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บทคัดย่อ 
 

 การปลูกถ่ายเซลล์ต้นก าเนิดเป็นหนึ่งในวิธีการท่ีน่าจะมีประสิทธิภาพในการน ามาใช้รักษาโรคท่ี
เกี่ยวข้องกับการเส่ือมของระบบประสาท แต่เนื่องจากข้อจ ากัดของการน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์
และเซลล์ต้ังต้นระบบประสาทมาใช้ในการรักษา เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ โดยเฉพาะจากเนื้อเยื่อไขมัน
จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมีศักยภาพ การเก็บเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันเป็นวิธีการท่ี
ง่าย มีเป็นจ านวนมากในร่างกาย และยังสามารถเล้ียงในห้องปฏิบัติการได้เป็นระยะเวลาหลายเดือนอีก
ด้วย  นอกจากนี้แล้วเซลล์เหล่านี้ยังสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ในระบบประสาทได้เมื่ออยู่ภายใต้
ภาวะการเหนี่ยวน าท่ีเหมาะสม ดังนั้นการหาวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการเหนี่ยวน าเซลล์เหล่านี้ให้กลายไป
เป็นเซลล์ระบบประสาทจึงเป็นประโยชน์ต่อการวิจัยทางการแพทย์และอาจน าไปสู่การน าไปใช้ในทาง
คลินิกในอนาคต 
 วัตถุประสงค์การศึกษานี้คือ เพื่อหาผลของ 8 BromocyclicGMP (8Br-cGMP) ต่อการ
เปล่ียนแปลงเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ไปเป็นเซลล์ระบบประสาท ผลการทดลอง
พบว่าหลังจากท าการคัดแยกเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ เซลล์เหล่านั้นถูกน าไปเพาะเล้ียง
เพิ่มจ านวน และน าไปตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์  ด้วยวิธีการย้อมโปรตีนท่ีจับ
บนผิวเซลล์และการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆ เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีคัดแยก
ได้ มีการแสดงออกของโปรตีน CD73, CD90, และ CD105 แต่ไม่แสดงออกโปรตีน CD34 และ CD45 
นอกจากนั้นเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ยังสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก เซลล์
กระดูกอ่อน และเซลล์ไขมัน ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีคัดแยกมา
ในการวิจัยครั้งนี้มีคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ หลังจากนั้นจึงท าการตรวจสอบฟีโนไทป์และ
การแสดงออกของยีนในเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ ท่ีเหนี่ยวน าด้วย 8Br-cGMP ท่ีความ
เข้มข้น 0 uM, 10 uM และ 100 uM เพื่อหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้เปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล์ประสาท ผลการศึกษาพบว่า หนึ่งสัปดาห์หลังท าการเหนี่ยวน า ประชากรเซลล์ส่วนใหญ่ท่ี
เติม 8Br-cGMP ความเข้มข้น 10 uM มีรูปร่าง เรียว ยาว มีขนาดเล็กลง และพบเซลล์ท่ีมีลักษณะคล้าย
เซลล์ประสาทท่ีมี bipolar และ multipolar ซึ่งมีแขนงคล้ายแอกซอนยื่นออกมาจากตัวเซลล์อีกด้วย 
จ านวนสัดส่วนเซลล์ท่ีแสดงออกต่อ Nestin, Sox2, TUJ1 และ NF-L หลังการเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 
8Br-cGMP สูงกว่าความเข้มข้นอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) ผลการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนในเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์หลังการเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP 
มีระดับของยีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ท่ีจะพัฒนาไปเป็นเซลล์นิวรอน (MASH1, GAP43, TUJ1, NF-L, และ 
MAP2) สูงกว่ากลุ่มความเข้มข้นอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในการน าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อ
ไขมันมนุษย์จากการเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP ให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน
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และเซลล์ค้ าจุนเต็มวัย พบว่าเซลล์เหล่านั้นสามารถกลายไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุน
เต็มวัยได้ ซึ่งยืนยันด้วยการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย RT-qPCR และการย้อมเซลล์ด้วยวิธี 
Immunocytochemistry จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมัน
มนุษย์ท่ีถูกเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ต้ังต้นเซลล์ประสาท
นิวรอน และยังสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนเต็มวัยภายใต้ภาวะท่ี
เหมาะสมได้อีกด้วย 
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Abstract 
 

Stem cell transplantation is a promising tool in neurodegenerative diseases 
treatment. Many features of human adipose stem cells (hASCs) among other types of 
stem cells demonstrate a glimpse of possibilities in clinical applications. Thus, 
researchers have been developing neural transdifferentiation of hASCs methods over 
the last decades. Various types of inducing agent, small molecule, chemical genetics 
that cause cell reprogramming in a nuclei, and specific signaling pathway inhibitors 
were applied to generate an efficient protocol. NO-cGMP signaling pathway is well 
known to play a vital role in regulation of cell growth, survival, differentiation, 
proliferation, migration, axon guidance and many other processes through a variety of 
downstream signaling cascades depending on cell type specific regulation. cGMP, as 
the mediator, help support NO regulate cell survival, differentiation and 
neuroprotective regulation. Previous research demonstrated that applying NO donor 
agents in neural differentiation medium could convert hESCs into neural-like cells. 
However, neural differentiation through this specific signaling pathway on hASCs has 
not been yet investigated. In this study, 8 Bromo-cyclic GMP (8Br-cGMP) was added to 
neural induction cocktails to improve the neural transdifferentiation efficiency of 
hASCs. Results demonstrated that hASCs under this condition exhibited higher 
expression of neural genes and could further differentiate into mature neuronal and 
glial cells. Our findings highlight that differentiated hASCs displayed neuronal 
progenitor profile, yet remained their plasticity as they can differentiate toward glial 
cells. Future studies employing in vivo transplantation models and their underlying 
mechanisms are warrante. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1  ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
  โรคการเส่ือมของระบบประสาทนั้นเกิดมาจากการเส่ือมสภาพและการท างานบกพร่องของเซลล์ประสาท
ภายในสมอง ตัวอย่างของโรคการเส่ือมของระบบประสาทท่ีพบบ่อยนั้น ได้แก่ โรคอัลไซเมอร์ และ โรคพาคินสัน 
การระบาดของโรคเหล่านี้ซึ่งพบเห็นได้อย่างแพร่หลายท่ัวโลกตามการรายงานการพบเห็นในแต่ละปีนั้น ท าให้
วงการแพทย์มีการตื่นตัวท่ีจะคิดหาวิธีการฟื้นฟูการเส่ือมสภาพของเซลล์ และการซ่อมแซมการท างานของเซลล์ให้
กลับมาใช้ได้เหมือนเดิมได้ (National Institue of Neurological Disorders and Stroke, 2004) เซลล์ต้น
ก าเนิด (Stem cells) จึงได้รับความสนใจในการศึกษาจากนักวิทยศาสตร์ท่ัวโลก ท้ังนี้เนื่องจากเซลล์ต้นก าเนิดมี
คุณสมบัติพิเศษคือ สามารถเพิ่มจ านวนตัวเองได้อย่างไม่จ ากัด (self-renewal) และสามารถเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์
ชนิดต่างๆ ได้ (differentiation) ท าให้เซลล์ชนิดนี้กลายเป็นความหวังทางการแพทย์ส าหรับการรักษาโรคท่ีเกิด
จากสภาวะเส่ือมของร่างกายในระบบต่างๆ ซึ่งปัจจุบันยังไม่สามารถรักษาให้หายขาดหรือยังไม่มี ผลการรักษาท่ีดี
เท่าท่ีควร  
  โครงการวิจัยนี้จะมุ่งศึกษาศักยภาพของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื่อเยื่อไขมันมนุษย์ เพราะเป็นแหล่ง
เนื้อเยื่อท่ีหาได้ทุกเพศทุกวัย และเก็บได้ง่ายกว่าไขกระดูก มีงานวิจัยหลายงานท่ีรายงานถึงคุณลักษณะของยีนใน
เซลล์นี้ท่ีเหมาะสมในการน าไปใช้เหนี่ยวน าเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาทโดยใช้ growth factor, small molecule 
หรือยาท่ีเข้าไปเปล่ียนแปลงสารเหนือพันธุกรรม แต่พบว่า ระยะเวลาท่ีได้เซลล์เป้าหมายนานถึง 3 สัปดาห์และใช้
สารเคมีหลายชนิดซึ่งมีราคาแพงในการเหนี่ยวน าเซลล์แต่ละครั้ง 8 bromocyclic GMP (8Br-cGMP) จึงเป็นสาร
อีกตัวหนึ่งท่ีนักวิจัยให้ความสนใจใช้ในการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาทได้ผ่าน NO-cGMP pathway 
เพราะ 8Br-cGMP เป็นตัวให้ nitric oxide (nitric oxide donor) ซึ่งเป็น secondary messenger ท่ีส าคัญ
ภายในสมอง และจ าเป็นต่อการการสร้างซินแนปส์ รวมไปถึงการเจริญเติบโตของแอกซอนในเซลล์ประสาท อีกท้ัง
ราคาของ 8Br-cGMP เมื่อเทียบการสารชนิดอื่นท่ีน ามาใช้ในการเหนี่ยวน านั้นมีราคาถูกกว่าถึงประมาณ 3 เท่า 
แม้ว่ากลไกของ 8Br-cGMP ยังไม่สามารถระบุได้ แต่การใช้ 8Br-cGMP ในการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์
ไปเปน็เซลล์ต้ังต้นประสาทนั้นน่าจะมีประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการอื่นๆ 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.2.1 เพื่อท าการคัดแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ 
1.2.2 เพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสมและผลของ 8Br-cGMP ในการเหนี่ยวน าเซลล์ 
         ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ไปเป็นเซลล์ประสาท 
1.2.3 เพื่อทดสอบการแสดงออกของยีนและโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ต้ังต้นประสาทในเซลล์ท่ีได้หลังท า

    การเหนี่ยวน า 
1.2.4 เพื่อทดสอบความสามารถของเซลล์ต้ังต้นประสาทท่ีได้จากการเหนี่ยวน าในการกลายไปเป็นเซลล์      
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         ประสาท (Neurons) และเซลล์ค้ าจุน (Glia cells)  
 
1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

1.3.1 ท าการคัดแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ในห้องทดลอง   
เท่านั้น 

1.3.2 ท าการศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมและผลของ 8Br-cGMP ต่อการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมี
เซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษยไ์ปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาท 

1.3.3 ท าการทดสอบการแสดงออกของยีนและโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ต้ังต้นประสาทในเซลล์ท่ีได้หลัง 
ท าการเหนี่ยวน า 

1.3.4 ท าการทดสอบความสามารถของเซลล์ต้ังต้นประสาทท่ีได้จากการเหนี่ยวน าในการกลายไปเป็น
เซลล์ประสาท (Neurons) และเซลล์ค้ าจุน (Glia cells) 
 

1.4  ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย(ถ้ามี) 
  8Br-cGMP สามารถเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ไปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาทได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
และเซลล์ท่ีได้จากการเหนี่ยวน ามีลักษณะรูปร่างเหมือนเซลล์ต้ังต้นประสาท มีการแสดงออกของยีนและโปรตีนท่ี
จ าเพาะต่อเซลล์ต้ังต้นประสาท และสามารถกลายไปเป็นเซลล์ประสาท และเซลล์ค้ าจุนได้เมื่ออยู่ภายใต้สภาวะท่ี
เหมาะสมในห้องปฏิบัติการอีกด้วย 
 
1.5  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตรฯลฯ และหน่วยงานที่น าผลการวิจัย

ไปใช้ประโยชน ์
1.5.1 สามารถสร้างเซลล์ประสาทจากเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ท่ีคัดแยกจากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ 
1.5.2 สามารถหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ 8Br-cGMP ในการผลิตเซลล์ต้ังต้นประสาทจากเซลล์ต้น

ก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์  
1.5.3 เซลล์ท่ีได้หลังจากการเหนี่ยวน ามีการแสดงออกของยีนและโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ต้ังต้นประสาท 
1.5.4 เซลล์ท่ีได้หลังจากการเหนี่ยวน าสามารถกลายไปเป็นเซลล์ประสาทเต็มวัย และเซลล์ค้ าจุนได้ใน

สภาวะท่ีเหมาะสม 
1.5.5 เป็นการพัฒนาบุคลากรของชาติโดยคาดว่าจะสามารถผลิตบัณฑิตปริญญาโทได้ 1 คน 

 
1.6  แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยี หรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย 
  น าเสนอผลงานวิจัยและจัดการประชุมเพื่อเผยแพร่ผลงานวิจัย โดยจัดท่ีมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อีก
ท้ังร่วมกับคณะแพทยศาสตร์และโรงพยาบาลท่ีสนใจเพื่อน าเทคโนโลยีนี้ไปใช้ในการผลิตเซลล์ประสาทจากเซลล์ต้น
ก าเนิดมีเซนไคม์ท่ีคัดแยกจากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ เพื่อใช้เป็นต้นแบบในการทดสอบยา และนวัตกรรมการ
รักษาต่างๆ ในอนาคต 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

เซลล์ต้นก าเนิดนั้นเป็นเซลล์ต้ังต้นท่ีมีความสามารถในการแบ่งตัวเองได้ไม่จ ากัด โดยเซลล์ลูกท่ีเกิดจาก
เซลล์แม่นั้นมีคุณสมบัติและรูปร่างเหมือนเซลล์แม่ทุกประการ นอกจากนั้น ยังมีคุณสมบัติในการกลายไปเป็นเซลล์
ชนิดต่างๆได้อีกด้วย ในทศวรรษท่ีผ่านมา มีการศึกษาการใช้เซลล์ต้นก าเนิดในการรักษาโรคท่ีเกิดจากการ
เส่ือมสภาพของเซลล์ประสาทอย่างแพร่หลาย (McKay และคณะ, 1997; Gage และคณะ, 2000; Isacson และ
คณะ, 2003; Dietrich และ Kampermann, 2006) เซลล์ต้นก าเนิดท่ีมีคุณสมบัติเด่นในการรักษาโรคเหล่านี้ คือ 
เซลล์ต้ังต้นของระบบประสาท หรือ neural stem cells (NSCs) ซึ่งพบได้ในสมองบริเวณ ฮิปโปแคมปัส 
(Hippocampus) และบริเวณ subventricular zone (SVZ) เซลล์ต้ังต้นของระบบประสาทท่ีบริเวณนี้สามารถท่ี
จะกลายไปเป็นเซลล์ประสาทท่ีอยู่ในสมองได้ทุกชนิด (Bain และคณะ, 1995; Lee และคณะ, 2000) อย่างไรก็
ตาม การแยกเซลล์ต้ังต้นของระบบประสาทจากสมองของมนุษย์นั้นมีขั้นตอนการท าท่ีซับซ้อนและยังสร้างการ
บาดเจ็บให้แก่ผู้ป่วยเพิ่มขึ้นอีกด้วย เนื่องจากต้องมีการตัดเนื้อเยื่อจากสมองออกไปท าการแยกเซลล์ต้ังต้นของ
ระบบประสาท ดังนั้น นักวิทยาศาสตร์จึงเริ่มมองหาแหล่งเซลล์ทดแทนท่ีจะน ามาใช้ในการรักษาโรคเหล่านี้ได้  

เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cells; MSCs) นั้นสามารถพบได้หลายแหล่ง อาทิเช่น 
ในไขกระดูก, ในกล้ามเนื้อลาย, ท่ีผิวหนัง, ในเลือด, และ ในโพรงฟัน เป็นต้น (Hermann คณะ, 2006) นอกจากนี้
ยังพบเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์เป็นจ านวนมากท่ีเนื้อเยื่อไขมันอีกด้วย (Zuk และคณะ, 2002) นิยามของเซลล์ต้น
ก าเนิดมีเซนไคม์ ทาง Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society 
for Cellular Therapy (ISCT) ได้ให้ค าจัดความไว้ว่า เป็นเซลล์ท่ีสามารถแพร่และขยายจ านวนได้เมื่อเล้ียงใน
สภาวะท่ีเหมาะสม และเซลล์เหล่านี้จะต้องแสดงออกต่อโปรตีนบนพื้นผิวของเซลล์ CD73, CD90 และ CD105 
และไม่แสดงออกต่อโปรตีนบนพื้นผิวของเซลล์ CD34 และ CD45  เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ยังมีคุณสมบัติท่ี
สามารถกลายไปเป็นเซลล์กระดูก, เซลล์ไขมัน, และเซลล์กระดูกอ่อนเมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วยสภาวะท่ีเหมาะสมอีก
ด้วย (Zuk และคณะ, 2002)  

เนื่องจากเนื้อเยื่อไขมันนั้น เป็นเนื้อเยื่อท่ีมีอยู่ภายในร่างกายในทุกเพศ และทุกวัย และขั้นตอนการเก็บนั้น
ก็ไม่มีความซับซ้อน และก่อให้เกิดการบาดเจ็บน้อยกว่าเมื่อเทียบกับการเก็บเนื้อเยื่อสมอง หรือไขกระดูก การคัด
แยกเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จึงได้รับความสนใจในการพัฒนาให้เป็นวิธีมาตรฐานในทางการแพทย์ และเซลล์ต้น
ก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันยังให้ปริมาณเซลล์ท่ีมากกว่าแหล่งอื่นๆอีกด้วย (Zuk และคณะ, 2002) เซลล์ต้น
ก าเนิดมีเซนไคม์ท่ีได้จากเนื้อเยื่อไขมันนั้น มีศักยภาพท่ีจะกลายไปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาทและเซลล์คล้ายเซลล์
ประสาท (Mitchelle และคณะ, 2003; Safford และคณะ, 2004; Lee และ Yoon, 2008; Jang และคณะ, 
2010) อย่างไรก็ตาม แม้ว่ารูปร่างของเซลล์หลังการเหนี่ยวน าจะมีความคล้ายกับเซลล์ประสาท แต่การแสดงออก
ของยีนท่ีจ าเพาะต่อระบบประสาทนั้นมีเพียงแค่ประมาณ 60-80% ภายในช่วงเวลาหนึ่งเท่านั้น (Wang และคณะ, 
2004) แม้ว่าเซลล์ต้ังต้นประสาทท่ีได้จากการเหนี่ยวน า จะมีการแสดงออกของยีน Nestin สูงถึง 90% (Hermann 
และคณะ, 2004; Hermann และคณะ, 2006)   แต่ระยะเวลาในการเหนี่ยวน านั้นมีระยะเวลานาน และขั้นตอน
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ในการเหนี่ยวน ามีหลายข้ันตอนท่ีจะท าให้เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์สามารถรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อนลักษณะคล้าย
นิวโรสเฟียร์ได้ (Neurosphere) เมื่อน ามาเล้ียงในจานเล้ียงเซลล์ท่ีมีความสามารถในการเกาะของเซลล์ต่ า 
(Ultralow attach dish) (Lee และคณะ, 2003) ด้วยเหตุนี้ ท าให้นักวิจัยพยายามท่ีจะพัฒนาวิธีการเหนี่ยวน าท่ีมี
ประสิทธิภาพมากขึ้นเพื่อลดระยะเวลา และลดค่าใช้จ่ายในการเหนี่ยวน าเซลล์เหล่านั้น 

NO-cGMP pathway มีบทบาทส าคัญอย่างยิ่งในเซลล์ประสาทภายในสมอง (Arnold และคณะ, 1977)  
ไนตริก ออกไซด์ (Nitric oxide; NO) หรือ nitric oxide donor เป็นอนุมูลอิสระท่ีมีวงจรชีวิตส้ันๆ ซึ่งถูก
สังเคราะห์โดยเอนไซม์ไนตริก ออกไซด์ ซินเธส (Nitric oxide synthases; NOS) หลังจากท่ี NO ถูกสังเคราะห์
ขึ้นมา NO จะท าหน้าท่ีเป็น secondary messenger เพื่อควบคุมการท างานของเซลล์ และระบบต่างๆทาง
สรีรวิทยา เช่น การคลายตัวของกล้ามเนื้อเรียบ ควบคุมความดันโลหิต และปริมาณเลือด รวมไปถึงการควบคุมการ
หล่ังสารส่ือประสาท ซึ่งการท างานของเซลล์ และระบบต่างๆเหล่านี้ ขึ้นอยู่ปริมาณของ NO ภายในเซลล์ และการ
จับกับตัวรับของ NO ตัวรับหลักของ NO คือ soluble guanylyl cyclase (sCG) (Arnold และคณะ, 1977) เมื่อ 
NO เข้ามาจับกับตัวรับนี้ จะท าให้ปริมาณของ cyclic GMP ภายในเซลล์เพิ่มขึ้น และจะไปกระตุ้นการส่งสัญญาณ
ของเซลล์ผ่าน pathway ต่างๆ จากการศึกษา NO และ cGMP ในระดับเซลล์ พบว่า NO และ cGMP ควบคุมการ
แผ่ออกของแอกซอน (axon outgrowth) การเจริญเติบโตของเซลล์ และการกลายไปเป็นเซลล์ชนิดอื่นๆ 
(proliferation and differentiation) (Traister และคณะ, 2004) 

เนื่องด้วย บทบาทในการเป็นโมเลกุลส่งสาร (messenger molecule) ของ NO ภายในสมองท่ีควบคุม
การสร้างซินแนปส์ (synaptic formation) และก าหนดเซลล์ปลายทางของเซลล์ต้ังต้นระบบประสาท (neural 
plasticity) นักวิจัยจึงเริ่มให้ความสนใจศึกษาการใช้ NO donor หลากหลายชนิด ในการเหนี่ยวน าเซลล์ตัวอ่อน
จาก Cnidadarian (Esthephane และ Anctil, 2010) และเซลล์ต้ังต้นประสาทจากสมองของหนู (Sulz และคณะ
, 2009; Muller และคณะ, 2010) ให้กลายไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์ประสาท ผลจากการศึกษานั้นพบว่า เซลล์หลัง
การเหนี่ยวน ามีคุณสมบัติคล้ายเซลล์ประสาท และสามารถท าหน้าท่ีได้เหมือนเซลล์ประสาทอีกด้วย  

รายงานในงานวิจัยเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดให้กลายไปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาท โดยใช้ 8Br-cGMP ซึ่งเป็น 
NO donor นั้น พบในเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนมนุษย์เท่านั้น โดยเซลล์ประสาทท่ีได้จากการเหนี่ยวน ามีการ
แสดงออกของยีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ต้ังต้นประสาท (Li และคณะ, 2010) แต่ยังไม่มีรายงานใช้ 8Br-cGMP ในการ
เหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย์ปรากฏ โครงการวิจัยนี้จึงมุ่งท่ีจะศึกษาผลของ 8Br-
cGMP ต่อการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาท ซึ่งอาจจะน ามาซึ่งวิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์
จากเนื้อเยื่อไขมันท่ีมีประสิทธิภาพมากขึ้นเมื่อเทียบกับวิธีการเดิม และอาจจะน าไปสู่การศึกษาในการประยุกต์ใช้
ในทางคลินิกเพื่อการรักษาโรคท่ีเกี่ยวกับการเส่ือมของระบบประสาทได้
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 สถานที่ท าการทดลองเก็บข้อมูล 

ท าการทดลองนี้ ณ ห้องทดลองเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิด ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

สารเคมีท่ีใช้ในการทดลองซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich (Missouri, USA) ถ้าใช้จากบริษัทอื่นจะแจ้งไว้ 

3.2  การทดลองที่ 1 การคัดแยกและการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยือ่ไขมันของมนุษย์ 
เนื้อเยื่อไขมันท่ีติดมากับผิวหนังท่ีเหลือท้ิงจากการผ่าคลอดจะถูกเก็บจากคนไข้ท่ีมารับการผ่าตัดเพื่อท า

คลอด (Caesarean section) ภายหลังจากการได้รับความยินยอมในการบริจาคเนื้อเยื่อไขมันจากผู้ท่ีเข้ารับการ
ผ่าตัด โดยได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของสถาบันวิจัย มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี(Ethics Committee for Researches Involving Human Subjects, Suranaree University of  
Technology) ตามเอกสารรับรองโครงการวิจัยในมนุษย์เลขท่ี EC-56-22 เนื้อเยื่อไขมันจ านวน 1 ตัวอย่าง ท่ีหนัก
ประมาณ 10 – 30 กรัม นั้นจะถูกน ามาเข้าสู่กระบวนการแยกเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ตามวิธีการของ Zuk และ
คณะ, (2002) ดังนี้ น าเนื้อเยื่อไขมันล้างด้วย phosphate buffer saline (PBS) และ 75% เอทธานอล (ethanol) 
เพื่อท าความสะอาดเนื้อเยื่อไขมัน หลังจากนั้น ตัดเนื้อเยื่อไขมันออกเป็นช้ินขนาดเล็กด้วยมีดและกรรไกรในจาน
แก้วซึ่งมีเอนไซม์คอลลาจีเนส 1 (0.075% collagenase type I) อยู่เพื่อท าการย่อยเนื้อเยื่อไขมันเป็นระยะเวลา
ประมาณ 1 ช่ัวโมงท่ี 37˚C หลังจากนั้น น าเนื้อเยื่อไขมันท่ีท าการย่อยด้วยเอนไซม์นั้นมาปั่นเหวี่ยงท่ี 400 xg เป็น
เวลา 5 นาที และน าเซลล์ไปเล้ียงต่อในน้ ายา α-MEM (Alpha – Minimum Essential Medium) ท่ีเติมด้วย 
10% fetal bovine serum (FBS), 100 units/ml penicillin และ 100 µg/ml streptomycin แล้วเพาะเล้ียง
ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 5-10 วัน หรือจนกว่าจะพบโคโลนี
ของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ ท าให้ได้เซลล์ต้นก าเนิดจ านวน 1 เซลล์ไลน์ หลังจากนั้นย้ายเซลล์ไปเล้ียงในขวด
เพาะเล้ียงขนาด 25 ตารางเซนติเมตรโดยให้ความหนาแน่นของเซลล์อยู่ท่ี 5x103 เซลล์/ตารางเซนติเมตร แล้วท า
การเล้ียงจนได้ passage ท่ี 3 (P3) และหลังจากนั้นจะท าการตรวจสอบว่าเซลล์ท่ีได้นั้นว่าเป็นเซลล์ต้นก าเนิดมีเซน
ไคม์ โดยดูศักยภาพในการเจริญเป็นเซลล์กระดูก, กระดูกอ่อน และไขมัน และใช้การวิเคราะห์การแสดงออก
โปรตีนด้วยเทคนิค Immunocytochemistry และท าการแช่แข็งเซลล์ในไนโตรเจนเหลว 

 
3.3 การทดลองที่ 2 การตรวจสอบความสามารถการกลายไปเป็นเซลล์กระดูก, กระดูกอ่อน และไขมัน 

- การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ให้พัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูก 
 ท าการเล้ียงเซลล์ท่ีความหนาแน่น 1 x 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรในน้ ายาเล้ียงเซลล์ต้น

ก าเนิดมีเซนไคม์จนกระท่ังได้ความหนาแน่นประมาณ 80% จากนั้นเล้ียงต่อด้วยน้ ายาเหนี่ยวน าเป็นเซลล์กระดูกท่ี
ปราศจาก FBS น้ ายาเหนี่ยวน าเป็นเซลล์กระดูกประกอบด้วย 100 nM dexamethasone, 0.2 mM L-
ascorbate-2-phosphate, 2 mM L-glutamine, 10 mM ß-glycerophosphate, 100 units/ml penicillin 
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และ 100 µg/ml streptomycin เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ท าการเปล่ียนน้ ายาทุกๆ 2-3 วัน หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วย 
4% paraformaldehyde (PFA) และท าการย้อมสีด้วย Alizarin Red S 

- การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซ็นไคม์ให้พัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูกอ่อน 
 ท าการเล้ียงเซลล์ท่ีความหนาแน่น 1 x 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรในน้ ายาเล้ียงเซลล์ต้น

ก าเนิดมีเซนไคม์จนกระท่ังได้ความหนาแน่นประมาณ 80%  จากนั้นเล้ียงเซลล์ด้วยน้ ายาเหนี่ยวน าเป็นเซลล์
กระดูกอ่อนซึ่งประกอบด้วย 2% FBS 0.05 mM ascorbate 2-phosphate, 40 µg/ml L-proline, 1 mM 
sodium pyruvate, 100 nM dexamethasone, 100 units/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin, 
10 ng/ml TGF-ß3 (R&D Systems, Minnesota, USA) และ 1% ITS-X (Gibco®, Invitrogen) เป็นเวลา 3 
สัปดาห์ ท าการเปล่ียนน้ ายาทุกๆ 2-3 วัน หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วย 4% PFA ท าการย้อมสีด้วย Alcian blue 

- การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ให้พัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมัน 
 ท าการเล้ียงเซลล์ท่ีความหนาแน่น 1 x 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรในน้ ายาเล้ียงเซลล์ต้น

ก าเนิดมีเซนไคม์จนกระท่ังได้ความหนาแน่นประมาณ 80% จากนั้นเล้ียงต่อด้วยน้ ายาเหนี่ยวน าเป็นเซลล์ไขมันท่ี
ปราศจาก FBS น้ ายาเหนี่ยวน าเป็นเซลล์ไขมันซึ่งมี 10 µg/ml insulin, 100  µM indomethacin, 1 µM 
dexamethasone, 0.5 mM isobutyl methylxanthine (IBMX), 100 units/ml penicillin และ 100 µg/ml 
streptomycin. เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ท าการเปล่ียนน้ ายาทุกๆ 2-3 วัน หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วย 4% PFA และท า
การย้อมสีด้วย Oil-Red-O 
 
3.4 การทดลองที่ 3 การตรวจสอบโปรตีนที่จ าเพาะต่อเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยือ่ไขมัน 

ส าหรับการแสดงออกของโปรตีน จะใช้วิธี Immunocytochemistry เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์
ท่ี passage 4 ถูกล้างด้วยสารละลาย PBS จ านวน 3 ครั้ง ส าหรับการตรวจสอบโปรตีนในนิวเคลียส ท าการตรึง
เซลล์ด้วย 4% paraformaldehyde (PFA) เป็นเวลา 15 นาที และลดผลจากการจับกับโปรตีนอย่างไม่จ าเพาะ
ด้วย 10 % normal goat serum ท่ีอุณหภมูิห้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะถูกน าไปบ่มกับแอนติบอดีปฐม
ภูมิ (primary antibody) ต่อโปรตีนท่ีผิวเซลล์ซึ่งจ าเพาะต่อเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ ได้แก่  CD73, 
CD90 และ CD105 โดยใช้ CD34 และ CD45 (1:200; all from Santa Cruz Biotechnology, California, 
USA) เป็นตัวควบคุมซึ่งจะไม่มีการแสดงออกของสองตัวนี้ในเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์มนุษย์ หลังจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 
4 °C เป็นเวลา 1 คืน มาท าการล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จากนั้นบ่มกับแอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary 
antibody) Alexa fluor® 488 goat anti rabbit IgG (1:1000; Invitrogen)  ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
จากนั้นย้อมสีเพื่อดูนิวเคลียสด้วย 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 40, 6-diamino-2-phenylindole (DAPI; Sigma)เป็น
เวลา 10 นาที  และท าการสังเกตผลแล้วถ่ายรูปภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์ (Olympus, model 
BH2-RFL-T3, Tokyo, Japan) แล้วนับจ านวนเซลล์ท่ีย้อมติดสีและไม่ติดสีแล้วคิดเป็นร้อยละเทียบกับจ านวนเซลล์
ท้ังหมด 
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3.5 การทดลองที่ 4 การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนดิมีเซนไคม์ไปเป็นเซลล์ตั้งต้นระบบประสาท 
กลุ่มการทดลองมี 4 กลุ่ม คือ  
1) น้ ายาเหนี่ยวน ามาตรฐาน ประกอบด้วย น้ ายา DMEM/F12 ท่ีเติมด้วย 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml 

bFGF, 10 µM retinoic acid, 1%N2, 2%B27 ตามวิธีการมาตรฐานในการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน
มนุษย์ไปเป็นเซลล์ประสาท (Erceg และคณะ, 2008) 

2) น้ ายาเหนี่ยวน ามาตรฐานในกลุ่ม 1 ท่ีเติม 10 µM 8 bromocyclic GMP  
3) น้ ายาเหนี่ยวน ามาตรฐานในกลุ่ม 1 ท่ีเติม 100 µM 8 bromocyclic GMP 
4) น้ ายาเหนี่ยวน ามาตรฐานในกลุ่ม 1 แต่เติม DMSO แทน retinoic acid ในปริมาณท่ีเท่ากัน เพื่อศึกษา

ผลของ DMSO ท่ีเป็นตัวท าละลาย retinoic acid ต่อการเหนี่ยวน าเซลล์ 
เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ประมาณ 1.5x105 เซลล์ จะถูกน ามาเล้ียงในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 

มม. ท่ีถูกเคลือบด้วย 10µg/ml Poly-L-Lysine (Cultrex, UK) และ 5µg/ml mouse laminin (Cultrex, UK) 
หลังจากความหนาแน่นของเซลล์ประมาณ 60-70% confluence เซลล์ทุกกลุ่มการทดลองจะถูกเล้ียงในน้ ายา
เหนี่ยวน าตามกลุ่มการทดลองท่ีมี 10 µM SB431542 และ 10 ng/ml noggin เป็นเวลา 7 วัน เพื่อบังคับให้เซลล์
กลายไปเป็นเซลล์ภายใต้ ectodermal germs layer หลังจากวันท่ี 7 เซลล์จะถูกเหนี่ยวน าต่อในน้ ายาตามกลุ่ม
การทดลองท่ีไม่มี 10 µM SB431542และ 10 ng/ml noggin เป็นระยะเวลาอีก 7 วัน  

ท่ีระยะ 7, 14 วัน จะท าการตรึงเซลล์ด้วย 4% PFA และน าไปบ่มกับแอนติบอดีปฐมภูมิต่อโปรตีนซึ่ง
จ าเพาะต่อเซลล์ประสาทต้ังต้น ได้แก่ Nestin, Sox2 , TUJ1 และ NF-L จากนั้นบ่มกับแอนติบอดีทุติยภูมิและท า
การสังเกตผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์ และท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์ต้ังต้น
ระบบประสาทโดยใช้ไพรเมอร์ของ Nestin, Sox2, GAP43, MASH1, Tuj1, MAP2  และ NF-L (คุณสมบัติของ
ไพรเมอร์แสดงใน ตารางท่ี 1) โดยใช้ปฎิกิริยาลูกโซ่แบบย้อนกลับ โดยการสกัด total RNA ด้วยชุด kit (RBC Real 
Genomics, RBC Bioscience, Taipei, Taiwan) จากนั้น RNA จะถูก reverse transcribe เป็น cDNA ด้วย 
oligo- dT primer โดยใช้ iScript™ Reverse Transcription  Supermix for RT- qPCR (BioRad, Hercules, 
CA, USA) การแสดงออกของยีนต่างๆจะถูกประเมินโดยใช้ Light Cycler1 480 (Roche Diagnostics, Basel, 
Switzerland) และ KAPA SYBR-Green PCR Master mix  (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) 
จากนั้นท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเครื่อง real time PCR (QuantStudio™ 5, Applied 
Biosystems) โดยท าการวิเคราะห์ melting curve เพื่อช่วยในการระบุความจ าเพาะของ primer นอกจากนี้ การ
แสดงออกของยีนจะถูกท าให้เป็นมาตรฐานด้วยยีน GAPDH ซึ่งถูกน ามาใช้เป็น reference และค านวณหาค่าการ
แสดงออกของยีนต่อการแสดงออกของ GAPDH เพื่อหาปริมาณการแสดงออกแบบ fold exchange เปรียบเทียบ
กับเซลล์ในกลุ่มควบคุม โดยมี NPC-EC (Neural progenitor cells derived from human embryonic 
carcinoma) เป็น positive control  
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3.6 การทดลองที่ 5 การเหนี่ยวน าเซลล์ตั้งต้นระบบประสาทไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุน 
เซลล์ประสาทท่ีจะท าการเหนี่ยวน ามี 2 ชนิด ได้แก่ เซลล์ประสาท (Neurons) และ เซลล์ค้ าจุน  (Glial 

cells)  ในการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน จะใช้น้ ายา neurobasal (NB) medium ท่ีเติมด้วย 0.5 uM 
RA, 1% FBS, 100 ng/mL forskolin, 10 ng/mL Nerve growth factor (NGF), 1% N2, 100 U/ml 
penicillin, และ 100 µg/ml streptomycin เป็นระยะเวลาประมาณ 14 วัน หลังจากนั้น ตรึงเซลล์ด้วย 4% 
PFA และน าไปบ่มกับแอนติบอดีปฐมภูมิต่อโปรตีนซึ่งจ าเพาะต่อเซลล์นิวรอน ได้แก่ Tuj1 และ ChAT จากนั้นบ่ม
กับแอนติบอดีทุติยภูมิและท าการสังเกตผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์ และท าการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนในเซลล์ประสาทโดยใช้ปฎิกิริยาลูกโซ่แบบย้อนกลับ โดยใช้ไพรเมอร์ของ Nestin, Sox2, GAP43, 
MASH1, Tuj1, MAP2, NF-L, CNPase, S100B และ GFAP (คุณสมบัติของไพรเมอร์แสดงใน ตารางท่ี 1) 
 
ตารางท่ี 1 คุณสมบัติของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

Gene Accession number ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด (bp) Ta (°C) 
Nestin NM006617.1 F-CTGTTGGCAGCCTCCAGGCC  

R-GCGGCATTCCTTGCCCCACT 
381 60 

SOX2 BC013923.2 F-CCCCCGGCGGCAATAGCA  
R-TCGGCGCCGGGGAGATACAT 

448 60 

GAP43 NM002045.3 F-TCCTGAGCCCTGTCTCTCCCT  
R-GCCACACTGTTTGACTTGGG 

175 60 

MASH1 NM004316 F-TCGCACAACCTGCATCTTTA  
R-CTTTTGCACACAAGCTGCAT 

278 60 

TUJ1 NM006086.3 F- GGGCCAAGTTCTGGGAAGTC  
R- ATCCGCTCCAGCTGCAAGT 

91 60 

MAP2 XM006712533.1 F-TCAGAGGCAATGACCTTACC  
R-GTGGTAGGCTCTTGGTCTTT 

320 55 

NF-L BC013923.2 F-CCCCCGGCGGCAATAGCA  
R-TCGGCGCCGGGGAGATACAT 

280 60 

CNPase NM033133.4 F-GGTGCCTTTGGAGAGCATGG  
R-GGAACTCCATCTTCGAGGCT 

302 60 

S100B BC001766 F-GGAAATCAACGAGCAGGAGGT  
R-ATTAGCTACAACACGGCTGGA 

408 60 

GFAP NM002055 F-GTCCATGTGGAGCTTGACG  
R-CATTGAGCAGGTCCTGGTAC 

406 58 
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ส าหรับการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ค้ าจุน จะใช้น้ ายา NeuroCult™ NS-A Proliferation Kit (Stem Cell 

Technologies, Canada) เทียบกับ neurobasal (NB) medium ท่ีเติมด้วย 10 ng/ml Platelet-derived 
growth factor-AA (PDGF-AA), 10 ng/ml bFGF, และ 100 ng/ml sonic hedgehog, 100 U/ml penicillin, 
และ 100 µg/ml streptomycin เป็นระยะเวลาประมาณ 10 วัน และจะเปล่ียนไปใช้น้ ายา DMEM/F12 ท่ีเติม
ด้วย 3% FBS และ 15 nM F3 เป็นระยะเวลาอีก 3 วัน หลังจากนั้น ตรึงเซลล์ด้วย 4% PFA และน าไปบ่มกับ
แอนติบอดีปฐมภูมิต่อโปรตีนซึ่งจ าเพาะต่อเซลล์ค้ าจุน  ได้แก่ Olig2 และ GFAP จากนั้นบ่มกับแอนติบอดีทุติยภูมิ
และท าการสังเกตผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์  และท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนใน
เซลล์ประสาทโดยใช้ปฎิกิริยาลูกโซ่แบบย้อนกลับ โดยมี NPC-EC (Neural progenitor cells derived from 
human embryonic carcinoma) เป็น positive control 
 
3.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  

ทุกการทดลองมีตัวอย่างทดลองจ านวน 3 ซ้ า วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 17.0 (SPSS, Inc., 
USA) ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉล่ียจากทุกตัวอย่าง (Mean) ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation: 
SD) ผลการทดลองจะถูกน ามาท าการวิเคราะห์ความแปรปรวนของ 2 ปัจจัย (Two-way ANOVA) และท าการ
ทดสอบหลังการวิเคราะห์ (Post hoc test) โดยวิธี Tukey-Kramer Honest Significant Difference (HSD) 
ความแตกต่างของผลการทดลองท่ีมีค่า P-value น้อยกว่า 0.05 (P< 0.05), 0.01 (P< 0.01) และ 0.001 (P< 
0.001) สรุปว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการทดลอง  
 4.1.1 ผลการทดลองการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมัน 
  หลังจากท าการคัดแยกเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ เซลล์เหล่านั้นจะถูกน าไป
เพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวน ซึ่งพบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์คล้ายไฟโบบลาส (fibroblast-like) ดังภาพท่ี 
1a โดยเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ในระยะ P3 จะถูกเก็บเพื่อท าการวิเคราะห์ตรวจสอบว่าเซลล์นั้นมี
คุณสมบัติเป็นเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ โดยดูการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดมีเซนไคม์ ซึ่งท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี Immunocytochemistry จากผลการทดลองพบว่า เซลล์ต้นก าเนิด
จากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์มีการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ 
ได้แก่ CD73, CD90, และ CD105 แต่อย่างไรก็ตาม ไม่พบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ CD34 และ CD45 
(ภาพที่ 1b-1f)  
 

 

 
 
ภาพที่ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ (a) และการแสดงออกของโปรตีน

มาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ ได้แก่ Nanog (d), Oct4 (e), SOX-2 (f) และ
การไม่แสดงออกของ CD 34 (b) และ CD45 (c) ซึ่งเป็นโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็น 
hematopoietic และ angiogenic lineages  ด้วยวิธี immunocytochemistry ในเซลล์ต้นก าเนิด
จากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์   
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นอกจากนั้นยังท าการตรวจสอบความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก เซลล์กระดูกอ่อน 
และเซลล์ไขมัน ซึ่งพบว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท้ังสามชนิดได้ 
ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีคัดแยกมานี้มีคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซน
ไคม์ (ภาพที่ 2) 

 
ภาพที่ 2 การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก (h)  เซลล์กระดูกอ่อน (i) และเซลล์ไขมัน (j) ซึ่งจะท าการตรวจสอบ

การสะสมของแคลเซียมในเซลล์กระดูก, การสะสมของโปรติโอไกลแคนในเซลล์กระดูกอ่อน และการ
สร้างเม็ดไขมันของเซลล์ไขมัน โดยท าการย้อมสีด้วย Alizarin Red S, Alcian Blue และ Oil Red O 
ตามล าดับ  

 
 4.1.2 ผลการทดลองการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ไปเป็นเซลล์ต้ังต้นระบบประสาท 
  การศึกษาความสามารถในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆของเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมัน
มนุษย์ โดยจะศึกษาการพัฒนาไปเป็นเซลล์ต้ังต้นระบบประสาท โดยจะท าการตรวจสอบฟีโนไทป์และการ
แสดงออกของยีนในเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีเหนี่ยวน าด้วย 8Br-cGMP ท่ีความเข้มข้น 0 uM, 10 
uM และ 100 uM เพื่อหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาท ผล
การศึกษาพบว่า หนึ่งสัปดาห์หลังท าการเหนี่ยวน า ประชากรเซลล์ส่วนใหญ่ท่ีเติม 8Br-cGMP ความเข้มข้น 10 uM 
มีรูปร่าง เรียว ยาว มีขนาดเล็กลง และพบเซลล์ท่ีมีลักษณะคล้ายเซลล์ประสาทท่ีมี bipolar และ multipolar ซึ่งมี
แขนงคล้ายแอกซอนยื่นออกมาจากตัวเซลล์ (ภาพที่ 3)  

 
 
ภาพที่ 3   การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์  หลังการเหนี่ยวน าด้วย 

0, 10 และ 100 uM 8Br-cGMP โดยใช้การเหนี่ยวน าใน DMEM เป็น negative control 
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การแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ต้ังต้นระบบประสาท ซึ่งท าการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี immunocytochemistry จากผลการทดลอง พบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัว
บ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาท Nestin, Sox2, TUJ1 และ NF-L หลังการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมัน
มนุษย์ด้วย 10 uM 8Br-cGMP สูงกว่าความเข้มข้นอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) (ภาพที่ 4) 
 

 

ภาพที่ 4   การแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ต้ังต้นระบบประสาท ได้แก่ Nestin,  
Sox2,  TUJ1,  และ NF-L. ด้วยวิธี immunocytochemistry หลังการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดจาก
เนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ด้วย 0, 10 และ 100 uM 8Br-cGMP 

  
 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์หลังการเหนี่ยวน าด้วย 
10 uM 8Br-cGMP มีระดับของยีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ท่ีจะพัฒนาไปเป็นเซลล์นิวรอน MASH1, GAP43, TUJ1, NF-
L, และ MAP2 สูงกว่ากลุ่มความเข้มข้นอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที ่5) 
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ภาพที ่5   การแสดงออกของยีนหลังการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ด้วย 0, 10 และ 100 

uM 8Br-cGMP โดยมี NPC-EC (Neural progenitor cells derived from human embryonic 
carcinoma) เป็น positive control วิเคราะห์ทางสถิติโดย two-way ANOVA และ post hoc 
comparisons (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)  

 
4.1.3 ผลการทดลองการเหนี่ยวน าเซลล์ต้ังต้นระบบประสาทไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุน 

  การศึกษาความสามารถในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนของเซลล์ต้น
ก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย 
RT-qPCR และการย้อมเซลล์ด้วยวิธี Immunocytochemistry ผลการทดลองพบว่าเซลล์เหล่านั้นสามารถกลาย
ไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนเต็มวัยได้ ( ภาพท่ี 6 ) โดยพบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ี
เป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน TUJ1 และ ChAT ส่วนการเหนี่ยวน าด้วย PDGF เพื่อให้เป็นเซลล์ค้ าจุน 
พบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ค้ าจุนเต็มวัย ได้แก่ GFAP และ Oligo2 เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเหนี่ยวน าภายใต้ภาวะ NS-A ซึ่งคือภาะท่ีเหนี่ยวน าเซลล์ไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน พบการ
แสดงออกของ TUJ1 (ภาพที่ 6k) แต่ไม่พบการแสดงออกของ GFAP (ภาพที่ 6l) 
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ภาพที ่6   การแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน ได้แก่ TUJ1 (c)  และ 

ChAT (d) และเซลล์ค้ าจุน ได้แก่ GFAP (g) และ Oligo2 (h) . ด้วยวิธี immunocytochemistry  
 

ความสามารถในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนของเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อ
ไขมันมนุษย์ท่ีเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP ท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย RT-qPCR  ผลการ
ทดลองพบว่าเซลล์เหล่านั้นสามารถกลายไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนเต็มวัยไ ด้  ภายใต้ภาวะท่ี
เหนี่ยวน าด้วย NGF พบการแสดงออกของยีน TUJ1 และ S100B ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนสูง
กว่าในภาวะอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังพบการแสดงออกของ GAP43, MASH1, MAP2, และ NF-L 
อีกด้วย  ภายใต้ภาวะท่ีเหนี่ยวน าด้วย PDGF พบการแสดงออกของยีน GFAP และ CNPase ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการ
เป็นเซลล์ค้ าจุนสูงกว่าในภาวะอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และไม่พบการแสดงออกของ  MAP2, และ TUJ1 
(ภาพที่ 7) 
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ภาพที ่7   การแสดงออกของยีนท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุน หลังการเหนี่ยวน า

เซลล์ต้ังต้นระบบประสาท วิเคราะห์ทางสถิติโดย two-way ANOVA และ post hoc comparisons 
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)  

 NGF คือ น้ ายา neurobasal medium ท่ีเติม NGF 
 PDGF คือ น้ ายา neurobasal medium ท่ีเติม PDGF 
 NS-A คือ น้ ายา NeuroCult™ NS-A 
 NPC-EC คือ NPC-EC (Neural progenitor cells derived from human embryonic 

carcinoma) เป็น positive control 
 

4.2 วิจารณ์ผลการทดลอง 
เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์จากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ เป็นแหล่งเนื้อเยื่อท่ีหาได้ทุกเพศทุกวัย และเก็บได้ง่าย

ซึ่งพบเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์เป็นจ านวนมากท่ีเนื้อเยื่อไขมัน (Mizuno 2010; Zuk 2010; Ra และคณะ, 2011) 
เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์เป็นเซลล์ท่ีสามารถขยายจ านวนได้เมื่อเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสม และเซลล์เหล่านี้จะต้อง
แสดงออกต่อโปรตีนบนพื้นผิวของเซลล์ CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD49e, CD54, CD55, 
CD59, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166 และ STRO-1 และไม่แสดงออกต่อโปรตีนบนพื้นผิวของ 
hematopoietic lineage CD11b, CD14, CD19, CD34 และ CD45 ( Zuk และคณะ,  2002; Strem และคณะ, 
2005; Wagner และคณะ, 2005; Krampera และคณะ, 2007; Schaffler และ Buchler, 2007; de Villiers 
และคณะ, 2009) เซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ยังมีคุณสมบัติท่ีสามารถกลายไปเป็นเซลล์กระดูก , เซลล์ไขมัน, และ
เซลล์กระดูกอ่อนเมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วยสภาวะท่ีเหมาะสมอีกด้วย (Zuk และคณะ, 2002) เซลล์ต้นก าเนิดจาก
เนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ในการศึกษานี้ มีการแสดงออกต่อโปรตีนบนพื้นผิวของเซลล์ CD73, CD90 และ CD105 และ
ไม่แสดงออกต่อโปรตีนบนพื้นผิวของเซลล์ CD34 และ CD45 (Vogel และคณะ, 2003) และยังสามารถ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก, เซลล์กระดูกอ่อน และเซลล์ไขมัน ซึ่งบ่งช้ีได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมัน
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มนุษย์ในการศึกษานี้มีคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์  (Zuk และคณะ, 2002; Casteilla และ Dani, 
2006) 

มีงานวิจัยหลายช้ิน พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ท่ีได้จากเนื้อเยื่อไขมันนั้น มีศักยภาพท่ีจะกลายไปเป็น
เซลล์ต้ังต้นประสาทและเซลล์คล้ายเซลล์ประสาท (Mitchelle และคณะ, 2003; Safford และคณะ, 2004; Lee 
และ Yoon, 2008; Jang และคณะ, 2010; Zuk และคณะ, 2002; Ashjian และคณะ, 2003; Kompisch และ
คณะ,  2010; Zavan และคณะ, 2013) โดยพบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงความเป็นเซลล์
ต้ังต้นประสาทและเซลล์คล้ายเซลล์ประสาท ได้แก่ Nestin, Sox2 และ TUJ1 (Ashijan และคณะ, 2003; 
Mareschi และคณะ,  2006; Jang และคณะ, 2010; Zavan และคณะ, 2010) และการแสดงออกของยีน ได้แก่ 
Sox2, GAP43, MASH1, Tuj1, MAP2, NF-L  และ NeuroD1 (Thomson และคณะ, 2011; Wang และคณะ, 
2012; Skene, 1989; Lalli และคณะ, 2005; Mruthyunjaya และคณะ, 2011) 

การศึกษาครั้งนี้มุ่งศึกษาถึงการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ด้วย8 Br-cGMP ไปเป็น
เซลล์ต้ังต้นประสาท และเหนี่ยวน าเซลล์เหล่านั้นไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุน เมื่อน ามาตรวจสอบ 
พบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาท Nestin, Sox2, TUJ1 และ NF-L 
และมีการแสดงออกของยีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ท่ีจะพัฒนาไปเป็นเซลล์นิวรอน MASH1, GAP43, TUJ1, NF-L, และ 
MAP2 ส่วนการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ด้วย8 Br-cGMP ไปเป็นเซลล์ต้ังต้นประสาท 
สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนได้ ซึ่งพบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัว
บ่งถึงความเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน ได้แก่ TUJ1 และ ChAT และโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์
ค้ าจุนเต็มวัย ได้แก่ GFAP และ Oligo2 นอกจากนี้พบการแสดงออกของยีน TUJ1 และ S100B ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการ
เป็นเซลล์ประสาทนิวรอนสูงกว่าในภาวะอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และยังพบการแสดงออกของ GAP43, 
MASH1, MAP2, และ NF-L อีกด้วย  และพบการแสดงออกของยีน GFAP และ CNPase ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็น
เซลล์ค้ าจุน 
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 บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

  
5.1 สรุปผล 

การศึกษาครั้งนี้มุ่งศึกษาถึงผลของ 8 bromocyclic GMP ต่อการเปล่ียนแปลงเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อ
ไขมันของมนุษย์ไปเป็นเซลล์ระบบประสาท โดยมีการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมีเซนไคม์ท่ีแยกได้
จากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ ด้วยวิธีการย้อมโปรตีนท่ีจับบนผิวเซลล์และการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆ ซึ่งพบว่า 
เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีคัดแยกได้ มีการแสดงออกของโปรตีน CD73, CD90, และ CD105 แต่ไม่
แสดงออกโปรตีน CD34 และ CD45 นอกจากนั้นเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ยังสามารถเปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล์กระดูก เซลล์กระดูกอ่อน และเซลล์ไขมัน หลังจากนั้นจึงท าการตรวจสอบฟีโนไทป์และการแสดงออก
ของยีนในเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีเหนี่ยวน าด้วย 8Br-cGMP ท่ีความเข้มข้น 0 uM, 10 uM และ 
100 uM พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน Nestin, Sox2, TUJ1 และ NF-L หลังการเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-
cGMP สูงกว่าความเข้มข้นอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์
ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์หลังการเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP มีระดับของยีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์ท่ีจะ
พัฒนาไปเป็นเซลล์นิวรอน (MASH1, GAP43, TUJ1, NF-L, และ MAP2) สูงกว่ากลุ่มความเข้มข้นอื่นๆอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  ส าหรับการพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนเต็มวัย จากเซลล์ต้นก าเนิดจาก
เนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีเหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันมนุษย์ท่ีถูก
เหนี่ยวน าด้วย 10 uM 8Br-cGMP สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ต้ังต้นเซลล์ประสาทนิวรอน และยังสามารถ
พัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนและเซลล์ค้ าจุนเต็มวัยได้ ซึ่งพบการแสดงออกของโปรตีนมาร์กเกอร์ท่ีเป็นตัวบ่ง
ถึงความเป็นเซลล์ประสาทนิวรอนได้แก่ TUJ1 และ ChAT และเซลล์ค้ าจุน ได้แก่  GFAP2 และ Oligo2 และพบ
การแสดงออกของยีน TUJ1 และ S100B ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ประสาทนิวรอน และพบการแสดงออกของ
ยีน GFAP และ CNPase ท่ีเป็นตัวบ่งถึงการเป็นเซลล์ค้ าจุน 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการท าการทดลองต่อโดยตรวจสอบคุณสมบัติและความปลอดภัยในการปลูกถ่ายให้สัตว์ทดลอง 
ก่อนท่ีจะประยุกต์ใช้ในเวชศาสตร์ฟื้นฟูในอนาคต 
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