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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

จักรีวงศ์ มาอ้น : การควบคุมเหนือพันธุกรรมของยีน Nrf2 โดยอนุพันธ์ออกซิเจนท่ีว่องไวต่อการลุกลาม
ของมะ เ ร็ ง ตั บ  (EPIGENETIC REGULATION OF Nrf2 GENE BY REACTIVE OXYGEN SPECIES IN 
HEPATOCELLULAR CARCINOMA PROGRESSION) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ชาญชัย 
บุญหล้า{, 89 หน้า. 

อนุพันธ์ออกซิเจนท่ีว่องไวถูกสร้างมากขึ้นในมะเร็งมะเร็งทุกชนิดรวมทั้งมะเร็งตับ ท าให้เกิดภาวะเครียด
จากออกซิเดช่ันในสภาวะแวดล้อมมะเร็ง (tumor microenvironment) ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการ
แสดงออกของ  Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) และ  8-hydroxydeoxyguanosine (8-
OHdG) ในช้ินเนื้อมะเร็งจากผู้ป่วยมะเร็งตับและในเซลล์มะเรง็ตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) ศึกษาความสัมพันธ์ทาง
คลินิกของการแสดงออก Nrf2 และ 8-OHdG ในผู้ป่วยมะเร็งตับ ทดสอบว่าอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวสามารถ
กระตุ้นการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับได้หรือไม่ และศึกษาว่ากลไกการเพิ่มการแสดงออกของ Nrf2 ในเซลล์มะเร็ง
ตับเพาะเลี้ยงหลังจากกระตุ้นด้วยอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวอาศัยกลไกเหนือพันธุกรรม  (epigenetics) หรือไม่ ผล
การย้อมช้ินเนื้อทางอิมมูโนวิทยาพบว่า การแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG เพิ่มขึ้นในช้ินเนื้อมะเร็งตับเมื่อ
เปรียบเทียบกับช้ืนเนื้อข้างเคียงที่ไม่เป็นมะเร็งตับ การแสดงออกของ 8-OHdG ที่สูงข้ึนสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิต
ที่ต่ าลงของผู้ป่วยมะเร็งตับ ในการศึกษาภาวะเครียดจากออกซิเดช่ันในเซลล์เพาะเลี้ยงของมะเร็งตับโดยใช้ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์เป็นตัวกระตุ้นการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดช่ัน  พบว่าในเซลล์ที่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มี
ระดับโปรตีนคาร์บอนิลเพิ่มขึ้นแต่ระดับสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวมลดลง และผลการย้อมเซลล์ทางอิมมูโนวิทยา
พบว่าการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG เพิ่มขึ้นในเซลล์ที่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เช่นกัน แต่ภาวะเครียด
จากออกซิเดช่ันและการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG ที่เพ่ิมขึ้นในเซลล์ที่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดส์ามารถ
ยับยั้งได้ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระวิตามินอี (Tocopheryl acetate) และตัวให้หมู่เมทิล S-adenosylmethionine 
(SAM) ผลการวัดการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับพบว่ามีระดับสูงมากขึ้นในเซลล์ที่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  แต่
วิตามินอีและ SAM สามารถลดการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับได้ ผลการศึกษา Bisulfite sequencing พบว่าไม่มี
การเติมหมู่เมทิลที่ CpG dinucleotides ของ Nrf2 promoter ในเซลล์ที่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งให้ผล
คล้ายกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้รับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  จากการศึกษานี้สรุปได้ว่า Nrf2 และ 8-OHdG มีการ
แสดงออกมากขึ้นในช้ินเนื้อมะเร็งตับ แสดงว่ามีการเพิ่มขึ้นของระบบการตอบสนองต่อภาวะเครียดจากออกซิเดช่ัน
และมีการท าลายดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ันเพิ่มขึ้นด้วย การท าลายดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้นนี้สัมพันธ์กับการมีชีวิต
รอดที่ลดลงในผู้ป่วยมะเร็งตับ การศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงพบว่า อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวสามารถกระตุ้นการ
แสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG ได้ และเพิ่มศักยภาพการลุลามของเซลล์มะเร็งตับ อย่างไรก็ตามการเพิ่มขึ้น
ดังกล่าวสามารถยับยั้งได้ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระวิตามนิอีและ SAM ดังนั้นผลการศึกษาครั้งน้ีช้ีแนะว่า Nrf2 น่าจะมี
บทบาทในการเพิ่มการลุกลามของมะเร็งตับภายใต้สภาวะเครยีดจากออกซิเดช่ัน การได้รับสารต้านอนุมูลอิสระนา่จะ
ช่วยชะลอการลุกลามของมะเร็งตับภายใต้สภาวะเครียดจากออกซิเดช่ันได้  
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CHAKRIWONG MA-ON: EPIGENETIC REGULATION OF Nrf2 GENE BY REACTIVE OXYGEN 
SPECIES IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA PROGRESSION. ADVISOR: ASST. PROF. 
CHANCHAI BOONLA, Ph.D. {, 89 pp. 

Reactive oxygen species (ROS) are excessively generated in all solid tumors including 
hepatocellular carcinoma (HCC) creating an oxidative stress microenvironment. In this study, 
hepatic expression of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) were investigated in HCC patients. Clinical relevance of these 
two oxidative stress markers were evaluated. Whether tumor aggressiveness of HCC cells was 
enhanced by ROS, and if ROS epigenetically up-regulated Nrf2 in HCC cells were investigated. 
Immunohistochemical staining for Nrf2 and 8-OHdG were performed in hepatic sections obtained 
from HCC patients. Expression of Nrf2 and 8-OHdG were remarkably increased in HCC tissues 
compared with the noncancerous hepatic tissues. Elevated expression of 8-OHdG was associated 
with poor survival in HCC patients. H2O2, an ROS representative, provoked oxidative stress in HepG2 
cells, indicated by increased protein carbonyl content and decreased total antioxidant capacity. 
Nrf2 expression and 8-OHdG formation were markedly increased in the H2O2-treated cells compared 
with the untreated control. Co-treatment with antioxidants, tocopheryl acetate (TA) and S-
adenosylmethionine (SAM), effectively attenuated the Nrf2 and 8-OHdG expression in H2O2-treated 
cells. HepG2 cells treated with H2O2 had significantly higher migration and invasion capabilities than 
untreated control cells. These tumor aggressive activities were significantly inhibited by TA and SAM 
co-treatments. Bisulfite sequencing revealed that CpG dinucleotides in Nrf2 promoter were 
unmethylated in H2O2-treated cells similar to untreated control. In conclusion, robust histological 
evidence of increased antioxidative response and oxidative DNA damage in human HCC tissues was 
demonstrated. Elevated oxidative DNA lesion 8-OHdG was associated with a shorter survival in HCC 
patients. Experimentally, ROS enhanced NRF2 expression, 8-OHdG formation, and tumor 
progression in HCC cells. These enhancements were inhibited by antioxidant TA and SAM. The 
present findings suggest that Nrf2, at least in part, involves in the oxidative stress-induced HCC 
progression. Antioxidants might be beneficial to decelerate the HCC progression induced by ROS. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

ที่มาและความส าคัญของปัญหา (Background and rationale) 
 มะเร็งตับชนิด Hepatocellular carcinoma (HCC) เป็นโรคที่มีความส าคัญที่พบได้บ่อยใน
ประชากรทั่วโลก จากข้อมูลขององค์การอนามัยโลก (WHO) รายงานว่าพบมากเป็นอันดับ 5 คิดเป็น
ร้อยละ 5.6 ของมะเร็งทั้งหมด โดยพบในผู้ชายมากกว่าผู้หญิง 2-4 เท่า ในปี พ.ศ.2543 พบอุบัติการณ์
ของผู้ป่วย มะเร็งตับใหม่ทั่วโลกประมาณ 564,000 คนต่อปี [1] ผู้ป่วยส่วนใหญ่ประมาณ 271,500 คน
อยู่ในทวีปเอเชีย (จากประเทศจีน 221,000 คน และญี่ปุ่น 33,000 คน) ส าหรับในสหรัฐอเมริกาและ
ประเทศในทวีปยุโรป พบประมาณ 11,500 คนและ 50,000 คนต่อปี ตามล าดับ และมีผู้เสียชีวิตจาก
มะเร็งตับทั่วโลกสูงถึง 549,000 คนต่อปี จากรายงานของกระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทยปี 
พ.ศ.2551 พบว่าโรคมะเร็งตับเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตและเจ็บป่วยเรื้อรังจากสาเหตุการตายก่อน
วัยอันควรเป็นอันดับ 1 และเปน็มะเร็งที่พบบ่อยอันดับ 1 ในผู้ชายและอันดับ 5 ในผู้หญิง [2]   

มะเร็งเป็นความผิดปกติของเซลล์ โดยเกิดจากการที่เซลล์มีการเจริญเติบโตที่ผิดปกติ  
กล่าวคือ เซลล์มะเร็งจะแบ่งตัวอยู่ตลอดเวลาและเป็นเซลล์ที่สามารถหลบเลี่ยงโปรแกรมการตายของ
เซลล์ นอกจากนี้เซลล์มะเร็งยังมีความสามารถในการรุกรานเซลล์ข้างเคียง (invasion) และไป
แพร่กระจายยังอวัยวะอ่ืนที่ไกลจากจุดก าเนิดมะเร็ง (metastasis) เซลล์มะเร็งที่หลุดไปยังอวัยวะอ่ืน
สามารถเจริญเติบโตได้โดยการสร้างหลอดเลือดมาหล่อเลี้ยง และพร้อมที่จะรุกรานไปยังอวัยวะอ่ืนจน
ท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิต ปัจจัยที่ส่งเสริมการเกิดมะเร็งตับแบ่งเป็นปัจจัยภายนอก เช่น การดื่มแอลกอฮอล์  
การติดเชื้อจากไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี สารพิษอะฟลาทอกซิน และปัจจัยภายใน เช่น 
พันธุกรรม เพศ อายุ [3] ซึ่งปัจจัยเหล่านี้จะส่งเสริมให้กลไกการท างานของเซลล์ตับบกพร่อง เช่น 
ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระลดลง เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) 
และการอักเสบแบบเรื้อรัง (chronic inflammation) การซ่อมแซมดีเอ็นเอลดลงและการกลายพันธุ์
ของยีนสะสมมากขึ้น มีการแสดงออกของยีนก่อมะเร็ง (oncogenes) เพ่ิมขึ้น ขณะที่ยีนต้านมะเร็ง 
(tumor suppressor genes, TSG) แสดงออกลดลง ท าให้เซลล์แบ่งตัวเพ่ิมจ านวนมากขึ้น แต่มีการ
ตายแบบ apoptosis ลดลง จนกระทั่งเปลี่ยนแปลงกลายเป็นเซลล์มะเร็ง การแสดงออกของยีน
นอกจากจะถู กควบคุม โดย gene promoter และโปรตีน  transcription factor แล้ ว  การ
เปลี่ยนแปลงในระดับเหนือพันธุกรรม (epigenetic regulation) ก็สามารถควบคุมการแสดงออกของ
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ยีนได้เช่นกัน ซึ่ง epigenetic regulation เป็นการควบคุมการแสดงออกของยีนระดับการถอดรหัส 
(transcription control) เช่น  กระบวนการ เติ มหมู่ เ มทิลของดี เ อ็น เอ (DNA methylation) 
กระบวนการเติมหมู่อะซิทิลของโปรตีนฮีสโตน (Histone acetylation) และกระบวนการตัดหมู่อะ
ซิทิล (Histone deacetylation) กระบวนการ DNA methylation เป็นการเติมหมู่เมทิลให้กับนิวคลี
โอไทม์ชนิด cytidine (C) ที่ต าแหน่ง CpG dinucleotides รายงานการศึกษาในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ 
พบว่าที่ต าแหน่ง Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) promoter จะมีการเติมหมู่ เมทิ
ลน้อยลง (promoter hypomethylation) ท าให้ transcription factors และ RNA polymerase 
สามารถจับกับ promoter ได้ดี จึงส่งผลให้การแสดงออกของ Nrf2 เพ่ิมขึ้น[4] Zhang และคณะ
รายงานว่า Nrf2 เป็นยีนส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งตับ และพบว่าในเซลล์มะเร็งตับมีการเติม
หมู่เมทิลที่ Nrf2 promoter น้อยกว่าปกตซิึ่งสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ในการพยากรณ์โรคมะเร็งตับได้ [5]  
 ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) เป็นภาวะที่ไม่สมดุลระหว่างสารออกซิ
แดนท์ (oxidants) และสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) โดยทั่วไปสารออกซิแดนท์ เช่น อนุมูล
อิสระ (free radicals) สามารถเกิดขึ้นได้ทั้งในร่างกาย (endogenous production) ในภาวะปกติ
จากกระบวนการสลายสารอาหารในวิถีเมแทบอลิซึม และจากการได้รับการกระตุ้นจากภายนอก 
(exogenous sources) เช่น ยา รังสี และสารเคมีต่างๆ ที่ท าให้เกิดการสร้างสารออกซิแดนท์  
(oxidants) และหรือสารอนุมูลอิสระขึ้นภายในเซลล์ สารออกซิแดนท์มีหลายชนิด ที่ส าคัญคือ สาร
อนุพันธ์ของออกซิเจนที่ว่องไว เรียกว่า Reactive Oxygen Species (ROS) ได้แก่ superoxide 
anion (O2

-) hydroxyl radical (OH-) แ ล ะ  hydrogen peroxide (H2O2) ซึ่ ง  ROS ส า ม า รถ
เกิดปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลและเซลล์ได้ ท าให้ชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น โปรตีน ไขมัน และกรด
นิวคลีอิก ไม่เสถียร ส่งผลให้สารชีวโมเลกุลเสียหน้าที่ ทั้งยังสามารถเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องเป็นลูกโซ่กับ
โมเลกุลอ่ืนหรือเซลล์ข้างเคียงได้ ส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บของเซลล์ (cell injury) หาก ROS 
เกิดปฏิกิริยากับดีเอ็นเออาจท าให้เกิดการกลายพันธุ์ (mutation)ได้ นอกจากนี้ ROS ยังสามารถส่งผล
ต่อการเกิด epigenetic change ได้ โดยเฉพาะ DNA methylation และหลายงานวิจัยรายงานว่า 
ROS มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งหลายชนิด[6] แต่อย่างไรก็ตาม ร่างกายมีกลไกที่ส าคัญในการ
ก าจัด ROS เพ่ือยับยั้งภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น โดยอาศัยสารต้านอนุมูลอิสระหรือสารก าจัดอนุมูล
อิสระ (ROS scavengers) หลายชนิด ทั้งท่ีร่างกายสร้างได้เอง เช่น glutathione และสารที่ได้รับจาก
อาหาร เช่น vitamin C และ vitamin E เป็นต้น [7],[8],[9] 

ผลของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว (ROS) ต่อการแพร่กระจายของมะเร็ง เช่น ROS กระตุ้น
การแสดงออกของโปรตีน integrin ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างของเซลล์  การเคลื่อนที่
ของเซลล์ การส่งสัญญาณภายในเซลล์ และเพ่ิมการซึมผ่านได้ของหลอดเลือด ซึ่งส่งผลให้เกิดการ
ด าเนินโรคของมะเร็งเร็วขึ้น ลุกลามเร็วขึ้น และแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืนในที่สุด ROS มี
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ความส าคัญต่อการเกิดโรคมะเร็ง และเซลล์มะเร็งยังสร้าง ROS ปริมาณมากกว่าเซลล์ปกติ จาก
การศึกษาของ Sheridan  และคณะ ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการท าลายดีเอ็นเอจาก ROS โดย
ประเมินจากการแสดงออกของ 8-oxo-7,8 dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxo-dG) กับอัตราการ
รอดชีวิตในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่จ านวน 143 รายพบว่า การแสดงออกของ 8 -oxo-dG ที่มากจะ
สัมพันธ์กับระยะลุกลามของมะเร็งและอัตราการรอดชีวิตสั้นกว่า [10]  นอกจากนี้ Zhang และคณะ ยัง
มีการศึกษาพบว่า Nrf2 มีความสัมพันธ์กับการแพร่กระจายและการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับ (HCC) 
อีกด้วย [11] 

Nrf2 เป็น transcription factor ที่ท าให้เซลล์เพ่ิมการแสดงออกของ antioxidant genes 
เพ่ือป้องกันตนเองและรักษาสมดุลรีดอกซ์ภายในเซลล์ โดยโปรตีน Nrf2  ในไซโตพลาสซึมจะถูก
ควบคุมการท างานโดย Keap1 ซึ่ง Keap1 ท าหน้าที่จับ Nrf2 เพ่ือไม่ให้ท างานและคงอยู่ในไซโตพลา-
สซึม ดังนั้นเซลล์ในสภาวะปกติท่ีไม่มีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นหรือไม่มี ROS มากระตุ้น การท างาน
ของ Nrf2 จะถูกยับยั้งไว้ด้วย Keap1 เมื่อมีสาร oxidants เช่น ROS จะกระตุ้นให้มีการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของ Keap1 ท าให้การจับระหว่าง Nrf2 และ Keap1 เสียไป มีผลท าให้ Nrf2 หลุดจาก Keap1 
แล้วเคลื่อนตัวเข้าสู่นิวเคลียส เพ่ือเข้าจับดีเอ็นเอส่วนที่ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของยีน เป้าหมาย 
เรียกว่า antioxidant response element (ARE) ส่งผลให้เกิดการสร้าง antioxidant genes ซึ่ง
ประกอบไปด้วยเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ก าจัดสารพิษ เช่น  NADPH quinone oxidoreductase 1 ( 
NQO1) และ glutathione S-transferases (GSTs) รวมทั้งเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระ เช่น 
heme oxygenase -1 (HMOX1) และ peroxiredoxins และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ 
glutathione (GSH) และที่ ท าหน้ าที่ เ กี่ ยวกับกระบวนการ metabolism เช่น  glutamate – 
cysteine ligase (GCL) ดังนั้น ในสภาวะที่มี ROS สูง เซลล์จะมีการกระตุ้นการท างานของ Nrf2-ARE 
pathway มากขึ้น เพ่ือสร้างสารต้านอนุมูลอิสระมากขึ้นในการป้องกันเซลล์จาก ROS ซึ่งภาวะที่มี 
ROS สูงนี้พบในเซลล์มะเร็งด้วยเช่นกัน ซึ่งเชื่อว่าเซลล์มะเร็งใช้กลไกนี้ในการหลบเลี่ยงการตายของ
เซลล์ (ROS-induced cell death) เมื่อไม่นานมานี้ การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง Nrf2 กับ
โรคมะเร็งตับ (HCC) พบว่า มีการแสดงออกของ Nrf2 เพ่ิมมากข้ึนในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ[5] และผู้ป่วย
มะเร็งตับมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงกว่าคนปกติ [6],[5] อย่างไรก็ตาม ไม่มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับ
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นกับการแสดงออกของ  Nrf2 และยังไม่ทราบ
กลไกการควบคุมการแสดงออกของ Nrf2 โดย ROS ในเซลล์มะเร็ง HCC โดยเฉพาะกลไกทาง 
epigenetics ผู้วิจัยตั้งสมมติฐานว่าภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นที่สูงขึ้นในผู้ป่วย HCC นี้ ท าให้มีการ
แสดงออกของ Nrf2 มากขึ้น โดย ROS จะไปกระตุ้นให้เกิด promoter hypomethylation ของ 
Nrf2 ส่งผลให้เซลล์มะเร็ง HCC มีการแสดงออก Nrf2 มากขึ้นเพ่ือกระตุ้นให้เซลล์สร้างกลไกการหลบ
เลี่ยงการตายและเพ่ิมศักยภาพในการลุกลามไปยังอวัยวะอ่ืน  
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ดังนั้นในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นต่อการ
เติมหมู่เมทิลบน Nrf2 promoter การแสดงออกของ Nrf2 และการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับ โดย
แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วนย่อย I.ส่วนที่หนึ่งศึกษาในเซลล์มะเร็งตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) 
เพ่ือดูผลของ ROS ต่อระดับเมทิลเลชั่นบน Nrf2 promoter นอกจากนี้ยังศึกษาผลของ ROS ต่อการ
เคลื่อนที่ (migration) และการรุกราน (invasion) ของเซลล์มะเร็งตับที่เพ่ิมขึ้นในสภาวะเครียดจาก
ออกอซิเดชั่นเป็นผลมาจากการแสดงออกการเติมหมู่เมทิลบน  Nrf2 promoter  หรือไม่ II.ส่วนที่สอง
ศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ เพ่ือดูระดับการแสดงออกของ Nrf2 และ oxidative stress markers 
(8-OHdG) แล้ววิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG กับการมี
ชีวิตอยู่รอดในผู้ป่วยมะเร็งตับ 

การศึกษานี้จะเป็นการศึกษาแรกในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับและผลการศึกษาที่ได้จะน าไปสู่
การเข้าใจกลไกของ ROS ในการเปลี่ยนแปลงการเกิด DNA methylation ในเซลล์มากขึ้น ซึ่งจะเป็น
ประโยชน์ต่อการน าความรู้ไปใช้เป็นแนวทางในการป้องกันและรักษาผู้ป่วยมะเร็งในอนาคตได้ 
 
ค าถามงานวิจัย (Research question)  

1. ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นควบคุมการแสดงออกของ Nrf2 ผ่านทางการเติมหมู่เมทิลบน 
Nrf2 promoter หรือไม่ 

2.ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นมีความสัมพันธ์กับการเพ่ิมศักยภาพในการการลุกลามของ
เซลล์มะเร็งตับได้หรือไม ่

3. Nrf2 มีบทบาทในการเพิ่มศักยภาพการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับภายใต้สภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชั่นหรือไม่ 
 
วัตถุประสงค์การวิจัย (Research objectives) 

1. เพ่ือศึกษาระดับเมทิลเลชั่นของ Nrf2 promoter ในเซลล์มะเร็งตับที่ถูกกระตุ้นด้วย
อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว (H2O2-treated HepG2 cells) 
  2. เพ่ือศึกษาศักยภาพในการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
(ใน H2O2-treated HepG2 cells)  

3. เพ่ือวัดระดับของ oxidative stress markers (8-OHdG) และ Nrf2 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย
มะเร็งตับ เปรียบเทียบกับส่วนที่ไม่เป็นมะเร็งข้างเคียง (adjacent non-cancerous areas) 
  4. เพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ
กับการแสดงออกของ Nrf2 และระยะการลุกลามของผู้ป่วยมะเร็งตับ 
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สมมติฐานการวิจัย (Research hypothesis) 

1. ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นน่าจะเหนี่ยวน าให้ เกิด hypomethylation บน Nrf2 
promoter ท าให้เพิ่มการแสดงออกของ Nrf2 

2. ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นน่าจะสามารถเพ่ิมศักยภาพในการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับ
ได ้ 

3. ระดับการแสดงออกของ 8-OHdG และ Nrf2 ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับน่าจะสูงกว่าชิ้นเนื้อตับ
ในส่วนที่ไม่เป็นมะเร็งข้างเคียง (adjacent non-cancerous areas) 

4. ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (8-OHdG) และการแสดงออกของ Nrf2 น่าจะสัมพันธ์กับการ
มีชีวิตอยู่รอดของผู้ป่วยมะเร็งตับ 

 
กรอบแนวคิดงานวิจัย (Conceptual framework) 

จากการทบทวนวรรณกรรม ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงขึ้นในมะเร็งหลายชนิด และมี
บทบาทส าคัญทั้งในกระบวนการ carcinogenesis และ cancer progression โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
การป้องกันตนเองของเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือ Nrf2 ซึ่งหลายงานวิจัยรายงานว่า 
Nrf2 มีการแสดงออกสูงขึ้นในเซลล์มะเร็ง และน่าจะมีบทบาทเกี่ยวข้องกับการอยู่รอดและการเพ่ิม
ศักยภาพในการลุกลามของเซลล์มะเร็ง แต่ยังไม่มีการศึกษามากนักเกี่ยวกับกลไกการควบคุมเหนือ
พันธุกรรมของ Nrf2 ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น งานวิจัยที่ผ่านมาของคณะวิจัยพบว่าผู้ป่วย
มะเร็งตับมีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นสูงกว่าคนปกติอย่างมีนัยส าคัญ งานวิจัยนี้จึงต้องการยืนยันการ
เพ่ิมขึ้นของภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ และศึกษาความสัมพันธ์กับการแสดงออก
ของ Nrf2 รวมถึงความสัมพันธ์กับระยะการด าเนินโรค ซึ่งยังไม่มีการศึกษามาก่อน จากนั้นทดสอบ
สมมุติฐานว่า ROS กระตุ้นให้มีการแสดงออกของ  Nrf2 มากขึ้นโดยผ่านกลไก promoter 
hypomethylation หรือไม่ และการเพ่ิมการแสดงออกของ Nrf2 จะส่งผลให้ aggressiveness ของ
เซลล์มะเร็งตับสูงขึ้นหรือไม่ 
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ค าส าคัญ (Key words) 

 1. มะเร็งตับ (liver cancer) เป็นโรคที่เกิดจากเซลล์ของตับกลายเป็นมะเร็งมีการแบ่งตัวของ
เซลล์และแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน ซึ่งเป็นเนื้องอกที่เจริญเติบโตโดยไร้การควบคุม โดยที่เนื้องอก
แบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ ที่เป็นเนื้อร้ายหรือมะเร็ง และท่ีเป็นเนื้องอกธรรมดาท่ีไม่ได้เป็นเนื้อร้าย และยัง
สามารถแบ่งมะเร็งตับตามระยะลุกลามของโรคได้แก่ 

1.1 มะเร็งตับปฐมภูมิ (primary liver cancer) เป็นมะเร็งตับที่เกิดขึ้นในตับเอง แบ่งได้เป็น 
2 ชนิด คือมะเร็ ง เซลล์ตับ (hepatocellular carcinoma) และมะเร็ งท่อน้ าดี  (cholangio -
carcinoma)  

1.2 มะเร็งตับทุติยภูมิ คือ มะเร็งที่แพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน เช่น ปอด ตับ ล าไส้   
2. Epigenetics หรือการควบคุมแบบเหนือพันธุกรรม ที่สามารถถ่ายทอดสู่เซลล์รุ่นต่อไปได้ 

โดยเป็นการควบคุมการแสดงออกของยีนที่ไม่เกี่ยวข้องกับล าดับเบส  (sequence) ของยีน แต่เป็น
ปฏิกิริยาที่เกิดรอบๆ ดีเอ็นเอ ตัวอย่างเช่น การดัดแปลงโครมาติน (chromatin modification) และ 
DNA methylation 

3. DNA methylation หรือปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทิลให้ดีเอ็นเอ เป็นการดัดแปลงดีเอ็นเอ
โดยการเติมหมู่เมทิลไปแทนที่อะตอมไฮโดรเจนในต าแหน่งที่ 5 ของวงแหวนไพริมิดีน (pyrimidine 
ring) ของเบสไซโตซีน (cytosine) ที่ติดอยู่กับกัวนีน (CpG dinucleotide) โดยอาศัยการท างานของ
เอนไซม์ DNA methylatransferase (DNMT) ซึ่งมักจะเกิดขึ้นในบริเวณท่ีพบ CpG ค่อนข้างหนาแน่น 
(CpG islands) โดยส่วนใหญ่พบในบริเวณ promoter และส่วนต้นของ exon ต าแหน่งที่1 

4. CpG dinucleotide คือ ต าแหน่งบนดีเอ็นเอที่มีล าดับเบส C อยู่ต่อกับเบส G โดย p 
หมายถึง phosphodiester bond ที่เชื่อมระหว่าง C และ G เป็นต าแหน่งที่มีส่วนส าคัญในการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนต์ด้วยปฏิกิริยา DNA methylation โดยเป็นบริเวณที่เอนไซม์ DNMT 
สามารถย้ายหมู่เมทิลมาเติมบริเวณเบส C เกิดเป็น 5-methycytosine (5-mC)   

5. Bisulfite conversion คือการน าดีเอ็นเอท าปฏิกิริยากับ sodium bisulfite ซึ่งปฏิกิริยานี้
จะท าให้ unmethylation cytosine เปลี่ยนเป็นเบส uracil ในขณะที่ 5-methylcytosine จะไม่มี
การเปลี่ยนแปลง วิธีการนี้มีประโยชน์ในการศึกษารูปแบบการเกิด DNA methylation 

6. Oxidative stress หรือภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คือภาวะไม่สมดุลระหว่างอนุมูลอิสระ
และสารต้านอนุมูลอิสระจะท าปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ ไขมัน โปรตีน 
กรดนิวคลีอิก และคาร์โบไฮเดรต ท าให้สูญเสียหน้าที่หรือถูกท าลาย ส่งผลให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บ 
(cell injury) และถูกท าลาย (cell damage) ตามมา    
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7. Tumor progression คือการศึกษาการลุกลามของเซลล์มะเร็ง ซึ่งเซลล์มะเร็งต้องมี
ความสามารถพิเศษเพ่ิมข้ึนอย่างน้อย 2 ประการ ดังนี้ 

7.1 Migration คือการเคลื่อนที่ของเซลล์ เซลล์มะเร็งจะมีศักยภาพในการเคลื่อนที่
สูงขึ้น การวัดความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล์นิยมใช้วิธี wound healing หรือ 
scratch assay 

7.2 Invasion เป็นการรุกรานของเซลล์ ซึ่งนอกจากจะเคลื่อนที่ได้แล้ว เซลล์ต้อง
สามารถหลั่งเอนไซม์ที่สามารถย่อย extracellular matrix ได้ด้วย วิธีที่ใช้ศึกษา invasion ใน
เซลล์เพาะเลี้ยง คือ Transwell invasion assay   
8. HepG2 cell line คือ hepatocellular carcinoma cell line ที่ได้มาจาก cancer 

human liver  
9. Nrf2 คือ ยีนที่ท าให้เซลล์เพ่ิมการแสดงออกจากการป้องกันตนเองเพ่ือรักษาสมดุลรีดอกซ์ซ์

ภายในเซลล์จากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (Oxidative stress) 
    

รูปแบบการวิจัย (Research design) 

 การศึกษาใน cell culture model เป็นงานวิจัยแบบ experimental analytical study 
ส่วนการศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับเปรียบเทียบระหว่างส่วนที่เป็นมะเร็ง (cancerous tissues) 
กับส่วนที่ไม่เป็นมะเร็ง (noncancerous tissues) เป็น  Observational analytical study ส าหรับ  
 
ปัญหาด้านจริยธรรม (Ethical consideration) 

 การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาในชิ้นเนื้อของกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับ ผู้วิจัยจึงจ าเป็นต้องได้รับ
อนุมัติจากคณะกรรมการคุณธรรมจริยธรรมวิจัยในคนก่อนการศึกษา โดยวิเคราะห์ตามหลักจริยธรรม
การวิจัยในคน 3 ข้อ ได้แก่ หลักความเคารพในบุคคล (Respect for person) คือการไม่เปิดเผยข้อมูล
ผู้ป่วยโดยไม่ใช้ชื่อผู้ป่วยในการลงทะเบียนสิ่งส่งตรวจแต่จะใช้รหัสหมายเลขแทน   หลักการให้
ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) คือการรักษาความลับของผู้ป่วย
โดยในแบบบันทึกข้อมูลจะไม่มี identifier ที่จะระบุถึงตัวผู้ป่วย  และหลักความยุติธรรม (Justice) 
คือ มีการกระจายความเสี่ยงและผลประโยชน์อย่างเท่าเทียมกัน โดยวิธีสุ่มเข้ากลุ่มศึกษา  
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย (Benefits of study) 

  1. ผลที่ได้จากการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยง 
   1.1 ทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นกับการลุกลามใน
เซลล์มะเร็งตับ 
   1.2 ทราบถึงระดับเมทิลเลชั่นของยีน Nrf2 ในเซลล์มะเร็งตับภายใต้ภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชั่น (oxidative stress)  
   1.3 ทราบถึงการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น  
  2. ผลที่ได้จากการศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ 
   2.1 ทราบถึงระดับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (8-OHdG) และการแสดงออกของ 
Nrf2 ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ 

2.2 ทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (8-OHdG) และ 
การแสดงออกของ Nrf2 กับการมีชีวิตรอดของผู้ป่วยมะเร็งตับ 
 
อุปสรรคที่อาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and strategies 
to solve the problem) 

1. ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ อาจพบปัญหาการปนเปื้อนของเชื้อ เช่น แบคทีเรีย หรือ เชื้อรา ได้ 
ในการเพาะเลี้ยงเซลล์จึงต้องมีการท าความสะอาดอุปกรณ์ที่ใช้ให้ปลอดเชื้อด้วยหม้อนึ่งแรงดันสูง 
(autoclave) ก่อน นอกจากนี้อาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์จะต้องผ่านการกรองพร้อมทั้งมีการใส่ antibiotic, 
ก่อนการใช้ตู้เลี้ยงเซลล์จะต้องมีการเปิด UV ก่อน อย่างน้อย15 นาที และการเลี้ยงเซลล์จะต้องเลี้ยง 
ด้วยวิธี aseptic technique 

2. ในขั้นตอนการสกัดดีเอนเอ การดูดส่วนใสด้านบนหลังจากปั่นตกต้องระมัดระวังไม่ให้ติด
ส่วนขาวขุ่นมาด้วย เนื่องจากจะท าให้ได้ดีเอนเอที่ไม่บริสุทธิ์ สามารถแก้ไขได้โดยการเติม Phenol: 
Chloroform ซ้ าและปั่นตกอีกครั้ง 

3. ในแต่ละการทดลองต้องก าหนดกลุ่มควบคุม (control group) ให้เหมาะสมและสามารถ
เป็นตัวควบคุมท่ีดีให้กับการทดลองนั้นๆ ได้ 
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง (Review literature) 

มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma (HCC))  
มะเร็งตับ (liver cancer) เป็นโรคที่เกิดจากเซลล์ของตับกลายเป็นมะเร็งที่มีการแบ่งตัวของ

เซลล์ และแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน ซึ่งเป็นเนื้องอกที่เจริญเติบโตโดยไร้การควบคุม มะเร็งตับพบ
ได้ทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย เนื่องจากตับเป็นอวัยวะภายในที่มีขนาดใหญ่ที่สุดและมีก าลังส ารอง
มาก ผู้ป่วยมะเร็งตับในระยะแรกจึงมักไม่แสดงอาการ เพราะตับยังคงท างานได้เกือบปกติ จะมีอาการ
ที่ชัดเจนเมื่อก้อนมะเร็งมีขนาดที่ใหญ่มาก ดังนั้น ผู้ป่วยมะเร็งตับจึงมักมีอัตราการอยู่รอดต่ า ซึ่งการ
วินิจฉัยมักตรวจพบเมื่อมะเร็งอยู่ในระยะที่ลุกลามและมีขนาดใหญ่มากแล้ว มะเร็งตับสามารถจ าแนก
ตามระยะลุกลามของโรคได้คือ มะเร็งตับปฐมภูมิ (primary liver cancer) ซึ่งเป็นมะเร็งตับที่เกิดขึ้น
ในตับเอง แบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือมะเร็งของเซลล์ตับ (hepatocellular carcinoma, HCC) ซึ่งใน
งานวิจัยนี้จะใช้ค าว่า มะเร็งตับ และชนิดที่สองคือมะเร็งท่อน้ าดี (cholangiocarcinoma) ส าหรับ
มะเร็งตับทุติยภูมิ คือ มะเร็งที่แพร่กระจายมาจากอวัยวะอ่ืน เช่น ปอด ตับ ล าไส้  ซึ่ งในประเทศไทย 
ร้อยละ 95 เป็นมะเร็งตับ HCC ซึ่งเป็นโรคที่มีความส าคัญที่พบได้บ่อยในประชากรทั่วโลก จากข้อมูล
ขององค์การอนามัยโลก (WHO) รายงานว่าพบมากเป็นอันดับ 5 คิดเป็นร้อยละ 5.6 ของมะเร็ง
ทั้งหมด โดยพบในผู้ชายมากกว่าหญิง 2-4 เท่า ในปี พ.ศ. 2543 พบอุบัติการณ์ของผู้ป่วย มะเร็งตับ
ใหม่ทั่วโลกประมาณ 564,000 คนต่อปี [1] ผู้ป่วยส่วนใหญ่ประมาณ 271,500 คนอยู่ในทวีปเอเชีย 
(จากประเทศจีน 221,000 คนและญี่ปุ่น 33,000 คน) ส าหรับในสหรัฐอเมริกาและประเทศในทวีป
ยุโรป พบประมาณ 11,500 คนและ 50,000 คนต่อปีตามล าดับ และมีผู้เสียชีวิตจากมะเร็งตับทั่วโลก
สูงถึง 549,000 คนต่อปี จากรายงานของกระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทยปี พ.ศ. 2551 พบว่า
โรคมะเร็งตับเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตและเจ็บป่วยเรื้อรังจากสาเหตุการตายเป็นอันดับ 1 และเป็น
มะเร็งที่พบบ่อยเป็นอันดับ 1 ในผู้ชายและอันดับ 5 ในผู้หญิง [12]  
 ปัจจัยเสี่ยงและสาเหตุของมะเร็งตับ ประมาณร้อยละ 80-90 ของมะเร็งตับทั้งหมดพบในผู้ที่
มีตับแข็ง (cirrhosis) อยู่แล้ว ซึ่งสาเหตุของตับแข็งที่ส าคัญและพบบ่อย ได้แก่ การติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีหรือไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง การดื่มแอลกอฮอล์ และภาวะไขมันสะสมในตับ (non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD) ปัจจัยเสี่ยงและสาเหตุของมะเร็งตับมีความแตกต่างกันตาม
ภูมิภาคของโลก เช่น ในประเทศทางทวีปยุโรปและอเมริกาพบว่ามะเร็งตับส่วนใหญ่เกิดจากการดื่ม
แอลกอฮอล์และการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง มะเร็งตับที่พบในประเทศญี่ปุ่นมักเกิดจากการ
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื้อรัง ส่วนมะเร็งตับที่พบในประเทศจีนและประเทศในเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้รวมทั้งประเทศไทยส่วนใหญ่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง  [13]  การเกิด
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มะเร็งเป็นกระบวนการที่ซับซ้อนซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงหลายขั้นตอน (multi-step process) และใช้
เวลายาวนานกว่าสิบปีโดยมีปัจจัยร่วมหลายสาเหตุ (multi-factorial process) ทั้งทางชีวภาพ 
พันธุกรรมและสิ่งแวดล้อมเข้ามาเกี่ยวข้อง ปัจจัยเสี่ยงเหล่านี้จะท าให้เกิดการอักเสบแบบเรื้อรัง การ
เกิดพังผืด และพัฒนาต่อไปเป็นมะเร็งเซลล์ตับ โดยทั่วไปการอักเสบแบบเรื้อรังจะท าให้มีการสร้าง
เนื้อเยื่อพังผืดมากขึ้นจากการท างานของ hepatic stellate cells (HSC) ที่ถูกกระตุ้นจากไซโตไคน์ที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (inflammatory cytokines) หรืออนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น เมื่อมีการสร้าง
เนื้อเยื่อพังผืดอย่างต่อเนื่องจะน าไปสู่การเกิดตับแข็งในที่สุด ซึ่งส่วนใหญ่ใช้เวลาเฉลี่ยประมาณ 20-40 
ปี ตั้งแต่เริ่มต้นของตับอักเสบแบบเรื้อรัง [14] ในระหว่างที่เซลล์ตับมีการท าลายและมีการสร้างเซลล์
ตับขึ้นมาใหม่อาจมีความผิดปกติทางพันธุกรรมของเซลล์เกิดขึ้นได้บ่อยในขณะที่เข้าสู่วัฏจักรของเซลล์ 
(cell cycle) เนื่องจากมี อัตราการแบ่งเซลล์เ พ่ิมมากขึ้น (accelerated rate of cell division) 
ร่วมกับมีระยะเวลาของการซ่อมแซมความผิดปกติทางพันธุกรรมลดลง การได้รับสารก่อมะเร็งต่างๆ 
เช่น สารอะฟลาทอกซิลหรือไนโตรซามีนมีส่วนท าให้เซลล์ตับมีอัตราการกลายพันธุ์เพ่ิมมากขึ้น 
นอกจากนี้การเพ่ิมของสารอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นระหว่างการอักเสบของตับมีส่วนกระตุ้นการเหนี่ยวน า
สัญญาณเซลล์ (signaling pathways) ต่างๆที่ควบคุมการเพ่ิมจ านวนเซลล์ (cell proliferation) การ
พัฒนาเซลล์ (cell differentiation) และโปรแกรมการตายของเซลล์ (apoptosis) รวมทั้งสามารถ
ท าลายดีเอ็นเอของเซลล์ได้โดยตรง ซึ่งน าไปสู่การกลายพันธุ์ของเซลล์ในที่สุด เซลล์ตับที่มีการกลาย
พันธุ์นี้ สามารถหลีกเลี่ยงโปรแกรมการตายของเซลล์และสามารถแบ่งเซลล์อย่างต่อเนื่อง ท าให้มีการ
สะสมของเซลล์ที่มีความผิดปกติทางพันธุกรรมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ จนเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็งใน
เวลาต่อมา[14], [15], [16], [17], [18]  

นอกจากผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งตับส่วนใหญ่ประมาณร้อยละ 80-90 มักจะมีตับแข็งร่วมด้วย แต่
อย่างไรก็ตามประมาณร้อยละ 10-20 ของผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งตับอาจไม่มีตับแข็งเลยโดยเฉพาะผู้ป่วยที่
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง ส่วนมะเร็งตับที่เกิดจากตับปกติโดยไม่มีการอักเสบหรือมีเนื้อเยื่อ
พังผืดเลยมีโอกาสเป็นไปได้น้อยมาก ผู้ป่วยที่เป็นตับอักเสบบีแบบเรื้อรังหรือตับแข็งจากการติดเชื้อ
ไวรัสอาจตรวจพบ liver cell dysplasia ซึ่งแบ่งตามการตรวจทางพยาธิวิทยาเป็น large และ small 
cell dysplasia ซึ่งข้อมูลในปัจจุบันเชื่อว่า small cell dysplasia เป็นปัจจัยเสี่ยงที่ส าคัญอย่างหนึ่ง
ของการเกิดมะเร็งตับ ในผู้ป่วยที่เป็นตับแข็งจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีหรือไวรัสตับอักเสบซี [16]  
นอกจากนี้ผู้ป่วยที่เป็นตับแข็งมักตรวจพบ dysplastic nodules ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อก่อนเกิดมะเร็งตับ 
(precancerous lesion) โดยสามารถวินิจฉัยได้จากการตรวจทางรังสีวิทยา เช่น เอกซเรย์
คอมพิวเตอร์ (CT scan) หรือวินิจฉัยจากการตรวจทางพยาธิวิทยาของชิ้นเนื้อตับที่ได้จากการผ่าตับ
เปลี่ยนตับ (liver transplantation) การศึกษาแบบไปข้างหน้า (prospective studies) พบว่าผู้ป่วย
ตับแข็งที่เกิดจากสาเหตุต่างกันมีความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับไม่เท่ากัน เช่น ตับแข็งจากการติดเชื้อ
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ไวรัสตับอักเสบซีแบบเรื่อรังในผู้ป่วยชาวญี่ปุ่นและชาวตะวันตกมีความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับสูงสุด
โดยมีอุบัติการณ์สะสมของการเป็นมะเร็งตับในเวลา 5 ปี (5-year cumulative incidence) ร้อยละ 
30 และ 17 ตามล าดับ ส่วนผู้ป่วยตับแข็งจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังในประเทศทาง
ตะวันตกและประเทศในภูมิภาคที่มีความชุกของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีสูง เช่น เอเชียตะวันออก
เฉียงใต้มีอุบัติการณ์สะสมของการเป็นมะเร็งตับในเวลา 5 ปี ร้อยละ 10 และ 15 ตามล าดับ [17]  

การเกิดมะเร็งตับเป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงของยีนหลายขั้นตอน เช่น มีการเปลี่ยนแปลง
ของโครโมโซม (chromosomal aberrations) มีการกลายพันธุ์ของยีนมะเร็ง(oncogene) และยีน
ต้ านมะเร็ ง (tumor suppressor gene) นอกจากนี้ ยั งพบการเปลี่ ยนแปลงเหนือ พันธุกรรม 
(epigenetic alterations) เกิดขึ้นได้บ่อย รวมทั้งพบการเหนี่ยวน าสัญญาณเซลล์ต่างๆ ที่ผิดปกติ
(disrupted signaling pathways) ด้วย 

 
กระบวนการเหนือพันธุกรรม (Epigenetic) ในมะเร็งตับ 

 กระบวนการเหนือพันธุกรรม (Epigenetic) เป็นกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนที่
ไม่ขึ้นกับล าดับเบสบนดีเอ็นเอ แต่เกิดจากปฏิกิริยาต่างๆ เช่น การเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็นเอ (DNA 
methylation) การปรับแต่งโปรตีนฮีสโตน (histone modification) การจัดต าแหน่งนิวโครโซม 
(nucleosome positioning) และการแสดงออกของ non-coding RANs ซึ่งสามารถเกิดขึ้นใหม่และ
สามารถถ่ายทอดไปสู่ลูกหลานได้ กลไกเหนือยีนหรือเหนือพันธุกรรมเหล่านี้จะส่งผลต่อการควบคุม
การแสดงออกของยีนในระดับการถ่ายทอดรหัส (transcriptional control) โดยสามารถมีความ
แตกต่างกันได้ในแต่ละเซลล์หรือเนื้อเยื่อต่างๆ และอาจเปลี่ยนแปลงได้ตามระยะเวลาหรืออายุไขของ
เซลล์ การศึกษาความผิดปกติของกระบวนการเหนือพันธุกรรมที่นิยมศึกษากันมากที่สุดคือ  DNA 
methylation โดยจากรายงานที่ผ่านพบว่า ความผิดปกติของ DNA methylation มีความสัมพันธ์กับ
โรคหลายชนิด เช่น โรคเบาหวานชนิดที่ 2 โรคทางระบบประสาท รวมถึงโรคมะเร็งชนิดต่าง [19], [20], 

[21]    
 กลไกการเติมหมู่เมทิล อาศัยเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMTs) โดยเอนไซม์ 
DNMT จะเร่งปฏิกิริยาการย้ายหมู่เมทิลจาก s-adenosylmethionine (SAM) ที่ท าหน้าที่เป็นผู้ให้หมู่
เมทิล (methyl donor) ไปที่ต าแหน่งที่ 5 ของวงแหวนไพริมิดีน (pyrimidine ring) ของเบสไซโตซีน 
ได้ผลิตภัณท์เป็น 5-methylcytosine (5mC) และ SAM เปลี่ยนเป็น s-adenolylhomocysteine 
(SAH) ดังภาพที่ 1 [22],[23]  
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ภาพที่   1 แสดงกลไกของกระบวนการ  DNA methylation โดยอาศัย เอนไซม์ DNA 
methyltransferase(DNMT) เร่งปฏิกิริยาการย้ายหมู่เมทิล จาก s-adenosylmethionine (SAM) 
ไปต าแหน่งที่ 5 ของวงแหวนไพริมิดีน (pyrimidine ring) ของเบสไซโตซีน ได้ผลิตภัณท์เป็น 5-
methylcytosine (5mC) และSAM เปลี่ยนเป็น S-adenolylhomocysteine (SAH) 
  

เอนไซม์ DNMTs ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian) มี 3 ชนิด ได้แก่ 1) DNMT1 2) 
DNMT3a 3) DNMT3b โดยแบ่งเป็น 2 ประเภทตามความสามารถในการจับกับซับสเตรตซึ่งก็คือ 
CpG dinucleotide ที่แตกต่างกัน [23],[24] ประเภทแรกได้แก่ เอนไซม์ DNMT1 เร่งปฏิกิริยาของ
กระบวนการ maintenance DNA methylation [25]  เพราะสามารถจับได้ดีกับ hemimethylated 
CpG [26] ประเภทที่สอง ได้แก่ เอนไซม์ DNMT3a และ DNMT3b เร่งปฏิกิริยาของกระบวนการ de 
nova DNA methylation เพราะจับได้ดีกับ unmethylated CpG [27]   ดังภาพที่ 2  [22] 
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ภาพที่  2 แสดงกระบวนการ maintenance และ de novo DNA methylation ของ genomic 
DNA โดยกระบวนการ maintenance DAN methylation เร่งปฏิกิริยาโดยเอมไซม์ DNMT1 และมี
hemimethylated CpG เป็นซับสเสตรต กระบวนการ de novo DNA methylation เร่งปฏิกิริยา
โดยเอมไซม์ DNMT3a และ DNMT3b มี unmethylatated CpG เป็นซับสเตรต 
 

การเพ่ิมขึ้นของหมู่เมททิลที่ต าแหน่ง CpG dinucleotides ในบริเวณ promoter ของยีน
ต้านมะเร็งเป็นผลท าให้ยีนดังกล่าวท างานไม่ได้ตามปกติและท าให้ mRNA ที่เป็นผลผลิตจากยีนนั้นมี
จ านวนน้อยลง การเพ่ิมขึ้นของหมู่เมทิลของยีนต้านมะเร็งชนิดต่างๆในมะเร็งตับที่พบบ่อยได้แก่ p16 
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A))   E-cadherin    suppressor of cytokine 
signaling (SOSC-1)  RAS-association domain family (RASSF 1A)   soluble frizzled related 
protein-1 (SFRP1) และ  phosphate and tensin homolog (PTEN) [17],[23]  ข้ อ สั ง เ ก ต จ า ก
การศึกษาหลายงานพบว่าการเพ่ิมขึ้นหรือพบใน dysplastic nodules และมีจ านวนเพ่ิมมากขึ้นเมื่อ
เป็นมะเร็งตับแล้ว ดังนั้นการตรวจพบการเพ่ิมขึ้นของหมู่ เมทิลของยีนต้านมะเร็งในผู้ป่วยที่ยังไม่เป็น
มะเร็งตับอาจเป็นตัวบ่งชี้ว่าผู้ป่วยมีความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับในอนาคต [28] 

การเปลี่ยนแปลงเหนือพันธุกรรมเป็นการเปลี่ยนแปลงที่ย้อนกลับได้ (reversible) การ
เปลี่ยนแปลงเหนือพันธุกรรมที่พบได้บ่อยในมะเร็งตับ ได้แก่ การเพ่ิมของหมู่เมททิลในยีนต้านมะเร็ง 
(promoter hypermethylation) ซึ่งจะยับยั้งกดแสดงออกของยีนต้านมะเร็ง และการลดลงของหมู่
เมททิลโดยรวมของยีโนม (global hypomethylation or genome-wide hypomthylation) ซึ่ง
เป็นกลไกหนึ่งของการเกิดมะเร็ง เนื่องจากท าให้โครโมโซมขาดความเสถียรและกระตุ้นการท างานของ
ยีนก่อมะเร็ง (proto-oncogene activation)(26),[29] 
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การควบคุมเหนือพันธุกรรม (epigenetic regulation) ข้างต้น เป็นการควบคุมการแสดงออก
ของยีนระดับถอดรหัส (transcriptional control) กระบวนการ DNA methylation จึงมีความส าคัญ
ต่อการพัฒนาของมะเร็ง เนื่องจาก DNA methylation มีผลโดยตรงต่อการเกิด transcription ของ
ยีน กระบวนการ DNA methylation เป็นการดัดแปลงดีเอ็นเอที่ไม่ท าให้ล าดับเบสมีการเปลี่ยนแปลง 
และสามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกได้ โดยการเติมหมู่เมทิล (methyl or CH3)  ไปแทนที่อะตอม
ไฮโดรเจนในเบสไซโตซีน (cytosine (C) ) ที่ติดอยู่กับกัวนีน (guanine (G)) หรือ CpG (CpG 
dinucleotide) ซึ่งถ้าต าแหน่ง promoter ของยีนมี methylation สูง จะยับยั้งการเข้าจับของ RNA 
polymerase ท าให้กดการแสดงออกของยีน (gene repression) นั้น ในเซลล์มะเร็งส่วนใหญ่จะพบ 
promoter hypermethylation ของยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor genes) [30],[31],[32],[33] และ 
promoter hypomethylation ของยีนมะเร็ง (oncogene) [34],[35],[36],[37] 
 
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (Oxidative stress) และการก่อมะเร็ง 

 ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) คือ ภาวะที่เซลล์ไม่สามารถรักษาสมดุล
ระหว่าง reactive oxygen species (ROS) กับ antioxidant ไว้ได้ ในสภาวะปกติกระบวนการสร้าง
พลังงานจากสารอาหารที่บริโภคจ าเป็นต้องใช้ออกซิเจน ท าให้มีการสร้างสารออกซิแดนซ์ (oxidants) 
ที่เป็นอนุพันธ์ของออกซิเจน หรือ ROS ได้แก่ superoxide anion (O2

-)  hydroxyradical (OH-) 
และ hydrogenperoxide (H2O2) เกิดขึ้นตลอดเวลาดังภาพที่ 3 โดยส่วนใหญ่เกิดที่บริเวณเยื่อหุ้มไม
โทคอนเดรีย ซึ่งเป็นบริเวณที่เกิด electron transport chain ดังนั้น ในสภาวะปกติเซลล์จะมีการ
สร้างantioxidants เช่น superoxide dismutase catalase และ glutathione ขึ้นมาก าจัด ROS 
เหล่านี้ แต่เมื่อใดก็ตามเซลล์ไม่สามารถรักษาสมดุลได้ ROS ที่มากเกินไปจะไปท าลายองค์ประกอบ
ต่างๆ ในเซลล์ทั้งโปรตีน ไขมัน และกรดนิวคลีอิก จนเกิด oxidative damage อีกทั้ง ROS ยัง
สามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีนส่งสัญญาณหรือ transcription factors อีกหลายชนิด ดังภาพ
ที่ 4 [38]  ซึ่งจะท าให้การท างานของเซลล์เปลี่ยนไป และในที่สุดส่งผลให้เซลล์กลายเป็นมะเร็งได้   ใน
งานวิจัยนี้มุ่งเน้นศึกษา Nrf2 transcription factor  
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ภาพที่  3 ปัจจัยกระตุ้นและยับยั้งการสร้าง ROS ในเซลล์ 

 

 
ภาพที่  4 Transcription factors ที่ถูกกระตุ้นด้วย ROS 

 
ในการวัดระดับ oxidative stress นั้นสามารถวัดได้จากปริมาณ oxidative product ซึ่งเป็น

ผลิตภัณฑ์ที่ เกิดขึ้นเมื่อมี oxidative stress เกิดขึ้นในเซลล์ โดยอาจวัดจากปริมาณ protein 
carbonyl ซึ่งเป็นผลผลิตจากการเกิดออกซิเดชั่นของโปรตีน[39]  หรือปริมาณ 8-OHdG ซึ่งเป็นผลผลิต
จากกรดนิวคลีอิก [40] หรืออาจวัดจาก malondialdehyde (MDA) และ 4-hydroxynonenal (4-
HNE) ซึ่งเป็นผลผลิตที่เกิดขึ้นในไขมัน [41] 

อย่างที่กล่าวไว้แล้วเบื้องต้นว่า oxidative stress เป็นภาวะที่เกิดจากความไม่สมดุลของสาร
อนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ มักเกิดจากการเพ่ิมขึ้นของสารอนุมูลอิสระหรือมีการลดลงของ
สารต้านอนุมูลอิสระท าให้เซลล์เกิดภาวะเครียด สารอนุมูลอิสระมีแหล่งก าเนิดจากทั้งภายในเซลล์
(endogenous source) เช่น mitochondria และ peroxisome และผลิตจากเซลล์ในกระบวนการ
อักเสบ และจากภายนอกร่างกาย เช่น การได้รับสารเคมีจากสิ่งแวดล้อม (environmental agent) 
ยา รวมถึงสารเคมีในอุตสาหกรรมโดยภาวะเครียด จะส่งให้เกิดความเสียหายต่อสารชีวโมเลกุลในด้าน
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โครงสร้างและการท าหน้าที่ผิดปกติไป ส่งผลให้เกิดความผิดปกติทางพันธุกรรมตามมา เช่น genetic 
mutation และ chromosome instability เป็นต้น ซึ่งน าไปสู่การเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์มะเร็งใน
ที่สุด (malignant transformation) [7],[9],[42]  สารต้านอนุมูลอิสระมีอยู่หลายชนิดและในการศึกษาใน
ครั้งนี้เลือกใช้สารต้านอนุมูลอิสระ ดังนี้  

 
สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

วิตามิน อี หรือโทโคเฟอรอล อะซีเตท (Tocopherol acetate ; TA) 
วิตามิน อี หรือ โทโคเฟอรอล อะซีเตท (tocopherol acetate) เป็นสารต้านการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันและอนุมูลอิสระ (potent antioxidant) ละลายได้ดีในไขมัน เช่นเดียวกับวิตามินเอ 
วิตามินดี และวิตามินเค  วิตามินอี มีหลายชนิด ได้แก่ แอลฟา เบตา แกมมา และซิกมา โทโคเฟอรอล 
โดยชนิดที่ออกฤทธิ์ได้ดีที่สุด คือ แอลฟาโทโคเฟอรอล (alpha-tocopherol) เนื่องจากผนังของเซลล์
ต่างๆ ในร่างกายมีไขมันที่ไม่อ่ิมตัวเป็นโครงสร้างหลัก  โครงสร้างที่ว่านี้จะถูกท าลายได้ง่ายด้วย
กระบวนการออกซิเดชัน (oxidation) และส่งผลให้เกิดสารอนุมูลอิสระ (free radicals) ชนิดต่างๆ 
ตามมา ซึ่งเป็นสารที่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อโครงสร้างภายในเซลล์ที่สัมผัสกับสารอนุมูลอิสระ  ซึ่ง
มีผลในการป้องกันการท าลายเซลล์ หรือลดความเสื่อมของอวัยวะต่างๆ ที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระ 
นอกจากนี้ยังมีผลช่วยปกป้องการเสื่อมสลายของเยื่อหุ้มเซลล์ (stabilize) ที่บุอยู่ตามอวัยวะต่างๆ เชน่ 
ผิวหนัง ตา ตับ เต้านม หลอดเลือด  และเม็ดเลือดแดง ท าให้อวัยวะดังกล่าวท างานอย่างมี
ประสิทธิภาพและมีความคงทนมากขึ้นด้วย  

โครงสร้างโมเลกุลของวิตามินอีประกอบด้วยส่วนที่มีขั่วของวงแหวนโครแมน  (chroman 
ring) ซ่ึงเป็นส่วนหัวที่เป็นส่วนที่ออกฤทธิ์เป็น antioxidant และส่วนหางของ tocopherol เป็นหมู่ที่
แทนที่ด้านข้างด้วยส่วนที่ไม่มีขั้วจากหมู่ phytyl group ในขณะที่ส่วนหางของ tocotrienol เป็น 
polyisosophenoid group ส่วนหางนี้ ท าหน้าที่ฝังตัว และยึดเหนี่ยวกับสารไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ 
และแกนของ lipoprotein แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันที่จ านวน และต าแหน่งของหมู่เมทิล 
(methyl group, -CH3) ในวงแหวนโครแมนล ต าแหน่งคาร์บอนที่ 5, 7 และ 8 

 
 

 
                        
 ภาพที่  5 แสดงโครงสร้างโมเลกุลของวิตามินอี  



 
 

 

26 

กลไกการท างาน วิตามินอีทีมีอยู่ในเซลล์จะท าหน้าที่ให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระที่เกิด  ขึ้น
จากกระบวนการในเซลล์ ท าให้ลดพิษของอนุมูลอิสระที่อาจเกิดอันตรายกับเซลล์ในร่างกาย  และ
เปลี่ยนรูปของอนุมูลอิสระท าให้ร่างกายสามารถก าจัดออกในระบบต่างๆได้ดี ขึ้น 

 
วิตามินซีหรือกรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) 
กรดแอสคอร์บิก ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับปฎิกิริยาออกซิเดชันรีดักชันภายในเซลล์ เพราะ

คุณสมบัติเป็นแอนทิออกซิแดนต์ (antioxidant) ป้องกันสารอ่ืนไม่ให้ถูกออกซิไดส์ เช่น วิตามินเอ 
วิตามินอี กรดเตรตระไฮโดรโฟลิก [43] และยังเป็นสารที่มีพลังรีดิวสูงและมีฤทธิ์เป็น antioxidant ที่มี
ผลต่อ redox potential ของร่างกาย อณุพันธุ์ของวิตามินซีสามารถให้อิเล็กตรอนได้  1 หรือ 2 
อิเล็คตรอน[44] จึงท าให้วิตามินซี มีบทบาทต่อ Free-radical scavenger โดยเมื่อกรดแอสคอบิคถูก
อ อ ก ซิ ไ ด ส์ ไ ป เ ป็ น  dehydroascorbate แ ล ะ เ ป็ น  ascorbate free radical ที่ เ รี ย ก ว่ า 
monodehydroascorbic acid สารตัวนี้แม้เป็น free radical แต่ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์เพราะจะ
ไปท าหน้าที่เป็น antioxidant ให้แก่ร่างกายเพ่ือไปท าลาย free radical ที่เกิดจากออกซิเจนที่จะมา
เป็นอันตรายต่อผนังเซลล์ [45] ในบรรดาอนุมูลอิสระหรืออนุมูลออกซิเจนที่เกิดขึ้นในร่างกายจะเป็น
ตัวกลางให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นขึ้นในพวกชีวโมเลกุล cell membrane ตลอดจนเนื้อเยื่อของ
สิ่งมีชีวิต ซึ่งจะเป็นการเชื่อมโยงให้เกิดพยาธิสภาพต่างๆ ขึ้นในร่างกายหรื อการเกิดมะเร็ง รวมทั้ง
ความชรา (aging) ของมนุษย์ที่ไม่สามารถหลีกเลี่ยงได้  อย่างไรก็ตาม กรดแอสคอบิคจะไปท าลาย
หรือก าจัดพวกอนุมูลอิสระต่างๆ (O2 •-   •OH และ HO2

 •-) ดังกล่าวมาแล้ว ให้เบาบางลงหรือหมดไป
ได้ [46], [47] 

 
Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) 

Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) เป็นยีนที่ท าให้เซลล์เพ่ิมการแสดงออกจาก
การป้องกันตนเองเพ่ือรักษาสมดุลรีดอกซ์ภายในเซลล์ โดย Nrf2 ถูกควบคุมสมดุลการท างานโดย 
Keap1 ซึ่ง Keap1 ท าหน้าที่จับ Nrf2 เพ่ือไม่ให้ท างานและคงอยู่ในไซโตพลาสซึม ดังนั้นเซลล์ใน
สภาวะปกติจึงคงสมดุลการท างานของ Nrf2 ได้ เมื่อเซลล์ได้รับตัวกระตุ้นจะมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง
ของโปรตีน ส่งผลท าลายการจับระหว่าง Nrf2 และ Keap1 มผีลท าให้ Nrf2 ในรูปอิสระแล้วจะเคลื่อน
ตัวเข้าสู่นิวเคลียส และเข้าจับดีเอ็นเอส่วนที่ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของยีน (ARE)  เมื่อมีอนุมูล
อิสระจะส่งผลให้เซลล์เกิด ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (Oxidative stress)  ซึ่งเป็นความไม่สมดุล
ระหว่างการผลิตและการก าจัดของออกซิเจน (reactive oxygen species (ROS)) มีบทบาทส าคัญใน
การเกิดโรคต่างๆ รวมทั้งโรคมะเร็ง  
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 Kelch-like ECH-associated protein1 (Keap1) – nuclear factor E2-related factor 2 
(Nrf2) pathway คือ กระบวนการของการส่งสัญญาณที่ส าคัญภายในเซลล์เพ่ือป้องกันและความอยู่
รอดจากภาวะเครียดที่เกิดจากออกซิเดชั่นของเซลล์ [48],[49] โดยมีกระบวนการท างานอย่างละเอียด
ดังนี้ 
 

กระบวนการของ Keap1-Nrf2 (The Keap1-Nrf2 pathway) 
โดยปกติแล้วเซลล์ได้มีการเจริญและพัฒนากลไกที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันตัวเองซึ่งท า

ให้เซลล์มีความสามารถที่จะอยู่รอดภายใต้สภาวะความเครียด หนึ่งในระบบการส่งสัญญาณที่มี
ประสิทธิภาพในการป้องกันตัวเองของเซลล์ คือ กระบวนการ Keap1-Nrf2 pathway ซึ่งจะถูก
กระตุ้นในการตอบสนองต่อความเครียดที่เกิดจากปัจจัยที่อยู่ภายในเซลล์เองหรือปัจจัยที่มาจาก
ภายนอกเซลล์ ในสภาวะปกติ Nrf2 จะถูกจับอยู่กับ Keap1 ในไซโตพลาสซึม Keap1 จะท าหน้าที่
เสมือนโปรตีนตัวเชื่อมในโมเลกุลของ cullin 3 (Cul3)-based E3 ligase complex ซึ่งโมเลกุลนี้จะ
ท าหน้าที่เติมหมู่ ubiquitin ให้แก่ Nrf2 ส่งผลให้ Nrf2 ถูกท าลายที่ proteasome ในภาวะที่ไม่มี
ความเครียด (unstressed condition) [48] ในสภาวะความเครียดที่เกิดจากออกซิเดชั่น จะชักน าให้
เกิดการสะสมของ Nrf2 ในนิวเคลียส ซึ่งในนิวเคลียส Nrf2 จะจับอยู่กับ antioxidant response 
element (ARE) [49] ซึ่งเป็นส่วนควบคุมยีนเป้าหมาย โดยที่ยีนเหล่านี้ประกอบไปด้วยเอนไซม์ที่ท า
หน้าที่ก าจัดสารพิษ เช่น NADPH quinone oxidoreductase 1 ( NQO1) และ glutathione S-
transferases (GSTs) รวมทั้งเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ต้านอนุมูล อิสระ  เช่น heme oxygenase -1 
(HMOX1) และ peroxiredoxins และเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์ glutathione (GSH) และ
ที่ท าหน้าที่เกี่ยวกับกระบวนการ metabolism เช่น glutamate – cysteine ligase (GCL) นอกจากนี้ 
Nrf2 ยังควบคุมโปรตีนที่เป็นโปรตีนของ proteasome และโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นโปรตีนตัวพา 
(chaperone protein) บ่งชี้ว่า Nrf2 มีบทบาทส าคัญในการฟื้นฟูและก าจัดโปรตีนที่เสียสภาพด้วย [50] 

โปรตีนที่ท าหน้าที่ยับยั้งในกระบวนการนี้ คือ Keap1 ซึ่งประกอบไปด้วย 5 โดเมน ดังนี้ 
โดเมนที่หนึ่ง คือ N-terminal domain ซึ่งเป็นส่วนซับซ้อนและครอบคลุมบริเวณกว้าง โดเมนที่สอง 
คือ Tramtrack และโดเมนที่สาม คือ Bric-a-Brac ซึ่งเป็นโดเมนที่เชื่อมกันอยู่รวมเรียกว่า BTB 
domain ซึ่งบริเวณ BTB จะเชื่อมอยู่กับโดเมนของ Kelch ด้วย interventing region (IVR) โดเมนที่
สี่ คือ โดเมนที่เรียกว่า Kelch domain ซึ่งมีส่วนที่มีล าดับของกรดอะมิโนซ้ ากัน และโดเมนที่ห้า คือ 
C-terminal domain (ภาพที่ 6 A) Keap1 คือโมเลกุลที่จับกันสองโมเลกุล (dimer) ซึ่งเข้าคู่กันผ่าน
การใช้ BTB domain และประกอบขึ้นเป็นโครงสร้างคล้ายกับ cherry bob  (ภาพที่ 6 C) Keap1 จะ
ติดอยู่กับหน่วยย่อยของไมโครฟิลลาเมน (microfillsment) ที่ท าหน้าที่เป็นโครงสร้างค้ าจุนเซลล์ 
(cytoskeletal actin ) ผ่านการจับของ Kelch domain กับ Nrf2 โดยที่ Nrf2 ประกอบด้วยบริเวณที่
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เป็น Neh 7 ต าแหน่ง ได้แก่ Neh1-Neh7 คล้ายกับโครงสร้างของการจับกันระหว่าง Nrf2 และ ECH 
(ภาพที่ 6 B) โดยที่ Neh1 ประกอบไปด้วยบริเวณที่เป็นล าดับของ CNC เป็นพ้ืนฐานเพ่ือให้ DNA มา
จับและโครงสร้างของ leucine zipper มีไว้เพ่ือการเข้าคู่กับโปรตีนขนาดเล็กที่มีชื่อว่า Maf  ส่วน 
Neh2 คือโดเมนที่ท าหน้าที่ควบคุมในเชิงลบต่อกระบวนการถอดรหัสของ Nrf2 ผ่านการจับกับโปรตีน 
Keap1 บริเวณที่เป็น Neh2 มีสองต าแหน่งที่มีล าดับของกรดอะมิโนแตกต่างกันประกอบด้วย ETGE 
และ DLG ซึ่งสองต าแหน่งนี้จับกับ Keap1 มีผลท าให้เกิดเป็นโครงสร้างโมเลกุลประกอบของ Keap1-
Nrf2 complex ในอัตราส่วนโครงสร้างทางเคมีหนึ่งต่อสองซึ่งเป็นบริเวณที่อยู่ใน Nrf2 สองบริเวณ 
(ภาพที่ 6 C) ต าแหน่งสองต าแหน่งนี้ที่ใช้จับกับ Keap1 มีประโยชน์ส าหรับกระบวนเติมหมู่ ubiquitin 
ของ Nrf2 เพราะบริเวณที่มีกรดอะมิโน lysine เป็นบริเวณที่วางตัวอยู่ระหว่างต าแหน่งที่ใช้จับกับ 
Keap1 นั่นก็คือ ETGE และ DLG (ภาพที่ 6 A) ส าหรับ Neh3 Neh4 Neh5 และNeh6  คือบริเวณที่
เป็นไว้ส าหรับการเกิดปฏิกิริยาแบบ trans บริเวณที่มีการศึกษามากที่สุดเมื่อไม่นานมานี้ คือ บริเวณ 
Neh 7 ซึ่งประกอบไปด้วยกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 209 ถึง 316 บริเวณนี้ที่ถูกประมาณการว่าจะจับกับ 
RXR ซึ่งเป็นต าแหน่งที่ยับยั้งสัญญาณท่ีเกิดข้ึนระหว่างการจับกันของ Nrf2 กับ ARE [51] 
 

 
 

ภาพที่  6 แสดงโครงสร้างโปรตีน Krep1 และ Nrf2 
(A)Keap1 ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนจ านวน 624 ตัวแบ่งเป็น 5 โดเมน (B) Nrf2 ประกอบไปด้วย
กรดอะมิโน 589 ตัว แบ่งเป็น 7 โดเมน คือ Neh1 – Neh7 โดเมน Neh2 จะประกอบไปด้วย motif 
ETGE และ DLG ซึ่งเป็นต าแหน่งที่ใช้ในการจับกับ Keap1 และประกอบไปด้วยส่วน hydropholic 
ซึ่งมี lysine อยู่ (7K) ซึ่งมีหน้าที่เก่ียวกับการย่อยสลาย (degradation) ของ Nrf2 (C) Nrf2 จะจับกับ 
Keap1 ด้วย 2 โมเลกุลผ่านทาง ETGE และ DLG 
 

โมเลกุลประกอบของ Keap1-Nrf2 pathway ที่พร้อมในท างานจะกระตุ้น ARE และเพ่ิม
กระบวนการท างานของเอนไซม์ NQO1 จากการศึกษาที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า โมเลกุลที่ท าหน้าที่
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กระตุ้น ARE (ARE inducers) มีโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกัน รูปแบบโดยทั่วไปของโมเลกุลจะมี
องค์ประกอบทางเคมีที่มีความหลากหลายซึ่งท าปฏิกริยากับ sulfhydryls เช่น กรดอะมิโน cysteine 
thiols  และนอกจากนั้นการค้นพบของโปรตีน Kelch 1 ที่มีกรดอะมิโน cysteine เป็นจ านวนมาก  
สามารถกระตุ้น ARE ให้จับกับ Keap1 และท าให้ Keap 1 สามารถเป็นตัวตรวจตัวจับสัญญาณ
ความเครียดในรูปของสารละลายประจุไฟฟ้าที่ละลายในน้ าซึ่งอยู่ภายในเซลล์ (electrophile stress)  
 

การควบคุมการท างานของโปรตีน Nrf2 โดยโปรตีน Keap1 (Keap1-dependent 
regulation of Nrf2) [51] 

ภายใต้สภาวะปกติ Keap1 จะท าหน้าที่เหมือนเป็นโปรตีนตัวพา ในโมเลกุลของ Cul3-
based E3 ส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาการเติมหมู่ ubiquitin และท าให้เกิดการสลายตัวของ Nrf2 อย่าง
รวดเร็วตามมา (ภาพที่ 7 A) ครึ่งชีวิตของโปรตีน Nrf2 มีระยะเวลาที่สั้น เพียง 10-20 นาที ซึ่งป้องกัน
กระบวนการการตุ้นที่เกิดจากการตอบสนองของสารต้านอนุมูลอิสระ อย่างไรก็ตามในระหว่างการเกิด
สภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นหรือสารละลายประจุไฟฟ้าที่ละลายในน้ าซึ่ งอยู่ภายในเซลล์  
(electrophile stress) ต าแหน่งที่ เป็นกรดอะมิโน cysteine ที่อยู่ ในโปรตีน Keap1 ถูกเปลี่ยน
โครงสร้างชักน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของโปรตีนและการจับกันระหว่าง Keap1-Nrf2 เป็นผล
ท าให้ขัดขวางปฏิกิริยาการเติมหมู่ ubiquitin และการย่อยสลายของ Nrf2 (ภาพที่ 7 B) จากผล
ข้างต้นท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของ Nrf2 ที่ถูกสังเคราะห์เข้าไปในนิวเคลียสและจับกับ ARE และ
เหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย ในการวิเคราะห์ทางโปรตีน กรดอะมิโน cysteine 27 
ตัว ในโปรตีน Keap1 ของมนุษย์ถูกพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงในการตอบสนองต่อสารละลายประจุ
ไฟฟ้าที่ละลายในน้ าซึ่งอยู่ภายในเซลล์ (electrophile stress) ที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามกรดอะมิโน 
cysteine ของโปรตีน Keap1 ได้แก่ ต าแหน่งของกรดอะมิโน cysteine ต าแหน่งที่ 151 273 และ 
288 ถูกพบว่ามีความส าคัญในแง่ของระบบการท างานของระบบโปรตีน Keap1-Nrf2  ในขณะที่
กรดอะมิโน cysteine ต าแหน่งที่ 273 และ 288 มีความส าคัญกับโปรตีน Keap1 ในการไปยับยั้ง
โปรตีน Nrf2 ภายใต้ภาวะปกติ ส่วนหนึ่งของตัวกระตุ้นที่เป็น Nrf2 มีเป้าหมายต่อกรดอะมิโน 
cysteine ต าแหน่งที่ 151 อย่างไรก็ตามไขมันที่มาจากสารละลายประจุไฟฟ้าที่ละลายในไขมันในหมู่

ของกรด nitro-oleic (OA-NO2)  prostaglandin A2 (PGA2) 15-deoxy-Δ 12,14 – prostaglandin J2 
(15d – PGJ2) และสารประกอบโลหะหนักของสารหนู  สามารถกระตุ้นโปรตีน Nrf2 โดยไม่ขึ้นกับ
กรดอะมิโน cysteine ต าแหน่งที่ 151 ของโปรตีน Keap1  

นอกจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโน cysteine ของโปรตีน Keap1 กลไกอ่ืนๆ 
ที่อาศัยโปรตีน Keap1 เพ่ือกระตุ้น Nrf2 โดยที่โปรตีนซึ่งท าหน้าที่แย่ง Keap1 ในการจับกับ Nrf2 
อย่างเช่น Sequestosome 1/62 (SQSTM1/p62) กระตุ้นกระบวนการของ Keap1-Nrf2 ผ่านการ



 
 

 

30 

จับกันกับ Keap1 ตรงบริเวณที่อยู่ภายในด้านปลายที่มีหมู่ carboxy ซึ่งคล้ายกับบริเวณที่มีกรดอะมิ
โน ETGE ใน Nrf2 (ภาพที่ 7 C) กระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟสของ p62 ตรงต าแหน่งที่เป็นกรดอะมิโน 
serine ต าแหน่งที่ 351 จะเพ่ิมปฏิกิริยาการจับของโปรตีน p62 และ Keap1 ชักน าให้เกิดการสะสม
ของ Nrf2 ในนิวเคลียส และการแสดงออกของยีนซึ่งเกิดจาก Nrf2 transcription factor  
 

การควบคุมของ Nrf2 ที่ไม่ต้องอาศัยโปรตีน Keap1 [51] 
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดอะมิโน cysteine ของโปรตีน Keap1 แสดงให้เห็นว่าเป็น

กลไกหลักในการกระตุ้นกระบวนการการจับกันระหว่าง Keap1 และ Nrf2 อย่างไรก็ตามมีหลักฐานที่
แสดงให้เห็นว่ายังมีกลไกอ่ืนส าหรับการการกระตุ้น Nrf2 นั่นก็คือกลไกการกระตุ้นที่ไม่ต้องอาศัย
โปรตีน Keap1   

ความหลากหลายของเอนไซม์  Kinases ได้ถูกบ่งชี้ว่าสามารถท่ีจะกระตุ้นกระบวนการจับกัน
ระหว่าง Keap1และ Nrf2 เช่น โปรตีน kinases C (PKC) สามารถเติมหมู่ฟอสเฟสได้โดยตรงให้กับ 
Nrf2 ตรงกรดอะมิโน serine ต าแหน่งที่ 40 ชักน าให้เกิดการเหนี่ยวน าของยีนเป้าหมายของ Nrf2 
(ภาพที่ 7 D) นอกจากนี้เอนไซม์ kinase ซึ่งมีลักษณคล้ายเอนไซม์ Kinase ที่อยู่ใน endoplasmic 
reticulum ที่ถูกกระตุ้นด้วย RNA สายคู่ (double-strand RNA-activated protein kinase-like 
endoplasmic reticulum (ER) kinase (PERK)) เอนไซม์นี้ถูกกระตุ้นด้วยความเครียดของ ER ท า
หน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่ Nrf2 ที่ต าแหน่งซึ่งไม่ทราบแน่ชัด เป็นผลให้เกิดการสะสมของ Nrf2 ใน
นิวเคลียส (ภาพที่ 7 E) นอกจากนี้เอนไซม์ MAP kinase (MAPKs) เช่น p38 MAPK, c-Jun NH2-
terminal kinase (JNK) แ ล ะ  extracellular signal-regulated kinase (ERK) เ ช่ น เ ดี ย ว กั บ 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K ได้รับการบ่งชี้ว่าท าหน้าที่ในการกระตุ้น Nrf2 (ภาพที่ 6 F)  

นอกจากการย่อยสลาย Nrf2 ผ่านการใช้ Keap1  ยังมีกระบวนการอ่ืนที่สามารถย่อย Nrf2 
ได้อีก โดยที่ Nrf2 จะไปจับกับกับโปรตีนที่มีล าดับของ β-transducin เป็นส่วนซ้ าๆกัน (β-transducin 
repeat-containing protein) โดยจับที่ต าแหน่ง Neh6 ซึ่งเป็นต าแน่งที่มีกรดอะมิโน serine ที่
สามารถถูกเติมหมู่ฟอสเฟตด้วยเอนไซม์ glycogen synthase kinase 3β (glycogen synthase 
kinase 3β (GSK-3β)) เป็นผลให้เกิดปฏิกริยาการเติมหมู่ฟอสเฟตโดยอาศัย cullin1 ((Cul1)-
dependent ubiquitination) และการย่อยสลายของ Nrf2 ส าหรับกระบวนการท างานของ GSK-3β 
ถูกควบคุมโดยเอนไซม์ Kinase ที่หลากหลาย ตัวอย่างเช่น ตัวยับยั้งของโปรตีน PI3K และ Akt (PI3K 
and Akt inhibitor) เพ่ิมบทบาทการท างานของ GSK-3β และท าให้เกิดการกดการแสดงออกของ 
Nrf2 แสดงให้เห็นว่าในทางกลับกัน คือ กระบวนการทางการส่งสัญญาณของ PI3K ยับยั้งกระบวนการ
ของ GSK-3β ส่งผลให้มี Nrf2 มากขึ้น (ภาพที่ 7 G) การเติมหมู่ฟอสเฟตที่เกิดจากการเหนี่ยวน าของ 
GSK-3β เกิดข้ึนหลังจากการกระตุ้นที่อาศัยโปรตีน keap1 ซึ่งถูกเหนี่ยวน าโดยสารละลายในรูปประจุ
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ไฟฟ้าที่ละลายในน้ า ที่เป็นผลมาจากการท างานของยีนเป้าหมายของ Nrf2 กลไกดังกล่าวจึงเหมือน
เป็นกลไกของการท าลาย Nrf2 ภายหลังจากได้รับการกระตุ้น 
 

 
 

ภาพที่  7 การกระตุ้นการท างานของ Keap1 – Nrf2 pathway 
(A) ในสภาวะปกติ Keap1 จ านวน 2 โมเลกุลจะจับกับ Nrf2 และมีการเติมหมู่ ubiquitin 

โดย Cul3 – based E3 ligase complex และส่งผลท าให้เกิดการสลายตัว(degradation) ของ Nrf2 
ที่ proteasome (B) ในสภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น cysteine ใน Keap1จะถูก modified ไป
ยับยั้งมีการเติมหมู่ ubiquitin ของ Nrf2 (C) ในการกระตุ้นการท างานของกระบวนการ p62-
dependent ซึ่ง p62 จะจับการโดเมนของ Keap1 และเหนี่ยวน าให้เกิดการสะสมของ Nrf2 ใน
นิวเคลียส ในโมเดลนี้ Nrf2 ที่สังเคราะห์ขึ้นมาใหม่จะเคลื่อนเข้าไปยังนิวเคลียสและจับกับ ARE และ
เหนี่ยวน าการแสดงออกของยีนเป้าหมายของ Nrf2 ได้แก่ NQO1 HMOX1 GCL และ GST ส าหรับ 
Keap1–independent meachanisms จะประกอบไปด้วยการเติมหมู่ฟอสเฟตของ Nrf2 โดย PKC 
(D) PEPK (E) และMAP kinase (F)  โดยที่ PI3K จะควบคุม Nrf2 ผ่าน indirect mechanism โดย
ยับยั้งการท างานของ  GSK-3 β โดยที่ GSK-3 β จะ phospholylate Nrf2 และมีการจับกันระหว่าง 
Nch6 ของ Nrf2 กับ β –TrcP ส่งผลให้เกิดการเติมหมู่ ubiquitin ท าให้เกิดการสลายตัวของ Nrf2 
(G) 
 

บทบาทของ Nrf2 ในโรคมะเร็ง (Roles of Nrf2 in cancers) 
1. Nrf2 ในบทบาทยีนมะเร็ง (Oncogenic role of Nrf2) [51] 
 โดยปกติแล้ว Nrf2 ถูกจัดว่าเป็นยีนที่เข้าจับอย่างจ าเพาะกับ DNA เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการ 
transcription (transcription factor) ท าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน Nrf2 เช่น ชะลอความแก่
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ของเซลล์และโรคที่เกิดขึ้นจากภาวะความแก่ของเซลล์ เช่น โรคมะเร็ง และโรคหัวใจ แต่อย่างไรก็ตาม
ยีนเป้าหมายของ Nrf2 หลายๆ ยีน เช่น NQO1 และ GST1 ถูกท าให้แสดงออกมากในโรคมะเร็ง ซึ่ง
ถูกเหนี่ยวน าโดยสารเคมีที่มีฤทธิ์ยัยยั้งมะเร็ง ท าให้เซลล์มะเร็งมีความต้านทานหรือดื้อต่อยาที่ใช้ใน
การรักษา โดยปกติแล้วในเซลล์มะเร็งที่ได้รับยารักษาจะมีระดับของ GSH สูงและการแสดงออกที่
เพ่ิมขึ้นของเอมไซม์หลายๆ ตัวที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องการท างานของยาและช่องทางที่จะน ายาออกจาก
เซลล์ (drug efflux pump) ซึ่งทั้งเอนไซม์และปั้มถูกควบคุมร่วมกันโดย Nrf2 มีการศึกษาในผู้ป่วย
และเซลล์มะเร็งปอด พบว่า Nrf2 จะแสดงออกมากในนิวเคลียส ซึ่งเป็นผลมาจากการกลายพันธุ์ยีน 
แต่ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน Keap1 [52] และมีกลไกอีกหลายอย่างที่ท าให้มีการเพ่ิมการ
ท างานของ Keap1-Nrf2 pathway (ภาพที ่8 )  และมีหลายการศึกษารายงานว่า การเพิ่มการท างาน
ของ Keap1-Nrf2 pathway  ชักน าให้เกิดการด าเนินโรคในผู้ป่วยรุนแรงมากมากขึ้น ซึ่งเป็นผลมา
จากการแสดงออกตลอดเวลาของยีนที่ท าหน้าที่ป้องกันในเซลล์มะเร็ง    เซลล์มะเร็งจึงใช้ประโยชน์
จากการท างานของ Keap1-Nrf2 pathway เพ่ือทนต่อสภาวะเครียดและการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็ง 
 
2. Nrf2 ในบทบาทการเป็นโมเลกุลที่ใช้ในการตรวจติดตามทางชีวภาพ (biomarker) ของ
โรคมะเร็ง (Nrf2 as a prognostic marker of cancer) [51] 

ผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่มีระดับการท างานของ Nrf2 ที่สูงมาก มักจะมีภาวะการตอบสนองไม่ดีต่อ
การรักษาด้วยวิธีการทางเคมีและรังสีบ าบัด  รายงานในมะเร็ ง full name (NSCLC) พบ Nrf2 ใน
ระดับที่สูงซึ่งมีความสัมพันธ์กับอาการทางคลินิคไม่ดี ส่วนในมะเร็งสมองพบการเติมหมู่ methyl 
สูงขึ้นใน promoter ของยีน Keap1 เป็นผลให้ระดับการแสดงออกของ Keap1 mRNA ลดลง ซึ่ง
สัมพันธ์กับการลุกลามของโรคที่สูงขึ้น  [53] และผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน ระดับ 
mRNA ของ Nrf2 ที่สูงในเม็ดเลือดขาวมีความสัมพันธ์กับการมีชีวิตอยู่รอดของผู้ป่วยมะเร็งที่ยาวนาน
ขึ้น [54]  
 นอกจากการแสดงออกของ Nrf2 single nucleotide polymorphism (SNP) ยังมีความ
เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน NFE2L2 มีรายงานว่า SNPs หลายๆ ต าแหน่งใน promoter เช่น 
rs6721961C/A (- 617C/A)  rs35652124A/G (- 653A/G) –686A/G  -684G  -650C/A และ 
rs6721961T/T และ rs2706110A/A สามารถเป็นตัวบ่งชี้ถึงปัจจัยเสี่ยงของการด าเนินโรคมะเร็งบาง
ชนิดได้ [55],[56],[57]ยกตัวอย่างเช่น ผู้ที่มี SNPs -686/ -684 A/G จะมีความความเสี่ยงน้อยต่อการเกิด
โรคมะเร็งกระเพาะอาหาร ส่วน SNP-617(rs6721961)สามารถเป็นตัวบ่งชี้ที่ส าคัญในหลายๆ โรค 
และ SNP-617A มีความสัมพันธ์กับการเพ่ิมความเสี่ยงของภาวะการบาดเจ็บของปอดชนิดเฉียบพลัน 
[58] SNPs -617A/A และ T/T ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับมะเร็งเต้านมและมะเร็งปอด [55] ตามล าดับ 
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นอกจากนี้ ผู้ป่วยมะเร็งปอดที่มี SNP -617A/A ร่วมกับยีน wt-MDM2 (mouse double minute 2 
homolog, รู้จักกันในชื่อของ E3 ubiquitin ligase) พบว่ามีความสัมพันธ์กับการมีชีวิตอยู่รอด
มากกว่า 1700 วัน หลังจากการได้รับการผ่าตัด [59] นอกจากนี้ยังพบว่า rs2706110AA คือยีนที่มี
เกี่ยวข้องกับความสามารถในการมีชีวิตอยู่รอดต่ าในโรคมะเร็งเต้านม [57]  
 
กลไกการท างานของ Nrf2 ที่มากขึ้นในโรคมะเร็ง (Mechanisms of Nrf2 overactivity in 
cancer) 
1. การหลุดออกจากกันระหว่างโปรตีนกับโปรตีนของ Keap1-Nrf2 (Disrupted protein-
protein interaction of Keap1-Nrf2) [51] 
 การกลายพันธุ์ที่ท าให้สูญเสียหน้าที่การท างานในยีน Keap1 ถูกพบในเซลล์เพาะเลี้ยงของ
มะเร็งชนิด adenocarcinoma (ภาพที่ 8) เช่น การเปลี่ยนของกรดอะมิโนจากไกลซีน (Glycine) เป็น 
ซีสเทอีน (Cysteine) ใน Kelch domain ของ Keap1 จะลดประสิทธิภาพในการจับกับ Nrf2 มีผลท า
ให้เกิดการสะสมของ Nrf2 ในนิวเคลียสเพ่ิมขึ้น [52] การกลายพันธุ์ใน Keap1 ยังพบได้ในมะเร็งหลาย
ชนิด เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งถุงน้ าดี มะเร็งตับ มะเร็งรังไข่ มะเร็งท่อไต และมะเร็งปอด  การกลาย
พันธุ์ส่วนใหญ่จะอยู่ใน Kelch domain ของ Keap1 แต่อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ในบริเวณอ่ืนก็
พบได้เช่นกัน ที่ส าคัญคือแม้การกลายพันธุ์ของ Keap1 เกิดขึ้นบนแอลลีนเดียวก็มีผลท าให้
กระบวนการท างานของ Nrf2 เพ่ิมข้ึนได้  
 การกลายพันธุ์ของ Nrf2 พบได้ในมะเร็งหลายชนิด ได้แก่ มะเร็งปอด มะเร็งหลอดอาหาร 
มะเร็งบริเวณศรีษะและคอ [60] ,[61] , [62] การกลายพันธุ์มักถูกพบในต าแหน่ง ETGE และ DLG motifs 
ของ Nrf2 ซึ่งจะท าให้ประสิทธิภาพของ Nrf2 จับกับ Keap1 ได้ลดลง และยังยับยั้งการสลายตัวของ 
NRF2 อีกด้วย  
 การกลายพันธุ์ ของยีน CUL3 ซึ่งสร้างโปรตีน scaffold ส าหรับจับกับ Keap1 Rbx1 และ 
E2 ligase ในโมเลกุลของ ubiquitin ligase พบในเซลล์มะเร็งปอด (lung cancer) และเซลล์มะเร็ง
ไต (renal carcinoma) [63] และยังพบอัตราการกลายพันธุ์ของ NEF2L2-KEAP1-CUL3 ในมะเร็ง
บริเวณคอและหัว (head and neck carcinoma) มะเร็งปอด (lung adenocarcinoma) มะเร็ง
มดลูก (uterine corpus endometrial carcinoma) และมะเร็งท่อปัสสาวะ (bladder urothelial 
carcinoma) [64] ซึ่งจะมีผลท าให้กระบวนการท างานของ NRF2 เพ่ิมขึ้น ดังนั้น การศึกษาเหล่านี้ช่วย
เน้นย้ าถึงบทบาทของ Nrf2 ที่เป็นยีนเหนี่ยวน าให้เกิดโรคมะเร็ง กลไกอ่ืนที่ไม่ได้เกี่ยวข้องกับ
การกลายพันธ์ของยีน แล้วท าให้กระบวนการท างานของ Nrf2 เพ่ิมขึ้น เช่น โปรตีน p62 ไปกระตุ้น
การสลายตัวของ Keap1 ผ่านกระบวนการ autophagy (ภาพที่ 8) ทั้งนี้ p62 เกี่ยวข้องกับโปรตีนที่
ถูกเติมหมู่ ubiquitin และเข้าสู่ autophagosome โปรตีน p62 จะมี STGE motif ซึ่งเหมือนกับ 
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ETCE motif ที่อยู่ใน Nrf2 ดังนั้น p62 สามารถแย่งจับ Nrf2 หรือแย่งจับ Keap1 ท าให้ Keap1 ไม่
สามารถจับกับ Nrf2 ได้ จึงส่งผลให้เกิดการเหนี่ยวน าการย่อยสลายของ Keap1 โดยปกติแล้ว p62 ที่
เหนี่ยวน าให้เกิดการย่อยสลายของ Keap1 เกิดขึ้นในเซลล์ที่ไม่มี autophagy ซึ่งมีระดับการ
แสดงออกของ p62 ในปริมาณมาก นอกจากนี้ยังพบว่า p62 ยังสามารถถูกเติมหมู่ฟอสเฟส ซึ่งจะเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการจับ Keap1 และเหนี่ยวน าให้ Keap1 ถูกท าลายในกระบวนการ autophagy [65] 

นอกจาก p62 ยังมีโปรตีนที่ท าปฏิกิริยากับ Keap1 หลายชนิดที่สามารถเพ่ิมระดับการสะสม
ของ Nrf2 ในนิวเคลียสได้ ซึ่งส่วนใหญ่จะแย่งจับที่ ETGE motif ของ Keap1 ส่งผลท าให้ Keap1 ไม่
สามารถจับกับ Nrf2 ได้ ดังนั้น Nrf2 จึงไม่ถูกย่อยสลายและเคลื่อนเข้าสู่นิวเคลียส นอกจากนี้โปรตีน 
PALB2 DPP3 และ WTX ยังสามารถยับยั้งการเติมหมู่ ubiquitin ให้กับ Nrf2 ได้เช่นกัน [66], [67] 
 โปรตีน p21 เป็นเป้าหมายของโปรตีน p53 ซึ่งโปรตีนชนิดนี้ถูกเหนี่ยวน าในการตอบสนอง
ต่อภาวะเครียสจากออกซิเดชั่น โดยที่ p21 จะมี KRR motif ซึ่งสามารถจับได้กับต าแหน่ง ETGE และ 
DLG motif ใน Nrf2 ดั้งนั้น จะท าให้เกิดการแย่งจับกับ Kreap1 ส่งผลให้ Keap1 ไม่สามารถจับกับ 
Nrf2 ได้   
 การศึกษาในมะเร็งเซลล์ไต (type 2 papillary renal cell carcinoma) พบว่ามีการท างาน
ของ Nrf2 เพ่ิมขึ้น ซึ่งน่าจะมาจากกลไกที่มีการกลายพันธ์ของยีนที่สร้างเอนไซม์ Fumarate 
hydratase (FH)  ท าให้ไม่สามารถเปลี่ยน fumarate ไปเป็น malate ได้ จึงมี succinate คั่ง ท าให้
เกิดการเติม succinate (succination) ที่โปรตีน Keap1 แล้วกดการท างานของ Keap1 จึงส่งผลให้
ระดับการท างานของ Nrf2 มากขึ้น (ภาพท่ี 8) เป็นการส่งเสริมการด าเนินโรคของมะเร็งดังกล่าว  
 
2. ระดับการแสดงออกไม่สมดุลของ Nrf2 (Imbalance in expression levels of Nrf2) [51] 
 ในเซลล์ปกติ การท างานของ Nrf2 ถูกควบคุมในขั้นตอนหลังการถอดรหัสโดยไม่มีผลกระทบ
ต่อระดับของ mRNA ของ Nrf2 แต่อย่างไรก็ตามในเซลล์มะเร็ง พบว่ามีการกระตุ้นการท างานของ 
Nrf2 การเพ่ิมมากขึ้นและส่งผลกระตุ้นให้เกิดมะเร็ง เนื่องจากมีการเพ่ิมจ านวนของโครโมโซมที่มียีน 
Nrf2 ท าให้มีการแสดงออกของ Nrf2 เพ่ิมมากข้ึน ท าให้ Nrf2 เคลื่อนที่เข้าไปในนิวเคลียสมากขึ้นด้วย 
(ภาพที ่8 )  
 ปฏิกริยาการเติมหมู่เมทิลให้ DNA คือกลไกเหนือพันธุกรรมของการควบคุมการแสดงออก
ของยีน ซึ่งการเติมหมู่เมทิลเกิดขึ้นในต าแหน่ง CpG โดยปกติแล้วต าแหน่งที่เป็น CpG ของมนุษย์จะ
ถูกเติมหมู่เมทิลประมาณ 60-80 % แต่ promoter ของยีนที่มีการแสดงออก จะไม่มีการเติมหมู่เมทิล 
การเติมหมู่เมทิลตรงบริเวณ promoter จะท าให้ไม่มีการแสดงออกของยีน promoter ของ Keap1 
พบว่ามีการเติมหมู่เมทิลในมะเร็งปอด มะเร็งต่อมลูกหมาก มะเร็งสมอง มะเร็งล าไส้ใหญ่ และมะเร็ง
เต้านม ซึ่ งลดระดับการแสดงออกของ Keap1 (ภาพที 8 ) ดังนั้น การเติมหมู่ เมทิลจะท าให้
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ประสิทธิภาพการจับของ transcription factor ลดลง ซึ่งส่งผลท าให้การถอดรหัส DNA ลดลง 
นอกจากนี้ในขั้นตอนหลังการถอดรหัส ยังพบว่ามี miRNA ที่สามารถลดระดับ mRNA และระดับ
โปรตีนของ Keap1 ได้ ส่งผลให้มีการสะสมของ Nrf2 ในนิวเครียสมากขึ้น เช่น ในมะเร็งเต้านม [68] 
(ภาพที ่8 ) 
 K-ras,  B-Raf  และ Myc เป็นยีนมะเร็ง (oncogene) ที่สามารถเพ่ิมระดับ Nrf2 และระดับ
ยีนเป้าหมายของ Nrf2 ได้ โดยที่ไม่เกี่ยวข้องกับ Keap1 แต่ผ่านกลไกของ MAP kinases JNK และ 
ERK (34) (ภาพที่ 8) นอกจากนี้การรบกวนของโปรตีน PTEN tumor suppresser และการกลาย
พันธุ์ของ EGFR (epithelial growth factor receptor) จะเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของยีน 
Nrf2 เพ่ิมมากข้ึน และท าให้เซลล์เติบโตเพ่ิมจ านวน NF-kB ก็สามารถเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของ
ยีน Nrf2 เพ่ิมมากขึ้นในลักษณะเดียวกันนี้ ซึ่งรายงานในโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน  [69] 
นอกจากนี้ในมะเร็งที่เกี่ยวข้องกับฮอร์โมน เช่น มะเร็งต่อมลูกหมาก มะเร็งมดลูก มะเร็งเต้านม และ
มะเร็งรังไข่ ยังพบการท างานที่มากขึ้นของ Nrf2 ได้เช่นกัน เชื่อว่า ฮอร์โมนเพศ (gonadotropin) 
และสารประเภทสเตอลอยร์น่าจะมีบทบาทเก่ียวข้องกับการเหนี่ยวน าให้เกิดการถอดรหัสของ Nrf2  
 

 
ภาพที่  8 กลไกการท างานของ Nrf2 ในโรคมะเร็ง (Mechanisms of Nrf2 overactivity in cancer) 
 
 
ผลที่ตามมาของการท างานเพิ่มขึ้นของ Nrf2 (Consequences of Nrf2 hyperactivity) [51] 
 โดยปกติแล้วในระหว่างการพัฒนาของเซลล์มะเร็ง เซลล์มะเร็งต้องการลักษณะพิเศษใหม่ซึ่ง
ประกอบด้วย การส่งสัญญาณเพ่ือเพ่ิมจ านวน การหลบเลี่ยงสัญญาณที่หยุดยั้งการท างานของเซลล์ 
และการตายของเซลล์ เหนี่ยวน าให้มีการเจริญเติบโตของหลอดเลือดเข้าไปยังเซลล์มะเร็ง 
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กระบวนการเผาผลาญสารอาหารเพ่ือช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง รวมทั้งการแพร่กระจาย
และลุกลามของเซลล์มะเร็ง ส าหรับการท างานที่สูงขึ้นของ Nrf2 มีหลายการศึกษาที่แสดงให้เห็นว่า
สามารถชักน าให้เกิดการด าเนินของโรคมะเร็งหลายชนิด เนื่องจาก Nrf2 ท าหน้าที่ป้องกันเซลล์มีผล
ท าให้เอ้ือประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตและการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง  เซลล์มะเร็งที่มีระดับการ
ท างานของ Nrf2 ที่สูงจะไม่ค่อยตอบสนองต่อเคมีและรังสีบ าบัด นอกจากนี้เซลล์มะเร็งที่มีการ
แสดงออกของยีนนี้มีความสามารถที่จะหลบหลีกโปรแกรมการตายของเซลล์และเพ่ิมจ านวนได้
รวดเร็วเนื่องจากกลไกที่เซลล์มีกระบวนการ metabolic reprogramming นอกจากนี้การท างานที่สูง
ของ NRF2 ยังมีผลต่อการเจริญของหลอดเลือดเข้าไปยังเซลล์มะเร็งด้วย  
 
การแพร่กระจายและการลุกลามของเซลล์มะเร็ง 

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเป็นคุณสมบัติอย่างหนึ่งของเซลล์มะเร็ง และเป็น
กระบวนการที่ซับซ้อนต้องอาศัยการท างานของโปรตีนหลายชนิด เช่น integrins เอนไซม์ matrix 
metalloproteinase และโปรตีนในกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ของมะเร็ง (angiogenesis) มี
หลายการศึกษาที่แสดงให้เห็นถึงผลของอนุมูลอิสระต่อการแพร่กระจายของมะเร็ง เช่น อนุมูลอิสระ
กระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน integrin ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างของเซลล์ การ
เคลื่อนที่ของเซลล์ การส่งสัญญาณภายในเซลล์ และเพ่ิมการซึมผ่านได้ของหลอดเลือด ซึ่งส่งผลให้เกิด
การแพร่กระจายของมะเร็งในที่สุด มีการศึกษาระดับของ 8OHdG, 4-HNE และสารที่เกิดจาก
กระบวนการ lipid peroxidation ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก พบว่า ระดับสารดังกล่าวในระยะ
แพร่กระจายสูงกว่าในระยะเริ่มต้น [70] เช่นเดียวกันกับมะเร็งเต้านมพบว่าในระยะแพร่กระจายมีระดับ
ของเอ็นไซม์ lysyl oxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์สร้าง H2O2 สูงกว่าระยะเริ่มต้น [71] นอกจากนั้นพบว่า
อนุมูลอิสระสามารถกระตุ้นการสร้างหลอดเลือดใหม่ของมะเร็ง (neoangiogenesis) โดยเพ่ิมการ
สร้าง vascular endothelial growth factor (VEGF) มากขึ้นและยังพบว่า vascular endothelial 
growth factor ยังสามารถเพ่ิมการสร้างอนุมูลอิสระ superoxide anionได้มากขึ้นเช่นเดียวกัน 
ดังนั้น อนุมูลอิสระมีความส าคัญต่อการเกิดโรคมะเร็งโดยอาศัยหลายๆ กลไกข้างต้นร่วมกัน และ
เซลล์มะเร็งก็สามารถสร้างอนุมูลอิสระปริมาณมากได้เช่นเดียวกัน ส่งผลให้มีการแสดงออกทางคลินิก
ของผู้ป่วยได้หลายอย่างเช่น ระยะของโรคท่ีลุกลามและแพร่กระจาย นอกจากนั้นยังส่งผลต่อการสร้าง
และท างานของไซโตไคน์ (cytokines) ต่างๆ โดยเฉพาะ tumor necrotic factor α (TNFα) ท าให้
เกิดภาวะ cancer cachexia  นอกจากนี้ Sheridan และคณะ[10] ได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการ
ท าลายดีเอ็นเอจากอนุมูลอิสระโดยประเมินจากการแสดงออกของผลิตผลของอนุมูลอิสระ 8-oxo-dG 
กับอัตราการรอดชีวิตในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่จ านวน 143 รายพบว่า การแสดงออกของ 8 -oxo-dG 
ที่มากข้ึนจะสัมพันธ์กับระยะลุกลามของมะเร็งและอัตราการรอดชีวิตที่สั้นกว่า 
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ดังนั้นในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นต่อการ
เติมหมู่เมทิลบน Nrf2 promoter การแสดงออกของ Nrf2 และการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับ โดย
แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วนย่อย I.ส่วนที่หนึ่งศึกษาในเซลล์มะเร็งตับเพาะเลี้ยง (HepG2 cells) 
เพ่ือดูผลของ ROS ต่อระดับเมทิลเลชั่นบน Nrf2 promoter นอกจากนี้ยังศึกษาผลของ ROS ต่อการ
เคลื่อนที่ (migration) และการรุกราน (invasion) ของเซลล์มะเร็งตับที่เพ่ิมขึ้นในสภาวะเครียดจาก
ออกอซิเดชั่นเป็นผลมาจากการแสดงออกการเติมหมู่เมทิลบน  Nrf2 promoter  หรือไม่ II.ส่วนที่สอง
ศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ เพ่ือดูระดับการแสดงออกของ Nrf2 และ oxidative stress markers 
(8-OHdG) แล้ววิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ Nrf2 และ oxidative stress 
markers (8-OHdG) กับการมีชีวิตอยู่รอดในผู้ป่วยมะเร็งตับ 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 3 
ระเบียบวิธีวิจัย (Research methodology) 

 
Study flow diagram ล าดับการท างานวิจัยนี้แสดงในแผนภูมิด้านล่าง 
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จาก Study flow diagram ล าดับการท างานวิจัยที่แสดงในแผนภูมิด้านบนข้างต้น สามารถอธิบายวิธี
โดยละเอียดดังนี้ 

1. ศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยง (Cell study) โดยศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงจากตับ Human 
hepatocellular carcinoma cell line (HepG2 cells) 
 

2. ศึกษาในชิ้นเนื้อ (Human study) โดยศึกษาจากบล็อกชิ้นเนื้อ (paraffin-embeded 
block) ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งตับและผลพยาธิ วิทยาเป็น HCC 
โดยค านวณกลุ่มตัวอย่างจากการศึกษาท่ีผ่านมาของ Khor และคณะ [72] ดังนี้ 

 
เมื่อ  n = ขนาดตัวอย่าง 
      Z = ค่าคงที่ 1.96 ที่ความเชื่อม่ัน 95% 
      p = ความชุกการเกิด methylation ของการศึกษาครั้งก่อน มีค่าเท่ากับ 0.11 
      d = ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ที่ 10% = 0.1 

 

 
 
ดังนั้น จะต้องศึกษาในกลุ่มตัวอย่าง จ านวนอย่างน้อย 38 ราย 
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การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ 
 1. ศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยง (Cell culture study) 
 การเพาะเลี้ยงเซลล์ (Cell culture) 
 เซลล์ที่ใช้ในการศึกษานี้คือ Human hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2 
cells) ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ทีเ่ติม 
10% fetal bovine serum (FBS) และ 1% antibiotic (Penicillin-streptomycin) เพาะเลี้ยงในตู้
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 
 ขั้นตอนการ trypsinization โดยดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมด แล้วล้างอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
เหลือออกด้วย 10 mM Phosphate Buffer (PBS) เติม 0.25% Trypsin/EDTA (1ml/25cm² of 
surface area) เอียงภาชนะเพาะเลี้ยง เพ่ือให้ trypsin กระจายเต็มพ้ืนที่ภาชนะเพาะเลี้ยง แล้วน าไป
บ่มที่ 37 °C, 5% CO2 และ 95% humidity นาน 3-5 นาทีหรือจนกว่าเซลล์จะหลุดออกจากภาชนะ 
(ไม่ควรเกิน 7 นาที) ตรวจสอบว่าเซลล์หลุดออกจากภาชนะเพาะเลี้ยงด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบกลับ
หัว (inverted microscope) เติม complete medium ปริมาตร 2 vol ของ Trypsin/EDTA เพ่ือ
หยุดปฏิกิริยาน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 rpm นาน 5 นาที แล้ว resuspend เซลล์ complete 
medium แล้วแบ่งลงภาชนะเลี้ยงตามจ านวนที่ต้องการ ส าหรับการเก็บเซลล์แช่แข็งให้ resuspend 
เซลล์ด้วย FBS with 10% DMSO    
 
ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ (Cell viability) โดยวิธี MTT reduction test 
 เพ่ือทดสอบหาความเข้มข้นและระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการกระตุ้นเซลล์ด้วยไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์และสารอ่ืนๆ เช่น antioxidant ที่น ามาบ่มกับเซลล์เพาะเลี้ยง โดยไม่ส่งผลต่อความมี
ชีวิตของเซลล์   MTT assay เป็นการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์  อาศัยการท างานของ 
oxidoreductase enzymes ใ น ก า ร ส ล า ย  yellow-colored tetrazolium salt; 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yi)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ใ ห้ ก ล า ย เ ป็ น  purple 
colored formazan crystal เฉพาะเซลล์ที่มีชีวิตเท่านั้น ที่จะมี enzyme activity ส าหรับเปลี่ยนสี
ของ MTT ดังกล่าว ดังนั้น สีม่วงของ formazan ที่เกิดขึ้นจึงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ านวนเซลล์มีชีวิต 

[73] ขั้นตอนโดยการเพาะเลี้ยงเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96-well plate) โดยมีจ านวน
เซลล์ 5x103 เซลล์ บ่มที่ตู้ภายใต้ภาวะที่ 37°C, 5% CO2 และ 95% humidity นาน 24 ชั่วโมง เตรียม
สารทดสอบที่ความเข้มต่างๆ (10, 20, 30, 40, 50,60,70,80,90, 100 และ 200 µM)  ใน serum 
free media ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก แล้วเติม serum free media ที่มีการทดสอบตามความ
เข้มข้นที่ต้องการ เมื่อครบก าหนดเวลา 24 ชั่วโมงให้ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติมสารลาย 0.5 
mg/ml MTT  บ่มที่ตู้ภายใต้ภาวะที่ 37°C, 5% CO2 และ 95% humidity นาน 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
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ก าหนดเวลาให้ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง แล้วเติม DMSO เพ่ือละลายผลึก formazan จากนั้นน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm (OD) แล้วค านวณ % Cell viability ดังนี้ 

 
การกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 (H2O2 treated condition) 

น าเซลล์ HepG2 มาเพาะเลี้ยงในภาชนะ (cell culture flask) ขนาด 25 cm2 จ านวน 4 ใบ 
น าไปบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 ประมาณ 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าไปล้างเอาอาหาร
เลี้ยงเซลล์ออกด้วย 10 mM Phosphate Buffer (PBS) จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชลล์ (DMEM) ที่
ปราศจากซีรั่ม ในภาชนะใบที่หนึ่งซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม (control)  จ านวน 3 ml ส าหรับภาชนะใบที่
สองเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM) ที่ปราศจากซีรั่มและมีส่วนผสมของ ROS โดยเติม 70 µM H2O2 
จ านวน 3 ml ส่วนภาชนะใบที่สามเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM) ที่ปราศจากซีรั่มซึ่งมีส่วนผสมของ 
ROS และ antioxidant (Tocopherol acetate ; TA) โดยการเติม 70 µM H2O2 และ 300 µM TA 
จ านวน 3 ml และภาชนะใบที่สี่เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM) ที่ปราศจากซีรั่มซึ่งมีส่วนผสมของ 
ROS และ SAM โดยการเติม 70 µM H2O2 และ 100 µM SAM จ านวน 3 ml แล้วน าไปบ่มในตู้บ่มที่
อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 เวลานาน 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการ trypsinization แล้วสกัดน าไปดี
เอ็นเอหรือเติม Redioimmunoprecipation RIPA buffer แล้วขูดโปรตีน เพ่ือจะน าไปใช้ในการ
ทดสอบต่อไป  
 
การสกัดโปรตีนจากเซลล์เพาะเลี้ยง (Protein extraction) 

การสกัดโปรตีนวิธีทางเคมี (chemical method) จากเซลล์ (whol cell protein) โดยใช้ 
Redioimmunoprecipation RIPA buffer ประกอบด้วย ประกอบไปด้วย 50 mMTris-HCL, pH 
8.0, 150 mM sodium chloride, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate และ 0.1% 
sodiumdodecyl sulfate (SDS) โดยวิธีการสกัดคือ ใส่ RIPA buffer 300 µl ลงในภาชนะเลี้ยงเชื้อ

หลังจากการ treat เซลล์แล้ว เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4◦C ขูดเซลล์โดยใช้ scrapper  จากนั้นปิเปตใส่ใน 

microcentrifuged tube และปั่ น เหวี่ ย ง  10,000 x g เป็น เวลา 10 นาที  ที่  4◦C จะได้ส่ วน 
supernatant ส าหรับตรวจวัดระดับ total protein และ protein carbonyl หรือถ้ายังไม่ทดสอบ

ในทันที ให้เก็บ supernatant ที่ -20 ◦C 
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การสกัดและวัดปริมาณดีเอ็นเอจากเซลล์เพาะเลี้ยง (DNA extraction) 
              หลังจาก trypsinization แล้วดูดเซลล์เพาะเลี้ยงใส่ในหลอดขนาด 2 ml แล้วน าไปปั่นตก
ด้วยความเร็ว 5,000 x g นาน 5 นาที จากนั้นปั่นล้างด้วย PBS ความเร็ว 5,000 x g นาน 5 นาที แล้ว
น ามาสกัดดีเอ็นเอ ด้วยชุดน้ ายา  NucleoSpin® 8 Tissue Kit (Bethlehem, USA) ตามเอกสาร
ประกอบชุดน้ ายาโดยการเติม binding buffer และ proteinase K ที่มากับชุดสกัด น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 70 °C เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายและเซลล์ที่บ่มแล้วย้ายใส่ในชุด filter ที่มากับชุด
สกัด น าไปปั่นเหวี่ยง 10,000 x g เพ่ือให้สารละลายไหลผ่าน filter ในขั้นตอนนี้เดเอ็นเอจะถูก filter 
กรองดักไว้ จากนั้นเติมสารละลาย inhibiter removal buffer และ wash buffer ที่มากับชุดสกัด 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 x g เพ่ือก าจัดสิ่งปนเปื้อนในดีเอ็นเอออกไป ในขั้นตอนสุดท้ายชะดีเอ็น
เอออกจาก filter ด้วยการเติม elution buffer ปริมาตร 100 µl เมื่อน าไปปั่นเหวี่ยง 10,000 x g จะ
ได้ดีเอ็นเอจากเซลล์ที่สามารถน าไปท าปฏิกิริยากับ bisulfite และท า PCR ต่อไป 
 
การศึกษา Oxidative stress marker ในเซลล์เพาะเลี้ยง  

การวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี Total antioxidant (TAC) 
Measurement by ABTS (Radical scavenging capacity assay) assay  
 ABTS assay เป็นวิธีวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระรวมโดยใช้สาร 2, 2´- azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) หรือ ABTS มีสูตรโมเลกุล C18H18N4O6S4 ซึ่งสาร ABTS 
ท าให้เป็นอนุมูลอิสระโดยการออกซิไดซ์ด้วยโพรแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต หรือ AAPH (2,2-azobis (2-
aninopropane) dihydrochloride) ให้กลายเป็น ABTS+- ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่มีสีฟ้า-เขียวและมี λ 

max ที่ 734 nm  โดยปรับค่าดูดกลืนแสงเริ่มต้น ABTS+- ให้เป็น 0.0650 เมื่อเติมสารทดสอบที่มีสาร
ต้านออกซิเดชันหรือสารต้านอนุมูลอิสระจะท าให้ ABTS+- ลดลงซึ่งท าให้สีจางลงผลการวิเคราะห์จะ
ค านวณเป็นค่าที่สัมพันธ์กับสารละลายมาตรฐานวิตามินซี (Vitamin C Equivalent Antioxidant 
Capacity, VEAC)  โดยมีวิธีการท าดังนี้ เตรียมหลอด 3 conditions คือ ในหลอด Blank ปิเปตน้ า
กลั่น 20 µl จากนั้นเติม ABTS ลงไป 980 µl เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ส่วนในหลอด 
standard ascrobic acid หรือ Vitamin C (Std. AA) ปิเปต Std. AA มา 20 µl จากนั้นเติม ABTS 
ลงไป 980 µl เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน และในหลอด sample โดยปิเปต sample มา 20 
µl จากนั้นเติม ABTS ลงไป 980 µl เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 10 นาที และน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 734 nm. แล้วจึงน าไปค านวณปริมาณ total 
antioxidant capacity (% AA, % antioxidant activity) ดังนี้ [74]  

http://www.mn-net.com/tabid/10903/default.aspx
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VCEAC (mM) = % AA ÷ Slope of vitamin C concentration standard curve 
VCEAC (mg/L)  = VCEAC (mM) x 176.12 (Molecular weight of vitamin C) 

 
การวิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay  

 ความเข้มข้นของโปรตีนสามารถวัดด้วยวิธี Bradford assay โดยอาศัยหลักการท าปฏิกิริยา
กันระหว่าง Coomassie Billian Blue G-250 และกรดอะมิโน เมื่อท าปฏิกิริยากัน Comassia จะ
เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีน้ าเงิน ซึ่งจะวัดค่าดูดกลืนแสงสีน้ าเงินจากค่า absorbance ที่ 595 nm ซ่ึงเป็น
สัดส่วนความเข้มข้นของโปรตีนในสารละลาย โดยมีขั้นตอนการท าดังนี้ น าเอาโปรตีนที่สกัดจากเซลล์
เพาะเลี้ยง 5 ไมโครลิตรผสมกับ Coomassie Billian Blue 250 ไมโครลิตร แล้ว incubate 5 นาที 
แล้วน าไปวัดค่า absorbance ที่ 595 nm โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) ที่ 0.25, 0.5 และ 
1 mg/ml เป็นค่า standard protein เพ่ือสร้างกราฟมาตรฐานในการค านวณความเข้มข้นโปรตีน [75] 
 

การวัดระดับโปรตีน Carbonyl ด้วยวิธี DNPH assay 
 น าโปรตีนที่ได้แบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนละ 62.5 µl (ใช้โปรตีนความเข้มข้น 0.1-10 mg/ml  

หากความเข้มข้นเกินกว่านี้ให้เจือจางลงด้วยน้ ากลั่น) ส่วนแรกน าไปเติม 2 N HCL 250 µl เป็น blank 
sample อีกส่วนหนึ่งน าไปเติม 10 mM DNPH 250 µl เช่นกัน เป็น test sample จากนั้นน าทั้งหมด
ไปบ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง โดยน ามาเขย่าเป็นระยะทุก 10 นาที เมื่อครบก าหนดเวลาแล้ว
เติม 20% trichloroacetic acid ปริมาตร 300 µl แล้วบ่มที่ 4ºC อีก 10 นาที เมื่อบ่มแล้วจะมี
ตะกอนเกิดขึ้นให้น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm นาน 15 นาที แล้วเทสารละลายด้านบนทิ้ง น า
ตะกอนที่ได้ไปล้างด้วย ethanol : ethylacetate (1:1) ปริมาตร 625 µl ผสมให้เข้ากันน าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว10,000 rpm นาน 10 นาที แล้วเทสารละลายด้านบนทิ้ง น าตะกอนที่ได้ไปละลาย
ด้วย guanidine hydrochloride ปริมาตร 300 µl แล้วบ่มที่ 37 ºC อีก 30 นาที เพ่ือละลายตะกอน 
หากยังมีตะกอนเหลืออยู่ให้น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 10  นาที แล้วน าสารละลาย
ด้านบนไปวัดค่าความดูดกลืนแสงที่ 375 นาโนเมตร แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ไปค านวณหา
ปริมาณโปรตีน Carbonyl โดยน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปคูณด้วยค่าคงที่ 45.5 จะได้ปริมาณโปรตีน 
Carbon ในหน่วย nmol/ml จากนั้นน าปริมาณที่ได้นี้ไปเทียบเป็นปริมาณโปรตีน Carbonyl ต่อ
ปริมาณทั้งหมด ดังนี้ [76] 
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การศึกษา Oxidative stress markers (8-OHdG2) และการแสดงออกของ Nrf2 ใน
เซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Immunocytochemistry  

Immunocytochemistry เป็นวิธีที่ใช้ทดสอบการจับกันระหว่าง antigen และ antibody 
(Nrf2, 8-OHdG) ในเซลล์เพาะเลี้ยง ขั้นตอนคือเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบน  coverslip sterile glass 
ภายในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม (6-well plate) บ่มที่ตู้ภายใต้ภาวะที่ 37°C, 5% CO2 และ 
95% humidity นาน 24 ชั่วโมง จากนั้น treated cells ด้วย H2O2 และ antioxidant (เซลล์ที่  
treated ด้วย H2O2 จ านวน 2 หลุม, เซลล์ที่ treated ด้วย H2O2 กับ TA อีก 2 หลุม,เซลล์ที่ treated 
ด้วย H2O2 กับ SAM อีก 2 หลุม และเซลล์ที่ไม่ treated ด้วยสารใดๆ เลย จ านวน 2 หลุม)  บ่มที่ตู้
ภายใต้ภาวะที่ 37°C, 5% CO2 และ 95% humidityนาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลาให้ดูด
สารละลายทดสอบทิ้ง แล้วเติม fixative ด้วย 4% paraformaldehyde นาน 10 นาที จากนั้น 
permeabilization เซลล์ ใน 0.5% Triton X-100 นาน 10 นาที แล้วล้างด้วย PBS จากนั้น blocking 
non-specific ใน normal serum แล้ว incubated ใน primary antibodies (Nrf2 และ 8-OHdG) 
ที่อุณหภูมิ 4oC ข้ามคืน จากนั้นล้างด้วย PBS นาน 5 นาที แล้วจึงหยด secondary antibody (HRP-
conjugated) แล้ว incubate ที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง  แล้วล้างด้วย  PBS นาน 5 นาท ีจากนั้น
หยด  ABC reagent (VECTOR laboratories, Theera trading Co, USA) แล้ ว  incubate ใ น
อุณหภูมิห้องนาน 30 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย  PBS นาน 5 นาที จากนั้นdetection substrate - 
chromogen ด้ ว ย  3, 3 Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB ) incubate ป ร ะม า ณ 
5 นาที แล้วจึงล้างในน้ าประปาไหลผ่าน 10 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ DAB จากนั้น counterstain 
ด้วย Hematoxylin ประมาณ 20 วินาที  แล้วจีงล้างในน้ าประปาไหลผ่าน 5 นาที จากนั้นดึงน้ าออก
จาก เซลล์  (dehydration) ด้ ว ย  ethanol alcohol จาก เปอร์ เ ซ็ นต์ ต่ า ไปสู ง  และท า ให้ ใ ส 
(clearing) ด้วย xylene แล้วจึง mounting ด้วย permanent mounting medium แล้วปิดด้วย 
cover glass จากนั้นน าไปตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ [4] 
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การศึกษาการเกิด Methylation ของ Nrf2 promoter  
การเตรียม Bisulfite conversion DNA 
น าดีเอ็นเอปริมาณ 250 ng มาท าปฏิกิริยา bisulfite conversion ด้วยชุดน้ ายา EZ DNA 

Methylation-GoldTM Kit (ZYMO RESEARCH, USA) ตามเอกสารประกอบชุดน้ ายาโดยมีวิธีการ
ท าปฏิกิริยา bisulfite conversion ดังนี้ ผสม 50 ng/µl DNA ปริมาณ 20 µl กับ CT conversion 
reagent 130 µl ผสมให้เข้ากันด้วยการปิเปต น าหลอดตัวอย่างไปบ่มที่อุณหภูมิต่างๆดังนี้  98ºC 
นาน 10 นาที 64 ºC นาน 2.5 ชั่วโมง ตามล าดับ (หลังจากนั้นสามารถเก็บท่ี 4 ºC ได้นาน 20 ชั่วโมง) 
เติม M-binding buffer 600 µl ใน Zumo-Spin IC column แล้วประกอบเข้ากับ collection tube 
น าตัวอย่าง DNA ย้ายลง Zumo-Spin IC column ซึ่งมี M-binding buffer 600 µl ผสมให้เข้ากัน
ด้วยวิธี inverting ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 30 วินาที, เทสารละลายทิ้งแล้วเติม M-
Wash buffer 100 µl ลง column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 30 วินาที เติม M-
Desulphonation buffer 200 µl ลง column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 30 วินาที 
เติม M-Wash buffer 200 µl ลง column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 30 วินาที (ท าซ้ า 
2 ครั้ง) จากนั้นย้าย Zumo-Spin IC column ไปยังหลอดใหม่ขนาด 1.5 µl ที่เตรียมไว้แล้วเติม M-
Elution buffer 15 µl ลง column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 30 วินาที เก็บ DNA ที่ 
-20 ºC เพ่ือทดสอบ MSP ต่อไป 
 

การวิเคราะห์การเกิด Methylation ของ Nrf2 ด้วยวิธี Methylation specific PCR 
(MSP) 

การวิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลที่ Nrf2  promoter อาศัยหลักการท าปฏิกิริยากับ Sodium 
bisulfite ในการแบ่งแยกระหว่าง Cytosine ที่ถูกเติมหมู่เมทิล (Methylated C) ซึ่งใน MSP นี้ใช้ 
primer ที่จ าเพาะต่อ Nrf2  ที่ถูกเติมหมู่เมทิล (methylated Nrf2  ) และ Nrf2 ที่ไม่ถูกเติมหมู่เมทิล 
(unmethylated Nrf2  ) แทนการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ วิธีวิ เคราะห์นั้นเริ่มจากสกัดดีเอ็นเอ
และท าปฏิกิริยากับ Sodium bisulfite  จากนั้นน าไปเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR ที่ปรับเปลี่ยน
เล็กน้อยจากวิธีของ Kang และคณะ[4] ดังนี้ ไพรเมอร์ส าหรับ methylated Nrf2  คือ  5´-AGG GAG 
GCG TAG TTT TTA TAT TAA C-3´และ  5´-AAC TAA AAT CCC AAC AAA CGA A -3´ส่ วน ไพร
เมอร์ส าหรับ unmethylated คือ Nrf2  5´-ACC AAC TAA AAT CCC AAC AAA CA -3´และ 5´-
GGA GGT GTA GTT TTT ATA TTA ATG T -3´ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ชุดน้ ายา Taq PCR Master 
Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) อุณหภูมิส าหรับ PCR ใช้ Initial denaturation ที่ 95ºC 15 
นาที ตามด้วยขั้นตอน Denaturation 94ºC 15 วินาที, Annealing 50ºC (ส าหรับ methylated 
Nrf2) หรือ 56ºC (ส าหรับ unmethylated Nrf2 ) นาน 30 วินาที, Extension 72ºC 30 วินาที 



 
 

 

46 

จ านวน 43 รอบ แล้วท า Final extension 72ºC 10 นาที แล้วดูผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วย agarose gel 
electrophoresis  
 

การแยกดีเอ็นเอตามขนาดด้วยวิธี Electrophoresis 
 ผสมสารละลาย 2.5% agarose แล้วเทใส่พิมพ์ส าหรับท าเจล ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 60 นาที 

เ พ่ือให้ เจลแข็ งตั วอย่ า งสมบู รณ์  จากนั้ นน า เจลไปประกอบขั้ ว ไฟ ฟ้า ในชุ ด  horizontal 
electrophoresis system โดยใช้ 1X TAE buffer เป็น take buffer ใส่สารตัวอย่างที่จะท าการแยก
โดยผสมสารตัวอย่าง 8 µl กับ loading dye 2 µl แล้วจึงหยดลงในช่องของเจล จากนั้นให้ไฟฟ้า
ความต่างศักดิ์คงที่ 130 V เป็นเวลา 60 นาที เมื่อครบ 60 นาทีแล้ว น าเจลออกจากพิมพ์ แล้วย้อม
ด้วย Ethidium bromide ส าหรับย้อมเจล เป็นเวลาอย่างน้อย 10 นาที จากนั้นน าไปตรวจสอบ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเครื่องวิเคราะห์ดีเอ็นเอ บนแผ่นวุ้น (Gel Doc™ XR+ System, BIO-RAD Co., 
USA)  

การวัดระดับการเกิด Methylation ของ Nrf2 โดยวิธี Bisulfite genomic -
sequencing (BSG)  

วิธีการวิเคราะห์เริ่มจากสกัดดีเอ็นเอและท าปฏิกิริยากับ Sodium bisulfite  จากนั้นน าไป
เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR ที่ปรับเปลี่ยนเล็กน้อยจากวิธีของ Tin Oo Khor และคณะ [72] ดังนี้ ไพร
เมอร์ส าหรับ  BSG Nrf2  Forword คือ 5´ -ATTTGGAAGTAATAAGGAGAAAT 3´และไพรเมอร์
ส าหรับ BSG Nrf2  Rewers คือ 5´- AAAAACCTCTTCCCACCAAAA 3´ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ชุด
น้ ายา Quick Taq HS DyeMix (TOYOBO, Osaka, Japan) อุณหภูมิส าหรับ PCR ใช้ Initial 
denaturation ที่ 94ºC นาน 3 นาที ตามด้วยขั้นตอน Denaturation รอบที่1 94ºC นาน 48 วินาที 
Annealing รอบท่ี 1 45 ºC นาน 45 วินาที่ Extension รอบท่ี 1 72ºC นาน 1 นาที จ านวน 15 รอบ 
แล้วตามด้วยขั้นตอน Denaturation รอบที่ 2  94 ºC นาน 30 วินาที, Annealing รอบที่ 2 57 ºC 
นาน 45 วินาที, Extension รอบที่ 2 72ºC นาน 1 นาที จ านวน 35 รอบ แล้วท า Final extension 
72ºC 10 นาท ีแล้วดูผลิตภัณฑ์โดยการส่งตรวจหาล าดับเบส 

 

การศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ (Migration) ด้วยวิธี Wound healing assay  
Wound healing หรือ scratch assay เป็นวิธีที่ใช้วัดการเคลื่อนที่ของเซลล์ (migration) 

โดยวัดจากรอยแยกจาก monolayer ของเซลล์ วิธีการคือเลี้ยงเซลล์ HepG2 ในภาชนะชนิด 6 หลุม
ที่ต้องการ treatment จ านวน 4 conditions น าไปบ่มในตู้บ่มที่ อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 
ประมาณ 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์จัดเรียงตัวเป็น monolayer จากนั้นน า pipet ขนาด 200 
ไมโครลิตร มาขูดเพ่ือท าให้เกิดรอยในแต่ละหลุม โดยรอยแต่ละหลุมต้องมีลักษณะเดียวกัน หลังจากที่
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ขูดแล้ว ก็จะน ามาล้างเบาๆด้วย PBS และใส่อาหารเลี้ยงเชื้อกับใส่ treatment ที่แตกต่างกันในแต่ละ
หลุม ขนาดของรอยแยกเริ่มต้นจะถูกสังเกตและวัดโดยใช้กล้อง microscope หลังจากนั้นจะน าเซลล์
ไป incubate ที่ 37oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และภายหลังการ incubate แล้วจะน ามา
ตรวจวัดการ migration ของเซลล์ในแต่ละ treatment[77] 
 
การศึกษาการรุกรานของเซลล์ (Invasion) ด้วยวิธี Transwell invasion assay  

Transwell assay เป็นวิธีที่ใช้ศึกษาการเคลื่อนไหวของเซลล์กันอย่างกว้างขวาง ยกตัวอย่าง
เช่นในการศึกษาการรุกรานของเซลล์มะเร็ง โดยดูจากการวัดจ านวนเซลล์แทรกผ่านรูเนื้อเยื่อ 
membrane ของ transwell compartment ใน  cost Matrix gel โดยการ เริ่ มต้น  transwell 
devices จะมี filter ที่มีรูขนาด 8 ไมโครเมตร เพ่ือใช้แบ่งชั้นในหลุมของภาชนะชนิด 12 หลุม เป็น 2 
ส่วนคือส่วนบนและส่วนล่าง จากนั้นใส่ DMEM ซึ่งประกอบไปด้วย 0.5% FBS ไปยังส่วนล่าง โดยที่ 
ส่วนบนจะใส่ Cell suspension ใน serum-free medium กับ treatment ที่แตกต่างกัน จากนั้น
น าไป incubate ที่ 37oC, 5% CO2 เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเซลล์จะถูก fix ด้วย 4% 
paraformaldehyde เป็นระยะเวลา 10 นาที เซลล์ที่อยู่ด้านบนของ filter เป็นเซลล์ที่ไม่มีการ 
migrate ลงมาด้านล่าง จะถูกเอาออกโดยใช้ cotton swap และในส่วนเซลล์ด้านล่างที่ถูก fix จะ
ย้อมด้วย 1% crystal violet ใน 2% ethanol เป็นระยะเวลา 20 นาที แล้วน าไปดูภายได้กล้อง 
microscope จากนั้นนับจ านวนเซลล์ที่มีการ invasion โดยการละลายสี crystal violet ที่ย้อมติด
เซลล์ ด้วย acetic acid แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm (OD)  [78] 

 
2. ศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ HCC (Human study) 
การศึกษาโครงสร้างเซลล์มะเร็งตับในชิ้นเนื้อด้วยวิธี  Hematoxylin & Eosin staining 
 เพ่ือวินิจฉัยเบื้องต้นว่าเป็นโรคมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma) พยาธิแพทย์
จ าเป็นต้องอาศัยการวินิจฉัยจากโครงสร้างของเซลล์มะเร็งตับด้วยการย้อม hematoxylin &  eosin 
(H&E staining)  โดยมีกระบวนการเตรียมสไลด์ดังนี้ เลือกชื้นเนื้อบริเวณที่สงสัยว่ามีพยาธิสภาพหรือ
รอยโรคใส่ลงใน classed block แล้วแช่ในน้ ายาดอง (fixative) 10% formalin แล้วน าไปเข้าเครื่อง 
Tissue processing ซึ่งเครื่องนี้อาศัยหลักการดึงน้ าออกจากเซลล์  (dehydration) ด้วย alcohol 
และ acetone แล้วท าให้ใส (clearing) ด้วย xylene จากนั้นจะแทนที่น้ าด้วยฟาราฟิน แล้วน าชิ้นเนื้อ
จาก classed block ไปฝัง (embedding) ในพาราฟินด้วยเครื่อง embedded machine ทิ้งให้เย็น
ในอุณภูมิ -20 ºC จะได้ชิ้นเนื้อที่ถูกฝังในพาราฟิน (paraffin embedded block) จากนั้นตัดให้บาง
ด้วยเครื่องตัด microtome ขนาดความหนา 2-3 ไมครอน แล้วน า section ลอยในอ่างน้ าอุ่น (40 
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ºC) จากนั้นใช้สไลด์ (glass slide) ช้อน section น าไปผึ่งให้แห้ง แล้วอบสไลด์ในตู้ hot air oven ที่
อุณหภูมิ 70 ºC นาน 20 นาที  

ในขั้นตอนย้อม H&E น าสไลด์ไปดึงเอาพาราฟินออก (deparaffinization) ด้วย xylene แล้ว
ดึงน้ าเข้าเซลล์ (rehydrate) ด้วย alcohol จากเปอร์เซ็นต์สูงไปต่ า จากนั้นน าไปล้างในน้ าประปาไหล
ผ่าน (running) นาน 3 นาที แล้วย้อมในสี hematoxylin นาน 2 นาที ล้างในน้ าประปาไหลผ่าน 
(running) นาน 3 นาที แล้วย้อมในสี eosin นาน 30 วินาที จากนั้นน าไปดึงน้ าออกจากเซลล์ด้วย 
alcohol จากเปอร์เซนต์ต่ าไปสูง ดึงน้ าออกจากเซลล์อีกครั้งด้วย acetone แล้วท าให้ใส (clearing) 
ด้วย xylene และน าไป mounting  ด้วย permanent mounting medium แล้วปิดด้วย cover 
glass จากนั้นน าไปตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

ศึกษาการแสดงออกของ Nrf2 และ Oxidative stress markers (8-OHdG) ในชิ้นเนื้อด้วยวิธี  
Immunohistochemistry  

เตรียมสไลด์ชิ้นเนื้อก่อนย้อมโดย อบ Slide ด้วยhot air oven ที่อุณหภูมิ 70 ºC นาน 20 
นาท ี จากนั้นเอาพาราฟินออกจากเซลล์ (deparaffinization) ด้วย xylene แล้วดึงน้ าเข้าเซลล์ 
(rehydration) ด้วย ethanol alcohol จากเปอร์เซ็นต์สูงไปต่ า จากนั้น block endogenous 
perxidase ด้วย 3% H2O2  นาน 15 นาที ส่วนในขั้นตอนการคืนสภาพแอนติเจน (antigen 
retrieval) เลือกใช้การคืนสภาพด้วยความร้อนจาก microwave โดยเริ่มจากเตรียม 1X citrate 
buffer, pH 6.0  แล้วน า citrate buffer ไปอุ่นใน microwave โดยใช ้Hi-power ตั้งเวลาให้น้ ายา
เดือด 5 นาท ีแล้วน าสไลด์ไปคืนสภาพตั้งเวลาต่อไปอีก 15 นาที แล้วทิ้งให้เย็นลงในอุณหภูมิห้อง แล้ว
จึง blocking non-specific binding ด้วย normal serum reagent ทิ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 20 นาท ี
จากนั้นหยด Primary antibody ซ่ึงได้แก่ Nrf2 (Abcam, Prima scientific Co,USA) และ Oxidative 
stress marker  ได้แก่ 8-OhdG (Millipore, Merck millipor Co, USA) แล้ว incubate 
ใน Humidity Chamber ที่อุณหภูมิ 4 ºC ทิ้งไว้ข้ามคืน  จากนั้นล้างด้วย PBS นาน 5 นาที แล้วจึง
หยด secondary antibody (HRP-conjugated) แล้ว incubate ที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง  แล้ว
ล้างด้วย  PBS นาน 5 นาที จากนั้นหยด ABC reagent (VECTOR laboratories, Theera trading 
Co, USA) แล้ว incubate ในอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที แล้วล้างด้วย PBS นาน 5 นาท ี จากนั้น 
detection substrate - chromogen ด้วย 3, 3 Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB ) 
incubate ประมาณ 5 นาท ีแล้วจึงล้างในน้ าประปาไหลผ่าน 10 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ DAB 
จากนั้น counterstain ด้วย Hematoxylin ประมาณ 20 วินาที  แล้วจีงล้างในน้ าประปาไหล
ผ่าน 5 นาท ีจากนั้นดึงน้ าออกจากเซลล์ (dehydration) ด้วย ethanol alcohol จากเปอร์เซ็นต์ต่ าไป



 
 

 

49 

สูง และท าให้ใส (clearing) ด้วย xylene แล้วจึง mounting ด้วย permanent mounting medium 
แล้วปิดด้วย cover glass จากนั้นน าไปตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์  [72] 

 
การประเมินผลการย้อมเซลล์ด้วยวิธี Immunohistochemical staining 

การประเมินผลการย้อมทั้งในส่วนของการย้อมในนิวเคลียสและในไซโตพลาสซึมจะวัดผล
คะแนนจาก % positive ของ tumor cell คูณกับระดับความเข้มของการย้อมติดสี (%) โดยผลที่วัด
ได้นี้จะถูกยืนยันซ้ าอกีทีโดยพยาธิแพทย์ผู้เชี่ยวชาญ[10] 

 

 
 
การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

ข้อมูลทั้งหมดจะน าเสนอในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน หรือ median 
(interquartile range) ในการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยระหว่าง 2 กลุ่มการทดลองจะใช้ student’s t-test 
หรือ Mann-Whitney test และในการเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉลี่ยที่มีมากกว่า 2 
กลุ่มจะใช้ ANOVA หรือ Kruskal-Wallis test ในการทดสอบ วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร
ต่อเนื่อง (continuous variables) โดยใช้ Pearson correlation test หรอื Spearman’s rank 
correlation test และระหว่างตัวแปรกลุ่ม (categorical variables) โดย chi-square test หรือ 
Fisher’s exact test ก าหนดค่านัยส าคัญทางสถิติที่  p-value < 0.05 
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

1. ผลการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยง (Cell culture study) 
ผลของ Hydrogen peroxide ต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งตับ HepG2  

เมื่อเลี้ยงเซลล์ในอาหารที่มี Hydrogen peroxide (H2O2) อยู่ที่ 10-200 µM เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แล้ววัดการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTT method พบว่า ในสภาวะที่มี H2O2 ตั้งแต่ 10-70 
µM จ านวนเซลล์มีชีวิตลดลงแตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่เลี้ยงในอาหารที่ไม่มี H2O2(0 µM) ตามล าดับ 
แต่จ านวนเซลล์ก็ยังอยู่ในอัตราการมีชีวิตรอดมากกกว่าร้อยละ 50 และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ 
H2O2 เป็น 80-200 µM กลับพบว่า เซลล์มีอัตราลดลงตามล าดับ (ภาพที่ 9) จากการทดสอบนี้แสดง
ให้เห็นว่าเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้นไม่เกิน 70 µM มีผลต่อการมีชีวิตอยู่ของเซลล์
และเซลล์สามารถปรับตัวให้อยู่รอดจากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นได้ ดังนั้นในการทดลองนี้ใช้ H2O2 

ความเข้มข้น 70 µM เป็นตัวแทนของเซลล์ที่แข็งแรง (survice) สามารถมีชีวิตรอดภายใต้สภาวะที่มี 
stress มากสุดที่เซลล์จะปรับตัวได้เพ่ือศึกษาผลของ ROS ต่อการเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลต่อ
จากนี ้
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ภาพที่  9 แสดงความเป็นพิษของ H2O2  ความเข้มข้น 10,20,30,40,50,60,70,80,90,100, 
และ 200 µM ต่อเซลล์ HepG2 เมื่อเซลล์ได้รับเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เซลล์มีการตายมากกว่าร้อยละ 
50 ที่ความเข้นข้น 80 µM ขึ้นไป * และ # P < 0.05 vs. Control (0) 
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ผลการศึกษา Oxidative stress marker ในเซลล์เพาะเลี้ยง  

ระดับโปรตีน Carbonyl ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน 
 เมื่อน าเซลล์ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะเครียดจากออกซิเดชันมาวัดระดับ oxidative stress โดยวัด
จากระดับ protein carbonyl พบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย 70 µM H2O2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งผล
ให้การเพ่ิมขึ้นของระดับโปรตีน Carbonyl เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น โดยพบว่าใน 
HepG2 (ภาพที่ 10) มีระดับโปรตีน Carbonyl เพ่ิมขึ้นจากกลุ่มควบคุม 0.085 nmol/mg protein 
เป็น 0.121 nmol/mg protein  

เมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย  H2O2  ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA) พบว่า ระดับ 
protein carbonyl ลดลงเป็น 0.072 nmol/mg protein และเมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย  H2O2  ร่วมกับ
การใช้ 100 µM SAM พบว่า ระดับระดับโปรตีน Carbonyl ลดลงเป็น 0.084 nmol/mg protein  

จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 70 µM H2O2  สามารถกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่น รวมถึงท าให้เกิดความเสียหายของโปรตีนภายในเซลล์ (oxidative protein damage) 
นอกจากนั้นยังพบว่า สารต้านอนุมูลอิสระ(TA) และ SAM สามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น
ภายในเซลล์เมื่อถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ได้  

 

 
ภาพที่  10 แสดงระดับระดับโปรตีน Carbonyl ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน เมื่อ

กระตุ้นเซลล์ด้วย 70 µM H2O2  ส่งผลให้มีการเพ่ิมข้ึนของระดับระดับโปรตีน Carbonyl ในเซลล์เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ถูกกระตุ้น และเมื่อวิเคราะห์ผลของสารอนุมูลอิสระและ SAM ต่อ
การเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนภายในเซลล์พบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย 70 µM H2O2  ควบคู่กับการใช้
สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA ) และ 100 µM SAM ตามล าดับ สามารถลดระดับระดับโปรตีน 
Carbonyl ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 70 µM H2O2 เพียงอย่างเดียว *P < 0.05 
vs. control, #P < 0.05 vs. H2O2 
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ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Total antioxidant (TAC) 
Measurement by ABTS (Radical scavenging capacity assay) assay  

เมื่อน าเซลล์ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะเครียดจากออกซิเดชันมาวัดระดับสารต้านอนุมูลอิสระ 
พบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย 70 µM H2O2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งผลให้การลดลงของระดับสารต้าน
อนุมูลอิสะ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น โดยพบว่าใน HepG2 (ภาพที่ 11) มีระดับสาร
ต้านอนุมูลอิสระ ลดลงจากกลุ่มควบคุม 0.55 nmol/mg protein เป็น 0.33 nmol/mg protein  

เมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย  H2O2  ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA ) พบว่า 
ระดับสารต้านอนุมูลอิสะเพ่ิมขึ้น เป็น 0.58 nmol/mg protein และเมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย  H2O2  

ร่วมกับการใช้ 100 µM SAM พบว่าระดับสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้นเป็น 0.50 nmol/mg protein 
จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 70 µM H2O2  ท าให้ระดับสารต้านอนุมูลอิสระลดลงบ่งชี้ให้เห็นว่ามี
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น นอกจากนั้นยังพบว่า สารต้านอนุมูลอิสระ (TA) และ SAM สามารถเพ่ิม
ระดับของสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์เมื่อถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ได้  

 

 
ภาพที่  11 แสดงระดับสารต้านอนุมูลอิสระภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน เมื่อกระตุ้น

เซลล์ด้วย 70 µM H2O2  ส่งผลให้มีการลดลงของระดับสารต้านอนุมูลอิสระ ในเซลล์เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ควบคุมที่ไม่ถูกกระตุ้น และเมื่อวิเคราะห์ผลของสารอนุมูลอิสระ (TA) และ SAM ต่อการ
เปลี่ยนแปลงระดับสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์พบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย 70 µM H2O2  ควบคู่
กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA ) และ 100 µM SAM   ตามล าดับ  สามารถเพ่ิมระดับ 
สารต้านอนุมูลอิสระได้ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 70 µM H2O2เพียงอย่างเดียว *P < 
0.05 vs. Control, #P < 0.05 vs. H2O2 
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ผลการศึกษา Oxidative stress markers (8-OHdG) และการแสดงออกของยีน Nrf2 
ในเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Immunocytochemistry  
 เมื่อน าเอาเซลล์มาเพาะเลี้ยงบน cover glasses ขนาด 22 x 22 mm ภายใต้ภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชั่นแล้วน ามาทดสอบหา Oxidative stress markers (8-OHdG) และการแสดงออกของ Nrf2 
ด้วยวิธี Immunocytochemistry ได้ผลการศึกษาดังนี้ 
 

ผลการศึกษา Oxidative stress markers (8-OHdG) ในเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี 
Immunocytochemistry 
 หลังจากท่ีเพาะเลี้ยงเซลล์บน cover glasses ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 4 กลุ่มการ
ทดลองเวลานาน 24 ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบหา Oxidative stress markers (8-OHdG) ด้วยวธิ ี
Immunocytochemistry ดังภาพที่ 12 เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 70 µM พบว่า 
เซลล์มีการแสดงออกของ Oxidative stress markers (8-OHdG2) เพ่ิมมากข้ึน (ภาพ B) เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุมท่ีไม่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 (ภาพA) และเม่ือเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA ) และ 100 µM SAM  ดังภาพ C และภาพ 
D ตามล าดับ กลับพบว่าการติดสีของ antibody 8-OHdG มีความเข้มน้อยลง แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่
กระตุ้น H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระและ SAM มีผลท าให้การแสดงออกของ Oxidative 
stress markers ลดลง (ภาพที่ 12) 

 
 ภาพที่  12 แสดงผลการทดลอง Immunocytochemistry โดยทดสอบหาการแสดงออกของ 
Oxidative stress marker (8-OHdG) ในเซลล์เพาะเลี้ยง เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 นาน 24 
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ชั่วโมง พบว่าเซลล์มีการแสดงออกของ 8-OHdG2 ที่เพ่ิมข้ึน (ภาพ B) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
ที่ไม่ถูกกระตุ้น (ภาพ A) และกลุ่มที่กระตุ้นด้วย H2O2 ควบคู่กับการใช้ สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM 
TA) และ 100 µM SAM ดังภาพ C และภาพ D ตามล าดับ 
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ภาพที่ 13 แสดงผลคะแนนความเข้มของเซลล์ที่ถูกกระตุ้น H2O2 โดยเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย 
H2O2 พบว่าผลคะแนนความเข้มของการติดสีมากข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุมและเมื่อ
กระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระและ SAM มีผลท าให้ค่าคะแนนความเข้ม
ของการติดสีลดลง *P < 0.05 vs. Control, #P < 0.05 vs. H2O2 

 
จากการทดสอบข้างต้นสรุปได้ว่าเมื่อกระตุ้นเซลล์ภายใด้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นเป็นเวลา

24 ชั่วโมง มีการแสดงออก Oxidative stress marker (8-OHdG) เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ที่ไม่ถูกกระตุ้นหรือกลุ่มที่ถูกกระตุ้นร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ 
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ผลการศึกษาการแสดงออกของ Nrf2 ในเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Immunocytochemistry  
 เมื่อเลี้ยงเซลล์บน cover glasses ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นเป็นเวลานาน 24 
ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบหาการแสดงออกของ Nrf2 ด้วยวิธี Immunocytochemistry  เมื่อเซลล์ถูก
กระตุ้นด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 20 µM (ภาพ C ) พบว่ามีความเข้มจากการติดสีของ antibody 
Nrf2 ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 (ภาพ B) และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ 
H2O2 เป็น 40 µM , 70 µM  กลับพบว่ามีความเข้มของการติดสีมากขึ้น (ภาพ E และ ภาพ H) 
ตามล าดับ และเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 20, 40, และ70 µM ควบคู่กับการใช้สาร
ต้านอนุมูลอิสระ(300 µM TA) พบว่าความเข้มของสีลดลง (ภาพ D, FและI ) ส่วนเซลล์ที่กระตุ้นด้วย 
H2O2 ที่ความเข้มข้น 40 และ70 µM ควบคู่กับการใช้ 100 µM SAM  พบว่ามีความเข้นของสีลดลง
เช่นกัน (ภาพ G และ J ) จากการทดสอบดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า เมื่อเลี้ยงเซลล์ภายใต้ภาวะเครียด
จากออกซิเดชั่นด้วยความเข้มข้นของ H2O2 ที่สูงขึ้น จะส่งผลต่อการแสดงออกของ Nrf2 เพ่ิมสูงขึ้น
ด้วย ในทางกลับกันเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ(300 µM TA) 
และ 100 µM SAM จะส่งผลต่อการแสดงออกของ Nrf2 ลดลงด้วยเช่นกัน ( ดังภาพที่ 14) 

 



 
 

 

56 

 
 

 
 
        ภาพที่  14  แสดงผลการทดสอบหาการแสดงออกของ Nrf2 ด้วยวิธี Immunocytochemistry  
ในเซลล์เพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น  โดยการกระตุ้นด้วย  H2O2  ที่ความเข้มข้น 0, 
20, 40, และ 70 µM (ภาพ B, C, E, และ H) ตามล าดับ พบว่ามีการแสดงออกของยีน Nrf2 เพ่ิม
สูงขึ้นตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ negative contlon (ภาพ A) และเม่ือกระตุ้นด้วย ด้วย H2O2 ที่
ความเข้มข้น 20, 40 และ 70 µM ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ(300 µM TA) และ 100 µM 
SAM พบว่าความเข้มของการติดสีลดลงตามล าดับ (ภาพ D, F, G, I และ J) ชี้ให้เห็นว่าการเลี้ยงเซลล์
ภายใต้ภาวะเครียดจากออซิเดชั่นมีผลต่อการแสดงออกของ Nrf2  
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ภาพที่  15  แสดงค่าความเข้มของการติดสีของผลการย้อม Nrf2 ในเซลล์เพาะเลี้ยง HepG2 
พบว่า ค่าความเข้มของการติดสีที่ความเข้มข้น 70 µM H2O2 (H) สูง แสดงให้เห็นว่า ที่ 70 µM H2O2 
มีการแสดงออกของ NRF2 สูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับ H2O2 ที่ความเข้มข้น 20 µM H2O2, 70 µM 
H2O2, และ H2O2 ที่ความเข้มข้น 20 µM H2O2, 70 µM H2O2,ร่วมกับการใช้ TA หรือ SAM *P < 
0.05 vs. Control, #P < 0.05 vs. H2O2 
 จากผลการทดสอบเบื้องต้น แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน 70 µM H2O2 อยู่ในช่วงปรับ
สภาพให้อยู่ได้ในสภาวะที่มี stess ที่สูง โดยมีการแสดงออกของ Nrf2 ที่สูง ซึ่งสอดคล้องกับผลของ 8-
OHdG ที่สูงขึ้นด้วย ทั้งนี้ยังสอดคล้องกับผลของระดับโปรตีน carbonyl ที่สูงขึ้นด้วยเช่นกัน และเมื่อ
เปรียบกับผลของ ABTS จะให้ผลลดลงตรงกันข้าม จากผลการทดสอบทั้งหมดข้างต้นสามารถ
เชื่อมโยงดังแผนภูมิ ต่อไปนี้  
 

 
 
 จากแผนภูมิข้างต้นแสดงให้เห็นว่าเมื่อเซลล์ HepG2 ที่เพาะเลี้ยงที่ความเข้มข้น 70 µM 
H2O2 ซึ่งเป็นการจ าลองให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นส่งผลให้ระดับโปรตีน carbonyl สูงขึ้น 
โดยที่ระดับสารต้านอนุมูลอิสระ (ABTS) ลดลง ทั้งนี้ระดับ oxidative stress marker (8-OHdG) ยัง
เพ่ิมสูงขึ้น ส่งผลให้การแสดงออกของ Nrf2 สูงขึ้นด้วย สรุปได้ว่า ในสภาวะของเซลล์มะเร็งตับที่ถูก
ควบคุมให้เกิดภาวะเครียด (70 µM H2O2) ส่งผลให้เซลล์มีการปรับตัวเองเพ่ือความอยู่รอด (survice) 
ในสภาวะแวดล้อมที่เกิดภาวะเครียดที่สูงขึ้นดังกล่าวส่งผลให้เซลล์มีการปรับระดับ 8- OHdG และ 
Nef2 ให้สูงขึ้นด้วย  ดังนั้นจากการทดสอบนี้จึงสามารถสรุปได้ว่าระดับที่สูงขึ้นของ 8-OHdG และ 
Nrf2 จึงมีความสัมพันธ์กับปริมาณของออกซิเดชั่น (70 µM H2O2) ที่สูงขึ้นนั่นเอง  
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ผลการศึกษาการเกิด methylation ของ Nrf2 promoter 

ผลการวิเคราะห์การเกิด methylation ของ Nrf2 ดว้ยวิธี Methylation specific PCR 
(MSP) 

 เมื่อน าดีเอ็นเอจากเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นมาวิเคระห์การเติมหมู่
เมทิลด้วยวิธี  MSP แล้ววิ เคราะห์หาการเกิด PCR product ที่ ได้จากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ 
methylated Nrf2 ต่อปริมาณ PCR product และที่ได้จากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ unmethyted 
Nrf2 พบว่า ผลการทดสอบนี้ให้ผลไม่แตกต่าง ซึ่งระดับการเกิด methylation จะส่งผลต่อระดับ Nrf2 
หรือไม่นั้นควรศึกษาวิเคราะห์หาระดับการเกิด methylation ของ Nrf2 ด้วยวิธี Bisulfite genomic 
sequencing (BSG) ต่อไป 
 
 
 

 
 
ภาพที่  16 แสดงผลการศึกษาการเกิด methylation ของ Nrf2 ด้วยวิธ ีMethylation 

specific PCR (MSP) 
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ผลการวัดระดับการเกิด Methylation ของ Nrf2 ดว้ยวิธี Bisulfite genomic 
sequencing (BSG)  

ผลการทดสอบให้ผลค่อนข้างน่าสนใจต่อการตอบค าถามงานวิจัยครั้งนี้ที่ว่า การแสดงออก
ของ Nrf2 ผ่านการกระตุ้นจากอนุพันธ์ของออกซิเจนที่ว่องไวในเซลล์มะเร็งตับมีความเกี่ยวข้องกับการ
เปลี่ยนแปลงของภาวะการเกิดปฏิกิริยา methylation บน Nrf2 promoter หรือไม่  โดยการศึกษา
ครั้งนี้มีการตั้งสมมติฐานไว่ว่า promoter ของยีน Nrf2 ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 จะเกิด
ปฏิกริยา Methylation น้อยกว่าเมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น แต่อย่างไรก็ตาม จากผลล าดับ
เบสชอง Bisulfite จาก 7 CpG dinucleotides บน Nrf2 promoter พบว่า  สภาวะของการ
เกิดปฏิกิริยา Methylation ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 70 µM เป็นเวลา 24 
ชั่วโมงนั้นไม่มีการเปลี่ยนแปลง  บริเวณที่มีล าดับเบสใน 7CpG ทั้งหมดยังใม่มีภาวะการเกิดปกิกิริยา 
Methylation ซึ่งไม่แตกต่างเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น (ภาพที่ 15) ทั้งนี้ในการ
ทดสอบกระตุ้นเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (TA) และ 
SAM ก็พบว่าไม่ได้เปลี่ยนแปลงการเกิดภาวะ Methylation ดังนั้นการศึกษานี้จึงสรุปได้ว่า การ
ควบคุมเหนือพันธุกรรมของ Nrf2 ที่ไม่ได้ขึ้นอยู่กับล าดับ เบสของยีน ผ่านการเกิดปฏิกิริยา 
Methylation บน Nrf2 Promoter ซึ่งอาจจะไม่ได้มีบทบาทส าคัญในการเหนี่ยวน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีน Nrf2 ในเซลล์มะเร็งตับ  
 
 

 
 

 ภาพที่  17 แสดงผลการวัดระดับการเกิด methylation ของ Nrf2 ด้วยวิธ ี Bisulfite 
genomic sequencing (BSG) จาก 7 CpG  บนต าแหน่ง Nrf2 promoter ในเซลล์เพาะเลี้ยง HepG2 
(ข้างล่างเส้น)  หลังจากท า Bisulfite แล้วเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแล้ว ถ้า unmethylation ล าดับเบส C 
จะถูกเปลี่ยนเป็น G ตามปกติ แต่ถ้า methylation ล าดับเบส C จะถูกเปลี่ยนไปเป็น T  จากภาพเส้น
แรกคือ reference sequence (NC_000002.11:178095031-178129859, Homo sapiens 
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chromosome 2, reference GRCh37.p10 primary assembly, including 2.1 kb of its 50-
upsteam sequence [72])  ซึ่งใช้เปรียบเทียบกับล าดับที่ท าการทดสอบ โดยที่ในส่วนของเซลล์ที่ไม่ได้
ถูกกระตุ้น (control) ล าดับเบสบนต าแหน่ง CpG ไม่ถูกเติมหมู่เมทิล จากภาพจะเห็นได้ว่าเซลล์
เพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (H2O2)  ล าดับเบสบนต าแหน่ง CpG ไม่ถูกเติมหมู่เมทิล 
(C ไม่ได้ถูกเปลี่ยนเป็น T)  ส่วนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นควบคู่กับการใช้
สารต้านอนุมูลอิสระ(TA) หรือ SAM พบว่า ล าดับเบสบนต าแหน่ง CpG ไม่ถูกเติมหมู่เมทิล (C ไม่ได้ถูก
เปลี่ยนเป็น T)  เช่นกัน  
 

ผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ (Migration) ด้วยวิธี Wound healing assay  
ความเกี่ยวข้องจากผลของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวที่ไปกระตุ้นให้เกิดการลุกลามในมะเร็ง

ตับได้นั้น จากการทดสอบด้วยวิธี wound healing (scratch assay) โดยการน าเซลล์เพาะเลี้ยงมาท า
ให้เกิดแผล (scratch assay) แล้วสังเกตุการเปลี่ยนแปลงของเซลล์โดยเปรียบเทียบจากเวลาที่เริ่มท า
แผล (ศูนย์ชั่วโมง) จนถึงเวลา  24 ชั่วโมง พบว่า เซลล์ HepG2 ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 มีการลุกลาม
ได้ไวอย่างเห็นได้ชัด สังเกตจากการซ่อมแซมบริเวณที่เกิดรอยแยกจากการขูดให้เกิดแผล เมี่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น (ภาพที่ 18) ซึ่งเป็นที่น่าสนใจว่า การกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 
ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ(TA ) หรือ SAM ท าให้ความสามารถในการซ่อมแซมบาดแผลชอง
เซลล์มะเร็งลดลง สังเกตุเห็นได้จากความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเพ่ือที่เข้าหากันตรง
บริเวณที่ได้ท าการขูดเซลล์มะเร็งได้ช้าลง  การศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่า อนุพันธ์
ออกซิเจนที่ว่องไวกระตุ้นให้เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งไปยังบริเวณข้างเคียง เมื่อเปรียบเทียบกับ
เซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 (control) 
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 ภาพที่  18 แสดงผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ (Migration) ด้วยวิธี Wound healing 
assay เพ่ือทดสอบดูการเคลื่อนที่ของเซลล์เพาะเลี้ยง HepG2 ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
เปรียบเทียบระหว่างศูนย์ชั่วโมงกับ 24 ชั่วโมง แถวที่หนึ่งจากด้านซ้ายมือแสดงเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น 
(control) แถวที่สองแสดงเซลล์ที่ถูกทดสอบภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ส่วนแถวที่ 3 และ 4  
แสดงเซลล์ที่ถูกทดสอบภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (TA) 
หรือ (SAM) ตามล าดับ จากภาพจะเห็นได้ว่า เซลล์ที่ถูกกระตุ้นภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
ส่วนแถวที่ 2 (ล่าง) มีการเคลื่อนที่ของเซลล์มากกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์แถวที่ 1 , 3 และ 4 
ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าเซลล์ถูกกระตุ้นภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น มีการลุกลามของ
เซลล์มะเร็งมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น 
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การศึกษาการรุกรานของเซลล ์(Invasion) ด้วยวิธี Transwell invasion assay  

ในการทดสอบถึงความเกี่ยวข้องของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวต่อความสามารถในรุกรานของ
เซลล์มะเร็งได้ศึกษาด้วยเทคนิค Transwell invasion assay ทั้งนี้จ านวนของเซลล์ที่มีการเคลื่อนที่
ผ่าน Matrix gel ในภาวะที่ได้รับการกระตุ้นด้วย H2O2 มีปริมาณมากกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้นอย่าง
มีนัยส าค ญ (ภาพที่ 19) การกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (TA) หรือ 
SAM สามารถยับยั้งความสามารถในการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 อย่างมี
นัยส าคัญ  ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวสามารถเพ่ิมการรุกรานของ
เซลล์มะเร็งตับและสารต้านอนุมูลอิสระ(TA) และ SAM ยังช่วยยับยั้งการรุกรานของเซลล์มะเร็งใน
สภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นได ้  

 

 
 

ภาพที่  19 แสดงผลการศึกษาการรุกรานของเซลล์ (Invasion) ด้วยวิธี Transwell invasion 
assay เพ่ือศึกษาการรุกรานของเซลล์ HepG2 ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น จากภาพ A คือ
เซลล์ที่รุกรานผ่านชั้น Matrix gel ซึ่งถูกย้อมด้วยสี Crystal violet พบว่า เซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 70 
µM H2O2 มีการรุกรานมากกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้นหรือเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 70 
µM H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (TA) หรือ SAM ตามล าดับ ส่วน  B คือแผนภูมิ
เปรียบเทียบการรุกรานของเซลล์มะเร็งง พบว่าเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 70 µM H2O2 แสดงค่าความ
เข้มในการติดของสี Crystal violet มากกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น หรือเซลล์ที่ถูก
กระตุ้นด้วย 70 µM H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (TA) หรือ SAM ตามล าดับ  *P < 
0.05 vs. Control, #P < 0.05 vs. H2O2 
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2. ผลการศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ HCC (Human study) 

ผลศึกษาการแสดงออกของ Nrf2 และ Oxidative stress markers (8-OHdG) ในชิ้น
เนื้อมะเร็งตับด้วยวิธี  Immunohistochemistry ( IHC) 

การศึกษา Nrf2 ที่ควบคุมการตอบสนองต่ออนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว พบว่ามีการแสดงออก
ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับในทุกราย คิดเป็นร้อยละ 27 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (median : 78% , IQR : 17) การ
ให้ล าดับคะแนนของผลการย้อมสีชิ้นเนื้อด้วยวิธี IHC ได้แก่ 2, 3, 4, 6, 8, 9, และ 12 คิดเป็นร้อยละ  
4, 21, 3, 13, 16, 4 และ 39 ตามล าดับ  การแสดงออกของ NRF2 ถูกพบในไซโตพลาสซึมและในนิว
เครียสของเซลล์มะเร็งตับแต่พบอย่างโดดเด่นในนิวเคลียสในส่วนของชิ้นเนื้อตับบริเวณที่ไม่ได้เป็น
มะเร็งจะไม่พบการแสดงออกหรือการแสดงออกของ Nrf2 ในระดับท่ีต่ า(ภาพที่ 20)  

ผลการย้อมชิ้นเนื้อด้วยเทคนิค IHCแสดงให้เห็นว่า Nrf2 มีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นในชิ้นเนื้อ
ผู้ป่วยมะเร็งตับ นอกจากนี้ Nrf2 ยังมีการแสดงออกในนิวเคลียสของเซลล์มะเร็งตับซึ่งเป็นข้อมูลที่
ยืนยันว่ามีการกระตุ้นของ Transcription factor ที่ตอบสนองต่อภาววะเครียดจากออกซิเดชั่นในชิ้น
เนื้อมะเร็งตับ  

8-OHdG พบการแสดงออกอย่างเด่นชัดในรอยโรคที่เกิดจากกระบวนการการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของดีเอ็นเอภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น คิดเป็นร้อย 28 และ 99  (median : 81% , 
IQR : 15) ไปในทางเดียวกันกับการแสดงออกของ Nrf2 โดยการแสดงออกของ 8-OHdG พบว่ามีการ
แสดงออกที่เด่นชัดในนิวเคลียส  (ภาพที่ 20) แต่ในทางตรงกันข้าม ในชิ้นเนื้อตับบริเวณต าแหน่งที่
ไม่ได้เป็นมะเร็งไม่พบการแสดงออกของ 8-OHdG  จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า ชิ้นเนื้อมะเร็งตับ
ส่วนใหญ่ มีการแสดงออกของ 8-OHdG ในระดับที่สูง (ร้อยละ 54  กับผลการย้อม IHC ในล าดับ
คะแนนเท่ากับ 12)  ซึ่งทั้งนี้ล าดับคะแนนของผลการท า Immunohistochemistry ได้แก่ 8, 3, 6, 9. 
4, และ 2 คิดเป็นร้อยละ 19, 13, 8, 2, 2 และ 2 ตามล าดับ 

ดังนั้นในการศึกษานี้พบว่าการแสดงออกของ Nrf2 ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับมีความสัมพันธ์กับการ
แสดงออกของ 8-OHdG (r=0.9945, P< 0.001) 
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  ภาพที่  20 ผลศึกษาการแสดงออกของ Nrf2 และ Oxidative stress markers (8-OHdG) 
ในชิ้นเนื้อด้วยวิธี  Immunohistochemistry ( IHC) จากภาพจะเห็นการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-
OHdG ในต าแหน่งชิ้นเนื้อที่ไม่พบเซลล์มะเร็ง (A-C) และต าแหน่งที่พบมะเร็งเซลล์มะเร็งตับ (D-M) ซ่ึง
จากภาพ A,D,H และ K  แสดงผลการย้อมชิ้นด้วยเทคนิค H&E จากภาพจะเห็นว่า ชิ้นเนื้อบริเวณ
ต าแหน่งที่ไม่พบเซลล์มะเร็งจะไม่พบการแสดงออกของ Nrf2 ต่ า (B) แต่จะเห็นการแสดงออกชัดเจนใน
บริเวณท่ีพบเซลล์มะเร็ง ( E, I และ L) ซึ่งการแสดงออกของ NRF2 จะพบทั้งในนิวเครียสและไซโตพลา
สซึมโดยในนิวเครียสจะชัดเจนกว่า ส่วนการแสดงออกของ 8-OHdG ในบริเวณต าแหน่งที่ไม่พบเซลล์
มะเร็จตับจะมีลักษณะเช่นเดียวใน Nrf2 โดยพบการแสดงของ 8-OHdG ต่ า (C) และลักษณะการติดสี
ของ 8-OHdG ในบริเวณต าแหน่งที่เซลล์มะเร็ง มีลักษณะเหมือนกันโดยจะติดในนิวเครียสมากกว่าใน
ไซโตพลาสซึม (F,J และ M) เช่นกัน 
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ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง Nrf2 และ 8-OHdG ต่ออัตราการรอดชิวิตในผู้ป่วยมะเร็งตับ 

จากการรวบรวมข้อมูลทางคลินิคในผู้ป่วยมะเร็งตับเพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่าง Nrf2 และ 
8-OHdG ต่ออัตราการรอดชิวิตโดยมีรายละเอียดดังนี้ 

 

Characteristics  Frequency (%) 
n 92 

Age (mean + SD, Years) 61.7 + 11.2 

Males : Females  79 (86%): 13 (14%) 

Hepatitis B virus infection 53 (58%) 

Hepatitis C virus infection 11 (12% ) 

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) 3 (3%) 

Tumor differentiation 91 (100%) 
- Well differentiation 24 (26.4%) 
- Moderate differentiation 49 (53.8%) 
- Poor differentiation 18 (19.8%) 

Cirrhosis (n=75) 28 (37%) 

Metastasis (n=74) 69 (93.2%) 

Total bilirubin (mean + SD, mg/dL) 1.5 + 1.7 

Albumin (mean + SD, mg/dL) 3.4 + 0.7 

SGOT/AST (mean + SD, mg/dL) 356.7 + 600.5 

SGPT/ALT (mean + SD, mg/dL) 267.6 + 414.0 

ALP (mean + SD, mg/dL) 96.0 + 81.3 

ตารางที่ 1 แสดงข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งตับ 
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จากข้อมูลทางคลินิกเบื้องต้นสามารถน ามาหาความสัมพันธ์ระหว่าง Nrf2 และ 8-OHdG ต่อ
อัตราการรอดชิวิตในผู้ป่วยมะเร็งตับด้วย Chi-square test โดยพบว่า การแสดงออกของ Nrf2 ไม่
สัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตในผู้ป่วยมะเร็งตับเมื่อเปรียบเทียบจากข้อมูลทางคลินิก    อีกทั้ง
ความสัมพันธ์ของ 8-OHdG ไม่สัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตในผู้ป่วยมะเร็งตับเมื่อเปรียบเทียบจาก
ข้อมูลทางคลินิก  เช่นกัน ดังที่แสดงในตารางที่ 2 

Characteristics Chi-square test 
(p-value) 

Nrf2 
Tumor differentiation 

 
0.227 

Number of tumor mass  0.840 
Cirrhosis 0.239 
Metastasis 0.656 
8-OHdG 
Tumor differentiation 

 
0.152 

Number of tumor mass 0.538 
Cirrhosis 0.150 
Metastasis 0.190 

         * p≤ 0.01 

                   ตารางที่ 2 แสดงข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งตับเมื่อน ามาหาความสัมพันธ์
ระหว่าง Nrf2 และ 8-OHdG ต่ออัตราการรอดชิวิตในผู้ป่วยมะเร็งตับด้วย Chi-square test 

 
จากนั้นหาความสัมพันธ์ของการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG กับอัตราการรอดชีวิต

ของผู้ป่วยได้ต่อไปด้วยการวิเคราะห์ Kaplan-Meier curve โดยการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-
OHdG แบ่งเป็น การแสดงออกในระดับที่สูง ซึ่งมีเกณฑ์คือ มีคะแนนของผลการย้อมสีชิ้นเนื้อด้วยวิธี 
IHC เท่ากับ 12 และ การแสดงออกในระดับที่ต่ า คือ คะแนนของผลการย้อมสีชิ้นเนื้อด้วยวิธี IHC 
น้อยกว่า 12 ซึ่งทั้งนี้ การแสดงออกของ 8-OHdG ในระดับที่สูง มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิต
ที่ลดลงในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ (ภาพที่ 21) 

ผู้ป่วยที่มีผลการแสดงออกของ 8-OHdG ในระดับที่สูง มีอัตราการรอดชีวิตที่ลดลงเมื่อ
เปรียบเทยีบกับผู้ป่วยที่มีระดับการแสดงออกท่ีระดับต่ า (P= 0.035) (ภาพที่ 21)  
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  ภาพที่  21 แสดงผลการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG ด้วยการวิเคราะห์ 
Kaplan-Meier curve ในผู้ป่วยมะเร็งตับ จากภาพ A การแสดงออกของ Nrf2 ที่ไม่สัมพันธ์กับอัตรา
การรอดชีวิตของผู้ป่วย โดยที่ระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยกับการแสดงออกที่สูงขึ้นของ Nrf2 ไม่
แตกต่างกัน เมื่อเทียบกับการแสดงออกของ NRF2 ที่ต่ ากว่า (Log-rank test, P= 0.945)  ส่วนภาพ 
B คือผลการวิเคราะห์การแสดงออกของ 8-OHdG ในผู้ป่วยมะเร็งตับ โดยการแสดงออกของ 8-OHdG 
ในระดับที่สูงมีความสัมพันธ์กับอตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยน้อยกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยที่มี
ระดับการแสดงออกของ 8-OHdG ต่ า อย่างมีนัยส าคัญ ( Log-rank test, P=0.035) แสดงให้เห็นว่า 
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในระดับสูงมีความสัมพันธ์กับอัตรารอดชีวิตของผู้ป่วยในระดับต่ า 
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บทท่ี 5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 
สรุปผลการวิจัย 

 การศึกษานี้ได้ท าการทดสอบทั้งในเซลล์เพาะเลี้ยงและในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ ซึ่งสามารถ
สรุปผลการวิจัยเพื่อตอบค าถามงานวิจัยได้ดังนี้ 
สรุปผลการวิจัยในเซลล์เพาะเลี้ยง (cell culture model) 

การศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ดังนี้ 
1.เพื่อศึกษาระดับเมทิลเลชั่นของ Nrf2 promoter ในเซลล์มะเร็งตับที่ถูกกระตุ้นด้วย

อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวหรือภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (H2O2-treated HepG2 cells) 
สามารถสรุปผลการวิจัยได้ดังนี้ 

จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ (HepG2) ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วน ามาวัดระดับโปรตีน Carbonyl เพ่ือทดสอบว่าในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2  อันเป็นตัวแทน
ของภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น พบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์ ด้วย 70 µM H2O2 ส่งผลให้การเพ่ิมขึ้นของ
ระดับ protein carbonyl เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น โดยพบว่าใน HepG2 มีระดับ 
โปรตีน Carbonyl เพ่ิมขึ้นจากกลุ่มควบคุม 0.085 nmol/mg protein เป็น 0.121 nmol/mg 
protein และเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2  ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA ) พบว่า 
ระดับโปรตีน Carbonyl ลดลงเป็น 0.072 nmol/mg protein และเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย  H2O2  

ร่วมกับการใช้ 100 µM SAM พบว่าระดับโปรตีน Carbonyl ลดลงเป็น 0.084 nmol/mg protein 
จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 70 µM H2O2  สามารถกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
รวมถึงท าให้เกิดความเสียหายของโปรตีนภายในเซลล์ (oxidative protein damage) นอกจากนั้นยัง
พบว่าสารต้านอนุมูลอิสระ(TA) และ SAM สามารถลดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นภายในเซลล์เมื่อถูก
กระตุ้นด้วย H2O2 ได้  

จากนั้นท าการทดสอบหาระดับสารต้านอนุมูลอิสระในเซลล์เพาะเลี้ยง พบว่าเมื่อกระตุ้นเซลล์ 
ด้วย 70 µM H2O2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งผลให้ มีการลดลงของระดับสารต้านอนุมูลอิสะเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น โดยพบว่าในเซลล์ HepG2 มีระดับสารต้านอนุมูลอิสระลดลงจาก
กลุ่มควบคุม 0.55 nmol/mg protein เป็น 0.33 nmol/mg protein เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย  H2O2  

ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ (300 µM TA ) พบว่า ระดับสารต้านอนุมูลอิสะเพ่ิมขึ้นเป็น 0.58 
nmol/mg protein และเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย  H2O2  ร่วมกับการใช้ 100 µM SAM พบว่าระดับ 
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protein carbonyl เพ่ิมขึ้นเป็น 0.50 nmol/mg protein จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 70 µM 
H2O2  ท าให้ระดับสารต้านอนุมูลอิสระลดลงบ่งชี้ให้เห็นว่ามีภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น นอกจากนั้น
ยังพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระ TA และ SAM สามารถเพ่ิมระดับของสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์
เมือ่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ได้  

การทดลองเพ่ือยืนยันว่าในเซลล์เพาะเลี้ยงมีการแสดงของ Nrf2 สูงขึ้นในภาวะเครียดจาก
ออกซิเดชั่นและทดสอบว่า Nrf2 ที่สูงขึ้นสามารถป้องกันการเกิด oxidative damage ได้หรือไม่ 
ได้ผลวิจัยพอสรุปได้ดังนี้ 

หลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์บน cover glasses ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 4 กลุ่มการ
ทดลอง เ วล านาน  24  ชั่ ว โ ม ง  แล้ วน า มาทดสอบหาการแสดงออกของ  Nrf2 ด้ วยวิ ธี  
Immunocytochemistry  ในเซลล์เพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นโดยการกระตุ้นด้วย  
H2O2  ที่ความเข้มข้น 0, 20, 40, และ 70 µM ตามล าดับ พบว่ามีการแสดงออกของ Nrf2 เพ่ิมสูงขึ้น
ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ control และเมื่อกระตุ้นด้วย ด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 20, 40 และ 
70 µM ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ 300 µM TA และ 100 µM SAM พบว่าความเข้มของ
การติดสีลดลงตามล าดับ แสดงเห็นว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นมีผลท า
ให้การแสดงออกของ Nrf2 สูงขึ้น 

เมื่อทดสอบหา oxidative stress marker 8-OHdG ด้วยวิธี Immunocytochemistry เมื่อ
เซลล์ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 70 µM พบว่า เซลล์มีการแสดงออกของ 8-OHdG เพ่ิมมาก
ขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 และเมื่อเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ TA และ SAM ตามล าดับ กลับพบว่าการติดสีของ 8-
OHdG มีความเข้มน้อยลง แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่กระตุ้น H2O2 ควบคู่กับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ
และ SAM มีผลท าให้การเกิด oxidative DNA lesion ลดลง 

“จากการทดสอบดังกล่าวข้างต้นแสดงให้เห็นว่า ในเซลล์เพาะเลี้ยงมีการแสดงออกของ 
NRF2 สูงข้ึนจริงภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นแบบเฉียบพลัน (70 µM H2O2) อย่างไรก็ตาม
การเพิ่มขึ้นของ NRF2 นี้ไม่ส่งผลในการป้องกันการเกิด oxidative DNA damage ในเซลล์
เพาะเลี้ยงได้ ซึ่งอาจเป็นเหตุผลที่พบการตายของเซลล์เกิดขึ้นเม่ือสูงเซลล์ได้รับ H2O2 ที่ความ
เข้มข้นสูงแบบเฉียบพลันดังกล่าว” 

จากนั้นหาค าตอบต่อไปว่า “ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นควบคุมการแสดงออกของยีน Nrf2 
ผ่านทางการเติมหมู่เมทิลที่ดีเอ็นเอหรือไม่” โดยการทดสอบด้วยวิธี Bisulfite genomic sequencing 
(BSG) จาก 7 CpG  บนต าแหน่ง Nrf2 promoter ในเซลล์เพาะเลี้ยง HepG2 หลังจากท า Bisulfite 
แล้วเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแล้ว ถ้าเกิด unmethylation ล าดับเบส C จะถูกเปลี่ยนเป็น G ตามปกติ แต่
ถ้า methylation ล าดับเบส C จะถูกเปลี่ยนไปเป็น T จากล าดับเบสชอง Bisulfite จาก 7 CpG 
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dinucleotides บน Nrf2 promoter พบว่าสภาวะของการเกิดปฏิกิริยา Methylation ในเซลล์ที่ถูก
กระตุ้นด้วย H2O2 ที่ความเข้มข้น 70 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมงนั้นไม่มีการเปลี่ยนแปลง  บริเวณที่มี
ล าดับเบสใน 7 CpGs ทั้งหมดยังใม่มีภาวะการเกิดปกิกิริยา Methylation ซึ่งไม่แตกต่างเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น ทั้งนี้ในการทดสอบกระตุ้นเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่นร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ TA และ SAM ก็พบว่าไม่ได้เปลี่ยนแปลงการเกิดภาวะ 
Methylation ดังนั้นการศึกษานี้จึงสรุปได้ว่า ไม่พบการควบคุมเหนือพันธุกรรมผ่านการเกิดปฏิกิริยา 
Methylation บน Promoter ในยีน Nrf2 ในเซลล์มะเร็งตับที่ถูกกระตุ้นให้อยู่ในภาวะเครียดจากออก
ซิเดชั่นเฉียบพลัน แสดงว่าการแสดงออกของโปรตีน Nrf2 ในเซลล์มะเร็งตับในภาวะดังกล่าวไม่น่าจะ
ถูกควบคุมโดย promoter methylation 

จากข้อสรุปข้างต้นสามารถสรุปได้ว่า “การควบคุมการแสดงออกของยีน Nrf2 ภายใต้
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นแบบเฉียบพลัน ไม่ได้ผ่านทางกลไกการเติมหมู่เมทิลที่ดีเอ็นเอ” 
 
 2. เพื่อศึกษาศักยภาพในการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิ
เดชั่น (ใน H2O2-trated HepG2 cells) สามารถสรุปผลการวิจัยได้ดังนี้  

จากข้อสงสัยจากค าถามงานวิจัยที่ว่า “ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นมีความสัมพันธ์กับการ
เพ่ิมศักยภาพในการการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับหรือไม่” จึงเป็นที่มาของการทดสอบเพ่ือหาค าตอบ
ดังนี้ 

ผลของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวที่ไปกระตุ้นให้เกิดการลุกลามในมะเร็งตับได้นั้น จากการ
ทดสอบด้วยวิธี wound healing (scratch assay) โดยการน าเซลล์เพาะเลี้ยงมาท าให้เกิดแผลแล้ว
สังเกตุการเปลี่ยนแปลงของเซลล์โดยเปรียบเทียบจากเวลาที่เริ่มท าแผล (ศูนย์ชั่วโมง) จนถึงเวลา  24 
ชั่วโมง พบว่าเซลล์ HepG2 ที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 มีการลุกลามได้ไวอย่างเห็นได้ชัด สังเกตุจากการ
ซ่อมแซมบริเวณท่ีเกิดรอยแยกจากการขูดให้เกิดแผลเมี่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้นซึ่งเป็น
ที่น่าสนใจว่าการกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ TA  หรือ SAM ท าให้
ความสามารถในการซ่อมแซมบาดแผลชองเซลล์มะเร็งลดลง สังเกตุเห็นได้จากความสามารถในการ
เคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเพ่ือที่เข้าหากันตรงบริเวณที่ได้ท าการขูดเซลล์มะเร็งได้ช้าลง   การศึกษาใน
เซลล์เพาะเลี้ยงนี้ชี้ให้เห็นว่า อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวกระตุ้นให้เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง ไป
ยังบริเวณข้างเคียเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 (control) 

ในการทดสอบถึงความเกี่ยวข้องของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวต่อความสามารถในการรุกราน
ของเซลล์มะเร็งได้ศึกษาด้วยเทคนิค Transwell invasion assay ทั้งนี้จ านวนของเซลล์ที่มีการ
เคลื่อนที่ผ่าน Matrix gel ในภาวะที่ได้รับการกระตุ้นด้วย H2O2 มีปริมาณมากกว่าเซลล์ที่ไม่ได้ถูก
กระตุ้นอย่างมีนัยส าคัญ  การกระตุ้นเซลล์ด้วย H2O2 ร่วมกับการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ TA หรือ 
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SAM สามารถยับยั้งความสามารถในการรุกรานของเซลล์มะเร็งที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 อย่างมี
นัยส าคัญ  ผลการศึกษาในครั้งนี้ จึงบ่งชี้ว่าอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวสามารถเพ่ิมการรุกรานของ
เซลล์มะเร็งตับและสารต้านอนุมูลอิสระ TA และ SAM ยังช่วยยับยั้งการรุกรานของเซลล์มะเร็งใน
สภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น   
 จากข้อสรุปผลการวิจัยข้างต้นสามารถอธิบายได้ว่า “ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นส่งผลใน
การเพิ่มศักยภาพในการการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระสารถยับยั้งการ
ลุกลามดังกล่าวได้” 
 
สรุปผลการวิจัยในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ (Human model) 

การศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ดังนี้ 
1. เพื่อวัดระดับการแสดงออกของโปรตีน Nrf2 และ oxidative stress marker (8-

OHdG) ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ เปรียบเทียบกับส่วนที่ไม่เป็นมะเร็งข้างเคียง (adjacent non-
cancerous areas) สามารถสรุปผลการวิจัยได้ดังนี้  

Nrf2 ซึ่งควบคุมการตอบสนองต่ออนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว พบว่ามีการแสดงออกในชิ้นเนื้อ
มะเร็งตับ การแสดงออกของ NRF2 ถูกพบทั้งในไซโตพลาสซึมและในนิวเครียสของเซลล์มะเร็งตับ แต่
พบอย่างโดดเด่นในนิวเคลียส ในส่วนของชิ้นเนื้อตับบรเิวณท่ีไม่ได้เป็นมะเร็งนั้น พบการแสดงออกของ 
NRF2 ในระดับที่ต่ า ซึ่งผลการย้อมชิ้นเนื้อด้วยเทคนิค Immunohitochemistry นั้นบ่งชี้อย่างชัดเจน
ว่า NRF2 มีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับ นอกจากนี้ Nrf2 ยังมีการแสดงออกใน
นิวเคลียสของเซลล์มะเร็งตับซ่ึงเป็นสิ่งที่แสดงให้ห็นว่า มีการกระตุ้นของ Transcription factor ที่
ตอบสนองต่อภาววะเครียดจากออกซิเดชั่นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ  

8-OHdG พบการแสดงออกอย่างเด่นชัดในพยาธิสภาพที่เกิดจากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
ซึ่งไปในทางเดียวกันใน NRF2 โดยการแสดงออกของ 8-OHdG พบว่ามีการแสดงออกที่เด่นชัดใน
นิวเคลียสแต่ในทางตรงกันข้ามในชิ้นเนื้อตับบริเวณต าแหน่งที่ไม่ได้เป็นมะเร็งพบการแสดงออกใน
ระดับต่ า 

ดังนั้นในการศึกษานี้ชิ้นเนื้อมะเร็งตับที่มีการแสดงออกของ NRF2 ในเซลล์มะเร็งตับมี
ความสัมพันธ์กับจ านวนเซลล์ที่มีการแสดงออกของ 8-OHdG (r=0.9945, P< 0.001) ซึ่งการ
แสดงออกของ oxidative stress markers (8-OHdG) และโปรตีน NRF2 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็ง
ตับมีการแสดงออกมากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับส่วนที่ไม่เป็นมะเร็งข้างเคียง (adjacent non-
cancerous areas) 
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2. เพื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (8-OHdG) และ

การแสดงออกของ Nrf2 กับการมีชีวิตรอดของผู้ป่วยมะเร็งตับ สามารถสรุปผลการวิจัยได้ดังนี้ 
 การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG กับอัตราการรอด
ชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งตับ วิเคราะห์ด้วย Kaplan-Meier curve  พบว่าการแสดงออกของ Nrf2 ไม่
สัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งตับ โดยที่ระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยกับการ
แสดงออกที่สูงขึ้นของ Nrf2 ไม่แตกต่างกัน เมื่อเทียบกับการแสดงออกของ NRF2 ที่ต่ ากว่า (Log-
rank test, P= 0.945)  ส่วนผลการวิเคราะห์การแสดงออกของ 8-OHdG ในผู้ป่วยมะเร็งตับ พบว่า 
แสดงออกของ 8-OHdG ในระดับที่สูงมีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยน้อยกว่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับผู้ป่วยที่มีระดับการแสดงออกของ 8-OHdG ต่ า อย่างมีนัยส าคัญ ( Log-rank test, 
P=0.035) ชี้ให้เห็นว่า ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในระดับสูงมีความสัมพันธ์กับอัตรารอดชีวิตของ
ผู้ป่วยในระดับต่ า 
 ดังนั้น ระดับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับมีความสัมพันธ์กับการมีชีวิต
รอดของผู้ป่วยมะเร็งตับ 

 
อภิปรายผล 

การศึกษานี้เป็นการศึกษาการตองสนองของเซลล์ต่อภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นและความ
เสียหายของดีเอ็นเอจากภาวะออกซิเดชั่นในเซลล์เพาะเลี้ยง (HepG2) และยังได้ศึกษาภาวะแสดงออก
ที่เพ่ิมขึ้นของ Nrf2 และ 8-OHdG ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับด้วย พบว่าการเพ่ิมขึ้นต่อการแสดงออกของ 8-
OHdG ในเซลล์ตับมีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่ลดลงในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับและในเซลล์
เพาะเลี้ยง แสดงให้เห็นว่าอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น และ
อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวเป็นสาเหตุให้เกิดการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ Nrf2 และ 8-OHdG เมื่อ
วิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลบน Nrf2 promoter พบว่าการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ Nrf2 ในเซลล์
เพาะเลี้ยงที่ถูกกระตุ้นด้วย H2O2 อาจจะไม่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงในการเติมหมู่เมทิลลงบน 
Nrf2 promoter แต่อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าการลุกลามของเซลล์มะเร็งที่ถูกกระตุ้นด้วย
อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวซึ่งยืนยันสมมติฐานที่ว่าอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวท าให้เกิดสภาวะแวดล้อม
ที่มีภาวะความเครียดจากออกซิเดชั่นในมะเร็งและส่งเสริมการลุกลามของมะเร็งด้วย    
 ผลกการย้อมชิ้นเนื้อด้วยเทคนิค Immunohistochemistry มีความสอดคล้องกับการศึกษาที่
ผ่านมาในผู้ป่วยมะเร็งตับชาวจีนพบว่าการแสดงออกของ Nrf2 เพ่ิมขึ้นในเซลล์มะเร็งตับ [5]  ซึ่ง
ชี้ให้เห็นถึงการตอบสนองที่เพ่ิมขึ้นต่อภาวะเครียดจากออกซิเดฃั่นผ่านกลไกการกระตุ้นจาก
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กระบวนการ Nrf2-Keap1-ARE ในผู้ป่วยมะเร็งตับ และการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ NRF2 นี้น่าจะ
เป็นกลไกที่ไปกระตุ้นให้เกิดภาวะการก่อมะเร็ง [79]  การศึกษาในครั้งนี้ยังแสดงให้เห็นถึงระดับการ
เพ่ิมขึ้นชองภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในดีเอ็นเอ มีการแสดงออกของ 8-OHdG ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ
สูงขึ้น ซึ่งสภาวะนี้บ่งชี้ถึงการด าเนินของความเครียดที่ด าเนินอยู่อย่างต่อเนื่อง โดยทั่วไปเซลล์มะเร็ง
นั้นสร้างอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวออกมามาก และเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในสภาวะแวดล้อม
ของเซลล์มะเร็ง ซึ่งจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง มีหลายรายงานที่พบว่าเซลล์มะเร็งตับมี
การสร้าง  8-OHdG มากขึ้น [80],[81],[82]  อีกทั้งมีความสัมพันธ์กับการลุกรามของมะเร็งตับ[83],[84]  และ
อัตราการรอดชีวิตที่ลดลง [85]   การศึกษาในครั้งนี้ได้ยืนยันด้วยผลการทดลองว่า เซลล์เพาะเลี้ยง 
(HepG2) ที่ถูกกระตุ้นภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ส่งผลต่อความสามารถของสารต้านอนุมูล
อิสระลดลงเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ Transcription factor ของ Nrf2 และมีการ
ท าลายดีเอ็นเอให้เสียหาย ซึ่งบ่งชี้ว่าการเพ่ิมขึ้นของ Nrf2 ไม่สามารถป้องกันความเสียหายของดีเอ็น
เอที่เกิดจากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นได้ อาจเป็นไปได้ว่าเซลล์มะเร็งพยายามที่จะรักษาสภาวะ
เครียดจากออกซิเดชั่น เพ่ือกระตุ้นให้มีการสะสมของ Nrf2 ในระดับที่สูง ซึ่งระดับของ NRF2 ที่สูงนี้ 
ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการลุกลามของมะเร็ง คล้ายกับภาวะการอักเสบในสภาวะแวดล้อม
มะเร็ง (inflammatory tumor environment) [86]  แต่มีค าถามต่อไปอีกว่า เซลล์มะเร็งตับรอดจาก
ภาวะความเครียดออกซิเดชั่นได้อย่างไร ยังคงเป็นปริศนาและต้องการการศึกษาทดลองต่อไป เมื่อ
เร็วๆ นี้มีรายงานว่า Nrf2 สามารถท าให้เซลล์มีชีวิตรอดมากขึ้นและยังกระตุ้นการลุกลามใน
เซลล์มะเร็งตับด้วย [81],[87]  

การศึกษาในครั้งนี้ ชี้ให้เห็นว่าการลุกลามของเซลล์มะเร็งตับถูกกระตุ้นโดยอนุพันธ์ออกซิเจน
ที่ว่องไว อีกทั้งอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวนี้ยังไปกระตุ้นให้เกิดการเคลื่อนที่และการรุกรานในเซลล์
เพาะเลี้ยง (HepG2) โดยที่กลไกของเซลล์ที่อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวที่ไปกระตุ้นการลุกลามของ
เซลล์มะเร็งตับยังไม่มีการศึกษาที่สามารถอธิบายในเรื่องนี้ได้ แต่เป็นที่ทราบกันดีว่า Epithelial 
mesenchymal transition (EMT) มีบทบาทส าคัญในการลุกลามของมะเร็งตับ [88]  การเหนี่ยวน า
ของ EMT ในเซลล์มะเร็งตับเกิดขึ้นผ่านการกระตุ้นกระบวนการ PI3K/AKT [89]  สารคัดหลั่งท าให้เกิด
การอักเสบและภาวะการมีออกซิเจนต่ าสามารถเหนี่ยวน าให้เกิด EMT ได้ และยังมีรายงานว่าอนุพันธ์
ออกซิเจนที่ว่องไวสามารถกระตุ้น EMT ไดใ้นเซลล์เยื่อบุผิวในหนู mouse [90] และเซลล์เยื่อบุผิวท่อไต
ส่วนต้นของหนู [91]  การศึกษาในครั้งนี้ ผู้วิจัยจึงได้คาดเดาว่า การที่อนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวไป
กระตุ้นให้เซลล์มะเร็งตับเคลื่อนที่แพร่กระจายและลุกลามที่พบในการศึกษาครั้งนี้ อาจจะเกิดขึ้นผ่าน
การเหนี่ยวน าจากการกระตุ้นของ EMT ซ่ึงจะต้องการศึกษาเพ่ิมเติมอีกต่อไป 

แต่อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาครั้งนี้ ไม่พบการปลี่ยนแปลงในสถานการณ์การเกิดปฏิกิริยา
การเติมหมู่เมทิลของ Nrf2 Promoter ในเซลล์เพาะเลี้ยง (HepG2) ที่ถูกกระตุ้นด้วย  H2O2 ที่มีความ
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เข้มข้นสูง (70 µM) บ่งชี้ให้เห็นว่า การแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ Nrf2 ในภาวะการตอบสนองแบบ
ฉับพลันต่ออนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวต่อการควบคุมเหนือพันธุกรรม  (epigenetic) ไม่ได้ถูกควบคุม
ด้วยกลไกการเติมหมู่เมทิลของ Nrf2 promoter  กลไกอ่ืนๆ เช่น การควบคุมภาวะสมดุลในปฏิกิริยา
รีด๊อกซ์ (redox) น่าจะมีบทบาทในการตอบสนองอย่างฉับพลันต่อการท างานของอนุพันธ์ออกซิเจนที่
ว่องไว [92]    

ในการศึกษานี้จึงเป็นการศึกษาครั้งแรกที่รายงานการแสดงออกของ Nrf2 และ 8-OHdG ใน
ชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งตับและพบว่าการเพ่ิมขึ้นของระดับ 8-OHdG ในเซลล์ตับซึ่งมีความสัมพันธ์กับ
อัตราการรอดชีวิตที่ลดลง เราได้ท าการศึกษาทดลองและพบว่าอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไวกระตุ้นการ
ลุกลามของเซลล์มะเร็งและสารต้านอนุมูอิสระได้แก่ TA และ SAM มีความสามารถในการลดการ
ลุกลามที่เกิดจากการเหนี่ยวน าของอนุพันธ์ออกซิเจนที่ว่องไว การค้นพบองค์ความรู้จากการศึกษาใน
ครั้งนี้บ่งชี้ว่าการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในสภาวะแวดล้อมของเซลล์มะเร็งเป็นปัจจัยส าคัญท่ี
ท าให้เกิดการลุกลามของมะเร็ง  ดังนั้นการลดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นในเซลล์มะเร็งอาจจะเป็นวิธี
ที่เป็นประโยชน์ในการรักษาเพ่ือลดการลุกลามของมะเร็งได้ 

 
 
ข้อเสนอแนะ 

ข้อจ ากัดของการศึกษาในครั้งนี้คือไม่ได้ศึกษาถึง KEAP1 (a negative regulator of Nrf2), 
active (phosphorylated) form ของ Nrf2 และการแสดงออกของยีนเป้าหมายของ Nrf2 ยังไม่ได้
ถูกศึกษาในการศึกษาครั้งนี้เช่นกัน  อีกทั้งไม่ได้ท าการทดลองเพ่ือยืนยันการกระตุ้นของกระบวนการ 
Nrf2-keap1-ARE ด้วยการกดการท างานของยีนโดยใช้ siRNA เพ่ือยืนยันหน้าที่การท างานของ Nrf2 
ในการควบคุมการลุกลามของเซลล์มะเร็งก็ยังไม่ได้ศึกษาในครั้งนี้  อีกทั้งการศึกษานี้ใช้เซลล์เพาะเลี้ยง
ของมะเร็งตับเพียงชนิดเดียวอาจจะท าให้เกิดผลการทดลองที่ได้ไม่ครอบคลุมเซลล์เพาะเลี้ยงของ
มะเร็งตับชนิดอ่ืนๆ  การศึกษาในครั้งต่อไปควรศึกษาให้ครอบคลุมในเซลล์เพาะเลี้ยงหลายๆ  ชนิด 
เพ่ือยืนยันหน้าที่การท างานของ Nrf2 ในเซลล์มะเร็งตับต่อไป 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคม ี

 
1. การเตรียมสารเคมีในการทดสอบความมีชีวิตของเซลลล์ด้วยวิธี MTT colorimetric assay 

1.1 Phosphate (Na2HPO4), 2.7 mM potassium chloride (KCl), 2 mM 
potassium phosphate monobasic (KH2PO4) แ ล ะ  137 mM sodium chloride (NaCl) 
pH 7.4) 

-  ชั่ ง  Na2HPO4 (MW=141.98) 1.4 g, KCl (MW=74.44) 0.2 g, KH2PO4 (MW=136.08) 
0.24 g และ NaCl (MW=58.44) 8 g 
- ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 600 ml 
- ปรับ pH ให้ได้ 7.4 แล้วเติมน้ ากลั่นจนครบ 1000 ml 
 
1.2 5 mg/ml MTT stock solution 

 - ชั่ง MTT 50 mg ละลายใน 10 ml ของ 1XPBS 
 - แบ่งเก็บใส่หลอดละ 1 ml เก็บท่ี 4°C นาน 1 เดือน 

 
1.3 0.5 mg/ml MTT working solution 

 - น า 5 mg/ml WTT stock solution มา 1 ml 
 - ใส่ serum free medium 9 ml จากนั้นผสมให้เข้ากัน 
 
2. การเตรียมสารเคมีในการตรวจวัดระดับโปรตีน Carbonyl 

2.1 Trichloroacetic acid (TCA) (20%w/v)   
 - ชั่ง TCA 20 g เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 100 ml 
 

2.2 Dinitrophenylhydrazine (DNPH) (10 mM DNPH ใน 2N hydrochloric acid 
(HCl)) 
 - เติม HCl 98.5 ml ในน้ ากลั่น 500 ml  
 - ชั่ง DNPH (MW=198.14) 0.99 g ละลายใน HCl ที่เตรยีมไว้ในข้อ 3.1 
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2.3 Ethanol:Ethyl acetate (1:1) 
 - เตรียม 95% ethanol 500 ml และ ethyl acetate 500 ml 
 - ผสมสารละลายในข้อ 2.1 ให้เข้ากัน 
 

2.4 Guanidine hydrochloride (GdmCl) (6 M GdmCl และ 0.5 M potassium 
phosphate monobasic (KH2PO4), pH 2.5) 
 - ชั่ง KH2PO4 (MW=136.08) 34.023 g และ GdmCl (MW=95.53) 286.6 g  
 - ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 300 ml 
 - ปรับ pH ให้ได้ 2.5 แล้วเติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 500 ml 
 
3. การเตรียมสารเคมีในการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Total antioxidant 
(TAC) 

3.1 2,2-azino-bis-3-ethybenzthiazoline-6-sulphanic acid (5 mM ABTS) 
- ชั่ง ABTS (MW = 584.7) 0.1372 g  
- ละลายใน 1XPBS ปริมาตร 50 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 
 
3.2 2,2-azobis (2-aninopropane) dihydrochloride (2.5 mM AAPH) 
- ชั่ง AAPH (MW=271.2) 0.0542 g 

 - ละลายใน 1XPBS 100 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 
 
4. การเตรียมสารเคมีในการย้อมชิ้นเนื้อมะเร็งตับด้วยวิธี Immonphistochemistry 
 4.1 3% H2O2 

 - เตรียม 30% H2O2 5 ml แล้วเติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 50 ml 
 
 4.2 10 mM Sodium citrate buffer stock solution 
 - ชั่ง sodium citrate dihydrate 29.41 g ละลายในน้ ากลั่น 600 ml 
 - ปรับ pH ให้ได้ 6 แล้วเติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 1000 ml 
  - เก็บท่ี 4°C นาน 3 เดือน 
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 4.3 10 mM Sodium citrate buffer working solution 
 - เตรียม 10 mM Sodium citrate buffer stock solution 100 ml แล้วเติมน้ ากลั่น 900 
ml 
 - เติม Tween-20 500 µl แล้วผสมให้เข้ากัน 
 
 4.4 Phosphate buffer saline (1XPBS) 

- เตรียม 1XPBS 1000 ml แล้วเติม normal horse serum 1 ml, Triton X-100 100 µl 
และ Tween-20 1 ml 

 - จากนั้นผสมสารเคมีข้างต้นให้เข้ากันจนเป็นเนื้อเดียว  
 
 4.5 Tris-HCl buffer (20 mMTris และ 500 mM sodium chloride (NaCl) pH 
7.5) 
 - ชั่ง Tris (MW=121.14) 2.42 g และ NaCl (MW=58.44) 29.24 g 
 - ละลายสารเคมีในน้ ากลั่น 600 ml 
 - ปรับ pH ให้ได้ 7.5 แล้วเติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 1000 ml 
 
 4.6 1% 3, 3 Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)  
  - ชั่ง DAB 0.1 g ละลายในน้ ากลั่น 10 ml 
 - แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 ml จ านวน 1 ml แล้วเก็บท่ี -20°C 
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ภาคผนวก(ต่อ) 
ผลการย้อมชิ้นเนื้อมะเร็งตับด้วยวิธี Hematoxylin & Eosin straining 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อมชิ้นเนื้อมะเร็งตับด้วยวิธี Hematoxylin & Eosin straining 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อมชิ้นเนื้อมะเร็งตับด้วยวิธี Hematoxylin & Eosin straining 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อมชิ้นเนื้อมะเร็งตับด้วยวิธี Hematoxylin & Eosin straining 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อม IHC ด้วย Nrf2 ในช้ินเนื้อมะเร็งตับ 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อม IHC ด้วย Nrf2 ในช้ินเนื้อมะเร็งตับ 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อม IHC ด้วย Nrf2 ในช้ินเนื้อมะเร็งตับ 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อม IHC ด้วย Nrf2 ในช้ินเนื้อมะเร็งตับ 

 
 

 
 

 
 
 



 
 

 

86 

 
ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อม IHC ด้วย 8 - OHdG ในช้ินเนื้อมะเร็งตับ 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

ผลการย้อม IHC ด้วย 8 - OHdG ในช้ินเนื้อมะเร็งตับ 
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ภาคผนวก(ต่อ) 

เอกสารรับรองโครงการวิจัย 

 
 

 



 
 

 

89 

 
 

ภาคผนวก(ต่อ) 
เอกสารรับรองโครงการวิจัย 
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