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Abstract  
 

 The inflammatory mediator interleukin-6 (IL-6) has been implicated in the 
pathophysiology of cholangiocarcinoma (CCA), a bile duct cancer with high prevalence 
in northeastern Thailand. IL-6 is capable of serving both as a mitogen and a survival 
factor for cholangiocytes and cholangiocarcinoma cells.  IL-6 mediates its activity via a 
cell surface receptor complex composed of two subunits, a ligand-binding protein, 
interleukin-6 receptor (IL-6R, gp80) and a signal transducer gp130. Transcription factor 
STAT3 is the major mediator of IL-6 signaling. Cyanidin, an anthocyanidin found in 
pomegranate (Punica granatum L.) and berries, is reported to possess strong 
antioxidant and anti-tumorigenic properties. Interestingly, cyanidin was shown to 
downregulate IL-6 expression in human adipocytes.  Therefore, the aim of this study is 
to examine whether cyanidin may mediate a protective effect against 
cholangiocarcinoma by inhibiting IL-6 signaling. In order to determine the importance of 
this cell signaling pathway in CCA, we examined the role of IL-6 in proliferation and 
migration of two CCA cell lines, KKU-M213 and KKU-100. Exogenous IL-6 stimulated 
tyrosine phosphorylation of transcription factor STAT3 and migration of KKU-M213 but 
not KKU-100 cells, as the latter contain low amounts of IL-6 receptor (gp80). However, 
IL-6 did not stimulate the proliferation of both cell lines. Cyanidin treatment inhibited IL-
6-induced STAT3 phosphorylation and migration of KKU-M213 but not KKU-100 cells, 
suggesting that cyanidin acts on IL-6/STAT3 signaling pathway.  This novel bioactivity of 
cyanidin could be exploited as a potential adjunct treatment of IL-6 responsive CCA.  
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บทคัดยอ 
 

 Interleukin-6 (IL-6) เปน inflammatory cytokine ชนิดหน่ึงท่ีมีบทบาทสําคัญใน
การเกิดมะเร็งทอนํ้าดีซ่ึงพบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย จากการ
ศึกษาวิจัยพบวา IL-6 ชวยใหเซลลทอนํ้าดี และเซลลมะเร็งทอนํ้าดี มีการเพ่ิมจํานวน (mitogen) 
และอยูรอด (survival) ไดดีข้ึน  IL-6 ทํางานผานทางตัวรับสัญญาณ (receptor) ซ่ึงประกอบดวย
สองหนวยยอยของโปรตีน คือตัวจับกับ IL-6 (IL-6R, gp80) และตัวสงสัญญาณ คือ gp130 การ
สงสัญญาณของ IL-6 จะผานตัวกลางท่ีสําคัญ คือ STAT3  Cyanidin เปนสารประกอบ 
anthocyanidin ท่ีพบไดในน้ําทับทิมและผลไมกลุมเบอรรี่ มีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระและตาน
มะเร็ง ท่ีนาสนใจก็คือ มีผลการวิจัยระบุวา cyanidin สามารถลดการแสดงออกของ IL-6 ใน 
adipocyte ได ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงตองการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์ cyanidin วามีผลตอ
การยับย้ัง IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีไดหรือไม เราตรวจสอบบทบาทของ IL-6 ตอ
การเจรญิเติบโตและการเคล่ือนท่ีของเซลลแบบ migration ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีสองสายพันธุ 
ไดแก KKU-M213 และ KKU-100 พบวา IL-6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟต ท่ีตําแหนงไทโรซีน 
ของ  STAT3 และกระตุนการเคล่ือนท่ีของเซลล  KKU-M213 แตไมมีผลใดๆตอเซลล KKU-100 
เน่ืองจากเปนเซลลท่ีไมตอบสนองตอ IL-6 เน่ืองจากไมคอยมีตัวจับกับ IL-6 (IL-6R, gp80) 
อยางไรก็ตาม IL-6 ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งท้ังสองสายพันธุ หลังจากใส 
cyanidin ลงไป พบวา cyanidin สามารถยับย้ัง IL-6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตของ STAT3 
และยับย้ัง IL-6 กระตุนการเคล่ือนท่ีของเซลล KKU-M213 แต cyanidin ไมมีผลตอเซลล KKU-
100 งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา cyanidin ยับย้ังการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 และ 
cyanidin อาจจะใชเปนยารักษารวมกันสําหรับผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชนิดท่ีตอบสนองตอ IL-6 
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Executive Summary 

  
 มะเร็งทอนํ้าดี (cholangiocarcinoma) เปนปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญของประเทศ
ไทย โดยเฉพาะอยางย่ิงในประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ท่ียังมีการระบาดของพยาธิใบไม
ในตับ ในปจจุบันการรักษาโรคมะเร็งทอนํ้าดีใหหายขาดมีเพียงวิธีเดียว คือการผาตัดเอาเน้ืองอก
รวมกับเนื้อดีท่ีอยูขางเคียงออก การใชเคมีบําบัด หรือรังสีรักษา ไมคอยไดผล ดังนั้น จึงมีความ
จําเปนอยางย่ิงท่ีจะคนควาวิธีการรักษาท่ีนอกเหนือไปจากการผาตัด เพื่อการบําบัดรักษา
โรคมะเร็งทอนํ้าดีอยางมีประสิทธิภาพ 
 มะเร็งทอนํ้าดีมักมีความสัมพันธกับการอักเสบเร้ือรัง (chronic inflammation)  จาก
รายงานวิจัยพบวา Interleukin-6 (IL-6)  ซ่ึงเปน inflammatory cytokine ชนิดหน่ึง มีบทบาท
สําคัญในการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี และชวยใหเซลลมะเร็งมีการเพิ่มจํานวนไดดี (cell proliferation)  
ท่ีสําคัญสามารถตรวจวัดระดับ IL-6 ไดในซีร่ัมของผูปวยมะเร็งทอนําดี และสามารถใชเปน 
biomarker ในการวินิจฉัยมะเร็งชนิดน้ีในระยะเริ่มตนได  IL-6 ทํางานโดยจับกับ IL-6 receptor  
ซ่ึงประกอบดวยสองหนวยยอยของโปรตีน คือตัวจับกับ IL-6 (IL-6R, gp80) และตัวสงสัญญาณ 
คือ gp130 แลวจึงสงสัญญาณผานทาง Jak/STAT pathway โดยมี STAT3 ซ่ึงเปน 
transcription factor ทําหนาท่ีหลักในการควบคุมการแสดงออกของยีนตางๆ ท่ีเกี่ยวของมะเร็ง 
รวมท้ังยีนดื้อยา ดังนั้นการยับย้ัง signal transduction ของ IL-6 โดยการยับย้ัง STAT3 จึงเปน
อีกทางเลือกหนึ่งของการรักษาผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีท่ีนาจะมีประสิทธิภาพ 
 ปจจุบันแนวทางการปองกันและการรักษาโรคมะเร็งโดยใชสารสกัดจากธรรมชาติท่ีพบ
ในพืชสมุนไพรไทยรวมท้ังผักและผลไมกําลังไดรับความสนใจอยางมาก ยกตัวอยางเชน สาร
สกัดจากทับทิม (promegranate) ผลไมท่ีปลูกไดในประเทศไทย จากการศึกษาวิจัยพบวา 
ทับทิมมีสารตานอนุมูลอิสระหลายชนิดซ่ึงมีมากท้ังใน เปลือก เมล็ด และน้ําทับทิมไดแก 
polyphenols, anthocyanins, anthocyanidins, ellagic acid derivatives และ hydrolyable 
tannins สารในกลุมนี้ มีคุณสมบัติเปนตัวตานอนุมูลอิสระท่ีดี โดยมีสรรพคุณลดอาการอักเสบ 
ท้ังยังมีฤทธิ์ตอตานมะเร็งไมใหเพ่ิมจํานวนข้ึน เชน มะเร็งผิวหนัง มะเร็งลําไส มะเร็งหลอด
อาหาร มะเร็งตับ ฯลฯ รวมท้ังยังมีคุณสมบัติในการทําลายเซลลมะเร็งหลอดอาหารและลําไส
ใหญอีกดวย ในงานวิจัยหลายฉบับท่ีศึกษาผลทางยาของน้ําทับทิมยังพบอีกวา นํ้าทับทิมมี
ประสิทธิภาพสูงในการปองกันมะเร็งตอมลูกหมาก (prostate cancer) และมีคุณสมบัติท่ีสามารถ
ชวยปองกันการเกิดโรคมะเร็งเตานมในคน ปจจุบันนี้งานวิจัยของน้ําทับทิมยังมีตลอดเวลา โดย
มีแนวโนมท่ีจะนําสารสกัดมาศึกษาเพ่ิมเติม  
 Cyanidin เปนสารประกอบ anthocyanidin ท่ีพบไดในน้ําทับทิม และผลไมกลุมเบอรรี่มี
ฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระ และมีฤทธิ์ตานมะเร็ง ท่ีนาสนใจก็คือ มีผลการวิจัยระบุวา cyanidin 
สามารถลดการแสดงออกของ IL-6 ใน adipocyte ได ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงตองการศึกษาฤทธิ์
ของสารสกัดบริสุทธิ์ cyanidin วามีผลตอการยับย้ัง IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหรอืไม 
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และมีกลไกในการยับย้ังอยางไร  

 จากการศึกษาบทบาทของ IL-6 และ cyanidin ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 2 ชนิด คือ KKU-
M213 และ KKU-100 พบวา (1) IL-6 สามารถกระตุน STAT3 phosphorylation และ migration 
ของเซลล KKU-M213 ได แต IL-6 ไมมีผลใดๆ ตอเซลล KKU-100 เนื่องจากไมคอยมีตัวจับกับ 
IL-6 (IL-6R, gp80) อยางไรก็ตาม IL-6 ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง 
(proliferation) ท้ังสองชนิด (2) เมื่อ treat เซลล ดวย cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง พบวา cyanidin สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง IL-6 กระตุน STAT3 phophorylation 
และยับย้ัง IL-6 กระตุน migration ของเซลล KKU-M213 แต cyanidin ไมมีผลตอเซลล KKU-
100  และ (3) เม่ือศึกษากลไกการยับย้ังของ cyanidin พบวา การท่ี IL-6 กระตุน STAT3 
phophorylation ไดลดลง เนื่องจาก cyanidin ไปลดการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) ใน
ระดับ mRNA ดังนั้นงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา cyanidin ยับย้ังการสงสัญญาณของ IL-6 ผาน
ทาง STAT3 และ cyanidin อาจจะใชเปนยารักษารวมกันสําหรับผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชนิดท่ี
ตอบสนองตอ IL-6  

 

วัตถุประสงค 
 เพ่ือศึกษาบทบาทของ IL-6 ตอเซลลมะเร็งทอนํ้าดีและศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์ 
cyanidin วามีผลตอการยับย้ัง IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหรือไม และมีกลไกในการ
ยับย้ังอยางไร เพ่ือพัฒนาเปนยาตานมะเร็งตอไป   
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วิธีทดลอง 
Cell lines ที่ใชในการทดลอง: 

Human cholangiocarcinoma cell lines 3 ชนิด ท่ีมาจากผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชาวไทย ไดแก 
KKU-100, KKU-M213, และ HuCCA-1 และ immortalized cholangiocyte 1 ชนิด คือ MMNK1 
จะถูกเล้ียงในอาหารเหลวเลี้ยงเซลล (HAM) ท่ีมี 10% Fetal bovine serum (FBS) ในตูอบท่ี
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37oC และ 5% CO2  
 
1. ตรวจสอบการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 ใน CCA cell lines โดยวิธี 
Western blot  
เล้ียงเซลลในอาหารท่ีมี IL-6 ท่ีเวลาตางๆ จากนั้นสกัดโปรตีน จาก CCA cell lines โดยการลาง
เซลลดวย PBS pH 7.4 สองครั้ง จากนั้นเติม lysis buffer (Hepes buffer ท่ีประกอบดวย 20 
mM HEPES, pH 7.4, 1% Triton X-100, 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 10 mM β-
glycerophosphate, 1 mM sodium vanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride และ 
protease inhibitor cocktail (Complete Mini, Roche), ลงไป บมไวบนน้ําแข็ง 30 นาที จากน้ัน
นําเซลลไป centrifuge ท่ี 13,000 rpm 10 นาทีเพ่ือกําจัด cell debris แลววัดความเขมขนของ
โปรตีนดวยวิธีของ Bradford จากนั้น ผสมโปรตีน (40 μg) กับ SDS sample buffer ตม 5 นาที
ท่ี 95oC แลวนําโปรตีนไป load ลงบน SDS-PAGE  เพ่ือแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา จากน้ัน 
transfer proteins ไปบน PVDF membrane โดย semi-dry blotting เปนเวลา 1 ชั่วโมง ท่ี 120 
volts โดยใชบัฟเฟอรท่ีประกอบดวย 25 mMTris base, pH 8.5, 200 mM glycine, 20% 
methanol  จากน้ัน block non-specific binding ดวย 5% BSA ใน TBS-N buffer 1 ช่ัวโมงท่ี
อุณหภูมิหอง  จากนั้นเติม phospho-STAT3 primary antibody แลวบม 1-2 ชั่วโมง  ลางดวย 
TBS-N 3 ครั้ง เติม secondary antibody แลวบมตออีก 1 ช่ัวโมง  กระตุนสัญญาณโดยใช 
Enhanced Chemiluminesence (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) แลวประกบฟลม  
จากน้ันนํา membrane มา strip แลว reprobe โดยใช STAT3 antibody 
 
2. ศึกษาบทบาทของ IL-6 ตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีโดยวิธี MTT assay 
เล้ียงเซลลมะเร็งใน 96-well mictrotiter plate เปนเวลา 24 ชม. แลวจึง treat ดวย IL-6 ท่ีความ
เขมขนตางๆ เปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  วัดจํานวนเซลลท่ียังมีชีวิตอยูดวย MTT assay  
โดยยอ  เติมสารละลาย MTT 10 μl ลงไปในเซลลแตละหลุม แลว incubate ท่ี 37oC ใน CO2 
incubator อีก 4 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา ดูดอาหารเล้ียงเซลลออก แลวเติม DMSO ลงไป 200 μl 
เพ่ือละลายสีออกมาจากเซลล  วัด OD ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm เปรียบเทียบกับคา OD ของ
หลุมท่ีไมมี IL-6 (control) 
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3. ศึกษาบทบาทของ IL-6 ตอความสามารถในการบุกรุกของเซลลมะเร็ง โดยดูการ
เคลื่อนท่ีของเซลล โดยวิธี Wound healing assay 
เล้ียงเซลลมะเร็งทอนํ้าดีใน 6-well plate ในอาหารเล้ียงเซลลปกติจนเซลลเจริญเติบโตมีปริมาณ
มากพอ (90-95% confluence) เล้ียงตออีก 24 ชม. ในอาหารเล้ียงเซลลท่ีมี IL-6 จากน้ันขูด
เซลลออกเปนแนวเสนตรงโดยใชปลายของ pipet tip และเล้ียงตอในสภาวะเดิม สังเกตเซลลท่ี
เคล่ือนท่ีเขามาปดชองวางท่ีขูดไว ท่ีระยะเวลาตางๆ กัน (12-24 ชม.) ถายรูปเก็บไว 
 
4. ศึกษาฤทธ์ิของ cyanidin ตอ IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี    
    เซลลจะถูก treat ดวย cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก
น้ันเติม IL-6 ลงไป และดูฤทธิ์ของ  cyanidin ตอ IL-6 signaling โดยดูการกระตุน STAT3 
phosphorylation โดยใชวิธี Western blot ดังขอ 1 และ ฤทธิ์ของ cyanidin ตอการยับย้ัง cell 
migration โดยวิธี Wound healing assay ดังขอ 3 
  
5. ศึกษาฤทธ์ิของ cyanidin ตอการกระตุนการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) ใน CCA 
cell lines โดยวิธี Real-time RT-PCR 
 
การตรวจสอบการแสดงออกของ IL-6R (gp80) ระดับ mRNA จะใชวิธี real-time RT-PCR  โดย
นําเซลลมาสกัด RNA ดวยชุดสกัด RNeasy mini kit จากนั้นทําการเปล่ียน RNA ท่ีสกัดได ไป
เปน cDNA ดวย ImProm-II™ Reverse Transcription System แลวนํา cDNA ท่ีได ไปทําการ
หาปริมาณของการแสดงออกของยีนท่ีสนใจดวยวิธี realtime RT-PCR โดยใช beta-actin เปน
ตัว normalizer เปรียบเทียบกับ MMNK ดวยวิธี comparative Ct method (ΔΔCT) โดยยอ 
real-time RT-PCR ทําใน 96-well Optical Reaction Plate สวนผสมของ reaction mixture 
ประกอบดวย 5 μl template cDNA, 1X SYBR® Green PCR MasterMix และ 300 nM 
forward primer, 300 nM reverse primer สวน PCR condition ประกอบดวย initial 
denaturation ท่ี 95°C 10 minutes ตามดวย denaturation 94°C 30 seconds, annealing 
55°C 30 seconds และ extension 72°C  30 seconds จํานวน 40 รอบ 
 

gene primer 

human gp80      forward: 5´- CTCCTGCCAGTTAGCAGTCC-3´ 

reverse: 5´- TCTTGCCAGGTGACACTGAG-3´ 

human β-actin     forward: 5´- CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3´ 

reverse: 5´- AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3´ 
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ผลการทดลอง 

1. ตรวจสอบการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี    
 IL-6 เปน inflammatory cytokine ชนิดหน่ึงท่ีมีบทบาทสําคัญในการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี    
IL-6 ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล โดยทํางานผาน receptor 2 ชนิด คือ gp 80 และ 
gp 130 จากน้ันก็จะกระตุนสัญญาณผาน Jak/STAT pathway ตอไปโดยท่ี STAT3 ซ่ึงเปน 
transcription factor เปนตัวหลักของการควบคุมการแสดงออกของยีนตางๆ ในการทดลองนี้
ตองการหาเซลลมะเร็งทอนํ้าดี ( CCA cell lines) ท่ีสามารถตอบสนองตอ IL-6 ในข้ันพ้ืนฐานได  
โดยใช western blot ดูระดับ phosphorylation ของ STAT3 โปรตีนหลังจากกระตุนดวย IL-6 
(20 ng/ml) เปนเวลา 15 นาที จาก Fig.1  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เซลลมะเร็งท้ัง 3 ชนิด 
คือ MMNK1, HuCCA-1 และ KKU-M213 มีการตอบสนองตอ IL-6 ยกเวนเซลล KKU-100 ไม
พบ phospho-STAT3 เนื่องจากเซลลน้ีมีการแสดงออกของ IL-6R (gp80) mRNA นอยกวา
เซลลอ่ืนๆ (data not shown) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 Cells were stimulated with IL-6 (20 ng/ml) for 15 min or left untreated. Total cellular 
lysates were analysed by Western blotting for the presence of phosphorylated STAT3 before 
re-probing of the blots with antibodies to STAT3 and β-actin. 
 

2. IL-6 มีบทบาทตอการเพ่ิม migration ของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี KKU-M213 โดยใช

เทคนิค wound healing assay แตไมมผีลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีโดย

วิธี MTT assay 

 
 การทดลองนี้ตองการศึกษาวา IL-6 มีบทบาทตอเซลลมะเร็งทอนํ้าดีอยางไร ผลการทดลอง
พบวา IL-6 กระตุนการเคล่ือนท่ีของเซลล KKU-M213 โดยเพ่ิม migration 64% เปรียบเทียบกับ
เซลลท่ีไมใส IL-6 ลงไป มีการเคล่ือนท่ี 46% (Fig.2) แต IL-6 ไมมีผลตอ migration ของเซลล KKU-
100 ซ่ึงเปนเซลลท่ีไมตอบสนองตอ IL-6 นอกจากน้ีการเคล่ือนท่ีของเซลล KKU-M213 ไมไดเปนผล
มาจากการเพ่ิมจํานวนของเซลล เพราะผลการทดลองจากFig.3 แสดงใหเห็นวา IL-6 ความเขนขน
ตั้งแต (20-60 ng/ml) ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล KKU-M213 
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Fig.2 Cells were allowed to form a confluent monolayer in a 24-well plate before wounding. 
The wound was made by scraping a conventional pipette tip across the monolayer. Cell 
migration was induced by adding IL-6 (20 ng/ml). Cells were monitored at various time 
points and were fixed with 3.7% formaldehyde and stained with crystal violet staining 
solution 

 
 
Fig.3 KKU-M213 cells (5000 cells/well) were seeded into 96 well plates and cultured for 
different periods of time in the presence of IL-6 or with no cytokine added. Growth was 
assessed by MTT assay. Error bars represent the standard deviation of triplicate samples.  
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3. Cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM สามารถยับย้ัง IL-6 ไมใหกระตุน STAT3 
phosphorylation และยับย้ัง IL-6 กระตุนการเคลือ่นที่ของเซลล (migration) KKU-M213  
 ในการทดลองนี้ตองการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์ cyanidin วามีผลตอการยับย้ัง 
IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหรือไมย้ัง ผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเห็นวา cyanidin ที่
ความเขมขน 100 μM สามารถยับย้ัง IL-6 ไมใหกระตุน STAT3 phosphorylation (Fig.4) และ 
migration ของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี KKU-M213 (Fig.5) 
 

 
Fig.4 Cells were pretreated or not for 24 h with cyanidin and then stimulated with IL-6 (20 
ng/ml) for 15 min or left untreated. Total cellular lysates were analysed by Western blotting 
for the presence of phosphorylated STAT3 before re-probing of the blots with antibodies to 
STAT3 and β-actin. 

 
 
Fig.5 Cells were allowed to form a confluent monolayer in a 24-well plate before wounding. 
The wound was made by scraping a conventional pipette tip across the monolayer. Cell 
migration was induced by adding IL-6 (20 ng/ml) in the presence of cyanidin or without 
cyanidin. Cells were monitored at various time points and were fixed with 3.7% 
formaldehyde and stained with crystal violet staining solution 
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4. การยับย้ังIL-6 signaling โดยใช anti-IL-6 antibody 
 เพื่อเปนการยืนยันวา IL-6 มีบทบาทตอการกระตุนการเคล่ือนท่ี (migration) ของเซลล 
KKU-M213 ในการทดลองนี้จึงตองการยับย้ังการทํางานของ IL-6 โดยใช anti-IL-6 antibody ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวา anti-IL-6 antibody ไปยับย้ังการทํางานของ IL-6 ตอการกระตุน 
STAT3 phosphorylation (Fig.6) และ migration ของเซลล KKU-M213 (Fig.7)   
 
 

 
 
Fig.6 KKU-M213 cells were pretreated with anti-IL-6 antibody and then stimulated with IL-6 
(20 ng/ml) for 15 min or left untreated. Total cellular lysates were analysed by Western 
blotting for the presence of phosphorylated STAT3 before re-probing of the blots with 
antibodies to STAT3 and β-actin. 
 

 
 
Fig.7 Cells were allowed to form a confluent monolayer in a 24-well plate before wounding. 
The wound was made by scraping a conventional pipette tip across the monolayer. Cell 
migration was induced by adding IL-6 (20 ng/ml) in the presence of anti-IL-6 antibody or 
without anti-IL-6 antibody. Cells were monitored at various time points and were fixed with 
3.7% formaldehyde and stained with crystal violet staining solution 
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5. Cyanidin ลดการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) โดยใชเทคนิค Realtime-PCR 
 การท่ี cyanidin ยับย้ัง IL-6 ไมใหกระตุน STAT3 phosphorylation และ migration ของ
เซลลมะเร็งทอนํ้าดี อาจเนื่องมาจาก เซลลมีการแสดงออกของ IL-6 receptor (gp80) ลดลง 
ดังนั้นจึงใชเทคนิค Realtime-PCR ทดสอบ ผลการทดลองพบวา cyanidin ไปลดการแสดงออก
ของยีน IL-6 receptor หรือ gp80 ไดในเซลล KKU-M213 (Fig.8)  แตไมมีผลตอการแสดงออก 
ของยีน gp80 ในเซลล KKU-100 

 
Fig.8 Cells were treated with cyanidin (100 µM) for 24 h or left untreated. Total RNA was 
analysed by real-time PCR for expression of IL-6R (gp80) mRNA (normalized to mRNA levels 
of the β-actin housekeeping gene).  
 
 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
จากการศึกษาบทบาทของ IL-6 และ cyanidin ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 2 ชนิด คือ KKU-M213 
และ KKU-100 พบวา (1) IL-6 สามารถกระตุน STAT3 phosphorylation และ migration ของ
เซลล KKU-M213 ได แต IL-6 ไมมีผลใดๆ ตอเซลล KKU-100 เน่ืองจากไมคอยมีตัวจับกับ IL-6 
(IL-6R, gp80) อยางไรก็ตาม IL-6 ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง (proliferation) 
ท้ังสองชนิด (2) เม่ือ treat เซลล ดวย cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
พบวา cyanidin สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง IL-6 กระตุน STAT3 phophorylation และยับย้ัง IL-6 
กระตุน migration ของเซลล KKU-M213 แต cyanidin ไมมีผลตอเซลล KKU-100  และ (3) เมื่อ
ศึกษากลไกการยับย้ังของ cyanidin พบวา การท่ี IL-6 กระตุน STAT3 phophorylation ไดลดลง 
เนื่องจาก cyanidin ไปลดการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) ในระดับ mRNA ดังนั้นงานวิจัยนี้
แสดงใหเห็นวา cyanidin ยับย้ังการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 และ cyanidin 
อาจจะใชเปนยารักษารวมกันสําหรับผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชนิดท่ีตอบสนองตอ IL-6  
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