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บทคดัย่อ 
 

มะเร็งท่อน ้ าดีเป็นมะเร็งท่ีเกิดข้ึนท่ีบริเวณท่อทางเดินน ้ าดี มีความสัมพนัธ์กบัการอกัเสบเร้ือรังจากการติดเช้ือ
พยาธิท่ีตบั ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาเป็นไซโตไคน์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบซ่ึงหลัง่จากแมคโครเฟจ 
และเซลลม์ะเร็งอีกหลายชนิดท่ีมีภาวะอกัเสบเร้ือรัง ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาสามารถกระตุน้ให้เซลล์
ตายหรืออยู่รอดได ้ข้ึนอยู่กบัการกระตุน้มายงัตวัรับสัญญานท่ีจ าเพาะคือ TNFRI และ TNFRII ทูเมอร์เนคครอ
ซิสแฟคเตอร์แอลฟาสามารถควบคุมการอยู่รอดหรือการตายของมะเร็งท่อน ้ าดีไดอ้ย่างไรยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่
ชดั จากการทดสอบคร้ังน้ีพบว่าเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีชนิด KKU-100 มีการแสดงออกของตวัรับสัญญาณทั้งสอง
ชนิดคือ TNFRI และ TNFRII การกระตุน้เซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีน้ีดว้ยทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาพบการ
ลดลงของการอยูร่อดของเซลล์หรือการเกิดอะพอพโทซิสอยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือทดสอบดว้ยวิธี MTT 
และ DAPI ตามล าดบั การกระตุน้เซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีดว้ยทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาพบว่าระดบัของ 
pMAPK1/2 และ pAkt เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาเพิ่มข้ึน และเม่ือไปยบัย ั้ง 
MEK1/2 และ Akt activity น้ี โดยใช ้U0126 และ LY294002 พบวา่สามารถหกัลา้งการด้ือต่อการเกิดอะพอพโท
ซิสหลงัจากกระตุน้ดว้ยทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาได ้ขอ้มูลน้ีสนบัสนุนวา่ MAPK และ Akt signaling 
pathway ท าให้เกิดการตา้นทานต่อการเกิดอะพอพโทซิสของทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาโดยไปเพิ่ม
กลไกการอยูร่อดของเซลล์ และเม่ือยบัย ั้งสัญญาณจาก MAPK และ Akt signaling จะไปลดสัญญาณดา้นการอยู่
รอดใหต้ ่ากวา่ระดบัของกระบวนการตาย จึงเป็นสาเหตุท่ีท าใหเ้ซลลต์ายในท่ีสุด 
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Abstract 
Cholangiocarcinoma (CCA) is a cancer of the bile duct associated with chronic inflammation due to liver fluke 
infection. Tumor necrosis factor (TNF)-alpha is a pro-inflammatory cytokine released by macrophages as well 
as many cancer types with chronic inflammation. TNF-alpha can trigger death and survival, depending on the 
extent of activation of its cognate receptors, TNFRI and TNFRII. How TNF-alpha regulates survival and death 
in CCA is not completely understood. Here, we showed that KKU-100, a cholangiocarcinoma cell line, 
expressed both TNFRI and TNFRII.  Treatment with TNF-alpha did not significantly reduce cell survival nor 
induce apoptotic death as shown by MTT assay and DAPI staining, respectively. Increasing concentrations of 
TNF-alpha was accompanied by an enhancement of pMAPK1/2 and pAkt level, while inhibition of MEK1/2 
and Akt activity by U0126 and LY294002 abrogates resistance to TNF-alpha. These data suggest that MAPK 
and Akt signaling pathway mediates resistance to TNF-alpha in CCA by enhancing the survival signals, and 
that suppression of the MAPK and Akt signaling reduced the survival signal to a level below that of the death 
pathway, causing eventual cell death. 
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บทที ่1 บทน ำ  
(Introduction) 

 
1.1 ทีม่ำและควำมส ำคัญของปัญหำทีน่ ำไปสู่กำรวจัิย  

มะเร็งท่อน ้ ำดีคือมะเร็งของเซลล์เยื่อบุท่อทำงเดินน ้ ำดี (bile duct epithelial) ซ่ึงยงัไม่ทรำบ
สำเหตุกำรเกิดท่ีแน่ชดั แต่มีปัจจยัเส่ียงมำจำก กำรอกัเสบเร้ือรังจำกภำวะหรือโรคต่ำง ๆ และกำรติด
เช้ือปรสิต เช่น กำรติดเช้ือพยำธิใบไมต้บั (Opisthorchis viverrini (OV)) ซ่ึงระบำดมำกในประเทศ
ไทยและประเทศในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(Sripa.  2008 : 350-351) มะเร็งท่อน ้ ำดีมีลกัษณะกำร
ด ำเนินของโรคท่ีค่อนข้ำงช้ำ ผูป่้วยมกัจะมำพบแพทยใ์นระยะสุดท้ำยหรือระยะท่ีมีมะเร็งแพร่
ลุกลำมไปยงัอวยัวะอ่ืน จึงท ำให้กำรตรวจพบมะเร็งท่อน ้ ำดีในระยะเร่ิมแรกนั้นยงัท ำไดย้ำกและมี
ข้อจ ำกัดในกำรรักษำ กำรรักษำแบบดังเดิมโดยกำรฉำยรังสีหรือให้ยำเคมีบ ำบัด พบว่ำไม่มี
ประสิทธิภำพเพียงพอในกำรยืดอำยุผูป่้วยให้ยืนยำว วิธีในกำรรักษำท่ีพบวำ่สำมำรถช่วยให้ผูป่้วยมี
อำยไุดย้นืยำว คือกำรผำ่ตดั แต่คนไขป้ระมำณ 70-90% จะมีพยำธิสภำพท่ีท ำให้ไม่สำมำรถผำ่ตดัได ้
และในผูท่ี้สำมำรถผำ่ตดัไดพ้บวำ่มีอตัรำกำรกลบัมำเป็นซ ้ ำอีกสูง และมีอตัรำกำรรอดชีวิตไดถึ้ง 5 ปี 
อยูท่ี่ 0-40% (Gores.  2003 : 1537, Anderson.  2004 : 51) 

ในปี ค.ศ. 2002 มะเร็งตบัซ่ึงรวมทั้งมะเร็งท่ีเซลล์ตบัและมะเร็งท่ีท่อทำงเดินน ้ำดี เป็นมะเร็ง
ท่ีพบในอนัดบัท่ีหกของโลก โดยมีผูท่ี้เป็นมะเร็งชนิดน้ีเพิ่มข้ึนถึง 626,241 คนต่อปี (เป็นเพศชำย 
442,149 คน เพศหญิง 184,092 คน อตัรำส่วนเพศชำยต่อเพศหญิง ประมำณ 2.5 เท่ำ (Sripa.  2008 : 
349) ในประเทศไทย มะเร็งท่อน ้ ำดีพบมำกเป็นอันดับหน่ึงของโลก โดยเฉพำะทำงภำค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ (Sripa.  2008 : 350) จึงท ำให้โรคมะเร็งตับและมะเร็งท่อน ้ ำดีเป็นปัญหำ
สำธำรณสุขท่ีส ำคญัของภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซ่ึงมีสำเหตุมำจำกพฤติกรรมชอบกินปลำน ้ ำจืด
ดิบ ๆ เช่น ลำบก้อยปลำ ปลำร้ำ ปลำจ่อม ส้มฟัก ท ำให้เกิดกำรสะสมของพยำธิใบไมต้บั (Sripa.  
2008 : 354) กำรรักษำมะเร็งท่อน ้ ำดีในผูป่้วยท่ีไม่สำมำรถผ่ำตดัไดน้ั้น ส่วนใหญ่จะเป็นกำรให้ยำ
เคมีบ ำบดั ซ่ึงยำเคมีบ ำบดัในกำรรักษำมะเร็งท่อน ้ ำดีส่วนใหญ่จะสกดัมำจำกพืช มีเพียงบำงส่วนท่ี
ถูกสังเครำะห์ข้ึนมำ ยำเคมีบ ำบัดท่ีปัจจุบันใช้ในกำรรักษำมะเร็งท่อน ้ ำดีท่ีนิยมและยงัมีกำร
ตอบสนองท่ีดี ได้แก่ gemcitabine, cisplatin (CDDP) และ 5-fluorouracil (5-FU) (Lin.  2003 : 154-
156,  Giuliani.  2006 : vii73, Bhargava.  2003 : 1-2) อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำมีอตัรำกำรด้ือยำเพิ่มข้ึน
อยำ่งต่อเน่ือง ซ่ึงปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบักำรด้ือยำมีอยูห่ลำยปัจจยั เช่น กำรเปล่ียนแปลงกำรเมแทบอลิ
สมของยำ กำรเปล่ียนแปลงของเมมเบรนโปรตีน (เช่น solute carriers, channel and ATP-binding 
cassette (ABC) transporters) กำรเพิ่มของกระบวนกำรท ำลำยยำ กำรเพิ่มข้ึนของโปรตีนท่ีตำ้นต่อ
กำรเกิดอะพอพโทซิส ของเซลลม์ะเร็ง (Raguz.  2008 : 387-389) 
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มะเร็งท่อน ้ ำดีมีควำมสัมพันธ์กับกำรอักเสบเร้ือรังท่ีเกิดข้ึนภำยในท่อน ้ ำดี ในภำวะท่ี
ร่ำงกำยมีกำรอกัเสบเซลล์จะท ำกำรปล่อยไซโตไคน์ซ่ึงมีบทบำทในระบบภูมิคุม้กนัออกมำหลำย
ชนิด และ ไซโตไคน์ท่ีมีควำมสัมพนัธ์กบัมะเร็งท่อน ้ ำดี คือ TNF- ซ่ึงไซโตไคน์ชนิดน้ีมีบทบำท
ต่อเซลล์ท่ีต่ำงกนัสองดำ้น ทั้งกำรท ำลำยเซลล์มะเร็งและกำรส่งเสริมเซลล์มะเร็ง กำรท ำงำนของ 
TNF- นั้นจะท ำได้โดยผ่ำนรีเซฟเตอร์สองชนิด คือ TNFR1 และ TNFR2 โดยกำรกระตุน้กำรมี
ชีวิตรอดของเซลล์ (cell survival) กำรแบ่งตัวเพิ่มจ ำนวนของเซลล์  (cell proliferation), กำร
เปล่ียนแปลงของเซลล์เพื่อท ำหน้ำท่ีต่ำงๆ (differentiation) โดยผ่ำนวิถีกำรท ำงำนของ MAPK 
(Mitogen-activated protein kinases) และ  PI3K pathway ผ่ ำน  TNFR1 และ  TNFR2 ส่ วน ก ำร
กระตุ้นให้เซลล์เกิด apoptosis ท ำได้โดยผ่ำนวิถีกำรท ำงำนของ caspase pathway ซ่ึงพบ death 
domain (DD) ใน  TNFR1 ซ่ึ งไม่พบใน  TNFR2 (Tanimura.  2005 : 206, 211-212, Baud. 1999 : 
1297-1298, Natoli.  1997 : 200, 202, Devin.  2000 : 426-427) กำรท ำลำยเซลล์มะเร็งโดยวิธีอะ
พอพโทซิสเป็นกำรท ำลำยโดยตรงท่ีจะไม่ท ำให้เซลล์ขำ้งเคียงเกิดอนัตรำยไปดว้ย จึงเป็นจุดหมำย
ในกำรท ำลำยเซลล์มะเร็งและมีกำรวิจยัเกิดข้ึนมำกมำยเพื่อท ำลำยเซลล์มะเร็งโดยกระตุน้ให้เกิด
กลไกน้ี แต่อย่ำงไรก็ตำมจำกงำนวิจยัท่ีผ่ำนมำ (ปำนทิพย ์รัตนศิลป์กลัชำญ.  2558 : 34-36) พบว่ำ 
TNF- ไม่สำมำรถกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิสได้ในมะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 และ KKU-
M213 ซ่ึงเซลล์มะเร็งดงักล่ำวมีกำรแสดงออกของ TNFR1 และ TNFR2 ดงันั้นงำนวิจยัในคร้ังน้ีจึง
ตอ้งกำรศึกษำเก่ียวกบักลไกท่ี เก่ียวขอ้งกบักำรด้ือต่อกำรเกิดอะพอพโทซิสในมะเร็งท่อน ้ ำดี โดยใช้
เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 (Sripa B., 2005)  เป็นโมเดลในกำรทดลอง โดยมุ่งไปท่ี
กำรศึกษำกำรแสดงออกของกลไกกำรอยูร่อดของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีเม่ือกระตุน้ดว้ย TNF- 
1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
1. เพื่อศึกษำในกำรกระตุ้น  survival pathway ได้แก่ MAPK และ Akt pathway โดย TNF-α ใน

เซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100  
2. เพื่อศึกษำผลของกำรเพิ่มจ ำนวนของเซลล์ (proliferation) เม่ือกระตุน้ดว้ย TNF-α ในเซลล์มะเร็ง

ท่อน ้ำดีชนิด KKU-100  
3. เพื่อศึกษำกำรเกิดอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 หำกยบัย ั้ง MAPK และ 

Akt pathway ด้วย U1026 (MAPK inhibitor) และ LY294002 (PI3K/Akt inhibitor) ไปพร้อม ๆ 
กบักำรกระตุน้ดว้ย TNF-α ในเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100  

1.3 ขอบเขตกำรวจัิย 
 ศึกษำในเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีของคนไทยชนิด KKU-100  
1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกกำรท ำวจัิย 

ทรำบถึงกลไกท่ีเก่ียวขอ้งในกำรตำ้นต่อกำรเกิดอะพอพโทซิสเม่ือกระตุน้ดว้ย TNF- ใน
เซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีของคนไทยชนิด KKU-100 



บทที ่2 ทฤษฎแีละทบทวนเอกสาร  
(Literature review) 

 
2.1 มะเร็ง 
มะเร็งคือกลุ่มของโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัความผิดปกติของการเจริญเติบโตของเซลล์  โดยไม่

สามารถควบคุมการเจริญเติบโตให้สมดุลย ์หรือเหมาะสมกบัการด ารงอยู่ของร่างกายได ้เซลล์ท่ี
กลายไปเป็นมะเร็งจะมีอตัราการเติบโตมากกว่าอตัราการตาย และมีการแบ่งตวัไปเร่ือย ๆ โดยไม่
ส้ินสุด ก่อให้เกิดความผิดปกติในการท างานของร่างกายจนถึงขั้นเสียชีวิตได้ สาเหตุของมะเร็ง
โดยทัว่ไป สามารถสรุปออกมาเป็นปัจจยัหลกัได ้6 ประการ ไดแ้ก่ การส่งสัญญาณในการแบ่งตวั
อยา่งต่อเน่ือง การสามารถหลบหลีกจากส่ิงท่ียบัย ั้งการเจริญเติบโต ความสามารถในการเพิ่มจ านวน
อยา่งต่อเน่ืองในการเจริญเติบโต การด้ือต่อการตาย ความสามารถในการสร้างเส้นเลือดเขา้ไปเล้ียง
ก้อนมะเร็ง ความสามารถในการกระตุ้นการเคล่ือนท่ีและการบุกรุก (Hanahan.  2011 : 647-657) 
(ภาพท่ี 1) 

 
 

ภาพที ่1 ปัจจยัท่ีก่อใหเ้กิดการเป็นมะเร็ง (Hanahan.  2011 : 647) 
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2.2 โรคมะเร็งท่อน า้ดี (Cholangiocarcinoma) 

มะเร็งท่อน ้ าดี คือ มะเร็งท่ีเกิดจากเซลล์เยื่อบุผนังของท่อทางเดินน ้ าดี ทั้งท่อน ้ าดีภายใน
และภายนอกตบั แต่ไม่รวมถึงเยื่อบุของถุงน ้ าดี และส่วนของ papilla of Vater จากการแบ่งประเภท
ของมะเร็งท่อน ้ าดีตามลกัษณะทางกายภาพ สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ มะเร็งท่อน ้ าดี
ภ าย ใน ตับ  (Intrahepatic cholangiocarcinoma ห รือ  peripheral type cholangiocarcinoma) แ ล ะ
มะเร็งท่อน ้ าดีภายนอกตบั (Extrahepatic type cholangiocarcinoma) (ภาพท่ี 2) โรคมะเร็งท่อน ้ าดี
เกิดในเพศชายมากกวา่เพศหญิง และท่ีส าคญัคือพบในประเทศไทยมากท่ีสุดในโลก ในปี ค.ศ.1998-
2000 พบวา่จงัหวดัทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีอุบติัการในการเป็นมะเร็งท่อน ้ าดีสูงกวา่ภาคอ่ืน 
ๆ ของประเทศไทย เช่น ขอนแก่น อุดรธานี นครพนม เป็นตน้ (Sripa.  2008 : 350)  นอกจากน้ียงั
พบวา่บริเวณท่ีพบวา่มีอตัราการเป็นมะเร็งท่อน ้ าดีสูงนั้น มีความสัมพนัธ์กบัอตัราการติดเช้ือพยาธิ
ใบไมต้บั (O. viverini) (ภาพท่ี 3)  (Sripa.  2007 : 1149)  

 
 

 

 

 

ภาพที ่2 มะเร็งท่อน ้าดี ตามลกัษณะทางกายภาพ (Hennedige.  2014 : 2) 
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ภาพที ่3 อตัราการเกิดโรคมะเร็งท่อน ้าดีและการติดเช้ือพยาธิใบไมต้บั ในจงัหวดัขอนแก่น 

ตั้งแต่ปี 1990-2001 (Sripa.  2007 : 1151) 
 
2.3 ปัจจัยเส่ียงต่อการเกดิมะเร็งท่อน า้ดี 
สาเหตุการเกิดโรคมะเร็งท่อน ้ าดียงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั แต่พบวา่มีปัจจยัเส่ียงจากการป่วย

อ่ืน ๆ ท่ีสัมพนัธ์กบัการเกิดโรงมะเร็งท่อน ้ าดี ไดแ้ก่ โรคตบัเร้ือรัง (chronic liver disease) ไม่ว่าจะ
จากการเป็นโรคตบัอกัเสบจากไวรัส (เช่น HBV, HCV) โรคตบัจากแอลกอฮอล์ หรือ ตบัแข็งจาก
สาเหตุอ่ืนๆ ต่างเพิ่มความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งท่อน ้ าดี นอกจากน้ียงัมีโรคติดเช้ือปรสิตบางชนิดก็
เป็นปัจจยัเส่ียงด้วย เช่น การติดเช้ือพยาธิใบไมใ้นตบั Opisthorchis viverrini (พบในประเทศไทย 
ลาว และมาเลเซีย) หรือ Clonorchis sinensis (พบในญ่ีปุ่น เกาหลี และเวียดนาม) ซ่ึงติดต่อสู่คนจาก
การกินปลาน ้ าจืดมีเกล็ดท่ีมีพยาธิเหล่าน้ี  (ภาพท่ี 4) แบบปรุง สุก ๆ ดิบ ๆ จ าพวก กอ้ย ลาบ น ้ าตก 
เป็นต้น  ซ่ึ งการติด เช้ือพยาธิ  Opisthorchis viverrini ส่ งผลให้ เกิดการอัก เสบ เร้ือ รังและ มี
ความสัมพนัธ์ต่อการเกิดโรคมะเร็งท่อน ้าดี  (Sripa.  2008 : 349-352) 

 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Clonorchis_sinensis&action=edit&redlink=1
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ภาพที ่4 วงจรชีวิตของพยาธิใบไมต้บั Opisthorchis viverrini 
 เม่ือตวัเต็มวยัของพยาธิใบไมต้บั Opisthorchis viverrini  วางไข่และไข่ถูกขบัปนออกมา

กับอุจจาระของคนซ่ึงเป็น definitive host (1) เม่ือหอกทากได้กินไข่ของพยาธิ Opisthorchis 
viverrini เข้าไปไข่ก็จะฟักออกมาเป็นตัวอ่อนเติบโตอยู่ในตัวหอยทาก โดยมีระยะต่าง ๆ คือ 
miracidia (2a), sporocysts (2b), rediae (2c) และ cercariea (2c) (2) เม่ือ cercariae ออกมาจากหอย
ทากจะแทรกเขา้ไปอยู่ตามกลา้มเน้ือหรือใตเ้กล็ดในปลาน ้ าจืด (second intermedia host) และฝังอยู่
ในรูปของ metacercariae (3) เม่ือ  definitive host ซ่ึ งได้แก่  แมว สุนัข หรือคน มากินปลาท่ี มี 
metacercaria น้ีเขา้ไป metacercaria น้ีก็จะออกมาจากซิสและไปอยู่ท่ี duodemum และตรงไปท่ีท่อ
ทางเดินน ้ าดีซ่ึงเป็นท่ีจะเจริญไปเป็นตวัเต็มวยัและออกไข่หลงันั้นอีก 3-4 สัปดาห์ (4) (Sripa.  2007 
: 1149) 
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2.4 Tumor necrosis factor-α (TNF-α)  
TNF- เป็นไซโตไคน์ ท่ีส าคัญชนิดหน่ึง ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 233 ตัว และมี

น ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 17 kDa ผลิตจากเซลล์หลากหลายชนิด เช่น แมคโครเฟจ (macrophage) 
โมโนไซต์ (monocyte) ลิมโฟไซต์ (lymphocyte) เคราติโนไซต์ (keratinocyte) และ ไฟโบรบลาส 
(fibroblast) แต่ส่วนใหญ่จะผลิตจาก แมคโครเฟจ  และโมโนไซต์  TNF- ตอบสนองต่อ
กระบวนการต่าง ๆ ของร่างกาย เช่น ระบบภูมิคุ้มกัน การแบ่งตวัของเซลล์ การตายของเซลล์
แบบอะพอพโทซิส การรักษาสมดุลของเซลล์ มีความสัมพนัธ์กบัภาวะการอกัเสบของร่างกาย 
(Gupta.  2002 : 185, Ghezzi.  2004 : 1, Baud.  2001 : 372) TNF- ท างานโดยผ่าน รีเซฟเตอร์
จ า เพ าะ  2 ชนิด  คือ  TNFR1 (55-kD receptor) และ  TNFR2 (75-kD receptor) (Bazzoni.  1996 : 
1717-1719, Vandenabeele.  1995 : 392-393, Natoli.  1997 : 200) ซ่ึงรีเซฟเตอร์ทั้งสองเป็นสมาชิก
ข อ ง  TNFR super family โ ด ย  TNFR1 จ ะ มี  cysteine rich extracellular subdomains แ ล ะ มี 
intracellular region ท่ีเรียกว่า death domain อยู่ประมาณ 80 อะมิโนแอซิด ซ่ึงไม่พบใน TNFR2  
(Gupta.  2002 : 185) TNF- ส่งเสริมการอยู่รอดของเซลล์และการตายของเซลล์ โดยผ่านรีเซฟ
เตอร์ TNFR1 และ ส่งเสริมการเจริญเติบโตและการบุกรุกของเซลล์ผ่าน TNFR2 (Misseri.  2005 : 
F406) เม่ือ TNF- กระตุ้นจบักับ TNFR1 และกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิส จะท างานโดยผ่าน
ตัวกลาง ได้แก่   Fas-associated death domain (FADD) และกระตุ้น  pro-caspase-8 จะส่งผลให้
เกิดอะพอพโทซิส โดยเก่ียวโยงกบั mitochondria และ caspases โมเลกุลอ่ืน ๆ จนสุดทา้ยเกิดการ
ท างานของ endonuclease ส่งผลให้เกิด DNA fragmentation ในทางตรงข้ามหาก TNFR1 กระตุ้น
การอยูร่อดของเซลล์ จะกระตุน้ผ่านทาง TRAF-2 complex และ receptor-interacting protein  (RIP) 
ผ่านทาง NF-kB และ MAPK pathway (Baud.  2001 : 373-374, Chen.  2002 : 1634-1635) (ภาพท่ี 
5) ส่วนการกระตุ้น TNF- ผ่านทาง TNFR2 มักพบการกระตุ้นการอยู่รอดของเซลล์ โดยส่ง
สั ญ ญ าณ ไป ก ระ ตุ้น ก ารอ ยู่ ร อ ด ขอ ง เซ ล ล์ จ ะ ผ่ าน  PI3K-Akt pathway  ห รือ  ระห ว่ า ง 
PI3K/phosphoinositide-dependent kinase (PDK) 1/Akt แ ล ะ  Raf/MEK/MAPK pathway (Natoli.  
1997 : 202) (Sato.  2004 : 33759) 
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ภาพที ่5 การส่งสัญญาณของ TNF- α ผา่น TNFR1 (Chen G. 2002 : 1634) 

 
2.5 Mitogen-activated protein kinases (MAPK) 
Mitogen-activated protein kinases เป็นกลุ่มของโปรตีน  serine/threonine kinase โปรตีน

ในกลุ่มน้ีเม่ือถูกกระตุน้จากส่ิงเร้าภายนอก จะท างานโดยผา่นเอนไซม์ kinase เป็นล าดบัดงัน้ี ผา่น 
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK) ตามด้วย  Mitogen-activated protein 
kinase kinase (MAPKK หรือ  ERK kinase) และ Mitogen-activated protein kinase (MAPK ห รือ 
ERK) การท างานของเอนไซมก์ลุ่มน้ีมีหน้าท่ีต่าง ๆ มากมาย ไดแ้ก่ การเปล่ียนแปลงของเซลล์เพื่อ
ไปท าหนา้ท่ีต่าง ๆ (differentiation) และการเพิ่มจ านวนของเซลล์ (proliferation) เป็นตน้ การท างาน
ของ MAPK น้ีจะส่งสัญญาณกระตุน้ผ่านโมเลกุลต่าง ๆ ของโปรตีนส่งผลต่อร่างกายหลายอย่าง 
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เช่น การแสดงออกของยีน ไมโอซิส เมทาบอลิสม การเคล่ือนท่ี การมีชีวิตอยู่ การอะพอพโทซิส 
และการพฒันาเปล่ียนแปลงไปเป็นส่วนท่ีท าหนา้ท่ีเฉพาะ เป็นตน้  

MAPK แบ่ งออกเป็น  2 กลุ่มใหญ่  คือ 1. Conventional MAPKs ซ่ึ งประกอบไปด้วย  
extracellular signal-regulated kinases ½ (ERK1/2) c-Jun amino (N)-terminal kinase 1/2/3 
(JNK1/2/3) p38 isoforms (and) แ ล ะ 2. Atypical MAPKs ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  ERK3/4 
ERK7/8 และ NLK การท างานของ MAPKs จะประกอบไปด้วยกลุ่มของ kinases ดังน้ี MAPK 
MAPK kinase (MAPKK) และ MAPKK kinase (MAPKKKs) (ภาพท่ี 6) (Cargnello.  2001 : 52-53)  

 
 
ภาพที ่6 MAPKs และการส่งสัญญาณของ MAPK signaling pathway (Cargnello.  2001 : 52-53) 
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2.6 อะพอพโทซิส (apoptosis)  
ขบวนการของโปรแกรมเซลล์เดท หรือ อะพอพโทซิส คือ ลกัษณะโดยทัว่ไปท่ีการตายของ

เซลลโ์ดยท่ีมีการควบคุมโดยยนีอยา่งมีแบบแผนท่ีท าใหเ้ซลลต์ายอยา่งมีลกัษณะจ าเพาะ ท่ีมีบทบาท
ส าคญัในการรักษาสมดุลของส่ิงมีชีวิต หน้าท่ีของระบบภูมิคุม้กนั ระบบฮอร์โมนท่ีเก่ียวกบัการ
เส่ือมของกลา้มเน้ือ การพฒันาของตวัอ่อน และการกระตุน้การตายของเซลล์จากสารเคมีในร่างกาย 
ลักษณะการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสจะมีลักษณะจ าเพาะคือ เซลล์จะเกิดการสูญเสีย
ปริมาตรของเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์หดเล็กลง ลกัษณะนิวเคลียสเกิดการรวมตวักนัแน่น โครมาตินเกาะ
เป็นกลุ่ม และดีเอ็นเอถูกยอ่ยโดยเอ็นไซมเ์อนโดนิวคลิเอสเป็นช้ินเล็ก ๆ ไม่ก่อให้เกิดความเสียหาย
ต่อเซลล์ขา้งเคียง ซ่ึงเม่ือทดสอบดูดว้ยการยอ้มสี DAPI จะเห็นการติดสีของนิวเคลียสเป็นลกัษณะ
คล้ายดอกกะหล ่า การเปล่ียนแปลงของเซลล์ในลกัษณะน้ีจะเกิดจากการกระตุน้สัญญาณภายใน
เซ ล ล์  ผ่ า น ข บ ว น ก า ร ห ลั ก  ๆ  2 ข บ ว น ก า ร คื อ  extrinsic pathway แ ล ะ  intrinsic 
pathway/perforinGranzyme pathway ท่ี อ า ศั ย เอ น ไ ซ ม์  cysteine aspartyl-specific proteases 
(caspase) ซ่ึงเป็นตวักลางในการควบคุมโปรตีนท่ีท าให้เกิดการตายของเซลล์ (ภาพท่ี 7)  (Elmore. 
2007 : 498) 
 

 
 

ภาพที ่7 กลไกการเกิดอะพอพโทซิสของเซลล ์(Elmore.  2007 : 528) 



บทที ่3 ระเบียบวธีิวจัิย  
(Research methodology) 

       3.1 สารเคมี และน า้ยา  
        สารเคมีท่ีใชท้ั้งหมดในการศึกษาคร้ังน้ีใชส้ารเคมีท่ีเป็น analytical grade มีรายการดงัต่อไปน้ี  
 
     ช่ือ        บริษัท 
Acetic acid      Merck 
Acetonitrile      Sigma 
Acrylamide      Amersham Biosciences 
AE-1/AE-3 primary antibody    DAKO 
Agarose       Research Organic 
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (H+L)   Invitrogen 
Ammonium persulfate     Amersham Biosciences 
Ammonium bicarbonate     Sigma 
Antibiotic-antimycotic     Gibco 
-glycerophosphate     Sigma 
-mercaptoethanol     Merck 
Bis-acrylamide      Amersham Biosciences 
Bovine serum albumin     Sigma 
Bradford      Biorad 
Bromphenol blue     Sigma 
Comassie blue R250     USB 
Dithiothreitol (DTT)     Sigma 
Fetal Bovine Serum     Gibco 
HAM-12      Gibco 
HEPES       Merck 
LY294002      Cell Signaling 
Methanol      Merck 
MTT       USB 
Prolong Gold antifade reagent     Invitrogen 
Sodium dodecyl sulfate     Amersham Biosciences 
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     ช่ือ       บริษัท 
Sodium hydrogen carbonate    Merck 
Sodium phosphate, dibasic     Merck 
Sodium phosphate, monobasic    Merck 
Sucrose       USB 
TEMED      USB 
TNF-alpha       Pacific Science 
Triton X100      USB 
Trypsin-EDTA      Gibco   
U0126        Cell Signaling    
  
        เคร่ืองมือและอุปกรณ์พลาสติก 
                       ช่ือ     บริษัท 
6 well and 96 well tissue culture plates   Corning 
24 well Transwell chamber    Corning 
25 cm2 and 75 cm2 tissue culture flasks   Corning 
60 mm and 100 mm tissue culture dishes   Corning 
Autopipette      Gilson 
Centrifuge      Hettich 
CO2 Incubator      Heraeus 
Fluorescent microscope     Olympus, Nikon and Axioimage 
Hemocytometer      Brand 
Laminar flow      TIF-Filtrations 
Light microscope     Meiji 
Spectrophotometer     Shimazu  
UV gel documentation     Biorad 
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3.2 Cell culture 
 ในการทดลองคร้ังน้ีคณะผูว้ิจยัไดท้  าการทดสอบโดยใช้เซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีของคนไทย
ชนิด KKU-100 (Sripa B., 2005)  

 
การเลีย้งเซลล์  

 1. อาหารเล้ียงเซลล์ คือ HAM’s F12 (ตามสูตรขา้งล่าง) ท่ีผสม 10% FBS และ 100 U/ml of 
penicillin G and 100 ug/ml streptomycin แล้ว  น าไป อุ่นใน  water bath ท่ี อุณหภูมิ  37 oC ก่อน
น าไปใช ้
 
 HAM-F12 ปริมาตร 1 L pH 7.4 
 HAM-F12     1  pack 
 HEPES      3.57  g 
 Sodium bicarbonate    1.17  g 
 DW make to      1  L  
 (ท าใหป้ราศจากเช้ือโดยกรองผา่น filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร) 
 
 2. การเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ จะท าให้ตู้ปราศจากเช้ือ (Laminar flow; TIF-Filtrations) 
และใช ้aseptic technique และระวงัไม่ใหเ้ซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีอยูภ่ายนอกตูเ้พาะเล้ียงนานเกินไป 
 3. การเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์จะท าการเปล่ียนทุกๆ 2 วนั หรืออาจจะเปล่ียนไดก่้อนหาก
สังเกตเห็นสีของ cell culture media เปล่ียนไป เพื่อไม่ใหส้ภาพภายในภาชนะเพาะเล้ียงเซลลมี์ความ
เป็นกรดมากเกินไป 

 
Trypsinization 

 1. ลา้งเซลล์มะเร็งท่ีเพาะเล้ียงไวใ้น flask ดว้ย sterile PBS เพื่อก าจดั FBS ซ่ึงมี anti-trypsin 
protein ออก 
 2. ใส่ 1x trypsin ปริมาตร 1 ml ลงไปใน flask กล้ิงให ้trypsin ไดโ้ดนเซลล์ทัว่ทั้งหมด และ
น าไปไวใ้นตู้เพาะเล้ียง เป็นเวลา 4 นาที หรือ จนเซลล์กลมและเร่ิมหลุด เคาะท่ี flask และส่องดู
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 3. เติมอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มี FBS ลงไปเพื่อยบัย ั้งการยอ่ยของเอนไซม ์trypsin  
 4. นบัเซลลแ์ละเหลือเซลลเ์อาไวเ้ท่าท่ีตอ้งการ 
 5. เติมอาหารเล้ียงเซลลเ์ขา้ไปใหค้รบ 10 ml  
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Phosphat Buffer Saline (PBS) ปริมาตร 1 L pH 7.4 
NaCl       8  g 
Na2HPO4.2H2O      1.15  g 
KCl       0.2  g 
KH2PO4       0.2  g 
DW make to       1  L 

 
 การนับเซลล์ (Cell count) 
 1. น าเซลล์ท่ีผา่นการ trypsinization มาป่ันดว้ย centrifuge ความเร็ว 3,000 รอบ เวลา 5 นาที 
แลว้ดูดส่วนใสทิ้งใหเ้หลือแต่ตะกอนของเซลล ์
 2. เติม media 1 ml และท าใหเ้ซลลก์ารกระจายตวัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 
 3. ดูดเซลล์ในขอ้ 2. มาในปริมาตร 10 µl ผสมกบั 0.5% trypan blue 10 µl ผสมให้เขา้กนั
และน าไปนบัเซลลด์ว้ย hematocytometer counting chamber 
 4. ท าการนบัเซลลโ์ดยใช ้inverted microscope โดยนบัเซลลใ์นพื้นท่ี hematocytometer 
counting chamber จ านวน 4 ช่อง ดงัภาพท่ี 8 กรอบสีแดงแสดงบริเวณท่ีใชน้บัเซลล์ และค านวณ
จ านวนเซลล ์ดงัสมการ ดา้นล่าง 
สมการ จ านวนเซลล ์(104 cells/ml) = ค่าเฉล่ียของจ านวนเซลลท่ี์นบัไดใ้น 1 ช่อง x DF x 104 

: DF = dilution factor 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่8 พื้นท่ีในการนบัเซลลข์อง hematocytometer counting chamber 

ท่ีมา : http://www.microbehunter.com/2010/06/27/the-hemocytometer-counting-
chamber/counting_chamber1/ 

          

http://www.microbehunter.com/2010/06/27/the-hemocytometer-counting-chamber/counting_chamber1/
http://www.microbehunter.com/2010/06/27/the-hemocytometer-counting-chamber/counting_chamber1/
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3.3 การทดสอบหาฤทธ์ิของ TNF- α ต่อการกระตุ้น MAPK signaling และ Akt signaling โดย
วธีิWestern blot 
 การทดสอบหาฤทธ์ิของ TNF- α ต่อการกระตุน้ MAPK signaling และ Akt signaling ดว้ย
วิธี Western blot ท าโดยดูการแสดงออกของโปรตีน เม่ือใส่ TNF- α ลงไปท่ีความเข้มขม้ต่าง ๆ 
จากนั้ น แยกโปรตีนโดยใช้หลักการของ  gel electrophoresis และ  transfer โป รตีน ไปยัง 
nitrocellulose membrane แลว้ จึงสามารถตรวจสอบโปรตีนท่ีสนใจ โดยใช ้Specific antibody โดย
ใชห้ลกัการทางภูมิคุม้กนั โดยขั้นตอนดงัน้ี 
        - การเตรียมตัวอย่าง (Sample preparation) และวดัปริมาณโปรตีนด้วย Bradford assay 
 1. เพาะเล้ียงเซลล์มะเร็ง KKU-100 ลงใน petri dish โดยใส่เซลล์ 5.0 x105 cells/10 ml ต่อ 1 
petri dish จ านวน 5 dishes ส าหรับ MAPK signaling และ อีก 5 dishes ส าหรับ Akt signaling น าไป
เล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลล ์(CO2 Incubator: Heraeus) 24 ชัว่โมง 
 2. เม่ือครบ 24 ชัว่โมงแลว้น ามาทดสอบโดยการกระตุน้ดว้ย TNF- α ท่ีความเขม้ขน้ 0, 20, 
40, 80 และ160 ng/ml เป็นเวลา 15 นาที  
 3. เม่ือครบเวลาน าเซลล์มะเร็ง KKU-100 มาลา้งดว้ย PBS และท าใหเ้ซลล์แตก โดยใช ้lysis 
buffer (RIPA) น า cell lysate ไปป่ันดว้ย centrifuge ท่ี 4 oC ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 5 นาที เพื่อ
ก าจดัเศษเซลล ์ดูดส่วนใสเก็บไวว้เิคราะห์หาปริมาณโปรตีนต่อไป โดยใช ้Bradford assay 
 
  Lysis buffer (RIPA) 

RIPA buffer *      755  l 
10X Protease Inhibitor (Roche)    150  l 
1M NaF (Sigma)     50 l 
1M -glycerophosphate (sigma)    40 l 
0.5 M Na3VO4 (Sigma)     4 l 
1M DTT (Amersham)     1  l 
Total Volume      500  l 

* RIPA buffer ประกอบดว้ย 150mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 0.1% SDS 
(sodium dodecylsulfate), 1% Sodium Deoxycholate, 1% Nonidet P-40, 2mM EDTA                        
 
 4. น า Standard BSA ท่ีมีความเขม้เขน้ 0.5, 1, 2, 4 ng/ml มาท าเป็น standard curve และน า
ส่ิงส่งตรวจท่ีเป็น lysate cells มาเจือจาง 20 เท่า และน าไปวิเคราะห์หาค่าความเขม้ขน้ของโปรตีน 
ดว้ยวธีิ Bradford ดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1 การวดัปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Bradford 

condition 
 BSA ng/ml Sample TNF-α ng/ml (1:20) 
 0.5 1 2 4 Control 20 40 80 160 

BSA 
(µl) 

 
10 10 10 10 - - - - - 

Sample 
(µl) 

 
- - - - 10 10 10 10 10 

Bradford 
(µl) 

 
190 µl 

# น าไปวดัค่า O.D ดว้ยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm แลว้น าค่าท่ีไดม้าค านวณ
เพื่อหาปริมาณโปรตีน  
 
 - Gel electrophoresis 
 Gel electrophoresis เป็นวิธีการแยก และวิเคราะห์ชีวโมเลกุลโดยอาศัยหลักการ ท่ีชีว
โมเลกุลท่ีมีประจุต่างกนัยอ่มมีแรงเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าต่างกนั โปรตีนมีประจุจากการแตกตวั
ของส่วนประกอบต่าง ๆ ไดแ้ก่ การแตกตวัของหมู่อะมิโน หมู่คาร์บอกซิล และหมู่อ่ืนๆ ใน side 
chain การเติม sodium dodecyl sulfate (SDS)  ซ่ึงเป็น detergent ท่ีมีประจุลบ  ดังนั้ น ประจุลบจะ
เกาะกบัโปรตีนอยา่งแน่นหนาท าให้โปรตีนเสียสภาพกลายเป็นเส้นตรงและท าให้โปรตีนทั้งหมดมี
ประจุลบ (ภาพท่ี 9) และวิ่งไปยงัประจุบวกของสนามไฟฟ้า โดยผา่น polyacrylamide ซ่ึงท าหนา้ท่ี
เป็น molecular sieve   โดยการเคล่ือนท่ีของโปรตีนในสนามไฟฟ้าจะเป็นการเคล่ือนท่ีโดยอาศยั
ความแตกต่างน ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่9 การเขา้จบัของ SDS กบั โปรตีน ซ่ึงท าใหโ้ปรตีนมีรูปร่างเป็นเส้นตรงและมีประจุลบ 
ท่ีมา: http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=18 

http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=18
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Gel electrophoresis มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี  
        1. น าโปรตีนท่ีวดัไดใ้นแต่ละ condition มาท าการผสมกบั loading buffer ให้เป็น 1X ซ่ึงมี
ส่วนประกอบทั้ง SDS และ β-mercapto แลว้น าไปตม้ในน ้ าเดือด 5 นาที และท าให้เยน็ท่ี 4 oC รอไว้
ใชใ้นการแยกโปรตีน 
 2. เตรียมเจลท่ีใชแ้ยกโปรตีนโดยใช ้12%separating gel และ 4%stacking gel มีส่วนผสมดงั
สูตร เม่ือเจลแขง็ตวัแลว้จึงต่อชุด electrophoresis ทั้งหมดเขา้ดว้ยกนั  
 

 Loading buffer 
                1 M Tris-Hcl, pH6.8    3.125 ml 
         50% glycerol     5 ml 
         5% SDS     0.5 g 
         0.05% bromophenal blue    1.25 ml 
         500 mM β-mercapto    0.276 ml (เติมเวลาใช)้ 
 

Separating solution (12% gel) 
29.2:0.8 % Acrylamide : Bisacrylamide solution       4   ml 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8     2.5   ml   
10% SDS (Sodium Dodecylsulfate)                          100   l 
DW                                               3.28    ml 
10% Ammonium persulfate             50   l 
TEMED (Tetramethylethylenediamine)   20   l 
Total volume                                               10   ml 

 
Stacking solution (4 % gel) 
29.2:0.8 % Acrylamide : Bisacrylamide solution      0.8  ml 
1 M Tris-HCl, pH 6.8     0.75  ml   
10% SDS (sodium dodecylsulfate)                           60  l  
DW                                              4.324 ml 
10% Ammonium persulfate            60  l 
TEMED                 6  l 
Total volume                                               4  ml 
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 3. เจือจาง 10x running buffer ให้เป็น 1x ด้วยน ้ ากลั่น ให้มีปริมาตร 1 L แล้วเติมลงใน 
chamber แลว้จึงดึง comb ออกจาก stacking gel ลา้งช่องส าหรับใส่สารท่ีตอ้งการแยกบนเจล แลว้ใส่ 
cell lysate ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1 ในช่องบน stacking gel ให้มีปริมาณโปรตีนเท่า ๆ กนัทุกช่อง แยก
โปรตีนจากสารตวัอยา่งโดยใชก้ระแสไฟฟ้าคงท่ี ท่ี 120 volt เป็นเวลา 2.5 ชัว่โมง 
 

10x running buffer   
0.25 M  Tris-base 
1.92 M  Glycine 
1 %  SDS 
 

 การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรน (Protein transfer) 
 การยา้ยโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรนเป็นการยา้ยโปรตีนจากแผน่ polyacrylamide gel สู่ 
nitrocellulose membrane ท่ีมีประจุบวกดว้ยวธีิ electrophoresis ดงัน้ี 
 1. น าแผน่เจลท่ีไดจ้ากการท า gel electrophoresis ประกบกบั nitrocellulose membrane แลว้
น ามาแช่ใน transfer buffer โดยให้แผ่นเจลอยู่ด้านประจุลบและแผ่น nitrocellulose membrane อยู่
ดา้นประจุบวก โดยมีฟองน ้าประกบทั้งสองดา้น ภาพท่ี 10  
 2. ตั้ งค่าเคร่ือง electrophoresis power supply ไว้ท่ี  120 volt อุณหภูมิ  4 oC เป็นเวลา 2.5 
ชัว่โมง  
 3. เม่ือครบเวลาน าแผ่น nitrocellulose membrane มาตากให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง ก่อนไป 
block non-specific antibody 
  
 
  
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่10 ล าดบัการวางแผน่ Polyacrylamide gel กบั Nitrocellulose membrane 

ท่ีมา: http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=18 

http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=18
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 Block non-specific antibody  
 การ block non-specific antibody เป็นวิธีการป้องกนัการเกิด non-specific จากโปรตีนอ่ืนๆ 
เขา้มาจบักบัแผน่เมมเบรน เม่ือยา้ยโปรตีนจากเจลสู่แผน่เมมเบรนแลว้ โปรตีนจะจบัอยูก่บัแผน่เมม
เบรน แต่ยงัมีพื้นท่ีของแผ่นเมมเบรนท่ีโปรตีนไม่ได้เข้าจบัจึงต้องท าการ blocking ด้วย bovine 
serum albumin (BSA) หรือ non-fat dry milk ซ่ึงโปรตีนเหล่าน้ีจะจบับนท่ีว่างของแผ่นเมมเบรน 
ดงันั้นการท า blocking จะช่วยลดการเกิด false positives ดว้ย มีขั้นตอนการท าดงัน้ี 
 1. น าแผ่น  nitrocellulose membrane มา block non-specific antibody ด้วย 5% skim milk 
ใน TBS/T เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 2. ลา้งดว้ย TBS/T ใน water bath 5 นาที ท าซ ้ ากนั 3 คร้ัง แลว้จึงน าไปท า Immunoblotting 
 

TBS/T buffer (1 L) 
1 M Tris, pH 8      10  ml 
5 M NaCl      30  ml 
Tween-20      1  ml 
DW       959  ml 
 
Immunoblotting 
1. น าแผ่น nitrocellulose membrane มา probe ด้วยแอนติบอดีชนิดต่าง ๆ ดังน้ี phospho-

MAPK primary antibody, phosphor-Akt antibody, total MAPK antibody และ total Akt antibody 
โดยน ามาเจือจางใน 3% skim milk ในสัดส่วน 1:1000 เป็น ท่ี 4 oC เวลา 24 ชัว่โมง  

2. ล้างแผ่น  membrane ด้วย  TBS/T 3 ค ร้ัง  จากนั้ น เติม  secondary antibody 1:1000 ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย TBS/T 3 คร้ัง  
 3. น าไปวิเคราะห์ผล (analysis) ด้วยวิธี chemiluminescent detection ด้วยเคร่ือง (UV gel 
documentation: Biorad) 
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3.4 การทดสอบฤทธ์ิของ TNF- ต่อการ proliferation ของเซลล์มะเร็งท่อน ้าดีชนิด KKU-100 
โดยวธีิ MTT Assay 
 MTT assay เป็ น ก ารท ดส อบ  cytotoxicity ขอ ง เซ ลล์ โด ย ใช้ ค ว ามส าม ารถ ขอ ง 
mitochondrial enzyme (mitochondrial succinate dehydrogenase) ท่ีเปล่ียน tetrazolium salt (3-(4,5-
dimethyldiazol-2-yl)-2-5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ท่ี มี สี เห ลื อ งไป เป็ น  formazan 
product ท่ีมีสีม่วงมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ซ่ึงระดบัของสีจะสัมพนัธ์กบัจ านวน
เซลลท่ี์มีชีวติอยู ่ภาพท่ี 11 (Tim M., 1983)  มีขั้นตอนดงัน้ี 
 1. เล้ียงเซลล์มะเร็ง  KKU-100 จ านวน 5.0 x 103 ใน 96 well plate ในตู้เล้ียงเซลล์ (CO2 
Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 2. เม่ือครบ 24 ชั่วโมงแล้ว เติม TNF-α ท่ีความเขม้ขน้ดงัน้ี 0, 5, 10, 20, 40 และ 80 ng/ml 
ลงในเซลลม์ะเร็ง KKU-100 น าเขา้ไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลล ์(CO2 Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 0, 24, 
48, 72 ชัว่โมง  
 3. เม่ือครบตามเวลาท่ีก าหนดจึงเติม 10%MTT (5mg/ml) ในอาหารเล้ียงเซลล์ ลงไปใน
เซลล ์100 µl/well แลว้น าไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลล ์(CO2 Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จึงดูด 
media ท่ีมีสาร MTT ทิ้ง แล้วเติมด้วยสารละลาย dimethysulfoxide (DMSO) จ านวน  200 µl ทุก
หลุม เขย่าให้ตะกอนสีม่วงของ MTT ละลายเขา้กนั แลว้จึงน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 540 nm 
ดว้ยเคร่ือง microplate reader น าไปสร้างกราฟและวเิคราะห์ผล  
 

 
 

 
ภาพที ่11 การเปล่ียนแปลงของ MTT ไปเป็น formazan เพื่อหาปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติ 

ท่ีมา: https://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay 
 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay
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3.5 การทดสอบ Cytotoxicity ของ U0126 และ LY294002 ในเซลล์มะเร็งท่อน า้ดีชนิด KKU-100 
 การทดสอบคร้ังน้ีใช้ inhibitor สองชนิด คือ U0126 (MAPK inhibitor) และ LY294002 
(PI3 kinase inhibitor)  
 U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio] butadiene) มีฤทธิในการ
ยบัย ั้งต่อ MEK 1 และ MEK 2 ซ่ึงทั้ง MEK1 และ MEK2 เป็นท่ีรู้จกัหรือเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่ MAPK 
kinase หรือ Erk kinases โปรตีนทั้งคู่มีความจ าเพาะต่อ MAPK ซ่ึงท างานโดย mitogen activated 
protein kinase cascade ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ์และการเปล่ียนแปลงของเซลล ์ (Duncia., 
1998) มีโครงสร้าง ดงัภาพท่ี 12 ส่วน LY294002 (PI3 Kinase Inhibitor) มีความสามารถสูงในการ
ยบัย ั้ง phosphatidylinositol 3 (PI3) kinase มีโครงสร้างดงัภาพท่ี 13 
 

                           

 
ภาพที ่12   U0126 (MEK1/2 Inhibitor); Molecular Formula: C18H16N6S2 

ท่ีมา: http://www.tocris.com/dispprod.php?ItemId=2119#.VgqwV_meDGc 

                               

ภาพที ่13 LY294002 (PI3 Kinase Inhibitor); Molecular Formula: C19H17NO3 
ท่ีมา : https://en.wikipedia.org/wiki/LY294002 

http://www.cellsignal.com/products/images/9903_formula.jpg
http://www.cellsignal.com/products/images/9901_formula.jpg
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 ขั้นตอนการทดสอบ cytotoxicity ของ U0126 และ LY294002 ในเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีชนิด 
KKU-100 มีดงัต่อไปน้ี 
 1. เล้ียงเซลล์มะเร็ง KKU-100 จ านวน 5.0 x 103 ใน 96 well plate ในตู้เล้ียงเซลล์ (CO2 
Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 2. เม่ือครบ 24 ชัว่โมงแลว้ เติมสารต่าง ๆ ลงไปดงัน้ี  

- TNF-α ท่ีความเขม้ขน้ 80 ng/ml เพียงอยา่งเดียว และ  
- TNF-α ท่ีความเข้มข้น 80 ng/ml ร่วมกับ MAPK inhibitor (U0126) และ Akt inhibitor  

(LY294002) ท่ีความเขม้ขน้ 160 M  
- 3.2%DMSO เป็น control เน่ืองจากเป็นตวัท าละลาย U0126 และ LY294002  
และน าเขา้ไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลล ์(CO2 Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 3. เม่ือครบตามเวลาท่ีก าหนดจึงเติม 10%MTT (5mg/ml) ในอาหารเล้ียงเซลล์ ลงไปใน
เซลล์ 100 l/well แล้วน าไปเล้ียงในตู้เล้ียงเซลล์ (CO2 Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
MTT จะเปล่ียนไปเป็น formazan crystal จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์ทิ้งแล้วเติมด้วยสารละลาย 
dimethysulfoxide (DMSO) จ านวน 200 µl ทุกหลุม  
 4. เขยา่ให้ตะกอนสีม่วงของ formazan ละลายเขา้กนั แลว้จึงน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 
540 nm ดว้ยเคร่ือง microplate reader น าผลท่ีไดไ้ปสร้างกราฟและวเิคราะห์ผล 
  
3.6 การศึกษาผลของการเกดิ Apoptosis โดยใช้ DAPI assay 
 1. เล้ียงเซลล์มะเร็ง KKU-100 จ านวน 2.0 x 105 cells บน sterile cover slip ใน petri dish 
ในตูเ้ล้ียงเซลล ์(CO2 Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 2. เม่ือครบ 24 ชัว่โมงแลว้ เติมสารต่าง ๆ ดงัน้ี 

- TNF-α ท่ีความเขม้ขน้ 80 ng/ml เพียงอยา่งเดียว 
- TNF-α ท่ีความเข้มข้น 80 ng/ml ร่วมกับ MAPK inhibitor (U0126) และ Akt inhibitor 

(LY294002) ท่ีความเขม้ขน้ 160 M 
- 3.2%DMSO เป็น control เน่ืองจากเป็นตวัท าละลาย U0126 และ LY294002 และน าเข้า

ไปเล้ียงในตูเ้ล้ียงเซลล ์(CO2 Incubator: Heraeus) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 3. เม่ือครบ 24 ชัว่โมง ท าการดูด media ออกจาก petri dish ใหห้มดจากนั้นลา้งดว้ย PBS  
 4. เติม 3% paraformaldehyde เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง 
 5. เติม 0.1% Triton X-100 ใน PBS เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง 
 6. ยอ้มดว้ยสี DAPI (50 g/ml in PBS) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยวางไวใ้นท่ีมืด  
 7. เม่ือครบ 1 ชัว่โมงแลว้ ลา้งสี DAPI ท่ีเกินออกดว้ย PBS 3 คร้ัง  
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 8. หยด anti-fade บน cover slip แลว้น าไปวางบนสไลด์ท่ีมี mounting solution ปิดขอบดว้ย
ยาทาเล็บ ดูภายใตก้ลอ้ง fluorescent microscope 
 

3% paraformaldehyde with 2% sucrose (เตรียมใหม่ทุกคร้ังเม่ือต้องการใช้) 
Paraformaldehyde powder  0.45 g 
PBS pH 7.4    15 ml 
Heat at 65oC เป็นเวลา 20-25 นาที  
เติม sucrose    0.3 g 
Heat at 65oC เป็นเวลา 5 นาที  

 
Anti-fade (p-phenylenediamine dihydrochloride)  
PPD 0.01-0.1 % in 70%glycerol in PBS 

 

 
 



บทที ่4 ผลการวจิัย  
(Result) 

 
4.1 ผลการศึกษาบทบาทของ TNF-α ในการกระตุ้น MAPK ในเซลล์มะเร็งท่อน า้ดีชนิด KKU-100 
 เซลล์มะเร็งชนิด KKU-100 ได้ถูกน ำมำทดสอบกำรกระตุน้กำรท ำงำนของ MAPK ด้วย 
TNF-α ท่ีควำมเขม้ขน้ดงัน้ี 0, 20, 40, 80 และ 160 ng/ml โดยท่ี 0 ng/ml จะใส่น ้ ำกลัน่ปรำศจำกเช้ือ
ซ่ึงเป็นสำรท่ีใชท้  ำละลำย TNF-α  ผลกำรทดสอบพบว่ำ TNF-α  สำมำรถกระตุน้ phosphorylation 
form ของ MAPK ได้ โดยพบว่ำ ท่ีควำมเข้มข้นของ TNF-α ท่ีเข้มข้นมำกข้ึน ส่งผลให้เกิดกำร
กระตุ้นกำรเกิด  Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) ซ่ึ ง เป็น  phosphorylation form ของ 
MAPK ใหเ้พิ่มข้ึนตำมไปดว้ย กำรทดสอบน้ีใช ้total MAPK ในกำรควบคุมปริมำณโปรตีนในแต่ละ
ควำมเขม้ขน้ ดงัภำพท่ี 14 
 
 
 
             A      
 
 
 
             B         
 
 
 
 
 
ภาพที ่14 ภำพแสดงลกัษณะกำรเกิด phosphorylation form ของ MAPK เม่ือกระตุน้ดว้ย TNF-α 

ในเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100 
A) Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204)  B) Total MAPK p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) 

 
 
 
 

Phospho-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204)  

p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204)  
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4.2 ผลการศึกษาบทบาทของ TNF-α ในการกระตุ้น Akt ในเซลล์มะเร็งท่อน า้ดีชนิด KKU-100 
 กำรทดสอบกำรกระตุน้ Akt signaling โดยใช้ TNF-α ท่ีมีควำมเขม้ขน้ ดงัน้ี 0, 20, 40, 80 
และ 160 ng/ml โดยท่ี 0 ng/ml จะใส่น ้ ำกลัน่ปรำศจำกเช้ือซ่ึงเป็นสำรท่ีใชท้  ำละลำย TNF-α พบว่ำ 
เม่ือควำมเข้มขน้ของ TNF-α มำกข้ึนจะส่งผลให้เกิดกำรกระตุ้น phosphorylation form ของ Akt 
เพิ่มข้ึนตำมไปดว้ย กำรทดสอบน้ีใช ้total Akt ในกำรควบคุมปริมำณโปรตีนในแต่ละควำมเขม้ขน้ 
ดงัภำพท่ี 15 
 
 
 
 
 
              A 

 
  
              B 
 
 
 
 
ภาพที ่15 ภำพแสดงลกัษณะกำรเกิด phosphorylation form ของ Akt เม่ือกระตุน้ดว้ย TNF-α ใน

เซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100    A) Phosphor-Akt    B) Total Akt  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 
 

4.3 ผลการยบัยั้ง TNF- α ในการกระตุ้น MAPK signaling และ Akt signaling ด้วย U0126 
(MAPK inhibitor), LY294002 (PI3K inhibitor)  
 ผลกำรทดสอบกำรยบัย ั้งกำรเกิด phosphorylation ของ MAPK และ Akt จำกกำรกระตุ้น
ของ TNF-α ท่ีควำมเขม้ขน้ 80 ng/ml โดยใช ้U0126 และ LY294002 ท่ีควำมเขม้ขน้ 160 µM โดยมี 
3.2% DMSO เป็น control พบว่ำ U0126 และ LY294002 สำมำรถยบัย ั้งกำรเกิด phosphorylation 
ของ MAPK และ Akt ไดโ้ดย phosphorylation form ของ MAPK และ Akt ลดลงอยำ่งเห็นไดช้ดัเม่ือ
เปรียบเทียบกบัภำวะท่ีกระตุน้ดว้ย TNF-α เพียงอยำ่งเดียว ดงัภำพท่ี 16  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             

 
ภาพที่ 16 ภำพแสดงผลกำรเพิ่มข้ึนของ phosphorylation form ของ MAPK และ Akt signaling เม่ือ
กระตุน้ดว้ย TNF-α ในเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 และกำรลดลงของ A) Phospho-p44/42 
MAPK (Thr202/Tyr204) เม่ือยบัย ั้งดว้ย U0126 และ B) Phospho-Akt เม่ือยบัย ั้งดว้ย LY294002  
 
 

 

Phospho-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204)  

p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204)  
 

         Control          TNF-alpha            TNF-α + U0126             

A 

B 
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4.4 ผลการศึกษาบทบาทของ TNF-α ในการกระตุ้นการเจริญเติบโต (proliferation) ในเซลล์มะเร็ง
ท่อน า้ดีชนิด KKU-100 โดยใช้ MTT assay 
 ผลกำรทดสอบกำรเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดี จำกกำรกระตุน้ด้วย TNF-α ท่ีมี
ควำมเข้มขน้ ดังน้ี  0, 5, 10, 20, 40 และ 80 ng/ml  พบว่ำ เม่ือเวลำผ่ำนไป 1 – 2 วนั ไม่พบควำม
แตกต่ำงของแต่ละควำมเขม้ขน้ของ TNF-α และเม่ือเวลำผำ่นไป 3 วนัพบว่ำภำวะของเซลล์มะเร็ง
ท่อน ้ ำดีท่ีมี TNF-α  มีกำรเจริญเติบโตนอ้ยกวำ่ภำวะของเซลล์มะเร็งท่อน ้ำดีท่ีไม่มี TNF-α (control) 
(p<0.05) จึงสรุปไดว้ำ่ TNF-α ไม่มีผลในกำรเพิ่มกำรเจริญเติบโตในเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-
100  ดงัภำพท่ี 17  
 

 
 

 
 

ภาพที ่17 ผลกำรเกิด proliferation ในภำวะท่ีมี TNF-α ควำมเขม้ขน้ต่ำง ๆ  
ของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100 
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4.5 ผลการศึกษา cytotoxicity ในเซลล์มะเร็งท่อน ้าดีชนิด KKU-100 ภายหลังจากกระตุ้นด้วย 
TNF-α และการยับยั้งการกระตุ้น MAPK signaling และ Akt signaling โดยใช้ U0126 (MAPK 
inhibitor) และ LY294002 (PI3K inhibitor)  
 ผลกำรทดสอบ cytotoxicity ของเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 พบว่ำเม่ือน ำ
เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีมำทดสอบกบัสำรต่ำง ๆ ดงัน้ี 3.2%DMSO (control)  80 ng/ml TNF-α 160 µM 
U0126 160 µM LY294002 และ  TNF- ร่วมกับ  inhibitor ทั้ งสอง คือ U0126 และLY294002 
พบว่ำ cytotoxicity ในภำวะท่ีมี TNF-  ไม่แตกต่ำงจำกภำวะ control อย่ำงมีนัยส ำคญัทำงสถิติ 
ในขณะท่ี เม่ือเปรียบเทียบ cytotoxicity ในสภำวะอ่ืน ๆ ได้แก่ TNF-α ร่วมกับ LY294002 และ 
TNF- ร่วมกับ U0126 หรือ LY294002 และ U0126 เพียงอย่ำงเดียวก็จะเกิด cytotoxicity อย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05 One way ANOVA, SPSSv.17) เม่ือเทียบกับ TNF-α เพียงอย่ำงเดียว 
นอกจำกน้ียงัพบว่ำ ภำวะท่ีมี U0126 ร่วมกบั TNF-α เกิดภำวะ cytotoxicity มำกกวำ่ ภำวะท่ีมีเพียง  
U0126 เพียงอยำ่งเดียว (p<0.05, One way ANOVA, SPSSv.17) ส่วน ภำพท่ี 18 
 

 
 

 
ภาพที ่18 กำรเกิด cytotoxicity ของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100 ในภำวะท่ีมี TNF- และ 

inhibitor ต่อ MAPK และ Akt 
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4.6 ผลการศึกษาอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งท่อน ้าดีชนิด KKU-100 ในภาวะที่มี TNF-α และใน
ภาวะที่มีการยับยั้ งการกระตุ้น  MAPK signaling และ Akt signaling โดยใช้  U0126 (MAPK 
inhibitor) และ LY294002 (PI3K inhibitor)  
 ผลกำรทดสอบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 พบว่ำเม่ือน ำ
เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีมำทดสอบในภำวะต่ำง ๆ ดังน้ี   control (3.2%DMSO)  80 ng/ml TNF-α      
160 µM U0126 160 µM LY294002 และ  TNF-α ร่ วม กับ  inhibitor ทั้ งส อง  คื อ  U0126 และ
LY294002 พบว่ำ TNF- α เพียงอย่ำงเดียวไม่สำมำรถกระตุน้ให้เกิดอะพอพโตซิสไดเ้ม่ือเทียบกบั 
control แต่เม่ือมีกำรยบัย ั้ง MAPK และ Akt signaling แลว้พบวำ่เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 
เกิด apoptosis มำกข้ึนเม่ือเทียบกบั control ดงัภำพท่ี 19 
 

  
ภาพที ่19 กำรเกิดอะพอพโทซิสของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-100  

KKU-100 cell 

line 

Control TNF-alpha 

U0126 U0126 +TNF-alpha 

LY294002 LY294002 + TNF-alpha 



บทที ่5 อภิปรายผล 
(Discussion) 

 
 มะเร็งท่อน ้ ำดีเป็นมะเร็งท่ีเกิดจำกผนังเยื่อบุท่อน ้ ำดี ซ่ึงมีลักษณะกำรด ำเนินของโรคท่ี
ค่อนขำ้งชำ้ ผูป่้วยมกัจะมำพบแพทยใ์นระยะสุดทำ้ย หรือระยะท่ีมีมะเร็งแพร่ลุกลำมไปยงัอวยัวะอ่ืน 
ส่งผลให้กำรตรวจพบมะเร็งท่อน ้ ำดีในระยะตน้ยงัคงท ำไดย้ำกในปัจจุบนั ประเทศไทยมีอุบติักำรณ์
กำรเกิดโรคมะเร็งตับและท่อน ้ ำ ดี สู ง เป็นอันดับห น่ึ งของโลก  ส่ วนให ญ่พบทำงภำค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยซ่ึงสอดคล้องกับกำรติดเช้ือพยำธิใบไม้ตบั Opisthorchis 
viverrini (OV) ท ำให้โรคมะเร็งตับและมะเร็งท่อน ้ ำดีเป็นปัญหำสำธำรณสุขท่ีส ำคัญของภำค
ตะวนัออกเฉียงเหนือและประเทศไทย  
 TNF-α เป็นไซโตไคน์ท่ีปล่อยออกมำจำกเซลล์เม่ือมีภำวะอักเสบของร่ำงกำย TNF-α 

กระตุน้ผำ่นรีเซฟเตอร์สองชนิด คือ TNFR1 และ TNFR2 โดยมีบทบำททั้งในกำรท ำลำยเซลลม์ะเร็ง
ผำ่นทำงอะพอพโทซิสและในทำงตรงขำ้มกบัสนบัสนุนเซลลม์ะเร็งในเคล่ือนท่ีและบุกรุก (Gilbert.  
2005 : E1011, Misseri.  2005 : F406, Zhou.  2015 : 1682-1683) ใน ปี ค .ศ .2006 พบว่ ำ  TNF-α 

สำมำรถเพิ่มประสิทธิภำพของยำ doxorubicin (DOX) ในกำรท ำลำยเซลล์มะเร็งเตำ้นมเพำะเล้ียง
ของมนุษยช์นิด MCF-7/Adr และ MCF-7 ได ้โดยปกติ MCF-7/Adr และ MCF-7 จะด้ือต่อกำรรักษำ
ดว้ยยำ doxorubicin (DOX) แต่เม่ือใส่ TNF-α ร่วมกบักำรรักษำด้วยยำ doxorubicin (DOX) ส่งผล
ให้เกิดควำมเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งมำกข้ึน โดยพบวำ่กำรตำยของเซลล์มะเร็งน้ีเกิดจำกกำรลดระดบั 
mRNA ของ anti-apoptosis protein (Cao.  2006 : 184-185) นอกจำกน้ียงัพบว่ำ TNF-α สำมำรถ
กระตุน้ให้เกิดอะพอพโทซิสได้ในเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด HuCCA-1 และ HuCCA-1 Nu เม่ือใช ้
TNF-α  ร่วมกับ Actinomycin D (Utaisincharoen.  1999 : 42) ในทำงตรงข้ำม TNF-α  สำมำรถ
กระตุน้กำรบุกรุกไดใ้นเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด CCKS1 ไดโ้ดยผ่ำนทำง TNFR2 โดยกำรกระตุน้ 
MAPK, Akt, NF-B และกำรหลั่งของ MMP (Tanimura. 2005 : 209-211) และจำกกำรวิจยัก่อน
หนำ้น้ีของผูว้ิจยัพบวำ่ TNF-α ไม่สำมำรถกระตุน้ให้เกิดควำมเป็นพิษหรือตำยไดใ้นเซลล์มะเร็งท่อ
น ้ ำดีชนิด KKU-100 และ KKU-M213 (ปำนทิพย ์รัตนศิลป์กลัชำญ.  2015 : 31-34) ดงันั้นกำรวิจยั
ในคร้ังน้ีผู ้วิจ ัยจึงศึกษำถึงกลไกในกำรต้ำนทำนต่อกำรตำยของเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีโดยใช้
เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีเพำะเล้ียงของคนไทยชนิด KKU-100 เป็นโมเดล เม่ือกระตุน้เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดี
ชนิด KKU-100 ดว้ย TNF-α แลว้ พบวำ่กำรเจริญเติบโตของเซลล์ (proliferation) ไม่แตกต่ำงอยำ่งมี
นัยส ำคญัทำงสถิติ (p>0.05) ซ่ึงให้ผลท่ีแตกต่ำงกับงำนวิจยัในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำวท่ีพบว่ำ 
TNF-α สำมำรถกระตุ้น  proliferation ได้ (Lin.  1999 : 13883) TF-1 (CD34+ myeloid progenitor 
stem cells) ซ่ึ งสำมำรถกระตุ้นกำรเจริญ เติบโตด้วย TNF-alpha ได้  (Gregory.  1999 : 9542) 
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เช่นเดียวกับงำนวิจัยในปีค.ศ. 2005 ของ Arianne L.Theiss และคณะ ท่ีท ำกำรศึกษำในเซลล ์
intestinal myofibroblasts (Theiss.  2005 : 36120) และในปีค.ศ. 2009 จำกกำรศึกษำในเซลล ์cardiac 
fibroblast พบวำ่ TNF-α สำมำรถกระตุน้ให้เกิด proliferation ไดเ้ช่นเดียวกนั (Kaliyamurthi.  2009 
: 14424)     
 จำกกำรทดลองในคร้ังน้ีพบวำ่ TNF-α สำมำรถกระตุน้ MAPK pathway และ Akt pathway 
ในเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 ซ่ึงจะเห็นได้จำกแถบของโปรตีน Phospho-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204) และ phospho-Akt ท่ีเพิ่มข้ึนและยิ่งเพิ่มควำมเขม้ขน้ของ TNF-α ก็จะยิ่งเพิ่มกำร
กระตุน้ MAPK pathway และ Akt pathway ได้มำกข้ึนด้วย จำกกำรท่ี TNF-alpha สำมำรถกระตุน้
ไดท้ั้งกำรตำยและกำรเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งและหำกกำรท่ีมีกำรกระตุน้กำรเจริญเติบโตเกิน
กวำ่กำรกำระตุน้กำรตำยอำจเป็นสำเหตุให้เซลล์มะเร็งมีชีวติอยูร่อดได ้ดงันั้นในกำรทดลองในคร้ัง
น้ีจึงท ำกำรยบัย ั้งกำรกระตุน้ MAPK pathway และ Akt pathway โดยใช้ MAPK inhibitor (U0126) 
และ Akt inhibitor (LY294002) และทดสอบภำวะกำรเกิด cytotoxicity และ apoptosis จำก TNF-
alpha โดย MTT assay และ DAPI assay พบว่ำเม่ือกระตุน้เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 ด้วย  
TNF-α ร่วมกบักำรยบัย ั้ง MAPK pathway และ Akt pathway จะเกิด cytotoxicity ต่อเซลล์มะเร็งท่อ
น ้ ำดีชนิด KKU-100 เพิ่มข้ึนอย่ำงมีนัยส ำคญัเม่ือเทียบกับ TNF-α เพียงอย่ำงเดียว (รูปท่ี 18) ซ่ึง
ให้ผลสอดคล้องกบังำนวิจยัในปี ค.ศ. 2007 Yu Fang Wang และคณะ ท่ีได้ท ำกำรศึกษำในเซลล ์
human melanoma (Wang.  2007 : 4940) และงำนวิจยัของ Li Fen Yu และคณะ ในปี ค.ศ. 2007 ท่ี
ศึกษำในเซลล์ colon cancer ซ่ึงพบวำ่ U0126 สำมำรถยบัย ั้ง MAPK pathway ท ำใหส่้งผลต่อกำรเกิด 
cytotoxicity ต่อเซลล ์(Yu.  2007 : 2001)  

 กำรทดสอบกำรเกิดอะพอพโทซิสโดยใช ้DAPI assay เม่ือใช ้TNF-α ร่วมกบั U0126 และ 
LY294002 ส่งผลให้เกิด apoptosis เพิ่มข้ึน เม่ือเทียบกับ TNF-α เพียงอย่ำงเดียว (รูปท่ี 19) ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัผลของ Leelawat K. ซ่ึงพบวำ่เซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีชนิด KKU-100 และ RMCCA-1 ด้ือ
ต่อกำรใชย้ำ oxaliplatin แต่เม่ือยบัย ั้ง Akt signaling โดยใช ้LY294002 ร่วมกบักำรใชย้ำ oxaliplatin 
พบว่ำสำมำรถเพิ่มควำมเป็นพิษต่อเซลล์และเพิ่มกำรเกิดอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งท่อน ้ ำดีทั้ง
สองชนิดน้ีได ้(Leelawat.  2009 : 6) นอกจำกน้ียงัพบว่ำในงำนวิจยัของ Li H และคณะ ในปี 2011 
ซ่ึงศึกษำใน non-small cell lung cancer cell lines พบว่ำ เม่ือยบัย ั้ง PI3K และ MEK pathway ส่งผล
ให้เกิด apoptosis และยบัย ั้งกำรเจริญเติบโตไดม้ำกข้ึนในเซลล์มะเร็งท่ีด้ือยำ gefitinib (Li.  2011 : 
280) 

จำกกำรทดลองในคร้ังน้ีจึงสรุปไดว้ำ่ Akt และ MAPK signaling เป็นปัจจยัส ำคญัในกำรท่ี
ท ำให้เซลล์มะเร็งด้ือต่อกำรเกิด apoaptosis และด้ือต่อกำรเกิดควำมเป็นพิษต่อเซลล์ ในเซลล์มะเร็ง
ท่อน ้ำดีชนิด KKU-100 



บทที ่6 สรุป  
(Conclusions) 

  
 การศึกษาบทบาทของ TNF-α ต่อเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีของคนไทยชนิด KKU-100 
พบว่า TNF-α กระตุ้น MAPK และ Akt signaling โดยพบ phosphorylation ของ MAPK และ Akt  
เพิ่มตามความเขม้ขน้ของ TNF-α ซ่ึง MAPK และ Akt signaling มีบทบาทเก่ียวขอ้งกบัเซลล์มะเร็ง
หลายอยา่ง เช่น การอยู่รอดของเซลล์ การเจริญเติบโต และการบุกรุกของเซลล์มะเร็ง แต่อยา่งไรก็
ตามเม่ือทดสอบผลของ  TNF-α ต่อ proliferation โดยวิธี  MTT assay พบว่า TNF-α ไม่ มีฤทธ์ิ
กระตุน้การแบ่งตวัเพิ่มจ านวน (proliferation) ในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีชนิด KKU-100  

เม่ือท าการยบัย ั้ง MAPK และ Akt signaling ท่ี เกิดจากการกระตุ้นโดย TNF-α โดยใช ้
U0126 (MAPK inhibitor) และ LY294002 (Akt inhibitor) และน าเซลล์ไปทดสอบคุณสมบัติ
ท างด้าน  cytotoxicity และ  apoptosis โดยใช้  TNF-α ร่วมกับ  U0126 (MAPK inhibitor) และ 
LY294002 (Akt inhibitor) พบว่าผลการกระตุน้ให้เกิด cytotoxicity เกิดในภาวะท่ีมีการยบัย ั้งการ
กระตุ้น MAPK และ Akt signaling โดย U0126 (MAPK inhibitor) และ LY294002 (Akt inhibitor) 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลอะพอพโทซิสท่ีพบวา่มีการเกิดอะพอพโทซิสมากข้ึนเม่ือยบัย ั้ง MAPK และ Akt 
signaling pathway  
 การผลทั้งหมดในการศึกษาคร้ังน้ี จึงสรุปไดว้า่ การท างานของ TNF-α ในเซลล์มะเร็งท่อ
น ้ าดี KKU-100 นั้น มีการกระตุน้ survival pathway ผ่านทาง MAPK และ Akt signaling  ซ่ึงส่งผล
ให้ไปยบัย ั้งการเกิดอะพอพโทซิส  ดังนั้ น MAPK และ Akt signaling  จึงเป็นโมเลกุลส าคัญใน
การศึกษากลไกการด้ือยาในเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี แต่อย่างไรก็ตามผลการทดสอบน้ีได้ท าใน
เซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีชนิด KKU-100 เพียงชนิดเดียว ซ่ึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อให้ได้
ขอ้มูลท่ีสมบูรณ์เพื่อใชใ้นการน าไปประยกุตใ์ชใ้นการรักษามะเร็งท่อน ้าดีต่อไป 
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