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บทคดัย่อ 

ในปัจจุบันวิทยาการและการวิจัยเก่ียวกับเซลล์ต้นก าเนิดเป็นท่ีได้รับการยอมรับกันอย่าง
แพร่หลายทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ เซลล์คล้ายเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน (induced pluripotent 
stem cell; iPSCs) เป็นเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีมีศกัยภาพสูงคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน (embryonic stem cell; 
ESCs) ในดา้นความสามารถท่ีจะพฒันาไปเป็นเน้ือเยือ่ชนิดต่าง ๆ ของร่างกายมนุษยไ์ดทุ้กส่วน นอกจากน้ี
ยงัมีความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนในหอ้งปฏิบติัการ (in vitro proliferation) ไดไ้ม่จ  ากดั สามารถ
คงสภาพของตวัเอง (self renewal) แต่การไดม้าซ่ึงเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมีความโดดเด่น
มากกว่าเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน ตรงท่ีสามารถสร้างได้จากเซลล์ร่างกายซ่ึงเเตกต่างจากเซลล์ตน้ก าเนิด 
ตวัอ่อนท่ีตอ้งอาศยักระบวนการเเยกเอาเซลลม์าจากตวัอ่อนมนุษยใ์นระยะบลาสโตซีสตเ์ท่านั้น ซ่ึงมีผลต่อ
ให้เกิดความเส่ียงและขดัแยง้ต่อหลักจริยธรรมได้ อย่างไรก็ตามการสร้างเซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิด 
ตวัอ่อนจ าเป็นตอ้งมีการเพิ่มการเเสดงออกของยีนท่ีเป็นกลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ reprogramming 
ของยีน ไดแ้ก่ Oct4, SOX2, Klf-4, และ c-Myc ซ่ึงถูกคน้พบโดย Takahashi และ Yamanaka ในปี ค.ศ. 
2006 โดยใช ้Retrovirus ในการน าส่งยนีเขา้สู่เซลล์ อยา่งไรก็ตามยงัมีความกงัวลถึงผลจากการเพิ่มการเเส
ดงออกของยีนทั้ง 4 โดยเฉพาะ Klf-4 และ c-Myc ซ่ึงเป็นยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการของเซลล์มะเร็ง 
เเละความเส่ียงท่ีเกิดจากการใช้ไวรัสในการน าส่งยีนเขา้สู่เซลล์ การศึกษาในคร้ังน้ีจึงตอ้งการทดสอบ
กระบวนการผลิตเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์โดยลดการใช้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ 
reprogramming ใหเ้หลือเพียงเเคย่นี Oct4 เพียงยนีเดียวเท่านั้น โดยใชว้ธีิท่ีไม่ใชไ้วรัสในการน าส่งยีนเขา้สู่
เซลล์ ร่วมกบัการใช้ 5-Azacytidine ซ่ึงเป็นสารควบคุมการเเสดงออกเหนือยีน (epigentic modifier 
reagent) ในการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่การเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ร่วมกบัการใช ้5-Azacytidine 
สามารถสร้างเซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดตวัอ่อนมนุษย์ได้ จากลักษณะโครงสร้างของเซลล์ (cell 
morphology) และการตรวจสอบคุณสมบติับติัของเซลล์ดว้ยกระบวนการต่างๆ อยา่งไรก็ตามยงัพบความ
ผดิปกติของโครโมโซมจากเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีสร้างได ้อนัเน่ืองมาจากการแสดงออกของ
ยนีท่ีไม่สามารถควบคุมการแสดงออกท่ีมากเกินไปของยนี Oct4 จาก plasmid ท่ีน าส่งยนี 

อย่างไรก็ตามเซลล์ต้นก าเนิดคล้ายตัวอ่อนท่ีสร้างได้ในการทดลองน้ีสามารถน าไปใช้ใน
การศึกษาผลกระทบของยีน Oct4 ต่อความผิดปกติของเซลล์และสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการฝึกเล้ียง
เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์ดีไดเ้น่ืองจากมีความคงสภาพสูงมาก และเป็นแนวทางในการผลิตเซลล์
คลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์มีประสิทธิภาพและเพิ่มความปลอดภยัในการน าเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้
ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยไ์ปใชเ้พื่อการศึกษาวจิยัในอนาคต 
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Abstract 

In present, stem cell research and technology is widely approved globally and also in Thailand. 
Induced pluripotent stem cells or iPSCs is a pluripotent cell similarly to embryonic stem cells (ESCs). It 
has potential to differentiate into many cell type of human body. Moreover, iPSCs are self-renew cell 
and limitless in vitro proliferation. The outstanding point of iPSCs comparing with ESCs is it can be 
generated from adult somatic cell. However, ESCs establishment need to sacrifice human embryo at 
blastocyst stage which may rise ethical controversial. However, iPSCs generation require 
overexpressing of 4 reprograming genes (Oct4, SOX2, Klf-4, and c-Myc) which the first discovered by 
Takahashi and Yamanaka in 2006 by using retrovirus as a vector. Because of concerning of 4 genes 
overexpression especially KLF-4 and c-Myc which are oncogene and viral vector using, this research 
aimed to produce viral free iPSCs by reduced 4 reprograminggenes to only Oct4 together with  
5-Azacytidine (epigenetic modifier regent). To test the possibility of single reprogramming gene viral 
free iPSCs generation methods.  

The results from this study indicated that the use of 5-Azacytidine combined with over 
expression of Oct4 gene showed ability to generate human iPS like colonies and other ESCs properties. 
iPSCs characterization methods demonstrated the chromosomal abnormality with may occurred from 
the over expression of Oct4 in the plasmid. However, human fibroblast derived iPSCs in this study may 
provide the alternative protocol to produce stem cells for the future therapeutic use.  
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำที่ท ำกำรวจัิย 

 ในปัจจุบนัวิทยาการและการวิจยัเก่ียวกบัเซลล์ตน้ก าเนิดเป็นท่ีไดรั้บการยอมรับกนัอยา่งแพร่หลาย
ทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน (embryonic stem cells: ESCs) เป็นเซลล์ตน้
ก าเนิดท่ีมีศกัยภาพสูงมาก มีความสามารถท่ีจะพฒันาไปเป็นเน้ือเยื่อชนิดต่าง ๆ ของร่างกายมนุษยไ์ดทุ้ก
ส่วน (Thomson et al., 1998) นอกจากน้ียงัมีความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนในห้องปฏิบติัการ  
(in vitro proliferation) ไดไ้ม่จ  ากดั สามารถคงสภาพของตวัเอง (self-renewal) และเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์
จ  าเพาะชนิดอ่ืนๆได ้(Pluripotent) เม่ือถูกเพาะเล้ียงภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม (Reubinoff et al., 2000; 
Thomson et al., 1998) จากคุณสมบติัพื้นฐานดงักล่าวของเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท์  าให้มีการศึกษา
ทดลองอย่างมากเก่ียวกับเซลล์ประเภทน้ี แต่อย่างไรก็ตามการสกัดแยกเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์
จ  าเป็นตอ้งท าลายตวัอ่อนท าใหก้ารน าเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยม์าศึกษาหรือใชใ้นการรักษาซ่ึงไม่เป็นท่ี
ยอมรับทางจริยธรรม ดงันั้นในปี พ.ศ. 2551 จึงมีการคน้พบวิธีการเหน่ียวน าเซลล์ไฟโบรบลาสตข์องมนุษย ์
(human fibroblast) ให้กลายเป็นเซลล์ท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(human induced-
pluripotent stem cells; iPSCs) ซ่ึงสามารถเปล่ียนไปเป็นเซลลทุ์กประเภทในร่างกายมนุษยไ์ด ้

ในปัจจุบนัเซลล์ท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(induced pluripotent stem cells, 
iPSCs) นิยมสร้างโดยการเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ีมีความส าคญัในการคงสภาพเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน
มนุษย ์4 ยีน (Oct4, SOX2, Klf-4, และ c-Myc) ลงไปในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (Takahashi et al., 2007) จาก
การคน้พบน้ีน ามาซ่ึงโอกาสในการสร้างเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(iPSCs) ท่ีเฉพาะต่อบุคคล/
ผูป่้วย ท าใหไ้ม่จ  าเป็นตอ้งท าลายตวัอ่อนมนุษยแ์ละลดอนัตรายหรือผลขา้งเคียงท่ีอาจเกิดจากการต่อตา้นจาก
ระบบภูมิคุม้กนั (Graft-Versus-Host Disease) เม่ือตอ้งการปลูกถ่ายเซลล์เขา้สู่ร่างกายผูป่้วย แต่อยา่งไรก็ตาม
การสร้างเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(iPSCs) นั้นจ าเป็นตอ้งมีการน ายีนหรือเพิ่มการแสดงออก
ของยีนหรือโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในการเปล่ียนสภาพเซลล์ ซ่ึงยีนบางยีนมีความเก่ียวข้องกับการเกิด
เซลล์มะเร็ง (oncogene) เช่น Klf-4 และ c-Myc อีกทั้งวิธีการน ายีนเขา้สู่เซลล์เพื่อเพิ่มการแสดงออกของยีน
นั้นมกันิยมใชไ้วรัสเป็นเคร่ืองมือในการน ายนีเขา้ไปแสดงออกในเซลลท่ี์ตอ้งการแปลงสภาพเป็นเซลล์คลา้ย
เซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยซ่ึ์งอาจท าให้เกิดความไม่มัน่ใจดา้นความปลอดภยัในการใชเ้ซลล์เหล่านั้นเพื่อ
การรักษาผูป่้วยในอนาคต 

จากการศึกษาพบวา่ยนี Oct4 เป็นยนีท่ีมีความส าคญัมากท่ีสุดในการควบคุมการแสดงออกของเซลล์
ตน้ก าเนิดตวัอ่อน การไม่แสดงออกของยีนน้ีท าให้เกิดการตายของตวัอ่อนและท าให้เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน
เส่ือมสภาพและเร่ิมเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืน (Ding et al., 2011; Sterneckert et al., 2012) 
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นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่การใช ้5-Azacytidine ซ่ึงเป็นสารท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมการแสดงออกเหนือพนัธุกรรม 
(epigenetic modifier) สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนได ้(Huangfu 
et al., 2008) ดงันั้นงานวจิยัน้ีจะศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนจากเซลล์
ผิวหนงัมนุษยด์ว้ยวิธีการปราศจากไวรัสแต่จะใช ้plasmid ซ่ึงมีความปลอดภยัมากกวา่แทน โดยจะท าการ
เพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 เพียงยีนเดียวร่วมกบัการใช้ 5-Azacytidine เพื่อสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้
ก าเนิดตวัอ่อนท่ีใช้การดดัแปลงพนัธุกรรมน้อย และน าไปสู่การสร้างเซลล์คล้ายเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ี
ปลอดภยัเพื่อใชใ้นการรักษาโรคในอนาคต 

 
1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

1.2.1. เพื่อศึกษาวธีิการคดัแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ผิวหนงัมนุษยเ์พื่อใชใ้นการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ 
          ก าเนิดตวัอ่อน 

 1.2.2. พฒันาวธีิการเหน่ียวน าการเป็นเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนโดยใช ้5-Azacytidine และการ 
          เพิ่มการแสดงออกของยนี Oct4 

 1.2.3. เพื่อทดสอบศกัยภาพการเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนของเซลล์คล้ายเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ี 
          สร้างได ้  

1.3. ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 

  1.3.1 ท าการศึกษาวิธีการคดัแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ผิวหนงัมนุษยเ์พื่อใชใ้นการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล ์
                ตน้ก าเนิดตวัอ่อนในหอ้งทดลอง 
   1.3.2 ท าการพฒันาวิธีการเหน่ียวน าการเป็นเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนโดยใช ้5-Azacytidine และ  
                     การเพ่ิมการแสดงออกของยีน Oct4  
   1.3.3 ท าการศึกษาและทดสอบศกัยภาพการเป็นเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนของเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน 
                     ท่ีสร้างไดจ้ากการใช ้5-Azacytidine และ การเพ่ิมการแสดงออกของยีน Oct4 
 
1.4. ทฤษฎี สมมุติฐำน (ถ้ำมี) และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวจัิย (Conceptual Framework) 

   ในปัจจุบนัการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนยงัใช้วิธีการที่ไม่เหมะสมกบัการน าเซลล์
ที่ไดไ้ปใช้ในการรักษาเน่ืองจากมีการดดัแปลงพนัธุกรรมของเซลล์โดยการใส่ยีนเขา้ไปหลายยีนและ
พบว่าบางยีนที่ใส่เขา้ไปมีความเก่ียวขอ้งกบัยีนที่กระตุน้การสร้างเซลล์มะเร็ง (oncogene) อีกทั้งการใช้
ไวรัสในการน ายีนเขา้สู่เซลล์ท าให้เกิดความกงัวลในเร่ืองของการก่อให้เกิดโรคในอนาคต 
  การลดการดดัแปลงพนัธุกรรมให้น้อยที่สุดและการใช้วิธีอ่ืนที่นอกเหนือจากไวรัสจะท าให้การ
น าเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมาใช้ในผูป่้วยมีความปลอดภยัมากข้ึน เพราะเซลล์ดงักล่าวเป็นเซลล์
ท่ีมีศกัยภาพสูงเทียบเท่าเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน สามารถเปล่ียนไปเป็นเซลล์ของร่างกายมนุษยไ์ดทุ้กชนิด 
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นอกจากน้ียงัสามารถสร้างมาจากเน้ือเยื่อที่ง่ายต่อการเก็บตวัอย่าง เช่น เน้ือเยื่อผิวหนงั จึงท าให้สามารถ
สร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีมีศกัยภาพสูงและมีความจ าเพาะต่อผูป่้วยแต่ละคน ซ่ึงจะช่วยลด
การเกิดการต่อตา้นเน้ือเยื่อหลงัการปลูกถ่ายไดอี้กดว้ย 
 

1.5. ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงำนที่น ำผลกำรวจัิย
 ไปใช้ประโยชน์   
  ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการทดลองคือทราบกระบวนการ, สารเคมี และระยะเวลาท่ี
เหมาะสมในการสร้างเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์จากเน้ือเยื่อผิวหนงัมนุษย ์โดยใชก้ารเพิ่มการ
แสดงออกของยีน Oct4 และ 5-Azacytidine สามารถน าข้อมูลท่ีได้ไปเสนอผลงานวิชาการในระดับ
นานาชาติ หรือมีผลงานตีพิมพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาติอยา่งนอ้ย 1 ฉบบั 
 
1.6. แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยหีรือผลกำรวจัิยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 
  น าเสนอผลงานวิจยัและจดัการประชุมเพื่อเผยแพร่ผลงานวิจยัโดยจดัท่ีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยี- 
สุรนารี อีกทั้งร่วมกบัคณะแพทยศาสตร์และโรงพยาบาลท่ีสนใจสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนดว้ย
วธีิใหม่ท่ีพฒันาข้ึนเพื่อผลิตเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีลดการดดัแปลงพนัธุกรรมและมีคุณภาพสูง
เพื่อใช้ในการวิจยัการสร้างเซลล์คล้ายเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีมาจากผูป่้วยโรคต่างๆ (patient specific 
iPSCs) เพื่อใชศึ้กษากลไกการเกิดพยาธิสภาพ (disease modeling) และเป็นตน้แบบในการทดสอบยา (drug 
screening) ต่อไปในอนาคต 
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บทที ่2  
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
  ในปัจจุบนัวิทยาการและการวิจยัเกี่ยวกบัเซลล์ตน้ก าเนิดเป็นที่ไดร้ับการยอมรับกนัอย ่าง
แพร่หลายว่าเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน เป็นเซลล์ที่มีศกัยภาพสูงมาก มีความสามารถที่จะพฒันาไปเป็น
เน้ือเยื่อชนิดต่าง ๆ ของร่างกายมนุษยไ์ดทุ้กส่วน (Thomson et al., 1998) โดยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน
มนุษยถู์กแยกออกมาคร้ังแรกจากตวัอ่อนมนุษยร์ะยะบลาสโตซิสต์(blastocyst) ที่เหลือจากคลีนิกรักษาผู ้
มีบุตรยาก (Thomson et al., 1998) จากการศึกษาพบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยมี์คุณสมบติัพิเศษคือ
มีความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนในห้องปฏิบตัิการ สามารถคงสภาพของตวัเอง และเปลี่ยน
สภาพไปเป็นเซลล์จ  าเพาะชนิดอ่ืนๆไดเ้ป็นอย่างดีเมื่อถูกเพาะเล้ียงภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม (Reubinoff 
et al., 2000; Thomson et al., 1998) จากคุณสมบติัพื้นฐานดงักล่าวของเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท์  า
ให้มีการศึกษาทดลองอย่างมากเก่ียวกบัเซลล์ประเภทน้ี โดยเฉพาะการใช้เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย์
ในการศึกษาการพฒันาของตวัอ่อนมนุษยใ์นระยะแรกเร่ิมผ่านกระบวนการเหน่ียวน าภายในห้องทดลอง 
ซ่ึงจะแสดงล าดบัการพฒันาคลา้ยกบัเหตุการณ์ท่ีพบในส่ิงมีชีวิตในระยะแกสตรูเลชนั (gastrulation) และ
การสร้างเน้ือเยื่อจ าเพาะชนิดต่างๆ นอกจากน้ีเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยส์ามารถใช้เป็นเคร่ืองมือเพื่อ
ศึกษาหน้าที่ของยีนหน่ึง ๆ ที่มีความส าคญัต่อการเกิดโรคต่าง ๆ เมื่อยีนนั้นมีการแสดงออกที่ผิดปกติ 
(monogenic disorder) แต่อย่างไรก็ตามการสกดัแยกเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยจ์ากตวัอ่อนมนุษย์
จ  าเป็นตอ้งท าลายตวัอ่อนซ่ึงไม่เป็นท่ียอมรับทางจริยธรรม 
  ดงันั้นในปี พ.ศ. 2550 จึงมีงานวิจยัดา้นเซลล์ตน้ก าเนิดที่สร้างความตื่นตวัอย่างมากในกลุ่ม
นกัวิทยาศาสตร์ นัน่ก็คือการคน้พบวิธีการเหน่ียวน าเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของมนุษย ์(human fibroblast) 
ให้กลายเป็นเซลล์ที่มีคุณสมบตัิคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(human induced-pluripotent stem 
cells; iPSCs) ที่สามารถเปล่ียนไปเป็นเซลล์ทุกประเภทในร่างกายมนุษยไ์ด ้โดยการเพิ่มการแสดงออก
ของยีนที่มีความส าคญัในการคงสภาพเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์4 ยีน (Oct4, SOX2, Klf-4, และ  
c-Myc) โดยใช้ retrovirus เป็นเคร่ืองมือในการน ายีนดงักล่าวเขา้ไปแสดงออกในเซลล์ไฟโบรบลาสต์
(Takahashi et al., 2007) การคน้พบน้ีไดน้ ามาสู่โอกาสในการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน
มนุษยด์ว้ยการเหน่ียวน าที่เฉพาะของแต่ละบุคคล/ผูป่้วย ท าให้ไม่จ  าเป็นตอ้งท าลายตวัอ่อนมนุษย ์และ
ปลอดภยัจากการต่อตา้นจากระบบภูมิคุม้กนัร่างกายเมื่อตอ้งการปลูกถ่ายเซลล์กลบัสู่ร่างกายผูป่้วย 
นอกจากน้ีนกัวิทยาศาสตร์ยงัสามารถใช้เทคโนโลยีน้ีเพื่อการเหนี่ยวน าเซลล์ร่างกายผูป่้วยโรคทาง
พนัธุกรรมต่าง ๆ  เช่น โรคพาคินสัน (Soldner et al., 2009), โรคฮนัติงตนั (Zhang et al., 2010), โรค    
อลัไซเมอร์ (Yagi et al., 2011) ให้กลบัไปเป็นเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ก่อนที่จะท าการ
เหน่ียวน าไปเป็นเซลล์ที่จ  าเพาะต่อโรคนั้น ๆ (target cell) เพื่อจ าลองสภาวะการเกิดโรคไดอ้ีกดว้ย  
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แต่อย่างไรก็ตามการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยน์ั้นจ าเป็นตอ้งมีการน ายีนหรือเพิ่มการ
แสดงออกของยีนหรือโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในการเปล่ียนสภาพเซลล์ ซ่ึงยีนบางยีนมีความเก่ียวขอ้งกบัการ
เกิดโรคมะเร็ง (oncogene) เช่น Klf-4 และ c-Myc ดงันั้นนกัวิทยาศาสตร์จึงพยายามจะลดการใช้ยีน
เหล่านั้นลงแต่มกัพบกบัปัญหาดา้นประสิทธิภาพของการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์
ลดลง เช่น การใช้แค่ Oct4 และ SOX2 (Huangfu et al., 2008; Ichida et al., 2009) อีกทั้งการน ายีนเขา้ไป
แสดงออกนั้นมกันิยมใช้ไวรัสในกลุ่ม retrovirus (Takahashi et al., 2007), lentivirus (Carey et al., 
2008), sendaivirus (Nishimura et al., 2011), และ adenovirus (W. Zhou and Freed, 2009) เป็นเคร่ืองมือ
ในการน ายีนเขา้ไปแสดงออกในเซลล์ท่ีตอ้งการแปลงสภาพเป็นเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย์
ซ่ึงท าให้เกิดความไม่มัน่ใจในการใช้เซลล์เหล่านั้นเพื่อการรักษาผูป่้วยในอนาคต นกัวิทยาศาสตร์หลาย
กลุ่มจึงเร่ิมหาวิธีเพื่อใช้ทดแทนการใช้ไวรัส เช่น การใช้ plasmid (Kaji et al., 2009), episomal DNA (Yu 
et al., 2009), mRNA สังเคราะห์ (Yang et al., 2011) และ โปรตีนสังเคราะห์ (Zhou et al., 2009) แต่
อย่างไรก็ตามหลกัการของวิธีต่าง ๆ ก็ยงัใช้ยีนหรือผลิตภณัฑ์ของยีน Oct4, SOX2, Klf-4, และ c-Myc 
เช่นเดียวกนัเพียงแต่เปล่ียนวิธีการเท่านั้น อีกทั้งอตัราความส าเร็จยงัไม่แน่นอนและความปลอดภยัในการ
ใช้เพื่อการรักษายงัคงตอ้งไดรั้บการตรวจสอบอีกมาก 
  จากการศึกษาพบว่ายีน Oct4 เป็นยีนที่มีความส าคญัมากที่สุดในการควบคุมการแสดงออกของ
ลกัษณะของเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน การไม่แสดงออกของยีนน้ีท าให้เกิดการตายของตวัอ่อนและท าให้
เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนเส่ือมสภาพและเร่ิมเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดอื่น (Ding et al., 2011; 
Sterneckert et al., 2012) อีกทั้งยงัมีรายงานว่าการใช้ 5-Azacytidine ซ่ึงเป็นสารที่ท  าหน้าที่ควบคุมการ
แสดงออกเหนือพนัธุกรรม สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนให้
ไดจ้  านวนมากข้ึน (Huangfu et al., 2008) ดงันั้นผูว้ิจยัจึงมีความสนใจในการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้
ก าเนิดตวัอ่อนจากเซลล์ผิวหนงัมนุษยโ์ดยไม่ใช้ไวรัสแต่จะใช้ plasmid ซ่ึงมีความปลอดภยัสูงกว่า
ท ด แ ท น แ ล ะ จ ะ เ พิ ่ม ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ย ีน  Oct4  เ พ ีย ง แ ค ่ย ีน เ ด ีย ว ร ่ว ม ก บั ก า ร ใ ช้  
5-Azacytidine ในการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนที่ใช้การดดัแปลงพนัธุกรรมน้อย น าไปสู่
การสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีปลอดภยัเพื่อใช้ในการรักษาโรคในอนาคต 
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บทที ่3 
วธีิกำรด ำเนินกำรวจิยั และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เกบ็ข้อมูล 

 
3.1. สถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

 ใชห้อ้งทดลองศูนยว์ิจยัเทคโนโลยีตวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี เพื่อ
ท าการสร้างเซลล์ท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์การตรวจสอบคุณสมบติัของเซลล์ท่ีได้
ภายหลงัการเหน่ียวน า และการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้ง  
 
3.2. กำรทดลองที ่1 กำรเกบ็ตัวอย่ำงเน้ือเย่ือผวิหนังมนุษย์ 
   เก็บตวัอยา่งเน้ือเยื่อผิวหนงัขนาด 2 x 2 เซนติเมตรท่ีเหลือทิ้งจากการผา่ตดัในโรงพยาบาล
มหาราชนครราชสีมา โดยเจา้ของเน้ือเยื่อและญาติเป็นผูล้งนามยินยอมก่อนท าการเก็บโดยเก็บใน Hanks 
Balance Salt Solution (HBSS) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและขนส่งเขา้หอ้งปฏิบติัการ การสกดัเซลล์ผิวหนงั
จะใชว้ธีิ tissue explants โดยเน้ือเยื่อผิวหนงัจะถูกแช่ใน 75% เอทานอล นาน 30 วินาที เพื่อลา้งเลือดและส่ิง
สกปรก หลงัจากนั้นท าการตดัเลาะเอาเน้ือเยื่อเก่ียวพนัและไขมนัออกให้เหลือแต่ผิวหนงัเท่านั้น จากนั้นตดั
เน้ือเยือ่ผวิหนงัใหมี้ขนาดประมาณ 0.5 - 1 มิลลิเมตร แลว้วางเน้ือเยื่อท่ีตดัแลว้ลงบนจานเล้ียงเซลล์ 24 หลุม
ท่ีปลอดเช้ือแลว้ปล่อยทิ้งไว ้1 – 2 นาทีท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อให้เน้ือเยื่อเกาะติดกบัภาชนะเพาะเล้ียง หลงัจาก
นั้นจึงค่อยๆใส่น ้ ายาเล้ียงเซลล์ (alpha-MEM ท่ีเติมดว้ย 10% fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine, 
100 U/ml Penicillin, และ 100µg/ml Streptomycin) แลว้เพาะเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5%CO2 เป็นเวลา 5-10 วนั จนกว่าจะพบเซลล์ท่ีมีลกัษณะคลา้ยกระสวย (fibroblast-
like cells) เจริญออกมาจากเน้ือเยื่อผิวหนงัหลงัจากนั้นจะท าการยา้ยเซลล์ไปเล้ียงในขวดเพาะเล้ียงเซลล์
ขนาด 25 ตารางเซนติเมตรโดยให้ความหนาแน่นของเซลล์อยู่ท่ี 5x103เซลล์/ตารางเซนติเมตร แลว้ท าการ
เล้ียงและเพิ่มจ านวนจนได้ passage ท่ี 3 (P3) จากนั้ นจะท าการแช่แข็งด้วยน ้ ายาเล้ียงเซลล์ท่ีมี  
10% Dimethylsulfoxide (DMSO) 
 
3.3. กำรทดลองที่ 2 กำรเหน่ียวน ำกำรเป็นเซลล์คล้ำยเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนด้วย 5-Azacytidine และกำร

เพิม่กำรแสดงออกของยนี Oct4 

  เม่ือเพิ่มจ านวนเซลล์ผิวหนงัไดม้ากพอแลว้ เซลล์จ  านวนหน่ึงจะถูกเหน่ียวน าให้เปล่ียนเป็นเซลล์
คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน โดยเม่ือเซลล์มีความหนาแน่นประมาณ 90% เซลล์จะถูกเตรียมการเหน่ียวน า
การแสดงออกของยีนดว้ยการเติม 2µM 5-Azacytidine ลงในน ้ ายาเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 5 วนั จากนั้นจะถูก
เหน่ียวน าการแสดงออกของยนี Oct4โดยแบ่งออกเป็น 3 ระยะดงัน้ี  
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ระยะที่ 1 การน า plasmid ท่ีมียีน pCAG_mOct4 เขา้สู่เซลล์ผิวหนงัโดยใช ้Lipofectamine 2000 (Invitrogen)  
             ตามกรรมวธีิท่ีแนะน าในผลิตภณัฑ์ 
ระยะที่2 เพาะเล้ียงเซลล์ท่ีได้จากระยะท่ี 1 ใน น ้ ายาเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยซ่ึ์งประกอบด้วย  
             Knockout DMEM (Invitrogen) + 20% Knockout serum replacement (Invitrogen) + 5 ng/mL  
             b-FGF (Preprotech) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
ระยะที ่3 เซลลท่ี์เปล่ียนสภาพเป็นเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกเลือกและยา้ยลงไปเล้ียงบนเซลล์พี่ 
             เล้ียง(Feeder cells) ท่ีผา่นการยบัย ั้งการเจริญเติบโตดว้ย mitomycin C โดยเล้ียงดว้ยน ้ ายาเล้ียงเซลล ์
             ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย+์ 5 ng/mL b-FGF 
             เซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดตวัอ่อนจะถูกตรวจสอบทุกวนัภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยเซลล์ท่ีมี 
             ลกัษณะคลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกเลือกเพื่อท าการเพิ่มจ านวนและท าการแช่งแข็งเก็บเอาไว ้
             ในไนโตรเจนเหลว 
 
3.4. กำรทดลองที ่3 กำรตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์คล้ำยเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อน 
  เซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกวเิคราะห์เพื่อตรวจสอบวา่เซลล์ท่ีไดน้ั้นเป็นเซลล์คลา้ยเซลล์
ตน้ก าเนิดตวัอ่อนจริงหรือไม่ ซ่ึงจะท าการวเิคราะห์ดว้ยวธีิต่าง ๆ ดงัน้ี 
 3.4.1 กำรตรวจสอบคุณลกัษณะกำรแสดงออกของเอ็นไซม์ Alkaline phosphatase 

  ตวัอยา่งเซลล์จะถูกลา้งดว้ย 0.1M phosphate buffer solution (PBS) 3 คร้ัง ตามดว้ยการ fix ดว้ย 4% 
paraformaldehyde ใน PBS นาน 30 นาที และลา้งอีก 3 คร้ังดว้ย PBS หลงัจากนั้นเติม alkaline phosphatase 
substrate (ATCC) ลงไปและเก็บในท่ีมืดประมาณ 60 นาที แลว้ดูด substrate ออกและลา้งดว้ย PBS อีก 
 2 คร้ัง จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์   
 3.4.2 Immunocytochemistry 
  ตวัอยา่งเซลล์จะถูกลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง ตามดว้ยการ fix ดว้ย 4% paraformaldehyde ใน PBS นาน 
30 นาทีและลา้งอีก 3 คร้ังดว้ย PBS จากนั้นป้องกนัการจบัแบบไม่จ  าเพาะของ antibody ดว้ย blocking 
solution นาน 2 ชัว่โมงแลว้จึงใส่ primary antibody ไดแ้ก่ anti-human Oct4, anti-human Sox2, anti-human 
Nanog, anti-human SSEA-3, และ anti-human Tra1-60 และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 1 คืน 
หลงัจากนั้นลา้งดว้ย PBS 5 คร้ังและใส่ secondary antibody และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องในท่ีมืดนาน 2 ชัว่โมง 
จากนั้นลา้งดว้ย PBS 5 คร้ัง และใส่ 4',6-diamidino-2-phenylindole เพื่อยอ้มดูนิวเคลียส จากนั้นน าตวัอยา่งท่ี
ไดไ้ปตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซ็นต ์
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 3.4.3 กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของยีนด้วยวิธี Reverse Transcription Real Time Polymerase  
               Chain Reaction (RT-qPCR) 
  ท  าการสกดั RNA ของเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีไดโ้ดยใช้ TRIzol®  (Thermo Fisher) 
จากนั้นท าการเปล่ียน RNA ท่ีสกดัได้ให้เป็น cDNA ด้วยชุด reverse transcription Superscript III 
(Invitrogen) และท าการวิเคราะห์ความแตกต่างของการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลล์ตน้ก าเนิดตวั
อ่อน โดยเปรียบเทียบกบัตวัอยา่ง cDNA ท่ีสกดัไดจ้ากเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยแ์ละเซลล์ผิวหนงัมนุษย์
ดว้ยวธีิ RT-qPCRโดยใช ้primer ท่ีจ  าเพาะกบัยีน Oct4, Nanog, Sox2, Lin28, และ Tert โดยใช ้Biorad’s SSO 
Fast Evagreensupermix นอกจากน้ีจะตรวจสอบการท างานของ plasmid โดยใช้ primer ท่ีจ  าเพาะต่อ 
plasmid pCAG_Oct4 และจะใชย้นี GAPDH เป็นยนี reference 
 
ตารางท่ี 1 ไพเมอร์ของยนีต่างๆท่ีใชใ้นการวเิคราะห์การแสดงออกของยนีดว้ย RT-qPCR 

Gene Primer sequences 5'-3' Assession Number References 

hOct4 
F: 5' GACAACAATGAAAATCTTCAGGAGA 3' 
R: 5' TTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA 3' 

AF268617 
Henderson et al.,  

2002 

mOCT4 
F: 5' CTCTGAGCCCTGTGCCGACC 3' 
R: 5' CTGCAAGGCCTCGAAGCGACA 3' 

NM_013633.3  Addgene Plasmid 

Sox2 
F: 5' CCCCCGGCGGCAATAGCA 3' 
R: 5' TCGGCGCCGGGGAGATACAT 3' 

BC013923.2 
Henderson et al.,  

2002 

Nanog 
F: 5' AGCCTCTACTCTTCCTACCACC 3'  
R: 5' TCCAAAGCAGCCTCCAAGTC 3' 

AB093576 
Henderson et al.,  

2002 

hLin-28 
F: 5' TTTGCAGGTGGCTGCGCCAAG 3' 
R: 5' TTTGGCCGCCTCTCACTCCCA 3' 

NM_024674.4 
Henderson et al.,  

2002 

hTERT 
F: 5' CCTGCTCAAGCTGACTCGACACCGTG 3' 
R: 5' GGAAAAGCTGGCCCTGGGGTGGAGC 3'  

NM_001193376.1 
Henderson et al.,  

2002 

GAPDH 
F: 5' TGCACCACCAACTGCTTAGC 3' 

R: 5' GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3' 
NM_0012897461.1  - 

 

 3.4.4 กำรเปลีย่นสภำพเซลล์คล้ำยเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนให้เป็น Embryoid body 

  เน่ืองจากเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนจะตอ้งมีความสามารถเปล่ียนไปเป็นเน้ือเยื่อทั้ง 3 ชั้น  
(3 germ layers) ไดเ้หมือนเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน ดงันั้นเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนคุณภาพดีจะถูก
ตดัออกเป็นช้ินเล็กๆ และเล้ียงในจานเล้ียงเซลล์แบบไม่เคลือบผิวในรูปแบบของเซลล์ลอย ในน ้ ายาเล้ียง
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เซลล์ท่ีประกอบดว้ยน ้ ายาเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ ท่ีไม่ใส่ b-FGF เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นจึง
ท าการทดสอบการเปล่ียนสภาพโดยใชว้ิธี immunocytochemistryโดยจะท าการยอ้มดว้ย primary antibody ท่ี
จ  าเพาะกบัเซลล์ในกลุ่มต่าง ๆ ไดแ้ก่ anti-human Oct4 ส าหรับเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ียงัไม่
เปล่ียนสภาพ, anti-human Nestin ส าหรับเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเน้ือเยื่อชั้นนอก 
(ectoderm), anti-human Vimentin ส าหรับเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเน้ือเยื่อชั้น
กลาง (mesoderm), และ anti-human Alpha fetoprotein ส าหรับเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีแปรสภาพไปเป็นเซลล์ใน
กลุ่มเน้ือเยือ่ชั้นใน (endoderm) และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 1 คืน หลงัจากนั้นลา้งดว้ย PBS 5 
คร้ังและใส่ secondary antibody และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องในท่ีมืดนาน 2 ชัว่โมงจากนั้นลา้งดว้ย PBS 5 คร้ัง 
และใส่ 4',6-diamidino-2-phenylindole เพื่อยอ้มดูนิวเคลียส จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปตรวจสอบดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซ็นต ์
 3.4.5 กำรสร้ำงก้อนเน้ืองอก (teratoma formation) ในหนู nude เมำส์ 
  นอกจากการเปล่ียนสภาพเป็นเน้ือเยื่อทั้ง 3 ชั้นในหลอดทดลอง (in vitro differentiation) แลว้การ
เปล่ียนสภาพเป็นเน้ือเยื่อทั้ง 3 ชั้นในสัตวท์ดลอง (in vivo differentiation) ยงัเป็นลกัษณะส าคญัอีกลกัษณะ
หน่ึงของเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน เซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกตดัออกจากเซลล์พี่เล้ียงและท าการ
แยกเซลล์ออกเป็นเซลล์เด่ียว ๆ โดยใช้ 0.025% trypsisn/EDTA หลงัจากนั้นจะถูกปรับความเขม้ขน้ของ
เซลล์ให้เป็น 1 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แลว้ฉีดสารละลายเซลล์จ  านวน 100 ไมโครลิตร เขา้สู่ชั้นใตผ้ิวหนงั
ของหนูโดยนายสัตวแพทยผ์ูดู้แลการวจิยั หลงัจากฉีดกอ้นเน้ืองอก teratoma จะเกิดข้ึนใน 6-8 สัปดาห์ หนูท่ี
มีกอ้นเน้ืองอกเกิดข้ึนจะถูกเมตาฆาตและเก็บช้ินเน้ืองอกเพื่อน าไปศึกษาทางจุลพยาธิวทิยา 
 3.4.6 กำรตรวจวเิครำะห์โครโมโซมด้วยวธีิ G banding Karyotyping 
  เซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกเล้ียงในรูปแบบท่ีไม่ใชเ้ซลล์พี่เล้ียงบน matrigel (BD) เป็น
ระยะเวลา 3 วนั หลงัจากนั้น เปล่ียนน ้ ายาเป็นน ้ ายาท่ีมีการเติมความเขม้ขน้ Colchicine 0.04 ug/ml และเขา้
เล้ียงต่อเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นท าการเก็บเซลล์ดว้ย 0.025% trypsisn/EDTA แลว้เก็บตะกอนเซลล์
โดยการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 2,200 rpm เป็นเวลา 3 นาที ท าการแตกเซลล์ดว้ย 0.075M KCl ท่ีอุณหภูมิ  
37°C เป็นเวลา 6 นาที หลงัจากนั้นท าการตรึงเซลล์ดว้ย Carnoy’s fixative ท่ีแช่เยน็ใน อุณหภูมิ -80°C เก็บ
ตะกอนเซลล์เซลล์ดว้ยการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 1,800 rpm แลว้ท าการตรึงเซลล์ซ ้ าอีก 2 คร้ัง โดยคร้ัง
สุดทา้ยไม่ตอ้งป่ันเหวี่ยงแต่ท าการเก็บหลอดเซลล์ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ -20°C 1 คืน หลงัจากนั้นท าการหยด
ลงบนสไลด์แกว้ท่ีท าความสะอาดเอาไวแ้ลว้ เม่ือสไลด์แกว้แห้ง ท าการอบสไลด์ให้แห้งในเตาอบอุณหภูมิ 
70°C เป็นเวลา 20 นาที และปล่อยให้สไลด์แกว้เยน็ลงท่ี อุณหภูมิห้อง เม่ือสไลด์เยน็จึงท าการยอ้มดว้ยสี 
Giemsa และจุ่มลงในสารละลาย 0.025% trypsisn/EDTA เม่ือเสร็จส้ินการยอ้มสี ท าการตรวจนบัโครโมโซม
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์โดยการตรวจสอบอยา่งนอ้ย 20 metaphase 
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ภำพที1่. แผนภำพแสดงขั้นตอนกำรด ำเนินกำรวจัิย 

เก็บตวัอยา่งเซลลผ์ิวหนงั 

 

ระยะที ่2 เพาะเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากระยะท่ี 1 ใน human embryonic stem cells culture medium  
+ 5 ng/mL b-FGF นาน 4 สปัดาห์ 

 

ระยะที ่1 การน า plasmid ท่ีมียนี pCAG_Oct4 เขา้สู่เซลลผ์ิวหนงัโดยใช ้Lipofectamine 2000 

+ 5 ng/mL b-FGF นาน 4 สปัดาห์ 

 

ระยะที ่3 เซลลท่ี์เปล่ียนสภาพเป็นเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกเลือกและยา้ยลงไปเล้ียงบนเซลลพ่ี์เล้ียง 

(feeder cells) ใน human embryonic stem cells culture medium + 5 ng/mL b-FGF 

 

เซลลมี์รูปร่างเหมือนเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน (iPSCs-like colony) 

 
เพาะเล้ียงและเพ่ิมจ านวน 

 
วเิคราะห์คุณลกัษณะของเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน 

1. Alkaline phosphatase test 
2. Immunocytochemistry(Oct4, Sox2, Nanog, SSEA-3, และ Tra1-60) 
3. RT-qPCR(Oct4, Sox2, Nanog, Rex1, Lin28, Tert, plasmid pCAG_Oct4และ GAPDH) 
4. Embryoid body formation และ Immunocytochemistry (Oct4, Nestin, VimentinและAlpha fetoprotein) 
5. Teratoma formation 
6. Karyotyping 

คดัแยกและเพาะเล้ียงเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากผิวหนงัของมนุษย 

เตรียมการเหน่ียวน าการแสดงออกของยนี 
เติม 2 uM 5-Azacytidine ลงในน ้ายาเล้ียงเซลลน์าน 5 วนั 

 

เหน่ียวน าเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์หเ้ปล่ียนเป็นเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน 
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บทที ่4 

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ 
 

4.1 ผลกำรทดลอง 
 4.1.1 ผลการทดลองท่ี 1 การคดัแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ผิวหนงัมนุษยแ์ละการเหน่ียวน าการเป็น
เซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน 
 ตวัอยา่งเน้ือเยือ่ผวิหนงัขนาด 2 x 2 เซนติเมตรท่ีเก็บไดจ้ากโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา ถูกท า
การสกดัเซลล์ผิวหนงัจะใชว้ิธี tissue explantation โดยใชน้ ้ ายาเล้ียงเซลล ์ alpha-MEM (Gibco) ท่ีเติมดว้ย 
10% FBS (Hyclone), 2 mM L-glutamine (Sigma), 100 U/ml Penicillin (Sigma), และ 100 µg/ml 
Streptomycin (Sigma) แลว้เพาะเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 
หลงัจากนั้นท าการเพิ่มจ านวนจนได ้P3 (ภาพท่ี 2A) แลว้แช่แขง็ดว้ยน ้ายาท่ีมี 10% DMSO 
 เม่ือเพิ่มจ านวนเซลล์ผิวหนังได้มากพอแล้ว เซลล์จ  านวนหน่ึงจะถูกเล้ียงเพื่อใช้เหน่ียวน าให้เกิด
เซลล์ตน้ก าเนิดคล้ายตวัอ่อนต่อไปและเม่ือความหนาแน่นของเซลล์อยู่ท่ี 90% เซลล์จะถูกเตรียมการ
เหน่ียวน าการแสดงออกของยีนดว้ยการเดิม 2 uM 5-Azacytidine ลงในน ้ ายาเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 5 วนั 
(ภาพท่ี 2B) การเหน่ียวน าการแสดงออกของยนีโดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4แบ่งออกเป็น 3 ระยะ
ดงัน้ี 
 ระยะที่ 1 การน า plasmid ท่ีมียีน pCAG_Oct4 (ภาพท่ี 2F) เข้าไปในเซลล์ผิวหนังโดยใช ้
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ตามกรรมวธีิท่ีแนะน าในผลิตภณัฑ ์(ภาพท่ี 2C) 
 ระยะที่ 2 เพาะเล้ียงเซลล์ท่ีไดจ้ากระยะท่ี 1 ใน น ้ ายาเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์+ 5 ng/mL 
b-FGF เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ซ่ึงการทดลองส่วนใหญ่พบวา่เซลล์ท่ีไดจ้ะไม่พฒันาเป็นโคโลนีคลา้ยเซลล์ตน้
ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์แต่จากการท าซ ้ าหลายคร้ังพบวา่ไดโ้คโลนีตั้งตน้ท่ีมีลกัษณะคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวั
อ่อนมนุษยเ์กิดข้ึน (ภาพท่ี2D) 
 ระยะที ่3 เซลลท่ี์เปล่ียนสภาพคลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนจะถูกเลือกและยา้ยลงไปเล้ียงบนเซลล์พี่
เล้ียงท่ีผ่านการยบัย ั้งการเจริญเติบโตด้วย mitomycin C โดยเล้ียงด้วย น ้ ายาเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิด 
ตวัอ่อนมนุษย+์ 5 ng/mL b-FGF (ภาพท่ี 2E) 
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ภำพที่ 2 แสดงการพัฒนาของเซลล์ผิวหนังมนุษย์ให้ไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนด้วย  
             5-Azacytidine และการเพิ่มการแสดงออกของยนีOct4 ดว้ย plasmid ท่ีมียนี pCAG_Oct4 
 
 4.1.2 ผลการทดลองท่ี 2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอ็นไซม ์alkaline phosphates ของเซลล์คลา้ย
เซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน 
 เม่ือท าการเพาะเล้ียงเพิ่มจ านวนเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีไดจ้ากการเพิ่มการแสองออก
ของยีน Oct4 และท าการแช่แข็งอาไวบ้างส่วนเพื่อใช้ในการทดลองต่อไปแลว้ เซลล์คลา้ยเซลล์ก าเนิดตวั
อ่อนได้ทดสอบคุณลักษณะด้วยการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ alkaline phosphatase ซ่ึงพบว่ามีการ
แสดงออกของเอ็นไซม ์alkaline phosphatase อยา่งมาก ทั้งในเซลล์รูปแบบเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน (ภาพท่ี
3A) และในรูปแบบ embryoid bodies (ภาพท่ี 3B) 
 

 
 
ภำพที ่3 แสดงการทดสอบการสร้างเอน็ไซม ์alkaline phosphatase ในเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน (A)  
            และใน embryoid bodies (B) 
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หลงัจากเซลลใ์หผ้ลการสร้างเอ็นไซม ์alkaline phosphatase เป็นบวกแลว้ จึงน าเซลล์ท่ีไดไ้ปท าการ

ทดสอบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตวับ่งถึงการเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ได้แก่ 

Oct4, SSEA4, Tra1-60 และ Tra1-81 ดว้ยวิธี immunocytochemistry (ภาพท่ี 4) ซ่ึงพบวา่จากการทดสอบ

เซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์สร้างจากการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 มีการแสดงออกของ

โปรตีนมาร์กเกอร์เช่นเดียวกบัในเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

ภำพที่ 4 การแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตวับ่งถึงการเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ไดแ้ก่  

            Oct4, SSEA4, Tra1-60 และ Tra1-81 ดว้ยวธีิ immunocytochemistry ในเซลลค์ลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวั 

            อ่อนมนุษยท่ี์สร้างจากการเพิ่มการแสดงออกของยนี Oct4 

เม่ือพบวา่มีการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์เช่นเดียวกบัเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์จึงท าการ

ทดสอบต่อไปดว้ยการแสดงออกของยีนท่ีมีการแสดงออกมากในเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ไดแ้ก่ Oct4, 

Sox2, Nanog, Lin28, Tert, และ mOct4 (ยีนท่ีพบไดจ้าก plasmid) โดยเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยีน

ดงักล่าวกบัเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์ซ่ึงพบวา่เซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์สร้างไดจ้ากการ

เพิ่มการแสดงออกของยนี Oct4 มีการแสดงออกของยีนมากกวา่เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมาก อีกทั้งยงัพบวา่มี
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การแสดงออกของยีน mOct4 ท่ีไดรั้บมาจาก plasmid ท่ีใส่เขา้ไปเพื่อเพิ่มการแสดงอออกของยีน Oct4  

(ภาพท่ี 5) 

Relative fold change from hESC
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ภำพที ่5 การแสดงออกของยีน Oct4, Sox2, Nanog, Lin28, Tert, และ mOct4ในเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิด 

              ตวัอ่อนท่ีไดจ้ากการเพิ่มการแสดงออกของ Oct4ดว้ย plasmid (mOct4) ในเซลลผ์วิหนงัมนุษยมี์ 

              การแสดงออกของยีนเช่นเดียวกบัเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีไดจ้ากตวัอ่อนมนุษย ์

  4.1.3 ผลการทดลองท่ี 3 การทดสอบความสามารถในการพฒันาไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆของเซลล์
คลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีไดจ้ากการเพิ่มการแสดงออกของยนีOct4 
 เซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนเป็นเซลล์ท่ีมีความสามารถในการพฒันาไปเป็นเซลล์ต่างๆในร่างกาย
ไดทุ้กชนิด และหากแบ่งชนิดของการพฒันาการของร่างกายส่ิงมีชีวิตต่อการพฒันาการของตวัอ่อนจะมีการ
สร้างเน้ือเยื่อ 3 ชั้นข้ึนไดแ้ก่เน้ือเยื่อชั้นนอก, เน้ือเยื่อชั้นกลาง, และเน้ือเยื่อชั้นใน ดงันั้นเซลลค์ลา้ยเซลล์ตน้
ก าเนิดตวัอ่อนท่ีสร้างข้ึนจึงตอ้งผ่านการทดสอบน้ีดว้ยการกระตุน้การพฒันาไปเป็นเน้ือเยื่อ 3 ชั้นดว้ยการ
สร้าง embryoid body และทดสอบดว้ยวิธี immunocytochemistry โดยยอ้มดว้ย marker ท่ีเป็นตวัแทนของ
เน้ือเยื้อชั้นต่างๆไดแ้ก่ Oct4 เพื่อเป็นตวัแทนของเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนและแสดงถึงการแสดงออกของยีนท่ี
ไดจ้าก plasmid, AFP เป็นตวัแทนเน้ือเยื่อชั้นใน Vimentin เป็นตวัแทนเน้ือเยื่อชั้นกลางและ Nestin เป็น
ตวัแทนเน้ือเยื่อชั้นนอก ซ่ึงจากการทดสอบพบว่าเซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดตวัอ่อนท่ีสร้างได้ยงัมีการ
แสดงออกของ Oct4 อยู่และสามารถพฒันาเป็นเน้ือเยื่อชั้นกลางไดดี้เห็นไดจ้ากพบว่ามีการยอ้มติดไดด้ว้ย 
Vimentin แต่กลบัพบวา่มีการยอ้มติดดว้ย AFP และ Nestin เพียงเล็กนอ้ย เท่านั้น (ภาพท่ี 6) 
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ภำพที่6 แสดงการทดสอบความสามารถในการพฒันาไปเป็นเซลล์ชนิดต่างของเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิด 
           ตวัอ่อนท่ีได้จากการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ในเซลล์ท่ีผ่านการท า Embryoid body และ 
           ทดสอบดว้ย Immumocytochemistry โดยยอ้มดว้ยmarker (Oct4, AFP, Vimentin, และ Nestin) 
 
 4.1.4 ผลการทดลองท่ี4 การทดสอบความสามารถในการเปล่ียนสภาพของเซลล์ในร่างกาย
สัตวท์ดลองดว้ยวธีิ Teratoma formation 
 เน่ืองดว้ยเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนเป็นเซลล์ท่ีมีความสามารถในการพฒันาไปเป็นเซลล์
ต่างๆในร่างกายได ้การทดสอบความสามารถในการพฒันาไปเป็นเน้ือเยือ่ทั้ง 3 ชั้นในร่างกายสัตวท์ดลองได้
หรือไม่ จากการทดสอบโดยการฉีดเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีไดจ้ากการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4
พบวา่หลงัจากฉีดเซลลเ์ขา้ไปในชั้นใตผ้วิหนูทดลองจ านวน 10x107 ลา้นเซลล ์พบวา่หลงัจากฉีด 6 สัปดาห์มี
การเกิดกอ้นเน้ือข้ึนใตผ้วิหนงับริเวณท่ีฉีด (teratoma formation) ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2.5 เซนติเมตรซ่ึงไม่
พบกอ้นเน้ือในลกัษณะเดียวกนัแต่อยา่งใดบริเวณท่ีเป็นการฉีดควบคุมดว้ยน ้ าเกลือ เม่ือท าการเมตาฆาตหนู
ทดลองและผา่เอาช้ินก่อนเน้ือออกมาพบวา่เป็นกอ้นเน้ือมีลกัษณะดงัภาพท่ี 7A-C เม่ือส่งตวัอยา่งช้ินเน้ือไป
ตรวจโดยนกัพยาธิวิทยาพบวา่ เน้ือเยื้อประกอบดว้ยกลุ่มเน้ือเยื้อชั้นกลางลกัษณะเป็นกลา้มเน้ือ (ภาพท่ี 7D) 
และเน้ือเยื่อท่ีมีลกัษณะเป็นท่อของเน้ือเยื่อชั้นใน (ภาพท่ี 7E) แต่ไม่พบลกัษณะของเน้ือเยื่อชั้นนอกแต่อยา่ง



18 

 

ใด นอกจากน้ียงัพบเน้ือเยือ่ท่ีเกิดจากเซลลท่ี์ยงัไม่พฒันาเป็นเป็นเน้ือเยือ่ชั้นต่างๆท่ีแน่ชดัซ่ึงมีความคลา้ยคลึง
กบัเซลลม์ะเร็ง (undifferentiated malignant like cell) 
 

 
 
ภำพที่ 7 การทดสอบความสามารถในการแปลสภาพของเซลล์ในร่างกายสัตวท์ดลองด้วยวิธี (Teratoma  
            formation) ของเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีไดจ้ากการเพิ่มการแสดงออกของยนี Oct4 
 
 4.1.5ผลการทดลองท่ี5 การตรวจวิเคราะห์ลกัษณะของโครโมโซม (Karyotyping) ของเซลล์ตน้
ก าเนิดคลา้ยตวัอ่อนท่ีสร้างไดจ้ากการเพิ่มการแสดงออกของยนี Oct4 
 เน่ืองจากพบความผิดปกติของการพฒันาของเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนไปเป็นเซลล์
เน้ือเยือ่ 3 ชั้น ทั้งในระบบหลอดทดลองและในสัตวท์ดลอง ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีผิดปกติและไม่พบในเซลล์ตน้
ก าเนิดตวัอ่อน อีกทั้งยงัพบวา่เซลล์ตน้ก าเนิดคลา้ยตวัอ่อนสามารถคืนสภาพกลบัไปเป็นของเซลล์ตน้ก าเนิด
ตวัอ่อนได้อีกคร้ังแมก้ระทัง่ผ่านการท าการกระตุน้ให้มีการพฒันาไปเป็น Embryoid body แล้วหรือ
แมก้ระทัง่เล้ียงในน ้ายาท่ีใชเ้ซลลเ์ล้ียงไปแลว้เป็นเวลา 7 วนั ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีไม่เกิดข้ึนในเซลล์ตน้ก าเนิดตวั
อ่อนปกติ  เพื่อทดสอบผลกระทบของการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ต่อการเปล่ียนแปลงของ
โครโมโซมในเซลล์ตน้ก าเนิดคลา้ยตวัอ่อนท่ีสร้างได ้จึงท าการวิเคราะห์ดว้ยวิธี G banding karyotypingซ่ึง
ผลการตรวจวิเคราะห์พบวา่ เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีสร้างจากการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ลกัษณะ
ของโครโมโซมท่ีผดิปกติจาก 46,XX ในเซลลผ์วิหนงัท่ีเป็นเซลล์เร่ิมตน้เปล่ียนเป็น 66,XX ซ่ึงการมีลกัษณะ
โครโมโซมคู่ท่ี 1, 19 และ 20 เกินเป็น 2 คู่ และพบโคโมโซม 3 แท่งในโครโมโซมคู่ท่ี 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 
12, 13, 16, 17, 21, และ 22  ดงัภาพท่ี  8 
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ภำพที ่8 แสดงผล G banding karyotypingของเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีสร้างจากการเพิ่มการ     
              แสดงออกดว้ยยนี Oct4 
 
4.2 ข้อวจิำรณ์ 
 เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษย ์(human ESCs) เป็นเซลล์ท่ีศกัยภาพสูงซ่ึงมีความสามารถในการคง

สภาพการเป็นเซลลต์น้ก าเนิดและการแปลสภาพไปเป็นเซลล์ไดทุ้กชนิดในเซลล์ร่างกายมนุษย ์โดยแรกเร่ิม

เซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนสามารถสร้างไดจ้ากการสกดัเซลล์กลุ่ม inner cell mass (ICM) จากตวัอ่อนมนุษยใ์น

ระยะบลาสโตซิสต ์(Thomson et al., 1998) แต่เน่ืองดว้ยวิธีการสร้างเซลล์ดงักล่าวจ าเป็นตอ้งท าลายตวัอ่อน

ของมนุษยซ่ึ์งอาจมีผลต่อหลกัจริยธรรมไดจึ้งท าใหเ้กิดการพฒันาการสร้างเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน 

(iPSCs) ข้ึนจากเซลลร่์างกายแทนเพื่อหลีกเล่ียงการท าลายตวัอ่อนและท าให้เอ้ือต่อการน ามาใชใ้นการศึกษา

เพื่อการรักษาจ าเพาะบุคคลได ้(Autologus cell therapy) (Takahashi et al., 2007; Takahashi et al., 2007; 

Takahashi and Yamanaka, 2006) นอกจากเซลล์ชนิดน้ีจะมีลกัษณะเหมือนเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนทุก

ประการในดา้น การคงสภาพและความสามารถในการเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ต่างๆในร่างกายไดแ้ล้ว 

เซลล์ชนิดน้ียงัสามารถน ามาใช้ในการเป็นตวัแทนและตน้แบบในการน ามาใช้ในการศึกษาการด าเนินไป

ของโรคต่างๆ และสามารถน ามาสร้างเซลล์เป้าหมายของโรคเพื่อในใช้ในการศึกษาทางพยาธิวิทยาและ

ทดสอบการตอบสนองต่อการรักษาดว้ยยาหรือวิธีอ่ืนในหลอดทดลองก่อนน าไปใชใ้นการรักษาจริงอีกดว้ย 

(Chamberlain et al., 2010; Maria C. N. Marchetto et al., 2010; Maria C.N. Marchetto et al., 2010; Soldner 
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et al., 2009) อยา่งไรก็ตามการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนเร่ิมแรกสร้างโดยการน าส่งยีนท่ีเป็น 

reprogramming ยีนเขา้ไปในเซลล์ร่างกายโดยวิธีใช้ไวรัส ในการพายีนเขา้ไปแสดงออกในเซลล์ร่างกาย 

(Hotta and Ellis, 2008; Takahashi, Tanabe, et al., 2007) ดว้ยความไม่มัน่ใจดา้นการเปล่ียนแปลงและการ

อาจจะก่อโรคของไวรัสท่ีน าส่งยีนเขา้ไปจึงมีการพฒันาการน าส่ง reprogramming ยีนดว้ยวิธีอ่ืน ไดแ้ก่ การ

ใช ้plasmid (Chou et al., 2011; Okita et al., 2008), episomal (Chou et al., 2011) หรือ RNA (Warren et al., 

2010)เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมีความพยายามในการลดจ านวน reprogramming ยีนลงดว้ยจากเดิมใช ้4 ยีนได ้

Oct4, Sox2, Klf-4, และc-Myc เหลือเพียงแค่ 2 ยีนไดแ้ค่ Oct4 และ Sox2 (Giorgetti et al., 2009; Huangfu et 

al., 2008) เท่านั้น นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่สามารถสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนหนูดว้ยการใช ้

เพียง Oct4 เพียงแค่ยีนเดียวโดยการน าส่งดว้ย Lentivirus ร่วมกบัสารเคมีกลุ่ม epigenetic modifier 4 ชนิด 

ไดแ้ก่ Valproic acid, CHIR99021, 616452 , และ Tranylcypromine  (Li et al., 2011) ดงันั้นจึงแสดงให้เห็น

ถึงความเป็นไปได้ในการสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยโ์ดยใช้ยีน Oct4 เพียงแค่ยีนเดียว

ร่วมกบัสารเคมีกลุ่ม epigenetic modifier ผูว้ิจยัเลือกวิธีการใช ้plasmid ในการน าส่งยีน Oct4 เพียงแค่ยีน

เดียวเพื่อลดความเส่ียงในการใชไ้วรัส และเลือก plasmid เป็น pCAG_Oct4 เพื่อให้เกิดการแสดงออกของยีน 

Oct4ปริมาณมากเพียงพอและสามารถแยกการแสดงออกของยีน Oct4 ท่ีเกิดจาก plasmid และจากเซลล์

ผิวหนงัจากไดอ้ยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 5) ทั้งน้ียงัไดใ้ชร่้วมกบั 5-Azacytidine ซ่ึงเป็น  epigenetic modifier กลุ่ม 

DNA methyltransferase inhibitor เพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มโอกาสในการ reprogramming ซ่ึงจากทดลองพบวา่

สามารถสร้างเซลลท่ี์มีลกัษณะคลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนไดส้ าเร็จ (ภาพท่ี 2) นอกจากน้ีเซลล์ดงักล่าวยงัมี

การแสดงออกของลกัษณะของเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน ไดแ้ต่ ความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์ alkaline 

phosphatase (ภาพท่ี 3) และการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ของเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อน Oct4, SSEA4, 

Tra1-60 และ Tra1-81 (ภาพท่ี 4) แต่กระนั้นเม่ือท าการกระตุน้ให้เกิดการพฒันาไปเป็น Embryoid body 

ตรวจสอบความสามารถในการพฒันาไปเป็นเน้ือเยื่อทั้ง 3 ชั้น พบว่าเซลล์บางส่วนสามารพฒันาไปเป็น

เน้ือเยื่อชั้นกลางและชั้นในได้ แต่การพฒันาไปเป็นเน้ือเยื้อชั้นนอกได้ไม่ดี (ภาพท่ี 6) ซ่ึงพบลักษณะ

เช่นเดียวกนัในการทดสอบการพฒันาการของเซลล์ในสัตวท์ดลองดว้ยวิธี Teratoma formation ซ่ึงไม่พบ

เซลลใ์นกลุ่มเน้ือเยือ่ชั้นนอกในการอ่านผลทางพยาธิวินิจฉยั (ภาพท่ี 7) อีกทั้งการพบวา่เซลล์ดงักล่าวยงัคงมี

การแสดงออกของโปรตีน Oct4 ของมนุษยม์ากในการทดสอบการท า Embyoid body (ภาพท่ี 6) แสดงให้

เห็นว่าการแสดงออกของ Oct4 ท่ีไดจ้ากการเพิ่มการแสดงออกดว้ย plasmid ดว้ย pCAG promoter อาจ

กระตุน้ให้มีการแสดงออกของโปรตีน Oct4 ของมนุษยท่ี์มากเกินไปจนกระทั้งส่งผลกระทบต่อพฒันาการ

ของเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อน ซ่ึงพบไดเ้ช่นกนัวา่ยนี Oct4 ควบคุมการคงสภาพและยบัย ั้งการพฒันา
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ของเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืน และมีส่วนในการกระตุน้ให้เซลล์ตน้ก าเนิดตวั

อ่อนคงสภาพและกลายเป็นเซลล์ท่ีไม่สามารถพฒันาการได ้(ground-state pluripotency) (Ding et al., 2011; 

Hall et al., 2009; Sterneckert et al., 2012) นอกจากน้ีการท่ีเซลล์ไม่สามารถพฒันาไปเป็นเซลล์เน้ือเน้ือ

ชั้นนอกไดมี้ความเก่ียวขอ้งกบั epigenetic ท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีท าให้เกิดศกัยภาพในการพฒันา

ไปเป็นเซลล์ในกลุ่มเน้ือเยื่อชนิดต่างๆท่ีแต่ต่างกนั ซ่ึงมีรายงานว่าสามารถพบได้ในเซลล์คล้ายเซลล์ตน้

ก าเนิดตวัอ่อน(Kim et al., 2010) นอกจากน้ียงัพบวา่การพฒันาการของเซลล์ตน้ก าเนิดไปเป็นเซลล์ในกลุ่ม

เซลล์ประสาทซ่ึงอยู่ในกลุ่มเน้ือเยื่อชั้นนอกจ าเป็นตอ้งมีการลดการแสดงออกของยีน Oct4 ก่อน (Yang et 

al., 2013) จากผลการทดลอง teratoma formation ในสัตวท์ดลอง (ภาพท่ี 7) พบเซลล์และเน้ือเยื่อท่ียงัไม่

พฒันา (undifferentiated cell) ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยเซลล์มะเร็ง ประกอบกบัการท่ีมีจ านวนโครโมโซมท่ีมาก

ผิดปกติ (ภาพท่ี 8) เกิดจากการเพิ่มการแสดงออกท่ีมากเกินไปของยีน Oct4 จาก plasmid ท าให้ไม่สามารถ

ควบคุมการแสดงออกของยีนน้ีไดต้ามธรรมชาติ ซ่ึงเป็นสาเหตุท าให้เซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ี

สร้างจากการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ในคร้ังน้ีคงสภาพการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนและ

ตอบสนองการกระตุน้ให้พฒันาไปเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนไดน้อ้ยมาก นอกจากน้ียงัพบว่าการแสดงออกของยีน 

Oct4 มีส่วนเก่ียวขอ้งในการเพิ่มจ านวนและพฒันาการของเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์มะเร็ง (cancer stem cell) อีก

ดว้ย จึงสามารถใชย้ีน Oct4 ในการตรวจวดัการพฒันาของเซลล์มะเร็งได ้(Koo et al., 2015; Yang et al., 

2013) กระนั้นการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าการเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ร่วมกับ 5-Azacytidine 

สามารถสร้างเซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนได ้แต่เน่ืองจากไม่สามารถควบคุมการแสดงออกของยีน 

Oct4 ท่ีเพิ่มการแสดงออกได้อย่างสมบูรณ์ จึงท าเซลล์ต้นก าเนิดท่ีสร้างได้ไม่สมบูรณ์และไม่สามารถ

น าไปใชใ้นการรักษาโรคได ้
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บทที ่5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวจัิย 

  ในการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่การเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4 ร่วมกบั 5-Azacytidin สามารถ
สร้างเซลลค์ลา้ยเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนได ้แต่เน่ืองจากไม่สามารถควบคุมการแสดงออกท่ีมากเกินไปของยีน 
Oct4 จาก plasmid ท าให้เซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีสร้างไดมี้ความผิดปกติไม่สามารถพฒันาไป
เป็นเซลล์ต่างๆไดดี้ และมีจ านวนโครโมโซมท่ีผิดปกติ อย่างไรก็ตามเซลล์คล้ายเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ี
สร้างไดใ้นการทดลองน้ีสามารถน าไปใช้ในการศึกษาผลกระทบของยีน Oct4 ต่อความผิดปกติของเซลล์
และสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการฝึกเล้ียงเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนมนุษยท่ี์ดีไดเ้น่ืองจากมีความคงสภาพสูง
มาก 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

  ควรมีการศึกษาวจิยัต่อไปในเร่ือง 

  5.2.1 การควบคุมการแสดงออกของยีน Oct4 หลงัไดเ้ซลล์คลา้ยเซลล์ตน้ก าเนิดตวัอ่อนท่ีมีลกัษณะ
สมบูรณ์แลว้อาจท าใหไ้ดเ้ซลลต์น้ก าเนิดท่ีไม่มีการกลายพนัธ์ุได ้
  5.2.2 ควรเลือกระบบการน าส่งยนีท่ีสามารถควบคุมการแสดงออกได ้เช่นระบบ tet-on system หรือ
ระบบ Cre- recombinase เพื่อสามารถหยดุการแสดงออกของยนีท่ีน าส่งเขา้ไปไดต้ามท่ีตอ้งการ 
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 10.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนน่ิงแมวบา้น โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ตน้แบบ 
ไดลู้กแมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตวั ในวนัท่ี 25 ธนัวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วนั หลงัคลอด 
ขณะน้ียงัคงท าโคลนน่ิงแมวบา้น และแมวป่า อยา่งต่อเน่ือง  
 10.8. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโคพนัธ์ุขาวล าพูนเพศผูช่ื้อ “อินทนนท์” โดยใชเ้ซลล์ร่างกาย
ส่วนใบหูเป็นเซลล ์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงเกิดมารายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัท่ี 21 มี.ค. 2550  ไดรั้บ
การตั้งช่ือวา่ “ขาวมงคล” 
 10.9. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงแพะพนัธ์ุบอร์เพศผู ้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล ์
ตน้แบบ ไดลู้กแพะโคลนน่ิงเกิดมารายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตวั และ วนัท่ี 4 ก.ค. 
2550 1 ตวั 
 10.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงกระทิงเพศผู ้โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ตน้แบบ 
ไดลู้กกระทิงโคลนน่ิงเกิดมารายท่ี 2 ของโลก   เม่ือวนัท่ี 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตวั แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 
ชัว่โมง หลงัคลอด 
 

11. รางวลัทีไ่ด้รับ  
       11.1. จากผลงานวจิยัการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ไดลู้กแฝดโคนมเกิดมาคร้ังแรก
ของประเทศไทยเม่ือวนัท่ี  8   กนัยายน  2529    ท าให้งานวิจยัน้ีถูกยกยอ่งให้เป็น  1  ใน  10  ข่าวเด่นของ
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 11.2. รางวลัผลงานวิจยัดี (อนัดบั 1 สาขาสัตว)์ ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง    “ความเป็นไปไดใ้น
การผลิตโคพนัธ์ุดีดว้ยเทคโนโลยีโคลนน่ิงโดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลาสเป็นเซลล์ตน้แบบ” ในการประชุมทาง
วชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังท่ี 38 พ.ศ. 2543 
  11.3. รางวลัผลงานวิจัยดี สาขาวิทยาศาสตร์ ในการเสนอผลงานวิจัยเร่ือง “การทดสอบค่า
กระแสไฟฟ้าท่ีเหมาะสมส าหรับการท าโคลนน่ิงตวัอ่อนแมวโดยใช้เซลล์ไฟโบรบลาสจากใบหูเป็นเซลล์
ตน้แบบ” ในการประชุมทางวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังท่ี 41 พ.ศ. 2546 
 11.4. รางวลันกัวิจยัดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ไดรั้บเชิญเป็นผูป้าฐกถา 
อายิโน๊ะโมะโต๊ะ เร่ือง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการประชุม
ประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 



34 
 
 11.5. รางวลัผลงานวิจยัดี (อนัดบั 1 สาขาสัตว)์ ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง “การใช้เทคโนโลยี
โคลนน่ิงผลิตโคเน้ือและโคนมพนัธ์ุดี” ในการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังท่ี 42 พ.ศ. 
2547 
 11.6. รางวลับุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นดา้นการวิจยั ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารี 
 11.7. รางวลัแทนคุณแผน่ดิน สาขาวทิยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนชัน่ 
 11.8. รางวลัผลงานวจิยัดี  (อนัดบั 1 สาขาสัตว)์  ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง  “การอนุรักษโ์คพนัธ์ุ
ขาวล าพูนโดยการท าโคลนน่ิง”  ในการประชุมทางวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังท่ี 46 พ.ศ. 2551  
 11.9. ศิษยเ์ก่าดีเด่น คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ พ.ศ. 2555 
          11.10 รางวลับุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการบริการวิชาการ ประจ าปี 2558 จาก
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 
12. การจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบติั   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย ์ มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพช็ร งอนชยัภูมิ   ป้องภยัรี มีสมบติั   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคล่ือนท่ีกา้น
สูบของไมโครไซริงท”์  ยืน่ค าขอเม่ือวนัท่ี 11 มิถุนายน 2547  ไดรั้บสิทธิบติัเม่ือเดือน เมษายน 2550 
 12.2. รังสรรค ์พาลพา่ย  วศิิษฐิพร สุขสมบติั อาวุธ อินทรช่ืน อุดมวิทย ์มณีวรรณ  คมสัน ภาษยเดช       
แสงเพ็ชร งอนชยัภูมิ  ป้องภยัรี มีสมบติั  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ 
วชิยั ศรีสุรักษ ์ “เคร่ืองเช่ือมเซลลด์ว้ยไฟฟ้ากระแสตรง”  ยืน่ค าขอเม่ือวนัท่ี 11 มิถุนายน 2547   

12.3. สุรชยั รัตนสุข รังสรรค ์พาลพ่าย มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ “ผลิตภณัฑ์โมโนโคลนลัแอนติบอดี
ต่ออสุจิเพศผูข้องโค และกระบวนการผลิตโมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผูข้องโคดงักล่าว” ยื่นค าขอ
เม่ือวนัท่ี 27 กรกฎาคม 2555 

12.4. สุรชยั รัตนสุข รังสรรค ์พาลพา่ย มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ “กระบวนการแยกเพศอสุจิโคดว้ยโม
โนโคลนลัแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโค และการใช้อสุจิท่ีผ่านกระบวนการดงักล่าวใน
การปฏิสนธิในหลอดทดลอง” ยืน่ค าขอเม่ือวนัท่ี 27 กรกฎาคม 2555 

12.5. รังสรรค ์พาลพ่าย ศิวชั สังศรีทวงษ ์ กาญจนา ปัญญาไว “ภาชนะบรรจุตวัอ่อนแช่แข็งดว้ยวิธี
ลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วท่ีมีการเจือจางสารแช่แข็งแบบขั้นตอนเดียวและการใช้ภาชนะบรรจุดงักล่าว” 
เลขทะเบียน 9367 อนุมติัวนัท่ี 28 พ.ย. 2557 
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ประวตัิผู้ร่วมวจัิย 
1 ช่ือ นาง มารินา เกตุทตั-คาร์นส์  
  Mrs. Mariena Ketudat-Cairns 

เลขหมายบตัรประจ าตวัประชาชน 3 1014 011xx xx x 
รหสัประจ าตวันกัวจิยั      38 40 0999  
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3. หน่วยงานท่ีอยูท่ี่ติดต่อได ้
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มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   เลขท่ี 111 ถ. มหาวทิยาลยั  ต. สุรนารี อ. เมือง จ. นครราชสีมา  
30000 
โทรศพัท ์(044) 224355 โทรสาร (044) 224150 
e-mail: ketudat@sut.ac.th  

4. ประวติัการศึกษา 
พ.ศ. 2531 วทิยาศาสตร์บณัฑิต (ชีววทิยา)  3.24 
  มหาวทิยาลยัเชียงใหม ่
พ.ศ. 2538 Ph.D. (Biology)  4.00 
  University of California, San Diego, USA 
พ.ศ. 2538 ประกาศนียบตัร Industrial Biotechnology 

Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH, Germany 
 
5. สาขาวชิาการท่ีมีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 Molecular Biology & Genetic Engineering (Plant & Animal) 
 Recombinant Protein Production 
 Gene Expression in cloned animals and stem cells 

 
6.  ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพในการท า

การวิจัยว่าเป็นผู ้อ  านวยการแผนงานวิจัย  หัวหน้าโครงการวิจัย หรือผู ้ร่วมวิจัยในแต่ละข้อเสนอ
โครงการวจิยั เป็นตน้ 

6.1 ผู้อ ำนวยกำรแผนงำนวจัิย  :โครงการการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชเ้ช้ือแบคทีเรียในกระบวนการหมกัแบบกะ  ส่ง
รายงาน  
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6.2 ผู้ประสำนงำนชุดโครงกำร  การวจิยัโปรตีนแห่ง  มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ส่งรายงานการวจิยั
ฉบบัสมบูรณ์  

6.3 หัวหน้ำโครงกำรวจัิย  : มีช่ือโครงการวจิยั ดงัต่อไปน้ี 
 
 การพฒันาเทคนิคเพ่ือตรวจเช้ือก่อโรคปนเป้ือนในเน้ือไก่สด   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2559 
 การโคลนและศึกษาการท างานของ Os1BGlu4 เบตากลูโคไซเดสจากขา้ว  ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2557 
 การศึกษาความยาวของเทลโลเมียร์ในลูกแมวท่ีเกิดจากการโคลนน่ิง  ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2557 
 การหาเคร่ืองหมายโมเลกลุบ่งช้ีทางพนัธุกรรมท่ีสมัพนัธ์กบัความตา้นทานโรคแคงเกอร์ในมะนาวสายพนัธ์ุพิจิตร (M33) 

ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2556 

 โมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิ Y ของววั     ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2557 
 การโคลนและผลิตโปรตีนไฟโคไซยานินจากไซยาโนแบคทีเรีย   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2555 
 การพฒันาเคร่ืองหมายการตรวจสอบยอ้นกลบัปลานิลจากมทส   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2553 
 การคน้หาและการแสดงออกของกลุ่มยนี Glycosyl Hydrolases ในจีโนมของขา้วหอมมะลิ 

ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2554 
 การโคลนและผลิตเอน็ไซมเ์อนเทอโรไคเนสสายสั้น      ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2551 
 การผลิตรีคอมบิแนนทท์รานสกลตูามิเสนจากปลานิล    ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2550 

 การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Thermostable DNA polymerase จาก Pyrococcus furiosusในแบคทีเรีย   Escherichia 
coli          ส่งรายงานการวจิยัฉบบั
สมบูรณ์ 2550 

 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนในถงัหมกั  ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2549 

 การแสดงออกและการผลิตเบตา้กลูโคสิเดส โดย Pichia pastoris  ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2548 

 การจ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรม สรีระวทิยา และพฤติกรรมของไก่พ้ืนเมืองไทย  ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2547 

 การหาแผนท่ีทางพนัธุกรรมของไผต่ง     ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2546 

 การพฒันาวธีิการตรวจหาชนิดของโครโมโซมเพศปลานิล   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2543 

 การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์Taq DNA polymerase   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 
2541 
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ผู้ร่วมวจิยัในโครงการวจิยั  ดงัต่อไปน้ี 
 การโคลนน่ิงตวัอ่อนโค กระบือ แมว และสตัวป่์าใกลสู้ญพนัธ์ โดยใชเ้ซลลร่์างกายเป็นเซลลต์น้แบบ 
 Investigation of Rice Beta-Glycosidase Gene Functions. 

(National Science and Technology Development Agency National Center for Genetic Engineering and Biotechnology)
   ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2550 

 Clonal Selection of Sweet Bamboo for Commercial and Industrial Uses  ส่งรายงานการวจิยัฉบบัสมบูรณ์ 2545 
 Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque (NIH, USA)  แลว้เสร็จ 2537 

6.4 งำนวจิยัทีท่ ำเสร็จแล้ว :  
ดูหวัขอั 7.3 

6.5 งำนวจิยัทีก่ ำลงัท ำ : 
 การดดัแปลงพนัธุกรรมของ Sacchromyces cerevisiae เพื่อใหส้ามารถผลิตเอธานอลจากแป้งมนัส าปะหลงัไดโ้ดยตรง 

สถานภาพในการท าวจิยั : เร่ิมโครงการในปีงบประมาณ 2557 และไดด้ าเนินการไปแลว้ 40% 
 การผลิต Pichia pastoris ท่ีมีโอเมก้า 3 สูง ส าหรับใชเ้ป็นอาหารปลา 

สถานภาพในการท าวจิยั : เร่ิมโครงการในปีงบประมาณ 2556 และไดด้ าเนินการไปแลว้ 80% 
 

Publications: 
Parnpai, R., Ling, Y-Y., Ketudat-Cairns, M., Somfai, T., and Nagai, T. (2016) Vitrification of Buffalo 
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