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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันมะเร็งเปนโรคที่เปนสาเหตุทําใหประชากรเสียชีวติทั่วโลกทั้งในประเทศที่พฒันา
แลวและประเทศที่กําลังพัฒนา ซ่ึงรวมถึงประเทศไทย จากสถิติของสถาบันมะเร็งแหงชาติประจําป 
พ.ศ 2548 พบวาผูปวยไทยทีเ่ขามารับการตรวจรักษาจํานวน 26,558 ราย เปนมะเร็งจํานวน       
2,925 ราย คิดเปน 11 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนปญหาทางดานสาธารณสุขทําใหเสียคาใชจายสูงในการ
บําบัดรักษาผูปวยมะเร็ง มะเร็ง คือ กลุมของโรคที่มีสาเหตุหลักจากการกลายพันธุของเซลลรางกาย 
โดยมักมีความผิดปกติที่ดีเอน็เอ หรือสารพันธุกรรม สงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโต มีการแบงตัว
เพื่อเพิ่มจํานวนเซลลอยางรวดเรว็และมากกวาปกติ มีคณุสมบัติเปล่ียนแปลงไปเปนเนื้อรายและ
แพรกระจายไปในอวยัวะตางๆไดอยางรวดเร็ว ในปจจุบนัเปนที่ยอมรับทั่วไปวา มะเร็งมีสาเหตุเกิด
จากปฏิสัมพันธระหวางพนัธุกรรมและสิ่งแวดลอม เชน การไดรับรังสี เชน รังสีอัลตราไวโอเลต
เปนสาเหตุของมะเร็งผิวหนงั  การไดรับสารกอมะเร็ง เชน เบนโซไพรนีจากควันบุหร่ีเปนสาเหตุ
ของมะเร็งปอด Afla-toxin B1 จากถั่วลิสงเปนสาเหตุของมะเร็งตับ การไดรับเชื้อไวรัส เชน      
ไวรัสตับอักเสบบีและซีเปนสาเหตุของมะเร็งตับ เปนตน เทคโนโลยีทางชีววิทยาโมเลกุลที่กาวหนา
ไปอยางรวดเรว็ในปจจบุัน ทาํใหมีการคนพบยีนและความหลากหลายของยีนที่เกีย่วของกับการเกดิ
มะเร็งมากมาย เชน BCR-ABL ในมะเร็งเมด็เลือดขาวชนดิเรื้อรัง (chronic myelogenous leukemia; 
CML) E6 และ E7 ในไวรัสฮิวแมนแพพิลลมา RB1 ในมะเร็งจอตา รวมถึงกลุมยีน Notch ซ่ึงเปน
กลุมยีนที่ทําหนาที่ประมวลรหัสโปรตีน Notch ซ่ึงทําหนาที่เปนตวัรับสัญญาณอยูบนผิวเซลล      
วิถีสัญญาณ Notch มีหนาที่ควบคุมการเพิ่มจาํนวน (proliferation) การแปรสภาพเพื่อทําหนาที่
เฉพาะ (differentiation) และการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) มีรายงานวาความ
ผิดปกติของวถีิสัญญาณ Notch มีความสัมพันธกับการเกดิพยาธิสภาพของมะเร็งหลายชนิด เชน 
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิเฉียบพลัน (T-cell acute lymphoblastic leukemia; T-ALL)  มะเร็งเตานม 
มะเร็งตับ มะเร็งปากมดลูก มะเร็งผิวหนัง และมะเร็งปอด เปนตน ซ่ึงในเซลลมะเร็งเหลานี้มักมีการ
แสดงออกในระดับที่สูงเกนิของโปรตีน Notch และโมเลกลุที่เกี่ยวของกบัวิถีสัญญาณ Notch        
ในปจจุบนัมีวธีิการบําบัดมะเร็ง 3 วิธีคือ ศัลยกรรม ฉายรังสี และการรัษาดวยยาเคมบีําบัด 
นอกจากนั้นนกัวิทยาศาสตรไดใชความรูทางดานอณพูันธุศาสตรของมะเร็ง นําไปสูความเขาใจ
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ธรรมชาติของมะเร็งในระดบัโมเลกุล และมีสวนสําคัญในการพัฒนาการวินจิฉัยและการพยายามหา
แนวทางเลือกใหมในการบําบัดมะเร็ง เชน ใชความรูทางดานอิมมูโนโลยี เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ
ระบบภูมิคุมกนัวิทยาตอมะเร็งใหแข็งแรงขึ้น ซ่ึงเรียกวา Immunotherapy  เชน การนาํโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่สามารถตอตานเซลลหรือองคประกอบของเซลลที่เปนมะเร็งมาใชในการบําบัดมะเร็ง  
การบําบัดโดยใชสารไซโทไคน เชน อินเตอรเฟรอนแอลฟา บีตา แกมมา และ Tumor necrosis 
factor (TNF) alpha เปนตน การปรับปรุงสัญญาณชวยกระตุน เชน การใชเซลลมะเร็งที่แสดง
โมเลกุลชวยกระตุน T lymphocytes การผลิตวัคซีนตอตานมะเร็ง เชน การใช killed tumor cells 
หรือ tumor antigen นอกจากนั้นยังมกีารบําบัดดวยยนีที่จาํเพาะตอยีนที่เปนสาเหตุทําใหเกิดมะเร็ง 
(gene therapy) การคนพบลาสุดคือ small interference RNA (siRNA) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการตอตาน
การทํางานของ RNA ในธรรมชาติ ทําใหนักวิทยาศาสตรมีความสนใจที่จะพัฒนา siRNA             
เพื่อตอตานเซลลมะเร็ง ซ่ึงคาดวาวิธีการเหลานี้จะเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพและความจาํเพาะสูง              
มีผลขางเคียงนอยกวาการใชยาเคมีบําบัด ดังนั้น วิธีการเหลานี้อาจมีบทบาทในการบําบัดมะเร็งที่
จําเพาะไดในอนาคตอันใกลนี้ ดังนั้นในงานวิจยันีจ้ึงมีความสนใจที่จะทําการศึกษานาํสารเคมีที่
สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทส (gamma-secretase inhibitor; GSI) มาใชใน
การกดการสงสัญญาณของวิถีสัญญาณ Notch ในเซลลมะเร็งตางๆ ซ่ึงจะเปนการรักษาแบบจําเพาะ
และอาจเปนแนวทางเลือกใหมในการบําบัดมะเร็ง โดยคาดวาไมนาจะมีผลมากตอการตายของเซลล
ปกติที่ไมมีการสงสัญญาณของ Notch มากเหมือนกับการใชเคมีบําบัดซึง่เปนการรักษาที่สงผลทํา
ใหทั้งเซลลปกติและเซลลมะเร็งตาย ดังนัน้ อาจเปนแนวทางในการนําไปประยุกตใชในการรักษา
มะเร็งแบบจําเพาะตอไปไดในอนาคตได 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

งานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของ GSI ที่มีตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็ง
ของมนุษย 6 ชนิด คือ มะเร็งลําไส (SW620) มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III)  มะเรง็ตับ (HepG2) 
มะเร็งเตานม (BT474) มะเร็งผิวหนัง (A375) และมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) ซ่ึงในงานวิจยันีจ้ะใช 
N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-Butyl Ester (DAPT) ซ่ึงเปน GSI ที่
จําเพาะตอวิถีสัญญาณของ Notch ตัวหนึ่งและศึกษาหนาที่ของ Notch ในการควบคุมการเจริญของ
เซลลไลนมะเร็งของมนุษยดงักลาว เพื่อคนหาองคความรูใหมเกี่ยวกับหนาที่ของวิถีสัญญาณ Notch  
ในเซลลมะเร็งและการพัฒนานํา GSI มาใชในการบําบัดโรคมะเร็งบางชนิดที่มีความจําเพาะตอวิถี
สัญญาณ Notch ตอไป  
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1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. ศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนิด 
2. ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และลิแกนดของ Notch (Jagged1)   

ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนิด โดยวิธี Western blot  
3. ศึกษาการแสดงออกของ Notch1,Notch2, Notch3, Notch4, HES1 และลิแกนดของ 

Notch (Jagged 2, Delta-like 1) ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยที ่GSI มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนโดย
วิธี RT-PCR 

4. ศึกษาผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 
Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยที่ไวตอ GSI โดยวิธี RT-PCR และ Western blot 

5. ศึกษาผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย โดยวิธี
ยอมดวย DNA dye Hoechst 33342  

6. ศึกษาผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยที่ไว
ตอ GSI           



บทที่ 2 

ปริทรรศนวรรณกรรม 

2.1 Notch และวิถีสัญญาณ Notch 

Notch receptor  คือ กลุมยีนที่ทําหนาที่ประมวลรหัสโปรตีน Notch ซ่ึงเปนกลุมโปรตีน    
ที่ทําหนาที่เปนตัวรับสัญญาณแสดงออกบนผิวเซลล วิถีสัญญาณ Notch มีหนาที่ควบคุมการเพิ่ม
จํานวน (proliferation) การแปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะ (differentiation) และการตายของเซลล
แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ในระหวางพัฒนาการของสัตวไมมีกระดูกสันหลังและสัตวมี
กระดกูสันหลัง (Artavanis-Tsakonas,Rand, Lake, 1999) โดยกลุมยีน Notch และยีนตางๆที่
ประมวลรหัสโมเลกุลที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณ Notch ไดถูกอนุรักษไวในระดับสูงในระหวาง
วิวัฒนาการของสัตวชั้นสูง เชน สัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา สัตวเล้ือยคลาน แมลง และสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
เปนตน  

Notch receptor ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมี 4 ชนิด คือ Notch1, Notch2, Notch3 และ    
Notch4 ซ่ึงอยูบนโครโมโซม 9q34, 1p13-p11, 19p13.2-p13.1 และ 6p21.3 ตามลําดับ (Larsson  
และคณะ, 1944; Sugaya และคณะ, 1997) โดย Notch จะมีอันตรกิริยากบัลิแกนด (ligand) 5 ชนิด 
คือ Jagged1, 2 , Delta-like(Dlk) 1, 3, 4 เพื่อกระตุนใหเกิดการสงสัญญาณเขาสูเซลลที่มีการ
แสดงออกของ Notch receptor  

 

 
 

รูปท่ี 2.1 โครงสรางโปรตีนของ Notch receptor และลิแกนดของ Notch (Radtke และคณะ, 2004) 



 5

ลิแกนดของ Notch มีการแสดงออกบนผิวเซลลของเซลลที่จะทําการสงสัญญาณ            
โครงสรางของลิแกนดของ Notch ในสวนของโปรตีนที่อยูภายนอกเซลลประกอบดวยบริเวณ 
Epidermal growth factor (EGF) like repeat บริเวณ DSL (Delta/Serrate/Lag) และบริเวณ  
Cysteine-rich region ซ่ึงพบเฉพาะใน Jagged1 และ Jagged2 เทานั้น และมีสวนที่อยูภายในเซลล
ส้ันๆ พรอมดวยบริเวณที่ผานเยื่อหุมเซลล  

Notch receptor ถูกแปลรหัสเปนโปรตีนในรางแหเอนโดพลาซึม (endoplasmic reticulum) 
ซ่ึงในระหวางกระบวนการนี้ จะถูกตดัดวยเอนไซม fulin-like convertase (Logeat และคณะ, 1998) 
จากนั้นขนสงไปยังผิวเซลลในลักษณะเฮเทอโรไดเมอร (heterodimer) โดยโครงสรางของ Notch 
ประกอบดวยสวนที่อยูนอกเซลล (Notch extracellular domain; NEC) และสวนที่อยูติดกับเยื่อหุม
เซลลรวมไปถึงบริเวณที่อยูภายในเซลล (Notch transmembrane domain; NTM) NEC ประกอบดวย
บริเวณที่ซํ้าๆกันของ Epidermal growth factor (EGF)-like repeat และ Lineage (Lin) domain ซ่ึงมี
ความสําคัญในการทําอันตรกิริยาแบบจําเพาะกับลิแกนด Notch1 และ Notch2 มี EGF-like repeat 
จํานวน 36 ซํ้า แต Notch3 และ Notch4  มี EGF-like repeat จํานวน 34 และ 29 ซํ้าตามลําดับ 
(Lardelli, Dahlstrand, Lendahl, 1994; Uyttendaele และคณะ, 1996; Gallahan และ Callahan,1997)     
NTM ประกอบดวยบริเวณที่ผานเยื่อหุมเซลล (Transmembrane; TM) และบริเวณทีอ่ยูภายในเซลล 
(Intracellular Notch; ICN) ICN ประกอบดวยบริเวณ Membrane-proximal RBP-j-associated 
molecule (RAM) domain บริเวณที่ซํ้าๆกนัของ Ankyrin like repeat (ANK) จํานวน 6 ซํ้า      
Nuclear localization sequences (NLS) 2 ตําแหนง Transactivation domain (TAD ซ่ึงพบเฉพาะใน 
Notch1 และ Notch2) และ Proline-glutamate serine-threonine-rich (PEST domain) โดย RAM 
domain มีหนาที่จับกับ CSL (Tamura และคณะ, 1995) ANK มีหนาที่จบักับโปรตีนอื่นๆ เชน 
Deltex และ Mastermind ซ่ึงเปน negative regulator ของวถีิสัญญาณ Notch (Matsuno และ         
คณะ, 1995; Diederich และคณะ, 1994; Wu และคณะ, 2000) และสามารถจับกับ CSL ไดเชนกัน   
(Fortini และ Artavanis, 1994) NLS มีหนาที่สงสัญญาณให Notch เขาสูเซลล TAD มีหนาที่กระตุน
ให Coactivator มาจับกับ CSL และ PEST domain มีหนาที่ควบคุมความเสถียรของโปรตีน Notch 
(proteasomal degradation) (Roger และคณะ, 1986) ดังรูปที่ 2.1  

วิถีสัญญาณของ Notch เร่ิมตนเมื่อ Notch ทําอันตรกิริยากับลิแกนดของเซลลขางเคียง ซ่ึง
จะเหนี่ยวนําให Notch receptor ถูกตัดดวยเอนไซม tumor necrosis factor-alpha covertnase (TACE) 
ที่บริเวณ NEC (Brou และคณะ, 2000; Mumm และคณะ, 2000) และเอนไซมแกมมาซีครีเทสจะตัด
บริเวณ NTM (Destrooper และคณะ, 1999; Saxena และคณะ, 2001) เพื่อปลดปลอย ICN ใหเปน
อิสระจากบริเวณที่ผานเยื่อหุมเซลล จากนั้น ICN จะเคลื่อนที่เขาสูนิวเคลียส (Struhl และ        
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Adachi, 1998) โดย ICN จะไปทําอันตรกิริยากับโปรตีน CSL ซ่ึงเปน DNA-binding protein          
(Artavanis-Tsakonas และคณะ, 1999) และชักนํา transcription coactivator (CoA) ใหมารวมเปน
สารประกอบเชิงซอนกับ ICN และ CSL นําไปสูการกระตุนยีนเปาหมาย เชน Hairy and enhancer 
of spilt (HES1) ซ่ึงเปน basic helix-loop-helix transcriptional repressor ใหมีการถอดรหัสและ  
แปลรหัสในยนีเปาหมายตอไป เพื่อยับยั้งการแปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะ จึงทําใหเซลลมีการ 
แบงตัวเพื่อเพิม่จํานวน (Kageyama และคณะ, 2000)   ดงัรูปที่ 2.1 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 วิถีสัญญาณ Notch (Sjölund และคณะ, 2005)          
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2.2 มะเร็ง 

มะเร็ง คือกลุมของโรคที่เกิดจากการสะสมของการกลายพันธุในเซลลรางกาย (somatic 
mutation) ของสารพันธุกรรม (Alberts, 2002) โดยพบได 4 แบบ คือ การเปลี่ยนแปลงของเบสเพียง
หนึ่งเบส (point mutation) การขาดหายไปของเบสหรือของยีน (deletion) การเพิ่มจํานวนของเบส
หรือของยีน (amplification) (Schwab, 1999) และการเคลี่อนยายที่อยูของยีน (translocation) 
(Haluska, 1987) สงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโต มีการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลอยางรวดเร็ว
และมากกวาปกต ิโดยไมอยูภายใตกระบวนการควบคุมของรางกายปกติ การเติบโตอยางรวดเรว็นี้
ยิ่งเรงใหมกีารสะสมของการกลายพันธุของยีนในอัตราที่เร็วขึ้นทําใหเซลลเนื้องอกมีคุณสมบัติ
เปล่ียนแปลงไปเปนเนื้อรายและแพรกระจายไปไดอยางรวดเร็ว  

Hanahan และ Weingberg (2000) ไดสรุปคุณสมบัติของมะเร็งที่แตกตางจากเซลลปกตไิว
ดังนี้ คือ สามารถปฏิเสธสัญญาณของเซลลอ่ืนหรือเซลลตนเองที่ส่ังใหหยดุการการแบงตัว สามารถ
ปฏิเสธสัญญาณการแปรสภาพจากเซลลออนไปเปนเซลลที่มีหนาที่เฉพาะ (การพัฒนาของเซลล)  
สามารถหลีกเลี่ยงโปรแกรมการตายของเซลลแบบ apoptosis มีความสามารถในการแบงตัวไดอยาง
ตอเนื่อง (immortalization) สามารถเบียดแทรกอวัยวะขางเคียง (invasion) หรือกระจายไปสูอวยัวะ
อ่ืนที่อยูหางไกล และสามารถสรางเสนเลือดใหม (angiogenesis) การกลายพันธุในภาวะปกติ
สามารถซอมแซมหรือกระตุนใหเซลลเขาสูโปรแกรมการตายได แตการกลายพันธุทีท่ําใหเปน
มะเร็งเปนการกลายพันธุที่สงเสริมการเกิดมะเร็ง ลักษณะสําคัญของการกลายพันธุของเซลลรางกาย
ทําใหเปนมะเร็งเกิดจากเซลลเพียงเซลลเดียว (clonal in origin) ที่มีการกลายพันธุเกดิขึ้นหลายครั้ง
ในเวลาที่ตางกนั (multistep process) ทําใหการกลายพันธุมีความหลากหลายในเซลลมะเร็ง 
(multiple mutations) และในแตละเซลลอาจมีการกลายพันธุที่แตกตางกันไป (genetic 
heterogenecity)  

 
2.3 ยีนมะเร็ง  

ยีนที่มีความเกีย่วของกับการเกิดมะเร็งสามารถแบงออกเปน 2 กลุมตามลักษณะการทํางาน
ที่นําไปสูการเกิดมะเร็ง ไดแก 
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2.3.1 ยีนมะเร็ง (oncogene)  

ยีนมะเร็ง (oncogene) มีที่มาจากยนีโพรโทอองโคยีน (protooncogene) ซ่ึงในภาวะปกติ     
มีหนาที่กระตุนการเพิ่มจํานวน การแบงตวัของเซลล การพัฒนาของเซลล การกําหนดที่อยู           
การเคลื่อนที่ของเซลล การสรางเสนเลือด และภาวะเสถียรของยีโนม โพรโทอองโคยีนจะมีการ
แสดงออกเพื่อใหมีการแบงเซลล และเมื่อใดก็ตามที่ยนีหยุดการแสดงออกเซลลจะหยดุการแบงตวั 
โดยทั่วไปมักมีการแสดงออกในเซลลปกตใินระดบัต่ํา ซ่ึงเมื่อมีการกลายพันธุของโพรโทอองโคยีน
กลายไปเปนยนีมะเร็งมีผลทําใหยนีมีการแสดงออกมากตลอดเวลาหรอืทํางานมากขึน้                
(gain of function mutation) และมีลักษณะเปนยีนเดนในระดับเซลล (autosomal dominant)              
(อภวิัฒน มุทิรางกูร, 2546) เชน ยีนมะเร็งจากไวรัสฮิวแมนแพพิลโลมา E6 และ E7 ซ่ึงสามารถหยุด
การทํางานของยีนตานมะเรง็ p53 และเรทโินบลาสโตมา (retinoblastoma , RB1) ได (Kavamata 
และคณะ, 2002; Jones, Thompson และ Munger, 1997) 

2.3.2 ยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor) 

ยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor) เปนยีนซึง่ในภาวะปกตมิีหนาที่สําคัญในทิศทางที่ยบัยั้ง
การเจริญเติบโต การแบงตวัของเซลลและลักษณะเฉพาะของมะเร็งอื่นๆ ไดแก การสรางเสนเลือด 
การสอดแทรกเบียดทําลายอวัยวะขางเคยีง และการกระจายตัวของมะเรง็ นอกจากนี้ยงัมีหนาที่
สงเสริมการพัฒนาของเซลล การซอมแซมสายดีเอ็นเอ การตรวจสอบลําดับเบสของดเีอ็นเอ และ
การเขาสูโปรแกรมการตายของเซลล ยีนตานมะเร็งจะหยดุการแสดงออกเพื่อใหมีการแบงเซลล 
และเมื่อใดก็ตามที่ยีนทํางานหรือแสดงออกเซลลจะหยุดการแบงตัว เมือ่เกิดการกลายพันธุมีผลทํา
ใหยนีนั้นๆ สูญเสียหนาที ่(loss of function mutation) และมีลักษณะเปนยีนดอยในระดับเซลล 
(autosomal recessive) (อภวิฒัน มุทิรางกูร, 2546) เชน p53 มีหนาที่เปนดานตรวจของวงจรชีวิต  
ของเซลล (cell cycle check point) ซ่ึงพบวามะเร็งมากกวา 60% มกีารกลายพันธุของยนีนี้ ทําให
สูญเสียความสามารถในการตรวจเช็คความถูกตองของยโีนมและการกระตุนใหเซลลที่ผิดปกติตาย 

มีรายงานวา Notch สามารถเปนไดทั้งยีนมะเร็งและยีนตานมะเร็งขึ้นอยูกับชนิดของมะเร็ง
นั้นๆ เชน Notch1 เปนยีนมะเร็งที่พบมีการแสดงออกเกนิใน T-ALL (Ellisen และคณะ, 1991) 
Notch1, Notch2 และ Notch4 เปนยีนมะเรง็ที่พบในมะเรง็เนื้อเยื่อประสานชนิดคารโพซี    
(Karposi’s sarcoma) ในผูปวยติดเชื้อ HIV ที่มีอาการภูมิคุมกันบกพรอง (Curry และคณะ, 2005)  
Notch1 และ Notch2 เปนยนีตานมะเร็งที่พบในมะเร็งปอดชนิดเซลลเล็ก (small-cell lung cancer) 
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โดยสามารถยับยั้งการเจริญโดยทําใหเซลลหยุดการเขาสูวัฏจักรของเซลล (cell cycle arrest) 
(Sriuranpong และคณะ, 2001) 
 
2.4 ความสัมพนัธของ Notch และการเกิดมะเร็ง      

เซลลมะเร็งมักเปนเซลลที่สามารถหลบหลีกกลไกการควบคุมการเจริญของเซลลปกติและ
มักจะอยูในภาวะทีก่ารแปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะยังไมสมบูรณ ซ่ึงมีสาเหตุเกดิจากหลายปจจัย    
ปจจัยหนึ่ง คือ ความผิดปกตใินระดบัยีน ซ่ึงความผิดปกตขิองวิถีสัญญาณ Notch มีความสัมพันธกับ
การเกิดพยาธสิภาพของมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งเมด็เลือดขาวชนิดเฉียบพลัน มะเร็งปากมดลูก 
และมะเร็งเตานม เปนตน ซ่ึงในเซลลมะเรง็เหลานี้มักมกีารแสดงออกในระดับที่สูงของโปรตีน 
Notch และโมเลกุลที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณ Notch ดังรายงานตอไปนี ้

Ellisen และคณะ (1991) ศึกษา T-ALL พบวา Notch1 ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 7 มีการ       
เคลี่อนยายไปเชื่อมตอกับสวนของโปรโมเตอรของ T-cell β receptor ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 9 
t(7;9)(q34;q34.3) ทําใหมกีารสราง mRNA ที่ผิดปกติโดยมีการแสดงออกเฉพาะสวน ICN และ       
มีการแสดงออกเกินเฉพาะใน T lymphocyte เทานั้น   

Weng และคณะ (2004) รายงานวามากกวา 50% ของ Human T-ALL มีการผาเหลาของ  
ยีน Notch1 บริเวณ Heterodimerization ของ NEC และ/หรือบริเวณทางดานปลาย C-terminal ของ 
Notch1 กอใหเกิดการเพิ่มการสงสัญญาณวิถีสัญญาณของ Notch1 มากขึ้น 

Girard และคณะ (1996) รายงานวาเมื่อนําโปรไวรัสติดเชื้อเขาไปในหนูทดลองดัดแปลง
พันธุกรรมที่มียีนกอมะเร็ง (MMTVD/c-myc transgenic mice) ทําใหเกดิกอนมะเร็งทีต่อมไทมัส  
ซ่ึงนาจะเกิดจากการทํางานรวมกันระหวางยีนกอมะเร็ง c-myc และ Notch1 โดยพบวาจีโนมของ
ไวรัสจะเขาแทรกตัวในบริเวณยีน Notch receptor นอกจากนั้น Hoemann และคณะ (2000) รายงาน
วาโปรไวรัสทีม่ีการแทรกตวัในบริเวณของ Notch1 ทําใหเกิดการผาเหลาของยีนมคีวามสัมพันธกับ
การเจริญเปนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิ T-cell ในหนูทดลองดัดแปลงพนัธุกรรมที่มียนีกอมะเร็ง      
c-myc  

Zagouras และคณะ (1995) รายงานวาการยอมเซลลมะเร็งปากมดลูกในระยะเริ่มแรกดวย
วิธี immunohistochemistry พบโปรตีนของ Notch1 และ Notch2 ในไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส   
Rangarajan และคณะ (2001) รายงานวาวิถีสัญญาณ Notch1 ทํางานรวมกับยีน E6 และ E7 ของ 
Human Papilloma Virus ชนดิที่ 16 ซ่ึงเปนยีนมะเร็งในการเปลี่ยนเซลลเยื่อบุผิวปกตใิหกลายเปน
เซลลมะเร็งที่มีการเพิ่มจํานวนอยางไมหยดุยั้ง และสามารถตานทานโปรแกรมการตายของเซลล
แบบอะพอพโทซิสได  
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Dievart, Beaulieu และ Jolicoeur (1999) รายงานวาวิถีสัญญาณจาก Notch1 ทําใหเกดิ
มะเร็งเตานมในหนูทดลอง เมื่อนําโปรไวรสั MMTV ติดเชื้อเขาไปในหนูทดลองที่มีการแสดง   
ออกเกินของ erbB2 อยูแลว โดยโปรไวรัสจะเขาไปแทรกตัวในบริเวณของ Notch1 ทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงเปนมะเร็ง (tumor formation) ไดเร็วขึ้น ซ่ึงเกิดจากการทํางานรวมกนัระหวางการ
แสดงออกที่มากเกิน truncated Nocth1 และ erbB2 

Imatani และ Callahan (2000) ศึกษาการแสดงออกของ Notch4 ในเซลลมะเร็งที่มีการ   
แปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะ พบการถอดรหัสบริเวณ ICN ของ Notch4 ในเซลลมะเร็งหลายชนิด
รวมทั้งเซลลมะเร็งเตานม BT474 และ Hs578T นอกจากนี้ยังมกีารแสดงออกบริเวณ ICN ของ 
Notch4 ใน breast epithelium cell line MCF 10A ทําใหเซลลสามารถเจริญไดในอาหารกึ่งเหลว 
(soft agar) แสดงวาเซลลปกติสามารถเปลี่ยนเปนเซลลมะเร็งที่มีการเพิม่จํานวนอยางไมหยดุยั้งได 
เมื่อมีการแสดงออกเกินของ Notch4 บริเวณ ICN 

Sriuranpong และคณะ (2001) รายงานวาเมือ่นําอะดีโนไวรัสที่มีการแสดงออกมากเกนิ 
ของ truncated Notch1 และ Notch2 ติดเชือ้เขาไปในเซลลไลนมะเร็งปอดชนิดเซลลเล็ก (small cell 
lung cancer cell) 2 ชนิด คือ NCI-H209 และ DMS53 วิถีสัญญาณจาก Notch1 จะชักนําใหเซลล        
NCI-H209 มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวทิยาคือ จากเซลลปกติมีลักษณะแขวนลอยเปลี่ยนแปลง
เปนเซลลที่สามารถเกาะกับพื้นผิวของขวดเพาะเลี้ยงได และวิถีสัญญาณจาก Notch2 มีผลที่
คลายคลึงกันแตมีระดับที่นอยกวา สวนวิถีสัญญาณจาก Notch1 และ Notch2 จะชักนําใหเซลล 
DMS53 มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาคือ จากเซลลปกติมีลักษณะเกาะกับพืน้ผิวของขวด
เพาะเลี้ยงเปลี่ยนแปลงเปนเซลลที่มีรูปรางกลมมากกวาเซลลมะเร็งปกติและไมเกาะกับพื้นผิวของ
ขวดเพาะเลี้ยง นอกจากนั้นวถีิสัญญาณจาก Notch1 และ Notch2 สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ
เซลลไลนมะเร็งปอดชนิดเซลลเล็ก โดยทําใหเซลลหยุดการเขาสูวัฏจักรของเซลล (cell cycle arrest) 
แสดงวา Notch1 และ Notch2 ทําหนาที่เปน tumor suppressor ในมะเรง็ปอดชนิดเซลลเล็ก   

Haruki และคณะ (2005) รายงานวาจากการตรวจชิ้นเนื้อมะเร็งปอดของมนุษยดวยวิธี 
Immunohistochemistry รวมกับเทคนิค Microarray พบวามีการแสดงออกเกินของ Notch3 และ 
Epidermal growth factor receptor (EGFR) มากถึง 39 และ 81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อทําการ
ยับยั้งการทํางานของ Notch3 โดยสรางพลาสมิดที่มียีน Notch3  เฉพาะบริเวณทีจ่ับกบัลิแกนดแต  
ไมมีบริเวณ ICN ทําใหจํานวนและขนาดของโคโลนีใน Soft agar ลดลงอยางมีนัยสําคัญ รายงานนี้
แสดงใหเห็นวาวิถีสัญญาณของ Notch3 มีบทบาทสําคัญในการเจริญของมะเร็งปอด 

Nicolas และคณะ (2003) รายงานวา Notch1 ทําหนาที่เปน tumor suppressor ในเซลล
ผิวหนังของหนูทดลอง ถาในเซลลผิวหนงัที่ไมมีการแสดงออกของ Notch1 จะทําใหมีเซลลผิวหนัง
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มีการเจริญเพิม่ขึ้นและพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็ง (basal cell carcinoma like tumor) เนื่องจากมีการ
แสดงออกของ Waf1 (p21/cip1) ลดลง มีการแสดงออกของ Gli2 เพิ่มขึ้น ทําใหมกีารสงสัญญาณ
ของ Sonic hedgehog (Shh) signaling (ทําหนาที่ควบคุมการพัฒนาของอวัยวะ เชน ปอด ผิวหนัง 
เปนตน) เพิ่มขึน้ และเมื่อไดรับสารเคมีจะเหนี่ยวนําใหเกดิมะเร็งผิวหนงั (skin carcinoma) เร็วขึ้น 

Talora และคณะ (2002) รายงานวาเซลลไลนมะเร็งปากมดลูกระยะสดุทาย (HeLa, C4-I, 
C4-II, SiHa และ Caski) มีการแสดงออกของ Nocth1 ลดลง แต Notch2 คงที่ เมื่อตรวจสอบโดยวิธี 
Immunoblotting, RT-PCR และ Real-time RT-PCR และเมื่อศึกษาการแสดงออกเกนิของ activated 
Notch1 โดยใชอะดีโนไวรสั พบวามีการแสดงออกของ HPV E6 และ E7 ลดลง แสดงวาวิถีสัญญาณ 
Notch1 ในมะเร็งปากมดลูกระยะสุดทายทําหนาที่เปน tumor suppressor 

Parr, Watkins และ Jiang (2004) รายงานวา Notch1 อาจจะเปนยีนกอมะเรง็ในมะเร็งเตานม 
ในขณะที่ Notch2 อาจจะเปนทําหนาทีย่ับยั้งการเกดิมะเร็งเตานม เพราะมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นใน
ผูปวยที่มีอัตรการรอดสูง  

 
2.5 GSI 

แกมมาซีครีเทส (gamma-secretase) เปนเอนไซมที่มีโครงสรางซับซอนประกอบดวยหลาย       
ซับยูนิต ไดแก presinilin (PS) anterior pharynx-defective phenotype (aph-1) nicastrin และ 
presinilin enhancer (pen-2) (Kimbely และคณะ, 2003) โดย PS เปนองคประกอบที่สําคัญ คือเปน
บริเวณเรง (catalytic center) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 

 
 

รูปท่ี 2.3 โครงสรางของเอนไซมแกมมาซีครีเทส (Tian และคณะ, 2003)  
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แกมมาซีครีเทสเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ตัด Notch หลังจากที่ Notch receptor ทําอันตรกิริยา
กับลิแกนดแลว โดยเอนไซมนี้เปนเอนไซมชนิดเดยีวกันกบัที่ทําหนาที่ตดัโปรตีน amyloid  
precursor  protein (APP) ในเซลลประสาท (Destrooper และคณะ, 1999; Selkoe และ Kopan, 2003) 
การเกิดการกลายพันธุของยนีที่เปนองคประกอบของเอนไซมแกมมาซีครีเทส (บริเวณซับยนูิต PS) 
ทําใหมีการตดั APP ในตําแหนงที่ผิดปกตยิงัผลใหเกิดการสะสมของ amyloid-β peptide เพิ่มขึ้นใน
เนื้อเยื่อสมองและสงผลใหเซลลประสาทตาย ซ่ึงเปนสาเหตุหนึ่งของภาวะอัลไซเมอร (Alzheimer’s 
disease) (Citron และคณะ, 1992) ดังนั้น จึงมีการคนควาพัฒนา GSI มาใชในการยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมแกมมาซีครีเทส เพื่อบําบัดภาวะอัลไซเมอรและพบวายาบางชนิดสามารถกดวิถี
สัญญาณจาก Notch ไดเชนกัน (Brerezovska และคณะ, 2000) โดยไดมีการเริ่มนํายาที่มีฤทธิ์
ดังกลาวมาใชในการขัดขวางการสงสัญญาณ Notch ในเซลลมะเร็ง ดงัรายงานตอไปนี้ 

Curry และคณะ (2005) รายงานวา GSI (Z-Leu-Leu-Nle-CHO และ LY-411,575) สามารถ
ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเนื้อเยื่อประสานชนิดคารโพซี (Kaposi’s sarcoma) ทั้งใน
หลอดทดลอง (in vitro) และสัตวทดลอง (in vivo)  

Paris และคณะ (2005) รายงานวา beta secretase inhibitor (Z-VLL-CHO และ DM99-2) 
และ gamma secretase inhibitor (L-658,458 DAPT และ JLK-6) สามารถยับยั้งการเจริญของ  
human brain endothelial cell บน Matrigel โดยไมเปนพิษตอเซลล และกดการสรางเสนเลือดฝอย 
(Capillary structure) ในระดบัหลอดทดลอง  

Hallahan และคณะ (2004) รายงานวา DAPT สามารถลดการเจริญของ medulloblastoma 
ในหนูทดลองได 

O’ Neil และคณะ (2006) รายงานวา หนูทดลองที่ถูกชักนําใหเกิดมะเรง็เม็ดเลือดขาวชนิด 
T-ALL เมื่อไดรับ DAPT จะชักนําใหเซลลเขาสูระยะพกั (G0-G1) 
     Weng และคณะ (2004) รายงานวา GSI (compound E) สามารถยับยั้งการเจริญของ       
เซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-ALL ที่ไมมีการเคลี่อนยาย Notch1 ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 7 
ไปเชื่อมตอกับสวนของโปรโมเตอรของ T-cell β receptor ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 9 
(t(7;9)(q34;q34.3)) โดยทําใหเซลลเขาสูระยะ Go-G1 เพิ่มขึ้น 

สารที่มีฤทธิ์กดเอนไซมแกมมาซีครีเทสมีหลายชนิด เชน JLK-6 L-685,458 Compound E 
LY-411,575 ซ่ึงในงานวจิัยนี้ใช N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-Butyl 
Ester (DAPT) ซ่ึงเปนตัวยับยั้งแบบแขงขัน มีโครงสรางคลายคลึงกับซับสเตรตจึงสามารถแยงจับ
กับเอนไซมได ทําใหเอนไซมไมสามารถจับกับซับสเตรตได โดย DAPT จะจับกับเอนไซมบริเวณ        
carboxyl-terminal fragment ของ Presenilin ซ่ึงเปนบริเวณที่แยกจากบริเวณเรงและบริเวณทีจ่ับกับ
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ซับสเตรต (Morohashi และคณะ, 2006) DAPT มีสูตรโครงสราง แสดงดังรูปที่ 2.3 และมีจําหนาย
เชิงพานิชยเพือ่การวิจยัศึกษา 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.4 สูตรโครงสรางของ N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-Butyl 
Ester (DAPT)  (สูตรโมเลกุล C23H26F2N2O4  MW=432.5)  

2.6 การบําบัดมะเร็งแบบจําเพาะ 

ปจจุบันวิธีการบําบัดโรคมะเร็งที่ใชทั่วไปม ี3 วิธี คือ วิธีศัลยกรรม ฉายรังสี และการรักษา
ดวยยาเคมีบําบัด ซ่ึงแตละวธีิมีขอจํากัดในการรักษา เชน การรักษาดวยยาเคมีบําบัด เปนการรักษา
โดยการรับประทานยาหรือฉีดยาที่มีความสามารถในการฆาหรือทําลายเซลลมะเร็ง ซ่ึงเปนการ
รักษามะเร็งแบบทั้งตัวของผูปวย สงผลใหทั้งเซลลปกติและเซลลมะเร็งตาย เปนผลใหเกดิมีอาการ
ขางเคียงที่รุนแรงได ดังนั้น ในปจจุบนัจึงไดมีความพยายามที่จะนําองคความรูพื้นฐานที่เกีย่วกับยีน
ที่เปนสาเหตุของมะเร็งมาใชในการบําบัดแบบจําเพาะ โดยทําการตั้งเปาการทําลายของยาไปที่
ความผิดปกตทิี่เกิดขึ้นในเซลลมะเร็ง โดยมีผลกระทบนอยตอเซลลปกติ เชน ยารักษามะเร็งเม็ด
เลือดขาวที่มีการแสดงออดของยีน BCR-ABL (Philadelphia chromosome-positive CML) โดยยา 
Gleevec/Glivec หรือ Imatinib (ST-571) ซ่ึงมีฤทธิ์จําเพาะตอเอนไซมไคเนสของโปรตีน BCR-ABL 
ซ่ึงสามารถ ทําใหเซลลที่มี Philadelphia chromosome-positive หายไปได (cytogenic remission)  
ในอัตราที่สูงมากกวาวิธีการรกัษาที่เคยมีมากอนทั้งหมด คือ ยาเคมีบําบดัและ interferon alfa-2b 
เปนตน (Druker และคณะ, 1996; La Rosee, O'Dwyer และ Druker, 2002 )  

การใช GSI ในงานวจิัยนี้จึงเปนความพยายามในการที่จะนําองคความรูที่เกี่ยวกับ Notch    
receptor มาใช เปนการบําบดัแบบจําเพาะตอเซลลมะเร็งบางชนิดที่มีความผิดปกติทีจ่าํเพาะตอวิถี
สัญญาณ Notch โดย GSI จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทสเทานั้น มีผลทําให
ขัดขวางการสงสัญญาณ Notch โดยตรง ทําใหเซลลมะเร็งฝอไปในที่สุด  
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ดังนั้น งานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของ GSI ที่มีตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลน
มะเร็งของมนษุย 6 ชนดิ คือ มะเร็งลําไส (SW620) มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) มะเร็งตับ 
(HepG2) มะเรง็เตานม (BT474) มะเร็งผิวหนัง (A375) และมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) ซ่ึงใน
งานวิจยันีจ้ะใช DAPT ซ่ึงเปน GSI ที่จําเพาะตอวิถีสัญญาณของ Notch ตัวหนึ่งและศกึษาหนาที่ของ 
Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยดังกลาว เพื่อคนหาองคความรูใหมเกี่ยวกับหนาที่ของ Notch 
ในเซลลมะเร็งและการพัฒนานํา GSI มาใชในการบําบัดโรคมะเร็งบางชนิดที่มีความจําเพาะตอ    
วิถีสัญญาณ Notch  ตอไป  



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

3.1 อุปกรณท่ีใชในการดําเนนิการทดลอง 

1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, JAPAN 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Memmert, Germany 
4. เครื่องชั่งรุน PG-200-S และ AG 285 ของบริษัท METLER TOLEDO, Switzerland 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
6. ตูบม 37ºซ บรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5 % (5 % CO2 incubator) รุน 311 ของ

บริษัท Thermo electron corporation   
7. เครื่องปนเหวี่ยงชนดิตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene® ของบริษัท  
    Profuge                                     
8. เครื่องปนเหวี่ยงชนดิควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท  
     Kubota, Japan  
9. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow cabinet) รุน H1 ของบริษัท Lab service LTD part 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lamda 25 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) รุน S20-K ของบริษัท Mettler Toldo 
12. ตูแชแข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70ºซ รุน ULT 1786 ของบริษัท 

FORMA Scientific, USA 
13. ตูแชแข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20ºซ รุน MDF-U332 ของบริษัท 

SANYO Electric, Japan 
14. ตูเย็น 4 ºซ รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 
 15. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)             

รุน Mupid-2 Advance ของบริษัท Cosmo Bio  
16. ชุดเครื่องมือทํา SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Protein III System) ของ

บริษัท Biorad, USA 
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17. ชุดเครื่องมือทํา semi-dry electrophoretic transfer cell รุน Trans-Blot® SD ของบริษัท 
Bio-Rad, USA 

18. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 
USA 

19. อุปกรณสําหรับถายภาพ Gel Documentation และ โปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 
4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA 

20. ทิปปลอดอารเอ็นเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 2 , 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
21. เครื่องปมอากาศ (air pump) 
22. หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Corning Incorporation, USA                     
23. ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 100 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA                      
24. บีกเกอร 
25. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 0.22 ไมโครเมตร  
26. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยี่หอ Taylor-Wharton       

Cryogenics ของบริษัท Harsco corporation, USA 
27. Cane ใสหลอดเก็บเซลล 
28. ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark 
29. ถาดเลี้ยงเซลล 24 หลุม (tissue culture plate 24 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark 
30. จานเลี้ยงเซลลขนาด 35 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร ยี่หอ Corning Incorporation, USA 
31. ภาชนะเลี้ยงเซลล (Tissue culture Flask ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ยี่หอ Corning 

Incorporation, USA 
32. ปเปตตแกว (seropipette) 1, 5 และ10 มิลลิลิตร 
33. กลองฟลูออเรสเซนซ (Fluorescence microscope) ของบริษัท Nikon 
34. กลองถายรูป USB High-Definition CCD Camera รุน artcam-2000SH ของบริษัท 

Artray 
35. กลอง inverted microscope ของบริษัท Olympus 
36. กระดาษกรอง (filter paper) 
37. ฮโีมไซโทมิเตอร (Haemocytometer) ของบริษัท Boeco 
38. ฟลมเอ็กซเรย (Kodak Medical x-ray flim) 
39. ถาดประกบฟลม ของบริษัท OKAMOTO 
40. เข็มฉีดยา 
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41. กระบอกฉดียาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
42. ตะเกยีงแอลกอฮอล 
43. Cover Slip 
44. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P2 P20 P100 และ P1000 ของบริษัท Gilson, France 
  - ปริมาตร 0.01 – 2        ไมโครลิตร 
  - ปริมาตร 0.1 – 20        ไมโครลิตร 
   - ปริมาตร 10 – 100      ไมโครลิตร 
                - ปริมาตร          100 –1000    ไมโครลิตร                                               
45. แผนกระจกสไลด  
46. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน Elx 800 ของบริษัท Bio-tek 

instrument 
47. เครื่องปนเหวีย่ง Hettich รุน Rotafix 32 ของบริษัท Becthai, Germany    
48. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbera รุน MW-2020 
49. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ยี่หอ Clifton Ceraplate        
50. ที่ขูดเซลล (cell lifter) 
51. พาราฟลม (Parafilm) 
52. กระบอกตวง (cylinder) 
53. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, 

USA                     
54. หลอดพีซีอาร (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, 

USA 
55. หลอดไมโครเซนตริฟวจ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen     

Scientific, USA 
56. เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid) ยี่หอ Drummond 
57. พลาสติกใส (Wrap membrane) 
58. Polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane ของบริษัท Amersham Biosciences, UK 
59. ตูบมอุณหภูมิ 37ºซ ซ่ึงมีเครื่องเขยา (shaker) 
60. คิวเวต ขนาด 0.4 เซนติเมตร ของบริษัท Biorad, USA 
61. Heat block รุน Thermomixer compact ยี่หอ eppendroft  
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

1. Dimethysulfoxide (DMSO) ของบริษัท Sigma, USA 
2. Trisma base (tris[hydroxymethyl] aminomethane, C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA 
3. Sodium azide ของบริษัท Merck, Germany 
4. Glutaroldehyde ของบริษัท Merck, Germany 
5. Alcohol 70% 
6. Hoechst 33342 (Bisbenzimide) ของบริษัท Sigma, USA 
7. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
8. Potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
9. Sodium Chloride (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
10. Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
11. Sodium di-hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
12. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) ยี่หอ Anala® ของบริษัทBDH, UK 
13. Trypsin-EDTA ของบริษัท Hyclone  
14. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) ของบริษัท Hyclone 
15. Sodium pyruvate ของบริษัท Hyclone 
16. DAPT ของบริษัท Merck, Germany 
17. MTT (3-(4,5-dimethlthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ของบริษัท Bio 

Basic inc, Canada 
18. น้ํายาสกัด RNA (Trizol reagent ) ของบริษัท Invitrogen , UK 
19. DEPC (diethylpyrocarbonate ) ของบริษัท Sigma, USA 
20. 100 bp DNA ladder ของบริษัท Fermentus, Canada 
21. Random hexamer ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
22. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Fermentus, Canada 
23. HPLC water ของบริษัท Merck, Germany 
24. Tag polymerase ของบริษัท Fermentus, Canada 
25. M-MuLV reverse transcriptase ของบริษัท Fermentus, Canada 
26. dNTP mix ของบริษัท Fermentus, Canada 
27. Agarose gel ของบริษัท Research organics 
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28. Absolute alcohol ของบริษัท Merck, Germany 
29. Isopropanol ของบริษัท Merck, Germany 
30. Ethidium bromide 
31. Protease inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
32. Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรยีมดภูาคผนวก ข) 
33. Buffer B สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรยีมดภูาคผนวก ข) 
34. Sodium dodecyl sulfate (SDS) ของบริษัท Sigma, USA 
35. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
36. Acrylamide/Bisacrylamide 40% solution ของบริษัท Sigma, USA 
37. TEMED (N,N,N′,N′-Tetramethyethylenediamide) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
38. Amonium persulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada  
39. β-mercapto-ethanol ของบริษัท Sigma, USA  
40. Dithiothreitol (DTT) ของบริษัท USB corporation, USA 
41. ECL western bloting ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
42. Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 
 43. Tris buffer pH 8.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
44. Tris buffer pH 6.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
45. Prestain molecular weight marker ของบริษัท Fermentus, Canada 
46. Glycerol ของบริษัท Cario ERBA, France  
47. Bromphenol blue ของบริษัท Sigma, USA 
48. BCATM protein assay ของบริษัท PIERCE 
49. Bovine serum albumin (BSA) ของบริษัท Sigma, USA 
50. น้ํายาลางฟลม ของบริษัทเจเนเซน 
51. Fetal Bovine Serum (FBS) ของบริษัท Hyclone  
52. น้ํายาทาเลบ็ 
53. อาหารเลี้ยงเซลล (RPMI 1640) ของบริษัท Hyclone 
54. G418 (Antibiotic G418 sulfate) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
55. Gentamycin sulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
56. Trypan blue 0.5%w/v ของบริษัท Biochrom AG, Germany 
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57. พลาสมิด pcDNA3 ของบริษัท Invitrogen ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor 
Barbara Osborne, University of Massachusetts, USA) 

58. พลาสมิด pcDNA3-ICN1ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Barbara Osborne, 
University of Massachusetts, USA) 

59. Fugen6 reagent ของบริษัท Roche 
60. QIA prep spin miniprep kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
61. Escherichia coli สายพันธ DH5α 

62. Amplicilin ของบริษัท Bio Basic inc, Canada  
63. Mouse anti-actin ของบริษัท Chemicon international   
64. Rabbit anti-Notch1 ของบริษัท Sata cruz Biotechnology                 
65. Rabbit anti-Cleaved Notch1 ของบริษัท Cell signal technology   
66. Goat anti-Jagged1 ของบริษัท Sata cruz Biotechnology                                 
67. Sheep anti-mouse IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
68. Donkey anti-rabbit IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
69. Rabbit anti-goat IgG-HRP ของบริษัท Sigma, USA  
                   

3.3 เซลลไลนมะเร็งของมนษุย 

Jurkat (Human acute T cell leukemia)   ATCC no. CRL-2063 
HepG2 (Human liver hepatoblastoma)      ATCC no. HB-8065 
A375 (Human malignant melanoma)   ATCC no. CRL-1619 
SW620 (Human colorectal adenocarcinoma)  ATCC no. CCL-227 
BT474 (Human ductal carcinoma)   ATCC no. HTB-20 
KATO III (Human gastric carcinoma)   ATCC no. HTB-103 
 

3.4 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.1 
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ตารางที่ 3.1 แสดงโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 
ยีน Gene Bank 

acession 
number 

Anealin
g temp. 

(ºซ ) 

ลําดับนิวคลีโอไทด ( 5′-3′ ) เอกสารอางอิง 

Notch1 AF 308602 55 Fwd CAGCCTGCACAACCAGACAGA 
Rev TGAGTTGATGAGGTCCTCCAG 

ออกแบบใน
งานวิจยันี ้

Notch2 AF 315356 55 Fwd TGAGTAGGCTCCATCCAGTC 
Rev TGGTGTCAGGTAGGGATGCT 

Nijjar  
และคณะ, 
2001 

Notch3 U97669 56 Fwd TCTTGCTGCTGGTCATTCTC 
Rev TGCCTCATCCTCTTCAGTTG 

Nijjar  
และคณะ, 
2001 

Notch4 U95299 56 Fwd CACTGAGCCAAGGCATAGAC 
Rev ATCTCCACCTCACACCACTG 

Nijjar  
และคณะ, 
2001 

Hes1 NM 005524 55 Fwd ACGACACCGGATAAACCAAA 
Rev CGGAGGTGCTTCACTGTCAT 

Chiarmonte 
และคณะ, 
2005 

Jagged2 AF029778 57 Fwd AATGGTGGCATCTGTGTTGA 
Rev GCGATACCCGTTGATCTCAT 

Chiarmonte 
และคณะ, 
2005 

Dlk1 NM003836 58 Fwd CCACGCAGATCAAGAACACC 
Rev TTGCTATGACGCACTCATCC 

Hopfer  
และคณะ, 
2005 

β- actin NM001101 55  Fwd ACCAACTGGGACGACATGGACAA 
Rew GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

Kuroda     
และคณะ, 
2002 

 
 



 22

3.5 แอนติบอดีท่ีใชในการทํา Western blot 

แอนติบอดีทีใ่ชในการทํา Western blot ที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3.2 
 

ตารางที่ 3.2 แสดงแอนติบอดีท่ีใชในการทํา Western blot 

 
แอนติเจน อัตราสวนแอนติบอดีปฐมภมูิตอ 

Bloking solution 
อัตราสวนแอนติบอดีทุติยภมูิตอ 
Bloking solition 

Notch1 Rabbit anti-Notch1                1:1,000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
Cleaved  
Notch1 

Rabbit anti-Cleaved Notch1  1:1,000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 

Jagged1 Goat anti-Jagged1                  1:1,000 Rabbit anti-goat IgG-HRP     1:12,000 
Actin Mouse anti-actin                    1:5,000  Sheep anti-mouse IgG-HRP  1:5,000 
 

 
3.6 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งของมนษุย 

นําเซลลมะเร็งทั้ง 6 ชนิด (HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat)           
ซ่ึงแชแข็งอยูในถังไนโตรเจนเหลวออกมาเลี้ยง โดยแชหลอดเก็บเซลลในอางน้ําอุน 37°ซ ทันที        
แกวงหลอดไปมาใหน้ําแข็งละลายอยางรวดเร็วโดยใหรอยตอของฝาหลอดอยูเหนือระดับน้ําเสมอ       
เช็ดหลอดดวยแอลกอฮอล 70% ใชปเปตตแกวดูดเซลลแขวนลอยใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจทีม่ี
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่ปราศจากซีรัม (serum free media) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ดวยเทคนคิ
ปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ นําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง   
เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่มี fetal bovine serum (FBS) ความเขมขน 10% HEPES ความ
เขมขน 1% sodium pyruvate ความเขมขน 1% gentamycin ความเขมขน 1 มิลลิกรัมเปอรมิลลิลิตร 
หรือ complete media ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใชปเปตตแกวดดูขึ้นลงใหเซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว 
จากนั้นดูดใสในภาชนะเลี้ยงเซลล (ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลล
ภายใตกลองจลุทรรศนหัวกลับ นําไปบมใหเซลลเจริญในตูบมอุณหภมูิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% 
ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับทุกวัน เมื่อเซลลเจริญหนาแนนทําการ
เปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3-4 วัน (กลัยาณี จิรศรีพงศพันธ, 2547) ดังนี ้
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3.6.1 การเปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลเกาะผิวดวยเอนไซมทริปซิน (HepG2, SW620,  
KATO III, BT474 และ A375) 

ใชปเปตตแกวดูดอาหารเลี้ยงเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลลออกใหหมดดวยเทคนิคปลอดเชื้อ
ภายในตูปลอดเชื้อ ลางเซลลดวยสารละลาย PBS (ปลอด Ca2+ และ Mg2+) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เอียงใหทั่วผิวภาชนะเลี้ยงเซลล 5-6 คร้ังแลวดูดทิ้ง เติม trypsin-EDTA ความเขมขน 0.25%  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร สังเกตุภายใตกลองจุลทรรศน เมื่อเซลลเร่ิมหดตัวแลวดูด trypsin-EDTA    
ความเขมขน 0.25%  ทิ้ง ใชเวลาประมาณ 3-5 นาที (ขึ้นอยูกับชนดิของเซลล) เติมอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI-1640 ที่ปราศจากซีรัมปริมาตร 5 มิลลิลิตรและดูดสารละลายชะเซลลใหหลุดออกจากภาชนะ
เล้ียงเซลล ดูดใสหลอดเซนตริฟวจนําไปปนที่ความเรว็ 1,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิง้ 
เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชปเปตตดูดขึน้ลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลี้ยงเซลล
ขวดใหมเพื่อเพิ่มจํานวนหรอืนําไปใชในการทดลองตอไป หรือนํากลับไปแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวขึ้นอยูกับวตัถุประสงค การนําไปใชตอไป หรือถาตองการเลี้ยงในภาชนะเดิม 
หลังจากชะเซลลใหหลุดออกจากภาชนะเลี้ยงเซลลแลวใหเหลือเซลลไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม complete media ใหมีปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 
37°ซ บรรยากาศ CO2 5% ตอไป 

3.6.2 การเปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลแขวนลอย (Jurkat)  

ใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลขึ้นลงเบาๆ 2-3 คร้ัง เพื่อทําใหเซลลที่จบักลุม
เปนกอนใหหลุดแยกเปนเซลลเดี่ยวๆ ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ ดูดใสหลอด          
ไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม complete 
media ใชปเปตตดูดขึ้นลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลี้ยงเซลลใหมเพื่อเพิม่จํานวนหรือนําไปใชใน
การทดลองตอไป หรือนํากลบัไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวขึ้นอยูกับวัตถุประสงคการนําไปใช
ตอไป หรือถาตองการเลี้ยงในภาชนะเดิมใหใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลขึ้นลง
เบาๆ 2-3 คร้ัง ดูดทิ้ง โดยเหลือสารละลายไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตรจากนั้นเติม complete media 
ใหมีปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% 
ตอไป 
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3.6.3 การเก็บรักษาเซลลแบบถาวรในไนโตรเจนเหลว 

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากการปนในขอ 3.6.1 และ 3.6.2 มาเทสวนใสทิ้งและ          
ใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตวั เติมอาหารสําหรับเก็บเซลลแชแข็งปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ก) ดูดขึ้นลงเบาๆ แลวดูดใสในหลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) เก็บในตูเยน็ -80°ซ 
นาน 1 วนัแลวนําไปเก็บในถงัไนโตรเจนเหลว 

3.6.4 การนับจํานวนเซลลไลนมะเร็งของมนุษย โดยตรงดวยฮีโมไซโทมิเตอร    
(haemocymeter) 

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากการปนในขอ 3.6.1 และ 3.6.2 มาเทสวนใสทิ้งและ         
ใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตวั เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ      
แลวปเปตตเซลลปริมาตร 11 ไมโครลิตรลงตรงชองวางระหวางตัวฮีโมไซโทมิเตอร กับ cover slip         
นับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ โดยนับเซลลในชองสี่เหล่ียมใหญ 1 มุม                
(16 ชองเล็ก) และคํานวณจํานวนเซลลตามสูตรตอไปนี้ 

 
จํานวนเซลลที่นับได (เซลล/มิลลิลิตร) = จํานวนเซลลทั้งหมดที่นับได x 104 

                                                                                   4 
 

3.6.5 การนับจํานวนเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีมีชีวติ โดยยอมดวยสี trypan blue  

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากการปนในขอ 3.6.1 และ 3.6.2 มาเทสวนใสทิ้งและ         
ใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตวั เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ 
ปเปตตเซลลปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ เตมิ Trypan blue ความเขมขน
0.5%w/v ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ปเปตตเซลลปริมาตร 11 ไมโครลิตรลงตรง
ชองวางระหวางตัวฮีโมไซโทมิเตอร กับ cover slip นับจาํนวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ 
โดยนับเซลลในชองสี่เหล่ียมใหญ 1 มุม (16 ชองเล็ก) และคํานวณจํานวนเซลลตามสูตรตอไปนี ้

 
จํานวนเซลลที่นับได (เซลล/มิลลิลิตร) = จํานวนเซลลทั้งหมดที่นับได x 104x2 
                                                                                            4 
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3.7 ศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนดิ 

เตรียมเซลล  HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat ความเขมขน 1x105 
เซลล/มิลลิลิตร แปรความเขมขนของ GSI และ DMSO ที่ใชในการทดสอบ โดยทําการเจือจาง GSI 
ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ซ่ึงทําละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 100% ที่อัตราสวน 
1:200 ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัมลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ จากนัน้นาํมาเจือจางลง  
2 เทา ลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม โดยทํา 3 ซํ้า เพื่อใหไดความเขมขนของ GSI เทากบั 0, 0.032, 
0.016, 0.8, 10, 20 และ 100 ไมโครโมลาร และ DMSO เทากับ  3.2x10-7, 1.6x10-6, 8x10-5, 4x10-4, 
2x10-3 และ 1x10-2 เปอรเซ็นต จากนัน้เติมเซลลที่ตองการทดสอบจํานวน 50 ไมโครลิตรตอหลุม 
ดังนั้น ความเขมขนสุดทายของ GSI เทากบั 0, 0.016, 0.008, 0.4, 5, 10 และ 50 ไมโครโมลาร และ 
DMSO เทากับ 1.6 x 10-7, 0.8 x 10-6 , 4 x 10-5, 2 x 10-5, 1 x 10-3 และ 5 x 10-3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 วัน ในวนัที่ 4 เติม MTT 
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมเปอรมิลลิลิตร (Mosmann, 1983) ซ่ึงละลายใน PBS ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรตอหลุม บมไวในตูบมอุณหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม 
HCl ความเขมขน 0.04 N ในไอโซโพรพานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมโดยใชปเปตต 
หลายชอง (multi channel pipette) ดูดขึ้นลงใหตะกอนสีมวงละลายจนหมด จากนั้นนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader และคํานวณหาเปอรเซ็นตการมีชีวิต
ของเซลล (%viability) โดยใชสมการตอไปนี้ 

 
%Viability = (ODtest average-ODblank average) x 100 
                      ODcontrol cell average- ODblank average 

 
ODtest average =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลที่ใชทดสอบดวย GSI หรือ DMSO 

  ODcontrol cell average =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลล   
 ODblank average =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม 

  
3.8 ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และลิแกนดของ Notch (Jagged1) ในเซลล
ไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนดิ โดยวิธี Western blot 

3.8.1 การสกัดโปรตีนสาํหรับวิเคราะหโดย Western blot 
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ทําการสกัดโปรตีนเซลลไลนมะเร็งของมนษุย 6 ชนดิโดยเซลลเกาะผิวใหทําการขูดเซลล
ใหหลุดออกจากผิวภาชนะเลี้ยงเซลลโดยใชที่ขูดเซลล (rubber policeman) สวนเซลลแขวนลอย
สามารถนํามาสกัดโปรตีนไดเลย โดยใชปเปตตดูดใสหลอดไมโครเซนตริฟวจปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
นําไปปนที่ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ใชนิว้เคาะหลอดไมโครเซนตริฟวจ
เบาๆ ใหตะกอนเซลลกระจาย ปนลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที        
นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ปนลางดวย buffer A (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรที่ความเร็ว 
3,000 รอบ/นาที นาน 5 นาท ีเทสวนใสทิ้ง เติม buffer B (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร   
เติม protease inhibitor ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปปนทีค่วามเร็ว 7,500 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ 
นาน 5 นาที เกบ็สวนใสใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหมเกบ็ที่อุณหภูมิ -80°ซ 

3.8.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bicinchoninic Acid Assay ( ฺBCA assay) 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA assay โดยใชชุดทดสอบ BCATM protein 
assay kit ของบริษัท PIERCE ตามคําแนะนําของผูผลิต ดังนี้ เตรียม working reagent ดวยการผสม 
รีเอเจนต A กับ รีเอเจนต B ในอัตราสวน A:B = 50:1 จากนั้นเตรยีมสารมาตรฐาน BSA และ      
สารตัวอยาง โดยทําการเจือจางดวยน้ําปลอดประจใุนถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุมซึ่งสารมาตรฐาน BSA       
1 มิลลิกรัมตอมิลลิตร เจือจางลง 2 เทาดวยน้ําปลอดประจุที่ความเขมขน 0, 31.25, 62.5, 125, 250, 
500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิตร และสารตัวอยางเจือจางที่ความเขมขน 1:10 จํานวน 10 
ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุ (ทําสองหลุมตอหนึ่งตัวอยาง) เติม working reagent ลงไปในหลุม  
ที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยางหลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม เบาๆ 
ประมาณ 30 วนิาที กอนนําไปเขาตูบม 37°ซ เปนเวลา 30 นาที จากนัน้นําถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม
ออกมาวางไวใหเย็นที่อุณหภมูิหองประมาณ 2-3 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตรโดยใชเครื่อง microplate reader  

3.8.3 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

เตรียมเจล SDS-polyacrylamide gel ขนาด 8.3x8.3 เซนติเมตรหนา 1.5 มิลลิเมตรโดย
separating gel และ stacking gel ใช acrylamide ความเขมขน 8% และ 5% ตามลําดับ (ภาคผนวก ข) 
เตรียมตัวอยางทดสอบความเขมขน 30 ไมโครกรัมโดยปรับใหมีปริมาตร 30 ไมโครลิตรดวย        
น้ําปลอดประจุ เติม staining buffer 30 ไมโครลิตรผสมให เขากันนําไปตม 100°ซ เปนเวลา 5 นาที 
เพื่อทําลายโครงสรางทุติยภมูิของโปรตีน หยอดสารละลายโปรตีนแตละตัวอยางและโปรตีน
มาตรฐานที่ทราบน้ําหนกัโมเลกุลลงในชอง SDS-polyacrylamide gel ทําการแยกโปรตีนดวย
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กระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที ใน Western blot running buffer (ภาคผนวก ข)   
โดยใชชุดเครื่องมือ Protein III System ของบริษัท Biorad 

3.8.4 โอนถายโปรตีนจากเจลไปยงั polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane  

หลังจากแยกโปรตีนดวยวิธีขางตนแลว ตดับริเวณ stacking gel ทิ้ง วัดขนาดของเจล        
นําเจลไปแชใน transfer buffer (ภาคผนวก ข) วางบนเครือ่งเขยาประมาณ 5 นาที ตัดกระดาษกรอง
และ PVDF membrane ใหมขีนาดเทากับเจลจํานวน 6 แผน และ 1 แผนตามลําดับ นําแผน PVDF 
membrane แชในเมทานอลสมับูรณ (absolute methanol) ใหซึมทั่วทั้งแผน ลางดวยน้าํปลอดประจุ   
2 คร้ัง แลวนํามาแชใน transfer buffer จากนั้นนํากระดาษกรองที่แชใน transfer buffer จํานวน        
3 แผน PVDF membrane เจล และ กระดาษกรองที่แชใน transfer buffer จํานวน 3 แผน วางบน
เครื่อง Semi-dry transfer apparatus ตามลําดับ ทําการไลฟองอากาศโดยกลิ้งหลอดแกวบนกระดาษ
กรองและ PVDF membrane เบาๆ 3 คร้ังไปในทิศทางเดยีวกัน หยด transfer buffer ปริมาตรเพียง
เล็กนอย ปดฝาเครื่อง semi-dry western blot ทําการสงถายโปรตีนจากเจลไปยัง PVDF membrane 
โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 60 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 90 นาที ตอเจลหนึง่แผน 

3.8.5 การวิเคราะหการแสดงออกโดยวิธี Western blolt โดยใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ 
Notch1, cleaved Notch1 และ Jagged1 

ปดสวิตซ power supply ของเครื่อง semi-dry western blot จากนั้นเปดฝาเครื่อง             
แกะ PVDF membrane มาแชใน blocking solution (ภาคผนวก ข)  เปนเวลา 5 นาที 2 คร้ัง นํามาแช
ในแอนติบอดปีฐมภูม ิ(primary antibody) ที่จําเพาะตอโปรตีนที่ตองการตรวจสอบซึ่งเจือจางใน 
blocking solution (ภาคผนวก ข) ตามตารางที่ 3.2 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็น 4°ซ ทิ้งไว
ขามคืน จากนัน้นํามาวางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 30 นาที เทแอนติบอดีปฐมภูมใิสในหลอดทดลอง 
ลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 คร้ัง 15 นาที 2 คร้ัง เท PBST ทิ้ง เติม
แอนติบอดีทุตยิภูมิ (secondary antibody) ที่มีเอนไซม Horse-radish peroxidase ติดฉลากอยู ซ่ึงเจือ
จางใน blocking solution ตามตารางที่ 3.2 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 60 นาท ี
ลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 คร้ัง 15 นาที 2 คร้ัง                   

3.8.6 การตรวจสัญญาณดวยวิธี chemiluminescence และ autoradiography 

เตรียมซับสเตรตของเอนไซม horse-radish peroxidase โดยใช ECL Western Blot Reagent 
ของบริษัท Amersham Biosciences โดยผสมรีเอเจนต 1 กับ รีเอเจนต 2 ในอัตราสวน 1:1 (v/v)     
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นํา PVDF membrane แชลงไปในซับสเตรต นาน 30 วินาที ใชปากคีบคีบเมมเบรนวางลงบน
พลาสติกใส (wrap membrane) และปดทบัเมมเบรน ใชกรรไกรตัดพลาสติกใสใหหางจากเมนเบรน
เล็กนอย นําไปวางบนถาดประกบฟลม ใชเทปกาวตดิทัง้สี่มุม ปดฝาถาด นําไปประกบฟลม X-ray 
และลางฟลม X-ray ในหองมืด 

 
3.9 ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1 และลิแกนดของ Notch  
(Jagged 2, Delta-like 1) ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ี GSI มีผลยับยัง้การเพิ่มจํานวนโดยวิธี 
RT-PCR 

3.9.1 การสกัด RNA 

เซลลเกาะผิวใหปล่ียนถายเลีย้งเซลลจากภาชนะเลี้ยงเซลลไปยังถาดเลี้ยงเซลลขนาด         
24 หลุม ตามวธีิทําในขอ 3.6.1 บมในตูบมอณุหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 1-2 วัน     
ใหเซลลเจริญดีและเปนชั้นเดียว (monolayer) ดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ถาเปนเซลลแขวนลอยใหดดู
เซลลปริมาตร 1-1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 1,000   
รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาท ีเทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติมน้ํายา Trizol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในถาด
เล้ียงเซลลขนาด 24 หลุมหรือหลอดไมโครเซนตริฟวจ และใชปเปตตดูดขึ้นลง ตั้งไวที่อุณหภูมหิอง
เปนเวลา 5 นาที เติมคลอโรฟอรม (chloroform) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อแยก RNAใหอยูใน 
aqueous phase ปดฝาหลอดใหสนิท เขยาแรงๆประมาณ 15 วินาที ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 g 
นาน 15 นาที ที่ 2-8°ซ เก็บสวนน้ําใสซึ่งมี RNA อยูใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม
ประมาณ 400-450 ไมโครลิตร เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอน RNA 
ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ หกครั้ง ตั้งไวที่อุณหภมูหิองนาน 10 นาที ปนเหวี่ยง
ดวยความเรว็รอบ 12,000 g นาน 10 นาที ที่ 2-8°ซ หลังจากนั้นสังเกตจุะเห็นตะกอน RNA สีขาว  
เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอน RNA ดวยเอทานอล 75% ในน้ําปลอดประจุปลอด RNAase (DEPC 
water) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมสาร (vortex mixer) ปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 7,500 g นาน 5 นาที เทสวนใสทิง้ คว่ําหลอดไมโครเซนตริฟวจลงบนกระดาษทิชชู     
นานประมาณ 15 นาที สังเกตุตอนแรกจะเห็นตะกอนสีขาว ถาเริ่มแหงจะใสขึ้น เติมน้ําปลอดประจุ
ปลอด RNAase ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมในเครื่องทําน้ําอุนที่อุณหภูมิ 55-60°ซ นาน 10 นาที 
เก็บที่ -80°ซ หรือนําไปวดัปริมาณ RNA 
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3.9.2 การวัดปริมาณ RNA 

เจือจางสารละลาย RNA ที่สกัดได 100 เทา ดวยน้ําปลอดประจุปลอด RNAase โดยปเปตต
สารละลาย RNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในน้ําปลอดประจุปลอด RNA ปริมาตร 198 ไมโครลิตร 
จากนั้นนําไปวัดดดูกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใชน้ําปลอดประจุปลอด RNA เปนตัว
เปรียบเทียบ (blank) คํานวณหาคาเขมขนของ RNA จากสมการดังนี ้

 
ปริมาณ RNA (ไมโครกรัมตอลิตร) = A260 x 40 x dilution factor  
 

              เมื่อกําหนดให RNA 40 นาโนกรมัตอไมโครลิตร มีคาดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 260    
นาโนเมตร เทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ 1999) 

ความบริสุทธิ์ของ RNA คํานวณไดจากอตัรสวนระหวาง A260/A280 คาที่เหมาะสมอยูควรอยู
ในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง ถาคามากกวา 2.0 แสดงวามี DNA 
ปนเปอนสูง  

3.9.3 การสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยรีเวอรสทรานสคริปเทส 

ใช RNA ตัวอยางที่เตรียมไดตามขอ 3.9.2 จํานวน 1 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา เปนตนแบบ 
ในการสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใสในหลอดพีซีอาร เติม random hexamer  ความ
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร เติมน้ําปลอดประจุปลอด RNAase 
จนปริมาตรครบ 11 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมสารและปนเหวี่ยงใหสารละลาย
ตกลงที่กนหลอดพีซีอารประมาณ 2-3 วินาที นําไปใสในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal 
Cycler; Perkin Elmer,USA) โดยตั้งอุณหภมูิที่ 75oซ นาน 15 นาที และ 4oซ นาน 5 นาที นํามาเติม   
5 x Reverse Transcriptase buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร dNPT mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Ribonuclease inhibitor ความเขมขน 20 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร               
1 ไมโครลิตร น้ําปลอดประจุปริมาตร 1 ไมโครลิตรผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสารและ      
ปนเหวี่ยงใหสารละลายตกลงที่กนหลอดพซีีอารประมาณ 2-3 วินาที ตั้งไวที่อุณหภมูิหอง          
นาน 5 นาที เติมเอนไซม Reverse Transcriptase ความเขมขน 200 ยูนิต/ไมโครลิตรปริมาตร           
1 ไมโครลิตร ตั้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 10 นาที จากนัน้ดําเนินปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42oซ เปนเวลา     
60 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70oซ นาน 10 นาที ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เก็บรักษา
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ -80oซ หรือนําไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 
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3.9.4 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR)  

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอจากขอ 3.9.3 เปนตนแบบ
ในปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอร Actin, Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1, Jagged2 และ      
Delta-like1โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังตารางที่ 3.3 

 

ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสม ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตร ความเขมขนสดุทาย 

Taq 10x Buffer 10 เทา 2.5 ไมโครลิตร           1 เทา 
dNPT mix 10 มิลลิโมลาร 1.6 ไมโครลิตร 0.64 มิลลิโมลาร 
Forward primer    10 ไมโครโมลาร 0.5 ไมโครลิตร      0.2 ไมโครโมลาร 
Reverse primer   10 ไมโครโมลาร 0.5 ไมโครลิตร      0.2 ไมโครโมลาร 
Taq polymerase    5 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร    2.5 ยูนิต/ไมโครลิตร 
Mg2+ 25 มิลลิโมลาร    2 ไมโครลิตร      2 มิลลิโมลาร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ    14.9 ไมโครลิตร  
cDNA  2.5 ไมโครลิตร  
ปริมาตรสุทธิ  25 ไมโครลิตร  
  
และดําเนินภาวะการทําปฏิกริิยาดังตอไปนี ้
 
Hot Start ที่อุณหภูม ิ 94ºซ   5 นาที  
Denaturation ที่อุณหภูม ิ 94ºซ 30 วินาท ี  
Annealing ที่อุณหภูม ิ 55ºซ 30 วินาที           30 รอบ 
Extension ที่อุณหภูม ิ 72ºซ 30 วินาท ี  
Final Extension ที่อุณหภูม ิ 72ºซ 10 นาที  
   
หมายเหต ุทุกไพรเมอรใช Annealing Temperature ที่ 55oซ ยกเวน Notch3, Notch4, Jagged2,   
                 Delta-like1 ใช Annealing Temperature ที่ 56, 56, 57 และ 58oซ ตามลําดับ  
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ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอรลิเมอรเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
ตามภาวะการทําปฏิกิริยาที่กาํหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสดวย   
การทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยใชอะกาโรสเจลความเขมขน 2% กระแสไฟฟา 100 
โวลต นาน 30 นาที จากนัน้ยอมอะกาโรสดวยเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที ลางเอธิเดยีมโบรไมดที่เกินออกในน้ํากลั่นปลอดประจุเปนเวลา 5-10 
นาที แลวตรวจดูแถบดีเอน็เอดวยแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร (โดยใชเครื่อง    
Gel doc ของบริษัท Bio-Rad) 

 
3.10 ศึกษาผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 
Notch1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI โดยวิธี RT-PCR และ Western blot  

ทําการศึกษาผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) 
และ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat และ HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน25 และ 
50 ไมโครโมลาร ซ่ึงทําละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 0.025 และ 0.05 เปอรเซ็นต    
ในเซลลไลน Jurkat และ HepG2  ตามลําดับเปนเวลา 4 วนัโดยวิธี RT-PCR และเปนเวลา 4 วัน และ
เปนชวงเวลา 1, 2, 3 และ 4 วัน โดยวิธี Western blot ซ่ึงวิธีทําเหมือนขอ 3.9 และ 3.8  ตามลําดับ 

 
3.11  ศึกษาผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI 
โดยวิธียอมดวย DNA dye Hoechst 33342  

3.11.1 เซลลแขวนลอย (Jurkat) 

เตรียมเซลล Jurkat ความเขมขน 1 x 106 เซลล/ลูกบาศกมลิลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร      
ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม จํานวน 3 หลุม เติม GSI ความเขมขน 25 ไมโครโมลาร   
ซ่ึงทําละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 0.025 เปอรเซ็นต ลงในหลุมที่ 1 และ 2 
ตามลําดับ เล้ียงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37oซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 วัน โดยมีเซลล Jurkat      
ที่เติม etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เล้ียงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37oซ บรรยากาศ         
CO2 5% นาน 12 ชั่วโมงเปนผลบวกควบคมุ ใชปเปตตดดูใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่
ความเร็ว 1,000 รอบ/นาที เทสวนใสทิ้ง ปนลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 1,000 
รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม glutaraldehyde ความเขมขน 1% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   
เก็บไวในที่มดื นาน 2 ช่ัวโมง หรือเก็บไวในตูเยน็ 4oซ ขามคืน ปเปตต glutaraldehyde ความเขมขน 
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1% ทิ้ง นํามาปนลางดวย PBS จํานวน 300 ไมโครลิตร ที่ความเร็ว 1,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที     
เทสวนใสทิ้งเติม PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวในที่มืดนาน 5 นาที ใชปเปตตดูดไวบนกระจกสไลด ปดดวยแผน
กระจกใส (cover slip) ใชน้ํายาทาเล็บปดรอบๆดาน cover slip ตรวจนบัจํานวนเซลลที่มี apoptotic 
nuclei ดวยกลองฟลูออเรสเซนซ 

3.11.2 เซลลเกาะผิว ( HepG2) 

เตรียม HepG2 ความเขมขน 1 x 106 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงจานเพาะเลี้ยง
ขนาด 35 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร จํานวน 3 จาน เติม GSI ความเขมขน 50 ไมโครโมลารซ่ึงทํา
ละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 0.05% ลงในจานเพาะเลีย้งเซลล (ซ่ึงมี cover slip ที่
ปราศจากเชื้อวางอยู) จานที่ 1 และ 2 ตามลําดับ เล้ียงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37oซ บรรยากาศ CO2 
5% นาน 4 วัน โดยมีเซลล HepG2 ที่เติม etoposide ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ซ่ึงเล้ียงเซลลใน
ตูบมที่อุณหภมูิ 37oซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 36 ชั่วโมง เปนเซลลผลบวกควบคุม ใชปเปตตดูด
อาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดทิ้ง เติม glutaraldehyde ความเขมขน 1% 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดนาน 2 ชั่วโมง หรือเกบ็ไวในตูเย็น 4oซ นาน 24 ชั่วโมง ปเปตต
glutaraldehyde ความเขมขน 1% ทิ้ง ลางดวย PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ปเปตต PBS ทิ้ง     
ใชปเปตตดดู PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนกระจกสไลด เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน  
1 มิลลิโมลาร จํานวน 2 ไมโครลิตร ใชคีมคีบแผน cover slip โดยหันดานที่มีเซลลเกาะอยูคว่ําลงบน
กระจกสไลดตัง้ไวในที่มืดนาน 5 นาที ใชน้าํยาทาเล็บปดรอบๆดาน cover slip ตรวจนับจํานวน
เซลลที่มี apoptotic nuclei ดวยกลองฟลูออเรสเซนซ 

 
3.12 ศึกษาผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ 
GSI  

การแสดงออกเกินของ intracellular Notch1 (ICN1) ในเซลลไลน Jurkat และ HepG2  
โดยใชพลาสมดิ pcDNA3 ที่มียีน ICN1 (pCDNA3-ICN1) เฉพาะบริเวณที่ประมวลรหัสระหวาง       
กรดอะมิโนที่ 1759-2556 และพลาสมิด pcDNA3 ที่เปนเวกเตอรพาหะ (ไดรับความอนุเคราะหจาก 
Professor Barbara Osborne, University of Massachusetts, USA) แสดงดังรูป 13.1โดยวิธี      
ทรานสเฟคชัน (transfection) เขาไปในเซลลไลน HepG2 และ Jurkat แบบชั่วคราวและแบบถาวร
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โดยใชกลไกไลโพโซม (liposome) โดยใช Fugene6 reagent ของบริษัท Roche ตามวธีิที่ผูผลิต
แนะนํา และวธีิอิเล็กโทรพอเรชัน (Electroporation) ตามลําดับ ซ่ึงมีวิธีทําดังตอไปนี ้ 

3.12.1 วิธีเตรียมพลาสมิด 

3.12.1.1 การถายโอนพลาสมดิเขาไปในแบคทีเรียเพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิด 
(transformation) โดยวิธี heat-shock  

นํา competent cell (Escherichia coli สายพนัธุ DH5α) ออกมาจากตูแชแข็งจุดเยือกแข็ง
ต่ําอุณหภูมิ -70ºซ ทิ้งไวใหละลายในน้ําแขง็ ปเปตตสารละลายใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ   
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จํานวน 3 หลอด เติมพลาสมิด pCDNA3 และ pCDNA3-ICN1 ปริมาตร     
1 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดที่ 1 และ 2 วางไวในน้ําแข็งนาน 30 นาที นําไปจุมในอางน้ําอุน
ควบคุมอุณหภมูิ 42ºซ นาน 90 วินาที นําไปวางในน้ําแข็งนาน 2 นาที ปเปตตสารละลายในแตละ
หลอดใสในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปวางบนเครื่องเขยา (shaker) 
ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง นาน 60 นาที จากนั้นปเปตตสารละลายปริมาตร               
50 ไมโครลิตรลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ซ่ึงเติมแอมพิซิลลิน (ampicillin) ใหมีความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (LBA) ใชแทงแกว (spreader) แชในแอลกอฮอล 95% ยกแทง
แกวไปเผาไฟบนตะเกียงแอลกอฮอลเพื่อทําใหปราศจากเชื้อ ตั้งทิ้งไวเยน็สักครู นําแทงแกวไป
กระจายเชื้อทีอ่ยูบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LBA ใหทัว่ นําไปบมในตูบมอุณหภูม ิ37ºซ นาน      
16-18 ช่ัวโมง สังเกตุโคโลนี  

ก. 
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ข. 

 
 

รูปท่ี 3.1 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิดท่ีใชในการทดลอง   

ก. แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิด pCDNA3  
ข. แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิด pCDNA3 ที่มียีนของ Notch1 ระหวางกรด     
     อะมิโนที่ 1759-2556 แทรกอยู (pCDNA3-ICN1) ภายใตโปรโมเตอรของ Cytomegalo  
     virus (CMV)  
 

3.12.1.2 การสกัดพลาสมิด 

  นํา Escherichia coli สายพนัธุ DH5α ที่ไดรับพลาสมิด pCDNA3 และ pCDNA3-ICN1   
ในขอ 13.12.1.1 มาทําการสกัดพลาสมิด โดยเขีย่เชื้อโคโลนีเดี่ยวใสในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว LB 
ปริมาตร 2  มิลลิลิตร ซ่ึงเติมแอมพิซิลลินใหมีความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร     
นําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีในตูบมอุณหภูม ิ37ºซ นาน 16-18 ชั่วโมง     
ถายเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเรว็ 3,000 รอบตอ
นาที นาน 30 วินาที เทสวนใสทิ้ง จากนัน้ทําการสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย
ของ QIA prep spin miniprep kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต เก็บรักษา 
พลาสมิดไวทีอุ่ณหภูมิ -20ºซ  
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3.12.1.3 การวัดปริมาณพลาสมิด 

   เจือจางสารละลายพลาสมิดที่สกัดได 50 เทา ดวยน้ําปลอดประจุ โดยปเปตตสารละลาย 
พลาสมิดตัวอยางปริมาตร 3 ไมโครลิตรลงในน้ําปลอดประจุ 147 ไมโครลิตร แลวนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใชน้ําปลอดประจุเปนตวัเปรียบเทียบ คาํนวณหาคา
ความเขมขนของพลาสมิดจากสมการ   

       
ปริมาณพลาสมิด (ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร) = A260 x50xdilution factor 
 
เมื่อกําหนดใหพลาสมิดดีเอ็นเอ 50 นาโนกรมัตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรเทากับ 1.0 
ความบริสุทธิ์ของ DNA คํานวณไดจากอตัรสวนระหวาง A260/A280 คาที่เหมาะสมอยูควรอยู

ในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง ถาคามากกวา 2.0 แสดงวามี RNA 
ปนเปอนสูง  

 

3.12.2 วิธีทราสเฟคชัน  

3.12.2.1 กลไกไลโพโซมโดยใช Fugene6 reagent  

ถายเลี้ยงเซลล HepG2 ดวยเอนไซมทริปซิน ตามวิธีทําในขอ 3.6.1 นับและปรับจํานวน
เซลล เทากับ 5x105 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตรตอหลุม ใสในถาดเลีย้งเซลลขนาด         
24 หลุม จํานวน 3 หลุม บมในตูบม 37ºซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 24 ชัว่โมง ใชปเปตตอัตโนมัติ
ดูดอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่ปราศจาก FBS ความเขมขน 10% ปริมาตร 18.8 ไมโครลิตรลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ปราศจากเชือ้ เติมสารละลาย Fugene6 ของบริษัท Roche ปริมาตร   
1.2 ไมโครลิตรลงไปตรงกลางหลอดไมโครเซนตริฟวจ (หามผัสกับดานขางของหลอด) ผสมให  
เขากันดวยเครื่องปนผสมสารที่ความเร็วรอบสูงสุดนาน 1 วินาที ตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที 
เติม pCDNA3 และ  pCDNA3-ICN1 จํานวน 0.4 ไมโครกรัม ผสมใหเขากันดวยเครือ่งดวยเครื่อง
ปนผสมสารที่ความเร็วรอบสูงสุด นาน 1 วินาที ตั้งไวทีอุ่ณหภูมิหองนาน 15 นาที จากนั้นนําไป 
เติมลงในถาดเลี้ยงเซลล HepG2 ที่เตรียมไว ผสมใหเขากนัโดยการเขยาถาดเลี้ยงเซลลเบาๆ เล้ียง
เซลลในตูบมที่อุณหภูม ิ37oซ บรรยากาศ CO2 5%  นาน 2 วัน เก็บเซลลที่ไดรับพลาสมิดชั่วคราว 
(transient transfection) เพื่อสกัดโปรตีนสําหรับทํา Western blot หรือเติมสารปฎิชีวนะ G418 
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จํานวน 800 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เพื่อคัดเลือกเฉพาะเซลลที่ไดรับพลาสมิด (stable 
transfection) บมเล้ียงเซลลตอไป สังเกตดุวยกลอง inverted microscope ทุกวัน ประมาณ                 
2-3 อาทิตย จะสังเกตุเห็นกลุมเซลลที่ไดรับพลาสมิด ทําการถายเลี้ยงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนเซลล         
โดยลดความเขมขนของสารปฎิชีวนะ G418 ลงครึ่งหนึ่ง       

                                                                                                                         
3.12.2.2 วิธีอิเล็กโทรพอเรชัน 

ถายเลี้ยงเซลล Jurkat ตามวิธีทําในขอ 3.6.2 นับและปรับจาํนวนเซลล เทากับ 1x106 เซลล
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสในคิวเวตต ขนาด 0.4 เซนติเมตร (cuvette 0.4 cm Gap) 
จํานวน 3 คิวเวต แชในน้ําแข็งนาน 5 นาที เติมพลาสมิด pCDNA3 และ pCDNA3-ICN1 จํานวน   
0.5 ไมโครกรัมลงไปในหลอดที่ 1 และ 2 ทําการถายยีนโดยใชเครื่องอเิล็กโทรพอเรเตอรของบริษัท 
Biorad ใชกระแสไฟฟา 280 โวลต 950 µF จากนั้นนําคิวเวตตมาแชในน้ําแข็งนาน 15 นาที         
ใชปเปตตดดูใสในถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม เติม complete media ปริมาตร 500 ไมโครลิตร   
บมเล้ียงเซลลในตูบม 37ºซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 48 ชั่วโมง เติมยาปฎิชีวนะ G418 จํานวน 800 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เพื่อคัดเลือกเฉพาะเซลลที่ไดรับพลาสมิด (stable transfection) บมเล้ียง
เซลลตอไป สังเกตุดวยกลอง inverted microscope ทุกวนั ประมาณ 2-3 อาทิตย จะสงัเกตุเหน็กลุม
เซลลที่ไดรับพลาสมิด ทําการถายเลี้ยงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนเซลล โดยลดความเขมขนของ          
ยาปฎิชีวนะ G418 ลงครึ่งหนึ่ง                                                                                                                                       

เมื่อเซลลที่ไดรับพลาสมิดเจริญดีแลวจะนาํไปตรวจสอบผลการแสดงออกเกินของ ICN1 
โดยวิธี Western blot และศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลที่ไดรับพลาสมิดโดยวิธี 
MTT cell proliferation assay ตามวิธีทําในขอ 3.7 -3.10 ตอไป 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย  6 ชนิด 

การศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย  6 ชนิด คือ  
HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat โดยวิธี MTT proliferation assay พบวา   
GSI สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ Jurkat และ HepG2 โดยไมมีผลกดการเพิ่มจํานวนของเซลล   
ชนิดอื่น ความเขมขนของ GSI ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ Jurkat และ HepG2 คือ 25 และ    
50 ไมโครโมลาร ตามลําดับโดยมีคาเปอรเซน็ตการมีชีวิตของเซลลเทากับ 48 และ 59 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ แสดงผลดังรูปที่ 4.1-4.6 
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รูปท่ี 4.1 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat โดยวิธี MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน 
0.005 % เทากับ 83 %) 

Jurkat 
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รูปท่ี 4.2 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 โดยวิธี MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน 
0.005 % เทากับ 97 %) 
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รูปท่ี 4.3 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย KATO III โดยวิธี         

MTT proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ี         
ความเขมขน 0.005 % เทากับ 88 %) 

HepG2 

KATO III 
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 รูปท่ี 4.4 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย BT474 โดยวิธี MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน  
0.005 % เทากับ 97 %) 
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รูปท่ี 4.5 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย A375 โดยวธีิ MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน   
0.005 % เทากับ 85 %) 

BT474 

A375 



 40

100 99 101 101 105 103
88

0
20
40
60
80

100
120

0 0.016 0.08 0.4 2 10 50
ความเขมขนของ GSI (ไมโครโมลาร)

เปอ
รเซ็

นต
การ

มีช
ีวิต
ขอ

งเซ
ลล



 
รูปท่ี4.6 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย SW 620 โดยวธีิ MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน   
0.005 % เทากับ 92 %) 

 จากผลของ GSI ที่มีตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ดังแสดงขางตน     
จึงทําการศึกษาในหนาที่ของวิถีสัญญาณ Notch ตอการเจริญของสองเซลลไลนนี้ในการทดลอง
ตอไปในงานวจิัยนี ้

 
4.2 การแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และลิแกนดของ Notch (Jagged 1) ในเซลลไลน
มะเร็งของมนษุยท้ัง  6 ชนิดโดยวิธี Western blot      

เพื่อเปนการยนืยันวาในเซลลไลนที่ใชในการวิจยันี้ มีการแสดงออกของโปรตีน Notch1  
จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Cleaved Notch1 และ Jagged 1 ของเซลลไลนมะเร็งของ
มนุษย  6 ชนิด คือ HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat โดยพบวาทกุเซลลไลนมี
การแสดงออกของ Notch1 และ Jagged 1ในระดับทีแ่ตกตางกัน ยกเวน BT474 ไมมีการแสดงออก
ของ Jagged 1 ในเซลลไลนทั้งหมด แถบโปรตีนที่พบเมื่อวิเคราะหโดยใชแอนติบอดีทีจ่ําเพาะตอ 
Notch1 นั้นมขีนาดที่แตกตางกัน และในเซลลไลนบางชนิดก็พบมกีารแสดงออกหลายแถบ ซ่ึงคาด
วานาจะมีสาเหตุมาจากการเกิดการผาเหลาของยีน Notch1 ทําใหโปรตนีที่มีการแสดงออกมีขนาด
เปล่ียนไป โดยมากมีขนาดสั้นลง อีกทั้งเมื่อใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน Notch1 ที่มีการยอย
โดยเอนไซมแกมมาซคีรีเทสพบวาเฉพาะในเซลลไลน SW620 และ Jurkat มีการแสดงออกของ 

SW620 



 41

Cleaved Notch1 ดังแสดงผลในรูปที่ 4.7 ดังนั้น จึงสามารถสรุปเบื้องตนไดวาในเซลลไลนสองชนิด
นี้มีการสงสัญญาณผาน Notch1 อยางตอเนื่อง 

 
ก.  

 
 
ข. 

 
 
ค. 

 
 

รูปท่ี 4.7 การแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และ Jagged 1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat โดยวิธี Western blot  
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ก. การแสดงออกของ Notch1 
ข. การแสดงออกของ cleaved Notch1  
ค. การแสดงออกของ Jagged 1 
 

4.3 การแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1 และลิแกนดของ Notch (Jagged 2, 
Delta-like 1) ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ี GSI มีผลยบัยั้งการเพิ่มจํานวนโดยวิธี RT-PCR 

เพื่อศึกษาวาเซลลไลนที่มีความไวตอ GSI มีการแสดงออกของยีน Notch อ่ืนๆและลิแกนด 
หรือไม จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Jagged 2 และ       
Delta-like 1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat และ HepG2 โดยวิธี RT-PCR พบวาทั้งสอง     
เซลลไลนมีการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Jagged 2 และ Delta-like 1 แตไมมีการ
แสดงออกของ Notch4 ดังแสดงผลดังรูปที่ 4.8 และ 4.9 และเมื่อศึกษาการแสดงออกของยีน Hes1 
ซ่ึงเปนหนึ่งในยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch พบวามีการแสดงออกในเซลลไลนทั้งสองใน
ภาวะปกติ ดังนั้น จึงสรุปไดวาในเซลลไลนทั้งสองนี้มีการสงสัญญาณผานวิถีสัญญาณ Notch     
อยางตอเนื่อง ซ่ึงอาจจะเปนการสงสัญญาณโดยใชลิแกนดที่มีการแสดงออกในเซลลเหลานี้  

 
 

รูปท่ี 4.8 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ Notch1, Notch2, 
Notch3, Notch4  และ Hes1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat และ HepG2             
ผลลบควบคุมคือ HPLC water 
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รูปท่ี 4.9 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ Jagged 2 และ        
Delta-like 1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat และ HepG2 ผลลบควบคุมคือ     
HPLC water ผลบวกควบคมุคือ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 

 
4.4 ผลของ GSI ตอการแสดงออกของยนีเปาหมายของวถิีสัญญาณ Notch (HES1) และ Notch1 ใน
เซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI โดยวิธี RT-PCR และวิธี Western blot  

เพื่อยืนยันวาเมื่อเซลลไดรับยา GSI แลว มกีารกดสัญญาณ Notch จริง จึงทําการศึกษา     
ผลของ GSI  ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch ไดแก HES1 และ Notch1      
ในเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat และ HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 และ 50             
ไมโครโมลารในเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ตามลําดับเปนเวลา 4 วนั พบวาทั้ง Jurkat และ 
HepG2 มีการแสดงออกของ HES1 ลดลง ในสวนของการแสดงออกของ Notch1 พบวามีการ
แสดงออกของ mRNAไมเปล่ียนแปลงในเซลล Jurkat และลดลงในเซลล HepG2 เมื่อทําการศึกษา
ผลของ GSI ตอการแสดงออกของ Notch1 ดวยวิธี Western blot โดยเตมิ GSI ความเขนขน 25 และ 
50 ไมโครโมลารในเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 3 วัน พบวามี
ปริมาณของ Notch1 เพิ่มขึ้นทั้งสองเซลลและเมื่อทําการศึกษาใหละเอยีดขึ้นโดยศึกษาที่เวลา 1, 2, 3 
และ 4 วัน พบวามีการแสดงออกของ Notch1 เพิ่มขึ้นทั้งสองเซลลไลน ดังแสดงผลดงัรูปที่ 4.10, 
4.11, 4.12 และ 4.13  

ดังนั้น เมื่อเซลลไลนทั้งสองไดรับยา GSI แลว วิถีสัญญาณ Notch ถูกกด สงผลใหมีการ
ลดลงของยีนเปาหมาย Hes1 ในระดบัการถอดรหัส สวนการแสดงออกของ Notch1 ในระดบั 
mRNA ในเซลล Jurkat นั้นไมเปล่ียนแปลง แตในเซลล HepG2 มีระดับลดลง แสดงใหเห็นวาใน
เซลลไลนสองชนิดนี้มีกระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีน Notch1 ตางกัน กลาวคือ ในเซลล 
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Jurkat นั้น การแสดงออกของ Notch1 ไมอยูภายใตการควบคุมของวถีิสัญญาณ Notch แตในเซลล 
HepG2 วิถีสัญญาณ Notch ทําหนาที่สําคัญในการควบคุมระดับการแสดงออก 

จากการที่พบวามีปริมาณโปรตีน Notch1 สะสมในเซลลทั้งสองชนิดที่ไดรับยา GSI นั้น 
คาดวานาจะเปนผลที่ Notch1 ไมถูกตัด เนื่องจากมีการกดของยา GSI ทําใหมีโปรตีนสะสมบน     
ผิวเซลล เพราะหากโปรตนีถูกตัดแลว จะมีการ turn over ของโปรตีนอยางรวดเรว็ โดยจะถูกยอย
ผานกระบวนการของ Proteasome  

 
ก.                  

 
 
ข. 
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ค. (1)                 

 
 
   (2) 

 
 
รูปท่ี 4.10 ผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 

Notch1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat โดยวิธี RT-PCR และวิธี Western blot 

ก. อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ HES1 และ Notch1     
     ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 ไมโครโมลาร    
     เปนเวลานาน 4 วัน 
ข. Fold induction ที่ไดจากการวิเคราะหผลจากรูป 4.10 ก  
ค. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat เมื่อเติม GSI ที่ความ 
     เขนขน 25 ไมโครโมลาร โดยวิธี Western blot 
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     (1) เปนเวลานาน 3 วัน 
     (2) เปนเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 วัน 
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ค. (1)         

 
 
   (2) 

 
 

รูปท่ี 4.11 ผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 
Notch1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2  โดยวิธี RT-PCR และวิธี Western blot                                  

ก. อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ HES1 และ Notch1       
       ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 ไมโครโมลาร             
       เปนเวลานาน 4 วัน  
ข. Fold induction ที่ไดจากการวิเคราะหผลจากรูป 4.11 ก                                          

ค. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat เมื่อเติม GSI ที่ความ 
     เขนขน 25 ไมโครโมลารโดยวิธี Western blot 
     (1) เปนเวลานาน 3 วัน 
     (2) เปนเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 วัน 



 48

4.5 ผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย โดยวิธียอมดวย 
DNA dye Hoechst 33342  

เพื่อศึกษาวาเมือ่เซลลไดรับยา GSI แลว GSI ทําลายเซลลมะเร็งโดยกระตุนใหเซลลเขาสู
โปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิส หรือเพียงแคยับยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเทานัน้     
จึงทําการศึกษาผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat 
และ HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 และ 50 ไมโครโมลารในเซลลไลน Jurkat และ HepG2 

ตามลําดับเปนเวลา 4 วันโดยวิธียอมดวย Hoechst 33342 พบวาทั้งสองเซลลไมมีการตายแบบ        
อะพอพโทซิส แสดงวา GSI มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลเทานั้นแสดงผลดังรูปที่ 4.12       
และ 4.13 
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ค. 
           

                   
 
ง.  
 

                   
 

จ. 
                     

                   
 
 

รูปท่ี 4.12 ผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat 
ภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 200 เทา (รูปซายแสงฟลูออเรสเซนซและรูปขวาแสง
ธรรมดา) 
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ก. เปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat เมื่อเติม GSI ความ  
     เขนขน 25 ไมโครโมลาร                                                        
ข. เติม GSI ความเขนขน 25 ไมโครโมลารเปนเวลา 4 วัน 
ค. เติม DMSO ความเขมขน 0.025 เปอรเซ็นตเปนเวลา 4 วัน 
ง. เซลลผลลบควบคุม                                                                                                                             
จ.  เซลลผลบวกควบคุม (เติม Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลารเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
 เครื่องหมายลกูศรชี้ (        ) คือ เซลลที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส  
                
                                            
ก. 
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ค.  
                               

                   
 
ง. 
                   

                     
 
จ. 
                

                     
 

รูปท่ี 4.13 ผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 
ภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 200 เทา (รูปซายแสงฟลูออเรสเซนซและรูปขวาแสง
ธรรมดา)                                                                                                                                                            

ก. เปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat เมื่อเติม GSI ความ 
    เขนขน 25 ไมโครโมลาร                          
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ข. เติม GSI ความเขนขน 50 ไมโครโมลารเปนเวลา 4 วัน 
ค. เติม DMSO ความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นตเปนเวลา 4 วนั                                                                              
ง. เซลลผลลบควบคุม                                                                                                                             
จ. เซลลผลบวกควบคุม (เติม Etoposide ความเขมขน 200 ไมโครโมลารเปนเวลา  
    24 ช่ัวโมง 
เครื่องหมายลกูศรชี้ (         ) คือ เซลลที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส      

                                                             
4.6 ผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI   

เพื่อพิสูจนวาฤทธิ์ของ GSI ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งทั้งสองชนิดผานการ
กดวิถีสัญญาณ Notch จึงทาํการศึกษาการแสดงออกเกนิของ truncated Notch โดยใชพลาสมิดที่มี
ยีน intracellular Notch1 (pcDNA3-ICN1) โดยการทํา stable transfection ในเซลล Jurkat โดยวิธี 
อิเล็กโทรพอเรชัน พบการแสดงออกเกินของโปรตีน Notch1 เมื่อตรวจสอบโดยวิธี Western blot 
และเมื่อเติม GSI และ DMSO เปนเวลา 4 วัน พบวา GSI ไมมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลที่
ไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 ซ่ึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p > 0.005 (t-test) 
เมื่อเทียบกับในภาวะที่มี DMSO ซ่ึงวิเคราะหโดยวิธี MTT proliferation assay ดังรูปที่ 4.14  

 การศึกษาการแสดงออกเกนิของ truncated Notch โดยใชพลาสมิดที่มียนี intracellular 
Notch1 (pcDNA3-ICN1) โดยการทํา transient tranfection ในเซลลไลน HepG2 โดยใช Fugene6 
reagent เมื่อตรวจสอบโดยวิธี Western blot พบวามกีารแสดงออกของโปรตีน Notch1 เพิ่มขึ้นเมื่อ
เทียบกับเซลลที่ไดรับพลาสมิด pcDNA3 และเซลลที่ไมไดรับพลาสมิด ในขณะที่ stable 
transfection ไมพบการแสดงออกเกินของโปรตีน Notch1 และเมื่อเติม GSI และ DMSO เปนเวลา   
4 วัน พบวา GSI ไมมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลที่ไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 ซ่ึงไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ p > 0.005 (t-test) เมื่อเทียบกับในภาวะที่มี DMSO ซ่ึง
วิเคราะหโดยวธีิ MTT proliferation assay ดังรูปที่ 4.15 

แสดงวา truncated Notch1 สามารถชวยใหเซลลมีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นเมื่ออยูในภาวะที่มี GSI 
หรือ GSI ยับยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งทั้งสองชนิดผานการกดวิถีสัญญาณ Notch  
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รูปท่ี 4.14 ผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ท่ี      

ไดรับพลาสมดิ pcDNA3-ICN1 (stable transfection) โดยวิธี อิเล็กโทรพอเรชัน 

ก. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ที่ไดรับพลาสมิด  
    pcDNA3-ICN1 วิเคราะหโดยวิธี Western blot     
ข. ผลของ GSI ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ที่ไดรับ      
    พลาสมิด pcDNA3-ICN1 โดยวิธี MTT proliferation assay 
หมายเหตุ  เครือ่งหมาย    แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร 
*  แสดงคาความแตกตางระหวางกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

* *
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รูปท่ี 4.15 ผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2    

ท่ีไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 (transient and stable transfection) โดยใช Fugene6 
reagent  

 ก. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 ที่ไดรับพลาสมิด 
     pcDNA3-ICN1 วิเคราะหโดยวิธี Western blot (transient transfection)                                                        
 ข. ผลของ GSI ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ที่ไดรับ      
     พลาสมิด pcDNA3I-CN1โดยวิธี MTT proliferation assay (stable transfection) 
 หมายเหตุ  เครื่องหมาย    แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร 
*  แสดงคาความแตกตางระหวางกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

* ** 



บทที่ 5 

วิจารณผลการทดลอง 

การศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนิด คือ 
SW620, Kato III, HepG2, BT474, A375 และ Jurkat พบวา GSI สามารถยับยั้งการเพิม่จํานวนของ 
Jurkat และ HepG2 ที่ความเขมขน 25 ถึง 50 ไมโครโมลาร ทั้งหกเซลลไลนมีการแสดงออกของ 
Notch1 และ Jagged1 ในระดับที่แตกตางกัน ยกเวน BT474 ไมมีการแสดงออกของ Jagged1 
นอกจากนั้น Jurkat และ SW620 มีการแสดงออกของ cleaved Notch1(actived form)  Jurkat และ 
HepG2 มีการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Hes1 (ยนีเปาหมายของ Notch) , Jagged1, 
Jagged2 และ Dlk1 (Notch ligand) แตไมมกีารแสดงออกของ Notch4 ซ่ึงการแสดงออกของ Notch1, 
Jagged1, Jagged2 และ Dlk1 ใน Jurkat ไดผลคลายกับรายงานการวิจยัของ Chiaramonte และคณะ 
(2005) สวนการแสดงออกของ Notch3, Jagged1, Dlk1 และ Hes1 ในเซลล HepG2 ไดผลคลายกับ
รายงานการวิจยัของ Giovannini และคณะ (2006) และ GSIไมไดสงผลให Jurkat และ HepG2 มีการ
ตายแบบอะพอพโทซิส แสดงวา GSI มีผลเพียงแคยับยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลลเทานั้น เมื่อเซลล 
Jurkat และ HepG2 ไดรับ GSI เปนเวลา 4 วัน พบวาทั้งสองเซลลไลนมีการแสดงออกของยีน Hes1 
ลดลง ในขณะที่ Notch1 คงที่ในเซลลไลน Jurkat และลดลงในเซลลไลน HepG2 และทั้งสอง   
เซลลไลนมีการแสดงออกของ Notch1 เพิ่มขึ้นในวันที่ 1-4  จึงสัณนษิฐานวาในเซลล Jurkat มีการ
สังเคราะห mRNA ของ Notch1 ในระดับเทาเดิมแตไมสามารถทํางานไดเนื่องจาก GSI ไปยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทส Notch1 จึงไมถูกตดัใหส้ันลง หรือมี intracellular Notch1 
(active form) ลดลง ทําใหระดับการแสดงของ Hes1 ลดลง และมีการสะสมของโปรตีน Notch1  
บนผิวเซลลเพิ่มขึ้น แสดงวาการแสดงออกของ Notch1 ไมอยูภายใตการควบคุมของวถีิสัญญาณ 
Notch ซ่ึงอาจมีวิถีสัญญาณอื่นไปควบคุมการแสดงออกของ Notch1 (upregulation) ดังรูปที่ 5.1 
สวนในเซลลไลน HepG2  สัณนิษฐานวาวถีิสัญญาณของ Notch1ทําหนาที่สําคัญในการควบคุมการ
แสดงออกของ Notch1 เอง (autoregulation) จึงมีการสังเคราะห mRNA ของ Hes1 และ Notch1 
ลดลงตามไปดวย เนื่องจาก GSI ไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทส Notch1 จึงไมถูก
ตัดใหส้ันลงหรือมี intracellular Notch1 ลดลง ทําใหระดบัการแสดงออกของ Hes1 ลดลง และมีการ
สะสมของโปรตีน Notch1 บนผิวเซลลเพิ่มขึ้น ดังรูปที่ 5.2 ผลการศึกษาขางตนสอดคลองกับ
รายงานการวิจยัของ Weng และคณะ (2003) พบวา DEF-AA (compound E) ซ่ึงเปน GSI ตัวหนึ่ง
สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลไลน T6E และมกีารสะสมของโปรตีน Notch1 (สวนที่เหลือ
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จากการตัดดวย fulin like convertase และ TACE) บนผิวเซลลเพิ่มขึ้นตั้งแต 3 ช่ัวโมงหลังจากไดรับ 
GSI ซ่ึงมีความเสถียรเพราะหากโปรตีนถูกตัดแลว จะมกีาร turn over ของโปรตีนอยางรวดเร็ว    
โดยจะถูกยอยผานกระบวนการของ Proteasome เมื่อศึกษาการแสดงออกเกินของ ICN1 ใน Jurkat 
(stable transfection ) และ HepG2 (transient transfection) พบการแสดงออกเกินของโปรตีน 
Notch1 ในเซลลไลนทั้งสองที่ไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 แตใน HepG2 (stable transfection) 
ไมพบการแสดงออกเกนิของโปรตีน Notch ซ่ึงคาดวาในเซลลไลน HepG2 นาจะมกีลไกที่สามารถ
กดการแสดงออกของ Notch1 หรือเมื่อเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลานานๆ อาจมีการกลายพันธุของเซลล 
HepG2 ที่ไดรับพลาสมิดทําใหไมมกีารแสดงออกของ Notch1 และเมื่อเติม GSI และ DMSO      
เปนเวลา 4 วัน พบวา GSI ไมมีผลตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนทั้งสองที่ไดรับพลาสมิด 
pcDNA3-ICN1 ซ่ึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p > 0.005 (t-test) เมื่อเทียบกับใน
ภาวะที่มี DMSO แสดงวา truncated Notch1 สามารถชวยใหเซลลมีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นเมือ่อยูในภาวะ
ที่มี GSI หรือกลาวไดวา GSI ยับยัง้การเพิม่จํานวนของเซลลไลนมะเร็งทั้งสองชนิดผานการกดวิถี
สัญญาณ Notch  

จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวาวิถีสัญญาณ Notch มีสวนเกีย่วของกับการเพิ่มจาํนวน
ของเซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาวและมะเร็งตับ ซ่ึงการยับยั้งแบบจําเพาะตอวิถีสัญญาณของ Notch 
โดยตรงดวย GSI นั้นไดมีรายงานที่คลายกับงานวจิียนี้ในสวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาวแบบ    
T-ALL มากอนหนานี้แลว ซ่ึง GSI ที่ใชคือ compound E (Weng และคณะ, 2004) แตสําหรับผลของ
GSI ที่มีตอเซลลมะเร็งตับนั้น ยังไมมีรายงานมากอน ซ่ึงผลการทดลองของงานวิจยันีจ้ะเปน
แนวทางในการริเร่ิมประยุกตใชรักษามะเร็งทั้งสองชนิดแบบจําเพาะตอไป  

เนื่องจากการศกึษาในงานวิจยันี้เปนการทดลองในระดับเซลลไลนมะเร็งของมนุษยเทานั้น      
ซ่ึงถาจะนําไปใชไดจริงตองทําการศึกษาตอในระดับสัตวทดลองและระดับคลีนิกในมนุษยตอไป
และตองศึกษาถึงประสิทธิภาพ ความเปนพษิและผลขางเคียงของ GSI  เนื่องจากวิถีสัญญาณ Notch 
พบไดในเซลลปกติทั่วๆไป และ GSI ไมมีความจําเพาะในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch เทานั้นแตยัง
มีความจําเพาะกับซับสเตรทอื่นๆ เนื่องจากเอนไซมแกมมาซีครีเทสมีซับสเตรทหลายชนิด เชน 
Notch ligand (Delta-like1 และ Jagged2) (Ikeuchi และ Sisodia, 2003) ErbB4 receptor tyrosine 
kinase (Ni และคณะ, 2001; Leeและคณะ, 2002) E-cadherin (cell adhesion molecules) 
(Marambaud และคณะ, 2002) CD44 (cell surfate adhesion) (Okamoto และคณะ, 2001) ดังนั้น 
GSI อาจมีผลยบัยั้งซับสเตรทเหลานี้ไดเชนกัน อีกทั้งเซลลมะเร็งของแตละบุคคลถึงแมวาจะมีจดุ
กําเนิดมาจากอวัยวะเดียวกนัก็ตาม อาจมคีวามแตกตางกันในความผดิปกติระดับโมเลกุล ดังนั้น จึง
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มีความจําเปนที่จะตองคัดกรองมะเร็งที่มีความผิดปกติของวิถีสัญญาณ Notch ดังที่แสดงผลใน
งานวิจยันี้ ในกลุมยีน Notch เองนั้นก็มหีลายยีนที่มกีารแสดงออกเกินในเซลลไลนมะเร็ง แตการใช
GSI นั้นจะกดวิถีสัญญาณทั้งหมด โดยไมแยกแยะวามาจาก Notch ใด ดงันั้น เพื่อเปนการศึกษาใน
รายละเอียดวา Notch ใดมีหนาที่หลักในกระบวนการเกดิมะเร็ง จําเปนตองใชเทคนิคการลดการ
แสดงออกของยีนแบบจําเพาะ เชน วิธี Small interfering RNA (siRNA) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
ตอตานการทํางานของ RNA เปนตน มารวมใชในการศึกษาตอไป นอกจากนั้นควรทําการศึกษา 
Cell cycle analysis ของเซลล Jurkat และ HepG2 หลังจากไดรับ GSI โดยยอมดวยสารเรืองแสง 
เชน  propidium iodide แลววัดปริมาณดีเอน็เอโดยใชเครื่อง Flow cytometry เพื่อบงบอกวา GSI มี
ผลทําใหเซลลมะเร็งทั้งสองเขาสูระยะ G0/G1 หรือไม เนือ่งจากเซลลทั้งสองเมื่อไดรับ GSI ไมตาย
แตหยุดการแบงตัว ดังมีรายงานวาวิถีสัญญาณ Notch ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ
การเขาสูวัฐจกัรของเซลลหลายยีน เชน cyclin D (Ronchini และ Capobianco, 2001) และ c-myc 
(Satoh และคณะ, 2004; Weng และคณะ, 2007)  

 
 

 
 
 

รูปท่ี 5.1 ไดอะแกรมเสนอผลของ GSI ตอวถิีสัญญาณ Notch ในเซลล Jurkat 
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รูปท่ี 5.2 ไดอะแกรมเสนอผลของ GSI ตอวถิีสัญญาณ Notch ในเซลล HepG2 



บทที่ 6  

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

1. GSI สามารถยับยั้งการเพิม่จํานวนของ Jurkat และ HepG2 ที่ความเขมขน 25 ถึง 50      
ไมโครโมลาร โดยวิธี  MTT proliferation assay 

2. เซลลที่นํามาใชในงานวจิยั (SW620, Kato III, HepG2, BT474, A375 และ Jurkat) มีการ
แสดงออกของโปรตีน Notch1 และ Jagged1 ในระดับที่แตกตางกัน ยกเวน BT474 ไมมีการ
แสดงออกของ Jagged1 

3. Jurkat และ SW620 มีการแสดงออกของ cleaved Notch1 
4. Jurkat และ HepG2 มีการสงสัญญาณผานวิถีสัญญาณ Notch อยางตอเนื่อง ซ่ึงอาจจะเปน

การสงสัญญาณโดยใชลิแกนดที่มีการแสดงออกในเซลลเหลานี้ เพราะมีการแสดงออกของ mRNA 
ของ Notch1, Notch2, Notch3, Hes1, Jagged1, Jagged2 และ Dlk1 แตไมมีการแสดงออกของ 
Notch4                

5. GSI มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ Jurkat และ HepG2 โดยไมสงผลใหมีการตายแบบ 
อะพอพโทซิส  

6. เมื่อเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ไดรับ GSI แลววิถีสัญญาณ Notch ถูกกดสงผลทําให
การแสดงออกของ Hes1 ลดลงในระดับการถอดรหัส สวนการแสดงออกของ Notch1 ในระดบั 
mRNA ในเซลล Jurkat นั้นไมเปล่ียนแปลง แตในเซลล HepG2 มีระดับลดลง และทั้งสองเซลลไลน
มีการสะสมของโปรตีน Notch1 บนผิวเซลลเพิ่มขึ้น  

7. การแสดงออกเกินของ truncated Notch1 สามารถชวยใหเซลลมีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นเมื่ออยู
ในภาวะที่มี GSI หรือ GSI สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ผานการ
กดวิถีสัญญาณ Notch  

8. วิถีสัญญาณ  Notch มีสวนเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาว
และมะเร็งตับ 
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6.2 ขอเสนอแนะ 

1. ทําการศึกษา Cell cycle analysis ของเซลล Jurkat และ HepG2 หลังจากไดรับ GSIโดย
ยอมดวยสารเรืองแสง เชน propidium iodide แลววดัปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเครื่อง Flow cytometry 
เพื่อบงบอกวา GSI มีผลทําใหเซลลมะเร็งทั้งสองเขาสูระยะ G0/G1 หรือไม เนื่องจากเซลลทั้งสอง
เมื่อไดรับ GSI ไมตายแตหยดุการแบงตวั  

2. ทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Notch และยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch 
อ่ืนๆ นอกเหนอืจากที่ไดทําการศึกษาในงานวิจยันี้ เพื่อเปนดัชนีบงบอกถึงแอคติวิตีของวิถีสัญญาณ
นี้ เชน Hes5 และ Deltex1 เปนตน 

3. ใชเทคนิคการลดการแสดงออกของยีนแบบจําเพาะ เชน วิธี siRNA ซ่ึงมีคุณสมบัติใน
การลดการแสดงออกของ mRNA มาใชเพือ่ศึกษาในรายละเอียดวา Notch ใดมีหนาทีห่ลักใน
กระบวนการเกิดมะเร็งตอไปในอนาคต โดยนํา small interfering RNA ของ Notch แตละชนิดเขาสู
เซลล Jurkat และ HepG2 นําไปทดสอบดวยวิธี MTT proliferation assay เปอรเซ็นตการมีชีวิติของ
เซลลจะมีคาลดลงเมื่อเทียบเซลลปกติ โดยกลไกการทํางานของ siRNA คือในเซลลจะมีการทํางาน
ของเอนไซม dicer เพื่อยอยใหเปน siRNA ซ่ึงจะจับกับ RNA-induced silencing complex (RISC) 
complex สงผลให siRNA คลายตัวเปน single strand siRNA ซ่ึงจะจับกบั senese-strand mRNA ที่
สรางขึ้นในเซลล ทําใหถูกยอยโดยเอนไซม slicer สงผลใหการแสดงออกของ Notch ลดลง  

4. ทําการศึกษาผลของ GSI และศึกษาถึงประสิทธิภาพ ความเปนพษิและผลขางเคียงของ
GSI ในระดับสัตวทดลอง (in vivo) เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตนในการนําไปใชในมนุษยตอไป โดย
ทําการฉีดเซลลไลนมะเร็ง Jurkat หรือ HepG2 เขาไปใตผิวหนังของหนูทดลอง Nude mice เพื่อ
ปลูกกอนมะเร็ง หลังจากนัน้ฉีด GSI แลววดัขนาดเสนผานศูนยกลางของกอนมะเร็ง ซ่ึงจะมีขนาด
เล็กลงเนื่องจาก GSI ไปยับยัง้การทํางานของวิถีสัญญาณ Notch  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

1. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป            10.4   กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2   กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับใหไดปริมาตร   
1 ลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร ปดฝาและพัน             
พาราฟลม เก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 ºซ 

 
2. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี Fetal bovine serum ความเขมขน 10 % (working reagent) 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent)              90   มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)                          10   มิลลิลิตร 
Gentamycin (100 mg/ml)                                          100   ไมโครลิตร 
HEPES                                                                           1   มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate                                                            1   มิลลิลิตร 
                                                   

3. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 สําหรับเก็บเซลลแชแข็ง 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (working reagent) 9   มิลลิลิตร 
DMSO      1   มิลลิลิตร 
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) (Sambrook และ Russell, 2001) 

ทริปโตน (tryptone)                                               10   กรัม 
ผงสกัดจากยีสต                                                       5   กรัม 
โซเดียมคลอไรด                                                      5   กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.0 มิลลิลิตร ดวย NaOH ความเขมขน 1 N ปรับใหไดปริมาตร        
1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (LB agar) (Sambrook และ Russell, 2001) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB เติมวุน (Bacto agar) จํานวน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ       
จํานวน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา         
20 นาที 

  
6. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งท่ีมียา Ampicillin (LBA agar)  

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (LB agar) หลังจากนําไปนึ่งฆาเชื้อแลว ทิ้งไวใหเยน็อุณหภูมิ
ประมาณ 55ºซ เติม Ampicillin ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

 สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

1. บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free) ความเปนกรด-ดาง 7.4 

NaCl   8.0     กรัม 
KCl   0.2     กรัม 
NaHPO4  1.44   กรัม 
KH2PO4  0.24   กรัม 
นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําปลอดประจ ุ800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 

7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาที 

 
2. สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 

MTT         50   มิลลิกรัม 
PBS  (สําหรับทําการเพาะเลี้ยงเซลลเทานั้น)  10   มิลลิลิตร 
ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    

กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 
ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่
อุณหภูมิ 4ºซ 

หมายเหตุ MTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนชัง่หรือเตรียมสารทุกครั้ง 
 

3. สารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol 

นํา volume metric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมไอโซโพพานอล จํานวน 80 มิลลิลิตร                          
เติม HCl 0.331 มิลลิลิตรปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวยไอโซโพพานอล เก็บที่อุณหภูมหิอง 
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4. สารละลาย 100 mM DAPT   

ละลาย DAPT จํานวน 5 มิลลิกรัม ใน DMSO 115.7 ไมโครลิตร ใหละลายจนหมด (ทาํในตู 
ปลอดเชื้อ) แบงใสหลอดไมโครเซนติฟวจทีป่ลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 10 ไมโครลิตร              
เก็บที่อุณหภูม ิ-80°ซ  

 
5. สารละลาย 10 mM EGTA 

ละลาย EGTA จํานวน 0.11 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121°ซ  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาที เก็บที่อุณหภูมิ 4ºซ 

 
6. สารละลาย 1 M Dithiothreitol (DTT)   

ละลาย DTT จาํนวน  3.09 กรัม ใน Sodium acetate ความเขมขน 0.01 M pH 5.2 ปริมาตร 
40 มิลลิลิตร กรองผานหัวกรอง (filter disc) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสหลอดไมโครเซนติฟวจ
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20ºซ 

 
7. สารละลาย 500 mM Tris-HCl (คาความเปนกรด-ดาง 7.2) 

ละลาย Tris-HCl จํานวน 7.88 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน     
กรด-ดาง เปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวย
กระบอกตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
8. สารละลาย 1.4 M KCl 

ละลาย KCl จํานวน10.437 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกระบอก
ตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาท ี
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9. สารละลาย 25 mM MgCl 

ละลาย MgCl จํานวน 0.508 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย
กระบอกตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
10. สารละลาย Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน  

10mM EGTA    1   มิลลิลิตร 
10mM DTT     1   มิลลิลิตร 
500mM Tris-HCl (pH 7.2) 1   มิลลิลิตร 
1.4 M KCl    1   มิลลิลิตร 
25mM MgCl   1   มิลลิลิตร 
ddH2O    5   มิลลิลิตร 
 

11. สารละลาย Buffer B    

Buffer A              990   ไมโครลิตร 
1% Nonidet p-40              10   ไมโครลิตร 
   

12. สารละลาย มาตรฐาน BSA 10 mg/ml 

  BSA   0.02   กรัม  
ddH2O       2   มิลลิลิตร 
แบงใสหลอดไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 500 ไมโครลิตร 

เก็บที่อุณหภูม ิ-20ºซ  
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13. สารละลาย BCATM protein assay 

สารละลาย A    50   สวน 
สารละลาย B      1   สวน 
 

14. สารละลาย 1.5M Tris ความเปนกรด-ดาง 8.8 

 ละลาย trisma base จํานวน 90.855 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 400 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน       
กรด-ดาง เปน 8.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรใหครบ 
500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 
นาที 

 
15. สารละลาย 1M Tris ความเปนกรด-ดาง 6.8 

ละลาย trisma base จํานวน 12.114 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดาง เปน 6.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

 
16. สารละลาย 10% SDS 

ละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) จํานวน 5 กรัมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ            
40 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH             
ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจนครบ 50 มิลลิลิตร  

 
17. สารละลาย 10% Ammonium persulfate (APS) 

ละลาย Ammonium persulfate จํานวน 0.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4ºซ 
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18. 8% Separating gel  

ddH2O   5.3 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide  2.0 มิลลิลิตร 
1.5 M  Tris pH 8.8 2.5 มิลลิลิตร 
10% SDS  0.1 มิลลิลิตร 
10% APS  0.1 มิลลิลิตร 
TEMED  0.006 มิลลิลิตร 
 

19. 5% staking gel 

ddH2O   1.482 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide  0.248 มิลลิลิตร 
1.5 M  Tris pH 6.8 0.25 มิลลิลิตร 
10% SDS  0.02 มิลลิลิตร 
10% APS  0.02 มิลลิลิตร 
TEMED  0.002 มิลลิลิตร 
 

20. สารละลาย 5x Running buffer  

trisma base      15.1   กรัม 
glycine      94      กรัม 
SDS           5      กรัม 
นําแตละสวนคอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวง

จนครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาท ี
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21. สารละลาย 2x laemmli buffer 

10% SD         4   มิลลิลิตร 
Glycerol 87%                2.29   มิลลิลิตร 
1.0 M Tris pH 6.8                    1   มิลลิลิตร 
ddH2O                 2.71   มิลลิลิตร 
Bromphenol blue             0.001   กรัม 
 

22. สารละลาย Staining buffer   

 β-mercapto ethanol  100   ไมโครลิตร 
2x laemmli buffer  900   ไมโครลิตร 
     

23. สารละลาย Transfer buffer 

Glycine     2.9   กรัม 
Trisma base       15.1   กรัม 
 SDS          0.37   กรัม 
ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ 700 มิลลิลิตร เติมเมทานอลสัมบูรณ 

จํานวน 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจ ุนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
  
24. สารละลาย 10x Phosphate buffer saline (PBS) 

NaCl   80.0   กรัม 
KCl     2.0   กรัม 
NaHPO4  14.4   กรัม 
KH2PO4    2.4   กรัม 
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นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําปลอดประจ ุ800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 
7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาที 
 
25. สารละลาย Phosphate buffer saline tween20 (PBST)  

1x Phosphate buffer   1   ลิตร 
Tween 20                       0.5   มิลลิลิตร 
 

26. สารละลาย Blocking solution (PBST in 3% non-fat dry milk) 

PBST          200   มิลลิลิตร 
non fat dry milk                      6   กรัม 
 

27. ECL Western blot reagent 

สารละลาย 1             2   มิลลิลิตร 
สารละลาย 2            2    มิลลิลิตร 
 

28. น้ํายาลางฟลม 

Developer  1  สวน : น้ํา   4  สวน 
Fixer          1  สวน : น้ํา   4  สวน 
 

29. น้ําปลอด RNAase (DEPC water) 

เติมสารละลาย Diethylpyrocarbonate (DEPC) 10 ไมโครลิตรลงในน้ํา HPLC ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองขามคืน นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาที 
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30. สารละลาย 75% Ethanol in DEPC water 

Absolute Ethanol   7.5   มิลลิลิตร 
DEPC water  2.5   มิลลิลิตร 
 

31. สารละลาย 50x TAE buffer  

Tris base acetate          48.4     กรัม 
Garcial acetic acid           11.42   มิลลิลิตร 
0.5M EDTA pH 8.0      20        มิลลิลิตร 
นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ          

1000 มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจ ุนําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
32. 2% Agarose gel  

สารละลาย 1x TAE buffer           20   มิลลิลิตร 
Agarose gel                                0.4   กรัม 
 

33. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 

ละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
34. สารละลาย Ampicillin 50 mg/ml 

ละลาย Ampicillin จํานวน 0.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจํานวน 10 มิลลิลิตรให
ละลายจนหมด (ทําในตูปลอดเชื้อ) กรองผานหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เแบงใสหลอด       
ไมโครเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ 
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35. สารละลาย Gentamycin 100 mg/ml 

ละลาย Gentamycin จํานวน 1 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจํานวน 10 มิลลิลิตรให
ละลายจนหมด (ทําในตูปลอดเชื้อ) กรองผานหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เแบงใสหลอด       
ไมโครเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ  

 
36. สารละลาย G418 50 mg/ml 

ละลาย G418 จํานวน 1 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจํานวน 20 มิลลิลิตร                   
ใหละลายจนหมด (ทําในตูปลอดเชื้อ) กรองผานหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เแบงใส        
หลอดไมโครเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20°ซ  
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