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บทคัดยอ 

Programed cell death 1 (PD-1) เปนโปรตีนที่มีการแสดงออกในเซลลภูมิคุมกันหลายชนิด ทั้งเซลลภูมิคุมกัน

แบบจําเพาะ และเซลลภูมิคุมกันโดยกําเนิด โปรตีน PD-1 มีบทบาทสําคัญ คือการกดการทํางานของเซลลในระบบ

ภูมิคุมกัน บทบาทของโปรตีน PD-1 มีการศึกษาอยางมากในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที โดยเฉพาะอยางยิ่งการ

ตอบสนองในสภาวะมะเร็ง แตการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต และ

แมโครฝาจ ซึ่งเปนเซลลกลุมมัยอีลอยด ยังมีการศึกษาไมมาก โดยมีรายงานการแสดงออกของโปรตีน PD-1 และ

โปรตีนตัวรับของ PD- 1 คือ PD-L1 ในสภาวะโรคติดเชื้อ ทําใหองคความรูเกี่ยวกับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 

และวิถีสัญญาณที่ควบคุมการแสดงออกของโปรตีนดังกลาว ในเซลลมอโนไซต และแมโครฝาจตองการการศึกษา

เพ่ิมเติม ในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 

และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจาก THP-1 ในสภาวะตาง ๆ ไดแก การเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจากเซลล

ไลนมะเร็ง การกระตุนดวยไซโตไคน ผลที่ไดพบวาเซลลไลนมอโนไซต THP-1 มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน

สภาวะปกติ แตเมื่อเหนี่ยวนําใหเปนแมโครฝาจดวย phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) พบวาการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 ลดลง นอกจากนี้ในสภาวะเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจากเซลลไลนมะเร็ง 

พบวาอาหารเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งไมสงผลโดยตรงตอระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เมื่อกระตุนโดยไซโต

ไคน พบวา M-CSF และ TGF-β ทําใหการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ลดลง ซึ่งใน

ประเด็นดังกลาวยังไมเคยมีการรายงานมากอน ซึ่งองคความรูนี้จะชวยใหเขาใจวิถีสัญญาณตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับ

การควบคุมการแสดงออกของโปรตีน PD- 1 ไดมากขึ้น อีกท้ังการยับยั้งวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 ดวย BMS-1166 

ไมพบผลของการขัดขวางวิถีสัญญาณตอการอยูรอดของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ผลการศึกษาที่รายงานไป

ขางตน สามารถตอยอดในการศึกษาหนาที่ของ PD-1/PD-L1 และการควบคุมวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 ในเซลล

มอโนไซด และแมโครฝาจในภาวะโรคตาง ๆ ตอไป 
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Abstract 

Programed cell death 1 (PD-1) protein is expressed in many immune cells, both adaptive and 

innate immune cells. It is well known that PD-1 plays an important role in suppressing the function 

of the immune cells. Especially in T-lymphocytes, in responding to cancer cells. But the 

investigation of PD-1 expression in monocytes and macrophages has not yet been reported. 

Previous studies focused on the expression of PD-1 and its ligand, PD-L1, in infectious disease 

condition or cancer. However, the studies about the expression of PD-1 and its regulatory 

pathways in monocytes and macrophages have not been documented. Here we aimed to study 

the expression of PD-1 in THP-1, a human monocyte cell line, and THP-1 derived macrophage in 

various culture conditions including cancer conditioned mediums (CMs) and cytokine treated 

conditions. We found that THP-1 constitutively expressed PD-1. But when THP-1 was induced to 

be macrophages by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), the expression of PD-1 protein was 

dramatically decreased. In CMs culture condition, PD-1 expression level was not affected. Treating 

of THP-1 with macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) and transforming growth factor beta 

(TGF-β) decreased PD-1 protein level which have not been reported before. Taken together, this 

finding revealed that PD-1 expression in THP-1 is regulated by different stimuli. Inhibition of PD-

1/PD-L1 pathway by BMS-1166 inhibitor was not affected THP-1 survivability. According to our 

results, functional study and regulation of PD-1/PD-L1 pathway on monocytes and macrophages 

can be done in many disease conditions in the future.        
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บทที่ 1 

บทน า 

Programed cell death 1 (PD-1) และ Programed cell death 1 ligand (PD-L1) 

 เซลลของระบบภูมิคุมกัน โดยเฉพาะเม็ดเลือดขาวชนิดที (T lymphocyte; T cell) มีความจําเพาะตอการ

ทําลายสิ่งแปลกปลอม หมายรวมถึงแบคทีเรีย รา ไวรัส รวมทั้งมะเร็ง กลไกการกระตุนการตอบสนองของเม็ดเลือด

ขาวชนิดที เริ่มจากการเสนอแอนติเจนโดยเซลลเสนอแอนติเจน (antigen presenting cells; APCs) ผานโมเลกุล 

major histocompatibility complex (MHC) บน APCs ใหกับเม็ดเลือดขาวชนิดที ที่ไมเคยเจอแอนติเจนมากอน 

(naïve T cell) จากนั้นแอนติเจนที่อยูบน MHC จะจับกับตัวรับแอนติเจนบนเม็ดเลือดขาวชนิดที เรียกวา T cell 

receptor (TCR) เรียกสัญญาณการกระตุนระหวางแอนติเจนบน MHC กับ TCR วาสัญญาณกระตุนแรก โดยอาศัย

โมเลกุลบนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที ที่เรียกวา CD4 หรือ CD8 เปนตัวรับรวม (co-receptor) แตการกระตุนให

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดทีทํางานได ตองอาศัยสัญญาณชวยกระตุน (co-stimulatory signal) อีกสัญญาณหนึ่ง โดย

สัญญาณดังกลาวคือการจับกันระหวางโมเลกุล B7 บน APCs กับ CD28 บนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที เพ่ือทําให

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดทีสามารถตอบสนองตอแอนติเจนได (1) โดยการทําลายเซลลเปาหมาย หรือชวยกระตุน

เซลลอ่ืน ๆ ในระบบภูมิคุมกัน เพ่ือตอบสนองตอแอนติเจน 

นั้น ๆ  

 ภายหลังการตอบสนองของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดทีตอแอนติเจน พบวา 90-95 % ของเม็ดเลือดขาวชนิด

ทีที่ถูกกระตุนสมบูรณ (effector T cell) จะถูกเหนี่ยวนําใหตายแบบ apoptosis และเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที

บางกลุมจะพัฒนาเปนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที ที่มีความทรงจํา (memory T cell) แตในสภาพการติดเชื้อเรื้อรัง 

(2) รวมไปถึงในจุลภาวะมะเร็ง (tumor microenvironment) ที่พบการเปลี่ยนแปลงการตอบสนองของเซลลเม็ด

เลือดขาวชนิดที ที่แตกตางจากสภาพอ่ืน โดยเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที มีความสามารถในการกําจัดเซลลเปาหมาย 

และกระตุนเซลลภูมิคุมกันอ่ืน ๆ ต่ําลง ลดการหลั่งไซโตไคนที่สําคัญตอการกําจัดสิ่งแปลกปลอม รวมทั้งภาวะพิษ

ตอเซลลเอง (3, 4) เรียกภาวะดังกลาววา T cell exhaustion ซึ่งภาวะดังกลาวพบไดในจุลภาวะมะเร็ง โดย

แอนติเจนของเซลลมะเร็งมีสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันต่ํา และจากปจจัยแวดลอมอ่ืน ๆ เชนการหลั่งไซโตไคน

ของเซลลในจุลภาวะมะเร็ง รวมไปถึงการแสดงออกของลิแกนดบางชนิดของเซลลมะเร็ง (5) ที่รบกวนการสง

สัญญาณกระตุน ระหวางแอนติเจนบน MHC กับ TCR เชน การแสดงออกของ CTLA-4 ของเซลลมะเร็ง ที่มี

โครงสรางคลายกับ B7 จึงสามารถจับกับ CD28 บนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที สงผลตอการขาดสัญญาณชวย

กระตุน เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดทีจึงไมตอบสนองตอแอนติเจน (6) รวมไปถึงการจับกันของ programed cell 

death 1 (PD-1) บนผิว T cell ที่มักแสดงออกมากขึ้นในสภาวะ T cell exhaustion กับ programmed cell 

death ligand 1 (PD-L1) สงผลตอการกระตุนการตายแบบ apoptosis ของ T cell ทําใหประสิทธิภาพของระบบ

ภูมิคุมกันในการกําจัดเซลลมะเร็งในรางกายไมดีพอ (7) 
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 PD-1 ประกอบด วยส วนนอกเซลล  (extracellular IgV domain) บริ เ วณที่ ยึ ดกับ เยื่ อหุ ม เซลล  

(transmembrane region) และบริเวณภายในเซลล (cytoplasmic domain) ที่ม ีimmunoreceptor tyrosine-

based switch motif (ITSM) และ immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) โดยในมนุษย 

PD-1 มีความคลายคลึงกันในลําดับกรดอะมิโนเพียง 21 % และ 16 % เมื่อเทียบกับ CD28 และ CTLA4 ซึ่งเปน

โปรตีนในกลุมเดียวกัน (8) ตามลําดับ จึงอาจกลาวไดวา PD-1 นาจะเปนโปรตีนสําคัญในกลุมดังกลาว และทํา

หนาที่บางอยางแตกตางจากโปรตีนอื่น ๆ ในกลุมเดียวกัน 

 PD-1 จัดเปนโปรตีนในกลุม CD28/B7 ที่สงสัญญาณลบตอการทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที เพ่ือ

ควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน โดยการกระตุนสัญญาณการยับยั้งผานการทํางานของเอนไซมกลุม 

phosphatases เชน SHP-2 แลวจึงสงสัญญาณผานบริเวณภายในเซลลของโปรตีน PD-1 ที่อยูในเซลล โดยใช 

ITSM ทําใหเกิดการนําหมูฟอสเฟตออกจากโมเลกุลตอบสนอง ในสัญญาณปลายน้ําของวิถีการตอบสนองของเซลล

เม็ดเลือดขาวชนิดที (6)  

ภาพที่ 1.1 องคประกอบของตัวรับ และลิแกนดที่เกี่ยวของกับสัญญาณกระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที  

สัญญาณบวกที่กระตุนการทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที คือ TCR/MHC complex และสัญญาณลบไดแก 

CTLA4/B7-1 และ PD-1/PD-L1 ซึ่งสงสัญญาณผานปฏิกิริยาเติมหมูฟอสเฟตที่ ITIM และ ITSM กระตุนใหเกิด

การเติมหมูฟอสเฟตที่โปรตีนปลายน้ําในวิถีสัญญาณ สงผลตอการลดการทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที  (9) 
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 กลุมเซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่ผิวเซลล นอกจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดทีแลว ยังพบการ

แสดงออกในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดบี (B lymphocytes; B cell) รวมทั้งเซลลกลุมมัยอีลอยดหลาย ๆ ชนิด เชน 

แมโครฝาจ (macrophage) ซึ่งบทบาทของ PD-1 ในเซลลตาง ๆ จะแตกตางกันออกไป เชน ในเซลลเม็ดเลือดขาว

ชนิดบี ที่มีการแสดงออกของ PD-1 สูง และอยูในบริเวณจุลภาวะมะเร็ง (tumor microenvironment) จะสงผล

ตอการกระตุนการเกิดมะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) รวมทั้งกดการทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด

ที ผาน IL-10-dependent pathways (10) ในสวนของแมโครฝาจที่อยูรวมกับกอนมะเร็ง (tumor-associated 

macrophage; TAMs) จะมีการแสดงออกของ PD-1 สูง และสงผลตอประสิทธิภาพของการฟาโกไซโทสิส 

(phagocytosis) (11) 

 ตัวรับของโปรตีน PD-1 คือ PD-L1 และ PD-L2 โดยมีการแสดงออกที่แตกตางกันไป PD-L1 มักมีการ

แสดงออกในเซลลมะเร็ง ในขณะที่ PD-L2 มีการแสดงออกมากในเดนไดรติกเซลล การแสดงออกของ PD-L1 จึง

ถูกสนใจศึกษามากกวา PD-L1 เดิมเชื่อวามีลักษณะเปนโปรตีนบนผิวเซลล แตปจจุบันมีรายงานการพบรูปแบบ

ของ PD-L1 ในรูปนอกเซลล (soluble PD-L1) และรูปในเซลล (intracellular PD-L1) ซึ่งทําใหโครงสรางของ

โปรตีน และอันตรกิริยาแตกตางกันไป (12) เชน soluble PD-L1 ที่มักพบในเซรัมของผูปวยมะเร็ง โครงสรางแบบ

ดังกลาวอาจเกิดจากการหลั่งของเซลลมะเร็ง หรือเซลลเสนอแอนติเจน รวมไปถึงปฏิกิริยาการตัดของเอนไซมที่ทํา

ใหสวนของโปรตีนที่ยึดเกาะกับเยื่อหุมเซลลขาดออกไป (13) 

 

มอโนไซต  และแมโครฝาจ และการแสดงออกของ PD-1 ในมอโนไซต  และแมโครฝาจ 

 มอโนไซต  และแมโครฝาจ จัดเปนเซลลในกลุมโมโนนิวเคลียฟาโกไซด หรือเรียกวา เซลลกลุมมัยอีลอยด 

ซึ่งประกอบดวย มอโนไซต  แมโครฝาจ และเดนไดรติกเซลล (dendritic cells) มอโนไซต พัฒนามาจากเซลลตน

กําเนิดเม็ดเลือดในไขกระดูก (haematological precursors) จากนั้นเคลื่อนที่สูกระแสเลือด (14) โดยทั่วไป

สามารถแบงกลุมมอโนไซต ในเลือดออกเปน 2 กลุมหลัก คือมอโนไซต ที่เคลื่อนที่ (patrol) ในหลอดเลือด และมี

ปฏิสัมพันธกับเซลลเยื่อบุผนังหลอดเลือด (15) มอโนไซต อีกกลุมหนึ่ง คือกลุมที่สามารถเคลื่อนที่ผานเซลล เยื่อบุ

ผนังหลอดเลือดเขาสูเนื้อเยื่อ (16) ในมนุษย ปริมาณมอโนไซต ที่พบมีประมาณ 10 % ของเม็ดเลือดขาวทั้งหมด 

บทบาทหลักของมอโนไซต เกี่ยวของกับการเกิดฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) การเสนอแอนติเจน (antigen 

presentation) และการผลิตไซโตไคน อีกทั้งยังสามารถกระตุนการเกิดการสรางหลอดเลือด (angiogenesis) อีก

ดวย (17) นอกเหนือจากหนาที่ขางตน มอโนไซต สามารถพัฒนาไปเปนแมโครฝาจ และเดนไดรติกเซลลที่อยูใน

เนื้อเยื่อได จึงจัดไดวามอโนไซต เปนที่มาที่สําคัญหนึ่งของโมโนนิวเคลียฟาโกไซดในเนื้อเยื่อ (18) 

 แมโครฝาจ เปนเซลลภูมิคุมกันโดยกําเนิด (innate immune cells) หนาที่หลักของแมโครฝาจ คลายกับ

มอโนไซต  ดังที่กลาวไปขางตน โดยแมโครฝาจที่พัฒนามาจากมอโนไซต ในเลือดจะมีการเปลี่ยนสภาพในชวงการ

อักเสบ ที่เรียกวา inflammatory macrophages รวมไปถึงแมโครฝาจที่อยูในกอนมะเร็ง (tumor associated 
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macrophages; TAM) ซึ่งมีที่มาจากการพัฒนาของมอโนไซต เชนเดียวกัน (19) ในปจจุบันพบวาตนกําเนิดของ

แมโครฝาจในเนื้อเยื่อสวนใหญ ไมไดมีที่มาจากการพัฒนาจากมอโนไซต ในเลือด อาจเรียกแมโครฝาจที่อยูใน

เนื้อเยื่อจําเพาะตาง ๆ วา tissue resident macrophages ซึ่งพบวาที่มาของแมโครฝาจในเนื้อเยื่อ พัฒนามาจาก

เซลลตนกําเนิดในตัวออน (embryonic progenitors) และจะรักษาปริมาณในเนื้อเยื่อนั้น ๆ โดยไมไดรับ

ผลกระทบจากการพัฒนาของแมโครฝาจจากไขกระดูก และแมโครฝาจที่พัฒนาจากมอโนไซต  (18) นอกจากนั้น

แมโครฝาจยังเปนเซลลที่มีกลุมประชากรยอย โดยอาจแบงเปน 2 กลุมหลัก คือแมโครฝาจกลุม M1 และแมโครฝา

จกลุม M2 โดยการตอบสนองของแมโครฝาจกลุม M1 สวนใหญจะเก่ียวของกับการอักเสบ สวนการตอบสนองของ

แมโครฝาจ กลุม M2 จะเก่ียวของกับการตานการอักเสบ (20) 

 ปจจุบันมีการศึกษาความเกี่ยวของระหวางโปรตีน PD-1 กับการทํางานของมอโนไซต  และแมโครฝาจ ใน

หลายโรคติดเชื้อ เชน จากการศึกษาในป 2018 ของ Xia และคณะ ที่ศึกษาผลของการแสดงออกของโปรตีน PD-1 

ในผูปวยติดเชื้อในกระแสเลือด (sepsis) พบวา เมื่อเทียบกับคนปกติ ผูปวยมีการแสดงออกของ PD-1 ในมอโนไซต 

สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ และการทําใหไมมีการสงสัญญาณผานวิถีสัญญาณ PD-1 สงผลตอการแสดงออกของ IL-10 

และ TNF-α ในมอโนไซต ที่เปลี่ยนแปลงไป (21) นอกจากนี้งานวิจัยของ Pan และคณะ ในป 2015 ยังกลาวถึง

การใชการแสดงออกของ PD-1 ในเซลลมอโนไซต  เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) สําหรับทํานายการพัฒนา

อาการของผูปวยติดเชื้อในกระแสเลือด (22) 

 การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจ มีการศึกษามาในลักษณะที่เกี่ยวของกับโรคติดเชื้อ

เชนเดียวกับการแสดงออกในมอโนไซต  เนื่องจาก PD-1 มีบทบาทสําคัญในการเปน inhibitory receptor ของ

เซลลภูมิคุมกัน เพ่ือลดการตอบสนองที่มากเกินไป จากการศึกษาของ Hunegnaw พบวาในผูปวย HIV มักมีการ

ติดเชื้อที่ปอดรวมดวย ถึงแมจะมีการใหยาตานไวรัสอยู และแมโครฝาจในถุงลมปอด (alveolar macrophages; 

AMs) นาจะมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการติดเชื้อดังกลาว จึงมีการศึกษาในแบบจําลองการติดเชื้อ SIV ในลิง

พบวา AMs มีการแสดงออกของ PD-1 และสัมพันธโดยตรงกับปริมาณไวรัสที่เพ่ิมข้ึนในเลือด และยังพบวา AMs มี

การแสดงออกของ PD-L2 ซึ่งเปนลิแกนดหนึ่งของ PD-1 ในระดับคงที่ตลอดชวงการติดเชื้อ การยับยั้งวิถีสัญญาณ 

PD-1/PD-L2 ใหผลลัพธในการเปลี่ยนแปลงการทํางานของ AMs ได (23)  

 

ปฏิสัมพันธระหวางมะเร็งและเซลลภูมิคุมกันในจุลภาวะมะเร็ง 

 มะเร็งเปนหนึ่งในสภาวะที่แสดงถึงการกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันอยางชัดเจน เนื่องจากเมื่อมีการ

เพ่ิมจํานวน หรือการแสดงออกของเซลลรางกายที่ผิดปกติไป เซลลภูมิคุมกันตาง ๆ ควรจะทําหนาที่ในการทําลาย

เซลลผิดปกติเหลานั้น แตเนื่องจากมะเร็งมีกลไกหลายแบบในการกดการทํางาน หรือลดการตอบสนอง ของเซลล

ภูมิคุมกัน (24) เชน การขาดสัญญาณกระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที การมีโครงสรางกายภาพขัดขวางการทํางาน

ของเซลลเม็ดเลือดขาว การสงสัญญาณเพ่ือกดการทํางาน และทําใหการแสดงออกของเซลลกลุมตาง ๆ เปลี่ยนไป 
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อาทิ การเปลี่ยนเซลลกลุมมัยอีลอยด เปนเซลลกลุมมัยอีลอยดที่กดการทํางาน (myeloid-derived suppressor 

cells) รวมไปถึงการเพ่ิมการแสดงออกของตัวรับ หรือลิแกนดชนิดตาง ๆ ที่สงสัญญาณลบตอการทํางานของเซลล

เม็ดเลือดขาว ทําใหสภาวะรอบกอนมะเร็งไมไดมีองคประกอบเพียงแคเซลลมะเร็งเทานั้น แตประกอบดวยเซลลอ่ืน 

ๆ เชน เซลลไฟโบรบลาส รวมไปถึงเซลลภูมิคุมกันตาง ๆ ดวย ซึ่งสภาวะดังกลาวเรียกวา จุลภาวะมะเร็ง  (25) จุล

ภาวะมะเร็งนี้จะสงเสริมการเจริญของมะเร็ง ทั้งในดานเมตาบอลิซิม การสรางหลอดเลือด รวมไปถึงการ

แพรกระจาย และการรุกลามของมะเร็ง ในขณะที่กดการทํางานของเซลลภูมิคุมกันที่จะทําหนาที่ทําลายกอนมะเร็ง 

 โดยทั่วไปเซลลมะเร็งมักมีการแสดงออกของลิแกนดของ PD-1 คือ PD-L1 ซึ่งสงผลกับสัญญาณเชิงลบตอ

เซลลภูมิคุมกัน ใน tumor microenvironment ทําใหมีการหลบหลีกจากการถูกทําลายจากระบบภูมิคุมกัน แต

นอกเหนือจากการแสดงออกของ PD-L1 ในมะเร็งที่สงผลตอการรักษามะเร็งแลว เซลลมะเร็งบางกลุมมีการ

แสดงออกของ PD-1 ซึ่งสงผลตอการพัฒนาของมะเร็งในหนูทดลองที่ไมมีระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive (26) ซึ่ง

การแสดงออกของ PD-1 และ PD-L1 ในจุลภาวะมะเร็งเหลานี้ถูกนําไปเปนเปาสําคัญในการรักษามะเร็งดวยวิธี

ภูมิคุมกันบําบัด (immunotherapy) โดยใชสารยับยั้งตัวรับสัญญาณลบ (immune checkpoint inhibitors) แตมี

งานวิจัยโดย Huber และคณะ พบวาเซลลมะเร็งผิวหนัง มีกลไกในการกดการตอบสนองตอภูมิคุมกันบําบัด โดย

อาศัยการหลั่ง extracellular vesicles ที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของเซลลกลุมมัยอีลอยด 

โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลลมอโนไซต  เพ่ือทําใหมอโนไซต เพ่ิมการทํางานในการสงเสริมการพัฒนาของมะเร็ง (27)  

 

ไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการท างานของมอโนไซต  และแมโครฝาจ และความเกี่ยวของกับโปรตีน PD-1 

 ไซโตไคนมีความเกี่ยวของกับกระบวนการพัฒนา และการทํางานของเซลลมอโนไซต  และแมโครฝาจ

ตั้งแตในอวัยวะสรางเซลลภูมิคุมกัน โดยเซลลตนกําเนิดเซลลกลุมมัยอีลอยดจะถูกกระตุนดวย granulocyte 

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) และ interleukin-3 (IL-3) หรือการกระตุนการทํางาน

ของแมโครฝาจโดยเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที ก็อาศัยผลของ Interferon gamma (IFN-γ ) โดยไซโตไคนที่จะ

กลาวถึงตอไปนี้เปนกลุมไซโตไคนที่ใชในการทดลอง และมีความสัมพันธกับการพัฒนาของเซลลมอโนไซต  และ

แมโครฝาจ ประกอบดวย IFN-γ  และ macrophage colony stimulating factor (M-CSF) สงผลตอการพัฒนา

ของมอโนไซต เปนแมโครฝาจกลุม M1 ในขณะที่ Interleukin-4 (IL-4) และ Interleukin-13 (IL-13) ที่ทําใหมอ

โนไซต พัฒนาเปนเซลลแมโครฝาจกลุม M2 (28) นอกจากนี้ Transforming growth factor beta (TGF-β) ซึ่ง

เปนไซโตไคนกลุมตานการอักเสบ จะใหผลการกดการทํางานของมอโนไซต  และทําใหมีการพัฒนาเปนแมโครฝา

จกลุม M2 ดวยเชนกัน (29) 

 นอกจากความเกี่ยวของของไซโตไคนกับการควบคุมการทํางานพื้นฐานของมอโนไซต  และแมโครฝาจ ยัง

มีงานวิจัยกลาวถึงความเกี่ยวของของไซโตไคนตอวิถีสัญญาณ และการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เชนงานวิจัย

ของ Audrey L. Kinter กลาวถึงผลของไซโตไคนกลุม gamma chain โดยไซโตไคนกลุมดังกลาวมีบทบาทในการ
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เพ่ิมจํานวนของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที แตในขณะเดียวกันก็ทําใหการแสดงออกของ PD-1 เพ่ิมข้ึน นอกจากนี้ไซ

โตไคนกลุมดังกลาวยังมีผลทางออม ทําใหเพ่ิมการแสดงออกของ PD-L1 และ PD-L2 ในเซลลกลุมมัยอีลอยดอีก

ดวย (30) แตไซโตไคนกลุมทีเกี่ยวของกับการทํางานของมอโนไซต  และแมโครฝาจที่กลาวไปขางตน ยังไมมี

การศึกษาผลตอการแสดงออกของ PD-1 และ PD-L1 อยางชัดเจน 

 

สารยับยั้งวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 

 แนวคิดเบื้องตนของการใชสารยับยั้งวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 เริ่มตนในการใชรักษามะเร็งโดยวิธี

ภูมิคุมกันบําบัด ดังที่กลาวไปขางตน การใชแอนติบอดีตอ PD-1 หรือ PD-L1 เพ่ือทําใหการสงสัญญาณระหวาง

เซลลมะเร็งกับเซลลภูมิคุมกันตาง ๆ ในมะเร็งเปนไปตามปกติ และเซลลภูมิคุมกันสามารถทําลายเซลลมะเร็งได 

การศึกษาผลของการยับยั้งการทํางานของ PD-1 และ PD-L1 ในหนูเมาส พบวาการยับยั้งโปรตีนดังกลาวสงผลตอ

การควบคุมการเจริญของมะเร็งหลายชนิด เชนในหนูที่เปนมะเร็งชนิด squamous cell carcinoma เมื่อไดรับ

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที ที่จําเพาะกับมะเร็ง และตามดวยการฉีดมอโนคลอนอลแอนติบอดี (mAb) ตอ PD-L1 

สามารถเพ่ิมอัตราการอยูรอดของหนูได รวมทั้งในหนูที่เปนมะเร็งผิวหนังชนิด B16 การใหแอนติบอดีที่ยับยั้ง PD-1 

และ CTLA-4 รวมกัน ทําใหอัตราการรอดของหนูเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (31) นอกจากรายงานการให mAbs ตอ 

PD-1 ที่มุงเปาตอการขัดขวางการจับกันของ PD-1 จากเซลลเม็ดเลือดขาว กับ PD-L1 ในเซลลมะเร็งแลว ยังพบวา

ในผูปวยที่มะเร็งมีความสามารถในการแสดงแอนติเจนต่ํา ซึ่งโดยทั่วไปมักไมตอบสนองตอการรักษาแบบภูมิคุมกัน

บําบัด การให mAbs ตอ PD-1 ใหผลการรักษาที่ดี ซึ่งเกิดจากผลการทํางานในการกระตุนใหเซลลเม็ดเลือดขาว

ชนิดที ทํางานปกติ และการยับยั้งกระบวนการพัฒนาของเซลลมะเร็งดวยกลไกภายในของมะเร็งเอง (26) ปจจุบัน

มีการพัฒนาสารยับยั้งวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 อีกหลายชนิด โดยเฉพาะการพัฒนาสารยับยั้งที่เปนสารเคมีขนาด

เล็ก (small molecule drug) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของสารยับยั้งวิถีสัญญาณใหดีขึ้น ตัวอยางสารประเภท

ดังกลาว อาจจัดแบงเปนกลุมยอย ตามโครงสรางทางเคมี อาทิ สารกลุมเปปไทด และอนุพันธของสารกลุมเปปไทด 

(peptidomimetics) เชน AUNP-12 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งผิวหนังชนิด B16-

F10 นอกจากนี้มีการพัฒนาสารยับยั้งโดยการปรับโครงสรางทางเคมีของ AUNP-12 เพ่ือหาสารที่มีประสิทธิภาพใน

การรักษาโรคดวยวิธีภูมิคุมกันบําบัดมากขึ้น สารยับยั้งอีกกลุมหนึ่ง คือสารยับยั้งที่ไมมีโครงสรางเปนเปปไทด สาร

กลุมดังกลาวเริ่มถูกพัฒนาโดย Sharpe และคณะ ในป 2011 ประกอบดวย sulfamonomethoxines และ
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sulfamethizoles ซึ่งแสดงประสิทธิภาพการยับยั้งวิถีสัญญาณได อีกทั้งไมแสดงผลความเปนพิษตอเซลล และมี

การพัฒนาตอโดยบริษัทตาง ๆ จนถึงปจจุบัน (32) 

ภาพที่ 1.2 โครงสรางทางเคมีของ BMS-1166 (Selleckchem, USA) 

 สารยับยั้งวิถีสัญญาณที่สนใจในงานวิจัยชิ้นนี้คือ BMS-1166 โดยบริษัท Bristol-Myers Squibb ที่จะจับ

กับ PD-L1 และขัดขวางการจับกับ PD-1 ผลการศึกษาเบื้องตนของการใชยาดังกลาว สามารถเพ่ิมการทํางานของ

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที ที่มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบ in vitro อีกทั้งยังสามารถจับกับ PD-L1 บนที่

แสดงออกบนผิวเซลลได ซึ่งสารดังกลาวอาจสามารถใชในการเปนยาใชทางปาก สําหรับภูมิคุมกันบําบัดได (33)  

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

 1. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนํา

จาก THP-1 

 2. เพ่ือศึกษาผลของการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ตอการทํางานของเซลลไลนมอโนไซต THP-1  

และแมโครฝาจ 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

รูกลไกการควบคุมการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต  และแมโครฝาจ เพ่ือประยุกตใชใน

การหากลไกการกอโรค และการรักษาโรคที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณของ PD-1/PD-L1 
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บทที่ 2 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีด าเนินการทดลอง 

อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

1. หลอดไมโครเซ็นทริฟวจทิวป (Microcentrifuge tube) ขนาด 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

2. หลอด falcon  ขนาด 15, 50 มิลลิลิตร 

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

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

5. จานเพาะเชื้อ 

6. เครื่องชั่งสาร รุน L2220 P (Scientific promotion) 

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

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

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

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

11. ตูแชจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

12. เครื่องทําน้ําแข็ง รุน OF 146 (Newton, Thailand) 

13. หลอด cryovial (SPL Life Sciences, Korea) 

14. ฮีโมไซโตมิเตอร (ISOLAB Laborgerate GmbH, Germany) 

15. ที่วางหลอดทดลอง (test tube rack) 

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

17. เครื่องชั่งรุน PG6002–S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

18. อางควบคุมอุณหภูมิ บริษัท memmert, Germany 

19. กลองจุลทรรศนรุน OLYMPUS CKX3–SLP (OLYMPUS, Japan) 

20. ขวดเลี้ยงเซลลที่มีฝาปดตัวกรองขนาด 25 ซม² (Thermo Fisher Scientific,USA) 

21. จานเลี้ยงเซลลขนาด 12 และ 24 หลุม บริษัท 

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

Electron Corporation, USA) 

23. ชุดเครื่องมือทํา SDS-PAGE 

24. ชุดเครื่องมือทํา semi-dry electrophoretic transfer 

25. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane 

26. เครื่องอานแถบโปรตีน 
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27. กระบอกฉีดยา ขนาด 10 มิลลิลิตร บริษัท 

28. แผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร บริษัท 

 

เคมีภัณฑ 

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

2. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium บริษัท Hyclone, USA 

3. Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) บริษัท ATCC, USA 

4. Fetal Bovine Serum (FBS) บริษัท Gibco Laboratories, USA 

5. Gentamycin บริษัท Gibco Laboratories, USA 

6. Sodium pyruvate บริษัท Hyclone, USA 

7. HEPES บริษัท Hyclone, USA 

8. 2-Mercaptoethanol สําหรบัเลี้ยงเซลล 

9. Dimethylsulfoxide (DMSO) บริษัท Sigma-Aldrich, England 

10. MTT reagent บริษัท Sigma-Aldrich, England 

11. เอทิลแอลกอฮอล (Ethanol) บริษัท Merck KGaA, Germany 

12. เมทิลแอลกอฮอล (Methanol) บริษัท Merck KGaA, Germany 

13. Trypsin–EDTA บริษัท Gibco Laboratories, USA 

14. โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride; NaCl) EMSURE® บริษัท Merck KGaA, Germany 

15. โพแทสเซียมคลอไรด (Potassium chloride; KCl) EMSURE®  บริษัท Merck KGaA, Germany  

16. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-Sodium hydrogen phosphate; Na2HPO4 EMSURE® บริษัท 

Merck KGaA, Germany 

17. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate; KH2PO4) EMSURE®      

ของบริษัท Merck KGaA, Germany 

18. สียอมทริปแพนบลู 0.4% (Trypan blue) บริษัท Gibco™ Laboratories,USA 

19. Cumeric บริษัท Sigma-Aldrich, England 

20. Luminol บริษัท Sigma-Aldrich, England 
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วิธีด าเนินการทดลอง 

การเลี้ยงเซลล 

 เลี้ยงเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ในอาหาร Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium  

ที่เติม 10% Fetal Bovine Serum (FBS) ในภาชนะ T25 Flask ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต  และทําใหเปนแมโครฝาจ โดยการกระตุนเซลล THP-1 ดวย phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) ความเขมขน 185 ng/mL (34) ในอาหาร RPMI medium ที่เติม 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS) ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 12 หลุม เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 

การตรวจสอบการแสดงออกของ PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจ โดยวิธี Western blot 

 เลี้ยงเซลล THP-1 และเซลลแมโครฝาจ ในอาหาร RPMI medium ที่เติม 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS) ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 12 หลุม เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสกัดโปรตีนจากเซลลดวยบัฟเฟอร RIPA วัด

ปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA นําโปรตีนที่ไดมาทํา SDS-PAGE จากนั้นยายโปรตีนลงบนแผนเมมเบรนดวยการใช

ไฟฟา แลวทํา Western blot โดยใชแอนติบอดีปฐมภูมิ คือ purified anti-human CD279 (PD-1) antibody 

(BioRad) และใชแอนติบอดีทุติยภูมิ Rabbit anti mouse antibody ติดฉลาก HRP จากนั้นตรวจสอบสัญญาณ

ของโปรตีนโดยวิธี chemiluminescence โดยการใช beta-actin เปนโปรตีนมาตรฐาน 

 

การตรวจสอบผลของอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง ตอการแสดงออกของ PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และ 

แมโครฝาจ โดยวิธี Western blot 

 เลี้ยงเซลลไลนมะเร็ง 4 ชนิด ประกอบดวย HepG2, MDA-MB-231, A549 และ HeLa ในอาหาร 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ที่เติม 10% FBS สําหรับ HepG2 และ MDA-MB-231 และ 

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ที่เติม 10% FBS สําหรับ A549 และ HeLa ในจานเลี้ยงเซลล

ขนาด 10 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 48 

ชั่วโมง จากนั้นเก็บอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง (Conditioned medium) มากรองผานแผนกรองขนาด 0.45 um และ

นําอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็งที่กรองแลว มาเลี้ยงเซลล THP-1 และแมโครฝาจ เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสกัด

โปรตีน และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ดวยวิธี Western blot 

 

การตรวจสอบผลของไซโตไคน ตอการแสดงออกของ PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจ 

โดยวิธี Western blot 

 กระตุนเซลล THP-1 และแมโครฝาจ ดวย Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-13 (IL-13), Interferon 

gamma (IFN-γ ), Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) และ  Transforming growth factor 
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beta (TGF-β) ที่ความเขมขน 100 ng/mL สําหรับ IL-4 และ IL-13 ความเขมขน 10 ng/mL สําหรับ IFN-γ  

และ TGF-β และความเขมขน 50 ng/mL สําหรับ M-CSF ภายหลังกระตุนเซลล 48 ชั่วโมง แลวสกัดโปรตีน และ

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ดวยวิธี Western blot 

 

การค านวณความเขมเชิงปริมาณของแถบโปรตีนในวิธี Western blot 

 การคํานวณความเขมของแถบโปรตีนเชิงปริมาณ ที่ไดจากวิธี Western blot เปนไปตามวิธีอางอิงของ 

Diamantina Institute ของ The University of Queensland ในหัวขอ Using ImageJ to quantify blots (35)   

โดยมีวิธีการคํานวณที่ผูวิจัยใชคือ ใชโปรแกรม ImageJ (NIH, USA) สรางพ้ืนที่ปดลอมแถบโปรตีนที่สนใจ จากนั้น

โปรแกรมแสดงภาพแทงความถี่ (histogram) ที่สรางจากความแตกตางความเขมของแถบโปรตีนกับพ้ืนที่วางใน

พ้ืนที่ปดลอมที่สรางขึ้น จากนั้นโปรแกรมคํานวณพ้ืนที่ใตกราฟของภาพแทงความถี่ นําพ้ืนที่ใตกราฟของแถบ

โปรตีนแตละแถบที่สนใจ หารดวยพื้นที่ใตกราฟของแถบโปรตีนควบคุมของชุดการทดลองเดียวกัน และคํานวณให

สัดสวนของพ้ืนที่ใตกราฟของโปรตีนที่สนใจตอโปรตีนควบคุมของชุดการทดลองควบคุม นั่นคือไมถูกกระตุน 

หรือไมถูกเหนี่ยวนํา มีคาเทากับ 1 คาสัดสวนของพ้ืนที่ใตกราฟแถบโปรตีนที่สนใจตอแถบโปรตีนควบคุมของชุด

การทดลองอ่ืน ๆ จะนํามาคํานวณเทียบกับชุดการทดลองควบคุม  

 

การทดสอบความเปนพิษของ PMA และ BMS-1166 ดวยวิธี MTT 

 หยอดเซลล ใน 96 -well plate ปริมาณ  10 3 เซลล ต อ  100 µl ในอาหาร  RPMI/10% FBS/1% 

Gentamycin พรอมกับเติม PMA ที่ความเขมขนตาง (5, 10, 50, 100 และ 200 ng/uL) หรือ BMS-1166 ที่ความ

เขมขนตาง (2, 6.33, 20, 63.25 และ 200 nM) โดยมี DMSO เปนชุดควบคุม หลังจากบมไว 24 และ 48 ชั่วโมง 

จึงจะนําเซลลมาตรวจวัดปริมาณเซลลที่มีชีวิตดวยวิธี MTT assay โดยการนําเพลทที่ตองการทดสอบมาเติมสาร 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5  mg/ml) ลงไป 10 µl ตอหลุม 

หลังจากนั้นบมที่ 37°C เปนเวลา 4 ชั่วโมง แลวจึงละลายตะกอน formazan ดวย DMSO 100 µl หลังจากนั้น

นําไปตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ดวยเครื่อง MULTISKAN FC microplate reader (Thermo Fisher 

scientific, Massachusetts, USA) แลวนําไปหาคา cell viability โดยใชอาหารเปลาเปน blank ดวยสูตร (% 

cell viability = ((abs. of treated cells) - (abs. of blank)) / ((abs. of vehicle cells) - (abs. of blank)) × 

100)) 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

3.1 การแสดงออกของ PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซต THP-1 

 เลี้ยงเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจากมอโนไซต THP-1 ดวย PMA (185 

ng/mL) เปนเวลา 48 ชั่วโมง (34) แสดงลักษณะทางสัณฐานของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่

เหนี่ยวนําจากมอโนไซด THP-1 ดวย PMA ลักษณะเซลลเปนดังภาพที่ 3.1.1 กลาวคือเซลลไลนมอโนไซต THP-1 

มีลักษณะเซลลกลม ลอย อยูรวมกันเปนกลุมเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสวนของแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจาก

มอโนไซต THP-1 มีรยางครอบเซลล และเกาะติดกับจานเลี้ยงเซลล จากนั้นเก็บโปรตีนจากเซลลหลังจากเหนี่ยวนํา 

เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ PD-1 พบวาแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจากมอโนไซต THP-1 ดวย PMA มีการแสดงออก

ของ PD-1 ลดลง เมื่อเทียบกับเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนํา THP-1 ที่ถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจ

ดวย VD3 หรือ VD3 และ IL-4 และ IL-13 อยางชัดเจน แตแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจากมอโนไซต THP-1 ดวย VD3 

พบวาไมมีความแตกตางของระดับโปรตีน PD-1 กับเซลลไลนมอโนไซต THP-1 สวนในชุดการทดลองที่เหนี่ยวนํา 

THP-1 เปนแมโครฝาจดวย VD3 ที่กระตุนดวย IL-4 และ IL-13 พบวามีการแสดงออกของ PD-1 ลดลงเล็กนอย 

ดังภาพที่ 3.1.2 

 

ภาพที่ 3.1.1 ลักษณะทางสัณฐานที่แตกตางกันของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน า

จากมอโนไซต THP-1 

แสดงลักษณะทางสัณฐานของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 โดยเซลลลอย อยูรวมเปนกลุมหลายกลุม (ภาพซาย) 

และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจากมอโนไซต THP-1 ดวย PMA (185 ng/mL) เปนเวลา 48 ชั่วโมง เซลลมีรยางค 

เกาะติดกับจานเลี้ยงเชื้อ ไมรวมกันเปนกลุม (ภาพขวา)  

 

 

THP-1 THP-1(PMA) 
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ภาพที่ 3.1.2 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจที่แหนี่ยวน าจากมอโนไซต THP-1 

(ก) แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจากมอโนไซต

ดวยวิธีตาง ๆ และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa (โปรตีนควบคุม; loading control) (ข) แสดงปริมาณการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ โดยเทียบความเขมของแถบโปรตีน PD-1 กับ beta actin ในชุดการ

ทดลองเดียวกัน คํานวณดวยโปรแกรม ImageJ และ GraphPad Prism 5.03 และกําหนดใหการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ใน THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจมีคาการแสดงออกสัมพัทธเทากับ 1  

 

 

 

 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  

42 kDa 

PMA 

VD3 

IL-4 / IL-13 

(ก) 

(ข) 
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3.2 ผลของ PMA ตอการอยูรอดของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 

 จากผลการทดลองกอนหนาซึ่งพบวาการเหนี่ยวนําเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ใหเปนแมโครฝาจดวย 

PMA ทําใหระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ลดลง เพ่ือตรวจสอบวาการลดลงของโปรตีน PD-1 ไมเกี่ยวของ

กับการเปลี่ยนแปลงการอยูรอดของเซลลที่ไดรับ PMA จึงทดสอบผลของ PMA ตอการอยูรอดของเซลลไลนมอโน

ไซต THP-1 ดวยวิธี MTT โดยเลี้ยงเซลล THP-1 แลวกระตุนดวย PMA ที่ความเขมขน 5, 10, 50, 100 และ 200 

ng/mL เปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง จากผล MTT พบวา PMA ทุกความเขมขนที่ทดสอบมีความเปนพิษตอเซลล

ต่ํา และไมทําใหเซลลตาย และพบวา เมื่อกระตุนเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ดวย PMA เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา

การอยูรอดของเซลลที่ไดรับ PMA ความเขมขนตาง ๆ ไมแตกตางจากที่ไมไดรับ PMA มากนัก และไมทําใหการอยู

รอดของเซลลลดลง ดังเสนผานจุดในภาพที่ 3.2.1 และเมื่อกระตุนเซลลดวย PMA เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาเซลล

ที่กระตุนดวย PMA ที่ทุกความเขมขน ทําใหเซลลไลนมอโนไซต THP-1 มีการอยูรอดสูงกวาเซลลไลนมอโนไซต 

THP-1 ที่ไมไดรับ PMA แสดงดวยเสนผานสี่เหลี่ยมดังภาพที่ 3.2.1 การที่เซลลมีการอยูรอดสูงขึ้น 

 

ภาพที่ 3.2.1 การอยูรอดของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวย PMA   

แสดงเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลล THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวย PMA ที่ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 24 และ 48 

ชั่วโมง ดวยวิธี MTT assay คํานวณดวยโปรแกรม GraphPad Prism 5.03 โดยแตละความเขมขนทําการทดลอง 

3 ซํ้า (technical replicate)  
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3.3 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่เปลี่ยนแปลงไปตามเวลาเม่ือไดรับ 

PMA 

 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD- 1 ที่ลดลงหลังจากเซลลไลนมอโนไซด THP-1 ถูกกระตุนดวย PMA 

ตามการทดลองที่ 3.1 พิจารณาที่ 1 ชวงเวลา คือ 48 ชั่วโมง ผูวิจัยจึงสนใจการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออก

ของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนต THP-1 ที่ชวงเวลาอ่ืน ๆ เพื่อระบุวาการลดลงของระดับโปรตีน PD-1 ขึ้นกับ

เวลาหรือไม จึงเลี้ยงเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และกระตุนดวย PMA (185 ng/mL) เปนเวลา 12, 24, 36 และ 

48 ชั่วโมง เมื่อตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 พบวา โปรตีน PD-1 เริ่มมีการแสดงออกลดลงเมื่อเซลล

ไลนมอโนไซต THP-1 ถูกกระตุนดวย PMA เปนเวลา 24 ชั่วโมง และเวลา 48 ชั่วโมงหลังจากกระตุนเซลลไลนมอ

โนไซต THP-1 ดวย PMA จะพบระดับการแสดงออกของ PD-1 ที่ต่ําที่สุด เมื่อเทียบกับเวลาอ่ืน ๆ จึงอาจสรุปวา

การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ลดลงตามเวลา ดังภาพที่ 3.3.1 

 

 

 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  

42 kDa 

THP-1 

THP-1 (PMA) (ก) 

(ข) 
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ภาพที่ 3.3.1 การแสดงออกของ PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่ถูกกระตุนดวย PMA 

(ก) แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวย PMA (185 ng/mL) เปนเวลา 12, 24, 

36 และ 48 ชั่วโมง และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa (loading control) (ข) แสดงปริมาณการแสดงออก

ของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ โดยเทียบความเขมของแถบโปรตีน PD-1 กับ beta actin ในชุดการทดลอง

เดียวกัน คํานวณดวยโปรแกรม ImageJ และ GraphPad Prism 5.03 และกําหนดใหการแสดงออกของโปรตีน 

PD-1 ใน THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจมีคาการแสดงออกสัมพัทธเทากับ 1 

 

3.4 การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซต

ดวย PMA ภายใตการมีอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง 

 3.4.1 การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ภายใตการมีอาหารเลี้ยง

เซลลมะเร็ง  

 จากงานวิจัยกอนหนาของ Huber และคณะ ซึ่งพบวาเซลลมะเร็งอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงการทํางาน

ของเซลลมอโนไซต ผานสารตาง ๆ ที่เซลลมะเร็งหลั่งออกมา ผูวิจัยจึงสนใจผลของอาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยง

เซลลมะเร็ง (cancer-conditioned media) โดยมุงศึกษาที่ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ซ่ึงเดิมเซลลไลน

มอโนไซต THP-1 มีการแสดงออกอยูแลว จึงเลี้ยงเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ในอาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยง

เซลลมะเร็งจากเซลลไลนมะเร็ง 4 ชนิด คือ HepG2 (มะเร็งตับ), HeLa (มะเร็งปากมดลูก), MDA-MB-231 (มะเร็ง

เตานม) และ A549 (มะเร็งปอด) พบวาอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็งที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลไลนมะเร็ง HepG2 และ 

MDA-MB ทําใหการแสดงออกของ PD-1 ใน THP-1 เพ่ิมขึ้น และผลเปนเชนเดียวกับระดับการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 เมื่อเลี้ยงเซลลไลน THP-1 ในอาหารเลี้ยงเซลล A549 ซึ่งระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน 

THP-1 ที่เลี้ยงในอาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลไลน A549 สูงกวาในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ซึ่งระดับการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ แสดงดังภาพที่ 3.4.1.1 (ข) แตเมื่อพิจารณาระดับการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ใน THP-1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง HeLa ไมพบความแตกตางของระดับการแสดงออก

โปรตีน PD-1 ในทุกชุดการทดลอง ดังภาพที่ 3.4.1.1 

 เมื่อพิจารณาระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เซลลของเซลลมะเร็ง (culture media) พบวาชุดการทดลองที่เลี้ยงเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ในอาหารเลี้ยง

เซลลของเซลลมะเร็ง คือ 10% FBS DMEM (สําหรับเซลลไลนมะเร็ง HepG2) 15% FBS DMEM (สําหรับเซลล

ไลนมะเร็ง MDA-MB) และ 10% FBS EMEM (สําหรับเซลลไลนมะเร็ง A549) พบการแสดงออกของ PD-1 สูงกวา

ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 เชนเดียวกับระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่

เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลมะเร็ง ในภาพที่ 3.4.1.1 จึงอาจสรุปไดวาการเพ่ิมขึ้นของระดับ

การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ไมไดเกิดจากผลของอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งโดยตรง 
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ภาพที่ 3.4.1.1 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่เลี้ยงในอาหารที่เก็บได

จากการเลี้ยงเซลลมะเร็ง 

(ก) แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งทั้ง 

4 ชนิด คือ HepG2, HeLa, MDA-MB และ A549 เปนเวลา 48 ชั่วโมง และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa 

(loading control) (ข) แสดงปริมาณการแสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ โดยเทียบความเขมของแถบ

โปรตีน PD-1 กับ beta actin ในการเลี้ยงเซลลไลน THP-1 กับอาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลไลนมะเร็ง A549 

คํานวณดวยโปรแกรม ImageJ และ GraphPad Prism 5.03 และกําหนดใหการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

HepG2 DMEM RPMI 

THP-1 

RPMI EMEM HeLa 
THP-1 

RPMI 
15% FBS  
DMEM MDA-MB 

THP-1 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

A549 EMEM RPMI 
THP-1 

(ก) 

(ข) 



18 
 

THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจมีคาการแสดงออกสัมพัทธเทากับ 1 (คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา กราฟ

แสดงคาเฉลี่ย +/- สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

 3.4.2 การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซตดวย PMA ภายใตการ

มีอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง  

 นอกจากการศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่อาจเปลี่ยนแปลงไปในเซลลไลนมอโนไซต 

THP-1 ที่เลี้ยงในอาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลไลนมะเร็ง จากงานวิจัยกอนหนาของ Gordon และคณะ พบวา

แมโครฝาจที่อยูรวมกับเซลลมะเร็ง จะมีประชากรที่มีการแสดงออกของ PD-1 เพ่ิมขึ้น (11) ผูวิจัยจึงสนใจผลของ

อาหารที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลมะเร็ง ตอระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําดวย 

PMA  จึงเลี้ยงเซลลไลน THP-1 แลวเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจดวย PMA (185 ng/mL) เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

จากนั้นเลี้ยงเซลลแมโครฝาจตอในอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดจากเซลลไลนมะเร็งที่กลาวไปขางตน พบวาอาหาร

เลี้ยงเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด ไมมีผลตอระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจ กลาวคือระดับการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 ในชุดการทดลองที่เลี้ยงเซลลแมโครฝาจในอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดจากการเลี้ยง

เซลลมะเร็ง ไมแตกตางจากระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจที่เลี้ยงใน 10% FBS RPMI ซึ่งเปน

ชุดควบคุม ดังภาพที่ 3.4.2.1 จึงอาจสรุปไดวาอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดจากการเลี้ยงเซลลมะเร็ง ไมสงผลตอระดับ

การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่เปลี่ยนแปลงไปในแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําดวย PMA จากเซลลไลนมอโนไซต 

THP-1 
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ภาพที่ 3.4.2.1 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เม่ือเลี้ยงแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากเซลลไลนมอโนไซต

ดวย PMA ในอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดจากเซลลมะเร็ง 

แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 ที่เหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจดวย PMA และเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด คือ HepG2, HeLa, MDA-MB และ A549 เปนเวลา 48 ชั่วโมง และโปรตีน beta actin 

ขนาด 42 kDa (loading control) 

 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

HepG2 DMEM RPMI 
THP-1 (PMA) 

THP-1 (PMA) 
RPMI EMEM HeLa 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

THP-1 (PMA) 

RPMI 
15% FBS 

DMEM MDA-MB 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  
42 kDa 

A549 EMEM RPMI 
THP-1 (PMA) 
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3.5 การแสดงออกของ PD-1 ในเซลลไลน THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าดวย PMA ภายใตการกระตุน

ดวยไซโตไคน 

 ไซโตไคนเปนสารเคมีที่เซลลสรางขึ้น และมีผลตอการแสดงออกของยีน และโปรตีนตาง ๆ มีการรายงาน

วาไซโตไคนเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที (30) แตการศึกษา

ผลของไซโตไคนตาง ๆ ตอการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต และแมโครฝาจ ยังไมมีการศึกษามาก

นัก จึงสนใจผลของไซโตไคนชนิดตาง ๆ ตอระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 

(ภาพที่ 3.5.1) และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจากมอโนไซตดวย PMA (ภาพที่ 3.5.3) เลี้ยงเซลล THP-1 ในสภาวะที่

กระตุนดวยไซโตไคน ไดแก IL-4 (100 ng/mL) , IL-13 (100 ng/mL) , IFN-γ (20 ng/mL) และ M-CSF (50 

ng/mL) เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวาระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่ถูก

กระตุนดวย IL-13 สูงขึ้น และระดับการแสดงออกของ PD-1 ใน THP-1 ที่กระตุนดวย M-CSF ลดลง สวนไซโต

ไคนอ่ืน ๆ ไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลล THP-1 แสดงผลดังภาพที่ 

3.5.1 

 

 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  

42 kDa 

THP-1 (ก) 
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ภาพที่ 3.5.1 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เมื่อกระตุนเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ดวยไซโตไคน 

(ก) แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวยไซโตไคน 4 ชนิด คือ IL-4, IL-13, IFN-γ 

และ M-CSF เปนเวลา 48 ชั่วโมง และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa (loading control) (ข) แสดงปริมาณ

การแสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ โดยเทียบความเขมของแถบโปรตีน PD-1 กับ beta actin ในชุดการ

ทดลองเดียวกัน คํานวณดวยโปรแกรม ImageJ และ GraphPad Prism 5.03 และกําหนดใหการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ใน THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจมีคาการแสดงออกสัมพัทธเทากับ 1 

 

 จากผลการทดลองเบื้องตนดังภาพที่ 3.5.1 ที่แสดงถึงการลดลงของโปรตีน PD-1 เมื่อกระตุนเซลลไลนมอ

โนไซต THP-1 ดวย M-CSF จึงตองการทราบผลของ M-CSF ตอการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่เปลี่ยนแปลงไป

ตามเวลา เนื่องจาก M-CSF ใหผลในการเหนี่ยวนําเซลลปฐมภูมิมอโนไซต ใหเปนแมโครฝาจได จึงคาดการณผลเชิง

เปรียบเทียบระหวางการลดลงของการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่เกิดจากการเหนี่ยวนําใหเปนแมโครฝาจดวย 

PMA และการลดลงของระดับโปรตีน PD-1 ที่เกิดจากการกระตุนดวย M-CSF เมื่อทําการทดลองซ้ํา 3 ซ้ํา โดยเพิ่ม

ชวงเวลากระตุนเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ดวย M-CSF เปน 24, 48 และ 72 ชั่วโมงพบวา เซลลไลนมอโนไซต 

THP-1 มีระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ลดลงตามเวลาที่ถูกกระตุน โดยการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน

เซลลไลนมอโนไซต THP-1 ที่กระตุนดวย M-CSF เริ่มลดลง เมื่อถูกกระตุนครบ 24 ชั่วโมง ดังภาพที ่3.5.2 
 

 

(ข) 
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ภาพที่ 3.5.2 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เมื่อเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ถูกกระตุนดวย M-CSF 

(ก) แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวย M-CSF 50 ng/mL เปนเวลา 24, 48 

และ 72 ชั่วโมง และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa (loading control) ตัวอยางแถบโปรตีนจากการทดลอง 1 

ซ้ํา (ข) แสดงปริมาณการแสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ โดยเทียบความเขมของแถบโปรตีน PD-1 กับ 

beta actin ในชุดการทดลองเดียวกัน คํานวณดวยโปรแกรม ImageJ และ GraphPad Prism 5.03 และกําหนดให

การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจมีคาการแสดงออกสัมพัทธเทากับ 1 

(คํานวณจากการทดลอง 3 ซ้ํา กราฟแสดงคาเฉลี่ย +/- สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

 

 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  

42 kDa 

(ก) 

(ข) 
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 จากการทดลองกอนหนาที่ทราบผลของไซโตไคนตาง ๆ ตอการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 แลว ผูวิจัยจึงสนใจผลของไซโตไคนตาง ๆ ตอการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ในเซลลแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจาก THP-1 จึงเลี้ยงเซลล THP-1 แลวเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจดวย 

PMA (185 ng/mL) เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นกระตุนเซลลแมโครฝาจดวยไซโตไคลที่กลาวไปขางตน พบวาไซ

โตไคนทุกชนิด ไมมีผลตอระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจ ดังภาพที่ 3.5.3 

 

ภาพที่ 3.5.3 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เม่ือกระตุนแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซต THP-1 

ดวยไซโตไคนตาง ๆ  

แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 ที่เหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจดวย PMA จากนั้นกระตุนดวยไซโต

ไคน 4 ชนิด คือ IL-4, IL-13, IFN-γ และ M-CSF เปนเวลา 48 ชั่วโมง และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa 

(loading control) 

 

 นอกจากไซโตไคนขางตน ยังมีไซโตไคนอีกชนิดหนึ่ง ที่มีบทบาทสําคัญตอการแสดงออกของโปรตีนใน

เซลลภูมิคุมกันหลายชนิด คือ TGF-β โดยมีการรายงานบทบาทของไซโตไคนดังกลาว ตอการควบคุมการ
แสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดที (36) แตยังไมมีรายงานเกี่ยวกับผลของ TGF-β ตอการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซด จึงเลี้ยงเซลล THP-1 ในที่กระตุนดวยไซโตไคน TGF-β (10 

ng/mL) เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา THP-1 ที่ถูกกระตุนดวย TGF-β มีปริมาณการแสดงออกของ PD-1 ต่ํากวา 

THP-1 ที่ไมถูกกระตุน แสดงดังภาพที่ 3.5.4 

 

THP-1(PMA) 
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ภาพที่ 3.5.4 ระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เมื่อเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ถูกกระตุนดวย TGF-β 

(ก) แสดงแถบโปรตีน PD-1 ขนาด 32 kDa ใน THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวย TGF-β (10 ng/mL) เปนเวลา 48 

ชั่วโมง และโปรตีน beta actin ขนาด 42 kDa (loading control) ตัวอยางแถบโปรตีนจากการทดลอง 1 ซ้ํา (ข) 

แสดงปริมาณการแสดงออกของโปรตีน PD-1 แบบสัมพัทธ โดยเทียบความเขมของแถบโปรตีน PD-1 กับ beta 

actin ในชุดการทดลองเดียวกัน คํานวณดวยโปรแกรม ImageJ และ GraphPad Prism 5.03 และกําหนดใหการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน THP-1 ที่ไมถูกเหนี่ยวนําเปนแมโครฝาจมีคาการแสดงออกสัมพัทธเทากับ 1 

(คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา กราฟแสดงคาเฉลี่ย +/- สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

 

 

 

 

PD-1; 32 kDa 

beta actin;  

42 kDa 
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3.6 ผลของ BMS-1166 ตอการอยูรอดของเซลล THP-1 

 จากการทดลองที่ผานมาเปนการศึกษาผลโดยตรงของปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจาก THP-1 ทั้งปจจัยที่เกี่ยวกับผลของ

อาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง และปจจัยที่เกี่ยวกับไซโตไคนตาง ๆ แตผลการศึกษาดังกลาวไมทําใหทราบถึงผลลัพธของ

การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ตอการทํางานของเซลลไลน THP-1 ผูวิจัยจึงใชการยับยั้งวิถีสัญญาณ PD-1/PD-

L1 ดวยตัวยับยั้ง BMS-1166 เพ่ือทราบผลของวิถีสัญญาณดังกลาวตอเซลลมอโนไซต โดยเบื้องตนผูวิจัยตองการ

สังเกตผลของการยับยั้งวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 ตอการอยูรอดของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 จึงเลี้ยงเซลลไลน 

THP-1 แลวกระตุนดวย BMS-1166 ที่ความเขมขน 2, 6.33, 20, 63.25 และ 200 nM เปนเวลา 24 และ 48 

ชั่วโมง จากนั้นหาผลของ BMS-1166 ตอการอยูรอดของเซลล THP-1 ดวยวิธี MTT จากผล MTT พบวา BMS-

1166 ทุกความเขมขนที่ทดสอบมีความเปนพิษตอเซลลต่ํา และไมทําใหเซลลตาย ดังแสดงในภาพที่ 3.6.1 

 

ภาพที่ 3.6.1 BMS-1166 ตอการอยูรอดของเซลลไลนมอโนไซต THP-1 

แสดงเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลล THP-1 เมื่อถูกกระตุนดวย BMS-1166 ที่ความเขมขนตาง ๆ (แกน X; log 

scale) เปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ดวยวิธี MTT assay คํานวณดวยโปรแกรม GraphPad Prism 5.03 โดยแต

ละความเขมขนทําการทดลอง 3 ซํ้า (technical replicate) 

 

BMS-1166 24 Hr. BMS-1166 48 Hr. 

           BMS-1166 (nM)       

24 hr  48 hr  

           BMS-1166 (nM)       
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บทที่ 4 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 มอโนไซดเปนเซลลในกลุมมัยอีลอยด ซึ่งในสิ่งมีชีวิตจะทําหนาที่ในระบบภูมิคุมกันผานการกําจัดสิ่ง

แปลกปลอมดวยการฟาโกไซโทซิส และมีแหลงอาศัยในระบบเลือด และน้ําเหลือง แตจะพบไดในเนื้อเยื่อในปริมาณ

นอย หากมอโนไซดถูกชักนําดวยสัญญาณกระตุนตาง ๆ อาจทําใหพัฒนาเปนเซลลแมโครฝาจ (14) ซึ่งเปนเซลล

กลุมฟาโกไซดเชนกัน แตมีบทบาทเพ่ิมเติมในการสรางไซโตไคนสําคัญตาง ๆ ในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน วิธีการ

เหนี่ยวนําเซลล THP-1 ใหเปนแมโครฝาจ อาจทําไดโดยใชสารกระตุนหลายชนิด จากงานวิจัยกอนหนาของ 

Tedesco และคณะ พบวาการใช PMA ที่ความเขมขน 185 ng/mL (34) หรือจากงานวิจัยของ Daigneault และ

คณะ การใช VD3 ที่ความเขมขน 100 nM สามารถเหนี่ยวนําให THP-1 เปนแมโครฝาจได (37) จากผลการทดลอง

ของผูวิจัย พบวาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลแมโครฝาจที่ถูกเหนี่ยวนําดวย PMA จะลดลงตามเวลาที่

ถูกเหนี่ยวนํา แต VD3 ไมทําใหการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เปลี่ยนแปลงไป เมื่อพิจารณาเพ่ิมเติมดานสัณฐาน

วิทยาของเซลล พบวาเซลลแมโครฝาจที่ถูกเหนี่ยวนําดวย PMA มีลักษณะคลายแมโครฝาจจากงานวิจัยอางอิง 

กลาวคือเซลลยึดเกาะกับจานเลี้ยงเซลล และมีรยางคยื่นออกรอบเซลล แตแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําดวย VD3 ไมมี

ลักษณะดังกลาว จึงอาจเปนไปไดวา VD3 ที่ความเขมขนดังกลาว ไมสามารถเปลี่ยนให THP-1 เปนแมโครฝาจได 

ซึ่งการทดลองดังกลาวอาจตองยืนยันผลวาเซลลที่ถูกเหนี่ยวนําแลว มีลักษณะของแมโครฝาจจริง ทั้งในดาน

ลักษณะของเซลล และการแสดงออกของยีน หรือโปรตีนที่เปนเอกลักษณของแมโครฝาจของมนุษย กอนจะนํามา

พิจารณาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 

 วิธีการเหนี่ยวนํา THP-1 ใหเปนแมโครฝาจดังกลาว จะทําใหไดเซลลแมโครฝาจที่มีลักษณะการแสดงออก

ของยีนแบบ M1 หากตองการเหนี่ยวนํา THP-1 เปนแมโครฝาจแบบ M2 จากงานวิจัยของ Genin และคณะ กลาว

วาตองใชการกระตุนเหนี่ยวนําพรอมกับไซโตไคน IL-4 และ IL-13 ที่ความเขมขน 20 ng/mL (38) ซึ่งผูวิจัยได

ตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลแมโครฝาจที่คาดวาจะเปน M2 พบวา ระดับการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ไมแตกตางจาก THP-1 ที่ไมถูกกระตุน ซึ่งอาจเปนไปตามสมมติฐานเบื้องตนคือ การกระตุนดวย 

VD3 ในกรณีของผูวิจัย ไมสามารถเหนี่ยวนํา THP-1 ใหเปนแมโครฝาจได เนื่องจากลักษณะของเซลลแมโครฝาจที่

คาดวาจะเปน M2 ไมแตกตางจากเซลล THP-1 ที่กระตุนดวย VD3 เทานั้น และไมแตกตางจาก THP-1 ที่ไมถูก

กระตุน จึงเสนอแนะแนวทางเพ่ิมเติมวา ควรยืนยันผลการเปนแมโครฝาจของ THP-1 ที่ถูกเหนี่ยวนําดวย VD3 

กอนที่จะทําการศึกษาตอไป โดยอาจพิจารณาการแสดงออกของยีน  iNOS, IL-6, IL-1β สําหรับแมโครฝาจชนิด 
M1 และการแสดงออกของยีน CD206, CD209 สําหรับแมโครฝาจชนิด M2 (39) 

 จากผลการทดลองพบวา มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลนมอโนไซต THP-1 ในสภาวะปกติ 

จากงานวิจัยกอนหนาพบวา มีการรายงานการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซตในสิ่งมีชีวิต จาก
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งานวิจัยของ Xia และคณะ พบวาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 มีการแสดงออกในเซลลมอโนไซตของมนุษย 

(21) นอกจากนี้ งานวิจัยของ Pan และคณะ กลาววาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลไลน THP-1 ที่ดื้อตอ 

LPS (LPS-tolerant) ซึ่งเปนการจําลองสภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด พบวาเซลล THP-1 มีการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ที่เพ่ิมขึ้น (22) นอกจากโปรตีน PD-1 แลว ในงานวิจัยของ Host และคณะ รายงานวาเซลลมอโน

ไซตที่ติดเชื้อไวรัสกอมะเร็ง Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) มีการแสดงออกของโปรตีน 

PD-L1 ดวย (40) จึงอาจออนุมานไดวาในกลุมประชากรของเซลล THP-1 จะมีทั้งการแสดงออกของโปรตีน PD-1 

และ PD-L1 ซึ่งสามารถจับกันได และทําใหเกิดการสงสัญญาณ ที่สงผลตอการทํางานบางอยางของเซลล  ซึ่งจาก

ผลการทดลองของผูวิจัยที่กลาวไปขางตน พบวามีความสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนา คือเซลลมอโนไซตมีการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 เชนกัน แตในรายงานวิจัยชิ้นนี้ ผูวิจัยยังไมไดศึกษาการแสดงออกของโปรตีน PD-L1 

และบทบาทของเซลลไลน THP-1 ที่มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 โดยจากการทดลองเบื้องตน ในการยับยั้ง

การจับกันของ PD-1 และ PD-L1 ดวยสารยับยั้ง BMS-1166 พบวาสารดังกลาวไมสงผลตอการอยูรอดของเซลล 

THP-1 แสดงใหเห็นวาสารดังกลาวในปริมาณที่ใชทดสอบ ไมเปนพิษตอเซลล อีกทั้งแสดงผลวาการจับกันของ

โปรตีน PD-1 และ PD-L1 ไมเกี่ยวของกับวิถีสัญญาณที่เกี่ยวของกับการอยูรอดของเซลล ดังเชนงานวิจัยกอน

หนาที่กลาวถึงบทบาทของวิถีสัญญาณ PD-1/PD-L1 ตอการเกิดการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิสของเซลล

ภูมิคุมกัน (41, 42) 

 จากงานวิจัยกอนหนาของ Hunegnaw และคณะ พบวาแมโครฝาจมีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ใน

กรณีการติดเชื้อเรื้อรัง เชนเดียวกับมอโนไซต  อีกทั้งยังพบวาแมโครฝาจที่มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 และ

อาศัยอยูรวมกับมะเร็ง จะมีลักษณะเปนแมโครฝาจชนิด M2 แมโครฝาจดังกลาวจะมีความสามารถในการเกิดฟาโก

ไซโทซิสลดลง รวมทั้งสัมพันธกับระยะของโรคมะเร็งที่รุนแรงขึ้นดวย (11) จากผลการศึกษาของผูวิจัยที่กลาวไป

ขางตน การแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําดวย PMA จาก THP-1 แตกตางจากงานวิจัย

กอนหนา โดยอาจเกิดจากปจจัยของเซลลไลน THP-1 และสภาวะที่ใชในการเหนี่ยวนํา เนื่องดวยแมโครฝาจที่

เหนี่ยวนําจากมอโนไซตในรางกายมนุษยเกิดจากปจจัยรวมหลายภาวะ เชน ในภาวะโรคติดเชื้อ บริเวณที่ติดเชื้อมี

การหลั่งไซโตไคนที่ชักนําใหมอโนไซดออกจากหลอดเลือด และมีการพัฒนาเปนแมโครฝาจ หรือในภาวะมะเร็ง ซึ่ง

มีความซับซอนของสารที่มะเร็งสามารถหลั่งออกมา และควบคุมการแสดงออกของเซลลที่อยูโดยรอบ  (43) ความ

ซับซอนของสัญญาณ และวิถีสัญญาณเหลานี้ ทําใหการใชเซลลไลน และการกระตุนดวยสารหนึ่งชนิด อาจเปนตัว

แทนที่ไมดีนักของสภาวะจริง มีงานวิจัยกอนหนาที่กลาวถึงการใชแมโครฝาจที่เหนี่ยวนําจาก THP-1 วาอาจเปนตัว

แทนที่ไมดีนักของแมโครฝาจในมนุษย (34, 44) การศึกษาเรื่องการแสดงออกของโปรตีน PD-1 นี้จึงจําเปนตอง

ศึกษาในเซลลมนุษยทั้งมอโนไซต และแมโครฝาจตอไป 

 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ดังที่กลาวไปขางตน จําเปนตองศึกษาเพ่ิมเติมในบทบาทของ

เซลลที่มีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ทั้งในมอโนไซต และแมโครฝาจตอไป โดยการศึกษาอาจมุงเนนไปใน
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บทบาทที่เคยมีการรายงานกอนหนา และยังไมไดศึกษาในงานวิจัยชิ้นนี้ กลาวคือ กระบวนการฟาโกไซโทซิส การ

ผลิตไซโตไคน รวมถึงการแสดงออกของโปรตีนผิวเซลลที่อาจเปนตัวบงชี้ลักษณะจําเพาะอ่ืน ๆ ของเซลล การใชตัว

ยับยั้งการจับกันของ PD-1/PD-L1 ในงานวิจัยนี้คือ BMS-1166 อาจเปนตัวแทนหนึ่งของการขัดขวางวิถีสัญญาณ 

หากตองการศึกษาเพ่ิมเติม อาจใชวิธีที่เปนที่นิยม และมีการทดสอบในระดับคลินิก คือการใชแอนติบอดีตอ PD-1 

รวมไปถึงการใชวิธีทางพันธุกรรม โดยการ Knock out ของโปรตีน PD-1 (45) ซึ่งอาจใหผลลัพธที่ชัดเจนขึ้น ใน

ดานของบทบาทของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต และแมโครฝาจ 

 จากที่กลาวไปวามะเร็งอาจมีบทบาทตอการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ผูวิจัยพบวาอาหารเลี้ยง

เซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิดที่ใชในงานวิจัยชิ้นนี้ คือ A549, HepG2, HeLa และ MDA-MB 231 ซึ่งเปนมะเร็งระยะรุก

ลาม และมาจากอวัยวะที่ตางกัน ไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในแมโครฝาจ 

สวนในมอโนไซตพบวามีการแสดงออกของโปรตีน PD-1 เพ่ิมข้ึนเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง A549, HepG2 

และ MDA-MB แตระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่เพ่ิมขึ้นนี้ มีการเพ่ิมทั้งในชุดการทดลองที่เลี้ยงเซลล 

THP-1 ในอาหารของเซลลมะเร็ง ซึ่งอาจสรุปไดวาระดับการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่เพ่ิมขึ้นใน THP-1 ที่

เลี้ยงในเซลลมะเร็งทั้ง 3 ชนิด นาจะเปนผลของความแตกตางของอาหารเลี้ยงเซลล การศึกษาในเชิงลึกเพ่ิมเติม

เกี่ยวกับผลของเซลลมะเร็งตอการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต และแมโครฝาจ อาจตองศึกษาใน

ระบบเลี้ยงรวม (co-culture) หรืออาจทําในลักษณะการเลี้ยงเซลลแบบสามมิติ ซึ่งอาจใหผลที่แตกตางไป และ

ใกลเคียงกับสภาวะจริงในกอนมะเร็งมากขึ้น 

 สภาวะที่นอกเหนือจากมะเร็งที่มีการศึกษาวาเกี่ยวของกับการแสดงออกของยีน หรือโปรตีนตาง ๆ ใน

เซลลภูมิคุมกัน คือสภาวะกระตุนดวยไซโตไคน ซึ่งผูวิจัยพบวาไซโตไคน M-CSF และ TGF-β สงผลตอการลดการ

แสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลล THP-1 โดย M-CSF ทําใหการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ลดลงตามเวลาที่

ถูกกระตุน สวน TGF-β ทําใหโปรตีน PD-1 ลดลงอยางชัดเจนเมื่อกระตุนเซลล THP-1 ไป 48 ชั่วโมง จากงานวิจัย

กอนหนา ยังไมมีผูศึกษาผลโดยตรงของไซโตไคน 2 ชนิดดังกลาว ตอการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโน

ไซด แตผลของ M-CSF ตอเซลลมอโนไซตของมนุษย คือการเหนี่ยวนําใหเปนแมโครฝาจ (46) จึงอาจเปนเหตุผล

หนึ่งที่เกี่ยวของกับการแสดงออกของ PD-1 ที่ลดลง ในสวนของ TGF-β ไซโตไคนดังกลาวมีผลตอการกดการ
ทํางานของเซลลมอโนไซต และมีรายงานวาเกี่ยวของกับการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลเม็ดเลือด

ขาวชนิดที (36) ซึ่งจากบทบาทดังกลาวผูวิจัยจึงตั้งขอสันนิษฐานวา TGF-β นาจะทําใหการแสดงออกของ PD-1 

ในเซลล THP-1 เพ่ิมขึ้น หากแตผลการทดลองเปนไปในทางตรงกันขาม ซึ่งตองศึกษาผลของการแสดงออกของ

โปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต THP-1 ตอไป เพ่ือหาผลที่แทจริงของ TGF-β ตอ PD-1 อีกทั้งอาจตองศึกษาการ

ทํางานของเซลล THP-1 ที่มีการแสดงออกของ PD-1 ลดลงจากผลของไซโตไคน เพ่ือทราบการทํางานตอไป 

 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต และแมโครฝาจ เพ่ือหาวิถีสัญญาณที่ควบคุม

การแสดงออก ในเบื้องตนพบการแสดงออกในมอโนไซด THP-1 และพบการแสดงออกที่ลดลงในแมโครฝาจที่
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เหนี่ยวนําดวย PMA จาก THP-1 อีกท้ังยังพบการแสดงออกของโปรตีน PD-1 ที่ลดลงในมอโนไซตที่กระตุนดวยไซ

โตไคน 2 ชนิด คือ M-CSF และ TGF-β การศึกษาดังกลาวจําเปนตองทําเพ่ิมเติมในดานบทบาทของการแสดงออก
ของโปรตีน PD-1 ในเซลลมอโนไซต และแมโครฝาจ ทั้งในเซลลไลน และในเซลลมนุษย ซึ่งจะทําใหพบแนว

ทางการรักษาโรคตาง ๆ ที่เซลลภูมิคุมกันเกี่ยวของผานวิถีสัญญาณ PD-1 ในอนาคต 
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ภาคผนวก 

1. อาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS RPMI (ปริมาตรทั้งหมด 50 ml) 

RPMI 1640                 43.45 ml 

ฟตัล โบไวน ซีรัม (Fetal Bovine Serum)             5  ml 

  ยาปฏิชีวนะ เจนตามัยซิน (Gen)         0.5 ml 

 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)   0.5 ml 

 โซเดียม ไพรูเวท (Sodium pyruvate)     0.5 ml 

 2-Mercaptoethanol       0.045 ml  

2. อาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS DMEM (ปริมาตรทั้งหมด 50 ml) 

DMEM                  43.5 ml 

ฟตัล โบไวน ซีรัม (Fetal Bovine Serum)             5  ml 

  ยาปฏิชีวนะ เจนตามัยซิน (Gen)         0.5 ml 

 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)   0.5 ml 

 โซเดียม ไพรูเวท (Sodium pyruvate)     0.5 ml 

3. อาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS EMEM (ท้ังหมด 50 ml) 

EMEM                  44 ml 

ฟตัล โบไวน ซีรัม (Fetal Bovine Serum)             5  ml 

  ยาปฏิชีวนะ เจนตามัยซิน (Gen)         0.5 ml 

 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)   0.5 ml 

4. 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 

5. Freezing media (ทั้งหมด 1000 µl) 

ฟตัล โบไวน ซีรัม (Fetal Bovine Serum)             900  µl  

DMSO          100  µl 
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6. 95% Ethanol (ทั้งหมด 100 ml) 

Absolute ethanol        95  ml 

น้ํากลั่น          5  ml 
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