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บทคัดย่อภาษาไทย 

กอบกาญจน์ อินทรนัฏ : การพิสูจน์การเป็นยีนต้านมะเร็งของ CCNA1 
(SUBSTANTIATION OF CCNA1 AS THE TUMOR SUPPRESSOR GENE) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร.
ธนาภัทร ปาลกะ{, 86 หน้า. 

ยีน CCNA1 เป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 13 ที่ต าแหน่ง q12.3 ถึง q13 
ยีน CCNA1 แปลรหัสให้โปรตีน cyclin A1 อยู่ในกลุ่ม cyclin family มีหน้าที่ในการควบคุมการแบ่ง
เซลล์ผ่านวัฏจักรของเซลล์ในเซลล์มะเร็งกระดูกและเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  นอกจากนี้ cyclin A1 
ยังมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมการฉีกขาดของดีเอ็นเอสายคู่ผ่านกระบวนการ  non-
homologous end-joining และยังพบการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ใน
เซลล์มะเร็งหลากหลายชนิด จากข้อมูลข้างต้นท าให้คาดว่ายีน CCNA1 อาจมีบทบาทเป็นยีนต้าน
มะเร็ง จุดประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อต้องการพิสูจน์ว่า CCNA1 เป็นยีนต้านมะเร็ง โดยท าการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA ในเซลล์ HN12 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอที่มีการ
แสดงออกของยีน CCNA1  โดยแปรผันความเข้มข้นของ siRNA และศึกษาระดับการแสดงออกของ
ยีนด้วยการท า real-time PCR  จากการตรวจสอบความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ภายหลังการฉาย
รังสี UV-C พบว่าในเซลล์ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 มีความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่
สูงกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 0, 2, 4 และ 48 ชั่วโมงภายหลังการฉาย
รังสี UV-C    ผลที่ได้ยืนยันบทบาทของยีน CCNA1 ว่ามีความเกี่ยวข้องในการซ่อมแซมความเสียหาย
ของดีเอ็นเอสายคู่ การตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์พบว่าในเซลล์ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
CCNA1 มีการมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ใน
ส่วนของการตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นมะเร็งของเซลล์พบว่าเซลล์ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
CCNA1 มีการแบ่งเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 2 และ 4 ชั่วโมง และเพิ่มขึ้นที่เวลา 48 
ชั่วโมง แต่การตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิสไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ส่วนการ
รุกรานของเซลล์พบว่าเซลล์ HN12 มีการรุกรานของซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจากผล
การทดลองท าให้สรุปได้ว่ายีน CCNA1 มีบทบาทในการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ และ
มีบทบาทเป็นยีนต้านมะเร็งในเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ HN12 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5571914123 : MAJOR GENETICS 
KEYWORDS: CCNA1 / SIRNA / DNA DOUBLE STRAND BREAK / PROLIFERATION / 
APOPTOSIS / INVASION 

KOBKAN INTORRANUT: SUBSTANTIATION OF CCNA1 AS THE TUMOR 
SUPPRESSOR GENE. ADVISOR: ASST. PROF. PATTAMAWADEE 
YANATATSANEEJIT, Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. TANAPAT PALAGA, 
Ph.D.{, 86 pp. 

CCNA1 is a gene locating on chromosome 13 at region q12.3-q13. The 
protein encoded by this gene is cyclin A1. Cyclin A1 is a member of the cyclin family 
whose members are able to control the progression of cells through the cell cycle in 
osteosarcoma cell and leukemia cells. Furthermore, CCNA1 is involved in double 
strand break repair by non-homologous end-joining and it was CCNA1 that is 
methylated in several cancers. From data mentioned above suggests that it might be 
a tumor suppressor gene. The aim of this study is to substantiate that CCNA1 is a 
tumor suppressor gene. The expression of CCNA1 siRNA in HN12 head and neck 
cancer cell was suppressed by vary concentration of siRNA. We then evaluated the 
changes in CCNA1 expression by real-time PCR. From experiment after knockdown 
CCNA1 gene, cells had increased significant in DNA double-strand break at 0, 2, 4 and 
48 hours after UV-C irradiation when compared with control group. This result 
confirmed function of CCNA1 in double strand break repair. Knockdown of CCNA1 
gene in HN12 did not significant effect cell viability. In part of detected the hallmark 
of cancer, from experiment after knockdown CCNA1 gene, cells had significant 
decreas in proliferation at 2 and 4 hours after UV-C irradiation but significantly 
increase at 48 hours after UV-C irradiation. Knockdown of CCNA1 gene did not affect 
apoptosis. The invasion of cells significant increase after knockdown CCNA1 gene and 
induced DNA double strand break when compare with control group. In conclusion, 
the CCNA1 gene is involved in double strand break repair and plays a role as a tumor 
suppressor gene in HN12 head and neck cancer cells. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญ 

 มะเร็งเป็นกลุ่มของโรคที่เกิดจากการที่เซลล์เจริญเติบโตและแบ่งตัวแบบไม่หยุดยั้งและไม่
สามารถควบคุมได้ (uncontrolled growth) ท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนเซลล์อย่างรวดเร็ว ซึ่งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเหล่านี้ จะไปรบกวนการท างานของเซลล์ เนื้อเยื่อ และอวัยวะอื่นที่ปกติ
หรือไปท าลายเนื้อเยื่อข้างเคียง (invasion) โดยการกดทับและรบกวนการหล่อเลี้ยงเลือดและการ
ท างานของระบบประสาทในบริเวณนั้น ในบางกรณี เซลล์มะเร็งอาจหลุดจากต าแหน่งเดิม กระจายไป
ตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกายโดยทางหลอดเลือดหรือหลอดน้ าเหลือง แล้วไปเจริญเติบโตที่ต าแหน่งอื่น
ต่อไปอีก (metastasis) โดยสร้างเส้นเลือดมาหล่อเลี้ยงเซลล์มะเร็ง (angiogenesis) การเรียกชื่อ
มะเร็งแต่ละชนิดจะแตกต่างกันออกไปข้ึนอยู่กับเซลล์เหล่านี้เกิดอยู่ในอวัยวะใดก็จะเรียกชื่อมะเร็งตาม
อวัยวะนั้น มะเร็งมีสาเหตุเกิดจากหลายปัจจัยร่วมกัน เช่น สภาพแวดล้อม ลักษณะการด าเนินชีวิต
และพันธุกรรม เป็นต้น  ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ท าให้เกิดความผิดปกติของยีนที่เกี่ยวข้อง ซึ่งได้แก่ ยีนก่อ
มะเร็ง (oncogene) ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) และยีนที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดี
เอ็นเอภายในจีโนม (Yanatatsaneejit and Khowutthitham, 2012)  ความผิดปกติที่เกิดขึ้นได้กับ
ยีนเหล่านี้ ได้แก่ การกลายของยีนก่อมะเร็งซึ่งส่งผลให้เกิดความผิดปกติของโปรตีน หรืออาจเกิดจาก
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีนต้านมะเร็ง ท าให้ยีนต้านมะเร็งสูญสียหน้าที่การท างาน จนน าไปสู่การเกิด
มะเร็งได้ จากการศึกษาก่อนหน้านี้มีการรายงานว่า พบการเกิดเมทิลเลชันของยีน CCNA1 ในมะเร็ง
หลายชนิด ได้แก่ มะเร็งปากมดลูก ซ่ึงพบว่าการติดเชื้อ HPV ในรูปแบบ integrate form มีผลต่อการ
เกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 (Yanatatsaneejit, Mutirangura and 
Kitkumthorn, 2011)  ซึ่งพบเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในผู้ป่วยมะเร็งปาก
มดลูกสูงถึง 93% (Kitkumthorn et al., 2006) และเมทิลเลชันของยีน CCNA1 ยังเป็นปัจจัยเสี่ยงที่
ส าคัญในการพัฒนาของมะเร็งศีรษะและล าคอ (Sun et al., 2012) นอกจากนี้ยังพบการเกิดเมทิลเล
ชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในเซลล์จากตะกอนปัสสาวะของผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 
(Yu et al., 2007) ยีน CCNA1 มีหน้าที่ควบคุมกลไกการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ 
(double strand break) ผ่านกระบวนการ Non-homologous end joining (Muller-Tidow et 
al., 2004) บางการศึกษาแสดงให้เห็นถึงความจ าเพาะของยีน CCNA1 ต่อการเกิดมะเร็งชนิดต่าง ๆ 
เช่น มะเร็งโพรงหลังจมูก มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งช่องปาก มะเร็งผิวหนังและมะเร็งตับ (Garrido et 
al., 2012; Shaw et al., 2006; Xu et al., 2004; Yanatatsaneejit et al., 2008; Yu et al., 
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2003) จากข้อมูลที่พบการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในมะเร็งหลายชนิดแต่
ไม่พบการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในเซลล์ปกติ และหน้าที่ที่มีความ
เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอ ท าให้คาดว่า CCNA1 อาจเป็นยีนต้านมะเร็ง 
(Tumor suppressor gene) ซึ่งถ้าสามารถยืนยันได้ว่า CCNA1 เป็นยีนต้านมะเร็งจะเป็นแนวทาง
เพื่อใช้ในการรักษาโรคมะเร็งต่อไป 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื่อตรวจสอบคุณสมบัตกิารเป็นยีนต้านมะเร็งของยีน CCNA1 

ขอบเขตการวิจัย 

ศึกษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์เพาะเลี้ยง 2 สายพันธุ์ที่ไม่พบ
การเกิดเมทิลเลชั่นที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 คือ เซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ HN4 และ 
HN12 จากนั้นน ามาหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 โดยการ
แปรผันความเข้มข้นของ siRNA และระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก เมื่อได้สภาวะที่ดีที่สุดในการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน CCNA1 จึงน าไปศึกษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ใน
สภาวะที่มีการชักน าให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย ต่อความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ ระดับการมีชีวิต
ของเซลล์ การเพิ่มจ านวนของเซลล์ แอพอพโทซิสของเซลล์ และการรุกรานของเซลล์ 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ถ้าสามารถยืนยันได้ว่า CCNA1 เป็นยีนต้านมะเร็งจะเป็นแนวทางเพื่อใช้ในการรักษา
โรคมะเร็งต่อไป  

วิธีด าเนินงานวิจัย 

งานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 6 การทดลอง ดังนี้ 
1. การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และความจ าเพาะ

ของ CCNA1 siRNA 
1.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12  

1.2 ออกแบบ siRNA (small interfering RNAs) ให้มีความจ าเพาะต่อยีน CCNA1  

1.3 แปรผันความเข้มข้นของ siRNA และระยะเวลาในการทรานสเฟ็กให้เหมาะสมต่อ
การยับยั้งการแสดงออกของยีนและไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ 
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1.4 น า siRNA เข้าสู่เซลล์โดยวิธี liposomal-based technique 

1.5 เก็บเซลล์หลังจากการยับยั้งการแสดงออกของยีนในแต่ละช่วงเวลาของการทรานส
เฟ็กน ามาสกัดอาร์เอ็นเอ น าอาร์เอ็นเอที่ได้ไปสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ จากนั้นน าไป
ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน CCNA1 โดยการท า real-time PCR และ

ค านวณระดับการแสดงออกของยีนด้วยวิธี   Ct โดยใช้ GAPDH เป็นยีนอ้างอิง 

1.6 เมื่อได้สภาวะที่ดีที่สุดในการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 น าซีดีเอ็นเอที่สัง
เคราห์ได้จากข้อ 1.5 มาตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน CCNA2 และ p53 

ด้วยการท า real-time PCR และค านวณระดับการแสดงออกของยีนด้วยวิธี   Ct 
โดยใช้ GAPDH เป็นยีนอ้างอิง 

2. การตรวจสอบความเสียหายและการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ด้วยวิธี 
neutral comet assay 
2.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12  

2.2 ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

2.3 กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ โดยการฉายรังสี UV-C 

2.4 ตรวจสอบความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ด้วยวิธี neutral COMET assay 

3. การศึกษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อระดับการมีชีวิตของเซลล์
ด้วยวิธี MTT assay 

3.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12  

3.2 ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

3.3 กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ โดยการฉายรังสี UV-C 

3.4 ตรวจสอบระดับการมีชีวิตของเซลลด์้วยวิธี MTT assay 

4. การศึกษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์
ด้วยวิธี BrdU assay 

4.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12  

4.2 ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

4.3 กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ โดยการฉายรังสี UV-C 
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4.4 ตรวจสอบการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยวิธี BrdU assay 

5. การศึกษาผลของการยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อแอพอปโทซิสของเซลล์ด้วย
วิธี annexin V–FITC/PI 

5.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12  

5.2 ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

5.3 กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ โดยการฉายรังสี UV-C 

5.4 ตรวจสอบแอพอปโทซิสของเซลล์ด้วยวิธี annexin V–FITC/PI 

6. การศึกษาผลของการยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี 
Invasion assay 

6.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12  

6.2 ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

6.3 กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ โดยการฉายรังสี UV-C 

6.4 ตรวจสอบการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี Invasion assay 
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ล าดับข้ันตอนในการวิจัย 

1. การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์สายพันธุ์มะเร็ง
ศีรษะและล าคอ HN4 และ HN12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12 

ออกแบบ siRNA (small interfering RNAs) ให้มีความจ าเพาะตอ่ยีน CCNA1  

แปรผันความเข้มข้นของ siRNA และระยะเวลาของการทรานสเฟ็ก 

น า siRNA เข้าสู่เซลล์โดยวิธี liposomal-based technique 

เก็บเซลล์หลังจากการทรานสเฟ็กน ามาสกดัอาร์เอน็เอ 

เปลี่ยนอาร์เอ็นเอให้เป็นซีดีเอ็นเอโดยการท า reverse transcription 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ยีน CCNA2 และยีน p53 
เพื่อยืนยันความจ าเพาะและยืนยันผลของ 

การน า siRNA เข้าสู่เซลล์โดยการท า real time PCR 
 

วิเคราะห์ผลด้วยวิธีการทางสถิติ 
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2. การตรวจสอบความเสียหายและการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ด้วยวิธ ี
neutral comet assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่  

โดยการฉายรังส ีUV-C 

เตรียมเซลล์ลงบนสไลด์ 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12 

น าสไลด์แช่ใน lysis buffer pH 8.5 

เพื่อย่อยสลายเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มนิวเคลียส 

น าสไลด์แช่ใน TBE buffer pH 8.5  

แยกโมเลกุลของดีเอ็นเอด้วยกระบวนการอิเล็กโทรโฟริซิส 

น าไปตรวจสอบภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ 

วิเคราะห์ผลด้วยวิธีการทางสถิติ 
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3. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการมีชีวติจ านวนของเซลล์ด้วย
วิธี MTT assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12 

ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่  

โดยการฉายรังส ีUV-C 

ตรวจสอบระดับการความมีชีวิตของเซลลด์้วยวิธ ีMTT 
assay 
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4. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยวิธี 
BrdU assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12 

ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่  

โดยการฉายรังส ีUV-C 

ตรวจสอบการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยวิธ ีBrdU assay 

วิเคราะห์ผลด้วยวิธีการทางสถิติ 
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5. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อแอพอปโทซิสของเซลล์ด้วยวิธ ี
annexin V–FITC/PI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่  

โดยการฉายรังส ีUV-C 

ตรวจสอบแอพอปโทซิสของเซลล์ด้วยวิธี annexin V–FITC/PI 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12 

วิเคราะห์ผลด้วยวิธีการทางสถิติ 
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6. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธ ี
Invasion assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ยับย้ังการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย siRNA 

กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่  

โดยการฉายรังส ีUV-C 

ตรวจสอบการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี Invasion assay 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ ได้แก่ เซลล์ HN4 และ HN12 

วิเคราะห์ผลด้วยวิธีการทางสถิติ 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

มะเร็ง (cancer) 

มะเร็งเป็นสาเหตุส าคัญในการตายของประชากรไทย เกิดจากความผิดปกติระดับโมเลกุลของ
เซลล์ร่างกาย และมีกระบวนการในการเกิดโรคหลายขั้นตอน ในการที่เซลล์ร่างกายปกติจะกลายไป
เป็นเซลล์มะเร็งได้ เรียกว่า multistep carcinogenesis  (เอื้อมแข สุขประเสริฐ, 2011)  คุณสมบัติที่
บ่งชี้ว่าเซลล์นั้นเป็นเซลล์มะเร็ง ดังภาพที่ 1 ได้แก่ 

 

 
 

ภาพที ่1 คุณสมบัติของเซลล์มะเร็ง 
(Hanahan and Weinberg, 2000) 

1. เซลล์มะเร็งสามารถแบ่งเซลล์เพื่อเพิ่มจ านวนได้อย่างไม่หยุดยั้ง 
2. เซลล์มะเร็งสามารถรุกรานเนื้อเยื่อข้างเคียงและแพร่กระจายไปยังอวัยวะอื่นๆ ที่ไกล

ออกไปได้ 
3. เซลล์มะเร็งไม่ตอบสนองต่อสัญญาณที่ส่งมายับย้ังการเจริญเติบโต 
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4. เซลล์มะเร็งสามารถเจริญเติบโตได้ โดยไม่ต้องอาศัยสัญญาณจากภายนอกเซลล์ 
5. เซลล์มะเร็งสามารถหลีกเลี่ยงการตายแบบแอพอพโทซิสได้  
6. เซลล์มะเร็งสามารถสร้างเส้นเลือดใหม่มาหล่อเลี้ยงเซลล์เองได้  (Hanahan and 

Weinberg, 2000) 
โรคมะเร็งเป็นโรคที่มีความซับซ้อน เกิดจากปัจจัยหลายๆ อย่างร่วมกัน ได้แก่ ปัจจัยภายนอก 

เช่น สิ่งแวดล้อม ลักษณะการด าเนินชีวิต และปัจจัยภายใน เช่น ความผิดปกติทางพันธุกรรม ความ
บกพร่องในระบบภูมิคุ้มกัน  ปัจจัยเหล่านี้ส่งผลให้เกิดการสะสมความผิดปกติในระดับยีนจนน าไปสู่
การเกิดโรคมะเร็ง  

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกดิมะเร็ง 

การเกิดมะเร็งมียีนที่เกี่ยวข้องอยู่ 3 กลุ่ม คือ ยีนก่อมะเร็ง (oncogene) ยีนต้านมะเร็ง 
(tumor suppressor gene) ยีนที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดีเอ็นเอภายในจีโนม (DNA repair gene) 
(Yanatatsaneejit and Khowutthitham, 2012)  แต่ละยีนมีบทบาทหน้าที่ดังนี้ 

1. ยีนก่อมะเร็ง (oncogene) เป็นยีนที่เกิดจาก Proto-oncogene เกิดการกลาย ซึ่งในภาวะ
ปกติ Proto-oncogene จะท าหน้าที่ควบคุมการแบ่งเซลล์ผ่านวัฏจักรของเซลล์ แต่เมื่อ Proto-
oncogene เกิดการกลาย จะท าให้สูญเสียหน้าที่การท างาน ส่งผลให้เซลล์มีการเจริญเติบโตและแบ่ง
เซลล์เพิ่มจ านวนตลอดเวลา 

2. ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) เป็นยีนที่มีหน้าที่ยับยั้งการเพิ่มจ านวนของ
เซลล์และหยุดวัฏจักรของเซลล์ในสภาวะปกติ แต่เมื่อพบความเสียหายของดีเอ็นเอเกิดขึ้น ยีนต้าน
มะเร็งจะท าหน้าที่หยุดวัฏจักรของเซลล์และส่งสัญญาณให้มีการซ่อมแซมดีเอ็นเอ เมื่อการซ่อมแซม
เสร็จสิ้น จะสั่งให้วัฏจักรของเซลล์ด าเนินต่อไป แต่ถ้าความเสียหายของดีเอ็นเอมากเกินกว่าที่จะ
ซ่อมแซมได้ จะชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส ตัวอย่างยีนต้านมะเร็งที่ส าคัญ คือยีน 
p53 ซึ่งเมื่อเซลล์มีความเสียหายของดีเอ็นเอเกิดขึ้น ยีน p53 จะมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้
เกิดการถอดรหัสของยีน p21 ซึ่งเป็น CDK inhibitor ที่ไปยับยั้ง cyclin-CDK complex ส่งผลให้วัฏ
จักรของเซลล์หยุดลง และเกิดการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอ ถ้าความเสียหายของดีเอ็นเอ
มากเกินกว่าที่จะซ่อมแซมได้ p53 จะส่งสัญญาณให้เซลล์เกิดการของเซลล์แบบแอพอพโทซิส 
(Hyland, 2010) หากเกิดการกลายของยีนต้านมะเร็งจะท าให้เซลล์แบ่งตัวได้อย่างไม่หยุดยั้ง จน
น าไปสู่การเกิดมะเร็ง (Carnero, 2000) 

3. ยีนที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดีเอ็นเอภายในจีโนม (DNA repair gene) มีหน้าที่ในการ
ซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอ ซึ่งการกลายของยีนในกลุ่มนี้เพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็ง 
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ความสมดุลในการท างานของยีนเหล่านี้มีบทบาทส าคัญต่อการเกิดมะเร็ง หากมีการ
แสดงออกของยีนก่อมะเร็งมากผิดปกติ หรือในทางตรงกันข้ามยีนต้านมะเร็งและยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอภายในจีโนมถูกยับยั้งหน้าที่การท างาน จะส่งผลให้เซลล์ปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็งได้
ในที่สุด การที่ยีนถูกยับยั้งหน้าที่การท างานอาจเกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุ  เช่น การกลายในรูปแบบ
ต่าง ๆ หรืออีกสาเหตุหนึ่งที่ส าคัญคือสภาวะเหนือพันธุกรรม (epigenetics) (Duenas-Gonzalez et 
al., 2005) 

สภาวะเหนือพันธุกรรม (epigenetics) 
epigenetics เป็นกลไกในการควบคุมการแสดงออกของยีน ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลง

ทางด้านโครงสร้างของดีเอ็นเอ โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสของดีเอ็นเอ (Herceg et al., 
2013)  ส่งผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงฟีโนไทป์ โดยที่จีโนไทป์ไม่เปลี่ยนแปลง กลไกทาง 
epigenetics มีบทบาทส าคัญต่อการเกิดโรค โดยเฉพาะการเกิดมะเร็งในมนุษย์ ซึ่งกลไกทาง 
epigenetics ที่ส าคัญได้แก่ ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation)  

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน เป็นหนึ่งในกลไกทาง epigenetics ที่พบได้บ่อยในโรคมะเร็งของมนุษย์ 

การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันเป็นกลไกการเติมหมู่เมทิลที่ต าแหน่ง CpG nucleotide ซึ่งคือคาร์บอน
ต าแหน่งที่ 5 ของเบสไซโทซีนที่อยู่ติดกับเบสกัวนีนในสายดีเอ็นเอ ซึ่งบริเวณที่พบ CpG nucleotide 
อยู่อย่างหนาแน่นจะเรียกว่า CpG island โดยมักพบ CpG island อยู่ภายในบริเวณโพรโมเตอร์ของ
ยีน (จันทนา รักแผน, 2012)  การเติมหมู่เมทิลบนสายดีเอ็นเอเกิดขึ้นโดยเอนไซม์ DNA 
methyltransferase (DNMT) โดยเอนไซม์นี้จะท าการคลื่อนย้ายหมู่เมทิลของ S-adenosyl-
methionine ให้กับคาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของเบสไซโทซีนกลายเป็น 5-methylcytosine ดังภาพที่ 
2 

 
ภาพที ่2 การเติมหมู่เมทลิบนสายดีเอ็นเอโดยเอนไซม์ DNA methyltransferase 

(https://www.premedhq.com/dna-methylation) 



 

 

14 

การเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนจะส่งผลให้การแสดงออกของยีนลดลง หรือ
ท าให้ยีนไม่มีการแสดงออก (Muller-Tidow et al., 2004) มีการศึกษาจ านวนมากแสดงให้เห็นถึง
ความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิลเลชันกับการยับยั้งการแสดงออกของยีนที่น า ไปสู่การเกิดโรคมะเร็ง 
เช่น การเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน glutathione-S-transferase P1 (GSTP1) 
น าไปสู่การเกิดมะเร็งต่อมลูกหมากสูงถึง 90% ซึ่งยีน GSTP1 เกี่ยวข้องกับการก าจัดสารพิษและ
ปกป้องเซลล์จากความเสียหายและการก่อตัวของมะเร็ง การกดการแสดงออกของยีนโดยการเกิด
เมทิลเลชันจึงส่งผลให้เซลล์มีความไวต่อความเสียหายของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นและท าให้อุบัติการณ์ของ
การเกิดโรคมะเร็งเพิ่มขึ้น (Li, Okino, and Dahiya, 2004)  และพบการเกิดเมทิลเลชันในยีน 
Death-associated protein kinase (DAP-kinase) ในมะเร็งล าไส้ใหญ่ ยีน DAP-kinase เป็นยีนที่
ผลิตเอนไซม์ในกลุ่ม pro-apoptosis ที่มีหน้าที่ในการยับยั้งกิจกรรมของ serine/threonine kinase 
(Yamaguchi et al., 2003) เป็นต้น 

CCNA1 
ยีน CCNA1 เป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 13 ที่ต าแหน่ง q12.3 ถึง q13 (Yang,  

Morosetti, and Koeffler, 1997)  ยีน CCNA1 แปลรหัสให้โปรตีน cyclin A1 ที่มีมวลโมเลกุล 53 
กิโลดัลตัน มีขนาด 465 กรดอะมิโน cyclin A1 อยู่ในกลุ่ม cyclin family มีหน้าที่ส าคัญในการ
ควบคุมการแบ่งเซลล์ผ่านวัฏจักรของเซลล์โดยท างานร่วมกับ cyclin-dependent kinases (CDKs) 
ในวัฏจักรของเซลล์พบการแสดงออกของ cyclin  A1 ในระดับต่ าในะยะ G0 และเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ใน
ระหว่างการพัฒนาวัฏจักรของเซลล์จนสูงสุดในระยะ S และระยะ G2 / M ในเซลล์มะเร็งกระดูก 
(Yang, Muller et al., 1999)  มีการแสดงออกของยีนสูงในอัณฑะและมีบทบาทส าคัญในการสร้าง
เซลล์สืบพันธุ์เพศชาย (Sweeney et al., 1996) นอกจากนี้ cyclin  A1 ยังมีการแสดงออกของยีนใน
ระดับที่สูงในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันแบบไมอิลอยด์ (Yang, Nakamaki et al., 
1999)  ซึ่งหน้าที่ดังกล่าวข้างต้นเป็นหน้าที่ของโปรโตอองโคจีน ในทางตรงกันข้าม ในเซลล์มะเร็งไต 
มะเร็งรังไข่และเซลล์มะเร็งปอด cyclin A1 ชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอปโทซิส และวัฏจักร
ของเซลล์หยุดที่ระยะ G2/M (Rivera et al., 2006) การศึกษาของ Muller-Tidow และคณะ (2004) 
พบว่า cyclin A1-CDK2 จะร่วมกันท าหน้าที่ควบคุมกลไกการซ่อมแซมสายดีเอ็นเอจากความเสียหาย
ที่เกิดจากการได้รับรังสียูวีและรังสีแกมม่า โดยการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีน Ku70 ซึ่งเป็นโปรตีน
ส าคัญในกระบวนการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ (double strand break repair) ผ่าน
กระบวนการ Non-homologous end joining (Muller-Tidow et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบว่า
การเกิดเมทิลเลชันของยีน CCNA1 น าไปสู่การเกิดโรคมะเร็งหลากหลายชนิด เช่น Weiss และคณะ 
(2011) พบว่าการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 เป็นปัจจัยเสี่ยงที่ส าคัญในการ
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พัฒนาของมะเร็งศีรษะและล าคอ Kitkumthorn และคณะ (2006) พบการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 สูงถึง 93% ในมะเร็งปากมดลูก Xu และคณะ (2004) พบการเกิดเมทิล
เลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 100% ในมะเร็งล าไส้ใหญ่ ซึ่งไม่พบการเกิดเมทิลเลชันที่
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในเซลล์ปกติของอวัยวะที่เกิดมะเร็งที่กล่าวไว้ข้างต้น ด้วยบทบาท
หน้าที่ในการซ่อมแซมสายดีเอน็เอจากความเสียหาย การชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส 
และการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนที่น าไปสู่การเกิดมะเร็งหลากหลายชนิด ท า
ให้คาดว่ายีน CCNA1 อาจมีบทบาทเป็นยีนต้านมะเร็ง 

CCNA2  
ยีน CCNA2 เป็นยีนในกลุ่ม cyclin family เช่นเดียวกับ CCNA1 และเป็น 1 ในสมาชิกของ 

cyclin A ยีน CCNA2 ถอดรหัสให้โปรตีน cyclin A2 ที่มีหน้าที่ส าคัญในวัฏจักรของเซลล์ โดย
ควบคุมวัฏจักรของเซลล์ในระยะ S ถึงระยะ G2/M ในการแบ่งเซลล์ร่างกาย และยังพบว่า CCNA2 มี
การแสดงออกในทุกเซลล์ (Sweeney et al., 1996)  

การควบคุมวัฏจักรเซลล์ (Cell cycle regulation) 
ในระยะ G1 เริ่มจากการมีสัญญาณ mitogen ท าให้ GTPse Ras ถูกกระตุ้น เมื่อ GTPse 

Ras ถูกกระตุ้นท าให้ MAP kinase ascade ท างาน กลไกนี้ท าให้เกิดการถอดรหัสของยีน Myc ซึ่งจะ
ส่งเสริมวัฏจักรของเซลล์โดยผ่านหลายๆ กลไก ได้แก่ Myc ท าให้เกิดการ transcription ของยีนที่
ถอดรหัสให้โปรตีน cyclin D ท าให้กิจกรรมของ cyclin D/CDK4, cyclin D/CDK6 เพิ่มขึ้น และ 
Myc ยังเพิ่มการถอดรหัสของ SCF ubiquitin ligase ท าให้เกิดการลดลงของโปรตีน CKI p27 ซึ่งเป็น 
CDK inhibitor ส่งผลให้กิจกรรมของ cyclinE/CDK2 เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ Myc ยังกระตุ้นการ
ถอดรหัสของยีนที่แปลรหัสให้ E2F cyclin D ที่ไปจับกับ CDK4 และ CDK6 เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ 
tumor suppressor retinoblastoma (RB) ให้อยู่ในรูปที่มีฟอสเฟตต่ า ๆ และท าให้เกิดการ 
transcription ของ cyclin E ซึ่งจ าเป็นส าหรับการเข้าสู่ระยะ S เมื่อ cyclin E ถูกสังเคราะห์ข้ึนมาจะ
เข้าจับกับ CDK2 เกิดเป็นสารประกอบระหว่าง cyclinE/CDK2 และเพิ่มการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ 
RB ท าให้ RB อยู่ในรูป hyperphosphorylated จนไม่สามารถจับกับ E2F โดย E2F ที่เป็นอิสระจะ
ไปกระตุ้น transcription factor ท าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนที่จ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์  
ดีเอ็นเอและยีนที่ถอดรหัสให้ S-phase CDK complex และผลักดันวัฏจักรของเซลล์ให้เข้าสู่ระยะ S 
ดังภาพที่ 3 (Alberts, 2002) 
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ภาพที ่3 การควบคุมวัฏจักรของเซลล์ในระยะ G1 ภายหลังจากการไดร้ับสัญญาณ mitogen 
(Alberts, 2002) 

ในระยะ S จะมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเกิดขึ้น โดยในระยะ G1 cdc6 และ Cdt1 จะจับอยู่กับ 
ORC (origin recognition complex) ที่ต าแหน่ง origin of replication และเกิดการ recruit 
Minichromosome Maintenance proteins (MCM) รวมตัวกันเป็น pre-replication complex 
(pre-RC) เมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะ S จะเกิดการจับกันของ cyclin A/CDK2 สารประกอบระหว่าง cyclin 
A/CDK2 จะไปเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ cdc6 ท าให้ cdc6 ถูกท าลายโดย SCF enzyme complex 
และถูกส่งออกไปยังไซโทพลาซึมเพื่อป้องกันการกลับมาจับกับ origin recognition complex (ORC)  
และ MCM proteins ที่ท าให้เกิดการจ าลองดีเอ็นเอซ้ าอีกครั้ง ส่วน Cht1 จะถูกยับยั้งด้วย geminin 
cyclin A/CDK2 นอกจากจะเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ cdc6 แล้ว มันยังเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ  ORC ท า
ให้เกิดการรวมตัวของ DNA polymerase, primase และเอนไซม์อื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการจ าลอง    
ดีเอ็นเอ และยังกระตุ้น MCM proteins ให้เคลื่อนไปบนสายดีเอ็นเอท าให้เกิดการแยกสายของดีเอ็น
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เอเป็นสายเดี่ยวโดยการตัดพันธะไฮโดรเจนบนสายดีเอ็นเอ ท าให้เกิดการจ าลองดีเอ็นเอ ดังภาพที่ 4 
(Alberts, 2002) 

 

ภาพที ่4 การควบคุมกระบวนการจ าลองดีเอ็นเอ 
(Alberts, 2002) 

ในระยะ G2 เป็นระยะที่เซลล์มีการเจริญเติบโตเต็มที่ มีการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอ โปรตีนที่
จ าเป็นส าหรับการแบ่งนิวเคลียสและไซโทพลาซึมที่จะเกิดขึ้นในระยะ mitosis การควบคุมระยะ G2 
ในช่วงแรก cyclin A รวมกับ CDK1 กระตุ้นให้วัฏจักรของเซลล์ด าเนินต่อไป ในช่วงปลายของระยะ 
G2 ถูกควบคุมโดย cyclin B/CDK1 ซึ่ง cyclin B ถูกถอดรหัสในช่วงปลายของระยะ S cyclin 
B/CDK1 หรือเรียกว่า maturation promoting factor (MPF) ถูกควบคุมโดยมีการเติมและดึงหมู่
ฟอสเฟตออกจาก CDK1 โดย cdc2 activating kinase (CAK) และ cdc25 โดย CAK จะเติมหมู่
ฟอสเฟตให้กับ CDK1 ที่ต าแหน่ง threonine 161 ส่วน cdc25 phosphatase จะดึงหมู่ฟอสเฟต
ออกจาก CDK1 ที่ต าแหน่ง thyrosine 15 ท าให้ CDK1 ท างาน cyclin B/CDK1 กระตุ้นการท างาน
ของ cdc25 โดย การเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ cdc25 และยับยั้งการท างานของ Wee1 ที่มีหน้าที่ใน
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การเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ CDK1 ที่ต าแหน่ง thyrosine 15 เมื่อมี active MPF มากพอ เซลล์จะถูก
ผลักดันให้เข้าสู่ระยะ M ดังภาพที่ 5 (Alberts, 2002)  

 

ภาพที ่5 การควบคุมวัฏจักรของเซลล์ในระยะ G2 
(Alberts, 2002) 

ในระยะ M เซลล์จะมีการแบ่งนิวเคลียสและไซโทพลาซึม  
ในระยะ prophase: cyclin B/CDK1 ท าให้เกิด chromatin condensation โดยการเติม

หมู่ฟอสเฟตให้กับ condencin complex นอกจากนี้ cyclin B/CDK1 ยังเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ
โปรตีน  lamin ซึ่งในระยะ interphase lamin จะจับตัวกันเป็นตาข่าย เป็นโครงสร้างที่ยึดเยื่อหุ้ม
นิวเคลียสให้คงรูปร่างเอาไว้ เมื่อโปรตีน  lamin ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตท าให้มันสลายเป็น dimer เล็กๆ 
สูญเสียโครงสร้างตาข่ายท าให้เยื่อหุ้มนิวเคลียสสลายไป เมื่อเยื่อหุ้มนิวเคลียสสลายไปท าให้โครโมโซม
เคลื่อนที่ได้อย่างอิสระ  

ในระยะ prometaphase: cyclin B/CDK1 เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีนที่ควบคุม 
microtubule ท าให้เกิดการเพิ่มขึ้นของ microtubule ที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง spindle fiber และ
การแบ่งไซโทพลาซึม cyclin B/CDK ยังรวมกับ duplicated centrosome และส่งเสริมให้เกิดการ
แยกของ centrosome โดยการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ centrosome-associated moter protein 
Eg5 ท าให้ centriole ทั้ง 2 เคลื่อนที่ไปยังแต่ละข้ัวเซลล์ และที่รอบๆ centriole จะมี spindle fiber 
ยื่นออกมามากมาย เรียกว่า aster 

ในระยะ metaphase: เส้นใยสปินเดิลจะจับกับโครโมโซมที่ต าแหน่ง kinetochore ท าให้
โครโมโซมเคลื่อนที่มาเรียงตัวอยู่ในแนวกลางเซลล์ (metaphase plate)  
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ในระยะ anaphase: เส้นใยสปินเดิลจะหดตัวสั้นลง ดึง sister chromatid ให้แยกออกจาก
กันไปยังขั้วทั้ง  2 ของเซลล์ ก่อนระยะ anaphase securin จะจับและยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
separase เมือ่สิ้นสุดระยะ metaphase การท าลาย securin จะเกิดขึ้นโดย APC/C ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
cdc20 ท าให้เอนไซม์ separase ถูกปลดปล่อยและไปท าลายโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของ 
cohesion ซึ่งเป็นโปรตีนที่ยึด sister chromatid ทั้ง 2 ไว้ด้วยกัน นอกจากนี้ APC/C ยังท าให้เกิด 
ubiquitin-dependent proteolysis ของ cyclinB/CDK1 ท าให้ cyclinB/CDK1 ถูกท าลาย 

ระยะ telophase: เป็นระยะสุดท้ายของ mitosis หลังจากโครโมโซมถูกแยกจากกันด้วยเส้น
ใยสปินเดิล และ cyclinB/CDK1 ถูกท าลาย โครโมโซมจะมีการคลายตัวกลายเป็นโครมาติน เกิดการ
สลายไปของเส้นใยสปินเดิลและมีการสร้างเยื่อหุ้มนิวเคลียสมาล้อมรอบกลุ่มของโครมาทิดที่แต่ละขั้ว
เซลล์ ท าให้ได้นิวเคลียส 2 นิวเคลียส เมื่อสิ้นสุด  telophase จะมีการแบ่งไซโทพลาซึม โดยเกิด 
contractile ring ของ actin และ myosin filament เกิดเป็น cleavage furrow ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์
คอดจนแยกออกจากกัน ได้เซลล์ 2 เซลล์ที่เหมือนกันทุกประการ (Alberts, 2002) 

จุดตรวจสอบวัฏจักรเซลล์ (Cell cycle checkpoint)  
 จุดตรวจสอบวัฏจักรเซลล์ เป็นกลไกในการตรวจสอบความถูกต้องและความผิดปกติของดี
เอ็นเอก่อนที่จะมีการแบ่งเซลล์ในระยะถัดไป  โดยเซลล์ที่ผิดปกติจะถูกหยุดไว้ที่ระยะใดระยะหนึ่ง
ของวัฎจักรเซลล์และมีการซ่อมแซมสารพันธุกรรมที่ผิดปกติ  ก่อนที่จะมีการแบ่งเซลล์ต่อไป แต่หาก
ไม่สามารถซ่อมแซมแก้ไขได้ เซลล์จะถูกชักน าให้เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส (Alberts, 2002) 
จุดตรวจสอบวัฏจักรเซลล์ จะเกิดขึ้นที่บริเวณรอยต่อของแต่ละระยะ ดังภาพที่ 6 ได้แก่ 

1. G1 checkpoint (restriction point) เป็น checkpoint ที่อยู่ที่ตอนปลายของระยะ G1 เป็น
การตรวจสอบความพร้อมของเซลล์เพื่อเข้าสู่ระยะ S ได้แก่ ขนาดของเซลล์ growth factor 
และองค์ประกอบอื่น ๆ ที่จ าเป็นส าหรับการจ าลองดีเอ็นเอ ถ้ามีปัจจัยต่าง ๆ พร้อม เซลล์จะ
เข้าสู่ระยะ S แต่หากขาดปัจจัยใดปัจจัยหนึ่งไปเซลล์จะเข้าสู่ระยะพัก หรือหากตรวจพบ
ความผิดปกติหรือความเสียหายของดีเอ็นเอเกิดขึ้น p53 จะถูกกระตุ้น ซึ่งการท างานของ 
p53 จะท าให้เกิดการ transcription ของยีน p21 ซึ่งเป็น CDK inhibitor ที่ท าหน้าที่ในการ
ยับยั้ง complex ของ cyclin/CDK ท าให้ไม่เกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ RB ท าให้ RB 
ยังคงจับอยู่กับ E2F จึงไม่เกิดการ transcription ของยีนที่จ าเป็นส าหรับการจ าลองดีเอ็นเอ 
เซลล์จึงไม่สามารถเข้าสู่ระยะ S ได้  

2. G2 checkpoint เป็น checkpoint ที่อยู่ที่จุดสิ้นสุดของระยะ G2 เป็นการตรวจสอบความ
พร้อมของเซลล์เพื่อเข้าสู่ระยะ M  โดยโครโมโซมจะต้องประกอบด้วย 2 โครมาทิดและโคร
มาทิดในโครโมโซมเดียวกันต้องมีสารพันธุกรรมที่เหมือนกัน เมื่อตรวจสอบองค์ประกอบต่าง 
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ๆ ว่าครบถ้วนสมบูรณ์แล้ว เซลล์จะเข้าสู่ระยะ M โดย cyclin B/CDK1 หรือ MPF จะ
เกี่ยวข้องกับ G2 checkpoint คือถ้าตรวจพบความผิดปกติหรือความเสียหายของดีเอ็นเอ วัฏ
จักรของเซลล์จะหยุดลง โดยเป็นผลมาจากโปรตีน ATM kinase ที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ 
cdc25 ท าให้ cdc25 inactivate และถูกติดฉลากด้วย ubiquitin และถูกท าลายด้วย 
proteosome ท าให้ CDK1 ยังคงถูกเติมหมู่ฟอสเฟตที่ต าแหน่ง thyrosine 15 โดย Wee1 
cyclin B/CDK1 จึงอยู่ในสภาพ inactive 

3. M checkpoint เป็น checkpoint ที่อยู่ใน Mitosis เป็นการตรวจสอบว่าเส้นใยสปินเดิลจับ
กับโครโมโซมที่ต าแหน่ง kinetochore อย่างครบถ้วนหรือยัง และโครโมโซมมีการเคลื่อนที่
มาเรียงตัวอยู่ในแนวกลางเซลล์ M checkpoint เกิดขึ้นที่ระยะ metaphase ถ้าเส้นใยสปิน
เดิลจับกับโครโมโซมที่ต าแหน่ง kinetochore อย่างครบถ้วนเซลล์ก็จะเข้าสู่ระยะ 
anaphase แต่ถ้าการจับกันของเส้นใยสปินเดิลที่ต าแหน่ง kinetochore ของโครโมโซมยังไม่
สมบูรณ์ Mad2 จะไปยับยั้ง cdc20 ท าให้ APC/C ไม่ถูกกระตุ้นให้เกิดการท าลาย securin 
เซลล์ก็จะไม่สามารถเข้าสู่ anaphase ได้ (Alberts, 2002) 

 

ภาพที ่6 จุดตรวจสอบในวัฏจักรเซลล์ระยะต่างๆ 
(https://courses.candelalearning.com/biology11xmaster/ 

chapter/cell-cycle-with-cyclins-and-checkpoints/) 

https://courses.candelalearning.com/biology11xmaster/
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ในวัฏจักรของเซลล์เมื่อมีความผิดปกติหรือมีความเสียหายของดีเอ็นเอเกิดขึ้น วัฎจักรของเซลล์จะ
หยุดเพื่อให้มีการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย โดยจะเกิดการกระตุ้นยีน p53 ซึ่งเมื่อ p53 ถูกกระตุ้นจะ
ท าให้เกิดการ transcription ของยีน p21 ซึ่งเป็น CDK inhibitor ที่ท าหน้าที่ในการยับยั้ง complex 
ของ cyclin/CDK ท าให้ไม่เกิดการเติมหมู่ฟอสเฟต ให้กับ RB ท าให้ RB ยังคงจับกับ E2F ซึ่งเป็น 
transcription factor เอาไว้ จึงไม่เกิดการ transcription ท าให้วัฏจักรของเซลล์หยุดลง และกระตุ้น
ให้มีการซ่อมแซมดีเอ็นเอ แต่ถ้าความเสียหายของดีเอ็นเอมากเกินกว่าที่จะซ่อมแซมได้ p53 จะชักน า
ให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส ดังภาพที่ 7 และ 8 

 

 

ภาพที ่7 กลไกการหยุดวฏัจักรเซลล์เมื่อดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย 
(http://www.bio.miami.edu/dana/250/250SS15_15.html) 

http://www.bio.miami.edu/dana/250/250SS15_15.html
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ภาพที ่8 กลไกการท างานของยีน p53 ในการหยดุวัฏจักรของเซลล์ 
และการชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส 

Gene silencing 

 เป็นกระบวนการยับยั้งการแสดงออกของยีน มีด้วยกัน 2 ระยะ คือ ในระดับการถอดรหัส 
และระดับหลังการถอดรหัส  

1. การยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส (transcriptional gene silencing) 
เป็นผลมาจากกลไกทาง epigenetics ได้แก่ การเติมหมู่เมทิลบนสายดีเอ็นเอ และการ
เปลี่ยนแปลงฮีสโตน กลไกทาง epigenetics เป็นกลไกในการควบคุมการแสดงออกของยีน
โดยไม่ได้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงล าดับดีเอ็นเอ แต่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ 
ดีเอ็นเอ ท าให้ไม่เกิดการ transcription ขึ้น (Kawasaki et al., 2005) 

2. การยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับหลังการถอดรหัส (post-transcriptional gene 
silencing) เกิดจากกระบวนการ RNA interference (RNAi) โดยผ่านการท างานของอาร์
เอ็นเอขนาดเล็ก ได้แก่ siRNA shRNA และ miRNA ในการตัดและท าลายอาร์เอ็นเอของยีน
เป้าหมาย หรือยับยั้งการแปลรหัสไปเป็นโปรตีน RNA interference เป็นกระบวนการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน สามารถป้องกันเซลล์จากไวรัสและป้องกันจีโนมจาก transposon ได้ 
(KawasakiTaira and Morris, 2005) 
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RNA interference หรือ RNAi 

RNAi เป็นกระบวนการที่มีบทบาทส าคัญในการยับยั้งการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิตทั้งพืช
และสัตว์ โดยการท าลายโมเลกุลของอาร์เอ็นเออย่างจ าเพาะเจาะจง ถูกค้นพบโดย Fire และ Mello 
ซึ่งต่อมาได้รับรางวัลโนเบลสาขาสรีรวิทยาและแพทย์ในปี ค.ศ. 2006 ในการศึกษากลไกการยับย้ังการ
แสดงออกของยีนในหนอน C. elegans กระบวนการ RNAi เป็นกระบวนการในการป้องกันเซลล์จาก
การบุกรุกของไวรัส สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนสัญจร (jumping genes) หรือทรานสโพซอน 
และยับยั้งการแสดงออกของยีนได้ (ณยา วงศ์พูน, 2011)  

กลไกการยับยั้งการแสดงออกของยีนโดย siRNA 
เมื่อน า dsRNA ที่สังเคราะห์ขึ้นมาเข้าสู่เซลล์ จะถูกตัดโดยเอนไซม์ Dicer ให้มีขนาด

ประมาณ 21-25 คู่เบส เรียกว่า  siRNA จากนั้น siRNA จะเข้าจับกับโปรตีน Ago2 เกิดเป็น
โครงสร้างเชิงซ้อนที่เรียกว่า RNA Inducing Silencing Complex (RISC) จากนั้นเอนไซม์ RNA 
helicase จะท าการแยกสายของอาร์เอ็นเอจากสายคู่ให้กลายเป็นสายเดี่ยว โดยสายที่มีล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่เป็นคู่สมกับเอ็มอาร์เอนเอเป้าหมายเรียกว่าสาย “Antisense” หรือ “Guide strand” ส่วนอีก
สายเรียกว่า “Sense” หรือ “Passenger strand” โดย Guide strand จะน า RISC ไปจับกับเอ็ม
อาร์เอนเอเป้าหมายอย่างจ าเพาะเจาะจง จากนั้นเอนไซม์ nuclease จะตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์
บนสายเอ็มอาร์เอนเอ ท าให้สายเอ็มอาร์เอนเอเป้าหมายสลายตัว ไม่มีเอ็มอาร์เอนเอถูกส่งเข้าสู่
กระบวนการแปลรหัส จึงไม่มีโปรตีนของยีนนี้ (ณยา วงศ์พูน, 2011) ดังภาพที่ 9 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Andrew_Fire
https://en.wikipedia.org/wiki/Craig_C._Mello
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ภาพที ่9 กลไกการยับยั้งการแสดงออกของยีนโดย siRNA 
(http://en.wikiversity.org/wiki/RNA_interference) 

Small interfering RNA (siRNA) 
เป็นอาร์เอ็นเอสายคู่ มีขนาดประมาณ 20-25 คู่เบส ถูกใช้ในการตัดและท าลายโฮ

โมโลกัสเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมาย (homologous mRNA) ในระดับหลังการถอดรหัส (post-
transcription) (Mette et al., 2000) เพื่อไม่ให้มีการแสดงออกของยีนเป้าหมาย siRNA สามารถ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนได้อย่างจ าเพาะเจาะจง มักใช้ในการศึกษาบทบาทหน้าที่ของยีน ใน
อนาคตอาจน ามาใช้ในการรักษาโรคต่าง ๆ ที่เกิดจากความผิดปกติของยีน การยับยั้งการแสดงออก
ของยีนด้วย siRNA มักใช้ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว มันสามารถยับยั้งการ
แสดงออกของยีนได้นาน 3-5 วันขึ้นอยู่กับชนิดของเซลล์และความเข้มข้นของ siRNA ที่ใช้  

การน า siRNA เข้าสู่เซลล์ 

การน า siRNA เข้าสู่เซลล์มีด้วยกันหลายวิธี ได้แก่ การใช้ไวรัสเป็นพาหะในการขนส่ง siRNA 
การใช้สารละลายในการขนส่ง siRNA วิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายที่ให้ผลในการน าส่ง siRNA เข้าสู่เซลล์

http://en.wikiversity.org/wiki/RNA_interference
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ที่มีประสิทธิภาพ ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และใช้ได้กับเซลล์หลากหลายชนิด ได้แก่ liposomal based 
technique (Dalby et al., 2004) 

Liposomal based technique 

ในการน า siRNA เข้าสู่เซลล์ด้วย liposomal-based technique ประมาณ 95% ของ 

siRNA lipoplex จะเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธี endocytosis ส่วน siRNA lipoplex บางส่วนจะเข้าสู่เซลล์

โดยการหลอมรวมกับเยื่อหุ้มเซลล์ (Lu, Langer, and Chen, 2009)  liposome ที่มีประจุบวกจะจับ

กับประจุลบของ siRNA และน า siRNA เข้าสู่เซลล์โดยวิธี endocytosis โดยอาศัย receptor ที่

จ าเพาะกับ liposome ท าให้ส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์ตรงจุดที่โมเลกุลของ siRNA lipoplex มาสัมผัส 

เกิดการเว้าเข้า โอบล้อม complex และเคลื่อนตัวจากด้านนอกเข้าสู่ด้านใน จนหลุดเข้าสู่ไซโทพลา

ซึมของเซลล์ ดังภาพที่ 10 ส่วนในเซลล์ที่ทรานสเฟ็กได้ยากหรือ non-dividing cell มักใช้ไวรัสใน

การน าส่ง siRNA เข้าสู่เซลล์ แต่การน าส่งด้วยวิธีนี้มีข้อเสียคืออาจกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันหรืออาจท า

ให้เกิดการกลายพันธุ์ได้ (Qiagen,2010 : ออนไลน)์ 

 

 

ภาพที ่10 การขนส่ง siRNA เข้าสู่เซลล์ด้วยวิธ ีLiposomal based technique 
(https://www.scienceopen.com/document/vid 

/504123fe-1aae-4544-bd73-090664e278d0) 

https://www.scienceopen.com/document/vid
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หลักการในการออกแบบ siRNA 

การออกแบบ siRNA เพื่อให้มีประสิทธิภาพสูงที่สดุในการยับยั้งการแสดงออกของยีน มีหลักการดงันี้ 
1. siRNA ควรมีความยาวประมาณ 20-25 คู่เบส 
2. ออกแบบให้อยู่ในส่วนของ exon 
3. หลีกเลี่ยงต าแหน่งที่มีล าดับเบสเป็น secondary structure 
4. หลีกเลี่ยงบริเวณที่มีล าดบัเบสซ้ ากันเกิน 4 ตัวหรอืมากกวา่ เช่น GGGG, CCCC 
5. มีค่า GC content อยู่ในช่วง 30-65% 
6. หลีกเลี่ยงต าแหน่งที่เป็น SNPs 
7. หลีกเลี่ยงต าแหน่ง 5’UTR และ 3’UTR 
8. Blast ดูว่าให้แน่ใจวา่ siRNA ที่ออกแบบไม่มีผลในการยับยั้งการแสดงออกของยีนอื่น (Petri 

and Meister, 2013) 
นอกจากการออกแบบ siRNA ที่ดีแล้ว ประสทิธิภาพในการยับย้ังการแสดงออกของยีนโดย siRNA 

ยังข้ึนอยู่กับ 
1. ความเข้มข้นของ siRNA ซึ่งไม่ควรเกิน 100 nM การใช ้siRNA ที่มีความเข้มข้น 100 nM 

หรือมากกว่า จะท าให้เกิด nonspecific silencing  
2. เลือกใช้ siRNA ที่มีความเข้มข้นต่ าที่สุดที่มีประสทิธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน 

เพื่อให้ไม่เกิดการกระตุ้น cellular stress response 
3. ใช้เซลล์ที่มี % confluent อยู่ที่ 60-80% และมจี านวน passage น้อยกว่า 50 passage 

4. ในการทรานสเฟ็ก siRNA เข้าสู่เซลล์ หลีกเลี่ยงการเติม antibiotic ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
(Petri and Meister, 2013) 

การตรวจสอบประสิทธิภาพของ siRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน สามารถท าได้หลายวิธี 
เช่น  

1. การวัดระดับโปรตีนของยีนเป้าหมายโดยการท า Western blot analysis หรือ 
Immunoblotting  ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ในการแยกโปรตีนต่างชนิดกันออกจากกันโดยอาศัยความ
แตกต่างของมวลโมเลกุลโปรตีนโดยการรันเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส จากนั้นย้ายโปรตีนไปยังเมม
เบรน และตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใช้ antibody ที่จ าเพาะในการจับกับโปรตีน
เป้าหมาย (Sharkey, Banat, and Marchant, 2004)  

2. การวัดระดับ mRNA ของยีนเป้าหมายโดยการท า reverse transcription PCR หรือท า 
real-time PCR 
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- reverse transcription PCR (RT-PCR) เป็นวิธีที่ใช้วัดการแสดงออกของยีนในระดับ
อาร์เอ็นเอ โดยประกอบด้วย 2 ปฏิกิริยา คือ  

1. reverse transcription คือการสร้าง cDNA จาก RNA template โดยใช้
เอนไซม์ reverse transcriptase  

2. การเพิ่มปริมาณ cDNA โดยสามารถท าได้ใน 2 รูปแบบคือ  
1. one step RT-PCR ซึ่งทั้งปฏิกิริยา reverse transcription และ PCR จะ

เกิดขึ้นอย่างต่อเน่ืองภายในหลอดเดียวกัน ไพรเมอร์ที่ใช้จะต้องเป็น gene specific 
primer เท่านั้น  

2. Two step RT-PCR ปฏิกิริยา reverse transcription และพีซีอาร์เกิดขึ้น
คนละหลอด คือสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์แบบใดก็ได้ เช่น 
Oligo-DT primer, Random hexamers primer หรือ gene specific primer 
จากนั้นน า cDNA ที่ได้ไปท า PCR ในหลอดที่ 2 ต่อโดยใช้ gene specific primer 
(Sharkey et al., 2004) 

- Real-time PCR หรือ Quantitative PCR เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 
ที่พัฒนามาจากการท าพีซีอาร์แบบดั้งเดิม โดยสามารถติดตามปริมาณดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้น
ได้ในทุกรอบของปฏิกิริยา ไม่ต้องรอเสร็จสิ้นกระบวนการเหมือนกับพีซีอาร์แบบดั้งเดิม  
การติดตามผลผลิตที่เพิ่มขึ้นจากการท า real-time PCR ท าได้โดยการติดฉลากด้วยสาร
เรืองแสงพวก intercalating dye เช่น SYBR Green ซึ่งจะเข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ตรง
ต าแหน่ง minor groove และแสดงค่าออกมาเป็นการเพิ่มขึ้นของสัญญาณ 
fluorescence เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง UV (Sharkey et al., 2004) 

MTT assay  

เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์ โดยอาศัยหลักการเปลี่ยนแปลงสีของ MTT 
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide) ซึ่งมีสีเหลือง ให้กลายเป็น
ผลึกฟอร์มาซานที่มีสีม่วง โดยอาศัยเอนไซม์ mitochondrial reductase ซึ่งเกิดจากกระบวนการแม
แทบอลิซึม ที่พบได้ในเซลล์ที่ยังมีชีวิตเท่านั้น ดังภาพที่ 11 ดังนั้นความเข้มของสีจึงแปรผันตาม
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิต (Riss et al., 2004)  
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ภาพที ่11 โครงสรา้งทางเคมีของ MTT และผลึกฟอร์มาซาน 
(Stockert et al., 2012) 

Apoptosis หรือ Programed cell death 

การตายแบบแอพอพโทซิสเป็นรูปแบบการตายของเซลล์ที่เกิดขึ้นปกติในร่างกายมนุษย์ ใน
ระหว่างการพัฒนา การแก่และการรักษาสมดุลของเซลล์ในเนื้อเยื่อ และเป็นกลไกที่เกิดขึ้นเพื่อปกป้อง
เซลล์ ในระบบภูมิคุ้มกันหรือเมื่อเซลล์เสียหายจากการเกิดโรค จากสารที่เป็นพิษอย่างร้ายแรง เช่น ยา 
รังสี (Elmore, 2007)  การที่เซลล์จะเข้าสู่กระบวนการตายแบบแอพอพโทซิส จะต้องได้รับการส่ง
สัญญาณ  ซึ่งอาจเป็นสัญญาณที่ส่งมาจากภายในเซลล์ (intrinsic pathway) หรือสัญญาณจาก
ภายนอกเซลล์ (extrinsic pathway) 
1. การชักน าให้เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสจากสัญญาณภายในเซลล์ โดยการกระตุ้นผ่านไม

โทคอนเดรีย (intrinsic mitochondrial-dependent pathway) ปัจจัยที่ท าให้เซลล์ส่ง
สัญญาณมากระตุ้นไมโทคอนเดรีย ได้แก่ รังสี สารเคมี ภาวะเครียดของเซลล์ ปัจจัยเหล่านี้
ท าให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย ส่งผลให้ยีน p53 ภายในเซลล์เพิ่มขึ้น ท าให้ mdm2 ไม่
สามารถจับกับ p53 ได้ p53 กระตุ้นให้มีการสร้าง BAX (BAX เป็น pro-apoptosis 
protein) เพิ่มมากขึ้น และเคลื่อนย้ายจาก cytosol ไปยังไมโทคอนเดรีย กระตุ้น 
membrane permeability ให้กับไมโทคอนเดรีย ท าให้ cytochrome C ที่อยู่ภายในไมโท
คอนเดรียถูกปลดปล่อยออกมา cytochrome C ที่ถูกปลดปล่อยออกมาจะเข้าจับกับโปรตีน 
APAF1  รวมตัวกันเป็น apoptosome  กระตุ้น caspase-9 ให้ไปกระตุ้น caspase-3 และ 
caspase-7  ท าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสดังภาพที่ 12 ในเซลล์ปกติ 
permeabilization ของไมโทคอนเดรียจะมีความสมดุลระหว่าง pro-apoptosis protein 
(เช่น BAX, BAK, BH3) และ anti-apoptosis protein (เช่น Bcl-2, Bcl-XL) แสดงว่า
ปริมาณของ pro-apoptosis protein และ anti-apoptosis protein จะเป็นตัวบ่งชี้ในการ
เกิดการตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิส (Melino, and Vaux, 2010) 
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ภาพที ่12 การส่งสัญญาณให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสจากสัญญาณภายในเซลล์ 

(http://www.molecularbrain.com/content/5/1/15/figure/F1?highres=y) 

2. การชักน าให้เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสจากสัญญาณภายนอกเซลล์ โดย death 
receptor (extrinsic death receptor- dependent pathway) ซึ่ง death receptor  
ได้แก่ TNF และ fas receptor  สัญญาณที่จะเหนี่ยวน าเรียกว่า ligand ได้แก่ fas ligand 

(fasL), tomor necrosis factor-α (TNF-α) และ TNF-relate apoptosis-inducing 
ligand (TRAIL) การจับกันของ receptor และ ligand ท าให้เกิดการเชื่อมต่อสัญญาณของ 
death domain (DD) และ death effector domain (DED) เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า 
death-inducing signaling complex (DISC) โดย DED จะ recruit และกระตุ้น caspase-
8 ให้แยก Bid ออกจากกัน จากนั้น truncated Bid (tBid) จะถ่ายทอดสัญญาณให้เซลล์ฆ่า
ตัวตายไปยังไมโทคอนเดรียและ apoptosome ท าให้ caspase-3, caspase-6 และ 
caspase-7  ถูกกระตุ้นและท าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสขึ้น ดังภาพที่ 13 
(Melino et al., 2010) 

http://www.molecularbrain.com/content/5/1/15/figure/F1?highres=y
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ภาพที ่13 การส่งสัญญาณให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสจากสัญญาณภายนอกเซลล์ 

(http://www.molecularbrain.com/content/5/1/15/figure/F1?highres=y) 

เซลล์ที่เกิดการตายแบบแอพอพโทซิสจะมีสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่เปลี่ยนแปลงไป ใน
ระยะแรกที่เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส เซลล์จะหดตัวและมีการรวมตัวกันแน่นของโครมาติน 
ท าให้เกิดการแตกหักของสายดีเอ็นเอ ในขณะเดียวกันเยื่อหุ้มเซลล์จะเหี่ยวฝ่อลง หุ้มเอานิวเคลียส
และออแกเนลลต์่างๆ รวมตัวกันเป็น apoptotic body จากนั้นจะเกิดการสลายตัวหรือถูกจับกินโดย 
phagocyte หรือ macrophage (Erwig and Henson, 2008) ดังภาพที่ 14 

 

ภาพที ่14 การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในระหว่างเกิดการตายแบบแอพอพโทซิส 
(http://www.abnova.com/support/resources.asp) 

 

http://www.abnova.com/support/resources.asp
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Annexin V assay 

เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบการตายแบบแอพอพโทซิสของเซลล์ โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลง
ของเยื่อหุ้มเซลล์ในการตรวจสอบ ซึ่งในเซลล์ปกติ phosphatidylserine ที่มีคุณสมบัติเป็น anionic 
phospholipid จะถูกส่งเข้าสู่ด้านในของเยื่อหุ้มเซลล์โดย aminophospholipid translocase แต่
เมื่อเซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส phophatidylserine จะถูกส่งออกมาอยู่ด้านนอกของเยื่อ
หุ้มเซลล์ ท าให้ annexin V ที่มีประจุบวกจับกับประจุลบของ phophatidylserine ได้ annexin V ที่
ใส่ลงไปจะถูกติดฉลากด้วยสารเรืองแสง fluorescein isothiocyante (FITC) เซลล์ที่ติดสีของ 
annexin-V/FITC จึงเป็นเซลล์ที่มีการตายแบบแอพอพซิส การตรวจสอบด้วย annexin-V มักใส่สี
ย้อม propidium iodine ลงไปด้วยเพื่อให้สามารถแยกเซลล์ที่มีการตายแบบแอพอพโทซิสกับเนโค
รซิสออกจากกันได้ เนื่องจากสี propidium iodine จะเข้าแทรกในโมเลกุของดีเอ็นเอ  ในเซลล์ที่เยื่อ
หุ้มเซลล์เสียสภาพได้เท่านั้น มันไม่สามารถผ่านเข้าเซลล์ที่เยื่อหุ้มเซลล์สมบูรณ์ได้ (Rieger et al., 
2011) ดังรูปที่ 15  

 
ภาพที ่15 การเปลีย่นแปลงของ phosphatidylserine และการติดส ีannexin V และ propidium 

iodine ในระหวา่งที่เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส 
(http://www.flow-cytometry.us/index.php?page=apoptosis) 

เมื่อน าเซลล์ที่ผ่านการย้อม ด้วย annexiv-V/FITC และ propidium iodine ไปตรวจสอบ
ด้วยโฟวไซโตมิเตอร์ จะพบเซลล์ 3 กลุ่มดังนี้   

1. กลุ่มเซลล์ที่มีชีวิตจะย้อมไม่ติดสีทั้ง annexin V และ propidium iodine ปรากฏ
กลุ่มเซลล์ในช่องทางด้านล่างซ้าย 

2. กลุ่มเซลล์ที่อยู่ในระยะ early apoptosis เซลล์จะย้อมติดสี annexin V แต่ไม่ติดสี
ของ propidium iodine ปรากฏกลุ่มเซลล์ในช่องทางด้านล่างขวา 
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3. กลุ่มเซลล์ที่อยู่ในระยะ late apoptosis และ necrosis จะย้อมติดทั้งส ีannexin V 
และ propidium iodine ปรากฏกลุ่มเซลล์ในช่องทางดา้นบนขวา (Vermes et al., 
1995) ดังภาพที่ 16 

 
ภาพที ่16 เซลล์ที่ถูกย้อมด้วย annexin-V/FITC และ propidium iodine เมื่อวิเคราะห์ดว้ย Flow 
cytometry 

 (http://www.miltenyibiotec.com/en/products-and-services/macs-flow-
cytometry/reagents/support-reagents/annexin-v-fitc-kit.aspx) 

Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) 

Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) หรือที่รู้จักในชื่อ COMET assay ถูกค้นพบโดย 
Östling และ Johansson ในปี 1984 และต่อมาได้รับการพัฒนาขึ้นโดย Singh ในปี 1988 เป็น
เทคนิคที่ใช้ในการประเมินความเสียหายของดีเอ็นเอ การซ่อมแซมสายดีเอ็นเอและการทดสอบความ
เป็นพิษของสารต่อดีเอ็นเอในเซลล์ยูคาริโอต โดยอาศัยประจุลบของชิ้นส่วนดีเอ็นเอในการเคลื่อนที่
ผ่านเจล ด้วยกระบวนการเจลอิเล็กโทรโฟริซิส โดยเซลล์จะถูกฝังใน agarose gel บนสไลด์ เมื่อผ่าน
กระบวนการอิเล็กโทรโฟริซิส เซลล์ที่มีความเสียหายของดีเอ็นเอจะมีการแตกหักเป็นชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่
มีขนาดเล็กและเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก เมื่อย้อมดีเอ็นเอด้วยสีที่จ าเพาะกับดีเอ็นเอ และตรวจสอบ
ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ จะปรากฏภาพเซลล์คล้ายลักษณะดาวหาง ซึ่งส่วนหัวคือนิวเคลียสหรือดี
เอ็นเอที่มีขนาดใหญ่ ซึ่งเป็นดีเอ็นเอที่สมบูรณ์ ไม่ได้รับความเสียหาย ส่วนหางคือดีเอ็นเอที่ได้รับความ
เสียหาย (Olive and Banath, 2006) ดังภาพที่ 17 

 

 



 

 

33 

 
 

ภาพที ่17 การตรวจสอบความเสียหายของดีเอ็นเอด้วยวิธี comet assay ภายใต้กล้อง 
fluorescence และค่าพารามิเตอร์ตา่งๆที่วดัได ้ 

(ZEISS, Germany) 
 

 
ภาพที ่18 ระดับความเสยีหายของดีเอ็นเอที่ตรวจสอบด้วยวิธ ีCOMET assay 

(Hasue et al., 2013) 

สามารถจ าแนกระดับความเสียหายของดีเอ็นเอที่ตรวจสอบด้วยวธิี COMET assay ได้
ทั้งหมด 4 ระดับ ดังภาพที่ 18 คือ 

ระดับ 0 ไม่มีความเสียหายของดีเอ็นเอ : ส่วนหัวมีขนาดใหญ่ มีลักษณะกลมและสมบูรณ์ ไม่
มีหาง  

ระดับ 1 ความเสียหายเลก็น้อย : ส่วนหัวมีขนาดใหญ่ มีส่วนหางที่สั้น ซึ่งมีความยาวของหาง
น้อยกว่าหรือเท่ากับขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัว และความกว้างของหางน้อยกว่าขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัว 

ระดับ 2 ความเสียหายปานกลาง : ส่วนหัวมีขนาดใหญ่ ส่วนหางที่สั้น ซึ่งมีความยาวของหาง
มากกวา่ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัว 1-2 เท่า และความกวา้งของหางน้อยกว่าขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัว 
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ระดับ 3 ความเสียหายรนุแรง : ส่วนหัวมีขนาดเลก็ ส่วนหางมีขนาดใหญ่และยาว ซึ่งมีความ
ยาวของหางมากกว่าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัว 2-3 เท่า และความกว้างของหางมากกว่า
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัว 2-3 เท่า 

ระดับ 4 ความเสียหายรนุแรงมาก : ส่วนหัวมีขนาดเล็กมาก ส่วนหางมีขนาดใหญ่และยาว
มาก มีการกระจายของชิ้นส่วนดีเอ็เอที่เสียหายจึงยากที่จะก าหนดขอบเขต (Hasue et al., 2013) 

การวิเคราะห์ความเสียหายของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นค านวณจากค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดังนี ้ 
Head intensity คือ ความเข้มของส่วนหัว แสดงถึงดีเอ็นเอที่ไม่ได้รับความเสียหาย 
Tail intensity  คือ ความเข้มของหาง แสดงถึงดีเอ็นเอที่ได้รับความเสียหาย 
%DNA in tail  คือ (Tail intensity x 100)/Total intensity 
Tail length  คือ ความยาวทั้งหมดของหางวัดจากขอบเขตของส่วนหัว ซึ่งแสดงขอบเขต

ของดีเอ็นเอที่เสียหาย 
Tail moment คือ %DNA in tail x Tail length 
Olive tail moment คือ %DNA in tail x Tail moment length 
Tail moment length คือ ความยาวของหาง ซึ่งวัดจากจุดศูนย์กลางของหัวมายังจุด
ศูนย์กลางของหาง 

ยิ่งมีความเสียหายของดีเอ็นเอมากเท่าไหร่ ค่าพารามิเตอรต์่างๆ เหล่านี้ จะมากตามไปดว้ย (Singh, 
2006 : online) 

BrdU assay 
BrdU assay เป็นวิธีที่ ใช้วัดการเพิ่มจ านวนของเซลล์ โดยอาศัย BrdU 

(Bromodeoxydridine) ซึ่งเป็น pyrimidine analog โดยระหว่างที่เซลล์มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ใน
ระยะ S ของวัฏจักรเซลล์ BrdU จะเข้าไปแทนที่ thymidine หลังจาก BrdU เข้าไปแทนที่ 
thymidine ในนิวเคลียสแล้ว ตัวอย่างจะถูกคงที่ไว้และน าไปท าการแยกสายของดีเอ็นเอจากสายคู่ให้
กลายเป็นสายเดี่ยวและติดตามปริมาณ BrdU ด้วย Anti-BrdU antibody ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ 
peroxidase จากนั้นท าการใส่ซับสเตรทลงไป เพื่อให้เอนไซม์ท าการย่อยซับสเตรทจนสารละลาย
เปลี่ยนแปลงสี (Wright, Connon, and Springer, 2013)   น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 405 นาโนเมตร 

การเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว ์
การเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์ เป็นการน าเซลล์ที่มาจากเนื้อเยื่อของสัตว์หรือจากเซลล์ไลน์มา

เพาะเลี้ยงในสภาวะภายนอกร่างกาย เพื่อให้เกิดการเจริญเติบโต และเพิ่มจ านวนในภาชนะเพาะเลี้ยง
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ที่เป็นแก้วหรือพลาสติกบรรจุด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่จ าเพาะกับเซลล์แต่ละชนิด  การเพาะเลี้ยงเซลล์
แบ่งเป็น organ culture, explant culture และ cell culture ซึ่ง cell culture เป็นวิธีการ
เพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์ที่นิยมที่สุด โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ เนื่องจากเซลล์มีคุณสมบัติคงที่ 
และสามารถเพิ่มจ านวนเซลล์ได้ (กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007)  

ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 
1. อาหารเลี้ยงเซลล์ จะต้องมีสภาวะแวดล้อมที่ให้เซลล์อยู่รอด เจริญเติบโตและเพิ่มจ านวน โดย

มีหลายปัจจัยในอาหารที่เป็นองค์ประกอบ เช่น ระบบบัฟเฟอร์ ความหนืด ค่าความเป็นกรด-
ด่าง และสารอาหาร ซึ่งต้องพิจารณาให้มีความเหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง  

2. ก๊ า ซ  ก๊ า ซที่ จ า เ ป็ นต่ อก าร เจ ริ ญ เติ บ โ ตของ เซลล์ คื อ  ก๊ า ซออกซิ เ จนและก๊ า ซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007)   

การรักษาเซลล์เพาะเลี้ยง สามารถท าได้โดย  
1. การเปลี่ยนถ่ายอาหารเลี้ยงเซลล์ สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมสามารถส่งเสริมให้เซลล์เกิด

การเจริญ มีเมตาบอลิซึมและเกิด differentiation สารอาหารที่เพาะเลี้ยงเซลล์ จะถูกใช้

ไปหรือเสื่อมไปตามระยะเวลาการบ่มเลี้ยง ขณะเดียวกันก็ท าให้ metabolites สะสมอยู่

ในสารละลายอาหาร จึงควรมีการเปลี่ยนอาหารเพื่อให้มีสภาพแวดล้อมเหมาะสม 

โดยทั่วไปการเปลี่ยนอาหารมีจุดประสงค์อยู่ 3 ประการคือ 

1. เพื่อใส่สารอาหารที่จ าเป็น หรือสารอาหารที่มีปริมาณขาดแคลนและจ าเป็นต่อ

การเจริญเติบโตของเซลล ์

2. เพื่อก าจัดหรือเจือจาง metabolites ที่มีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ หรือสาร

ยับย้ังการเจริญของเซลล์ออกไป 

3. เพื่อช่วยปรับระดับ pH ในสารละลายอาหารไม่ให้เป็นกรดมากไป 

โดยความถี่ในการเปลี่ยนอาหารขึ้นอยู่กับชนิดของเซลล์ อัตราการเจริญและเมตาโบลิซึมของ
เซลล์ ความหนาแน่นของเซลล์ และปริมาณก๊าซในสภาวะการเลี้ยง (กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวล
อนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007)  

2. การถ่ายเลี้ยงเซลล์ไปสู่ภาชนะเลี้ยงใหม่ (subculture) เป็นวิธีการรักษาเซลล์ที่มีทั้งข้อดีและ
ข้อเสีย  ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ข้อดีและข้อเสียของการถ่ายเลี้ยงเซลล์ไปสู่ภาชนะเลี้ยงใหม่ (subculture)  
(กัลยาณี จริศรพีงศ์พันธ ์และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007) 

ข้อดี ข้อเสีย 

- เซลล์มีการเจริญได้จ านวนเซลล์มากขึ้น 

- เซลล์มีชนิดเดียวเป็น Homogeneity 
เมื่อท าโคลนนิ่ง 

- กระจายให้ได้เซลล์ที่เป็น replicate 
sample 

- เกิดการคดัเลือกเซลล์ที่เจริญรวดเร็ว 
และสูญเสียคุณสมบัติ 
differentiation 

- เซลล์มีพันธุกรรมไม่คงที ่และเกิด
ความเสียหายจากการ subculture  

- เซลล์มีอายุมากขึ้นหรือมี
ความสามารถในการถ่ายเลี้ยงลดลง 

 
การถ่ายเซลล์ไปยังภาชนะใหม่ นิยมใช้เอนไซม์ในการแยกเซลล์ เนื่องจากการเกาะจับกันของ

เซลล์แต่ละเซลล์ มีการเกาะจับกันด้วย glycoprotein เช่น cell adhesion molecules หรือ CAMs 
หรืออาจเป็นประเภทที่ต้องการ Ca2+ เช่น Cadherins การจับกันของเซลล์โดยโมเลกุลประเภทนี้ มี
ความไวต่อ chealating agent เช่น  EDTA นอกจากนี้ การจับกันของเซลล์ยังอาศัย  glycoprotein 
ประเภท fibronectin และ laminin ซึ่งมีความไวต่อเอนไซม์ย่อยโปรตีน การแยกให้เซลล์หลุดออก
จากการเกาะจับกันจึงสามารถท าได้โดยใช้เอนไซม์ย่อยโปรตีน เช่น ทริปซิน หรือ trypsin/EDTA 
(กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007) 

3. การเก็บเซลล์แช่แข็ง 
การเก็บเซลล์แช่แข็งเป็นวิธีที่สามารถเก็บเซลล์ได้นาน โดยไม่ท าให้คุณสมบัติของเซลล์เปลี่ยนไป 

กลไกการแช่แข็งเซลล์ เป็นการน าน้ าออกจากเซลล์ และการลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆในขั้นตอนการแช่
แข็ง ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญที่มีผลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์แช่แข็ง ดังนั้นการเก็บเซลล์แช่แข็งจึงต้อง
ค านึงถึง อัตราการท าให้เย็น ชนิดและความเข้มข้นของ cryoprotectant โดยทั่วไปเซลล์สามารถอยู่
รอดจากการแช่แข็งและการละลาย (thawing) ได้ด้วยสารป้องกันที่เรียกว่า cryoprotective agent 
เช่น glycerol หรือ DMSO ซึ่งมักใส่ประมาณ 5-10% (v/v) สารดังกล่าวมีผลต่อการแพร่ของสารผ่าน
เยื่อหุ้มเซลล์ คือท าให้น้ าออกจากเซลล์ขณะที่อุณหภูมิลดลง และสามารถลดจุดเยือกแข็งของ
สารละลายลง จึงท าให้น้ าถูกดึงออกจากเซลล์จนหมด ท าให้ไม่เกิดผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ที่อาจเป็น
อันตรายต่อเซลล์ได้ การเก็บเซลล์แช่แข็งมักเก็บในหลอดเล็กๆ (vial) และจุ่มในไนโตรเจนเหลว 
(กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007) 
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ปัจจัยที่ควรพิจารณาเพื่อเปลี่ยนอาหารในเซลล์เพาะเลี้ยง  

1. pH ของสารละลายอาหาร การพิจารณาการเปลี่ยนอาหารโดยดูค่า pH เป็นวิธีที่นิยมมาก 

โดย pH ของอาหารเป็นค่าที่ขึ้นกับปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และกรดแลคติค ซึ่งมีผล

ให้ pH ลดลงเมื่อบ่มเลี้ยงเซลล์เป็นเวลานาน การเปลี่ยนอาหารควรเปลี่ยนเมื่อ pH ของ

สารละลายมีค่า 6.8 คืออาหารมีสีเหลือง-ส้ม โดยก่อนเปลี่ยนควรสังเกตดูปริมาณเซลล์ใต้

กล้องด้วย เนื่องจากการฉีดคาร์บอนไดออกไซด์ที่มากเกินไปสามารถท าให้อาหารเป็นกรดได้ 

จึงควรตรวจดูให้แน่ใจว่าการลดลงของ pH เป็นผลมาจากเมตาโบลิซึมของเซลล์ที่เกิดจากการ

เจริญ 

2. สารยับยั้งการเจริญ เมตาโบลิซึมของเซลล์เพาะเลี้ยง ท าให้เกิดสารที่มีพิษต่อเซลล์ สะสมใน

สารละลายอาหาร  

3. สารที่จ าเป็นต่อการเจริญของเซลล์เพาะเลี้ยง  การขาดแคลนสารอาหารชนิดใดชนิดหนึ่ง 

โดยเฉพาะกรดอะมิโน ท าให้เซลล์ขาดการน าอาหารเข้าเซลล์อย่างเหมาะสม และเกิดเมตาโบ

ลิซึมได้ไม่ดี (กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007) 

การน าเซลล์แช่แข็งมาเพาะเลี้ยง 

การละลายเซลล์แช่แข็ง มีหลักปฏิบัติง่ายๆ โดยละลายน้ าแข็งอย่างรวดเร็วที่สุด อาจท าโดย
การจุ่มหลอดเซลล์แช่แข็งในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37°C พร้อมกับกวนเบาๆ ให้น้ าแข็งละลายหมด
ภายใน 1-5 นาที (กัลยาณี จิรศรีพงศ์พันธ์ และนวลอนงค์ จิระกาญจนากิจ, 2007) 
 



 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

1. ฟอยล ์(Aro, China) 
2. Serological pipette : 5 ml, 10 ml, 25 ml (Corning, USA) 
3. ขวดเลี้ยงเซลล์ : 25 cm2, 75 cm2 (Corning, USA) 
4. ทิป : 10 µl, 200 µl, 100 µl (Axygen, USA) 
5. Cryovial tube (Corning, USA) 
6. Autopipette (Corning, USA) 
7. แท่นวางหลอด (Autopack, USA) 
8. CO2 (สารสทิธิ์ออกซิเจน, Thailand) 
9. สไลด์นับเซลล์ (Haemacytometry) (Boeco, Germany) 
10. Polypropylene conical tube : 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 
11. พาราฟิล์ม (American National Can, USA) 
12. ตัวกรองขนาด 0.2 µm (Corning, USA) 
13. ถาดเลี้ยงเซลล์ : 6 well/plate, 12 well/plate, 96 well/plate (Corning, USA) 
14. ถาดส าหรับเตรียมเจลพรอ้มหวี (Bioer, China) 
15. ขวดรูปชมพู่  : 250 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
16. ขวดใส่สาร : 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 
17. บีกเกอร์ : 100 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
18. Magnetic stirrer (Agilent, USA) 
19. ช้อนตักสาร (Pyrex, USA) 
20. กระบอกตวง (Pyrex, USA) 
21. หลอดฉีดยา (Nipro, Japan)  
22. สไลด์ (Todoscan, China) 
23. Cover slip (Menzel-glaser, England) 
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เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 
1. Microcentrifuge tube : 200 µl, 1,500 µl (Bio-rad Elkay, USA) 
2. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow) 
3. Water bath (Major Science, Taiwan) 
4. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Hettichzentrifugen, Germany) 
5. เครื่องชั่งดิจิตอล (OHAUS, USA) 
6. เครื่องผสมสาร (vortex) (WiseMix, Korea) 
7. เครื่องวัดคา่การดดูกลืนแสง (Agilent, USA) 
8. อิเล็กโทรโฟริซิส (Bioer, China) 
9. เครื่อง polymerase chain reaction (Biometra, Germany) 
10. ไมโครเวฟ (Sharp, Japan) 
11. Storm 840 and ImageQuanNT software (Amersham, UK ) 
12. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ (Ta chang, Taiwan) 
13. ตู้อบควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
14. Vacaum pump  
15. เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-Rad, USA) 
16. กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (Motic, Germany) 
17. กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
18. เครื่องวัดคา่การดดูกลืนแสง (Microplate leader) (Dynex, USA)  
19. เครื่อง flow cytometry รุ่น FC500MPL (Beckman Coulter, USA) 
20. ตู้เย็น (Sharp, Japan) 
21. ตู้แช่แข็ง -20°C (Sander Inter Cool, Thailand) 
22. ตู้แช่แข็ง -80°C (New Brunswick scientific, USA) 
23. ตู้บ่มเลี้ยงเซลล์ (Thermo Scientific, USA) 
24. เครื่องวัดคา่ความเป็นกรดด่าง (Mettler Toledo, USA) 
25. เครื่อง stirrer (Thermo fisher scientific, USA) 
26. เครื่องฉายยูว ี(Uvitec, UK) 
27. เครื่องเขย่าสาร (Stovall, Georgia) 
28. เครื่องรันเจลบนสไลด์ (Amersham, UK) 
29. Horizontal Tank (Hoefer, USA) 
30. เครื่อง realtime PCR (Applied biosystems, USA) 

http://www.uvitec.co.uk/
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สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีทั่วไป 
1.1 Absolute ethanol (Merck, USA) 
1.2 Agarose-LE, ultrapure, molecular biology grade (USB, USA) 
1.3 Bromophenol blue (Sigma, USA) 
1.4 Chloroform (Merck, USA) 
1.5 Diethylpyrocarbonate (DEPC) (Sigma, USA) 
1.6 Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA) 
1.7 EDTA (Merck, USA) 
1.8 Ethidium bromide (Sigma, USA) 
1.9 Hydrochloric acid (Merck, USA) 
1.10 Isoproponol (Merck, USA) 
1.11 Low melting point agarose (USB, USA) 
1.12 SDS (BDH, England) 
1.13 Sodium hydroxide (Merck, USA) 
1.14 Tris-base (USB, USA) 
1.15 Trizol reagent (Invitrogen, USA) 
1.16 Trypan blue (Sigma, USA) 
1.17 Trypsin (Sigma, USA) 
1.18 25 base pair DNA ladder (Promega, USA) 
1.19 100 base pair DNA ladder (Promega, USA) 

 
2. สารเคมีที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 

2.1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose (Thermo, USA) 
2.2 Fetal bovine serum (Gibco, USA) 
2.3 Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, USA) 
2.4 100X penicillin/streptomycin (Gibco, USA) 
2.5 Sodium bicarbonate (Sigma, USA) 
2.6 Trypsin-EDTA (Gibco, USA) 
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3. สารเคมีส าหรับท า PCR 

3.1 10X PCR buffer (Qiagen, Germany) 
3.2 25 mM Magnesium chloride (Qiagen, Germany) 
3.3 10 mM deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Promega, USA) 
3.4 Oligonucleotide primer (Biodesign, Thailand) 
3.5 Hot start Taq DNA polymerase (Qiagen, Germany) 

 

4. สารเคมีส าหรับท า transfection 

4.1  Lipofectamine (Invitrogen, USA) 
4.2 Opti-MEM reduced serum medium (Gibco, USA) 
4.3 Stealth RNATM negative control medium CG duplex (Invitrogen, USA) 
4.4 20 nMol Stealth RNAiTM siRNA (Invitrogen, USA) 

 
5. สารเคมีที่ใช้ในการท า COMET assay 

5.1 Agarose-LE, ultrapure, molecular biology grade (USB, USA) 
5.2 Agarose-ME, ultrapure (USB, USA) 
5.3 PBS 
5.4 Lysis buffer 
5.5 TBE buffer 

 
6. ชุดสารเคมีส าเร็จรูปที่ใช้ในงานวิจัย 

6.1 FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis kit (Invitrogen, USA) 
6.2 RT premix (Bioneer, Korea) 
6.3 SsoFast TM  EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, USA) 
6.4 Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Roche, USA) 
6.5 CytoSelectTM 24-well cell Invasion Assay (Basement Membrane, 

Colorimetric Format) (Cell Biolabs, France) 

7. ตัวอย่างที่น ามาศึกษา 
เซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ (Head and neck cancer) HN4 และ HN12  
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8. โปรแกรมที่ใช้ในงานวิจัย  
8.1 Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA)  
8.2 Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/)  
8.3 BLOCK-iT™ RNAi Designer (Invitrogen, USA) 
8.4 COMET (Carl Zeiss, Germany) 

วิธีด าเนินการวิจัย 

งานวิจัยแบ่งออกเป็น 7 ส่วน ได้แก ่
1. การออกแบบ siRNA 
2. การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 
3. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการความเสียหายของดีเอ็นเอ

สายคู่ด้วยวิธ ีCOMET assay 
4. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการมีชีวติของเซลล์ด้วยวิธี 

MTT assay 
5. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยวิธี 

BrdU assay 
6. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อแอพอปโทซิสของเซลล์ด้วยวิธี 

annexin V–FITC/PI 
7. การศกึษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี 

Invasion assay 
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1. การออกแบบ siRNA 

การออกแบบ siRNA ใช้โปรแกรม BLOCK-iT™ RNAi Designer (Invitrogen, USA) โดยไปทีเ่ว็บ
ไซด์ https://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/ เมื่อเข้าสู่โปรแกรมแล้ว เลือก 
target design option เป็น Stealth RNAi™ siRNA  
1.1 ใส่ Accession number หรือ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CCNA1 ลงไป ดังภาพที่ 19 

 

ภาพที ่19 หน้าเวบไซด์ที่ใช้ในการออกแบบ siRNA 

1.2 เลือกต าแหน่งของยีนเพื่อเป็นเป้าหมายในการยับยั้งการแสดงออก 
1.3 เลือกฐานข้อมูลเพื่อท าการ BLAST 
1.4 ก าหนด %GC ที่ต้องการ จากนั้นคลิกปุ่ม RNAi Design ดังภาพที่ 20 

 
ภาพที ่20 การใช้งานหน้าเวบไซด์ที่ใช้ในการออกแบบ siRNA 

https://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/
https://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/setOption.do?designOption=stealth&pid=-224599621294704442
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1.5 เลือก siRNA ที่มีค่า rank มากที่สุด เพื่อประสิทธิภาพที่ดีที่สดุในการยับยั้งการแสดงออกของยีน  
จากนั้นกด continue ดงัภาพที ่21 
 

 

ภาพที ่21 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ CCNA1 siRNA ที่ได้จากโปรแกรม BLOCK-iT™ RNAi Designer 

1.6 หน้าเวบไซด์จะแสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ siRNA ที่เลือก จากนั้นกด Order online ดังภาพที่ 
22 

 
ภาพที ่22 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ siRNA ที่เลือกมาใช้ในงานวิจัย 

1.7 หน้าเวบไซด์จะแสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ siRNA ทั้ง sence และ antisence strand กด 
Save to Excel Spreadsheet ท าการส่งอีเมล์เพือ่ท าการสั่งซื้อต่อไป ดังภาพที ่23 
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ภาพที ่23 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ siRNA ทั้ง sence strand และ antisence strand 

2. การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 

2.1 เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ที่ใช้ในการศึกษา 
เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ที่ใช้ในการศึกษามีทั้งหมด 2 ชนิด คือ  

2.1.1 HN4 cells (Head and neck Cancer cell lines) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ
บริเวณลิ้น 

2.1.2 HN12 cells (Head and neck Cancer cell lines) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ
บริเวณต่อมน้ าเหลือง (วชัรพงษ์ ภกัดีชายแดน, 2013) 

เซลล์ไลน์ที่ใช้ในการศึกษา ไดร้ับความอนุเคราะห์จากศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านอนพูันธุ
ศาสตร์มะเร็งและโรคของมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

2.2.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์จากเซลล์แช่แข็ง 
 การเพาะเลี้ยงเซลล์จะท าในตู้ปลอดเชื้อ และใช้เทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique) ใน
การเพาะเลี้ยงเซลล์ เซลล์ที่น ามาเพาะเลี้ยงจะถูกเก็บแช่แข็งเพื่อรักษาสภาพเซลล์และท าให้เก็บเซลล์
ได้เป็นเวลานาน การน ากลับมาเพาะเลี้ยงใหม่ท าโดยการน าเซลล์ออกมาจากถังไนโตรเจนเหลว และ
ละลายน้ าแข็งอย่างรวดเร็ว โดยการจุ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37°C จากนั้นดูดพ่นให้เซลล์
กระจายเป็นเซลล์เดี่ยวๆ ถ่ายย้ายลงในขวดเลี้ยงเซลล์ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่
มี serum 10%V/V ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร น าเซลล์ไปบ่มเลี้ยงในตู้ที่มี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เพื่อ
ก าจัดหรือเจือจาง cryoprotective ที่ยังคงหลงเหลืออยู่และลดความเป็นพิษต่อเซลล์  
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2.2.2 การถ่ายเลี้ยงเซลล์ 
การถ่ายเลี้ยงเซลล์เพื่อน ามาใช้ในการทดลองและเพิ่มปริมาณเซลล์ ภายหลังจากการน าเซลล์

ที่แช่แข็งมาเพาะเลี้ยง ควรตรวจสอบเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นระยะๆ เมื่อพบว่าเซลล์มีการ
เจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนประมาณ 70-80% ของพื้นผิวขวดเลี้ยงเซลล์ ต้องท าการถ่ายเซลล์ไปยัง
ขวดเลี้ยงเซลล์ใหม่ โดยการ trypsinization เริ่มจากการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจนหมด ล้างผิว
เซลล์ด้วยสารละลาย PBS ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร เอียงให้ทั่วขวดเลี้ยงเซลล์หลายๆครั้ง แล้วดูด
สารละลาย PBS ทิ้ง (กรณีที่เซลล์เกาะผิวภาชนะเลี้ยงเซลล์อย่างแข็งแรง ควรล้างผิวเซลล์ด้วย
สารละลาย PBS อีกครั้ง) เติมเอนไซม์ทริปซินปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดเลี้ยงเซลล์ เอียงขวด
เลี้ ยงเซลล์ ไปมาให้ เอนไซม์ทริปซินคลุมทั่ วพื้นผิ ว เซลล์  น าขวดเลี้ ยง เซลล์ ไปบ่ม ในตู้ที่ มี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 5-10 นาที ระยะเวลาในการบ่มขึ้นอยู่กับชนิด
ของเซลล์ เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงในขวดเลี้ยงเซลล์เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ทริปซิน ดูดพ่นให้
เซลล์กระจายเป็นเซลล์เดี่ยวๆ แบ่งถ่ายเซลล์ไปเลี้ยงในขวดเลี้ยงเซลล์ใหม่ และน าเซลล์ไปบ่มเลี้ยงในตู้
เลี้ยงเซลล์ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C ตรวจดูการเจริญเติบโตของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์เพื่อถ่ายเลี้ยงเซลล์หรือหากพบว่าอาหารเลี้ยงเซลล์เปลี่ยนเป็นสีเหลืองควรท าการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ เมื่อมีปริมาณเซลล์เพียงพอจึงน าไปท าการทดลองต่อๆไป  หรือแบ่งเซลล์มาเก็บแช่
แข็งไว้ 

2.2.3 การเก็บเซลล์แช่แข็ง 
เมื่อต้องการเก็บเซลล์แช่แข็ง ให้ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจนหมด ล้างผิวเซลล์ด้วย

สารละลาย PBS ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร เอียงให้ทั่วขวดเลี้ยงเซลล์หลายๆครั้ง แล้วดูดสารละลาย PBS 
ทิ้ง (กรณีที่เซลล์เกาะผิวภาชนะเลี้ยงเซลล์อย่างแข็งแรง ควรล้างผิวเซลล์ด้วยสารละลาย PBS อีกครั้ง) 
เติมเอนไซม์ทริปซินปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดเลี้ยงเซลล์ เอียงขวดเลี้ยงเซลล์ไปมาให้เอนไซม์ 
ทริปซินคลุมทั่วพื้นผิวเซลล์ น าขวดเลี้ยงเซลล์ไปบ่มในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C 
เป็นเวลา 5-10 นาที ระยะเวลาในการบ่มข้ึนอยู่กับชนิดของเซลล์ เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ลงในขวดเลี้ยง
เซลล์เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ทริปซิน ดูดพ่นให้เซลล์กระจายเป็นเซลล์เดี่ยวๆ จากนั้นดูด
สารละลายเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 rpm 
เป็นเวลา 5 นาที เมื่อปั่นเหวี่ยงเสร็จ ดูดสารออกจนหมด เติมสารละลาย PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ดูดพ่นให้เซลล์กระจายเป็นเซลล์เดี่ยวๆ แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
อีกครั้ง หลังปั่นเหวี่ยงเสร็จ ดูดสารออกจนหมด เติม freezing media (90% serum+10% DMSO) 
ดูดพ่นเบาๆให้เซลล์กระจายเป็นเซลล์เดี่ยวๆ ดูดเซลล์ใส่ลงใน cryotube หลอดละ 1 มิลลิลิตร ระบุ
ชนิดของเซลล์และวันที่เก็บข้างหลอดให้ชัดเจน และปิดทับบริเวณรอยต่อของฝากับหลอดเก็บเซลล์
ด้วยพาราฟิล์ม ปริมาณของเซลล์ในแต่ละหลอดเก็บเซลล์ควรอยู่ที่ 1x106-1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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น า cryotube ใส่ในกล่องที่บรรจุ isopropyl alcohol ที่แช่อยู่ในตู้แช่แข็ง -80°C โดยแช่ cryotube 
เป็นเวลา 4-5 ชั่วโมงเพื่อให้อุณหภูมิค่อยๆลดลงอย่างช้าๆแล้วจึงย้าย cryotube ไปใส่ในถังบรรจุ
ไนโตรเจนเหลว 

2.3 การแปรผันความเข้มข้นของ siRNA 
เพาะเลี้ยงเซลล์ HN4 และ HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์แบบ 6 หลุม โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 

200,000 เซลล์ต่อหลุม ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ท า
การยับยั้งการแสดงออกของยีนด้วย siRNA โดยท าการแปรผันความเข้มข้นของ siRNA ที่ 10, 30, 50, 
70, 90 pmol และระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดต่อการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน เมื่อครบก าหนดเวลา เก็บเซลล์น ามาสกัดอาร์เอ็นเอ 

2.4 การน า siRNA เข้าสู่เซลล์โดยวิธี liposomal-based technique 
ภายหลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ HN4 และ HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์แบบ 6 หลุม โดยใช้เซลล์

เริ่มต้น 200,000 เซลล์ต่อหลุม ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็น DMEM ที่ไม่มียาปฏิชีวนะ ใส่ลงในหลุม หลุมละ 800 ไมโครลิตร 
จากนั้นท าการเตรียม  

2.4.1 Opti-MEM reduced serum medium 99 ไมโครลิตร + Lipofectamine 1 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที 

2.4.2 Opti-MEM reduced serum medium 99.5 ไมโครลิตร + 20 nMol CCNA1 
siRNA 0.5 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นสุดท้าย 10 pmol) 

ใช้ Stealth RNATM negative control medium CG duplex แทน CCNA1 siRNA เพื่อ
เป็นตัวควบคุมลบ 

หลังบ่มสารในข้อ 2.2.1 ครบ 15 นาที ผสมสารในข้อ 2.2.1 กับ 2.2.2 เข้าด้วยกัน บ่มที่
อุณหภูมิห้อง 15 นาที  เมื่อครบเวลาดูดสารทั้งหมดใส่ลงในหลุม เขย่าจานเลี้ยงเซลล์เบาๆ เพื่อให้ 
siRNA กระจายไปทั่วๆหลุม น าจานเลี้ยงเซลล์ใส่ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C 
เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลา เก็บเซลล์น ามาสกัดอาร์เอ็นเอ 

2.5 การสกดัอาร์เอ็นเอ  
ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากหลุม เติม TRIzol reagent ลงไปหลุมละ 1 มิลลิลิตร ผสม

จนกว่าจะใสด้วยไปเปต ดูดของเหลวทั้งหมดใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
5 นาที จากนั้นเติม chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงไป พลิกหลอดไปมาเป็นเวลา 15 วินาที 
บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 21,000 g เป็นเวลา 15 นาที ที่
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อุณหภูมิ 4°C เมื่อป่ันเสร็จจะเห็นสารแยกกันเป็น 2 ชั้น ดูดชั้นบน (upper layer) ใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม่ ท าการตกตะกอนอาร์เอ็นเอโดยเติม 100% isopropanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดไปมา บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C หลังปั่นเหวี่ยง อาร์เอ็นเอจะตกตะกอน
อยู่ก้นหลอด เทสารละลายส่วนในทิ้ง ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 75% ethanol ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 7,500 g เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C เทสารละลายส่วนในทิ้ง ปล่อยให้ตะกอนอาร์เอ็นเอ
แห้ง โดยสังเกตจากตะกอนอาร์เอ็นเปลี่ยนจากสีขาวขุ่นเป็นใส ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย DEPC 
water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 10 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร หรือเก็บที่อุณหภูมิ -80°C (Invitrogen, USA) 

2.6 การตรวจสอบปริมาณอาร์เอ็นเอ 
ตรวจสอบปริมาณอาร์เอ็นเอด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Agilent, USA) ที่ความยาว

คลื่น 260 นาโนเมตร โดยก่อนท าการวัดต้องท าการเตรียมตัวอย่างโดยดูดอาร์เอ็นเอ 1 ไมโครลิตรเจือ
จางด้วย DEPC water อัตราส่วน 1:100 ผสมให้เข้ากัน ดูดของเหลวทั้งหมดใส่ในคิวเวทท์ จากนั้นน า
คิวเวทท์ใส่ลงใน cuvette holder ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง บันทึกค่าที่ได้ น ามาค านวณความ
เข้มข้นของอาร์เอ็นเอ  

ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ (ng/ml) = OD260 x 40 ng/ml x dilution factor 

ค่า OD260/280 เป็นค่าที่บอกถึงความบริสุทธิ์ของอาร์เอ็นเอ ถ้ามีค่า ≥ 2.0 แสดงว่ามีการ
เจือปนของโปรตีน (Barbas et al., 2007) 

2.7 Reverse transcription 
การเปลี่ยนอาร์เอ็นเอเป็นซีดีเอ็นเอใช้ชุดสารเคมีส าเร็จรูป RT premix (Bioneer, Korea) 

โดยน าอาร์เอ็นเอมาเป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ ใช้อาร์เอ็นเอเริ่มต้น 5 ไมโครกรัมใน 
DEPC water ปรับปริมาตรรวมด้วย DEPC water ให้ได้ 9  ไมโครลิตรในหลอดขนาด 200 
ไมโครลิตร เติม Oligo(dT)18 primer 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นวาง
หลอดในอ่างน้ าแข็ง ระหว่างรอบ่ม เติม DEPC water ลงในหลอด RT-premix หลอดละ 10 
ไมโครลิตร ดูดอาร์เอ็นเอที่ผสมกับไพรเมอร์ใส่ในหลอด RT-premix น าเข้าเครื่องพีซีอาร์เพื่อ
สังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ ตั้งโปรแกรมที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 60 นาที เพื่อให้เครื่องท าการสังเคราะห์
ซีดีเอ็นเอ และอุณหภูมิ 94°C  เป็นเวลา 5 นาที เพื่อยับยั้งการสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ เมื่อสิ้นสุด
กระบวนการสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ จัดเก็บซีดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20°C หรือน าไปท าการทดลองต่อไป 
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2.8 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1, CCNA2, p53 
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน ด้วยเทคนิค real-time PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่

เฉพาะเจาะจงในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1, CCNA2, p53 และใช้ GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) เป็นยีนควบคุมภายใน (internal control) ซึ่ง
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ระบุในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ทีใ่ช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

Accession number ยีน ล าดับนิวคลีโอไทด ์(5’       3’) 
ENSG00000133101 
 
 
ENSG00000145386 
 
 
ENSG00000141510 
 
 
ENSG00000111640 

CCNA1 
 
 

CCNA2 
 
 

p53 
 
 

GAPDH 
 

Forward primer : ATTCATTAAGTGAAATTGTGC 
Reverse primer : CTTCCATTCAGAAACTTTTTG  
(Kitkumthorn et al., 2006) 
Forward primer : CAGAAAACCATTGGTCCCTC 
Reverse primer : CACTCACTGGCTTTTCATCTTC 
(Zhang et al., 2011) 
Forward primer : TAACAGTTCCTGCATGGGCGGC 
Reverse primer : AGGACAGGCACAAACACGCACC 
(Weglarz et al., 2006) 
Forward primer : AGGTCGGAGTCAACGACGGATTTG 
Reverse primer : GTGATGGCATGGACTGTGGT 
(Kitkumthorn et al., 2006) 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FGlyceraldehyde_3-phosphate_dehydrogenase&ei=FwQcVZX1NIae8QXZ1IGIBQ&usg=AFQjCNHFLovEEmwo3tnUKX-Et3EhrE487Q&bvm=bv.89744112,d.dGc
http://www.ensembl.org/id/ENSG00000145386
http://www.ensembl.org/id/ENSG00000141510
http://www.ensembl.org/id/ENSG00000111640
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ตารางที่ 3 สารที่ใช้ในการท า real-time PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 

ชนิดของสารเคม ี
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้าย  

(nM) 
1. SsoFastTMEvaGreen® Supermix  
2. 20 µM Forward CCNA1 primer 

          20 µM Reverse CCNA1 primer 
หรือ  
          20 µM Forward GAPDH primer 
          20 µM Reverse GAPDH primer 

3. H2O  
4. cDNA 

ปริมาตรรวม 

5 
0.1 
0.1 

 
0.1 
0.1 
3.8 
1 
10 

1X 
200 
200 

 
200 
200 

 
 

 

ตารางที่ 4 สารที่ใช้ในการท า real-time PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA2 

ชนิดของสารเคม ี
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้าย  

(nM) 
1. SsoFastTMEvaGreen® Supermix  
2. 20 µM Forward CCNA2 primer 

          20 µM Reverse CCNA2 primer 
หรือ  
        20 µM Forward GAPDH primer 
          20 µM Reverse GAPDH primer 

3. H2O  
4. cDNA 

ปริมาตรรวม 

5 
0.1 
0.1 

 
0.1 
0.1 
3.8 
1 
10 

1X 
200 
200 

 
200 
200 
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ตารางที่ 5 สารที่ใช้ในการท า real-time PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน p53 

ชนิดของสารเคม ี
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้าย  

(nM) 
1. SsoFastTMEvaGreen® Supermix  
2. 20 µM Forward p53 primer 

          20 µM Reverse p53 primer หรือ  
          20 µM Forward GAPDH primer 
          20 µM Reverse GAPDH primer 

3. H2O  
4. cDNA 

ปริมาตรรวม 

5 
0.1 
0.1 
0.1 
0.1 
3.8 
1 
10 

1X 
200 
200 
200 
200 

 
 

 
 
ตารางที่ 6 สภาวะที่ใชใ้นการท า real-time PCR  

ขั้นตอนการท า realtime PCR อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาท)ี 
1. Initial activation 
2. PCR cycle (40 รอบ) 
- Denaturation 
- Annealing/Extension 
3. Melt curve 

 
 

95 
 

95 
59 
95 

65-95 
(เพิ่มครั้งละ 0.5°C) 

2 นาที 
 

5 วินาที 
30 วินาที 
15 วินาที 
15 วินาที 
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2.9 การค านวณการแสดงออกของยีน CCNA1 ดว้ยวิธ ีΔΔCT 

การค านวณการแสดงออกของยีน จะวัดปริมาณแบบสัมพัทธ์ (relative quantification) 
โดยเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนในตัวอย่างต่างๆ โดย normalized กับยีนอ้างอิงซึ่งในที่นี้
คือ ยีน GAPDH และค านวณออกมาเป็นจ านวนเท่า ด้วยสูตร (Livak and Schmittgen, 2001) 

                                 

โดย ΔΔCT = ΔCT (CCNA1siRNA-GAPDHsiRNA) – ΔCT (CCNA1scramble siRNA –GAPDHscramble siRNA)  

หรือ ΔΔCT = ΔCT (CCNA1treat - GAPDHtreat) – ΔCT (CCNA1control – GAPDHcontrol) 

3. การศึกษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการความเสียหายของดีเอ็นเอ
สายคู่และการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอด้วยวิธี  neutral COMET assay 

เพาะเลี้ยงเซลล์ HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์ 6 หลุม โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 200,000 เซลล์ต่อหลุม 
ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ยับยั้งการแสดงออกของยีน 
CCNA1 เป็นเวลา  24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ฉายรังสี UV-C เป็นเวลา 25 นาที เก็บเกี่ยวเซลล์ที่เวลา 
0, 2, 4, 24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากฉายรังสี UV-C โดยการ trypsinize เซลล์ใส่ในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ล้างเซลล์ด้วย PBS buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 2 ครั้ง resuspend เซลล์ด้วย PBS buffer 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ดูดเซลล์มา 10 ไมโครลิตร น าไปนับจ านวนเซลล์ โดยในแต่ละตัวอยา่งต้อง
เตรียมเซลล์ให้มีความหนาแน่นประมาณ 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 µl/assay ผสมเซลล์ที่
นับได้กับ 1%low melting point agarose ในสารละลาย PBS ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ข้า
กันแล้วปิเปตลงบนสไลด์ที่เคลือบด้วย 1%agarose ในสารละลาย PBS (เตรียมล่วงหน้า 1 วัน) ปิดทับ
ด้วย coverslip ท าให้เจลแข็งตัวโดยน าสไลด์ใสใ่นตู้เย็นที่อุณหภูมิ 2-8°C เป็นเวลา 15 นาที น า 
coverslip ออก ปิเปต 1% agarose ในสารละลาย PBS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนสไลด์อีกชั้น 
ปิดทับด้วย coverslip ท าให้เจลแข็งตัวโดยน าสไลด์ใส่ในตู้เย็นที่อุณหภูม ิ 2-8°C เป็นเวลา 15 นาที 
น า coverslip ออก แชส่ไลด์ใน lysis buffer (30mM EDTA, 0.5%SDS pH 8.3) ที่อุณหภูมิ 43°C 
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ลา้งสไลด์ด้วย 1xTBE (90mM Tris base, 2mM EDTA, 90mM Boric acid pH 
8.5) 3 ครั้ง แช่สไลด์ใน 1xTBE ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าสไลด์ไปรันเจลอิเลกโทรโฟเรซิส
ที่ 18 volt 300 mA เป็นเวลา 25 นาท ี ย้อมสไลด์ด้วย 20 µg/ml ethidium bromide น าไป
วิเคราะห์ผลด้วยการถ่ายภาพภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์และวัดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ (Calini, Urani, 
and Camatini, 2002)  
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4. การศึกษาผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT 
assay 

เพาะเลี้ยงเซลล์ HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 10,000 เซลล์ต่อหลุม 
ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ยับย้ังการแสดงออกของยีน 
CCNA1 เป็นเวลา  24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ฉายรังสี UV-C เป็นเวลา 25 นาที เก็บเกี่ยวเซลล์ที่เวลา 
0, 2, 4, 24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากฉายรังสี UV-C โดยการเติม 5 mg/ml ของ MTT ลงในแต่ละ
หลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร น าถาดเลี้ยงเซลล์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้น เติม 
DMSO ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายผลึก formazan น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 540 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ และค านวณอัตราการมีชีวิตของเซลล์ด้วย
สูตร (Mandal et al., 2006) 

                
       

        
       

เมื่อ Asample คือ ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร ของเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA 
  Acontrol คือ ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ของเซลล์ที่ได้รับ scramble 

siRNA  

5. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการเพิม่จ านวนของเซลล์ด้วยวิธี 
BrdU assay 

เพาะเลี้ยงเซลล์ HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 10,000 เซลล์ต่อหลุม 
ในตู้ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ยับย้ังการแสดงออกของยีน 
CCNA1 เป็นเวลา  24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ฉายรังสี UV-C เป็นเวลา 25 นาที เก็บเกี่ยวเซลล์ที่เวลา 
0, 2, 4, 24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากฉายรังสี UV-C โดยการเติม BrdU labeling solution ลงในแต่
ละหลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร น าถาดเลี้ยงเซลล์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 2-24 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลา ดูดสารออกจากหลุม เติม FixDenat ลงไปหลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 15-25°C 
เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลา ดูดสารออกจากหลุม แล้วเติม anti-BrdU-POD working solution 
ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 15-25°C เป็นเวลา 90 นาที จากนั้น ล้างเซลล์ด้วย 
washing solution หลุมละ 200-300 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง เติม substrate solution หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 15-25°C ประมาณ 5-30 นาที จนกว่าสีจะเปลี่ยน น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Roche, USA) 
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6. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อแอพอปโทซิสของเซลล์ด้วยวิธี 
annexin V–FITC/PI 

เพาะเลี้ยงเซลล ์HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์ 6 หลุม โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 400,000 เซลล์ต่อหลุม ในตู้ที่
มีคาร์บอนไดออกไซด ์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ยับย้ังการแสดงออกของยีน 
CCNA1 เป็นเวลา  24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ฉายรังสี UV-C เป็นเวลา 25 นาที เก็บเกี่ยวเซลล์ที่เวลา 
48 ชั่วโมงหลังจากฉายรงัส ีUV-C โดยการใช ้scraper ขูดเซลล์ ออกจากพื้นผิวภาชนะเบาๆ และล้าง
เซลล์ด้วย PBS ที่เย็น น าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ ล้างเซลล์ด้วย PBS ที่เย็นอีกครัง้ ดูด
สารละลายทิ้ง resuspend เซลล์ด้วย 1X annexin-binding buffer ปริมาตร 200 ไมโครลติร ดูด
เซลล์มา 10 ไมโครลิตร เพื่อนับจ านวนเซลล์ โดยในแต่ละตัวอย่างต้องเตรยีมเซลล์ให้มีความหนาแน่น
ประมาณ 1x106 cell/ml  ปริมาตร 100 µl/assay เติม 5 ไมโครลติร ของ FITC annexin V 
(Component A) และ 1 ไมโครลิตร ของ 100 µg/mL PI working solution ลงใน 100 ไมโครลิตร
ของเซลล์แขวนลอย บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที หลังจากบ่ม เติม 400 ไมโครลิตรของ 1X 
annexin-binding buffer ผสมเบาๆ และเก็บตัวอย่างในน้ าแข็ง น าไปวเิคราะห์ผลด้วยเครื่อง flow 
cytometry (Invitrogen, USA) 

7. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี 
Invasion assay 
เพาะเลี้ยงเซลล์ HN12 ในถาดเลี้ยงเซลล์ 6 หลุม โดยใช้เซลล์เริ่มต้น 400,000 เซลล์ต่อหลุม ในตู้ที่

มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ยับยั้งการแสดงออกของยีน 
CCNA1 เป็นเวลา  24 ชั่วโมง ฉายรังสี UV เป็นเวลา 25 นาที หลังฉายรังสี UV-C trypsinize เซลล์ 
ใส่ลงใน upper chamber ที่อยู่ในถาดเลี้ยงเซลล์ 24 หลุม เก็บเกี่ยวเซลล์ที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจาก
ฉายรังสี UV-C เมื่อครบเวลา ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจาก upper camber ใช้ไม้พันส าลีเช็ดเซลล์ที่
ไม่รุกรานออกจากด้านในของ upper camber จนหมด ย้อมเซลล์ด้วย cell stain solution 
ปริมาตร 400 µl บ่มทีอุ่ณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น า upper camber มาล้างด้วยน้ ากลั่นหลายๆ
ครั้ง และตากให้แห้ง น าไปนับจ านวนเซลล์รุกรานภายใต้กล้องจุลทรรศน์หรือเติม extraction 
solution หลุมละ 200 µl บ่มบนเครื่องเขย่าสารที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ดูดสารใส่ในถาด
เลี้ยงเซลล์ 96 หลุม น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (Cell biolabs, 
USA) 

วิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีการทางสถิติโดยใช้โปรแกรม t-test (Microsoft Corporation, 
USA) 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และความจ าเพาะของ 
CCNA1 siRNA  

1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 

ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์สาย
พันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ HN4 และ HN12 โดยการแปรผันความเข้มข้นของ siRNA ระหว่าง 
10-90 pmol และระยะเวลาในการทรานสเฟก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง โดยเปรียบเทียบกับเซลล์
ที่ได้รับ scramble siRNA ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม ตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วย

เทคนิค Real time PCR และค านวณการแสดงออกของยีนด้วยวิธี ΔΔCT โดยใช้ GAPDH เป็น
ยีนอ้างอิง พบว่าการแสดงออกของยีนมีการเปลี่ยนไปตามตารางที่ 7 

ตารางที่ 7 การแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN4 ที่ได้รับ siRNA ที่ความเข้มข้นและ
ระยะเวลาที่แตกต่างกัน  

ความเข้มข้น siRNA 
(pmol) 

ระยะเวลา 
ในการทรานสเฟก 

(ชั่วโมง) 

การแสดงออกของยีน CCNA1 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

P-value 

10 
24 ลดลงเหลือ 0.96 เท่า P>0.05 
48 เพิ่มข้ึน 1.11 เท่า P>0.05 
72 ลดลงเหลือ 0.96 เท่า P>0.05 

30 
24 ลดลงเหลือ 0.87 เท่า P>0.05 
48 ลดลงเหลือ 0.81 เท่า  P>0.05 
72 ลดลงเหลือ 0.78 เท่า P>0.05 

50 

24 ลดลงเหลือ 0.89 เท่า P>0.05 
48 ลดลงเหลือ 0.85 เท่า P>0.05 
72 ลดลงเหลือ 0.71 เท่า  P<0.05* 

70 

24 ลดลงเหลือ 0.87 เท่า P>0.05 
48 ลดลงเหลือ 0.97 เท่า P>0.05 
72 ลดลงเหลือ 0.77 เท่า P<0.05* 
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ความเข้มข้น siRNA 
(pmol) 

ระยะเวลา 
ในการทรานสเฟก 

(ชั่วโมง) 

การแสดงออกของยีน CCNA1 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

P-value 

90 

24 เพิ่มข้ึน 1.15 เท่า P>0.05 
48 ลดลงเหลือ 0.9 เท่า P>0.05 
72 ลดลงเหลือ 0.75 เท่า P<0.05* 

 
ซึ่งความเข้มข้นของ siRNA และเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่มีผลท าให้การแสดงออกของยีน 

CCNA1 ลดลงมากที่สดุในเซลล์ HN4 คือที่ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลา 72 
ชั่วโมง พบว่าเซลล์ HN4 มีการแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเหลือ 0.71 เท่า 

(P<0.05*) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังภาพที่ 24 
 

 
ภาพที ่24 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN4 

ที่ได้รับ CCNA1 siRNA ที่สภาวะตา่งๆ ด้วยวิธ ีreal time PCR 
(ท าการทดลอง 3 ซ้ า) วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวธิี Independent t-test 

เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 
*    แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN12 พบว่าการแสดงออกของยีน
มีการเปลี่ยนไปตามตารางที่ 8 

ตารางที่ 8 การแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN12 ที่ได้รับ siRNA ที่ความเข้มข้นและ
ระยะเวลาที่แตกต่างกัน 

ความเข้มข้น siRNA 
(pmol) 

ระยะเวลา 
ในการทรานสเฟก 

(ชั่วโมง) 

การแสดงออกของยีน CCNA1 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

P-value 

10 

24 ลดลงเหลือ 0.51 เท่า P<0.05* 
48 ลดลงเหลือ 0.51 เท่า P<0.01** 
72 ลดลงเหลือ 0.13 เท่า P<0.05* 

30 

24 ลดลงเหลือ 0.33 เท่า P<0.001*** 
48 ลดลงเหลือ 0.31 เท่า P<0.001*** 
72 ลดลงเหลือ 0.11 เท่า P<0.05* 

50 

24 ลดลงเหลือ 0.54 เท่า P<0.05* 
48 ลดลงเหลือ 0.57 เท่า P<0.05* 
72 ลดลงเหลือ 0.1 เท่า P<0.05* 

70 

24 ลดลงเหลือ 0.26 เท่า P<0.001*** 
48 ลดลงเหลือ 0.39 เท่า P<0.001*** 
72 ลดลงเหลือ 0.13 เท่า P<0.05* 

90 

24 ลดลงเหลือ 0.59 เท่า P<0.001*** 
48 ลดลงเหลือ 0.46 เท่า P<0.01** 
72 ลดลงเหลือ 0.11 เท่า P<0.05* 

 
ซึ่งความเข้มข้นของ siRNA และเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่มีผลท าให้การแสดงออกของยีน CCNA1 

ลดลงมากที่สุดในเซลล์ HN12 คือที่ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 
พบว่าเซลล์ HN12 มีการแสดงออกของยีน CCNA1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเหลือ 0.1 เท่า 

(P<0.05*) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังภาพที่ 25 จึงเลือกใช้สภาวะนี้ในการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN12 ในการทดลองต่อๆไป  
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ภาพที ่25 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN12 

ที่ได้รับ CCNA1 siRNA ที่สภาวะตา่งๆ ด้วยวิธ ีreal time PCR 
(ท าการทดลอง 3 ซ้ า) วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวธิี Independent t-test 

เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 
*    แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.05 
**   แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.01 
*** แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.001 

 
เน่ืองจากในเซลล์ HN4 การแสดงออกของยีน CCNA1 มีการลดลงเหลือ 0.71 เท่า (P<0.05) 

ซึ่งลดลงเพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับในเซลล์ HN12 ที่การแสดงออกของยีนลงลงเหลือเพียง 0.1 

เท่า (P<0.05*) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม จึงเลือกใช้เซลล์ HN12 ในการท าการทดลองอื่นๆ
ต่อไป  
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1.2 การตรวจสอบความจ าเพาะของ CCNA1 siRNA  

ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของ CCNA1 siRNA ในเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ 
HN4 และ HN12 ว่ามีผลยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA2 และยีน p53 หรือไม่ โดย
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม ตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีน CCNA2 และยีน p53 ด้วยเทคนิค real time PCR และค านวณการแสดงออกของยีนด้วยวิธี 

ΔΔCT โดยใช้ GAPDH เป็นยีนอ้างอิง พบว่าภายหลังการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 
ด้วย CCNA1 siRNA การแสดงออกของยีน CCNA2 และยีน p53 ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในเซลล์สายพันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอทั้งสอง
สายพันธุ์ ดังภาพที่ 26 และภาพที่ 27 

 

 
ภาพที ่26 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA2 ในเซลล์ HN4 และ HN12 ที่ไดร้ับ 
CCNA1 siRNA ด้วยวิธี real time PCR วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Independent t-test 

เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 
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ภาพที ่27 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน p53 ในเซลล์ HN4 และ HN12 ที่ได้รับ CCNA1 
siRNA ด้วยวธิี real time PCR วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวธิี Independent t-test เปรียบเทียบ

ระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 
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2. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อความเสยีหายของดีเอ็นเอ
สายคู่ด้วยวิธี neutral COMET assay 

  จากการทดลองพบว่าภายหลังการฉายรังสี UV-C เซลล์ HN12 ที่ได้รับ CCNA1 siRNA มี
ความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ ในกลุ่ม

ควบคุมที่เวลา 0 (p<0.0001***), 2 (p<0.0001***), 4 (p=0.048*) และ 48 ชั่วโมง (p=0.005**) 
โดยมีค่า Tail moment สูงกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุม 8.59, 5.95, 2.21 และ 2.14 ตามล าดับ ดังภาพ
ที่ 28 

 
 

ภาพที ่28 ค่า Tail moment ซึ่งบอกถึงความเสียหายของดีเอ็นเอในเซลล์ HN12 ภายหลังการ 
ฉายรังสี UV-C ที่เวลาตา่งๆ โดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ยของ Tail moment ± SEM 

(วัดค่าจาก 50 เซลล์ต่อสไลด์ ท าการทดลอง 4 ซ้ า) 
วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวิธี Independent t-test 

เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 

*    แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.05 

** แสดงถึงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.01 

*** แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.001 
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3. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อระดับการมีชีวิตของเซลล์ด้วย
วิธี MTT assay 

จากการทดลองพบว่าภายหลังการฉายรังสี UV-C เซลล์ HN12 ที่ได้รับ CCNA1 siRNA มีระดับ
การมีชีวิตของเซลล์ลดลง 3.64%, 2.92% และ 3.03% ที่เวลา 0, 2 และ 4 ชั่วโมงหลังจากฉายรังสี 
UV-C และมีระดับการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้น 1.2% และ 2.03% ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง หลังจาก
ฉายรังสี UV-C แต่ผลการทดลองที่ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในทุกช่วงเวลาของ
การศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุม ดังภาพที่ 29 

 
ภาพที ่29 ความมีชวีิตของเซลล์ HN12 ภายหลังการฉายรังสี UV-C ที่เวลาต่างๆ  

(ท าการทดลอง 9 ซ้ า) วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวธิี Independent t-test 
เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 
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4. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการเพิม่จ านวนของเซลล์
ด้วยวิธี BrdU assay 

จากการทดลองพบว่าภายหลังการฉายรงัสี UV-C เซลล์ HN12 ที่ได้รับ CCNA1 siRNA มีการ

แบ่งเซลล์ลดลง 4.43%, 20.34% (P<0.05*) และ 19.64% (P<0.05*) ที่เวลา 0, 2 และ 4 

ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C และมีการแบ่งเซลล์เพิ่มขึ้น 5.66% และ 13.31% (P<0.05*) 
ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุม 
ดังภาพที่ 30 

 
ภาพที ่30 การเพิ่มจ านวนของเซลล์ HN12 ภายหลังการฉายรังส ีUV-C ที่เวลาต่างๆ 

(ท าการทดลอง 9 ซ้ า) วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวธิี Independent t-test 
เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 

*    แสดงถึงค่าความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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5. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการตายของเซลล์แบบแอ
พอพโทซิสด้วยวิธี annexin V–FITC/PI 

จากการทดลองพบว่าภายหลังการฉายรังสี UV-C เซลล์ HN12 ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับ
เซลล์ในกลุ่มควบคุมมีอัตราการตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิสไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ดังภาพที่ 31 

 

 
ภาพที ่31 เปอร์เซนต์การตายแบบแอพอพโทซิสของเซลล์ HN12 

ภายหลังการฉายรังสี UV-C 48 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบด้วย flow cytometry  
(ท าการทดลอง 2 ซ้ า) วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวธิี Independent t-test 

เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 
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6. การศึกษาผลของการยบัยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ต่อการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี 
Invasion assay 

จากการทดลองพบว่า เซลล์มีการรุกรานเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  39.88% 

(P<0.01**) ที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากฉายรังสี UV-C เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุมดัง
ภาพที่ 32 

 
ภาพที ่32 การรุกรานของเซลล์ HN12 ภายหลังการฉายรังสี UV-C ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

(ท าการทดลอง 3 ซ้ า) วิเคราะห์ผลทางสถิตดิ้วยวธิี Independent t-test 
เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับ CCNA1 siRNA กับเซลล์ที่ได้รับ scramble siRNA 

 
 

 



 

 

บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

อภิปรายผลการวิจัย 

จากการทดลองที่เลือกใช้เซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอมาท าการศึกษา เนื่องจากในเซลล์ทั้ง 2 
ชนิดนี้ ไม่พบการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 (วัชรพงษ์ ภักดีชายแดน, 2013) 
ดังนั้นการเกิดเป็นมะเร็งของเซลล์ทั้ง 2 ชนิดจึงไม่ได้เกิดจากความผิดปกติของยีน CCNA1 และที่เลือก
ท าการศึกษาในเซลล์มะเร็งเนื่องจากอ้างอิงกับงานวิจัยของ Xu, Zhao และคณะ โดยในงานวิจัยของ 
Xu และคณะ (2002) ได้ท าการทดสอบคุณสมบัติการเป็นยีนต้านมะเร็งของยีน PTEN ในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวสายพันธุ์เจอร์แคท โดยพบว่าการแสดงออกของยีน PTEN ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์ ชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบแอพอพโทซิส ลดขนาดของเซลล์และท าให้เซลล์มีความไวต่อการ
กระตุ้นให้เกิดการตายอบบแอพอพโทซิส ส่วนในงานวิจัยของ Zhao และคณะ (2011) ได้ค้นพบยีน
ต้านมะเร็งยีนใหม่จากการทดลองในเซลล์มะเร็งตับ โดยการยับยั้งการแสดงออกของยีน LZAP ด้วย 
siRNA ในเซลล์มะเร็งตับ HepG2 แล้วพบว่าเซลล์ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน LZAP มีการแบ่ง
เซลล์และการสร้างโคโลนีเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุม และในเซลล์ HepG2 ที่ถูก
อินเฟ็กด้วย adenovirus LZAP เซลล์มีการรุกรานและแพร่กระจายลดลง  

ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์สาย
พันธุ์มะเร็งศีรษะและล าคอ HN4 และ HN12 โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real- 
time PCR พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN4 
คือ ที่ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลาในการทรานสเฟก 72 ชั่วโมง ส่งผลให้
เซลล์ HN4 มีการแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเหลือ 0.71 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม ส่วนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN12 
คือ ที่ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลาในการทรานสเฟก 72 ชั่วโมง ส่งผลให้
เซลล์ HN12 มีการแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเหลือ 0.1 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคมุ เมื่อเปรียบเทียบผลของ siRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนในเซลล์ทั้ง 2 สายพันธุ์ 
จะเห็นว่าในเซลล์ HN4 การแสดงออกของยีน CCNA1 ลดลงเหลือ 0.71 เท่า ซึ่งลดลงเพียงเล็กน้อย
เมื่อเปรียบเทียบกับในเซลล์ HN12 ที่การแสดงออกของยีนลดลงเหลือเพียง 0.1 เท่า เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม และความเข้มข้นนี้ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เมื่อตรวจสอบด้วยวิธี MTT assay จึงเลือกใช้
เซลล์ HN12 ในการท าการทดลองอื่นๆต่อไป ซึ่งการที่ระดับการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ 
HN4 มีการลดลงน้อยกว่าเมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีนที่สภาวะดียวกันกับในเซลล์ HN12 อาจเป็น
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ผลมาจากการที่เซลล์ทั้ง 2 ชนิด มาจากอวัยวะคนละส่วนของร่างกาย กลไกต่างๆในเซลล์แต่ละชนิด 
แต่ละเนื้อเยื่อจึงแตกต่างกัน ซึ่งอาจส่งผลต่อการยับยั้งการแสดงของยีนได้  และการที่ระดับการ
แสดงออกของยีน CCNA2 และยีน p53 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อทรานสเฟ็กด้วย CCNA1 siRNA เข้า
สู่เซลล์ เป็นการยืนยันว่า siRNA ที่ท าการออกแบบมีความจ าเพาะต่อยีน CCNA1 เพียงยีนเดียวและ
การยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ไม่ส่งผลตอ่การแสดงออกของยีน CCNA2 และยีน p53  

การเลือกกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วยการฉายรังสี UV-C ภายหลังการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน เนื่องจากการที่คิดว่ายีน CCNA1 เป็นยีนต้านมะเร็ง การที่ยีนต้านมะเร็งจะท างาน
ได้ ก็ต่อเมื่อเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอขึ้นภายในเซลล์ และการเลือกฉายรังสี UV-C เป็นเวลา 25 
นาที เน่ืองจากได้ท าการแปรผันระยะเวลาในการฉายรังสี UV-C ที่เวลา 10, 15, 20, 25, 30, 35 และ 
60 นาทีแล้วพบว่าที่เวลา 25 นาที รังสี UV-C สามารถกระตุ้นให้เซลล์มีระดับความมีชีวิตของเซลล์
เพิ่มขึ้นสูงที่สุดเมื่อตรวจสอบด้วยวิธี MTT assay ซึ่งการฉายรังสี UV-C เหนี่ยวน าให้เกิดการแตกหัก
ของดีเอ็นเอสายคู่ โดยท าให้เกิด reactive oxygen species ขึ้น ส่งผลให้เกิดความเสียหายของดีเอ็น
เอสายคู่ (Rolfsmeier, Laughery, and Haseltine, 2010)   เมื่อตรวจสอบความเสียหายของดีเอ็น
เอสายคู่ในเซลล์ HN12 ด้วยวิธี neutral COMET assay ภายหลังการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
CCNA1 และกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วยการฉายรังสี UV-C พบว่าที่เวลา 0, 2, 4 และ 
48 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C เซลล์ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1  มีความเสียหาย
ของดีเอ็นเอสายคู่มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในกลุ่มควบคุม ซึ่งผลการ
ทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของ Muller-Tidow และคณะ (2004) ที่พบว่ายีน CCNA1 มีบทบาทที่
ส าคัญในการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ที่เกิดจากการฉายรังสี โดยกระตุ้นให้ เกิดการ
ซ่อมแซมสายดีเอ็นเอผ่านกระบวนการ non-homologous end-joining ดังนั้นในเซลล์ที่ไม่มีการ
แสดงออกของยีน CCNA1 จึงพบความเสียหายของดีเอ็นเอที่มากกว่าในเซลล์ที่มีการแสดงออกของยีน 
CCNA1 และจากการทดลองที่พบว่าเมื่อเวลาผ่านไปเซลล์มีความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ค่อยๆ
ลดลง ซึ่งอาจเกิดจากผลของการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ที่ยังมีการแสดงออกของยีน
หลงเหลืออยู่ 0.1 เท่า ที่ท าหน้าที่ในการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหายหรืออาจเกิดจากกระบวนการ
ซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอกลไกอื่นๆภายในเซลล์ร่วมด้วย 

การตรวจสอบความมีชีวิตของเซลล์ HN12 ด้วยวิธี MTT assay ภายหลังการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน CCNA1 และกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วยการฉายรังสี UV-C พบว่า
เซลล์มีระดับความมีชีวิตของเซลล์ลดลงที่เวลา 0, 2 และ 4 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C ส่วนที่
เวลา 24 และ 48 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C เซลล์มีระดับความมีชีวิตของเซลล์เพิ่มขึ้นแต่ผล
การทดลองที่ได้ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ท าให้ไม่สามารถ
บ่งบอกได้ว่าระดับการแสดงออกของยีน CCNA1 ที่ลดลงส่งผลต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล์หรือไม่ 
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ดังนั้นจึงท าการทดลองเพิ่มเติมโดยการตรวจสอบการเพิ่มจ านวนของเซลล์  HN12 ด้วยวิธี BrdU 
assay พบว่าเซลล์มีการแบ่งเซลล์ลดลงที่เวลา 0, 2 (P<0.05)  และ 4 (P<0.05)  ชั่วโมง และมีการ
แบ่งเซลล์เพิ่มขึ้นที่เวลา 24, 48 (P<0.05) ชั่วโมง ภายหลังการฉายรังสี UV-C ซึ่งการที่เซลล์มีการแบ่ง
เซลล์ลดลงที่เวลา 0, 2 และ 4 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C สัมพันธ์กับความเสียหายของดีเอ็น
เอที่เกิดขึ้นจากการตรวจสอบด้วยวิธี COMET assay เมื่อมีความเสียหายของดีเอ็นเอเกิดขึ้น วัฎจักร
ของเซลล์จะหยุดลงเพื่อให้มีการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย โดยยีน p53 ซึ่งเมื่อ p53 ถูกกระตุ้นจะท า
ให้เกิดการ transcription ของยีน p21 ซึ่งเป็น CDK inhibitor ที่ท าหน้าที่ในการยับยั้ง complex 
ของ cyclin/CDK ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญในวัฏจักรของเซลล์ ท าให้วัฏจักรของเซลล์หยุดลงและ
เกิดกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย (Pellegata et al., 1996) ที่พบว่าที่เวลา 24, 48 
(P<0.05) ชั่วโมง ภายหลังการฉายรังสี UV-C แล้วเซลล์มีอัตราการแบ่งเซลล์เพิ่มขึ้น เป็นผลมาจาก
การยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 การที่ไม่มียีน CCNA1 มากระตุ้นกลไกการซ่อมแซมความ
เสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ เซลล์ที่เสียหายจึงไม่ได้รับการซ่อมแซม ท าให้เกิดความผิดพลาดในการ
จ าลองดีเอ็นเอ จนน าไปสู่การเป็นพัฒนาเป็นมะเร็งได้ในที่สุด  

ผลการตรวจสอบการตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิสด้วยวิธี annexin V–FITC/PI ภายหลัง
การยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วยการฉายรังสี 
UV-C พบว่าภายหลังการฉายรังสี UV-C 48 ชั่วโมง เซลล์ HN12 ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน 
CCNA1 มีการตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิสลดลง แต่ผลการทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ การที่เซลล์มีแนวโน้มที่มีการตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิสลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับการ
แบ่งเซลล์ จะเห็นว่าเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการแบ่งเซลล์ การที่เซลล์มีการตายของเซลล์แบบแอ
พอพโทซิสลดลงจึงส่งผลให้เซลล์มีการแบ่งเซลล์เพิ่มขึ้น 

ในส่วนของการตรวจสอบการรุกรานของเซลล์ด้วยวิธี Invasion assay ภายหลังการยับยั้ง
การแสดงออกของยีน CCNA1 และกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วยการฉายรังสี UV-C พบว่า
เซลล์ HN12 ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 มีการรุกรานของเซลล์เพิ่มขึ้น 39.88% เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่ายีน CCNA1 มีผลต่อการรุกรานของเซลล์ 
ซึ่งการรุกรานของเซลล์หรือเนื้อเยื่อข้างเคียงเป็นคุณสมบัติอย่างหนึ่งของการเป็นเซลล์มะเร็ง ใน
งานวิจัยของ Wegial และคณะ (2008) พบว่า CCNA1 ควบคุมการแสดงออกของยีน MMP2 ซึ่งอยู่
ในกลุ่ม  matrix metalloproteinase (MMP) ที่ผลิตเอนไซม์ matrix metalloproteinase มาย่อย
สลายโปรตีนเมทริกซ์ซึ่งได้แก่ collagen type IV ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของ basement 
membranes  จึงส่งผลต่อการรุกรานและการแพร่กระจายของเซลล์ นอกจากนี้ยีน MMP2 ยังมี
บทบาทที่ส าคัญในการพัฒนาของเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ (Chien et al., 2013) ผลการทดลองที่
ได้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kitkumthorn และคณะ (2006) ที่พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพร

https://en.wikipedia.org/wiki/Matrix_metalloproteinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Matrix_metalloproteinase
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โมเตอร์ของยีน CCNA1 เพิ่มมากขึ้นตามระยะความรุนแรงของโรค โดยพบสูงถึง 93.3% ในมะเร็ง
ปากมดลูกระยะที่มีการลุกลาม ซึ่งการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนส่งผลให้ยีนมีระดับ
การแสดงออกที่ลดลง (Du et al., 2012)  

สรุปผลการวิจัย 

จากการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วย
การฉายรังสี UV-C แล้วพบว่าเซลล์ HN12 ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 มีความเสียหาย
ของดีเอ็นเอสายคู่มากกว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุม ผลการทดลองที่ได้ เป็นการยืนยันบทบาทใน
กระบวนการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ของยีน CCNA1 

การยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และกระตุ้นให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายด้วยการ
ฉายรังสี UV-C ไม่มีผลต่อระดับความมีชีวิตของเซลล์ HN12 ส าหรับการศึกษาคุณสมบัติการเป็นยีน
ต้านมะเร็งของ CCNA1 โดยการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และตรวจสอบคุณสมบัติความ
เป็นมะเร็งของเซลล์ ซึ่งได้แก่ การแบ่งเซลล์ การตายของเซลล์แบบแอพอพโทซิสและการรุกรานของ
เซลล์ ซึ่งจากการทดลองพบว่าภายหลังการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และกระตุ้นให้เซลล์
เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ด้วยการฉายรังสี UV-C  เซลล์ HN12 ที่ถูกยับยั้งการแสดงออก
ของยีน CCNA1 มีการแบ่งเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติภายหลังการฉายรังสี UV-C ที่เวลา  2 
และ 4 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C และมีการแบ่งเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 
48 ชั่วโมงภายหลังการฉายรังสี UV-C แต่การยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 ไม่มีผลต่อการตาย
ของเซลล์แบบแอพอพโทซิส ในส่วนของการรุกรานของเซลล์พบว่าเซลล์มีการรุกรานเพิ่มขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากฉายรังสี UV-C จากผลการทดลองทั้งหมดท าให้สรุปได้ว่า
ยีน CCNA1 มีบทบาทในการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอสายคู่ และเป็นยีนต้านมะเร็งใน
เซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ HN12 

ข้อเสนอแนะ 
1. ควรท าการทดลองในเซลล์ปกติ เน่ืองจากเซลล์ที่น ามาท าการศึกษาเป็นเซลล์มะเร็งอยู่

แล้ว จึงท าให้เห็นผลภายหลังการยับย้ังการแสดงออกของยีนได้ไม่ชัดเจน 
2. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน ควรตรวจสอบในระดับโปรตีนด้วย เนื่องจากการ 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real-time PCR เป็นการตรวจสอบในระดับอาร์เอ็นเอ ซึ่งการ
ที่ระดับของเอ็มอาร์เอ็นเอลดลง อาจยังมีโปรตีนหลงเหลืออยู่ในภายในเซลล์  

3. ควรท าการยับยั้งการแสดงออกของยีนแบบถาวรร่วมดว้ย เพื่อให้สามารถติดตามผลไดใ้น 
ระยะยาว
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ภาคผนวก ก 

การเตรยีมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

การเตรยีม Dulbecco’ s Modififed Eagle’s Medium (DMEM) 

- DMEM high glucose     15.6  กรัม 

- NaHCO4      3.7  กรัม 

- Penicillin/Streptomycin    10  มิลลิลิตร 

ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7.2 เสร็จแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 
1,000 มิลลิลิตร น าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอหรือกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 
ไมโครเมตร เก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 2-4°C  

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM+10%FBS) 

- Dulbecco’ s Modififed Eagle’s Medium  900  มิลลิลิตร 

- Fetal Bovine Serum    100  มิลลิลิตร 
เก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 2-4°C 

การเตรียม Phosphate Buffer Saline (PBS) 

- NaCl       8.0  กรัม 

- KCl       0.203  กรัม 

- NaHPO4.2H2O      0.77  กรัม 

- KH2PO4      0.19  กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7.2 เสร็จแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 
1,000 มิลลิลิตร น าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอหรือกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 
ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 

 

 

 

 



 

 

78 

การเตรียม 10X TBE buffer ส าหรับรันเจล 

- Tris base      107.78  กรัม 

- EDTA       9.3  กรัม 

- Boric acid      55  กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร การให้ความร้อนจะช่วยท าให้สารสามารถละลายได้ง่าย
ขึ้น 

การเตรียม TE buffer ส าหรับละลายไพรเมอร์ 

- 1 M Tris base      1  มิลลิลิตร 

- 0.5 M EDTA      0.2  มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร น าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอหรือ
กรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร  

การเตรียม 1 M Tris base pH 8.0 

- Tris base      12.11  กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 90 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 8.0 ด้วย Conc. HCl 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร 

การเตรียม 0.5 M EDTA pH 8.0 
- EDTA       18.61  กรัม 

ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 90 มิลลิลิตร ค่อยๆเติมเกล็ด NaOH ลงไป จนกว่า EDTA จะละลาย
จนหมด ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 8.0 ด้วย NaOH  ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 100 
มิลลิลิตร 

การเตรียม 2% agarose gel 

- agarose gel      2  กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปให้ความร้อน จนเจลละลายเป็นเนื้อดียวกัน เท
เจลลงในถาดส าหรับใส่เจล 
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การเตรียม 3-(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

- MTT       25  มิลลิกรัม 
ละลายด้วย PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วยการกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 
ไมโครเมตร เก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 2-4°C 

การเตรียม DEPC water 

- Diethylpyrocarbonate (DEPC)    1  มิลลิลิตร 
เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 ลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ระหว่างการบ่ม เขย่าเป็น
ระยะ จนกระทั่งสารเข้ากันเป็นเน้ือเดียวกัน น าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ 

การเตรยีม 1X TBE buffer pH 8.5 ส าหรับ comet assay 

- Tris base      10.9 กรัม 

- EDTA       0.74 กรัม 

- Boric acid      5.56 กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่น ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 8.5 ด้วย Conc. HCl หรือ NaOH ท าการปรับ
ปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 

การเตรียม lysis solution pH 8.3 

- EDTA       11.17 กรัม 

- SDS       5 กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่น ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 8.3 ด้วย Conc. HCl หรือ NaOH ท าการปรับ
ปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารเคมีส าหรับท า Annexin V/FITC assay 
1. การเตรียม 1X annexin-binding buffer 

- เตรียมโดยดูด 1 มิลลิลิตร ของ 5X annexinbinding buffer (Component C) + 4 

มิลลิลิตร ของ deionized water 

2. การเตรียม 100 µg/mL working solution of PI 

- เตรียมโดยดูด 5 ไมโครลิตร ของ 1 mg/mL PI stock solution (Component B) + 

45 ไมโครลิตร ของ 1X annexin-binding buffer (ในข้อ 1) 



 

 

80 

การเตรยีมสารเคมีส าหรบัท า BrdU assay 

1. การเตรียม BrdU labeling solution 

- เตรียมโดยดดู 1 มิลลิลิตร ของ BrdU labeling reagent ผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 

มิลลิลิตร 

2. การเตรียม anti-BrdU-POD working solution 

- เตรียมโดยดูด 100 ไมโครลิตรของ anti-BrdU-POD stock solution ผสมกับ 

antibody dilute solution ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

3. การเตรียม washing solution 
เตรียมโดยดดู 10 มิลลิลิตรของ washing buffer ผสมกับน้ ากลั่น 90 มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ภาคผนวก ข 

1. ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 และ
ความจ าเพาะของ CCNA1 siRNA  

1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน CCNA1 

ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 24 ชั่วโมงในเซลล์ HN4 

ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA1 

Scramble siRNA 20.03 25.76 

10 20.01 24.81 

30 19.3 25.25 

50 19.37 26.06 

70 18.45 25.15 

90 18.94 24.48 

ตารางที่ 9 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA1 ในเซลล์ HN4 ภายหลังทรานสเฟ็กดว้ย 
CCNA1 siRNA 24 ชั่วโมง 
ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 48 ชั่วโมงในเซลล์ HN4 

ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA1 

Scramble siRNA 19.55 25.49 

10 17.07 23 

30 17.48 23.88 

50 17.56 23.86 

70 17.52 23.65 

90 17.28 23.5 

ตารางที่ 10 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA1 ในเซลล์ HN4 ภายหลังทรานสเฟ็กดว้ย 
CCNA1 siRNA 48 ชั่วโมง 
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ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 72 ชั่วโมงในเซลล์ HN4 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA1 

Scramble siRNA 18.69 27.96 

10 17.64 26.97 

30 17.71 27.35 

50 17.53 27.3 

70 17.54 27.19 

90 17.54 27.23 

ตารางที่ 11 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA1 ในเซลล์ HN4 ภายหลังทรานสเฟ็กดว้ย 
CCNA1 siRNA 72 ชั่วโมง 
 
ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 24 ชั่วโมงในเซลล์ HN12 

ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA1 

Scramble siRNA 17.24 27.16 

10 15.78 26.7 

30 15.43 26.97 

50 15.7 26.55 

70 15.58 27.51 

90 15.91 26.6 

ตารางที่ 12 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA1 ในเซลล์ HN12 ภายหลังทรานสเฟ็กด้วย 
CCNA1 siRNA 24 ชั่วโมง 
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ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 48 ชั่วโมงในเซลล์ HN12 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA1 

Scramble siRNA 16.71 27.53 

10 16.22 28.07 

30 15.66 28.2 

50 16.11 27.74 

70 15.76 27.95 

90 15.07 27.02 

ตารางที่ 13 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA1 ในเซลล์ HN12 ภายหลังทรานสเฟ็กด้วย 
CCNA1 siRNA 48 ชั่วโมง 
 

ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 72 ชั่วโมงในเซลล์ HN12 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA1 

Scramble siRNA 19.72 29.79 

10 17.5 30.48 

30 17.82 31.1 

50 17.53 30.96 

70 17.27 30.3 

90 17.14 30.49 

ตารางที่ 14 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA1 ในเซลล์ HN12 ภายหลังทรานสเฟ็กด้วย 
CCNA1 siRNA 72 ชั่วโมง 
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1.2 การตรวจสอบความจ าเพาะของ CCNA1 siRNA 

ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 72 ชั่วโมงในเซลล์ HN4 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA2 

Scramble siRNA 17.42 23.61 
50 17.09 23.13 

ตารางที่ 15 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA2 ในเซลล์ HN4 ภายหลังทรานสเฟ็กดว้ย 
CCNA1 siRNA 72 ชั่วโมง 
 

ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 72 ชั่วโมงในเซลล์ HN12 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH CCNA2 

Scramble siRNA 17.56 25.05 
50 16.68 23.83 

ตารางที่ 16 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ CCNA2 ในเซลล์ HN12 ภายหลังทรานสเฟ็กด้วย 
CCNA1 siRNA 72 ชั่วโมง 
 

ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 72 ชั่วโมงในเซลล์ HN4 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH p53 

Scramble siRNA 18.17 20.2 
50 17.57 19.65 

ตารางที่ 17 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ p53 ในเซลล์ HN4 ภายหลังทรานสเฟ็กด้วย CCNA1 
siRNA 72 ชั่วโมง 
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ความเข้มข้นของ CCNA1 siRNA 50 pmol ระยะเวลาในการทรานสเฟ็ก 72 ชั่วโมงในเซลล์ HN12 
ความเข้นข้นของ siRNA 

(pmol) 

ค่า Ct 

GAPDH p53 

Scramble siRNA 17.99 19.9 
50 17.5 19.82 

ตารางที่ 18 แสดงคา่ Ct ของยีน GAPDH และ p53 ในเซลล์ HN12 ภายหลังทรานสเฟ็กดว้ย 
CCNA1 siRNA 72 ชั่วโมง 
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