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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

พิมพ์ทอง ทวีทองค า : บทบาทของระดับ Glypican-3 และ Sulfatase-2 ในเลือดในการ
วินิจฉัยโรคมะเร็งตับที่มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  (Diagnostic roles of 
Glypican-3 and Sulfatase-2 levels in Hepatitis B-related hepatocellular 
carcinoma) อ .ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : ศ . นพ .พิสิฐ  ตั้ งกิจวานิชย์ , อ .ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร.สัญชัย พยุงภร{, หน้า. 

โรคมะเร็งตับ (HCC) เป็นโรคที่มีอุบัติการณ์สูงเมื่อเทียบกับโรคมะเร็งชนิดอ่ืน ในประเทศ
แถบเอเชียมักพบผู้ป่วยโรคมะเร็งตับซึ่งมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี จากการศึกษาก่อน
หน้านี้พบว่าเอนไซม์ Sulfatase-2 (SULF2) มีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นในบริเวณเนื้อเยื่อมะเร็งตับ 
เอนไซม์ชนิดนี้สามารถกระตุ้นการเจริญของเซลล์มะเร็งตับได้ผ่านกระบวนการ  desulfation ภายใน
โมเลกุล Glypican-3 (GPC3) ซึ่งท าหน้าที่เป็นแหล่งกักเก็บของลิแกนด์ชนิด Wnt และมีการรายงาน
ว่า GPC3 มีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นในบริเวณเนื้อเยื่อมะเร็งตับเช่นเดียวกับ SULF2 การศึกษานี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือประเมินบทบาทในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับของ  SULF2 และ GPC3 ในผู้ป่วย
โรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ผลการวิเคราะห์การแสดงออกที่เปลี่ยนไปในระดับ 
mRNA ของ SULF2 และ GPC3 ด้วยเทคนิค Real-time PCR (RT-PCR) พบว่าในตัวอย่างเลือดของ
ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ (N=93) มีระดับ mRNA ของทั้งสองยีนสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบี (N=98) และกลุ่มผู้มีสุขภาพดี (N=50) (SULF2: 25.26± 38.10 และ 8.74±17.30 
และ 5.33±12.78, P<0.001; GPC3: 32.47±35.38 และ 16.27±28.30 และ 3.67 ±4.45, P<0.001) 
ผลการวิเคราะห์ระดับโปรตีนในซีรั่มด้วยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
พบปริมาณ SULF2 สูงสุดในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ (N=146) เมื่อเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี (N=119) และกลุ่มผู้มีสุขภาพดี (N = 50) เช่นกัน (27.51±10.17 และ 18.56±5.21 และ 
15.81±4.30 ng/ml, P<0.001) ขณะที่สามารถตรวจพบ GPC3 ได้มากที่สุดในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็ง
ตับ เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพพบว่าระดับ  SULF2 และ GPC3 ใน
ซีรั่มเพียงชนิดเดียวมีประสิทธิภาพด้อยกว่า AFP แต่เมื่อน า AFP ร่วมกับ SULF2 มาพิจารณาร่วมด้วย
พบว่า AFP ร่วมกับ SULF2 มีประสิทธิภาพในการจ าแนกผู้ป่วยมะเร็งตับจากผู้ไม่ได้เป็นมะเร็งตับได้ดี
ที่สุด นอกจากนี้ระดับของ SULF2 และ GPC3 ภายในซีรั่มสัมพันธ์กับระยะเวลาการรอดชีวิตของ
ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับอีกด้วย (P < 0.001). การศึกษานี้จึงสรุปได้ว่า SULF2 และ GPC3 ภายในซีรั่มของ
ผู้ป่วยสามารถน าไปใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพและตัวพยากรณ์โรคมะเร็งตับที่มีสาเหตุมาจากการติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบีได้ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5974037730 : MAJOR MEDICAL BIOCHEMISTRY 
KEYWORDS: BIOMARKER / HEPATOCELLULAR CARCINOMA / GLYPICAN-3 / SULFATASE-2 

PIMTHONG THAWEETHONGKAM: Diagnostic roles of Glypican-3 and Sulfatase-
2 levels in Hepatitis B-related hepatocellular carcinoma. ADVISOR: PROF.PISIT 
TANGKIJVANICH, M.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF.SUNCHAI PAYUNGPORN, 
Ph.D.{, pp. 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the highest incidences among the 
cancers. In Asia, the arise of HCC usually is found in patients with chronic hepatitis B 
virus (HBV) (CHB) disease. Recently, the upregulation of extracellular enzyme, 
Sulfatase-2 (SULF2) has been found in HCC tissue. SULF2 is able to promote tumor 
growth via desulfation within Glypican-3 (GPC3). GPC3 is a storage site of Wnt ligand 
and its expression increases in HCC tissue similar to SULF2. The objectives of this study 
were to determine the diagnostic roles of SULF2 and GPC3 in HBV-related HCC patients. 
The expression analysis by Real-time PCR (RT-PCR) of SULF2 and GPC3 mRNAs in 
peripheral blood samples showed significantly higher fold change in HCC patients 
(N=93) compared to CHB patients (N=98) and healthy group (N=50) (SULF2: 25.26 ± 
38.10 vs 8.74 ± 17.30 vs 5.33 ± 12.78, P<0.001; GPC3: 32.47 ± 35.38 vs 16.27 ± 28.30 vs 
3.67 ± 4.45, P<0.001). For protein level, the results of Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) revealed that the serum levels of SULF2 demonstrated the highest level 
in HCC patients (N=146) compared to CHB patients (N=119) and healthy group (N=50) 
(27.51 ± 10.17 vs 18.56 ± 5.21 vs 15.81 ± 4.30 ng/ml, P<0.001) while detectable GPC3 
showed the highest proportion in HCC patients. The evaluation of the diagnostic role 
found that AFP was better diagnostic biomarker than SULF2 and GPC3 serum levels 
but was not superior to AFP combined with SULF2. Moreover, serum SULF2 and GPC3 
levels also significantly correlated to poor overall survival of patients (P< 0.001). Taken 
together, SULF2 and GPC3 could serve as diagnostic and prognostic markers of patients 
with HBV-related HCC disease. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

โรคมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma) เป็นมะเร็งตับชนิดปฐมภูมิที่มีอุบัติการณ์สูง

เป็นอันดับต้นของโรคมะเร็ง และยังเป็นมะเร็งชนิดที่เป็นสาเหตุการเสียชีวิตของผู้ป่วยในสัดส่วน

ค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ปัจจัยเสี่ยงที่อาจส่งผลให้เกิดโรคมะเร็งตับนั้น เกิดได้

จากหลายสาเหตุ เช่น การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ การบริโภคแอลกอฮอล์ปริมาณมาก การได้รับสาร

แอลฟลาทอกซิน (Aflatoxins) สภาวะไขมันพอกตับท้ังชนิด Non-alcoholic liver disease (NAFLD) 

และ Non-alcoholic steatosis (NASH) ความผิดปกติทางเมตาบอลิซึม และการถ่ายทอดทาง

พันธุกรรมรวมไปถึงเชื้อชาติ จากการรายงานของ American society of cancer พบว่า สาเหตุการ

เกิดโรคมะเร็งตับในทวีปเอเชียนั้น จะแตกต่างจากทวีปยุโรป โดยในทวีปเอเชีย จะมีสาเหตุส่วนใหญ่

มาจากไวรัสตับอักเสบบีและซี แต่ในทวีปยุโรปจะเกิดมากจากโรคอ้วน และสภาวะไขมันพอกตับ 

 เนื่องจากโรคมะเร็งตับเป็นโรคที่มีความรุนแรง การรักษาผู้ป่วยมะเร็งตับระยะสุดท้ายมักจะ

เป็นการรักษาแบบประคับประคองอาการ และมีโอกาสหายจากโรคน้อยกว่าการเริ่มรักษาตั้งแต่ระยะ

แรกเริ่ม ดังนั้นการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับอย่างแม่นย า และตรวจพบได้ตั้งแต่ระยะแรกของโรค จึงเป็น

ขั้นตอนส าคัญในการเพ่ิมโอกาสให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาเร็วขึ้น ปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ 

ประกอบไปด้วย การตรวจด้วยเทคนิคจ าลองภาพต่างๆ เช่น computerized tomography (CT) 

หรือ magnetic resonance imaging (MRI) ร่วมกับการตรวจวัดระดับ alpha-fetoprotein (AFP)  

ในเลือดของผู้ป่วย ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ (Biomarker) ของโรคมะเร็งตับที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย

ในคลินิก 

อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าโรคมะเร็งตับจะเป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลายและมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ

โรคนี้มาก การตรวจวินิจฉัยโรคด้วยวิธีข้างต้นยังไม่สามารถคัดกรองผู้ป่วยมะเร็งตับจากกลุ่มผู้ที่ไม่ได้

เป็นโรคมะเร็งตับได้อย่างมีประสิทธิภาพเท่าที่ควร ดังนั้น การศึกษาวิจัยเพ่ือหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ

ชนิดใหม่เพ่ือให้สามารถวินิฉัยโรคมะเร็งตับได้อย่างแม่นย าและจ าเพาะมากขึ้น  จึงเป็นปัจจัยส าคัญท่ี

จะท าให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่ถูกต้องและมีโอกาสหายขาดจากโรคได้ หนึ่งในตัวบ่งชี้ทางชีวภาพตัว

ใหม่ส าหรับโรคมะเร็งตับที่น่าสนใจคือ Sulfatase-2 (SULF2) ซึ่งพบว่ามีหน้าที่ทางชีวภาพในการ
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กระตุ้นให้เกิดการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ ร่วมกับการท างานของ glypican-3 (GPC3) และมีระดับ

การแสดงออกในเซลล์มะเร็งตับมากกว่าเซลล์ปกติ จากการศึกษาก่อนหน้าโดยการใช้  GPC3 เป็นตัว

บ่งชี้ทางชีวภาพของโรคมะเร็งตับนั้นยังมีข้อบกพร่อง คือมีความไวต่อโรค (sensitivity) ค่อนข้างต่ า

เมื่อเทียบกับ AFP ดังนั้น การศึกษาระดับการแสดงออกของ SULF2 ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับอาจพบตัว

บ่งชี้ทางชีวภาพชนิดใหม่ที่มีความไวและความแม่นย ามากกว่า GPC3 หรือ AFP อย่างไรก็ตามยังไม่มี

งานวิจัยก่อนหน้าที่ศึกษาการแสดงออกของ SULF2 ในเชิงประยุกต์เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของ

โรคมะเร็งตับ ดังนั้นงานวิจัยนี้จะศึกษาระดับการแสดงออกของ SULF2 และ GPC3 ในผู้ป่วยกลุ่มที่

เป็นมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับในประเทศ

ไทย เปรียบเทียบกับผู้ที่ไม่เป็นมะเร็งตับและประเมินว่า SULF2 และ GPC3 จะสามารถเป็นตัวบ่งชี้

ทางชีวภาพที่ดีของโรคมะเร็งตับได้หรือไม่ 

 

ค าถามงานวิจัย 

1. SULF2 และ GPC3 จะมีระดับการแสดงออกภายในบริเวณเซลล์มะเร็งตับมากกว่า

เซลล์ปกติหรือไม ่

2. SULF2 และ GPC3 ในเลือดจะสามารถเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ดีของโรคมะเร็งตับ

ไดห้รือไม่ 

 

วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือตรวจวัดระดับการแสดงออก SULF2 และ GPC3 บริเวณชิ้นเนื้อมะเร็งตับ

เปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อปกติบริเวณข้างเคียง 

2. เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณของ SULF2 และ GPC3 ทั้งระดับ mRNA และโปรตีนใน

ตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับและผู้ที่ไม่ได้เป็นโรคมะเร็งตับ 

3. เพ่ือระบุความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของ SULF2 และ GPC3 และลักษณะทาง

คลินิกของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ 
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สมมติฐาน 

1. ระดับการแสดงออกของ SULF2 และ GPC3 ภายในชิ้นเนื้อมะเร็งตับจะสูงกว่าชิ้น

เนื้อปกติบริเวณข้างเคียง 

2. ปริมาณ SULF2 และ GPC3 ในเลือดจะเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของมะเร็งตับที่

น่าเชื่อถือได้ 

 

แผนงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของ SULF2 และ GPC3 ในผู้ป่วย
โรคมะเร็งตับจากการติดไวรัสตับอักเสบบีและผู้ที่ไม่ได้เป็นมะเร็งตับ 

การศึกษา SULF2 และ GPC3 

ในตัวอย่างชิ้นเนื้อ 

การศึกษา SULF2 และ GPC3 

ในตัวอย่างเลือด 

การศึกษาการแสดงออกระดับ 
mRNA ของ SULF2 และ GPC3 

ด้วย เทคนิค Real-time PCR  

การศึกษาการแสดงออกระดับ 
mRNA ของ SULF2 และ GPC3

ด้วย เทคนิค Real-time PCR 

วิเคราะห์ผลการทดลองและความสัมพันธ์ของปริมาณ SULF2

และ GPC3 ในเลือดกับลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งตับ 

การศึกษาการแสดงออกระดับ
โปรตีน ของ SULF2 ด้วย  
เทคนิค Western blot 

การศึกษาการแสดงออกระดับ
โปรตีน ของ GPC3 และ SULF2 

ด้วยเทคนิค ELISA 
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ข้อตกลงเบื้องต้น 

ไม่มี 

 

ค าส าคัญ 

Hepatocellular carcinoma (HCC) 

Sulfatase 2 (SULF2) 

Glypican-3 (GPC3) 

Biomarker 

 

การให้ค านิยามเชิงปฏิบัติการที่ใช้ในการวิจัย  

Cycle threshold (Ct): จ านวนรอบการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง Real-time 

PCR ที่มีความเข้มแสงจาก sybergreen เท่ากับค่า threshold ที่ก าหนดไว้ 

 ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ: สารเคมีหรือสารชีวโมเลกุลบางชนิดที่สามารถตรวจวัดจากของเหลวจาก

ร่างกาย (body fluid) เช่น เลือด ปัสสาวะ และสามารถบ่งบอกถึงสภาวะร่างกาย ณ ช่วงเวลานั้นได้ 

 

ผลหรือประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1. ท าให้สามารถบ่งบอกความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกของ SULF2 และ  

GPC3 ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนในผู้ป่วยมะเร็งตับและผู้ที่ไม่ได้เป็นมะเร็งตับได้ 

2. ท าให้ทราบข้อมูลเกี่ยวกับการแสดงออกของ SULF2 และ GPC3 ซึ่งสามารถน าไป

ประยุกต์ใช้เป็นเพ่ือตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับได้ 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

1.  มะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma: HCC) 

มะเร็งตับชนิด HCC เป็นมะเร็งชนิดปฐมภูมิที่เกิดขึ้นภายในอวัยวะตับต าแหน่งแรก และไม่ได้

เกิดขึ้นจากการแพร่กระจายของมะเร็งจากอวัยวะอ่ืน มีอุบัติการณ์ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์เมื่อ

เปรียบเทียบกับโรคมะเร็ งตับชนิด อ่ืน ซึ่ ง ได้แก่  มะเร็ งท่อน้ าดีภายในตับ ( Intrahepatic 

cholangiocacinoma: ICC), hepatoblastoma และ angiosarcoma (1) โรคมะเร็งตับชนิด HCC 

นั้น นับเป็นมะเร็งที่มีอุบัติการณ์สูงเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก และมีอัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยสูงที่สุด

เมื่อเทียบกับมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ในปี 2017 มีการรายงานอุบัติการณ์โรคมะเร็งตับในประเทศไทยต่อปี

เท่ากับ 22 รายต่อประชากร 100,000 ราย และมีอัตราการเสียชีวิตต่อปี 21 รายต่อประชากร 

100,000 ราย (2) การเกิดโรคมะเร็งตับชนิดนี้มักจะเป็นอาการต่อเนื่องจากการเกิดความผิดปกติ

เรื้อรังภายในตับ คือ อาการตับอักเสบ การมีไขมันหรือพังผืดสะสมในตับ และตับแข็ง ซึ่งอาการ

ดังกล่าวข้างต้น มีสาเหตุจากปัจจัยเสี่ยงหลายประการ เช่น การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีหรือซี 

(Hepatitis B virus: HBV หรือ Hepatitis C virus: HCV) การบริโภคแอลกอฮอล์ปริมาณมาก และ

ต่อเนื่องเป็นเวลานาน (Alcoholic steatohepatitis:  ASH)  การได้รับเชื้อแอลฟลาทอกซิน 

(Aflatoxin) ภาวะไขมันเกินและคั่งสะสมในตับ (Non-alcoholic steatohepatitis: NASH) หรือ

ความผิดปกติทางพันธุกรรมต่างๆ  

กลไกการเกิดโรคมะเร็งตับนั้น สืบเนื่องมาจากการท างานผิดปกติของเซลล์ตับจากการประสบ

กับปัจจัยเสี่ยงข้างต้น ท าให้เซลล์ตับเหล่านี้เสียหายและเกิดการอักเสบตามมา เมื่อมีความเสียหาย

เกิดข้ึนที่ตับติดต่อกันเป็นระยะเวลานานมากกว่า 6 เดือน จะท าให้เซลล์ตับไม่สามารถซ่อมแซมตัวเอง 

(regeneration) ให้กลับเป็นปกติได้ และพัฒนาไปสู่โรคตับอักเสบเรื้อรัง หากยังไม่ได้รับการรักษาหรือ

หลีกเลี่ยงปัจจัยเสี่ยงต่างๆ จะท าให้ตับไม่สามารถคงรูปร่างเดิมได้ นอกจากนั้นจะมีการสร้างพังผืดขึ้น

แทนเนื้อเยื่อ ท าให้เซลล์ตับท างานได้น้อยลง สูญเสียความยืดหยุ่น เกิดโรคตับแข็ง และพัฒนาเป็น

โรคมะเร็งตับในท้ายที่สุด 
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ไวรัสตับอักเสบบี เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้โรคมะเร็งตับมากที่สุดในแถบทวีปเอเชีย รวมถึง

ประเทศไทย มีการรายงานว่าการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบียังคงเป็นปัญหาและปัจจัยเสี่ยงหลักที่

น าไปสู่การเกิดโรคมะเร็งตับมากที่สุด (1, 3) จากการศึกษาของธนกร ปรุงวิทยาและคณะ (4) พบว่าผู้

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจะเสี่ยงต่อมะเร็งตับมากกว่าผู้ที่ ไม่ได้ติดเชื้อ 223 เท่า และยังพบ

ความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนที่การระบาดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและโรคมะเร็งตับดังแสดงในรูปที่ 1 (5) 

ดังนั้น การระบาดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจึงสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งตับอย่างมาก ผู้ป่วยโรคติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบบีจึงจัดอยู่ในกลุ่มเสี่ยงที่จ าเป็นต้องมีการตรวจคัดกรองโรคมะเร็งตับที่เกิดจากเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบี (HBV-related HCC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1: พื้นที่อุบัติการณ์การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและโรคมะเร็งตับชนิด HCC ทั่วโลก (5) 

 

2.   ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus: HBV) 

ไวรัสตับอักเสบบีจัดอยู่ใน Hepadnaviridae family มีลักษณะเป็น DNA ของไวรัสแบบสาย

คู่ไม่สมบูรณ์ (partially double-stranded DNA virus) ดีเอ็นเอของไวรัสตับอักเสบบี (HBV DNA) 

จึงมีลักษณะเป็นสายลบและสายบวก โดยสายบวกจะมีความยาวไม่แน่นอน ในขณะที่สายลบจะมี

ขนาด 3,200 นิวคลีโอไทด์และแบ่งออกเป็น 4 open reading frames (ORFs) ดังนี้ (6) 

 I.   S ORF: เป็นส่วนที่เมื่อผ่านกระบวนการแปลรหัส (translation) จะสังเคราะห์โปรตีน

บริเวณผิวนอกของไวรัส (hepatitis B surface) 
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 II.   P ORF: ส่วนที่สร้างเอนไซม์ polymerase ซึ่งส าคัญต่อการเพ่ิมจ านวนของไวรัสและเป็น

เป้าหมายของยารักษาโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิด Nucleo(t)side analog  

 III.   C ORF: ส่วนที่สร้างโปรตีนส่วนแกน (core protein) ของไวรัส 

 IV.   X ORF: ส่วนที่สร้าง X protein กลไกการท างานของ X protein ยังไม่เป็นที่ทราบแน่

ชัด แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาวิจัยในปัจจุบันพบว่าโปรตีนชนิดนี้จะเกี่ยวข้องกับความรุนแรงของโรค

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการพัฒนาไปสู่โรคมะเร็งตับ (7-9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ 2: โครงสร้างของดีเอ็นเอสายบวกและลบของ HBV DNA บนสายลบประกอบด้วย S 

ORF (ชมพู), P ORF (ด า), C ORF (ฟ้า) และ X ORF (เขียว) (10) 

 

 ทั้ง 4 ORFs จะมีลักษณะซ้อนทับกันบางส่วน (overlap) และมีต าแหน่งเชื่อมต่อกับสายบวก

บริเวณ direct repeat (DR) นอกจากนี้ HBV DNA โครงสร้างของไวรัสตับอักเสบบียังประกอบด้วย

เยื่อหุ้ม nucleocapsid และโปรตีนส่วนแกน ปัจจุบันกลไกและการด าเนินโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

บีได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวาง เช่นเดียวกับการพัฒนายารักษาโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดใหม่ 

องค์การอนามัยโลก (WHO) จึงตั้งเป้าหมายว่าจะก าจัดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีให้หมดไปภายในปี ค.ศ. 

2030 (11) 
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3.   ระยะของโรคมะเร็งตับและแนวทางการรักษา 

โรคมะเร็งตับโดยธรรมชาติจะมีการด าเนินโรคไปสู่ระยะรุนแรงในระยะเวลาสั้นๆ และไม่มี

อาการบ่งชี้ชัดเจนในผู้ป่วยระยะเริ่มต้น ส่งผลให้การตรวจพบโรคมะเร็งตับมักจะพบในผู้ป่ วยที่มี

อาการค่อนข้างรุนแรงและจัดอยู่ในระยะท้ายๆ ของโรค ระยะอาการของผู้ป่วยในช่วงเวลาที่ตรวจพบ

โรคมะเร็งตับจะสัมพันธ์กับทางเลือกในการรักษา จากหลักเกณฑ์การแบ่งระยะผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ

และแนวทางการรักษาแบบ Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) ซึ่งเป็นเกณฑ์ที่ได้รับการ

ยอมรับและใช้ในการอ้างอิงแนวทางรักษากันอย่างแพร่หลาย (12, 13) จะแบ่งผู้ป่วยออกเป็น 4 กลุ่ม 

ดังนี้ (14) 

I. กลุ่ม very early stage (0) และ early stage (A) เป็นผู้ป่วยในระยะเริ่มต้น มีก้อนเนื้อ

ไม่เกิน 3 ก้อน ขนาดเล็กกว่า 3 เซนติเมตร อวัยวะตับยังสามารถท างานได้อย่างปกติ 

ผู้ป่วยในกลุ่มนี้มีแนวโน้มจะหายขาดจากโรคได้ด้วยการรักษาแบบการผ่าตัด (surgical 

resection) การปลูกถ่ายอวัยวะตับ (liver transplantation) หรือการผ่าตัดด้วยคลื่น

ความถี่วิทยุ (ablation) 

II. กลุ่ม intermediate stage (B) คือ กลุ่มผู้ป่วยที่มีก้อนเนื้อขนาดใหญ่หลายก้อนภายใน

ตับ แต่ยั ง ไม่พบกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่  (angiogenesis)  หรือ การ

แพร่กระจายของก้อนเนื้อไปสู่อวัยวะอ่ืน (metastasis) ตับยังสามารถท างานได้อย่าง

ปกติและยังไม่แสดงอาการบ่งชี้ที่เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็ง ผู้ป่วยในระยะนี้จะได้รับการ

รักษาด้วยวิธี Transarterial chemoembilization (TACE) 

III. กลุ่ม advanced stage (C) ผู้ป่วยกลุ่มนี้จะพบการกระจายของก้อนเนื้อไปยังอวัยะอ่ืนๆ 

พบกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่เพ่ือหล่อเลี้ยงก้อนเนื้อภายในตับ ผู้ป่วยจะแสดง

อาการผิดปกติที่บ่งชี้ถึงโรคมะเร็ง ปัจจุบัน ผู้ป่วยกลุ่มนี้มักจะรักษาด้วยยา sorafenib 

ซึ่งเป็นการรักษาที่ช่วยเพิ่มระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยได้เพียงอย่างเดียว 

IV. กลุ่ม terminal stage (D) หรือผู้ป่วยระยะสุดท้าย ในระยะนี้ อวัยวะตับของผู้ป่วยจะไม่

สามารถคงสภาพการท างานแบบปกติได้ มีอาการบ่งชี้ของโรคมะเร็งอย่างชัดเจน แนว

ทางการรักษาผู้ป่วยในระยะสุดท้ายจะมีน้อยและมีโอกาสหายค่อนข้างต่ า การรักษาจึง

เป็นไปอย่างประคับประคองเพ่ือให้ผู้ป่วยมีคุณภาพชีวิตที่ดีที่สุด (19) 
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รูปที่ 3: แผนภูมิหลักเกณฑ์การแบ่งระยะของโรคมะเร็งตับ HCC แบบ BCLC รวมถึงแนวทางการ

รักษา (19) 

 

จากข้อมูลดังกล่าวจะพบได้ว่า หากการวินิจฉัยพบโรคมะเร็งตับในระยะท้ายจะส่งผลให้

ทางเลือกในการรักษาน้อยและโอกาสหายขาดต่ า ดังนั้น การวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในช่วงระยะแรกเริ่ม

จึงมีความส าคัญมาก เพ่ือเพ่ิมทางเลือกในการรักษา รวมถึงเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็ง

ตับชนิด HCC อีกด้วย 

 

4.   การวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ 

การตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งตับมักจะท าในกลุ่มผู้มีความเสี่ยง เช่น กลุ่มผู้ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบบี หรือกลุ่มผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของตับเรื้อรัง โดยจะตรวจวินิจฉัยด้วยการประเมินการ

ท างานของตับและปริมาณ AFP ร่วมกับเทคนิคการสร้างภาพอวัยวะ (imaging test) เช่น การใช้คลื่น

แม่เหล็ก การตรวจด้วยคลื่นอัลตร้าซาวด์ และสามารถยืนยันการวินิจฉัยได้ด้วยการตรวจทางรังสีวิทยา 

(15) แต่เทคนิคเหล่านี้อาจเกิดข้อผิดพลาดได้ในกรณีที่ก้อนมีขนาดเล็กมากหรือสภาพร่างกายของ

ผู้ป่วยไม่เอ้ือต่อการตรวจ เช่น มีขนาดตับเล็กหรือมีรูปร่างอ้วน (16) อย่างไรก็ตามหากการตรวจด้วย

รังสียังไม่สามารถให้ผลได้แน่ชัด การตรวจวินิจฉัยจะท าได้โดยการเจาะชิ้นเนื้อตับไปตรวจสภาพทาง

พยาธิวิทยาด้วยการตรวจทาง histopathology ซึ่งการเจาะชิ้นเนื้อตับไปตรวจเป็นการตรวจแบบ
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รุกรานผู้ป่วย (invasive test) จึงมีความพยายามในการพัฒนาเทคนิคตรวจวินิจฉัยใหม่เพ่ือเพ่ิมความ

แม่นย า และไม่เป็นการรุกรานผู้ป่วยอีกทางหนึ่ง (non-invasive test) 

ปัจจุบันการวินิจฉัยแบบไม่รุกรานผู้ป่วย จะตรวจจากปริมาณสารบ่งชี้ชีวภาพของโรคมะเร็ง 

(tumor biomarker) จากตัวอย่างเลือดของผู้ป่วย ในกรณีโรคมะเร็งตับชนิด HCC นั้น จะใช้ระดับ

การแสดงออกของ AFP เป็นหลัก แต่การใช้ AFP นั้นก็ยังมีข้อเสียหลายประการ  (17) จากการศึกษา

พบว่ามี false negative ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับโดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วยระยะเริ่มต้นมากถึ ง 40 

เปอร์เซ็นต์ และในผู้ป่วยระยะรุนแรง 15-30 เปอร์เซ็นต์ (18) นอกจากนั้นยังมีข้อจ ากัดอ่ืน ได้แก่ 

กรณีที่มีสภาวะตั้งครรภ์หรือผู้ป่วยโรคตับทั่วไป ปริมาณ AFP จะสูงกว่าปกติแม้ว่าจะไม่ได้เป็น

โรคมะเร็งตับ HCC เลยก็ตาม (19) ดังนั้น จึงมีงานวิจัยมากมายเพ่ือค้นหาและพัฒนาสารบ่งชี้ชีวภาพ

ที่จ าเพาะและมีความไวในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับในผู้ป่วยระยะเริ่มต้นเพ่ือให้การรักษาเป็นไปอย่างมี

ประสิทธิภาพมากขึ้น (20-22)  

 

5.   Alpha-fetoprotein (AFP) 

 Alpha-fetoprotein หรือ AFP เป็น glycoprotein ชนิดหนึ่งที่จะมีการแสดงออกภายใน

เซลล์ตับและเซลล์ชั้น endoderm ของ yolk sac ในช่วงระยะการพัฒนาของตัวอ่อนภายในครรภ์ 

และจะลดการแสดงออกลงภายหลังการคลอด ในสภาวะร่างกายปกติ ปริมาณของโปรตีนชนิดนี้

ภายในเลือดจะเท่ากับ 20 ng/ml แต่ในสภาวะที่เกิดความผิดปกติของตับ ปริมาณ AFP จะสูงขึ้น เช่น 

การเกิดตับแข็งหรือตับอักเสบ ในกรณีที่มีอาการของโรคมะเร็งตับ HCC ระดับโปรตีน AFP จะเพ่ิมขึ้น

มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับอาการผิดปกติดังกล่าวข้างต้น ซึ่งจะมีปริมาณมากกว่า 400 ng/ml (16) 

ซึ่งปริมาณ AFP จะแปรผันตรงกับขนาดของก้อนเนื้อ นอกจากนั้นยังสามารถตรวจพบ AFP ได้

ปริมาณมากในกลุ่มหญิงตั้งครรภ์ หรือการเกิด yolk sac tumor (23) และจากข้อมูลดังกล่าว จึงท า

ให้ AFP มีความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ต่อโรคมะเร็งตับไม่มากนัก 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วยโรค HCC ที่มีก้อนเนื้อขนาดเล็ก ดังนั้น จึงมีการศึกษาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ

อ่ืนๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยมากขึ้น เช่น การศึกษาอนุพันธ์ของ AFP ชนิด  Lens 

culinaris-agglutinin-reactive fraction หรือ AFP-L3 พบว่ามีความจ าเพาะต่อโรค HCC และมี

ความไวสูงแม้ในภาวะที่มีปริมาณ AFP น้อยกว่า 10 ng/ml (24) insulin-like growth factor, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11 

vascular endothelial growth factor, des- gamma- carboxy prothrombin ( DCP)  แ ล ะ 

glypican-3 เป็นต้น (25)  

 

6.   Sulfatase-2 (SULF2) 

 SULF2 เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Sulfatase ซึ่งประกอบด้วย Sulfatase-1 (SULF1) และ SULF2 

ซึ่งเอนไซม์ในกลุ่มนี้จะมีบทบาทในการควบคุมสภาวะการตัดหมู่ซัลเฟต (desulfation) จากสับเสตรท 

(substrate) ที่จ าเพาะ ส่งผลให้สับสเตรทนั้น มีรูปแบบการเติมหมู่ซัลเฟต (sulfation state) 

เปลี่ยนแปลงไป โมเลกุลที่ SULFs นี้สามารถเข้าท าปฏิกิริยาได้ ได้แก่  1) โมเลกุลในกลุ่ม cytosolic 

steroids เช่น ฮอร์โมน 2) complex cell-surface carbohydrates จ าพวก glucosaminoglycan 

(GAGs) หรือ heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) (26) รูปแบบการเติมหมู่ซัลเฟตบนโมเลกุล

เหล่านี้จะส าคัญต่อการเข้าจับกับโมเลกุลอ่ืน โดยเฉพาะอย่างยิ่งโมเลกุล HSPGs กับ โมเลกุลลิแกนด์

ของวิถีส่งสัญญาณ (signaling pathway) ต่าง ๆ เนื่องจากสภาพขั้วเปลี่ยนไปจากการขาดหายของ

ประจุลบจากหมู่ซัลเฟต โมเลกุล Heparan sulfate glycosaminoglycans (HSPGAGs) คือ cell-

surface and extracellular matrix (ECM) macromolecules ประกอบด้วย โปรตีนแกนกลาง 

(core protein) ซึ่งเกาะติดกับสาย HSPGAGs สามารถจ าแนกได้หลายชนิดตามโครงสร้างของโปรตีน

แกนกลาง เช่น Glypicans, Syndecans และ Perlecans ชนิดของ HSPGAGs ที่พบได้มากที่สุดบน

ผิวเซลล์ คือ Glypicans (27) จากการศึกษาเกี่ยวกับวิถีการเจริญเติบโตของเซลล์พบว่า โมเลกุล 

HSGAGs ส าคัญกับการกระตุ้นวิถีเหล่านี้ โดยสามารถจับกับลิแกนด์บางชนิดที่บริเวณ heparin 

sulfate (HS) chain ได้ เรียกว่า HSPG-bound proteins ได้แก่ vascular endothelial growth 

factor (VEGE), Wnt และ fibroblast growth factor (FGF) ท าให้ลิแกนด์เหล่านี้ไม่ถูกย่อยสลาย

และเพ่ิมปริมาณลิแกนด์ ณ บริเวณใกล้เคียงกับตัวรับจ าเพาะ (Receptor) ดังแสดงในรูปที่ 5 ซึ่งท าให้

เกิดการกระตุ้นวิถีส่งสัญญาณได้ดีขึ้น หมู่ซัลเฟตที่ส าคัญต่อการท างานของ HSPGAGs ได้แก่ต าแหน่ง 

N-, 3-O, 6-O ของหมู่ glucosamine และ 2-O ของ iduronic acid เอนไซม์ SULF1 และ SULF2 

จะเกิดปฏิกิริยาเฉพาะบริเวณ 6-O บนอนุพันธ์น้ าตาล glucosamine ผลจากการเปลี่ยนแปลงจ านวน

และต าแหน่งหมู่ซัลเฟตบนโมเลกุลเหล่านี้ ท าให้ความสามารถในการจับกันระหว่าง HPSGAGs และลิ

แกนด์ควบคุมวิถีการส่งสัญญาณต่างๆ ลดลง การส่งสัญญาณในวิถีจึงเปลี่ยนไปด้วย (28) 
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รูปที่ 4: โครงสร้างและตัวอย่างกลุ่มของ HSPGAGs โดย Glypican และ Syndecan จะเป็นชนิดที่

พบมากท่ีสุด (27) 

รูปที่ 5: การเข้าจับของลิแกนด์บน HSGAGs ท าให้มีปริมาณลิแกนด์มากพอในการกระตุ้นวิถีสัญญาณ

ผ่านตัวรับจ าเพาะ (27) 

  

แม้ว่า SULF1 และ SULF2 จะมีโครงสร้างและการท างานที่คล้ายกันในเซลล์ทั่วไป (29, 30) 

แต่กลับส่งผลต่อเซลล์มะเร็งต่างกัน การศึกษาในเซลล์มะเร็งหลายชนิด  พบว่า SULF1 ท าหน้าที่ใน

การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง (tumor suppressor) ผ่านการยับยั้งการเข้าจับกันระหว่าง 

HSPG-bound proteins ดังกล่าวกับสาย HSGAGs ที่ท าหน้าที่ เป็นตัวร่วมรับสัญญาณจ าเพาะ 

(coreceptor) (31, 32)  แตก่ารท างานของ SULF2 จะกระตุ้นการเจริญของเซลล์มะเร็ง (oncogenic 

effect) ผลกระทบจากกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองภายในเซลล์มะเร็งตับจะสอดคล้องกับผลการศึกษา

ในมะเร็งอื่น กล่าวคือ SULF1 นั้น จะส่งผลยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งตับและลดความรุนแรงของ

โรคลงได้ และจะมีระดับการแสดงออกลดลงในเซลล์มะเร็งตับเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติ (33, 34)  
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ส าหรับ SULF2 จากการศึกษาแบบ in vitro ในเซลล์ชนิด Hep3B พบว่า SULF2 มีความ

เกี่ยวข้องกับการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ โดย Hep3B ที่มีการแสดงออกของ SULF2 นั้น มีการ

เจริญเติบโต, การเพ่ิมจ านวน และการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งมากกว่า Hep3B ที่ไม่มีการแสดงออก

ของ SULF2 เนื่องจาก SULF2 สามารถกระตุ้นวิถีส่งสัญญาณ FGF ผ่านการเพ่ิมระดับการแสดงออก

ของ GPC3 นอกจากนั้น ในบริเวณชิ้นเนื้อมะเร็งตับมีการแสดงออกของ SULF2 ในระดับ mRNA 

มากกว่าชิ้นเนื้อตับปกติ 57 เปอร์เซ็นต์ (35) การศึกษาในปี 2010 พบความสัมพันธ์ระหว่าง SULF2 

และโรคมะเร็งตับชนิด HCC เพ่ิมเติม โดยพบว่า SULF2 จะกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับ

ได้มากขึ้นผ่านการเพ่ิมจ านวนลิแกนด์ Wnt และกระตุ้นการส่งสัญญาณของวิถี Wnt/beta-catenin 

pathway โดยอาศัยโปรตีน GPC3 ช่วยในการรับสัญญาณ (28) ซึ่งเอนไซม์ SULF2 จะปรับเปลี่ยน

รูปแบบการเติมหมู่ซัลเฟตบนสาย HS ของ GPC3 ท าให้ความสามารถในการกักเก็บลิแกนด์ (ligand 

storage site) ลดลง ดังนั้นจึงเพ่ิมประสิทธิภาพการจับของลิแกนด์กับตัวรับสัญญาณที่อยู่ใกล้เคียงให้

ดีขึ้นได้ จากการศึกษาข้างต้น จึงเป็นที่น่าสนใจว่า การแสดงออกของ SULF2 จะสัมพันธ์กับการ

แสดงออกของ GPC3 ในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งตับชนิด HCC หรือไม่ และหากสัมพันธ์กัน การแสดงออก

ของทั้งสองจะสามารถน าไปพัฒนาเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพแบบไม่รุกรานได้หรือไม่ 

ด้วยกลไกการท างานดังกล่าวของ SULF2 จึงมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับการแสดงออกของ 

SULF2 และโรคมะเร็งชนิดต่าง ๆ พบว่า SULF2 มีบทบาทเกี่ยวข้องกับโรคมะเร็งเต้านม (36) มะเร็ง

กล่องเสียง (37) มะเร็งตับอ่อน (38) ซึ่ง SULF2 จะมีการแสดงออกมากขึ้นในบริเวณตัวอย่างเนื้อเยื่อ

ที่เป็นมะเร็งดังกล่าวข้างต้นเปรียบเทียบกับบริเวณเนื้อเยื่อปกติ เช่นเดียวกับการศึกษาในโรคมะเร็ง

ปอดที่นอกจากจะพบการแสดงออกในตัวอย่างชิ้นเนื้อแล้ว ยังตรวจพบ SULF2 ในเลือดส่วนพลาสมา

ของผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดสูงกว่าผู้มีสุขภาพดี และเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการพยากรณ์โรคมะเร็ง

ปอดท่ีน่าสนใจอีกด้วย (39) 
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รูปที่ 6: กลไกการท างานของ SULF2 ที่กระตุ้น
วิถี Wnt/beta-catenin pathway ผ่านการ
ท างานของ GPC3 (28) 
 

 

 

 

 

 

7.   Glypican-3 (GPC3) 

Glypican-3 (GPC3)  เป็นหนึ่ ง ในสมาชิกของ glypican family ซึ่ งมีทั้ งหมด 6 ชนิด 

ประกอบด้วย glypican-1 ถึง glypican-6 มักจะพบอยู่บนผิวของเซลล์ (surface proteins) จัดอยู่ใน

ประเภท HSPGs สามารถยึดเกาะกับผิวเซลล์ได้ด้วย glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) linkage 

(40) นอกจากนั้นยังมีต าแหน่งอนุรักษ์ในการเติมสาย glycosaminoglycan (GAG) บริเวณใกล้เคียง

กับบริเวณยึดเกาะกับผิวเซลล์อีกด้วย (41) 

โปรตีน GPC3 มีความยาว 580 กรดอะมิโน มีน้ าหนัก 70 กิโลดาลตัน โปรตีนชนิดนี้จะมี

ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ชนิด Furin ที่บริเวณ Arg358 และ Cys359 เมื่อมีการท างานของ

เอนไซม์ชนิดนี้ โปรตีน GPC3 จะแบ่งออกเป็นสองส่วน คือ N-terminal subunit และ C-terminal 

subunit ซึ่งมีน้ าหนัก 40 และ 30 กิโลดาลตันตามล าดับ ทั้งสองส่วนนี้จะยึดกันไว้ด้วยพันธะ 

disulfide bond ท าให้ GPC3 มีลักษณะเป็น heterodimer และแสดงออกในรูปแบบนี้ที่ผิวเซลล์ดัง

แสดงในรูปที่ 4 (41) GPC3 สามารถถูกตัดบริเวณ GPI ที่ใช้ในการยึดเกาะกับเซลล์ และออกสู่ระบบ

ไหลเวียนนอกเซลล์ได้ด้วยกลไกหลายแบบ เช่น การตัดด้วยเอนไซม์ Notum ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ 

lipase เป็นต้น (41) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=2967616_nihms222467f8.jpg
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รูปที่ 7: โครงสร้างของ GPC3 

A) โครงสร้างของโปรตีน glypican-1 ถึง glypican-6  (41) 
               B) โครงสร้างจ าลองของ glypican-3 บนผิวเซลล์ (42) 

 
GPC3 เป็น oncofetal protein ชนิดหนึ่ง สามารถกระตุ้นการส่งสัญญาณไปยังวิถีควบคุม

การเจริญเติบโตของเซลล์ (proliferation) จึงท าให้ GPC3 มีบทบาทส าคัญในช่วงการพัฒนาของตัว

อ่อน (development stage) จากการศึกษาของ Bibiana V. I. และคณะในปี 2008 พบว่ามีการ

แสดงออกของ GPC3 ในหลายอวัยวะของตัวอ่อนมนุษย์ในช่วงการพัฒนารวมถึงอวัยวะตับด้วย (43) 

อย่างไรก็ตาม จะพบการแสดงของโปรตีนชนิดนี้ในตับของตัวอ่อนเท่านั้น และจะไม่พบเมื่อเจริญเข้าสู่

วัยผู้ใหญ่ที่มีสภาวะร่างกายปกติ  

กลไกการกระตุ้นให้เกิดการเจริญของเซลล์จาก GPC3 คือการช่วยจับลิแกนด์หรือสารเคมีส่ง

สัญญาณ (chemokine) บางชนิดที่สาย HS ให้สารสามารถเข้าจับกับตัวรับสัญญาณ (receptor) ที่

เหมาะสมกับสัญญาณเหล่านั้นได้ดียิ่งขึ้น เมื่อเกิดการเข้าจับระหว่างตัวรับและตัวสัญญาณแล้ว จะ

กระตุ้นตัวส่งสัญญาณตัวอ่ืน ๆ ถัดไปในวิถีการส่งสัญญาณนั้น ให้ท างานต่อไป วิถีเหล่านั้นได้แก่ 

Wnt/beta-catenin pathway, fibroblast growth factor (FGF) pathway, hedgehog pathway 

ซึ่งเก่ียวกับกระบวนการเจริญเติบโตของเซลล์ (44, 45) 

 

(A) (B) 
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รูปที่ 8: กลไกการท างานของ GPC3 ในการกระตุ้นวิถี Wnt/beta-catenin pathway ด้วยคุณสมบัติ
ในการช่วยดักจับตัวส่งสัญญาณให้สามารถจับกับตัวรับสัญญาณได้ดีขึ้น (A) หรือมีการท างานร่วมกับ 

SULF2 เพ่ือให้เกิดการรับและส่งสัญญาณในกรณีท่ีตัวรับสัญญาณอยู่ห่างออกไป (B) (45) 
 

จากการศึกษาของ Hsu H.C. และคณะในปี 1997 ได้ค้นพบเป็นครั้งแรกว่า มีการแสดงออก

ของ GPC3 ในระดับ mRNA ที่บริเวณเซลล์ตับที่เป็นมะเร็งมากถึง 74.8 เปอร์เซ็นต์และพบการ

แสดงออกภายในเซลล์ตับปกติเพียง 3.2 เปอร์เซ็นต์ (46) นอกจากนั้นยังมีการศึกษาวิจัยอ่ืนที่ค้นพบ

ความสัมพันธ์ระหว่าง GPC3 และโรคมะเร็งตับในทิศทางเดียวกับการศึกษาข้างต้น (47) ดังนั้น GPC3 

จึงเป็นที่สนใจและมีการศึกษาวิจัยในวงกว้างเพ่ือน ามาพัฒนาเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของโรคมะเร็งตับ

ชนิด HCC และการศึกษาเชิงเปรียบเทียบในเนื้อเยื่อมะเร็งตับและในซีรั่ม พบว่าระดับโปรตีน GPC3 

เป็นไปในทิศทางเดียวกันโดย Capurro M. และคณะในปี 2003 ได้ศึกษาการแสดงออกของ GPC3 ใน

ระดับ โปรตีน ในตั วอย่ า งชิ้ น เนื้ อมะเร็ งตั บและในซี รั่ มของผู้ ป่ วย โ รค HCC ด้ วย เทคนิ ค 

immunohistochemistry (IHC) และ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) พบว่า 

GPC3 แสดงออกในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ 72 เปอร์เซ็นต์ และไม่สามารถตรวจพบ GPC3 ในตัวอย่างชิ้น

เนื้อตับจากผู้ป่วยโรคตับชนิดอื่น หรือผู้มีสุขภาพดี ซึ่งมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับระดับ GPC3 ในซีรั่มที่

ตรวจพบได้ 53 เปอร์เซ็นต์ในผู้ป่วยโรค HCC และไม่พบในซีรั่มของผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบหรือผู้

มีสุขภาพดี (48) เช่นเดียวกับการแสดงออกระดับ mRNA ของ GPC3 ในเลือด (49) โปรตีนชนิดนี้จึง

สามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพแบบไม่รุกรานได้ (50-52) 
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 ในการศึกษา GPC3 ในฐานะตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของมะเร็งตับ จะแบ่งออกเป็นตัวบ่งชี้ทาง

ชีวภาพในการวินิจฉัยโรค (diagnosis biomarker) และ ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการพยากรณ์โรค 

(prognosis biomarker) ซึ่งในการพยากรณ์โรคการศึกษาส่วนมากจะพบว่า GPC3 สัมพันธ์กับความ

รุนแรงของโรคมะเร็งตับ ระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยลดลง หรือเป็นตัวพยากรณ์ที่ไม่ดี (poor 

prognosis) (53, 54) 

ประสิทธิภาพการวินิจฉัยโรคโดยใช้ GPC3 เป็นตัวบ่งชี้เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ AFP ซึ่ง

ลักษณะเป็น oncofetal protein เช่นเดียวกัน พบว่ามีจุดด้อย คือ มีเปอร์เซ็นต์ความไวต่ ากว่า แต่

อย่างไรก็ตาม จุดเด่นของ GPC3 คือ มีความเฉพาะเจาะจงต่อโรคสูงกว่า และจากการศึกษาในกลุ่ม

ประชากรโรคอ่ืน ๆ เปรียบเทียบกับโรค HCC พบว่า GPC3 มีความจ าเพาะต่อชนิดของโรคมาก โดย

พบการแสดงออกสูงขึ้นอย่างมีนัยยะส าคัญในโรคมะเร็งตับเพียงอย่างเดียวเมื่อเปรียบเทียบกับผู้มี

สุขภาพปกติ ผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับเรื้อรัง (chronic hepatitis) โรคตับแข็ง (liver cirrhosis) และ

โรคมะเร็งอื่น ได้แก่ มะเร็งท่อน้ าดีภายในตับและมะเร็งแพร่กระจาย (metastatic carcinoma: MCA) 

(55) หรือการศึกษาในตัวอย่างชื้นเนื้อที่เป็นโรคมะเร็งตับ HCC เปรียบเทียบกับมะเร็งท่อน้ าดีภายใน

ตับ และมะเร็งตับร่วมกับท่อน้ าดี (combined hepatocellular and cholangiocarcinoma: CHC) 

จากการศึกษาด้วย immunohistochemistry พบว่า GPC3 จะแสดงออกสูงขึ้นอย่างมีนัยยะส าคัญ

เฉพาะบริเวณที่เป็นมะเร็งตับชนิด HCC เท่านั้น (56) GPC3 จึงสามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทาง

ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพได้ แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องจาก GPC3 มีความไวต่อโรคต่ า จึงต้องใช้ร่วมกับตัว

บ่งชี้ทางชีวภาพชนิดอ่ืน เพ่ือพัฒนาให้มีความไวมากขึ้น และสามารถใช้ในการวินิจฉัยได้แม่นย าขึ้น 

เนื่องด้วยลักษณะเด่นของ GPC3 ที่มีความจ าเพาะต่อโรคสูง ปัจจุบันจึงมีการศึกษาใช้ GPC3 เป็น

โมเลกุลเป้าหมาย (molecular target) ในการรักษาโรคมะเร็งตับ (57, 58) 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้จะมีรูปแบบการวิจัยแบบ case-control study และได้ผ่านการพิจารณา

จริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย เลขที่อ้างอิง IRB No. 725/60 

 

อุปกรณ์ เครื่องมือและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

1. Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 

2. Centrifuge (Hettich, Germany) 

3. Electrophoresis chamber (Biorad, USA) 

4. Force Mini (Lio Lab International, Korea) 

5. Freezer -20ºC (Sanyo, Japan) 

6. Freezer -80ºC (Panasonic, Japan) 

7. Gel documentation system (Biorad, USA) 

8. Hot plate stirrer (JLab technology, USA) 

9. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (Axygen, USA) 

10. Microwave (Electrolux, Sweden) 

11. Multichannel autopipette (Eppendoff, Germany) 

12. Multiskan GO microplate spectrometer (Thermo scientific, USA) 

13. Nanodrop spectrometer (Thermo scientific, USA) 

14. Orbital shaker (Dragonlab, China)  

15. PCR ThermoCycler (Eppendoff, Germany) 

16. PCR tube ขนาด 0.2 ml (Axygen, USA) 
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17. Pipette tip ขนาด 10 µl, 200 µl และ 1000 µl (Axygen, USA) 

18. Polypropylene conical tube ขนาด 15 และ 50 ml (Fisher scientific, USA) 

19. qPCR 8-strips with attached flat caps (Kirgen, USA) 

20. Reagent bottle ขนาด 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1000 ml (Schott 

Duran, Germany) 

21. Semi-dry transfer cell (Biorad, USA) 

22. StepOnePlus Real-time PCR System (Applied Biosystems, USA) 

23. Thermo shaker incubator (Hangzhou MIU Instruments, China) 

24. Vortex mixer (Scientific industries, USA) 

 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัด RNA (Total RNA extraction) จากตัวอย่างเลือด 

1. Guanidium Thiocyanate (GTC) (Merck, Germany) 

2. N-lauryl sarcosine sodium salt (Merck, Germany) 

3. Beta-mercaptoethanol (Merck, Germany) 

4. Sodium acetate (Merck, Germany) 
5. Phenol (Amresco, USA) 

6. Chloroform (Amresco, USA) 

7. Isoamyl alcohol (Merck, Germany) 

8. Isopropanol (Merck, Germany) 

9. Glycogen (Amresco, USA) 

10. Ethanol (Merck, Germany) 

11. DNase I (Thermo scientific, USA) 

12. Water-DEPC treated (Biobasic science, Canada) 

 

สารเคมีที่ใช้สกัด RNA และโปรตีนจากตัวอย่างชิ้นเนื้อ 

1. TRIzol™ Reagent (Thermo scientific, USA) 

2. Phenol (Amresco, USA) 
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3. Chloroform (Amresco, USA) 

4. Ethanol (Merck, Germany) 

5. DNase I (Thermo scientific, USA) 

6. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Biobasic science, Canada) 

 

สารเคมีที่ใช้ในเทคนิค RT-PCR 

1. RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo scientific, USA) 

2. QPCR Green Master Mix HRox kit (Biotechrabbit, Germany) 

3. SULF2, GPC3 และ Beta-globin primers (Integrated DNA Technologies, 

USA) 

4. Distilled water 

 

สารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ตัวควบคุมเชิงบวกของการตรวจวัดระดับ mRNA 

1. Taq DNA Polymerase recombinant kit (Biotechrabbit, Germany) 

2. Reaction buffer (Cat No.BR0100101, Biotechrabbit, Germany) 
3.  MgCl2 (Biotechrabbit, Germany) 
4. dATP, dCTP, dGTP, DTTP (Thermo Scientific, USA) 
5. Agarose (Vivantis, USA) 

6. RedSafe Nucleic acid staining solution (Intron biotechnology, Korea) 

7. DNA ladder (Genedirex, USA) 

8. TA vector (RBC bioscience, Taiwan) 

9. T4 DNA ligase (Thermo scientific, USA) 

10. Escherichia coli strain JM109 (RBC bioscience, Taiwan) 

11. Yeast extract (Himedia, India) 

12. Tryptone (Himedia, India) 

13. Sodium chloride (NaCl) (Merck, Germany) 

14. Agar (Himedia, India) 
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15. Isopropyl beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (Amresco, USA) 

16. X-Gal (Amresco, USA) 

17. Ampicillin (Amresco, USA) 

18. QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, USA) 

19. Plasmid extraction kit (RBC bioscience, Taiwan) 

20. M13 primer (RBC bioscience, Taiwan) 

 

สารเคมีที่ใช้ในเทคนิค Western blot 

1. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Biobasic science, Canada) 

2. Bicinchoninic acid (BCA) assay (Merck, Germany) 

3. 40% Bis-acrylamide solution (Himedia, India) 

4. Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Himedia, India) 

5. Ammonium persulfate (Himedia, India) 

6. Bovine serum albumin (Capricon scientific, Germany) 

7. Tris, Free base (Himedia, India) 

8. Phosphate buffered saline (PBS) (Amresco, USA) 

9. Protein ladder (Genedirex, USA) 

10. Leammli buffer (Himedia, India) 

11. Ponceau S (Merck, Germany) 

12. Skim milk (Himedia, India) 

13. Tween-20 (Vivantis, USA) 

14. Human Sulfatase-2/SULF2 Antibody (R&D systems, USA) 

15. Anti-beta Actin antibody (Abcam, USA) 

16. Rabbit Anti-Mouse IgG H&L (HRP) secondary antibody (Abcam, USA) 

17. Entry-level peroxidase substrate (ECL) (GE healthcare, USA) 

18. Methanol (Merck, Germany) 

19. Acetic acid (Merck, Germany) 
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20. Coomassie brilliant blue G-250 (Biobasic science, Canada) 

 

ชุดน้ ายาส าเร็จที่ใช้ในเทคนิค ELISA   

1. Human SULF2 ELISA kit (Biomatik, USA) 

2. Quantikine Human GPC3 ELISA kit (R&D systems, USA) 

 

โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการวิจัย 

1. BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.5.3) 

2. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

3. ImageLab version 5 (Biorad, USA) 

4. StepOne Software Version2.3 (Applied Biosystems, USA) 

5. SPSS software for Windows version 22 (SPSS, USA) 

6. GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, USA) 

7. EndNote X8 (Version 8.2) 

 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. การศึกษา GPC3 และ SULF2 ในตัวอย่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณข้างเคียง 

1.1  การเลือกกลุ่มตัวอย่างและจ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

ในการศึกษานี้ได้ใช้ตัวอย่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณข้างเคียงที่ไม่ได้เป็นมะเร็งจากผู้ป่วย

ที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งตับ HCC จากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังและเข้ารับการ

ผ่าตัดที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยผู้ป่วยในกลุ่มนี้ต้องไม่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี หรือเอชไอวี

ร่วมด้วย และต้องไม่เป็นมะเร็งตับชนิดอ่ืน ๆ ที่ไม่ใช่ HCC และเป็นตัวอย่างที่เหลือจากโครงการวิจัย

ก่อนหน้าซึ่งได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย หมายเลข IRB No. 108/60 ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ได้จากผู้ป่วยจะเก็บรักษาอยู่ในน้ ายา 

RNAlater™ Stabilization Solution (Thermo scientific, USA) ก่อนน าไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 
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ณ ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านโรคตับอักเสบและมะเร็งตับ ห้องปฏิบัติการ 725 ชั้น 7 อาคาร

แพทยพัฒน์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 ขนาดของกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษานี้ ได้อ้างอิงจากงานวิจัยก่อนหน้าที่มีวัตถุประสงค์

และชนิดของตัวอย่างที่มีลักษณะคล้ายกัน โดยอ้างอิงจากงานวิจัยของ Ruan J. และคณะในปี 2014 

โดยไดใ้ช้ตัวอย่างชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยโรคมะเร็งตับบริเวณท่ีเป็นมะเร็งและบริเวณข้างเคียง 13 ราย (59) 

 

1.2 การสกัด RNA จากตัวอย่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณข้างเคียง 

 การสกัดตัวอย่าง RNA จากชิ้นเนื้อมะเร็งตับโดยใช้น้ ายาสกัด TRIzol™ Reagent ซึ่งมี

ขั้นตอนดังนี้ 

I. บดตัวอย่างชิ้นเนื้อขนาด 50 – 100 mg ให้ละเอียดก่อนใส่น้ ายา TRIzol™ Reagent 

ปริมาตร 1 ml บ่มเป็นเวลา 5 นาที 

II. ปิเปต Chloroform ปริมาตร 200 µl ต่อปริมาตร TRIzol™ Reagent 1 ml ลงใน

หลอดบรรจุตัวอย่าง บ่ม ณ อุณหภูมิห้อง 2-3 นาท ี

III. น าหลอดสารละลายตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4C 

เป็นเวลา 15 นาท ี

IV. เก็บส่วนใสชั้นบนสุดซึ่งเป็นชั้นของสารละลาย RNA ลงในหลอดทดลองใหม่ และ

น าไปวัดความเข้มข้นของ RNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Nanodrop 

V. เก็บส่วนใสชั้น phenol-ethanol เพ่ือสกัดโปรตีนต่อไป 

 

1.3 การก าจัด DNA เจือปน (DNase I treatment) 

เนื่องจากในตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้จากตัวอย่างอาจมีส่วนเจือปนของ DNA และอาจส่งผล

ต่อความคลาดเคลื่อนในการวัดระดับการแสดงออกของยีนที่สนใจในขั้นตอนถัดไป จึงต้องก าจัด DNA 

เจือปนด้วยเอนไซม์ชนิด DNase I 

I. ผสมเอนไซม์ DNase I และ DNase I buffer อย่างละ 1 µl ลงในสารละลาย RNA 

II. บ่ม ณ อุณหภูมิ 37ºC 30 นาท ี
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III. หยุดปฏิกิริยาของ DNase I ด้วยการเติมสารละลาย Ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA) 1 µl และน าไปบ่ม ณ อุณหภูมิ 65ºC 10 นาท ี

 

1.4 การสังเคราะห์ cDNA ด้วยกระบวนการ Reverse transcription 

น าตัวอย่าง RNA ที่สกัดจากตัวอย่างของผู้ป่วยมาผ่านการสังเคราะห์ cDNA (coding DNA) 

ด้วย Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit เพ่ือใช้เป็น DNA ต้นแบบ 

(template) ในการวัดระดับการแสดงออกของยีนที่สนในด้วย RT-PCR 

  ขั้นตอนการ Reverse transcription มีดังนี ้

I. เติมสารละลายไพรเมอร์ชนิด  random hexamer ปริมาตร  1 µl ในหลอด

สารละลายตัวอย่าง RNA ที่ผ่านการก าจัด DNA เจือปนแล้ว และบ่มที่อุณหภูมิ 65ºC 

5 นาท ี

II. ผสม reverse transcription mixture ลงในหลอด RNA ตัวอย่างปริมาตรรวม 20 

µl ซึ่งประกอบด้วยสารต่อไปนี้ 

 

ตารางที่ 1: ส่วนประกอบของ reverse transcription mixture 

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

5X reaction buffer 4 1X 

10 µM dNTPs 2 1 mM 

Ribolock enzyme (20U/µl) 1 1U 

RevertAid enzyme (200U/µl) 1 20U 

RNA sample + random hexamer primer 12 - 

ปริมาตรรวม 20 

 

III. บ่มที่อุณหภูมิ 25ºC 5 นาท ี

IV. บ่มที่อุณหภูมิ 42ºC 1 ชั่วโมง 30 นาท ี

V. บ่มที่อุณหภูมิ 70ºC 5 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา 
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1.5 การศึกษาระดับ mRNA ของ SULF2 และ GPC3 ในตัวอย่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับ 

การตรวจสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน GPC3 และ SULF2 ด้วยเทคนิค RT-PCR

ซึ่งเป็นวิธีที่มีความแม่นย า มีความจ าเพาะ และสามารถท าซ้ าได้ (reproducible) (60) การตรวจวัด

ด้วยเทคนิคนี้ มีองค์ประกอบที่ส าคัญคือไพรเมอร์ (primer) ที่จ าเพาะกับยีนเป้าหมายในการศึกษา ซึ่ง

ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษานี้มีทั้งหมด 3 คู่ดังแสดงในตารางที่ 2 ประกอบด้วยไพรเมอร์ของยีนที่สนใจ

ศึกษา คือ GPC3 และ SULF2 และไพรเมอร์ของยีนที่ใช้เป็นตัวควบคุม คือ Beta-globin 

 

ตารางที่ 2: ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ GPC3, SULF2 และ Beta-globin 

 

ในการศึกษานี้ ใช้  fluorescence dye ชนิด SYBR green ในการตรวจวัดปริมาณการ

แสดงออกของยีนดังกล่าว โดยใช้ชุด QPCR Green Master Mix HRox kit และเครื่อง StepOne 

plus RT-PCR 

การวัดระดับการแสดงออกของยีนทั้งหมดที่สนใจโดยใช้ reaction mixture จากชุด QPCR 

Green Master Mix HRox kit ดังแสดงในตาราง 

 

 

 

ยีน

เป้าหมาย 

ล าดับเบส (5' – 3') ความยาว 

(bp) 

Tm 

(C) 

ขนาด PCR 

product (bp) 

GPC3 

ดัดแปลง

จาก (49) 

FW CTGCCTGATTCAGCCTTGGAC 21 66 
123 

RE CCTAGTGACTTGCAGTGACTTG 22 66 

SULF2 

(35) 

FW CTGAATCCCCACATCGTCCTC 21 66 
225 

RE GTCCACCTTGTCATTGTCTCTCTTGT 26 76 

Beta-

globin 

FW GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA 22 68 
102 

RE CCTTGATACCAACCTGCCCAG 21 64 
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ตารางที่ 3: ตารางแสดงสารเคมีและปริมาตรที่ใช้ในเทคนิค RT-PCR  

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

5X SYBR green master mix 6.25 1X 

10 µM Forward primer 0.25 0.2 µM 

10 µM Reverse primer 0.25 0.2 µM 

cDNA template 1 - 

Distilled water 4.75 - 

ปริมาตรรวม 12.5 

 

Cycling condition ส าหรับการตรวจวัดปริมาณ mRNA ของยีน SULF2 และ GPC3 คือ 

1. Holding  95C  2 นาที 

2. Denaturation 95C 15 วินาที 

3. Annealing  60C 20 วินาที 

4. Extension  72C 30 วินาที 

5. Detection  76C 30 วินาที 

 

Cycling condition ส าหรับการตรวจวัดปริมาณ mRNA ของยีน Beta-globin คือ 

1. Holding  95C  3 นาที 

2. Denaturation 95C 15 วินาที 

3. Annealing  58C 30 วินาที 

4. Extension  72C   1  นาที 

การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกจะใช้วิธีค านวณแบบ Relative expression (2-∆∆Ct) ซึ่งมี

สูตรค านวณดังนี้ 

∆Ct       =     Ct (target gene) – Ct (Beta-globin) 

        ∆∆Ct       =     ∆Ct (Case) – ∆Ct (Control) 

Relative expression      =     2-∆∆Ct 

50 รอบ 

40 รอบ 
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1.6   การสังเคราะห์ตัวควบคุมเชิงบวกด้วยเทคนิคโคลนนิ่ง 

เนื่องจากการตรวจวัดปริมาณ mRNA ของ SULF2 และ GPC3 ด้วยเทคนิค RT-PCR จะต้อง

มีขั้นตอนการยืนยันว่าไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจวัดปริมาณนั้นมีความจ าเพาะต่อยีนเป้าหมาย และมี

ล าดับเบสของ PCR product ที่ถูกต้องดังคาดการณ์ เพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวกเปรียบเทียบกับ

การทดลองในตัวอย่างจากกลุ่มทดลอง มีข้ันตอนดังนี้ 

I. เพ่ิมจ านวน amplicon ที่สนใจด้วยไพรเมอร์ของ SULF2 และ GPC3 ดังแสดง

ในต า ร า ง  ด้ ว ย เ ทคนิ ค  PCR ด้ ว ยชุ ดน้ า ย า  Taq DNA Polymerase 

recombinant ต่อไปนี้ 
 

ตารางที่ 4: สารเคมแีละปริมาตรที่ใช้ส าหรับเทคนิค PCR 

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X reaction buffer 2.5 1X 

50 mM MgCl2 0.75 5 mM 

10 µM forward primer 0.5 0.2 µM 

10 µM reverse primer  0.5 0.2 µM 

10 mM dNTPs 0.5 0.2 mM 

Taq polymerase (5U/µl) 0.1 0.5 U 

Template 1 - 

ปริมาตรรวม 25 

 

PCR cycling condition คือ   

1. Initiation  94C  3 นาท ี

2. Denaturation  94C 30 วินาที 

3. Annealing  60C 20 วินาที 

4. Extension  72C 30 วินาที 

5. Final extension 72C 5 นาท ี

40 รอบ 
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II. น า PCR product มาตรวจสอบขนาดบน 2% agarose gel ด้วยเทคนิค gel 

electrophoresis 

III. สกัด PCR product ที่ต้องการจากแผ่นเจลด้วยชุดน้ ายา  QIAquick Gel 

Extraction kit  

IV. วัดความเข้มข้นของ PCR product ที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Nanodrop 

V. น า PCR product ที่ผ่านการสกัดจากเจลแล้วบ่มร่วมกับ TA vector เพ่ือให้

เกิดปฏิกิริยา ligation ณ อุณหภูมิ 20ºC ข้ามคืน โดยค านวณอัตราส่วนของโม

ลาร์ (molar ratio) ระหว่าง PCR product และ TA vector ด้วยสูตรต่อไปนี้ 

 

(ส าหรับอัตราส่วน 1:1 ระหว่าง insert และ vector) 

kb of insert      ×    ng of vector   =   ng of insert  

kb of vector         

ส่วนผสมของปฏิกิริยา ligation ได้แก่   

 

ตารางที่ 5: ส่วนประกอบของ ligation reaction 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. น า ligation reaction ปริมาตร 10 µl ผสมกับ competent cell ชนิด E. coli 

สายพันธุ์ JM109 ปริมาตร 50 µl 

VII. แช่ในน้ าแข็ง 30 นาท ี

สารเคมี ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

purified PCR product 7.9 
SULF2 = 7.74 ng/µl 

GPC3 = 14.50 ng/µl 

T4-DNA ligase (3U/µl) 0.1 0.03 U/µl 

TA vector (25 ng/µl) 1 2.5 ng/µl 

10X ligation buffer 1 1X 

ปริมาตรรวม 10 
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VIII. น า vector เข้าสู่ competent cell ด้วยวิธี heat shock โดยบ่มที่อุณหภูมิ 

42ºC ระยะเวลาไม่เกิน 50 วินาที จากนั้นน าไปแช่น้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาท ี

IX. เติม Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) medium 

ปริมาตร 950 µl 

X. บ่ม ณ อุณหภูมิ 37 ºC บนเครื่องเขย่า (shaker) ความเร็ว 200 rpm เป็นเวลา 

1 ชั่วโมง 30 นาท ี

XI. น าไปเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Luria-Bertani (LB) ผสมด้วย IPTG 

และ X-gal บ่ม ณ อุณหภูมิ 37 ºC 16 – 18 ชั่วโมง 

 

1.7   Colony PCR 

 เทคนิค colony PCR เป็นเทคนิคหนึ่งเพ่ือใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของการ ligation 

ว่ายีนที่สนใจศึกษานั้น เข้าแทรกใน vector อย่างถูกต้องหรือไม่ ซึ่งตรวจสอบได้ด้วยเทคนิคดังนี้ 

I. ใช้ไพรเมอร์ชนิด M13 ในการตรวจสอบ โดยมีล าดับเบสดังตาราง 

 

ตารางที่ 6: ล าดับเบสไพรเมอร์ M13 

 

II. เพ่ิมจ านวน amplicon ด้วยไพรเมอร์คู่ดังกล่าว ด้วยเครื่อง PCR โดยมี cycling 

condition ดังนี้ 

1.  Initiation  94C  3 นาท ี

ยีน

เป้าหมาย 

ล าดับเบส (5' – 3') ความ

ยาว 

(bp) 

Tm 

(C) 

ขนาด PCR 

product (bp) 

M13 FW GTTTTCCCAGTCACGAC 17 52 SULF2 = 396 

GPC3 = 293 RE AGTGTGTCCTTTGTCGATACTG 22 64 
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2. Denaturation  94C 30 วินาที 

3. Annealing  58C 20 วินาที 

4. Extension  72C 30 วินาที 

5. Final extension 72C  5 นาท ี

III. ตรวจสอบขนาดของ PCR product บน 2% agarose gel ด้วยเทคนิค gel 

electrophoresis ซึ่งควรมีขนาดเท่ากับ ขนาด PCR product ของ SULF2 

หรือ GPC3 บวกกับ 171 ( 396 และ 294 ตามล าดับ) ซึ่งเป็นส่วนของ vector 

ที่ผ่านการเพิ่มจ านวนเนื่องจากการใช้ไพรเมอร์ M13 

 

1.8 การวิเคราะห์ล าดับเบสของ PCR product ของ SULF2 และ GPC3 

I. เลือกโคโลนีของ competent cell ที่เจริญบนจานเลี้ยงเชื้อและผ่านการ

ตรวจสอบด้วยเทคนิค colony PCR น าไปเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด LB ณ 

อุณหภูมิ 37 ºC  16 – 18 ชั่วโมง 

II. น าอาหารเหลวที่มี  competent cell เจริญอยู่ ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 

centrifuge เพ่ือก าจัดอาหารเหลวออก 

III. น าตะกอน competent cell ไปสกัด  plasmid ด้ วยชุดน้ ายา  Plasmid 

extraction  

IV. น า plasmid ที่ผ่านการสกัดแล้ว ไปวิเคราะห์ล าดับเบสต่อไป 

  เมื่อน าวิเคราะห์ล าดับเบสแล้ว ล าดับเบสของ PCR product ของ SULF2 และ GPC3

เป็นไปตามที่คาดการณ์ไว้ จะน า plasmid นี้เป็นตัวควบคุมเชิงบวกในการศึกษาระดับการแสดงออก

ของทั้งสองยีนในระดับ mRNA 

 

1.9 การสกัดโปรตีนจากชิ้นเนื้อ 

การสกัดโปรตีนจะน าส่วนใสชั้น phenol-ethanol จากการสกัดด้วย TRIzol™ Reagent มา

ตกตะกอนและล้างตะกอนเพ่ือก าจัดสิ่งเจือปนออกจากโปรตีนที่ต้องการด้วยขั้นตอนต่อไปนี้ 

40 รอบ 
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I. เติม Isopropanol ปริมาตร 1.5 ml ต่อการใช้ TRIzol™ Reagent ตั้งต้น 1 

ml 

II. บ่มไว้ ณ อุณหภูมิห้อง 10 นาที 

III. ปั่นตกตะกอนโปรตีนด้วยความเร็ว 12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC 10 นาที และ

ก าจัดส่วนใสออก 

IV. ล้างตะกอนด้วยสารละลาย 0.3 M guanidine hydrochloride ใน 95% 

ethanol 

V. บ่ม ณ อุณหภูมิห้อง 20 นาที 

VI. ปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 7,500 x g อุณหภูมิ 4ºC 5 นาที และก าจัดส่วนใส

ออก ท าซ้ าท้ังหมด 3 รอบ 

VII. เติม Absolute ethanol ปริมาตร 2 ml ผสมให้เข้ากันด ี

VIII. บ่ม ณ อุณหภูมิห้อง 20 นาที 

IX. ปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 7,500 x g อุณหภูมิ 4ºC 5 นาที และก าจัดส่วนใส

ออก และผึ่งตะกอนให้แห้ง 

X. ละลายตะกอนด้วยสารละลาย 1% SDS ปริมาตร 200 µl 

XI. ปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 10,000 x g อุณหภูมิ 4ºC 10 นาที และน าส่วนใส

ซึ่งเป็นสารละลายโปรตีนไปใช้ต่อ และวัดปริมาณโปรตีนที่สกัดได้ด้วยชุดน้ ายา

ส าเร็จ BCA assay  

 

 1.10 เทคนิค Western blot 

ในงานวิจัยนี้สนใจระดับโปรตีนของ SULF2 ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับเพียงชนิดเดียว เนื่องจากยัง

ไม่มีการศึกษาที่บ่งชี้อย่างแน่ชัดว่า โปรตีน SULF2 มีการแสดงออกระดับโปรตีนเพ่ิมมากข้ึนในชิ้นเนื้อ

มะเร็งตับ แต่ GPC3 นั้นมีการศึกษาระดับโปรตีนในชิ้นเนื้อค่อนข้างมาก และสามารถสรุปได้ว่า GPC3 

มีระดับโปรตีนภายในชื้นเนื้อมะเร็งตับมากกว่าบริเวณข้างเคียงที่ไม่ได้เป็นมะเร็งตับ การศึกษาด้วย

เทคนิค Western blot จะมีขั้นตอนดังนี้ 

I. เตรียม SDS-PAGE gel ซึ่งประกอบด้วยชั้น 3.75% Stacking gel และ 12% 

Resolving gel (ข้อมูลเพิ่มเติมในภาคผนวก) 
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II. เตรียมตัวอย่างโปรตีนที่สกัดได้จากขั้นตอนก่อนหน้าด้วยการน ามาผสมกับ 

loading dye ชนิด Leammli buffer โดยค านวณปริมาตรโปรตีนที่ต้องใช้ให้มี

ความเข้มข้นโปรตีนภายในหลุมบนแผ่นเจลเท่ากับ 20 µg น าไปบ่ม ณ อุณหภูมิ 

95ºC 5 นาท ี

III. น าสารละลายโปรตีนโหลดลงบนแผ่นเจลพร้อมกับ protein marker และแยก

ขนาดโปรตีนบนแผ่นเจลโดยใช้กระแสไฟฟ้า 85 โวลต์ ประมาณ 1 ชั่วโมง 30 

นาทีด้วยเครื่อง Electrophoresis chamber และสารละลาย SDS-PAGE 

running buffer (ข้อมูลเพิ่มเติมในภาคผนวก) 

IV. ตัดแผ่น SDS-PAGE gel หลังเสร็จสิ้นการแยกขนาดโปรตีน โดยตัดแยกส่วน

บริเวณ protein marker ขนาด 75 kD แผ่นเจลที่มีโปรตีนขนาดใหญ่กว่า 75 

kD จะน าไปใช้วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน SULF2 ซึ่งมีขนาด 250 kD และแผ่น

เจลที่มีโปรตีนขนาดเล็กกว่า 75 kD จะน าไปใช้วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน Beta-

actin ซึ่งมีขนาด 42 kD  

V. ย้ายโปรตีนจากแผ่นเจลลงบน nitrocellulose membrane ด้วยเทคนิค 

Semi-dry ใช้กระแสไฟฟ้า 20 โวลต์ ระยะเวลา 30 นาที และใช้ Towbin 

buffer เป็น blotting buffer 

VI. น า membrane บ่มกับสารละลาย blocking solution เพ่ือป้องกันการจับ

แบบไม่จ าเพาะของ antibody ที่ใช้ ซึ่งจะมี 2 ชนิด คือ SULF2 และ Beta-

actin เพ่ือเป็นโปรตีนควบคุม (internal control) โดย condition ที่ใช้ใน

ขั้นตอน Immunoblotting ของ antibody ทั้งสองชนิดเป็นดังนี้ 
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ตารางที่ 7: Condition ที่เหมาะสมส าหรับ primary antibody สองชนิด 
 

            Primary                                  
                  antibody 
    Condition 

SULF2 Beta-actin 

Blocking solution 
5% skim milk in 0.05% 

Tween-20 in TBS (TBS-T) 
5% skim milk in 0.05% 

Tween-20 in PBS (PBS-T) 

Antibody dilution 
1:500 in 5% skim milk (บ่ม 

ณ อุณหภูมิ 4 ºCข้ามคืน) 
1:1,000 in PBS-T (บ่ม ณ 

อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง) 

Washing solution TBS-T (10 นาที 4 ครั้ง) PBS-T (15 นาที 5 ครั้ง) 

Secondary antibody 
dilution 

1:20,000 in 5% skim milk 
(บ่ม ณ อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง) 

1:10,000 in PBS-T (บ่ม ณ 
อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง) 

 

VII. ล้างแผ่น membrane ด้วยสารละลาย washing solution 

VIII. บ่มกับ primary antibody   

IX. ล้างแผ่น membrane ซ้ าด้วยสารละลาย washing solution 

X. บ่มกับ secondary antibody ณ อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง 

XI. ล้างแผ่น membrane ซ้ าด้วยสารละลาย washing solution 

XII. น าแผ่น membrane บ่มกับสารละลาย ECL ก่อนน าไปตรวจสอบภายใต้เครื่อง 

Gel documentation system 

การวิเคราะห์ผลจากเทคนิค western blot จะใช้โปรแกรม ImageLab V.5 (Biorad, USA) 

เพ่ือวัดความเข้มของแบนโปรตีน SULF2 ของชื้นเนื้อที่เป็นมะเร็งตับเทียบกับบริเวณที่ไม่ได้เป็น และ

เปรียบเทียบเป็นอัตราส่วนกับ Beta-actin หรือ internal control ซึ่งคิดเป็นอัตราส่วนดังนี้ 

 

SULF2/Beta-actin ratio     =     Band intensity of SULF2 

      Band intensity of Beta-actin 
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2. การศึกษา GPC3 และ SULF2 ในตัวอย่างเลือด 

2.1 การเลือกกลุ่มตัวอย่างและการเก็บตัวอย่างเลือด 

กลุ่มตัวอย่างที่ท าการสุ่มเลือกประกอบด้วยสองกลุ่ม ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการ

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี และกลุ่มผู้ไม่ได้เป็นมะเร็งตับ ซึ่งแบ่งกลุ่มย่อยออกเป็นสองกลุ่ม ได้แก่ ผู้ป่วย

โรคไวรัสตับอักเสบบี และกลุ่มผู้มีสุขภาพด ีซ่ึงจะใช้ตัวอย่างที่เหลือจากโครงการวิจัยก่อนหน้าซึ่งได้รับ

อนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

หมายเลข IRB No.438/60 โดยจัดเก็บที่อุณหภูมิ -80 ºC ณ ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านโรคตับ

อักเสบและมะเร็งตับ ห้องปฏิบัติการ 725 ชั้น 7 อาคารแพทยพัฒน์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย และมีเกณฑ์คัดเข้าของตัวอย่างแต่ละกลุ่มดังต่อไปนี้  

1. ตัวอย่างเลือดจากกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  

-   ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ ์

-   มีผล HBsAg เป็นบวก (HBsAg positive) 

-   มีตัวอย่างเลือด ณ ช่วงเวลาก่อนได้รับการรักษา 

-   ผ่านขั้นตอนการวินิจฉัยด้วยเทคนิคการบันทึกภาพเพ่ือวินิจฉัยโรค ได้แก่ Magnetic 

resonance imaging (MRI), Computerized tomography (CT) หรือ Ultrasound (UT) โดยแพทย์

ผู้เชี่ยวชาญ ใช้ขนาดและจ านวนของก้อนเนื้อแบ่งกลุ่มผู้ป่วยระยะรุนแรงและระยะเริ่มต้น 

-   ต้องไม่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีหรือเอชไอวีร่วมด้วย 

-   ต้องไม่เป็นมะเร็งตับชนิดอื่นที่ไม่ใช่ HCC 

2.   กลุ่มผู้ไม่ได้เป็นโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  

2.1 ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสอักเสบบีเรื้อรัง 

-   ผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสอักเสบบีเรื้อรังที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

-   มีผล HBsAg เป็นบวก (HBsAg positive) 

-   มีตัวอย่างเลือด ณ ช่วงเวลาก่อนได้รับการรักษา 

-   ต้องไม่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีหรือเอชไอวีร่วมด้วย 

2.2 ตัวอย่างเลือดจากกลุ่มผู้มีสุขภาพดี 
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-   น ามาจากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

ตัวอย่างเลือดจากกลุ่มตัวอย่างทั้งหมดผ่านการเก็บเลือดด้วยหลอดเก็บเลือดชนิด EDTA 

blood และ clotted blood ก่อนน ามาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกชั้นและน าไปใช้เฉพาะส่วน buffy coat 

และซีรั่มตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9: แผนผังกลุ่มตัวอย่างและเกณฑ์การคัดเลือกท่ีใช้ในการศึกษาวิจัย 

 

2.2 การค านวณขนาดของกลุ่มตัวอย่างในการศึกษาการแสดงออกของ GPC3 และ SULF2 
ในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วย 

ในการศึกษานี้ไดค้ านวนขนาดของกลุ่มตัวอย่างโดยใช้สูตรต่อไปนี้ 

 

 

1. กลุ่มผู้ป่วย
โรคมะเร็งตับ 

จากการติดเชื้อ 

ไวรัสตับอักเสบบี  
(HBV-related HCC) 

 

ผู้ป่วยมะเร็งตับระยะรุนแรง (Late stage HCC) 
- BCLC stage B-C 

 

ผู้ป่วยมะเร็งตับระยะเริ่มต้น (Early stage HCC) 
- BCLC stage 0-A 

2.1 กลุ่มผู้ป่วยโรค
ไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง 
(Chronic hepatitis B 

infection) 

2.2 กลุ่มผู้มีสุขภาพดี  
(Healthy control) 

ผู้ป่วยที่ไม่มีอาการตับ
แข็ง (CHB without 

cirrhosis) 

ผู้ป่วยที่มีอาการตับแข็ง 
(CHB with cirrhosis) 

2. กลุ่มผู้ไม่ได้เป็น
โรคมะเร็งตับจากการติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
(Non-HCC) 
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โดย N = จ านวนประชากรที่ศึกษา odd ratio = 2.19 (56) 

 P = (P1 + P2) /2 P1 = (P2 x odd ratio) / 1 + P2 (odd ratio - 1) 

P2 = อัตราการแสดงออกของ GPC3 ในผู้ป่วยโรค HCC มีค่า 0.53 (42) 

 Zα = ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 1 แบบ two-tail 

test โดย Zα/2 = 1.96 เมื่อก าหนด α = 0.05 

          Zβ = ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 2 โดย Zβ = 1.28 

เมื่อแทนค่าในสมการ จะได้ N = 138 ดังนั้น กลุ่มตัวอย่างที่สนใจศึกษาจึงต้องมีอย่างน้อย

138 รายในการศึกษานี้จึงท าในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี และกลุ่มผู้

ไม่ได้เป็นโรคมะเร็งตับ กลุ่มละ 140 ราย 

 

2.3 การสกัด RNA 

น าตัวอย่างเลือดส่วน buffy coat จากกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด มาสกัด RNA ด้วยเทคนิค

Phenol-Guanidium thiocyanate (GTC) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 

I. น าตัวอย่างเลือดปริมาตร 100 µl และสารละลายผสม GTC (สารละลาย GTC 

9,000 µl และ Beta-mercaptoethanol 70 µl) ปริมาตร 500 µl ผสมให้เข้ากัน

อย่างแรงด้วยเครื่อง Vortex 10-15 วินาที 

II. น า ส า ร ล ะล าย  2M sodium acetate NaOAC)  50 µl, Phenol 500 µl แ ล ะ 

Choloform:Isoamylalcohol (49:1) 100 µl ลงในหลอดตัวอย่างเลือดและผสมให้

เข้ากัน 

III. แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20ºC 20 นาที 

IV. น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,500 x g อุณหภูมิ 4ºC 30 นาที 
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V. ปิเปตสารละลายใสส่วนบน ย้ายลงในหลอด 1.5 ml microcentrifuge tube ใหม่ 

ผสมกับ 20 mg/ml glycogen ปริมาตร 4 µl และสารละลาย Isopropanol 600 

µl พลิกหลอดเบาๆ เพ่ือผสมสารละลายให้เข้ากัน 

VI. แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20ºC ข้ามคนืเพื่อตกตะกอน RNA 

VII. น าหลอดตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,500 x g อุณหภูมิ 4ºC 30 นาท ี

VIII. เทส่วนใสทิ้ง และล้างตะกอนที่เหลือด้วยสารละลาย 70% ethanol ปริมาตร 500 

µl 

IX. ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,500 x g อุณหภูมิ 4ºC 2 นาท ี

X. ก าจัดส่วนใสทิ้ง และผึ่งตะกอนให้แห้งสนิท 

XI. ละลายตะกอนด้วย water-DEPC treated ปริมาตร 20 µl 

XII. วัดความเข้มข้นของ RNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Nanodrop 

คุณภาพของ RNA ที่สกัดได้ สามารถวัดได้จากอัตราส่วนระหว่าง A260/280 ซึ่งควรมีค่า

ระหว่าง 1.80 – 2.00 และน า RNA ตัวอย่างไปผ่านขั้นตอนดังปรากฎในข้อ 1.3 – 1.4 

 

2.4   การศึกษาระดับ mRNA ของ SULF2 และ GPC3 ในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วย 

 ในขั้นตอนนี้จะใช้วิธีการวิจัยดังปรากฎในข้อ 1.5 – 1.7 

 

2.5   การตรวจวัดการแสดงออกระดับโปรตีนของ SULF2 และ GPC3 ภายในซีรั่ม 

เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay หรือ ELISA เป็นเทคนิคท่ีใช้เพื่อตรวจวัด

การแสดงออกของโปรตีนที่หลั่งออกมาภายนอกเซลล์ หรือ secretory protein ซึ่งเป็นเทคนิคที่ง่าย 

รวดเร็ว และนิยมใช้ในการตรวจวัดปริมาณโปรตีนในเลือดส่วนซีรั่มของผู้ป่วยเพ่ือพัฒนาเป็น 

biomarker ในการตรวจวัดปริมาณ GPC3 และ SULF2 นั้น โดยใช้ชุด ELISA kit ที่จ าเพาะกับโปรตีน

ทั้ งสองชนิด  อันได้ แก่  Quantikine Human Glypican-3 ELISA kit (sensitivity: 20.6 pg/ml, 

detection range: 78.1 - 5,000 pg/ml) และ  SULF2 ELISA kit (sensitivity: 0.113 ng/ml, 

detection range: 0.312-20 ng/ml) ซึ่งทั้งสองชุดมีรายละเอียดของขั้นตอนแตกต่างกันตามคู่มือ

จากผู้ผลิต แต่มีข้ันตอนหลักของชุด kit ร่วมกันดังต่อไปนี้ 
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I. ปิเปตซีรั่มหรือสารละลายตัวอย่างมาตรฐานปริมาตร 100  µl ลงบน microtiter 

plate ที่มีแอนติบอดี้ท่ีจ าเพาะต่อ GPC3 หรือ SULF2 เคลือบอยู ่

II. ปิ เปต horseradish peroxidase (HRP) -conjugated polyclonal antibody ที่

จ าเพาะกับ GPC3 หรือ SULF2 เพ่ือจับอย่างจ าเพาะกับโปรตีนทั้งสอง และเกิด

ลักษณะของ sandwich ELISA 

III. ล้าง microtiter plate ด้วยการเทสารละลายภายใน microtiter plate จากข้ันตอน

ข้างต้นทิ้ง จากนั้นจึงใส่สารละลาย wash solution และเททิ้ง ท าซ้ าท้ังหมด 5 ครั้ง 

IV. ปิเปตสับเสตรทของ HRP enzyme ปริมาตร 50 µl ลงในแต่ละหลุม และบ่มเพ่ือให้

เกิดปฏิกิริยา เป็นเวลา 30 นาที ในขั้นตอนนี้สารละลายภายในหลุมที่มีโปรตีน 

GPC3 หรือ SULF2 ปริมาณมากพอจะเปลี่ยนเป็นสีฟ้าใส 

V. ปิเปตสารละลาย stop solution เพ่ือหยุดปฏิกิริยาปริมาตร 90 µl ซึ่งจะเปลี่ยน

สารละลายสีฟ้าใสจากขั้นตอนก่อนหน้าเป็นสีเหลือง จากนั้นจึงผสมให้เข้ากันดี

เพ่ือให้การหยุดปฏิกิริยาสมบูรณ์และสีของสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

VI. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 

reader 

ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้แปรผันตรงกับความเข้มข้นของปริมาณโปรตีน GPC3 และ SULF2 

ที่มีในตัวอย่างซีรั่ม และสามารถค านวณเข้มข้นได้จากกราฟมาตรฐานที่สร้างจากค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายมาตรฐานที่บรรจุอยู่ในชุด ELISA kit 

 

การรวบรวมข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูล 

การเก็บข้อมูลทั้งหมดที่ได้จากงานวิจัย จะบันทึกในสมุดบันทึกผลการทดลองและรวบรวมใน

คอมพิวเตอร์เพื่อน าไปวิเคราะห์ในขั้นตอนถัดไป 

การวิเคราะห์ข้อมูลเปรียบเทียบทางสถิติในการทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของ 

SULF2 และGPC3 จากตัวอย่างเลือดของกลุ่มตัวอย่างระหว่างกลุ่มผู้มีสุขภาพดี ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบบี ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากไวรัสตับอักเสบบีจะใช้สถิติแบบ Mann-Whitney test และ 

Student’s t-test  
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ในการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของ SULF2 และ GPC3 ระหว่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับ

เนื่องจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและชิ้นเนื้อบริเวณข้างเคียงที่ไม่เป็นมะเร็งตับ จะใช้สถิติแบบ 

Paired t-test 

การประเมินประสิทธิภาพของ SULF2 และ GPC3 ในการเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพรวมถึง

ความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรคด้วย 2 หรือ Fisher’s exact test, Kaplan-Meier Receiver 
Operating Characteristic (ROC)  Curve Analysis (log rank test), Pearson and Spearman 
correlation coefficient, Univariate analysis/Multivariate analysis (Cox regression analysis) 
โดยก าหนดค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเท่ากับ P-value < 0.05 

โปรแกรมส าหรับการวิเคราะห์ทางสถิติทั้งหมดจะใช้ GraphPad Prism V.6 (GraphPad 
Software, USA) และ SPSS V.22 (SPSS Inc., USA) 
 
ข้อพิจารณาด้านจริยธรรม 

ใช้หลักจริยธรรมการท าวิจัยในคนทั่วไป ประกอบด้วย 3 หลัก ดังนี้ 
หลักความเคารพในตัวบุคคล (Respect of person) 
เป็นการเคารพในศักดิ์ศรีความเป็นมนุษย์ โดยมีการให้ข้อมูลรายละเอียดเกี่ยวกับงานวิจัยแก่

ผู้เข้า ร่วมโครงการโดยไม่ปิดบัง และเคารพการตัดสินใจของผู้เข้าร่วมโครงการ โดยปราศจากการ
บังคับหรือโน้มน้าว และเคารพความเป็นส่วนตัวของผู้เข้าร่วมโครงการโดยเก็บรักษาข้อมูลส่วนตัวไว้
เป็นความลับอย่างเคร่งครัด ส าหรับงานวิจัยในครั้งนี้ ได้ผ่านการอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณา
จริยธรรมในคนเลขที่อ้างอิง IRB No. 725/60 แล้ว และใช้ตัวอย่างชิ้นเนื้อและเลือดที่เก็บจาก
โครงการวิจัยเลขท่ีอ้างอิง IRB No. 108/60 และ IRB No.438/60 ตามล าดับ 

หลักคุณประโยชน์ ไม่ก่ออันตราย (Beneficence) 
จากการประเมินความเสี่ยง/อันตรายที่อาจเกิดจากงานวิจัยในครั้งนี้ พบว่าไม่มีผลเสียที่อาจ

ส่งผลต่อผู้เข้าร่วมโครงการ โดยถึงแม้ว่าจะไม่มีผลประโยชน์โดยตรงต่อผู้ป่วย แต่งานวิจัยนี้ อาจได้
ชิ้นส่วนของความรู้ที่สามารถน าไปต่อยอด และใช้พัฒนาในทางคลินิกในอนาคตต่อไปได้ 

หลักความยุติธรรม (Justice) 
การให้ความเป็นธรรม สามารถประเมินได้จากเกณฑ์การคัดเข้าและออกของผู้เข้าร่วม

โครงการมีความชัดเจน และไม่มีอคติในการเลือก นอกจากนี้ งานวิจัยนี้ไม่ได้แสวงหาผลประโยชน์เพ่ือ
บุคคลใดบุคคลหนึ่ง แต่เป็นการศกึษาที่มุ่งหวังให้เกิดประโยชน์ทางการแพทย์ในอนาคต 
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ข้อจ ากัดในการวิจัย 

ตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ผ่านเกณฑ์การคัดเลือกที่ผู้วิจัยก าหนดมีจ ากัด จึงไม่สามารถควบคุม  
ปัจจัยบางประการที่อาจส่งผลต่อผลการวิจัยได้ เช่น เพศ อายุ ระยะความรุนแรงของโรคมะเร็งตับ 
หรืออาการตับแข็งในผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี นอกจากนั้นงานวิจัยนี้ไม่มีตัวอย่างชิ้นเนื้อและ
เลือดจากผู้ป่วยมะเร็งตับรายเดียวกัน จึงไม่สามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับการ
แสดงออกและปริมาณ SULF2 และ GPC3 ในชิ้นเนื้อและในเลือกของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับได้ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

1. การสังเคราะห์ตัวควบคุมเชิงบวกของยีน SULF2 และ GPC3 

1.1   ผลการเพ่ิมจ านวนยีน SULF2 และ GPC3 ด้วยเทคนิค PCR 

การสังเคราะห์ตัวควบคุมเชิงบวกของทั้งสองยีน จะเริ่มต้นด้วยการใช้ cDNA ที่สกัดจากเซลล์ชนิด 

HepG2 เป็นต้นแบบ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพ่ิมจ านวนด้วยเครื่อง PCR จะน ามาตรวจสอบบนแผ่น

เจล 2% agarose ด้วยเทคนิค Electrophoresis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10: แผ่นเจล 2% agarose แสดงขนาดของ PCR product ของ GPC3 (123 คู่เบส) 

Lane 1: 100 bp DNA marker, Lane 2-7: PCR product ที่ได้โดยใช้ HepG2 เป็นต้นแบบ, Lane 

8: Negative control 

 
 
 
 
 
 

100 bp 

500 bp 

123 bp 

1         2         3         4         5         6         7        8 
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รูปที่ 11 : แผ่นเจล 2% agarose แสดงขนาดของ PCR product ของ SULF2 (225 คู่เบส)  

Lane 1: 100 bp DNA marker, Lane 2-3: PCR product ที่ได้จากการใช้ HepG2 เป็นต้นแบบ, 

Lane 4: Negative control 

 

จากนั้น แถบบนแผ่นเจลที่มีขนาด PCR product ที่ถูกต้องจะน ามาตัด และสกัดเจลออกด้วย

เทคนิค Gel extraction ความเข้มข้นของ PCR product บริสุทธิ์ของ SULF2 และ GPC3 เป็นดังนี้  

 

ตารางที่ 8: ผลการสกัดแถบ PCR product จาก 2% agarose gel 

Target gene Concentration (ng/ul) A260/280 A260/230 

GPC3 18.35 1.95 0.22 

SULF2 9.8 1.70 0.06 

 

1.2 ผลการตรวจสอบชิ้นส่วนยีนที่แทรกใน TA vector และเพ่ิมจ านวนใน E. coli ด้วยเทคนิค  
      Colony PCR 

การตรวจสอบชิ้นยีนที่แทรกใน TA vector จะตรวจสอบด้วยการเลือกโคโลนี E. coli สีขาวที่

เจริญบน แผ่นอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด LB และน ามาเลี้ยงต่อในอาหารเหลวชนิด LB และผ่านการสกัด 

Plasmid จากนั้นจึงใช้ไพรเมอร์ชนิด M13 ที่มีบริเวณจับจ าเพาะบน TA vector และครอบคลุม

ต าแหน่งยีนที่เข้าแทรกบน TA vector ได้ ดังนั้น ไพรเมอร์ชนิดนี้จะสามารถเพ่ิมจ านวน vector ส่วน

ที่มีชิ้นยีนแทรกอยู่ได้ และตรวจสอบความถูกต้องเบื้องต้นได้จากขนาดของ PCR product บนแผ่น

100 bp 

500 bp 

225 bp 

1           2           3            4        
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เจล 2% agarose ด้วยเทคนิค Electrophoresis ซึ่งควรมีขนาดเท่ากับ 171 คู่เบส บวกกับขนาดชิ้น

ยีนที่แทรกเข้าสู่ vector ดังนั้น ขนาดของ vector ที่มี GPC3 และ SULF2 จะเท่ากับ 294 คู่เบส และ 

396 คู่เบส ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12: PCR product จากการเพ่ิมจ านวนด้วยเทคนิค Colony PCR และไพรเมอร์ M13  
Lane 1: 100 bp DNA marker, Lane 2-6: PCR product จาก GPC3 ใน TA vector (Colony 1-
5 ตามล าดับ), Lane 7-11: PCR product จาก SULF2 ใน TA vector (Colony 1-5 ตามล าดับ), 

Lane 12: Negative control 
 

เมื่อได้ colony ที่มีการเพ่ิมจ านวนชิ้น insert gene อย่างถูกต้องแล้ว จึงน าไปเพาะเลี้ยงต่อ

ในอาหารเหลวชนิด LB และสกัด Plasmid เพ่ือน าไปวิเคราะห์ล าดับเบสต่อไปโดยบริษัท Macrogen 

ประเทศเกาหลี ความเข้มข้นของ Plasmid ที่สกัดได้เป็นดังนี้ 

 

ตารางที่ 9: ความเข้มข้นของ Plasmid ที่สกัดได้จากการเลือก colony number 1, 2 และ 5 

Insert gene Colony number Plasmid concentration (ng/ul) A260/280 A260/230 

 

GPC3 

1 229.90 2.03 2.23 

2 210.75 2.01 2.20 

5 199.75 2.03 2.25 

 

SULF2 

1 222.65 2.03 2.24 

2 214.10 2.03 2.27 

5 207.45 2.04 2.26 

396 bp 
294 bp 

100 bp 

500 bp 

 1       2       3       4        5      6       7       8       9       10     11      12 
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 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของทั้งสองยีนด้วยโปรแกรม BLAST พบว่าไพรเมอร์ที่ใช้ใน

งานวิจัยสามารถเพ่ิมชิ้นยีน SULF2 และ GPC3 ได้อย่างถูกต้องและมีความจ าเพาะ จึงสามารถน า 

plasmid เหล่านี้ไปใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวกในการทดลองได้ 

 

(A) SULF2 

 

 

 

 

 

(B) GPC3 

 

 

 

 

รูปที่ 13: ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีนทั้งสองที่ได้จากการโคลนนิ่งกับล าดับเบสของยีนทั้งสอง

ที่ปรากฏในฐานข้อมูล NCBI 

 

2.   ผลการศึกษาตัวอย่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณข้างเคียงที่ไม่ได้เป็น 

2.1   ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่ได้รับการผ่าตัดและ
ผ่านเกณฑ์คัดเข้าเพ่ือใช้ตัวอย่างชิ้นเนื้อ 

การศึกษานี้มีจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 20 คู่ คือตัวอย่างชิ้นเนื้อที่เป็นมะเร็งตับและต าแหน่ง 

ข้างเคียงที่ไม่ได้เป็น ซึ่งมากกว่าจ านวนตัวอย่างที่อ้างอิงจากการศึกษาก่อนหน้าที่มีรูปแบบการศึกษา

ใกล้เคียงกัน และใช้จ านวนตัวอย่าง 10 คู่ในการวิจัยด้วยเทคนิค Western blot ซึ่งตัวอย่างทั้งหมด มี

ลักษณะทางคลินิกเบื้องต้นดังนี้ 
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ตารางที่ 10: ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่ได้รับการ

ผ่าตัดและผ่านเกณฑ์คัดเข้าเพ่ือใช้ตัวอย่างชิ้นเนื้อในการศึกษาระดับ mRNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Total bilirubin, TB; Aspartate transaminase, AST; Alanine aminotransferase, ALT; Alpha-fetoprotein, 
AFP; Barcelona clinic liver cancer, BCLC. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Characteristic HCC 

Sex  
Male 17 (85%) 

Age (years) 59.95 ± 13.22 
TB (mg/dl) 1.07 ± 0.78 

Albumin (g/dl) 3.12 ± 0.63 

AST (U/l) 239.95 ± 170.98 
ALT (U/l) 117.15 ± 115.63 

AFP (IU/ml) 4,928.93 ± 13,102.55 
Tumor size 8.43 ± 6.60 

Cirrhosis 
Yes 
No 

 

15 (75%) 
5 (15%) 
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ตารางที่ 11: ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่ได้รับการ
ผ่าตัดและผ่านเกณฑ์คัดเข้าเพ่ือใช้ตัวอย่างชิ้นเนื้อในการศึกษาระดับโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
*Total bilirubin, TB; Aspartate transaminase, AST; Alanine aminotransferase, ALT; Alpha-fetoprotein, 
AFP; Barcelona clinic liver cancer, BCLC. 
 

2.2   ระดับ mRNA ของ SULF2 และ GPC3  

จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายทั้งสองยีนพบว่า ระดับ mRNA ของ 

SULF2 บริเวณชิ้นเนื้อที่เป็นมะเร็ง (Tumor tissue) ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P-

value = 0.541) เปรียบเทียบกับบริเวณข้างเคียงที่ไม่เป็นมะเร็ง (Adjacent non-tumor) แต่มี

แนวโน้มจะสูงกว่า โดยมีระดับการแสดงออกที่เปลี่ยนไปเฉลี่ยเท่ากับ 1,373 ± 4,100 เท่า และใน

บริเวณที่ไม่ได้เป็นมะเร็งมีระดับการแสดงออกที่เปลี่ยนไปเท่ากับ 864.4 ± 1,832 เช่นเดียวกับระดับ

การแสดงออกของ GPC3 ซึ่งมีแนวโน้มสูงกว่าในบริเวณชิ้นเนื้อที่เป็นมะเร็งตับเมื่อเปรียบเทียบกับ

บริเวณข้างเคียงที่ไม่ได้เป็น และมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 31.55 ± 115.20 และ 4.76 ± 6.89 ตามล าดับ 

และไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P-value = 0.343) 

 

 

Characteristic HCC 

Sex  
Male 7 (70%) 

Age (years) 57.20 ± 13.26 
TB (mg/dl) 1.37 ± 1.01 

Albumin (g/dl) 3.04 ± 0.56 

AST (U/l) 232.20 ± 190.53 
ALT (U/l) 135.10 ± 107.59 

AFP (IU/ml) 5,942.67 ± 16,247.51 
Tumor size 9.32 ± 8.14 

Cirrhosis 
Yes 
No 

 

7 (70%) 
3 (30%) 
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รูปที่ 14: ผลปริมาณ mRNA ของ SULF2 และ GPC3 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
 ผลการศึกษาพบว่ายีนทั้งสองชนิดมีแนวโน้มแสดงออกสูงกว่าในบริเวณชิ้นเนื้อมะเร็งตับ  

*Adjacent non-tumor; ANT, Tumor; T 
 
2.3   ระดับโปรตีน SULF2 ในชิ้นเนื้อ 

การศึกษาระดับโปรตีน SULF2 ภายในชิ้นเนื้อมีวัตถุประสงค์เพ่ือยืนยันว่า SULF2 มีการ 

แสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นภายในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ และอาจเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพแบบไม่รุกรานผู้ป่วยได้ 

จากการศึกษาด้วยเทคนิค western blot พบว่า โปรตีน SULF2 มีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นใน

บริเวณชิ้นเนื้อมะเร็งตับ เมื่อเปรียบเทียบกับบริเวณปกติข้างเคียง โดยมีโปรตีน Beta-actin เป็นตัว

ควบคุม อัตราส่วนระหว่างความเข้มของแถบโปรตีน SULF2 และ Beta-actin ของชิ้นเนื้อมะเร็งตับ
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เท่ากับ 2.67 ± 1.72 และบริเวณปกติข้างเคียงเท่ากับ 1.48 ± 0.86 ซึ่งระดับโปรตีน SULF2 ของทั้ง

สองบริเวณแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P-value = 0.022) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15: ผลการศึกษาโปรตีน SULF2 ในชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณข้างเคียง 
แสดงผลด้วยกราฟจุด แกน Y แสดงออกในอัตราส่วนระหว่างความเข้มของแถบโปรตีน SULF2 และ 

Beta-actin ภาพด้านล่างแสดงตัวอย่างแถบโปรตีนบนแผ่น nitrocellulose membrane 
*Adjacent non-tumor; ANT, Tumor; T 

 

3.   ผลการศึกษาตัวอย่างเลือดส่วน buffy coat และซีรั่ม 

3.1 ลักษณะทางคลินิกของกลุ่มตัวอย่างท่ีผ่านเกณฑ์คัดเข้าและใช้ตัวอย่างเลือด 

ตัวอย่างเลือดจากกลุ่มตัวอย่างสองกลุ่ม ประกอบด้วย 

 -   กลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย รวมทั้งหมด 169 ราย 

กลุ่มผู้มีสุขภาพดี (Healthy)      50 ราย 

กลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (CHB)  119 ราย 

-   กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับจากไวรัสตับอักเสบบี (HCC)   146 ราย 

ANT1     T1        ANT2     T2 

Beta-actin

SULF-2 250 kD

42 kD
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ซึ่งมีลักษณะทางคลินิกดังตารางต่อไปนี้ 

 

ตารางที่ 12: ลักษณะทางคลินิกของกลุ่มตัวอย่างสามกลุ่มย่อยที่ผ่านเกณฑ์คัดเข้าและใช้ตัวอย่าง

เลือดในงานวิจัยระดับ mRNA 

*Total bilirubin, TB; Aspartate transaminase, AST; Alanine aminotransferase, ALT; Alpha-fetoprotein, 

AFP; Barcelona clinic liver cancer, BCLC NA, Not available. 

 
 

Characteristic 
Healthy CHB HCC 

P-value 
(n=50) (n=98) (n=93) 

Sex     
Male 27 (54.00%) 56 (57.10%) 74 (79.60%) 0.001 

Age (years) 48.66 ± 4.90 52.70 ± 13.73 58.78 ± 11.19 <0.001 
TB (mg/dl) NA 1.01 ± 1.74 1.14 ± 0.81 0.587 

Albumin (g/dl) NA 4.84 ± 5.42 3.48 ± 0.63 0.058 
AST (U/l) NA 35.94 ± 3.03 94.76 ± 78.61 <0.001 
ALT (U/l) NA 47.53 ± 50.48 64.56 ± 50.82 0.022 

AFP (IU/ml) 2.79 ± 1.53 8.21 ± 22.09 30,343.00 ± 93,587.00 <0.001 

Cirrhosis 
(Yes/No) 

NA 
23 (23.50%)/ 
75 (76.50%) 

78 (83.90%)/ 
15 (16.10%) <0.001 

Tumor size 
(cm) 

NA NA 9.41 ± 5.84 NA 

Child-Pugh NA NA  NA 

A/B/C/unknown   
64 (68.80%)/14 

(15.10%) /0 (0.00%)/ 
15 (16.10%) 

 

BCLC stage NA NA  NA 

0-A/B/C-D   
17 (18.30%)/ 55 

(59.10%)/ 21 (22.60%) 
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ตารางที่ 13: ลักษณะทางคลินิกของกลุ่มตัวอย่างสามกลุ่มย่อยที่ผ่านเกณฑ์คัดเข้าและใช้เป็นตัวอย่าง

เลือดในงานวิจัยระดับโปรตีน 

*Total bilirubin, TB; Aspartate transaminase, AST; Alanine aminotransferase, ALT; Alpha-fetoprotein, 

AFP; Barcelona clinic liver cancer, BCLC; NA, Not available. 

 

 

 

 

 

Characteristic 
Healthy CHB HCC 

P-value 
(n=50) (n=119) (n=146) 

Sex     

Male 27 (54%) 66 (55.46%) 116 (79.45%) <0.001 

Age (years) 48.66 ± 4.90 53.18 ± 13.04 59.12 ± 10.69 <0.001 
TB (mg/dl) NA 0.98 ± 1.62 1.13 ± 0.77 0.353 

Albumin (g/dl) NA 4.79 ± 5.13 3.52 ± 0.62 0.008 

AST (U/l) NA 34.06 ± 27.85 97.62 ± 101.01 <0.001 
ALT (U/l) NA 44.54 ± 47.58 62.90 ± 52.481 0.004 

AFP (IU/ml) 2.79 ± 1.53 7.32 ± 20.25 22,892.67 ± 77,948.05 <0.001 

Cirrhosis 
(Yes/No) 

NA 
23 (19.33%)/ 
96 (80.97%) 

121 (82.88%)/ 
25 (17.12%) <0.001 

Tumor size (cm) NA NA 8.98 ± 5.91 NA 

Child-Pugh NA NA  NA 

A/B/C/unknown   
97 (66.44%)/24 

(16.44%) /1 (0.7%)/ 24 
(16.44%) 

 

BCLC stage NA NA  NA 

0-A/B/C-D   
31 (21.2%)/ 

75 (51.4%)/ 40 

(27.4%) 
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3.2 ระดับ mRNA ของ SULF2 และ GPC3 

การศึกษา mRNA ในเลือดของกลุ่มตัวอย่างสองกลุ่มนี้ จะใช้ตัวอย่างเลือดจากส่วน buffy  

coat หรือชั้นของกลุ่มเม็ดเลือดหลังผ่านการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกชั้นของเลือดในหลอดเก็บเลือดชนิด 

EDTA tube จากนั้นจึงสกัด RNA และสังเคราะห์ cDNA และน าไปตรวจวัดระดับการแสดงออกของ

ยีนที่สนใจด้วยเทคนิค RT-PCR ในการศึกษานี้จะศึกษาในกลุ่มผู้มีสุขภาพดีทั้งหมด 50 ราย และศึกษา

ในกลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 98 ราย และกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับกลุ่มละ 93 ราย จากการศึกษา

พบว่า สามารถตรวจพบ SULF2 และ GPC3 ได้ทุกกลุ่มตัวอย่าง และมีระดับการแสดงออกของ 

SULF2 และ GPC3 สูงที่สุดในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับ (25.26 ± 38.10 และ 32.47 ± 35.38) รองลงมา

ได้แก่กลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (8.74 ± 17.30 และ 16.27 ± 28.30) และกลุ่มผู้มีสุขภาพดี 

(5.33 ± 12.78 และ 3.67 ± 4.45) โดยมีค่านัยส าคัญทางสถิติและจ านวนตัวอย่างที่ตรวจพบได้ดัง

แสดงในรูปที่ 16 

 

รูปที่ 16: ผลการศึกษาปริมาณ mRNA ของทั้งสองยีนที่สนใจจากตัวอย่างเลือด  
*Chronic Hepatitis B infection, CHB; HCC, Hepatocellular carcinoma 

 
3.3 ระดับโปรตีนของ SULF2 และ GPC3 

จากการศึกษาระดับโปรตีนทั้งสองชนิดภายในซีรั่มของตัวอย่างสามกลุ่มด้วยเทคนิค ELISA 

พบว่า ปริมาณของ SULF2 และ GPC3 เป็นไปในทิศทางเดียวกัน กล่าวคือ ตัวอย่างซีรั่มของผู้ป่วย

มะเร็งตับจะมีปริมาณ SULF2 และ GPC3 มากกว่ากลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและกลุ่มผู้มี
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สุขภาพดี ซึ่งเป็นไปตามสมมติฐานที่คาดไว้และมีลักษณะการเพ่ิมขึ้นของปริมาณคล้ายกับผลของ

ระดับ mRNA ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า SULF2 สามารถตรวจพบได้ในตัวอย่างเลือดจากกลุ่ม

ตัวอย่างทั้งหมดได้ แต่มีปริมาณที่แตกต่างกัน โดยผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ โรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

และผู้มีสุขภาพดีจะมีปริมาณ SULF2 เฉลี่ย 27.51 ± 10.17, 18.56 ± 5.21 และ 15.81 ± 4.30 

ng/ml ตามล าดับ ซึ่งมากกว่าผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและผู้มีสุขภาพดีอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติดังแสดงในรูปที่ 17 

ในทางกลับกัน GPC3 ที่ตรวจพบได้มีความจ าเพาะกับผู้ป่วยโรคมะเร็งตับค่อนข้างมาก โดย

จะพบ GPC3 ในผู้ป่วยกลุ่มนี้มากที่สุด 31.51 เปอร์เซ็นต์พบในผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 2.52 

เปอร์เซ็นต์และไม่สามารถพบได้ในตัวอย่างเลือดของผู้มีสุขภาพดีทั้งหมด อย่างไรก็ตาม ระดับของ 

GPC3 ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับนั้นยังมีค่าสูงกว่ากลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (201.00 ± 

300.30 และ 167.40 ± 185.90 pg/ml ตามล าดับ)  

 
รูปที่ 17: ผลการศึกษาปริมาณโปรตีน SULF2 และ GPC3 ในซีรั่มของกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด 

กราฟทางซ้ายแสดงถึงเปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างที่สามารถตรวจพบโปรตีนแต่ละชนิดได้ ภาพทางขวา
แสดงถึงปริมาณท่ีตรวจพบได้ในแต่ละกลุ่ม ซึ่งจะมีปริมาณมากที่สุดในกลุ่มผู้ป่วยะเร็งตับจากการติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบบี *Chronic Hepatitis B, CHB; HCC, Hepatocellular carcinoma 
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รูปที่ 17 (ต่อ): ผลการศึกษาปริมาณโปรตีน SULF2 และ GPC3 ในซีรั่มของกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด 

กราฟทางซ้ายแสดงถึงเปอร์เซ็นต์ของตัวอย่างที่สามารถตรวจพบโปรตีนแต่ละชนิดได้ ภาพทางขวา
แสดงถึงปริมาณท่ีตรวจพบได้ในแต่ละกลุ่ม ซึ่งจะมีปริมาณมากที่สุดในกลุ่มผู้ป่วยะเร็งตับจากการติด

เชื้อไวรัสตับอักเสบบี *Chronic Hepatitis B, CHB; HCC, Hepatocellular carcinoma 
 

3.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ mRNA และโปรตีนในเลือดของ SULF2 และ GPC3 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ mRNA และโปรตีนในเลือดของ SULF2 และ 

GPC3 พบว่ามีเพียง SULF2 เท่านั้นที่พบความสัมพันธ์ดังกล่าวอย่างมีนัยส าคัญ (r = 0.163, P-value 

= 0.03) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปริมาณ mRNA และโปรตีนในเลือดนั้นอาจไม่มีความเกี่ยวข้องกัน และอาจ

ไม่สามารถใช้ปริมาณทั้งสองรูปแบบนี้เปรียบเทียบกันในการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยมะเร็งตับได้ 

 

รูปที่ 18: ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ mRNA และโปรตีนในเลือดของ SULF2 และ GPC3 
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4.   ความสัมพันธ์ระหว่างระดับการแสดงออกของ SULF2, GPC3 และลักษณะทางคลินิกของ
ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

จากการศึกษาทั้งหมด มีวัตถุประสงค์เพ่ือพิสูจน์ว่า SULF2 และ GPC3 จะสามารถเป็นตัว

บ่งชี้ทางชีวภาพแบบไม่รุกรานได้หรือไม่ ดังนั้น การศึกษานี้จึงน าผลวิจัยที่ได้จากเลือดเพ่ือวิเคราะห์

ความสัมพันธ์กับลักษณะทางคลินิกต่างๆ ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ จากการศึกษาผลระดับ mRNA ของ

ทั้ง SULF2 และ GPC3 พบว่า ไม่มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับ AFP (P-value = 0.961 และ 

0.440 ตามล าดับ ) อย่างไรก็ตามผลการศึกษาในระดับโปรตีน พบว่า SULF2 และ GPC3 มี

ความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับค่า AFP และขนาดของก้อนมะเร็ง ดังแสดงในภาพ

ที่ 18 ดังนั้น จึงเลือกผลการศึกษาระดับโปรตีนของทั้งสองไปวิเคราะห์ว่าจะสามารถเป็นตัวบ่งชี้ทาง

ชีวภาพแบบไม่รุกรานด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติอ่ืนๆ ต่อไป 

 

รูปที่ 19: ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง SULF2 และ GPC3 กับระดับ AFP  
และขนาดก้อนมะเร็ง 
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 การประเมินความสามารถในการเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของโปรตีนทั้งสองชนิดจะ
เปรียบเทียบค่า area under curve หรือพ้ืนที่ใต้กราฟจากการวิเคราะห์สถิติ Receiver-operating 
characteristics (ROC) curves ซึ่งหากพ้ืนที่ใต้กราฟมีค่าใกล้ 1 สามารถแปลผลได้ว่าโปรตีนที่สนใจ
นั้น มีประสิทธิภาพในการจ าแนกผู้ป่วยที่เป็นโรคออกจากกลุ่มผู้ที่ไม่ได้ป่วยเป็นโรคได้ดี หรือมีค่าความ
ไว และค่าความจ าเพาะต่อโรคสูง 
 จากผลการวิเคราะห์โดยการเปรียบเทียบการใช้ปริมาณของโปรตีน AFP SULF2 และ GPC3 
จ าแนกผู้ป่วยมะเร็งตับออกจากกลุ่มผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ และกลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
และการจ าแนกผู้ป่วยมะเร็งตับระยะแรกเริ่มจากผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี โดยพบว่า AFP เป็น
ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับ SULF2 หรือ GPC3 เพียงชนิดเดียว แต่เมื่อน า AFP  
ร่วมกับ SULF2 มาพิจารณาร่วมด้วย พบว่าการใช้ AFP ร่วมกับ SULF2 ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ
จะมีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้ AFP อย่างไรก็ตาม การประเมินประสิทธิภาพของตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ
ในการจ าแนกผู้ป่วยมะเร็งตับระยะแรกเริ่มและผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี พบว่า AFP ยังเป็น
ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด พ้ืนที่ใต้กราฟของตัวบ่งชี้ทางชีวภาพต่างๆ และค่านัยส าคัญ
ทางสถิติในการใช้จ าแนกผ้ป่วยมะเร็งตับออกจากกลุ่มต่างๆ ดังปรากฏในตารางที่ 14 จากการวิจัยนี้
สามารถสรุปได้ว่า การใช้ AFP ร่วมกับ SULF2 มีประสิทธิภาพในการเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ดีกว่า
การใช้ AFP เพียงชนิดเดียว แต่อย่างไรก็ตาม AFP ยังใช้จ าแนกผู้ป่วยมะเร็งตับระยะแรกเริ่มได้ดีกว่า 
ดังนั้น โปรตีน SULF2 หรือ GPC3 อาจมีบทบาทเป็นตัวพยากรณ์โรคมะเร็งตับและสัมพันธ์กับความ
รุนแรงของโรคมะเร็งตับได้ 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20: ROC curve แสดงผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการเป็นตัววินิจฉัยโรคระหว่าง 
AFP, GPC3 และ SULF2 

HCC vs CHB patients HCC vs non-HCC patients 
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รูปที่ 20 (ต่อ): ROC curve แสดงผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการเป็นตัววินิจฉัยโรคระหว่าง 
AFP, GPC3 และ SULF2 

 

ตารางที่ 14: ผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจ าแนกผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากผู้ไม่ได้เป็นมะเร็งตับ 

Group Parameter 
SULF2 GPC3 AFP 

AFP combined 
SULF2 

HCC vs non-
HCC patients 

AUROC 0.802 0.603 0.894 0.902 

P-value <0.0001  0.002 <0.0001 <0.0001 

95% CI 0.752-0.852 0.538-0.667 0.855-0.932 0.867-0.937 

HCC vs CHB 
patients 

AUROC 0.78 0.599 0.887 0.893 

P-value <0.0001 0.007 <0.0001 <0.0001 

95% CI 0.724-0.836 0.530-0.668 0.847-0.928 0.854-0.932 

Early HCC vs 
CHB patients 

AUROC 0.689 0.534 0.784 0.76 

P-value 0.001 0.567 <0.0001  <0.0001 

95% CI 0.577-0.801 0.415-0.653 0.691-0.878 0.656-0.863 

 
 จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่มีการแสดงออกของระดับ

โปรตีน SULF2 หรือ GPC3 สูงและกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่มีการแสดงออกของระดับโปรตีน SULF2 

หรือ GPC3 ต่ ากับระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยหลังจากได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งตับ ด้วย

สถิติ Kaplan-Meier (Log-rank test) โดยแบ่งกลุ่มจากค่ามัธยฐานของข้อมูล โปรตีน SULF2 จะ

Early HCC vs CHB patients 
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แบ่งเป็นกลุ่มที่มีปริมาณสูง คือมีโปรตีน SULF2 มากกว่าหรือเท่ากับ 25 ng/ml และกลุ่มกลุ่มที่มี

ปริมาณต่ า คือมีโปรตีน SULF2 น้อยกว่า 25 ng/ml โปรตีน GPC3 จะแบ่งออกเป็นกลุ่มที่พบและไม่

พบ GPC3 พบว่ากลุ่มที่มีปริมาณ SULF2 สูงจะมีระยะเวลาการรอดชีวิตน้อยกว่ากลุ่มที่มีปริมาณ 

SULF2 ต่ า (P-value < 0.001) ซึ่งมีทิศทางเดียวกับ GPC3 กลุ่มที่ตรวจพบ GPC3 จะมีระยะเวลา

รอดชีวิตสั้นกว่ากลุ่มที่ไม่พบโปรตีนชนิดนี้ในเลือด (P-value < 0.001) ดังนั้น โปรตีนทั้งสองชนิดนี้จะ

เป็นตัวพยากรณ์โรคที่ไม่ดีของโรคมะเร็งตับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 21: กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของ SULF2 และ GPC3 และระยะเวลาการรอด
ชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ 

 
 เมื่อน าโปรตีนทั้งสองมาวิ เคราะห์ Univariate และ Multivariate analysis ด้วย Cox 

proportional hazards model เพ่ือพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างพารามิเตอร์ต่างๆ และโปรตีนที่

สนใจในการศึกษานี้ว่ามีปัจจัยใดบ้างที่ส าคัญต่อการเสียชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ ผลการวิเคราะห์

ใน Multivariate analysis พบว่า GPC3 ไม่มีความส าคัญทางสถิติในการวิเคราะห์นี้  และปริมาณ 

SULF2 ที่มากกว่าหรือเท่ากับ 25 ng/ml นั้นจะขึ้นกับขนาดของก้อนมะเร็งเพียงอย่างเดียวเท่านั้น ซึ่ง

แสดงว่า SULF2 สัมพันธ์กับการเจริญของเซลล์มะเร็งรวมถึงความรุนแรงของโรคมะเร็งตับและเป็นตัว

พยากรณ์ท่ีไม่ดีโรคมะเร็งตับได้ 

 

 

 

P-value < 0.001 P-value < 0.001 
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ตารางที่ 15: ตาราง Univariate และ Multivariate analysis  

Factor Categories 

The HCC group 

Univariate analysis Multivariate analysis 

HR (95% CI) P-value HR (95% CI) P-value 

Sex Female or Male 1.253 (0.603-2.604) 0.545 NA NA 

Age (years) <60 or ≥60 0.640 (0.354-1.157) 0.14 NA NA 

TB (mg/dl) <0.1 or ≥0.1 1.092 (0.611-1.954) 0.766 NA NA 

Albumin (g/dl) <3.5 or ≥3.5 0.733 (0.398-1.348) 0.318 NA NA 

ALT (U/ml) <48 or ≥48 2.040 (1.120-3.716) 0.022 1.431 (0.708-2.893) 0.319 

AST (U/ml) <69.5 or ≥69.5 2.976 (1.590-5.568) 0.001 1.091 (0.515-2.312) 0.820 

AFP (IU/ml) <160 or ≥160 2.383 (1.286-4.414) 0.006 1.645 (0.827-3.273) 0.156 

SULF-2 (ng/ml) <25 or ≥25 3.741 (1.910-7.331) <0.001 3.035 (1.454-6.335) 0.003 

GPC-3 (pg/ml) 
Negative or 

Positive 
3.352 (1.840-6.104) <0.001 1.841 (0.899-3.769) 0.095 

Tumor size (cm) <7.4 or ≥ 7.4 4.818 (2.485-9.342) <0.001 3.503 (1.530-8.023) 0.003 

Child-Pugh A or B-C 1.825 (0.897-3.713) 0.097 NA NA 

BCLC stage 0-B or C-D 3.381 (1.840-6.215) <0.001 1.050 (0.482-2.287) 0.903 

Cirrhosis No or Yes 1.120 (0.520-2.411) 0.772 NA NA 

*Total bilirubin, TB; Aspartate transaminase, AST; Alanine aminotransferase, ALT; Alpha-fetoprotein, 

AFP; Barcelona clinic liver cancer, BCLC; Not available, NA. 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

 1. การศึกษาภายในชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณข้างเคียงที่ไม่ได้เป็น 

 การศึกษาระดับ mRNA และโปรตีนของ SULF2 และ GPC3 ในกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยโรคมะเร็ง

จากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 20 รายที่ใช้ในการศึกษานี้พบว่า ระดับการแสดงออก mRNA ของ

ยีนทั้งสองชนิดนั้นไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบระหว่างชิ้นเนื้อมะเร็งตับและบริเวณ

ข้างเคียงที่ไม่เป็น อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า SULF2 และ GPC3 มีแนวโน้มจะ

แสดงออกสูงขึ้นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ ดังนั้น ผลการศึกษานี้จึงมีทิศทางการแสดงออกของทั้งสองยีน

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้า (35, 49) แม้ไม่ปรากฏความแตกต่างอย่างเห็นได้ชัดระหว่างกลุ่มชิ้น

เนื้อมะเร็งตับและชิ้นเนื้อปกติข้างเคียง 

 นอกจากนั้น ลักษณะการ normalization ของยีนที่สนใจด้วย housekeeping gene (HKG) 

หรือยีนที่มีการแสดงออกเท่ากันในทุกสภาวะชองเซลล์ที่ต่างชนิดกัน ก็จะให้ผลที่แตกต่างกัน ปัจจุบัน 

ยังไม่มีข้อสรุปชัดเจนถึง HKG  ที่ดีที่สุดที่ควรใช้ในการวิจัย (61-63) HKG ที่นิยมใช้กันทั่วไปในงานวิจัย 

ได้แก่ GAPDH, Beta-actin, Beta-globin, Tubulin เป็นต้น จากการศึกษาพบว่า การใช้ HKG หลาย

ชนิดประกอบกันจะให้ผลการ normalization ที่ดีกว่าการใช้ HKG เพียงชนิดเดียว (64) 

 อีกหนึ่งปัจจัยส าคัญที่ต้องค านึงถึง คือ ความแปรปรวนของข้อมูลที่ได้อันเนื่องมาจากการใช้

ตัวอย่างเชิงคลินิก (clinical sample) เนื่องจากตัวอย่างที่ได้จากตัวอย่างแต่ละรายจะมีความ

หลากหลายจากสภาวะต่างๆ ภายในร่างกายที่ไม่สามารถควบคุมให้เหมือนกันทั้งหมดได้ จึงมีปัจจัยที่

กระทบต่อการสรุปผลการวิจัย (confounding factor) ค่อนข้างมาก  

 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SULF2 ในตัวอย่างชิ้นเนื้อ 10 ราย พบว่า SULF2 มีการ

แสดงออกระดับโปรตีนในชิ้นเนื้อบริเวณมะเร็งตับมากกว่าบริเวณปกติข้างเคียงอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่ง

การศึกษานี้เป็นการวิจัยแรกท่ียืนยันว่าโปรตีน SULF2 มีปริมาณมากขึ้นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับของผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับ อย่างไรก็ตาม การศึกษานี้ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาใน in vitro (28) และยังสามารถ

อธิบายได้ว่าโปรตีน SULF2 นั้นอาจมีบทบาทส าคัญในการช่วยการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ  

 จากการศึกษาเปรียบเทียบกันทั้งระดับ mRNA และโปรตีนพบว่า มีแนวโน้มว่าจะเป็นไปใน

ทิศทางเดียวกันโดยเฉพาะใน SULF2 ส าหรับ GPC3 นั้น มีการสนใจศึกษาระดับโปรตีนในชิ้นเนื้อ
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มะเร็งตับค่อนข้างมากและเป็นหนึ่งในตัวบ่งชี้ทางชีวภาพและเป้าหมายในการรักษาโรคมะเร็งตับอย่าง

จ าเพาะ (65, 66) จึงสามารถอนุมานได้ว่าโปรตีนชนิดนี้จะมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ 

และมีความเป็นไปได้สูงว่าจะสอดคล้องกับผลการศึกษาในระดับ mRNA ในการวิจัยนี้ 

 

 2. การศึกษาภายในตัวอย่างเลือดของกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

บีและกลุ่มผู้ไม่ได้เป็นมะเร็งตับ 

การศึกษาระดับ mRNA และโปรตีน SULF2 และ GPC3 ในเลือดนี้เป็นประโยชน์ในการ

พิสูจน์ว่า SULF2 และ GPC3 จะสามารถเป็นดัชนีบ่งชี้ทางชีวภาพแบบไม่รุกรานของโรคมะเร็งตับได้

หรือไม่ ซึ่งจากการศึกษาในเลือดสองส่วน คือ buffy coat และซีรั่ม ท าให้ได้ข้อมูลระดับการ

แสดงออกของ SULF2 และ GPC3 ในระดับ mRNA และโปรตีนตามล าดับ การศึกษานี้เป็นการ

รายงานครั้งแรกเกี่ยวกับระดับการแสดงออกของ SULF2 ในเลือดของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ ซึ่งจาก

การศึกษาพบว่า ผลของระดับ mRNA และโปรตีนทั้งสองสอดคล้องกันทั้งหมด กล่าวคือ กลุ่มผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีปริมาณ SULF2 และ GPC3 สูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ผู้ไม่ได้เป็นมะเร็งตับ ซึ่งมีปริมาณ SULF2 และ GPC3 รองลงมาในกลุ่มผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบบี และ

พบในกลุ่มผู้มีสุขภาพดีน้อย 

 การศึกษาในระดับ mRNA ชี้ให้เห็นว่า แม้จะมีปริมาณ SULF2 และ GPC3 แตกต่างกันอย่าง

มีนัยส าคัญระหว่างกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด แต่มีบางตัวอย่างที่ไม่สามารถตรวจพบยีนทั้งสองภายในเลือด

ส่วนนี้ได้ ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า เกิดการย่อยสลายของ mRNA ขึ้น เนื่องจาก mRNA เป็นสารชีวโมเลกุล

ที่มีความเสถียรค่อนข้างต่ า ดังนั้น mRNA ภายในเลือดอาจจะเป็นดัชนี้บ่งชี้ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ

น้อยกว่า microRNA (miRNA) หรือโปรตีน เนื่องจากความไม่เสถียรของโมเลกุลดังกล่าวข้างต้น  

 ระดับโปรตีน SULF2 และ GPC3 ภายในซีรั่มจะมีทิศทางปริมาณที่สอดคล้องกับในระดับ 

mRNA จากผลการศึกษาจะพบได้ว่า SULF2 นั้นสามารถตรวจพบได้ในซีรั่มของตัวอย่างทุกรายที่ใช้ใน

การศึกษา และแสดงปริมาณสูงสุดในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีอย่างมี

นัยส าคัญ อย่างไรก็ตาม ระดับโปรตีน GPC3 ไม่สามารถตรวจพบได้ทุกราย แต่จะพบได้มากที่สุดใน

กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี แสดงให้เห็นว่า GPC3 นั้นมีความจ าเพาะกับ

โรคมะเร็งตับสูงมาก สามารถพบ GPC3 ในกลุ่มผู้ที่ไม่ได้ป่วยเป็นมะเร็งตับเพียง 3 รายจาก 169 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 1.78 แต่จะมีความไวค่อนข้างต่ า คือพบ GPC3 ในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจากการติด
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เชื้อไวรัสตับอักเสบบี 46 รายจาก 146 ราย คิดเป็นร้อยละ 31.51 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่

พบการแสดงออกของ GPC3 ในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับร้อยละ 53 แต่ไม่พบการแสดงออกในกลุ่มผู้ป่วย

โรคตับหรือมะเร็งชนิดอื่นเลย (55) 

จากผลการทดลองนี้สามารถอภิปรายได้ในเชิงต าแหน่งที่อยู่และสภาพการท างานใน

ธรรมชาติของโปรตีนทั้งสองชนิด SULF2 ซึ่งเป็นเอนไซม์ชนิด extracellular enzyme ดังนั้น การ

ตรวจพบได้ในซีรั่มครบทุกรายจึงสอดคล้องกับกลไกการท างานของ SULF2 และเอนไซม์ชนิดนี้จะมี

การแสดงออกและท างานภายในเซลล์ชนิดอ่ืนทั่วไปที่มีการแบ่งตัวปกติ ดังนั้น จึงเป็นข้อสันนิษฐานว่า 

SULF2 สามารถตรวจพบได้ในกลุ่มผู้มีสุขภาพดีทุกรายรวมถึงกลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

ส าหรับ GPC3 โปรตีนนี้จะสามารถช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์และวิถีส่งสัญญาณ

ได้ก็ต่อเมื่อแสดงออกอยู่บนผิวเซลล์ (67) ดังนั้น จึงมีความเป็นไปได้ว่า จะตรวจพบซีรั่มได้น้อยกว่าใน

ชิ้นเนื้อ เนื่องจากเซลล์มะเร็งตับต้องการการแบ่งเซลล์ที่มากและรวดเร็วกว่าเซลล์ทั่วไป ดังนั้นจึง

ต้องการการแสดงออกของ GPC3 ในรูปของ surface protein มากกว่า secretory protein จึงตรวจ

พบ GPC3 ในซีรั่มได้ไม่ครบทุกราย โดยเฉพาะในกลุ่มผู้มีสุขภาพดี เพราะ GPC3 นั้นมีลักษณะการ

แสดงออกเป็น HCC specific manner แต่ทั้งนี้ก็มีโอกาสพบ false positive ในกลุ่มผู้ป่วยโรคตับ

อ่ืนๆ ได้ 

 จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง mRNA และโปรตีนของ SULF2 และ GPC3 ในเลือด

พบความสัมพันธ์ระหว่าง mRNA และโปรตีนของ SULF2 แต่ไม่พบใน GPC3 แสดงให้เห็นว่าอาจไม่มี

ความสัมพันธ์ในเลือดระหว่างปริมาณ mRNA และโปรตีน จึงอาจใช้ปริมาณเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งใน

การตรวจวินิจฉัยและอาจไม่สามารถเปรียบเทียบกันได ้
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 ตารางที่ 16: สรุปผลการศึกษาก่อนหน้าของ SULF2 และ GPC3 ในมะเร็งตับ 

Authors Year Target Type of sample Technique Result 

Lai et al. (35) 2008 SULF2  
Paired HCC and 
adjacent tissues 

Microarray upregulation in HCC tissues 

Lai et al.(28) 2010 SULF2 HCC cell lines RT-PCR upregulation in HCC cell lines 

Lai et al.(68) 2010 SULF2 
Paired HCC and 
adjacent tissues 

WB & IHC upregulation in HCC tissues 

Yang et al. 
(69) 

2011 SULF2 Liver tissues Microarray upregulation in HCC tissues 

Cupurro et al. 
(48) 

2003 
GPC3 Liver tissues IHC upregulation in HCC tissues 

GPC3 Serum ELISA increase in HCC patients 

Suzuki et al. 
(47) 

2010 

GPC3 Liver tissues DNA chips upregulation in HCC tissues 

GPC3 Liver tissues IHC upregulation in HCC tissues 

GPC3 Serum ELISA increase in HCC patients 

Tangkijvanich 
et al. (55) 

2010 GPC3 Serum ELISA increase in HCC patients 

Yao et al.(49) 2013 GPC3 Peripheral blood RT-PCR increase in HCC patients 

Wang et al. 
(53) 

2016 GPC3 
Paired HCC and 
adjacent tissues 

WB & IHC upregulation in HCC tissues 

 

3.   ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ GPC3, SULF2 ในเลือดและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง SULF2 และ GPC3 ในเลือดและลักษณะทางคลินิกอ่ืนๆ 

ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับพบว่า ปริมาณโปรตีนของทั้งสองชนิดมีความสัมพันธ์เชิงบวกและมีนัยส าคัญ

ทางสถิติกับปริมาณ AFP และขนาดของก้อนเนื้อมะเร็ง แต่ระดับใน mRNA ไม่พบความสัมพันธ์

ดังกล่าว ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงสนใจปริมาณ SULF2 และ GPC3 ในระดับโปรตีนในซีรั่มในการประเมิน

ประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับด้วยโปรตีนสองชนิดนี้ เนื่องจาก SULF2 และ GPC3 มี

บทบาทในการกระตุ้นวิถีการส่งสัญญาณที่ส่งผลให้เซลล์มะเร็งมีการเจริญเติบโตมากขึ้น ดังนั้น จึงมี

ความเป็นไปได้ว่ามีสาเหตุที่ท าให้มีความสัมพันธ์กับขนาดของก้อนมะเร็งตับ และสัมพันธ์กับค่า AFP 
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การวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Receiver operating characteristic curve หรือ ROC curve 

แสดงให้เห็นว่า SULF2 และ GPC3 ยังมีประสิทธิภาพด้อยกว่า AFP ในการจ าแนหผู้ป่วยมะเร็งตับ

ออกจากผู้ไม่เป็นมะเร็งตับ เนื่องจากมีค่าพ้ืนที่ใต้กราฟน้อยกว่า อย่างไรก็ตาม เมื่อน า AFP วินิจฉัย

โรคมะเร็งตับร่วมกับ SULF2 พบว่ามีประสิทธิภาพที่ดีกว่าการใช้ AFP หรือ SULF2 เพียงชนิดเดียว 

แต่เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพในการจ าแนกผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะแรกเริ่มจากกลุ่มผู้ป่วยโรคติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีพบว่า AFP จะเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ดีที่สุดในการการจ าแนหผู้ป่วยสองกลุ่ม

ดังกล่าว นอกจากนั้นปริมาณของโปรตีนทั้งสองชนิดในเลือดในระดับที่สูงเกินค่ามัธยฐาน คือ 25 

ng/ml และ 0 pg/ml ของ SULF2 และ GPC3 ตามล าดับ มีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค 

คือมีระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญ และเมื่อวิเคราะห์โดยก าจัดปัจจัยอ่ืนที่

อาจส่งผลต่อการเสียชีวิตในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับด้วย Univariate/ Multivariate analysis พบว่า 

GPC3 นั้นไม่สามารถเป็นตัวพยากรณ์โรคแบบ independent prognostic marker ได้ แต่ SULF2 

นั้นสามารถเป็นตัวพยากรณ์โรคที่ไม่ดีร่วมกับขนาดของก้อนมะเร็งได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า SULF2 และ 

GPC3 อาจมีความส าคัญในการด าเนินการของโรคมะเร็งตับได้ 

อย่างไรก็ตาม การศึกษาวิจัยนี้ยังมีข้อจ ากัดเนื่องจากการใช้ตัวอย่างจากผู้ป่วยและกลุ่มคนที่มี

สุขภาพดีมีจ านวนและปริมาณจ ากัด และอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งตับที่พบได้สูงในเพศชาย ท าให้

งานวิจัยนี้ไม่สามารถท าให้เพศ และอายุของกลุ่มตัวอย่างทั้งสองกลุ่มไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติได้ และจากสาเหตุนี้ ท าให้จ านวนผู้ป่วยโรคมะเร็งตับระยะเริ่มต้นและระยะรุนแรง จ านวน

ผู้ป่วยโรคติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่มีอาการตับแข็งร่วมด้วยและไม่มีอาการตับแข็งร่วมด้วย มีจ านวน

แตกต่างกัน ดังนั้น ความแตกต่างของลักษณะทางคลินิกของกลุ่มตัวอย่างทั้งหมดจึงเป็นข้อจ ากัดที่

ควรค านึงถึงในการศึกษาวิจัยโดยใช้ตัวอย่างทางคลินิก 

ผลการวิจัยจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้สามารถสรุปได้ว่า  SULF2 และ GPC3 ในซีรั่มสามารถ

เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการวินิจัยและพยากรณ์โรคของผู้ป่วยมะเร็งตับได้ และการใช้ AFP ร่วมกับ 

SULF2 ท าให้สามารถวินิจฉัยโรคมะเร็งตับได้แม่นย าขึ้น นอกจากนี้การศึกษานี้ยังชี้ให้เห็นว่า SULF2 

และ GPC3 อาจเป็นโมเลกุลที่มีบทบาทส าคัญในการส่งผลต่อการด าเนินโรคไปสู่ระยะรุนแรงได้
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การเตรียม Luria-Bertani (LB) broth ปริมาตร 100 ml 
 -   Yeast extract 0.5 g 

-   Tryptone  1.0 g 
-   NaCl  0.5 g 

 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml ผสมให้เข้ากันและน าไปฆ่าเชื้อ
ด้วยเครื่อง Autoclave รอให้สารละลายอุ่นจึงเติมยาปฏิชีวนะชนิด 100 mg/ml Ampicillin 
ปริมาตร 100 ul 
 
การเตรียม Luria-Bertani (LB) agar plate ปริมาตร 100 ml 
 -   Yeast extract 0.5 g 

-   Tryptone  1.0 g 
-   NaCl  0.5 g 
-   Agar   1.5 g 

 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml ผสมให้เข้ากันและน าไปฆ่าเชื้อ
ด้วยเครื่อง Autoclave รอให้สารละลายอุ่นจึงเติมยาปฏิชีวนะชนิด 100 mg/ml Ampicillin 
ปริมาตร 100 ul และเทใส่จานเพาะเชื้อโดยระวังให้ผิวหน้าเรียบเสมอกัน  
 
การเตรียม SOC medium ปริมาตร 100 ml 
 -   Yeast extract 0.5 g 

-   Tryptone  1.0 g 
-   NaCl  0.5 g 
จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml ผสมให้เข้ากันและน าไปฆ่าเชื้อ

ด้วยเครื่อง Autoclave และเติม 2M Mg2+ และ 2M glucose อย่างละ 100 ul ก่อนใช้ 
 
การเตรียม 5X Tris Borate buffer (TBE buffer) ปริมาตร 100 ml 
 -   Tris-base   54 g 

-   Boric acid   27.5 g 
-   EDTA (pH 8.0)  20 ml 
จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 1,000 ml เจือจางด้วย Distilled water 

ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1X ก่อนใช้ 
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การเตรียม 2% (w/v) Agarose gel ปริมาตร 100 ml 
 -   Agarose powder           2 g 
 -   1X TBE buffer    100 ml 
 
การเตรียม Tris buffered saline (TBS) 
 -   Tris-base    121 g 
 -   NaCl 1,462 g 
 ปรับให้มีค่า pH เท่ากับ 7.5 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 1,000 ml 
 
การเตรียม Towbin buffer 
 -   Tris  3.03 g 
 -   Glycine 14.4 g 
 -   SDS      1 g 
 -   Methanol 200 ml 

จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 1,000 ml 
 

การเตรียม 10X SDS-PAGE running buffer 
 -   Tris-base 30.3 g 
 -   Glycine 144 g 
 -   SDS  10 g 
 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 1,000 ml  
 
การเตรียม 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
 -   Tris-base  27.23 g 
 ปรับให้มีค่า pH เท่ากับ 8.8 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 150 ml  
 
การเตรียม 0.05 M Tris-HCl, pH 6.8 

-   Tris-base  6 g 
 ปรับให้มีค่า pH เท่ากับ 6.8 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 100 ml 
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การเตรียม 12% Resolving gel (ต่อ SDS-PAGE gel จ านวน 1 แผ่น) 
 -   40% Acrylamide/Bis-acrylamide 2.250 ml 
 -   1.5 M Tris-HCl pH 8.8  0.938 ml 
 -   10% SDS    0.075 ml 
 -   Distilled water   4.181 ml 
 -   10% Ammonium persulfate 0.056 ml 
 -   TEMED    0.004 ml 
 
การเตรียม 3.75% Stacking gel (ต่อ SDS-PAGE gel จ านวน 1 แผ่น) 
 -   40% Acrylamide/Bis-acrylamide 0.154 ml 
 -   0.5 M Tris-HCl pH 6.8  4.000 ml 
 -   10% SDS    0.016 ml 
 -   Distilled water   1.000 ml 
 -   10% Ammonium persulfate 0.020 ml 
 -   TEMED    0.002 ml 
 
การเตรียม Destaining solution I 
 -   Methanol 200 ml 
 -   Acetic acid 35 ml 
 จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 500 ml 
 
การเตรียม Destaining solution II 
 -   Methanol 25 ml 
 -   Acetic acid 35 ml 

จากนั้นเติม Distilled water ให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 500 ml 
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