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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 ท่ีมาและความสําคัญของปญหา (Background and Rational) 

 
1.1.1 โปรตีน AKT การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

ความชราและโรคมะเร็งมีความสัมพันธและเกี่ยวของกัน วิธีการที่ทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวนั้นมี
หลายวิธี เชน การควบคุมอาหาร การลดความเส่ียงในการทําใหเกิดเนื้องอกหรือมะเร็ง การลดอนุมูล
อิสระ เปนตน[1, 2] ความเชื่อมโยงกันระหวางความชรากับโรคมะเร็งอาจมีความเปนไปไดสูงที่เกี่ยวของ
กัน โดยที่ยีนไปมีผลในการทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวข้ึนนั้น อาจจะมีความสัมพันธตอการยับยั้งการเกิด
เนื้องอกข้ึน ยกตัวอยางเชน AKT และ FOXO เปนตน 

จากการกลาวของ Zhang X และคณะ (2011) [3] โปรตีน AKT มีความสําคัญในการรักษา
ความอยูรอดของเซลล โดยควบคุมผานทางกลไกตอตานการตายแบบ apoptosis การทํางานที่เกิดข้ึน
ของโปรตีน AKT ผานทางการควบคุมดวยการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ถาหากโปรตีน 
AKT ในรูปแบบการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) มีการเพิ่มข้ึนหรือลดลงอาจสงผลตอ
กระบวนการอยูรอดของเซลล 

จากการศึกษาของ Nogueira และคณะ ในป 2008[4] กลาววากลไกสัญญาณ AKT มีผลตอ
การควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดภายในเซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอ
โปรตีน FOXO และการทํางานของไมโตคอนเดรียภายในเซลล การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มี
ผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียที่สูงข้ึนจึงสงผลใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน อีกทั้งยังไปลดการทํางาน
ลงของโปรตีน FOXO ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญตอการอยูรอดของเซลล ผลดังกลาวทําใหเซลลมะเร็งเกิด
การตายข้ึน แตในทางกลับกันถาหากโปรตีน  AKT ลดการทํางานลง จะไมมีผลตอการทํางานของไมโต
คอนเดรียซึ่งทําใหการเกิดอนุมูลอิสระลดลง และยังสงผลตอการทํางานของโปรตีน FOXO ทําให
โปรตีน FOXO เขาไปกระตุนกระบวนการตางๆที่ตอตานอนุมูลอิสระและเพิ่มความอยูรอดของ
เซลลมะเร็ง ซึ่งเปนกลไกที่เซลลตอบสนองตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล 

โปรตีนกลุม Fork head พบไดในทุกเซลลของยูคาริโอต เปนกลุมของโปรตีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนและควบคุมกระบวนการหลายๆ กลไกทีสํ่าคัญภายในเซลล โดยมีตําแหนงที่จับกับดี
เอ็นเอทีจ่ําเพาะ (conserved DNA-binding domains) เรียกตําแหนงนั้นวา “Forkhead box (FOX)” 

[5] มีโปรตีนในกลุมนีท้ั้งหมด 39 โปรตีน ซึ่งสามารถแบงได 19 กลุม เชน FOXA, FOXS, FOXO เปนตน 
[6] ในกลุมของ FOXO เปนกลุมที่ผูวิจัยสนใจ ซึ่งแบงไดเปนกลุมยอยๆ ไดดังนี้ FOXO1, FOXO3, 
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FOXO4 และ FOXO6 โปรตีน FOXO แตละกลุมมีความสําคัญในมนุษย ตัวอยางเชน FOXO มีผลทํา
ใหเกิดการพัฒนาของเนื้องอกข้ึน แลวยังมีผลควบคุมการทํางานของระบบเมทาบอลิซึมตางๆ ที่สําคัญ
ภายในเซลล รวมถึงการดูแลซอมแซมดีเอนเอที่เสียหาย เปนตน [7,8,9] โดยเฉพาะโปรตีนชนิด FOXO1, 
FOXO3, FOXO4 จะพบการแสดงออกของระดับ mRNA ที่แตกตางในแตละเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม [10,11,12] สังเกตไดจากตารางที่ 1.1  
 
ตารางท่ี 1.1 สมาชิกของ FOXO ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมทีพ่บในเซลลตางๆ[13] 
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1.1.2 นาโนเทคโนโลยี และอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 

นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีที่เกี่ยวของกับกระบวนการศึกษา การ
จัดการ การสรางการวิเคราะห และประยุกตใชวัสดุที่มีขนาดเล็กมากๆ ในระดับนาโนเมตร (ประมาณ 
1-100 นาโนเมตร)  ที่มีคุณสมบัติพิเศษ ทั้งทางดานฟสิกส เคมี หรือชีวภาพ ตางไปจากสารเดิมที่มี
ขนาดใหญ  ดังนั้นในปจจุบันจึงมีการนํานาโนเทคโนโลยีมาประยุกตใชในหลากหลายสาขา เชน ดาน
อุตสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร เทคโนโลยีชีวภาพและทางการแพทย [14]  เปนตน 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เปนอนุภาคของโลหะใน
ระดับนาโนที่มีความเสถียรสูงชนิดหนึ่ง ซึ่งอยูในรูปของสารละลายคอลลอยดสีแดง ในการสังเคราะห 
AuNPs นั้นสามารถทําไดโดยการนําสารละลายของ HAuCl4 ที่มีทองคําประจุ 3+  (Au3+) ทําปฏิกิริยา
กับตัวรีดิวซ (Reducing agent) ได AuNPs ที่มีทองคําประจุเปน 0  (Au0) สารที่นิยมใชเปนตัวรีดิวซ
และชวยทําใหอนุภาคทองคําเกิดความเสถียรและคงรูปราง ไดแก sodium citrate[15] ดังรูปที่ 1.1 

 
 
 

                   HAuCl4·3H2O + Sodium Citrate Dihydrate                         AuNPs 
 
 

 

รูปท่ี 1.1  แผนภาพแสดงการสังเคราะห AuNPs จากสารละลาย HAuCl4  และ sodium citrate  
ดวยปฏิกิริยา reduction ในอุณหภูมิที่เหมาะสม [16] 
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1.1.3 อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะตัว และการนําไปใชใน
งานวิจัยตางๆ 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีคุณสมบัติทางกายภาพที่ เฉพาะตัว  เชน Surface 
topography, Surface chemistry, Surface energy มีความสามารถในการนําไฟฟาไดดี สามารถเรง
ปฏิกิริยาเคมี นําไปประยุกตใชงานไดงายและหลากหลาย อีกทั้งสามารถเตรียมในหองปฏิบัติการได[15] 
ในบทความวิจัยทางวิชาการมีการกลาวถึงอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่สามารถนําไปประยุกตใช
ในเซลลไดหลากหลาย โดยสวนใหญจะใชอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในขนาดและความเขมขนที่
แตกตางกัน มีงานวิจัยสวนนอยที่จะกลาวถึงการเกิดความเปนพิษในเซลล แตก็มีบางงานวิจัยที่กลาว
วาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรอาจเปนสาเหตุทําใหเกิดความเปนพิษทั้งในเซลลและในสัตวทดลอง
[17] แสดงดังตารางที่ 1.2  
 
ตารางท่ี 1.2 แสดงบทความวิจัยทางวิชาการมีการกลาวถึงอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่สามารถ
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] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ ใส ร วมกับ 
lipopolysaccharide มีผลตอโปรตีน AKT โดยผานกลไกของการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระ (oxidative 
stress) จึงเปนมูลเหตุและที่มาของความสนใจศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ถูกสงเขาไปใน
เซลล HepG2 มีผลอยางไรตอโปรตีน AKT/FOXO3a ที่เปนกลไกที่เกี่ยวของกับการควบคุมอนุมูลอิสระ
ภายในเซลล 

จากขอมูลที่กลาวมาทั้งหมดการศึกษาผลของความเปนพิษในเซลลตออนุภาคทองคําระดบันา
โนเมตร รวมถึงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเปล่ียนแปลงกลไกสัญญาณภายในเซลล
ยังไมมีการายงานที่แนชัดนัก งานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อตองการศึกษาผลของอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรตอความเปนพิษภายในเซลล HepG2 และผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอ
การเปล่ียนแปลงการทํางานกลไกสัญญาณ AKT/FOXO3a ภายในเซลล HepG2 เพื่อเปนการทราบถึง
กลไกที่เซลลมะเร็งอยูรอดหลังจากไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  
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1.2. คําถามของการวิจัย (Research Questions) 

1.2.1 ความเขมขนและระยะที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอรูปรางเซลล 
HepG2 หรือไม 

1.2.2 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีความเปนพิษตอเซลล HepG2 หรือไม และเกิด
อนุมูลอิสระภายในเซลลหรือไม 

1.2.3 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานโปรตีน AKT ในเซลล HepG2 
หรือไม 
อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานโปรตีน Foxo3a ในเซลล HepG2 หรือไม 
 
1.3. วัตถุประสงค (Objectives) 

1.3.1 เพื่อศึกษาปจจัยของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีผลตอรูปรางเซลล ความเปนพิษ
ตอเซลล HepG2 

1.3.2 เพื่อศึกษาอนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระของเซลล 
HepG2 
  1.3.3 เพื่อศึกษาอนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT และ 
Foxo3a ในเซลล HepG2 
 
1.4.สมมติฐาน (Hypothesis) 

1.4.1 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอความเปนพิษในเซลล HepG2  
1.4.2 อนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT/FOXO3a ใน

เซลล HepG2  
 
1.5 คําจาํกดัความท่ีใชในการทําวิจัย  

- Nanobiotechnology : เทคโนโลยนีาโนชีวภาพ  
- Gold Nanoparticles : อนุภาคทองคาระดับนาโนเมตร  
- AKT :โปรตีน AKT 
- FOXO3a : โปรตีน FOX head Box 3a 
-Toxicity :ความเปนพษิ 
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1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.6.1 ไดรับความรูและมีความเขาใจเกี่ยวกับการนาอนุภาคทองระดับนาโนเมตรมา
ประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยหรือดานอ่ืนๆ มากข้ึน  

1.6.2 ผลที่ไดจากการทดลองเพื่อเปนการทราบถึงกลไกของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่
สงผลภายในเซลล อีกทั้งยังเปนการเปดมุมมองใหมในการศึกษาการประยุกตใชอนุภาคทองคําระดับ
นาโนเมตรภายในเซลลไดอยางปลอดภัยมากยิ่งข้ึน  



 

บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

2.1 โปรตีน AKT การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

จากการกลาวของ Zhang X และคณะ (2011) [3] โปรตีน AKT มีความสําคัญในการรักษา
ความอยูรอดของเซลล โดยควบคุมผานทางกลไกตอตานการตายแบบ apoptosis การทํางานที่เกิดข้ึน
ของโปรตีน AKT ผานทางการควบคุมดวยการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ถาหากโปรตีน 
AKT ในรูปแบบการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) มีการเพิ่มข้ึนหรือลดลงอาจสงผลตอ
กระบวนการอยูรอดของเซลล 

การทํางานของโปรตีน p-AKT มีการกระตุนการทํางานของโมเลกุลที่เกี่ยวของเมทาบอลิซึมอยู 
2 กลุม คือ FOXO และ mTOR กลาวโดย Huang และคณะ (2007)[23] และ Hay และคณะ(2005)[24] 

กลุมแรกคือโปรตีน FOXO ที่เปน transcription factor ควบคุมการแสดงออกของยีนตางๆที่เกี่ยวของ
กับความอยูรอดของเซลล กลาวโดย Puig และคณะ(2003)[25] และอีกกลุมหนึ่งคือ โปรตีน mTOR ที่
ทํางานเกี่ยวของกับการกระตุนกระบวนการสรางไขมันในเซลล กลาวโดย Porstmann และคณะ
(2008)[26] 

จากการศึกษาของ Nogueira และคณะ ในป 2008[4] กลาววากลไกสัญญาณ AKT มีผลตอ
การควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดภายในเซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอ
โปรตีน FOXO และการทํางานของไมโตคอนเดรียภายในเซลล การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มี
ผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียที่สูงข้ึนจึงสงผลใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน อีกทั้งยังไปลดการทํางาน
ลงของโปรตีน FOXO ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญตอการอยูรอดของเซลล ผลดังกลาวทําใหเซลลมะเร็งเกิด
การตายข้ึน แตในทางกลับกันถาหากโปรตีน  AKT ลดการทํางานลง จะไมมีผลตอการทํางานของไมโต
คอนเดรียซึ่งทําใหการเกิดอนุมูลอิสระลดลง และยังสงผลตอการทํางานของโปรตีน FOXO ทําให
โปรตีน FOXO เขาไปกระตุนกระบวนการตางๆที่ตอตานอนุมูลอิสระและเพิ่มความอยูรอดของ
เซลลมะเร็ง ซึ่งเปนกลไกที่เซลลตอบสนองตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล ดังรูป
ที่ 2.1 
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รูปท่ี 2.1 กลไกทีเ่ซลลตอบสนองตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล 
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2.2 โปรตีน FOXO การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

ความชราและโรคมะเร็งมีความเกี่ยวของกัน โรคมะเร็งหลายประเภทมีผลของอาการตามการ
แปรผันของอายุ วิธีการที่ทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวนั้น เชน การควบคุมอาหาร การลดความเส่ียงในการ
ทําใหเกิดเนื้องอกหรือมะเร็ง เปนตน[1,2] ความเชื่อมโยงกันระหวางความชรากับโรคมะเร็งอาจมีความ
เปนไปไดสูงที่เกี่ยวของกัน โดยที่ยีนไปมีผลในการทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวข้ึนนั้น อาจจะมีความสัมพันธ
กับการยับยั้งการเกิดเนื้องอกข้ึน ยกตัวอยางเชน FOXO โดยมีรายงานวา FOXO มีสวนสําคัญในการ
ทําใหชีวิตอยูไดยืนยาวข้ึน และยับยั้งการเกิดเนื้องอกข้ึน [13] ตั้งแตหนอนตัวแบนจนถึงสัตวเล้ียงลูกดวย
นมมีกลไกในการควบคุม FOXO ผานทางกลไกอินซูลินในเซลลเหมือนกัน [13] 

โปรตีนกลุม Fork head พบไดในทุกเซลลของยูคาริโอต เปนกลุมของโปรตีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนและควบคุมกระบวนการหลายๆกลไกที่สําคัญภายในเซลล โดยมีตําแหนงที่จับกับดี
เอนเอที่จําเพาะ (conserved DNA-binding domains) จับบริเวณปลาย N-terminal ของโปรตีน และ
ตําแหนงที่กระตุนการทํางานอยูที่บริเวณ C-terminal ที่ควบคุมกระบวนการเมทาบอลิซึมตางๆ เรียก
ตําแหนงนั้นวา “Forkhead box (FOX)” [5] มีโปรตีนในกลุมนี้ทั้งหมด 39 โปรตีน ซึ่งสามารถแบงได 19 
กลุม เชน FOXA, FOXS, FOXO เปนตน [6] ในกลุมของ FOXO เปนกลุมที่ผูวิจัยสนใจ ซึ่งแบงไดเปน
กลุมยอยๆ ไดดังนี้ FOXO1, FOXO3, FOXO4 และ FOXO6 โปรตีน FOXO พบวาตั้งแตหนอนตัวแบน
จนถึงสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยมีลักษณะที่คลายคลึงกัน FOXO เปนกลุมโปรตีนที่ถูกควบคุมดวยกลไก 
PI3K-AKT pathway ซึ่งถูกกระตุนดวย growth factors หรือตอบสนองมาจาก oxidative stress ผลที่
เกิดข้ึนทําใหโปรตีน FOXO เดินทางเขาสูเซลลและควบคุมการแสดงออกในกระบวนการเมทาบอลิซึม
ตางๆ [27,28,29] 

การควบคุมการทํางานของ FOXO นั้น ถูกควบคุมดวยกระบวนการตอบสนองตอฮอรโมน
อินซูลิน และปจจัยที่ใชในการเจริญเติบโตของเซลล (growth factor) โดยผานทาง PI3k-AKT /SGK 
pathway ถาหากมีฮอรโมนอินซูลิน หรือปจจัยในการเจริญเติบโตมากระตุนที่เซลล เซลลจะตอบสนอง
ตอฮอรโมนหรือปจจัยรวมเหลานั้น และการตอบสนองที่เกิดข้ึนมีผลยับยั้งการทํางานของ FOXO โดย
เกิดกระบวนการการเติมหมูฟอสเฟตข้ึนที่โปรตีน FOXO แตในทางกลับกัน ถาหากไมมีฮอรโมนหรือ
ปจจัยรวมเหลานั้น เซลลจะไมทําการยับยั้งการทํางานของโปรตีน FOXO ลักษณะดังกลาวที่เกิดข้ึนพบ
ไดในส่ิงมีชีวิต ตั้งแตหนอนตัวแบนจนถึงสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยมีลักษณะที่คลายคลึงกัน [30] ดังรูปที่ 
1 การทํางานของ โปรตีน FOXO มีหนาที่ไปกระตุนการทํางานของยีนตางๆ ที่สําคัญภายในเซลล โดย
ทําการควบคุมหลายๆ pathway ใหเกิดการทํางานข้ึน เชน กระตุนการเกิด differentiation ผานยีน 
BTG1, p27 กระตุน glucose metabolism ผานยีน G6Pase / PEPck หรือไปมีผลตอยีน p53 ที่
ควบคุมการเกิด apoptosis ในเซลลและทําหนาที่เปน tumor suppressor ในเซลลมะเร็งอีกดวย [13,31] 
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2.3 หนาท่ีกระบวนเมทอบอลิซึมตางๆ ท่ี FOXO ควบคุมภายในเซลล 

FOXO สามารถควบคุมการทํางานของกระบวนการเมทาบอลิซึมไดหลากหลาย เชน
กระบวนการแบงเซลล การตายของเซลล การเปล่ียนแปลงของเซลล เปนตน และมีรายงานทางการ
วิจัยที่ระบุการควบคุมการทํางานของ FOXO ตอกระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลลไวมากมาย ดัง
ตัวอยางตามตารางที่ 2.1 [13] 

 
ตารางท่ี 2.1 แสดงการควบคุมการทํางานของ FOXO ตอกระบวนการเมทาบอลิซมึภายในเซลล 
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2.4 โปรตีน VEGF การควบคุมและหนาท่ีภายในเซลล 

โปรตีน VEGF หรือยอมาจาก vascular endothelial growth factor เปนตัวกระตุนตัวหนึ่งให
เกิดกลไกการพัฒนาของมะเร็งในข้ัน angiogenic หนาที่ของ VEGF หากเกิดการกระตุนผาน VEGF 
และตัวรับของ VEGF จะทําใหเกิดการสงสัญญาณไปในหลายกลไกภายในเซลล เชน กลไกการอยูรอด 
กลไกการกระจายตัว กลไกการเปล่ียนแปลงเซลล เปนตน จากการรายงานของ Daniel J. และคณะ ใน
ป 2005[32] โปรตีน VEGF มีหลายชนิด เชน VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E แตละ
ตัวทําหนาที่แตกตางกัน โดยโปรตีนที่สําคัญและมีหนาที่เกี่ยวของกับมะเร็งคือ VEGF-A ถูกคนพบโดย 
Dvorak และคณะในป 1983[33] ซึ่งเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
โปรตีน VEGF-A สามารถแบงยอยออกไดอีก 4 ชนิดยอย ไดแก ชนิด 121, 165, 189 และ 206 กรดอะ
มิโน เนื่องจากการถูกตัดดวยกลไก alternative splicing ภายในเซลล จึงทําใหมีหลายชนิดยอยและ
โปรตีนทั้ง 4 ชนิดยอยของ VEGF-A มีการกระตุนที่ตัวรับแตกตางกันดังรูปที่ 2.2 

 
รูปท่ี 2.2 แสดงโปรตีน VEGF ชนดิตางๆที่ทํางานในการกระตุนที่ตัวรับที่แตกตางกัน 
 
โดยโปรตีนที่มีการทํางานรวมกันกับโปรตีน VEGF คือ โปรตีน Akt และโปรตีน MAPKs เปน

ตน ซึ่งโปรตีนที่กลาวมาจะทํางานไดเมื่อมีการกระตุนเปนข้ันๆ จากโปรตีน VEGF การทํางานเกิดข้ึน
โดยโปรตีน VEGF ไปกระตุนที่ตัวรับที่จําเพาะ หลังจากนั้นจึงเกิดการกระตุนตอกันไปเปนทอดๆ จาก
การรายงานของ Irby RB และคณะ (1999)[34] กรณีการทํางานของโปรตีน VEGF ที่มากข้ึนหรือ
ลดลงอาจมีผลตอตัวรับนั้นๆ และสงผลตอกลไกสัญญาณในข้ันถัดไป 
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2.5 นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 

  นาโนเทคโนโลยีเปนเทคโนโลยีประยุกตที่เกี่ยวของกับกระบวนการจัดการการสรางวัสดุที่มี
ขนาดเล็กมากในระดับนาโนเมตรเทียบเทากับระดับอนุภาคของโมเลกุลหรืออะตอม การออกแบบหรือ
การใชเคร่ืองมือสรางวัสดุที่มีขนาดเล็กมากรวมถึงการจัดเรียงอะตอมและโมเลกุลในตําแหนงที่
ตองการไดอยางถูกตองและแมนยํา[35] ซึ่งการใชนาโนเทคโนโลยีทําใหสามารถผลิตวัสดุนาโนได
หลากหลายชนิดและวัสดุนาโนเหลานี้ถูกนํามาประยุกตใชในทางการแพทย ดังนี้ 

 Fluorescent biological labels 
 Drug and gene delivery 
 การตรวจหาเชื้อโรค 
 การตรวจหาโปรตีน 
 การตรวจหา DNA 
 Tissue engineering   
 การทําลายเซลลมะเร็งโดยอาศัยความรอน (hyperthermia) 
 Separation and purification of biological molecules and cells 
 MRI contrast enhancement  

ในปจจุบันพบวามีบริษัทหลายแหงไดผลิตและจําหนายวัสดุนาโนที่สามารถนํามาใชทางการแพทยได 
ดังตารางที่ 2.2 [36] 
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ตารางท่ี 2.2 แสดงถึงวัสดุนาโน (nanomaterial) ที่นํามาประยุกตใชในดานชีววิทยาและดาน
การแพทย ที่บริษัทตางๆผลิตข้ึนและจําหนาย 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
AuNPs มีคุณสมบัติทางกายภาพที่เฉพาะตัว เชน Surface topography, Surface 

chemistry, Surface energy มีความสามารถในการนําไฟฟาไดดี สามารถเรงปฏิกิริยาเคมี นําไป
ประยุกตใชงานไดงายและหลากหลาย อีกทั้งสามารถเตรียมในหองปฏิบัติการได [15] ในบทความวิจัย
ทางวิชาการมีการกลาวถึง AuNPs ที่สามารถนําไปประยุกตใชในเซลลไดหลากหลาย โดยสวนใหญจะ
ใช AuNPs ในขนาดและความเขมขนที่แตกตางกัน 
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2.6 งานวิจัยทางวิชาการท่ีนํา AuNPs ไปใชในการทดลองภายในเซลล 
                  

 
รูปท่ี 2.3  แผนภาพแสดงการนํา NPs ชนิดตางๆในการนาํเขาสูเซลล 

 
ป ค.ศ.2010 Kunzmann A. และคณะไดศึกษาการนํา Nanoparticle (NPs) เขาเซลลในแต

ละชนิดมีการนําเขาเซลลที่แตกตางกันข้ึนอยูกับขนาดและรูปรางของ NPs โดยมีหลายกลไกในการนํา 
NPs เขาเซลลดูไดดังภาพ และจากภาพจะเห็นไดวา Gold NPs จะถูกนําเขาเซลลโดยอาศัยกลไก 
endocytosis แตยังไมทราบกลไกที่แนชัดนัก[37] 

 ป ค.ศ.2009 Simon U.และคณะไดศึกษาผลของ AuNPs ขนาด 1.4 nm ที่กอใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของรูปรางของเซลล หนาที่ของ mitochondria รวมถึงศักยไฟฟาภายใน mitochondria 
อีกทั้งความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอที่ถูกทําลายกับยีน p53 และ caspase 3 ของการแสดงออกใน
ระดับอารเอ็นเอ ในเซลล HUVEC โดยที่ความพิษข้ึนอยูกับขนาดและความเขมขนของ AuNPs[19] 

ป ค.ศ.1998 Koide T และคณะไดทําการศึกษาฤทธิ์ของ  AuNPs ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไส, เซลลมะเร็งกระเพาะและเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวพบวา AuNPs 
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง โดยเปนตัวที่ไปยับยั้งการแบงเซลลในชวง S phase, G2 to M 
phase, และ M phase [38]  

ป ค.ศ.2007 Hirak K. Patra และคณะ ไดทําการศึกษาฤทธิ์ของ AuNPs ในการฆาเซลล   
มะเร็งปอด พบวา AuNPs สามารถเหนี่ยวนําใหมีการตายของเซลลมะเร็ง [39] 
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2.7 งานวิจัยทางวิชาการท่ีนํา AuNPs ไปใชในการทดลองภายในเซลล โดยศึกษาผานกลไก
ตางๆท่ีเกี่ยวกับงานวิจัยน้ี 

ป ค.ศ.2004 Bhattacharya R. และคณะไดทําการศึกษา AuNPs ซึ่งมีผลยับยั้ง VEGF 165 
ในเซลล HUVEC ซึ่ง VEGF 165 เปนโปรตีนในกลุมของ VEGF ซึ่งผลของการถูกยับยั้งของ VEGF 165 
ทําใหเซลลเกิดการ Proliferation ลดลง[40] 

ป ค.ศ.2011 Kalimuthu K. และคณะไดทําการศึกษา AuNPs ที่ปริมาณ 500 nM ยับยั้ง 
VEGF ในเซลล BRECs สงผลใหเกิดการ Proliferation migration และ tube formation ลดลง ผลจาก
การที่ VEGF ถูกยับยั้งมีผลทําให Src ถูกกระตุนซึ่งมีผลตอการตานทานการเกิดมะเร็งในข้ัน 
angiogenic[41] 

กลไก JNK มีความสัมพันธกับการเกิด apoptosis ซึ่งถูกเหนี่ยวนําโดย NPs โดยมีงานวิจัย
ของ kang และคณะป ค.ศ. 2009 พบวา TiO2 NPs เหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis ในเซลล lymphocyte 
และ Lao และคณะป ค.ศ. 2009 พบวา Follerene NPs ยับยั้ง JNK ที่มีความสัมพันธกับการเกิด 
apoptosis ในเซลล cerebral microvasculartum endothelial cells [42,43] 

ป ค.ศ.2010 Ma J.S. และคณะไดทําการศึกษา AuNPs ที่ใสรวมกับ LPS มีผลในการยับยั้ง
โปรตีน AKT โดยที่เมื่อเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs และใสปริมาณของ LPS เทาเดิมผลที่ได
คือโปรตีน AKT ลดลงเมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุมที่ไมไดใสสารใดๆเลย ความเขมขนที่ใชมีดังนี้ 10, 
20, 40 µg/ml อีกทั้งยังพบอีกวา AuNPs ที่ใสรวมกับ LPS ยังไปมีผลในโปรตีนที่ควบคุมการเกิด
สภาวะตานอนุมูลอิสระ และการอักเสบภายในเซลลอีกดวย พบวาโปรตีน JNK และ P38 มีการเพิ่ม
ปริมาณข้ึนเมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุม [22] 

ป ค.ศ.2007 Unfried K และคณะไดทําการศึกษา NPs สามารถกระตุนกลไกตอบสนองตอ
เซลลผานทางตัวรับ EGF ได โดยผลที่เกิดข้ึนทําใหเกิดการตายแบบ apoptosis เกิดการอักเสบ หรือ
เกิดการ Proliferation ของเซลล และผลที่ NPs เขาเซลลนั้นจะเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะ ROS ภายใน
เซลล [44] 
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2.8 งานวิจัยทางวิชาการท่ีเกี่ยวกับโปรตีน FOXO ท่ีมีความสัมพันธกับโรคตางๆ 

ป ค.ศ.2006 Kato M และคณะไดทําการศึกษาโรค Diabetic nephropathy (DN) คือ โรคที่มี
ลักษณะ mesangial cell (MC) ขยายขนาดข้ึน และเกิดการรวมตัวของ extracellular matrix proteins 
ในสภาวะที่มี TGF-β สูงและเปนโรคเบาหวานจะมีผลเหนี่ยวนําการเพิ่มข้ึนของ FoxO3a และยับยั้ง
การทํางานของกลไก PI3K/Akt โดยทําการศึกษาในหนูทดลอง ผลที่สูงข้ึนของ TGF-β และ FoxO3a 
ทําให MC เกิดความอยูรอดข้ึน และเกิดสภาวะ oxidative stress สูงข้ึน [45] 

ป ค.ศ.2004 Sandri M และคณะไดทําการศึกษาผลของการทํางานกลไก PI3K/AKT ที่ลดลง
มีผลไปกระตุนการทํางานของ Foxo และผลที่เกิดข้ึนของการลดลงของ Foxo เกี่ยวของกับ atrogin-1 
และเปนสาเหตุที่ทําใหกลามเนื้อลีบ [46] 

 
2.9 งานวิจัยทางวิชาการท่ีเกี่ยวกับการเขาสูเซลลแบบ endocytosis ท่ีมีความสัมพันธกับ
โปรตีน AKT 

กลไกของตัวรับของการเขาสูเซลลแบบ endocytosis มีหลายสัญญาณที่กระตุนโดยถูก
กระตุนผานทางลิแกรนด ตัวรับหลายสัญญาณ เชน GPCRs, RTKs, TGFβ, Wnt และ Notch ตางมี
ความเกี่ยวกบั clathrin-independent endocytosis (CIE) 3–5[47] 
 การกระตุนกลไกสัญญาณ PI3K–Akt โดยทั่วไปเกิดการกระตุนที่บริเวณผิวของเซลล ถกู
กระตุนดวยกลุมโปรตีน GPCR ผานทางโปรตีน G โดยที่โปรตีน G ชนิดยอยที่ Gβ1γ2 สงผลตอ
โปรตีน GTPase มีผลทําใหเกิดการกระตุน PI3K และ Akt จึงทําใหเกิดการกระตุนการเพิ่มจํานวน
เซลลและตอตานการเกิดการตายในรูปแบบ Apotosis[48] 
 การกระตุนกลไกสัญญาณ  AKT ผานทางกลไก  RTKs มีความสัมพันธกับโปรตีน  AP และ
โปรตีน NTRK1 โดยที่โปรตีนทั้งสองจะมีผลกระตุนการทํางานของโปรตีน  AKT และโปรตีน ERK ทํา
ใหเกิดการตอตานการตายในรูปแบบ Apotosis เชน การศกึษาใน zebrafish แตกลไกการกระตุนการ
ทํางานยังไมมีใครอธิบายไดแนชัดนกั[49] 

 
 
 
 
 

 



 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีดาํเนินการทําวิจัย 

 
3.1 อุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในกํารทดลอง  

- 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)  
- เคร่ืองวัดขนาดอนุภาคซีตาและน้ําหนักโมเลกุล (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 การสังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีมีขนาด 5 นาโนเมตร 

 ลางเคร่ืองแกวทุกชิ้นและ magnetic bar ดวย aqua regia (HCl : HNO3 = 3:1) หลังจากนั้น
ลางดวยน้ํา DI และทําใหแหง ปเปตสารละลาย 1% hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate 
(HAuCl4.3H2O) ใสใน flask ที่มี Milli Q water อยู  ตมสารละลายบน hot plate stirrer โดยใช 
magnetic bar ชวยกวนตลอดเวลา เมื่อสารละลายเดือด เติม 1% trisodium citrate dihydrate 
(Na3C6H5O7.2H2O) อยางรวดเร็ว สีของสารละลายจะเปล่ียนจากสีเหลืองออนเปนสีน้ําเงิน ตมตออีก
ประมาณ 20 นาที สารละลายจะเปล่ียนเปนสีแดงทิ้งไวใหเย็น เก็บ AuNPs ที่สังเคราะหไดในภาชนะ
ปองกันแสง 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) นําอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ไดไปตรวจสอบคุณสมบัติตาม
หัวขอตางๆ ดังนี้ 

- UV-vis spectroscopy ที่ 520 นาโนเมตร : ตรวจสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสง 
- Zetasizer : หาคา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจุบนผิวอนุภาคทองคํา 

แตอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาด 5 นาโนเมตร ที่ใชในการทดลองไดส่ังซื้อมาจากบริษัท 
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
บมที่มีอุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 โดยเเตละการทดลองใชเซลลจํานวน 105 cells ตอหลุม (24 well-
plate) ในอาหารปริมาตร 500 uL และแตละการทดลองทําซ้ํา 4 หลุม หลังจาก seed cells แลว 
incubate ตามสภาวะขางตนเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีหลุม control ที่ไมมีการเติมสารอ่ืนๆสวนกลุม
ทดลองทําการใสสารละลายอนุภาคทองคําในระดับนาโนเมตรที่ความเขมขนตางๆกัน ทั้งนี้ยังศึกษาที่
เวลาตางกัน 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
เพาะเล้ียงในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO 

a.

 b.  c. 
 

รูปท่ี 3.2 แสดงอุปกรณและเคร่ืองทีใ่ชในการเพาะเล้ียงเซลล 
(a)  ขวดเพาะเล้ียงเซลล 
(b) ตูปลอดเชื้อสําหรับเพาะเล้ียงเซลล 
(c)  ตูบมเชื้อสําหรับเพาะเล้ียงเซลล 
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3.5 การศึกษารูปรางลักษณะของเซลล 

 การศึกษารูปรางลักษณะของเซลลนั้นจะศึกษาโดยการนําเซลลไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
แบบใชแสงเพื่อเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของเซลลปกติ (เซลลในกลุมควบคุม) กับเซลลที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร ซึ่งโดยปกติแลวเซลล HepG2 cells จะมีรูปรางเปนทรงกระสวยยึด
ยาวเกาะเปนชั้นกับพื้นผิวของขวดเพาะเล้ียงเซลล เมื่อมีความผิดปกติเกิดข้ึน เซลลจะมีรูปราง
เปล่ียนแปลงไป เชน มีรูปรางลีบแบน หรือเปล่ียนเปนทรงกลม และเมื่อเซลลเกิดการตายเซลลจะหลุด
จากพื้นผิวของขวดเพาะเล้ียงเซลลและลอยอยูในอาหารเล้ียงเซลล 
 

 
 

รูปท่ี 3.3 แสดงกลองจุลทรรศนแบบใชแสงทีใ่ชในการถายภาพเซลล 
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3.6 การศึกษาความเปนพิษของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอเซลล (Study effect of 
AuNPs on cell toxicity) 

ศึกษาโดยใช PrestoBlue™ Reagent (Molecular Probes, Invitrogen) ซึ่งเปนสารที่ใชวัด
ความสามารถในการมีชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล ซึ่ง PrestoBlue™ Reagent เปนน้ํายาที่มี
หลักการดัดแปลงมาจากสารที่มีชื่อวา Resazurin solution ซึ่งเปนสารที่ใชในการตรวจวัดเอนไซม 
mitochondrial dehydrogenase ที่พบเฉพาะในเซลลที่มีชีวิต ในขณะที่เซลลที่ตายแลวไมสามารถที่
จะสรางเอนไซมนี้ออกมาได 

หลักการของ PrestoBlue™ Reagent คือ PrestoBlue™ Reagent เปนสารที่มีสีน้ําเงินเปน
สารตั้งตนของปฎิกิริยาและสามารถถูกรีดักชั่นดวย Mitochondrial dehydrogenase ทําใหได
ผลิตภัณฑที่มีสีชมพู และนําไปวัดคา excitation และ emission แสงฟลูออเรสเซนตที่ 560 และ 590 
ตามลําดับดวยเคร่ือง Microplate reader จึงนําไปคํานวนหาเพื่อหาคารอยละการมีชีวิตของเซลล (% 
Cell viability) 

% Cell viability = Fluorescence treatment ×  100 
                                    Fluorescence control 

 
 Fluorescence treatment =    คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับสาร  
 Fluorescence control  =    คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับอาหารเล้ียงเซลล 
 
 

 
 

รูปท่ี 3.4 แสดงเคร่ือง Microplate reader ที่ใชในการวัดคาดูดกลืนแสงฟลูออเรนเซนต 
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3.7 การศึกษาเพื่อหาปริมาณการเกิดของสารอนุมูลอิสระท่ีถูกสรางภายในเซลลท่ีถูกกระตุน
โดยอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  

การศึกษาโดย Reactive oxygen species (ROS) assay เปนวิธีตรวจวัดปริมาณของ 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) ซึ่งเปนสารที่ไมมีสี และ non-fluorescent เมื่อ 
H2DCFDA ผานเขาสูเซลลหมู acetate จะถูกตัดดวยเอนไซม esterases ที่อยูภายในเซลลได
สารประกอบ non-fluorescent 2’,7’-dichlorufluorescein (H2DCF) และจะถูกเปล่ียน 2’,7’-
dichlofluorescein (DCF) ตามปริมาณที่เกิดข้ึนภายในเซลลซึ่งจะนําไปวัดปริมาณการเกิดที่ 520 nm 
ดวยเคร่ือง Microplate reader ในการทดลองนั้นจะยอมเซลลดวยสี H2DCFDA (0.1 uM) 100 ul 
incubate 30 นาที ลางดวย PBS 2 รอบ และใสอนุภาคทองคําระดับนาโนที่ความเขมขนตางๆลงไป
เพื่อกระตุนการสรางสารอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึน โดยวัดปริมาณสีฟลูออเรสซีนที่เกิดข้ึนดวยเคร่ือง 
Microplate reader ที่ 520 nm ทุก 10 นาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

% ROS Generation = Fluorescence treatment x 100 
                                             Fluorescence control 
 

Fluorescence treatment  =   คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับสาร 
Fluorescence control   =    คาการดูดกลืนแสงของหลุมที่ไดรับอาหารเล้ียงเซลล      
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 3.8 การศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการแสดงออกของโปรตีนดวยเทคนิค 
Western blot  

 ข้ันตอนในการทดลองอธิบายอยางละเอียดในภาคผนวก 
โปรตีนที่สกัดไดจาก polyacrylamide gels จะเคล่ือนยายตอไปยัง PVDF membrane โดยใช 

SemiDry (Ge Healthcare, UK.) ที่ความตางศักย 10 โวลต เปนเวลา 30นาที membrane จะถูก
ปองกันโดยใช 10 % BSA ในบัพเฟอร TBS-Tween เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหองตอมาแอนติ
บอดี้ (ที่ถูกเจือจางใน 1 % BSA ในบัพเฟอร TBST ในอัตราสวนตางๆ) ถูกเติมเขาไปและบมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นทําการลาง membrane ดวยบัพเฟอร TBST ทั้งหมด 3 คร้ัง 
แตละคร้ังใชเวลา 5 นาที แลวนํา membrane ไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง กับแอนติบอดี้ 
anti-rabbit (ที่ถูกเจือจางใน 1 % BSA ในบัพเฟอร TBST ในอัตตราสวน 1:10,000, KPL, U.S.A.) 
หลังจากนั้นทําการลาง membrane ดวยบัพเฟอร TBST ทั้งหมด 3 คร้ัง แตละคร้ังใชเวลา 5 นาที
เหมือนเดิม จากนั้น blot ที่ไดจะถูกเติมสาร Phosphatase substrate (KPL, U.S.A.) ตอไป 

 
ตารางท่ี 3.1 แสดงแอนติบอดี้แตละตัวที่บอกถึงขนาด 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 
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3.9 ลําดบัขั้นตอนการวิจยั 

3.9.1 สําหรับการทดลองเพื่อดูผลความเปนพิษตอเซลล 

 เล้ียงเซลลจํานวน 104 เซลล ในอาหารปริมาตร 45 ไมโครลิตรตอหนึ่งหลุม ในจานเพาะเล้ียง
เซลลขนาด 96 หลุม (96-well plate) จากนั้นบมในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO2 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

3.9.2 สําหรับการทดลองเพื่อดูผลตอการเกดิของสารอนุมูลอิสระของเซลล 

 เล้ียงเซลลจํานวน 5x 103 - 104 เซลล ในอาหารปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหนึ่งหลุม ในจาน
เพาะเล้ียงเซลลขนาด 96 หลุม (96-well plate) จากนั้นบมในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 
5% CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

                         3.9.3 สําหรับการศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการแสดงออกของโปรตีนดวย
เทคนิค Western blot  

 เล้ียงเซลลจํานวน  5X 105 เซลล ในอาหารปริมาตร 5 มิลลิลิตรตอหนึ่งจาน ในจานเพาะเล้ียง
เซลลขนาด 75 มิลลิลิตร จากนั้นบมในตูบมที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO2 เปนเวลา 
12-16 ชั่วโมง 
 
แบงชุดการทดลองเปน 3 กลุม  

1.  กลุมควบคุมผลลบ คือกลุมเซลลที่ไดรับอาหารเล้ียงเซลลตามปกติ  
2.  กลุมควบคุมผลบวก คือกลุมเซลลที่ไดรับสาร DMSO เพื่อทําใหเซลลเกิดความผิดปกติ

สําหรับการทดลองเพื่อดูความเปนพิษตอเซลล และ H2O2 ความเขมขน 50 µM สําหรับการทดลองเพื่อ
ดูการเกิดอนุมูลอิสระของเซลล 

3. กลุมเซลลที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ความเขมขน 5, 10, 20, 40 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร  
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3.10 การวเิคราะหขอมูล (Data analysis) 

  ทําการวิเคราะหขอมูลเปนคา Mean ± SD โดยใช Repeated Measured ANOVA เพื่อ
เปรียบเทียบระหวางกลุมที่ทดลอง กับกลุมควบคุม โดยกําหนดคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อ 
p value นอยกวา 0.05 
 
 
 

 
 

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

ศึกษาความเปน 
พิษตอเซลล 

ศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีนในเซลล 

 

ศึกษาการเกิดสภาวะ 
       ROS ในเซลล 
 

    ใส AuNPs (ขนาด <20 nm) 
ตามความเขมขนดังนี้ 

(5,10,20,40 µg/ml) 

เพาะเลี้ยง HepG2 cells  
(105 cell /24 well plate) 

Research questions 

Experiment design 

ศึกษาลักษณะ 
รูปรางของเซลล 

 

Light Microscope   Western blot   ROS assay 

Statistical Analysis : Pair t-test 

MTT assay 



 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การตรวจสอบคุณสมบัติของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Characterization of AuNPs) 

การสังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาด 5 นาโนเมตร ( AuNPs 5 nm ) 
เราไดใช AuNPs ขนาด 5 nm จากบริษัท sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่มีรูปราง

กลมและมีขนาดอยูประมาณ 20 nm 
 

  4.1.1 UV-vis spectroscopy ท่ี 520 นาโนเมตร : ตรวจสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสง
ผลท่ีไดจากการสังเคราะหและตรวจสอบลักษณะ 

 
รูปท่ี 4.1 การวัดคาการดูดกล่ืนแสงของ AuNPs ที่ความยาวคล่ืน 520 nm 

 
จากการวัดคาการดูดกลืนแสง โดยใชเคร่ือง UV spectrum ผลที่ไดนั้นพบวามีการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคล่ืน 520 nm ซึ่งแสดงตรงกับการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 
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  4.1.2. Zetasizer : หาคา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจุบนผิวอนุภาคทองคํา 
 

 
 

รูปท่ี 4.2 การวัดคา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจบุนผิวอนุภาคทองคํา 
 
  จากการทํา Zeta potential เพื่อดูปริมาณประจุบนผิวอนุภาคทองคํา พบวาประจุรอบผิวของ
อนุภาคมีคา -8.8 mV ซึ่งแสดงวาประจุของอนุภาคเปนประจุลบ ซึ่งแสดงวาอนุภาคมีความเสถียร 
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4.2 การศึกษารูปรางของเซลลท่ีไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรดวยกลองจุลทรรศน 
(Study effect of AuNPs on cell morphology) 
 

4.2.1 การศึกษารูปรางของเซลลท่ีไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีเวลา 24 
ชั่วโมง 

ศึกษาโดยสังเกตจากการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล โดยนําเซลลไปสองดูดวย Light 
microscope เพื่อเปรียบเทียบขนาดและรูปรางของเซลลปกติ (control cells) กับเซลลที่ใสอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
 

รูปท่ี 4.3 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.4 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมที่สาร DMSO ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.5 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมที่สาร citrate ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.6 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 5 
µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.7 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 10 
µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.8 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 20 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.9 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมทีใ่สอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 40 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
 
จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml ตามลําดับ ที่

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง รูปรางของเซลลมีการเปล่ียนแปลงจากรูปรางที่ยืดยาว เมื่อทําการเทียบกับกลุม
ควบคุม โดยที่กลุมที่ใสสาร AuNPs ความเขมขน 20, 40 µg/ml มีการเปล่ียนแปลงมากที่สุด พบ
รูปรางเซลลหดเล็กลงและเร่ิมมีการตายของเซลลเกิดข้ึน รวมถึงภายในเซลลเห็นการรวมกลุมกันของ
สาร AuNPs อีกดวย 
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4.2.2 การศึกษารูปรางของเซลลท่ีไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีเวลา 48 
ชั่วโมง 

ศึกษาโดยสังเกตจากการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล โดยนําเซลลไปสองดูดวย Light 
microscope เพื่อเปรียบเทียบขนาดและรูปรางของเซลลปกติ (control cells) กับเซลลที่ใสอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
 

 
รูปท่ี 4.10 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมทีเ่วลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.11 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมทีส่าร DMSO ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.12 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมควบคุมทีส่าร citrate ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.13 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 5 
µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.14 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 10 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.15 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 20 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.16 แสดงผลของรูปรางของเซลลในกลุมที่ใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความเขมขน 40 

µg/ml (treated cells) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
 

พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml ตามลําดับ ที่ระยะเวลา 48 
ชั่วโมง รูปรางของเซลลมีการเปล่ียนแปลงจากรูปรางที่ยืดยาว เมื่อทําการเทียบกับกลุมควบคุม โดยที่
กลุมที่ใสสาร AuNPs ความเขมขน 20, 40 µg/ml มีการเปล่ียนแปลงมากที่สุด พบรูปรางเซลลหดเล็ก
ลงและเร่ิมมีการตายของเซลลเกิดข้ึน รวมถึงภายในเซลลเห็นการรวมกลุมกันของสาร AuNPs ใน
ปริมาณมากอีกดวย 
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4.3 การศึกษาความอยูรอดของเซลล HepG2 เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Cell 
viability study HepG2 cell after AuNPs exposure) 

โดยแตละการทดลองใชเซลลจํานวน 104 cells ตอหลุม (96 well-plate) ในอาหารปริมาตร 45 
µL และแตละการทดลองทําซ้ํา 4 หลุม หลังจาก seed cells แลว incubate ตามสภาวะขางตนเปน
เวลา 24 ชั่วโมง โดยมีหลุม control ที่ไมมีการเติมสารอ่ืนๆสวนกลุมทดลองทําการใสสารละลาย
อนุภาคทองคําในระดบันาโนเมตรที่ความเขมขนตางๆกัน ทั้งนี้ยังศึกษาที่เวลาตางกนั คือ 24 และ 48 
ชั่วโมง ไดผลดังรูปที่ 4.17 

 
4.3.1 การศึกษาความอยูรอดของเซลล HepG2 เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโน

เมตรท่ีเวลา 24 ชั่วโมง 

 
รูปท่ี 4.17 ผลที่ไดจากการทดลองเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs ที่มีผลตอความอยู

รอดของเซลล HepG2 ที่เวลาในการบม 24 ชั่วโมง โดยที่มคีานัยสําคัญทางสถิตทิี่ p < 0.05 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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จากกราฟรูปที่ 4.17 แกนตั้งแสดงถึงเปอรเซ็นตของความอยูรอด สวนแกนนอนแสดงถึงคา
ความเขมขนตางๆของกลุมทดลอง กลุมควบคุมที่ไมไดใส AuNPs พบวาการอยูรอดของเซลล 100 
เปอรเซ็นต สวนในกลุมที่ใสสาร AuNPs ตามความเขมขน 5, 10 , 20, 40 µg/ml กลุมที่ทําการใสสาร 
AuNPs ที่ความเขมขน 20 µg/ml ความอยูรอดของเซลล 79 ±10.03   เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับ 5 และ
10 µg/ml ไมเปล่ียนแปลงนัก ในกลุมที่ใสสาร AuNPs ที่ความเขมขน 40 µg/ml พบความอยูรอดของ
เซลล 45± 2.05 เปอรเซ็นต  

สรุปผลที่ไดจากการทดลอง ถาหากเพิ่มความเขมขนของสาร AuNPs ไปตามความเขมขน 5, 
10 , 20, 40 µg/ml จะทําใหความอยูรอดของเซลลนอยลงที่ความเขมขน 20 และ 40 µg/ml ในเวลาที่
บมสารกับเซลลที่ 24 ชั่วโมง ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 

 
4.3.2 การศึกษาความอยูรอดของเซลล HepG2 เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโน

เมตรท่ีเวลา 48 ชั่วโมง 
 

 
รูปท่ี 4.18 ผลที่ไดจากการทดลองเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs ที่มีผลตอความอยู

รอดของเซลล HepG2 ที่เวลาในการบม 48 ชั่วโมง โดยที่มคีานัยสําคัญทางสถิตทิี่ p < 0.05 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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จากกราฟรูปที่ 4.18 แกนตั้งแสดงถึงเปอรเซ็นตของความอยูรอด สวนแกนนอนแสดงถึงคา
ความเขมขนตางๆของกลุมทดลอง และกลุมที่ทําการควบคุม กลุมควบคุมที่ไมไดใส AuNPs พบวาการ
อยูรอดของเซลล 100 เปอรเซ็นต สวนในกลุมที่ใสสาร AuNPs ตามความเขมขน 5,10 , 20, 40 µg/ml 
กลุมที่ทําการใสสาร AuNPs ที่ความเขมขน 20 µg/ml ความอยูรอดของเซลล 61±7.19  เปอรเซ็นต 
เมื่อเทียบกับ 5 และ10 µg/ml ไมเปล่ียนแปลงนัก ในกลุมที่ใสสาร AuNPs ที่ความเขมขน 40 µg/ml 
พบความอยูรอดของเซลล 31±3.49  เปอรเซ็นต  

สรุปผลที่ไดจากการทดลอง ถาหากเพิ่มความเขมขนของสาร AuNPs ไปตามความเขมขน 5, 
10 , 20, 40 µg/ml จะทําใหความอยูรอดของเซลลนอยลงที่ความเขมขน 20 และ 40 µg/ml ในเวลาที่
บมสารกับเซลลที่ 48 ชั่วโมง ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 

 
ตารางท่ี 4.1 แสดงเปอรเซ็นตความอยูรอดของเซลล HepG2 ที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาเมตรที่
ความเขมขนตางๆกัน 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 การศึกษาเพื่อหาปริมาณการเกิดของสารอนุมลูอิสระท่ีถูกสรางภายในเซลลท่ีถูกกระตุน
โดยอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  

ผลจากการทดลอง       

 
รูปท่ี 4.19 แสดงผลของอนุมูลอิสระภายในเซลล HepG2 เมื่อทําการเพิม่ปริมาณความเขมขนของ 

AuNPs ที่เวลา 0 ถึง 60 นาที โดยที่มคีานัยสําคญัทางสถติิที่ p < 0.05 

โดยผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของ AuNPs ไปยิ่งทําให
เปอรเซ็นตของการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระสูงข้ึนเมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุมที่ไมใสสารใดๆเลย และมี
ตัวแปรควบคุมที่ใสสารไฮโดรเจนเปอรออกไซตใหการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระเปนตัวเปรียบเทียบ จาก
กราฟจะที่เวลา 60 นาที เห็นไดวาปริมาณความเขมขนที่ 40 µg/ml มีผลในการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระ 
มีปริมาณการเกิดสภาวะอนุมูลอิสระในเปอรเซ็นต 135.5 ± 10.23 อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่
ความเขมขนสูงข้ึนจะทําใหเกิดอนุมูลอิสระของเซลลเพิ่มมากข้ึน 

 
 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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4.5 การศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT/FOXO3a 
ดวยเทคนิค Western blot 

 
4.5.1 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ในเซลล HepG2 เพื่อดูผลการทํางาน

ของโปรตีน AKT 
 

 
รูปท่ี 4.20 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน phospho- AKT (p-AKT)ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับ
นาโนเมตร ตามความเขมขนตางๆ โดยมีฮอรโมนอินซูลินเปนตัวกระตุนการเกิดโปรตีน p-AKT ผลที่ได
จากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตามความเขมขน 5, 10, 
20, 40 µg/ml พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตามความเขมขน 5, 10, 
20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน p-AKT มีการแสดงออกลดลงตามความเขมขนของ AuNPs  และที่ความ
เขมขน 20, 40 µg/ml พบการเปล่ียนแปลงมากที่สุด 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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4.5.2 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ในเซลล HepG2 เพื่อดูผลของโปรตีน AKT 
 

 
รูปท่ี 4.21 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน AKT ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร ตาม
ความเขมขนตางๆ โดยมีฮอรโมนอินซูลินเปนตัวกระตุนการเกิดโปรตีน p-AKT ผลที่ไดจากการทดลอง
พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตามความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml 
พบวาโปรตีน AKT ไมมีการเปล่ียนแปลง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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4.5.3 กราฟความสัมพันธของโปรตีน p-AKT ตอโปรตีน AKT ตอ AuNPsท่ีความเขมขน
แตกตางกัน  

 
รูปท่ี 4.22 ความสัมพันธระหวางโปรตนี p-AKT และ AKT ตอ AuNPs ที่ความเขมขนแตกตางกนั  

โดยที่มีคานยัสําคัญทางสถิตทิี่ p < 0.05 
 

สรุปผลการทดลองท่ีไดกราฟ 

พบวาเมื่อทําการเปรียบเทียบกันระหวางโปรตีน p-AKT และโปรตีน AKT โดยการใสสาร 
AuNPs ตามความเขมขนตางๆไดผลคือเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml 
ตามลําดับ พบวาที่ความเขมขนของ AuNPs 20, 40 µg/ml ทําใหจํานวนเทาของโปรตีน p-AKT ตอ
โปรตีน AKT ลดลงตามลําดับ ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
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 4.5.4 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ขนาด 5 nm ในเซลล HepG2 เพื่อดูผล
ของโปรตีน  

p-FOXO3a 

 
รูปท่ี 4.23 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน FOXO3a 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน FOXO3a ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 
ตามความเขมขน ผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรตามความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน FOxO3a มีการแสดงออกตามความเขมขน
ของ AuNPs ที่เทากันในแตละความเขมขน  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

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 ศึกษาผลท่ีไดจากการทดลองใส AuNPs ขนาด 5 nm ในเซลล HepG2 เพื่อดูผล
ของโปรตีน FOXO3a 
 

 
รูปท่ี 4.24 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน FOX03a 

 
สรุปผลการทดลองท่ีได 

  ผลจากการทําการศึกษาของโปรตีน FOXO3a ที่ทําการใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 
ตามความเขมขน ผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรตามความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน FOxO3a มีการแสดงออกตามความเขมขน
ของ AuNPs ที่เทากันทุกความเขมขน 
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P<0.05 = * 
P<0.01 = ** 
P<0.001 = *** 
 

4.5.6 กราฟความสมัพันธของโปรตีน p-FOXO3a ตอโปรตีน FOXO3a ตอ AuNPs ท่ี
ความเขมขนแตกตาง 

 

 
รูปท่ี 4.25 ความสัมพันธระหวางโปรตนี p- FOXO3a และ FOXO3a ตอ AuNPs ที่ความเขมขน

แตกตางกัน 
 
สรุปผลการทดลองท่ีไดกราฟ 

พบวาเมื่อทําการเปรียบเทียบกันระหวางโปรตีน  p-FOXO3a และโปรตีน FOXO3a  โดยการ
ใสสาร AuNPs ตามความเขมขนตางๆไดผลคือเมื่อเพิ่มความเขมขนของ AuNPs 5, 10, 20, 40 µg/ml 
ตามลําดับ พบวาไมพบการเปล่ียนแปลงของโปรตีน p-FOXO3a และโปรตีน FOXO3a  ซึ่งไมมีคา
นัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 % 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจยั  

 
อภิปรายผลการวิจัย 

ปจจุบันมีการนําอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมาใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยทาง
การแพทยทั้งในระดับเซลลและในสัตวทดลอง อยางไรก็ตามมีงานวิจัยไดกลาวถึงความเปนพิษภายใน
เซลลที่เกิดข้ึนจากอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร โดยข้ึนกับปจจัยตางๆ เชน ความเขมขนของอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร เวลาที่ใชในการทดลองหรือขนาดและรูปรางของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตร [21, 50] กลไกสัญญาณภายในเซลลหลังจากไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรยังไมมีการ
รายงานอยางแนชัด  

งานวิจัยนี้ศึกษาความเปนพิษของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในเซลลตับ เนื่องจากตบัเปน
อวัยวะที่กําจัดส่ิงแปลกปลอมนอกรางกาย เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรอาจมีการ
เปล่ียนแปลงกระบวนการตางๆภายในเซลลตับ 

การศึกษานี้จึงมีสมมุติฐานวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) เมื่อเขาสู
เซลลมีผลทําใหเกิดความพิษเกิดข้ึนในเซลล HepG2 และไปมีผลในสัญญาณภายในเซลล HepG2 
ผานกลไกของโปรตีน AKT/FOXO3a  
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5.1 ผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอโครงสรางของเซลลเมื่อเขาสูเซลล HepG2 

จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล HepG2 โดยนําเซลลไปสองดูดวยกลอง
จุลทรรศนแบบใชแสงเพื่อเปรียบเทียบขนาดและรูปรางของเซลลกลุมควบคุมกับเซลลที่ใสอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรที่เปนกลุมทดลอง ที่เวลา 24, 48 ชั่วโมง พบวาเมื่อเติมอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตรที่ความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml ตามลําดับ ที่ระยะเวลา 24, 48 ชั่วโมง รูปรางของเซลลมี
การเปล่ียนแปลง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม โดยกลุมที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรความ
เขมขน 20, 40 µg/ml มีการเปล่ียนแปลงอยางชัดเจน พบรูปรางเซลลหดเล็กลงและภายในเซลลเห็น
การรวมกลุมกันของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร รวมถึงพบจํานวนเซลลลดลงอีกดวย โดยการ
เปล่ียนแปลงเกิดข้ึนอยางชัดเจนที่เวลา 48 ชั่วโมง 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลเปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลล ซึ่งอาจเปนไปไดวา
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรสงผลตอการเปล่ียนแปลงโปรตีนที่เกี่ยวของกับ Cytoskeleton ภายใน
เซลล โปรตีนในกลุมของ Cytoskeleton มีหนาที่ในการค้ําจุนเซลล ถาหากโปรตีนกลุมนี้ลดลงอาจเปน
สาเหตุใหเซลลมีการหดตัวลง 

จากการทบทวนวรรณกรรม Rejman และคณะ (2004)[51] กลาววาอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรจะเขาสูเซลลโดยอาศัยกลไก endocytosis โดยใชตัวรับที่จําเพาะคือ caveolin โดยอนุภาคขนาด
เล็กจะเขาสูเซลลไดดีกวาขนาดใหญ  

จากการศึกษาของ Nicole และคณะ (2011)[20] พบการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล HaCaT 
ที่เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากใสอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร  นอกจากนี้แลวยังมีการศึกษาวิจัยของ 
Mironava และคณะ (2010)[52] ที่ศึกษาความเปนพิษตอเซลลไฟโบรบลาสตของผิวหนังมนุษยที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาด 13 และ 45 nm พบวา Cytoskeletal filament ของเซลลถูก
ทําลายไป และเมื่อศึกษาดวยวิธี Western blot พบวามีระดับของ Extracellular matrix protein, 
Collagen และ Fibronectin ลดลง จนทําใหเซลลมีการหดตัวของเซลลและการเคล่ือนที่ของเซลล
ลดลง ในขณะที่ระดับโปรตีนของ Actin และ Beta-tubulin ไมมีการเปล่ียนแปลง  

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่เขาไปในเซลลอาจจะถูกเก็บอยูภายในถุง Vacuoles และรอ
การกําจัดออกจากเซลล รายงานการวิจัยที่สอดคลองของ Nicole และคณะ (2011) [20] พบวาอนุภาค
ทองคํารวมกลุมกันอยูใน Vacuoles ขนาดใหญ ภายหลังจากไดรับอนุภาคทองคําที่เวลา 48 ชั่วโมง 

งานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) ในเซลล HepG2 
พบการเปล่ียนแปลงของเซลล โดยเซลลที่ศึกษาพบการหดตัวลง ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยที่กลาวมา 
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5.2 ผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอความอยูรอดของเซลล HepG2 (Cell viability) 

ความอยูรอดของเซลลที่ลดลงอาจเกิดจากความเปนพิษภายในเซลลซึ่งความเปนพิษที่เกิดข้ึน
อาจเกิดจากผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรและอาจเปนสาเหตุที่ทําใหเซลลมีจํานวนลดลง ผล
การศึกษาเพื่อหาความเปนพิษของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการมีชีวิตของเซลล HepG2 ที่ 
24 ชั่วโมงพบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรทําใหการอยู
รอดของเซลลลดลงเหลือ 79±10.03 เปอรเซ็นต อยางมีนัยสําคัญ และที่ความเขมขน 40 µg/ml พบ
ความอยูรอดของเซลลเหลือ 45± 2.05 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับที่เวลา 48 ชั่วโมงอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนที่ความเขมขน 20 และ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรทําใหเซลลมีการอยูรอดลดลงเหลือ 
61±7.19  และ 31±3.49   เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 
95 % ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาความอยูรอดของเซลล HepG2 ข้ึนกับ (1)ระยะเวลาที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (2) ปริมาณของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ไดรับ รวมทั้ง(3) 
ขนาดและ(4) รูปรางของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ใช 

งานวิจัยนี้ศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของตอความอยูรอดของเซลลดังนี้ (1) อนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรที่ถูกสังเคราะหดวย sodium citrate ซึ่งเปนสารที่ใชเปนตัวรีดิวซและชวยทําใหอนุภาคทองคําเกิด
ความเสถียรและคงรูปรางในระดับนาโนเมตร จึงทําใหประจุของอนุภาคที่สังเคราะหมีประจุเปนลบ (2) 
รูปรางกลมของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (3) ขนาดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ มีขนาด
ประมาณ 20 nm (4) ระยะเวลาที่ใชในการทดลองคือ 24 และ 48 ชั่วโมง และ (5) ความเขมขนที่
ทดลองมีคา 5, 10, 20, 40 µg/ml จากการทดลองนี้อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ใชศึกษา
กอใหเกิดความเปนพิษข้ึนในเซลล HepG2 ซึ่งเปนไปไดวาปจจัยทางกายภาพและปจจัยทางเคมี
ขางตน อาจมีผลตอความอยูรอดของเซลล 

อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในการทดลองนี้ทําการสังเคราะหดวยสาร Sodium citrate ซึ่ง
ทําใหอนุภาคเปนประจุลบ อาจสงผลตอความเปนพิษภายในเซลลนอยกวาประจุบวก ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Connor และคณะ (2005)[53] พบวาอนุภาคทองคําที่ทําการสังเคราะหดวยสาร Sodium 
citrate ไมไดมีผลในการทําใหเซลลเกิดความเปนพิษ ซึ่งประจุลบรอบผิวอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรนั้นไมไดเกิดความเปนพิษภายในเซลลเมื่อเทียบกับประจุที่ผิวเปนบวก [54]  

รูปรางของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ตางกันอาจสงผลตอความเปนพิษตอเซลลได 
งานวิจัยที่ศึกษากอนหนานี้ของ Chithrani และคณะ (2006)[21] พบวารูปรางของอนุภาคทองคําระดับ
นาโนเมตรที่มีลักษณะกลมเขาสูเซลลไดดีกวาอนุภาคที่มีลักษณะเปนวงรี(Rod shape) เนื่องจากการ
เขาสูเซลลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะอาศัยกลไกเขาสูเซลลแบบ endocytosis แบบที่มี
ตัวรับจําเพาะ ซึ่งขอจํากัดของการขนสงแบบนี้คือ ขนาดของอนุภาค คาประมาณขนาดในการขนสงอยู
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ที่ขนาดไมเกิน 100 nm หากอนุภาคมีขนาดใหญกวา 100 nm อนุภาคอาจเขาสูเซลลดวยกลไกอ่ืน 
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรแบบวงรี(Rod shape) มีขนาดในแนวระนาบมากกวา 100 nm ทําให
การเขาสูเซลลและจับกับตัวรับที่จําเพาะไดไมดี จึงมีการนําเขาสูเซลลชากวาแบบกลมที่มีขนาดเล็ก
กวา การเขาสูเซลลที่ดีกวาในปริมาณมากกวาเนื่องจากรูปรางของอนุภาคที่ใชในงานนี้นั้นอาจจะมีผล
ตอความเปนพิษภายในเซลล  

การเปนพิษตอเซลลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร ไมไดข้ึนกับรูปรางของอนุภาคเพียง
อยางเดียวแตอาจข้ึนกับขนาดของอนุภาคดวย งานวิจัยที่สอดคลอง Pan และคณะ (2007) [50] กลาว
วาขนาดอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาดอยูระหวาง 0.8-15 nm มีผลตอความเปนพิษ
มากกวาขนาดอ่ืน เนื่องจากขนาดเล็กเขาสูเซลลไดดีกวาขนาดใหญ เพราะมีการจับกับตัวรับที่จําเพาะ
ไดดีกวาและอนุภาคอาจจะไปทําลายออรกาแนลที่สําคัญตางๆภายในเซลล และจากงานวิจัยของ Pan 
และคณะ (2009) [55] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาด 1.4 nm มีผลทําเกิดความเปนพิษข้ึน
ภายในเซลล และยังไปมีผลในการทําลายไมโตคอนเดรียใหเสียหายอีกดวย ซึ่งงานวิจัยนี้ศึกษาอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) รูปรางอนุภาคกลม จึงนาจะมีสาเหตุทําใหเกิดความเปน
พิษภายในเซลล 

นอกจากนั้นระยะเวลาที่ทําการทดลองและความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่
ใชอาจมีผลตอความเปนพิษภายในเซลล เนื่องจากระยะเวลาที่นานในการทดลองอาจจะทําใหความ
เปนพิษยิ่งสูงข้ึนภายในเซลล ระยะเวลาที่ใชในการทดลองศึกษาความเปนพิษภายในเซลลจากอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร งานวิจัยกอนหนานี้ทําการศึกษาที่ 24, 48 ชั่วโมง จากงานวิจัยของ Sabella 
และคณะ (2011) [56] และ Paino และคณะ (2012) [57] รวมถึงมีการศึกษาดวยระยะเวลาที่นานข้ึนใน
งานของ Kamnerdsin และคณะ (2009)[58] ทดสอบอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่ความเขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรดวยวิธี MTT พบวารอยละการอยูรอดของเซลลลดลงหลังไดรับอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรเปนเวลา 3 วัน ในเซลล HeLa ความเขมขนของอนุภาคที่ใชอาจจะมีผลตอความเปน
พิษภายในเซลล งานวิจัยชิ้นนี้พบวาความเขมขนอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรทําใหเกิดความเปน
พิษตอเซลลมากกวา 20 µg/ml แสดงใหเห็นวาของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในเซลล HepG2 มี
ความเปนพิษสูงแมไดรับความเขมขนต่ํา  

จากงานวิจัยที่สอดคลองกับของ Pan และคณะ (2007) [50] พบวาเมื่อใสสารอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรแลวเกิดความเปนพิษภายในเซลลที่ความเขมขนมกกวา 225 µg/ml ทั้งนี้อาจเปนไป
ไดวาความเปนพิษตอเซลลข้ึนกับชนิดของเซลลที่ใชในการทดลอง และงานวิจัยของ Patra และคณะ 
(2007) [39] พบวาเซลลตางชนิดกันอาจตอบสนองตอความเปนพิษในเซลลจากอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตรที่ไมเทากัน  
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โดยสรุปของการทดลองนี้ความเปนพิษภายในเซลล HepG2 ที่เกิดข้ึนจากผลของอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรอาจเกิดจากผลของอนุภาคที่มีรูปรางกลมและมีขนาดเล็ก (<20 nm) รวมถึง
ความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีคามากกวา 20 µg/ml และระยะเวลาที่ใชมากกวา 
24 ชั่วโมง  
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5.3 ผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล HepG2 (ROS 
generation) 

ความเปนพิษที่เกิดข้ึนมีความเปนไปไดวาอาจเกิดจากอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน ซึ่งอนุมูลอิสระที่
สูงข้ึนนั้นอาจกอใหเกิดความเปนพิษภายในเซลล โดยที่ผลจากอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่เขาสู
เซลล อาจมีผลกอไปรบกวนอนุมูลอิสระไดโดยตรงหรือมีผลตอตัวควบคุมอนุมูลอิสระภายในเซลล ทํา
ใหอนุมูลอิสระสูงข้ึนและอาจไปมีผลความเปนพิษภายในเซลล 

จากผลทดลองพบวาเมื่อทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ทําใหเปอรเซ็นตของการเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึนในเซลล HepG2 เมื่อเทียบกับตัวแปรควบคุมที่ไมใสสาร
ใดๆเลย อนุภาคทองคําที่มีปริมาณความเขมขน 5, 10, 20, 40 µg/ml มีผลในการเกิดอนุมูลอิสระใน
เปอรเซ็นตที่สูงข้ึนโดยลําดับอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ พบวาที่ความเขมขน 40 µg/ml มีปริมาณการ
เกิดอนุมูลอิสระเปอรเซ็นตที่สูงที่สุด  

จากงานวิจัยกอนหนานี้ Paino และคณะ (2012) [57] แสดงใหเห็นวาอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรที่ความเขมขนสูงข้ึนมีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล HeLa สูงข้ึนและมีรายงานการวิจัย
ของ Pan และคณะ (2009) [50] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรทําใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึนและ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรทําใหเกิดความเสียหายในไมโตคอนเดรียอีกดวย แสดงใหเห็นวา
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของไมโตคอนเดรียหรืออาจมีผลตอโปรตีนที่ควบคุม
เกี่ยวกับอนุมูลอิสระในเซลล มีงานวิจัยที่เกี่ยวของของ Li และคณะ (2011)[17] ทดลองใชอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรที่สังเคราะหดวย Na-citrate ขนาด 20 nm ในเซลลไฟโบรบลาสตของปอด 
พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอการเพิ่มข้ึนโปรตีน NDUFS1 ที่ควบคุมเอนไซม NADH 
dehydrogenase ภายในเยื่อบุผนังไมโตคอนเดรียหรือเรียกวาโปรตีน complex1 ซึ่งมีหนาที่ในการ
ควบคุมสมดุล superoxide O-

2 กับการสรางอนุมูลอิสระภายในเซลล งานวิจัยของ Thakor และคณะ 
(2011)[59] พบการเกิดปริมาณของอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน เมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตรที่มีขนาด 60 nm ในเซลล HeLa และ HepG2 ผลของอนุมูลอิสระอาจมีผลทําใหเกิดการตาย
ของเซลลหรือเปนสาเหตุทําใหเซลลหรือสารชีวโมเลกุลตางๆเกิดความเสียหายได  

จากทั้งหมดที่กลาวมาขางตนอาจอธิบายความเปนไปไดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ตอความเปนพิษที่เกิดข้ึนภายในเซลลไดดังนี้ 
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รูปท่ี 5.1 แสดงผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มผีลตอความเปนพษิทีเ่กิดข้ึนภายในเซลล 
HepG2 

 
1.อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลโดยตรงตอออรกาแนลที่สําคัญภายใน

เซลล จึงสงผลใหความเปนพิษภายในเซลลสูงข้ึน และเซลลลดจํานวนลงในที่สุด 
2.อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลโดยออมตอทําใหเพิ่มปริมาณอนุมูลอิสระ

สูงข้ึน และอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนมีผลตอความเปนพิษภายในเซลลและเซลลลดจํานวนลง 
สรุปจากผลงานวิจัยนี้พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรรูปรางกลมขนาดเล็ก (<20 nm) ที่

ความเขมขน 20, 40 µg/ml มีผลตอความเปนพิษภายในเซลล โดยพบการเกิดอนุมูลอิสระที่สูงข้ึน และ
รูปรางของเซลลมีการหดตัวลงผลดังกลาวข้ึนกับเวลาและปริมาณของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ที่เซลลไดรับ 
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5.4 บทบาทการทํางานของโปรตีน AKT ท่ีมีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระในเซลล 

จากการศึกษาของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีผลตอการเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึนภายใน
เซลล จึงทําใหผูวิจัยสนใจศึกษาผลของกลไกสัญญาณภายในเซลล HepG2 วาเกิดการเปล่ียนแปลง
หรือไมหลังจากที่ไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร โดยที่กลไกสัญญาณที่สนใจคือ กลไกการ
ทํางานของโปรตีน AKT ซึ่งเปนกลไกที่สําคัญภายในเซลลตัวหนึ่ง 

จากงานวิจัยของ Zhang และคณะ (2011) [3] โปรตีน AKT มีความสําคัญในการรักษาความ
อยูรอดของเซลล โดยควบคุมผานทางกลไกตอตานการตายแบบ apoptosis การทํางานที่เกิดข้ึนของ
โปรตีน AKT ผานทางการควบคุมดวยการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) ถาหากโปรตีน AKT มี
การทํางานเพิ่มข้ึนหรือลดลงอาจสงผลตอกระบวนการอยูรอดของเซลล 

จากการศึกษาของ Nogueira และคณะ ในป 2008[4] กลาววากลไกสัญญาณ AKT มีผลตอ
การควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดของเซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอการ
ทํางานของไมโตคอนเดรียภายในเซลล การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มีผลตอการทํางานของไม
โตคอนเดรียที่สูงข้ึนจึงสงผลใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน ผลดังกลาวทําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายข้ึน แต
เซลลปกติไมเกิดการตาย ในทางกลับกันถาหากโปรตีน  AKT ลดการทํางานลง จะไมมีผลตอการ
ทํางานของไมโตคอนเดรียซึ่งทําใหการเกิดอนุมูลอิสระลดลง ซึ่งเปนกลไกที่เซลลตอบสนองตอความ
เปนพิษที่เกิดข้ึนจากอนุมูลอิสระภายในเซลล ดังแสดงแลวในรูปที่ 2.1  
 งานวิจัยนี้จึงมีสมมติฐานวา อนุมูลอิสระที่ถูกสรางภายในเซลล HepG2 หลังจากที่ไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT  
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5.5 อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรท่ีมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT ภายในเซลล 
HepG2 

ในการทดลองนี้ศึกษาโปรตีน Phosphorelated AKT (p-AKT) ในเซลลภายหลังไดรับอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตร (<20 nm) ตามความเขมขนตางๆ โดยมีฮอรโมนอินซูลินเปนตัวกระตุนการ
เกิดโปรตีน p-AKT พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 5, 10, 20, 40 
µg/ml ตามลําดับ โปรตีน p-AKT มีการแสดงออกลดลงที่ความเขมขน 20, 40 µg/ml อยางมีคา
นัยสําคัญทางสถิติ แตที่โปรตีน Non-Phospho AKT (AKT) ไมพบการเปล่ียนแปลง ซึ่งแสดงวาอนุภาค
ทองคําระดับนาโนเมตรมีผลไปลดการทํางานของโปรตีน AKT ลง ซึ่งเปนไปตามสมมติฐานของ
งานวิจัยชิ้นนี้ 

จากงานวิจัยกอนหนานี้ที่ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรกับ AKT Ma และคณะ 
(2010)[22] ที่ทําการศึกษาในเซลล  RAW264.7 ซึ่งเปน เซลล เม็ดเลือดขาวของหนู  พบวา 
lipopolysaccharide (LPS) สามารถกระตุนการแสดงออกของโปรตีน p-AKT แตเมื่อใสรวมกับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะมีผลไปยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน p-AKT ใหลดลง อีกทั้งจาก
งานวิจัยของ Comfort และคณะ (2010)[60] พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาด 10 nm มีผลไป
ยับยั้งการทํางานของโปรตีน p-AKT, p-ERK และลดการทํางานลงของโปรตีน AKT ในเซลล A-431 
อยางไรก็ตามก็มีการรายงานของ Wang และคณะ (2011)[61] ที่กลาววาอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรมีผลเพิ่มการทํางานของโปรตีน AKT โดยทีมผูวิจัยนี้ทําการทดลองใสอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรในสัตวทดลองที่เปนตัวออนแมลงหว่ีพบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลเกี่ยวของกับกลไก
สัญญาณ PI3K/AKT ภายในเซลล ซึ่งผลที่เกิดข้ึนจากการเขาสูเซลลของอนุภาคทองคําระดับนาโน
เมตรแบบ endocytosis และเกิดการกระตุนที่บริเวณเซลลเมมเบรนซึ่งมีผลตอกลไกสัญญาณ 
PI3K/AKT ที่บริเวณนั้น ดังนั้นผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีน AKT 
จึงยังไมมีขอสรุปที่แนชัด อยางไรก็ตามอาจเปนไปไดที่ผลของอนุมูลอิสระอาจจะมีผลตอการทํางาน
ของโปรตีน AKT 
 อยางไรก็ตามงานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีขนาด (<20 nm) ที่ความ
เขมขนมากกวา 20 µg/ml ในเซลล HepG2 พบวาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรมีผลไปลดการ
ทํางานของโปรตีน AKT ลง อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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5.6 บทบาทการทํางานของโปรตีน FOXO3a เมื่อไดรับอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรภายใน
เซลล HepG2  

ผลการทดลองของงานวิจัยนี้พบวาอาจเปนไปไดที่ผลของอนุมูลอิสระนาจะมีผลตอการทํางาน
ของโปรตีน AKT กลไกสัญญาณ AKT มีผลตอการควบคุมสมดุลอนุมูลอิสระและความอยูรอดภายใน
เซลลมะเร็ง ซึ่งการควบคุมดังกลาวมีผลตอโปรตีน FOXO การทํางานที่มากข้ึนของโปรตีน AKT มีผล
ลดการทํางานลงของโปรตีน FOXO ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญตอการอยูรอดของเซลล ผลดังกลาวทําให
เซลลมะเร็งเกิดการตายข้ึน แตในทางกลับกันถาหากโปรตีน AKT ลดการทํางานลง สงผลตอการ
ทํางานของโปรตีน FOXO ทําใหโปรตีน FOXO เขาไปกระตุนกระบวนการตางๆภายในนิวเคลียส เพื่อ
ตอตานอนุมูลอิสระและเพิ่มความอยูรอดของเซลลมะเร็ง 

โปรตีนกลุม Fork head พบไดในทุกเซลลของยูคาริโอต เปนกลุมของโปรตีนที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนและควบคุมกระบวนการหลายๆ กลไกที่สําคัญภายในเซลล โดยมีตําแหนงที่จับกับดี
เอ็นเอที่จําเพาะ (conserved DNA-binding domains) เรียกตําแหนงนั้นวา “Forkhead box (FOX)” 

[5]มีโปรตีนในกลุมนี้ทั้งหมด 39 โปรตีน ซึ่งสามารถแบงได 19 กลุม เชน FOXA, FOXS, FOXO เปนตน
[6]ในกลุมของ FOXO เปนกลุมที่ผูวิจัยสนใจ ซึ่งแบงไดเปนกลุมยอยๆ ไดดังนี้ FOXO1, FOXO3, 
FOXO4 และ FOXO6 โปรตีน FOXO แตละกลุมมีความสําคัญในมนุษย ตัวอยางเชน FOXO มีผลทํา
ใหเกิดการพัฒนาของเนื้องอกข้ึน แลวยังมีผลควบคุมการทํางานของระบบเมทาบอลิซึมตางๆ ที่สําคัญ
ภายในเซลล รวมถึงการดูแลซอมแซมดีเอนเอที่เสียหาย[7,8,9] เปนตน 

การทํางานของโปรตีน FOXO3a เปนโปรตีนที่ทํางานภายในเซลลเปนลําดับถัดจากโปรตีน 
AKT ถาหากโปรตีน AKT ลดการทํางานลง อาจจะสงผลตอการทํางานของโปรตีน FOXO3a  

จากผลการศึกษาของโปรตีน FOXO3a และโปรตีน p-FOXO3a ที่ทําการใสอนุภาคทองคํา
ระดับนาโนเมตรขนาด (<20 nm) ตามความเขมขนตางๆ ผลที่ไดจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร 5, 10, 20, 40 µg/ml พบวาโปรตีน FOXO3a และโปรตีน 
p-FOXO3a ไมพบการเปล่ียนแปลง ซึ่งไมมีคานัยสําคัญทางสถิติที่ P< 0.05 ที่ความเชื่อมั่น 95 %  

ผลการทดลองนี้อาจเปนไดวาระยะเวลาในการศึกษายังไมเพียงพอในการสังเกตผลอาจจะ
ตองเพิ่มเวลาในการศึกษาหรืออาจจะเกิดจากแอนติบอดีที่ใชในการศึกษาของโปรตีน FOXO3a ใน
รูปแบบ (phosphorylation) ยังไมควบคุมทุกตําแหนงที่เกิด (phosphorylation) จึงสงผลใหไมเห็นการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน 
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รูปท่ี 5.2 แสดงผลของกลไกความเปนไปไดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่มีผลตอกลไก
สัญญาณภายในเซลล HepG2 ผานทางกลไก AKT/FOXO3a 

 
โดยสรุปการศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอกลไกสัญญาณ  AKT/FOXO3a 

ภายในเซลล HepG2 อาจมีผลที่เปนไปไดดวยกลไกดังนี้ 
1. อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลตอการทํางานของโปรตีน AKT ซึ่งทําให

โปรตีน AKT ลดการทํางานลง เพื่อไปตอบสนองตออนุมูลอิสระที่สูงข้ึนภายในเซลล  
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2. อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรเมื่อเขาสูเซลลมีผลทําใหเกิดอนุมูลอิสระสูงข้ึน จึงสงผลตอ
การทํางานของโปรตีน AKT เพื่อที่จะไปกระตุนการทํางานของโปรตีน FOXO3a เพื่อใหเซลลมะเร็งเกิด
ความอยูรอดได 

 
5.7 สรุปผลงานวิจัย 

งานวิจัยนี้ศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) เมื่อเขาสูเซลลมีผลทําให
การคงรูปรางของเซลลถูกทําลายไปจึงมีผลทําใหเซลลมีรูปรางที่หดตัวลง และยังทําใหลดความอยูรอด
ของเซลล HepG2 โดยความพิษตอเซลลที่เกิดข้ึนเกี่ยวของกับความเขมขนและเวลาที่เซลลไดรับ
อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร อีกทั้งความเปนพิษมีสาเหตุมาจากที่อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร
ทําใหอนุมูลอิสระสูงข้ึน ตอมางานวิจัยนี้ไดศึกษาอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรขนาดเล็ก (<20 nm) 
ตอสัญญาณภายในเซลล HepG2 ผานกลไกของโปรตีน AKT/FOXO3a ที่ควบคุมอนุมูลอิสระและ
ความอยูรอดของเซลล พบวาโปรตีน AKT ลดการทํางานลง และไมพบการเปล่ียนแปลงที่โปรตีน 
FOXO3a ซึ่งกลไกดังกลาวอาจเปนกลไกในการตอบสนองของเซลลตอส่ิงแปลกปลอมภายในเซลล
เพื่อใหเกิดความอยูรอดของเซลลมะเร็ง  
 
5.8 ขอจํากัดของงานวิจัย  

5.8.1 การศึกษานี้ยังไมไดศึกษาผลของการยับยั้งไมใหเกิดอนุมูลอิสระตอการทํางานของ
โปรตีน AKT 

5.8.2 การศึกษาความเปนพิษภายในเซลลจากผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรยังไมได
ศึกษารูปแบบการตายของเซลล 

5.8.3 งานวิจัยนี้ยังไมไดศึกษาการทํางานของไมโตคอนเดรียหลังไดรับอนุภาคทองคําระดับนา
โนเมตร 

5.8.4 งานวิจัยนี้เปนเพียงการศึกษาการตอบสนองของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรในระยะ
ส้ัน ซึ่งในการทดลองคร้ังตอไปควรจะเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบเพื่อดูผลในระยะยาว 

5.8.5 งานวิจัยนี้ใชแอนติบอดีในการศึกษาการทํางานของโปรตีน FOXO3a ยังไมคลอบคลุม
ทุกตําแหนง ซึ่งการทดลองตอไปควรจะเพิ่มแอนติบอดีใหคลอบคลุมทุกตําแหนงหรืออาจจะเปล่ียน
เทคนิคในการศึกษา 
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5.9 แนวการทางศกึษาตอในอนาคต 

5.9.1 ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของไมโตคอนเดรีย 
5.9.2 ศึกษาผลอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกดิอนุมูลอิสระ  

5.9.2.1 ศึกษาปจจัยภายในของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกิดอนุมูล
อิสระ เชน ขนาดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรที่แตกตาง รูปรางของอนุภาคที่
แตกตางกัน เปนตน 
5.9.2.2 ศึกษาปจจัยภายนอกของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการเกิดอนุมูล
อิสระภายในเซลล เชน ปริมาณที่ไดรับ ระยะเวลาที่ไดรับ เซลลที่แตกตางกัน  

5.9.3 ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอเซลลเมื่อไดรับอนุภาคทองคําระยะนา
โนเมตรเปนระยะเวลานาน 

5.9.4 ศึกษาผลของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรตอการทํางานของโปรตีนตัวอ่ืนที่เกี่ยวของ
กับโปรตีน AKT  

5.9.5 ศึกษาผลของการยับยัง้ไมใหเกิดอนุมูลอิสระตอการทํางานของโปรตีน AKT 
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คําอธิบายสญัลกัษณและคํายอ 
 

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 จนหมดหลังจากนั้นทําการลางดวย PBS แบบเย็นจัด 2 รอบ 
2. ทําการใส RIPA buffer (protease inhibitor +EDTA 50 mM) ปริมาตรประมาณ 200-300 ul. 
3.ทําการขูดเซลลโดยใช scaper หลังจากนั้นทําการเก็บโปรตีนที่ได 
4.ปนตกโปรตีนที่ 12000 rpm ใชเวลาประมาณ 15 นาที 
5.นําไป sonicate 1 คร้ัง ดวยเคร่ือง sonicator ที่ 32% Amplitude *ขณะ sonicate ควรนํา sample
ใสกระบะน้ําแข็งไวระวังเร่ืองความรอน* 
6.เก็บสวนของเหลวมาใชในการศึกษาตอไปโดยทําการเก็บที่ -80 oc  
 
ขั้นตอนในการทํา western blot 
1. -เช็ดโตะที่ใชในการเตรียม gel ดวย 70% Alcohol ทุกคร้ังกอนทํา lab เช็ดอุปกรณ เคร่ืองมือทุก
อยางใหเรียบรอย 
-วัดระดับของ separating gel แลว mark levelไว 
-เตรียม running gel (โดยยังไมใส Ammonium Persulfate และ TEMED) แลว mix 
-เมื่อ set เคร่ืองมือเรียบรอยแลวจึงคอยใส 10% Ammonium Persulfate และ TEMED แลว mix  
-ดูด running gel solution ลงใน cassette จนถึงระดับที่ mark ไว ** ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ** 
-จากนั้นรีบ overlay gel ดวยน้ําโดยใชปลาย tip แตะบนกระจกแผนใหญ 
-รอให gel แข็งประมาณ 30 นาที (ดูจาก running gel ที่เหลือใน tube วาแข็งหรือยัง) 
-เตรียม stacking gel (โดยยังไมใส Ammonium Persulfate และ TEMED) แลว mix 
-เทน้ําที่ overlay อยูออกใหหมด แลวซับใหแหง  จากนั้นจึงคอยใส 10% Ammonium Persulfate และ 
TEMED แลว mix  
-รีบใส stacking gel solution ลงใน cassette ตามดวยการใส teflon comb ลงใน cassette อยาง
คอยๆ ** ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ** 
-ทิ้งให gel แข็งตัวประมาณ 30 นาที (ดูจาก stacking gel ที่เหลือใน tube วาแข็งหรือยัง) 
-ระหวางที่รอ gel แข็งตัว ใหอุน sample โดยใชเคร่ือง Heat Block ที่ 95°c  5 นาที และนําไป spin 
down เพื่อใหฟองใน sample หายไป 
-นํา gel cassette ไปติดตั้งยัง electrode chamber ใหเรียบรอย 
-ใส SDS-PAGE running buffer ลงใน chamber ทั้ง upper (ใหลน) และ lower chamber จนถึง
ระดับ 2 gels 
-จากนั้นคอยๆดึง teflon comb ออกจาก cassette แลว 
-ทําการ load protein marker ~ 5-6 µl 
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-ทําการ load sample (ที่ผสม dye เรียบรอยแลว)  20-30 µl 
-เปด power supply โดย set contant voltage ไวที่ 100 volt, time ~ 120 นาที 
-สังเกตสีของ dye ถาใกลถึงขอบ gel ใหปดเคร่ือง  แลวคอยๆแคะ gel ออกจาก cassette 
-นํา gel ที่ไดสวนหนึ่งมา stain ใน Coomassie Blue และอีกสวนหนึ่งมา transfer protein สู PVDF 
membrane 
 
การยอมสี Coomassie Blue 
-นํา gel ที่ไดสวนหนึ่งมา stain ใน Coomassie Blue stain solution ~24 hr (ใส solution ใหทวม gel) 
-ดูดเอา Coomassie Blue stain solution ออกแลว destain gel ดวย destaining solution I ~ 1 hr 
-จากนั้นลางดวย destaining solution II 2-3 คร้ัง จนกวาสี Coomassie Blue จะออกหมด  
-สังเกต band ที่เกิดข้ึน 
Transfer membrane (wet tank) 
หลังจากไดทําการ run protein ดวย SDS-PAGE แลวนํา gel ที่ไดมา transfer protein สู PVDF 
membrane ดังนี้ 
-Shake PVDF membrane 2-3 นาที ใน 100 % methanol แลวนําไปแชใน 1x transfer buffer แทน 
ทิ้งไวประมาณ 15-20 นาที 
-นําฟองน้ํา 2 อัน, filter paper 6 อัน(ตัดใหมีขนาดเทากับ PVDF membrane)มาแชไวใน 1x transfer 
buffer ทิ้งไวประมาณ 15-20 นาที 
-เท 1x transfer buffer ลงในกระบะใหญ แลวนํา transfer cassette มาวาง เอาดานสีดําเปนดานลาง 
(ข้ัวลบ)โดยวางฟองน้ํา 1 อัน, filter paper 3 อัน และ gel  ตามลําดับ **ถากลัวมีฟองอากาศใหใชแทง
แกวรีดกอนวาง gel โดยรีดจากตรงกลางออกไปดานขางทั้ง 2 ขาง 
-จากนั้นวาง PVDF membrane ทับ gel ใหพอดีกับ gel และวาง filter paper 3 อัน และฟองน้ํา 1 อัน
ตามลําดับ ปดทับดวย transfer cassette ดานสีใส(ข้ัวบวก) แชไวใน 1x transfer buffer 
-วาง chamber ลงในกระบะรองที่มีน้ําแข็ง  ใส transfer unit ลงใน chamber และนํา cool gel pack 
มาใสไวที่ดานขาง chamber  
- นํา transfer cassette มาใสใน transfer unit (โดยให transfer cassette ดานสีดําติดกับ transfer 
unit ดานสีดํา ) และใส 1x Transfer buffer ลงใน chamber ใหถึงระดับ blotting 
-เปด power supply และทําการ run โดย set constant voltage ไวที่ 100 volt, time ~180 min เอา
น้ําแข็งมาใสกระบะรองรอบๆ camber ใหเต็มขณะ run ถาน้ําแข็งละลายใหซับน้ําที่หกและคอยเติม
น้ําแข็งอยูเร่ือยๆ 
-ครบ 180 นาที ใหปดเคร่ือง นํา transfer cassette มาแชในกระบะที่มี 1x transfer buffer อยู 
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-เปด transfer cassette เอา PVDF membrane ออกมาลางดวยน้ํากล่ัน แลวนําไปแชในกระบะเล็กที่
มี 1x TBS buffer 
 
Transfer membrane (semi dry) 
-วาง PVDF membrane ทับ gel ใหพอดีกับ gel โดยมีแผนกระดาษคอยรองรับอยู  จากนั้นทําการ
ประกบซ้ําใหเหมือนกันทั้ง 2 ดาน  
-นําไปเขาเคร่ือง semi dry ทําการปดเคร่ือง หลังจากนั้นนําไปตอกับ power supply ใชไฟประมาณ 
100 V. เวลาประมาณ 35 นาที 
-เสร็จแลวนําแผนเจล Coomassie Blue ตอไป สวนแผน PVDF membrane ที่ไดนําไป blocking ดวย
โปรตีน 5% BSA ที่เวลา 1 ชั่วโมงตอไป  
การทํา blocking ดวย antibody 
-overlay membrane ดวย 1°Ab mouse monoclonal (dilution 1:1000) ใน 5% BSA in TBST 
(ปริมาตร 10 ml/1 membrane) ที่ 4°c overnight 
-วันถัดมาใหนํา membrane ออกจากตูเย็นมาทิ้งไวที่ room temperature กอน แลว orbital shake 
(shake เบาๆ) ที่ room temperature เปนเวลา 2 hr. 
-ดูด 1°Ab เก็บ แลว rinse ดวย TBS และ wash membrane 3 คร้ัง ดวย TBS คร้ังละ 5 นาที  
-overlay membrane ดวย 2°Ab anti-mouse (dilution 1:5000) ใน 5% BSA (ปริมาตร 10 ml/1 
membrane) แลว orbital shake (shake เบาๆ) ที่ room temperature เปนเวลา 2 hr. 
-ดูด 2°Ab เก็บ แลว rinse ดวย TBS และ wash membrane 3 คร้ัง ดวย TBS คร้ังละ 5 นาที  
-จากนั้นแช membrane ใน TBS แลวนําไป expose film X-ray 
 
Protocal 
-เช็ดโตะที่ใชในการเตรียม Expose film X-rays ดวย 70% alcohol ทุกคร้ังกอนทํา lab 
-นํา Chemiluminescent (ECL) kit มาทิ้งไวที่ room temperature เตรียม reagent A: reagent B 
อัตราสวน 1:1 โดยใช pipette ดูด reagent A 300 µl และ reagent B 300 µl (สําหรับ membrane 1 
แผน) มาใส eppendorf และ mix 
-ใช forcep คีบ PVDF membrane ที่ชใน TBS buffer มาวางบน plastic wrap 
-ใช pipette ขนาด 1000 µl ดูด working reagent มาเทใส PVDF membrane**โดยระวังถาเทบริเวณ 
PVDF membrane โดยตรงใหเทเปนหยดๆ** หอ PVDF membrane ดวย plastic และ incubate ไว  
5 นาที 
- รีด working reagent ออกจาก plastic โดยใชกระดาษทิชชูซับ 
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-ใช forcep คีบนํา PVDF membrane มาวางลงบน X-rays film cassette และนําแผน X-rays film มา
ประกบทับบน PVDF membrane ปด X-rays film cassette ไวนาน  5 นาที *(เวลาข้ึนกับ signal ของ
ส่ิงที่ตองการ detect)* 
-ลาง X-rays film ดวย developer -->น้ํา --> fixer --> น้ํา ตามลําดับ แลวทิ้ง X-rays film ใหแหง 
 
การใชเคร่ือง gel doc mode chemiliminescent 
-นํา Chemiluminescent (ECL) kit มาทิ้งไวที่ room temperature เตรียม reagent A: reagent B 
อัตราสวน 1:1 โดยใช pipette ดูด reagent A 250 µl และ reagent B 250 µl (สําหรับ membrane 1 
แผน) มาใส eppendorf และ mix 
-ใช forcep คีบ PVDF membrane ที่ชใน TBS buffer มาวางบน plastic wrap 
-ใช pipette ขนาด 1000 µl ดูด working reagent มาเทใส PVDF membrane**โดยระวังถาเทบริเวณ 
PVDF membrane โดยตรงใหเทเปนหยดๆ** หอ PVDF membrane ดวย plastic และ incubate ไว  
5 นาที 
- รีด working reagent ออกจาก plastic โดยใชกระดาษทิชชูซับ 
-นําเขาเคร่ือง gel doc จากนั้นเขาสูโหมด High chemiliminescent ทําการถายรูป 
-ทําการเก็บขอมูลรูปภาพ 
 
 
 
 
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 
*ใชสําหรับการ destain ในตอนแรกเพื่อใหสีออกเร็ว 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 
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*ใชสําหรับการ destain ในตอนหลัง สามารถแช gel ทิ้งใน destain นี้ไดเลยจะทําใหสีคอยๆโดนลาง
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 (แตเปน 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 
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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 แผน) 
-Bovine serum albumin (BSA) 0.25  g 
- TBST         5    ml 
**Prepare freshly before use 
5% BSA in TBST  volume 10 ml : (สําหรับ membrane 1 แผน) 
-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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