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Nowadays, gold nanoparticles (AuNPs) are widely used in medical research, 

both in cellular and animal model. However, cytotoxicity and cell signaling pathway 
after AuNPs treatment are still not well-understood.  

Thus, this research studied in cell viability and AKT/FOXO3a cell signaling 
pathway in HepG2 cell line treated by AuNPs (<20 nm). The result showed that AuNPs 
had cytotoxicity effect on HepG2 in accordance with size, concentration and exposure 
time of AuNPs treatment. AuNPs at the concentrations of 20 and 40 µg/ml affected 
disruption of cell shape maintenance, causing cell shrinkage and decreased cell 
viability after 24 and 48 hours of AuNPs treatment. In addition, AuNPs treatment 
resulted in increased reactive oxygen species (ROS) generation and reduced AKT 
protein function, but there was no any change in FOXO3a protein. 

In conclusion, AuNPs (<20 nm) affected decrease of AKT function, which was 
involved in ROS generation and cell viability, suggesting as a mechanism used by cell 
in response to intracellular xenogen for cancer cell viability. 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ท่ีมาและความสําคัญของปญหา (Background and Rational) 

 
1.1.1 โปรตีน AKT การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

ความชราและโรคมะเร็งมีความสัมพันธและเกี่ยวของกัน วิธีการที่ทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวนั้นมี
หลายวิธี เชน การควบคุมอาหาร การลดความเส่ียงในการทําใหเกิดเนื้องอกหรือมะเร็ง การลดอนุมูล
อิสระ เปนตน[1, 2] ความเชื่อมโยงกันระหวางความชรากับโรคมะเร็งอาจมีความเปนไปไดสูงที่เกี่ยวของ
กัน โดยที่ยีนไปมีผลในการทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวข้ึนนั้น อาจจะมีความสัมพันธตอการยับยั้งการเกิด
เนื้องอกข้ึน ยกตัวอยางเชน AKT และ FOXO เปนตน 

จากการกลาวของ Zhang X และคณะ (2011) [3] โปรตีน AKT มีความสําคัญในการรักษา
ความอยูรอดของเซลล โดยควบคุมผานทางกลไกตอตานการตายแบบ apoptosis การทํางานที่เกิดข้ึน
ของโปรตีน AKT ผานทางการควบคุมดวยการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ถาหากโปรตีน 
AKT ในรูปแบบการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) มีการเพิ่มข้ึนหรือลดลงอาจสงผลตอ
กระบวนการอยูรอดของเซลล 

จากการศึกษาของ Nogueira และคณะ ในป 2008[4] กลาววากลไกสัญญาณ AKT มีผลตอ
การควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดภายในเซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอ
โปรตีน FOXO และการทํางานของไมโตคอนเดรียภายในเซลล การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มี
ผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียที่สูงข้ึนจึงสงผลใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน อีกทั้งยังไปลดการทํางาน
ลงของโปรตีน FOXO ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญตอการอยูรอดของเซลล ผลดังกลาวทําใหเซลลมะเร็งเกิด
การตายข้ึน แตในทางกลับกันถาหากโปรตีน  AKT ลดการทํางานลง จะไมมีผลตอการทํางานของไมโต
คอนเดรียซึ่งทําใหการเกิดอนุมูลอิสระลดลง และยังสงผลตอการทํางานของโปรตีน FOXO ทําให
โปรตีน FOXO เขาไปกระตุนกระบวนการตางๆที่ตอตานอนุมูลอิสระและเพิ่มความอยูรอดของ
เซลลมะเร็ง ซึ่งเปนกลไกที่เซลลตอบสนองตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล 

โปรตีนกลุม Fork head พบไดในทุกเซลลของยูคาริโอต เปนกลุมของโปรตีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนและควบคุมกระบวนการหลายๆ กลไกทีสํ่าคัญภายในเซลล โดยมีตําแหนงที่จับกับดี
เอ็นเอทีจ่ําเพาะ (conserved DNA-binding domains) เรียกตําแหนงนั้นวา “Forkhead box (FOX)” 

[5] มีโปรตีนในกลุมนีท้ั้งหมด 39 โปรตีน ซึ่งสามารถแบงได 19 กลุม เชน FOXA, FOXS, FOXO เปนตน 
[6] ในกลุมของ FOXO เปนกลุมที่ผูวิจัยสนใจ ซึ่งแบงไดเปนกลุมยอยๆ ไดดังนี้ FOXO1, FOXO3, 
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FOXO4 และ FOXO6 โปรตีน FOXO แตละกลุมมีความสําคัญในมนุษย ตัวอยางเชน FOXO มีผลทํา
ใหเกิดการพัฒนาของเนื้องอกข้ึน แลวยังมีผลควบคุมการทํางานของระบบเมทาบอลิซึมตางๆ ที่สําคัญ
ภายในเซลล รวมถึงการดูแลซอมแซมดีเอนเอที่เสียหาย เปนตน [7,8,9] โดยเฉพาะโปรตีนชนิด FOXO1, 
FOXO3, FOXO4 จะพบการแสดงออกของระดับ mRNA ที่แตกตางในแตละเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม [10,11,12] สังเกตไดจากตารางที่ 1.1  
 
ตารางท่ี 1.1 สมาชิกของ FOXO ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมทีพ่บในเซลลตางๆ[13] 
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1.1.2 นาโนเทคโนโลยี และอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 

นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีที่เกี่ยวของกับกระบวนการศึกษา การ
จัดการ การสรางการวิเคราะห และประยุกตใชวัสดุที่มีขนาดเล็กมากๆ ในระดับนาโนเมตร (ประมาณ 
1-100 นาโนเมตร)  ที่มีคุณสมบัติพิเศษ ทั้งทางดานฟสิกส เคมี หรือชีวภาพ ตางไปจากสารเดิมที่มี
ขนาดใหญ  ดังนั้นในปจจุบันจึงมีการนํานาโนเทคโนโลยีมาประยุกตใชในหลากหลายสาขา เชน ดาน
อุตสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร เทคโนโลยีชีวภาพและทางการแพทย [14]  เปนตน 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เปนอนุภาคของโลหะใน
ระดับนาโนที่มีความเสถียรสูงชนิดหนึ่ง ซึ่งอยูในรูปของสารละลายคอลลอยดสีแดง ในการสังเคราะห 
AuNPs นั้นสามารถทําไดโดยการนําสารละลายของ HAuCl4 ที่มีทองคําประจุ 3+  (Au3+) ทําปฏิกิริยา
กับตัวรีดิวซ (Reducing agent) ได AuNPs ที่มีทองคําประจุเปน 0  (Au0) สารที่นิยมใชเปนตัวรีดิวซ
และชวยทําใหอนุภาคทองคําเกิดความเสถียรและคงรูปราง ไดแก sodium citrate[15] ดังรูปที่ 1.1 

 
 
 

                   HAuCl4·3H2O + Sodium Citrate Dihydrate                         AuNPs 
 
 

 

รูปท่ี 1.1  แผนภาพแสดงการสังเคราะห AuNPs จากสารละลาย HAuCl4  และ sodium citrate  
ดวยปฏิกิริยา reduction ในอุณหภูมิที่เหมาะสม [16] 
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1.1.3 อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะตัว และการนําไปใชใน
งานวิจัยตางๆ 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีคุณสมบัติทางกายภาพที่ เฉพาะตัว  เชน Surface 
topography, Surface chemistry, Surface energy มีความสามารถในการนําไฟฟาไดดี สามารถเรง
ปฏิกิริยาเคมี นําไปประยุกตใชงานไดงายและหลากหลาย อีกทั้งสามารถเตรียมในหองปฏิบัติการได[15] 
ในบทความวิจัยทางวิชาการมีการกลาวถึงอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่สามารถนําไปประยุกตใช
ในเซลลไดหลากหลาย โดยสวนใหญจะใชอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในขนาดและความเขมขนที่
แตกตางกัน มีงานวิจัยสวนนอยที่จะกลาวถึงการเกิดความเปนพิษในเซลล แตก็มีบางงานวิจัยที่กลาว
วาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรอาจเปนสาเหตุทําใหเกิดความเปนพิษทั้งในเซลลและในสัตวทดลอง
[17] แสดงดังตารางที่ 1.2  
 
ตารางท่ี 1.2 แสดงบทความวิจัยทางวิชาการมีการกลาวถึงอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่สามารถ
นําไป 

 
Nano 

particle 
 

 
Concen 
tration 

 
stabilizer 

 
Cell 

 
size 

 
Effects 

 
Ref. 

 
 
 
 
 
 
 
AuNPs 

1 nM 
Sodium 
citrate MRC-5 20 nm 

AuNP induced upregulation of antioxidants, 
stress response genes and protein expression 

J.J. Li et al, 
2010[18] 

100 µM NaBH4 HeLa 
1.4 
nm 

Au1.4MS nanoparticle cytotoxicity is associated 
with oxidative stress, endogenous ROS 
production, and depletion of the intracellular 
antioxidant pool. 

U. Simon, W. 
et al. 2009[19] 

10 mg /ml TPP HaCaT 1.5 
nm 

surface charge of 1.5 nm Au NPs induced 
changes in cellular morphology, mitochondrial 
function, mitochondrial membrane potential, 
intracellular calcium levels, DNA damage-
related gene expression, and of p53 and 
caspase-3 expression 

Nicole M. 
Schaeublin et 
al. 2011[20] 

7x 109 
NPs/ml 

sodium 
citrate 

MCF-7 
14,50,
74 nm 

The cellular uptake of gold NPs is dependent 
on their size and surface properties. 

B.D. Chithrani 
et al. 2009[21] 

2 µM, 140 
µM,110 

µM 
TPPMS 

HeLa, 
SK-Mel-
28,L929
,J774A1 

0.8-15 
nm 

The cellular response is size dependent, in that 
1.4 nm particle cause predominantly rapid cell 
death by necrosis within 12 h but 1.2 nm cell 
death by apoptosis. 

U. Simon, W. 
Jahnen-
Dechent, et al. 
2007[47] 
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งานวิจัยของ  Ma JS. [22] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ ใส ร วมกับ 
lipopolysaccharide มีผลตอโปรตีน AKT โดยผานกลไกของการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระ (oxidative 
stress) จึงเปนมูลเหตุและที่มาของความสนใจศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ถูกสงเขาไปใน
เซลล HepG2 มีผลอยางไรตอโปรตีน AKT/FOXO3a ที่เปนกลไกที่เกี่ยวของกับการควบคุมอนุมูลอิสระ
ภายในเซลล 

จากขอมูลที่กลาวมาทั้งหมดการศึกษาผลของความเปนพิษในเซลลตออนุภาคทองคําระดบันา
โนเมตร รวมถึงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเปล่ียนแปลงกลไกสัญญาณภายในเซลล
ยังไมมีการายงานที่แนชัดนัก งานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อตองการศึกษาผลของอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรตอความเปนพิษภายในเซลล HepG2 และผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอ
การเปล่ียนแปลงการทํางานกลไกสัญญาณ AKT/FOXO3a ภายในเซลล HepG2 เพื่อเปนการทราบถึง
กลไกที่เซลลมะเร็งอยูรอดหลังจากไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  
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1.2. คําถามของการวิจัย (Research Questions) 

1.2.1 ความเขมขนและระยะที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอรูปรางเซลล 
HepG2 หรือไม 

1.2.2 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีความเปนพิษตอเซลล HepG2 หรือไม และเกิด
อนุมูลอิสระภายในเซลลหรือไม 

1.2.3 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานโปรตีน AKT ในเซลล HepG2 
หรือไม 
อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานโปรตีน Foxo3a ในเซลล HepG2 หรือไม 
 
1.3. วัตถุประสงค (Objectives) 

1.3.1 เพื่อศึกษาปจจัยของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีผลตอรูปรางเซลล ความเปนพิษ
ตอเซลล HepG2 

1.3.2 เพื่อศึกษาอนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระของเซลล 
HepG2 
  1.3.3 เพื่อศึกษาอนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT และ 
Foxo3a ในเซลล HepG2 
 
1.4.สมมติฐาน (Hypothesis) 

1.4.1 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอความเปนพิษในเซลล HepG2  
1.4.2 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT/FOXO3a ใน

เซลล HepG2  
 
1.5 คําจาํกดัความท่ีใชในการทําวิจัย  

- Nanobiotechnology : เทคโนโลยนีาโนชีวภาพ  
- Gold Nanoparticles : อนุภาคทองคาระดับนาโนเมตร  
- AKT :โปรตีน AKT 
- FOXO3a : โปรตีน FOX head Box 3a 
-Toxicity :ความเปนพษิ 
 



7 

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.6.1 ไดรับความรูและมีความเขาใจเกี่ยวกับการนาอนุภาคทองระดับนาโนเมตรมา
ประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยหรือดานอ่ืนๆ มากข้ึน  

1.6.2 ผลที่ไดจากการทดลองเพื่อเปนการทราบถึงกลไกของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่
สงผลภายในเซลล อีกทั้งยังเปนการเปดมุมมองใหมในการศึกษาการประยุกตใชอนุภาคทองคําระดับ
นาโนเมตรภายในเซลลไดอยางปลอดภัยมากยิ่งข้ึน  



 

บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

2.1 โปรตีน AKT การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

จากการกลาวของ Zhang X และคณะ (2011) [3] โปรตีน AKT มีความสําคัญในการรักษา
ความอยูรอดของเซลล โดยควบคุมผานทางกลไกตอตานการตายแบบ apoptosis การทํางานที่เกิดข้ึน
ของโปรตีน AKT ผานทางการควบคุมดวยการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ถาหากโปรตีน 
AKT ในรูปแบบการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) มีการเพิ่มข้ึนหรือลดลงอาจสงผลตอ
กระบวนการอยูรอดของเซลล 

การทํางานของโปรตีน p-AKT มีการกระตุนการทํางานของโมเลกุลที่เกี่ยวของเมทาบอลิซึมอยู 
2 กลุม คือ FOXO และ mTOR กลาวโดย Huang และคณะ (2007)[23] และ Hay และคณะ(2005)[24] 

กลุมแรกคือโปรตีน FOXO ที่เปน transcription factor ควบคุมการแสดงออกของยีนตางๆที่เกี่ยวของ
กับความอยูรอดของเซลล กลาวโดย Puig และคณะ(2003)[25] และอีกกลุมหนึ่งคือ โปรตีน mTOR ที่
ทํางานเกี่ยวของกับการกระตุนกระบวนการสรางไขมันในเซลล กลาวโดย Porstmann และคณะ
(2008)[26] 

จากการศึกษาของ Nogueira และคณะ ในป 2008[4] กลาววากลไกสัญญาณ AKT มีผลตอ
การควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดภายในเซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอ
โปรตีน FOXO และการทํางานของไมโตคอนเดรียภายในเซลล การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มี
ผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียที่สูงข้ึนจึงสงผลใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน อีกทั้งยังไปลดการทํางาน
ลงของโปรตีน FOXO ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญตอการอยูรอดของเซลล ผลดังกลาวทําใหเซลลมะเร็งเกิด
การตายข้ึน แตในทางกลับกันถาหากโปรตีน  AKT ลดการทํางานลง จะไมมีผลตอการทํางานของไมโต
คอนเดรียซึ่งทําใหการเกิดอนุมูลอิสระลดลง และยังสงผลตอการทํางานของโปรตีน FOXO ทําให
โปรตีน FOXO เขาไปกระตุนกระบวนการตางๆที่ตอตานอนุมูลอิสระและเพิ่มความอยูรอดของ
เซลลมะเร็ง ซึ่งเปนกลไกที่เซลลตอบสนองตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล ดังรูป
ที่ 2.1 
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รูปท่ี 2.1 กลไกทีเ่ซลลตอบสนองตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



10 

2.2 โปรตีน FOXO การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

ความชราและโรคมะเร็งมีความเกี่ยวของกัน โรคมะเร็งหลายประเภทมีผลของอาการตามการ
แปรผันของอายุ วิธีการที่ทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวนั้น เชน การควบคุมอาหาร การลดความเส่ียงในการ
ทําใหเกิดเนื้องอกหรือมะเร็ง เปนตน[1,2] ความเชื่อมโยงกันระหวางความชรากับโรคมะเร็งอาจมีความ
เปนไปไดสูงที่เกี่ยวของกัน โดยที่ยีนไปมีผลในการทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวข้ึนนั้น อาจจะมีความสัมพันธ
กับการยับยั้งการเกิดเนื้องอกข้ึน ยกตัวอยางเชน FOXO โดยมีรายงานวา FOXO มีสวนสําคัญในการ
ทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวข้ึน และยับยั้งการเกิดเนื้องอกข้ึน [13] ตั้งแตหนอนตัวแบนจนถึงสัตวเล้ียงลูกดวย
นมมีกลไกในการควบคุม FOXO ผานทางกลไกอินซูลินในเซลลเหมือนกัน [13] 

โปรตีนกลุม Fork head พบไดในทุกเซลลของยูคาริโอต เปนกลุมของโปรตีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนและควบคุมกระบวนการหลายๆกลไกที่สําคัญภายในเซลล โดยมีตําแหนงที่จับกับดี
เอนเอที่จําเพาะ (conserved DNA-binding domains) จับบริเวณปลาย N-terminal ของโปรตีน และ
ตําแหนงที่กระตุนการทํางานอยูที่บริเวณ C-terminal ที่ควบคุมกระบวนการเมทาบอลิซึมตางๆ เรียก
ตําแหนงนั้นวา “Forkhead box (FOX)” [5] มีโปรตีนในกลุมนี้ทั้งหมด 39 โปรตีน ซึ่งสามารถแบงได 19 
กลุม เชน FOXA, FOXS, FOXO เปนตน [6] ในกลุมของ FOXO เปนกลุมที่ผูวิจัยสนใจ ซึ่งแบงไดเปน
กลุมยอยๆ ไดดังนี้ FOXO1, FOXO3, FOXO4 และ FOXO6 โปรตีน FOXO พบวาตั้งแตหนอนตัวแบน
จนถึงสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยมีลักษณะที่คลายคลึงกัน FOXO เปนกลุมโปรตีนที่ถูกควบคุมดวยกลไก 
PI3K-AKT pathway ซึ่งถูกกระตุนดวย growth factors หรือตอบสนองมาจาก oxidative stress ผลที่
เกิดข้ึนทําใหโปรตีน FOXO เดินทางเขาสูเซลลและควบคุมการแสดงออกในกระบวนการเมทาบอลิซึม
ตางๆ [27,28,29] 

การควบคุมการทํางานของ FOXO นั้น ถูกควบคุมดวยกระบวนการตอบสนองตอฮอรโมน
อินซูลิน และปจจัยที่ใชในการเจริญเติบโตของเซลล (growth factor) โดยผานทาง PI3k-AKT /SGK 
pathway ถาหากมีฮอรโมนอินซูลิน หรือปจจัยในการเจริญเติบโตมากระตุนที่เซลล เซลลจะตอบสนอง
ตอฮอรโมนหรือปจจัยรวมเหลานั้น และการตอบสนองที่เกิดข้ึนมีผลยับยั้งการทํางานของ FOXO โดย
เกิดกระบวนการการเติมหมูฟอสเฟตข้ึนที่โปรตีน FOXO แตในทางกลับกัน ถาหากไมมีฮอรโมนหรือ
ปจจัยรวมเหลานั้น เซลลจะไมทําการยับยั้งการทํางานของโปรตีน FOXO ลักษณะดังกลาวที่เกิดข้ึนพบ
ไดในส่ิงมีชีวิต ตั้งแตหนอนตัวแบนจนถึงสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยมีลักษณะที่คลายคลึงกัน [30] ดังรูปที่ 
1 การทํางานของ โปรตีน FOXO มีหนาที่ไปกระตุนการทํางานของยีนตางๆ ที่สําคัญภายในเซลล โดย
ทําการควบคุมหลายๆ pathway ใหเกิดการทํางานข้ึน เชน กระตุนการเกิด differentiation ผานยีน 
BTG1, p27 กระตุน glucose metabolism ผานยีน G6Pase / PEPck หรือไปมีผลตอยีน p53 ที่
ควบคุมการเกิด apoptosis ในเซลลและทําหนาที่เปน tumor suppressor ในเซลลมะเร็งอีกดวย [13,31] 
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2.3 หนาท่ีกระบวนเมทอบอลิซึมตางๆ ท่ี FOXO ควบคุมภายในเซลล 

FOXO สามารถควบคุมการทํางานของกระบวนการเมทาบอลิซึมไดหลากหลาย เชน
กระบวนการแบงเซลล การตายของเซลล การเปล่ียนแปลงของเซลล เปนตน และมีรายงานทางการ
วิจัยที่ระบุการควบคุมการทํางานของ FOXO ตอกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลลไวมากมาย ดัง
ตัวอยางตามตารางที่ 2.1 [13] 

 
ตารางท่ี 2.1 แสดงการควบคุมการทํางานของ FOXO ตอกระบวนการเมทาบอลิซมึภายในเซลล 
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2.4 โปรตีน VEGF การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

โปรตีน VEGF หรือยอมาจาก vascular endothelial growth factor เปนตัวกระตุนตัวหนึ่งให
เกิดกลไกการพัฒนาของมะเร็งในข้ัน angiogenic หนาที่ของ VEGF หากเกิดการกระตุนผาน VEGF 
และตัวรับของ VEGF จะทําใหเกิดการสงสัญญาณไปในหลายกลไกภายในเซลล เชน กลไกการอยูรอด 
กลไกการกระจายตัว กลไกการเปล่ียนแปลงเซลล เปนตน จากการรายงานของ Daniel J. และคณะ ใน
ป 2005[32] โปรตีน VEGF มีหลายชนิด เชน VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E แตละ
ตัวทําหนาที่แตกตางกัน โดยโปรตีนที่สําคัญและมีหนาที่เกี่ยวของกับมะเร็งคือ VEGF-A ถูกคนพบโดย 
Dvorak และคณะในป 1983[33] ซึ่งเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
โปรตีน VEGF-A สามารถแบงยอยออกไดอีก 4 ชนิดยอย ไดแก ชนิด 121, 165, 189 และ 206 กรดอะ
มิโน เนื่องจากการถูกตัดดวยกลไก alternative splicing ภายในเซลล จึงทําใหมีหลายชนิดยอยและ
โปรตีนทั้ง 4 ชนิดยอยของ VEGF-A มีการกระตุนที่ตัวรับแตกตางกันดังรูปที่ 2.2 

 
รูปท่ี 2.2 แสดงโปรตีน VEGF ชนดิตางๆที่ทํางานในการกระตุนที่ตัวรับที่แตกตางกัน 
 
โดยโปรตีนที่มีการทํางานรวมกันกับโปรตีน VEGF คือ โปรตีน Akt และโปรตีน MAPKs เปน

ตน ซึ่งโปรตีนที่กลาวมาจะทํางานไดเมื่อมีการกระตุนเปนข้ันๆ จากโปรตีน VEGF การทํางานเกิดข้ึน
โดยโปรตีน VEGF ไปกระตุนที่ตัวรับที่จําเพาะ หลังจากนั้นจึงเกิดการกระตุนตอกันไปเปนทอดๆ จาก
การรายงานของ Irby RB และคณะ (1999)[34] กรณีการทํางานของโปรตีน VEGF ที่มากข้ึนหรือ
ลดลงอาจมีผลตอตัวรับนั้นๆ และสงผลตอกลไกสัญญาณในข้ันถัดไป 
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2.5 นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 

  นาโนเทคโนโลยีเปนเทคโนโลยีประยุกตที่เกี่ยวของกับกระบวนการจัดการการสรางวัสดุที่มี
ขนาดเล็กมากในระดับนาโนเมตรเทียบเทากับระดับอนุภาคของโมเลกุลหรืออะตอม การออกแบบหรือ
การใชเคร่ืองมือสรางวัสดุที่มีขนาดเล็กมากรวมถึงการจัดเรียงอะตอมและโมเลกุลในตําแหนงที่
ตองการไดอยางถูกตองและแมนยํา[35] ซึ่งการใชนาโนเทคโนโลยีทําใหสามารถผลิตวัสดุนาโนได
หลากหลายชนิดและวัสดุนาโนเหลานี้ถูกนํามาประยุกตใชในทางการแพทย ดังนี้ 

 Fluorescent biological labels 
 Drug and gene delivery 
 การตรวจหาเชื้อโรค 
 การตรวจหาโปรตีน 
 การตรวจหา DNA 
 Tissue engineering   
 การทําลายเซลลมะเร็งโดยอาศัยความรอน (hyperthermia) 
 Separation and purification of biological molecules and cells 
 MRI contrast enhancement  

ในปจจุบันพบวามีบริษัทหลายแหงไดผลิตและจําหนายวัสดุนาโนที่สามารถนํามาใชทางการแพทยได 
ดังตารางที่ 2.2 [36] 
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ตารางท่ี 2.2 แสดงถึงวัสดุนาโน (nanomaterial) ที่นํามาประยุกตใชในดานชีววิทยาและดาน
การแพทย ที่บริษัทตางๆผลิตข้ึนและจําหนาย 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
AuNPs มีคุณสมบัติทางกายภาพที่เฉพาะตัว เชน Surface topography, Surface 

chemistry, Surface energy มีความสามารถในการนําไฟฟาไดดี สามารถเรงปฏิกิริยาเคมี นําไป
ประยุกตใชงานไดงายและหลากหลาย อีกทั้งสามารถเตรียมในหองปฏิบัติการได [15] ในบทความวิจัย
ทางวิชาการมีการกลาวถึง AuNPs ที่สามารถนําไปประยุกตใชในเซลลไดหลากหลาย โดยสวนใหญจะ
ใช AuNPs ในขนาดและความเขมขนที่แตกตางกัน 
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2.6 งานวิจัยทางวิชาการท่ีนํา AuNPs ไปใชในการทดลองภายในเซลล 
                  

 
รูปท่ี 2.3  แผนภาพแสดงการนํา NPs ชนิดตางๆในการนาํเขาสูเซลล 

 
ป ค.ศ.2010 Kunzmann A. และคณะไดศึกษาการนํา Nanoparticle (NPs) เขาเซลลในแต

ละชนิดมีการนําเขาเซลลที่แตกตางกันข้ึนอยูกับขนาดและรูปรางของ NPs โดยมีหลายกลไกในการนํา 
NPs เขาเซลลดูไดดังภาพ และจากภาพจะเห็นไดวา Gold NPs จะถูกนําเขาเซลลโดยอาศัยกลไก 
endocytosis แตยังไมทราบกลไกที่แนชัดนัก[37] 

 ป ค.ศ.2009 Simon U.และคณะไดศึกษาผลของ AuNPs ขนาด 1.4 nm ที่กอใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของรูปรางของเซลล หนาที่ของ mitochondria รวมถึงศักยไฟฟาภายใน mitochondria 
อีกทั้งความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอที่ถูกทําลายกับยีน p53 และ caspase 3 ของการแสดงออกใน
ระดับอารเอ็นเอ ในเซลล HUVEC โดยที่ความพิษข้ึนอยูกับขนาดและความเขมขนของ AuNPs[19] 

ป ค.ศ.1998 Koide T และคณะไดทําการศึกษาฤทธิ์ของ  AuNPs ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไส, เซลลมะเร็งกระเพาะและเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวพบวา AuNPs 
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง โดยเปนตัวที่ไปยับยั้งการแบงเซลลในชวง S phase, G2 to M 
phase, และ M phase [38]  

ป ค.ศ.2007 Hirak K. Patra และคณะ ไดทําการศึกษาฤทธิ์ของ AuNPs ในการฆาเซลล   
มะเร็งปอด พบวา AuNPs สามารถเหนี่ยวนําใหมีการตายของเซลลมะเร็ง [39] 
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2.7 งานวิจัยทางวิชาการท่ีนํา AuNPs ไปใชในการทดลองภายในเซลล โดยศึกษาผานกลไก
ตางๆท่ีเกี่ยวกับงานวิจัยน้ี 

ป ค.ศ.2004 Bhattacharya R. และคณะไดทําการศึกษา AuNPs ซึ่งมีผลยับยั้ง VEGF 165 
ในเซลล HUVEC ซึ่ง VEGF 165 เปนโปรตีนในกลุมของ VEGF ซึ่งผลของการถูกยับยั้งของ VEGF 165 
ทําใหเซลลเกิดการ Proliferation ลดลง[40] 

ป ค.ศ.2011 Kalimuthu K. และคณะไดทําการศึกษา AuNPs ที่ปริมาณ 500 nM ยับยั้ง 
VEGF ในเซลล BRECs สงผลใหเกิดการ Proliferation migration และ tube formation ลดลง ผลจาก
การที่ VEGF ถูกยับยั้งมีผลทําให Src ถูกกระตุนซึ่งมีผลตอการตานทานการเกิดมะเร็งในข้ัน 
angiogenic[41] 

กลไก JNK มีความสัมพันธกับการเกิด apoptosis ซึ่งถูกเหนี่ยวนําโดย NPs โดยมีงานวิจัย
ของ kang และคณะป ค.ศ. 2009 พบวา TiO2 NPs เหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis ในเซลล lymphocyte 
และ Lao และคณะป ค.ศ. 2009 พบวา Follerene NPs ยับยั้ง JNK ที่มีความสัมพันธกับการเกิด 
apoptosis ในเซลล cerebral microvasculartum endothelial cells [42,43] 

ป ค.ศ.2010 Ma J.S. และคณะไดทําการศึกษา AuNPs ที่ใสรวมกับ LPS มีผลในการยับยั้ง
โปรตีน AKT โดยที่เมื่อเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs และใสปริมาณของ LPS เทาเดิมผลที่ได
คือโปรตีน AKT ลดลงเมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุมที่ไมไดใสสารใดๆเลย ความเขมขนที่ใชมีดังนี้ 10, 
20, 40 µg/ml อีกทั้งยังพบอีกวา AuNPs ที่ใสรวมกับ LPS ยังไปมีผลในโปรตีนที่ควบคุมการเกิด
สภาวะตานอนุมูลอิสระ และการอักเสบภายในเซลลอีกดวย พบวาโปรตีน JNK และ P38 มีการเพิ่ม
ปริมาณข้ึนเมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุม [22] 

ป ค.ศ.2007 Unfried K และคณะไดทําการศึกษา NPs สามารถกระตุนกลไกตอบสนองตอ
เซลลผานทางตัวรับ EGF ได โดยผลที่เกิดข้ึนทําใหเกิดการตายแบบ apoptosis เกิดการอักเสบ หรือ
เกิดการ Proliferation ของเซลล และผลที่ NPs เขาเซลลนั้นจะเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะ ROS ภายใน
เซลล [44] 
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2.8 งานวิจัยทางวิชาการท่ีเกี่ยวกับโปรตีน FOXO ท่ีมีความสัมพันธกับโรคตางๆ 

ป ค.ศ.2006 Kato M และคณะไดทําการศึกษาโรค Diabetic nephropathy (DN) คือ โรคที่มี
ลักษณะ mesangial cell (MC) ขยายขนาดข้ึน และเกิดการรวมตัวของ extracellular matrix proteins 
ในสภาวะที่มี TGF-β สูงและเปนโรคเบาหวานจะมีผลเหนี่ยวนําการเพิ่มข้ึนของ FoxO3a และยับยั้ง
การทํางานของกลไก PI3K/Akt โดยทําการศึกษาในหนูทดลอง ผลที่สูงข้ึนของ TGF-β และ FoxO3a 
ทําให MC เกิดความอยูรอดข้ึน และเกิดสภาวะ oxidative stress สูงข้ึน [45] 

ป ค.ศ.2004 Sandri M และคณะไดทําการศึกษาผลของการทํางานกลไก PI3K/AKT ที่ลดลง
มีผลไปกระตุนการทํางานของ Foxo และผลที่เกิดข้ึนของการลดลงของ Foxo เกี่ยวของกับ atrogin-1 
และเปนสาเหตุที่ทําใหกลามเนื้อลีบ [46] 

 
2.9 งานวิจัยทางวิชาการท่ีเกี่ยวกับการเขาสูเซลลแบบ endocytosis ท่ีมีความสัมพันธกับ
โปรตีน AKT 

กลไกของตัวรับของการเขาสูเซลลแบบ endocytosis มีหลายสัญญาณที่กระตุนโดยถูก
กระตุนผานทางลิแกรนด ตัวรับหลายสัญญาณ เชน GPCRs, RTKs, TGFβ, Wnt และ Notch ตางมี
ความเกี่ยวกบั clathrin-independent endocytosis (CIE) 3–5[47] 
 การกระตุนกลไกสัญญาณ PI3K–Akt โดยทั่วไปเกิดการกระตุนที่บริเวณผิวของเซลล ถกู
กระตุนดวยกลุมโปรตีน GPCR ผานทางโปรตีน G โดยที่โปรตีน G ชนิดยอยที่ Gβ1γ2 สงผลตอ
โปรตีน GTPase มีผลทําใหเกิดการกระตุน PI3K และ Akt จึงทําใหเกิดการกระตุนการเพิ่มจํานวน
เซลลและตอตานการเกิดการตายในรูปแบบ Apotosis[48] 
 การกระตุนกลไกสัญญาณ  AKT ผานทางกลไก  RTKs มีความสัมพันธกับโปรตีน  AP และ
โปรตีน NTRK1 โดยที่โปรตีนทั้งสองจะมีผลกระตุนการทํางานของโปรตีน  AKT และโปรตีน ERK ทํา
ใหเกิดการตอตานการตายในรูปแบบ Apotosis เชน การศกึษาใน zebrafish แตกลไกการกระตุนการ
ทํางานยังไมมีใครอธิบายไดแนชัดนกั[49] 

 
 
 
 
 

 



 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีดาํเนินการทําวิจัย 

 
3.1 อุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในกํารทดลอง  

- Hot plate (IKA® C-MAG HS 7)  
- Condenser column  
- Cylinder (Nikko, Duran)  
- Micropipette (Transferpette® S)  
- Microtip (Axygen, Corning)  
- Microtube (Axygen, Corning)  
- Transmission electron microscope (TEM) (Hitachi Model H-7650)  
- เคร่ืองวัดขนาดอนุภาคซีตาและน้ําหนักโมเลกุล (Zetasizer ZS Malvern)  
- UV-Vis spectrophotometer (Beckman coulter DU 800)  
- Nanodrop (Thermo scientific 1000)  
- Vortex mixer (LioLab)  
- Spin down (Tomos)  
- Orbital shaker (Heidolph)  
- Centrifuge tube (Corning)  
- pH meter (UltraBASIC: Denver Instrument)  
- Light microscope (Olympus)  
- PVDF (Millipore)  
- GS Gene LinkerTM UV chamber (Bio-Rad)  
- DSLR camera (Canon 500D)  
- Thermocylcle 2720 (Applied Biosystem)  
- UV transluminator (Bio-Rad)
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3.2 สารเคม ี 
- Hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4.3H2O) (Sigma)  
- Trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7.2H2O) (Merck)  
- Milli Q water (Labconco Water Pro PS)  
- Ultrapure water (Gibco)  
- Hydrochloric acid (HCl) (Merck)  
- Nitric acid (HNO3) (J.T.Baker)  
- Detection probe (Thiolated probe) (Sigma)  
- Test and control line probe (BioDesign)  
- Synthetic target (BioDesign)  
- Sodium hydroxide (NaOH) (Merck)  
- Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Sigma)  
- Sodium phosphate (NaH2PO4) (Sigma)  
- Sodium chloride (NaCl) (Sigma)  
- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck)  
- Potassium chloride (KCl)  
- Potassium phosphate (KHPO4) (Sigma)  
- Tris-base (Sigma)  
- Triton X-100 (Sigma)  
- Boric acid (Sigma)  
- Ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) (Sigma)  
- 20x saline-sodium citrate (SSC) buffer (Abbott Molecular Inc.)  
- Medium 199 powder (Gibco™)  
- Fetal bovine serum (HyClone)  
- GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentus)  
- PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)  
- Dithiothreitol (DTT) (Sigma)  
- HotStar Taq DNA polymerase (Qiagen)  
- Taq DNA polymerase (Invitrogen)  
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- dNTP Mix, PCR grade 10 mM each (Qiagen)  
- UltraPure™ agarose (Invitrogen)  
- GeneRuler 25 bp Low range DNA Ladder # SM1191 (Fermentus)  
- GeneRuler 100 bp Low range DNA Ladder #SM1191 (Fermentus)  
-96-well plate (Corning) 
-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma, USA) 
-Fetal Bovine serum (Hyclone, USA) 
-Pen-Strep (Hyclone, USA) 
-PrestoBlueTM Cell viability Reagent (MolecularProbes: Invitrogen, USA) 
-H2DCFDA (H2-DCF, DCF) (MolecularProbes: Invitrogen, USA) 
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3.3 การสังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีมีขนาด 5 นาโนเมตร 

 ลางเคร่ืองแกวทุกชิ้นและ magnetic bar ดวย aqua regia (HCl : HNO3 = 3:1) หลังจากนั้น
ลางดวยน้ํา DI และทําใหแหง ปเปตสารละลาย 1% hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate 
(HAuCl4.3H2O) ใสใน flask ที่มี Milli Q water อยู  ตมสารละลายบน hot plate stirrer โดยใช 
magnetic bar ชวยกวนตลอดเวลา เมื่อสารละลายเดือด เติม 1% trisodium citrate dihydrate 
(Na3C6H5O7.2H2O) อยางรวดเร็ว สีของสารละลายจะเปล่ียนจากสีเหลืองออนเปนสีน้ําเงิน ตมตออีก
ประมาณ 20 นาที สารละลายจะเปล่ียนเปนสีแดงทิ้งไวใหเย็น เก็บ AuNPs ที่สังเคราะหไดในภาชนะ
ปองกันแสง ที่อุณหภูมิ 4 ๐C 
  ก า รต รว จ ส อบ คุณ สม บัติ ข อง อนุ ภา คท อง คํ า ระ ดับ น าโ น เ มต รที่ สั ง เ ค รา ะห ไ ด 
(Characterization of AuNPs) นําอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ไดไปตรวจสอบคุณสมบัติตาม
หัวขอตางๆ ดังนี้ 

- UV-vis spectroscopy ที่ 520 นาโนเมตร : ตรวจสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสง 
- Zetasizer : หาคา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจุบนผิวอนุภาคทองคํา 

แตอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาด 5 นาโนเมตร ที่ใชในการทดลองไดส่ังซื้อมาจากบริษัท 
sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 แสดงเคร่ือง UV/Vis Spectrophotometer 
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3.4 การเพาะเลี้ยงเซลล (HepG2 cells culture) 

ทําการเพาะเล้ียง HepG2 cells ในอาหารเล้ียงเชื้อ Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) ที่เติม NaHCO3 (3.7 g), 10% fetal bovine serum และ 1% antibiotic โดยเพาะเล้ียงในตู
บมที่มีอุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 โดยเเตละการทดลองใชเซลลจํานวน 105 cells ตอหลุม (24 well-
plate) ในอาหารปริมาตร 500 uL และแตละการทดลองทําซ้ํา 4 หลุม หลังจาก seed cells แลว 
incubate ตามสภาวะขางตนเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีหลุม control ที่ไมมีการเติมสารอ่ืนๆสวนกลุม
ทดลองทําการใสสารละลายอนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรที่ความเขมขนตางๆกัน ทั้งนี้ยังศึกษาที่
เวลาตางกัน คือ 24 และ 48 ชั่วโมง 

การเพาะเล้ียงเซลล HepG2 cells จะเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) ที่เติม NaHCO3 (3.7 กรัม), 10% fetal bovine serum และ 1% antibiotic โดย
เพาะเล้ียงในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO 

a.

 b.  c. 
 

รูปท่ี 3.2 แสดงอุปกรณและเคร่ืองทีใ่ชในการเพาะเล้ียงเซลล 
(a)  ขวดเพาะเล้ียงเซลล 
(b) ตูปลอดเชื้อสําหรับเพาะเล้ียงเซลล 
(c)  ตูบมเชื้อสําหรับเพาะเล้ียงเซลล 
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3.5 การศึกษารูปรางลักษณะของเซลล 

 การศึกษารูปรางลักษณะของเซลลนั้นจะศึกษาโดยการนําเซลลไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
แบบใชแสงเพื่อเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของเซลลปกติ (เซลลในกลุมควบคุม) กับเซลลที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร ซึ่งโดยปกติแลวเซลล HepG2 cells จะมีรูปรางเปนทรงกระสวยยึด
ยาวเกาะเปนชั้นกับพื้นผิวของขวดเพาะเล้ียงเซลล เมื่อมีความผิดปกติเกิดข้ึน เซลลจะมีรูปราง
เปล่ียนแปลงไป เชน มีรูปรางลีบแบน หรือเปล่ียนเปนทรงกลม และเมื่อเซลลเกิดการตายเซลลจะหลุด
จากพื้นผิวของขวดเพาะเล้ียงเซลลและลอยอยูในอาหารเล้ียงเซลล 
 

 
 

รูปท่ี 3.3 แสดงกลองจุลทรรศนแบบใชแสงทีใ่ชในการถายภาพเซลล 
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3.6 การศึกษาความเปนพิษของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอเซลล (Study effect of 
AuNPs on cell toxicity) 

ศึกษาโดยใช PrestoBlue™ Reagent (Molecular Probes, Invitrogen) ซึ่งเปนสารที่ใชวัด
ความสามารถในการมีชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล ซึ่ง PrestoBlue™ Reagent เปนน้ํายาที่มี
หลักการดัดแปลงมาจากสารที่มีชื่อวา Resazurin solution ซึ่งเปนสารที่ใชในการตรวจวัดเอนไซม 
mitochondrial dehydrogenase ที่พบเฉพาะในเซลลที่มีชีวิต ในขณะที่เซลลที่ตายแลวไมสามารถที่
จะสรางเอนไซมนี้ออกมาได 

หลักการของ PrestoBlue™ Reagent คือ PrestoBlue™ Reagent เปนสารที่มีสีน้ําเงินเปน
สารตั้งตนของปฎิกิริยาและสามารถถูกรีดักชั่นดวย Mitochondrial dehydrogenase ทําใหได
ผลิตภัณฑที่มีสีชมพู และนําไปวัดคา excitation และ emission แสงฟลูออเรสเซนตที่ 560 และ 590 
ตามลําดับดวยเคร่ือง Microplate reader จึงนําไปคํานวนหาเพื่อหาคารอยละการมีชีวิตของเซลล (% 
Cell viability) 

% Cell viability = Fluorescence treatment ×  100 
                                    Fluorescence control 

 
 Fluorescence treatment =    คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับสาร  
 Fluorescence control  =    คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับอาหารเล้ียงเซลล 
 
 

 
 

รูปท่ี 3.4 แสดงเคร่ือง Microplate reader ที่ใชในการวัดคาดูดกลืนแสงฟลูออเรนเซนต 
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3.7 การศึกษาเพื่อหาปริมาณการเกิดของสารอนุมูลอิสระท่ีถูกสรางภายในเซลลท่ีถูกกระตุน
โดยอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  

การศึกษาโดย Reactive oxygen species (ROS) assay เปนวิธีตรวจวัดปริมาณของ ROS ที่
เ กิ ด ข้ึ น  โ ด ย มี วิ ธี ก า ร คื อ  ย อ ม เ ซ ล ล ด ว ย ส า ร  2 ’, 7 ’ -dichlofluorescein-diacetate 
(H2DCFDA)(Molecular Probes, Invitrogen, USA) ซึ่งเปนสารที่ไมมีสี และ non-fluorescent เมื่อ 
H2DCFDA ผานเขาสูเซลลหมู acetate จะถูกตัดดวยเอนไซม esterases ที่อยูภายในเซลลได
สารประกอบ non-fluorescent 2’,7’-dichlorufluorescein (H2DCF) และจะถูกเปล่ียน 2’,7’-
dichlofluorescein (DCF) ตามปริมาณที่เกิดข้ึนภายในเซลลซึ่งจะนําไปวัดปริมาณการเกิดที่ 520 nm 
ดวยเคร่ือง Microplate reader ในการทดลองนั้นจะยอมเซลลดวยสี H2DCFDA (0.1 uM) 100 ul 
incubate 30 นาที ลางดวย PBS 2 รอบ และใสอนุภาคทองคําระดับนาโนที่ความเขมขนตางๆลงไป
เพื่อกระตุนการสรางสารอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึน โดยวัดปริมาณสีฟลูออเรสซีนที่เกิดข้ึนดวยเคร่ือง 
Microplate reader ที่ 520 nm ทุก 10 นาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

% ROS Generation = Fluorescence treatment x 100 
                                             Fluorescence control 
 

Fluorescence treatment  =   คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับสาร 
Fluorescence control   =    คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับอาหารเล้ียงเซลล      
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 3.8 การศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการแสดงออกของโปรตีนดวยเทคนิค 
Western blot  

 ข้ันตอนในการทดลองอธิบายอยางละเอียดในภาคผนวก 
โปรตีนที่สกัดไดจาก polyacrylamide gels จะเคล่ือนยายตอไปยัง PVDF membrane โดยใช 

SemiDry (Ge Healthcare, UK.) ที่ความตางศักย 10 โวลต เปนเวลา 30นาที membrane จะถูก
ปองกันโดยใช 10 % BSA ในบัพเฟอร TBS-Tween เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหองตอมาแอนติ
บอดี้ (ที่ถูกเจือจางใน 1 % BSA ในบัพเฟอร TBST ในอัตราสวนตางๆ) ถูกเติมเขาไปและบมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นทําการลาง membrane ดวยบัพเฟอร TBST ทั้งหมด 3 คร้ัง 
แตละคร้ังใชเวลา 5 นาที แลวนํา membrane ไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง กับแอนติบอดี้ 
anti-rabbit (ที่ถูกเจือจางใน 1 % BSA ในบัพเฟอร TBST ในอัตตราสวน 1:10,000, KPL, U.S.A.) 
หลังจากนั้นทําการลาง membrane ดวยบัพเฟอร TBST ทั้งหมด 3 คร้ัง แตละคร้ังใชเวลา 5 นาที
เหมือนเดิม จากนั้น blot ที่ไดจะถูกเติมสาร Phosphatase substrate (KPL, U.S.A.) ตอไป 

 
ตารางท่ี 3.1 แสดงแอนติบอดี้แตละตัวที่บอกถึงขนาด และการเจือจางกับ  1 % BSA ในบัพเฟอร 
TBST 

Antibody Dilution (1 % BSA ใน 
TBST) 

Molecular weight 

Foxo3 (cell signaling, U.S.A) 1:1000 80 kDa 
p-Foxo3 (cell signaling, 

U.S.A) 
1:1000 80 kDa 

Akt (cell signaling, U.S.A.) 1:2000 60 kDa 
p-Akt (cell signaling, U.S.A.) 1:3000 60 kDa 

Beta actin 1:10,000 47 kDa 
 
 
 
 

 
 
 
 



27 

3.9 ลําดบัขั้นตอนการวิจยั 

3.9.1 สําหรับการทดลองเพื่อดูผลความเปนพิษตอเซลล 

 เล้ียงเซลลจํานวน 104 เซลล ในอาหารปริมาตร 45 ไมโครลิตรตอหนึ่งหลุม ในจานเพาะเล้ียง
เซลลขนาด 96 หลุม (96-well plate) จากนั้นบมในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO2 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

3.9.2 สําหรับการทดลองเพื่อดูผลตอการเกดิของสารอนุมูลอิสระของเซลล 

 เล้ียงเซลลจํานวน 5x 103 - 104 เซลล ในอาหารปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหนึ่งหลุม ในจาน
เพาะเล้ียงเซลลขนาด 96 หลุม (96-well plate) จากนั้นบมในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 
5% CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

                         3.9.3 สําหรับการศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการแสดงออกของโปรตีนดวย
เทคนิค Western blot  

 เล้ียงเซลลจํานวน  5X 105 เซลล ในอาหารปริมาตร 5 มิลลิลิตรตอหนึ่งจาน ในจานเพาะเล้ียง
เซลลขนาด 75 มิลลิลิตร จากนั้นบมในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO2 เปนเวลา 
12-16 ชั่วโมง 
 
แบงชุดการทดลองเปน 3 กลุม  

1.  กลุมควบคุมผลลบ คือกลุมเซลลที่ไดรับอาหารเล้ียงเซลลตามปกติ  
2.  กลุมควบคุมผลบวก คือกลุมเซลลที่ไดรับสาร DMSO เพื่อทําใหเซลลเกิดความผิดปกติ

สําหรับการทดลองเพื่อดูความเปนพิษตอเซลล และ H2O2 ความเขมขน 50 µM สําหรับการทดลองเพื่อ
ดูการเกิดอนุมูลอิสระของเซลล 

3. กลุมเซลลที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ความเขมขน 5, 10, 20, 40 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร  
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3.10 การวเิคราะหขอมูล (Data analysis) 

  ทําการวิเคราะหขอมูลเปนคา Mean ± SD โดยใช Repeated Measured ANOVA เพื่อ
เปรียบเทียบระหวางกลุมที่ทดลอง กับกลุมควบคุม โดยกําหนดคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อ 
p value นอยกวา 0.05 
 
 
 

 
 

Incubated at 37 0c, 5 % co2 
Time : 24 Hrs, 48 Hrs 

ศึกษาความเปน 
พิษตอเซลล 

ศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีนในเซลล 

 

ศึกษาการเกิดสภาวะ 
       ROS ในเซลล 
 

    ใส AuNPs (ขนาด <20 nm) 
ตามความเขมขนดังนี้ 

(5,10,20,40 µg/ml) 

เพาะเลี้ยง HepG2 cells  
(105 cell /24 well plate) 

Research questions 

Experiment design 

ศึกษาลักษณะ 
รูปรางของเซลล 

 

Light Microscope   Western blot   ROS assay 

Statistical Analysis : Pair t-test 

MTT assay 



 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การตรวจสอบคุณสมบัติของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Characterization of AuNPs) 

การสังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาด 5 นาโนเมตร ( AuNPs 5 nm ) 
เราไดใช AuNPs ขนาด 5 nm จากบริษัท sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่มีรูปราง

กลมและมีขนาดอยูประมาณ 20 nm 
 

  4.1.1 UV-vis spectroscopy ท่ี 520 นาโนเมตร : ตรวจสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสง
ผลท่ีไดจากการสังเคราะหและตรวจสอบลักษณะ 

 
รูปท่ี 4.1 การวัดคาการดูดกล่ืนแสงของ AuNPs ที่ความยาวคล่ืน 520 nm 

 
จากการวัดคาการดูดกลืนแสง โดยใชเคร่ือง UV spectrum ผลที่ไดนั้นพบวามีการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคล่ืน 520 nm ซึ่งแสดงตรงกับการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 
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  4.1.2. Zetasizer : หาคา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจุบนผิวอนุภาคทองคํา 
 

 
 

รูปท่ี 4.2 การวัดคา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจบุนผิวอนุภาคทองคํา 
 
  จากการทํา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจุบนผิวอนุภาคทองคํา พบวาประจุรอบผิวของ
อนุภาคมีคา -8.8 mV ซึ่งแสดงวาประจุของอนุภาคเปนประจุลบ ซึ่งแสดงวาอนุภาคมีความเสถียร 
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4.2 การศึกษารูปรางของเซลลท่ีไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรดวยกลองจุลทรรศน 
(Study effect of AuNPs on cell morphology) 
 

4.2.1 การศึกษารูปรางของเซลลท่ีไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีเวลา 24 
ชั่วโมง 

ศึกษาโดยสังเกตจากการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล โดยนําเซลลไปสองดูดวย Light 
microscope เพื่อเปรียบเทียบขนาดและรูปรางของเซลลปกติ (control cells) กับเซลลที่ใสอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
 

รูปท่ี 4.3 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.4 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมที่สาร DMSO ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.5 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมที่สาร citrate ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.6 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 5 
µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.7 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 10 
µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.8 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 20 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.9 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 40 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
 
จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml ตามลําดับ ที่

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง รูปรางของเซลลมีการเปล่ียนแปลงจากรูปรางที่ยืดยาว เมื่อทําการเทียบกับกลุม
ควบคุม โดยที่กลุมที่ใสสาร AuNPs ความเขมขน 20, 40 µg/ml มีการเปล่ียนแปลงมากที่สุด พบ
รูปรางเซลลหดเล็กลงและเร่ิมมีการตายของเซลลเกิดข้ึน รวมถึงภายในเซลลเห็นการรวมกลุมกันของ
สาร AuNPs อีกดวย 
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4.2.2 การศึกษารูปรางของเซลลท่ีไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีเวลา 48 
ชั่วโมง 

ศึกษาโดยสังเกตจากการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล โดยนําเซลลไปสองดูดวย Light 
microscope เพื่อเปรียบเทียบขนาดและรูปรางของเซลลปกติ (control cells) กับเซลลที่ใสอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
 

 
รูปท่ี 4.10 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมทีเ่วลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.11 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมทีส่าร DMSO ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.12 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมทีส่าร citrate ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.13 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 5 
µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.14 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 10 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.15 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 20 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.16 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 40 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
 

พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml ตามลําดับ ที่ระยะเวลา 48 
ชั่วโมง รูปรางของเซลลมีการเปล่ียนแปลงจากรูปรางที่ยืดยาว เมื่อทําการเทียบกับกลุมควบคุม โดยที่
กลุมที่ใสสาร AuNPs ความเขมขน 20, 40 µg/ml มีการเปล่ียนแปลงมากที่สุด พบรูปรางเซลลหดเล็ก
ลงและเร่ิมมีการตายของเซลลเกิดข้ึน รวมถึงภายในเซลลเห็นการรวมกลุมกันของสาร AuNPs ใน
ปริมาณมากอีกดวย 
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4.3 การศึกษาความอยูรอดของเซลล HepG2 เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Cell 
viability study HepG2 cell after AuNPs exposure) 

โดยแตละการทดลองใชเซลลจํานวน 104 cells ตอหลุม (96 well-plate) ในอาหารปริมาตร 45 
µL และแตละการทดลองทําซ้ํา 4 หลุม หลังจาก seed cells แลว incubate ตามสภาวะขางตนเปน
เวลา 24 ชั่วโมง โดยมีหลุม control ที่ไมมีการเติมสารอ่ืนๆสวนกลุมทดลองทําการใสสารละลาย
อนุภาคทองคําในระดบันาโนเมตรที่ความเขมขนตางๆกัน ทั้งนี้ยังศึกษาที่เวลาตางกนั คือ 24 และ 48 
ชั่วโมง ไดผลดังรูปที่ 4.17 

 
4.3.1 การศึกษาความอยูรอดของเซลล HepG2 เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโน

เมตรท่ีเวลา 24 ชั่วโมง 

 
รูปท่ี 4.17 ผลที่ไดจากการทดลองเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs ที่มีผลตอความอยู

รอดของเซลล HepG2 ที่เวลาในการบม 24 ชั่วโมง โดยที่มคีานัยสําคัญทางสถิตทิี่ p < 0.05 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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จากกราฟรูปที่ 4.17 แกนตั้งแสดงถึงเปอรเซ็นตของความอยูรอด สวนแกนนอนแสดงถึงคา
ความเขมขนตางๆของกลุมทดลอง กลุมควบคุมที่ไมไดใส AuNPs พบวาการอยูรอดของเซลล 100 
เปอรเซ็นต สวนในกลุมที่ใสสาร AuNPs ตามความเขมขน 5, 10 , 20, 40 µg/ml กลุมที่ทําการใสสาร 
AuNPs ที่ความเขมขน 20 µg/ml ความอยูรอดของเซลล 79 ±10.03   เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับ 5 และ
10 µg/ml ไมเปล่ียนแปลงนัก ในกลุมที่ใสสาร AuNPs ที่ความเขมขน 40 µg/ml พบความอยูรอดของ
เซลล 45± 2.05 เปอรเซ็นต  

สรุปผลที่ไดจากการทดลอง ถาหากเพิ่มความเขมขนของสาร AuNPs ไปตามความเขมขน 5, 
10 , 20, 40 µg/ml จะทําใหความอยูรอดของเซลลนอยลงที่ความเขมขน 20 และ 40 µg/ml ในเวลาที่
บมสารกับเซลลที่ 24 ชั่วโมง ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 

 
4.3.2 การศึกษาความอยูรอดของเซลล HepG2 เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโน

เมตรท่ีเวลา 48 ชั่วโมง 
 

 
รูปท่ี 4.18 ผลที่ไดจากการทดลองเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs ที่มีผลตอความอยู

รอดของเซลล HepG2 ที่เวลาในการบม 48 ชั่วโมง โดยที่มคีานัยสําคัญทางสถิตทิี่ p < 0.05 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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จากกราฟรูปที่ 4.18 แกนตั้งแสดงถึงเปอรเซ็นตของความอยูรอด สวนแกนนอนแสดงถึงคา
ความเขมขนตางๆของกลุมทดลอง และกลุมที่ทําการควบคุม กลุมควบคุมที่ไมไดใส AuNPs พบวาการ
อยูรอดของเซลล 100 เปอรเซ็นต สวนในกลุมที่ใสสาร AuNPs ตามความเขมขน 5,10 , 20, 40 µg/ml 
กลุมที่ทําการใสสาร AuNPs ที่ความเขมขน 20 µg/ml ความอยูรอดของเซลล 61±7.19  เปอรเซ็นต 
เมื่อเทียบกับ 5 และ10 µg/ml ไมเปล่ียนแปลงนัก ในกลุมที่ใสสาร AuNPs ที่ความเขมขน 40 µg/ml 
พบความอยูรอดของเซลล 31±3.49  เปอรเซ็นต  

สรุปผลที่ไดจากการทดลอง ถาหากเพิ่มความเขมขนของสาร AuNPs ไปตามความเขมขน 5, 
10 , 20, 40 µg/ml จะทําใหความอยูรอดของเซลลนอยลงที่ความเขมขน 20 และ 40 µg/ml ในเวลาที่
บมสารกับเซลลที่ 48 ชั่วโมง ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 

 
ตารางท่ี 4.1 แสดงเปอรเซ็นตความอยูรอดของเซลล HepG2 ที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาเมตรที่
ความเขมขนตางๆกัน ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 
 

  24 hrs 48 hrs 
Groups Mean SD Mean SD 

Control 100.00 6.01 100.00 9.68 
DMSO 35.58 1.67 25.90 0.61 
Citrate 97.15 5.85 96.88 6.88 
5 µg/ml 98.60 6.77 106.00 15.89 
10 µg/ml 103.90 7.45 88.55 10.40 
20 µg/ml 79.23 10.03 61.43 7.19 
40 µg/ml 45.10 2.05 31.35 3.49 
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4.4 การศึกษาเพื่อหาปริมาณการเกิดของสารอนุมลูอิสระท่ีถูกสรางภายในเซลลท่ีถูกกระตุน
โดยอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  

ผลจากการทดลอง       

 
รูปท่ี 4.19 แสดงผลของอนุมูลอิสระภายในเซลล HepG2 เมื่อทําการเพิม่ปริมาณความเขมขนของ 

AuNPs ที่เวลา 0 ถึง 60 นาที โดยที่มคีานัยสําคญัทางสถติิที่ p < 0.05 

โดยผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs ไปยิ่งทําให
เปอรเซ็นตของการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระสูงข้ึนเมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุมที่ไมใสสารใดๆเลย และมี
ตัวแปรควบคุมที่ใสสารไฮโดรเจนเปอรออกไซตใหการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระเปนตัวเปรียบเทียบ จาก
กราฟจะที่เวลา 60 นาที เห็นไดวาปริมาณความเขมขนที่ 40 µg/ml มีผลในการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระ 
มีปริมาณการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระในเปอรเซ็นต 135.5 ± 10.23 อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่
ความเขมขนสูงข้ึนจะทําใหเกิดอนุมูลอิสระของเซลลเพิ่มมากข้ึน 

 
 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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4.5 การศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT/FOXO3a 
ดวยเทคนิค Western blot 

 
4.5.1 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ในเซลล HepG2 เพื่อดูผลการทํางาน

ของโปรตีน AKT 
 

 
รูปท่ี 4.20 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน phospho- AKT (p-AKT)ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับ
นาโนเมตร ตามความเขมขนตางๆ โดยมีฮอรโมนอินซูลินเปนตัวกระตุนการเกิดโปรตีน p-AKT ผลที่ได
จากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตามความเขมขน 5, 10, 
20, 40 µg/ml พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตามความเขมขน 5, 10, 
20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน p-AKT มีการแสดงออกลดลงตามความเขมขนของ AuNPs  และที่ความ
เขมขน 20, 40 µg/ml พบการเปล่ียนแปลงมากที่สุด 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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4.5.2 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ในเซลล HepG2 เพื่อดูผลของโปรตีน AKT 
 

 
รูปท่ี 4.21 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน AKT ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร ตาม
ความเขมขนตางๆ โดยมีฮอรโมนอินซูลินเปนตัวกระตุนการเกิดโปรตีน p-AKT ผลที่ไดจากการทดลอง
พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตามความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml 
พบวาโปรตีน AKT ไมมีการเปล่ียนแปลง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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4.5.3 กราฟความสัมพันธของโปรตีน p-AKT ตอโปรตีน AKT ตอ AuNPsท่ีความเขมขน
แตกตางกัน  

 
รูปท่ี 4.22 ความสัมพันธระหวางโปรตนี p-AKT และ AKT ตอ AuNPs ที่ความเขมขนแตกตางกนั  

โดยที่มีคานยัสําคัญทางสถิตทิี่ p < 0.05 
 

สรุปผลการทดลองท่ีไดกราฟ 

พบวาเมื่อทําการเปรียบเทียบกันระหวางโปรตีน p-AKT และโปรตีน AKT โดยการใสสาร 
AuNPs ตามความเขมขนตางๆไดผลคือเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml 
ตามลําดับ พบวาที่ความเขมขนของ AuNPs 20, 40 µg/ml ทําใหจํานวนเทาของโปรตีน p-AKT ตอ
โปรตีน AKT ลดลงตามลําดับ ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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 4.5.4 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ขนาด 5 nm ในเซลล HepG2 เพื่อดูผล
ของโปรตีน  

p-FOXO3a 

 
รูปท่ี 4.23 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน FOXO3a 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน FOXO3a ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 
ตามความเขมขน ผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรตามความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน FOxO3a มีการแสดงออกตามความเขมขน
ของ AuNPs ที่เทากันในแตละความเขมขน  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
 

 4.5.5 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ขนาด 5 nm ในเซลล HepG2 เพื่อดูผล
ของโปรตีน FOXO3a 
 

 
รูปท่ี 4.24 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน FOX03a 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

  ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน FOXO3a ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 
ตามความเขมขน ผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรตามความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน FOxO3a มีการแสดงออกตามความเขมขน
ของ AuNPs ที่เทากันทุกความเขมขน 
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P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
 

4.5.6 กราฟความสมัพันธของโปรตีน p-FOXO3a ตอโปรตีน FOXO3a ตอ AuNPs ท่ี
ความเขมขนแตกตาง 

 

 
รูปท่ี 4.25 ความสัมพันธระหวางโปรตนี p- FOXO3a และ FOXO3a ตอ AuNPs ที่ความเขมขน

แตกตางกัน 
 
สรุปผลการทดลองท่ีไดกราฟ 

พบวาเมื่อทําการเปรียบเทียบกันระหวางโปรตีน  p-FOXO3a และโปรตีน FOXO3a  โดยการ
ใสสาร AuNPs ตามความเขมขนตางๆไดผลคือเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml 
ตามลําดับ พบวาไมพบการเปล่ียนแปลงของโปรตีน p-FOXO3a และโปรตีน FOXO3a  ซึ่งไมมีคา
นัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจยั  

 
อภิปรายผลการวิจัย 

ปจจุบันมีการนําอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมาใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยทาง
การแพทยทั้งในระดับเซลลและในสัตวทดลอง อยางไรก็ตามมีงานวิจัยไดกลาวถึงความเปนพิษภายใน
เซลลที่เกิดข้ึนจากอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร โดยข้ึนกับปจจัยตางๆ เชน ความเขมขนของอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร เวลาที่ใชในการทดลองหรือขนาดและรูปรางของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตร [21, 50] กลไกสัญญาณภายในเซลลหลังจากไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรยังไมมีการ
รายงานอยางแนชัด  

งานวิจัยนี้ศึกษาความเปนพิษของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในเซลลตับ เนื่องจากตบัเปน
อวัยวะที่กําจัดส่ิงแปลกปลอมนอกรางกาย เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรอาจมีการ
เปล่ียนแปลงกระบวนการตางๆภายในเซลลตับ 

การศึกษานี้จึงมีสมมุติฐานวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) เมื่อเขาสู
เซลลมีผลทําใหเกิดความพิษเกิดข้ึนในเซลล HepG2 และไปมีผลในสัญญาณภายในเซลล HepG2 
ผานกลไกของโปรตีน AKT/FOXO3a  
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5.1 ผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอโครงสรางของเซลลเมื่อเขาสูเซลล HepG2 

จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล HepG2 โดยนําเซลลไปสองดูดวยกลอง
จุลทรรศนแบบใชแสงเพื่อเปรียบเทียบขนาดและรูปรางของเซลลกลุมควบคุมกับเซลลที่ใสอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรที่เปนกลุมทดลอง ที่เวลา 24, 48 ชั่วโมง พบวาเมื่อเติมอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตรที่ความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml ตามลําดับ ที่ระยะเวลา 24, 48 ชั่วโมง รูปรางของเซลลมี
การเปล่ียนแปลง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม โดยกลุมที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความ
เขมขน 20, 40 µg/ml มีการเปล่ียนแปลงอยางชัดเจน พบรูปรางเซลลหดเล็กลงและภายในเซลลเห็น
การรวมกลุมกันของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร รวมถึงพบจํานวนเซลลลดลงอีกดวย โดยการ
เปล่ียนแปลงเกิดข้ึนอยางชัดเจนที่เวลา 48 ชั่วโมง 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลเปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลล ซึ่งอาจเปนไปไดวา
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรสงผลตอการเปล่ียนแปลงโปรตีนที่เกี่ยวของกับ Cytoskeleton ภายใน
เซลล โปรตีนในกลุมของ Cytoskeleton มีหนาที่ในการค้ําจุนเซลล ถาหากโปรตีนกลุมนี้ลดลงอาจเปน
สาเหตุใหเซลลมีการหดตัวลง 

จากการทบทวนวรรณกรรม Rejman และคณะ (2004)[51] กลาววาอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรจะเขาสูเซลลโดยอาศัยกลไก endocytosis โดยใชตัวรับที่จําเพาะคือ caveolin โดยอนุภาคขนาด
เล็กจะเขาสูเซลลไดดีกวาขนาดใหญ  

จากการศึกษาของ Nicole และคณะ (2011)[20] พบการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล HaCaT 
ที่เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  นอกจากนี้แลวยังมีการศึกษาวิจัยของ 
Mironava และคณะ (2010)[52] ที่ศึกษาความเปนพิษตอเซลลไฟโบรบลาสตของผิวหนังมนุษยที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาด 13 และ 45 nm พบวา Cytoskeletal filament ของเซลลถูก
ทําลายไป และเมื่อศึกษาดวยวิธี Western blot พบวามีระดับของ Extracellular matrix protein, 
Collagen และ Fibronectin ลดลง จนทําใหเซลลมีการหดตัวของเซลลและการเคล่ือนที่ของเซลล
ลดลง ในขณะที่ระดับโปรตีนของ Actin และ Beta-tubulin ไมมีการเปล่ียนแปลง  

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่เขาไปในเซลลอาจจะถูกเก็บอยูภายในถุง Vacuoles และรอ
การกําจัดออกจากเซลล รายงานการวิจัยที่สอดคลองของ Nicole และคณะ (2011) [20] พบวาอนุภาค
ทองคํารวมกลุมกันอยูใน Vacuoles ขนาดใหญ ภายหลังจากไดรับอนุภาคทองคําที่เวลา 48 ชั่วโมง 

งานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) ในเซลล HepG2 
พบการเปล่ียนแปลงของเซลล โดยเซลลที่ศึกษาพบการหดตัวลง ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยที่กลาวมา 
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5.2 ผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอความอยูรอดของเซลล HepG2 (Cell viability) 

ความอยูรอดของเซลลที่ลดลงอาจเกิดจากความเปนพิษภายในเซลลซึ่งความเปนพิษที่เกิดข้ึน
อาจเกิดจากผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรและอาจเปนสาเหตุที่ทําใหเซลลมีจํานวนลดลง ผล
การศึกษาเพื่อหาความเปนพิษของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการมีชีวิตของเซลล HepG2 ที่ 
24 ชั่วโมงพบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรทําใหการอยู
รอดของเซลลลดลงเหลือ 79±10.03 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญ และที่ความเขมขน 40 µg/ml พบ
ความอยูรอดของเซลลเหลือ 45± 2.05 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับที่เวลา 48 ชั่วโมงอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนที่ความเขมขน 20 และ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรทําใหเซลลมีการอยูรอดลดลงเหลือ 
61±7.19  และ 31±3.49   เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 
95 % ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาความอยูรอดของเซลล HepG2 ข้ึนกับ (1)ระยะเวลาที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (2) ปริมาณของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ไดรับ รวมทั้ง(3) 
ขนาดและ(4) รูปรางของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ใช 

งานวิจัยนี้ศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของตอความอยูรอดของเซลลดังนี้ (1) อนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรที่ถูกสังเคราะหดวย sodium citrate ซึ่งเปนสารที่ใชเปนตัวรีดิวซและชวยทําใหอนุภาคทองคําเกิด
ความเสถียรและคงรูปรางในระดับนาโนเมตร จึงทําใหประจุของอนุภาคที่สังเคราะหมีประจุเปนลบ (2) 
รูปรางกลมของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (3) ขนาดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ มีขนาด
ประมาณ 20 nm (4) ระยะเวลาที่ใชในการทดลองคือ 24 และ 48 ชั่วโมง และ (5) ความเขมขนที่
ทดลองมีคา 5, 10, 20, 40 µg/ml จากการทดลองนี้อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ใชศึกษา
กอใหเกิดความเปนพิษข้ึนในเซลล HepG2 ซึ่งเปนไปไดวาปจจัยทางกายภาพและปจจัยทางเคมี
ขางตน อาจมีผลตอความอยูรอดของเซลล 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในการทดลองนี้ทําการสังเคราะหดวยสาร Sodium citrate ซึ่ง
ทําใหอนุภาคเปนประจุลบ อาจสงผลตอความเปนพิษภายในเซลลนอยกวาประจุบวก ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Connor และคณะ (2005)[53] พบวาอนุภาคทองคําที่ทําการสังเคราะหดวยสาร Sodium 
citrate ไมไดมีผลในการทําใหเซลลเกิดความเปนพิษ ซึ่งประจุลบรอบผิวอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรนั้นไมไดเกิดความเปนพิษภายในเซลลเมื่อเทียบกับประจุที่ผิวเปนบวก [54]  

รูปรางของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ตางกันอาจสงผลตอความเปนพิษตอเซลลได 
งานวิจัยที่ศึกษากอนหนานี้ของ Chithrani และคณะ (2006)[21] พบวารูปรางของอนุภาคทองคําระดับ
นาโนเมตรที่มีลักษณะกลมเขาสูเซลลไดดีกวาอนุภาคที่มีลักษณะเปนวงรี(Rod shape) เนื่องจากการ
เขาสูเซลลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะอาศัยกลไกเขาสูเซลลแบบ endocytosis แบบที่มี
ตัวรับจําเพาะ ซึ่งขอจํากัดของการขนสงแบบนี้คือ ขนาดของอนุภาค คาประมาณขนาดในการขนสงอยู
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ที่ขนาดไมเกิน 100 nm หากอนุภาคมีขนาดใหญกวา 100 nm อนุภาคอาจเขาสูเซลลดวยกลไกอ่ืน 
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรแบบวงรี(Rod shape) มีขนาดในแนวระนาบมากกวา 100 nm ทําให
การเขาสูเซลลและจับกับตัวรับที่จําเพาะไดไมดี จึงมีการนําเขาสูเซลลชากวาแบบกลมที่มีขนาดเล็ก
กวา การเขาสูเซลลที่ดีกวาในปริมาณมากกวาเนื่องจากรูปรางของอนุภาคที่ใชในงานนี้นั้นอาจจะมีผล
ตอความเปนพิษภายในเซลล  

การเปนพิษตอเซลลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร ไมไดข้ึนกับรูปรางของอนุภาคเพียง
อยางเดียวแตอาจข้ึนกับขนาดของอนุภาคดวย งานวิจัยที่สอดคลอง Pan และคณะ (2007) [50] กลาว
วาขนาดอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาดอยูระหวาง 0.8-15 nm มีผลตอความเปนพิษ
มากกวาขนาดอ่ืน เนื่องจากขนาดเล็กเขาสูเซลลไดดีกวาขนาดใหญ เพราะมีการจับกับตัวรับที่จําเพาะ
ไดดีกวาและอนุภาคอาจจะไปทําลายออรกาแนลที่สําคัญตางๆภายในเซลล และจากงานวิจัยของ Pan 
และคณะ (2009) [55] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาด 1.4 nm มีผลทําเกิดความเปนพิษข้ึน
ภายในเซลล และยังไปมีผลในการทําลายไมโตคอนเดรียใหเสียหายอีกดวย ซึ่งงานวิจัยนี้ศึกษาอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) รูปรางอนุภาคกลม จึงนาจะมีสาเหตุทําใหเกิดความเปน
พิษภายในเซลล 

นอกจากนั้นระยะเวลาที่ทําการทดลองและความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่
ใชอาจมีผลตอความเปนพิษภายในเซลล เนื่องจากระยะเวลาที่นานในการทดลองอาจจะทําใหความ
เปนพิษยิ่งสูงข้ึนภายในเซลล ระยะเวลาที่ใชในการทดลองศึกษาความเปนพิษภายในเซลลจากอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร งานวิจัยกอนหนานี้ทําการศึกษาที่ 24, 48 ชั่วโมง จากงานวิจัยของ Sabella 
และคณะ (2011) [56] และ Paino และคณะ (2012) [57] รวมถึงมีการศึกษาดวยระยะเวลาที่นานข้ึนใน
งานของ Kamnerdsin และคณะ (2009)[58] ทดสอบอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ความเขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรดวยวิธี MTT พบวารอยละการอยูรอดของเซลลลดลงหลังไดรับอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรเปนเวลา 3 วัน ในเซลล HeLa ความเขมขนของอนุภาคที่ใชอาจจะมีผลตอความเปน
พิษภายในเซลล งานวิจัยชิ้นนี้พบวาความเขมขนอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรทําใหเกิดความเปน
พิษตอเซลลมากกวา 20 µg/ml แสดงใหเห็นวาของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในเซลล HepG2 มี
ความเปนพิษสูงแมไดรับความเขมขนต่ํา  

จากงานวิจัยที่สอดคลองกับของ Pan และคณะ (2007) [50] พบวาเมื่อใสสารอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรแลวเกิดความเปนพิษภายในเซลลที่ความเขมขนมกกวา 225 µg/ml ทั้งนี้อาจเปนไป
ไดวาความเปนพิษตอเซลลข้ึนกับชนิดของเซลลที่ใชในการทดลอง และงานวิจัยของ Patra และคณะ 
(2007) [39] พบวาเซลลตางชนิดกันอาจตอบสนองตอความเปนพิษในเซลลจากอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตรที่ไมเทากัน  
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โดยสรุปของการทดลองนี้ความเปนพิษภายในเซลล HepG2 ที่เกิดข้ึนจากผลของอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรอาจเกิดจากผลของอนุภาคที่มีรูปรางกลมและมีขนาดเล็ก (<20 nm) รวมถึง
ความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีคามากกวา 20 µg/ml และระยะเวลาที่ใชมากกวา 
24 ชั่วโมง  
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5.3 ผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล HepG2 (ROS 
generation) 

ความเปนพิษที่เกิดข้ึนมีความเปนไปไดวาอาจเกิดจากอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน ซึ่งอนุมูลอิสระที่
สูงข้ึนนั้นอาจกอใหเกิดความเปนพิษภายในเซลล โดยที่ผลจากอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่เขาสู
เซลล อาจมีผลกอไปรบกวนอนุมูลอิสระไดโดยตรงหรือมีผลตอตัวควบคุมอนุมูลอิสระภายในเซลล ทํา
ใหอนุมูลอิสระสูงข้ึนและอาจไปมีผลความเปนพิษภายในเซลล 

จากผลทดลองพบวาเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ทําใหเปอรเซ็นตของการเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึนในเซลล HepG2 เมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุมที่ไมใสสาร
ใดๆเลย อนุภาคทองคําที่มีปริมาณความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml มีผลในการเกิดอนุมูลอิสระใน
เปอรเซ็นตที่สูงข้ึนโดยลําดับอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ พบวาที่ความเขมขน 40 µg/ml มีปริมาณการ
เกิดอนุมูลอิสระเปอรเซ็นตที่สูงที่สุด  

จากงานวิจัยกอนหนานี้ Paino และคณะ (2012) [57] แสดงใหเห็นวาอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรที่ความเขมขนสูงข้ึนมีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล HeLa สูงข้ึนและมีรายงานการวิจัย
ของ Pan และคณะ (2009) [50] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรทําใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึนและ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรทําใหเกิดความเสียหายในไมโตคอนเดรียอีกดวย แสดงใหเห็นวา
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียหรืออาจมีผลตอโปรตีนที่ควบคุม
เกี่ยวกับอนุมูลอิสระในเซลล มีงานวิจัยที่เกี่ยวของของ Li และคณะ (2011)[17] ทดลองใชอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรที่สังเคราะหดวย Na-citrate ขนาด 20 nm ในเซลลไฟโบรบลาสตของปอด 
พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอการเพิ่มข้ึนโปรตีน NDUFS1 ที่ควบคุมเอนไซม NADH 
dehydrogenase ภายในเยื่อบุผนังไมโตคอนเดรียหรือเรียกวาโปรตีน complex1 ซึ่งมีหนาที่ในการ
ควบคุมสมดุล superoxide O-

2 กับการสรางอนุมูลอิสระภายในเซลล งานวิจัยของ Thakor และคณะ 
(2011)[59] พบการเกิดปริมาณของอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน เมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตรที่มีขนาด 60 nm ในเซลล HeLa และ HepG2 ผลของอนุมูลอิสระอาจมีผลทําใหเกิดการตาย
ของเซลลหรือเปนสาเหตุทําใหเซลลหรือสารชีวโมเลกุลตางๆเกิดความเสียหายได  

จากทั้งหมดที่กลาวมาขางตนอาจอธิบายความเปนไปไดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนภายในเซลลไดดังนี้ 
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รูปท่ี 5.1 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มผีลตอความเปนพษิทีเ่กิดข้ึนภายในเซลล 
HepG2 

 
1.อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลโดยตรงตอออรกาแนลที่สําคัญภายใน

เซลล จึงสงผลใหความเปนพิษภายในเซลลสูงข้ึน และเซลลลดจํานวนลงในที่สุด 
2.อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลโดยออมตอทําใหเพิ่มปริมาณอนุมูลอิสระ

สูงข้ึน และอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนมีผลตอความเปนพิษภายในเซลลและเซลลลดจํานวนลง 
สรุปจากผลงานวิจัยนี้พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรรูปรางกลมขนาดเล็ก (<20 nm) ที่

ความเขมขน 20, 40 µg/ml มีผลตอความเปนพิษภายในเซลล โดยพบการเกิดอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน และ
รูปรางของเซลลมีการหดตัวลงผลดังกลาวข้ึนกับเวลาและปริมาณของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ที่เซลลไดรับ 
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5.4 บทบาทการทํางานของโปรตีน AKT ท่ีมีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระในเซลล 

จากการศึกษาของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึนภายใน
เซลล จึงทําใหผูวิจัยสนใจศึกษาผลของกลไกสัญญาณภายในเซลล HepG2 วาเกิดการเปล่ียนแปลง
หรือไมหลังจากที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร โดยที่กลไกสัญญาณที่สนใจคือ กลไกการ
ทํางานของโปรตีน AKT ซึ่งเปนกลไกที่สําคัญภายในเซลลตัวหนึ่ง 

จากงานวิจัยของ Zhang และคณะ (2011) [3] โปรตีน AKT มีความสําคัญในการรักษาความ
อยูรอดของเซลล โดยควบคุมผานทางกลไกตอตานการตายแบบ apoptosis การทํางานที่เกิดข้ึนของ
โปรตีน AKT ผานทางการควบคุมดวยการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ถาหากโปรตีน AKT มี
การทํางานเพิ่มข้ึนหรือลดลงอาจสงผลตอกระบวนการอยูรอดของเซลล 

จากการศึกษาของ Nogueira และคณะ ในป 2008[4] กลาววากลไกสัญญาณ AKT มีผลตอ
การควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดของเซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอการ
ทํางานของไมโตคอนเดรียภายในเซลล การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มีผลตอการทํางานของไม
โตคอนเดรียที่สูงข้ึนจึงสงผลใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน ผลดังกลาวทําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายข้ึน แต
เซลลปกติไมเกิดการตาย ในทางกลับกันถาหากโปรตีน  AKT ลดการทํางานลง จะไมมีผลตอการ
ทํางานของไมโตคอนเดรียซึ่งทําใหการเกิดอนุมูลอิสระลดลง ซึ่งเปนกลไกที่เซลลตอบสนองตอความ
เปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล ดังแสดงแลวในรูปที่ 2.1  
 งานวิจัยนี้จึงมีสมมติฐานวา อนุมูลอิสระที่ถูกสรางภายในเซลล HepG2 หลังจากที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT  
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5.5 อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT ภายในเซลล 
HepG2 

ในการทดลองนี้ศึกษาโปรตีน Phosphorelated AKT (p-AKT) ในเซลลภายหลังไดรับอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร (<20 nm) ตามความเขมขนตางๆ โดยมีฮอรโมนอินซูลินเปนตัวกระตุนการ
เกิดโปรตีน p-AKT พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 5, 10, 20, 40 
µg/ml ตามลําดับ โปรตีน p-AKT มีการแสดงออกลดลงที่ความเขมขน 20, 40 µg/ml อยางมีคา
นัยสําคัญทางสถิติ แตที่โปรตีน Non-Phospho AKT (AKT) ไมพบการเปล่ียนแปลง ซึ่งแสดงวาอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรมีผลไปลดการทํางานของโปรตีน AKT ลง ซึ่งเปนไปตามสมมติฐานของ
งานวิจัยชิ้นนี้ 

จากงานวิจัยกอนหนานี้ที่ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรกับ AKT Ma และคณะ 
(2010)[22] ที่ทําการศึกษาในเซลล  RAW264.7 ซึ่งเปน เซลล เม็ดเลือดขาวของหนู  พบวา 
lipopolysaccharide (LPS) สามารถกระตุนการแสดงออกของโปรตีน p-AKT แตเมื่อใสรวมกับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะมีผลไปยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน p-AKT ใหลดลง อีกทั้งจาก
งานวิจัยของ Comfort และคณะ (2010)[60] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาด 10 nm มีผลไป
ยับยั้งการทํางานของโปรตีน p-AKT, p-ERK และลดการทํางานลงของโปรตีน AKT ในเซลล A-431 
อยางไรก็ตามก็มีการรายงานของ Wang และคณะ (2011)[61] ที่กลาววาอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรมีผลเพิ่มการทํางานของโปรตีน AKT โดยทีมผูวิจัยนี้ทําการทดลองใสอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรในสัตวทดลองที่เปนตัวออนแมลงหว่ีพบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลเกี่ยวของกับกลไก
สัญญาณ PI3K/AKT ภายในเซลล ซึ่งผลที่เกิดข้ึนจากการเขาสูเซลลของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรแบบ endocytosis และเกิดการกระตุนที่บริเวณเซลลเมมเบรนซึ่งมีผลตอกลไกสัญญาณ 
PI3K/AKT ที่บริเวณนั้น ดังนั้นผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT 
จึงยังไมมีขอสรุปที่แนชัด อยางไรก็ตามอาจเปนไปไดที่ผลของอนุมูลอิสระอาจจะมีผลตอการทํางาน
ของโปรตีน AKT 
 อยางไรก็ตามงานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาด (<20 nm) ที่ความ
เขมขนมากกวา 20 µg/ml ในเซลล HepG2 พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลไปลดการ
ทํางานของโปรตีน AKT ลง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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5.6 บทบาทการทํางานของโปรตีน FOXO3a เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรภายใน
เซลล HepG2  

ผลการทดลองของงานวิจัยนี้พบวาอาจเปนไปไดที่ผลของอนุมูลอิสระนาจะมีผลตอการทํางาน
ของโปรตีน AKT กลไกสัญญาณ AKT มีผลตอการควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดภายใน
เซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอโปรตีน FOXO การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มีผล
ลดการทํางานลงของโปรตีน FOXO ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญตอการอยูรอดของเซลล ผลดังกลาวทําให
เซลลมะเร็งเกิดการตายข้ึน แตในทางกลับกันถาหากโปรตีน AKT ลดการทํางานลง สงผลตอการ
ทํางานของโปรตีน FOXO ทําใหโปรตีน FOXO เขาไปกระตุนกระบวนการตางๆภายในนิวเคลียส เพื่อ
ตอตานอนุมูลอิสระและเพิ่มความอยูรอดของเซลลมะเร็ง 

โปรตีนกลุม Fork head พบไดในทุกเซลลของยูคาริโอต เปนกลุมของโปรตีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนและควบคุมกระบวนการหลายๆ กลไกที่สําคัญภายในเซลล โดยมีตําแหนงที่จับกับดี
เอ็นเอที่จําเพาะ (conserved DNA-binding domains) เรียกตําแหนงนั้นวา “Forkhead box (FOX)” 

[5]มีโปรตีนในกลุมนี้ทั้งหมด 39 โปรตีน ซึ่งสามารถแบงได 19 กลุม เชน FOXA, FOXS, FOXO เปนตน
[6]ในกลุมของ FOXO เปนกลุมที่ผูวิจัยสนใจ ซึ่งแบงไดเปนกลุมยอยๆ ไดดังนี้ FOXO1, FOXO3, 
FOXO4 และ FOXO6 โปรตีน FOXO แตละกลุมมีความสําคัญในมนุษย ตัวอยางเชน FOXO มีผลทํา
ใหเกิดการพัฒนาของเนื้องอกข้ึน แลวยังมีผลควบคุมการทํางานของระบบเมทาบอลิซึมตางๆ ที่สําคัญ
ภายในเซลล รวมถึงการดูแลซอมแซมดีเอนเอที่เสียหาย[7,8,9] เปนตน 

การทํางานของโปรตีน FOXO3a เปนโปรตีนที่ทํางานภายในเซลลเปนลําดับถัดจากโปรตีน 
AKT ถาหากโปรตีน AKT ลดการทํางานลง อาจจะสงผลตอการทํางานของโปรตีน FOXO3a  

จากผลการศึกษาของโปรตีน FOXO3a และโปรตีน p-FOXO3a ที่ทําการใสอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรขนาด (<20 nm) ตามความเขมขนตางๆ ผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 5, 10, 20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน FOXO3a และโปรตีน 
p-FOXO3a ไมพบการเปล่ียนแปลง ซึ่งไมมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 %  

ผลการทดลองนี้อาจเปนไดวาระยะเวลาในการศึกษายังไมเพียงพอในการสังเกตผลอาจจะ
ตองเพิ่มเวลาในการศึกษาหรืออาจจะเกิดจากแอนติบอดีที่ใชในการศึกษาของโปรตีน FOXO3a ใน
รูปแบบ (phosphorylation) ยังไมควบคุมทุกตําแหนงที่เกิด (phosphorylation) จึงสงผลใหไมเห็นการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน 
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รูปท่ี 5.2 แสดงผลของกลไกความเปนไปไดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีผลตอกลไก
สัญญาณภายในเซลล HepG2 ผานทางกลไก AKT/FOXO3a 

 
โดยสรุปการศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอกลไกสัญญาณ  AKT/FOXO3a 

ภายในเซลล HepG2 อาจมีผลที่เปนไปไดดวยกลไกดังนี้ 
1. อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT ซึ่งทําให

โปรตีน AKT ลดการทํางานลง เพื่อไปตอบสนองตออนุมูลอิสระที่สูงข้ึนภายในเซลล  
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2. อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลทําใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน จึงสงผลตอ
การทํางานของโปรตีน AKT เพื่อที่จะไปกระตุนการทํางานของโปรตีน FOXO3a เพื่อใหเซลลมะเร็งเกิด
ความอยูรอดได 

 
5.7 สรุปผลงานวิจัย 

งานวิจัยนี้ศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) เมื่อเขาสูเซลลมีผลทําให
การคงรูปรางของเซลลถูกทําลายไปจึงมีผลทําใหเซลลมีรูปรางที่หดตัวลง และยังทําใหลดความอยูรอด
ของเซลล HepG2 โดยความพิษตอเซลลที่เกิดข้ึนเกี่ยวของกับความเขมขนและเวลาที่เซลลไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร อีกทั้งความเปนพิษมีสาเหตุมาจากที่อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ทําใหอนุมูลอิสระสูงข้ึน ตอมางานวิจัยนี้ไดศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) 
ตอสัญญาณภายในเซลล HepG2 ผานกลไกของโปรตีน AKT/FOXO3a ที่ควบคุมอนุมูลอิสระและ
ความอยูรอดของเซลล พบวาโปรตีน AKT ลดการทํางานลง และไมพบการเปล่ียนแปลงที่โปรตีน 
FOXO3a ซึ่งกลไกดังกลาวอาจเปนกลไกในการตอบสนองของเซลลตอส่ิงแปลกปลอมภายในเซลล
เพื่อใหเกิดความอยูรอดของเซลลมะเร็ง  
 
5.8 ขอจํากัดของงานวิจัย  

5.8.1 การศึกษานี้ยังไมไดศึกษาผลของการยับยั้งไมใหเกิดอนุมูลอิสระตอการทํางานของ
โปรตีน AKT 

5.8.2 การศึกษาความเปนพิษภายในเซลลจากผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรยังไมได
ศึกษารูปแบบการตายของเซลล 

5.8.3 งานวิจัยนี้ยังไมไดศึกษาการทํางานของไมโตคอนเดรียหลังไดรับอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตร 

5.8.4 งานวิจัยนี้เปนเพียงการศึกษาการตอบสนองของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในระยะ
ส้ัน ซึ่งในการทดลองคร้ังตอไปควรจะเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบเพื่อดูผลในระยะยาว 

5.8.5 งานวิจัยนี้ใชแอนติบอดีในการศึกษาการทํางานของโปรตีน FOXO3a ยังไมคลอบคลุม
ทุกตําแหนง ซึ่งการทดลองตอไปควรจะเพิ่มแอนติบอดีใหคลอบคลุมทุกตําแหนงหรืออาจจะเปล่ียน
เทคนิคในการศึกษา 
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5.9 แนวการทางศกึษาตอในอนาคต 

5.9.1 ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย 
5.9.2 ศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกดิอนุมูลอิสระ  

5.9.2.1 ศึกษาปจจัยภายในของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกิดอนุมูล
อิสระ เชน ขนาดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่แตกตาง รูปรางของอนุภาคที่
แตกตางกัน เปนตน 
5.9.2.2 ศึกษาปจจัยภายนอกของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกิดอนุมูล
อิสระภายในเซลล เชน ปริมาณที่ไดรับ ระยะเวลาที่ไดรับ เซลลที่แตกตางกัน  

5.9.3 ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอเซลลเมื่อไดรับอนุภาคทองคําระยะนา
โนเมตรเปนระยะเวลานาน 

5.9.4 ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีนตัวอ่ืนที่เกี่ยวของ
กับโปรตีน AKT  

5.9.5 ศึกษาผลของการยับยัง้ไมใหเกิดอนุมูลอิสระตอการทํางานของโปรตีน AKT 
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คําอธิบายสญัลกัษณและคํายอ 
 

AuNPs   Gold Nanoparticles 
DCF   2’,7’-dichlofluorescein 
DEPC   Diethylpyrocarbonate 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO   Dimethyl sulfoxide 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
EMC   Extracellular Matrix 
GAPDH  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
Real-time RT-PCR Real-time Reverse transcription polymerase chain reaction 
ROS   Reactive oxygen species 
H2DCFDA  2’, 7’-dichlofluorescein-diacetate 
H2DCF   non-fluorescent 2’,7’-dichlorufluorescein 
PBS   Phosphate buffered saline 
TEM   Transmission electron microscopy 
HepG2   Human hepatocellular liver carcinoma cell 
FOXO3   Forkhead box O3 
p-FOXO3  phospho Forkhead box O3 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
JNK   c-Jun N-terminal kinases 
p-JNK   phospho c-Jun N-terminal kinases 
AKT   Protein Kinase B 
p-AKT   phospho Protein Kinase B 
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ขั้นตอนในการทําการสกดัโปรตีน 
1.ดูด media ออกจาก culture plate จนหมดหลังจากนั้นทําการลางดวย PBS แบบเย็นจัด 2 รอบ 
2. ทําการใส RIPA buffer (protease inhibitor +EDTA 50 mM) ปริมาตรประมาณ 200-300 ul. 
3.ทําการขูดเซลลโดยใช scaper หลังจากนั้นทําการเก็บโปรตีนที่ได 
4.ปนตกโปรตีนที่ 12000 rpm ใชเวลาประมาณ 15 นาที 
5.นําไป sonicate 1 คร้ัง ดวยเคร่ือง sonicator ที่ 32% Amplitude *ขณะ sonicate ควรนํา sample
ใสกระบะน้ําแข็งไวระวังเร่ืองความรอน* 
6.เก็บสวนของเหลวมาใชในการศึกษาตอไปโดยทําการเก็บที่ -80 oc  
 
ขั้นตอนในการทํา western blot 
1. -เช็ดโตะที่ใชในการเตรียม gel ดวย 70% Alcohol ทุกคร้ังกอนทํา lab เช็ดอุปกรณ เคร่ืองมือทุก
อยางใหเรียบรอย 
-วัดระดับของ separating gel แลว mark levelไว 
-เตรียม running gel (โดยยังไมใส Ammonium Persulfate และ TEMED) แลว mix 
-เมื่อ set เคร่ืองมือเรียบรอยแลวจึงคอยใส 10% Ammonium Persulfate และ TEMED แลว mix  
-ดูด running gel solution ลงใน cassette จนถึงระดับที่ mark ไว ** ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ** 
-จากนั้นรีบ overlay gel ดวยน้ําโดยใชปลาย tip แตะบนกระจกแผนใหญ 
-รอให gel แข็งประมาณ 30 นาที (ดูจาก running gel ที่เหลือใน tube วาแข็งหรือยัง) 
-เตรียม stacking gel (โดยยังไมใส Ammonium Persulfate และ TEMED) แลว mix 
-เทน้ําที่ overlay อยูออกใหหมด แลวซับใหแหง  จากนั้นจึงคอยใส 10% Ammonium Persulfate และ 
TEMED แลว mix  
-รีบใส stacking gel solution ลงใน cassette ตามดวยการใส teflon comb ลงใน cassette อยาง
คอยๆ ** ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ** 
-ทิ้งให gel แข็งตัวประมาณ 30 นาที (ดูจาก stacking gel ที่เหลือใน tube วาแข็งหรือยัง) 
-ระหวางที่รอ gel แข็งตัว ใหอุน sample โดยใชเคร่ือง Heat Block ที่ 95°c  5 นาที และนําไป spin 
down เพื่อใหฟองใน sample หายไป 
-นํา gel cassette ไปติดตั้งยัง electrode chamber ใหเรียบรอย 
-ใส SDS-PAGE running buffer ลงใน chamber ทั้ง upper (ใหลน) และ lower chamber จนถึง
ระดับ 2 gels 
-จากนั้นคอยๆดึง teflon comb ออกจาก cassette แลว 
-ทําการ load protein marker ~ 5-6 µl 
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-ทําการ load sample (ที่ผสม dye เรียบรอยแลว)  20-30 µl 
-เปด power supply โดย set contant voltage ไวที่ 100 volt, time ~ 120 นาที 
-สังเกตสีของ dye ถาใกลถึงขอบ gel ใหปดเคร่ือง  แลวคอยๆแคะ gel ออกจาก cassette 
-นํา gel ที่ไดสวนหนึ่งมา stain ใน Coomassie Blue และอีกสวนหนึ่งมา transfer protein สู PVDF 
membrane 
 
การยอมสี Coomassie Blue 
-นํา gel ที่ไดสวนหนึ่งมา stain ใน Coomassie Blue stain solution ~24 hr (ใส solution ใหทวม gel) 
-ดูดเอา Coomassie Blue stain solution ออกแลว destain gel ดวย destaining solution I ~ 1 hr 
-จากนั้นลางดวย destaining solution II 2-3 คร้ัง จนกวาสี Coomassie Blue จะออกหมด  
-สังเกต band ที่เกิดข้ึน 
Transfer membrane (wet tank) 
หลังจากไดทําการ run protein ดวย SDS-PAGE แลวนํา gel ที่ไดมา transfer protein สู PVDF 
membrane ดังนี้ 
-Shake PVDF membrane 2-3 นาที ใน 100 % methanol แลวนําไปแชใน 1x transfer buffer แทน 
ทิ้งไวประมาณ 15-20 นาที 
-นําฟองน้ํา 2 อัน, filter paper 6 อัน(ตัดใหมีขนาดเทากับ PVDF membrane)มาแชไวใน 1x transfer 
buffer ทิ้งไวประมาณ 15-20 นาที 
-เท 1x transfer buffer ลงในกระบะใหญ แลวนํา transfer cassette มาวาง เอาดานสีดําเปนดานลาง 
(ข้ัวลบ)โดยวางฟองน้ํา 1 อัน, filter paper 3 อัน และ gel  ตามลําดับ **ถากลัวมีฟองอากาศใหใชแทง
แกวรีดกอนวาง gel โดยรีดจากตรงกลางออกไปดานขางทั้ง 2 ขาง 
-จากนั้นวาง PVDF membrane ทับ gel ใหพอดีกับ gel และวาง filter paper 3 อัน และฟองน้ํา 1 อัน
ตามลําดับ ปดทับดวย transfer cassette ดานสีใส(ข้ัวบวก) แชไวใน 1x transfer buffer 
-วาง chamber ลงในกระบะรองที่มีน้ําแข็ง  ใส transfer unit ลงใน chamber และนํา cool gel pack 
มาใสไวที่ดานขาง chamber  
- นํา transfer cassette มาใสใน transfer unit (โดยให transfer cassette ดานสีดําติดกับ transfer 
unit ดานสีดํา ) และใส 1x Transfer buffer ลงใน chamber ใหถึงระดับ blotting 
-เปด power supply และทําการ run โดย set constant voltage ไวที่ 100 volt, time ~180 min เอา
น้ําแข็งมาใสกระบะรองรอบๆ camber ใหเต็มขณะ run ถาน้ําแข็งละลายใหซับน้ําที่หกและคอยเติม
น้ําแข็งอยูเร่ือยๆ 
-ครบ 180 นาที ใหปดเคร่ือง นํา transfer cassette มาแชในกระบะที่มี 1x transfer buffer อยู 
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-เปด transfer cassette เอา PVDF membrane ออกมาลางดวยน้ํากล่ัน แลวนําไปแชในกระบะเล็กที่
มี 1x TBS buffer 
 
Transfer membrane (semi dry) 
-วาง PVDF membrane ทับ gel ใหพอดีกับ gel โดยมีแผนกระดาษคอยรองรับอยู  จากนั้นทําการ
ประกบซ้ําใหเหมือนกันทั้ง 2 ดาน  
-นําไปเขาเคร่ือง semi dry ทําการปดเคร่ือง หลังจากนั้นนําไปตอกับ power supply ใชไฟประมาณ 
100 V. เวลาประมาณ 35 นาที 
-เสร็จแลวนําแผนเจล Coomassie Blue ตอไป สวนแผน PVDF membrane ที่ไดนําไป blocking ดวย
โปรตีน 5% BSA ที่เวลา 1 ชั่วโมงตอไป  
การทํา blocking ดวย antibody 
-overlay membrane ดวย 1°Ab mouse monoclonal (dilution 1:1000) ใน 5% BSA in TBST 
(ปริมาตร 10 ml/1 membrane) ที่ 4°c overnight 
-วันถัดมาใหนํา membrane ออกจากตูเย็นมาทิ้งไวที่ room temperature กอน แลว orbital shake 
(shake เบาๆ) ที่ room temperature เปนเวลา 2 hr. 
-ดูด 1°Ab เก็บ แลว rinse ดวย TBS และ wash membrane 3 คร้ัง ดวย TBS คร้ังละ 5 นาที  
-overlay membrane ดวย 2°Ab anti-mouse (dilution 1:5000) ใน 5% BSA (ปริมาตร 10 ml/1 
membrane) แลว orbital shake (shake เบาๆ) ที่ room temperature เปนเวลา 2 hr. 
-ดูด 2°Ab เก็บ แลว rinse ดวย TBS และ wash membrane 3 คร้ัง ดวย TBS คร้ังละ 5 นาที  
-จากนั้นแช membrane ใน TBS แลวนําไป expose film X-ray 
 
Protocal 
-เช็ดโตะที่ใชในการเตรียม Expose film X-rays ดวย 70% alcohol ทุกคร้ังกอนทํา lab 
-นํา Chemiluminescent (ECL) kit มาทิ้งไวที่ room temperature เตรียม reagent A: reagent B 
อัตราสวน 1:1 โดยใช pipette ดูด reagent A 300 µl และ reagent B 300 µl (สําหรับ membrane 1 
แผน) มาใส eppendorf และ mix 
-ใช forcep คีบ PVDF membrane ที่ชใน TBS buffer มาวางบน plastic wrap 
-ใช pipette ขนาด 1000 µl ดูด working reagent มาเทใส PVDF membrane**โดยระวังถาเทบริเวณ 
PVDF membrane โดยตรงใหเทเปนหยดๆ** หอ PVDF membrane ดวย plastic และ incubate ไว  
5 นาที 
- รีด working reagent ออกจาก plastic โดยใชกระดาษทิชชูซับ 
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-ใช forcep คีบนํา PVDF membrane มาวางลงบน X-rays film cassette และนําแผน X-rays film มา
ประกบทับบน PVDF membrane ปด X-rays film cassette ไวนาน  5 นาที *(เวลาข้ึนกับ signal ของ
ส่ิงที่ตองการ detect)* 
-ลาง X-rays film ดวย developer -->น้ํา --> fixer --> น้ํา ตามลําดับ แลวทิ้ง X-rays film ใหแหง 
 
การใชเคร่ือง gel doc mode chemiliminescent 
-นํา Chemiluminescent (ECL) kit มาทิ้งไวที่ room temperature เตรียม reagent A: reagent B 
อัตราสวน 1:1 โดยใช pipette ดูด reagent A 250 µl และ reagent B 250 µl (สําหรับ membrane 1 
แผน) มาใส eppendorf และ mix 
-ใช forcep คีบ PVDF membrane ที่ชใน TBS buffer มาวางบน plastic wrap 
-ใช pipette ขนาด 1000 µl ดูด working reagent มาเทใส PVDF membrane**โดยระวังถาเทบริเวณ 
PVDF membrane โดยตรงใหเทเปนหยดๆ** หอ PVDF membrane ดวย plastic และ incubate ไว  
5 นาที 
- รีด working reagent ออกจาก plastic โดยใชกระดาษทิชชูซับ 
-นําเขาเคร่ือง gel doc จากนั้นเขาสูโหมด High chemiliminescent ทําการถายรูป 
-ทําการเก็บขอมูลรูปภาพ 
 
 
 
 
1  
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Stock Solutions 
 

10x SDS-PAGE running buffer volume 1 liter : [250 mM Tris-HCl, 1.92 mM Glycine, 1% 
SDS) 
- Tris-HCl (MW 121.14)         30.28    g    - - >  final conc. 25  mM 
- Glycine (MW 75.07)         144.13  g    - - >  final conc. 192 mM 
- Sodium dodecylsulfate (SDS)     10         g    - - >  final conc. 0.1% 
Add  dH2O up to 1000 ml 
Store at 4ºc 
 
10x Transfer buffer volume 800 ml : [250 mM Tris-HCl, 1.92 mM Glycine] 
- Tris-base (MW 121.14)  30.28    g 
- Glycine (MW 75.07)       144.13  g 
Add ddH2O 800 ml 
Store at 4ºc 
10x Tris-buffer Saline (TBS) volume 1 liter : [100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl] 
- Tris-HCl (MW 121.14)  121.1  g 
Add dH2O almost ~ 900 ml    - ->  adjust pH to 7.5  by HCl 
- NaCl (MW 58.4)         90  g 
Add dH2O up to 1000 ml 
Store at room temperature 
10x TBS buffer volume 1 liter : [50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl] 
-Tris-HCl (MW 121.14)   60.57  g 
- NaCl (MW 58.4)   87.6    g 
Add dH2O almost ~800 ml    - ->  adjust pH to 7.6 by  HCl 
Add dH2O up to 1000 ml 
Store at 4ºc 
10% SDS (w/v) volume 100 ml : 
- weight out sodium dodecylsulfate (SDS) 10   g 
Add dH2O up to 100 ml 
Store at room temperature 
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4x Running Gel buffer volume 200 ml : [1.5 M Tris-HCl, pH 8.8] 
- Tris-HCl (MW 121.14)  36.3  g 
Add dH2O almost ~ 150 ml    - ->  adjust pH to 8.8  by  HCl 
Add dH2O up to 200 ml 
Store at 4ºc 
4x Stacking Gel buffer volume 50 ml : [0.5 M Tris-HCl, pH 6.8] 
- Tris-HCl (MW 121.14)  3  g 
Add dH2O almost ~ 40 ml    - ->  adjust pH to 6.8  by  HCl 
Add dH2O up to 50 ml 
Store at 4ºc 
Coomassie blue staining volume 1 liter : [0.1%(w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 40% 
methanol, 10% glacial acetic acid ] 
- Coomassie Brilliant Blue R250       1   g 
- Methanol      400   ml 
Stirr ~3 hr until dissolved. Then add: 
- Glacial acetic acid     100   ml 
Add dH2O up to 1000 ml  * filter before store* 
Store at room temperature 
Destaining solution I volume 1 liter : [40 % methanol, 10 % acetic acid] 
- Methanol     400   ml 
 -Acetic acid    100   ml 
Add dH2O up to 1000 ml   
Store at room temperature 
*ใชสําหรับการ destain ในตอนแรกเพื่อใหสีออกเร็ว มัก destain เพียง 2-3 คร้ังแรก 
Destaining solution II volume 1 liter : [10 % Methanol, 5 % Acetic acid] 
- Methanol     100   ml 
 -Acetic acid      50   ml 
Add dH2O up to 1000 ml   
Store at room temperature 



82 

*ใชสําหรับการ destain ในตอนหลัง สามารถแช gel ทิ้งใน destain นี้ไดเลยจะทําใหสีคอยๆโดนลาง
ออกแบบ gentle 

Working Solutions 
 

Ice-cold Tris buffer (5mM Tris-HCl, pH 7.4 autoclave) volume 500 ml : 
-Tris- base (MW 121.14)          0.3  g 
Add dH2O almost ~ 400 ml    - ->  adjust pH to 7.4 by  HCl 
Add dH2O up to 500 ml 
Store at 4ºc 
1x buffer M volume 100 ml : [100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 8), 2 mM MgCl2, 1 mM 
EDTA, 0.2% Triton x-100, 1x cocktail protease inhibitor] 
-Tris- base (MW 121.14)    242    mg  (0.242 g) 
- NaCl (MW 58.4)   584    mg  (0.584 g) 
- MgCl2 6H2O (MW 203.3)  40.7   mg  (0.040 g) 
- EDTA (FW 372.24)   37.2   mg (0.037 g) 
Add dH2O almost ~ 80 ml    - ->  adjust pH to 8  by HCl 
-Triton x-100     200    µl   - - >  final conc. 0.2% 
Add dH2O up to 100 ml 
Store at 4ºc 
*100x Protease inhibitor  - - >  final conc. 1x add before use (add 1 µl/1 ml) 
**modified buffer M (แตเปน 0.003 % Triton x-100) เตรียมจาก 0.2 % Triton of buffer Mโดย add 
Triton x-100  เพิ่มไป 1 µl/total volume 1 ml 
RIPA buffer volume 100 ml : [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% 
SDS, 1% Sodium deoxycholate, 1% Triton x-100] 
- 0.5 M Tris-HCl (MW 121.14) 10   ml 
- 0.5 M NaCl (MW 58.4)  30   ml 
- 0.5 M EDTA (FW 372.24)     2   ml 
- 0.1 % SDS     0.1   g 
- 1% Sodium deoxycholate    1     g 
- Triton x-100       1    ml 



83 

Store at 4ºc 
* Protease inhibitor cocktail freshly add before use !!! 
 
4X  SDS Protein Sample Buffer (4X Loading dye) volume 10 ml : [ 240 mM Tris-HCl (pH 
6.8), 40% Glycerol, 8% SDS, 0.04% Bromophenol blue, 5% β-mercaptoethanol] 
-1 M Tris-HCl (pH 6.8)   2.4   ml 
-100 % Glycerol    4      ml 
-SDS       0.8   g 
-1% Bromophenol blue   0.4   ml 
- β-mercaptoethanol   0.5   ml 
Add dH2O    3.1   ml 
Stable for week in the refrigerator or for months at -20ºc 
1x SDS-PAGE running buffer volume 1 liter : [final conc. 25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycine, 
0.1% SDS] 
- 10x SDS-PAGE running buffer   100   ml 
Add dH2O up to 1000 ml 
Store at 4ºc 
1x Transfer buffer volume 1 liter : 
- 10x Transfer buffer       80   ml 
- 100% methanol    200   ml 
-Add dH2O     720   ml 
Store at 4ºc 
5% Skim milk in TBS volume 25 ml : 
- Skim milk powder    1.25  g 
- TBS      25    ml 
**Prepare freshly before use 
5% Skim milk in TBS volume 50 ml : 
- Skim milk powder      2.5   g 
- TBS        50    ml 
**Prepare freshly before use 
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5% BSA in TBST  volume 5 ml : (สําหรับ membrane ½ แผน) 
-Bovine serum albumin (BSA) 0.25  g 
- TBST         5    ml 
**Prepare freshly before use 
5% BSA in TBST  volume 10 ml : (สําหรับ membrane 1 แผน) 
-Bovine serum albumin (BSA) 0.5   g 
- TBST      10    ml 
**Prepare freshly before use 
Tris-buffer Saline (TBS) volume 1 liter : [100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl] 
- Tris-HCl (MW 121.14)  12.11  g 
Add dH2O almost ~ 900 ml    - ->  adjust pH to 7.5  by HCl 
- NaCl (MW 58.4)         9  g 
Add dH2O up to 1000 ml 
Store at room temperature 
TBS with 0.1%Tween-20 (TBST) volume 1 liter : 
- TBS     1000  ml 
- Tween-20          1  ml 
Store at room temperature 
Stripping Membrane Solution  
           volume :  50 ml    1 liter  
-14.3 M β-mercaptoethanol     0.35   ml  6.993 ml  
-10% SDS      10     ml   200  ml 
-stacking 0.5 M Tris-Cl, pH 6.7   6.25   ml    125  ml 
add dH2O to      50      ml   1,000   ml 
Developer  volume 3.8 liter : 
- Developer    415  g 
Add dH2O almost ~ 800 ml     
Boil at 56ºc 
Add dH2O up to 3800 ml 
Fixer  volume 1 liter : 
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- Fixer     250 ml 
Add dH2O up to 1000 ml 

Reagent Preparation 
RIPA buffer volume 100 ml : [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% 
SDS, 1% Sodium deoxycholate, 1% Triton x-100] 
- 0.5 M Tris-HCl (MW 121.14) 10   ml 
- 0.5 M NaCl (MW 58.4)  30   ml 
- 0.5 M EDTA (FW 372.24)     2   ml 
- 0.1 % SDS     0.1   g 
- 1% Sodium deoxycholate    1     g 
- Triton x-100       1    ml 
0.5 M Tris-HCl pH 7.5 volume 50 ml : 
- Tris-HCl     0.3  g 
Add dH2O almost ~ 80 ml    - ->  adjust pH to 7.5  by HCl 
Add dH2O up to 50 ml   
0.5 M NaCl volume 100 ml : 
- NaCl       2.92  g 
Add dH2O up to 100 ml   

Reagent Preparation 
4X  SDS Protein Sample Buffer (4X Loading dye) volume 10 ml : [ 240 mM Tris-HCl (pH 
6.8), 40% Glycerol, 8% SDS, 0.04% Bromophenol blue, 5% β-mercaptoethanol] 
-1 M Tris-HCl (pH 6.8)   2.4   ml 
-100 % Glycerol    4      ml 
-SDS       0.8   g 
-1% Bromophenol blue   0.4   ml 
- β-mercaptoethanol   0.5   ml 
Add dH2O    3.1   ml 
Stable for week in the refrigerator or for months at -20ºc 
Stock solutions 
1 M Tris-HCl (pH 6.8)  volume 100 ml : 
-Tris-base (MW 121.14) 12.11  g 
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Add dH2O almost ~ 50 ml    - ->  adjust pH to 6.8  by HCl 
Add dH2O up to 100 ml  Store at 4ºc 
1% Bromophenol blue (w/v) volume 10 ml : 
-Bromophenol blue    0.1  g 
Add dH2O up to 10 ml   
Stir until dissolved  
*Filtration will remove aggregated dye 
Store at room temperature 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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