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นิพนธ์ต้นฉบับ

บทบาทของจีน SFRP2 ต่ออัตราการอยู่รอดของเซลล์ต้นก�าเนิด 
มีเซนไคม์ของมนุษย์ภายใต้ภาวะความเครียดออกซิเดชัน

บทคัดย่อ

บทน�ำ:  เซลล์ต้นก�ำเนดิมเีซนไคม์ของมนษุย์ (hMSCs) สำมำรถท�ำกำรเพำะเลีย้งได้จำกเนือ้เย่ือหลำยชนดิ โดยในปัจจุบนั 

 ได้มีกำรน�ำ hMSCs มำทดลองใช้ในกำรรักษำโรคต่ำงๆ แต่ผลกำรรักษำกลับยังไม่เป็นที่น่ำพอใจ เน่ืองจำก  

 hMSCs มีอัตรำกำรรอดชีวิตภำยหลังกำรปลูกถ่ำยที่ต�่ำมำก เพ่ือพัฒนำผลกำรรักษำให้ดีข้ึนผู ้วิจัยจึงม ี

 วัตถุประสงค์ที่จะพัฒนำวิธีกำรเพ่ือเพ่ิมอัตรำกำรรอดชีวิตของ hMSCs ภำยใต้ภำวะควำมเครียดออกซิเดชัน  

 (oxidative stress) ทีม่กัพบได้บ่อยในเนือ้เย่ือทีท่�ำกำรปลูกถ่ำย โดยกำรเพ่ิมระดบักำรแสดงออกของจนี secreted  

 frizzled-related protein 2 (SFRP2) 

วิธีกำรศึกษำ:  ในกำรศึกษำนี้ผู้วิจัยได้ท�ำกำรตัดต่อจีน SFRP2 เข้ำสู่จีโนมของเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ที่แยก 

 จำกเนื้อเย่ือไขกระดูก (BM-hMSCs) โดย BM-hMSCs ที่ได้รับกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2  

 ได้ถกูน�ำไปเพำะเล้ียงในอำหำรเลีย้งเซลล์ทีม่คีวำมเข้มข้นของสำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) ๐.๗๕ มลิลโิมลำร์  

 เป็นเวลำ ๕ ช่ัวโมงเพ่ือจ�ำลองภำวะควำมเครยีดออกซเิดชันภำยนอกร่ำงกำย ภำยหลังกำรเพำะเล้ียง ผูว้จิยัได้ท�ำ 

 กำรตรวจสอบอัตรำกำรรอดชีวติของเซลล์ต้นก�ำเนดิมเีซนไคม์ด้วยวธิ ีflow cytometry และได้ท�ำกำรเปรยีบเทยีบ 

 ผลกำรทดลองกับ BM-hMSCs กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับกำรเพิ่มระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 

ผลกำรศึกษำ:  BM-hMSCs กลุ่มที่ได้รับกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 มีอัตรำกำรรอดชีวิตสูงกว่ำกลุ่มควบคุม 

 อย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติภำยหลังกำรเพำะเล้ียงทั้งในภำวะปรกติที่ไม่มีสำร H
2
O

2
 (ร้อยละ ๙๒.๐๔ ± ๐.๗๙  

 เปรยีบเทยีบกบัร้อยละ ๘๘.๔๘ ± ๐.๖๑, p ≤ ๐.๐๕) และในภำวะ oxidative stress ทีม่สีำร H
2
O

2
 ควำมเข้มข้น  

 ๐.๗๕ มลิลิโมลำร์ (ร้อยละ ๙๒.๓๓ ± ๐.๒๘ เปรยีบเทยีบกับร้อยละ ๘๑.๘๓ ± ๕.๘๑, p ≤ ๐.๐๕) นอกจำกนีผู้ว้จิยั 

 ยังพบว่ำ BM-hMSCs ที่ได้รับกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ยังคงมีรูปร่ำงและคุณสมบัต ิ

 ในด้ำนกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์และควำมสำมำรถในกำรพัฒนำเหมือนกับ BM-hMSCs ปรกติ 

 ทุกประกำร

วิจารณ์ และ กำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 สำมำรถเพ่ิมอัตรำกำรอยู่รอดของ BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะ  

สรุปผลกำรศึกษำ: oxidative stress และมีศักยภำพในกำรน�ำไปพัฒนำต่อยอดเพ่ือปรับปรุงประสิทธิภำพของวิธีกำรรักษำโรค 

 โดยกำรปลูกถ่ำยเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ให้ดียิ่งขึ้นต่อไปในอนำคต

ค�าส�าคัญ: เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์, อัตรำกำรรอดชีวิต, ภำวะควำมเครียดออกซิเดชัน
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บทน�ำ
 เซลล์ต ้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ (Human  

mesenchymal stem cells หรือ hMSCs) เป็นเซลล์ต้นก�ำเนิด

ที่พบได้ในเนื้อเย่ือหลำยชนิด โดยปัจจุบันนักวิจัยสำมำรถ

แยกและเพำะเล้ียง hMSCs จำกเนื้อเย่ือไขกระดูก๑ เนื้อเย่ือ

ไขมัน๒ รวมทั้งเนื้อเย่ือที่ติดมำกับทำรกภำยหลังกำรคลอด  

(gestational tissues) เช่น รก เย่ือหุ้มรก และสำยสะดือ๓ - ๕  

โดย hMSCs ที่แยกได้จำกเนื้อเย่ือดังกล่ำวจะมีลักษณะ

คล้ำยคลึงกันคือ มีรูปร่ำงยำวเรียวคล้ำยกระสวย (spindle 

shape) และมีรูปแบบกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์

ที่จ�ำเพำะคือ มีกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด 

CD90, CD105 และ CD73 และไม่พบกำรแสดงออกของ

โมเลกุลบนผิวเซลล์ในกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือด คือ CD34 

และ CD45๖ hMSCs สำมำรถที่จะเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์

ที่พัฒนำมำจำกเนื้อเย่ือช้ัน mesoderm ได้แก่ เซลล์กระดูก 

(osteoblasts), เซลล์ไขมัน (adipocytes) และเซลล์กระดูกอ่อน 

(chondrocytes)๖, ๗ รวมทั้งมีควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่

เข้ำหำบรเิวณเนือ้เย่ือทีม่กีำรบำดเจบ็เพ่ือหลัง่สำรทีม่ผีลยับย้ัง 

กำรอักเสบและส่งเสริมกระบวนกำรสร้ำงหลอดเลือดใหม่ 

(neovascularization)๘ - ๑๒

 ในช่วงหลำยปีที่ผ่ำนมำได้มีกำรทดลองน�ำ hMSCs  

มำปลูกถ่ำยให้กับผู ้ป ่วยเพ่ือรักษำโรคหลำยชนิด เช ่น  

โรคกล้ำมเนื้อหัวใจขำดเลือด๑๓, ๑๔ โรคหลอดเลือดสมอง๑๕, ๑๖  

รวมทั้งโรคระบบภูมิคุ ้มกันผิดปรกติ๑๗, ๑๘ อย่ำงไรก็ตำม 

ผลกำรศึกษำส่วนใหญ่บ่งช้ีว่ำ hMSCs มีอัตรำกำรรอดชีวิต  

(survivability) และอัตรำกำรคงอยู่ในเนื้อเย่ือ (engraftment 

rate) บริเวณที่ต้องกำรท�ำกำรรักษำที่ต�่ำมำก๑๙ ส่งผลให ้

ผลกำรรกัษำด้วยกำรปลกูถ่ำย hMSCs ดงักล่ำวไม่เป็นทีน่่ำพอใจ  

โดยหนึ่งในสำเหตุหลักที่ท�ำให้อัตรำกำรรอดชีวิตและอัตรำ 

กำรคงอยู่ในเนื้อเย่ือของ hMSCs ในบริเวณที่ต้องกำรท�ำกำร

รกัษำต�ำ่ เกดิจำกภำวะควำมเครยีดออกซเิดชัน (oxidative stress) 

ที่มักเกิดข้ึนและด�ำรงอยู่ในบริเวณเนื้อเย่ือที่มีกำรบำดเจ็บ

จำกกำรขำดเลือดและกำรอกัเสบเหล่ำนัน้นัน่เอง๒๐ ในกำรศึกษำนี ้

ผู้วิจัยจึงต้องกำรพัฒนำวิธีกำรเพ่ือเพ่ิมอัตรำกำรรอดชีวิตของ 

hMSC ภำยใต้ภำวะควำมเครียดออกซิเดชัน โดยกำรเพ่ิม

ระดับกำรแสดงออกของจีน Secreted frizzled-related protein 

2 (SFRP2) ใน hMSCs โดยจีน SFRP2 (อีกช่ือหนึ่งของจีน

นี้คือ FRZB) เป็นจีนที่มีผลส่งเสริมอัตรำกำรรอดชีวิตของ

เซลล์โดยกำรออกฤทธิ์ผ่ำนทำงระบบกำรส่งสัญญำณภำยใน

เซลล์ชนิด Wnt signaling pathway๒๑ - ๒๓ จำกกำรศึกษำในหนู

ทดลองก่อนหน้ำนี้พบว่ำ โปรตีน SFRP2 สำมำรถเพ่ิมอัตรำ 

กำรรอดชีวติของเซลล์กล้ำมเนือ้หวัใจ (cardiomyocytes) ภำยใต้ 

ภำวะควำมเครียดออกซิเดชันได้๒๔ จำกข้อมูลผลกำรวิจัย 

ดังกล่ำวข้ำงต้น ผู้วิจัยจึงตั้งสมมุติฐำนว่ำ กำรเพ่ิมระดับ 

กำรแสดงออกของจีน SFRP2 ใน hMSCs น่ำจะมีผลช่วย

เพ่ิมอัตรำกำรรอดชีวิตของ hMSC ภำยใต้ภำวะควำมเครียด

ออกซิเดชัน และท�ำให้กำรรักษำด้วยกำรปลูกถ่ำยเซลล์ 

ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์มีประสิทธิภำพมำกขึ้น

 ในกำรศึกษำนี้ผู้วิจัยได้ใช้เทคนิคทำงพันธุวิศวกรรม 

ในกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ใน hMSCs  

ที่แยกได้จำกเนื้อเยื่อไขกระดูกมนุษย์ (human bone marrow- 

derived mesenchymal stem cells หรือ BM-hMSCs) 

และได้ท�ำกำรศึกษำรูปร ่ำงลักษณะของเซลล์ รูปแบบ 

กำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ ระดับกำรแสดงออก

ของจีน SFRP2 ควำมสำมำรถในกำรเจริญพัฒนำไปเป็น 

เซลล์กระดูกและเซลล์ไขมัน รวมถึงอัตรำกำรรอดชีวิตภำยใต้

ภำวะควำมเครยีดออกซเิดชันของ BM-hMSCs ทีไ่ด้รบักำรเพ่ิม

ระดบักำรแสดงออกของจนี SFRP2 ดงักล่ำว เปรยีบเทยีบกบั  

BM-hMSCs ปรกติที่ไม่ได้รับกำรเพิ่มระดับกำรแสดงออกของ

จีน SFRP2

วิธีกำรศึกษำ
กลุ่มตัวอย่าง

 ระเบียบวิธีวิจัยในงำนวิจัยนี้ได้ผ่ำนกำรพิจำรณำ

รับรองจำกคณะอนุกรรมกำรพิจำรณำจริยธรรมกำรวิจัยใน

มนุษย์ คณะแพทยศำสตร์ศิริรำชพยำบำล มหำวิทยำลัย

มหดิล ตวัอย่ำงเนือ้เย่ือไขกระดกูได้รบับรจิำคจำกอำสำสมคัร

ที่มำท�ำกำรบริจำคไขกระดูก ณ โรงพยำบำลศิริรำช โดย 

กลุ่มอำสำสมัครทั้งหมดได้รับกำรอธิบำยรำยละเอียดของ

โครงกำรวิจัยจำกผู้วิจัยโดยละเอียดก่อนลงนำมยินยอมใน

เอกสำรเข้ำร่วมกำรวิจัย

การคัดแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์จาก

ไขกระดูก (BM-hMSCs)

 เนือ้เย่ือไขกระดกูจะถูกน�ำมำเจอืจำงด้วย phosphate 

buffer saline (PBS) ในอตัรำส่วน ๑:๑ ก่อนน�ำมำป่ันเหวีย่งเพ่ือ

แยกส่วนของ mononuclear cells (MNCs) ด้วยวิธี IsoPrep® 

gradient centrifugation (Robbins Scientific Corporation, USA) 

ด้วยแรงหนศูีนย์กลำงที ่100g เป็นเวลำ ๒๐ นำท ีณ อณุหภมูิ

ห้อง หลงัจำกนัน้จงึน�ำส่วนของ MNCs ทีแ่ยกได้มำป่ันล้ำงด้วย 

PBS ๒ ครั้ง ก่อนน�ำมำเพำะเล้ียงในภำชนะเล้ียงเซลล์ชนิด  

T25-Flask (Corning, USA) ที่ควำมหนำแน่น ๒ x ๑๐๕ เซลล์/

ตำรำงเซนตเิมตร ในอำหำรเลีย้งเซลล์ชนดิ Dulbecco’s Modified 
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Eagle Medium (DMEM) (GIBCO™, Invitrogen Corporation,  

USA) ทีม่ ี10% (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS) (Lonza, USA), 

100 U/ml penicillin (General Drug House Co., Ltd. Thailand) 

และ 100 µg/ml streptomycin (General Drug House Co., Ltd.  

Thailand) ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศำเซลเซียสในบรรยำกำศที่มี

ร้อยละ ๕ CO
2
 โดยเปลี่ยนอำหำรเลี้ยงเซลล์ทุก ๓ วัน เมื่อ

เซลล์มีควำมหนำแน่นประมำณร้อยละ ๘๐ ของพ้ืนที่ผิว  

ผู้วิจัยจะท�ำกำรเก็บเก่ียวเซลล์ด้วยเอนไซม์ 0.05% trypsin-

EDTA (GIBCO™, Invitrogen Corporation, USA) และน�ำเซลล์

ที่ได้ไปเพำะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ�ำนวนในภำชนะเลี้ยงเซลล์อันใหม ่

ต่อไป

การศึกษาคุณสมบตัขิองเซลล์ต้นก�าเนดิมเีซนไคม์จากไขกระดกู

 (๑) ศึกษำกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่

จ�ำเพำะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ด้วยวิธี flow cytometry 

 โดยกำรน�ำ BM-hMSCs (passage ที ่๓ - ๕) จ�ำนวน 

๑ x ๑๐๕ เซลล์ มำท�ำกำรติดฉลำกด้วย mouse anti-human  

antibodies ๕ ชนดิ 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-CD 

105-PE (MiltenyiBiotec, Germany) ทีอ่ณุหภมู ิ๔ องศำเซลเซยีส  

เป็นเวลำ ๓๐ นำที จำกนั้นจึงน�ำเซลล์มำปั่นล้ำงด้วย PBS 

ด้วยแรงหนีศูนย์กลำง 100g เป็นเวลำ ๕ นำที ก่อนน�ำเซลล์

มำท�ำให้คงสภำพด้วย 1% (w/v) paraformaldehyde ใน 1X 

PBS และน�ำมำวิเครำะห์ผลโดยใช้เครื่อง FACS calibur™ 

flow cytometer ด้วยโปรแกรม CellQuest™ software (Becton 

Dickinson, USA)

 (๒) ศึกษำควำมสำมำรถในกำรเจรญิพัฒนำของ BM-

hMSCs ไปเป็นเซลล์กระดูก 

 โดยกำรน�ำ BM-hMSCs (passage ที ่๓ - ๕) จ�ำนวน 

๕ x ๑๐๔ เซลล์ มำเพำะเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด NH  

Osteodiff® Medium (MiltenyiBiotec, Germany) ที่อุณหภูมิ 

๓๗ องศำเซลเซียส ในบรรยำกำศที่มีร้อยละ ๕ CO
2
 โดย

เปลี่ยนอำหำรเลี้ยงเซลล์ทุก ๓ วัน จนครบเวลำ ๒๑ วัน แล้ว

จึงน�ำเซลล์ที่ได้มำท�ำย้อมด้วย ๔๐ มิลลิโมลำร์ Alizarin red S  

(Sigma Aldrich, USA) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ ๒๐ นำที 

แล้วล้ำงด้วยน�้ำกลั่นอีก ๔ ครั้ง ก่อนน�ำไปศึกษำด้วย

กล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope (Olympus, Japan)

 (๓) ศึกษำควำมสำมำรถในกำรเจริญพัฒนำของ  

BM-hMSCs ไปเป็นเซลล์ไขมัน

 โดยกำรน�ำ BM-hMSCs (passage ที ่๓ - ๕) จ�ำนวน 

๕ x ๑๐๔ เซลล์ มำเพำะเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด NH 

Adipodiff® Medium (MiltenyiBiotec, Germany) ที่อุณหภูมิ 

๓๗ องศำเซลเซียส ในบรรยำกำศที่มีร้อยละ ๕ CO
2
 โดย

เปลีย่นอำหำรเลีย้งเซลล์ทกุๆ ๓ วนั จนครบเวลำ ๒๑ วนั แล้ว

จึงน�ำเซลล์ที่ได้มำย้อมด้วย 0.5% (w/v) Oil red O (Sigma 

Aldrich, USA) ใน isopropanol ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ  

๒๐ นำท ีแล้วล้ำงด้วยน�ำ้กลัน่อกี ๒ ครัง้ ก่อนน�ำไปศึกษำด้วย

กล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope (Olympus, Japan)

การตัดต่อจีน SFRP2 เข้าสู่ BM-hMSCs

 จีน SFRP2 ถูกตัดต่อเข ้ำ pENTR™/D-TOPO  

(Invitrogen Corporation, USA) และ pLenti6/UbC/V5-DEST  

(Invitrogen Corporation, USA) โดยใช้ gateway cloning system  

(Invitrogen Corporation, USA) เพ่ือสร้ำง SFRP2/pLenti6/

UbC/V5-DEST vector ซึ่งเป็น plasmid ที่จะท�ำกำรเพ่ิมระดับ

กำรแสดงออกของจีน SFRP2 ก่อนน�ำ plasmid ที่สร้ำงขึ้นได้ 

ดงักล่ำวมำตดัต่อเข้ำสู่จโีนมของ BM-hMSCs โดยใช้ lentiviral 

transduction system โดยเซลล์ BM-hMSCs ที่ผ่ำนกำรเพ่ิม

ระดบักำรแสดงออกของจนี SFRP2 (ผูว้จิยัตัง้ช่ือเซลล์ดงักล่ำว

ว่ำ SFRP2-BM-hMSCs) จะถูกน�ำมำใช้ในกำรทดลองต่อไป

การศึกษาระดับการแสดงออกของจีนด้วยวิธี Quantitative 

real-time PCR (qRT-PCR)

 ตัวอย่ำง RNA ที่ท�ำกำรสกัดจำก BM-hMSCs จะ

ถูกน�ำมำเปลี่ยนเป็น complementary DNA (cDNA) ด้วย

เอนไซม์ reverse transcriptase (Invitrogen Corporation, 

USA) โดย cDNA จ�ำนวน ๓ ไมโครลิตรจะถูกน�ำมำผสมกับ  

๑๐ ไมโครโมลำร์ forward primer จ�ำนวน ๑ ไมโครลิตร,  

๑๐ ไมโครโมลำร์ reverse primer จ�ำนวน ๑ ไมโครลิตร และ 

SYBR® Green PCR Mastermix (Applied Biosystems, USA) 

จ�ำนวน ๑๐ ไมโครลิตร ก่อนน�ำมำบรรจุใน MicroAmp® fast 

optical 96-well reaction plate (Applied Biosystems, USA) 

แล้วน�ำไปท�ำปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่อง 7500 fast 

real-time PCR (Applied Biosystems, USA) โดยใช้ข้ันตอน 

ดังต่อไปนี้

ขั้นตอนที่ ๑ :  อุณหภูมิ ๙๕ องศำเซลเซียส เป ็นเวลำ  

 ๑๐ นำที จ�ำนวน ๑ รอบ 

ขั้นตอนที่ ๒ :  อุณหภูมิ ๙๕ องศำเซลเซียส เป ็นเวลำ  

 ๑๐ วนิำท ีต่อด้วย อณุหภมู ิ๖๐ องศำเซลเซยีส  

 เป ็นเวลำ ๑๐ วินำที ต ่อด ้วย อุณหภูมิ  

 ๗๒ องศำเซลเซยีส เป็นเวลำ ๔๐ วนิำท ีจ�ำนวน  

 ๔๐ รอบ 

ขั้นตอนที่ ๓ : อุณหภูมิ ๗๒ องศำเซลเซียส เป ็นเวลำ  

 ๑๐ นำที จ�ำนวน ๑ รอบ 
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โดยปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรสดังกล่ำวใช้ primers ดังนี้; 

SFRP2 forward primer: 5’- AGGACAACGACCTTTGCATC-3’, 

SFRP2 reverse primer: 5’-TCATTTTTATTTTTGCAGGCTTC-3’, 

GAPDH forward primer 5’-GTCAACGGATTTGGTCGTATTG-3’, 

GAPDH reverse primer 5’-CATGGGTGGAATCATATTGGAA-3’

การศึกษาอัตราการรอดชีวิตของ SFRP2-BM-hMSCs ภายใต้

ภาวะความเครียดออกซิเดชัน

 น�ำ SFRP2-BM-hMSCs จ�ำนวน ๑ x ๑๐๕ เซลล์ มำ

เพำะเลี้ยงในภำชนะเลี้ยงเซลล์ชนิด 35 mm cell culture dish 

ด้วยอำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM (ที่ไม่มีกำรเติม FBS) เป็น

เวลำ ๒ ชั่วโมง ก่อนน�ำมำเติมสำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ให้

มีควำมเข้มข้นสุดท้ำยเป็น ๐.๗๕ มิลลิโมลำร์ แล้วจึงบ่มเพำะ

เซลล์ในภำวะนีต่้อไปอีกเป็นเวลำ ๕ ช่ัวโมง แล้วจงึน�ำเซลล์ไป

วดัอตัรำกำรรอดชีวติของ SFRP2-BM-hMSCs โดยใช้ชุด FITC 

Annexin V Apoptosis Detection Kit (Sigma Aldrich, USA) ซึง่

มีวิธีกำรโดยย่อคือ น�ำ SFRP2-BM-hMSCs ที่ได้มำแขวนลอย

ในสำรละลำย 1X binding buffer ทีป่รมิำตร ๑๐๐ ไมโครลิตร 

ก่อนน�ำมำบ่มด้วย FITC-Annexin V จ�ำนวน ๕ ไมโครลิตร 

และ propidium iodide (PI) จ�ำนวน ๕ ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ

ห้อง เป็นเวลำ ๑๕ นำที แล้วจึงน�ำไปวิเครำะห์ผลด้วยเครื่อง 

FACS calibur™ flow cytometer ด้วยโปรแกรม CellQuest™ 

software (Becton Dickinson, USA) โดยเซลล์ที่ย้อมติดสี  

Annexin V และ/หรือ propidium iodide (Annexin V+/PI-, 

Annexin V-/PI+, และ Annexin V+/PI+) คือ เซลล์ที่ตำยแล้ว 

ส่วนเซลล์ที่ย้อมไม่ติดทั้ง Annexin V และ propidium iodide 

(Annexin V-/PI-) คือ เซลล์ที่รอดชีวิต โดยอัตรำกำรรอดชีวิต

ของเซลล์ จะแสดงผลเป็นร้อยละของเซลล์ที่รอดชีวิตจำก

จ�ำนวนเซลล์ทั้งหมด 

การทดสอบทางสถิติ 

 ในกำรวิจัยนี้ได้ท�ำกำรทดลองซ�้ำอยำ่งน้อย ๓ ครั้ง 

ก่อนน�ำข้อมูลที่ได้มำวิเครำะห์เชิงปริมำณด้วยกำรค�ำนวณหำ

ค่ำเฉลีย่ (mean) และควำมคลำดเคลือ่นของค่ำเฉล่ีย (standard  

error of mean) แล้วจงึน�ำข้อมลูทีค่�ำนวณได้มำท�ำกำรเปรยีบเทยีบ

เพ่ือหำควำมแตกต่ำงระหว่ำงกลุ่มโดยใช้วิธีค�ำนวณทำงสถิติ

แบบ Mann-Whitney U test โดยถ้ำ p-value ที่ค�ำนวณได้

ด้วยวิธีดังกล่ำวมีค่ำน้อยกว่ำหรือเท่ำกับ ๐.๐๕ จะถูกจัดว่ำ  

ควำมแตกต่ำงระหว่ำงกลุ่มดังกล่ำวมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ 

 

ผลกำรศึกษำ
ลักษณะและคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์จาก

ไขกระดูก

 ผู้วิจัยประสบผลส�ำเร็จในกำรแยกเซลล์ต้นก�ำเนิด 

มีเซนไคม์ของมนุษย์จำกไขกระดูก (human bone marrow-

derive mesenchymal stem cells หรือ BM-hMSCs) โดย 

BM-hMSCs ที่แยกได้มีลักษณะคล้ำยกระสวย (spindle-

shape) โดยเซลล์ดังกล่ำวมีควำมสำมำรถในกำรแบ่งตัวเพ่ิม

จ�ำนวนอย่ำงรวดเร็วและสำมำรถครอบคลุมพ้ืนที่เพำะเลี้ยง 

เกือบทั้งหมดภำยหลังกำรเพำะเล้ียงเป็นเวลำประมำณ  

๒ สปัดำห์ (รปูที ่๑ ก) จำกกำรศึกษำรปูแบบกำรแสดงออกของ

โมเลกุลบนผิวเซลล์ของ BM-hMSCs ด้วยวิธี flow cytometry  

พบว่ำ BM-hMSCs ที่แยกได้จำกกำรศึกษำนี้มีรูปแบบกำร

แสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่จ�ำเพำะต่อ MSCs คือ 

มีกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด CD73, CD90, 

CD105 และไม่มีกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่

จ�ำเพำะต่อเซลล์เม็ดเลือดคือ CD34 และ CD45 (รูปที่ ๑ ข)  

จำกผลกำรเหนี่ยวน�ำ BM-hMSCs ให้เจริญพัฒนำเป็น

เซลล์กระดูก (osteocytes) และเซลล์ไขมัน (adipocytes) 

โดยกำรเพำะเล้ียงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด NH Osteo-

diff® medium และ NH Adipodiff® medium เป็นเวลำ 

๒๑ วัน และน�ำเซลล์ที่ได้ไปตรวจสอบปริมำณของเซลล์  

osteocytes และ adipocytes ที่เกิดขึ้นโดยกำรย้อมสี Alizarin  

red S และ Oil red O เพื่อดูควำมสำมำรถของ BM-hMSCs 

ดงักล่ำวในกำรเจรญิพัฒนำไปเป็นเซลล์กระดกูและเซลล์ไขมนั  

พบว่ำ BM-hMSCs ที่แยกได้ในกำรศึกษำนี้สำมำรถเจริญ 

พัฒนำไปเป็นเซลล์กระดูก (รูปที่ ๑ ค) และเซลล์ไขมัน 

(รูปที่ ๑ ง) ได้ภำยหลังกำรเพำะเลี้ยงในภำวะที่เหมำะสม
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ระดับการแสดงออกของจีน SFRP2 ในเซลล์ SFRP2-BM-

hMSCs ภายหลังการตัดต่อจีน

 เมื่อท�ำกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 

ใน BM-hMSCs ดีเอ็นเอส่วน coding sequence ของ SFRP2 

ถกูเพ่ิมจ�ำนวนด้วยวธิ ีRT-PCR โดย sequence ของยีนที ่clone 

ได้นั้นได้รับกำรยืนยันควำมถูกต้องด้วยวิธี DNA sequencing  

ก่อนที่จะน�ำมำตัดต่อเข้ำ pENTR™/ D-TOPO vector ซึ่ง

เป็น entry plasmid ก่อนจะน�ำไป clone เข้ำ pLenti 6/UbC/ 

V5-DEST ซึ่งเป็น expression plasmid โดยใช้ LR recombina-

tion systern โดย expression plasmid ที่ได้ (SFRP2/pLenti6/

UbC/V5-DEST vector) (รูปที่ ๒ ก) จะถูกน�ำไปตัดต่อเข้ำ 

จีโนมของ BM-hMSCs โดยใช้ lentiviral transduction system 

ภำยหลังกำรคัดเลือกด้วยยำปฏิชีวนะชนิด Blasticidin BM-

hMSCs ที่มีกำรแสดงออกของ SFRP2/pLenti6/UbC/V5-DEST 

vector (ผู้วิจัยตั้งชื่อเซลล์กลุ่มนี้ว่ำ SFRP2-BM-hMSCs) จะถูก

น�ำมำตรวจสอบระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ด้วยวิธี 

quantitative real-time PCR ผลกำรทดลองระบวุ่ำ SFRP2-BM-

hMSCs จ�ำนวน 3 clone ที่เลือกมำท�ำกำรตรวจสอบมีระดับ

กำรแสดงออกของจนี SFRP2 สงูกว่ำ BM-hMSCs กลุ่มควบคุม

ที่ไม่ได้รับกำรตัดต่อจีน SFRP2 ประมำณ ๑๐๐ - ๔๐๐ เท่ำ  

(รูปที่ ๒ ข) 

รูปที่ ๑ ลักษณะและคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จำกไขกระดูก (BM-hMSCs)

(ก) รูปร่ำงลักษณะของ BM-hMSCs 

(ข) รูปแบบกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ BM-hMSCs 

(ค) เซลล์กระดูกที่เจริญพัฒนำมำจำก BM-hMSCs 

(ง) เซลล์ไขมันที่เจริญพัฒนำมำจำก BM-hMSCs 

Scale bar รูป ก, ค และ ง = ๑๐๐ ไมโครเมตร (µm), ๑๐๐ ไมโครเมตร และ ๕๐ ไมโครเมตร  

ตำมล�ำดับ 
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ผลกระทบของการเพ่ิมระดบัการแสดงออกของจนี SFRP2 ต่อ

คุณสมบัติของเซลล์ต้นก�าเนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก 

 เพ่ือศึกษำผลกระทบของกำรเพ่ิมระดับกำรแสดง 

ออกของจีน SFRP2 ต ่อ คุณสมบัติ ของ BM-hMSCs  

ผู้วิจัยจึงน�ำ SFRP2-BM-hMSCs มำท�ำกำรตรวจสอบลักษณะ

รปูร่ำงของเซลล์ รปูแบบกำรแสดงออกของโมเลกลุบนผวิเซลล์  

รวมทั้ งทดสอบควำมสำมำรถของ เซลล ์ดั งกล ่ ำวใน 

กำรเจริญพัฒนำไปเป็นเซลล์กระดูก และเซลล์ไขมันว่ำมี

กำรเปลี่ยนแปลงไปจำกเดิมหรือไม่ ผลกำรทดลองระบุว่ำ 

SFRP2-BM-hMSCs ซึ่งมีกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของ

จีน SFRP2 ยังคงลักษณะคล้ำยกระสวย (spindle-shape)  

(รูปที่ ๓ ก) และมีรูปแบบกำรแสดงออกของโมเลกุลบน 

ผิวเซลล์ที่ไม่แตกต่ำงจำกกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับกำรตัดต่อจีน  

SFRP2 คือ มีกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด 

CD90, CD73, CD105 และไม่มีกำรแสดงออกของโมเลกุล

บนผิวเซลล์ชนิด CD34 และ CD45 (รูปที่ ๓ ข) นอกจำกนี้ 

SFRP2-BM-hMSCs ยังคงควำมสำมำรถในกำรเจรญิพัฒนำไป

เป็นเซลล์กระดูก และเซลล์ไขมันได้เช่นเดียวกับ BM-hMSCs 

ปรกติ (รูปที่ ๓ ค และ ๓ ง)

รูปที่ ๒ ระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ในเซลล์ SFRP2-BM-hMSCs ภำยหลังกำรตัดต่อจีน

(ก) Plasmid map ของ SFRP2/pLenti6/UbC/V5-DEST vector 

(ข) ระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ใน SFRP2-BM-hMSCs เปรียบเทียบกับกลุ ่มควบคุม  

(non-transduced BM-hMSCs)

ก ข
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ผลกระทบของการเพ่ิมระดับการแสดงออกของจีน SFRP2 

ต่ออัตราการอยู่รอดของ BM-hMSCs ภายใต้ภาวะ oxidative 

stress

 เพ่ือจ�ำลองภำวะควำมเครียดออกซิเดชันภำยนอก

ร่ำงกำย ผู ้วิจัยได้เลือกใช้วิธีเพำะบ่ม BM-hMSCs กับ 

สำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ควำมเข ้มข ้นต่ำงๆ เพ่ือ

หำควำมเข้มข้นของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่เหมำะสม 

ในกำรจ�ำลองภำวะควำมเครียดออกซิ เดชันภำยนอก

ร่ำงกำย จำกผลกำรทดลองเบื้องต้นระบุว่ำ ควำมเข้มข้น

ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ เหมำะสมต่อกำรจ�ำลอง

ภำวะควำมเครียดออกซิ เด ชันภำยนอกร ่ำงกำย คือ  

๐.๗๕ มิลลิโมลำร์ (มำจำกกำรศึกษำที่ไม่ได้แสดงข้อมูล) เมื่อ

น�ำ SFRP2-BM-hMSCs มำเพำะเลีย้งภำยใต้ภำวะควำมเครยีด

ออกซิเดชันที่จ�ำลองข้ึนภำยนอกร่ำงกำยโดยกำรเติมสำร

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ระดับควำมเข้มข้น ๐.๗๕ มิลลิโมลำร์  

เป็นเวลำ ๕ ช่ัวโมง พบว่ำ SFRP2-BM-hMSCs ซึ่งมีกำร

เพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 มีอัตรำกำรรอด

ชีวิตของเซลล ์สูงไม ่แตกต ่ำงจำก SFRP2-BM-hMSCs  

ที่เพำะเล้ียงในภำวะปรกติที่ไม่มีสำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  

(ร้อยละ ๙๒.๓๓ ± ๐.๒๘ เปรยีบเทยีบกบัร้อยละ ๙๒.๐๔ ± ๐.๗๙)  

ในขณะที่ BM-hMSCs กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับกำรเพ่ิมระดับ

กำรแสดงออกของจีน SFRP2 มีอัตรำกำรรอดชีวิตของ

เซลล์ภำยใต้ภำวะควำมเครียดออกซิเดชันลดลงเม่ือเปรียบ

เทียบกับ BM-hMSCs ที่เพำะเลี้ยงในภำวะปรกติที่ไม่มี 

สำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์อย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ  

(ร้อยละ ๘๘.๔๘ ± ๐.๖๑ เปรยีบเทยีบกบัร้อยละ ๘๑.๘๓ ± ๕.๘๑,  

p ≤ ๐.๐๕) (แผนภูมิที่ ๑ ก และ ๑ ข)

(ก) รูปร่ำงลักษณะของ SFRP2-BM-hMSCs ที่ได้รับกำรเพิ่มระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 

(ข) รูปแบบกำรแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ SFRP2-BM-hMSCs 

(ค) เซลล์กระดูกที่เจริญพัฒนำมำจำก SFRP2-BM-hMSCs 

(ง) เซลล์ไขมันที่เจริญพัฒนำมำจำก SFRP2-BM-hMSCs 

Scale bar รปู ก, ค และ ง = ๑๐๐ ไมโครเมตร (µm), ๑๐๐ ไมโครเมตร และ ๕๐ ไมโครเมตร ตำมล�ำดบั

รูปที่ ๓ ผลกระทบของกำรเพิ่มระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ต่อคุณสมบัติของ BM-hMSCs
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ (MSCs) เป็นเซลล์ที่มี

ศักยภำพในกำรน�ำไปใช้รักษำโรคที่เกิดจำกกำรเส่ือมสภำพ

และกำรบำดเจ็บต่ำงๆ เนื่องจำกมีคุณสมบัติที่สำมำรถ

พัฒนำเป ็นเซลล์ที่ท�ำหน้ำที่จ�ำเพำะได ้หลำยชนิด เช ่น  

เซลล์ไขมัน เซลล์กระดูก และเซลล์กระดูกอ่อน๖, ๗ รวมทั้ง

มีควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่เข้ำหำบริเวณเนื้อเย่ือที่มี 

กำรบำดเจ็บเพ่ือหล่ังสำรที่มีผลยับย้ังกำรอักเสบและส่งเสริม

กระบวนกำรสร้ำงหลอดเลือดใหม่ (neovascularization)๘, ๑๒ 

ปัจจุบันมีกำรทดลองน�ำ hMSCs มำปลูกถ่ำยให้กับผู้ป่วยเพื่อ

รักษำโรคหลำยชนิด๑๓ - ๑๘ แต่ผลกำรรักษำด้วยกำรปลูกถ่ำย 

hMSCs ดังกล่ำวยังไม่เป็นที่น่ำพอใจ โดยหนึ่งในสำเหตุหลัก

เกิดจำกภำวะควำมเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ที่

เกิดข้ึนและด�ำรงอยู่ในบริเวณเนื้อเย่ือที่ต้องกำรท�ำกำรรักษำ 

ท�ำให้อตัรำกำรรอดชีวติ (survivability) และอัตรำกำรคงอยู่ใน

เนื้อเย่ือ (engraftment rate) ของ hMSCs ในบริเวณเนื้อเย่ือ 

ดังกล่ำวต�่ำมำก โดยรำยงำนกำรศึกษำก่อนหน้ำนี้ระบุว่ำ 

MSCs ที่ท�ำกำรปลูกถ่ำยเข้ำสู ่บริเวณกล้ำมเนื้อหัวใจที่ได้

รับบำดเจ็บจำกภำวะขำดเลือดไปหล่อเล้ียงของหนูทดลอง  

มีอัตรำกำรรอดชีวิตและอัตรำกำรคงอยู่ในเนื้อเย่ือดังกล่ำว

น้อยกว่ำร้อยละ ๑๑๙, ๒๐

 จำกสำเหตุดังกล่ำวในกำรศึกษำนี้ผู้วิจัยจึงพัฒนำ

วิธีกำรเพ่ือเพ่ิมอัตรำกำรรอดชีวิตของ hMSC ภำยใต้ 

ภำวะควำมเครยีดออกซเิดชันโดยกำรเพ่ิมระดบักำรแสดงออก

ของจีน SFRP2 จำกกำรศึกษำในครั้งนี้พบว่ำ BM-hMSCs  

ที่ได้รับกำรตัดแต่งพันธุกรรมให้มีระดับกำรแสดงออกของจีน 

SFRP2 สูงข้ึน (SFRP2-BM-hMSCs) มอีตัรำกำรรอดชีวติภำยใต้ 

ภำวะควำมเครยีดออกซเิดชันเพ่ิมข้ึนอย่ำงมนียัส�ำคัญทำงสถติิ

เมื่อเปรียบเทียบกับ BM-hMSCs ปรกติที่ไม่ได้รับกำรเพ่ิม

ระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 โดย SFRP2-BM-hMSCs 

ยังคงมีรูปร่ำงลักษณะของเซลล์ รูปแบบกำรแสดงออกของ

โมเลกุลบนผิวเซลล์ รวมถึงควำมสำมำรถในกำรเจริญพัฒนำ

ไปเป็นเซลล์กระดูกและเซลล์ไขมัน เหมือนกับ BM-hMSCs 

ปรกติทุกประกำร 

(ก) แผนภูมิแสดงอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ SFRP2-BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะ oxidative stress ที่ม ี

 สำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) ควำมเข้มข้น ๐.๗๕ มลิลโิมลำร์ เปรยีบเทยีบกบัอตัรำกำรรอดชีวติของเซลล์  

 SFRP2-BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะปรกติที่ไม่มีสำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) 

(ข) แผนภมูแิสดงอตัรำกำรรอดชีวติของเซลล์ BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะ oxidative stress ทีม่สีำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  

 (H
2
O

2
) ควำมเข้มข้น ๐.๗๕ มลิลิโมลำร์ เปรยีบเทยีบกบัอตัรำกำรรอดชีวติของเซลล์ BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะปรกต ิ

 ที่ไม่มีสำรไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) 

 โดยแผนภูมิแสดงค่ำเฉลี่ย และ error bar แสดงควำมคลำดเคลื่อนของค่ำเฉลี่ย (standard error of mean) ที่

ค�ำนวณมำจำกกำรท�ำกำรทดลองซ�้ำ ๓ ครั้ง 

*p < ๐.๐๕ เมื่อเปรียบเทียบกับอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะปรกติ

แผนภูมิที่ ๑ ผลกระทบของกำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ต่ออัตรำกำรอยู่รอดของ BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะ  

 oxidative stress

ก ข
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 ผลกำรศึกษำก่อนหน้ำนี้ในเซลล์ชนิดอื่นระบุว่ำ 

SFRP2 ออกฤทธิ์ผ่ำนทำงระบบส่งสัญญำณภำยในเซลล์ 

ชนิด Wnt signaling pathway๒๑ - ๒๓ ท�ำให้ระดับของโปรตีน 

β-catenin ในเซลล์สูงขึ้น และส่งผลให้เซลล์มีกำรสร้ำงโปรตีน

ทีม่ฤีทธิต่์อต้ำนกำรเกดิ apoptosis หลำยชนดิ โดยกำรเพ่ิมข้ึน 

ของระดับโปรตีนที่มีฤทธิ์ต่อต้ำนกำรเกิด apoptosis ท�ำให้

เซลล์มีอัตรำกำรรอดชีวิตเพ่ิมข้ึน๒๔ จำกข้อมูลดังกล่ำวผู้วิจัย 

ตัง้ข้อสนันษิฐำนว่ำ จนี SFRP2 อำจใช้กลไกเดยีวกนัในกำรเพ่ิม

อัตรำกำรรอดชีวิตของ BM-hMSCs ภำยใต้ภำวะควำมเครียด

ออกซิเดชัน

 จำกผลกำรศึกษำทัง้หมดทีไ่ด้กล่ำวมำ ผูว้จิยัสรปุว่ำ 

กำรเพ่ิมระดับกำรแสดงออกของจีน SFRP2 ใน BM-hMSCs 

สำมำรถช่วยเพ่ิมอัตรำกำรรอดชีวิตของ BM-hMSC ภำยใต ้

ภำวะควำมเครียดออกซิเดชันได้ โดยควำมรู ้ที่ได้รับจำก 

งำนวิจัยช้ินนี้มีศักยภำพในกำรน�ำไปพัฒนำต่อยอดเพ่ือ

ปรับปรุงประสิทธิภำพของวิธีกำรรักษำโรคโดยกำรปลูกถ่ำย

เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ให้ดียิ่งขึ้นต่อไปในอนำคต

กิตติกรรมประกำศ
 งำนวจิยัช้ินนีไ้ด้รบัทนุสนบัสนนุจำกส�ำนกังำนกองทนุ

สนับสนุนงำนวิจัย (เมธีวิจัยอำวุโส RTA 488-0007) ส�ำนักงำน
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Introduction:  Human multipotent mesenchymal stem cells (hMSCs) have been successfully isolated from several  

 human tissues and can be expanded ex vivo for clinical uses. However, the success of most hMSC  

 transplantation is limited due to poor cell survival and  insufficient level of engraftment in the host tissues.  

 In this study, we would like to augment the survivability of hMSCs under oxidative stress condition  

 which are frequently presented in the host tissues by overexpressing secreted frizzled-related protein 2 (SFRP2)  

 gene. 

Methods: SFRP2/pLenti6/UbC/V5-DEST vector for overexpressing SFRP2 gene was constructed transduced into bone  

 marrow-derived hMSCs using lentiviral transduction system. The SFRP2-overexpressing BM-hMSCs (named SFRP2- 

 BM-hMSCs) were cultured and treated with 0.75 mM H
2
O

2
 for 5 hours to simulate the oxidative stress  

 condition in vitro. After incubation with H
2
O

2
, the percentages of survival cells were determined by flow  

 cytometry and the results were compared with those of non-transduced BM-hMSCs cultured under the  

 same condition. 

Results:  The percentages of survival SFRP2-BM-hMSCs in 0 mM and 0.75 mM H
2
O

2
 were significantly higher  

 than those of non-transduced BM-hMSCs (92.04 ± 0.79% vs. 88.48 ± 0.61%, p ≤ 0.05 and  

 92.33 ± 0.28% vs. 81.83 ± 5.81%, p ≤ 0.05, respectively). Moreover, the overexpression of SFRP2 gene  

 did not affect the characteristics of BM-hMSCs, in term of their morphology, surface marker expression,  

 and differentiation potential. 

Discussion and The over-expression of SFRP2 gene could augment the survivability of BM-hMSCs under oxidative stress  

conclusion: condition without altering their MSC characteristics and might have a potential to be used in the future  

 clinical applications. 
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