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บทคัดย่อ 
 

 เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนเป็นเซลล์ท่ีสามารถแยกได้จากตัวอ่อนในระยะบลาสโตซีสต์ เป็นเซลล์ท่ี
สามารถเจริญและเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ได้หลายชนิด เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนสามารถแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวนขึ้นมาใหม่ได้อย่างไม่จ ากัด โดยท่ีเซลล์ยังคงคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด สามารมารถเก็บ
รักษาเซลล์ต้นก าเนิดไว้ในสภาวะท่ีเหมาะสมและยังคงมีศักยภาพในการเปล่ียนไปเป็นเซลล์จ าเพาะชนิด
ต่างๆท่ีท าหน้าท่ีได้ เช่น เซลล์กล้ามเนื้อ เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ และเซลล์ประสาท เป็นต้น การศึกษาวิจัย
เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากลิงวอก ลักษณะทางพันธุกรรม
ใกล้เคียงกับมนุษย์ถึง 90% และถูกใช้เป็นตัวแทนของมนุษย์ในการศึกษาโรคต่างๆมากมาย รวมท้ังโรค
ท่ีเกี่ยวข้องกับหลอดเลือดและหัวใจ  
 วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีผลิตจากตัวอ่อน
ท่ีได้จากการฉีดตัวอสุจิเข้าในไข่ (ICSI) ให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ เริ่มจากน าเซลล์มา
ตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนด้วยการท า immunocytochemistry ผลการ
ตรวจพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนท่ีจ าเพาะ ได้แก่ Oct4, Nanog, Sox2, SSEA-4, TRA1-60 และ 
alkaline phosphatase จากผลข้างต้นช้ีให้เห็นว่าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีได้จากการท า ICSI มี
คุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกอย่างแท้จริง  จากนั้นได้ท าการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิด   
ตัวอ่อนลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ แล้วใช้วิธี  immunocytochemistry 
ตรวจสอบ ผลการศึกษาพบว่าเซลล์มีการแสดงออกของโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ได้แก่ 
Alpha Actinin, Cardiac Troponin T และ Connexin-43 จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า 
วิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยผ่านการท าให้เกิด 
embryoid bodies (EBs) แล้วน า EBs ไปเล้ียงในน้ ายาท่ีไม่มี glucose และไม่มี pyruvate และเติม 
lactate เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ  
  
 
 
   
 
 
 
 
 
 



ค 

 

Abstract 
 

 Embryonic stem cells (ES cells) are the cells derived from embryo at blastocyst 
stage, which are growing and developing into different cell types. ES cells are capable 
of replicating itself (Self-renewal) and still retain the property of ES cells. ES cells can 
be preserved under optimum conditions in the laboratory and also have the ability to 
turn into different type of cells, including muscle cells, cardiac muscle cells and nerve 
cells. ES cell of rhesus monkey is so interested in research. Since there is a close 
genetic relative to humans more than 90% and also using rhesus monkey as a model 
to study the disease in human beings including cardiovascular disease. 
 The aim of this study was to induction of rhesus monkey ES cells derived from 
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) embryos into neuron cells. Starting from 
examining the properties of ES cells by immunocytochemistry. The results showed 
that rhesus monkey ES cells expressed specific protein markers that are indicative of 
true rhesus monkey ES cells including Oct4, Nanog, Sox2, SSEA-4 TRA1-60 and alkaline 
phosphatase. Then induction of rhesus monkey ES cells differentiated to be 
cardiomyocytes which confirmed by immunocytochemistry. The results found that the 
entire cells expressed specific protein markers of the cardiomyocytes Alpha Actinin, 
Cardiac Troponin T และ Connexin-43. From the results can be concluded that the 
induction protocol via embryoid bodies (EBs) production and then cultured EBs in the 
medium without glucose and pyruvate, and supplemented with lactate are efficient,  
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

โรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular disease) นับเป็นปัญหาสาธารณสุขส าคัญของประชากร
ท่ัวโลกในปัจจุบัน ในประเทศไทยพบว่าโรคหัวใจและหลอดเลือดเป็นสาเหตุของการตายล าดับต้นๆ ของ
ประชากรภายในประเทศ โดยเฉพาะในกลุ่มบุคคลคนท่ีอยู่ในสังคมเมือง ซึ่งคาดว่าแนวโน้มของโรคหัวใจและ
หลอดเลือดจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆตามพัฒนาการทางเศรษฐกิจและสังคม เนื่องจากมีปัจจัยเส่ียงต่อการก่อโรค
เพิ่มขึ้น เช่น อาหาร มลพิษ ความเครียด หรือโรคประจ าตัว นักวิทยาศาสตร์จึงหันมาให้ความส าคัญกับการ
ป้องกันและควบคุมโรคมากขึ้น โดยการคิดค้นกระบวนการรักษาเพื่อให้มีประสิทธิภาพสูงสุดในการป้องกันและ
ควบคุมโรคดังกล่าว ซึ่งวิธีการท่ีก าลังเป็นท่ีนิยมและมีประสิทธิภาพสูงในการรักษา ตลอดจนนักวิทยาศาสตร์
ต่างให้ความสนใจและมุ่งเน้นพัฒนาเทคนิคนี้อย่างต่อเนื่องนับต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบันคือ การใช้เซลล์ต้น
ก าเนิดในการปลูกถ่ายเพื่อการรักษา  
 เซลล์ต้นก าเนิด (Stem cells) ได้เข้ามามีบทบาทเกี่ยวข้องและมีรายงานการศึกษาวิจัยอย่าง
แพร่หลายในปัจจุบัน ถึงการแก้ไขปัญหาโรคหัวใจและหลอดเลือดโดยเฉพาะโรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด 
(Myocardial infraction, MI) โดยการสร้างเซลล์ใหม่ขึ้นมาทดแทนเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ (Cardiomyocytes) 
ท่ีตายลงจากพยาธิสภาพของโรค เซลล์ต้นก าเนิดมีคุณสมบัติในการเป็นเซลล์ต้ังต้นของกระบวนการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจและเซลล์ชนิดอื่นๆของร่างกาย รวมถึงการส่งสัญญาณและมีกระบวน
ป้องกันการเกิดการตายแบบ apotosis ได้ด้วย โดยเซลล์ต้นก าเนิดชนิดท่ีส าคัญ คือ เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน 
(Embryonic stem cells, ESCs) ซึ่งมีประโยชน์ต่อการศึกษาวิจัยและการน าไปประยุกต์ใช้ทางการแพทย์มาก 
เนื่องจากเป็นเซลล์ท่ีมีคุณสมบัติเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ได้เกือบทุกชนิดในร่างกาย (Pluripotency)  ดังนั้น
เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนจึงมีความเหมาะสมในการน ามาใช้เป็นเซลล์ซ่อมแซมเนื้อเยื่อท่ีมีการสลายลงไปของ
พยาธิสภาพท่ีเกิดจากโรคต่างๆ อย่างไรก็ตามเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนของมนุษย์ยังมีปัญหาด้านจริยธรรม 
เนื่องจากเป็นเซลล์ท่ีได้จากการตัดแยกส่วน Inner cell mass ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ และก่อนท่ีจะน า
เซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้มาใช้ในทางคลินิก จ าเป็นต้องมีการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ด้านต่างๆ เช่น ความ
ปลอดภัย  ปลอดเช้ือ หรือคุณสมบัติด้านบวกของเซลล์ต้นก าเนิด ตัวอ่อนในสัตว์ทดลองให้แน่ชัดเสียก่อน  
นักวิจัยจึงมุ่งเน้นความส าคัญไปท่ีการศึกษาเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนจากสัตว์อื่นท่ีมีความใกล้เคียงกับมนุษย์มาก
ท่ีสุด ซึ่งก็คือสัตว์ตระกูลลิง (Non-human primate) ถือเป็นสัตว์ท่ีมีความใกล้เคียงของสารพันธุกรรมกับ
มนุษย์มากกว่า 90% ดังนั้นเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิง (Monkey embryonic stem cells) จึงถูกเลือกมาใช้
เป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษาวิจัยโรคต่างๆของมนุษย์ 
 การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจนั้น ได้มีงานวิจัยเผยแพร่อย่าง
กว้างขวาง โดยการใช้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนหนู เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ หรือเซลล์ท่ีมีคุณสมบัติคล้าย
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เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน (Induced pluripotent stem cells, IPSCs) ซึ่งเมื่อได้เซลล์ท่ีมีคุณสมบัติของเซลล์
กล้ามเนื้อหัวใจแล้ว มีการน าไปทดสอบปลูกถ่ายในสัตว์ทดลองตระกูลลิง ซึ่งเซลล์เหล่านี้อาจเกิดกระบวนการ
ต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เนื่องจากไม่ใช่การปลูกถ่ายจากเซลล์เนื้อเยื่อของลิงเอง อย่างไรก็ตามมี
การรายงานการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจไม่มากนัก ( งานวิจัยนี้จึงมุ่ง
ศึกษาทดลองเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกให้ไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ โดยใช้วิธีการท่ีเหมาะสม
ในการเหนี่ยวน าให้มีการแสดงคุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ  เพื่ อประโยชน์ในกาศึกษาวิจัยด้าน
การแพทย์ การปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ และน าไปประยุกต์ใช้รักษาโรคหัวใจและหลอดเลือดในมนุษย์เพื่อใช้ในทาง
คลินิกต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1.2.1 เพื่อเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจใน 
            ห้องทดลองโดยใช้วิธีการเหนี่ยวน าท่ีเหมาะสม 
     1.2.2 เพื่อตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ีได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน    
            ลิงวอกในห้องทดลอง 
 
1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

1.3.1 ท าการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ โดยใช้
วิธีการเหนี่ยวน าท่ีเหมาะสมในห้องทดลอง 

1.3.2 ท าการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ีได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัว  
            อ่อนลิงวอกในห้องทดลอง 

 
1.4 ทฤษฎี สมมุติฐำน และกรอบแนวคิดของโครงกำรวิจัย (ถ้ำมี)  

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกมีคุณสมบัติแบ่งตัวเพิ่มจ านวนตัวเองได้ (Self-renewal) และยังสามารถ
แสดงคุณสมบัติการเจริญเปล่ียนแปลงในห้องทดลองไปเป็นเซลล์ในช้ันเนื้อเยื่อต่างๆของร่างกายได้ท้ัง 
Ectoderm, Mesoderm และ Endoderm เหมือนเช่นคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนโดยท่ัวไป และ
สามารถเหนี่ยวน าโดยใช้วิธีการท่ีเหมาะสมในห้องทดลองไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ซึ่งเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ี
ได้มีการแสดงคุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจปกติ โดยสามารถแสดงออกของโปรตีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์
กล้ามเนื้อหัวใจ ตลอดจนท าหน้าท่ีได้เหมือนเซลล์ในเนื้อเยื่อหัวใจ คือ มีการหดและคลายตัว (Beating) ได้อีก
ด้วย  
 
1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตรฯลฯ และหน่วยงำนที่น ำ

ผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
1.5.1. จะสามารถเผยแพร่ผลงานโดยการน าเสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
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1.5.2. จะสามารถตีพิมพ์ผลการวิจัยในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 1 เรื่อง 
 
1.6 แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยี หรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 

1.6.1. ถ่ายทอดผลงานวิจัยไปให้หน่วยงานท่ีสนใจด้วยการจัดอบรมเชิงปฏิบัติการ 
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
 โรคหัวใจและหลอดเลือด เป็นกลุ่มของโรคท่ีเกิดจากการท างานผิดปกติของระบบหัวใจและหลอด

เลือดท่ีหล่อเล้ียงไปท่ัวร่างกาย เช่น ความดันโลหิตสูง (Hypertension), โรคหลอดเลือดหัวใจ (Coronary 
heart disease), โรคหลอดเลือดสมองแตก (Stroke) หรือ ภาวะหัวใจล้มเหลว (Congestive heart failure) 
(Mendis และคณะ, 2015) สาเหตุหลักมาจากพฤติกรรมทางสุขภาพและภาวะทุพลภาพของบุคคลนั้น เป็น
กลุ่มอาการก่อให้เกิดปัญหาทางสุขภาพ การสูญเสีย และการเสียชีวิตเป็นอันดับ 1 ท่ัวโลก ตามการายงานของ 
Global status report on noncommunicable diseases 2014 อาทิ เช่น โรคหัวใจขาดเลือดจากหลอด
เลือดโคโรนารี่ที่ไปเล้ียงหัวใจตีบตัน ส่งผลให้กล้ามเนื้อหัวใจตายขยายเป็นวงกว้างจนกระท่ังผู้ป่วยเสียชีวิต หรือ
เส้นเลือดในสมองแตก (Mendis และคณะ, 2015) โดยในประเทศไทยพบว่าโรคหัวใจและหลอดเลือดเป็น
สาเหตุการตายเป็นล าดับท่ี 2 ในปี 2554 (Chotiyarnwong และ Harnphadungkit, 2015) และจากรายงาน
ทางสถิติปี 2558 ของวารสาร American Heart Association Statistical Update พบว่าในปี 2011 พบการ
ตายจากโรคหัวใจและหลอดเลือดของคนอเมริกันมากกว่า 2,150 คนในแต่ละวัน หรือโดยเฉล่ียพบการตาย 1 
คนในทุก 40 นาที ซึ่งโดยส่วนใหญ่เกิดจากกลุ่มบุคคลท่ีมีอายุน้อยกว่า 75 ปี (Mozaffarian และคณะ, 2015) 
และในปี 2012 ประชากรกว่า 17.5 ล้านคนเสียชีวิตจากโรคนี้ (Mendis และคณะ, 2015) พบว่าโรคนี้เป็น
สาเหตุการตายมากท่ีสุดในหญิงชาวอังกฤษ (28% ของผู้หญิงท่ีเสียชีวิต) (Bhatnagar และคณะ, 2015) 

ระบาดวิทยาของโรคหัวใจและหลอดเลือดพบมากในประเทศท่ีมีการพัฒนาแล้วและก าลังพัฒนาซึ่งมี
ความเส่ียงด้านคุณภาพชีวิตหลายด้านท่ีก่อให้เกิดพยาธิสภาพ ซึ่งจากข้อมูลท่ีส าคัญเหล่านี้ช้ีให้เห็นว่า โรคหัวใจ
และหลอดเลือดกลายมาเป็นปัญหาสาธารณสุขส าคัญของประชากรท่ัวโลกในปัจจุบัน นักวิทยาศาสตร์จึงหันมา
ให้ความส าคัญกับการป้องกันควบคุมโรคไม่ให้เพิ่มมากขึ้น รวมถึงคิดค้นกระบวนการรักษาเพื่อให้มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษาโรคนี้ พยาธิสภาพของโรคหัวใจและหลอดเลือดมีผลให้ออกซิเจนไปหล่อเล้ียง
เนื้อเยื่อหัวใจไม่เพียงพอ ท าให้เกิดการตายของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ส่งผลให้เกิดเนื้อเยื่อพังผืด และเกิดแรงดัน
การไหลของเลือด จนกระท่ังหัวใจล้มเหลวและตาย การฟื้นฟูคืนสภาพเนื้อเยื่อกล้ามเนื้อหัวใจ โดยการสร้าง
เซลล์เนื้อเยื่อขึน้มาใหม่จึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกหนึ่งท่ีก าลังได้รับความสนใจเพื่อรักษาพยาธิสภาพของโรคหัวใจ
และหลอดเลือด โดยเทคนิคท่ีได้รับความนิยมแพร่หลายในปัจจุบันคือการใช้เซลล์ต้นก าเนิดในการปลูกถ่ายเพื่อ
การรักษา 

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนเป็นเซลล์ท่ีแยกได้จาก inner cell mass ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ท่ี
เกิดขึ้นภายหลังจากเกิดการปฏิสนธิ พบว่ามีคุณสมบัติสามารถเพิ่มจ านวนตัวเองได้ และเมื่ออยู่ในสภาวะท่ี
เหมาะสมจะคงสภาวะการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไว้ ภายหลังระยะเวลาการเล้ียงท่ียาวนานในห้องทดลองและยัง
สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ได้เกือบทุกชนิดในร่างกาย เช่น เซลล์กล้ามเนื้อ เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ เซลล์
ประสาท เซลล์ตับ เซลล์เม็ดเลือด (Davila, และคณะ, 2004) เป็นต้น ตลอดจนมีศักยภาพในการกลายไปเป็น
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เซลล์ในเนื้อเยื่อท้ังสามช้ันของร่างกาย (Three germ layers) ได้แก่ Ectodermal, Mesodermal และ 
Endodermal lineages (Thomson และคณะ, 1998) ด้วยเหตุผลนี้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนจึงเป็นเซลล์ท่ี
ได้รับความสนใจและมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการน ามาใช้ในการศึกษาวิจัยโดยเฉพาะวิทยาการทาง
การแพทย์ เกี่ยวกับการซ่อมแซมอวัยวะและเนื้อเยื่อ (Regenerative medicine and tissue replacement) 
รายงานการศึกษาวิจัยท่ีผ่านมาช้ีให้เห็นว่าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีท าหน้าท่ี
จ าเพาะ และน ามาใช้ในการศึกษาทดลองทางการแพทย์ ซึ่งมีรายงานการศึกษาวิจัยอย่างต่อเนื่องเริ่มต้ังแต่ใน
เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนหนูถีบจักร ซึ่งประสบความส าเร็จในการผลิตในปี 1981 (Evans และคณะ, 1981) 
จนกระท่ังมีรายงานความส าเร็จการผลิตเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ ในปี 1998 (Thomson และคณะ, 
1998) จากความส าเร็จดังกล่าวน าไปสู่การน ามาใช้เป็นเซลล์ต้ังต้นในการผลิตเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ( Kehat 
และคณะ, 2001; Boheler และคณะ, 2002) ซึ่งสามารถใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาวิจัยโรคในมนุษย์ น าไปสู่
การศึกษาการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อเพื่อให้ทราบถึงกลไกลการเปล่ียนแปลงและประสิทธิภาพในการรักษา (Segers 
และ Lee 2008; Chong และคณะ, 2014) อย่างไรก็ตามการใช้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนในการปลูกถ่ายเข้าสู่
สัตว์ทดลอง หรือการใช้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในทางคลินิก จ าเป็นต้องผ่านการตรวจสอบคุณสมบัติท่ี
เหมาะสมหลายประการ อาทิ เช่น ต้องเป็นเซลล์ชนิดจ าเพาะท่ีไม่ปนเปื้อนกับเซลล์ชนิดอื่น เซลล์ท่ีได้ภายหลัง
การเหนี่ยวน าสามารถท างานได้ตามปกติของสภาวะร่างกาย เซลล์ท่ีได้ต้องมีประสิทธิภาพในการปลูกถ่ายใน
หนูหรือสัตว์ทดลองขนาดใหญ่ท่ีเป็นโมเดลของโรคหัวใจ และจะต้องไม่เกิดปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกันของร่างกาย 
(Boheler และคณะ, 2002) ดังนั้นการศึกษารูปแบบของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนในสัตว์ทดลองนั้นยังมีความ
จ าเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนท่ีจะน าไปใช้จะต้องมีความปลอดภัยสูงสุดก่อนน าไป
ประยุกต์ใช้ทางคลินิกในมนุษย์ได้  

นักวิทยาศาสตร์จึงได้น าเอาโมเดลสัตว์ทดลองท่ีมีความใกล้เคียงกับมนุษย์ ได้แก่ลิงวอก (Rhesus 
macaque, Macaca mlatta) ซึ่งเป็นสัตว์ตระกูลเดียวกับมนุษย์ (Human primate) มาใช้เพื่อการวิจัยทาง
วิทยาศาสตร์การแพทย์ของมนุษย์ เนื่องจากลิงวอกนั้นมีพันธุกรรมท่ีมีความใกล้เคียงกับมนุษย์มากกว่า 90% 
ซึ่งมากกว่าสัตว์ทดลองชนิดอื่นๆ จึงมีความเหมาะสมในการศึกษากลไกของโรคต่างๆท่ีเกิดขึ้นในมนุษย์ 
(Porrino และคณะ, 1987; Cornblath และคณะ, 1989; Rokkas และคณะ, 1993)  โดยนักวิทยาศาสตร์
ประสบความส าเร็จในการสร้างเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนของสัตว์ตระกูลไพรเมทขึ้นครั้งแรกในปี 1995 โดย 
Thomsonและคณะ (Thomson และคณะ, 1995) เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกสามารถแสดงคุณสมบัติท่ี
คล้ายคลึงกันกับเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ได้ อาทิ เช่น มีลักษณะรูปร่างลักษณะโคโลนี การแสดงออกของ
โปรตีนบนผิวเซลล์ และศักยภาพในการเหนี่ยวน าไปเป็นเนื้อเยื่อในช้ันต่างๆของร่างกาย (Mitalipov และคณะ, 
2006) และสามารถถูกเหนี่ยวน าภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมไปเป็นเซลล์ได้หลายชนิด(Honig และคณะ, 2004; 
Chen และคณะ, 2003; Chen และคณะ, 2006; Mitalipov และคณะ, 2006; Wang และคณะ, 2011) 
ดังนั้นเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกจึงมีศักยภาพท่ีจะเป็นโมเดลท่ีมีประสิทธิภาพในการน ามาใช้ศึกษาเซลล์ต้น
ก าเนิดตัวอ่อนและน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนไปใช้ทางการแพทย์ของมนุษย์ และในปั จจุบันพบว่าเซลล์ต้น
ก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกสามารถน ามาใช้เป็นโมเดลในการศึกษาโรคในมนุษย์ได้แก่ โรคเบาหวาน โรคพาร์คินสัน 
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และโรคไขสันหลังบาดเจ็บ (Kuo และคณะ, 2003; Mitalipov และคณะ, 2006; Byrne และคณะ, 2007; 
Navara และคณะ, 2007; Dighe และคณะ, 2008; Laowtammathron และคณะ, 2010) ดังนั้นวิทยาการ
ปลูกถ่ายเนื้อเยื่อจากการน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกในโมเดลสัตว์ทดลองลิงวอก อาจจะน ามาสู่
ความส าเร็จด้านวิทยาการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อในมนุษย์ได้ 

การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจส าเร็จครั้งแรกโดยใช้เซลล์ต้นก าเนิด
ตัวอ่อนหนูถีบจักร (Klug และคณะ, 1996) และได้มีการศึกษาวิจัยมาอย่างต่อเนื่อง(Wobus และคณะ, 1991) 
โดยการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนและการปลูกถ่ายเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจเข้าไปยังสัตว์ทดลองเพื่อ
ตรวจสอบประสิทธิภาพการรักษาโรค (Min และคณะ, 2002) ท้ังนี้ยังมีข้อจ ากัดบางประการโดยต้องค านึงถึง
ความเข้ากันกับเซลล์เนื้อเยื่อของสัตว์ทดลองนั้นๆ กระท่ังนักวิจัยรายงานการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน
มนุษย์ไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ (Kehat และคณะ, 2001) จนกระท่ังสามารถน ามาใช้ปลูกถ่ายในลิงกัง 
(Macaca nemestrina) ซึ่งเป็นสัตว์ทดลองตระกูลเดียวกับมนุษย์ได้ (Chong และคณะ, 2014) อย่างไรก็ตาม
การปลูกถ่ายเนื้อเยื่อเพื่อให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุดจ าเป็นต้องใช้เนื้อเยื่อจากสัตว์ทดลองชนิดนั้นๆ (Autologous 
transplantation) เพื่อหลีกเหล่ียงปฏิกิริยาภูมิคุ้มกันของร่างกาย การน าเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ปลูกถ่ายให้กับ
เนื้อเยื่อของลิงจึงจ าเป็นต้องใช้ยากดภูมิคุ้มกัน ซึ่งอาจส่งผลต่อร่างกายสัตว์ทดลองด้านอื่นๆได้ ส่วนในเซลล์ต้น
ก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกมีรายงานความส าเร็จในการเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดย Schwanke และ
คณะ (2006) โดยการเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกให้เกิด embryoid body (EB) โดยไม่ใช้สารเคมีเป็น
ตัวกระตุ้นให้เปล่ียนแปลงเป็น เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจซึ่งได้ความส าเร็จไม่ดีนัก หลังจากนี้มีรายงานการเล้ียงเซลล์
ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอก และเซลล์ iPSCs ลิงวอก โดยไม่ผ่านการเกิด EB โดยมีการเติมสารเคมีลงไปในน้ ายา
เหนี่ยวน าท าให้เพิ่มประสิทธิภาพและได้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจมากขึ้น  (Zhang และคณะ, 2017; Lin และคณะ
, 2018) งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นท่ีจะศึกษาศักยภาพการเปล่ียนไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจของเซลล์ต้นก าเนิดตัว
อ่อนลิงวอก ด้วยการเหนี่ยวน าโดยวิธีท่ีเหมาะสม รวมถึงตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ท่ีได้  
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บทที่ 3 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1  สถำนที่ท ำกำรทดลองเก็บข้อมูล 

โครงการวิจัยนี้ผ่านการพิจารณาและได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการก ากับดูแลการใช้สัตว์เพื่อการ
ศึกษาวิจัย มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท าการทดลอง ณ ห้องทดลองเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิด ศูนย์วิจัย
เทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
 
3.2 สำรเคมีและน  ำยำที่ใช้ในกำรทดลอง 
 สารเคมีและน้ ายาท่ีใช้ในการทดลองนี้ซื้อจากบริษัท Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, 
USA) หากไม่ใช่จะระบุไว้    
 
3.3 กำรเตรียมเซลล์พี่เลี ยง  

เล้ียงหนูถีบจักรสายพันธุ์ ICR น าหนูเพศเมียผสมพันธุ์กับหนูเพศผู้ น าหนูท่ีต้ังท้อง 13 วันมาฆ่าด้วยวิธี
เมตตาฆาต จากนั้นท าการเปิดช่องท้อง เพื่อน าลูกอ่อน (Fetus) หนูออกมา ท าการตัดส่วนหัวและอวัยวะ
ภายในช่องท้องของตัวอ่อนหนู แล้วล้างออกด้วย PBS แล้วน ามาสกัดแยกเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (Mouse 
embryonic fibroblast; MEF) โดยน าส่วนเนื้อเยื่อท่ีเหลือมาใส่หลอด conical (Corning, USA) ขนาด 50   
ซีซี เพื่อย่อยเป็นช้ินเล็กๆ ด้วยน้ ายา Trypsin/EDTA ท่ีอุณหภูมิ 37°C พร้อมกับเขย่าด้วยเครื่องเขย่า 15 นาที 
จากนั้นหยุดปฏิกิริยาของ Trypsin/EDTA ด้วยน้ ายาเล้ียงเซลล์ท่ีประกอบด้วย α-MEM แล้วเติมด้วย 10% 
fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml Penicillin และ 100 µg/ml Streptomycin 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 3,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที น าตะกอนเซลล์ท่ีได้มาละลายในน้ ายาเล้ียงเซลล์ข้างต้น  
หลังจากนั้นน าเซลล์ไปใส่ในจานเล้ียงเซลล์ (Nunc, Denmark) ขนาด 60 มม.  แล้วน าไปเพาะเล้ียงในตู้อบ
เล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ท าการเปล่ียนน้ ายาเล้ียงเซลล์ทุก 2 วัน จนเซลล์มี
ความหนาแน่น 80-90% จึงน าไป subculture หรือ passage เซลล์ ท าการเล้ียงขยายเพิ่มปริมาณเซลล์จนได้ 
passage ท่ี 3 โดยเล้ียงจนได้ความหนาแน่น 80-90% แล้วเก็บเซลล์โดยใช้น้ ายา Trypsin/EDTA ย่อยเซลล์
แล้วน าไปปั่นให้ตกตกตะกอน จากนั้นจะน าเซลล์มาละลายในน้ ายาแช่แข็งเซลล์ท่ีประกอบด้วยน้ ายาเล้ียงเซลล์
ซึ่งเติมด้วย 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) แล้วใส่หลอดแช่แข็งแบบ straw ขนาด 0.25 ซีซี แล้วน าไป
ไว้ท่ี -80°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วน าไปไว้ในถังไนโตรเจนเหลวเก็บไว้ใช้งานต่อไป   

การเตรียมเซลล์พี่เล้ียง (Feeder cell) ท าโดยน า straw ท่ีเก็บเซลล์แช่แข็งออกจากถังไนโตรเจนเหลว
ใส่ลงในน้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 1 นาที แล้วตัด straw เพื่อให้น้ ายาท่ีมีเซลล์หยดลงในหลอด conical 
ขนาด 15 ซีซี ท่ีมีน้ ายาเล้ียงเซลล์ 5 ซีซี ต้ังท้ิงไว้ 10 นาทีแล้วน าไปปั่นเหวี่ยง 3,000 rpm นาน 5 นาที แล้ว
น าเซลล์ผสมกับน้ ายาเล้ียงเซลล์ แล้วน าไปเล้ียงในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 มม. แล้วน าไปเพาะเล้ียงในตู้อบ
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เล้ียงเซลล์ จนได้ความหนาแน่น 80-90% แล้วน าไปเตรียมเป็นเซลล์พี่เล้ียง โดยน าเซลล์ไป inactivate ด้วย 5 
µg/ml mitomycin C เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นท าการ passage ไปเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลล์แบบ       
4-well dish (Nunc) หรือจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 มม. โดยมีความเข้มข้น 4×105 เซลล์/dish  เพื่อน าไปใช้
เป็นเซลล์พี่เล้ียงส าหรับการเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกต่อไป    
 
3.4 กำรเลี ยงเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอก  

งานวิจัยในครั้งนี้ใช้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอก (YRES-7) ท่ีได้จากการผลิตตัวอ่อนในห้องทดลอง

โดยวิธีการ ICSI ท่ีน ามาจาก Yerkes National Primate Research Center, Emory University, Atlanta, 

Georgia, USA โดยผ่านการท า Material Transfer Agreement ร่วมกันแล้ว การเล้ียงเริ่มจากน าหลอดเก็บ

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวออกมาไว้ในน้ าอุณหภูมิ 37°C นาน 1 นาที แล้วดูด

น้ ายาท่ีมีเซลล์ใส่ลงในหลอด conical ขนาด 15 ซีซี ท่ีมีน้ ายาเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน 5 ซีซี น้ ายาเล้ียง

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนประกอบด้วย Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient mixture F-12 ท่ี

เติม 20% knockout serum replacement (KSR), 1% non-essential amino acids (NEAA), 40 ng/ml 

bFGF, 2mM L-glutamine, 100 U/ml Penicillin และ 100 ug/ml Streptomycin  หลังจากต้ังท้ิงไว้ 5 

นาทีน าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 3000 rpm นาน 5 นาที เพื่อให้เซลล์ตกตะกอน จากนั้นน าเซลล์ท่ีได้ไปเล้ียงบนเซลล์   

พี่เล้ียงท่ีเตรียมไว้ก่อนหน้านี้ แล้วน าไปเพาะเล้ียงในตู้อบเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% 

CO2 ประมาณ 4-7 วัน โดยในขั้นตอนนี้จะยังไม่มีการเปล่ียนน้ ายา แล้วน าเซลล์ออกมาตรวจสอบภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ จะเริ่มเห็นเซลล์เกาะกันเป็นโคโลนี โดยภายในโคโลนีจะประกอบไปด้วยเซลล์เด่ียว ท่ีมีลักษณะ

นิวเคลียสกลมโตอยู่ตรงกลาง มีไซโตพลาสซึมปริมาณน้อยอยู่รอบ ๆ จะเล้ียงเซลล์ต่อไปอีกประมาณวันท่ี 7-14 

วัน โดยท าการเปล่ียนน้ ายาเล้ียงเซลล์ครึ่งหนึ่งทุก ๆ 2 วัน โคโลนีจะเจริญเติบโตได้ประมาณ 70-80% 

ประมาณวันท่ี 10-14 พร้อมท่ีจะน าไป passage เพื่อขยายเพิ่มจ านวนบนเซลล์พี่เล้ียงใหม่ต่อไป  

 

3.5 กำรเลี ยงเพิ่มจ ำนวนเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอกโดยวิธี Mechanical passaging  

เตรียมยืดเข็มแก้วท่ีมีลักษณะเป็นรูปตะขอเกี่ยว (capillary hook needle) โดยใช้ไฟลนท่ีปลายเข็ม

ด้านหนึ่งแล้วดึงออกใช้ปลายท่ีดึงออกผ่านเปลวไฟจะท าให้เข็มโค้งได้เข็มรูปตะขอเกี่ยว  น าเซลล์ท่ีเจริญ 70-

80% มาตัดโดยใช้ส่วนท่ีเป็นตะขอตัดออกเป็นช้ิน ๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ย้ายเซลล์ไปเล้ียงบนเซลล์พี่เล้ียง

จานใหม่ แล้วเล้ียงต่อไปประมาณ 3-4 วัน โดยท าการเปล่ียนน้ ายาเล้ียงเซลล์ครึ่งหนึ่งทุก ๆ 2 วัน เซลล์จะ

เจริญเติบโตท่ี 70-80% อีกรอบหนึ่ง ซึ่งเซลล์ท่ีเจริญภายหลังการ passage ครั้งแรกจะสังเกตลักษณะรูปร่าง
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ของเซลล์ได้ชัดเจนขึ้น ท าการ passage เปล่ียนไปเล้ียงบนเซลล์พี่เล้ียงใหม่ จนได้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมาก

พอเพื่อใช้ในการทดลองและท าการเก็บแช่แข็งต่อไป 

 

3.5 กำรตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอก  

น าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกมาตรวจสอบการแสดงออกของ pluripotent stem cells markers 

ซึ่งจะมีการแสดงออกของ Oct4, Nanog, Sox2, SSEA-4, TRA-1-60 โดยท าการทดสอบด้วยการย้อมสีดู

โปรตีนท่ีแสดงออกบนผิวเซลล์และภายในนิวเคลียส โดยวิธี Immunocytochemistry ซึ่งมีขั้นตอนคือ น า

เซลล์ท่ีเล้ียงเจริญเติบโตประมาณ 70-80% มาล้างด้วย PBS(-) สองครั้ง แล้วน าเซลล์มาตรึงด้วย 4% 

Paraformaldehyde (PFA) เป็นเวลา 15-30 นาที โดยหากย้อมสีของ marker ท่ีอยู่ในนิวเคลียสจะเติม 1% 

Triton-X เพื่อ permeabilization จากนั้นท าการ block ด้วยสารละลาย PBS ท่ีมีส่วนผสมของ 2% BSA 

และ 130 mM glycine เป็นเวลา 1-2 ช่ัวโมง จากนั้นเติม primary antibody ท่ีละลายกับ blocking 

solution ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ Nanog  (1:200, Santa Cruz Biotechnology, USA), Oct4 (1:500, 

Santa Cruz Biotechnology), SSEA-4 (1:250, Chemicon, USA) และ TRA-1-60 (1:200, Chemicon) 

แล้วบ่มไว้ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 4°C จากนั้นล้าง primary antibody ออกด้วย PBS (-)  โดยท าซ้ า 3 ครั้งๆละ 15 

นาที แล้วเติม secondary antibody ท่ี conjugated กับ Alexa Red (Molecular Probe, USA) บ่มไว้

ประมาณ 45-60 นาที แล้วล้าง 3 ครั้งๆละ 15 นาที น าไปตรวจสอบด้วยกล้อง จุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์ 

(Eclipse Ti Nikon, Japan) 

การตรวจสอบ Alkaline phosphatase activity (AP) ของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีมี

คุณสมบัติเป็น pluripotency โดยการย้อมสี AP มีขั้นตอนคือ น าเซลล์ออกมาล้างด้วย PBS (-) 2 ครั้ง แล้ว 

น าเซลล์มาตรึงด้วย 4% PFA นาน 30 นาที แล้วล้างออกด้วย PBS (-) 3 ครั้ง แล้วเติม Alkaline 

phosphatase substrate Kit (Vector Lab, USA) บ่มไว้ในท่ีมืดอุณหภูมิห้องนาน 15-30 นาที  แล้วล้างออก

ด้วยด้วย PBS (-) 3 ครั้ง น าไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์  

 

3.6 กำรเหนี่ยวน ำเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอกไปเป็นเซลล์กล้ำมเนื อหัวใจโดยผ่ำน Embryoid bodies  
    (EBs)  

การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยผ่าน EBs การเหนี่ยวน าใน
การทดลองนี้ ใช้วิธีที่รายงานว่ามีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจมนุษย์โดยผ่านการสร้าง EBs 
ตามรายงานของ Tohyama และคณะ (2013) โดยมีวิธีการดังนี้ เล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนบนเซลล์พี่เล้ียงใน
น้ ายาจนกระท่ังเซลล์เจริญได้ 70-80%  จากนั้นท าการ subculture เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนโดยใช้เข็มแก้วท่ี
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ท าเป็นรูปตะขอเกี่ยว ในท่ีนี้สามารถตัดช้ินโคโลนีของเซลล์ให้มีขนาดเล็กลงจากวิธีการ subculture ปกติ น า

เซลล์ไปเล้ียงแบบแขวนลอยในน้ ายาเล้ียงเซลล์ท่ีประกอบด้วย α-MEM ท่ีมี 50 mg/ml ascorbic acid, 5% 
FBS และ 0.1 mM β-mercaptoethanol และไมมี  bFGF โดยอัตราการเล้ียงเซลล์ท่ีตัดแล้วจาก 1-2 จาน
เล้ียงเซลล์ขนาด 35 มม. สามารถน าไปเล้ียงได้ใน 1 จานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 มม. แบบ low attachment 
culture dish (Corning) ท าการเปล่ียนน้ ายาออกครึ่งหนึ่งทุกๆสองวัน เมื่อเล้ียงได้ 10-14 วันจะได้ก้อน EBs 
ลักษณะกลม จะพบว่ามีเซลล์ประมาณร้อยละ 1-10 ท่ีเกิดการหดและคลายตัว (Beating cells) ซึ่งแสดง
คุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ จากนั้นจะน าก้อน EBs ท่ีเล้ียงนานประมาณ 20-30 วันเข้าสู่ขั้นตอนการ
สกัดแยกเอาเฉพาะเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจในก้อน EBs โดยเล้ียงในน้ ายา Glucose-free DMEM (ไม่มี glucose 
และไม่มี pyruvate, Invitrogen) ท่ีเติม 4 mM lactate เปล่ียนน้ ายาทุกๆ 2-3 วัน เป็นเวลา 6 วัน และล้าง
เซลล์บนแผ่นกรองขนาด  40 µm (Becton Dickinson, USA) เพื่อก าจัดเซลล์ท่ีตายออกไป จากนั้นจะท าการ
เล้ียงแบบ monolayer โดยย้ายก้อน EBs ไปยังจานเล้ียงเซลล์ 4-well dish ท่ีเคลือบด้วย fibronectin โดย
เล้ียง 3-4 EBs/well แล้วเล้ียงประมาณ 2-3 วัน ด้วยน้ ายา α-MEM เติมด้วย 5% FBS แล้วจึงน าไปตรวจสอบ
คุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ โดยดูการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์  

 
3.7 กำรตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์กล้ำมเนื อหัวใจ  

การตรวจการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์จะใช้วิธี Immunocytochemistry โดยน าเซลล์
กล้ามเนื้อหัวใจท่ีผ่านการเหนี่ยวน าแล้วมาล้างด้วยสารละลาย PBS จ านวน 3 ครั้ง และตรึงเซลล์ด้วย 4% PFA 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นลดผลการจับกับโปรตีนอย่างไม่จ าเพาะด้วย 10% Normal goat serum ใน PBS ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะน าไปบ่มกับ primary antibody ต่อโปรตีนบนผิวเซลล์ซึ่ง
จ าเพาะต่อเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ได้แก่ mouse anti sarcomeric Alpha-Actinin (1:500), mouse anti 
Cardiac Troponin T (1:200, Santa Cruz Biotechnology) และ mouse anti Connexin-43 (1:500, 
Cell Signaling Technology, USA) หลังจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 1 คืน ท าการล้างเซลล์ด้วย
สารละลาย PBS จากนั้นบ่มกับ secondary antibody ท่ี conjugated กับ AlexaFluor-488 (Alpha-
Actinin) และ conjugated กับ Alexa Red (Cardiac Troponin T และ Connexin-43) (Molecular 
Probes)  ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ในห้องมืด จากนั้นย้อมสี DAPI เพื่อดูนิวเคลียสด้วย เป็นเวลา 10 
นาที ในห้องมืด และน าไปตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนซ์  
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
4.1 ผลการทดลอง 
4.1.1 ผลการเตรียมเซลล์พี่เล้ียง 
 เนื้อเยื่อท่ีย่อยจากลูกอ่อนหนูถีบจักร เมื่อเล้ียงครบ 24 ช่ัวโมง น าออกมาตรวจสอบภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ จะพบเซลล์รูปร่างลักษณะคล้ายรูปกระสวยเกาะอยู่ท่ีพื้นภาชนะเล้ียงเซลล์ (รูปที่ 1 บน) เมื่อท า
การเล้ียงต่ออีกประมาณ 1-2 วัน จะได้เซลล์ท่ีมีความหนาแน่น 80-90% (รูปที่ 1 กลาง-ล่าง)    
 

                

            รูปที่ 1  เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเซลล์ลูกอ่อนหนูถีบจักร ซ้าย ก าลังขยาย 40x, 
                       ขวาก าลังขยาย 200x 
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ในการเตรียมเซลล์พี่เล้ียงท่ีต้องใช้ Mitomycin C เพื่อหยุดการแบ่งตัวของเซลล์ไฟโบบลาสต์ แล้วน า
เซลล์ไปเล้ียงใน 4 well dish นาน 24-48 ช่ัวโมง จะได้เซลล์พี่เล้ียงมีความหนาแน่นท่ี 70-80% และแผ่เรียง
กันเป็น monolayer (รูปที่ 2) พร้อมน าไปใช้เล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดได้ภายใน 2-4 วัน ภายหลังการเตรียมในแต่
ละครั้ง    
 

                  
 

            รูปที่ 2  เซลล์พี่เล้ียงท่ีจะน าไปเล้ียงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอก ซ้าย ก าลังขยาย 40x,  
                       กลาง ก าลังขยาย 100x, ขวา ก าลังขยาย 200x 
 
4.1.2. ผลกำรเลี ยงเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอก และกำรเลี ยงเพิ่มจ ำนวนเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอก 
        โดยวิธี Mechanical passaging 

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีแช่แข็งออกมาเล้ียงบนเซลล์พี่เล้ียงประมาณ 4-7 วัน  จะเริ่มเห็น
โคโลนี (รูปที่ 3 บน) เมื่อเล้ียงเซลล์ต่อไปอีกประมาณวันท่ี 7-14 วัน จะเห็นโคโลนีเจริญเติบโต และประมาณ
วันท่ี 10-14 เซลล์จะเติบโตได้ประมาณ 70-80%  (รูปที่ 3 ล่าง) ซึ่งน าไป passage เพื่อเพิ่มจ านวนบนเซลล์พี่
เล้ียงใหม่ต่อไป โดยใช้เข็มแก้วท่ีท าเป็นรูปตะขอเกี่ยวตัดโคโลนีให้เป็นช้ินเล็กภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยเริ่ม
จากตัดแนวสีด า (รูปที่ 4 บน) แล้วจึงน าไปตัดให้เป็นช้ินเล็กๆ แล้วน าเซลล์ไปเล้ียงบนเซลล์พี่เล้ียงจานใหม่อีก
ประมาณ 3-4 วัน จะได้เซลล์เจริญเติบโตท่ี 70-80% (รูปที่ 4 ล่าง)   
 
4.1.3. ผลกำรตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอก  
 จากการน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีเล้ียงได้ไปย้อมสีดูโปรตีนท่ีแสดงออกบนผิวเซลล์และ
ภายในนิวเคลียส โดยวิธี immunocytochemistry พบว่ามีการแสดงออกของ pluripotent stem cell 
markers โดยจะพบ  Nanog, Oct4 และ Sox2 แสดงออกภายในนิวเคลียส (Nuclear markers) และ SSEA-
4, TRA-1-60 แสดงออกท่ีผิวเซลล์ (Cell surface markers) (รูปที่ 5)  และจะพบเซลล์ย้อมติด AP (รูปที่ 5 
ล่างขวา) 
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รูปที่ 3  เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกท่ีละลายออกมาจากการแช่แข็ง ซ้าย ก าลังขยาย 40x,  
          กลาง ก าลังขยาย 100x, ขวา ก าลังขยาย 200x 

 
 

       
 

รูปที่ 4  การ subculture เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอก บน ก าลังขยาย 100x, ล่างซ้าย ก าลังขยาย 40x,  
          ล่างกลาง ก าลังขยาย 100x, ล่างขวา ก าลังขยาย 200x 
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   รูปที่ 5  ผลการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอก ท่ีมีการแสดงออกของ Nanog,   

         Oct4, SSEA4, TRA-1-60 และ AP ก าลังขยาย 200x 
 

4.1.4. ผลกำรเหนี่ยวน ำเซลล์ต้นก ำเนิดตัวอ่อนลิงวอกไปเป็นเซลล์กล้ำมเนื อหัวใจโดยผ่ำน EBs และกำร 
        ตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์กล้ำมเนื อหัวใจ    

การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยผ่าน EBs โดยน าเซลล์ไป
เล้ียงแบบแขวนลอยในน้ ายาเล้ียงเซลล์ท่ีไมมี  bFGF ในจานเล้ียงเซลล์แบบ low attachment culture dish 
ซึ่งพบว่าเมื่อเล้ียงได้ 7-10 วันจะได้ก้อน EB ลักษณะกลม (รูปที่ 6) ซึ่งจะพบเซลล์ประมาณร้อยละ 1-10 ท่ีมี
การบีบหดตัวซึ่งแสดงคุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ เมื่อน าก้อน EBs ท่ีเล้ียงนานประมาณ 20 วัน ไปเล้ียง
ในน้ ายาท่ีไม่มีกลูโคสโดยเติม 4 mM lactate เป็นเวลา 6 วัน แล้วกรองแยกเซลล์ตายออก แล้วน าไปเล้ียง
แบบ monolayer ใน 4-well dish ท่ีเคลือบด้วย fibronectin โดยเล้ียงต่ออีก14 วัน (รูปที่ 7) แล้วจึงน าไป
ตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยดูการแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์ ซึ่งพบว่ามีการ
แสดงออกของ Alpha Actinin,  Cardiac Troponin T และ Connexin-43 (รูปที่ 8) ซึ่งเป็น marker ท่ี
เฉพาะของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ   

                                 

             รูปที่ 6  การสร้าง Embryoid bodies ซ้าย ก าลังขยาย 40x, กลาง ก าลังขยาย 100x,  
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                                 ขวา ก าลังขยาย 200x  

                          
                        รูปที่ 7  เซลล์ท่ีเจริญเปล่ียนแปลงไปจากเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกเป็น Beating cells  
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                             ซ้าย ก าลังขยาย  40X, ขวา ก าลังขยาย 200X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 8  การแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ท่ีมีการแสดงออกของ Alpha Actinin,   
                     Cardiac Troponin T และ Connexin-43 
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บทที่ 5 
วิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
การศึกษาวิจัยเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน หรือ เซลล์ iPSCs ของมนุษย์ให้เปล่ียนแปลงไปเป็น

เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ แล้วน าไปปลูกถ่ายให้สัตว์ทดลองท่ีเป็นโมเดลของโรค MI ในสัตว์ตระกูลหนู สุกร 
โดยเฉพาะสัตว์ตระกูลลิง เป็นส่ิงท่ีจะท าให้ได้ข้อมูลท่ีส าคัญเพื่อน าไปใช้ในมนุษย์ในอนาคต จากรายงานของ 
Chong และคณะ (2014) ซึ่งเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ แล้วน าไปปลูกถ่ายให้
ลิงกังท่ีเป็นโมเดลของโรค MI ซึ่งได้ผลดีในระดับหนึ่ง  แต่ยังคงมีปัญหาเรื่องการท่ีต้องฉีดยากดภูมิคุ้มกันให้สัตว์
ก่อนการปลูกถ่ายเพื่อป้องกันการต่อต้านเซลล์จากมนุษย์ ซึ่งท าให้ผลการทดลองขาดข้อมูลทางด้านสัญญาณ
ทางสรีรวิทยา และการท างานของเซลล์ได้จริงของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจมนุษย์ในหัวใจสัตว์ทดลอง นอกจากนี้
การปลูกถ่ายเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ีได้ให้ผู้ป่วยยังมีความเส่ียงสูงท่ีจะเกิดเนื้องอก เนื่องจากยังมีเซลล์ต้นก าเนิด
ตัวอ่อนปนเป้ือนอยู่ ดังนั้นจึงควรหาวิธีผลิตเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจให้มีประสิทธิภาพในปริมาณท่ีมากพอใช้และ
ต้องหาวิธีแยกเฉพาะเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจซึ่งจะน าไปสู่การรักษาด้วยการปลูกถ่ายท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด  

(Tohyama และคณะ, 2013)  หัวใจห้องล่างซ้าย (left ventricle) มีเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจอยู่ประมาณ 600 
ล้านเซลล์ ดังนั้นจึงต้องการเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจประมาณ 100 ล้านเซลล์เพื่อใช้ปลูกถ่ายให้ผู้ป่วย (Hattoti 
และ Fukuda, 2012) ดังนั้นจึงต้องพัฒนาวิธีการเหนี่ยวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน หรือเซลล์ iPSCs ให้มี
ประสิทธิภาพท้ังด้านปริมาณท่ีมากเพียงพอต่อการน าไปใช้ และท าให้มีความบริสุทธิไม่มีเซลล์อื่นปนเปื้อน การ
ศึกษาวิจัยการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน หรือเซลล์ iPSCs ของสัตว์ตระกูลลิง เช่นลิงวอก ให้ได้เซลล์
กล้ามเนื้อหัวใจ แล้วน าไปปลูกถ่ายให้ลิงวอกท่ีเป็นโมเดลของโรค MI จะท าให้ได้ข้อมูลท่ีตรงประเด็นท่ีสุด
เพราะท าในสัตว์ชนิดเดียวกัน ซึ่งเมื่อได้ผลดีแล้วจะเป็นข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์ต่อการน าไปใช้รักษาในมนุษย์
ต่อไป   
  Schwanke และคณะ (2006) เป็นทีมวิจัยแรกท่ีรายงานการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดลิงวอกให้
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ โดยผ่านการเล้ียงแบบแขวนลอยให้ได้ EB น้ ายาท่ีใช้เล้ียงไม่ได้เติม
สารเคมีหรือโกรทแฟคเตอร์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการเหนี่ยวน า ท าให้ได้ประสิทธิภาพต่ า การวิจัยนี้ได้น า
วิธีการท่ีรายงานโดย Tohyama และคณะ (2013) ท่ีเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน และเซลล์ iPSCs มนุษย์ 
ไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ โดยผ่านการท าให้เกิด EB แล้วน า EB ไปเล้ียงในน้ ายาท่ีไม่มี glucose และไม่มี 
pyruvate และเติม lactate ท าให้ได้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจอย่างน้อย 95% หลักการของขั้นตอนการใช้ 
lactate คือกล้ามเนื้อหัวใจของลูกอ่อนจะใช้ lactate ในการสร้างพลังงาน ซึ่งต่างจากเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจของ
ตัวเต็มวัยท่ีใช้กลูโคสในการสร้างพลังงาน (Fisher และคณะ, 1981; Neely และ Morgan, 1974; Werner 
และ Sicard, 1987)  ซึ่งการทดลองนี้พบว่าสามารถเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไป
เป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจได้ดี โดยมีการแสดงออกของ marker ท่ีส าคัญของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ ก่อนหน้านี้มี
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รายงานของ Zhang และคณะ (2017) ท่ีเหนี่ยวน าเซลล์ iPSCs ลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อ
หัวใจได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยไม่ผ่านการท าให้ได้ EB โดยใช้ CHIR99021 (CHIR) ซึ่งเป็นสารโมเลกุลเล็กท่ี
ยับยั้ง glycogen synthesis kinase 3 (GSK3) และ IWR-1 ซึ่งเป็นสารโมเลกุลเล็กท่ียับยั้ง Wnt signaling 
แล้วเล้ียงต่อในน้ ายาท่ีเติมด้วย retinoic acid ซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้ได้ท้ังเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจห้องบนและ
ห้องล่าง นอกจากนี้ Lin และคณะ (2018) ได้รายงานการเหนี่ยวน าเซลล์ iPSCs ลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็น
เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยไม่ผ่านการท าให้ได้ EB เริ่มโดยใช้ CHIR กระตุ้นให้ได้เซลล์ของ
เนื้อเยื่อ early mesoderm แล้วใช้โกรทแฟคเตอร์ 3 ตัว คือ BMP4, Activin A, และ FGF2 แล้วเติม IWP2 
ซึ่งเป็นตัวยับยั้ง Wnt signaling ซึ่งท าให้ได้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจในปริมาณท่ีสูงมาก จะเห็นได้ว่าการเหนี่ยวน า
เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจมีสองวิธีการหลักคือผ่านการท า EB 
และไม่ผ่านการท า EB โดยเล้ียงแบบ monolayer มีการท าให้ได้ปริมาณเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ีมากขึ้นโดยการ
เปล่ียนสารต้ังต้นในการสร้างพลังงานของเซลล์ การใช้สารโมเลกุลเล็กท่ีไปยับยั้ง Wnt signaling และยับยั้ง 
GSK3 และการใช้โกรทแฟคเตอร์   
 
หมำยเหตุ 
 เนื่องจากโครงการวิจัยนี้ไม่ได้รับงบประมาณการวิจัยในปีท่ี 2 จึงท าให้ไม่สามารถท าวิจัยในส่วนท่ีเหลือ
ได้แก่ การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยเล้ียงแบบ 
monolayer และการแยกเฉพาะเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยเทคนิค Immunomagnetic  โดยใช้  Alpha-
Actinin antibody ท่ี conjugated กับ metal bead จึงท าให้การวิจัยนี้ยังไม่ส าเร็จครบถ้วนตามท่ีเสนอไว้ใน
ข้อเสนอโครงการวิจัย 
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บทที่ 6 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 6.1.1 สามารถเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดลิงวอกให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจได้      
 6.1.2 เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจท่ีผลิตได้มีการแสดงออกของ marker ท่ีส าคัญได้แก่ Alpha Actinin, Cardiac 
Troponin T และ Connexin-43  
  
6.2 ข้อเสนอแนะ 
 6.2.1 ควรมีการท าการทดลองเหนี่ยวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดลิงวอกเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ
โดยเล้ียงแบบ monolayer 
 6.2.2. ควรมีการท าการทดลองแยกเฉพาะเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจโดยเทคนิค Immunomagnetic   หรือ
วิธีการอื่นๆท่ีมีประสิทธิภาพ  
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5.3. ปริญญาเอก สาขาวิชา Animal Reproduction ปีท่ีจบ 2541 
สถาบัน Kyoto University ประเทศ ญี่ปุ่น (ได้รับทุนรัฐบาลญี่ปุ่น) 
Thesis title: Study on the establishment of bovine embryonic stem cells.   

5.4.  ฝึกอบรมสาขา Embryo transfer and in vitro fertilization in farm animals.  
ด้วยทุน British Council สถาบัน Cambridge University, U.K. ระหว่าง ตุลาคม 2527 -  

                   กุมภาพันธ์ 2528. 
5.5.  สมาชิกสมาคมวิชาชีพ:  
      5.5.1. International Embryo Transfer Society (IETS) Since 1998 
       5.5.2. President International Buffalo Federation (2010-2013) 
      5.5.3. President Asian Buffalo Association (2010-2013) 
       5.5.4. Asian Reproductive Biotechnology Society 
      5.5.5. Thai Society for Biotechnology 
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      5.5.6. Thai Society for Reproductive Medicine 
      5.5.7. Thai Society for Animal Reproduction 
       5.5.8. Thai Society for Gametes and Embryo Research 
      5.5.9. Society for Stem Cell Research 
 

6. ประวัติการท างาน:     
6.1 9 ธันวาคม 2525-31 ตุลาคม 2543 นักวิจัย โครงการวิจัยวิทยาศาสตร์ไทย-เนเธอร์แลนด์  คณะ

สัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  กรุงเทพฯ 
6.2 1 พฤศจิกายน 2543–ปัจจุบัน อาจารย์ประจ าสาขาเทคโนโลยีชีวภาพส านักวิชา

เทคโนโลยีการเกษตร  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จ.นครราชสีมา  
 

7. สาขาวิชาที่มีความเชี่ยวชาญพิเศษ 
 7.1  การโคลนนิ่งตัวอ่อนโค กระบือ สุกร แมว โดยใช้เซลล์ร่างกายเป็นเซลล์ต้นแบบ 
 7.2  การย้ายฝากตัวอ่อนโค กระบือ แพะ 
 7.3  การปฏิสนธิในหลอดแก้วโค กระบือ 
 7.4  Embryonic and somatic stem cells 
 7.5  Cryopreservation of gametes and embryos 
 

8. การเขียนต ารา-หนังสือ 

รังสรรค์ พาลพ่าย. 2530. การเร่งการตกไข่เพื่อท าอีทีในโค. มณีวรรณ กมลพัฒนะ (บรรณาธิการ), การ
ปฏิสนธิในหลอดแก้วและการย้ายฝากตัวอ่อน. โรงพิมพ์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, กรุงเทพฯ, หน้า 41-
77. 

รังสรรค์ พาลพ่าย และ สรรเพชญ โสภณ. 2530. เทคนิคการย้ายฝากตัวอ่อนในโคโดยวิธีไม่ผ่าตัด. มณีวรรณ กมล
พัฒนะ (บรรณาธิการ), การปฏิสนธิในหลอดแก้วและการย้ายฝากตัวอ่อน  โรงพิมพ์จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย, กรุงเทพฯ, หน้า 133-158.  

รังสรรค์ พาลพ่าย  สรรเพชญ โสภณ  มณีวรรณ กมลพัฒนะ  ก าธร มีบ ารุง  กิติยา ศรีศักด์ิวัฒนะ  ประชุม   
อินทรโชติ  ธวัชชัย สุวรรณก าจาย  ประภากร วัฒโนดร  พฤฒิ เกิดชูช่ืน  และ สมสวัสด์ิ ตันตระกูล. 
2530. ผลส าเร็จการย้ายฝากตัวอ่อนโคนมลูกผสมในประเทศไทย . มณีวรรณ กมลพัฒนะ 
(บรรณาธิการ), การปฏิสนธิในหลอดแก้วและการย้ายฝากตัวอ่อน โรงพิมพ์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 
กรุงเทพฯ, หน้า 273-288.  

รังสรรค์ พาลพ่าย 2549. เทคโนโลยีการโคลนนิ่งโค.  เอกสารค าสอนวิชา 304 553 Animal Cloning 
Technology และ 304 554 Selected Research in Animal Cloning Technology. 389 หน้า. 
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รังสรรค์ พาลพ่าย 2553. เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน. เอกสารค าสอนวิชา 314 533 Stem Cell Technology. 
238 หน้า. 

รังสรรค์ พาลพ่าย 2560. การโคลนนิ่งโค โรงพิมพ์ หจก. เลิศศิลป์ สาส์ณ โฮลต้ิง, นครราชสีมา, 274 หน้า. 
Parnpai, R., Minami, N. and Yamada, M. 1998. Current status of research for the 

establishment of bovine embryonic stem (ES) cells. In: Miyamoto, H. and Manabe, N. 
(eds.), Reproductive Biology Update: Novel Tools for Assessment of Environmental 
Toxicity. Nakanishi Printing, Kyoto, pp. 383-388. 

 
9. ผลงานตีพิมพ์ย้อนหลัง 7 ปี 
2020 

Yuanyuan Liang, Ton Yoisungnern, Yanni Huang, Rangsun Parnpai,⁎ 2020. Effects of 
Lcarnitine on embryo development of vitrified swamp buffalooocytes following in vitro 
fertilization. Livestock Sci. doi.org/10.1016/j.livsci.2020.103933 

2019 
Hassan, F.A., Wernery, U., Joseph, M., Anouassi, A., Ketudat-Cairns, M. and R. Parnpai. 2019. 

Molecular identification of 20 Escherichia coli isolates from dead neonatal camel 
calves (Camelus dromedarius) in the United Arab Emirates. J. Camel Pract. Res. 26: 
259-260. 

Wachira Panta, Sumeth Imsoonthornruksa, Ton Yoisungnern, Sanong Suksaweang, Mariena 
Ketudat-Cairns and Rangsun Parnpai.* 2019. Enhanced hepatogenic differentiation of 
human Wharton’s jelly–derived mesenchymal stem cells by using three-step protocol. 
Int. J. Mol. Sci.  20: 3016; doi:10.3390/ijms20123016. 

2018 
Wipassa, V. and Parnpai, R.* 2018. The effects of permeating cryoprotectant combination 

and IGF-1 supplementation for vitrification of in vitro matured bovine oocytes. J. 
Applied Anima. Sci. 11 (Supplement): 72-75. 

Liang, Y. and Parnpai, R.* 2018. Effect of vitrification procedures on the subsequent 
development of in vitro matured swamp buffalo oocytes following in vitro fertilization. 
Anim. Sci. J.  DOI: 10.1111/asj.13044 

Licia Colli, Marco Milanesi, Elia Vajana, Daniela Iamartino, Lorenzo Bomba, Francesco Puglisi, 
Marcello Del Corvo, Ezequiel L. Nicolazzi, Sahar S. E. Ahmed, Jesus R. V. Herrera, 
Libertado Cruz, Shujun Zhang , Aixin Liang, Guohua Hua,Liguo Yang, Xingjie Hao, Fuyuan 
Zuo, Song-Jia Lai , Shuilian Wang, Ruyu Liu, Yundeng Gong, Mahdi Mokhber, Yongjiang 



 4 

Mao, Feng Guan, Augustin Vlaic, Bogdan Vlaic, Luigi Ramunno, Gianfranco Cosenza, Ali 
Ahmad, Ihsan Soysal, Emel Ö. Ünal, Mariena Ketudat-Cairns, José F. Garcia, Yuri T. 
Utsunomiya, Pietro S. Baruselli, Maria E. J. Amaral, Rangsun Parnpai, Marcela G. 
Drummond, Peter Galbusera, James Burton, Eileen Hoal 31, Yulnawati Yusnizar, Cece 
Sumantr, Bianca Moioli, Alessio Valentini, Alessandra Stella, John L. Williams  and Paolo 
Ajmone-Marsan. 2018. New Insights on Water Buffalo Genomic Diversity and Post-
Domestication Migration Routes From Medium Density SNP Chip Data. Frontiers 
Genetics. 9: 53: 1-17. 

Juanpanich, T., Suttirojpattana, T, Takayama, M., Liang, Y., Dochi, O., Parnpai, R.* and and 
Imai, K.* 2018. Effects of gel-embedded embryos on developmental competence of 
separated bovine blastomeres. Livestock Sci. 207: 25-29. 

2017 
Ye, D., Heraud, P., Parnpai, R.* and Li, T. 2017. Reversal of experimental liver damage after 

transplantation of stem-derived cells detected by FTIR spectroscopy. Stem Cell Intl. 
4585169  

Suttirojpattana, T., Somfai, T.*, Matoba, S., Nagai, T., Parnpai, R. and Geshi, M. 2017. Effect of 
storage tube material and resveratrol during liquid storage of matured bovine oocytes 
on subsequent development. Acta Veterinaria Hungarica 65: 546–555. 

Paul, A.K., Liang, Y., Srirattana, K., Nagai, T. and Parnpai, R.* 2017. Vitrification of bovine 
matured oocytes and blastocysts in a paper container. Anim. Sci. J. doi: 
10.1111/asj.12892.   

Juanpanich, T., Suttirojpattana, T, Takayama, M., Liang, Y., Dochi, O., Parnpai, R.* and and 
Imai, K.* 2017. Survival and developmental competence of bovine embryos at different 
developmental stages and separated blastomeres after vitrification in different 
solutions. Anim. Sci. J. doi:10.1111/asj.12890   

Pitchayapipatkul, J., Somfai, T., Matoba, S., Parnpai, R., Nagai, T., Geshi, M. and Vongpralub, 
T.* 2017. Microtubule stabilisers docetaxel and paclitaxel reduce spindle damage and 
maintain the developmental competence of in vitro-mature bovine oocytes during 
vitrification. Reprod Fertil Dev. doi: 10.1071/RD16193.   

Tanthaisong P, Imsoonthornruksa S, Ngernsoungnern A, Ngernsoungnern P, Ketudat-Cairns M,   
Parnpai R.*. 2017. Enhanced Chondrogenic Differentiation of Human Umbilical Cord 
Wharton's Jelly Derived Mesenchymal Stem Cells by GSK-3 Inhibitors. PLoS One. 12: 
e0168059.   
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Suttirojpattana, T., Somfai, T.*, Matoba, S., Nagai, T., Parnpai, R. and Geshi, M. 2017. Effect of 
medium additives during liquid storage on developmental competence of in vitro 
matured bovine oocytes. Anim. Sci. J. 88: 231–240.    

2016 
Kunkanjanawan, T., Carter, R.L., Prucha, M., Yang, J., Parnpai, R. and Chan, A.W.S.* 2016. miR-

196a ameliorates cytotoxicity and cellular phenotype in transgenic Huntington’s 
disease monkey neural cells. PloS One 11: e0162788.   

Suttirojpattana, T., Somfai, T.*, Matoba, S., Nagai, T., Parnpai, R.* and Geshi, M. 2016. 
Pretreatment of bovine sperm with dithiobutylamine (DTBA) significantly improves 
embryo development after ICSI. J. Reprod. Dev. 62: 577-585.   

Parnpai, R.*, Liang, Y., Ketudat-Cairns, M., Somfai, T. and Nagai, T. 2016. Vitrification of 
buffalo oocytes and embryos. Theriogenology. 86: 214-220.   

Ye, D., Li, T., Heraud, P. and Parnpai. R.* 2016. Effect of chromatin-remodeling agents in 
hepatic differentiation of rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells in vitro 
and in vivo. Stem Cell Intl. 3038764.       

Suttirojpattana, T., Somfai, T.*, Matoba, S., Nagai, T., Parnpai, R.* and Geshi, M. 2016. The 
effect of temperature during liquid storage of in vitro-matured bovine oocytes on 
subsequent embryo development. Theriogenology. 85: 509-518.   

2015 
Imsoonthornruksa, S., Pruksananonda, K., Parnpai, R., Rungsiwiwut, R. and Ketudat-Cairns, M.* 

2015. Expression and purification of recombinant human basic fibroblast growth factor 
fusion proteins and their uses in human stem cell culture. J. Mol. Microbiol. 
Biotechnol. 25: 372-380.   

Chasombat, J., Nagai, T., Parnpai, R.  and Vongpralub, T.* 2015. Pretreatment of in vitro 
matured bovine oocytes with docetaxel before vitrification: Effects on cytoskeleton 
integrity and developmental ability after warming. Cryobiology. 71: 216-223.     

Khamlor, T., Pongpiachan, P., Parnpai, R., Punyawai, K., Sangsritavong. and Chokesajjawatee, 
N.* 2015. Bovine embryo sex determination by multiplex loop-mediated isothermal 
amplification. Theriogenology. 83: 891-896.   

Punyawai, K., Anakkul, N., Srirattana, K., Aikawa, Y., Sangsritavong, S., Nagai, T., Imai K. and 
Parnpai R.* 2015. Comparison of Cryotop and micro volume air cooling methods for 
cryopreservation of bovine matured oocytes and blastocysts. J. Reprod. Dev. 61 : 431-
437.       
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Yoisungnern, T., Choi, Y.J., Woong, H.J., Kang, M.H., Das, J., Gurunathan,  S., Kwon   
D.N., Cho, S.G., Park, C., Kyung Chang, W., Chang, B.S., Parnpai R. and Kim, J.H.*   
2015. Internalization of silver nanoparticles into mouse spermatozoa results in poor 
fertilization and compromised embryo development. Sci. Rep. doi: 10.1038/srep11170.     

Yoisungnern, T., Das, J., Choi, Y.J., Parnpai, R. and Kim, J.H.* 2015. Effect of hexavalent   
chromium-treated sperm on in vitro fertilization and embryo development. Toxicol. 
Ind. Health. pii: 0748233715579805.     

2014 
Carter, R.L., Chen, Y., Kunkanjanawan, T., Xu, Y., Moran, S.P., Putkhao, K., Yang, J., Huang, 

A.H.C., Parnpai, R. and Chan, A.W.S.* 2014. Reversal of cellular phenotypes in neural 
cells derived from Huntington’s disease monkey-induced pluripotent stem cells. Stem 
Cell Reports 3: 1-9.   

Chasombat, J., Nagai, T., Parnpai, R.  and Vongpralub, T.* 2014. Ovarian follicular dynamics 
and hormones throughout the estrous cycle in Thai native heifer. Anim. Sci. J. 85: 15-
24.  

Parnpai, R.*, Liang, Y.Y., Paul, A.K., Ngernsoungnern, A., Ngernsoungnern, P. and Ketudat-
Cairns, M. 2014. Cryopreservation of buffalo oocytes. Thai J. Vet. Med. 44 
(Supplement 1): 119-123.   

Paul, A.K., Liang, Y.Y., Nagai, T. and Parnpai, R.* 2014. Blastocysts hatchability following  
  oocytes and blastocyst vitrification. Thai J. Vet. Med. 44 (Supplement 1): 237-240.   
Paul, A.K., Liang, Y.Y., Nagai, T. and Parnpai, R.* 2014. In vitro development potentiality of 

expanded bovine blastocysts subsequent Cryotop vitrification. Thai J. Vet. Med. 44: 
513-521.   

Punyawai, K., Sangsritavong, S., Liang, Y.Y., Sripunya, N. and Parnpai, R.* 2014. Effect of  
        thawing solutions on survival of bovine blastocyst using in-straw vitrificationn method. 

Thai J. Vet. Med. 44 (Supplement 1): 241-243.   
Putkhao, K.*, Chan, A.W.S.*, Yuksel, A. and Parnpai, R.* 2013. Cryopreservation of transgenic 

Huntington’s disease rhesus macaque sperm: A case report. Cloning and 
Transgenesis 2: 1000116.   

Sripunya, N., Liang, Y., Panyawai, K., Srirattana, K., Ngernsoungnern, A., Ngernsoungnern, P., 
Ketudat-Cairns, M. and Parnpai, R.* 2014. Cytochalasin B efficiency in the 
cryopreservation of immature bovine oocytes by Cryotop and solid surface vitrification 
methods. Cryobiology 69: 496-499.   
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Srirattana, K., Ketudat-Cairns, M., Nagai, T., Kaneda, M.* and Parnpai, R.* 2014. Effects of 
Trichostatin A on in vitro development and DNA methylation level  of the satellite I 
region of swamp buffalo (Bubalus bubalis) cloned embryos. J. Reprod. Dev. 60: 336-
341.   

2013 
Chasombat, J., Nagai, T., Parnpai, R.  and Vongpralub, T.* 2013. Ovarian follicular dynamics, 

ovarian follicular growth, oocyte yield, in vitro embryo production and repeated 
oocyte pick up in Thai native heifers undergoing superstimulation. Asian-Australasian 
J. Anim. Sci. 26: 488-500.   

Kaewmungkun, K., Srirattana, K., Panyawai, K., Sripunya, N., Liang, Y., Sangsritavong, S. and 
Parnpai, R.* 2013. Influence of growth factors on survival and development of swamp 
buffalo early antral follicle cultured in vitro. Buffalo Bulletin 32: (Special Issue 2): 617-
621.   

Liang, Y.Y., Somfai, T., Nagai, T. and Parnpai, R.* 2013. Vitrification of buffalo oocytes: Current 
status and perspectives. Buffalo Bulletin 32 (Special Issue 1): 196-203.   

Phongnimitr, T. Liang, Y., Srirattana, K., Panyawai, K., Sripunya, N., Treetampinich, C. and 
Parnpai, R.* 2013. Effects of L-carnitine supplemented in maturation medium on the 
maturation rate of swamp buffalo oocytes. Buffalo Bulletin 32: (Special Issue 2): 613-
616.   

Phongnimitr, T., Liang, Y.Y., Srirattana, K., Panyawai, K., Sripunya, N., Treetampinich, C.* and 
Parnpai, R.* 2013. Effect of L-carnitine on maturation, cryo-tolerance and embryo 
developmental competence of bovine oocytes. Anim. Sci. J. 84: 719-725.   

2012 
Chasombat, J., Sakhong, D., Nagai, T., Parnpai, R. and Vongpralub, T*. 2012 Superstimulation 

of follicular growth in Thai native heifers by a single administration of follicle 
stimulating hormone dissolved in polyvinylpyrrolidone. J. Reprod. Dev. 
http://dx.doi.org/10.1262/jrd.2012-119  

Imsoonthornruksa, S., Srirattana, K., Phewsoi, W., Tunwattana, W., Parnpai, R*. and Ketudat-
Cairns, M*. 2012. Segregation of donor cell mitochondrial DNA in gaur-bovine 
interspecies somatic cell nuclear transfer embryos, fetuses and an offspring. 
Mitochondrion 12: 506-513.  

Imsoonthornruksa, S., Sangmalee, A., Srirattana, K., Parnpai, R.*, Ketudat-Cairns, M*. 2012. 
Development of intergeneric and intrageneric somatic cell nuclear transfer (SCNT) cat 
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embryos and the determination of telomere length in cloned offspring. Cell. 
Reprogram. 14: 79-87.  

Liang, Y.Y., Srirattana, K., Phermthai, T., Somfai, T., Nagai, T. and Parnpai, R*. 2012. Effects of 
vitrification cryoprotectant treatment and cooling method on the viability and 
development of buffalo oocytes after intracytoplasmic sperm injection. Cryobiology 
65: 151-156.  

Liang, Y., Rakwongrit, D., Phermthai, T., Somfai, T., Nagai, T., and Parnpai, R.* 2012. 
Cryopreservation of immature buffalo oocytes: Effects of cytochalasin B pretreatment 
on the efficiency of cryotop and solid surface vitrification methods. Anim. Sci. J. 
doi:10.1111/j.1740-0929.2012.01013.x  

Putkhao, K., Kocerha, J., Cho, I.K., Yang, J.J., Parnpai, R. and Chan, A.W.S*. 2012. Pathogenic 
cellular phenotypes are germline transmissible in a transgenic primate model of 
Huntington’s Disease. Stem Cell Dev. 22: 1198-1205.  

Srirattana, K., Sripunya, N., Sangmalee, A., Imsoonthornruksa, S., Liang, Y.Y., Ketudat-Cairns 
M.K. and Parnpai, R*. 2012. Developmental potential of vitrified goat oocytes following 
somatic cell nuclear transfer and parthenogenetic activation. Small Rum. Res. 
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Srirattana, K., Imsoonthornruksa, S., Laowtammathron, C., Sangmalee, A., Tunwattana, W., 
Thongprapai, T., Chaimongkol, C., Ketudat-Cairns, M*. and Parnpai, R*. 2012. Full-term 
development of gaur-bovine interspecies somatic cell nuclear transfer embryos: effect 
of trichostatin a treatment. Cell Reprogram. 14: 248-257.  

Takeda, K*., Srirattana, K., Matsukawa, K., Akagi, S., Kaneda, M., Tasai, M., Nirasawa, K., Pinkert, 
C.A., Parnpai, R. and Nagai, T. 2012. Influence of intergeneric/interspecies 
mitochondrial injection; parthenogenetic development of bovine oocytes after 
injection of mitochondria derived from somatic cells. J. Reprod. Dev. 58: 323-329.  

Ye, D.N., Tanthanuch, W., Thumanu, K., Sangmalee, A., Parnpai, R*. and Heraud, P*. 2012. 
Discrimination of functional hepatocytes derived from mesenchymal stem cells using 
FTIR microspectroscopy. Analyst 135: 4774-4784.  
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Imsoonthornruksa, S., Lorthongpanich, C., Sangmalee, A., Srirattana, K., Laowtammathron, C., 

Tunwattana, W., Somsa, W., Ketudat-Cairns, M., Nagai, T. and Parnpai, R*. 2011. The 
effects of manipulation medium and recipient cytoplast on in vitro development of 
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Kunkanjanawan, T., Noisa, P*. and Parnpai, R*. 2011. Modeling neurological disorders by  
           human induced pluripotent stem cells. J. Biomed. Biotechnol. 350131.  
Liang, Y., Phermthai, T., Nagai, T., Somfai, T. and Parnpai, R*. 2011. In vitro development of 
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10. ผลงานวิจัยที่ประสบความส าเร็จ  
 10.1. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนโคนม   ได้ลูกแฝดเพศเมียเกิดมาเมื่อวันท่ี 8 กันยายน 
2529   นับเป็นรายแรกของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.2. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนแพะ  ได้ลูกแพะเกิดมาเมื่อปี  2532  นับเป็นรายแรก
ของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.3. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโค โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลน
นิ่งเกิดมาเมื่อวันท่ี 6 มีนาคม 2543 นับเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย์ และรายท่ี 6 ของโลก (ขณะท างาน ณ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.4. ประสบความส าเร็จการโคลนนิ่งตัวอ่อนกระบือปลักโดยใช้เซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์
แกรนูโลซาเป็นเซลล์ต้นแบบ นับเป็นรายแรกของโลกท่ีท าและตีพิมพ์ผลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 
371-384. (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ)  

 10.5. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคบราห์มันเพศผู้ช่ือ “ตูมตาม” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็น
เซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งจากเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตัวเกิดมา ลูกโคทุกตัวผ่านการตรวจสอบดีเอ็นเอ
แล้วพบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจ้าของเซลล์ต้นแบบทุกประการ และมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดีมาก 
 10.6. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแมวพันธุ์โคราช โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ 
ได้ลูกแมวโคลนนิ่งเกิดมา 2 ตัว รายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 
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 10.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนนิ่งแมวบ้าน โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้
ลูกแมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตัว ในวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วัน หลังคลอด 
ขณะนี้ยังคงท าโคลนนิ่งแมวบ้าน และแมวป่า อย่างต่อเนื่อง  
 10.8.  ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคพันธุ์ขาวล าพูนเพศผู้ช่ือ “อินทนนท์” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วน
ใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 21 มี.ค. 2550  ได้รับการต้ัง
ช่ือว่า “ขาวมงคล” 
 10.9.  ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแพะพันธุ์บอร์เพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ 
ต้นแบบ ได้ลูกแพะโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตัว และ วันท่ี 4 ก.ค. 
2550 1 ตัว 
 10.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งกระทิงเพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้
ลูกกระทิงโคลนนิ่งเกิดมารายท่ี 2 ของโลก   เมื่อวันท่ี 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตัว แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 
ช่ัวโมง หลังคลอด 
 
 

11. รางวัลที่ได้รับ  
       11.1. จากผลงานวิจัยการย้ายฝากตัวอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ได้ลูกแฝดโคนมเกิดมาครั้งแรก
ของประเทศไทยเมื่อวันท่ี  8   กันยายน  2529    ท าให้งานวิจัยนี้ถูกยกย่องให้เป็น  1  ใน  10  ข่าวเด่นของ
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 11.2. รางวัลนักวิจัยดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปาฐกถา 
อายิโน๊ะโมะโต๊ะ เรื่อง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการ
ประชุมประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 
 11.3. รางวัลบุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการวิจัย ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 
 11.4. รางวัลแทนคุณแผ่นดิน สาขาวิทยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนช่ัน 
 11.5. รางวัลผลงานวิจัยดี  (อันดับ 1 สาขาสัตว์)  ในการเสนอผลงานวิจัยเรื่อง  “การอนุรักษ์โคพันธุ์
ขาวล าพูนโดยการท าโคลนนิ่ง”  ในการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งท่ี 46 พ.ศ. 2551  
 11.6. ศิษย์เก่าดีเด่น คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ พ.ศ. 2555 
          11.7. รางวัลบุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการบริการวิชาการ ประจ าปี 2558 จาก
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
          11.8. ศิษย์เก่าดีเด่น มหาวิทยาลัยบูรพา พ.ศ. 2560 
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12. การจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย์  มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ป้องภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคล่ือนท่ีก้าน
สูบของไมโครไซริงท์”  ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 11 มิถุนายน 2547  ได้รับสิทธิบัติเมื่อเดือน เมษายน 2550 
 12.2. รังสรรค์ พาลพ่าย  วิศิษฐิพร สุขสมบัติ อาวุธ อินทรช่ืน อุดมวิทย์ มณีวรรณ  คมสัน ภาษยเดช       
แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ  ป้องภัยรี มีสมบัติ  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหล่าธรรมธร  จันทร์เจ้า ล้อทองพานิชย์  
วิชัย ศรีสุรักษ์  “เครื่องเช่ือมเซลล์ด้วยไฟฟ้ากระแสตรง”  ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 11 มิถุนายน 2547   

12.3. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “ผลิตภัณฑ์โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อ
อสุจิเพศผู้ของโค และกระบวนการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผู้ของโคดังกล่าว” ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 
27 กรกฎาคม 2555 

12.4. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “กระบวนการแยกเพศอสุจิโคด้วยโม
โนโคลนัลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออสุจิเพศผู้ของโค และการใช้อสุจิท่ี ผ่านกระบวนการดังกล่าวในการ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง” ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 27 กรกฎาคม 2555 

12.5. รังสรรค์ พาลพ่าย ศิวัช สังศรีทวงษ์ กาญจนา ปัญญาไว “ภาชนะบรรจุตัวอ่อนแช่แข็งด้วยวิธีลด
อุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วท่ีมีการเจือจางสารแช่แข็งแบบขั้นตอนเดียวและการใช้ภาชนะบรรจุดั งกล่าว” เลข
ทะเบียน 9367 อนุมัติวันท่ี 28 พ.ย. 2557 
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