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เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จำกไขกระดูกมนุษย์ไปเป็นเซลล์ไขมัน
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บทน�ำ:  โรคเบาหวานชนดิที ่๒ เกิดจากภาวะทีร่่างกายตอบสนองต่ออินซลิูนลดลง ท�าให้มีระดบัน�า้ตาลในเลือดเพ่ิมสงูข้ึน  
 โดยระดบัน�า้ตาลในเลือดทีส่งูข้ึนท�าให้เกดิการบาดเจบ็และการอกัเสบของหลอดเลอืด ส่งผลให้เกดิภาวะหลอดเลอืดแข็ง
 และภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ตามมา การศึกษาก่อนหน้านีพิ้สจูน์ให้เหน็ว่าการเพ่ิมจ�านวนของเซลล์ไขมนัในเนือ้เย่ือ 
 ไขมันมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติกับการเพ่ิมความเส่ียงของการป่วยเป็นโรคเบาหวานและ 
 โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน ถึงแม้ในปัจจุบันจะเป็นที่ทราบกันดีว่าเซลล์ไขมันส่วนหนึ่งเจริญพัฒนามาจาก 
 เซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์ (Mesenchymal stem cells หรือ MSCs) ที่มีอยู่ทั้งในไขกระดูกและเนื้อเย่ือไขมัน  
 แต่ความรู้เกี่ยวกับกลไกระดับโมเลกุลที่ควบคุมการเจริญพัฒนาของ MSCs ไปเป็นเซลล์ไขมัน รวมทั้งอิทธิพล 
 ของสิง่แวดล้อมระดบัเซลล์โดยเฉพาะอย่างย่ิงการเพ่ิมข้ึนของระดบัน�า้ตาลในผูป่้วยเบาหวานต่อการเจรญิพัฒนา 
 ของ MSCs ไปเป็นเซลล์ไขมันดังกล่าวยังไม่เป็นที่ทราบอย่างแน่ชัดในปัจจุบัน
วิธีกำรศึกษำ: ในการศึกษานี้ผู้วิจัยได้ท�าการตรวจสอบความสามารถของเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์ที่แยกได้จากไขกระดูก  
 (BM-hMSCs) ในการเจรญิพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมนัภายใต้ภาวะน�า้ตาลสูง (hyperglycemic condition) รวมทัง้กลไกการ 
 เปลีย่นแปลงในระดบัยีนทีเ่กีย่วข้องโดยเปรยีบเทยีบกบั BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเลีย้งในภาวะน�า้ตาลปรกติ
ผลกำรศึกษำ: ถงึแม้ภาวะน�า้ตาลสงูจะไม่ส่งผลกระทบต่อรปูแบบการแสดงออกของโมเลกุลบนผวิเซลล์ BM-hMSCs แต่ภาวะ 
 น�า้ตาลสงูส่งผลเหนีย่วน�าให้ BM-hMSCs มกีารเจรญิพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมนัในปรมิาณทีเ่พ่ิมข้ึนเมือ่เปรยีบเทยีบ 
 กับ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงในระดับน�้าตาลปรกติ นอกจากนี้ผลการทดลองยังระบุอีกว่า BM-hMSCs  
 ทีท่�าการเพาะเลีย้งในภาวะน�า้ตาลสูง มรีะดบัการแสดงออกของยีนทีเ่กีย่วข้องกบัการเจรญิพัฒนาไปเป็นเซลล์ 
 ไขมนั (adipogenic genes) ชนดิ Lipoprotein lipase (LPL) สงูกว่า BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเล้ียงในภาวะน�า้ตาล 
 ปรกติอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 
วิจารณ์ และ ระดับของน�้าตาลกลูโคสที่เพิ่มสูงขึ้นในเลือดของผู้ป่วยโรคเบาหวานท�าให้ BM-hMSCs มีระดับการแสดงออก 
สรุปผลกำรศึกษำ: ของ adipogenic genes Lipoprotein lipase เพ่ิมสงูข้ึน ส่งผลให้ BM-hMSCs มกีารเจรญิพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมนั 
 ในปริมาณที่เพ่ิมข้ึน โดยปริมาณเซลล์ไขมันที่เพ่ิมข้ึนดังกล่าวอาจส่งผลท�าให้ผู ้ป่วยโรคเบาหวานมีภาวะ 
 ต้านอนิซลูนิเพ่ิมมากข้ึนและตอบสนองต่อการรกัษาลดลง ผูว้จิยัเช่ือว่าความรูท้ีไ่ด้รบัจากการศึกษาในครัง้นีจ้ะ 
 ท�าให้แพทย์และนกัวจิยัมคีวามเข้าใจทีเ่พ่ิมข้ึนเก่ียวกบักลไกทีร่ะดบัน�า้ตาลในเลอืดส่งผลต่อการเจรญิพัฒนาของ 
 เซลล์ต้นก�าเนดิชนดิมเีซนไคม์ในร่างกายไปเป็นเซลล์ไขมนั อนัจะน�าไปสูก่ารพัฒนาวธิกีารรกัษาผูป่้วยโรคเบาหวาน  

 และผู้ป่วยโรคอ้วนลงพุงในอนาคตให้ดียิ่งขึ้นต่อไป 
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บทน�ำ
 เซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ (Human mesen-

chymal stem cells หรือ hMSCs) จัดเป็นเซลล์ต้นก�าเนิดชนิด 

adult stem cells ที่พบในไขกระดูกร่วมกับ hematopoietic stem 

cells (HSCs) hMSCs มีจ�านวนประมาณร้อยละ ๐.๐๐๑ - ๐.๑  

ของจ�านวนเซลล์ที่มีนิวเคลียสเดี่ยว (mononuclear cell) ทั้งหมด 

ในไขกระดูก๑ โดย hMSCs สามารถน�ามาเพาะเล้ียงเพ่ิม

จ�านวนภายนอกร่างกายได้อย่างรวดเร็ว และมีความสามารถ

ในการเจรญิพัฒนาไปเป็นเซลล์ได้หลายชนดิ เช่น เซลล์กระดกู 

เซลล์กระดูกอ่อน และเซลล์ไขมัน๑ - ๓

 ในปัจจบุนัการศึกษากลไกทีค่วบคุมการเจรญิพัฒนา

ของเซลล์ไขมัน (adipocyte) ก�าลังได้รับความสนใจอย่างมาก

เนื่องจากการสะสมและการเพ่ิมจ�านวนของเซลล์ไขมันมีผล

โดยตรงต่อพยาธกิ�าเนดิของโรคหลายชนดิ เช่น โรคเบาหวาน 

โรคความดันโลหิตสูง และโรคไขมันในเลือดสูง โดยงานวิจัย

ก่อนหน้านี้ระบุว่าปริมาณของเซลล์ไขมันที่สะสมตามเนื้อเย่ือ

ส่วนต่างๆ ของร่างกายมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส�าคัญทาง

สถิติกับการเพิ่มอัตราเสี่ยงของการป่วยเป็นโรคเบาหวานและ

โรคหลอดเลอืดหวัใจอุดตนั๔, ๕ ซึง่ผูป่้วยโรคเบาหวานส่วนใหญ่ 

มักจะมีภาวะอ้วนลงพุง หรือที่เรียกกันว่าภาวะ metabolic 

syndrome ร่วมด้วย 

 ถึงแม้ในปัจจุบันจะเป ็นที่ทราบกันว ่า hMSCs 

สามารถเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันได้ แต่ความรู้เกี่ยวกับ

กลไกพ้ืนฐานที่ควบคุมการเจริญพัฒนาของ hMSCs ไปเป็น

เซลล์ไขมัน รวมทั้งอิทธิพลของปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมระดับ

เซลล์ (โดยเฉพาะระดบัน�า้ตาลในเลือดทีเ่พ่ิมสงูข้ึนในผูป่้วยโรค 

เบาหวาน) ต่อการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันของ hMSCs 

ดงักล่าวยังไม่เป็นทีท่ราบอย่างแน่ชัด จากข้อมลูดงักล่าวข้างต้น 

ผู้วิจัยจึงตั้งสมมุติฐานว่าภาวะน�้าตาลในเลือดสูงในผู้ป่วย 

โรคเบาหวาน อาจท�าให้ hMSCs ในร่างกายมกีารเจรญิพัฒนา

ไปเป็นเซลล์ไขมันมากข้ึน ซึ่งอาจส่งผลให้ผู้ป่วยโรคเบาหวาน

มีภาวะต้านอินซูลินมากขึ้น และตอบสนองต่อการรักษาลดลง  

เพ่ือทดสอบสมมุติฐานดังกล่าวในการศึกษาครั้งนี้ผู ้วิจัยจึง

ท�าการศึกษาความสามารถในการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ 

ไขมนัของ hMSCs ภายใต้ภาวะน�า้ตาลสงู (high glucose con-

dition) รวมทั้งศึกษาการเปล่ียนแปลงระดับยีนที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการดังกล่าว โดยเปรียบเทียบกับ hMSCs ที่ท�าการ

เพาะเลี้ยงในภาวะน�้าตาลปรกติ เพ่ือน�าความรู้ที่ได้มาพัฒนา

วิธีการรักษาผู้ป่วยโรคเบาหวาน และโรคไขมันในเลือดสูง  

ให้มีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้นต่อไป

วิธีกำรศึกษำ
กลุ่มตัวอย่างและการเก็บตัวอย่างไขกระดูก

 ระเบียบวิธีวิจัยในงานวิจัยช้ินนี้ได้ผ่านการพิจารณา

รับรองจากคณะอนุกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน

มนุษย์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ชุดที่ ๑ โดยกลุ่มตัวอย่าง

เป็นอาสาสมัครเพศชายหรือหญิงที่ท�าการบริจาคไขกระดูก

ที่โรงพยาบาลธรรมศาสตร์ และไม่มีปัญหาหรือโรคที่มีผล 

กระทบต่อการศึกษาวิจัย โดยกลุ่มอาสาสมัครทั้งหมดจะได้

รับค�าอธิบายรายละเอียดของโครงการวิจัยจากผู้วิจัยก่อน

ท�าการลงนามในใบยินยอมเข้าร่วมการวิจัย (consent form) 

โดยผู้วิจัยจะท�าการเก็บไขกระดูกปริมาณ ๑๐ มิลลิลิตร จาก

ผู้บริจาคเป็นจ�านวน ๑ ครั้ง มาใช้ในการท�าวิจัย โดยตัวอย่าง

ไขกระดกูทีไ่ด้รบัจากอาสาสมัครจะถูกบรรจลุงในหลอดทดลอง

ที่มีสาร heparin เพ่ือป้องกันการแข็งตัวของเลือดและเก็บไว้

ที่อุณหภูมิ ๔ องศาเซลเซียส ก่อนที่จะน�าไปใช้ในการแยก 

mononuclear cells (MNCs) ต่อไป 

การเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�าเนดิมีเซนไคม์ของมนษุย์ทีแ่ยกได้จาก

ไขกระดูก (BM-hMSCs) 

 น�าไขกระดูกที่ได้มาเจือจางด้วย Phosphate buf-

fer saline (PBS) (Invitrogen, USA) ในอัตราส่วน ๑ ต่อ ๑  

แล้วน�าไปใส่ในหลอดทดลองที่บรรจุสาร Ficoll-Paque (GE 

Healthcare Life Sciences, USA) ก่อนน�ามาปั่นเหวี่ยงด้วย 

แรงหนีศูนย์กลาง 500 g เป็นเวลา ๒๐ นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

จากนั้นจึงน�า MNCs ที่แยกได้มาปั่นล้างด้วย PBS เป็นจ�านวน 

๒ ครั้ง หลังการปั่นล้างจึงน�า MNCs ที่แยกได้ส่วนหนึ่งไปนับ

จ�านวนด้วย Haemocytometer ก่อนน�า MNCs ส่วนที่เหลือมา

แขวนลอยในอาหารเล้ียงเซลล์ชนดิ Dulbecco ,s Modified Eagle ,s 

Medium-Low glucose (DMEM) (Invitrogen, USA) ที่ผสม 

10% Fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, USA) และ ๑๐๐ 

ยูนิตต่อมิลลิลิตร pennicillin/streptomycin (Invitrogen, USA) 

ก่อนน�าไปเพาะเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ชนิด T-25 (Corning  

Life Science, USA) โดยมีความหนาแน่นของเซลล์อยู่ที่  

๑ x ๑๐๕ เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และน�าไปเพาะเล้ียง

ในตู้เล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียสในบรรยากาศ

ที่มี 5% CO
2
 โดยท�าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ทุก 

๓ วัน โดยระหว่างนี้จะตรวจสอบการเจริญของเซลล์โดยใช้

กล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope (Olympus, Japan)
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การศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย ์

ที่แยกได้จากไขกระดูก (BM-hMSCs)

 (๑) การศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุบนผวิเซลล์

ที่จ�าเพาะต่อ BM-hMSCs ด้วยวิธี flow cytometry

 น�า BM-hMSCs (passage ที่ ๓ – ๕) จ�านวน  

๑ x ๑๐๕ เซลล์ มาท�าการติดฉลากด้วย mouse anti-human  

antibodies ๕ ชนิด (ชนิดละ ๕ ไมโครลิตร โดยไม่มีการเจือ

จางในตัวท�าละลาย) คือ anti-CD45-FITC (BD Pharmingen, 

USA), anti-CD34-PE (Biolegend, USA), anti-CD90-FITC 

(AbDSerotec, USA), anti-CD73-PE (BD Pharmingen, USA) 

และ anti-CD105-PE (MiltenyiBiotec, Germany) ที่อุณหภูมิ  

๔ องศาเซลเซยีส เป็นเวลา ๓๐ นาท ีจากนัน้จงึน�าเซลล์มาป่ัน

ล้างด้วย PBS ด้วยแรงหนศูีนย์กลาง 100 g เป็นเวลา ๕ นาที 

ก่อนน�าเซลล์มาท�าให้คงสภาพด้วย 1% (w/v) paraformalde-

hyde ใน 1X PBS และน�ามาวิเคราะห์ผลโดยใช้เครื่อง FACS 

calibur™ flow cytometer ด้วยโปรแกรม CellQuest™ software 

(Becton Dickinson, USA)

 (๒) การศึกษาความสามารถในการเจริญพัฒนาของ 

BM-hMSCs ไปเป็นเซลล์กระดูก

 น�า BM-hMSCs (passage ที ่๓ – ๕) จ�านวน ๕ x ๑๐๔ 

เซลล์ มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด NH Osteodiff®  

Medium (MiltenyiBiotec, Germany) ในภาชนะเล้ียงเซลล์

ชนิด 6-well plate (Corning Life Science, USA) ที่อุณหภูมิ  

๓๗ องศาเซลเซียส ในบรรยากาศที่มี 5% CO
2
 โดยเปล่ียน

อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๓ วัน จนครบเวลา ๒๑ วัน แล้วจึง

น�าเซลล์ที่ได้มาย้อมด้วย ๔๐ มิลลิโมลาร์ Alizarin red S 

(Sigma Aldrich, USA) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา ๒๐ นาที 

แล้วจึงล้างด้วยน�้ากลั่นอีก ๔ ครั้ง ก่อนน�าไปตรวจสอบด้วย

กล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope 

 (๓) การศึกษาความสามารถในการเจริญพัฒนาของ 

BM-hMSCs ไปเป็นเซลล์ไขมัน

 น�า BM-hMSCs (passage ที ่๓ – ๕) จ�านวน ๕ x ๑๐๔ 

เซลล์ มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด NH Adipodiff®  

Medium (MiltenyiBiotec, Germany) ในภาชนะเล้ียงเซลล์

ชนิด 6-well plate (Corning Life Science, USA) ที่อุณหภูมิ  

๓๗ องศาเซลเซียส ในบรรยากาศที่มี 5% CO
2
 โดยเปล่ียน

อาหารเลี้ยงเซลล์ทุกๆ ๓ วัน จนครบเวลา ๒๑ วัน แล้วจึงน�า

เซลล์ทีไ่ด้มาย้อมด้วย ๐.๕ % (w/v) Oil red O (Sigma Aldrich, 

USA) ใน isopropanol ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา ๒๐ นาที  

แล้วล้างด้วยน�้ากลั่นอีก ๒ ครั้ง ก่อนน�าไปตรวจสอบด้วย

กล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope 

การศึกษาผลของภาวะน�้าตาลสูงต่อความสามารถในการ

เจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมันของ BM-hMSCs

 BM-hMSCs (passage ที ่๓ – ๕) จะถูกแบ่งออกเป็น 

๓ กลุ่ม โดยกลุ่มแรกจะน�ามาเพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลล์

ชนิด DMEM ที่ผสม 10% FBS และ ๑๐๐ ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

pennicillin/streptomycin ส่วนกลุ่มที่สองจะน�ามาเพาะเลี้ยงใน

อาหารเลีย้งเซลล์ชนดิ NH Adipodiff® medium ทีม่รีะดบัความ

เข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส ๑๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ในขณะ

ที่กลุ่มที่สามจะท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด NH 

Adipodiff® medium ที่มีระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส 

๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร (สาเหตุที่ผู ้วิจัยเลือกใช้น�้าตาล

กลูโคสความเข้มข้น ๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรในการศึกษานี้  

เนื่องจากเป็นระดับน�้าตาลในเลือดโดยเฉล่ียของผู ้ป ่วย 

โรคเบาหวานส่วนใหญ่ ในขณะที่น�้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 

๑๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรเป็นระดับน�้าตาลในเลือดโดยเฉลี่ย

ของคนปรกติที่ไม่ได้ป่วยเป็นโรคเบาหวาน) โดย BM-hMSCs 

ทัง้ ๓ กลุ่มจะถูกเพาะเลีย้งในภาชนะเลีย้งเซลล์ชนดิ 6-well plate  

ที่ระดับความหนาแน่นของเซลล์ ๕ x ๑๐๔ เซลล์ต่อตาราง

เซนติเมตร โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก ๓ วัน เป็นเวลา 

๑๔ วัน จากนั้นจึงน�าเซลล์ที่ได้ไปล้างด้วย PBS และท�าให้คง

สภาพด้วย methanol ก่อนน�าไปย้อมสี Oil red O แล้วจึงน�า

ไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope 

เพ่ือนบัจ�านวนเซลล์ไขมนัทีเ่กดิจากการเพาะเลีย้ง BM-hMSCs 

ในภาวะดังกล่าว

การศึกษาผลของน�้าตาลกลูโคสต่อการแสดงออกของยีนที่

เกีย่วข้องกบัการเจรญิพัฒนาเป็นเซลล์ไขมนัใน BM-hMSCs ที่

เพาะเลี้ยงในภาวะน�้าตาลสูง

 BM-hMSCs (passage ที ่๓ – ๕) จะถูกแบ่งออกเป็น 

๓ กลุ่ม โดยกลุ่มแรกจะน�ามาเพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลล์

ชนิด DMEM ที่ผสม 10% FBS และ ๑๐๐ ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

pennicillin/streptomycin ส่วนกลุ่มที่สองจะน�ามาเพาะเลี้ยงใน

อาหารเลีย้งเซลล์ชนดิ NH Adipodiff® medium ทีม่รีะดบัความ

เข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส ๑๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ในขณะ

ที่กลุ่มที่สามจะท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด NH 

Adipodiff® medium ที่มีระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส 

๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร โดย BM-hMSCs ทั้ง ๓ กลุ่มจะ

ถูกเพาะเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ชนิด T-25 ที่ระดับความ

หนาแน่นของเซลล์ ๕ x ๑๐๔ เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรโดย

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๓ วัน เป็นเวลา ๑๔ วัน จากนั้น

จึงน�าเซลล์มาสกัด RNA เพ่ือน�าไปตรวจวิเคราะห์ระดับการ

แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการเจริญพัฒนาเป็นเซลล ์
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ไขมัน (adipogenic genes) จ�านวน ๕ ยีน คือ PPAR-ɣ, ADI-
POQ, GLUT4, LPL และ SREBP1c ด้วยวธิ ีquantitative Real-

time PCR (qRT-PCR) โดยใช้ยีน glyceraldehyde-3-phosphate  

dehydrogenase (GAPDH) เป็น reference gene

 ตัวอย่าง RNA ที่สกัดจาก BM-hMSCs จะถูกน�า

มาเปลี่ยนเป็น complementary DNA (cDNA) ด้วยเอนไซม์  

reverse transcriptase (Invitrogen Corporation, USA) โดย cDNA 

จ�านวน ๓ ไมโครลิตรจะถูกน�ามาผสมกับ ๑๐ ไมโครโมลาร์  

forward primer จ�านวน ๑ ไมโครลิตร, ๑๐ ไมโครโมลาร์  

reverse primer จ�านวน ๑ ไมโครลติร และ SYBR® Green PCR 

Mastermix (Applied Biosystems, USA) จ�านวน ๑๐ ไมโครลิตร 

ก่อนน�ามาบรรจุใน MicroAmp® fast optical 96-well reaction  

plate (Applied Biosystems, USA) แล้วน�าไปท�าปฏกิริยิาลูกโซ่

พอลิเมอเรสด้วยเครื่อง 7500 fast real-time PCR (Applied 

Biosystems, USA) โดยใช้ขั้นตอนดังต่อไปนี้

ขั้นตอนที่ ๑: อุณหภูมิ ๙๕ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๑๐ นาที 

จ�านวน ๑ รอบ 

ข้ันตอนที ่๒: อณุหภมู ิ๙๕ องศาเซลเซยีส เป็นเวลา ๑๐ วนิาที 

ต่อด้วย อุณหภูมิ ๖๐ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๑๐ วินาที  

ต่อด้วย อุณหภูมิ ๗๒ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๔๐ วินาที 

จ�านวน ๔๐ รอบ 

ขั้นตอนที่ ๓: อุณหภูมิ ๗๒ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๑๐ นาที 

จ�านวน ๑ รอบ โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดังกล่าวใช้ 

primers ดังนี้

ADIPOQ forward primer: 5’- CCTGGTGAGAAGGGTGAGAA -3’, 

ADIPOQ reverse primer: 5’- CAATCCCACACTGAATGCTG -3’, 

GLUT4 forward primer: 5’- CTTCGAGACAGCAGGGGTAG -3’, 

GLUT4 reverse primer: 5’- ACAGTCATCAGGATGGCACA -3’, 

LPL forward primer: 5’- TCAACTGGATGGAGGAGGAG -3’, 

LPL reverse primer: 5’- GGGGCTTCTGCATACTCAAA -3’, 

PPAR-ɣ forward primer: 5’- GACCACTCCCACTCCTTTGA -3’, 

PPAR-ɣ reverse primer: 5’- AGGCTCCACTTTGATTGCAC -3’, 

SREBP1c forward primer: 5’- TTCTCACCTCCCAGCTCTGT- -3’, 

SREBP1c reverse primer: 5’- GGAGGCTTCTTTGCTGTGAG -3’, 

GAPDH forward primer: 5’- CAATGACCCCTTCATTGACC - -3’, 

GAPDH reverse primer: 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’, 

การศึกษาผลของน�า้ตาลกลโูคสต่อการแสดงออกของโมเลกุล

บนผิวเซลล์ BM-hMSCs ด้วยวิธี flow cytometry

 น�า BM-hMSCs มาเพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลล์

ชนิด DMEM ที่ผสม 10% FBS และ ๑๐๐ ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

pennicillin/streptomycin และมีระดับความเข้มข้นของน�้าตาล

กลโูคส ๒๐๐ มลิลกิรมัต่อเดซลิติรเป็นเวลา ๗ วนัก่อนน�าเซลล์

ที่เพาะเล้ียงไว้มาท�าการติดฉลากด้วย mouse anti-human  

antibodies ๕ ชนดิ (ชนดิละ ๕ ไมโครลติร โดยไม่มกีารเจอืจาง 

ในตัวท�าละลาย) คือ anti-CD45-FITC, anti-CD34-PE, anti-

CD90-FITC, anti-CD73-PE และ anti-CD105-PE ที่อุณหภูมิ  

๔ องศาเซลเซยีส เป็นเวลา ๓๐ นาท ีจากนัน้จงึน�าเซลล์มาป่ันล้าง 

ด้วย PBS ด้วยแรงหนศูีนย์กลาง 100 g เป็นเวลา ๕ นาท ีก่อน

น�าเซลล์มาท�าให้คงสภาพด้วย 1% (w/v) paraformaldehyde ใน 

1X PBS และน�ามาวิเคราะห์ผลโดยใช้เครื่อง FACS calibur™ 

flow cytometer ด้วยโปรแกรม CellQuest™ software โดย

ผลที่ได้จะน�ามาเปรียบเทียบกับ BM-hMSCs ที่เพาะเล้ียงใน

ภาวะน�้าตาลปรกติ

การทดสอบทางสถิติ 

 ในการวิจัยนี้ได้ท�าการทดลองซ�้าอย่างน้อย ๓ ครั้ง 

ก่อนน�าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยการค�านวณหา

ค่าเฉลีย่ (mean) และความคลาดเคลือ่นของค่าเฉลีย่ (standard 

error of mean) แล้วจึงน�าข้อมูลที่ค�านวณได้มาท�าการเปรียบ

เทียบเพ่ือหาความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธีค�านวณทาง

สถิติแบบ Mann-Whitney U test โดยถ้า p-value ที่ค�านวณ

ได้ด้วยวิธีดังกล่าวมีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ ๐.๐๕ จะถูกจัดว่า

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มดังกล่าวมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

ผลกำรศึกษำ
ลักษณะและคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์จาก

ไขกระดูก (BM-hMSCs) 

 BM-hMSCs ที่แยกได้มีลักษณะคล้ายกระสวย 

(spindle-shaped cells) (รูปที่ ๑ ก) และมีรูปแบบการ

แสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จ�าเพาะต่อ hMSCs๑ - ๓ 

คือ มีการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด CD73, 

CD90, CD105 และไม่มีการแสดงออกของโมเลกุลบนผิว

เซลล์ที่จ�าเพาะต่อเซลล์เม็ดเลือดคือ CD34 และ CD45  

(รูปที่ ๑ ง) เมื่อท�าการเหนี่ยวน�า BM-hMSCs ให้พัฒนาเป็น

เซลล์กระดูกและเซลล์ไขมัน โดยน�ามาเพาะเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ชนิด NH Osteodiff® medium และ NH Adipodiff®  

medium เป็นเวลา ๒๑ วนั และน�าเซลล์ทีไ่ด้ไปตรวจสอบปรมิาณ 

ของเซลล์กระดูกและเซลล์ไขมันที่เกิดข้ึนด้วยการย้อมสี  

Alizarin red S และ Oil red O๓, ๖ - ๘ พบว่า BM-hMSCs ที่

แยกได้ในการศึกษานีส้ามารถเจรญิพัฒนาไปเป็นเซลล์กระดกู  

(รูปที่ ๑ ข) และเซลล์ไขมัน (รูปที่ ๑ ค) ได้ภายหลังการเพาะ

เลี้ยงในภาวะที่เหมาะสม
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ผลของภาวะน�้าตาลสูงต่อการแสดงออกของโมเลกุลบน 

ผิวเซลล์ BM-hMSCs

 เพ่ือศึกษาผลของภาวะน�้าตาลสูงต่อการแสดงออก

ของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่มีความจ�าเพาะต่อเซลล์ต้นก�าเนิด

มีเซนไคม์ (MSC surface markers) ของ BM-hMSCs ผู้วิจัย

ได้ท�าการแบ่ง BM-hMSCs ออกเป็น ๒ กลุ่ม โดยกลุ่มแรก

ได้ท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่

ผสม 10% FBS และมีระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส 

๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรเพ่ือจ�าลองภาวะน�้าตาลสูง (ระดับ

ความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคสที่ ๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร

เป็นระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคสในเลือดของผู้ป่วย 

เบาหวานส่วนใหญ่) ในขณะที่กลุ่มที่สอง ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม

ได้ท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่

ผสม 10% FBS และมีระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส  

๑๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร (เพ่ือจ�าลองภาวะน�้าตาลปรกติ) 

ภายหลังการเพาะเลีย้งเป็นเวลา ๑๔ วนั ผลการทดลองแสดง

ให้เห็นว่า BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงในภาวะน�้าตาลสูง 

มรีปูแบบการแสดงออกของ MSC surface markers ไม่แตกต่าง 

จากกลุ่มควบคุมที่ท�าการเพาะเล้ียงในภาวะน�้าตาลปรกติ  

โดย BM-hMSCs ทั้งสองกลุ่มมีการแสดงออกของโมเลกุลบน

ผวิเซลล์ชนดิ CD90, CD73, CD105 และไม่มกีารแสดงออกของ

โมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด CD34 และ CD45 (รูปที่ ๒) จากผล

การทดลองดังกล่าวสรุปได้ว่าภาวะน�า้ตาลสูงไม่ส่งผลกระทบ 

ต่อรูปแบบการแสดงออกของ MSC surface markers บนผิว

เซลล์ BM-hMSCs

รูปที่ ๑ ลักษณะและคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก (BM-hMSCs)

 (ก) ลักษณะของ BM-hMSCs 

 (ข) เซลล์กระดูกที่เจริญพัฒนามาจาก BM-hMSCs หลังท�าการย้อมด้วยสี Alizarin red S

 (ค) เซลล์ไขมันที่เจริญพัฒนามาจาก BM-hMSCs หลังท�าการย้อมด้วยสี Oil red O

 (ง) รูปแบบการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ BM-hMSCs 

 Scale bar ในรูป (ก) (ข) และ (ค) เท่ากับ ๒๐๐ ไมโครเมตร ๑๐๐ ไมโครเมตร และ ๑๐๐ ไมโครเมตร ตามล�าดับ
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ผลของภาวะน�า้ตาลสงูต่อความสามารถในการเจรญิพัฒนาไป

เป็นเซลล์ไขมันของ BM-hMSCs

 เพ่ือศึกษาผลของภาวะน�้าตาลสูงต่อความสามารถ

ในการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันของ BM-hMSCs ผู้วิจัย

ได้ท�าการแบ่ง BM-hMSCs ออกเป็น ๓ กลุ่ม โดยกลุ่มแรกซึ่ง

เป็นกลุ่มควบคุมได้ท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 

DMEM ทีผ่สม 10% FBS ส่วนกลุม่ทีส่องจะน�ามาเพาะเลีย้งใน

อาหารเลีย้งเซลล์ชนดิ NH Adipodiff® medium ทีม่รีะดบัความ

เข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส ๑๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ในขณะ

ที่กลุ่มที่สามจะท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด NH 

Adipodiff® medium ที่มีระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส 

๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา  

๑๔ วัน ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า BM-hMSCs ที่ท�าการ

เพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ที่มีระดับน�้าตาลสูงมี

การเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันในปริมาณที่มากกว่า BM-

hMSCs ที่ท�าการเพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ที่มี

ระดับน�้าตาลปรกติอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (๑,๓๐๘ ± ๒๙ 

เปรยีบเทยีบกับ ๘๗๖ ± ๗๖, p ≤ ๐.๐๕) (รปูที ่๓ ช) นอกจาก

นี้ยังพบว่า BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงใน NH Adipodiff® 

medium ที่มีระดับน�้าตาลสูงมีการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์

ไขมันได้เร็วกว่า BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเล้ียงใน NH  

Adipodiff® medium ทีม่รีะดบัน�า้ตาลปรกตอิกีด้วย (มาจากการ

ศึกษาทีไ่ม่ได้แสดงข้อมลู) โดยเซลล์ไขมนัทีเ่จรญิพัฒนามาจาก 

BM-hMSCs ทัง้สองกลุ่มมลัีกษณะทีค่ล้ายคลึงกัน คือเป็นเซลล์

ลกัษณะกลมทีม่เีส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ ๑๐๐ ไมโครเมตร 

และมี lipid droplet สะสมอยู่เป็นปริมาณมากในไซโตพลาซึม 

(รูปที่ ๓ ข และ ๓ ค) ซึ่งย้อมติดสี Oil red O (รูปที่ ๓ จ และ 

๓ ฉ) ในขณะที ่BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเล้ียงในอาหารเลีย้ง

เซลล์ชนิด DMEM ที่ผสม 10% FBS ไม่มีการเปล่ียนแปลง

รูปร่างไปเป็นเซลล์ไขมัน (รูปที่ ๓ ก) และไม่พบเซลล์ที่ย้อม

ติดสี Oil red O (รูปที่ ๓ ง) จากผลการทดลองดังกล่าวสรุป

ได้ว่าภาวะน�้าตาลสูงส่งผลเหนี่ยวน�าให้ BM-hMSCs มีการ

เจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันในปริมาณที่เพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบ

เทยีบกบั BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเลีย้งในภาวะน�า้ตาลปรกติ

รูปที่ ๒ ผลของภาวะน�้าตาลสูงต่อการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ BM-hMSCs

 A-E รูปแบบการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงในภาวะน�้าตาลปรกติ

 F-J รูปแบบการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงในภาวะน�้าตาลสูง
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รูปที่ ๓ ผลของภาวะน�้าตาลสูงต่อความสามารถในการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมันของ BM-hMSCs เป็นเวลา ๑๔ วัน 

 (ก) ภาพแสดงลักษณะของ BM-hMSCs ที่ท�าการเลี้ยงใน DMEM ที่ผสม 10% FBS ในภาวะน�้าตาลปรกติ

 (ข) ภาพแสดงลักษณะของ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงใน NH Adipodiff® medium ในภาวะน�้าตาลปรกติ

 (ค) ภาพแสดงลกัษณะของ BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเลีย้งใน NH Adipodiff® medium ทีม่คีวามเข้มข้นของน�า้ตาลกลูโคส  

  ๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร

 (ง) ภาพแสดงลักษณะของ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงใน DMEM ที่ผสม 10% FBS ในภาวะน�้าตาลปรกติ ภายหลัง 

  ท�าการย้อมด้วยสี Oil red O 

 (จ) ภาพแสดงลักษณะของ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ในภาวะน�้าตาลปรกติ ภายหลัง 

  ท�าการย้อมด้วยสี Oil red O

 (ฉ) ภาพแสดงลักษณะของ BM-hMSCs ที่ท�าการเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ที่มีความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส  

  ๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ภายหลังท�าการย้อมด้วยสี Oil red O

 (ช) แผนภูมิแสดงจ�านวน adipocyte ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยง BM-hMSCs ใน NH Adipodiff® medium ในระดับน�้าตาล 

  ปรกต ิ(Adipo) และ NH Adipodiff® medium ทีม่คีวามเข้มข้นของน�า้ตาลกลูโคส ๒๐๐ มลิลกิรมัต่อเดซลิติร (Adipo + HG)  

  โดยแผนภูมิแสดงค่าเฉลี่ย และ error bar แสดงความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (standard error of mean) ที่ค�านวณ 

  มาจากการท�าการทดลองซ�้า ๓ ครั้ง; *p ≤ ๐.๐๕ เมื่อเปรียบเทียบกับจ�านวน adipocyte ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยง  

  BM-hMSCs ใน NH Adipodiff® medium ในระดับน�้าตาลปรกติ (Adipo)

 Scale bar ในรูป (ก) (ข) (ค) (ง) (จ) และ (ฉ) เท่ากับ ๕๐ ไมโครเมตร

(ก)

(ง)

(ช)

(ข)

(จ)

(ค)

(ฉ)
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ผลของภาวะน�้าตาลสูงต ่อการเปลี่ยนแปลงระดับการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์

ไขมันใน BM-hMSCs

 เพ่ือศึกษาผลของภาวะน�า้ตาลสงูต่อการเปลีย่นแปลง

ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนา

ไปเป็นเซลล์ไขมัน ใน BM-hMSCs ผู้วิจัยได้ท�าการแบ่ง BM-

hMSCs ออกเป็น ๓ กลุ่ม โดยกลุ่มแรกซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม

ได้ท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่

ผสม 10% FBS ส่วนกลุ ่มที่สองจะน�ามาเลี้ยงในอาหาร 

เล้ียงเซลล์ชนดิ NH Adipodiff® medium ทีม่รีะดบัความเข้มข้น 

ของน�้าตาลกลูโคส ๑๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ในขณะที่

กลุ่มที่สามจะท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด NH 

Adipodiff® medium ที่มีระดับความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส  

๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 

๑๔ วัน ผู้วิจัยได้ท�าการสกัดแยก RNA จาก BM-hMSCs ทั้ง

สามกลุ่ม ก่อนน�า RNA ที่ได้มาท�าการตรวจสอบระดับการ

แสดงออกของ adipogenic genes จ�านวน ๕ ยีน ประกอบด้วย 

Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPAR-ɣ),  
Lipoprotein lipase (LPL), Glucose transporter type 4 (GLUT4), 

Sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP1c), 

และ Adiponectin (ADIPOQ) ด้วยวิธี quantitative real-time 

PCR ผลการทดลองระบุว่า BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยง

ใน NH Adipodiff® medium ที่มีระดับน�้าตาลสูง มีระดับการ

แสดงออกของยีน LPL สูงกว่า BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะ

เลีย้งใน NH Adipodiff® medium ทีม่รีะดบัน�า้ตาลปรกตอิย่าง

มีนัยส�าคัญทางสถิติ (๑๖,๒๑๓.๖ ± ๕,๕๓๐.๔ เปรียบเทียบ 

กับ ๘,๕๘๕.๖ ±  ๑,๒๕๐.๐, p ≤ ๐.๐๕) (รูปที่ ๔ ค) ในขณะ

ที่ระดับการแสดงออกของยีน ADIPOQ (รูปที่ ๔ ก), GLUT4  

(รูปที่ ๔ ข), PPAR-ɣ (รูปที่ ๔ ง) และ SREBP1c (รูปที่ ๔ จ) 
ใน BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium 

ทีม่รีะดบัน�า้ตาลสูงนัน้ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�าคัญทาง

สถิตเิมือ่เปรยีบเทยีบกับระดบัการแสดงออกของยีนดงักล่าวใน 

BM-hMSCs ทีท่�าการเพาะเลีย้งใน NH Adipodiff® medium ที่

มีระดับน�้าตาลปรกติ ส่วน BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ผสม 10% FBS นั้นมีระดับ

การแสดงออกของ adipogenic genes ทั้ง ๕ ยีน ต�่ากว่า BM-

hMSCs ที่ท�าการเพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ที่มี

ระดับน�้าตาลปรกติ และ BM-hMSCs ที่ท�าการเพาะเล้ียงใน 

NH Adipodiff® medium ที่มีระดับน�้าตาลสูงอย่างมีนัยส�าคัญ

ทางสถิติ (รูปที่ ๔ ก-จ) 

รูปที่ ๔ ผลของภาวะน�้าตาลสูงการเปล่ียนแปลงระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมันใน  

 BM-MSCs

 แสดงระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์ไขมันจ�านวน ๕ ยีน คือ ADIPOQ (ก) GLUT4  

 (ข), LPL (ค), PPAR-ɣ (ง), SREBP1C (จ) ใน BM-hMSCs ๓ กลุ่ม คือ BM-hMSCs ที่เพาะเลี้ยงใน DMEM ที่ผสม 10%  

 FBS (BM-C), BM-hMSCs ที่เพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ที่มีความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส ๑๐๐ มิลลิกรัม 

 ต่อเดซิลิตร (BM-A) และ BM-hMSCs ที่เพาะเล้ียงใน NH Adipodiff® medium ที่มีความเข้มข้นของน�้าตาลกลูโคส  

 ๒๐๐ มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร (BM-G) ด้วยวิธี quantitative real-time PCR โดยแผนภูมิแสดงค่าเฉลี่ย และ error bar แสดง 

 ความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (standard error of mean) ที่ค�านวณมาจากการท�าการทดลองซ�้า ๓ ครั้ง; * p ≤ ๐.๐๕  

 เมือ่เปรยีบเทยีบกบั BM-hMSCs ทีเ่พาะเลีย้งใน NH Adipodiff® medium ทีม่คีวามเข้มข้นของน�า้ตาลกลูโคส ๑๐๐ มลิลิกรมั 

 ต่อเดซิลิตร (BM-A); † p ≤ ๐.๐๕ เมื่อเปรียบเทียบกับ BM-hMSCs ที่เพาะเลี้ยงใน DMEM ที่ผสม 10% FBS (BM-C)

(ก)

(ง)

(ข)

(จ)

(ค)

ADIPOQ GLUT4 LPL

PPAR-ɣ SREBP1C
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 โรคเบาหวานชนิดที่ ๒ เกิดจากภาวะที่ร ่างกาย 

ตอบสนองต่อฮอร์โมนอินซลิูนลดลงท�าให้มรีะดบัน�า้ตาลในเลอืด

เพ่ิมสูงข้ึน พบได้ประมาณร้อยละ ๙๕ ของผู้ป่วยเบาหวาน

ทั้งหมด โดยระดับน�้าตาลในเลือดที่เพ่ิมสูงข้ึนท�าให้เกิดการ

บาดเจ็บของเซลล์เย่ือบุผนังหลอดเลือด (endothelial cell) 

และเกิดการอักเสบของหลอดเลือดตามมา น�าไปสู่การเพ่ิม

ความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็ง (atherosclerosis)  

โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด (myocardial infarction)  

โรคหลอดเลือดสมองตบี (cerebrovascular disease) โรคหลอดเลอืด 

ส่วนปลายเสียหาย (peripheral vascular disease) รวมทั้งท�าให้

บาดแผลในผูป่้วยโรคเบาหวานหายช้าอกีด้วย โดยโรคเบาหวาน 

มกัพบร่วมกบัความผดิปรกตอิืน่ๆ เช่น ภาวะความดนัโลหติสงู  

ภาวะไขมันในเลือดสูง รวมทั้งภาวะอ้วนลงพุง ถึงแม้ผลการ

ศึกษาก่อนหน้านี้จะระบุว่าการเพ่ิมปริมาณของเซลล์ไขมันใน

ร่างกายมีความสัมพันธ์กับการเพ่ิมความเส่ียงของการป่วย 

เป็นโรคเบาหวานและโรคหลอดเลือดหัวใจอุดตันอย่าง 

มีนัยส�าคัญทางสถิติ๔, ๕ แต่กลไกทางชีววิทยาที่อธิบายความ

สัมพันธ์ระหว่างปัจจัยทั้งสองนั้นยังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน 

 ผลการทดลองในการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าถึง

แม้ภาวะน�้าตาลสูงจะไม่ส่งผลกระทบต่อการแสดงออก

ของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่มีความจ�าเพาะต่อเซลล์ต้นก�าเนิด 

มเีซนไคม์ (MSC surface markers) ของ BM-hMSCs (รปูที ่๒)  

แต่ภาวะน�้าตาลสูงส่งผลอย่างชัดเจนต่อการเหนี่ยวน�าให้  

BM-hMSCs มีการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันในปริมาณที่

มากขึ้น (รูปที่ ๓) โดยการเหนี่ยวน�าดังกล่าวส่วนหนึ่งเกิดจาก

การทีภ่าวะน�า้ตาลสูงท�าให้ BM-hMSCs มรีะดบัการแสดงออก

ของยีน Lipoprotein lipase (LPL) ซึง่เป็นยีนทีม่คีวามส�าคัญต่อ

การเจริญพัฒนาในระยะท้ายๆ (late-phase) ของเซลล์ไขมัน

เพ่ิมมากข้ึน (รปูที ่๔) ส่งผลให้ BM-hMSCs มกีารเจรญิพัฒนา

ไปเป็นเซลล์ไขมันในปริมาณที่มากข้ึน ผลการทดลองใน 

งานวจิยันีส้อดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้านีท้ีร่ะบวุ่า เซรัม่ 

ของผู้ที่มีน�้าหนักเกิน (overweight) มีสาร cytokine บางอย่าง

ที่ส่งผลเหนี่ยวน�าให้ BM-hMSCs มีการเจริญพัฒนาไปเป็น

เซลล์ไขมันในปริมาณที่เพ่ิมข้ึน๙ อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัย 

ดังกล่าวยังไม่สามารถระบุได้ว่าสารดังกล่าวคืออะไร ส�าหรับ

ผลระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนา

เป็นเซลล์ไขมนัชนดิอืน่ๆ เช่น Sterol regulatory element-bind-

ing protein 1c (SREBP1c) และ Peroxisome proliferator-acti-

vated receptor-gamma (PPAR-ɣ) ซึง่เป็นยีนทีม่คีวามส�าคัญต่อ

การเจรญิพัฒนาในระยะเริม่ต้น (early-phase) ของเซลล์ไขมนัที่

ไม่พบการเปลี่ยนแปลงในการศึกษานี้ อาจแปลผลได้ว่าภาวะ

น�า้ตาลสูงส่งผลจ�าเพาะต่อการเพ่ิมระดบัการแสดงออกของยีน

ที่มีอิทธิพลต่อการเจริญพัฒนาของ BM-hMSCs ไปเป็นเซลล์

ไขมันเฉพาะในระยะท้ายๆ ของกระบวนการ differentiation  

โดยไม่ส่งผลต่อระดับการแสดงออกของยีนในระยะเริ่มต้น 

ซึง่รปูแบบการแสดงออกของยีนทีเ่ก่ียวข้องกับการเจรญิพัฒนา

ไปเป็นเซลล์ไขมันของ BM-hMSCs ในภาวะน�า้ตาลสูงดงักล่าว 

คล้ายคลึงกับผลการศึกษาเก่ียวกับอิทธิพลของ cytokine  

ในเลือดของผู้ป่วยน�้าหนักเกินต่อการเจริญพัฒนาของ BM-

hMSCs ไปเป็นเซลล์ไขมันที่ได้รับการตีพิมพ์ก่อนหน้านี้ที่ระบุ

ว่า cytokine ในเลือดของผู้ป่วยน�้าหนักเกินส่งผลเหนี่ยวน�าให้ 

BM-hMSCs เพ่ิมระดบัการแสดงออกของยีน LPL ซึง่เป็นยีนใน

ระยะท้ายแต่ไม่ส่งผลเพ่ิมระดบัการแสดงออกของยีน PPAR-ɣ 

และ CCAAT/enhancer binding protein-alpha (CEBP-α) ซึง่เป็น
ยีนในระยะต้นของเซลล์ไขมัน๙

 จากผลการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยสรุปว่าระดับน�้าตาล

กลูโคสที่เพ่ิมสูงข้ึนในเลือดของผู้ป่วยโรคเบาหวานส่งผลให้ 

BM-hMSCs มีระดับการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการ

เจรญิพัฒนาเป็นเซลล์ไขมนัสงูข้ึนและเหนีย่วน�าให้ BM-hMSCs 

มีการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันในปริมาณที่เพ่ิมข้ึน โดย

จ�านวนเซลล์ไขมันที่มีปริมาณเพ่ิมข้ึนดังกล่าวอาจส่งผลให ้

ผู้ป่วยโรคเบาหวานมีภาวะต้านอินซูลินมากข้ึนและตอบสนอง

ต่อการรักษาลดลง โดยความรู้ที่ได้รับจากการศึกษาครั้งนี้

จะท�าให้แพทย์และนักวิจัยมีความเข้าใจเก่ียวกับกลไกที่ระดับ

น�้าตาลในเลือดส่งผลต่อการเจริญพัฒนาของเซลล์ต้นก�าเนิด

ชนิดมีเซนไคม์ในร่างกายไปเป็นเซลล์ไขมันเพ่ิมข้ึนอันจะน�า

ไปสู่การพัฒนาวิธีการรักษาผู้ป่วยโรคเบาหวาน และผู้ป่วย 

โรคอ้วนลงพุงในอนาคตให้ดียิ่งขึ้นต่อไป

กิตติกรรมประกำศ
 งานวิจัยช้ินนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากกองทุน

วิจัยมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ประจ�าปีงบประมาณ ๒๕๕๕

เอกสำรอ้ำงอิง
๑. Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK,  

 Douglas R, Mosca JD, et al. Multilineage potential  

 of adult human mesenchymal stem cells. Science  

 1999;284:143-7.



328 ธรรมศาสตร์เวชสาร ปีที่ ๑๔ ฉบับที่ ๓ ประจำาเดือนกรกฎาคม-กันยายน ๒๕๕๗

๒. Kern S, Eichler H, Stoeve J, Kluter H, Bieback K.  

 Comparative analysis of mesenchymal stem cells from  

 bone marrow, umbilical cord blood, or adipose tissue.  

 Stem cells 2006;24:1294-301.

๓. Quirici N, Soligo D, Bossolasco P, Servida F, Lumini C,  

 Deliliers GL. Isolation of bone marrow mesenchymal  

 stem cells by anti-nerve growth factor receptor antibodies.  

 Exp Hematol 2002;30:783-91.

๔. Fox CS, Massaro JM, Hoffmann U, Pou KM,  

 Maurovich-Horvat P, Liu CY, et al. Abdominal visceral  

 and subcutaneous adipose tissue compartments:  

 association with metabolic risk factors in the Framing 

 ham Heart Study. Circulation 2007;116:39-48.

๕. Greco AV, Mingrone G, Giancaterini A, Manco M,  

 Morroni M, Cinti S, et al. Insulin resistance in morbid  

 obesity: reversal with intramyocellular fat depletion.  

 Diabetes 2002;51:144-51.

๖. Aslan H, Zilberman Y, Kandel L, Liebergall M, Oskouian  

 RJ, Gazit D, et al. Osteogenic differentiation of noncultured  

 immunoisolated bone marrow-derived CD105+ cells.  

 Stem cells 2006;24:1728-37.

๗. Tondreau T, Meuleman N, Delforge A, Dejeneffe M,  

 Leroy R, Massy M, et al. Mesenchymal stem cells  

 derived from CD133-positive cells in mobilized peripheral  

 blood and cord blood: proliferation, Oct4 expression,  

 and plasticity. Stem cells 2005;23:1105-12.

๘. Wexler SA, Donaldson C, Denning-Kendall P, Rice C,  

 Bradley B, Hows JM. Adult bone marrow is a rich  

 source of human mesenchymal 'stem' cells but umbilical  

 cord and mobilized adult blood are not. Br J Haematol  

 2003;121:368-74.

๙. Di Bernardo G, Messina G, Capasso S, Del Gaudio S,  

 Cipollaro M, Peluso G, et al. Sera of overweight people  

 promote in vitro adipocyte differentiation of bone marrow  

 stromal cells. Stem Cell Res Ther 2014;5:4.



329Thammasat Medical Journal, Vol. 14 No. 3, July-September 2014

Abstract

Adipogenic differentiation capacity of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells in high glucose condition

Weerawan Hankamolsiri*, Sirikul Manochantr*, Chairat Tantrawatpan*, Duangrat Tantikanlayaporn*, Pairath Tapanadechopone**,  

Pakpoom Kheolamai*
 * Division of Cell Biology, Faculty of Medicine, Thammasat University

 ** Department of Psychiatry, Faculty of Medicine, Thammasat University

Corresponding author: Assistant Professor Dr. Pakpoom Kheolamai Division of Cell Biology, Faculty of Medicine, Thammasat University Praholyo-

thin Road, Khlong Luang, Pathumthani

Telephone number: 02-926-9768, 086-034-9902 E-mail: pkheolamai@me.com

Introduction:  Type 2 diabetes is a disease in which the level of blood glucose is abnormally high due to a decreased  

 responsiveness of patient ,s own cells to insulin. Several previous studies have demonstrated that an  

 increased number of adipocytes in adipose tissue is significantly correlated with an increased risk of  

 developing diabetes and cardiovascular diseases. It is known that significant amount of our adipocytes are  

 derived from mesenchymal stem cells (MSCs) presented in our bone marrow and adipose tissues.  

 However, the molecular mechanism regulating the differentiation of MSCs toward adipocytes as well as  

 an influence of microenvironment, especially an elevated level of blood glucose, on the adipogenic  

 differentiation process of MSCs is still poorly characterized.

Method:  In the present study, we investigated the effects of high glucose on the adipogenic differentiation capacity  

 and the expression levels of several adipogenic genes of human bone marrow-derived mesenchymal stem  

 cells (BM-hMSCs) in comparison to BM-hMSCs which were cultured in normal glucose condition.

Results:  Although high glucose condition did not have any discernable effect on the surface marker expression  

 profile of BM-hMSCs. The numbers of adipocytes generated from BM-hMSCs in high glucose condition  

 were significantly greater than those generated from BM-hMSCs cultured in normal glucose condition.  

 Moreover, the expression level of adipogenic gene Lipoprotein lipase in BM-hMSCs was also significantly  

 up-regulated when the cells were cultured in high glucose condition. 

Discussion An elevated level of blood glucose in diabetic patients could up-regulate the expression level of adipogenic  

and conclusion: gene Lipoprotein lipase and subsequently enhance the differentiation of BM-hMSCs toward adipocyte-lineage.  

 The increased number of hMSC-derived adipocytes might increase the level of insulin resistant in diabetic  

 patients, and therefore compromise the outcome of their treatment. We believe that the knowledge gained  

 from this study will increase our understanding on the mechanisms underlying the effects of high glucose  

 on adipogenic differentiation of hMSCs and might lead to an improvement in the treatments of both  

 diabetes and metabolic syndrome in the future.
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