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 ความสําคัญ และที่มาของปัญหาที่ทําการวิจัย 

  มะเร็งท่อนํ้าดีเป็นปัญหาสาธารณสุขที่จําเพาะและสําคัญของภาคตะวันออกเฉียงเหนือนับแต่อดีต

จนถึงปัจจุบัน เน่ืองจากเป็นพ้ืนท่ีท่ีมีอุบัติการณ์ของมะเร็งชนิดนี้สูงท่ีสุดในประเทศและในโลกการศึกษา

กระบวนการเกิดและการพัฒนาการของมะเร็งชนิดน้ีจึงมีความสําคัญ เพราะเป็นความรู้พ้ืนฐานในการ

พัฒนาการตรวจวินิจฉัยและการบําบัดรักษาที่มีประสิทธิภาพในอนาคต 

  เนื่องจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ําดีส่วนใหญ่ไม่มีอาการแสดงในระยะเร่ิมแรก  และยังไม่มีการวินิจฉัยหรือ

การตรวจกรองท่ีจําเพาะต่อโรคในระยะเร่ิมแรก ผู้ป่วยจึงมักมาพบแพทย์เม่ืออาการหรือโรคได้ดําเนินถึง

ระยะท้ายแล้ว  ซ่ึงในระยะดังกล่าวมักมีการกระจายของมะเร็งลุกลามไปยังอวัยวะอ่ืนทั้งท่ีใกล้เคียงหรือ

ห่างไกล และเป็นเหตุสําคัญที่ทําให้การบําบัดรักษาและพยากรณ์โรคในผู้ป่วยมะเร็งท่อนํ้าดีไม่ได้ผลดี และทํา

ให้ผู้ป่วยเสียชีวิต ดังน้ันการเฝ้าระวังการก่อมะเร็งในระยะเริ่มแรกและการป้องกันการแพร่ลุกลามของมะเร็ง 

จึงเป็นแนวทางที่มีความเป็นไปได้สูงในการลดความรุนแรงและความสูญเสียท่ีเกิดจากมะเร็งท่อนํ้าดีใน

ภูมิภาคนี้ 

  จากการศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้องหรือมีบทบาทสําคัญในการก่อมะเร็งท่อน้ําดีในประเทศไทย พบว่า 

Methionine aminopeptidase 2 (MetAP2) แสดงออกเพ่ิมขึ้นในเน้ือเย่ือมะเร็งท่อนํ้าดี ส่วนเซลล์
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เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ําดีท่ีถูกยับย้ังการทํางานของ MetAP2 ด้วยสารที่มีช่ือว่า Fumagillin พบว่า การ

เจริญเติบโตของเซลล์ลดลง นอกจากน้ี โปรตีนที่ถูกกระทบจากการยับย้ังการทํางานของ MetAP2 คือ 

Cyclophilin A (CypA) [1] ดังนั้น CypA จึงน่าจะเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี 

  การวิจัยน้ีเป็นการวิจัยพ้ืนฐานเพ่ือศึกษาบทบาทของ CypA ต่อการพัฒนาการของมะเร็งท่อน้ําดี ซ่ึง

เป็นข้อมูลจําเป็นพ้ืนฐานในการศึกษาแนวโน้มของการพัฒนาการป้องกันและรักษามะเร็งท่อน้ําดี โดยการนํา

ยาท่ีสามารถควบคุมการทํางานของ CypA มาใช้เสริมการรักษาผู้ป่วยมะเร็งท่อนํ้าดีเพ่ือยับย้ังกระบวนการ

ก่อมะเร็งและการพัฒนาการของมะเร็งในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

      1. ศึกษาผลของการยับย้ังการแสดงออกของ CypA ต่อการเจริญเติบโตของมะเร็งท่อน้ําดีในหนู
ทดลอง 
      2. ศึกษาผลของยา Cyclosporin A (CsA) ร่วมกับยาต้านมะเร็งต่อการเจริญเติบโตของเซลล์
เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ําดี 
 

 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ ท่ีเก่ียวข้อง  

  Cyclophilin A (CypA) เป็นโปรตีนท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุล 18 kDa อยู่ในกลุ่มโปรตีน Cyclophilin 

ได้แก่ Cyclophilin A, B, C และ D โปรตีนกลุ่มนี้มีขนาดและ subcellular localization ท่ีแตกต่างกันไป 

ปริมาณของ CypA มีอยู่ประมาณ 0.6% ของโปรตีนท้ังหมดภายในเซลล์ และพบว่าแสดงออกในเซลล์หลาย

ชนิด มีรายงานว่า CypA มีหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับการขดม้วนตัวของโปรตีน เน่ืองจากทํางานเป็นเอนไซม์ 

peptidyl-prolyl cis trans isomerase [2] ซ่ึงเปลี่ยนรูปแบบระหว่าง cis และ trans ของพันธะเพปไทด์

ระหว่างกรดอะมิโนโพรลีนกับกรดอะมิโนใดๆ ในโปรตีน ทําให้โปรตีนมีโครงสร้างท่ีเหมาะสมในการทํางาน 

นอกจากน้ี CypA พบมากในบริเวณ cytoplasm ของเซลล์ และการทํางานของ CypA ถูกยับย้ังได้ด้วย 

Cyclosporin A (CsA) ซ่ึงเป็นยาที่ใช้อย่างแพร่หลายเพ่ือกดภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยที่ปลูกถ่ายอวัยวะ [3,4]   

  CypA ในมะเร็งหลายชนิด ได้แก่ มะเร็งปอด ตับอ่อน ช่องปาก พบว่ามีแสดงออกของ CypA 

เพ่ิมขึ้นในมะเร็งเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติ [5,6,7] ส่วนบทบาทของ CypA ต่อการพัฒนาการของมะเร็ง

มีรายงานว่า เม่ือยับย้ังการแสดงออกของ CypA โดย siRNA พบว่า การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด

ลดลง เกิด Apoptosis มากข้ึน และเม่ือฉีดเซลล์มะเร็งท่ีถูกยับย้ังการแสดงออกโดย siRNA ในหนูทดลอง 

พบว่าก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นมีขนาดเล็กกว่ากลุ่มควบคุม  ซ่ึงบ่งบอกถึงบทบาทของ CypA ที่สัมพันธ์กับการเกิด

มะเร็งในด้านการเจริญเติบโต และการป้องกัน apoptosis ของเซลล์มะเร็ง [8] นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยใน
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มะเร็งสมองชนิด glioma ซ่ึงพบว่าเม่ือเลี้ยงเซลล์ glioma ของหนูและมนุษย์ ใน media ท่ีมี CsA พบว่า 

CsA ทําให้เซลล์เกิด apoptosis มากขึ้นในเซลล์ glioma ของหนู และ ชักนําให้เกิด cell arrest  ในเซลล์ 

glioma ของมนุษย์ [9]    

นอกจากน้ี CypA ยังเป็นโปรตีนเป้าหมายของ Cyclosporin A (CsA) ซ่ึงเป็นยาที่ใช้แพร่หลายเพ่ือ

กดภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยท่ีปลูกถ่ายอวัยวะ [10, 11] และได้มีการนํา CsA มาใช้ในการเสริมฤทธ์ิของยาเคมี

บําบัดเพ่ือรักษาผู้ป่วยมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งตับอ่อน มะเร็งเม็ดเลือดขาว และมะเร็งลําไส้ อีกด้วย 

[12-14]  

คณะนักวิจัยจึงมีสมมติฐานว่า CypA น่าจะเป็นโมเลกุลเป็นเป้าหมายในการยับย้ังการเติบโตของ

มะเร็ง การยับย้ังการทํางานหรือการแสดงออกของ CypA น่าจะเพ่ิมประสิทธิภาพของการใช้ยาเคมีบําบัดใน

การรักษาผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ําดีในอนาคต 

   

วิธีการดําเนินการวิจัย 

การคัดเลือกเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน้ําดีท่ีถูกยับยั้งการแสดงออกของ CypA อย่างถาวร (stable cell 
line)  

นํา retroviral vector (Origene) ท่ีมีลําดับเบสของ short hairpin RNA (shRNA) ซ่ึงมี
ความจําเพาะต่อ mRNA ของ CypA (shCypA; 5’CCACCGTGTTCTTCGACATTGCCGTCGAC 3’) หรือ 
shV (negative control vector) เข้าสู่เซลล์ Phoenix Ampho Cells (Orbigen) ด้วย Lipofectamine 
2000 เพ่ือให้เซลล์สร้างและบรรจุ shCypA หรือ shV อยู่ในอนุภาคของไวรัส ซ่ึงจะอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์
หลังจาก transfection เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีมีอนุภาคไวรัสน้ีไป transduce 
เซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ําดี (KKU-M139) แล้วคัดเลือก stable cell line ท่ีได้รับ shCypA หรือ shV โดย
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีมียา puromycin เป็นเวลาอย่างน้อย 2 สัปดาห์ แล้วตรวจวัดระดับการแสดงออก
ของ CypA ด้วยเทคนิค real-time PCR และ Western blot ก่อนนําไปฉีดในหนูทดลอง 
 
การวัดระดับการแสดงออกของ CypA ด้วยวิธี Real time PCR  

  สกัด Total RNA จากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ําดี หรือช้ินเน้ือมะเร็งจากหนูทดลอง โดยใช้ 
RNAqueous-4PCR kit Ambion (Austin, TX) แล้วสังเคราะห์ cDNA ด้วย iScript cDNA synthesis kit 
(Bio-Rad) จากน้ันนํา cDNA ไปทํา Real time PCR โดยใช้ iQ SYBR Green supermix iCycler system 
(Bio-Rad, Hercules, CA) และ CypA primers (sense 5’GTCAACCCCACCGTGTTCTTC 3’; and 
antisense 5’TTTCTGCTGTCTTT GGGACCTTG 3’) และ -actin primers (sense 
5’CTGGAACGGTGAAGGTGACA 3’; and antisense 5’AAGGGA CTTCCTGTAACAATGCA 3’) แล้ว
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แปลผลปริมาณการแสดงออก mRNA ของ CypA เทียบกับ -actin ซ่ึงเป็น internal control ด้วยสูตร
การคํานวณ 2^-[Ct(-actin)–Ct(CypA)]  
 

การวัดระดับโปรตีน CypA และ -actin ด้วยวิธ ีwestern blotting 

  สกัดโปรตีนจากเซลล์เพาะเลีย้งโดยใช้ RIPA lysis buffer (ผสม cocktail protease and 
phosphatase inhibitors) แล้วแยกโปรตีนด้วย 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) แล้วทําการ blot โปรตีนลงบนแผ่น PVDF จากนั้นทํา immunoblotting  โดยใช้ anti CypA
และ -actin antibody เป็น primary antibody ตามด้วย horseradish peroxidase-linked 
secondary antibody แล้วเติม enhanced chemiluminescent (ECL) reagent เพ่ือตรวจวัดการ
แสดงออกของโปรตีนข้างต้น แล้ววัดความเข้มของแถบโปรตีน (band intensity) ด้วยโปรแกรม 
ImageQuant™ TL (GE Healthcare) โดยใช้ -actin เป็น internal control 
 
การชักนําให้เกิดมะเร็ง (tumor formation) ในหนูทดลอง 
 นําเซลล์เพาะเลี้ยงมะเรง็ท่อน้ําดี KKU-M139 shCypA หรือ shV ท่ีคัดเลือกจากวิธีการข้างต้น 
จํานวน 3 ล้านเซลล์ ฉีดที่ช้ันใต้ผิวหนังของหนู nude mice เพศผู้ อายุ 5-6 สัปดาห์ กลุ่มละ 5 ตัว วัดขนาด
และช่ังนํ้าหนักของก้อนมะเร็งทุกสัปดาห์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ จากน้ันเก็บก้อนมะเร็ง ปอด และตับของหนู
ทดลอง แล้วแบ่งเป็น 2 ส่วน นําส่วนแรกแช่ในนํ้ายา formalin และทํา paraffin-embedded block เพ่ือ
ย้อม Immunohistochemistry อีกส่วนหน่ึงแช่ท่ีตู้เย็น -80 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปสกัด RNA 
 
การย้อมโปรตนี CypA และ Ki-67 ในช้ินเนื้อมะเร็งจากหนูทดลองด้วยวิธี Immunohistochemistry 

ช้ินเน้ือมะเร็งจากหนูทดลองถูกนํามาแช่เพ่ือให้คงสภาพใน 10% neutral formalin buffer และ

นําไปทํา paraffin -embedded block แล้วตัดให้มีความหนา 5 m เพ่ือนําไปติดกับสไลด์ หลังจากน้ีแต่
ละสไลด์ จะถกูนําไปเข้าสู่กระบวนการ de-paraffinization, rehydration (absolute alcohol, 95% 
alcohol และ 70% alcohol), blocking endogenous peroxidase ด้วย 0.3% hydrogen peroxide 
เป็นเวลา 20 นาที แล้วย้อมด้วย rabbit anti CypA (Upstate, USA) ความเข้มข้น 1:100 หรือ mouse 
anti Ki-67 (Novacastra, United Kingdom) ความเข้มข้น 1:1000 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาล้าง
แต่ละสไลด์ด้วย 1X Phosphate Buffered Saline (PBS) ตามด้วย Horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated goat anti-rabbit antibody หรือ HRP-conjugated goat anti-mouse IgG. (Invitrogen, 
USA) ความเข้มข้น 1:100 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาล้างแต่ละสไลด์ด้วย 1X PBS และทําให้เกิดสี
ด้วย diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) substrate chromogen system (Dako, USA) 
เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนี้แต่ละสไลด์จะถกูย้อมด้วย Mayer’s hematoxylin  
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การวัด Cytotoxicity ของ CsA ต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี โดยวิธี SRB assay 
เลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ําดี KKU-M139 จํานวน 5,000 เซลล์ ใน 96 well tissue culture 

plate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI (ผสมกับ 10% FBS และ 1%penicilin-streptomycin) ที่มี CsA 1 
ug/ml ร่วมกับ ยาต้านมะเร็ง 5-Fluorouracil (5-FU)  และ Cisplatin ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่  0.1, 1, 
10, 100, 1000 uM เป็นเวลา  72 ช่ัวโมง จากนั้นวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตด้วยวิธี Sulforhodamine B 
(SRB) assay โดยตรึงเซลล์ด้วย trichloroacetic acid (TCA) ย้อมเซลล์ด้วยสี SRB แล้วล้างสีส่วนเกินออก
ด้วย 1%acetic acid แล้วละลายสีด้วยสารละลาย Tris-base จากน้ันวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง EL-800 universal microplate reader (Bio-Tek instruments) 
 

ผลการวิจัย 

การศึกษาผลของ CypA knockdown ต่อการเจริญเติบโตของมะเร็งท่อน้ําดีในหนูทดลอง (in vivo) 

  นําเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อนํ้าดี M139 shV และ shCypA ที่คัดเลือกได้ มาตรวจวัดเพ่ือยืนยัน

ระดับการแสดงออกของ CypA ในระดับโปรตีน ด้วยเทคนิค Western blot ได้ผลดังรูปที่ 1 ก่อนนําไปฉีด

ในหนูทดลอง   

 

  
รูปที ่1 ระดับการแสดงออกของ CypA ที่ถูกยับยั้งด้วย shCypA ในเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี (M139) 

shCypA สามารถลดการแสดงออกของ CypA ในระดับโปรตีน เม่ือเปรียบเทียบกับ shV  

 

  เม่ือนําเซลล์ทั้งสองกลุ่มนี้ฉีดในหนูทดลอง  พบว่า หนูกลุ่มที่ได้รับเซลล์ M139-shCypA เกิด

ก้อนมะเร็งขนาดเฉลี่ย 0.138 ± 0.107 กรัม ซ่ึงมีขนาดเล็กกว่ากลุ่ม M139-shV ซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุม คือ 

0.240 ± 0.187 กรัม (ประมาณ 43%) ดังแสดงในรูปที่ 2A และได้ตรวจวัดระดับการแสดงออกของ CypA 

mRNA ด้วยเทคนิค real-time PCR ในก้อนมะเร็งจากหนูทดลองทัง้ 2 กลุ่ม เพ่ือยืนยันว่า การยับย้ังการ

แสดงออกของ CypA ด้วย shRNA ยังคงอยู่ ดังรูปที่ 2B จากน้ัน ย้อมช้ินเน้ือมะเร็งจากหนูทดลองทัง้ 2 กลุ่ม 

ด้วยวิธี Immunohistochemistry โดยใช้ rabbit anti CypA และ mouse anti Ki-67 เพ่ือเป็นการบ่งบอก

ว่า เซลล์มะเร็งที่ถูกยับยัง้การแสดงออกของ CypA (shCypA) ในก้อนมะเร็งของหนูทดลอง มีการ
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เจริญเติบโตที่ช้ากว่า กลุ่ม shV อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ดังจะเห็นได้จากการย้อมติดสีของ Ki-

67 ในนิวเคลียสของเซลล์มะเร็งในกลุ่ม shCypA น้อยกว่ากลุ่ม  shV (รูปที่ 2C, 2D) แสดงว่า CypA น่าจะมี

บทบาทในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 

 

 
 

รูปที ่2 การชักนําให้เกิดมะเร็ง (tumor formation) ในหนูทดลอง กลุ่มที่ได้รับเซลล์ M139-shCypA เกิด

ก้อนมะเร็งขนาดเล็กกว่ากลุ่ม M139-shV (A) และได้วัดระดับของ  CypA mRNA ด้วยเทคนิค real-time 

PCR (B) และสัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของ Ki-67 ที่ลดลงด้วย (C,D) 

 

การศึกษาผลของ Cyclosporin A (CsA) ร่วมกับยาต้านมะเร็ง ต่อการเจริญเติบโตของมะเร็งทอ่น้ําดี 

 จากนั้นผู้วิจัยได้ศึกษาผลของ Cyclosporin A (CsA) ซ่ึงเป็นตัวยับย้ังของ CypA ร่วมกับยาต้าน
มะเร็ง ต่อการเจริญเติบโตของมะเร็งท่อน้ําดี ผลศึกษพบว่า ผลของ CsA ร่วมกับยาต้านมะเร็งจํานวน 2 ชนิด 
คือ 5-Fluorouracil (5-FU)  และ Cisplatin สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตชองเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีแบบ 
dose-dependent manner ดังแสดงในรปูที่ 3 
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รูปที ่3 ผลของ CsA ร่วมกับยาต้านมะเร็ง 5-Fluorouracil (5-FU)  และ Cisplatin ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ 
(0.1, 1, 10, 100 และ 1000 uM) ในการยับยั้งการเจริญเติบโตเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี (M=เซลล์ที่เลี้ยงใน
อาหารท่ีไม่มี CsA และยาต้านมะเร็ง) 
 

  กล่าวโดยสรุป การศึกษาน้ีแสดงถงึบทบาทของ CypA ต่อการพัฒนาการของมะเร็งท่อน้ําดี และ

การยับย้ังการทํางานของ CypA ด้วยเทคนิค RNA interference หรือ ยา Cyclosporin A (CsA) น่าจะเป็น

อีกแนวทางหน่ึงในการยับย้ังกระบวนการก่อมะเร็ง หรือใช้ร่วมกับยาต้านมะเร็ง เพ่ือเสริมการรักษาผู้ป่วย

มะเร็งท่อนํ้าดีให้มีประสิทธิภาพมากข้ึน  
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