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 Receptor for advanced glycation end products ( RAGE)  เปนโมเลกุลท่ีอยูท่ีผิวเซลล
สามารถจับกับ ligands ไดหลายชนดิ การแสดงออกเพ่ิมข้ึนของ RAGE เกี่ยวของกับการเกิด
พยาธิสภาพหลายอยาง เชน โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคเบาหวาน และโรคมะเร็ง การสง
สัญญาณของ RAGE เขาสูเซลลมีผลตอการเปล่ียนแปลงไปของเซลลมะเร็งในหลายรูปแบบ 
เชน mRNA ของ RAGE นั้นเกิด alternative splicing  ทําใหมี mRNA RAGE หลากหลาย
รูปแบบซ่ึง มีรูปแบบหนึ่งท่ีมีช่ือวา soluble RAGE คาดวาสามารถแยงจับ ligand และลดกลไก
การเกิดมะเร็งได เราสนใจจะแยก RAGEv1 ดวย RT-PCR และโอนถายยีน RAGEv1 เขาไปยัง 
HepG2 เพื่อตรวจวดัการแสดงออกของ NF-kB และ TNF-alpha ผลท่ีไดคือเซลลมะเร็ง HepG2 
มีคาเฉล่ียของการแสดงออกของ NF-kB และ TNF-alpha ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับ
กลุมเซลลท่ีไมไดถายโอนยนี RAGEv1 เขาไป เม่ือถายโอนยีน RAGEv1 4 ความเขมขน  
พบวาท่ีความเขมขนท่ี 8 μg/mL แสดงผลการยับยั้งการแสดงออกของ NF-kB และ TNF-alpha 
อยางมีนัยสําคัญ  
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            Receptor for advanced glycation end products (RAGE) is a member of the 
immunoglobulin superfamily of  cell surface molecules and engages diverse ligands. RAGE 
up-regulation is implicated in numerous pathological states including vascular disease, 
diabetes, and cancer. The expression of  the receptor for advanced glycation end products 
(RAGE) has an impact on the mechanisms giving  rise to characteristic features of  various 
cancer cells. mRNA of  RAGE have a alternative splicing result in all variant of  RAGE that 
soluble RAGE variant 1 (RAGEv1) is a one of isoform of RAGE may neutralize the ligand 
and decline mechanism promoting cancer. We are interested  in purified RAGEv1 by RT-PCR 
and cloning, Then transfected RAGEv1 into  HepG2, Screening expression  of  NF- kB and 
TNF. Moreover, checked  the transfection by analyzing the expression of  RAGE gene and 
RAGEv1 protein with western blot. Result of  the transfection, we found significantly 
decreased expression of  NF-kB and TNF-alpha. 
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        บทท่ี  1 

      บทนํา 

ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
   มะเร็ง คือ กลุมของโรคท่ีเกิดเนื่องจากเซลลของรางกายมีความผิดปกติท่ี DNA หรือสาร
พันธุกรรมสงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโต มีการแบงตัวเพื่อเพ่ิมจํานวนเซลลรวดเร็วและมากกวา
ปกติ ดังนัน้จึงทําใหเกดิกอนเนื้อผิดปกติและในท่ีสุดก็จะทําใหเกดิการตายของเซลลในกอนเน้ือนัน้ 
เนื่องจากขาดเลือดไปเล้ียง ถาเซลลพวกนี้เกิดอยูในอวัยวะใดก็จะเรียกช่ือมะเร็งตามอวัยวะนั้น เชน 
มะเร็งปอด มะเร็งสมอง มะเร็งเตานม มะเร็งปากมดลูก มะเร็งตับ เปนตน เทาท่ีมีรายงานไวใน
ขณะนี้ มะเร็งที่พบในรางกายมนุษยมีมากกวา 100 ชนิด มะเร็งแตละชนิดจะมีการดําเนินของโรคไม
เหมือนกนั เชน มะเร็งปอด มะเร็งสมอง จะมีการดําเนินชนิดของโรคท่ีรุนแรง ผูปวยจะมีชีวิตการอยู
รอดส้ันกวาผูปวยมะเร็งผิวหนัง เปนตน ดังนั้น การรักษามะเร็งแตละชนิดจะไมเหมือนกัน มีวิธีการ
รักษาท่ีแตกตางกัน ท้ังน้ีข้ึนอยูกับอวยัวะท่ีเปนมะเร็ง ระยะของมะเร็ง สภาพรางกาย และความ
เหมาะสม ของผูปวยมะเร็ง การรักษาจะยากหรืองายนั้นกข้ึ็นอยูกับชนดิของเซลลมะเร็งและการ
ดําเนินโรคของมะเร็งดวย เชน มะเร็งตอมน้ําเหลือง มะเร็งผิวหนัง รักษางายกวามะเร็งปอด มะเร็ง
สมอง เปนตน มะเร็งตับเปนมะเร็งท่ีพบบอยใน 5 อันดับแรกในประเทศไทยและเปนมะเร็งท่ีมีการ
ดําเนินโรคเร็วมาก ผูปวยมักจะเสียชีวิตในเวลา 3 -6 เดือน  
  จากการศึกษากลไกการเกิดโรคมะเร็งพบวา Receptor for advanced glycation end products 
(RAGE) มีการศึกษากันมากท้ังในเร่ืองความสัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพแทรกซอนในผูปวย
เบาหวานโรคหัวใจ รวมถึงโรคมะเร็งดวย มีรายงานความสัมพันธระหวาง RAGE กบัความสามารถ
ในการลุกลามและการแพรกระจายของมะเร็งในเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Kuniyasu et al., 2001) 
เซลลมะเร็งทอน้ําดี (Hirata et al., 2003) มะเร็งตับออน (Takada et al., 2001)  มีการศึกษาวาการสง
สัญญาณผาน RAGE สนับสนุนการเจริญของมะเร็ง (tumor development) (Gebhardt et al., 2007)  
รวมถึงมีการศึกษาการแสดงออกของ RAGE ท่ีสูงข้ึนในผูปวยโรคมะเร็งตับเม่ือเทียบกับคนปกติ 
(Hiwatashi et al., 2007)  หากสามารถหยุดยั้งกลไกการสงสัญญาณของ RAGE ก็นาจะสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโต การลุกลามและการแพรกระจายของเซลลมะเร็งตับได    
 Soluble RAGE (sRAGE) เกิดจาก RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length receptor) ถูกตัดสวน
ท่ีอยูภายในเซลลและระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane and cytosolic domain) ไปเหลือแตสวน
ของ receptor ท่ีอยูภายนอกเซลล (extracellular domain) ซ่ึงการตัดนั้นข้ึนกับสภาพแวดลอมภายใน
เซลลแตละชนิด สวน endogenous secretory RAGE (esRAGE) หรือ RAGE variant 1 (RAGEv1) 
เกิดจากข้ันตอนของการตัด intron ของ mRNA ของ RAGE โดยการขาดหายไปของ exon 10 และ
ถอดรหัสบางสวนของดาน 5 ’ ของ intron 9 (alternative splicing) (Yonekura et al., 2005) 
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นอกจากน้ียังพบรูปแบบท่ีมีการหายไปของ exon 8 และมี stop codon เกิดที่ exon 10 เปนผลจาก 
frameshift mutation (Park et al., 2004)  ซ่ึงพบไดในเลือด (plasma) ของคนปกติ 
  ท้ัง sRAGE และ esRAGE อาศัย V-domain ในการจับ ligand เพราะฉะน้ันการท่ีมีระดับ 
sRAGE และ esRAGE ท่ีเพิ่มสูงข้ึนนาจะสามารถปองกันการจับกันของ ligand กับ cell surface 
rceptor RAGE ไดอยางมีประสิทธิภาพ ในทางกลับกันการที่มีระดับ sRAGE และ esRAGE ลดลงก็
นาจะเปนการเพิ่มผลของ RAGE ligand ได  อยางไรก็ตาม อาจจะมีกลไกอ่ืนท่ีไมเกี่ยวของกับ 
RAGE (RAGE-independent mechanism) รวมดวยกไ็ด 
   
วตัถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาการโคลนยีน RAGEv1 เขาไปยังเซลลมะเร็งตับ  

2. เพื่อศึกษาผลการแสดงออกของยีน TNF-alpha และ NF-κB ของเซลลมะเร็งตับเม่ือมีการโคลน
ยีน RAGEv1 ในเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียง 

ขอบเขตของการวิจัย 

 การศึกษาคร้ังนี้มุงเนนท่ีจะตรวจการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีน NF-κB และ TNF-
alpha ซ่ึงเปนตัวบงช้ีการเปล่ียนแปลงคุณลักษณะของมะเร็ง ในเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียงเม่ือมีการ
ถายโอนยีน RAGEv1 เขาสูเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียงดวยชุดน้ํายา lipofectamine 2000 และ
ตรวจสอบการถายโอนยีนเขาสูเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียง ดวยวิธี RT-PCR และWestern blot  

ขอจํากัดของการวิจัย 

  งานวิจยันี้ไดทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสูเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียงชนิด HepG2 
เทานั้นและการทดลองเปนเพียงแบบจําลองเบ้ืองตน 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงผลของ RAGEv1 ในการยับยั้งการเกิดมะเร็งตับ 

2. ทราบถึงผลของ RAGEv1 ในการยับยั้งการแสดงออกของ TNF-alpha และ NF - κB 
3. เปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาวจิัยและพัฒนายารักษาโรคมะเร็งตับ 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
1. การแยกและการบงชี้ soluble RAGE   

                                                                                                   
2. การถายโอนยีนเขาสู HepG2 (liver cancer cell)           

 
 
 
 
 
 

เล้ียงเพิ่มจํานวน HepG2 cell line ท่ีถูกนําพา RAGEv1 เขาสูเซลล 

นํา culture medium มาสกัด protein และนํา เซลลมาสกัด RNA และ protein 

ตรวจ protein activity ดวย Westhern blot โดยใช antibody ตอ V-5 epitope วัดสีท่ีเกิดข้ึน 

ตรวจ expression ของ RAGE gene โดยอาศัยวธีิ RT-PCR  

สกัด RNA จาก HeLa cell line culture 

คัดเลือกและเปล่ียน mRNA เปน cDNA โดย oligodT primer และ ทํา RT-PCR 

PCR เพิ่มจํานวน โดยออกแบบ primer ใหจําเพาะตอ RAGE   

Cloning เขาแบคทีเรีย เพื่อเพ่ิมจํานวนและแยกชนิด isoform ตางๆของ RAGE 

Colony PCR เพื่อตรวจหา RAGEv1 

ยืนยนัดวยการทํา sequencing และวิเคราะหโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ PstI 
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3. การวัดการแสดงออกของยนี RAGE, NF- κB และ TNF-alpha ,  
 

 
4. MTT assay 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

HepG2 cell line ท่ีถูกนําพา RAGEv1 เขาสูเซลล 

ใสน้ํายา MTT บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 4 ช่ัวโมง ใสตัวทําละลาย DMSO 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร 

นํา HepG2 cell line ท่ีถูกนําพา RAGEv1  เขาสูเซลลเล้ียงในจานเพาะเล้ียง  

กลุมควบคุม เล้ียง HepG2 cell line ไมถูกนําพา RAGEv1 เขาสูเซลลเล้ียงใน flask 

ตรวจการ expression (ระดับ mRNA) ของ  NF- κB กับ TNF-alpha เทียบกับกลุมควบคุม
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     เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
Receptor for advanced glycation end products (RAGE) 
  จากการศึกษากลไกการเกิดโรคมะเร็งนั้นพบวา Receptor for advanced glycation end 
products (RAGE) มีการศึกษากันมากท้ังในเร่ืองความสัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพแทรกซอนใน
ผูปวยเบาหวานโรคหัวใจรวมถึงโรคมะเร็ง มีรายงานความสัมพันธระหวาง RAGE กบั 
ความสามารถในการลุกลามและการแพรกระจายของมะเร็งในเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(Kuniyasu et al., 2001) เซลลมะเร็งทอน้ําดี (Hirata et al., 2003) มะเร็งตับออน (Takada et al., 
2001) มีการศกึษาวาการสงสัญญาณผาน RAGE สนับสนุนการเจริญของมะเร็ง (tumor 
development) (Gebhardt et al., 2007) รวมถึงมีการศึกษาการแสดงออกของ RAGE ท่ีสูงข้ึนในเซลล
ท่ีเปนโรคมะเร็งตับเม่ือเทียบกับเซลลตับปกติ (Hiwatashi et al., 2007)  
  Soluble RAGE (sRAGE) เกิดจาก RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length RAGE) ถูกตัดสวนท่ี
อยูภายในเซลลและระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane and cytosolic domain) ไปเหลือแตสวน
ของ receptor ท่ีอยูภายนอกเซลล (extracellular domain) ซ่ึงการตัดนั้นข้ึนกับสภาพแวดลอมภายใน
เซลลแตละชนิด สวน endogenous secretory RAGE ( esRAGE) เกิดจากข้ันตอนของการตัด intron 
ของ mRNA ของ RAGE โดยการขาดหายไปของ exon10 และถอดรหสับางสวนของดาน 5 ’ 
intron9 (alternative splicing) (Yonekura et al., 2005) นอกจากนีย้ังพบรูปแบบท่ีมีการหายไปของ 
exon8 และมี stop codon เกิดท่ี exon10 เปนผลจาก frameshift mutation (Park et al., 2004)  ซ่ึงพบ
ไดในเลือด (plasma) ของคนปกติ 
  ท้ัง sRAGE และ esRAGE อาศัย V-domain ในการจับ ligand เพราะฉะน้ันการท่ีมีระดับ 
sRAGE และ esRAGE ท่ีเพิ่มสูงข้ึนนาจะสามารถปองกันการจับกันของ ligand กับ cell surface 
rceptor RAGE ไดอยางมีประสิทธิภาพในทางกลับกันการที่มีระดับ sRAGE และ esRAGE ลดลงก็
นาจะเปนการเพิ่มผลของ  RAGE ligand ได  อยางไรก็ตาม อาจจะมีกลไกอ่ืนท่ีไมเกี่ยวของกับ 
RAGE (RAGE-independent mechanism) รวมดวยกไ็ด 
  Receptor ในรูปแบบท่ีละลายนํ้าได (soluble form) ในกลุม immunoglobulin superfamily 
เกิดจากการขาดหายไปในสวนท่ีฝงในเยื่อหุมเซลลและสวนท่ียืน่เขาไปภายในเซลล 
(transmembrane and cytosolic domain)  receptor ในรูปแบบท่ีละลายนํ้าไดเกดิจากการสลาย
โปรตีนของ receptor ท่ีมีสวนประกอบครบ (full length RAGE) และเกิดจากการตัด mRNA ใน
สวนไมแสดงออกยีน (intron) แบบ alternative splicing การตัดนั้นก็ข้ึนกับสภาพแวดลอมท่ี 
receptor นั้นอยู 

 



 

 
6 

  การสงสัญญาณ (signaling) ของ receptor อาศัยสวน ligand binding domainในการจบักับ 
ligand ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของ cytosolic domain และเกดิการสงสัญญาณตอไปยังภายใน 
เซลล (signaling transduction) จนเกิดการตอบสนองตอสัญญาณน้ัน หาก receptor ขาดสวน 
cytosolic domain ไปก็จะไมเกิดการสงสัญญาณข้ึน นอกจากน้ี ความสามารถของ soluble form นั้น
จะแตกตางกนัไปตามแตชนดิ receptor นั้นๆ เชน soluble E-selectin และ soluble VCAM-1  จะ
เกี่ยวของกับการเกิดเสนเลือดใหม (angiogenic properties) การออกฤทธ์ิข้ึนกับสารเคมีท่ี 
endothelial cell มากระตุน (chemotactic activity) (Koch et al.,1995) 
  มีการศึกษาวิจยัความสําคัญเกี่ยวกับระดับของ soluble form ในเลือดโดยเฉพาะโมเลกุลใน
กลุม Immunoglobulin superfamily -1  มีความสัมพันธกบัความผิดปกติของโรคหลายชนิด เชน 
proliferative retinopathy ในผูปวยท่ี เปนเบาหวานพบวามี sVCAM-1 สูงกวาคนท่ีไมไดเปน
เบาหวาน (Olson et al.,1997) ในผูปวยมะเร็งเตานม (breast cancer) sVCAM-1 ใชเปนดัชนีช้ีวดัการ
เกิดเสนเลือดใหม (index of angiogenic activity) พบมากในมะเร็งเตานมระยะแรก (early stage) 
การเพิ่มสูงข้ึนของ sVCAM-1 มีผลใหความหนาแนนของเสนเลือดฝอยท่ีเล้ียงกอนมะเร็งมากข้ึน
(Olson et al.,1997)  sICAM-1 มีเพิ่มสูงข้ึนในผูปวย acute stroke (Blum et al.,2006)  
 
Structure and Biology of Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGEs)  
  RAGE เปนสวนหนึ่งของ Immunoglobulin superfamily ของโมเลกุลท่ีผิวเซลลเปน
receptor จับไดกับหลาย ligand (multiligand receptor) (Schmidt et al., 2001) เม่ือถอดรหัส RNA จะ
ให RNA ขนาด 1400 base pair เม่ือถอดรหัสเปนโปรตีนจะได 404 amino acids มีมวลโมเลกุล 55 
kD โปรตีน RAGE ประกอบดวย 3 สวนใหญ ดังนี ้
  1.สวนที่อยูภายนอกเซลล (extracellular domain) มี amino acids 332 ตวั แบงเปน 3 
สวนยอย คือ V-type 1 สวน ซ่ึงมีคุณสมบัติในการจับ ligand และ C-type 2 สวน ซ่ึงเปนสวนของ 
immunoglobulin 
  2.สวนท่ีอยูระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane domain) เปน hydrophobic 
transmenbrane ซ่ึงเปนสวนสงสัญญาณไปยัง cytosolic domain ผาน receptor (Huttunen et al., 
2004)   
 3.สวนท่ีอยูภายในเซลล (cytosolic domain) สวนท่ีสงสัญญาณเขาสูเซลล และ กระตุนให
เกิดกลไกตางๆภายในเซลล RAGE พบไดในเซลลหลายชนิด เชน endothelial cell, smooth muscle 
cells, lymphocyte, monocyte, astrocytes (Brett et al., 1993) 
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รูปท่ี 1   โครงสรางของโปรตีน RAGE (ดัดแปลงจาก Hudson et al., 2007) 
  ยีน RAGE อยูบนโครโมโซมคูท่ี 6 ระหวางยีน major histocompatibility complex (MHC) 
class-2 และ class-3 (sugaya et al., 1994) จึงทํานายไดวา RAGE นาจะเปนโมเลกุลเกาะจับ 
(adherence molecule) พบวา RAGE มีปริมาณนอยในเซลลท่ัวไป แตในระหวางการเกิดพยาธิสภาพ
นั้นพบวามีการแสดงออกของ RAGE เพิ่มข้ึน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2  สวนประกอบ mRNA ท้ัง 11 exon ของยีน RAGE ท่ีเปล่ียนเปนสวนประกอบยอยของ
โปรตีน RAGE (Sterenczak et al., 2009)   
RAGE ligands    
RAGE จับกับ ligand ไดหลากหลาย ไดแก Advanced Glycation End Products (AGEs), High-
mobility group box 1 (HMGB1) หรืออีกช่ือหนึ่ง Amphoterin (Hori et al., 1995), S100/calgranulin 

(Hofmann et al., 1999), Amyloid-β-protein (Du yan et al., 1997), Mac-1 (Chavakis et al., 2003 
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กลไกการกอพยาธิสภาพของ RAGE (Mechanism of RAGE in triggering pathogenesis)  
   เม่ือ ligand ท่ีกลาวในขางตนเขาจับกับ RAGE จะเร่ิมกระตุนเซลลสงสัญญาณผานทาง
ตัวรับ ไดแก ทําใหเกดิการสงสัญญาณผาน mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling 

pathway กระตุน nuclear factor kappa B (NF-κB) เปล่ียนแปลงกระบวนการสังเคราะห RNA ของ
ยีนตางๆ ท่ีเกีย่วของกับความอยูรอดของเซลล (cell survival) การเกาะติดของเซลล (cell adhesion) 
ระบบภูมิตานทาน การอักเสบ เชน tissue factor, thrombomodulin, endothelin-1, VCAM-1/ICAM-
1, IL-6, IL-1, TNF-alpha การเปล่ียนแปลงจากเซลลหนึ่งไปเปนอีกเซลลหนึ่ง (differentiation) และ

การเจริญเติบโตของเซลล (Dorai and Aggarwal , 2004) NF-κB ประกอบดวย p50, p52, p65, RelB 

และ c-Rel (Karin et al., 2002) ในภาวะปกติ NF-κB อยูในรูปไมทํางาน (inactive) โดยจับอยูกับ

โปรตีน IkB alpha (Barnes and Karin., 1997) ซ่ึงขัดขวาง NF-κB ไมใหเขาสูนิวเคลียส เม่ือ NF-

κB ถูกกระตุน เชน สารกอมะเร็งการอักเสบ จะทําให NF-κB แยกตวัออกมาทําใหอยูในรูป Active 

และเคล่ือนเขาสูนิวเคลียสและไปจับอยางจาํเพาะกับสวน κB ในตําแหนง promoter ของยีน 
(Barnes and Karin, 1997; Shimizu and Weinstein, 2005) มีผลกระตุนการถอดรหัสยีนเปาหมาย 
เชน ยีนโมเลกลุเกาะติด ยีนการแข็งตัวของเลือด ยีนตานการตายโดยอัตโนมัติ (Bcl-2,Bcl-XL) ยีน

เพิ่มจํานวนเซลล(COX-2,cyclinD1) ยีน RAGE และ ยนี IκB (Barnes and Karin, 1997; Bierhaus et 
al. 2000; Dorai and Aggarwal,2004; Li and  Schmidt, 1997) เม่ือเกิดจากการจับกนัระหวาง RAGE 
กับ ligand ก็ใหเกิดการกระตุนการสงสัญญาณเปนลําดบัข้ันหลายทาง เชน การกระตุน ERK1/2 
(p44/p42) MAP kinase พบไดในเซลลกลามเนื้อเรียบ (Lander et al.,1997) Myoblast (Soric et al., 
2004), osteoblast (Cortizo et al., 2003) และ monocyte (Shanmugam et al., 2003) การกระตุนของ 
p38 และ SAPK/JUK MAP kinase สามารถพบไดในเซลลโมโนไซทและเซลลมะเร็ง (Sorci et al., 
2004; Yeh et al., 2001)  และพบวาการสง สัญญาณของ RAGE เกี่ยวของกับ rho-GTPase, 
phosphoinosital-3-kinase และ janus kinase signaling pathway (JAK/STAT) (Huang et al., 2001) 

การสงสัญญาณของRAGE กอใหเกิดการกระตุน NF-κB และความหลากหลายในการสงสัญญาณ
นั้นบงช้ีวา ligand ของ RAGE ท่ีตางกันอาจเหนีย่วนําวิถีท่ีตางกันในเซลลตางชนิดกนั 

Soluble RAGE (sRAGE) & endogenous secretory RAGE (esRAGE) 

  Soluble RAGE (sRAGE) เกิดจาก RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length receptor) ถูกตัดสวน
ท่ีอยูภายในเซลลและระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane and cytosolic domain) ไป เหลือแต 
สวนของ receptor ท่ีอยูภายนอกเซลล (extracellular domain) ซ่ึงการตัดนั้นข้ึนกับสภาพแวดลอม
ภายในเซลล แตละชนิด สวน endogenous secretory RAGE  esRAGE) เกิดจากข้ันตอนของการตัด 
intron ของ mRNA ของ RAGE โดยการขาดหายไปของ exon 10 และถอดรหัสบางสวนของดาน 5 ’ 
intron 9 (alternative splicing)  (Yonekura et al., 2005) นอกจากน้ียังพบรูปแบบท่ีมีการหายไปของ 
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exon 8 และมี stop codon เกิดที่ exon 10 เปนผลจาก frameshift mutation (Park et al., 2006) ใน
มนุษยมี RAGE อยู 19 แบบ (variant) เปนผลจากการเกิด alternative splicing ของยีน RAGE ซ่ึงแต
ละรูปแบบมีโครงสรางแตกตางกันไปดังนี ้ 

RAGE variant 1 (RAGEv1) มีการขาดหายไป (deletion) ของ exon 10 และมีการถอดรหัส RNA 
บางสวนของ intron 9                              
RAGE variant 2 (RAGEv2) มีการถอดรหัส RNA ของ intron 1                    
RAGE variant 3 (RAGEv3) มีการขาดหายไป (deletion) ของ exon 8                     
RAGE variant 4 (RAGEv4) มีการขาดหายไปบางสวนของ exon 3                         
RAGE variant 5 (RAGEv5) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 4                
RAGE variant 6 (RAGEv6) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 4 มีการถอดรหัส RNA 
บางสวนของ intron 9 และ การขาดหายไปของ exon 10                               
RAGE variant 7 (RAGEv7) มีการขาดหายไปบางสวนของของ exon 8                           
RAGE variant 8 (RAGEv8) มีการขาดหายไปของ exon 10 ขาดบางสวนของ exon 8 และมีการ
ถอดรหัส RNA ของ intron 9                               
RAGE variant 9 (RAGEv9) มีการขาดหายไปของ exon 10 กับ exon 8 และมีการถอดรหัส RNA 
ของ intron 9                         
RAGE variant 10 (RAGEv10) มีการขาดหายไปของ exon 10 กับ exon 11 และมีการถอดรหัส 
RNA ของ intron 9                      
RAGE variant 11 (RAGEv11) มีการขาดหายไปของ exon 2 exon 3 exon 4 exon 5 และ exon 6 
RAGE variant 12 (RAGEv12) มีการขาดหายไปของ exon 4 exon 5 และ exon 6                          
RAGE variant 13 (RAGEv13) มีการขาดหายไปของ exon 4 exon 5 exon 6 exon 7 exon 8 และ 
exon 9                                  
RAGE variant 14 (RAGEv14) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 6                       
RAGE variant 15 (RAGEv15) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 6  กับ intron 9 และ มีการ
ขาดหายไปของ exon 10                                
RAGE variant 16 (RAGEv16) มีการขาดหายไปของ exon 8 กับบางสวนของ exon 3 และมีการ
ถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 7                             
RAGE variant 17 (RAGEv17) มีการถอดรหัสของ intron 1 กับ intron 6                        
RAGE variant 18 (RAGEv18) มีการขาดหายไปของ exon 10 กับการขาดหายไปบางสวนของ exon 
5 กับ exon 6 และมีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 9                     
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RAGE variant 19 (RAGEv19) มีการขาดหายไปบางสวนของ exon 10 และ exon 11 (Hudson et al. 
2007) 
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รูปท่ี 3 รูปแบบท้ัง 19 แบบของ RAGE (variant of RAGE) (ดัดแปลงจาก Hudson et al., 2007)   

  การตรวจหา RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length receptor) และ esRAGE อาศัย specific 
antibody การแสดงออกของ esRAGE พบไดในเน้ือเยื่อท่ัวไปเหมือนกับ RAGE (Cheng C. et al., 
2005) ระดับของ esRAGE ในพลาสมา มีนอยกวา sRAGE 4 เทา (Humpert P.et al, 2007) ในขณะท่ี 
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esRAGE มีระดับเพิ่มข้ึนตามการ transcirption ของ RAGE gene แต sRAGE เกิดจากส่ิงแวดลอม
ภายในเซลลในการตัด RAGE ภายหลังจากการสรางโปรตีนเสร็จแลว อยางไรก็ตาม esRAGE ก็
นาจะมีผลตอการแสดงออกของ sRAGE ท้ัง sRAGE และ esRAGE อาศัย V-domain ในการจับ 
ligand ดังนั้นการท่ีมีระดับ sRAGE และesRAGE เพิ่มสูงข้ึนนาจะสามารถปองกันการจับกันของ 
ligand กับ cell surface rceptor RAGE ไดอยางมีประสิทธิภาพ ในทางกลับกัน การท่ีมีระดับ 
sRAGE และ esRAGE ลดลงก็นาจะเปนการเพ่ิมผลของ  RAGE ligand ได อยางไรก็ตามอาจมีกลไก
อ่ืนในการแสดงผลของ ligandท่ีไมข้ึนอยูกับ RAGE (RAGE-independent mechanism)  

 

  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4 ผลของ ligand ตอการสงสัญญาณเขาสูเซลลผาน RAGE และผลจากการหายไปของ ligand 
ตอการสงสัญญาณเขาสูเซลลของ RAGE (Peter and David 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5 ความแตกตางของการเกิด RAGE และ RAGEv1 (Peter and David 2007) 
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รูปท่ี 6 การใช RAGEv1 ในการแยงจับ ligand ของ RAGE และการลดการสงสัญญาณเขาสูเซลล 
(ดัดแปลงจาก Peter and David, 2007) 
 
ความสัมพันธระหวาง RAGE กับมะเร็ง   
  มีการศึกษาหลายรายงานท่ียนืยันไดวาปฎิสัมพันธระหวาง RAGE กับ RAGE ligand ทําให

เกิดการกระตุน signaling pathway เชน p38, p44/42, MAPkinase, NF-κB, cdc42/rac, การสราง
Reactive oxygen species (ROS), ทําใหเกดิการสราง proinflammatory cytokines เชน interleukin-1 
alpha (IL-1α), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-α) และเกีย่วของกับการ
พัฒนาไปของโรค (progression) หลายชนดิ เชน  neuropathy, nephropathy, macrovascular disease 
และการเปล่ียนแปลงลักษณะหนาท่ีของเซลลมะเร็ง (characteristic modulation of cancer cell 
functions) เชน เพิ่มการเกิด metastasis และ invasion นอกจากนี้ การแสดงออกของ RAGE ยังมี
อิทธิพลตอโรคมะเร็งหลายชนิด เชน เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร เซลลมะเร็งทอน้ําดี (Hirata et al., 
2003) มะเร็งตับออน (Takada et al., 2001) เม่ือยับยั้งการแสดงออกของ RAGE ดวย RAGE anti-
sense พบวาความสามารถในการลุกลามลดลง (Kuniyasu et al., 2001)  
  มีรายงานวาการสงสัญญาณผาน RAGE สงเสริมการเจริญของมะเร็ง (tumor development) 
(Gebhardt et al., 2007) จากการศึกษา C6 glioma ของหนซ่ึูงมีการแสดงออกของ RAGE ทําการ
ทดลองถายยีนของ sRAGE ลงในเซลลมะเร็ง แลวนําโคลนไปปลูกถายในหนูทดลอง พบวา
เซลลมะเร็งท่ีมีการแสดงออกของ full-length RAGE มากเกินพอจะมีปริมาณเนื้องอกเพ่ิมข้ึน 5 เทา 
เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมและปริมาณเนื้องอกลดลง 6.5 เทาในเซลลท่ีมีการแสดงออกของ sRAGE 
(Taguchi et al.,2000)    
  การแสดงออกของ RAGE ยังมีอิทธิพลตอโรคมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งกระเพาะอาหาร 
มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งทอน้ําดี มะเร็งตับออน มะเร็งตอมลูกหมาก และมีผลตอการเกิดมะเร็งตับ 
ชนิด heppatocellular carcinoma (HCC) (Hiwatashi et al., 2007)  
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ความสัมพันธระหวางRAGE กับ NF-κB และ TNF-alpha 

  โปรตีน NF-κB เปนตัวควบคุมการแสดงออกของสารท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบ และเปน
กลไกหลักในการตอบสนองตอการติดเช้ือและการบาดเจ็บ อยางไรกต็ามการตอบสนองโดยเกิดการ

อักเสบนั้นเปนสาเหตุท่ีทําใหเกิดโรคหลายชนิด NF-κB proteins เปนสัญญาณสําคัญภายในเซลล
เม่ือเกิดจากการกระตุนจากภายนอกเซลล มี cytokines 2 ชนิด ท่ีมีความจําเพาะอยางยิง่ในการ
เหนีย่วนําใหเกิดการอักเสบ คือ tumor necrosis factor (TNF-alpha) and interleukin-1 (IL-1) ท้ังสอง
ตัวนี้มีความสําคัญ ในระบบภูมิคุมกัน  

  NF-κB เปนตัวกระตุนการสราง mRNA ของยีนมากกวา 60 ยีนท่ีเกี่ยวกบัการอักเสบ ใน

สัตวมีกระดกูสันหลังพบโปรตีน NF-κB 5 ชนิด RelA, RelB, c-Rel, NF-κB1 และ NF-κB2 มี

ความหลากหลาย โดยการจบัคูกันเปน homodimers และ heterodimers ตัวยับยั้ง NF-κB เรียกวา 

IκB เม่ือ IκB จับกับ dimer ของ NF-κB ทําให NF-κB ไมสามารถทํางานได การสงสัญญาณ

ข้ึนกับการควบคุมของโปรตีนท่ีจะมาตัด IκB เม่ือถูกตัดจะกระตุนใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟต การ

เติม ubiquitine บน IκB ทําให IκB เปล่ียนรูปรางและหลุดออกจาก NF-κB และเปดเผยสวน 

nuclear localization signal ออกมา เอนไซมท่ีทําหนาท่ีเติม ubiquitine บน IκB คือ IκB kinase 
(IKK)  

  Rel หรือ NF-kappaB (NF-κB) เปนโปรตีนที่มีโครงสรางคลายกับ eukaryotic 
transcription factors ควบคุมการตอบสนองตอการอักเสบ การเติบโตของเซลล การตายของเซลล 
หาก transcription factor ทําหนาท่ีมากเกินไปจะเปนตัวแปรสําคัญท่ีทําใหเกดิโรคหลายชนิด เชน 
cancer, arthritis, chronic inflammation, asthma, neurodegenerative diseases และ heart disease  
 

 

 
  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7 กลไกการกอพยาธิสภาพของ RAGE ผาน NF-κB (Huttunen et.al., 1999) 
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  Rel/ NF-κB proteins มีสวนท่ีจับกับ DNA เรียกวา Rel domain แบงออกเปน 2 class ตาม
ลักษณะsequences สวน C-terminal   

  1. Class 1 มี ankyrin repeats หลาย copies ท่ี C-terminal ไดแก  NF-κB1 p105 to p50,  NF-

κB2 p100 to p52  
  2. Class 2 ไมมี multiple copies of ankyrin repeats ท่ี C-terminal ไดแก  RelB, RelA, c-Rel 

(p65) ตําแหนงท่ี Rel/ NF-κB transcription factorsไปจบั เรียกวา kB sites มีขนาด 9-10 bp 
จากท่ีไดกลาวมาท้ังหมดนัน้ จึงต้ังสมมุติฐานวาหากสามารถหยุดยั้งกลไกการสงสัญญาณ

ของ RAGE ผาน NF-κB ได นาจะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต การลุกลามและการแพรกระจาย
ของเซลลมะเร็งตับได  
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      บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

   HeLa cell line เปน cervical cancer cells ใชเปนแมแบบในการแยก RAGEv1 และ  
Human hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2)  เปนเซลมะเร็งตับเพาะเล้ียงใชเปน
แมแบบในการทดลองแทนเซลลมะเร็งตับ 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 
   อุปกรณ 
-20 oC Freezer       Sanyo Electric, ญ่ีปุน  
-80 oC ULT Deep Freezer     IlShin Lab, เกาหลีใต 
4 oC Refrigerator      Sharp, ญ่ีปุน 
Analytical Balances      Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด  
Autopipette       GILSON, ฝร่ังเศส  
Block heater       Wealtec, สหรัฐอเมริกา  
Bio safety carbinet      Labcanco, สหรัฐอเมริกา  
Cell Culture Flask (25 cm2)     Nunc, เดนมารก  
Centrifuge tube 15, 50 ml     Corning, สหรัฐอเมริกา  
CO2 incubator   Sheldon Manufacturing, 
         สหรัฐอเมริกา  
Disposable Serological pipette (5, 10 ml)    Corning, สหรัฐอเมริกา   
Electrophoresis power supply     Bio-Rad Laboratories, สหรัฐอเมริกา 
Gel Documentation (Gel Doc) systems    Syngene, อังกฤษ  
Gel Electrophoresis Apparatus     Bio-Rad Laboratories, สหรัฐอเมริกา  
Glasswares       Pyrex, สหรัฐอเมริกา  
Microcentrifuge       Denver Instrument, สหรัฐอเมริกา  
Microcentrifuge tube (1 .5 ml)     Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
Microwave      Sharp, ญ่ีปุน 
Nano Drop      Bioactive, สหรัฐอเมริกา 
PCR tube       Bioscience, สหรัฐอเมริกา 
Thermal cycler      Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา  
Vacuum Concentrator (DNA SpeedVac)     Thermo Electron, สหรัฐอเมริกา  
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Vortex mixer      Finepcr, เกาหลีใต 
Water Bath       Memmert, เยอรมนี 
Western blot kit      Bio-Rad Laboratories, สหรัฐอเมริกา  
 สารเคมี 
GenePure LE Agarose     ISC BioExpress, สหรัฐอเมริกา  
Dimethyl sulphoxide (DMSO)     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา  
Dulbecco’s modified Eagle’s medium    HyClone, สหรัฐอเมริกา 
EDTA-trypsin 0.25% (1X)     HyClone, สหรัฐอเมริกา  
2-Propanol Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Ethanol        Merck, เยอรมนี  
N-Butanol      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Ethidium bromide      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Taq DNA polymerase kit     Fermentas, แคนาดา 
Takara LA Taq kit  Takara, ญ่ีปุน 
Pfu DNA polymerase kit      Fermentas, แคนาดา 
pGEM-T easy vector kit     Promega, สหรัฐอเมริกา  
Enzyme HindIII, PstI     Fermentas, แคนาดา 
Enzyme BamHI, EcoRV     NEB, สหรัฐอเมริกา 
 Fetal bovine serum (FBS)     HyClone, สหรัฐอเมริกา  
Phosphate buffered saline (PBS)    HyClone, สหรัฐอเมริกา  
DMEM HyClone, สหรัฐอเมริกา 
Chloroform       Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา  
Deoxyribonuclease I      Biobasic, แคนาดา  
Diethyl pyrocarbonate (DEPC)     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา  
T4 DNA ligase      Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
DNA Ladder 100 bp       Fermentas, แคนาดา 
QIAprep Spin miniprep kit    Qaigen, เยรมันน ี
pcDNA3.1/V5-His TOPO TA expression kit   Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
Improm II RT Promega, สหรัฐอเมริกา 
Bacto tryptone      Biobasic, แคนาดา 
Yeast extract      Biobasic, แคนาดา 
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Ampicillin      Atlantic Laboratories, ไทย 
Oligo-dT 17-mer      Fermentas, แคนาดา 
Primers        Pacific Science, ฝร่ังเศษ  
RNAse Inhibitor      Fermentas, แคนาดา 
Trizol reagent       Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

3.2 การแยกยนี soluble RAGE  ดวยการโคลน 

  3.2.1 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง HeLa cell line เพื่อใชแยกยีน soluble RAGE 

 ทําการเพาะเล้ียง HeLa cell line บนจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm โดยใช 10% FBS 
working DMEM เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเลี้ยงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C จนไดปริมาณประมาณ 80-90 % ของจานเพาะเล้ียง 
โดยประมาณการจากการตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน  

  3.2.2 การสกัด RNA จากเซลลมะเร็ง HeLa cell line  

  เม่ือ HeLa cell line มีปริมาณประมาณ 80-90 % ของจานเพาะเล้ียง ทําการลางเซลลมะเร็ง 
HeLa cell line ดวยน้ํายา 1X PBS จํานวน 1 mLแลวเทน้ํายา 1X PBS ท้ิง จากนั้นเติมนํ้ายา Trizol 
reagent (Invitrogen) ลงไป 1 mLจนเซลลหลุดออกหมด ถายเทสารละลายจากจานเพาะเล้ียงมาใส
ในหลอดขนาด 1.5 mLเขยาจนเซลลและนํ้ายาเปนเนื้อเดียวกัน ตั้งท่ีไวอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม
คลอโรฟอรมท่ีเย็นปริมาตร 200 μL ลงไป เขยาดวยการกลับหลอดไปมา 30-50 คร้ังจนสารละลาย
เขากันดี ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 12,000 g ท่ี 4 °C นาน 
5 นาที ดูดสวนใสดานบนประมาณ 500 μL ลงไปในหลอด 1.5 mLอีกหลอด นํา 100% isopropanol 
500 μL เติมลงไป เขยาดวยการกลับหลอดไปมา 30-50 คร้ังจนสารละลายเขากันดี เกบ็ท่ีอุณหภูมิ –
20 °C 60 นาที เม่ือครบเวลานําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 g 4 °C 15 นาที เทสวนใสท้ิง เติม 
75% ethanol 500 μL เขยาใหตะกอนหลุดจากกนหลอด นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 g 4 °C 
5 นาที เทสวนใสท้ิงและคว่ําหลอดลงบนกระดาษทิชชูท่ีฉีดดวยน้ํายา RNase away ท่ีเตรียมไว ท้ิง
ไว 30 นาทจีนตะกอนแหง เติม DEPC-H2O ลงไป 50 μL อุนท่ีอุณหภมิู 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอน
ละลาย นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเคร่ือง Nano Drop 

  3.2.3 การทําลาย DNA ดวย DNase 

 ดูด RNA  ท่ีมีความเขมขน 1 μg ลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 mLผสมกับ 10X DNase 
buffer 1 μL ใชเอนไซม DNase ท่ีมีความเขมขน 1 U/μL จํานวน 1 μL ตอ 1 ปฎิกิริยา เติม DEPC-
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water จนมีปริมาตร 10 μL เขยาสวนผสมใหเขากัน จากนัน้นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 37 °C 15 นาที  เม่ือ
ครบเวลาเติม 25 nM EDTA 1 μL นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 65 °C 10 นาที  

  3.2.4 การสังเคราะห cDNA ดวยวิธี Reverse transcription 

  ใชชุดน้ํายา ImProm-II Reverse transcriptase (Promega) นําหลอดทดลองขนาด 0.2 mL ท่ี
ผานการทําลาย DNA แลว มาเติมสวนผสม ดังนี ้

50 μM Oligo dT primer (dT17)     0.8 μL                                                                               
ImProm-II 5X buffer     4 μL                                                                      
25 nM MgCl2       1.2 μL                                                            
10 mM dNTP      1 μL                                                     
ImProm-II Reverse transcriptase    1 μL                                                    
DEPC-water      2 μL 

นําสวนผสมท่ีไดไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 3 ข้ันตอนดังนี้                                                                  

ข้ันท่ี1 อุณหภมิู 25 °C 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันของ RNA และ primers                                                  
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 40 °C 65 นาที ให Reverse transcriptase ทําหนาท่ีสรางสาย cDNA                           
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 65 °C 15 นาที หยุดการทํางานของ Reverse transcriptase        

   3.2.5 การเพิ่มจํานวน cDNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 

 ใช Proof reading polymerase และ Taq polymerase (Fermentas) เติมสวนผสมในหลอด
ทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามีดังนี้   

cDNA    5 μL                                                                                             
10X buffer    5 μL                                                           
10mM dNTP    1 μL                            
25 nM MgCl2     2 μL                             
Forward-primer    0.25 μL                                      
Reverse-primer     0.25 μL               
DMSO     2.5 μL                        
Taq polymerase    0.25 μL                                                      
Proof reading polymerase  0.125 μL                                                       
เติมน้ํากล่ันใหครบ 50 μL  
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ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอน   

ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 °C 5 นาที                                                                                            
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 °C 30 วนิาที                                                                          
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 50 °C 30 วนิาที                                               
ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 °C 2 นาที 30 วินาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ                                        
ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 °C 15 นาที                                    
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 °C ตลอดเวลา จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง    

ลําดับเบสของ primers ท่ีใชในการเพิ่มจํานวน RAGE เพื่อการโคลนยีน  

Forward-primer  5’- GAAGGAAGCAGGATGGCA -3’                                                                                 
Reverse-primer    5’-GATGGGATCTGTCTGTGGG - 3’ 

  3.2.6 การวิเคราะหผลท่ีไดดวยอิเล็กโตรโฟรีซิส 
  นําผงวุนอะกาโรส 2 g ผสมกับ 1X TBE buffer 100 μL  นําไปละลายจนเปนเนื้อเดียวกัน 
เทลงบนแมพมิพ รอจนวุนแข็งตัว นําผลผลลิตในแตละหลอด 10 μL ผสมกับ 6x loading dye 
(Fermentas) 2 μL ปเปตสวนผสมลงไปในหลุมวุนอะกาโรส เดินเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซิสท่ี 100 
Volts 30 นาที 
  3.2.7 การตกตะกอน DNA (DNA precipitation)   
            นํา DNA  ท่ีผานปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 100 μL เติม 100% isopropanol 100 μL
  เขยาใหเขากนั อุนท่ีอุณหภมิู – 20 °C 60 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 15 นาที 
เทสวนใสท้ิง เติม 75% ethanol 500 μL เขยาใหตะกอนหลุดจากกนหลอด นําไปปนเหว่ียงดวย
ความเร็ว 13,500 g 4 °C 5 นาที เทสวนใสท้ิงและคว่ําหลอดลงบนกระดาษทิชชู ตากจนตะกอนแหง
เติมน้ํากล่ันลงไป 50 μL อุนท่ีอุณหภูมิ 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอนละลาย นําสารละลายท่ีไดไปวัด
คาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Nano Drop  

  3.2.8 การทําการเชื่อมตอกับตวันํา (Vector ligation) 

  ใช pGEM -T Easy Vector System (Promega) ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 1.5 mLโดย 1 
ปฎิกิริยามีดังนี ้

   DNA ท่ีผานการตกตะกอน   3.5 μL                      
Ligase 2X buffer     5 μL                           
T4 DNA Ligase     1 μL             
pGEM vector      0.5 μL  
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นําสวนผสมเขยาใหเขากัน ปนเหวี่ยงใหท้ังหมดตกลงมาท่ีกนหลอด เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 24 ช่ัวโมง 
เม่ือครบเวลาเติม N-butanol  200 μL เขยาใหเขากัน เก็บท่ีอุณหภูมิ –20 °C 5 นาที นําไปปนเหวี่ยง
ดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 15 นาที เทสวนใส ท้ิงรอใหตะกอนแหง เติมน้ํากล่ันลงไป 50 μL อุนท่ี
อุณหภูมิ 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอนละลาย เพื่อเตรียมนําเขาสูข้ันตอนถายโอนยนี (transformation) 

  3.2.9 การถายโอนยีน (Transformation)  

 นํายีนเขาสูแบคทีเรีย E. coli DH5 alpha ท่ีเตรียมไวเปน competent cell โดยอาศัยหลักการ 
electroporation เตรียมอุปกรณดังนี้ cuvette สําหรับ electoporator แชท่ี –20 °C เติม LB broth เล้ียง
แบคทีเรียจํานวน 5 mLลงในหลอดทดลองขนาด 15 mL แชท่ี 4 °C นําเคร่ือง electroporator ปรับ 
voltage ไปท่ี 1800 Volts เตรียม pipette ปรับปริมาตรไวท่ี 1000 μL และ pipette ปรับปริมาตรไวท่ี 
80 μL นํา competent cell จากท่ีเก็บไวท่ี -80 °C มาวางไวท่ีอุณหภูมิหอง หรือ 37 °C จนเหลว
กลายเปนน้ํา ใช pipette ท่ีปรับปริมาตรไวท่ี 80 μL ดูด competent cell ผสมลงใน DNA ท่ีได
เช่ือมตอกับ vector ไว ดูดท้ังหมดใส cuvette สําหรับ electoporator ในขณะท่ียังเยน็อยู เสียบ 
cuvette ลงใน electoporator ปดฝา cuvette ปดฝา electoporator กดปุม shock นํา pipette ปรับ
ปริมาตรไวท่ี 1000 °C μL  ดูด LB broth ท่ีเตรียมไว 1 mL นํามาใสใน cuvette สําหรับ electoporator 
เม่ือเคร่ืองแสดงไฟสัญญาณสีเขียว ใช pipette ดูดข้ึนลงอยางรวดเร็ว และดูดท้ังหมดมาใสในหลอด
ทดลอง 1.5 mL อุนท่ี 37  °C 60 นาที นํา plate LB broth ผสมยา Ampicillin มาวางไวท่ีอูณหภูมิหอง 
เตรียม spreader และ บิกเกอร ใส 100% ethanol ไว จุม spreader ลงใน 100% ethanol เผาไฟและท้ิง
ไว เม่ือครบเวลา 60 นาที นําแบคท่ีเรียท่ีเล้ียงไว ดูดมา 80 μL ใสใน plate แลว spread ใหกระจายตัว
ท่ัว plate หรือจนกวาจะแหง บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีมาตรวจหา ยีนท่ีตองการ
ดวยวิธี colony PCR 
  3.2.10 การตรวจสอบโคลนดวยวิธี colony PCR 
  colony PCR ใชหลักการเดยีวกับ PCR แตแมแบบเปนโคโลนีจากแบคทีเรีย โดยใช Taq 
polymerase (Fermentas)  ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามีดังนี ้ 

   Bacteria 1 colony ผสมน้ํากล่ัน    5 μL                    
10X buffer      2.5 μL                  
10mM dNTP      0.5 μL                       
25 nM MgCl2       1 μL                        
T 7 promotor Forward-primer     0.125 μL                       
SP6 Reverse-primer        0.125 μL                 
DMSO       1 μL                   
Taq polymerase      0.125 μL   
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เติมน้ํากล่ันจนครบ 25 μL  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอนดังนี ้

  ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 °C 5 นาที                          
 ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 °C 30 วนิาที                                 
 ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 58 °C 30 วนิาที                                 
 ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 °C 1 นาที 30 วินาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ               

ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 °C 5 นาที                    
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 °C ตลอดเวลา จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

  ลําดับเบส primer ท่ีใช  

  T 7 promotor Forward-primer     5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ 
  SP6 Reverse-primer                 5’- ATTTAGGTGACACTATAGAA- 3’ 
วิเคราะหผลการถายโอนยีน (transformation) ดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  

  3.2.11 การตรวจสอบโคลนในแบคทีเรียดวย primer ท่ีจําเพาะตอยีน RAGE 

ใช Taq polymerase (Fermentas) ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามีดังนี้   

   Bacteria 1 colony ผสมน้ํากล่ัน    5 μL                      
10X buffer      2.5 μL                  
10mM dNTP      0.5 μL                                  
25 nM MgCl2       1.5 μL                                  
Forward-primer        0.125 μL                               
Reverse-primer         0.125 μL                                                          
DMSO       1 μL                                      
Taq polymerase      0.125 μL 

  เติมน้ํากล่ันจนครบ 25  μL  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอน ดังนี ้

 ข้ันท่ี 1 อุณหภูมิ 94 °C 5 นาที                           
 ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 °C 30 วนิาที                                  
 ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 50 °C 30 วนิาที                                     
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ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 °C 1 นาที 30 วินาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ                                       
ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 °C 5 นาที                             
 ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 °C ตลอดเวลา จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

   ลําดับเบส primer ท่ีใช  

  Forward-primer  5’- GAAGGAAGCAGGATGGCA -3’     
 Reverse-primer    5’-GATGGGATCTGTCTGTGGG - 3’ 
วิเคราะหผลจากการตรวจสอบโคลน ดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  

  3.2.12 การตรวจสอบโคลนในแบคทีเรียดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme 
digestion) 

  กอนท่ีจะนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะตองนําโคโลนีท่ีโคลนไดมาสกัด plasmid 
ออกมากอนดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) มีวิธีทําดังนี ้

นําโคโลนีท่ีคาดวามี RAGE อยูมาเล้ียงกับ LB broth 5 mLในหลอดทดลอง 15 mL บมท่ี 37 °C 24 
ช่ัวโมง นําแบคทีเรีย 5 mLแบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ปน 11,000 g 30 วินาท ีเทสวนใส
ออก เติม 250 μL buffer A1 ดูดข้ึนลงและเขยาจนเปนเนือ้เดียวกัน เติม 250 μL buffer A2  เขยา
หลอดกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง (จนกวาสวนใสเขากันด)ี วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม 300 μL 
buffer A3 เขยาหลอดกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง (จนกวาสวนใสเขากันด)ี ปน 11,000 g  5 นาที ให
ตะกอนตกไปกองท่ีกนท้ังหมด ถายเปล่ียนสวนใสไปยัง column ซ่ึงเสียบอยูบน collection tube ปน 
11,000 g  1 นาที  เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกับ column เติม 600 μL buffer A4 
ปน 11,000 g  1 นาที เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกับ column อันเดมิ ปน 11,000 g  
2 นาที ท้ิง collection tube  นาํ column ไปเสียบนหลอด 1.5 mL เติม 50 μL buffer AE ท่ีรอน 65 °C 
วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 นาที ปน 11,000 g  1 นาที ได plasmid vector  
  นํา plasmid vector มาผสมกับเอนไซมตัดจาํเพาะ ใชเอนไซม HidIII & PstI (Fermentas) 
โดยมีสวนผสมตอ 1 ปฎิกิริยาดังนี้   
  HidIII     1 μL  

PstI     1 μL  
10X Tango buffer  8 μL  
Plasmid vector    30 μL  
อุนท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง เปาหมายจะไดรูปแถบ DNA แสดงไวดังรูปท่ี 8   
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รูปท่ี 8 รูปแบบและขนาดของแถบ DNA จากการตัดจําเพาะของเอนไซม HidIII & PstI บน ยีน 
RAGE (Hudson et al., 2008) 

   3.2.13 ตรวจหาลําดับเบส (Sequencing) 

 นํา plasmid ท่ีสกัดดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) สงไปยังบริษัท Ward Medic ซ่ึงเปน
ตัวแทนสงไปบริษัท First Base Laboratories Sdn. Bhd. เพื่อหาลําดับเบส DNA  

3.3 การเชื่อมตอ RAGEv1 กับ expression vector  

  3.3.1 การเชื่อมตอกับตัวนาํท่ีสามารถแสดงออกในยูคาริโอต 

   เม่ือไดโคลนท่ีมี RAGEv1 นํามาสกัด plasmid ดวย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
โดยวิธีการดังนี้  

นําโคโลนีท่ีคาดวามี RAGE อยูมาเล้ียงกับ LB broth 5 mL ในหลอดทดลอง 15 mL บมท่ี 37 °C 24 
ช่ัวโมง นําแบคทีเรีย 5 mLแบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ปน 11,000 g 30 วินาท ีเทสวนใส
ออก เติม 250 μL buffer A1 ดูดข้ึนลงและเขยาจนเปนเนือ้เดียวกัน เติม 250 μL buffer A2  เขยาโดย
การกลับหลอดไปมา 10 คร้ังจนเปนเนื้อเดียวกัน วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม 300 μL buffer 
A3 เขยาหลอดกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง จนเปนเนื้อเดียวกนั ปน 11,000 g  5 นาที ใหตะกอนตกไป
ตกท่ีกนหลอดทั้งหมด ถายเปล่ียนสวนใสไปยัง column ซ่ึงวางอยูบน collection tube ปน 11,000 g  
1 นาที  เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกับ column เติม 600 μL buffer A4 ปน 11,000 
g  1 นาที เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกบั column อันเดิม ปน 11,000 g  2 นาที ท้ิง 
collection tube นํา column ไปวางบนหลอดทดลองขนาด 1.5 mLเติม 50 μL buffer AE ท่ีอุนไวท่ี 
65 °C ตั้งท่ีไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 นาที ปน 11,000 g  1 นาที ได plasmid vector  

 3.3.2 การเพิ่มจํานวน RAGEv1  

เพิ่มจํานวน plasmid vector ดวยเทคนิค PCR  ใช Proof reading polymerase และ Taq polymerase 
(Fermentas)  ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามีดังนี ้  
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   Plasmid vector      2 μL         
 10X buffer      5 μL                     
 10mM dNTP      1 μL        
 25 nM MgCl2       3 μL          
 RAGE cut stop Forward-primer    0.25 μL              

RAGE cut stop Reverse-primer     0.25 μL                 
DMSO         2.5 μL                                   
Taq polymerase        0.25 μL                                    
Proof reading polymerase     0.125 μL 

เติมน้ํากล่ันจนครบ 50  μL  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอนดังนี ้

ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94°C 5 นาที                              
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 °C 30 วนิาที                                
 ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 58 °C 30 วนิาที                                 
 ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 °C 2 นาที 30 วินาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ  
 ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 °C 15 นาที                                     
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 °C ตลอดเวลา จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

  ลําดับเบส primers ท่ีใชโคลนยีนเพื่อเชื่อมตอกับ expression vector  

RAGE cut stop Forward-primer   5’- AGAGAATTCGAAGCAAGATGGCA -3’                                          
RAGE cut stop Reverse-primer   5’- AGGTCTAGAGCAAGGCCCTCCAGTA - 3’ 
วิเคราะหผลจากเพ่ิมจํานวน RAGEv1 ดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  

 
  นํา PCR product ท่ีไดตกตะกอน DNA โดยนํา DNA RAGE variant 1  ท่ีผานปฎิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 100 μL เติม 100% isopropanol 100 μL เขยาใหเขากัน เก็บท่ีอุณหภูมิ                                    
– 20 °C 60 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 15 นาที เทสวนใสท้ิง เติม 75% 
ethanol 500 μL เขยาใหตะกอนหลุดจากกนหลอด นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 5 
นาที เทสวนใสท้ิงและคว่ําหลอดลงบนกระดาษทิชชู ตากจนตะกอนแหงเติมน้ํากล่ันลงไป 50 μL 
บมท่ีอุณหภูมิ 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอนละลาย นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวย
เคร่ือง Nano Drop  
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  3.3.3 การทําการเชื่อมตอกับ expression vector  
  ใช pcDNA3.1/V5-His TOPO TA expression kit (Invitrogen) ใสสวนผสมลงในหลอด
ทดลอง 0.2 mLตอ 1 ปฎิกิริยาดังน้ี  
  PCR product  4 μL 
 Salt solution 1 μL 
 TOPO vector 1 μL 
เขยาสวนผสมใหเขากนั ปนเหวยีงใหสารละลายตกลงมาท่ีกนหลอด บมท่ีอุณหภูมิ 22 °C 24 ช่ัวโมง
ดวย Thermal cycler เม่ือครบเวลา นํามาผสมกับ One shot TOPO competent E.coli บมท่ี 42 °C 30 
วินาทีบนเคร่ืองทําความรอน ดูด SOC medium  250 μL เติมใสหลอดทดลอง 1.5 mL บมท่ี 37 °C 1 
ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา ดูด 100 μL ใสลงบน plate แลว spread บน plate LB broth ท่ีมี Ampicillin 
ผสมอยู บมท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง นํามาตรวจหา ยีนท่ีตองการดวยวิธี colony PCR 
 
  3.3.4 การตรวจสอบโคลน (Colony PCR) 
  colony PCR ใชหลักการเดยีวกับ PCR แตแมแบบเปนโคโลนีจากแบคทีเรีย โดยใช Taq 
polymerase (Fermentas)  ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 0.2 mL โดย 1 ปฎิกิริยามีดังนี ้ 

Bacteria 1 โคโลนี ผสมน้ํากล่ัน    5 μL                   
10X buffer      2.5 μL                                    
10mM dNTP      0.5 μL                         
25 nM MgCl2       1 μL                                    
T 7 promotor Forward-primer     0.125 μL                         
BGH  Reverse-primer         0.125 μL              
DMSO       1 μL                           
Taq polymerase      0.125 μL 

เติมน้ํากล่ันจนครบ 25 μL  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอนดังนี ้

  ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 °C 5 นาที                          
 ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 °C 30 วนิาที                                      
 ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 60 °C 30 วนิาที                                 
 ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 °C 1 นาที 30 วนิาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ                       
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 ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 °C 5 นาที                            
 ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 °C ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

  ลําดับเบส primers ท่ีใชในการตรวจโลนท่ีไดจากการเชื่อมตอกับ expression vector  

  T 7 promotor Forward-primer     5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’   
  BGH Reverse-primer                 5’- TAGAAGGCACAGTCGAGG - 3’ 
  
 วิเคราะหผลจากการตรวจสอบโคลนดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  
  

  3.3.5 การตรวจสอบโคลนในโคโลนีดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme 
digestion) 

  กอนท่ีจะนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะตองนําโคโลนีท่ีโคลนไดมาสกัด plasmid 
ออกมากอนดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) วิธีการสกัดทําตามข้ันตอน 3.3.1 

 นํา plasmid vector ท่ีสกัดไดมาผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะใชเอนไซม BamHI และ EcoRV 
(NEB) โดยมีสวนผสมตอ 1 ปฎิกิริยาดังน้ี  

BamHI    2 μL 
EcoRV    2 μL 
10X buffer3   4 μL 
Plasmid vector    28 μL  
1X BSA   4 μL 
บมท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง 

วิเคราะหผลจากการตรวจสอบโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ตามข้ันตอน 3.2.6 
 3.3.6 ตรวจหาลําดับเบส (Sequencing) 

  นํา plasmid ท่ีสกัดดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) สงไปยังบริษัท Ward Medic 
ซ่ึงเปนตัวแทนสงไปบริษัท First Base Laboratories Sdn. Bhd.  
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3.4 การนํายีนเขาสู HepG2 (Transfection)   

  3.4.1 การสกัด plasmid   

  นําโคโลนีท่ีมี RAGEv1-expression vector มาเล้ียงใน LB broth 5 mLในหลอดทดลอง 15 
mLบมท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง นําแบคทีเรีย 5 mLเทลงในขวดแกวรูปชมพู ซ่ึงมี LB broth 495 mLบมท่ี 
37 °C 48 ช่ัวโมง ในเคร่ืองบมปนเหวี่ยง (shaking incubator) นําท้ังหมดมาสกัด plasmid ดวยชุด
สกัด PureLink HiPure Plasmid Filter Maxiprep kit (invitrogen) มีข้ันตอนดังนี ้

  นํา bacteria ท่ีเล้ียงไวเทลงในหลอดทดลองขนาด 50 mLปนเหวี่ยง 4,000 g 10 นาที 4 °C 
เทสวนใสท้ิง เขยาจนเปนเนือ้เดียวกัน ปนเหว่ียง 4,000 g 5 นาที 4 °C เทสวนใสท้ิงซับใหแหง ใส 
Resuspension buffer (R3) 5 mL ลงในหลอดทดลอง เขยาใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน ใส 5 mL Lysis 
buffer (L7) เขยาใหเขาเปนเนื้อเดียวดวยการกลับหลอดไปมาหลายๆครั้ง บม 5 นาที 37 °C เติม 5 
mL Precipitation buffer (R3) เขยาใหเขากนัเปนเนื้อเดียวดวยการกลับหลอดไปมาหลายๆคร้ัง นํา
หลอดทดลองปนเหวี่ยง 4,000 g 10 นาที 4 °C เตรียม column และ หลอด waste ใหตดิกันแลวเติม 
Equilibraation buffer (EQ1) ปลอยใหไหลตามแรงโนมถวง รอจน Equilibraation buffer (EQ1) 
ไหลออกจนเกอืบหมด ดูดสวนใสท่ีไดจากขอ 3 ใสลงใน column ปลอยใหไหลตามแรงโนมถวงจน
ของเหลวไหลจนหมด เติม 30 mLWash buffer (W8) ปลอยใหไหลตามแรงโนมถวงจนของ
เหลวไหลจนหมด ทําซํ้า 2 คร้ัง ท้ิงหลอด waste นําหลอด 50 mLใหม ใชเตรียมรองรับสวนใสท่ี
ไหลออกมาหลังจากใส Elution buffer นํา Elution buffer อุน 65 °C เติมลงใน column 15 mL ปลอย
ใหไหลตามแรงโนมถวงจนของเหลวไหลจนหมด นําของเหลวท่ีรองรับไดผสม Isopropanol 15 mL
บม -20 °C 30 นาที นํามาใสหลอดทดลอง 1.5 mL นําไปปนเหวี่ยง 14,000 g 15 นาที 4 °C เทสวน
ใสออก ตากตะกอนใหแหง เติมน้ํากล่ันเพือ่ละลาย DNA วัดปริมาณดวย Nano Drop และเจือจางให
ไดความเขมขน 1000 ng/μL 

  3.4.2 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง HepG2  

 ทําการเพาะเล้ียง HepG2 cell line บนจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mmโดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C จนไดปริมาณ 80%-90% ของพ้ืนท่ีโดยประมาณการจาก
การตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน  
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  3.4.3 การนับจํานวนเซลลมะเร็ง HepG2 

  นําเซลลมะเร็งท่ีเพาะเล้ียงในข้ันตอน 3.4.2 เทอาหารเล้ียงของเกาท้ิง เติมน้ํายา 1X PBS ลง
ไป 1 mL เขยาเบาๆแลวเทน้ํายา 1X PBS ท้ิง ใส trypsin reagent 1 mL บม 3 นาที ในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ดูด trypsin reagent ท้ิงไป ใส 10% DMEM 1 mL ให
เซลลท่ีติดท่ีกนหลอดหลุดออกใหมากท่ีสุดแลวดดูใสหลอดทดลอง 1.5 mLเจืองจางเซลลดวยสี 
trypan blue อัตราสวน 1:10 (dilution factor) เขยาใหเขากนั เซลลท่ีตายแลวสีจะซึมเขาสูภายใน
เซลลได ดูด 10 μL ใส Neubauer chamber ท่ีมี cover slip ปดอยูดานบน นับจํานวนเซลลโดยใช
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา นับจํานวนเซลลบริเวณชองขนาด 1X1 mm 4 ชอง แลวนํามาหา
คาเฉล่ีย 

 

 

    

รูปท่ี 9 แสดงภาพ Neubauer chamber  
 

       
   

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 10 ชองขนาด 1 X 1 mm ท่ีใชในการนับจํานวนเซลล 
คํานวณเปนปริมาณเซลลตอmLเทากับนําจาํนวนเซลลท่ีนับไดหารปริมาตรของ Neubauer chamber 
(10-4 mm3 ) คูณ dilution factor  
  นําเซลลท่ีนับไดแบงใส จานเพาะเล้ียง ขนาด 100  X 20 mL 4 ลานเซลล โดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 48 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะท่ีกนภาชนะใหมีปริมาณ 
50%-60% ของพื้นท่ีโดยประมาณจากการดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา   
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  3.4.4 การถายโอนยีนเขาสู HepG2 
  นําเซลลท่ีนับไวจากข้ันตอน 3.4.3 เทอาหารเล้ียงเดิมท้ิง เติมน้ํายา 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ
แลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง  
 ผสมสารใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ดัง ตารางท่ี 1 
 

Label TUBE SERUM-FREE DMEM (μL) Plasmid (μg) 
1 500 0 
2 495 5 (Control Vector*) 
3 498 2 
4 496 4 
5 494 6 
6. 492 8 

Lable TUBE SERUM-FREE DMEM (μL) Lipofectamine (μL) 
1 500 0 
2 495 5 
3 498 2 
4 496 4 
5 494 6 
6 492 8 

ตรางท่ี 1 สวนผสมในการโคลนยีนดวยน้ํายา lipofectamine เพื่อตรวจการแสดงออกของยีน 
RAGE  * Control VECTOR คือ ยีน RAGE ท่ีโคลนไดแตยีน RAGE กลับหัวโดยท่ี start codon อยู
ดานทายของ vector  
บมท่ี 37 °C  5 นาที นําสารจากหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ท่ีผสมกันดังตราง ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที ดูดมา 1 mLใสในจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm อุน 4 
ช่ัวโมง ท่ี 37 °C 5% CO2 เทสวนใสท้ิงแลวลางดวย 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS 
ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ใส 10% DMEM  4 mL ลงไปทุกจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm  บม 24 
ช่ัวโมง ท่ี 37 °C  5% CO2 นําไปสกัด mRNA โดยชุดสกัด Quick prep micro mRNA isolation kit  
  3.4.5 การสกัด Quick prep micro mRNA isolation kit มีวิธีดังนี ้
  นําเซลลในจานเพาะเล้ียงขนาด 100 X 20 mm ดูดอาหารเล้ียงเก็บไวท่ี 4 °C  เติม 1X PBS 1 
mL เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง เติม extraction buffer 0.4 mL ลงในจาน
เพาะเล้ียง เขยาจนเซลลแตกทั้งหมดและสารละลายเปนเนื้อเดียวกนั ใส 0.8 mL elution buffer เขยา
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จนสารละลายเปนเนื้อเดียวกนัใสในหลอดขนาด 1.5 mLนํามาปนเหวีย่งท่ี 12,000 g 1 นาที ดูดสวน
ใสผสมกับ oligodT-cellulose เขยาโดยการกลับหลอดไปมา 3 นาที ปนเหวีย่งท่ี 12,000 g 30 วินาที 
ดูดสวนใสออก เติม 1 mL high salt buffer เขยาโดยการกลับหลอดไปมาจนเปนเนื้อเดียวกัน ปน
เหวีย่งท่ี 12,000 g 30 วินาที ดูดสวนใสออก ลางดวย high salt buffer อีก 3 คร้ัง เติม1 mL low salt 
buffer เขยาโดยการกลับหลอดไปมาจนเปนเนื้อเดียวกันปนเหวี่ยงท่ี 12,000g 30 วินาที ดูดสวนใส
ออกลางดวย low salt buffer อีก 1 คร้ัง เติม low salt buffer 0.3 mLเขยาโดยการกลับหลอดไปมาจน
เปนเนื้อเดียวกนั ใสท้ังหมดลงใน column นํา tube waste มารองใต column ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 g 10 
วินาที เติม low salt buffer 0.5 mL ปนเหวีย่งท่ี 12,000 g 10 วินาท ีทําซํ้าอีก 1 คร้ัง เติม elution 
buffer ท่ีอุนท่ี 65 oC ลงใน column 0.1 mL เก็บท่ี –20 °C   
  3.4.6 การตรวจสอบการสกัด mRNA 

  ใช Taq polymerase (Fermentas) เติมสวนผสมลงในหลอดทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามี
ดังนี้   

    cDNA จํานวน   5 μL      
   10X buffer   5 μL       
   10mM dNTP   1 μL           
   25 nM MgCl2    2 μL     
   Forward-primer   0.25 μL     
     Reverse-primer    0.25 μL                 
   DMSO    2.5 μL       
                Taq polymerase   0.25 μL     

เติมน้ํากล่ันจนครบ 50 μL  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอนดังนี ้

ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 oC 5 นาที                         
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 oC 30 วนิาที                                             
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 58 oC 30 วนิาที                         
ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 oC 45 วนิาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ                   
ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 oC 5 นาที                    
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 oC ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง  

เปนการตรวจสอบการสกัด mRNA โดยวดัปริมาณของ beta-actin gene 
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 ลําดับเบสของ primers ท่ีใช โดย Beta actin จะมีขนาด 658 bp  

 Forward-primer    5’- ACGGGTCACCCACACTGTGC-3’ 
               Reverse-primer     5’- CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG-3’ 
ทําการวิเคราะหผลจากการตรวจสอบการถายโอนยนีตามข้ันตอน 3.2.6  
   
  3.4.7 การตรวจสอบการถายโอนยีน 
หลังจากการถายโอนยนีเขาสูเซลลนํามาตรวจสอบการถายโอนยนี 2 ระดับคือ  
  1. ระดับ RNA โดยตรวจสอบการเพ่ิมข้ึนของการแสดงงอกของ RAGE gene 
  2. ระดับโปรตีนดวยวิธี Western blot โดยอาศัย antibody ท่ีจําเพาะตอ V5-epitope ของ 
vector 
  3.4.7.1 การตรวจสอบในระดับ mRNA โดยการวัดการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของ RAGE 
 สังเคราะห cDNA ดวย Reverse transcription 
  ใน1 ปฎิกิริยา มีสวนผสมดังนี้ 

50 μM Oligo dT primer (dT17)    0.8  μL  
ImProm-II 5X buffer    4 μL  
25 nM MgCl2      1.2 μL  
10 mM dNTP     1 μL  
ImProm-II Reverse transcriptase   1 μL  
DEPC-water     2 μL  
mRNA      10 μL 

  นําสวนผสมท่ีไดไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 3 ข้ันตอนดังนี้                                                          

ข้ันท่ี1 อุณหภมิู 25 oC 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันของ RNA และ primer                                                  
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 40 oC 60 นาที ให Reverse transcriptase ทําหนาท่ีสรางสาย cDNA                            
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 65 oC 15 นาที เพื่อหยดุการทํางานของ Reverse transcriptase     

  การเพิ่มจํานวน cDNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR)  

  ใช Taq polymerase (Fermentas) ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามี
ดังนี้   

   cDNA    5 μL       
  10X buffer   5 μL       
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  10mM dNTP   1 μL            
  25 nM MgCl2    2 μL      
  Forward-primer   0.25 μL        
  Reverse-primer    0.25 μL      
              DMSO     2.5 μL       
  Taq polymerase   0.25 μL       
  เติมน้ํากล่ันจนครบ 50  μL       
 ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอนดังนี ้

ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 oC 5 นาที                              
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 oC 30 วนิาที                                     
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 55 oC 30 วนิาที                         
ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 oC 30 วนิาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ                                    
ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 oC 5 นาที                   
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 oC ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

ลําดับเบสของ primers ท่ีใช สําหรับ RAGE gene จะมีขนาด 332 bp  

 Forward-primer    5’- AGCAGTTGGAGCCTGGGTG -3’ 
               Reverse-primer     5’- GGACTCGGTAGTTGGACTTGG -3’ 
  การวิเคราะหผลผจากการตรวจสอบการถายโอนยนีในระดับ RNA ตามข้ันตอน 3.2.6  
 

  3.4.7.2 การตรวจโปรตีนดวยวิธี Western blot โดยอาศัย antibody ท่ีจําเพาะตอ V5-
epitope ของ vector 

  นําเซลลท่ีนับไดแบงใส จานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm 4 ลานเซลล โดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 48 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะท่ีกนภาชนะใหมีปริมาณ 
50%-60% ของพื้นท่ีโดยประมาณจากการดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา 
  3.4.7.2.1 การถายโอนยีนเขาสู HepG2 เพื่อตรวจวิเคราะหโปรตีน 
 นําเซลลท่ีไดจากข้ันตอน 3.4.3 เทอาหารเล้ียงเดิมท้ิง ใสน้ํายา 1X PBS 1 mLเขยาเบาๆแลวเทน้ํายา 
1X PBS ออก ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ผสมสารดัง ตารางท่ี2 ใสในหลอดทดลอง 1.5 mL 
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Lable TUBE SERUM-FREE DMEM (μL) Plasmid (μg) 
1 500 0 
2 499 1 
3 499 1 
4 499 1 

Lable TUBE SERUM-FREE DMEM (μL) lipofectamine (μL) 
1 500 0 
2 499 1 
3 498 2 
4 497 3 

ตารางท่ี 2 สวนผสมในการโคลนยีนดวยน้าํยา lipofectamine เพื่อใชในการตรวจ Western blot  
วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที นําสารผสมจากตรางท่ี 2 ผสมกันเรียงตามหมายเลขหลอดทดลอง ตั้ง
ไวท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที นําสวนผสมท่ีได 1 mLใสในจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm บม 4 
ช่ัวโมง ท่ี 37 oC 5% CO2 เทสวนใสเดิมท้ิง เติม 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง 
ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ใส 10% DMEM 4 mL ลงไปทุก จานเพาะเล้ียงบม 24 ช่ัวโมง 37 oC 5% CO2 เม่ือ
ครบเวลา ดูดอาหารเล้ียงมาเก็บไว และนําเซลลไปสกัดโปรตีน โดยการตกตะกอนดวย 
trichloroacetic acid (TCA) จะไดส่ิงตัวอยางในการวิเคราะหดวยวิธี Western blot ดัง ตารางท่ี3  

Label  TUBE 
1.Negative cell 
2. Vector 1 μg : 1 μL lipofectamine 
3. Vector 1 μg : 2 μL lipofectamine 
4. Vector 1 μg : 3 μL lipofectamine 
5. อาหารเล้ียงของเซลลท่ีไมไดมีการถายโอนยีน  
6. อาหารเล้ียงของเซลลท่ีมีการถายโอนยีน 

ตารางท่ี 3  ส่ิงตัวอยางท่ีจะใชในการตรวจวิเคราะหดวย Western blot 
วิธีเตรียม SDS polyacrylamide gel electrophoresis  
  ประกบกระจกแลวหนีบกับแทนวางกระจกใหเสมอกัน ผสม separate gel 10% gel โดยใส
สวนผสมดัง ตารางท่ี 4 
   

1. DW 1.6 mL 
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2. 30% acrylamide 2.0 mL 
3. 1.5M Tris (pH8.8) 1.3 mL 
4. 10% SDS 50 mL 
5. 10% ammonium persulfate 50 mL 
6. TEMED  2 mL 

ตารางท่ี 4  สวนผสมในการทํา separate gel 
ผสม stacking gel โดยมีสวนผสมดัง ตารางท่ี 5  

1.DW 2.1 mL 
2. 30% acrylamide 500 μL 
3. 1.5M Tris (pH8.8) 380 μL 
4. 10% SDS 30 μL 
5. 10% ammonium persulfate 30 μL 
6. TEMED 3 μL 

ตารางท่ี 5 สวนผสมในการทํา stacking gel 
หยอดสวนผสม separate gel ลงในแผนกระจกประกบ โดยหยอดท่ีดานใดดานหนึ่งตลอดจนมี
ปริมาตร 80 % ของกระจก คอยๆหยอดน้ํากล่ันลงไปใหเต็มมาถึงขอบกระจกดานบน เพื่อไลฟอง
ออกและทําใหหนาเจลเรียบ รอใหเจลแข็งประมาณ 20 นาที ทําการ denature protein โดยนํ้ายาแลม
ล่ี (Laemmli buffer)  ดูดโปรตีนใสหลอดทดลองขนาด 500 μL ผสม Laemmli buffer กับโปรตีนใน 
อัตราสวน 1 ตอ 1  อุนท่ี 95 oC 5-10 นาที นาํเจลท่ีแข็งมาเทน้ําออกเอากระดาษกรองเช็ดและซับน้ําท่ี
อยูในแผนกระจก เติมสวนผสมผสม stacking gel ในสวนท่ีเหลือของแผนกระจกประกบจนเกือบ
เต็มนําแมพพิมสําหรับใสส่ิงตัวอยางเสียบลงไประหวางกระจก 2 แผน รอใหเจลแข็งตัว 20 นาท ี
เตรียมเคร่ือง run gel นําเจลท่ีแข็งแลว ดึงแมพิมพออก เช็ดสวนเกินและสวนน้ําออก ดูด running 
buffer  ใสลงไปในชองแผนกระจกเพ่ือลางสวน load sample นําแผนกระจกไปวางในถังรันเจล 
(tank)  ปดตัว lock เท running buffer  จนเต็มถังรันเจล หยอด sample ลงในหลุม เดินเคร่ืองรันเจลท่ี 
70 Volts 30 นาที ใหโปรตีนเคล่ือนท่ีผาน stacking gel เปล่ียน แลวจึงเปลี่ยนเปน 100 Volts แลว
เดินเคร่ือง run gel 150 นาที ประกบ gel กับ membrane โดยเรียงตามลําดับดังนี้ 1. Fiber patch, 2. 
ฟองน้ํา, 3. กระดาษกรองเบอร 1, 4. gel นําสวนประกอบท้ัง 4 สวน แชใน transfer buffer และ 5. 
membrane แชใน Methanol 100% 5นาที เม่ือครบเวลา 120 นาทีดึงแผนกระจกออก ลาง running 
buffer ออกดวยน้ํากล่ัน แกะกระจกและตัด gel สวน stacking gel ออก นํา fiber patch 1 แผนวางบน
ดานสีดําของแผนประกบ วางกระดาษกรองเบอร 1 ซอนกัน 3 แผน วางเจลทับลงไป วาง membrane 
ในตําแหนงท่ี protein อยู วางกระดาษกรองเบอร 1 ซอนกัน 3 แผนอีก 1 ช้ัน วาง fiber patch แผน 2 
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ลงอีกทีและปดแผนประกบเจล แชไวใน transfer buffer  นําไปใสเคร่ือง run gel 150 mAในระบบที่
มีความเยน็ต้ังท้ิงไว 1 ช่ัวโมง 30 นาที ถอด membrane ออกมาแชใน TBST buffer (Wash buffer)  
เติม blocking buffer 5% non fat dry milk แชไว 1 ช่ัวโมง ลางโดยจุม wash buffer เทท้ิง ทํา 3 คร้ัง 
คร้ังละ 5 นาที เจือจาง antibody ดวย 5%BSA ใน TBS-T เทลงในกลองพลาสติก เอา membrane จุม
ลงไปต้ังท้ิงไว 1 ช่ัวโมง ลางดวย wash buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  ท้ัง primary และ secondary 
antibody นํา gel มาแชสี Commassie blue นาน1 ช่ัวโมง นําถาดใหญ 2 ถาดใสน้ําเกือบคร่ึงถาด ถาด
เล็ก 2 ถาดใสน้ํา 65 mLผสม developer buffer 15 mLอีกถาดผสม fixer buffer 15 mL เตรียม 
substrate โดยนํา luminal ผสม peroxide ในอัตราสวน 1 ตอ 1 วางในท่ีมืด เตรียมตามความกวาง
ของ membrane โดย membrane กวาง 7 x 1 cm เตรียม substrate 0.7 mL ผสม 0.35 mL luminal และ 
0.35 mL peroxide นํา membrane มาวางบนพลาสติกใส นําฟลมมาวางทับ จับเวลา 5-30 วินาที 
นาํมาแชในน้ํายา developer buffer 1 นาที จุมในถาดใสน้าํเพื่อลาง นํามาแชในน้ํายา fixer buffer 1 
นาทีจุมในถาดใสน้ําเพื่อลาง เปดไฟแลวดูขนาด band จากฟลม ตากใหแหง นําฟลมไปถายรูปดวย 
Gel Doc  
  

  3.5 การตรวจสอบผลจากการโคลน RAGEv1 ตอการแสดงออกของ NF-κB และ TNF-
alpha ในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 
  3.5.1 การนํายนีเขาสู HepG2 (Transfection)   

  นํา plasmid ท่ีสกัดไวในข้ันตอน 3.4.1 มาใชผสมกับน้ํายา lipofectamine 2000  ทําการ
เพาะเล้ียงเซลลมะเร็ง HepG2 ตามข้ันตอน 3.4.2 และนับจํานวนเซลลมะเร็ง HepG2 เทอาหารเล้ียง
ของเกาท้ิง เติมน้ํายา 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ แลวเทน้ํายา 1X PBS ออก ใส trypsin reagent 1 mL 
แชไว 3 นาที ดูด trypsin reagent ท้ิงไป ใส 10% DMEM 1 mL ชะเซลลท่ีติดท่ีกนหลอดออกใหมาก
ท่ีสุด แลวดูดใสหลอดทดลอง 1.5 mL เจืองจางเซลลดวยสี Trypan blue อัตราสวน 1:10 (dilution 
factor) เขยาใหเขากัน เซลลท่ีตายแลวสีจะซึมเขาสูภายในเซลลได ดูด 10 μLใส Neubauer chamber 
ท่ีมี cover slip ปดอยูดานบน นับจํานวนเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา นับจํานวน
เซลลบริเวณชองขนาด 1X1 mm 4 ชอง แลวนํามาหาคาเฉล่ีย คํานวณเปนปริมาณเซลลตอmLโดยนํา
จํานวนเซลลท่ีนับไดหารปริมาตรของ Neubauer chamber (10-4 mm3 ) คูณ dilution factor  

  นําเซลลท่ีนับไดแบงใส จานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm 4 ลานเซลล โดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 48 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะท่ีกนภาชนะใหมีปริมาณ 
50%-60% ของพื้นท่ี โดยประมาณจากการดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา   
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  3.5.2 การถายโอนยีนเขาสู HepG2 
  นําเซลลท่ีนับไวจากข้ันตอน 3.4.3 เทอาหารเล้ียงเดิมท้ิง แลวเติมน้ํายา 1X PBS 1 mLเขยา
เบาๆแลวเท น้าํยา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ผสมสารดัง ตารางท่ี 6 ใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 
mL 

Lable TUBE SERUM-FREE DMEM (μL) Plasmid (μg) 
1 500 0 
2 495 5 (Control Vector) 
3 498 2 
4 496 4 
5 494 6 
6 492 8 

Lable TUBE SERUM-FREE DMEM (μL) Lipofactamine (μL) 
1 500 0 
2 495 5 
3 498 2 
4 496 4 
5 494 6 
6 492 8 

ตารางท่ี 6 สวนผสมในการโคลนยีนเพื่อตรวจการแสดงออกของ TNF-alpha และ NF-κB 
วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที นําสารผสมจากตรางผสมกัน ตั้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที นําสารผสม 
1  mL ใสในจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 4 ช่ัวโมง 5% CO2 เทสารผสมเดิมท้ิง เติม 1X PBS 1 mL 
เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ใส 10% DMEM  4 mLลงไปทุกจาน นําจาน
เพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซคารบอนไดออกไซด 5% CO2ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 4 ช่ัวโมง  
 สกัด mRNA โดยชุดสกดั Quick prep micro mRNA isolation kit ตามข้ันตอน 3.3.5 
  3.5.3 การสังเคราะห cDNA ดวย Reverse transcription 

  ใชชุดน้ํายา ImProm-II Reverse transcriptase (Promega) นําหลอดทดลองขนาด 0.2 mL ท่ี
ผานการทําลาย DNase มาเติมสวนผสมตอ 1 ปฏิกิริยา ดังนี้ 

50 μM Oligo dT primer(dT17)    0.8  μL                                                              
ImProm-II 5X buffer    4 μL                                                                            
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25 nM MgCl2      1.2 μL                                                                        
10 mM dNTP     1 μL                                                                      
ImProm-II Reverse transcriptase   1 μL                                                                     
DEPC-water     2 μL  

นําสวนผสมท่ีไดไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 3 ข้ันตอนดังนี้                                                                  

ข้ันท่ี1 อุณหภมิู 25 oC 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันของ RNA และ primer                                                  
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 40 oC 65 นาที ให Reverse transcriptase ทําหนาท่ีสรางสาย cDNA                           
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 65 oC 15 นาที เพื่อหยดุการทํางานของ Reverse transcriptase        

   3.5.4 การเพิ่มจํานวน cDNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 

 ใช Proof reading polymerase และ Taq polymerase (Fermentas) ใสสวนผสมในหลอด
ทดลอง 0.2 mLโดย 1 ปฎิกิริยามีดังนี้   

cDNA    5 μL                                                                                              
10X buffer    5 μL                       
10 mM dNTP    1 μL                           
25 nM MgCl2     2 μL                              
Forward-primer    0.25 μL                          
Reverse-primer     0.25 μL                
DMSO     2.5 μL                                    
Taq polymerase    0.25 μL                                                                           
Proof reading polymerase  0.125 μL                 
เติมน้ํากล่ันจนครบ 50  μL                                     
ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอนดังนี้   

ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 oC 5 นาที                                    
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 oC 30 วนิาที                                     
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 55 oC 30 วนิาที                           
ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 oC 2 นาที 30 วินาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ      

ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 oC 15 นาที                              
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 oC ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง    
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ลําดับเบสของ primers ท่ีใช สําหรับ ยีน NF-κB  

Forward-primer  5’- CAGTGAGAAGGGCCGAAAGAC -3’                                                                         
  Reverse-primer    5’- CAGGGGCAGGGAGAAGGAG -3’ 

  ได PCR Product ขนาด NF-κB 2  421 bp 

สําหรับ TNF-alpha นําเขาเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 6 ข้ันตอน   

ข้ันท่ี 1 อุณหภมิู 94 oC 5 นาที             
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 94 oC 30 วนิาที                          
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 60 oC 30 วนิาที                            
ข้ันท่ี 4 อุณหภมิู 72 oC 2 นาที 30 วินาที  ทําข้ันตอนท่ี 2-4 จํานวน 35 รอบ                      
ข้ันท่ี 5 อุณหภมิู 72 oC 15 นาที                              
ข้ันท่ี 6 อุณหภมิู 4 oC ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง    
 ลําดับเบสของ primers ท่ีใช สําหรับ ยีน TNF-alpha 

Forward-primer  5’- GGCTCCAGGCGGTGCTTGTT -3’                                                                              
  Reverse-primer    5’- GGCTTGTCACTCGGGGTTCG -3’ 
  ได PCR Product ขนาด 188 bp 

  การตรวจวัดการแสดงออกของ TNF-alpha, RAGE และ NF-κB จะทําการตรวจการ
แสดงออกของ house keeping gene คือ β-actin ดวยเพื่อนํามาหารเปนสัดสวนในข้ันตอนวิเคราะห
ผลขอ 3.2.6 
 
 3.6 การทดสอบ MTT assay  
  MTT assay เปนการวดัจํานวนเซลลท่ียังมีชีวิตโดยวัดจาก mitochondrial succinic 
dehydrogenase activity ส่ิงท่ีมีชีวิตจะมีวัฎจักรเครป (Krebs cycle) ซ่ึงมีกระบวนการสังเคราะห 
adenosine triphosphate จากคารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน โดยมีข้ันตอนหน่ึงท่ีเปล่ียน succinate ไป
เปน fumarate โดยอาศัย succinic dehydrogenase (SDH) แสดงถึงการมี mitochondrial function ใน
เซลล ผลจาก metabolism นีทํ้าใหเกดิ FADH2  ซ่ึงสามารถเปล่ียน tetrazolium salt  ไปเปนตะกอน 
formazan ซ่ึงมีสีมวงและตกตะกอนใน mitochondria เม่ือละลายดวยสารละลาย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) และวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 550 nM ความเขมขนของสีจะแปรผันตรงกับ mitochondrial 
activity หรือปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต 
 
 



 

 
40

วิธีการทดลอง 
  เล้ียงเซลลจํานวน 400,000 เซลล/well ใน six well plate นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 4 ช่ัวโมง เติม 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ แลวเทน้ํายา 
1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ผสมสารดัง ตารางท่ี 7 
 

หลอดทดลอง
ขนาด 1.5 mL 

SERUM-FREE DMEM (μL) Lipofectsamine 2000 (μL) 

1 500 0 
2 500 5 
3 500 2 
4 500 4 
5 500 6 
6 500 8 

หลอดทดลอง
ขนาด 1.5 mL 

SERUM-FREE DMEM (μL) RAGEv1-pcDNA3.1 (μL) 

1 500 0 
2 500 5 (RAGEv1 ท่ีกลับหัว) 
3 500 2 
4 500 4 
5 500 6 
6 500 8 

ตารางท่ี 7 สวนผสมในการโคลนยีนเพื่อการตรวจหาเปอรเซ็นการรอดชีวิตของเซลล (% cell 
viability) 
ผสมใหเขากันแลวปนตก นําสารผสมจากตารางมาผสมกันตามหมายเลขหลอดทดลอง ตั้งไวท่ี 
อุณหภูมิหอง 15 นาที ใสลงใน six well plate ท่ี 2 นํา six well plate ท้ังสอง อุนท่ี 37 oC 24 ช่ัวโมง 
5% CO2 เติม 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ แลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง เติม 10% DMEM 
อุนท่ี 5% CO2 37 oC  24 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา เติม MTT reagent 100 μL อุนท่ี  5% CO2 37 oC 4 
ช่ัวโมง ดูดสวนน้ําท้ิงเหลือตะกอนไว เติม DMSO 2 mL เขยาใหเขากันจนตะกอนสีละลายดี ดดู
ท้ังหมดมาใสในหลอดขนาด 1.5 mL  2 หลอดๆละ 1 mL ปนท่ี 5,000 g 5 นาที ไปวดัการดูดกลืน
แสงท่ี 550 nM   
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1         2        3       4        5       6      7       8

1000 bp

บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะห 

  4.1 การเพิ่มจํานวน RAGE variant จาก HeLa cell line   

  RNA ท่ีสกัดจาก HeLa cell แลวถูกเปล่ียนเปน cDNA และเพิ่มจํานวน RAGE gene ดวยวิธี 
PCR โดยใช primers จําเพาะจะสามารถจับ RAGE และเพ่ิมจํานวน RAGE ทุกรูปแบบท่ีมีใน HeLa 
cell ผลจากการเพิ่มจํานวนยนี RAGE เม่ือนําไปแยกดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสแสดงไวในรูปท่ี 11    
  

  

     รูปท่ี 11  ผลจากการเพ่ิมจํานวน  
                                                                RAGE จาก HeLa cell line  
                                             No.1    Negative control  
   No.2-7     RAGE variant 
  No.8   100 bp DNA ladder 
 
 
จากผลที่ได พบแถบ DNA ของยีน RAGE หลาย variants ใน HeLa cell line ซ่ึงจะตองนําไปโคลน
เพื่อแยกหา RAGEv1 จาก RAGE รูปแบบอ่ืนๆ  
  
  4.2 การตรวจสอบ electroporation ดวยวิธี colony PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอ pGEM
 หลังจากเพิ่มจาํนวนไดแลวกน็ํา PCR product ท่ีเหลือจากการวิเคราะหดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสนํามา
ตกตะกอน DNA  (DNA precipitaion) ตามข้ันตอน 3.2.7 เพื่อกําจดัสวนของน้ํายาในการทําปฎิกิริยา 
PCR ใหเหลือเพียงสวนของ DNA RAGE เทานั้น จากนั้นทําการเช่ือมตอกับตัวนาํ pGEM vector 
และนําเขาสู competent cell ดวยวิธี electroporation ตรวจสอบผลการโคลนดวย วิธี Colony PCR 
ผลจากการตรวจสอบแสดงไวในรูปท่ี 12  
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1      2       3      4       5     6        7      8

1000 bp

1         2       3        4       5        6         7         8

 
รูปท่ี 12  ผลจากการใชวิธี Colony PCR ตรวจ 

       การโคลน โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอ pGEM 
    No.1       Negative control  

     No.2-5      ไมสามารถระบุได     
  No.6      คาดวาจะเปน RAGE  
  No.7     ไมสามารถระบุได 
   No.8       100 bp DNA ladder  
 
พบ DNA band จากโคโลนีในชองหมายเลขท่ี 6 ซ่ึงคาดวาจะเปน variant ของยีน RAGE รูปแบบใด
รูปแบบหนึ่ง เนื่องจากมีขนาดประมาณ 1250 bp นําโคโลนีท่ีคาดวาจะเปน RAGE variant นั้นมาทํา
การตรวจสอบอีกคร้ังดวยวิธี colony PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยนี RAGE นําไปวิเคราะหดวยอิ
เล็กโตรโฟรีซิสไดผลดังแสดงในรูปท่ี 13  
 
               4.3 การตรวจสอบโคโลนีแบคทีเรียดวยวิธี Colony PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีน 
RAGE 
 

รูปท่ี 13 ผลการตรวจการทํา colony PCR ดวย 
primers ท่ีจําเพาะตอ RAGE 
  No.1     Negative control  

   No.2-7  PCR Product RAGE  
   No.8     100 bp ladder  
 
 
 
 
พบ DNA band จากโคโลนีมีขนาดประมาณ 1250 bpใกลเคียงกับ RAGEv1  
นําโคลนดังกลาวมาสกัด plasmid แลวนํา plasmid ท่ีไดไปผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ 
PstI วิเคราะหผลดวยอิเล็กโตรโฟรีซิส ไดผลดังแสดงในรูปท่ี 14 
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1    2

4.4 ผลการตรวจสอบโคลนในโคโลนีแบคทีเรียดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ PstI 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 14 ผลการตรวจสอบ RAGEv1 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ นําขนาด band เทียบกับรูปดานขวา
ของ Hudson et al., 2007  
 No.1     RAGE gene ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 No.2     100 bp ladder  
ผลจากการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะยังไมสามารถสรุปไดวาเปน RAGE variant ใดตองนําไปสง
ตรวจลําดับเบส DNA (DNA sequencing) ผลการตรวจลําดับเบส DNA ไดแสดงไวในขอ 4.5   
  4.5 ผลการตรวจลําดับเบส (DNA sequencing) ของยีน RAGE ท่ีเชื่อมตอกับ pGEM 
vector   
   Forward primer GAAGGAAGCAGGATGGCA 
GCCGGAACAGCAGTTGGAGCCTGGGTGCTGGTCCTCAGTCTGTGGGGGGCAGTAGTA
GGTGCTCAAAACATCACAGCCCGGATTGGCGAGCCACTGGTGCTGAAGTGTAAGGG
GGCCCCCAAGAAACCACCCCAGCGGCTGGAATGGAAACTGAACACAGGCCGGACAG
AAGCTTGGAAGGTCCTGTCTCCCCAGGGAGGAGGCCCCTGGGACAGTGTGGCTCGTG
TCCTTCCCAACGGCTCCCTCTTCCTTCCGGCTGTCGGGATCCAGGATGAGGGGATTTT
CCGGTGCCAGGCAATGAACAGGAATGGAAAGGAGACCAAGTCCAACTACCGAGTCC
GTGTCTACCCTTATTGGGAACACCAGCCGTGAGTTCAGAGGCAGAATCTACAATTTC
TGGCTTCCCAGGAATCTCCTTCTCATTAGGCACCAGGGGCTTCCCATCCAAGTGCCAG
CTAAGAGTCCCTGCAGGGTAGCTTCCCTCTGACACACATGTCCCCACCCCAGACACG
GGGCTGGATGGGGGCTGTGCGCAAGGCCCGGTGTCGGGGAAGGCCTGGGCTGAAGC
TACAGGAGAAGGTGGGACGGGGATCTCCTCCCCGGGCTGGGGTCACCATTAGCTCCG
ACTGCAGTGTGAAGAGCCCTGTCTCAGGGTGTCTCCTGGTCTGTTCCTTCACAGATAC
TCATCCTTCATCCAGTGGATTTGAGGAGAGGGCTGGGCAGGGACTTCACAGGTCAGG
GTTACGGTTCCACCAGGAGCTACTGCTCCACCTTCTGGCTCCACCACCAATTGGACCT



 

 
44

1   2    3    4    5   6   7   8   9

1000 bp

CCTCCAGAGGCACAGGCTCGATGATGCTGATGCTGACAGCACGGCTTTCCTGGGGCC
CGTGGCTGGAATGGGTGGCCACACAGCTGTAGGTTCCCTGGTCCTGAGGCCCTATCT
CAGGGAGGATCAGCACAGGGCTGGGGGGAAGGGGCAAGGGCACACCCATTCCTTTC
TTGTTGACCATCCCCCCAGTCACATGTGTTGGGGGCTATCTTCTGCTTCCCTGACTTTA
TCAAACCCCTCACCTGCAGTTGGCCCCTCCTCGCCTGGTTCCCCTCAAGGCCCTCCAG
TACTACTCTCGCCTGCCTCAGGTTCCTCCGACTGATTCAGTTCTGCACGCTCCTCCTCT
TCCTCCTGGTTTTCTGGGGCCTTC  
GATGGGATCTGTCTGTGGG Reverse primer 
ลําดับเบสของ RAGE gene ท่ีไดเหมือนกบั RAGEv1 100 % เม่ือเปรียบเทียบกับ exon บน DNA 
ของยีน RAGE ในคน (NM_001136) 
 
4.6 การโคลน RAGEv1 ดวย expression vector 

  เม่ือไดโคโลนีแบคทีเรียท่ีมี  RAGEv1 ท่ีเช่ือมตออยูกับ pGEM vector แลว นําโคโลนีนั้น
มาทําการเพาะเล้ียงเพิ่มจํานวนในอาหารเล้ียงแบคทีเรียชนิดเหลว แลวนํามาสกัด plasmid ทําการ
เพิ่มจํานวนดวยวิธี PCR เม่ือนํา PCR product ท่ีไดไปตกตะกอนและเช่ือมตอกับ expression vector
ตัวนํา pcDNA3.1 V5-His แลว ทําการบมท่ี 42 องศาเซลเซียสเพื่อใหยนีและตัวนําเขาไปอยูใน
แบคทีเรีย แลวนําโคโลนีใหมท่ีไดมาตรวจสอบการโคลนดวยวิธี colony PCR ผลแสดงดังรูปท่ี 15
  
  4.6.1 การตรวจสอบโคลนในโคโลนีแบคทีเรีย (Colony PCR)  
 
  รูปท่ี 15 ผลท่ีไดจากการตรวจสอบโคลน  
                                             ท่ีเชื่อมตอกับ expression vector 
    No. 1  Negative control  
    No. 2 กับ 3 และ 5-8  ไมพบ band 
   No. 4   positive clone 1250 bp 
   No. 9  100 bp DNA ladder 
 
 
พบวา No. 4 มี band ในขนาด 1250 bp ท่ีอาจจะเปน RAGEv1 ท่ีตองการ จึงนําโคโลนีนี้มาสกัด 
plasmid แลวนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRV ผลแสดงไวดังรูปท่ี 16  
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1000 bp

1     2
  4.6.2 ผลการตรวจสอบโคลนในโคโลนดีวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRV 
 
     รูป16  ผลท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 
      BamHI และ EcoRV 

     No.1  Negative control       
    No.2  คาดวาจะเปน RAGE variant 1    
     No.3 100 bp DNA ladder 

มีแถบ DNA ขนาดใกลเคียง 1000 bp คาดวาจะเปน RAGEv1 จะตองนําสง sequencing เพื่อตรวจ
ลําดับเบสเปนการตัดสินวาเปน RAGEv1 หรือไม ผลการตรวจลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 
แสดงไวในขอ 4.9 

  4.6.3 ผลการตรวจลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 
Forward primer AGAGAATTCGAAGAAGCAGGATG 
GCAGCCGGAACAGCAGTTGGAGCCTGGGTGCTGGTCCTCAGTCTGTGGGGGGCAGTA
GTAGGTGCTCAAAACATCACAGCCCGGATTGGCGAGCCACTGGTGCTGAAGTGTAAG
GGGGCCCCCAAGAAACCACCCCAGCGGCTGGAATGGAAACTGAACACAGGCCGGAC
AGAAGCTTGGAAGGTCCCGTCTCCCCAGGGAGGAGGCCCCTGGGACAGTGTGGCTCG
TGTCCTTCCCAACGGCTCCCTCTTCCTTCCGGCTGTCGGGATCCAGGATGAGGGGATT
TTCCGGTGCCAGGCAATGAACAGGAATGGAAAGGAGACCAAGTCCAACTACCGAGT
CCGTGTCTACCAGATTCCTGGGAAGCCAGAAATTGTAGATTCTGCCTCTGAACTCAC
GGCTGGTGTTCCCAATAAGGTGGGGACATGTGTGTCAGAGGGAAGCTGCCCTGCAGG
GACTCTTAGCTGGCACTTGGATGGGAAGCCCCTGGTGCCTAATGAGAAGGGAGTATC
TGTGAAGGAACAGACCAGGAGACACCCTGAGACAGGGCTCTTCACACTGCAGTCGG
AGCTAATGGTGACCCCAGCCCGGGGAGGAGATCCCCGTCCCACCTTCTCCTGTAGCT
TCAGCCCAGGCCTTCCCCGACACCGGGCCTTGCGCACAGCCCCCATCCAGCCCCGTG
TCTGGG 
Reverse primer 
AGGTCTAGAGCAAGGCCCTCCAGTACTACTCTCGCCTGCCTCAGGTTCCTCCGACT
GATTCAGTTCTGCACGCTCCTCCTCTTCCTCCTGGTTTTCTGGGGCCTTCCATTCCTTT
CTTGTTGACCATCCCCCCAGTCACATGTGTTGGGGGCTATCTTCTGCTTCCCTGACTTT
ATCAAACCCCTCACCTGCAGTTGGCCCCTCCTCGCCTGGTTCGATGATGCTGATGCTG
ACAGCACGGCTTTCCTGGGGCCCGTGGCTGGAATGGGTGGCCACACAGCTGTAGGTT
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1       2       3      4     5     6     7      8       9

500 bp

CCCTGGTCCTGAGGCCCTATCTCAGGGAGGATCAGCACAGGGCTGGGGGGAAGGGG
CAAGGGCACACCATCCTTCATCCAGTGGATTTGAGGAGAGGGCTGGGCAGGGACTTC
ACAGGTCAGGGTTACGGTTCCACCAGGAGCTACTGCTCCACCTTCTGGCTCCACCAC
CAATTGGACCTCCTCCAGAGGCACAGGCT 
 
ลําดับเบสท่ีไดจากการทํา sequencing แสดงวาเปน RAGEv1 สรุปวาสามารถเช่ือมตอ RAGEv1 กับ 
expression vector ไดและจะนําโคลนน้ีไปเล้ียงตอแลวทําการสกัด plasmid และเจือจางใหมีความ
เขมขน 1 μเ /μL เพื่อทําการทดลองในข้ันตอไป  
  
 4.7 การพิสูจนการถายโอนยีนเขาสู HepG2 
 เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine หลังจากบมท่ี 
37oC 24 ช่ัวโมงแลวนํามาตรวจพิสูจนการถายโอนยีนโดยนํามาสกัด mRNA ดวยชุดสกัด Quick 
prep micro mRNA isolation ในข้ันตอน 3.4.5 แลวนําไปเพิ่มจํานวนดวย primers ท่ีจําเพาะตอยีน 
RAGE    ผลท่ีไดแสดงไวในรูปท่ี 17  
  4.7.1 การตรวจปริมาณการแสดงออกของยนี RAGE 
ทําการทดลอง 3 คร้ังในการตรวจปริมาณการแสดงออกของยีน RAGE ไดผลดังในรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No.1  Negative control PCR                     No.2  Negative control  RT        
No.3  Non-transfected cell    No.4  Transfected control vector         
No.5  Transfected  Vector 2 μg   No.6  Transfected  Vector 4 μg 
 No.7 Transfected  Vector 6 μg   No.8 Transfected  Vector 8 μg 
No.9  100 bp DNA ladder 
รูปท่ี 17  ผลของการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 ตอการแสดงออกของยีน RAGE  
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นําผลที่ไดมาวเิคราะหดวยโปรแกรม Genetool ของ Syngene ซ่ึงจะเปลี่ยนความเขมของ band เปน
ตัวเลข นําตัวเลขที่ไดสรางเปนกราฟแสดงไวในรูป 18  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
รูปท่ี 18 คาเฉล่ียของปริมาณการแสดงออกของยีน RAGE ลําดับตามความเขมขนในการถายโอนยีน 
RAGEv1 
เม่ือนํามาวิเคราะหดวย One way ANOVA พบวาการแสดงออกของ RAGE ในกลุมท่ีมีการถายโอน
ยีน RAGEv1 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับกลุม transfected control 
vector ในระดบัความเขมขน RAGEv1 ท่ี 8 μg   
 
  4.7.2 การตรวจปริมาณการแสดงออกของยนี β- actin  
  ทําการทดลอง 3 คร้ังในการตรวจปริมาณการแสดงออกของยีน β-actin เพื่อตรวจสอบการ

สกัด RNA และใชเปนตัวเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน RAGE, ยีน NF-κB2 และ ยีน TNF-α 
ผลจากการวิเคราะหดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสแสดงในรูปท่ี 19  
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1       2     3     4      5      6     7      8      9

500 bp

1           2            3          4             5           6

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No.1 Negative control PCR                     No.2 Negative control  RT        
No.3  Non-transfected cell    No.4  Transfected control vector         
No.5  Transfected  Vector 2 μg   No.6  Transfected  Vector 4 μg 
 No.7 Transfected  Vector 6 μg   No.8  Transfected  Vector 8 μg 
No.9  100 bp DNA ladder 
รูปท่ี 19 ผลการตรวจการแสดงออกของยีน β-actin  
   
  เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1 1 μg ตอ lipofactamine 1, 2, และ3 μL หลังจากบมท่ี 37 oC นาน 24 ช่ัวโมงแลว นําอาหาร
เล้ียงเซลลท่ีไมไดผานการถายโอนยนี และอาหารเล้ียงเซลลท่ีไดผานการถายโอนยีน มาสกัดโปรตีน 
แลววเิคราะหดวยวิธี Western blot ผลท่ีไดแสดงไวในรูป 20 
  
  4.7.3 ผลการตรวจสอบการถายโอนยนีดวย Western blot  
 
 
 
 
No.1 Negative cell                         No.2  RAGEv1:lipofectamine 1:1 (μg/μL)        
No.3  RAGEv1:lipofectamine 1:2 (μg/μL)        No.4  RAGEv1:lipofectamine 1:3 (μg/μL)              
No.5  อาหารเล้ียงเซลลท่ีไมไดถายโอนยนี  No.6 อาหารเล้ียงท่ีถายโอนยนี     
รูปท่ี 20 ผลการตรวจโปรตีน RAGEv1 ดวยวิธี Western blot  
 พบ band ขนาดประมาณ 48 kDa ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดโปรตีนของ RAGEv1 
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1      2     3    4     5     6     7     8      9

500 bp

 4.8 การตรวจการแสดงออกของยีน NF-κB2 
 เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1: lipofactamine 2:2, 4:4, 6:6, และ 8:8 (μg/μL) หลังจากบมนาน 24 ช่ัวโมงแลวนํามาสกัด 
mRNA ดวยชุดสกัด Quick prep micro mRNA isolation ในข้ันตอน 3.4.5 แลวนําไปเพิ่มจํานวน

ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยนี NF-κB ผลท่ีไดแสดงไวในรูปท่ี 21โดยทําการทดลอง 3 คร้ังในการ

ตรวจปริมาณการแสดงออกของยีน NF-κB2  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 21 ผลของการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 ตอการแสดงออกของ NF-κB2   
No.1 Negative control PCR                     No.2  Negative control  RT        
No.3  Non-transfected cell    No.4  Transfected control vector (C5)        
No.5  Transfected  Vector 2 μg   No.6  Transfected  Vector 4 μg 
 No.7 Transfected  Vector 6 μg   No.8  Transfected  Vector  8 μg 
No.9  100 bp DNA ladder 
 
นําผลที่ไดมาวเิคระหดวยโปรแกรม Genetool ของ Syngene ซ่ึงจะเปล่ียนความเขมของ band เปน
ตัวเลข นําตัวเลขที่ไดสรางเปนกราฟแสดงไวในรูปท่ี 22 
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cell             c5      2µg:2µL     4µg:4µL   6µg: 6µL   8µg:8µL 

1    2    3    4   5   6   7   8   9

500 bp

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 22 คาเฉล่ียของปริมาณการแสดงออกของยีน NF-κB2 ลําดับตามความเขมขนในการถายโอน
ยีน RAGEv1  

เม่ือนํามาวิเคราะหดวย One way ANOVA พบวาการแสดงออกของ NF-κB2 ในกลุมท่ีมีการถาย
โอนยีน RAGEv1 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับกลุม transfected control 
vector ในระดบัความเขมขน RAGEv1 ท่ี 8 μg  
  4.9 ผลการตรวจการแสดงออกของยีน TNF-α 
  เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1: lipofactamine 2:2, 4:4, 6:6, และ 8:8 (μg/μL) หลังจากบมนาน 24 ช่ัวโมงแลว นํามาสกัด 
mRNA ดวยชุดสกัด Quick prep micro mRNA isolationในข้ันตอน 3.4.5 แลวนําไปเพิ่มจํานวนดวย 
primers ท่ีจําเพาะตอยนี TNF-α ผลท่ีไดแสดงไวในรูปท่ี 23 โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 23 ผลของการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 ตอการแสดงออกของ TNF-α 
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cell          c5         2µg:2µL     4µg:4µL   6µg: 6µL   8µg:8µL 

No.1  100 bp DNA ladder                                        No.2 Negative control PCR                    
No.3 Negative control  RT           No.4  Non-transfected cell    
No.5  Transfected control vector           No.6  Transfected  Vector 2 μg 
No.7  Transfected  Vector 4 μg    No.8 Transfected  Vector 6 μg  
No.9 Transfected  Vector 8 μg 
 
นําผลที่ไดมาวเิคระหดวยโปรแกรม Genetool ของ Syngene ซ่ึงจะเปล่ียนความเขมของ band เปน
ตัวเลข นําตัวเลขที่ไดสรางเปนกราฟแสดงไวในรูปท่ี 24 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24 คาเฉลี่ยของปริมาณการแสดงออกของยีน TNF-α ลําดับตามความเขมขนในการถายโอน
ยีน RAGEv1  
  เม่ือนํามาวิเคราะหดวย One way ANOVA พบวาการแสดงออกของ TNF-α ในกลุมท่ีมี
การถายโอนยนี RAGEv1 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับกลุม transfected 
control vector ในระดับความเขมขนท่ี 8 μg 
   
  4.10 ผลการวัด % cell viability 
  เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1: lipofactamine 2:2, 4:4, 6:6, และ 8:8 (μg/μL) หลังจากบมนาน 24 ช่ัวโมง เติม DMSO 1 
mL บมตออีก 4 ช่ัวโมงนําสวนน้ํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 550 nm ผลการทดลองเฉล่ีย 3 คร้ังได
คา % viability ดังแสดงในตารางท่ี 8  
 Cell viability (%) SD 
1.Negative 100 0 
2.Control Vector 5 μg 74.15 7.72 
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3. Vector 2 μg 95.75 2.23 
4. Vector 4 μg 87.23 5.41 
5. Vector 6 μg 70.90 7.37 
6. Vector  8 μg 66.57 10.40 
ตารางท่ี 8  อัตราการรอดชีวติของเซลลเม่ือมีการถายโอนยีนเขาสูเซลล HepG2 โดยใชตัวนําความ
เขมขนตางๆ 
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      บทท่ี  5 

    สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

  การแยก RAGEv1 ออกจาก RAGE variant อ่ืนอาศัย pGEM T easy vector เปนตัวนําเขาสู 
E.coli DH5 alpha ตั้งอยูในสมมุติฐานท่ีวา 1 โคโลนี จะรับ plasmid เขาไป 1 แบบ หรือคือ 1 variant 
ของยีน RAGE  ในการศึกษานี้สามารถแยก RAGEv1 ออกมาได และสามารถเช่ือมตอ RAGEv1 เขา
กับ expression vector ได 

  การตรวจพิสูจนการถายโอนยีน ยนืยนัไดวาสามารถ ถายโอนยีน (transfection) เขาสู 
HepG2 โดยอาศัย 2 วิธี คือ 1.ตรวจวดัการแสดงออกระดบั RNA โดยการตรวจการแสดงออกของ
ยีน RAGE ท่ีเพิ่มข้ึน 2.ตรวจวัดระดับการแสดงออกระดบัโปรตีน โดยอาศัย antibody จําเพาะตอ 
V5 epitope ซ่ึงเปนโปรตีนทีต่ิดอยูท่ีปลายตัวนํา ท้ังสองวิธียืนยันตรงกนัวาสามารถถายโอนยนีเขาสู 
HepG2 ไดสําเร็จ 

  การวัดผลของ RAGEv1 ตอการแสดงออกของ TNF-α และ NF-κB2 โดยเพิ่มระดับ 
RAGEv1  ใหมีความเขมขนท่ีแตกตางกนั 4 ลําดับ พบวาเม่ือโคลนยีน RAGEv1 ในปริมาณ 2, 4, 
และ 6 μg ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) แตท่ีความเขมขน 8 μg พบการ

แสดงออกของทั้งยีน NF-κB2 และ TNF-α ของเซลล HepG2 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือ
เทียบกับกลุม transfected control vector (p < 0.05)  

 ผลจาก MTT assay เม่ือถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู เซลล HepG2 พบวาเซลล HepG2 มีการ
ตายมากข้ึนเปนลําดับเมื่อเพ่ิมความเขมขน ซ่ึงอาจเปนผลจากน้ํายา lipofectamine 2000 ท่ีเพิ่มข้ึน 
หรืออาจะเกิดจากการยับยั้งกระบวนการ apoptosis ของเซลลมะเร็งเอง  

อภิปรายผลการวิจัย 

  RAGE variant 1 (RAGEv1) หรือ endogenous secretory RAGE (esRAGE) เปนรูปแบบ
หนึ่งของยนี RAGE ท่ีเกิดกระบวนการ alternative splicing และเปนรูปแบบท่ีแสดงออกมามาก
ท่ีสุดรองจาก full length RAGE การแยกและการบงช้ียีน RAGEv1 อาศัยผลยืนยนัจากการสงตรวจ
ลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ซ่ึงมีความแมนยําสูง การตรวจสอบหนาท่ีการทํางานของ
โปรตีน RAGEv1 ท่ีถายโอนเขาไปนั้นไมสามารถทําไดโดยตรง เนื่องจากบริเวณ Ig-V domain ของ 
RAGE protein เปนตัวจับกับ ligand ซ่ึงเปนสวนแสดงหนาท่ี ตองใช antibody จําเพาะตอบริเวณ Ig-
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V domain ซ่ึงเซลลโดยท่ัวไปสามารถแสดงออก RAGE ไดอยูแลว จึงไมสามารถแยกการแสดงออก
ของ RAGEv1 ท่ีถายโอนเขาไปกับ RAGE ท่ีแสดงออกอยูแลวโดยปกติของเซลลออกจากกันได 
การโคลนยีนจงึตองออกแบบ primer ใหเกิด mutation เพื่อลบ stop codon ของยีนออกแลวเช่ือมตอ
กับตัวนํา (vector) ซ่ึงมีโครงสรางลําดับเบสท่ีสามารถสรางโปรตีนท่ีตอเพ่ิมจากโปรตีน RAGEv1 
ของเดิม แลวตรวจสอบโดยใช antibody ท่ีจําเพาะตอโปรตีนท่ีติดฉลากไว โดย vector 
pcDNA3.1/V5-His ท่ีใชมี V-5 epitope เช่ือมตอมาดวย ในการศึกษานี้จึงตรวจการสรางโปรตีนผาน 
V-5 epitope ของโปรตีนนี้ โปรตีน V-5 epitope ท่ีตอเพ่ิมเขาไปนั้นอาจจะมีผลตอรูปแบบการพับตัว
และการทํางานของโปรตีน RAGEv1  ท่ีนํามาทําการทดลองได 

  มีการศึกษารายงานวา NF-κB เกี่ยวของกับ RAGE โดยตรง (รูปท่ี 22) promoter ของยีน 

RAGE นั้นยังมี binding site ของ NF-κB อยูถึง 2 ตําแหนง แสดงใหเห็นวานอกจาก RAGE จะเปน

ตัวเพ่ิมการแสดงออกของ NF-κB แลว NF-κB ก็ยังเพิม่การแสดงออกของ RAGE ดวย (Rojasa 
and Morales, 2004) นอกจากน้ี ยิ่งมีการแสดงออกของ RAGE มากข้ึนเทาไร มะเร็งนั้นยิ่งมี
ความสามารถในการรุกรานสูงมากข้ึนเทานั้น (Hirata et al., 2003) จากการศึกษานีเ้ปนท่ียืนยันไดวา
การยับยั้ง RAGE อาจจะเปนทางเลือกหนึง่ในการรักษามะเร็ง   

  NF-κB เปนยนีท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนมากกวา 200 ยีน ยนีท่ี NF-κB ควบคุมน้ัน
เกี่ยวของกับการลดลงของการเกิด apoptosis, การเหนี่ยวนําใหเกิด cellular transformation, invasion 
metastasis, chemo-resistance, radio-resistance หากยีนเหลานี้ถูกกระตุนจะกอใหเกดิการพัฒนาไป
เปนโรคมะเร็งท่ีมีความรุนแรงมากย่ิงข้ึน นอกจากน้ียังกระตุนการแสดงออกของ cyclin D1, 
apoptosis supperssor protein เชน Bcl-2 Bcl-XL ซ่ึงมีสวนเกี่ยวของกับการเกิด metastasis และ 
angigogenesis (Aggarwal and Shishodia, 2006)    
  จากผลการทดลองดวยวิธี Quantitative RAGE mRNA expression ในเซลลท่ีไมไดเปน 
HCC กับเซลลท่ีเปน HCC พบวา เซลลท่ีเปน HCC มี RAGE expression สูงกวาเซลลท่ีไมไดเปน 
HCC (p < 0.01)  และ เม่ือวดัระดับ RAGE expression ของกลุมการทดลองสามกลุม 1.เซลลตับ
ปกติ 2.เซลลตับท่ีเปน non-cancerous lesion (CH – cirrhosis) 3.เซลลตับท่ีเปน HCC เปรียบเทียบ
กัน พบวากลุมเซลลท่ีเปน HCC มี RAGE expression สูงข้ึนในระดับมีนัยสําคัญ p < 0.01 เม่ือเทียบ
กับอีก 2 กลุมท่ีเหลือ (Hiwatashi et al., 2007) ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเกิดมะเร็งตับนัน้
มีความเกีย่วเนือ่งกับการแสดงออกของ RAGE มีการทดลองในเซลลมะเร็งสมองหนู (C6 glioma 
cells) โดยการวัดการแสดงออกของ TNF-α ของเซลลท่ีมีการถายโอนยีน RAGEv1 เขาไป พบวา
การแสดงออกของ TNF- α ลดลงกวาเซลลท่ีไมมีการถายโอนยนี RAGEv1 (Klea et al., 2010) 
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  เม่ือมี ligand เชน AGE มาจับ RAGE จะเกิดการสงสัญญาณผานเขาสูภายในเซลลกระตุน 

การเพิ่มข้ึนของ oxidative stress (Yan, S. D. et al., 1994) แลวเพิ่มการแสดงออกของ NF-κB ซ่ึง 

NF-κB นั้นเปน transcription factor ท่ีควบคุมการแสดงออกของยีน interleukin-1 alpha, 
interleukin-6 และ tumor necrosis factor-alpha (TNF- α) (Neumann, A.et al., 1999) หากเรา
สามารถยับยั้งการจับกันของ ligand กับ RAGE โดยอาศยั RAGEv1 ในการแยงจับกบั ligand ก็จะ

สามารถลดการสงสัญญาณเขาสูเซลล ยังผลใหมีการลดการแสดงออกของ NF-κB และTNF- α    

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 25  กลไกการสงสัญญาณของ RAGE กระตุนการเพิ่มข้ึนของ NF-κB แล TNF- α (ดัดแปลง
จาก Ahmed, 2005) 

 การตรวจพิสูจนการถายโอนยีนทําดวยวิธีการสองวิธี คือ 1.ระดับ RNA 2.ระดับโปรตีน ท้ัง
สองวิธีเปนการตรวจยนืยันกนั การตรวจในระดับ RNA นั้นเปนการวัดปริมาณการแสดงออกของ 
RAGE ท่ีเพิ่มข้ึน แตไมไดตรวจการเพิ่มข้ึนของ RAGEv1 โดยตรง สวนการตรวจสอบในระดับ
โปรตีนอาศัย antibody จําเพาะตอสวน V5 epitope เปนสวนตอทายจากยีน RAGEv1 เปน
องคประกอบหน่ึงในตัวนําท่ีเราใชจึงไมเปนการยืนยันวามีการทํางานของโปรตีน RAGEv1  เกิดข้ึน
จริง บอกเพยีงแตวามีการสรางโปรตีนข้ึนตามลําดับเบสท่ีไดทําการโคลนไวกอนหนา ในการตรวจ
ท้ังสองวิธีไมไดทําการตรวจการทํางานของโปรตีน RAGE โดยตรง (protein function) 

  ผลจากการโคลนยีน RAGEv1 ตอการแสดงออกของยีน NF-κB ท่ีลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) นั้น อาจจะมีบางสวนเกิดจากการตายเพ่ิมข้ึนของเซลลจากความเปนพิษของชุด
น้ํายา lipofectamine 2000 
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 การตรวจวิเคราะหอัตราการมีชีวิตของเซลล พบวามีการตายเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ
ชุดน้ํายา lipofectamine 2000 ท่ีเพิ่มข้ึน จึงอาจเปนผลจากความเปนพิษของน้ํายาเอง หรืออาจจะเกดิ
การยับยั้งกระบวนการ apoptosis เนื่องจากเม่ือมี RAGEv1 สูงข้ึนก็เปนผลใหเกิดการกระตุน NF-

κB นอยลงแลวทําให apoptosis supperssor protein เชน Bcl-2 Bcl-XL ลดจํานวนลง  สําหรับผล
จากการโคลนยีน RAGEv1  ตอการแสดงออกของยีน TNF-α การลดลงของการแสดงออกอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ก็เชนเดียวกนั หากตองการตรวจสอบผลกระทบจากการนําโคลนยีน 

RAGEv1 เขาสูเซลล ตอการแสดงออกของยีน NF-κB กบั TNF-α ใหชัดเจนข้ึน อาจทําไดโดยการ
ตรวจวดัการแสดงออกของยนีท้ังสองโดยเพ่ิมเวลาให RAGEv1 ไดแสดงออกนานข้ึนมากกวา 24 
ช่ัวโมง เพื่อเพ่ิมเวลาใหเกิดการแสดงออกของ RAGEv1 สงผลใหเกิดการยับยั้งมากข้ึน  

 เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน NF-κB กับ TNF- α ในระดับความเขมขนท่ีแตกตาง
กัน 4 ลําดับ พบวาเม่ือโคลนยีน RAGEv1  ความเขมขนระดับ 8 μg มีการลดลงของการแสดงออก

ของยีน NF-κB กับ TNF- α ท่ีมีนัยสําคัญทางสถิติ เราไมสามารถเพ่ิมระดับความเขมขนไปได
มากกวานี้เพราะผลจากชุดน้าํยา lipofectamine 2000 นัน้ทําใหเซลลเพาะเล้ียงตายเพ่ิมข้ึนเกินกวา
คร่ึงหนึ่งของชุดทดลองเปรียบเทียบ การเพิม่ความเขมขนของ RAGEv1 ใหมากกวา 8 μg เปนท่ี
นาสนใจหากทําไดในระบบการทดลองอ่ืนๆ ท่ีมีความใกลเคียงกับคน เพราะจะเปนสวนสําคัญอยาง
ยิ่งท่ีจะนําไปสูการศึกษาหาระดับความเขมขนของโปรตีน RAGEv1 ในระดับท่ีสามารถเกิดการ
ยับยั้งหรือลดการเกิดพยาธิสภาพของมะเร็งตับไดและยงัเปนแกนสําคัญในการวจิัยยาในการรักษา
มะเร็งตับตอไป เนื่องจากโปรตีน RAGEv1 เปนโมเลกุลหนึ่งท่ีมีอยูแลวในเลือดมนุษยและมี
การศึกษาวาระดับ soluble RAGE ในกระแสเลือดมีความสัมพันธกับระดับการเกิดพยาธิสภาพใน
หลายโรค เชน หลอดเลือดหวัใจ (Falcone, C. et al., 2005) เบาหวาน (Katakami, N. et al., 2005) 
ความดันโลหติสูง (Geroldi, D. et al., 2005) โรคสมองเส่ือม (Alzheimer’s disease) (Emanuele, E. 
et al., 2005) นอกจากนี้คาดวาผลขางผลขางเคียงจากการใชยาท่ีเปนโมเลกุล RAGEv1  อาจจะมีนอย
มากหรือไมมีเลย 

ขอเสนอแนะ 

  การแยก RAGEv1 ออกจาก RAGE variant อ่ืนอาศัย pGEM T easy vector เปนตัวนําเขาสู 
E.coli DH5 alpha ตั้งอยูในสมมุติฐานท่ีวา 1 โคโลนี จะรับ plasmid เขาไป 1 แบบ หรือคือ 1 variant 
ของยีน RAGE  การโคลนยีน RAGEv1 อาศัยผลยืนยนัจากการตรวจลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) ซ่ึงอาจจะไมถูกตองสมบูรณ และอาจจะมีผลตอการสรางโปรตีนท่ีผิดแบบไปจาก
ธรรมชาติ นอกจากนีก้ารโคลนยีนยังมีการออกแบบ primerห เพื่อลบ stop codon ของยีนแลว
เช่ือมตอกับตัวนํา (vector) ซ่ึงมีโครงสรางลําดับเบสท่ีสามารถสรางโปรตีนท่ีตอเพ่ิมจากโปรตีน 
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RAGEv1 เดิมซ่ึงอาจจะมีผลตอการทํางานของโปรตีน RAGEv1 ท่ีนํามาทดลอง จึงควรหาวิธีอ่ืนท่ี
ทําใหการสรางโปรตีนท่ีไมผิดแบบไปจากธรรมชาติ 

  การตรวจพิสูจนการถายโอนยีนทําดวยวิธีการสองวิธี คือ 1.ระดับ RNA 2.ระดับโปรตีนท้ัง
สองเปนการตรวจยนืยนักัน การตรวจในระดับ RNA นัน้เปนการวัดปริมาณการแสดงออกของ 
RAGE ท่ีเพิ่มข้ึนจึงไมไดตรวจการเพิ่มข้ึนของ RAGEv1  โดยตรง การตรวจสอบในระดับโปรตีน
อาศัย antibody จําเพาะตอสวน V5 epitope เปนสวนตอทายจากยีน RAGEv1 เปนองคประกอบหนึ่ง
ในตัวนําท่ีเราใชจึงไมเปนการยืนยนัวามีการทํางานของโปรตีน RAGEv1 เกิดข้ึนจริง บอกเพียงแต
วามีการสรางโปรตีนข้ึนตามลําดับเบสท่ีไดทําการโคลนไวกอนหนาเทานั้น ในการตรวจท้ังสองวิธี
ไมไดทําการตรวจการทํางานของโปรตีน (protein function) ควรหาวิธีอ่ืนท่ีสามารถตรวจการ
ทํางานของ RAGEv1 ท่ีไดถายโอนเขาไปในเซลล 

  งานวิจยันี้อาจจะประยุกตใชกับเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนดิอ่ืนๆไดเพื่อเปนการตรวจการ
แสดงท่ีผิดแปลกไปเม่ือไดถายโอนยนี RAGEv1 เขาไปในเซลลมะเร็งชนิดนั้นแลว ท้ังยังสามารถ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนอ่ืนๆท่ีเกีย่วของกับ NF-κB ไดอีกหลายยีน เชน IL-6, VCAM-1, 
IL-1 โมเลกุลของ RAGEv1 นั้นเปนท่ีนาสนใจยิ่งในการนําไปพัฒนายารักษามะเร็งเนื่องจาก 
RAGEv1 เปนโปรตีนที่พบไดในระบบไหลเวียนโลหิตของคน ผลขางเคียงจากการใชโมเลกุลนี้เปน
ยานาจะมีนอยหรืออาจจะไมมีเลย 
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      ภาคผนวก 

1. การเตรียม E.coli Competence cell 
  1. นํา stock E.coli DH5 alpha จาก -80 องศาเซลเซียส มา streak บน plate LB agar 
(ตองการ isolated colony) บม 37 องศาเซลเซียส 16-24 ช่ัวโมง 
  2. เลือก 1 isolated colony โดยใชปลายทริป จิ้ม แลวใสลงในหลอดทดลอง 15 mL ท่ีมี LB 
broth 5mL บม 37 องศาเซลเซียส 16-24 ช่ัวโมง หรือจนกวาจะขุน 
  3. นําท่ีเล้ียงไวในข้ันตอนท่ี 2 จํานวน 5 mL เทลงในขวดแกวรูปชมพูท่ีมี LB broth 370 mL 
(1:75) บม 37 องศาเซลเซียส ใชเวลา 2 ช่ัวโมง (หรือวัดการดูดกลืนแสง 590 นาโนเมตร ทุกๆ 30 
นาทีจนกวาจะมีคาการดูดกลืนแสง = 0.375 แตไมเกนิ 0.6 เพื่อใหแบคทีเรียเจริญเติบโตอยูในชวง 
early log phase 
  4. นํามาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 mL จํานวน 40 mL ปน 4,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 
นาที เทสวนใสออก  
  5. เติมน้ําเยน็ลงไป 5 – 10 mL แลวเขยาจนเปนเนื้อเดียวกนั เติมน้ําเย็นลงไปจนเปน 40 mL 
ปน 4,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เทสวนใสออก (ทําซํ้า 3 รอบ ) 
  6. นํา 10% glycerol ในน้ําใสลงไป 5 – 10 mLแลวเขยาจนเปนเนื้อเดียวกัน เติม 10% 
glycerol จนครบ 40 mL ปน 4,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เทสวนใส 
  7. ดูดแบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 mL 50 ไมโครลิตรตอหลอดทดลอง ท่ีอยูในความเย็น 
(dry ice แชใน 100% alcohol) หากเซลลเขมขนเกินไปก็ใหใส 10% glycerol ลงไป 1 mL เพื่อทําให
เจือจางกอนได 
2. การเตรียม 10% DMEM (50mL) 
  DMEM       45  mL 
  Fetal Bovine Serum     5  mL 
ผสมใหเขากันในหลอดทดลอง 50 mL เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
3. การเตรียม 100 bp DNA ladder 
 0.5ug/ul ladder     50  ไมโครกรัม 
  Bromphenol Blue     500  ไมโครลิตร 
 DW      100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันในหลอดทดลอง 1.5 mL เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
4. การเตรียม 2.0 agarose gel (100 mL) 
  ช่ังผง agarose 2 กรัมจากนัน้ใส 0.5X TBE จนมีปริมาตรเปน 100 mL ผสมใหเขากัน นําเขา 
microwave จนละลายเปนเนื้อเดียวกนัเทลงแมพิมพเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิหองโดยการแช 0.5X TBE ไว 
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