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บทคัอยอ 
 

มะเร็งทอน้ําดี (Cholangiocarcinoma  หรือ CCA) เปนมะเร็งท่ีบรเิวณเย่ือบุทอน้ําดีที่มีความรุนแรงสูง

และมีอุบัติการสูงในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สวนโปรตีน YKL-40 หรือ chitinase-3–

like-1 (CH3L1) เปนไกลโคโปรตีนที่ถูกหลั่งออกมาโดย stromal cells และพบวามีระดับสูงข้ึนในผูปวยมะเร็ง

หลายชนิด ในการศึกษาครั้งนี้ ผูวิจัยทําการตรวจหาระดบัการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในซีรั่มโดยวิธี 

ELISA และในเนื้อเยื่อของผูปวย CCA โดยวิธี immunohistochemistry เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธ

ระหวาง YKL-40 กับลักษณะทางคลินิกของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ไดแก อายุ เพศ ระยะของการดําเนินโรค 

(Tumor Stage) และมหจุลชีวิทยา (Histology Type) พบวาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของ YKL-40 สูง

กวาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเม่ือวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง YKL-40 กับลักษณะทางคลินิกของ

ผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ไดแก อายุ เพศ   และเมื่อวิเคราะหเพื่อหาความสัมพันธของระยะรอดชีพของผูปวยมะเร็ง

ทอน้ําดีกับ YKL-40 พบวาการรอดชีพของผูปวยท่ีมี YKL-40 สูงมีระยะรอดชีพท่ีสั้นกวาผูปวยที่มี YKL-40 ต่ํา

การศึกษาแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเนื้อเย่ือมะเรง็ทอน้ําดีดวยเทคนิค การวิเคราะหการแสดงออกของ 

YKL-40 mRNA พบมีการแสดงออกต่ํากับ CAA cell lines ที่ทดสอบ สวนการศึกษาดาน

immunohistochemistry พบวาโปรตีน YKL-40 มีการแสดงอออกนอยในเซลลมะเร็ง แตพบเซลลที่ยอมให

ผลบวกที่บริเวณใกลเคียงไดแก เซลลตับและเซลลเนื้อเย่ือเก่ียวพัน ไดแก fibroblast และ infiltrating 

macrophages   

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ค 

 

 

 

ABSTRACT 
 

Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignancy of the bile duct epithelium. CCA is a devastating 

cancer with a high incidence in Northeast Thailand. YKL-40 or chitinase-3–like-1 (CH3L1) is a 

secreted glycoprotein, which is commonly expressed in stromal cells and highly elevated in 

patients with several types of cancers. In this study, we determined YKL-40 expression in 

plasma and tumor tissues of CCA patients by ELISA and immunohistochemistry. Correlations 

between YKL-40 expression in plasma and tumor tissues, clinicopathological features and 

patient survival were investigated. YKL-40 plasma concentrations were significantly increased 

in CCA patients as compared to those in the control group. Overall survival was worst in 

patients with elevated YKL-40 plasma concentration. YKL-40 mRNA was found at low level in 

CCA cell lines. Immunohistochemical study of YKL-40 in CCA tissues indicated that YKL-40 

was rarely expressed in CCA tumor cells, but was highly expressed in liver cells and cells 

around connective tissue, including fibroblast and infiltrating macrophages.  
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

โปรตีนเหมือไคติเนส หรอื chitinase-like proteins (CLPs) ถูกคนพบครั้งแรกในสารคัดหลั่งจากเนื้อเย่ือบุผิดปกติและใน

ซีรั่มของผูปวยติดเชื้ออักเสบเร้ือรัง โดย CLPs เปนกลุมของโปรตีนในแฟมิลี 18 ไกลโคซิล ไฮโดรเลส ที่มีโครงสราง (β/α)8 

TIM barrel domain เหมือนเอนไซมไคตเินส (Houston et al., 2003) ที่มีรองจับกับไคตินไดแตไมสามารถเรงปฏิกิริยา

การสลายสับสเตรทได เนื่องจากมีกรดอะมิโน Glu ที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาเปลี่ยนไปเปนกรดอะมิโนชนิดอื่น (Kavada et 

al., 2007) โปรตีน CLPs ที่มีการศึกษาเชิงโครงสรางหรือหนาที่ไดแก chitinase 3-like 1 protein (CHI3L1 หรือ YKL-

40 หรือ HC gp-39) (Johansen et al., 1992) chitinase 3-like 2 protein (YKL-39) (Hu et al., 1996) YM-1 

(chitinase 3-like-3 หรือ CHI3L3) (Chang et al., 2001) oviduct-specific glycoprotein (oviductin หรือ Mucin 

9) (Arias et al., 1994) และ stabilin-1 interacting chitinase-like protein (SI-CLP) (Kzhykowaka et al., 2007) 

รูปที่ 1.1 แสดงโดเมนโครงสรางของ CLPS ชนิดตาง ๆ เทียบกับเอนไซมไคติเนส 

 

 
 

รูปที่ 1.1 (a) แสดงองคประกอบของโดเมนในโปรตีนในแฟมิลี 18: human chitinases ไดแก chitotriosidase และ 

AMcase) สวน chitinase-like proteins ไดแก SI-CLP YKL-39 YKL-40 YM1 และ Oviduction สวน (b) แสดง
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ตําแหนงของกรดอะมิโนเรงปฏิกรยิา Glu ที่ถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโน Leu Ile หรือ Trp ใน CLPs (Kzhyshkowska et 

al., 2006) 

 

โปรตีนที่สําคัญที่มีรายงานเก่ียวกับการภาวะการอักเสบและมะเร็งไดแก YKL-40 (หรือรูจักในชื่อ chitinase-3-like-1 และ 

human cartilage glycoprotein-39) โปรตีนนี้เปนไกลโคโปรตีนที่จับกับ heparin sulfate แบบจําเพาะ มีการตรวจ

พบวาโปรตีน YKL-40 ถูกหลั่งออกมาในซีรั่มมากผิดปกติในผูปวยที่มีสภาวะพยาธิสภาพของการอับเสบเรื้อรัง การติดเชื้อ

โรคตางๆ โรคหัวใจ โรคเบาหวาน และโรคมะเรง็ เปนตน โปรตีนนี้มีน้ําหนักโมเลกุล 40 kDa มลีําดับของกรดอะมิโนดาน

ปลาย N (N-terminus) สามตัวเรยีงกันคือ Y-K-L และโปรตีนนี้คนพบครั้งแรกจากการศึกษา In vitro โดยพบวามีการ

หลั่งออกมามากโดย osteosarcoma cell line MG63 (Johansen et al., 1992)   จากการศึกษาหลายชิ้นพบวาบริเวณ

รองจับของโปรตีน YKL-40 ไมพบกรดอะมิโนดังกลาวที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาการยอยไคตินและยังพบวาตําแหนงของ

กรดอะมิโนกลูตามิคเอซิดถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนลิวซีน (Renkema et al., 1998; Fusetti et al., 2003; and 

Houston et al., 2003) ปจจุบันมีงานวิจัยหลายชิ้นศกึษาเก่ียวกับบทบาทของ YKL-40 โดยพบวา YKL-40 สวนใหญถูก

สรางจากเซลลแมโครฟาจ (macrophage)  นิวโทรฟล (neutrophil) และเซลลมะเร็ง (cancer cell) ระดับของ YKL-40 

สามารถตรวจพบไดจากเลือดหรือซีรั่ม  โดยจากการศึกษาพบวาระดับของ YKL-40 ที่เพิ่มสูงข้ึนจากระดับปกติจะสามารถ

ตรวจพบไดในผูปวยท่ีเปนโรคที่มีภาวะเก่ียวของกับการอักเสบเรื้อรัง (inflammation) และการกอรูปเนื้อเย่ือ (tissue 

remodeling) เชน โรคมะเร็ง  โรคภาวะหัวใจขาดเลือด โรคขออักเสบรมูาตอยด  โรคลําไสอักเสบเร้ือรัง โรคเบาหวาน 

โรคหอบหืด โรคปอดเรื้อรัง โรคปอดอักเสบ และโรคพังผืดที่ตับ (liver fibrosis) เปนตน (Johansen et al., 2006; 

Rathcke et al., 2006; Letuve et al., 2008; and Fontana et al., 2010) อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศกึษาแน

ชัดถึงหนาที่ของ YKL-40 ตอพยาธิสภาพของโรคตางๆ แตมีการใหขอเสนอวา YKL-40 อาจทําหนาที่เปนตัวกระตุนใน

ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immune response ผานวิถี allergen-induced Th2 inflammation โดยบริเวณที่เกิด

การอักเสบแบบ Th2 จะมีการสราง cytokines หรือ interleukin (IL)-13 ซึ่งจะกระตุนการสรางโปรตีน YKL-40  ใน

เซลลแมโครฟาจ และเซลลเยื่อบุ โปรตีน YKL-40 ที่เพ่ิมข้ึนจะมีผลกระตุนกระบวนการอักเสบโดยลดการตาย 

(apoptosis) ของเซลลแมโครฟาจและเหนี่ยวนําการทําหนาที่เฉพาะของเซลลแมโครฟาจแบบ alternative (M2) โดย

เพ่ิมจํานวนของ dendritic cells (DC) ที่ถูกกระตุนแลว และยับยั้งการ apoptosis ของ Th2 cell   นอกจากนี้ Th2 

cytokines ที่ถูกผลิตออกมาจะมีผลเหนี่ยวนําใหมีการสรางสาร chemokines และ transforming growth factor 

(TGF)-β1 ซึ่งจะสงผลทําใหเกิดการอักเสบ และการกอรูปของเนื้อเย่ือ (tissue remodeling) ที่ผิดปกติตอไป (Lee et 

al., 2009; and Lee et al., 2011)  

ตัวอยางการศกึษาระดับการแสดงออกของ YKL-40 ที่มีความสัมพันธกับโรคมะเร็ง ไดแก การศึกษาทาง 

immunohistochemistry ในผูปวย high-grade neck cancer (Roslind et al., 2008) และมะเร็งรังไข (Yang et al., 

2009) พบผลการยอมติดสีโปรตีน YKL-40 ในเซลลมะเร็งดังแสดงในรูปที่ 1.2  

 

 

 

 



 3

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 1.2 การวิเคราะหทาง immunohistochemistry ของเนื้อเย่ือที่ทํา paraffin section เซลลที่ยอมตดิสีน้ําตาล

แสดงผลบวกของแอนติบอดีกับโปรตีน YKL-40 รปู (A) มะเร็งคอ  (B) มะเร็งรังไข 

ผลการศึกษาอ่ืน ๆ เชนในมะเร็งมดลูกชนิด endometrial cancer ใหผลเหมือนกับการศึกษาอ่ืน ๆ โดยพบระดับของ

โปรตีน YKL-40 สูงกวา 61 ng/mL เทียบกับคนปกติ และระดับของโปรตีนมีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญกับระดับของ

โปรตีนบงชี้จําเพาะของมะเร็งนี้คอื CA-125 ดังแสดงในรูปที่ 1.3  

 

 
 

 

รูปที่ 1.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาระดับโปรตีน YKL-40 และระดับโปรตีนบงชี้ CA-125 ในผูปวยมะเร็งเย่ือบุโพรง

มดลูก (Diefenbach et al., 2007) 
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ตอมา Johansen et al. (2006) ไดเสนอใหใช YKL-40 เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ของโรคมะเร็งชนิด solid 

tumor โดย ณ ปจจุบันระดับการแสดงออกของ YKL-40 ในซีรั่มถูกนํามาใชเพ่ือเปนตัวบงชี้ในการพยากรณโรค 

(prognostic biomarker) ในมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งเตานม มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งสมอง  

มะเร็งรังไข  และมะเร็งผิวหนัง เปนตน โดยพบวาถาผูปวยมะเร็งมีระดับของ YKL-40 เพิ่มข้ึนสูงจากระดับปกติจะสงผลให

มีพยากรณโรคแย ระยะการรอดชีพ (survival time) สั้น แตขณะที่ผูปวยมะเร็งที่มรีะดับของ YKL-40 ในระดับปกติจะมี

พยากรณโรคที่ดี มีระยะการรอดชีพที่ยาวนานกวา (Johansen et al., 2006; Johansen et al., 2008; Yamac et al., 

2008; and Høgdall et al., 2009) ในคนปกติคาเฉลี่ยของ YKL-40 ในเลือดเทากับ 40-60 ng/mL โดยระดับของ YKL-

40 ไมข้ึนอยูกับความแตกตางระหวางเพศ แตจะเพิ่มข้ึนตามอายุ (Bojesen et al., 2011)  อยางไรก็ตามหนาที่ทาง

ชีวภาพ (biological function) ของ YKL-40 ตอการเกิดมะเร็งน้ันยังไมแนชัด แตจากการศึกษาเบื้องตนพบวา YKL-40 มี

สวนเก่ียวของในการควบคุมการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง (cell proliferation) การเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่เฉพาะของ

เซลล (differentiation) และการสรางเสนเลือดใหม (angiogenesis) เปนตน (Eurich et al. 2009;  Shao et al., 

2009; Lee et al., 2011) นอกจากนี้ยังพบหลักฐานที่แสดงถึงหนาที่ของ YKL-40 ในการสงเสริมการพัฒนาของมะเร็ง  

โดยพบวาระดับของโปรตีน YKL-40 ในเซลลมะเร็งเตานมและมะเร็งลําไสจะเพ่ิมขึ้นตามการพัฒนาการของเซลลมะเร็ง

ผานกระบวนการ tumor angiogenesis โดยการเหนี่ยวนํารวมกันระหวางตัวรับบนผิวเซลล syndecan-1 และ integrin 

αvβ3 และกระตุน intracellular signaling cascade ประกอบดวย focal adhesion kinase (FAK) และ MAP kinase/ 

Erk 1/2 ภายในเซลล endothelial (Shao et al., 2009)   

 

สวนโปรตีน YKL-39 หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา chitinase3-like 2 (CHI3L2) ไดมกีารศึกษาครั้งแรกพบใน primary 

culture ของ human articular chondrocytes (Hu et al., 1996) โปรตีนนี้มีลําดับกรดอะมิโนที่ปลายดานเอ็นเหมือน 

YKL-40 คือ tyrosine (Y) lysine (K) และ leucine (L) แตมีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาคื 39 kDa โปรตีนนี้ผลิตออกมามาก

ในเซลลกระดูกออน (chondrocyte) และเซลลเย่ือบุขอ (synoviocytes) มีการศึกษาพบวาโปรตีนนี้นาจะมีสวนเก่ียวของ

กับการอักเสบของขอตอและการเกิดภาวะโรคขอเสื่อม(Osteoarthritis) โดยมีรายงานวาระดับการแสดงออกของ YKL-39 

mRNA expression มีความสัมพันธโดยตรงกับระดับของ collagen type 2 (Steck et al., 2002) นอกจากนี้ยังมี

การศึกษาพบวา YKL-39 อาจทําหนาที่เก่ียวของกับ tissue modeling และเปนตัวเหนี่ยวนําระบบ autoimmune ของ

รางกาย (Sakata et al., 2002) ในสวนของความเกี่ยวของกับโรคมะเร็งยังไมมีรายงานที่แนชัด แตอยางไรก็ตามจากการ

วิเคราะหขอมูลเบื้องตน DNA expression profiling ที่ไดจากฐานขอมูล DNA microarray ของผูปวยโรคมะเร็งทอน้ําดี 

พบวามีการ down-regulate ของโปรตีน YKL-39 ประมาณ 1.8 เทาของระดับการแสดงออกของตัวอยางคนปกติ 

 

1.2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเหมือนไคตเินสในซีรั่มและเนื้อเยื่อของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

2. เพื่อศึกษาการแสดงออกระดับอารเอ็นเอของโปรตีนเหมือนไคตเินสในผูปวยโรคมะเร็งทอน้ําดีเปรียบเทียบกับคนปกติ 

3. เพื่อศึกษาศักยภาพในการทําหนาที่เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพโปรตีนเหมือนไคตเินสในโรคมะเร็งทอน้ําดี 

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

ขอบเขตในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาทางชีวเคมีและทางอิมมูโนวิทยาระดับโมเลกุลดังนี้ 



 5

1. การโคลนยีน human YKL-39 หรือ YKL-40 และการศึกษาการแสดงออกในระบบแบคทีเรยี E. coli   

2. การผลิตและการทําบริสุทธิ์แอนติเจน YKL-39 หรอื YKL-40   

3. การทดสอบหาระดับโปรตีน YKL-39 หรือ YKL-40 จากชีรัมตัวอยางของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเทียบกับคนปกติดวย

เทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)   

4. การทดสอบระดับการแสดงออกของ YKL-39 mRNA หรือ YKL-40 mRNA ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเทียบกับคนปกติ

โดยเทคนิต Reverse transcriptase PCR (RT-PCR) หรือเทคนิค Real time PCR   

5. การทดสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนในซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยวิธี Western blotting   

6. การทดสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนในเนื้อเย่ือผูปวยมะเรง็ทอน้ําดีดวยวิธี Immunohistochemistry   

 

1.4. ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

งานวิจัยนี้ตองการตรวจวัดการแสดงออกของยีนและปริมาณโปรตีนเหมือนไคติเนสในผูปวยมะเรง็ทอน้ําดีที่เปนมะเร็งที่พบมาก

ที่สุดในกลุมประชากรภาคอีสานของประเทศไทย โดยผลการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนหรือระดับของโปรตีนอาจ

นําไปสูการพัฒนาตัวบงชี้มะเร็งทอน้ําดีระยะลุกลามและชวยทํานายอาการของโรค หรือ prognosis และการกลับมาใหม หรอื 

recurrent ของมะเร็งหลังการรักษาได งานวิจัยนี้ยังไมมีผูใดดําเนินการมากอน ดังนั้นผลงานวิจัยที่ไดถือเปนองคความรูใหม 

เทคนิคที่ตองการพัฒนามีเปาหมายชัดเจนและใหผลกระทบตอวงการแพทยและคุณภาพของประชากรไทยสูง โดยผลสําเร็จท่ี

คาดวาจะไดรับหลังจากเสร็จสิ้นโครงการคอื 

1.  การตีพิมพในวารสารที่มคีา impact factor สูง 1 เรื่อง 

2. การนําเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมระดับชาติหรอืระดับนานาชาติ 1 ครั้ง 

3. การผลิตนักวิจัยรุนเยาวท่ีมีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง 1 คน 

 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชประโยชนคือ 

1. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

2. สถาบันวิจัยทางการแพทยทั้งในและตางประเทศ 

3. สถาบันมะเร็งแหงชาติทั้งในและตางประเทศ 
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

2.1. การเก็บตัวอยางผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

ผูวิจัยไดรับตัวอยางเลือดหรือตัวอยางเนื้อเยื่อบนแผนพาราฟลมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจากธนาคารตัวอยางพยาธิใบไมในตับ

และศูนยวิจัยมะเร็งทอน้ําดี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ตัวอยางเลือดและเนื้อเย่ือที่ไดรับไดรับการเซ็นยินยอม

จากผูปวยและงานวิจัยไดรับการอนุมัติโดย the Ethics Committee for Human Research ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุร

นารี ตัวอยางเลือดที่ไดรับมีจํานวน 57 ตัวอยาง สวนตัวอยางคนที่มีสุขภาพแข็งมีทั้งหมด 41 ตัวอยาง โดยกลุมควบคุมไดรับ

การตรวจสุขภาพจากโรงพยาบาลวามีอายุอยูในวัยเดียวกับผูปวยมะเร็งทอน้ําดี แตไมมีอาการของโรคมะเร็งหรืออาการติดเชื้อ

พยาธิใบไมในตับ ตัวอยางเลือดทั้งหมดกอนนํามาวิเคราะหถูกเก็บไวที่อุณหภูมิ -40 ºC  

 

2.2. การตรวจหาระดับโปรตนี YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยวิธี ELISA  

ทําการวัดระดับโปรตีน YKL-40 โดยใช YKL-40 ELISA kit (BlueGene Biotech, Shanghai, China) ในคนปกติจํานวน 41 

คน และผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 57 คน ซึ่งวิธีการวัดทําตามคําแนะนําที่แนบมากับชุด kit โดยมีหลักการคือ competitive 

ELISA โดยเปนการทํางานรวมกันของ monoclonal anti-YKL-40 antibody และ YKL-40-HRP conjugate โดยที่ตัวอยาง

พลาสมาที่ตองการวัดหาปริมาณ YKL-40 จะถูกผสมกับ YKL-40-HRP conjugate ลงไปใน pre-coated plate ของชุด kit 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 °C จากนั้นจึงลางออกแลวเติม substrates ทิ้งไวเปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 37 °C 

จากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาโดยเติม stop solution และทําการวัดคา Optical Density (OD) ที่ความยาวคลื่น 450 nm ปริมาณ

โปรตีน YKL-40 ในตัวอยางคํานวณไดจากกราฟมาตราฐาน (standard curve) ของ YKL-40 ที่ปริมาณความเขมขนของโปรตีน 

YKL-40 เทากับ 0 – 250 ng/ml จากนั้นนําคาที่ไดมาวิเคราะหทางสถิติเพื่อหาความสัมพันธระหวาง YKL-40 กับลักษณะทาง

คลินิกและระยะการรอดชีพ โดยใชโปรแกรม SPSS v.16.0   

 

2 3. การหาคาทางสถิติ 

ทําการวิเคราะหขอมูลทางสถิติที่ไดรับจากการวัดหาระดับความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางเลือดของผูปวยเทียบ

กลุมควบคุมดวยโปรแกรม SPSS Statistics 16.0 (IBM, NY, USA) และความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของโปรตีน 

YKL-40 กับลักษณะทางพยาธิสภาพของกลุมตัวอยางดวยใชการทดสอบแบบ chi-square test หาความสัมพันธระหวางการ

แสดงออกของโปรตีน YKL-40 กับอัตราการอยูรอดของผูปวยหลังการผาตัดรักษาถึงเวลาที่ผูปวยเสียชีวิตดวยวิธี Kaplan-

Meier method และทดสอบความแตกตางทางสถิติดวยวิธี log-lank statistics. และใชวิธี Cox Proportional-Hazards 

Regression model เพ่ือจําแนกคาindependent prognostic factor โดยการวิเคราะหทุกวิธีกําหนดใหความสัมพันธมี

นัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05  
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2.4. การตรวจหาระดับการแสดงออกของ YKL-40 mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

ทําการตรวจหาระดับของการแสดงออกของระดับ YKL-40 mRNA ดวยวิธี real-time reverse transcriptase polymerase 

chain reaction (RT-PCR) โดยใชวิธีตาม protocol ของ Applied Biosystems 7900HT Sequence Detection System 

โดยทําปฏิกิริยาใน 96-well  plate ทําการสกัด total RNA จากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวย TRIzol reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) หลังจากน้ันทําการสราง cDNA โดยปฏิกริยาของ reverse transcriptase โดยใช protocol 

ที่มากับ ImProm-II™Reverse Transcription System (Promega, Medison, WI)  โดยสวนประกอบใน PCR reaction 

ไดแก 1) 100 nM each primer 2) diluted cDNA template และ 3) FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 

(Roche Applied Science, Indianapolis, IN) โดยตั้งคาการทําปฏิกิริยาดังนี้  

จํานวน PCR cycles: 40 cycles  Denaturation: 95°C for 30 seconds  

Annealing: 58°C 30 seconds  Extension: 72°C for 30 seconds 

ในแตละปฏิกิริยาเพิ่มจํานวน mRNA จาก cDNA ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งโดยใชปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน ของ β-actin mRNA 

เปนปฏิกิริยาควบคุมและใชระดับของ β -actin mRNA เปนตัวเทียบหาระดับของการสราง mRNA จากตัวอยางโดยใช

ความสัมพันธ 2−ΔCT โดยที่ ΔCT = [Ct(β-actin) - Ct(YKL-40)] ไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยา RT PCR ออกแบบมาจากสวนของ 

human YKL-40 gene [GenBank: NM_001276.2] ไดแก 5" CACCCTAATCAAGGAAATGAA 3" (sense) และ 5" 

CCAGGTGTTGGGATATCTTG 3" (antisense) สําหรับยีน β-actin ใชprimers ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 5" 

CTGGAACGGTGAAGGTGACA 3" (sense) และ 5" AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 3" (antisense) 

 

2.5. การตรวจหาระดับการแสดงออกของ YKL-40 ในเนื้อเย่ือผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

ทําการยอมชิ้นเนื้อมะเร็งทอน้ําดี เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเน้ือเย่ือมะเร็งทอนํ้าดี โดยใชเทคนิคอิมมูโน

พยาธิวิทยา (Immunohistochemistry) โดยใช EnVision + system (Dako, Carpinteria, CA) เปน detection system ซึ่ง

มีวิธีการทดลองดังนี้คือ ตัวอยางเนื้อเย่ือพาราฟนของมะเร็งทอน้ําดี (paraffin section) จะถูกลางพาราฟนออกดวย xylene 

ตอดวยการ rehydrated โดยผานแอลกอฮอลจากเปอรเซ็นตสูงไปต่ํา หลังจากยับยั้ง Endogenous Enzyme โดยใช 0.5% 

Hydrogen peroxide ใน methanol แลว เนื้อเยื่อจะถูกคืนสภาพแอนติเจน (Antigen retrieval) ใน 10 mM Citrate 

Buffer, pH 6.0 แลวใหความรอนโดยใชไมโครเวฟ จากนั้นจึงยับยั้งการจับกันอยางไมจําเพาะโดยใช normal horse serum ที่

ความเขมขน 1:20 หลังจากนั้นเติม primary antibody หรือ rabbit anti-human YKL-40 (Quidel Corperation, Santa 

Clara,CA) ที่ความเขมขน 1:100 ตั้งทิ้งไวคางคืน (overnight) หลังจากนั้นจึงลาง primary antibody ออกแลวหยด EnVision 

และ System-HRP labeled polymer anti- rabbit IgG ตั้งทิ้งไวนาน 1 ชั่วโมง  จากนั้นลางสไลดดวย PBS แลวจึงหยด 3, 3 

Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ท้ิงไวนาน 5 นาทีแลวลางออกดวยน้ําประปา และทําการยอมเนื้อเยื่อที่ไม

ติดสี (counterstain) โดยใช  hematoxylin จากนั้นจึงทําการ dehydrated โดยผานแอลกอฮอลจากเปอรเซ็นตสูงไปต่ําแลว

ตอดวย xylene  และปดสไลดโดยหยด permount แลวปดทับดวยแผน coverslip จากนั้นนําสไลดไปตรวจหาปฏิกิริยาการ

ติดสีของแอนติเจนภายใตกลองจุลทรรศน 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและขอวิจารณ 
3.1. การวัดระดับของ YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี Indirect ELISA assay 

ทําการตรวจหาระดับของ YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีโดยใชชุดตรวจวัดที่เปน commercial YKL-40 ELISA kit 

(BlueGene Biotech, Shanghai, China) และทําการทดลองซ้ําสองครั้งตามวิธีที่แนะนําใน protocol ของชุดสกัดโดยมี

หลักการการจับแบบแขงขันระหวาง monoclonal anti-YKL-40 antibody และ YKL-40 – HRP conjugate ขั้นตอน

แรกทําการสรางกราฟมาตรฐานของโปรตีน YKL-40 ที่มากับชุดสกัด ดวยการบมสารละลาย YKL-40 ที่ความเขมขนตาง ๆ 

กับ YKL-40 – HRP conjugate ใน pre-coated plate เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางตัวอยางออกใหสะอาดแลว

เติมสับสเตรทสําหรับ  เอนไซม horse radish peroxidase  จะไดสีของปฏิกิริยาระหวาง enzyme-substrate เปนสีน้ํา

เงิน  ซึ่งเมื่อหยุดปฏิกิริยาดวยแลวจะเปลี่ยนสีเปนสีเหลืองซึ่งวัดดวยคาดูดกลืนแสงที่ 450 nm ดวยเคร่ือง microplate 

reader  ขอมูลที่ไดจากการวัดหาคาดูดกลืนแสง A450 ที่ความเขมขนของ YKL-40 มาตรฐานที่ไดแลวนํามาคํานวณหาคา

สัดสวนการจับกับโปรตีน YKL-40 ที่ความเขมขนตาง ๆ ในปฏิกิริยาเมื่อเทียบกับคาการจับของปฏิกิริยาที่ไมมี YKL-40 (%

B/B0) ตัวอยางขอมูลที่ไดจากการวัดแสดงในตารางที่ 3.1. 

ตารางที่ 3.1. คาการจับของโปรตีนมาตรฐาน YKL-40 ทีว่ัดดวยวิธี Enzyme-linked Indirect ELISA assay 

Standard (Average std.) 
 YKL-40 (ng/ml) %B/B0 log(YKL-40) 

250 24.08 2.40 
100 33.92 2.00 
50 43.56 1.70 
25 53.28 1.40 
10 66.54 1.00 
0 100.00 - 

ซึ่งขอมูลในตารางที่ 3.1. นํามาสรางเปนกราฟมาตรฐานการจับของโปรตีน YKL-40 ไดดังแสดงในรูปที่ 3.1. 
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รูปที่ 3.1. ตัวอยางกราฟมาตรฐานที่ไดจากการวัดดวยวิธี Indirect ELISA assay ที่นํามาคํานวณหาคาระดับการจับของ YKL-

40 ในตัวอยางเลือดของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

3.2. การวัดระดับของโปรตีน YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

เม่ือสรางกราฟมาตรฐานที่เชื่อถือไดแลว การทดลองตอมาคือการวัดหาระดับโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางซีร่ัมผูปวยมะเรง็ทอ

น้ําดี 57 ตัวอยางเทียบกับตัวอยางซีร่ัมของคนปกติ 41 ตัวอยาง โดยวิธี Indirect ELISA assay จากชุดสกัดชุดเดยีวกัน โดย

ระดับความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางเลือดที่ไดจากกราฟมาตรฐานแสดงในตารางที่ 3.2.  

ตารางที่ 3.2.ระดับความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมคนปกติเทียบกับซีรั่มของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

Healthy CCA 
No. YKL-40 (ng/ml) No. YKL-40 (ng/ml) No. YKL-40 (ng/ml) 

H2 98.89 
W14

7 237.51 
M13

3 203.34 

H3 61.47 
W17

8 105.19 
M13

7 36.45 

H4 37.80 
W12

0 102.78 
M15

8 79.99 

H5 17.61 
W10

5 177.24 
M17

4 104.56 

H6 51.52 
W14

0 163.18 
M20

7 235.56 

H7 66.30 
W10

8 236.99 
M21

2 48.81 

H8 34.30 
W11

1 161.04 
M21

5 129.66 

H9 47.09 
W12

2 543.38 
M22

8 180.61 

H46 31.46 
W12

3 117.85 
M23

6 174.00 

H57 48.29 
W12

9 90.38 
M24

0 248.85 

H58 45.91 
W13

0 55.26 
M25

0 101.17 

H67 68.73 
W13

2 77.97 
M26

5 90.85 

H68 46.92 
W13

3 147.18 
M27

2 169.47 

H69 60.16 
W14

9 175.05 
M17

6 281.40 

H70 73.60 
W15

1 304.38 
M30

3 252.71 

71 81.12 
W16

3 53.61 
M31

1 274.69 

H72 48.46 
W16

9 111.98 
M31

9 178.64 

H73 42.72 
W17

1 112.70 
M22

3 237.03 
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H74 35.81 
W18

3 59.56 
M25

2 164.77 

H75 12.24 
W19

0 528.10 
M30

0 162.49 

H015 49.98 X29 105.90 
M00

1 179.09 

H031 66.61 X30 64.30 
M07

1 296.96 

H073 13.91 X33 203.68 
M09

7 143.47 

H082 35.15 M019 59.51 
M13

3 203.34 

H091 57.43 M174 96.08 
M13

7 36.45 

H014 25.65 M128 91.75 
M15

8 79.99 

H153 39.10 M259 229.06 
M17

4 104.56 

H180 53.08 M032 167.07 
M20

7 235.56 

H017 82.43 M067 223.70 
M21

2 48.81 

H032 20.34 M109 213.07 
M21

5 129.66 

H056 36.14 M113 88.56 
M22

8 180.61 

H078 116.67 M140 223.70 
M23

6 174.00 

H007 28.27 M141 226.30 
M24

0 248.85 

H154 52.11 M152 90.43 
M25

0 101.17 

H159 28.27 M156 183.72 
M26

5 90.85 

H030 23.60 M171 136.58 
M27

2 169.47 

H043 21.81 M182 137.53 
M17

6 281.40 

H108 13.04 M210 174.18 
M30

3 252.71 

H143 11.19 M213 225.78 
M31

1 274.69 

H183 47.06 M223 237.03 
M31

9 178.64 
H161 58.78 M252 164.77 N 57 

N  41 M300 162.49 SD 95.92 
SD 23.56 M001 179.09 mean 169.50 

mea
n 

46.92 M071 296.96 %CV 56.76 
%CV 51.08 M097 143.47 
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3.2.ความมนีัยสําคัญของระดับโปรตีน YKL-40 ระหวางผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

 

จากการวิเคราะหทางสถิติคา median ของโปรตีน YKL-40 ในซีรั่มผูปวยทั้งหมดมีคาเทากับ 169.5 ng.mL-1 และมีชวง

ระหวาง 36.45 – 543.4 ng.mL-1 เมื่อเทียบกับคา median ของซีรั่มกลุมปกติที่มีคาเทากับ 46.92 ng.mL-1  และอยู

ในชวง 11.2–116.7 ng.mL-1   (รูปที่ 3.2. ) ซึ่งคาความแตกตางที่ไดถือวามีนัยสําคัญทางสถิติที่คา P < 0.0001     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2. ระดับความเขมขนของ serum YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเมื่อเทียบกับกลุมควบคมุ 

 

3.3.ความสัมพันธเชิงสถิติระหวางระดับ serum YKL-40 กับลักษณะทางคลีนิคของผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี 

 

จากการวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับความเขมขนของ serum YKL-40 ที่คา 25th percentile (100.7 ng.mL-1)  

กับลักษณะทางพยาธิสภาพตาง ๆ ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี เชน อายุ เพศ ระยะการดําเนินไปของโรคพบวาความสัมพันธ

ไมมีนัยสําคัญทางสถิติที่คา P<0.05 ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกลมตัวอยางที่วิเคราะหมีขนาดคอนขางเล็ก (ตารางที่ 3.3) แต

อยางไรก็ตามขอมูลที่วิเคราะหมีความนาสนใจอยูมากโดยพบวาโดยรวมระดับของโปรตีน YKL-40 มีคาสูงข้ึนเมื่ออายุของ

ผูปวยเพิ่มขึ้น ระดับโปรตีนสูงในเพศชายมีคาสูงกวาเพศหญิง นอกจากนี้ระยะของมะเร็งที่ลุกลามจากระยะที่ 1 ถึง 4 ยัง

พบระดับของโปรตีน YKL-40 สูงข้ึนตามลําดับดวย เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง YKL-40 กับมหจุลชีวิทยา 

(Histology Type) พบวาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของ YKL-40 สูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับในคนปกติเปน 169.5 

ng.mL-1   และ 46.9 ng.mL-1  ตามลําดับอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางที่ 3.3. ความสัมพันธเชงิสถิติระหวางระดับ serum YKL-40 กับลักษณทางคลีนิคของผูปวย CCA 

อยางไรก็ตามเมื่อทําการวิเคราะหทางสถิติแบบ Univariate analysis  โดยวิธี Cox Proportional Hazard Regression เพื่อ

หาความสัมพันธระหวางระยะการรอดชีพกับลักษณะทางคลีนิคพบวามีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับ 1) ระยะการ

ดำเนินไปของโรค 2) มหจุลชีววิทยาแบบ non-papillary และ 3) ระดับของโปรตีน YKL-40 ดังแสดงในตารางที่ 3.4. 

 

 

 
Number 

YKL-40 staining (%) 
P value 

Negative Positive 

Age (years)     

   < 56   19 4  (21.1) 15  (78.9) 0.051 

   ≥ 56   15 8  (53.3) 7  (46.7)  

Sex     

   Male     19 7  (36.8) 10  (63.2) 0.832 

   Female   15 5  (33.3) 12  (66.7)  

Tumor Stage     

   II    17 4  (41.2) 13   (58.8) 0.473 

   III & IV     17 6  (29.4) 10  (70.6)  

T stage     

  T2 6 1 (16.7) 5 (83.3) 0.160 

  T3 21 10 (47.6) 11 (52.4)  

  T4 7 1 (14.3) 6 (85.7)  

N stage     

  N0 20 6 (30.0) 14 (70.0) 0.440 

  N1 14 6 (42.9) 8 (57.1)  

AJCC stage     

  II 2 0 (0.0) 2 (100.0) 0.241 

  III 2 1 (50.0) 1 (50.0)  

  IVA 16 4 (25.0) 12 (75.0)  

  IVB 1 1 (100.0) 0 (0.0)  

Histology Type     

   Papillary  12 8 (66.7) 4   (33.3) 0.005* 

   Non-Papillary   22 4 (18.2) 18  (81.8)  
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ตารางที่ 3.4 Univariate และ Multivariate analysis of prognosis โดยวิธี Cox Proportional Hazard Regression 

model ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี   

 

 Univariate analysis  Multivariate analysis 

Variable HR P value  HR 95% CI P value 

Age:     

        < 56   

1      

        ≥ 56   0.696 (0.394 – 1.227) 0.208  1.046 0.569 – 1.926 0.884 

Sex:  

        Male     

1      

        Female   1.020 (0.570 – 1.823) 0.948  1.022 0.558 – 1.875 0.943 

Tumor Stage:   

        I-II    

1      

        III     1.856 (0.836 – 4.122) 0.124     

        IV 3.298 (1.771 – 6.141) <0.0001*  2.817 1.428 – 5.559 0.003* 

Histology Type:   

        Papillary  

1      

        Non-papillary                     2.647 (1.309 – 5.356)   0.005*  1.870 0.868 – 4.026  0.110 

Serum YKL-40:   

        Normal  

1      

        Elevated  2.117 (1.027 – 4.363) 0.038*  1.642 0.780 – 3.455 0.192 

 

สวนการวิเคราะหขอมูลแบบ Multivariate Cox Analysis พบวาใหความสัมพันธอยางมนีัยสําคัญทาง 

สถิตริะหวางอัตราการรอดชีพกับระยะการดําเนินไปของโรคเพียงอยางเดียวที่คา p<0.05 (ตารางที่ 3.4.) โดยไมมีความสัมพันธ

กับระดับการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ซึ่งผลการวิเคราะหขอมูลที่ไดแสดงใหเห็นวาความสัมพันธระหวางอัตราการรอดชีพ

กับระยะการดําเนินไปของโรคเปนปจจัยอิสระจากความสัมพันธระหวางอัตราการรอดชีพกับระดับการแสดงออกของโปรตนี 

YKL-40  

 

3.4.ความสัมพันธเชิงสถิติระหวางระยะการรอดชีพกับระดับโปรตีน YKL-40 



 14

 
เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธของระยะการรอดชีพของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีกับ YKL-40 ดังแสดงในรูปที่ 3.3. พบวาผูปวยที่มี

ระดับ YKL-40 สูงมีระยะการรอดชีพที่สั้นกวาผูปวยที่มี YKL-40 ต่ํา (p = 0.038) อยางไรก็ตาม YKL-40 ไมไดเปนปจจัยหลัก

ตอระยะการรอดชีพของผูปวยแตข้ึนอยูกับระยะของการดาํเนินโรคมากกวาเมื่อพิจารณาจากคาทางสถิติแบบ Univariate และ 

Multivariate Analysis ดังแสดงในตารางที่ 3.4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.3.  การวิเคราะห Kaplan-Meier survival curve แสดงความสัมพันธระหวางระดับโปรตีน YKL-40 กับระยะการรอด

ชีพของผูปวยหลังการผาตัดรกัษา 

 

3.5. การศึกษาการแสดงออกของระดับ mRNA ของ YKL-40 ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี (CCA cell lines) 

 

ทําการทดสอบหาระดับการแสดงออกของ YKL-40 mRNA ในเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี RT-PCR แลวทําการเปรียบเทียบผล

ระดับ mRNA จาก CCA จํานวน 5 cell lines ไดแก M213 M214 M055 M139 และ KKU100 กับผลของ myeloid cell 

lines คือ U937 cells และ THP-1 cells ซึ่งเปนกลุมควบคุมบวก (positive control) ผลการวิเคราะหขอมูลพบวา CCA cell 

lines ทั้ง 5 ชนิดมีการแสดงออก YKL-40 mRNA ต่ํากวาระดับของ YKL-40 mRNA ของกลุมควบคุม (รูปที่ 3.4.) การทดลอง

ไดรบับงชี้วา YKL-40 อาจไมถูกสรางโดยตรงโดยเซลลมะเร็งทอน้ําดี แตถูกกระตุนใหมีสรางจากเนื้อเย่ืออื่นแลวอาจถูกสงมายัง

กระแสเลือดไปมีผลตอการทํางานของเซลลมะเร็งผานกระบวนการอ่ืนเชนกระตุน angiogenesis หรือ CCA cell 

proliferation ที่ไมไดเกิดจากการสงสัญญาณของเซลลแบบ autocrine ไดมีการศึกษากอนหนาพบวาระดับYKL-40 ใน
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เซลลมะเร็งเตานมและมะเร็งลําไสจะเพิ่มข้ึนตามการพัฒนาการของเซลลมะเร็งผานกระบวนการ tumor angiogenesis ผาน

การจับกับตัวรับบนผิวเซลล syndecan-1 และ integrin αvβ3 และกระตุน intracellular signaling cascade ประกอบดวย 

focal adhesion kinase (FAK) และ MAP kinase/ Erk 1/2 (Shao et al., 2009)   

 

M213 M214 M055 M139 KKU100 U937 THP-1
Series1 0.06 0.07 0.08 0.05 0.20 34.72 622.84
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รูปที่ 3.4. การวิเคราะหการแสดงออกของ YKL-40 mRNA โดยวิธี RT PCR  

ทําการเปรียบเทียบระดับของ YKL-40 mRNA ที่วัดไดจากเซลลมะเร็งทอน้ําดี 5 สายพันธไดแก KKU100 M213 M214 M055 

และ M139 levels กับการแสดงออกของ ᵦ-actin mRNA ซึ่งจัดเปน house keeping mRNA และใช myeloid cell lines 

(U937 and THP-1) เปน positive control 

 

3.6. การศึกษาการแสดงออกของ YKL-40 ในเนื้อเยื่อมะเร็งทอน้ําดี 

จากการศึกษาแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเน้ือเย่ือมะเร็งทอน้ําดีดวยเทคนิค immunohistochemistry พบผลบวกโดย

การติดสีน้ําตาลในบริเวณ stromal cells ไดแก fibroblast infiltrating macrophages บริเวณภายในทอน้ําดี และเซลลตับ

ปกติ โดยเฉพาะใน infiltrating macrophage จะมีผลบวกสูง (รูปที่ 3.5. ตําแหนงลูกศรชี้) อยางไรก็ตามในบริเวณที่เปนมะเร็ง

มีผลบวกต่ําเม่ือเทียบกับเซลลตับปกติ ซึ่งเปนไปไดวาเซลลมะเร็งไมไดเปนตัวหลักในการสรางโปรตีน YKL-40 แตอาจมาจาก

เซลล macrophages ที่อยูภายในบริเวณรอบ ๆ เซลลมะเร็งแตเซลลที่เปนมะเร็งไมไดสรางโปรตีน YKL-40 โดยตรงซึ่งผลการ

ทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองหาระดับ YKL-40 mRNA โดยวิธี RT PCR  
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ตัวอยาง CCA parafilm section ที่ R104/20 

         (A)                                                             (B) 

              
ตัวอยาง CCA parafilm section ที่ Y140/6 

    (C)                                                                 (D) 

            
 

รูปที่  3.5. การยอมเน้ือเย่ือ CCA ดวยวิธี Immunoperoxidase staining 

ทําการยอมเนื้อเย่ืดดวย anti YKL-40 polyclonal antibodies (10X HP) ลูกศรชี้แสดง (A) แสดงตําแหนงเนื้อเยื่อที่ยอมติด 

YKL-40 ในเซลลมะเร็ง (B) ตําแหนงการยอมติด YKL-40 ที่ hyperplasia lesion ของ bile duct  (C) การยอมติด YKL-

40 ที่บริเวณ stromal cells และ infiltrating macrophages (D) การยอมติด YKL-40 ที่ fibroblast 
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บทที่ 4 

บทสรุป 
4.1. สรุปผลการทดลอง 
 

โปรตีนYKL-40 (chitinase-3-like-1 และ human cartilage glycoprotein-39) เปนไกลโคโปรตีนที่สําคัญที่มีรายงาน

เก่ียวกับการภาวะการอักเสบเรื้อรัง ในชวงเวลาที่ผานมามีรายงานหลายชิ้นแสดงใหเห็นวาระดับของโปรตีน YKL-40 ที่สูงข้ึนมี

ความสัมพันธกับสภาวะพยาธิสภาพของมะเร็งชนิดตาง ๆ แตยังไมมีรายงานความเก่ียวโยงระหวางโปรตีน YKL-40 กับมะเร็ง

ทอน้ําดี งานวิจัยนี้ผูวิจัยทําการศกึษาตรวจวัดหาระดับของโปรตีน YKL-40 ในซีรั่มของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 57 คนและ

เปรียบเทียบผลกับซีรั่มของผูมสีุขภาพดี 41 คน ผลการวิเคราะหพบวาซีรั่มของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของโปรตีน YKL-40 

สูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยมีคาเฉลี่ยอยูท่ี 169.5 ng.mL-1 ที่ เมื่อเทียบกับคาเฉลี่ยของซีรั่มกลุมปกติที่มีคา 46.9 

ng.mL-1  การวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับของโปรตีน YKL-40 กับลักษณะทางคลีนิคตาง ๆ เชน อายุ เพศ ระยะการ

ดําเนินไปของโรคพบวาความสัมพันธไมมีนัยสําคัญทางสถิติ แตโดยรวมระดับของโปรตีน YKL-40 มีคาสูงข้ึนเม่ืออายุของผูปวย

เพ่ิมขึ้น ระดับโปรตีนในเพศชายมีคาสูงกวาเพศหญิง และระยะของมะเร็งท่ีลุกลามไปที่ระยะที่ 4 ก็มีระดับของโปรตีน YKL-40 

สูงข้ึนดวย ขณะที่ผูปวยมะเร็งทอน้ําดีที่มีมหจุลชีวิทยา (Histology Type) แบบ non-papillary มีระดับของ YKL-40 สูงกวา

คนปกติอยางมีนัยสําคญั การวิเคราะหทางสถิติแบบ Univariate analysis แสดงความสัมพันธที่มีนัยสําคัญทางสถิติกับระหวาง

ระยะการรอดชีพกับลักษณะทางคลีนิค 1) ระยะการดำเนินไปของโรค 2) มหจุลชีววิทยาแบบ non-papillary และ 3) 

ระดับของโปรตนี YKL-40 สวนการวิเคราะหขอมูลแบบ Multivariate Analysis  กราฟความสัมพันธของระยะการรอดชีพ

โดยรวมหลังการผาตัด (overall servival) กับระดับ YKL-40 พบวาผูปวยมะเร็.ที่มีระดับ YKL-40 สูงมีระยะการรอดชีพที่สั้น

กวาผูปวยที่มีระดับ YKL-40 ต่ํา  

 

การวิเคราะหการแสดงออกที่ระดับอารเอ็นเอใน CCA cell lines 5 ชนิดพบวามีการแสดงออก YKL-40 mRNA ในระดับต่ํา 

ผลการทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเนื้อเย่ือมะเรง็ทอน้ําดีที่พบผลบวกโดยการติดสี

น้ําตาลในบริเวณ stromal cells ไดแก fibroblast infiltrating macrophages บริเวณภายในทอน้ําดีที่อยูรอบเซลลมะเร็ง 

แตในเซลลมะเรง็มีระดับโปรตีน YKL-401 ต่ํา ผลการทดลองที่ไดรับบงชี้วา YKL-40 อาจไมถูกสรางโดยตรงโดยเซลลมะเร็งทอ

น้ําดี แตถูกกระตุนใหมีสรางจากเนื้อเยื่ออ่ืนแลวอาจถูกสงมายังกระแสเลือดไปชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งผาน

กระบวนการอ่ืนเชน angiogenesis หรือ cell proliferation 

 

4.1. ขอเสนอแนะ 

 

ไมม ี
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