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นิพนธ์ต้นฉบับ

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนและ 
ในบริเวณผิวเยื่อบุโพรงมดลูกต่อการฝังตัวของตัวอ่อน

บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 ปัจจุบันกระบวนการช่วยการเจริญพันธุ ์มีการพัฒนาไปเป็นอย่างมาก	ทั้งแพทย์	นักวิทยาศาสตร์และ 

	 นักวิจัย	ต่างก็มีความต้องการที่จะคิดค้นหาวิธีการรักษาที่ได้ประสิทธิภาพสูงสุด	ทั้งในด้านการเลือกตัวอ่อน 

	 และการตรวจสอบประสิทธภิาพของเย่ือบโุพรงมดลูกว่ามีความเหมาะสมต่อการรองรบัการฝังตวัหรอืไม่	รวมถงึ 

	 ปัจจัยที่ก่อให้เกิดการฝังตัวของตัวอ่อน	และการตั้งครรภ์	ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาหาตัวบ่งช้ี 

	 ทางชีววิทยา	(biomarkers)	ที่มีความส�าคัญต่อการพัฒนาของตัวอ่อน	การฝังตัวของตัวอ่อน	และการรองรับ 

	 การฝังตัวของตัวอ่อนที่บริเวณเยื่อบุโพรงมดลูก

วิธีกำรศึกษำ:	 อาสาสมคัรหญิงทีเ่ข้ารบัการรกัษาภาวะมบีตุรยากด้วยวธิ	ีIntracytoplasmic	sperm	injection	(ICSI)	ทีม่กีารฝังตวั 

	 ของตวัอ่อน	๗	คน	และไม่มกีารฝังตวัของตวัอ่อน	๗	คน	โดยผูว้จิยัท�าการเกบ็น�า้ยาเลีย้งตวัอ่อนในระยะ	zygote,	 

	 cleavage	และ	blastocyst	และเกบ็น�า้ล้างเย่ือบโุพรงมดลกูในวนัทีท่�าการเก็บไข่	(วนัที	่๐)	และวนัย้ายฝากตวัอ่อน	 

	 (วนัที	่๕	หลงัวนัเก็บไข่)	เพ่ือน�าไปตรวจวเิคราะห์หาชนดิและปรมิาณของโปรตนีโดยวธิ	ีLiquid	chromatography– 

	 mass	spectrometry	(LC-MS/MS)	แล้วระบุชนิดของโปรตีนโดยเทียบกับโปรตีนในฐานข้อมูล	National	Center	 

	 for	Biotechnology	Information	(NCBI)

ผลกำรศึกษำ:	 พบโปรตนีในน�า้ยาเลีย้งตวัอ่อนระยะ	cleavage	จ�านวน	๒	ตวัทีม่กีารแสดงออกทีแ่ตกต่างกันในกลุ่มทีม่กีารฝังตวั 

	 ของตัวอ่อนและไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	ได้แก่	Smad4	และ	RBFOX1	นอกจากนี้ยงัพบโปรตีนจ�านวน	๑	ตัว	 

	 จากน�้าล้างผิวเย่ือบุโพรงมดลูกที่มีการแสดงออกที่แตกต่างกันในกลุ่มมีการฝังตัวของตัวอ่อนและไม่ม ี

	 การฝังตวัของตวัอ่อน	ได้แก่	TRIFIC	โปรตนีทัง้	๓	ตวันีพ้บว่า	มคีวามสมัพันธ์กบั	factors	ต่างๆ	ทีเ่กีย่วข้องกับ 

	 การพัฒนาของตัวอ่อนและการฝังตัวของตัวอ่อน

วิจารณ์ และ	 พบว่า	มีโปรตีน	๒	ตัว	ได้แก่	Smad4	และ	RBFOX1	ที่ได้จากน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนและโปรตีน	๑	ตัว	คือ	TRIFIC	 

สรุปผลกำรศึกษำ:	ที่ได้จากน�้าล้างผิวเย่ือบุโพรงมดลูก	มีการแสดงออกที่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนและ 

	 กลุม่ทีไ่ม่มกีารฝังตวัของตวัอ่อน	ดงันัน้	ควรจะมกีารศึกษาต่อไปเกีย่วกบับทบาทของโปรตนีเหล่านีต่้อการพัฒนา 

	 ของตัวอ่อนและการฝังตัวของตัวอ่อน

ค�าส�าคัญ:		ภาวะมีบุตรยาก,	การฝังตัวของตัวอ่อน,	โปรตีน

วันที่รับบทความ: ๓ มิถุนายน ๒๕๕๘ วันที่อนุญาตให้ตีพิมพ์: ๗ กรกฎาคม ๒๕๕๘
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บทน�ำ
	 เนื่องจากปัจจุบันในกระบวนการท�าเด็กหลอดแก้ว

จ�าเป็นต้องมีการคัดเลือกตัวอ่อนที่มีคุณภาพดีที่สุด	เพ่ือการ 

น�าตัวอ่อนไปย้ายฝากเข้าสู่โพรงมดลูก	ในจ�านวนที่น้อยที่สุด	

เช่น	การใส่ตวัอ่อนเพียง	๑	ตวั	เพ่ือลดอตัราการตัง้ครรภ์แฝด	

การคัดเลือกเอาตัวอ่อนที่มีคุณภาพดีโดยที่ไม่มีผลกระทบ 

ต่อตัวอ่อนนั้น	โดยทั่วไปจะดูลักษณะรูปร่างของตัวอ่อน

และความเหมาะสมกับช่วงเวลาในการเจริญพัฒนาในแต่ละ

ระยะ	ซึ่งข้อเสียของการประเมินตัวอ่อนลักษณะนี้อาจมีความ

แตกต่างกันในผู้ประเมินแต่ละคน	ดังนั้น	จึงต้องการหาวิธีที ่

จะน�ามาใช้ในการประเมินการคัดเลือกตัวอ่อนที่มีคุณภาพดี	 

โดยมีตัวช้ีวัดที่ชัดเจนและเป็นเกณฑ์เดียวกันไม่ว่าใครจะเป็น 

ผูป้ระเมนิกต็าม	ตวัช้ีวดัทีน่่าสนใจทีจ่ะน�ามาใช้ในการวเิคราะห์

เพ่ือประเมนิตวัอ่อนวธิหีนึง่	คือ	โปรตนีทีถ่กูปล่อยจากตัวอ่อน

ในช่วงระยะเวลาต่างๆ	ของการพัฒนา	ซึ่งอาจจะมีโปรตีนที่

ส�าคัญและมีความจ�าเป็นต่อการพัฒนาตัวอ่อน	โดยตัวอ่อน

ที่ดีย่อมส่งผลถึงการฝังตัวที่ดีตามมา	ดังนั้น	ผู้วิจัยจึงสนใจ

ศึกษาวิเคราะห์ชนิดและปริมาณโปรตีนที่ตัวอ่อนปล่อยออก

มาในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนในแต่ละระยะของการพัฒนาของ 

ตวัอ่อน	ว่ามคีวามสมัพันธ์กบัอตัราการฝังตวัของตวัอ่อนหรอืไม่	 

ซึง่การฝังตวัของตวัอ่อนนอกจากจะต้องการตวัอ่อนทีม่คุีณภาพ

ดีแล้วนั้น	ยังต้องการเย่ือบุโพรงมดลูกที่มีคุณภาพดีและมี

ความพร้อมอกีด้วย	ในปัจจบุนัมกีารประเมนิคุณภาพของเย่ือบ ุ

โพรงมดลูกโดยการท�าอลัตร้าซาวด์ซึง่ยังไม่สามารถเป็นตวับ่งช้ี 

ถึงประสิทธิภาพในการรองรับการฝังตัวของตัวอ่อนได้	ดังนั้น 

ผูว้จิยัจงึสนใจศึกษาวเิคราะห์ชนดิและปรมิาณโปรตนีทีบ่รเิวณ

ผิวเย่ือบุโพรงมดลูกว่ามีความสัมพันธ์ต่ออัตราการฝังตัวของ

ตัวอ่อนหรือไม่

 

วิธีกำรศึกษำ
รูปแบบการศึกษา

	 การวิจัยเชิงทดลองทางคลินิกใช้รูปแบบการเก็บ

ตัวอย่างงานวิจัยแบบไปข้างหน้า	(Prospective	study)	และ

เลือกตัวอย่างส�าหรับการวิเคราะห์ผลแบบ	Retrospective	 

study	โดยการศึกษาครัง้นีไ้ด้รบัใบรบัรองจากคณะอนกุรรมการ 

จริยธรรมการวิจัยในคน	(MTU-EC-OB-6-106/55)	จาก 

คณะแพทยศาสตร์	มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์

การก�าหนดกลุ่มตัวอย่าง

	 อ าส าสมั ค รห ญิ งที่ เ ข ้ า ม า รั บ ก า ร รั กษ า ใน 

หน่วยผู้มีบุตรยากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ

ระหว่างเดือนพฤษภาคม	พ.ศ.	๒๕๕๖	ถึงเดือนสิงหาคม	 

พ.ศ.	๒๕๕๗	โดยกลุ่มประชากรที่น�ามาศึกษามีทั้งสิ้น	๑๔	คน	

โดยแบ่งเป็นกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	๗	คน	และไม่มี 

การฝังตัวของตัวอ่อน	๗	คน

การคัดอาสาสมัครเข้าโครงการ (Inclusion criteria)

	 ๑.	อาสาสมัครหญิงที่ต้องท�าการรักษาโดยวิธี	Intra-

cytoplasmic	sperm	injection	(ICSI)	ซึง่จ�าเป็นจะต้องมกีารเกบ็

ไข่และเล้ียงตัวอ่อนในห้องปฏิบัติการ	และจ�าเป็นต้องมีการ

ย้ายฝากตัวอ่อนกลับเข้าสู่โพรงมดลูก

	 ๒.	อาสาสมัครหญิงที่เข้าท�าการรักษาด้วยวิธี	ICSI	 

ซึ่งมีอายุไม่เกิน	๔๕	ปี

	 ๓.	อาสาสมคัรหญิงทีห่ลงัท�าการเกบ็ไข่	แพทย์ตดัสนิ

ให้มีการย้ายตัวอ่อนสู่โพรงมดลูกในวันที่	๕	หลังการเก็บไข่

	 ๔.	อาสาสมคัรหญิงทีต่รวจไม่พบเช้ือไวรสัตบัอักเสบ 

ชนดิบ	ี(hepatitis	B)	ภมูต้ิานทานต่อเช้ือซฟิิลิสและภาวะภมูคุ้ิมกนั 

บกพร่อง	(HIV)

เกณฑ์การไม่รับอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการ (Exclusion  

criteria)

	 ๑.	อาสาสมัครหญิงที่ท�าการรักษาภาวะมีบุตรยาก

ด้วยวิธีอ่ืน	ที่นอกเหนือจากการรักษาด้วยวิธี	ICSI	เช่น	การ

ฉีดเชื้อ	(Intrauterine	insemination;	IUI)

	 ๒.	อาสาสมคัรหญิงทีม่ตีวัอ่อนแช่แข็งไว้อยู่แล้ว	และ

ต้องการมาใส่ตัวอ่อนเพียงอย่างเดียว	โดยไม่มีการเก็บไข่ใน

รอบการรักษานั้นๆ

	 ๓.	อาสาสมัครหญิงที่มีอายุเกิน	๔๕	ปี	อาสาสมัคร 

หญิงที่ตรวจพบเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดบี	(hepatitis	B)	 

ภูมิต้านทานต่อเชื้อซิฟิลิสและภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง	(HIV)

เกณฑ์การยุติการเข้าร่วมโครงการ (Discontinuation criteria)

	 ๑.	อาสาสมัครหญิงที่หลังการเก็บไข่	แพทย์ตัดสิน

ให้ย้ายฝากตวัอ่อนในวนัที	่๓	หลังการเกบ็ไข่	หรอือาสาสมคัร

หญิงที่แพทย์ตัดสินให้แช่แข็งตัวอ่อนไว้ก่อน	แล้วจึงมาย้าย

ฝากตัวอ่อนในรอบต่อไป

	 ๒.	หากถึงวันย้ายฝากตัวอ่อนแล้วแพทย์ตัดสินว่า 

ตวัอ่อนไม่สามารถย้ายฝากแก่อาสาสมคัรได้	ผูว้จิยัจะยุตกิาร

เข้าร่วมโครงการวิจัยของอาสาสมัคร

	 ๓.	อาสาสมัครสามารถยุติการเข้าร่วมโครงการได้

ตลอดเวลา	โดยจะไม่ส่งผลกระทบต่อการรกัษาพยาบาลอืน่ๆ

การเก็บตัวอย่าง

 เกบ็ตวัอย่างจากน�า้ยาเลีย้งตวัอ่อนในระยะ	2pronuclei	

(2PN)	โดยจะเก็บหลังจากท�าการย้ายตัวอ่อนไปในน�้ายาเลี้ยง
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ตัวอ่อนหลุมใหม่	จากนั้นจะท�าการเก็บน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนใน

ระยะ	cleavage	โดยจะเก็บหลังจากท�าการย้ายตัวอ่อนไปใน

น�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนหลุมใหม่	และเก็บน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนใน

ระยะ	blastocyst	โดยจะเก็บหลังจากท�าการย้ายฝากตัวอ่อน

เข้าสู่โพรงมดลูก	แล้วเก็บตัวอย่างแช่ใน	–๘๐	องศาเซลเซียส	

เพ่ือน�าไปตรวจวเิคราะห์ชนดิและปรมิาณโปรตนี	ด้วยวธิ	ีLiquid	

chromatography–mass	spectrometry	(LC-MS/MS)

	 การเก็บตัวอย่างจากผิวเย่ือบุโพรงมดลูกโดยจะท�า

ทั้งหมด	๒	ครั้ง	คือ	ในวันเก็บไข่	ภายหลังจากการท�า	mock	

transfer	(โดยการใช้น�้ายา	flushing,s	medium	ปริมาตร	 

๖๕	ไมโครลติร	ล้างบรเิวณส่วนปลายของ	catheter)	และวนัย้าย

ฝากตวัอ่อนเข้าสูโ่พรงมดลูก	ภายหลงัจากการย้ายฝากตวัอ่อน	 

จะใช้น�้ายา	flushing,s	medium	ปริมาตร	๖๕	ไมโครลิตร

ล้างบริเวณส่วนปลายของ	catheter	แล้วเก็บตัวอย่างแช่ใน	 

–๘๐	องศาเซลเซยีส	เพ่ือน�าไปตรวจวเิคราะห์ชนดิและปรมิาณ

โปรตีน	ด้วยวิธี	Liquid	chromatography–mass	spectrometry	

(LC-MS/MS)

การแยกเกลือออกจากตัวอย่าง (desalting)

	 น�าตัวอย่างมาใส่ใน	spin	column	chromatography	

แล้วปั่นเหวี่ยงที่	1,500	g	นาน	๒	นาที	จากนั้นจะได้ตัวอย่าง

ในรูปแบบของสารละลาย	แล้วจึงน�าไประเหยตัวท�าละลาย

ออกด้วยเครือ่ง	speed	vacuum	ให้เหลอืปรมิาตรของตวัอย่าง

ประมาณ	๕๐	ไมโครลติร	และน�าโปรตนีตวัอย่างมาวดัปรมิาณ

โปรตีนโดยวิธี	Lowry๑

การเตรียมโปรตีนตัวอย่างและแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE

	 เตรยีมโปรตนีแต่ละตวัอย่างให้มคีวามเข้มข้นเท่ากัน	 

คือ	๕	ไมโครกรมั	ผสมกบั	5X	SDS	loading	buffer	น�าไปต้มที่	

๙๖	องศาเซลเซยีส	เป็นเวลา	๕	นาท	ีก่อนน�าไปแยกใน	12.5%	

polyacrylamide	gel	ตามวิธีของ	Laemmli๒	เทียบกับโปรตีน

มาตรฐาน	(LMW-SDS	marker	kit,	GE	Healthcare,	Uppsala,	

Sweden)	จากนั้นน�าเจลมาย้อมโดยวิธี	silver	staining

การตัดเจลและการย่อยโปรตีนภายในเจล

	 แบ่งเจลแต่ละตัวอย่างออกเป็น	๑๕	ช่วง	แต่ละช่วง	

ตัดเจลให้เป็นชิ้นเล็กๆ	ขนาดประมาณ	๑	ลูกบาศก์มิลลิเมตร	

ใส่ลงใน	96-well	plate	หลุมละ	๘	-	๑๐	ชิ้น	เริ่มจากล้างเจล 

ด้วยน�้ากลั่นปลอดเชื้อและ	100%	acetronitrile	(ACN)	จากนั้น 

ท�าลายพันธะไดซัลไฟด์ภายในโปรตีนด ้วยสารละลาย	 

๑๐	มิลลิโมลาร์	dithiothreitol	(DTT)	ใน	๑๐	มิลลิโมลาร์	 

ammonium	bicarbonate	และป้องกันการเกิดพันธะไดซัลไฟด์

ซ�้าโดยการเติมหมู่อัลคิลด้วยสารละลาย	๑๐๐	มิลลิโมลาร์	

iodoacet-amide	(IAA)	ใน	๑๐	มิลลิโมลาร์	ammonium	bicar-

bonate	ล้างเจลอกี	๓	ครัง้	ด้วย	100%	ACN	ก่อนย่อยโปรตนี

ภายในเจลด้วย	๑๐	นาโนกรัม	trypsin	(sequencing	grade	

modified	trypsin,	Promega,	WI,	USA)	ทีล่ะลายใน	๑๐	มลิลโิม

ลาร์	ammonium	bicarbonate	และ	10%	ACN	แล้วเติม	30%	

ACN	เพื่อสกัดเปปไทด์	โดยบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา	๑	คืน	 

จากนั้นดูดของเหลวแต่ละตัวอย่างซึ่งมีเปปไทด์ใส่ใน	96-well	

plate	อันใหม่	แล้วสกัดเปปไทด์ที่เหลือในเจลด้วย	50%	ACN	

ใน	0.1%	formic	acid	(ท�าซ�้า	๒	ครั้ง)	และ	70%	ACN	ใน	

0.1%	formic	acid	ท�าตัวอย่างเปปไทด์ให้แห้งด้วย	incubator	 

ที่อุณหภูมิ	๔๐	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	๑	คืน	น�าตัวอย่างที่

ได้เก็บรักษาที่	–๘๐	องศาเซลเซียส	รอน�าไปวิเคราะห์ผลด้วย

เครื่อง	LC-MS/MS	ต่อไป

การวเิคราะห์ชนดิและปรมิาณของเปปไทด์โดยเครือ่ง LC-MS/

MS

	 ละลายตวัอย่างเปปไทด์ทีไ่ด้ด้วย	0.1%	formic	acid	

แล้วฉีดเข้าเครือ่ง	capillary	HPLC	(Ultimate	3000	LC	System,	

Dionex,	USA)	แยกเปปไทด์ด้วยนาโนคอลัมน์	(PepSwift	 

Monolithic	Nano	Column,	100	μm	i.d.	x	50	mm)	ชะล้าง

เปปไทด์ออกจากคอลัมน์ด้วย	ACN	ที่มี	0.1%	formic	acid	

แล้ววเิคราะห์ชนดิและปรมิาณสมัพัทธ์ของเปปไทด์ในตวัอย่าง

ต่างๆ	ที่ถูกชะล้างออกมาพร้อมกัน	ด้วยเครื่อง	tandem	

mass	spectrometer	ชนิด	ESI-Ion	Trap	MS	(HCTultra	PTM	

Discovery	System,	Bruker	Daltonics,	Germany)	น�าข้อมูล 

ที่ได้มาวิเคราะห์หาเปปไทด์และเปรียบเทียบปริมาณเปปไทด์ 

ที่แสดงออกแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่างด้วยโปรแกรม	

DeCyder™	for	Mass	spectrometry	(DeCyder	MS	2.0,	GE	

healthcare)	โดยก�าหนดค่านัยส�าคัญที่	p	<	๐.๐๕๓

การระบุชนิดโปรตีนโดยเทียบกับโปรตีนในฐานข้อมูล NCBI

 น�าข้อมลูเปปไทด์ทีว่เิคราะห์ได้จากโปรแกรม	DeCyder	

ไปวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม	Mascot	(Matrix	Science,	 

London,	UK)๔	โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนต่างๆ	ที่มีในฐาน

ข้อมูลของ	National	Center	for	Biotechnology	Information	

(NCBI)	เพื่อระบุชนิดของโปรตีน	จากนั้นน�าข้อมูลไปวิเคราะห์

ด้วย	venn	diagram	เพ่ือเปรียบเทียบดูการแสดงออกของ

โปรตีนที่มีการแสดงออกเฉพาะในกลุ่มของกลุ่มหญิงตั้งครรภ์	

และระบุถึงหน้าที่ของโปรตีนเหล่านี้ต่อการฝังตัวของตัวอ่อน

โดยเทียบจากฐานข้อมูล
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ผลกำรศึกษำ
 วิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในน�้ายา

เลี้ยงตัวอ่อนด้วยวิธี SDS-PAGE

	 เมื่อน�าตัวอย่างโปรตีนในกลุ ่มที่มีการฝังตัวของ 

ตัวอ่อน	๗	ราย	และกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	๗	ราย 

ที่ เตรียมได้จากน�้ายาเลี้ยงตัวอ ่อนและน�้าล ้างผิวเย่ือบุ 

โพรงมดลูกแต่ละรายไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดย

เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน	BSA	แล้วจึง

เตรียมโปรตีนในทุกตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีนเท่ากัน	คือ	

๕	ไมโครกรัม	ส�าหรับแยกโปรตีนตามน�้าหนักโมเลกุลโดยวิธ	ี

SDS-PAGE	และย้อมเจลด้วยวิธี	silver	staining	จากนั้นน�าไป

ถ่ายภาพเจลด้วยโปรแกรม	Quantity	one-42.0	พบว่า	ในน�า้ยา

เล้ียงตัวอ่อนทุกระยะมีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนใน

กลุม่ทีม่กีารฝังตวัของตวัอ่อนแตกต่างกับกลุม่ทีไ่ม่มกีารฝังตวั 

ของตัวอ่อน	ดังรูปที่	๑	และในน�้าล้างผิวเย่ือบุโพรงมดลูกทั้ง

ในวันเก็บไข่และวันย้ายฝากตัวอ่อนมีรูปแบบการแสดงออก

ของโปรตีนในกลุ ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนแตกต่างกับ 

กลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	ดังรูปที่	๒

น�้ายาเลี้ยงตัวอ่อน

ระยะ 2PN ระยะ cleavage ระยะ blastocyst

รูปที่ ๑	 รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนด้วยวิธี	SDS-PAGE	(A)	กลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	 

	 (B)	กลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

รูปที่ ๒	 รปูแบบการแสดงออกของโปรตนีในน�า้ล้างผวิเย่ือบโุพรงมดลกูด้วยวธิ	ีSDS-PAGE	(A)	กลุม่ทีม่กีารฝังตวัของตวัอ่อน	 

	 (B)	กลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

น�้าล้างผิวเยื่อบุโพรงมดลูก

วันเก็บไข่ วันย้ายฝากตัวอ่อน
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 ผลการวิเคราะห์โปรตีนในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนและ

ในน�้าล้างผิวเย่ือบุโพรงมดลูกระยะต่างๆ ที่มีการแสดงออก 

แตกต่างกนัในกลุ่มทีม่กีารฝังตวัของตวัอ่อนและไม่มกีารฝังตวั 

ของตัวอ่อน

	 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน	พบว่า 

โปรตีนที่มีการแสดงออกในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนทั้งหมดม	ี 

๙๖๑	ชนิด	และพบโปรตีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกัน	(dif-

ferential	expressed	proteins)	ในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนระยะ	

cleavage	ทัง้หมด	๒	ชนดิ	ทีม่กีารแสดงออกเฉพาะในกลุ่มทีม่ี 

การฝังตัวของตัวอ่อน	และไม่มีการแสดงออกในกลุ่มที่ไม่มี 

การฝังตัวของตัวอ่อน	แสดงในตารางที่	๑

  Accession No. Peptide sequence Protein description

	 gi|6573399	 EAGRAPGDAVHK	 Chain	A,	Crystal	Structure	Analysis	

	 	 	 	 Of	The	Smad4	Active	Fragment

	 gi|119609969	 IEAGS	 RBFOX1

ตารางที่ ๑	 โปรตีนในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนในระยะ	cleavage	หรือวันที่	๓	หลังวันเก็บไข่ที่มีการแสดงออกแตกต่างกันและ 

	 กลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนและไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

	 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน	พบว่า

โปรตนีทีม่กีารแสดงออกในน�า้ล้างผวิเย่ือบโุพรงมดลกูทัง้หมด

มี	๖๓๐	ชนิด	และพบโปรตีนที่มีการแสดงออกแตกต่างกัน	 

(differential	expressed	proteins)	ในน�า้ล้างผวิเย่ือบโุพรงมดลกู

ในวนัย้ายฝากตวัอ่อน	๑	ชนดิ	ทีม่กีารแสดงออกเฉพาะในกลุม่

ที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนและไม่มีการแสดงออกในกลุ่มที่ไม่มี

การฝังตัวของตัวอ่อน	แสดงในตารางที่	๒	

  Accession No. Peptide sequence Protein description

	 gi|33413959	 AHSGHK	 	TRIFIC

ตารางที่ ๒	 โปรตีนในน�้าล้างผิวเยื่อบุโพรงมดลูกในวันย้ายฝากตัวอ่อน	(วันที่	๕	หลังวันเก็บไข่)	ที่มีการแสดงออกที่แตกต่างกัน	 

	 ระหว่างกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนกับกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

	 เมื่อวิเคราะห์ผลความสัมพันธ์ของโปรตีน	๓	ตัวที่ 

พบในกลุ่มทีม่กีารฝังตวัของตวัอ่อนโดยโปรแกรม	STITCH	4.0	

พบว่า	โปรตนีทัง้	๓	ตวั	มคีวามสัมพันธ์กบัการฝังตวัของตวัอ่อน	

โดยโปรตนีจากน�า้ยาเลีย้งตวัอ่อน	๒	ตวั	คือ	Chain	A,	Crystal	

Structure	Analysis	Of	The	Smad4	Active	Fragment	(Smad4)	

มีความสัมพันธ์กับการฝังตัวของตัวอ่อนผ่านทาง	Smad2,	 

SKI,	STAT3,	EGF	และ	EGFR	ส่วน	RBFOX1	มีความสัมพันธ์

กับการฝังตัวของตัวอ่อนผ่านทาง	SCH1	และ	SCH1	สัมพันธ์

กับ	EGF	และ	EGFR	ส�าหรับโปรตีนจากน�้าล้างผิวเย่ือบ ุ

โพรงมดลกู	คือ	TRIFIC	(TRIM46)	ซึง่มคีวามสมัพันธ์กบั	MUCIN	 

1	(MUC1)	และ	MUC1	เป็นอีกปัจจัยที่ท�าให้เกิดการฝังตัว

ของตวัอ่อน	โดยทัง้	Smad2,	SKI,	STAT3,	EGF,	EGFR,	SCH1	

และ	MUC1	มีความสัมพันธ์กับ	Estrogen	และ	Progesterone	 

ดังแสดงในรูปที่	๓	ซึ่ง	Smad2,	SKI,	STAT3,	EGF,	EGFR,	

SCH1	และ	MUC1,	Estrogen	และ	Progesterone	เป็น 

ปัจจัยส�าคัญที่ส่งผลให้เกิดการฝังตัวของตัวอ่อน๕
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รูปที่ ๓ ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนที่พบ	๓	ชนิดในกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนกับปัจจัยต่างๆ	ที่มีผลต่อการฝังตัวของ 

	 ตัวอ่อน;	Smad2,	Mothers	against	decapentaplegic	homolog	2;	STAT3,	Signal	transducer	and	activator	of	 

	 transcription	3;	EGF,	epidermal	growth	factor;	EGFR,	epidermal	growth	factor	receptor;	SHC,	SHC	(Src	 

	 homology	2	domain	containing)	transforming	protein	1;	MUC1,	MUCIN	1
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
	 จากผลการวจิยัครัง้นีพ้บว่าในกลุ่มทีม่กีารฝังตวัของ

ตัวอ่อนมีการแสดงออกของโปรตีนในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อนระยะ	

cleavage	หรือวันที่	๓	หลังการเก็บไข่	ทั้งหมด	๒	ตัว	ได้แก	่

Smad4	และ	RBFOX1	ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ	Lee	KB	

และคณะ	ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๔	ที่ได้ศึกษาความจ�าเป็นของการ

แสดงออกของโปรตนี	Smad4	ในตวัอ่อนววั	พบว่า	กลุม่ตวัอ่อน 

ที่มีการแสดงออกของ	Smad4	จะสามารถพัฒนามาสู่ระยะ	

cleavage	ได้	โดย	Smad4	จะเริ่มมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน 

ในช่วง	meiotic	maturation	ของเซลล์ไข่	จากนัน้จะเพ่ิมปรมิาณข้ึน 

จนสงูสดุในระยะ	๒	เซลล์	และยังคงเพ่ิมปรมิาณสงูข้ึนจนถงึระยะ	

๘	เซลล์	จากนั้นปริมาณของ	Smad4	จะลดต�่าลงในระยะ	blas-

tocyst๖	นอกจากนี้	Guo	และ	Jiami	ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๒	ได้ศึกษา	 

Smad4	ต่อการเจริญพัฒนาของตัวอ่อนในหนู	พบว่า	ในเซลล์

ไข่ที่ยังไม่ถูกปฏิสนธิมีการแสดงออกของ	Smad4	ในปริมาณ

มากเท่าๆ	กนักบัในตวัอ่อนทีเ่ริม่มกีารแบ่ง	blastomeres	หรอื

ในระยะ	cleavage	และยังศึกษาพบว่า	หากขาด	maternal	

Smad4	จะส่งผลให้ตวัอ่อนตายได้	เนือ่งจากเกดิความบกพร่อง

ของการแบ่งตัวแบบ	mitosis,	polarization	และการแบ่งแยก

เซลล์เพ่ือเป็น	Inner	cell	mass	(ICM)	หรือ	Trophectoderm	

(TE)๗	ซึ่งคาดว่า	Smad4	น่าจะมีความส�าคัญต่อการฝังตัวของ

ตัวอ่อนเนื่องจากผลงานวิจัยพบว่า	Smad4	มีความสัมพันธ์

กับโปรตีน	Smad2,	SKI,	STAT3,	EGF	และ	EGFR	ซึ่งโปรตีน 

แต่ยังไม่มีงานวิจัยใดที่อธิบายกลไกการท�างานของ	Smad4	

อย่างแท้จริงได้	ซึ่งมีรายงานวิจัยศึกษาพบว่า	EGF	จะพบใน

เย่ือบุโพรงมดลูกในระหว่างรอบระดู	ใน	decidua	และในรก

ของคน	มกีารศึกษาในสตัว์	primate	พบว่า	Insulin-like	growth	

factor-I	(IGF-I)	และ	EGF	ที่พบใน	glandular	endometrial	 

epithelium	จะมีการเปล่ียนแปลงในบริเวณที่มีการฝังตัวของ 

ตวัอ่อน	แสดงให้เหน็ถงึบทบาทในการแทรกตวัของ	trophoblast	 

เข้าไปในเย่ือบุโพรงมดลูก	(trophoblast	invasion)	และการ

เกิด	decidualization๘	ในทางตรงกันข้ามงานวิจัยของ	Kaune	

H.	และคณะ	ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๕	ศึกษาการพัฒนาของเซลล์

ไข่	การปฏิสนธิ	และการพัฒนาของตัวอ่อนในหนูที่ผ่านการ

ดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือไม่ให้มีการแสดงออกของ	Smad4	

เปรียบเทียบกับกลุ่มหนูที่ไม่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรม	พบ

ว่า	Smad4	ไม่จ�าเป็นต่อการเจริญของเซลล์ไข่	การปฏิสนธิ

และการพัฒนาของตัวอ่อน	เนื่องจากในหนูกลุ ่มที่ผ ่าน 

การดัดแปลงพันธุกรรมยังสามารถมีการเจริญของเซลล์ไข	่ 

การปฏิสนธิ	และการพัฒนาของตัวอ่อน	ไม่แตกต่างจาก 

กลุ่มที่ไม่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรม๙

	 RBFOX1	หรือ	FOX1	หรือ	ataxin-2	binding	protein	

1	(A2BP1)	พบใน	คน	หนู	พยาธิตัวกลม	โดย	RBFOX1	จะ

จับกับโปรตีน	ataxin-2๑๐	นอกจากนั้นยังท�าหน้าที่เก่ียวกับ	

RNA-binding	protein๑๑	ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ	Tim-

Rasmus	K.	และคณะ	ในปี	ค.ศ.	๒๐๐๐	ที่ศึกษาในหนอน

พยาธพิบว่า	ataxin-2	(Atx-2)	มบีทบาทส�าคัญต่อการพัฒนาของ 

ตัวอ่อน	นอกจากนี้ยังพบ	Atx-2	กระจายอยู่ในเนื้อเย่ือต่างๆ	

อาจเนื่องมาจากมีคุณสมบัติของ	RNA-splicing	และยังอาจ

มีส่วนเกี่ยวข้องในการเกิด	polarity	ของเซลล์๑๒	ซึ่งจากงาน

วิจัยพบว่า	RBFOX1	มีความสัมพันธ์กับ	EGF	และ	EGFR	

เช่นเดียวกันกับ	Smad4	จึงคาดว่าน่าจะมีความส�าคัญต่อการ

พัฒนาของตัวอ่อนและการฝังตัวของตัวอ่อนเช่นกัน

	 ผลงานวิจัยนี้ยังพบโปรตีนที่มีการแสดงออกใน 

น�้าล้างผิวเย่ือบุโพรงมดลูกในวันที่ท�าการย้ายฝากตัวอ่อนใน

กลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	คือ	TRIFIC	(Tripartite	motif-

containing	protein	46;	TRIM46)	ซึง่เป็นส่วนหนึง่ของ	tripartite	

motif	family	(TRIM)	หรอื	RING	finger,	B-box,	and	coiled-coil	

(RBCC)	โดยจากการศึกษาของ	Short	KM.	และ	COX	TC.	ใน

ปี	ค.ศ.	๒๐๐๖	พบว่า	TRIFIC	มหีน้าทีเ่กีย่วข้องกับ	microtubule	

cytoskeleton	ซึง่ยังไม่ทราบถึงหน้าทีใ่นการท�างานอย่างแน่ชัด	

เนื่องจาก	TRIFIC	มีลักษณะการท�างานที่ต่างไปจาก	TRIM	 

ตัวอื่น	คือ	ตัว	TRIFIC	เองจะไม่จับกันกับ	TRIM	ตัวอื่น	หรือ

แม้แต่ตัว	TRIFIC	เอง๑๓	นอกจากนี้	mucin1	(MUC1)	เป็นตัวที่

ควบคุมการแสดงออกของ	TRIFIC	และ	MUC1	ยังเป็นปัจจัย

หนึ่งที่มีส่งผลเก่ียวข้องกับการฝังตัวของตัวอ่อน	โดยพบว่า	

MUC1	จะมีการแสดงออกที่บริเวณผิวเย่ือบุโพรงมดลูกใน 

ช่วงเฉพาะก่อนการฝังตวัของตวัอ่อน๑๔	ซึง่หากมกีารแสดงออก

ของ	MUC1	ในช่วงต่อไปหลังจากระยะน้ีจะส่งผลให้ตัวอ่อน

ไม่สามารถฝังตัวได้	ดังนั้น	เมื่อถึงระยะเวลาที่เหมาะสมต่อ

การฝังตัวของตัวอ่อน	การแสดงออกของ	MUC1	จะลดลงใน

บริเวณที่เหมาะแก่การฝังตัวของตัวอ่อน๑๕,	๑๖,	๑๗	แต่เนื่องจาก

ยังไม่มีงานวิจัยใดที่ท�าการศึกษากลไกการท�างานของทั้ง	

TRIFIC	และ	MUC1	อย่างชัดเจน	จึงท�าให้ไม่สามารถทราบ

ถึงกลไกการท�างานที่สัมพันธ์กันระหว่าง	TRIFIC	กับ	MUC1	

อย่างแท้จริงได้	ซึ่งการตรวจพบโปรตีน	TRIFIC	ในน�้าล้าง 

ผวิเย่ือบโุพรงมดลกูในกลุม่ทีม่กีารฝังตวัของตวัอ่อนนัน้	อาจจะ 

เป็นไปได้ว่า	MUC1	ทีม่กีารแสดงออกมาก่อนระยะทีเ่หมาะสม 

ต่อการฝังตัวของตัวอ่อนเป็นตัวควบคุมให้มีการแสดงออก

ของ	TRIFIC	ในระยะที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	แต่ในกลุ่มที่

ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อนในงานวิจัยครั้งนี้น่าจะยังคงมีการ

แสดงออกของ	MUC1	ที่บริเวณผิวเย่ือบุโพรงมดลูก	แต่จาก
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ผลงานวจิยัไม่พบการแสดงออกของ	MUC1	ในน�า้ล้างผวิเย่ือบ ุ

โพรงมดลกูนัน้	อาจเป็นไปได้ว่า	MUC1	ยังมกีารแสดงออกอยู่

ทีผ่วิเซลล์เย่ือบโุพรงมดลกูไม่ได้ถกูปล่อยออกมากบัน�า้ล้างผวิ

เยื่อบุโพรงมดลูก	

	 สรุปผลจากการศกึษาครั้งนี้	พบวา่	โปรตีนที่นา่จะมี

ความส�าคัญต่ออตัราการเจรญิและการฝังตวัของตวัอ่อน	ได้แก่	

โปรตีน	Smad4	และ	RBFOX1	ที่พบได้ในน�้ายาเลี้ยงตัวอ่อน 

ระยะ	cleavage	(วันที่	๓	หลังวันเก็บไข่)	โดยพบว่ามีความ

สัมพันธ์กับกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	ส่วนโปรตีน	TRIFIC	

ที่พบได้ในน�้าล้างผิวเย่ือบุโพรงมดลูกและสัมพันธ์กับ	MUC1	

ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความส�าคัญต่อการฝังตัวของตัวอ่อนอย่าง
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Abstract

Correlation of proteins secreted from embryos in embryo culture medium and proteins in fluid washed from endometrial 

surface with implantation
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Introduction: Although	assisted	reproductive	technologies	(ART)	has	been	advancedly	developed,	obstetrician,	scientists	 

	 and	researchers	are	still	in	search	of	the	highest	efficiency	methods	to	select	good	embryos	for	better	 

	 implantation	rate.	Also,	study	on	factors	predicting	endometrium	receptivity	and	another	implantation	factors	 

	 are	interesting.	Therefore,	we	planned	to	carry	on	study	the	significant	biomarkers	for	embryo	development,	 

	 endometrium	receptivity	and	implantation.

Method:	 Infertile	female	volunteers	were	treated	with	Intracytoplasmic	sperm	injection	(ICSI).	Seven	volunteers	 

	 had	embryos	implanted	and	seven	volunteers	had	not.	We	collected	embryo	culture	spent	medium	at	 

	 zygote,	cleavage	and	blastocyst	stage	and	collected	fluid	washed	from	endometrial	surface	on	the	day	 

	 of	ovum	pick	up	and	embryo	transfer.	All	specimens	were	identified	for	peptide	mixtures	using	liquid	 

	 chromatography-mass	spectrometry	(LC-MS/MS)	analysis	and	searched	against	National	Center	 

	 for	Biotechnology	Information	(NCBI)	database.

Result:	 Two	different	expression	proteins	and	one	different	expression	protein	were	found	in	embryo	culture	 

	 spent	medium	and	in	fluid	washed	from	endometrial	surface	respectively	in	the	volunteer	group	having	 

	 implantation.	These	3	proteins,	Smad4,	RBFOX1,	and	TRIFIC	were	evidently	related	to	different	factors	 

	 that	involved	in	the	embryo	development	and	implantation	process.

Discussion and	 3	different	expression	proteins	found	in	volunteer	with	embryo	implanted	group	need	to	be	studied	further	 

Conclusion:	 to	confirm	their	roles	in	embryo	development	and	implantation.
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