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ความสามารถในการเพิ่มจํานวนไดอยางไมจํากัด และสามารถพัฒนาเปนเซลลท่ีมีหนาท่ีจําเพาะไดอยาง

หลากหลายทําใหเซลลตนกําเนิดตัวออนมนุษย (Human embryonic stem cells; hESCs) มีศักยภาพสูงในการนํามาใช

เปนแบบจําลองในการศึกษาโรคเพื่อมุงสูการรักษาดวยวิธีเซลลบําบัด hESCs ถูกสรางขึ้นครั้งแรกในป ค.ศ. 1998 โดย

การแยก Inner cell mass (ICM) ออกจากตัวออนระยะบลาสโตซิสโดยวิธี Immunosurgery แลวนําออกมาเล้ียงใน

หลอดแกว หลังจากน้ันมีการรายงานการสราง hESCs ดวยวิธีตางๆ หลายวิธี อาทิเชน การแยก ICM ออกจากตัวออน

ระยะบลาสโตซิสโดยวิธีเชิงกล (Mechanical ICM isolation), การแยก ICM ออกจากตัวออนระยะบลาสโตซิสโดยใช

เลเซอร และการสราง hESCs โดยการนําตัวออนมาเล้ียงโดยไมมีการแยกเซลล ICM (Whole embryo culture) อยางไร

ก็ตามประสิทธิภาพในการสราง hESC ยังอยูในระดับต่ํา (<50%) สงผลใหใชตัวออนปริมาณมากเพื่อใหไดจํานวน 

hESCs เพียงพอสําหรบัการศึกษา ปญหาปริมาณตัวออนมีปริมาณนอยรวมกับขอจํากัดในการนําตัวออนมาใชใน

การศึกษาวิจัยสงผลใหตองพัฒนาวิธีการใหมท่ีมีประสิทธิภาพสูงเพื่อใชในการผลิต hESC จากตัวออนซ่ึงจะสงผลให

ปริมาณตัวออนท่ีถูกนํามาใชในการศึกษาลดลง ในการทดลองน้ีมีสมมติฐานวาสาเหตุท่ีทําใหอัตราความสําเร็จในการ

ผลิต hESCs ต่ําน้ันอาจเกิดจากการเจริญเติบโตท่ีมากเกินไปของเซลลโทรโฟบลาส (Trophoblast cell; TE) สงผลให

เซลล ICM ไมสามารถเจริญเติบโตได ดังน้ันจึงไดมีการพัฒนาวิธีการผลิต hESC วิธีใหมเพื่อลดการเจริญเติบโตของ

เซลล TE (Minimized trophoblast cell proliferation; MTP) โดยเล้ียงเซลล ICM ในระบบปราศจากเซลลพี่เล้ียง 

(Feeder-free system) นาน 3 วัน กอนท่ีจะยายไปเล้ียงบนเซลลพี่เล้ียง การผลิต hESCs ดวยวิธี MTP สามารถผลิต 

hESCs ไดท้ังจากตัวออนปกติ, ตัวออนผิดปกติ และตัวออนแชแข็ง โดยมีอัตราความสําเร็จมากกวา 50% (อัตรา

ความสําเร็จอยูระหวาง 50-100%; เฉล่ีย 70%) การสราง hESCs ดวยวิธีการน้ีจะชวยใหสามารถผลิต hESC lines 

แบบ Clinical-grade มีความเปนไปไดมากขึ้นเพราะจํานวนตัวออนท่ีตองการใชนอยลง 

คําสําคัญ : human embryonic stem cell, Blastocyst, trophoblast 
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1. Abstract 

Due to their extensive self-renewal and multi-lineage differentiation capacity, human embryonic stem 

cells (hESCs) have great potentials for studying developmental biology, disease modeling, and developing 

cell replacement therapy. The first hESC line was generated in 1998 by culturing inner cell mass (ICM) cells 

isolated from human blastocysts using an immunosurgery technique. Since then, many techniques including 

mechanical ICM isolation, laser dissection and whole embryo culture have been used to derive hESC lines. 

However, the hESCs derivation efficiency remains low, usually less than 50%, and it requires large number of 

human embryos for deriving significant number of hESC lines. Due to a shortage and restricted access to 

human embryos, a novel approach with better hESCs derivation efficiency is badly needed to decrease the 

number of embryos used.  We hypothesized that the low hESCs derivation efficiency might be due to 

extensive proliferation of trophoblast (TE) cells which could interfere with ICM proliferation. We therefore 

developed a methodology to minimize TE cell proliferation by culturing ICM in feeder-free system for 3 days 

before transferring them onto feeder cells. This minimized trophoblast cell proliferation (MTP) technique could 

be successfully used to derive hESCs from normal, abnormal and frozen-thawed embryos with better 

derivation efficiency of more than 50% (range 50 - 100%; median 70%). With this methodology, large scale 

production of clinical-grade hESCs is feasible. 
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