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การวิจัยครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือยับย้ังการแสดงออกของยีน Ubiquitin- Specific Protease 

14 ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi) โดยจากการศึกษาที่ผ่านมาพบเปลี่ยนแปลงของยีนใน
ผู้ป่วยชาวไทยที่เป็นมะเร็งท่อนํ้าดีที่อยู่ในตับด้วยวิธีการขยายยีนแบบสุ่ม (AP-PCR) พบส่วนของ      ดี
เอ็นเอที่มีความจําเพาะกับโรคมะเร็งท่อนํ้าดีอยู่บนยีน Ubiquitin- Specific Protease 14 หรือ 
usp14 บนโครโมโซม 18 ซึ่งแถบดีเอ็นเอดังกล่าวมีการเปลี่ยนแปลงร้อยละ 52 ดังน้ัน การศึกษาวิจัย
ในครั้งน้ีเพ่ือยับย้ังการแสดงออกของยีนดังกล่าว ด้วยเทคนิค RNA interference หรือ RNAi ใน
เบ้ืองต้นได้ทําการออกแบบโอลิโกสายสั้น (oligoduplex RNAi) แล้วทําการนําเข้าสู่เซลล์ปฐมภูมิ 
(Primary cell) ของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี (transfection) เปรียบเทียบกับ RNAi negative ซึ่งใช้เป็น
ตัวควบคุม แล้วทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ด้วยเทคนิค quantitative 
real-time PCR ผลการวิจัยพบว่า RNAi ที่ออกแบบไว้ยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ในเซลล์
ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี ในเวลา 24 ช่ัวโมง ได้ร้อยละ 56 – 95 จากผลการวิจัยทําให้ทราบว่า
โอลิโก RNAi ที่ได้ออกแบบไว้สามารถยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ได้จริง อย่างไรก็ตาม 
เน่ืองจากข้อจํากัดด้านการเจริญของเซลล์ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี ทําให้ไม่สามารถศึกษา
สภาวะการลุกลามของเซลล์ปฐมภูมิหลังจากถูกยับย้ังยีน usp 14 จากกการที่เอนไซม์ Ubiquitin 
specific protease 14 (USP14) ทําหน้าที่ควบคุมความยาวของสายโปรตีนควบคุมที่ ช่ื อ ว่า 
Ubiquitin ด้วยความที่โปรตีนน้ีทําหน้าที่เป็นตัวควบคุมภายในเซล จึงมีแนวโน้มที่จะนําไปใช้ทาง
การแพทย์ 
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This research aimed to study Ubiquitin- Specific Protease 14 gene inhibition by  

RNA interference (RNAi) technique. Previously, the genomic instabilities of Thai patients 
with Intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) were studied by arbitrarily primed-
polymerase chain reaction (AP-PCR).  Specific region of Ubiquitin- Specific Protease 14 
or usp14 gene on chromosome 18 giving gene variation 52% was found. In this study, 
we intended to inhibit the gene expression using RNA interference or RNAi technique. 
The oligoduplex RNAi was designed and used for transfection to primary cell of 
cholagiocarcinoma cells compared with RNAi negative control. Gene expression (RNA 
level) was then studied using quantitative real-time PCR. The results showed that the 
designed RNAi can inhibit usp14 gene expression 56-95%. However, invasion assay of 
this inhibited gene was limitation according to growth retardation of primary cell of 
cholangiocarcinoma cells. Nevertheless, Ubiquitin specific protease 14 (USP14) plays 
role to control the length of Ubiquitin, which is the internal cell controller. This study 
provided information of medical application.  
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความเป็นมาและความสาํคญั 

 

มะเร็งท่อนํ้าดีมีลักษณะการดําเนินโรคที่ค่อนข้างช้า ทําให้กว่าจะสามารถตรวจพบได้ ผู้ป่วย
โดยส่วนใหญ่ก็อยู่ในระยะสุดท้าย หรือมีการแพร่ลุกลามของมะเร็งไปยังอวัยวะอื่นๆ แล้ว ส่งผลให้การ
รักษาในปัจจุบันไม่ได้ผลดีเท่าที่ควร ดังน้ัน การศึกษาถึงกลไกการก่อโรคมะเร็งชนิดน้ีในระดับโมเลกุล
เพ่ือนําไปสู่การพัฒนาแนวทางการป้องกัน การดูแลรักษา และการติดตามการเกิดซ้ําของมะเร็งท่อ
นํ้าดีจึงเป็นเรื่องที่สําคัญมาก นอกจากน้ันผลการวิจัยทางด้านน้ียังสามารถพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยโรคมะเร็งในระยะแรกเร่ิม โดยคัดเลือกยีนที่เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นอันดับแรกเม่ือเซลล์ถูก
กระตุ้นหรือชักนําให้เป็นมะเร็ง นํามาใชัในการออกแบบตัวตรวจจับเพ่ือตรวจหายีนที่ผ่าเหล่าในเซลล์
ของผู้ป่วย ประโยชน์อีกด้านหน่ึง คือ คัดเลือกยีนที่ เกิดการเปลี่ยนแปลงในเซลล์ขั้นร้ายแรง 
(metastasis) แล้วใช้เป็นตัวตรวจจับเพ่ือตรวจหาเซลล์มะเร็งปฐมภูมิที่หลงเหลือจากการผ่าตัดหรือ
การรักษาโดยวิธีอ่ืนๆ นอกจากน้ียังนําความรู้ที่ได้จากการศึกษาไปพัฒนาวิธีการรักษาโรคมะเร็งแบบ
ใหม่ๆ ในอนาคต เช่น การใช้ antisense DNA หรือ RNA เพ่ือยับย้ังการสร้าง oncoprotein ใน
เซลล์มะเร็ง หรือการรักษาโรคมะเร็งโดยวิธี  gene therapy  เป็นต้น     

ยีนที่สําคัญและเก่ียวข้องกับการเกิดเซลล์มะเร็งมี 2 กลุ่ม คือ Oncogenes และ Tumor 
suppressor genes  ซึ่งจะพบการผ่าเหล่าในเซลล์มะเร็งแทบทุกชนิด (รวมท้ังเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี
ด้วย) ความถี่ของการเกิดการผ่าเหล่าของยีนเหล่าน้ีหลากหลายขึ้นอยู่กับชนิดของเซลล์มะเร็ง สาเหตุ
ของการเกิดมะเร็ง และกลุ่มประชากรที่เป็นมะเร็ง  ข้อมูลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนทั้งสอง
กลุ่มน้ีในกลุ่มประชากรไทยที่เป็นมะเร็งยังมีรายงานน้อยมาก โดยเฉพาะโรคมะเร็งท่อนํ้าดีซึ่งเกิดในคน
ไทยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากที่สุดในโลก โดยมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคพยาธิใบไม้ตับ 
(Opisthorchis viverrini) ซึ่งเป็นสาเหตุเฉพาะ ไม่เหมือนกับผู้ป่วยมะเร็งท่อนํ้าดีในแถบยุโรปและ
อเมริกา  

จากผลงานวิจัยที่ผ่านมา (Chuensumran, Wongkham, Pairojkul, Chauin, & Petmitr, 
2007, pp. 2986-2991; Chuensumran, Saelee, Wongkham, Pairojkul, Chauin, & Petmitr, 
2011, pp. 775-779) ทําให้ทราบสภาพการเปลี่ยนแปลงของยีนต่างๆ ในเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีของ
ผู้ป่วยไทย โดยเบ้ืองต้นใช้วิธีขยายยีนแบบสุ่ม (AP-PCR) พบส่วนของ DNA ที่มีความจําเพาะกับ
โรคมะเร็งท่อนํ้าดีอยู่บนยีน Ubiquitin-specific protease 14 หรือ usp14 บนโครโมโซม 18 และ
เมื่อวิเคราะห์การเพ่ิมจํานวนชุดของ DNA ด้วยเทคนิค real-time PCR ของยีนดังกล่าว พบว่าจํานวน
ชุ ดขอ ง ยี นมี ก า ร เ ปลี่ ย นแปล ง  ( gene variation) 52% (Chuensumran, Saelee, Punyarit, 
Wongkham, Pairojkul, Chauin, & Petmitr, 2011, pp. 775-779) จึงทําการศึกษาวิจัยเพ่ือยับย้ัง
การแสดงออกของยีนดังกล่าว ด้วยเทคนิค RNA interference หรือ RNAi ในเซลล์ไลน์ของ
เซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี ได้แก่ KKU-100 and M213 พบว่าโอลิโกที่ออกแบบไว้สามารถเข้าเซลล์ไลน์ได้ 
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มากกว่าร้อยละ 90 ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุม แล้วทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ 
ด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR พบว่า RNAi ชุดที่ 1 ยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 
ในเซลล์ KKU-100 ในเวลา 24 ช่ัวโมง ได้มากที่สุด (ร้อยละ 93.35) และ พบว่า RNAi ชุดที่ 3 ยับย้ัง
การแสดงออกของยีน usp14 ในเซลล์ M213 ในเวลา 72 ช่ัวโมง ได้มากที่สุด (ร้อยละ 93.84) จาก
ผลการวิจัยทําให้ทราบว่าโอลิโก RNAi ที่ได้ออกแบบไว้สามารถยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ได้
จริง อย่างไรก็ตาม รูปแบบการแสดงออกของยีนของเซลล์ไลน์อาจจะไม่เหมือนในเซลล์มะเร็งของ
ผู้ป่วย ดังน้ัน ในงานวิจัยคร้ังน้ีจึงขอทําโครงการวิจัยต่อยอด เพ่ือนํา RNAi ที่ได้ออกแบบไว้แล้วไป
ศึกษาการยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 และศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีน
ว่าเมื่อยีนเป้าหมายถูกยับย้ังแล้วจะมีผลกระทบต่อโปรตีนอ่ืนๆ ในเซลล์อย่างไร ซึ่งจะใช้เซลล์ปฐมภูมิ 
หรือเซลล์ที่ได้จากเน้ือเย่ือมะเร็งท่อนํ้าดีของผู้ป่วยมาเพาะเลี้ยงในฟลาสก์เป็นเซลล์ต้นแบบ ผลจาก
การศึกษาครั้งน้ีจะทําให้ทราบแนวโน้มในการนําไปใช้รักษาโรคมะเร็งท่อนํ้าดีในคนไทยต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
เพ่ือศึกษาการยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ด้วยเทคนิค RNAi ในเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 

 
ขอบเขตการวิจัย 

 
สร้างเซลล์ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีในคนไทย แล้วนํา RNAi ที่ได้ออกแบบไว้แล้ว ไป

ทําการศึกษาการยับย้ังของยีน usp14 ในเซลล์ดังกล่าว นํามาศึกษาสภาวะของเซลล์ ได้แก่ 
Proliferation, Migration และ Invasion พร้อมทั้งศึกษารูปแบบแผนภาพการแสดงออกของโปรตีน
เมื่อยีน usp14 ถูกยับย้ัง 
 
คําจํากัดความที่ใช้ในงานวิจัย 
 

Ubiquitin-Specific Protease14 (usp14) คือ ยีนที่ทําหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีนในกลุ่ม
โปรติเอส 

RNA Interference (RNAi) คือ เทคนิคในการยับย้ังการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ 
โดยการออกแบบโอลิโกสายสั้นเพ่ือให้ไปจับกับอาร์เอ็นเอเป้าหมาย ทําให้อาร์เอ็นเอเป้าหมายไม่
สามารถแปลรหัส (Translation) ไปเป็นโปรตีนได้ 

Primary Cell คือ เซลล์มะเร็งปฐมภูมิที่ได้จากเน้ือเย่ือที่เป็นมะเร็งของผู้ป่วยที่มารับการ
ผ่าตัด นํามาเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือในฟลาสค์สําหรับเลี้ยงเซลล์ 

Intrahepatic Cholangiocarcinoma (ICC) คือ มะเร็งท่อนํ้าดีชนิดที่อยู่ในตับ 
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รบั  
 

1. พัฒนาการรักษาโรคมะเร็งท่อนํ้าดี และอาจนําไปใช้กับโรคมะเร็งอ่ืนๆ  
2. นําไปเผยแพร่ในวารสารนานาชาติ 

ผลงานที่คาดว่าจะตีพิมพ์: Inhibition of USP14 by Small Interfering RNA as a 
Therapeutic Trend for Thai Patient with Cholangiocarcinoma 

หน่วยงานที่นําผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
โรงพยาบาลต่างๆ ที่มีการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งท่อนํ้าดี และหน่วยงานท่ีทํางานวิจัย

ทางด้านอณูชีววิทยาของโรคมะเร็ง 
 



บทท่ี  2 
แนวคดิ ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
มะเร็งท่อน้ําดี 
 

มะเร็งท่อนํ้าดี (cholangiocarcinoma, CCA) เป็นมะเร็งที่ถือว่าร้ายแรงที่สุดชนิดหน่ึง มีการ
พยากรณ์โรคไม่ดี เพราะอัตราการเกิดโรคและอัตราการตายมีจํานวนพอๆ กัน ประเทศไทยจัดเป็น
ประเทศที่มีอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งชนิดน้ีสูง โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จากการทํา
ทะเบียนชุมชนของจังหวัดขอนแก่น (Vatanasapt, Martin, Sriplung, Chindavijak, Sontipong, 
Suwanrungruang, Kamsa-ard, et al., 1995, pp. 475-483) พบอัตราป่วยในเพศชายเท่ากับ 94.8 
ต่อประชากรชาย 100,000 คนต่อปี และในเพศหญิงเท่ากับ 39.4 ต่อประชากรหญิง 100,000 คนต่อ
ปี และพบว่าร้อยละ 89 ของมะเร็งตับเป็นมะเร็งท่อนํ้าดี มีรายงานอุบัติการณ์ใน จ.ขอนแก่น ระหว่าง
ปี 2533-2543 ในกลุ่มที่มีอายุมากกว่า 35 ปี อยู่ที 93.8-317.6 ต่อประชากร 100,000 คนต่อปี 
(Sriamporn, Pisani, Pipitgool, et al., 2004, pp. 588-594) การรักษาส่วนใหญ่ยังต้องพ่ึงการ
ผ่าตัด แต่ผลการรักษาไม่เป็นที่น่าพอใจ มีอัตราการรอดชีวิต (5 year survival) เพียงร้อยละ 8 
(Uttaravichien & Buddhisawasdi, 1990, pp. 608-611) 

ในประเทศไทยเป็นที่แน่ชัดแล้วว่าการเกิดโรคมะเร็งท่อนํ้าดี (CCA) มีความสัมพันธ์กับการ
เ กิ ด โ ร ค พ ย า ธิ ใ บ ไ ม้ ตั บ ช นิ ด  Opisthorchis viverrini (OV) (Thamavit, Bhamarapravati, 
Sahaphong, Vajrasthira, & Angsubhakorn, 1978, pp. 4634-4639; International Agency for 
Research on Cancer, 1994, pp. 121-175; Vatanasapt, Sripa, Sithithaworn, & Mairiang, 
1999, pp. 313-343; Sripa & Kaewkes, 2000, pp. 139-145) โดยสามารถตรวจพบแอนติเจนได้
ในเซลล์เย่ือบุท่อนํ้าดีและบริเวณรอบท่อนํ้าดี นอกจากน้ียังพบแอนติเจนใน macrophagee, 
epithelioid cell และ giant cell แม้จะไม่พบตัวพยาธิก็ตาม กระบวนการเกิด CCA ประกอบไปด้วย
การเปลี่ยนแปลงหลายขั้นตอน เริ่มต้ังแต่พบภาวะ early hyperplastic (อาจพบ metaplastic ได้ใน
บางครั้ง) แล้วตามด้วย dysplasia จนกระทั่งเป็นมะเร็ง ซึ่งคาดว่าเป็นผลจากการติดพยาธิใบไม้ตับ 
การอักเสบเรื้อรัง และการบาดเจ็บของเซลล์เย่ือบุท่อนํ้าดี โดยอาจเกิดร่วมกับการมีการอุดตันของท่อ
นํ้าดี การเกิดภาวะ primary sclerosing cholangitis (PSC), hepatolithiasis, Caroli’s disease 
และ congenital choledochal cysts เป็นต้น 

ในรอบ 10 ปีที่ผ่านมา พบการเปลี่ยนแปลงในระดับโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับมะเร็งท่อนํ้าดี 
นํามาสรุปเพ่ืออธิบายบทบาทที่เก่ียวข้องในกระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรคได้ดังน้ี คือ 
 
ความผิดปกติของยีน K-ras และ p53 
 

จากรายงานการวิจัยหลายฉบับพบว่ามีการกลายพันธ์ุ (mutation) ของยีน K-ras และ p53 
และมีการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดน้ีเพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งมีความสัมพันธ์กับกระบวนการก่อมะเร็งท่อ
นํ้าดี โดย Ohashi และคณะ (Ohashi, Nakajima, Kanehiro, Tsutsumi, Taki, et al., 1995, pp. 
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1612-1617) พบการกลายพันธ์ุของยีนน้ีได้ต้ังแต่ระยะต้นของการก่อมะเร็ง ในขณะที่ p53 จะพบใน
ระยะท้ายของกระบวนการก่อมะเร็ง ในภาวะปกติ K-ras จะอยู่ในรูปของ proto-oncogene ซึ่งไม่
ทํางาน (inactive form) แต่หากในกรณีที่มีการกลายพันธ์ุเกิดขึ้นจะทําให้ K-ras อยู่ในรูปที่ทํางาน 
(active form) หรือเรียกว่า oncogene จากรายงานการวิจัยพบว่าการกลายพันธ์ุของยีน K-ras มี
อุบัติการณ์สูงถึง 100% ในผู้ป่วยมะเร็งท่อนํ้าดีชาวอังกฤษ (Levi, Urbano-Ispizua, Gill, Thomas, 
Gilbertson, et al., 1991, pp. 3497-3502) ในขณะที่พบการกลายพันธ์อยู่ในช่วง 4-60% ในผู้ป่วย
ชาวญี่ปุ่นและคนไทย (Furubo, Harada, Shimonishi, Katayanagi, Tsui, et al., 1999, pp. 230-
240; Tada, Omata, & Ohto, 1992, pp. 1115-1118; Petmitr, Pinlaor, Thousungnoen, 
Karalak, & Migasena, 1998, pp. 71-75) ตําแหน่งที่มีการกลายพันธ์ุส่วนใหญ่ (hot spot) พบที่ 
codon 12 โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนชนิด glycine (GGT) ไปเป็น aspartic acid (GAT) หรือ valine 
(TGT) นอกจากน้ียังพบการกลายพันธ์ุที่ codon 13 และ codon 61 อีกด้วย (Petmitr, Pinlaor, 
Thousungnoen, Karalak, & Migasena, 1998, pp. 71-75; Ohashi, Tsutsumi, Nakajima, 
Noguchi, Okita, et al., 1994, pp. 305-310; Tsuda, Satarug, Bhudhisawasdi, Kihana, 
Sugimura, et al., 1992, pp. 266-269) 

ในกรณีของยีน p53 ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม tumor suppressor gene ทําหน้าที่ยับย้ังการแบ่งตัว
ของเซลล์ที่ผิดปกติหรือทําหน้าที่ชักนําให้มีการกําจัดเซลล์ที่ผิดปกติโดยกระบวนการ apoptosis 
ดังน้ัน หากมีความผิดปกติเกิดขึ้นกับการทํางานของยีน p53 จะส่งผลให้เซลล์เกิดเป็นมะเร็งได้ พบ
อุบัติการณ์การกลายพันธ์ุของยีน p53 ในผู้ป่วยมะเร็งท่อนํ้าดี 5-53% โดยเฉพาะชนิด mass-forming 
(Ohashi, Nakajima, Kanehiro, Tsutsumi, Taki, et al., 1995, pp. 1612-1617; Furubo, 
Harada, Shimonishi, Katayanagi, Tsui, et al., 1999, pp. 230-240) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นการกลาย
พันธ์ุชนิด missense (มีการสร้างกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไปจากเดิม) ส่วนน้อยจะเป็นการกลายพันธ์ุแบบ 
nonsense (ไม่สร้างกรดอะมิโน) 

 
ความผิดปกติของยีนที่มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการ apoptosis 
 

ในเซลล์ปกติจะมีการทํางานของยีนและโปรตีนที่มีบทบาทในการกระตุ้นและยับย้ัง
กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis กล่าวคือ ถ้าเซลล์ได้รับบาดเจ็บระดับหน่ึง เซลล์จะ
สามารถเหน่ียวนําให้ตายลง (apoptosis) เมื่อไม่ให้ความผิดปกติน้ันถ่ายทอดยังเซลล์รุ่นหลัง แต่ใน
กรณีที่เซลล์มีความผิดปกติจนเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็ง จะมีความผิดปกติของการทํางาน 
กล่าวคือ จะมีการแสดงออกที่ลดลงของยีนที่ทําหน้าที่กระตุ้นให้เกิด apoptosis แต่มีการแสดงออกที่
เพ่ิมมากขึ้นของยีนกลุ่มที่ยับย้ังการเกิด apoptosis ทําให้เซลล์ที่เกิดความผิดปกติหรือเซลล์มะเร็ง
สามารถเจริญแบ่งตัวต่อไปได้อย่างไม่มีที่สิ้นสุด การศึกษาในมะเร็งท่อนํ้าดี พบว่ายีนที่มีบทบาทในการ
ยับย้ังกระบวนการ apoptosis หลายชนิดมีการแสดงออกที่เพ่ิมสูงขึ้น เช่น ยีน Bcl-2, Bcl-X และ 
Mcl-l  
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ความผิดปกติของกลุ่มยีนที่ทําหน้าที่ซ่อมแซม DNA (DNA repairing gene) 
 

ในภาวะปกติเมื่อมีการทําลายดีเอ็นเอเกิดขึ้น เซลล์จะมีระบบซ่อมแซมด้วยกลุ่มเอ็นไซม์ที่
เรียกว่า  DNA repairing enzymes ซึ่ ง เ ป็นผลของ  DNA repairing genes แต่หากเซลล์มีการ
แสดงออกผิดปกติ หรือการกลายพันธ์ุของยีนในกลุ่มน้ีจะทําให้เกิดการสะสมของดีเอ็นเอที่มีความ
ผิดปกติมากขึ้นจนส่งผลให้เกิดการกลายพันธ์ุของยีนหลายๆ ตําแหน่ง ในที่สุดการกลายพันธ์ุสามารถ
เกิดขึ้นได้กับยีนในทุกกลุ่ม ได้แก่ oncogenes, tumor suppressor genes, apoptosis genes รวม
ไปถึง DNA repairing genes ด้วย ทําให้เซลล์ที่มีความผิดปกติมีการแบ่งตัวอย่างไม่สิ้นสุด พัฒนาเป็น
เซลล์มะเร็งได้ นอกจากความผิดปกติของยีนต่างๆ โดยตรงแล้ว ยังพบความผิดปกติที่กระบวนการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนซึ่งเรียกว่า epigenetic stage ได้อีกด้วย เช่นการเกิดปฏิกิริยา 
hypermethylation ในบริเวณตําแหน่ง promoter ของยีน hMLH1 ซึ่งเป็นยีนที่ทําหน้าที่ซ่อมแซม
ในกรณีที่มี DNA mismatch เกิดขึ้น ส่งผลให้การแสดงออกของยีนดังกล่าวลดตํ่าลง ทําให้เกิดการ
กลายพันธ์ุของยีนต่าง ๆ ได้ง่ายย่ิงขึ้น (Liu, Momoi, Li, Ishikawa, & Fukumoto, 2002, pp. 366-
371; Limpaiboon, Krissadarak, Sripa, Jearanaikoon, Bhuhisawasdi, et al., 2002, pp. 215-
222)  

 
การเปลี่ยนแปลงในการแสดงออกของยีนกลุ่ม growth factors และ cytokines ต่างๆ 
 

จากการศึกษาพบว่ามี growth factors และ cytokines หลายชนิดที่มีบทบาทกระตุ้นให้
เ ซ ล ล์ เ ย่ื อ บุ ท่ อ นํ้ า ดี แ บ่ ง ตั ว  เ ช่ น  interleukin-6 (IL-6), hepatocyte growth factor (HGF), 
transforming growth factor- (TGF-), epidermal growth factor (EGF), c-erbB-2, 
heterogenous immunoglobulin A (IgA) และ  leukocyte inhibitory factor (LIF) เ ป็ น ต้ น 
( Terada, Ashida, Endo, Horie, Maeta, et al., 1998, pp. 325-331; Harada, Terada, & 
Nakanuma, 1996, pp. 787-792; Radaeva, Ferreira-Gonzalez, & Sirica, 1999, pp. 1453-
1462; Alpini, Glaser, Ueno, Pham, Podila, et al., 1998, pp. G767-775) โดยการกระตุ้นเป็นได้
ทั้งแบบ autocrine หรือ paracrine นอกจากน้ียังพบว่า receptor ของ growth factors และ 
cytokines เหล่าน้ียังถูกกระตุ้นให้มีการแสดงออกที่เพ่ิมสูงขึ้นในเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี เช่น Met ซึ่งเป็น 
receptor ของ HGF หรือ c-erbB-2 ซึ่งเป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ที่มีความคล้ายคลึง (homologous) 
กับ EGFR จะถูกกระตุ้นให้มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นในกรณีที่มีพยาธิสภาพของเย่ือบุทางเดินนํ้าดี ซึ่ง
การแสดงออกของ growth factors และ cytokines ชนิดต่างๆ รวมไปถึง receptor เหล่าน้ีจะมีผล
ไปกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัวของเซลล์อยู่ตลอดเวลาโดยเฉพาะเซลล์มะเร็งซึ่งเป็นเซลล์ที่มีความ
ผิดปกติอยู่แล้ว จนส่งผลให้เซลล์เหล่าน้ีมีการเจริญเติบโตที่ไม่สิ้นสุด 

โดยพบว่าเมื่อมีการอักเสบทําให้ inflammatory cytokines (eg.TNF-, IL-6) ไปกระตุ้นให้
มีการแสดงออกของยีน inducible nitric oxide synthase (iNOS) มีผลทําให้ 1) มีการสร้าง 
endogenous nitric oxide (NO) (Sirica, Lai, Endo, Zhang, & Yoon, 2002, pp. 303-313; 
Pascher , Jonas, & Neuhaus, 2003, pp. 282-287) ซึ่งเป็นสารที่ทําให้ดีเอ็นเอบาดเจ็บ ยับย้ังการ
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ซ่อมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) และยับย้ังกระบวนการ apoptosis ทําให้เกิดการคั่งของนํ้าดีในท่อ
ขนาดเล็ก 2) ทําให้ยีน COX-2 (cyclooxygenase-2) แสดงออกมากขึ้น ส่งเสริมให้มีการเจริญของ
เซลล์ และยับย้ังกระบวนการ apoptosis 

จากงานวิจัยที่ผ่านมา (งปม.51-52) (Chuensumran, Saelee, Punyarit, Wongkham, 
Pairojkul, et al., 2011, pp. 775-779) ทําให้ทราบสภาพการเปลี่ยนแปลงของยีนต่างๆ  ใน
เซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีของผู้ป่วยไทย โดยเบ้ืองต้นใช้วิธีขยายยีนแบบสุ่ม (AP-PCR) พบส่วนของDNAที่มี
ความจําเพาะกับโรคมะเร็ งท่อ นํ้าดีอ ยู่บนยีน  usp14 (Ubiquitin-specific protease 14) บน
โครโมโซม 18 โดยพบว่ามีการเพิ่มขึ้น (Amplification) 48% (25/52 ราย)  

โปรตีน Ubiquitin-specific protease 14 (USP14) จัดอยู่ในกลุ่ม UBP ซึ่งโปรตีนในกลุ่มน้ี 
บางตัวมีรายงานว่าเก่ียวข้องกับมะเร็ง (เน่ืองจากควบคุมโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการเจริญและการตาย
ของเซลล์) พบว่าผู้ป่วยมะเร็งลําไส้ใหญ่ จํานวน 18% มีโปรตีน USP14 ที่ไซโตพลาสมของเซลล์มะเร็ง
จํานวนมาก ซึ่งสัมพันธ์กับพยาธิสภาพ และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งมายังต่อมนํ้าเหลืองและ
ตับ และมีอัตราการรอดชีวิต (survival rate) ตํ่ากว่าผู้ป่วยที่มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวในปริมาณ
ตํ่ากว่า (Shinji, Naito, Ishiwata, Ishiwata, Tanaka, et al., 2006, pp. 539-543) นอกจากน้ี ยัง
พบว่ามีการแสดงออกของยีน usp14 มากผิดปกติในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Ishiwata, Katayama, 
Shindo, Ozawa, Itoh, et al., 2001, pp. 13-17) เช่นเดียวกัน 

เทคนิค RNA interference (RNAi) คือกระบวนการที่นําลําดับนิวคลีโอไทด์สายสั้น (dsRNA) 
ที่มีความจําเพาะ ไปใช้ยับย้ังการแสดงออกของยีน ซึ่งเป็นกระบวนการที่สําคัญหลังจากการถอดรหัส 
(posttranscriptional gene silencing) ซึ่งมีผลต่อโปรตีนและอาร์เอ็นเอในเซลล์ นักวิทยาศาสตร์พบ
กระบวนการดังกล่าวครั้งแรกในพืชในปี 1990 (Napoli, Lemieux, & Jorgensen, 1990, pp. 279-
289) และมีการศึกษาอย่างเป็นระบบเป็นครั้งแรกในปี 1998 ใน หนอนนีมาโทดาที่โปร่งใส มีความ
ยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร (Caenorhabditis elegans) (Fire, Xu, Montgomery, Kostas, Driver, 
et al., 1998, pp. 806-811) ซึ่งทําให้ Andrew Fire และ Craig Mello ได้รับรางวัลโนเบลสาขา 
Medicine or Physiology ใ น ปี  2006 (Mello, 2007, pp. 6985-6994; Fire, 2007, pp. 6966-
6984) ได้มีการนําเทคนิค RNAi ไปใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง โดยนําไปยับย้ังยีนที่จําเพาะ โดยเฉพาะ 
oncogenes ดังน้ี 

1. ยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างเส้นเลือดเพ่ือนําสารอาหารและออกซิเจนไปเลี้ยงเซลล์มะเร็ง 
(angiogenesis)  

2. ยีนที่เก่ียวข้องกับการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (metastasis) หลังจากที่ผู้ป่วยผ่าตัด
ก้อนเ น้ืองอก  (primary tumors) ออกแล้ว  (Wu, Hait, & Yang, 2003, pp. 1515-
1519) 

3. ยีน mdr (multidrug resistance gene) ซึ่งเป็นสาเหตุของการไม่ตอบสนองต่อยาเคมี
บําบัดและรังสีรักษา (Zukiel, Nowak, Wyszko, Rolle, Gawronska, et al., 2006, 
pp. 1002-1007) 

มีการนํา RNAi ไปใช้ครั้งแรกในคลีนิคเพ่ือรักษาผู้ ป่วยมะเร็งที่สมอง (Glioblastoma 
multiforme) โดยนําไปยับย้ังยีน Tenascin-C (Zukiel, Nowak, Wyszko, Rolle, Gawronska, et 
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al., 2006, pp. 1002-1007) ซึ่งประสบความสําเร็จ โดยสามารถป้องกันการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งหลังจากผู้ป่วยได้รับการผ่าตัดเอาก้อนเน้ือออกแล้ว ขณะนี้อยู่ในช่วงพัฒนายาโดย 
Senetek PLC นอกจากน้ียังมียีนอ่ืนๆ ที่บริษัทยากําลังพัฒนา ได้แก่ M2 subunit ของเอนไซม์ 
ribonucleotide reductase แ ล ะ โ ป ร ตี น ไ ค เ น ส  N3 (Sripa, Leungwattanawanit, Nitta, 
Wongkham, Bhudhisawasdi, et al., 2005, pp. 3392-3397)  

จากการศึกษาการยับย้ังการทํางานของยีน usp14 ด้วยเทคนิค RNAi ในเซลล์ไลน์ของ
เซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี ได้แก่ KKU-100 และ M213 พบว่าโอลิโกที่ออกแบบไว้สามารถเข้าเซลล์ไลน์ได้
มากกว่าร้อยละ 90 แล้วทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ด้วยเทคนิค 
quantitative real-time PCR พบว่า RNAi ยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ในเซลล์ไลน์ทั้งสอง
ชนิดมากกว่าร้อยละ 90 อย่างไรก็ตาม รูปแบบการแสดงออกของยีนของเซลล์ไลน์อาจจะไม่เหมือนใน
เซลล์มะเร็งของผู้ป่วย ดังน้ันในงานวิจัยครั้งน้ี จึงได้ทําการวิจัยต่อยอดโดยการนํา RNAi ที่ได้ออกแบบ
ไว้แล้วไปศึกษาการยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 และศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนใน
ระดับโปรตีนว่าเมื่อยีนเป้าหมายถูกยับย้ังแล้วจะมีผลกระทบต่อโปรตีนอ่ืนๆ ในเซลล์อย่างไร ซึ่งจะใช้
เซลล์ปฐมภูมิ หรือเซลล์ที่ได้จากเน้ือเย่ือมะเร็งของผู้ป่วยมาเพาะเลี้ยงในฟลาสค์เป็นเซลล์ต้นแบบ ผล
จากการศึกษาครั้งน้ีจะทําให้ทราบแนวโน้มในการนําไปใช้รักษาโรคมะเร็งท่อนํ้าดีในคนไทยต่อไป 
 
กรอบแนวความคิดในการวิจัย  

 
จากงานวิจัยที่ผ่านมา (Chuensumran, Saelee, Punyarit, Wongkham, Pairojkul, & 

Petmitr, 2011, pp.775-779) พบว่า มีการเพ่ิมจํานวนชุดของดีเอ็นเอบนยีน usp14 ในเซลล์มะเร็ง
ท่อนํ้าดี จํานวน 48% ซึ่งนับว่าสูงมาก จึงน่าที่จะนําแถบดีเอ็นเอดังกล่าวมาศึกษาว่าเก่ียวข้องกับยีน
มะเร็ง (oncogene) หรือไม่  

นอกจากน้ียังนําความรู้ที่ได้จากการศึกษาไปพัฒนาวิธีการรักษาโรคมะเร็งแบบใหม่ๆ ใน
อนาคต เช่น การใช้  antisense DNA หรือ RNA (เรียกว่า RNA interference, RNAi) เพ่ือยับย้ังการ
สร้างโปรตีนที่สัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็ง (oncoprotein) ในเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี และเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานสําหรับการรักษาโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ต่อไป      
 

 



บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 
 

เป็นงานวิจัยเชิงทดลอง เพ่ือศึกษาการยับย้ังการทํางานของยีน usp14 ในเซลล์ไลน์ของ
มะเร็งท่อนํ้าดีในคนไทย ด้วยเทคนิค RNA interference (RNAi)  

 
วัตถุดิบ 

  
เซลล์ไลน์ของมะเร็งท่อนํ้าดีในคนไทยที่นํามาทําการวิจัยได้รับการอนุเคราะห์จากโรง 

พยาบาลศรีนครินทร์ จ.ขอนแก่น  
 

อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการดําเนินงานวิจัย  
 

อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการดําเนินงานวิจัย  ได้แก่ 
1. Tissue Culture Hood ชนิด Laminar-flow โดยกรองอากาศผ่าน High Efficiency 

Particulate Air (HEPA) filter 
2. CO2 Incubator 
3. Aspiration Pump 
4. ภาชนะเพาะเลี้ยงที่เป็น Disposable Plastics (T-25, T-75) 
5. Multi-well Plates หลายขนาด เช่น 12-well, 96-well 
6. 24-well biocoat matrigel invasion chamber  
7. 8 m pore filters (Transwell) 
8. ตัวกรอง media (0.22 m membrane) 
9. หลอดไมโครฟิวจ์ 
10. เจลแชมเบอร์ 
11. เครื่อง DNA Thermal  Cycler 
12. Vortex mixer 
13. เครื่องไมโครฟิวจ์ 
14. Tip  ขนาด 1ไมโครลิตร, 20 ไมโครลิตร และ100ไมโครลิตร 
15. capillary สําหรับเคร่ือง LightCycler (Roche) 
16. ไมโครปิเปตขนาด 1-20 ไมโครลิตร, 1-100 ไมโครลิตร, และ 1-1000ไมโครลิตร 
17. เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV  transilluminator) 
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18. เครื่องไมโครเวฟ 
19. เครื่องถ่ายรูป 

สารเคมีที่ใช้ 
 

1. Media & Supplements ได้แก่ Ham’s F12 
2. fetal bovine serum 
3. HEPES 
4. ยาปฏิชีวนะ (Penicillin-Streptomycin) 
5. OPTI MEM I (Gibco) 
6. Lipofectamine 2000 reagent 
7. MTT 
8. Block-it transfection kit (Gibco) 
9. Trypsin-EDTA 0.25% 
10. Trypan blue stain  
11. Trizol reagent (Invitrogen) 
12. synthetic oligonucleotide (Invitrogen) 
13. SuperScript VILO cDNA synthesis kit (Invitrogen) 
14. Taq DNA polmerase 
15. ชุดนํ้ายา SYBR สําหรับ real-time PCR 
16. อะกาโรส 

 
การดําเนินงานวิจัย 

1. การออกแบบ RNAi  
ออกแบบ RNAi จํานวน 3 ชุด (ลําดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน) บนยีน usp14 โดยเลือก

ชนิด Modified RNA duplexes (Stealth) จากฐานข้อมลู www.invitrogen.com/rnai  
2. เตรียมเซลล์ปฐมภูมิ 

2.1 คัดกรองผูป่วยมะเร็งท่อนํ้าดีชนิดในตับ (Intrahepatic cholangiocarcinoma) 
เน่ืองจากพบมากในผู้ป่วยชาวไทย จากผลการตรวจทางพยาธิ โรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้า และผู้ป่วย
ต้องได้รับการรักษาโดยการผ่าตัด 

2.2 เก็บเน้ือเย่ือมะเร็งท่อนํ้าดีของผู้ป่วยและข้อมูลทางพยาธิสรีระวิทยา จํานวน 5 ราย 
(ทําทีละราย ไม่จําเป็นต้องรอพร้อมกัน) นําเน้ือเย่ือใส่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Ham’s F12 (GIBCO) ที่ใส่
ย าป ฏิ ชี วนะ  (Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 g/ml, Gentamycin 100 g/ml) ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทันทีจากห้องผ่าตัด ทุกขั้นตอนต้องใช้เทคนิคปลอดเช้ือ 

2.3 ล้างเน้ือเย่ือในบัฟเฟอร์ฟอสเฟต พีเอช 7.2 ตัดเน้ือเย่ือด้วยมีดผ่าตัด 
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2.4 นําเซลล์ใส่ฟลาสค์สําหรับเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหารเลี้ยงงเซลล์ Ham’s F12, fetal 
bovine serum 15%, epithelium growth factor 10 ng/ml, Penicillin 100 U/ml, 
Streptomycin 100 g/ml, Gentamycin 100 g/ml) 

2.5 บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
2.6 สังเกตการเกาะของเซลล์ที่ผิวฟลาสค์ทุกวัน ประมาณ 3 วัน หลังจากน้ันเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-5 วัน เป็นเวลา 1 เดือน เซลล์ที่ได้เรียกว่าเซลล์ปฐมภูมิ (Primary cell) ซึ่ง
หากสามารถเลี้ยงเซลล์ต่อไป แล้วทําการเปลี่ยนเซลล์ (passage) ทุกๆ 7-10 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
Ham’s F12 และ FBS 10% แต่ไม่ต้องใส่ EGF เซลล์ที่ได้จะเรียกว่า เซลล์ไลน์ 

3. การนําโอลิโก RNAi เข้าเซลล์ปฐมภูมิ 
นําโอลิโก RNAi เข้าเซลล์ปฐมภูมิมะเร็งท่อนํ้าดี (transfection) โดยทําควบคู่ไปกับ 

negative control 
 
การนํา Stealth RNAi เข้าสู่เซลล์ (Transfection) ใน 12-well plate 

1. ก่อนที่จะทํา Transfection 1 วัน ให้ลงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตร โดยไม่
ใส่ยาปฏิชีวนะ จะทําให้ได้จํานวนเซลล์ 30-50% confluent ก่อนทําการ Transfection  

2. เตรียม Oligomer-Lipofectamine ดังต่อไปน้ี 
 นํา Stealth RNAi จํานวน 40 พิโคโมล ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Opti-MEM I 

Reduced Serum จํานวน 100 ไมโครลิตร (ทําให้ได้ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอเท่ากับ 40 นาโนโม
ลาร์) ผสมเบาๆ 

 ทํา Lipofectamine ให้เป็นเน้ือเดียวกันเบาๆ ก่อนใช้งาน หลังจากน้ันดูดมา 2 
ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Opti-MEM I Reduced Serum จํานวน 100 ไมโครลิตร ผสม
เบาๆ ทิ้งไว้ 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (ห้ามเกิน 25 นาที) 

 ผสม Stealth RNAi ในขั้นตอนที่ 1 และ Lipofectamine ในขั้นตอนที่ 2 ให้
เข้ากันเบาๆ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที (จะได้สารละลายลักษณะขาวขุ่น) 

3. เติม Oligomer-Lipofectamine จํานวน 4 ไมโครลิตร ไปที่เซลล์ที่เตรียมไว้ ผสม
เบาๆ ด้วยวิธี rocking 

4. บ่มเซลล์ที่ 37 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24-96 ช่ัวโมง 
 

4. การสกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ปฐมภูมิ 
การสกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ปฐมภูมิ ทําได้ดังน้ี  
1. เทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง (เซลล์จะเกาะที่ผิวของฟลาสค์หรือเพลท) หลังจากน้ัน เติม 

Trizol reagent 1 มิลลิลิตร/พ้ืนที่ผิว 10 ตารางเซนติเมตร สําหรับ 12 well plate มีพ้ืนที่ผิว 4 
ตารางเซนติเมตร จะใช้ Trizol reagent 400 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดขึ้นลงเพ่ือชะเซลล์ให้หลุด ทิ้งไว้ 
5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

2. เติมคลอโรฟอร์ม 80 ไมโครลิตร (คลอโรฟอร์ม 200 ไมโครลิตร/Trizol reagent 1 
มิลลิลิตร) ผสมแรงๆ 15 วินาที ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2-3 นาที  
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3. นําไปป่ันเหว่ียงที่ 12,000g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
4. เก็บส่วนใสส่วนบน นําใส่หลอดใหม่ แล้วเติม Isopropyl alcohol 200 ไมโครลิตร 

(Isopropyl alcohol 0.5 มิลลิลิตร/Trizol reagent 1 มิลลิลิตร) 
5. ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที นําไปป้ันเหว่ียงที่ 12,000g เป็นเวลา 10 นาที ที่

อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ตะกอนอาร์เอ็นเอจะมีลักษณะใสๆคล้ายเจลท่ีก้นหลอด 
6. ทิ้งส่วนใส เติมเอทานอล 75% จํานวน 400 ไมโครลิตร (เอทานอล 1 มิลลิลิตร/

Trizol reagent 1 มิลลิลิตร) ผสมให้เข้ากัน 
7. นําไปป่ันเหว่ียงที่ 7,500g เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
8. ทิ้งส่วนใส รอให้แห้งเอง (air dry) ประมาณ 5-10 นาที  
9. ละลายอาร์เอ็นเอด้วย RNAse free water โดยใช้ปิเปตดูดขึ้น-ลงประมาณ 2-3 ครั้ง 

นําไปบ่มที่ 55-60 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที 
 

5. การสังเคราะห์ First-Strand cDNA ด้วย Superscript VILO 
การสังเคราะห์ First-Strand cDNA ด้วย Superscript VILO ทําได้ดังน้ี 
1. การเตรียม master mix (ไม่ใส่ RNA) ดังต่อไปน้ี 
 5X VILO reaction mix   4 ไมโครลิตร 
 10X Superscript enzyme mix 2 ไมโครลิตร 
 RNA (ไม่เกิน 2.5 ไมโครกรัม)  x ไมโครลิตร 
 DEPC-treated water   เพ่ือให้ได้ 20 ไมโครลิตร 

2. ผสมเบาๆ นําเข้าเคร่ือง Thermal Cycler โดยเริ่มที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที 
3. บ่มที่ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
4. หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
5. นํา cDNA ที่ได้ไปทํา real-time PCR หรือเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่า

จะนํามาใช้ 
 
6. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน usp14  

วิ เคราะห์การแสดงออกของยีน usp14 ด้วยเทคนิค real-time PCR ด้วยเคร่ือง 
LightCycler (Roche) ใช้ชุดนํ้ายา SYBR Green I (Roche) โดยใช้ไพร์เมอร์ usp14Ex4F/usp14-
Active R1 (forward 5-ACC CTC AGC CAA AAC TGT C-3/ reverse 5-AGG GCT GCA GTA 
ATA TAC TG-3) ซึ่งมีขนาดขนาด 224 เบส เทียบกับไพร์เมอร์เบต้า-แอคติน (forward 5-AGC 
GAG CAT CCC CCA AAG TT-3/ reverse 5-GGG CAC GAA GGC TCA TCA TT-3) ซึ่ งมีขนาด 
285 เบส ทําปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในแต่ละหลอดคะปิลลารี (LightCycler glass 
capillary) ซึ่งประกอบด้วย LightCycler Mastermix 18 ไมโครลิตร (นํ้า 8.8 ไมโครลิตร, MgCl2 5 
mM 3.2 ไมโครลิตร, forward primer 0.5 M 2 ไมโครลิตร, reverse primer 0.5 M 2 ไมโครลิตร
,  และ  LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics, Germany) 2 
ไมโครลิตร) หลังจากน้ัน เติมดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม) 
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สภาวะของพีซีอาร์ ประกอบด้วย initial denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ตามด้วยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที, อุณหภูมิ 6757 องศาเซลเซียส 5 วินาที 
(คงไว้ 15 รอบ เรียกว่า touchdown PCR) และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 20 วินาที จํานวน 45 
รอบ 

จุดที่เริ่มตรวจพบ PCR product เรียกว่า cycle threshold (Ct) โดยทําการเปรียบเทียบ
กับยีนพ้ืนฐาน (Housekeeping gene) ได้แก่ เบต้า-แอคติน โดยทําการคํานวณตามสูตร ดังน้ี (Livak 
& Schmittgen, 2001, pp. 402-408) 

 
 Δactin-Δcase-2numbercopy DNA  ; 

 โดยที่ normaltumor CtCtcase   สําหรบัไพร์เมอร์จําเพาะ และ  

normaltumor CtCtΔactin   สําหรับไพร์เมอร์เบต้า-แอคติน 
 

3.5.7 การศึกษาการลุกลามของเซลล์มะเร็ง (Invasion) 
 
วิธีที่ 1 
การศึกษาการลุกลามของเซลล์ไลน์ (Invasion) โดยใช้ 24-well Transwell chamber ที่มีเม

มเบรนขนาด 8 ไมครอน (Transwell, Coster, Boston, Ma) ใช้เซลล์จํานวน 100,000 เซลล์ ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ Ham’s F-12 โดยไม่ใส่ Fetal Bovine Serum (FBS) นําใส่ เข้าส่วนบนของ 
chamber ที่เคลือบด้วย Matrigel 30 ไมโครกรัมต่อหลุม (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) 
แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี FBS 10% ในส่วนล่างของ chamber จํานวน 650 ไมโครลิตร หลังจาก
น้ัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มที่ควบคุมคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
เช็ดเซลล์ที่อยู่ด้านบนเมมเบรนด้วยไม้พันสําลี ส่วนเซลล์ที่ลุกลามไปยังด้านล่างของเมมเบรน 
(Invade) จะถูกตรึงไว้ด้วยเมทานอล และย้อมด้วยสี Giemsa แล้วนับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
กําลังขยาย 100 เท่า 

วิธีที่ 2 
การศึกษาการลุกลามของเซลล์ไลน์ (Invasion) โดยใช้ QCMTM Collagen-Based Cell 

Invasion Assay (Floorometric) (Merck Millipore, MA, USA) ทํ า ก า รทดลอ ง ใ น  Invasion 
Chamber ตามทฤษฎีของ Boyden chamber assay (Chen, 2005, pp. 15-22) ที่มีเมมเบรนโพลี
คาร์บอเนต ขนาดรูพรุน 8 ไมครอน เคลือบด้วยคอลลาเจน ช้ันของคอลลาเจนจะอุดรูพรุนของเมม
เบรน ป้องกันเซลล์แพร่ผ่านเมมเบรน (migrating through) เซลล์ชนิดลุกลาม (invasive) เท่าน้ันที่
จะแพร่ทะลุผ่านช้ันของคอลลาเจนได้ แล้วไปเกาะด้านใต้ของเมมเบรน จะนําเซลล์ลุกลามเหล่านี้ออก
จากด้านใต้เมมเบรนด้วยบัฟเฟอร์ Cell Detachment แล้ววิเคราะห์สีฟลูออเรสเซนต์ CyQuant 
GR dye (ภาพที่ 3.1) รายละเอียดดังน้ี 

1. นําอุปกรณ์และสารเคมีต่างไว้ที่อุณหภูมิห้อง ทุกขั้นตอนต้องทําใน tissue 
culture hood 
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2. ฆ่าเช้ือปากคีบ (forceps) ด้วยแอลกอฮอล์ 70% และคีบอินเสิร์ท (insert) ด้วย
ปากคีบ 

3. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีซีรัม (prewarmed) 300 ไมโครลิตร ใส่ด้านในอิน
เสิร์ท เพ่ือให้ช้ันคอลลาเจนบวมนํ้า ใช้เวลา 15-30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

4. หลังจากน้ัน ค่อยๆ ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งไป 250 ไมโครลิตร ระมัดระวัง อย่า
ให้ไปโดนช้ันคอลลาเจน 

5. เตรียมเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีซีรัม ความเข้มข้น 0.5-1.0 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร 

6. ดูดเซลล์จํานวน 250 ไมโครลิตร ใส่ลงในอินเสิร์ท 
7. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี 10%FBS จํานวน 500 ไมโครลิตร ลงไปที่ด้านล่างของ 

chamber 
8. ปิ ด เ พ ล ท  บ่ ม ไ ว้  24-72 ช่ั ว โ ม ง  ที่ อุ ณ ห ภู มิ  37 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
9. ดูดเซลล์ส่วนบนทิ้งโดยใช้ปิเปต นําอินเสิร์ทไปใส่ในหลุม (well) ที่มีสารละลาย 

Cell Detachment (prewarmed) 225 ไมโครลิตร บ่มไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
10. เอียง chamber หน้า-หลัง เพ่ือเอาเซลล์ออก นําอินเสิร์ทออกจากหลุม 
11. เตรียมสารละลาย Lysis Buffer/Dye Solution โดยการทํา CyQuant GR Dye 

ให้เจือจาง 1:75 ด้วย 4x Lysis Buffer (เช่น สี 4 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร์ 300 ไมโครลิตร) เติมสาร
ผสมน้ี 75 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละหลุม บ่มไว้ 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

12. ดูดสารผสมที่ได้ไป 200 ไมโครลิตร ใส่ใน 96-well plate เพ่ือทําการวิเคราะห์
ฟลูออเรสเซนต์ 

13. อ่านค่าฟลูออเรสเซนต์โดยใช้ฟิลเตอร์ 480/520 นาโนเมตร 
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ภาพท่ี 3.1  หลักการทํางานของ QCMTM Collagen-Based Cell Invasion Assay (Fluorometric)



บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ออกแบบ RNAi  
 

ทําการออกแบบ oligoduplex RNAi จํานวน 1 ชุด บนยีน usp14 โดยเลือกชนิด 
Modified RNA duplexes (Stealth) ดังต่อไปน้ี 

Primer 1.1: (RNA) – AUA UCU UCU GGU GUU ACG AUG CUG A (USP14-
HSS113437) ความเข้มข้น 263.9 OD/mol 

Primer 1.2: (RNA) – UCA GCA UCG UAA CAC CAG AAG AUA U (USP14-
HSS113437) ความเข้มข้น 288.1 OD/mol 
 
4.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี  
 

เซลล์ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี นํามาจากเน้ือเย่ือผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อนํ้าดี โรงพยาบาล
พระมงกุฏเกล้า จํานวน 2 ราย เป็นชนิด moderately differentiated เซลล์ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็ง
ท่อไลน์ทั้งสองรายชนิดถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Ham F-12, 15% Fetal bovine serum, 
Epithelium Growth Factor 10 ng/ml, Insulin-Transferrin-Selenium 10 ng/ml   และย า
ปฏิชีวนะ (penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 g/ml, gentamycin 100 g/ml) ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส และ คาร์บอนไดออกไซด์ 5%  

 

   
(ก) 

  
(ข) 

ภาพท่ี 4.1 เซลล์ปฐมภูมิของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี (ก) รายที ่1 (ข) รายที่ 2 
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4.3 นําโอลิโก RNAi เข้าเซลล์ไลน์ 
 

4.3.1 การนํา โอลิ โก  RNAi เข้ า เซลล์ เปรียบเทียบกับ  RNAi negative control 
(Transfection) 

นําโอลิโก RNAi ที่ได้ออกแบบไว้ นําเข้าเซลล์ปฐมภูมิตามสภาวะที่เหมาะสม โดยมี RNAi 
negative control ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 

4.3.2 ศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ  
(1) การสกัด total RNA จากเซลล์ในข้อ 4.3.1 นําไปวัดความเข้มข้น (Nanodrop) ได้ผลดัง

ตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 ปริมาณ RNA ที่สกัดได้จากเซลล์ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 
 
# Sample ID ปริมาณ 

RNA 
(ng/l) 

A260 A280 260/280 Remark 

1 Primary cell 604.1 15.102 9.179 1.65 รายที่ 1 
รายที่ 1 
รายที่ 1 

2 Primary cell S+ 52.1 1.302 0.728 1.79 
3 Primary cell S- 29.7 0.744 0.401 1.8 
4 Primary cell S+ 705.4 17.636 9.694 1.82 รายที่ 2-1 

รายที่ 2-1 5 Primary cell S- 1107.6 27.690 14.755 1.88 
6 Primary cell  333.4 8.360 4.469 1.87 รายที่ 2-2 

รายที่ 2-2 
รายที่ 2-2 

7 Primary cell S+ 339.8 8.464 4.411 1.93 
8 Primary cell S- 546.2 13.655 7.458 1.83 

 
(2) นํา total RNA ที่ได้ไปสร้าง First strand (cDNA) ได้ผลดังตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณ ssDNA ที่สร้างจาก RNA ที่สกัดได้จากเซลล์ปฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 
 
# Sample ID ปริมาณ 

ssDNA 
(ng/l) 

A260 A280 260/280 Remark 

1 Primary cell 1777.2 35.544 20.184 1.76 รายที่ 1 
รายที่ 1 
รายที่ 1 

2 Primary cell S+ 1905.7 38.113 21.659 1.76 
3 Primary cell S- 1969.9 39.399 22.291 1.77 
4 Primary cell S+ 1265.7 38.353 21.023 1.82 รายที่ 2-1 

รายที่ 2-1 5 Primary cell S- 1368.3 41.464 22.853 1.81 
6 Primary cell  1335.4 40.468 22.219 1.82 รายที่ 2-2 

รายที่ 2-2 
รายที่ 2-2 

7 Primary cell S+ 1425.6 43.201 23.753 1.82 
8 Primary cell S- 1406.9 42.634 23.433 1.82 

 
(3) ทํา quantitative real-time PCR โดยใช้ปริมาณ cDNA ตัวอย่างละ 25 นาโนกรัม 

ได้ผลดังตารางที่ 4.3-4.4 และภาพที่ 4.2-4.3 พบว่า ในรายที่ 1 คุณภาพของ RNA ไม่เหมาะสม ส่งผล
ให้ไม่สามารถวิเคราะห์ได้ด้วย real-time PCR และไม่สามารถทําซ้ําได้ เน่ืองจากเซลล์ไม่มีการ
เจริญเติบโต ในรายที่ 2 การทดลองคร้ังที่ 1 พบว่า RNAi (S+) ยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ใน
เซลล์ปฐมภูมิในเวลา 24 ช่ัวโมง ได้ร้อยละ 94.78 และ ในรายที่ 2 การทดลองคร้ังที่ 2 พบว่า RNAi 
(S+) ยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ในเซลล์ปฐมภูมิ ในเวลา 24 ช่ัวโมง ได้ร้อยละ 55.56 
 
ตารางที่ 4.3  การแสดงออกของยีน usp14 โดย quantitative real-time PCR ในเซลล์ปฐมภูมิของ

เซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีรายที่ 2 (ครั้งที่ 1) 
 

  actin   usp14-224         

case N T actin N T case case - actin Conc.1/2^ express(%) 
s+ 19.27 18.92 -0.35 26.65 30.56 3.91 4.26 0.05 5.22 
s- 19.27 19.27 0.00 26.65 26.65 0.00 0.00 1.00 100.00 
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ภาพท่ี 4.2  การแสดงออกของยีน usp14 ในระดับอาร์เอ็นเอในเซลลป์ฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี

รายที่ 2 (ครั้งที่ 1) หลังจากถูกยับย้ังด้วย RNAi (S+) 
 
ตารางที่ 4.4  การแสดงออกของยีน usp14 โดย quantitative real-time PCR ในเซลล์ปฐมภูมิของ

เซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีรายที่ 2 (ครั้งที่ 2) 
 

  actin   usp14-224         

case N T actin N T case case - actin Conc.1/2^ express(%) 
s+ 20.55 20.03 -0.52 34.27 34.92 0.65 1.17 0.44 44.44 
s- 20.55 20.55 0.00 34.27 34.27 0.00 0.00 1.00 100.00 
cell 20.30 20.30 0.00 32.10 32.10 0.00 0.00 1.00 100.00 

 
 

 
ภาพท่ี 4.3  การแสดงออกของยีน usp14 ในระดับอาร์เอ็นเอในเซลลป์ฐมภูมิของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี

รายที่ 2 (ครั้งที่ 2) หลังจากถูกยับย้ังด้วย RNAi (S+) 
 



 

บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยต่อยอดจากปีงบประมาณ 2555 ซึ่งทราบสภาพการเปลี่ยนแปลงของ

ยีนต่างๆ ในเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีของผู้ป่วยไทย โดยเบ้ืองต้นใช้วิธีขยายยีนแบบสุ่ม (AP-PCR) พบส่วน
ของดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับโรคมะเร็งท่อนํ้าดีอยู่บนยีน usp14 บนโครโมโซม 18 และเมื่อ
วิเคราะห์การเพ่ิมจํานวนชุดของดีเอ็นเอด้วยเทคนิค real-time PCR ของยีนดังกล่าว พบว่าจํานวนชุด
ของยีนมีการเปลี่ยนแปลง (gene variation) 52% (27/52 ราย) ทางคณะผู้วิจัยจึงทําศึกษาการยับย้ัง
การทํางานของยีนดังกล่าวด้วยเทคนิค RNAi ในเซลล์ไลน์ของมะเร็งท่อนํ้าดีในคนไทย จากศูนย์วิจัย
พยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อนํ้าดี มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

โดยออกแบบโอลิ โกสายสั้น หรือ oligoduplex RNAi บนยีน usp14 โดยเลือกชนิด 
Modified RNA duplexes (Stealth) ได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังต่อไปน้ี   

 
RNAi 1.1 – AUA UCU UCU GGU GUU ACG AUG CUG A (USP14-HSS113437);  
RNAi 1.2 – UCA GCA UCG UAA CAC CAG AAG AUA U (USP14-HSS113437);  
 
หลังจากน้ันทําการเก็บเน้ือเย่ือมะเร็งท่อนํ้าดีจากห้องผ่าตัด โรงพยาบาลพระมงกุฏเกล้า โดย

มีเซลล์ปฐมภูมิ (Primary cell) ของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี จํานวน 2 ราย เป็นชนิด moderately 
differentiated เซลล์ปฐมภูมิทั้งสองรายถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Ham F-12, 10% Fetal 
bovine serum, Epithelium Growth Factor 10 ng/ml, Insulin-Transferrin-Selenium 10 
ng/ml   และ 1% penicillin-streptomycin-Gentamycin ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5%  

แล้วทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ เริ่มต้ังแต่การสกัด total RNA 
จากเซลล์ที่ถูก Transfection ด้วยโอลิโก RNAi แล้ว นําไปสร้าง First strand (cDNA) หลังจากน้ัน
ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ โดยทํา quantitative real-time PCR พบว่า 
RNAi ที่ออกแบบไว้ยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ในเซลล์ปฐมภูมิ ในเวลา 24 ช่ัวโมง ได้มาก
ที่สุดร้อยละ 94.78  

หากจะวิเคราะห์ระดับนิวคลีโอไทด์ของ RNAi ที่ได้ออกแบบไว้ พบว่า โปรตีน ubiquitin 
specific peptidase 14 (tRNA-guanine transglycosylase) น้ั นมี โครงส ร้างที่ ต่ า ง กัน  2 ชนิด 
(isoform a และ b) หรือถ้าเป็นในระดับอาร์เอ็นเอ เรียกว่า มี transcript variant 2 ชนิด โดยที่ 
variant 1 จะมีขนาดอาร์เอ็นเอส่งข่าว (mRNA) 4156 เบส ส่วน variant 2 จะสั้นกว่าเล็กน้อย คือมี
ขนาดอาร์เอ็นเอส่งข่าว (mRNA) 4051 เบส (ต่างกัน 105 เบส) โดยมีรายละเอียดแยกตาม variant 
ด้วยโปรแกรม BLAST: Basic Local Alignment Search Tool บนฐานข้อมูล NCBI: National 
Center for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ดังน้ี  
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Variant 1::RNAi 1 
Query  1     TCAGCATCGTAACACCAGAAGATAT  25 
             ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1580  TCAGCATCGTAACACCAGAAGATAT  1604 

 
 
Variant 2::RNAi 1 
Query  1     TCAGCATCGTAACACCAGAAGATAT  25 
             ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1475  TCAGCATCGTAACACCAGAAGATAT  1499 

 
 
RNAi ที่ได้ออกแบบไว้ อยู่บนเอ็กซอน (exon) 16 จากผลการวิจัยทําให้ทราบว่าโอลิโก RNAi 

ที่ได้ออกแบบไว้สามารถยับย้ังการแสดงออกของยีน usp14 ได้จริง อย่างไรก็ตาม การทดลองมี
ข้อจํากัดในการศึกษาสภาวะของเซลล์ปฐมภูมิหลังจากถูกยับย้ังยีน usp 14 ได้แก่ การลุกลามของ
เซลล์มะเร็ง (Invasion) เน่ืองจากเป็นสภาวะที่พบได้ในเซลล์มะเร็ง พบว่า เซลล์ปฐมภูมิไม่มีการ
เจริญเติบโต  
 

เอนไซม์ Ubiquitin specific protease 14 (USP14) ทําหน้าที่ควบคุมความยาวของสาย
โปรตีนควบคุมที่ ช่ือว่า Ubiquitin ด้วยความที่โปรตีนน้ีทําหน้าที่เป็นตัวควบคุมภายในเซล จึงมี
แนวโน้มที่จะนําไปใช้ทางการแพทย์ เช่น งานวิจัยของ Lee BH, et al. (2010) ที่ทําการยับย้ังโปรตีน 
USP14 ส่งเสริมให้เกิดการสลายของโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการเจริญที่ผิดปกติของเน้ือเย่ือในระบบ
ประสาท (amyloidogenic neurodegeneration) และป้องกันการลุกลามของเซลล์มะเร็ง (D'Arcy 
P, Brnjic S, Olofsson MH, et al., 2011, pp. 1636-1640)  
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