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บทคัดยอ 

โปรตีนแอลฟา 1-แอนตี้ทริปซิน (Alpha 1-antitrypsin, A1AT) เปนไกลโคโปรตีนท่ีสวนใหญสราง
จากตับ และในสภาวะปกติจะทําหนาท่ียับยั้งการทํางานของเอนไซมในกลุม serine proteases เพ่ือปองกัน
เนื้อเยื่อไมใหถูกทําลายจากเอนไซมเหลานี้ โดยเฉพาะ matrix metalloproteinases (MMPs) ท่ีทําให
เซลลมะเร็งสามารถแพรกระจายไปยังอวัยวะอ่ืนและเกิดการสรางหลอดเลือดใหมได การทํางานของ A1AT จะ
อาศัยโครงสรางท่ีเหมาะสมเพ่ือจับกับ protease ท่ีเปนเปาหมายของมัน แตเนื่องจาก A1AT มีโครงสราง
บางสวนท่ีงายตอการถูกออกซิไดซโดยอนุมูลอิสระท่ีหลั่งจากเซลลอักเสบ ดังนั้นจึงสงผลใหโปรตีนเกิดการ
เปลี่ยนแปลงท้ังโครงสรางและหนาท่ี สาเหตุสําคัญท่ีทําให A1AT สูญเสียหนาท่ีคือการเกิดปฏิกิริยา oxidation 
ของกรดอะมิโน 0methionine 0ท่ีตําแหนง 351 และ0 03580 0ซ่ึงเปน active site ซ่ึงทําใหเปลี่ยนไปอยูในรูป 0 
0methionine sulfoxide (oxidized A1AT; ox-A1AT) 0และจะเก่ียวของกับ0กลไกการกอโรคหลายชนิด ไดมี
การศึกษาวิเคราะห โดยใชเทคนิค proteomics และ immunoprecipitation/ western blot พบการ
เกิดปฏิกิริยา carbonylation ของ A1AT สูงอยางมีนัยสําคัญในเนื้อเยื่อมะเร็งของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี เม่ือ
เทียบกับเนื้อเยื่อปกติ เนื่องจากความเสียหายท่ีเกิดจากภาวะ oxidative/nitrative stress เปนหนึ่งในสาเหตุ
หลักของการเกิดมะเร็งทอน้ําดีท่ีเก่ียวของกับการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคศึกษาการแสดงออกของโปรตีน A1AT และ ox-A1AT ในเนื้อเยื่อมะเร็งทอ
น้ําดีโดยวิธี immunohistochemitry และตรวจวัดระดับ ox-A1AT ในซีรัมดวยเทคนิค ELISA ผลการศึกษา
การแสดงออกของ A1AT และ ox-A1AT ในเนื้อเยื่อมะเร็งทอน้ําดีพบวาท้ังสองโปรตีนมีการแสดงออกสูงใน
เซลลมะเร็งของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีและผูปวยท่ีมีการแสดงออกของ ox-A1AT สูงมีความสัมพันธ 1อยางมี
นัยสําคัญกับการพยากรณโรคท่ีไมดี1 (P = 0.031) เม่ือศึกษาตําแหนงท่ีแสดงออกรวมกันของ A1AT และ ox-
A1AT ในเนื้อเยื่อมะเร็งทอน้ําดีดวยเทคนิค double-immunofluorescence แสดงใหเห็นวามี A1AT บางตัว
ท่ีถูกออกซิไดซแลวอยูในรูป ox-A1AT อีกท้ังยังพบวาระดับการแสดงออกของ ox-A1AT ข้ึนอยูกับระดับของ 
A1AT ดวยอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.001) นอกจากนี้ไดมีการตรวจวัดระดับ ox-A1AT ในซีรัมซ่ึงพบวามี
ระดับสูงในกลุมผูท่ีติดเชื้อพยาธิใบไมตับรุนแรง, ผูปวยท่ีมี0ภาวะ fibrosis รอบทอน้ําดีรุนแรง1 (APF) และผูปวย
มะเร็งทอน้ําดี เม่ือเทียบกับคนปกติ (P < 0.001) เปนท่ีนาสนใจอยางยิ่งเม่ือวิเคราะหหา odd ratio (OR) พบ0

วาผูท่ีมี0ระดับ1 ox-A1AT สูงมีอาจความเสี่ยงในการมี0ภาวะ fibrosis รอบทอน้ําดีรุนแรง (advanced 
periductal fibrosis) 1และมะเร็งทอน้ําดี (p < 0.001; OR = 140.52 and 22.03, ตามลําดับ) 0ในคนท่ีมีภาวะ 
fibrosis รอบทอน้ําดีรุนแรง 0อาจ0นําไปสูโรคตับและเพ่ิมความเสี่ยงในการพัฒนาเปนมะเร็งทอน้ําดี1 จากผล
การศึกษานี้ชี้ใหเห็นวา ox-A1AT เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ0ท่ีมีศักยภาพ0ในการทํานายความเสี่ยงของโรคมะเร็ง
ทอน้ําดีท่ีเก่ียวของกับการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ 0และ 0ox-A1AT ยัง0ควบคุมการทํางานของ0 0MMP-2 และ 
0MMP-9 0โดยการยับยั้ง0 0proteolytic activity ของเอนไซม0เหลานี้ซ่ึงอาจจะเก่ียวของกับกระบวนการกาวหนา
ของมะเร็งทอน้ําดี1อีกดวย 
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Abstract 

Alpha-1 antitrypsin (A1AT) is a secretory glycoprotein produced mainly in the liver, 
and a typical serine proteinase inhibitor, which prevents tissue damage by inactivating 
proteinases. Since A1AT has a wide spectrum of anti-protease activity inhibiting several 
serine proteases. This is produced by various cancer cells for digestion of the extracellular 
matrix together with matrix metalloproteinases (MMPs) for the induction of tumor invasion 
and angiogenesis. A1AT functions depend on its conformation, which fits the targeted 
protease. Since A1AT has some moieties that are easily to be oxidized by free radicals 
released from inflammatory cells, resulting in protein conformational change and 
dysfunction. The major cause of oxidation and subsequent activity loss is the oxidization of 
methionine 351 and 358 residues, which are located at its active center, to methionine 
sulfoxide (oxidized A1AT; ox-A1AT) leading to many diseases. Our previous study, using 
proteomic analysis followed by immunoprecipitation and western blot analyses of individual 
samples confirmed significantly greater carbonylation of A1AT in tumor tissues of 
cholangiocarcinoma (CCA) than in normal tissues. The oxidative modification of this protein 
was significantly associated with poor prognosis. The production of ox-A1AT is present in 
human serum for indicating oxidative stress in many diseases. Oxidative/nitrative damage is 
one of the major contributors in opisthorchiasis-driven cholangiocarcinogenesis, therefore we 
aimed to determine A1AT and ox-A1AT expression in cholangiocarcinoma (CCA) tissue using 
immunohistochemical staining and to investigate serum ox-A1AT level by ELISA. Results 
revealed that A1AT and ox-A1AT were highly expressed in tumor cells of CCA patients and 
higher ox-A1AT expression group has a significantly correlated with poor prognosis (P = 
0.031). However, the co-localization of A1AT and ox-A1AT was observed in human CCA 
tissues by double-immunofluorescence. It can be seen that some A1AT was oxidized and 
appeared as ox-A1AT form and we also found that ox-A1AT level depends on amount of 
A1AT with statistical significance (P < 0.001). Moreover the serum levels of ox-A1AT were 
significantly higher in heavy O. viverrini infection, advanced periductal fibrosis (APF) and CCA 
groups when compared with healthy controls (P < 0.001). Interestingly, odd ratio (OR) 
analysis demonstrated that high ox-A1AT level in healthy was predictable for APF and CCA 
risks (p < 0.001; OR = 140.52 and 22.03, respectively). In humans, APF may lead to 
hepatobiliary diseases and an increased risk of CCA development. The present results 
indicate that oxidized A1AT is a potential biomarker to predict the risk of opisthorchiasis 
associated CCA and regulates MMP-2 and MMP-9 by inhibiting the proteolytic activity of 
these enzymes, which could be involved in the progression of CCA.  

 
Keywords: Opisthorchis viverrini, oxidized alpha-1 antitrypsin, risk marker, 
cholangiocarcinoma, periductal fibrosis 
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 โครงการวิจัยเรื่อง “บทบาทของออกซิไดสแอลฟา-1 แอนตี้ทริบซินในการเปนตัวบงชี้ชีวภาพในโรค
พยาธิใบไมตับและมะเร็งทอน้ําดี” เปนโครงการยอยภายใตชุดโครงการกลไกการกอมะเร็งทอน้ําดีในระดับ
โมเลกุลเพ่ือการปองกันดวยเคมีอยางมีประสิทธิภาพ ซ่ึงไดรับทุนวิจัยประเภทอุดหนุนท่ัวไปจาก
มหาวิทยาลัยขอนแกนประจําปงบประมาณ 2555 (โครงการวิจัยเลขท่ี 550404) คณะผูวิจัยใครขอขอขอบคุณ
หนวยงานตางๆท่ีใหการสนับสนุนใหโครงการวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไดดวยดี อาทิเชน มหาวิยาลัยขอนแกน คณะ
แพทยศาสตร โดยเฉพาะอยางยิ่งการอํานวยความสะดวกดานตาง ๆ  จากศูนยวิจัยพยาธิใบไมตับและมะเร็งทอ
น้ําดี มหาวิทยาลัยขอนแกน และโครงการนี้จะไมสามารถประสบความสําเร็จลงไดหากไมไดรับการสนับสนุน
ดานทุนการศึกษาจากโครงการทุนการศึกษามหาวิทยาลัยวิจัยแหงชาติ มหาวิทยาลัยขอนแกน ท่ีมอบ
ทุนการศึกษาให น.ส.วาสนา จํานงการ นักศึกษาปริญญาระดับปริญญาโท สาขาชีวเคมีทางการแพทยและ
ชีววิทยาระดับโมเลกุล จนสามารถสําเร็จการศึกษาไดในปการศึกษา 2555 และยังสามารถตีพิมพผลงานจาก
วิทยานิพนธนี้ในวารสาร Tumor Biology, Impact factor 2011= 2.143 (Jamnongkan W, Techasen A, 
Thanan R, Duenngai K, Sithithaworn P, Mairiang E, Loilome W, Namwat N, Pairojkul C, 
Yongvanit P. Oxidized alpha-1 antitrypsin as a predictive risk marker of opisthorchiasis-
associated cholangiocarcinoma. Tum Biol. 2012;34:695-704.) องคความรูจากงานวิจัยนี้สามารถ
พิสูจนวาระดับ oxidized alpha-1 antitrypsin ซีรั่มเปนตัวชี้วัดท่ีมีศักยภาพตัวหนึ่งท่ีสามารถนําไป
ประยุกตใชในชุมชนท่ีมีความเสี่ยงตอโรคมะเร็งทอน้ําดีได 
          

พวงรัตน ยงวณิชย 
            มิถุนายน 2556 
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