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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) เปนโรคมะเร็งที่พบไดบอยสําหรับ

ผูชายไทย อุบัติการณของโรคนี้สําหรับประชากรทั่วไปในโลกสําหรับเพศชายเปน 6.8 คนตอ
ประชากร 100,000 คนตอป1 สําหรับเพศหญิงเปน 2.3 คนตอประชากร 100,000 คนตอป 
สถิติของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณในปพ.ศ.2538 คิดเปนรอยละ 3.4 ของโรคมะเร็งทั้งหมด2 
และเปนอันดับที่ 5 ในผูปวยชาย สวนในผูปวยหญิงนั้นพบไดนอย 

ปจจัยเสี่ยงที่สําคัญของโรคมะเร็งตับชนิด HCC ในประเทศไทยและภูมิภาคนี้ไดแก 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดบี (hepatitis B virus) ผูปวยสวนใหญจะมาพบแพทยดวย
อาการจุกแนนหรือมีกอนในทอง ในจํานวนมากกวากึ่งหนึ่ง (รอยละ 61.1) จะอยูในระยะที่เปน
มาก และไมสามารถรับการรักษาดวยการผาตัดแลวขณะที่ไดรับการวินิจฉัยเปนครั้งแรก3 และ
มักจะมีโรคตับอักเสบ หรือตับแข็งรวมดวยเสมอ ทําใหผลการรักษาดวยวิธีอ่ืนๆ นอกเหนือจาก
การผาตัดนั้นไมดีเทาที่ควรไมวาจะใชวิธีการใดๆก็ตามในปจจุบัน ผูปวยทั้งหมดของโรคนี้มี
ระยะเวลาของการรอดชีวิตโดยเฉลี่ย 5.6 เดือน4 สวนผูปวยที่ไมไดรักษาจะมีระยะเวลารอด
ชีวิตเฉลี่ยเพียง 8.7 สัปดาหเทานั้น 

วิธีการรักษาอ่ืนๆนอกเหนือจากการผาตัด ไดแก การฉีดสารเคมีเพื่อปดกั้นหลอดเลือด
ที่เลี้ยงกอนมะเร็ง (transcatheter oioly chemoembolization, TOCE) ซึ่งใหระยะเวลารอด
ชีวิตเฉลี่ย 12 เดือน3 เปนวิธีการที่ไดผลดีพอสมควรในการรักษาผูปวยที่อยูในระยะเปนมากจน
ไมสามารถผาตัดได แตมีขอหามที่สําคัญและผลขางเคียงหลายประการ การฉีดแอลกอฮอล
เขาตับซ่ึงใหระยะเวลารอดชีวิตเฉลี่ย 11.2 เดือน3 แตมีขอจํากัดในการเลือกวิธีการนี้และผล
ขางเคียงหลายประการเชนกัน สวนการใหยาเคมีบําบัดนั้น จะทําใหผูปวยมีระยะเวลารอดชวีติ
เฉลี่ย 7.3 เดือน3 วิธีการรักษาอื่นๆ ที่ยังอยูในขั้นการทดลอง ไดแก การรักษาทางชีววิทยารวม
กับการใหยาเคมีบําบัด (chemobiologic treatment)5,6 และการรักษาดวยฮอรโมน(hormonal 
therapy)7-11 ลวนแตเปนการรักษาที่ยังมีขอมูลนอยและสวนใหญไมพบวามีการตอบสนองที่ดี
นัก ผูปวยสวนใหญจึงไดรับการรักษาเพียงการรักษาแบบประคับประคอง (supportive 
treatment) เปนสวนใหญ 

ในชวงทศวรรษลาสุดนี้ มีความกาวหนาในการศึกษาเรื่องกระบวนการเจริญเติบโต
และวิวัฒนาการของโรคมะเร็งในระดับอณูชีววิทยาเปนอยางมาก ความรูในเรื่องดังกลาว
สามารถนํามาประยุกตใชในการคิดคนวิธีการรกัษาใหมๆของโรคมะเร็งดวย ปจจุบันเปนที่
ทราบกันทั่วไปวา การเติบโตของเซลลมะเร็งนั้นตองอาศัยปจจัยชวยการเจริญเติบโต (growth 
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factors) หลายาชนิด ที่สําคัญคือ เอ็นซัยมหลายกลุมซ่ึงมีบทบาทหนาที่ตอการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็งแตกตางกันไป 

เอ็นซัยมกลุม matrix metalloproteinases(MMPs) เปนกลุมของเอ็นซัยมกลุมหนึ่งซึ่ง
มีหนาที่ที่สําคัญมากในการยอยสลายโปรตีนในบริเวณที่เปนสารโครงสรางพื้นฐานนอกเซลล 
(extracellular matrix) เพื่อใหเซลลมะเร็งสามารถเจริญเติบโตลุกลามไดมากขึ้น และเปนเสน
ทางใหหลอดเลือดที่สรางขึ้นใหมสามารถงอกเขาไปเลี้ยงถึงบริเวณกอนมะเร็งไดดีขึ้นดวย  
อีกทั้งเปนเอ็นซัยมที่ชวยยอยสลายผนังหลอดเลือดชั้น basement membrane ทําใหผนัง
หลอดเลือดในบริเวณมีการซึมผาน (permeability) มากกวาปกติ เซลลมะเร็งจึงสามารถแทรก
ตัวเขาสูหลอดเลือดและแพรกระจายไปสูอวัยวะอื่น การคนคิดสารยับยั้งฤทธิ์ของเอ็นซัยมกลุม
นี้จึงนาจะมีประโยชนในหลายๆดาน สําหรับการรักษาโรคมะเร็งในอนาคต 

ยามาริมาสแตท (marimastat) เปนยาชนิดแรกที่สุดชนิดหนึ่งในกลุมสารยับยั้งการ
ทํางานของเอ็นซัยมในกลุม matrix metalloproteinase (MMPs inhibitors) ไดอยางกวาง
ขวาง (broad spectrum) มีการทดลองนํายาชนิดนี้ไปใชในการรักษาโรคมะเร็งหลายชนิด ทั้ง
ในขั้นการทดลองยาระดับกอนคลินิก (preclinical phase) และในระดับคลินิก (clinical 
phase) มาเปนเวลาหลายปแลว แตยังไมปรากฏรายงานการทดลองใชยาชนิดนี้ในการรักษา
โรคมะเร็งตับ ทั้งที่ในทางทฤษฎีแลวลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาที่สําคัญประการหนึ่งของโรค
มะเร็งตับคือ มีการสรางหลอดเลือดใหมเขามาหลอเลี้ยงกอนมะเร็งมากกวามะเร็งชนิดอื่นๆ
โดยทั่วไป ดังนั้น การรักษาโรคมะเร็งตับดวยการใชสารยับยั้งการสรางหลอดเลือด ซึ่งในการ
ทดลองนี้คือยามาริมาสแตท จึงอาจจะเปนวิธีการรักษาที่ไดผลดีกวาการใชยาชนิดนี้รักษาโรค
มะเร็งทั่วไปอื่นๆ นอกจากนี้ การทดลองใชสารยับยั้งการสรางหลอดเลือดในการรักษาโรค
มะเร็งอื่นๆ นั้นมักนิยมการวัดผลของยาทางออม เชน โดยการชั่งน้ําหนักกอนมะเร็ง12 โดยการ
วัดการลุกลามของมะเร็งและระยะเวลารอดชีวิตของสัตวทดลอง13-16 หรือการวัดระดับ tumor 
marker ที่ลดลงหลังการรักษา12,17,18 เปนตน ซึ่งนาจะเปนวิธีการวัดประสิทธิภาพของการรักษา
ที่มีโอกาสไดผลคลาดเคลื่อนอยูมาก เนื่องจากยาชนิดนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมดังกลาว แตไมไดออกฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งโดยตรง ดังเชนในกรณีของยาเคมีบําบัด ดัง
นั้นการวัดผลการรักษาของยาชนิดนี้ดวยการวัดการลดขนาดของกอนมะเร็งจึงไมสามารถใช
ได แตควรจะเปนการเปรียบเทียบขนาดของกอนมะเร็งที่ไดรับยาวาสามารถหยุดยั้งการเจริญ
เติบโตไดหรือไม รวมทั้งการตรวจตัวบงชี้การแบงตัวของเซลลมะเร็ง เชน การตรวจสัดสวนของ
เซลลมะเร็งในระยะ S (S-phase fraction) การตรวจความหนาแนนของเสนเลือด ตลอดจน
การวัดผลการรักษาในระยะยาว ไดแก การวัดอัตราการรอดชีวิต คาเฉลี่ยของเวลาที่รอดชีวิต 
และคาเฉลี่ยของระยะเวลาที่ปลอดโรค เปนตน การทดลองนี้จึงออกแบบขึ้นใหเปนการวัดผล
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ทางตรงของยาตอจํานวนหยอม (colony) ของเซลลมะเร็ง และความหนาแนนของหลอดเลือด
ในบริเวณที่มีเซลลมะเร็ง จึงนาจะแสดงถึงประสิทธิภาพโดยตรงของสารยับยั้งการสรางหลอด
เลือดไดชัดเจนมากกวาอีกดวย 

 
คําถามของการวิจัย (Research Question) 

 
1. คําถามการวิจัยหลัก (Primary Research Question) 
ยามาริมาสแตท จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งตับที่เพาะเลี้ยงใน

หนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม 
 
2. คําถามการวิจัยรอง (Secondary Research Question) 
 
ยามาริมาสแตทจะสามารถลดปริมาณการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลมะเร็งที่

เพาะเลี้ยงในหนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม 
 

สมมติฐานการวิจัย (Hypothesis) 
 
ยามาริมาสแตท สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการสรางหลอดเลือดของเซลล

มะเร็งตับที่เพาะเลี้ยงในหนูทดลองได 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย (Objective) 
 
การวิจัยนี้มีจุดประสงคเพื่อทดลองการใชยามาริมาสแตทซึ่งเปนสารยับยั้งการสราง

หลอดเลือดในการรักษาโรคมะเร็งตับในหนูทดลองโดยการตรวจวัดจํานวนความหนาแนนของ
หยอมของเซลลมะเร็งและความหนาแนนของหลอดเลือดในบริเวณที่ปลูกถายเซลลมะเร็ง 

 
ขอจํากัดในการวิจัย 

 
ขอจํากัดในการวิจัยนี้ที่สําคัญ ไดแก ขอจํากัดในดานเวลาและเงินทุนวิจัย ทําใหไม

สามารถเปรียบเทียบผลของยาชนิดนี้ตอโรคมะเร็งอื่นๆ ที่มีปริมาณการสรางหลอดเลือดและ
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รูปแบบการแพรกระจายของโรคแตกตางกัน ซึ่งจะชวยใหเห็นประโยชนของการรักษาโรค
มะเร็งชนิดตางๆดวยยาชนิดนี้ไดชัดเจนขึ้น 

 
อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหวางการวิจัยและมาตรการในการแกไข 
 

1. การติดตอขอยามาใชในการทดลองและการนําเขาประเทศเนื่องจากเปนยาที่ไมมีการ
จําหนายและจดทะเบียนในประเทศใดๆ การติดตอขอยามาใชในการทดลองจึงเปนไป
ดวยความยากลําบาก และมีปญหามากในการนํายาเขาสูประเทศไทย แกไขโดยการ
ติดตอประสานงานอยางใกลชิดกับตัวแทนของบริษัทยาในประเทศไทย 

2. การเลี้ยงและดูแลหนูทดลอง เนื่องจากหนูทดลอง nude mice เปนหนูทดลองที่มี
ความบกพรองของภูมิคุมกันอยางมากแตกําเนิด จึงเปนสัตวทดลองที่ตองการความ
ชํานาญและการดูแลเอาใจใสอยางยิ่งในขณะที่มีผูชํานาญงานในดานนี้จํานวนนอย
มากในประเทศ และไมมีหองทดลองแหงใดเลยที่มีมาตรฐานทัดเทียมกับตางประเทศ 
โดยเฉพาะหองทดลองที่มีในคณะแพทยศาสตร แกไขโดยการดัดแปลงปรับปรุงสภาพ
หองทดลองใหดีที่สุดเทาที่ทําได และจํากัดผูทําการดูแลหนูทดลองใหนอยที่สุด เพื่อ
ควบคุมโอกาสการปนเปอนเชื้อโรคในหองทดลองใหนอยที่สุด 

3. เทคนิควิธีการในการวิจัย เนื่องจากหนูทดลอง nude mice เปนหนูทดลองที่ใชนอย
มากในประเทศ จึงไมมีผูใหคําแนะนําสําหรับปญหาทางเทคนิคในการวิจัยตางๆ เชน 
การผาตัดใส dorsal skin chamber เปนตน แกไขโดยการสังเกตและศึกษาปญหาที่
เกิดขึ้น แลวทําการแกไขแบบลองผิดลองถูกเปนครั้งๆไปจนไดวิธีการที่เหมาะสม โดย
ประยุกตเขากับเทคนิคการทดลองในเรื่องนี้ของตางประเทศ 

4. การจัดหาและเพาะเลี้ยงเซลลสายพันธุมะเร็งตับของมนุษย เซลลสายพันธุมะเร็งดัง
กลาวเปนเซลลที่หาไดยากและตองการความชํานาญในการเพาะเลี้ยง แกไขโดยติด
ตอหาผูเชี่ยวขาญในการเพาะเลี้ยงเซลลมารวมทําการวิจัยผลหรือประโยชนที่คาดวา
จะไดรับจากการวิจัยสามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการบงชี้ประสิทธิภาพของวธิกีาร
รักษาโรคมะเร็งตับดวยวิธีใหม กอนที่จะทําการศึกษาในขั้นคลินิกตอไป รวมทัง้เปนขอ
มูลเบื้องตนในการใชหนูทดลอง nude mice ในการวิจัยอ่ืนๆ และการวิจัยในเรื่อง
หลอดเลือดระดับจุลภาคที่สัมพันธกับโรคมะเร็งในดานอื่นๆในอนาคต 
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ขอตกลงเบื้องตน 
 
ไมมี 

 
คําสําคัญ (Key Words) 
 

Marimastat 
 Hepatocellular Carcinoma 
 Nude Mice 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
I การสรางหลอดเลือด (angiogenesis) 

 
การสรางหลอดเลือด คือกระบวนการที่หลอดเลือดเดิมที่มีอยูแลวมีการแตกแขนงของ

หลอดเลือดใหมเขาสูเนื้อเยื่อโดยรวม กระบวนการนี้เกิดขึ้นเสมอในขณะที่มีการสมานแผลและ
ระหวางรอบประจําเดือนของสตรีที่บริเวณรังไขและมดลูก แตนอกจากนี้แลว สําหรับผูใหญ
ปกตินั้นจะมีโอกาสเกิดกระบวนการนี้ไดนอยมาก สาเหตุสําคัญของการเกิดกระบวนการนี้ใน 
ผูใหญคือโรคหลายชนิดรวมทั้งโรคมะเร็งนั่นเอง 

 
ก. อณูชีววิทยาของการสรางหลอดเลือด  
 
ในขณะเริ่มตนเซลลมะเร็งสามารถเจริญเติบโตไดจนมีขนาดประมาณ  1 ถึง 2 

มิลลิเมตร ซึ่งเปนขนาดที่จํากัดตัวเอง เนื่องจากการหลอเลี้ยงของสารอาหารและออกซิเจน
จากเลือดไมเพียงพอ19-20 เซลลมะเร็งในระยะเริ่มตนขนาดนี้จะอยูในภาวะสงบนิ่ง นั่นคือไมมี
การเพิ่มขนาดของกอนมะเร็งและไมทําใหเกิดอาการใดๆ แกผูปวยไดเปนเวลานานหลายป 
โดยที่ไมสามารถตรวจพบไดดวยวิธีการตรวจใดๆทั้งสิ้น อยางไรก็ตามเซลลมะเร็งในกอนมะเรง็
ระยะนี้อาจมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็วเทียบเทากับเซลลมะเร็งในระยะที่มีการลุก
ลามของโรคได แตความจํากัดในดานอาหารและออกซิเจนจะทําใหเซลลมะเร็งสวนในของ
กอนมะเร็งซึ่งอาหารและออกซิเจนไมสามารถกระจายไปถึงเกิดการตาย (apoptosis) ขึ้นเอง 
ในอัตราเทากับการเพิ่มจํานวนของเซลล การกระตุนการสรางหลอดเลือดนั้น เชื่อกันวาควบคมุ
โดย    ”เครื่องเปดปดการสรางหลอดเลือด(angiogenic switch)”22  ซึ่งไดแก  ภาวะขาด
ออกซิเจน (hypoxia) ของเซลลมะเร็งและการกลายพันธุของเซลลมะเร็ง ภาวะขาดออกซิเจน
จะกระตุนการทํางานของปจจัยชวยการคัดลอกโปรตีน (transcription factor) ที่เรียกวา 
hypoxia-induced factor 1 (hif 1)23,24 ซึ่งจะทําหนาที่ชวยในการคัดลอกโปรตีนที่เปนปจจัย
ชวยการเจริญเติบโตของเซลลบุหลอดเลือด (vascular endothelial growth factor, VEGF) 
ตอไป25 สวนความไมเสถียรทางพันธุกรรมซึ่งเปนคุณสมบัติประจําตัวของเซลลมะเร็งจะทําให
เซลลเกิดการกลายพันธุในระหวางการแบงตัวไดงาย การกลายพันธุที่เปนการกระตุนยีนมะเร็ง 
(oncogene) หรือยับยั้งยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor gene) โดยเฉพาะที่ สําคัญคือ
การกลายพันธุของยีนตานมะเร็ง p53  ซึ่งเปนยีนที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการตายของ
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เซลลและวัฏจักรของเซลล (cell cycle) จะทําใหเซลลมะเร็งมีชีวิตอยูรอดไดในภาวะขาด
ออกซิเจน26 รวมกับการลดการทํางานของปจจัยตานการสรางหลอดเลือด (antiangiogenic 
factors) โดยเฉพาะ thrombospondin และกลไกอื่นอีกหลายประการ28 ทําใหเกิดความไมสม
ดุลของการควบคุมการสรางหลอดเลือด เซลลมะเร็งที่กลายพันธุยังสามารถสราง VEGF 29 
และปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดอื่นๆ ทําใหเกิดการสรางหลอดเลือดขึ้นใหม โดยที่เซลล
เหลานี้จะเติบโตทดแทนเซลลไมกลายพันธุที่ตายไปและกลายเปนเซลลสวนใหญของกอน
มะเร็งนั้น19 ตารางที่ 1 และ 2 แสดงถึงปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดและปจจัยตานการ
สรางหลอดเลือด 

กระบวนการสรางหลอดเลือดแบงไดเปน 4 ระยะ (รูปที่ 1) ไดแก 
1. การสรางชองวางขึ้นที่ผนังหลอดเลือด (establishment of vascular discontinuity) 
2. การเคลื่อนยายของเซลลบุหลอดเลือด(endothelial cell migration) 
3. การเจริญเติบโตของเซลลบุหลอดเลือด (endothelial cell proliferation)  
4. การจัดเรียงโครงสรางหลอดเลือดใหม (structural reorganization)  

ขั้นตอนแรกของกระบวนการสรางหลอดเลือดเริ่มตนจากการกระตุนเซลลบุหลอด
เลือดที่มีอยูกอนแลวและอยูในภาวะสงบนิ่งโดยปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือด 
(angiogenic factors) ซึ่งจะไปจับกับตัวรับที่จําเพาะกัน ทําใหเกิดการสงสัญญาณผานเยื่อ
หุมเซลล (transmembrane signalling) และกระตุนเซลลบุหลอดเลือดใหเกิดการเจริญเติบโต
และมีการเคลื่อนยายตําแหนงออกทางชองวางของผนังเลือด ซึ่งถูกยอยสลายโดยเอ็นซัยม
ยอยโปรตีน (proteolytic enzymes) ซึ่งหลั่งจากเซลลมะเร็งเชนกัน นอกจากนี้เซลลมะเร็งยัง
สรางเอ็นซัยมหลายชนิดที่ทํ าหนาที่ ยอยสลายสารโครงสรางพื้ นฐานระหวางเซลล 
(extracellular matrix) และสรางปจจัยดึงดูดเซลลบุหลอดเลือด (chemotactic factor) เขาหา
กอนมะเร็ง ทําใหเซลลบุหลอดเลือดเพิ่มจํานวนสรางหลอดเลือดผานพื้นที่ที่มีการยอยสารโครง
สรางพื้นฐานระหวางเซลลออกแลวเขาไปสูกอนมะเร็ง เซลลบุหลอดเลือดที่เจริญเติบโตออก
นอกหลอดเลือดเดิมเหลานี้สามารถรอดชีวิตอยูไดโดยอาศัยปจจัยชวยการเจริญเติบโตที่
จําเพาะ ไดแก integrins, αvβ3 และ αvβ5 แลวจัดเรียงโครงสรางใหมเปนหลอดเลือดโดย
อาศัยโมเลกุลยึดเหนี่ยวเซลล (cell adhesion molecules) ที่เรียกวา E-selectin30 

ปจจุบันมีการคนพบปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดชนิดใหมๆมากขึ้นเรื่อยๆ อยาง
ไรก็ตามปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดที่มีฤทธิ์รุนแรงและจําเพาะกับเซลลบุหลอดเลือด
มากที่สุดยังคงเปนปจจัยแรกที่มีการคนพบคือ VEGF เซลลมะเร็งเกือบทุกชนิดสามารถสราง 
VEGF ได VEGF จะทําหนาที่โดยจับกับตัวรับที่จําเพาะ 3 ชนิด ซึ่งอยูในกลุม 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 ปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือด 
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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 ปจจัยตานการสรางหลอดเลือด 
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รูปที่  1 ขั้นตอนการสรางหลอดเลือดใหม  (นํามาจาก  New strategies in anti-

vascular cancer therapy ใ น  European Journal of Clinical Investigation 1999 vol. 
29(9) หนา 804) 
 
ทั้งหมด ไดแก ตัวรับ VEGF1 หรือมีอีกชื่อวา flt-1 ตัวรับ VEGF 2 หรือ KDR/flk-1 และตัวรับ 
VEGF3 หรือ flt-431-35 ในระหวางการสรางหลอดเลือดของเซลลมะเร็งนั้น VEGF และตัวรับ 
VEGF1 รวมทั้งตัวรับ VEGF2 จะถูกเพิ่มบทบาท (up-regulation) มากขึ้น ในทางตรงขามการ
ลดบทบาท (down-regulation) ของ VEGF จะชวยยับยั้งการเติบโตของเซลลมะเร็งได 36-38 
ปจจัยสงเสริมการสรางหลอดเลือดชนิดใหมที่เพิ่งมีการคนพบคือ angiopoietin ซึ่งทําหนาที่
โดยจับกับตัวรับที่เรียกวา Tie2 การยับยั้งการทํางานของตัวรับ Tie2 และ angiopoietin ก็
สามารถยับยั้งการเติบโตและแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดเชนกัน39 

การยับยั้งการทํางานของปจจัยตานการสรางหลอดเลือดก็เปนสิ่งจําเปนตอการสราง
หลอดเลือดของเซลลมะเร็งเชนกัน ตัวอยางที่สําคัญในกรณีนี้คือ thrombospondin นอกจาก
นี้ยังมีการคนพบวาปจจัยตานการสรางหลอดเลือดอ่ืนๆ ซึ่งมีหลายชนิดที่เปนผลิตผลจากสาร
โปรตีนโมเลกุลใหญที่ไมเคยทราบมากอนวา มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางหลอดเลือด เชน prolactin 
และ fibronectin เปนตน หรือบางชนิดก็เปนผลิตผลจากปจจัยยับยั้งการสรางหลอดเลือดอื่นที่
มีฤทธิ์ออนกวา เชน Platelet factor 4 เปนตน 

เอ็นซัยมยอยโปรตีน ก็มีความจําเปนในการยอยสลาย basement membrane เพื่อให
เกิดชองวางที่ ผนั งหลอดเลือด  และยอยสลายสารโครงสรางพื้ นฐานระหวางเซลล 
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(extracellular matrix) เพื่อใหเกิดพื้นที่ที่เซลลบุหลอดเลือดสามารถเคลื่อนยายมาได เอ็นซัยม
ที่สําคัญในกระบวนการนี้คือเอ็นซัยมกลุม matrix metalloproteinases (MMPs) และเอ็นซัยม
ยอยซีรีน (serine proteases) เอ็นซัยมทั้งสองกลุมนี้สรางขึ้นไดจากเซลลบุหลอดเลือด เซลล
มะเร็ง และเซลลตอบสนองการอักเสบ (inflammatory cell)40-42 นอกจากนี้โมเลกุลยึดเหนี่ยว
เซลล (adhesion molecules) ก็มีบทบาทสําคัญในการปรับตัวของเซลลบุหลอดเลือดเขากับ
สารโครงสรางพื้นฐานระหวางเซลล43,44 โมเลกุลยึดเหนี่ยวเซลลที่สําคัญคือ αvβ3 และ αvβ5 
นั้นสรางจากเซลลบุหลอดเลือดเชนเดียวกัน เซลลบุหลอดเลือดที่เคลื่อนยายอกมาภายนอกจะ
สรางจุดเชื่อมตอ (tight junction) ระหวางกันเรียงเปนโครงสรางรูปทอและตอกับหลอดเลือด
ฝอยเดิมทําใหการสรางหลอดเลือดใหมเสร็จสิ้น 

 
ข. ความแตกตางระหวางหลอดเลือดปกติและหลอดเลือดในกอนมะเร็ง 
 
ความรูในเรื่องการสรางเสนเลือดของเซลลมะเร็งทําใหเกิดความเขาในเรื่องความแตก

ตางระหวางหลอดเลือดปกติและหลอดเลือดในกอนมะเร็งไดชัดเจนขึ้น ปจจุบันทราบกันแนชัด
แลววา หลอดเลือดในกอนมะเร็งมีความแตกตางจากหลอดเลือดปกติหลายประการ45,46 
หลอดเลือดปกตินั้น เซลลบุหลอดเลือดจะอยูในภาวะสงบนิ่ง (quiescent) และมีอัตราการ
ตายของเซลลบุหลอดเลือดต่ํามากเทียบกับหลอดเลือดของเซลลมะเร็งผนังของหลอดเลือดใน
กอนมะเร็งจะบางกวา เซลลบุหลอดเลือดก็มีการเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบ ไมมีเสนประสาท
หลอเลี้ยง และไมสามารถควบคุมทิศทางการไหลเวียนเลือดไดดีเต็มที่47 ผนังของหลอดเลือด
ในกอนมะเร็งประกอบดวยชั้น basement membrane ที่บุดวยเซลลบุหลอดเลือดที่เติบโต
อยางรวดเร็วและยังไมสมบูรณเต็มที่ (immature) ทําใหมีการซึมผานของสารเขาออกหลอด
เลือดไดงายกวาปกติ ความรูในเรื่องนี้ ชวยใหเกิดความพยายามวิจัยหาวิธีการรักษามะเร็งที่
จําเพาะกับหลอดเลือดในกอนมะเร็ง ซึ่งไดแกการใชสารยับยั้งการสรางหลอดเลือดในการปอง
กันการสรางหลอดเลือดขึ้นใหม และการใชยาที่มีฤทธิ์ทําลายหลอดเลือดในกอนมะเร็งที่มีอยู
แลว ซึ่งทําใหเซลลมะเร็งตายจากการขาดสารอาหาร ยาที่มีผลตอหลอดเลือดในกอนมะเร็งทั้ง
สองชนิดนี้แมจะมีผลตอหลอดเลือดตางกันแตก็สามารถลดขนาดของกอนมะเร็งไดจากการ
ทดลองในสิ่งมีชีวิต 
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II การใชหนูทดลอง nude mice ในการทดลองทางมะเร็งวิทยา 
 
ก. ประวัติศาสตรของหนู nude mice 
 
หนู nude mice ถูกคนพบเปนครั้งแรกในป ค.ศ.1962 ในหองทดลองเชื้อไวรัสของโรง

พยาบาล Ruchill ในเมืองกลาสโกว ประเทศสกอตแลนด โดยเปนหนูกลายพันธุที่เกิดขึ้นโดย
บังเอิญจากการผสมพันธุกันภายในครอบครัวของหนูเผือก (albino mice) ลักษณะภายนอกที่
ปรากฏความแตกตางชัดเจนคือเปนหนูที่ไมมีขน N.R.Grist ซึ่งเปนผูคนพบเปนครั้งแรกไดสง
หนูทดลองกลายพันธุนี้ไปที่สถาบันพันธุศาสตรของสัตว (The Institute of Animal Genetics) 
ในเมืองเอดินเบอรก ประเทศสกอตแลนด เพื่อทําการวิเคราะหทางพันธุกรรมอยางละเอียด48 
และสามารถวิเคราะหหาตําแหนงของยีนที่มีความผิดปกติและเปนสาเหตุของลักษณะไรขน
รวมทั้งตําแหนงของยีนที่เปนเครื่องหมาย (marker genes) ที่ใชสําหรับการยืนยันความถูก
ตองของพันธุกรรมของหนูทดลอง nude mice49 ซึ่งใชในการทดลองหลายสาขาในเวลาตอมา 

Flanagan แหงสถาบันพันธุศาสตรของสัตวเปนบุคคลแรกที่พบวาหนู nude mice มี
ชวงชีวิตที่สั้นมาก ในครั้งแรก Flanagan เชื่อวาเกิดจากการติดเชื้อ Toxoplasma gondii ซึ่ง
เปนเชื้อกอโรคที่พบบอยในหนู จึงสงหนูทดลอง nude mice ไปให W.Hutchison ในเมือง
กลาสโกว ซึ่งเปนผูเชี่ยวชาญเรื่องโรคติดเชื้อ Toxoplasmosis ชวยตรวจสอบ ผลการตรวจ
สอบไมพบหลักฐานใดๆของการติดเชื้อโรคดังกลาว  หนูทดลองจึงถูกสงตอให  E.M. 
Pantelouris จากมหาวิทยาลัย University of Strathclyde เมื่อทําการตรวจหาโรคติดเชื้ออ่ืน 
Pantelouris ไดคนพบความผิดปกติที่สําคัญของหนูทดลอง nude mice ซึ่งมีผลอยางมากตอ
การทดลองทางภูมิคุมกันวิทยาและมะเร็งวิทยาในเวลาตอมา50 

ในปค.ศ.1968 Pantelouris ไดรายงานวาหนู nude mice ไมมีตอมธัยมัส ในขณะที่
หนูในครอบครัวเดียวกันที่ไมเปนพันธุแท (homozygote) ของ nude mice นั้นยังตรวจพบการ
เจริญเติบโตของตอมธัยมัสตามปกติ นอกจานี้หนูทดลอง nude mice ยังมีจํานวนเม็ดเลือด
ขาวในเลือดต่ํากวาหนูปกติถึง 4 เทา ตรงกับผลที่ไดรับจากการตรวจระบบน้ําเหลืองของหนู 
nude mice ในสถาบันอื่น 51 ปจจุบันเปนที่ทราบกันดีวาหนู nude mice ซึ่งไมมีตอมธัยมัสตั้ง
แตเกิด มีความบกพรองของระบบภูมิคุมกัน โดยเฉพาะภูมิคุมกันผานเซลล (cell mediated 
immunity, CMI) อยางรุนแรง จํานวนเม็ดเลือดขาวในเลือดที่ต่ํามากยังแสดงถึงความบกพรอง
ของภูมิคุมกันแบบ humoral mediated immunity (HMI) รวมดวยเนื่องจากจํานวนเม็ดเลือด
ขาว lymphocyte ชนิด B ต่ํามากนั่นเอง 
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ยีนที่มีหนาที่ควบคุมการเจริญเติบโตของตอมธัยมัสของหนู mice ใหเปนไปตามปกติ
คือยีน  nu การกลายพันธุที่ทําใหเกิดหนูที่ ไมมีตอมธัยมัสเปนการกลายพันธุแบบดอย 
(recessive autosomal mutation) ดังนั้นการกลายพันธุที่ทําใหเกิดหนู nude mice ตองเปน
การกลายพันธุที่ยีน nu ทั้ง 2 ยีนบนโครโมโซมที่เปนคูกัน โดยปกติการผสมพันธุหนูทดลองให
ได nude mice นั้นตองใชหนู nude mice พันธุแท (homozygote) เพศผูกับหนู mice ที่มียีน 
nu แบบพันธุทาง (heterozygote) เพศเมีย เพื่อใหเกิดโอกาสไดลูกที่เปน nude mice พันธุแท
รอยละ 5049 

 
ข. การปลูกเซลลมะเร็งมนุษย(Transplantability of Human Cancers) 
 
การปลูกเซลลมะเร็งของมนุษยในหนู nude mice เกิดขึ้นเปนครั้งแรกจากการทดลอง

ของ Rygaard และ Povlsen52 ซึ่งทําการปลูกเซลลมะเร็งลําไสใหญในชั้นเนื้อเยื่อใตผิวหนัง 
(subcutaneous tissue) ของหนู nude mice เปนผลสําเร็จ หลังจากนั้นการทดลองปลูกเซลล
มะเร็งของมนุษยในหนูทดลองก็เปนการทดลองที่ทําอยางแพรหลายเพื่อจุดประสงคหลาย
ประการ ทั้งในการศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตและแพรกระจายของโรคมะเร็ง ความเปลี่ยน
แปลงในระดับจุลภาคของเซลลมะเร็งและเซลลรอบขางขณะที่มีการเจริญเติบโตของโรคมะเร็ง 
รวมทั้งการทดลองการรักษาดวยวิธีการใหมหรือยาที่มีการผลิตขึ้นใหม 

มีรายงานจํานวนมากพบวา การทดลองปลูกเซลลมะเร็งหลายชนิดจากมนุษยในหนู 
nude mice นั้นไมสามารถปลูกไดสําเร็จทุกชนิด53-58 มีปจจัยหลายประการที่มีผลตอความ
สําเร็จในการปลูกเซลลมะเร็งในสัตวทดลอง ปจจัยเหลานั้น ไดแก 

1. การเกาะติดของเซลลมะเร็ง (tumor take) 
เซลลมะเร็งที่สามารถเกาะติดในเนื้อเยื่อของสัตวทดลองไดนั้น อาจตองใชระยะเวลาที่

นานมากถึง 6 เดือนก็ได59 โอกาสในการเกาะติดเนื้อเยื่อของหนูทดลองยอมแตกตางกนัไปตาม
ชนิดของเซลลมะเร็งเชนกัน 

2. ปจจัยในดานของสัตวทดลอง (host factors) 
2.1 พันธุกรรมของสัตวทดลอง 
หนูทดลอง nude mice เปนหนูทดลองที่มีลักษณะภายนอกที่เดนชัดคือไมมีขน 

ลักษณะภายในตัวหนูทดลองคือไมมีการเจริญเติบโตของตอมธัยมัสตามปกติ ลักษณะดัง
กลาวเกิดจากยีนกลายพันธุ nu ซึ่งเปนยีนดอย นอกจากลักษณะที่ปรากฏชัดเจนจากยีนดัง
กลาว ยังมียีนอื่นที่ควบคุมการแสดงออกของลักษณะของหนูทดลองที่เดนชัดซึ่งเปนยีนหลักที่
ใชในการรเรียกชื่อสายพันธุของหนูทดลองอีกดวย ตัวอยางของยีนดังกลาวซึ่งเปนยีนสําคัญ
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ของหนูขาว (albino strain) คือยีน BALB/c ซึ่งเปนสายพันธุของหนูทดลองที่นิยมใชกันทั่วไป
ในหองทดลองทั่วโลกรวมทั้งในการทดลองนี้ดวย การผลิตหนูทดลองที่เปนมาตรฐานสําหรับ
การทดลองแตละครั้งนั้นจําเปนตองใหไดหนูทดลองที่มีพันธุกรรมเหมือนกันมากที่สุด จึงตอง
อาศัยการสืบพันธุของหนูทดลองภายในครอบครัว (inbreeding) ดังนั้นในหองทดลองทั่วไป
และรวมทั้งในการทดลองนี้จึงใชหนูทดลองที่มีพันธุกรรมเหมือนหนูสายพันธุ BALB/c ทุก
ประการยกเวนยีนกลายพันธุ nu ซึ่งตองเปนพันธุแท (nu/nu)  หนูทดลองดังกลาวจึงมีชื่อเรียก
วาสายพันธุ  BALB/c-nu  

ยีน nu ที่ทําใหตอมธัยมัสไมเจริญเติบโตนั้นมีผลตอภาวะภูมิคุมกันบกพรองของหนู
ทดลองในสายพันธุตางๆ ไมเทากัน60 และยอมจะทําใหโอกาสของการปลูกเซลลมะเร็งในหนู
ทดลองไดสําเร็จแตกตางกันไปดวย แตไมมีผูทําการศึกษาเปรียบเทียบโอกาสของความสําเร็จ
ดังกลาวในหนูทดลองแตละสายพันธุสําหรับเซลลมะเร็งแตละชนิดอยางชัดเจน เนื่องจากหอง
ทดลองแตละแหงก็มักจะทําการทดลองกับหนูสายพันธุเดียวเทานั้น ดังนั้นการทดลองในกรณี
นี้จึงจําเปนตองระบุสายพันธุของหนู nude mice ดวยเสมอ นอกจานี้ยังมีรายงานบางฉบับ
กลาววา โอกาสของการปลูกเซลลมะเร็งในเนื้อเยื่อของหนูทดลองจะสูงมากขึ้น ถาใชหนู
ทดลองที่มีความบกพรองของภูมิคุมกันมากกวาหนู nude mice ธรรมดา61-65 ซึ่งมีความบก
พรองของเม็ดเลือดขาว lymphocyte ชนิด T cell เปนสําคัญเทานั้น แตก็มีรายงานที่ไดผลขัด
แยงกับสมมติฐานดังกลาวเชนกัน66  

2.2 อายุของหนูทดลอง  
มีรายงานพบวาโอกาสของการปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองจะสูงขึ้นเมื่อทําการ

ทดลองกับหนูแรกเกิด ซึ่งเปนขอเท็จจริงที่มีประโยชนในทางปฏิบัตินอย เนื่องจากไมสามารถ
ปฏิบัติไดจริง นอกจากนี้ยังมีผูพบวา การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองอายุ 2 ถึง 3 สัปดาห ก็
มีโอกาสสําเร็จมากขึ้นและมีโอกาสของการพบการแพรกระจายของเซลลมะเร็งมากขึ้นเชนกัน
67,68 แตก็มีรายงานที่ไดผลขัดแยงเชนเดียวกัน 66  

2.3 สุขภาพของหนูทดลอง 
หนูทดลองที่มีการติดเชื้อหรือสุขภาพไมดีนั้น พบวา มีโอกาสของการปลูกเซลลมะเร็ง

ไดสําเร็จนอยลง57,60,68  เชื่อวาอาจเกิดจากการกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยการติดเชื้อทําใหมี
การตอตานเซลลแปลกปลอมขึ้น (graft rejection) นั่นเอง 

3. ปจจัยดานกลวิธีการปลูกเซลลมะเร็ง 
3.1 ลักษณะของเซลลมะเร็ง 
โดยทั่วไปเชื่อกันวาการปลูกเซลลมะเร็งในรูปของชิ้นเนื้อที่ตัดแบงมาจากกอนมะเร็งที่

ไดมาจากผูปวยในทันที โดยตองเลือกบริเวณที่ตัดอยางดีและมีขนาดชิ้นเนื้อไมเล็กเกินไปนั้น 
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จะมีโอกาสปลูกเซลลมะเร็งไดผลดีกวาการปลูกเซลลมะเร็งโดยใชเซลลสายพันธุมะเร็งที่อยูใน
รูปสารแขวนลอย (cell suspension) อยางไรก็ตามการปลูกเซลลมะเร็งในรูปชิ้นเนื้อสดนั้น
เปนไปไดยากในทางปฏิบัติและยังมีรายงานที่ไดผลคานวาการปลูกเซลลสายพันธุมะเร็ง (cell 
lines) ในรูปสารแขวนลอยสามารถทําใหเกิดการลุกลามและแพรกระจายของโรคมะเร็งไดดี
กวาการปลูกชิ้นเนื้อมะเร็ง57 

3.2 ตําแหนงที่ปลูกเซลลมะเร็ง 
การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองสามารถทําไดหลายตําแหนง มีผูทําการทดลองฉีด

เซลลมะเร็งเขาใตผิวหนัง เขาหลอดเลือดดํา และหลอดเลือดแดง เขาผนังเยื่อบุชองทอง ใน
หลอดลม ในหัวใจ สมอง ไต มาม53,57,68-79 ผลการศึกษาพบวา โอกาสของการปลูกเซลลมะเร็ง
สําเร็จจะสูงขึ้นถาปลูกเซลลมะเร็งในตําแหนงเดียวกับโรคมะเร็งชนิดนั้น  (orthotopic 
implantation) เชนการปลูกเซลลมะเร็งปอดโดยฉีดเขาหลอดลม การปลูกเซลลมะเร็งไตโดย
ฉีดเขาไต เปนตน อยางไรก็ตาม การศึกษาเหลานี้สวนใหญเปนการทดลองที่ไมมีกลุมควบคุม
มาเปรียบเทียบ เชื่อวาผลการศึกษาดังกลาวเกิดจากผลของสิ่งแวดลอมในระดับจุลภาค 
(microenvironment) ที่มีตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง 

4. ปจจัยดานเซลลมะเร็ง 
เซลลมะเร็งที่มีโอกาสในการนําไปปลูกในสัตวทดลองไดสําเร็จมากนั้น ควรจะเปน

เซลลมะเร็งที่อยูในระยะแบงตัวมากกวาเซลลมะเร็งที่ไมอยูในวัฏจักรของเซลล80 และควรจะ
เปนเซลลมะเร็งที่มาจากตนกําเนิดซึ่งเปนโรคมะเร็งที่มีวิวัฒนาการของเซลลนอยหรือไมมี57,81 
นอกจานี้โรคมะเร็งบางชนิดที่มีความสัมพันธของการเจริญเติบโตกับฮอรโมน เชนโรคมะเร็ง
เตานม โรคมะเร็งมดลูก เปนตน เซลลสายพันธุของมะเร็งเหลานี้ ก็นาจะมีความสัมพันธดัง
กลาวดวยเชนกัน อยางไรก็ตามมีรายงานพบวา เซลลสายพันธของโรคมะเร็งที่มีการเจริญเติบ
โตสัมพันธกับฮอรโมนบางชนิดสามารถเจริญเติบโตโดยไมถูกควบคุมดวยฮอรโมนอีกตอไปก็
ไดเชนกัน82 

สําหรับโรคมะเร็งของระบบทางเดินอาหารนั้น โรคมะเร็งลําไสใหญเปนโรคมะเร็งที่มี
อัตราความสําเร็จในการปลูกเซลลมะเร็งในหนู nude mice สูงมากถึงรอยละ 44 ถึง 7255,57,83 
โดยเฉพาะเมื่อนําเซลลมะเร็งมาจากผูปวยโรคมะเร็งลําไสใหญทีมีการลุกลามของโรคไปมาก
แลว สวนโรคมะเร็งกระเพาะอาหารนั้นมีผูทําการทดลองพบวาโอกาสสําเร็จในการปลูกเซลล
มะเร็งประมาณรอยละ 4584 สําหรับโรคมะเร็งตับนั้น ยังไมมีรายงานที่กลาวถึงเรื่องนี้ 
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ค. การปลูกเนื้อเยื่อในช้ันใตผิวหนัง (subcutaneous xenograft) 
 
การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลอง nude mice เกิดขึ้นเปนครั้งแรกในป ค.ศ.196952 

โดยเปนการปลูกเซลลมะเร็งลําไสใหญในชั้นใตผิวหนัง (subcutaneous implantation) หลัง
จากนั้น เปนตนมา การปลูกเซลลมะเร็งในหนูทดลองก็นิยมทํากันมากที่สุดที่เนื้อเยื่อในชั้นใต
ผิวหนัง สาเหตุสําคัญเนื่องจากเปนตําแหนงที่สังเกตการเจริญเติบดตของเซลลมะเร็งไดงาย
และมีโอกาสปลูกเซลลมะเร็งสําเร็จไดมาก  

ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งในเนื้อเยื่อชั้นใตผิวหนังนั้น โดยทั่วไปพบวา
จะโตขึ้นเปนกอนมะเร็งเฉพาะที่ (local nodule) หุมดวยแคปซูลซึ่งเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันบางๆ 
ถากอนมะเร็งมีขนาดใหญขึ้น ก็อาจลุกลามทําใหเกิดแผลขึ้นที่ผิวหนังเนื้อกอนมะเร็ง ดานลาง
ของกอนมะเร็งมักจะไมมีพังผืดยึดติดกับเนื้อเยื่อเกี่ยวกันดานลาง ทําใหกอนมะเร็งถูกจับ
เคลื่อนยายไดอิสระ (freely mobile) และมีหลอดเลือดขนาดกลางและเล็กแตกแขนงมาหลอ
เลี้ยงกอนมะเร็งโดยรอบอยางมาก85 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อช้ันใตผิวหนังของหนูทดลอง nude mice ยังมี
ความเหมาะสมตอการปลูกเนื้อเยื่ออยางมากดวย ผิวหนังของหนู nude mice มีลักษณะที่
แตกตางอยางมากจาผิวหนังของมนุษย โดยชั้นหนังกําพรา (epidermis) และชั้นผิวหนัง 
(dermis) นั้นไมแตกตางกับผิวหนังของมนุษย แตลึกลงไปจากชั้นผิวหนังของหนู nude mice 
จะเปนชั้นกลามเนื้อของผิวหนัง เรียกวา panniculus musculosus ซึ่งชวยในการเคลื่อนไหว
ของผิวหนังไดเชนเดียวกับกลามเนื้อที่หนังศีรษะและดานหนาของลําคอของมนุษย ลึกลงไป
จากชั้น panniculus musculosus จะเปนชั้นผังผืดบางๆ ซึ่งยึดดวยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจํานวน
นอยกับชั้นกลามเนื้อของหนู ทําใหผิวหนังของหนูทดลอง nude mice นั้นสามารถยืดหยุนไดดี
ตามการเคลื่อนไหวของหนู ชั้นพังผืดบางๆ และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ปริมาณนอยนี้ยังถูกดึงให
กวางออกเปนพื้นที่วางสําหรับปลูกเนื้อเยื่อตางๆไดงาย 

อัตราการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งที่ปลูกในช้ันเนื้อเยื่อใตผิวหนังของหนูทดลองยัง
มีความแตกตางกันไปตามตําแหนงของผิวหนังอีกดวย มีรายงานพบวา เซลลมะเร็งที่ไดรับการ
ปลูกในเนื้อเยื่อใตผิวหนังบริเวณสวนหนาของลําตัวของหนูจะเติบโตไดดีกวาเซลลมะเร็งที่ปลูก
ในบริเวณสวนหลังของลําตัวของหนู 3 ถึง 4 เทา86 และมีผูพบวา เซลลมะเร็งที่ปลูกในสวนทอง
ของลําตัว (ventral region) จะเติบโตไดเร็วกวาเซลลมะเร็งที่ปลูกในดานหลัง (dorsal region) 
ของลําตัว แตไมมีความแตกตางระหวางเซลลมะเร็งที่ปลูกในดานซายและขวาของลําตัวของ
หนูทดลอง สาเหตุของความแตกตางของอัตราการเจริญเติบโตดังกลาวยังไมเปนที่ทราบแนชัด 
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III เอ็นซัยม matrix metalloproteinases และสารยับยั้ง (inhibitors)  
 
การกําหนดโอกาสในการรักษาและวิธีการรักษาที่เหมาะสมสําหรับผูปวยโรคมะเร็ง

สวนใหญที่มาพบแพทยนั้นมักจะทําไดตั้งแตกอนเริ่มการรักษา โดยสวนใหญผูปวยโรคมะเร็ง
ทั่วโลกในปจจุบันยังคงมาพบแพทยเมื่อมีการแพรกระจายของโรคเกิดขึ้นมากอนแลวและเปน
ปญหาสําคัญที่ทําใหการรักษาใหหายขาดนั้นเปนไปไมได การรักษาดวยยาชนิดใดๆ ใน
ปจจุบันก็มักจะไมสามารถทําลายเซลลมะเร็งไดทั้งหมดความรูความเขาใจในเรื่องของกลไก
พื้นฐานทางชีวเคมีของการแพรกระจายของโรคมะเร็งจึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่งในการแก
ปญหานี้ในอนาคต 

สารโครงสรางพื้นฐานนอกเซลล (extracellular matrix,ECM) เปนโครงรางภายนอกที่
ประกอบขึ้นดวยสวนประกอบพื้นฐานที่สําคัญไดแก คอลลาเจน (collagens), กลัยโคโปรตีน 
(glycoproteins) และโปรตีโอกลัยแคน (proteoglycans) โครงรางเหลานี้เปนแหลงใหเซลล
ปกติรวมทั้งเซลลมะเร็งฝงตัวอยูเปนรูปรางที่มั่นคงแนนอน การเปลี่ยนรูปรางของเนื้อเยื่อใดๆ 
จําเปนตองมีการสลาย ECM เหลานี้ออกกอน ดังเชนที่พบในพยาธิวิทยาของโรคหลายชนิด 
เชน ขออักเสบ โรคหลอดเลือดหัวใจ การเกิดแผล รวมทั้งโรคมะเร็ง การแพรกระจายของโรค
มะเร็งจะเกิดข้ึนไดตองมีกระบวนการที่เกี่ยวของกับ ECM อยางกวางๆ 3 กระบวนการ ไดแก 
การยอยสลายโปรตีนที่ประกอบเปน ECM การจับติดและปลดปลอยเซลลมะเร็งจาก ECM 
และการเคลื่อนที่ผานรอยเสียหายของ ECM87-89 มีเอ็นซัยม หลายกลุมที่สามารถยอยสลาย 
ECM ได แตเอ็นซัยมกลุมที่สําคัญที่สุดคือเอ็นซัยม matrix metalloproteinases (MMPs)90-92 

 
ก. กลุมเอ็นซัยม matrix metalloproteinases (MMPs) 
 
กลุมเอ็นซัยม MMPs เปนกลุมเอ็นซัยมซึ่งพบไดจากการศึกษาระดับอณูชีววิทยา ทั้ง

ในเนื้อเยื่อจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นก สัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา และตนไม93 สําหรับในมนุษยนั้น 
เอ็นซัยมกลุมนี้มีบทบาทที่สําคัญหลายประการทั้งในกระบวนการที่เกิดขึ้นตามปกติและที่เกิด
จากโรค เชน การสมานแผล การปรับเปลี่ยนรูปรางของกระดูก การสรางหลอดเลือดใหม โรค
กลุมที่มีการอักเสบเรื้อรังและโรคจากการเสื่อมของอวัยวะตางๆ เปนตน การศึกษาในปจจุบัน
ทราบวาเอ็นซัยมในกลุมนี้มี 16 ชนิด ที่ทราบโครงสรางการเรียงตัวของกรดอมิโนและบทบาทที่
ชัดเจนแลว และยังมีอีกหลายชนิดที่อยูในระหวางการศึกษาดังตารางที่ 3 
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รูปรางโครงสรางของเอ็นซัยม MMPs แสดงไวในรูปที่ 2 เอ็นซัยมในกลุมนี้ทั้งหมดจะมี
โครงสรางรวมที่เหมือนกันคือจะตองมีสวนประกอบที่สําคัญ 3 สวนที่เรียกวา โดเมน (domain) 
ดังตอไปนี้94 

1. prodomain เปนสวนที่มีกรดอมิโนชนิดซิสเตอีน (cysteine) เปนสวนประกอบ สวนนี้
มีหนาที่ยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยม MMPs ถาเอ็นซัยมนี้จะถูกกระตุนใหทํางานได
ก็จะตองถอดสวนประกอบนี้ออกเสียกอนเทานั้น 

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 เอ็นซัยมในกลุม 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) หนา S44) 
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3. active site domain ซึ่งมีตําแหนงที่จับอยางจําเพาะกับธาตุสังกะสี (Zinc) เปนสวน
ประกอบ 
นอกจากนั้นเอ็นซัยมกลุม MMPs แตละชนิดยังมีโครงสรางในสวนอื่นที่แตกตางกันไป 

ดังแสดงในรูปที่ 2 รายละเอียดจะไมกลาวถึงในบทความนี้ 
โครงสรางสวนที่มีบทบาทสําคัญและเปนเอกลักษณของเอ็นซัยมกลุม MMPs คือ 

active site domain และ prodomain active site domain ประกอบดวยกรดอมิโนเรียงตัวกัน 
50-55 ตําแหนง โดยมีกรดอมิโนฮิสติดีน (histidines) 3 ตําแหนงในจุดที่จับกับไอออนของธาตุ
สังกะสีทั้ง 3 จุด สวน prodomain นั้นจะมีกรดอมิโนซิสเตอีนอยูในจุดที่ส่ีของเอ็นซัยมที่จับกับ
ไอออนของธาตุสังกะสี ในตําแหนงนี้ของ prodomain จะมีอนุมูล sulphydryl มาจับกับไอออน
ของธาตุสังกะสีอีกครั้งหนึ่งที่ใหเอ็นซัยมไมทํางาน95 การกระตุนการทํางานของเอ็นซัยมนี้จะ
ตองมีกลไกในการสลายพันธะระหวางธาตุสังกะสีและธาตุกํามะถัน (Zinc- sulfur bond) ทํา
ใหเกิดการหลุดออกของลําดับกระดอมิโนสวนที่มีซิสเตอีนอยูดวย จึงจะไดเอ็นซัยมที่ทํางานได
96 

เอ็นซัยมกลุม MMPs สวนใหญจะถูกหลั่งออกจากเซลลในรูปที่ไมทํางาน และตอง
ผานการกระตุนตามที่กลาวแลว สําหรับเอ็นซัยมสวนใหญในกลุม MMPs จะถูกกระตุนโดย 
plasmin และ urokinase-type plasminogen activator 94,96 นอกจากนี้ยังมี เอ็นซัยมกลุม 
MMPs บางชนิดที่สามารถกระตุนเอ็นซัยมกลุม MMPs ชนิดอ่ืนได97,98 หรือถูกกระตุนดวยสาร
อ่ืนๆได99 เอ็นซัยมที่ถูกกระตุนแลวแตละชนิดก็จะมีความจําเพาะในการยอยสลายโปรตีนขาง
ชนิดของ ECM ดวยเชนกัน 90,100 ดังแสดงในตารางที่ 3 

สวน catalytic domain เปนสวนประกอบที่ไดรับการศึกษาอยางกวางขวางในปจจุบัน 
ความรูเร่ืองโครงสรางของสวนรปะกอบสวนนี้เปนพื้นฐานในการออกแบบสังเคราะหยาที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยมกลุมนี้ 101 ยาเหลานี้บางชนิดไดรับการทดลองในระดับ
คลินิกเพื่อรักษาโรคมะเร็งและอาการขออักเสบแลวในปจจุบัน 

ในภาวะปกติเอ็นซัยมกลุม MMPs จะถูกควบคุมอยางมากทั้งในดานการหลั่งและการ
ทํางาน โดยทั่วไปเอ็นซัยมนี้จะพบไดในเนื้อเยื่อทั่วไปในปริมาณที่นอยมาก และจะมีปริมาณที่
มากขึ้นเฉพาะเมื่อมีกระบวนการบางอยางเกิดขึ้นในรางกายดังที่กลาวแลวเทานั้น เอ็นซัยมนี้
จะถูกสรางและคัดหลั่งออกจากเซลลตามวิธีการปกติยกเวนเซลลในระบบภูมิคุมกันอันไดแก
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil และ macrophage ซึ่งจะสามารถเก็บเอ็นซัยมนี้ไวใน 
secretory granule และปลอยออกมาใชในการทํางานของระบบภูมิคุมกันเทานั้น การควบคุม
การทํางานของเอ็นซัยมกลุมนี้มีหลายขั้นตอน เร่ิมจากการทํางานของ prodomain ภายในเอ็น
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ซัยมเอง และการควบคุมภายนอกเซลลโดยอาศัยสารยับยั้งตามธรรมชาติที่เรียกวา tissue 
specific inhibitors of matrix metalloproeinases(TIMPs)102,103  

 
ข. สารยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยมในกลุม MMPs ชนิด tissue specific inhibitors 

of matrix metalloproteinases(TIMPs) 
 
ปจจุบันมีการคนพบ สารในกลุม TIMPs แลวสี่ชนิด สารเหลานี้เปนโปรตีนขนาดเล็ก

ซึ่งมีน้ําหนักเพียง 21 ถึง 28 กิโลดาลตันและมีสวนประกอบสําคัญเปนพันธะ disulfide 
จํานวนหกพันธะ สวนใหญของ TIMPs จะสามารถจับและยับยั้งการทํางานของเอ็นซัยมใน
กลุม MMPs ทุกชนิด94 โดยใชสวนปลายของ TIMPs ซึ่งเปนกรดอมิโนจับกับสวนของ active 
site ของ MMPs ซึ่งจับอยูกับธาตุสังกะสี104 เชื่อวาพันธะ disulfide ซึ่งเปนพันธะที่จับกันอยาง
แข็งแรงในโครงสรางของ TIMPs มีสวนอยางมากในการยับยั้งการทํางานของ MMPs อยางไร
ก็ตาม TIMPs แตละชนิดก็มีความสามารถที่จะจับกับเอ็นซัยมในกลุม MMPs แตละชนิดแตก
ตางกัน เชน TIMP-2 จะสามารถจับกับ MMP-2 ไดดี หรือ TIMP-1 สามารถจับกับ MMP-9 ได
ดี เปนตน 

 
ค. การทํางานของเอ็นซัยมกลุม MMPs 
 
เอ็นซัยมในกลุม MMPs ถูกคนพบเปนครั้งแรกจากหางของลูกออด ในชวงทศวรรษที่ 

60105 ระหวางการเจริญเติบโตของกบจากตัวออนเปนตัวเต็มวัยนั้นหางของลูกออด ซึ่ง
ประกอบดวยคอลลาเจนจํานวนมากจะคอยๆ หดสั้นลงโดยอาศัยเอ็นซัยมยอยคอลลา
เจน(collagenase) หลังจากนั้นก็มีผูคนพบหนาที่ของเอ็นซัยมกลุม MMPs ในระบบตางๆของ
รางกายตามปกติอีกมากมาย โดยปกติเอ็นซัยมกลุมนี้จะมีอยูในเนื้อเยื่อตางๆในของผูใหญ
ปริมาณที่นอยมาก และจะเพิ่มปริมาณขึ้นเฉพาะเมื่อมีการกระตุนเทานั้น ดวยเหตุนี้จึงเปนเปา
หมายหนึ่งของการรักษาโรคมะเร็งในปจจุบัน เนื่องจากชื่อวาเอ็นซัยมนี้โดยทั่วไปนาจะมีบท
บาทนอย การรักษาจึงนาจะมีผลตอการทํางานของรางกายตามปกตินอยเชนเดียวกัน อยางไร
ก็ตามการรักษาดวยยาตานเอ็นซัยมกลุม  MMPs พบวามีผลทําให เกิดอาการปวดขอ 
(arthralgia) ได จึงเชื่อวาเอ็นซัยมชนิดนี้อาจมีบทบาทบางประการตอการทํางานตามปกติของ
ระบบขอของรางกายซึ่งยังไมทราบแนชัด106,107 
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บทบาทของเอ็นซัยมกลุม MMPs ตอการดําเนินโรคของโรคมะเร็งมีดังตอไปนี้ 
1. บทบาทตานการลุกลามและการแพรกระจายของโรคมะเร็ง 
เอ็นซัยมกลุม MMPs ที่สามารถผลิตโดยการลอกแบบทางพันธุกรรมขึ้นมาไดเปนครั้ง

แรกนั้นพบวาเกิดจากยีนที่สามารถกระตุนการทํางานดวยยีนมะเร็ง (oncogene)108 หลังจาก
นั้นมีผูคนพบวาในตัวอยางชิ้นเนื้อมะเร็งมีเอ็นซัยมกลุมนี้ในปริมาณมาก และพบวาความ
สามารถในการแทรกตัวของเซลลมะเร็งเขาสูเนื้อเยื่อโดยรอบนั้นสัมพันธกับปริมาณของเอ็น
ซัยมกลุม MMPs109]110 ทําใหมีสมมติฐานวาเอ็นซัยมกลุม MMPs ซึ่งสามารถยอยสลาย ECM 
ไดนี้เปนเอ็นซัยมที่เซลลมะเร็งใชในการลุกลามของมะเร็งเขาสูเนื้อเยื่อขางเคียงรวมทั้งผนัง
หลอดเลือดชั้น basement membrane เขาสูหลอดเลือดและเกิดการแพรกระจายของโรคในที่
สุด การทดลองทั้งในระดับเซลลและในสัตวทดลองในเวลาตอมาก็ไดพิสูจนวาสมมติฐานนี้เปน
ความจริง รวมทั้งยังพบวาการใหสาร TIMPs หรือกระตุนการทํางานของยีนที่สราง TIMPs ก็
ชวยยับยั้งการลุกลามและแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดเชนเดียวกัน 111-113 

การทดลองในเวลาตอมาโดยใชเทคนิคที่ เรียกวา intravital video microscopy 
(IVVM)114 พบวาเซลลมะเร็งที่ถูกกระตุนใหสราง TIMPs และฉีดเขาสูกระแสเลือดโดยตรงก็
สามารถแพรกระจายผานผนังหลอดเลือดเขาสูอวัยวะอื่นไดเชนเดียวกับเซลลมะเร็งอื่นที่มีการ
แพรกระจาย115 แตเซลลมะเร็งที่สราง TIIMPs ออกมามากนั้นจะไมสามารถเติบโตจนมีขนาดที่
ตรวจพบไดงายเชนเดียวกับเซลลมะเร็งปกติอ่ืนๆในอวัยวะที่มีการแรพกระจายดังนั้นจึงเชือวา
กระบวนการแพรกระจายของโรคมะเร็งซึ่งเปนกระบวนที่ซับซอนและตองการการทํางานของ
สารหลายชนิดในหลายขึ้นตอนรวมกันนั้น เอ็นซัยมกลุม MMPs อาจไมไดมีผลควบคุมการ
แทรกตัวของเซลลมะเร็งผานเขาออกผนังหลอดเลือดทั้งหมด แตขณะเดียวกันกลับมีผลตอการ
วางรากฐาน (tumor establishment) และการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งในอวัยวะแหงใหม
ดวย 

2. บทบาทตอการกําเนิดมะเร็ง (tumorigenesis) 
โดยทั่วไปแมจะพบวาเอ็นซัยมกลุม MMPs มีปริมาณและชนิดที่พบสูงขึ้นมากในโรค

มะเร็งที่มีการลุกลามไปมากหรือมีการแพรกระจาย แตสําหรับในเซลลมะเร็งระยะเริ่มกําเนิด
โรคก็พบวามีปริมาณของเอ็นซัยมกลุมนี้สูงขึ้นเชนกัน92 การสรางเอ็นซัยมกลุมนี้ในโรคมะเร็ง
ระยะเริ่มกําเนิดโรคนี้ ไมไดเกิดจากเซลลมะเร็งเพียงอยางเดียว แตยังเกิดจากเซลลรวมทั้งกอน
มะเร็ง (tumor stroma) อีกดวย90,116 เซลลเหลานี้ประกอบดวยไฟโบรบลาสต (fibroblast) 
เซลลระบุภูมิคุมกันที่แทรกตัวเขาหากอนมะเร็ง และเซลลบุผนังหลอดเลือด (endothelial cell) 
ซึ่งลวนแตสามารถหลั่งเอ็นซัยมกลุม MMPs ไดทั้งสิ้น เชื่อกันวาสวนหนึ่งเกิดจากการตอบ
สนองของรางกายตอกอนมะเร็งระยะเริ่มแรกเสมือนเปนแผล (wound) จึงทําใหเกิดกระบวน
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การสมานแผลขึ้น และสวนหนึ่งจากการหลั่งปจจัยกระตุนเซลลรอบขางจากเซลลมะเร็งเอง117 
การสรางเอ็นซัยมกลุม MMPs นี้ยังเกิดในโรคเนื้องอกชนิดไมรายแรง(benign tumor) ไดเชน
กัน มีรายงานในสัตวทดลองที่ถูกกระตุนใหสรางเอ็นซัยมกลุม MMPs เฉพาะบางชนิดมากผิด
ปกติแลวพบวามีผลสงเสริมการกําเนิดมะเร็งของโรคมะเร็งหลายชนิดไดจริง118-120 การสงเสริม
การวางรากฐานและการเจริญเติบโตของโรคมะเร็งในระยะเริ่มกําเนิดโรคนี้เกิดจากเอ็นซัยม
กลุม MMPs ทั้งที่มาจากเซลลมะเร็งและเซลลรอบขาง121 

3.บทบาทในการสรางหลอดเลือดใหม 
เมื่อเซลลมะเร็งเติบโตมากขึ้นก็จําเปนตองมีหลอดเลือดหลอเลี้ยงมากขึ้น เชื่อวาเอ็น

ซัยมกลุม MMPs มีบทบาทในดานนี้เชนกัน มีรายงานในสัตวทดลองพบวาการใหสารยับยั้ง
เอ็นซัยม MMP-2 หรือการใชหนูทดลองที่ไมสามารถสรางเอ็นซัยม MMP-2 ในการปลูกเซลล
มะเร็งจะทําใหเกิดการสรางหลอดเลือดใหมนอยลง เซลลมะเร็งมีการเติบโตขาลงไดจริง122,123 

4.บทบาทในการควบคุมทางชีววิทยาตอเซลลมะเร็ง 
ในปจจุบันเปนที่ทราบกันดีแลววา ECM ไมไดเปนเพียงโครงรางใหเซลลอาศัยฝงตัว

เทานั้น แตผิวสัมผัสระหวางเซลลและ ECM ยังมีตัวรับที่ผิวของเซลล เปนสารที่เรียกวาอินที
กริน  (integrin) โดยมีการสงสัญญาณระหวาง ECM และเซลลผานทางตัวรับดังกลาว 
สัญญาณดังกลาวจะชวยควบคุมความอยูรอด การเจริญเติบโต วิวัฒนาการและการเคลื่อน
ยายของเซลลเพื่อปรับตัวตามสภาพแวดลอม 

 การยอยสลาย ECM โดยเอ็นซัยมในกลุม MMPs จะมีผลในระดับอณูชีววิทยาหลาย
ประการ ไดแก เปนการกระตุนเอ็นซัยมกลุม MMPs ที่ยังอยูในรูปที่ไมออกฤทธิ์เปนรูปที่ออก
ฤทธิ์ไดดี การยอยสลาย ECM ยังเปนการชวยใหจุดยึดเกาะของ ECM กับตัวรับที่ผิวของเซลล
ซึ่งเคยถูกปดซอนไวไมไดทําหนาที่ใหเปดเผยออกมา รวมทั้งยังเปนการสลาย ECM ไดชิ้นสวน
ยอยของ ECM จุดยึดเกาะของ ECM ที่เปดเผยออกมาใหมและช้ินสวนยอยของ ECM เหลานี้
อาจสงสัญญาณเขาสูตัวรับของเซลลที่แตกตางไปจากเดิม ซึ่งอาจเปนการทําใหเซลลมะเร็งได
รับสัญญาณที่ชวยการรอดชีวิตและการเคลื่อนยายของเซลลได124,125 การยอยสลาย ECM ยัง
อาจทําใหปจจัยชวยการเจริญเติบโต (growth factor) ที่สรางจาก ECM และเก็บไวในรูปไม
ออกฤทธิ์ ถูกปลดปลอยออกมาในรูปที่ออกฤทธิ์ไดอีกดวย126  ทั้งหมดนี้แสดงวาการยอยสลาย 
ECM นั้นนอกจากจะเปนการเปดชองวางใหเซลลมะเร็งแลวยังเปนการปรับสภาพแวดลอม
ทางชีววิทยาใหเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งอีกดวย 

5.บทบาทในการยอยสลายโปรตีนอื่น ๆ นอกจาก ECM  
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 การทํางานของเอ็นซัยมกลุม MMPs นั้นนอกจากจะกระตุนเอ็นซัยมชนิดอื่นในกลุม 
MMPs เหมือนกันแลว ยังชวยกระตุนการทํางานของเอ็นซัยมยอยโปรตีนกลุมอ่ืนได เชนเดียว
กันกับที่เอ็นซัยมกลุมอ่ืน สามารถกระตุนการทํางานของเอ็นซัยมกลุม MMPs เชนกัน127 

 
IV Dorsal Skin Chamber และ Intravital Microscopy 

 
intravital microscopy หมายถึงวิธีการทําการทดลองในสัตวทดลองที่ยังมีสติอยูหรือ

ถูกทําใหสลบแตยังมีชีวิต แลวทําการศึกษาระบบการไหลเวียนเลือดในระดับจุลภาคโดยใช
การตรวจโดยตรงดวยกลองจุลทรรศน128  

 Dorsal skin chamber เปนเครื่องมือที่ถูกออกแบบมาสําหรับการศึกษาการไหลเวียน
เลือดที่ผิวหนังของสัตวทดลอง โดยการประกบอุปกรณดังกลาวกับผิวหนังของสัตวทดลอง 
และศึกษาหลอดเลือดที่ถูกตรึงไวภายใน 

 การประยุกตใช dorsal skin chamber ในสัตวทดลองเริ่มมี ข้ึนครั้งแรกในป ค.ศ. 
1934 โดย Williams และถูกปรับปรุงอีกครั้งในป ค.ศ. 1943  โดย Algire ซึ่งไดทดลองใช
อุปกรณดังกลาวกับหนู mouse ตอมาในป ค.ศ. 1971 Yamaura ไดประยุกตใชอุปกรณนี้กับ
หนู rat และในป ค.ศ. 1979 Papenfuss129  ไดริเร่ิมใชโลหะอลูมิเนียมในการผลิตอุปกรณนี้ 
หลังจากนั้นเปนตนมา ก็มีการนํา dorsal skin chamber ใชในการศึกษาหลอดเลือดระดับ
จุลภาคในเนื้อเยื่อทั้งของสัตวทดลองเอง และเนื้อเยื่อที่ถูกนํามาปลูกในสัตวทดลอง ซึ่งมีทั้ง
เนื่อเยื่อของโรคมะเร็งและโรคอื่น ๆ130,131 

 การนํา dorsal skin chamber มาใชในการศึกษากลไกของโรครวมกับ intravital 
microscopy ทําใหเกิดความกาวหนาในการศึกษากลไกของโรคและภาวะตาง ๆ อยางมาก 
ไดแก การเจริญเติบโตและการสรางหลอดเลือดใหมของโรคมะเร็งและโรคอื่น ๆ การปลูกถาย
และบํารุงรักษาอวัยวะที่ปลูกใหม รวมทั้งกลไกการตอตานอวัยวะที่ปลูกใหม พยาธิวิทยาของ
โรคออโตอิมมูนและโรคหลอดเลือด การหายของบาดแผล การประยุกตใชอุปกรณเหลานี้ใน
การศึกษาหลอดเลือดระดับจุลภาคจึงชวยใหเกิดความเปนไปไดในการศึกษาพยาธิสรีรวิทยา
ของหลอดเลือดที่มีความเปลี่ยนแปลงไดงายในสิ่งมีชีวิตเกิดขึ้นไดจริง ทั้งที่เปนสิ่งที่ทําไดยาก
จากการใชวิธีการทดลองเดิมในอดีต 
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IV ยามาริมาสแตท (marimastat)  
 
การสังเคราะหยายับยั้งเอนไซม MMPs เร่ิมตนขึ้นในชวง 10 ถึง 15 ปที่ผานมา ยาชนิดแรกในกลุม

นี้คือยาบาทิมาสแตท (Batimastat, BB-94) ซึ่งเปนยาชนิดแรกที่มีการทดลองอยางกวางขวางในสัตว
ทดลองเชนกัน ยาชนิดนี้มีคุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม MMPs ไดอยางกวางขวาง (broad spectrum) 
ละลายน้ําไดเปนบางสวน และสามารถปองกันการแพรกระจายของมะเร็งในหนูทดลองไดดี รวมทั้งชะลอ
การลุกลามเฉพาะที่และการสรางเสนเลือดใหมซึ่งจะทําใหกอนมะเร็งโตขึ้นไดอีกดวย 

ยารุนตอมาคือยามาริมาสแตท (marimastat, BB-16) จะมีคุณสมบัติในการละลายน้ําไดดียิ่งขึ้น 
จากคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตรที่ดีขึ้นนี้เชื่อกันวาทําใหประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งดีขึ้นเชนกัน 
ยาชนิดนี้มีฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม MMPs ไดอยางกวางขวาง และอาจสามารถบริหารยาดวยการ
รับประทานไดตางจากยาในรุนแรก เนื่องจากยายับย้ังเอนไซม MMPs เหลานี้จะเห็นผลไดเมื่อมีการใชเปน
เวลานานแลวพบวากอนมะเร็งมีขนาดไมโตขึ้น ดังนั้นการบริหารยาดวยการรับประทานนาจะเปนวิธีที่ดีกวา
การฉีดยาทางเสนเลือดดําหรือกลามเนื้อ จึงทําใหมีขอมูลจากการวิจัยในดานประสิทธิภาพและผลขางเคียง
ของยาอยูมากที่สุด รวมทั้งไดรับการทดลองในผูปวยโรคมะเร็งจริงแลวในบางรายงานโดยเปนการทดลองใน
ระยะที่สาม (phase III trial) ผลการวิจัยพบวายาชนิดนี้มีชวงเวลาครึ่งชีวิตในการกําจัดยา (elimination 
half-life) เปน 7 ถึง 10 ชั่วโมง มีผลขางเคียงนอย  

ยามาริมาสแตทหรือชื่อในการทดลองวา BB-2516 เปนยาที่ออกฤทธิ์ตานการทํางาน
ของเอ็นซัยมกลุม  MMPs ทุกชนิด  (broad spectrum) เปนผลิตภัณฑของบริษัท  British 
Biotech Pharmaceuticals จํากัด แหงเมืองออกซฟอรด ประเทศอังกฤษ ปจจุบันเปนยาภาย
ใตสิทธิบัตรของบริษัท Schering-Plough แหงประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

 
 
รูปที่ 3 สูตรโครงสรางของยามาริมาสแตท 
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 สูตรโครงสรางของยาชนิดนี้แสดงในรูปที่ 2 สูตรโมเลกุลของยาชนิดนี้คือ C15 H29 N3 
O5 ลักษณะทางกายภาพเปนผงสีขาว (white crystalline powder) สามารถละลายน้ําไดดวย
ความเขมขนไมเกิน 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่คาความเปนกรดดาง (pH) เปน 3.2 และไมเกิน 
20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่คาความเปนกรดดางเปน 8.5 ตัวยานี้ที่นํามาใชกับมนุ ษยจะอยูใน
รูปสารแขวนลอยในน้ํามัน  (oil suspension) ซึ่งบรรจุอยูในแคปซูล 

 
ก. การศึกษาทางเภสัชจลนศาสตรของยาในสัตวทดลอง 

 
ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตรของยามาริมาสแตทในสัตวทดลองนั้นมีในหนู (rat) และ 

marmoset สําหรับในหนู  rat พบวาการปอนยาทางปาก  (oral gavage) ดวยขนาด  30 
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม จะไดคา oral bioavilability โดยเฉลี่ยเปนรอยละ 18 ขอมูล
ทางเภสัชจลนศาสตรจากการทดลองปอนยาในขนาดนี้เปนเวลา 29 วัน ดังแสดงในตารางที่ 4 
สวนใน marmoset คา oral bioavailability จากการปอนยาทางปากดวยขนาด 10 มิลลิกรัม
ตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมเปนรอยละ 50 และที่ขนาด 100 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม
เปนรอยละ 22 ถึง 35 ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตรจากการทดลองปอนยาในขนาดทั้ง 2 ขนาด
นี้เปนเวลา 28 วัน ดังแสดงในตารางที่ 5 

 
ข. การสันดาป (Metabolism) ของยามาริมาสแตท  
ยามาริมาสแตทถูกสันดาปที่ตับเปนสําคัญ ขบวนการสันดาปของยาชนิดนี้ไมผานการ

ทํางานของเอ็นซัยมในไซโตโครม (cytochrome) P450 ผลิตผลหลักจากการสันดาปของยา 
(major metabolite) คือสาร carboxamide  (BB-3195) ซึ่งไมไดมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ
เอ็นซัยมกลุม MMPs ผลิตผลรองจากการสันดาปของยา (minor metabolite) คือ BB-2987 
ซึ่งเกิดจากการสันดาปของ BB-3195 อีกครั้งหนึ่ง นอกจากนี้ยังมีผลิตผลรองจากการสันดาป
ของยาหลายชนิด การเกิดผลิตผลจากการสันดาปเหลานี้พบวาไมแตกตางกันจากการทดลอง
ในสัตวตางสปชีสรวมทั้งมนุษย แตพบวาคนและหนู rat มีการสันดาปยาเร็วกวา 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 คาทางเภสัชจลนศาสตรของยามาริมาสแตทในหนู 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  คาทางเภสัชจลนศาสตรของยามาริมาสแตทใน marmoset 

 
 ค. พิษวิทยา (toxicology) 
 
การศึกษาในสัตวทดลองพบวาคาขนาดยาสูงสุด (maximum tolerated dose) คือ

ประมาณ 100 ถึง 150 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน การทดลองใหยานี้รวมกับยาเคมีบําบัด
หลายชนิดที่ใชบอย เชน cisplatin, 5-FU, doxorubicin, gemcitabine เปนตน  ไมพบวามี
การสงเสริมการเกิดผลขางเคียงในระยะสั้นซึ่งกันและกัน  

 การทดลองในหนู rat ดวยการใหยาขนาด 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวนั
เปนเวลา 28 วัน และ 26 สัปดาหไมพบวามีผลขางเคียงใด ๆ เกิดขึ้น  

 การทดลองใน  marmoset ดวยการใหยาขนาด  100 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว  1 
กิโลกรัมตอวัน พบวาเกิดผลขางเคียงที่สําคัญคือการอักเสบของเสนเอ็น (inflammation of 
tendons and joint ligaments) สังเกตไดจากการจํากัดการเคลื่อนไหว อาการเดินเซ และสัตว
ทดลองมีพฤติกรรมรุนแรงมากขึ้น เปนการตอบสนองตอความเจ็บปวด อาการเหลานี้จะพบใน



 28

ชวงสัปดาหที่ 3 หลังจากเริ่มการใหยา และพบในสัตวทดลองเกือบทุกตัว สําหรับ marmoset 
ที่ไดรับยาในขนาด 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวันนั้นไมพบผลขางเคียงดังกลาว
เลย สวนขนาดยา 30 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวันนั้นทําใหเกิดผลขางเคียงไดใน
สัตวทดลองสวนนอย  

การศึกษาหลายฉบับไดรายงานการใชยามาริมาสแตทในการรักษาผูปวยโรคมะเร็งหลายชนิด พบ
วาผลขางเคียงที่พบไดบอยคือ อาการปวดตามกระดูกและกลามเนื้อ (musculoskeletal pain) และการ
อักเสบโดยเฉพาะที่เสนเอ็น (tendinitis) อาการเหลานี้จะพบไดบอยเมื่อมีการใชยานี้เปนเวลานานในขนาด
ที่สูงมากกวา 25 มิลลิกรัมวันละ 2 ครั้ง อาการอักเสบที่เสนเอ็น (tendinitis) จะไมตอบสนองตอการรักษา
ดวยยาในกลุม NSAIDs และยาเพรดนิโซโลนในขนาดต่ําซึ่งหมายถึงขนาด 10 ถึง 20 มิลลิกรัมตอวัน ใน
รายงานที่ใหยาขนาด 200 มิลลิกรัมวันละ 2 ครั้ง ซึ่งสูงกวาขนาดที่ใชในการวิจัยตามปกติถึง 20 เทาจะพบมี
ระดับเอนไซม ALT ของตับสูงขึ้น 

 ผลขางเคียงอีกประการหนึ่งจากการใชยานี้เปนเวลานานที่สําคัญคือการเกิดรอยโรค
ในถุงน้ําดีของสัตวทดลอง การศึกษาในมนุษยไมพบผลขางเคียงดังกลาว  

 ยามาริมาสแตทนี้ไมพบวามีทําใหเกิดความผิดปกติของโครโมโซม หรือการกลายพันธุ
ใดๆ การใชยานี้ในเพศชายก็ไมมีผลตอสมรรถภาพทางเพศและการเจริญพันธุ แตไมมีขอมูล
สําหรับผลของยาตอการเจริญพันธุของเพศหญิง การใหยาดังกลาวในหนู rat เพศเมยีพบวาทาํ
ใหเกิดความผิดปกติแตกําเนิดของระบบหัวใจและหลอดเลือดรวมทั้งกระดูกของตัวออนใน
ครรภของหนู rat ได  

  
ง. ขนาดของยามาริสแตท 
  
ขนาดของยาชนิดนี้ใชในการทดลองรักษาโรคมะเร็งหลายชนิดในมนุษยนั้นคือขนาด 

10 มิลลิกรัมวันละ 2 คร้ัง 
 สําหรับในสัตวทดลองเนื่องจากคา oral bioavailability ที่ดีมากในสัตวทุกชนิด ขอ

แนะนําของบริษัท British Biotech Pharmaceuticals จึงกลาววาสามารถลดขนาดของยาลง
ไดถึง 5 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม132  
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการ 

 
รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

 
การศึกษานี้เปนการศึกษาเชิงทดลอง (experimental study design) แบบมีกลุม

ทดลองและกลุมเปรียบเทียบ (experimental controlled trial) โดยมีการปดบังขอมูลทั้งในผู
ทําการวัดผลการทดลองและผูถูกทดลองซึ่งเปนสัตวทดลอง (double-blinded)  

 
ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology) 

 
ก. การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งตับ (cell culture) 
 
เซลลตนแบบของมะเร็งตับจากมนุษยที่ใชในการทดลองนี้ทั้งหมด คือเซลลสายพันธุ

มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma cell line) ที่มีชื่อวา HEP G2 และ S 109 ซึ่งนํามาจาก
หองทดลองของหนวยมะเร็งวิทยา ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ สาเหตุที่ตองใชเซลลสายพันธุมะเร็งตับสองสายพันธุเนื่องจากปญหาในการเพาะ
เลี้ยงเซลลซึ่งไมไดปริมาณเซลลมะเร็งสายพันธุเดียวทั้งหมดตามตองการภายในเวลาการวิจัย
อันจํากัด เซลลตนแบบที่เก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลวจะถูกนํามาละลาย และเพาะเลี้ยง
ขยายจํานวนที่หองทดลองอณูชีววิทยา ภาควิชากายวิภาคศาสตร โดยเลี้ยงในสารเพาะเลี้ยง 
(media) ซึ่งเปนสวนผสมของ fetal-bovine serum ในสารเพาะเลี้ยง Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium(DMEM) ความเขมขนของ fetal-bovine serum เปนรอยละ 10 โดยปริมาตร 
สวนผสมทั้งสองสวนที่ใชเปนผลิตภัณฑของบริษัท Gibco BRL จากประเทศสหรัฐอเมริกา 

เซลลสายพันธุมะเร็งตับ HEP G2 และ S109 จะถูกเพาะเลี้ยงภายในตูอบที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสจนไดปริมาณมากเพียงพอ กอนที่จะนําไปนับจํานวนเซลลในหนึ่งหนวย
ปริมาตรใหไดจํานวน 80,000 เซลลสําหรับหนูทดลองแตละตัว แลวนําเซลลมะเร็งตับจํานวนนี้
ในสารเพาะเลี้ยงมาปนใหตกตะกอน ดูดสารเพาะเลี้ยงสวนเกินทิ้งจนไดปริมาตรของเซลลและ
สารเพาะเลี้ยงรวมกันประมาณ 5-10 ไมโครลิตร 
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ข. การเลี้ยงหนูทดลอง 
 
หนูทดลองที่ใชในการทดลองนี้ทั้งหมดเปนหนู nude mice สายพันธุ BALB/c-nu เพศ

ผู 6 ตัวและเพศเมีย 3 ตัว ซึ่งสั่งซื้อมาจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติในขนาดอายุ 6 สัปดาห 
หนูทั้งหมดถูกจัดสงมาในกลองที่ปดผนึกปองกันการสัมผัสกันอากาศภายนอก และไดรับการ
นําเขาหองทดลองในทันทีที่มาถึง 

หองทดลองที่ใชในการทดลองนี้ ไดแก หองเลี้ยงหนูทดลองของศูนยสัตวทดลองและ
หองทดลองทางหลอดเลือดจุลภาคของภาควิชาสรีรวิทยา หองเลี้ยงหนูทดลองเปนหองทดลอง
เดิมของศูนยสัตวทดลองที่ไดรับการปรับปรุงใหอยูในสภาพกําจัดเชื้อ (Pathogen-limited) 133 

ซึ่งหมายถึงสัตวทดลองจะถูกเลี้ยงในภาชนะที่ไรเชื้อ ไดรับอาหารและน้ําที่ไรเชื้อ กรงเลี้ยงสัตว
ทดลองจะปดดวยฝาที่มีตัวกรองอากาศปองกันเชื้อจุลินทรีย (Filter cap) บุคลากรผูทําการดู
แลสัตวทดลองจะตองสวมผาปดจมูกและปาก ถุงมือและเสื้อคลุมที่ผานการกําจัดเชื้อกอนเขา
สูหองทดลองเสมอ และควบคุมอุณหภูมิที่ 24-28 องศาเซลเซียส ควบคุมการเปดปดแสงไฟ
โดยเปดไฟนาน 10 ชั่วโมง สลับกับปดไฟนาน 14 ชั่วโมงทุกวัน และเปดพัดลมระบายอากาศ
เปนระยะ 

หลังจากหนูทดลอง (nude mice) ถูกนํามาสงที่หองทดลองแลว หนูทดลองจะถูกนํา
เขาสูหองทดลองเลี้ยงหนูทันที และถูกนําไปใสในกรงเลี้ยงหนูซึ่งทําจากพลาสติกแข็งทนความ
รอนไดดีขนาด 20x30x20 เซนติเมตร ปดดวยตะแกรงโลหะซึ่งใชวางอาหารและขวดบรรจุน้ํา
เลี้ยงหนู แลวปดอีกครั้งดวย filter cap ซึ่งมีตัวกรองอากาศเปนกระดาษกรองอยางดี อุปกรณ
ทั้งหมดซึ่งไดแก กรงเลี้ยงหนู ตระแกรงโลหะ และ filter cap เปนผลิตภัณฑของศูนยสัตว
ทดลองแหงชาติ 

หนูแตละตัวจะถูกเลี้ยงในกรงเลี้ยงหนูกรงละ 1 ตัว พื้นกรงเลี้ยงหนูจะปูดวยวัสดุรอง
นอน (beddings) ซึ่งเปนขี้เลื่อยอบแหงชิ้นเล็กๆ ซึ่งผานการฆาเชื้อดวยวิธี autoclave ดวย
ความรอน 130 องศาเซลเซียส นาน 30-45 นาที แตละกรงจะปูดวยวัสดุรองนอนความหนา 1 
เซนติเมตร และทําการเปลี่ยนกรงเลี้ยงหนูรวมทั้งวัสดุรองนอนทุกๆ 7 วัน 

อาหารเลี้ยงหนูทดลอง nude mice เปนอาหารที่สั่งซื้อจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ
เชนเดียวกัน อาหารดังกลาวเปนอาหารเม็ดซึ่งไดรับการคํานวณสัดสวนของสารอาหารสําหรับ
หนู mouse มาอยางถูกตอง และผานการฆาเชื้อดวยวิธี autoclave เชนเดียวกับกรงเลี้ยงหนู
ทดลองกอนนํามาใชเลี้ยงหนูทดลอง 

น้ําที่ใชเลี้ยงหนูทดลองเปนน้ําแรกรองบรรจุขวด แลวนํามาปรับความเปนกรดดาง 
(pH) ดวยการผสมกรดเกลือเขมขนจนไดคาความเปนกรดดางที่ประมาณ 2-2.5 เพื่อเปนการ
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ฆาเชื้อจุลินทรียและอาจมีผลดีตอระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลองในเรื่องของ reticulo-
endothelial cell clearance rate134รวมทั้งอาจชวยใหหนูทดลองกินอาหารและดื่มน้ําไดดีข้ึน 
มีน้ําหนักมากขึ้นไดดี น้ําเลี้ยงหนูทดลองจะถูกเปลี่ยนทุก 3-4 วันเพื่อควบคุมความเปนกรด
ดางใหคงที่และปองกันการอุดตันของหลอดดูดน้ําจากเศษอาหารที่หนูทดลองบวนเขาสูขวด
น้ํา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 รูปที่ 4 แผนผังหองทดลองเลี้ยงหนูทดลอง nude mice 
 

 
 
 

 

 

ชั้นวางกรงเลี้ยงหนูทดลอง 

โตะผาตัดหนูทดลอง 

พัดลมระบายอากาศดานหลังหองทดลอง 

โตะเปลี่ยนถายกรงเลี้ยงหนูทดลอง

หลอดไฟ 



 32

การเลี้ยงหนูทดลอง nude mice ทั้งหมดเปนไปตามมาตรฐานการใชและดูแลสัตว
ทดลองในการวิจัยทางการแพทยและชีววิทยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศแคนาดา 
แผนผังหองทดลองดังแสดงในรูปที่ 4 

หนูทดลอง nude mice จะถูกเลี้ยงในสภาพดังกลาวโดยไมทําการทดลองใดๆเปน
เวลา 1 สัปดาห เพื่อเปนการปรับสภาพรางกายรวมทั้งความเปลี่ยนแปลงของระบบการทํางาน
ของรางกายหนูทดลองใหเขากับส่ิงแวดลอมใหม และลดความเครียดจากการขนสงและการ
เปลี่ยนแปลงสิ่งแวดลอม 

หนูทดลองที่มีสุขภาพดีหลังจากการเลี้ยงในหองทดลองนาน 1 สัปดาห จะถูกนํามา
ฉีดยา atropine sulphate ขนาด 0.3 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม เขาที่ใตผิวหนัง
บริเวณตนขาหลังดานขวาของหนูทดลองเพื่อเปนการลดน้ําลายในปากหนูทดลองซึ่งอาจทําให
เกิดอาการสําลักและการหายใจลมเหลวไดระหวางหมดสติ ทิ้งไวสักครูแลวจึงนํามาทําใหหมด
สติดวยยาสลบ ketamine hydrochloride ขนาด 90 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ฉีดเขา
ใตเยื่อบุชองทอง (intraperitoneum) แลวใหดมยาสลบ ether ซ้ําเพื่อใหหมดความรูสึกอยาง
สมบูรณกอนจะนํามาผาตัดผิวหนังบริเวณสันหลังของหนูทดลอง แลวเย็บ dorsal skin 
chamber ประกบเขากับแผนผิวหนังที่ถูกดึงยืดขึ้นบริเวณกลางหลังบริเวณ chamber ซึ่งปด
ทับดวยกระจกปด (cover slip) จะถูกหยอดดวยสารแขวนลอยของเซลลมะเร็งตับและสาร
เพาะเลี้ยงในปริมาตร 5-10 ไมโครลิตรที่เตรียมไวกอนแลวในบริเวณใตผิวหนังของหนทูดลองที่
ถูกดึงขึ้นตั้งฉากกับสันหลัง หลังจากนั้นหนูทดลองจะถูกทิ้งไวในกรงเลี้ยงหนูเปนเวลา 24 ชั่ว
โมงกอนเริ่มการทดลอง 

 
ค. การทดลอง (Methods) 
 
หนูทดลอง nude mice ที่ใชในการทดลองมีทั้งสิ้น 9 ตัว แบงเปน 3 กลุม กลุมละ 3 

ตัวโดยหนูทดลองเพศผูกลุมละ 2 ตัว เพศเมียกลุมละ 1 ตัว 
หนูทดลองกลุมแรกถูกนํามาผาตัดใส dorsal skin chamber ตามวิธีการที่กลาวแลว 

โดยไมใสเซลลมะเร็ง แลวนํามาตรวจดวยกลองจุลทรรศนโดยใชวิธีการที่เรียกวา Intravital 
Fluorescent Microscopy ภายใตภาวะหมดสติดวยวิธีการฉีดและดมยาสลบเชนเดิม เมื่อ
ตรวจวัดคามาตรฐานของความหนาแนนของหลอดเลือดขนาดเล็ก (microvessel density) ที่
บริเวณใตผิวหนังที่สันหลังของหนูทดลองในอายุ 7 สัปดาห กอนที่จะทําใหหนูทดลองเสียชีวิต
ดวยการใชยาดมสลบในปริมาณเกินปกติ 
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หนูทดลองที่เหลือ 6 ตัวจะถูกนํามาแบงเปน 2 กลุมแตละกลุมมีหนูทดลองเพศผูและ
เมียจํานวนเทาๆกันดังกลาวแลวเพื่อปองกันปญหาจากความแตกตางทางเภสัชจนศาสตรของ
ยาที่ใชในการทดลองระหวางหนูทั้งสองเพศ 

ยา marimastat จะถูกนํามาผสมในน้ําดื่มของหนูทดลองดวยความเขมขน 1 มลิลิกรัม
ตอมิลลิลิตร โดยปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 2-2.5 เชนกัน แลวแบงเปน 3  สวนสําหรับ
หนูทดลอง 3 ตัวในกลุมทดลอง สําหรับหนูทดลองในกลุมควบคุมจะไดรับการปอนน้ําดื่มตาม
ปกติ ทั้งนี้ลักษณะภายนอกของสารละลายยา marimastat นั้นไมแตกตางจากน้ําบริสุทธิ์แต
อยางใด 

สารละลายยา marimastat และยาหลอก (placebo) ซึ่งเปนน้ําดื่มปกติสําหรับหนู
ทดลองนั้นจะถูกนํามาใหหนูทดลองทั้ง 2 กลุมโดยวิธีการสุม ทั้งนี้โดยผูทําการทดลองจะไม
ทราบวาเปนยาจริงหรือยาหลอก ยาทั้งหมดจะถูกปอนวันละ 2 ครั้งเทาๆกัน คิดเปนขนาดยา 
marimastat 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอวัน การปอนยาจะเริ่มตนขึ้นหลังจากการ
ผาตัดใส dorsal skin chamber และเซลลมะเร็งเปนเวลา 24 ชั่วโมงจนครบ 7 วันนับจากเริ่ม
ใสเซลลมะเร็ง หนูทดลองทั้ง 2 กลุมจะไดรับการเลี้ยงดวยอาหารและสิ่งแวดลอมที่เหมือนกัน
ทุกประการ 

เมื่อครบ 7 วัน หลังจากใสเซลลมะเร็งแลว ปริมาณของเซลลมะเร็งที่มีทั้งหมดจะยังคง
นอยมากจนไมทําใหเกิดอาการเจ็บปวยในหนูทดลองขึ้นได หนูทดลองจะถูกทําใหหมดสติอีก
คร้ังดวยวิธีการเดิม แลวนํามาตรวจดวยวิธี Intravital Fluorescent Microscopy และบันทึก
ภาพดวยกลองถายภาพโทรทัศนลงในเทปบันทึกภาพ (video) หลังจากนั้นหนูทดลองจะถูกทํา
ใหเสียชีวิตดวยการใชยาดมสลบปริมาณเกินปกติ แลวนําไปชั่งน้ําหนักทุกตัว 

เทปบันทึกภาพผลการตรวจหนูทดลองทุกตัวจะถูกนํามาวิเคราะหดวยการใช image 
program ซึ่งเปนโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับวิเคราะหคาทางสถิติของตัวแปรตางๆในภาพ
นิ่งที่ไดรับการสุมเลือกจากเทปบันทึกภาพ ภาพผลการตรวจของหนูทดลองทุกตัวจะถูกนํามา
หาคาความหนาแนนของหลอดเลือด สําหรับเทปบันทึกภาพผลการตรวจของหนูทดลองใน
กลุมทดลองและกลุมควบคุมซ่ึงมีการใสเซลลมะเร็งดวยนั้นจะถูกนํามาวิเคราะหหาความหนา
แนนของกลุมเซลลมะเร็งจากตําแหนงคงที่ 4 ตําแหนง ในภาพนิ่งที่มีเซลลมะเร็งปรากฏอยู
และถูกเลือกมาดวยวิธีการสุมตรวจคาความหนาแนนของหลอดเลือดและกลุมเซลลมะเร็งที่ได
ทั้งหมดจะถูกนํามาหาคาเฉลี่ย (mean) ของแตละกลุม 

คาความหนาแนนของหลอดเลือดของหนูทดลองในกลุมทดลองและกลุมควบคุมจะ
ถูกนําไปเปรียบเทียบกับคาดังกลาวของหนูทดลองกลุมที่ไมไดรับเซลลมะเร็งวามีความแตก
ตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม และนํามาเปรียบเทียบกันเองระหวางกลุมทดลองและ
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กลุมควบคุมอีกครั้งสวนคาความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งจะถูกนํามาเปรียบเทียบกัน
ระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุมเพื่อทดสอบนัยสําคัญทางสถิติ 
 
การรวบรวมขอมูล (data collection) 

 
ขอมูลที่จะเก็บบันทึกในแบบฟอรมบันทึกขอมูล ไดแก หมายเลขของหนูทดลอง น้ํา

หนักของหนูทดลอง คาความหนาแนนของหลอดเลือด และคาความหนาแนนของกลุมเซลล
มะเร็ง 

ผลลัพธที่จะนํามาเปรียบเทียบกันไดแกน้ําหนักเฉลี่ยของหนูทดลองในแตละกลุม คา
ความหนาแนนของหลอดเลือดเฉลี่ยระหวางกลุมที่ไมไดปลูกเซลลมะเร็งและกลุมทดลอง กลุม
ที่ไมไดปลูกเซลลมะเร็งและกลุมควบคุม และระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม คาความ
หนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งเฉลี่ยระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม 

      
การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 

 
เนื่องจากการศึกษานี้เปนการทําวิจัยนํารอง (Pilot Study) จึงไมสามารถทราบคาทาง

สถิติใดๆของผลลัพธที่ตองการวัดมากอนการทดลองนี้ ดังนั้นจึงไมสามารถใชการคํานวณทาง
สถิติเพื่อหาขนาดตัวอยางในการวิจัยไดและหนูที่ใชมีลักษณะและพันธุกรรมที่เหมือนกันอยู
แลวจึงนาจะใชจํานวนนอยได และเนื่องจากมีปญหาเรื่องคาใชจายและเวลาในการทดลองจึง
ใชหนูทดลองในแตละกลุมจํานวณ 3 ตัว 

เมื่ออนุมานวาหนูทดลองจากการศึกษาทั้งสองกลุมมีการแจกแจงของขอมูลตัวแปร
ตางๆแบบปกติและมีคาความแปรปรวนของขอมูลเทากัน ผลลัพธที่ไดจากการทดลองทั้งสอง
คานั้นจะถูกรวบรวมและนํามาวิเคราะหโดยใชวิธีทดสอบสมมุติฐานแบบ unpaired t-test โดย
ใชสูตร 

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

       S x1 – x2 
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การนําเสนอขอมูล 
 
นําเสนอในรูปตาราง 

 
การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย (Operational Definition) 
 

ไมมี 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 
 

เซลลมะเร็งตับจากมนุษย 
     

  หนูทดลองที่ไดรับการปลูกถายเซลลมะเร็งตับจากมนุษย 
 
หนูทดลอง nude mice 
 

  
 

กลุมทดลอง      กลุมควบคุม 
 
ใหยามาริมาสแตท     ใหยาหลอก                  
 

หนูทดลองไดรับการเลี้ยงจนครบ 7 วัน 
  

 
ตรวจปริมาณการสรางหลอดเลือดใหมและปริมาณกลุมเซลลมะเร็ง 

ดวยวิธี intravital fluorescent microscopy 
 

 
บันทึกภาพลงในเทปบันทึกภาพ 

 
 

ชั่งน้ําหนักหนูทดลองหลังการทดลองสิ้นสุด 
 

 
วิเคราะหภาพในเทปบันทึกภาพดวย image program 

 
 

วิเคราะหผลดวยวิธีการทางสถิติ 
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ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefit and 
Application) 
 
 ผลที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัยนั้นเชื่อวาจะไดประโยชนในการเปนแนวทางใหมเพื่อ
การวิจัยเพิ่มเติมในอนาคตสําหรับการรักษามะเร็งตับ ซึ่งเปนมะเร็งที่พบมากในผูปวยภูมิภาค
นี้ แตยังไมมีแนวทางการรักษาใด ๆ ในปจจุบันที่ไดผลดีเลยสําหรับมะเร็งที่ไมสามารถผาตัด
ออกไดหมด รวมทั้งเพื่อเปนแนวทางสําหรับการวิจัยเปรียบเทียบผลของการใหยายับยั้งการ
สรางหลอดเลือดใหมที่มีตอการเจริญเติบโตของโรคมะเร็งที่มีการสรางหลอดเลือดมาเลี้ยงมาก 
(hypervascular tumor) และชนิดที่มีการสรางหลอดเลือดมาเลี้ยงนอย  (hypovascular 
tumors)  ซึ่งยังเปนการศึกษาที่จะแสดงผลของยาในกลุมนี้ไดอยางเปนรูปธรรมมากที่สุดและ
ยังไมมีผูทําการศึกษาไว แตไมสามารถทําการศึกษาไดในครั้งนี้เนื่องจากปญหาทางดานเวลา
และเงินทุนของการวิจัย  การวิจัยนี้ยังเปนการวิจัยที่บุกเบิกดานการทดลองดวยหนูทดลอง 
nude mice ในทางมะเร็งวิทยา ซึ่งจะมีประโยชนในการศึกษาเกี่ยวกับมะเร็งวิทยาอีกมากมาย
ในอนาคต 

 
ตารางการปฏิบัติงาน (Time Schedule) 

 

 
 
 
 
 
ปญหาทางจริยธรรม (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. ขั้นการวิเคราะหขอมูล                  * *    
4. ขั้นการเขียนรายงาน                    *   
5. ขั้นการรายงานผล                     * * 
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การทดลองนี้ไดรับการออกแบบใหหนูทดลองทั้งสองกลุมไดรับการเลี้ยงดูและไดรับ

การทดลองโดยคํานึงถึงปญหาทางจริยธรรมในทุกขั้นตอน ทั้งนี้โดยยึดหลักการของมาตรฐาน
ทางจริยธรรมในการปฏิบัติตอสัตวทดลองของประเทศแคนาดา ซึ่งไดอางอิงไวในภาคผนวก
ของวิทยานิพนธฉบับนี้แลว 
 
งบประมาณ (Budget) 

      
หนูทดลอง (nude mice) จํานวนประมาณ 30 ตัวๆละ 150 บาท 4500 บาท 
คาอุปกรณในการทดลอง      15000 บาท 
คาปรับเปลี่ยนสภาพหองทดลอง     10000 บาท 
คาจางเจาหนาที่ดูแลหนูทดลอง     1000 บาท 
คาอาหารหนูทดลองและวัสดุรองนอน    2000 บาท 
รวม        32500 บาท 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
 การวิจัยนี้เร่ิมตนขึ้นในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ 2543 หลังจากการคนควาขอมูลในดาน

การเลี้ยงหนูทดลอง nude mice และความเปนไปไดในการทําการทดลองดวยอุปกรณที่มีอยู 
 ในการทดลองจริงหนูทดลองนี้ใชเปนหนู nude mice เพศผู 7 ตัวและเพศเมีย  2 ตัว 

แบงเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ไมไดปลูกเซลลมะเร็งตับซึ่งเรียกวากลุมมาตรฐาน กลุมทดลอง 
(case) และกลุมควบคุม (control) สาเหตุที่ไมไดใชหนูทดลองเพศเมียตามที่กําหนดไวเดิม 
เนื่องจากหนูเสียชีวิตกอนกําหนด  

 หลังการทดลองทั้งหมดเสร็จส้ิน การตรวจหาความหนาแนนของหลอดเลือดของหนู
ทดลองทั้ง 3 กลุม และความหนาแนนของเซลลมะเร็งตับของหนูทดลองในกลุมทดลองและ
กลุมควบคุมนั้น ใชโปรแกรมคอมพิวเตอรวัดความเขมของแสงในเทปบันทึกภาพที่แตกตางกัน
ระหวางหลอดเลือด กลุมเซลลมะเร็ง และเนื้อเยื่อชั้นใตผิวหนังของหนูทดลอง การหาความ
หนาแนนของหลอดเลือดนั้นไดเลือกภาพที่แสดงหลอดเลือดขนาดเล็กและหลอดเลือดฝอยเทา
นั้น ซึ่งนาจะเปนหลอดเลือดที่มีโอกาสสรางขึ้นใหมจากเซลลมะเร็งตับมากกวาหลอดเลือด
ขนาดใหญ สวนการเลือกภาพที่วัดความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งนั้นไดเลือกภาพที่มี
เซลลมะเร็งปรากฎอยู ทั้งนี้การตรวจวิเคราะหดวยวิธีดังกลาว ยังคงมีปญหาอยูบางในเรื่อง
ความชัดเจนของภาพ เนื่องจากปญหาทางเทคนิคในการทดลอง จํานวนภาพที่นํามาวิเคราะห
ไดแสดงในตารางที่ 6 

 
หมายเลขของหนูทดลอง 

กลุมมาตรฐาน กลุมควบคุม กลุมทดสอบ 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

จํานวนภาพที่วัดความ
หนาแนนของหลอดเลือด 8 5 8 8 3 10 9 7 6 
จํานวนภาพที่วัดความ
หนาแนนของกลุมเซลล
มะเร็ง 

- - - 7 3 4 8 5 6 

 
ตารางที่ 6 จํานวนภาพที่มีความชัดเจนเพียงพอในการนํามาวิเคราะหดวย image 

program 
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 ผลการวัดความหนาแนนของหลอดเลือดนั้นจะแสดงในรูปของอัตราสวนของพื้นที่ที่มี

ความเขมของแสงในพิสัยที่ทําการวัดดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรดังกลาว แลววาเปนความเขม
ของแสงของหลอดเลือด เทียบกับพื้นที่ที่เหลือทั้งหมดในกรอบของภาพที่กําหนด คิดเปนอัตรา
สวนตอรอย สวนผลการวัดความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งก็ใชวิธีการเดียวกันโดยหาพื้นที่
ที่มีความเขมของแสงในพิสัยที่วัดแลววาเปนความเขมของกลุมเซลลมะเร็งเทียบกับพื้นที่ที่
เหลือทั้งหมด คิดเปนอัตราสวนตอรอยเชนเดียวกัน  

 ผลคาเฉลี่ย (mean) ของการวัดความหนาแนนของเซลลมะเร็งและความหนาแนน
ของหลอดเลือดของหนูแตละตัวไดแสดงไวในตารางที่  7 

 
หมายเลขของหนูทดลอง 

กลุมมาตรฐาน กลุมควบคุม กลุมทดสอบ 
คาเฉลี่ย
ความ
หนาแนน 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 
หลอด
เลือด 
(รอยละ) 

60.2 66.8 59.25 71.25 68.33 71.6 55.8 48.14 49.67 

คาเฉลี่ย 
(รอยละ) 

62.08 70.39 51.20 

กลุมเซลล
มะเร็ง 
(รอยละ) 

 
- 

 
- 

 
- 

 
52.21 

 
65.41 

 
66.88 

 
19.18 

 
14.5 

 
18.21 

คาเฉลี่ย
(รอยละ) 

- 61.5 17.29 

 
ตารางที่ 7 ความหนาแนนของหลอดเลือดและกลุมเซลลมะเร็งในหนูทดลองทั้ง 3 

กลุม 
 
 เพศและน้ําหนักของหนูทดลองหลังการทดลองเสร็จส้ินและคาเฉล่ีย (mean) ของน้ํา

หนักในแตละกลุมไดแสดงไวในตารางที่  8 



 50

 เมื่อทําการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของขอมูลตาง ๆ ระหวางกลุมดังที่ไดกลาวไวแลว 
ดวยวิธี unpaired t-test ผลดังที่แสดงไวในตารางที่  9 ตารางที่ 10 และ 11 ทั้งนี้คา  t.05 ที่ 
degree of freedom เปน 4 คือ 2.776 

 
หมายเลขของหนูทดลอง 

กลุมมาตรฐาน กลุมควบคุม กลุมทดสอบ 
 

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 น้ําหนักหลังเสร็จสิ้นการทดลองและเพศของหนูทดลองแตละหมายเลข 

 
 

 คา t ของการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความหนาแนน 
ของหลอดเลือดระหวางกลุม (degree of freedom =4) 

กลุมมาตรฐานและกลุมควบคุม -3.22 (P<0.05) 
กลุมมาตรฐานและกลุมทดสอบ 3.26 (p<0.05) 
กลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 7.50 (p<0.05) 

 
ตารางที่ 9 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความหนาแนนของหลอดเลือดระหวางทั้ง 3 กลุม

ของหนูทดลอง 
 
 
 คา t ของการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยความหนาแนนของ

กลุมเซลลมะเร็งระหวางกลุม (degree of freedom =4) 
กลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 9.06 (p<0.05) 

 
ตารางที่ 10 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งระหวางกลุม

ควบคุมและกลุมทดลอง 
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 คา t ของการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยน้ําหนักของหนู
ทดลองระหวางกลุม (degree of freedom =4) 

กลุมมาตรฐานกลุมควบคุม -0.8 (p>0.05) 
กลุมมาตรฐานและกลุมทดสอบ -0.71 (0.05) 
กลุมควบคุมและกลุมทดสอบ 0.23 (p>0.05) 

 
ตารางที่ 11 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยน้ําหนักของหนูทดลองระหวางทั้ง 3 กลุมของหนู

ทดลอง 
 
โดยสรุปแลว ผลจากการศึกษานี้พบวาการใหยามาริมาสแตทมีผลทําใหความหนา

แนนของหลอดเลือดมีคานอยลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติแมจะเทียบกับกลุมมาตรฐานก็ตาม 
การใหยามาริมาสแตทยังมีผลทําใหความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งนอยลงอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติดวย สวนน้ําหนักของหนูทดลองนั้นไมมีความแตกตางกันไมวาจะเปนการ
เปรียบเทียบระหวางกลุมใดๆ อยางมีนัยสําคัญ 

สําหรับปญหาเรื่องผลขางเคียงของยามาริมาสแตทนั้น ในระหวางการทดลองไมพบ
วามีหนูทดลองในกลุมทดลองซึ่งไดรับยามาริมาสแตทตัวใดมีอาการผิดปกติของการเคลื่อน
ไหว ซึ่งเปนอาการของเสนเอ็นอักเสบแตอยางใดทั้งสิ้น 
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บทที่  5 
อภิปรายผลการศึกษา 

 
 โรคมะเร็งตับเปนโรคมะเร็งที่เปนสาเหตุการตายที่สําคัญของผูปวยชาวไทยและภูมิ

ภาคนี้ และยังไมมีวิธีการรักษาวิธีใดที่ไดผลดีนอกจากการผาตัด การวิจัยนี้มีจุดประสงคหลัก
เพื่อเปนการวิจัยยาชนิดใหมในการรักษาโรคมะเร็งตับ ผลการวิจัยพบวายามาริมาสแตทไดผล
ดีในการรักษาโรคมะเร็งตับ โดยใชตัววัดผลคือความหนาแนนของหลอดเลือดขนาดเล็กและ
ความหนาแนนของกลุมเซลลมะเร็งที่ปลูกในหนูทดลองโดยไมพบผลขางเคียงใด ๆ 

 ในการศึกษานี้การใหยามาริมาสแตทใชวิธีการปอนยาทางปาก ซึ่งตรงกับวิธีการใชยา
นี้จริงในผูปวย อยางไรก็ตามขอมูลทางดานเภสัชจลนศาสตรของยาชนิดนี้ในสัตวทดลองนั้น  
ไมมีขอมูลในหนู nude mice ขณะที่การทดลองนี้ก็ไมมีการเจาะเลือดหนูทดลองเพื่อวัดระดับ
ยาในกระแสเลือดเนื่องจากไมมีเครื่องมือที่จะสามารถทําได และขนาดยาที่ใชก็ยังไมตรงกับ
ขนาดยาที่แนะนําในผูปวยจริง ดังนั้นการประยุกตใชผลการทดลองนี้ในผูปวยจึงยังตองการ
การศึกษาในระดับคลินิกเพิ่มเติมตอไป 

 การศึกษาทางดานมะเร็งวิทยาโดยการใช dorsal skin chamber และ intravital 
microscope นั้นมีในตางประเทศอยูจํานวนหนึ่ง136-138 แตเพิ่งกระทําเปนครั้งแรกในประเทศ
ไทยในการวิจัยนี้ รวมทั้งยังเปนหนึ่งในการวิจัยจํานวนนอยมากในประเทศไทยที่ใชหนูทดลอง 
nude mice ดังนั้น จึงมีปญหาในหลายดานตลอดการวิจัยอันอาจจะทําใหการวิจัยนี้ไม
สมบูรณพรอมในเรื่องระเบียบวิธีการวิจัย  ความไมสมบูรณในเรื่องระเบียบวิธีการวิจัยที่สําคัญ
มีดังนี้ 

1. การทดลองในกลุมทดลองและควบคุมไมไดใชเซลลสายพันธุมะเร็งตับสายพันธุ
เดียวกันทั้งหมด เนื่องจากปญหาทางเทคนิคในการเพาะเลี้ยงเซลล แตไดแกไข
ปญหานี้แลวดวยการจัดใหหนูทดลอง 1 ตัวในทั้ง 2 กลุมไดรับการปลูกเซลล
มะเร็งตับ  HEP G2  หนูทดลองที่เหลือในทั้ง 2 กลุมไดรับการปลูกเซลลมะเร็งตับ 
S 109 จึงนาจะไมมีผลตอผลการวิจัยมากนัก 

2. ไมไดมีการกระจายเพศของหนูทดลองในกลุมทดสอบและกลุมควบคุมอยางเทา
เทียมกันตามที่วางแผนไวแตแรก สาเหตุเนื่องจากหนูทดลองที่วางแผนไวเสียชีวิต
ไปกอนครบกําหนดจากการวางยาสลบ และไมสามารถหาหนูทดลองเพศเดยีวกนั
มาทดแทนไดจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติภายในเวลาที่จํากัด ปญหานี้อาจมี
ผลตอการศึกษาได เนื่องจากโรคมะเร็งตับเปนโรคที่อาจมีความเกี่ยวของกับ
ฮอรโมนเพศ ดังที่พบวาผูปวยโรคมะเร็งตับเกือบทั้งหมดเปนผูปวยชาย ปญหานี้
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จะสามารถแกไขไดถามีเวลาในการทําวิจัยมากขึ้นเพื่อรอใหไดหนูทดลองรุนใหม
จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 

3. ปญหาความไมชัดเจนของภาพที่บันทึกไดจากการตรวจดวย  intravital 
microscope สาเหตุจากปญหาทางเทคนิคอื่นๆในการผาตัดใส dorsal skin 
chamber ปญหานี้เกิดขึ้นในหนูทดลองที่นํามาผาตัดในชวงแรก ดังที่จะพบวาหนู
ทดลองบางตัวในตารางที่  6  มีจํานวนภาพที่ชัดเจนพอจะนํามาวิเคราะหไดคอน
ขางนอย อยางไรก็ตามผลการศึกษาที่ไดในตารางที่ 7,8 ก็มีความแตกตางกัน
ระหวางกลุมอยางชัดเจน จึงเชื่อวาปญหาในขอนี้ไมนาจะมีผลตอการทดลองแต
อยางใด 

 ผลการทดลองซึ่งพบวาความหนาแนนของหลอดเลือดในกลุมทดลองนั้นนอยกวา
กลุมมาตรฐานอยางมีนัยสําคัญนั้น นอกจากเกิดจากผลของยามาริมาสแตทแลวเชื่อวาอาจ
เกิดจากการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งในหนูกลุมทดลองมีผลทําใหการถายภาพหลอดเลือด
ของหนูมีความชัดเจนนอยลงดวย 

 สําหรับน้ําหนักของหนูทดลองซึ่งไมแตกตางกันระหวางกลุมอยางมีนัยสําคัญ ไมวาจะ
เปรียบเทียบระหวางกลุมใด ๆ ก็ตามนั้น เปนผลที่ตรงกับความตองการของผูวิจัย เนื่องจาก
ตองการปลูกเซลลมะเร็งในปริมาณนอยและใชเวลาในการทดลองสั้น เพื่อไมใหโรคมะเร็งตับที่
เกิดจากการปลูกเซลลมีปริมาณมากจนเกิดผลเสียตอสุขภาพโดยรวมของหนูทดลองนั่นเอง 

 สารยับยั้งการสรางหลอดเลือดนั้นเปนยากลุมใหมที่สังเคราะหขึ้นไมนานนี้ และยังไม
ผานการจดทะเบียนและรับรองสําหรับการรักษาผูปวยจริง ดังนั้น แมวาจะเปนยาที่มีผลขาง
เคียงนอยและอาจมีประโยชนอยางมากในการรักษาโรคหลายชนิดทั้งโรคมะเร็งและโรคกลุม
อ่ืนๆ แตยังคงตองการการศึกษาเพิ่มเติมในข้ันคลินิก (clinical phase) โดยเฉพาะการใชยานี้
รักษาโรคมะเร็งตับตอไป 

ผลการทดลองใชยาในกลุมสารยับยั้งการสรางหลอดเลือดหลายชนิดในการรักษาโรค
มะเร็งทั้งในการวิจัยกับสัตวทดลองซึ่งเปนการวิจัยในระดับกอนคลินิกดังเชนการวิจัยนี้ และใน
การวิจัยกับผูปวยจริงซึ่งเปนการวิจัยในระดับคลินิก ลวนพบวายาในกลุมนี้สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตและการแพรกระจายของโรคมะเร็งหลายชนิดที่ทําการศึกษาไดดีทั้งที่ใชเปนยา
ขนานเดียวในการรักษาและที่ใชรวมกับยาเคมีบําบัด โดยไมมีผลขางเคียงที่รุนแรงใดๆ 

ยามาริมาสแตท (marimastat) เปนยาชนิดแรกที่สุดชนิดหนึ่งในกลุมสารยับยั้งการ
ทํ า ง า น ข อ ง เอ น ไซ ม ใน ก ลุ ม  matrix metalloproteinases (matrix metalloproteinase 
inibitors) ดังกลาวไดอยางกวางขวาง (broad spectrum) มีการทดลองนํายาชนิดนี้ไปใชใน
การรักษาโรคมะเร็งหลายชนิด ทั้งในข้ันการทดลองยาระดับกอนคลินิก (preclinical phase) 
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และในระดับคลินิก (clinical phase) เปนเวลาหลายปมาแลว แตยังไมปรากฏรายงานการ
ทดลองใชยาชนิดนี้ในการรักษามะเร็งตับ ซึ่งในทางทฤษฎีแลวนาจะมีโอกาสไดผลดี เนื่องจาก
มะเร็งตับเปนมะเร็งที่มีการสรางเสนเลือดใหมอยางมากดังกลาวแลว การศึกษานี้จึงเปนการ
ยืนยันสมมติฐานดังกลาววานาจะเปนความจริง 

การศึกษาเรื่องการใชยามาริมาสแตทในโรคมะเร็งอ่ืนๆที่เคยมีรายงานไวที่สําคัญ ได
แก การใชยามาริมาสแตทรักษาโรคเนื้องอกสมอง (brain tumor) โดยเฉพาะที่เกิดจากการ
แพรกระจายมาจากโรคมะเร็งปฐมภูมิในบริเวณอื่นๆ139 การใชยามาริมาสแตทรักษาโรคมะเร็ง
ตับออน140 การใชยามาริมาสแตทในการรักษาโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร12 การใชยาชนิดนี้ใน
การรักษาโรคมะเร็งลําไสใหญ141 และการใชยาชนิดนี้ในการรักษาโรคมะเร็งปอดระยะลุกลาม 
(advanced lung cancer)142 การวิจัยเหลานี้เปนการวิจัยในระดับคลินิกซึ่งพบวาการใชยา
มาริมาสแตทสามารถรักษาโรคเนื้องอกสมองโดยเฉพาะชนิดทุติยภูมิ โรคมะเร็งตับออน โรค
มะเร็งกระเพาะอาหาร โรคมะเร็งลําไสใหญไดผลดี การวิจัยเรื่องการใชยานี้ในการรักษาโรค
มะเร็งลําไสใหญยังพบวาควรใหยาชนิดนี้วันละสองครั้งจะไดผลดีมากกวาการใหยาวันละครั้ง
โดยการวัดผลดวยระดับ carcinoembryonic antigen (CEA) ในเลือดของผูปวย141 สวนการ
วิจัยการใชยาชนิดนี้ในโรคมะเร็งปอดนั้นยังเปนเพียงการวิจัยในระยะที่ 1 (phase I clinical 
trial) และยังไมทราบประสิทธิภาพของยา นอกจากนี้ยังมีการวิจัยการใชยามาริมาสแตทใน
การรักษาโรคมะเร็งรังไข143และโรคมะเร็งตอมธัยรอยดชนิด follicular ในระยะแพรกระจาย144

อีกดวย แตการวิจัยเหลานี้ยังคงเปนเพียงการวิจัยในหลอดทดลอง (in vitro) เทานั้น 
 
สรุปผลการศึกษา (conclusion) 
 

การศึกษานี้สรุปผลไดดังนี้ 
1. ยามาริมาสแตทสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งตับที่เพาะเลี้ยงใน

หนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
2. ยามาริมาสแตทสามารถลดปริมาณการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลมะเรง็ตบัที่

เพาะเลี้ยงในหนูทดลองไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
นอกจากนี้การวิจัยครั้งนี้ยังเปนการวิจัยนํารองของการวิจัยในหนูทดลอง nude mice 

โดยเฉพาะสําหรับสาขามะเร็งวิทยาในคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเปน
การยืนยันวาการวิจัยดวยหนูทดลอง nude mice สามารถทําไดจริงดวยหองทดลองและเครื่อง
มือที่มีอยู ซึ่งจะเปนตัวอยางในการวิจัยอ่ืนทั้งในสาขามะเร็งวิทยาและสาขาอื่นๆที่จะทําได
อยางกวางขวางตามมาเมื่อใชหนูทดลองชนิดนี้ในการศึกษา 
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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. 



   71

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). 



  

ประวัติผูทําวิทยานิพนธ 
 
นายประสาร ขจรรัตนเดช เกิดเมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม พ.ศ.2512 ที่เขตปอมปราบ 

ศัตรูพาย กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีแพทยศาสตรบัณฑิตจากคณะ
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศึกษา 2536 หลังจากนั้นทํางาน
เปนแพทยประจําแผนกอายุรกรรม โรงพยาบาลเจริญกรุงประชารักษ กรุงเทพมหานคร เปน
เวลา 1 ป แลวเขารับการฝกอบรมแพทยประจําบาน ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลง
กรณ ระหวางป พ.ศ.2538-2541 และสอบไดวุฒิบัตรผูมีความรูความชํานาญทางวิชาชีพเวช
กรรม สาขาอายุรศาสตรทั่วไป เมื่อปพ.ศ. 2541 หลังจากนั้น ในปพ.ศ. 2541-2542 ไดกลับไป
ทํางานเปนแพทยผู เชี่ยวชาญ  สาขาอายุรศาสตร อยูโรงพยาบาลเจริญกรุงประชารักษ 
กรุงเทพมหานคร เปนเวลา 1 ป ปจจุบันอยูระหวางการฝกอบรม แพทยประจําบานตอยอด 
สาขาอายุรศาสตรโรคมะเร็ง ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
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