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การตรวจคัดยนีที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในเซลล์ต้นกา้เนดิมะเร็งท่อน้้าดี 
Screening of drug resistant genes in cholangiocarcinoma stem cells 
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4. ความส้าคัญและที่มาของปญัหาที่ท้าการวิจัย 
เซลล์ต้นก าเนิด (Stem cells) เป็นเซลล์ที่สามารถพัฒนา (differentiation) เป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆใน

เนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่มีหน้าที่จ าเพาะ  ปัจจุบันการศึกษาเซลล์ต้นก าเนิดมีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว โดยหวังว่า
จะสามารถพัฒนาเซลล์ต้นก าเนิดเพื่อทดแทนเซลล์ที่สูญเสียในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะได้   นอกจากนี้ได้มีการ
ค้นพบเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็ง (Cancer stem cells) ในมะเร็งหลายชนิด เซลล์ดังกล่าวมีคุณสมบัติคล้ายเซลล์
ต้นก าเนิดหลายประการ กล่าวคือ สามารถจ าลองตัวเองได้ (self renewal) สามารถพัฒนาเป็นเซลล์หลาย
ชนิดในก้อนมะเร็ง (potential to develop into any cell in the overall tumor population) และ
สามารถเพิ่มจ านวนไม่มีที่สิ้นสุด (capacity to proliferate extensively) [1]  การศึกษาในรายละเอียดพบว่า
เซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งมีการแสดงออกของโมเลกุลหลายชนิดที่ต่างจากเซลล์ต้นก าเนิดปกติ  เซลล์ต้นก าเนิด
มะเร็งสามารถท าให้เกิดมะเร็งในสัตว์ทดลอง [3]  สามารถอยู่รอดจากยาเคมีบ าบัด (chemotherapy) โดยมี
การแสดงออกเพิ่มขึ้นของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาเคมีบ าบัด [4]    การที่เซลล์ต้นก าเนิดมักอยู่ในสภาพ
ที่ไม่แบ่งตัว (quiescent state) [5] จึงไม่ถูกท าลายด้วยยาเคมีบ าบัดหรือรังสีรักษา (radiotherapy) ซึ่งมัก
ท าลายเซลล์ที่แบ่งตัวเร็ว  ด้วยคุณสมบัติดังกล่าวจึงมีสมมุติฐานที่เชื่อว่าเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งเป็นสาเหตุของ
การเกิดซ้ าของมะเร็ง (relapse) และการกระจายตัวของมะเร็ง (metastasis) หลังการผ่าตัดก้อนมะเร็งออก
หรือหลังได้รับการรักษา  ดังนั้นการก าจัดหรือท าลายเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งจึงเป็นการรักษามะเร็งที่ได้ผล
สัมฤทธิ์สูงสุด 

มะเร็งท่อน้ าดีเป็นมะเร็งที่เป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญในประเทศไทย โดยเฉพาะในพื้นที่ของ
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากพบอุบัติการณ์ของโรคสูงที่สุดทั้งในประเทศและในโลก [6]  ปัจจัยเสี่ยงที่
เป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดมะเร็งท่อน้ าดีในประเทศไทย คือการติดเชื้อพยาธิใบไม้ในตับ  ซึ่งแตกต่างจาก
ประเทศตะวันตกที่มีสาเหตุจากการอักเสบเรื้อรังที่เกิดจาก sclerosing cholangitis, การติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบ [7] หรือการอักเสบจากสารเคมีบางชนิด  การรักษาที่ได้ผลดีที่สุดคือ การผ่าตัดเอามะเร็งทั้งหมด ออก  
ซึ่งจะได้ผลดีเฉพาะผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งในระยะแรกที่ยังไม่มีการแพร่ลุกลามไปยังอวัยวะอื่น  อย่างไรก็ตามพบว่า
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อัตราการเกิดมะเร็งซ้ า (Recurrence) หลังได้รับการผ่าตัดในผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีค่อนข้างสูง  และมักเป็น
สาเหตุหลักที่ท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิต โดยพบว่าผู้ป่วยกลุ่มนี้มีอัตราการอยู่รอด 5 ปีเพียง 17-40%  ในกลุ่มผู้ป่วย
มะเร็งท่อน้ าดีภายในตับ (Intrahepatic cholangiocarcinoma), 9-27% ในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีส่วนต้น 
(Perihilar cholangiocarcinoma) และ 20-37% ในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีนอกตับส่วนปลาย (Distal 
cholangiocarcinoma) [8]    เนื่องจากธรรมชาติของมะเร็งท่อน้ าดีมักไม่มีอาการแสดงที่ชัดเจนในระยะแรก 
ดังนั้นผู้ป่วยส่วนใหญ่จึงมารับการรักษาเมื่อมะเร็งได้พัฒนาสู่ระยะท้ายของโรค ซึ่งไม่สามารถรักษาด้วยการ
ผ่าตัดได้   นอกจากนี้การรักษาด้วยยาเคมีบ าบัดและหรือรังสีรักษายังให้ผลไม่เป็นที่พอใจ [9]  และยังไม่มี
แผนการรักษามาตรฐานที่ได้ผลดี  ดังนั้นการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาวิธีรักษามะเร็งท่อน้ าดีให้ได้ผลดีจึงมีความ
จ าเป็นและส าคัญต่อการดูแลผู้ป่วยกลุ่มน้ี  

ปัจจุบัน นักวิทยาศาสตร์สามารถคัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดตับ (Human liver stem cells; HLSCs) ที่
สามารถพัฒนาเป็นเซลล์ตับ (hepatocyte) และเซลล์ท่อน้ าดี (cholangiocyte) ได้เมื่ออยู่ในภาวะแวดล้อมที่
เหมาะสม [10, 11]   โดยเซลล์ต้นก าเนิดเหล่านี้จะมีการแสดงออกของโมเลกุลที่พบจ าเพาะในเซลล์ตับและ
เซลล์ท่อน้ าดี รวมทั้งโมเลกุลที่พบในเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด เช่น CD34, CD133, C-kit เป็นต้น โมเลกุล
จ าเพาะเหล่านี้สามารถใช้เป็นตัวบ่งช้ี (marker) ของเซลล์ต้นก าเนิด   โดยเฉพาะ CD133 มกีารใช้เพ่ือบ่งชี้และ
ค้นหาเซลล์ต้นก าเนิดของมะเร็งตับด้วย [12] 

ด้วยข้อมูลต่าง ๆและความส าคัญของเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งในการก่อโรคดังกล่าวข้างต้น การศึกษานี้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อค้นหาเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดีในเนื้อเยื่อผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี ศึกษาความสัมพันธ์
ของเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดีและความรุนแรงของโรค และคัดเลือกเซลล์ดังกล่าวจากเซลล์เพาะเลี้ยง
มะเร็งท่อน้ าดี (cell line) ที่พัฒนามาจากผู้ป่วยไทย เพื่อศึกษาคุณสมบัติที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาเคมีบ าบัด 
ซึ่งเป็นข้อมูลส าคัญในการพัฒนาการรักษามะเร็งท่อน้ าดีที่มีประสิทธิภาพในอนาคต 

5. วัตถุประสงค์โครงการ (ต่อเนื่อง 3 ปี) 
- ศึกษาการแสดงออกของตัวบ่งชี้เซลล์ต้นก าเนิด CD133 ในเนื้อเยื่อผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีและเซลล์

เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ าดี และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์ที่มีการแสดงออก CD133 กับความ
รุนแรงของโรค 

- คัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดีที่มีการแสดงออกของ CD133 จากเซลล์เพาะเลี้ยงที่ได้จาก
ผู้ป่วยไทย 

- ศึกษาคุณสมบัติและยีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาเคมีบ าบัดในเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดี 
6. ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

- กระบวนการและองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับวิธีและตัวบ่งชี้ที่เหมาะสมในการคัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิด
มะเร็งท่อน้ าดี  

- Prognostic marker ใหม่ของมะเร็งท่อน้ าดีหากพบความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์ต้นก าเนิด
มะเร็งกับความรุนแรงของโรค  

- สามารถใช้ข้อมูลของยีนดื้อยาที่ตรวจพบในเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดีเพื่อพัฒนาการรักษา
ผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีที่มีประสิทธิภาพต่อไป ซึ่งเป็นประโยชน์อย่างมาต่อแพทย์ผู้ให้การรักษาและตัวผู้ป่วยเอง 

- ตีพิมพ์ผลการวิจัยในวารสารวิชาการนานาชาติ และน าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการ อย่าง
น้อย 1 ครั้ง เมื่อสิ้นสุดโครงการ 
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7. การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 
เซลล์ต้นก าเนิด (Stem cells) เป็นเซลล์ที่สามารถพัฒนา (differentiation) เป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆใน

เนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่มีหน้าที่จ าเพาะ  ปัจจุบันการศึกษาเซลล์ต้นก าเนิดมีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว โดยหวังว่า
จะสามารถพัฒนาเซลล์ต้นก าเนิดเพื่อทดแทนเซลล์ที่สูญเสียในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะได้   ได้มีการศึกษาเพื่อ
คัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดตับเพื่อใช้ในการรักษาโรคตับเรื้อรังหลายชนิด   ผลการศึกษาในสัตว์ทดลองชี้แนะว่า
แหล่งที่พบเซลล์ต้นก าเนิดตับมีอย่างน้อย 4 แห่งด้วยกัน คือ เซลล์ตับ (hepatocyte), เซลล์ท่อน้ าดีส่วนปลาย
ทั้ง interlobular bile ductule และ canal of Hering (เรียกเซลล์ต้นก าเนิดบริเวณนี้ว่า oval cells) และ
จากเซลล์เม็ดเลือด ซึ่งเซลล์ทั้ง 4 แห่งจะมีการตอบสนองต่อสารเคมีแตกต่างกัน [11]    พบว่าเซลล์ต้นก าเนิด
ตับมีการแสดงออกทั้งของโมเลกุลที่พบจ าเพาะในเซลล์ตับและที่พบจ าเพาะในเซลล์ท่อน้ าดี ร่วมกับโมเลกุลที่
มักพบในเซลล์ต้นก าเนิดอื่น ๆ รวมถึงเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือดด้วย   คุณสมบัติเหล่านี้บ่งชี้ว่าเซลล์ต้นก าเนิด
ตับน่าจะพัฒนาเป็นเซลล์ตับและเซลล์ท่อน้ าดีได้ (bi-potential stem cells)   ซึ่งเมื่อน าเซลล์ดังกล่าวปลูก
ถ่ายเข้าไปในหนูที่ตับถูกตัดออกบางส่วน พบว่าเซลล์ดังกล่าวมีผลต่อการฟื้นตัวของตับ [10, 13] 

การศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดชี้ว่า เซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งและ
เป็นสาเหตุของการกลับเป็นซ้ าหรือการแพร่กระจายของมะเร็งหลังได้รับการรักษา มีความพยายามที่จะอธิบาย
ที่มาของเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งในมะเร็งหลายชนิด  ส าหรับมะเร็งตับและมะเร็งท่อน้ าดี การศึ กษาใน
สัตว์ทดลองที่เหนี่ยวน าให้เป็นมะเร็งตับโดยสารเคมี (chemical induced carcinogenesis) พบว่า มะเร็งตับ
ที่เกิดในแต่ละวัยของหนู เป็นมะเร็งคนละชนิดกัน กล่าวคือ มะเร็งตับที่เกิดขึ้นเมื่อให้สารเคมีในสัตว์ทดลองตัว
อ่อน เป็นชนิด Hepatoblastoma ซึ่งไม่พบเมื่อให้สารเคมีชนิดเดียวกันในสัตว์ทดลองตัวเต็มวัย และเมื่อ
สัตว์ทดลองมีอายุมากขึ้นลักษณะของเซลล์มะเร็งที่เกิดขึ้นก็จะต่างกันออกไป เมื่อศึกษาถึงแหล่งที่มาของ
เซลล์มะเร็งก็พบว่ามะเร็งแต่ละชนิดมีแหล่งที่มาที่แตกต่างกัน [13, 14] และเป็นที่มาของทฤษฏี Maturation 
Arrest ซึ่งเชื่อว่ามะเร็งตับเกิดจากความผิดปกติในกระบวนการพัฒนาของเซลล์ตัวอ่อน ท าให้เซลล์
เปลี่ยนแปลงคุณลักษณะและคุณสมบัติไป  และเชื่อว่าเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดีและเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็ง
ตับนั้นมีที่มาจากเซลล์เดียวกันคือ เซลล์ Periductular oval cells และ Adult ductal liver progenitor 
cells [15] ซึ่งการพัฒนาเป็นมะเร็งท่อน้ าดีหรือมะเร็งตับน้ัน ขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมและตัวกระตุ้น 

โมเลกุลจ าเพาะหลายชนิดของเซลล์ต้นก าเนิดได้ถูกน ามาใช้เพื่อค้นหาและคัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดของ
มะเร็งหลายชนิด (ดังตารางที่ 1) โมเลกุลที่ได้มีการใช้อย่างแพร่หลายและมีการน ามาประยุกต์ใช้กับเซลล์ต้น
ก าเนิดมะเร็งตับ คือ CD133 หรือ Cluster designation (CD) 133 หรือ Promonin-1 ซึ่งเป็นโมเลกุลที่ผิว
เซลล์มีขนาดประมาณ 120 kD มีคุณสมบัติเป็น five transmembrane glycoprotein โมเลกุลดังกล่าวมีการ
ค้นพบครั้งแรกในเซลล์ต้นก าเนิดของเม็ดเลือดที่มีการแสดงออกของ CD34 (CD34+ hematopoietic stem 
cells) [16, 17] จึงมีการใช้โมเลกุลดังกล่าวในการค้นหาและคัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดจากอวัยวะต่าง ๆและ
เซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งอย่างแพร่หลาย [18] ส าหรับเซลล์ต้นก าเนิดตับซึ่งสามารถพัฒนาเป็นเซลล์ตับแ ละ
เซลล์ท่อน้ าดีก็พบการแสดงออกของโมเลกุลดังกล่าวเช่นกัน นอกจากนี้ยังพบ  CD133 ในเซลล์มะเร็งตับ
และเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีบางชนิดด้วย และสามารถใช้ CD133 ในการคัดแยกเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งได้ [12 , 
19, 20] ดังนั้นการศึกษานี้จึงใช้ CD133 เป็นโมเลกุลเป้าหมายในการค้นหาและคัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็ง
ท่อน้ าดี 

ผลการศึกษาในมะเร็งตับพบว่า สามารถตรวจพบเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 ในชิ้นเนื้อมะเร็ง
ของผู้ป่วย [12] และเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งตับที่เลี้ยงในห้องปฏิบัติการเป็นเวลานาน [20] นอกจากนี้ยังพบว่า
ผู้ป่วยที่มีเซลล์ที่แสดงออก CD133 จ านวนมากในเนื้อมะเร็งจะมีระยะรอดชีพโดยรวม (overall survival) 
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และระยะปลอดโรค (disease-free survival) น้อยกว่าผู้ป่วยที่มีเซลล์ดังกล่าวน้อย ประมาณ 2.4 เท่า [12] 
และเมื่อศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งตับพบว่าเซลล์แต่ละชนิดมีการแสดงออกของ CD133 ไม่เท่ากัน โดย
จ านวนเซลล์ที่แสดงออก CD133 สัมพันธ์กับความสามารถในการสร้างก้อนเนื้องอกในสัตว์ทดลอง [20]  ได้มี
การใช้ CD133 ในการค้นหาเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดีเช่นเดียวกัน พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดที่คัดได้จากมะเร็ง
ท่อน้ าดีที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดซีเรื้อรัง มีการแสดงออกของ Cytokeratin 14  ซึ่งพบการ
แสดงออกในเซลล์ต้นก าเนิดของตับ, และ Cytokeratin 7 และ Hepatocyte paraffin 1 ซึ่งพบการแสดงออก
ได้ในเซลล์ท่อน้ าดีและเซลล์ตับตามล าดับ ข้อมูลนี้แสดงว่าเซลล์ต้นก าเนิดที่คัดได้จากมะเร็งท่อน้ าดีก็มีต้น
ก าเนิดมาจากเซลล์ต้นก าเนิดของตับเช่นเดียวกับเซลล์ต้นก าเนิดของมะเร็งตับ [19]  

ส าหรับโครงการวิจัยที่เสนอนี้นอกจากใช้ CD133 ในการค้นหาและคัดเลือกเซลล์ต้นก าเนิดในชิ้นเนื้อ
มะเร็งจากผู้ป่วยและในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ าดีแล้ว จะมีการตรวจคุณลักษณะของเซลล์ดังกล่าว โดยใช้ 
Antibody ต่อ Oval cell (ov6 พบการแสดงออกใน oval cells), Cytokeratin 18 และ albumin (พบการ
แสดงออกใน hepatocyte), Cytokeratin 19 (พบการแสดงออกใน cholangiocyte), และ Glypicn-3 (พบ
การแสดงออกเพิ่มขึ้นในมะเร็งท่อน้ าดีและมะเร็งตับ) ซึ่งเป็นคุณลักษณะจ าเพาะของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีและ
มะเร็งตับ [19, 21, 22]  

ปัญหาใหญ่ที่พบในการรักษามะเร็งด้วยยาเคมีบ าบัด คือการดื้อต่อยา ซึ่งมีกลไกหลายอย่าง เช่น การ
เปลี่ยนแปลงเป้าหมายของยา การเปลี่ยนแปลงไม่ให้ยาสามารถท างานได้ การท าให้ยาคงอยู่ภายในเซลล์
น้อยลงโดยการเพิ่มการขับยาออกจากเซลล์ การลดการน ายาเข้าเซลล์หรือการเก็บยาในส่วนต่างๆของเซลล์ 
หรือแม้แต่การเปลี่ยนแปลงที่กลไกการตายของเซลล์ [23]   พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งมีกลไกการดื้อยาเคมี
หลายกลไก เช่น การเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการน ายาออกจากเซลล์ การเพิ่มการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์ เป็นต้น [4, 24]   ส าหรับการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อค้นหายีนที่
เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาเคมีของเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดี โดยเฉพาะยีนที่เกี่ยวข้องกับการน ายาเข้า-ออก
จากเซลล์ และยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการตาย ซึ่งผลที่ได้จากการศึกษานี้จะเป็นข้อมูลส าคัญในการปรับปรุง
และพัฒนาแนวทางการรักษาผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีด้วยยาเคมีบ าบัดต่อไป 

8. ขอบเขตของโครงการวิจัย 
การศึกษานี้ใช้ CD133 ร่วมกับการแสดงออกของโปรตีนจ าเพาะของเซลล์ท่อน้ าดีเป็นตัวบ่งชี้เซลล์ต้น

ก าเนิดมะเร็งท่อน้ าดี โดยศึกษาใน Paraffin embedded tissues ของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีที่เข้ารับการรักษา
โดยการผ่าตัด ณ รพ. ศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  ซึ่งระเบียบวิธีวิจัยและการ
จั ด เก็ บ เนื้ อ เยื่ อชี วภาพได้ ผ่ านความ เห็นชอบจากคณะกรรมการจริ ยธรรมการวิ จั ย ในมนุษย์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่นแล้ว (HE450525) ส่วนเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ าดีเป็นเซลล์ที่พัฒนาจากเนื้อเยื่อ
มะเร็งของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีไทย โดย รศ. บรรจบ ศรีภา ภาควิชาพยาธิวิทยาและศูนย์วิจัยพยาธิใบไม้ตับและ
มะเร็งท่อน้ าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

9. ระยะเวลาท้าการวิจัย และแผนการด้าเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
ระยะเวลาท าการวิจัยตลอดโครงการ 3 ปี 

ปีที่ 1 (2553) ศึกษาการแสดงออกของ stem cell marker ใน CCA cell lines และ CCA tissues 
ปีที่ 2 (2554) ศึกษาคุณสมบัติของ CD133+ CCA cell lines ทั้ง in vitro และ in vivo และศึกษา
ความสัมพันธ์ของการแสดงออกของ stem cell marker ในเนื้อเยื่อ CCA และพยาธิสภาพของผู้ป่วย 
ปีที่ 3 (2555) ศึกษาการแสดงออกของยีนดื้อยาใน CD133+ CCA cell lines 
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10. ทฤษฎี สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 
CCA tissues                CCA cell lines 

 
 

Identification of CCA stem cells by immunofluorescent staining using  
CD133, ov6, CK19, CK18, Albumin antibodies  

 
 
          Analysis for association of Clinico-                        Isolation of CD133 expressed cells 
      pathological data and CD133 expression      from cell lines/fresh tissues 
               

     
 Characterization of CD133 expressed cells 

  In vivo 
 Tumor formation 

In vitro 
 Cell proliferation 
 Drug sensitivity assay 

 
 
 

      Screening for drug resistant genes  
        in CD133 expressed cells 

 
11. วัตถุประสงค์โครงการในปีงบประมาณ 2554 

เพื่อศึกษาการแสดงออกของ stem cell marker ใน CCA cell lines และ ศึกษาคุณสมบัติของเซลล์
ที่แสดงออก stem cell marker; CD133 ทั้ง in vitro และ in vivo 

12. วิธีการด้าเนินการวิจัยและผลการวิจัย 
12.1 ศึกษาการแสดงออกของ stem cell markers ใน CCA tissues 

ผู้วิจัยได้ติดตามสัญญาณการแสดงออกของ CD133 ในtissue array จ านวน 6 slides (ได้รับ
ความอนุเคราะห์จาก รศ. ชวลิต ไพโรจน์กุลและรศ. บรรจบ ศรีภา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์) 
ซึ่งมีชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยทั้งสิ้น 428 spots ได้ผลโดยสรุปดังนี ้

จากทั้งหมด 428 spots พบว่ามีสามารถตรวจพบสัญญาณ CD133 ได้ทั้งหมด 37 spots คิด
เป็น 8.64% โดยพบว่าสามารถตรวจพบการแสดงออกของ CD133 ที่เยื่อหุ้มเซลล์และในไซโตซอลของ
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เซลล์มะเร็งท่อน้ าดี (ดังแสดงในรูปที่ 1A, 1B ตามล าดับ) หลังจากนั้นได้คัดเลือกชิ้นเนื้อที่มีการแสดงออกของ 
CD133 จ านวน 30 ราย เพื่อตรวจสอบหาการแสดงออกของ stem cell marker อื่นๆ เช่น EpCAM, SOX2 
เพื่อดูการแสดงออกร่วมกันของ stem cell marker ต่างๆ (ดังแสดงในรูปที่ 2) 

A       B 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 1 การแสดงออกของ CD133 ในชิ้นเนื้อ Paraffin embedded tissues จากผู้ป่วย

มะเร็งท่อน้ าดี ใน tissue arrays พบการแสดงออกของ CD133 ที่เยื่อหุ้มเซลล์ (A) และ ในไซโตซอล (B) ของ
เซลลม์ะเร็งท่อน้ าดี (ภาพแสดงก าลังขยาย 400x) 

A       B  
 
 
 
 

รูปที่ 2 การแสดงออกของ EpCAM (A) และ SOX2 (B) ในชิ้นเนื้อ Paraffin embedded 
tissues จากผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีที่ตรวจพบการแสดงออกของ CD133 (ภาพแสดงก าลังขยาย 400x) 
  ขณะนี้อยู่ระหว่างการรวบรวมผลการศึกษาด้วยวิธี immunohistochemistry staining โดย
พยาธิแพทย์ เพื่อท าการวิเคราะห์ทางสถิติหาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของการแสดงออกของ 
CD133 และ stem cell marker อื่นๆ ในเนื้อเยื่อจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีและหาความสัมพันธ์ระหว่างการ
แสดงออกของ marker ต่างๆ และพยาธิวิทยาคลินิกต่อไป 
 

12.2 การคัดแยกเซลล์ที่มีแสดงออกของ CD133 จากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเรง็ท่อน้้าด ี
จากการศึกษาในปีที่ 1 ผู้วิจัยพบความหลากหลายของการแสดงออกของ CD133 ในเซลล์

เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ าดีที่ได้พัฒนามาจากผู้ป่วยไทย จึงได้ท าการคัดแยกเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 
ผิวเซลล์จากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ าดีโดยวิธี Cell sorter (M213) และ CD133 (M214) microbead kits 
พบว่าสามารถแยกเซลล์ที่มี CD133 ที่ผิวเซลล์ได้มคีวามบริสุทธิ์ 89.1% ในกลุ่มที่เป็น CD133 positive cell 
และพบว่ามีเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล์ในกลุ่มที่เป็น CD133 negative cell น้อยกว่า 1% 
(ดังแสดงตัวอย่างในรูปที่ 3) 
 

 
 



7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 แผนภูมิแสดงการคัดแยก CD133 positive cells โดยแสดงการแสดงออกของ 

CD133 ที่ผิวเซลลข์องเซลล์เพาะเลี้ยง M214 เมื่อผ่านการคัดแยกโดยใช้ CD133 microbead kit หลังการคัด
แยกด้วย magnetic column ครั้งที ่ 1 (CD133 positive cells = 25.1%) และเมื่อผ่าน  magnetic 
column ครั้งที่ 2 (CD133 positive cells = 89.1%) และเรียกเซลล์ดังกล่าวว่า CD133 positive cell และ
เซลลท์ี่ได้จาก flow through ครั้งที่ 1 ซึ่งมีการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล์ 0.2% ว่า CD133 negative 
cells (แกนนอนแสดงความเข้มของการติดสีของ CD133 และแกนตั้งแสดงการติดสี propidium iodide) 

12.3 การศึกษาคุณสมบัติของเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 
12.3.1 ความสามารถในการรักษาคณุสมบัติการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล ์

หลังจากการคัดแยกเซลล์ที่มกีารแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล์ออกจากเซลล์ที่
ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล ์ ผู้วิจัยได้ท าสอบคุณสมบัติในการรักษาคุณสมบัติการแสดงออกของ 
CD133 ที่ผิวเซลลข์องเซลลม์ะเร็ง ผู้วิจัยได้ติดตามการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล์ M214 เป็นเวลา 35 
วันพบว่าเซลล์คงคุณสมบัติในการแสดงออก CD133 ที่ผิวเซลล์ได้ปานกลาง โดยในวันที่ 35 พบว่าที่การ
แสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล์กลุ่ม CD133 positive cells 76.1% และมีการเพิ่มขึ้นของการแสดงออก
ของ CD133 ที่ผิวเซลล์กลุม่ CD133 negative cells จาก 0.2% เป็น 1.4% (ดังแสดงในรูปที่ 4) ดังนั้นผู้วิจัย
คาดว่าจะสามารถน าเซลล์ดังกล่าวไปปลูกถ่ายในสัตว์ทดลอง ได้เป็นเวลาอย่างน้อย 30 วันโดยคาดว่าเซลล์หลัง
การปลูกถ่ายน่าจะยังคงคุณสมบัติในการแสดงออก CD133 ที่ผิวเซลล ์
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 รูปที่ 4 กราฟแสดงการติดตามการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล ์M214 ที่ได้รับการคัด
แยกแบ่งเป็นกลุ่มเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล ์ (CD133+) และเซลลท์ี่ไม่มีการแสดงออกของ 
CD133 ที่ผิวเซลล ์(CD133-) 

12.3.2 คุณสมบัติในการเจรญิเติบโต 
เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญเติบโตของเซลล์ M214 ที่มีการ

แสดงออกของ CD133 และเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ผู้วิจัยได้ท าการเปรียบเทียบการเจริญเติบโต
ในระบบ in vitro โดยวิธี MTT Cell proliferation viability assay พบว่าเซลล์ที่มกีารแสดงออกของ 
CD133 และเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ไม่มีความแตกต่างของการเจริญเติบโตในระบบ in vitro 
(รูปที่ 5)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  รูปที่ 5 กราฟแสดงการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลล์ M214 ทีม่ีการแสดงออกของ 
CD133 (CD133+) และเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133-) โดยวิธี MTT cell 
proliferation/viability assay เซลลท์ั้ง 2 กลุ่มจ านวน 3000 เซลล์ไดถู้กเลี้ยงใน 96-well plate ที่มีอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้นของ fetal bovine serum 10% และเซลล์จะถกูวัดการเปลี่ยนแปลงสาร 
tetrazolium ที่มีสีเหลืองเป็น formazan ที่มีสีม่วงโดยวัด OD595 โดยเครื่อง microplate reader ผลการ
ทดลองไม่พบว่ามีความแตกต่างของการเจริญเติบโตของเซลล์ทั้ง 2 กลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ

12.3.3 การกระจายของเซลล์ในระยะต่างๆ ของวัฏจักรเซลล ์
ผู้วิจัยได้ท าการเปรียบเทียบการกระจายของเซลล์ในวัฏจกัรเซลล์ เพื่อบ่งบอกถึง

ความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 เปรียบเทียบกับเซลลท์ี่ไม่มีการแสดงออก
ของ CD133 โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 กลุ่ม ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้นของ fetal bovine 
serum ที่ 3% และ 10% พบว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 ที่ผิวเซลล์มีการกระจายตัวอยู่ในวัฏจักร
เซลลใ์นระยะ S และ G2M มากกวา่เซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ปรากฏการณ์ดังกล่าวพบเมื่อ
เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้นของ fetal bovine serum ทั้ง 2 ความเข้มข้น (3% และ 
10% FBS) 
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รูปที่ 6 การกระจายตัวของเซลลใ์นระยะต่างๆ ของวัฏจักรเซลล์  A. Histogram แสดงการ

กระจายของเซลล์ในระยะต่างๆ ของวัฏจักรเซลล์ B. กราฟแสดงการกระจายตัวของเซลล์ในระยะ G0/G1 และ 
S/G2/M ของวัฏจักรเซลล์ เซลล ์ M214 ที่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133+) และเซลลท์ี่ไม่มีการ
แสดงออกของ CD133 (CD133-) ที่ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ทีม่ีความเข้มข้นของ fetal bovine serum 
3% (3% FBS) และ 10% (10%FBS) เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมงได้ถูก fix ด้วย 70% ethanol เป็นเวลาอย่าง
น้อย 24 ชั่วโมงและย้อมด้วย propidium iodide ได้ถูกน ามาวิเคราะห์ DNA content ด้วยเครื่อง flow 
cytometry  

12.3.4 ความสามารถในการขับยาออกจากเซลล ์
 Side population เป็นคุณสมบัติหน่ึงซึ่งสามารถใช้ในการคัดเลือก cancer stem 

cells โดยในปี 2006, Chiba และคณะได้อาศัยคุณสมบัติการขบัสารหรือยาออกจากเซลล์ที่เรียกว่า side 
population เพื่อใช้ในการคัดเลือกเซลล์เพาะเลี้ยง hepatocellular carcinoma ที่มีคุณสมบัติคล้าย cancer 
stem cells [25] ผู้วิจัยจึงมีสมมติฐานว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 น่าจะมีเซลล์กลุ่ม side 
population มากกว่าเซลลท์ี่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 จากผลการศึกษาพบว่าเซลล์ M214 ที่มีการ
แสดงออกของ CD133 มี side population cells = 0.388% ซึ่งมากกว่าเซลลท์ี่ไม่มีการแสดงออกของ 
CD133 ที่มี side population cells = 0.125% 
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รูปที่ 7 dot plot แสดงการตรวจวัดปริมาณ side population cells ในเซลล ์

M214 ที่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133+) และไม่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133-) เซลล์จะถูก
ย้อมด้วยสี DyeCycle Violet (DCV) ตามวิธีที่เคยมีการรายงานมาก่อน [26] ในขณะที่ยังมีชีวิตอยู่และเซลล์
จะถูกตรวจวัดการคงอยู่ของ DCV ในเซลล์โดย flow cytometry โดยใช้ filter 440/40 และ 525/50 nm 
เซลล์บางส่วนขณะถูกย้อมด้วย DCV จะได้รับ verapamil (+Ver) เพื่อยับยั้งการท างานของตัวขนส่ง และ
เซลลท์ี่การติดสีเปลี่ยนแปลงไปเมื่อได้รับการตรวจวัดดังกล่าวจะถูกเรียกว่า side population cells (แสดงใน
กรอบสามเหลีย่ม) ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 มี side population cells มากกว่า
เซลลท์ี่ไม่มีการแสดงออกของ CD133  

12.3.5 ความสามารถในการพัฒนาเป็นก้อนมะเร็งในหน ู
เพื่อทดสอบคุณสมบัติในก่อมะเร็ง (tumorigenicity) ได้ทดสอบโดยฉีดเซลล์ M214 

ที่มีการแสดงออกของ CD133 และไม่มีการแสดงออกของ CD133 เข้าที่ชั้นใต้ผิวหนังของหนู NOD/SCID/Jak-

/- ( NOJ) [27] ซึ่งพร่องภูมิคุมกัน พบว่าเซลล์ที่มกีารแสดงออกของ CD133 มีการเจรญิเติบโตเร็วกว่าเซลล์ที่ไม่
มีการแสดงออกของ CD133 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 8 

 
 
 
 
 
 
 
  
  รูปที่ 8 กราฟแสดงการเปรียบเทียบน้ าหนักของก้อนมะเร็งที่ได้จากการปลูกถ่ายเซลล์ M214 

ที่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133+) และไม่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133-) โดยเซลล์ทั้ง 2 กลุ่ม
ได้รับการปลูกถ่าย โดยฉีดเซลล์จ านวน 100,000 เซลล์เขา้ที่ชั้นใต้ผิวหนังบริเวณสีข้างของหนู โดยเซลล์ที่มีการ
แสดงออกของ CD133 ฉีดเข้าที่ข้างขวาและเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ฉีดเข้าที่ขาซ้าย หลังจากนั้น 
2 สัปดาห์ก้อนมะเร็งได้ถูกน าออกมาเพื่อชั่งน้ าหนัก ผลการศึกษาพบว่าก้อนมะเร็งที่ได้จากการฉีดเซลล์ที่มีการ

P = 

0.0313 
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แสดงออกของ CD133 มีการเจริญเติบโตมากกว่าเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p = 0.0313) 

13. อภิปรายผลและวิจารณ์ 
ผลการศึกษาการแสดงออกของ stem cell markers ในชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีพบว่า มีการ

แสดงออกของ stem cell marker; CD133 จ านวน 8.64% ซึ่งแตกต่างจากที่เคยมีการรายงานการแสดงออก
ของ CD133 ในชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีที่เคยมีมาก่อน โดย Leelawat K. [28] เคยรายงานว่าในชิ้น
เชื้อจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี 34 ตัวอย่าง ตรวจพบการแสดงออกของ CD133 จ านวน 23 ตัวอย่าง คิดเป็น 
67.6% ซึ่งความแตกต่างที่เกิดขึ้นอาจจะเกิดจากการติดตาม CD133 โดยใช้ antibody ที่จดจ า epitope ที่
แตกต่างกัน ซึ่งได้เคยมีรายงานว่าการติดตาม CD133 โดยติดตามการแสดงออกของ AC133 epitope นั้นเป็น
การติดตาม cancer stem cell differentiation [29] ซึ่งการศึกษาปัจจุบันนี้ผู้วิจัยได้ติดตามการแสดงออก
ของ CD133 โดยติดตามการแสดงออกของ AC133 epitope นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้ติดตามการแสดงออกของ 
stem cell markers อื่นๆ เช่น EpCAM และ SOX2 ด้วย เพื่อดูการแสดงออกร่วมกัน และก าลังอยู่ในระหว่าง
การแปลผลโดยพยาธิแพทยแ์ละรวบรวมผลเพื่อการวิเคราะห์ทางสถิติต่อไป 
 นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาการแสดงออกของ CD133 ในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ าดีและได้
เลือกเซลล์ M214 ซึ่งมีการแสดงออกของ CD133 ในระดับต่ าที่สุด เพื่อน ามาใช้เป็นต้นแบบในการศึกษา โดย
ผู้วิจัยได้ใช้การคัดแยกเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 ออกจากเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 โดย
อาศัย magnetic column และ CD133 microbead kit พบว่าสามารถคัดแยกเซลล์ที่มีการแสดงออกของ 
CD133 ได้บริสุทธิ์ 89.1% และเรียกเซลล์ดังกล่าวว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 (CD133+) และเซลล์
ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ได้บริสุทธิ์ 99.8% และเรียกเซลล์ดังกล่าวว่าเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ 
CD133 (CD133-) เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 และเซลล์ที่ไม่มี
การแสดงออกของ CD133 พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Leelawat K. ที่เคยมี
รายงานมาก่อนว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 และเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 ไม่มีความ
แตกต่างกันของการเจริญเติบโต เมื่อวัดในระบบ in vitro และเมื่อเปรียบเทียบจ านวน side population 
cells ซึ่งเป็นคุณลักษณะของ cancer stem cells พบว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 มี side 
population cells มากกว่าเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 เล็กน้อย และเมื่อเปรียบเทียบการก่อมะเร็ง
ของเซลล์ทั้ง 2 กลุ่มในหนูที่พร่องภูมิคุ้มกันพบว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของ CD133 มีการเจริญเติบโตที่ดีกว่า
เซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ CD133 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
 ผลจากการศึกษานี้สรุปได้ว่าการแสดงอออกของ CD133 ในมะเร็งท่อน้ าดีมีการแสดงออกที่
หลากหลายและมีการแสดงออกในบางส่วนของตัวอย่างมะเร็งเท่านั้น อย่างไรก็ดีพบว่าเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็ง
ท่อน้ าดีที่มีการแสดงออกของ CD133 บนผิวเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้เร็วกว่าเซลล์ที่ไม่มีการแสดงออกของ 
CD133 แต่ไม่พบความแตกต่างของการเจริญเติบโตเมื่อเปรียบเทียบในหลอดทดลอง ( in vitro) ดังนั้นการ
แสดงออกของ CD133 อาจจะเป็นตัวบ่งชี้ถึงการเจริญเติบโตของมะเร็งท่อน้ าในผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีบางกลุ่มได้  
 การศึกษาเชิงลึกถึงคุณสมบัติของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีที่มีการแสดงออก CD133 เกี่ยวกับการแสดงออก
ของยีนหรือโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต การแพร่กระจายและการดื้อยาเคมีบ าบัด ในอนาคตจะมี
ประโยชน์ในการรักษาแบบมุ่งเป้าที่มีประสิทธิภาพต่อไป  
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