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หลักการและวัตถุประสงค์: เยื่อหุ้มทารก ประกอบด้วยชั้น              
แอมเนยีนและคอเรยีนซึง่เป็นแหล่งของเซลล์ต้นก�ำเนดิมเีซนไคม์
ที่น่าสนใจ อย่างไรก็ตาม การศึกษาคุณสมบัติ MSCs ที่ได้จาก
แอมเนียนและคอเรียนยังมีน้อย ดังนั้นการศึกษานี้จึงท�ำการ                
คดัแยกและเปรียบเทยีบ MSCs จากแอมเนยีน (amniotic MSC; 
AMSC) และ คอเรียน (chorionic MSC; CMSC)
วิธีการศึกษา: เยื่อหุ้มทารก จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง  ถูกน�ำมาแยก 
AMSC และ CMSC และศึกษาคุณสมบัติ โดยตรวจสอบรูปร่าง
เซลล์  การแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์  ระยะเวลา
ที่เซลล์ใช้ในการเพ่ิมจ�ำนวน (population doubling time; 
PDT) และความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์อื่น รวม
ทั้งตรวจสอบอัตราการรอดชีวิตหลังจากเก็บในสภาวะแช่แข็ง
ผลการศกึษา: AMSC และ CMSC ที่คัดแยกได้มีคุณสมบัติทั่วไป 
ทั้งรูปร่าง  การแสดงออกของ CD44, CD73 และ CD105 ไม่
พบการแสดงออกของ CD34 บนผิวเซลล์ นอกจากน้ีพบว่าเซลล์
ทั้ง 2 ชนิด มีความสามารถเปลี่ยนเป็นเซลล์ไขมัน เซลล์กระดูก 
และเซลล์ตับที่คล้ายคลึงกัน AMSC มีการเจริญเติบโตเร็วกว่า 
CMSC เล็กน้อยแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  
ภายหลังจากเก็บรักษาเซลล์ในสภาวะแช่แข็งเป็นระยะเวลา 1 
เดือน พบว่าทั้ง AMSC และ CMSC มีอัตราการรอดชีวีตมากกว่า
ร้อยละ 90 
สรุป: จากการศึกษาน้ีพบว่า AMSC และ CMSC มีคุณสมบัติ
ทั่วไปและความสามารถเปลี่ยนเป็นเซลล์อื่นใกล้เคียงกัน ดังนั้น 
ทั้งแอมเนียนและคอเรียน อาจจะเป็นทางเลือกส�ำหรับการผลิต 
MSCs เพื่อน�ำไปประยุกต์ใช้ในการบ�ำบัดรักษาโรคได้

ค�ำส�ำคัญ:  เยื่อหุ้มทารก, เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์

Background and Objective: The fetal membranes, 
amnion and chorion, are the attractive sources of 
mesenchymal stem cells (MSCs). However, the com-
parative study between the  amnion and chorion- 
derived MSCs are still unclear. This study aimed to 
isolate and compare the properties of the amniotic 
mesenchymal stem cell (AMSC) and chorionic                    
mesenchymal stem cell (CMSC).
Methods: AMSC and CMSC were isolated from the 
fetal membranes (n=5). The morphologies, population 
doubling times (PDT), MSC surface markers, and                 
multilineage differentiation potentials of AMSC and 
CMSC were compared. Moreover, the viability of both 
MSCs were investigated after cryopreservation. 
Results :  AMSC and CMSC exhibited s imilar                                           
morphologies. Both expressed CD44, CD73, CD105 but 
not CD34 on the cell surfaces and could be                               
differentiated into adipogenic, osteogenic, and                      
hepatogenic cells.  As for PDT, AMSC proliferated 
faster than CMSC, but this was not reached                                    
statistically significant. After the cryopreservation for 
1 month, more than 90% of AMSC and CMSC were 
viable. 
Conclusions: The results of this study demonstrated 
that AMSC and CMSC had similar characteristics and 
differentiation potential. Therefore, both amnion and 
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chorion are the alternative sources of MSCs, which 
might be useful for therapeutic applications.

Keyword: fetal membrane, mesenchymal stem cells, 
amnion, chorion 

บทน�ำ
	 เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ (Mesenchymal stem cells; 
MSCs) เป็นเซลล์ที่มีศักยภาพสูง มีความสามารถในการเพิ่ม
จ�ำนวนโดยคงคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดได้อย่างไม่
จ�ำกัด (self-renewal) และมีความสามารถในการเปลี่ยนแปลง
เป็นเซลล์ร่างกายได้หลายชนิดทัง้กลุม่ mesoderm, ectoderm 
และ endoderm นอกจากน้ี MSCs ยังมีคุณสมบัติอื่น ๆ เช่น 
มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ ควบคุมระบบภูมิคุ้มกัน  (immunomo- 
dulatory) และสามารถปลูกถ่ายเข้าสู่ร่างกายโดยไม่เกิด graft 
versus host disease (GVHD) ดังน้ัน MSCs จึงน่าจะสามารถ
น�ำมาใช้รกัษาโรคต่าง ๆ  ทีร่วมถงึการน�ำมาใช้ในเวชศาสตร์ชะลอ
วัยและการฟื้นฟูสุขภาพได้
	 เป็นที่ทราบกันดีว่าไขกระดูก (bone marrow) เป็นแหล่ง 
MSCs ทีไ่ด้รบัความนยิมและถกูน�ำมาศกึษาวจิยัอย่างกว้างขวาง 
อย่างไรก็ตาม ในการประยุกต์ใช้ทางคลินิกพบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิด
จากไขกระดูก (bone marrow stem cell; BMSC) มีข้อจ�ำกัด
หลายประการ เช่น ผู ้บริจาคจะได้รับความเจ็บปวดจาก
กระบวนการเก็บไขกระดูกและต้องอาศัยแพทย์ผู้เชี่ยวชาญ อีก
ทั้งคุณภาพของ BMSC ที่ได้ขึ้นอยู่กับอายุของผู้บริจาค ซึ่งความ
สามารถในการเจริญเติบโตของ BMSC จะลดลงในผู้บริจาคที่
มีอายุมาก1  จึงมีความจ�ำเป็นท่ีจะต้องหา MSCs จากแหล่งอื่น
ทดแทน ดังนั้น เยื่อหุ้มทารก (fetal membrane) ซ่ึงได้มาหลัง
จากทารกคลอด จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของ MSCs ที่เก็บได้
ง่ายโดยไม่มีปัญหาความขัดแย้งทางจริยธรรม2,3 รวมถึง MSCs 
ที่ได้มีคุณสมบัติและศักยภาพดีเหมาะส�ำหรับการน�ำไปใช้รักษา
โรคไม่ต่างจาก BMSC2-7

	 Fetal membrane ประกอบด้วยชั้นแอมเนียน (amnion) 
และคอเรียน (chorion) ซ่ึงเน้ือเยื่อท้ัง 2 ช้ันอยู่ติดกันและมีต้น
ก�ำเนิดจากตัวอ่อนระยะแรก โดยแอมเนียนเป็นเย่ือบางด้านใน
ท�ำหน้าทีห่่อหุม้ป้องกนัทารกในครรภ์ทีก่�ำลังพฒันา โดยมนี�ำ้คร�ำ่
คั่นระหว่างแอมเนียนและตัวอ่อน แอมเนียนประกอบด้วย
เนื้อเยื่อสามช้ัน ได้แก่ ชั้นเซลล์เย่ือบุ (epithelial layer) ชั้น 
basement membrane และชั้น stroma ซ่ึงช้ัน stroma เป็น
แหล่งทีอ่ยูข่อง MSCs2-4 ส่วนคอเรยีนเป็นเยือ่หุม้ชัน้นอกทีต่ดิกบั
ผนังมดลูก ในช่วงสามเดือนแรก คอเรียนจะเจริญอย่างรวดเร็ว
และแทรกเข้าไปในผนังเยื่อบุมดลูกของแม่ มีลักษณะคล้ายนิ้ว
มือ เรียกว่า chorionic villi ซ่ึงจะมีเส้นเลือดมาหล่อเล้ียงเป็น
จ�ำนวนมาก เป็นทางแลกเปลี่ยนสารระหว่างทารกและมารดา 
สามารถพบ MSCs ได้ ทั้งในเยื่อคอเรียน และ chorionic villi4,5 

เนื่องจากความแตกต่างของการพัฒนาแอมเนียนและคอเรียน 
จึงเป็นที่น่าสนใจว่า MSCs ท่ีได้จาก 2 แหล่งน้ี มีความแตกต่าง
กนัหรอืไม่ อย่างไรกด็ปัีจจบุนัยงัมกีารศกึษาเชงิเปรียบเทยีบของ 
MSCs ที่ได้จากแอมเนียนและคอเรียนน้อย  

	 การศกึษานีจ้งึได้ท�ำการคดัแยกและเปรยีบเทยีบคณุสมบตัิ
ของ AMSC และ CMSC โดยตรวจสอบรูปร่างของเซลล์  การ
แสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์  อัตราการเจริญเติบโต 
ความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์จําเพาะ ได้แก่ 
เซลล์ไขมัน และเซลล์กระดูก และเซลล์ตับ รวมทั้งศึกษาอัตรา
การรอดชีวิตภายหลังการเก็บรักษาเซลล์ในสภาวะแช่แข็ง 

วธีิการศึกษา
กลุ่มตวัอย่าง
	 ตัวอย่างเยื่อหุ้มทารก จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง ได้รับบริจาคจาก
มารดาท่ีมีสุขภาพดี โดยผู้บริจาคทั้งหมดจะได้รับค�ำอธิบายราย
ละเอียดของโครงการวิจัยจากผู้วิจัยโดยละเอียด ก่อนลงนาม
ยินยอมเข้าร่วมวิจัย การศึกษานี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะ
กรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล (รหัสโครงการ 533/2554) 

การแยกและเพาเลีย้ง AMSC และ CMSC
	 เยื่อหุ้มทารกจะถูกน�ำมาแยกชั้นแอมเนียนและคอเรียน
ออกจากกัน จากนั้นตัวอย่างแอมเนียนหรือ คอเรียนจะถูกล้าง
ท�ำความสะอาดด้วยน�้ำเกลือปราศจาคเชื้อ จนไม่มีเลือดปน จาก
นั้นชิ้นเนื้อจะถูกน�ำมาตัดเป็นชิ้นขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
แล้วปั่นล้างด้วย phosphate buffer saline (PBS) ที่ความเร็ว 
2,100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นชิ้นเนื้อเย่ือจะ
ถูกวางลงบนภาชนะเพาะเล้ียงที่บรรจุอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ที่มี
ส่วนประกอบของ alpha minimum essential medium 
(α-MEM) 10% fetal bovine serum (FBS) 100 IU/ml 
penicillin G sodium และ 100 mg/ml streptomycin 
sulfate และบ่มในตู้เพาะเล้ียงภายใต้สภาวะ 5% CO

2
 อุณหภูมิ 

37°C รปูร่างของเซลล์จะได้รบัการสงัเกตภายใต้กล้องจลุทรรศน์
ชนิดหัวกลับ อาหารเพาะเล้ียงเซลล์จะถูกเปล่ียนใหม่ทุก 3 วัน 
จนกระทั่งเซลล์เจริญเติบโตมีความหนาแน่นร้อยละ 80-90 ของ
พื้นที่ จึงท�ำการ subculture ด้วยวิธี trypsinization จากนั้น
การเพาะเล้ียงเซลล์รุ่นถัดไป (passage) จะเพาะเล้ียงเริ่มต้นที่
ความหนาแน่น 3,000 เซลล์ต่อตารางเซนตเิมตร ในภาชนะเพาะ
เลี้ยงใหม่ และตรวจสอบค่า population doubling time 
(PDT)  ในทุก passage ที่เพาะเลี้ยง จนกระทั่งได้เซลล์ท่ี                  
passage 4-5 จึงน�ำไปตรวจสอบคุณสมบัติต่างๆ และเก็บรักษา
เซลล์ด้วยวิธกีารแช่เยอืกแขง็ทีอ่ณุหภูม ิ-196 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลาประมาณ 1 เดือน ก่อนที่จะน�ำมาละลายและท�ำการเพาะ
เล้ียงอีกครั้ง
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การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ 

ด้วยเทคนิค Flow cytometry 
	 เซลล์ AMSC และ CMSC ท่ี passage 4-5 จะถูกตรวจ
สอบโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ ได้แก่ CD34 CD44 CD73 และ 
CD105 โดยน�ำเซลล์มาปั่นล้างด้วย PBS จากน้ันย้อมด้วย
แอนติบอดีต่อโปรตีนต่างๆ บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
15 นาที แล้วปั่นล้างด้วย PBS จากน้ันตรึงเซลล์ด้วย 4% para-
formaldehyde แล้วจึงน�ำไปวิเคราะห์เซลล์ด้วยเครื่อง FACS 
CaliburTM (Becton Dickinson, USA) และวิเคราะห์ข้อมูลโดย 
Cell Quest Software 

การตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์                 

ไขมนั เซลล์กระดูก และเซลล์ตบั
	 วิธีการตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเป็น
เซลล์ไขมัน เซลล์กระดูก และเซลล์ตับ และอาหารเหนี่ยวที่ใช้ใน
การศึกษานี้ด�ำเนินการตามวิธีของ Julavijitphong และ คณะ 
(2014)8 โดยเลี้ยงเซลล์ AMSC หรือ CMSC ในจานเพาะเล้ียง
ขนาด 35 มิลลิเมตร จนกระท่ังได้เซลล์หนาแน่นร้อยละ 50-60 
จากน้ันเลี้ยงในอาหารเฉพาะ ซ่ึงมีคุณสมบัติสามารถเหนี่ยวน�ำ 
MSCs เป็นเซลล์ไขมัน และเซลล์กระดูก โดยเพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะ 5% CO

2
 และอุณหภูมิ 37 °C และท�ำการเปลี่ยนอาหาร

เฉพาะทุก ๆ 3 วัน จนกระท่ังครบเวลา
	 อาหารส�ำหรับเหน่ียวน�ำให้เป็นเซลล์ไขมัน ประกอบด้วย 
α-MEM, 10% FBS, 1 mM dexamethasone, 5 mg/mL 
insulin, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine และ 60 
mM indomethacin เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ แล้วตรวจ
สอบการสร้างเม็ดไขมัน (lipid droplet) ด้วยการย้อมสี oil red 
 
	 อาหารเหนี่ยวน�ำให้เป็นเซลล์กระดูก ประกอบด้วย 
α-MEM, 10% FBS, 0.1 µM dexamethasone, 10 mM 
glycerol-2-phosphate disodium salt hydrate และ 50 
µM ascorbic acid  เพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 3 สัปดาห์ แล้ว
ท�ำการย้อมสี alkaline phosphatase จากนั้นน�ำไปสังเกต             
การติดสีน�้ำตาลเข้มภายใน cytoplasm ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ชนิดหัวกลับ
	 ส�ำหรับการเหน่ียวน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดให้พัฒนาไปเป็นเซลล์
ตับ เลี้ยง AMSC และ CMSC ให้มีความหนาแน่นประมาณ                  
ร้อยละ 70 จากนั้นเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยง serum depletion 
medium ซึ่งประกอบด้วย Iscove’s modified Dulbecco’s 
medium (IMDM), 20 ng/mL epidermal growth factor 
(EGF) and 10 ng/mL of basic fibroblast growth factor 
(bFGF) เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นจึงเปลี่ยนเป็นอาหารเล้ียง                 
inducing differentiation medium ซ่ึงประกอบด้วย IMDM, 
20 ng/mL human hepatocyte growth factor (HGF), 10 
ng/mL bFGF และ 0.1% DMSO  เป็นเวลา 5 วัน จากน้ัน
ท�ำการเก็บเกี่ยวเซลล์และตรวจสอบการแสดงออกของยีน               
HNF4α ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยมี ß-actin เป็น internal 
control

การทดสอบทางสถติิ
ในการศึกษานี้ข้อมูลจะแสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย (mean) และค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation: SD) และวิเคราะห์
ข้อมูลโดยใช้ Student’s t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, 
Inc., San Diego, CA) โดยในแต่ละการทดลองท�ำซ�้ำจ�ำนวน 2 
ครั้ง

ผลการศึกษา
ผลการคดัแยกเซลล์และเพาะเลีย้ง AMSC และ CMSC
	 ผลการศึกษา พบว่าสามารถแยก AMSC และ CMSC ด้วย
วิธี explant method ได้ประสบผลส�ำเร็จจากทั้ง 5 ตัวอย่าง 
โดยจะเริ่มเห็นกลุ่มเซลล์แยกออกมาจากชิ้นเน้ือประมาณวันที่ 
5-7 ของการเพาะเล้ียง กลุ่มเซลล์ที่ได้มีลักษณะรูปร่างเรียวยาว
คล้ายไฟโบรบลาส (fibroblast-like cell) และมีคุณสมบัติใน
การยึดเกาะพื้นผิวภาชนะเล้ียงได้ (รูปท่ี 1A, 1B) รวมทั้งสามารถ
เจริญเติบโตเพ่ิมจ�ำนวนจนเต็มภาชนะ ส�ำหรับการเพาะเลี้ยง 
AMSC ในช่วงแรกเริ่ม (primary culture) อาจพบเซลล์กลุ่ม 
epithelial (รูปที่ 1C) ปะปนในจานเพาะเล้ียง ซึ่งจะต้องท�ำการ
ก�ำจัดโดยการขูดออกด้วย sterile tip ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์
โดยไม่พบเซลล์กลุ่มนี้ปะปนในจานเพาะเลี้ยง CMSC จากนั้นรอ
จนเซลล์เพิ่มจ�ำนวนจนเต็มภาชนะ พบว่า AMSC ใช้เวลา 
11.2±0.84 วัน (อยู่ในช่วงระยะเวลา 10-12 วัน) และ CMSC 
ใช้เวลา 11.75±0.96 วัน (อยู่ในช่วงระยะเวลา 11-13 วัน) 
ลักษณะรูปร่างเซลล์ถูกสังเกตตลอดระยะเวลาที่เพาะเล้ียงจนถึง 
passage 5 (รูปที่ 1D, 1E) 
	 จากการศึกษา พบว่า AMSC และ CMSC ใช้เวลาในการ
เพิ่มจ�ำนวน (PDT) ในแต่ละ passage ได้ในเวลาใกล้เคียงกัน 
และไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดย CMSC 
ใช้เวลาในการเพ่ิมจ�ำนวนมากกว่า AMSC เล็กน้อย มีค่า PDT 
เฉล่ีย (5 passages) เท่ากับ 2.13±0.22 วัน ในขณะที่ AMSC 
ใช้เวลา 1.99±0.41 วัน (รูปที่ 2)

การแสดงออกของโปรตนีจ�ำเพาะบนผวิเซลล์ 
	 เมื่อน�ำเซลล์ AMSC และ CMSC passage 4 หรือ 5 มา
ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์ที่จ�ำเพาะต่อ MSCs 
ด้วยเทคนิค flow cytometry พบว่า AMSC มีการแสดงออก
ของโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด  CD44, CD73 และ CD105 คิด
เป็นร้อยละ 97.17 ± 2.27, 97.93 ± 2.12 และ 95.77 ± 3.46 
ตามล�ำดับ และไม่พบการแสดงออกของ CD34 ซึ่งเป็นโมเลกุล
บนผิวเซลล์ที่จ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดเลือด (ร้อยละ 0.86 
± 0.90) ค่าการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะไม่แตกต่างจาก 
CMSC ที่มีการแสดงออกของ CD44, CD73 และ CD105 ร้อย
ละ 99.14 ± 0.38, 98.93 ± 1.19 และ 99.26 ± 0.36 ตาม
ล�ำดับ และไม่พบการแสดงออกของ CD34 (ร้อยละ 0.82±0.91) 
(รูปท่ี 3) 
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ความสามารถในการเปลีย่นแปลงเป็นเซลล์ไขมนั เซลล์กระดูก 

และเซลล์ตบั
	 การทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์
จําเพาะอื่น ๆ ในร่างกาย เป็นอีกหนึ่งคุณสมบัติที่สําคัญของ 
MSCs ซึ่งพบว่าทั้ง AMSC และ CMSC มีความสามารถ
เปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ไขมัน เซลล์กระดูก และเซลล์ตับ ได้เมื่อ
ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหน่ียวน�ำ (รูปท่ี 4)

การรอดชีวติของ AMSC และ CMSC ภายหลงัการเกบ็รักษา

ในสภาวะแช่แขง็
	 การตรวจสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ภายหลังการแช่
แข็ง ตรวจสอบโดยใช้ AMSC หรือ CMSC ท่ี passage 5 และ

เก็บแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 °C เป็นเวลา
ประมาณ 1 เดือน ก่อนที่จะน�ำมาละลายและท�ำการเพาะเลี้ยง
อีกครั้ง ผลการตรวจสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ ด้วย
เทคนิค trypan blue dye exclusion assay พบว่า AMSC 
และ CMSC มอีตัราการรอดชวีติเฉลีย่ร้อยละ 90.88±5.59 และ 
90.35±5.61 ตามล�ำดับ  นอกจากนี้ยังสามารถคงคุณสมบัติใน
การยึดเกาะภาชนะเพาะเล้ียงและลักษณะรูปร่างเซลล์ รวมถึง
อัตราการเจริญเติบโตไม่แตกต่างจากเซลล์ก่อนแช่แข็ง (ไม่ได้
แสดงผล)

รูปที่ 1 แสดงเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายไฟโบรบลาสเคลื่อนออกจากชิ้นเยื่อหุ้มทารกชั้นแอมเนียน (A) คอเรียน (B) และเซลล์กลุ่ม epithelial ที่พบปะปนใน
จานเพาะเลี้ยง AMSC ที่ passage 0 (C) รูปร่างเซลล์ AMSC และ CMSC ที่ passage 5 (D, E)

รูปที่ 2 แสดงระยะเวลาที่เซลล์ใช้ในการเพิ่มจ�ำนวน (PDT) ที่ passage ต่างๆ ของ AMSC และ CMSC (n=5)



ศศิประภา ทองบพิตร  และคณะ Sasiprapa Thongbopit, et al.
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รูปที่ 3  รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ของ AMSC และ CMSC

รูปที่ 4 ภาพแสดงผลการย้อมติดสีภายหลังการถูกเหนี่ยวน�ำเป็นเซลล์ไขมันและเซลล์กระดูกของ AMSC (A-B) และ CMSC (C-D) ที่ก�ำลังขยาย 200 เท่า 
ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน HNF4α ด้วยเทคนิค RT-PCR (E) โดย lane 1 คือ AMSC กลุ่มควบคุมที่เพาะเลี้ยงในน�้ำยาเพาะเลี้ยงปกติ, lane 2 
คือ AMSC ภายหลังการเพาะเลี้ยงในน�้ำยาเหนี่ยวน�ำให้เป็นเซลล์ตับ, lane 3 คือ CMSC กลุ่มควบคุมที่เพาะเลี้ยงในน�้ำยาเพาะเลี้ยงปกติ และ lane 4 คือ 
CMSC ภายหลังการเพาะเลี้ยงในน�้ำยาเหนี่ยวน�ำให้เป็นเซลล์ตับ
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วจิารณ์
	 เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากแอมเนียนและคอเรียน ได้รับ
ความสนใจและถูกใช้ในวงกว้างส�ำหรับการศึกษาวิจัยเพื่อ
ประโยชน์ทางการแพทย์  เน่ืองด้วยศักยภาพของเซลล์ รวมถึง
เป็นแหล่งที่เข้าถึงได้ง่ายและเป็นชีววัสดุเหลือท้ิงหลังการคลอด 
จึงท�ำให้ไม่มีปัญหาด้านจริยธรรม  จากการศึกษานี้ พบว่า
สามารถแยก MSCs จากแอมเนียนและคอเรียน ด้วยวิธี                         
explant method ในช่วง primary culture ของ AMSC พบ
ว่ามีการปะปนของเซลล์กลุ ่ม epithelial ซ่ึงอาจมาจาก                      
epithelial layer ท่ีไม่ได้ท�ำการก�ำจัดออกในขั้นตอนการแยก 
อย่างไรก็ตามเซลล์กลุ่มนี้มักเจริญเติบโตได้ช้ากว่า MSCs ดังน้ัน
ในช่วงที่เซลล์มีการเคลื่อนที่ออกจากชิ้นเนื้อ  ประมาณวันที่ 5-7 
ของการเพาะเลีย้ง จงึสามารถตรวจสอบกลุม่เซลล์โดยดลัูกษณะ
รูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และก�ำจัดเซลล์ epithelial ออก
ให้หมด ในบางรายงานน�ำเสนอวิธีการย่อยเน้ือเย่ือด้วยเอนไซม์ 
(enzyme digestion) เพื่อลดการปะปนของเซลล์ epithelial 
ออกก่อน เพื่อที่จะแยกหรือเพาะเลี้ยง MSCs จากแอมเนียน  
แต่จากรายงานของ Bačenková และคณะ5  พบว่าการย่อย
ด้วยเอนไซม์ยังคงมีการปะปนของ epithelial อยู่ และมีข้อควร
ระวังคือการที่เซลล์ถูกบ่มในเอนไซม์ที่ความเข้มข้นสูงเกินไป 
หรือระยะเวลาบ่มนานเกินไปอาจส่งผลต่อคุณภาพของเซลล์ที่
ได้ต�่ำลง  ซึ่งจากงานวิจัยของ Bortolotti และคณะ9 ได้แสดง
ให้เห็นว่าศักยภาพของ MSCs ไม่ได้ขึ้นอยู่กับเฉพาะแหล่งที่มา
เท่านั้น แต่ยังขึ้นอยู่กับวิธีท่ีใช้แยกเซลล์ด้วย ดังน้ันการใช้วิธี              
คัดแยกเซลล์เพ่ือให้ได้เซลล์ท่ีมีคุณภาพสูงจึงเป็นสิ่งส�ำคัญ ใน
การศึกษานี้คณะผู้วิจัยคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี explant method 
ซึ่งเป็นวิธีที่ปฏิบัติได้ง่าย ขั้นตอนไม่ยุ ่งยากซับซ้อน รวมถึง                 
ไม่จ�ำเป็นต้องใช้สารเคมีในการคัดแยกเซลล์ 
	 การศึกษานี้ AMSC และ CMSC ท่ีแยกได้มีลักษณะรูปร่าง
เป็น fibroblast-like cell คล้ายกัน และมีลักษณะเป็น                       
homogeneous population หลังจากเพาะเลี้ยงไป 2-3                
passages และสามารถเพาะเลี้ยงเซลล์เพิ่มจ�ำนวนได้มากกว่า 
5 passages จากการสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า                
บาง cell line ของ CMSC มีขนาดเซลล์ใหญ่กว่า AMSC และ
เจริญเติบโตช้าลงเม่ือเพาะเลี้ยงใน passage ท่ีสูงขึ้น ซ่ึง
สอดคล้องกับค่า PDT ของ CMSC ท่ีมีแนวโน้มยาวนานข้ึนใน 
passage 4 และ 5 อย่างไรก็ตามไม่พบความแตกต่างอย่างมี     
นยัส�ำคญัระหว่าง PDT แต่ละ passage ของ AMSC และ CMSC 
ในการศึกษานี้  นอกจากนี้ MSCs ที่แยกได้จากทั้งแอมเนียน 
และ คอเรียน มีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบน          
ผิวเซลล์ ได้แก่ CD44, CD90, CD105 และ CD34 รวมถึง               
ความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ร่างกายชนิดอื่น ๆ 
ได้แก่ กลุ่ม mesoderm (เซลล์ไขมัน และเซลล์กระดูก) และ
กลุ่ม endoderm (เซลล์ตับ)  เมื่อเหนี่ยวน�ำในน�้ำยาที่เหมาะสม
คล้ายกัน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาอื่นๆ ก่อนหน้าน้ี3,5-7

สรุป
	 การศึกษานี้พบว่า AMSC และ CMSC มีคุณลักษณะและ
คุณสมบัติพื้นฐานของเซลล์ต้นก�ำเนิด โดยพบการแสดงออกของ
โปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ MSCs และสามารถแบ่งตัวเพิ่มจํา
นวนได ้ เป ็นระยะเวลานาน ตลอดจนมี ศักยภาพในการ
เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ร่างกายชนิดอื่น นอกจากน้ีภายหลังจาก
การเพาะเลีย้งเพิม่จ�ำนวนในห้องปฏบิติัการแล้ว  ยงัสามารถเกบ็
รักษาเซลล์ในสภาวะแช่แข็งโดยที่เซลล์ยังมีชีวิตเมื่อน�ำออกมา
เพาะเลีย้งใหม่ และยงัคงมลีกัษณะรปูร่าง รวมถงึอตัราการเจรญิ
เติบโตไม่แตกต่างจากก่อนแช่แข็ง แสดงให้เห็นว่าสามารถเก็บ 
MSCs ไว้ใช้ได้ เพื่อการศึกษาวิจัยและการน�ำไปประยุกต์ใช้ใน
รักษาโรคต่อไปในอนาคต ดังนั้นจึงสรุปว่าแอมเนียน และ                 
คอเรียน เป็นอีกทางเลือกหนึ่งของแหล่ง MSCs ท่ีอาจน�ำไปใช้
เพื่อการรักษาโรคได้
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