายใน neurosphere แตจํานวนเซลลตายมีจํานวนนอยเม่ือเทียบกบัเซลลมีชีวติ
ทั้งหมด ซึ่งผลของการเกาะกันของ neurophere อาจแสดงใหเห็นวาปจจัยสวนหนึ่งในการกระตุนใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลประสาทอาจเกี่ยวของกับปจจัยที่เกิดขึ้นจากการสงผานระหวางเซลลและเซลล
ขางเคียง รวมถึงปจจัยที่เกีย่วของกับออกซิเจน (Wang et al., 2012) มีรายวาการเกาะกันของ neurosphere 
ชวยกระตุนใหเซลลใน neurosphere สรางโปรตีน nestin ที่เก่ียวของกับการเจริญในระยะเริม่ตนของเซลล
ประสาท (Bi et al., 2010; Jang et al., 2010; Qi et al., 2010) ซึ่งสอกคลองกับการศึกษาครั้งนี้ที่พบการ
แสดงออกของ nestin ใน neurosphere ของเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมที่เก็บไดจากท้ังไขกระดูกและเนื้อเยื่อ
ไขมัน เม่ือยอยเซลลใน neurosphere และเลี้ยงเพ่ือใหเกิดการพัฒนาสมบูรณของเซลลประสาทจะพบวา
เซลลที่ไดมีลกัษณะคลายเซลลประสาท โดยพบการแสดงออกของโปรตีนของเซลลประสาทหลายชนิด เชน 
NeuN, Beta III tubulin ทั้งจากเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมทีไดจากไขกระดูกและจากไขมัน อยางไรก็ตามซึ่ง
เม่ือเทียบจํานวนเซลลและความเขมของการเรืองแสงฟลูโอเรสเซ็นตพบวาเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมที่ไดจาก
ไขกระดูกมีระดับที่สูงกวาเซลลประสาทที่ไดจากเซลลตนกําเนิดมีเซน็ไคมจากเน้ือเยื่อไขมัน ภายหลังการ
ตรวจชนิดยอยของเซลลประสาทที่ไดพบวา เซลลสวนใหญเปนเซลลประสาทในกลุม astrocyte ซึ่งปกติทํา
หนาที่ในการชวยเซลลประสาท และมีบทบาทในการซอมแซมความเสียหายของการทํางานของระบบ
ประสาท (Montgomery,1994; Aschner, 1998) จึงอาจเปนไปไดการเลี้ยงเซลลประสาทใหเจริญสมบูรณใน
ขั้นตอนที่สองของการเลี้ยง (final neuron differentiation) ทําใหกระตุนการพัฒนาของเซลลชนิด astrocyte 
ซึ่งเปน subtype ของ neuron ดังนั้นการพัฒนาและการศึกษาปจจัยที่เกียวของกับชักนําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเปนเซลลประสาทยังคงมีควาสําคัญกอนนําการใชเซลลตนกําเนิดมีเซ็นไคมไปใชเพื่อแกไข
ปญหาของระบบประสาท 
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Abstract 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells that have characteristics of self-renewal and 
differentiation into various specific cell types, in particular mesodermal lineages. This study aimed at isolating, 
identifying and examining the differentiation capability of canine MSCs. Bone marrow aspirates were obtained from 
4 dogs. Putative MSCs were then cultured in MSC medium and subpassaged. At the 3rd to 5th passages, MSCs were 
examined for their morphology and doubling time. Two cell lines were examined for the expression of CD 34, CD 44 
and CD 90, using flow cytometry. The in vitro differentiation of these MSCs into mesodermal lineages (bone, cartilage 
and adipose tissues) and ectodermal lineage (neuron) was performed using osteogenic, chondrogenic, adipogenic and 
neurogenic media, respectively. Histological examinations (Von Kossa and alcian blue staining) and mRNA 
expressions (GLA and COL1A1) were used to examine the bone and cartilage differentiation, while Oil red O staining 
was used to determine adipogenic differentiation. 

Plastic-adhered MSCs had high potential for cell division, with a mean doubling time of 35.4±9.3 hours. 
These fibroblast-like MSCs expressed MSCs markers (CD 44 and CD 90), while fewer than 5% of these MSCs were 
tested positive to a hemopoietic stem cell marker (CD34). Based on the histological examinations and gene 
expressions, these cells demonstrated the ability to differentiate into bone, cartilage and adipose tissues. In 
conclusion, MSCs can be isolated from canine bone marrow and these cells are capable of in vitro differentiation into 
specific mesodermal lineages. 
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Introduction 

 Stem cells have been intensively studied over 
the past two decades because these cells have a 
remarkable potential to develop into various specific 
cell lineages upon being cultured in appropriated 
conditions. Because of this, they have been considered 
as a powerful tool for cell- or tissue-based engineering 
in human and veterinary medicine (Barry et al., 2004; 
Bongso et al., 2008; Ribitsch et al., 2010). Stem cells are 
different from other cell types by two important 
characteristics (Wobus and Boheler, 2005), as they 
have the capability of self-renewal, while maintaining 
themselves in an undifferentiated stage. In specific 
condition, these quiescent stem cells, however, 
differentiate into specific cell types or tissues with 

special functions such as cardiomyocyte (Jing et al., 
2008; Mayorga et al., 2009), bone (Barry and Murphy, 
2004), cartilage (Kavalkovich  et al., 2002) and neuron 
(Trzaska et al., 2007; Kim et al., 2009). 

 Stem cells are usually classified into three 
types (viz. embryonic, induced-pluripotent and adult 
stem cells), according to their origins and production 
techniques. Embryonic stem (ES) cells are pluripotent-
specialized cells that are isolated from an inner cell 
mass of blastocyst-stage embryos (Evans and 
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Induced-pluripotent 
stem cells (iPS) are also pluripotent stem cells that can 
be derived from genetic modification of non-
pluripotent somatic cells (Takahashi and Yamanaka, 
2006). Although these two types of ES cells are 
capable of unlimited cell division and differentiation 
into all three germ layers (endoderm, ectoderm and 
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mesoderm), their clinical exploitation has been 
obscured by the possibility of tumorogenesis after 
transplantation in vivo (Arnhold et al., 2000; Reubinoff 
et al., 2000; Erdo et al., 2003). In contrast to the ES 
cells, adult stem cells have less ability of self-renewal, 
and their differentiation usually occurs within a cell 
lineage from which they originated. For example, 
mesenchymal stem cells (MSCs) can only differentiate 
into mesodermal lineages, such as bone, cartilage and 
adipose tissues (Zuk et al., 2002). Interestingly, 
although these cells have been described as 
multipotent stem cells as differentiation potentials are 
essentially restricted to only mesodermal lineages, a 
recent report showed that they also have a potential to 
differentiate into other cell lineages, such as 
endoderm and ecdoderm origins (a process referred 
to as transdifferentiation) (Alaminos et al., 2010).  

 To date, host-specific MSCs are highly 
desired in regenerative medicine because they can be 
logically isolated and propagated from many tissue 
origins, such as bone marrow and adipose tissue. 
Canine MSCs have been demonstrated to have the 
potential for use in cell-based therapy, particularly for 
bone and soft tissue regeneration (Kraus and Kirker-
Headm, 2006; Hiyama et al., 2008; Jang et al., 2008; 
Jung et al., 2009; Zucconi et al., 2010). It is commonly 
accepted that the identification of MSCs relies on the 
expressions of positive (Stro-1, CD 90, CD 105, CD 44, 
CD 73) and negative markers (i.e., markers for 
hemopoietic cells: CD 34 and 45). In dogs, only the 
attachment property of MSCs to plastic culture dishes 
is commonly-accepted method for the selection of 
canine MSCs, while the use of MSC markers for 
identification varies from one laboratory to the next.  

 The present study was aimed at evaluating 
the isolation and the identification techniques for 
canine mesenchymal stem cells (MSCs) that are 
derived from bone marrow aspirates and studying 
their differentiation potentials. 

Materials and Methods 

 All chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich, St Louis, USA, unless otherwise specified. 

Isolation of mesenchymal stem cells from bone 
marrow aspirates: Bone marrow aspirates were 
obtained from 4 healthy dogs. The procedure for 
obtaining these aspirates was reviewed and approved 
by the Ethical Committee for Animal Use, Faculty of 
Veterinary Science, Chulalongkorn University 
(Accession No. 0931055). In brief, the animals were 
premedicated intramuscularly with 0.1 mg/ml 
Acepromacine maleate (VetranquilTM; Ceva Sante 
animal, Libourne, France) and 0.25 mg/kg morphine 
sulphate (Food and Drug Administration, Bangkok, 
Thailand). After 15-20 min, anesthesia was induced 
intravenously with 4 mg/kg propofol (Fresenius Kabi 
Austria GmbH, Graz, Austria). The bone marrow 
contents were collected from either the humorous or 
iliac crest into a 10-ml heparinized syringe (containing 
1000 IU heparin). The bone marrow aspirates were 
then transported to the laboratory (at 26°C) and 

processed within 4 hours after bone marrow 
aspiration. Upon arrival, the bone marrow aspirates 
were first layered onto gradient density 
(Histopaque®-1077 density 1.077 g/ml) and 
centrifuged at 26°C and 400g for 30 min. The 
mononuclear cells at the interface between each of the 
bone marrow aspirates and Histopaque® were used. 
Occasionally, remaining red blood cells were mixed 
and incubated with an equal volume of red blood cell 
lysis buffer for 5 min. The mixture was then 
centrifuged and resuspended with 1 ml of culture 
medium. 

Culture of canine bone marrow mesenchymal stem 
cells: Following MSC isolation, presumptive MSCs 
were seeded into a 100 mm-Petri dishes (BD-FalconTM, 
Franklin Lake, NJ, USA), containing low glucose 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum 
(Invitrogen, Carlsbad, USA), 2 mM L-glutamine, 100 
IU/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin. Non-
adherent cells were removed by washing the culture 
dishes with Dulbecco’s phosphate buffered saline 
(DPBS; Invitrogen) and the culture medium was 
changed every 2-3 days. Adherent cells were cultured 
(passage 0) until they reached approximately 70-80% 
confluence. To sub-passage, the adherent cells were 
washed twice with DPBS and then digested with 
0.125% trypsin-EDTA (GibcoTM, Invitrogen) for 2 min 
and the enzyme was inactivated with an excessive 
amount of fetal bovine serum in DMEM. The cell 
suspension was then centrifuged at 4°C and 1000 rpm 
for 5 min. If cryopreservation of cells were needed, a 
freezing medium containing 10% (v/v) 
dimethylsulphoxide (DMSO) and 90% (v/v) fetal 
bovine serum was added to the cells. The equilibrated 
cell suspension was added into a 1-ml cryovial 
(Corning, USA). The freezing rate was controlled at 
1°C/min using a cryobox. 

Cell morphology and population doubling time: 
MSCs were daily examined for cell morphology at 100 
and 200x magnification using a phase contrast 
microscope (CKX41, Olympus, Japan). At the 3rd 
passage, the MSCs were plated into a 12-well plate at 
20,000 cells/cm2 (approximately, 40-50% confluence). 
The MSCs were then trypsinized with trypsin-EDTA, 
and the total number of cells in each culture well was 
counted using a hemocytometer at 24 hours interval 
for 3 consecutive days. The doubling time was 
calculated using the equation, ln(2)/growth rate, 
whereas the growth rate referred to the number of 
doublings that occurred per unit of time. 

Flow cytometry analysis: Canine MSCs at the 3rd  
passage were immunologically examined for surface 
markers of MSCs. Because there is no universal 
marker that is specific to MSCs, identification of MSCs 
therefore relied on both positive and negative 
markers. To perform flow cytometry, the MSCs were 
first dissociated from the Petri dishes with Trypsin-
EDTA and then centrifuged. A total of 200,000 to 
300,000 cells were stained with each respective 
antibody. Rat monoclonal anti-canine CD 34 
conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) (a 
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marker for hemopoietic stem cells) was used as the 
negative MSC marker. Rat monoclonal anti-canine CD 
90 (AbD serotec, Kidlington, UK) with rabbit anti-rat 
FITC secondary antibody and monoclonal anti-canine 
CD44 conjugated with allophycocyanin (APC) (R&D 
system, Minneapolis, USA) were used as MSC 
positive markers. Fluorescently-labeled MSCs were 
finally washed once, fixed with 1% (w/v) 
paraformaldehyde in PBS and stored in the dark at 
4°C until analysis. Non-staining MSCs and MSCs 
labeled with only the secondary antibody were used 
as controls. At least 20,000 MSCs were used to test the 
presence of each cell surface marker, using flow 
cytometry (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA).  

Differentiation of MSCs: The MSCs derived from the 
canine bone marrow at the 3rd-5th passages from 2 
dogs were used to demonstrate their differentiation 
potentials. MSCs were induced to differentiate into 
bone, cartilage and adipose tissues according to the 
methods as previously described (Bosch et al., 2006), 
with some modifications. For bone differentiation, 
MSCs were first sub-cultured to reach approximately 
80% confluence, and the bone induction medium 
consisting of DMEM supplemented with 10% (v/v) 
FCS, 100 nM dexamethasone, 50 ng/ml ascorbic acid 
and 10 mM Beta-glycerophosphate was added into 
the Petri dishes. The bone induction medium was 
changed every 2-3 days. A three-dimensional culture 
system was used to induce cartilage differentiation. 
MSCs were dissociated and then transferred to a 15-
ml cornical tube (BD-FalconTM, Franklin Lake, NJ, 
USA). After centrifugation, aggregated cells were re-
suspended with the cartilage induction medium 
containing DMEM, 10 ng/ml TGF-1, 100 nM 
dexamethasone and 50 ng/ml ascorbic acid 2-
phosphate. The medium was changed every 2-3 days. 
The adipose tissue differentiation was performed with 
monolayer MSCs, as previously described (Zuk et al., 
2002). The MSCs were treated with 4 cycles of 
adipogenic induction and maintenance (each cycle 
consisted of 3 days of adipogenic induction and 2 
days of adipogenic maintenance). The adipogenic 
induction medium consisted of DMEM 10% (v/v) 
FCS, 0.1 mg/ml human recombinant insulin, 10 mM 
sodium pyruvate, 1 mM methyl isobutylxanthine 
(IBMX), 0.2 mM indomethacin and 1 µM 
dexamethasone. Adipogenic maintenance was 
prepared in a similar manner to adipogenic induction, 
but without IBMX, dexamethasone and indomethacin. 
Neurogenic induction was performed with DMEM 
supplemented with 200 µM butylated hydroxyanisole, 
25 mM KCl, 2mM valproic acid, 10 µM forskolin, 1 
µM hydrocortisone, 5 µg/ml Insulin and 2% (v/v) 
DMSO.  

Assessment of MSC differentiation: After the fixation 
of MSC-derived bone tissues in 4% (w/v) 
paraformaldehyde, the tissues were embedded in 
paraffin for histological analysis. The histological 
sections of the tissues were stained with Von Kossa  

 

and alcian blue to detect the deposition of calcium 
phosphate and glycosaminoglycans enriched-matrix, 
indicating the successful differentiation of MSCs into 
bone and cartilage tissues, respectively. The presence 
of adipogenesis was confirmed by oil red O staining 
which detects intracellular neutral triglycerides and 
lipids. 

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR): Total RNA was extracted from undifferentiated 
MSCs that were cultured in monolayer and 
differentiated cell pellets collected on D9 and D21 of 
differentiation using Absolutely RNA® Nanoprep Kit 
(Stratagene, Agilent Technologies, USA). The 
contaminating genomic DNA was removed during 
the purification steps by DNase I treatment according 
to the manufacturer’s instructions. Total RNA was 
eluted from the purification column with sterile 
distilled water and was quantified using a 
NanoDrop® 1000 spectophotometer (Thermo 
Scientific, USA). Gene-specific oligonucleotide 
primers were synthesized by BioDesign Co., Ltd. 
(Bangkok, Thailand). Two target genes reported to be 
involved in osteogenic lineage differentiation, i.e., 
collagen type I alpha I (COL1A1) and bone γ-
carboxyglutamate protein (GLA), were selected for 
this experiment. A housekeeping gene, i.e., 
glyceraldehype 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH), was included as the internal control and 
reference. Oligonucleotide sequences, PCR product 
size, Genebank accession number and references of 
primers are shown in Table 1. 

 cDNA was synthesized from an aliquot of 
150 to 200 ng of total RNA using random hexamer 
primers and Omniscript® Reverse Transcription Kit 
(Qiagen, Hilden, Germany). One microliter of RT 
reaction was mixed with 12.5 µl of GoTaq® Green 
Master Mix (Promega, WI, USA), 6.25 µM each of 
forward- and reverse primers, and sterile distilled 
water to reach the final volume of 25 µl. PCR was 
carried out on an Amplitronyx™ thermocycler 
machine (Nyxtechnik, CA, USA). The suitable cycle 
condition was determined and applied for each 
primer pair as follows: GAPDH, 94oC for 2 min, 
followed by 30 cycles of 94oC for 30 sec, 55oC for 30 
sec, 72oC for 45 sec, plus the final extension at 72oC for 
5 min; COL1A1 and GLA, 94oC for 1 min, followed by 
30 cycles of 94oC for 30 sec, 58oC for 30 sec, 72oC for 1 
min, plus the final extension at 72oC for 10 min. PCR 
products were analyzed by electrophoresis on 2% 
ethidium bromide incorporated-agarose gels in Tris-
Boric-EDTA (TBE) buffer. The images of agarose gels 
were taken using GeneFlash Gel Documentation 
(Syngene, Synoptic Ltd., Frederick, USA) and the 
calculation of relative intensity of target gene mRNA 
expression signal utilizing the expression intensity of 
GAPDH as the reference was carried out using the 
Scion Imaging program (Beta 4.0.3; Scion Corporation, 
MD). 
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Table 1 Oligonucleotide primers used in this study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Relative signal intensity of COL1A1 and GLA expression compared with GAPDH expression on D0, D9 and D21 of dog 
MSCs bone differentiation in vitro. 

Gene Sequences Size (bp) Accession number References 

COL1A1 (F) 5’-CAC CTC AGGAGA AGG CTC AC–3’ 

(R) 5’-ATG TTC TCG ATC TGC TGG CT–3’ 

123 NM_001003090.1 Seo et al. (2009) 

GLA (F) 5’-GTG GTG CAA CCT TCG TGT C-3’ 

(R) 5’-GCT CGC ATA CTT CCC TCT TG-3’ 

131 XM_547536.2 Seo et al. (2009) 

GAPDH (F) 5’-GGA GAA AGC TGC CAA ATA TG-3’ 

(R) 5’-CAG GAA ATG AGC TTG ACA AAG TGG-3’ 

191 AB038241 Sano et al. (2005) 



 

 

Results 

 Fibroblastic-like cells were isolated from 
canine bone marrow (Fig 1). These cells adhered to 
the culture dish by 24 hours of culture. At passage 3, 
putative MSCs were cultured and analyzed for 
expression of MSC surface markers and population 
doubling time. These MSCs were expressed 
mesenchymal stem cells markers (CD 44 and CD 90) 
and also negative to hemopoietic stem cells marker 
(CD 34). Two canine MSCs (dog 3 and dog 4) strongly 
expressed CD 44 (99.9% and 86.7%) and CD 90 (92.5%, 
and 95.3%), respectively (Fig 2). However, the growth 
rates of MSCs (population doubling time) were found 
to be different among putative MSCs from different 
dogs (46.1, 24.2, 38.8 and 32.4 hours).  

 We further demonstrated that these cells 
were also capable of differentiation into mesodermal 
lineages including bone, cartilage and adipose tissues. 
After 21 days of differentiation, differentiated MSCs 
were essentially positive to oil red O, Von kossa and 
alcian blue as indicators of fat, bone and cartilage 
formation respectively (Fig 3). In addition, MSCs were 
also transdifferentiated into multiple-process neuron-
like cells soon after treating MSCs with neurogenic 
medium (Fig 3). 

 

 

Figure 1 Fibroblastic-like mesenchymal stem cells derived 
from bone marrow aspirate 

  

 COL1A1 and GLA expression was detected 
in undifferentiated MSCs. The early stage of 
differentiation up-regulated the genes as seen in the 
increment of relative signal intensity on D9 post 
culture. COL1A1 mRNA increased continuously on 
D21 post differentiation, while the expression of GLA 
gene dropped below the starting point (Fig 4). 

 

Figure 2 Expressions of CD 44 and CD 90 in canine MSCs. Samples from dog 3 (upper panel) and dog 4 (lower panel) were analyzed 
by flow cytometry. 
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Figure 3 Differentiation potential of canine mesenchymal stem cell (A) adipose tissue; cartilage (B) bone (C and E) and neuron-
like cells (F). Adipocytic cells accumulated with neutral lipids as shown by oil red O staining. Cartilagenous and 
bone tissues were confirmed by the presence of glucosaminoglycan enriched matrix, calcium phosphate and alkaline 
phosphatase activity (D)  using alcian blue, Von kossa and  leukocyte alkaline phosphatase kit, respectively. 

 

Discussion 

 In the current study, we successfully isolated well-defined mesenchymal stem cells derived from canine 
bone marrow. These specialized cells are classified as multipotent stem cells because they have the capability of 
differentiation into mesodermal lineage. MSCs have been isolated from many tissues of the body such as bone 
marrow (Wagner et al., 2005; Kern et al., 2006), adipose tissue (Zuk et al., 2002), umbilical cord (Lee et al., 2004; 
Koch et al., 2007 ) and dental pulp (Jo et al., 2007; Waddington et al., 2009). In dog, the data in regard to the 
isolation, characterization and clinical use of canine MSCs have been limited. Until recently, canine MSCs have 
been isolated from bone marrow (Csaki et al., 2007; Jafarian et al., 2008), adipose tissue (Neupane et al., 2008; 
Vieira et al., 2010) and umbilical cord (Seo et al., 2009). Because there is no specific marker for the identification of 
canine MSCs, the isolation and identification technique has therefore been different among laboratories. MSCs 
from many species demonstrate antigen specific on cell membrane such as CD 29, CD 44, CD 90, CD 105 and 
Stro-1 (Martin et al., 2002; Bosnakovski et al., 2005; Csaki et al., 2007; Meirelles and Nardi, 2009; Rho et al., 2009). 
In the current study, only canine antibodies were proven a good candidate for MSC isolation when compared 
with antibodies from other animals such as anti-mouse Stro-1 and anti-human CD 105 (unpublished data), 
suggesting  

the specificity of canine surface antigen. This phenomenon is one of the hallmarks affecting the exploitation of 
MSCs for clinical use since MSCs are located in the bone marrow with a mixed population of cells and it has been 
estimated that there are only 0.0001-0.01% MSCs in the nucleated cells of bone marrow aspirate (Pittenger et al., 
1999). Most investigators have isolated MSC using their capacity to adhere to a plastic culture dish. However, 
macrophages, endothelial cells, lymphocytes, and smooth muscle cells can also adhere to culture plate and 
therefore contaminate the MSC preparations. The isolation, identification and purification of canine MSCs 
recently become an important issue for the clinical use of MSCs. Although legal regulation use of canine MSCs 
has yet to be discussed, the minimum requirements for clinical use of MSCs have been announced for human 
(Dominici et al., 2006). Human MSCs must demonstrate the fibroblast-like morphology and have the ability to 
adhere to a plastic culture dish, positively express (> 95%) cell surface receptors (e.g. CD 29, CD 44, CD 73, CD 
105, CD 106, Stro-1, etc.) and negatively express (< 2%) the hematopoietic lineage markers (e.g. c-Kit, CD 14, CD 
34, CD 45). More importantly, these cells must show a capability of differentiation into mesodermal lineage 
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(bone, cartilage and adipose tissues). In the current study, we found that MSCs, at least under our conditions, 
were already committed to differentiate into bone and cartilage as they prematurely expressed GLA and 
COL1A1 (early markers for bone and cartilage differentiation) prior to differentiation induction. It is also 
possible that the MSCs used in this study had spontaneous differentiation during culture. Until recently, study of 
pathways regulating the bone and cartilage differentiation of canine bone marrow MSCs is still required in order 
to improve the efficiency of in vitro bone and cartilage differentiation for cell- or tissue-based engineering. Volk 
et al. (2005) reported that canine MSCs could be efficiently differentiated into bone using bone morphologic 
protein 2 (BMP-2) which was similar to other species (Li et al., 2007). In addition to the differentiation capability 
into mesodermal lineage, transdifferentiation of MSCs to neuron-like cells has been believed to hold a great 
promise in cell treatment therapy (Zipori, 2004; Krabbe et al., 2005; Bongso et al., 2008). However, this 
transdifferentiation of MSCs into neuron-like cells has been contradictory especially the toxic effect of DMSO on 
actin microfilament during differentiation (Lu et al., 2004; Neuhuber et al, 2004). Interestingly, it has been shown 
that MSCs expressed neuronal specific genes even though they were not treated with neuronal differentiation 
medium (Yamaguchi et al., 2006; Kamishina et al., 2006). In this study, we only recorded morphological changes 
of canine MSCs after neuronal differentiation. The ‘true’ capability of canine MSCs in neuron differentiation has 
yet to be examined in the prospective study.   

 In conclusion, our study demonstrates that canine mesenchymal stem cells can be isolated from bone 
marrow, and these MSCs are capable of differentiation into specific mesodermal linage (bone, cartilage and 
adipose tissue) following passages and in vitro differentiation. 
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Abstract 

Mesenchymal stem cells (MSCs) have increasingly become an attractive aspect for 

tissue engineering and modulation of bone healing. However, limitation of cell numbers at 

isolation and culture has restricted the clinical exploitations. In experiment 1, bone marrow 

contents were collected from 7 dogs and then submitted to 3 different MSC isolation 

techniques (direct plating, red blood cell lysis treatment and Percoll gradient density). The 

number of cells and viability for each technique were recorded. The characterization of 

isolated MSCs included plastic adherence, expression of MSC markers and in vitro 

differentiation.  

In order to study in vivo osteogenic capacity of derived MSCs, non-union ulna lesions 

(n=3) were firstly induced by transplantation of a composite of polycarpolactone/ 

hydroxyapatite (PCL/HA) scaffold onto a critical size ulna bone defect. The MSCs were then 

injected into the lesions. The non-union sites were examined by radiography, angiography 

and histology at 2, 4, 6, 8 and 12 weeks after MSC injection.  

Gradient density (1.08 ± 0.92) and RBC lysis (0.94 ± 0.55) techniques yielded higher number 

(x106) of putative MSCs on day 7 of culture compared with direct plating technique (0.26 ± 

0.28), while the percentages of viability and osteogenic differentiation property were not 

significantly different among the isolation techniques. A large number of isolated MSCs, 

irrespective the isolation techniques expressed all MSC markers used (CD 44, CD 90). 

However, the numbers of MSC-marker positive cells were significantly reduced when 

compared between MSCs at passage 3 and 5 

For all MSC transplanted dogs, neither radiological changes at scaffold-ulna interface 

nor callus formation was observed. At 16 weeks after MSC injection, the angiogram 

indicated an increased neovascularization. This was confirmed by the histological finding that 

there was an improvement of vascularization within the thicker fibrinous tissue surrounded 

the scaffold. 

It is concluded that gradient density and RBC lysis treatment are suitable MSC 

isolation techniques in terms of the numbers of cells obtained and also their MSC properties. 

However, the potential use of these MSCs following injection to non-union bone site was 

compromised possibly caused by a lack of osteogenic stimulation. 
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1. Introduction 

In dogs with impaired bone healing, the incidence of long bone non-union is 3.4% and 

the most common site of non-union (40-60%) is often associated with the radius/ulna 

(Bartels, 1987). The etiology of a non-union may involve multiple factors including a poor 

blood supply to the affected area, poor apposition of fractured bone-end, motion at the 

fracture site, large fracture gap, pathological fractures, foreign bodies, large quantities of 

necrotic bone, infection and non-justified corticosteroid therapy (Calori et al., 2011; 

Vertenten et al., 2010). For treatment of non-union bone, autologous bone graft is the gold 

standard that leads to bone union through osteogenecity, osteoconductivity and 

osteoinductivity. However, it carries with it a high risk of fracture and infection, pain at the 

donor site and less cancellous bone (Lee et al., 2009). Such shortcomings can be addressed by  

bone tissue engineering, an interdisciplinary field that applies principles of bioengineering, 

material science and life science to develop biological substitutes that restore, maintain, and 

improve tissue function (Langer and Vacanti, 1993).  

Stem cells are anticipated to serve as a powerful tool for tissue engineering in human 

and veterinary medicine (Barry and Murphy, 2004; 2008; Ribitsch et al., 2010). 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are able to self-renew and differentiate into mesodermal 

lineage such as bone, cartilage and adipose tissues (Zuk et al., 2002). They also can 

potentially transdifferentiate into other cell lineages (Alaminos et al., 2010). Canine MSCs 

have been demonstrated to have potential for cell-based therapy for bone and soft tissue 

regeneration (Jang et al., 2008; Kraus and Kirker-Head, 2006; Zucconi et al., 2010). 

Although bone marrow is the major accessible and enriched source of mesenchymal stem 

cells, the numbers of MSCs obtained from bone marrow is generally insufficient for 

transplantation since the population of MSCs has been reported to range about 0.01 to 

0.001% of bone marrow mononuclear cells in rodents and felines (Martin et al., 2002), 

(Kadiyala et al., 1997). This therefore highlights the importance of the technique for isolation 

of MSCs. Because the specific markers for bone marrow derived MSCs have yet to be 

identified, the characterization of MSCs usually relies upon the traditional MSC properties. 

These include plastic adherence, expression of some surface markers such as CD 90, CD 105 
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and Stro-1, while lacking the expression of hemopoietic stem cell marker (CD 34) (Wagner et 

al., 2005; Dominici et al., 2006). More importantly, these cells have a capability to 

differentiate into mesodermal lineague including bone, cartilage and adipose tissue (Bosch et 

al., 2006) or transdifferentiate into other cell lineagues such as neuron (Krabbe et al., 2005). 

In dog, direct plating of bone marrow aspirate is frequently used for bone marrow derived 

mesenchymal stem cells. However, no such information about comparison of the technique 

for MSC isolation has been reported. It is therefore important to standardize the MSC 

isolation technique in order to increase the cell homogeneity of the MSCs population, thereby 

improving efficiency for bone regeneration (Roberts et al., 2008). 

Scaffold, a three-dimensional porous structure with interconnection between pores, allows 

cell attachment that can replace defective bone. Polycaprolactone (PCL) is a biodegradable 

synthetic polymer (Amato et al., 2007; Williams et al., 2005) with advantages over other 

polymeric materials for bone formation and remodeling phase, including good 

biocompatibility, higher and prolonged mechanical strength, more stability in ambient 

conditions, and a slower biodegradation rate (Gunatillake and Adhikari, 2003; Shor et al., 

2007). Hydroxyapatite (HA) (Ca10[PO4]6[OH]2) is known as a ceramic of choice for bone 

tissue engineering because its chemical and crystal properties resemble to the mineral 

component of bone tissue, giving it to have an excellent biocompatibility (Di Silvio et al., 

2002; Neuendorf et al., 2008; Wang, 2006), osteoconductive capacity and also ability to bind 

directly to host bone (Hutmacher et al., 2007). The combination of PCL and HA 

synergistically improves mechanical properties, osteoconductivity and osteointegrative 

potential of the scaffold (Di Silvio et al., 2002; Neuendorf et al., 2008; Wang, 2006).  The 

objectives of this study were to compare the effects of isolation techniques on derivation of 

bone marrow mesenchymal stem cells and characteristics and also to examine the effect of 

MSC transplantation on bone healing of an experimentally ‘induced’ non-union ulna bone in 

dogs. 

2. Materials and methods 

All chemicals used in this study were purchased from Sigma Aldrich, St Louis, USA, unless 

otherwise specified. 

2.1 Collection and isolation of canine bone marrow derived mesenchymal stem cells

 This study was approved by the Committee for the Ethical Care of Animals of the 

Chulalongkorn University. Seven mature dogs, mixed breeds, weighed between 10 to 15 kg 
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were enrolled in this study. All dogs were clinically examined and remained health entirely 

the experiment. Complete blood counts and blood chemical profiles were also examined 

before surgery. Acepromazine (0.02 mg/kg) and morphine (0.5 mg/kg) were administered 

intramuscularly for sedation and pain control. Anesthesia was induced with propofol 

(Fresenius Kabi, Austria GmbH, Graz, Austria) and maintained with isoflurane in 100% 

oxygen delivered via a rebreathing anesthetic circuit. Cefazolin (25 mg/kg) was administered 

intravenously as prophylactic antibiotic. Epidural anesthesia using 5% bupivacaine (1 mg/kg) 

combined with 0.1 mg/kg morphine was additionally performed in order to relief pain 

sensation caused by bone marrow aspiration procedure. Fifteen milliliters of bone marrow 

were harvested from the iliac crest of each dog with a heparinized syringe.  

The bone marrow aspirate (15 ml) was equally divided into 3 aliquots, and each 

aliquot (5 ml) of bone marrow was then submitted to one of the following isolation 

techniques: 1) direct plating, 2) red blood cell lysis treatment and 3) gradient density. 

2.1.1 Direct plating 

Direct plating was performed by adding bone marrow aspirate directly into a 10 cm 

Petri-dish (BD-FalconTM, Franklin Lake, NJ, USA) containing with 7 ml of MSC culture 

medium. After 24 of culture, the attached cells were washed with Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline without calcium and magnesium (DPBS) for 2-3 times, and the fresh MSC 

medium was then added. 

2.1.2 Red blood cell lysis treatment 

 Red blood cell lysis buffer (8.3 g/L ammonium chloride in 0.01 M Tris-HCl buffer, 

pH 7.5 + 0.2) was used to eliminate the contaminated red blood cells (RBC) in the bone 

marrow aspirate. The RBC lysis buffer was mixed at a ratio of 1: 1 with bone marrow 

aspirate and then incubated at room temperature (approximately 25-26 oC) for 5 min.  The 

mixture was then centrifuged at 1000 rpm for 5 min. After the supernatant was discarded, the 

pellet was resuspended with MSC medium, and the isolated cells were cultured in MSC 

culture medium.  The non-attached cells were washed out in the following day. 

 2.1.3 Gradient density   

 Bone marrow aspirate (5 ml) was gently layered onto a histopaque 1077 (density 

1.077 +0.001) in a 15 ml conical tube (BD-FalconTM, Franklin Lake, NJ, USA).The 
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centrifugation was performed at 26 oC and 400g for 30 min, and the interface containing 

mononuclear cells was then collected. The presumptive MSCs were washed with MSC 

culture medium for two times prior to culture.  

2.2 Culture of bone marrow derived mesenchymal stem cells  

Following MSC isolation (day 0) as previously described, the isolated cells were allowed to 

attach to the culture plate for 24 h prior to washing with DPBS (Invitrogen). These cultured 

cells were assigned as primary cells at passage 0 (P0). MSC culture medium was composed of 

a low-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (low glucose DMEM) supplemented 

with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Invitrogen, CA, USA), 2 mM L-glutamine 

(Invitrogen, Carlsbad, USA), 100 unit/ml penicillin G, 100 µg/ml streptomycin, 8 mg/ml 

gentamicin and 5 µg/ml amphotericin B. 

Subculture of MSCs was performed after treating the cells with 0.05% (w/v) trypsin-

EDTA (Invitrogen). The disaggregated cells were then centrifuged and split into new petri-

dish at a ratio of 1:3. Putative MSCs at passages 3 (P3) and passage 5 (P5) were used for flow 

cytometric analysis in order to examine the expression of cell-surface antigens and also for in 

vitro differentiation. In all cases, the culture condition was performed at 37oC in a humidified 

condition of 5 % CO2 in air.  

2.3 Assessing the characteristics of canine mesenchymal stem cells 

2.3.1 Flow cytometry 

The examination of MSCs was performed as essentially described by Tharasanit et al. 

(2011). Canine MSCs at the 3rd and 5th passages from a total of 5 dogs (Dog no. 1, 4, 6, 7 and 

8) were immunologically examined for surface markers. These makers included the positive 

(CD 44, CD 90) and negative (CD 34) makers. The MSCs were first dissociated from the 

Petri dishes with Trypsin- EDTA and then centrifuged. A total of 200,000 to 300,000 cells 

were used for immunolabeling. Rat monoclonal anti-canine CD 90 (AbD serotec, Kidlington, 

UK) with rabbit anti-rat FITC secondary antibody and monoclonal anti-canine CD44 

conjugated with allophycocyanin (APC) (R&D system, Minneapolis, USA) were used as 

MSC positive markers. Antibody against CD 34 conjugated with fluorescein isothiocyanate 

(FITC) (Rat monoclonal anti-canine antibody was used as the negative MSC marker. 

Fluorescently-labeled MSCs were washed and fixed with 1% (w/v) paraformaldehyde in PBS 

and stored at 4°C in the dark until analysis. Non-staining MSCs and MSCs labeled with only 
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the secondary antibody were used as controls. At least 20,000 MSCs were analyzed by flow 

cytometry. 

2.3.2 In vitro bone differentiation of MSCs  

Canine bone marrow derived MSCs at passage 3 and 5 from four dogs were 

simultaneously induced to osteogenic lineage (each dog represented one replicate). 

Osteogenic differentiation was performed as essentially described by Bosch et al. (2006) with 

minor modifications. The MSCs were first cultured to reach approximately 80% confluence, 

the osteogenic medium  containing MSC medium supplemented with 0.1 µM dexamethasone, 

50 µM ascorbic acid, 10 mM β-glycerophosphate (Merck) was then added into the culture 

dish. The in vitro bone differentiation was performed for 21 days. Von Kossa staining was 

used to detect deposition of calcium phosphate indicating de novo bone formation. 

2.3.3 Scaffold preparation and MSC transplantation  

PCL/HA composite scaffolds were prepared as previously described. The scaffold were cut 

into 10x5x25 millimeters and sterilized with 100% (v/v) absolute ethanol for 1 h. The 

scaffolds were washed thoroughly with sterilized distilled water and then DPBS to remove 

the ethanol.  

Anesthesia and surgical procedures were performed as similar as previously 

described. Brachial plexus block using 5% bupivacaine (1.3 mg/kg) was additionally 

performed prior bilateral ulnar osteotomy in order to reduce pain sensation principally by 

noxious signal inhibition. A total of 3 dogs were induced bilateral ulnar non-union (n=6) by 

cutting the mid-shaft of the ulnar bone (2.5 cm) using an oscillating saw. The osteotomized 

sites were implanted with the PCL/HA composite scaffold to improve bone stability. After 

the operation, all forelimbs were applied with modified Robert Jone bandages reinforced with 

thermoplastic splint (Vet-lite, Bangkok, Thailand). All dogs also received enrofloxacin (5 

mg/kg, Bayer®, USA) and carprofen (4 mg/kg, Pfizer, USA) orally for 7 days after 

implantation. All dogs demonstrated for bone non-union during 12 weeks after scaffold 

implantation. For transplantation, autologous MSCs were subcultured to passage 4 as 

previously described. After trypsinization, approximately 10x106 cells/ml were loaded into a 

syringe containing with minimum volume (0.5 ml) of DMEM supplemented with 1% (v/v) 

FBS. Three MSC transplanted sites (proximal, middle and distal parts of the PCL/HA 
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scaffold implant) were injected via a 23 G indwelling intravenous catheter with MSCs under 

a fluoroscope. 

2.4 Examination of bone formation 

2.4.1 Radiography 

The lateral radiographs were taken immediately at 2, 4, 6, 8, 10 and 12 weeks post-

operation in all dogs. Bone healing was evaluated using radiographic scoring system 

previously described by Johnson et al. (1996) as shown in table 1. Bone union was justified 

grading from 0 to 3 at the proximal and distal of implanted material. In addition, the new 

bone formation was scored 0 to 4.  

2.4.2 Angiography 

Fluoroscopic angiography was performed in two experimental dogs at 12 weeks 

before MSC injection (dog no. 1, 2) and 16 weeks after MSC injection (dog no.1) in order to 

observe blood vessels at an implantation site. Anesthesia and surgical procedures were 

performed as previously described. The 23 G intravenous catheter connected with an 

extension tube was inserted into the axillary vein and the radiographic contrast medium 

(Omnipaque®) was slowly administrated in order to observe the presence of the blood vessel 

at the MSC transplanted site using fluoroscopy. 

2.4.3 Histological examination of MSCs loaded scaffold 

The biopsy was performed both before (n=2) and after MSC transplantation (n=2) at 

12 and 20 weeks post-transplantation. The biopsy samples were fixed with 10% (v/v) 

formalin, and the fixed samples were embedded in paraffin and processed following 

guideline for a routine histological procedure. The sections were stained with H&E and 

examined for neovascularization and bone formation under a light microscope. Occasionally, 

Masson’s Trichrome staining was additionally performed to detect the presence of collagen 

fibers. 

3. Statistical analysis 

Values are present as means ± standard deviation (SD). Efficacy for different MSC 

isolation techniques on the number of isolated MSCs, viability and expression of MSC 

markers were compared by one-way analysis of variance (ANOVA) and post-hoc analysis 
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with LDS. Expression of MSC markers of MSCs at passage 3 and 5 was compared using a 

pair T-test. Angiographs and histological findings were descriptively analyzed. The 

differences in radiographic scores at 2, 4, 6 and 8 weeks post MSC transplantation were 

evaluated using Kruskal-Wallis one way analysis and Mann-Whitney U test. In all cases, 

statistical analysis was performed using SPSS statistical program (version 17.0). P values 

<0.05 were considered statistically significant. 

 

4. Results  

Following MSC isolation, putative MSCs were attached onto Petri-dish. These MSCs 

irrespective the MSC isolation techniques demonstrated a typical MSC morphology (figure 1 

A-C). There were several cell types including thin spindle shaped, typical fibroblast-like, and 

mantle cells. On day 7 after MSC isolation, the total number of MSCs obtained from a 5-ml 

of bone marrow aspirate was ranged from 0.35×106 to 2.8×106 (1.08×106), 0.23×106  to 

1.43×106  (mean = 0.94×106), 0.03×106 to 0.75×106 (mean = 0.26×106) for gradient density, 

RBC lysis treatment and direct plating, respectively. The numbers of isolated MSCs were 

considerably variable among donors (Table 3). On day 7 after MSC isolation, the gradient 

density techniques significantly increased the numbers of isolated MSCs when compared 

with direct plating technique (P<0.05), while cell yields obtained from this gradient density 

was efficiently comparable to RBC lysis treatment (P>0.05). However, different techniques 

did not affect the cell viability (Table 1). 

Cell-surface antigen profiles of canine MSCs was ascertained after immunolabeling 

with canine-specific/cross-reacted monoclonal antibodies and examined with a flow 

cytometer. Ranges and averages of percentage of cells positive for CD 44, CD 90 and CD34 

are shown in table 3. In general, canine MSCs were positively labeled with CD 44 and CD 

90, while they were negative to CD 34 a hemopoietic stem cell marker. Canine MSCs at 

passage 3 and passage 5 highly expressed CD 44 (range between xxx-yyy and eee –ttt for 

MSCs at passage 3 and 5) and rarely expressed CD 34 in all cases . However, these cells 

appeared to differently express CD 90 when compared between the two passages (P>0.05). In 

order to verify that these cells retained the MSC properties during subpassages, MSCs were 

induced to differentiate into osteogenesis. These cultured cell lines were able to differentiate 

into an osteogenic lineage as they positively stained with Von Kossa. 
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Following MSC transplantation into non-union sites, all three dogs could walk 

properly within 24 hours after surgery. Neither radiological changes at scaffold-ulna interface 

nor callus formation was presented at the implant sites of PCL/HA alone (figure 4A) and 

PCL/HA combined with MSCs (figure 4B) at 2, 4, 6, 8 and 12 weeks post-operatively. The 

density of the implant grafts was comparable to soft tissue density. The radiographic scores 

was 0 in all cases. Fluoroscopic angiography presented blood vessels at the PCL/HA grafts at 

12 weeks after implantation and increasing blood vessels at PCL/HA grafts with MSCs 

injection at 16 weeks after injection (figure 5). Moreover, this cannot prove vascular suppling 

at the implant area or at deep tissue surround. 

Histopathology showed a incorporation of the PCL/HA scaffold and host bone which 

mainly achieved with fibrocartilaginous tissue without osteoid formation. The defect site was 

filled with loose and unorganized connective tissue with new vascular ingrowth in the control 

group (figure 6 A-B). The new vascular ingrowth and the organized connective tissue were 

increase at the PCL/HA scaffold with MSCs injection. The capillaries and arterioles were 

more remarkable and thickening of fibrous tissue was mainly comprised of spindled cells 

with extensive collagen deposition confirmed by Masson’s Trichrome staining at 16 week 

and 20 weeks after MSC injection (Figure 6 C-D). The numerous of multinucleated gaint 

cells and lymphocytes were found indicating a chronic inflammation with foreign body giant 

cell response to the material both before and after MSC injection. 

 

Discussion  

The in vitro study demonstrated property of BMSCs in all isolation techniques for cell 

behaviors with respect to cell viability, cell attachment and morphology, the proliferative 

capacity and the ability to differentiate into osteogenic lineage confirmed by von kossa. 

Whole bone marrow aspiration was the worst isolated techniques that it might RBC occupy 

the space of expansion. RBC lysis technique is less time consuming, and easy to perform. It 

is the best in terms of the number of total MSCs and simplicity so it should be used to isolate 

MSCs from bone marrow. However, age also affects on amount of BMSCs which MSCs 

decrease in elder (Dodson et al., 1996; Egrise et al., 1992) and the cells obtained from young 

donors grew more rapidly (Musina et al., 2005). There is a small number of MSCs at P0 so 

sub-culturing of  BMSCs need to increase the number of cells. We found the similar 

properties of cells at P3 and P5. According to the expression of cell-surface antigen markers, 
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BMSCs from all isolation techniques contain with the high percentage of cells positive on CD 

44 and CD 90. The percentages of cells positive on CD 90 decrease at P5 that it might be 

spontaneous differentiation of MSC. As considering of Wiesmann et al (2006), expression 

level of CD 90 declines as the cells mature towards osteoblast-like cells. However, it is not 

happen in CD 44 which is adherent marker. Furthermore, in vitro osteogenic differentiation 

demonstrated MSC property can be used in vivo. 

In vivo study, as the combination of osteopotential cell and biolodegradable scaffold 

is one of the most successful strategies in bone tissue engineering and the use of PLC/HA 

composite scaffold fabricated by solvent casting and particular leaching techniques has been 

demonstrated as a promising approach for promoting new bone formation 

(Chuenjitkuntaworn et al., 2010). Defects in PCL/HA group were healed with fibrous 

connective tissue consisted of long spindle-shaped fibroblastic cells and collagen fiber as an 

extracellular matrix. The presence of capillaries within the graft sites suggested that PCL/HA 

scaffolds can support the ingrowth of vascular tissue. Similar results were obtained in the 

group that treated with MSC-injected PCL/HA scaffold, however, Mason’s trichrome 

staining suggested that more collagen deposition was found when compared to PCL/HA 

group. Although there was a good evidence of fibrovascular tissue infiltration with an extent 

matrix deposition throughout the entire PCL/HA scaffold, no osteogenic differentiation was 

observed. In contrast to the promising result in a calvarial defect of mouse 

(Chuenjitkuntaworn et al., 2010) neither new bone nor callus formation was observed in 

defects treated with PCL/HA alone or MSC-injected PCL/HA scaffold. Several possible 

reasons could explain for this inconsistency. It is believed that larger animal possesses bone 

regenerative capacity to a lesser extent than small animal. Moreover, the physiological 

differences between dog and mouse with regard to the slower bone turnover rate lower basal 

metabolic rate and longer lifespan in dog may contribute to different bone healing result 

(Cook et. al., 1994). The variation in size, location and the mechanical environment of the 

defects may impact on the biological response to the scaffold. PCL/HA scaffolds used in the 

present study were not only larger in size but also thicker in dimension than the previous 

study. This may cause a massive release of the degradation product, caproic acid, from the 

scaffold and subsequently creating an unfavorable environment for bone regeneration 

(Böstmann et al. 1990; Bergsma et al., 1995; Prokop et al., 2004). Finally, the major 

consideration was given to the different types of bone defect (flat bone as a calvarial bone 

versus long bone). A calvarial defect is considered as a non-weight-bearing model which 
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experiences lesser mechanical interference than a long bone model. Therefore, a calvarial 

bone defect may provide more favorable environment for new bone regeneration than an 

ulnar bone defect in a biomechanical aspects. Histological analysis demonstrated the presence 

of numerous multinucleated giant cells within defect sites that implanted with PCL/HA and 

MSC-injected PCL/HA scaffold. These giant cells appeared adjacent to remnants of the 

scaffold which reflected chronic inflammation with foreign body response. For this reason, 

scaffold samples were sent to identify the contamination using scanning electron microscope 

with energy dispersive x-ray (SEM/EDX) analysis. The result of the SEM/EDX analysis 

showed that the scaffolds were contaminated with copper (Cu) from hydroxyapatite ceramic. 

Thus, chronic inflammation with foreign body giant cell response from copper contamination 

may result in an impaired new bone formation at defect site. Similar tissue reaction was 

reported by Linder and Lundskog (1975), Völker et al. (1997), Tindel et al. (2001) and Saitoh 

et al. (2010).  

 

Conclusion 

The basics for successful bone healing are biomechanical stability and biological 

vitality of the bone providing an environment in which new bone formed. Cortical bone graft, 

scaffold, or fibrous tissue at the long bone-defects can be used to bridge major defects or to 

establish the continuity of a long bone additionally to promote bony union in delayed union 

or non-union fractures. Moreover, non-union has a poor blood supply together with a poor 

general nutritional status. Polytherapy becomes the concept for the treatment of non-union 

using three fundamental components, osteoprogenitor cells, growth factor and 

osteoconductive scaffold. These are essential for the evolution of bone healing which lack 

any factors causing disappointing results. (Calori et al., 2011) BMP is one of the most 

popular growth factors which play a role in bone tissue engineering. It greatly increased 

osteocalcin release from MSCs promoting and healing response and induced chondrogenic 

and osteogenic differentiation of human bone marrow MSCs (Cheng et al., 2003; Schmitt et 

al., 1999; Shen et al., 2010). Additionally, it promoted the new bone formation in femoral 

defects in rats (Burastero et al., 2010) and increased the local population of cells and the 

connective tissue progenitors in a canine femur defect model with the combination of MSCs 

(Takigami et al., 2007). It should be used for the future study. 
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Table 1 Radiographic scoring system for bone healing evaluation (reference).13 

 

 Score Description 

Bone 

formation 0 No new bone; graft approximates density of soft tissue  

 1 

Minimal new bone composed mostly of noncontiguous  

Areas of minimal density 

 2 

New bone present as mostly contiguous areas of normal  

Density and fills approximately 50% of the defect 

 3 

New bone present as mostly contiguous areas of normal  

Density and fills approximately 51-95% of the defect 

 4 New bone a solid contiguous mass that fills > 95% of the defect 

Bone union 0 No contact between  new bone and noninvolved adjacent normal bone  

 1 Partial bridge (< 50%) from new bone to adjacent normal bone 

 2 Partial bridge (> 50%) from new bone to adjacent normal bone 

 3 Complete bridge from new bone to adjacent normal bone 
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Table 2 Total cells and viability of BMSCs on day 7 (P0) by using three isolated techniques. 

 

 Gradient RBC lysis Whole aspiration 

Dog Total cell 

(x106) 

% viability Total cell 

(x106) 

% viability Total cell 

(x106) 

% viability 

1 2.8 97.01 1.32 97.58 0.17 96.95 

2 1.40 96.29 1.25 95.85 0.75 97.34 

3 0.35 96.89 1.43 86.27 0.46 93.48 

4 0.51 98.27 0.26 94.36 0.03 88.32 

5 0.61 97.51 1.14 93.76 0.08 95.88 

6 0.79 96.45 0.23 98.23 0.09 96.22 

7 1.16 96.21 0.04 96.73 0.38 95.82 

Mean + SD 1.08 + 0.92a 97.08+0.73a 0.94 + 0.55a,b 94.34 + 4.32a 0.26 + 0.28b 94.70 + 3.4a 

 

 

Table 2 Mean + SD of total cells and viability of BMSCs of 7 dogs on day 7 (P0) by using 

three isolated techniques. 

 

Isolation techniques % viability Total cell (x106) 

Gradient 1.08 + 0.92a 97.08+0.73a 

RBC lysis 0.94 + 0.55a,b 94.34 + 4.32a 

Whole aspiration 0.26 + 0.28b 94.70 + 3.4a 
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Table 3 Range and average percentage of flow cytometric determine canine BMSCs by using CD 34 

CD 90 and CD 44. 

  WHOLE RBC LYSIS GRADIENT 

  range Average Range average range average 

 

CD 44 

 

P 3 

95.66-99.59 98.74+1.73 99.18-99.89 99.28+0.82 99.02-99.89 99.2+0.96 

  

P 5 

88.56-99.76 96.34+4.74 96.34-99.93 98.38+1.8 95.04-99.76 97.27+1.98 

 

CD 90 

 

P 3 

91.93-99.15 95.84+3.05 74.3-99.21 93.48+10.76 82.53-98.88 93.62+6.65 

  

P 5 

23.35-92.99 67.61+30.04 67.49-95.67 79.38+22.34 31.19-93.93 70.34+26.39 

 

CD 34 

 

P 3 

0-0.01 0.018+0.03 0-0.06 0.014+0.03 0-0.06 0.012+0.027 

  

P 5 

0-0.03 0.01+0.01 0-0.02 0.006+0.009 0-0.06 0.012+0.027 
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Figure 1 canine MSCs cultured at P2 derived from bone marrow using whole bone marrow 

aspirate (A), RBC lysis technique (B), gradient density (C). Their morphologies were spindle 

and fibroblastic-like cells.  

 

A   

B   

C  
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Figure 3 BMSCs were shown to differentiate appropriately to the osteogenic lineage: von 

kossa  

 

      

 

Figure 4 Radiographs of canine ulnar segment defect with PCL/HA injected BMSCs at 2 

weeks (A) and 12 weeks (B) postoperatively 

 

A     B  
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Figure 5 Fluoroscopic angiography at 12 weeks (A) after PCL/HA scaffold implantation and 

at 16 weeks after BMSC injection (B) presented increasing blood vessel at the implantation 

site after BMSC injection. (in a dog) 
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Figure 6 Histopathology at 12 weeks (A-B) after PCL/HA scaffold implantation and at 20 

weeks after BMSC injection (C) remarkable capillaries and arterioles and thickening of 

fibrous tissue with extensive collagen deposition confirmed by Masson’s Trichrome staining 

(D). 

A      B  

C       D  

 

 

 

 

 

 

 


