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Objective To determine the objective response of antiangiogenesis agent for treatment of 
Hepatocellular carcinoma cell line implanted in nude mice 
  

Method The human hepatocellular carcinoma cell lines, HEP G2 and S 109, were cultured in media. The 
7 week-old nude mice were operated under anesthesia and dorsal skin chambers were placed on the backs of 
all nude mice subcutaneously. The HEP G2 and S 109 cell lines were implanted in all chambers with the amount 
of 80,000 cells in each chamber. All nude mice were maintained in pathogen-limited condition in the appropriate 
environment. Then the nude mice were separated into two groups, experimental and controlled groups, with 
three mice in each. The antiangiogenesis agent, marimastat, were diluted with water to the concentration of 1 
mg/ml. The experimental nude mice were fed by oral gavage with the dosage of 10 mg/kg/day of this agent 
twice a day. The controlled nude mice were also fed with water in the same volume. After 7 days each mice were 
examined under anesthesia by intravital fluorescent microscopy with video recording. Microvessel densities and 
colony count per unit area were calculated by image program. The results from both groups were compared for 
hypothesis testing using unpaired t-test method. 
 

Results The MMP inhibitor, marimastat, exerted a statistical significant therapeutic effect, reducing the 
percentage of microvascular area per one unit area and the percentage of area of cancer cells colony per one 
unit area. No sign of any side effect was found in the experimental group. 

 
Conclusion  The nude mice with implanted hepatocellular carcinoma cell lines were effectively treated 

with antiangiogenesis agent. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
โรคมะเร็งชนิด hepatocellular carcinoma(HCC) เปนโรคมะเร็งที่พบไดบอยสําหรับ

ผูชายไทย อุบัติการณของโรคนี้สําหรับประชากรทั่วไปในโลกสําหรับเพศชายเปน 6.8 คนตอ
ประชากร 100,000 คนตอป1 สําหรับเพศหญิงเปน 2.3 คนตอประชากร 100,000 คนตอป 
สถิติของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณในปพ.ศ.2538 คิดเปนรอยละ 3.4 ของโรคมะเร็งทั้งหมด2 
และเปนอันดับที่ 5 ในผูปวยชาย สวนในผูปวยหญิงนั้นพบไดนอย 

ปจจัยเสี่ยงที่สําคัญของโรคมะเร็งตับชนิด HCC ในประเทศไทยและภูมิภาคนี้ไดแก 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดบี (hepatitis B virus) ผูปวยสวนใหญจะมาพบแพทยดวย
อาการจุกแนนหรือมีกอนในทอง ในจํานวนมากกวากึ่งหนึ่ง (รอยละ 61.1) จะอยูในระยะที่เปน
มาก และไมสามารถรับการรักษาดวยการผาตัดแลวขณะที่ไดรับการวินิจฉัยเปนครั้งแรก3 และ
มักจะมีโรคตับอักเสบ หรือตับแข็งรวมดวยเสมอ ทําใหผลการรักษาดวยวิธีอ่ืนๆ นอกเหนือจาก
การผาตัดนั้นไมดีเทาที่ควรไมวาจะใชวิธีการใดๆก็ตามในปจจุบัน ผูปวยทั้งหมดของโรคนี้มี
ระยะเวลาของการรอดชีวิตโดยเฉลี่ย 5.6 เดือน4 สวนผูปวยที่ไมไดรักษาจะมีระยะเวลารอด
ชีวิตเฉลี่ยเพียง 8.7 สัปดาหเทานั้น 

วิธีการรักษาอ่ืนๆนอกเหนือจากการผาตัด ไดแก การฉีดสารเคมีเพื่อปดกั้นหลอดเลือด
ที่เลี้ยงกอนมะเร็ง (transcatheter oioly chemoembolization, TOCE) ซึ่งใหระยะเวลารอด
ชีวิตเฉลี่ย 12 เดือน3 เปนวิธีการที่ไดผลดีพอสมควรในการรักษาผูปวยที่อยูในระยะเปนมากจน
ไมสามารถผาตัดได แตมีขอหามที่สําคัญและผลขางเคียงหลายประการ การฉีดแอลกอฮอล
เขาตับซ่ึงใหระยะเวลารอดชีวิตเฉลี่ย 11.2 เดือน3 แตมีขอจํากัดในการเลือกวิธีการนี้และผล
ขางเคียงหลายประการเชนกัน สวนการใหยาเคมีบําบัดนั้น จะทําใหผูปวยมีระยะเวลารอดชวีติ
เฉลี่ย 7.3 เดือน3 วิธีการรักษาอื่นๆ ที่ยังอยูในขั้นการทดลอง ไดแก การรักษาทางชีววิทยารวม
กับการใหยาเคมีบําบัด (chemobiologic treatment)5,6 และการรักษาดวยฮอรโมน(hormonal 
therapy)7-11 ลวนแตเปนการรักษาที่ยังมีขอมูลนอยและสวนใหญไมพบวามีการตอบสนองที่ดี
นัก ผูปวยสวนใหญจึงไดรับการรักษาเพียงการรักษาแบบประคับประคอง (supportive 
treatment) เปนสวนใหญ 

ในชวงทศวรรษลาสุดนี้ มีความกาวหนาในการศึกษาเรื่องกระบวนการเจริญเติบโต
และวิวัฒนาการของโรคมะเร็งในระดับอณูชีววิทยาเปนอยางมาก ความรูในเรื่องดังกลาว
สามารถนํามาประยุกตใชในการคิดคนวิธีการรกัษาใหมๆของโรคมะเร็งดวย ปจจุบันเปนที่
ทราบกันทั่วไปวา การเติบโตของเซลลมะเร็งนั้นตองอาศัยปจจัยชวยการเจริญเติบโต (growth 
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factors) หลายาชนิด ที่สําคัญคือ เอ็นซัยมหลายกลุมซ่ึงมีบทบาทหนาที่ตอการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็งแตกตางกันไป 

เอ็นซัยมกลุม matrix metalloproteinases(MMPs) เปนกลุมของเอ็นซัยมกลุมหนึ่งซึ่ง
มีหนาที่ที่สําคัญมากในการยอยสลายโปรตีนในบริเวณที่เปนสารโครงสรางพื้นฐานนอกเซลล 
(extracellular matrix) เพื่อใหเซลลมะเร็งสามารถเจริญเติบโตลุกลามไดมากขึ้น และเปนเสน
ทางใหหลอดเลือดที่สรางขึ้นใหมสามารถงอกเขาไปเลี้ยงถึงบริเวณกอนมะเร็งไดดีขึ้นดวย  
อีกทั้งเปนเอ็นซัยมที่ชวยยอยสลายผนังหลอดเลือดชั้น basement membrane ทําใหผนัง
หลอดเลือดในบริเวณมีการซึมผาน (permeability) มากกวาปกติ เซลลมะเร็งจึงสามารถแทรก
ตัวเขาสูหลอดเลือดและแพรกระจายไปสูอวัยวะอื่น การคนคิดสารยับยั้งฤทธิ์ของเอ็นซัยมกลุม
นี้จึงนาจะมีประโยชนในหลายๆดาน สําหรับการรักษาโรคมะเร็งในอนาคต 

ยามาริมาสแตท (marimastat) เปนยาชนิดแรกที่สุดชนิดหนึ่งในกลุมสารยับยั้งการ
ทํางานของเอ็นซัยมในกลุม matrix metalloproteinase (MMPs inhibitors) ไดอยางกวาง
ขวาง (broad spectrum) มีการทดลองนํายาชนิดนี้ไปใชในการรักษาโรคมะเร็งหลายชนิด ทั้ง
ในขั้นการทดลองยาระดับกอนคลินิก (preclinical phase) และในระดับคลินิก (clinical 
phase) มาเปนเวลาหลายปแลว แตยังไมปรากฏรายงานการทดลองใชยาชนิดนี้ในการรักษา
โรคมะเร็งตับ ทั้งที่ในทางทฤษฎีแลวลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาที่สําคัญประการหนึ่งของโรค
มะเร็งตับคือ มีการสรางหลอดเลือดใหมเขามาหลอเลี้ยงกอนมะเร็งมากกวามะเร็งชนิดอื่นๆ
โดยทั่วไป ดังนั้น การรักษาโรคมะเร็งตับดวยการใชสารยับยั้งการสรางหลอดเลือด ซึ่งในการ
ทดลองนี้คือยามาริมาสแตท จึงอาจจะเปนวิธีการรักษาที่ไดผลดีกวาการใชยาชนิดนี้รักษาโรค
มะเร็งทั่วไปอื่นๆ นอกจากนี้ การทดลองใชสารยับยั้งการสรางหลอดเลือดในการรักษาโรค
มะเร็งอื่นๆ นั้นมักนิยมการวัดผลของยาทางออม เชน โดยการชั่งน้ําหนักกอนมะเร็ง12 โดยการ
วัดการลุกลามของมะเร็งและระยะเวลารอดชีวิตของสัตวทดลอง13-16 หรือการวัดระดับ tumor 
marker ที่ลดลงหลังการรักษา12,17,18 เปนตน ซึ่งนาจะเปนวิธีการวัดประสิทธิภาพของการรักษา
ที่มีโอกาสไดผลคลาดเคลื่อนอยูมาก เนื่องจากยาชนิดนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมดังกลาว แตไมไดออกฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งโดยตรง ดังเชนในกรณีของยาเคมีบําบัด ดัง
นั้นการวัดผลการรักษาของยาชนิดนี้ดวยการวัดการลดขนาดของกอนมะเร็งจึงไมสามารถใช
ได แตควรจะเปนการเปรียบเทียบขนาดของกอนมะเร็งที่ไดรับยาวาสามารถหยุดยั้งการเจริญ
เติบโตไดหรือไม รวมทั้งการตรวจตัวบงชี้การแบงตัวของเซลลมะเร็ง เชน การตรวจสัดสวนของ
เซลลมะเร็งในระยะ S (S-phase fraction) การตรวจความหนาแนนของเสนเลือด ตลอดจน
การวัดผลการรักษาในระยะยาว ไดแก การวัดอัตราการรอดชีวิต คาเฉลี่ยของเวลาที่รอดชีวิต 
และคาเฉลี่ยของระยะเวลาที่ปลอดโรค เปนตน การทดลองนี้จึงออกแบบขึ้นใหเปนการวัดผล
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ทางตรงของยาตอจํานวนหยอม (colony) ของเซลลมะเร็ง และความหนาแนนของหลอดเลือด
ในบริเวณที่มีเซลลมะเร็ง จึงนาจะแสดงถึงประสิทธิภาพโดยตรงของสารยับยั้งการสรางหลอด
เลือดไดชัดเจนมากกวาอีกดวย 

 
คําถามของการวิจัย (Research Question) 

 
1. คําถามการวิจัยหลัก (Primary Research Question) 
ยามาริมาสแตท จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งตับที่เพาะเลี้ยงใน

หนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม 
 
2. คําถามการวิจัยรอง (Secondary Research Question) 
 
ยามาริมาสแตทจะสามารถลดปริมาณการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลมะเร็งที่

เพาะเลี้ยงในหนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม 
 

สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 
 
ยามาริมาสแตท สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการสรางหลอดเลือดของเซลล

มะเร็งตับที่เพาะเลี้ยงในหนูทดลองได 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย (Objective) 
 
การวิจัยนี้มีจุดประสงคเพื่อทดลองการใชยามาริมาสแตทซึ่งเปนสารยับยั้งการสราง

หลอดเลือดในการรักษาโรคมะเร็งตับในหนูทดลองโดยการตรวจวัดจํานวนความหนาแนนของ
หยอมของเซลลมะเร็งและความหนาแนนของหลอดเลือดในบริเวณที่ปลูกถายเซลลมะเร็ง 

 
ขอจํากัดในการวิจัย 

 
ขอจํากัดในการวิจัยนี้ที่สําคัญ ไดแก ขอจํากัดในดานเวลาและเงินทุนวิจัย ทําใหไม

สามารถเปรียบเทียบผลของยาชนิดนี้ตอโรคมะเร็งอื่นๆ ที่มีปริมาณการสรางหลอดเลือดและ
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รูปแบบการแพรกระจายของโรคแตกตางกัน ซึ่งจะชวยใหเห็นประโยชนของการรักษาโรค
มะเร็งชนิดตางๆดวยยาชนิดนี้ไดชัดเจนขึ้น 

 
อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหวางการวิจัยและมาตรการในการแกไข 
 

1. การติดตอขอยามาใชในการทดลองและการนําเขาประเทศเนื่องจากเปนยาที่ไมมีการ
จําหนายและจดทะเบียนในประเทศใดๆ การติดตอขอยามาใชในการทดลองจึงเปนไป
ดวยความยากลําบาก และมีปญหามากในการนํายาเขาสูประเทศไทย แกไขโดยการ
ติดตอประสานงานอยางใกลชิดกับตัวแทนของบริษัทยาในประเทศไทย 

2. การเลี้ยงและดูแลหนูทดลอง เนื่องจากหนูทดลอง nude mice เปนหนูทดลองที่มี
ความบกพรองของภูมิคุมกันอยางมากแตกําเนิด จึงเปนสัตวทดลองที่ตองการความ
ชํานาญและการดูแลเอาใจใสอยางยิ่งในขณะที่มีผูชํานาญงานในดานนี้จํานวนนอย
มากในประเทศ และไมมีหองทดลองแหงใดเลยที่มีมาตรฐานทัดเทียมกับตางประเทศ 
โดยเฉพาะหองทดลองที่มีในคณะแพทยศาสตร แกไขโดยการดัดแปลงปรับปรุงสภาพ
หองทดลองใหดีที่สุดเทาที่ทําได และจํากัดผูทําการดูแลหนูทดลองใหนอยที่สุด เพื่อ
ควบคุมโอกาสการปนเปอนเชื้อโรคในหองทดลองใหนอยที่สุด 

3. เทคนิควิธีการในการวิจัย เนื่องจากหนูทดลอง nude mice เปนหนูทดลองที่ใชนอย
มากในประเทศ จึงไมมีผูใหคําแนะนําสําหรับปญหาทางเทคนิคในการวิจัยตางๆ เชน 
การผาตัดใส dorsal skin chamber เปนตน แกไขโดยการสังเกตและศึกษาปญหาที่
เกิดขึ้น แลวทําการแกไขแบบลองผิดลองถูกเปนครั้งๆไปจนไดวิธีการที่เหมาะสม โดย
ประยุกตเขากับเทคนิคการทดลองในเรื่องนี้ของตางประเทศ 

4. การจัดหาและเพาะเลี้ยงเซลลสายพันธุมะเร็งตับของมนุษย เซลลสายพันธุมะเร็งดัง
กลาวเปนเซลลที่หาไดยากและตองการความชํานาญในการเพาะเลี้ยง แกไขโดยติด
ตอหาผูเชี่ยวขาญในการเพาะเลี้ยงเซลลมารวมทําการวิจัยผลหรือประโยชนที่คาดวา
จะไดรับจากการวิจัยสามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการบงชี้ประสิทธิภาพของวธิกีาร
รักษาโรคมะเร็งตับดวยวิธีใหม กอนที่จะทําการศึกษาในขั้นคลินิกตอไป รวมทัง้เปนขอ
มูลเบื้องตนในการใชหนูทดลอง nude mice ในการวิจัยอ่ืนๆ และการวิจัยในเรื่อง
หลอดเลือดระดับจุลภาคที่สัมพันธกับโรคมะเร็งในดานอื่นๆในอนาคต 
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ขอตกลงเบื้องตน 
 
ไมมี 

 
คําสําคัญ (Key Words) 
 

Marimastat 
 Hepatocellular Carcinoma 
 Nude Mice 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
I การสรางหลอดเลือด (angiogenesis) 

 
การสรางหลอดเลือด คือกระบวนการที่หลอดเลือดเดิมที่มีอยูแลวมีการแตกแขนงของ

หลอดเลือดใหมเขาสูเนื้อเยื่อโดยรวม กระบวนการนี้เกิดขึ้นเสมอในขณะที่มีการสมานแผลและ
ระหวางรอบประจําเดือนของสตรีที่บริเวณรังไขและมดลูก แตนอกจากนี้แลว สําหรับผูใหญ
ปกตินั้นจะมีโอกาสเกิดกระบวนการนี้ไดนอยมาก สาเหตุสําคัญของการเกิดกระบวนการนี้ใน 
ผูใหญคือโรคหลายชนิดรวมทั้งโรคมะเร็งนั่นเอง 

 
ก. อณูชีววิทยาของการสรางหลอดเลือด  
 
ในขณะเริ่มตนเซลลมะเร็งสามารถเจริญเติบโตไดจนมีขนาดประมาณ  1 ถึง 2 

มิลลิเมตร ซึ่งเปนขนาดที่จํากัดตัวเอง เนื่องจากการหลอเลี้ยงของสารอาหารและออกซิเจน
จากเลือดไมเพียงพอ19-20 เซลลมะเร็งในระยะเริ่มตนขนาดนี้จะอยูในภาวะสงบนิ่ง นั่นคือไมมี
การเพิ่มขนาดของกอนมะเร็งและไมทําใหเกิดอาการใดๆ แกผูปวยไดเปนเวลานานหลายป 
โดยที่ไมสามารถตรวจพบไดดวยวิธีการตรวจใดๆทั้งสิ้น อยางไรก็ตามเซลลมะเร็งในกอนมะเรง็
ระยะนี้อาจมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็วเทียบเทากับเซลลมะเร็งในระยะที่มีการลุก
ลามของโรคได แตความจํากัดในดานอาหารและออกซิเจนจะทําใหเซลลมะเร็งสวนในของ
กอนมะเร็งซึ่งอาหารและออกซิเจนไมสามารถกระจายไปถึงเกิดการตาย (apoptosis) ขึ้นเอง 
ในอัตราเทากับการเพิ่มจํานวนของเซลล การกระตุนการสรางหลอดเลือดนั้น เชื่อกันวาควบคมุ
โดย    ”เครื่องเปดปดการสรางหลอดเลือด(angiogenic switch)”22  ซึ่งไดแก  ภาวะขาด
ออกซิเจน (hypoxia) ของเซลลมะเร็งและการกลายพันธุของเซลลมะเร็ง ภาวะขาดออกซิเจน
จะกระตุนการทํางานของปจจัยชวยการคัดลอกโปรตีน (transcription factor) ที่เรียกวา 
hypoxia-induced factor 1 (hif 1)23,24 ซึ่งจะทําหนาที่ชวยในการคัดลอกโปรตีนที่เปนปจจัย
ชวยการเจริญเติบโตของเซลลบุหลอดเลือด (vascular endothelial growth factor, VEGF) 
ตอไป25 สวนความไมเสถียรทางพันธุกรรมซึ่งเปนคุณสมบัติประจําตัวของเซลลมะเร็งจะทําให
เซลลเกิดการกลายพันธุในระหวางการแบงตัวไดงาย การกลายพันธุที่เปนการกระตุนยีนมะเร็ง 
(oncogene) หรือยับยั้งยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor gene) โดยเฉพาะที่ สําคัญคือ
การกลายพันธุของยีนตานมะเร็ง p53  ซึ่งเปนยีนที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการตายของ
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เซลลและวัฏจักรของเซลล (cell cycle) จะทําใหเซลลมะเร็งมีชีวิตอยูรอดไดในภาวะขาด
ออกซิเจน26 รวมกับการลดการทํางานของปจจัยตานการสรางหลอดเลือด (antiangiogenic 
factors) โดยเฉพาะ thrombospondin และกลไกอื่นอีกหลายประการ28 ทําใหเกิดความไมสม
ดุลของการควบคุมการสรางหลอดเลือด เซลลมะเร็งที่กลายพันธุยังสามารถสราง VEGF 29 
และปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดอื่นๆ ทําใหเกิดการสรางหลอดเลือดขึ้นใหม โดยที่เซลล
เหลานี้จะเติบโตทดแทนเซลลไมกลายพันธุที่ตายไปและกลายเปนเซลลสวนใหญของกอน
มะเร็งนั้น19 ตารางที่ 1 และ 2 แสดงถึงปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดและปจจัยตานการ
สรางหลอดเลือด 

กระบวนการสรางหลอดเลือดแบงไดเปน 4 ระยะ (รูปที่ 1) ไดแก 
1. การสรางชองวางขึ้นที่ผนังหลอดเลือด (establishment of vascular discontinuity) 
2. การเคลื่อนยายของเซลลบุหลอดเลือด(endothelial cell migration) 
3. การเจริญเติบโตของเซลลบุหลอดเลือด (endothelial cell proliferation)  
4. การจัดเรียงโครงสรางหลอดเลือดใหม (structural reorganization)  

ขั้นตอนแรกของกระบวนการสรางหลอดเลือดเริ่มตนจากการกระตุนเซลลบุหลอด
เลือดที่มีอยูกอนแลวและอยูในภาวะสงบนิ่งโดยปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือด 
(angiogenic factors) ซึ่งจะไปจับกับตัวรับที่จําเพาะกัน ทําใหเกิดการสงสัญญาณผานเยื่อ
หุมเซลล (transmembrane signalling) และกระตุนเซลลบุหลอดเลือดใหเกิดการเจริญเติบโต
และมีการเคลื่อนยายตําแหนงออกทางชองวางของผนังเลือด ซึ่งถูกยอยสลายโดยเอ็นซัยม
ยอยโปรตีน (proteolytic enzymes) ซึ่งหลั่งจากเซลลมะเร็งเชนกัน นอกจากนี้เซลลมะเร็งยัง
สรางเอ็นซัยมหลายชนิดที่ทํ าหนาที่ ยอยสลายสารโครงสรางพื้ นฐานระหวางเซลล 
(extracellular matrix) และสรางปจจัยดึงดูดเซลลบุหลอดเลือด (chemotactic factor) เขาหา
กอนมะเร็ง ทําใหเซลลบุหลอดเลือดเพิ่มจํานวนสรางหลอดเลือดผานพื้นที่ที่มีการยอยสารโครง
สรางพื้นฐานระหวางเซลลออกแลวเขาไปสูกอนมะเร็ง เซลลบุหลอดเลือดที่เจริญเติบโตออก
นอกหลอดเลือดเดิมเหลานี้สามารถรอดชีวิตอยูไดโดยอาศัยปจจัยชวยการเจริญเติบโตที่
จําเพาะ ไดแก integrins, αvβ3 และ αvβ5 แลวจัดเรียงโครงสรางใหมเปนหลอดเลือดโดย
อาศัยโมเลกุลยึดเหนี่ยวเซลล (cell adhesion molecules) ที่เรียกวา E-selectin30 

ปจจุบันมีการคนพบปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดชนิดใหมๆมากขึ้นเรื่อยๆ อยาง
ไรก็ตามปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดที่มีฤทธิ์รุนแรงและจําเพาะกับเซลลบุหลอดเลือด
มากที่สุดยังคงเปนปจจัยแรกที่มีการคนพบคือ VEGF เซลลมะเร็งเกือบทุกชนิดสามารถสราง 
VEGF ได VEGF จะทําหนาที่โดยจับกับตัวรับที่จําเพาะ 3 ชนิด ซึ่งอยูในกลุม tyrosine kinase  
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Vascular endothelial growth factors 
VEGF A, VEGF B, VEGF C 
Fibroblast growth factors (FGF) 
FGF-1 (acidic FGF) 
FGF-2(basic FGF) 
FGF-3 (int-2) 
FGF-4 (K-FGF) 
Tumor necrosis factor-α 

Transforming growth factor-β 

Thymidine phosphorylase (platelet-derived endothelial cell growth-factor) 
Platelet-derived growth factor 
Scatter factor (hepatocyte growth factor) 
Interleukin 8 
Other proteins and peptides 
Transforming growth factor-α 

Granulocyte colony-stimulating factor 
Angiogenin 
Platelet-activating factor 
Proliferin 
Substance P 
Non-peptides 
Lactate 
Hyaluron fragment 
Erucamide 
Prostaglandin E1 and E2 
 
 
ตารางที่ 1 ปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือด 
 
 
 



 9

  
 
Antiangiogenic factors  
Angiostatin 
Endostatin 
Interferons α,β and γ 

Interferon γ inducible protein 10 
Interleukin 1 
Interleukin 12 
Platelet factor 4 
 
Proliferin related protein 
16 K prolactin fragment 
Thrombospondin 1 
2-methoxyoestradiol 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 
Retinoic acid 
Tumour necrosis factor-α (high concentration) 
 
Antiangiogenic drugs 
Metalloproteinase inhibitors 
Fumagillin analogues (AGM1470) 
Group B streptococcus toxin 
Interferons  
Pentosan polysulphate 
VEGF blocking-antibodies 
VEGF receptor kinase inhibitors 
 
 
ตารางที่ 2 ปจจัยตานการสรางหลอดเลือด 
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รูปที่  1 ขั้นตอนการสรางหลอดเลือดใหม  (นํามาจาก  New strategies in anti-

vascular cancer therapy ใ น  European Journal of Clinical Investigation 1999 vol. 
29(9) หนา 804) 
 
ทั้งหมด ไดแก ตัวรับ VEGF1 หรือมีอีกชื่อวา flt-1 ตัวรับ VEGF 2 หรือ KDR/flk-1 และตัวรับ 
VEGF3 หรือ flt-431-35 ในระหวางการสรางหลอดเลือดของเซลลมะเร็งนั้น VEGF และตัวรับ 
VEGF1 รวมทั้งตัวรับ VEGF2 จะถูกเพิ่มบทบาท (up-regulation) มากขึ้น ในทางตรงขามการ
ลดบทบาท (down-regulation) ของ VEGF จะชวยยับยั้งการเติบโตของเซลลมะเร็งได 36-38 
ปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดชนิดใหมที่เพิ่งมีการคนพบคือ angiopoietin ซึ่งทําหนาที่
โดยจับกับตัวรับที่เรียกวา Tie2 การยับยั้งการทํางานของตัวรับ Tie2 และ angiopoietin ก็
สามารถยับยั้งการเติบโตและแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดเชนกัน39 

การยับยั้งการทํางานของปจจัยตานการสรางหลอดเลือดก็เปนสิ่งจําเปนตอการสราง
หลอดเลือดของเซลลมะเร็งเชนกัน ตัวอยางที่สําคัญในกรณีนี้คือ thrombospondin นอกจาก
นี้ยังมีการคนพบวาปจจัยตานการสรางหลอดเลือดอ่ืนๆ ซึ่งมีหลายชนิดที่เปนผลิตผลจากสาร
โปรตีนโมเลกุลใหญที่ไมเคยทราบมากอนวา มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางหลอดเลือด เชน prolactin 
และ fibronectin เปนตน หรือบางชนิดก็เปนผลิตผลจากปจจัยยับยั้งการสรางหลอดเลือดอื่นที่
มีฤทธิ์ออนกวา เชน Platelet factor 4 เปนตน 

เอ็นซัยมยอยโปรตีน ก็มีความจําเปนในการยอยสลาย basement membrane เพื่อให
เกิดชองวางที่ ผนั งหลอดเลือด  และยอยสลายสารโครงสรางพื้ นฐานระหวางเซลล 
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(extracellular matrix) เพื่อใหเกิดพื้นที่ที่เซลลบุหลอดเลือดสามารถเคลื่อนยายมาได เอ็นซัยม
ที่สําคัญในกระบวนการนี้คือเอ็นซัยมกลุม matrix metalloproteinases (MMPs) และเอ็นซัยม
ยอยซีรีน (serine proteases) เอ็นซัยมทั้งสองกลุมนี้สรางขึ้นไดจากเซลลบุหลอดเลือด เซลล
มะเร็ง และเซลลตอบสนองการอักเสบ (inflammatory cell)40-42 นอกจากนี้โมเลกุลยึดเหนี่ยว
เซลล (adhesion molecules) ก็มีบทบาทสําคัญในการปรับตัวของเซลลบุหลอดเลือดเขากับ
สารโครงสรางพื้นฐานระหวางเซลล43,44 โมเลกุลยึดเหนี่ยวเซลลที่สําคัญคือ αvβ3 และ αvβ5 
นั้นสรางจากเซลลบุหลอดเลือดเชนเดียวกัน เซลลบุหลอดเลือดที่เคลื่อนยายอกมาภายนอกจะ
สรางจุดเชื่อมตอ (tight junction) ระหวางกันเรียงเปนโครงสรางรูปทอและตอกับหลอดเลือด
ฝอยเดิมทําใหการสรางหลอดเลือดใหมเสร็จสิ้น 

 
ข. ความแตกตางระหวางหลอดเลือดปกติและหลอดเลือดในกอนมะเร็ง 
 
ความรูในเรื่องการสรางเสนเลือดของเซลลมะเร็งทําใหเกิดความเขาในเรื่องความแตก

ตางระหวางหลอดเลือดปกติและหลอดเลือดในกอนมะเร็งไดชัดเจนขึ้น ปจจุบันทราบกันแนชัด
แลววา หลอดเลือดในกอนมะเร็งมีความแตกตางจากหลอดเลือดปกติหลายประการ45,46 
หลอดเลือดปกตินั้น เซลลบุหลอดเลือดจะอยูในภาวะสงบนิ่ง (quiescent) และมีอัตราการ
ตายของเซลลบุหลอดเลือดต่ํามากเทียบกับหลอดเลือดของเซลลมะเร็งผนังของหลอดเลือดใน
กอนมะเร็งจะบางกวา เซลลบุหลอดเลือดก็มีการเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบ ไมมีเสนประสาท
หลอเลี้ยง และไมสามารถควบคุมทิศทางการไหลเวียนเลือดไดดีเต็มที่47 ผนังของหลอดเลือด
ในกอนมะเร็งประกอบดวยชั้น basement membrane ที่บุดวยเซลลบุหลอดเลือดที่เติบโต
อยางรวดเร็วและยังไมสมบูรณเต็มที่ (immature) ทําใหมีการซึมผานของสารเขาออกหลอด
เลือดไดงายกวาปกติ ความรูในเรื่องนี้ ชวยใหเกิดความพยายามวิจัยหาวิธีการรักษามะเร็งที่
จําเพาะกับหลอดเลือดในกอนมะเร็ง ซึ่งไดแกการใชสารยับยั้งการสรางหลอดเลือดในการปอง
กันการสรางหลอดเลือดขึ้นใหม และการใชยาที่มีฤทธิ์ทําลายหลอดเลือดในกอนมะเร็งที่มีอยู
แลว ซึ่งทําใหเซลลมะเร็งตายจากการขาดสารอาหาร ยาที่มีผลตอหลอดเลือดในกอนมะเร็งทั้ง
สองชนิดนี้แมจะมีผลตอหลอดเลือดตางกันแตก็สามารถลดขนาดของกอนมะเร็งไดจากการ
ทดลองในสิ่งมีชีวิต 
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II การใชหนูทดลอง nude mice ในการทดลองทางมะเร็งวิทยา 
 
ก. ประวัติศาสตรของหนู nude mice 
 
หนู nude mice ถูกคนพบเปนครั้งแรกในป ค.ศ.1962 ในหองทดลองเชื้อไวรัสของโรง

พยาบาล Ruchill ในเมืองกลาสโกว ประเทศสกอตแลนด โดยเปนหนูกลายพันธุที่เกิดขึ้นโดย
บังเอิญจากการผสมพันธุกันภายในครอบครัวของหนูเผือก (albino mice) ลักษณะภายนอกที่
ปรากฏความแตกตางชัดเจนคือเปนหนูที่ไมมีขน N.R.Grist ซึ่งเปนผูคนพบเปนครั้งแรกไดสง
หนูทดลองกลายพันธุนี้ไปที่สถาบันพันธุศาสตรของสัตว (The Institute of Animal Genetics) 
ในเมืองเอดินเบอรก ประเทศสกอตแลนด เพื่อทําการวิเคราะหทางพันธุกรรมอยางละเอียด48 
และสามารถวิเคราะหหาตําแหนงของยีนที่มีความผิดปกติและเปนสาเหตุของลักษณะไรขน
รวมทั้งตําแหนงของยีนที่เปนเครื่องหมาย (marker genes) ที่ใชสําหรับการยืนยันความถูก
ตองของพันธุกรรมของหนูทดลอง nude mice49 ซึ่งใชในการทดลองหลายสาขาในเวลาตอมา 

Flanagan แหงสถาบันพันธุศาสตรของสัตวเปนบุคคลแรกที่พบวาหนู nude mice มี
ชวงชีวิตที่สั้นมาก ในครั้งแรก Flanagan เชื่อวาเกิดจากการติดเชื้อ Toxoplasma gondii ซึ่ง
เปนเชื้อกอโรคที่พบบอยในหนู จึงสงหนูทดลอง nude mice ไปให W.Hutchison ในเมือง
กลาสโกว ซึ่งเปนผูเชี่ยวชาญเรื่องโรคติดเชื้อ Toxoplasmosis ชวยตรวจสอบ ผลการตรวจ
สอบไมพบหลักฐานใดๆของการติดเชื้อโรคดังกลาว  หนูทดลองจึงถูกสงตอให  E.M. 
Pantelouris จากมหาวิทยาลัย University of Strathclyde เมื่อทําการตรวจหาโรคติดเชื้ออ่ืน 
Pantelouris ไดคนพบความผิดปกติที่สําคัญของหนูทดลอง nude mice ซึ่งมีผลอยางมากตอ
การทดลองทางภูมิคุมกันวิทยาและมะเร็งวิทยาในเวลาตอมา50 

ในปค.ศ.1968 Pantelouris ไดรายงานวาหนู nude mice ไมมีตอมธัยมัส ในขณะที่
หนูในครอบครัวเดียวกันที่ไมเปนพันธุแท (homozygote) ของ nude mice นั้นยังตรวจพบการ
เจริญเติบโตของตอมธัยมัสตามปกติ นอกจานี้หนูทดลอง nude mice ยังมีจํานวนเม็ดเลือด
ขาวในเลือดต่ํากวาหนูปกติถึง 4 เทา ตรงกับผลที่ไดรับจากการตรวจระบบน้ําเหลืองของหนู 
nude mice ในสถาบันอื่น 51 ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาหนู nude mice ซึ่งไมมีตอมธัยมัสตั้ง
แตเกิด มีความบกพรองของระบบภูมิคุมกัน โดยเฉพาะภูมิคุมกันผานเซลล (cell mediated 
immunity, CMI) อยางรุนแรง จํานวนเม็ดเลือดขาวในเลือดที่ต่ํามากยังแสดงถึงความบกพรอง
ของภูมิคุมกันแบบ humoral mediated immunity (HMI) รวมดวยเนื่องจากจํานวนเม็ดเลือด
ขาว lymphocyte ชนิด B ต่ํามากนั่นเอง 
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ยีนที่มีหนาที่ควบคุมการเจริญเติบโตของตอมธัยมัสของหนู mice ใหเปนไปตามปกติ
คือยีน  nu การกลายพันธุที่ทําใหเกิดหนูที่ ไมมีตอมธัยมัสเปนการกลายพันธุแบบดอย 
(recessive autosomal mutation) ดังนั้นการกลายพันธุที่ทําใหเกิดหนู nude mice ตองเปน
การกลายพันธุที่ยีน nu ทั้ง 2 ยีนบนโครโมโซมที่เปนคูกัน โดยปกติการผสมพันธุหนูทดลองให
ได nude mice นั้นตองใชหนู nude mice พันธุแท (homozygote) เพศผูกับหนู mice ที่มียีน 
nu แบบพันธุทาง (heterozygote) เพศเมีย เพื่อใหเกิดโอกาสไดลูกที่เปน nude mice พันธุแท
รอยละ 5049 

 
ข. การปลูกเซลลมะเร็งมนุษย(Transplantability of Human Cancers) 
 
การปลูกเซลลมะเร็งของมนุษยในหนู nude mice เกิดขึ้นเปนครั้งแรกจากการทดลอง

ของ Rygaard และ Povlsen52 ซึ่งทําการปลูกเซลลมะเร็งลําไสใหญในชั้นเนื้อเยื่อใตผิวหนัง 
(subcutaneous tissue) ของหนู nude mice เปนผลสําเร็จ หลังจากนั้นการทดลองปลูกเซลล
มะเร็งของมนุษยในหนูทดลองก็เปนการทดลองที่ทําอยางแพรหลายเพื่อจุดประสงคหลาย
ประการ ทั้งในการศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตและแพรกระจายของโรคมะเร็ง ความเปลี่ยน
แปลงในระดับจุลภาคของเซลลมะเร็งและเซลลรอบขางขณะที่มีการเจริญเติบโตของโรคมะเร็ง 
รวมทั้งการทดลองการรักษาดวยวิธีการใหมหรือยาที่มีการผลิตขึ้นใหม 

มีรายงานจํานวนมากพบวา การทดลองปลูกเซลลมะเร็งหลายชนิดจากมนุษยในหนู 
nude mice นั้นไมสามารถปลูกไดสําเร็จทุกชนิด53-58 มีปจจัยหลายประการที่มีผลตอความ
สําเร็จในการปลูกเซลลมะเร็งในสัตวทดลอง ปจจัยเหลานั้น ไดแก 

1. การเกาะติดของเซลลมะเร็ง (tumor take) 
เซลลมะเร็งที่สามารถเกาะติดในเนื้อเยื่อของสัตวทดลองไดนั้น อาจตองใชระยะเวลาที่

นานมากถึง 6 เดือนก็ได59 โอกาสในการเกาะติดเนื้อเยื่อของหนูทดลองยอมแตกตางกนัไปตาม
ชนิดของเซลลมะเร็งเชนกัน 

2. ปจจัยในดานของสัตวทดลอง (host factors) 
2.1 พันธุกรรมของสัตวทดลอง 
หนูทดลอง nude mice เปนหนูทดลองที่มีลักษณะภายนอกที่เดนชัดคือไมมีขน 

ลักษณะภายในตัวหนูทดลองคือไมมีการเจริญเติบโตของตอมธัยมัสตามปกติ ลักษณะดัง
กลาวเกิดจากยีนกลายพันธุ nu ซึ่งเปนยีนดอย นอกจากลักษณะที่ปรากฏชัดเจนจากยีนดัง
กลาว ยังมียีนอื่นที่ควบคุมการแสดงออกของลักษณะของหนูทดลองที่เดนชัดซึ่งเปนยีนหลักที่
ใชในการรเรียกชื่อสายพันธุของหนูทดลองอีกดวย ตัวอยางของยีนดังกลาวซึ่งเปนยีนสําคัญ
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ของหนูขาว (albino strain) คือยีน BALB/c ซึ่งเปนสายพันธุของหนูทดลองที่นิยมใชกันทั่วไป
ในหองทดลองทั่วโลกรวมทั้งในการทดลองนี้ดวย การผลิตหนูทดลองที่เปนมาตรฐานสําหรับ
การทดลองแตละครั้งนั้นจําเปนตองใหไดหนูทดลองที่มีพันธุกรรมเหมือนกันมากที่สุด จึงตอง
อาศัยการสืบพันธุของหนูทดลองภายในครอบครัว (inbreeding) ดังนั้นในหองทดลองทั่วไป
และรวมทั้งในการทดลองนี้จึงใชหนูทดลองที่มีพันธุกรรมเหมือนหนูสายพันธุ BALB/c ทุก
ประการยกเวนยีนกลายพันธุ nu ซึ่งตองเปนพันธุแท (nu/nu)  หนูทดลองดังกลาวจึงมีชื่อเรียก
วาสายพันธุ  BALB/c-nu  

ยีน nu ที่ทําใหตอมธัยมัสไมเจริญเติบโตนั้นมีผลตอภาวะภูมิคุมกันบกพรองของหนู
ทดลองในสายพันธุตางๆ ไมเทากัน60 และยอมจะทําใหโอกาสของการปลูกเซลลมะเร็งในหนู
ทดลองไดสําเร็จแตกตางกันไปดวย แตไมมีผูทําการศึกษาเปรียบเทียบโอกาสของความสําเร็จ
ดังกลาวในหนูทดลองแตละสายพันธุสําหรับเซลลมะเร็งแตละชนิดอยางชัดเจน เนื่องจากหอง
ทดลองแตละแหงก็มักจะทําการทดลองกับหนูสายพันธุเดียวเทานั้น ดังนั้นการทดลองในกรณี
นี้จึงจําเปนตองระบุสายพันธุของหนู nude mice ดวยเสมอ นอกจานี้ยังมีรายงานบางฉบับ
กลาววา โอกาสของการปลูกเซลลมะเร็งในเนื้อเยื่อของหนูทดลองจะสูงมากขึ้น ถาใชหนู
ทดลองที่มีความบกพรองของภูมิคุมกันมากกวาหนู nude mice ธรรมดา61-65 ซึ่งมีความบก
พรองของเม็ดเลือดขาว lymphocyte ชนิด T cell เปนสําคัญเทานั้น แตก็มีรายงานที่ไดผลขัด
แยงกับสมมติฐานดังกลาวเชนกัน66  

2.2 อายุของหนูทดลอง  
มีรายงานพบวาโอกาสของการปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองจะสูงขึ้นเมื่อทําการ

ทดลองกับหนูแรกเกิด ซึ่งเปนขอเท็จจริงที่มีประโยชนในทางปฏิบัตินอย เนื่องจากไมสามารถ
ปฏิบัติไดจริง นอกจากนี้ยังมีผูพบวา การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองอายุ 2 ถึง 3 สัปดาห ก็
มีโอกาสสําเร็จมากขึ้นและมีโอกาสของการพบการแพรกระจายของเซลลมะเร็งมากขึ้นเชนกัน
67,68 แตก็มีรายงานที่ไดผลขัดแยงเชนเดียวกัน 66  

2.3 สุขภาพของหนูทดลอง 
หนูทดลองที่มีการติดเชื้อหรือสุขภาพไมดีนั้น พบวา มีโอกาสของการปลูกเซลลมะเร็ง

ไดสําเร็จนอยลง57,60,68  เชื่อวาอาจเกิดจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยการติดเชื้อทําใหมี
การตอตานเซลลแปลกปลอมขึ้น (graft rejection) นั่นเอง 

3. ปจจัยดานกลวิธีการปลูกเซลลมะเร็ง 
3.1 ลักษณะของเซลลมะเร็ง 
โดยทั่วไปเชื่อกันวาการปลูกเซลลมะเร็งในรูปของชิ้นเนื้อที่ตัดแบงมาจากกอนมะเร็งที่

ไดมาจากผูปวยในทันที โดยตองเลือกบริเวณที่ตัดอยางดีและมีขนาดชิ้นเนื้อไมเล็กเกินไปนั้น 
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จะมีโอกาสปลูกเซลลมะเร็งไดผลดีกวาการปลูกเซลลมะเร็งโดยใชเซลลสายพันธุมะเร็งที่อยูใน
รูปสารแขวนลอย (cell suspension) อยางไรก็ตามการปลูกเซลลมะเร็งในรูปชิ้นเนื้อสดนั้น
เปนไปไดยากในทางปฏิบัติและยังมีรายงานที่ไดผลคานวาการปลูกเซลลสายพันธุมะเร็ง (cell 
lines) ในรูปสารแขวนลอยสามารถทําใหเกิดการลุกลามและแพรกระจายของโรคมะเร็งไดดี
กวาการปลูกชิ้นเนื้อมะเร็ง57 

3.2 ตําแหนงที่ปลูกเซลลมะเร็ง 
การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองสามารถทําไดหลายตําแหนง มีผูทําการทดลองฉีด

เซลลมะเร็งเขาใตผิวหนัง เขาหลอดเลือดดํา และหลอดเลือดแดง เขาผนังเยื่อบุชองทอง ใน
หลอดลม ในหัวใจ สมอง ไต มาม53,57,68-79 ผลการศึกษาพบวา โอกาสของการปลูกเซลลมะเร็ง
สําเร็จจะสูงขึ้นถาปลูกเซลลมะเร็งในตําแหนงเดียวกับโรคมะเร็งชนิดนั้น  (orthotopic 
implantation) เชนการปลูกเซลลมะเร็งปอดโดยฉีดเขาหลอดลม การปลูกเซลลมะเร็งไตโดย
ฉีดเขาไต เปนตน อยางไรก็ตาม การศึกษาเหลานี้สวนใหญเปนการทดลองที่ไมมีกลุมควบคุม
มาเปรียบเทียบ เชื่อวาผลการศึกษาดังกลาวเกิดจากผลของสิ่งแวดลอมในระดับจุลภาค 
(microenvironment) ที่มีตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง 

4. ปจจัยดานเซลลมะเร็ง 
เซลลมะเร็งที่มีโอกาสในการนําไปปลูกในสัตวทดลองไดสําเร็จมากนั้น ควรจะเปน

เซลลมะเร็งที่อยูในระยะแบงตัวมากกวาเซลลมะเร็งที่ไมอยูในวัฏจักรของเซลล80 และควรจะ
เปนเซลลมะเร็งที่มาจากตนกําเนิดซึ่งเปนโรคมะเร็งที่มีวิวัฒนาการของเซลลนอยหรือไมมี57,81 
นอกจานี้โรคมะเร็งบางชนิดที่มีความสัมพันธของการเจริญเติบโตกับฮอรโมน เชนโรคมะเร็ง
เตานม โรคมะเร็งมดลูก เปนตน เซลลสายพันธุของมะเร็งเหลานี้ ก็นาจะมีความสัมพันธดัง
กลาวดวยเชนกัน อยางไรก็ตามมีรายงานพบวา เซลลสายพันธของโรคมะเร็งที่มีการเจริญเติบ
โตสัมพันธกับฮอรโมนบางชนิดสามารถเจริญเติบโตโดยไมถูกควบคุมดวยฮอรโมนอีกตอไปก็
ไดเชนกัน82 

สําหรับโรคมะเร็งของระบบทางเดินอาหารนั้น โรคมะเร็งลําไสใหญเปนโรคมะเร็งที่มี
อัตราความสําเร็จในการปลูกเซลลมะเร็งในหนู nude mice สูงมากถึงรอยละ 44 ถึง 7255,57,83 
โดยเฉพาะเมื่อนําเซลลมะเร็งมาจากผูปวยโรคมะเร็งลําไสใหญทีมีการลุกลามของโรคไปมาก
แลว สวนโรคมะเร็งกระเพาะอาหารนั้นมีผูทําการทดลองพบวาโอกาสสําเร็จในการปลูกเซลล
มะเร็งประมาณรอยละ 4584 สําหรับโรคมะเร็งตับนั้น ยังไมมีรายงานที่กลาวถึงเรื่องนี้ 
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ค. การปลูกเนื้อเยื่อในช้ันใตผิวหนัง (subcutaneous xenograft) 
 
การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลอง nude mice เกิดขึ้นเปนครั้งแรกในป ค.ศ.196952 

โดยเปนการปลูกเซลลมะเร็งลําไสใหญในชั้นใตผิวหนัง (subcutaneous implantation) หลัง
จากนั้น เปนตนมา การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองก็นิยมทํากันมากที่สุดที่เนื้อเยื่อในชั้นใต
ผิวหนัง สาเหตุสําคัญเนื่องจากเปนตําแหนงที่สังเกตการเจริญเติบดตของเซลลมะเร็งไดงาย
และมีโอกาสปลูกเซลลมะเร็งสําเร็จไดมาก  

ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งในเนื้อเยื่อชั้นใตผิวหนังนั้น โดยทั่วไปพบวา
จะโตขึ้นเปนกอนมะเร็งเฉพาะที่ (local nodule) หุมดวยแคปซูลซึ่งเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันบางๆ 
ถากอนมะเร็งมีขนาดใหญขึ้น ก็อาจลุกลามทําใหเกิดแผลขึ้นที่ผิวหนังเนื้อกอนมะเร็ง ดานลาง
ของกอนมะเร็งมักจะไมมีพังผืดยึดติดกับเนื้อเยื่อเกี่ยวกันดานลาง ทําใหกอนมะเร็งถูกจับ
เคลื่อนยายไดอิสระ (freely mobile) และมีหลอดเลือดขนาดกลางและเล็กแตกแขนงมาหลอ
เลี้ยงกอนมะเร็งโดยรอบอยางมาก85 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อช้ันใตผิวหนังของหนูทดลอง nude mice ยังมี
ความเหมาะสมตอการปลูกเนื้อเยื่ออยางมากดวย ผิวหนังของหนู nude mice มีลักษณะที่
แตกตางอยางมากจาผิวหนังของมนุษย โดยชั้นหนังกําพรา (epidermis) และชั้นผิวหนัง 
(dermis) นั้นไมแตกตางกับผิวหนังของมนุษย แตลึกลงไปจากชั้นผิวหนังของหนู nude mice 
จะเปนชั้นกลามเนื้อของผิวหนัง เรียกวา panniculus musculosus ซึ่งชวยในการเคลื่อนไหว
ของผิวหนังไดเชนเดียวกับกลามเนื้อที่หนังศีรษะและดานหนาของลําคอของมนุษย ลึกลงไป
จากชั้น panniculus musculosus จะเปนชั้นผังผืดบางๆ ซึ่งยึดดวยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจํานวน
นอยกับชั้นกลามเนื้อของหนู ทําใหผิวหนังของหนูทดลอง nude mice นั้นสามารถยืดหยุนไดดี
ตามการเคลื่อนไหวของหนู ชั้นพังผืดบางๆ และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ปริมาณนอยนี้ยังถูกดึงให
กวางออกเปนพื้นที่วางสําหรับปลูกเนื้อเยื่อตางๆไดงาย 

อัตราการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งที่ปลูกในช้ันเนื้อเยื่อใตผิวหนังของหนูทดลองยัง
มีความแตกตางกันไปตามตําแหนงของผิวหนังอีกดวย มีรายงานพบวา เซลลมะเร็งที่ไดรับการ
ปลูกในเนื้อเยื่อใตผิวหนังบริเวณสวนหนาของลําตัวของหนูจะเติบโตไดดีกวาเซลลมะเร็งที่ปลูก
ในบริเวณสวนหลังของลําตัวของหนู 3 ถึง 4 เทา86 และมีผูพบวา เซลลมะเร็งที่ปลูกในสวนทอง
ของลําตัว (ventral region) จะเติบโตไดเร็วกวาเซลลมะเร็งที่ปลูกในดานหลัง (dorsal region) 
ของลําตัว แตไมมีความแตกตางระหวางเซลลมะเร็งที่ปลูกในดานซายและขวาของลําตัวของ
หนูทดลอง สาเหตุของความแตกตางของอัตราการเจริญเติบโตดังกลาวยังไมเปนที่ทราบแนชัด 
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III เอ็นซัยม matrix metalloproteinases และสารยับยั้ง (inhibitors)  
 
การกําหนดโอกาสในการรักษาและวิธีการรักษาที่เหมาะสมสําหรับผูปวยโรคมะเร็ง

สวนใหญที่มาพบแพทยนั้นมักจะทําไดตั้งแตกอนเริ่มการรักษา โดยสวนใหญผูปวยโรคมะเร็ง
ทั่วโลกในปจจุบันยังคงมาพบแพทยเมื่อมีการแพรกระจายของโรคเกิดขึ้นมากอนแลวและเปน
ปญหาสําคัญที่ทําใหการรักษาใหหายขาดนั้นเปนไปไมได การรักษาดวยยาชนิดใดๆ ใน
ปจจุบันก็มักจะไมสามารถทําลายเซลลมะเร็งไดทั้งหมดความรูความเขาใจในเรื่องของกลไก
พื้นฐานทางชีวเคมีของการแพรกระจายของโรคมะเร็งจึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่งในการแก
ปญหานี้ในอนาคต 

สารโครงสรางพื้นฐานนอกเซลล (extracellular matrix,ECM) เปนโครงรางภายนอกที่
ประกอบขึ้นดวยสวนประกอบพื้นฐานที่สําคัญไดแก คอลลาเจน (collagens), กลัยโคโปรตีน 
(glycoproteins) และโปรตีโอกลัยแคน (proteoglycans) โครงรางเหลานี้เปนแหลงใหเซลล
ปกติรวมทั้งเซลลมะเร็งฝงตัวอยูเปนรูปรางที่มั่นคงแนนอน การเปลี่ยนรูปรางของเนื้อเยื่อใดๆ 
จําเปนตองมีการสลาย ECM เหลานี้ออกกอน ดังเชนที่พบในพยาธิวิทยาของโรคหลายชนิด 
เชน ขออักเสบ โรคหลอดเลือดหัวใจ การเกิดแผล รวมทั้งโรคมะเร็ง การแพรกระจายของโรค
มะเร็งจะเกิดข้ึนไดตองมีกระบวนการที่เกี่ยวของกับ ECM อยางกวางๆ 3 กระบวนการ ไดแก 
การยอยสลายโปรตีนที่ประกอบเปน ECM การจับติดและปลดปลอยเซลลมะเร็งจาก ECM 
และการเคลื่อนที่ผานรอยเสียหายของ ECM87-89 มีเอ็นซัยม หลายกลุมที่สามารถยอยสลาย 
ECM ได แตเอ็นซัยมกลุมที่สําคัญที่สุดคือเอ็นซัยม matrix metalloproteinases (MMPs)90-92 

 
ก. กลุมเอ็นซัยม matrix metalloproteinases (MMPs) 
 
กลุมเอ็นซัยม MMPs เปนกลุมเอ็นซัยมซึ่งพบไดจากการศึกษาระดับอณูชีววิทยา ทั้ง

ในเนื้อเยื่อจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นก สัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา และตนไม93 สําหรับในมนุษยนั้น 
เอ็นซัยมกลุมนี้มีบทบาทที่สําคัญหลายประการทั้งในกระบวนการที่เกิดขึ้นตามปกติและที่เกิด
จากโรค เชน การสมานแผล การปรับเปลี่ยนรูปรางของกระดูก การสรางหลอดเลือดใหม โรค
กลุมที่มีการอักเสบเรื้อรังและโรคจากการเสื่อมของอวัยวะตางๆ เปนตน การศึกษาในปจจุบัน
ทราบวาเอ็นซัยมในกลุมนี้มี 16 ชนิด ที่ทราบโครงสรางการเรียงตัวของกรดอมิโนและบทบาทที่
ชัดเจนแลว และยังมีอีกหลายชนิดที่อยูในระหวางการศึกษาดังตารางที่ 3 
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รูปรางโครงสรางของเอ็นซัยม MMPs แสดงไวในรูปที่ 2 เอ็นซัยมในกลุมนี้ทั้งหมดจะมี
โครงสรางรวมที่เหมือนกันคือจะตองมีสวนประกอบที่สําคัญ 3 สวนที่เรียกวา โดเมน (domain) 
ดังตอไปนี้94 

1. prodomain เปนสวนที่มีกรดอมิโนชนิดซิสเตอีน (cysteine) เปนสวนประกอบ สวนนี้
มีหนาที่ยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยม MMPs ถาเอ็นซัยมนี้จะถูกกระตุนใหทํางานได
ก็จะตองถอดสวนประกอบนี้ออกเสียกอนเทานั้น 

2. catalytic domain ซึ่ งมี ตํ าแหน งที่ จับกับ โลหะ  (metal-binding sites) เป นส วน
ประกอบ 
 

MMP 
number 

 
Common Name 

Molecular weight 
(kDa)a  full/pro/active 

 
Substrates 

1 
 
2 
 
 
3 
 
 
 
7 
 
8 
 
9 
 
10 
 
 
 
11 
12 
13 
 

Interstitial 
   Collagenase 
Gelatinase A 
 
 
Stromelysin 1 
 
 
 
Matrilysin 
 
Neutrophil 
   Collagenase 
Gelatinase B  
 
Stromelysin 2 
 
 
 
Stromelysin 3 
Metalloelastase 
Collagenase 3 
 

54.0/51.8/42.6 
 
73.9/71.0/62.1 
 
 
54.0/52.2/42.8 
 
 
 
29.7/27.9/19.1 
 
53.4/51.1/42.2 
 
78.4/76.3/66.6d 
   94/92/82 
54.2/52.3/43.0 
 
 
 
54.6/51.1/44.3 
54.0/52.3/42.8 
53.8/51.7/42.2 
 

Types I, II, III, VII and X 
collagen 
Gelatin, types I, IV, V, 
and X collagen, laminin V 
Types III, IV, IX, And X 
Collagen, gelatin, 
proMMP-1, Laminin, 
proteoglycans 
Gelatin, fibronection, 
proMMP-1 
Types I, II, III, IV and X 
Collagen 
Gelatin, types I, IV V and 
X collagen 
Types III, IV, IX, and X 
Collagen, gelatin, 
proMMP-1, Laminin, 
proteoglycans 
Alpha-1-antiprotease 
Elastin 
Types I, II, III, VII and X 
Collagen 
ProMMP-2, gelatin, 
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14 
 
15 
16 
17 
18/19 
20 

MT1-MMP 
 
MT2-MMP 
MT3-MMP 
MT4-MMP 
RASI-1 
Enamelysin 

65.9/63.8/53.9 
 
75.8/71.2/61.2 
69.5/65.8/55.7 
?/61.7/53.7 
57.4/54.7/46.5 
54.4/52.1/42.6 

collagens 
ProMMP-2 
ProMMP-2 
? 
? 
Amelogenin 

a Molecular weights are given for full-length, proenzyme, and active forms based on 
amino acid sequence 

d MMP-9 is significantly glycosylated. The first set of molecular weights is for the 
unglycosylated forms, the latter set for the glycosylated forms 

 
ตารางที่ 3 เอ็นซัยมในกลุม MMPs 
 

 
 
รู ป ที่  2 โค ร ง ส ร า ง ข อ ง เอ็ น ซั ย ม ใน ก ลุ ม  MMPs (นํ า ม า จ า ก เรื่ อ ง  Matrix 

metalloproteinases and metastasis ใ น  Cancer Chemotherapy and Pharmacology 
1999 vol. 43 (suppl) หนา S44) 
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3. active site domain ซึ่งมีตําแหนงที่จับอยางจําเพาะกับธาตุสังกะสี (Zinc) เปนสวน
ประกอบ 
นอกจากนั้นเอ็นซัยมกลุม MMPs แตละชนิดยังมีโครงสรางในสวนอื่นที่แตกตางกันไป 

ดังแสดงในรูปที่ 2 รายละเอียดจะไมกลาวถึงในบทความนี้ 
โครงสรางสวนที่มีบทบาทสําคัญและเปนเอกลักษณของเอ็นซัยมกลุม MMPs คือ 

active site domain และ prodomain active site domain ประกอบดวยกรดอมิโนเรียงตัวกัน 
50-55 ตําแหนง โดยมีกรดอมิโนฮิสติดีน (histidines) 3 ตําแหนงในจุดที่จับกับไอออนของธาตุ
สังกะสีทั้ง 3 จุด สวน prodomain นั้นจะมีกรดอมิโนซิสเตอีนอยูในจุดที่ส่ีของเอ็นซัยมที่จับกับ
ไอออนของธาตุสังกะสี ในตําแหนงนี้ของ prodomain จะมีอนุมูล sulphydryl มาจับกับไอออน
ของธาตุสังกะสีอีกครั้งหนึ่งที่ใหเอ็นซัยมไมทํางาน95 การกระตุนการทํางานของเอ็นซัยมนี้จะ
ตองมีกลไกในการสลายพันธะระหวางธาตุสังกะสีและธาตุกํามะถัน (Zinc- sulfur bond) ทํา
ใหเกิดการหลุดออกของลําดับกระดอมิโนสวนที่มีซิสเตอีนอยูดวย จึงจะไดเอ็นซัยมที่ทํางานได
96 

เอ็นซัยมกลุม MMPs สวนใหญจะถูกหลั่งออกจากเซลลในรูปที่ไมทํางาน และตอง
ผานการกระตุนตามที่กลาวแลว สําหรับเอ็นซัยมสวนใหญในกลุม MMPs จะถูกกระตุนโดย 
plasmin และ urokinase-type plasminogen activator 94,96 นอกจากนี้ยังมี เอ็นซัยมกลุม 
MMPs บางชนิดที่สามารถกระตุนเอ็นซัยมกลุม MMPs ชนิดอ่ืนได97,98 หรือถูกกระตุนดวยสาร
อ่ืนๆได99 เอ็นซัยมที่ถูกกระตุนแลวแตละชนิดก็จะมีความจําเพาะในการยอยสลายโปรตีนขาง
ชนิดของ ECM ดวยเชนกัน 90,100 ดังแสดงในตารางที่ 3 

สวน catalytic domain เปนสวนประกอบที่ไดรับการศึกษาอยางกวางขวางในปจจุบัน 
ความรูเร่ืองโครงสรางของสวนรปะกอบสวนนี้เปนพื้นฐานในการออกแบบสังเคราะหยาที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยมกลุมนี้ 101 ยาเหลานี้บางชนิดไดรับการทดลองในระดับ
คลินิกเพื่อรักษาโรคมะเร็งและอาการขออักเสบแลวในปจจุบัน 

ในภาวะปกติเอ็นซัยมกลุม MMPs จะถูกควบคุมอยางมากทั้งในดานการหลั่งและการ
ทํางาน โดยทั่วไปเอ็นซัยมนี้จะพบไดในเนื้อเยื่อทั่วไปในปริมาณที่นอยมาก และจะมีปริมาณที่
มากขึ้นเฉพาะเมื่อมีกระบวนการบางอยางเกิดขึ้นในรางกายดังที่กลาวแลวเทานั้น เอ็นซัยมนี้
จะถูกสรางและคัดหลั่งออกจากเซลลตามวิธีการปกติยกเวนเซลลในระบบภูมิคุมกันอันไดแก
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil และ macrophage ซึ่งจะสามารถเก็บเอ็นซัยมนี้ไวใน 
secretory granule และปลอยออกมาใชในการทํางานของระบบภูมิคุมกันเทานั้น การควบคุม
การทํางานของเอ็นซัยมกลุมนี้มีหลายขั้นตอน เร่ิมจากการทํางานของ prodomain ภายในเอ็น
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ซัยมเอง และการควบคุมภายนอกเซลลโดยอาศัยสารยับยั้งตามธรรมชาติที่เรียกวา tissue 
specific inhibitors of matrix metalloproeinases(TIMPs)102,103  

 
ข. สารยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยมในกลุม MMPs ชนิด tissue specific inhibitors 

of matrix metalloproteinases(TIMPs) 
 
ปจจุบันมีการคนพบ สารในกลุม TIMPs แลวสี่ชนิด สารเหลานี้เปนโปรตีนขนาดเล็ก

ซึ่งมีน้ําหนักเพียง 21 ถึง 28 กิโลดาลตันและมีสวนประกอบสําคัญเปนพันธะ disulfide 
จํานวนหกพันธะ สวนใหญของ TIMPs จะสามารถจับและยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยมใน
กลุม MMPs ทุกชนิด94 โดยใชสวนปลายของ TIMPs ซึ่งเปนกรดอมิโนจับกับสวนของ active 
site ของ MMPs ซึ่งจับอยูกับธาตุสังกะสี104 เชื่อวาพันธะ disulfide ซึ่งเปนพันธะที่จับกันอยาง
แข็งแรงในโครงสรางของ TIMPs มีสวนอยางมากในการยับยั้งการทํางานของ MMPs อยางไร
ก็ตาม TIMPs แตละชนิดก็มีความสามารถที่จะจับกับเอ็นซัยมในกลุม MMPs แตละชนิดแตก
ตางกัน เชน TIMP-2 จะสามารถจับกับ MMP-2 ไดดี หรือ TIMP-1 สามารถจับกับ MMP-9 ได
ดี เปนตน 

 
ค. การทํางานของเอ็นซัยมกลุม MMPs 
 
เอ็นซัยมในกลุม MMPs ถูกคนพบเปนครั้งแรกจากหางของลูกออด ในชวงทศวรรษที่ 

60105 ระหวางการเจริญเติบโตของกบจากตัวออนเปนตัวเต็มวัยนั้นหางของลูกออด ซึ่ง
ประกอบดวยคอลลาเจนจํานวนมากจะคอยๆ หดสั้นลงโดยอาศัยเอ็นซัยมยอยคอลลา
เจน(collagenase) หลังจากนั้นก็มีผูคนพบหนาที่ของเอ็นซัยมกลุม MMPs ในระบบตางๆของ
รางกายตามปกติอีกมากมาย โดยปกติเอ็นซัยมกลุมนี้จะมีอยูในเนื้อเยื่อตางๆในของผูใหญ
ปริมาณที่นอยมาก และจะเพิ่มปริมาณขึ้นเฉพาะเมื่อมีการกระตุนเทานั้น ดวยเหตุนี้จึงเปนเปา
หมายหนึ่งของการรักษาโรคมะเร็งในปจจุบัน เนื่องจากชื่อวาเอ็นซัยมนี้โดยทั่วไปนาจะมีบท
บาทนอย การรักษาจึงนาจะมีผลตอการทํางานของรางกายตามปกตินอยเชนเดียวกัน อยางไร
ก็ตามการรักษาดวยยาตานเอ็นซัยมกลุม  MMPs พบวามีผลทําให เกิดอาการปวดขอ 
(arthralgia) ได จึงเชื่อวาเอ็นซัยมชนิดนี้อาจมีบทบาทบางประการตอการทํางานตามปกติของ
ระบบขอของรางกายซึ่งยังไมทราบแนชัด106,107 
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บทบาทของเอ็นซัยมกลุม MMPs ตอการดําเนินโรคของโรคมะเร็งมีดังตอไปนี้ 
1. บทบาทตานการลุกลามและการแพรกระจายของโรคมะเร็ง 
เอ็นซัยมกลุม MMPs ที่สามารถผลิตโดยการลอกแบบทางพันธุกรรมขึ้นมาไดเปนครั้ง

แรกนั้นพบวาเกิดจากยีนที่สามารถกระตุนการทํางานดวยยีนมะเร็ง (oncogene)108 หลังจาก
นั้นมีผูคนพบวาในตัวอยางชิ้นเนื้อมะเร็งมีเอ็นซัยมกลุมนี้ในปริมาณมาก และพบวาความ
สามารถในการแทรกตัวของเซลลมะเร็งเขาสูเนื้อเยื่อโดยรอบนั้นสัมพันธกับปริมาณของเอ็น
ซัยมกลุม MMPs109]110 ทําใหมีสมมติฐานวาเอ็นซัยมกลุม MMPs ซึ่งสามารถยอยสลาย ECM 
ไดนี้เปนเอ็นซัยมที่เซลลมะเร็งใชในการลุกลามของมะเร็งเขาสูเนื้อเยื่อขางเคียงรวมทั้งผนัง
หลอดเลือดชั้น basement membrane เขาสูหลอดเลือดและเกิดการแพรกระจายของโรคในที่
สุด การทดลองทั้งในระดับเซลลและในสัตวทดลองในเวลาตอมาก็ไดพิสูจนวาสมมติฐานนี้เปน
ความจริง รวมทั้งยังพบวาการใหสาร TIMPs หรือกระตุนการทํางานของยีนที่สราง TIMPs ก็
ชวยยับยั้งการลุกลามและแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดเชนเดียวกัน 111-113 

การทดลองในเวลาตอมาโดยใชเทคนิคที่ เรียกวา intravital video microscopy 
(IVVM)114 พบวาเซลลมะเร็งที่ถูกกระตุนใหสราง TIMPs และฉีดเขาสูกระแสเลือดโดยตรงก็
สามารถแพรกระจายผานผนังหลอดเลือดเขาสูอวัยวะอื่นไดเชนเดียวกับเซลลมะเร็งอื่นที่มีการ
แพรกระจาย115 แตเซลลมะเร็งที่สราง TIIMPs ออกมามากนั้นจะไมสามารถเติบโตจนมีขนาดที่
ตรวจพบไดงายเชนเดียวกับเซลลมะเร็งปกติอ่ืนๆในอวัยวะที่มีการแรพกระจายดังนั้นจึงเชือวา
กระบวนการแพรกระจายของโรคมะเร็งซึ่งเปนกระบวนที่ซับซอนและตองการการทํางานของ
สารหลายชนิดในหลายขึ้นตอนรวมกันนั้น เอ็นซัยมกลุม MMPs อาจไมไดมีผลควบคุมการ
แทรกตัวของเซลลมะเร็งผานเขาออกผนังหลอดเลือดทั้งหมด แตขณะเดียวกันกลับมีผลตอการ
วางรากฐาน (tumor establishment) และการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งในอวัยวะแหงใหม
ดวย 

2. บทบาทตอการกําเนิดมะเร็ง (tumorigenesis) 
โดยทั่วไปแมจะพบวาเอ็นซัยมกลุม MMPs มีปริมาณและชนิดที่พบสูงขึ้นมากในโรค

มะเร็งที่มีการลุกลามไปมากหรือมีการแพรกระจาย แตสําหรับในเซลลมะเร็งระยะเริ่มกําเนิด
โรคก็พบวามีปริมาณของเอ็นซัยมกลุมนี้สูงขึ้นเชนกัน92 การสรางเอ็นซัยมกลุมนี้ในโรคมะเร็ง
ระยะเริ่มกําเนิดโรคนี้ ไมไดเกิดจากเซลลมะเร็งเพียงอยางเดียว แตยังเกิดจากเซลลรวมทั้งกอน
มะเร็ง (tumor stroma) อีกดวย90,116 เซลลเหลานี้ประกอบดวยไฟโบรบลาสต (fibroblast) 
เซลลระบุภูมิคุมกันที่แทรกตัวเขาหากอนมะเร็ง และเซลลบุผนังหลอดเลือด (endothelial cell) 
ซึ่งลวนแตสามารถหลั่งเอ็นซัยมกลุม MMPs ไดทั้งสิ้น เชื่อกันวาสวนหนึ่งเกิดจากการตอบ
สนองของรางกายตอกอนมะเร็งระยะเริ่มแรกเสมือนเปนแผล (wound) จึงทําใหเกิดกระบวน
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การสมานแผลขึ้น และสวนหนึ่งจากการหลั่งปจจัยกระตุนเซลลรอบขางจากเซลลมะเร็งเอง117 
การสรางเอ็นซัยมกลุม MMPs นี้ยังเกิดในโรคเนื้องอกชนิดไมรายแรง(benign tumor) ไดเชน
กัน มีรายงานในสัตวทดลองที่ถูกกระตุนใหสรางเอ็นซัยมกลุม MMPs เฉพาะบางชนิดมากผิด
ปกติแลวพบวามีผลสงเสริมการกําเนิดมะเร็งของโรคมะเร็งหลายชนิดไดจริง118-120 การสงเสริม
การวางรากฐานและการเจริญเติบโตของโรคมะเร็งในระยะเริ่มกําเนิดโรคนี้เกิดจากเอ็นซัยม
กลุม MMPs ทั้งที่มาจากเซลลมะเร็งและเซลลรอบขาง121 

3.บทบาทในการสรางหลอดเลือดใหม 
เมื่อเซลลมะเร็งเติบโตมากขึ้นก็จําเปนตองมีหลอดเลือดหลอเลี้ยงมากขึ้น เชื่อวาเอ็น

ซัยมกลุม MMPs มีบทบาทในดานนี้เชนกัน มีรายงานในสัตวทดลองพบวาการใหสารยับยั้ง
เอ็นซัยม MMP-2 หรือการใชหนูทดลองที่ไมสามารถสรางเอ็นซัยม MMP-2 ในการปลูกเซลล
มะเร็งจะทําใหเกิดการสรางหลอดเลือดใหมนอยลง เซลลมะเร็งมีการเติบโตขาลงไดจริง122,123 

4.บทบาทในการควบคุมทางชีววิทยาตอเซลลมะเร็ง 
ในปจจุบันเปนที่ทราบกันดีแลววา ECM ไมไดเปนเพียงโครงรางใหเซลลอาศัยฝงตัว

เทานั้น แตผิวสัมผัสระหวางเซลลและ ECM ยังมีตัวรับที่ผิวของเซลล เปนสารที่เรียกวาอินที
กริน  (integrin) โดยมีการสงสัญญาณระหวาง ECM และเซลลผานทางตัวรับดังกลาว 
สัญญาณดังกลาวจะชวยควบคุมความอยูรอด การเจริญเติบโต วิวัฒนาการและการเคลื่อน
ยายของเซลลเพื่อปรับตัวตามสภาพแวดลอม 

 การยอยสลาย ECM โดยเอ็นซัยมในกลุม MMPs จะมีผลในระดับอณูชีววิทยาหลาย
ประการ ไดแก เปนการกระตุนเอ็นซัยมกลุม MMPs ที่ยังอยูในรูปที่ไมออกฤทธิ์เปนรูปที่ออก
ฤทธิ์ไดดี การยอยสลาย ECM ยังเปนการชวยใหจุดยึดเกาะของ ECM กับตัวรับที่ผิวของเซลล
ซึ่งเคยถูกปดซอนไวไมไดทําหนาที่ใหเปดเผยออกมา รวมทั้งยังเปนการสลาย ECM ไดชิ้นสวน
ยอยของ ECM จุดยึดเกาะของ ECM ที่เปดเผยออกมาใหมและช้ินสวนยอยของ ECM เหลานี้
อาจสงสัญญาณเขาสูตัวรับของเซลลที่แตกตางไปจากเดิม ซึ่งอาจเปนการทําใหเซลลมะเร็งได
รับสัญญาณที่ชวยการรอดชีวิตและการเคลื่อนยายของเซลลได124,125 การยอยสลาย ECM ยัง
อาจทําใหปจจัยชวยการเจริญเติบโต (growth factor) ที่สรางจาก ECM และเก็บไวในรูปไม
ออกฤทธิ์ ถูกปลดปลอยออกมาในรูปที่ออกฤทธิ์ไดอีกดวย126  ทั้งหมดนี้แสดงวาการยอยสลาย 
ECM นั้นนอกจากจะเปนการเปดชองวางใหเซลลมะเร็งแลวยังเปนการปรับสภาพแวดลอม
ทางชีววิทยาใหเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งอีกดวย 

5.บทบาทในการยอยสลายโปรตีนอื่น ๆ นอกจาก ECM  
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 การทํางานของเอ็นซัยมกลุม MMPs นั้นนอกจากจะกระตุนเอ็นซัยมชนิดอื่นในกลุม 
MMPs เหมือนกันแลว ยังชวยกระตุนการทํางานของเอ็นซัยมยอยโปรตีนกลุมอ่ืนได เชนเดียว
กันกับที่เอ็นซัยมกลุมอ่ืน สามารถกระตุนการทํางานของเอ็นซัยมกลุม MMPs เชนกัน127 

 
IV Dorsal Skin Chamber และ Intravital Microscopy 

 
intravital microscopy หมายถึงวิธีการทําการทดลองในสัตวทดลองที่ยังมีสติอยูหรือ

ถูกทําใหสลบแตยังมีชีวิต แลวทําการศึกษาระบบการไหลเวียนเลือดในระดับจุลภาคโดยใช
การตรวจโดยตรงดวยกลองจุลทรรศน128  

 Dorsal skin chamber เปนเครื่องมือที่ถูกออกแบบมาสําหรับการศึกษาการไหลเวียน
เลือดที่ผิวหนังของสัตวทดลอง โดยการประกบอุปกรณดังกลาวกับผิวหนังของสัตวทดลอง 
และศึกษาหลอดเลือดที่ถูกตรึงไวภายใน 

 การประยุกตใช dorsal skin chamber ในสัตวทดลองเริ่มมี ข้ึนครั้งแรกในป ค.ศ. 
1934 โดย Williams และถูกปรับปรุงอีกครั้งในป ค.ศ. 1943  โดย Algire ซึ่งไดทดลองใช
อุปกรณดังกลาวกับหนู mouse ตอมาในป ค.ศ. 1971 Yamaura ไดประยุกตใชอุปกรณนี้กับ
หนู rat และในป ค.ศ. 1979 Papenfuss129  ไดริเร่ิมใชโลหะอลูมิเนียมในการผลิตอุปกรณนี้ 
หลังจากนั้นเปนตนมา ก็มีการนํา dorsal skin chamber ใชในการศึกษาหลอดเลือดระดับ
จุลภาคในเนื้อเยื่อทั้งของสัตวทดลองเอง และเนื้อเยื่อที่ถูกนํามาปลูกในสัตวทดลอง ซึ่งมีทั้ง
เนื่อเยื่อของโรคมะเร็งและโรคอื่น ๆ130,131 

 การนํา dorsal skin chamber มาใชในการศึกษากลไกของโรครวมกับ intravital 
microscopy ทําใหเกิดความกาวหนาในการศึกษากลไกของโรคและภาวะตาง ๆ อยางมาก 
ไดแก การเจริญเติบโตและการสรางหลอดเลือดใหมของโรคมะเร็งและโรคอื่น ๆ การปลูกถาย
และบํารุงรักษาอวัยวะที่ปลูกใหม รวมทั้งกลไกการตอตานอวัยวะที่ปลูกใหม พยาธิวิทยาของ
โรคออโตอิมมูนและโรคหลอดเลือด การหายของบาดแผล การประยุกตใชอุปกรณเหลานี้ใน
การศึกษาหลอดเลือดระดับจุลภาคจึงชวยใหเกิดความเปนไปไดในการศึกษาพยาธิสรีรวิทยา
ของหลอดเลือดที่มีความเปลี่ยนแปลงไดงายในสิ่งมีชีวิตเกิดขึ้นไดจริง ทั้งที่เปนสิ่งที่ทําไดยาก
จากการใชวิธีการทดลองเดิมในอดีต 
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IV ยามาริมาสแตท (marimastat)  
 
การสังเคราะหยายับยั้งเอนไซม MMPs เร่ิมตนขึ้นในชวง 10 ถึง 15 ปที่ผานมา ยาชนิดแรกในกลุม

นี้คือยาบาทิมาสแตท (Batimastat, BB-94) ซึ่งเปนยาชนิดแรกที่มีการทดลองอยางกวางขวางในสัตว
ทดลองเชนกัน ยาชนิดนี้มีคุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม MMPs ไดอยางกวางขวาง (broad spectrum) 
ละลายน้ําไดเปนบางสวน และสามารถปองกันการแพรกระจายของมะเร็งในหนูทดลองไดดี รวมทั้งชะลอ
การลุกลามเฉพาะที่และการสรางเสนเลือดใหมซึ่งจะทําใหกอนมะเร็งโตขึ้นไดอีกดวย 

ยารุนตอมาคือยามาริมาสแตท (marimastat, BB-16) จะมีคุณสมบัติในการละลายน้ําไดดียิ่งขึ้น 
จากคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตรที่ดีขึ้นนี้เชื่อกันวาทําใหประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งดีขึ้นเชนกัน 
ยาชนิดนี้มีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม MMPs ไดอยางกวางขวาง และอาจสามารถบริหารยาดวยการ
รับประทานไดตางจากยาในรุนแรก เนื่องจากยายับย้ังเอนไซม MMPs เหลานี้จะเห็นผลไดเมื่อมีการใชเปน
เวลานานแลวพบวากอนมะเร็งมีขนาดไมโตขึ้น ดังนั้นการบริหารยาดวยการรับประทานนาจะเปนวิธีที่ดีกวา
การฉีดยาทางเสนเลือดดําหรือกลามเนื้อ จึงทําใหมีขอมูลจากการวิจัยในดานประสิทธิภาพและผลขางเคียง
ของยาอยูมากที่สุด รวมทั้งไดรับการทดลองในผูปวยโรคมะเร็งจริงแลวในบางรายงานโดยเปนการทดลองใน
ระยะที่สาม (phase III trial) ผลการวิจัยพบวายาชนิดนี้มีชวงเวลาครึ่งชีวิตในการกําจัดยา (elimination 
half-life) เปน 7 ถึง 10 ชั่วโมง มีผลขางเคียงนอย  

ยามาริมาสแตทหรือชื่อในการทดลองวา BB-2516 เปนยาที่ออกฤทธิ์ตานการทํางาน
ของเอ็นซัยมกลุม  MMPs ทุกชนิด  (broad spectrum) เปนผลิตภัณฑของบริษัท  British 
Biotech Pharmaceuticals จํากัด แหงเมืองออกซฟอรด ประเทศอังกฤษ ปจจุบันเปนยาภาย
ใตสิทธิบัตรของบริษัท Schering-Plough แหงประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

 
 
รูปที่ 3 สูตรโครงสรางของยามาริมาสแตท 
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 สูตรโครงสรางของยาชนิดนี้แสดงในรูปที่ 2 สูตรโมเลกุลของยาชนิดนี้คือ C15 H29 N3 
O5 ลักษณะทางกายภาพเปนผงสีขาว (white crystalline powder) สามารถละลายน้ําไดดวย
ความเขมขนไมเกิน 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่คาความเปนกรดดาง (pH) เปน 3.2 และไมเกิน 
20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่คาความเปนกรดดางเปน 8.5 ตัวยานี้ที่นํามาใชกับมนุ ษยจะอยูใน
รูปสารแขวนลอยในน้ํามัน  (oil suspension) ซึ่งบรรจุอยูในแคปซูล 

 
ก. การศึกษาทางเภสัชจลนศาสตรของยาในสัตวทดลอง 

 
ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตรของยามาริมาสแตทในสัตวทดลองนั้นมีในหนู (rat) และ 

marmoset สําหรับในหนู  rat พบวาการปอนยาทางปาก  (oral gavage) ดวยขนาด  30 
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม จะไดคา oral bioavilability โดยเฉลี่ยเปนรอยละ 18 ขอมูล
ทางเภสัชจลนศาสตรจากการทดลองปอนยาในขนาดนี้เปนเวลา 29 วัน ดังแสดงในตารางที่ 4 
สวนใน marmoset คา oral bioavailability จากการปอนยาทางปากดวยขนาด 10 มิลลิกรัม
ตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมเปนรอยละ 50 และที่ขนาด 100 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม
เปนรอยละ 22 ถึง 35 ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตรจากการทดลองปอนยาในขนาดทั้ง 2 ขนาด
นี้เปนเวลา 28 วัน ดังแสดงในตารางที่ 5 

 
ข. การสันดาป (Metabolism) ของยามาริมาสแตท  
ยามาริมาสแตทถูกสันดาปที่ตับเปนสําคัญ ขบวนการสันดาปของยาชนิดนี้ไมผานการ

ทํางานของเอ็นซัยมในไซโตโครม (cytochrome) P450 ผลิตผลหลักจากการสันดาปของยา 
(major metabolite) คือสาร carboxamide  (BB-3195) ซึ่งไมไดมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ
เอ็นซัยมกลุม MMPs ผลิตผลรองจากการสันดาปของยา (minor metabolite) คือ BB-2987 
ซึ่งเกิดจากการสันดาปของ BB-3195 อีกครั้งหนึ่ง นอกจากนี้ยังมีผลิตผลรองจากการสันดาป
ของยาหลายชนิด การเกิดผลิตผลจากการสันดาปเหลานี้พบวาไมแตกตางกันจากการทดลอง
ในสัตวตางสปชีสรวมทั้งมนุษย แตพบวาคนและหนู rat มีการสันดาปยาเร็วกวา marmoset 
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Time point Sex n Cmax 
(µg/l) 

Tmax 
(min) 

AUC0-24 hr 
(µg.hr/l) 

T1/2 
(hrs) 

Male 5 2,068 15 4,044 505 Day 1 
Female 5 1,754 15 3,835 4.5 
Male 5 690 15 2,525 - Day 2 

Female 5 946 15 2,879 - 
  
ตารางที่  4 คาทางเภสัชจลนศาสตรของยามาริมาสแตทในหนู rat 

 
Cmax 
(µg/l) 

AUC0-24 hr 
(µg.hr/l) 

Time point Sex n 

10 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/kg 
Male 3 2,2187 7,371 6,350 27,194 Day 1 

Female 3 1,682 12,656 4,983 36,822 
Male 3 1,882 8,803 6,046 24,684 Day 2 

Female 3 1,816 9,093 5,010 25,904 
 
ตารางที่  5  คาทางเภสัชจลนศาสตรของยามาริมาสแตทใน marmoset 

 
 ค. พิษวิทยา (toxicology) 
 
การศึกษาในสัตวทดลองพบวาคาขนาดยาสูงสุด (maximum tolerated dose) คือ

ประมาณ 100 ถึง 150 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน การทดลองใหยานี้รวมกับยาเคมีบําบัด
หลายชนิดที่ใชบอย เชน cisplatin, 5-FU, doxorubicin, gemcitabine เปนตน  ไมพบวามี
การสงเสริมการเกิดผลขางเคียงในระยะสั้นซึ่งกันและกัน  

 การทดลองในหนู rat ดวยการใหยาขนาด 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวนั
เปนเวลา 28 วัน และ 26 สัปดาหไมพบวามีผลขางเคียงใด ๆ เกิดขึ้น  

 การทดลองใน  marmoset ดวยการใหยาขนาด  100 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว  1 
กิโลกรัมตอวัน พบวาเกิดผลขางเคียงที่สําคัญคือการอักเสบของเสนเอ็น (inflammation of 
tendons and joint ligaments) สังเกตไดจากการจํากัดการเคลื่อนไหว อาการเดินเซ และสัตว
ทดลองมีพฤติกรรมรุนแรงมากขึ้น เปนการตอบสนองตอความเจ็บปวด อาการเหลานี้จะพบใน
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ชวงสัปดาหที่ 3 หลังจากเริ่มการใหยา และพบในสัตวทดลองเกือบทุกตัว สําหรับ marmoset 
ที่ไดรับยาในขนาด 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวันนั้นไมพบผลขางเคียงดังกลาว
เลย สวนขนาดยา 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวันนั้นทําใหเกิดผลขางเคียงไดใน
สัตวทดลองสวนนอย  

การศึกษาหลายฉบับไดรายงานการใชยามาริมาสแตทในการรักษาผูปวยโรคมะเร็งหลายชนิด พบ
วาผลขางเคียงที่พบไดบอยคือ อาการปวดตามกระดูกและกลามเนื้อ (musculoskeletal pain) และการ
อักเสบโดยเฉพาะที่เสนเอ็น (tendinitis) อาการเหลานี้จะพบไดบอยเมื่อมีการใชยานี้เปนเวลานานในขนาด
ที่สูงมากกวา 25 มิลลิกรัมวันละ 2 ครั้ง อาการอักเสบที่เสนเอ็น (tendinitis) จะไมตอบสนองตอการรักษา
ดวยยาในกลุม NSAIDs และยาเพรดนิโซโลนในขนาดต่ําซึ่งหมายถึงขนาด 10 ถึง 20 มิลลิกรัมตอวัน ใน
รายงานที่ใหยาขนาด 200 มิลลิกรัมวันละ 2 ครั้ง ซึ่งสูงกวาขนาดที่ใชในการวิจัยตามปกติถึง 20 เทาจะพบมี
ระดับเอนไซม ALT ของตับสูงขึ้น 

 ผลขางเคียงอีกประการหนึ่งจากการใชยานี้เปนเวลานานที่สําคัญคือการเกิดรอยโรค
ในถุงน้ําดีของสัตวทดลอง การศึกษาในมนุษยไมพบผลขางเคียงดังกลาว  

 ยามาริมาสแตทนี้ไมพบวามีทําใหเกิดความผิดปกติของโครโมโซม หรือการกลายพันธุ
ใดๆ การใชยานี้ในเพศชายก็ไมมีผลตอสมรรถภาพทางเพศและการเจริญพันธุ แตไมมีขอมูล
สําหรับผลของยาตอการเจริญพันธุของเพศหญิง การใหยาดังกลาวในหนู rat เพศเมยีพบวาทาํ
ใหเกิดความผิดปกติแตกําเนิดของระบบหัวใจและหลอดเลือดรวมทั้งกระดูกของตัวออนใน
ครรภของหนู rat ได  

  
ง. ขนาดของยามาริสแตท 
  
ขนาดของยาชนิดนี้ใชในการทดลองรักษาโรคมะเร็งหลายชนิดในมนุษยนั้นคือขนาด 

10 มิลลิกรัมวันละ 2 คร้ัง 
 สําหรับในสัตวทดลองเนื่องจากคา oral bioavailability ที่ดีมากในสัตวทุกชนิด ขอ

แนะนําของบริษัท British Biotech Pharmaceuticals จึงกลาววาสามารถลดขนาดของยาลง
ไดถึง 5 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม132  
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการ 

 
รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

 
การศึกษานี้เปนการศึกษาเชิงทดลอง (experimental study design) แบบมีกลุม

ทดลองและกลุมเปรียบเทียบ (experimental controlled trial) โดยมีการปดบังขอมูลทั้งในผู
ทําการวัดผลการทดลองและผูถูกทดลองซึ่งเปนสัตวทดลอง (double-blinded)  

 
ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology) 

 
ก. การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งตับ (cell culture) 
 
เซลลตนแบบของมะเร็งตับจากมนุษยที่ใชในการทดลองนี้ทั้งหมด คือเซลลสายพันธุ

มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma cell line) ที่มีชื่อวา HEP G2 และ S 109 ซึ่งนํามาจาก
หองทดลองของหนวยมะเร็งวิทยา ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ สาเหตุที่ตองใชเซลลสายพันธุมะเร็งตับสองสายพันธุเนื่องจากปญหาในการเพาะ
เลี้ยงเซลลซึ่งไมไดปริมาณเซลลมะเร็งสายพันธุเดียวทั้งหมดตามตองการภายในเวลาการวิจัย
อันจํากัด เซลลตนแบบที่เก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลวจะถูกนํามาละลาย และเพาะเลี้ยง
ขยายจํานวนที่หองทดลองอณูชีววิทยา ภาควิชากายวิภาคศาสตร โดยเลี้ยงในสารเพาะเลี้ยง 
(media) ซึ่งเปนสวนผสมของ fetal-bovine serum ในสารเพาะเลี้ยง Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium(DMEM) ความเขมขนของ fetal-bovine serum เปนรอยละ 10 โดยปริมาตร 
สวนผสมทั้งสองสวนที่ใชเปนผลิตภัณฑของบริษัท Gibco BRL จากประเทศสหรัฐอเมริกา 

เซลลสายพันธุมะเร็งตับ HEP G2 และ S109 จะถูกเพาะเลี้ยงภายในตูอบที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสจนไดปริมาณมากเพียงพอ กอนที่จะนําไปนับจํานวนเซลลในหนึ่งหนวย
ปริมาตรใหไดจํานวน 80,000 เซลลสําหรับหนูทดลองแตละตัว แลวนําเซลลมะเร็งตับจํานวนนี้
ในสารเพาะเลี้ยงมาปนใหตกตะกอน ดูดสารเพาะเลี้ยงสวนเกินทิ้งจนไดปริมาตรของเซลลและ
สารเพาะเลี้ยงรวมกันประมาณ 5-10 ไมโครลิตร 
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ข. การเลี้ยงหนูทดลอง 
 
หนูทดลองที่ใชในการทดลองนี้ทั้งหมดเปนหนู nude mice สายพันธุ BALB/c-nu เพศ

ผู 6 ตัวและเพศเมีย 3 ตัว ซึ่งสั่งซื้อมาจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติในขนาดอายุ 6 สัปดาห 
หนูทั้งหมดถูกจัดสงมาในกลองที่ปดผนึกปองกันการสัมผัสกันอากาศภายนอก และไดรับการ
นําเขาหองทดลองในทันทีที่มาถึง 

หองทดลองที่ใชในการทดลองนี้ ไดแก หองเลี้ยงหนูทดลองของศูนยสัตวทดลองและ
หองทดลองทางหลอดเลือดจุลภาคของภาควิชาสรีรวิทยา หองเลี้ยงหนูทดลองเปนหองทดลอง
เดิมของศูนยสัตวทดลองที่ไดรับการปรับปรุงใหอยูในสภาพกําจัดเชื้อ (Pathogen-limited) 133 

ซึ่งหมายถึงสัตวทดลองจะถูกเลี้ยงในภาชนะที่ไรเชื้อ ไดรับอาหารและน้ําที่ไรเชื้อ กรงเลี้ยงสัตว
ทดลองจะปดดวยฝาที่มีตัวกรองอากาศปองกันเชื้อจุลินทรีย (Filter cap) บุคลากรผูทําการดู
แลสัตวทดลองจะตองสวมผาปดจมูกและปาก ถุงมือและเสื้อคลุมที่ผานการกําจัดเชื้อกอนเขา
สูหองทดลองเสมอ และควบคุมอุณหภูมิที่ 24-28 องศาเซลเซียส ควบคุมการเปดปดแสงไฟ
โดยเปดไฟนาน 10 ชั่วโมง สลับกับปดไฟนาน 14 ชั่วโมงทุกวัน และเปดพัดลมระบายอากาศ
เปนระยะ 

หลังจากหนูทดลอง (nude mice) ถูกนํามาสงที่หองทดลองแลว หนูทดลองจะถูกนํา
เขาสูหองทดลองเลี้ยงหนูทันที และถูกนําไปใสในกรงเลี้ยงหนูซึ่งทําจากพลาสติกแข็งทนความ
รอนไดดีขนาด 20x30x20 เซนติเมตร ปดดวยตะแกรงโลหะซึ่งใชวางอาหารและขวดบรรจุน้ํา
เลี้ยงหนู แลวปดอีกครั้งดวย filter cap ซึ่งมีตัวกรองอากาศเปนกระดาษกรองอยางดี อุปกรณ
ทั้งหมดซึ่งไดแก กรงเลี้ยงหนู ตระแกรงโลหะ และ filter cap เปนผลิตภัณฑของศูนยสัตว
ทดลองแหงชาติ 

หนูแตละตัวจะถูกเลี้ยงในกรงเลี้ยงหนูกรงละ 1 ตัว พื้นกรงเลี้ยงหนูจะปูดวยวัสดุรอง
นอน (beddings) ซึ่งเปนขี้เลื่อยอบแหงชิ้นเล็กๆ ซึ่งผานการฆาเชื้อดวยวิธี autoclave ดวย
ความรอน 130 องศาเซลเซียส นาน 30-45 นาที แตละกรงจะปูดวยวัสดุรองนอนความหนา 1 
เซนติเมตร และทําการเปลี่ยนกรงเลี้ยงหนูรวมทั้งวัสดุรองนอนทุกๆ 7 วัน 

อาหารเลี้ยงหนูทดลอง nude mice เปนอาหารที่สั่งซื้อจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ
เชนเดียวกัน อาหารดังกลาวเปนอาหารเม็ดซึ่งไดรับการคํานวณสัดสวนของสารอาหารสําหรับ
หนู mouse มาอยางถูกตอง และผานการฆาเชื้อดวยวิธี autoclave เชนเดียวกับกรงเลี้ยงหนู
ทดลองกอนนํามาใชเลี้ยงหนูทดลอง 

น้ําที่ใชเลี้ยงหนูทดลองเปนน้ําแรกรองบรรจุขวด แลวนํามาปรับความเปนกรดดาง 
(pH) ดวยการผสมกรดเกลือเขมขนจนไดคาความเปนกรดดางที่ประมาณ 2-2.5 เพื่อเปนการ
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ฆาเชื้อจุลินทรียและอาจมีผลดีตอระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลองในเรื่องของ reticulo-
endothelial cell clearance rate134รวมทั้งอาจชวยใหหนูทดลองกินอาหารและดื่มน้ําไดดีข้ึน 
มีน้ําหนักมากขึ้นไดดี น้ําเลี้ยงหนูทดลองจะถูกเปลี่ยนทุก 3-4 วันเพื่อควบคุมความเปนกรด
ดางใหคงที่และปองกันการอุดตันของหลอดดูดน้ําจากเศษอาหารที่หนูทดลองบวนเขาสูขวด
น้ํา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 รูปที่ 4 แผนผังหองทดลองเลี้ยงหนูทดลอง nude mice 
 

 
 
 

 

 

ชั้นวางกรงเลี้ยงหนูทดลอง 

โตะผาตัดหนูทดลอง 

พัดลมระบายอากาศดานหลังหองทดลอง 

โตะเปลี่ยนถายกรงเลี้ยงหนูทดลอง

หลอดไฟ 
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การเลี้ยงหนูทดลอง nude mice ทั้งหมดเปนไปตามมาตรฐานการใชและดูแลสัตว
ทดลองในการวิจัยทางการแพทยและชีววิทยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศแคนาดา 
แผนผังหองทดลองดังแสดงในรูปที่ 4 

หนูทดลอง nude mice จะถูกเลี้ยงในสภาพดังกลาวโดยไมทําการทดลองใดๆเปน
เวลา 1 สัปดาห เพื่อเปนการปรับสภาพรางกายรวมทั้งความเปลี่ยนแปลงของระบบการทํางาน
ของรางกายหนูทดลองใหเขากับส่ิงแวดลอมใหม และลดความเครียดจากการขนสงและการ
เปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอม 

หนูทดลองที่มีสุขภาพดีหลังจากการเลี้ยงในหองทดลองนาน 1 สัปดาห จะถูกนํามา
ฉีดยา atropine sulphate ขนาด 0.3 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม เขาที่ใตผิวหนัง
บริเวณตนขาหลังดานขวาของหนูทดลองเพื่อเปนการลดน้ําลายในปากหนูทดลองซึ่งอาจทําให
เกิดอาการสําลักและการหายใจลมเหลวไดระหวางหมดสติ ทิ้งไวสักครูแลวจึงนํามาทําใหหมด
สติดวยยาสลบ ketamine hydrochloride ขนาด 90 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ฉีดเขา
ใตเยื่อบุชองทอง (intraperitoneum) แลวใหดมยาสลบ ether ซ้ําเพื่อใหหมดความรูสึกอยาง
สมบูรณกอนจะนํามาผาตัดผิวหนังบริเวณสันหลังของหนูทดลอง แลวเย็บ dorsal skin 
chamber ประกบเขากับแผนผิวหนังที่ถูกดึงยืดขึ้นบริเวณกลางหลังบริเวณ chamber ซึ่งปด
ทับดวยกระจกปด (cover slip) จะถูกหยอดดวยสารแขวนลอยของเซลลมะเร็งตับและสาร
เพาะเลี้ยงในปริมาตร 5-10 ไมโครลิตรที่เตรียมไวกอนแลวในบริเวณใตผิวหนังของหนทูดลองที่
ถูกดึงขึ้นตั้งฉากกับสันหลัง หลังจากนั้นหนูทดลองจะถูกทิ้งไวในกรงเลี้ยงหนูเปนเวลา 24 ชั่ว
โมงกอนเริ่มการทดลอง 

 
ค. การทดลอง (Methods) 
 
หนูทดลอง nude mice ที่ใชในการทดลองมีทั้งสิ้น 9 ตัว แบงเปน 3 กลุม กลุมละ 3 

ตัวโดยหนูทดลองเพศผูกลุมละ 2 ตัว เพศเมียกลุมละ 1 ตัว 
หนูทดลองกลุมแรกถูกนํามาผาตัดใส dorsal skin chamber ตามวิธีการที่กลาวแลว 

โดยไมใสเซลลมะเร็ง แลวนํามาตรวจดวยกลองจุลทรรศนโดยใชวิธีการที่เรียกวา Intravital 
Fluorescent Microscopy ภายใตภาวะหมดสติดวยวิธีการฉีดและดมยาสลบเชนเดิม เมื่อ
ตรวจวัดคามาตรฐานของความหนาแนนของหลอดเลือดขนาดเล็ก (microvessel density) ที่
บริเวณใตผิวหนังที่สันหลังของหนูทดลองในอายุ 7 สัปดาห กอนที่จะทําใหหนูทดลองเสียชีวิต
ดวยการใชยาดมสลบในปริมาณเกินปกติ 
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หนูทดลองที่เหลือ 6 ตัวจะถูกนํามาแบงเปน 2 กลุมแตละกลุมมีหนูทดลองเพศผูและ
เมียจํานวนเทาๆกันดังกลาวแลวเพื่อปองกันปญหาจากความแตกตางทางเภสัชจนศาสตรของ
ยาที่ใชในการทดลองระหวางหนูทั้งสองเพศ 

ยา marimastat จะถูกนํามาผสมในน้ําดื่มของหนูทดลองดวยความเขมขน 1 มลิลิกรัม
ตอมิลลิลิตร โดยปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 2-2.5 เชนกัน แลวแบงเปน 3  สวนสําหรับ
หนูทดลอง 3 ตัวในกลุมทดลอง สําหรับหนูทดลองในกลุมควบคุมจะไดรับการปอนน้ําดื่มตาม
ปกติ ทั้งนี้ลักษณะภายนอกของสารละลายยา marimastat นั้นไมแตกตางจากน้ําบริสุทธิ์แต
อยางใด 

สารละลายยา marimastat และยาหลอก (placebo) ซึ่งเปนน้ําดื่มปกติสําหรับหนู
ทดลองนั้นจะถูกนํามาใหหนูทดลองทั้ง 2 กลุมโดยวิธีการสุม ทั้งนี้โดยผูทําการทดลองจะไม
ทราบวาเปนยาจริงหรือยาหลอก ยาทั้งหมดจะถูกปอนวันละ 2 ครั้งเทาๆกัน คิดเปนขนาดยา 
marimastat 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวัน การปอนยาจะเริ่มตนขึ้นหลังจากการ
ผาตัดใส dorsal skin chamber และเซลลมะเร็งเปนเวลา 24 ชั่วโมงจนครบ 7 วันนับจากเริ่ม
ใสเซลลมะเร็ง หนูทดลองทั้ง 2 กลุมจะไดรับการเลี้ยงดวยอาหารและสิ่งแวดลอมที่เหมือนกัน
ทุกประการ 

เมื่อครบ 7 วัน หลังจากใสเซลลมะเร็งแลว ปริมาณของเซลลมะเร็งที่มีทั้งหมดจะยังคง
นอยมากจนไมทําใหเกิดอาการเจ็บปวยในหนูทดลองขึ้นได หนูทดลองจะถูกทําใหหมดสติอีก
คร้ังดวยวิธีการเดิม แลวนํามาตรวจดวยวิธี Intravital Fluorescent Microscopy และบันทึก
ภาพดวยกลองถายภาพโทรทัศนลงในเทปบันทึกภาพ (video) หลังจากนั้นหนูทดลองจะถูกทํา
ใหเสียชีวิตดวยการใชยาดมสลบปริมาณเกินปกติ แลวนําไปชั่งน้ําหนักทุกตัว 

เทปบันทึกภาพผลการตรวจหนูทดลองทุกตัวจะถูกนํามาวิเคราะหดวยการใช image 
program ซึ่งเปนโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับวิเคราะหคาทางสถิติของตัวแปรตางๆในภาพ
นิ่งที่ไดรับการสุมเลือกจากเทปบันทึกภาพ ภาพผลการตรวจของหนูทดลองทุกตัวจะถูกนํามา
หาคาความหนาแนนของหลอดเลือด สําหรับเทปบันทึกภาพผลการตรวจของหนูทดลองใน
กลุมทดลองและกลุมควบคุมซ่ึงมีการใสเซลลมะเร็งดวยนั้นจะถูกนํามาวิเคราะหหาความหนา
แนนของกลุมเซลลมะเร็งจากตําแหนงคงที่ 4 ตําแหนง ในภาพนิ่งที่มีเซลลมะเร็งปรากฏอยู
และถูกเลือกมาดวยวิธีการสุมตรวจคาความหนาแนนของหลอดเลือดและกลุมเซลลมะเร็งที่ได
ทั้งหมดจะถูกนํามาหาคาเฉลี่ย (mean) ของแตละกลุม 

คาความหนาแนนของหลอดเลือดของหนูทดลองในกลุมทดลองและกลุมควบคุมจะ
ถูกนําไปเปรียบเทียบกับคาดังกลาวของหนูทดลองกลุมที่ไมไดรับเซลลมะเร็งวามีความแตก
ตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม และนํามาเปรียบเทียบกันเองระหวางกลุมทดลองและ
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กลุมควบคุมอีกครั้งสวนคาความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งจะถูกนํามาเปรียบเทียบกัน
ระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุมเพื่อทดสอบนัยสําคัญทางสถิติ 
 
การรวบรวมขอมูล (data collection) 

 
ขอมูลที่จะเก็บบันทึกในแบบฟอรมบันทึกขอมูล ไดแก หมายเลขของหนูทดลอง น้ํา

หนักของหนูทดลอง คาความหนาแนนของหลอดเลือด และคาความหนาแนนของกลุมเซลล
มะเร็ง 

ผลลัพธที่จะนํามาเปรียบเทียบกันไดแกน้ําหนักเฉลี่ยของหนูทดลองในแตละกลุม คา
ความหนาแนนของหลอดเลือดเฉลี่ยระหวางกลุมที่ไมไดปลูกเซลลมะเร็งและกลุมทดลอง กลุม
ที่ไมไดปลูกเซลลมะเร็งและกลุมควบคุม และระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม คาความ
หนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งเฉลี่ยระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม 

      
การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 

 
เนื่องจากการศึกษานี้เปนการทําวิจัยนํารอง (Pilot Study) จึงไมสามารถทราบคาทาง

สถิติใดๆของผลลัพธที่ตองการวัดมากอนการทดลองนี้ ดังนั้นจึงไมสามารถใชการคํานวณทาง
สถิติเพื่อหาขนาดตัวอยางในการวิจัยไดและหนูที่ใชมีลักษณะและพันธุกรรมที่เหมือนกันอยู
แลวจึงนาจะใชจํานวนนอยได และเนื่องจากมีปญหาเรื่องคาใชจายและเวลาในการทดลองจึง
ใชหนูทดลองในแตละกลุมจํานวณ 3 ตัว 

เมื่ออนุมานวาหนูทดลองจากการศึกษาทั้งสองกลุมมีการแจกแจงของขอมูลตัวแปร
ตางๆแบบปกติและมีคาความแปรปรวนของขอมูลเทากัน ผลลัพธที่ไดจากการทดลองทั้งสอง
คานั้นจะถูกรวบรวมและนํามาวิเคราะหโดยใชวิธีทดสอบสมมุติฐานแบบ unpaired t-test โดย
ใชสูตร 

 
t   =    ( X1 - X2 ) – (µ  1 - µ  2) 

       S x1 – x2 
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การนําเสนอขอมูล 
 
นําเสนอในรูปตาราง 

 
การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย (Operational Definition) 
 

ไมมี 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 
 

เซลลมะเร็งตับจากมนุษย 
     

  หนูทดลองที่ไดรับการปลูกถายเซลลมะเร็งตับจากมนุษย 
 
หนูทดลอง nude mice 
 

  
 

กลุมทดลอง      กลุมควบคุม 
 
ใหยามาริมาสแตท     ใหยาหลอก                  
 

หนูทดลองไดรับการเลี้ยงจนครบ 7 วัน 
  

 
ตรวจปริมาณการสรางหลอดเลือดใหมและปริมาณกลุมเซลลมะเร็ง 

ดวยวิธี intravital fluorescent microscopy 
 

 
บันทึกภาพลงในเทปบันทึกภาพ 

 
 

ชั่งน้ําหนักหนูทดลองหลังการทดลองสิ้นสุด 
 

 
วิเคราะหภาพในเทปบันทึกภาพดวย image program 

 
 

วิเคราะหผลดวยวิธีการทางสถิติ 
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ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefit and 
Application) 
 
 ผลที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัยนั้นเชื่อวาจะไดประโยชนในการเปนแนวทางใหมเพื่อ
การวิจัยเพิ่มเติมในอนาคตสําหรับการรักษามะเร็งตับ ซึ่งเปนมะเร็งที่พบมากในผูปวยภูมิภาค
นี้ แตยังไมมีแนวทางการรักษาใด ๆ ในปจจุบันที่ไดผลดีเลยสําหรับมะเร็งที่ไมสามารถผาตัด
ออกไดหมด รวมทั้งเพื่อเปนแนวทางสําหรับการวิจัยเปรียบเทียบผลของการใหยายับยั้งการ
สรางหลอดเลือดใหมที่มีตอการเจริญเติบโตของโรคมะเร็งที่มีการสรางหลอดเลือดมาเลี้ยงมาก 
(hypervascular tumor) และชนิดที่มีการสรางหลอดเลือดมาเลี้ยงนอย  (hypovascular 
tumors)  ซึ่งยังเปนการศึกษาที่จะแสดงผลของยาในกลุมนี้ไดอยางเปนรูปธรรมมากที่สุดและ
ยังไมมีผูทําการศึกษาไว แตไมสามารถทําการศึกษาไดในครั้งนี้เนื่องจากปญหาทางดานเวลา
และเงินทุนของการวิจัย  การวิจัยนี้ยังเปนการวิจัยที่บุกเบิกดานการทดลองดวยหนูทดลอง 
nude mice ในทางมะเร็งวิทยา ซึ่งจะมีประโยชนในการศึกษาเกี่ยวกับมะเร็งวิทยาอีกมากมาย
ในอนาคต 

 
ตารางการปฏิบัติงาน (Time Schedule) 

 

 
 
 
 
 
ปญหาทางจริยธรรม (Ethical Consideration) 

2542 2543 2544 กิจกรรม 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
 

11
 

12
 

13
 

14
 

15
 

16
 

17
 

18
 

19
 

20
 

21
 

22
 

1.ขั้นเตรียมการวิจัย
  

  * * * * * * * * * * * *         

2. ขั้นปฏิบัติงาน               * * *      
3. ขั้นการวิเคราะหขอมูล                  * *    
4. ขั้นการเขียนรายงาน                    *   
5. ขั้นการรายงานผล                     * * 



 38

 
การทดลองนี้ไดรับการออกแบบใหหนูทดลองทั้งสองกลุมไดรับการเลี้ยงดูและไดรับ

การทดลองโดยคํานึงถึงปญหาทางจริยธรรมในทุกขั้นตอน ทั้งนี้โดยยึดหลักการของมาตรฐาน
ทางจริยธรรมในการปฏิบัติตอสัตวทดลองของประเทศแคนาดา ซึ่งไดอางอิงไวในภาคผนวก
ของวิทยานิพนธฉบับนี้แลว 
 
งบประมาณ (Budget) 

      
หนูทดลอง (nude mice) จํานวนประมาณ 30 ตัวๆละ 150 บาท 4500 บาท 
คาอุปกรณในการทดลอง      15000 บาท 
คาปรับเปลี่ยนสภาพหองทดลอง     10000 บาท 
คาจางเจาหนาที่ดูแลหนูทดลอง     1000 บาท 
คาอาหารหนูทดลองและวัสดุรองนอน    2000 บาท 
รวม        32500 บาท 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
 การวิจัยนี้เร่ิมตนขึ้นในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ 2543 หลังจากการคนควาขอมูลในดาน

การเลี้ยงหนูทดลอง nude mice และความเปนไปไดในการทําการทดลองดวยอุปกรณที่มีอยู 
 ในการทดลองจริงหนูทดลองนี้ใชเปนหนู nude mice เพศผู 7 ตัวและเพศเมีย  2 ตัว 

แบงเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ไมไดปลูกเซลลมะเร็งตับซึ่งเรียกวากลุมมาตรฐาน กลุมทดลอง 
(case) และกลุมควบคุม (control) สาเหตุที่ไมไดใชหนูทดลองเพศเมียตามที่กําหนดไวเดิม 
เนื่องจากหนูเสียชีวิตกอนกําหนด  

 หลังการทดลองทั้งหมดเสร็จส้ิน การตรวจหาความหนาแนนของหลอดเลือดของหนู
ทดลองทั้ง 3 กลุม และความหนาแนนของเซลลมะเร็งตับของหนูทดลองในกลุมทดลองและ
กลุมควบคุมนั้น ใชโปรแกรมคอมพิวเตอรวัดความเขมของแสงในเทปบันทึกภาพที่แตกตางกัน
ระหวางหลอดเลือด กลุมเซลลมะเร็ง และเนื้อเยื่อชั้นใตผิวหนังของหนูทดลอง การหาความ
หนาแนนของหลอดเลือดนั้นไดเลือกภาพที่แสดงหลอดเลือดขนาดเล็กและหลอดเลือดฝอยเทา
นั้น ซึ่งนาจะเปนหลอดเลือดที่มีโอกาสสรางขึ้นใหมจากเซลลมะเร็งตับมากกวาหลอดเลือด
ขนาดใหญ สวนการเลือกภาพที่วัดความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งนั้นไดเลือกภาพที่มี
เซลลมะเร็งปรากฎอยู ทั้งนี้การตรวจวิเคราะหดวยวิธีดังกลาว ยังคงมีปญหาอยูบางในเรื่อง
ความชัดเจนของภาพ เนื่องจากปญหาทางเทคนิคในการทดลอง จํานวนภาพที่นํามาวิเคราะห
ไดแสดงในตารางที่ 6 

 
หมายเลขของหนูทดลอง 

กลุมมาตรฐาน กลุมควบคุม กลุมทดสอบ 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

จํานวนภาพที่วัดความ
หนาแนนของหลอดเลือด 8 5 8 8 3 10 9 7 6 
จํานวนภาพที่วัดความ
หนาแนนของกลุมเซลล
มะเร็ง 

- - - 7 3 4 8 5 6 

 
ตารางที่ 6 จํานวนภาพที่มีความชัดเจนเพียงพอในการนํามาวิเคราะหดวย image 

program 
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 ผลการวัดความหนาแนนของหลอดเลือดนั้นจะแสดงในรูปของอัตราสวนของพื้นที่ที่มี

ความเขมของแสงในพิสัยที่ทําการวัดดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรดังกลาว แลววาเปนความเขม
ของแสงของหลอดเลือด เทียบกับพื้นที่ที่เหลือทั้งหมดในกรอบของภาพที่กําหนด คิดเปนอัตรา
สวนตอรอย สวนผลการวัดความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งก็ใชวิธีการเดียวกันโดยหาพื้นที่
ที่มีความเขมของแสงในพิสัยที่วัดแลววาเปนความเขมของกลุมเซลลมะเร็งเทียบกับพื้นที่ที่
เหลือทั้งหมด คิดเปนอัตราสวนตอรอยเชนเดียวกัน  

 ผลคาเฉลี่ย (mean) ของการวัดความหนาแนนของเซลลมะเร็งและความหนาแนน
ของหลอดเลือดของหนูแตละตัวไดแสดงไวในตารางที่  7 

 
หมายเลขของหนูทดลอง 

กลุมมาตรฐาน กลุมควบคุม กลุมทดสอบ 
คาเฉลี่ย
ความ
หนาแนน 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 
หลอด
เลือด 
(รอยละ) 

60.2 66.8 59.25 71.25 68.33 71.6 55.8 48.14 49.67 

คาเฉลี่ย 
(รอยละ) 

62.08 70.39 51.20 

กลุมเซลล
มะเร็ง 
(รอยละ) 

 
- 

 
- 

 
- 

 
52.21 

 
65.41 

 
66.88 

 
19.18 

 
14.5 

 
18.21 

คาเฉลี่ย
(รอยละ) 

- 61.5 17.29 

 
ตารางที่ 7 ความหนาแนนของหลอดเลือดและกลุมเซลลมะเร็งในหนูทดลองทั้ง 3 

กลุม 
 
 เพศและน้ําหนักของหนูทดลองหลังการทดลองเสร็จส้ินและคาเฉล่ีย (mean) ของน้ํา

หนักในแตละกลุมไดแสดงไวในตารางที่  8 
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 เมื่อทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของขอมูลตาง ๆ ระหวางกลุมดังที่ไดกลาวไวแลว 
ดวยวิธี unpaired t-test ผลดังที่แสดงไวในตารางที่  9 ตารางที่ 10 และ 11 ทั้งนี้คา  t.05 ที่ 
degree of freedom เปน 4 คือ 2.776 

 
หมายเลขของหนูทดลอง 

กลุมมาตรฐาน กลุมควบคุม กลุมทดสอบ 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

เพศ ผู ผู เมีย ผู ผู ผู ผู ผู เมีย 
น้ําหนัก (กรัม) 14.8 15.1 17.3 20 16.8 14.6 17.3 18.2 14.59 
น้ําหนักรวมเฉลี่ย
(กรัม) 

15.73 17.13 16.69 

 
ตารางที่  8 น้ําหนักหลังเสร็จสิ้นการทดลองและเพศของหนูทดลองแตละหมายเลข 

 
 

 คา t ของการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความหนาแนน 
ของหลอดเลือดระหวางกลุม (degree of freedom =4) 

กลุมมาตรฐานและกลุมควบคุม -3.22 (P<0.05) 
กลุมมาตรฐานและกลุมทดสอบ 3.26 (p<0.05) 
กลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 7.50 (p<0.05) 

 
ตารางที่ 9 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความหนาแนนของหลอดเลือดระหวางทั้ง 3 กลุม

ของหนูทดลอง 
 
 
 คา t ของการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยความหนาแนนของ

กลุมเซลลมะเร็งระหวางกลุม (degree of freedom =4) 
กลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 9.06 (p<0.05) 

 
ตารางที่ 10 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งระหวางกลุม

ควบคุมและกลุมทดลอง 
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 คา t ของการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยน้ําหนักของหนู
ทดลองระหวางกลุม (degree of freedom =4) 

กลุมมาตรฐานกลุมควบคุม -0.8 (p>0.05) 
กลุมมาตรฐานและกลุมทดสอบ -0.71 (0.05) 
กลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 0.23 (p>0.05) 

 
ตารางที่ 11 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยน้ําหนักของหนูทดลองระหวางทั้ง 3 กลุมของหนู

ทดลอง 
 
โดยสรุปแลว ผลจากการศึกษานี้พบวาการใหยามาริมาสแตทมีผลทําใหความหนา

แนนของหลอดเลือดมีคานอยลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติแมจะเทียบกับกลุมมาตรฐานก็ตาม 
การใหยามาริมาสแตทยังมีผลทําใหความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งนอยลงอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติดวย สวนน้ําหนักของหนูทดลองนั้นไมมีความแตกตางกันไมวาจะเปนการ
เปรียบเทียบระหวางกลุมใดๆ อยางมีนัยสําคัญ 

สําหรับปญหาเรื่องผลขางเคียงของยามาริมาสแตทนั้น ในระหวางการทดลองไมพบ
วามีหนูทดลองในกลุมทดลองซึ่งไดรับยามาริมาสแตทตัวใดมีอาการผิดปกติของการเคลื่อน
ไหว ซึ่งเปนอาการของเสนเอ็นอักเสบแตอยางใดทั้งสิ้น 
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บทที่  5 
อภิปรายผลการศึกษา 

 
 โรคมะเร็งตับเปนโรคมะเร็งที่เปนสาเหตุการตายที่สําคัญของผูปวยชาวไทยและภูมิ

ภาคนี้ และยังไมมีวิธีการรักษาวิธีใดที่ไดผลดีนอกจากการผาตัด การวิจัยนี้มีจุดประสงคหลัก
เพื่อเปนการวิจัยยาชนิดใหมในการรักษาโรคมะเร็งตับ ผลการวิจัยพบวายามาริมาสแตทไดผล
ดีในการรักษาโรคมะเร็งตับ โดยใชตัววัดผลคือความหนาแนนของหลอดเลือดขนาดเล็กและ
ความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งที่ปลูกในหนูทดลองโดยไมพบผลขางเคียงใด ๆ 

 ในการศึกษานี้การใหยามาริมาสแตทใชวิธีการปอนยาทางปาก ซึ่งตรงกับวิธีการใชยา
นี้จริงในผูปวย อยางไรก็ตามขอมูลทางดานเภสัชจลนศาสตรของยาชนิดนี้ในสัตวทดลองนั้น  
ไมมีขอมูลในหนู nude mice ขณะที่การทดลองนี้ก็ไมมีการเจาะเลือดหนูทดลองเพื่อวัดระดับ
ยาในกระแสเลือดเนื่องจากไมมีเครื่องมือที่จะสามารถทําได และขนาดยาที่ใชก็ยังไมตรงกับ
ขนาดยาที่แนะนําในผูปวยจริง ดังนั้นการประยุกตใชผลการทดลองนี้ในผูปวยจึงยังตองการ
การศึกษาในระดับคลินิกเพิ่มเติมตอไป 

 การศึกษาทางดานมะเร็งวิทยาโดยการใช dorsal skin chamber และ intravital 
microscope นั้นมีในตางประเทศอยูจํานวนหนึ่ง136-138 แตเพิ่งกระทําเปนครั้งแรกในประเทศ
ไทยในการวิจัยนี้ รวมทั้งยังเปนหนึ่งในการวิจัยจํานวนนอยมากในประเทศไทยที่ใชหนูทดลอง 
nude mice ดังนั้น จึงมีปญหาในหลายดานตลอดการวิจัยอันอาจจะทําใหการวิจัยนี้ไม
สมบูรณพรอมในเรื่องระเบียบวิธีการวิจัย  ความไมสมบูรณในเรื่องระเบียบวิธีการวิจัยที่สําคัญ
มีดังนี้ 

1. การทดลองในกลุมทดลองและควบคุมไมไดใชเซลลสายพันธุมะเร็งตับสายพันธุ
เดียวกันทั้งหมด เนื่องจากปญหาทางเทคนิคในการเพาะเลี้ยงเซลล แตไดแกไข
ปญหานี้แลวดวยการจัดใหหนูทดลอง 1 ตัวในทั้ง 2 กลุมไดรับการปลูกเซลล
มะเร็งตับ  HEP G2  หนูทดลองที่เหลือในทั้ง 2 กลุมไดรับการปลูกเซลลมะเร็งตับ 
S 109 จึงนาจะไมมีผลตอผลการวิจัยมากนัก 

2. ไมไดมีการกระจายเพศของหนูทดลองในกลุมทดสอบและกลุมควบคุมอยางเทา
เทียมกันตามที่วางแผนไวแตแรก สาเหตุเนื่องจากหนูทดลองที่วางแผนไวเสียชีวิต
ไปกอนครบกําหนดจากการวางยาสลบ และไมสามารถหาหนูทดลองเพศเดยีวกนั
มาทดแทนไดจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติภายในเวลาที่จํากัด ปญหานี้อาจมี
ผลตอการศึกษาได เนื่องจากโรคมะเร็งตับเปนโรคที่อาจมีความเกี่ยวของกับ
ฮอรโมนเพศ ดังที่พบวาผูปวยโรคมะเร็งตับเกือบทั้งหมดเปนผูปวยชาย ปญหานี้
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จะสามารถแกไขไดถามีเวลาในการทําวิจัยมากขึ้นเพื่อรอใหไดหนูทดลองรุนใหม
จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 

3. ปญหาความไมชัดเจนของภาพที่บันทึกไดจากการตรวจดวย  intravital 
microscope สาเหตุจากปญหาทางเทคนิคอื่นๆในการผาตัดใส dorsal skin 
chamber ปญหานี้เกิดขึ้นในหนูทดลองที่นํามาผาตัดในชวงแรก ดังที่จะพบวาหนู
ทดลองบางตัวในตารางที่  6  มีจํานวนภาพที่ชัดเจนพอจะนํามาวิเคราะหไดคอน
ขางนอย อยางไรก็ตามผลการศึกษาที่ไดในตารางที่ 7,8 ก็มีความแตกตางกัน
ระหวางกลุมอยางชัดเจน จึงเชื่อวาปญหาในขอนี้ไมนาจะมีผลตอการทดลองแต
อยางใด 

 ผลการทดลองซึ่งพบวาความหนาแนนของหลอดเลือดในกลุมทดลองนั้นนอยกวา
กลุมมาตรฐานอยางมีนัยสําคัญนั้น นอกจากเกิดจากผลของยามาริมาสแตทแลวเชื่อวาอาจ
เกิดจากการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งในหนูกลุมทดลองมีผลทําใหการถายภาพหลอดเลือด
ของหนูมีความชัดเจนนอยลงดวย 

 สําหรับน้ําหนักของหนูทดลองซึ่งไมแตกตางกันระหวางกลุมอยางมีนัยสําคัญ ไมวาจะ
เปรียบเทียบระหวางกลุมใด ๆ ก็ตามนั้น เปนผลที่ตรงกับความตองการของผูวิจัย เนื่องจาก
ตองการปลูกเซลลมะเร็งในปริมาณนอยและใชเวลาในการทดลองสั้น เพื่อไมใหโรคมะเร็งตับที่
เกิดจากการปลูกเซลลมีปริมาณมากจนเกิดผลเสียตอสุขภาพโดยรวมของหนูทดลองนั่นเอง 

 สารยับยั้งการสรางหลอดเลือดนั้นเปนยากลุมใหมที่สังเคราะหขึ้นไมนานนี้ และยังไม
ผานการจดทะเบียนและรับรองสําหรับการรักษาผูปวยจริง ดังนั้น แมวาจะเปนยาที่มีผลขาง
เคียงนอยและอาจมีประโยชนอยางมากในการรักษาโรคหลายชนิดทั้งโรคมะเร็งและโรคกลุม
อ่ืนๆ แตยังคงตองการการศึกษาเพิ่มเติมในข้ันคลินิก (clinical phase) โดยเฉพาะการใชยานี้
รักษาโรคมะเร็งตับตอไป 

ผลการทดลองใชยาในกลุมสารยับยั้งการสรางหลอดเลือดหลายชนิดในการรักษาโรค
มะเร็งทั้งในการวิจัยกับสัตวทดลองซึ่งเปนการวิจัยในระดับกอนคลินิกดังเชนการวิจัยนี้ และใน
การวิจัยกับผูปวยจริงซึ่งเปนการวิจัยในระดับคลินิก ลวนพบวายาในกลุมนี้สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตและการแพรกระจายของโรคมะเร็งหลายชนิดที่ทําการศึกษาไดดีทั้งที่ใชเปนยา
ขนานเดียวในการรักษาและที่ใชรวมกับยาเคมีบําบัด โดยไมมีผลขางเคียงที่รุนแรงใดๆ 

ยามาริมาสแตท (marimastat) เปนยาชนิดแรกที่สุดชนิดหนึ่งในกลุมสารยับยั้งการ
ทํ า ง า น ข อ ง เอ น ไซ ม ใน ก ลุ ม  matrix metalloproteinases (matrix metalloproteinase 
inibitors) ดังกลาวไดอยางกวางขวาง (broad spectrum) มีการทดลองนํายาชนิดนี้ไปใชใน
การรักษาโรคมะเร็งหลายชนิด ทั้งในข้ันการทดลองยาระดับกอนคลินิก (preclinical phase) 
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และในระดับคลินิก (clinical phase) เปนเวลาหลายปมาแลว แตยังไมปรากฏรายงานการ
ทดลองใชยาชนิดนี้ในการรักษามะเร็งตับ ซึ่งในทางทฤษฎีแลวนาจะมีโอกาสไดผลดี เนื่องจาก
มะเร็งตับเปนมะเร็งที่มีการสรางเสนเลือดใหมอยางมากดังกลาวแลว การศึกษานี้จึงเปนการ
ยืนยันสมมติฐานดังกลาววานาจะเปนความจริง 

การศึกษาเรื่องการใชยามาริมาสแตทในโรคมะเร็งอ่ืนๆที่เคยมีรายงานไวที่สําคัญ ได
แก การใชยามาริมาสแตทรักษาโรคเนื้องอกสมอง (brain tumor) โดยเฉพาะที่เกิดจากการ
แพรกระจายมาจากโรคมะเร็งปฐมภูมิในบริเวณอื่นๆ139 การใชยามาริมาสแตทรักษาโรคมะเร็ง
ตับออน140 การใชยามาริมาสแตทในการรักษาโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร12 การใชยาชนิดนี้ใน
การรักษาโรคมะเร็งลําไสใหญ141 และการใชยาชนิดนี้ในการรักษาโรคมะเร็งปอดระยะลุกลาม 
(advanced lung cancer)142 การวิจัยเหลานี้เปนการวิจัยในระดับคลินิกซึ่งพบวาการใชยา
มาริมาสแตทสามารถรักษาโรคเนื้องอกสมองโดยเฉพาะชนิดทุติยภูมิ โรคมะเร็งตับออน โรค
มะเร็งกระเพาะอาหาร โรคมะเร็งลําไสใหญไดผลดี การวิจัยเรื่องการใชยานี้ในการรักษาโรค
มะเร็งลําไสใหญยังพบวาควรใหยาชนิดนี้วันละสองครั้งจะไดผลดีมากกวาการใหยาวันละครั้ง
โดยการวัดผลดวยระดับ carcinoembryonic antigen (CEA) ในเลือดของผูปวย141 สวนการ
วิจัยการใชยาชนิดนี้ในโรคมะเร็งปอดนั้นยังเปนเพียงการวิจัยในระยะที่ 1 (phase I clinical 
trial) และยังไมทราบประสิทธิภาพของยา นอกจากนี้ยังมีการวิจัยการใชยามาริมาสแตทใน
การรักษาโรคมะเร็งรังไข143และโรคมะเร็งตอมธัยรอยดชนิด follicular ในระยะแพรกระจาย144

อีกดวย แตการวิจัยเหลานี้ยังคงเปนเพียงการวิจัยในหลอดทดลอง (in vitro) เทานั้น 
 
สรุปผลการศึกษา (conclusion) 
 

การศึกษานี้สรุปผลไดดังนี้ 
1. ยามาริมาสแตทสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งตับที่เพาะเลี้ยงใน

หนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
2. ยามาริมาสแตทสามารถลดปริมาณการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลมะเรง็ตบัที่

เพาะเลี้ยงในหนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
นอกจากนี้การวิจัยครั้งนี้ยังเปนการวิจัยนํารองของการวิจัยในหนูทดลอง nude mice 

โดยเฉพาะสําหรับสาขามะเร็งวิทยาในคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเปน
การยืนยันวาการวิจัยดวยหนูทดลอง nude mice สามารถทําไดจริงดวยหองทดลองและเครื่อง
มือที่มีอยู ซึ่งจะเปนตัวอยางในการวิจัยอ่ืนทั้งในสาขามะเร็งวิทยาและสาขาอื่นๆที่จะทําได
อยางกวางขวางตามมาเมื่อใชหนูทดลองชนิดนี้ในการศึกษา 
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Ethics of Animal Experimentation      
 

These principles are presented to provide guidance and assistance to all those 
utilizing vertebrates in the conduct of research, teaching or testing. 

In the establishment of ethical principles concerning animal experimentation, an 
effort has been made to incorporate the majority of the suggestions made by members 
of the Canadian Council on Animal Care, the Canadian Federation of Humane Societies, 
and other individuals concerned with the humane treatment of animals. 

The polarized views of those at the extreme ends of the spectrum of the question 
of animal usage have, of necessity, been precluded i.e. those wishing to conduct 
experiments with little or no constraints regarding infliction of pain; those opposed, on 
humanitarian principles, to any suffering whatsoever. 

Those using conscious animals should apply to their studies such tenets as 
Russell and Burch's "3R" principle of reduction, replacement and refinementa, Dr. Carol 
Newton's "3S" principle of good science, good sense and good sensibilityb, and Dr. H.C. 
Rowsell's "3R" tenet: the right animal for the right reasonsc. 

1. In studies involving animals there must be reasonable expectation that such 
studies will contribute significantly to knowledge which may eventually lead to 
the improvement of the health and welfare of either Man or animals. 

2. Investigators have a moral obligation to abide by the humanitarian dictate that 
experimental animals are not to be subjected to unnecessary pain or distress. 

3. If pain or distress are necessary concomitants of the experimental study, then 
these should be minimized both in intensity and duration. 

4. An animal that is observed to be in a state of severe pain which cannot be 
alleviated should be immediately destroyed, using a humane, acceptable 
method for euthanasia which must include, as an initial action, rapid production 
of unconsciousness. 

5. Studies such as toxicological and biological testing, cancer research and 
infectious disease investigation may require continuation until the death of the 
animal. This requirement, in the face of distinct and irreversible signs that 
toxicity, infectious processes or tumor growth have been reached and are 
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causing severe pain and distress would clearly violate the principles outlined 
above. In such cases, alternative end points should be sought which would not 
only satisfy the objectives of the study but also give humane consideration to the 
animal. 

6. In test procedures the investigator should be especially cautious with tests 
which may cause pain and distress. Acceptance should not be based on 
cheapness and ease of application. 

7. Experiments involving the withholding of food and water should be short-term 
and have no detrimental effect on the health of the animal. 

8. Prolonged physical restraint procedure which result in distress or ill effects 
should only be used after alternative procedures have been considered and 
found inadequate. 

9. The use of painful experiments solely for the instruction of students or for the 
demonstration of established scientific knowledge in e.g. exhibitions, 
conferences or seminars, cannot be justified. 

10. It is accepted that where the animal is anesthetized and insensitive to pain 
during an entire experimental study and euthanized before regaining 
consciousness, there is no conflict of opinion concerning the acceptability of 
experimental procedures as long as the studies abide by the principles 
enunciated in this document. This applies also to the conduct of an experiment 
which involves no pain or distress to the animal.     However, in the use of 
conscious animals an informed assessment of the degree of pain and its 
duration is required, in order to relate these acceptable, or unacceptable, limits. 
investigators must be especially prudent in their use of the following procedures: 

a) experiments involving withholding pre and post-operative pain-relieving 
medication;  
b) paralysing and immobilizing experiments .where there is no reduction in 
the sensation of pain; 
c) electric shock as negative reinforcement; 
d) extreme environmental conditions such as low or high temperatures, high 
humidity, modified atmospheres, etc. 
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It must be understood that the degree of pain involved should never exceed that 
determined by the humanitarian importance of the problem to be solved by the 
experimental study. The following procedures must be restricted and used only when, 
on the basis of expert opinion it is anticipated that their utilization will undoubtedly 
contribute knowledge or benefit to Man or animals:  

a) prey killing and fighting experiments;  
b) experimental burn studies and fracture studies. 
These studies require anesthesia during procedures, followed by analgesia. 

11. Certain experimental procedures are known to inflict excessive pain and are 
thus unacceptable. These include:      
 a) utilization of muscle relaxants or paralytics (curare and curare-like) alone, 
without anesthetics, during surgical procedures;     

b) traumatizing procedures involving crushing, striking or beating in 
unanesthetized animals or in animals allowed to recover from the anesthesia. 

The above principles should be applied in conjunction with this Guide. 
The CCAC, by endorsing and circulating these principles has assumed a 

responsibility to determine that they are being adhered to nationally and to assure its 
member agencies through the reports of its assessment panels that this is so. Each local 
animal care committee and the administrative officer(s) to whom it reports have a similar 
responsibility within the institution. It is urged that this responsibility be included in the 
animal care committee terms of reference. 

The CCAC through its officers is available to act as arbiters to assist institutional 
committees and investigators with problems involving ethics of experimentation that 
prove difficult to resolve at the local level. However, it must be reiterated and 
emphasized that responsibility for passing judgment on the scientific merit and validity 
of experimental protocols rests exclusively with the granting agencies and institutional 
research committees. 

a. Russell, W.M.S. and Burch, R.L. 1959. The Principles of Humane Experimental Technique. Charles Thomas, Springfield, III. 
b. Proceedings of the symposium on The Future of Animals, Cells, Models and Systems in Research, Development, Education and 

Testing, NAS-ILAR, Washington, D.C. 1975 
c. Proceedings of the 1978 Convention of the Canadian Association for Laboratory Animal Science (to be published). 



  

ประวัติผูทําวิทยานิพนธ 
 
นายประสาร ขจรรัตนเดช เกิดเมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม พ.ศ.2512 ที่เขตปอมปราบ 

ศัตรูพาย กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีแพทยศาสตรบัณฑิตจากคณะ
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศึกษา 2536 หลังจากนั้นทํางาน
เปนแพทยประจําแผนกอายุรกรรม โรงพยาบาลเจริญกรุงประชารักษ กรุงเทพมหานคร เปน
เวลา 1 ป แลวเขารับการฝกอบรมแพทยประจําบาน ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลง
กรณ ระหวางป พ.ศ.2538-2541 และสอบไดวุฒิบัตรผูมีความรูความชํานาญทางวิชาชีพเวช
กรรม สาขาอายุรศาสตรทั่วไป เมื่อปพ.ศ. 2541 หลังจากนั้น ในปพ.ศ. 2541-2542 ไดกลับไป
ทํางานเปนแพทยผู เชี่ยวชาญ  สาขาอายุรศาสตร อยูโรงพยาบาลเจริญกรุงประชารักษ 
กรุงเทพมหานคร เปนเวลา 1 ป ปจจุบันอยูระหวางการฝกอบรม แพทยประจําบานตอยอด 
สาขาอายุรศาสตรโรคมะเร็ง ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
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