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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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บทคัดยอ 
 

 Interleukin-6 (IL-6) เปน inflammatory cytokine ชนิดหน่ึงท่ีมีบทบาทสําคัญใน
การเกิดมะเร็งทอนํ้าดีซ่ึงพบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย จากการ
ศึกษาวิจัยพบวา IL-6 ชวยใหเซลลทอนํ้าดี และเซลลมะเร็งทอนํ้าดี มีการเพ่ิมจํานวน (mitogen) 
และอยูรอด (survival) ไดดีข้ึน  IL-6 ทํางานผานทางตัวรับสัญญาณ (receptor) ซ่ึงประกอบดวย
สองหนวยยอยของโปรตีน คือตัวจับกับ IL-6 (IL-6R, gp80) และตัวสงสัญญาณ คือ gp130 การ
สงสัญญาณของ IL-6 จะผานตัวกลางท่ีสําคัญ คือ STAT3  Cyanidin เปนสารประกอบ 
anthocyanidin ท่ีพบไดในน้ําทับทิมและผลไมกลุมเบอรรี่ มีฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระและตาน
มะเร็ง ท่ีนาสนใจก็คือ มีผลการวิจัยระบุวา cyanidin สามารถลดการแสดงออกของ IL-6 ใน 
adipocyte ได ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงตองการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์ cyanidin วามีผลตอ
การยับย้ัง IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีไดหรือไม เราตรวจสอบบทบาทของ IL-6 ตอ
การเจรญิเติบโตและการเคล่ือนท่ีของเซลลแบบ migration ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีสองสายพันธุ 
ไดแก KKU-M213 และ KKU-100 พบวา IL-6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟต ท่ีตําแหนงไทโรซีน 
ของ  STAT3 และกระตุนการเคล่ือนท่ีของเซลล  KKU-M213 แตไมมีผลใดๆตอเซลล KKU-100 
เน่ืองจากเปนเซลลท่ีไมตอบสนองตอ IL-6 เน่ืองจากไมคอยมีตัวจับกับ IL-6 (IL-6R, gp80) 
อยางไรก็ตาม IL-6 ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งท้ังสองสายพันธุ หลังจากใส 
cyanidin ลงไป พบวา cyanidin สามารถยับย้ัง IL-6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตของ STAT3 
และยับย้ัง IL-6 กระตุนการเคล่ือนท่ีของเซลล KKU-M213 แต cyanidin ไมมีผลตอเซลล KKU-
100 งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา cyanidin ยับย้ังการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 และ 
cyanidin อาจจะใชเปนยารักษารวมกันสําหรับผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชนิดท่ีตอบสนองตอ IL-6 
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Executive Summary 

  
 มะเร็งทอนํ้าดี (cholangiocarcinoma) เปนปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญของประเทศ
ไทย โดยเฉพาะอยางย่ิงในประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ท่ียังมีการระบาดของพยาธิใบไม
ในตับ ในปจจุบันการรักษาโรคมะเร็งทอนํ้าดีใหหายขาดมีเพียงวิธีเดียว คือการผาตัดเอาเน้ืองอก
รวมกับเนื้อดีท่ีอยูขางเคียงออก การใชเคมีบําบัด หรือรังสีรักษา ไมคอยไดผล ดังนั้น จึงมีความ
จําเปนอยางย่ิงท่ีจะคนควาวิธีการรักษาท่ีนอกเหนือไปจากการผาตัด เพื่อการบําบัดรักษา
โรคมะเร็งทอนํ้าดีอยางมีประสิทธิภาพ 
 มะเร็งทอนํ้าดีมักมีความสัมพันธกับการอักเสบเร้ือรัง (chronic inflammation)  จาก
รายงานวิจัยพบวา Interleukin-6 (IL-6)  ซ่ึงเปน inflammatory cytokine ชนิดหน่ึง มีบทบาท
สําคัญในการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี และชวยใหเซลลมะเร็งมีการเพิ่มจํานวนไดดี (cell proliferation)  
ท่ีสําคัญสามารถตรวจวัดระดับ IL-6 ไดในซีร่ัมของผูปวยมะเร็งทอนําดี และสามารถใชเปน 
biomarker ในการวินิจฉัยมะเร็งชนิดน้ีในระยะเริ่มตนได  IL-6 ทํางานโดยจับกับ IL-6 receptor  
ซ่ึงประกอบดวยสองหนวยยอยของโปรตีน คือตัวจับกับ IL-6 (IL-6R, gp80) และตัวสงสัญญาณ 
คือ gp130 แลวจึงสงสัญญาณผานทาง Jak/STAT pathway โดยมี STAT3 ซ่ึงเปน 
transcription factor ทําหนาท่ีหลักในการควบคุมการแสดงออกของยีนตางๆ ท่ีเกี่ยวของมะเร็ง 
รวมท้ังยีนดื้อยา ดังนั้นการยับย้ัง signal transduction ของ IL-6 โดยการยับย้ัง STAT3 จึงเปน
อีกทางเลือกหนึ่งของการรักษาผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีท่ีนาจะมีประสิทธิภาพ 
 ปจจุบันแนวทางการปองกันและการรักษาโรคมะเร็งโดยใชสารสกัดจากธรรมชาติท่ีพบ
ในพืชสมุนไพรไทยรวมท้ังผักและผลไมกําลังไดรับความสนใจอยางมาก ยกตัวอยางเชน สาร
สกัดจากทับทิม (promegranate) ผลไมท่ีปลูกไดในประเทศไทย จากการศึกษาวิจัยพบวา 
ทับทิมมีสารตานอนุมูลอิสระหลายชนิดซ่ึงมีมากท้ังใน เปลือก เมล็ด และน้ําทับทิมไดแก 
polyphenols, anthocyanins, anthocyanidins, ellagic acid derivatives และ hydrolyable 
tannins สารในกลุมนี้ มีคุณสมบัติเปนตัวตานอนุมูลอิสระท่ีดี โดยมีสรรพคุณลดอาการอักเสบ 
ท้ังยังมีฤทธิ์ตอตานมะเร็งไมใหเพ่ิมจํานวนข้ึน เชน มะเร็งผิวหนัง มะเร็งลําไส มะเร็งหลอด
อาหาร มะเร็งตับ ฯลฯ รวมท้ังยังมีคุณสมบัติในการทําลายเซลลมะเร็งหลอดอาหารและลําไส
ใหญอีกดวย ในงานวิจัยหลายฉบับท่ีศึกษาผลทางยาของน้ําทับทิมยังพบอีกวา นํ้าทับทิมมี
ประสิทธิภาพสูงในการปองกันมะเร็งตอมลูกหมาก (prostate cancer) และมีคุณสมบัติท่ีสามารถ
ชวยปองกันการเกิดโรคมะเร็งเตานมในคน ปจจุบันนี้งานวิจัยของน้ําทับทิมยังมีตลอดเวลา โดย
มีแนวโนมท่ีจะนําสารสกัดมาศึกษาเพ่ิมเติม  
 Cyanidin เปนสารประกอบ anthocyanidin ท่ีพบไดในน้ําทับทิม และผลไมกลุมเบอรรี่มี
ฤทธิ์ตอตานอนุมูลอิสระ และมีฤทธิ์ตานมะเร็ง ท่ีนาสนใจก็คือ มีผลการวิจัยระบุวา cyanidin 
สามารถลดการแสดงออกของ IL-6 ใน adipocyte ได ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงตองการศึกษาฤทธิ์
ของสารสกัดบริสุทธิ์ cyanidin วามีผลตอการยับย้ัง IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหรอืไม 
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และมีกลไกในการยับย้ังอยางไร  

 จากการศึกษาบทบาทของ IL-6 และ cyanidin ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 2 ชนิด คือ KKU-
M213 และ KKU-100 พบวา (1) IL-6 สามารถกระตุน STAT3 phosphorylation และ migration 
ของเซลล KKU-M213 ได แต IL-6 ไมมีผลใดๆ ตอเซลล KKU-100 เนื่องจากไมคอยมีตัวจับกับ 
IL-6 (IL-6R, gp80) อยางไรก็ตาม IL-6 ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง 
(proliferation) ท้ังสองชนิด (2) เมื่อ treat เซลล ดวย cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง พบวา cyanidin สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง IL-6 กระตุน STAT3 phophorylation 
และยับย้ัง IL-6 กระตุน migration ของเซลล KKU-M213 แต cyanidin ไมมีผลตอเซลล KKU-
100  และ (3) เม่ือศึกษากลไกการยับย้ังของ cyanidin พบวา การท่ี IL-6 กระตุน STAT3 
phophorylation ไดลดลง เนื่องจาก cyanidin ไปลดการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) ใน
ระดับ mRNA ดังนั้นงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา cyanidin ยับย้ังการสงสัญญาณของ IL-6 ผาน
ทาง STAT3 และ cyanidin อาจจะใชเปนยารักษารวมกันสําหรับผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชนิดท่ี
ตอบสนองตอ IL-6  

 

วัตถุประสงค 
 เพ่ือศึกษาบทบาทของ IL-6 ตอเซลลมะเร็งทอนํ้าดีและศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์ 
cyanidin วามีผลตอการยับย้ัง IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหรือไม และมีกลไกในการ
ยับย้ังอยางไร เพ่ือพัฒนาเปนยาตานมะเร็งตอไป   
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วิธีทดลอง 
Cell lines ที่ใชในการทดลอง: 

Human cholangiocarcinoma cell lines 3 ชนิด ท่ีมาจากผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชาวไทย ไดแก 
KKU-100, KKU-M213, และ HuCCA-1 และ immortalized cholangiocyte 1 ชนิด คือ MMNK1 
จะถูกเล้ียงในอาหารเหลวเลี้ยงเซลล (HAM) ท่ีมี 10% Fetal bovine serum (FBS) ในตูอบท่ี
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37oC และ 5% CO2  
 
1. ตรวจสอบการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 ใน CCA cell lines โดยวิธี 
Western blot  
เล้ียงเซลลในอาหารท่ีมี IL-6 ท่ีเวลาตางๆ จากนั้นสกัดโปรตีน จาก CCA cell lines โดยการลาง
เซลลดวย PBS pH 7.4 สองครั้ง จากนั้นเติม lysis buffer (Hepes buffer ท่ีประกอบดวย 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 บมไวบนน้ําแข็ง 30 นาที จากน้ัน
นําเซลลไป centrifuge ท่ี 13,000 rpm 10 นาทีเพ่ือกําจัด cell debris แลววัดความเขมขนของ
โปรตีนดวยวิธีของ Bradford จากนั้น ผสมโปรตีน (40 μg) กับ SDS sample buffer ตม 5 นาที
ท่ี 95oC แลวนําโปรตีนไป load ลงบน SDS-PAGE  เพ่ือแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา จากน้ัน 
transfer proteins ไปบน PVDF membrane โดย semi-dry blotting เปนเวลา 1 ชั่วโมง ท่ี 120 
volts โดยใชบัฟเฟอรท่ีประกอบดวย 25 mMTris base, pH 8.5, 200 mM glycine, 20% 
methanol  จากน้ัน block non-specific binding ดวย 5% BSA ใน TBS-N buffer 1 ช่ัวโมงท่ี
อุณหภูมิหอง  จากนั้นเติม phospho-STAT3 primary antibody แลวบม 1-2 ชั่วโมง  ลางดวย 
TBS-N 3 ครั้ง เติม secondary antibody แลวบมตออีก 1 ช่ัวโมง  กระตุนสัญญาณโดยใช 
Enhanced Chemiluminesence (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) แลวประกบฟลม  
จากน้ันนํา membrane มา strip แลว reprobe โดยใช STAT3 antibody 
 
2. ศึกษาบทบาทของ IL-6 ตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีโดยวิธี MTT assay 
เล้ียงเซลลมะเร็งใน 96-well mictrotiter plate เปนเวลา 24 ชม. แลวจึง treat ดวย IL-6 ท่ีความ
เขมขนตางๆ เปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  วัดจํานวนเซลลท่ียังมีชีวิตอยูดวย MTT assay  
โดยยอ  เติมสารละลาย MTT 10 μl ลงไปในเซลลแตละหลุม แลว incubate ท่ี 37oC ใน CO2 
incubator อีก 4 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา ดูดอาหารเล้ียงเซลลออก แลวเติม DMSO ลงไป 200 μl 
เพ่ือละลายสีออกมาจากเซลล  วัด OD ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm เปรียบเทียบกับคา OD ของ
หลุมท่ีไมมี IL-6 (control) 
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3. ศึกษาบทบาทของ IL-6 ตอความสามารถในการบุกรุกของเซลลมะเร็ง โดยดูการ
เคลื่อนท่ีของเซลล โดยวิธี Wound healing assay 
เล้ียงเซลลมะเร็งทอนํ้าดีใน 6-well plate ในอาหารเล้ียงเซลลปกติจนเซลลเจริญเติบโตมีปริมาณ
มากพอ (90-95% confluence) เล้ียงตออีก 24 ชม. ในอาหารเล้ียงเซลลท่ีมี IL-6 จากน้ันขูด
เซลลออกเปนแนวเสนตรงโดยใชปลายของ pipet tip และเล้ียงตอในสภาวะเดิม สังเกตเซลลท่ี
เคล่ือนท่ีเขามาปดชองวางท่ีขูดไว ท่ีระยะเวลาตางๆ กัน (12-24 ชม.) ถายรูปเก็บไว 
 
4. ศึกษาฤทธ์ิของ cyanidin ตอ IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี    
    เซลลจะถูก treat ดวย cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก
น้ันเติม IL-6 ลงไป และดูฤทธิ์ของ  cyanidin ตอ IL-6 signaling โดยดูการกระตุน STAT3 
phosphorylation โดยใชวิธี Western blot ดังขอ 1 และ ฤทธิ์ของ cyanidin ตอการยับย้ัง cell 
migration โดยวิธี Wound healing assay ดังขอ 3 
  
5. ศึกษาฤทธ์ิของ cyanidin ตอการกระตุนการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) ใน CCA 
cell lines โดยวิธี Real-time RT-PCR 
 
การตรวจสอบการแสดงออกของ IL-6R (gp80) ระดับ mRNA จะใชวิธี real-time RT-PCR  โดย
นําเซลลมาสกัด RNA ดวยชุดสกัด RNeasy mini kit จากนั้นทําการเปล่ียน RNA ท่ีสกัดได ไป
เปน cDNA ดวย ImProm-II™ Reverse Transcription System แลวนํา cDNA ท่ีได ไปทําการ
หาปริมาณของการแสดงออกของยีนท่ีสนใจดวยวิธี realtime RT-PCR โดยใช beta-actin เปน
ตัว normalizer เปรียบเทียบกับ MMNK ดวยวิธี comparative Ct method (ΔΔCT) โดยยอ 
real-time RT-PCR ทําใน 96-well Optical Reaction Plate สวนผสมของ reaction mixture 
ประกอบดวย 5 μl template cDNA, 1X SYBR® Green PCR MasterMix และ 300 nM 
forward primer, 300 nM reverse primer สวน PCR condition ประกอบดวย initial 
denaturation ท่ี 95°C 10 minutes ตามดวย 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. ตรวจสอบการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี    
 IL-6 เปน inflammatory cytokine ชนิดหน่ึงท่ีมีบทบาทสําคัญในการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี    
IL-6 ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล โดยทํางานผาน receptor 2 ชนิด คือ gp 80 และ 
gp 130 จากน้ันก็จะกระตุนสัญญาณผาน Jak/STAT pathway ตอไปโดยท่ี STAT3 ซ่ึงเปน 
transcription factor เปนตัวหลักของการควบคุมการแสดงออกของยีนตางๆ ในการทดลองนี้
ตองการหาเซลลมะเร็งทอนํ้าดี ( CCA cell lines) ท่ีสามารถตอบสนองตอ IL-6 ในข้ันพ้ืนฐานได  
โดยใช western blot ดูระดับ phosphorylation ของ STAT3 โปรตีนหลังจากกระตุนดวย IL-6 
(20 ng/ml) เปนเวลา 15 นาที จาก Fig.1  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เซลลมะเร็งท้ัง 3 ชนิด 
คือ MMNK1, HuCCA-1 และ KKU-M213 มีการตอบสนองตอ IL-6 ยกเวนเซลล KKU-100 ไม
พบ phospho-STAT3 เนื่องจากเซลลน้ีมีการแสดงออกของ IL-6R (gp80) mRNA นอยกวา
เซลลอ่ืนๆ (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 มีบทบาทตอการเพ่ิม migration ของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี KKU-M213 โดยใช

เทคนิค wound healing assay แตไมมผีลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีโดย

วิธี MTT assay 

 
 การทดลองนี้ตองการศึกษาวา IL-6 มีบทบาทตอเซลลมะเร็งทอนํ้าดีอยางไร ผลการทดลอง
พบวา IL-6 กระตุนการเคล่ือนท่ีของเซลล KKU-M213 โดยเพ่ิม migration 64% เปรียบเทียบกับ
เซลลท่ีไมใส IL-6 ลงไป มีการเคล่ือนท่ี 46% (Fig.2) แต IL-6 ไมมีผลตอ migration ของเซลล KKU-
100 ซ่ึงเปนเซลลท่ีไมตอบสนองตอ IL-6 นอกจากน้ีการเคล่ือนท่ีของเซลล KKU-M213 ไมไดเปนผล
มาจากการเพ่ิมจํานวนของเซลล เพราะผลการทดลองจากFig.3 แสดงใหเห็นวา IL-6 ความเขนขน
ตั้งแต (20-60 ng/ml) ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล 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 ท่ีความเขมขน 100 μM สามารถยับย้ัง IL-6 ไมใหกระตุน STAT3 
phosphorylation และยับย้ัง IL-6 กระตุนการเคลือ่นที่ของเซลล (migration) KKU-M213  
 ในการทดลองนี้ตองการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์ cyanidin วามีผลตอการยับย้ัง 
IL-6 signaling ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหรือไมย้ัง ผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเห็นวา cyanidin ที่
ความเขมขน 100 μM สามารถยับย้ัง IL-6 ไมใหกระตุน STAT3 phosphorylation (Fig.4) และ 
migration ของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 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 
 เพื่อเปนการยืนยันวา IL-6 มีบทบาทตอการกระตุนการเคล่ือนท่ี (migration) ของเซลล 
KKU-M213 ในการทดลองนี้จึงตองการยับย้ังการทํางานของ IL-6 โดยใช anti-IL-6 antibody ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวา anti-IL-6 antibody ไปยับย้ังการทํางานของ IL-6 ตอการกระตุน 
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) โดยใชเทคนิค Realtime-PCR 
 การท่ี cyanidin ยับย้ัง IL-6 ไมใหกระตุน STAT3 phosphorylation และ migration ของ
เซลลมะเร็งทอนํ้าดี อาจเนื่องมาจาก เซลลมีการแสดงออกของ IL-6 receptor (gp80) ลดลง 
ดังนั้นจึงใชเทคนิค Realtime-PCR ทดสอบ ผลการทดลองพบวา cyanidin ไปลดการแสดงออก
ของยีน IL-6 receptor หรือ gp80 ไดในเซลล KKU-M213 (Fig.8)  แตไมมีผลตอการแสดงออก 
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).  
 
 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
จากการศึกษาบทบาทของ IL-6 และ cyanidin ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 2 ชนิด คือ KKU-M213 
และ KKU-100 พบวา (1) IL-6 สามารถกระตุน STAT3 phosphorylation และ migration ของ
เซลล KKU-M213 ได แต IL-6 ไมมีผลใดๆ ตอเซลล KKU-100 เน่ืองจากไมคอยมีตัวจับกับ IL-6 
(IL-6R, gp80) อยางไรก็ตาม IL-6 ไมไดมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง (proliferation) 
ท้ังสองชนิด (2) เม่ือ treat เซลล ดวย cyanidin ท่ีความเขมขน 100 μM เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
พบวา cyanidin สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง IL-6 กระตุน STAT3 phophorylation และยับย้ัง IL-6 
กระตุน migration ของเซลล KKU-M213 แต cyanidin ไมมีผลตอเซลล KKU-100  และ (3) เมื่อ
ศึกษากลไกการยับย้ังของ cyanidin พบวา การท่ี IL-6 กระตุน STAT3 phophorylation ไดลดลง 
เนื่องจาก cyanidin ไปลดการแสดงออกของยีน IL-6R (gp80) ในระดับ mRNA ดังนั้นงานวิจัยนี้
แสดงใหเห็นวา cyanidin ยับย้ังการสงสัญญาณของ IL-6 ผานทาง STAT3 และ cyanidin 
อาจจะใชเปนยารักษารวมกันสําหรับผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีชนิดท่ีตอบสนองตอ IL-6  

  



13 
 

         เอกสารแนบหมายเลข 3 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบุช่ือผูแตง ช่ือเรื่อง ชือ่วารสาร ป 

เลมท่ี เลขท่ี และหนา) หรือผลงานตามท่ีคาดไวในสญัญาโครงการ 
กําลังเขียน manuscript เพ่ือตีพิมพ 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
- เชิงพาณิชย (มีการนําไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได หรือมีการนําไปประยุกตใช

โดยภาคธุรกิจ/บุคคลท่ัวไป) 
- เชิงนโยบาย (มีการกําหนดนโยบายอิงงานวิจัย/เกิดมาตรการใหม/เปล่ียนแปลง

ระเบียบขอบังคับหรือวิธีทํางาน) 
- เชิงสาธารณะ (มีเครือขายความรวมมือ/สรางกระแสความสนใจในวงกวาง) 

มี collaboration กับ Prof. Dr. Iris Behrmann 
Life Sciences Research Unit-Signal Transduction Laboratory 
University of Luxembourg 

- เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวจัิยใหม) 
มีการผลิตบณัฑิตระดับปริญญาโท  1 คน และ ปริญญาตรี 2 คน  
(สําเร็จการศึกษาแลว) 

3. อ่ืนๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุม
วิชาการ หนังสือ การจดสิทธิบัตร) 

 Oral Presentation ในการประชุมวชิาการ 16th International conference 
 “ Signal Transduction - Receptors, Mediators and Genes”  เรื่อง Cyanidin 
 inhibition of IL-6-induced migration of cholangiocarcinoma cells through 
 the JAK/STAT3 signaling pathway” ณ เมือง Weimar ประเทศ Germany 
 ระหวางวนัท่ี 5-7 พฤศจิกายน 2555 


