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Cell therapy is the promising therapeutic tool for the next decade. “Regenerative Medicine” based
on cell and tissue replacement therapy is proposed as a revolutionary approach to various chronic and
incurable conditions. The first key step for successful cell therapy is the establishment of clinical grade human
Embryonic Stem Cell (hESC) lines. This article provides a concise summary on conventional and novel
methods for hESC line derivation. There is also discussion on progression, future direction and problems in
hESC line development. In Thailand, more advance knowledge, skill, and technology are required to develop
the first human embryonic stem cell line and step forward to make cell therapy a reality.
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In 1981, the first mouse embryonic stem cell
line was isolated from mouse blastocyst by Martin
G.R(1). Evans MJ and Kaufman MH also reported the
similar finding in the same year(2). Thomson JA et al
successfully established the first human embryonic
stem cell lines from day 5-6 human embryo in 1998(3).
This discovery is a landmark step in stem cell research
and consequentially embryonic stem cell has obtained
great attention as the potential revolution for the
treatment for many chronic and incurable diseases
because of its exceptional properties.

Derivation methods for embryonic stem cell lines(4)

Establishing human Embryonic Stem Cell
(hESC) lines is not only a crucial step but also basic
principle and technique in stem cell research. hESC
lines are invaluable biomaterials for therapeutic appli-
cation. Currently, there are four methods to develop
embryonic stem cell lines.

1. Classical method(3)

This was the first method used for establish-
ing hESC line. The inner cell mass was separated
from a day 5-6 blastocyst by immunosurgery. Then, it
was cultured on feeder cells. Normally, the blastocysts
used in stem cell researches are donated from infertile
couples or they may be specifically created for research
purpose.

2. Single blastomere method(5)

This new approach was reported by Chung Y
and his colleagues in 2005. This derivation method was
based on blastomere biopsy procedure performed for
Preimplantation Genetic Diagnosis (PGD). The bio-
psied blastomere was co-cultured with an established
embryonic stem cell. By this protocol, new embryonic
stem cell line can be created from single blastomere.
The main advantage of this technique is that it does
not destroy embryo. The biopsied embryo still has a
potential to implant and develop into new offspring.
As a result, there are fewer problems from ethical
viewpoint. However, this method has been tested
only in mouse embryos. Therefore, further studies
are needed before applying this procedure in human
blastocysts.
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3. Nuclear transfer method
Embryonic stem cell line derivation from

nuclear transfer was widely and thoroughly studied
in animals especially in mouse(6). Hwang WS and col-
leagues have reported the development of the first hESC
line by this method(7). Adult somatic cell nucleus was
transferred into an ennucleated oocyte. Then, an elec-
trical stimulation was performed and cell was cultured
to blastocyst stage. An embryonic stem cell line had
been harvested from inner cell mass of created blastcyst
with the classical method. The proposed advantage
of this technique is that the genetic material of an
established embryonic stem cell line and of an adult
somatic cell are nearly identical. Therefore, it was pre-
sumed that this cell line would not produce immuno-
logical reaction when is used as cell therapy. With this
technique, model of various diseases can be created
using somatic cell nucleus of patients. Unfortunately,
report from Hwang WS group was proved to be fraudu-
lent(8). As a result, the possibility and limitation of this
technique in producing human cell line are being under
further investigation.

4. Altered nuclear transfer method(9)

This method is based on transferring of an
altered nucleus of somatic cell into enucleated oocyte.
The nuclear modification is obtained by turning off
the function of the cdx2 gene, a gene that plays an
important role in blastocyst implantation. Therefore, a
blastocyst established by this method lacks the poten-
tial to implant and to develop to be a fetus. Meisser A
and Jaenisch R have proposed this method in order to
avoid destruction of a blastocyst that has a potential
to develop to be a human being. They would like to
overcome the controversial issues on moral status of
human embryos. Nevertheless, the concept and prin-
ciple of this method has been argued for its ethical
appropriateness and for the possible negative con-

sequences of inhibiting cdx2 gene on the established
cell line.

Efficacy and success rate in the development of human
embryonic stem cell line(10)

The success rate in the development of
hESC line from the classical method is 18.8 percent.
This means that 18.8 embryonic stem cell lines can be
created from 100 frozen good quality human embryos.
The success rate of each step of cell line derivation is
shown in table 1. However, other methods have lower
success rate than the classical method. Key factors for
success in embryonic stem cell line derivation are
knowledge in reproductive biology, stem cell biology,
embryonic growth and development, good embryonic
culture techniques and efficient embryonic micro-
manipulation techniques.

Current situations in the development of human
embryonic stem cell lines

According to report of the International
Society for Stem Cell Research (ISSCR) in June 2005,
more than 100 embryonic stem cell lines have been
developed worldwide(11-29). However, most of them
face the problem of animal product contamination.
Therefore, nearly all of the established hESC lines
cannot be used in the clinical level due to substandard
quality and safety.

Conclusion
According to current situation and problems

of embryonic stem cell line derivation, there are both
the opportunity and the necessity for creating novel
techniques or modifying traditional techniques for
better quality of the cell lines. These are aiming at
improving the safety from research grade to clinical
grade hESC lines(30-31). Finally, these would be invalu-
able resources for cell and tissue therapies. However,

Steps in hESC line derivation (classical method) Percent of embryos

1. Frozen good quality day 2-3 embryos 100.0
2. Thaw survival   70.0
3. Blastocysts   42.0
4. Zona removal   42.0
5. Inner Cell Mass (ICM) isolation   29.4
6. Primary growth (10-14 days)   23.5
7. First colony   18.8
8. hESC line   18.8

Table 1. The success rate in each step for the derivation of hESC lines by the classical method(10)
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appropriate solution for the ethical controversies
should be also considered apart from the technical
aspect.

In Thailand, there are several research groups
interested in development of animal embryonic stem
cell lines with different methods. To develop the first
human embryonic stem cell line for clinical purposes,
in-depth knowledge and profound understanding in
stem cell biology and experienced and skillful research
team are required because they are key elements for
the success. Furthermore, these methods should be
widely accepted from the ethical viewpoint of Thai
society.
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การสร้างสายพันธ์ุเซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนโดยวิธีการด้ังเดิมและวิธีการใหม่

สรภพ  เกยีรตพิงษส์าร, เยือ้น  ตันนรัินดร, ปราณี  นำชยัศรคีา้, รัฐจกัร  รังสิวิวัฒน์

เซลล์บำบัดเป็นความหวังสำคัญของการรักษาโรคในทศวรรษหน้า “เวชศาสตร์การซ่อมสร้าง” บนพื้นฐาน
ของการรักษาด้วยเซลล์และเนื ้อเยื ่อทดแทน คาดว่าจะสามารถปฏิรูปแนวทางการรักษาโรคเรื ้อรังและโรคที่ไม่
สามารถรักษาให้หายขาดได้จำนวนหลายโรค ขั้นตอนเริ่มต้นสำคัญที่จะทำให้เซลล์บำบัดประสบผลสำเร็จคือการ
สร้างสายพันธุ ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนของมนุษย์ที ่มีคุณภาพระดับดีพอสำหรับใช้เพื ่อการรักษาในทางคลินิก
บทความนี้สรุปหลักและวิธีการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนทั้งวิธีการมาตรฐานดั้งเดิมและวิธีการที่เสนอ
ขึน้ใหม ่และอภปิรายถงึความกา้วหนา้ ทศิทาง และปญัหาในการพฒันาสรา้งสายพนัธุเ์ซลลต์น้กำเนดิตวัออ่น สำหรบั
ประเทศไทยความรู้ความเชี่ยวชาญและเทคโนโลยีขั้นสูงมีความจำเป็น สำหรับการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิด
ตวัออ่นของมนษุยส์ายพนัธุแ์รกขึน้ในประเทศไทย และจะเปน็รากฐานสำหรบัการพฒันาเซลลบ์ำบดัใหป้ระสบผลสำเรจ็

เซลลต์น้กำเนดิตวัอ่อนถกูคน้พบครัง้แรกในหน ูเมือ่ปี ค.ศ. 1981 โดย Martin G.R. ทีส่ามารถเพาะแยกเซลล์
ทีมี่คณุสมบตัใินการเจรญิไปเปน็เซลลช์นดิตา่ง ๆ ไดจ้ากตวัออ่นระยะแรกของหนู(1) รวมทัง้ Evans M.J. และ Kaufman
M.H. ที่ได้รายงานการคัดแยกเซลล์ที่มีคุณสมบัติพิเศษจากตัวอ่อนของหนูในปีเดียวกัน(2) สำหรับในมนุษย์ Thomson
J.A. และคณะประสบความสำเร็จในการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อน จากตัวอ่อนของมนุษย์ในช่วงอายุ
5-6 วัน(3) ได้ในปี ค.ศ. 1998 ทำให้เกิดความตื่นตัวและความสนใจที่จะพัฒนาเซลล์ต้นกำเนิดมาใช้เพื่อการรักษาโรค
ในมนุษย์ เนื่องจากศักยภาพและคุณสมบัติเฉพาะหลายประการของเซลล์ต้นกำเนิด

วิธีการพัฒนาสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนในปัจจุบัน(4)

การพัฒนาสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนในมนุษย์ เป็นความรู้และเทคนิคพื้นฐานที่สำคัญสำหรับ
การศึกษาวิจัยด้านเซลล์ต้นกำเนิด และเป็นทรัพยากรหลักสำหรับนำไปพัฒนาใช้เพื่อการรักษาโรค เทคโนโลยีการ
สร้างสายพนัธุเ์ซลลต์น้กำเนดิ ในปจัจุบันม ี 4 วธิกีาร (ภาพที ่ 1) ไดแ้ก่

1. วิธีการมาตรฐานดั้งเดิม(3)

เป็นวิธีการแรกที่ใช้ในการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนได้สำเร็จ โดยการแยกส่วน inner cell mass
ออกจากตัวอ่อนของมนุษย์ในระยะบลาสโตซิส ที่มีอายุระหว่าง 5-6 วัน ด้วยปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน แล้วทำการเพาะ
เลี้ยงเซลล์ร่วมกับเซลล์พี่เลี้ยง โดยบลาสโตซิสที่นำมาใช้มักได้รับการบริจาคภาคหลังจากสิ้นสุดการรักษาผู้ป่วย
ที่มีบุตรยาก หรืออาจเป็นบลาสโตซิสที่สร้างขึ้นโดยเฉพาะสำหรับการศึกษาวิจัย

2. วิธกีารสรา้งจาก blastomere จำนวน 1 เซลล์(5)

เป็นวิธีการใหม่ที่รายงานโดย Chung Y. และคณะ เมื่อ ค.ศ. 2005 มีพื้นฐานมาจากการตัดแยกเซลล์ของ
ตวัออ่นในระยะ 8 เซลล ์ เพือ่การตรวจวนิจิฉัยทางพนัธกุรรมกอ่นการฝงัตวัในโพรงมดลกู (Preimplantation Genetic
Diagnosis: PGD) นำเซลล์ blastomere ที่ตัดแยกออกจากตัวอ่อน ไปเพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อน
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จะสามารถสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนใหม่ขึ้นได้จากเซลล์ blastomere จำนวน 1 เซลล์ มีข้อดีและจุดเด่น
คือเป็นวิธีการที่ไม่ต้องทำลายตัวอ่อนเพื่อสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิด หลีกเลี่ยงและลดปัญหาทางจริยธรรม
เกี่ยวกับการใช้ตัวอ่อนเพื่อการศึกษาวิจัย เนื่องจากตัวอ่อนที่ถูกตัดแยก blastomere ยังคงสามารถฝังตัวและ
เจริญต่อไปเป็นทารกได้ หากแต่วิธีการนี้ยังเป็นเพียงการศึกษาวิจัยในตัวอ่อนของหนู ต้องอาศัยหลักฐานและข้อมูล
เพิ่มเติมก่อนนำมาประยุกต์ใช้ในตัวอ่อนของมนุษย์

3. วิธกีารยา้ยเปลีย่นนวิเคลยีสระหวา่งเซลล์
เป็นวิธีการผลิตสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดที่มีการศึกษาวิจัยและทดลองอย่างลึกซึ้งในสัตว์ทดลอง โดยเฉพาะ

ในหนู(6) สำหรับในมนุษย์มีรายงานการผลิตสายพันธุ์ด้วยวิธีการนี้โดย Hwang W.S. และคณะ(7) โดยการย้าย
นิวเคลียสของเซลล์ร่างกายที่เจริญพัฒนาแล้ว เข้าสู่ภายในเซลล์ไข่ที่นำเอานิวเคลียสออกก่อนแล้ว จากนั้นจึงกระตุ้น
ด้วยกระแสไฟฟ้าในระดับที่เหมาะสมและเพาะเลี ้ยงต่อไปจนเป็นตัวอ่อนในระยะ blastocyst จากนั้นจึงสร้าง

ภาพท่ี 1. แสดงวธีิการสรา้งสายพนัธุเ์ซลล์ต้นกำเนดิตวัอ่อนดว้ยวธีิการตา่ง ๆ  (4)
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สายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนโดยวิธีการมาตรฐานดั้งเดิม วิธีการนี้มีจุดเด่นที่สามารถสร้างสายพันธุ์ของเซลล์
ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนกับเซลล์ร่างกายที่นำนิวเคลียสมาใช้ จึงสันนิษฐานว่าจะไม่ทำให้เกิดปฏิกิริยา
ต่อต้านทางภูมิคุ้มกันเมื่อนำมาใช้รักษาในผู้ป่วยที่เป็นเจ้าของนิวเคลียสของเซลล์ร่างกาย และจะเป็นการสร้างแบบ
จำลองในการศกึษาโรคทีด่ ี ในกรณทีีเ่ซลลร่์างกายทีน่ำนวิเคลยีสมาใชเ้ปน็ของผูป่้วยทีเ่ปน็โรค ปัจจุบันมกีารตรวจสอบ
พบวา่รายงาน Hwang W.S. และคณะ เป็นเพยีงการกลา่วอา้งโดยไมมี่หลกัฐานสนบัสนุน(8) จึงทำใหก้ารสรา้งสายพนัธุ์
โดยวิธีการนี้ ต้องการการศึกษาวิจัยถึงความเป็นไปได้และเทคนิควิธีการที่เกี่ยวข้องเพิ่มเติม

4. วิธีการย้ายเปลี่ยนนิวเคลียสระหว่างเซลล์ที่ได้รับการดัดแปลง(9)

เป็นวิธีการผลิตสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดที่มีการดัดแปลงนิวเคลียสของเซลล์ร่างกายก่อนนำมาใช้ โดยระงับ
การทำงานของ ยนี cdx2 ซ่ึงมบีทบาทสำคญัในการฝงัตวัของตวัออ่น ทำใหต้วัออ่นทีส่ร้างขึน้ขาดศกัยภาพในการฝงัตวั
ภายในโพรงมดลูกและเจริญเป็นทารกต่อไป รายงานโดย Meissner A. และ Jaenisch R. โดยมี วัตถุประสงค์เพื่อ
หลีกเลี่ยงการทำลายตัวอ่อนที่มีศักยภาพในการเจริญเป็นทารก หลักการและแนวคิดนี้ได้รับการโต้แย้งถึงประเด็น
ความถูกต้องทางจริยธรรม และวิจารณ์ถึงผลกระทบต่าง ๆ ที่อาจเกิดจากการระงับการทำงานของยีน cdx2 ต่อ
สายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดที่สร้างขึ้น

ประสิทธิภาพและอัตราความสำเร็จในการพัฒนาสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนของมนุษย์(10)

วิธีการสรา้งสายพนัธุเ์ซลลต์น้กำเนดิตวัออ่นแบบมาตรฐานดัง้เดมิ มีอัตราความสำเรจ็ร้อยละ 18.8 (สามารถ
สร้างสายพนัธ์ุเซลล์ต้นกำเนดิตัวอ่อนได้ 18.8 สายพันธ์ุ จากตัวอ่อนแช่แข็งของมนษุย์ท่ีมีคุณภาพด ีจำนวน 100 ตัวอ่อน)
โดยมีอัตราความสำเร็จในแต่ละลำดับขั้นตอน ดังแสดงในตารางที่ 1 และพบว่าอัตราความสำเร็จของวิธีการสร้าง
สายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนในลักษณะอื่นๆ มีอัตราความสำเร็จต่ำกว่าวิธีการมาตรฐานดั้งเดิม ปัจจัยสำคัญ
ต่อความสำเร็จในการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อน คือความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับชีววิทยาการเจริญพันธุ์
เซลล์ต้นกำเนิดการเจริญและพัฒนาการของตัวอ่อน เทคนิคการเพาะเลี้ยง และจุลเทคนิคการจัดการตัวอ่อนที่ดี
และมีประสิทธิภาพ

ขั้นตอนการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อน ร้อยละของตวัอ่อน

1. ตัวอ่อนแชแ่ขง็อาย ุ2-3 วัน 100.0
2. การอยู่รอดภายหลังการละลาย   70.0
3. ตัวอ่อนระยะบลาสโตซสิ   42.0
4. การแยกสว่นโซนาออก   42.0
5. การคดัแยกสว่น inner cell mass   29.4
6. การเจรญิเตบิโตในระยะแรก (10-14 วัน)   23.5
7. การรวมเปน็กลุม่เซลลค์รัง้แรก   18.8
8. สายพนัธุเ์ซลลต์น้กำเนดิตวัออ่นของมนษุย์   18.8

ตารางที ่1. แสดงอตัราความสำเรจ็ของแตล่ะขัน้ตอนในการสรา้งสายพนัธุเ์ซลล์ต้นกำเนดิตวัอ่อนแบบมาตรฐาน ด้ังเดมิ(10)
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สถานการณ์ปัจจุบันด้านการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อน: ปัญหาและอุปสรรค
ปัจจุบันมีสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนที่ผลิตขึ้นได้ทั่วโลก จากการรวบรวมของ International Society

for Stem Cell Research (ISSCR) เมือ่เดอืนมถินุายน พ.ศ. 2548 มากกวา่ 100 สายพนัธุ(์11-29) แตส่ายพนัธุส่์วนใหญ่
พบว่ามีปัญหาเรื่องการปนเปื้อนเซลล์และผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ทำให้สายพันธุ์ของเซลล์ที่ผลิตขึ้นส่วนมากมีคุณภาพ
และความปลอดภัยไม่ดีพอ สำหรับการนำไปใช้ในทางคลินิก

สรุป
จากขอ้มูลขา้งตน้ แสดงใหเ้หน็ถงึโอกาสและความจำเปน็ในการพฒันาสรา้งเทคนคิวธีิการใหม ่หรอื ปรับปรุง

เทคนคิวิธีการในปัจจุบันให้มีประสิทธิภาพดย่ิีงข้ึนในอนาคต(30,31) พัฒนาคุณภาพของเซลลต้์นกำเนดิจากระดบัท่ีสร้างข้ึน
เพื่อการศึกษาวิจัย สู่ระดับที่มีคุณภาพดีพอสำหรับการนำไปใช้เพื่อการรักษาโรคในมนุษย์ได้ มีความปลอดภัยสูง
หลีกเลี่ยงการปนเปื้อนของเซลล์และชิ้นส่วนของสัตว์ รวมทั้งสอดคล้องกับหลักจริยธรรม การศึกษาวิจัยในตัวอ่อน
ของมนุษย์

สำหรับในประเทศไทย มีกลุ่มวิจัยหลายกลุ่มที่กำลังทำการศึกษาวิจัยเพื่อสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิด
ตัวอ่อนของสัตว์ทดลองโดยวิธีการต่าง ๆ กัน ส่วนการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนของมนุษย์ขึ้นเพื่อใช้ใน
การรักษานั้น ต้องการความรู้ความเข้าใจในระดับลึก และบุคลากรทีมงานวิจัยที่มีความเชี่ยวชาญและประสบการณ์
สูง เรียนรู้และพัฒนาเพื่อสร้างสายพันธุ์ที่มีคุณภาพสูง รวมทั้งควรเป็นวิธีการที่เป็นที่ยอมรับและสอดคล้องกับแนว
คิดทางจริยธรรมของสังคมไทย


