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 Increases in oxidative stress and inflammation and alterations of DNA methylation are 

frequently detected in bladder cancer patients. Previousely, increased oxidative stress and 

inflammation was found to associate with hypomethylation of a transposable element, long-

interspersed nuclear element-1 (LINE-1).  Hypermethylation of promoter of a tumor 

suppressor gene, runt-related transcription factor 3 (RUNX3), is well recognized in bladder 

cancer patients. In this study, changes of DNA methylation in LINE-1 and RUNX3 promoter in 

UM-UC-3 cell line under oxidative stress and inflammation conditions were investigated. 

Combined bisulfite restriction analysis and methylation-specific PCR were used to measure 

LINE-1 and RUNX3 promoter methylation, respectively. UM-UC-3 cells were challenged with 

10 and 50 μM H2O2 for 72 h for induction of oxidative stress. Protein carbonyl content 

increased in H2O2–treated cells and decreased in H2O2-treated cells pretreated with 

tocopheryl acetate (50 and 300 μM). LINE-1 hypomethylation was observed in H2O2-treated 

cells, but it was prevented by pretreatment with tocopheryl acetate. However, LINE-1 

methylation did not increased after pretreatment with lime powder regimen. Methylation of 

RUNX3 promoter increased in cells exposed to H2O2 and decreased in tocopheryl 

acetate/H2O2-treated cells. For inflammatory stimulation, cells were treated with 1-20 ng/ml 

TNF-α for 72 h. No change in LINE-1 methylation was observed. Conclusion, our findings 

demonstrated that oxidative stress induced hypomethylation of LINE-1 and hypermethylation 

of RUNX3 promoter in bladder cancer cell line.  These evidences support the hypothesis that 

oxidative stress promotes tumorigenesis of urothelial cells through modulation of DNA 

methylation.  Our data also imply that mechanistic pathways of DNA methylation between 

gene and non-gene regions might be different.   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
 มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (Bladder cancer) เป็นมะเร็งชนิดท่ีพบได้บ่อย โดยเฉพาะใน

ผู้ ป่วยเพศชายซึง่พบมากเป็นอนัดบั 4 ของมะเร็งทัง้หมด มีอตัราการตายเท่ากบั 4 และ 1.1 คนตอ่

ประชากรทกุ 100,000 คนในเพศชายและหญิงตามลําดบั  (1) สําหรับประเทศไทยอบุตัิการณ์ของ

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะเท่ากบั 4.2 และ 1.3 คนตอ่ประชากรทกุ 100,000 คนในเพศชายและหญิง

ตามลําดบั มะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีหลายชนิดจําแนกตามชนิดของเซลล์ท่ีเป็นมะเร็ง ซึ่งชนิดท่ี

พบมากท่ีสดุคือมะเร็งของเซลล์เย่ือบกุระเพาะปัสสาวะ (Transitional cell carcinoma, TCC) พบ

ได้มากถึงร้อยละ 90 ของมะเร็งกระเพาะปัสสาวะทัง้หมด และสามารถแบง่ตามระดบัความรุนแรง

ได้ 2 แบบ คือ superficial type และ muscle invasive type ซึ่งสว่นใหญ่ท่ีพบเป็นชนิด 

superficial type และปัญหาท่ีสําคญัของ superficial TCC คือมีอตัราการกลบัมาเป็นซํา้สงู 

ปัจจบุนัมีผู้ ป่วยจํานวนมากท่ีต้องเข้ารับการรักษามะเร็งกระเพาะปัสสาวะซํา้ (Recurrent TCC) 

ซึ่งส่งผลลบต่อคณุภาพชีวิตและสภาพจิตใจของผู้ ป่วย ดงันัน้ การยบัยัง้การเกิดมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะซํา้จงึเป็นเป้าหมายสําคญัในการรักษาและฟืน้ฟคูณุภาพชีวิตของผู้ ป่วยให้ดีขึน้ 

ปัจจยัส่งเสริมการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะแบ่งเป็นปัจจยัภายนอก เช่น การสบูบุหร่ี 

การรับประทานอาหารท่ีปนเปือ้นสารหนู (Arsenic) การสมัผสักบัสารก่อมะเร็ง เช่น aromatic 

amine, aniline และ polycyclic aromatic carbon (2) และปัจจยัภายใน เช่น พนัธุกรรม เพศ อาย ุ

ซึ่งปัจจัยเหล่านีจ้ะส่งเสริมให้กลไกการทํางานของเซลล์เย่ือบุกระเพาะปัสสาวะบกพร่อง เช่น 

ความสามารถในการกําจดัอนมุลูอิสระลดลง เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชัน่ (oxidative stress) 

และการอกัเสบแบบเรือ้รัง (chronic inflammation) การซอ่มแซมดีเอ็นเอลดลงและการกลายพนัธุ์

ของยีนสะสมมากขึน้ มีการแสดงออกของยีนก่อมะเร็ง (oncogenes) เพิ่มขึน้ ขณะท่ีการแสดงออก

ของยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor genes, TSG) ลดลง ทําให้เซลล์แบง่ตวัเพิ่มจํานวนมากขึน้

แตมี่การตายแบบ apoptosis ลดลง จนกระทัง่เปลี่ยนแปลงกลายเป็นเซลล์มะเร็ง  

 การแสดงออกของยีนนอกจากจะถูกควบคุมโดย gene promoter และโปรตีน 

transcription factors แล้ว การเปลี่ยนแปลงในระดบัเหนือพนัธุกรรม (Epigenetic modification) 

ก็สามารถควบคมุการแสดงออกของยีนได้เช่นกนั ซึง่ epigenetic regulation เป็นกลไกท่ีควบคมุ

การแสดงออกของยีนโดยไม่เก่ียวข้องกับการเปล่ียนแปลงลําดับเบสในดีเอ็นเอ แต่เป็นการ
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เปล่ียนแปลงขององค์ประกอบอ่ืนท่ีอยู่รอบๆ ดีเอ็นเอ เช่น การเติมหมู่เมทิลของดีเอ็นเอ (DNA 

methylation) และการเติมหมู่เมทิลและอะเซทิลของโปรตีนฮีสโตน (Histone modification) 

กระบวนการ DNA methylation เป็นการเตมิหมูเ่มทิลให้กบันิวคลีโอไทด์ชนิด cytidine (C) พบการ

เติมหมู่เมทิลมากท่ีตําแหน่ง CpG dinucleotides รายงานการศึกษาในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะพบว่าท่ีตําแหน่ง promoter ของ TSG จะมีการเติมหมู่เมทิลมากขึน้ เรียกว่า promoter 

hypermethylation ทําให้ transcription factors และ RNA polymerase ไม่สามารถจบักบั 

promoter ได้ จึงสง่ผลให้การแสดงออกของ TSG ลดลง (3) Kim และคณะ  รายงานว่า runt-

related transcription factor 3 (RUNX3) เป็น TSG สําคญัท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะ (4) และพบว่าในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีการเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 promoter 

มากกว่าเซลล์ปกติ ซึ่งสามารถใช้เป็นตวัแทนในการทํานายการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะได้  

อย่างไรก็ตามในเซลล์มะเร็งทุกชนิดรวมทัง้เซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ จะมีระดับ DNA 

methylation โดยรวมของทัง้จีโนม (Global DNA methylation) ต่ํากว่าเซลล์ปกติ เรียกว่าเกิด

ภาวะ global hypomethylation (5) ตําแหนง่ของดีเอ็นเอท่ีนิยมศกึษาเพ่ือใช้เป็นตวัแทนของระดบั 

Global DNA methylation คือ Long interspersed nuclear elements-1 (LINE-1) เน่ืองจาก 

LINE-1 มีกระจายอยูท่ัว่ไปทัง้จีโนม พบประมาณร้อยละ 16.9 ในจีโนมมนษุย์ (6) รายงานวิจยัของ 

Jurgens และคณะ พบว่าในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีภาวะ global hypomethylation สงู

กว่าปกติ (7) นอกจากนีจ้ากการศกึษาของ Gasche และคณะ พบว่าการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่

เมทิลใน LINE-1 สมัพนัธ์กบัภาวะการอกัเสบ โดยการอกัเสบท่ีมากขึน้จะส่งผลให้เกิด LINE-1 

hypomethylation มากขึน้ด้วย (8)  

การอกัเสบเป็นกลไกหนึง่ท่ีทราบกนัดีกวา่มีความเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็ง ซึง่การอกัเสบ

จะส่งเสริมการเกิดมะเร็งทัง้ในระยะก่อตวั (Initiation) ระยะส่งเสริม (Promotion) และระยะ

ก้าวหน้า (Progression) โดยการไปกระตุ้นการทํางานของ NF-ĸB ซึง่เป็น transcription factor ท่ี

มีบทบาทในการควบคมุการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็ง เช่น ยีนตอ่ต้านการตาย

แบบ apoptosis (เช่น IAP, Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP และ survivin) ยีนกระตุ้นการแบง่ตวัของเซลล์ 

(เช่น COX-2 และ cyclin D1) และยีนสร้างหลอดเลือดของเซลล์มะเร็ง (เช่น VEGF และ MMP9) 

เป็นต้น (9) การศกึษาของ Chuang และคณะพบวา่ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ NF-ĸB จะอยู่

ในรูปท่ีถูกกระตุ้ น ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการกระตุ้ นการอักเสบภายในเซลล์มะเร็ง (10) และ 

Michaud และคณะได้รวบรวมหลกัฐานท่ีแสดงให้เห็นว่าการอกัเสบมีความสมัพนัธ์กบัการเกิด

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะอย่างมีนยัสําคญั ได้แก่ การศกึษาในสตัว์ทดลองโดยการกระตุ้นให้มีการ
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ติดเชือ้ในระบบทางเดินปัสสาวะและการให้ inflammatory cytokine สามารถกระตุ้นให้เกิดมะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะขึน้ได้ รวมทัง้มีการศึกษาในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ พบว่ากลุ่มผู้ ป่วยท่ี

เป็นมะเร็งกระเพาะปัสสาวะสว่นใหญ่มีประวตักิารตดิเชือ้ในทางเดนิปัสสาวะมาก่อน (11) 

การอกัเสบมีความสมัพนัธ์กนักบัภาวะ oxidative stress หลายการศกึษาพบว่าปริมาณ

ของ reactive oxygen species (ROS) และ reactive nitrogen species (RNS) ซึง่เป็นสาร

ตวักลางในภาวะ oxidative stress สงูขึน้ในภาวะท่ีมีการอกัเสบ (12) และหลายงานวิจยัเสนอว่า

ภาวะ oxidative stress และการอกัเสบน่าจะสง่ผลตอ่การเกิด DNA methylation (13, 14) แม้ว่า

กลไกการเปลี่ยนแปลงของระดบั DNA methylation โดยภาวะ oxidative stress และการอกัเสบ

จะยงัไม่ทราบชดัเจน อย่างไรก็ตามกลไกหนึ่งท่ีใช้อธิบายความสมัพนัธ์ระหว่าง ROS กบั Global 

hypomethylation คือ ROS ท่ีสงูขึน้ในภาวะ oxidative stress  สามารถทําปฏิกิริยากบัเบส 

guanine (G) ในดีเอ็นเอ และเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของนิวคลีโอไทด์ให้กลายเป็น 8-

hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) หรือ O6-methylguanine ได้ ส่งผลให้เอนไซม์ DNA 

methyltransferase (DNMT) ไม่สามารถเติมหมู่เมทิลในตําแหน่งท่ีดีเอ็นเอถกูทําลายนัน้ได้ (15) 

อีกกลไกหนึ่งคือ oxidative stress และ nitrosative stress จะไปกระตุ้นการสร้าง glutathione 

จาก homocysteine ซึง่ถกูสร้างมาจาก S-adenosylmethionine (SAM) ทําให้ในเซลล์มีปริมาณ 

ปริมาณของ SAM ลดลง ซึง่ SAM เป็นตวัให้หมู่เมทิล (methyl donor) ในปฏิกิริยาการเติมหมู่

เมทิลให้ดีเอ็นเอโดยอาศยัเอนไซม์ DNMT จึงส่งผลให้มีการเติมหมู่เมทิลได้น้อยลง (16) ส่วนการ

เกิด promoter hypermethylation นัน้ยงัไม่ทราบกลไกท่ีแน่นอน แตพ่บว่าท่ียีน RUNX3 จะมีการ

เตมิหมูเ่มทิลเพิ่มขึน้ สมัพนัธ์กบั nitric oxide ท่ีเกิดขึน้ภายหลงัมีการอกัเสบจากการตดิเชือ้ (17) 

จากท่ีกล่าวมาข้างต้นภาวะ oxidative stress เป็นสาเหตุท่ีสําคญัต่อการเกิดการ       

กลายพนัธุ์และการเปล่ียนเปลงเหนือพนัธุกรรม (genetic mutation and epigenetic change) 

และเป็นปัจจัยเส่ียงสําคัญของการเกิดมะเร็งทุกชนิด รวมถึงมะเร็งกระเพาะปัสสาวะด้วย 

การศึกษาพบว่าระดบั oxidative product ในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะสงูกว่าคนปกต ิ    

แสดงว่าผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีภาวะ oxidative stress สงูกว่าคนปกติ (18-21) ดงันัน้

การให้สารต้านอนุมลูอิสระจึงน่าจะส่งผลดีต่อการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 

วิตามินอีเป็นวิตามินท่ีมีบทบาทสําคญัในการต่อต้านอนุมูลอิสระโดยเฉพาะการยบัยัง้ปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัของไขมนั  มีการศกึษาพบว่าวิตามินอีมีสว่นยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์เพาะเลีย้ง

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (22) และยงัมีการศกึษาผลของการรับประทานวิตามินอีเป็นอาหารเสริม 

พบว่าการได้รับวิตามินอีเสริมหรือในผู้ ท่ีรับประทานวิตามินอีเป็นประจําอยู่แล้ว สามารถลดอตัรา
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เส่ียงและลดอตัราการเสียชีวิตจากมะเร็งกระเพาะปัสสาวะได้ (23-26) อย่างไรก็ตามยงัมีอีกหลาย

การศกึษาท่ีพบว่าการรับประทานวิตามินอีเสริมหรือการรับประทานอาหารท่ีมีวิตามินอีสงูนัน้ไม่มี

ความเก่ียวข้องกบัการลดความเส่ียงของมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (27-29) ดงันัน้การใช้วิตามินอีใน

การลดความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะจึงยงัเป็นท่ีถกเถียงกนัอยู่ แต่รายงานล่าสดุ

ของ Lotan และคณะ (30) พบว่า อตัราการเกิดมะเร็งนัน้ไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่มท่ีให้

วิตามินอีหรือกลุม่ท่ีให้วิตามินอีควบคู่กบั selenium กบักลุม่ท่ีให้ยาหลอก สารต้านอนมุลูอิสระท่ี

น่าสนใจอีกชนิดหนึ่งคือสูตรมะนาวผง (Lime powder regimen, LPR) ซึ่งคิดค้นโดย 

ศาสตราจารย์ปิยะรัตน์ โตสโุขวงศ์และคณะ และจากการศึกษาของ โตสโุขวงศ์และคณะ พบว่า

สูตรมะนาวผงมีระดับสารต้านอนุมูลอิสระสูง และมีความสามารถในการลดภาวะเครียด

ออกซิเดชนัในผู้ ป่วยโรคน่ิวไตได้อย่างมีนยัสําคญั (31) ดงันัน้ผู้ วิจยัจึงตัง้สมมติฐานว่า วิตามินอี

และสตูรมะนาวผงมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระสงู สามารถลด oxidative stress ได้ จึงน่าจะส่งผลต่อ

การเปล่ียนแปลงของระดบั DNA methylation ใน LINE-1 และ RUNX3 promoter ของ

เซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะได้เช่นกนั 

Curcumin เป็นสารประกอบสีเหลือง จดัอยู่ในกลุม่เคอร์คิวมินอยด์ (Curcuminoid) เป็น

องค์ประกอบหลกัในขมิน้ชนั (Curcuma longa) และพืชชนิดอ่ืนในสกลุ Curcuma ซึง่ขมิน้ชนัถกู

นํามาใช้ประกอบอาหารในเอเชีย รวมถึงประเทศไทยด้วย มีงานวิจัยจํานวนมากรายงานว่า 

Curcumin มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งหลายชนิด รวมถึงมะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะ (32, 33) นอกจากนี ้Curcumin ยงัมีความสามารถในการยบัยัง้กระบวนการ

อกัเสบ โดยพบว่า Curcumin สามารถยบัยัง้การกระตุ้นของ NF-ĸB ได้ (34) ซึง่ NF-ĸB ท่ีถกู

กระตุ้นจะนําไปสูก่ารสร้าง ROS และ RNS แล้วนําไปสูก่ารเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลดงัท่ีได้

กลา่วมาแล้วข้างต้น ดงันัน้ Curcumin จึงน่าจะสง่ผลให้มีการเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลทัง้ใน

บริเวณ promoter ของ TSG และใน LINE-1  นําไปสูก่ารยบัยัง้การเจริญพฒันาของเซลล์มะเร็ง  

จากคณุสมบตัิของ วิตามินอี สตูรมะนาวผง และ Curcumin ในขมิน้ชนั ผู้วิจยัจึงสนใจ

ศกึษาผลของการให้สารทัง้สามชนิดนีต้่อการเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 promoter 

และ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิดไม่ลกุลาม (UM-UC-3 cell) โดยใช้ H2O2 และ 

TNF-α เป็นตวักระตุ้นภาวะ oxidative stress และ inflammation ตามลําดบั ผลการศกึษานี ้     

จะทําให้ทราบถึงบทบาทของ oxidative stress และ inflammation ท่ีมีผลตอ่การเติมหมู่เมทิลท่ี 

RUNX3 promoter และ LINE-1 รวมทัง้ทราบถึงคณุสมบตัิของวิตามินอี สตูรมะนาวผง และ 

Curcumin ในการยบัยัง้มะเร็งกระเพาะปัสสาวะด้วย 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของภาวะ oxidative stress และภาวะอกัเสบโดยการกระตุ้นด้วย H2O2 

และ TNF-α ตามลําดบั ตอ่การเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลของดีเอ็นเอท่ี LINE-1 และ 

RUNX3 promoter ในเซลล์ UM-UC-3 

2. เพ่ือศกึษาผลของภาวะอกัเสบ โดยการกระตุ้นด้วย TNF-α ตอ่การเปลี่ยนแปลงการเติม

หมูเ่มทิลของดีเอ็นเอท่ี LINE-1 ในเซลล์ UM-UC-3 

3. เพ่ือศึกษาผลของ วิตามินอี curcumin และสตูรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงระดบั    

การเติมหมู่เมทิลของดีเอ็นเอท่ี LINE-1 ในเซลล์ UM-UC-3 ท่ีอยู่ภายใต้ภาวะ oxidative 

stress และภาวะอกัเสบ 

4. เพ่ือศึกษาผลของ วิตามินอี ต่อการเปลี่ยนแปลงระดบัการเติมหมู่เมทิลของดีเอ็นเอท่ี 

RUNX3 promoter ในเซลล์ UM-UC-3 ท่ีอยูภ่ายใต้ภาวะ oxidative stress 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาครัง้นีศ้ึกษาการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลในเซลล์เพาะเลีย้งเท่านัน้ โดย

เลือกใช้เซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 เป็นตวัแทนของเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

ชนิด Urothelial carcinoma และใช้ H2O2 และ TNF-α เป็นตวักระตุ้นภาวะ oxidative stress 

และ inflammation ตามลําดบั 

 
ข้อตกลงเบือ้งต้น 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดสอบเป็นเคร่ืองมือท่ีผ่านการทดสอบความเท่ียงตรงและความ

แมน่ยําตามมาตรฐานของการทดสอบเคร่ืองมือนัน้ๆ 
 

ข้อจาํกัดในงานวิจัย  
การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการศกึษาในหลอดทดลอง (in vitro experiment) โดยใช้เซลล์ UM-

UC-3 ชนิดเดียว ซึง่เป็นตวัแทนของเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิด Urothelial carcinoma     

ในมนษุย์ ผลการทดลองอาจไมส่ามารถอธิบายผลท่ีจะเกิดขึน้จริงในมนษุย์ (in vivo) ได้ทัง้หมด 
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คาํจาํกัดความที่ใช้ในการวิจัย 
1. Bladder cancer  หรือโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ  คือการท่ีเนือ้เย่ือกระเพาะ

ปัสสาวะ แบ่งตวัเพิ่มจํานวนมากผิดปกติจนเกิดเป็นเนือ้งอกขึน้ มักเกิดท่ีเย่ือบุผิว

ชัน้นอกและอาจลกุลามไปยงัเนือ้เย่ือชัน้ในหรืออวยัวะอ่ืนๆได้ ผู้ ป่วยส่วนใหญ่มกัมี

อาการปัสสาวะเป็นเลือด  

2.  Superficial bladder cancer เป็นมะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิดท่ีไม่ลกุลามไปยงัชัน้

กล้ามเนือ้ มี 3 ระยะ ได้แก่ CIS (carcinoma in situ), Ta (non-invasive papillary 

tumor) และ T1 (limited to lamina propia invasion) 

3. UM-UC-3 cell line คือเซลล์เพาะเลีย้งชนิดหนึ่ง ท่ีคดัแยกมาจากเซลล์เย่ือบุ

กระเพาะปัสสาวะสว่นท่ีเป็นมะเร็ง จากผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะเพศชาย 

4. Epigenetics คือการควบคมุการแสดงออกของยีนในระดบัเหนือพนัธุกรรม กลา่วคือ

เป็นการควบคมุโดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงลําดบัเบสในดีเอ็นเอ ในการศกึษานีจ้ะเน้น

การควบคมุโดยการเตมิหมูเ่มทิลท่ีดีเอ็นเอ (DNA methylation) เป็นหลกั 

5. DNA  methylation  คือการเติมหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอ  เป็นการดดัแปลงดีเอ็นเอโดยการ

เติมหมู่เมทิลไปแทนท่ีอะตอมไฮโดรเจนในตําแหน่งท่ี 5 ของวงแหวนไพริมิดีน 

(pyrimidine ring) ของเบส cytosine  ท่ีอยู่ติดกบั guanine (CpG dinucleotide) 

เน่ืองจากบริเวณ promoter และสว่นต้นของ exon ตําแหน่งท่ี 1 ซึง่เป็นบริเวณท่ีพบ 

CpG หนาแน่นกว่าตําแหน่งอ่ืนในจีโนม (CpG islands) ดงันัน้การเปล่ียนแปลงของ

ระดบั DNA  methylation มกัเกิดขึน้ท่ีบริเวณนี ้

6. Promoter hypermethylation คือสถานะการเติมหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอส่วนท่ีเป็น       

โปรโมเตอร์ของยีนใดยีนหนึง่ท่ีเพิ่มขึน้จากระดบัปกต ิ 

7. Global hypomethylation คือสถานะการเตมิหมูเ่มทิลท่ีดีเอ็นเอโดยภาพรวมทัง้จีโนม

ท่ีลดลงจากระดบัปกต ิ

8. Hypermethylated form คือสถานะการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 โดยมีการเติมท่ี 

cytosine ทัง้ 2 ตําแหน่งใน LINE-1 ท่ีศกึษาในการทดลองนี ้

9. Hypomethylated form คือสถานะการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 โดยไม่มีการเติมท่ี 

cytosine ทัง้ 2 ตําแหน่งใน LINE-1 ท่ีศกึษาในการทดลองนี ้
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10. Partial methylated form คือสถานะการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 โดยมีการเติมท่ี 

cytosine ตําแหน่งใดตําแหน่งหนึ่งจาก 2 ตําแหน่งใน LINE-1 ท่ีศึกษาใน              

การทดลองนี ้

11. Oxidative stress หรือ ภาวะเครียดออกซิเดชนั คือ ภาวะไม่สมดลุระหว่างอนมุลู

อิสระและสารต้านอนุมลูอิสระ มีระดบัสารอนุมลูอิสระสงูกว่าสารต้านอนุมูลอิสระ 

สารอนุมูลอิสระจะทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น ไขมัน โปรตีน กรด

นิวคลีอิก และคาร์โบไฮเดรต ทําให้สารชีวโมเลกุลเหล่านีไ้ม่สามารถทํางานได้

ตามปกต ิสง่ผลให้เซลล์มีการเจริญเตบิโตท่ีเปลี่ยนแปลงไป 

12. Inflammation หรือ สภาวะอกัเสบ คือสภาวะท่ีร่างกายปรับตวัเพ่ือรักษาการบาดเจ็บ

ของเนือ้เย่ือ เช่น การเกิดบาดแผล หรือ การติดเชือ้ โดยสภาวะนีเ้ซลล์จะมีการหลัง่ 

cytokine ตา่งๆ ออกมา ซึง่มีผลควบคมุการเจริญเตบิโตของเซลล์ได้ด้วย  

13. Lime powder regimen คือสตูรมะนาวผงท่ีคิดค้นโดย ศ.ปิยะรัตน์ โตสโุขวงศ์ และ

คณะ เพ่ือใช้ในการรักษาและป้องกนัโรคทางระบบทางเดินปัสสาวะ ผลิตจากมะนาว

โดยเทคนิค freeze-dry พบว่ามีคณุสมบตัิเป็นแหล่งของซิเทรตและสารต้านอนมุลู

อิสระหลายชนิด 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบผลของภาวะ oxidative stress และภาวะอกัเสบ ตอ่การเปล่ียนแปลงการเติมหมู่

เมทิลท่ีดีเอ็นเอของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 

2. ทราบผลของภาวะ oxidative stress ตอ่การเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอของ 

RUNX3 promoter ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 

3. ทราบผลของ วิตามินอี curcumin และสตูรมะนาวผงตอ่การเปล่ียนแปลงการเตมิหมูเ่มทิล

ท่ีดีเอ็นเอของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชนั 

4. ทราบผลของ วิตามินอี ต่อการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอของ RUNX3 

promoter ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชนั 

5. ทราบผลของ H2O2, TNF-α, curcumin และสตูรมะนาวผงตอ่การตายของเซลล์มะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะ 

6. องค์ความรู้พืน้ฐานใหม่เก่ียวกบัการกระตุ้นการเกิด LINE-1 hypomethylation และ 

RUNX3 promoter hypermethylation ด้วย ROS และ inflammatory cytokine 
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วิธีดาํเนินการวิจัย 
 เซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 ถกูเลีย้งให้อยู่ภายใต้สภาวะเครียดออกซิเดชนั 

และสภาวะอกัเสบ ด้วยตวักระตุ้น H2O2 และ TNF-α ตามลําดบั แล้ววดัการมีชีวิตของเซลล์

ภายใต้ตวักระตุ้นความเข้มข้นตา่งๆ กนั จากนัน้เลือกความเข้มข้นท่ีเหมาะสมมาใช้เลีย้งเซลล์เป็น

เวลา 72 ชั่วโมง แล้วสกัดดีเอ็นเอจากเซลล์ นํามาวดัสถานะการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 และ 

RUNX3 promoter ด้วยวิธี Combined bisulfite restriction analysis (COBRA) และ 

Methylation-specific PCR (MSP) ตามลําดบั จากนัน้เลีย้งเซลล์ในสภาวะท่ีมีความเครียด

ออกซิเดชนั หรือสภาวะอกัเสบ ควบคูก่บัการยบัยัง้ด้วยสารต้านอนมุลูอิสระ (tocopheryl acetate 

และ LPR) และสารต้านการอกัเสบ (curcumin)  แล้วนํามาวดัปริมาณการเติมหมู่เมทิลของ   

LINE-1 และ RUNX3 promoter  
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (Bladder cancer) 
มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ เป็นมะเร็งชนิดหนึ่งท่ีพบได้บ่อยในผู้สงูอาย ุโดยพบผู้ ป่วยมะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะในชาย 10.1 คนจาก 100,000 คน และในหญิง 2.5 คนจาก 100,000 คน และมี

อัตราการเสียชีวิตในชาย 4 คนจาก 100,000 คน และในหญิง 1.1 คนจาก 100,000 คน (1) 

โรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะพบได้ในเพศชายมากกวา่เพศหญิง 3-4 เท่า โดยพบมากเป็นอนัดบัท่ี 4 

ของมะเร็งทัง้หมดในเพศชาย อายเุฉล่ียของผู้ ท่ีเป็นโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะอยู่ท่ี 65 ปี ปัจจยั

เส่ียงท่ีสําคญัของการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ คือ การสบูบหุร่ี การได้รับสารหน ู(arsenic) ใน

นํา้ด่ืม และการสมัผสัสารก่อมะเร็ง ได้แก่ aniline, aromatic amine และ polycyclic aromatic 

carbon ซึง่ผู้ ท่ีทํางานในโรงงานสี โรงพิมพ์ โรงงานแปรรูปเหลก็และอะลมูิเนียม รวมถึงโรงงานผลติ

ยาง จะได้รับสารเหลา่นีใ้นปริมาณมากกวา่คนทัว่ไป (2) 

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีหลายชนิด แบง่ตามชนิดของเซลล์ท่ีเป็นมะเร็ง ได้แก่ urothelial 

carcinoma หรือ transitional cell carcinoma (90%), squamous cell carcinoma, 

adenocarcinoma และมะเร็งของเซลล์อ่ืนๆ (~10%) เม่ือแบง่ตามความรุนแรงของมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะจะแบง่ออกเป็น 2 ระยะ คือ ระยะไมล่กุลาม (non-invasive หรือ superficial type) และ

ระยะลกุลาม (muscle invasive type) ซึง่ระยะไมล่กุลามจะมีการเจริญของเซลล์มะเร็งอยูบ่ริเวณ

ชัน้ epithelium เท่านัน้ สว่นระยะลกุลามจะมีการเจริญของเซลล์มะเร็งเข้าไปในชัน้ lamina 

propria และชัน้ muscularis propria ซึง่ระยะการลกุลามมี 3 ระยะ ได้แก่ CIS (carcinoma in 

situ), Ta (non-invasive papillary tumor) และ T1 (limited to lamina propia invasion) (ภาพท่ี 

1) ผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะสว่นใหญ่จะอยูใ่นระยะไมล่กุลาม และพบวา่มีอตัราการเกิดซํา้

ของมะเร็งภายหลงัการผา่ตดัสงู ซึง่เป็นปัญหาหลกัท่ีสําคญัในการรักษามะเร็งกระเพาะปัสสาวะ  

อาการของโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะนัน้มีเพียงการปัสสาวะเป็นเลือด ซึ่งบางครัง้อาจแสดง

อาการเล็กน้อยจนคนไข้ไม่สงัเกตเห็น การตรวจวินิจฉยัมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีหลายวิธี ได้แก่  

1. การตรวจโดยการถ่ายภาพ (Imaging) ซึง่มีทัง้การถ่ายแบบ Intravenous urography (IVU) 

การใช้ Computed tomography (CT) urography และการทํา Transabdominal ultrasound 

(TU) 2. การตรวจเซลล์ในปัสสาวะ (Urinary cytology) โดยจะตรวจเซลล์ท่ีหลดุลอกออกแล้วถกู
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ชะออกมาพร้อมกบัปัสสาวะวา่เป็นเซลล์มะเร็งหรือไม ่3. การตรวจตวับง่ชีม้ะเร็งในปัสสาวะ (Urine 

molecular test) โดยตรวจจากดีเอ็นเอและแอนติเจนท่ีจําเพาะในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 

เช่น การขาดหายไปของดีเอ็นเอท่ีตําแหน่ง 9p21 การแสดงแอนติเจน mucin glycoprotein และ 

carcinoembryonic antigen เป็นต้น (35) 4. การสอ่งกล้องภายใน (Cystoscopy) ซึง่จะใช้กล้อง

ขนาดเล็กสอดผ่านท่อปัสสาวะเข้าไปทางท่อทางเดินปัสสาวะ เพ่ือตรวจหาตําแหน่งของมะเร็ง 5. 

การตรวจชิน้เนือ้ (Transurethal resection) คือเม่ือทํา Cystoscopy แล้ว แพทย์จะตดัชิน้เนือ้

บริเวณท่ีเป็นมะเร็งนํามาตรวจทางพยาธิวิทยาเพ่ือยืนยนัการเป็นเซลล์มะเร็งตอ่ไป 
 
กลไกการเกดิมะเร็งกระเพาะปัสสาวะระดบัโมเลกุล 
 มีการศึกษากลไกการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิดต่างๆในระดบัโมเลกุล (ภาพท่ี 1) 

การขาดหายของโครโมโซมคู่ท่ี 9 เป็นระยะเร่ิมต้นของการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ เม่ือเร่ิมมี

การขาดหายของโครโมโซมแล้วเซลล์อาจมีการแบ่งตวัเพิ่มจํานวนขึน้ ประกอบกับมีการกระตุ้น 

Receptor tyrosine kinase-Ras pathway มีการกลายพนัธุ์ของยีน Harvey rat sarcoma viral 

oncogene homolog (HRAS) และยีน Fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) เซลล์จะ

เปล่ียนแปลงเป็นมะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิด low grade Ta พบว่ามะเร็งชนิดนีจ้ะมีการกลาย

พนัธุ์ของ FGFR3 ประมาณร้อยละ 70 ในขณะท่ีมะเร็งชนิด invasive จะมีการกลายพนัธุ์แคร้่อยละ 

10-20 (36-38) เน่ืองจาก p16INK4a/ARF ซึง่เป็น TSG อยู่บนตําแหน่ง 9p21 การขาดหายของ

โครโมโซมคูท่ี่ 9 มกัเกิดร่วมกบั p16INK4a/ARF deletion แล้วเซลล์จงึพฒันาตอ่ไปเป็น high grade Ta 

(39) ส่วนในบางกรณีหากมีการขาดหายของโครโมโซมคู่ท่ี 9 เซลล์อาจไม่เพิ่มจํานวนแต่มีการ

เปล่ียนแปลงคณุสมบตัิของเซลล์แทน หากมีการลดการแสดงออกของ p53 ควบคู่ด้วย จะทําให้

เซลล์พฒันาไปเป็น CIS จากนัน้หากยีน Retinoblastoma (Rb) ลดการแสดงออกด้วยก็จะทําให้ 

CIS พฒันาไปเป็น invasive tumor โดยเร่ิมจาก T1 และอาจมีการพฒันาตอ่ไปเร่ือยๆ โดยมีการ

กลายพันธุ์ ของยีนหลายกลุ่มอย่างต่อเน่ือง อาทิ ยีนควบคุมวงจรของเซลล์ การตาย การ

เจริญเติบโตของเซลล์ การสร้างหลอดเลือดของเซลล์มะเร็ง การบกุรุกแพร่กระจาย รวมไปถึงยีนท่ี

ควบคมุการส่ือสญัญาณในเซลล์ (2) 
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ภาพท่ี 1 ภาพแสดงมะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิด non-invasive หรือ superficial (Ta, T1, CIS) 

และชนิด muscle invasive (T2a, T2b, T3a, T3b, T4a) Ta เป็นชนิดของมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

ท่ีไม่บกุรุกไปยงัชัน้ lamina propria โดยแบง่เป็น Low grade (LG) และ High grade (HG) ตาม

ลกัษณะของชิน้เนือ้ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ CIS เป็นกลุม่ของเซลล์ท่ีมีการเปล่ียนแปลงของดีเอ็นเอ 

ซึง่ยงัไม่มีลกัษณะเป็นเนือ้งอกขึน้มาแต่มีแนวโน้มจะพฒันาเป็นมะเร็งชนิด invasive ได้ T1 คือ

ระยะท่ีมะเร็งลกุลามไปยงัชัน้ lamina propria T2 คือระยะท่ีมะเร็งลกุลามไปยงัชัน้ muscularis 

propria แบง่เป็น T2a และ T2b ตามความก้าวหน้าของการลกุลาม T3 คือระยะท่ีมะเร็งลกุลามไป

ถึงชัน้ perivesical fat แบง่เป็น T3a และ T3b ตามความก้าวหน้าเช่นกนั สว่น T4 คือระยะท่ีมะเร็ง

ลกุลามไปยงัตอ่มลกูหมาก (2) 
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ภาวะเครียดจากออกซเิดชัน (Oxidative stress) 
 Oxidative stress คือภาวะท่ีเซลล์ไม่สามารถรักษาสมดลุระหว่าง reactive oxygen 

species (ROS) กบั antioxidants ไว้ได้ เน่ืองจากโดยปกตเิซลล์ท่ีใช้ออกซเิจนในการสร้างพลงังาน

จะมี ROS เช่น superoxide anion (O2
-), hydrogen peroxide (H2O2) และ hydroxyl radical 

(OH.) เกิดขึน้ตลอดเวลา (ภาพท่ี 2a) โดยส่วนใหญ่เกิดท่ีบริเวณเย่ือหุ้มไมโทคอนเดรีย ซึ่งเป็น

บริเวณท่ีเกิด electron transport chain ดงันัน้ในสภาวะปกติ เซลล์จะมีการสร้าง antioxidants 

เช่น superoxide dismutase, catalase และ glutathione ขึน้มากําจดั ROS เหลา่นี ้แตเ่ม่ือใดก็

ตามท่ีเซลล์ไมส่ามารถรักษาสมดลุนีไ้ด้ ROS ท่ีมากเกินไปจะไปทําลายองค์ประกอบตา่งๆ ในเซลล์ 

ทัง้โปรตีน ไขมนั และกรดนิวคลีอิก อีกทัง้ยงัสามารถกระตุ้นการทํางานของโปรตีนสง่สญัญาณหรือ 

transcription factors อีกหลายชนิด (ภาพท่ี 2b) ทําให้การทํางานของเซลล์เปล่ียนไป และในท่ีสดุ

สง่ผลให้เซลล์กลายเป็นมะเร็งได้ (40) 

 
ภาพท่ี 2 ปัจจยักระตุ้น (ลกูศร) และยบัยัง้ (┴) การสร้าง ROS ในเซลล์ (a) และ transcription 

factors ท่ีถกูกระตุ้นได้ด้วย ROS (b) (40) 

 

 ในการวดัระดบั oxidative stress นัน้สามารถวดัได้จากปริมาณ oxidative product ซึง่

เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้เม่ือมี oxidative stress เกิดขึน้ในเซลล์ โดยอาจวดัจากปริมาณ protein 

carbonyl ซึง่เป็นผลผลิตจากการเกิดออกซิเดชนัของโปรตีน (41) หรือปริมาณ 8-OHdG ซึง่เป็น

ผลผลติจากกรดนิวคลีอิก (42) หรืออาจวดัจาก malondialdehyde (MDA) ซึง่เป็นผลผลติท่ีเกิดขึน้

ในไขมนั (43) 

 มีการศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่าง oxidative stress และมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ โดย 

Honglertsakul และคณะ พบว่าระดบั 8-OHdG และ MDA ในปัสสาวะ ซึ่งเป็นตวับ่งชีข้อง 

oxidative damage ในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะสงูกว่าในคนปกติอย่างมีนยัสําคญั (18) 
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นอกจากนี ้ Akcay และคณะยงัพบว่า 8-OHdG ในเม็ดเลือดขาวมีปริมาณสงูขึน้ในผู้ ป่วยเช่นกนั 

(19) แสดงว่าผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีระดบั oxidative stress สงูกว่าคนปกติ ดงันัน้การ

ยบัยัง้ oxidative stress ด้วย antioxidants น่าจะเป็นแนวทางในการรักษาผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะได้ เช่นงานวิจยัของ Liang และคณะ พบว่าในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีระดบั      

α-tocopherol ในพลาสมาต่ํากว่าคนปกติ (44) และงานวิจยัของ Bai และคณะ ท่ีให้สารสกดั

สมนุไพร Resveratrol ซึง่เป็นสารต้านอนมุลูอิสระในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ พบว่าเซลล์เกิด 

apoptosis ได้มากขึน้และเกิด cell cycle arrest และยงัสามารถยบัยัง้การเติบโตของเซลล์มะเร็ง

ในสตัว์ทดลองได้ด้วย (45)  
 
วิตามินอี 
 วิตามินอีเป็นสารอาหารท่ีจําเป็นตอ่ร่างกาย หน้าท่ีหลกัของวิตามินอีในร่างกายคือเป็นสาร

ต้านอนมุลูอิสระโดยเฉพาะอนมุลูอิสระท่ีเกิดท่ีไขมนั การเกิดอนมุลูอิสระในไขมนันัน้จะเร่ิมจากการ

เกิดอิเลก็ตรอนอิสระท่ีอะตอมของคาร์บอน (carbon-centered radical) จากนัน้คาร์บอนอะตอมนี ้

จะเกิดปฏิกิริยากบัออกซิเจน เกิดเป็น peroxyl radical จากนัน้จะทําปฏิกิริยากบัไขมนัชนิดไม่

อ่ิมตวั (polyunsaturated fatty acids) เกิดเป็น hydroperoxide และได้อนมุลูอิสระเกิดใหม่อีก 1 

โมเลกุล ซึ่งจะกลับไปทําปฏิกิริยากับออกซิเจนได้ใหม่ วนเป็นวัฏจักรต่อไป ซึ่งวิตามินอีนัน้มี

คุณสมบตัิเป็นตวักําจัดอนุมูลอิสระได้ดีจากการรับอิเล็กตรอนอิสระเข้ามาในโครงสร้าง แล้วใช้

คุณสมบัติ resonance เป็นตัวลดความว่องไวของอิเล็กตรอนอิสระ ก่อนท่ีจะกําจัด

อิเลก็ตรอนอิสระนีต้อ่ไปด้วยตวัรับอิเลก็ตรอนและเอนไซม์ต้านอนมุลูอิสระตา่งๆในเซลล์ (ภาพท่ี 3)

 วิตามินอีท่ีพบในธรรมชาติจะอยู่ในรูป α-tocopherol ซึง่เป็นรูปท่ีพบได้มากท่ีสดุและมี

ฤทธ์ิทางชีวภาพสงูสดุ แตใ่นทางการค้านัน้ α-tocopherol เป็นวิตามินอีในรูปท่ีไม่เสถียร สามารถ

สลายตวัได้ง่าย จึงไม่สะดวกในการเก็บรักษาและนํามาใช้จริง จึงมีการสงัเคราะห์วิตามินอีในรูป 

tocopheryl acetate ซึง่มีคณุสมบตัเิสถียรกวา่ และสามารถถกูเมตาบอไลซ์เป็น α-tocopherol ได้

ในท่ีสดุ มีการศกึษาดคูวามสามารถในการดดูซมึ (bioavailability) ของ tocopheryl acetate ใน

หนแูละคน พบว่า tocopheryl acetate มีคณุสมบตัิในการดดูซมึและสามารถตรวจพบอยู่ในรูป  
α-tocopherol ได้ (46, 47) อีกทัง้ในระดบัเซลล์เพาะเลีย้งก็พบว่า tocopheryl acetate สามารถ

ถกูดดูซมึและเปลี่ยนเป็น α-tocopherol ได้เช่นกนั (48) 
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ภาพท่ี 3 กลไกการเกิดอนมุลูอิสระในไขมนัและการกําจดัอนมุลูอิสระด้วยวิตามินอี (49) 

  
สูตรมะนาวผง (Lime powder regimen) 

สตูรมะนาวผง คือสตูรยาสมนุไพรจากมะนาวท่ีคิดค้นโดยศาสตราจารย์ปิยะรัตน์ โตสโุข

วงศ์และอาจารย์สุชาดา ไชยสวสัดิ์ โดยแปรรูปนํา้มะนาวและทําให้อยู่ในรูปของผงมะนาวโดย

วิธีการอบแห้งแบบ แช่แข็งหรือการอบแห้งโดยการระเหิด  (freeze-dried method) มะนาวมี

ปริมาณวิตามินซีสูง รวมทัง้ยังมีสารโพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และวิตามินอี (ตารางท่ี 1) ซึ่งมี

คณุสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระท่ีเป็นกลไกป้องกนัภาวะเครียดออกซิเดชนั การอกัเสบ และการ

เกิดมะเร็งได้ มีการศึกษาสารโพลีฟีนอลและฟลาโวนอยด์ในผลมะนาวและพืชในวงศ์เดียวกัน 

พบวา่มีความสามารถในการต้านสารอนมุลูอิสระได้เป็นอย่างดี (50-52) รวมถึงสตูรมะนาวผงสตูร

นีก็้มีความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระและลดความเครียดออกซิเดชนัได้ดีเช่นกัน (31) สตูร

มะนาวผงจงึเป็นสตูรยาท่ีน่าสนใจในการนํามาใช้ในการป้องกนัการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ  
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  ตารางท่ี 1 องค์ประกอบทางเคมีและสารต้านอนมุลูอิสระในมะนาวผง (5 กรัมตอ่ซอง) 

องค์ประกอบทางเคมีและสารต้านอนมุลูอิสระ ปริมาณ (มิลลกิรัมตอ่ซอง) 

Citrate 4092 (63 mEq) 

Potassium 819 (21 mEq) 

Sodium 6.58 (0.29 mEq) 

Calcium 78.90 

Phosphate 4.10 

Oxalate 0.26 

Magnesium 3.78 

Vitamin C 27.30 

Polyphenols 9.20 

Flavonoids 8.80 

Beta-carotene 0.022 

Vitamin E 0.012 

Cryptoxanthin 0.007 

Lycopene 0.002 

 
กระบวนการอักเสบ (Inflammation) 
 การอกัเสบเป็นกระบวนการรักษาการบาดเจ็บของเนือ้เย่ือ ซึ่งอาจเกิดจากบาดแผล หรือ

การติดเชือ้ ซึ่งเม่ือมีกระบวนการอักเสบเกิดขึน้แล้ว จะทําให้บริเวณนัน้เกิดสภาวะอักเสบขึน้ 

(inflammatory microenvironment) การอกัเสบแบ่งออกเป็น 2 ชนิดใหญ่ๆ คือ การอกัเสบ

เฉียบพลนั (acute inflammation) และการอกัเสบเรือ้รัง (chronic inflammation) เป็นท่ียอมรับใน

ปัจจุบันแล้วว่าภาวะอักเสบเรือ้รัง  มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งหลายชนิดรวมถึงมะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะด้วย (11, 53) 

 ในกระบวนการอกัเสบนัน้จะมีการกระตุ้น transcription factor ท่ีสําคญัตวัหนึง่คือ NF-ĸB 

ซึง่ควบคมุการแสดงออกของยีนหลายกลุ่ม เช่น ยีนต่อต้านการตายแบบ apoptosis ได้แก่ IAP, 

Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP และ survivin ยีนกระตุ้นการแบง่ตวัของเซลล์ ได้แก่ COX-2 และ cyclinD1 

ยีนสร้างหลอดเลือดของเซลล์มะเร็ง ได้แก่ VEGF และ MMP9 ยีนในการเพ่ิม stress ให้แก่เซลล์ 

เช่น  Inducible nitric oxide synthase (iNOS) ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้าง cytokine และ 
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chemokine เช่น TNF, IL-1 และ IL-6 เป็นต้น (9) ซึง่วิถีการกระตุ้น NF-ĸB มี 2 วิถี คือ canonical 

และ non-canonical หรือ alternative pathways การกระตุ้น NF-ĸB จะเกิดผ่าน canonical 

pathway เป็นหลกั (ภาพท่ี 4) โดยเซลล์จะได้รับการกระตุ้นผ่าน receptors เช่น Toll-like 

receptor (TLR), Tumor necrosis factor receptor (TNFR) และ Interleukin-1 receptor (IL-1R) 

ซึง่เม่ือ receptors เหลา่นีถ้กูกระตุ้นแล้วจะกระตุ้น IĸB-kinase (IKK) complex ท่ีประกอบไปด้วย 

NEMO 2 โมเลกลุ IKKα และ IKKβ อย่างละ 1 โมเลกลุให้ทํางาน จากนัน้ IKK complex จะไป

เตมิหมูฟ่อสเฟตให้กบั Inhibitor of NF-ĸB (IĸB) ท่ีจบัอยูก่บัโปรตีน p50 (หรือ NF-ĸB1) และ RelA 

ทําให้ IĸB ถกูเติมหมู่ Ubiquitin แล้วย่อยสลายผ่าน proteasome แล้วปลอ่ย p50 และ RelA ใน

รูปท่ีถกูกระตุ้นแล้วออกมา จากนัน้ p50 และ RelA จะเคล่ือนท่ีเข้าไปในนิวเคลียสทําหน้าท่ีเป็น 

transcription factor ต่อไป ส่วนการกระตุ้น NF-ĸB อีกวิถีหนึ่งซึ่งเกิดขึน้น้อยกว่า คือ               

non-canonical pathway หรือ alternative pathway ซึง่ receptors ท่ีใช้กระตุ้นนัน้จะเป็นคนละ

กลุ่มกบั canonical pathway เม่ือ receptors เหล่านี ้ เช่น CD40 surface receptor หรือ 

lymphotoxin β receptor เป็นต้น ถกูกระตุ้นแล้วจะไปกระตุ้น NF-ĸB-inducing kinase (NIK) ให้

ทํางานโดยการเติมหมู่ฟอสเฟตให้ IKK complex ซึง่เป็น complex ของ IKKα 2 โมเลกลุ จากนัน้ 

IKK ก็จะเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบัโปรตีน p100 ท่ีจบักบั RelB ทําให้โปรตีน p100 ถกูตดัออก

บางส่วนเหลือเป็นโปรตีน p52 (หรือ NF-ĸB2) จากนัน้ complex ของโปรตีน p52 ท่ีจบัอยู่กบั 

RelB จะอยู่ในรูปท่ีพร้อมทํางาน สามารถเคล่ือนท่ีเข้าไปในนิวเคลียสแล้วจบักับดีเอ็นเอเพ่ือ

ควบคมุการแสดงออกของยีนต่างๆ ต่อไป การกระตุ้น NF-ĸB ผ่าน canonical pathway จะ

ควบคมุยีนท่ีเก่ียวกบัการอกัเสบทัว่ไป เช่น IL-6, IL-8, iNOS, Vascular cell adhesion molecule-

1 (VCAM-1) เป็นต้น ส่วน non-canonical pathway จะควบคมุยีนท่ีเก่ียวข้องกบั secondary 

lymphoid organ ตา่งๆ เช่น secondary lymphoid tissue chemokine (SLC), stromal cell-

derived factor-1α (SDF-1), B-cell-activating factor belonging to the TNF family (BAFF) 

(54) 

การอกัเสบมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งทัง้ในระยะก่อตวั (initiation) ระยะส่งเสริม 

(promotion) และระยะก้าวหน้า (progression) ในระยะก่อตวันัน้การอกัเสบจะกระตุ้นให้เซลล์ใน

ระบบภมูิคุ้มกนัสร้าง ROS และ reactive nitrogen species (RNS) ซึง่เป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิไวตอ่

การเกิดปฏิกิริยา oxidation แล้วสารเหลา่นีส้ามารถทําปฏิกิริยากบัเบสใน DNA สง่ผลให้เกิดการ

กลายพนัธุ์ขึน้ แล้วสะสมการกลายพนัธุ์มากขึน้จนกลายเป็นเซลล์มะเร็งในท่ีสดุ ในระยะส่งเสริม

และระยะก้าวหน้านัน้ การอกัเสบจะกระตุ้นให้เซลล์หลัง่ cytokines ซึง่จะกระตุ้นให้เซลล์มะเร็งมี
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การแบง่ตวัเพิ่มจํานวนมากขึน้ ในขณะท่ีลดการตายของเซลล์เหลา่นี ้จนทําให้เซลล์มะเร็งมีจํานวน

เพิ่มขึน้ได้ รวมถึงมีการเปล่ียนแปลงเซลล์มะเร็งให้พฒันาและบกุรุกแพร่กระจายตอ่ไปในท่ีสดุ 

 

 
ภาพท่ี 4 การกระตุ้น NF-ĸB ผา่น Canonical pathway และ Non-canonical pathway (55) 

 การศกึษาในสตัว์ทดลองพบวา่ภาวะตดิเชือ้ในระบบทางเดนิปัสสาวะ ทําให้เกิดการอกัเสบ

เรือ้รัง เป็นสาเหตุหนึ่งในการเกิดการพัฒนาของเซลล์ในกระเพาะปัสสาวะไปเป็นเซลล์มะเร็ง

เพิ่มขึน้ รวมถึงการศกึษาในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ ก็พบว่าผู้ ป่วยจํานวนมากมีประวตัิการ

ติดเชือ้ในระบบทางเดินปัสสาวะ (11) และยงัพบว่า polymorphism ของยีน IL-6 มีความสมัพนัธ์

กบัการเป็นมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ โดย polymorphism ท่ีทําให้ยีน IL-6 มีการแสดงออกมากกว่า

ปกตมีิความสมัพนัธ์กบัการพฒันาของมะเร็ง (56) นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัท่ีสนบัสนนุว่าการยบัยัง้ 

NF-ĸB activation ในเซลล์มะเร็ง น่าจะเป็นแนวทางท่ีสามารถเพิ่มประสทิธิภาพในการรักษามะเร็ง

ได้ (57) หนึ่งในสารจากธรรมชาติท่ีสามารถยบัยัง้ NF-ĸB activation ได้ คือ สารสกดัจากขมิน้ชนั 

หรือสารกลุม่ curcuminoids 
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 TNF-α เป็น cytokine หนึ่งท่ีมีบทบาทในการกระตุ้น NF-ĸB pathway โดยการสร้าง   

TNF-α ของเซลล์นัน้ เซลล์จะสร้างเป็น transmembrane protein มีขนาด 26 kDa เรียกว่า pro-

TNF-α จากนัน้ pro-TNF-α จะถกูตดัออกด้วยเอนไซม์ในกลุ่ม metalloproteinase กลายเป็น 

soluble protein มีขนาด 17 kDa เรียกว่า mature TNF-α (58) โดย TNF-α ท่ีหลัง่ออกมาจะจบั

กนัเป็น homotrimer ก่อนท่ีจะเข้าจบักบั TNF receptor บนเยื่อหุ้มเซลล์แล้วกระตุ้นให้ receptor 

ทํางาน (59) โดย TNF receptor จะไปกระตุ้น pathway ตา่งๆในเซลล์ เช่น NF-ĸB pathway หรือ 

MAPK pathway เป็นต้น 

 กระบวนการอกัเสบยงัมีความเช่ือมโยงกบั Oxidative stress โดย ROS มีคณุสมบตัิใน

การกระตุ้น NF-ĸB ให้พร้อมทํางาน รวมถึงมีบทบาทในการกระตุ้น NF-ĸB ผ่าน cytokines อ่ืนๆ 

เช่น IL-1β หรือ TNF-α ด้วยการกระตุ้นการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้อง (60)  จากนัน้ NF-ĸB จะ

ไปกระตุ้นยีนอีกหลายชนิดท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็งให้แสดงออกดงัท่ีได้กล่าวมาแล้ว รวมถึง

กระตุ้นการสร้าง ROS และ RNS ให้เพิ่มขึน้ด้วย (61) การอกัเสบนัน้สามารถกระตุ้น oxidative 

stress ได้หลายช่องทาง พบว่า TNF-α สามารถกระตุ้นการสร้าง ROS ใน neutrophil ได้ ในขณะ

ท่ี IL-1β, TNF-α และ interferon-γ สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน iNOS ได้ (12) 
 
Curcumin 
 Curcumin เป็นสารประกอบท่ีพบได้ในพืชกลุม่ขมิน้ชนั (Curcuma spp.) ซึง่จดัอยู่ในสาร

กลุ่ม Curcuminoid โดยในขมิน้ชนัจะมี Curcuminoid ประกอบอยู่ 3 ชนิดหลกั คือ Curcumin 

(Diferuloylmethane), Demethoxycurcumin และ Bisdemethoxycurcumin (ภาพท่ี 5) ใน

ขมิน้ชนัจะมี Curcumin ประกอบอยู่ประมาณร้อยละ 0.15 ของนํา้หนกัแห้ง คิดเป็นประมาณร้อย

ละ 50 ของ Curcuminoid ทัง้หมด (62, 63) สว่นในผลติภณัฑ์ขมิน้ชนัผงจะมี Curcumin ประกอบ

อยู่ร้อยละ 0.05-3.14 ของนํา้หนกัแห้ง (63)  Curcumin สําหรับใช้ในงานวิจยันีเ้ป็น Curcumin ท่ี

สกดัจากขมิน้ชนั Curcuma longa Linn. โดยวิธีสกดัด้วยเอทานอล มีลกัษณะเป็นผงสีเหลืองส้ม 

ผลติโดยองค์การเภสชักรรม กระทรวงสาธารณสขุ ประเทศไทย องค์ประกอบมี Curcuminoid ทัง้ 

3 ชนิด โดยมี Curcumin ประมาณร้อยละ 77 Demethoxycurcumin ประมาณร้อยละ 17 และ 

Bisdemethoxycurcumin ประมาณร้อยละ 3 (64) Curcumin เป็นสารประกอบท่ีละลายนํา้ได้

น้อยมาก สามารถละลายได้ดีใน Dimethylsulfoxide (DMSO), Acetone, Ethanol และนํา้มนั มีสี

เหลืองและมีช่วงการดูดกลืนแสงประมาณ 420 nm แต่จะเปล่ียนเป็นสีแดงเม่ืออยู่ใน

สภาพแวดล้อมท่ีเป็นกรด (65) ผลิตภณัฑ์ขมิน้ท่ีมีจําหน่ายทัว่ไปนัน้มี 2 รูปแบบ หนึ่งคือสารสกดั
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หยาบจากขมิน้ชัน โดยจะใช้ขมิน้ชันมาบดแล้วอบให้แห้ง บรรจุแคปซูลหรือบรรจุถุง ขมิน้ชัน

รูปแบบนีจ้ะมีปริมาณ Curcumin และ Curcuminoid ชนิดตา่งๆ เป็นสดัสว่นไม่มาก แต่จะยงัคง

ประกอบไปด้วยสารฟีนอลิคและนํา้มนัหอมระเหยท่ีมีอยู่ในขมิน้ชนัโดยธรรมชาติ อีกรูปแบบหนึ่ง

คือสารสกดั Curcumin จากขมิน้ชนั จะนําขมิน้ชนัมาสกดัเอาเฉพาะ Curcumin โดยใช้เอทานอล 

ขมิน้ชนัรูปแบบนีจ้ะมี Curcumin ประมาณ 70-80% และมี Curcuminoid ชนิดอ่ืนปริมาณ

เล็กน้อย ซึ่งทัง้สองรูปแบบนีมี้ขายทัว่ไปในท้องตลาดและสามารถนํามาใช้ในผู้ ป่วยได้โดยไม่เป็น

อนัตราย มีการศกึษานํา Curcumin มาใช้ต่อต้านมะเร็งเป็นจํานวนมาก พบว่ากลไกออกฤทธ์ิท่ี

สําคญัอย่างหนึ่งของ Curcumin คือ การขดัขวางกระบวนการอกัเสบ (anti-inflammatory action) 

โดยพบว่า Curcumin มีฤทธ์ิในการลดการแสดงออกของ COX-2 (66, 67) แล้วส่งผลให้ลดการ

หลัง่ inflammatory cytokines เช่น IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α (68)  ซึง่ฤทธ์ิดงักลา่วนีน้่าจะเป็นผล

จากความสามารถในการยบัยัง้การกระตุ้น NF-ĸB โดยพบในเซลล์หลายชนิด เช่น เซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาว (69, 70) มะเร็งเต้านม (71) มะเร็งปอด (66) มะเร็งตบั (10) และมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะ (72, 73) เป็นต้น นอกจากนีจ้ากการศกึษาด้วย molecular docking ยงัพบวา่ Curcumin 

มีคณุสมบตัิในการยบัยัง้เอนไซม์ DNMT1 ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีเติมหมู่เมทิลใน DNA (74)  นอกจาก

กลไกทัง้สองนีแ้ล้ว Curcumin และ metabolite ของ Curcumin (Tetrahydrocurcumin) ยงัมี

คณุสมบตัิเป็นสารต้านอนุมลูอิสระ (75, 76) ซึ่งอนุมลูอิสระมีบทบาทหน้าท่ีต่อสารชีวโมเลกุล

หลายชนิด และมีความสมัพนัธ์กับการก่อมะเร็ง ดงันัน้ Curcumin จึงเป็นสารท่ีมีคุณสมบตัิ

เหมาะสมและน่าสนใจท่ีจะนํามาใช้ป้องกนัการเกิดมะเร็ง 

 

 
ภาพท่ี 5 โครงสร้างของ Curcuminoid หลกั 3 ชนิด ได้แก่ Curcumin (a), Demethoxycurcumin 

(b) และ Bisdemehoxycurcumin (c) 
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DNA methylation 
DNA methylation คือ กลไกการควบคมุการแสดงออกของยีนโดยไม่เก่ียวข้องกบัการ

เปล่ียนแปลงลําดบัเบสในดีเอ็นเอ โดยเอนไซม์ท่ีทําหน้าท่ีเติมหมู่เมทิลให้กับดีเอ็นเอ คือ DNA 

methyltransferase (DNMT) โดยใช้ S-adenosylmethionine (SAM) เป็นตวัให้หมู่เมทิลกบั         

นิวคลีโอไทด์ชนิด cytidine ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 5 ซึ่งในจีโนมของมนุษย์ จะมีบริเวณท่ีมี              

นิวคลีโอไทด์ cytidine ตอ่อยู่กบั guanosine อย่างตอ่เน่ืองหลายซํา้ เรียกว่า CpG island ซึง่เป็น

ตําแหน่งของการเติมหมู่เมทิล และเม่ือมีการเติมหมู่เมทิล ท่ีบริเวณนีแ้ล้ว จะทําให้กดการ

แสดงออกของยีนบริเวณนัน้ เน่ืองจากการเติมหมู่เมทิลจะทําให้โครมาตินบริเวณนัน้ขดตวักนัแน่น

เกิดเป็น heterochromatin ทําให้ไมส่ามารถเกิด transcription ได้  

เอนไซม์ DNMT ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทิลให้กบัดีเอ็นเอ มี 3 ไอโซไซม์ คือ DNMT1, 

DNMT3A และ DNMT3B โดยแตล่ะไอโซไซม์จะทําหน้าท่ีเติมหมูเ่มทิลให้แก่ cytidine เช่นเดียวกนั 

แตจ่ะมีบทบาทในสถานการณ์ท่ีแตกตา่งกนัไป DNMT1 มีบทบาทในการรักษาการเติมหมู่เมทิลให้

คงเดิม (maintenance DNMT) เม่ือเซลล์เกิดการแบง่ตวัดีเอ็นเอท่ีถกูสร้างขึน้ใหม่จะยงัไม่มีการ

เติมหมู่เมทิล จึงต้องอาศยั DNMT1 เป็นตวัเติมหมู่เมทิลให้แก่ดีเอ็นเอสายใหม่นี ้ โดยอาศยัหมู ่  

เมทิลของดีเอ็นเอสายคู่สมเป็นตวันําเอนไซม์เข้ามาเติม รวมถึงเม่ือมีการซ่อมแซมดีเอ็นเอเกิดขึน้  

ดีเอ็นเอสายใหม่ก็ต้องอาศยั DNMT1 ในการเติมหมู่เมทิลด้วยเช่นกนั สว่น DNMT3A และ 3B มี

บทบาทในการเตมิหมูเ่มทิลใหมใ่ห้แก่จีโนม แบบ de novo methylation โดยไมต้่องอาศยัหมู่เมทิล

ท่ีมีอยู่เดิมเหมือน DNMT1 จึงเป็นไอโซไซม์ท่ีน่าจะถูกเหน่ียวนําด้วยสิ่งแวดล้อมได้มากท่ีสุด 

นอกจากนีย้ังมี DNMT ท่ีไม่มีบทบาทในการเติมหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอหรือจีโนม คือ DNMT2 และ 

DNMT3L โดย DNMT2 มีบทบาทในการเติมหมู่เมทิลให้แก่ transfer RNA เพ่ือป้องกนัการ

สลายตวัจาก stress ตา่งๆ สว่น DNMT3L มีบทบาทเก่ียวข้องกบัเอนไซม์ histone deacetylase 

ในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะพบว่าท่ี promoters ของ TSG  จะมีการเติมหมู่เมทิล

เพิ่มขึน้ ซึง่จะสง่ผลให้มีการแสดงออกลดลง เช่นยีน RARβ, RASSF1a, DAPK, CDH1, p16และ 

SFN เป็นต้น ซึง่พบวา่มีความสมัพนัธ์อยา่งมีนยัสําคญักบัการเป็นมะเร็ง (3, 77, 78) นอกจากนียี้น

ท่ีสําคญัอีกยีนหนึ่งคือ RUNX3 พบว่าสามารถนํามาใช้ทํานายการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

รวมถึงทํานายการบกุรุกแพร่กระจายของมะเร็งได้ (4, 79)  นอกจากการเติมหมู่เมทิลท่ี promoter 

ของยีนแล้ว ยงัมีการศกึษาการเติมหมู่เมทิลทัง้จีโนม (Global methylation) ซึ่งพบว่าในมะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะจะมีการเติมหมู่เมทิลทัง้จีโนมลดลง (Global hypomethylation) โดยพบว่า

ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะเม่ือเปรียบเทียบกบัคนปกต ิ(80, 81) 
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ซึง่การวิเคราะห์ระดบัการเติมหมู่เมทิลทัง้จีโนมนัน้ นิยมวิเคราะห์จากระดบั methylation 

ของ LINE-1 ซึง่เป็น transposon ท่ีพบกระจายอยูท่ัว่ทัง้จีโนมของมนษุย์ จงึสามารถใช้เป็นตวัแทน

ในการวิเคราะห์ทัง้จีโนมได้ โดย LINE-1 จะมีสว่น promoter ซึง่มี CpG island เป็นองค์ประกอบ

อยู่ภายใน ใช้เป็นตําแหน่งในการตรวจหาการเกิด methylation (82) ซึ่งพบว่าการเกิด global 

methylation นีมี้ความสมัพนัธ์กบัการอกัเสบ โดย Gasche และคณะ (8) ได้กระตุ้นเซลล์มะเร็ง

ช่องปากด้วย IL-6 ซึง่เป็น cytokine ท่ีกระตุ้นการอกัเสบแบบเรือ้รัง พบว่ามีการลดลงของการเติม

หมูเ่มทิลท่ี LINE-1 หลงัถกูกระตุ้นด้วย IL-6 

 
Runt-related transcription factor 3 (RUNX3) 
 RUNX3 เป็นยีนท่ีสงัเคราะห์โปรตีนในกลุม่ runt-related transcription factors (RUNX) 

ซึง่มี Runt domain ท่ีปลาย N ร่วมกนั ประกอบด้วย 3 ยีน คือ RUNX1/AML1, RUNX2 และ 

RUNX3 โดย RUNX3 ซึง่อยู่บนโครโมโซมตําแหน่ง 1p36 ในมนษุย์ โดย RUNX3 มีคณุสมบตัิเป็น 

tumor suppressor gene ท่ียงัไมรู้่กลไกในการควบคมุมะเร็งท่ีแท้จริง แตก่ารศกึษาในสตัว์ทดลอง

พบว่าในหนท่ีูถกูขดัขวางการทํางานของ RUNX3 เกิด hyperplasia ขึน้ โดยมีการกระตุ้นการเพิ่ม

จํานวนของเซลล์และลดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ลง (4) ในการควบคมุการเติมหมู ่   

เมทิลในบริเวณ promoter ของยีน RUNX3 นัน้ พบว่ามีความสมัพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะ การเป็นซํา้ และระยะของโรคด้วย (79) อีกทัง้ยงัพบว่ามีความสมัพนัธ์กับกระบวนการ

อกัเสบอีกด้วย โดยเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารท่ีมีการตดิเชือ้ Helicobacter pylori และมีการเลีย้ง

ร่วมกบั macrophage จะมีการเติมหมู่เมทิลท่ี promoter ของ RUNX3 เพิ่มขึน้ และการเพิ่มขึน้นี ้

สามารถยบัยัง้ได้ด้วย inhibitor ของ iNOS (17) ดงันัน้ในเซลล์มะเร็งจึงมีแนวโน้มท่ีจะพบ RUNX3 

hypermethylation เม่ือเทียบกบัเซลล์ปกต ิ

 
Long interspersed nuclear element 1 (LINE-1) 
 LINE-1 เป็น Retrotransposon ท่ีพบได้มากถึง 5 แสนซํา้ในจีโนมของมนษุย์ (83) LINE-1 

ท่ีพบในจีโนมมนษุย์นัน้อาจมีขนาดแตกตา่งกนัไปขึน้กบักระบวนการจําลองตวัและการกลายพนัธุ์

ท่ีเกิดขึน้ LINE-1 ทัง้หมดนัน้มีความยาวประมาณ 6 kb ประกอบด้วย 5’ untranslated region ท่ี

ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ของตวัมนัเอง Open reading frame (ORF) สําหรับ RNA-binding 

protein ประมาณ 1 kb มี ORF สําหรับ endonuclease และ reverse transcriptase ยาว

ประมาณ 4 kb และส่วนของ 3’ untranslated region และ poly A อีกเล็กน้อย เน่ืองด้วย

คณุสมบตัิท่ี LINE-1 กระจายตวัอยู่มากในจีโนมมนษุย์จึงนํามาใช้เป็นตวัแทนในการวิเคราะห์ 
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global DNA methylation (84) ซึง่การวิเคราะห์จากการเติมหมู่เมทิลโดยใช้ LINE-1 เป็นตวัแทน 

เป็นวิธีท่ีทําได้รวดเร็วและใช้ดีเอ็นเอปริมาณน้อยกว่าการวิเคราะห์ทุกนิวคลีโอไทด์ การวิเคราะห์

การเติมหมู่เมทิลจาก LINE-1 นัน้ จะใช้ปฏิกิริยาเคมีของ bisulfite ซึง่สามารถทําปฏิกิริยาเฉพาะ

กบั cytosine ท่ีไม่ถกูเติมหมู่เมทิล แตไ่ม่สามารถทําปฏิกิริยากบั cytosine ท่ีถกูเติมหมู่เมทิลแล้ว

ได้ จากนัน้จะใช้เทคนิค PCR ในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ แล้ววิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่างกนั 

ด้วยวิ ธีต่างๆต่อไป  แต่สําหรับการวิ เคราะห์ทุกนิวคลีโอไทด์นัน้จะใช้วิ ธีวิ เคราะห์ด้วย 

chromatography หรือวิเคราะห์ด้วยการใช้ DNA methyltransferase ควบคูก่บั SAM ท่ีติดสาร

กัมมนัตรังสี เพ่ือดูปริมาณสารกัมมนัตรังสีท่ีจะเพิ่มเข้าไปภายหลงัในดีเอ็นเอท่ียงัไม่ถูกเติมหมู่

เมทิลมาก่อน ซึง่เป็นวิธีท่ีใช้เวลามาก มีหลายขัน้ตอน และใช้ดีเอ็นเอปริมาณมาก 

 นอกจาก LINE-1 แล้ว ยงัมีการใช้ Alu repeats ซึง่เป็นทรานสโพซอนท่ีกระจายอยู่ทัว่ไป

ในจีโนมมนษุย์มาวดั global methylation โดยใช้หลกัการเช่นเดียวกบั LINE-1 ในการประเมินการ

เตมิหมูเ่มทิล  ซึง่ทัง้ LINE-1 และ Alu ก็สามารถใช้เป็นตวัแทนในการประเมิน global methylation 

ได้เป็นอยา่งดี (84) 
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บทที่ 3 
 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
 

เคร่ืองมือและสารเคมี 
ตารางท่ี 2 และตารางท่ี 3  แสดงเคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยันี ้

ตารางท่ี 2 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจยั 

เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลติ 

6, 24 and 96-well culture plate   Nunclon, Roskilde, Denmark 

Autoclave     Hirayama, Saitama, Japan  

Autopipette 10, 20, 100, 200, 1000 μl   Bio-Rad, California, USA 

Balance     Sartorius, Gottingen, Germany 

Cell culture flask 25 cm2   Corning, New York, USA 

Cell culture flask 75 cm2   Corning, New York, USA 

Centrifuge tube 15, 50 ml   Axygen, California, USA 

CO2 incubator     Thermo Scientific, Massachusetts, USA  

Cryotube SPL lifescience, Gyeonggi-do, South 

Korea 

Distilled water maker    Labconco, Missouri, USA  

Freezer (-20oC)    Sanyo Electric, Osaka, Japan 

Freezer (-80°C)    Sanyo Electric, Osaka, Japan 

Horizontal electrophoresis system  BIO-RAD, California, USA 

Hot air oven     Memmert, Schwabach, Germany 

Laminar air flow    Esco Technologies, Pennsylvania, USA 

Liquid nitrogen container   Taylor-Wharton, Husum, Germany  

Low speed centrifuge    KOKUSAN, Japan 

Microcentrifuge    Spectrafuge, LABNET, USA 

Microcentrifuge tube    Axygen, California, USA 

Microwave oven    Sharp, Osaka, Japan 
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เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลติ 

Nanodrop     Thermo Scientific, Massachusetts, USA 

PCR machine      Bio-Rad, California, USA 

pH meter     Mettler Toledo, Ohio, USA 

Refrigerated high speed centrifuge  Hettich, Tuttlingen, Germany 

Spectrophotometer    Thermoscientific, Massachusetts, USA 

Sterile pipette 15 ml    Corning, New York, USA 

STORM scanner    GE Lifescience, Pennsylvania, USA 

Thin wall tube     Axygen, California, USA 

Vortex mixer     VORTEX-2 GENIE, USA 

Water baths     GFL, Burgwedel, Germany 

 

ตารางท่ี 3 สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

สารเคมี บริษัทผู้ผลติ 

10X BSA     New England Biolabs, Massachusetts, USA 

25 bp DNA step ladder    Promega, Wiscosin, USA 

40% acrylamide/Bis solution 19:1   Bio-Rad, California, USA 

Ammonium acetate    Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Ammonium persulfate (APS)    Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Boric acid      Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Coomassie brilliant blue dye solution  Bio-Rad, California, USA 

Dimethylsulfoxide    Carlo Erba, Val De Reuil, France 

Dinitrophenylhydrazine (DNPH)  Riedel-de Haen, Hannover, Germany 

dNTP mix     QIAGEN, Hilden, Germany 

Eagle’s minimum essential medium (EMEM) Gibco, California, USA  

Ethanol      Merck Millipore, Massachusetts, USA 

Ethyl acetate     BDH, Dorset, England 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  Sigma-Aldrich, Missouri, USA  

Fetal bovine serum    Gibco, California, USA  
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สารเคมี บริษัทผู้ผลติ 

Glycogen      Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Guanidine hydrochloride   Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

High pure PCR template preparation kit  Roche, Indianapolis, USA 

Hydrochloric acid    BDH, Dorset, England 

Hydrogen peroxide (H2O2)   Vidhyasom, Bangkok, Thailand 

Hydroquinone     Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Isopropanol      Merck Millipore, Massachusetts, USA 

MTT      Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

NEB buffer     New England Biolabs, Massachusetts, USA 

Penicillin Streptomycin    Gibco, California, USA  

Phosphate buffer saline solution   Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Restriction enzyme TasI  และ TaqI   Fermentas, Maryland, USA 

Sodium hydroxide     Merck Millipore, Massachusetts, USA 

Sodium metabisulfite     Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

SyBr GreenI     Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

TaqI      Invitrogen, California, USA 

Taq DNA polymerase     QIAGEN, Hilden, Germany 

TasI      Invitrogen, California, USA 

Tetramethylethylenediamine (TEMED)  Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

TNF-α      Gibco, California, USA 

Tocopheryl acetate    Mega Lifescience, Bangkok, Thailand 

Trichloroacetic acid    BDH, Dorset, England 

Tris base     Merck Millipore, Massachusetts, USA 

Trypsin with EDTA    Gibco, California, USA  

Wizard DNA clean-up system   Promega, Wiscosin, USA 
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การวิเคราะห์ทางห้องปฏบิัตกิาร 
เซลล์เพาะเลีย้ง UM-UC-3 

UM-UC-3 cell line เป็นเซลล์ท่ีได้มาจากเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะของมนุษย์ชนิด 

Urothelial carcinoma แยกจากผู้ ป่วยเพศชาย พฒันาโดย Grossman ในปี 1986 (85) ซือ้จาก 

American Type Culture Collection (ATCC) เพาะเลีย้งด้วย Eagle's Minimum Essential 

Medium (EMEM) ท่ีมี 10% fetal bovine serum (FBS) และ 1% penicillin/ streptomycin  ใน 

flask สําหรับเลีย้งเซลล์ แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37°C, 5% CO2 ความชืน้ 95% กระตุ้นให้เซลล์

อยู่ในสภาวะ Oxidative stress และ Inflammation โดยเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีผสมด้วย 

H2O2 และ TNF-α ตามลําดบั การทดสอบผลของวิตามินอี ขมิน้ชนั และสตูรมะนาวผงตอ่ระดบั

เมทิลเลชัน่ในเซลล์ ทดลองแบบ dose-dependent ในแตล่ะชดุการทดลองจะมีการศกึษาทัง้หมด 

3 ซํา้ การทดลองใช้เวลา 72 ชัว่โมง โดยจะมีการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทุก 24 ชัว่โมง สําหรับ

การศกึษาผลของ antioxidant ทัง้ Tocopheryl acetate และสตูรมะนาวผงในการยบัยัง้ผลของ 

H2O2 จะให้เซลล์ได้รับ Tocopheryl acetate หรือสตูรมะนาวผงก่อนเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้จึง

คอ่ยให้ H2O2 แก่เซลล์เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  

 
การวิเคราะห์การมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) โดยวิธี MTT assay 

หลกัการเป็นการวดั metabolic activity ท่ีเกิดขึน้ในเซลล์ โดยเซลล์ท่ีมีชีวิตจะมีการสร้าง 

NADH จากหลาย metabolic pathways และ NADH จะทําหน้าท่ีเป็น co-factor ของเอนไซม์ 

reductase ในเซลล์ ซึ่งเอนไซม์ reductase นีจ้ะเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน MTT (3-(4,5-Dimethyl 

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ซึง่เป็นสารท่ีมีสีเหลืองให้เป็น formazan salt 

ซึง่เป็นสารสีมว่ง ดงันัน้ ปริมาณ formazan salt ท่ีเกิดขึน้จะสมัพนัธ์กบัปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตท่ีมีอยู ่ 

วิธีทําโดยย่อ คือ เพาะเลีย้งเซลล์ UM-UC-3 ในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลมุ โดยแตล่ะหลมุ

มีเซลล์เร่ิมต้นท่ี 40,000 เซลล์ เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ 24 ชัว่โมง หรือจนเซลล์เจริญเต็มหลมุ 

(90% confluence) จากนัน้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นอาหารท่ีมีสารท่ีต้องการวดัความเป็นพิษ

ตอ่เซลล์ความเข้มข้นตา่งๆ แล้วนําไปบม่ในตู้อบท่ี 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือครบ

เวลาแล้ว เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นอาหารท่ีมี MTT 0.5 μg/ml (ภาคผนวก) แล้วนําไปบม่ใน

ตู้อบ 37°C, 5% CO2 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ละลาย formazan salt ด้วยสารละลาย 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) หลมุละ 100 μl จากนัน้เขยา่จานเพาะเลีย้ง 10 นาทีแล้วนําไปวดัคา่

การดดูกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร 
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% Cell viability =  (ODtest×100) 
           ODcontrol 

การคํานวณหา % cell viability เม่ือเทียบกบั control 

 

 

ODtrest  = คา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีใสต่วัอยา่งขมิน้ชนัหรือมะนาวผง 

ODcontrol = คา่การดดูกลืนแสงของหลมุควบคมุท่ีใสเ่ฉพาะตวัทําละลาย 

การสกัดดเีอน็เอจากเซลล์เพาะเลีย้ง 
การสกดัดีเอ็นเอใช้ชดุสกดัดีเอ็นเอสําเร็จ High Pure PCR Template Preparation Kit 

(Roche, Basel, Switzerland) ตามขัน้ตอนการสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์เพาะเลีย้งท่ีแนบมา มีวิธี

โดยสงัเขปคือ นําเซลล์เพาะเลีย้งท่ีเลีย้งในสภาวะต่างๆเป็นเวลา 72 ชัว่โมงแล้ว นํามาล้างด้วย 

PBS 2 ครัง้ จากนัน้เติม binding buffer และ proteinase K ท่ีมากบัชดุสกดั นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 

70oC เป็นเวลา 10 นาที นําสารละลายและเซลล์ท่ีบม่แล้วย้ายใสช่ดุ filter ท่ีมากบัชดุสกดั นําไป

ป่ันเหว่ียง 10000 xg เพ่ือให้สารละลายไหลผ่าน filter ในขัน้ตอนนีดี้เอ็นเอจะถกู filter กรองดกัไว้ 

จากนัน้เติมสารละลาย inhibitor removal buffer และ wash buffer ท่ีให้มากบัชดุสกดั แล้วนําไป

ป่ันเหว่ียง 10000 xg เพ่ือกําจดัสิ่งปนเปือ้นในดีเอ็นเอออกไป ในขัน้ตอนสดุท้ายชะดีเอ็นเอออก

จาก filter ด้วยการเติม elution buffer ปริมาตร 100 μl เม่ือนําไปป่ันเหว่ียง 10000 xg จะได้         

ดีเอ็นเอจากเซลล์ท่ีสามารถนําไปทําปฏิกิริยากบั bisulfite และทํา PCR ตอ่ไปได้ 

 
การวิเคราะห์การเตมิหมู่เมทลิที่ LINE-1 ด้วยวธีิ Combined Bisulfite Restriction Analysis 
LINE-1 (COBRA LINE-1) 

การวิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 นัน้ จะใช้ Sodium bisulfite ในการแบ่งแยก

ระหว่าง Cytosine ท่ีถกูเติมหมู่เมทิล (Methylated C) กบั Cytosine ท่ีไม่ถกูเติมหมู่เมทิล 

(Unmethylated C) โดย Sodium bisulfite จะเปล่ียน unmethylated C ให้เป็น Uracil (U) 

ในขณะท่ี methylated C จะยงัคงเดมิ ดงันัน้นิวคลีโอไทด์ท่ีเปล่ียนแปลงไป จะสามารถใช้บอกการ

เติมหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอได้ (ภาพท่ี 6) วิธี COBRA LINE-1 ท่ีใช้ในการศึกษานี ้(5) มีขัน้ตอน

โดยสงัเขปคือ สกดัดีเอ็นเอจากเซลล์เพาะเลีย้งท่ีเลีย้งในสภาวะต่างๆเป็นเวลา 72 ชัว่โมง แล้วนํา  

ดีเอ็นเอ 200 ng ปริมาตร 50 μl มาทําปฏิกิริยากบั Sodium bisulfite โดยเติม ด้วย 2 M NaOH 

5.5 μl แล้วทําปฏิกิริยาโดยเติม 10 mM Hydroquinone 30 μl และ 3 M Sodium bisulfite 520 μl 

นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50oC นาน 16 ชัว่โมง จากนัน้นําดีเอ็นเอไปทําให้บริสทุธ์ิด้วยชุดสําเร็จรูป 



28 
 

Wizard DNA-Clean up system (Promega, Wisconsin, USA) โดยนําดีเอ็นเอท่ีทําปฏิกิริยาแล้ว

ไปผสมกบั resin ในชดุสําเร็จ ผสมให้เข้ากนั จากนัน้ย้ายสารละลายทัง้หมดใสช่ดุ filter ท่ีต่อกบั 

suction แล้ว แล้วเปิด suction ให้ดดูสารละลายทัง้หมดผ่านลง filter จากนัน้ล้าง filter โดยเติม 

70% ethanol 2 ml แล้วดดูสารละลายผ่าน filter ทําทัง้หมด 2 ครัง้ แล้วจึงแยก filter ออกมา 

ประกอบเข้ากบั microcentrifuge tube แล้วป่ันเหว่ียงท่ี 10000 xg เพ่ือให้สารละลายออกจาก 

filter ให้หมดก่อน จากนัน้จงึละลายดีเอ็นเอออกจาก filter โดยเติมนํา้กลัน่อณุหภมูิ 95oC ปริมาตร 

50 μl ตัง้ทิง้ไว้ 1 นาที แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ี 10000 xg จะได้สารละลายท่ีมีดีเอ็นเอ แล้วตกตะกอน

ดีเอ็นเอโดยเติม 20 mg/ml glycogen 1 μl, 10 M ammonium acetate 17 μl, isopropanol     

220 μl บม่ท่ีอณุหภมูิ –20oC นาน 2 ชัว่โมง แล้วป่ันให้ตกตะกอนท่ี 10,000 xg เป็นเวลา 10 นาที  

นําดีเอ็นเอท่ีได้ไปเพ่ิมปริมาณในส่วน promoter ของ LINE-1 ด้วยเทคนิค PCR 

(polymerase chain reaction) (Forward primer: 5’-CCGTAAGGGGTTAGGGAGTT TTT-3’ 

Reverse primer: 5’-RTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA-3’) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย 

MgCl2 2.5 mM   ไพรเมอร์ชนิดละ 0.2 μM  dNTP ชนิดละ 0.2 mM Hotstart Taq DNA 

polymerase 1 U และ 1X buffer โดยใช้ Initial denaturation ท่ี 95oC 15 นาที และขัน้ตอนเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอประกอบด้วย Denaturation 95oC, Annealing 50oC, Extension 72oC ขัน้ตอนละ 

1 นาที จํานวน 35 รอบ แล้วทํา Final extension 72oC 7 นาที จากนัน้นําดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้

ซึง่มีขนาด 160 bp ไปตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 2 ชนิดคือ TaqI และ TasI อย่างละ 2 units ท่ี 

60oC นาน 16 ชัว่โมง (ภาคผนวก) โดย TaqI ตดัจําเพาะท่ีตําแหน่ง 5’-T’CGA-3’ ได้ผลติภณัฑ์เป็น 

2 bp overhang สว่น TasI ตดัจําเพาะท่ีตําแหน่ง 5’-‘AATT-3’ ได้ผลิตภณัฑ์เป็น 4 bp overhang 

แล้วดผูลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะด้วย nondenaturing acrylamide gel 

electrophoresis (8%) ผลการแยกด้วย gel electrophoresis แสดงในภาพท่ี 7  

ในการคํานวณ %methylation จะคํานวณโดยใช้ %band intensity ของแถบดีเอ็นเอท่ีได้

จากผล COBRA LINE-1 ขนาด 160, 98, 80 และ 62 bp มาคํานวณ โดยการวเิคราะห์ด้วยวิธีนี ้

ตรวจสอบการเตมิหมูเ่มทิล 2 ตําแหน่ง เพราะฉะนัน้การเตมิหมูเ่มทิลจะเกิดได้ทัง้หมด 4 รูปแบบ 

คือ เตมิหมูเ่มทิลทัง้ 2 ตําแหนง่ (mC1
mC2; hypermethylated form) ไมเ่ตมิหมูเ่มทิลทัง้ 2 ตําแหนง่ 

(uC1
uC2; hypomethylated form) เตมิหมูเ่มทิลเฉพาะตําแหนง่ท่ี 1 (mC1

uC2) และเตมิหมูเ่มทิล

เฉพาะตําแหนง่ท่ี 2 (uC1
mC2) ซึง่เรียกรวมกนัวา่ partial methylated form การเตมิหมูเ่มทิลแบบ 

mC1
mC2 เม่ือผา่นการทําปฏิกิริยาแล้ว สายดีเอ็นเอจะถกูตดัด้วยเอนไซม์ TaqI ได้ ทําให้ได้ชิน้สว่น 

ดีเอ็นเอขนาด 80 bp จํานวน 2 ชิน้ การเตมิหมูเ่มทิลแบบ uC1
uC2 เม่ือผา่นกระบวนการแล้วจะได้  
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ดีเอ็นเอขนาด 62 และ 98 bp การเตมิหมูเ่มทิลแบบ mC1
uC2 จะได้ดีเอ็นเอขนาด 160 bp และการ

เตมิหมูเ่มทิลแบบ uC1
mC2 จะได้ดีเอ็นเอ จํานวน 3 ชิน้ ขนาด 62, 18 และ 80 bp ดงัภาพท่ี 6 

เม่ือนํามาคํานวณ %methylation คา่ band intensity ของแต่ละ band จะถกูคิดเป็น    

ร้อยละเทียบกบั band อ่ืนๆ อีก 3 band จากนัน้จะถกูหารด้วยจํานวนนิวคลีโอไทด์ของ band นัน้

ก่อน (หาคา่ intensity per bp เป็นการ normalization เพ่ือเปรียบเทียบ intensity ของดีเอ็นเอท่ีมี

ขนาดไม่เท่ากนั) จากนัน้จึงคํานวณโดยนํา %band intensity ของผลิตภณัฑ์ในรูปแบบท่ีต้องการ

มาคํานวณ หารด้วย intensity ของผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ทัง้หมด ในการ normalize ด้วยจํานวนเบส

ในสายนิวคลีโอไทด์นัน้ จะคํานงึถึงลกัษณะปลายสายดีเอ็นเอด้วย โดยปลายด้านท่ีเกิด overhang 

จะไม่ถกูนํามาคํานวณด้วย เน่ืองจากบริเวณท่ีเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวนัน้ โมเลกลุของ SyBR green 

จะไมส่ามารถแทรกตวัเข้าไปจบัได้ ดงันัน้แล้วในการคํานวณจะมีสตูรดงันี ้

%160 bp /160 = A 

%98 bp/94 = B 

%80 bp/77 = C 

%62 bp/62 = D 

สว่น %band intensity ของ 18 bp จะหาจาก D-B กําหนดเป็นคา่ E 

การหา %methylation ซึง่เป็นการคดิ mC ทัง้หมดโดยไมแ่ยกรูปแบบ จะคดิจาก 

C+A 

แล้วหารด้วย mC + uC ซึง่คดิได้จาก 

(C+A)+(A+B+D) 

เพราะฉะนัน้ %methylation จะคดิได้จาก 

%methylation = 100(C+A)/(C+2A+B+D)  

สว่นการหา %methylation คดิแยกแตล่ะรูปแบบจะหาได้จาก 
mC1

mC2 =100[(C-E)/2]/[(C-E)/2)+A+B+E] 
uC1

uC2 = 100B/[(C-E)/2)+A+B+E] 

partial methylation (mC1
uC2+ uC1

mC2) =100(A+E)/[(C-E)/2)+A+B+E]  
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ภาพท่ี 6 ผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาด้วย sodium bisulfite และตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

TaqI และ TasI ของ LINE-1 ท่ีมีการเตมิหมูเ่มทิลทัง้ 4 รูปแบบ (86) 

 

ภาพท่ี 7 แสดงตวัอยา่งผลติภณัฑ์ของ LINE-1 ท่ีได้จากการตดัด้วย restriction enzyme เม่ือนํามา

แยกด้วย 8% nondenaturing polyacrylamide gel ได้ผลติภณัฑ์หลกั 4 band คือ 160, 98, 80 

และ 62 bp 
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 จากนัน้ในการเปรียบเทียบ %methylation ระหว่างเซลล์ในแต่สภาวะต่างๆ จะนําค่า 

%methylation ท่ีคํานวณจากสตูรมาคิดเป็นร้อยละเทียบกบั %methylation ของเซลล์ท่ีไม่ได้ให้

ตวักระตุ้นใดๆ (control) จะได้เป็นคา่ %methylation ท่ีเทียบกบั control หรือในกรณีท่ีมีการให้ทัง้

ตวักระตุ้นและตวัยบัยัง้ทัง้สองอย่าง %methylation ของสภาวะท่ีให้ทัง้ตวักระตุ้นและตวัยบัยัง้ จะ

ถกูนํามาเปรียบเทียบกบั %methylation ของสภาวะท่ีให้ตวักระตุ้นเพียงอย่างเดียว เพ่ือเป็นการดู

ผลของตวัยบัยัง้เท่านัน้ 

 
การวิเคราะห์การเตมิหมู่เมทลิที่ RUNX3 ด้วยวิธี Methylation-specific PCR 

การวิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 promoter นัน้ อาศยัวิธี MSP โดยใช้การทํา

ปฏิกิริยากบั Sodium bisulfite เช่นเดียวกบัการวิเคราะห์ LINE-1 methylation แตใ่นขัน้ตอน PCR 

ใช้ primer ท่ีจําเพาะตอ่ RUNX3 ท่ีถกูเติมหมู่เมทิล (methylated RUNX3) และ RUNX3 ท่ีไม่ถกู

เติมหมู่เมทิล (unmethylated RUNX3) แทนการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ วิธีวิเคราะห์นัน้เร่ิม

จากสกัดดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยากับ Sodium bisulfite เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ท่ี LINE-1 

จากนัน้นําไปเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR ท่ีปรับเปล่ียนเล็กน้อยจากวิธีของ Homma และคณะ 

(87) ดงันี ้ไพรเมอร์สําหรับ methylated RUNX3 คือ 5′-ATA ATA GCG GTC GTT AGG GCG 

TCG-3′และ 5′-GCT TCT ACT TTC CCG CTT CTC GCG-3′ ส่วนไพรเมอร์สําหรับ  

unmethylated RUNX3 คือ 5′-ATA ATA GTG GTT GTT AGG GTG TTG-3′ และ 5′-ACT TCT 

ACT TTC CCA CTT CTC ACA-3′ ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย MgCl2 2.1 mM ไพรเมอร์      

ชนิดละ 0.2 μM  dNTP ชนิดละ 0.2 mM, Q-solution 4 μl, Hotstart Taq DNA polymerase 1 U 

และบฟัเฟอร์ 1X อณุหภมูิสําหรับปฏิกิริยา PCR ใช้ Initial denaturation ท่ี 95oC 15 นาที ตาม

ด้วยขัน้ตอน Denaturation 94oC 30 วินาที, Annealing 59oC (สําหรับ methylated RUNX3) หรือ 

48oC (สําหรับ unmethylated RUNX3) นาน 60 วินาที, Extension 72oC 60 วินาที จํานวน 35 

รอบ แล้วทํา Final extension 72oC 10 นาทีแล้วดผูลิตภณัฑ์ท่ีได้ด้วย Gel electrophoresis โดย

ใช้ 8% nondenaturing polyacrylamide gel เช่นกนั 

 
การแยกดเีอน็เอตามขนาดด้วยวธีิ Electropheresis 
 ผสมสารละลาย 8% nondenaturing polyacrylamide (ภาคผนวก) แล้วเทใส่พิมพ์

สําหรับทําเจล ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 60 นาที เพ่ือให้เจลแข็งตัวอย่างสมบูรณ์ จากนัน้นําเจลไป

ประกอบกบัขัว้ไฟฟ้าในชดุ vertical electrophoresis system โดยใช้ 1X TBE buffer (ภาคผนวก) 
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เป็น tank buffer ใสส่ารตวัอยา่งท่ีจะทําการแยกโดยผสมสารตวัอย่าง 10 μl กบั loading dye 2 μl 

แล้วจงึหยอดลงในช่องของเจล จากนัน้ให้ไฟฟ้าความตา่งศกัย์คงท่ีท่ี 130 V เป็นเวลา 60 นาที เม่ือ

ครบ 60 นาทีแล้ว นําเจลออกจากพิมพ์ แล้วย้อมในสารละลาย SyBR green สําหรับย้อมเจล 

(ภาคผนวก) เป็นเวลาอย่างน้อย 20 นาที จากนัน้นําไปตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง 

STORM scanner 

 
การสกัดโปรตนีจากเซลล์เพาะเลีย้ง 
 หลงัจากเลีย้งเซลล์ในสภาวะตา่งๆใน 6-well plate ครบกําหนดเวลาแล้ว ดดูอาหารเลีย้ง

เซลล์ออกแล้วล้างด้วย PBS ท่ีเย็น ปริมาตร 1 ml 2 ครัง้ จากนัน้เติม RIPA buffer (ภาคผนวก) ท่ี

แช่เย็นไว้ (4oC) 250 μl ต่อหลมุ นําไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 4oC นาน 5 นาที เม่ือครบ 5 นาทีแล้วใช้ 

scraper ขูดเซลล์ออกจากหลมุ แล้วดดูสารละลายทัง้หมดเก็บไว้ จะได้โปรตีนสกัดจากเซลล์

เพาะเลีย้งเพ่ือนําไปวิเคราะห์ระดบั protein carbonyl ตอ่ไป 

 
การวัดระดบั protein carbonyl ด้วยวิธี DNPH assay 
 นําโปรตีนท่ีได้แบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนละ 62.5 μl (ใช้โปรตีนความเข้มข้น 0.1-10 mg/ml 

หากความเข้มข้นเกินกว่านีใ้ห้เจือจางลงด้วยนํา้กลัน่) ส่วนแรกนําไปเติม 2 N HCl 250 μl เป็น 

blank sample อีกส่วนหนึ่งนําไปเติม 10 mM DNPH (ภาคผนวก) 250 μl เช่นกนั เป็น test 

sample จากนัน้นําทัง้หมดไปบม่ในท่ีมืด ท่ีอณุหภมูิห้อง 1 ชัว่โมง โดยนํามาเขย่าเป็นระยะทกุ 10 

นาที เม่ือครบกําหนดเวลาแล้วเติม 20% trichloroacetic acid ปริมาตร 300 μl แล้วบม่ท่ี 4oC อีก 

10 นาที เม่ือบ่มแล้วจะมีตะกอนเกิดขึน้ ให้นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 10000 xg นาน 15 นาที แล้วเท

สารละลายด้านบนทิง้ นําตะกอนท่ีได้ไปล้างด้วย ethanol : ethylacetate (1:1) (ภาคผนวก) 

ปริมาตร 625 μl ผสมให้เข้ากนัแล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10000 xg นาน 10 นาที แล้วเท

สารละลายด้านบนทิง้ นําตะกอนท่ีได้ไปละลายด้วย guanidine hydrochloride (ภาคผนวก) 

ปริมาตร 300 μl แล้วนําไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที แล้วบม่ท่ี 37oC อีก 30 นาทีเพ่ือละลาย

ตะกอน หากยงัมีตะกอนเหลืออยู่ให้นําไปป่ันเหว่ียงท่ี 10000 xg เป็นเวลา 10 นาที แล้วนํา

สารละลายด้านบนไปวดัคา่ความดดูกลืนแสงท่ี 375 นาโนเมตร แล้วนําคา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้

ไปคํานวณหาปริมาณ protein carbonyl โดยนําคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้ไปคณูด้วยคา่คงท่ี 45.45 

จะได้ปริมาณ protein carbonyl ในหน่วย nmol/ml จากนัน้นําปริมาณท่ีได้นีไ้ปเทียบเป็นปริมาณ 

protein carbonyl ตอ่ปริมาณโปรตีนทัง้หมด (88) 
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การวัดปริมาณโปรตนีโดยวิธี dye binding method 
 นํา Coomassie brilliant blue dye reagent (Bio-Rad, California, USA) 1 สว่น มา    

เจือจางด้วยนํา้กลัน่อีก 4 สว่น แล้วนําไปกรองด้วยกระดาษกรอง 1 ครัง้ จากนัน้ใช้ dye reagent ท่ี

กรองแล้ว 1.25 ml ผสมกบัโปรตีนท่ีสกดัจากเซลล์ 25 μl โดยเจือจางโปรตีนจากเซลล์ 1 ตอ่ 5 ก่อน

นํามาทดลอง เม่ือผสมแล้วตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที ก่อนนําไปวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595     

นาโนเมตร คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเทียบกบัค่าการดดูกลืนแสงของ standard BSA ความ

เข้มข้น 0.2, 0.4 และ 0.8 mg/ml  

 
การวิเคราะห์ข้อมูล (Statistical analysis) 
 แสดงข้อมลูโดยใช้คา่เฉลี่ย (Mean) และคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, 

SD) หรือ คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Standard error, SE) และนําเสนอในรูปของกราฟ 

(GraphPad Prism 5.0, California, USA) เปรียบเทียบคา่เฉลีย่ของสองกลุม่ท่ีเป็นอิสระตอ่กนั 

โดยใช้ Two sample T-test และทดสอบความแตกตา่งของสองกลุม่ขึน้ไปท่ีเป็นอิสระตอ่กนัโดย 

Kruskal-Wallis test โปรแกรมทางสถิตท่ีิใช้ คือ SPSS version 10 (IBM, New York, USA) 

กําหนดระดบันยัสําคญัทางสถิตท่ีิ P < 0.05  
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

ผลของ Hydrogen peroxide ต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 
  เม่ือเลีย้งเซลล์ในอาหารท่ีมี Hydrogen peroxide (H2O2) อยู่ 10-500 μM  เป็นเวลา 72 

ชัว่โมง แล้ววดัการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTT method พบว่า ในสภาวะท่ีมี H2O2 10, 20 และ 

50 μM จํานวนเซลล์มีชีวิตไม่แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุท่ีเลีย้งในอาหารท่ีไม่มี H2O2 แตเ่ม่ือเลีย้ง

เซลล์ในอาหารท่ีมี 100 μM H2O2 พบว่าเซลล์มีอตัราการมีชีวิตลดลงเหลือร้อยละ 59.5  ซึง่

แตกต่างอย่างมีนยัสําคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (p < 0.001) (ภาพท่ี 8) และเม่ือเพิ่มความ

เข้มข้นของ H2O2 เป็น 500 μM ทําให้เซลล์มีอตัราการมีชีวิตลดลงเหลือเพียงร้อยละ 5.6 และ

คํานวณคา่ half maximal inhibitory concentration (IC50) ของ H2O2 ได้เท่ากบั 109.2 μM (3.7 

mg/ml) จากการศกึษานีแ้สดงให้เห็นว่า H2O2 ท่ีความเข้มข้น 50 μM หรือน้อยกว่า ปลอดภยัตอ่

เซลล์ UM-UC-3 หรือไม่สง่ผลให้เซลล์ตายอย่างมีนยัสําคญั ในระยะเวลา 72 ชัว่โมง ฉะนัน้แล้วใน

การทดลองนีใ้ช้ H2O2 ความเข้มข้นไม่เกิน 50 μM สําหรับศกึษาผลของ ROS ตอ่การเปล่ียนแปลง

การเตมิหมูเ่มทิลตอ่จากนี ้ เพ่ือไมใ่ห้มีปัจจยัด้านการตายของเซลล์มากระทบตอ่ผลการทดลอง 

 
ภาพท่ี 8 ความเป็นพิษของ H2O2 ความเข้มข้น 10, 20, 50, 100 และ 500 μM ตอ่เซลล์ UM-UC-3 

เม่ือเซลล์ได้รับเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่าเซลล์มีการตายอย่างมีนยัสําคญั (p < 0.01) ท่ีความ

เข้มข้น 100 μM ขึน้ไป (แท่งกราฟแสดงคา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ S.D. และ ** แสดงนยัสําคญั

ท่ี p < 0.01) 
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ผลของ TNF-α ต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 

 เม่ือเลีย้งเซลล์ให้อยู่ภายใต้สภาวะอกัเสบโดยเลีย้งในอาหารท่ีมี TNF-α ความเข้มข้น      

1-200 ng/ml เป็นเวลา 72 ชัว่โมง แล้ววดัการมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT method พบว่า TNF-α 

ไม่มีผลเพิ่มหรือลดการมีชีวิตของเซลล์อย่างมีนยัสําคญั (p > 0.05) (ภาพท่ี 9) ดงันัน้ในการ

ทดลองตอ่ไปจึงเลือกใช้ TNF-α ท่ีความเข้มข้น 1-20 ng/ml ซึง่เป็นความเข้มข้นท่ีมีการศกึษามา

ก่อนหน้าแล้ววา่มีผลกระตุ้น NF-ĸB ได้ (89, 90) 

 
ภาพท่ี 9 ความเป็นพิษของ TNF-α ความเข้มข้น 10, 25, 50, 100 และ 200 ng/ml ตอ่เซลล์ UM-

UC-3 เม่ือเซลล์ได้รับเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่า TNF-α ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์แม้ให้ความ

เข้มข้นสงูถึง 200 ng/ml (p > 0.05) (แท่งกราฟแสดงคา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ S.D.) 
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ผลของสูตรมะนาวผงต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 
 เม่ือศึกษาผลของสูตรมะนาวผงต่อการมีชีวิตของเซลล์ โดยเลีย้งเซลล์ในอาหารท่ีมีสตูร

มะนาวผงความเข้มข้น 0.5-10 mg/ml เป็นเวลา 72 ชัว่โมง แล้ววดัการมีชีวิตด้วยวิธี MTT assay 

ผลการศกึษาพบวา่ท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0.75 mg/ml สตูรมะนาวผงทําให้จํานวนเซลล์มีชีวิตลดลง

อย่างมีนยัสําคญั (%viability น้อยกว่าร้อยละ 90, p = 0.021) (ภาพท่ี 10) และสง่ผลให้เซลล์ตาย

ลงอย่างมากตัง้แต่ความเข้มข้น 4 mg/ml ขึน้ไป (%viability น้อยกว่าร้อยละ 20, p < 0.001)  

คํานวณคา่ IC50 ของสตูรมะนาวผงได้เท่ากบั 3.06 mg/ml ซึง่การท่ีสตูรมะนาวผงเป็นพิษตอ่เซลล์

น่าจะเป็นผลจาก pH ท่ีเปล่ียนแปลงไปมาก โดยค่า pH ในอาหารสตูรนีจ้ะมีค่าประมาณ 5 

ในขณะท่ี pH ปกติของอาหารเลีย้งเซลล์จะอยู่ท่ี 7 ดงันัน้ในการทดลองตอ่ไปจึงเลือกใช้มะนาวผง

ความเข้มข้น 0.5 mg/ml  

 

ภาพท่ี 10 ความเป็นพิษของสตูรมะนาวผงความเข้มข้น 0.5 ถึง 10 mg/ml ตอ่เซลล์ UM-UC-3 ท่ี

ได้รับเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่าสตูรมะนาวผงความเข้มข้น 0.75 mg/ml เร่ิมทําให้เซลล์ตายอย่าง

มีนยัสําคญั (p = 0.021) และเซลล์ตายลงอย่างมากท่ีความเข้มข้น 4 mg/ml ขึน้ไป (p < 0.001) 

(แท่งกราฟแสดงคา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ S.D. และ ** แสดงนยัสําคญัท่ี p < 0.01) 
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ผลของ curcumin ต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 
 เม่ือเลีย้งเซลล์ในอาหารท่ีมี curcumin ความเข้มข้น 2.5-40 μg/ml เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

แล้ววดัการมีชีวิตของเซลล์พบว่า เซลล์เร่ิมตายมากขึน้อย่างมีนยัสําคญัท่ี curcumin ความเข้มข้น 

15 μg/ml (p < 0.001) คํานวณคา่ IC50 ได้เท่ากบั 18.4 μg/ml ดงันัน้ในการทดลองต่อไปจึง

เลือกใช้ขมิน้ชนัความเข้มข้น 5 μg/ml เพ่ือไมใ่ห้การตายของเซลล์รบกวนตอ่ผลการทดลอง (ภาพท่ี 

11) 

ภาพท่ี 11 ความเป็นพิษของ curcumin ความเข้มข้น 2.5 ถึง 40 μg/ml ตอ่เซลล์ UM-UC-3 ท่ี

ได้รับเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่ curcumin ท่ีความเข้มข้น 15 μg/ml ขึน้ไป มีผลทําให้เซลล์ตายลง

อย่างมีนยัสําคญั (p < 0.001) (แท่งกราฟแสดงคา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ S.D. และ ** แสดง

นยัสําคญัท่ี p < 0.01) 
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ระดบั protein carbonyl ภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชัน 
 เม่ือนําเซลล์ท่ีเลีย้งภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชนัมาวดัระดบั oxidative stress โดยวดั

จากระดบั protein carbonyl พบวา่ในสภาวะท่ีมี 10 และ 50 μM H2O2 เลีย้งเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

เซลล์มีระดบั protein carbonyl เพิ่มมากขึน้จาก 5.59 เป็น 7.71 และ 8.40 nmol/mg protein (p 

= 0.596 และ 0.085 ตามลําดบั ) และเม่ือให้ tocopheryl acetate 50 และ 300 μM พบวา่ระดบั 

protein carbonyl ลดลงเป็น 5.48 และ 4.35 nmol/mg protein (p = 0.065 และ 0.085) 

ตามลําดบั แสดงวา่การกระตุ้นด้วย H2O2 ทําให้เกิด oxidative stress สงูขึน้ได้ (ภาพท่ี 12) ท่ียงัไม่

พบนยัสําคญัทางสถิตอิาจเน่ืองมาจากจํานวนครัง้ท่ีทําซํา้ท่ีน้อยเกินไป (การทดลองนีทํ้าซํา้ 2 ครัง้) 

 

ภาพท่ี 12 ระดบั protein carbonyl เม่ือเซลล์ได้รับ H2O2 หรือ tocopheryl acetate (TA) เป็นเวลา 

72 ชัว่โมง ระดบั protein carbonyl เพิ่มขึน้เม่ือเซลล์ได้รับ 10 และ 50 μM H2O2 (p = 0.596 และ 

0.085 ตามลําดบั) และลดลงเม่ือได้รับ 50 และ 300 μM tocopheryl acetate ควบคูก่นัโดยเทียบ

กบัชดุท่ีได้รับเฉพาะ 50 μM H2O2 (p = 0.065 และ 0.085 ตามลําดบั) 
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การเปล่ียนแปลงการเตมิหมู่เมทลิที่ LINE-1 ภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชัน 
 เม่ือเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะเครียดออกซิเดชนั โดยเลีย้งในอาหารท่ีมี H2O2 10 และ 50 

μM เป็นเวลา 72 ชัว่โมง นําเซลล์มาสกดัดีเอ็นเอ แล้ววดัสถานะการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ด้วยวิธี 

COBRA พบว่า ในชดุทดลองท่ีมี H2O2 10 และ 50 μM นัน้ เซลล์มีการเติมหมู่เมทิลลดลงอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิติคิดเป็นร้อยละ 93.35 และ 92.23 ตามลําดบั เม่ือเทียบกบัการเติมหมู่เมทิลใน

ชดุการทดลองท่ีไมมี่ H2O2 (ร้อยละ 100) (p = 0.025 และ 0.005 ตามลําดบั) (ภาพท่ี 13) และเม่ือ

มีการให้ tocopheryl acetate ซึง่เป็นสารต้านอนมุลูอิสระ ท่ีความเข้มข้น 50 และ 300 μM ควบคู่

ไปกับ H2O2 50 μM พบว่าเซลล์มีการเติมหมู่เมทิลเพิ่มขึน้เป็นร้อยละ 101.76 และ 99.78 

ตามลําดบั โดยเพิ่มขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีมีเฉพาะ H2O2 50 μM 

เพียงอยา่งเดียวซึง่มีการเตมิหมูเ่มทิลร้อยละ 92.23 (p = 0.003 และ 0.029 ตามลําดบั)  

ภาพท่ี 13 ร้อยละการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ของเซลล์ UM-UC-3 ท่ีได้รับ H2O2 หรือ tocopheryl 

acetate เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่าร้อยละการเติมหมู่เมทิลลดลงในเซลล์ท่ีได้รับ H2O2 ความ

เข้มข้น 10 และ 50 μM เม่ือเทียบกบั control (p = 0.025 และ 0.005 ตามลําดบั) และเพิ่มสงูขึน้

เม่ือได้รับ Tocopheryl acetate (TA) ความเข้มข้น 50 μM และ 300 μM แบบควบคูก่บั H2O2      

(p = 0.003 และ 0.029 ตามลําดบั) เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 เพียงอย่างเดียว    

(แท่งกราฟแสดงค่าเฉลี่ย, error bar แสดงค่า S.D., * แสดงนยัสําคญัเปรียบเทียบกบั control        

* คือ p < 0.05, ** คือ p < 0.01, # แสดงนยัสําคญัเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2        

# คือ p < 0.05 และ ## คือ p < 0.01) 
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ผลศกึษาการเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 จําแนกตามรูปแบบการเกิด methylation ได้แก่ 

hypomethylated form (uC1
uC2), partial methylated form (uC1

mC2 และ mC1
uC2) และ 

hypermethylated form (mC1
mC2) เม่ือพิจารณา ระดบั hypermethylated form ลดลงมาก จาก

ร้อยละ 100 เป็นร้อยละ 66.83 และ 72.65 (p = 0.015 และ 0.207) ในเซลล์ท่ีให้ 10 และ 50 μM 

H2O2 เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ควบคมุท่ีไม่ได้ให้ H2O2 (ภาพท่ี 14a) และมีระดบัเพิ่มขึน้เม่ือให้ 50 

และ 300 μM tocopheryl acetate เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีให้ 50 μM H2O2 เพียงอย่างเดียว 

จาก 72.65 เพิ่มเป็น 110.86 และ 119.44 (p = 0.067 และ 0.027) ตามลําดบั ในขณะท่ีระดบั 

hypomethylated form เพิ่มขึน้ไม่มากนกั จากร้อยละ 100 ในเซลล์ควบคมุเป็นร้อยละ 102.14 

และ 107.73 (p= 0.541 และ 0.150) ในเซลล์ท่ีได้รับ 10 และ 50 μM H2O2 ตามลําดบั (ภาพท่ี 

14b) เม่ือเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 เพียงอย่างเดียว กบัเซลล์ท่ีได้รับ 

tocopheryl acetate คูก่นั พบว่าระดบั hypomethylated form เปล่ียนแปลงจากร้อยละ 107.73 

เป็นร้อยละ 104.97 และ 107.86 (p = 0.563 และ 0.983) ในเซลล์ท่ีได้รับ 50 และ 300 μM 

tocopheryl acetate ตามลําดบั (ภาพท่ี 14b) 

ระดบั partial methylation form (ภาพท่ี 15) มีการเปลี่ยนแปลงเม่ือได้รับ 10 และ 50 μM 

H2O2 จากร้อยละ 100 เป็นร้อยละ 106.58 และ 96.54 (p = 0.473 และ 0.748) ตามลําดบั และ

เม่ือได้รับ 50 และ 300 μM tocopheryl acetate ควบคูก่นัจะเปล่ียนแปลงจากร้อยละ 96.54 เป็น

ร้อยละ 92.02 และ 89.31 (p = 0.773 และ 0.645) ตามลําดบั 

เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงเป็นขัน้ตอนของการเติมหมู่เมทิลแตล่ะรูปแบบ (ภาพท่ี 16)  

จะพบว่าเม่ือให้ 10 μM H2O2 ระดบั hypermethylated form จะลดลงอย่างมาก แล้วไปเพิ่มใน

รูปแบบ partial methylated form เป็นสว่นใหญ่ และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ H2O2 เป็น 50 μM 

ระดบั partial methylated form จะลดลง และส่งผลให้ระดบั hypomethylated form เพิ่มขึน้ 

สง่ผลให้ %methylation ลดลง และเม่ือมีการให้ tocopheryl acetate ความเข้มข้น 50 และ 300 

μM ระดบั hypomethylated และ partial methylated form ลดลง ทําให้ระดบั hypermethylated 

form เพิ่มขึน้และสง่ผลให้ %methylation เพิ่มขึน้ 
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ภาพท่ี 14 (a) ร้อยละการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 แบบ hypermethylated form (mC1
mC2) ของ

เซลล์ UM-UC-3 ท่ีได้รับ H2O2 หรือ tocopheryl acetate เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ลดลงเม่ือเซลล์ได้รับ 

10 และ 50 μM H2O2 (p = 0.015 และ 0.207 ตามลําดบั) และเพิ่มขึน้เม่ือได้รับ tocopheryl 

acetate (TA) ควบคูก่นั (p= 0.067, 0.027) เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 อย่างเดียว   

(b) การเติมหมู่เมทิลแบบ hypomethylated form (uC1
uC2) เพิ่มขึน้เม่ือเซลล์ได้รับ 10 และ 50 μM 

H2O2 (p = 0.541 และ 0.150 ตามลําดบั) และลดลงเม่ือได้รับ tocopheryl acetate (TA) ควบคู่

กนั (p = 0.563, 0.983) เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 อย่างเดียว (แท่งกราฟแสดง

คา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ S.D., * แสดงนยัสําคญัท่ี p < 0.05 เปรียบเทียบกบั control, # แสดง

นยัสําคญัท่ี p < 0.05 เปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2) 
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ภาพท่ี 15 ร้อยละการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 แบบ partial methylated form (mC1
uC2 และ 

uC1
mC2) ของเซลล์ UM-UC-3 ท่ีได้รับ H2O2 หรือ tocopheryl acetate (TA) เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

เพิ่มขึน้เม่ือได้รับ 10 μM H2O2 (p =0.473) แตล่ดลงเม่ือได้รับ 50 μM H2O2 (p = 0.748) รวมถึง

ลดลงเม่ือให้ tocopheryl acetate ควบคูก่นั โดยเทียบกบัชดุท่ีได้รับเฉพาะ 50 μM H2O2 (p = 

0.773 และ 0.645) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 16 การเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลรูปแบบต่างๆท่ี LINE-1 เม่ือเซลล์ได้รับ H2O2 หรือ 

tocopheryl acetate (TA) เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ระดบั hypermethylated form (mC1
mC2) ลดลง 

ระดบัของ partial methylated form (uC1
mC2 + mC1

uC2) และ hypomethylated form  (uC1
uC2)  

เพิ่มขึน้เม่ือได้รับ H2O2 และเม่ือได้รับ Tocopheryl acetate ควบคูก่นั ระดบั hypermethylated 

form เพิ่มขึน้ และระดบั partial methylated form และ hypomethylated form ลดลง 
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ผลของสูตรมะนาวผงต่อการเปล่ียนแปลงการเตมิหมู่เมทลิที่ LINE-1 ภายใต้สภาวะเครียด
ออกซเิดชัน 

นอกจากนีย้ังได้ศึกษาผลของสูตรมะนาวผงในการทําหน้าท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

ยบัยัง้การเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลท่ีเกิดจาก H2O2 พบว่า ในเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 

ร่วมกบัสตูรมะนาวผง 0.5 mg/ml มีการเติมหมู่เมทิลลดลงจากร้อยละ 98.84 (เซลล์ได้รับ 50 μM 

H2O2 อย่างเดียว) เป็นร้อยละ 92.55 (p = 0.421) (ภาพท่ี 17) ซึ่งอาจเกิดจากเซลล์ได้รับ

ความเครียดเพิ่มเติมจากการเปลี่ยนแปลงคา่ pH เน่ืองจากสตูรมะนาวผงมี pH เป็นกรดมาก หาก

นํามาละลายนํา้จะมี pH ประมาณ 3.7 ซึง่ถึงแม้จะเลือกความเข้มข้นในระดบัท่ีต่ํามากมาใช้ศกึษา 

รวมถึงได้ปรับ pH ให้เท่ากบัการทดลองอ่ืนๆ แล้ว แตพ่บว่าเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง มะนาวผงก็

ยงัส่งผลให้อาหารเลีย้งเซลล์มี pH เป็นกรดมากขึน้กว่าสภาวะอ่ืนๆ ผลการศกึษานีจ้ึงสรุปว่าสตูร

มะนาวผงสง่ผลให้สง่ผลให้ระดบัการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ลดลง ซึง่น่าจะเป็นผลมาจากคา่ pH 

ท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 

ภาพท่ี 17 ร้อยละการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ของเซลล์ UM-UC-3 ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 หรือสตูร

มะนาวผง (LPR) 0.5 mg/ml ระดบัการเติมหมู่เมทิลลดลงเม่ือเซลล์ได้รับ H2O2 และลดลงเพิ่มขึน้

เม่ือได้รับ H2O2 คูก่บัสตูรมะนาวผง (แท่งกราฟแสดงคา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ S.D.) 
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การเปล่ียนแปลงการเตมิหมู่เมทลิที่ LINE-1 ภายใต้สภาวะอักเสบ 

 เม่ือเลีย้งเซลล์ในสภาวะอกัเสบโดยการให้ TNF-α ความเข้มข้น 1, 10 และ 20 ng/ml เป็น

เวลา 72 ชัว่โมง นําเซลล์มาสกดัดีเอ็นเอ แล้ววดัการเตมิหมูเ่มทิลท่ี LINE-1 ด้วยวิธี COBRA พบวา่ 

ลกัษณะการเตมิหมูเ่มทิลมีการเพิ่มขึน้เล็กน้อย จากร้อยละ 100 เป็นร้อยละ 106.43, 108.98 และ 

108.87 (p = 0.117, 0.102 และ 0.252) ตามลําดบั เม่ือวิเคราะห์ทางสถิติแล้วพบว่าไม่มีความ

แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญั (ภาพท่ี 18) และในเซลล์ท่ีได้รับ curcumin ร่วมกบั TNF-α ความเข้มข้น 

10 ng/ml ก็พบว่ามีการลดลงเล็กน้อย จากร้อยละ 108.98 (เซลล์ได้รับ 10 ng/ml TNF-α อย่าง

เดียว) เป็นร้อยละ 100.76 และ 106.72 สําหรับ curcumin ความเข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml 

ตามลําดบั ซึ่งไม่พบความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเช่นกนั (p = 0.061 และ 0.54 

ตามลําดบั) แสดงให้เห็นว่า TNF-α ในช่วงความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีทดสอบ ไม่มีผลต่อการ

เปล่ียนแปลงการเตมิหมูเ่มทิลท่ี LINE-1 ซึง่ทําให้ไมส่ามารถศกึษาผลของ curcumin ตอ่ได้ 

 

ภาพท่ี 18 ร้อยละการเตมิหมูเ่มทิลท่ี LINE-1 ของเซลล์ UM-UC-3 ท่ีได้รับ TNF-α หรือ curcumin 

(CCM) เป็นเวลา 72 ชัว่โมง LINE-1 มีการเติมหมู่เมทิลเพิ่มขึน้เล็กน้อยเม่ือเซลล์ได้รับ 1, 10 และ 

20 ng/ml TNF-α แตไ่ม่มีนยัสําคญัเม่ือเทียบกบั control (p > 0.05) และมีการเติมหมู่เมทิลลดลง

เล็กน้อยเม่ือได้รับ 0.5 และ 5 μg/ml curcumin ควบคูก่บั 10 ng/ml TNF-α แตไ่ม่มีนยัสําคญัเม่ือ

เทียบกบักลุม่ท่ีได้รับ 10 ng/ml TNF-α (p > 0.05) (แท่งกราฟแสดงคา่เฉลี่ย, error bar แสดงคา่ 

S.D.) 
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การเปล่ียนแปลงการเตมิหมู่เมทลิที่ RUNX3 promoter ภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชัน 
 เม่ือนําดีเอ็นเอจากเซลล์ท่ีเลีย้งในสภาวะเครียดออกซิเดชนั มาวดัการเติมหมู่เมทิลด้วยวิธี 

MSP แล้วหาอตัราส่วนของปริมาณ PCR product ท่ีได้จากไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกบั methylated 

RUNX3 ต่อ ปริมาณ PCR product ท่ีได้จากไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกบั unmethylated RUNX3 

(methylated-to-unmethylated (M/U) ratio) พบว่าเซลล์ท่ีเลีย้งใน H2O2 ท่ีความเข้มข้น 10 และ 

50 μM มี M/U ratio เพิ่มขึน้เป็น 9.7 และ 13.7 ตามลําดบั เม่ือเทียบกบัเซลล์ควบคมุท่ีไม่ให้ H2O2 

(M/U ratio เท่ากบั 6.7) (ภาพท่ี 19) และเม่ือเซลล์ได้รับ tocopheryl acetate ท่ีความเข้มข้น 50 

และ 300 μM ควบคูก่บั H2O2 50 μM พบว่า M/U ratio ลดลง (9.4 และ 3.4 ตามลําดบั) เม่ือเทียบ

กบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 μM H2O2 เพียงอยา่งเดียว  
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ภาพท่ี 19 การเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 ของเซลล์ UM-UC-3 ท่ีได้รับ H2O2 หรือ tocopheryl 

acetate ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบการเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 เพิ่มขึน้เม่ือเซลล์

ได้รับ 10 และ 50 μM H2O2 เม่ือเปรียบเทียบกบั control และมีการเตมิหมูเ่มทิลลดลงเม่ือได้รับ 50 

และ 300 μM tocopheryl acetate ควบคูก่บั 50 μM H2O2 เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับ 50 

μM H2O2 เพียงอย่างเดียว (a) ผลิตภณัฑ์จากการเพิ่มดีเอ็นเอของ RUNX3 ท่ีเติมหมู่เมทิล 

(Methylated RUNX3) และไม่เติมหมู่เมทิล (Unmethylated RUNX3) ตวัเลขใต้ภาพแสดงถึง

อตัราส่วนปริมาณ RUNX3 promoter ท่ีเติมหมู่เมทิลต่อท่ีไม่เติมหมู่เมทิล (methylated-to-

unmethylated (M/U) ratio) (b) กราฟแสดง M/U ratio ของการเตมิหมูเ่มทิลท่ี RUNX3 

 

 

115 bp
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวจิัย 
 การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 และ 

RUNX3 promoter ในเซลล์เพาะเลีย้งมะเร็งกระเพาะปัสสาวะท่ีสภาวะเครียดออกซิเดชนัและ

สภาวะอกัเสบ และศึกษาผลของวิตามินอี สตูรมะนาวผง และ curcumin จากขมิน้ชนั ในการ

ยบัยัง้การเปล่ียนแปลงการเตมิหมูเ่มทิล 

 ผลการศกึษาความเป็นพิษของ H2O2 ตอ่เซลล์ UM-UC-3 พบว่า ท่ีความเข้มข้นท่ี 50 μM 

หรือน้อยกว่า H2O2 ไม่มีผลตอ่การตายของเซลล์และค่า IC50 ของ H2O2 เท่ากบั 3.7 mg/ml สว่น 

TNF-α ความเข้มข้นตัง้แต่ 10 ถึง 200 ng/ml ไม่มีผลต่อการตายของเซลล์ UM-UC-3 อย่างมี

นยัสําคญั สตูรมะนาวผงความเข้มข้น 0.5 mg/ml หรือน้อยกวา่ไมมี่ผลตอ่การตายของเซลล์อยา่งมี

นยัสําคญั มีคา่ IC50 เท่ากบั 3.06 mg/ml สําหรับ curcumin ความเข้มข้นท่ีไม่มีผลตอ่การตายของ

เซลล์อยูร่ะหวา่ง 2.5 ถึง 10 μg/ml มีคา่ IC50 เท่ากบั 18.4 μg/ml 

 เม่ือเลีย้งเซลล์ UM-UC-3 ภายใต้สภาวะเครียดออกซิเดชนั โดยได้รับ H2O2 พบว่าร้อยละ

การเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 ลดลงอย่างมีนยัสําคญั และเม่ือเซลล์ได้รับสารต้านอนุมลูอิสระ 

tocopheryl acetate พบวา่ร้อยละการเตมิหมูเ่มทิลของ LINE-1 กลบัเพิ่มขึน้อย่างมีนยัสําคญั เม่ือ

เทียบกับเซลล์ท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 อย่างเดียว และเม่ือพิจารณาแต่ละรูปแบบของ LINE-1 

methylation พบว่า hypermethylated form ลดลงเม่ือเซลล์ได้รับ H2O2  และกลบัเพิ่มสงูขึน้ได้

เม่ือได้รับ tocopheryl acetate  ในทางตรงข้าม hypomethylated form เพิ่มขึน้เม่ือเซลล์ได้รับ 

H2O2  และลดลงเม่ือได้รับ tocopheryl acetate สําหรับ partial methylated form สามารถแสดง

ให้เห็นถึงการเปล่ียนแปลงจาก hypermethylated form ไปยงั partial methylated form แล้ว

เปล่ียนเป็น hypomethylated form ได้ อีกทัง้ผลการวดัปริมาณ protein carbonyl พบว่า protein 

carbonyl มีระดบัเพิ่มขึน้เม่ือให้ H2O2 และลดลงเม่ือให้ tocopheryl acetate ควบคูก่นั แสดงว่า

เกิด oxidative stress จริง ใน H2O2-treated cells ดงันัน้ผลการศกึษานีแ้สดงให้เห็นว่าสภาวะ

เครียดออกซิเดชันส่งผลให้เกิดการลดลงของการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 (oxidative stress-

induced LINE-1 hypomethylation)  
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 เม่ือเลีย้งเซลล์ภายใต้สภาวะเครียดออกซเิดชนัร่วมกบัสตูรมะนาวผง พบวา่ร้อยละการเติม

หมู่เมทิลของ LINE-1 ลดลงเม่ือเทียบกบัการให้ H2O2 อย่างเดียว ซึง่อาจเป็นเพราะสภาวะ pH ท่ี

เป็นกรดมากของสูตรมะนาวผง ท่ีทําให้เซลล์เกิดความเครียดซึ่งส่งผลต่อการเติมหมู่เมทิลของ 

LINE-1  

 การทดลองเลีย้งเซลล์ในสภาวะอกัเสบพบว่า TNF-α ความเข้มข้นระหว่าง 1-20 μM ไม่

สามารถกระตุ้นให้การเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 เปล่ียนแปลงได้ ซึง่ส่งผลให้ไม่สามารถศกึษาผล

ของขมิน้ชนัตอ่ไปได้  

 ในการศกึษาการเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 promoter พบว่า เม่ือกระตุ้นด้วย H2O2 การเติม

หมู่เมทิลท่ี RUNX3 promoter เพิ่มขึน้ และเม่ือเซลล์ได้รับ tocopheryl acetate ควบคูก่บั H2O2 

การเตมิหมู่เมทิลลดลงของ RUNX3 promoter เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีได้รับเฉพาะ H2O2 เพียง

อยา่งเดียว ดงันัน้ การทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าสภาวะเครียดออกซิเดชนันอกจากจะมีผลทําให้เกิด 

LINE-1 hypomethylation แล้ว ยงัมีผลเพิ่มการเตมิหมูเ่มทิลท่ี RUNX3 promoter ด้วย (oxidative 

stress-induced promoter hypermethylation) 

 การศกึษานีส้รุปได้วา่ สภาวะเครียดออกซิเดชนั สง่ผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของการเติม

หมู่เมทิลในเซลล์ โดยใน LINE-1 ซึง่เป็นตวัแทนของ non-gene elements หรือ transposons มี

การเติมหมู่เมทิลลดลง แต่ใน RUNX3 ซึง่เป็นตวัแทนของ TSG มีการเติมหมู่เมทิลท่ี promoter 

เพิ่มขึน้ หลกัฐานการวิจยันีจ้ึงเป็นกลไกหนึ่งท่ีสนบัสนนุว่าความเครียดจากออกซิเดชนัสง่เสริมการ

ก่อมะเร็ง ผ่านทาง epigenetic pathway โดยเพ่ิมระดบั global hypomethylation และ TSG 

promoter hypermethylation 

 
อภปิรายผลการวิจัย 

จากการศกึษาความเป็นพิษของ H2O2 ตอ่เซลล์ UM-UC-3 พบว่า H2O2 เป็นพิษตอ่เซลล์ท่ี

ความเข้มข้นตัง้แต ่100 μM ขึน้ไป เป็นท่ีทราบดีว่า oxidative stress เป็นสาเหตทํุาให้เซลล์เกิด

ความเครียดและตายได้จากการเกิดออกซเิดชนัของไขมนั โปรตีน และดีเอ็นเอ สง่ผลให้รบกวนการ

แบ่งตวัของเซลล์ หรือกระตุ้นการเกิด apoptosis (91) เม่ือเซลล์ได้รับ H2O2 ในปริมาณมากกว่า 

100 μM ขึน้ไป จึงทําให้เซลล์ไม่สามารถอยู่รอดได้และตายลง ซึง่มีการศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้ง

หลายชนิดพบว่าท่ีความเข้มข้นสงูกว่า 100 μM นัน้ H2O2 สามารถกระตุ้นให้เกิดการตายแบบ 

necrosis ได้ด้วย (92, 93) จากผลความเป็นพิษตอ่เซลล์ การศกึษานีจ้ึงเลือกใช้ความเข้มข้น 50 

μM ในการกระตุ้นสภาวะเครียดจากออกซิเดชนั สําหรับการทดลองการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่
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เมทิล มีการศกึษาวดัปริมาณ H2O2 ในปัสสาวะ พบว่า ในคนปกติจะมี H2O2 อยู่ในช่วง 1-25 μM 

แตอ่าจมีบางรายท่ีมี H2O2 สงูถึง 100 μM (94, 95) ซึง่ความเข้มข้นของ H2O2 ท่ีเลือกใช้ในการ

กระตุ้นสภาวะเครียดจากออกซิเดชนันัน้ เป็นค่าท่ีใกล้เคียงกบัค่าท่ีพบในร่างกาย จึงน่าจะให้ผล

ใกล้เคียงกบัเหตกุารณ์จริงในร่างกายด้วย 

 เม่ือทดลองให้เซลล์อยู่ในสภาวะเครียดจากออกซิเดชนั ซึ่งเป็นสภาวะท่ีพบได้มากขึน้ใน

ผู้ ป่วยมะเร็ง เลีย้งเซลล์เป็นเวลา 72 ชัว่โมงแล้ววดัการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 พบว่าระดบัการเติม

หมู่เมทิลลดลง ซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดลองท่ีวดัระดบัการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ในผู้ ป่วย

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะกบัคนปกต ิท่ีพบวา่ในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะจะมีระดบัการเติมหมู่

เมทิลท่ีต่ํากว่าคนปกติ รวมถึงในมะเร็งชนิดอ่ืนก็พบว่าระดบัการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ของผู้ ป่วย

มะเร็งจะต่ํากว่าคนปกติ (5, 86) ซึง่เป็นท่ีทราบดีว่าการเติมหมู่เมทิลท่ีลดลงจะทําให้ LINE-1 ซึง่

เป็น transposon นัน้แสดงออกได้มากขึน้ สง่ผลให้เกิด genomic instability และชกันําให้เซลล์

เกิดเป็นมะเร็งได้ (83) จากผลการทดลองเม่ือเซลล์ได้รับสารต้านอนมุลูอิสระ tocopheryl acetate 

แล้วทําให้ระดบัการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 กลบัเพิ่มขึน้ เป็นการยืนยนัว่าระดบัการเติมหมู่เมทิลท่ี 

LINE-1 ท่ีลดลงเป็นผลมาจากสารก่อความเครียดออกซเิดชนั (H2O2) 

 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลรูปแบบต่างๆ จะพบว่า ในการให้ 10 μM 

H2O2 ซึง่เป็นการกระตุ้นระดบัต่ํา จะมีการเปลี่ยนรูปแบบจาก hypermethylated form เป็น partial 

methylated form เป็นสว่นมาก มีบางสว่นท่ีเปล่ียนไปเป็น hypomethylated form และเม่ือเพิ่ม

ความเข้มข้นเป็น 50 μM จึงมีการเปล่ียนเป็น hypomethylated form มากขึน้ ลกัษณะการ

เปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 นัน้จึงน่าจะมีรูปแบบแบบคอ่ยเป็นคอ่ยไป คือเปล่ียนจาก 

hypermethylated เป็น partial methylated แล้วจึงเปล่ียนเป็น hypomethylated form ในท่ีสดุ 

และเม่ือมีการให้ tocopheryl acetate ทําให้ hypomethylated form เปล่ียนกลบัมาเป็น 

hypermethylated form  รวมถึง partial methylated form ก็มีการเปล่ียนมาเป็น 

hypermethylated form ด้วย สาเหตท่ีุไม่เห็นการเปล่ียนแปลงจาก hypomethylated form เป็น 

partial methylated form อาจเป็นเพราะประสิทธิภาพท่ีสงูของ tocopheryl acetate ในการยบัยัง้

ผลของ H2O2 หากลดความเข้มข้นของ tocopheryl acetate ลง อาจสามารถเห็นการเปล่ียนแปลง

นัน้ได้ 

 และเม่ือพิจารณาระดบั protein carbonyl ก็พบว่ามีระดบัสอดคล้องกบัการให้ H2O2 และ 

tocopheryl acetate โดย protein carbonyl เป็นผลผลิตท่ีเกิดจาก oxidative stress ดงันัน้ระดบั

ของ protein carbonyl จึงแสดงถึงระดบั oxidative stress ซึง่เพิ่มขึน้เป็นลําดบัเม่ือให้ H2O2 ใน
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ระดบัท่ีสงูขึน้ และลดลงเป็นลําดบัเม่ือให้ tocopheryl acetate ควบคู่กนัในระดบัท่ีสงูขึน้ โดยมี

การศึกษาก่อนหน้านีแ้สดงให้เห็นว่าการให้ H2O2 แก่เซลล์เพาะเลีย้ง fibroblast ทําให้ระดบั 

protein carbonyl เพิ่มสงูขึน้ (96) รวมถึงการให้วิตามินอีในหนทูดลองท่ีกระตุ้นให้เกิด oxidative 

stress สามารถลดระดบั protein carbonyl ลงได้เม่ือเทียบกบัหนท่ีูถกูกระตุ้น oxidative stress 

อยา่งเดียว (97, 98)  

 สตูรมะนาวผงประกอบด้วยสารต้านอนมุลูอิสระปริมาณมาก แต่ผลการทดลองพบว่า ทํา

ให้ระดบัการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 ลดลง สาเหตหุนึ่งอาจเกิดจากการท่ีมะนาวผงความเป็นกรด

สงู อาจสง่ผลให้เซลล์เกิดความเครียดและไปกระตุ้นความเครียดออกซิเดชนัได้ อีกเหตผุลหนึ่งอาจ

เกิดจาก ascorbate และ polyphenol ซึง่มีอยู่มากในสตูรมะนาวผง เม่ืออยู่ในอาหารเลีย้งเซลล์

อาจจะถูกออกซิไดซ์และได้ผลิตภณัฑ์เป็น H2O2 (99) ทําให้มีผลกระตุ้นให้การเติมหมู่เมทิลท่ี 

LINE-1 ลดลง นอกจากนี ้limonene ซึง่เป็นสารประกอบหนึง่ในมะนาวยงัมีคณุสมบตัเิป็นสารต้าน

มะเร็ง เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งลําไส้ หรือมะเร็งตบั เป็นต้น (100, 101) ซึ่งอาจส่งผลอ่ืนๆท่ี

นอกเหนือจากการเป็น antioxidant ทําให้ระดบัการเตมิหมูเ่มทิลไมเ่พิ่มขึน้ดงัสมมตฐิาน 

 มีการเสนอกลไกหลายกลไกของความเครียดจากออกซิเดชันท่ีมีผลทําให้การเติมหมู่

เมทิลลดลง กลไกหนึ่งคือ เซลล์จะตอ่ต้านหรือลดความเครียดออกซิเดชนัท่ีเกิดขึน้ในเซลล์โดยการ

สร้าง glutathione ท่ีเป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีสําคญัในร่างกาย ซึง่การสร้าง glutathione จะใช้ 

homocysteine ในการสร้าง เม่ือเซลล์มีภาวะเครียดจากออกซิเดชนัสงูขึน้ จึงสร้าง glutathione 

เพิ่มขึน้ ทําให้ระดบั homocysteine ลดลง จากนัน้เม่ือ homocysteine ลดลงเซลล์จะสร้าง 

homocysteine เพิ่มขึน้จาก S-adenosylmethionine (SAM) ซึง่เป็น methyl donor (102) เม่ือ

เซลล์อยู่ในสภาวะเครียดจากออกซิเดชนัจะทําให้ระดบั SAM ลดลง ทําให้ไม่มี methyl donor 

เพียงพอสําหรับให้ DNMT ใช้ในการเติมหมู่เมทิลให้กบัดีเอ็นเอ (16) นอกจากนีย้งัมีกลไกอ่ืนท่ีถกู

นําเสนอ คือ ในภาวะเครียดจากออกซิเดชนั อตัราสว่นระหว่าง NAD+ ตอ่ NADH จะมีคา่สงูขึน้ ทํา

ให้เอนไซม์ Sirtuin-3 (SIRT3) ถกูกระตุ้น ซึง่ SIRT3 เป็นเอนไซม์ NAD+-dependent deacetylase 

ในไมโทคอนเดรีย จะตดัหมู่อะเซติลของ isocitrate dehydrogenase (IDH2) แล้ว IDH2 ถกู

กระตุ้นให้เป็น activated IDH2 ซึ่งจะไปเร่งปฏิกิริยาเปล่ียน isocitrate เป็น  α-ketoglutarate 

เพิ่มขึน้ (103) และ α-ketoglutarate ท่ีเพิ่มขึน้ จะทําหน้าท่ีเป็น co-factor มีผลไปกระตุ้นการ

ทํางานเอนไซม์ ten eleven translocation (TET) โดย TET จะเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน 5-

methylcytosine (5mC) เป็น 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) ซึ่งโดยทัว่ไป 5hmC จะถูก 

deamination ได้ง่าย และเม่ือถกู deamination แล้วเซลล์จะตรวจสอบได้ว่า cytosine นีมี้ความ
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ผิดปกต ิต้องเข้าสูก่ระบวนการซอ่มแซม โดย 5hmC จะถกูเอนไซม์ glycosylase เข้ามาตดัออก แล้ว

เติม cytosine ตวัใหม่ผ่านกลไก nucleotide excision repair ซึง่ cytosine ตวัใหม่ท่ีเติมเข้ามานี ้

จะเป็น unmethylated cytosine ดงันัน้จึงส่งผลให้เกิด hypomethylation ขึน้ (104) และกลไก

สุดท้าย เม่ือเซลล์อยู่ในสภาวะเครียดออกซิเดชัน เบส guanine จะถูกออกซิไดซ์เป็น 8-

hydroxyguanine หรือ 8-oxoguanine ซึ่งเบส guanine ท่ีอยู่ติดกับ cytosine (CpG 

dinucleotides) เป็นตําแหน่งเป้าหมายท่ีเอนไซม์ DNMT ใช้ในการจบัและเข้าทําปฏิกิริยา ดงันัน้

เม่ือเบส guanine ท่ีอยู่ข้าง cytosine ถกูออกซิไดซ์ จึงทําให้ DNMT ไม่สามารถจดจําตําแหน่งนัน้

ได้และไมส่ามารถเข้ามาเตมิหมูเ่มทิลให้แก่ cytosine ได้ และเกิด hypomethylation ขึน้ในท่ีสดุ 

ในการศกึษาการเปล่ียนแปลงการเตมิหมูเ่มทิลโดยการกระตุ้นสภาวะอกัเสบนัน้ไม่พบการ

เปล่ียนแปลงการเตมิหมูเ่มทิลเม่ือให้ 1-20 ng/ml TNF-α สาเหตอุาจเน่ืองมาจากความเข้มข้นของ 

TNF-α น้อยเกินไป หรือ TNF-α ไม่มีผลต่อการเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 หรือกลไกท่ีมีผลต่อการ

เติมหมู่เมทิลของ LINE-1 มิได้เกิดจากการกระตุ้นผ่าน NF-ĸB ซึง่โดยปกติแล้วจะถกูกระตุ้นด้วย 

TNF-α การศกึษาของ Gasche (8) พบว่าการเติมหมู่เมทิลท่ี LINE-1 เก่ียวข้องกบัการกระตุ้นการ

อกัเสบด้วย Interleukin-6 ซึง่เป็นการกระตุ้นผ่าน STAT pathway ซึง่เป็นกลไกหนึ่งในการเกิดการ

อกัเสบ แตใ่นการศกึษาครัง้นีใ้ช้การกระตุ้นด้วย TNF-α ซึง่เป็นการกระตุ้นผ่าน NF-ĸB pathway 

ดงันัน้สาเหตท่ีุไม่พบการเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมทิลอาจเป็นเพราะการเติมหมู่เมทิลถกูควบคมุ

ผ่าน STAT pathway ไม่ใช่ NF-ĸB pathway ทัง้ STAT และ NK-ĸB pathway นัน้สามารถกระตุ้น

การแสดงออกของเอนไซม์ DNMT ได้ทัง้คู ่(105, 106) แตมี่การพบเพิ่มเติมว่า STAT3 นัน้สามารถ

เข้าจบัท่ีตําแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน DNMT1 ได้ และสามารถรวมตวักบั DNMT1 เป็น complex ท่ี

จะจบักบั CpG site ได้ (107) STAT pathway จึงอาจเป็น pathway หลกัในการควบคมุการเติม

หมูเ่มทิลในดีเอ็นเอ 

  การเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 promoter มีผลตรงข้ามกบั LINE-1 คือมีการเติมหมู่เมทิล

เพิ่มขึน้เม่ือเลีย้งเซลล์ในสภาวะเครียดออกซิเดชนั และมีการเติมหมู่เมทิลลดลงเม่ือเซลล์ได้รับสาร

ต้านอนุมลูอิสระควบคู่กนัไป มีการศึกษาการเติมหมู่เมทิลท่ี RUNX3 ในผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะ พบว่า การเติมหมู่เมทิลใน RUNX3 promoter ท่ีเพิ่มขึน้มีความสมัพนัธ์กบัการเป็นซํา้-

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะและการพฒันาของมะเร็งท่ีเพิ่มขึน้ (4) นอกจากนีย้งัมีการศึกษาใน

เซลล์มะเร็งลําไส้ของ Kang และคณะ (108) ก็พบว่าการกระตุ้นความเครียดออกซิเดชนัทําให้ 

RUNX3 promoter มีการเติมหมู่เมทิลมากขึน้ และเม่ือให้สารต้านอนมุลูอิสระควบคู่กนัไประดบั 

RUNX3 promoter methylation ลดลง ซึง่เป็นผลมาจากการกระตุ้นเอนไซม์ DNMT และ HDAC 
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จากผลการศกึษาเหลา่นีชี้แ้นะว่าในตําแหน่ง promoter ของยีนนัน้ จะต้องมีตวัควบคมุพิเศษท่ีทํา

ให้การเติมหมู่เมทิลแตกต่างกบัดีเอ็นเอส่วนอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ยีน เช่น LINE-1 กลไกท่ีมีการเสนอคือ ใน

สภาวะเครียดออกซิเดชนัท่ีสดัส่วน NAD+ ต่อ NADH สงูนัน้ จะไปกระตุ้นให้โปรตีนหลายชนิด

รวมตวักนัท่ี CpG island ของ RUNX3 เรียกว่า polycomb complex ซึง่จะเปล่ียนแปลงโปรตีน 

histone ให้ chromatin บริเวณนัน้เกิดเป็น heterochromatin (109) นอกจากนี ้polycomb 

complex ยงัสง่ผลให้ DNMT มี activity ท่ีสงูขึน้ และถกูโปรตีนใน polycomb complex เหน่ียวนํา

ให้เตมิหมูเ่มทิลในตําแหน่ง promoter นัน้ๆ มากขึน้ (110) 

 การศกึษานีมี้ข้อจํากดัท่ีต้องกลา่วถึง คือ การศกึษานีย้งัขาดการยืนยนัปริมาณ mRNA ท่ี

เปล่ียนแปลงเม่ือเกิด LINE-1 hypomethylation และ RUNX3 hypermethylation รวมถึงการ

แสดงออกของ DNMT และ HDAC ซึง่มีบทบาทควบคมุการเติมหมู่เมทิลท่ีสําคญั นอกจากนีก้าร

ทดลองนีไ้ด้ศกึษาในเซลล์เพาะเลีย้งชนิดเดียว ซึง่ไม่สามารถยืนยนัได้ว่าปรากฏการณ์นีจ้ะเกิดขึน้

ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะทกุสายพนัธ์หรือไม ่
 
ข้อเสนอแนะ 

 การศกึษาครัง้นีไ้ม่ได้วดัการกระตุ้น NF-ĸB ท่ีเกิดขึน้หลงัการให้ TNF-α จึงไม่อาจยืนยนั

ได้ว่าสาเหตท่ีุไม่พบการเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลหลงัให้ TNF-α เกิดเน่ืองจาก NF-ĸB ไม่

สามารถกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงได้ หรือแท้จริงแล้ว NF-ĸB อาจไมไ่ด้ถกูกระตุ้นเลย 

 นอกจากนัน้แล้วควรมีการทดลองในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะอ่ืน เพ่ือยืนยัน

ความสมัพนัธ์ระหว่างความเครียดออกซิเดชนัต่อมะเร็งกระเพาะปัสสาวะท่ีเกิดขึน้ในผู้ ป่วย หรือ

อาจทําการทดลองในสตัว์ทดลองเพ่ือยืนยนัปรากฏการณ์ในสิง่มีชีวิตจริงด้วย 

 กลไกการควบคุมการเติมหมู่เมทิลโดยความเครียดออกซิเดชันท่ีอภิปรายไว้ก่อนหน้านี ้

เป็นเพียงกลไกท่ีเสนอไว้โดยใช้ข้อมลูการทดลองก่อนหน้าบางสว่นมาสนบัสนนุเท่านัน้ จําเป็นต้อง

มีการศกึษาในรายละเอียดเพ่ือยืนยนัการเกิดขึน้เหลา่นัน้ด้วย ซึง่หากเราทราบกลไกท่ีเกิดขึน้อย่าง

ละเอียดแล้ว  ข้อมูลเหล่านีจ้ะสามารถนําไปใช้ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมของผู้ ป่วยหรือเป็น             

แนวทางการรักษาผู้ ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะได้ และอาจนําไปใช้เป็นตวับ่งชีก้ารเกิดมะเร็ง

กระเพาะปัสสาวะเพ่ือเป็นแนวทางในการป้องกนัและรักษาตอ่ไป 
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การเตรียมสารเคมี 
 

1. Phosphate buffer saline (1X PBS) (10 mM sodium phosphate, dibasic (Na2HPO4), 

pH 7.4 และ 0.14 M sodium chloride (NaCl)) 

- ละลายผง PBS 1 ซองลงในนํา้กลัน่ปริมาตร 1 ลติร 

- นําสารละลาย PBS ไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

 
2. MTT solution 

- ชัง่ MTT 25 g ละลายใน 1X PBS ปริมาตร 5 ml จะได้ 1 M MTT เก็บเป็น stock 

solution ท่ี –20oC 

- เม่ือจะทําการทดลอง นํา MTT stock solution 1 ml ผสมใน serum-free EMEM 

ปริมาตร 9 ml จะได้ 0.1 M MTT working solution 

 

3. Sodium hydroxide  (NaOH) (10 M)  

- ชัง่ NaOH 1 เม็ด  แล้วเตมินํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ (ml) = (5/2)x นํา้หนกัของ 

NaOH (g)  

 

4. Sodium hydroxide  (NaOH) (2 M และ 3 M) 

- เตรียม 2 M NaOH โดยนํา 10 M NaOH มา 100 μl แล้วเตมินํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่

เชือ้ 400 μl  

- เตรียม 3 M NaOH โดยนํา 10 M NaOH มา 150 μl แล้วเตมินํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่

เชือ้ 350 μl 

 

5. Sodium metabisulfate (Na2S2O5) (3 M, pH 5.0) 

- ชัง่ Na2S2O5 (MW=190.11) 1.88 g เตมินํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ปริมาตร 5 ml 

(สําหรับใช้ได้ 10 reaction) ผสมให้เข้ากนั 

- ปรับ pH ให้ได้ 5.0 โดยใช้ 10 M NaOH ท่ีเตียมไว้ในข้อ 2 
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6. Hydroquinone (C6H6O2)  

- เตรียมหลอดทดลองขนาด 15 ml ห่อด้วยวสัดปุ้องกนัแสงจากภายนอก 

- ชัง่ hydroquinone (MW=110.10) ปริมาณเลก็น้อย (ประมาณ 0.8 mg) ลงในหลอด

ท่ีเตรียมไว้   

- แล้วเตมินํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ (ml) = (50/55)x นํา้หนกัของ hydroquinone ท่ี

ชัง่ได้(mg) 

 

7. Tris Boric EDTA buffer (TBE buffer)  (10X, pH 8.3) 

- ละลาย Tris base (MW=121.14) 108 g และ boric acid (MW=61.83) 55 g ใน

สารละลาย 0.5 M EDTA (pH 8.0) 40 ml แล้วเตมินํา้กลัน่ให้ครบ 1000 ml 

- นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาที 

- เจือจางเป็นสารละลายเข้มข้น 1X เพ่ือใช้เป็น tank buffer 

 

8. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (0.5 M, pH 8.3) 

- ละลาย EDTA (MW=292.24) 16.81 g ในนํา้กลัน่ 80 ml คอ่ยๆเตมิสารละลาย 

NaOH เข้มข้นให้ได้ pH 8.0 ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ครบ 100 ml 

- นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาที 

 

9. Ammonium acetate (CH3COONH4) (10 M) 

- ชัง่ CH3COONH4 (MW=77.08) 7.71 g แล้วเตมินํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้จนได้

ปริมาตร 10 ml 

 

10. Glycogen (20 mg/ml) 

- ละลาย glycogen 10 mg (type XI from oysters) ในนํา้กลัน่ท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้

ปริมาตร 500 μl ผสมให้เข้ากนั 

 

11. Isopropanol (80% v/v) 

- นํา isopropanol มาปริมาตร 80 ml แล้วเตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตรครบ 100 ml 
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12. Nondenaturing polyacrylamide gel (8% w/v) 

 ผสมสารเคมีเหลา่นีต้ามปริมาตรท่ีระบ ุโดยเตมิ ammoniumpersulfate และ TEMED เป็น

สองอยา่งสดุท้าย แล้วรีบเทสารละลายใสใ่นพิมพ์ เน่ืองจากหลงัเตมิแล้วจะทําให้สารละลายเร่ิม

แข็งตวัเป็นเจล ตัง้ทิง้ไว้ให้เจลแข็งตวัสมบรูณ์เป็นอยา่งน้อย 45 นาที 

สารเคมี       ปริมาตร(สําหรับเจลขนาดเลก็ 1 แผน่) 

40% Acrylamide:Bisacrylamide 19:1   1 ml 

10X Tris Boric EDTA buffer (วิธีเตรียมตามข้อ 5) 0.5 ml 

นํา้กลัน่       3.5 ml 

10% (w/v) Ammoniumpersulfate   50 μl 

TEMED       5 μl 

 
13. สารละลาย SyBR green สาํหรับย้อมเจล  

- ละลาย SyBR green 1.5 μl ลงใน 1X TBE buffer 30 ml โดยปรับเปลี่ยนปริมาตร

สารละลายตามความเหมาะสมของภาชนะและปริมาณเจลท่ีย้อม ควรให้สารละลาย

ท่วมเจลในขณะท่ีย้อม 

 
14. ปฏิกิริยาตดัด้วย restriction enzyme 
 นําดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วย PCR มาตดัด้วยเอนไซม์ TaqI และ TasI ตามปฏิกิริยา

ตอ่ไปนี ้แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 60oC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

สารเคมี      ปริมาตร (μl) 

NEB buffer     1.0 

10X BSA     0.1 

TaqI      0.2 

TasI      0.2 

H2O      0.5 

PCR product     8.0 

 

15. Dinitrophenylhydrazine (10 mM DNPH ใน 2 N HCl) 

- เตมิ HCl เข้มข้น ปริมาตร 98.5 ml ลงในนํา้กลัน่ 500 ml แล้วชัง่ DNPH 0.99 g 

ละลายในสารละลาย HCl ท่ีเตรียมไว้ 
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16. Ethanol : Ethylacetate (1:1) 

- ผสม 95% ethanol 500 ml กบั ethyl acetate 500 ml ให้เข้ากนั 

 

17. Guanidine hydrochloride (6 M) 

- ชัง่ KH2PO4 34.023 g และ guanidine hydrochloride 286.6 g ละลายในนํา้กลัน่ 

300 ml แล้วนําไปปรับ pH ให้เป็น 2.5 จากนัน้จงึเตมินํา้กลัน่อีก 500 ml 

 
18. RIPA buffer  

- ตวง Tris 0.6 g, NaCl 0.87 g, Sodium dodecyl sulphate 0.1 g และ Triton-X 100 

ปริมาตร 1 ml 

- เตมินํา้กลัน่ 90 ml แล้วปรับ pH เป็น 7.4 

- ปรับปริมาตรเป็น 100 ml เก็บไว้ท่ี 4oC 

- ก่อนนํามาใช้ให้แบง่ตามปริมาตรท่ีต้องการใช้จริง นํามาเตมิ stock 

phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้าย 1 mM 

หมายเหต ุStock PMSF สามารถเตรียมได้โดยละลาย PMSF ลงใน Propan-2-ol แล้วเก็บ

ไว้ท่ีอณุหภมู ิ-20oC โดยความเข้มข้นท่ีเหมาะสมควรอยูท่ี่ 10-20 mM เพ่ือความสะดวกใน

การตวงเม่ือนํามาใช้ 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

ช่ือ‐นามสกลุ   นายวิกรม วงศ์ไพบลูย์วฒัน 

วนั เดือน ปีเกิด   4 กมุภาพนัธ์ 2531 

สถานท่ีเกิด   พิษณโุลก 

สถานท่ีตดิตอ่ 242 ถนนบรมไตรโลกนารถ ตําบลในเมือง อําเภอเมือง จงัหวดั

พิษณโุลก 65000 

วฒิุการศกึษา ปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เกียรตนิิยมอนัดบั 1 เหรียญทอง) 

สาขาชีววิทยา ภาควิชาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่

ทนุการศกึษา ทนุพฒันาและสง่เสริมวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี (พสวท.) โดย

สถาบนัสง่เสริมการสอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (สสวท.) 

กระทรวงศกึษาธิการ
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