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นิพนธ์ต้นฉบับ

ไกลโคโปรตีโอมิกส์ของสารคัดหลั่งจากเยื่อบุโพรงมดลูก 
ระยะ pre-receptive และ receptive ในรอบการรักษาด้วย 

เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ที่มีการฝังตัวและไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

บทคัดย่อ

บทนำ�:	 การตรวจประเมินความพร้อมของเยื่อบุโพรงมดลูก	 ซึ่งเป็นส่ิงสำาคัญในการเพิ่มอัตราสำาเร็จของการรักษาภาวะ 
มบีตุรยากโดยใชเ้ทคโนโลยชีว่ยการเจรญิพนัธุใ์นปจัจบุนัยงัขาดตวัชีว้ดัทีเ่ชือ่ถอืไดใ้นการตรวจวนิจิฉยั	วตัถปุระสงค์
เพื่อศึกษาไกลโคโปรตีนในสารคัดหล่ังจากเยื่อบุโพรงมดลูก	 เพื่อนำาไปสู่การศึกษาหาตัวช้ีวัดทางชีวภาพในการ
ตรวจประเมินความพร้อมของเยื่อบุโพรงมดลูก

วิธีก�รศึกษ�:		 ทำาการเก็บตัวอย่างสารคัดหล่ังของเยื่อบุโพรงมดลูกจากปลายสายที่ใช้ในการย้ายฝากตัวอ่อน	 ในสตรีท่ีรักษา
ภาวะมีบุตรยากโดยใช้เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์	จำานวน	๓๒	ราย	จากผู้ป่วยที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนจำานวน	 
๑๖	 ราย	 และผู้ป่วยที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อนจำานวน	 ๑๖	 ราย	 โดยทำาการเก็บตัวอย่างจากแต่ละกลุ่มในวัน
ที่ทำาการเก็บไข่	(วันที่	๐)	จากผู้ที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนจำานวน	๘	ราย	และผู้ที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อนจำานวน	
๘	ราย	รวมเป็นจำานวน	๑๖	ราย	(กลุ่มที่	๑)	และวันที่ทำาการย้ายฝากตัวอ่อน	(วันที่	๕)	จากผู้ป่วยที่มีการฝังตัว
ของตวัออ่นจำานวน	๑๖	ราย	(กลุม่ที	่๒)	และผูป้ว่ยทีไ่มมี่การฝงัตวัของตัวออ่นจำานวน	๑๖	ราย	(กลุม่ที	่๓)	แลว้นำา
มาตรวจวิเคราะห์หาไกลโคโปรตีนด้วยเครื่อง	Liquid	chromatography	with	tandem	mass	spectrometry	 
ระบุชนิดและเปรียบเทียบการแสดงออกของไกลโคโปรตีนที่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มที่มีการฝังตัวและไม่มี 
การฝังตัวของตัวอ่อนโดยใช้ชีวสารสนเทศ	(bioinformatics)

ผลก�รศึกษ�:		 พบไกลโคโปรตนีในสารคดัหล่ังจากเยือ่บโุพรงมดลกูในวนัเกบ็ไข	่(วนัที	่๐)	เปน็กลุม่ที	่๑	จำานวน	๖๔	ชนดิ	และพบ
ในวนัยา้ยฝากตวัออ่น	(วนัที	่๕)	เปน็กลุม่ที	่๒	และกลุม่ที	่๓	จำานวน	๖๗	ชนดิ	โดยไกลโคโปรตนีทีพ่บในวนัที	่๕	นัน้	
เปน็ไกลโคโปรตนีทีพ่บเฉพาะในกลุม่ทีม่กีารฝงัตวัของตวัออ่น	(กลุม่ที	่๒)	จำานวน	๑	ชนดิ	คอื	cGMP-dependent	
protein	kinase	1	isoform	2	และเป็นไกลโคโปรตีนที่พบเฉพาะในกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	(กลุ่มที่	๒)	
จำานวน	๒	ชนิด	คือ	human	coding	gene	(hCG)	2038570	และ	thioredoxin	domain-containing	protein	
2	isoform	2

วิจ�รณ์ และ ไกลโคโปรตีนที่พบในวันที่	๐	และวันที่	๕	จำานวน	๖๔	ชนิด	แสดงให้เห็นว่าไกลโคโปรตีนส่วนใหญ่ที่ตรวจพบใน 
สรุปผลก�รศึกษ�:	 เยือ่บโุพรงมดลกู	จะปรากฏต้ังแตร่ะยะ	pre-receptive	และยงัคงปรากฏตอ่เนือ่งไปจนถงึระยะ	receptive	สำาหรบั

ไกลโคโปรตีนที่พบเฉพาะในวันที่	๕	จำานวน	๓	ชนิด	น่าจะเป็นตัวแทนของไกลโคโปรตีนที่แสดงถึง	 receptive	 
phase	(window	period	of	implantation;	WOI)	ของเยือ่บโุพรงมดลูก	โดยที	่cGMP-dependent	protein	kinase	 
1	 isoform	 2	 ซึ่งพบเฉพาะในกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	 อาจจะใช้เป็นตัวแทนบอกถึงความพร้อมของเยื่อบ ุ
โพรงมดลกูในการรองรบัการฝังตวั	และสำาหรบั	hCG	2038570	และ	thioredoxin	domain-containing	protein	
2	 isoform	 2	 ซ่ึงพบเฉพาะในกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	 อาจจะใช้เป็นตัวแทนบอกถึงความไม่พร้อมของ 
เยื่อบุโพรงมดลูกในการรองรับการฝังตัว	ทั้งนี้ควรจะต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป
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บทน�ำ
อุบัติการณ์ของภาวะมีบุตรยากพบได้ร้อยละ	๕	-	๑๕	 

ของคู ่สมรสในวัยเจริญพันธุ ์ทั่วโลก๑,	 ๒	 ปัจจุบันน้ีมีการใช้

เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์	 (assisted	 reproductive	 

technologies;	 ART)	 ในการรักษาภาวะมีบุตรยากกันอย่าง 

แพร่หลาย	 โดยทำาการปฏิสนธิไข่กับอสุจิภายนอกร่างกายแล้ว

เพาะเลี้ยงตัวอ่อนภายในห้องปฏิบัติการ	ในปัจจุบันมักจะเพาะ

เลี้ยงตัวอ่อนจนเข้าสู่ระยะบลาสโตซิสต์	 ตัวอ่อนที่มีคุณภาพดี

จะได้รับการคัดเลือกเพ่ือย้ายฝากเข้าสู่โพรงมดลูก	 แม้ว่าจะมี

การตรวจวินิจฉัยทางพันธุกรรมของตัวอ่อนก่อนการฝังตัวเพื่อ

ทำาให้มีอัตราการตั้งครรภ์สูงขึ้น	 แต่อัตราความสำาเร็จของการ

ตั้งครรภ์โดยเฉลี่ยมีเพียงร้อยละ	๒๕	-	๓๐	ต่อรอบการรักษา๓,	๔	

ปัจจยัสำาคญัอย่างหนึง่คอืความล้มเหลวในการฝังตวัของตัวอ่อน

การฝังตัวของตัวอ่อนมีปัจจัยสำาคัญท่ีเก่ียวข้อง	 

๓	 อย่างคือ	 ปัจจัยทางด้านตัวอ่อน	 ปัจจัยทางด้านเยื่อบ ุ

โพรงมดลูก	 และปัจจัยทางช่วงเวลาของความพร้อมที่สัมพันธ์

กัน	(synchronized	dialogue)	ระหว่างระยะการเจริญเติบโต

ของตัวอ่อนและความพร้อมของการรองรับการฝังตัวของเยื่อบุ

โพรงมดลูก	(Window	of	Implantation;	WOI)๕,	๖	การศึกษา

ในปัจจุบันส่วนมากมุ่งเน้นการพัฒนาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ 

ในการเพาะเลี้ยงและประเมินคุณภาพของตัวอ่อน	 แต่รายงาน 

การศกึษาทีเ่กีย่วกบัความพร้อมของเยือ่บโุพรงมดลกูในช่วงเวลา

ที่เหมาะสมต่อการฝังตัวของตัวอ่อนยังมีจำานวนน้อย	เนื่องจาก

การศึกษาในส่วนนี้มีความซับซ้อน	 และการเก็บตัวอย่างเยื่อบุ

โพรงมดลกูนัน้	ในบางกรณอีาจต้องมกีารรุกลำา้	(invasive)	เยือ่บุ 

โพรงมดลูกที่ส่งผลกระทบต่อกระบวนการการฝังตัวและอัตรา

สำาเร็จในการรักษา

การตรวจประเมินคุณภาพและความพร้อมของเยื่อบุ

โพรงมดลกูมหีลายวธิกีาร	เช่น	การตรวจทางจลุกายวิภาคศาสตร์

ของเซลล์และเน้ือเยื่อ	 (histology)	 ตามเกณฑ์ประเมินของ	

Noyes	 และคณะ๗	 ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ยังคงใช้กันอยู่	 โดย

ตรวจวิเคราะห์จากการตัดชิ้นเนื้อ	 (biopsy)	 ซึ่งเป็นวิธีการที่

รุกลำ้า	 (invasive)	 ไม่สามารถนำามาใช้ทางคลินิกในแต่ละรอบ

การรักษาได้	 นอกจากนี้การแปลผลอาจมีความคลาดเคล่ือน

ได้จากประสบการณ์และทักษะของผู้แปลผลแต่ละคน	 และ 

ขณะนี้ก็ยังไม่สามารถเชื่อมโยงระหว่างการเปลี่ยนแปลงของ

เยื่อบุโพรงมดลูกกับความพร้อมในการรองรับการฝังตัวของตัว

อ่อนได้อย่างชัดเจน

สำาหรบัวธิกีารตรวจทีไ่ม่รกุลำา้ทีใ่ช้ในทางคลนิกิ	ได้แก่	

การใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูงเพ่ือตรวจดูความหนาและลักษณะที่

ปรากฏของเยื่อบุโพรงมดลูก๘,	 ๙	 ซ่ึงเป็นวิธีที่ง่าย	 ราคาไม่แพง	

แต่ก็ยังไม่สามารถเชื่อมโยงระหว่างการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุ

โพรงมดลูกกับความพร้อมในการรองรับการฝังตัวของตัวอ่อน

ได้อีกเช่นกัน

การศกึษาครัง้นีมุ้ง่เน้นการศกึษาชนดิของโปรตนีและ

หน้าทีข่องโปรตนีแต่ละชนดิ	(functional	proteomics)	เพือ่หา

ตัวชี้วัดทางชีวภาพ	(biomarkers)	ที่เกี่ยวข้องกับการดัดแปลง

โปรตนีหลังกระบวนการแปลรหสั	(post-translational	modi-

fications	of	proteins;	PTMs)	สามารถระบุความพร้อมของ

เยื่อบุโพรงมดลูกในระดับโมเลกุล	 โดยทำาการศึกษาในกลุ่ม 

ไกลโคโปรตีน	 (glycoprotein)	 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีการเติมและ

เชือ่มต่อกบัหมูน่ำา้ตาล	ทีเ่รยีกว่า	ไกลโคซเีลชัน่	(glycosylation)	

ซึ่งมีบทบาทหน้าที่เกี่ยวข้องกับความเสถียรของโปรตีน	 ระบบ

ภูมิคุ้มกัน	การควบคุมคุณภาพใน	endoplasmic	 reticulum	

และอื่นๆ	ซึ่งปัจจุบันการศึกษาไกลโคโปรตีนในสารคัดหลั่งจาก

เยื่อบุโพรงมดลูกที่มีบทบาทในการฝังตัวของตัวอ่อนในรอบ 

การรักษาด้วยเทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ยังมีจำานวนน้อย	 

ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษา	 โดยมีการใช้เทคนิค	 enrich-

ment	 มาช่วยในการตรวจหาไกลโคโปรตีนที่มีปริมาณน้อย

ภายในเซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพร่วมกับการใช้ฐานข้อมูล	 

(database)	ของโปรตนีในปัจจบุนั	ช่วยทำาให้สามารถระบชุนดิ

ของไกลโคโปรตีนที่พบได้มากขึ้น

สารคัดหลั่งจากเยื่อบุโพรงมดลูกเป็นสารชีวโมเลกุล

ที่สร้างและหล่ังออกมามากในช่วงที่มีการเตรียมพร้อมในการ

รองรับการฝังตัวของตัวอ่อน	 ทำาหน้าท่ีช่วยในการปฏิสัมพันธ์

ระหว่างตัวอ่อนและโพรงมดลูกและมีส่วนร่วมในกระบวนการ

ฝังตัว	 ดังนั้นจึงเป็นแหล่งสำาคัญสำาหรับการศึกษาตัวช้ีวัดทาง

ชีวภาพในการระบุความพร้อมของเยื่อบุโพรงมดลูก	

การศึกษาคร้ังนี้ได้ทำาการเก็บตัวอย่างสารคัดหลั่ง

ของเยื่อบุโพรงมดลูกจากปลายสายที่ใช้ในการย้ายฝากตัวอ่อน

เข้าสู่โพรงมดลูก	 (embryo	 transfer	 catheter)	 ภายหลัง

จากที่ทำาการย้ายฝากตัวอ่อนตามขั้นตอนการรักษาตามปรกติ	

เป็นการเก็บตวัอย่างทีไ่ม่รกุลำา้เยือ่บโุพรงมดลูก	(non-invasive)	

และไม่ส่งผลกระทบต่ออัตราการฝังตัว	 รวมทั้งเป็นการศึกษาที่

กระทำาในรอบการย้ายฝากตัวอ่อนทั้งที่มีการฝังตัวและไม่ฝังตัว 

ของตัวอ่อน	 แล้วทำาการตรวจวิเคราะห์ไกลโคโปรตีนเพื่อหา

ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของความพร้อมของเยื่อบุโพรงมดลูก	 เพื่อ

ช่วยเพิ่มอัตราความสำาเร็จในการฝังตัวของตัวอ่อนและทำาให้ 

การรักษาด้วยเทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์มีประสิทธิภาพ 

มากยิ่งขึ้น	
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วิธีกำรศึกษำ
เป็นการวจัิยเชงิพรรณนา	ณ	จดุเวลาใดเวลาหนึง่แบบ

ตัดขวาง	(Cross-sectional	descriptive	study)	ได้ใบรับรอง

จากคณะอนุกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน	 ชุดที่	 ๑	 จาก

คณะแพทยศาสตร์	 มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์	 เลขที่	 MTU-

EC-OB-1-149/58	 ศึกษาในสตรีที่มีภาวะมีบุตรยาก	 และมา

รับการรักษาโดยการใช้เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ที่หน่วย 

ผู้มีบุตรยาก	โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ	ระหว่าง	

เดือนมกราคม	พ.ศ.	๒๕๕๘	ถึงเดือนมิถุนายน	พ.ศ.	๒๕๕๙	

ก�รใช้เทคโนโลยีช่วยก�รเจริญพันธุ์

อาสาสมัครจะได้รับการรักษาตามกระบวนการของ

การใช้เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ตามปรกติ	 เกณฑ์การ

รับอาสาสมัครคือ	 คู่สมรสฝ่ายหญิงมีอายุ	 ๒๕	 -	 ๔๐	 ปี	 ไม่มี

โรคประจำาตัว	 ไม่มีความผิดปรกติทางด้านเยื่อบุโพรงมดลูก	 

ปากมดลูก	 และรังไข่	 มีตัวอ่อนที่เจริญเติบโตไปเป็นระยะ 

บลาสโตซิสต์คุณภาพดี	 สำาหรับเกณฑ์การไม่รับอาสาสมัคร

คือ	 สตรีที่ใส่ตัวอ่อนยากหรือมีเลือดปนเปื้อนที่ปลายสายย้าย

ฝากตัวอ่อน	 การรักษาเริ่มจากการกระตุ้นการทำางานของรังไข่

โดยใช้	antagonist	protocol	ได้แก่	การให้ฮอร์โมน	recom-

binant	follicle	stimulating	hormone	(Gonal-F®,	Merck	

Serono,	Italy)	ร่วมกบั	gonadotropin	releasing	hormone	

antagonist	 (Cetrotide®,	 Merck	 serono,	 Italy)	 โดย

ขนาดความเข้มข้นของยาที่ใช้ขึ้นกับแต่ละบุคคลและตามการ 

ตอบสนองของรังไข่	 ระหว่างนั้นมีการตรวจติดตามการเจริญ

เตบิโตของรังไข่ด้วยการใช้คลืน่เสยีงความถ่ีสงูทางช่องคลอด	เมือ่

ไข่มขีนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง	๑๘	มลิลเิมตร	จำานวนอย่างน้อย	๒	ใบ	 

จึงทำาการเหนี่ยวนำาให้ไข่ตกโดยใช้ฮอร์โมน	 recombinant	 

human	 chorionic	 gonadotropin	 (Ovidrel®,	 Merck	 

Serono,	 Italy)	 ขนาดความเข้มข้น	 ๖,๕๐๐	 IU	 หลังจากนั้น	 

๓๖	ชั่วโมง	ทำาการเก็บไข่	 เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการเก็บไข่แล้ว	

แพทย์จะสอดสายย้ายฝากตวัอ่อน	(embryo	transfer	catheter)	 

ผ่านทางช่องคลอดเข้าสู่โพรงมดลูก	 เพื่อตรวจดูช่องทางที่จะ

นำาตัวอ่อนไปวางและเพื่อให้มั่นใจว่าวันย้ายฝากตัวอ่อนจริงจะ

สามารถทำาได้โดยไม่มีปัญหาในหัตถการการย้ายฝาก	 เรียกว่า	

mock	 transfer	 และเพื่อป้องกันปัญหาการปนเปื้อนโปรตีน

ในสารคัดหลั่งจากปากมดลูก	 ในขั้นตอนการทำานั้น	 แพทย์จะ

สอดสายย้ายฝากส่วนที่เป็น	outer	catheter	เข้าไปก่อน	ผ่าน

บริเวณปากมดลูกจนถึงโพรงมดลูกส่วนต้น	 โดยใช้การตรวจ

คลื่นเสียงความถี่สูงทางหน้าท้องเพื่อช่วยดูตำาแหน่ง	 จากน้ัน

ค่อยสอดสาย	inner	catheter	ผ่านเข้าไปใน	outer	catheter	

จนปลายสาย	 inner	 catheter	 ผ่านปลาย	 outer	 catheter	 

ถงึตำาแหน่งทีเ่หมาะสมในโพรงมดลกูสำาหรบัการย้ายฝากตวัอ่อน	

และในขั้นตอนการถอนสาย	catheter	นั้น	แพทย์จะถอนสาย	

inner	catheter	เข้ามาใน	outer	catheter	ก่อนจะถอนออก

ทั้ง	๒	สายผ่านปากมดลูกออกมา	ซึ่งจะช่วยลดการปนเปื้อนได้	

(แม้ว่าอาจจะไม่ร้อยละ	 ๑๐๐)	 หลังจากเสร็จส้ินกระบวนการ	

ทางผู้วิจัยจะเก็บสารคัดหล่ังที่ส่วนปลายของสายย้ายฝาก 

ตวัอ่อนซ่ึงเป็นบรเิวณทีสั่มผสัเยือ่บโุพรงมดลูก	โดยตดัปลายสาย 

ของ	inner	catheter	ใส่ลงในนำา้ยา	phosphate	buffer	saline	

(PBS)	 นำาไปปั่นให้ตกตะกอน	 เก็บส่วนบนใส่ในหลอด	 แช่แข็ง

ที่อุณหภูมิ	 -๘๐	 องศาเซลเซียสจนกว่าจะนำามาวิเคราะห์	 โดย

ตัวอย่างนี้เป็นตัวอย่างของวันเก็บไข่	(วันที่	๐)	

หลังจากเก็บไข่แล้ว	 ๔	 ชั่วโมง	 นำาไข่มาปฏิสนธิกับ

อสุจิที่เตรียมไว้ด้วยวิธี	 density	 gradient	 centrifugation	

โดยฉีดอสุจิเข้าไปในเซลล์ไข่	 (Intracytoplasmic	 spern	

injection;	 ICSI)	 เซลล์ไข่ที่ได้รับการปฏิสนธิจะนำามาเลี้ยงต่อ

ในนำ้ายาเพาะเลี้ยง	 Global	 culture	media®	 (Life-Global,	

USA)	 ในตู้เลี้ยงที่มีสภาวะเหมาะสมโดยควบคุมความเข้มข้น

ของคาร์บอนไดออกไซด์ที่ร้อยละ	๖	ออกซิเจน	ร้อยละ	๕	และ

ไนโตรเจนร้อยละ	๘๙	ที่	๓๗	องศาเซลเซียส	ทำาการเพาะเลี้ยง

ตัวอ่อนเป็นเวลา	๕	วัน	 เมื่อตัวอ่อนจะเข้าสู่ระยะบลาสโตซิสต์	 

คดัเลอืกตวัอ่อนโดยประเมนิคณุภาพและแบ่งเกรดตาม	Gardner	 

และ	 Schoolcraft	 (ปี	 ค.ศ.	 ๑๙๙๙)๑๐	 ตัวอ่อนที่จะย้ายฝาก

นั้นจะมีอยู่	 ๘	 ลักษณะ	 ได้แก่	 3AA,	 3AB,	 3BA,	 3BB,	 4AA,	

4AB,	 4BA	 และ	 4BB	 การย้ายฝากตัวอ่อนแต่ละครั้งจะย้าย

ฝากไม่เกิน	 ๒	 ตัวอ่อน	 ทันทีที่แพทย์ย้ายฝากตัวอ่อนเสร็จ	

ทางผู้วิจัยจะเก็บสารคัดหล่ังที่ปลายสายย้ายฝากตัวอ่อน	 เป็น

ตัวอย่างวันย้ายฝาก	 (วันที่	 ๕)	 กระบวนการเก็บตัวอย่างทำา

เช่นเดียวกับที่อธิบายไว้ในการเก็บตัวอย่างวันเก็บไข่	 (วันท่ี	 ๐)	

หลังจากนั้นกระบวนการทำา	 luteal	 support	 จะให้	 vaginal	 

progesterone	 gel	 ๙๐	 มิลลิกรัม	 (Crinone®,	 Merck	 

serono,	Italy)	วนัละ	๑	ครัง้	ตัง้แต่หลงัวันเก็บไข่	(วนัที	่๐)	จนถงึ 

วันตรวจการตั้งครรภ์

ก�รเตรยีมส�รคดัหล่ังจ�กเยือ่บุโพรงมดลกูและก�รวิเคร�ะห์

ไกลโคโปรตีน

จำานวนตัวอย่างที่ได้จากการคำานวณทางสถิติ	 จะ

แบ่งออกเป็น	๓	กลุ่มคือ	กลุ่มที่	๑	เป็นตัวอย่างวันเก็บไข่	 (วัน

ที่	 ๐)	ซึ่งใช้เป็นพื้นฐาน	 (control)	 จำานวน	๑๖	ราย	 โดยเป็น 

กลุ่มตัวอย่างจากกลุ่มที่มีการฝังตัวและไม่ฝังตัวของตัวอ่อน 

อย่างละ	๘	ราย	โดยการคดัเลอืก	๘	รายจากใน	๑๖	รายของแต่ละ
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กลุ่มศึกษา	ใช้การเลือกแบบสุ่มดังนี้	เลือกรายที่เป็นลำาดับเลขคู่

ต่อเนือ่งไป	ได้แก่	ลำาดบัที	่๒,	๔,	๖,	๘,	๑๐,	๑๒,	๑๔,	๑๖	จนครบ	 

๘	 ราย	 สำาหรับกลุ่มที่	 ๒	 เป็นตัวอย่างวันย้ายฝาก	 (วันที่	 ๕)	 

ที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	จำานวน	๑๖	ราย	และกลุ่มที่	๓	เป็น

ตัวอย่างวันย้ายฝาก	 (วันที่	 ๕)	 ที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	

จำานวน	๑๖	 ราย	 นำาตัวอย่างของแต่ละรายมาวัดความเข้มข้น

ของโปรตีน	 ด้วยเทคนิค	 Lowry	 assay๑๑	 เพื่อให้ทราบความ 

เข้มข้นของโปรตีนในแต่ละตัวอย่าง	 จากนั้นนำามาคำานวณหา

ปรมิาณของตวัอย่างแต่ละรายทีต้่องใช้เพือ่ให้ได้ปรมิาณโปรตนี

ในแต่ละตัวอย่างเท่าๆ	กัน	แล้วจึงนำาตัวอย่างดังกล่าวมา	pool	

รวมกันในแต่ละกลุ่มที่ศึกษา

นำาตัวอย่างทั้ง	 ๓	 กลุ่มข้างต้นมาทำาให้ไกลโคโปรตีน 

มีความเข ้มข ้น	 (enrichment)	 มากข้ึน	 โดยใช ้เทคนิค	 

immobilized	 lectin	 columns	 concanavalin	 A	

(ConA)	 affinity	 kit	 (Thermo	 Fisher	 Scientific	 Pierce	 

Biotechnology,	 United	 States)	 โดยมีขั้นตอนดังน้ี	 

ใส่ตัวอย่างท่ีมีโปรตีนความเข้มข้น	 ๔๐๐	 ไมโครกรัม	 ลงใน	

ConA	 lectin	 resin	 ปริมาตร	๘๐	 ไมโครลิตร	 บ่มที่อุณหภูมิ

ห้องเป็นเวลา	 ๑๐	 นาทีพร้อมกับเขย่า	 จากน้ันบ่มที่อุณหภูม	ิ 

๔	องศาเซลเซียส	ทิง้ไว้ข้ามคนื	ล้างส่วนทีไ่ม่ใช่ไกลโคโปรตนีออก

โดยใช้	5X	binding/wash	buffer	จำานวน	๓	ครั้ง	เก็บส่วนที่

เป็นไกลโคโปรตีนโดยใช้	 elution	 buffer	 ๑๖๐	 ไมโครลิตร	 

บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิอง	เป็นเวลา	๕	นาท	ีจากนัน้ป่ันล้าง	ทำาซำา้	๓	คร้ัง	 

นำาส่วนที่ได้ไปวิเคราะห์ต่อไป

ทำาการย่อยไกลโคโปรตีนให้เป็นสายสั้นๆ	 โดยใช้	 

Dithiothreitol	(DTT)	ความเข้มข้น	๕	มลิลโิมลต่อลติร	(Sigma,	

St.	Louis,	MO,	USA)	ซ่ึงเป็น	reducing	agent	ทำาลายพนัธะของ	

disulfide	บ่มทีอ่ณุหภมู	ิ๕๖	องศาเซลเซยีส	เป็นเวลา	๖๐	นาที	 

ตามด้วย	Iodoacetamide	(IAA)	ความเข้มข้น	๑๕	มลิลิโมลต่อลิตร	 

(Sigma,	St.	Louis,	MO,	USA)	บ่มในที่มืด	อุณหภูมิห้อง	เป็น

เวลา	๖๐	นาท	ีจากนัน้นำามาย่อยด้วยเอนไซม์ทรปิซิน	(Promega	 

Corp.,	Madison,	WI,	USA)	ปริมาณความเข้มข้น	substrate: 

enzyme	คือ	๑:๒๐	บ่มที่อุณหภูมิ	 ๓๗	องศาเซลเซียส	ทิ้งไว้

ข้ามคืน	

วเิคราะห์ไกลโคเพพไทด์ด้วยเครือ่ง	Liquid	chroma-

tography	with	tandem	mass	spectrometry	(SYNAPTTM	

HDMS	mass	spectrometer,	Waters	Corp.,	Manchester,	

UK)	 ระบุชนิดของไกลโคโปรตีนด้วยชีวสารสนเทศ	 (bioinfor-

matics)	ได้แก่	วเิคราะห์เพพไทด์ทีไ่ด้โดย	DeCyder™	MS	Dif-

ferential	analysis	software	(DeCyder	MS)	(Version	2.0,	

Thermo	Scientific,	USA)	ระบชุนดิของเพพไทด์โดย	Mascot	

algorithm	2.2.1	software	(Matrix	Science,	London,	UK)	

เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดย	 Venn	 diagram	

(http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/)	 และตรวจสอบข้อมูล

โปรตีนโดย	Universal	protein	resource	(UniProt)	data-

base	(http://www.uniprot.org/)

ผลกำรศึกษำ
ข้อมูลพื้นฐ�นของกลุ่มศึกษ�

อาสาสมัครในการศึกษาครั้งน้ีแบ่งเป็น	 ๒	 กลุ่ม	 คือ	

อาสาสมัครที่มีการฝังตัวของตัวอ่อนและไม่มีการฝังตัวของ 

ตัวอ่อน	 ข้อมูลพื้นฐาน	 ได้แก่	 อายุ,	 Body	 mass	 index	 

(BMI),	จำานวนยาทีใ่ช้ในการกระตุน้,	จำานวนไข่ทีเ่กบ็ได้,	จำานวน

ไข่ระยะ	M	 II,	 จำานวนไข่ที่ได้รับปฏิสนธิ,	 จำานวนตัวอ่อนระยะ 

บลาสโตซิสต์ในวันที่	 ๕,	 จำานวนตัวอ่อนที่ใส่กลับ	 พบว่าไม่ม ี

ความแตกต่างกนัในทัง้	๒	กลุม่	(p-value	>	๐.๐๕)	รายละเอยีด

ดังตารางที่	๑
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ผลการวิเคราะห์ไกลโคโปรตีนในสารคัดหลั่งจาก 

เยื่อบุโพรงมดลูก	พบไกลโคโปรตีนในวันเก็บไข่	 (วันที่	๐)	ที่ได้

จากกลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	๘	 ราย	 และกลุ่มที่ไม่มีการ

ฝังตัวของตัวอ่อน	๘	ราย	รวมเป็น	๑๖	ราย	จำานวน	๖๔	ชนิด	

และวนัย้ายฝากตวัอ่อน	(วนัที	่๕)	ทีไ่ด้จากกลุม่ทีม่กีารฝังตวัของ 

ตัวอ่อน	๑๖	ราย	และกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	๑๖	ราย	

รวมเป็น	๓๒	ราย	จำานวน	๖๗	ชนิด	เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 

วันที่	 ๐	 กับวันที่	 ๕	 พบว่า	 มี	 ๓	 ชนิดที่พบเฉพาะในวันที่	 ๕	 

ดังรูปที่	 ๑	 สำาหรับรายละเอียดของไกลโคโปรตีนที่พบแสดงใน

ตารางที่	๒

 
ค่�พ�ร�มิเตอร์

 กลุ่มที่ฝังตัว กลุ่มที่ไม่ฝังตัว p-value a

  (n = ๑๖) (n = ๑๖) 

	 อายุ	(ปี)	 ๓๓.๘๗	±	๒.๗๙	 ๓๔.๑๐	±	๓.๔๓	 ๐.๗๗๓

	 	 (๒๙	-	๓๙)	 (๒๗	-	๔๐)	

	 BMI	 ๒๑.๔๒	±	๑.๑๘	 ๒๑.๘๐	±	๑.๒๕	 ๐.๒๓๖

	 	 (๑๙.๔๐	-	๒๔.๓๐)	 (๑๙.๗๐	-	๒๓.๘๐)	

	 จำานวนยาที่ใช้ในการกระตุ้น	(IU)	 ๒,๐๘๐	±	๔๒๑.๔๘	 ๒,๐๒๗.๕	±	๔๙๖.๕๑	 ๐.๖๖๐

	 	 (๑,๓๕๐	-	๒,๗๐๐)	 (๑,๒๐๐	-	๒,๗๐๐)	

	 จำานวนไข่ที่เก็บได้	 ๘.๗๐	±	๒.๓๒	 ๘.๔๗	±	๓.๐๓	 ๐.๗๓๙

	 	 (๕	-	๑๔)	 (๔	-	๑๖)	

	 จำานวนไข่ระยะ	M	II	 ๗.๓๓	±	๑.๘๓	 ๖.๘๗	±	๒.๙๔	 ๐.๔๖๔

	 	 (๓-๑๑)	 (๒-๑๓)	

	 จำานวนไข่ที่ได้รับปฏิสนธิ	 ๕.๗๐	±	๑.๕๑	 ๕.๓	±	๒.๒๗	 ๐.๔๒๖

	 	 (๓	-	๘)	 (๒	-	๑๐)	

	 จำานวนตัวอ่อนระยะบลาสโตซิสต์ในวันที่	๕	 ๓.๒๐	±	๑.๒๔	 ๓.๐๖	±	๑.๘๑	 ๐.๗๔๑

	 	 (๑	-	๕)	 (๑	-	๗)	

	 จำานวนตัวอ่อนคุณภาพดีที่ใส่กลับb	 ๑.๖๗	±	๐.๔๘	 ๑.๖๓	±	๐.๔๙	 ๐.๗๙๕

	 	 (๑	-	๒)	 (๑	-	๒)

ต�ร�งที่ ๑	 ข้อมูลพื้นฐานของกลุ่มศึกษา

ค่าทั้งหมดรายงานผลเป็น	mean	±	SD,	ช่วงของค่าทั้งหมด	แสดงผลอยู่ในวงเล็บ
a	=	 เปรียบเทียบโดยใช้	t-test
b	=	ตวัอ่อนคณุภาพด	ีประเมนิคณุภาพและแบ่งเกรดตาม	Gardner	และ	Schoolcraft	(ปี	ค.ศ.	๑๙๙๙)๑๐	ซึง่อยูใ่น	๘	ลกัษณะ	ได้แก่	3AA,	3AB,	3BA,	3BB,	 

	 4AA,	4AB,	4BA	และ	4BB
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ผลการวิเคราะห์ไกลโคโปรตีนในวันย้ายฝากตัวอ่อน  

(วันที่ ๕) เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่มีการฝังตัวและไม่ฝังตัว  

พบไกลโคโปรตีน ๑ ชนิดท่ีมีเฉพาะในกลุ ่มที่ฝ ังตัว และ  

๒ ชนิดที่มีเฉพาะในกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัว ดังรูปที่ ๒ ส�าหรับ 

รายละเอียดของไกลโคโปรตีนที่พบแสดงในตารางที่ ๓

 

วันที่ ๐ วันที่ ๕

๐ ๖๔ ๓

รูปที่ ๑ แผนภูมิ Venn diagram แสดงการเปรียบเทียบจ�านวนไกลโคโปรตีนที่พบในวันเก็บไข่ (วันที่ ๐) และวันย้ายฝากตัวอ่อน  

 (วันที่ ๕)

 Accession No. Peptide sequence Protein description

 gi|11954514 ALATK hCG1997574, isoform CRA_a

 gi|578838475 KGEDGK high mobility group nucleosome-binding domain-containing 

   protein 5 isoform X3 

 gi|2174758 EGAEK unnamed protein product

ตารางที่ ๒ ไกลโคโปรตีน ๓ ชนิดในสารคัดหลั่งจากเยื่อบุโพรงมดลูก ท่ีพบในวันย้ายฝากตัวอ่อน (วันที่ ๕) แต่ไม่พบในวันเก็บไข่  

 (วันที่ ๐)

รูปที่ ๒ แผนภูมิ Venn diagram แสดงการเปรียบเทียบจ�านวนไกลโคโปรตีนที่พบในวันย้ายฝากตัวอ่อน (วันที่ ๕) ในกลุ่มที่มีการ 

 ฝังตัวของตัวอ่อนและกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

กลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน กลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน

๖๔ ๒๑
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
การศึกษาครั้งน้ีได้มีการใช้เทคโนโลยีโปรตีโอมิกส์

ร่วมกับการศึกษาหน้าท่ีของโปรตีน	 ท่ีเรียกว่า	 functional	

proteomics	 ท่ีเก่ียวข้องกับการดัดแปลงหลังกระบวนการ

แปลรหัสของโปรตีน	 (post-translational	 modifications	

of	 proteins;	 PTMs)	 โดยทำาการศึกษากลุ่มไกลโคโปรตีน	

(glycoprotein)	 ในสารคัดหลั่งจากเยื่อบุโพรงมดลูก	 ซึ่ง

พบว่ามีไกลโคโปรตีนที่แสดงออกในช่วง	 pre-receptive	

phase	 จำานวน	 ๖๔	 ชนิด	 และแสดงออกในช่วง	 receptive	

phase	 จำานวน	 ๖๗	 ชนิด	 โดยท่ีไกลโคโปรตีนท้ัง	 ๖๔	 ชนิดที่

พบในช่วง	 pre-receptive	 phase	 จะพบต่อเนื่องไปในช่วง	 

receptive	phase	ด้วยทั้งหมด	สำาหรับไกลโคโปรตีน	๓	ชนิด

ที่พบเฉพาะในช่วง	 receptive	 phase	 อาจจะนำามาช่วย

ในการตรวจหาว่าเยื่อบุโพรงมดลูกอยู่ในระยะ	 receptive	 

phase	 หรือ	 window	 period	 of	 implantation	 (WOI)	 

หรือไม่	โดยต้องทำาการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป

ไกลโคโปรตีนที่อยู่ในช่วง	 receptive	 phase	 และ

แสดงออกเฉพาะในกลุ่มที่มีการฝังตัว	คือ	cGMP-dependent	

protein	 kinase	 1	 isoform	 2	 ซึ่งเป็นเอนไซม์โปรตีนไคเนส	

(protein	 kinase)	 ออกฤทธิ์กระตุ้นโดยการเติมหมู่ฟอสเฟต	

(protein	phosphorylation)	ให้กับโปรตนีเป้าหมาย	มบีทบาท

ในกระบวนการถ่ายทอดสัญญาณของ	 cGMP/nitric	 oxide	

(NO)	 signaling	 pathway	 โดยผ่านตัวส่ือสัญญาณตัวที่สอง	

(second	messenger)	คือ	cGMP	ทำาให้เกิดการส่งและขยาย

สัญญาณต่อไปภายในเซลล์	 ทำาให้มีการหล่ังแคลเซียม	 ซึ่งจะ

กระตุน้	Ca2+	dependent	enzyme	เช่น	NO	synthase	ต่อไป

โปรตีนที่ถูกเติมฟอสเฟตจาก	 cGMP-dependent	

protein	kinase	1	มีบทบาทต่อกระบวนการฝังตัวของตัวอ่อน	 

โดยเกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณภายในเซลล์ของฮอร์โมน

โปรเจสเตอโรน	 ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่มีบทบาทสำาคัญในการ 

กระตุ้นการเจริญของเยื่อบุโพรงมดลูกในการรองรับการฝังตัว

ของตัวอ่อน๑๒	มีกลไกการออกฤทธิ์	๒	แบบ	คือ	ออกฤทธิ์โดย

จับกับรีเซพเตอร์บนเยื่อหุ้มเซลล์	 และจับกับรีเซพเตอร์ที่อยู่

ภายในนิวเคลียส	 สำาหรับการจับกับรีเซพเตอร์บนเยื่อหุ้มเซลล	์ 

จะนำาไปสูก่ารสือ่สญัญาณภายในเซลล์	(intracellular	signaling	 

pathway)	 โดยผ่านการถ่ายทอดสัญญาณของ	 cGMP	 และ	

cAMP	 ซ่ึงผ่านต่อไปทาง	 nitric	 oxide	 (NO)	 signaling	

pathway	 และ	MAPK	 signaling	 pathway	 แล้วผ่านเข้าไป

จับกับ	 cGMP	 responsive	 element	 binding	 protein	 

1	 (CREB)	 ในนิวเคลียส	 ที่จับอยู ่กับดีเอ็นเอที่ตำาแหน่ง	

DNA-cGMP	 response	 element	 (CRE)	 ทำาให้เกิดการ

แสดงออกของยีนที่เยื่อบุโพรงมดลูก	 ซึ่งอาจจำาเป็นสำาหรับ 

การรองรับการฝังตัวของตัวอ่อน๑๓	(รูปที่	๓)

 Accession No. Peptide sequence Protein description D๐ pool (P*+ NP**) D5 (P*) D5 (NP**)

	 gi|10835242	 AYEDAEAK	 cGMP-dependent	 ๗.๔๖๕๕	 ๙.๐๔๙๔	 ๐.๐๐๐๐	

	 	 	 protein	kinase	

	 	 	 1	isoform	2	

	 gi|119599937	 FQHFRRPR	 hCG2038570	 ๗.๕๐๗๒	 ๐.๐๐๐๐	 ๔.๕๓๑๘

	 gi|148727319	 KEEKVDELCGALK	 thioredoxin	 ๙.๙๒๗๓	 ๐.๐๐๐๐	 ๒.๔๖๓๘	

	 	 	 domain-containing	

	 	 	 protein	2	isoform	2	 

ต�ร�งที่ ๓	 ชนิดและระดับการแสดงออก	 (intensity)	 ของไกลโคโปรตีนในสารคัดหล่ังจากเยื่อบุโพรงมดลูกวันย้ายฝากตัวอ่อน	 

	 (วันที่	๕)	ที่พบเฉพาะในกลุ่มที่มีการฝังตัว	(กลุ่มที่	๒)	และในกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัว	(กลุ่มที่	๓)

P*	หมายถึง	กลุ่มที่มีการฝังตัวของตัวอ่อน,	NP**	หมายถึง	กลุ่มที่ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน
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จากการศึกษาครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่า	 cGMP-depen-

dent	 protein	 kinase	 1	 ท่ีมีปริมาณมากข้ึนในสารคัดหลั่ง

จากเยื่อบุโพรงมดลูกในวันที่ย้ายฝากตัวอ่อนอาจจะทำาให้มี

การแสดงออกของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนผ่าน	 intracellular	

signaling	 pathway	 มีผลทำาให้เกิดความพร้อมของเยื่อบุ 

โพรงมดลูกในการรองรับการฝังตัวของตัวอ่อน	 และอาจจะใช้

เป็นตัวชี้วัดความพร้อมของเย่ือบุโพรงมดลูกในการรองรับการ

ฝังตัวของตัวอ่อน	ซึ่งยังคงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป	

สำาหรับไกลโคโปรตีนซึ่งพบในช่วง	 receptive	

phase	และแสดงออกเฉพาะในกลุ่มที่ไม่มีการฝังตัว	คือ	hCG	

2038570	และ	thioredoxin	domain-containing	protein	2	 

isoform	 2	 อาจจะใช้เป็นตัวชี้วัดถึงความไม่พร้อมของเยื่อบุ 

โพรงมดลูกในการรองรับการฝังตัวของตัวอ่อนได้	

Thioredoxin	 (Trx)	 เป็น	 co-substrate	 ร่วมกับ	

thioredoxin	 reductase	 ในระบบเอนไซม์ต้านออกซิเดชัน	

(anti-oxidant)	 ร่วมกับ	 thioredoxin	 reductase	มีบทบาท

สำาคัญเพื่อกำาจัดอนุมูลอิสระและควบคุมสภาวะออกซิเดชัน

รดีกัชนั	(redox)	และเกีย่วข้องกบัการตอบสนองระดบัเซลล์	โดย

ทำาหน้าทีค่วบคมุการทำางานของโมเลกุล	ม	ี๓	แบบ	ได้แก่	Trx-1 

พบในไซโตซอล	Trx-2	พบในไมโตคอนเดรีย	และ	Trx-3	พบใน

อสุจิ	ระดับของ	Trx	จะถูกกระตุ้นโดยภาวะเครียดออกซิเดชัน	

(oxidative	stress)	ทีเ่กิดจากสารก่อออกซเิดชนั	ความร้อน	รงัสี

อัลตราไวโอเลต	และการได้รับยาเคมีบำาบัด	

สำาหรับเยื่อบุโพรงมดลูก	จากการศึกษาของ	Tetsuo	

Maruyama	และคณะ	ปี	ค.ศ.	๑๙๙๗๑๔	ในชิ้นเนื้อมดลูกที่ตัด

ออก	(hysterectomy)	และเนื้อเยื่อโพรงมดลูกที่ตัดออก	(en-

dometrial	biopsy)	พบว่าม	ีTrx	ในเนือ้เยือ่ของ	endometrial	

gland	ในช่วง	late	proliferative	phase	และการแสดงออก

จะสูงสุดในช่วง	early	secretory	phase	และมีการแสดงออก

ลดลงจนอยู่ในระดับปานกลางในช่วง	mid	secretory	phase	

จนถึงช่วง	 late	 secretory	 phase	 อาจจะมีบทบาทในการ 

ต้านออกซเิดชนัและการส่งสัญญาณภายในเซลล์	โดยควบคุมให้

มสีารออกซแิดนท์	(oxidant)	อยูใ่นระดบัทีเ่หมาะสม	เพือ่รักษา

สมดุลการทำางานของเซลล์เยื่อบุโพรงมดลูก๑๔	-	๑๖ 

Thioredoxin	 2	 (Trx2)	 เป ็นโปรตีนที่พบใน 

ไมโตคอนเดรีย๑๗	จากการศึกษาครั้งนี้พบ	Trx2	ในสารคัดหลั่ง

จากเยือ่บโุพรงมดลูกตัง้แต่วนัทีเ่กบ็ไข่	(วนัที	่๐)	และพบปรมิาณ

น้อยลงในวันที่ใส่ตัวอ่อน	 (วันที่	 ๕)	 ในกลุ่มที่ไม่ฝังตัว	 แต่จะ 

ไม่พบในกลุ่มที่มีการฝังตัว	Trx2	ทำาหน้าที่ในการต้าน	ROS	ใน 

ไมโตคอนเดรียที่ทำาให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส	

การพบ	 Trx2	 ที่ยังมีอยู่ในสารคัดหล่ังจากเยื่อบุโพรงมดลูกใน

กลุม่ทีไ่ม่มกีารฝังตวัในวนัทีย้่ายฝากตวัอ่อน	อาจเกดิจากการทีม่	ี

Trx2	ทีม่ปีรมิาณมากเพ่ือใช้ในกระบวนการป้องกันตวัเองต่อการ

เพิม่ระดับ	ROS	ภายในเซลล์ทีเ่กดิจากภาวะเครยีดออกซเิดชนัที่

มากเกนิไป	จนมกีารหลัง่ออกมาในสารคัดหลัง่เยือ่บโุพรงมดลกู

ที่มากขึ้น	 หรืออาจเกิดจากการรั่วซึมของเซลล์ที่ตายจาก	ROS	

รูปที่ ๓	 แสดงการออกฤทธิข์องฮอรโ์มนโปรเจสเตอโรน	(From	Mani	SK,	Oyola	MG.	Progesterone	signaling	mechanisms	in	 

	 brain	and	behavior.	Front Endocrinol (Lausanne)	2012;3:7)
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ที่เพิ่มขึ้น๑๘,	 ๑๙	 แสดงให้เห็นถึงภาวะเยื่อบุโพรงมดลูกที่อาจจะ

ไม่พร้อมต่อการรองรับการฝังตัวของตัวอ่อน	 ซ่ึงควรจะต้องมี 

การศึกษาเพิ่มเติมต่อไป

สำาหรับ	 hCG2038570	 ยังไม่สามารถระบุชนิดของ

ไกลโคโปรตีนชนิดนี้ในฐานข้อมูลของ	NCBI	จึงไม่สามารถที่จะ

ศึกษาข้อมูลเพิ่มเติมได้

การตรวจวเิคราะห์	ในอนาคตหากสามารถทำาได้ก่อน

การย้ายฝากตัวอ่อน	 แพทย์สามารถท่ีจะเลือกว่าคนไข้รายใดที่

ตรวจพบ	glycosylate	cGMP-dependent	protein	kinase	

1	 ซึ่งเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่อาจจะช่วยบอกถึงความพร้อมของ 

เยื่อบุโพรงมดลูก	 และอาจจะนำามาช่วยในการตัดสินใจที่จะ

ดำาเนินการย้ายฝากตัวอ่อนตามที่วางแผนการรักษา	 หรือคนไข้

รายใดที่ตรวจพบ	 glycosylate	 ของ	 hCG2038570	 และ	 

thioredoxin	 domain	 containing	 protein	 2	 isoform	 2	 

ซึ่งอาจจะแสดงถึงความไม่พร้อมของเยื่อบุโพรงมดลูก	 และ

อาจจะนำามาใช้ในการยกเลิกการย้ายฝากตัวอ่อนในรอบการ

รักษานั้น	แต่อย่างไรก็ตาม	พบว่าการทำางานโปรตีนทั้ง	๓	ชนิด 

ไม่ได้จำาเพาะต่อเยื่อบุโพรงมดลูกเท่านั้น	 จึงอาจไม่สามารถนำา

มาใช้เป็นตัวช้ีวัดท่ีเป็น	 definite	 biomarker	 ได้	 แต่อาจจะ

เป็นประโยชน์ในการใช้เป็นส่วนหนึ่งในการบ่งชี้	 (indicator)	

ถึงความพร้อมและไม่พร้อมของเย่ือบุโพรงมดลูกในการรองรับ

การฝังตัวของตัวอ่อนได้

การศึกษาครั้งนี้มีข้อดีคือ	 เป็นการเก็บตัวอย่างจาก

สารคดัหลัง่ของเยือ่บโุพรงมดลกู	ซึง่เป็นส่วนหนึง่ในขัน้ตอนการ

รักษาตามปรกติ	สามารถทำาได้ง่ายและไม่รกุลำา้เยือ่บโุพรงมดลกู	

โดยไม่ส่งผลกระทบต่ออัตราการฝังตวัของตวัอ่อน	รวมทัง้ทำาการ

ศึกษาในรอบระดูท่ีมีการย้ายฝากตัวอ่อนและในกลุ่มที่มีและ

ไม่มีการฝังตัวของตัวอ่อน	 จึงสามารถประยุกต์ใช้ทางคลินิกได้	

สำาหรับข้อจำากัดคอืปรมิาณโปรตนีทีไ่ด้มน้ีอย	การตรวจวเิคราะห์

จำาเป็นต้องใช้เทคนิคท่ีมีความไวและความละเอียดสูงเพียงพอ	

รวมทั้งมีค่าใช้จ่ายสูง	 อย่างไรก็ตามการศึกษานี้เป็นเพียงการ

ศึกษาเบื้องต้น	จำาเป็นต้องมีการศึกษาต่อในจำานวนประชากรที่

มีขนาดใหญ่ขึ้น	 ซ่ึงควรมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์

ที่ไม่ยุ่งยากซับซ้อน	 และมีค่าใช้จ่ายท่ีไม่สูงเกินไป	 สามารถนำา

มาประยุกต์ใช้ในการรักษาภาวะมีบุตรยาก	

จากการศึกษาครั้งน้ี	 ไกลโคโปรตีนอาจจะนำาไปสู่

การหาสารชี้วัดทางชีวภาพ	 (biomarker)	สำาหรับการประเมิน

ความพร้อมของเยื่อบุโพรงมดลูก	 ซ่ึงจะช่วยทำาให้การรักษา

ประสบความสำาเรจ็และมปีระสทิธภิาพเพิม่ขึน้	แต่อย่างไรก็ตาม	

PTMs	 นั้นยังมีอีกหลายกลุ่ม	 เช่น	 กลุ่มที่มีการเติมฟอสเฟต	

(phosphorylation)	 กลุ่มที่มีการเติมอะเซติล	 (acetylation)	

เป็นต้น	ซึง่เป็นกลุม่ทีน่่าสนใจสำาหรบัการศกึษาต่อไปอีกเช่นกนั
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Abstract
Glycoproteomics of endometrial secretion during pre-receptive and receptive phase in implantation and 

non-implantation assisted reproductive technology cycles
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Introduction:	 The	endometrial	receptivity	assessment	has	been	an	important	challenge	for	success	in	the	

assisted	reproductive	technology	(ART)	treatment	of	infertility.	However,	the	evaluation	methods	are	still	not	

currently	accomplished	due	to	lack	of	reliable	markers	for	endometrial	receptivity.	Objective	was	to	study	gly-

coproteins	from	endometrial	secretion	with	a	non-invasive	approach	that	may	be	useful	leading	to	further	study	

for	biomarkers	of	human	endometrial	receptivity	during	the	window	period	of	implantation	(WOI).

Method:	 The	study	was	performed	in	 infertile	couples	with	assisted	reproductive	technology	treat-

ment	at	Thammasat	fertility	center,	including	total	of	32	infertile	couples	of	which	16	were	

implantation	patients	and	another	16	were	non-implantation	patients.	Endometrial	secretions	

were	collected	from	embryo	transfer	catheter	tip	of	8	implantation	plus	8	non-implantation	

patients	(group	I)	at	the	oocyte	retrieval day	(day	0)	and	of	16	implantation	patients	(group	II),	

16	non-implantation	patients	(group	III)	at	embryo	transfer	day	(day	5).	The	sample	from	each	

group	was	analysed	for	glycoproteins.	The	glycosylated	proteins	enrichment	was	performed	

and	analysed	by	 liquid	chromatography	with	 tandem	mass	 spectrometry	 (LC-MS/MS)	and	

interpretated	by	using	the	bio-informatics.

Result: 	 LC-MS/MS	analysis	of	endometrial	secretion	identified	64	glycoproteins	expressed	at	D0	(group	

I).	Whereas	67	glycoproteins	expressed	in	D5	(group	II	plus	group	III),	of	which	3	glycoproteins	 

were	 differentially	 expressed	 between	 implantation	 and	 non-implantation	 groups.	 One	 

glycoprotein,	 cGMP-dependent	 protein	 kinase	 1	 isoform	 2,	 found	 only	 in	 implantation	 

group	(group	II)	and	two	glycoproteins,	human	coding	gene	(hCG)	2038570	and	thioredoxin	

domain-containing	protein	2	isoform	2,	found	only	in	non-implantation	group	(group	III).

Discussion This	study	represented	a	glycoproteomic	study	of	endometrial	secretion	from	ART	treatment 

and Conclusion:	 patients.	Sixty-four	glycoproteins	expressed	at	D0	and	D5	may	represent	majority	of	glyco-

proteins	in	endometrial	secretion	presented	from	pre-receptive	through	receptive	periods.	

The	3	glycoproteins	expressed	only	at	D5	may	represent	receptive	phase	of	endometrium	

(Window	of	implantation;	WOI).	At	D5,	cGMP-dependent	protein	kinase	1	which	was	found	

only	in	implantation	group	may	be	useful	as	potential	biomarkers	for	endometrial	receptivity,	

Whereas,	hCG	2038570	and	thioredoxin	domain-containing	protein	2	isoform	2	which	were	

found	only	in	non-implantation	group	may	be	useful	as	potential	biomarkers	for	endometrial	

non-receptivity.	Anyhow,	further	study	is	required.					
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