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วัตถุประสงค :  เพื่อศึกษาถึงความเปลี่ยนแปลงของกลไก epigenetics ซึ่งเปนกลไกใชควบคุมการแสดงออกของ
ยีนในเซลลตนกําเนิด 
วิธีการทดลอง :   น้ําคร่ําจากสตรีตั้งครรภ 14-16 สัปดาหจํานวน 10 ตัวอยางที่ไดรับการยินยอมเปนลายลักษณ
อักษรถูกนํามาแยกเก็บเซลลตนกําเนิด (AFS) และเพาะเลี้ยงใหไดสายพันธุ AFS ของแตละตัวอยาง ทําการศึกษา
โปรตีนจําเพาะบนผิวเซลล ไดแก SSEA4, CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105 และ CD133 ใน 
passage ตางๆ นําเซลล AFS มาสกัด DNA และ RNA เพ่ือใชวิเคราะหระดับ global DNA methylation ซึ่ง DNA 
จะถูกตัดดวยเอนไซมจําเพาะเพื่อใหไดนิวคลีโอไซดเดี่ยว เพ่ือวัดความเขมขนของ 5-methyl cytidine โดย
คํานวณคาเทียบกับกราฟมาตรฐาน  และทําการศึกษาการแสดงออกของยีนฝงจําดวยการสราง cDNA เพื่อ
ตรวจหาระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา 3 ชนิด ไดแก IGF2, MEST และ SNRPN ดวยเทคนิค real-time PCR 
ผลการทดลอง :  พบวาเซลล AFS ท่ีเพาะเลี้ยงภายนอกรางกายมีการเปลี่ยนแปลงของระดับ global DNA 
methylation และการแสดงออกของยีนฝงจํา ผลดังกลาวมีความสอดคลองกันในระดับการแสดงออกของยีนฝง
จํา แตอยางไรก็ตามพบวาระดับการแสดงออกของยีนฝงจําท้ัง 3 ชนิดนั้นมีแนวโนมลดลงเมื่อเซลลอยูใน 
passage ท่ีสูงขึ้น และที่นาสนใจ คือ พบวาการแสดงออกของ IGF2 มีความสัมพันธกับความสามารถในการ
แบงตัวเพ่ิมจํานวนของเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา  
สรุปผลการทดลอง :  ในการศึกษาครั้งนี้ผูวิจัยไดพบวา IGF2 อาจถูกพัฒนาไปใชเปนตัวทํานายคุณภาพของ
คุณสมบัติ self-renewal ของ AFS ได ซึ่งจะทําใหสามารถคัดเลือกสายพันธุของเซลลตนกําเนิดท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงเพื่อใชสําหรับการรักษาผูปวยในอนาคตได 
คําสําคัญ :  เซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ํา, เซลลตนกําเนิด, การเพาะเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย, การเติมหมูเมทลิบน
สายดีเอ็นเอ, ยีนฝงจํา 
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Abstract 
 

Project Code  TRG5080007 
Project Title  Epigenetics of mesenchymal stem cell in in vitro culture at different passage 
Investigator  Tatsanee   Phermthai (Ph.D) 

Embryonic stem cell research and Development unit  
Department of Obstetrics and Gynecology 
Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University 

E-mail Address  bsuteevun_1 @ yahoo.com 
Project Period  2 years 
Introduction :       To explore epigenetic pattern of amniotic fluid stem cell during in vitro prolonged culture. 
Materials and Methods :   Ten sample of  amniotic fluid from 14-16 weeks pregnant women were derived by 
routinely withdrawal for prenatal diagnosis. The using of human sample was approved by the Ethics 
Committee of Mahidol University and all participants gave informed consent. The stem cells were isolated 
from AF samples and made a clonal AFS line culture to passage 15 in each sample. The AFS at passages 8, 12 
and a last passage were characterized for specific surface markers, SSEA4, CD29, CD34, CD44, CD45, 
CD73, CD90, CD105 and CD133 by flow cytometer. The AFS samples were extracted for DNA and RNA 
using phenol-chloroform. For global DNA methylation analysis, DNA was enzymatic treated to obtain single 
nucleoside for the 5-methyl Cytidine concentrations observation. In observation of imprinted gene expression, 
the cDNA was made and used for finding the expression levels of three imprinting genes, including IGF2, 
MEST and SNRPN using real time-PCR with selective DNA primers. 
Results :   Our results explore the variable patterns of global DNA methylation and three imprinted genes 
expression during the in vitro extended AFS. Three imprinted genes show the instability of the expression by 
gradually decreasing pattern over subculturing passages. Interestingly, we found the association between the 
IGF2 expression pattern and the maintenance of self-renewal characteristics in AFS. 
Conclusion:     Our results suggest that the expression of IGF2 may be modified to use as a predictor for self-
renewal capacity of each AFS line. It can make high value for AFS line selection for future therapy.   
Keywords :  amniotic fluid stem cell, stem cell, in vitro culture, DNA methylation, gene imprinting 
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เนื้อหางานวจิยั 
1.  บทนํา 
 แนวคิดในการใชเทคโนโลยีเซลลตนกําเนิดเพื่อการรักษาหรือซอมแซมภาวะพิการเรื้อรังและเสื่อม
สลายถือเปนความหวังใหมในวงการแพทย ไดมีการนําเอาเซลลตนกําเนิดไปใชในการทดลองรักษาโรคตางๆ 
เชน โรคเลือดบางชนิด โรคหัวใจ หรือการรักษาแผลจากโรคเบาหวาน เปนตน โดยในการศึกษาทดลองดังกลาว
อาศัยคุณสมบัติท่ีสําคัญของเซลลตนกําเนิด คือ ความสามารถในการแบงตัวเพิ่มจํานวนไดโดยไมเปลี่ยนแปลง
คุณสมบัติของการเปนเซลลตนกําเนิด และคุณสมบัติการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลรางกายชนิดตางๆไดตามการ
กระตุนของสิ่งแวดลอมโดยรอบ ดังนั้นเมื่อฉีดเซลลตนกําเนิดเขาไปในตําแหนงหรืออวัยวะที่บาดเจ็บหรือเสื่อม
สลายแลว  เซลลตนกําเนิดสามารถแบงตัวและเปลี่ยนแปลง (differentiation) ไปเปนเซลลของอวัยวะนั้นๆเพ่ือ
ทํางานแทนเซลลที่เสียหายหรือตายไป ทําใหอวัยวะที่บาดเจ็บหรือเสื่อมสลายกลับมาทํางานไดอีกครั้ง  
 เซลลตนกําเนิด ชนิด adult stem cell พบไดในอวัยวะบางสวนของรางกาย โดยแหลงใหญที่จัดหาไดงาย 
คือ จากไขกระดูก (bone marrow) และ เลือดสายสะดือ (cord blood) ปจจุบันไดมีการนํา adult stem cell  ไปใช
รักษาอาการของโรคตางๆโดยการฉีดกลับไปที่อวัยวะท่ีมีอาการทุพพลภาพโดยตรง และพบวาอวัยวะเหลานั้น
กลับมาทํางานไดดีข้ึนในระยะแรก แตขอจํากัดที่พบ ในการนํา adult stem cell ไปใช ไดแก จํานวนเซลลตน
กําเนิดที่แยกไดจากอวัยวะมีนอยเกินไป ทําใหการรักษาไมประสบผลสําเร็จซ่ึงพบไดบอยครั้ง ดวยเหตุน้ีจึงมีการ
พิจารณาหาเซลลตนกําเนิดแหลงใหมท่ีมีศักยภาพใกลเคียง ซึ่งตอมาพบวาเซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ําเปนเซลล
ตนกําเนิดจากลูกออนในครรภมารดา (fetal stem cell) ที่นาจะเปนความหวังที่จะนํามาใชเปนหลักแหลงใหมของ
เซลลตนกําเนิดสําหรับการรักษาทางการแพทย เนื่องจากในป 2003 มีรายงานวาเซลลในน้ําคร่ําที่มีการแสดงออก
ของยีน oct-4 ในน้ําคร่ํา ซึ่งการแสดงออกนี้เปนการบงบอกถึงความมีศักยภาพการเปนเซลลตนกําเนิดระดับ 
pluripotent state เนื่องจาก oct-4 เปน transcription factor ที่พบไดในเซลลตนกําเนิดชนิดที่มาจากตัวออน 
(embryonic stem cell  หรือ ES) เทานั้น และจากการศึกษาตอมาถึง marker บนผิวเซลล พบวาเซลลตนกําเนิด
จากน้ําคร่ํามีการแสดงออกของ marker ในบางสวนคลายคลึงกับที่พบบนผิวของเซลลตนกําเนิดตัวออน และ 
marker ที่พบบนผิวเซลลตนกําเนิดจากตัวเต็มวัย ชนิด mesenchymal stem cell จากผลการรายงานนี้ทําใหนักวิจัย
บางกลุมเชื่อวา เซลลตนกําเนิดท่ีไดจากน้ําคร่ํานี้นาจะเปนเซลลตนกําเนิดที่มีคุณสมบัติอยูใน intermediate stage 
ระหวางเซลลตนกําเนิดตัวออน และเซลลตนกําเนิดตัวเต็มวัย ซึ่งนาจะทําใหเซลลตนกําเนิดชนิดนี้มีคุณสมบัติ
เหนือกวาเซลลตนกําเนิดตัวเต็มวัย และผลการนําเซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ําไปทดสอบการเกิด in vitro  
differentiation พบวาสามารถถูกเหนี่ยวนําไปเปนเซลลรางกายชนิดตางๆไดหลาย lineage ทั้งที่มาจาก ectoderm, 
mesoderm และ endoderm โดยมีรายงานการทดสอบการเปลี่ยนแปลงไปเปน เซลลกลามเนื้อหัวใจ 
(cardiomyocyte) เซลลกลามเนื้อ(myocyte) เซลลกระดูก(osteoblast) เซลลตับออน (pancreatic cell) เซลลตับ 
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(hepatic cell) เซลลสมอง (neuron cell) และเซลลชนิดอื่นๆไดสําเร็จ และในการทดลอง in vivo differentiation 
โดยการฉีดเซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ําเขาไปในสัตวทดลองที่ไมมีภูมิคุมกัน (immunodeficiency mice) พบวาไม
มีการเกิด teratoma formation ในสัตวทดลอง นอกจากนี้เมื่อทําการศึกษาถึง telomerase activity ในเซลลตน
กําเนิดจากน้ําคร่ํา สามารถตรวจพบการทํางานของ telomerase เอนไซมเหมือนท่ีพบใน undifferentiated cell 
ทั่วไปรวมทั้งมีรายงานวาเซลลตนกําเนิดในน้ําคร่ํานี้มีระดับการแสดงออกของ cyclin A ในระดับสูง ซึ่งเปนผล
ทําใหเซลลตนกําเนิดชนิดนี้สามารถแบงตัวไดมากกวา 250 population doubling ในการทําการทดลอง จากผล
การศึกษาทั้งหมดที่กลาวมาขางตนเห็นไดวาเซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ํานั้นไมพบขอจํากัดในการแบงตัวเพิ่ม
จํานวนดังที่พบในเซลลตนกําเนิดตัวเต็มวัยและไมมีปญหาในดานจริยธรรมการใชตัวออนดังที่พบในเซลลตน
กําเนิดตัวออนในดานการศึกษาปลูกถายเซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ํา จากเหตุผลเหลานี้จะเห็นไดวา เซลลตน
กําเนิดจากน้ําคร่ําอาจจะเปนกุญแจตัวสําคัญที่สามารถนํามาใชในการรักษาทางคลินิกไดจริงดังนั้นในครั้งนี้จึง
เลือกใชเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําสําหรับทําการศึกษาวิจัย  

แตอยางไรก็ตามการนําเซลลไปใชตองทําการเพิ่มจํานวนเซลลโดยการเพาะเลี้ยงขยายจํานวนใน
หองปฏิบัติการโดยทําการเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดมาดวยน้ํายาเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดที่มี growth factor ตางๆ 
ในสิ่งแวดลอมภายนอกรางกายเพื่อเพิ่มจํานวน (proliferation) โดยใหเซลลตนกําเนิดยังคงคุณสมบัติของเซลล
ตนกําเนิดและควรไดรับการศึกษาตรวจสอบวาเซลลตนกําเนิดท่ีไดยังจะคงมีคุณสมบัติเหมาะสมในการนํากลับ
เขาไปใชในรางกายหรือไม เพราะการใชเซลลตนกําเนิดที่มีคุณลักษณะผิดปกติไปอาจจะกอโทษไดหากนํากลับ
เขาไปในรางกายอีกครั้ง  เนื่องจากคุณสมบัติการเพิ่มจํานวนเซลลของเซลลตนกําเนิดจะทําใหเซลลที่ผิดปกติมี
การเพิ่มจํานวนตามไปดวย และอาจมีผลทําใหเกิดเปลี่ยนแปลงการ differentiation ไปสูเซลลที่ผิดปกติดวย ดัง
จะเห็นตัวอยางไดจากในสัตวโคลนนิ่งที่มีเซลลตั้งตนในระยะตัวออนในสถานะ pluripotency คลายคลึงกับใน
เซลลตนกําเนิดที่มีความผิดปกติ  ทําใหขบวนการเปลี่ยนแปลง differentiation ในสัตวโคลนนิ่งเกิดขึ้นอยางไม
สมบูรณ จนเปนสาเหตุใหพบความผิดปกติมากมายรวมถึงการเสียชีวิตของสัตวโคลนนิ่ง ดังนั้นการศึกษา
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติและคุณลักษณะของเซลลตนกําเนิดภายหลังการเพาะเลี้ยงในน้ํายา
เพาะเลี้ยงภายนอกรางกาย จึงมีความจําเปนสําหรับการพัฒนาเซลลตนกําเนิดไปใชรักษาทางคลินิกตอไป เพราะ
จะเปนตัวบงชี้และคัดเลือกเซลลตนกําเนิดที่สมบูรณไปใชตอไป 
 เซลลตนกําเนิด เปนเซลลที่มีศักยภาพสูง เนื่องจากมีคุณสมบัติพิเศษกวาเซลลชนิดอื่น 2 ประการ ไดแก 
ความสามารถในการแบงตัวโดยที่ยังคงรักษาสภาพความเปนเซลลตนกําเนิดได และการมีศักยภาพในการ
เปลี่ยนแปลงเปนเซลลรางกายชนิดตางๆ ซึ่งคุณสมบัติที่สําคัญทั้งสองประการนี้ เปนผลมาจากการแสดงออก
พรอมกันของยีนหลายยีนของกลุมยีน ที่เรียกวา pluripotent genes และประกอบกับการหยุดทํางานของยีนที่ทํา
หนาที่กระตุนการเหนี่ยวนํา (Differentiation) ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลในอวัยวะตางๆในรางกาย โดย
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เปนท่ีเชื่อถือกันวามีกระบวนการที่ทําหนาที่ควบคุมใหยีนท้ังสองกลุมนี้สามารถทํางานไดอยางถูกตองและ
ผสมผสานกันอยางเหมาะสมทั้งปริมาณและเวลา คือ กระบวนการของระบบการควบคุมการแสดงออกของยีน  
ซึ่งระบบกลไกการควบคุมระบบหนึ่งที่มีความสําคัญ คือ ระบบกลไก Epigenetics ซึ่งระบบกลไก epigenetics 
เปนกลไกที่ควบคุมการแสดงออกของยีนและสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงตางๆของเซลลโดยไมเกี่ยวของกับ
ลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอตามกลไกการควบคุมทั่วไปที่ใช เชน การรักษาสภาพเซลลตนกําเนิดใหคงอยูในภาวะ 
pluripotency และกิจกรรมการทํางานตางๆภายในเซลล  รวมทั้งการ differentiation ดวย โดยในกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงเหลานี้เซลลจะทําการควบคุมหรือเปลี่ยนแปลงระดับ DNA methylation และ ปฏิกิริยาตางๆบนสาย
โปรตีนฮิสโตน ทําใหโครงสรางของโครมาตินคงสภาพไวไดหรือมีการเปลี่ยนแปลงไปจากสภาพในภาวะ 
pluripotency  ของ stem cell สูรูปแบบที่จําเพาะของเซลลชนิดตางๆ (1-5) อีกทั้งกลไก epigenetics ยังเกี่ยวของ
กับการพัฒนาเติบโตของเซลลดวย (6-7) โดยทั่วไปกระบวนการหลักในระบบ epigenetics ที่มีความสําคัญไดแก 
DNA methylation, histone methylation, histone acetylation และ การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครมาติน
(chromatin remodeling) โดยกระบวนการยอยเหลานี้จะทํางานอยางเกี่ยวเนื่องสัมพันธกัน  

DNA methylation เปนกลไกที่ใชสําหรับหามการแสดงออกของยีนโดยมีการทํางานรวมกันของโปรตีน
หลายชนิดรวมท้ังกลุม methyl-CpG-binding proteins ซึ่งประกอบดวยโปรตีน MECP2, MBD1 และ MBD2 เปน
ตน(8) ในการทํางานของ DNA methylation โดยผาน pathway ของ MECP2 นั้น MECP2 จะรวมตัวกับ histone 
deacetyltransferase (HDAC) ซึ่งเปนโปรตีนในกลุม histone modification ในการควบคุมปฏิกิริยาหามการ
แสดงออกของยีนบนสาย histone เพื่อทําการยับยั้งการแสดงออกของยีนรวมกัน (9-10) สวนใน pathway ของ 
MBD2 พบวา MBD2 จะทําการเติมกลุม methyl ลงบนสายดีอ็นเอโดยการรวมตัวกับกลุมโปรตีน Mi-2/NuRD 
ซึ่งเปนโปรตีนในกระบวนการเปลี่ยนแปลง chromatin  (chromatin remodeling)  และ ทํางานรวมกับโปรตีน 
HDACs ซึ่งอยูในกลุมควบคุม histone modification (11-12) ดังนั้นเพื่อทําการยับยั้งการแสดงออกของยีนจะเห็น
ไดวาการทํางานของกระบวนการยอยในกลไก epigenetics มีความสัมพันธกันโดยสังเกตจากการเกิด complex 
ของ MECP2 - Mi-2/NuRD – HDACs ในการรวมกันทําการควบคุมการแสดงออกของยีนนั่นเอง (8, 13-14)  

ยีนฝงจํา หรือ imprinted gene คือ กระบวนการฝงจํารูปแบบการแสดงออกของยีนบน allele อันใด
อันหนึ่งที่ไดจากพอหรือแม (15-16) เชน insulin-like growth factor 2 และ H19 เปนตน (16-21) ซึ่งเปนการ
ควบคุมการทํางานของยีนภายใตกลไก epigenetics แบบหนึ่ง โดยมีกระบวนการ DNA methylation เปนพ้ืนฐาน
ในการกําหนด gene imprinting โดย allele ที่ไมมีการแสดงออกจะถูกเติมกลุม methyl ลงไปทําใหไมสามารถ
แสดงออกได   ยีนฝงจําเหลานี้ สวนใหญจะมีความสําคัญและจําเปนตอการควบคุมการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต 
(16, 22-25) จากการศึกษาพบวา ความผิดพลาดของระดับการแสดงออก หรือ allele แสดงออกที่ผิดพลาดของยีน
เหลานี้สงผลใหเกิดความผิดปกติในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด (25-27) ดังตัวอยางท่ีพบในสิ่งมีชีวิตโคลนนิ่งพบวา  
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imprinting ยีนมีความผิดพลาด โดยเริ่มตั้งแตระยะตัวออนซึ่งเซลลอยูในสถานะเปน pluripotency ทําใหสัตว
โคลนนิ่งมีการพัฒนาอวัยวะตางๆอยางไมสมบูรณ และพบความผิดปกติตางๆ เชน โรค large calf syndrome ใน
วัว หรือแมแตในมนุษยที่พบโรค Beckwith-Wiedemann syndrome ในคน ก็ถูกรายงานวาเกิดจากความผิดพลาด
ของการแสดงออกของยีนฝงจาํ (25, 28-32)  

แตอยางไรความรูความเขาใจในศาสตรตางๆของเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํายังมีนอยมากซึ่งตองการ
การศึกษาเพิ่มเติม รวมทั้งในดานการควบคุมรักษาสภาวะความเปนเซลลตนกําเนิดใหคงที่ดวย ดังนัน้การศกึษานี้
จะทําการศึกษาถึงรูปแบบ epigenetics บางกลไก ไดแก กลไกDNA methylation และกลไกยีนฝงจําของเซลลตน
กําเนิดน้ําคร่ําแลวทําการการศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติและศกึษาถึงลักษณะการดําเนินไปของกลไกเหลานี้เม่ือ
เซลลตนกําเนิดถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลตนกําเนิดภายนอกรางกาย  

 
2.  วธิกีารทดลอง 
 
2.1.  การแยกและเพาะเลี้ยง mesenchymal stem cell 

      การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากน้ําคร่ําดวยเทคนิค Magnetics Cell Sorting  
      มีข้ันตอนการคัดแยก ดังนี้ 

นําเลือดสายสะดือจากตัวอยางการศึกษา 30 ตัวอยาง มา dilute กับสารละลาย Hanks’balance salt ใน
อัตราสวน 1:1 และปนแยกเอา mononuclear cell โดยใช ficoll solution จากนั้นทําการลางเซลลท่ีไดดวย
นํ้ายาเพาะเลี้ยง mesenchymal stem cell (MEM) ที่มี 20% fetal bovine serum, 100 mg/ml streptomycin, 
100 unit/ml penicillin และ 2 mM L-glutamine จํานวน 2 ครั้ง กอนนําไปเพาะเลี้ยงตอไปเพาะเลี้ยง
ควบคุมอุณหภูมิ 37oC,  5% CO2 in air เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง ทําการลางเซลลที่ไมเกาะกับพ้ืน tissue 
culture dish ออกดวย phosphate buffer saline กอนเลี้ยงตอในน้ํายาเพาะเลี้ยงจนกระทั่งไดเซลลเต็ม
พ้ืนที่ โดยตองทําการเปลี่ยนน้ํายาเลี้ยงทุกๆ 3-4 วัน เซลลที่ไดถือเปน passage ที่ 0 จะทําการแบงเซลล
ใน passage 0 ที่ไดนี้ออกเปน 2 กลุม โดยกลุมที่ 1 จะมีจํานวน 20 ตัวอยาง  ซึ่งจะถูกนําไปศึกษาในขอ 2, 
3 และ 4 ตอไป สวนอีกกลุม จํานวน 10 ตัวอยางการศึกษา จะถูกนําไป subculture โดย trysinization 
ดวย 0.25% Trypsin/EDTA และ เพาะเลี้ยงตอใน passage ตอไป โดยเซลลใน passage ที่ 3, 5, 7, 10, 15 
และ 20 จะถูกแบงจํานวนเซลลออกเปน 3 สวน โดยเซลลสวนที่ 1 จะถูกนําไปใชในขอ 2,3 และ 4  
เซลลสวนที่ 2 จะถูกนําไปใชสําหรับการ culture ใน passage ตอๆไป และเซลลสวนที่ 3 จะถูกเก็บไว
เพ่ือการศึกษาตอยอดตอไป 
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2.2.  การตรวจสอบคุณสมบัตขิอง เซลลตนกําเนดิน้ําคร่าํ 
1. ตรวจสอบโปรตีนที่จําเพาะของเซลลดวยเทคนิค flow cytometry  

- โปรตีนจําเพาะของเซลลตนกําเนิดตัวเต็มวัยชนิด mesenchyme ไดแก CD73 (BD  Pharmingen, 
cat.no. 550257,) , CD90 (eBioscience, cat.no.11-0909), CD105 (eBioscience, cat.no.12-1057) 

- โปรตีนจําเพาะตอ hyaluronan receptor ไดแก CD29 (eBioscience, cat.no.12-0299) 
และ CD44 (eBioscience, cat.no.11-0441) 

- โปรตีนจําเพาะตอการเจริญเติบโตเปนเซลลเม็ดเลือด ไดแก CD34 (BD  Pharmingen,  cat.no 
555821) และ CD45 (BD  Pharmingen, cat.no 555483)  

- โปรตีนจําเพาะของเซลลตนกําเนิดสมอง ไดแก CD133 (eBioscience, cat.no.12-1338) 
- โปรตีนจําเพาะของเซลลตนกําเนิดตัวออน หรือ pluripotent stem cell ไดแก Oct-4   (Chemicon, 

cat. no. MAB-4305) และ stage-specific embryonic antigen type 4 (SSEA-4; BD  Pharmingen, 
cat. no 560128) 

- Isotype control-PE (BD  Pharmingen, cat.no 550617) 
- Isotype control-FITC (BD  Pharmingen, cat.no 550616) 

2. ตรวจสอบโปรตีนที่จําเพาะของเซลลดวยเทคนิค  fluorescence microscopy 
ตรวจโปรตีนจําเพาะของเซลลตนกําเนิดตัวออนดวยการยอมสีตามหลักการ indirect staning ตอ 
Oct-4 (Chemicon, cat.no. MAB-4305), SSEA-4 (Chemicon, cat.no. MAB-4304), Tra-1-60 
(Chemicon, cat.no. MAB4360)  และ Tra-1-81 (Chemicon,  cat.no.MAB4381) ซ่ึงใช Goat anti-
mouse IgG conjugates FITC (Chemicon, cat.no. AP308F) เปนแอนติบอดีตัวที่ 2 (secondary 
anitibody) 

3. วิธีการยอมสีเพ่ือนําไปตรวจสอบโปรตีนจําเพาะของเซลลดวยเทคนิค flow cytometry  ทําโดยนํา
เซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําท่ีเพาะเลี้ยงไวมาแยกใหเปนเซลลเดี่ยว และลางดวย PBS 2 ครั้ง หลังการลาง
ทําการเติม PBS 100 ไมโครลิตร และแอนตบิอดีของโปรตีนจําเพาะที่ตองการทดสอบดังกลาวในขอ 
7.1 ในอัตราสวน 1:200 ตั้งรอเวลาในที่มืดท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที แลวจึงปนลางแอนติบอดี
สวนเกินออกดวย PBS กอนจะทําใหเซลลคงสภาพ (fix) ดวย 1% paraformaldehyde (Merck, cat.no. 
S4440815-605) แลวจึงนําไปตรวจสอบการติดสีดวยเทคนิค flow cytometer โดยใชเครื่อง Becton 
Dickinson รุน FacSort 

4.      วิธีการยอมสีเพื่อนําไปตรวจสอบโปรตีนจําเพาะของเซลลดวย fluorescence microscope  เริ่มจาก
การรักษาสภาพเซลลตนกําเนิด (fix) ดวย 4% paraformaldehyde และลางออกดวย PBS  กอนทําการ



11 
 

เติม blocking solution ซึ่งเตรียมจาก 3% BSA (Gibco, cat.no.11270-098), 0.5%Tween/PBS (USB, 
cat.no. 20605) ลงไปนาน 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นยอมดวย 1st Antibody ที่ละลายใน 
blocking solution ในอัตราสวน 1:100 ที่อุณหภูมิหองนาน 3 ช่ัวโมง แลวลางดวย PBS  3 ครั้ง กอน
ยอมดวย secondary antibody ท่ีมีสารเรืองแสงติดอยูโดยใชอัตราสวน1:300 แลวเก็บท่ีมืดนาน 2 
ช่ัวโมง กอนนําออกมาลาง secondary antibody ที่เหลือดวย PBS เพื่อนําไปตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศนตอไป โดย เซลลท่ีใชเปน positive control ไดแก เซลลตนกําเนิดตัวออนและ เซลลที่ใช
เปน negative control ไดแก เซลลไฟโบรบลาส 

 
2.3.  การตรวจสอบระดับ global DNA methylation  

 
การเตรยีม DNA  
นําเซลลตนกําเนิดที่ไดใน passage ตางๆ มาสกัด DNA โดยใชเทคนคิ Phenol-Chloroform ซ้ํา 2 ครั้ง 

โดยใช phenol-chroloform-isoamyl แลวนาํสาย DNA ท่ีไดมาตรวจสอบความบริสทุธิ์ดวย spectrophotometer  
กอนที่จะนํา DNA (OD ที่ wavelength 260/280 มากกวา 1.9)  ในปริมาณ 25 ไมโครกรัม จากนั้นนํามาทําการ
ทําลาย RNA ดวยการ incubate ดวย RNase H (invitrogen) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง กอนจะนํา DNA มาทําการยอย
ดวยเอ็นไซมสําหรับตัดพันธะเคมีบนสาย DNA ที่ตําแหนง Pyrophosphate และ glycosidic bond โดยใช enzyme 
nuclease P1 (Wako) และ calf intestinal phosphatase (US biological) เพื่อใหได 5-methyl deoxycytidine 
จากนั้นนํา nucleoside ที่ไดไปเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส สําหรับวิเคราะหหาระดับของ DNA methylation  
ตอไป 

 
           การวัดระดับ DNA methylation โดย เทคนิค HPLC 

สราง standard curve จากความเขมขนของสาร 5-methyl-2’-deoxycytidine มาตรฐาน (Sigma) และ 
internal standard nucleoside  ดวยเทคนิค HPLC ซึ่งจะเปนเกณฑในการวเิคราะหความเขมขนสาร 5-methyl-2’-
deoxycytidine สําหรับการวดัระดับ DNA methylation จากนั้นตรวจหาระดับความเขมขนของ 5-methyl-2’-
deoxycytidine จากสารละลาย nucleic acid ที่สกัดจากสาย DNA ของ stem cell ที่เตรียมไว โดยการศกึษาจะ
ดําเนินการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 
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2.4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนฝงจาํ 
การสกดั RNA  
นําเซลลตนกําเนิดที่ไดใน passage ตางๆ มาสกัด RNA โดยใชเทคนคิ Phenol-Chloroform ซ้ํา 2 ครั้ง 

โดยใช phenol-chroloform-isoamyl แลวทาํใหปราศจากการปนเปอนของ DNA ดวย การเติม เอ็นไซม DNAse 
และ incubate ไวใน 37oC นาน 1 ช่ัวโมง  แลวจึงทําการเปลีย่นสาย RNA ที่ไดเปน cDNA ดวยวิธี reverse 
transcription แลวนําสาย cDNA ที่ไดมาตรวจสอบความบริสุทธิด์วย spectrophotometer  กอนที่จะนําไปเก็บไว
เปน cDNA stock สําหรับการวเิคราะห ตอไป 

 
         การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา (imprinted gene) 

นําเซลลตนกําเนิดที่ไดใน passage ตางๆ มาสกัด RNA โดยเทคนิค Phenol-Chloroform 2 ครั้ง โดยใช 
phenol-chroloform-isoamyl แลวเปลี่ยนสาย RNA ที่ไดเปน cDNA ดวยวิธ ี reverse transcription กอนตรวจหา
ปริมาณการแสดงออกของยนีฝงจํา 3 ชนิด ไดแก Insulin-like growth factor 2 (IGF2), SNRPN และ MEST  โดย
ใช  specific primer ตอยีนทั้ง 2 ในการเพิ่มจํานวน cDNA ที่ไดและอานผลดวยเทคนิค real time PCR 
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3.  ผลการทดลอง 
 
3.1. ผลการทดลองชวงที่ 1 (1-6 เดือน) 
 ไดทําการทดลองเพาะเลี้ยงแยกเก็บเซลลตนกําเนดิ จากน้ําคร่ําดวยเทคนิค  Magnetic cell sorting และ
ทดลองเริ่มเพาะเลีย้งเซลลตนกําเนิดใน passage ที่ 0 และเลีย้งตอเนื่องไปไดหลาย passage โดยผลการทดลอง
พบวา 
 
1. เซลลตนกําเนดิน้ําคร่ําทีแ่ยกไดมีประมาณ 0-1% ของเซลลท่ีไดจากน้ําคร่ํา 
2. เซลลตนกําเนดิน้ําคร่ําทีแ่ยกไดสามารถนํามาเพาะเลี้ยงเปนโคโลนีจากเซลลเดี่ยวได และมีอัตราการแบงตวัที่

ดีมาก ทําใหสามารถสราง clonal amniotic fluid stem cell line ได โดยภาพของ clonal amniotic fluid stem 
cell line ไดแสดงไวในภาพที ่1 

 
 

 
  ภาพที่ 1      ภาพแสดงสายพันธุเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําที่เริ่มจากเพาะเลี้ยงเซลลเดยีว 
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3. เซลลตนกําเนดิน้ําคร่ําในแตละ clonal cell line มีความสามารถในการแบงตวัเพิ่มจาํนวนในระดบัที่แตกตาง
กัน โดยสังเกตจากอัตราการแบงตัวทีไ่มเทากันและ จํานวน passage ที่สามารถเพาะเลี้ยงไดอยางตอเนื่อง โดย
ไดแสดงตวัอยางในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ความสามารถในการแบงตัวเพิ่มจํานวนในอัตราความเร็วที่ตกตางกันของเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําใน 

แตละสายพันธุ 
 

Clonal AFS line จํานวน passage ที่สามารถแบงได
ตอเนื่องของแตละสายพันธุ 

ระยะเวลาที่ใชสรางเซลลจํานวน 
5x105 เซลล จาก 1 เซลล (วัน) 

T4 >17 28 
T7 >17 28 
T8  14 32 
T9 >17 28 

T10 >20 22 
T11  13 32 
T12 >19 22 
T21 >19 22 
6A >15 32 
2F >30 20 
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hoechst 
33342 

Oct-4 
staining 

SSEA-4  
staining 

3.2  ผลการทดลองชวงที่ 2  (7-12 เดือน) 
3.2.1. ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา ดวยเทคนิค immunostaining และตรวจวดั

ดวย Flow cytometer และ fluorescence microscope พบวาเซลลตนกําเนดิจากน้าํคร่ําที่ไดสามารถ
แสดงคุณสมบตัิของเซลลตนกําเนิดตวัออนบางชนิด ไดแก การแสดงผลบวกตอโปรตีน Oct 4  และ 
SSEA4 แสดงคุณสมบัติของเซลลตนกําเนดิตัวเต็มวยัชนดิ mesenchymal stem cellไดแก การแสดงผล
บวกตอโปรตนี CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 และยังแสดงโปรตีนจําเพาะบนเซลลเริ่มตนของ
เซลลตนกําเนดิสมอง ไดแก  CD 133 แตไมแสดงโปรตีนจําเพาะของเซลลตนกําเนิดกลุมท่ีจะพฒันา
ตอไปเปนเม็ดเลือด ไดแก CD34 และ CD45 ซึ่งผลแสดงในภาพที่ 2 และ 3 
 
 

 ภาพท่ี 2 ภาพเซลลตนกําเนดิจากน้ําคร่ําที่แสดงผลบวกตอโปรตีน Oct 4 และ SSEA4 โดยการวัดดวย 
fluorescence microscope      

                

         

     

     
 

AFC AFC 

hoechst 
33342 

Oct-4 
staining 
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ภาพที่ 3 ภาพแสดงผลการตรวจสอบโปรตีนจําเพาะบนเซลลตนกําเนดิน้ําคร่ําโดยการวดัดวย Flow cytometer  
  
 
 

 

 

 
 

SSEA-4 CD 29 CD 44 

CD 73 CD 90 CD 105 

CD 133 CD 34 CD 45 
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3.2.2. สายพันธุเซลลตนกําเนดิน้ําคร่ําที่สามารถทาํการเพาะเลีย้งเพิ่มจํานวนตอ จํานวน 11 สายพันธุ และเพิ่ม
จํานวนใหไดปริมาณที่เพียงพอตอการนําไปสกัด RNA และ DNA โดยทําการตรวจสอบคุณสมบัติการ
แสดงออกบน surface marker เมื่อเพาะเลี้ยงถึง passage ที่ 8 และ 12 และใน passage สุดทาย ผลการ
เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําไดจัดแสดงในตารางที่ 2 
 
 
ตารางที่ 2 แสดงการเพาะเลีย้งเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําใน passage ตางๆ 
 

sample P8 P10 P12 P14 P15 P17 P18 P19 P20 
T4 x x x x x x    

T5 x x        
T7 x x x x x x    
T8 x x x x      
T9 x x x x x x    
T10 x x x x x x x x ND 

T11 x x x x      
T12 x x x x x x    
T21 x x x x x x x x ND 

6A x x x x x     

2F x x  x  x x x x x x 
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3.2.3. การ set up เทคนิคการวัดระดับ DNA methylation โดย เทคนิค HPLC  
 

  1.   การทดสอบแยก mixture ของ standard nucleoside 3 ชนิด ไดแก cytidine (C), guanosine (G), 5-methyl-
cytidine (5MC) เพื่อคนหาถึงวธิีการที่เหมาะสมในการตรวจหาสารทัง้ 3 ชนิด ในตัวอยางทดสอบจริง 
พบวาผลการดาํเนินการทําไดสําเร็จ สามารถตรวจพบ retention time ของสารที่สนใจทั้ง 3 ชนิด ท่ีเวลา 
11.5 นาที 20.9 นาที และ 28.6 นาที ตามลําดับ 

 

 
 

ภาพที่ 4   ภาพแสดงเวลา (retention time) และ peak ของ สารนิวคลีโอไซดมาตรฐาน (standard 
nucleoside) ทั้ง 3 ชนิด ไดแก cytidine (C), guanosine (G) และ 5-methyl-cytidine (5MC) ที่แยกไดจาก
สารละลาย โดยเทคนิค HPLC 

Cytosine 

5 methyl 
cytosine 

Guanosine
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 2.   เมื่อทําการทดลองสกัด DNA จาก fibroblast cell ของหนู และนํา DNA ที่ไดมา treat ใหได nucleoside เพ่ือ
นําไปฉีด HPLC โดยใชวธิกีารท่ีจดัหาไดในขั้นตอนที่ 3.1 พบวาสามารถตรวจวัดไดจรงิ แตเวลา retention 
time ที่พบมีความแตกตางออกไปเลก็นอย ดังแสดงในภาพที่ 5 จึงใชการตรวจสอบ Photo Diode Array 
เพ่ือวัดคาเฉพาะในการดูดกลนืแสงในแตละความยาวคลื่นแสงของสารนิวคลีโอไซดมาตรฐานแตละชนิด
เพ่ือใชในการยืนยนัความถกูตองในการวิเคราะหในแตละตัวอยางทดลอง โดยแสดงภาพที่ 6 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 5       ภาพแสดงเวลา  (retention time)  และ peak ของ cytidine (C), guanosine (G) และ 5-methyl-
cytidine (5MC) ท่ีแยกไดจากเซลล fibroblast ของหนู เพ่ือเปนการทดสอบถึงกระบวนการและวธิีการที่ใช
ตรวจหาระดับ methylation บนสายในตวัอยางทดสอบจริงโดยเทคนิค HPLC ซึ่งพบวา มีretention time 
เปลี่ยนไปจากการวัดในสารละลายที่มเีพียง สารนิวคลโีอไซดมาตรฐาน โดย Peak ของ cytosine (C) 
แสดงที่ 11.566 นาที Peak ของ methylcytosine (5mC) แสดงที่ 14.772 นาที และ peak ของ guanosine 
แสดงที่ 24.945 นาที 

Cytosine 

5 methyl 
cytosine Guanosine 
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6A 

 
nm 

 
6B 

 
 nm 

 
6C 

 
nm 

 
ภาพที่ 6  ภาพแสดงผลการตรวจวดัคาเฉพาะในการดดูกลืนแสงในแตละความยาวคลื่นแสงของสารนิวคลโีอ
ไซดมาตรฐาน cytidine (ภาพ 6A), guanosine (ภาพ 6B) และ 5-methyl-cytidine (ภาพ 6C) ดวย Photo Diode 
Array  

Cytosine 

5 methyl 
cytosine 

Guanosine 
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3.3     รายงานผลการทดลองชวงที่ 3 (13-18 เดือน) 
ตรวจสอบระดับ DNA methylation ดวยเทคนิค HPLC ในเซลลตนกาํเนิดน้ําคร่ํา  

        โดยการนําเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา ใน passage ท่ี 8 และ passage สุดทายท่ีเพาะเลี้ยงไดในแตละสายพันธุมา
ทําการสกดั DNA จากนัน้นํา DNA และ treat ดวยเอน็ไซมเพ่ือใหได nucleoside และพบวาผลการ
ดําเนินการทําไดสําเรจ็ ภายหลังการวิเคราะห nucleoside 3 ชนิด ไดแก cytidine (C), guanosine (G), 5-
methyl-cytidine (5MC) ในแตละตวัอยางทดสอบดวยเทคนิค HPLC พบระดับ DNA methylation โดยรวม
ในเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา แตละสายพันธุมีระดับท่ีแตกตางกันทั้งใน passage ที่ 8 และ passage สุดทายท่ี
เพาะเลี้ยงไดโดยมีคาเฉลี่ยของระดับ DNA methylation โดยรวมอยูที่ 9.38 ±4.4 และ 8.9 ±3.01 ตามลําดับ 
ซ่ึงผลการตรวจสอบแสดงใน ตารางที่ 3 และ ภาพท่ี 7 

 
ตารางที่ 3  ตารางแสดงผลระดับ 5mC จากการตรวจวดั ดวยเทคนิค HPLC โดยผลคิดเปนรอยละตอ
จํานวน cytidine ( C ) ทั้งหมด บนสาย DNA ท่ีทําการศกึษาในเซลลตนกําเนดิน้ําคร่าํ passage ท่ี 8 และ 
passage สุดทายที่เพาะเลีย้งไดในแตละสายพันธุ 
 
   

Sample passage 8 Last passage 
T4 12.36952264 4.017464641 
T7 10.22285905 13.15437214 
T8 3.458480719 7.935369573 
T9 13.15246955 6.137608282 

T10 8.768757992 12.55181037 
T11 8.543125524 9.607421261 
T12 9.94527914 11.2088852 
T21 15.89770428 7.638851495 
2F 2.115138465 7.786043091 
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ภาพที่ 7  ภาพผลการตรวจสอบระดับ 5-methylcytosine (5mC) ที่วิเคราะหไดในเซลลตนกําเนดิน้ําคร่ํา
เปรยีบเทียบกนัระหวางใน passage ตน และ passage สุดทายที่เพาะเลีย้งไดในแตละสายพันธุ  
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3.4  ผลการทดลองชวงที่ 4 (19-24 เดือน) 
3.4.1 การจัดเตรยีมระบบการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  
เมื่อภายหลังหารสกัด RNA แลว ทําการเปลี่ยนแปลง RNA เปน cDNA และจัดหา primer สําหรับการ
ทดสอบหาปริมาณการแสดงออกของยีนดวยการทดสอบเพิ่มจํานวนดวนเทคนิค real time PCR โดย
รายละเอียด ของ primer ที่ใชไดรายงานใน ตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  แสดงรายละเอยีด ของ primers ที่ใชในการทดสอบหาปริมาณการแสดงออกของยีนฝงจาํ 
 

GENES Forward primers Reverse primers Tm 
IGF2  

5′- CACGCCAAACACTGAATGTC -3′ 

 

 
5′- ATTGGGATTGCAAGCGTTAC -3 

 
84 

MEST  
5′- AACCAGCATACCCTTACTCTGC -3′ 

 
5′- AGAATTGGTCTTCCCAGCTAA -3′ 

 
78 

SNRPN  
5′- CTCTTTGAAGCTTCTGCCCA -3′ 

 
5′- GCTGTTCCACCAAATCCAAT -3′ 

 
80 

Beta-ACTIN  
5′- ATGTGGCCGAGGACTTTGATT -3′ 

 
5′- ATGTGGCCGAGGACTTTGATT -3′ 

 
78 

 
3.4.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของ primers ดวยการทํา primer validation 
ผลการตรวจสอบประสิทธิภาพของ primers ท่ีใชในการเพิ่มจํานวนยีน ทั้ง 4 ยีน โดยใชตวัอยางทดสอบ
ชนิดเดยีวกันในระดับความเขมขนตางกันท่ี 20ng, 10ng, 5ng,1ng, 0.5ng ดังแสดงผลในภาพที่ 8 (A), (B) 
(C) และ (D) 
 

 
ภาพ 8(A) ภาพแสดงผลการตรวจสอบประสิทธภิาพ primers ของยีน IGF2 ดวยการทํา primer validation 
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ภาพ 8(B) ภาพแสดงผลการตรวจสอบประสิทธภิาพ primers ของยีน MEST ดวยการทํา primer validation 
 
 

 
ภาพ 8(C) ภาพแสดงผลการตรวจสอบประสิทธภิาพ primers ของยีน SNRPN ดวยการทํา primer validation 
 
 
 

 
ภาพ 8(D) ภาพแสดงผลการตรวจสอบประสิทธภิาพ primers ของ β-actin ดวยการทาํ primer validation 
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3.4.3. การศกึษาระดบัการแสดงออกของ imprinted genes ในเซลลตนกําเนดิน้ําคร่าํ 
  จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีนฝงจําในเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําระหวางที่
เพาะเลี้ยงในหองปฎิบัติการ พบวายีนฝงจําท้ัง 3 ยีน ไดแก ยีน MEST, IGF2 และ SNRPN มีระดับ
การแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงตลอดเวลาในระหวางการเพาะเลี้ยงภายนอกรางกาย  โดย
รายละเอียดระดับการแสดงออกของยีนไดแสดงไวใน ตารางที่ 5, 6  และ 7 โดยพบวารูปแบบการ
เปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ IGF2 มีความสัมพันธกับความสามารถในการแบงตัวของ
เซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําอยางชัดเจน นอกจากนี้ยังพบวา ระดับการแสดงออกของยีน IGF2 ใน
ปริมาณที่สูง มีความสัมพันธกับการที่เซลลมีอัตราการแบงตัวเร็วในระหวางการเพาะเลี้ยง   

  
ตารางที่ 5  แสดงผลการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา IGF2 

 

Sample Passage 8 Passage 10 Passage 12 Passage 15 

T4 1.25 1.24 0.76 0.871 

T7 2.33 1.48 2.06 1.48 

T8 0.98 0.939 - - 

T9 2.3 2.28 2.42 1.36 

T10 1.52 1.76 1.1 0.841 

T11 1.81 1.45 1.37 0.483 

T12 1.26 0.533 1.33 1.27 

T21 2.35 2.47 3.17 1.79 

6A 0.852 0.923 0.978 0.424 

2F 2.94 2.72 2.33 2.25 
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ภาพที ่ 9 กราฟแสดงรูปแบบการเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา IGF2 ระหวางการ
เพาะเลี้ยงภายนอกรางกาย 

 
 

IGF-2
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ตารางที่ 6  แสดงผลการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา MEST 
 

Sample Passage 8 Passage 10 Passage 12 Passage 15 

T4 0.656 1.4 0.732 0.315 

T7 1.987 1.61 0.797 0.796 

T8 0.856 1.32 - - 

T9 1.36 1.84 0.418 0.428 

T10 1.35 0.432 0.598 0.431 

T11 1.75 1.68 1.52 1.62 

T12 1.95 0.417 1.07 0.914 

T21 1.07 0.996 0.978 1.44 

6A 1.46 0.426 1.17 1.07 

2F 2.23 0.972 1.43 0.765 

 
ภาพที ่ 10 กราฟแสดงรูปแบบการเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา MEST ระหวาง
การเพาะเลีย้งภายนอกรางกาย 
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ตารางที่ 7  แสดงผลการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา SNRPN 
 

Sample Passage 8 Passage 10 Passage 12 Passage 15 

T4 0.976 2.92 0.917 0.458 

T7 0.893 2.86 0.468 0.888 

T8 0.913 1.49 - - 

T9 1.25 2.74 0.458 0.496 

T10 5.82 0.422 0.467 0.468 

T11 6.79 2.32 0.321 0.275 

T12 5.85 0.45 0.819 0.647 

T21 1.87 0.452 0.644 0.199 

6A 3.69 0.777 0.713 0.588 

2F 3.12 0.601 0.836 0.274 

 
 
ภาพที ่ 11 กราฟแสดงรูปแบบการเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของยีนฝงจํา SNRPN ระหวาง
การเพาะเลีย้งภายนอกรางกาย 
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4.  บทวจิารณ 
จากการที่ระบบกลไก Epigenetic นี้ประกอบไปดวยกลไกยอยภายใน หลายชนิด โดยมีกลไกที่

เปนหลัก ไดแก การเติมหมูเมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methylation), การเติมหมูเคมีบนโปรตีน
ฮีสโตน Histone modification และ  Chromatin remodeling  ดังนั้น การเกิดการเปลี่ยนแปลงในการ
ทํางานของระบบดวยเหตุผลใดๆก็ตาม จึงสงผลตอคุณภาพ คุณสมบัติของเซลลตนกําเนิด นอกจากนี ้
ระบบ Epigenetic ยังเปนระบบที่มีความไว (Sensitive) ตอการเหนี่ยวนําหรือเปลี่ยนแปลงของ
สภาวะแวดลอม ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดในหองปฏิบัติการในเวลานานๆ ก็อาจเปน
สาเหตุหน่ึงที่ทําให Epigenetic เกิดการเปลี่ยนแปลง และนําไปสูการสูญเสียคุณสมบัติของเซลลตน
กําเนิด ดังนั้นผูวิจัยจึงทําการเลือกศึกษาระบบ Epigenetic ผานการศึกษากลไกยอยของการเติมหมู
เมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methylation) โดยรวมในเซลลซึ่งจะทําหนาท่ีเปนเสมือนตัวแทนของ 
Epigenetic ท้ังระบบ เนื่องจากพบวา การทํางานของกลไก DNA methylation มีความสัมพันธและ
ทํางานรวมกันกับกลไกอื่นๆในระบบ Epigenetic ซึ่งจากผลการศึกษา ระดับ DNA methylation 
โดยรวมแมจะไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจนถึงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงระดับ methylation แต
พบวาจากการศึกษานี้ พบการเปลี่ยนแปลงของระบบ DNA methylation  โดยรวมในระหวางการ
เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา จากการศึกษาเปรียบเทียบทั้งใน เซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา ใน 2 
subculture passage คือ passage ตนและปลายจํานวน 10 สายพันธุ โดยรูปแบบการเปลี่ยนแปลงของ 
DNA methylation โดยรวมนั้นมีทศิทางการเปลี่ยนแปลงที่ไมชัดเจนซึ่งเปนไปไดวาเกิดขึ้นจากการที่ 
DNA methylation  เปนพื้นฐานของกลไกหลายชนิดที่ทําหนาที่แตกตางกันไป บางยีนมีสวนชวยใน
การคงสภาพ pluripotentcy ของเซลลตนกําเนิดและบางยีนเกี่ยวของกับการเกิดการเปลี่ยนแปลงหรือ
เหนี่ยวนําเซลลตนกําเนิดเปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆในรางกาย ในขณะที่บางยีนก็ทําหนาท่ีอื่นที่แตกตาง
ออกไป 
 ดังนั้นผูวิจัยจึงทําการศึกษาตอเนื่องเพ่ือใหเกิดความเขาใจท่ีชัดเจนมากขึ้น โดยการทําการศึกษา
การแสดงออกของยีนในกลไกยีนฝงจํา ซึ่งกลไกนี้จะใชการเติมหมูเมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA 
methylation) เปนพื้นฐานการทํางาน และเนื่องจากยีนฝงจําสวนใหญเกี่ยวกับการควบคุมการพัฒนา
และการเจริญเติบโตของเซลล ซึ่งในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ มียีนฝงจําที่นํามาใชศึกษาทั้งสิ้น 3 ยีน 
ไดแก Insulin-like growth factor type 2 (IGF2), Mesoderm-specific transcription (MEST), และ 
Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide N (SNRPN) โดย ยีน IGF2 เปนยีนฝงจําในมนุษย ที่
มีการแสดงออกสูงในเซลลมะเร็งหลายชนิด ทําใหคาดวาเซลลอาจจะมีสวนเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโตและแบงตัวของเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา  ยีน MEST พบวามีความเกี่ยวของกับการเกิด 
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growth retardation และยีน SNRPN เปนยีนฝงจําชนิดที่เกี่ยวของกับการเกิด Pre-RNA processing 
ทั้งสามยีนฝงจํานี้ จึงมีความเกี่ยวของกับการเจริญเติบโต การแบงตัวของเซลล  โดยจากผลการศึกษา
ระดับการแสดงออกของยีนท้ังสามชนิดนี้ พบวา ยีนท้ังสามมีการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลง
ตลอดเวลา ในระหวางที่เซลลตนกําเนิดเพาะเลี้ยงอยูภายนอกรางกาย ผลท่ีไดรับนี้เปนไปในแนวทาง
เดียวกันกับการเปลี่ยนแปลงของระดับ DNA  methylation โดยรวม และจากผลการวิเคราะหถึง
รูปแบบการแสดงออกของยีนฝงจําทั้งสามชนิดที่ได พบวาการที่ยีนทั้งสามชนิดนี้มีแนวโนมการ
แสดงออกของยีนท่ีลดลงเรื่อยๆ ตลอดการเพาะเลี้ยงตอเนื่องใน passage ที่เพิ่มขึ้นนั้นมีความ
สอดคลองกับความสามารถในการเพาะเลี้ยงเพิ่มจํานวนเซลลของเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําดวย จะเห็น
ไดวาในระยะแรก ซ่ึงเปนชวงเวลาที่เซลลมีการแสดงออกของยีนฝงจําท้ังสามชนิดในปริมาณท่ีสูง
นั้น เซลลจะมีอัตราการเปลี่ยนแปลงที่เร็วกวาเซลลที่เพาะเลี้ยงไดในระยะหลังท่ีเซลลมีอัตราการ
แบงตัวที่ชาลงและหยุดการแบงตัวในที่สุด แตเมื่อในระยะหลังระดับการแสดงออกของยีนฝงจําทั้ง
สามชนิดมีปริมาณที่ลดลงและเกี่ยวเนื่องกับการแบงตัวและการสรางโปรตีนเพื่อใชสําหรับการ
เจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิด 
 นอกจากการศึกษาวิจัยน้ีจะแสดงออกถึงระดับและรูปแบบการแสดงออกของยีนฝงจําท่ีมีความ
เกี่ยวเนื่องกับการพัฒนาและการแบงตัวของเซลลแลว  การศึกษานี้พบผลการทดลองที่นาสนใจใน
ระดับการแสดงออกของยีน IGF2 มีความสัมพันธอยางมากตอการแบงตัวเพ่ิมจํานวนของเซลลตน
กําเนิดน้ําคร่ําในทุกสายพันธุที่ทําการทดสอบ พบวาระดับการแสดงออกของยีน IGF2 ในระดับที่สูง 
ในเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําระยะตนจะสัมพันธกับความสามารถของเซลลที่จะสามารถเพาะเลี้ยงไดใน
หองปฏิบัติการในระยะเวลานานและมีอัตราในการแบงเซลลที่รวดเร็วรวมถึงจํานวน passage ที่
มากกวาในการเพาะเลี้ยงเพิ่มจํานวนเซลลตนกําเนิดในหองปฏิบัติการ โดยที่เซลลยังสามารถคง
คุณสมบัติเปนเซลลตนกําเนิดอยูได  จากการตรวจสอบโปรตีนจําเพาะบนผิวเซลล เชน เซลลตน
กําเนิดสายพันธุ 2F, T7, T9 และ T21 ที่มีระดับการแสดงออกของยีน IGF2 ที่สูงนั้นพบวาสามารถ
เพาะเลี้ยงไดยาวนานและมีอัตราการแบงเซลลที่ดีกวาในสายพันธุอ่ืนๆที่มีระดับการแสดงออกของ 
IGF2 ต่ํากวา  จากผลการทดลองนี้ บงชี้ถึงความเปนไปไดวา ระดับการแสดงออกของยีน IGF2 
อาจจะถูกใชเปน marker สําคัญในการคัดเลือกสายพันธุเซลลตนกําเนิดจากหลาย clonal AFS line ที่
ผลิตได นอกจากนี้ ยีนฝงจําเหลานี้อาจจะใชเปนยีนที่มีบทบาทสําคัญสําหรับศึกษาการแบงตัวของ
เซลลตนกําเนิดชนิดอ่ืนท่ีมีศักยภาพการแบงตัวต่ํา 
 การเตรียมเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําเพ่ือใชในการศึกษานี้ เตรียมโดยการสราง Clonal stem cell 
line คือ การสรางสายพันธุเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําจากเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําเพียง 1 เซลล โดยอางอิง
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จาก การศึกษาของ Atala และคณะ ในป 2007 ที่ใชวิธีการนี้ทําใหไดเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําท่ีมีความ 
บริสุทธิ์(purity) สูงมาก เหมาะแกการนําไปใชไดจริง เพราะเนื่องจากเซลลในน้ําคร่ํานั้น คาดวาไดมา
จากเซลลท่ีหลุดออกมาจากทารกในครรภในชวง 1-3 เดือนแรกของการตั้งครรภ ดังนั้นเซลลท่ีได
จากน้ําคร่ําจึงมีลักษณะเปน  Heterogenous population คือ มีเซลลหลายชนิดปะปนกันอยู ดังนั้น 
หากทําการสรางสายพันธุเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ํา ในลักษณะ Clonal stem cell line จะทําใหเซลลที่ได
มี purity สูง จะเปนประโยชนและงายตอการนําไปใชพัฒนาตอไป แตอยางไรก็ตาม การสราง 
Clonal stem cell line จากเซลลตนกําเนิดน้ําคร่ําเซลลเดียว ใน passage 0 จําเปนตองใชระยะเวลาใน
การแบงเซลลใหไดจํานวนเพียงพอตอการทําไปใชเพื่อใชทําการสกัด DNA, สกัด RNA,  ตรวจสอบ
คุณสมบัติเซลลดวย Flow cytometry  ใน passage เดียวกันของการทดลอง ทําให passage แรกที่ใช
ในการศึกษา จึงใช passage ที่ 8 เปน early stage study ซึ่งหากการศึกษาใหผลท่ีเปนแนวทางชัดเจน
แลว  ในการศึกษาตอไปซึ่งไมจําเปนตองใชเซลลท่ี passage เดียวกันท้ังหมด ก็จะสามารถจัดหา 
เซลลใน passage ที่ออนกวานี้ เปน passage แรกของการศึกษาได 
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