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บทคัดย่อ 

 โรคมะเร็งตับ เปนโรคมะเร็งที่มีความสำคัญและพบไดในประชากรทั่วโลก ซึ่งแนวทางในการรักษา

โรคมะเร็งตับในปจจุบันดวยการผาตัด การฉายรังสี และเคมีบำบัด ยังมีประสิทธิภาพไมดีเทาที่ควร ในปจจุบัน

จึงมีการพัฒนาการรักษาแบบมุงเปา (targeted therapy) โดยใชสารที่สามารถยับยั้งกระบวนการสงสัญญาณ

ระหวางเซลลอยางจำเพาะ เพ่ือขัดขวางการเจริญและการรุกลามของเซลลมะเร็ง ซึ่งไดมีการศึกษาพบวาการสง

สัญญาณในวิถีสัญญาณ Notch ที่มากผิดปกติมีความเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งหลายชนิดรวมถึงมะเร็งตับดวย 

วิถีสัญญาณ Notch มีความเกี่ยวของกับการเพิ่มจำนวน คุณสมบัติความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็ง และการ

แพรกระจายของเซลลมะเร็ง โดยมีเอนไซมสำคัญในการกระตุนการสงสัญญาณ คือ แกมมาซีครีเตส (γ-

secretase) ซึ่งในปจจุบันไดมีการคิดคนสารยับยั้งแกมมาซีครีเตส (γ-secretase inhibitor; GSI) เพื่อยับยั้ง

การสงสัญญาณในวิถีสัญญาณ Notch งานวิจัยนึ้จึงศึกษาผลของ GSI 3 ชนิดในเชิงเปรียบเทียบ คือ GSI-XVI, 

GSI-IX และ Crenigacestat ตอการอยูรอดและสมบัติการเปนเซลลตนกำเนิดของเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 

พบวา GSI-XVI และ GSI-IX ที่ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร ทำใหเซลลมะเร็งตับมีชีวิตรอดเฉลี่ยที่ 57.41 % 

และ 63.49 % ตามลำดับ และ Crenigacestat ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร ทำใหเซลลมะเร็งตับมีชีวิตรอด

เฉลี่ยที่ 72.93 % ในการเลี้ยงเซลลแบบสองมิติ โดย GSI-XVI สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Notch1, 2 

และ 3 อยางมีนัยสำคัญ GSI-IX ลดการแสดงออกไดเพียงโปรตีน Notch3 และ Crenigacestat ลดการ

แสดงออกโปรตีน Notch1 ได นอกจากนี้ มีเพียง GSI-XVI และ Crenigacestat ที่ลดการอยูรอดของเซลลใน

การเลี้ยงแบบ spheroid ได และ GSI-XVI และ GSI-IX สามารถลดระดับการแสดงออกของยีน hes1 และ 

hey1 ซึ่งเปนยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch และลดระดับการแสดงออกของยีน Oct4 ซึ่งเปนยีนที่

เกี่ยวของกับคุณสมบัติความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็งได ซึ่งการศึกษาเพ่ิมเติมโดยใชเซลลไลนมะเร็งตับชนิดอ่ืน

โดยการเลี้ยงเซลลแบบสามมิติ หรือการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ดวยวิธีอ่ืนอาจนำไปสูการพัฒนาแนวทางการ

รักษาโรคมะเร็งตับที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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Abstract 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancers worldwide. Because of 

the ineffectiveness of the current treatments for HCC such as surgery, radiotherapy and 

chemotherapy, targeted therapy is currently development using compounds to inhibit cellular 

signaling that is involved in HCC development and metastasis. Previous studies showed that 

aberrant signaling in Notch signaling pathway is involved in the development of several 

cancers, including HCC. Notch signaling pathway regulates proliferation, cancer stemness and 

invasiveness of cancer cells. It has a key enzyme to activate the signaling pathway called γ-

secretase. Currently, many γ-secretase inhibitors (GSIs) have been developed to inhibit Notch 

signaling via inhibiting γ-secretase. The objectives of this study are to compare the effect of 3 

GSIs, including GSI-XVI, GSI-IX, and Crenigacestat, on viability and cancer stemness using liver 

cancer cell lines, HepG2. In 2D culture, 50 µM GSI-XVI and GSI-IX inhibit HepG2 viability to 

57.41 % and 63.49 % respectively, and 1 µM Crenigacestat inhibited HepG2 viability to 72.93%. 

GSI-XVI also significantly inhibited Notch1, Notch2, and Notch3 protein expression, while GSI-

IX inhibited Notch3 expression and Crenigacestat inhibited Notch1 expression. GSI-XVI and 

Crenigacestat inhibited viability of HepG2 in spheroid culture. GSI-XVI and GSI-IX inhibited hes1 

and hey1, which are the Notch target genes, and Oct4, a cancer stemness-related gene. Further 

study using other liver cancer cell lines with 3D culturing technique or inhibiting Notch signaling 

pathway using other methods may provide the evidence for the novel effective therapeutic 

options for the treatment of hepatocellular carcinoma. 

 

 



 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณฉบับนี้สำเร็จไปดวยดีเนื่องจากความกรุณาของ

ศาสตราจารย ดร. ธนาภัทร ปาลกะ อาจารยที่ปรึกษา ผูที่ใหความรู คำปรึกษา ขอแนะนำตาง ๆ ซึ่งเปน

ประโยชนอยางสูง รวมถึงคำสั่งสอนและคำแนะนำในการนำเสนอและวิธีการการถามตอบคำถาม และยังชวย

ปรับปรุงแกไขโครงการวิจัยมาตลอดจนสำเร็จลุลวงไปดวยดี ผูวิจัยรูสึกซาบซึ้งและขอกราบขอบพระคุณเปน

อยางสูงไว ณ ที่นี้ 

ขอกราบขอบพระคุณอาจารยภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุก

ทานที่ไดถายทอดความรู คำแนะนำ และใหคำปรึกษาที่เปนประโยชนตอโครงการและตัวผูวิจัย  

ขอกราบขอบพระคุณเจาหนาที ่ประจำภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จ ุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัยทุกทานท่ีไดใหคำปรึกษาและความชวยเหลือดานอุปกรณ เครื่องมือ และสารเคมีท่ีใชในงานวิจัยนี้  

ขอขอบคุณทุนโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ จากงบประมาณภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

ขอกราบขอบพระคุณพ่ี ๆ นักวิจัยประจำหองวิจัย 2015 คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ทุกทานที่สอนและใหความรูและคำแนะนำเกี่ยวกับเทคนิคเบื้องตนในการปฏิบัติงาน การใหความชวยเหลือใน

ดานตาง ๆ รวมถึงการใหคำปรึกษาและขอคิดตาง ๆ ตั้งแตเริ่มดำเนินการวิจัยจนเสร็จสิ้น  

สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ครอบครัว เพื่อน ๆ รุนพี่และรุนนองที่คอยเปนกำลังใจ

และแรงผลักดัน รวมถึงใหการสนับสนุนแกผูวิจัยเสมอมาตลอดจนสิ้นสุดโครงการ  

 

ภูมินทร สินธารา  



 
 

สารบัญ 

เรื่อง                    หนา

  

บทนำ            1 

วัตถุประสงคของโครงการ          6 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ         6 

อุปกรณที่ใชและเคมีภัณฑ          7 

วิธีดำเนินการทดลอง          11 

ผลการทดลอง           17 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง         26 

ภาคผนวก           29 

เอกสารอางอิง           30 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

บทที่ 1 

บทนำ 

อุบัติการณและการรักษามะเร็งตับในปจจุบัน 

 โรคมะเร็งตับ เปนโรคที่มีความสำคัญและพบไดในประชากรทั่วโลก โดยจากสถิติของสำนักงานกองทุน

วิจัยมะเร็งโลก (The World Cancer Research Fund : WCRF) พบวามะเร็งตับเปนมะเร็งที่พบมากเปน

อันดับที่ 5 ในเพศชายและอันดับที่ 9 ในเพศหญิง โดยในพ.ศ. 2561 พบวามีจำนวนผูปวยมะเร็งตับรายใหม

เพิ่มขึ้นกวา 840,000 รายทั่วโลก (1) และประเทศไทยเปนประเทศที่พบผูปวยมะเร็งตับมากที่สุดเปนอันดับที่ 

8 ของโลก ซึ่งในพ.ศ. 2560 พบโรคมะเร็งตับในประเทศไทยมากที่สุดเปนอันดับ 2 รองจากมะเร็งเตานม  (2) 

(ภาพที ่  1.1) และจากสถิต ิของ American Cancer Society (ACS) ที ่ใช ข อม ูลจากฐานข อม ูล SEER 

(Surveillance, Epidemiology, and End Results) ตั้งแตพ.ศ. 2551 ถึง 2557 ซึ่งแบงกลุมผูปวยมะเร็งเปน 

3 ระยะคือ เฉพาะที่ (ไมมีการแพรกระจายของมะเร็งออกจากตับ) ในบริเวณใกลเคียง (มีการแพรกระจายของ

มะเร็งไปยังบริเวณหรือตอมน้ำเหลืองใกล ๆ) และ บริเวณหางไกล (มีการแพรกระจายของมะเร็งไปสูอวัยวะอ่ืน

ที่อยูไกลจากตับ เชน ปอด) พบวาอัตราการมีชีวิตรอดภายใน 5 ปของผูปวยมะเร็งตับคิดเปน 18% ของผูปวย

มะเร็งตับทั้งหมด เมื่อพิจารณาผูปวยในแตละระยะ พบวาอัตราการมีชีวิตรอดภายใน 5 ปของผูปวยคิดเปน 

31% ในระยะเฉพาะที่ (localized), 11% ในบริเวณใกลเคียง (regional) และ 2% ในบริเวณหางไกล 

(distant) (3) (ตารางที่ 1.1) ซึ่งโดยปกติแลว หากผูปวยเขารับการผาตัดเพื่อกำจัดกอนมะเร็งออกแลว อัตรา

การมีชีวิตรอดภายใน 5 ปของผูปวยก็จะเพ่ิมสูงขึ้น 

โรคมะเร็งตับสามารถเกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดบีและซีแบบเรื้อรัง 

ภาวะตับแข็งทั้งที่เกิดจากการดื่มแอลกอฮอลหรือการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ การไดรับสารพิษอะฟลาท็อกซิน 

โรคทางพันธุกรรมและเมตาบอลิกตาง ๆ เชน โรคเบาหวาน ทำใหมีไขมันเกาะที่ตับและเกิดเปนภาวะตับแข็ง

และกลายเปนมะเร็งตับในที่สุด สำหรับแนวทางการรักษามะเร็งตับมีหลายทางขึ้นกับสภาวะความรุนแรงของ

โรค ระยะของโรค และการแพรกระจายของมะเร็ง โดยวิธีการรักษาอาจประกอบดวยการใหยา การผาตัด การ

ปลูกถายตับ การรักษาดวยเคมีบำบัด การรักษาดวยภูมิคุมกันบำบัดและการใชรังสีรักษา ซึ่งในผูปวยแตละราย

จะมีลักษณะของมะเร็งและสภาพรางกายแตกตางกันไป ทำใหการรักษาในผูปวยแตละรายไมเหมือนกัน แพทย

จึงตองพิจารณาวิธีการรักษาที่เหมาะสมที่สุดใหกับผูปวย โดยยาที่ใชในการรักษาโรคมะเร็งตับในปจจุบันที่

ไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยา (Food and Drug Administration : FDA) มีหลายชนิด เชน 

sorafenib (Nexavar), lenvatinib (Lenvima), regorafenib (Stivarga), cabozantinib (Cabometyx) หรือ

ยาที่ใชในการรักษาดวยภูมิคุมกันบำบัด เชน nivolumab (Opdivo) และ pembrolizumab (Keytruda) เปน

ตน ซึ่งในปจจุบันมีการพัฒนายาใหม ๆ ที่มีเปาหมายในการออกฤทธิ์แตกตางกัน เพ่ือใหการรักษาโรคมะเร็งตับ

มีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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ภาพที่ 1.1 สถิติจำนวนผูปวยรายมะเร็งรายใหมในประเทศไทย พ.ศ. 2560 (2) 

 

การแพร่กระจาย อัตราการมีชีวิตรอดภายใน 5 ปี 

เฉพาะที่ (localized) 31% 

บริเวณใกลเคียง (regional) 11% 

บริเวณหางไกล (distant) 2% 

ทุกระยะ 18% 

 

ตารางที่ 1.1 อัตราการมีชีวิตรอดภายใน 5 ปของผูปวยมะเร็งตับระยะตาง ๆ ระหวางค.ศ. 2008 - 2014 (3) 

 

วิถีสัญญาณ Notch 

 วิถีสัญญาณ Notch เปนวิถีสัญญาณสำคัญที่ควบคุมการเพิ่มจำนวน (proliferation) การเปลี่ยน

สภาพเพื ่อทำหนาที ่ เฉพาะ (differentiation) และการตายของเซลล  (cell death) ในสัตว หลายเซลล 

(metazoan) ทุกชนิด (4) Notch คือกลุมโปรตีนที่เปนตัวรับสัญญาณท่ีแสดงออกอยูบนผิวเซลลซึ่งในสัตวเลี้ยง

ลูกดวยนมจะมี 4 ชนิด คือ Notch1, Notch2, Notch3, และ Notch4 (5) โดยโปรตีน Notch จะสามารถจับ

กับลิแกนด (ligand) 5 ชนิดประกอบดวย Jagged-1, 2 และ Delta-like (DLL) 1, 3, 4 โดยวิถีสัญญาณ 

Notch จะเริ ่มตนขึ้นเมื่อ Notch จับกับลิแกนดซึ ่งแสดงออกอยูบนเซลลขางเคียง จากนั้นตัวรับสัญญาณ 

Notch จะถูกยอยดวยเอนไซมแกมมาซีครีเตส (γ-secretase) การยอยโปรตีนจะยอยโดยใชตำแหนง S2, S3 
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และ S4 ของเอนไซม (6, 7) ทำให Notch intracellular domain (NICD) หลุดออกจากบริเวณผิวเซลลและ

ถูกสงตอไปยังนิวเคลียสและเกิดเปน Notch transcriptional complex (ภาพที่ 1.2) ทำใหเกิดการแสดงออก

ของยีนเปาหมาย เชน hairy/enhancer of split-1 (hes1) (8) ซึ ่งเปน basic helix-loop-helix (bHLH) 

transcriptional regulator ใหมีการถอดรหัสและแปลรหัสในยีนเปาหมาย สงผลใหเซลลมีการแบงตัวเพ่ือเพ่ิม

จำนวนตอไป (9) ซึ่งในมะเร็งหลายชนิดรวมถึงมะเร็งตับ พบการกระตุนใหมีการสงสัญญาณในวิถีสัญญาณ 

Notch ที่มากผิดปกติ นอกจากนี้ วิถีสัญญาณ Notch ยังมีความเกี่ยวของกับคุณสมบัติความเปนเซลลตน

กำเนิดมะเร็ง (cancer stem cell, CSC) (10) ซึ่ง CSC มีคุณสมบัติที่สำคัญคือสามารถแบงตัวเพื่อเพิ่มจำนวน

ไดอยางตอเนื ่อง (11) ซึ ่งจะนำไปสูการรุกราน (invasiveness) และการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง 

(metastasis) การดื้อยาของเซลลมะเร็ง และการกลับมาเปนซ้ำ (recurrence) (12) ทำใหการรักษามะเร็งใน

ปจจุบันดวยวิธีเคมีบำบัดยังไมไดผลดีเทาที่ควร ดังนั้น วิถีสัญญาณ Notch จึงเปนเปาหมายที่ดีสำหรับการใช

ในการรักษาโรคมะเร็งตับและมะเร็งอื่น ๆ อีกหลายชนิด (13) 

 

 

ภาพที่ 1.2 วิถีวัญญาณ Notch 

การยอยโปรตีน Notch ดวยเอนไซมแกมมาซีครีเตสเพ่ือเหนี่ยวนำการสงสัญญาณของวิถีสัญญาณ Notch (14) 
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สารยับยั้งแกมมาซีครีเตส (γ-secretase inhibitor; GSI) 

 แกมมาซีครีเตส (γ-secretase) เปนเอนไซมประเภท protease ที่แทรกตัวอยู ในเยื ่อหุ มเซลล  

ประกอบขึ ้นจาก 4 หนวยยอยไดแก presenilins (PSEN1 และ PSEN2), nicastrin, anterior, pharynx 

defective homolog 1 (aph-1) และ presenilin enhancer 2 (pen-2) มีหนาที ่หลักในการยอยโปรตีน

หลากหลายชนิด เชน APP, APP-like proteins (APLPs), E-Cadherin และ Notch เปนตน ซึ่งในการเกิด

โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease)  พบวาการทำงานที่ผิดปกติของเอนไซมชนิดนี้ในการยอยโปรตีน APP 

ทำใหเกิดการสะสมของ Amyloid-β-peptide ในเนื้อเยื่อสมอง ทำใหเกิดเปนโรคอัลไซเมอรในที่สุด (15) จึง

ไดมีการคิดคน GSI เพื่อยับยั้งการทำงานของเอนไซมแกมมาซีครีเตส ซึ่งนอกจากจะใชในการรักษาโรคอัลไซ

เมอรแลว GSI บางชนิดสามารถกดการสงสัญญาณในวิถีสัญญาณ Notch ไดเชนกัน ทำใหในปจจุบันเริ่มมีการ

นำ GSI มาศึกษาในการรักษาโรคมะเร็งตาง ๆ รวมถึงมะเร็งตับมากขึ้น (16-18) โดยกระบวนการยับยั้งอาจเกิด

จากการที่ GSI ไปจับกับหนวยยอยตาง ๆ ของเอนไซมแกมมาซีครีเตส โดยจากการศึกษาพบวาหนวยยอยที่

เปนเปาหมายในการทำงานของ GSI สวนใหญ คือ PSEN1 และ PSEN2 (19) แตมีรายงานวา GSI แตละชนิดมี

ฤทธิ์ตอโปรตีนซับสเตรตที่ตางกัน (20) ซึ่งในงานวิจัยนี้จะใช GSI 3 ชนิดไดแก GSI-XVI  (DAPM, N-[N-3,5-

Difluorophenacetyl]-L-alanyl-S-phenylglycine Methyl Ester) ซึ่งสามารถยับยั้งเอนไซมแกมมาซีครีเตส

ในการผล ิ ต  Aβ40 (21) (ภาพท ี ่  1 . 3 ), GSI-IX (DAPT, N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)- L -alanyl]-S-

phenylglycine t-butyl ester) ซึ่งจะยับยั้งเอนไซมแกมมาซีครีเตสในการผลิตโปรตีน Aβ (22) (ภาพที่ 1.4) 

และ Crenigacestat (LY3039478) ซึ ่งสามารถยับยั ้งการยอย Notch-1 intracellular domain (N1ICD) 

(23) (ภาพที่ 1.5) โดยขอมูลจาก clinicaltrials.gov ยังไมพบการทดลองทางคลินิกในผูปวยโรคมะเร็งของ GSI-

IX และ GSI-XVI แตพบการทดลองทางคลินิกในระยะที่ 1 (Phase 1) ของ Crenigacestat กับโรคมะเร็งหลาย

ชนิด เชน T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL), มะเร็งเตานม, มะเร็งลำไสใหญ เปนตน แตยัง

ไมมีการทดลองในผูปวยโรคมะเร็งตับ  

  

ภาพที่ 1.3 สูตรโครงสรางของ GSI-XVI (สูตรโมเลกุล C20H20F2N2O4 MW = 390.4) 
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ภาพที่ 1.4 สูตรโครงสรางของ GSI-IX (สูตรโมเลกุล C23H26F2N2O4 MW = 432.46) 

 

 

ภาพที่ 1.5 สูตรโครงสรางของ Crenigacestat (สูตรโมเลกุล C22H23F3N4O4 MW = 464.44) 

 

ปญหาที่พบในการใช GSI เพื่อรักษามะเร็ง 

ในปจจุบันการใช GSI เพื่อรักษามะเร็งยังไมสามารถนำไปใชไดจริงเนื่องจากแกมมาซีครีเตสเปน

เอนไซมที่มีซับสเตรตหลายชนิดที่มีการแสดงออกในเซลลปกติ (24) ทำใหเมื่อถูกยับยั้งไปอาจเกิดการทำงานที่

ผิดปกติของเซลลปกติที่ไมใชเซลลมะเร็งได นอกจากนี้ การใช GSI จะยับยั้งแกมมาซีครีเตสโดยไมไดออกฤทธิ์

อยางจำเพาะกับเซลลมะเร็งเทานั้น จึงอาจเกิดความเปนพิษตอเซลลอ่ืน ๆ ในรางกายได (18) นอกจากนี้ กลไก

การทำงานทั้งหมดของ GSI และผลของ GSI ตอการสรางเสนเลือดใหมเพื่อหลอเลี้ยงมะเร็งที่ยังคงไมทราบแน

ชัด รวมไปถึงผลของการยับยั้ง Notch ดวย GSI ที่อาจทำใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลบางชนิด เชน เซลล

ผิวหนัง ทำใหเกิดเปนมะเร็งชนิดอื่น ๆ ได (19) ทำใหยังไมสามารถนำ GSI มาใชในการรักษามะเร็งไดจริง จึง

ยังตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือแกไขขอจำกัดเหลานี้ 
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การเลี้ยงเซลลมะเร็งตับแบบสองมิติและสามมิติ 

 การเพาะเลี้ยงเซลลเปนหนึ่งในสวนสำคัญที่ทำใหงานวิจัยสามารถดำเนินตอไปได ซึ่งการศึกษาโดยใช

เซลลไลนมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro) สวนมากจะใชการเพาะเลี้ยงแบบสองมิติเปนหลัก โดยสำหรับเซลล

ไลนมะเร็งที่สามารถยึดเกาะได เซลลจะเจริญเปนชั้นเดียว (monolayer) และแผขยายออกจนเต็มพื้นที่ของ

ภาชนะท่ีใชในการเพาะเลี้ยง เชน จานเลี้ยง หรือขวดเพาะเลี้ยงเซลล เปนตน (25) การเลี้ยงเซลลมะเร็งดวยวิธี

นี้มีขอดีคือไมซับซอน และมีคาใชจายนอย แตการเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งแบบ 2 มิติยังคงมีขอจำกัดในหลาย ๆ 

ดาน ทั้งการไมสามารถเลียนแบบโครงสรางและสภาวะธรรมชาติของกอนมะเร็ง รวมไปถึงปฏิสัมพันธระหวาง

เซลล และปฏิสัมพันธระหวางเซลลกับสิ่งแวดลอม ซึ่งจะสงผลใหการทำงานของเซลล การเปลี่ยนสภาพเพ่ือทำ

หนาที่เฉพาะ การเพิ่มจำนวน การแสดงออกของยีนและโปรตีน รวมไปถึงการตอบสนองตอสิ่งกระตุนหรือยา

ตาง ๆ เปลี่ยนแปลงไป (26) ดังนั้น จึงมีการคิดคนวิธีเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งที่สามารถเลียนแบบสภาวะการ

เจริญในรางกายของกอนมะเร็งได เชน การเพาะเลี้ยงเซลลสามมิติ เปนตน ซึ่งการเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งแบบ

สามมิติในอดีตนั้น เริ่มตนจากเลี้ยงในวุนออน (soft agar) และมีการพัฒนาตอมาจนในปจจุบันสามารถแบงได

เปน 3 รูปแบบคือ 1.) เลี้ยงในจานเลี้ยงที่เคลือบสารปองกันการยึดเกาะ 2.) เลี้ยงในอาหารที่มีลักษณะคลาย

เจล และ 3.) เลี้ยงโดยมีโครง (scaffold) ชวยพยุง (26) โดยในงานวิจัยนี้จะใชการเลี้ยงในจานที่เคลือบสาร

ปองกันการยึดเกาะ เนื่องจากมีขอดีคือไมซับซอน ใชเวลานอย และสามารถแยกเซลลออกจากอาหารมาทำการ

ทดลองตอไปไดงาย 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือเปรียบเทียบผลของ GSI ชนิดตาง ๆ ตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งตับ 

2. เพื่อศึกษาผลของ GSI ชนิดตาง ๆ ตอการแสดงออกของโปรตีนและยีนที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณ 

Notch และสมบัติการเปนเซลลมะเร็งตนกำเนิดของเซลลไลนมะเร็งตับ 

 

ประโยชนที่คาดว่าจะไดรับ 

 รูความแตกตางของฤทธิ์ของ GSI ตอการอยูรอดของเซลลมะเร็งตับและการแสดงออกของโปรตีนและ

ยีนที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณ Notch และคุณสมบัติความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็งของเซลลมะเร็งตับ 
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บทที ่2 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

1. หลอดไมโครเซ็นทริฟวจ ทิวป (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลลิิตร (Axygen, USA) 

2. หลอด falcon ขนาด 15, 50 มิลลิลิตร 

3. ถาดเลี้ยงเซลล 96 และ 24 หลุม 

4. Ultra-Low Attachment 96-, 6-well plate (Corning Inc., USA) 

5. ปเปตทิป (pipette tips) ขนาด 0.5-10, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

6. ไมโครปเปต ขนาด 2, 20, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

7. จานเพาะเชื้อ 

8. เครื่องชั่งสาร รุน L2220 P (Scientific promotion) 

9. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 (Tomy, Japan) 

10. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) รุน BV-124 (ISSCO) 

11. ตูเย็น (refrigerator) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (MITSUBISHI, Japan) 

12. ตูแชจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (SHARP, Japan) 

13. ตูแชจุดเยือกแข็งต่ำ (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

14. เครื่องทำน้ำแข็ง รุน OF 146 (Newton, Thailand) 

15. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G560E (Scientific industries, USA) 

16. หลอด cryovial (SPL Life Sciences, Korea) 

17. ฮีโมไซโตมิเตอร บริษัท ISOLAB Laborgerate GmbH, Germany 

18. ที่วางหลอดทดลอง (test tube rack) 

19. เครื่องอานไมโครเพลท รุน Anthos 2010 (Biochrom Ltd, England) 

20. เครื่องอานไมโครเพลท รุน Varioskan Flash Multimode (Thermo Fisher Scientific, USA) 
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21. เครื่องชั่งรุน PG6002–S และ AG285 (Mettler Toledo, Switzerland) 

22. อางควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

23. กลองจุลทรรศน บริษัท OLYMPUS CKX3–SLP (OLYMPUS, Japan) 

24. ขวดเลี้ยงเซลลที่มีฝาปดตัวกรองขนาด 25 ซม² (Nunc Thermo Fisher Scientific, USA) 

25. ตูบมเซลลที่มีการใหแกสคารบอนไดออกไซด (Carbon dioxide incubator) รุน 311 (Thermo 

Electron Corporation, USA) 

26. ชุดเครื่องมือทำ agarose gel electrophoresis 

27. ชุดเครื่องมือทำ SDS-PAGE 

28. ชุดเครื่องมือทำ semi-dry electrophoretic transfer 

29. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane  

30. เครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA 

31. อุปกรณถายภาพ Chemiluminescence (Uvitec Ltd, UK) 

32. อุปกรณถายภาพ Gel documentation (Uvitec Ltd, UK) 

33. ทิปปลอด RNase (RNase-free tip) ปริมาตร 2, 20, 200 ไมโครลิตร 

34. หลอด PCR (PCR tube) 

35. เครื่องเขยา (shaker) 

36. Heat block 

 

เคมีภัณฑ 

1. Dulbecco's Modified Eagle's Medium-High glucose medium (DMEM) (Hyclone, USA) 

2. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA)  

3. Trypsin–EDTA (Gibco, USA) 

4. Gentamycin (Gibco, USA) 
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5. Sodium pyruvate (Hyclone, USA) 

6. HEPES (Hyclone, USA) 

7. Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) 

8. MTT reagent (Sigma-Aldrich, USA) 

9. ATPlite 1 step substrate solution (PerkinElmer Inc., USA) 

10. Ethanol 

11. GSI-IX (Merck, Germany) 

12. GSI-XVI (Merck, Germany) 

13. Crenigacestat 

14. Trizol reagent (Life Technologies, USA) 

15. DEPC 

16. Hypure water 

17. Random hexamer 

18. 5x Reverse transcriptase buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) 

19. dNTP mix  (Thermo Fisher Scientific, USA) 

20. Reverse transcriptase  

21. RNase inhibitor 

22. Chloroform 

23. Isopropanol (Merck, Germany) 

24. Agarose 

25. RIPA buffer 

26. Protease inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 



10 
 

27. Phosphatase inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 

28. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

29. Tris buffer 

30. Acrylamide (Bio-Rad Laboratories, USA) 

31. TEMED (Bio-Rad Laboratories, USA) 

32. Ammonium persulfate 

33. β-mercapto-ethanol (Sigma-Aldrich, USA) 

34. Absolute methanol (Merck, Germany) 

35. BCA protein assay 

36. Trypan blue (Gibco, USA) 

37. Rabbit anti-Notch1 (Cell Signaling Technology, USA) 

38. Rabbit anti-Notch2 (Cell Signaling Technology, USA) 

39. Rabbit anti-Notch3 (Cell Signaling Technology, USA) 

40. Anti-rabbit IgG-HRP (Cell Signaling Technology, USA) 

41. Mouse anti-actin (Merck, Germany) 

42. Sheep anti-mouse IgG-HRP (GE Healthcare, USA) 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

วิธีดำเนินการทดลอง 

1. GSI และเซลลมะเร็งตับ 

GSI ที่ ใช ในการศ ึกษาประกอบด วย 3 ชน ิดค ือ GSI-XVI (Merck, Germany), GSI-IX (Merck, 

Germany) และ Crenigacestat () เพื่อศึกษาการยับยั้งการทำงานของแกมมาซีครีเตส โดยใชเซลลไลนมะเร็ง

ตับ HepG2  (ATCC® HB-8065™) ซึ่งเปนเซลลไลนมะเร็งตับชนิด Hepatocellular carcinoma ที่ไมมีจีโนม

ของไวรัสตับอักเสบชนิดบี (HBV) 

 

2. การเลี้ยงเซลลมะเร็งตับ 

2.1 การเลี้ยงเซลลมะเร็งตับแบบ 2 มิติ (monolayer) 

เลี ้ยงเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2  (ATCC® HB-8065™) ในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) ทีม่ี 10% Fetal Bovine Serum(FBS), 1% Gentamycin, 1% HEPES และ 1% Sodium 

pyruvate  ในภาชนะ T25 Flask ที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที ่มีคารบอนไดออกไซด 5 

เปอรเซ็นต 

2.2 การเลี้ยงเซลลมะเร็งตับแบบสามมิติในรูป spheroid 

 เลี้ยงเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2  (ATCC® HB-8065™) จำนวน 2 x 105 เซลลตออาหาร 2 มิลลิลิตร 

(27) ในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ที ่ม ี 10% Fetal Bovine Serum(FBS), 

1% Gentamycin, 1% HEPES และ 1% Sodium pyruvate ในภาชนะ 6-well Ultra-low attachment 

plate (Corning Inc., USA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นตเปน

เวลา 72 ชั่วโมง 

 

3. ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับดวย MTT assay 

วัดการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับ HepG2 ที่เลี ้ยงแบบ monolayer ดวย MTT assay โดยนับ

จำนวนเซลล HepG2 104 เซลลตออาหารปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate นำไปบมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง เติม GSI แตละชนิดที่

ความเขมขนตาง ๆ (0.5, 1.58, 5, 15.8 และ 50 µM สำหรับ GSI-IX, GSI-XVI และ 0.01, 0.032, 0.1, 0.32 

และ 1 สำหรับ Crenigacestat) โดยใชเซลลที่ให DMSO เปนชุดควบคุม บมในสภาวะเดิมเปนเวลา 24 และ 

72 ชั่วโมง เติม 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5 mg/ml) ลง
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ไป 10 µl ตอหลุม และบมอีก 4 ชั่วโมง ละลายตะกอน  formazan ที่เกิดขึ้นใน DMSO 200 ไมโครลิตร และ

นำไปวัดการดูดกลืนแสงดวย MULTISKAN FC microplate reader (Thermo Fisher scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA)  ที ่ความยาวคลื ่น 540 nm โดยใชอาหาร DMEM เปลาเปน blank และนำไป

คำนวณหา % cell viability ดวยสูตร 

% cell viability = ((Asample – Ablank) / (Acontrol – Ablank)) x 100 

โดย A คือคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่น 540 nm 

 

4. ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับท่ีเลี้ยงแบบสามมิติดวย ATP assay 

วัดการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับ HepG2 ที่เลี ้ยงแบบสามมิติ โดยนับจำนวนเซลล HepG2 

200,000 เซลลตออาหารที่ผสมกับ GSI-IX 50 µM , GSI-XVI 50 µM หรือ Crenigacestat 1 µM ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร ลงใน 6-well ultra-low attachment plate โดยใชเซลลที่ให DMSO เปนชุดควบคุม นำไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง เก็บเซลลใส

หลอด ไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยคงเหลืออาหารไว 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย  

ซับสเตรต 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นนำสารละลาย

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในเพลทสำหรับวัดการเรืองแสงและวัดการเรืองแสงดวยเครื่องวัดการเรืองแสงโดย

ใชอาหาร DMEM เปลาเปน blank และนำไปคำนวณหา % cell viability ดวยสูตร  

% cell viability = ((RLUsample – RLUblank) / (RLUcontrol – RLUblank)) x 100 

โดย RLU (Relative light unit) คือปริมาณแสงที ่ถูกปลดปลอยจากการทำปฏิกิร ิยาระหวาง  ATP กับ

สารละลายซับสเตรตที่อานไดจากเครื่องวัดการเรืองแสง 

 

5. ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Notch2 และ Notch3 หลังจากไดรับ GSI ของเซลลไลนมะเร็งตับ

ดวยวิธี Western blot 

นับจำนวนเซลลมะเร็งตับ HepG2 50,000 เซลลในอาหาร DMEM 1 มิลลิลิตรตอหลุมใน 12-well 

plate ทิ้งไวขามคืน ให GSI แตละชนิด (GSI-IX 50 µM , GSI-XVI 50 µM หรือ Crenigacestat 1 µM) เปน

เวลา 72 ชั ่วโมง จากนั ้นสกัดโปรตีนด วย  RIPA buffer ที ่ผสมกับสารยับย ั ้งเอนไซม  protease และ 

phosphatase นำไปปนที่ความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4° เซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นำสวนใสใสหลอด     

ไมโครเซนตริฟวจใหม จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวย BCA assay และนำมาแยกโปรตีนดวย SDS-PAGE 
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โดยใช   SDS-Polyacrylamide gel ที ่ม ีความเข มข นของ  acrylamide ใน separating gel 10% โดยใช

กระแสไฟฟาคงที ่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จากนั ้นโอนถายโปรตีนจากเจลไปยัง polyvinylidene 

fluoride (PVDF) membrane โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 80 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 90 นาที ตอ 1 เจล ละนำ 

PVDF membrane มาแชใน clocking solution (3% skim milk ใน PBST) เปนเวลา 15 นาที นำมาแชใน

แอนติบอดีปฐมภูมิ (primary antibody) ที ่จำเพาะตอ Notch1, Notch2 และ Notch3 ตามตารางที ่ 1 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บใสตูเย็น  4° เซลเซียสทิ้งไวขามคืน จากนั้นลาง

ดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง 15 นาที 3 ครั้ง แลวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary antibody) ที่มี 

Horse-radish peroxidase ติดฉลากอยูปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 60 นาที และลาง

ดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง 15 นาที 3 ครั้งและเติมสารละลายซับสเตรตที่ประกอบดวย 100 mM 

Tris pH 8.5, Coumaric acid, Luminol และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาทีและนำไปตรวจ

สัญญาณดวย Chemiluminescence โดยใชเซลลที่ไดรับ Dimethyl sulfoxide (DMSO) แทน GSI เปนชุด

ควบคุม และตรวจสอบการแสดงออกโปรตีน β-actin เพ่ือใชเปน loading control  

 

ตารางท่ี 2.1 แสดงแอนติบอดีที่ใชในการทำ Western blot 

โปรตีน 
อัตราสวนแอนติบอดีปฐมภูมิตอ blocking 

solution (บริษัทสังเคราะห) 

อัตราสวนแอนติบอดีทุติยภูมิตอ blocking 

solution (บริษัทสังเคราะห) 

Notch1 
Rabbit anti-Notch1 1:1,000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Notch2 
Rabbit anti-Notch2 1:2,000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Notch3 
Rabbit anti-Notch3 1:2,000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Actin 
Mouse anti-actin 1:10,000 

(Merck, Germany) 

Sheep anti-mouse IgG-HRP 1:4000 

(GE Healthcare, USA) 
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6. ศึกษาผลของ GSI ต่อการแสดงออกยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ Notch และยีนที ่เกี ่ยวของกับ

คุณสมบัติความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็งดวยวิธี PCR 

ตรวจการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีส ัญญาณ Notch คือ HES1 และ HEY1 และยีนที่

เกี่ยวของกับคุณสมบัติความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็งคือ OCT4 ดวยวิธี PCR โดยนับจำนวนเซลล HepG2 

200,000 เซลลตออาหารที่ผสมกับ GSI-IX 50 µM , GSI-XVI 50 µM หรือ Crenigacestat 1 µM ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร ลงใน 6-well ultra-low attachment plate โดยใชเซลลที่ให DMSO เปนชุดควบคุม นำไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 72 ชั่วโมง เก็บเซลลใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำเซลลมาสกัดอารเอ็นเอโดยใช Trizol reagent ปริมาตร 300 

ไมโครลิตรตอหลุม เติม Chloroform ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เขยาและนำไปปนที่ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4°

เซลเซียส 10 นาที ถายสวนใสไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจใหมที่มี  Chloroform 60 ไมโครลิตร นำไปปนที่ 

13,000 rpm อุณหภูมิ 4°เซลเซียส 10 นาที จากนั ้นถายสวนบนไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจใหมที ่มี  

isopropanol 150 ไมโครลิตร ทิ้งใหตกตะกอนที่ -20° เซลเซียสขามคืน นำไปปนที่ 13,000 rpm อุณหภูมิ 4°

เซลเซียส 30 นาที นำ supernatant ออกและลางตะกอนดวย 75% เอทานอล 900 ไมโครลิตรและปนที่

13,000 rpm อุณหภูมิ 4°เซลเซียส 5 นาที 2 ครั้ง และลางดวย 100% เอทานอล 200 ไมโครลิตรและปนที่

13,000 rpm อุณหภูมิ 4°เซลเซียส 5 นาที นำ supernatant ออกและปลอยใหตะกอนแหง จากนั้นละลาย

ตะกอนดวยน้ำ DEPC 20 ไมโครลิตรและนำไปตมที่ 80° เซลเซียส 10 นาที เก็บอารเอ็นเอที่อุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส นำอารเอ็นเอไปทำปฏิกิริยา reverse transcription เพื่อเปลี่ยนเปน cDNA โดยนำ RNA มา

วัดความเขมขนและคำนวณเพื ่อใหไดปริมาตรสำหรับ  RNA 500 นาโนกรัม จากนั ้นผสมกับ random 

hexamer 0.5 ไมโครลิตร และเติมน้ำ DEPC ใหไดปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร นำไปตมมที่ 65 ° เซลเซียส 

5นาที จากนั้นเติม 5x Reverse Transcriptase buffer, 10 mM dNTP, เอนไซม Reverse transcriptase 

(RTase) และสารยับยั้งเอนไซม RNase ตามตารางที่ 2 จากนั้นดำนินปฏิกิริยา reverse transcription และ

นำ cDNA ที่ไดไปทำปฏิกิริยา PCR โดยใชสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในตารางที่ 3 และไพรเมอรตอยีน hes1 

และ hey1 ซึ ่งเปนยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch และ oct4 ซึ ่งเปนยีนที ่เกี ่ยวของกับคุณสมบัติ      

ความเปนเซลลต นกำเนิดมะเร ็งตามที ่แสดงในตารางที ่ 4 จากนั ้นนำ cDNA ที ่ไดมาทำ agarose gel 

electrophoresis โดยนำ cDNA 5 ไมโครลิตรมาผสมกับ Gel red 1 ไมโครลิตร และหยอดลงใน 2% agarose 

gel และแยก DNA ดวยกระแสไฟฟาคงที่ 100 มิลลิโวลต 30 นาที และนำไปตรวจสอบผลดวยการสองกับ UV 
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ตารางท่ี 2.2 สารละลายท่ีใชเปนส่วนผสมในการทำปฏิกิริยา Reverse transcription 

สวนประกอบ ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

5x Reverse transcriptase buffer 4 

10 mM dNTP mix 2 

Reverse transcriptase 1 

RNase inhibitor 0.5 

 

ตารางท่ี 2.3 สารละลายท่ีใชเปนส่วนผสมในการทำปฏิกิริยา PCR 

สวนประกอบ ปริมาตรตอ 1 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

Emerald Green 12.5 

10 mM Forward primer 0.5 

10 mM Reverse primer 0.5 

Hypure water 9 

cDNA 7.5 

 

ตารางท่ี 2.4 ไพรเมอรที่ใชในการทำปฏิกิริยา PCR 

ยีน 

ลำดับนิวคลีโอไทด (5’-3’)  

F: Forward, R: Reverse 

(บริษัทสังเคราะห) 

Annealing 

temperature 

(องศาเซลเซียส) 

ขนาดของผลิตภัณฑ 

PCR (bp) 

hes1 

F: ACGACACCGGATAAACCAAA 

R: CGGAGGTGCTTCACTGTCAT 

(Integrated DNA Technologies, USA) 

55 200 

hey1 

F: AACTGTTGGTGGCCTGAATC 

R: GCGGTAAATGCAGGCGTAT 

(Integrated DNA Technologies, USA) 

55 160 

oct4 

F: CTTGCTGCAGAAGTGGGTGGAGGAA 

R: CTGCAGTGTGGGTTTCGGGCA 

(Macrogen, Korea) 

68 169 
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การคำนวณความเขมของแถบโปรตีน หรือแถบผลิตภัณฑ PCR 

 ความเขมของแถบโปรตีนจากการทำ Western blot หรือแถบผลิตภัณฑ PCR จากการทำ PCR และ 

Gel electrophoresis จะถูกว ัดโดยใช โปรแกรม  ImageJ (NIH, USA) ตามว ิธ ีอ างอิงจาก Diamantina 

Institute ของ The University of Queensland (28) โดยสรางพ้ืนที่ปดรอบแถบโปรตีน หรือแถบผลิตภัณฑ 

PCR ที่สนใจ จากนั้นวัดความเขมของแถบโดยโปรแกรมจะแสดงผลในรูปฮิสโตแกรม (Histogram) โดยอิงจาก

จำนวนพิกเซล (pixel) ที่อยูภายในพื้นที่ปดลอมที่สรางขึ้น คำนวณพื้นที่ใตกราฟของฮิสโตแกรม และนำพ้ืนที่

ใตกราฟของแถบโปรตีน หรือแถบผลิตภัณฑ PCR ที่สนใจ หารดวยพื้นที่ใตกราฟของแถบโปรตีน หรือแถบ

ผลิตภัณฑ PCR ควบคุมของชุดการทดลองเดียวกัน จะไดสัดสวนความเขมของแถบโปรตีน หรือแถบผลิตภัณฑ 

PCR ในชุดการทดลองเดียวกัน จากนั้นนำสัดสวนที่ไดจากแตละชุดการทดลอง หารดวยสัดสวนความเขมของ

แถบโปรตีน หรือแถบผลิตภัณฑ PCR ของชุดการทดลองควบคุม (ชุดการทดลองที่ไดรับ DMSO แทน GSI) 

 

การวิเคราะหทางสถิติ 

 ผลการทดลองถูกแสดงในรูปของคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เปรียบเทียบผลการทดลองของ

ชุดทดลองที่ไดรับ GSI แตละชนิดกับชุดควบคุมท่ีไดรับ DMSO นำขอมูลมาวิเคราะหทางสถิติโดยใช unpaired 

t-test ดวยโปรแกรม Graphpad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, USA) โดย * หมายถึง ขอมูลของชุด

ทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p < 0.05), ** หมายถึง p < 0.01 และ *** หมายถึง p < 0.001 เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

3.1 ผลการทดสอบผลของ GSI ต่อการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับ HepG2  

ผลการทำ MTT assay ของเซลลมะเร็งตับที่ไดรับ GSI-XVI พบวา GSI-XVI ไมมีผลทำใหเซลลมะเร็ง

ตับ HepG2 มีชีวิตรอดนอยลงในทุกความเขมขนที่เวลา 24 ชั่วโมง แตมีผลทำใหเซลลมะเร็งตับมีชีวิตรอดลดลง

ที่เวลา 72 ชั่วโมง โดยใหผลการยับยั้งมากท่ีสุดที่ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร ทำใหเซลลมะเร็งตับมีชีวิตรอด

เฉลี่ยที่ 57.41 % (ภาพที่ 3.1A) การมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับที่ไดรับ GSI-IX พบวาที่ความเขมขนต่ำ (0.5, 

1.58, 5 ไมโครโมลาร) GSI-IX สามารถยับยั้งการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับไดมากท่ีสุดที่ความเขมขน 50 ไม

โครโมลารทั้งเวลา 24 ชั่งโมง และ 72 ชั่วโมง โดยการมีชีวิตรอดเฉลี่ยมีคาใกลเคียงกันคือ 61.79 และ 63.49 

% ที่เวลา 24 และ 72 ชั่วโมงตามลำดับ ทั้งนี้เมื่อเซลลมะเร็งตับไดรับ GSI-IX ที่ความเขมขนต่ำ กลับทำใหการ

มีชีว ิตรอดสูงขึ ้น (ภาพที ่ 3.1B) และการมีชีว ิตรอดของเซลลมะเร็งตับที ่ได ร ับ Crenigacestat พบวา 

Crenigacestat ไมมีผลทำใหเซลลมะเร็งตับมีชีวิตรอดนอยลงในทุกความเขมขนที่เวลา 24 ชั่วโมง และใหผล

การยับยั้งมากที่สุดที่ความเขมขน 1 ไมโครโมลารในเวลา 72 ชั่วโมง โดยเซลลมะเร็งตับมีชีวิตรอดเฉลี่ยที่ 

72.93 % (ภาพที่ 3.1C) 

 

 

A 
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ภาพที่ 3.1 เปอรเซ็นตการอยู่รอดของเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 เมื่อไดรับ GSI แต่ละชนิด 

วัดการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 ที่ไดรับ GSI-XVI (A), GSI-IX (B) และ Crenigacestat (C) เปน

เวลา 24 และ 72 ชั่วโมงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไดรับ DMSO ดวยวิธี MTT assay โดยแสดงคาเฉลี่ยและสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 2 ซ้ำ 

 

3.2 ผลของ GSI ต่อการแสดงออกโปรตีน Notch ในเซลล HepG2 

 ผลการแสดงออกโปรตีน Notch1 พบวา GSI-XVI 50 ไมโครโมลาร สามารถลดการแสดงออกของ

โปรตีน Notch1 มากที่สุด โดย Crenigacestat 1 ไมโครโมลาร สามารถลดการแสดงออกของ Notch1 ไดเพียง

เล็กนอย และไมพบความแตกตางของการแสดงออกของโปรตีน Notch1 ในชุดทดลองที่ไดรับ GSI-IX 50 ไม

โครโมลารกับชุดควบคุมเลย (ภาพที่ 3.2.1) ผลการแสดงออกโปรตีน Notch2 พบวา GSI-XVI 50 ไมโครโมลาร 

B 

C 
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สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Notch2 มากที่สุด แต Crenigacestat 1 ไมโครโมลาร และ GSI-IX 50 

ไมโครโมลารไมสามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Notch2 ไดเลย (ภาพที่ 3.2.2) และผลการแสดงออก

โปรตีน Notch3 พบวา GSI-XVI 50 ไมโครโมลาร สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน Notch3 ไดมากที่สุด 

ซึ่งมากกวา GSI-IX 50 ไมโครโมลารเล็กนอย และไมพบความแตกตางของการแสดงออกของโปรตีน Notch3 

ในชุดทดลองที่ไดรับ Crenigacestat 1 ไมโครโมลารกับชุดควบคุมเลย (ภาพที่ 3.2.3) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2.1 ระดับการแสดงออกโปรตีน Notch1 โดยวิธี Western blot  

(A) วัดระดับการแสดงออกของโปรตีน Notch1 ใน HepG2 ที่ไดรับ GSI แตละชนิดเปนเวลา 72 ชั่วโมงดวยวิธี 

Western blot โดยแสดงสัดสวนความเขมของแถบโปรตีนเฉลี่ยตอโปรตีน β-actin ในชุดการทดลองเดียวกัน

เทียบกับชุดควมคุมที่ไดรับ DMSO โดย (B) แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 2 ซ้ำ (* 

หมายถึง ขอมูลของชุดทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่

ไดรับ DMSO ดวย unpaired t-test) 

 

 

 

 

 

 

 

Notch1 120 kDa 

Crenigacestat GSI-IX GSI-XVI DMSO 

Actin  42 kDa 

Notch2 110 kDa 

Crenigacestat GSI-IX GSI-XVI DMSO 

Actin  42 kDa 

B A 

B A 
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ภาพที่ 3.2.2 ระดับการแสดงออกโปรตีน Notch2 โดยวิธี Western blot 

(A) วัดระดับการแสดงออกของโปรตีน Notch2 ใน HepG2 ที่ไดรับ GSI แตละชนิดเปนเวลา 72 ชั่วโมงดวยวิธี 

Western blot โดยแสดงสัดสวนความเขมของแถบโปรตีนเฉลี่ยตอโปรตีน β-actin ในชุดการทดลองเดียวกัน

เทียบกับชุดควมคุมที่ไดรับ DMSO โดย (B) แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 2 ซ้ำ (* 

หมายถึง ขอมูลของชุดทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่

ไดรับ DMSO ดวย unpaired t-test) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2.3 ระดับการแสดงออกโปรตีน Notch3 โดยวิธี Western blot 

(A) วัดระดับการแสดงออกของโปรตีน Notch3 ใน HepG2 ที่ไดรับ GSI แตละชนิดเปนเวลา 72 ชั่วโมงดวยวิธี 

Western blot โดยแสดงสัดสวนความเขมของแถบโปรตีนเฉลี่ยตอโปรตีน β-actin ในชุดการทดลองเดียวกัน

เทียบกับชุดควมคุมที่ไดรับ DMSO โดย (B) แสดงคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 2 ซ้ำ (* 

หมายถึง ขอมูลของชุดทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่

ไดรับ DMSO ดวย unpaired t-test) 

 

3.3 การเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนตัวรับสัญญาณ Notch ในการเลี้ยงเซลลไลน HepG2 แบบ

สองมิติ (monolayer) และสามมิติ (spheroid)  

 ผลการทำ Western blot เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน Notch ดวยโปรตีนที่สกัดจาก

เซลล HepG2 ที่เลี้ยงดวยจำนวนเซลลเริ่มตนเทากันที่ 6,000 เซลลตอหลุมเปนเวลา 72 ชั่วโมงใน 96-well 

plate สำหรับการเลี้ยงแบบสองมิติ (ภาพที่ 3.3.1A) หรือ 96-well ultra-low attachment plate สำหรับ

Crenigacestat GSI-IX GSI-XVI DMSO 

Actin  42 kDa 

Notch3 90 kDa 

B A 
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การเลี้ยงแบบสามมิติ (ภาพที่ 3.3.1B) พบวาในการเลี้ยงแบบสามมิติ HepG2 มีการแสดงออกของโปรตีน 

Notch1 (ภาพที่ 3.3.2A) และ Notch2 (ภาพที่ 3.3.2B)  มากกวาเซลลที่เลี ้ยงแบบสองมิติ ดังนั้นในการ

ทดลองตอไปจึงเลือกศึกษาดวยการเลี้ยงแบบสามมิติแทนการเลี้ยงแบบสองมิติ 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.3.1 สัณฐานวิทยาของเซลลไลน HepG2 ที่เลี้ยงแบบสองมิติและสามมิติภายใตกลองจุลทรรศน 

เซลลไลน HepG2 แบบ monolayer ที่เลี้ยงใน 96-well plate (A) และ spheroid ที่เลี้ยงใน 96 well ultra-

low attachment plate (B) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

 

 

A 

B 
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ภาพที่ 3.3.2 ระดับการแสดงออกโปรตีน Notch1 และ Notch2  

วัดระดับการแสดงออกของโปรตีน Notch1 (A) และ Notch2 (B) ใน HepG2 ที่เลี้ยงแบบสองมิติ (2D) และ

สามมิติแบบ spheroid (3D) เปนเวลา 72 ชั่วโมงดวยวิธี Western blot โดยแสดงสัดสวนความเขมของแถบ

โปรตีนเฉลี่ยตอโปรตีน β-actin ในชุดการทดลองเดียวกัน โดยแสดงคาจากการทดลอง 1 ซ้ำ 

 

3.4 การตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งตับที่ไดรับ GSI เปนเวลา 72 ชั่วโมงในการเลี้ยงแบบสาม

มิติ (spheroid) 

 จากการทดลองพบวาลักษณะภายนอกของ spheroid ของ HepG2 ที่เกิดขึ้นหลังไดรับ GSI แตละชนิด

ไมแตกตางกัน (ภาพที่ 3.4.1) โดยผลการทำ ATP assay พบวา GSI-XVI และ Crenigacestat สามารถทำให

การมีชีวิตรอดเฉลี่ยลงลงเหลือ 83.87 และ 87.95 % ตามลำดับ ซึ่งจะสังเกตไดวา GSI ทั้งสองชนิดทำใหการมี

ชีวิตรอดลดลงนอยกวาเซลลที่เลี้ยงแบบสองมิติ สวน GSI-IX ทำใหการมีชีวิตรอดเฉลี่ยเพ่ิมสูงขึ้นเปน 117.95 % 

เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไดรับ DMSO (ภาพที่ 3.4.2) 

 

3D 2D 

Notch2 110 kDa 

Actin  42 kDa 

Actin  42 kDa 

Notch1 120 kDa 

A 

B 
3D 2D 
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ภาพที่ 3.4.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Spheroid ของ HepG2 ที่ไดรับ GSI แต่ละชนิด 

ลักษณะของเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 ที่เลี ้ยงแบบสามมิติ (spheroid) และไดรับ GSI-XVI, GSI-IX และ 

Crenigacestat เปนเวลา 72 ชั่วโมง เทียบกับชุดควบคุมที่ไดรับ DMSO 

 

 

Crenigacestat 1 µM 

 

DMSO 

GSI-IX 50 µM 

 

GSI-XVI 50 µM 
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ภาพที่ 3.4.2 เปอรเซ็นตการอยู่รอดของ HepG2 ที่เลี้ยงแบบสามมิติในรูป spheroid เมื่อไดรับ GSI  

วัดการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 ที่เลี้ยงแบบสามมิติ (spheroid) ไดรับ GSI-XVI, GSI-IX และ 

Crenigacestat เปนเวลา 72 ชั่วโมงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไดรับ DMSO ดวยวิธี ATP assay โดยแสดง

คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 2 ซ้ำ  

 

3.5 ผลของ GSI ต่อการแสดงออกยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ Notch และยีนที่เกี่ยวของกับคุณสมบัติ

ความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็งดวยวิธี PCR 

 จากการนำ spheroid ที ่ได ร ับ GSI แตละชนิดมาสกัด RNA นำไปผานกระบวนการ reverse 

transcription และ PCR โดยใชไพรเมอรตอยีน hes1 และ hey1 ซ่ึงเปนยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch 

และ oct4 ซึ่งเปนยีนที่เกี่ยวของกับคุณสมบัติความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็ง พบวายีน  hes1 และ hey1 มี

การแสดงออกที่ลดลงใน spheroid ที่ไดรับ GSI-XVI และ GSI-IX 50 ไมโครโมลาร แตมีการแสดงออกของยีน 

hes1 ลดลง และมีการแสดงออกของยีน hey1 เพ่ิมข้ึนเมื่อไดรับ Crenigacestat 1 ไมโคร-  โมลาร สวนระดับ

การแสดงออกของยีน oct4 เมื่อไดรับ GSI-XVI และ GSI-IX 50 ไมโครโมลาร มีระดับการแสดงออกลดลงเพียง

เล็กนอย และเพ่ิมข้ึนเล็กนอยเมื่อไดรับ Crenigacestat 1 ไมโครโมลาร 
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ภาพที่ 3.5 ผลของ GSI ต่อระดับการแสดงออกของยีน hes1, hey1 และ oct4 ในเซลลไลน HepG2 

(A) วัดระดับการแสดงออกของยีน hes1, hey1 และ oct4 ใน HepG2 ที่ไดรับ GSI แตละชนิดเปนเวลา 72 

ชั่วโมงดวยวิธี PCR เทียบกับชุดควมคุมที่ไดรับ DMSO โดยแสดงคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ

สัดสวนความเขมของแถบผลิตภัณฑ PCR เฉลี่ยของยีน hes1 (B), hey1 (C) และ oct4 (D) ตอยีน β-actin 

จากการทดลอง 2 ซ้ำ (* หมายถึง ขอมูลของชุดทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ  (p < 0.05), ** 

หมายถึง p < 0.01 และ *** หมายถึง p < 0.001 เมื ่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที ่ไดร ับ  DMSO ดวย 

unpaired t-test) 

 

 

hes1 

actin 

oct4 

hey1 

A B 

C D 
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บทที่ 4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 เนื่องจากกลไกการทำงานที่แตกตางกันของ GSI แตละชนิด โดย GSI-XVI ยับยั้งเอนไซมแกมมาซีครี

เตสในการผลิต Aβ40 เปนหลัก (21), GSI-IX จะยับยั้งเอนไซมแกมมาซีครีเตสในการผลิตโปรตีน Aβ เปนหลัก

(22) และ Crenigacestat ซึ่งยับยั้งการยอย Notch-1 intracellular domain (N1ICD) ดวยเอนไซมแกมมา

ซีครีเตสเปนหลัก (23) สงผลใหประสิทธภาพในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ในเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 

แตกตางกันไป นอกจากนี้ ยังอาจเกิดจากความเขมขนที่ใชในการทดลอง อาจยังไมใชความเขมขนที่เหมาะสม

ในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ในเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 โดยมีรายงานวาการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch 

ดวย GSI เปนการยับยั้งโดยขึ้นกับความเขมขน (dose-dependent) (29), (30) ดังนั้น เพื่อใหไดความเขมขน

ของ GSI ที่สามารถออกฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งตับที่เหมาะสม จึงควรทำการทดลองโดยใช GSI ในชวงความเขมขน

หลากหลายขึ้นเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งวิถีสัญญาณ  Notch ที่มีประสิทธิภาพสำหรับ GSI 

แตละชนิดเพื่อนำมาใชในการทดลองตอไป 

งานวิจัยกอนหนาไดมีรายงานวา GSI-IX (DAPT) ความเขมขนตั้งแต 0.016 ถึง 10 ไมโครโมลาร ไม

สามารถลดการมีชีวิตรอดของ HepG2 ได และสามารถลดการมีชีวิตรอด HepG2 ไดที่ความเขมขน 50 ไมโคร

โมลารเทานั้น (31) ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองในงานวิจัยนี้ และเนื่องจากยังไมพบงานวิจัยเกี่ยวกับการใช 

GSI-XVI และ Crenigacestat ในเซลลไลน HepG2 จึงสรุปวา GSI-XVI, GSI-IX ที่ความเขมขน 50 ไมโครโม

ลาร และ Crenigacestat ความเขมขน 1 ไมโครโมลาร เปนเวลา 72 ชั่วโมง สามารถยับยั้งการอยูรอดของ

เซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 ในการเลี้ยงแบบสองมิติได แตเมื่อเปรียบเทียบผลของ GSI แตละชนิดที่ความ

เขมขนดังกลาวในการเลี้ยงเซลลแบบสามมิติ พบวาใหผลการยับยั้งไดนอยกวาการเลี้ยงแบบสองมิติ ซึ่งงานวิจัย

กอนหนาก็ไดรายงานวาการเลี้ยงเซลลสามมิติแบบ  spheroid ทำใหเซลลมีการดื้อยาหรือสารที่ใชในการ

ทดลองมากขึ้น (32, 33) โดยอาจมีสาเหตุจากการเลี้ยงเซลลแบบสามมิติในรูป spheroid ทำใหการสงสัญญาณ

และปฏิสัมพันธระหวางเซลล การสราง extracellular matrix (ECM) แตกตางจากการเลี้ยงเซลลแบบสองมิติ 

(34) รวมถึงการที่ยาไมสามารถแพรผานโครงสรางของ spheroid เขาไปยังเซลลที่อยูดานใน และสภาวะไมมี

ออกซิเจน (hypoxia) ใน spheroid  สามารถกระตุนใหเกิดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการอยูรอด

ของเซลลและการดื้อยาได (35) จึงอาจสงผลใหผลของ GSI ตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 ใน

การเลี้ยงแบบสองมิติแตกตางจากการเลี้ยงแบบสามมิติในรูป  spheroid ซึ่งหากเปรียบเทียบการเลี้ยงเซลล

แบบสองมิติและสามมิติ จะเห็นไดวาการเลี้ยงเซลลแบบสามมิติ สามารถเลียนแบบโครงสรางและสภาวะ

ธรรมชาติของกอนมะเร็ง รวมไปถึงปฏิสัมพันธระหวางเซลล และปฏิสัมพันธระหวางเซลลกับสิ่งแวดลอม ได

มากกวาการเลี้ยงเซลลแบบสองมิติ การเลี้ยงเซลลแบบสามมิติจึงเปนตัวเลือกที่ดีสำหรับการศึกษาผลของ GSI 

ตอเซลลมะเร็งตอไปในอนาคต 
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 จากผลการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับสัญญาณ Notch ทั ้ง 3 ชนิด คือ 

Notch1, Notch2 และ Notch3 และการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch คือ hes1 และ 

hey1 พบวาการที่โปรตีน Notch บางชนิดที่มีระดับการแสดงออกลดลงเพียงเล็กนอยหรือไมลดลงเมื่อไดรับ 

GSI อาจเกิดจากการสะสมของโปรตีนเหลานั้นบนผิวเซลล เนื่องจากการยับยั้งการทำงานของเอนไซมแกมมา

ซีครีเตสโดย GSI ทำใหไมเกิดการยอยโปรตีน Notch เหลานั้นและยังคงมีการสะสมบนผิวเซลล (31) ดังนั้น

หากทำการทดลองโดยเพิ่มระยะเวลาใหมากกวา 72 ชั่วโมงเพื่อใหโปรตีนเหลานั้นที่สะสมอยูบนผิวเซลลถูก

ยอยสลายไปอาจทำใหเห็นความแตกตางในการแสดงออกของโปรตีน Notch มากขึ้น โดยยืนยันการยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซมแกมมาซีครีเตสไดจากระดับการแสดงออกของยีน hes1 และ hey1 ที่ลดลงเมื่อไดรับ GSI-

XVI และ GSI-IX แตในกรณีของเซลลที่ไดรับ Crenigacestat จะเห็นวาระดับการแสดงออกทั้งของโปรตีน 

Notch และยีน hes1 และ hey1 ลดลงเพียงเล็กนอยหรือไมลดลงเลย อาจเกิดจากการใชความเขมขนที่ ไม

เหมาะสมในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ใน HepG2 ได ดังนั้น เพื่อใหไดผลการทดลองที่ชัดเจนขึ้นอาจทำ

การทดลองโดยเปรียบเทียบการใช Crenigacestat ที่ความเขมขนที่หลากหลายเพ่ือหาความเขมขนที่เหมาะสม

ในการทดลองตอไป และเมื่อเปรียบทียบระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับความเปนเซลลตนกำเนิด

มะเร็ง คือ oct4 พบวา GSI-XVI และ GSI-IX ลดระดับการแสดงออกของยีน oct4 ได ซึ่งสอดคลองกับการ

แสดงออกที่ลดลงของยีนเปาหมายในวิถีสัญญาณ Notch และใหผลไปในทิศทางเดียวกับงานวิจัยกอนหนา ใน

การลดระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายของ Notch ในเซลลไลนมะเร็งตับ HepG2 โดยใช GSI-IX (31) 

และการลดระดับการแสดงออกของ oct4 โดยใช GSI-IX (36) ทำใหสามารถยืนยันไดวาการใช GSI ในการ

ยับยั้งการสงสัญญาณในวิถีสัญญาณ Notch สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับความเปนเซลล

ตนกำเนิดมะเร็งได  

อยางไรก็ตาม ขอจำกัดของงานวิจัยคือ การทดลองนี้ไดใชเซลลไลนมะเร็งตับเพียงชนิดเดียว ดังนั้นจึง

ควรมีการศึกษาเพิ ่มเติมโดยใชเซลลไลนมะเร็งตับชนิดอื ่น ๆ เชน Huh7, BEL-7402, BEL-7404, 97L, 

PLC/PRF/5, QGY-7701 และ SMMC-7721 เปนตน (37, 38) เนื่องจากเซลลไลนมะเร็งตับแตละชนิดมีการ

แสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของวิถีสัญญาณ Notch หรือยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch ที่แตกตางกัน 

(38) รวมไปถึงการปรับความเขมขนของ GSI ใหเหมาะสมในการทดลองเพ่ือใหเห็นผลชัดเจนยิ่งขึ้น และยังตอง

มีการศึกษาผลของ GSI ตอระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับความเปนเซลลตนกำเนิดมะเร็งเพิ่มเติม  

นอกจากนี้ จากงานวิจัยกอนหนาที่รายงานเกี่ยวกับการดื้อยาของเซลลมะเร็งตับตอยาที่ใชรักษามะเร็งตับใน

ปจจุบันหลายชนิด เชน Sorafenib (39-41) , 5-fluorouracil และ Vincristine (42-44) ซ่ึงการดื้อยาเหลานี้

เกิดจากการสงสัญญาณในวิถีสัญญาณ Notch ที่มากผิดปกติในเซลลมะเร็งตับ ทำใหเซลลมะเร็งเหลานั้นมี

คุณสมบัติของเซลลตนกำเนิดมะเร็ง (cancer stem cell, CSC) (10) ซึ่ง CSC มีคุณสมบัติที่สำคัญคือสามารถ

แบงตัวเพื่อเพิ่มจำนวนโดยยังคงความเปน CSC ไวได (11) ซึ่งเปนปจจัยหลักที่สนับสนุนใหเกิดการรุกราน 



28 
 

(invasiveness) และการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง (metastasis), การดื้อยาของเซลลมะเร็ง, และการ

กลับมาเปนซ้ำ (recurrence) (12) ซึ่งไดมีรายงานวา การยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ดวย GSI PF-03084014 

ทำใหเซลลมะเร็งตับมีความไวตอยา Sorafenib มากขึ้น (10) นอกจากนี้ การยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ดวย 

DAPT สามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งตับมีความไวตอยา 5-fluorouracil และ Vincristine ได (37) ดังนั้น 

การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการใช GSI รวมกับยาอื่น ๆ ที่ใชในปจจุบันอาจนำไปสูแนวทางใหมการรักษา

โรคมะเร็งตับที่มีประสิทธิภาพได 

จากการศึกษาเก่ียวกับวิถีสัญญาณ Notch จะเห็นไดวาการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch สามารถยับยั้งได

หลากหลายวิธี ไมเพียงแตการยับยั ้งการทำงานของเอนไซมแกมมาซีครีเตสเทานั ้น เชน การยับยั้ งการ

แสดงออกของลิแกนดและตัวรับสัญญาณ Notch, การขัดขวางการจับกับระหวางลิแกนดและตัวรับสัญญาณ 

Notch และการขัดขวางกระบวนการสราง Notch transcriptional complex เปนตน ซึ่งในปจจุบันการ

ยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch โดยกระบวนการเหลานี้ยังคงอยูในระหวางการพัฒนา (45) โดยตัวอยางที่เห็นไดชัด

ไดแกโมโนโคลนอลแอนติบอดี (mAb) ตอโปรตีน Notch โดยสามารถแบงไดเปน 2 รูปแบบ คือแอบติบอดีที่

จับกับ negative regulator region (NRR) ที่อยูนอกเซลลของโปรตีน Notch ซึ่งจะขัดขวางการเปลี่ยนโครง

รูป (conformational change) กอนที่จะถูกยอยโดยเอนไซมในวิถีสัญญาณตอไป สวนอีกรูปแบบหนึ่งคือ

แอนติบอดีตอ ligand binding domain (LBD) ของโปรตีนตัวรับสัญญาณ Notch ซึ่งจะจับกับตัวรับสัญญาณ

แบบแขงขันกับลิแกนด (46) นอกจากนี้ยังมีการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ดวยรูปแบบอื่น เชนการใช Notch 

decoy ประกอบดวยสวนที่อยูนอกเซลล (extracellular domain) ของลิแกนดหรือตัวรับสัญญาณ Notch 

โดยไมมีสวนที่แทรกอยูระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane domain) ทำใหไมสามารถกระตุนตัวรับ

สัญญาณได (45) จะเห็นไดวา หากมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการใช GSI หรือการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch 

ดวยวิธีอื่น ๆ รวมกับการรักษารูปแบบอื่น ๆ ในปจจุบัน อาจนำไปสูการพัฒนารูปแบบการรักษาโรคมะเร็งตับ

แบบใหมที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น  
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ภาคผนวก 

1. อาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS DMEM (ท้ังหมด 40 ml) 

ดีเมม (DMEM)                 43.8 ml 

ฟตัล โบไวน ซีรัม (Fetal Bovine Serum)            5  ml 

  ยาปฏิชีวนะ Gentamycin      0.5 ml 

 hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)   0.5 ml 

 โซเดียม ไพรูเวท (Sodium pyruvate)     0.5 ml 

 

2. ฟอสเฟส บัฟเฟอร ซาลีน (phosphate buffer saline; PBS ความเปนกรด–ดาง 7.4)  

โซเดียมคลอไรด (NaCl)              8    g  

โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)            0.2  g  

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (Na2HPO4)         3.63  g 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)         0.24  g 

น้ำกลั่น          1 L 

3) Freezing media (ทั้งหมด 1000 µl) 

10% FBS DMEM                900  µl  

DMSO          100  µl 

4) 95% Ethanol (ทั้งหมด 100 ml) 

Absolute ethanol        95  ml 

น้ำกลั่น          5  ml 
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