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บทคัดย่อ 

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์มีความสามารถในการเปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์ร่างกายประเภท

ต่างๆได้ทุกเซลล์ รวมทั้งเซลล์ในระบบประสาท การศึกษาพัฒนาวิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัว

อ่อนมนุษย์ให้ไปเป็นเซลล์จ าเพาะหนึ่งๆที่ต้องการมีความส าคัญอย่างมาก เพื่อให้ได้เซลล์ที่มีคุณสมบัติ

ตามที่ต้องการและลดการปนเปื้อนเซลล์ประเภทอื่นๆ โครงการวิจัยนี้ศึกษากระบวนการเหนี่ยวน าเซลล์

ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทและทดสอบคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิด

ระบบประสาทที่ได้ โดยเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ถูกเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท

ด้วย Dorsomorphin ซึ่งเป็นสารยับยั้งสัญญาณ Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) หลังจากการ

เหนี่ยวน า 15 วัน เซลล์มีการแสดงออกของ PAX6 และ MASH1 ซึ่งเป็นยีนจ าเพาะต่อเซลล์ในระบบ

ประสาท เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทนี้สามารถเพิ่มจ านวนได้มากขึ้นเมื่อมีการเติม basic fibroblast 

growth factor ลงไปในน้ ายาเลี้ยงเซลล์และที่ส าคัญเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทสามารถถูกเปลี่ยน

สภาพไปเป็นเซลล์ประสาทประเภทต่างๆได้อีกด้วย เช่นเซลล์ประสาทโดปามิน เซลล์ประสาทกาบา 

และ เซลล์ค้ าจุนระบบประสาท เป็นต้น ดังนัน้สามารถสรุปได้ว่าผูว้ิจัยสามารถพัฒนาวิธีเหนี่ยวน าเซลล์

ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทได้  
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Abstract 

 Human embryonic stem cells are pluripotent, an ability to give rise all body cell types. The 

development of protocol to generate specific cell types is desirable in order to obtain cells for 

therapeutic purposes. This study established an efficient protocol to drive human embryonic stem 

cells toward neural lineage by using bone morphogenetic protein (BMP) antagonist. After 15 days, 

human embryonic stem cells appear as neural rosette and upregulate neuronal genes, including 

PAX6 and MASH1. Bipolar neural progenitors is absent after 30 days of induction and mitotically 

respond to basic fibroblast growth factor. Noteworthy, the resulting neural progenitors are 

multipotent, generating several neuronal cell types. Altogether, this study has successfully 

established an efficient protocol to derive neural progenitors from human embryonic stem cells, 

which will be useful for basic and therapeutic purposes.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

สารบัญ 

 

                        หน้า 

กิตติกรรมประกาศ ……………………………………………………………………….       3 

บทคัดย่อภาษาไทย …………………………………………………………….…………       4 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ .……………………………………………………….………….      5 

สารบัญ .………………………………………………………………………………….       6 

 

บทที ่1 บทน า  

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย ………..…………………………….        7 

วัตถุประสงค์ของการวจิัย .………………………..…………………………………..    8 

ขอบเขตของการวิจัย …………………..……………..…………………………………         8 

ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย ………..………………..……………….………….             8 

 

บทที ่2 วิธีด าเนนิการวิจัย        10 

 

บทที ่ 3 ผลการวิจัย         15  

 

บทที ่4 บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย ………….………………………………………………………..    20 

ข้อเสนอแนะ .………………………………………………………………………..     20 

 

บรรณานุกรม  ……………………………………………………………………………….     21 

ภาคผนวก ……………………………………………………………………………………..   23 

ประวัติผู้วิจัย ………………………………………………………………………………….     24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

บทที่ 1  บทน า   

1.1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

การศึกษาการพัฒนาการของตัวอ่อนสิ่งมีชีวิตนั้นเป็นเรื่องที่ทดลองได้ยาก ซึ่งเป็นผล

เนื่องมาจากหลายๆปัจจัย อาทิ ขนาดของตัวอ่อน, จ านวนของตัวออ่นที่สามารถน ามาศกึษา และ ความ

ซับซ้อนของโครงสร้างตัวอ่อน โดยเฉพาะตัวอ่อนมนุษย์ ที่จะมีปัจจัยทางด้านกฎหมายและศีลธรรมเข้า

มาเกี่ยวข้องด้วย จากที่ทราบกันดีว่าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ (human embryonic stem cells) นั้น

ได้มาจากเซลล์ตัวอ่อนมนุษย์ในระยะบลาสโตซิสต์ที่เหลือทิ้งจากคลินิกรักษาผู้มีบุตรยาก (Thomson et 

al., 1998) ซึ่งเซลล์ที่ได้ในระยะนี้อยู่ในระยะตั้งต้นก่อนที่ตัวอ่อนจะตัดสินใจเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์

ชนิดจ าเพาะชนิดต่างๆของร่างกาย เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์มีคุณสมบัติพิเศษคือความสามารถใน

การแบ่งตัว (proliferation) คงสภาพ (self renewal) และเปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์ชนิดจ าเพาะอื่นๆ 

(pluripotent) ได้เป็นอย่างดีเมื่อถูกเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (Pomp et al., 2005) ดังนั้นมี

ความเป็นไปได้ว่าการศึกษาติดตามกระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์นี้ไปสู่

เซลล์จ าเพาะชนิดหนึ่งๆนั้นจะน ามาซึ่งข้อมูลที่มีความส าคัญต่อกระบวนการเจริญพัฒนาในระยะ

เริ่มแรกของตัวอ่อนมนุษย์ก็เป็นได้ นอกจากนีจ้ากคุณสมบัติพื้นฐานดังกล่าวของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อน

มนุษย์ท าให้มีการศึกษาทดลองอย่างมากเกี่ยวกับเซลล์ประเภทนี้ ตั้งแต่การศึกษาทางชีววิทยาการ

เจริญ จนถึงการประยุกต์ใช้ทางการแพทย์  

การเพาะเลี้ยงและการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในห้องทดลองนั้นจะถูกควบคุม

ทั้งจากสัญญาณภายนอกและภายในเซลล์ (Niwa, 2007) ดังนั้นสภาวะแวดล้อมในการเพาะเลี้ยงที่

เหมาะสมเพื่อให้เซลล์อยู่ในสภาพที่ผู้ท าการทดลองต้องการจึงมีความส าคัญและก าลังได้รับการศึกษา

กันอย่างกว้างขวาง การสร้างเซลล์ประสาท (neurons) และ เซลล์ค้ าจุนเซลล์ประสาท (glia) ใน

หอ้งทดลอง ที่สามารถน าเซลล์เหล่านี้ไปใช้ทดแทนเซลล์เก่าที่สูญเสียไปจากการตาย หรอื บาดเจ็บของ

เซลล์นั้น เป็นกุญแจส าคัญของกระบวนการเซลล์บ าบัด (cell therapy) ส าหรับผู้ป่วยด้วยโรคทางระบบ

ประสาทต่างๆ เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์คินสัน หรือ โรคไขสันหลังอักเสบ เป็นต้น การศึกษาก่อน

หน้านี้ได้รายงานถึงแหล่งที่มาของเซลล์ที่สามารถน ามาสร้างเป็นเซลล์ในระบบประสาทเหล่านี้ได้  อาทิ 

เซลล์ต้นก าเนิดจากรกและถุงน้ าคร่ า, เซลล์ต้นก าเนิดสมองของทารกที่เสียชีวิต หรือเซลล์ต้นก าเนิด

จากอวัยวะอื่นๆของผู้ป่วยเอง เป็นต้น แต่เมื่อได้ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติความสามารถในการคง

สภาพ (self renew), การเพิ่มจ านวน (proliferation) และการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์จ าเพาะชนิดหนึ่งๆ 

(differentiation potential) แล้ว เซลล์ต้นก าเนิดเหล่านี้มีข้อจ ากัดในคุณสมบัติดังกล่าวอยู่มาก และจาก

ปัญหานี้เองเป็นการจุดประกายให้แก่นักวิทยาศาสตร์เพื่อหาเซลล์จากแหล่งอื่นๆมาทดแทน และเซลล์

ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ก็เป็นหนึ่งในตัวเลือกที่ได้รับความสนใจจากนักวิทยาศาสตร์อย่างกว้างขวางใน

การประยุกต์ใช้เพื่อเป็นแหล่งส าหรับการสร้างเซลล์ชนิดต่างๆของร่างกาย รวมทั้งเซลล์ตน้ก าเนิดระบบ

ประสาทมนุษย์  
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เป็นที่ทราบกันดีว่าการสรา้งเซลล์ประสาทและเซลล์ค้ าจุนระบบประสาทที่ได้จากการเหนี่ยวน า

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์นั้น สามารถกระท าได้หลายวิธี รวมถึงการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัว

อ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท (neural stem cells) ซึ่งสามารถถูกเปลี่ยนแปลงต่อไป

เป็นเซลล์จ าเพาะทั้งสองชนิดดังกล่าวนั้นได้ต่อไป ทั้งนี้นอกจากความเป็นไปได้ในการใช้เซลล์ต้นก าเนิด

ระบบประสาทที่ได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์เพื่อการรักษาผู้ป่วยแล้วแล้ว ยังได้มี

การค้นพบว่าล าดับการพัฒนาของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทจากเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์นั้น 

มีขั้นตอนการพัฒนาที่คล้ายคลึงกับเหตุการณ์ที่พบได้ในช่วงการเจริญของระบบประสาทส่วนกลาง

มนุษย์ในระยะตัวอ่อน (early embryonic central nervous system development) ซึ่งการศึกษานี้เป็นไป

ไม่ได้เลยที่นักชีววิทยาระบบประสาทจะท าการวิจัยดังกล่าวโดยตรงจากตัวอ่อนของมนุษย์ จากเหตุผล

ข้างต้นนี้เองท าให้เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ได้รับการยอมรับในปัจจุบันว่าเป็นเครื่องมือทาง

วิทยาศาสตร์และการแพทย์ที่มีความส าคัญอย่างยิ่ง แต่อย่างไรก็ตามกลไกการควบคุมกระบวนการ

เปลี่ยนแปลงนี้ยังคงต้องได้รับการศึกษาต่อไปอีกมาก เพื่อความเข้าใจกับการเจริญของระบบประสาท

มนุษย์ในระดับโมเลกุลและปลอดภัยสูงสุด เมื่อตอ้งน าเซลล์เหล่านีม้ารักษาผูป้่วยในอนาคต  

1.2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อเพาะเลี้ยงและขยายจ านวนเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในหอ้งทดลอง 

2. เพื่อพัฒนาวิธีการในการเหนี่ยวน าให้เกิดเซลล์ต้นก าเนิดในระบบประสาทจากเซลล์ต้น

ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์  

3. เพื่อทดสอบคุณสมบัติของเซลล์คล้ายเซลล์ตน้ก าเนิดในระบบประสาท  

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

เพาะเลี้ยงและขยายจ านวนของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่ได้จากการร้องขอธนาคารเซลล์

ต้นก าเนิดแห่งสหราชอาณาจักร (UKSCB) และท าการแช่แข็งเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้ไว้บางส่วนเพื่อ

งานวิจัยอื่นในอนาคต จากนั้นพัฒนาวิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่ได้ให้เจริญไปเป็น

เซลล์ในสายพัฒนาการของเซลล์ประสาทและท้ายสุดคาดหวังว่าจะได้เซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดใน

ระบบประสาทมนุษย์ ซึ่งคุณลักษณะของเซลล์ที่ได้ในแต่ละระยะของการเหนี่ยวน า เช่น อัตราการ

แบ่งตัว การแสดงออกของยีนและโปรตีน และ ความสามารถในการสร้างเซลล์ชนิดจ าเพาะ จะถูก

ท าการศึกษาเปรียบเทียบกับคุณลักษณะของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่พบในตัวอ่อนจากการ

รายงานมาก่อนหนา้ 

1.4. ประโยชน์ที่ได้รับจากการวจิัย 

1.  ได้วิธีเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์ต้นก าเนิดในระบบ

ประสาทที่มปีระสิทธิภาพ 
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2.    ได้เซลล์ที่มีคุณสมบัติคล้ายเซลล์ต้นก าเนิดในระบบประสาทจากการเหนี่ยวน าเซลล์ต้น

ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ ซึ่งสามารถน าเซลล์นี้ไปศึกษาชีววิทยาของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท

ได้ตอ่ไป 

3.     เซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่ได้สามารถถูกเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ประสาทชนิดจ าเพาะ

ได้หลายประเภท ซึ่งจะมีผลกระทบต่อวงการเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาวะเสื่อมของระบบประสาท 

4.  สามารถเผยแพร่ความรู้นี้ในวารสารวิชาการ เพื่อใช้เป็นแนวทางในการผลิตเซลล์ต้นก าเนิด

ระบบประสาทจากเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ตอ่ไป 
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บทที่  2 วิธีด าเนินการวิจัย 

วิธีด าเนินการวิจัยเพื่อพัฒนาวิธีเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่ไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์ต้น

ก าเนิดระบบประสาท โดยแผนงานวิจัยส าหรับโครงการวิจัยนี้สามารถสรุปให้เห็นภาพได้โดยแผนภูมิ

ข้างลา่ง 

 

 
 

โดยด าเนินการร้องขอเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์จากธนาคารเซลล์ต้นก าเนิดแห่งสหราช

อาณาจักร (UK Stem Cell Bank) เซลล์ที่ได้รับจะถูกท าการเพาะเลี้ยงและเพิ่มจ านวนตามกระบวนการ

มาตรฐานของธนาคารเซลล์ต้นก าเนิดที่บัญญัติไว้ เซลล์จะถูกท าการทดสอบความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด

ตัวอ่อนมนุษย์โดยศึกษาดูการแสดงออกของยีน และ ความสามารถในการสร้างเซลล์ชนิดจ าเพาะต่างๆ

ในห้องทดลอง โดยจะท างานวิจัยในขั้นนีท้ี่ห้องปฏิบัติการวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

สุรนารี ซึ่งมีห้องเลี้ยงเซลล์ที่สะอาดได้มาตรฐานในการเลี้ยงเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ 

2.1. การเตรยีมเซลล์พี่เลี้ยงจากตัวอ่อนหนู 

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของตัวอ่อนหนูถูกแยกออกมาจากตัวอ่อนหนูอายุ 13.5 วัน หลังการปฏิสนธิ 

(d.p.c) โดยเซลล์ในส่วนหัวและอวัยวะภายในถูกแยกออกไป  เซลล์ไฟโบรบลาสต์ตัวอ่อนหนูที่ได้จะถูก

เลี้ยงเพื่อการขยายจ านวนในน้ ายาเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (DMEM+10% fetal calf serum + L-

Glutamine + Penicillin/Streptomycin) จากนั้นเซลล์จะถูกเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวจนกว่าจะ

ต้องการใช้โดยเซลล์ในระยะนี้ถูกเรียกว่าเซลล์ในล าดับที่ 0 จากนั้นเมื่อต้องการใช้เซลล์ไฟโบรบลาสต์

จากตัวอ่อนหนูในการเป็นเซลล์พี่เลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ เซลล์จะถูกน าออกมาจากถัง

ไนโตรเจนเหลวและเอากลับมาเลี้ยงในห้องทดลองเพื่อการขยายจ านวนอีกครั้งหนึ่ง เซลล์นี้สามารถถูก
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เลี้ยงได้ในห้องทดลองไม่เกินล าดับที่ 5 ก่อน ที่จะถูกยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์ด้วย 100 ng/ml 

Mitomycin-C เป็นระยะเวลา 2-3 ช่ัวโมง จากนั้นเซลล์จะถูกล้างด้วย PBS 3-5 ครั้ง และแช่ในเอนไซม์ 

ทริปซิน 3-5 นาที เพื่อเก็บเซลล์ออกมาหลังจากนั้นน้ ายาเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่มีส่วนประกอบของ

ซีรั่มจะถูกเพิ่มเข้าไปสู่เซลล์เพื่อหยุดการท างานของเอนไซม์ทริปซิน และเซลล์จะถูกปั่นตกด้วยเครื่อง

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และเซลล์จะถูกน้ าไปเลี้ยงในจานทดลองที่

เคลือบด้วย 0.1% โปรตีนเจลาติน ก่อนล่วงหน้าไว้เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง และทิ้งไว้ข้ามคืนก่อนที่พร้อมจะ

ถูกใช้เป็นเซลล์พี่เลีย้งส าหรับเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์  

2.2. การเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ 

เซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไลน์เชฟ 3 และ เชฟ 6 (Shef3 and Shef6 hESCs) ที่ได้รับการ

บริจาคจากธนาคารเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์ มหาวอทยาลัยเชฟฟิลด์ ประเทศสหราชอาณาจักร จะถูก

เลี้ยงรว่มกับเซลล์พี่เลีย้งไฟโบรบลาสต์ตัวออ่นหนูที่เตรียมก่อนหน้านี้ดว้ยน้ ายาเลี้ยงเซลล์ชนิดจ าเพาะ 

(Knockout-DMEM (Invitrogen), 20% Knockout-Serum replacement (Invitrogen),  0.1 mM Non-

essential amino acid (NEAA, Invitrogen), 0.1 mM ß-mercaptoethanol (Sigma), 0.1mM L-Glutamine 

(Invitrogen), 0.1 mM Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) และ 4 ng/ml basic fibroblast growth factor 

(bFGF; R&D system) โดยจะมีการเปลี่ยนน้ ายาเลีย้งเซลล์ทุกวันและเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์นีจ้ะมี

การย้ายไปเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล์อันใหม่ทุกๆอาทิตย์โดยการใชเ้อนไซม์คอลลาจเีนสในการย้ายเซลล์ 

เซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนที่หนาแนน่ในจานเลี้ยงเซลล์สามารถถูกแชแ่ข็งไว้ในถังไนโตรเจนเหลวเพื่อการ

เก็บรักษาไว้ในอนาคตได้ 

2.3. การแช่แข็งเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ 

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่หนาแน่นในจานเลี้ยงเซลล์สามารถถูกเก็บรักษาในระยาวได้ใน

ไนโตรเจนเหลว โดยเซลล์จะถูกแยกออกมาจากจานเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีทางเมคานิคด้วยการใช้ไปเปต

แตกโคโลนีของเซลล์ออกเป็นโคโลนีเล็กๆในน้ ายาแช่แข็งเซลล์ (90% Knockout-Serum Replacement + 

10% Dimethyl Sulfoxide) แล้วย้ายน้ ายาที่มีเซลล์อยู่ด้วยนี้สู่หลอดแช่แข็งเซลล์ (Corning) และเก็บ

หลอดดังกล่าวที่ตูแ่ช่ -80°C ข้ามคืนก่อนที่จะย้ายไปเก็บในไนโตรเจนเหลวต่อไป  

2.4. การพัฒนาวิธีการเหน่ียวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบ

ประสาท 

เพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ที่ 2 จะด าเนินการดังต่อไปนี้ ท าการพัฒนาวิธีการเหนี่ยวน าเซลล์ต้น

ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทโดยวิธีการตา่งๆทั้ง การเหนี่ยวน าดว้ยสารเคมี

สังเคราะห์ที่จ าเป็นต่อการพัฒนาเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท การแสดงออกของยีนและโปรตีนที่

ส าคัญจะถูกติดตามอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาของกระบวนการเหนี่ยวน า โดยคุณลักษณะความ
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เป็นเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทจะถูกทดสอบโดยความสามารถในการเพิ่มจ านวน การคงสภาพ และ

การเปลี่ยนสภาพ 

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์จะถูกเหนี่ยวน าไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทโดยการ

เหนี่ยวน าด้วยสารเคมีสังเคราะห์ ชื่อ Dorsomorphin ที่จะไปยับยั้งสัญญาณ Bone Morphogenetic 

Proteins (BMPs) โดยแรกเริ่มของการทดลองเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่หนาแน่นในจานเลี้ยงเซลล์จะ

ถูกแยกใหเ้ป็นโคโลนีขนาดเล็ก (5-10 เซลล์ตอ่ โคโลนี) เพื่อใหทุ้กเซลล์มีโอกาสสัมผัสกับสารเหนี่ยวน าได้

มากที่สุด ซึ่งท าได้โดยการแช่เซลล์ใน 0.02% Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Sigma) เป็นเวลา 

7-9 นาที หลังจากนั้นล้างด้วย PBS แล้วเติมน้ ายาเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ลงไป ก่อนที่จะแตก

โคโลนีของเซลล์ด้วยการดูดน้ ายาเลี้ยงเซลล์ขึ้นลง 5-6 ครั้ง จากนั้นท าการย้ายกลุ่มเซลล์ที่ได้ไปยังจาน

เลี้ยงเซลล์อันใหม่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตรที่เตรียมไว้ก่อนล่วงหน้า โดยจานเลี้ยงเซลล์นี้จะ

ถูกเคลือบด้วยโปรตีนเพื่อช่วยในการเกาะของเซลล์แตกต่างกัน คือ Geltrex (Invitrogen) โดยผู้ท าการ

ทดลองจะเลือกชนิดของโปรตีนส าหรับเคลือบจานทดลองที่เหมาะสมที่สุดในการเลี้ยงเซลล์ต่อไป เซลล์จะ

ถูกเลี้ยงในน้ ายา N2B27 ที่ผสม Dorsomorphin ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม (5 µM) โดยเซลล์ที่ได้จะถูกท า

การตรวจสอบในการทดลองต่อไป 

2.5. การตรวจสอบประสิทธิภาพของวธิีการเหน่ียวน าเซลล์ต้นก าเนดิระบบประสาท 

การแสดงออกของยีนและโปรตีนที่ส าคัญจะถูกติดตามอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาของ

กระบวนการเหนี่ยวน า โดยคุณลักษณะความเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทต่างๆจะถูกทดสอบ เชน่ 

การแสดงออกของยีนและโปรตีนจ าเพาะต่อเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท ความสามารถในการเพิ่ม

จ านวน การรักษาสภาพ และการเปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์ประสาทจ าเพาะต่างๆ เป็นต้น  

 

2.6. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนและโปรตีนจ าเพาะต่อเซลล์ต้นก าเนิดระบบ

ประสาท 

 เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทสามารถตรวจสอบได้จากการแสดงออกของโปรตีนจ าเพาะ

หลายชนิด ดังนั้นเพื่อเป็นการพิสูจน์ว่าเซลล์ที่ได้จากการทดลองนี้มีคุณสมบัติคล้ายเซลล์ต้นก าเนิด

ระบบประสาทเซลล์ ผูท้ าการทดลองต้องตรวจสอบการแสดงออกของยีนและโปรตีนจ าเพาะชนิดต่างๆ 

เซลล์ที่ได้หลังการเหนี่ยวน าจะถูกน ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับเซลล์

ต้นก าเนิดระบบประสาทเพื่อยืนยันประสิทธิภาพของวิธีการเหนี่ยวน า โดยวิธีการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนจะใช้การท าพีซีอาร์ปกติ (conventional RT-PCR) เพื่อดูระดับการแสดงออกของยีน

จ าเพาะต่อเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทต่างๆ เช่น PAX6, SOX1, SOX2, Musashi1, Nestin และ 

MASH1 เป็นต้น โดย RNA ของเซลล์ที่ระยะต่างๆของการเหนี่ยวน าจะถูกแยกและเปลี่ยนไปเป็น 

complementary DNA (cDNA) ด้วยวิธี reverse transcription จากนั้น cDNA ที่ได้จะถูกน าไปตรวจสอบ
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ระดับการแสดงออกของกลุ่มยีนจ าเพาะดังกล่าวด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนนั้นๆดัง

แสดงในภาคพนวก หน้า 23 การแสดงออกของยีนเหล่านี้ในระดับโปรตีนจะถูกยืนยันด้วยการย้อม

โปรตนีด้วยแอนติบอดีจ าเพาะต่างๆ (Immunostaining) และท าการส่องกล้องจุลทรรศน์ส าหรับส่องสาร

เรืองแสง  

2.7. การตรวจสอบความสามารถในแบ่งตัวและตอบสนองต่อโปรตีนกระตุ้นการเจริญ 

 เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทมีคุณสมบัติในการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเพื่อตอบสนองต่อปัจจัย

กระตุน้การเจริญที่มีอยู่ในสิ่งแวดล้อม และเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่ระยะการเจริญที่ต่างกันก็จะ

ตอบสนองต่อปัจจัยที่กระตุ้นการเจริญที่ต่างกันด้วย (Okada et al., 2008) ดังนั้นเพื่อให้ได้ข้อมูลที่

สมบูรณ์ว่าเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่จะได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนในการศึกษานี้

มีความคล้ายคลึงกับเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่ระยะใดของตัวอ่อนมนุษย์ ดังนั้นเราจะดูการ

ตอบสนองโดยการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทเมื่อได้รับปัจจัยกระตุ้นการเจริญแตกต่าง

กัน เช่น fibroblast growth factor2 (FGF2) หลังจากใส่ปัจจัยกระตุ้นการเจริญเหล่านี้แล้ว อัตราการ

แบ่งตัวของเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยวิธี Bromo deoxyuridine (BrdU) labeling ซึ่งหลักการคือเซลล์ที่มี

การแบ่งตัวจะมีการสร้าง DNA สายใหม่และเมื่อใส่ BrdU nucleotide base homolog ลงไปในน้ ายาเลี้ยง

เซลล์ เซลล์ที่ก าลังสร้างสาย DNA ขึ้นมาใหม่จะใส่ BrdU เข้าไปในสาย DNA ด้วย จากนั้นเราสามารถ

ตรวจสอบเซลล์ที่มีการแบ่งตัวได้จากการย้อมเซลล์ด้วยแอนติบอดีจ าเพาะต่อ BrdU และท าการย้อม

อีกครั้งดว้ยแอนติบอดีล าดับที่สองที่เช่ือมกับสารก่อการเรืองแสงซึ่งผูท้ าการทดลองสามารถมองเห็นได้

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ส าหรับดูสารเรืองแสง อัตราการแบ่งตัวของเซลล์สามารถค านวณได้จากจาก

จ านวนเซลล์ที่ย้อมตดิกับแอนตบิอดีตอ่ BrdU ต่อจ านวนนิวเคลียสเซลล์ทั้งหมดที่ย้อมดว้ย DAPI 

2.8. การทดสอบความสามารถของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่ได้ในการเปลี่ยนแปลงไป

เป็นเซลล์ประสาทจ าเพาะชนดิต่างๆ 

เพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ที่ 3 จะด าเนินการดังต่อไปนี้เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่ได้จาก

การเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์จะถูกชักน าต่อไปด้วยน้ ายาเลี้ยงเซลล์และสารเคมีที่

เหมาะสม เพื่อให้เป็นเซลล์ประสาทจ าเพาะชนิดตา่งๆ เชน่ เซลล์ประสาทที่หลั่งโดปามิน, กลูตามิน หรอื 

กาบา เป็นต้น เซลล์ประสาทชนิดต่างๆดังกล่าวจะถูกทดสอบด้วยการย้อมกับแอนติบอดีต่อสารสื่อประ

สาทซึ่งสามารถจ าแนกชนดิของเซลล์ประสาทชนิดตา่งๆได้  

ผู้ท าการวิจัยคาดหวังว่าเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่ได้จากการเหนี่ยวน าจะสามารถมี

ความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาทจ าเพาะชนิดต่างๆได้เมื่อถูกเลีย้งภายใต้สภาวะที่

เหมาะสม ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างมากต่อในการใช้วิจัยพยาธิสภาพของโรคระบบประสาทและโอกาส

ทางการแพทย์ต่อไป เพื่อตอบค าถามวิจัยนี้เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่ได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์

ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์จะถูกชักน าต่อไปด้วยน้ ายาเลีย้งเซลล์และสารเคมีต่างๆกันตามที่ได้มีการศึกษา
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กันมาก่อนหน้า เพื่อกระตุ้นให้เป็นเซลล์ประสาทจ าเพาะชนิดต่างๆ คือ เซลล์ประสาทที่หลั่งโดปามิน 

(Park et al., 2004), อะเซติลคลอริน (Nilbratt et al., 2010) และ กาบา (Yan et al., 2013) ซึ่งเป็นที่

ทราบดีว่าเมื่อเซลล์ประสาทพวกนี้บกพร่องจะก่อให้เกิดโรคพาร์คินสัน โรคอัลไซเมอร์ และโรคสคิธโซ

ฟรีเนีย ตามล าดับ โดยหลังจากการเหนี่ยวน าให้ได้เซลล์ประสาทชนิดจ าเพาะ เซลล์จะถูกตรวจสอบ

การแสดงออกของยีนที่จ าเพาะต่อเซลล์ประสาทชนิดนั้นๆด้วยวิธีพีซีอาร์ และทดสอบคุณสมบัติของ

เซลล์ด้วยการย้อมกับแอนติบอดีต่อสารสื่อประสาทหรือโปรตีนจ าเพาะซึ่งสามารถจ าแนกชนิดของ

เซลล์ประสาทชนิดต่างๆได้ เช่น เซลล์ประสาทโดปามิน ย้อมด้วยแอนติบอดีต่อ เอ็นไซม์ไทโรซิน ไฮด

รอกซิเรส เซลล์ประสาทอะเซติลคลอรินย้อมด้วยแอนติบอดีต่อเอ็นไซม์ คลอริน อะเซติลทรานเฟอเรส 

และเซลล์ประสาทกาบาย้อมด้วยแอนตบิอดีตอ่เอ็นไซม์กลูตาเมตดีคาร์บอกซีเลส  

สถานที่ท าการวิจัย ทดลอง หรอืเก็บข้อมูล  

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี เพื่อท าการเพาะเลีย้งเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์, การพัฒนาวิธีเหนี่ยวน าให้

เกิดเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท, การตรวจวิเคราะหท์างชีววิทยาโมเลกุล การศกึษาคุณสมบัติของเซลล์ที่ได้ 

และการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่ได้ไปเป็นเซลล์ประสาทจ าเพาะชนิดต่างๆ 
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บทที่  3 ผลการวิจัย  

3.1. การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนดิตัวอ่อนมนุษย์ 

เซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ได้ถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการและพยายามเพิ่มจ านวนใหเ้พียงพอต่อการ

ทดลองในขั้นตอ่ไป ซึ่งเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนที่เลีย้งในห้องปฏิบัติการนี้แสดงลักษณะทางกายภาพที่

สมบูรณ์เชน่เดียวกับเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในหอ้งปฏิบัติการอื่นๆ (รูปที่ 1) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1. ลักษณะทางกายภาพของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในห้องปฏิบัติการ 

โดยเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนที่ถูกเลี้ยงในห้องปฏิบัติการได้รับการยืนยันคุณสมบัติการเป็นเซลล์ตน้

ก าเนิดตัวอ่อนโดยการท า Immunocytochemistry จ าเพาะต่อโปรตนีที่มีความจ าเป็นในการคงสภาพ

เซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ ซึ่งในการทดลองนี้ผูท้ าการทดลองตรวดสอบการแสดงออกของโปรตีน 

OCT4 และ SOX2 และจากผลการทดลองพบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ที่ถูกเลี้ยงนัน้แสดงออก

โปรตนีสองชนิดนีใ้นระดับที่สูง  (รูปที่ 2) 

 

รูปที่ 2. ผลการย้อมแอนติบอดีต่อโปรตีน OCT4 และ SOX2 ในเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ 

 

3.2. การเหน่ียวน าเซลล์ต้นก าเนดิประสาทจากเซลล์ต้นก าเนดิตัวอ่อนมนุษย์ 

A 
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สัญญาณ Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) มีความส าคัญต่อการยับยั้งการพัฒนาของระบบ

ประสาท (Bachiller et al., 2000) ดังนัน้เพื่อให้ได้เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาท เซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อน

มนุษย์จึงถูกเหนี่ยวน าดว้ยสารยับยั้งสัญญาณ BMPs ที่ช่ือ µ โดยทดลองเติม Dorsomorphin ลงไปใน

น้ ายาเหนี่ยวน าที่ความเข้มข้นต่างๆกัน คือ 5, 10 และ 20 µM จากนั้นจึงตรวจสอบการแสดงออกของยีน

ที่เกี่ยวข้องกับสัญญาณ BMPs โดยพบว่า ID3, BMP2 และ BMP4 (รูปที่ 3) ถูกยับยัง้การแสดงออกเมื่อ

มีการเติม Dorsomorphin ที่ความเข้มขน้ต่ าสุดที่ 5 µM ดังนัน้ในการทดลองขัน้ต่อไปผูว้ิจัยจะใช้ความ

เข้มขน้ Dorsomorphin ที่ 5 µM นี ้ ในการเหนี่ยวน าเซลล์ตน้ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์ในสาย

พัฒนาการของระบบประสาท 

 
รูปที่ 3. การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับสัญญาณ Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) 

  

เซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์มีการเปลี่ยนรูปร่างตลอดช่วงการเหนี่ยวน า (รูปที่ 4) โดยหลังจากการ

เหนี่ยว 15 วัน เซลล์แสดงลักษณะเป็น neural rosette ก่อนที่จะเปลี่ยนสภาพเป็น Bipolar neural 

progenitors ในวันที่ 25 ของการเหน่ียวน า ซึ่งเป็นลักษณะจ าเพาะของเซลล์ตน้ก าเนิดในระบบประสาท 

 
รูปที่ 4. ลักษณะทางกายภาพของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในห้องปฏิบัติการก่อนและหลัง

ถูกเหนี่ยวน าให้พัฒนาไปเป็นเซลล์ในสายพัฒนาการของระบบประสาท 

  

ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ติดตามการแสดงออกของยีนจ าเพาะต่อเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์และเซลล์ต้นก าเนิด

ระบบประสาทตลอดระยะเวลาของการเหนี่ยวน า และพบว่าการแสดงออกของยีนจ าเพาะของเซลล์ตน้

ก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ คือ OCT4 และ NANOG ลดระดับการแสดงออก ในขณะที่ยีนจ าเพาะต่อเซลล์ต้น
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ก าเนิดระบบประสาท คือ MASH1 และ PAX6 เพิ่มระดับการแสดงออกตลอดระยะเวลาการเหนี่ยวน า 

(รูปที่ 5) 

 
รูปที่ 5. การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของระบบประสาทท่ีตรวจพบหลังการ

เหน่ียวน าเซลล์ต้นก าเนดิตัวอ่อนมนุษย์ 

 

3.3. การตอบสนองต่อสารกระตุ้นการแบ่งเซลล์ basic fibroblast growth factor 

เซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทจะต้องมคีุณสมบัติในการเพิ่มจ านวนและรักษาสภาพได้ และ basic 

fibroblast growth factor ก็เป็นหนึ่งในสัญญาณที่สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของเซลล์ตน้ก าเนิด

ระบบประสาทได้ (Adepoju et al., 2014) ดังนัน้เพื่อทดสอบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่ได้จาก

การเหนี่ยวน าสามารถตอบสนองตอ่ basic fibroblast growth factor ได้ ผูว้ิจัยจึงทดสอบอัตราการเพิ่ม

จ านวนด้วยวิธี BrdU assay เมื่อมีการเพิ่ม basic fibroblast growth factor ปริมาณ 20 ng/ml ลงในระบบ 

โดยพบว่าเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่ได้จากการเหนี่ยวน ามีอัตราการแบ่งตัวที่เพิ่มขึน้ จาก 12.4 ± 

0.35 % เป็น 61.7 ± 0.22 % โดยเป็นอัตราการเพิ่มขึน้อย่างมนีัยส าคัญ (รูปที่ 6) 
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รูปที่ 6. อัตราการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก าเนดิระบบประสาทที่ได้จากการเหน่ียวน าเซลล์ต้น

ก าเนดิตัวอ่อนมนุษย์เมื่อถูกกระตุ้นด้วย basic fibroblast growth factor (bFGF) 

 

3.3. การเหน่ียวน าเซลล์ต้นก าเนดิระบบประสาทไปเป็นเซลล์ประสาทประเภทต่างๆ 

คุณสมบัติที่ส าคัญของเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทคือความสามารถในการสร้างเซลล์ประเภทต่างๆ

ของระบบประสาทได้ (Gage, 2000) ดังนั้นเพื่อยืนยันว่าเซลล์ต้นก าเนิดประสาทที่ได้จากการศึกษานี้มี

ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทที่แท้จริง ผู้วิจัยจึงเหนี่ยวน าให้เซลล์เปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์

จ าเพาะด้วยการเลี้ยงเซลล์แบบลอยให้กลายเป็นก้อนเซลล์ประสาท (neurospheres) เป็นเวลา 7 วัน 

ก่อนที่น ามาเกาะบน coverslip เพื่อย้อมดูว่าได้เซลล์ประเภทใดบ้าง โดยพบว่าเซลล์ต้นก าเนิดระบบ

ประสาทที่ถูกให้เปลี่ยนสภาพสามารสร้างเซลล์โอลิโกเดนโดรไซต์ เซลล์ค้ าจุนระบบประสาท เซลล์

ประสาทกาบา และเซลล์ประสาทโดปามินได้ (รูปที่ 7) ดังนั้นสามารถสรุปได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดระบบ

ประสาทที่ได้จากการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ในการศึกษานี้มีความสามารถในการ

เปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์ประเภทต่างๆได้หลากหลายและมีคุณสมบัติของการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดระบบ

ประสาทที่แท้จริง 
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รูปที่ 7. ความสามารถของเซลล์ต้นก าเนดิระบบประสาทท่ีได้จากการเหน่ียวน าเซลล์ต้นก าเนิด

ตัวอ่อนมนุษย์ในการสร้างเซลล์ประสาทประเภทต่างๆ 
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บทที่  4 บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

4.1. สรุปผลการวิจัย 

 จากผลการวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์สามารถถูกเหนี่ยวน าให้เป็น

เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทได้อย่างทีประสิทธิภาพโดยการยับยั้งสัญญาณ Bone Morphogenetic 

Proteins ด้วยสารเคมีที่ชื่อ Dorsomorphin ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 5 µM ซึ่งการเหนี่ยวน าเซลล์ต้นก าเนิด

ระบบประสาทในการศึกษานีใ้ห้ผลดเีทียบเท่าการใช้โปรตีนสังเคราะหใ์นการยับยั้งสัญญาณ BMPs ที่ได้

จากรายงานก่อนหน้า (Chambers et al., 2009; Gerrard et al., 2005) โดยเซลล์ต้นก าเนิดระบบ

ประสาทที่ได้มีลักษณะเป็น bipolar neural progenitors และมีการแสดงออกของยีน MASH1 และ PAX6 

ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเซลล์ในระบบประสาท ที่ส าคัญคือเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่ได้จากการ

เหนี่ยวน านี้มีความสามารถในการเพิ่มจ านวนและเปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์ประเภทต่างๆในระบบ

ประสาทได้หลากหลาย ซึ่งยืนยันคุณสมบัติความเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดระบบประสาทที่แท้จริง 

 

4.2. ข้อเสนอแนะ 

 เนื่องจากกระบวนการเหนี่ยวน าเพื่อให้ได้เซลล์ต้นก าเนิดระบบประสาทในงานวิจัยนีต้้องใช่เวลา

ประมาณ 25 วัน ในการเหนี่ยวน า ดังนั้นเพื่อลดระยะเวลาการเหนี่ยวน าให้สั้นลง ผู้วิจัยอาจพัฒนา

วิธีการเหนี่ยวน าโดยใช้สารเคมีอื่นๆร่วมกับ Dorsomorphin หรอื น าส่งยีนที่ส าคัญในการพัฒนาเซลล์ต้น

ก าเนิดระบบประสาทเพื่อช่วยเร่งการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ต้นก าเนิดตัวอ่อนมนุษย์ไปเป็นเซลล์จ้น

ก าเนิดระบบประสาทได้เร็วขึน้ 
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6.  ภาคผนวก 

ตาราง 1. รายการไพร์เมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

Gene Forward primers Reverse primers 

OCT4 GACAACAATGAAAATCTTCAGGAGA TTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA 

NANOG AGCCTCTACTCTTCCTACCACC TCCAAAGCAGCCTCCAAGTC 

MASH1 TCGCACAACCTGCATCTTTA CTTTTGCACACAAGCTGCAT 

PAX6 AACAGACACAGCCCTCACAAACA CGGGAACTTGAACTGGAACTGAC 

beta-Actin TCACCACCACGGCCGAGCG TCTCCTTCTGCATCCTGTCG 

ID1 ACCCTGCCCCAGAACCGCAAG TTGTTCTCCCTCAGATCCG 

ID3 ACTCACTCCCCAGCATGAAG AAGCTCCTTTTGTCGTTGGA 

BMP2 CTTCTAGCGTTGCTGCTTCC TGCTTGCATTCTGATTCACC 

BMP4 ACCTGAGACGGGGAAGAAAA  TTAAAGAGGAAACGAAAAGCA  

 

ตาราง 2. รายการแอนติบอดีท่ีใช้ในการทดลอง 

Protein Species Company 

TUJ1 Mouse monoclonal Sigma 

GFAP Rabbit polyclonal DAKO 

GABA Rabbit polyclonal Sigma 

MAP2 Rabbit polyclonal Chemicon 

TH Mouse monoclonal Chemicon 

OCT4 Rabbit polyclonal ABCAM 

SOX2 Rabbit polyclonal ABCAM 

BrdU Mouse monoclonal DSHB 
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