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บทคัดย่อภาษ าไทย  

วฤทธิ์ ลอยวิรัตน์ : การศึกษาการแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอ 200c ในโรคมะเร็งท่อน ้าดี
เปรียบเทียบกัน ระหว่างผู้ป่วยที่มีภูมิล้าเนาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและ
ผู้ป่วยที่มีภูมิล้าเนาในภาคอ่ืนๆ นอกจากภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ. (Comparative 
study of microRNA-200c expression between cholangiocarcinoma from Thai  
native in northeastern regions and cholangiocarcinoma from Thai patients 
native in outside the north and northeast) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก:อ.นพ.สืบพงศ์ 
ธนสารวิมล, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. นพ.วิโรจน์  ศรีอุฬารพงศ์, 64  หน้า. 
ที่มา โรคมะเร็งท่อน ้าดีเป็นโรคมะเร็งที่พบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือประเทศไทยซึ่งมี

ความ สัมพันธ์กับการติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับโอพิสธอร์คิสวิเวอรินี่   ไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ซึ่งเป็นไม
โคร อาร์เอ็นเอที่ควบคุมการท้างานของอิปิธีเลียวมีเซนคัยมอลทรานซิชัน ก่อให้เกิดมะเร็งหลายชนิด 
และบอกการพยากรณ์โรครวมทั งมะเร็งท่อน ้าดี ซึ่งการศึกษาก่อนหน้านี พบว่ามีความแตกต่างของการ 
แสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอชนิดนี  

วัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาความแตกต่างของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ของผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อ
น ้าดีที่มีภูมิล้าเนาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปรียบเทียบกับ ภาคอ่ืนๆในประเทศไทยและความสัมพันธ์
กับ ลักษณะทางคลินิค 

วิธีการศึกษา ผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ที่มีชิ นเนื อทาง
พยาธิวิทยา เก็บข้อมูลทั่วไปหลังจากนั นน้าชิ นเนื อพาราฟินมาสกัดไมโครอาร์เอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัด 
miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Germany และวัดปริมาณอาร์เอ็นเอที่ได้โดยเครื่อง NanoDrop 
2000C, Thermo Scientific, USA จากนั นสังเคราะห์ cDNA และวัดปริมาณโดยใช้ชุด taqMan® 
MicroRNA Assay, Applied biosystems, USA  ด้วยเครื่อง real-time PCR รุ่น 7500 Fast Real-
Time PCR System, Applied biosystems, USA โดยการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนไมโครอาร์
เอ็นเอ 200c กับ ยู 6 แล้วน้ามาค้านวณหาค่า 2-ΔΔCT โดยใช้ค่า cut off ที่ 2.0 

ผลการศึกษา ผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ที่มีชิ นเนื อทาง
พยาธิวิทยา 31 ราย มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 20 รายและภาคอื่นๆ 11 ราย ไม่พบ
ความแตกต่าง ของลักษณะทางคลินิครวมทั งการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c   โดยมีค่าเฉลี่ย
ของ ΔCT เท่ากับ  4.6682 (± 2.6406) และ 4.8796  (± 3.395) ตามล้าดับ  p = 0.370  มีความชุก
ของการเพิ่มการ แสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ร้อยละ 22.5    และเมื่อแยกระหว่างผู้ป่วยที่มี
การแสดงออกของ ไมโครอาร์เอ็นเอเพิ่มขึ นหรือลดลงก็ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติของลักษณะทาง
คลินิก และมีค่า มัธยฐานการรอดชีวิตที่ 22.6 เดือน  (0.9 – 44.4) และ 13.6 เดือน (4.3 – 22.9)
ตามล้าดับ, p = 0.923 

สรุปผลการศึกษา ไม่พบความแตกต่างของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ในผู้ป่วย
มะเร็งท่อน ้าดีของประเทศไทย   

ภาควิชา อายุรศาสตร ์

สาขาวชิา อายุรศาสตร ์
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บทคัดย่อภาษ าอังกฤษ 

# # 5574158630 : MAJOR MEDICINE 
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WARIT LOYWIRAT: COMPARATIVE STUDY OF MICRORNA-200C EXPRESSION 
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M.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. VIROTE SRIURANPONG, M.D.,Ph.D., 64 pp. 

Background: Cholangiocarcinoma (CCA) is a common cancer in Thailand, 
where it was uniquely associated with Opisthorchis viverrini (OV) infection.  MiRNA 200c 
is a miRNA involving in carcinogenesis especially epithelial mesenchymal transition. Its 
prognostic value has been demonstrated in several cancers. Previous study reported 
the aberration of miR-200c expression in CCA.  

Objective: The aim of this study is to explore miR-200c expression and its 
clinical correlation in Thai CCA patients. 

Patients and Methods: Patient who was diagnosed cholangiocarcinoma treated 
in King Chulalongkorn Memorial Hospital were collected. After, RNA extraction using 
miRNeasy FFPE kit, quantitative reverse-transcription polymerase chain reactions (RT-
qPCR) using Taqman MicroRNA Assay were performed to quantitate the miRNA-200c 
expression. Using the 2_ΔΔCt of 2.0 as the cut off for miR-200c overexpression, we 
analysed the clinical correlation by chi-square test or Fisher exact test and Kaplan 
Meier method. 

Results: 31 archival formalin-fixed paraffin embedded tissues (FFPE) CCA in 
King Chulalongkorn Memorial Hospital were collected. 20 were in northeastern 
region,11  were in other regions. Baseline characteristics were balanced. Average ΔCT in 
northeastern region group and other regions group was 4.6682 (± 2.6406) and 4.8796  (± 
3.395) respectively,  p = 0.370. Prevalence of microRNA 200c overexpression was 22.5%. 
No difeferrence in overall survival between both lower and overexpression of microRNA 
200c,  median overall survival was 22.6 months  (0.9 – 44.4) and 13.6 months (4.3 – 
22.9), p = 0.923. 

Conclusion : There were no difference of miR-200c expression or as the 
predictive factor in our study.  
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บทที่ 1  
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย (Background and rationale) 

โรคมะเร็งท่อน ้าดีเป็นโรคที่พบได้บ่อยในประเทศไทยต่างกับประเทศในแถบตะวันตกท่ีพบ 
น้อยมาก ส้าหรับประเทศไทยมีอุบัติการณ์ของผู้ป่วย primary liver cancer สูงที่สุดในโลกช่วง
ระหว่าง ปีพ.ศ. 2531-2532 ที่จังหวัดข่อนแก่น โดยมีอุบัติการณ์ 90 ต่อประชากร 100,000 คน(1) 
รายงานที่ประเทศสหรัฐอเมริกามีอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งท่อน ้าดี จาก 0.13 ในปี พ.ศ. 2516 
เพ่ิมขึ น เป็น 0.67 ต่อ 100000 ของประชากรในปี พ.ศ. 2540 และมีอัตราตายมากขึ นจาก 0.07 เป็น 
0.69 ต่อ 100000 (2) โดยเป็นโรคมะเร็งที่มีการพยากรณ์โรคที่แย่และมีอัตราตายที่สูงมาก 

อาการและอาการแสดงส่วนใหญ่เกิดจากมีการอุดกั นของทางเดินน ้าดี ได้แก่ ตัวเหลือง ตา
เหลือง อุจจาระมีสีซีด ปัสสาวะสีเข้ม คันตามตัว หรืออาการที่ไม่จ้าเพาะ เช่น เบื่ออาหาร น ้าหนักลด 
แต่ผู้ป่วยมักจะมาพบแพทย์เมื่อโรคได้ลุกลามหรือมีการแพร่กระจายไปแล้ว  

การรักษาในปัจจุบันต้องอาศัยการรักษาร่วมกันทั งการผ่าตัด การให้ยาเคมีบ้าบัดและอาจใช้
การรักษาด้วยรังสีรักษา ส้าหรับการผ่าตัดอาจท้าได้ยากเนื่องจากต้าแหน่งของเนื องอก และผู้ป่วยมัก
มาพบแพทย์เมื่อโรคมีการแพร่กระจายไปยังอวัยวะข้างเคียงแล้ว จึงจ้าเป็นที่ต้องรักษาแบบ 
ประคับประคองด้วยการใช้ยาเคมีบ้าบัด ทั งนี เพ่ือเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตและลดอัตราการกลับเป็นซ ้า 
ของมะเร็งท่อน ้าดีเป็นมะเร็งท่ีเกิดจากเยื่อบุท่อน ้าดี ( bile duct epithelium ) โดยแบ่งตามต้าแหน่ง
ได้เป็น(3) 

1) Intrahepatic cholangiocarcinoma (Peripheral cholangiocarcinoma) 
2) Hilar cholangiocarcinoma (Klastskin’s tumor) 
3) Extarhepatic cholangiocarcinoma (Distal cholangiocarcinoma) 

 
โดยต้าแหน่งที่พบบ่อยที่สุดคือ บริเวณ hilar ประมาณร้อยละ 50 – 70 รองลงมาคือ 

extrahepatic ประมาณร้อยละ 20 - 40 ที่เหลือประมาณร้อยละ 5 – 10 พบใน intrahepatic bile 
duct(4, 5) ซ่ึง intrahepatic cholangiocarcinoma พบเป็น primary hepatic tumor ที่พบเป็น 
อันดับสองรองจาก hepatocellular carcinoma 
 ประเทศไทยร้อยละ 40 – 60 เป็นชนิด intrahepatic cholangiocarcinoma  ซึ่งต่างจาก 
ประเทศในแถบตะวันตกที่พบว่าเป็น intrahepatic cholangiocarcinoma เพียงร้อยละ 5 – 10 
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เท่านั น ส่วนที่เหลือร้อยละ 90 – 95 จะเป็น extrahepatic cholangiocarcinoma(6) และเป็นที่
ทราบกันดีแล้วว่าโรคมะเร็งท่อน ้าดีพบได้บ่อยทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยนั น
สัมพันธ์กับการ ติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับ โดยเฉพาะ Opisthorchis viverrini ( OV ) จากการกิน
อาหารสุกๆดิบๆ เช่น ลาบก้อย ปลาร้า ที่ได้จากการหมัก ปลาน ้าจืด ซึ่งปลาเหล่านั นติดเชื อพยาธิ
ใบไม้ในตับ จากการที่ปลาไปกิน Bithynia snails ที่เป็น intermediate host ของ Opisthorchis 
viverrini   แตกต่างจากประเทศแถบตะวันตกที่มีปัจจัยเสี่ยงจากโรค primary sclerosing 
cholangitis (PSC) เป็นส่วนใหญ่(1, 6-8) 
 ส้าหรับความชุกของการติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับนั น Sripa และคณะ(9) ได้มีการรายงาน 
ข้อมูลของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2533 - 2534 ซึ่งตรวจการติดเชื อพยาธิด้วยการตรวจ anti-O. 
Viverrini antibody พบว่ามีความแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาค โดยพบมากที่สุดในภาคเหนือร้อยละ 
19.3 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือร้อยละ 15.7  ซึ่งมีความชุกมากเมื่อเทียบกับภาคกลางและภาคใต้ พบ 
เพียงร้อยละ 3.8 และ 0 ตามล้าดับ ส่วนอุบัติการณ์ของการเกิดมะเร็งท่อน ้าดีก็ยังคงพบมากที่สุด ใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยพบมากสุดที่จังหวัดขอนแก่นเช่นเดิม ดังแสดงในรูปที่ 1 

 

รูปที่   1 แสดงความชุกของการติดเชื้อพยาธิใบไม้ในตับและการเกิดมะเร็งท่อน้ าดี 

ปัจจุบันยังไม่มีการตรวจทางห้องปฏิบัติการที่จ้าเพาะส้าหรับมะเร็งท่อน ้าดี แต่มักมีค่า 
serum total, direct bilirubin และ serum alkaline phosphatase สูงกว่าค่าปกติ จากภาวะอุด
ตัน ทางเดินน ้าดี  (obstructive jaundice) (10)    
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ส้าหรับ tumor marker นั นยังไม่มีตัวไหนที่จ้าเพาะกับโรคมะเร็งท่อน ้าดี การใช้ CA 19-9 
อาจพอมีประโยชน์ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งท่อน ้าดีในผู้ป่วย PSC  โดยจากการศึกษาของ Eduardo 
และคณะ(11) พบว่าถ้าเอาค่า CA 19-9 สูงกว่า  180 U/ml พบว่ามี sensitivity และ specificity สูง
ถึงร้อยละ 68 และ 98 ตามล้าดับ แต่ในผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่ไม่พบ PSC ร่วมจะมี sensitivity เพียง
ร้อยละ 53 โดยเอาที่ค่า CA 19-9 > 100 U/L(12) นอกจากนี  CA 19-9 ก็ยังสามารถตรวจพบมีค่าสูง
กว่าปกติได้ในบางภาวะอ่ืนด้วย เช่น มะเร็งตับอ่อน, มะเร็งกระเพาะ, การติดเชื อบริเวณท่อน ้าดี หรือ
มีการอุดตันของท่อน ้าดีเป็นต้น 

การตรวจวินิจฉัยด้วยการตรวจทางรังสีวิทยา(13) 
Ultrasound มีประโยช์ในการวินิจฉัย โดยใช้เป็นเครื่องมือแรกในการหาสาเหตุ วินิจฉัยและ 

ประเมินผู้ป่วยที่มาด้วยอาการเหลือง  ส้าหรับมะเร็งท่อน ้าดีอาจพบเป็น  intrahepatic mass  หรือ 
พบมีการขยายตัวของท่อน ้าดี ทั งในตับหรือนอกตับ ( intra or extrahepatic duct dilatation )  
และช่วยวินิจฉัยแยกสาเหตุจากนิ่วในท่อน ้าดีด้วย นอกจากนี  การใช้ Dopplerเพ่ือช่วยในการประเมิน  
vascular invasion และช่วยศัลยแพทย์ในการประเมินว่า สามารถท้าการผ่าตัดได้หรือไม่ ข้อเสียดู 
extrahepatic lesion ได้ไม่ชัดและเป็น operator dependent 

MRI/MRCP จะเห็นเป็น heavily T2-weight lesion สามารถแสดงภาพ biliary tree 
ทั งหมด, liver parenchyma และ vascular structure เป็นภาพ 3 มิติ (three-dimensional 
images) ท้าให้เห็นลักษณะ และขอบเขตของก้อนมะเร็งและการลุกลามเข้าไปในเส้นเลือดได้ดี และ
เป็น non invasive study แต่มีข้อเสียคือ ไม่มี ใช้ในทุกโรงพยาบาล และมีราคาแพง 

A triple phase helical CT scan พบลักษณะเป็น high density ใน delay phase  
ส้าหรับ intrahepatic cholangiocarcinoma มักจะพบลักษณะเป็น  hypodense mass, irregular 
margins, มี satellite tumor และมี capsular retraction ส่วน extrahepatic cholangicarcinoma 
จะเห็น การหนาตัวของท่อน ้าดีและการขยายตัวของท่อน ้าดีส่วนที่อยู่เหนือระดับที่ถูกอุดตันและยัง 
ใช้ดูการลุกลามของเส้นเลือด portal vein ได้ด ีโดยมีความไวและ ความจ้าเพาะถึงร้อยละ 100 และ 
ร้อยละ 90 ตามล้าดับ 

PET scan (Positron emission tomography) ช่วยในการวินิจฉัยแยกรอยโรคระหว่าง 
benign และ malignancy มีความไวประมาณร้อยละ 80 แต่มีข้อเสียคือ ไม่สามารถวินิจฉัยรอยโรค 
ที่มีขนาดเล็กกว่า 1 เซนติเมตรได้ 

จะเห็นได้ว่าปัจจุบันโรคมะเร็งท่อน ้าดียังคงมีปัญหาทั งในด้านการวินิจฉัย การรักษา รวมทั ง 
การพยากรณ์โรค เนื่องจากการศึกษาส่วนใหญ่ท้าในประเทศแถบตะวันตก ซึ่งมีสาเหตุและ ปัจจัย
เสี่ยง ที่ต่างจากเอเชีย โดยเฉพาะอย่างยิ่งทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยที่มีสาเหตุ
หลักจากพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 
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1.2 ค าถามของการวิจัย (Research question) 

ค าถามหลัก (primary research question)  
การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีจากภาคตะวันออกเฉียง 

เหนือของประเทศไทยมีความแตกต่างกับผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีจากภาคอ่ืนๆ ที่ไม่ใช่ภาคเหนือและ
ตะวันออกเฉียงเหนือ โดยมีค่าเฉลี่ยการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอต่างกันมากกว่า 9 หรือไม่ 

ค าถามรอง (secondary research question)  
การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ  200c มีผลต่อลักษณะทางคลินิกและการพยากรณ์โรค 

ของผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อน ้าดีหรือไม่ 
 

1.3 วัถตุประสงค์ของการวิจัย (Objective) 

 เพ่ือทราบความแตกต่างของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ในโรคมะเร็งท่อน ้าดี 
ระหว่างภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและภาคอ่ืนๆ นอกจากภาคเหนือและตะวันออก 
เฉียงเหนือ 

1.4  สมมุติฐาน (Hypothesis) 

Ho : การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ในมะเร็งท่อน ้าดีของผู้ป่วยจากภาคตะวันออก เฉียง
เหนือของประเทศไทยมีการแสดงออกไม่ต่างจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีจากภาคอ่ืนๆ นอกจาก 
ภาคเหนือและ ตะวันออกเฉียงเหนือ 

Ha : การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ในมะเร็งท่อน ้าดีของผู้ป่วยจากภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มีการแสดงออกต่างจากผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีจากภาคอ่ืนๆ 
นอกจาก ภาคเหนือและ ตะวันออกเฉียงเหนือ 
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1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

แผนภูมิที่ 1 แสดงกรอบแนวคิดในการวิจัย 

 

1.6 ข้อตกลงเบื้องต้น (Assumption) 

 ไม่มี 
 
1.7 ค าส าคัญ (Key word) 

 Cholagiocarcinoma 

 Liver fluke 

 microRNA-200c 
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1.8 การให้ค านิยามเชิงปฏิบัติที่ใช้ในการวิจัย (Operational definition) 

มะเร็งท่อน ้าดี หมายรวมทั ง Intrahepatic, Extrahepatic และ Hilar cholangiocarcinoma 

 ภูมิภาคของประเทศไทยแบ่งตามการปกครอง ตามคณะกรรมการพัฒนาการเศรษฐกิจและ 
สังคมแห่งชาติ 

ภาคเหนือ หมายถึง  17 จังหวัด ได้แก่ เชียงราย น่าน พะเยา เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล้าปาง 
ล้าพูน ตาก อุตรดิตถ์ พิษณุโลก สุโขทัย เพชรบูรณ์ พิจิตร ก้าแพงเพชร นครสวรรค์ และ อุทัยธานี 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หมายถึง 19 จังหวัด ได้แก่ หนองคาย นครพนม สกลนคร อุดรธานี 
หนองบัวล้าภู เลย มุกดาหาร กาฬสินธุ์ ขอนแก่น อ้านาจเจริญ ยโสธร ร้อยเอ็ด มหาสารคาม ชัยภูม ิ
นครราชสีมา บุรีรัมย์ สุรินทร์ ศรีสะเกษ และอุบลราชธานี 

ภาคอ่ืนๆ หมายถึง จังหวัดอ่ืนๆ ที่ไม่ได้อยู่ในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

ส้าหรับภูมิล้าเนาที่อยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จะได้จากเวชระเบียนและโทรศัพท์
สอบถามโดยตรงอีกครั ง โดยผู้ป่วยที่เคยอาศัยอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเกินสิบปีขึ นไป แม้ว่าจะ
มีการย้ายที่อยู่ก็ให้ถือว่ามีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากระยะเวลาของการเกิด
มะเร็งหลังติดเชื อ ยังไม่มีรายงานว่าจะต้องใช้เวลานานเท่าใด แต่เชื่อว่าต้องใช้เวลาในการติดเชื อซ ้าๆ 
เป็นสิบปีขึ นไป(14) 

1.9 ข้อจ ากัดในการวิจัย (Limitation) 

1) การตรวจสถานะไมโครอาร์เอ็นเอ ด้วยวิธีเทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ชิ นเนื อ
พาราฟิน ที่ท้าการเก็บไว้นาน อาจให้ผลลบลวงจากการตรวจได้เนื่องจากการเสื่อมสภาพของดีเอนเอ 

2) เนื่องจากเป็นการศึกษาแบบย้อนหลัง โดยได้ประวัติจากเวชระเบียน ท้าให้เราไม่สามารถ
ทราบ ประวัติได้ครบถ้วน โดยเฉพาะอุปนิสัยในการกินเนื่องจากปัจจุบันอาหารอีสานก็ได้รับความนิยม   
อย่างแพร่หลาย  

3) ผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์จะมีผู้ป่วยที่มีภูมิล้าเนาอยู่ในทุกภูมิภาค
ของ ประเทศไทย  แต่ส่วนใหญ่จะเป็นผู้ป่วยที่ส่งตัวมารักษาจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ส่วนผู้ป่วย
จาก ภาคอ่ืนจะมีจ้านวนน้อยกว่า ซึ่งอาจเป็นปัญหาในการเก็บรวบรวมข้อมูลได้ 
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1.10 อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and 
Strategies to solve the problems) 

อาจมีปัญหาจากการสกัดไมโครอาร์เอ็นเอจากชิ นเนื อที่เก็บไว้นานท้าให้ได้ข้อมูลไม่ครบ ซึ่ง
ต้องแก้ ปัญหาด้วยการเก็บชิ นเนื อเพ่ิมเติมในคนไข้ท่ีได้รับการวินิจฉัยมะเร็งท่อน ้าดีรายใหม่ 

1.11 ปัญหาทางจริยธรรม (Ethical Consideration) 

1) หลักความเคารพในบุคคล (respect of person) โดยการขอความยินยอมเข้าร่วมใน
งานวิจัย แต่การวิจัยนี เป็นการศึกษาจากเวชระเบียนและไม่มีการติดต่อเพ่ือเก็บข้อมูลโดยตรงจาก
ผู้ป่วย อย่างไรก็ตามผู้วิจัยจึงต้องการขอยกเว้นการขอความยินยอมจากผู้ป่วย  โดยจะขออนุญาตจาก  
ผู้อ้านวยการโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  เพื่อใช้เวชระเบียนและตัวอย่างชิ นเนื อจากผู้ป่วย 

2) หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) ผู้ป่วย
จะไม่รับ ประโยชน์ใดๆ โดยอาจเกิดความเสี่ยงต่อตัวผู้ป่วยเพียงเล็กน้อย คือ ความลับของผู้ป่วยอาจ
ถูก เปิดเผยแต่ผู้วิจัยจะเก็บรักษาความลับของผู้ป่วยโดยในแบบบันทึกข้อมูลจะไม่มีตัวระบุ(identifier) 
ที่จะระบุถึงตัวผู้ป่วย 
  3) หลักความยุติธรรม (Justice) โดยผู้วิจัยมีเกณฑ์การคัดเข้าและคัดออกท่ีชัดเจน 

1.12 ผลหรือประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (Expected Benefits & Application) 

- ทราบถึงความแตกต่างของกลไลการเกิดมะเร็งท่อน ้าดีในผู้ที่มีปัจจัยเสี่ยงจากพยาธิใบไม้ใน
ตับและ ปัจจัยอื่นโดยผ่านทางไมโครอาร์เอ็นเอ ซึ่งอาจเป็นจุดเริ่มในการเปลี่ยนแปลงวิธีการรักษาให้
เหมาะสม ในอนาคตต่อไป  

- ช่วยยืนยันผลการศึกษาท่ีได้ก่อนหน้านี ว่าความแตกต่างของผลการศึกษาที่ได้ว่าไม่ได้เกิด
จากความ แตกต่างของเชื อชาติ 
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บทที่ 2 
ปริทรรศน์วรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review Literatures) 

 

มะเร็งท่อน ้าดี (cholangiocarcinoma) เป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส้าคัญของประเทศไทย โดย 
เฉพาะผู้ป่วยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากพบว่ามีความสัมพันธ์กับการติดเชื อพยาธิใบไม้ ใน
ตับ (Opisthorchis viverrini) ซึ่งสัมพันธ์กับพฤติกรรมการบริโภคของประชาชนในภูมิภาค นอกจาก
อุบัติการณ์การเกิดโรคที่สูงแล้ว มะเร็งท่อน ้าดียังมีปัญหาทั งในแง่การขาดเครื่องมือวินิจฉัยที่ รวดเร็ว 
ผู้ป่วยมักมาพบแพทย์ และตรวจพบเมื่อมีอาการ และการกระจายของโรคมากแล้ว  รวมทั งยัง ขาด
การพัฒนาการรักษาที่มีประสิทธิภาพ ท้าให้มีการพยากรณ์โรคที่ไม่ดีนัก ทั งนี ทั งนั นส่วนหนึ่ง เป็น
เพราะแพทย์และนักวิทยาศาสตร์ ยังขาดความรู้ความเข้าใจในพยาธิก้าเนิดของมะเร็งท่อน ้าดี อย่าง
ถ่องแท้ และการแปลผลการศึกษาจากประเทศมีข้อจ้ากัดในการน้ามาใช้ส้าหรับผู้ป่วยของ ประเทศ
ไทย เนื่องจากความเสี่ยง และสาเหตุของโรคต่างกัน  

การศึกษาไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA: miRNA) ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมการแสดงของ
ยีน สามารถน้ามาซึ่งความเข้าใจเพ่ิมเติมของพยาธิก้าเนิดของมะเร็งชนิดต่าง ๆ ได้ (15, 16) ส้าหรับ 
มะเร็งท่อน ้าดีก็เช่นกัน  ในการศึกษาเบื องต้นพบว่ามีการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c 
แตกต่างกันระหว่าง ผู้ป่วยต่างประเทศกับผู้ป่วยของประเทศไทย และสามารถเป็นตัวท้านายการ
พยากรณ์โรคได้ด้วย(17) การศึกษานี จึงมุ่งหมายที่จะท้าความเข้าใจการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ
200c ในผู้ป่วยชาวไทย โดยเฉพาะจากกลุ่มที่มีความเสี่ยงคือจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ว่ามีความ
แตกต่างจากผู้ป่วย ภูมิภาคอ่ืนอย่างไร เพ่ือจะน้ามาซึ่งการพัฒนาเครื่องมือในการวินิจฉัย การ
พยากรณ์ หรือแม้กระทั่ง การรักษาที่มีประสิทธิภาพต่อไป 

2.1 พยาธิก าเนิดของการเกิดโรคมะเร็งท่อน้ าดี 

 การอักเสบเรื องรังของท่อน ้าดีมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง (18, 19)  จากรูปที่ 2 ภาวะที่มี
การอักเสบ Inflammatory cell และ cholangiocyte จะมีการหลั่งสาร cytokine จ้านวนมาก เช่น 
TNF-alpha, IL-6 โดย cytokine เหล่านี จะไปกระตุ้นให้ cholangiocyte ผลิต inducible form of 
nitric oxide synthase (iNOS) ซึ่งเป็น potent form ของ nitric oxide (NO) ท้าให้เกิด direct 
DNA damage อีกทั งยังไป เปลี่ยนแปลงโครงสร้าง DNA base ของ cholangicyte  นอกจากนี  
iNOS ยังจะท้าให้เกิดกระบวนการ nitrosylation และไป inactive DNA repair protein ท้าให้มี
การสะสมของ damaged DNA base มากขึ น ก่อให้เกิดกระบวนการ mutagenesis ในที่สุด 
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 Bile acid ท้าให้เกิดการกระตุ้น epidermal growth factor receptor ใน cholangiocyte 
และ เหนี่ยวน้าให้เกิด cyclooxygenase (COX)-2 expression และ myeloid cell leukemia 
protein 1 (MCL-1) ซึ่ง COX-2 ไปยังยั งขบวนการ apoptosis และไปกระตุ้นขบวนการ 
angiogenesis ส่วน MCL-1 เป็น potent antiapoptotic จึงมีผลท้าให้เพ่ิมการเจริญเติบโตและการ
อยู่รอดของ cholangiocarcinoma cell   

 ส้าหรับการติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับซึ่งเป็นสาเหตุของการมะเร็งท่อน ้าดี ตั งอยู่บนสมมติฐาน 
ของการอักเสบของท่อน ้าดีจากการระคายเคืองในท่อน ้าดีที่เกิดจากการเคลื่อนตัวของพยาธิ ท้าให้มี  
การอักเสบและหลุดลอกของเยื่อบุผิวทางเดินน ้าดี เหนี่ยวน้าให้เกิดการแบ่งตัวเพ่ือสร้างเซลล์ขึ นมา 
ทดแทน และยังกระตุ้นการสร้างสารอนุมูลอิสระจ้านวนมาก เช่น notric oxcide ซึ่งน้าไปสู่การเกิด 
มะเร็งต่อไป ระยะเวลาของการเกิดมะเร็งหลังติดเชื อยังไม่มีรายงานว่าต้องใช้เวลานานเท่าใด แต่เชื่อ
ว่าต้องใช้เวลาในการติดเชื อซ ้าๆเป็นสิบปีขึ นไป(20, 21) 

 

               

 

รูปที่   2 แสดงการเกิดมะเร็งท่อน้ าดี 
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2.2 บทบาทของไมโครอาร์เอ็นเอ (microRNA: miRNA) ต่อพยาธิก าเนิดของมะเร็งท่อน้ าดี  

ไมโครอาร์เอนเอ (microRNA)  

 ไมโครอาร์เอนเอเป็น non-coding RNA สายเดี่ยวขนาดสั น ๆ ประมาณ 21-25 นิวคลิโอไทด์ 
มีบทบาทส้าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนภายหลังกระบวนการสร้างแมสเซนเจอร์อาร์เอน
เอ (mRNA) แล้ว (post -transcriptional gene expression) จึงไม่ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ 
DNA sequence เดิมของจีโนม  (epigenetic regulation) (22) 

 การสังเคราะห์ไมโครอาร์เอนเอ(22) (รูปที่ 3) เกิดขึ นในนิวเคลียสโดยการ transcription ของ 
miRNA gene ซึ่งโดยมากอยู่บริเวณที่ไม่มีการแปลรหัสเป็นโปรตีน (intron) ของจีโนมโดยเอนไซม์ 
RNA polymerase II  ท้าการสร้างโมเลกุลที่เป็น precursor ได้แก่  pri-miRNA ซึ่งมีขนาดยาว และ
มีลักษณะคล้ายกิ๊ปติดผม (hairpin-structured) ต่อมา pri-miRNA  ถูกตัดโดยเอ็นไซม์ในกลุ่ม 
RNase III ได้แก่ Drosha ซึ่งท้างานร่วมกับ DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8) 
cofactor ได้เป็น pre-miRNA ซึ่งมีขนาดประมาณ 70 นิวคลิโอไทด์ และถูกส่งออกมายัง ไซโตพลา
สซึมโดยโปรตีน exportin-5 หลังจากนั นเอ็นไซม์ Dicer ซึ่งเป็นเอ็นไซม์อีกตัวในกลุ่ม RNase III จะท้า
หน้าที่ตัด pre-miRNA เกิดเป็นไมโครอาร์เอนเอสายคู่ขนาดประมาณ 20 นิวคลิโอไทด์ที่เรียกว่า 
miRNA-miRNA* duplex ซึ่งจะถูกแยกโดยเอนไซม์ RNA helicase โดยที่สายหนึ่ง (ที่มักจะเป็นสาย 
ที่มีปลายด้าน 5’ ที่เสถียรน้อยกว่า) จะไปรวมกับโปรตีนในกลุ่ม Argonaute (Ago) family เกิดเป็น 
miRNA-induce silencing complex (miRISC) ที่ท้าหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของแมสเซน
เจอร์อาร์เอนเอต่อไป ในขณะที่อีกสายหนึ่งจะสลายไป 
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รูปที่   3 การสังเคราะห์ไมโครอาร์เอนเอ 

 

กลไกการยับยั งการสร้างโปรตีนของไมโครอาร์เอนเอ เกิดโดยมีการจับกันของเบสคู่สมบน ไม
โครอาร์เอนเอกับแมสเซนเจอร์อาร์เอนเอ (miRNA-mRNA base pairing) โดยต้าแหน่งที่ส้าคัญได้แก่
ปลายทางด้าน 5’UTR ของไมโครอาร์เอนเอประมาณ 2-8 นิวคลิโอไทด์ ที่เรียกว่า seed sequence 
ท้าให้ไมโครอาร์เอนเอสามารถจับกับเบสทางด้าน 3’UTR ของแมสเซนเจอร์อาร์เอนเอเป้าหมายได้(24) 
(รูปที่ 4) ถ้าการจับของเบสเป็นไปอย่าง สมบูรณ์โดยเฉพาะที่ต้าแหน่งนิวคลิโอไทด์ที่ 10 และ 11 
(perfectly complementary) จากทางด้าน 5’ end ของไมโครอาร์เอนเอ จะท้าให้เกิดการสลาย
ของแมสเซนเจอร์อาร์เอนเอโดยการ endonucleolytic cleavage โดยโปรตีน Ago2 ซึ่งมี slicer 
activity  อย่างไรก็ดีการจับกันของไมโครอาร์เอนเอกับแมสเซนเจอร์อาร์เอนเอในสัตว์มักเป็นไปอย่าง
ไม่สมบูรณ์ (imperfect base-paring) แต่ไมโครอาร์เอนเอก็สามารถยับยั งการสร้างโปรตีน โดย
สามารถกดกระบวนการ translation (translational repression) และ/หรือ ท้าให้เกิด 
deadenylation(22) (รูปที่ 5) ขบวนการทั งหมดนี เกิดขึ นที่บริเวณเฉพาะในไซโตพลาสซึม ที่เรียกว่า 
processing body (P-bodies หรือ GW-bodies) ซึ่งเป็นต้าแหน่งที่มีเอ็นไซม์ส้าคัญ ในการสลาย 
แมสเซนเจอร์อาร์เอนเอหรือการยับยั งการสร้างโปรตีนรวมทั ง Ago proteins จ้านวนมากมารวมกัน
(25, 26) 
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รูปที่   4 miRNA-mRNA base pairing และ seed sequence 

  

 

 

รูปที่   5 การท างานของไมโครอาร์เอนเอ 

 

2.3 บทบาทของไมโครอาร์เอนเอต่อการเกิดโรคมะเร็ง 

จะเห็นได้ว่าไมโครอาร์เอนเอมีบทบาทส้าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน  ดังนั นหาก 
แมสเซนเจอร์อาร์เอนเอเป้าหมาย (target mRNA) ถอดรหัส (transcription) มาจากยีนต้านการเกิด
มะเร็ง  (tumor suppressor gene) การแสดงออกที่มากผิดปกติของไมโครอาร์เอ็นเอนั นก็จะ
ก่อให้เกิดมะเร็ง หรืออาจเรียกว่า ไมโครอาร์เอ็นเอก่อมะเร็ง (oncogenic miRNA) ในขณะที่ mRNA 
เป้าหมายที่ถอดรหัสมาจากยีนก่อมะเร็ง (oncogene) การแสดงออกผิดปกติของไมโครอาร์เอ็นเอนั น 
ๆ ย่อมจะมีผลต่อต้านการเกิดมะเร็งได้ หรืออาจเรียกว่า ไมโครอาร์เอ็นเอต้านมะเร็ง (tumor 
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suppressor miRNA) ดังนั นการแสดงออกที่ผิดปกติของไมโครอาร์เอนเอ จึงมีส่วนเกี่ยวกับการเกิด
มะเร็ง (carcinogenesis) ได้(15, 16) (รูปที่ 6)   มีการศึกษามากมายแสดงความสัมพันธ์ ระหว่างไมโคร
อาร์เอนเอกับมะเร็งชนิดต่าง ๆ เช่น miR-15a, miR-16-1 ในโรค B-cell chronic lymphocytic 
leukemia , miR-143, miR-145 ใน colorectal,breast,prostate และ  cervical cancer miR-21 
ใน glioblastoma เป็นต้น (16, 27, 28) 

 

 

รูปที่   6 ความบทบาทของไมโครอาร์เอนเอต่อการเกิดมะเร็ง 

  

 

 

 

 



14  
 

 

2.4 การตรวจหาไมโครอาร์เอนเอ 

 การตรวจหาไมโครอาร์เอนเอนั นสามารถท้าได้โดยวิธีทั่วไปที่ใช้ในการตรวจหาแมสเซนเจอร์ 
อาร์เอนเอแต่เนื่องจากไมโครอาร์เอ็นเอมีขนาดเล็กกว่าแมสเซนเจอร์อาร์เอนเอมาก ท้าให้มีเสถียรภาพ
มากกว่า  จึงสามารถตรวจพบได้ง่ายกว่า  ทั งในชิ นเนื อ, เซรั่ม, หรือสารน ้าต่าง ๆ ในร่างกายได้(29, 30) 

 วิธีการดั งเดิมในการตรวจหาไมโครอาร์เอ็นเอ ได้แก่ นอร์เธิร์นบล็อท (Northern blots) แต่ก็ 
เป็นวิธีที่มีข้อจ้ากัดในด้านความไวและจ้าเป็นต้องใช้อาร์เอ็นเอจ้านวนมาก จึงได้มีการพัฒนาวิธี การ
ตรวจหาไมโครอาร์เอ็นเอที่มีปริมาณน้อย มีความไวเพ่ิมขึ น รวมทั งยังสามารถแยก mature miRNAs 
จาก precursors และแยกความแตกต่างระหว่าง highly homologous mature miRNAs ได้ วิธี
เหล่านี  ได้แก่ real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (realtime RT-
PCR, qRT-PCR), modified invader assay และ confocal laser-induced fluorescence 
detection การเลือกใช้วิธีใดนั นขึ นกับความถนัดและอุปกรณ์ที่หาได้ในแต่ละห้องปฏิบัติการและ
จุดประสงค์ของ การตรวจหาไมโครอาร์เอ็นเอที่ต้องการ นอกจากนี ยังมีการพัฒนาการตรวจหาแบบ 
large-scaled screening โดยการท้า miRNA microarrays และการศึกษาการแสดงออกของไมโคร
อาร์เอ็นเอ บนเนื อเยื่อโดย in situ hybridization อีกด้วย(27) 

2.5 หลักการพื้นฐานของเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลส (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) 

 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลสเป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ (amplification) ของส่วนดีเอ็นเอที่ 
ต้องการศึกษา  จ้าเป็นต้องอาศัยองค์ประกอบต่างๆ ได้แก่(31) 

- ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ (Template DNA) ที่ต้องการเพิ่มจ้านวน 
- Thermostable DNA polymerase ส่วนใหญ่สกัดจากแบคทีเารียที่ทนความร้อนสูง 
- ดีเอ็นเอไพร์เมอร์ (DNA primer) ที่มลี้าดับเบสคู่สม (complementary) กับดีเอ็นเอ 

แม่พิมพ์ 
- ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ของดีเอนเอทั ง 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, dGTP และ dCTP 

- บัฟเฟอร์ที่เหมาะสม 
- Thermal cycler เครื่องส้าหรับปรับเปลี่ยนอุณหภูมิตามโปรแกรมที่ตั งไว้ 
ปฏิกิริยาการสังเคราาะห์จะเกิดต่อเนื่องซ ้ากันเป็นวงจรลูกโซ่ ในแต่ละรอบประกอบด้วย 3 

ขั นตอน 
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1. ขั นตอนการสูญเสียสภาพธรรมชาติของดีเอนเอ (Denaturation)   
เป็นการแยกสายพอลินิวคลีโอไทด์สองสายที่พันกันเป็นเกลียวแยกออกจากกัน โดยการเพ่ิม 

อุณหภูมิให้สูงเพียงพอที่จะท้าให้ดีเอนเอตั งต้น เกิดสูญเสียสภาพธรรมชาติ  โส่วนใหญ่ใช้อุณหภูมิ
ประมาณ 90 ถึง 95 องศาเซลเซียส ซึ่งอาจแตกต่างตาม องค์ประกอบของเบส  

2. ขั นตอนการเข้าคู่ของสายดีเอนเอตั งต้นกับดีเอนเอที่เป็นไพร์เมอร์ (Annealing )  
เมื่อดีเอนเอมีการแยกเป็นสายเดี่ยวแล้ว จะท้าให้เกิดการเข้าคู่ระหว่างไพร์เมอร์ กับดีเอนเอ 

แม่พิมพ์ทั งสองสาย โดยการปรับอุณหภูมิลดลงให้เหมาะสม ทั่วไปจะใช้อุณหภูมิ ประมาณ 50-58 
องศาเซลเซียส 

3. ขั นตอนการต่อสายยาวของดีเอนเอด้วยเอนไซม์ดีเอนเอพอลิเมอเรส (Extension)  
หลังจากดีเอนเอไพร์เมอร์เข้าคู่กับดีเอนเอแม่พิมพ์แล้ว เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA  

polymerase) จะท้าการเลือกนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟตที่มีเบสคู่สมกับดีเอนเอแม่พิมพ์ ท้าให้ได้ดีเอน
เอสายใหม่ที่ยาวขึ น ซึ่งจะใช้อุณหภูมิประมาณ 60 ถึง 70 องศาเซลเซียส 
 
2.6 การตรวจหาไมโครอาร์เอ็นเอด้วยวิธี Real-time reverse treanscription PCR (qRT-PCR)   

 Real-time reverse treanscription PCR เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณอาร์เอ็นเอ เนื่องจาก 
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลสปกติสามารถท้าการศึกษาได้เฉพาะดีเอ็นเอ  เพราะฉะนั นจึงต้องเพ่ิม 
ขั นตอนการเปลี่ยนอาร์เอ็นเอให้เป็น complimentary DNA (cDNA)  โดยอาศัยเอ็นไซม์ รีเวิร์สทราน
สคริปเทส ( reverse transcriptase ) เสียก่อนจึงจะท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลส ต่อไปได้  

 Quantitative PCR (qPCR) เป็นวิธีการทางชีวโมเลกุลที่พัฒนาขึ นมาเพ่ือลดข้อจ้ากัดของ 
PCR แบบดั งเดิม (conventional PCR) ที่ไม่สามารถแสดงผลการทดสอบเป็นตัวเลขเพ่ือเปรียบเทียบ 
กับการศึกษาอ่ืน ๆ ได้  โดยงานวิจัยนี ใช้ชุดทดสอบเฉพาะของบริษัท taqMan® MicroRNA Assay, 
Applied biosystems, USA  ซ่ึง Taqman assay นั น เป็นการพัฒนา qPCR ไปอีกขั นหนึ่ง เพ่ือเพ่ิม
ความจ้าเพาะของการศึกษา เนื่องจาก qPCR โดยใช้สีย้อม SYBR Green นั นจับกับ DNA แบบไม่
จ้าเพาะ ได้แสดงขั นตอนในภาคผนวก 

2.7 หลักการและการแปลผล Taqman qRT-PCR 

  หลักการของ Taqman assay(31) นั นใช้ประโยชน์จากการออกแบบ probe โดยที่ปลายด้าน 
5’ ของ probe นั นประกอบด้วย fluorophore และปลายด้าน 3’ ประกอบด้วยโมเลกุลที่เรียกว่า 
quencher  ซึ่งตราบเท่าที่ quencher อยู่ในระยะทางที่ใกล้กลับ fluorophore จะยับยั งการปล่อย
สัญญาณ fluorescent signal จาก fluorophore โดย fluorescent resonance energy transfer 
(FRET) และถ้าเมื่อมีการสร้างดีเอ็นเอเกิดขึ น DNA polymerase จะย่อย probe ท้าให้ quencher  
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อยู่ห่างจาก fluorophore และสามารถวัดความเข้มของสัญญาณ fluorescent ได้ การออกแบบ 
probe นี่เองเป็นการช่วยเพ่ิมความจ้าเพาะของการทดสอบ เนื่องจาก probe ต้องสามารถจับกับ 
DNA สายเดี่ยวได้  นอกจากนี  taqman assay ยังช่วยในการท้า multiplex PCR โดยการเปลี่ยน
ชนิดของ probe และ fluorophore ได้อีกด้วย  สรุปหลักการการท้า Taqman qRT-PCR ดังรูปที่ 7 

  ซึ่งผลลัพทธ์จะแสดงออกมาเป็นความสัมพันธ์ของสัญญาณ fluorescent กับจ้านวนรอบ 
ของการท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลส จากรูปจะเห็นว่าในระยะแรกสัญญาณ fluorescent ไม่
สามารถถูกวัดได้จนต่อเมื่อมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมากขึ น สัญญาณ florescent จะเพ่ิมขึ นแบบ  
exponential และ เข้าสู่ระยะคงที่ในที่สุด ค่า end-point ที่ต้องการจากการท้า qPCR นั นเรียกว่า 
threshold cycle (CT value) ซึ่งก็คือ รอบของการท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลส ที่ปริมาณสัญญาณ
เข้าสู่ threshold ที่ก้าหนดโดยผู้ท้าการทดสอบหรือเครื่องมือท้าปฏิกิริยาลูกโซ่ พอลิเมอเลส ดังรูปที่ 
8 

 ค่า CT นี เป็นค่าที่น้าไปใช้ในการแปลผลการทดสอบ โดยคร่าว ๆ นั น ถ้าค่า CT มากแสดงว่า
การปริมาณสารพันธุกรรมน้อย (จึงต้องใช้เวลามากกว่าถึงจะถึง (threshold) ในทางคลินิก นั นนิยม
น้าค่า CT แปลผลกับกราฟมาตรฐาน (standard curve)  ได้ผลเป็นปริมาณของสารพันธุกรรม ที่
ต้องการตรวจสอบ (copies/volume)  แต่ส้าหรับการวิจัยทางชีวโมเลกุลทั่วไปนั นไม่สามารถท้า 
กราฟมาตรฐานได้ส้าหรับทุกชนิดของสารพันธุกรรม จึงนิยมวัดการแสดงออกของยีนแบบสัมพัทธ์แทน 
(relative gene expression) ไม่ว่าจะโดยวิธี efficiency correction method, sigmoid curve 
fitting หรือ comparative CT method  (2-ΔΔCT) โดยแต่ละวิธีมีข้อดีข้อเสียต่างกันไป โดยส้าหรับ 
การศึกษาของเรานี เลือกใช้ comparative CT method  เนื่องจากท้าได้ง่ายและสามารถแสดงผล
แบบ fold change เทียบระหว่างสองตัวอย่างได้้และเป็นแบบแผนเดียวกับการรายงานผลใน
การศึกษาก่อนหน้าโดยใช้สมการ fold change = 2-ΔΔCT โดย ΔΔCT = (CT gene of interest - 
CT internal control sample A)-(CT gene of interest - CT internal control sample B) จะ
เห็นได้ว่าถ้าสองตัวอย่าง มีการแสดงออกของยีนไม่ต่างกัน จะได้ผลเท่ากับ 20=1(33)  
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รูปที่   7 แสดงภาพขั้นตอนการท า RT-PCR 
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รูปที่   8 แสดงตัวอย่างการวัดค่าระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอจากขั้นตอนการท า 
qRT-PCR  

 

2.8 การแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอในมะเร็งท่อน้ าดี  

 มีหลายการศึกษาที่ศึกษาการแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอในมะเร็งท่อน ้าดีสรุปได้ดังตาราง
ที่  1  โดยประโยชน์ของการศึกษาไมโครอาร์เอนเอ โดยเฉพาะไมโครอาร์เอนเอที่เป็นลักษณะเฉพาะ 
(signature microRNA) ของมะเร็งแต่ละชนิดนั น   นอกจากจะช่วยให้เข้าใจถึงพยาธิก้าเนิดของ
มะเร็ง แล้ว ยังจะเป็นประโยชน์อย่างมากในการช่วยวินิจฉัยโรค การตรวจคัดกรองโรค การบอกพยา
การณ์โรค และการผลิตยารักษาโรคมะเร็งขนานใหม่ ๆ อีกด้วย 
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ตารางท่ี 1 การแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอในมะเร็งท่อน้ าดี (microRNAs profiling)  

miRNA Target gene(s) Functions of targeted genes 
Tumor suppressor miRNAs  

let-7a (↓) H-RAS, HMGA2, 
LIN28, PEBP1  

Tumorigenesis, invasion and metastasis  

let-7b (↓) MT1-MMP,  Tumor cell invasion  
miR-15a (↓) BCL2, CCND1, 

CCND2, CCNE1, 
WNT3A, p53, Cyclin E  

Cell cycle, proliferation, apoptosis  

miR-15b (↓) Cyclin E, BcI-w, BCL2  Proliferation, apoptosis  

miR-17-3p (↓)  E-selectin, ICAM-1  Tumor growth and invasion  
miR-19a (↑)  TNF-α, Cyclin D1  TGF-α _pathway, proliferation  
miR-23b (↑)  Smad3, c-met, uPA, 

POX  
c-Met pathway, TGF-β-Smad3 pathway, 
invasion factor uPA, redox balance POX  

miR-30c (↑)  PAI-1, B-MyB  Tumor angiogenesis, Oncogenesis  
miR-34a (↓)  MYC, p53, Notch-1, 

Notch-2  
Regulation of G1/S transition  

miR-103 (↑)  Dicer  Key RNAi enzyme  
miR-106a (↑)  IL-10  Inflammatory pathway  
miR-126 (↑)  SOX2, VEGFA, PIK3R2  Reprogramming, VEGF/PI3K/AKT signaling 

pathway  
miR-142-3p (↑)  RAC1, (AC)9  Invasion, migration  
miR-145 (↓)  c-Myc, Mucin1  Proliferation, apoptosis  
miR-184 (↓)  AKT2  Oncogenesis  
miR-185 (↓)  RhoA, Cdc42  Proliferation  
miR-195 (↑)  Cyclin E1, cyclin D1, 

CDK6, E2F3  
Proliferation  

miR-198 (↓)  Cyclin T1  Proliferation  
miR-199a (↑)  AxI, Met  Proliferation  
miR-199b (↑)  Dyrk1a, SET  Cell cycle  
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miRNA Target gene(s) Functions of targeted genes 

miR-222 (↓)  Kit, PUMA, p21  Proliferation, apoptosis  
miR-223 (↑)  CDKN1B, CDKNIC, 

AKT  
Proliferation  

miR-224 (↑)  Smad4, API-5  TGF-β _pathway  
miR-302b (↓)  Cylin D2  Proliferation  
miR-331-3p (↑)  E2F1  Proliferation  
Oncogenic miRNAs  
miR-17-5p (↑)  Stat3, type II TGFβ 

_receptor, p21, BIM  
TGF-β _pathway, proliferation  

miR-20a (↑) type II TGF-β 
_receptor  

TGF-β _pathway  

miR-21 (↑) WNT1, PTEN, 
TGFβRII, Tap63, 
p12/CDK2AP1, 
PDCD4  

WNT pathway  

miR-25 (↑) NOX4, TP53  Suppression of tumor suppressor TP53 and 
oncogenic gene NOX4  

miR-98 (↓) EZH2  Methylation  
miR-130b (↑) TAp63, RUNX3  Proliferation, apoptosis  
miR-141 (↓) ZEB1, ZEB2  Epithelial to mesenchymal transition, 

metastasis  
miR-182 (↓) FOXO3  Tolerogenic programming  
miR-197 (↓) FUS1  Apoptosis  
miR-200a (↓) β-catenin  WNT pathway  
miR-200b (↑) PTPN12  WNT pathway  
miR-200c (↓) ZEB1  Epithelial to mesenchymal transition, 

metastasis  
miR-204 (↓) FOXC1, Runx2  Invasion, migration  
miR-210 (↑) Mnt  Proliferation, apoptosis  
miR-214 (↓) TFAP2C  Metastasis  
MiR-370 (-) MAP3K8  Methylation  
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2.9  การแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอ 200c กับมะเร็งท่อน้ าดี 

 เป็นที่ทราบกันดีว่าไมโครอาร์เอนเอ 200c มีบทบาทส้าคัญในการยับยั ง epithelial-
mesenchymal transition โดยผ่านการยับยั งการท้างานของยีน Zinc finger E-box-binding 
homeobox 1 (ZEB1) ส่งผลให้มีการลดการยึดเหนี่ยวของเซลล์ ท้าให้มีการลุกลามและแพร่กระจาย 
ของเซลล์มะเร็งไปยัง อวัยวะอ่ืน ๆ(37-38) 

 มีการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ก่อนหน้านี ที่บอกถึงความ 
สัมพันธ์และการพยากรณ์โรคของมะเร็งท่อน ้าดี โดย Chen และคณะ(34) ได้ท้าการศึกษาเพ่ือดู
ความสัมพันธ์ของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอกับมะเร็งท่อน ้าดีจากทั งหมด 27 ราย พบว่ามี 
การลดลงของระดับการแสองออกไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  และเป็นตัวที่บอกถึงการพยากรณ์โรค โดย
ในภาวะที่มีการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c เพ่ิมขึ นจะพบว่ามีความรุนแรงของโรค มากกว่า 
คือ มีจ้านวนของรอยโรคและมีการลุกลามของมะเร็งไปยังเส้นเลือดมากกว่ากลุ่มที่มีการ ลดลงของ
การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.01) เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ Oishi และคณะ(36) ที่ท้าในผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีและมะเร็งตับจาก ประเทศจีนและญี่ปุ่น
ที่ได้รับการผ่าตัดจ้านวน 23 ตัวอย่าง ซึ่งพบว่าการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c มีผลกับการ
พยากรณ์โรค   โดยกลุ่มตัวอย่างที่มีการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ที่เพ่ิมขึ นจะมีอัตราของ
การกลับเป็นซ ้าของโรค และอัตราการรอดชีวิตที่ยาวนานกว่าอย่างมีนัยส้าคัญ ทางสถิติ (p = 0.047 
และ 0.023 ตามล้าดับ)  ซึ่งต่างจากการศึกษาของ Kasakatsanis และคณะ(40) ที่ท้าการศึกษาใน
ผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่ได้รับการผ่าตัด 21 รายจากประเทศกรีซ พบว่าผูป่วยมะเร็ง ท่อน ้าดีที่น้ามา
ศึกษามีการลดลงของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ( 2-ΔΔCT = 0.005 +/- 0.002 ) แต่ไม่พบว่ามี
ความสัมพันธ์กับขนาดของก้อนมะเร็ง, histologic grading และ การพยากรณ์โรค 

อย่างไรก็ดี จากการศึกษาโดยสืบพงศ์และคณะ (17) พบว่าเมื่อเปรียบเทียบ global miRNA 
expression ระหว่างมะเร็งท่อน ้าดีจากจังหวัดขอนแก่น จ้านวน 50 ชั นเนื อซึ่งเป็นตัวแทนของมะเร็ง
ท่อน ้าดีที่เกิดจากพยาธิใบม้ในตับ (Opisthochis viverini: OV-CCA) กับมะเร็งท่อน ้าดี จากรัฐเท็กซัส 
ประเทศสหรัฐอเมริกา จ้านวน 16 ชิ นเนื อซึ่งเป็นตัวอทนของมะเร็งท่อน ้าดีที่เกิดจากพยาธิใบไม้ในตับ 
(non-OV CCA) โดยการท้า microRNA microarray, qRT-PCR และ in situ hybridization พบว่า
มีการเพิ่มการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  อย่างมีนัยส้าคัญในกลุ่ม OV-CCA(p=0.02) แต่มี
การลดลงของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ในกลุ่ม non-OV CCA(p=0.006) โดยมี
ค่าเฉลี่ยของ ΔCT ในกลุ่ม OV-CCA และ  non-OV CCA = -6.008  (± 2.276) และ 3.18 ( ± 
3.634 ) ตามล้าดับ และกลุ่ม OV-CCA มีความชุกของการเพิ่มระดับการแสดงออกของ ไมโครอาร์เอน
เอ 200c  ด้วยวิธี qRT-PCR  สูงถึงร้อยละ 76 ร่วมกับมีแนวโน้มที่จะมีอัตราการรอดชีวิตอยู่ได้นาน
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กว่า โดยมีค่ามัธยฐานการรอดชีวิตในกลุ่ม OV-CCA เท่ากับ 9.5 เดือน และกลุ่ม non-OV CCA 
เท่ากับ 5.2 เดือน แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ,p = 0.08 

 เนื่องจากไมโครอาร์เอนเอ 200c มีบทบาทส้าคัญในการยับยั ง epithelial-mesenchymal 
transition(36) การแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอ 200c ที่ต่างกันในระหว่าง non-OV CCA และ 
OV-CCA อาจช่วยท้าให้เข้าใจพยาธิก้าเนิดของโรคที่แตกต่างกันและอธิบายการพยากรณ์โรคที่
แตกต่าง กันได้  

การศึกษานี ได้ช่วยจุดประกายค้าถามของการวิจัยนี  โดยต้องการศึกษาความแตกต่างของ 
การแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอ 200c ในมะเร็งท่อน ้าดีของประชากรไทยที่เข้ารักษาใน
โรงพยาบาล จุฬาลงกรณ์  ที่มาจากต่างภูมิภาคกันจะมีความแตกต่างกันหรือไม่ อย่างไร  

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3  
วิธีด าเนินการการวิจัย 

 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research methodology) 

 เป็นการศึกษาเชิงวิเคราะห์แบบย้อนหลังโดยแบ่งเป็นกลุ่มท่ีต้องการศึกษาและกลุ่มควบคุม 
(Case control Study) 

3.2 ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology) 

ประชากร (population) และตัวอย่าง (sample) 

ประชากรเป้าหมาย (Target population) คือ ผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อน ้าดีของประเทศไทย 

ประชากรที่ใช้ในการศึกษา (Sample population) คือ ผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อน ้าดีที่มารับการ
รักษาที่ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

เกณฑ์ในการคัดเลือกผู้ป่วยเข้าการศึกษา (Inclusion Criteria) 

1) ผู้ป่วยอายุมากกว่า 15 ปี 

2) ได้รับการวินิจฉัยโรคมะเร็งท่อน ้าดี 

3) มีผลชิ นเนื อที่ได้รับการตรวจทางพยาธิวิทยาว่าเป็นมะเร็งท่อน ้าดีชนิด adenocarcinoma 

เกณฑ์ในการคัดเลือกผู้ป่วยออกจากการศึกษา (Exclusion Criteria) 

1) เคยได้รับการรักษาด้วยการใช้ยาเคมีบ้าบัดหรือฉายแสงรังสีรักษามาก่อน 

2) มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคเหนือ 

เทคนิคในการสุ่มตัวอย่าง (Sample technique) 

 ไม่สุ่ม โดยเลือกจากจ้านวนผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อน ้าดีที่มารับบริการในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  

3.3 การค านวณขนาดตัวอย่าง(Sample size determination) 
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เนื่องจากการที่มีก่อนหน้านี ส่วนใหญ่จะท้าการศึกษาในประเทศแถบตะวันตก ส่วนประเทศ
ในแถบตะวันออกยังมีน้อย ส้าหรับประเทศที่ก้าลังพัฒนาและด้อยพัฒนา โดยเฉพาะประเทศใน
ตะวันออกเฉียงใต้รวมทั งประเทศไทยที่พบอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งท่อน ้าดีมาก และการศึกษาก่อน
หน้านี ของสืบพงศ์และคณะ(17) ก็ท้าการศึกษาระหว่างประชากรของไทยกับสหรัฐอเมริกา ยังไม่มี
การศึกษาใดที่ท้าเฉพาะในคนไทย การศึกษานี จึงเป็นการศึกษาน้าร่อง (pilot study) เพ่ือ
ท้าการศึกษาในผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีของประเทศไทย 

 โดยการศึกษษจะท้าการเก็บข้อมูลผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่เข้าเกณฑ์การศึกษาย้อนหลังเป็น
เวลา 6 ปี และให้มีตัวอย่างที่ในการเปรียบเทียบ(reference) ซึ่งใช้ normal bile duct ที่ได้ชิ นเนื อ
จากการผ่าตัดในผู้ป่วยรายอ่ืนที่ไม่ใช่โรคมะเร็งท่อน ้าดี โดยชิ นเนื อท่อน ้าดีปกติจากการผ่าตัดในการ
เปลี่ยนถ่ายตับหรือผู้ป่วยที่ได้รัการวินิจฉัยเป็นโรคถุงน ้าดีอัเสบอีก 5 ตัวอย่าง 

3.4 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

ตัวแปรการวิจัย 

- ระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้ค่า ΔCT คือค่า 
ความแตกต่างของ cycle threshold (CT) ของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c กับอาร์เอ็นเออ้างอิง 
(reference RNA) 

-  เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอ 200c โดยใช้ค่า ΔΔCT คือ น้าค่า 
ΔCT ของชิ นเนื อมะเร็งท่อน ้าดีที่ได้ น้าไปเปรียบเทียบกับตัวอย่างอิงท่อน ้าดีปกติ (reference 
sample) ค่า ΔCT ที่แตกต่างกัน คือ ค่า ΔΔCT และแสดงข้อมูลด้วยค่า comparative CT 
method  (2-ΔΔCT) 

วิธีวิจัย ( methods) 

 1) ข้อมูลจากเวชระเบียน เก็บข้อมูลของผู้ป่วยด้วยใบบันทึก (Record Form) 

 โดยคัดกรองผู้ป่วยออกเป็น  2 กลุ่มตามภูมิล้าเนา คือ 

  1.1) กลุ่มท่ีมีภุมิล้าเนาจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

  1.2) กลุ่มท่ีมีภูมิล้าเนาจากภาคอ่ืนๆ 

 โดยการส้ารวจจากการบันทึกประวัติในเวชระเบียนและใช้วิธีการโทรศัพท์ไปสอบถามข้อมูล 
ภูมิล้าเนาผู้ป่วยทุกคน 
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 2) เตรียมชิ นเนื อพาราฟินจากภาควิชาพยาธิวิทยาเพ่ือน้ามาเข้าสู่กระบวนการ PCR   

2.1) ตรวจสอบความถูกต้องของการวินิจฉัยโรคว่าเป็นมะเร็งท่อน ้าดีจริงหรือไม่ โดย
พยาธิแพทย์ 

2.2) พยาธิแพทย์วาดขอบเขตต้าแหน่งของมะเร็งท่อน ้าดี  เพ่ือลดการปนเปื้อนของ 
เนื อเยื่อส่วนอื่น ๆ เช่น เนื อเยื่อของตับข้างเคียง, เส้นเลือดแดงและด้า เป็นต้น ซึ่งอาจจะส่งผลต่อการ 
ตรวจวัดระดับไมโครอาร์เอนเอจากการท้า PCR ได้ 

2.3)  ตัดเอาเฉพาะส่วนที่ระบุต้าแหน่งว่าเป็นมะเร็งท่อน ้าดี (macrodissection) 
เพ่ือน้ามาทดสอบต่อไป  

             2.4) ก้าหนดชิ นเนื อที่จะใช้เพ่ือเป็น reference ในการเปรียบเทียบระดับของไม
โคร อาร์เอ็นเอที่ได้จากกระบวนการ qRT-PCR โดยใช้ตัวอย่างอิงท่อน ้าดีปกติ (reference sample) 
ที่ได้จากชิ นเนื อจากการผ่าตัดในผู้ป่วยรายอ่ืนที่ไม่ใช่โรคมะเร็งท่อน ้าดี เช่น จากชิ นเนื อท่อน ้าดีปกติ  
จากการผ่าตัดในผู้ป่วยที่ได้รับ การวินิจฉัยเป็นโรคถุงน ้าดีอักเสบ เป็นต้น 

            2.5) ท้าการสกัดเอาอาร์เอ็นเอ (RNA extraction) เพ่ือน้าไปเข้าสู่กระบวนการ 
qRT-PCR  โดยใช้ชุดสกัด miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Germany 

  2.6) วัดปริมาณอาร์เอ็นเอที่ได้โดยเครื่อง NanoDrop 2000C, Thermo Scientific, 
USAให้แต่ละตัวอย่างชิ นเนื อพยาธิวทิยา ต้องมีปริมาณไมโครอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มากพอ โดยมีปริมาณ
ระหว่าง 10 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม จึงจะถือว่ามีปริมาณเพียงพอที่จะน้าเข้าไปสู่กระบวนการ 
qRT-PCR 

  2.7) น้าอาร์เอ็นเอที่ได้มาเข้าสู่กระบวนการ qRT-PCR โดยใช้ชุดทดสอบเฉพาะ 
(commercial kit) และวัดปริมาณโดยใช้ชุด taqMan® MicroRNA Assay, Applied biosystems, 
USA ด้วยเครื่อง real-time PCR รุ่น 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied biosystems, 
USA ส้าหรับตรวจไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  แล้วน้าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ต่อโดยค่าที่ได้จะเป็น ΔCT ของ
แต่ละกลุ่มแล้วน้ามาเทียบกับ reference คือ ท่อน ้าดีปกติ และน้ามาวิเคราะห์ทางสถิติ เพ่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง 2 กลุ่ม โดยจะท้าการท้า qRT-PCR ซ ้าตัวอย่างละ 3 ครั ง 
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3.5 การรวบรวมข้อมูล (Data Collection) 

ทบทวนเวชระเบียนผู้ป่วยและบันทึกลงใน case record form ดังตัวอย่างในภาคผนวก ข 

3.6 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) 

 1. เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอนเอ 200c โดยใช้ค่า ΔCT ใช้วิธี 
Unpaired T-Test 

2. ก้าหนดให้การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  ที่ค่า 2-ΔΔCT มากกว่า 2.0 ถือว่ามี 
การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c มากผิดปกติ  การวิเคราะห์เปรียเทียบลักษณะทาง คลินิก
และระะยเวลาการรอดชีพรวม โดยใช้ Unpaired T-Test และ  Chi-square test, และ Kaplan-
Meier test 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4  
ผลการศึกษา 

 

4.1 ลักษณะพื้นฐานของประชากรที่ศึกษา (Baseline characteristics) 

จากการเก็บข้อมูลผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่ได้รับการรักษาด้วยการผ่าตัดหรือได้รับการตัดชิ น
เนื อ เพ่ือใช้ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งท่อน ้าดี ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ตั งแต่ 1 มกราคม พ.ศ. 2550 
ถึง 30 พฤศจิกายน  พ.ศ. 2556  จากฐานข้อมูลของภาควิชาพยาธิวิทยามีจ้านวนทั งสิ น 77 คน แต่ 
เข้าเกณฑ์ในการคัดเลือกศึกษา 43 คน โดยผู้ป่วยที่คัดออกจากการศึกษา 34 คน ด้วยเหตุผลคือ 27 
คนมีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคเหนือและ 7 คนไม่สามารถหาชิ นเนื อทางพยาธิเพ่ือน้ามาใช้ในการศึกษา ได้  

 จากผู้ป่วยที่เข้าเกณฑ์การศึกษาทั งหมด 43 คน แบ่งเป็นกลุ่มที่มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาค 
ตะวันออกเฉียงเหนือ 29 คนและภาคอ่ืนที่ไม่ใช่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ 14 คน และ 
มีชิ นเนื อทางพยาธิเพียงพอในการน้าไปสกัดหาอาร์เอ็นเอต่อได้เพียง 33 คน นอกจากนี ยังมีผู้ป่วยอีก 
2 คนจากกลุ่มที่มีภูมิล้าเนาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือไม่สามารถหาประวัติจากเวชระเบียนได้  จึง
เหลือผู้ป่วยที่เข้ารับการศึกษานี  31 คน   โดยแบ่งเป็นผู้ป่วยที่มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือ 20 คน และผู้ป่วยที่มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคอ่ืนๆ 11 คน  ดังแสดงในแผนภูมิที่ 2 
 ลักษณะพื นฐานของประชากรที่ศึกษาทั ง 31 คน มีค่ามธัยฐานของอายุที่ 60 ปี (มีช่วงอายุ
ตั งแต่ 39 ถึง 85 ปี)   มีเพศชาย 13 คน (ร้อยละ 41.9) เพศหญิง 18 คน (ร้อยละ 58.1) และร้อยละ 
51.6 ไม่สูบุหรี่ 

 โดยมีระยะของโรคตาม TNM staging (AJCC 7th) ระยะที่ 1, 2, 3, 4  เป็นร้อยละ 24.2, 
12.1, 3 และ 54.5 ตามล้าดับ  มีต้าแหน่งของมะเร็งอยู่ที่ Intrahepatic 25 คน  (ร้อยละ 83.3) และ  
hilar 5 คน (ร้อยละ 16.7)  มี histologic grading เป็น well – moderate differentiated 26 คน 
(ร้อยละ 92.9) และ poorly differentiated 2 คน (ร้อยละ  7.1), มี lymphovascular invasion 
ร้อยละ 38.7  และพบว่าส่วนใหญ่ ร้อยละ 74.2  มี T stage เป็น T1-2  และพบมะเร็งแพร่กระจาย
ไปที่ ต่อมน ้าเหลืองใกล้เคียงร้อยละ  48.4   ส่วนอวัยวะที่พบมีการแพร่กระจายมากที่สุดคือตับ ร้อย
ละ 85.7  รองลงมาคือปอด ร้อยละ  14.3  ดังแสดงในตารางที่ 2 
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* ภูมิล้าเนา จะท้าการค้นประวัติจากเวชระเบียนและโทรศัพท์สอบถามโดยตรง 

ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเปน็มะเร็งท่อน้ าดีและมี
รายงานผลพยาธิวิทยาในฐานข้อมูล 77 ราย 

ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเปน็มะเร็งท่อน้ าดีและ 

มีชิ้นเนื้อพยาธิวิทยา 43 ราย 

ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเปน็มะเร็งท่อน้ าดีและ 

มีชิ้นเนื้อทางพยาธิวิทยาเพียงพอในการศึกษา 33 ราย 

27 ราย มีภูมิล าเนาอยู่ภาคเหนือ*  
7 รายไม่มีชิ้นเนื้อทางพยาธิวิทยา 

10 ราย ชิ้นเนื้อไม่พอในการสกัด RNA 

ภูมิล าเนาอยู่ภาคอื่นๆ 
11 ราย 

ภูมิล าเนาอยู่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
20 ราย 

2 ราย ไม่มีประวัติการรักษา 

แผนภูมิที่   1 แสดงข้ันตอนการคัดเลือกผู้ป่วยในการศึกษา แผนภูมิที่ 2 แสดงข้ันตอนการคัดเลือกผู้ป่วยในการศึกษา 
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ตารางท่ี 2 แสดงลักษณะพื้นฐานของประชากรที่ศึกษา 31 คน (  Baseline characteristics) 

Baseline characteristics 
 

Overall population  
(N = 31) 

Median age, year (range) 60 (39 - 85) 
Sex, n (%) 
Male 
Female 

 
13 (41.9) 
18 (58.1) 

Smoking n, (%) 
Yes 
No 
Not available   

 
3 (9.7) 
16 (51.6) 
12 (38.7) 

Site, n (%) 
Intrahepatic  
Hilar  

 
25 (80.6) 
5 (19.4) 

Histologic grading, n (%) 
Well- moderate differentiated 
Poorly differentiated 

 
26 (92.3) 
2 (7.7) 

Lymphovascular invasion, n (%) 
Yes 
No  
Not available 

 
12 (38.7) 
4 (12.9) 
15 (48.4) 

T-staging, n (%) 
T 1-2 
T 3-4 

 
23 (74.2) 
8 (25.8) 

N-staging, n (%) 
N0 
N1 

 
16 (51.6) 
15 (48.4) 

Pathological TNM staging, n (%) 
I-II 
III-IV 

 
12 (38.7) 
19 (61.3) 

Median survival, month (range) 
 

13.4 (0.36 – 78.32) 
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 ส้าหรับลักษณะพื นฐานของประชากรและลักษณะทางพยาธิวิทยาระหว่างผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อ
น ้าดีที่มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาค ตะวันออกเฉียงเหนือในการศึกษานี  20 คนและภาคอ่ืนๆจ้านวน 11 คน 
ก็ไม่พบความแตกต่างระหว่างประชากรตัวอย่างทั ง 2  กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3 แสดงลักษณะพื้นฐานระหว่างประชากรที่มีภูมิล าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
และภาคอ่ืนๆ 

Factors 
 

Northeastern  region 
N = 20 

Other region 
N = 11 

P value 

Median age,years (range) 
 

59.5 (39-85) 64 (42-78) 0.894 

Sex 
Male, n (%) 
Female, n (%) 

 
11 (55) 
9 (45) 

 
2 (18.18) 
9 (81.82) 

 
0.052 

Smoking n,(%) 
Yes  
No  
Not abvailable  

 
8 (40) 
3 (15) 
9 (45) 

 
8 (72.72) 
0 (0) 
3 (27.28) 

 
0.157 

Primary site 
Intrahepatic, n (%) 
Hilar, n (%) 

 
14 (70) 
6 (30) 

 
11 (100) 
0 (0) 

 
0.053 

Histologic grading 
Well – moderate differentiated 
Poorly differentiated 
Not available  

 
16 (80) 
0 (0) 
4 (20) 

 
8 (72.73) 
2 (18.18) 
1 (9.09) 

 
0.138 

T satge, n (%) 
T1-2  
T3-4 

 
14 (70) 
6 (30) 

 
9 (81.82) 
2 18.18) 

 
0.394 

Nodal metastases, n (%) 
Positive 
Neative 

 
8 (40) 
12 (60) 

 
7 (63.64) 
4 (36.36) 

 
0.189 

TMN staging, n (%) 
I-II 
III-IV 

 
9 (45) 
11 (55) 

 
3 (27.27) 
8 (72.73) 

 
0.282 

Median survival, month 
(range)+ 

13.77 (0.36 – 76.94) 7.98 (3.52-78.32) 0.537 
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4.2 การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200C 

 จากการศึกษากลุ่มเปรียบเทียบที่ได้จากตัวอย่างท่อน ้าดีปกติมีระดับการแสดงออกของไมโคร
อาร์เอ็นเอ 200C โดยวัดค่า ΔCT  ได้เท่ากับ 3.1714  และพบว่าค่าเฉลี่ยของการแสดงออกของ ไม
โครอาร์เอ็นเอ 200c ระหว่างผู้ป่วยโรคมะเร็งท่อน ้าดีที่มีภูมิล้าเนาจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือและ 
ภาคอ่ืนๆนอกจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือแตกต่างกันแต่ไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยมี 
ค่าเฉลี่ยของ ΔCT เท่ากับ 4.6682 (± 2.6406) และ 4.8796  (± 3.395) ตามล้าดับ  p = 0.370  ดัง
แสดงในรูปที่ 9 

 เมื่อใช้ค่า cut off ของระดับไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  จากตัวอย่างท่อน ้าดีปกติที่ 2-ΔΔCt 

เท่ากับ 2.0 พบว่ามีความชุกของการเพ่ิมการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  (miRNA 200c 
overexpression) จ้านวน 7 คนจากทั งหมด 31 คน คิดเป็นร้อยละ 22.5    โดย 5 คน (ร้อยละ 25 ) 
มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและ 2 คน (ร้อยละ 18.2) มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคอ่ืนๆ    

 

 

รูปที่   9 แสดงระดับของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ระหว่างกลุ่มตัวอย่างท้ัง 2 กลุ่ม 
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4.3 ลักษณะพื้นฐานของประชากรระหว่างกลุ่มที่มีการลดลงและการเพิ่มขึ้นของการแสดงออก 
ของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c   

 เมื่อท้าการศึกษาแยกระหว่างประชากรในกลุ่มที่มีการลดลงของการแสดงออกไมโครอาร์เอ็น  
เอ 200c เทียบกับกลุ่มที่มีการเพ่ิมขึ นของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  พบว่าลักษณะทางคลินิก และทาง
พยาธิวิทยาไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติทั งอายุและเพศ  และพบว่ากลุ่มที่มีการแสดงออก ของไม
โครอาร์เอ็นเอ 200c จะมีแนวโน้มของต้าแหน่งของโรคอยู่ที่บริเวณ hilar, มี histologic grading 
เป็น well – moderate differentiated,  มี T stage เป็น T 3-4, มี nodal metasteses , มี 
lymphovascular invasion และมีระยะของโรคตาม TNM stage เป็นระยะ 3 ถึง 4 มากกว่า ดัง
แสดงในตารางที ่4   

ตารางท่ี 4 แสดงลักษณะพื้นฐานของผู้ป่วยที่มีการลดลงและการเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของ 
miRNA200c 

Factors 
 

Lower-expression 
group 
N = 24 

Overexpression group 
N = 7 

P value 

Median age,years (range) 61 (42 - 85) 59 (39 - 76) 0.570 
Sex, n (%) 
Male 
Female 

 
10 (41.67) 
14 (58.33) 

 
3 (42.86) 
4 (57.14) 

 
0.642 

Primary site, n (%) 
Intrahepatic 
Hilar 

 
20 (83.3) 
4 (16.7) 

 
5 (71.43) 
2 (28.57) 

 
0.476 

Histologic grading, n (%) 
Well – moderate differentiated 
Poorly differentiated 
Not available 

 
19 (79.17) 
2 (8.33) 
3 (12.50) 

 
5 (71.43) 

0 (0) 
2 (28.57) 

 
0.646 

Lymphovascular invasion, n (%) 
Yes 
No 
Not available 

 
9 (37.50) 
4 (16.67) 
11 (45.83) 

 
3 (42.86) 

0 (0) 
4 (57.14) 

 
0.509 

T satge, n (%) 
T1-2  
T3-4 

 
20 (83.33) 
4 (16.67) 

 
3 (42.86) 
4 (57.14) 

 
0.053 
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Factors Lower-expression 
group 
N = 24 

Overexpression group 
N = 7 

P value 

Nodal metastases, n (%) 
Positive 
Neative 

 
10 (41.67) 
14 (58.33) 

 
5 (71.43) 
2 (28.57) 

 
0.170 

TMN staging, n (%) 
I-II 
III-IV 

 
11 (45.83) 
13 (54.17) 

 
1 (14.29) 
6 (85.71) 

 
0.143 

Median survival, month (range) 13.6 (4.3 – 22.9) 22.6 (0.9 – 44.4) 0.923 
 

 

4.4 การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c กับการพยากรณ์โรค 

 เมื่อดูโดยรวม ประชากรที่ท้าการศึกษา 31 ราย เสียชีวิตแล้ว 22 ราย มีค่ามัธยฐานของการ 
รอดชีวิต 13.4 เดือน (ค่าพิสัย 0.36 – 78.32 เดือน)  และเมื่อแยกระหว่างผู้ป่วยที่มีการแสดงออก
ของ ไมโครอาร์เอ็นเอเพ่ิมขึ นหรือลดลงก็ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ มีค่ามัธยฐานการรอดชีวิตที่ 
22.6 เดือน  ( ค่าพิสัย 0.9 – 44.4 เดือน) และ 13.6 เดือน ( ค่าพิสัย 4.3 – 22.9 เดือน)  ตามล้าดับ, 
p = 0.923 ดังแสดงในรูปที่ 10 
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รูปที่   10 แสดงกราฟการรอดชีวิตเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่มีการเพิ่มขึ้นและลดลงของไมโคร
อาร์ เอ็นเอ 200c 



บทที่ 5  
อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 

 จากการศึกษานี พบว่าระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ระหว่างภาค 
ตะวันออกเฉียงเหนือกับภาคอ่ืนๆที่ไม่ใช่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือไม่แตกต่างกัน     
โดย กลุ่มที่มีการเพ่ิมการแสดงออกของไมโครอาร์เอ 200c มีแนวโน้มว่ามี T satge เป็น 3 - 4 มีการ
แพร่ กระจายของโรคไปยังต่อมน ้าเหลืองข้างเคียงและมี lymphovascular invasion มากกว่า 
เหมือนการศึกษาก่อนหน้านี ของ Chen และคณะ(34) ที่พบว่าในภาวะที่มีการแสดงออกของ ไมโคร
อาร์เอ็นเอ 200c เพ่ิมขึ นจะพบว่ามีความรุนแรงของโรคมากกว่า คือ มีจ้านวนของรอยโรคและมีการ
ลุกลามของมะเร็งไปยังเส้นเลือดมากกว่ากลุ่มที่มีการลดลงของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็น เอ 
200c  และเมื่อดูโดยรวมเทียบกับระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็น 200c ของท่อน ้าดีปกติก็ 
พบว่ามีความชุกของการเพ่ิมการแสดงออกน้อยเพียงร้อยละ 22.5 ต่างกับการศึกษาก่อนหน้านี  ของ
สืบพงศ์และคณะ ที่พบความชุกของการเพิ่มการแสดงออกถึงร้อยละ 76(17) 

 ส้าหรับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c กับอัตราการรอดชีวิต ในการศึกษานี ไม่พบ 
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มที่มีการเพ่ิมขึ นหรือลดลงของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c แต่มีแนวโน้มว่ากลุ่ม 
ที่มีการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c จะมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่าแม้ว่าจะไม่มี ความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติตรงกับการศึกษาก่อนหน้านี ทั งของสืบพงศ์ และคณะ (17) ที่พบว่า
กลุ่มท่ีมีการเพิ่มขึ นของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c จะมีแนวโน้มของอัตรา การรอดชีวิต
ดีกว่าเช่นกัน เช่นเดียวกับการศึกษาของ Oishi และคณะ(35) ที่ท้าในผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีและมะเร็งตับ
จากประเทศจีนและญี่ปุ่นที่ได้รับการผ่าตัดจ้านวน 23 ตัวอย่าง ซึ่งพบว่าการแสดงออกของไมโครอาร์
เอ็นเอ 200c มีผลกับการพยากรณ์โรค   โดยกลุ่มตัวอย่างที่มีการแสดงออก ของไมโครอาร์เอ็นเอ 
200c ที่เพ่ิมขึ นจะมีอัตราการกลับเป็นซ ้าของโรคและอัตราการรอดชีวิตที่ดี กว่าอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ 

 ทั งนี ความแตกต่างของระดับการแสดงออกและความชุกของการเพ่ิมการแสดงออกของไมโคร
อาร์เอ็นเอ 200c กับการศึกษาก่อนหน้าของสืบพงศ์และคณะ(1) ที่เกิดขึ นนั น  เมื่อดูจากข้อมูลที่ได้ ก็
ยังไม่สามารถบอกได้ว่าข้อสันนิษฐานที่บอกว่าความแตกต่างนี เป็นผลจากความแตกต่างของเชื อชาติ 
เนื่องจากระดับการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  ในการศึกษานี ต่างกันเพราะการศึกษาก่อน
นี  มีความชุกของการเพ่ิมขึ นของไมโครอารเอ็นเอ 200c ในกลุ่มที่ได้จากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
จังหวัดขอนแก่น มากกว่าของการศึกษานี คือ ร้อยละ 76 และ 22.5 ตามล้าดับ หากดูในแง่ทางเทคนิค
ที่ท้าให้มีผลต่างกันนั น แม้จะเป็นการศึกษาท่ีใช้อุปกรณ์เครื่องมือต่างกันแต่ก็ ใช้ชุดทดสอบเฉพาะของ
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บริษัทเดียวกัน   จึงได้มีการน้าชิ นเนื อที่ใช้ศึกษาในการศึกษาก่อนหน้านี  ที่ได้มาจากโรงพยาบาลศรี
นครินทร์ จังหวัดขอนแก่นมาท้าการทดสอบซ ้า โดยใช้อุปกรณ์และ protocol เดียวกันนี ก็พบว่าผลที่
ได้เหมือนกับการศึกษาก่อนคือ ชิ นเนื อที่น้ามาจากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ จังหวัดขอนแก่น มีการ
เพ่ิมการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c เหมือนเดิมซึ่งต่างกับ ชิ นเนื อที่ใช้ในการศึกษานี จริง , p 
= 0.1502 ดังแสดงในรูปที่ 11 

 

 

รูปที่   11 แสดงการเปรียบค่าการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ระหว่างตัวอย่างชิ้นเนื้อ 
ที่ได้จากผู้ป่วยที่มีภูมิล าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือในการศึกษานี้กับชิ้นเนื้อที่ได้จาก 
โรงพยาบาลศรีนครินทร์ จังหวัดขอนแก่น 

 

อาจมีผลเนื่องจากกลุ่มประชากรที่ท้าการศึกษาระหว่าง 2 การศึกษานี  เนื่องจากการศึกษา
แรกน้าชิ นเนื อจากผู้ป่วยที่รักษาที่ขอนแก่น ซึ่งก็เป็นผู้ป่วยที่มีภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
เหมือนกันกับการศึกษานี  แต่เราไม่สามารถทราบลงไป ในรายละเอียดของประชากรแต่ละคนที่น้าเข้า
มาศึกษา เพราะข้อมูลลักษณะพื นฐานต่างๆที่ได้จาก การศึกษาแรกมีน้อย เนื่ องจากเป็นการศึกษา
ย้อนหลังเช่นเดียวกัน  

 ส้าหรับในแง่ของการติดพยาธิใบไม้ในตับที่สันนิษฐานว่าสัมพันธ์กับผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่มี
ภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือนั น ในการศึกษานี ซึ่งเป็นการศึกษาย้อนหลังท้าให้มีข้อจ้ากัด 



 
 

 

37 

ในการตรวจยืนยันว่ามีการติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับจริงหรือไม่ อีกทั งในแง่ของภูมิล้าเนาที่อยู่ของผู้ป่วย 
เนื่องจากมีผู้ป่วยบางคนที่มีการย้ายที่อยู่อาจส่งผลกับการสัมผัสหรือติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับนั นใน 
การศึกษานี ในขั นแรกได้ท้าการสืบค้นประวัติจากเวชระเบียนและมีการยืนยันอีกครั งด้วยการโทรศัพท์ 
ไปสอบถามผู้ป่วยหรือญาติ  จากการศึกษานี พบผู้ป่วยที่ย้ายเข้าหรือออกจากภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือ ส้าหรับผู้ป่วยที่มีการย้ายที่อยู่ที่ในการศึกษานี มี 7 คนเท่านั น  โดยเข้าเกณฑ์การศึกษา 6 คน 
แต่ระยะเวลาที่อาศัยอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือทุกคนนั นอาศัยอยู่นานมากกว่า 20 ปี   ซึ่งคิดว่า 
เพียงพอต่อการสัมผัสกับสิ่งแวดล้อม รวมทั งวัฒนธรรมการกินโดยเฉพาะอาหารสุกๆ ดิบๆ ได้โทรสอบ 
ถามจากตัวผู้ป่วยและญาติว่ามีการกินอาหารสุกๆ ดิบๆ จริง    

 ส่วนสาเหตุอ่ืนที่อาจท้าให้ผลของการศึกษานี แตกต่างจากการศึกษาก่อนอีกสาเหตุหนึ่ง คือ 
การจัดเก็บเชิ นเนื อว่ามีความแตกต่างในแง่ของการเก็บชิ นเนื อหรือไม่ ซึ่งต้องสอบถามวิธีการเก็บจาก 
ทั ง 2 สถาบันต่อไป 

นอกจากนี เมื่อดูเฉพาะผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีที่มีการเพ่ิมขึ นของระดับไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ที่
มี ภูมิล้าเนาอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือทั ง 5 คน พบว่าจะอยู่บริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
ตอนล่าง โดยไม่พบว่ามีผู้ป่วยที่อยู่บริเวณตอนบนและเมื่อเทียบกับความชุกของการติดเชื อพยาธิใบไม้
ในตับ Opisthorchis viverrini  ที่มีในรายงานของ Sithithaworn และคณะ(40) ที่มีการส้ารวจในปี
พ.ศ.  2552 ก็ไม่พบว่ามีความสัมพันธ์ของการแสดงออกของระดับไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ดังแสดงรูป
ที่ 12  แต่คงต้องอาศัยการศึกษาที่มีประชากรที่มากขึ นและลงลึกในรายละเอียดของผู้ป่วยแต่ละ
จังหวัด รวมทั งท้าการตรวจการติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับอีกครั ง 
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รูปที่   12 แสดงจังหวัดที่มีการเพิ่มข้ึนของระดับการแสดงออกไมโครอาร์เอ็นเอ 200c ที่มี
ภูมิล าเนาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปรียบเทียบกับความชุกของการติดเชื้อพยาธิใบไม้ ในตับ 
Opisthorchis viverrini   

 

 การศึกษานี ไม่พบความแตกต่างของการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอเหมือนที่คาดคิดไว้ 
และยังไม่พบว่ามีปัจจัยใดที่มีผลต่อการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 200c  คงท้าการศึกษาต่อ โดย
ท้าการศึกษาไปข้างหน้าเพ่ือจะได้เก็บข้อมูลรายละเอียดให้ได้ครบถ้วน และควรท้าการตรวจ ยืนยัน
การติดเชื อพยาธิใบไม้ในตับในผู้ป่วยทุกรายเพื่อที่ต้องการศึกษา 
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ภาคผนวก ก 

ขั้นตอนการเตรียมชิ้นเนื้อเพื่อใช้ในการศึกษา 

1. การสกัด Fresh specimen ออกจากพาราฟิน 

1.1 ตรวจสอบต้าแหน่งของ specimen กับทางพยาธิวิทยา     โดยวงต้าแหน่งเฉพาะส่วนที่
เป็นมะเร็ง ท่อน ้าดี ดังรูปที่ 12 

1.2 ตัดชิ นเนื อส่วนที่ ต้องการด้วยวิธ ีmacro dissection โดยใช้ใบมีดขูดส่วนที่ต้องการ ดัง
รูปที่ 9  

รูปที่ 12 แสดงการสกัดชิ้นเนื้อส่วนที่ต้องการ 
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1.3 จากนั นชิ นเนื อจะถูกน้าไปแยกออกจากพาราฟิน  (Deparaffinization)  และท้าการสกัด
สารพันธุ กรรม (microRNA extraction) ต่อไป โดยใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 2 ซีซี  ดัง
รูปที่ 13 

รูปที่ 13 แสดงช้ินที่แยกจากพาราฟินลงใน microcentrifuge tube 
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2. ขั้นตอนการแยกพาราฟินออกจากชิ้นเนื้อ ( Deparaffinization ) โดยใช้สารละลาย xylene 

2.1 หลังจากใส่ชิ นเนื อที่ตัดลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 ซีซี และเติมสารละลาย 
100% xylene 1 ซีซี,    ปิดฝาและเขย่าประมาณ 10 วินาที 

2.2 ท้าการปั่นโดยใช้เครื่อง centrifuge ในขนาดความแรง 12000g เป็นเวลา 2 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง (15-25 องศาเซลเซียส) 

2.3 ท้าการดูดเฉพาะสารละลายส่วนบน (supernatant) ทิ งโดยใช้ pipette 

2.4 เติม 100% ethanol 1 ซีซีลงในตะกอนส่วนที่เหลือ (pellet) ท้าการเขย่าจนเข้ากันดี 
(ethanol จะท้าการแยก xylene ส่วนที่ยังตกค้างออกจากตะกอนที่ต้องการตรวจ) 

2.5 ท้าการปั่นอีกครั งโดยใช้เครื่อง centrifuge ในขนาดความแรง 1200g เป็นเวลา 2 นาที 
ที่อุณหภูมิห้อง 

2.6 เติมสารละลาย 100% xylene 1 ซีซี,    ปิดฝาและเขย่าประมาณ 10 วินาที 

2.7 ท้าการปั่นโดยใช้เครื่อง centrifuge ในขนาดความแรง 12000g เป็นเวลา 2 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง 

2.8 ท้าการดูดเฉพาะสารละลายส่วนบน (supernatant) ทิ งโดยใช้ pipette 

2.9 เติม 100% ethanol 1 ซีซีลงในตะกอนส่วนที่เหลือ (pellet) ท้าการเขย่าจนเข้ากันดี 

2.10 ท้าการดูดเฉพาะสารละลายส่วนบน (supernatant) ทิ งโดยใช้ pipette หลังจากนั น
เปิดฝาทิ งไว้ และท้าการ incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาทีหรือจนกว่าสารละลาย ethanol 
จะระเหยออกหมด 

2.11 เติมสารละลายบัฟเฟอร์ PKD ปริมาณ 240 ไมโครลิตร แล้วเขย่าให้เข้ากัน 

2.12 เติมสารละลาย proteinase K 10 ไมโครลิตรลงในตะกอนส่วนที่เหลือ จากนั นเขย่าให้
เข้ากัน 

2.13 Incubate ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีหรือจนกระทั่งตะกอนส่วน
ที่เหลือ ละลายหมด 

2.14 Incubate ต่อที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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2.15 Incubate ต่อที่บนน ้าแข็งเป็นเวลา 3 นาที จากนั นน้ามาปั้นโดยใช้เครื่อง centrifuge 
ในขนาดความแรง 1200g เป็นเวลา 15 นาท ี

3. ขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอ 

3.1 เติมสารละลายบัฟเฟอร์ DNase Booster ลงใน microcentrifuge tube ที่ได้ 25 
ไมโครลิตร และ สารละลาย DNase I stock จากนั นเขย่าให้เข้ากัน  

3.2 Incubate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาท ี

3.3 เติมสารละลายบัฟเฟอร์ RBC 500 ไมโครลิตร และ 100% ethanol 1750 ไมโครลิตร
ลงใน tube และผสมสารละลายทั งหมดโดยใช้ pipatte 

3.4 ดูดสารละลายที่ได้ 700 ไมโครลิตรลงใน RNeasy MinEute spin column tube ขนาด 
2 ซีซี จากนั นปิดฝา แล้วน้าไปปั่นโดยใช้ centrifuge ในขนาดความแรง 1200g เป็นเวลา 30 วินาที 

3.5 ปั้นซ ้าจนกว่าจะกรองส่วนที่เป็นของเหลวผ่าน column จนหมด และเทส่วนที่เป็น
ของเหลวทิ ง 

3.6 เติมสารละลายบัฟเฟอร์ RPE 500 ไมโครลิตร ลงใน RNeasy MinEute spin column 
tube เดิมที่มีส่วนตะกอนค้างอยู่ จากนั นปิดฝาและน้าไปปั่น centrifuge ในขนาดความแรง 1200g 
เป็นเวลา 30 วินาที จนกว่าจะกรองส่วนที่เป็นของเหลวผ่าน column จนหมด 

3.7 ท้าซ ้าตามขั นตอนที่ 3.6  จากนั นเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ งให้หมด 

3.8 จากนั นเติมน ้าที่ปราศจาก DNase และ Rnase ลงไปปริมาณ 30 ไมโครลิตร และ 
Incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาที แล้วน้าไปปั่นด้วย centrifuge ในขนาดความแรง 1200g 
เป็นเวลา  5 นาที 

4. ขั นตอนการท้าการตรวจด้วยเทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (qRT-PCR)  

 ในงานวิจัยนี ใช้ชุด taqMan® MicroRNA Assay, Applied biosystems, USA  ด้วยเครื่อง 
real-time PCR รุ่น 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied biosystems, USA ซึ่งจะท้า
ตาม protocol ดังนี  
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Procedure overview 
 

Perform reverse transcription 
     

Prepare the RT reaction master mix 

 
Prepare the RT reaction 

 
Perform reverse transcription 

 
Perform the qPCR amplification 

 
Thaw and mix the reagents 

 
Calculate the number of reactions 

 
Prepare the qPCR reaction mix 

 
Prepare the PCR reaction plate 

 
Set up the experiment or plate document and run the plate 

 
Analyze the data 

 
View the amplification plots 

 
Set the baseline and threshold values 
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Perform reverse transcription 

4.1 Prepare the RT reaction master mix เพื่อเตรียมสังเคราะห์ cDNA 

 To prepare the RT master mix using the TaqMan® MicroRNA Reverse 
Transcription Kit components: 

1) Allow the kit components to thaw on ice. 

2) (Medium- or large-scale orders only) Dilute the 20✕ or 60✕ RT primer to 

a 5✕working stock solution using 0.1✕ TE buffer. 

3) In a polypropylene tube, prepare the RT master mix on ice by scaling the 
volumes listed below to the desired number of RT reactions. We recommend adding 
10 to20% excess volume to compensate for losses that occur during pipetting. 

 

component Master mix volume per 

15-uL reaction 

100mM dNTPs (with dTTP) 0.15 μL 

MultiScribeTM Reverase Transcriptase, 
50U/uL 

1.00 μL 

10X Reverse Transcription Buffer 1.50 μL 

Inhibitor, 20 U/uL 0.19 μL 

Nuclease-free water 4.16 μL 

Total volume 7.00 μL 
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4) Mix gently. Centrifuge to bring the solution to the bottom of the tube. 

5) Place the RT master mix on ice until you prepare the RNA reaction 

4.2 Prepare the RT reaction 

1) Thaw the 5✕ RT primer and RNA template on ice. Before use, vortex the 
RT primer tubes to mix, then centrifuge briefly. 

2) If you are performing quantitation of: 

• Ambion Silencer® Select siRNAs, go to step 3. 

• All other templates, go to step 4. 

3) If you are performing Ambion Silencer® Select siRNAs quantitation, 
denature and prepare the double-stranded template: 

 a. For each 15-μL RT reaction, combine 3 μL of 5✕ RT primer and 5 μL of 
double-stranded template in a 0.2-mL polypropylene reaction tube (the RT 

reaction tube) or in a well of a 96-well reaction plate. 

 b. Incubate the tube or plate at 85 °C for 5 minutes, then at 60 °C for 5 
minutes. 

 c. Place the denatured template on ice. 

 d. For each 15-μL RT reaction, combine the RT master mix to the tube or 
well containing denatured RNA and RT primer (from step 3c) in the ratio of: 

7 μL RT master mix : 8 μL denatured RNA and RT primer (1 to 10 ng of RNA per 
reaction) 

 e. Go to step 5. 

4) If you are preparing single-stranded RNA, prepare the total RNA template: 
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a. For each 15-μL RT reaction, combine RT master mix with total RNA in the 
ratio of: 7 μL RT master mix : 5 μL total RNA (1 to 10 ng per reaction) 

 b. Mix gently. Centrifuge to bring the solution to the bottom of the tube. 

 c. Before opening the RT primer tubes, thaw the tubes on ice and mix by 
vortexing, then centrifuge them. 

 d. For each 15-μL RT reaction, add 12.0 μL of RT master mix containing total 

RNA (from step 4b) into a 0.2-mL polypropylene reaction tube(the RT reaction tube) 
or into a well of a 96-well reaction plate. 

 e. Add 3 μL of 5✕ RT primer from each assay set into the corresponding RT 
reaction tube or plate well. 

 f. Go to step 5. 

5) Seal the tube or reaction plate and mix thoroughly by inverting the 
solution. Centrifuge to bring the solution to the bottom of the tube or well. 

6) Incubate the tube on ice for 5 minutes and keep it on ice until you are 
ready to load the thermal cycler. 

4.3 Perform reverse transcription 

Note: If applicable to your thermal cycler or real-time PCR system, perform the 

reverse transcription in Standard mode. 

1) Use the following parameter values to program the thermal cycler: 
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Step Time Temperature 

Hold 30 minutes 16oC 

Hold 30 minutes 42oC 

Hold 5 minutes 85oC 

Hold ∞ 4 

 

2) Set the reaction volume to 15.0 μL. 

3) Load the reaction tube or plate into the thermal cycler. 

4) Start the RT run.  

Perform the qPCR amplification 

4.4 Thaw and mix the reagents 

1) Thaw on ice, resuspend completely by gently vortexing, then centrifuge 
briefly: 

 • TaqMan® Assay (20✕) 

 • Complementary DNA (cDNA) samples 

2) Mix the master mix reagent by gently swirling the bottle.  

4.5 Calculate the number of reactions 

 Calculate the number of reactions that you need for each assay. We 
recommend performing three replicates of each reaction. Be sure to include on each 
plate: 

• A small RNA assay for each cDNA sample 

• Endogenous control assay(s) 
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• No template controls (NTCs) for each assay on the plate 

4.6 Prepare the qPCR reaction mix 

The recommended reaction volume is 20 μL. Prepare the plate so that each 
qPCR reaction contains the components as listed below. 

To prepare the qPCR reaction mix: 

1) Obtain a sterile 1.5-mL microcentrifuge tube for each sample (to be run in 
triplicate). 

2) Pipet the following components into each tube: 

 

component Volume per 20-uL Reaction 

Single reaction Three replicates 

TaqMan® Small RNA Assay (20✕) 1.00 μL 3.60 μL 

Product from RT reaction* 1.33 μL 4.80 μL 

TaqMan(R) Universal PCR Master Mix II 

(2✕), no UNG‡ 
10.00 μL 36.00 μL 

Nuclease-free water 7.67 μL 27.61 μL 

Total volume 20.00 μL 72.01 μL 20.00 μL 72.01 μL 

 

3) Cap the tube and invert several times to mix. 

4) Centrifuge the tube briefly. 

4.7 Prepare the PCR reaction plate 

1) Transfer 20 μL of the complete qPCR reaction mix (including assay and 
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RT product) into each of three wells on a 48-, 96-, or 384-well plate. 

2) Seal the plate with the appropriate cover. 

3) Centrifuge the plate briefly. 

4) Load the plate into the instrument.  

4.8 Set up the experiment or plate document and run the plate 

1) In the real-time PCR system software, create an experiment or plate 
document on your real-time PCR system using the following parameters: 

 • Run Mode: Standard 

 • Sample Volume: 20 μL 

 • Thermal Cycling Conditions: 

 

 

Step 

optionalAmpErase 

UNG activity 

Enzyme 
activation 

PCR 

HOLD HOLD CYCLE (40 cycles) 

Denature Anneal/extend 

temperature 50oC 95oC 95oC 60oC 

Time  2 minutes 10 minutes 15 seconds 60 seconds 

 

2) If the reaction plate is not already loaded, load the plate into the 
instrument. 

3) Start the run. 
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Analyze the data 

 Refer to the appropriate instrument user guide for instructions on how to 
analyze your data. 

General process 

 The general process for analyzing the data from gene expression assays 
involves the following procedures: 

 1. View the amplification plots. 

 2. Set the baseline and threshold values. 

Tools for data analysis 

 We recommend the following software for analyzing data generated using 
TaqMan® Small RNA Assays. 

DataAssist™ Software 

DataAssist™ Software is a simple, powerful data analysis tool for sample 
comparisonwhen using the comparative CT (ΔΔCT) method for calculating relative 
quantitation ofgene expression. The software uses a filtering procedure for outlier 
removal andvarious normalization methods based on lists of single or multiple 
genes. It providesrelative quantification analysis of gene expression through a 
combination of statisticalanalysis and interactive visualization. DataAssist™ Software 
provides a function-richgraphic user interface (GUI) for easy data importation, 
experimental design setup, andinteractive, high-throughput data analysis. DataAssist™ 
Software is free and can be downloaded from the Applied Biosystems website at: 
www.appliedbiosystems.com/dataassist 
RealTime StatMiner®  Software 

RealTime StatMiner® Software from Integromics is a software analysis package 
forqPCR experiments that is compatible with all Applied Biosystems instruments. 
RealTime StatMiner® Software uses a step-by-step analysis workflow guide that 
includes parametric, non-parametric, and paired tests for relative quantification of 

http://www.appliedbiosystems.com/dataassist
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gene expression, as well as 2-way ANOVA for two-factor differential expression 
analysis. For more information, visit: www.integromics.com/StatMiner 
 

  

http://www.integromics.com/StatMiner
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ภาคผนวก ข 

แบบฟอร์มการบันทึกข้อมูลผู้ป่วยในงานวิจัย(Case record form) 

Comparative study of microRNA-200c expression in cholangiocarcinoma from 
northeastern Thailand and regions other than the north and the northeast 

Patient Code _ _ _        

Part A: Demographic characteristics at the first visit 

Date of birth (dd/mm/yyyy)      _ _/_ _/ _ _ _ _ 

Gender    Male         Female 

Place of birth    North   Northeast     West    East    Central South         

Smoking  Yes       No  
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Part B: Diagnosis of cholangiocarcinoma 

 

Date of 1st diagnosis cholangiocarcinoma (1st pathology date)  

Date (dd/mm/yyyy) _ _/_ _/ _ _ 

 Histology of primary site                Histology of metastasis site (LN, other) 

Primary site:               

Intrahepatic           Hilar             Extrahepatic 

Grade:          

well diff            moderate diff          poorly diff             not available 

Perineural/lymphovascular invasion :         Yes             No 

Final surgical Margin Positive Close Negative 

T  stage ____  N stage ____ M stage ____ 

If M1: specify site of metastasis           

Bone        Lung        Liver        Brain       Bone     other………. 

AJCC stage  ________________ 
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Part C: cholangiocarcinoma treatment 

 

1) Surgery         Yes            No             if no, skip to 2) Radiation 

First surgery      Date (dd/mm/yyyy)  :  _ _/_ _/ _ _ _ _ 

2) Radiation    Yes           No      if no, skip to 3) chemotherapy 

 Adjuvant radiation  Concurrent chemoradiation 

Total dose given       __________  cGy/ Gy/ rads 

3) Chemotherapy           Yes        No          if no, skip to Part D 

Adjuvant chemotherapy regimen   First date of treatment (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _  

     Cisplatin    Carboplatin          5FU         Gemcitabine  

     Xeloda                 Cisplatin/Gemcitabine             Other specify………….. 

Concurrent chemoradiation   First date of treatment (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _  

     Cisplatin    Carboplatin          5FU          Gemcitabine  

     Xeloda               Cisplatin/Gemcitabine            Other specify………….. 

Maximum response       CR   PR   SD  PD Not available 

Date of progression (dd/mm/yyyy) _ _/_ _/ _ _ _ _     No progression 
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Part D: Recurrence/Progressive disease   

    Yes          No       if no skip to Part E 

    Fist recurrence   Second recurrence     Third recurrence 

Date of recurrence/progressive disease (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _ _ _ 

    Locoregional recurrence      Distant metastasis    Second primary cancer 

1) Surgery         Yes           No           if no, skip to 2) Radiation 

     Date (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _ _ _ 

2) Radiation      Yes          No    if no, skip to 3) Chemotherapy 

Palliative radiation  Concurrent chemoradiation 

Total dose given       ___      cGy/ Gy/ rads 

3) Chemotherapy           Yes         No          if no, skip to Part D 

Concurrent chemoradiation   First date of treatment (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _ _ _ 

       ☐ Cisplatin     ☐Carboplatin      ☐  5FU         ☐ Gemcitabine  

       ☐ Xeloda             ☐Cisplatin/Gemcitabine            ☐ Other specify………….. 

 Palliative chemotherapy        First date of treatment (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _ _ _ 

       Cisplatin    Carboplatin        5FU          Gemcitabine  

       Xeloda             Cisplatin/ Other specify………….. 

Date of progression (dd/mm/yyyy) _ _/_ _/ _ _ _ _         No progression 

Reason for stopping treatment  PD      Complete   Intolerant; specify ………. 

Other…….. 
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Part E: Last visit 

Date of assessed (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _ _ _ 

Status           Death               Cause of death     

    1) from cholangiocarcinoma 

        2) Others…………. 

        Alive with disease 

        Alive without disease 

        Lost to follow up 

       Other, specify 

Date of completion of this CRF (dd/mm/yyyy)_ _/_ _/ _ _ _ _ 

 

Part F: Laboratory testing for microRNA 200C 

microRNA  status    ΔCT  ………………………… 
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