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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

พรชัย อนันตสมบูรณ์ : พยาธิก าเนิดระดับโมเลกุลของการลดระดับการแสดงออกของ  G6PD ใน
เซลล์มะเร็ งปอด  (Molecular pathogenesis by suppressing G6PD in lung cancer cells) อ .ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ชาลิสา หลุยเจริญ ชีพสุนทร, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. 
พูลลาภ ชีพสุนทร{, 81 หน้า. 

ลักษณะส าคัญอย่างหนึ่งของเซลล์มะเร็ง คือ การเปลี่ยนแปลงรูปแบบการใช้พลังงานและเมตาบอลิซึม 
ซึ่งวิถีเพนโตสฟอสเฟตเป็นวิถีที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยมีเอนไซม์กลูโคส 6 ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส 
(G6PD) เป็นกุญแจส าคัญในปฏิกิริยา จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า G6PD มีการแสดงออกมากขึ้นในเซลล์มะเร็ง
หลายชนิด เช่นเซลล์มะเร็งตับ อีกทั้งจากการทดสอบระดับการแสดงออกของยีนเทียบกับเซลล์ปกติโดยใช้โปรแกรม 
CU-DREAM (Connection Up- and Down-Regulation Expression Analysis of Microarrays) พบว่า G6PD มี
การแสดงออกเพิ่มมากขึ้นในเซลล์มะเร็งตับ และมะเร็งปอด โดยมะเร็งปอดสามารถพบได้เป็นอันดับ 2 ของผู้ป่วย
มะเร็ง อีกทั้งอัตราการรอดชีวิตภายหลังการตรวจพบโรคมะเร็งปอดนั้นต่ า ปัจจุบันพบว่ายังมีผู้ป่วยมะเร็งปอดบาง
รายที่ไม่ตอบสนองต่อยาและวิธีการรักษาแบบอ่ืน งานวิจัยนีจ้ึงศึกษาระดับการแสดงออกและบทบาทของ G6PD ต่อ
มะเร็งปอดทั้งในเนื้อเยื่อของผู้ป่วยมะเร็งปอดและเซลล์เพาะเลี้ยง 

ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ได้ท าการย้อมตัวอย่างช้ินเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งปอดชาวไทย 64 รายพบการ
ย้อมติด G6PD ในส่วนของเซลล์มะเร็งทั้งหมดเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติข้างเคียง อีกทั้งพบการย้อมติด G6PD ใน non-
small cell (NSCLC) ร้อยละ 81.8 (36/44 ราย) และ small cell ร้อยละ 10 (2/20) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า G6PD มี
ความส าคัญต่อมะเร็งปอดโดยเฉพาะชนิด NSCLC อีกทั้งผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดยใช้ DHEA 
และการลดระดับการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA สามารถยับยั้งระดับการเพิ่มจ านวนเซลล์, migration และ 
colony formation ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 ได้ โดยการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ไปรบกวนการแสดงออกของ
โปรตีนต่างๆ ที่ควบคุม DNA methylation และ apoptosis โดยไปเพิ่มขึ้นการแสดงออกของยีน DNMT3a และ 
Bax/Bcl-2 ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวน่าจะส่งผลให้วัฏจักรของเซลล์หยดุลง ระดับ apoptosis เพิ่มขึ้น และ ระดบั 
methylation ของ genome ที่เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลกระทบให้การเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็งปอดถูกยับยั้ง 
ผลการวิจัยทั้งหมดแสดงให้เห็นถึงบทบาทของเอนไซม์ G6PD ที่มีความส าคัญอย่างมากต่อการพัฒนาของเซลล์มะเรง็
ปอดชนิด NSCLC ซึ่งอาจเป็นประโยชน์ในทางการแพทย์ที่จะพัฒนายายับยั้งการท างานของเอนไซม์  G6PD ในการ
รักษามะเร็งต่อไปในอนาคต 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5774054130 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: NON SMALL CELL LUNG CANCER / G6PD SUPPRESSION / IMMUNOHISTOCHEMISTRY / 
CELL PROLIFERATION / METASTASIS 

PORNCHAI ANUNTASOMBOON: Molecular pathogenesis by suppressing G6PD in lung 
cancer cells. ADVISOR: ASST. PROF. CHALISA LOUICHAROEN CHEEPSUNTHORN, Ph.D., CO-
ADVISOR: ASSOC. PROF. POONLARP CHEEPSUNTHORN, Ph.D.{, 81 pp. 

Metabolic reprogramming is one important cancer hallmark characterized by the up-
regulation of biosynthetic and bioenergetic pathways such as pentose phosphate pathway (PPP). 
Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is a key enzyme in PPP, highly expressed in many 
cancerous tissues, for example, liver cancer. Analysis of gene expression datasets available for 
several types of cancers using CU-DREAM (Connection Up- and Down-Regulation Expression Analysis 
of Microarrays) revealed that G6PD was significantly up-regulated in liver and lung cancers (p<0.05). 
Lung cancer is the second most common cause of cancer death. Survival rate of patients with lung 
cancer after diagnosis was low. Moreover, some patients were not responded to anticancer drugs 
and chemotherapy. Therefore, this research was proposed to investigate the roles for G6PD in lung 
cancer, both in vivo and in vitro studies. 

 Immunohistochemical study of lung cancer biopsy tissue samples from 64 Thai patients 
demonstrated that all lung cancer cells were strongly positive for G6PD as compared to surrounding 
normal cells. The majority of non-small cell lung cancer (NSCLC) tissue samples (81.8%; 36/44 
cases) were stained positive for G6PD. On the contrary, only 2 cases out of 20 (10.0%) of small cell 
lung cancer tissue samples were stained positive for G6PD. These findings suggested that G6PD may 
play a significant role in NSCLC. Results further showed that suppression of G6PD using G6PD 
inhibitor (DHEA) and siRNA decreased cell proliferation, cell migration and colony formation of 
NSCLC cell lines, including NCI-H292 and NCI-H1975. Suppression of G6PD also altered expression 
levels of genes involved in DNA methylation and apoptosis. For example, DNMT3a and Bax/Bcl-2 
were increased after the suppression of G6PD. It was postulated that altered expression of these 
genes could lead to cell cycle arrest, apoptosis and genomic hypermethylation and therefore 
suppressing of NSCLC proliferation. The results of this study indicate that G6PD has important roles 
in NSCLC progression Thus, suppression of G6PD may be potential therapeutic strategy for lung 
cancer.            
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บทที่ 1  
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

มะเร็งเป็นสาเหตุการตายล าดับต้นๆ ของประชากรทั่วโลก ในปี 2012 พบผู้เสียชีวิตจาก
มะเร็งมากกว่า 8.8 ล้านคน (World Cancer Report 2014) โดย 2 อันดับแรก ได้แก่ มะเร็งปอด 
(1.59 ล้านราย) และมะเร็งตับ (745,000 ราย) จากการส ารวจของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ (1) พบว่า
ตั้งแต่ปี 2006 ถึงปี 2015 เป็นต้นมา จ านวนผู้ป่วยมะเร็งมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ โดยในปี 2015 
พบว่ามีจ านวนผู้ป่วยใหม่ที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นมะเร็งและมารับบริการที่สถาบันมะเร็ง 3,439 ราย 
โดยแบ่งออกเป็นเพศชาย 1,418 ราย (คิดเป็นร้อยละ 41.2) และเพศหญิง 2,021 ราย (คิดเป็นร้อยละ 
58.8) จากข้อมูลทางสถิติที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่ามะเร็งเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของประเทศ 
การรักษามะเร็งปอดในปัจจุบันนั้นมีหลายวิธี เช่น precision medicine, การผ่าตัด (surgery) รังสี
บ าบัด (radiation therapy) และเคมีบ าบัด (chemotherapy) เป็นต้น (2) การเลือกใช้วิธีรักษา
ขึ้นอยู่กับการกลายพันธุ์ของยีน EGFR, EML4-ALK, BRAF, ระยะของมะเร็ง  (stage) ต าแหน่ง 
(location) และการตอบสนองต่อยา อีกท้ังแต่ละวิธีมีข้อจ ากัดและมีผลข้างเคียงที่ต่างกัน เช่น การไม่
ตอบสนองต่อยา EGFR, ALK inhibitors วิธีการผ่าตัดและการฉายแสงนั้นเหมาะกับเซลล์มะเร็งที่ยัง
ไม่แพร่กระจายไปยังต าแหน่งอ่ืน (3) การฉายรังสีก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนัง (skin 
irritation) บริเวณที่รับรังสีโดยตรง ขณะที่รังสีบ าบัดอาจท าให้เกิดภาวะปอดอักเสบ ( radiation 
pneumonitis) (4) ส่วนเคมีบ าบัดนั้นเหมาะกับมะเร็งที่กระจายไปยังหลายต าแหน่ง เพ่ือยับยั้งการ
แบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง แต่มีผลข้างเคียงท าให้คลื่นไส้ (nausea) และอาเจียน (vomiting) เบื่ออาหาร 
(loss of appetite) ท้องร่วง (diarrhea) ผมร่วง (hair loss) เป็นต้น (5) ซึ่งอาการจะมากหรือน้อย
ขึ้นอยู่กับปริมาณยาที่ใช้และผู้ป่วยแต่ละราย ดังนั้นการศึกษากลไกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งจึงมีความส าคัญต่อการพัฒนาวิธีการยับยั้งเซลล์มะเร็ง เพ่ือน าข้อมูลมา
ประยุกต์ใช้ในการรักษาให้มีประสิทธิภาพต่อไป  

ลักษณะที่ส าคัญ (hallmark) ของเซลล์มะเร็งลักษณะหนึ่งคือ การเปลี่ยนแปลงวิถีเมตาบอ 
ลิซึม (metabolism) ส าหรับการสร้างพลังงาน (energy metabolism reprogramming: EMR) (6, 
7) โดยพบว่า เซลล์มะเร็งหลายชนิดเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจน มักอาศัยวิถีแอโรบิกไกลโคไลสิส 
(aerobic glycolysis) หรือที่เรียกว่า Warburg effect โดยมีวิถี glycolysis และเพนโตสฟอสเฟต 
(pentose phosphate pathway: PPP หรื อ  hexose monophosphate shunt; HMS) ร่ ว ม ใน
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กระบวนการ (6-9) ซึ่งวิถีดังกล่าวแม้จะให้พลังงานน้อยกว่ากระบวนการออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเรชั่น 
(oxidative phosphorylation) แต่สามารถผลิต ATP เพ่ือสนองต่อความต้องการของเซลล์ได้รวดเร็ว
กว่า  

เอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose 6-phosphate dehydrogenase: 
G6PD) อยู่ในวิถีเพนโตสฟอสเฟต ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสร้างนิโคตินาไมด์อะดินีนไดนิวคลีโอไทด์
ฟอส เฟต  (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH) ซึ่ ง เ ป็ น โ ค เอน ไซม์  
(coenzyme) ในกระบวนการรีดอกซ์ (redox) และการสังเคราะห์กรดไขมัน (7) อีกทั้งวิถีเพนโตส
ฟอสเฟตยังสร้างน้ าตาลไรโบส 5-ฟอสเฟต (ribose 5-phosphate) ที่ส าคัญต่อการสังเคราะห์กรด
นิวคลิอิก (nucleic acid) (8) ซึ่งผลิตผล (product) ทั้งหมดที่เกิดขึ้นจากวิถีเพนโตสฟอสเฟตล้วน
แล้วแต่มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเซลล์มะเร็ง ทั้งการเจริญเติบโต (proliferation) และการ
อยู่รอด (survival) ของเซลล์มะเร็ง (9) 

ในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเซลล์เนื้องอกและมะเร็งหลายชนิดทั้ง primary cells และ cell 
lines มีระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ที่สูงขึ้น เช่น มะเร็งผิวหนัง (melanoma) (10) 
เนื้อเยื่อมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric cancer tissue) (11) มะเร็งเต้านม (primary breast 
carcinoma) (12) และเนื้องอกปอด (lung tumor) (13) เป็นต้น ซึ่งสอดคล้องกับการวิเคราะห์ข้อมูล 
cDNA microarray ใน GEO dataset ของ NCBI ด้วยโปรแกรม CU-DREAM ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอด
และตับ ที่พบว่า G6PD มีระดับการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) อีกทั้งยัง
พบว่าระดับเอนไซม์ G6PD ที่สูงขึ้นแปรผันตรงกับการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (metastasis) 
และ poor prognosis ขณะเดียวกัน G6PD แปรผกผันกับอัตราการรอดชีวิต (survival rate) (14, 
15) ด้วยเหตุนี้เอนไซม์ G6PD จึงเป็นเป้าหมายที่ส าคัญต่อการวิจัยโรคมะเร็งในปัจจุบัน เช่น การศึกษา
บทบาทของภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD (G6PD deficiency) ในเซลล์มะเร็งผิวหนัง (human 
melanoma cell) และมะเร็ งตับ  (HepG2)  (16) แต่อย่ า ง ไรก็ตามจากการศึกษาที่ ผ่ านมา 
ความสัมพันธ์ระหว่างความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ในผู้ป่วยมะเร็งยังไม่พบความสัมพันธ์ที่
แน่ชัด (17-20) อีกทั้งมะเร็งแต่ละชนิดมีกลไกและการควบคุมภายในเซลล์ที่แตกต่างกัน  จาก
การศึกษาในผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งเต้านมที่มีระดับการแสดงออกของ G6PD เป็นบวก (positive) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ป่วยด้วยโรคมะเร็งเต้านมที่มีผล G6PD เป็นลบ (negative) พบว่าอัตราการรอด
ชีวิตโดยรวม (overall survival) ไม่แตกต่างกัน (12) แสดงให้เห็นว่า G6PD มีความส าคัญต่างกันใน
แต่ละชนิดของมะเร็ง โดยปัจจุบันยังไม่มีการยืนยันถึงความสัมพันธ์และบทบาทหน้าที่ของ G6PD ใน
มะเร็งปอด จึงเป็นที่มาของการศึกษาเพ่ือยืนยันระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อ
มะเร็งปอดเทียบกับเนื้อเยื่อปกติในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลล์ขนาดใหญ่ (Non Small Cell Lung 
Cancer Cells: NSCLC)  ร่วมกับการศึกษาพยาธิก าเนิดระดับโมเลกุลภายใต้การลดระดับการ
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แสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA และการยับยั้ งกัมมันตภาพเอนไซม์โดยใช้ตัวยับยั้ ง หรือ 
dehydroepiandrosterone (DHEA) ในเซลล์ เพาะเลี้ยงชนิดมะเร็งปอด โดยผลที่ ได้จากการ
ศึกษาวิจัยนี้นอกจากจะเป็นความรู้ พ้ืนฐานที่ท าให้เข้าใจถึงบทบาทของเอนไซม์ G6PD ต่อการ
เจริญเติบโตของมะเร็งปอดแล้ว G6PD ยังเป็นเป้าหมายที่ส าคัญต่อการพัฒนากลยุทธ์ในการรักษา
มะเร็งปอดชนิด NSCLC อีกด้วย    
 
1.2 ค าถามของการวิจัย 

1.2.1 ระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดมีความแตกต่างกับ
เนื้อเยื่อปกติในผู้ป่วย NSCLC หรือไม่อย่างไร 

1.2.2 ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ทั้งระดับการแสดงออกของยีน หรือการท างานของ
เอนไซม์ สามารถยับยั้งการแบ่งตัวและ metastasis อีกทั้งเ พ่ิมการตายแบบ 
apoptosis ของเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดมะเร็งปอดได้หรือไม่ 

 
1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.3.1  เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดและเนื้อเยื่อ
ปกติของผู้ป่วย NSCLC ด้วยวิธี Immunohistochemistry 

1.3.2  เพ่ือศึกษาพยาธิก าเนิดระดับโมเลกุล เช่น การแบ่งตัว, metastasis และการตาย
แบบ apoptosis ภายใต้สภาวะที่ลดการแสดงออก หรือลดกัมมันตภาพของเอนไซม์ 
G6PD ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดมะเร็งปอด  

 
1.4 สมมติฐาน 

1.4.1 การแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดมีระดับที่สูงกว่าเนื้อเยื่อปกติ
ที่ได้จากผู้ป่วย NSCLC รายเดียวกัน 

1.4.2 การลดการแสดงออก หรือลดกัมมันตภาพของเอนไซม์ G6PD ในเซลล์เพาะเลี้ยง
ชนิดมะเร็งปอด ช่วยยับยั้งการแบ่งตัว และ metastasis อีกทั้งเพ่ิมการตายของ
เซลล์แบบ apoptosis มากขึ้นเมื่อเทียบกับเซลล์ที่มีเอนไซม์ G6PD เป็นปกต ิ
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1.5 ค าส าคัญ 

มะเร็งปอด (Non small cell lung cancer)  

  การลดระดับการแสดงออกของ G6PD (G6PD suppression) 

  อิมมูโนฮีสโตเคมี (Immunohistochemistry) 

  การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (Cell proliferation) 

  การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Metastasis) 

 
1.6 รูปแบบการวิจัย 

 วิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive study) และวิจัยเชิงการทดลอง (Experimental design) 

 
1.7 ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

 ไม่มี 
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1.8 กรอบแนวคิดการวิจัย 

 
 
1.9 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับการวิจัย 

1.9.1 ท าให้ทราบถึงความแตกต่างของระดับโปรตีน G6PD ในเนื้อเยื่อปกติและมะเร็งปอด

ของผู้ป่วยมะเร็งปอด (NSCLC) ชนิดต่างๆ  

1.9.2 ทราบถึงความส าคัญของเอนไซม์ G6PD ต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ การตายของเซลล์ 

และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปอด (NSCLC)  

1.9.3 G6PD อาจเป็น targeted therapy ของมะเร็งปอดในกรณีที่ผู้ป่วยไม่ตอบสนองต่อ

การรักษาด้วยวิธีอ่ืนๆ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2  
งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1  ลักษณะจ าเพาะของเซลล์มะเร็ง: การเปลี่ยนแปลงวิถีเมตาบอลิซึมส าหรับการสร้าง
พลังงาน (The Hallmarks of Cancer : Energy metabolism reprogramming (EMR))  

ในสภาวะที่มีออกซิเจน เซลล์ปกติส่วนใหญ่อาศัยวิถี glycolysis และ tricarboxylic acid 
cycle (TCA cycle)  ในการสร้างพลังงาน เพ่ือให้ได้ ATP จ านวนทั้งสิ้น 36 โมเลกุลต่อน้ าตาล 1 
โมเลกุล แต่เมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน เซลล์จะอาศัยวิถี anaerobic glycolysis เพ่ือผลิตแลค
เตท (lactate) ให้พลังงาน ATP จ านวน 2 โมเลกุลต่อน้ าตาล 1 โมเลกุล (7, 9) (รูปที่ 1) 

ในปี 1920 Otto Warburg ได้พบว่าเนื้องอก (tumor) ในช่องท้องที่มีการแบ่งตัวอย่าง
รวดเร็ว มีอัตราการใช้กลูโคสสูงมากเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ  โดยร้อยละ 90 ของกลูโคสถูกเปลี่ยนเป็น 
lactate จึงเป็นที่มาของปรากฎการณ์ “Warburg effect” (21) ซึ่งเป็นลักษณะที่จ าเพาะของ
เซลล์มะเร็ง ต่อมามีการศึกษาพบว่า แม้ในสภาวะที่มีออกซิ เจน เซลล์มะเร็งส่วนใหญ่มักอาศัยการ
สร้างพลังงานแบบ aerobic glycolysis (6, 9) จากการเปลี่ยนกลูโคสเป็น lactate และให้ ATP เพียง 
4 โมเลกุลต่อน้ าตาล 1 โมเลกุล โดย Warburg ได้ให้สมมติฐานว่าอาจเกิดจากความผิดปกติที่ไมโต
คอนเดรีย (mitochondria) ของเซลล์มะเร็ง (22) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาที่แสดงให้เห็นว่า 
mitochondria ในเซลล์มะเร็งยังคงสามารถท างานได้เป็นปกติ (23-25) จึงมีการตั้งสมมติฐานต่อไปว่า
เซลล์มะเร็งมีความสามารถในการน าน้ าตาลกลูโคสเข้าเซลล์ได้มากกว่าเซลล์ปกติ เพ่ือให้ตอบสนองต่อ
การใช้พลังงานในกระบวนการเจริญเติบโตและกระบวนการอ่ืนๆ ภายในเซลล์มะเร็งได้อย่างรวดเร็ว
และเพียงพอ (รูปที่ 2) (26) เซลล์จึงอาศัยกระบวนการสร้างพลังงานอย่างง่ายไม่ซับซ้อน ด้วยวิถี 
aerobic glycolysis อีกทั้งเพ่ือเป็นการหลีกเลี่ยงการสะสมอนุมูลอิสระ (free radical) ที่เกิดขึ้นจาก
กระบวนการ oxidative phosphorylation ในไมโตคอนเดรีย อีกทั้งยังพบว่า lactate ที่เพ่ิมขึ้นจะ
ถูกขับออกนอกเซลล์มะเร็ง ยังช่วยยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ปกติที่อยู่ข้างเคียงได้อีกทางหนึ่ง 
(7) 
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รูปที่ 1 แผนภาพแสดงลักษณะจ าเพาะของเซลล์มะเร็งที่มีการเปลี่ยนวิถีที่ใช้ในการสร้างพลังงาน
ภายในเซลล์จาก oxidative phosphorylation เป็นวิถี aerobic glycolysis (7) 
 

 
 

รูปที่ 2 แผนภาพแสดงการน ากลูโคสเข้าสู่เพ่ือสร้างพลังงานของเซลล์ในขณะปกติและเมื่อเซลล์
ต้องการแบ่งตัว (2) 
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2.2 มะเร็งปอด (lung cancer) 

 มะเร็งปอดเป็นหนึ่งในโรคมะเร็งที่สามารถพบได้บ่อยและน าไปสู่การเสียชีวิต ซึ่งผู้ป่วยมะเร็ง
ปอดมักจะมีการแสดงอาการและได้รับการตรวจพบเมื่ออยู่ในระยะท้ายๆ แล้ว (advanced stage) 
มะเร็งปอดมีหลายชนิด ได้แก่ 

- ชนิดเซลล์ขนาดใหญ่ (Non-Small Cell Lung cancer Small Cell: NSCLC) เป็น

เซลล์มะเร็งปอดท่ีสามารถพบได้ร้อยละ 85 ของผู้ป่วยมะเร็งปอด แบ่งเป็น 

o squamous พบได้ร้อยละ 30  

o non-squamous ร้อยละ 70 ซึ่งสามารถแบ่งได้ 2 แบบคือ 

 Adenocarcinoma พบได้ร้อยละ 90 

 Large-cell carcinoma พบได้ร้อยละ 10  

- ชนิดเซลล์ขนาดเล็ก (Small-cell lung cancer; SCLC) ซึ่งสามารถพบได้ร้อยละ 15 

ของผู้ป่วยมะเร็งปอด (รูปที่ 3) (27, 28)  

-  

 
 

รูปที่ 3 แผนภาพแสดงการจ าแนกชนิดของเซลล์มะเร็งปอดและความชุก (29) 
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การรักษามะเร็งปอดในปัจจุบันนั้นมีหลากหลายวิธี เช่น การผ่าตัด (surgery) รังสีบ าบัด 
(radiation therapy) และเคมีบ าบัด (chemotherapy) เป็นต้น (2) การเลือกใช้วิธีใดส าหรับการ
รักษานั้นขึ้นอยู่กับระยะ (stage) และต าแหน่ง (location) ของมะเร็ง วิธีการผ่าตัดและการฉายแสงนั้น
เหมาะกับเซลล์มะเร็งที่อยู่เฉพาะจุดและยังไม่ได้แพร่กระจายไปยังต าแหน่งอ่ืน ระยะเวลาการฟ้ืนตัว
หลังการผ่าตัดนั้นขึ้นอยู่กับปริมาณเนื้อปอดที่ถูกตัดออกไป (3) การฉายรังสี เป็นการใช้รังสีเอ็กซ์ (X-
ray) หรือ รังสีแกรมม่า (gramma ray) เพ่ือก าจัดเซลล์มะเร็ง ด้วยการท าลายสาย DNA (DNA 
damage) หรือก่อให้เกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ท าให้เซลล์เข้าสู่กระบวนการตาย (apoptosis) 
ผลข้างเคียงของการฉายรังสีก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนัง (skin irritation) บริเวณที่ได้รับรังสี
โดยตรง ผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งปอดที่ได้รับรังสีบ าบัดอาจมีภาวะ radiation pneumonitis ภายหลัง
การท ารังสีบ าบัด โดยมีอาการไอ (cough) หายใจหอบ (dyspnoea) มีไข้ต่ าๆ (low grade fever) 
รู้สึกไม่สบายบริเวณช่วงอก (chest discomfort) เจ็บหน้าอกเวลาหายใจเข้าหรือไอ (pleuritic chest 
pain) เป็นต้น (4) การรักษาด้วยเคมีบ าบัดเป็นการรักษาที่เหมาะกับมะเร็งที่กระจายไปยังหลาย
ต าแหน่ง โดยยาจะไปยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง อย่างไรก็ตามการรักษาด้วยเคมีบ าบัดใน
ปัจจุบันมีผลข้างเคียงต่อเซลล์ปกติ โดยผู้ป่วยอาจมีอาการคลื่นไส้ อาเจียน  เบื่ออาหาร ท้องร่วง ผม
ร่วง เป็นต้น (5)  

การรักษาโรคมะเร็งปอดนั้นขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย ทั้งระยะของโรค (stage) ชนิดของเซลล์
ทางพยาธิวิทยา (histological cell type) และลักษณะระดับโมเลกุล (molecular profile) โดยจาก
ผลการศึกษาเนื้อเยื้อมะเร็งปอดจากผู้ป่วยที่สูบบุหรี่พบการกลายพันธุ์ (mutations) ของยีน 

epidermal growth factor receptor (EGFR) หลายต าแหน่ง เช่น exon 18 ต าแหน่ง G719C, 
G719S, exon 19 พบ deletion ต าแหน่ง E746–A750, exon 21 ต าแหน่ง L858R, G719A อีกทั้ง
พ บ ก า ร ก ล า ย พั น ธุ์ ใ น  anaplastic lymphoma kinase ( ALK)  ไ ด้ ร้ อ ย ล ะ  1 0 - 6 0  ใ น 
adenocarcinomas การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีนเหล่านี้เป็นมีความส าคัญต่อการเลือกใช้ยาที่
เหมาะสมกับผู้ป่วย (first-line chemotherapy) (30) เช่น Gefitinib ซึ่งเป็นยาในกลุ่มที่ยังยั้ง EGFR 
kinase (EGFR kinase inhibitor) จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นถึงการกลายพันธุ์ของยีน EGFR 
สามารถคาดการณ์ความไว (sensitivity) ต่อยา Gefitinib ของผู้ป่วย NSCLC (31) 
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2.3 เอนไซม์ กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (Glucose 6-phosphate dehydrogenase; 
G6PD)   

G6PD เป็นเอนไซม์ตัวแรกในวิถีเพนโตสฟอสเฟต (pentose phosphate pathway ; PPP 
หรือ hexose monophosphate shunt; HMS) ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสร้าง pentose phospate 
ส าหรับใช้ในการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิก  (nucleic acid) และการสร้าง NADPH ส าหรับเป็นโค
เอนไซม์ (coenzyme) ในการสังเคราะห์กรดไขมัน (32) และเป็น coenzyme ของเอนไซม์กลูตาไธ
โอนรีดักเตส (glutathione reductase) ในการรักษาระดับกลูตาไธโอนรูปรีดิวซ์ (GSH) (33, 34) (รูป
ที่ 4) NADPH ช่วยรักษาระดับปฏิกิริยา redox ในเซลล์ไม่ให้อนุมูลอิสระ (free radical) ภายในเซลล์
มีมากจนเป็นพิษต่อเซลล์  ด้วยเหตุนี้  G6PD จึงเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในการควบคุมระดับ 
NADPH/NADP+ (35) การท างานที่ผิดปกติไปของเอนไซม์ G6PD หรือภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD 
(G6PD deficiency) ส่งผลให้เกิดอาการแสดงทางโลหิตวิทยา (hematology) เช่น ภาวะโลหิตจาง
จากเม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลัน (acute hemolytic anemia) ภายหลังการติดเชื้อหรือได้รับสารเคมี
บางชนิด (36) 

 

 
 

รูปที่ 4 แสดงการท างานของเอนไซม์ G6PD ในวิถี PPP โดยการเปลี่ยน NADP+ ให้เป็น NADPH 
(G6PD; glucose 6-phosphate dehydrogenase, ATP; adenosine triphosphate, ADP; 
adenosine diphosphate, NADP+; nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 
NADPH; reduced NADP, GSSG; oxidized glutathione, GSH; reduced glutathione) (37) 
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2.4 ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD (G6PD Deficiency) 

ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD พบได้มากกว่า 400 ล้านคนทั่วโลก (32, 38) โดยภาวะพร่อง
เอนไซม์ G6PD เกิดข้ึนจากการกลายพันธุ์ของยีน G6PD บนแขนข้างยาวของโครโมโซม X (Xq28) จึง
ถ่ายทอดแบบ x-linked recessive ยีน G6PD มีขนาดประมาณ 21 กิ โลเบส (Kilobase; Kb) 
ประกอบด้วย 13 เอกซอน (exons) และ 12 อินทรอน (introns) และแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 515 
ตัว ได้โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 59 กิโลดาลตัน (Kilodalton; KDa)  การกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นบนยีน 
G6PD มีมากกว่า 440 ชนิด (39) โดยมากเป็นชนิดที่เบสเปลี่ยนเพียงต าแหน่งเดียว (substitution) 
ส่งผลให้กรดอะมิโนและคุณสมบัติทางเคมีของเอนไซม์เปลี่ยน ซึ่งกระทบโดยตรงต่ออาการทางคลินิก
ที่จะแตกต่างกันไปตามชนิดของการกลายพันธุ์ (36, 38) อาการทางคลินิกที่พบได้บ่อยในผู้ป่วยพร่อง
เอนไซม์ G6PD ได้แก่ ตัวเหลืองในเด็กแรกเกิด (neonatal jaundice) และภาวะเม็ดเลือดแดงแตก
อย่างเฉียบพลันเมื่อได้รับการกระตุ้นจากยาบางชนิดหรือการติดเชื้อ ในปี 1967 องค์การอนามัยโลก 
(World Health Organization ; WHO) ได้แบ่งระดับค่ากัมมันตภาพของเอนไซม์ G6PD (G6PD 
activity) ออกเป็น 5 กลุ่มตามตารางท่ี 1 

 
ตารางท่ี 1 แสดงระดับความรุนแรงและความชุก ในแต่ละระดับกัมมันตภาพของเอนไซม์ G6PD ตาม
เกณฑ์ของ World Health Organization (40) 

กลุ่ม (Class)  ระดับ  
(Level of deficiency ) 

การท างานของเอนไซม์ 
(Enzyme activity) 

ความชุก (Prevalence) 

I รุนแรง (severe) น้อยกว่าร้อยละ 10 และพบ
สภาวะเม็ดเลือดแดงแตกเรื้อรัง 
(Chronic nonspherocytic 
hemolytic ) 

พบได้น้อย  

II รุนแรง (severe) น้อยกว่าร้อยละ 10 และพบการ
แตกของเม็ดเลือดแดงเมื่อไดร้ับ
การกระตุ้น (intermittent 
hemolysis) 

พบได้ในประชากรเอเชีย
และบริเวณทะเลเมดิเตอร์
เรเนียน (Mediterranean) 
(36) 

III ปานกลาง (moderate) ร้อยละ 10 – 60 และเมด็เลือด
แดงแตกเมื่อได้รับสิ่งกระตุ้น 

ร้อยละ 10 ของประชากร
ผู้ชายผิวด าในสหรัฐอเมริกา 
(36) 

IV น้ อย  – ไ ม่ แสดงอาการ 
(mild to none) 

ร้อยละ 10 0– 150 พบยาก 

V ไม่แสดงอาการ (none) มากกว่าร้อยละ150 พบยาก 
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2.5 การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD 

 การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD สามารถท าได้หลายวิธีทั้งด้านปริมาณและ
คุณภาพ เช่น การวัดเชิงปริมาณด้วยวิธี G6PD activity assay เป็นการวัดกัมมันตภาพเอนไซม์ซึ่ง
จัดเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) อ้างอิงจาก WHO โดยวัดอัตราการผลิต NADPH ที่ความยาว
คลื่น 340 นาโนเมตร และการวัดเชิงคุณภาพด้วยวิธี fluorescent spot test (FST) ทั้งนี้การตรวจ
ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ชนิดที่เป็น heterozygote นั้นท าได้ยาก เนื่องจากระดับเอนไซม์มีความ
ผันผวนสูงตามระดับ lyonization จึงจ าเป็นต้องใช้วิธีตรวจวินิจฉัยทางอณูพันธุศาสตร์ (molecular 
genetics) เพ่ือยืนยันผลอีกครั้ง  

 
2.6 ความสัมพันธ์ระหว่างเอนไซม์ G6PD และมะเร็ง 

2.6.1 การควบคุมการท างานของเอนไซม์ G6PD และโปรตีนที่เกี่ยวข้อง 

 การท างานของเอนไซม์ G6PD ถูกควบคุมด้วยโปรตีน p53 โดยยับยั้งการรวมตัวเป็นไดเมอร์ 
(dimer) ของเอนไซม์ G6PD ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท างานได้ (inactive)  p53 เป็นยีนในกลุ่มที่ท า
หน้าที่ยับยั้งการพัฒนาของเซลล์ที่ผิดปกติไปเป็นเซลล์เนื้องอก (tumor suppressor gene) โดยมี
หน้าที่ที่หลากหลาย เช่น ควบคุมการแบ่งเซลล์ (cell cycle) ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (anti-
proliferation) และเหนี่ยวน าเซลล์ที่ผิดปกติให้เข้าสู่ภาวะหยุดการแบ่งตัว (cell arrest) (41, 42) 
จากการศึกษาในเซลล์มะเร็งล าไส้ของมนุษย์ (human colon cancer; HCT116) พบว่าเซลล์ที่ขาด 
p53 (p53-/-) มีความต้องการในการใช้กลูโคสมากขึ้น (glucose consumption) และเพ่ิมการสร้าง 
lactate แต่เมื่อยับยั้งเอนไซม์ G6PD โดยใช้ siRNA และ DHEA กลับท าให้ระดับการใช้กลูโคสลดลง 
แต่เพ่ิมระดับการผลิต lactate ได ้อย่างไรก็ตามผลดังกล่าวให้ผลเพียงเล็กน้อยในกลุ่ม p53+/+ จากผล
การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าภาวะพร่องเอนไซม์ p53 (p53 deficiency) สามารถเพ่ิมระดับการน าเข้า
ของกลูโคสได้โดยผ่านทางวิถี PPP (43) 

 ในปัจจุบันกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน G6PD ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด แต่จาก
การศึกษาโปรโมเตอร์ (promoter) ของยีน G6PD ในปี 1998 พบว่าเมื่อกลายบริเวณ -102 ถึง -57 
และ -48 ถึง -31 base แล้วยีนมีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่า promoter 
บริเวณดังกล่าวมีความส าคัญต่อการควบคุมการแสดงออกของยีน G6PD (44) อีกทั้งพบต าแหน่งที่ 
Sp1 (stimulatory protein 1) และ Sp3 (stimulatory protein 3) ซึ่งเป็น transcription factor 
ของ DNMTs (45) และ p53 (46) สามารถเข้าจับได้หลายบริเวณของ promoter ยีน G6PD เช่นกัน 
(47)  
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2.6.2 การศึกษาเอนไซม์ G6PD ในผู้ป่วยมะเร็ง 

จากการศึกษา in vivo ในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะอาหารจ านวน 164 ราย พบว่าระดับการ
แสดงออกของ G6PD ที่เพ่ิมข้ึนมีความสัมพันธ์ร่วมกับอาการ (11) ดังนี้ 

 size of tumor (p=0.039)  

 lymph node metastasis (p=0.044)  

 invasion (p=0.003)  

 TNM stage (T : size of the original, N : nearby (regional) lymph nodes, 

and M : distant metastasis) (p=0.030)  

 survival rate (p=0.010)  

อีกทั้งพบงานวิจัยที่แสดงให้เห็นว่าระดับโปรตีน G6PD อาจสามารถใช้ในการท านายโรค 
(prognosis) เบื้องต้นของมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้น (primary breast carcinoma) ได ้(12)   

จากผลการศึกษาระดับการแสดงออกของ G6PD จากฐานข้อมูล Gene Expression 
Omnibus (GEO) ของตัวอย่างเนื้อเยื่อมะเร็งจากผู้ป่วยโรคมะเร็ง เมื่อวิเคราะห์โดยใช้ซอฟแวร์ CU-
Dream พบว่ายีน G6PD แสดงออกเ พ่ิมขึ้นในเซลล์มะเร็ งตับ (hepatocellular carcinoma; 
GSE1420) และเซลล์มะเร็งปอด (squamous cell lung carcinoma; GSE12472) 

การศึกษาในผู้ป่วยเพศชายที่เป็นมะเร็งหลังโพรงจมูก (nasopharyngeal carcinoma) ที่มี
ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD จ านวน 108 คนเทียบกับคนปกติ 75 คน พบว่าระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ 
G6PD ที่ลดลงมีความสัมพันธ์ต่อ tumor stage และการแพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลือง แต่ไม่มี
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดซ้ าของมะเร็ง (tumor recurrence) แสดงให้เห็นว่าภาวะพร่องเอนไซม์ 
G6PD ในผู้ป่วยมะเร็งหลังโพรงจมูกมีความเกี่ยวข้องกับ poor prognosis (20)   

จากการศึกษาในกลุ่มประชากรผู้ป่วยชาย 186 คนที่เป็นมะเร็งเทียบกับผู้ป่วยชายโรคอ่ืนๆ ที่
ไม่ใช่โรคทางโลหิตวิทยาจ านวน 186 คน ที่เข้ารับการรักษาในช่วงเวลาและโรงพยาบาลเดียวกัน 
พบว่าภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ไม่สามารถลดความเสี่ยงต่อโรคมะเร็งลงได้ อย่างไรก็ตามได้มีการ
แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD กับความสามารถในการเพ่ิมจ านวน
ของเซลล์ (18) ทั้งนี้ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD จะสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้หรือไม่นั้นยังคงไม่
สามารถสรุปได ้(17) 
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2.6.3 การศึกษาเอนไซม์ G6PD ของเซลล์มะเร็งในระบบ in vitro  

 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ายีน G6PD มีความสัมพันธ์ต่อการพัฒนาของเซลล์มะเร็ง  โดย
พบว่าเซลล์มะเร็งผิวหนัง (human melanoma cells) ที่ถูก knockdown G6PD โดยใช้ shRNA ท า
ให้เซลล์แบ่งตัวลดลงร้อยละ 25 และเพ่ิมอัตรา apoptosis เป็นร้อยละ 40 (10) เช่นเดียวกับ
เซลล์มะเร็งตับ (HepG2) ที่ถูก knockdown G6PD สามารถเพ่ิมระดับการเกิด apoptosis เมื่อถูก
กระตุ้นโดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide; H2O2) โดยผ่านทาง MAPK (mitogen-
activated protein kinase) (16) ในขณะที่เซลล์มะเร็งเต้านม (MDA-MB-231) ที่ถูกยับยั้ง G6PD 
โดยใช้ DHEA สามารถลดระดับ metastasis และการแบ่งเซลล์ได้ (15) 

 
2.7 ดีไฮโดรอิพิแอนโดรสเทอโรน (Dehydroepiandrosterone; DHEA)  

 DHEA เป็นฮอร์โมนชนิดสเตอรอยด์ (steroid) (รูปที่ 5) ถูกสร้างจากต่อมหมวกไต (adrenal 
grand)  (48) DHEA ถูกน าไปใช้สังเคราะห์แอนโดรเจน (androgen) และเอสโตรเจน (estrogen) มี
การศึกษาที่พบว่า DHEA สามารถยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งตับ (HepG2) (49) และเซลล์มะเร็ง
เต้านมของมนุษย์ (14) โดยยังไม่ทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่แน่ชัด (50) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่า 
DHEA สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD แบบ non-competitive inhibition (14) ซึ่ง
อาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง 

 

 
 

รูปที่ 5 โครงสร้างของ DHEA 

(ภาพจาก: http://www.benbest.com/nutrceut/DHEA_S.jpg) 

http://www.benbest.com/nutrceut/DHEA_S.jpg
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2.8 ภาวะเครียดออกซิเดชั่น (Oxidative stress) 

 ภาวะเครียดออกซิเดชั่นเกิดขึ้นจากความไม่สมดุลระหว่างระดับอนุมูลอิสระ (oxidants) หรือ 
รีแอคทีพออกซิ เจนสปีชีส์  ( reactive oxygen species; ROS) กับสารต้านอนุมูล อิสระ  (anti-
oxidants) ความไม่สมดุลของ ROS ที่เกิดขึ้นสร้างความเสียหายให้กับสารชีวโมเลกุลต่างๆ ในเซลล์ 
ซึ่งส่งผลต่อการท างานของเซลล์ที่อาจน าไปสู่การเกิดมะเร็ง ทั้งเหนี่ยวน าให้เกิด mutation ของ DNA 
(51) และผ่านการส่งสัญญาณภายในเซลล์ (52, 53) ROS ส่วนใหญ่เกิดขึ้นจาก mitochondria ที่ได้
จากการหายใจระดับเซลล์แบบใช้ออกซิเจน (54) ท าให้เกิดซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (superoxide 
anion; O2

-) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (hydrogen peroxide; H2O2) และไฮดรอกซิลเรดิ เคิล 
(hydroxyl radical; OH•) (55) นอกจากนี้ในภาวะที่ไม่มีออกซิเจน mitochondria ยังสามารถสร้าง
ไนตริกออกไซด์ (NO) ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญในการสร้างรีแอคทีพไนโตรเจนสปีชีส์ ( reactive 
nitrogen species; RNS) (54)   

 จาการศึกษาก่อนหน้าพบว่าระดับภาวะ oxidative stress เหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์
ของ DNA น าไปสู่ความไม่เสถียรของจีโนม (genome instability) ซึ่งท าให้เซลล์พัฒนาไปเป็น
เซลล์มะเร็ง (56) นอกจากนี้ยังพบว่า ROS มีความส าคัญต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็ง โดยเพ่ิม
ระดับของเอนไซม์กลุ่ม นิโคทินาไมด์ อดีนีน ไดนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต ออกซิเดส (nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase) หรือ Nox เช่น Nox4 และ Nox5  ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่มีส่วนส าคัญในการผลิต ROS สามารถส่งเสริมการอยู่รอดและการเจริญเติบโตของมะเร็งตับ

อ่อนและมะเร็งปอด ผ่านการกระตุ้นการท างานของ NF-B  (57) อีกทั้ง ROS ยังกระตุ้นการท างาน
ของ Akt/PKB (58) ซึ่งยับยั้งการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ผ่านการยับยั้งโปรตีน 
caspase-9 Bcl-2 homology3 และ Bad (59) 

 ภาวะ oxidative stress ยังส่งผลต่อการท างานของ NF-B ซึ่งเป็นทราสคริปชั่นแฟคเตอร์ 
(transcription factor) ที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (cell transformation) การเพ่ิมจ านวน 
(cell proliferation) และการสร้างหลอดเลือด (angiogenesis) (60) ภาวะ oxidative stress อย่าง

อ่อนๆ (mild oxidative stress) สามารถกระตุ้นการท างานของ NF-B ได้เล็กน้อย ซึ่งมีผลกระตุ้น
การเพ่ิมจ านวนของ human Burkitt lymphoma Daudi cell line ในทางตรงกันข้ามการยับยั้งการ

ท างานของ NF-B สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (61) แต่อย่างไรก็ตามภาวะ extensive 

oxidative stress กลับยับยั้งการท างานของ NF-B ทั้งนี้กลไกการท างานของ NF-B โดยผ่าน ROS 
ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด (62) 
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 ระดับ ROS อาจมีความส าคัญต่อเซลล์มะเร็งในการแพร่กระจายตัว (metastasis) จากการ
ทดลองกระตุ้นให้เซลล์เกิดภาวะเครียดในระดับที่ไม่ท าให้เซลล์ตาย  (sub-lethal oxidative stress) 
ในเซลล์เนื้องอกหนู (murine mammary tumor cell) สามารถลดการเกาะติดกับลามินิน (laminin) 
และไฟโบเน็กติน (fibronectin) แสดงให้เห็นถึงคุณสมบัติการหลุดออกจากต าแหน่งเดิมและ
แพร่กระจายไปยังต าแหน่งอ่ืนของเซลล์มะเร็ง (63) 

 
2.9 ภาวะการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) 

 รูปแบบการตายของเซลล์แบบ apoptosis เป็นหนึ่งในกระบวนการตายของเซลล์ซึ่งเป็นการ
ตายแบบที่ต้องอาศัยพลังงานและมีกลไกที่จ าเพาะ apoptosis สามารถเกิดข้ึนได้ในเซลล์ปกติ ทั้งช่วง 
development และการแก่ชราของเซลล์ (aging) เพ่ือรักษาสมดุลประชากรของเซลล์ในเนื้อเยื้อให้
เหมาะสม  อย่างไรก็ตามการกระตุ้นทางกายภาพหรือทางระดับโมเลกุลที่ก่อให้เกิดความเสียหายแก่
เซลล์ก็สามารถกระตุ้น apoptosis ได้เช่นเดียวกัน apoptosis สามารถสังเกตได้ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ โดยจะเห็นการหดตัวของเซลล์ (cell shrinkage) การรวมตัวกันแน่นของ cytoplasm จน
เป็ น ตะปุ่ ม ต ะปั่ ม  ( membrane blebbing) และกา ร ร วมตั ว ข อ ง โ ค รม าทิ น  ( chromatin 
condensation) 

 

2.9.1 Extrinsic pathway (รูปที่ 6) 

 การส่งสัญญาณจากภายนอก (extrinsic pathway) ให้เกิด apoptosis เป็นการกระตุ้นที่มี
ตัวส่งสัญญาณและตัวรับมาเก่ียวข้อง (receptor) เช่น tumor necrosis factor (TNF) (64) หรือ Fas 
ligand (FasL)/ Fas receptor (FasR) เป็นต้น การกระตุ้น FasR ผ่าน FasL ท าให้เกิด death-
inducing signaling complex (DISC) ซึ่ ง ป ร ะกอบด้ ว ย  Fas-associated protein with death 
domain (FADD) caspase 8 และ caspase10 และมีผลกระตุ้นการท างานของ caspase 8 และ 
caspase 3 ตามล าดับ การกระตุ้น caspase 8 และ 10 ท าให้โปรตีน BID (BH3 interacting-
domain death agonist) ถูกตัด (cleavage) กลายเป็น tBID ซึ่งจะไปควบคุมให้เกิด pro-apoptosis 
(65) โดยผ่านการท างานของโปรตีน BAX (BCL2 associated X) ให้เคลื่อนที่จาก cytosol ไปยัง 
mitochondria มีผลท าให้ไซโทโครมซี (cytochrome c) รั่วออกจาก mitochondria เข้าสู่ cytosol 
เรียกสภาวะนี้ว่า การสูญเสียความสามารถในการเลือกผ่านเยื้อหุ้มไมโตคอนเดรียชั้นนอก  
(mitochondrial outer membrane permeabilization; MOMP) (66) ในทางกลับกันโปรตีน Bcl-
2 (B-cell lymphoma 2) เป็นโปรตีนที่ยับยั้ง apoptosis โดยสามารถยับยั้งการท างานของ tBid 
และ BAX นอกจากนั้น Bcl-2 ยังมีบาทที่ส าคัญในการรักษาความต่างศักย์ของเยื้อหุ้ม mitochondria 
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(mitochondrial membrane potential) เพ่ือยับยั้งการรั่วของ cytochrome C ออกมาภายนอก 
(67) 

 

2.9.2 Intrinsic pathway (รูปที่ 6) 

 การส่งสัญญาณจากภายใน (Intrinsic pathway) ให้เกิด apoptosis เป็นการกระตุ้นที่ไม่
จ าเป็นต้องผ่านตัวรับ โดยการกระตุ้นสามารถเกิดได้จากหลายสาเหตุ เช่น การขาดฮอร์โมน 
(hormones)  หรือไซโตไคน์ (cytokines) ที่ส่งเสริมการอยู่รอดของเซลล์ รวมไปถึงการได้รับสารพิษ 
รังสี อนุมูลอิสระที่มากเกิดไป ความเสียหายของดีเอ็นเอ (DNA damage) ภาวะเครียดที่เอ็นโดพลาสมิ
คเรติคูลัม (ER stress) เป็นต้น ผลกระทบจากข้างต้นส่งผลให้เยื้อหุ้มไมโตคอนเดรียชั้นใน ( inner 
mitochondrial membrane) เสียสภาพและท าให้ cytochrome c รั่วออกมาสู่ cytosol (68)  และ
รวมตัวกับ Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1) และ pro-caspase-9 กลายเป็นอะ
พอพโทโซม (apoptosome) (69, 70) ซึ่งกระตุ้นการท างานของ caspase 9 และ 3 ตามล าดับ  
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รูปที่ 6 Extrinsic pathway และ intrinsic pathway ของการเกิด apoptosis (71)   

 
2.10 การเกิดดีเอ็นเอเมทิวเลชั่นและมะเร็ง (DNA methylation and cancer) 

2.10.1 DNA methylation และกลไกการควบคุม 

DNA methylation คือการเติมหมู่เมทิว (methyl group) บนคาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของ
เบสไซโตซีน (cytosine) ของ DNA โดยการเคลื่อนย้ายหมู่ methyl นี้สามารถเกิดขึ้นได้ผ่านเอนไซม์ดี
เอ็นเอเมทิวทรานเฟอร์เรส (DNA methyltranferase; DNMTs) ซึ่งสามารถย้ายหมู่ methyl จาก 
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เอส-อดีนิว เมทไทโอนีน (S-adenly methionine; SAM) ไปยังเบสไซโตซีน โดย DNMTs สามารถ
แบ่งการท างานออกได้เป็นสองกลุ่ม ได้แก่  

1. กลุ่มเอนไซม์ DNMT1 ท าหน้าที่เติมหมู่ methyl ให้แก่ DNA สายใหม่ที่ เกิดขึ้นจาก
กระบวน DNA replication เพ่ือคงรูปแบบ methylation ของ DNA สายใหม่ให้เหมือนสายต้นแบบ 
(DNA template) (รูปที ่7b)   

2. กลุ่มเอนไซม์ DNMT3a และ DNMT3b ท าหน้าที่เติมหมู่ methyl ในต าแหน่งใหม่ (de 
novo) (รูปที่ 7a)  ปัจจุบันยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัดถึงการเข้าจับของ DNMT3a และ DNMT3b ที่
บริ เวณ target sequence (72) อย่างไรก็ตามมีทฤษฎีที่คาดว่าอาจเกิดจากการควบคุมผ่าน 
transcription factor ที่เคลื่อนที่ไปยัง target sequence แล้วเหนี่ยวน าหรือป้องกัน DNMT3a/b 
ให้เข้ามาเติมหมู่ methyl ที่ target sequence หรือ transcription factor อาจสามารถเข้าจับกับ 
DNMTa/b ได้โดยตรง (73)  

การเกิด methylation ส่วนใหญ่เกิดขึ้นที่เบส cytocine ที่ติดอยู่กับเบสกัวนีน (guanine) ที่
เรียกว่าต าแหน่ง CpG แต่อาจพบการเติมหมู่ methyl ที่ต าแหน่ง non-CpG Methylation ได้เช่นกัน 
ทั้งนี้ methylation ที่เกิดขึ้นบริเวณ non-CpG Methylation จะหายไปในเนื้อเยื่อที่เจริญเต็มที่ 
(mature tissues) (74, 75) การเกิด DNA methylation มีความส าคัญต่อทั้ง tissue-specific gene 
expression และ X chromosome inactivation 

 
2.10.2 ความสัมพันธ์ของ DNA methylation กับเซลล์มะเร็ง 

 DNMT1 เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม DNA methyl transferase ที่พบมากที่สุดในเซลล์ (76) โดยมี
หน้าที่หลักในการรักษาระดับ DNA methylation ภายในเซลล์ จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็น
ว่า การ knock out ยีน DNMT1 ในเซลล์มะเร็งล าไส้ของมนุษย์ (human colorectal carcinoma) 
ท าให้ระดับ DNA methylation ลดลงเพียงร้อยละ 20 เมื่อเทียบกับระดับปกติ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการรักษาระดับ DNA methylation อาจพบได้ใน DNMT กลุ่มอ่ืนเช่นกัน (77) 
ในขณะที่การ knock out ยีน Dnmt3a ซึ่งเป็น DNMT ที่ควบคุมการเกิด methylation ที่ต าแหน่ง
ใหม่ (de novo) ในหนู (mice) พบว่าหนูมีชีวิตรอดเพียง 4 สัปดาห์ (78) 

 จากการศึกษาระดับเมทิวเลชั่นของทั้งเซลล์ (global methylation) ในเซลล์มะเร็งพบว่ามี
ระดับลดลงในส่วน repetitive elements ซึ่งอาจน าไปสู่ความไม่เสถียรของจีโนม (genomic 
instability) ในการศึกษา promoter ของยีน Rb ซึ่งเป็น tumor suppressor gene ใน primary 
retinoblastoma tumor ข อ ง ม นุ ษ ย์  พ บ ว่ า มี ก า ร เ พ่ิ ม ขึ้ น ข อ ง ร ะ ดั บ  methylation 
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(hypermethylation) ซึ่งน าไปสู่การลดระดับการแสดงออกของยีน Rb เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติ 
ส่งผลให้เซลล์เข้าสู่วัฏจักรของเซลล์ได้มากขึ้น นอกจากนี้จากการศึกษาในผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวมัยอีลอยด์ชนิดเฉียบพลัน (acute myeloid leukaemia; AML) ยังพบการกลายพันธุ์ของยีน 
DNMT3a ใน hematopoietic stem cell ของผู้ป่วย โดยไม่พบการกลายพันธุ์ในยีนอ่ืนที่มีความ
เกี่ยวของกับการเกิดโรค AML (79-81) แสดงให้เห็นว่าการกลายพันธุ์ของ  DNMT3a อาจมี
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดได้ (82)  ทั้งนี้การเพ่ิมขึ้นของระดับโปรตีนกลุ่ม DNMTs 
สามารถพบได้ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด เช่น ในมะเร็งกระเพาะอาหาร (83) และมะเร็งตับอ่อน  
(pancreatic cancer) พบการเพ่ิมขึ้นทั้งระดับ mRNA และโปรตีนของ DNMT1 และ DNMT3a โดย
ผลจาก Chip assay แสดงให้เห็นถึงการเข้าจับกันระหว่างโปรตีน DNMT1 กับโปรตีน GLI (Glioma-
Associated Oncogene Family Zinc Finger) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า GLI อาจมีความส าคัญในการ
ควบคุมการท างานของ DNMT1 (84) การเพ่ิมข้ึนของโปรตีน DNMT1 อย่างมีนัยส าคัญยังสามารถพบ
ได้ในเซลล์ human hepatocellular carcinomas โดยสามารถย้อมติดโปรตีน DNMT1 ในตัวอย่าง
เนื้อเยื้อมะเร็งตับได้ถึงร้อยละ 43 แต่ไม่พบการย้อมติดสี (negative staining) ในตัวอย่างเนื้อเยื้อตับ
ปกติ แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของโปรตีน DNMT1 กับการเจริญของเนื้อ
งอก (poor tumor differentiation) (p = 0.0006) รวมไปถึงอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย โดยอัตรา
การรอดชีวิตลดลงในผู้ป่วยมีมะเร็งปอดท่ีมีระดับการแสดงออกของ DNMT1 สูง (85) 

 

 
 

รูปที่ 7 กลุ่มของเอนไซม์ DNMTs และการท างาน (72) 
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2.11 Lactate กับเซลล์มะเร็ง 

 วิถีการสร้าง lactate สามารถพบเกือบทุกเซลล์ของร่างกาย  และ lactate จะถูกก าจัดออก
ได้ทางตับและไต (86) ในสภาวะที่มีระดับออกซิเจนปกติ (normoxic) ของเซลล์ปกติ วิถี glycolysis 
จะเปลี่ยน pyruvate เป็น อะซีติลโคเอ (acetyl-CoA) โดยอาศัยเอนไซม์ ไพรรูเวท ดีไฮโดรจีเนส 
(pyruvate dedydrogenase; PDH) แล้วจึงเข้าสู่วัฐจักร TCA ต่อไป แต่ในสภาวะที่มีระดับออกซิเจน
ต่ า (hypoxic) pyruvate จะถูกเปลี่ยนเป็น lactate โดยเอนไซม์แลคเตทดีไฮโดรจีเนส (lactate 
dehydrogenase) แต่ส าหรับเซลล์มะเร็ง แม้อยู่ในสภาวะที่มีระดับออกซิเจนปกติ เซลล์เลือกที่จะ
เปลี่ยน pyruvate ไปเป็น lactate มากกว่าที่จะเข้าสู่วัฏจักร TCA (87) (รูปที่ 8) กล่าวคือใช้พลังงาน
จาก aerobic glycolysis หรือ Warburg effect (21) การเปลี่ยนรูปแบบการสร้างและใช้พลังงาน
ของเซลล์มะเร็ง (metabolic reprogramming) ท าให้เซลล์มะเร็งมีการสร้าง lactate ที่สูงกว่าเซลล์
ปกติถึง 40 เท่า (88) นอกจากวิถี aerobic glycolysis ที่สามารถสร้าง lactate แล้ว กลูตามีน 
(glutamine) ก็สามารถน ามาใช้สร้าง lactate ได้โดยผ่านทางกลูตามิโนไลซีส (glutaminolysis) โดย 

glutamine ถูก เปลี่ ยน เป็น  glutamate แล้ วจึ งถูก เปลี่ ยน เป็น  แอลฟาคี โตกลูตา เลท  (-
ketoglutalate) โดยอาศัยเอนไซม์กลูตาเมทดีไฮโดรจีเนส (glutamate dehydrogenase) ใน 
mitochondria แล้วจึงเปลี่ยนไปเป็นมาเลท (malate) และออกซิไดซ์เป็น pyruvate ตามล าดับ (89, 
90) ผลที่เกิดขึ้นจากการสร้างและหลั่ง lactate ออกสู่ภายนอกเซลล์ของเซลล์มะเร็ง ก่อให้เกิด
สภาพแวดล้อมที่เป็นกรด (acidic microenvironment) (pH 6.0-6.5) (91)  

lactate มีส่วนส าคัญในการส่งสัญญาณให้เกิดการสร้างหลอดเลือด (angiogenesis) รวมไป
ถึงกดการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน (immunosuppression) (92-94) จากการศึกษาก่อนหน้าแสดง
ให้ว่าสภาวะที่เป็นกรด สามารถยับยั้ง proliferation ของ T-cell และการสร้าง cytokine ของ 
human cytotoxic T lymphocytes ลงถึงร้อยละ 95 แต่เซลล์สามารถกลับมาท างานได้ตามปกติ
เมื่อเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี lactate (lactic acid-free medium) (92) นอกจากนี้สภาวะ acidic 
microenvironment ที่เกิดขึ้นรอบๆ เซลล์มะเร็งยังสามารถกระตุ้นให้เกิดความเจ็บปวด (pain) และ 
metastasis ของมะเร็งในผู้ป่วยโรคมะเร็งบางชนิดอีกด้วย (95) 

การขนส่ง lactate เข้าออกเซลล์สามารถเกิดขึ้นได้ผ่านทางโมโนคาร์บ็อกซิเลส ทรานสปอต
เตอร์ (monocarboxylate transporters; MCTs) ซึ่งพบอยู่ที่บริเวณพลาสมาเมมเบรน (plasma 
membrane) ของเซลล์ (96) การยับยั้งการท างานของ MCT4 ท าให้เกิดการสะสมของ lactate 
ภายในเซลล์ (lactate accumulation) และน าไปสู่การตายของเซลล์มะเร็ง (97) จากการทดลองด้วย
การลดการแสดงออก (knockdown) ของ MCT4 ท าให้เห็นว่า MCT4 มีความส าคัญต่อการเคลื่อนที่
ไปยังบริเวณอ่ืน (migration) และการบุกรุก (invasion) ของเซลล์มะเร็งเต้านม (MDA-MB-231) (98) 
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และเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ (human lung cancer) (99) อีกท้ังพบว่าการลดระดับการแสดงออก
ของ MCT1 และ MCT4 โดยใช้ siRNA ในเซลล์ basal-like breast cancer ในสภาวะ normoxic 
และภาวะ hypoxic สามารถลดความรุนแรงของเซลล์มะเร็ง (aggressive) (91) ด้วยเหตุนี้ระดับ 
lactate จึงสามารถใช้เป็นเครื่องหมายทางชีวภาพ (biomarker) ในการติดตามระดับของ Warburg 
effect ในเซลล์มะเร็งได้  

 
 

รูปที่ 8 Lactate synthesis (97) 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 การออกแบบงานวิจัย 

 
 

3.2 การย้อมโปรตีน G6PD ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วยวิธี immunohistochemistry 

 งานวิจัยนี้ผ่านการรับรองจริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB 561/59, COA No. 1034/2016) 

ตัวอย่างชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จาก
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเป็นชิ้นเนื้อที่เก็บจากผู้ป่วย
มะเร็งปอดที่มารับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ตั้งแต่ปี 2552 - 2557 
จ านวน 64 ราย แบ่งเป็น non small cell จ านวน 44 ราย และ small cell 20 ราย  

เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดของผู้ป่วยมะเร็งปอด ที่ถูก
เก็บรักษาไว้ในพาราฟีน โดยใช้เทคนิค Immunohistochemistry  
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3.2.1 ขั้นตอนการก าจัดพาราฟีน  

1. เนื้อเยื่อมะเร็งปอดในพาราฟีนจะถูกก าจัดพาราฟีน (deparaffinize) และเติมน้ ากลับสู่

เนื้อเยื้อ (rehydrate) โดยการจุ่มสไลด์ที่มีแผ่นพาราฟีนของเนื้อเยื้อมะเร็งปอดที่ผ่าน

การตัดมาแล้วลงใน xylene เพ่ือจ ากัดพาราฟีน เป็นเวลา 5 นาที 

2. จุ่มใน ethanol 100%, 95%, 70% และ 50% ตามล าดับเพ่ือคืนน้ าสู่เนื้อเยื่อ แล้วจึง

ล้างในน้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที  

 

3.2.2 ขั้นตอนการย้อม Hematoxylin และ Eosin 

1.  น าแผ่นสไลด์ชิ้นเนื้อที่ผ่านการก าจัดพาราฟีนมาท าการย้อมด้วย hematoxylin เป็น
เวลา 5 นาที  

2. จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือล้างสีส่วนเกินออก แล้วจึงก าจัดน้ าส่วนเกิน

โดยจุ่มสไลด์ลงใน 95 % ethanol จุ่มสไสด์ลงในสี eosin เป็นเวลา 5 นาที  

3. ล้างสไลด์ขึ้นลง 2 ครั้ง ด้วย 95 % ethanol เพ่ือล้างสีส่วนเกิน 

4. ล้างด้วย absolute ethanol เพ่ือดึงน้ าส่วนเกินออก 

5. ก าจัด ethanol และท าให้เนื้อเยื้อใสขึ้นโดยจุ่มสไลด์ขึ้นลง 10 ครั้งใน xylene  

6. เช็ดแผ่นสไลด์ให้แห้ง แล้วจึงท าการตรึงเนื้อเยื้อโดยหยด mounting medium  

บนชิ้นเนื้อแล้วจึงน าแผ่นกระจกมาปิดทับ 

7. ทิ้งไว้ให้แห้งก่อนไปน าไปศึกษา 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 ขั้นตอนการย้อมด้วยเทคนิค immunohistochemistry 

 เนื่องจากเนื้อเยื่อมะเร็งปอดที่ถูกเตรียมในฟอร์มาลีน ท าให้เกิดการรวมตัวกันของกรดอะมิโน 
(aldehyde linkage หรือ methylene bridge) ท าให้แอนติบอดี (antibody) ไม่สามารถเข้าจับได้ดี 
จึงต้องมีการคืนสภาพแอนติเจน (antigen retrieval) โดยใช้ความร้อน (heat-induced epitope 
retrieval) 

1. ชิ้นเนื้อบนสไลด์ที่ผ่านการก าจัดพาราฟีนออกแล้วจากข้อ 3.2.1 

2. เติมสารละลาย Tris/EDTA pH 9.0 และ sodium citrate pH 6.0 บนสไลด์ 

3. แล้วให้ความร้อนโดยไมโคเวฟเป็นเวลา 3 นาทีแล้วจึงล้างด้วยน้ าสะอาดเป็นเวลา  

10 นาที  

4. ล้างสไลด์ด้วย TBS plus 0.025% Triton X-100  

5. แล้วจึงหยุดปฏิกิริยาด้วย 10% normal serum ร่วมกับ 1% BSA ใน TBS เป็นเวลา 

 2 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง 

6. ซับสารละลายส่วนเกินรอบๆ ชิ้นเนื้อบนสไลด์  

7. ย้อมสี hematoxylin เป็นเวลา 8 นาที แล้วจึงล้างน้ าเพ่ือก าจัดสีส่วนเกินออก  

8. ย้ อม  G6PD primary antibody (HPA000247 ) (Sigma, USA) สั ด ส่ ว น  1  ส่ ว น 

ต่อ TBS 500 ส่วน ร่วมกับ 1% BSA  

9. บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสข้ามคืน  

10. หลังจากนั้นล้างสไลด์ใน TBS 0.025% Triton 2 รอบครั้งละ 5 นาที 

11. บ่มกับ Secondary antibody ที่ละลายใน TBS ร่วมกับ 1% BSA บ่มที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

12. ล้างด้วย TBS 5 นาที 3 รอบ รอการเกิดสี Horseradish peroxidase (HRP) 3,3 '-

Diaminobenzidine (DAB) ซึ่งให้สีน้ าตาลบริเวณที่มีการแสดงออกของ G6PD และท า

การบันทึกภาพและวัดความเข้มของสีโดยใช้กล้องจุลทรรศ์ Inverted phase contrast 

(Nikon Eclipse TS100) (Nikon, Japan) 
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3.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

 ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด 2 ชนิดดังนี้ (ตารางท่ี 2) 

 
ตารางท่ี 2 เซลล์มะเร็งปอดที่ใช้ในงานวิจัย (ATCC, USA) 
 

Cell line Characteristic Gender Gene mutations Gene Sequence 
NCI-H1975 adenocarcinoma; 

non-small cell 
lung cancer 

Female EGFR (epidermal 
growth factor 
receptor)  
 
PIK3CA 
(phosphatidylinositol-
4, 5-bisphosphate 3-
kinase, catalytic 
subunit alpha)  
 
CDKN2A (Cyclin-
dependent kinase 
inhibitor 2A)  
 
TP53 (tumor 
suppressor 
transcription factor)  

c.2573T>G, 
c.2369C>T 
 
 
c.353G>A  
 
 
 
 
 
c.205G>T  
 
 
 
c.818G>A 

NCI-H292 mucoepidermoid 
carcinoma; non-
small cell lung 
cancer 

Female CDKN2A  c.1_471del471 

   

โดยเพาะเลี้ยงในภาชนะส าหรับเลี้ยงเซลล์ขนาด T75 (Corning, USA) โดยใช้อาหารเลี้ยง
เซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (HyClone™, USA) ส าหรับ NCI-H1975 
และ Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) ชนิด High Glucose (HyClone™, USA) 
ส าหรับ NCI-H292 ร่วมกับ 10% fetal bovine serum (FBS) (ThermoFisher, USA) เลี้ยงเซลล์ใน
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ตู้เพาะเลี้ยง (BINDER, Germany) ภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ระดับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2) ร้อยละ 5 และความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 95-99  

 
3.4 การเก็บรักษาเพลเลต (pellet) เพื่อน ามาใช้ในการทดลอง 

เพ่ือเก็บรักษาเซลล์ให้อยู่ในสภาพที่เหมาะส าหรับใช้ในการทดสอบ เซลล์จะถูกแยกออกจาก
ภาชนะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการทริปซิไนเซชั่น (trypsinization) โดยใช้ทริปซิน (trypsin) ร้อยละ 0.25 
(HyClone™, USA) เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที (centrifuge H-11n) (Kokusan Corp, Japan) pellet จะถูกผสมกับ 1X Phosphate Buffered 
Saline (PBS) (Bio Basic Canada Inc., Canada) ซึ่งประกอบด้วย KCl 2.7 มิลลิโมลาร์, NaCl 137 
มิลลิโมลาร์ และ Phosphate Buffer 10 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –80 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะถูกน าออกมาใช้ในการทดลอง 

 
3.5 การวัดระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD 

 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด T75  
โดยให้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 7.5 x 106  และเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนจะถูกน าไป
ทดสอบ 

 วิธีการที่ใช้ในการวัดระดับกัมมันตภาพเอนไซม์เป็นไปตามการศึกษาก่อนหน้า (100) pellet 
ที่ถูกเก็บไว้ใน 1X PBS จะถูกน าไปท าให้แตกด้วยคลื่นเสียงโดยใช้ sonicator (The VIRTIS Co, Inc., 
USA) และน าไปวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด โดยปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมส าหรับการวัดกัมมันตภาพ
เอนไซม์ G6PD เท่ากับ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดูดสารละลายจากเซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 
master mix ปริมาตร 490 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย NADP (Sigma, USA) 0.38 มิลลิโมลาร์, 
MgCl2 (Bio Basic Canada Inc., Canada) 6.3 มิลลิโมลาร์, glucose 6-phosphate (Sigma, USA) 
3.3 มิลลิโมลาร์ , maleimide (Sigma, USA) 5 มิลลิโมลาร์ , Tris-HCl (pH7.5) buffer (Bio Basic 
Canada Inc., Canada) 50 มิลลิโมลาร์   

 แบ่งลงภาชนะเลี้ ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม (96 -well plates)  (Costar®, USA)  150 
ไมโครลิตรต่อหลุม และน าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็น
ระยะเวลา 15 นาที ด้วยเครื่อง microplate reader (Synergy Ht) (Biotek, USA)  ค่าที่ได้จะถูก
น าไปค านวณเทียบกับ NADH standard curve (NADH มีค่า maximum wavelength ที่ 340 nm 
เ ช่ น เ ดี ย ว กั บ  NADPH ที่ เ กิ ด ขึ้ น ใ นป ฏิ กิ ริ ย า )  ต ามวิ ธี ก า ร ขอ ง  Glucose 6-Phosphate 
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Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision, USA) โดยเจือจาง NADH ออกเป็น
ความเข้มข้นที่ 0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 นาโนโมลต่อหลุม ตามล าดับ น าค่าที่ได้จากการวัดการ
ดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร มาค านวณ ดังสมการ 

G6PD Activity (nmol/min/mg of protein) = ((
B

(T2−T1)
)x Sample dilution)/P 

B = NADH ที่เกิดขึ้น ณ ช่วงเวลา T2-T1 (นาโนโมล) 

T1 = เวลาที่เริ่มต้นการวัด 

T2 = เวลาสุดท้ายของการวัด 

P = ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม) 

 
3.6 การทดสอบความเป็นพิษและความสามารถในการยับย้ังการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดของ 
DHEA 

 เพ่ือหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของ DHEA (Merck Millipore, USA) ต่อความสามารถ
ในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดโดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์  โดยพิจารณาจากอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลล์ (cell viability) เมื่อท าการเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292  
ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น  0.5 x 104 ด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์
เกาะกับภาชนะที่เลี้ยง แล้วจึงเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ผสมด้วย DHEA ที่ความเข้ม 1, 10, 100 
นาโนโมลาร์ และ 1, 10, 100, 200, 300, 400, 500 ไมโครโมลาร์ โดยท าละลาย DHEA ใน Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA) แล้วจึงเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ผสมด้วย FBS ร้อยละ 10 ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม ระดับการเจริญเติบโตของเซลล์จะถูกวัดที่
เวลา 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค MTT assay 

 
3.7 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA  

เพ่ือหาระยะเวลาและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ DHEA ต่อการยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ G6PD โดยพิจารณาจากระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD และ cell viability จากข้อที่ 3.4 
โดยท าการเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 12 หลุม 
(12-well plates) (Costar®, USA) ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 3.8 x 105 ด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ผสม FBS ร้อยละ 10 ปริมาตร 2 มิลลิลลิตรต่อหลุม เลี้ยงเซลล์จนกระทั้งมีความหนาแน่น
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ประมาณร้อยละ 70 แล้วจึงเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ผสมด้วย DHEA ที่ความเข้มข้น 1, 10, 100 
นาโนโมลาร์ และ 1, 10, 100, 200, 300, 400, 500 ไมโครโมลาร์ โดยท าละลาย DHEA ใน DMSO 
แล้วจึงเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 10 ปริมาตร 
3 มิลลิลิตรต่อหลุม ระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD ของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 0, 1, 3, 6, 12, 24, 
48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค spectrophotometry โดยใช้ Microplate reader (BioTEK Instruments, 
Inc., USA) แล้วจึงท าการเก็บ pellet มาวัดระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD โดยทันที  เพ่ือหา
ช่วงเวลาที่ระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD ถูกยับยั้งอย่างคงที ่

 
3.8 การทดสอบความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือลดการแสดงออกของ G6PD 
โดยใช้ siRNA  

 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม                                      
(24-well plates) (Costar®, USA) โดยให้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 1.9 x 105 ด้วยอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 10 จนกระทั่งเซลล์โตเต็มพ้ืนที่ประมาณร้อยละ 70 ของภาชนะ
เลี้ยงเซลล์ เตรียม Opti-MEM  (HyClone™, USA) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ Lipofectamine® 
3000 (ThermoFisher, USA) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (หลอด A) ผสม Opti-MEM (ThermoFisher, 
USA) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร กับ siRNA (ThermoFisher, USA) (ตารางที่ 3) ที่มีความเข้มข้น 100 
นาโนโมล่าร์ตามล าดับ (หลอด B) 

ผสมสารจากหลอด A และ หลอด B เข้าด้วยกันและบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที 
เติมสารละลายดังกล่าวปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุมที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์อยู่แล้ว 450 ไมโครลิตร  เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนน าเซลล์ไปท าการทดลองต่อไป 

เพ่ือวัดความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดเมื่อลดการแสดงออกของ G6PD โดย
ใช้ siRNA เซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 จะถูกเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 
หลุมที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 0.5 x 104 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 1 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกาะกับภาชนะที่เลี้ยง แล้วจึง
เปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ผสมด้วย siRNA ความเข้มข้น 100 นาโนโมล่าร์ เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แล้วเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 10 ระดับการแบ่งตัวของเซลล์จะถูก
วัดที่ 24 และ 48 ชั่วโมง โดยเทคนิค MTT assay 
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ตารางท่ี 3 แสดงล าดับ RNA ของ siRNA ที่จ าเพาะต่อ G6PD mRNA และ Scramble (control) 
   
Gene Sequence (5'—› 3') 
G6PD_siG6PD_571 Sense: GGCCGUCACCAAGAACAUU 

Antisense : UGUUCUUGGUGACGGCCUU 
G6PD_Scrambled Sense: GGCACUACCAGACACGAUU 

Antisense : UCGUGUCUGGUAGUGCCUU 

 
3.9 การทดสอบความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอด 

เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม 
โดยให้ความหนาแน่นของเซลล์ เริ่มต้น 1.9 x 105 และเลี้ยงจนกระทั่ง เซลล์ เรียงตัว 1 ชั้น 
(monolayer) จนเต็มภาชนะเลี้ยงเซลล์ 

 ใช้ทิป (tip) ขนาด 200 ไมโครลิตร ขูดเซลล์เป็นเส้นตรงผ่านเส้นผ่าศูนย์กลางของหลุม แล้ว
ล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพ่ือก าจัดเซลล์ที่หลุดออกมาจากขั้นตอน
การขูดเซลล์  แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสม DHEA  ถ่ายรูปการเคลื่อนตัวของเซลล์มะเร็งปอดที่มา
ปิดช่องว่างจากการขูด  โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิด  Inverted phase contrast (Nikon Eclipse 
TS100) (Nikon, Japan) ด้วยก าลังขยาย 100 เท่า ตั้งแต่ช่วงเวลา 0 , 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 
ชั่วโมง ตามล าดับ  

ค านวณอัตราการปิดช่องว่าง (wound confluence) โดยใช้สูตรดังนี้ 

% wound confluence = 
(𝐴−𝐵)∗100%

𝐴
 

A = พ้ืนที่ของช่องว่างเริ่มต้น 

B = พ้ืนที่ของช่องว่างที่ช่วงเวลา x 

 
3.10 การวัดระดับแลคเตท (lactate) 

pellet และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ถูกเก็บจากการทดลองจะน าไปวิเคราะห์ระดับแลคเตทโดยใช้ 
Lactate Assay Kit II (Sigma, USA) ผสม supernatant ใน lactate assay buffer ที่ปริมาตร 4 
เท่าของตัวอย่าง น าไปผ่าน Amicon Ultra 0.5 mL centrifugal filters MWCO 10 kDa (Merck 
Millipore, USA) เพ่ือก าจัดโปรตีนของ lactate dehydrogenase เตรียม lactate standards โดย
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เจือจาง 10 ไมโครลิตร ของ 100 มิลลิโมลาร์ lactate standard ด้วย lactate assay ปริมาตร 990 
ไมโครลิตร  เติม lactate standards ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม  ปริมาตร 0, 2, 4, 6, 8, 
10 ไมโครลิตร ตามล าดับ เติม lactate assay buffer ในแต่ละหลุม ให้ได้ปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร 
เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของ lactate standards ที่ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 นาโนโมลต่อหลุมตามล าดับ     

 
3.10.1 ขั้นเตรียม master mix และ blank sample  

เตรียม master mix ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย  
a. Lactate Assay buffer 46 ไมโครลิตร 

b. Lactate Enzyme Mix 2 ไมโครลิตร 

c. Lactate Substrate Mix 2 ไมโครลิตร 

ใส่ตัวอย่างปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยเตรียม blank 
sample ซึ่ งประกอบด้ วย  Lactate Assay Buffer 48 ไมโครลิตร , Lactate Substrate Mix 2 
ไมโครลิตร และ ตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร 

 
3.10.2 ขั้นตอนการค านวณระดับแลคเตท 

วัดระดับการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร โดยเครื่อง microplate reader  โดยสีที่เกิดขึ้น
จะคงอยู่ประมาณ 4 ชั่วโมง  เนื่องจาก NADH และ NADPH จากเซลล์สามารถรบกวนผลการวัดได้  
จึงต้องท าการหักลบ (subtracted) กับ blank ค านวณความเข้มข้นของแลคเตทที่วัดได้โดยใช้สมการ
ดังนี้ 

Sa/Sv = C 

Sa = ปริมาณกรดแลตเตดที่วัดได้จากตัวอย่าง (unknown sample) (nmole) 
เทียบจากกราฟมาตรฐาน (standard curve) 

Sv = ปริมาตรตัวอย่างที่ใส่ลงในแต่ละ well (ไมโครลิตร) 

C = ความเข้มข้นของกรดแลคเตทในตัวอย่าง 
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3.11 การสกัดและวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

 ท าให้ pellet แตกด้วยคลื่นเสียงด้วยเครื่อง sonicator แล้วจึงน าส่วน supernatant ที่ได้มา
วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยใช้ Bicinchoninic acid (BCA) assay kits (ThermoFisher, USA) 

  เตรียม BCA Working Reagent (WR) โดยผสม สาร A ปริมาตร 50 ส่วน เข้ากับสาร B 
ปริมาตร 1 ส่วน ผสมสารละลายโปรตีนที่ได้จากการท าให้ pellet แตก ปริมาตร 25 ไมโคลิตร เข้ากับ 
WR ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุด บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยเครื่อง 
microplate reader   

 

3.12 การวัดความสามารถการสร้างโคโลนี (colony forming assay) (101, 102) 

 เพ่ือศึกษาความสามารถในการสร้างโคโลนี (colony formation) ของเซลล์มะเร็งปอด เซลล์ 
NCI-H292 และ NCI-H1975 ถูกเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม (6-well plates) (Costar®, 
USA) ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 200 เซลล์ต่อหลุม ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสม FBS ร้อยละ 
1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ต่อหลุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลล์ จากนั้น
เปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย DHEA หรือ siRNA กับ FBS ร้อยละ 10 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ต่อหลุม เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน 

 เพ่ือท าการนับจ านวนโคโลนีที่เกิดขึ้น ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล์ 
ล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อหลุม เติมสีย้อมซึ่งประกอบด้วย 6.0% glutaraldehyde 
และ 0.5% crystal violet  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วเอียงภาชนะให้สีย้อมสัมผัสกับโคโลนีอย่าง
ทั่วถึง บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ดูดสีย้อมทั้งหมดออก ท าการล้างสีย้อมส่วนเกินโดยจุ่ม
ภาชนะที่ย้อมลงในอ่างที่มีน้ าประปา และทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ท าการนับจ านวนโคโลนีทั้งหมดที่
เกิดข้ึนบนกระดาษสีขาว 

 
3.13 การสกัดอาร์เอนเอ (RNA) 

น า เซลล์มะเ ร็ งปอดที่ ได้ จากการทดลองมาสกัด  RNA โดยใช้  TRIzol® Reagent 
(ThermoFisher, USA)  ล้างเซลล์ที่อยู่ ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ T25 หรือ T75 ด้วย 1X PBS เติม 
TRIzol® Reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ส าหรับภาชนะเลี้ยงเซลล์ T25 หรือ 2 มิลลิลิตร ส าหรับ
ภาชนะเลี้ยงเซลล์ T75 แล้วทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที และเคาะภาชนะเลี้ยงเซลล์เบาๆ 
ทุกๆ 5 นาที เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะ สามารถเพ่ิมเวลาได้หากเซลล์ยังไม่ออกจากภาชนะ 
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ดูด TRIzol® Reagent ที่มีเซลล์อยู่จากภาชนะเลี้ยงเซลล์มายังหลอดทดลองขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม chloroform (Merck Millipore, USA) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  ต่อ TRIzol® 
Reagent 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่า (Vortex labnet vx 100) (MO BIO Laboratories, Inc., USA) 
เป็นเวลา 15 วินาที จน  TRIzol® Reagent และ chloroform ผสมเข้ากันดีจนเห็นเป็นสีนมชมพู 
(milky pink) และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5-10 นาที หากยังเห็น pellet ของเซลล์อยู่  ควรเพ่ิมเวลา
การบ่มอีกประมาณ 10 นาที จากนั้นจึงเขย่าอีกครั้งเพ่ือให้เซลล์แตกตัวอย่างสมบูรณ์ น าไปปั้นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที (RPM) หรือ 12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนแยกออกเป็นสาร 3 ชั้น   ย้ายสารละลายใสส่วนบนสุด (aqueous phase) ซึ่ง
ประกอบด้วย RNA ไปยังหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดใหม่   เติม Isopropanol (Merck 
Millipore, USA) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียสข้ามคืน  น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 RPM หรือ 12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เท 
Isopropanol ทิ้งแล้วเติม 75% ethanol (Merck Millipore, USA) เย็น (-20 องศาเซลเซียส) น าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท 75% 
ethanol ทิ้งและวางหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ pellet แห้ง 

เติม RNAse free water (HyClone™, USA) ปริมาตรประมาณ 20 ไมโครลิตร เพ่ือละลาย 
pellet และวัดปริมาณ RNA โดยใช้เครื่อง Nanodrop (ThermoFisher, USA) และเก็บ RNA ที่สกัด
ไดท้ี่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะถูกน าออกมาใช้ท าการทดลองในขั้นต่อไป 

 
3.14 การสังเคราะห์ cDNA 

RNA ที่สกัดได้จากขั้นตอนการสกัด RNA จะถูกเปลี่ยนเป็น complementary DNA (cDNA) 
โดยใช้ RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher, USA)  โดยผสม master 
mix ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยประกอบด้วย Oligo (dT)18 

Primers ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5X Reaction Buffer ปริมาตร  4 ไมโครลิตร RiboLock Rnase 
Inhibitor ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP Mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร RevertAid M-Mµl 
VRT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม RNA temple และปรับปริมาตรสุทธิให้ได้ 20 ไมโครลิตร ด้วย 

RNAse free water โดยปริมาณ RNA สุทธิควรอยู่ที่ 0.1 นาโนกรัม ถึง 5 ไมโครกรัม แล้วจึงบ่มที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง และ 70 องศาเซลเซียส 5 นาทีตามล าดับ โดยใช้เครื่อง 
Applied Biosystems ProFlex PCR (ThermoFisher, USA)  เก็บ cDNA ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะถูกน ามาใช้ท าการทดลอง 
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3.15 การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการแบ่งเซลล์ การตายของเซลล์ 
apoptosis และการเกิด DNA methylation ด้วยเทคนิค Real-time PCR  

 cDNA ที่สังเคราะห์ได้จะถูกน าไปวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ mRNA ด้วยเทคนิค 
real-time polymerase chain reaction ด้วยเครื่อง Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-
Time PCR (ThermoFisher, USA) โดยผสม cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 
เข้ากับ 2X maxima SYBR Green (ThermoFisher, USA) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ forward 
primers และ reverse primers (IDT, USA) ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร แล้วเติม RNAse free 
water ให้ปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 ไมโครลิตร ในหลอด real-time PCR ขนาด 0.1 ไมโครลิตร 
(Corning, USA) โดยล าดับขั้นอุณหภูมิที่ใช้ตามตารางท่ี 4 และ 5  
 
ตารางท่ี 4 สภาวะที่ใช้ส าหรับ Real-time PCR 
 

Stage Temperature (°C) Time (min) 
Pre-denaturation 95 15 
Denaturation 95 15 sec 
Annealing ตารางท่ี 5 30 sec       40 รอบ 
Extension 72 30 sec 
Melt curve  95 

64 
95 

15 sec 
1 
15 
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ตารางท่ี 5 ไพร์เมอร์ (Primers) ส าหรับ Real-time PCR 
 

Gene Sequence 5'  3' Annealing 
temp. 

PCR 
Product 
size 
(bp) 

β-Actin Forward primer: ACT CTT CCA GCC TTC CTT C 
Reverse primer: ATC TCC TTC TGC ATC CTG TC 

57 171 

 
G6PD 

Forward primer: GTC AAG GTG TTG AAA TGC ATC 
Reverse primer: CAT CCC ACC TCT CAT TCT CC 

57 187 

BAX Forward primer: AAC ATG GAG CTG CAG AGG AT 
Reverse primer: CAG CCC ATG ATG GTT CTG AT  

57 200 

Bcl-2 Forward primer: GGT GGG GTC ATG TGT GTG 
Reverse primer: CGG TTC AGG TAC TCA GTC ATC 

57 89 

DNMT1 Forward primer: AGG TGA AAA GGC CCT CAT CG 
Reverse primer: CGG CCT CGT CAT AAC TCT CC 

57 290 

DNMT3a Forward primer: TGA TGG AAT CGC TAC AGG GC 
Reverse primer: CCT CTT GTC ACT AAC GCC CA 

57 382 
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3.16 การเก็บข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูล 

 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 22.0 (IBM, USA) และ Graphpad 
Prism 6  (GraphPad Software, Inc., USA)  

เก็บข้อมูลชิ้นเนื้อมะเร็งปอดของผู้ป่วยมะเร็งปอดที่มารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
สภากาชาดไทย ในช่วง พ.ศ 2552 - 2557 จ านวน 64 ราย โดยรวบรวมจากเวชระเบียบ ซึ่งข้อมูล
ประกอบด้วยเพศ อายุ วันที่ได้รับการวินิจฉัย ขนาดของเนื้องอก ระยะของเนื้องอก เป็นต้น 

ข้อมูลเชิงคุณภาพของการย้อมติด G6PD (ผลบวก, ผลลบ) เพศ และระยะของมะเร็ง น าเสนอ
ข้อมูลในรูปแบบตาราง โดยน าเสนอด้วยจ านวนตัวอย่าง (ร้อยละ) และน าเสนอความสัมพันธ์ของ
ข้อมูลด้วยสถิติ Chi-Square ที่ความเชื่อม่ัน p-value น้อยกว่า 0.05   

ข้อมูลด้าน อายุ และขนาดของมะเร็ง น าเสนอด้วยค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD standard deviation) การวิเคราะห์ความความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มด้วย
สถิติ Independent t-test โดยความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติประเมินที่ความเชื่อมั่น p-
value น้อยกว่า 0.05 ข้อมูลของการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ การ migration colony formation และ
การแสดงออกของยีน น าเสนอด้วยค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง 
วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยสถิติ one-way analysis of variance (ANOVA) น าเสนอ
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยสถิติ Tukey โดยค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติประเมินที่
ความเชื่อมั่น p-value น้อยกว่า 0.05 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 

4.1 การย้อมโปรตีน G6PD ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วยวิธี immunohistochemistry 
และลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย 

 จากการวิเคราะห์ข้อมูลของผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด 64 ราย แบ่งเป็น non small cell 

จ านวน 44 ราย และ small cell 20 ราย ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 6, 7 เมื่อศึกษาระดับโปรตีน 

G6PD ด้วยเทคนิค immunohistochemistry ในตัวอย่างชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด พบ

การย้อมติดสี G6PD (positive stain) เฉพาะในเซลล์มะเร็งเท่านั้น แต่ไม่พบในเซลล์ปกติที่อยู่

ข้างเคียง (รูปที่ 9) แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ G6PD มีการแสดงออกอย่างมากในเซลล์มะเร็งปอด อีกท้ัง

พบการย้อมติดสี G6PD ในชิ้นเนื้อชนิด non small cell จ านวน 36 ราย คิดเป็นร้อยละ 81.8 ของ

ตัวอย่างชิ้นเนื้อชนิด non small cell ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากชนิด small cell ที่

พบเพียง 2 ราย คิดเป็นร้อยละ 10 ของตัวอย่างชิ้นเนื้อชนิด small cell (p<0.001) (รูปที่ 9) แสดง

ให้เห็นว่าระดับโปรตีน G6PD มีความสัมพันธ์กับชนิดของมะเร็งปอดชนิด non small cell 
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รูปที่ 9 ผลการย้อมชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วย hematoxylin & eosin (คอลัมน์ซ้าย) และ 
immunohistochemistry ต่อ G6PD (คอลัมน์ขวา) (A, B) adenocacinoma ที่ย้อมติด  G6PD 
(G6PD positive) (C, D) adenocacinoma ทีย่้อมไม่ติด G6PD (G6PD negative) (E, F) squamous 
cell carcinoma ทีย่้อมติด G6PD (G, H) squamous cell carcinorma ทีย่้อมไม่ติด G6PD และ (I, 
J) small cell ทีย่้อมไม่ติด G6PD 
 

ตารางท่ี 6 ระดับของโปรตีน G6PD กับ parameter เชิงปริมาณ  
 

Parameters Number G6PD (n) P-
value# Negative (mean ± SD) Positive (mean ± SD) 

Age (years) 64 26 (68.69 ±10.93) 38 (70.05 ±13.50)  
   Non small cell 44 8 (69.13 ± 11.85) 36 (70.31 ± 13.65) 0.822 
   Small cell 20 18 (68.50 ± 10.85) 2 (65.50 ±13.435) 0.719 
   P-value#  0.896 0.631  
Size of tumor (cm) 62* 24 (5.83 ± 2.91) 38 (3.90 ± 2.18)  
   Non small cell 44 8 (4.39 ± 1.61) 36 (3.91 ±2.23) 0.607 
   Small cell 18 16 (6.58 ± 3.17) 2 (3.75 ± 1.77) 0.241 
   P-value#  0.074 0.924  
# Independent t-test, * ข้อมูลของคนไข้บางรายไม่ครบถ้วน 
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ตารางท่ี 7 ระดับของโปรตีน G6PD กับ parameter เชิงคุณภาพ  
 

Characteristics Number G6PD (n) P value 
Negative (%) Positive (%) 

Sex       0.013* 
   Non small cell       0.259** 
      Male 24 6 (25.0) 18 (75.0)  
      Female 20 2 (10.0) 18 (90.0)  
   Small cell     0.368** 
      Male 16 15 (93.8) 1 (6.3)  
      Female 4 3 (75.0) 1 (25.0)  
Lung cancer types    < 0.001* 
   Non small cell 44 8 (18.2) 36 (81.8) 0.434** 

      Adenocarcinoma 28 4 (14.3) 24 (85.7)  
      Squamous cell 16 4 (25.0) 12 (75.0)  
   Small cell 20 18 (90.0) 2 (10.0)  
Stages    0.021* 
   Non small cell 42# 8 (19.0) 34 (81.0) 0.482** 
     I – II 27 6 (22.2) 21 (77.8)  
     III – IV 15 2 (13.3) 13 (86.7)  
   Small cell 20 18 (90.0) 2 (10.0) 0.732** 
     I – II 1 1 (100.0) 0 (0.0)  

     III - IV 19 17 (89.5) 2 (10.5)  

* Chi-square test ระหว่าง negative และ positive โดยไม่แยกชนิดของเซลล์มะเร็งปอด 
** Chi-square test ระหว่าง negative และ positive ภายในกลุม่ชนิดของเซลลม์ะเร็งปอด 
# ข้อมูลของคนไข้บางรายไม่ครบถว้น 

 

4.2 ระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD ในแต่ละชนิดของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง 

 หลังจากที่พบระดับเอนไซม์ G6PD ที่แตกต่างกันในแต่ละชนิดของเซลล์มะเร็งปอดจากการ

ย้อมชิ้นเนื้อด้วยวิธี immunohistochemistry แล้ว ผู้วิจัยจึงท าการประเมินระดับการท างานของ

เอนไซม์ G6PD ในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด โดยพบว่า NCL-H292 มีระดับการท างาน

ของเอนไซม์ G6PD มากกว่า NCL-H1975 ร้อยละ 92.5 (รูปที่ 10A) อีกทั้งพบว่าเซลล์ NCL-292 มี

อัตราการเจริญเติบโตที่เร็วกว่า NCL-1975 ร้อยละ 65.2 (รูปที่ 10B) จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า 
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G6PD น่าจะมีบทบาทส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง ผู้วิจัยจึงได้ท าการ

ทดสอบสมมติฐานในการทดลองต่อๆ ไป 

 

A)  B)   

 

รูปที่ 10 แสดงผลของระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ของ NCI-H1975 เปรียบเทียบกับ NCI-H292 ใน
สภาวะปกติ (A) และระดับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์  NCI-H1975 เปรียบเทียบกับ NCI-H292 ใน
สภาวะปกติ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยของร้อยละการเพ่ิมจ านวนของเซลล์  (mean) ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) โดย **p<0.01 
 

4.3 ผลการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD 

4.3.1 ความเป็นพิษของตัวท าละลาย DHEA และอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

เพ่ือทดสอบระดับความเข้มข้นของ DMSO (ตัวท าละลายของ DHEA) ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

โดยพิจารณาจากอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) ที่เวลา 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 

ชั่วโมงด้วยเทคนิค MTT assay ผลการทดลองพบว่าอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่ความเข้มข้นร้อย

ละ 0.4 ของ DMSO ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ 

DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 เป็นตัวท าละลาย DHEA ในการทดลองต่อไป (รูปที่ 11) 

 อัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งปอด NCI-H1975 และ NCI-H292 ที่ช่วงเวลา 24 และ 

48 ชั่วโมง มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 11) จึงเลือก 2 ช่วงเวลา

ดังกล่าวมาศึกษาอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ในการทดลองต่อไป  
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A) B)  

 

รูปที่ 11 แสดงผลการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เมื่อเลี้ยงใน DMSO 
ร้อยละ 0.4 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยของร้อยละการเพ่ิมจ านวน
ของเซลล์ ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย **p<0.01 
 

4.3.2 การยับย้ังการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA 

เพ่ือหาระยะเวลาและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ DHEA ต่อการยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ G6PD โดยพิจารณาจากระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD และความเสถียรของการยับยั้ง 

DHEA ที่ความเข้มข้น 1, 10, 100 นาโนโมลาร์ และ 1, 10, 100, 200, 300, 400, 500 ไมโครโมลาร์ 

โดยระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD ของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 ชั่วโมงด้วย

เทคนิค spectrophotometry โดยใช้ Microplate reader  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ของ DHEA สามารถยับยั้งการ

ท างานของเอนไซม์ G6PD ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 56.8 และ 76.4 ที่เวลา 

24 ชั่วโมงตามล าดับ และลดลงเหลือร้อยละ 39.7 และ 53.5 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที ่12) 

ในขณะที่พบการตกตะกอนของ DHEA ที่ความเข้มข้น 400 และ 500 ไมโครโมลาร์ จากสภาวะอ่ิมตัว 

จึงไม่น าความเข้มข้นดังกล่าวมาใช้ในการทดลองต่อไป 

 

 

 

 

0 1 3 6 1 2 2 4 4 8

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

N C I-H 1975

T im e  (h )

C
el

l 
Pr

o
lif

er
at

io
n

 (
%

)

C o n t ro l

 D M S O

* *

* *

* *

* *

0 1 3 6 1 2 2 4 4 8

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

N C I-H 292

T im e  (h )

C
el

l 
Pr

o
lif

er
at

io
n

 (
%

)

C o n t ro l

 D M SO

* *

* *

* *

* *



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 43 

A) 

 

B) 

 

 

รูปที่ 12 แสดงผลการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-
H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle) ข้อมูลแสดง Mean ±  SD โดย * p<0.05 และ 
**p < 0.001 
 

4.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของ siRNA ต่อการยับย้ังการแสดงออกของยีน G6PD 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD โดยใช้ siRNA โดยระดับ

การแสดงออกของยีน G6PD ของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค RT-qPCR  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า siRNA สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD ของ NCI-

H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือ 0.46 และ 0.33 เท่า และลดลงเหลือ 0.01 และ 0.44 เท่า ที่ 48 

ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 13) นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบการตอบสนองของเซลล์ต่อการยับยั้ง
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การท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA โดยพบว่าเซลล์พยายามรักษาสมดุลของระดับเอนไซม์ 

G6PD ด้วยการเพ่ิมการแสดงออกของยีน G6PD โดยพบระดับของ mRNA G6PD ของ NCI-H1975 

และ NCI-H292 เพ่ิมข้ึน 2.13 และ 1.22 เท่า ในช่วงเวลา 24 ชั่วโมงและเพ่ิมข้ึน 2.93 และ 3.20 เท่า 

ในช่วงเวลา 48 ชั่วโมงตามล าดับ (รูปที่ 13) 

 

A) B)  

 

รูปที่ 13 แสดงผลระดับการแสดงออกของยีน G6PD เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD โดย DHEA 
หรือลดการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดงระดับการแสดงออกของยีน ( fold change) 
Mean ± SD โดย *p<0.05 และ **p<0.001 
 

4.3.4 การยับย้ังการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และ siRNA 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดยใช้ DHEA ที่ความ

เข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ และการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน G6PD โดยใช้ siRNA โดยระดับกัม

มันตภาพเอนไซม์ G6PD ของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค spectrophotometry 

โดยใช้ Microplate reader  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ของ DHEA สามารถยับยั้งการ

ท างานของโปรตีน G6PD ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 56.8 และ 82.0 ที่เวลา 

24 ชั่วโมงตามล าดับ และลดลงเหลือร้อยละ 39.7 และ 37.7  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่

การลดระดับการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA สามารถยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD ของ 
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NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 39.5 และ 42.9 ที่เวลา 24 ชั่วโมงตามล าดับ และลดลง

เหลือร้อยละ 53.5 และ 65.4  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 14)  

 

A) . B)   

 

รูปที่ 14 แสดงผลการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และ siRNA ใน NCI-H1975 (A) 
และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดง Mean ± SD 
โดย *p<0.05 และ **p<0.001 
  

4.4 การยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดโดย DHEA และ siRNA 

ภายหลังจากที่ผู้วิจัยได้ระดับความเข้มข้นของ DHEA, siRNA และช่วงเวลาที่เหมาะสมที่

สามารถลดการท างานของเอนไซม์ G6PD ได้แล้ว จึงท าการทดสอบการเปลี่ยนแปลงอัตราการเพ่ิม

จ านวนเซลล์ เมื่อถูกยับยั้ง ด้วย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือ siRNA โดยวัดระดับ

การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่เวลา 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค MTT assay โดยใช้เครื่อง Microplate 

reader  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ของ DHEA สามารถยับยั้งการ

เพ่ิมจ านวน ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 63.1 และ 76.5 ที่เวลา 24 ชั่วโมง

ตามล าดับ และลดลงเหลือ 21.4 และ 53.5 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่ siRNA สามารถ

ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 76.9 และ 79.8 ที่เวลา 

24 ชั่วโมงตามล าดับ และลดลงเหลือร้อยละ 77.3 และ 79.9 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 15) 
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A)  B)  

 

รูปที่ 15 แสดงผลระดับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เมื่อถูกยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย 
DHEA และ siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, 
Scramble) ข้อมูลแสดง Mean ± SD โดย **p<0.001 
 

4.5 ความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือยับย้ังการท างานของโปรตีน G6PD 
โดย DHEA และเม่ือลดการแสดงออกของ G6PD โดยใช้ siRNA 

ภายหลังจากทราบว่าการลดการท างานของเอนไซม์ G6PD มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลล์

แล้ว ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาคุณสมบัติ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง เมื่อถูกยับยั้งการ

ท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือเมื่อถูกลดระดับการ

แสดงออกของ G6PD โดย siRNA ที่ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ ตั้งแต่ช่วงเวลา 0, 1, 2, 4, 6, 8, 

12, 24, 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ด้วยการวัดอัตราการเข้ามาปิดช่องว่าง (wound confluence) ซึ่ง

เปรียบเทียบกับช่วงเวลาเริ่มต้น 

ผลการทดลองพบว่าเซลล์มะเร็งปอดที่ถูกยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA มี

อัตราการเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่เวลา 24 ชั่วโมง NCI-H1975 

และ NCI-H292 ในกลุ่มที่ถูกยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA มีอัตราการเคลื่อนที่มา

ปิดช่องว่างร้อยละ 28.4, 25.9 ตามล าดับเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle) ที่ 24 ชั่วโมง ที่มีอัตรา

การเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างร้อยละ 97.4  และ 71.4 ตามล าดับ (รูปที่ 16A-D) 

ผลการทดลองพบว่าเซลล์ NCI-H292 ที่ถูกลดระดับการแสดงออกของ G6PD mRNA  โดย 

siRNA มีอัตราการเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 24 ชั่วโมง อัตราการ
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เคลื่อนที่มาปิดช่องว่างของกลุ่มที่ ใส่ siRNA อยู่ที่ร้อยละ 23.54 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

(scramble) ที่สามารถเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างได้ร้อยละ 59.0 ที่ช่วงเวลาเดียวกัน ในขณะที่อัตราการ

เคลื่อนที่มาปิดช่องว่างของเซลล์ NCI-H1975 ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 

16E-H) 

 

A)  B)  
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E)    F)  

G)   H)  

 

รูปที่ 16 แสดงผลอัตราการเข้ามาปิดช่องว่างของเซลล์ เมื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดย 
DHEA (A-D) หรือยับยั้งการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA (E-H) ใน NCI-H1975 (A, C, E, G) และ 
NCI-H292 (B, D, F, H) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle) ข้อมูลแสดงอัตราการเข้ามาปิด
ช่องว่างของเซลล์ Mean ± SD โดย **p<0.001 
 

4.6 ความสามารถในการสร้างโคโลนี (colony formation) 

ลักษณะของเซลล์มะเร็งที่ส าคัญอีกหนึ่งอย่างคือ colony formation ดังนั้นผู้วิจัยจึงทดสอบ

ประสิทธิภาพของเซลล์ NCI-H292 และ NCI-H1975 ต่อ colony formation เมื่อถูกยับยั้งการ

ท างานของ G6PD โดย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือลดการแสดงออกของ G6PD 
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โดย siRNA ที่ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 

200 เซลล์ เป็นเวลา 7 วัน แล้วจึงท าการนับจ านวนโคโลนีที่ปรากฏภายหลังจากการย้อมด้วย 6.0% 

glutaraldehyde และ 0.5% crystal violet และท าการเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์สามารถลดการสร้าง

โคโลนีลงได้มากกว่าร้อยละ 99 ทั้งใน NCI-H1975 และ NCI-H292 ในขณะที่การลดการแสดงออก

ของ G6PD โดยใช้ siRNA ให้ผลที่ไม่แตกต่างกันกับกลุ่มควบคุมทั้งใน NCI-H1975 และ NCI-H292 

(รูปที่ 17) 

 

 

 

รูปที่ 17 แสดงผลอัตราการสร้างโคโลนีของเซลล์ เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD โดย DHEA 
หรือลดการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดงอัตราการสร้างโคโลนีของเซลล์ Mean ± SD โดย 
**p<0.001 
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4.7 การวัดระดับ lactate 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า DHEA และ siRNA G6PD มีผลต่อ cancer progression 

ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาต่อว่า การลดการท างานและลดการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD มีผลต่อ 

Warburg effect ของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงหรือไม่ จึงท าการวัดระดับ lactate ใน media เซลล์

หลั่งออกมานอกเซลล์ ซึ่ง lactate เป็นผลผลิตที่ได้มาจากการเปลี่ยนจาก pyruvate เป็น lactate 

ด้วยอาศัยเอนไซม์ lactate dehydrogenase โดยปกติกระบวนการนี้จะเกิดขึ้นได้มากในเซลล์มะเร็ง

เป็นผลมาจาก Warburg effect เพ่ือผลิต ATP ให้แก่เซลล์ ดังนั้นการวัดระดับ lactate ที่เกิดขึ้น

สามารถท านายระดับ Warburg effect ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์มะเร็งได้  

เพ่ือวัดระดับ lactate ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ของเซลล์ที่ถูกยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือลดการแสดงออกของ G6PD ด้วย 

siRNA เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า NCI-H1975 ที่ถูกยับยั้งการท างาน

ของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA มีระดับlactate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (24.4 นาโนโมลาร์) มากกว่ากลุ่ม

ควบคุม (13.6 นาโนโมลาร์) ที่ช่วงเวลา 24 ชั่วโมง แต่ลดลง (8.9 นาโนโมลาร์) เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุม (10.8 นาโนโมลาร์) ที่ช่วงเวลา 48 ชั่ว โมง ในขณะที่ NCI-H292 มีการเพ่ิมขึ้นของ 

lactate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เวลา 24 ชั่วโมง (17.4 นาโนโมลาร์) และ 48 ชั่วโมง (20.2 นาโนโม

ลาร์) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle) ในช่วงเวลาเดียวกัน (8.25 นาโนโมลาร์ที่ 24 ชั่วโมง 

และ 5.6 นาโนโมลาร์ ที่ 48 ชั่วโมง) (รูปที่ 18) 
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A) B)  

 
รูปที่ 18 แสดงผลระดับ lactate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD หรือลด
การแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดงระดับ lactate (nM) mean ± SD โดย *p < 0.05 และ 
**p < 0.001 
 

4.8 ระดับการแสดงออกของยีน 

 จากการทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA และ siRNA G6PD พบว่าการยับยั้ง

เอนไซม์ G6PD สามารถควบคุม cancer progression ทั้งการลดจ านวนของเซลล์มะเร็ง การลด 

colony formation, การลด migration ของเซลล์ อีกท้ังกระทบต่อ Warburg effect ของเซลล์มะเร็ง 

ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาต่อในระดับโมเลกุล เพ่ือท าการศึกษาว่าการยับยั้งเอนไซม์  G6PD มี

ผลกระทบต่อกระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์อย่างไรบ้าง เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรของเซลล์ การ

ตายของเซลล์ และเอนไซม์ที่ควบคุม DNA methylation เป็นต้น โดยท าการวัดระดับการแสดงออก

ของยีนด้วยเทคนิค Real-time PCR  

 

4.8.1 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis 

 Bax และ Bcl2 เป็นโปรตีนที่ควบคุมการเกิด apoptosis โดย Bax เป็นยีนที่กระตุ้นการเกิด 

apoptosis และ Bcl2 เป็นยีนที่ยับยั้งการเกิด apoptosis ดังนั้นการศึกษาการแสดงออกของยีน

เหล่านี้จึงอาจท านาย apoptosis ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือเอนไซม์ G6PD ถูกยับยั้ง 
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 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อยับยั้งการแสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA G6PD ใน 

NCI-H1975 และ NCI-H292 ตามล าดับ สัดส่วนการแสดงออกของ mRNA Bax และ Bcl 2 เท่ากับ 

1.0 และ 2.8 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 0.7, 1.0 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่เมื่อยับยั้ง

การท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบว่าสัดส่วนการ

แสดงออกของ mRNA Bax และ Bcl 2 เท่ากับ 1.4 และ 0.9 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และเพ่ิมขึ้น 1.3 

และ 3.8 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 19) 

  

A)   B)  

 
รูปที่ 19 แสดงผลระดับการแสดงออกของยีน Bax/Bcl2 เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD โดย 
DHEA หรือลดการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดงระดับการแสดงออกของยีน (fold 
change) ± SD โดย *p<0.05 และ **p<0.001 
 

4.8.2 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ DNA methylation  

 โปรตีน DNMT1 และ DNMT3a เป็นเอนไซม์ในกลุ่มที่ควบคุม DNA methylation โดย 

DNMT1 เป็นเอนไซม์ท่ีรักษาระดับ DNA methylation ของ DNA สายใหม่ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการ 

DNA replication ในขณะที่ DNMT3a เป็นเอนไซม์ท่ีควบคุมการเกิด DNA methylation ในต าแหน่ง

ใหม่ (de novo) บนสาย DNA ดังนั้นการแสดงออกของยีนเหล่านี้จึงอาจใช้ท านายการเปลี่ยนแปลง

ระดับ DNA methylation ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือเอนไซม์ G6PD ถูกยับยั้ง 
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 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อลดการแสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA G6PD ใน NCI-

H1975 และ NCI-H292 ระดับ mRNA DNMT1 เพ่ิมขึ้นเป็น 2.8 และ 4.5 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

และเป็น 0.3, 1.5 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่เมื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD 

ด้วย DHEA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบว่าระดับ mRNA DNMT1 ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีค่า

เท่ากับ 0.5 และ 1.1  เท่า ในขณะที่ 48 ชั่วโมง มีแสดงออกเป็น 1.8  และ  0.8 เท่า ตามล าดับ (รูปที่ 

23) 

 เมื่อลดการแสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA G6PD ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบ

ระดับ mRNA DNMT3a เท่ากับ 1.0 และ 3.2 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 0.1, 1.7 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง 

ตามล าดับ และเม่ือยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 

พบว่าการแสดงออกของ mRNA DNMT3a ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีการแสดงออกเป็น 0.9 และ 2.5 เท่า 

ในขณะที่ 48 ชั่วโมง มีการแสดงออกเป็น 1.0 และ 1.9 เท่า ตามล าดับ (รูปที่ 20) 
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C)  D)  

 
รูปที่ 20 แสดงผลระดับการแสดงออกของยีน DNMT1 และ DNMT3a เมื่อการท างานเอนไซม์ G6PD 
โดย DHEA หรือลดการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A, C) และ NCI-H292 (B, 
D) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดงระดับการแสดงออกของยีน (fold 
change) ± SD โดย *p<0.05 และ **p<0.001 
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บทที่ 5  
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 

ปัจจุบันพบว่า G6PD มีความสัมพันธ์และส าคัญต่อมะเร็งหลายชนิด แต่ก็ยังไม่มีการยืนยันถึง

ความสัมพันธ์และบทบาทหน้าที่ของ G6PD ในมะเร็งปอด จึงเป็นที่มาของการศึกษานี้เพ่ือแสดงระดับ

การแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอด โดยผลจากการศึกษาพยาธิวิทยาจากชิ้นเนื้อ

ของผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด 64 ราย พบการย้อมติดสีของ G6PD (positive staining) ได้เฉพาะส่วน

ที่เป็นเซลล์มะเร็งเท่านั้น ส่วนเซลล์ข้างเคียงจากชื้นเนื้อเดียวกันที่ไม่ใช่เซลล์มะเร็งนั้นไม่พบการย้อม

ติดสีของ G6PD แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าเอนไซม์ G6PD มีความสัมพันธ์กับมะเร็งปอดอย่างมี

นัยส าคัญ ซึ่งการวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกที่แสดงถึงระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ที่เพ่ิมขึ้น

อย่างชัดเจนในเซลล์มะเร็งปอดของผู้ป่วย โดยที่ระดับการแสดงออกมีความส าคัญต่อชนิดของ

เซลล์มะเร็งปอดร่วมด้วย  

จากการวิเคราะห์ข้อมูลผู้ป่วยมะเร็งปอด พบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่อยู่ในวัยสูงอายุ ทั้งกลุ่มที่ย้อม

ติดและไม่ติด G6PD และกลุ่ม non small cell และ small cell ซึ่งจากข้อมูลของสถาบันมะเร็ง 

แห่งชาติ (1) พบว่าผู้ป่วยมะเร็งปอดมักพบอยู่ในกลุ่มอายุประมาณ 60 ถึง 65 ปี เช่นกัน แสดงให้เห็น

ว่าผู้สูงอายุมีความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งปอดมากกว่ากลุ่มที่อายุน้อยกว่า อีกทั้งแสดงให้เห็นว่ากลุ่ม

ตัวอย่างที่เลือกมานั้นมีความใกล้เคียงประชากรผู้ป่วยมะเร็งในภาพรวม นอกจากนี้ผู้วิจัยได้วิเคราะห์

ขนาดของมะเร็ง ซึ่งไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ทั้งในกลุ่มที่ย้อมติดและไม่ติด 

G6PD และกลุ่ม non small cell และ small cell แต่ผู้วิจัยพบว่าเซลล์มะเร็งปอดชนิด non small 

cell จ านวน 44 ราย สามารถย้อมติด G6PD ถึงร้อยละ 81.8 ขณะที่ชนิด small cell จ านวน 20 

ราย พบเพียงร้อยละ 10.0 แสดงให้เห็นว่าระดับของเอนไซม์ G6PD มีความสัมพันธ์กับมะเร็งปอดชนิด 

non small cell อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.01) ซึ่งเป็นการค้นพบใหม่ที่พบว่าระดับการ

แสดงออกของเอนไซม์ G6PD มีความสัมพันธ์กับ subtype ของเซลล์มะเร็ง สะท้อนให้เห็นว่า

เซลล์มะเร็งมีความต้องการเอนไซม์ G6PD ไม่เท่ากันแม้ว่าจะเป็นเซลล์มะเร็งปอดเหมือนกันก็ตาม 

นอกจากการค้นพบนี้จะเป็นประโยชน์ในการวิจัยพื้นฐานแล้ว ยังอาจเป็นประโยชน์ในการประยุกต์น า

การย้อม G6PD ไปใช้เป็น biomarker ร่วมกับ biomarker อ่ืนๆ ในการวิเคราะห์ชนิดของ non 

small cell lung cancer cells (NSCLC) ได้อีกด้วย 
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จากการวิเคราะห์เบื้องต้นถึงระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งชนิด

ต่างๆ โดยอาศัยข้อมูล cDNA microarray ใน GEO dataset ของ NCBI ด้วยการใช้โปรแกรม CU-

DREAM ผู้วิจัยพบว่าเซลล์มะเร็งปอดและมะเร็งตับมีระดับของเอนไซม์ G6PD เพ่ิมขึ้นกว่าเซลล์ปกติ

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งผลการวิเคราะห์นี้สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ในมะเร็ง

หลายชนิด เช่น มะเร็งผิวหนัง (melanoma) (10) เนื้อเยื่อมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric cancer 

tissue) (11) มะเร็งเต้านม (primary breast carcinoma) (12) และเนื้องอกปอด (lung tumor) 

(13) ที่พบว่าระดับของเอนไซม์ G6PD จะเพ่ิมมากขึ้นในเซลล์มะเร็ง หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งเอนไซม์ 

G6PD น่าจะมีบทบาทที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด เพ่ือทดสอบบทบาทของ

เอนไซม์ G6PD ต่อ cancer progession ในเซลล์มะเร็งปอด ผู้วิจัยจึงใช้เซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC 

ได้แก่ NCI-H1975 และ NCI-H292 เป็นตัวแทนในการทดสอบต่อไป  

ในการทดสอบความสัมพันธ์ระหว่างระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD กับการเพ่ิมจ านวน

ของเซลล์ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบว่า NCI-H292 มีระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD 

และอัตราการเพ่ิมจ านวนมากกว่า NCI-H1975 ถึงร้อยละ 92.5 และ 65.2 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า 

G6PD มีบทบาทส าคัญอย่างมากต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็ง ด้วยสาเหตุประการหนึ่งเป็น

เพราะเอนไซม์ G6PD มีส่วนช่วยในการสร้างสารตัวกลางที่ส าคัญส าหรับการแบ่งตัวของเซลล์  เช่น 

NADPH และ ribose 5-phosphate ที่ใช้ในการสร้างกรดไขมัน และ nucleotide ตามล าดับ อีกทั้ง 

NADPH ช่วยลดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ จึงท าให้ลด oxidative stress ที่เป็นพิษต่อเซลล์อีก

ประการหนึ่ง จากผลการทดสอบชี้ให้เห็นว่าเซลล์มะเร็งปอดโดยเฉพาะ NSCLC ชนิด NCI-H292 มี

ความต้องการเอนไซม์ G6PD อย่างมาก ดังนั้นหากเซลล์มะเร็งปอดตกอยู่ในภาวะที่ขาดเอนไซม์ 

G6PD ย่อมมีผลต่อการเจริญเติบโต ผู้วิจัยจึงได้ท าการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ทั้งระดับการท างานของ

เอนไซม์ผ่านการใช้ G6PD inhibitor หรือ DHEA และระดับการแสดงออกของยีน G6PD ผ่านทาง 

siRNA ต่อ mRNA ของ G6PD และติดตาม cancer progression ในเซลล์ทั้งสองชนิด 

จากผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA พบว่า DHEA ที่ความเข้มข้น 

300 ไมโครโมลาร์สามารถลดระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD ของทั้งสองเซลล์มะเร็งได้ทั้ง

ช่วงเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง อีกท้ังให้ผลดีกว่าที่ระดับความเข้มข้นอ่ืนๆ โดยพบว่าที่ความเข้มข้นสูงๆ 

เช่น 400-500 ไมโครโมลาร์ DHEA เกิดการอ่ิมตัวและตกตะกอน ท าให้ได้ผลการทดสอบที่อาจไม่

สะท้อนคุณสมบัติของ DHEA อย่างแท้จริง นอกจากนี้พบว่า DHEA ที่ระดับความเข้มข้นต่ าๆ กลับเพิ่ม

การท างานของเอนไซม์ G6PD ในเซลล์มะเร็งทั้งสองชนิดได้ ซึ่งอาจเป็นเพราะยีน G6PD มีการ
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แสดงออกที่เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญภายหลังการใส่ DHEA ดังจะเห็นได้จากผลการทดสอบการ

แสดงออกของยีน G6PD ซึ่งอาจจะอธิบายได้ว่าเป็นสภาวะที่เซลล์พยายามตอบสนองต่อ DHEA หรือ

ตัวยับยั้งแบบ non-competitive inhibitor ด้วยการเร่งสร้างเอนไซม์ G6PD ใหม่เพ่ือทดแทนส่วนที่

ถูกยับยั้งไป ดังนั้นหากเซลล์มีการแสดงออกของ G6PD มากพอเมื่อเทียบกับระดับ DHEA แล้วเซลล์ก็

อาจจะสามารถปรับสภาพภายในเซลล์ให้เหมือนเดิมได้ แต่หากใช้ DHEA ให้มากเกินพอ เกินกว่าที่

เซลล์จะสร้างเอนไซม์ G6PD ได้พอเพียงก็สามารถลดระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD ได้ ดังผล

การทดสอบของ DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์  

เมื่อได้ความเข้มข้นของ DHEA ที่เหมาะสมแล้ว ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบคุณสมบัติของ DHEA 

ต่อการยับยั้ง cancer progression ของเซลล์ทั้งสองชนิดผ่านการติดตามการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 

migration และ colony formation โดยพบว่า DHEA สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์  

migration และ colony formation ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ได้ด ีซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ก่อนหน้านี้ที่พบว่า DHEA สามารถลดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งปากมดลูก (human cervical 

cancer cell lines; HeLa, SiHa) (103) และเซลล์มะเร็งเต้านม (human breast cancer cell lines; 

MDA-MB-231, MCF-7, Hs578T) (14, 15)  

การ migration ของเซลล์มะเร็งเป็นหนึ่งในปัจจัยที่ท าให้มะเร็งสามารถแพร่กระจายไปยัง

อวัยวะอ่ืนในร่างกาย และน าไปสู่การรักษาที่ยากยิ่งขึ้น เพราะจ าเป็นต้องใช้การรักษาด้วยเคมีบ าบัด

เข้าร่วมกับการรักษา รวมไปถึงโอกาสในการกลับมาเป็นซ้ าของมะเร็ง ดังนั้นการลดความสามารถใน

การ migration ของเซลล์มะเร็งจึงเป็นอีกหนึ่งเป้าหมายในการควบคุมการแพร่กระจายและการ

ลุกลามของเซลล์มะเร็ง จากผลการทดสอบโดยใช้ DHEA พบว่าสามารถลดระดับการ migration ของ

เซลล์มะเร็งปอดได้ทั้ง NCI-H1975 และ NCI-H292 ทั้งนี้การยับยั้ง cell migration ของมะเร็งปอด

โดยใช้ DHEA อาจไม่ได้มีสาเหตุมาจากการที่ DHEA ไปยับยั้งการท างานของ G6PD แล้วส่งผลต่อ 

cell migration แต่อาจเป็นผลโดยตรงของ DHEA เองที่ไปยับยั้ง cell migration ได้โดยไม่ต้องอาศัย 

G6PD เป็นสื่อกลาง ดังผลการทดสอบก่อนหน้าที่พบว่า DHEA สามารถยับยั้งการ migration ของ

เซลล์มะเร็งเต้านม (15, 104) มะเร็งปากมดลูก (103) และ vascular smooth muscle cells ได้ 

โดย DHEA ไปยับยั้งการยึดเกาะกับ fibronectin ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ migration ของ

เซลล์ (105) การศึกษาวิจัยนี้ยังไม่สามารถสรุปบทบาทของ G6PD ต่อการ migration ของเซลล์มะเร็ง

ปอดได้ จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติม แต่อย่างไรก็ตาม ท าให้ทราบว่า DHEA สามารถยับยั้ง cell 

migration ของมะเร็งปอดได้  
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การวัดความสามารถด้าน colony formation นั้นเป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนาเพ่ือวัดอัตราการ

รอดชีวิตของเซลล์และการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่เริ่มต้นจากเซลล์ 1 เซลล์และพัฒนาไปเป็น colony 

จากผลการทดสอบด้วย DHEA ที่สามารถลดการสร้าง colony ของเซลล์มะเร็งปอดลงได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ (p<0.01) แสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD น่าจะมีบทบาท

ส าคัญต่อการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอด  

ขณะที่การลดระดับการแสดงออกของยีน G6PD ผ่านทาง siRNA ซึ่งเป็นการยับยั้งที่ขั้นตอน

ก่อนที่ mRNA จะถูกแปลรหัสเป็นโปรตีน ท าให้ระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD และระดับการ

แสดงออกของยีน G6PD ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทั้ง NCI-H1975 และ NCI-H292 และท้ังสองช่วงเวลา 

เมื่อ siRNA สามารถยับยั้ งการแสดงออกของยีน G6PD ได้  ผู้ วิจัยจึงท าการทดสอบ cancer 

progession ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 โดยพบว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD ผ่าน 

siRNA สามารถลดการเพ่ิมจ านวนของ NCI-H292 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการ

วิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่า siRNA, shRNA ต่อ mRNA G6PD สามารถยับยั้ งการเพ่ิมจ านวนของ

เซลล์มะเร็งตับ (HepG2) (49) และเซลล์มะเร็งเต้านมได้ (14)  แต่อย่างไรก็ตามผู้วิจัยพบว่า siRNA 

ต่อ mRNA G6PD ไม่สามารถลด migration ของเซลล์ NCI-H1975 ได้  ในขณะเดียวกันผู้วิจัยไม่

สามารถทดสอบ colony formation กับ siRNA ได้ เนื่องจากวิธี colony formation นั้นต้องใช้เวลา

ในการทดสอบ 7 วัน แต่ siRNA เป็นระบบการยับยั้งการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (transcient 

translation inhibition) หรือก่อนที่เซลล์จะแบ่งตัวรอบต่อไป ดังนั้นเมื่อต้องเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 

วัน siRNA ที่ใส่เข้าไปในเซลล์ไม่สามารถที่จะเพ่ิมจ านวนตามเซลล์ที่แบ่งได้ จึงท าให้ไม่สามารถยับยั้ง

การแสดงออกของยีนได้ตามต้องการได้ หรืออาจจะต้องใส่ siRNA เพ่ิมอยู่ตลอดระยะเวลาของ

การศึกษา colony formation เพ่ือยืนยันผลของ siRNA อย่างไรก็ตามผู้วิจัยได้พยายามใช้ shRNA 

เพ่ือท าการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD อย่างถาวร (permanent translation inhibition) ใน

เซลล์มะเร็งปอดท้ังสองชนิด เพ่ือทดสอบบทบาทของ G6PD ต่อการอยู่รอดของมะเร็งปอดแล้ว พบว่า

เซลล์มะเร็งปอดมีอัตราการรอดชีวิตต่ ามาก จนไม่สามารถน ามาท าการศึกษาใดๆ ต่อได้ ชี้ให้เห็นว่า 

G6PD บทบาทส าคัญอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด 
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หากเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD และ cancer 

progression โดยใช้ DHEA และ siRNA แล้วพบว่า DHEA จะให้ผลดีในระยะยาว ขณะที่ siRNA จะ

ให้ผลดีในระยะสั้นๆ และไม่เสถียรเท่ากับ DHEA อีกทั้ง siRNA ไม่สามารถลด cell migration ของ 

NCI-H1975 ได้ รวมทั้งไม่ให้ผลต่อการศึกษา colony formation เนื่องด้วย siRNA ไม่เสถียรเท่ากับ 

DHEA 

จากการศึกษาก่อนหน้าในเซลล์มะเร็งตับ (human hepatocellular carcinoma; HepG2) 

พบว่าการลดการแสดงออกของยีน G6PD โดยใช้ shRNA ท าให้ระดับความเครียดของเซลล์ 

(oxidative stress) เพ่ิมสูงขึ้นน าไปสู่การยับยั้งการท างานของ mitogen-activated protein kinase 

phosphatase-1 (MKP-1) ซึ่งเป็นโปรตีนที่ควบคุมการส่งสัญญาณภายในเซลล์ ( intracellular 

signalling) ส าหรับการควบคุมการเพิ่มจ านวนและพัฒนาการของเซลล์ (106) นอกจากนี้ยังพบว่าการ

ยับยั้ง MKP-1 ไปมีผลต่อ cell viability ของเซลล์ไลน์มะเร็งผิวหนัง (human melanoma cell 

line; A375) (10) ได้เช่นเดียวกัน ซึ่งผลการวิจัยในครั้งนี้ประกอบกับงานวิจัยที่กล่าวมา ชี้ให้เห็นว่า

อัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่ลดลงนั้นอาจเป็นผลสืบเนื่องมาจากระดับ ROS ภายในเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น 

จากสาเหตุระดับเอนไซม์ G6PD ที่ลดลง (7) ท าให้ NADPH และระบบ anti-oxidant ภายในเซลล์

เสียสมดุล ซึ่งส่งผลกระทบต่อการส่งสัญญาณเพื่อความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งในที่สุด (รูปที่ 21) 

จากที่กล่าวมาข้างต้น ภาวะเครียดออกซิเดชั่นที่ เกิดขึ้นได้สร้างความเสียหายต่อ 

macromolecule ต่างๆ ภายในเซลล์ ท าให้ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนต่างๆ ที่เกี่ยวข้อง

กับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เช่น วัฏจักรของเซลล์ DNA methylation และการตายของเซลล์ เป็น

ต้น ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องเช่น  Bax, Bcl 2, DMNT1 และ 

DMNT3a  

การเปลี่ยนแปลงระดับ DNA methylation ที่ก่อให้เกิด genomic instability ก็มีสาเหตุมา

จาก ROS ที่เพ่ิมขึ้นในเซลล์ จากการศึกษาระดับ global DNA methylation ในเซลล์มะเร็งหลายๆ 

ชนิดพบว่า เซลล์มะเร็งมักมีระดับ DNA methylation ลดต่ าลง (hypomethylation) และมักพบ

การกลายพันธุ์ของยีน DNMT3a ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด ชี้ให้เห็นถึงความส าคัญของ DNMT3a ซึ่ง

เป็นโปรตีนที่ส าคัญต่อการเติมหมู่เมทิลให้แก่ DNA ในต าแหน่งใหม่ (de novo methyltransferase) 

การสูญเสียการท างานของ DNMT3a นั้นสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการพัฒนาไปเป็นเซลล์เนื้องอก 

(tumorigenesis) (107) จากการทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA และ siRNA ใน NCI-

H292 และ NCI-H1975 พบการเพ่ิมข้ึนของระดับการแสดงออกของ DNMT3a ซึ่งอาจน าไปสู่การเพ่ิม
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ระดับ global DNA methylation ของเซลล์มะเร็ งปอด หรือ  hypermethylation ในขณะที่  

DNMT1 นั้นมีหน้าที่ในการควบคุมการรักษาระดับ DNA methylation ภายในเซลล์เมื่อเกิดการ

สังเคราะห์ DNA สายใหม่ จากการทดลองในครั้งนี้ ผู้วิจัยไม่พบระดับการแสดงออกของ DNMT1 

เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ยกเว้น NCI-H1975 ที่ใช้ siRNA แสดงให้เห็นว่าโดยรวมแล้วระดับการ

แสดงออกของ DNMT1 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผ่านการยับยั้ง

เอนไซม์ G6PD มะเร็งปอด  

จากที่กล่าวไปข้างต้น หากเซลล์มีความเสียหายอย่างรุนแรง เซลล์จะถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการ

ตายแบบ apoptosis โดยการศึกษาในครั้งนี้ได้วัดระดับการแสดงออกของยีน Bax/Bcl-2 ซึ่งเป็นกลุ่ม

ยีนที่เกี่ยวข้องกับ apoptosis  โดยพบว่าอัตราส่วนของการแสดงออกของ Bax ต่อ Bcl-2 มีแนวโน้ม

เพ่ิมสูงขึ้น เมื่อมีการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA และ siRNA ใน NCI-H292 และ NCI-H1975 

แสดงให้เห็นถึงโอกาสที่เซลล์จะเกิด apootosis ขึ้น ทั้งนี้เซลล์ NCI-H1975 สามารถตอบสนองต่อการ

ใช้ DHEA ได้ดีกว่า NCI-292 ที่จะตอบสนองต่อ siRNA ได้มากกว่า อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้

ไม่ได้วัดระดับ ROS ที่แท้จริงที่ เกิดขึ้นภายในเซลล์ภายหลังการใส่ DHEA หรือ siRNA ผลการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องจึงใช้เป็นส่วนหนึ่งในการคาดการณ์ถึงการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่

เกิดข้ึน 

 

 

รูปที่ 21 G6PD กับการรักษาสมดุลของระดับ ROS ภายในเซลล์ (108) 
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การยับยั้งเอนไซม์ G6PD ก่อให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของการสร้าง lactate เนื่องจาก glucose 6-

phosphate ที่เกิดขึ้นไม่สามารถเข้าสู่วิถี PPP ได้ จึงถูกเปลี่ยนเป็น pyruvate และ lactate มากขึ้น

ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าเซลล์มะเร็งปอดมีความพยายามที่จะปรับวิถี metabolism ให้เซลล์

สามารถอยู่รอดได้ โดยปกติในเซลล์มะเร็ง lactate มีส่วนส าคัญในการส่งสัญญาณให้เกิดการสร้าง

ห ล อ ด เ ลื อ ด  ( angiogenesis)  ร ว ม ไ ป ถึ ง ก ด ก า ร ท า ง า น ข อ ง ร ะ บ บ ภู มิ คุ้ ม กั น  

(immunosuppression)(92-94) จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้ว่าสภาวะที่เป็นกรด สามารถยับยั้ง 

proliferation ของ T-cell และการสร้าง cytokine ของ human cytotoxic T lymphocytes ลง

ถึงร้อยละ 95 (92) นอกจากนี้สภาวะ acidic microenvironment ที่เกิดขึ้นรอบๆ เซลล์มะเร็งยัง

สามารถกระตุ้นให้เกิดความเจ็บปวด (pain) และ metastasis ของมะเร็งในผู้ป่วยโรคมะเร็งบางชนิด

อีกด้วย (95) การศึกษาในเนื้อเยื่อมะเร็งปากมดลูกจากผู้ป่วยจ านวน 34 คน พบว่าระดับ lactate มี

ความสัมพันธ์กับการแพร่กระจายของมะเร็ง (metastatic spread) โดยผู้ป่วยที่มีการแพร่กระจายตัว

ของเซลล์มะเร็งมีระดับ lactate ที่สูงกว่า (10.0 ± 2.9 µmol/g; n=20) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่

มีการแพร่กระจายตัวของมะเร็ง (6.3 ± 2.8 µmol/g; n=14) และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณ lactate กับ

อัตราการรอดชีวิตโดยรวม (overall survival) และอัตราการรอดชีวิตที่ปลอดจากโรค (disease free 

survival) ของผู้ป่วยมะเร็ง พบว่ากลุ่มท่ีมีระดับ lactate ต่ ามีอัตราการรอดชีวิตโดยรวมและอัตราการ

รอดชีวิตที่ปลอดจากโรคสูงกว่ากลุ่มที่มีระดับ lactate สูง (p=0.015 และ 0.014 ตามล าดับ) (109) 

จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่า lactate มีบทบาทที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตและหลบหลีก

ระบบภูมิคุ้มกัน แต่ไม่ได้ช่วยส่งเสริมให้เซลล์มะเร็งเพ่ิมจ านวนได้ อย่างไรก็ตามการเพ่ิมขึ้นของ 

lactate ที่มากเกินไปแม้จะท าให้เซลล์มะเร็งตาย แต่อาจส่งผลกระทบต่อเซลล์ปกติได้เช่นกัน  

การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD และการลดการแสดงออกของ G6PD mRNA นั้น

อาจให้ผลที่แตกต่างกันในแต่ละเซลล์ที่น ามาใช้ในการทดลองในครั้งนี้ เนื่องจาก NCI-H1975 มีระดับ

การท างานของเอนไซม์ G6PD เพียงร้อยละ 7.5 เมื่อเปรียบเทียบกับ NCI-H292 ซึ่งมากกว่าถึงร้อยละ 

92.5 แสดงให้เห็นว่าการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด NCI-H1975 นั้นอาจไม่ได้ขึ้นอยู่กับ G6PD 

(G6PD independent) เพียงอย่างเดียว แต่อย่างไรก็ตามการทดลองในครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่า เมื่อยับยั้ง

เอนไซม์ G6PD การเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งปอด NCI-H1975 ก็ถูกยับยั้งไปด้วยเช่นกัน แสดงให้

เห็น G6PD ยังคงมีบทบาทที่ส าคัญต่อการพัฒนาของเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC โดยพบการ

แสดงออกของ G6PD เพ่ิมขึ้นในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดชนิด NSCLC ของผู้ป่วย ซึ่งยืนยันผลการศึกษาว่า 

G6PD อาจมีความส าคัญกับการพัฒนาของเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC ซึ่งสอดคล้องไปกับการ
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ทดลอง in vitro ซึ่งศึกษาใน NCI-H1975 และ NCI-H292 ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์ของมะเร็งชนิด NSCLC 

โดยท าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดยใช้ DHEA และลดระดับการแสดงออกของ G6PD 

โดยใช้ siRNA พบว่าสามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวน การ migration และ colony formation ได้ (รูป

ที่ 22) ดังนั้น G6PD จึงอาจเป็น targeted therapy ของการรักษามะเร็งปอดชนิด NSCLC ได้ โดย

ในปี 2017 Clinical Practice Guidelines in Oncology ได้อธิบายแนวทางการรักษาผู้ป่วยมะเร็ง

ปอด (110) (รูปที่ 23) ว่าการตรวจการกลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของเซลล์มะเร็งนั้น

มีความส าคัญต่อการเลือกใช้ยารักษาผู้ป่วย เช่น deletion ของยีน Epidermal growth factor 

receptor (EGFR) ที่ exon 19 และ exon 21 โดยพบได้ร้อยละ 45 และร้อยละ 40 ของผู้ป่วย 

NSCLC ที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน EGFR ตามล าดับ โดยการกลายพันธุ์ของ EGFR ส่งผลต่อการ

ท างานของ tyrosine kinase ที่มากผิดปกติ ซึ่งผู้ป่วยจะตอบสนองต่อยาในกลุ่มที่ยับยั้งการท างาน

ของ tyrosine kinase (tyrosine kinase inhibitor; TKIs) ได้ดี เช่น gefitinib และ afatinib เป็นต้น 

(111) ส่วนการ fusion ของยีน echinoderm microtubule-associated protein-like 4 (EML4) 

และ anaplastic lymphoma kinase (ALK) พบได้ร้อยละ 2 – 7 ของผู้ป่วย NSCLC โดยตรวจได้

ด้วยเทคนิค in situ hybridization (FISH) ซึ่งผู้ป่วยในกลุ่มนี้จะตอบสนองไม่ดีต่อยากลุ่ม EGFR TKIs 

แต่มีลักษณะทางคลินิก (clinical characteristics) คล้ายกลุ่มที่มีการกลายพันธุ์ของยีน EGFR ดังนั้น

การศึกษาวิจัยนี้อาจเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนายาเพ่ือน ามารักษาผู้ป่วยมะเร็งปอดที่ไม่ตอบสนองต่อ

ยาที่มีอยู่ในปัจจุบันได้ หรือ G6PD อาจมีบทบาทในการใช้เป็น biomarker ส าหรับการแยกมะเร็ง

ปอดชนิด non small cell และ small cell อย่างไรก็ตามความสัมพันธ์ของ G6PD กับชนิดของ

มะเร็งปอดที่พบในการศึกษาครั้งนี้ยังอาจน าไปสู่การศึกษาบทบาทของเอนไซม์ G6PD ต่อการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง และกลไกที่ควบคุมการแสดงออกของ G6PD ในเซลล์มะเร็งปอดและ

มะเร็งชนิดอื่นๆ ต่อไป 
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รูปที่ 22 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์และการลดระดับการแสดงออกของ G6PD ต่อการพัฒนา
ของเซลล์มะเร็งปอด 

 

 

รูปที่ 23 แนวทางการคัดกรองและรักษาผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งปอด  (110) 
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สรุปผลการวิจัย 

 เซลล์มะเร็งปอดมีระดับการแสดงของโปรตีน G6PD สูงเมื่อเทียบกับเนื้อเยื่อปอดปกติ 
โดยเฉพาะชนิด NSCLC อีกทั้งเอนไซม์ G6PD มีบทบาทอย่างมากต่อการพัฒนาของเซลล์มะเร็งปอด
ชนิด NSCLC โดยเฉพาะการเจริญเติบโต ซึ่ง G6PD น่าจะเป็นโมเลกุลเป้าหมายที่ส าคัญส าหรับการ
รักษามะเร็งปอดชนิด NSCLC หรือที่ไม่ตอบสนองต่อยาในปัจจุบัน โดยอาจจะใช้ DHEA หรือ 
compound สังเคราะห์ที่สามารถยับยั้ง G6PD ได้โดยตรง โดยไม่มีผลกระทบต่อชีววิทยาของเซลล์
อ่ืนๆ 

ทั้งนี้งานวิจัยนี้ยังมีข้อจ ากัดหลายประการที่ควรแก้ไขเพ่ิมเติมเพ่ือให้งานวิจัยสมบูรณ์ยิ่งขึ้น 
เช่น การทดสอบการแสดงออกของโปรตีนควบคู่กับระดับ mRNA การทดสอบระดับ ROS การวัด
ระดับ DNA global methylation และการพิสูจน์หน้าที่ของเอนไซม์ G6PD ต่อการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งปอด  
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ภาคผนวก ก 

 

ALK anaplastic lymphoma kinase 

Apaf-1 apoptotic protease activating factor 1  

ATP adenosine triphosphate 

BAX BCL2 associated X 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

BID BH3 interacting-domain death agonist 

BRAF B-Raf Proto-Oncogene Serine/Threonine-Protein Kinase 

DHEA dehydroepiandrosterone 

DISC death-inducing signaling complex  

DNA deoxyribonucleic acid 

DNMT DNA methyltranferase 

EGFR epidermal growth factor receptor 

EML4 echinoderm microtubule-associated protein-like 4 

EMR energy metabolism reprogramming 

FST fluorescent spot test  

G6PD glucose 6-phosphate dehydrogenase 

GEO gene expression omnibus 

HMS hexose monophosphate shunt 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MCT monocarboxylate transporters 

MOMP mitochondrial outer membrane permeabilization 

NADP+ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NOX nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 
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NSCLC non small cell lung cancer cells 

PCR polymerase chain reaction 

PPP pentose phosphate pathway 

ROS reactive oxygen species 

SAM s-adenly methionine 

SCLC small-cell lung cancer 

Sp1 stimulatory protein 1 

SP3 stimulatory protein 3 

TCA tricarboxylic acid 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

1. ความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือยับยั้งการท างานของโปรตีน 
G6PD โดย DHEA ใน NSCLC 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือลดระดับการแสดงออกของยีน 
G6PD โดย siRNA ใน NSCLC 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

81 

 

 

 
ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

1. ข้อมูลส่วนตัว 

ชื่อ  นายพรชัย  อนันตสมบูรณ์ 

เพศ  ชาย 

วัน/เดือน/ปี 18  เมษายน  2534 

เบอร์โทรศัพท์ 092-814-3946 

E-mail Pronchai.an@gmail.com 

2. ประวัติการศึกษา 

พ.ศ. 2557 – ปัจจุบัน วุฒิการศึกษาวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต 

   สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

   แขนงวิชาเซลล์ชีววิทยาและอณูพันธุศาสตร์ของมนุษย์ 

   คณะแพทยศาสตร์  

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

พ.ศ. 2552 – 2556 วุฒิการศึกษาวิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาชีววิทยา (พันธุศาสตร์) 

   ภาควิชาพันธุศาสตร์ 

   คณะวิทยาศาสตร์ 

   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน 

3. ผลงานและทุนวิจัย 

พ.ศ. 2557 รางวัลรองชนะเลิศอันดับ 2 ในการน าเสนอผลงานประเภทโปสเตอร์
สาขา Human and Medical Research จากงานประชุมวิชาการพันธุศาสตร์แห่งชาติ ครั้งที่ 20  

                 รางวัลนิสิตผู้น าชื่อเสียงแก่คณะแพทย์จุฬาฯ 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	บทที่ 1  บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	1.2 คำถามของการวิจัย
	1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	1.4 สมมติฐาน
	1.5 คำสำคัญ
	1.6 รูปแบบการวิจัย
	1.7 คำจำกัดความที่ใช้ในงานวิจัย
	1.8 กรอบแนวคิดการวิจัย
	1.9 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับการวิจัย

	บทที่ 2  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1  ลักษณะจำเพาะของเซลล์มะเร็ง: การเปลี่ยนแปลงวิถีเมตาบอลิซึมสำหรับการสร้างพลังงาน (The Hallmarks of Cancer : Energy metabolism reprogramming (EMR))
	2.2 มะเร็งปอด (lung cancer)
	2.3 เอนไซม์ กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (Glucose 6-phosphate dehydrogenase; G6PD)
	2.4 ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD (G6PD Deficiency)
	2.5 การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD
	2.6 ความสัมพันธ์ระหว่างเอนไซม์ G6PD และมะเร็ง
	2.6.1 การควบคุมการทำงานของเอนไซม์ G6PD และโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
	2.6.2 การศึกษาเอนไซม์ G6PD ในผู้ป่วยมะเร็ง
	2.6.3 การศึกษาเอนไซม์ G6PD ของเซลล์มะเร็งในระบบ in vitro

	2.7 ดีไฮโดรอิพิแอนโดรสเทอโรน (Dehydroepiandrosterone; DHEA)
	2.8 ภาวะเครียดออกซิเดชั่น (Oxidative stress)
	2.9 ภาวะการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis)
	2.10 การเกิดดีเอ็นเอเมทิวเลชั่นและมะเร็ง (DNA methylation and cancer)
	2.10.1 DNA methylation และกลไกการควบคุม
	2.10.2 ความสัมพันธ์ของ DNA methylation กับเซลล์มะเร็ง

	2.11 Lactate กับเซลล์มะเร็ง

	บทที่ 3  วิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 การออกแบบงานวิจัย
	3.2 การย้อมโปรตีน G6PD ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วยวิธี immunohistochemistry
	3.2.1 ขั้นตอนการกำจัดพาราฟีน
	3.2.2 ขั้นตอนการย้อม Hematoxylin และ Eosin
	3.2.3 ขั้นตอนการย้อมด้วยเทคนิค immunohistochemistry

	3.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์
	3.4 การเก็บรักษาเพลเลต (pellet) เพื่อนำมาใช้ในการทดลอง
	3.5 การวัดระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD
	3.6 การทดสอบความเป็นพิษและความสามารถในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดของ DHEA
	3.7 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการทำงานของโปรตีน G6PD โดย DHEA
	3.8 การทดสอบความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดเมื่อลดการแสดงออกของ G6PD โดยใช้ siRNA
	3.9 การทดสอบความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอด
	3.10 การวัดระดับแลคเตท (lactate)
	3.10.1 ขั้นเตรียม master mix และ blank sample
	3.10.2 ขั้นตอนการคำนวณระดับแลคเตท

	3.11 การสกัดและวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด
	3.13 การสกัดอาร์เอนเอ (RNA)
	3.14 การสังเคราะห์ cDNA
	3.15 การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการแบ่งเซลล์ การตายของเซลล์ apoptosis และการเกิด DNA methylation ด้วยเทคนิค Real-time PCR
	3.16 การเก็บข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูล

	บทที่ 4  ผลการทดลอง
	4.1 การย้อมโปรตีน G6PD ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วยวิธี immunohistochemistry และลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย
	4.2 ระดับการทำงานของเอนไซม์ G6PD ในแต่ละชนิดของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง
	4.3 ผลการยับยั้งการทำงานของโปรตีน G6PD
	4.3.1 ความเป็นพิษของตัวทำละลาย DHEA และอัตราการเพิ่มจำนวนของเซลล์
	4.3.2 การยับยั้งการทำงานของโปรตีน G6PD โดย DHEA
	4.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของ siRNA ต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD
	4.3.4 การยับยั้งการทำงานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และ siRNA

	4.4 การยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดโดย DHEA และ siRNA
	4.5 ความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเมื่อยับยั้งการทำงานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และเมื่อลดการแสดงออกของ G6PD โดยใช้ siRNA
	4.6 ความสามารถในการสร้างโคโลนี (colony formation)
	4.7 การวัดระดับ lactate
	4.8 ระดับการแสดงออกของยีน
	4.8.1 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis
	4.8.2 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ DNA methylation


	บทที่ 5  อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ภาคผนวก ก
	ภาคผนวก ข

	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

