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บทคดัยอ่ 

 มะเร็งท่อน้ําดีเป็นโรครา้ยแรงซ่ึงมีความผิดปกติเกิดข้ึนท่ีเซลลเ์ยื่อบุท่อน้ําดี และมีการอกัเสบเร้ือรงั

ของท่อทางเดินน้ําดีน้ัน ในการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัทาํการตรวจสอบบทบาทของวิถี JAK/ STAT3 ในเซลลม์ะเร็ง

ท่อน้ําดี ซ่ึงเป็นวิถีท่ีมีบทบาทสาํคญัต่อกระบวนการอกัเสบและการเกิดมะเร็ง  ผลการศึกษาพบวา่ สาร 

proinflammatory cytokines ไดแ้ก่ interleukin-6 และ interferon-γ สามารถกระตุน้การทาํงานของวิถี 

JAK/STAT3 ในเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีได ้ ซ่ึงแสดงผลโดยมีการเพ่ิมข้ึนของระดบัโปรตีน phosphorylated-

STAT3  สาร cytokine สามารถเหน่ียวนําใหมี้การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบและการเกิด

มะเร็งไดแ้ก่ inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) 

เพ่ิมข้ึน  นอกจากน้ีสาร cytokine ยงัสามารถเหน่ียวนําใหเ้ซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีมีการเคล่ือนท่ีเพ่ิมข้ึนอยา่งมี

นัยสาํคญัทางสถิติดว้ย การศึกษาผลของสารยบัยัง้วิถี JAK/STAT แบบจาํเพาะไดแ้ก่ AG490 และ 

piceatannol พบวา่สารทั้งสองน้ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การแสดงออกของยีน iNOS และ ICAM-1 ท่ีเหน่ียวนําโดย 

cytokine ได ้ แสดงใหเ้ห็นถึงบทบาทของวิถี JAK/STAT3 ในเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีในการควบคุมการแสดงออก

ของยีน iNOS และ ICAM-1   ดงัน้ันวิถี JAK/STAT3 จึงเป็นเป้าหมายใหมใ่นการออกฤทธ์ิของเคมีป้องกนั

หรือรกัษามะเร็งท่อน้ําดีในอนาคตได ้  

 

 Cholangiocarcinoma (CCA) is a highly malignant adenocarcinoma originating from the 

cholangiocytes. Chronic inflammatory disorders of the biliary tract predispose individuals to the 

development of this cancer. In this study, we have determined the role of JAK/STAT3 signaling 

pathway in CCA cell as this pathway is critical in inflammation and carcinogenesis. The results 

showed that cytokine mixture (interleukin-6 and interferon-γ) treatment could activate the STAT3 

signaling cascade in CCA cells demonstrated by increased levels of phospholyrated-STAT3 protein 

(p-STAT3) in both whole cell lysates. The expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and 

intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), the key molecules involving in inflammatory and 

tumorigenesis processes, was strongly induced by treatment with the cytokine combination in 

relation to the activation of STAT3. Cytokine treatment also significantly stimulated CCA cells 

migration. Detailed molecular analyses revealed that pretreatment of cells with specific JAK 

inhibitors, AG490 and piceatannol, diminished cytokine-induced iNOS and ICAM-1 expression in a 

dose-dependent manner, suggesting a role of JAK in cytokine mediated iNOS and ICAM-1 

expression via STAT3 activation in CCA cells. Taken together, inhibition of STAT3 pathway could be 

valuable targets for prevention or treatment against CCA. 
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1. บทนาํ 

โรคมะเร็งท่อน้ําดี (Cholangiocarcinoma; CCA) ยงัคงเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีสาํคญัของ

ประเทศไทยในปัจจุบนั โดยพบอุบติัการณข์องโรคสูงท่ีสุดในโลกในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ

ไทย (Kurathong et al., 1985)   การรกัษามะเร็งท่อน้ําดีทาํไดย้ากลาํบาก เพราะผูป่้วยมกัจะไดร้บัการ

วินิจฉยัต่อเม่ืออาการลุกลามไปเกินกว่าท่ีการผ่าตดัจะไดผ้ล นอกจากน้ีการรกัษาดว้ยรงัสีหรือยาเคมีบาํบดัก็

ยงัคงใหผ้ลการรกัษาท่ีไมดี่นัก ยาเคมีบาํบดัช่ือ gemcitabine ซ่ึงในปัจจุบนัเช่ือวา่มีฤทธ์ิดีท่ีสุดเม่ือใชเ้ด่ียวๆ

หรือร่วมกบัยาอ่ืนๆ ก็ใหผ้ลตอบสนองเพียงรอ้ยละ 22-28 และช่วยใหมี้ระยะเวลาปลอดโรคเพียง 4 

สปัดาหเ์ท่าน้ัน (Valle et al., 2009) 

 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า มีหลายปัจจยัเส่ียงท่ีมีความสมัพนัธก์บัการเกิดโรคมะเร็งท่อน้ําดี ซ่ึง

ไดแ้ก่ น่ิวในถุงน้ําดี, การอกัเสบของถุงน้ําดี, การเกิดแผลท่ีลาํไสใ้หญ่เร้ือรงั, การติดเช้ือพยาธิเช่น 

Opisthorchis vivirrini และ Clonorchis sinensis, และภาวะ primary sclerosing cholangitis เป็นตน้ (Khan 

et al., 2002)   ปัจจยัเส่ียงต่างๆเหล่าน้ีมีลกัษณะร่วม (common features) ท่ีสาํคญัท่ีพบในปัจจยัทุกๆ

ชนิดคือ การทาํใหก้ารเกิดการอกัเสบและบาดเจ็บเร้ือรงัของเยื่อบุท่อน้ําดีและเกิดการขดัขวางการไหลของ

น้ําดี  ซ่ึงผลท่ีเกิดตามมาคือ ก่อใหเ้กิดภาวะผิดปกติในการควบคุมสมดุลระหวา่งการเพ่ิมจาํนวนของเซลล์

ท่อน้ําดีและการตายของเซลล ์(Lazaridis and Gores, 2005; Wise et al., 2008) ภาวะการอกัเสบเร้ือรงั

สามารถทาํใหเ้กิดมะเร็งไดโ้ดยทาํใหเ้กิดการทาํลาย DNA  นอกจากน้ี ในสภาวะแวดลอ้มท่ีมีการอกัเสบยงั

ทาํใหเ้น้ือเยื่อบริเวณน้ันอุดมไปดว้ยสาร cytokines และ growth factors ต่างๆ ซ่ึงสามารถกระตุน้กลไกการ

ส่งสญัญาณภายในเซลล ์ เกิดการกระตุน้ใหเ้ซลลมี์การเพ่ิมจาํนวนอยา่งมากจนไมส่ามารถควบคุมได ้

(Schottenfeld and Beebe-Dimmer, 2006)   IL-6 เป็น cytokine ในกระบวนการอกัเสบท่ีมีรายงานวา่มี

บทบาทสาํคญักบัมะเร็งท่อน้ําดี และผลการศึกษาก่อนหนา้น้ียงัพบว่าระดบัของ IL-6 มีการเพ่ิมข้ึนสูงมาก

อยา่งมีนัยสาํคญัทางสถิติในผูท่ี้ติดเช้ือพยาธิ O. viverrini และระดบัของ IL-6 มีความสมัพนัธก์บัการเกิด 

advanced periductal fibrosis จนนําไปสู่การเป็นมะเร็งท่อน้ําดีในท่ีสุด (Sripa et al., 2009)  

Proinflammatory cytokine อีกหน่ึงชนิดท่ีมีรายงานความสมัพนัธก์บัการเกิดมะเร็งท่อน้ําดี คือ interferon-γ 

(IFN-γ) การศึกษาก่อนหน้าน้ีพบวา่ในหนูท่ีติดเช้ือพยาธิ Opisthorchis viverrini ซ่ึงถูกใชเ้ป็นโมเดลสาํหรบั

การศึกษาเร่ืองการเกิดมะเร็งท่อน้ําดี มีระดบัของ IFN-γ ในซีรัม่ และระดบัการแสดงออกของยีน IFN-γ ใน

ตบัสงูข้ึน (Nair et al., 2011) จากผลการศึกษาเหล่าน้ีแสดงใหเ้ห็นว่า proinflammatory cytokines มี

ความสมัพนัธก์บัการเกิดมะเร็งท่อน้ําดี 

 ภาวะอกัเสบท่ีมีความสมัพนัธก์บัการเกิดมะเร็ง (cancer-related inflammation) ทาํใหเ้กิดการ

กระตุน้ของ transcription factors หลายตวัภายในเซลล ์   ซ่ึง transcription factor ท่ีสาํคญัตวัหน่ึงท่ีถูก

กระตุน้ในภาวะการอกัเสบและพบวา่มีความเก่ียวขอ้งอย่างมากกบัการพฒันาไปสู่การเกิดมะเร็งคือ signal 

transducers and activator of transcription-3 (STAT3) (Bromberg, 2002; Yoshimura, 2006; 

Mantovani et al., 2008)    STAT3 จดัเป็น oncogenic transcription factor  มีการกระตุน้การทาํงานของ 
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STAT3 ในโรคมะเร็งหลายชนิดเช่น มะเร็งตบั, มะเร็งกระเพาะอาหาร, มะเร็งปอด, มะเร็งเม็ดเลือด เป็นตน้ 

(Hodge et al., 2005)  กระบวนการกระตุน้ STAT3 เร่ิมจากการท่ี cytokine จบักบัตวัรบัของมนับนผิว

เซลล ์ จากน้ันเกิดจากกระตุน้การทาํงานของ Janus-like kinase (JAK) นําไปสู่การเกิดกระบวนการ 

phosphorylation ใหก้บัโปรตีน STAT เกิดเป็น phospho-STAT ซ่ึงเป็นรปูท่ี active และสามารถเคล่ือนท่ีเขา้

สู่นิวเคสียส ทาํหนา้ท่ีเป็น transcriptional factor ควบคุมการแสดงออกของยีนต่อไป (Darnell, 1997)   

การกระตุน้ STAT3 มีผลส่งเสริมใหเ้กิดการพฒันาไปสู่มะเร็งไดโ้ดยหลายกลไกไดแ้ก่ การเหน่ียวนําใหเ้กิด

การเปล่ียนแปลงทางจีโนม (genomic instability), การกระตุน้ใหเ้กิดการเพ่ิมจาํนวนของเซลลแ์ละทาํใหเ้กิด

การต่อตา้นต่อกระบวนการ apoptosis, การชกันําใหเ้กิด tumour angiogenesis และการส่งเสริมการเกิด

การแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็ง (Yoshimura, 2006; Porta et al., 2009)   กระบวนการเหล่าน้ีเป็นผล

สืบเน่ืองมาจากการท่ี STAT3 ไปมีผลเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอยูร่อด การ

เจริญเติบโต และการเพ่ิมจาํนวนของเซลลม์ะเร็งเช่น เหน่ียวนําใหเ้กิดการเพ่ิมการแสดงออกของ Bcl-xL 

และ Bcl-2 ซ่ึงเป็น anti-apoptotic protein, กระตุน้ cell cycle regulators cyclin D1, cyclin E1 และ p21 

(Hirano et al., 2000), มีผลกระตุน้ VEGF และ TGF-β ซ่ึงมีส่วนสาํคญัต่อกระบวนการ angiogenesis ของ

เซลลม์ะเร็ง (Xu et al., 2005) เป็นตน้      ดงัน้ันจึงอาจกล่าวไดว้า่ STAT3 เป็นตวัเช่ือมท่ีสาํคญัระหวา่ง

การอกัเสบกบัมะเร็ง   ในโรคมะเร็งท่อน้ําดี ซ่ึงมีหลกัฐานทางวิทยาศาสตรย์ืนยนัวา่ การกาํเนิดและการ

ดาํเนินไปของโรคมีความสมัพนัธก์บักระบวนการอกัเสบ  การยบัยัง้การกระตุน้ STAT3 จึงเป็นเป้าหมาย

ใหมส่าํหรบัการป้องกนัรวมไปถึงการรกัษาโรคมะเร็งท่อน้ําดีในอนาคต 

 จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้  STAT3 เป็น transcription factor ท่ีมีบทบาทสาํคญัท่ีถูกกระตุน้ใน

กระบวนการอกัเสบ  และการอกัเสบมีความสมัพนัธอ์ยา่งมากต่อมะเร็งท่อน้ําดี โดย cytokine IL-6 และ 

IFN-γ เป็น cytokine ในกระบวนการอกัเสบท่ีมีบทบาทสาํคญักบัมะเร็งท่อน้ําดี  ดงัน้ัน งานวิจยัน้ี จึง

ตอ้งการศึกษาถึงบทบาท JAK/STAT3 signaling cascade ในเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีชนิดท่ีมีความสมัพนัธก์บั

พยาธิใบไมใ้นตบั Opisthorchis viverrini (liver fluke O. viverrini-associated cholangiocarcinoma cells)  

ซ่ึงมีรายงานการศึกษาพบว่าการติดเช้ือพยาธิชนิดน้ี (Opisthorchiasis) พบมากในประเทศไทยโดยเฉพาะ

แถบภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และจดัเป็นปัจจยัเส่ียงท่ีสาํคญัท่ีสุดในการนําไปสู่การเกิดมะเร็งท่อน้ําดีได ้

(Kaewpitoon et al., 2008)      เน่ืองจากยาท่ีใชร้กัษาผูป่้วยมะเร็งท่อน้ําดีในปัจจุบนัยงัใหผ้ลการรกัษาท่ี

ไมดี่   การศึกษาถึงชีววิทยาโมเลกุลระดบัเซลลข์องมะเร็งชนิดน้ีจึงยงัคงเป็นส่ิงสาํคญัอยา่งยิ่ง เพราะเป็นหน 

ทางท่ีสามารถนําไปสู่เป้าหมายใหมใ่นการออกฤทธ์ิของยาท่ีมีประสิทธิภาพดีไดใ้นอนาคต   ผลการศึกษาท่ี

ไดจ้ากงานวิจยัช้ินน้ี สามารถทาํใหเ้กิดองคค์วามรูใ้หม่ถึงบทบาทและความสาํคญัของ STAT3 signaling 

pathway ใน liver fluke O.viverrini-associated cholangiocarcinoma cells   ซ่ึงอาจจะเป็นเป้าหมายท่ีดีใน

การรกัษามะเร็งท่อน้ําดีได ้
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2. วิธีดาํเนินการวิจยั 

2.1 สารเคมี 

 IL-6, IFN-γ และ primary antibody ต่อ STAT3, phospho-STAT3 (p-STAT3) ซ้ือมาจากบริษัท 

Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)   RIPA buffer ไดจ้ากบริษัท Amresco (Solon, OH, USA)  

สารเคมีสาํหรบัเล้ียงเซลลซ้ื์อจากบริษัท Gibco BRL Life Technologies (Grand Island, NY, USA) 

 

2.2 Cell line และการเล้ียงเซลล ์

 เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน้ําดีของมนุษย ์หรือ human CCA cell line ท่ีนํามาใชใ้นการศึกษาน้ีไดร้บั

อนุเคราะหม์าจาก ดร.บรรจบ ศรีภา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาตร ์มหาวิทยาลยัขอนแก่น   เซลล์

ถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลช์นิด Ham’s F12 media โดยมีการเติม 10% fetal calf serum, 12.5 mM 

HEPES, pH 7.3, 100 U/mL penicillin G และ 100 ug/mL streptomycin เซลลถ์ูกเล้ียงในตูอ้บ ในสภาวะ 

5% CO2 ท่ี 37°C   เซลลถ์ูก subculture ทุกๆ 3 วนั โดยใช ้0.25% trypsin-EDTA  

 

2.3 Cells treatment 

 เม่ือเซลลเ์จริญเติบโตไดป้ระมาณ 70% confluency เซลลถ์ูกเล้ียงใน serum-free medium เป็น

ระยะเวลา 18 ชัว่โมง จากน้ันทาํการ treat เซลลด์ว้ย cytokine mixture (Kaur et al., 2003)  ไดแ้ก่สาร

ผสมของ IL-6 (100 ng/mL) และ IFN-γ (100 ng/mL) ใน serum-free medium เป็นระยะเวลาต่างๆ

ตั้งแต่ 1-24 ชัว่โมง  ในการทดลองท่ีใช ้ JAK inhibitors น้ัน เซลลจ์ะไดร้บัการ pretreat ดว้ยสาร 

piceatannol (JAK1 inhibitor) (Barton et al., 2004) หรือ AG490 (JAK2 inhibitor) (Barton et al., 

2004) ท่ีความเขม้ขน้ 1, 10, 100 µM เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ก่อนทาํการ treat ดว้ย cytokine mixture  

 

2.4 การสกดัโปรตนีและ western blot analysis 

 หลงัจาก treat เซลลค์รบตามกาํหนดเวลาแลว้  ทาํการสกดัโปรตีนโดยดดูอาหารเล้ียงเซลลท้ิ์ง ลา้ง

เซลลด์ว้ย cold PBS 2 ครั้ง  และเตรียม whole cell lysate โดยใช ้RIPA cell lysis buffer ตามวิธีท่ีบริษัท 

ผูผ้ลิตกาํหนด  โปรตีนท่ีสกดัไดถู้กนํามาแยกโดยวิธี SDS-PAGE บน 10% polyacrylamide gel   โปรตีนบน

เจลถูกยา้ยไปบนแผ่น PVDF membrane โดยใชก้ระแสไฟฟ้า   จากน้ันทาํการ block membrane ดว้ย 5% 

(w/v) bovine serum albumin ใน Tris buffered saline containing 0.1% Tween-20 เป็นเวลา 2 ชัว่โมงท่ี

อุณหภมิูหอ้ง  จากน้ันทาํการ incubate membrane ดว้ย primary antibody ต่อ STAT3 (1:1000), 

phospho-STAT3 (Tyr705)(1:1000) และ β-actin (1:5000) ท่ี 4°C overnight   เม่ือครบกาํหนดเวลา 

ทาํการลา้ง membrane และ incubate membrane ต่อดว้ย horseradish peroxidase conjugated secondary 

antibody  เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  เม่ือครบกาํหนดเวลา ทาํการ detect band โดยใชส้าร AmershamTM ECLTM 
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Prime (Amersahm Biosciences Corp, NJ, USA)  ความเขม้ขน้ของ protein band ถูกวดัโดยใช ้

ImageQuantTM 400 

 

2.5 Real-time polymerase chain reaction 

 การสกดั total RNA จากเซลลท์าํโดยใช ้ Trizol reagent (Invitrogen, USA) ตามกรรมวิธีท่ี

บริษัทผูผ้ลิตแนะนํา เม่ือได ้ total RNA ออกมาแลว้  ทาํการสงัเคราะหส์าร cDNA โดยใช ้ ImProm-IITM 

reverse transcription system (Promega, WI, USA)   cDNA ท่ีไดถู้กนําทาํปฏิกริยา PCR โดยใช ้primer ท่ี

จาํเพาะต่อยีนน้ันๆ ไดแ้ก่ iNOS forward 5'-GTTCTCACGGCACAGGTCTC-3' and iNOS reverse 5'- 

GCAGGTCACTTATGTCACTTATC-3' (Wu et al., 2011), ICAM-1 forward 5'-CAAGGCCTCAGTCAG 

TGTGA-3' and ICAM-1 reverse 5'-CCTCTGGCTTCGTCAGAATC-3' (Kim et al., 2010), GAPDH 

forward 5'-GTGGTGGACCTGACCTGC-3' and GAPDH reverse 5'-TGAGCTTGACAAAGTGGTCG-3' (Kim 

et al., 2010)   Relative expression ของ iNOS และ ICAM-1 ถูกวิเคราะหโ์ดยใช ้quantitative RT-PCR 

โดยใช ้GAPDH เป็น internal control    ปฏิกริยา PCR ถูก perform โดยใช ้SsoFastTM Evagreen Supermix 

with low Rox (Bio-Rad, CA, USA) โดยใชเ้คร่ือง ABI Prism 7500 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) ภายใต ้condition: denaturation ท่ี 95°C เป็นเวลา 3 นาที และ 

amplification ท่ี 95°C 15 sec และ 60°C 15 sec เป็นจาํนวน 40 รอบ 

 

2.6 Wound healing assay 

 เซลล ์KKU100 ถูกเล้ียงดว้ย Ham’s F12 medium เสริมดว้ย 10% fetal calf serum ใน 24-well 

plate จาํนวน 150,000 เซลล/์well  ทาํการ incubate เซลลเ์ป็นเวลาขา้มคืนท่ี 37°C จากน้ันทาํการ 

scratch เซลลเ์พ่ือใหเ้กิดเป็น wound ดว้ยปิเปตทิปขนาด 200 µL  เศษเซลลถ์ูกลา้งออกดว้ย PBS   ต่อมา

ทาํการ treat cell ดว้ย cytokine mixture เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง  รปูถ่ายของ scratched wound ถูก

บนัทึกท่ี 0 และ 24 ชัว่โมง  การปิดของ scratched wound แสดงถึงการเคล่ือนท่ีของเซลล ์(cell migration) 

 

 

3. ผลการวิจยั 

3.1 Constitutive STAT3 signaling cascade ในเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีชนิดตา่งๆ 

 ผลการศึกษา constitutive STAT3 signaling cascade ในเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ 

KKU-100, KKU-M156, KKU-M213, KKU-M214, OCA17 และเซลลท่์อน้ําดีปกติ MMNK1 พบวา่ 

เซลลเ์หล่าน้ีมีปริมาณของ basal STAT3 protein ท่ีแตกต่างกนัออกไป โดยพบปริมาณมากท่ีสุดในเซลล ์

KKU-100 และนอ้ยท่ีสุดใน KKU-M214 )รปูท่ี 1)   อยา่งไรก็ตาม ไมส่ามารถวดัปริมาณของ constitutive 

phospho (p)-STAT3 ไดใ้นเซลลเ์หล่าน้ี  
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  รูปท่ี 1 ปริมาณของ basal STAT3 protein ในเซลล ์MMNK1 และเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีชนิดตา่งๆ   

 

3.2 Cytokine mixture เหน่ียวนาํการกระตุน้ STAT3 ในเซลล ์KKU100 

 เพ่ือตรวจสอบว่าวิถี JAK/STAT signaling คงปรากฎอยูใ่นเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดี  ผูว้ิจยัจึงทาํการ treat 

KKU100 cell ดว้ย cytokine mixture (100 ng/mL IL-6 และ 100 ng/mL IFN-γ) เป็นระยะเวลาต่างๆ

ตั้งแต่ 1-24 ชัว่โมง  โดยปริมาณของ cytokine ท่ีใชน้ี้ไดท้าํการตรวจสอบแลว้ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์

จากน้ันทาํการวดัปริมาณของโปรตีน STAT3 และ phospho-STAT3 (p-STAT3) โดยวิธี western blot 

analysis  ผลการศึกษาพบวา่มีปริมาณของ p-STAT3 เพ่ิมข้ึนอยา่งชดัเจนเม่ือ treat KKU100 cell ดว้ย IL-

6 + IFN-γ  ซ่ึงแสดงถึงมีการกระตุน้การทาํงานของ JAK/STAT3 signaling cascade  )รปูท่ี 2)   

 

       
                   รูปท่ี 2  ปริมาณของ p-STAT3 และ STAT3 protein ในเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีชนิด KKU-100  

           เม่ือไดร้บัการ treat ดว้ย IL-6 และ IFN-γ ในขนาด 100 ng/mL ท่ีระยะเวลาต่างๆ 

 

3.3 Cytokine mixture เหน่ียวนาํการแสดงออกของยีน iNOS และ ICAM-1 

 เป็นท่ีทราบกนัดีวา่ inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1) มีบทบาทสาํคญัมากต่อกระบวนการอกัเสบและการเกิดมะเร็ง (Yamada et al., 

2006; Kostourou et al., 2011)  ในงานวิจยัน้ี ผูว้ิจยัจึงไดท้าํการตรวจสอบผลของ cytokine mixture ต่อ

การแสดงออกของยีน iNOS และ ICAM-1 ในเซลล ์ KKU100  ผลการศึกษาพบวา่ cytokine mixture 

สามารถเหน่ียวนําการแสดงออกของยีน iNOS และ ICAM-1 ใหเ้พ่ิมปริมาณข้ึนอยา่งมีนัยสาํคญัทางสถิติ ดงั

แสดงในรปูท่ี 3 
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          รูปท่ี 3  mRNA expression of iNOS and ICAM-1 

เซลลไ์ดร้บัการ treat ดว้ย cytokine mixture เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เม่ือครบกาํหนดเวลา นําเซลลม์าสกดั RNA โดยใชน้ํ้ายา 

Trizol  และทาํการสงัเคราะห ์cDNA โดยเทคนิค reverse transcription จากน้ันทาํการวดัการแสดงออกของยนีดว้ยวิธี real 

time-polymerase chain reaction โดยใช ้primer ท่ีจาํเพาะต่อยนีชนิดน้ันๆ 

 

3.4 JAK inhibitors สามารถยบัยั้ง cytokine-induced expression of iNOS and ICAM-1 

 เพ่ือตรวจสอบว่า JAK/STAT signaling pathway เก่ียวขอ้งกบัการเพ่ิมการแสดงออกของ iNOS และ 

ICAM-1   ผูว้ิจยัไดท้าํการศึกษาผลของ specific JAK inhibitors ไดแ้ก่ piceatannol (JAK1 inhibitor) และ 

AG490 (JAK2 inhibitor) ต่อผลของการเหน่ียวนําการแสดงออกของยีน iNOS และ ICAM-1 โดย cytokine 

mixture ผลการศึกษาพบว่า JAK inhibitors สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยีนทั้งสองน้ีได ้ โดยผลการ

ยบัยัง้เป็นไปตามความเขม้ขน้ของ JAK inhibitors ท่ีใช ้ ดงัแสดงในรปูท่ี 4 

 

3.5 Cytokine mixture เหน่ียวนาํการเคล่ือนที่ของเซลล ์KKU100 

 เน่ืองจาก ICAM-1 เป็นโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบั migration และ invasion ของเซลล ์  ผูว้ิจยัจึงได้

ทาํการศึกษาผลของ cytokine mixture ต่อการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดี โดยใช ้ wound healing 

assay  ผลการศึกษาแสดงในรปูท่ี 5  เม่ือทาํการ treat cell ดว้ย cytokine mixture เซลลส์ามารถเคล่ือนท่ี

ไดม้ากกวา่เซลลค์วบคุมอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ 
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        a) 

                

            b) 

               

  รูปท่ี 4  ผลของ specific JAK inhibitors ตอ่ผลของ cytokine ในการกระตุน้การแสดงออกของ a) iNOS และ      

  b) ICAM-1: เซลล ์KKU-100 ถูก pretreat ดว้ยสาร AG490 หรือ piceatannol ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เป็น  

   ระยะเวลา 2 hr จากน้ัน treat cell ดว้ย cytokine mixture เป็นเวลา 3 hr เม่ือครบกาํหนดเวลา ทาํการวิเคราะห ์ 

   หาการแสดงออกของยนีโดยการวดัปริมาณ mRNA ดว้ยเทคนิค real-time PCR 
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    รูปท่ี 5 ผลของ cytokine mixture ตอ่การเคล่ือนท่ีของเซลล ์KKU100 

เซลล ์ KKU100 ถูกเล้ียงดว้ย Ham’s F12 medium เสริมดว้ย 10% fetal calf serum ใน 24-well plate จาํนวน 

150,000 เซลล/์well  ทาํการ incubate เซลลเ์ป็นเวลาขา้มคืนท่ี 37°C จากน้ันทาํการ scratch เซลลเ์พื่อใหเ้กิดเป็น 

wound ดว้ยปิเปตทิปขนาด 200 µL  เศษเซลลถ์ูกลา้งออกดว้ย PBS   ต่อมาทาํการ treat cell ดว้ย cytokine mixture เป็น

ระยะเวลา 24 ชัว่โมง  CK; cytokine mixture 

 

4. อภิปรายผล 

 มะเร็งท่อน้ําดีหรือ cholangiocarcinoma (CCA) เป็นมะเร็งท่ีการวินิจฉยัโรคทาํไดย้าก  ผูป่้วยมกั

ไดร้บัการวินิจฉยัในช่วงทา้ยๆของการเป็นมะเร็งทาํใหย้ากต่อการรกัษา  ในปัจจุบนัการรกัษาดว้ยการผ่าตดั 

ฉายรงัสีหรือการใหย้าเคมีบาํบดัก็ยงัคงใหผ้ลการรกัษาท่ีไมดี่นัก   จึงยงัคงมีความพยายามในการศึกษาถึง

กลไกระดบัโมเลกุลในการเกิดมะเร็งท่อน้ําดี เพ่ือหวงัใหเ้ป็นหนทางนําไปสู่การพฒันายาท่ีสามารถยบัยัง้ท่ี

กลไกเหล่าน้ัน มีรายงานการศึกษาวา่ เซลลท่์อน้ําดีมีการหลัง่ cytokines ต่างๆ ซ่ึงมีผลควบคุมการส่ง

สญัญาณภายในเซลลข์องเซลลท่์อน้ําดี (Wise et al., 2008) ในการศึกษาครั้งน้ี แสดงใหเ้ห็นถึงฤทธ์ิของ

สาร proinflammatory cytokines ไดแ้ก่ IL-6 และ IFN-γ ในการกระตุน้การทาํงานของ JAK/STAT3 

signaling cascade ในเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดี  อยา่งไรก็ตาม ไมส่ามารถวดัปริมาณของ constitutive 

phosphorylated STAT3 ไดใ้นเซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีหลายชนิดท่ีนํามาศึกษา ถึงแมว้่ารายงานก่อนหนา้น้ีกล่าว

วา่มีการกระตุน้การทาํงานของ STAT3 ในโรคมะเร็งหลายชนิดเช่น มะเร็งตบั, มะเร็งกระเพาะอาหาร, 

มะเร็งปอด, มะเร็งเม็ดเลือด เป็นตน้ (Hodge et al., 2005)  ซ่ึงการตรวจไมพ่บ constitutive p-STAT3 ใน

เซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีอาจเป็นเพราะความแตกต่างระหวา่งสภาพแวดลอ้มของ cell culture กบัในเน้ือเยื่อ

มะเร็งท่อน้ําดีในร่างกายของผูป่้วยจริงๆ ทั้งน้ีใน cell culture ไมมี่สภาวะของการอกัเสบซ่ึงทาํใหมี้ 

cytokines ชนิดต่างๆถูกปล่อยออกมา และสามารถกระตุน้การทาํงานของ STAT3 signaling cascade ได ้

ซ่ึงแตกต่างจากสภาวะการอกัเสบท่ีเกิดข้ึนในร่างกายของผูป่้วยมะเร็งท่อน้ําดี 
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 ผลการศึกษาท่ีไดจ้ากงานวิจยัน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่ JAK/STAT signaling pathway มีบทบาทสาํคญัใน

การควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบและการเกิดมะเร็งไดแ้ก่ iNOS และ ICAM-1   

การเพ่ิมการแสดงออกของยีน iNOS สามารถนําไปสู่การเพ่ิมการผลิต nitric oxide ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีเป็น

สาเหตุของการอกัเสบ กระบวนการแพร่กระจาย และการแบ่งตวัของเซลลม์ะเร็ง  (Kostourou et al., 

2011) นอกจากน้ีการกระตุน้ iNOS ในเซลลท่์อน้ําดี ยงัก่อใหเ้กิดการผลิต nitric oxide และสารอนุมลู

อิสระต่างๆ ก่อใหเ้กิดการทาํลาย DNA และยบัยัง้กระบวนการซ่อมแซม DNA นอกจากน้ี nitric oxide ยงั

สามารถทาํใหเ้กิด DNA mutation ไดด้ว้ย   และผลของความผิดปกติของ DNA นําไปสู่การเปล่ียนแปลงการ

แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง (Kostourou et al., 2011)    สาํหรบั 

ICAM-1 เป็นโมเลกุลท่ีช่วยในการเคล่ือนท่ีของเม็ดลือดขาวผ่าน endothelium มีความเก่ียวขอ้งอยา่งมาก

กบัการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็ง (Yamada et al., 2006)  มีรายงานการศึกษาแสดงใหเ้ห็นถึงประโยชน์

ของการใชส้าร ICAM-1 inhibitor ในการยบัยัง้การเกิดมะเร็งและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็ง (Lee et 

al., 2012) ดงัน้ัน สารท่ีออกฤทธ์ิยบัยัง้ iNOS และ ICAM-1 สามารถนํามาใชเ้ป็นสารสาํหรบัป้องกนัหรือ

รกัษามะเร็งได ้   

 การเพ่ิมการเคล่ือนท่ีหรือเพ่ิมความสามารถในการบุกรุกเป็นคุณสมบติัท่ีสาํคญัอยา่งหน่ึงของเซลล ์

มะเร็ง ซ่ึงมีรายงานวา่ ICAM-1 มีความเก่ียวขอ้งกบัคุณสมบติัน้ี (Yamada et al., 2006) ในการศึกษาน้ี 

พบวา่ สาร cytokine สามารถเหน่ียวนําใหเ้ซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีมีการเคล่ือนท่ีเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนัยสาํคญัทาง

สถิติเม่ือเทียบกบัเซลลใ์นกลุ่มควบคุม  ซ่ึงผลการศึกษาน้ี เป็นหลกัฐานสนับสนุนบทบาทของสาร cytokine 

ต่อการเกิดมะเร็งท่อน้ําดี 

 

5. สรุปผลและขอ้เสนอแนะ 

 โดยสรุป ผลงานศึกษาวิจยัครั้งน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ เซลลม์ะเร็งท่อน้ําดีมีการทาํงานของ JAK/STAT3 

signaling cascade เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยสาร proinflammatory cytokines และ JAK/STAT signaling pathway 

มีบทบาทสาํคญัในการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบและการเกิดมะเร็งไดแ้ก่ iNOS 

และ ICAM-1   ดงัน้ัน JAK/STAT3 signaling pathway จึงเป็นเป้าหมายใหม่ในการออกฤทธ์ิของเคมีป้องกนั

หรือรกัษามะเร็งท่อน้ําดีในอนาคตได ้  ในการวิจยัในขั้นต่อไป จึงควรทาํการศึกษาถึงฤทธ์ิในการยบัยัง้ 

JAK/STAT3 signaling cascade ของสารต่างๆ เช่นสารสกดัจากธรรมชาติ เพ่ือจะไดเ้ป็นแนวทางในการนํา

สารเหล่าน้ีมาพฒันาเป็นเคมีป้องกนัหรือยาสาํหรบัรกัษามะเร็งท่อน้ําดีต่อไป 

 

6. เอกสารอา้งอิง 

Barton BE, Karras JG, Murphy TF, Barton A, Huang HF. 2004. Signal transducer and activator of 

 transcription 3 (STAT3) activation in prostate cancer: Direct STAT3 inhibition induces 

 apoptosis in prostate cancer lines. Mol Cancer Ther 3(1):11-20. 

Bromberg J. 2002. Stat proteins and oncogenesis. J Clin Invest 109(9):1139-42. 



10 
 

Darnell JE, Jr. 1997. STATs and gene regulation. Science 277(5332):1630-5. 

Hirano T, Ishihara K, Hibi M. 2000. Roles of STAT3 in mediating the cell growth, differentiation and 

survival signals relayed through the IL-6 family of cytokine receptors. Oncogene 

19(21):2548-56. 

Hodge DR, Hurt EM, Farrar WL. 2005. The role of IL-6 and STAT3 in inflammation and cancer. Eur 

J Cancer 41(16):2502-12. 

Kaewpitoon N, Kaewpitoon SJ, Pengsaa P, Sripa B. 2008. Opisthorchis viverrini: the carcinogenic 

human liver fluke. World J Gastroenterol 14(5):666-74. 

Kaur N, Kim IJ, Higgins D, Halvorsen SW. 2003. Induction of an interferon-gamma Stat3 response 

in nerve cells by pre-treatment with gp130 cytokines. J Neurochem 87(2):437-47. 

Khan SA, Davidson BR, Goldin R, Pereira SP, Rosenberg WM, Taylor-Robinson SD, et al. 2002. 

Guidelines for the diagnosis and treatment of cholangiocarcinoma: consensus document. 

Gut 51 Suppl 6:VI1-9. 

Kim YS, Im J, Choi JN, Kang SS, Lee YJ, Lee CH, et al. 2010. Induction of ICAM-1 by Armillariella 

mellea is mediated through generation of reactive oxygen species and JNK activation. J 

Ethnopharmacol 128(1):198-205. 

Kostourou V, Cartwright JE, Johnstone AP, Boult JK, Cullis ER, Whitley G, et al. 2011. The role of 

tumour-derived iNOS in tumour progression and angiogenesis. Br J Cancer 104(1):83-90. 

Kurathong S, Lerdverasirikul P, Wongpaitoon V, Pramoolsinsap C, Kanjanapitak A, Varavithya W, et 

al. 1985. Opisthorchis viverrini infection and cholangiocarcinoma. A prospective, case-

controlled study. Gastroenterology 89(1):151-6. 

Lazaridis KN, Gores GJ. 2005. Cholangiocarcinoma. Gastroenterology 128(6):1655-67. 

Lee IT, Lin CC, Lee CY, Hsieh PW, Yang CM. 2012. Protective effects of (-)-epigallocatechin-3-

gallate against TNF-alpha-induced lung inflammation via ROS-dependent ICAM-1 inhibition. 

J Nutr Biochem. 

Mantovani A, Allavena P, Sica A, Balkwill F. 2008. Cancer-related inflammation. Nature 

454(7203):436-44. 

Nair SS, Bommana A, Pakala SB, Ohshiro K, Lyon AJ, Suttiprapa S, et al. 2011. Inflammatory 

response to liver fluke Opisthorchis viverrini in mice depends on host master coregulator 

MTA1, a marker for parasite-induced cholangiocarcinoma in humans. Hepatology 

54(4):1388-97. 

Porta C, Larghi P, Rimoldi M, Totaro MG, Allavena P, Mantovani A, et al. 2009. Cellular and 

molecular pathways linking inflammation and cancer. Immunobiology 214(9-10):761-77. 



11 
 

Schottenfeld D, Beebe-Dimmer J. 2006. Chronic inflammation: a common and important factor in 

the pathogenesis of neoplasia. CA Cancer J Clin 56(2):69-83. 

Sripa B, Mairiang E, Thinkhamrop B, Laha T, Kaewkes S, Sithithaworn P, et al. 2009. Advanced 

periductal fibrosis from infection with the carcinogenic human liver fluke Opisthorchis 

viverrini correlates with elevated levels of interleukin-6. Hepatology 50(4):1273-81. 

Valle JW, Wasan H, Johnson P, Jones E, Dixon L, Swindell R, et al. 2009. Gemcitabine alone or in 

combination with cisplatin in patients with advanced or metastatic cholangiocarcinomas or 

other biliary tract tumours: a multicentre randomised phase II study - The UK ABC-01 

Study. Br J Cancer 101(4):621-7. 

Wise C, Pilanthananond M, Perry BF, Alpini G, McNeal M, Glaser SS. 2008. Mechanisms of biliary 

carcinogenesis and growth. World J Gastroenterol 14(19):2986-9. 

Wu SQ, Otero M, Unger FM, Goldring MB, Phrutivorapongkul A, Chiari C, et al. 2011. Anti-

inflammatory activity of an ethanolic Caesalpinia sappan extract in human chondrocytes and 

macrophages. J Ethnopharmacol 138(2):364-72. 

Xu Q, Briggs J, Park S, Niu G, Kortylewski M, Zhang S, et al. 2005. Targeting Stat3 blocks both 

HIF-1 and VEGF expression induced by multiple oncogenic growth signaling pathways. 

Oncogene 24(36):5552-60. 

Yamada M, Yanaba K, Hasegawa M, Matsushita Y, Horikawa M, Komura K, et al. 2006. Regulation 

of local and metastatic host-mediated anti-tumour mechanisms by L-selectin and 

intercellular adhesion molecule-1. Clin Exp Immunol 143(2):216-27. 

Yoshimura A. 2006. Signal transduction of inflammatory cytokines and tumor development. Cancer 

Sci 97(6):439-47. 

 

 


