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ธีรพงษ เลิศวทิยาพนธ : การโคลนยีน soluble receptor for advanced glycation end  
 products (sRAGE) และการศึกษาผลกระทบของการแสดงออกของยนีท่ีมีตอ 
 เซลลมะเร็งตับ. (CLONING OF SOLUBLE RECEPTOR FOR ADVANCED 
 GLYCATION END PRODUCTS (SRAGE) GENE AND STUDY THE EFFECT 
 OF ITS EXPRESSED PRODUCT ON LIVER CANCER CELL) อ. ท่ีปรึกษา 
 วิทยานิพนธหลัก : รองศาสตราจารย ดร. รัชนา ศานติยานนท, อ. ท่ีปรึกษาวิทยานพินธ 
 รวม : ผูชวยศาสตราจารย ดร. เทวิน เทนคําเนาว,  66 หนา.  

 
 
 Receptor for advanced glycation end products ( RAGE)  เปนโมเลกุลท่ีอยูท่ีผิวเซลล
สามารถจับกับ ligands ไดหลายชนดิ การแสดงออกเพ่ิมข้ึนของ RAGE เกี่ยวของกับการเกิด
พยาธิสภาพหลายอยาง เชน โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคเบาหวาน และโรคมะเร็ง การสง
สัญญาณของ RAGE เขาสูเซลลมีผลตอการเปล่ียนแปลงไปของเซลลมะเร็งในหลายรูปแบบ 
เชน mRNA ของ RAGE นั้นเกิด alternative splicing  ทําใหมี mRNA RAGE หลากหลาย
รูปแบบซ่ึง มีรูปแบบหนึ่งท่ีมีช่ือวา soluble RAGE คาดวาสามารถแยงจับ ligand และลดกลไก
การเกิดมะเร็งได เราสนใจจะแยก RAGEv1 ดวย RT-PCR และโอนถายยีน RAGEv1 เขาไปยัง 
HepG2 เพื่อตรวจวดัการแสดงออกของ NF-kB และ TNF-alpha ผลท่ีไดคือเซลลมะเร็ง HepG2 
มีคาเฉล่ียของการแสดงออกของ NF-kB และ TNF-alpha ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับ
กลุมเซลลท่ีไมไดถายโอนยนี RAGEv1 เขาไป เม่ือถายโอนยีน RAGEv1 4 ความเขมขน  
พบวาท่ีความเขมขนท่ี 8 μg/mL แสดงผลการยับยั้งการแสดงออกของ NF-kB และ TNF-alpha 
อยางมีนัยสําคัญ  
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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 

ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
   มะเร็ง คือ กลุมของโรคท่ีเกิดเนื่องจากเซลลของรางกายมีความผิดปกติท่ี DNA หรือสาร
พันธุกรรมสงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโต มีการแบงตัวเพื่อเพ่ิมจํานวนเซลลรวดเร็วและมากกวา
ปกติ ดังนัน้จึงทําใหเกดิกอนเนื้อผิดปกติและในท่ีสุดก็จะทําใหเกดิการตายของเซลลในกอนเน้ือนัน้ 
เนื่องจากขาดเลือดไปเล้ียง ถาเซลลพวกนี้เกิดอยูในอวัยวะใดก็จะเรียกช่ือมะเร็งตามอวัยวะนั้น เชน 
มะเร็งปอด มะเร็งสมอง มะเร็งเตานม มะเร็งปากมดลูก มะเร็งตับ เปนตน เทาท่ีมีรายงานไวใน
ขณะนี้ มะเร็งที่พบในรางกายมนุษยมีมากกวา 100 ชนิด มะเร็งแตละชนิดจะมีการดําเนินของโรคไม
เหมือนกนั เชน มะเร็งปอด มะเร็งสมอง จะมีการดําเนินชนิดของโรคท่ีรุนแรง ผูปวยจะมีชีวิตการอยู
รอดส้ันกวาผูปวยมะเร็งผิวหนัง เปนตน ดังนั้น การรักษามะเร็งแตละชนิดจะไมเหมือนกัน มีวิธีการ
รักษาท่ีแตกตางกัน ท้ังน้ีข้ึนอยูกับอวยัวะท่ีเปนมะเร็ง ระยะของมะเร็ง สภาพรางกาย และความ
เหมาะสม ของผูปวยมะเร็ง การรักษาจะยากหรืองายนั้นกข้ึ็นอยูกับชนดิของเซลลมะเร็งและการ
ดําเนินโรคของมะเร็งดวย เชน มะเร็งตอมน้ําเหลือง มะเร็งผิวหนัง รักษางายกวามะเร็งปอด มะเร็ง
สมอง เปนตน มะเร็งตับเปนมะเร็งท่ีพบบอยใน 5 อันดับแรกในประเทศไทยและเปนมะเร็งท่ีมีการ
ดําเนินโรคเร็วมาก ผูปวยมักจะเสียชีวิตในเวลา 3 -6 เดือน  
  จากการศึกษากลไกการเกิดโรคมะเร็งพบวา Receptor for advanced glycation end products 
(RAGE) มีการศึกษากันมากท้ังในเร่ืองความสัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพแทรกซอนในผูปวย
เบาหวานโรคหัวใจ รวมถึงโรคมะเร็งดวย มีรายงานความสัมพันธระหวาง RAGE กบัความสามารถ
ในการลุกลามและการแพรกระจายของมะเร็งในเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Kuniyasu et al., 2001) 
เซลลมะเร็งทอน้ําดี (Hirata et al., 2003) มะเร็งตับออน (Takada et al., 2001)  มีการศึกษาวาการสง
สัญญาณผาน RAGE สนับสนุนการเจริญของมะเร็ง (tumor development) (Gebhardt et al., 2007)  
รวมถึงมีการศึกษาการแสดงออกของ RAGE ท่ีสูงข้ึนในผูปวยโรคมะเร็งตับเม่ือเทียบกับคนปกติ 
(Hiwatashi et al., 2007)  หากสามารถหยุดยั้งกลไกการสงสัญญาณของ RAGE ก็นาจะสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโต การลุกลามและการแพรกระจายของเซลลมะเร็งตับได    
 Soluble RAGE (sRAGE) เกิดจาก RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length receptor) ถูกตัดสวน
ท่ีอยูภายในเซลลและระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane and cytosolic domain) ไปเหลือแตสวน
ของ receptor ท่ีอยูภายนอกเซลล (extracellular domain) ซ่ึงการตัดนั้นข้ึนกับสภาพแวดลอมภายใน
เซลลแตละชนิด สวน endogenous secretory RAGE (esRAGE) หรือ RAGE variant 1 (RAGEv1) 
เกิดจากข้ันตอนของการตัด intron ของ mRNA ของ RAGE โดยการขาดหายไปของ exon 10 และ
ถอดรหัสบางสวนของดาน 5 ’ ของ intron 9 (alternative splicing) (Yonekura et al., 2005) 
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นอกจากน้ียังพบรูปแบบท่ีมีการหายไปของ exon 8 และมี stop codon เกิดที่ exon 10 เปนผลจาก 
frameshift mutation (Park et al., 2004)  ซ่ึงพบไดในเลือด (plasma) ของคนปกติ 
  ท้ัง sRAGE และ esRAGE อาศัย V-domain ในการจับ ligand เพราะฉะน้ันการท่ีมีระดับ 
sRAGE และ esRAGE ท่ีเพิ่มสูงข้ึนนาจะสามารถปองกันการจับกันของ ligand กับ cell surface 
rceptor RAGE ไดอยางมีประสิทธิภาพ ในทางกลับกันการที่มีระดับ sRAGE และ esRAGE ลดลงก็
นาจะเปนการเพิ่มผลของ RAGE ligand ได  อยางไรก็ตาม อาจจะมีกลไกอ่ืนท่ีไมเกี่ยวของกับ 
RAGE (RAGE-independent mechanism) รวมดวยกไ็ด 
   
วตัถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาการโคลนยีน RAGEv1 เขาไปยังเซลลมะเร็งตับ  

2. เพื่อศึกษาผลการแสดงออกของยีน TNF-alpha และ NF-κB ของเซลลมะเร็งตับเม่ือมีการโคลน
ยีน RAGEv1 ในเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียง 

ขอบเขตของการวิจัย 

 การศึกษาคร้ังนี้มุงเนนท่ีจะตรวจการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีน NF-κB และ TNF-
alpha ซ่ึงเปนตัวบงช้ีการเปล่ียนแปลงคุณลักษณะของมะเร็ง ในเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียงเม่ือมีการ
ถายโอนยีน RAGEv1 เขาสูเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียงดวยชุดน้ํายา lipofectamine 2000 และ
ตรวจสอบการถายโอนยีนเขาสูเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียง ดวยวิธี RT-PCR และWestern blot  

ขอจํากัดของการวิจัย 

  งานวิจยันี้ไดทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสูเซลลมะเร็งตับเพาะเล้ียงชนิด HepG2 
เทานั้นและการทดลองเปนเพียงแบบจําลองเบ้ืองตน 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงผลของ RAGEv1 ในการยับยั้งการเกิดมะเร็งตับ 

2. ทราบถึงผลของ RAGEv1 ในการยับยั้งการแสดงออกของ TNF-alpha และ NF - κB 
3. เปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาวจิัยและพัฒนายารักษาโรคมะเร็งตับ 

 

 



 

 
3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. การแยกและการบงชี้ soluble RAGE   

                                                                                                   
2. การถายโอนยีนเขาสู HepG2 (liver cancer cell)           

 
 
 
 
 
 

เล้ียงเพิ่มจํานวน HepG2 cell line ท่ีถูกนําพา RAGEv1 เขาสูเซลล 

นํา culture medium มาสกัด protein และนํา เซลลมาสกัด RNA และ protein 

ตรวจ protein activity ดวย Westhern blot โดยใช antibody ตอ V-5 epitope วัดสีท่ีเกิดข้ึน 

ตรวจ expression ของ RAGE gene โดยอาศัยวธีิ RT-PCR  

สกัด RNA จาก HeLa cell line culture 

คัดเลือกและเปล่ียน mRNA เปน cDNA โดย oligodT primer และ ทํา RT-PCR 

PCR เพิ่มจํานวน โดยออกแบบ primer ใหจําเพาะตอ RAGE   

Cloning เขาแบคทีเรีย เพื่อเพ่ิมจํานวนและแยกชนิด isoform ตางๆของ RAGE 

Colony PCR เพื่อตรวจหา RAGEv1 

ยืนยนัดวยการทํา sequencing และวิเคราะหโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ PstI 
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3. การวัดการแสดงออกของยนี RAGE, NF- κB และ TNF-alpha ,  
 

 
4. MTT assay 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

HepG2 cell line ท่ีถูกนําพา RAGEv1 เขาสูเซลล 

ใสน้ํายา MTT บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 4 ช่ัวโมง ใสตัวทําละลาย DMSO 

วัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร 

นํา HepG2 cell line ท่ีถูกนําพา RAGEv1  เขาสูเซลลเล้ียงในจานเพาะเล้ียง  

กลุมควบคุม เล้ียง HepG2 cell line ไมถูกนําพา RAGEv1 เขาสูเซลลเล้ียงใน flask 

ตรวจการ expression (ระดับ mRNA) ของ  NF- κB กับ TNF-alpha เทียบกับกลุมควบคุม
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     เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
Receptor for advanced glycation end products (RAGE) 
  จากการศึกษากลไกการเกิดโรคมะเร็งนั้นพบวา Receptor for advanced glycation end 
products (RAGE) มีการศึกษากันมากท้ังในเร่ืองความสัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพแทรกซอนใน
ผูปวยเบาหวานโรคหัวใจรวมถึงโรคมะเร็ง มีรายงานความสัมพันธระหวาง RAGE กบั 
ความสามารถในการลุกลามและการแพรกระจายของมะเร็งในเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(Kuniyasu et al., 2001) เซลลมะเร็งทอน้ําดี (Hirata et al., 2003) มะเร็งตับออน (Takada et al., 
2001) มีการศกึษาวาการสงสัญญาณผาน RAGE สนับสนุนการเจริญของมะเร็ง (tumor 
development) (Gebhardt et al., 2007) รวมถึงมีการศึกษาการแสดงออกของ RAGE ท่ีสูงข้ึนในเซลล
ท่ีเปนโรคมะเร็งตับเม่ือเทียบกับเซลลตับปกติ (Hiwatashi et al., 2007)  
  Soluble RAGE (sRAGE) เกิดจาก RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length RAGE) ถูกตัดสวนท่ี
อยูภายในเซลลและระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane and cytosolic domain) ไปเหลือแตสวน
ของ receptor ท่ีอยูภายนอกเซลล (extracellular domain) ซ่ึงการตัดนั้นข้ึนกับสภาพแวดลอมภายใน
เซลลแตละชนิด สวน endogenous secretory RAGE ( esRAGE) เกิดจากข้ันตอนของการตัด intron 
ของ mRNA ของ RAGE โดยการขาดหายไปของ exon10 และถอดรหสับางสวนของดาน 5 ’ 
intron9 (alternative splicing) (Yonekura et al., 2005) นอกจากนีย้ังพบรูปแบบท่ีมีการหายไปของ 
exon8 และมี stop codon เกิดท่ี exon10 เปนผลจาก frameshift mutation (Park et al., 2004)  ซ่ึงพบ
ไดในเลือด (plasma) ของคนปกติ 
  ท้ัง sRAGE และ esRAGE อาศัย V-domain ในการจับ ligand เพราะฉะน้ันการท่ีมีระดับ 
sRAGE และ esRAGE ท่ีเพิ่มสูงข้ึนนาจะสามารถปองกันการจับกันของ ligand กับ cell surface 
rceptor RAGE ไดอยางมีประสิทธิภาพในทางกลับกันการที่มีระดับ sRAGE และ esRAGE ลดลงก็
นาจะเปนการเพิ่มผลของ  RAGE ligand ได  อยางไรก็ตาม อาจจะมีกลไกอ่ืนท่ีไมเกี่ยวของกับ 
RAGE (RAGE-independent mechanism) รวมดวยกไ็ด 
  Receptor ในรูปแบบท่ีละลายนํ้าได (soluble form) ในกลุม immunoglobulin superfamily 
เกิดจากการขาดหายไปในสวนท่ีฝงในเยื่อหุมเซลลและสวนท่ียืน่เขาไปภายในเซลล 
(transmembrane and cytosolic domain)  receptor ในรูปแบบท่ีละลายนํ้าไดเกดิจากการสลาย
โปรตีนของ receptor ท่ีมีสวนประกอบครบ (full length RAGE) และเกิดจากการตัด mRNA ใน
สวนไมแสดงออกยีน (intron) แบบ alternative splicing การตัดนั้นก็ข้ึนกับสภาพแวดลอมท่ี 
receptor นั้นอยู 
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  การสงสัญญาณ (signaling) ของ receptor อาศัยสวน ligand binding domainในการจบักับ 
ligand ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของ cytosolic domain และเกดิการสงสัญญาณตอไปยังภายใน 
เซลล (signaling transduction) จนเกิดการตอบสนองตอสัญญาณน้ัน หาก receptor ขาดสวน 
cytosolic domain ไปก็จะไมเกิดการสงสัญญาณข้ึน นอกจากน้ี ความสามารถของ soluble form นั้น
จะแตกตางกนัไปตามแตชนดิ receptor นั้นๆ เชน soluble E-selectin และ soluble VCAM-1  จะ
เกี่ยวของกับการเกิดเสนเลือดใหม (angiogenic properties) การออกฤทธ์ิข้ึนกับสารเคมีท่ี 
endothelial cell มากระตุน (chemotactic activity) (Koch et al.,1995) 
  มีการศึกษาวิจยัความสําคัญเกี่ยวกับระดับของ soluble form ในเลือดโดยเฉพาะโมเลกุลใน
กลุม Immunoglobulin superfamily -1  มีความสัมพันธกบัความผิดปกติของโรคหลายชนิด เชน 
proliferative retinopathy ในผูปวยท่ี เปนเบาหวานพบวามี sVCAM-1 สูงกวาคนท่ีไมไดเปน
เบาหวาน (Olson et al.,1997) ในผูปวยมะเร็งเตานม (breast cancer) sVCAM-1 ใชเปนดัชนีช้ีวดัการ
เกิดเสนเลือดใหม (index of angiogenic activity) พบมากในมะเร็งเตานมระยะแรก (early stage) 
การเพิ่มสูงข้ึนของ sVCAM-1 มีผลใหความหนาแนนของเสนเลือดฝอยท่ีเล้ียงกอนมะเร็งมากข้ึน
(Olson et al.,1997)  sICAM-1 มีเพิ่มสูงข้ึนในผูปวย acute stroke (Blum et al.,2006)  
 
Structure and Biology of Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGEs)  
  RAGE เปนสวนหนึ่งของ Immunoglobulin superfamily ของโมเลกุลท่ีผิวเซลลเปน
receptor จับไดกับหลาย ligand (multiligand receptor) (Schmidt et al., 2001) เม่ือถอดรหัส RNA จะ
ให RNA ขนาด 1400 base pair เม่ือถอดรหัสเปนโปรตีนจะได 404 amino acids มีมวลโมเลกุล 55 
kD โปรตีน RAGE ประกอบดวย 3 สวนใหญ ดังนี ้
  1.สวนที่อยูภายนอกเซลล (extracellular domain) มี amino acids 332 ตวั แบงเปน 3 
สวนยอย คือ V-type 1 สวน ซ่ึงมีคุณสมบัติในการจับ ligand และ C-type 2 สวน ซ่ึงเปนสวนของ 
immunoglobulin 
  2.สวนท่ีอยูระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane domain) เปน hydrophobic 
transmenbrane ซ่ึงเปนสวนสงสัญญาณไปยัง cytosolic domain ผาน receptor (Huttunen et al., 
2004)   
 3.สวนท่ีอยูภายในเซลล (cytosolic domain) สวนท่ีสงสัญญาณเขาสูเซลล และ กระตุนให
เกิดกลไกตางๆภายในเซลล RAGE พบไดในเซลลหลายชนิด เชน endothelial cell, smooth muscle 
cells, lymphocyte, monocyte, astrocytes (Brett et al., 1993) 
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รูปท่ี 1   โครงสรางของโปรตีน RAGE (ดัดแปลงจาก Hudson et al., 2007) 
  ยีน RAGE อยูบนโครโมโซมคูท่ี 6 ระหวางยีน major histocompatibility complex (MHC) 
class-2 และ class-3 (sugaya et al., 1994) จึงทํานายไดวา RAGE นาจะเปนโมเลกุลเกาะจับ 
(adherence molecule) พบวา RAGE มีปริมาณนอยในเซลลท่ัวไป แตในระหวางการเกิดพยาธิสภาพ
นั้นพบวามีการแสดงออกของ RAGE เพิ่มข้ึน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2  สวนประกอบ mRNA ท้ัง 11 exon ของยีน RAGE ท่ีเปล่ียนเปนสวนประกอบยอยของ
โปรตีน RAGE (Sterenczak et al., 2009)   
RAGE ligands    
RAGE จับกับ ligand ไดหลากหลาย ไดแก 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 
 



 

 
8 

กลไกการกอพยาธิสภาพของ RAGE (Mechanism of RAGE in triggering pathogenesis)  
   เม่ือ ligand ท่ีกลาวในขางตนเขาจับกับ RAGE จะเร่ิมกระตุนเซลลสงสัญญาณผานทาง
ตัวรับ ไดแก ทําใหเกดิการสงสัญญาณผาน mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling 

pathway กระตุน nuclear factor kappa B (NF-κB) เปล่ียนแปลงกระบวนการสังเคราะห RNA ของ
ยีนตางๆ ท่ีเกีย่วของกับความอยูรอดของเซลล (cell survival) การเกาะติดของเซลล (cell adhesion) 
ระบบภูมิตานทาน การอักเสบ เชน tissue factor, thrombomodulin, endothelin-1, VCAM-1/ICAM-
1, IL-6, IL-1, TNF-alpha การเปล่ียนแปลงจากเซลลหนึ่งไปเปนอีกเซลลหนึ่ง (differentiation) และ

การเจริญเติบโตของเซลล (Dorai and Aggarwal , 2004) NF-κB ประกอบดวย p50, p52, p65, RelB 

และ c-Rel (Karin et al., 2002) ในภาวะปกติ NF-κB อยูในรูปไมทํางาน (inactive) โดยจับอยูกับ

โปรตีน IkB alpha (Barnes and Karin., 1997) ซ่ึงขัดขวาง NF-κB ไมใหเขาสูนิวเคลียส เม่ือ NF-

κB ถูกกระตุน เชน สารกอมะเร็งการอักเสบ จะทําให NF-κB แยกตวัออกมาทําใหอยูในรูป Active 

และเคล่ือนเขาสูนิวเคลียสและไปจับอยางจาํเพาะกับสวน κB ในตําแหนง promoter ของยีน 
(Barnes and Karin, 1997; Shimizu and Weinstein, 2005) มีผลกระตุนการถอดรหัสยีนเปาหมาย 
เชน ยีนโมเลกลุเกาะติด ยีนการแข็งตัวของเลือด ยีนตานการตายโดยอัตโนมัติ (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) เม่ือเกิดจากการจับกนัระหวาง RAGE 
กับ ligand ก็ใหเกิดการกระตุนการสงสัญญาณเปนลําดบัข้ันหลายทาง เชน การกระตุน ERK1/2 
(p44/p42) MAP kinase พบไดในเซลลกลามเนื้อเรียบ (Lander et al.,1997) Myoblast (Soric et al., 
2004), osteoblast (Cortizo et al., 2003) และ monocyte (Shanmugam et al., 2003) การกระตุนของ 
p38 และ SAPK/JUK MAP kinase สามารถพบไดในเซลลโมโนไซทและเซลลมะเร็ง (Sorci et al., 
2004; Yeh et al., 2001)  และพบวาการสง สัญญาณของ RAGE เกี่ยวของกับ rho-GTPase, 
phosphoinosital-3-kinase และ janus kinase signaling pathway (JAK/STAT) (Huang et al., 2001) 

การสงสัญญาณของRAGE กอใหเกิดการกระตุน NF-κB และความหลากหลายในการสงสัญญาณ
นั้นบงช้ีวา ligand ของ RAGE ท่ีตางกันอาจเหนีย่วนําวิถีท่ีตางกันในเซลลตางชนิดกนั 

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

  Soluble RAGE (sRAGE) เกิดจาก RAGE ในรูปแบบเต็ม (full length receptor) ถูกตัดสวน
ท่ีอยูภายในเซลลและระหวางเยื่อหุมเซลล (transmembrane and cytosolic domain) ไป เหลือแต 
สวนของ receptor ท่ีอยูภายนอกเซลล (extracellular domain) ซ่ึงการตัดนั้นข้ึนกับสภาพแวดลอม
ภายในเซลล แตละชนิด สวน endogenous secretory RAGE  esRAGE) เกิดจากข้ันตอนของการตัด 
intron ของ mRNA ของ RAGE โดยการขาดหายไปของ exon 10 และถอดรหัสบางสวนของดาน 5 ’ 
intron 9 (alternative splicing)  (Yonekura et al., 2005) นอกจากน้ียังพบรูปแบบท่ีมีการหายไปของ 
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exon 8 และมี stop codon เกิดที่ exon 10 เปนผลจาก frameshift mutation (Park et al., 2006) ใน
มนุษยมี RAGE อยู 19 แบบ (variant) เปนผลจากการเกิด alternative splicing ของยีน RAGE ซ่ึงแต
ละรูปแบบมีโครงสรางแตกตางกันไปดังนี ้ 

RAGE variant 1 (RAGEv1) มีการขาดหายไป (deletion) ของ exon 10 และมีการถอดรหัส RNA 
บางสวนของ intron 9                              
RAGE variant 2 (RAGEv2) มีการถอดรหัส RNA ของ intron 1                    
RAGE variant 3 (RAGEv3) มีการขาดหายไป (deletion) ของ exon 8                     
RAGE variant 4 (RAGEv4) มีการขาดหายไปบางสวนของ exon 3                         
RAGE variant 5 (RAGEv5) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 4                
RAGE variant 6 (RAGEv6) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 4 มีการถอดรหัส RNA 
บางสวนของ intron 9 และ การขาดหายไปของ exon 10                               
RAGE variant 7 (RAGEv7) มีการขาดหายไปบางสวนของของ exon 8                           
RAGE variant 8 (RAGEv8) มีการขาดหายไปของ exon 10 ขาดบางสวนของ 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 บางสวนของ intron 6                       
RAGE variant 15 (RAGEv15) มีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 6  กับ intron 9 และ มีการ
ขาดหายไปของ exon 10                                
RAGE variant 16 (RAGEv16) มีการขาดหายไปของ exon 8 กับบางสวนของ exon 3 และมีการ
ถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 7                             
RAGE variant 17 (RAGEv17) มีการถอดรหัสของ intron 1 กับ intron 6                        
RAGE variant 18 (RAGEv18) มีการขาดหายไปของ exon 10 กับการขาดหายไปบางสวนของ exon 
5 กับ exon 6 และมีการถอดรหัส RNA บางสวนของ intron 9                     
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RAGE variant 19 (RAGEv19) มีการขาดหายไปบางสวนของ 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 พบไดในเน้ือเยื่อท่ัวไปเหมือนกับ RAGE (Cheng C. et al., 
2005) ระดับของ esRAGE ในพลาสมา มีนอยกวา sRAGE 4 เทา (Humpert P.et al, 2007) ในขณะท่ี 
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esRAGE มีระดับเพิ่มข้ึนตามการ transcirption ของ RAGE gene แต sRAGE เกิดจากส่ิงแวดลอม
ภายในเซลลในการตัด RAGE ภายหลังจากการสรางโปรตีนเสร็จแลว อยางไรก็ตาม esRAGE ก็
นาจะมีผลตอการแสดงออกของ sRAGE ท้ัง sRAGE และ esRAGE อาศัย V-domain ในการจับ 
ligand ดังนั้นการท่ีมีระดับ sRAGE และesRAGE เพิ่มสูงข้ึนนาจะสามารถปองกันการจับกันของ 
ligand กับ cell surface rceptor RAGE ไดอยางมีประสิทธิภาพ ในทางกลับกัน การท่ีมีระดับ 
sRAGE และ esRAGE ลดลงก็นาจะเปนการเพ่ิมผลของ  RAGE ligand ได อยางไรก็ตามอาจมีกลไก
อ่ืนในการแสดงผลของ ligandท่ีไมข้ึนอยูกับ RAGE (RAGE-independent mechanism)  

 

  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4 ผลของ ligand ตอการสงสัญญาณเขาสูเซลลผาน RAGE และผลจากการหายไปของ ligand 
ตอการสงสัญญาณเขาสูเซลลของ RAGE (Peter and David 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5 ความแตกตางของการเกิด RAGE และ RAGEv1 (Peter and David 2007) 
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รูปท่ี 6 การใช RAGEv1 ในการแยงจับ ligand ของ RAGE และการลดการสงสัญญาณเขาสูเซลล 
(ดัดแปลงจาก Peter and David, 2007) 
 
ความสัมพันธระหวาง RAGE กับมะเร็ง   
  มีการศึกษาหลายรายงานท่ียนืยันไดวาปฎิสัมพันธระหวาง RAGE กับ RAGE ligand ทําให

เกิดการกระตุน signaling pathway เชน p38, p44/42, MAPkinase, NF-κB, cdc42/rac, การสราง
Reactive oxygen species (ROS), ทําใหเกดิการสราง proinflammatory cytokines เชน interleukin-1 
alpha (IL-1α), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-α) และเกีย่วของกับการ
พัฒนาไปของโรค (progression) หลายชนดิ เชน  neuropathy, nephropathy, macrovascular disease 
และการเปล่ียนแปลงลักษณะหนาท่ีของเซลลมะเร็ง (characteristic modulation of cancer cell 
functions) เชน เพิ่มการเกิด metastasis และ invasion นอกจากนี้ การแสดงออกของ RAGE ยังมี
อิทธิพลตอโรคมะเร็งหลายชนิด เชน เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร เซลลมะเร็งทอน้ําดี (Hirata et al., 
2003) มะเร็งตับออน (Takada et al., 2001) เม่ือยับยั้งการแสดงออกของ RAGE ดวย RAGE anti-
sense พบวาความสามารถในการลุกลามลดลง (Kuniyasu et al., 2001)  
  มีรายงานวาการสงสัญญาณผาน RAGE สงเสริมการเจริญของมะเร็ง (tumor development) 
(Gebhardt et al., 2007) จากการศึกษา C6 glioma ของหนซ่ึูงมีการแสดงออกของ RAGE ทําการ
ทดลองถายยีนของ sRAGE ลงในเซลลมะเร็ง แลวนําโคลนไปปลูกถายในหนูทดลอง พบวา
เซลลมะเร็งท่ีมีการแสดงออกของ full-length RAGE มากเกินพอจะมีปริมาณเนื้องอกเพ่ิมข้ึน 5 เทา 
เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมและปริมาณเนื้องอกลดลง 6.5 เทาในเซลลท่ีมีการแสดงออกของ sRAGE 
(Taguchi et al.,2000)    
  การแสดงออกของ RAGE ยังมีอิทธิพลตอโรคมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งกระเพาะอาหาร 
มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งทอน้ําดี มะเร็งตับออน มะเร็งตอมลูกหมาก และมีผลตอการเกิดมะเร็งตับ 
ชนิด heppatocellular carcinoma (HCC) (Hiwatashi et al., 2007)  
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ความสัมพันธระหวางRAGE กับ NF-κB และ TNF-alpha 

  โปรตีน NF-κB เปนตัวควบคุมการแสดงออกของสารท่ีเกี่ยวของกับการอักเสบ และเปน
กลไกหลักในการตอบสนองตอการติดเช้ือและการบาดเจ็บ อยางไรกต็ามการตอบสนองโดยเกิดการ

อักเสบนั้นเปนสาเหตุท่ีทําใหเกิดโรคหลายชนิด NF-κB proteins เปนสัญญาณสําคัญภายในเซลล
เม่ือเกิดจากการกระตุนจากภายนอกเซลล มี cytokines 2 ชนิด ท่ีมีความจําเพาะอยางยิง่ในการ
เหนีย่วนําใหเกิดการอักเสบ คือ tumor necrosis factor (TNF-alpha) and interleukin-1 (IL-1) ท้ังสอง
ตัวนี้มีความสําคัญ ในระบบภูมิคุมกัน  

  NF-κB เปนตัวกระตุนการสราง mRNA ของยีนมากกวา 60 ยีนท่ีเกี่ยวกบัการอักเสบ ใน

สัตวมีกระดกูสันหลังพบโปรตีน NF-κB 5 ชนิด RelA, RelB, c-Rel, NF-κB1 และ NF-κB2 มี

ความหลากหลาย โดยการจบัคูกันเปน homodimers และ heterodimers ตัวยับยั้ง NF-κB เรียกวา 

IκB เม่ือ IκB จับกับ dimer ของ NF-κB ทําให NF-κB ไมสามารถทํางานได การสงสัญญาณ

ข้ึนกับการควบคุมของโปรตีนท่ีจะมาตัด IκB เม่ือถูกตัดจะกระตุนใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟต การ

เติม ubiquitine บน IκB ทําให IκB เปล่ียนรูปรางและหลุดออกจาก NF-κB และเปดเผยสวน 

nuclear localization signal ออกมา เอนไซมท่ีทําหนาท่ีเติม ubiquitine บน IκB คือ IκB kinase 
(IKK)  

  Rel หรือ NF-kappaB (NF-κB) เปนโปรตีนที่มีโครงสรางคลายกับ eukaryotic 
transcription factors ควบคุมการตอบสนองตอการอักเสบ การเติบโตของเซลล การตายของเซลล 
หาก transcription factor ทําหนาท่ีมากเกินไปจะเปนตัวแปรสําคัญท่ีทําใหเกดิโรคหลายชนิด เชน 
cancer, arthritis, chronic inflammation, asthma, neurodegenerative diseases และ heart disease  
 

 

 
  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7 กลไกการกอพยาธิสภาพของ RAGE ผาน NF-κB (Huttunen et.al., 1999) 



 

 
15

  Rel/ NF-κB proteins มีสวนท่ีจับกับ DNA เรียกวา Rel domain แบงออกเปน 2 class ตาม
ลักษณะsequences สวน C-terminal   

  1. Class 1 มี ankyrin repeats หลาย copies ท่ี C-terminal ไดแก  NF-κB1 p105 to p50,  NF-

κB2 p100 to p52  
  2. Class 2 ไมมี multiple copies of ankyrin repeats ท่ี C-terminal ไดแก  RelB, RelA, c-Rel 

(p65) ตําแหนงท่ี Rel/ NF-κB transcription factorsไปจบั เรียกวา kB sites มีขนาด 9-10 bp 
จากท่ีไดกลาวมาท้ังหมดนัน้ จึงต้ังสมมุติฐานวาหากสามารถหยุดยั้งกลไกการสงสัญญาณ

ของ RAGE ผาน NF-κB ได นาจะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต การลุกลามและการแพรกระจาย
ของเซลลมะเร็งตับได  
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      บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

   HeLa cell line เปน cervical cancer cells ใชเปนแมแบบในการแยก RAGEv1 และ  
Human hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2)  เปนเซลมะเร็งตับเพาะเล้ียงใชเปน
แมแบบในการทดลองแทนเซลลมะเร็งตับ 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 
   อุปกรณ 
-20 oC Freezer       Sanyo Electric, ญ่ีปุน  
-80 oC ULT Deep Freezer     IlShin Lab, เกาหลีใต 
4 oC Refrigerator      Sharp, ญ่ีปุน 
Analytical Balances      Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด  
Autopipette       GILSON, ฝร่ังเศส  
Block heater       Wealtec, สหรัฐอเมริกา  
Bio safety carbinet      Labcanco, สหรัฐอเมริกา  
Cell Culture Flask (25 cm2)     Nunc, เดนมารก  
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, ญ่ีปุน 
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, ญ่ีปุน 
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  ดวยการโคลน 

  3.2.1 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง HeLa cell line เพื่อใชแยกยีน soluble RAGE 

 ทําการเพาะเล้ียง HeLa cell line บนจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm โดยใช 10% FBS 
working DMEM เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเลี้ยงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C จนไดปริมาณประมาณ 80-90 % ของจานเพาะเล้ียง 
โดยประมาณการจากการตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน  

  3.2.2 การสกัด RNA จากเซลลมะเร็ง HeLa cell line  

  เม่ือ HeLa cell line มีปริมาณประมาณ 80-90 % ของจานเพาะเล้ียง ทําการลางเซลลมะเร็ง 
HeLa cell line ดวยน้ํายา 1X PBS จํานวน 1 mLแลวเทน้ํายา 1X PBS ท้ิง จากนั้นเติมนํ้ายา Trizol 
reagent (Invitrogen) ลงไป 1 mLจนเซลลหลุดออกหมด ถายเทสารละลายจากจานเพาะเล้ียงมาใส
ในหลอดขนาด 1.5 mLเขยาจนเซลลและนํ้ายาเปนเนื้อเดียวกัน ตั้งท่ีไวอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม
คลอโรฟอรมท่ีเย็นปริมาตร 200 μL ลงไป เขยาดวยการกลับหลอดไปมา 30-50 คร้ังจนสารละลาย
เขากันดี ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 12,000 g ท่ี 4 °C นาน 
5 นาที ดูดสวนใสดานบนประมาณ 500 μL ลงไปในหลอด 1.5 mLอีกหลอด นํา 100% isopropanol 
500 μL เติมลงไป เขยาดวยการกลับหลอดไปมา 30-50 คร้ังจนสารละลายเขากันดี เกบ็ท่ีอุณหภูมิ –
20 °C 60 นาที เม่ือครบเวลานําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 g 4 °C 15 นาที เทสวนใสท้ิง เติม 
75% ethanol 500 μL เขยาใหตะกอนหลุดจากกนหลอด นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 g 4 °C 
5 นาที เทสวนใสท้ิงและคว่ําหลอดลงบนกระดาษทิชชูท่ีฉีดดวยน้ํายา RNase away ท่ีเตรียมไว ท้ิง
ไว 30 นาทจีนตะกอนแหง เติม DEPC-H2O ลงไป 50 μL อุนท่ีอุณหภมิู 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอน
ละลาย นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเคร่ือง Nano Drop 

  3.2.3 การทําลาย DNA ดวย DNase 

 ดูด RNA  ท่ีมีความเขมขน 1 μg ลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 mLผสมกับ 10X DNase 
buffer 1 μL ใชเอนไซม DNase ท่ีมีความเขมขน 1 U/μL จํานวน 1 μL ตอ 1 ปฎิกิริยา เติม DEPC-
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water จนมีปริมาตร 10 μL เขยาสวนผสมใหเขากัน จากนัน้นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 37 °C 15 นาที  เม่ือ
ครบเวลาเติม 25 nM EDTA 1 μL นําไปอุนท่ีอุณหภูมิ 65 °C 10 นาที  

  3.2.4 การสังเคราะห cDNA ดวยวิธี Reverse transcription 

  ใชชุดน้ํายา ImProm-II Reverse transcriptase (Promega) นําหลอดทดลองขนาด 0.2 mL ท่ี
ผานการทําลาย DNA แลว มาเติมสวนผสม 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 

นําสวนผสมท่ีไดไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 3 ข้ันตอนดังนี้                                                                  

ข้ันท่ี1 อุณหภมิู 25 °C 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันของ RNA และ primers                                                  
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 40 °C 65 นาที ให Reverse transcriptase ทําหนาท่ีสรางสาย cDNA                           
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 65 °C 15 นาที หยุดการทํางานของ Reverse transcriptase        

   3.2.5 การเพิ่มจํานวน cDNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 

 ใช Proof reading polymerase และ Taq polymerase (Fermentas) เติมสวนผสมในหลอด
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                                                       
เติมน้ํากล่ันใหครบ 50 μL  
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ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง    

ลําดับเบสของ primers ท่ีใชในการเพิ่มจํานวน RAGE เพื่อการโคลนยีน  

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

  3.2.6 การวิเคราะหผลท่ีไดดวยอิเล็กโตรโฟรีซิส 
  นําผงวุนอะกาโรส 2 g ผสมกับ 1X TBE buffer 100 μL  นําไปละลายจนเปนเนื้อเดียวกัน 
เทลงบนแมพมิพ รอจนวุนแข็งตัว นําผลผลลิตในแตละหลอด 10 μL ผสมกับ 6x loading dye 
(Fermentas) 2 μL ปเปตสวนผสมลงไปในหลุมวุนอะกาโรส เดินเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซิสท่ี 100 
Volts 30 นาที 
  3.2.7 การตกตะกอน DNA (DNA precipitation)   
            นํา DNA  ท่ีผานปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 100 μL เติม 100% isopropanol 100 μL
  เขยาใหเขากนั อุนท่ีอุณหภมิู – 20 °C 60 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 15 นาที 
เทสวนใสท้ิง เติม 75% ethanol 500 μL เขยาใหตะกอนหลุดจากกนหลอด นําไปปนเหว่ียงดวย
ความเร็ว 13,500 g 4 °C 5 นาที เทสวนใสท้ิงและคว่ําหลอดลงบนกระดาษทิชชู ตากจนตะกอนแหง
เติมน้ํากล่ันลงไป 50 μL อุนท่ีอุณหภูมิ 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอนละลาย นําสารละลายท่ีไดไปวัด
คาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Nano Drop  

  3.2.8 การทําการเชื่อมตอกับตวันํา (Vector ligation) 

  ใช pGEM -T Easy Vector System (Promega) ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 1.5 mLโดย 1 
ปฎิกิริยามีดังนี ้

   DNA ท่ีผานการตกตะกอน   3.5 μL                      
Ligase 2X buffer     5 μL                           
T4 DNA Ligase     1 μL             
pGEM vector      0.5 μL  
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นําสวนผสมเขยาใหเขากัน ปนเหวี่ยงใหท้ังหมดตกลงมาท่ีกนหลอด เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 24 ช่ัวโมง 
เม่ือครบเวลาเติม N-butanol  200 μL เขยาใหเขากัน เก็บท่ีอุณหภูมิ –20 °C 5 นาที นําไปปนเหวี่ยง
ดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 15 นาที เทสวนใส ท้ิงรอใหตะกอนแหง เติมน้ํากล่ันลงไป 50 μL อุนท่ี
อุณหภูมิ 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอนละลาย เพื่อเตรียมนําเขาสูข้ันตอนถายโอนยนี (transformation) 

  3.2.9 การถายโอนยีน (Transformation)  

 นํายีนเขาสูแบคทีเรีย E. coli DH5 alpha ท่ีเตรียมไวเปน competent cell โดยอาศัยหลักการ 
electroporation เตรียมอุปกรณดังนี้ cuvette สําหรับ electoporator แชท่ี –20 °C เติม LB broth เล้ียง
แบคทีเรียจํานวน 5 mLลงในหลอดทดลองขนาด 15 mL แชท่ี 4 °C นําเคร่ือง electroporator ปรับ 
voltage ไปท่ี 1800 Volts เตรียม pipette ปรับปริมาตรไวท่ี 1000 μL และ pipette ปรับปริมาตรไวท่ี 
80 μL นํา competent cell จากท่ีเก็บไวท่ี -80 °C มาวางไวท่ีอุณหภูมิหอง หรือ 37 °C จนเหลว
กลายเปนน้ํา ใช pipette ท่ีปรับปริมาตรไวท่ี 80 μL ดูด competent cell ผสมลงใน DNA ท่ีได
เช่ือมตอกับ vector ไว ดูดท้ังหมดใส cuvette สําหรับ electoporator ในขณะท่ียังเยน็อยู เสียบ 
cuvette ลงใน electoporator ปดฝา cuvette ปดฝา electoporator กดปุม shock นํา pipette ปรับ
ปริมาตรไวท่ี 1000 °C μL  ดูด LB broth ท่ีเตรียมไว 1 mL นํามาใสใน cuvette สําหรับ electoporator 
เม่ือเคร่ืองแสดงไฟสัญญาณสีเขียว ใช pipette ดูดข้ึนลงอยางรวดเร็ว และดูดท้ังหมดมาใสในหลอด
ทดลอง 1.5 mL อุนท่ี 37  °C 60 นาที นํา plate LB broth ผสมยา Ampicillin มาวางไวท่ีอูณหภูมิหอง 
เตรียม spreader และ บิกเกอร ใส 100% ethanol ไว จุม spreader ลงใน 100% ethanol เผาไฟและท้ิง
ไว เม่ือครบเวลา 60 นาที นําแบคท่ีเรียท่ีเล้ียงไว ดูดมา 80 μL ใสใน plate แลว spread ใหกระจายตัว
ท่ัว plate หรือจนกวาจะแหง บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีมาตรวจหา ยีนท่ีตองการ
ดวยวิธี colony PCR 
  3.2.10 การตรวจสอบโคลนดวยวิธี colony PCR 
  colony PCR ใชหลักการเดยีวกับ PCR แตแมแบบเปนโคโลนีจากแบคทีเรีย โดยใช Taq 
polymerase (Fermentas)  ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 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  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

  ลําดับเบส primer ท่ีใช  

  T 7 promotor Forward-primer     5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ 
  SP6 Reverse-primer                 5’- ATTTAGGTGACACTATAGAA- 3’ 
วิเคราะหผลการถายโอนยีน (transformation) ดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  

  3.2.11 การตรวจสอบโคลนในแบคทีเรียดวย primer ท่ีจําเพาะตอยีน RAGE 

ใช Taq polymerase (Fermentas) ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 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  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

   ลําดับเบส primer ท่ีใช  

  Forward-primer  5’- GAAGGAAGCAGGATGGCA -3’     
 Reverse-primer    5’-GATGGGATCTGTCTGTGGG - 3’ 
วิเคราะหผลจากการตรวจสอบโคลน ดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  

  3.2.12 การตรวจสอบโคลนในแบคทีเรียดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme 
digestion) 

  กอนท่ีจะนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะตองนําโคโลนีท่ีโคลนไดมาสกัด plasmid 
ออกมากอนดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) มีวิธีทําดังนี ้

นําโคโลนีท่ีคาดวามี RAGE อยูมาเล้ียงกับ LB broth 5 mLในหลอดทดลอง 15 mL บมท่ี 37 °C 24 
ช่ัวโมง นําแบคทีเรีย 5 mLแบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ปน 11,000 g 30 วินาท ีเทสวนใส
ออก เติม 250 μL buffer A1 ดูดข้ึนลงและเขยาจนเปนเนือ้เดียวกัน เติม 250 μL buffer A2  เขยา
หลอดกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง (จนกวาสวนใสเขากันด)ี วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม 300 μL 
buffer A3 เขยาหลอดกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง (จนกวาสวนใสเขากันด)ี ปน 11,000 g  5 นาที ให
ตะกอนตกไปกองท่ีกนท้ังหมด ถายเปล่ียนสวนใสไปยัง column ซ่ึงเสียบอยูบน collection tube ปน 
11,000 g  1 นาที  เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกับ column เติม 600 μL buffer A4 
ปน 11,000 g  1 นาที เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกับ column อันเดมิ ปน 11,000 g  
2 นาที ท้ิง collection tube  นาํ column ไปเสียบนหลอด 1.5 mL เติม 50 μL buffer AE ท่ีรอน 65 °C 
วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 นาที ปน 11,000 g  1 นาที ได plasmid vector  
  นํา plasmid vector มาผสมกับเอนไซมตัดจาํเพาะ ใชเอนไซม HidIII & PstI (Fermentas) 
โดยมีสวนผสมตอ 1 ปฎิกิริยาดังนี้   
  HidIII     1 μL  

PstI     1 μL  
10X Tango buffer  8 μL  
Plasmid vector    30 μL  
อุนท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง เปาหมายจะไดรูปแถบ DNA แสดงไวดังรูปท่ี 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 ท่ีสกัดดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) สงไปยังบริษัท Ward Medic ซ่ึงเปน
ตัวแทนสงไปบริษัท First Base Laboratories Sdn. Bhd. เพื่อหาลําดับเบส DNA  

3.3 การเชื่อมตอ RAGEv1 กับ expression vector  

  3.3.1 การเชื่อมตอกับตัวนาํท่ีสามารถแสดงออกในยูคาริโอต 

   เม่ือไดโคลนท่ีมี RAGEv1 นํามาสกัด plasmid ดวย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
โดยวิธีการดังนี้  

นําโคโลนีท่ีคาดวามี RAGE อยูมาเล้ียงกับ LB broth 5 mL ในหลอดทดลอง 15 mL บมท่ี 37 °C 24 
ช่ัวโมง นําแบคทีเรีย 5 mLแบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ปน 11,000 g 30 วินาท ีเทสวนใส
ออก เติม 250 μL buffer A1 ดูดข้ึนลงและเขยาจนเปนเนือ้เดียวกัน เติม 250 μL buffer A2  เขยาโดย
การกลับหลอดไปมา 10 คร้ังจนเปนเนื้อเดียวกัน วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม 300 μL buffer 
A3 เขยาหลอดกลับหลอดไปมา 10 คร้ัง จนเปนเนื้อเดียวกนั ปน 11,000 g  5 นาที ใหตะกอนตกไป
ตกท่ีกนหลอดทั้งหมด ถายเปล่ียนสวนใสไปยัง column ซ่ึงวางอยูบน collection tube ปน 11,000 g  
1 นาที  เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกับ column เติม 600 μL buffer A4 ปน 11,000 
g  1 นาที เทสวนใสใน collection tube ออก นํามาสวมกบั column อันเดิม ปน 11,000 g  2 นาที ท้ิง 
collection tube นํา column ไปวางบนหลอดทดลองขนาด 1.5 mLเติม 50 μL buffer AE ท่ีอุนไวท่ี 
65 °C ตั้งท่ีไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 นาที ปน 11,000 g  1 นาที ได plasmid vector  

 3.3.2 การเพิ่มจํานวน RAGEv1  

เพิ่มจํานวน plasmid vector ดวยเทคนิค PCR  ใช Proof reading polymerase และ Taq polymerase 
(Fermentas)  ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 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  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 จนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

  ลําดับเบส primers ท่ีใชโคลนยีนเพื่อเชื่อมตอกับ expression vector  

RAGE cut stop Forward-primer   5’- AGAGAATTCGAAGCAAGATGGCA -3’                                          
RAGE cut stop Reverse-primer   5’- AGGTCTAGAGCAAGGCCCTCCAGTA - 3’ 
วิเคราะหผลจากเพ่ิมจํานวน RAGEv1 ดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  

 
  นํา PCR product ท่ีไดตกตะกอน DNA โดยนํา DNA RAGE variant 1  ท่ีผานปฎิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 100 μL เติม 100% isopropanol 100 μL เขยาใหเขากัน เก็บท่ีอุณหภูมิ                                    
– 20 °C 60 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 15 นาที เทสวนใสท้ิง เติม 75% 
ethanol 500 μL เขยาใหตะกอนหลุดจากกนหลอด นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,500 g 4 °C 5 
นาที เทสวนใสท้ิงและคว่ําหลอดลงบนกระดาษทิชชู ตากจนตะกอนแหงเติมน้ํากล่ันลงไป 50 μL 
บมท่ีอุณหภูมิ 65 °C 5 นาทีเพื่อใหตะกอนละลาย นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวย
เคร่ือง Nano Drop  
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  3.3.3 การทําการเชื่อมตอกับ expression vector  
  ใช pcDNA3.1/V5-His TOPO TA expression kit (Invitrogen) ใสสวนผสมลงในหลอด
ทดลอง 0.2 mLตอ 1 ปฎิกิริยาดังน้ี  
  PCR product  4 μL 
 Salt solution 1 μL 
 TOPO vector 1 μL 
เขยาสวนผสมใหเขากนั ปนเหวยีงใหสารละลายตกลงมาท่ีกนหลอด บมท่ีอุณหภูมิ 22 °C 24 ช่ัวโมง
ดวย Thermal cycler เม่ือครบเวลา นํามาผสมกับ One shot TOPO competent E.coli บมท่ี 42 °C 30 
วินาทีบนเคร่ืองทําความรอน ดูด SOC medium  250 μL เติมใสหลอดทดลอง 1.5 mL บมท่ี 37 °C 1 
ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา ดูด 100 μL ใสลงบน plate แลว spread บน plate LB broth ท่ีมี Ampicillin 
ผสมอยู บมท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง นํามาตรวจหา ยีนท่ีตองการดวยวิธี colony PCR 
 
  3.3.4 การตรวจสอบโคลน (Colony PCR) 
  colony PCR ใชหลักการเดยีวกับ PCR แตแมแบบเปนโคโลนีจากแบคทีเรีย โดยใช Taq 
polymerase (Fermentas)  ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 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  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

  ลําดับเบส primers ท่ีใชในการตรวจโลนท่ีไดจากการเชื่อมตอกับ expression vector  

  T 7 promotor Forward-primer     5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’   
  BGH Reverse-primer                 5’- TAGAAGGCACAGTCGAGG - 3’ 
  
 วิเคราะหผลจากการตรวจสอบโคลนดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสตามข้ันตอน 3.2.6  
  

  3.3.5 การตรวจสอบโคลนในโคโลนีดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme 
digestion) 

  กอนท่ีจะนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจะตองนําโคโลนีท่ีโคลนไดมาสกัด plasmid 
ออกมากอนดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) วิธีการสกัดทําตามข้ันตอน 3.3.1 

 นํา plasmid vector ท่ีสกัดไดมาผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะใชเอนไซม BamHI และ EcoRV 
(NEB) โดยมีสวนผสมตอ 1 ปฎิกิริยาดังน้ี  

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

วิเคราะหผลจากการตรวจสอบโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ตามข้ันตอน 3.2.6 
 3.3.6 ตรวจหาลําดับเบส (Sequencing) 

  นํา plasmid ท่ีสกัดดวย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) สงไปยังบริษัท Ward Medic 
ซ่ึงเปนตัวแทนสงไปบริษัท First Base Laboratories Sdn. Bhd.  
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3.4 การนํายีนเขาสู HepG2 (Transfection)   

  3.4.1 การสกัด plasmid   

  นําโคโลนีท่ีมี RAGEv1-expression vector มาเล้ียงใน LB broth 5 mLในหลอดทดลอง 15 
mLบมท่ี 37 °C 24 ช่ัวโมง นําแบคทีเรีย 5 mLเทลงในขวดแกวรูปชมพู ซ่ึงมี LB broth 495 mLบมท่ี 
37 °C 48 ช่ัวโมง ในเคร่ืองบมปนเหวี่ยง (shaking incubator) นําท้ังหมดมาสกัด plasmid ดวยชุด
สกัด PureLink HiPure Plasmid Filter Maxiprep kit (invitrogen) มีข้ันตอนดังนี ้

  นํา bacteria ท่ีเล้ียงไวเทลงในหลอดทดลองขนาด 50 mLปนเหวี่ยง 4,000 g 10 นาที 4 °C 
เทสวนใสท้ิง เขยาจนเปนเนือ้เดียวกัน ปนเหว่ียง 4,000 g 5 นาที 4 °C เทสวนใสท้ิงซับใหแหง ใส 
Resuspension buffer (R3) 5 mL ลงในหลอดทดลอง เขยาใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน ใส 5 mL Lysis 
buffer (L7) เขยาใหเขาเปนเนื้อเดียวดวยการกลับหลอดไปมาหลายๆครั้ง บม 5 นาที 37 °C เติม 5 
mL Precipitation buffer (R3) เขยาใหเขากนัเปนเนื้อเดียวดวยการกลับหลอดไปมาหลายๆคร้ัง นํา
หลอดทดลองปนเหวี่ยง 4,000 g 10 นาที 4 °C เตรียม column และ หลอด waste ใหตดิกันแลวเติม 
Equilibraation buffer (EQ1) ปลอยใหไหลตามแรงโนมถวง รอจน Equilibraation buffer (EQ1) 
ไหลออกจนเกอืบหมด ดูดสวนใสท่ีไดจากขอ 3 ใสลงใน column ปลอยใหไหลตามแรงโนมถวงจน
ของเหลวไหลจนหมด เติม 30 mLWash buffer (W8) ปลอยใหไหลตามแรงโนมถวงจนของ
เหลวไหลจนหมด ทําซํ้า 2 คร้ัง ท้ิงหลอด waste นําหลอด 50 mLใหม ใชเตรียมรองรับสวนใสท่ี
ไหลออกมาหลังจากใส Elution buffer นํา Elution buffer อุน 65 °C เติมลงใน column 15 mL ปลอย
ใหไหลตามแรงโนมถวงจนของเหลวไหลจนหมด นําของเหลวท่ีรองรับไดผสม Isopropanol 15 mL
บม -20 °C 30 นาที นํามาใสหลอดทดลอง 1.5 mL นําไปปนเหวี่ยง 14,000 g 15 นาที 4 °C เทสวน
ใสออก ตากตะกอนใหแหง เติมน้ํากล่ันเพือ่ละลาย DNA วัดปริมาณดวย Nano Drop และเจือจางให
ไดความเขมขน 1000 ng/μL 

  3.4.2 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง HepG2  

 ทําการเพาะเล้ียง HepG2 cell line บนจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mmโดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C จนไดปริมาณ 80%-90% ของพ้ืนท่ีโดยประมาณการจาก
การตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน  
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  3.4.3 การนับจํานวนเซลลมะเร็ง HepG2 

  นําเซลลมะเร็งท่ีเพาะเล้ียงในข้ันตอน 3.4.2 เทอาหารเล้ียงของเกาท้ิง เติมน้ํายา 1X PBS ลง
ไป 1 mL เขยาเบาๆแลวเทน้ํายา 1X PBS ท้ิง ใส trypsin reagent 1 mL บม 3 นาที ในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ดูด trypsin reagent ท้ิงไป ใส 10% DMEM 1 mL ให
เซลลท่ีติดท่ีกนหลอดหลุดออกใหมากท่ีสุดแลวดดูใสหลอดทดลอง 1.5 mLเจืองจางเซลลดวยสี 
trypan blue อัตราสวน 1:10 (dilution factor) เขยาใหเขากนั เซลลท่ีตายแลวสีจะซึมเขาสูภายใน
เซลลได ดูด 10 μL ใส Neubauer chamber ท่ีมี cover slip ปดอยูดานบน นับจํานวนเซลลโดยใช
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา นับจํานวนเซลลบริเวณชองขนาด 1X1 mm 4 ชอง แลวนํามาหา
คาเฉล่ีย 

 

 

    

รูปท่ี 9 แสดงภาพ Neubauer chamber  
 

       
   

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 10 ชองขนาด 1 X 1 mm ท่ีใชในการนับจํานวนเซลล 
คํานวณเปนปริมาณเซลลตอmLเทากับนําจาํนวนเซลลท่ีนับไดหารปริมาตรของ Neubauer chamber 
(10-4 mm3 ) คูณ dilution factor  
  นําเซลลท่ีนับไดแบงใส จานเพาะเล้ียง ขนาด 100  X 20 mL 4 ลานเซลล โดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 48 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะท่ีกนภาชนะใหมีปริมาณ 
50%-60% ของพื้นท่ีโดยประมาณจากการดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา   
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  3.4.4 การถายโอนยีนเขาสู HepG2 
  นําเซลลท่ีนับไวจากข้ันตอน 3.4.3 เทอาหารเล้ียงเดิมท้ิง เติมน้ํายา 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ
แลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง  
 ผสมสารใสในหลอดทดลองขนาด 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 สวนผสมในการโคลนยีนดวยน้ํายา lipofectamine เพื่อตรวจการแสดงออกของยีน 
RAGE  * Control VECTOR คือ ยีน RAGE ท่ีโคลนไดแตยีน RAGE กลับหัวโดยท่ี start codon อยู
ดานทายของ vector  
บมท่ี 37 °C  5 นาที นําสารจากหลอดทดลองขนาด 1.5 mL ท่ีผสมกันดังตราง ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที ดูดมา 1 mLใสในจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm อุน 4 
ช่ัวโมง ท่ี 37 °C 5% CO2 เทสวนใสท้ิงแลวลางดวย 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS 
ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ใส 10% DMEM  4 mL ลงไปทุกจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm  บม 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 ้
  นําเซลลในจานเพาะเล้ียงขนาด 100 X 20 mm ดูดอาหารเล้ียงเก็บไวท่ี 4 °C  เติม 1X PBS 1 
mL เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง เติม extraction buffer 0.4 mL ลงในจาน
เพาะเล้ียง เขยาจนเซลลแตกทั้งหมดและสารละลายเปนเนื้อเดียวกนั ใส 0.8 mL elution buffer เขยา
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จนสารละลายเปนเนื้อเดียวกนัใสในหลอดขนาด 1.5 mLนํามาปนเหวีย่งท่ี 12,000 g 1 นาที ดูดสวน
ใสผสมกับ oligodT-cellulose เขยาโดยการกลับหลอดไปมา 3 นาที ปนเหวีย่งท่ี 12,000 g 30 วินาที 
ดูดสวนใสออก เติม 1 mL high salt buffer เขยาโดยการกลับหลอดไปมาจนเปนเนื้อเดียวกัน ปน
เหวีย่งท่ี 12,000 g 30 วินาที ดูดสวนใสออก ลางดวย high salt buffer อีก 3 คร้ัง เติม1 mL low salt 
buffer เขยาโดยการกลับหลอดไปมาจนเปนเนื้อเดียวกันปนเหวี่ยงท่ี 12,000g 30 วินาที ดูดสวนใส
ออกลางดวย low salt buffer อีก 1 คร้ัง เติม low salt buffer 0.3 mLเขยาโดยการกลับหลอดไปมาจน
เปนเนื้อเดียวกนั ใสท้ังหมดลงใน column นํา tube waste มารองใต column ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 g 10 
วินาที เติม low salt buffer 0.5 mL ปนเหวีย่งท่ี 12,000 g 10 วินาท ีทําซํ้าอีก 1 คร้ัง เติม elution 
buffer ท่ีอุนท่ี 65 oC ลงใน column 0.1 mL เก็บท่ี –20 °C   
  3.4.6 การตรวจสอบการสกัด mRNA 

  ใช Taq polymerase (Fermentas) เติมสวนผสมลงในหลอดทดลอง 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  

ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง  

เปนการตรวจสอบการสกัด 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’ 
ทําการวิเคราะหผลจากการตรวจสอบการถายโอนยนีตามข้ันตอน 3.2.6  
   
  3.4.7 การตรวจสอบการถายโอนยีน 
หลังจากการถายโอนยนีเขาสูเซลลนํามาตรวจสอบการถายโอนยนี 2 ระดับคือ  
  1. ระดับ RNA โดยตรวจสอบการเพ่ิมข้ึนของการแสดงงอกของ RAGE gene 
  2. ระดับโปรตีนดวยวิธี Western blot โดยอาศัย antibody ท่ีจําเพาะตอ V5-epitope ของ 
vector 
  3.4.7.1 การตรวจสอบในระดับ mRNA โดยการวัดการแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของ RAGE 
 สังเคราะห cDNA ดวย Reverse transcription 
  ใน1 ปฎิกิริยา มีสวนผสมดังนี้ 

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 

  นําสวนผสมท่ีไดไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 3 ข้ันตอนดังนี้                                                          

ข้ันท่ี1 อุณหภมิู 25 oC 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันของ RNA และ primer                                                  
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 40 oC 60 นาที ให Reverse transcriptase ทําหนาท่ีสรางสาย cDNA                            
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 65 oC 15 นาที เพื่อหยดุการทํางานของ Reverse transcriptase     

  การเพิ่มจํานวน cDNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR)  

  ใช Taq polymerase (Fermentas) ใสสวนผสมในหลอดทดลอง 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       
 ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง 

ลําดับเบสของ primers ท่ีใช สําหรับ RAGE gene จะมีขนาด 332 bp  

 Forward-primer    5’- AGCAGTTGGAGCCTGGGTG -3’ 
               Reverse-primer     5’- GGACTCGGTAGTTGGACTTGG -3’ 
  การวิเคราะหผลผจากการตรวจสอบการถายโอนยนีในระดับ RNA ตามข้ันตอน 3.2.6  
 

  3.4.7.2 การตรวจโปรตีนดวยวิธี Western blot โดยอาศัย antibody ท่ีจําเพาะตอ V5-
epitope ของ vector 

  นําเซลลท่ีนับไดแบงใส จานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm 4 ลานเซลล โดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 48 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะท่ีกนภาชนะใหมีปริมาณ 
50%-60% ของพื้นท่ีโดยประมาณจากการดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา 
  3.4.7.2.1 การถายโอนยีนเขาสู HepG2 เพื่อตรวจวิเคราะหโปรตีน 
 นําเซลลท่ีไดจากข้ันตอน 3.4.3 เทอาหารเล้ียงเดิมท้ิง ใสน้ํายา 1X PBS 1 mLเขยาเบาๆแลวเทน้ํายา 
1X PBS ออก ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ผสมสารดัง ตารางท่ี2 ใสในหลอดทดลอง 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 สวนผสมในการโคลนยีนดวยน้าํยา lipofectamine เพื่อใชในการตรวจ Western blot  
วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที นําสารผสมจากตรางท่ี 2 ผสมกันเรียงตามหมายเลขหลอดทดลอง ตั้ง
ไวท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที นําสวนผสมท่ีได 1 mLใสในจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm บม 4 
ช่ัวโมง ท่ี 37 oC 5% CO2 เทสวนใสเดิมท้ิง เติม 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง 
ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ใส 10% DMEM 4 mL ลงไปทุก จานเพาะเล้ียงบม 24 ช่ัวโมง 37 oC 5% CO2 เม่ือ
ครบเวลา ดูดอาหารเล้ียงมาเก็บไว และนําเซลลไปสกัดโปรตีน โดยการตกตะกอนดวย 
trichloroacetic acid (TCA) จะไดส่ิงตัวอยางในการวิเคราะหดวยวิธี 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. อาหารเล้ียงของเซลลท่ีไมไดมีการถายโอนยีน  
6. อาหารเล้ียงของเซลลท่ีมีการถายโอนยีน 

ตารางท่ี 3  ส่ิงตัวอยางท่ีจะใชในการตรวจวิเคราะหดวย Western blot 
วิธีเตรียม SDS polyacrylamide gel electrophoresis  
  ประกบกระจกแลวหนีบกับแทนวางกระจกใหเสมอกัน ผสม separate gel 10% gel โดยใส
สวนผสมดัง 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  สวนผสมในการทํา separate gel 
ผสม stacking gel โดยมีสวนผสมดัง 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 สวนผสมในการทํา stacking gel 
หยอดสวนผสม separate gel ลงในแผนกระจกประกบ โดยหยอดท่ีดานใดดานหนึ่งตลอดจนมี
ปริมาตร 80 % ของกระจก คอยๆหยอดน้ํากล่ันลงไปใหเต็มมาถึงขอบกระจกดานบน เพื่อไลฟอง
ออกและทําใหหนาเจลเรียบ รอใหเจลแข็งประมาณ 20 นาที ทําการ denature protein โดยนํ้ายาแลม
ล่ี (Laemmli buffer)  ดูดโปรตีนใสหลอดทดลองขนาด 500 μL ผสม Laemmli buffer กับโปรตีนใน 
อัตราสวน 1 ตอ 1  อุนท่ี 95 oC 5-10 นาที นาํเจลท่ีแข็งมาเทน้ําออกเอากระดาษกรองเช็ดและซับน้ําท่ี
อยูในแผนกระจก เติมสวนผสมผสม stacking gel ในสวนท่ีเหลือของแผนกระจกประกบจนเกือบ
เต็มนําแมพพิมสําหรับใสส่ิงตัวอยางเสียบลงไประหวางกระจก 2 แผน รอใหเจลแข็งตัว 20 นาท ี
เตรียมเคร่ือง run gel นําเจลท่ีแข็งแลว ดึงแมพิมพออก เช็ดสวนเกินและสวนน้ําออก ดูด running 
buffer  ใสลงไปในชองแผนกระจกเพ่ือลางสวน load sample นําแผนกระจกไปวางในถังรันเจล 
(tank)  ปดตัว lock เท running buffer  จนเต็มถังรันเจล หยอด sample ลงในหลุม เดินเคร่ืองรันเจลท่ี 
70 Volts 30 นาที ใหโปรตีนเคล่ือนท่ีผาน stacking gel เปล่ียน แลวจึงเปลี่ยนเปน 100 Volts แลว
เดินเคร่ือง run gel 150 นาที ประกบ gel กับ membrane โดยเรียงตามลําดับดังนี้ 1. Fiber patch, 2. 
ฟองน้ํา, 3. กระดาษกรองเบอร 1, 4. gel นําสวนประกอบท้ัง 4 สวน แชใน transfer buffer และ 5. 
membrane แชใน Methanol 100% 5นาที เม่ือครบเวลา 120 นาทีดึงแผนกระจกออก ลาง running 
buffer ออกดวยน้ํากล่ัน แกะกระจกและตัด gel สวน stacking gel ออก นํา fiber patch 1 แผนวางบน
ดานสีดําของแผนประกบ วางกระดาษกรองเบอร 1 ซอนกัน 3 แผน วางเจลทับลงไป วาง membrane 
ในตําแหนงท่ี protein อยู วางกระดาษกรองเบอร 1 ซอนกัน 3 แผนอีก 1 ช้ัน วาง fiber patch แผน 2 
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ลงอีกทีและปดแผนประกบเจล แชไวใน transfer buffer  นําไปใสเคร่ือง run gel 150 mAในระบบที่
มีความเยน็ต้ังท้ิงไว 1 ช่ัวโมง 30 นาที ถอด membrane ออกมาแชใน TBST buffer (Wash buffer)  
เติม blocking buffer 5% non fat dry milk แชไว 1 ช่ัวโมง ลางโดยจุม wash buffer เทท้ิง ทํา 3 คร้ัง 
คร้ังละ 5 นาที เจือจาง antibody ดวย 5%BSA ใน TBS-T เทลงในกลองพลาสติก เอา membrane จุม
ลงไปต้ังท้ิงไว 1 ช่ัวโมง ลางดวย wash buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  ท้ัง primary และ secondary 
antibody นํา gel มาแชสี Commassie blue นาน1 ช่ัวโมง นําถาดใหญ 2 ถาดใสน้ําเกือบคร่ึงถาด ถาด
เล็ก 2 ถาดใสน้ํา 65 mLผสม developer buffer 15 mLอีกถาดผสม fixer buffer 15 mL เตรียม 
substrate โดยนํา luminal ผสม peroxide ในอัตราสวน 1 ตอ 1 วางในท่ีมืด เตรียมตามความกวาง
ของ membrane โดย membrane กวาง 7 x 1 cm เตรียม substrate 0.7 mL ผสม 0.35 mL luminal และ 
0.35 mL peroxide นํา membrane มาวางบนพลาสติกใส นําฟลมมาวางทับ จับเวลา 5-30 วินาที 
นาํมาแชในน้ํายา developer buffer 1 นาที จุมในถาดใสน้าํเพื่อลาง นํามาแชในน้ํายา fixer buffer 1 
นาทีจุมในถาดใสน้ําเพื่อลาง เปดไฟแลวดูขนาด band จากฟลม ตากใหแหง นําฟลมไปถายรูปดวย 
Gel Doc  
  

  3.5 การตรวจสอบผลจากการโคลน RAGEv1 ตอการแสดงออกของ NF-κB และ TNF-
alpha ในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง HepG2 
  3.5.1 การนํายนีเขาสู HepG2 (Transfection)   

  นํา plasmid ท่ีสกัดไวในข้ันตอน 3.4.1 มาใชผสมกับน้ํายา lipofectamine 2000  ทําการ
เพาะเล้ียงเซลลมะเร็ง HepG2 ตามข้ันตอน 3.4.2 และนับจํานวนเซลลมะเร็ง HepG2 เทอาหารเล้ียง
ของเกาท้ิง เติมน้ํายา 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ แลวเทน้ํายา 1X PBS ออก ใส trypsin reagent 1 mL 
แชไว 3 นาที ดูด trypsin reagent ท้ิงไป ใส 10% DMEM 1 mL ชะเซลลท่ีติดท่ีกนหลอดออกใหมาก
ท่ีสุด แลวดูดใสหลอดทดลอง 1.5 mL เจืองจางเซลลดวยสี Trypan blue อัตราสวน 1:10 (dilution 
factor) เขยาใหเขากัน เซลลท่ีตายแลวสีจะซึมเขาสูภายในเซลลได ดูด 10 μLใส Neubauer chamber 
ท่ีมี cover slip ปดอยูดานบน นับจํานวนเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา นับจํานวน
เซลลบริเวณชองขนาด 1X1 mm 4 ชอง แลวนํามาหาคาเฉล่ีย คํานวณเปนปริมาณเซลลตอmLโดยนํา
จํานวนเซลลท่ีนับไดหารปริมาตรของ Neubauer chamber (10-4 mm3 ) คูณ dilution factor  

  นําเซลลท่ีนับไดแบงใส จานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm 4 ลานเซลล โดยใช 10% FBS 
working DMEM (10% DMEM) เปนอาหารเพาะเล้ียงเซลล นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5 % ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 48 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะท่ีกนภาชนะใหมีปริมาณ 
50%-60% ของพื้นท่ี โดยประมาณจากการดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา   
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  3.5.2 การถายโอนยีนเขาสู HepG2 
  นําเซลลท่ีนับไวจากข้ันตอน 3.4.3 เทอาหารเล้ียงเดิมท้ิง แลวเติมน้ํายา 1X PBS 1 mLเขยา
เบาๆแลวเท น้าํยา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ผสมสารดัง ตารางท่ี 6 ใสในหลอดทดลองขนาด 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 สวนผสมในการโคลนยีนเพื่อตรวจการแสดงออกของ TNF-alpha และ NF-κB 
วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที นําสารผสมจากตรางผสมกัน ตั้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที นําสารผสม 
1  mL ใสในจานเพาะเล้ียง ขนาด 100 X 20 mm นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 4 ช่ัวโมง 5% CO2 เทสารผสมเดิมท้ิง เติม 1X PBS 1 mL 
เขยาเบาๆแลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง ใส 10% DMEM  4 mLลงไปทุกจาน นําจาน
เพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซคารบอนไดออกไซด 5% CO2ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 4 ช่ัวโมง  
 สกัด mRNA โดยชุดสกดั Quick prep micro mRNA isolation kit ตามข้ันตอน 3.3.5 
  3.5.3 การสังเคราะห cDNA ดวย Reverse transcription 

  ใชชุดน้ํายา ImProm-II Reverse transcriptase (Promega) นําหลอดทดลองขนาด 0.2 mL ท่ี
ผานการทําลาย DNase มาเติมสวนผสมตอ 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  

นําสวนผสมท่ีไดไปใสในเคร่ือง Thermal cycler ท่ีติดต้ัง 3 ข้ันตอนดังนี้                                                                  

ข้ันท่ี1 อุณหภมิู 25 oC 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกันของ RNA และ primer                                                  
ข้ันท่ี 2 อุณหภมิู 40 oC 65 นาที ให Reverse transcriptase ทําหนาท่ีสรางสาย cDNA                           
ข้ันท่ี 3 อุณหภมิู 65 oC 15 นาที เพื่อหยดุการทํางานของ Reverse transcriptase        

   3.5.4 การเพิ่มจํานวน cDNA ดวยปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) 

 ใช Proof reading polymerase และ Taq polymerase (Fermentas) ใสสวนผสมในหลอด
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                                     
ผสมใหเขากัน นําเขาเคร่ือง 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 ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง    
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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 นําเขาเคร่ือง 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 ตลอดเวลาจนกวาจะมาเก็บหลอดปฎิกิริยาออกจากเคร่ือง    
 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 ดวยเพื่อนํามาหารเปนสัดสวนในข้ันตอนวิเคราะห
ผลขอ 3.2.6 
 
 3.6 การทดสอบ MTT assay  
  MTT assay เปนการวดัจํานวนเซลลท่ียังมีชีวิตโดยวัดจาก mitochondrial succinic 
dehydrogenase activity ส่ิงท่ีมีชีวิตจะมีวัฎจักรเครป (Krebs cycle) ซ่ึงมีกระบวนการสังเคราะห 
adenosine triphosphate จากคารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน โดยมีข้ันตอนหน่ึงท่ีเปล่ียน succinate ไป
เปน fumarate โดยอาศัย succinic dehydrogenase (SDH) แสดงถึงการมี mitochondrial function ใน
เซลล ผลจาก metabolism นีทํ้าใหเกดิ FADH2  ซ่ึงสามารถเปล่ียน tetrazolium salt  ไปเปนตะกอน 
formazan ซ่ึงมีสีมวงและตกตะกอนใน mitochondria เม่ือละลายดวยสารละลาย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) และวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี 550 nM ความเขมขนของสีจะแปรผันตรงกับ mitochondrial 
activity หรือปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต 
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วิธีการทดลอง 
  เล้ียงเซลลจํานวน 400,000 เซลล/well ใน six well plate นําจานเพาะเล้ียงไปบมในตูบมกาซ
คารบอนไดออกไซด 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 4 ช่ัวโมง เติม 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ แลวเทน้ํายา 
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 สวนผสมในการโคลนยีนเพื่อการตรวจหาเปอรเซ็นการรอดชีวิตของเซลล (% cell 
viability) 
ผสมใหเขากันแลวปนตก นําสารผสมจากตารางมาผสมกันตามหมายเลขหลอดทดลอง ตั้งไวท่ี 
อุณหภูมิหอง 15 นาที ใสลงใน six well plate ท่ี 2 นํา six well plate ท้ังสอง อุนท่ี 37 oC 24 ช่ัวโมง 
5% CO2 เติม 1X PBS 1 mL เขยาเบาๆ แลวเท น้ํายา 1X PBS ท้ิง ทําซํ้าอีก 1 คร้ัง เติม 10% DMEM 
อุนท่ี 5% CO2 37 oC  24 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลา เติม MTT reagent 100 μL อุนท่ี  5% CO2 37 oC 4 
ช่ัวโมง ดูดสวนน้ําท้ิงเหลือตะกอนไว เติม DMSO 2 mL เขยาใหเขากันจนตะกอนสีละลายดี ดดู
ท้ังหมดมาใสในหลอดขนาด 1.5 mL  2 หลอดๆละ 1 mL ปนท่ี 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 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะห 

  4.1 การเพิ่มจํานวน RAGE variant จาก HeLa cell line   

  RNA ท่ีสกัดจาก HeLa cell แลวถูกเปล่ียนเปน cDNA และเพิ่มจํานวน RAGE gene ดวยวิธี 
PCR โดยใช primers จําเพาะจะสามารถจับ RAGE และเพ่ิมจํานวน RAGE ทุกรูปแบบท่ีมีใน HeLa 
cell ผลจากการเพิ่มจํานวนยนี RAGE เม่ือนําไปแยกดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสแสดงไวในรูปท่ี 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 ซ่ึงจะตองนําไปโคลน
เพื่อแยกหา RAGEv1 จาก RAGE รูปแบบอ่ืนๆ  
  
  4.2 การตรวจสอบ electroporation ดวยวิธี colony PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอ pGEM
 หลังจากเพิ่มจาํนวนไดแลวกน็ํา PCR product ท่ีเหลือจากการวิเคราะหดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสนํามา
ตกตะกอน DNA  (DNA precipitaion) ตามข้ันตอน 3.2.7 เพื่อกําจดัสวนของน้ํายาในการทําปฎิกิริยา 
PCR ใหเหลือเพียงสวนของ DNA RAGE เทานั้น จากนั้นทําการเช่ือมตอกับตัวนาํ pGEM vector 
และนําเขาสู competent cell ดวยวิธี electroporation ตรวจสอบผลการโคลนดวย วิธี Colony PCR 
ผลจากการตรวจสอบแสดงไวในรูปท่ี 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  ผลจากการใชวิธี Colony PCR ตรวจ 

       การโคลน โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอ pGEM 
    No.1       Negative control  

     No.2-5      ไมสามารถระบุได     
  No.6      คาดวาจะเปน RAGE  
  No.7     ไมสามารถระบุได 
   No.8       100 bp DNA ladder  
 
พบ DNA band จากโคโลนีในชองหมายเลขท่ี 6 ซ่ึงคาดวาจะเปน variant ของยีน RAGE รูปแบบใด
รูปแบบหนึ่ง เนื่องจากมีขนาดประมาณ 1250 bp นําโคโลนีท่ีคาดวาจะเปน RAGE variant นั้นมาทํา
การตรวจสอบอีกคร้ังดวยวิธี colony PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยนี RAGE นําไปวิเคราะหดวยอิ
เล็กโตรโฟรีซิสไดผลดังแสดงในรูปท่ี 13  
 
               4.3 การตรวจสอบโคโลนีแบคทีเรียดวยวิธี Colony PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีน 
RAGE 
 

รูปท่ี 13 ผลการตรวจการทํา colony PCR ดวย 
primers ท่ีจําเพาะตอ RAGE 
  No.1     Negative control  

   No.2-7  PCR Product RAGE  
   No.8     100 bp ladder  
 
 
 
 
พบ DNA band จากโคโลนีมีขนาดประมาณ 1250 bpใกลเคียงกับ RAGEv1  
นําโคลนดังกลาวมาสกัด plasmid แลวนํา plasmid ท่ีไดไปผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ 
PstI วิเคราะหผลดวยอิเล็กโตรโฟรีซิส ไดผลดังแสดงในรูปท่ี 14 
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1    2

4.4 ผลการตรวจสอบโคลนในโคโลนีแบคทีเรียดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ PstI 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 14 ผลการตรวจสอบ RAGEv1 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ นําขนาด band เทียบกับรูปดานขวา
ของ Hudson et al., 2007  
 No.1     RAGE gene ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 No.2     100 bp ladder  
ผลจากการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะยังไมสามารถสรุปไดวาเปน RAGE variant ใดตองนําไปสง
ตรวจลําดับเบส DNA (DNA sequencing) ผลการตรวจลําดับเบส DNA ไดแสดงไวในขอ 4.5   
  4.5 ผลการตรวจลําดับเบส (DNA sequencing) ของยีน RAGE ท่ีเชื่อมตอกับ pGEM 
vector   
   Forward primer GAAGGAAGCAGGATGGCA 
GCCGGAACAGCAGTTGGAGCCTGGGTGCTGGTCCTCAGTCTGTGGGGGGCAGTAGTA
GGTGCTCAAAACATCACAGCCCGGATTGGCGAGCCACTGGTGCTGAAGTGTAAGGG
GGCCCCCAAGAAACCACCCCAGCGGCTGGAATGGAAACTGAACACAGGCCGGACAG
AAGCTTGGAAGGTCCTGTCTCCCCAGGGAGGAGGCCCCTGGGACAGTGTGGCTCGTG
TCCTTCCCAACGGCTCCCTCTTCCTTCCGGCTGTCGGGATCCAGGATGAGGGGATTTT
CCGGTGCCAGGCAATGAACAGGAATGGAAAGGAGACCAAGTCCAACTACCGAGTCC
GTGTCTACCCTTATTGGGAACACCAGCCGTGAGTTCAGAGGCAGAATCTACAATTTC
TGGCTTCCCAGGAATCTCCTTCTCATTAGGCACCAGGGGCTTCCCATCCAAGTGCCAG
CTAAGAGTCCCTGCAGGGTAGCTTCCCTCTGACACACATGTCCCCACCCCAGACACG
GGGCTGGATGGGGGCTGTGCGCAAGGCCCGGTGTCGGGGAAGGCCTGGGCTGAAGC
TACAGGAGAAGGTGGGACGGGGATCTCCTCCCCGGGCTGGGGTCACCATTAGCTCCG
ACTGCAGTGTGAAGAGCCCTGTCTCAGGGTGTCTCCTGGTCTGTTCCTTCACAGATAC
TCATCCTTCATCCAGTGGATTTGAGGAGAGGGCTGGGCAGGGACTTCACAGGTCAGG
GTTACGGTTCCACCAGGAGCTACTGCTCCACCTTCTGGCTCCACCACCAATTGGACCT
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1   2    3    4    5   6   7   8   9

1000 bp

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

  เม่ือไดโคโลนีแบคทีเรียท่ีมี  RAGEv1 ท่ีเช่ือมตออยูกับ pGEM vector แลว นําโคโลนีนั้น
มาทําการเพาะเล้ียงเพิ่มจํานวนในอาหารเล้ียงแบคทีเรียชนิดเหลว แลวนํามาสกัด plasmid ทําการ
เพิ่มจํานวนดวยวิธี PCR เม่ือนํา PCR product ท่ีไดไปตกตะกอนและเช่ือมตอกับ expression vector
ตัวนํา pcDNA3.1 V5-His แลว ทําการบมท่ี 42 องศาเซลเซียสเพื่อใหยนีและตัวนําเขาไปอยูใน
แบคทีเรีย แลวนําโคโลนีใหมท่ีไดมาตรวจสอบการโคลนดวยวิธี colony PCR ผลแสดงดังรูปท่ี 15
  
  4.6.1 การตรวจสอบโคลนในโคโลนีแบคทีเรีย (Colony PCR)  
 
  รูปท่ี 15 ผลท่ีไดจากการตรวจสอบโคลน  
                                             ท่ีเชื่อมตอกับ expression vector 
    No. 1  Negative control  
    No. 2 กับ 3 และ 5-8  ไมพบ band 
   No. 4   positive clone 1250 bp 
   No. 9  100 bp DNA ladder 
 
 
พบวา No. 4 มี band ในขนาด 1250 bp ท่ีอาจจะเปน RAGEv1 ท่ีตองการ จึงนําโคโลนีนี้มาสกัด 
plasmid แลวนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRV ผลแสดงไวดังรูปท่ี 16  
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1000 bp

1     2
  4.6.2 ผลการตรวจสอบโคลนในโคโลนดีวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRV 
 
     รูป16  ผลท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 
      BamHI และ EcoRV 

     No.1  Negative control       
    No.2  คาดวาจะเปน RAGE variant 1    
     No.3 100 bp DNA ladder 

มีแถบ DNA ขนาดใกลเคียง 1000 bp คาดวาจะเปน RAGEv1 จะตองนําสง sequencing เพื่อตรวจ
ลําดับเบสเปนการตัดสินวาเปน RAGEv1 หรือไม ผลการตรวจลําดับเบส DNA (DNA sequencing) 
แสดงไวในขอ 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 
 
ลําดับเบสท่ีไดจากการทํา sequencing แสดงวาเปน RAGEv1 สรุปวาสามารถเช่ือมตอ RAGEv1 กับ 
expression vector ไดและจะนําโคลนน้ีไปเล้ียงตอแลวทําการสกัด plasmid และเจือจางใหมีความ
เขมขน 1 μเ /μL เพื่อทําการทดลองในข้ันตอไป  
  
 4.7 การพิสูจนการถายโอนยีนเขาสู HepG2 
 เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine หลังจากบมท่ี 
37oC 24 ช่ัวโมงแลวนํามาตรวจพิสูจนการถายโอนยีนโดยนํามาสกัด mRNA ดวยชุดสกัด Quick 
prep micro mRNA isolation ในข้ันตอน 3.4.5 แลวนําไปเพิ่มจํานวนดวย primers ท่ีจําเพาะตอยีน 
RAGE    ผลท่ีไดแสดงไวในรูปท่ี 17  
  4.7.1 การตรวจปริมาณการแสดงออกของยนี RAGE 
ทําการทดลอง 3 คร้ังในการตรวจปริมาณการแสดงออกของยีน RAGE ไดผลดังในรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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  ผลของการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 ตอการแสดงออกของยีน RAGE  
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นําผลที่ไดมาวเิคราะหดวยโปรแกรม Genetool ของ Syngene ซ่ึงจะเปลี่ยนความเขมของ band เปน
ตัวเลข นําตัวเลขที่ไดสรางเปนกราฟแสดงไวในรูป 18  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
รูปท่ี 18 คาเฉล่ียของปริมาณการแสดงออกของยีน RAGE ลําดับตามความเขมขนในการถายโอนยีน 
RAGEv1 
เม่ือนํามาวิเคราะหดวย One way ANOVA พบวาการแสดงออกของ RAGE ในกลุมท่ีมีการถายโอน
ยีน RAGEv1 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับกลุม transfected control 
vector ในระดบัความเขมขน RAGEv1 ท่ี 8 μg   
 
  4.7.2 การตรวจปริมาณการแสดงออกของยนี β- actin  
  ทําการทดลอง 3 คร้ังในการตรวจปริมาณการแสดงออกของยีน β-actin เพื่อตรวจสอบการ

สกัด RNA และใชเปนตัวเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน RAGE, ยีน NF-κB2 และ ยีน TNF-α 
ผลจากการวิเคราะหดวยอิเล็กโตรโฟรีซิสแสดงในรูปท่ี 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  
   
  เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1 1 μg ตอ lipofactamine 1, 2, และ3 μL หลังจากบมท่ี 37 oC นาน 24 ช่ัวโมงแลว นําอาหาร
เล้ียงเซลลท่ีไมไดผานการถายโอนยนี และอาหารเล้ียงเซลลท่ีไดผานการถายโอนยีน มาสกัดโปรตีน 
แลววเิคราะหดวยวิธี Western blot ผลท่ีไดแสดงไวในรูป 20 
  
  4.7.3 ผลการตรวจสอบการถายโอนยนีดวย 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  อาหารเล้ียงเซลลท่ีไมไดถายโอนยนี  No.6 อาหารเล้ียงท่ีถายโอนยนี     
รูปท่ี 20 ผลการตรวจโปรตีน RAGEv1 ดวยวิธี Western blot  
 พบ band ขนาดประมาณ 48 kDa ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดโปรตีนของ RAGEv1 
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1      2     3    4     5     6     7     8      9

500 bp

 4.8 การตรวจการแสดงออกของยีน NF-κB2 
 เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1: lipofactamine 2:2, 4:4, 6:6, และ 8:8 (μg/μL) หลังจากบมนาน 24 ช่ัวโมงแลวนํามาสกัด 
mRNA ดวยชุดสกัด Quick prep micro mRNA isolation ในข้ันตอน 3.4.5 แลวนําไปเพิ่มจํานวน

ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยนี NF-κB ผลท่ีไดแสดงไวในรูปท่ี 21โดยทําการทดลอง 3 คร้ังในการ

ตรวจปริมาณการแสดงออกของยีน NF-κB2  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 21 ผลของการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 ตอการแสดงออกของ 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 
 
นําผลที่ไดมาวเิคระหดวยโปรแกรม Genetool ของ Syngene ซ่ึงจะเปล่ียนความเขมของ band เปน
ตัวเลข นําตัวเลขที่ไดสรางเปนกราฟแสดงไวในรูปท่ี 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 คาเฉล่ียของปริมาณการแสดงออกของยีน NF-κB2 ลําดับตามความเขมขนในการถายโอน
ยีน RAGEv1  

เม่ือนํามาวิเคราะหดวย One way ANOVA พบวาการแสดงออกของ NF-κB2 ในกลุมท่ีมีการถาย
โอนยีน RAGEv1 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับกลุม transfected control 
vector ในระดบัความเขมขน RAGEv1 ท่ี 8 μg  
  4.9 ผลการตรวจการแสดงออกของยีน TNF-α 
  เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1: lipofactamine 2:2, 4:4, 6:6, และ 8:8 (μg/μL) หลังจากบมนาน 24 ช่ัวโมงแลว นํามาสกัด 
mRNA ดวยชุดสกัด Quick prep micro mRNA isolationในข้ันตอน 3.4.5 แลวนําไปเพิ่มจํานวนดวย 
primers ท่ีจําเพาะตอยนี TNF-α ผลท่ีไดแสดงไวในรูปท่ี 23 โดยทําการทดลอง 3 คร้ัง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 23 ผลของการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 ตอการแสดงออกของ 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 
 
นําผลที่ไดมาวเิคระหดวยโปรแกรม Genetool ของ Syngene ซ่ึงจะเปล่ียนความเขมของ band เปน
ตัวเลข นําตัวเลขที่ไดสรางเปนกราฟแสดงไวในรูปท่ี 24 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24 คาเฉลี่ยของปริมาณการแสดงออกของยีน TNF-α ลําดับตามความเขมขนในการถายโอน
ยีน RAGEv1  
  เม่ือนํามาวิเคราะหดวย One way ANOVA พบวาการแสดงออกของ TNF-α ในกลุมท่ีมี
การถายโอนยนี RAGEv1 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับกลุม transfected 
control vector ในระดับความเขมขนท่ี 8 μg 
   
  4.10 ผลการวัด % cell viability 
  เม่ือทําการถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู HepG2 โดยใชน้ํายา lipofactamine ดวยอัตราสวน 
RAGEv1: lipofactamine 2:2, 4:4, 6:6, และ 8:8 (μg/μL) หลังจากบมนาน 24 ช่ัวโมง เติม DMSO 1 
mL บมตออีก 4 ช่ัวโมงนําสวนน้ํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 550 nm ผลการทดลองเฉล่ีย 3 คร้ังได
คา % 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  อัตราการรอดชีวติของเซลลเม่ือมีการถายโอนยีนเขาสูเซลล HepG2 โดยใชตัวนําความ
เขมขนตางๆ 
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      บทท่ี  5 

    สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

  การแยก RAGEv1 ออกจาก RAGE variant อ่ืนอาศัย pGEM T easy vector เปนตัวนําเขาสู 
E.coli DH5 alpha ตั้งอยูในสมมุติฐานท่ีวา 1 โคโลนี จะรับ plasmid เขาไป 1 แบบ หรือคือ 1 variant 
ของยีน RAGE  ในการศึกษานี้สามารถแยก RAGEv1 ออกมาได และสามารถเช่ือมตอ RAGEv1 เขา
กับ expression vector ได 

  การตรวจพิสูจนการถายโอนยีน ยนืยนัไดวาสามารถ ถายโอนยีน (transfection) เขาสู 
HepG2 โดยอาศัย 2 วิธี คือ 1.ตรวจวดัการแสดงออกระดบั RNA โดยการตรวจการแสดงออกของ
ยีน RAGE ท่ีเพิ่มข้ึน 2.ตรวจวัดระดับการแสดงออกระดบัโปรตีน โดยอาศัย antibody จําเพาะตอ 
V5 epitope ซ่ึงเปนโปรตีนทีต่ิดอยูท่ีปลายตัวนํา ท้ังสองวิธียืนยันตรงกนัวาสามารถถายโอนยนีเขาสู 
HepG2 ไดสําเร็จ 

  การวัดผลของ RAGEv1 ตอการแสดงออกของ TNF-α และ NF-κB2 โดยเพิ่มระดับ 
RAGEv1  ใหมีความเขมขนท่ีแตกตางกนั 4 ลําดับ พบวาเม่ือโคลนยีน RAGEv1 ในปริมาณ 2, 4, 
และ 6 μg ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) แตท่ีความเขมขน 8 μg พบการ

แสดงออกของทั้งยีน NF-κB2 และ TNF-α ของเซลล HepG2 ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือ
เทียบกับกลุม transfected control vector (p < 0.05)  

 ผลจาก MTT assay เม่ือถายโอนยีน RAGEv1 เขาสู เซลล HepG2 พบวาเซลล HepG2 มีการ
ตายมากข้ึนเปนลําดับเมื่อเพ่ิมความเขมขน ซ่ึงอาจเปนผลจากน้ํายา lipofectamine 2000 ท่ีเพิ่มข้ึน 
หรืออาจะเกิดจากการยับยั้งกระบวนการ apoptosis ของเซลลมะเร็งเอง  

อภิปรายผลการวิจัย 

  RAGE variant 1 (RAGEv1) หรือ endogenous secretory RAGE (esRAGE) เปนรูปแบบ
หนึ่งของยนี RAGE ท่ีเกิดกระบวนการ alternative splicing และเปนรูปแบบท่ีแสดงออกมามาก
ท่ีสุดรองจาก full length RAGE การแยกและการบงช้ียีน RAGEv1 อาศัยผลยืนยนัจากการสงตรวจ
ลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ซ่ึงมีความแมนยําสูง การตรวจสอบหนาท่ีการทํางานของ
โปรตีน RAGEv1 ท่ีถายโอนเขาไปนั้นไมสามารถทําไดโดยตรง เนื่องจากบริเวณ Ig-V domain ของ 
RAGE protein เปนตัวจับกับ ligand ซ่ึงเปนสวนแสดงหนาท่ี ตองใช antibody จําเพาะตอบริเวณ Ig-
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V domain ซ่ึงเซลลโดยท่ัวไปสามารถแสดงออก RAGE ไดอยูแลว จึงไมสามารถแยกการแสดงออก
ของ RAGEv1 ท่ีถายโอนเขาไปกับ RAGE ท่ีแสดงออกอยูแลวโดยปกติของเซลลออกจากกันได 
การโคลนยีนจงึตองออกแบบ primer ใหเกิด mutation เพื่อลบ stop codon ของยีนออกแลวเช่ือมตอ
กับตัวนํา (vector) ซ่ึงมีโครงสรางลําดับเบสท่ีสามารถสรางโปรตีนท่ีตอเพ่ิมจากโปรตีน RAGEv1 
ของเดิม แลวตรวจสอบโดยใช antibody ท่ีจําเพาะตอโปรตีนท่ีติดฉลากไว โดย vector 
pcDNA3.1/V5-His ท่ีใชมี V-5 epitope เช่ือมตอมาดวย ในการศึกษานี้จึงตรวจการสรางโปรตีนผาน 
V-5 epitope ของโปรตีนนี้ โปรตีน V-5 epitope ท่ีตอเพ่ิมเขาไปนั้นอาจจะมีผลตอรูปแบบการพับตัว
และการทํางานของโปรตีน RAGEv1  ท่ีนํามาทําการทดลองได 

  มีการศึกษารายงานวา NF-κB เกี่ยวของกับ RAGE โดยตรง (รูปท่ี 22) promoter ของยีน 

RAGE นั้นยังมี binding site ของ NF-κB อยูถึง 2 ตําแหนง แสดงใหเห็นวานอกจาก RAGE จะเปน

ตัวเพ่ิมการแสดงออกของ NF-κB แลว NF-κB ก็ยังเพิม่การแสดงออกของ RAGE ดวย (Rojasa 
and Morales, 2004) นอกจากน้ี ยิ่งมีการแสดงออกของ RAGE มากข้ึนเทาไร มะเร็งนั้นยิ่งมี
ความสามารถในการรุกรานสูงมากข้ึนเทานั้น (Hirata et al., 2003) จากการศึกษานีเ้ปนท่ียืนยันไดวา
การยับยั้ง RAGE อาจจะเปนทางเลือกหนึง่ในการรักษามะเร็ง   

  NF-κB เปนยนีท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนมากกวา 200 ยีน ยนีท่ี NF-κB ควบคุมน้ัน
เกี่ยวของกับการลดลงของการเกิด apoptosis, การเหนี่ยวนําใหเกิด cellular transformation, invasion 
metastasis, chemo-resistance, radio-resistance หากยีนเหลานี้ถูกกระตุนจะกอใหเกดิการพัฒนาไป
เปนโรคมะเร็งท่ีมีความรุนแรงมากย่ิงข้ึน นอกจากน้ียังกระตุนการแสดงออกของ cyclin D1, 
apoptosis supperssor protein เชน Bcl-2 Bcl-XL ซ่ึงมีสวนเกี่ยวของกับการเกิด metastasis และ 
angigogenesis (Aggarwal and Shishodia, 2006)    
  จากผลการทดลองดวยวิธี Quantitative RAGE mRNA expression ในเซลลท่ีไมไดเปน 
HCC กับเซลลท่ีเปน HCC พบวา เซลลท่ีเปน HCC มี RAGE expression สูงกวาเซลลท่ีไมไดเปน 
HCC (p < 0.01)  และ เม่ือวดัระดับ RAGE expression ของกลุมการทดลองสามกลุม 1.เซลลตับ
ปกติ 2.เซลลตับท่ีเปน non-cancerous lesion (CH – cirrhosis) 3.เซลลตับท่ีเปน HCC เปรียบเทียบ
กัน พบวากลุมเซลลท่ีเปน HCC มี RAGE expression สูงข้ึนในระดับมีนัยสําคัญ p < 0.01 เม่ือเทียบ
กับอีก 2 กลุมท่ีเหลือ (Hiwatashi et al., 2007) ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเกิดมะเร็งตับนัน้
มีความเกีย่วเนือ่งกับการแสดงออกของ RAGE มีการทดลองในเซลลมะเร็งสมองหนู (C6 glioma 
cells) โดยการวัดการแสดงออกของ TNF-α ของเซลลท่ีมีการถายโอนยีน RAGEv1 เขาไป พบวา
การแสดงออกของ TNF- α ลดลงกวาเซลลท่ีไมมีการถายโอนยนี RAGEv1 (Klea et al., 2010) 



 

 
55

  เม่ือมี ligand เชน AGE มาจับ RAGE จะเกิดการสงสัญญาณผานเขาสูภายในเซลลกระตุน 

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

NF-κB นั้นเปน 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 ในการแยงจับกบั ligand ก็จะ

สามารถลดการสงสัญญาณเขาสูเซลล ยังผลใหมีการลดการแสดงออกของ NF-κB และTNF- α    

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 25  กลไกการสงสัญญาณของ RAGE กระตุนการเพิ่มข้ึนของ NF-κB แล TNF- α (ดัดแปลง
จาก Ahmed, 2005) 

 การตรวจพิสูจนการถายโอนยีนทําดวยวิธีการสองวิธี คือ 1.ระดับ RNA 2.ระดับโปรตีน ท้ัง
สองวิธีเปนการตรวจยนืยันกนั การตรวจในระดับ RNA นั้นเปนการวัดปริมาณการแสดงออกของ 
RAGE ท่ีเพิ่มข้ึน แตไมไดตรวจการเพิ่มข้ึนของ RAGEv1 โดยตรง สวนการตรวจสอบในระดับ
โปรตีนอาศัย antibody จําเพาะตอสวน V5 epitope เปนสวนตอทายจากยีน RAGEv1 เปน
องคประกอบหน่ึงในตัวนําท่ีเราใชจึงไมเปนการยืนยันวามีการทํางานของโปรตีน RAGEv1  เกิดข้ึน
จริง บอกเพยีงแตวามีการสรางโปรตีนข้ึนตามลําดับเบสท่ีไดทําการโคลนไวกอนหนา ในการตรวจ
ท้ังสองวิธีไมไดทําการตรวจการทํางานของโปรตีน RAGE โดยตรง (protein function) 

  ผลจากการโคลนยีน RAGEv1 ตอการแสดงออกของยีน NF-κB ท่ีลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) นั้น อาจจะมีบางสวนเกิดจากการตายเพ่ิมข้ึนของเซลลจากความเปนพิษของชุด
น้ํายา lipofectamine 2000 
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 การตรวจวิเคราะหอัตราการมีชีวิตของเซลล พบวามีการตายเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ
ชุดน้ํายา lipofectamine 2000 ท่ีเพิ่มข้ึน จึงอาจเปนผลจากความเปนพิษของน้ํายาเอง หรืออาจจะเกดิ
การยับยั้งกระบวนการ apoptosis เนื่องจากเม่ือมี RAGEv1 สูงข้ึนก็เปนผลใหเกิดการกระตุน NF-

κB นอยลงแลวทําให apoptosis supperssor protein เชน Bcl-2 Bcl-XL ลดจํานวนลง  สําหรับผล
จากการโคลนยีน RAGEv1  ตอการแสดงออกของยีน TNF-α การลดลงของการแสดงออกอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ก็เชนเดียวกนั หากตองการตรวจสอบผลกระทบจากการนําโคลนยีน 

RAGEv1 เขาสูเซลล ตอการแสดงออกของยีน NF-κB กบั TNF-α ใหชัดเจนข้ึน อาจทําไดโดยการ
ตรวจวดัการแสดงออกของยนีท้ังสองโดยเพ่ิมเวลาให RAGEv1 ไดแสดงออกนานข้ึนมากกวา 24 
ช่ัวโมง เพื่อเพ่ิมเวลาใหเกิดการแสดงออกของ RAGEv1 สงผลใหเกิดการยับยั้งมากข้ึน  

 เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน NF-κB กับ TNF- α ในระดับความเขมขนท่ีแตกตาง
กัน 4 ลําดับ พบวาเม่ือโคลนยีน RAGEv1  ความเขมขนระดับ 8 μg มีการลดลงของการแสดงออก

ของยีน NF-κB กับ TNF- α ท่ีมีนัยสําคัญทางสถิติ เราไมสามารถเพ่ิมระดับความเขมขนไปได
มากกวานี้เพราะผลจากชุดน้าํยา lipofectamine 2000 นัน้ทําใหเซลลเพาะเล้ียงตายเพ่ิมข้ึนเกินกวา
คร่ึงหนึ่งของชุดทดลองเปรียบเทียบ การเพิม่ความเขมขนของ RAGEv1 ใหมากกวา 8 μg เปนท่ี
นาสนใจหากทําไดในระบบการทดลองอ่ืนๆ ท่ีมีความใกลเคียงกับคน เพราะจะเปนสวนสําคัญอยาง
ยิ่งท่ีจะนําไปสูการศึกษาหาระดับความเขมขนของโปรตีน RAGEv1 ในระดับท่ีสามารถเกิดการ
ยับยั้งหรือลดการเกิดพยาธิสภาพของมะเร็งตับไดและยงัเปนแกนสําคัญในการวจิัยยาในการรักษา
มะเร็งตับตอไป เนื่องจากโปรตีน RAGEv1 เปนโมเลกุลหนึ่งท่ีมีอยูแลวในเลือดมนุษยและมี
การศึกษาวาระดับ soluble RAGE ในกระแสเลือดมีความสัมพันธกับระดับการเกิดพยาธิสภาพใน
หลายโรค เชน 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) นอกจากนี้คาดวาผลขางผลขางเคียงจากการใชยาท่ีเปนโมเลกุล RAGEv1  อาจจะมีนอย
มากหรือไมมีเลย 

ขอเสนอแนะ 

  การแยก RAGEv1 ออกจาก RAGE variant อ่ืนอาศัย pGEM T easy vector เปนตัวนําเขาสู 
E.coli DH5 alpha ตั้งอยูในสมมุติฐานท่ีวา 1 โคโลนี จะรับ plasmid เขาไป 1 แบบ หรือคือ 1 variant 
ของยีน RAGE  การโคลนยีน RAGEv1 อาศัยผลยืนยนัจากการตรวจลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) ซ่ึงอาจจะไมถูกตองสมบูรณ และอาจจะมีผลตอการสรางโปรตีนท่ีผิดแบบไปจาก
ธรรมชาติ นอกจากนีก้ารโคลนยีนยังมีการออกแบบ primerห เพื่อลบ stop codon ของยีนแลว
เช่ือมตอกับตัวนํา (vector) ซ่ึงมีโครงสรางลําดับเบสท่ีสามารถสรางโปรตีนท่ีตอเพ่ิมจากโปรตีน 
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RAGEv1 เดิมซ่ึงอาจจะมีผลตอการทํางานของโปรตีน RAGEv1 ท่ีนํามาทดลอง จึงควรหาวิธีอ่ืนท่ี
ทําใหการสรางโปรตีนท่ีไมผิดแบบไปจากธรรมชาติ 

  การตรวจพิสูจนการถายโอนยีนทําดวยวิธีการสองวิธี คือ 1.ระดับ RNA 2.ระดับโปรตีนท้ัง
สองเปนการตรวจยนืยนักัน การตรวจในระดับ RNA นัน้เปนการวัดปริมาณการแสดงออกของ 
RAGE ท่ีเพิ่มข้ึนจึงไมไดตรวจการเพิ่มข้ึนของ RAGEv1  โดยตรง การตรวจสอบในระดับโปรตีน
อาศัย antibody จําเพาะตอสวน V5 epitope เปนสวนตอทายจากยีน RAGEv1 เปนองคประกอบหนึ่ง
ในตัวนําท่ีเราใชจึงไมเปนการยืนยนัวามีการทํางานของโปรตีน RAGEv1 เกิดข้ึนจริง บอกเพียงแต
วามีการสรางโปรตีนข้ึนตามลําดับเบสท่ีไดทําการโคลนไวกอนหนาเทานั้น ในการตรวจท้ังสองวิธี
ไมไดทําการตรวจการทํางานของโปรตีน (protein function) ควรหาวิธีอ่ืนท่ีสามารถตรวจการ
ทํางานของ RAGEv1 ท่ีไดถายโอนเขาไปในเซลล 

  งานวิจยันี้อาจจะประยุกตใชกับเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนดิอ่ืนๆไดเพื่อเปนการตรวจการ
แสดงท่ีผิดแปลกไปเม่ือไดถายโอนยนี RAGEv1 เขาไปในเซลลมะเร็งชนิดนั้นแลว ท้ังยังสามารถ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนอ่ืนๆท่ีเกีย่วของกับ NF-κB ไดอีกหลายยีน เชน IL-6, VCAM-1, 
IL-1 โมเลกุลของ RAGEv1 นั้นเปนท่ีนาสนใจยิ่งในการนําไปพัฒนายารักษามะเร็งเนื่องจาก 
RAGEv1 เปนโปรตีนที่พบไดในระบบไหลเวียนโลหิตของคน ผลขางเคียงจากการใชโมเลกุลนี้เปน
ยานาจะมีนอยหรืออาจจะไมมีเลย 
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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 
(ตองการ isolated colony) บม 37 องศาเซลเซียส 16-24 ช่ัวโมง 
  2. เลือก 1 isolated colony โดยใชปลายทริป จิ้ม แลวใสลงในหลอดทดลอง 15 mL ท่ีมี LB 
broth 5mL บม 37 องศาเซลเซียส 16-24 ช่ัวโมง หรือจนกวาจะขุน 
  3. นําท่ีเล้ียงไวในข้ันตอนท่ี 2 จํานวน 5 mL เทลงในขวดแกวรูปชมพูท่ีมี LB broth 370 mL 
(1:75) บม 37 องศาเซลเซียส ใชเวลา 2 ช่ัวโมง (หรือวัดการดูดกลืนแสง 590 นาโนเมตร ทุกๆ 30 
นาทีจนกวาจะมีคาการดูดกลืนแสง = 0.375 แตไมเกนิ 0.6 เพื่อใหแบคทีเรียเจริญเติบโตอยูในชวง 
early log phase 
  4. นํามาเทใสหลอดทดลองขนาด 50 mL จํานวน 40 mL ปน 4,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 
นาที เทสวนใสออก  
  5. เติมน้ําเยน็ลงไป 5 – 10 mL แลวเขยาจนเปนเนื้อเดียวกนั เติมน้ําเย็นลงไปจนเปน 40 mL 
ปน 4,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เทสวนใสออก (ทําซํ้า 3 รอบ ) 
  6. นํา 10% glycerol ในน้ําใสลงไป 5 – 10 mLแลวเขยาจนเปนเนื้อเดียวกัน เติม 10% 
glycerol จนครบ 40 mL ปน 4,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เทสวนใส 
  7. ดูดแบงใสหลอดทดลองขนาด 1.5 mL 50 ไมโครลิตรตอหลอดทดลอง ท่ีอยูในความเย็น 
(dry ice แชใน 100% alcohol) หากเซลลเขมขนเกินไปก็ใหใส 10% glycerol ลงไป 1 mL เพื่อทําให
เจือจางกอนได 
2. การเตรียม 10% DMEM (50mL) 
  DMEM       45  mL 
  Fetal Bovine Serum     5  mL 
ผสมใหเขากันในหลอดทดลอง 50 mL เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
3. การเตรียม 100 bp DNA ladder 
 0.5ug/ul ladder     50  ไมโครกรัม 
  Bromphenol Blue     500  ไมโครลิตร 
 DW      100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันในหลอดทดลอง 1.5 mL เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
4. การเตรียม 2.0 agarose gel (100 mL) 
  ช่ังผง agarose 2 กรัมจากนัน้ใส 0.5X TBE จนมีปริมาตรเปน 100 mL ผสมใหเขากัน นําเขา 
microwave จนละลายเปนเนื้อเดียวกนัเทลงแมพิมพเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิหองโดยการแช 0.5X TBE ไว 
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