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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันมะเร็งเปนโรคที่เปนสาเหตุทําใหประชากรเสียชีวติทั่วโลกทั้งในประเทศที่พฒันา
แลวและประเทศที่กําลังพัฒนา ซ่ึงรวมถึงประเทศไทย จากสถิติของสถาบันมะเร็งแหงชาติประจําป 
พ.ศ 2548 พบวาผูปวยไทยทีเ่ขามารับการตรวจรักษาจํานวน 26,558 ราย เปนมะเร็งจํานวน       
2,925 ราย คิดเปน 11 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนปญหาทางดานสาธารณสุขทําใหเสียคาใชจายสูงในการ
บําบัดรักษาผูปวยมะเร็ง มะเร็ง คือ กลุมของโรคที่มีสาเหตุหลักจากการกลายพันธุของเซลลรางกาย 
โดยมักมีความผิดปกติที่ดีเอน็เอ หรือสารพันธุกรรม สงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโต มีการแบงตัว
เพื่อเพิ่มจํานวนเซลลอยางรวดเรว็และมากกวาปกติ มีคณุสมบัติเปล่ียนแปลงไปเปนเนื้อรายและ
แพรกระจายไปในอวยัวะตางๆไดอยางรวดเร็ว ในปจจุบนัเปนที่ยอมรับทั่วไปวา มะเร็งมีสาเหตุเกิด
จากปฏิสัมพันธระหวางพนัธุกรรมและสิ่งแวดลอม เชน การไดรับรังสี เชน รังสีอัลตราไวโอเลต
เปนสาเหตุของมะเร็งผิวหนงั  การไดรับสารกอมะเร็ง เชน เบนโซไพรนีจากควันบุหร่ีเปนสาเหตุ
ของมะเร็งปอด Afla-toxin B1 จากถั่วลิสงเปนสาเหตุของมะเร็งตับ การไดรับเชื้อไวรัส เชน      
ไวรัสตับอักเสบบีและซีเปนสาเหตุของมะเร็งตับ เปนตน เทคโนโลยีทางชีววิทยาโมเลกุลที่กาวหนา
ไปอยางรวดเรว็ในปจจบุัน ทาํใหมีการคนพบยีนและความหลากหลายของยีนที่เกีย่วของกับการเกดิ
มะเร็งมากมาย เชน BCR-ABL ในมะเร็งเมด็เลือดขาวชนดิเรื้อรัง (chronic myelogenous leukemia; 
CML) E6 และ E7 ในไวรัสฮิวแมนแพพิลลมา RB1 ในมะเร็งจอตา รวมถึงกลุมยีน Notch ซ่ึงเปน
กลุมยีนที่ทําหนาที่ประมวลรหัสโปรตีน Notch ซ่ึงทําหนาที่เปนตวัรับสัญญาณอยูบนผิวเซลล      
วิถีสัญญาณ Notch มีหนาที่ควบคุมการเพิ่มจาํนวน (proliferation) การแปรสภาพเพื่อทําหนาที่
เฉพาะ (differentiation) และการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) มีรายงานวาความ
ผิดปกติของวถีิสัญญาณ Notch มีความสัมพันธกับการเกดิพยาธิสภาพของมะเร็งหลายชนิด เชน 
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิเฉียบพลัน (T-cell acute lymphoblastic leukemia; T-ALL)  มะเร็งเตานม 
มะเร็งตับ มะเร็งปากมดลูก มะเร็งผิวหนัง และมะเร็งปอด เปนตน ซ่ึงในเซลลมะเร็งเหลานี้มักมีการ
แสดงออกในระดับที่สูงเกนิของโปรตีน Notch และโมเลกลุที่เกี่ยวของกบัวิถีสัญญาณ Notch        
ในปจจุบนัมีวธีิการบําบัดมะเร็ง 3 วิธีคือ ศัลยกรรม ฉายรังสี และการรัษาดวยยาเคมบีําบัด 
นอกจากนั้นนกัวิทยาศาสตรไดใชความรูทางดานอณพูันธุศาสตรของมะเร็ง นําไปสูความเขาใจ
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ธรรมชาติของมะเร็งในระดบัโมเลกุล และมีสวนสําคัญในการพัฒนาการวินจิฉัยและการพยายามหา
แนวทางเลือกใหมในการบําบัดมะเร็ง เชน ใชความรูทางดานอิมมูโนโลยี เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ
ระบบภูมิคุมกนัวิทยาตอมะเร็งใหแข็งแรงขึ้น ซ่ึงเรียกวา Immunotherapy  เชน การนาํโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่สามารถตอตานเซลลหรือองคประกอบของเซลลที่เปนมะเร็งมาใชในการบําบัดมะเร็ง  
การบําบัดโดยใชสารไซโทไคน เชน อินเตอรเฟรอนแอลฟา บีตา แกมมา และ Tumor necrosis 
factor (TNF) alpha เปนตน การปรับปรุงสัญญาณชวยกระตุน เชน การใชเซลลมะเร็งที่แสดง
โมเลกุลชวยกระตุน T lymphocytes การผลิตวัคซีนตอตานมะเร็ง เชน การใช killed tumor cells 
หรือ tumor antigen นอกจากนั้นยังมกีารบําบัดดวยยนีที่จาํเพาะตอยีนที่เปนสาเหตุทําใหเกิดมะเร็ง 
(gene therapy) การคนพบลาสุดคือ small interference RNA (siRNA) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการตอตาน
การทํางานของ RNA ในธรรมชาติ ทําใหนักวิทยาศาสตรมีความสนใจที่จะพัฒนา siRNA             
เพื่อตอตานเซลลมะเร็ง ซ่ึงคาดวาวิธีการเหลานี้จะเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพและความจาํเพาะสูง              
มีผลขางเคียงนอยกวาการใชยาเคมีบําบัด ดังนั้น วิธีการเหลานี้อาจมีบทบาทในการบําบัดมะเร็งที่
จําเพาะไดในอนาคตอันใกลนี้ ดังนั้นในงานวิจยันีจ้ึงมีความสนใจที่จะทําการศึกษานาํสารเคมีที่
สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทส (gamma-secretase inhibitor; GSI) มาใชใน
การกดการสงสัญญาณของวิถีสัญญาณ Notch ในเซลลมะเร็งตางๆ ซ่ึงจะเปนการรักษาแบบจําเพาะ
และอาจเปนแนวทางเลือกใหมในการบําบัดมะเร็ง โดยคาดวาไมนาจะมีผลมากตอการตายของเซลล
ปกติที่ไมมีการสงสัญญาณของ Notch มากเหมือนกับการใชเคมีบําบัดซึง่เปนการรักษาที่สงผลทํา
ใหทั้งเซลลปกติและเซลลมะเร็งตาย ดังนัน้ อาจเปนแนวทางในการนําไปประยุกตใชในการรักษา
มะเร็งแบบจําเพาะตอไปไดในอนาคตได 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

งานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของ GSI ที่มีตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็ง
ของมนุษย 6 ชนิด คือ มะเร็งลําไส (SW620) มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III)  มะเรง็ตับ (HepG2) 
มะเร็งเตานม (BT474) มะเร็งผิวหนัง (A375) และมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) ซ่ึงในงานวิจยันีจ้ะใช 
N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-Butyl Ester (DAPT) ซ่ึงเปน GSI ที่
จําเพาะตอวิถีสัญญาณของ Notch ตัวหนึ่งและศึกษาหนาที่ของ Notch ในการควบคุมการเจริญของ
เซลลไลนมะเร็งของมนุษยดงักลาว เพื่อคนหาองคความรูใหมเกี่ยวกับหนาที่ของวิถีสัญญาณ Notch  
ในเซลลมะเร็งและการพัฒนานํา GSI มาใชในการบําบัดโรคมะเร็งบางชนิดที่มีความจําเพาะตอวิถี
สัญญาณ Notch ตอไป  
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1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. ศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนิด 
2. ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และลิแกนดของ Notch (Jagged1)   

ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนิด โดยวิธี Western blot  
3. ศึกษาการแสดงออกของ Notch1,Notch2, Notch3, Notch4, HES1 และลิแกนดของ 

Notch (Jagged 2, Delta-like 1) ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยที ่GSI มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนโดย
วิธี RT-PCR 

4. ศึกษาผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 
Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยที่ไวตอ GSI โดยวิธี RT-PCR และ Western blot 

5. ศึกษาผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย โดยวิธี
ยอมดวย DNA dye Hoechst 33342  

6. ศึกษาผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยที่ไว
ตอ GSI           



บทที่ 2 

ปริทรรศนวรรณกรรม 

2.1 Notch และวิถีสัญญาณ Notch 

Notch receptor  คือ กลุมยีนที่ทําหนาที่ประมวลรหัสโปรตีน Notch ซ่ึงเปนกลุมโปรตีน    
ที่ทําหนาที่เปนตัวรับสัญญาณแสดงออกบนผิวเซลล วิถีสัญญาณ Notch มีหนาที่ควบคุมการเพิ่ม
จํานวน (proliferation) การแปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะ (differentiation) และการตายของเซลล
แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ในระหวางพัฒนาการของสัตวไมมีกระดูกสันหลังและสัตวมี
กระดกูสันหลัง (Artavanis-Tsakonas,Rand, Lake, 1999) โดยกลุมยีน Notch และยีนตางๆที่
ประมวลรหัสโมเลกุลที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณ Notch ไดถูกอนุรักษไวในระดับสูงในระหวาง
วิวัฒนาการของสัตวชั้นสูง เชน สัตวคร่ึงบกครึ่งน้ํา สัตวเล้ือยคลาน แมลง และสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
เปนตน  

Notch receptor ในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมี 4 ชนิด คือ Notch1, Notch2, Notch3 และ    
Notch4 ซ่ึงอยูบนโครโมโซม 9q34, 1p13-p11, 19p13.2-p13.1 และ 6p21.3 ตามลําดับ (Larsson  
และคณะ, 1944; Sugaya และคณะ, 1997) โดย Notch จะมีอันตรกิริยากบัลิแกนด (ligand) 5 ชนิด 
คือ Jagged1, 2 , Delta-like(Dlk) 1, 3, 4 เพื่อกระตุนใหเกิดการสงสัญญาณเขาสูเซลลที่มีการ
แสดงออกของ Notch receptor  

 

 
 

รูปท่ี 2.1 โครงสรางโปรตีนของ Notch receptor และลิแกนดของ Notch (Radtke และคณะ, 2004) 
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ลิแกนดของ Notch มีการแสดงออกบนผิวเซลลของเซลลที่จะทําการสงสัญญาณ            
โครงสรางของลิแกนดของ Notch ในสวนของโปรตีนที่อยูภายนอกเซลลประกอบดวยบริเวณ 
Epidermal growth factor (EGF) like repeat บริเวณ DSL (Delta/Serrate/Lag) และบริเวณ  
Cysteine-rich region ซ่ึงพบเฉพาะใน Jagged1 และ Jagged2 เทานั้น และมีสวนที่อยูภายในเซลล
ส้ันๆ พรอมดวยบริเวณที่ผานเยื่อหุมเซลล  

Notch receptor ถูกแปลรหัสเปนโปรตีนในรางแหเอนโดพลาซึม (endoplasmic reticulum) 
ซ่ึงในระหวางกระบวนการนี้ จะถูกตดัดวยเอนไซม fulin-like convertase (Logeat และคณะ, 1998) 
จากนั้นขนสงไปยังผิวเซลลในลักษณะเฮเทอโรไดเมอร (heterodimer) โดยโครงสรางของ Notch 
ประกอบดวยสวนที่อยูนอกเซลล (Notch extracellular domain; NEC) และสวนที่อยูติดกับเยื่อหุม
เซลลรวมไปถึงบริเวณที่อยูภายในเซลล (Notch transmembrane domain; NTM) NEC ประกอบดวย
บริเวณที่ซํ้าๆกันของ Epidermal growth factor (EGF)-like repeat และ Lineage (Lin) domain ซ่ึงมี
ความสําคัญในการทําอันตรกิริยาแบบจําเพาะกับลิแกนด Notch1 และ Notch2 มี EGF-like repeat 
จํานวน 36 ซํ้า แต Notch3 และ Notch4  มี EGF-like repeat จํานวน 34 และ 29 ซํ้าตามลําดับ 
(Lardelli, Dahlstrand, Lendahl, 1994; Uyttendaele และคณะ, 1996; Gallahan และ Callahan,1997)     
NTM ประกอบดวยบริเวณที่ผานเยื่อหุมเซลล (Transmembrane; TM) และบริเวณทีอ่ยูภายในเซลล 
(Intracellular Notch; ICN) ICN ประกอบดวยบริเวณ Membrane-proximal RBP-j-associated 
molecule (RAM) domain บริเวณที่ซํ้าๆกนัของ Ankyrin like repeat (ANK) จํานวน 6 ซํ้า      
Nuclear localization sequences (NLS) 2 ตําแหนง Transactivation domain (TAD ซ่ึงพบเฉพาะใน 
Notch1 และ Notch2) และ Proline-glutamate serine-threonine-rich (PEST domain) โดย RAM 
domain มีหนาที่จับกับ CSL (Tamura และคณะ, 1995) ANK มีหนาที่จบักับโปรตีนอื่นๆ เชน 
Deltex และ Mastermind ซ่ึงเปน negative regulator ของวถีิสัญญาณ Notch (Matsuno และ         
คณะ, 1995; Diederich และคณะ, 1994; Wu และคณะ, 2000) และสามารถจับกับ CSL ไดเชนกัน   
(Fortini และ Artavanis, 1994) NLS มีหนาที่สงสัญญาณให Notch เขาสูเซลล TAD มีหนาที่กระตุน
ให Coactivator มาจับกับ CSL และ PEST domain มีหนาที่ควบคุมความเสถียรของโปรตีน Notch 
(proteasomal degradation) (Roger และคณะ, 1986) ดังรูปที่ 2.1  

วิถีสัญญาณของ Notch เร่ิมตนเมื่อ Notch ทําอันตรกิริยากับลิแกนดของเซลลขางเคียง ซ่ึง
จะเหนี่ยวนําให Notch receptor ถูกตัดดวยเอนไซม tumor necrosis factor-alpha covertnase (TACE) 
ที่บริเวณ NEC (Brou และคณะ, 2000; Mumm และคณะ, 2000) และเอนไซมแกมมาซีครีเทสจะตัด
บริเวณ NTM (Destrooper และคณะ, 1999; Saxena และคณะ, 2001) เพื่อปลดปลอย ICN ใหเปน
อิสระจากบริเวณที่ผานเยื่อหุมเซลล จากนั้น ICN จะเคลื่อนที่เขาสูนิวเคลียส (Struhl และ        
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Adachi, 1998) โดย ICN จะไปทําอันตรกิริยากับโปรตีน CSL ซ่ึงเปน DNA-binding protein          
(Artavanis-Tsakonas และคณะ, 1999) และชักนํา transcription coactivator (CoA) ใหมารวมเปน
สารประกอบเชิงซอนกับ ICN และ CSL นําไปสูการกระตุนยีนเปาหมาย เชน Hairy and enhancer 
of spilt (HES1) ซ่ึงเปน basic helix-loop-helix transcriptional repressor ใหมีการถอดรหัสและ  
แปลรหัสในยนีเปาหมายตอไป เพื่อยับยั้งการแปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะ จึงทําใหเซลลมีการ 
แบงตัวเพื่อเพิม่จํานวน (Kageyama และคณะ, 2000)   ดงัรูปที่ 2.1 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 วิถีสัญญาณ Notch (Sjölund และคณะ, 2005)          
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2.2 มะเร็ง 

มะเร็ง คือกลุมของโรคที่เกิดจากการสะสมของการกลายพันธุในเซลลรางกาย (somatic 
mutation) ของสารพันธุกรรม (Alberts, 2002) โดยพบได 4 แบบ คือ การเปลี่ยนแปลงของเบสเพียง
หนึ่งเบส (point mutation) การขาดหายไปของเบสหรือของยีน (deletion) การเพิ่มจํานวนของเบส
หรือของยีน (amplification) (Schwab, 1999) และการเคลี่อนยายที่อยูของยีน (translocation) 
(Haluska, 1987) สงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโต มีการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลอยางรวดเร็ว
และมากกวาปกต ิโดยไมอยูภายใตกระบวนการควบคุมของรางกายปกติ การเติบโตอยางรวดเรว็นี้
ยิ่งเรงใหมกีารสะสมของการกลายพันธุของยีนในอัตราที่เร็วขึ้นทําใหเซลลเนื้องอกมีคุณสมบัติ
เปล่ียนแปลงไปเปนเนื้อรายและแพรกระจายไปไดอยางรวดเร็ว  

Hanahan และ Weingberg (2000) ไดสรุปคุณสมบัติของมะเร็งที่แตกตางจากเซลลปกตไิว
ดังนี้ คือ สามารถปฏิเสธสัญญาณของเซลลอ่ืนหรือเซลลตนเองที่ส่ังใหหยดุการการแบงตัว สามารถ
ปฏิเสธสัญญาณการแปรสภาพจากเซลลออนไปเปนเซลลที่มีหนาที่เฉพาะ (การพัฒนาของเซลล)  
สามารถหลีกเลี่ยงโปรแกรมการตายของเซลลแบบ apoptosis มีความสามารถในการแบงตัวไดอยาง
ตอเนื่อง (immortalization) สามารถเบียดแทรกอวัยวะขางเคียง (invasion) หรือกระจายไปสูอวยัวะ
อ่ืนที่อยูหางไกล และสามารถสรางเสนเลือดใหม (angiogenesis) การกลายพันธุในภาวะปกติ
สามารถซอมแซมหรือกระตุนใหเซลลเขาสูโปรแกรมการตายได แตการกลายพันธุทีท่ําใหเปน
มะเร็งเปนการกลายพันธุที่สงเสริมการเกิดมะเร็ง ลักษณะสําคัญของการกลายพันธุของเซลลรางกาย
ทําใหเปนมะเร็งเกิดจากเซลลเพียงเซลลเดียว (clonal in origin) ที่มีการกลายพันธุเกดิขึ้นหลายครั้ง
ในเวลาที่ตางกนั (multistep process) ทําใหการกลายพันธุมีความหลากหลายในเซลลมะเร็ง 
(multiple mutations) และในแตละเซลลอาจมีการกลายพันธุที่แตกตางกันไป (genetic 
heterogenecity)  

 
2.3 ยีนมะเร็ง  

ยีนที่มีความเกีย่วของกับการเกิดมะเร็งสามารถแบงออกเปน 2 กลุมตามลักษณะการทํางาน
ที่นําไปสูการเกิดมะเร็ง ไดแก 
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2.3.1 ยีนมะเร็ง (oncogene)  

ยีนมะเร็ง (oncogene) มีที่มาจากยนีโพรโทอองโคยีน (protooncogene) ซ่ึงในภาวะปกติ     
มีหนาที่กระตุนการเพิ่มจํานวน การแบงตวัของเซลล การพัฒนาของเซลล การกําหนดที่อยู           
การเคลื่อนที่ของเซลล การสรางเสนเลือด และภาวะเสถียรของยีโนม โพรโทอองโคยีนจะมีการ
แสดงออกเพื่อใหมีการแบงเซลล และเมื่อใดก็ตามที่ยนีหยุดการแสดงออกเซลลจะหยดุการแบงตวั 
โดยทั่วไปมักมีการแสดงออกในเซลลปกตใินระดบัต่ํา ซ่ึงเมื่อมีการกลายพันธุของโพรโทอองโคยีน
กลายไปเปนยนีมะเร็งมีผลทําใหยนีมีการแสดงออกมากตลอดเวลาหรอืทํางานมากขึน้                
(gain of function mutation) และมีลักษณะเปนยีนเดนในระดับเซลล (autosomal dominant)              
(อภวิัฒน มุทิรางกูร, 2546) เชน ยีนมะเร็งจากไวรัสฮิวแมนแพพิลโลมา E6 และ E7 ซ่ึงสามารถหยุด
การทํางานของยีนตานมะเรง็ p53 และเรทโินบลาสโตมา (retinoblastoma , RB1) ได (Kavamata 
และคณะ, 2002; Jones, Thompson และ Munger, 1997) 

2.3.2 ยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor) 

ยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor) เปนยีนซึง่ในภาวะปกตมิีหนาที่สําคัญในทิศทางที่ยบัยั้ง
การเจริญเติบโต การแบงตวัของเซลลและลักษณะเฉพาะของมะเร็งอื่นๆ ไดแก การสรางเสนเลือด 
การสอดแทรกเบียดทําลายอวัยวะขางเคยีง และการกระจายตัวของมะเรง็ นอกจากนี้ยงัมีหนาที่
สงเสริมการพัฒนาของเซลล การซอมแซมสายดีเอ็นเอ การตรวจสอบลําดับเบสของดเีอ็นเอ และ
การเขาสูโปรแกรมการตายของเซลล ยีนตานมะเร็งจะหยดุการแสดงออกเพื่อใหมีการแบงเซลล 
และเมื่อใดก็ตามที่ยีนทํางานหรือแสดงออกเซลลจะหยุดการแบงตัว เมือ่เกิดการกลายพันธุมีผลทํา
ใหยนีนั้นๆ สูญเสียหนาที ่(loss of function mutation) และมีลักษณะเปนยีนดอยในระดับเซลล 
(autosomal recessive) (อภวิฒัน มุทิรางกูร, 2546) เชน p53 มีหนาที่เปนดานตรวจของวงจรชีวิต  
ของเซลล (cell cycle check point) ซ่ึงพบวามะเร็งมากกวา 60% มกีารกลายพันธุของยนีนี้ ทําให
สูญเสียความสามารถในการตรวจเช็คความถูกตองของยโีนมและการกระตุนใหเซลลที่ผิดปกติตาย 

มีรายงานวา Notch สามารถเปนไดทั้งยีนมะเร็งและยีนตานมะเร็งขึ้นอยูกับชนิดของมะเร็ง
นั้นๆ เชน Notch1 เปนยีนมะเร็งที่พบมีการแสดงออกเกนิใน T-ALL (Ellisen และคณะ, 1991) 
Notch1, Notch2 และ Notch4 เปนยีนมะเรง็ที่พบในมะเรง็เนื้อเยื่อประสานชนิดคารโพซี    
(Karposi’s sarcoma) ในผูปวยติดเชื้อ HIV ที่มีอาการภูมิคุมกันบกพรอง (Curry และคณะ, 2005)  
Notch1 และ Notch2 เปนยนีตานมะเร็งที่พบในมะเร็งปอดชนิดเซลลเล็ก (small-cell lung cancer) 
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โดยสามารถยับยั้งการเจริญโดยทําใหเซลลหยุดการเขาสูวัฏจักรของเซลล (cell cycle arrest) 
(Sriuranpong และคณะ, 2001) 
 
2.4 ความสัมพนัธของ Notch และการเกิดมะเร็ง      

เซลลมะเร็งมักเปนเซลลที่สามารถหลบหลีกกลไกการควบคุมการเจริญของเซลลปกติและ
มักจะอยูในภาวะทีก่ารแปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะยังไมสมบูรณ ซ่ึงมีสาเหตุเกดิจากหลายปจจัย    
ปจจัยหนึ่ง คือ ความผิดปกตใินระดบัยีน ซ่ึงความผิดปกตขิองวิถีสัญญาณ Notch มีความสัมพันธกับ
การเกิดพยาธสิภาพของมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งเมด็เลือดขาวชนิดเฉียบพลัน มะเร็งปากมดลูก 
และมะเร็งเตานม เปนตน ซ่ึงในเซลลมะเรง็เหลานี้มักมกีารแสดงออกในระดับที่สูงของโปรตีน 
Notch และโมเลกุลที่เกี่ยวของกับวิถีสัญญาณ Notch ดังรายงานตอไปนี ้

Ellisen และคณะ (1991) ศึกษา T-ALL พบวา Notch1 ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 7 มีการ       
เคลี่อนยายไปเชื่อมตอกับสวนของโปรโมเตอรของ T-cell β receptor ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 9 
t(7;9)(q34;q34.3) ทําใหมกีารสราง mRNA ที่ผิดปกติโดยมีการแสดงออกเฉพาะสวน ICN และ       
มีการแสดงออกเกินเฉพาะใน T lymphocyte เทานั้น   

Weng และคณะ (2004) รายงานวามากกวา 50% ของ Human T-ALL มีการผาเหลาของ  
ยีน Notch1 บริเวณ Heterodimerization ของ NEC และ/หรือบริเวณทางดานปลาย C-terminal ของ 
Notch1 กอใหเกิดการเพิ่มการสงสัญญาณวิถีสัญญาณของ Notch1 มากขึ้น 

Girard และคณะ (1996) รายงานวาเมื่อนําโปรไวรัสติดเชื้อเขาไปในหนูทดลองดัดแปลง
พันธุกรรมที่มียีนกอมะเร็ง (MMTVD/c-myc transgenic mice) ทําใหเกดิกอนมะเร็งทีต่อมไทมัส  
ซ่ึงนาจะเกิดจากการทํางานรวมกันระหวางยีนกอมะเร็ง c-myc และ Notch1 โดยพบวาจีโนมของ
ไวรัสจะเขาแทรกตัวในบริเวณยีน Notch receptor นอกจากนั้น Hoemann และคณะ (2000) รายงาน
วาโปรไวรัสทีม่ีการแทรกตวัในบริเวณของ Notch1 ทําใหเกิดการผาเหลาของยีนมคีวามสัมพันธกับ
การเจริญเปนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิ T-cell ในหนูทดลองดัดแปลงพนัธุกรรมที่มียนีกอมะเร็ง      
c-myc  

Zagouras และคณะ (1995) รายงานวาการยอมเซลลมะเร็งปากมดลูกในระยะเริ่มแรกดวย
วิธี immunohistochemistry พบโปรตีนของ Notch1 และ Notch2 ในไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส   
Rangarajan และคณะ (2001) รายงานวาวิถีสัญญาณ Notch1 ทํางานรวมกับยีน E6 และ E7 ของ 
Human Papilloma Virus ชนดิที่ 16 ซ่ึงเปนยีนมะเร็งในการเปลี่ยนเซลลเยื่อบุผิวปกตใิหกลายเปน
เซลลมะเร็งที่มีการเพิ่มจํานวนอยางไมหยดุยั้ง และสามารถตานทานโปรแกรมการตายของเซลล
แบบอะพอพโทซิสได  
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Dievart, Beaulieu และ Jolicoeur (1999) รายงานวาวิถีสัญญาณจาก Notch1 ทําใหเกดิ
มะเร็งเตานมในหนูทดลอง เมื่อนําโปรไวรสั MMTV ติดเชื้อเขาไปในหนูทดลองที่มีการแสดง   
ออกเกินของ erbB2 อยูแลว โดยโปรไวรัสจะเขาไปแทรกตัวในบริเวณของ Notch1 ทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงเปนมะเร็ง (tumor formation) ไดเร็วขึ้น ซ่ึงเกิดจากการทํางานรวมกนัระหวางการ
แสดงออกที่มากเกิน truncated Nocth1 และ erbB2 

Imatani และ Callahan (2000) ศึกษาการแสดงออกของ Notch4 ในเซลลมะเร็งที่มีการ   
แปรสภาพเพื่อทําหนาที่เฉพาะ พบการถอดรหัสบริเวณ ICN ของ Notch4 ในเซลลมะเร็งหลายชนิด
รวมทั้งเซลลมะเร็งเตานม BT474 และ Hs578T นอกจากนี้ยังมกีารแสดงออกบริเวณ ICN ของ 
Notch4 ใน breast epithelium cell line MCF 10A ทําใหเซลลสามารถเจริญไดในอาหารกึ่งเหลว 
(soft agar) แสดงวาเซลลปกติสามารถเปลี่ยนเปนเซลลมะเร็งที่มีการเพิม่จํานวนอยางไมหยดุยั้งได 
เมื่อมีการแสดงออกเกินของ Notch4 บริเวณ ICN 

Sriuranpong และคณะ (2001) รายงานวาเมือ่นําอะดีโนไวรัสที่มีการแสดงออกมากเกนิ 
ของ truncated Notch1 และ Notch2 ติดเชือ้เขาไปในเซลลไลนมะเร็งปอดชนิดเซลลเล็ก (small cell 
lung cancer cell) 2 ชนิด คือ NCI-H209 และ DMS53 วิถีสัญญาณจาก Notch1 จะชักนําใหเซลล        
NCI-H209 มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวทิยาคือ จากเซลลปกติมีลักษณะแขวนลอยเปลี่ยนแปลง
เปนเซลลที่สามารถเกาะกับพื้นผิวของขวดเพาะเลี้ยงได และวิถีสัญญาณจาก Notch2 มีผลที่
คลายคลึงกันแตมีระดับที่นอยกวา สวนวิถีสัญญาณจาก Notch1 และ Notch2 จะชักนําใหเซลล 
DMS53 มีการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาคือ จากเซลลปกติมีลักษณะเกาะกับพืน้ผิวของขวด
เพาะเลี้ยงเปลี่ยนแปลงเปนเซลลที่มีรูปรางกลมมากกวาเซลลมะเร็งปกติและไมเกาะกับพื้นผิวของ
ขวดเพาะเลี้ยง นอกจากนั้นวถีิสัญญาณจาก Notch1 และ Notch2 สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ
เซลลไลนมะเร็งปอดชนิดเซลลเล็ก โดยทําใหเซลลหยุดการเขาสูวัฏจักรของเซลล (cell cycle arrest) 
แสดงวา Notch1 และ Notch2 ทําหนาที่เปน tumor suppressor ในมะเรง็ปอดชนิดเซลลเล็ก   

Haruki และคณะ (2005) รายงานวาจากการตรวจชิ้นเนื้อมะเร็งปอดของมนุษยดวยวิธี 
Immunohistochemistry รวมกับเทคนิค Microarray พบวามีการแสดงออกเกินของ Notch3 และ 
Epidermal growth factor receptor (EGFR) มากถึง 39 และ 81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อทําการ
ยับยั้งการทํางานของ Notch3 โดยสรางพลาสมิดที่มียีน Notch3  เฉพาะบริเวณทีจ่ับกบัลิแกนดแต  
ไมมีบริเวณ ICN ทําใหจํานวนและขนาดของโคโลนีใน Soft agar ลดลงอยางมีนัยสําคัญ รายงานนี้
แสดงใหเห็นวาวิถีสัญญาณของ Notch3 มีบทบาทสําคัญในการเจริญของมะเร็งปอด 

Nicolas และคณะ (2003) รายงานวา Notch1 ทําหนาที่เปน tumor suppressor ในเซลล
ผิวหนังของหนูทดลอง ถาในเซลลผิวหนงัที่ไมมีการแสดงออกของ Notch1 จะทําใหมีเซลลผิวหนัง
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มีการเจริญเพิม่ขึ้นและพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็ง (basal cell carcinoma like tumor) เนื่องจากมีการ
แสดงออกของ Waf1 (p21/cip1) ลดลง มีการแสดงออกของ Gli2 เพิ่มขึ้น ทําใหมกีารสงสัญญาณ
ของ Sonic hedgehog (Shh) signaling (ทําหนาที่ควบคุมการพัฒนาของอวัยวะ เชน ปอด ผิวหนัง 
เปนตน) เพิ่มขึน้ และเมื่อไดรับสารเคมีจะเหนี่ยวนําใหเกดิมะเร็งผิวหนงั (skin carcinoma) เร็วขึ้น 

Talora และคณะ (2002) รายงานวาเซลลไลนมะเร็งปากมดลูกระยะสดุทาย (HeLa, C4-I, 
C4-II, SiHa และ Caski) มีการแสดงออกของ Nocth1 ลดลง แต Notch2 คงที่ เมื่อตรวจสอบโดยวิธี 
Immunoblotting, RT-PCR และ Real-time RT-PCR และเมื่อศึกษาการแสดงออกเกนิของ activated 
Notch1 โดยใชอะดีโนไวรสั พบวามีการแสดงออกของ HPV E6 และ E7 ลดลง แสดงวาวิถีสัญญาณ 
Notch1 ในมะเร็งปากมดลูกระยะสุดทายทําหนาที่เปน tumor suppressor 

Parr, Watkins และ Jiang (2004) รายงานวา Notch1 อาจจะเปนยีนกอมะเรง็ในมะเร็งเตานม 
ในขณะที่ Notch2 อาจจะเปนทําหนาทีย่ับยั้งการเกดิมะเร็งเตานม เพราะมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นใน
ผูปวยที่มีอัตรการรอดสูง  

 
2.5 GSI 

แกมมาซีครีเทส (gamma-secretase) เปนเอนไซมที่มีโครงสรางซับซอนประกอบดวยหลาย       
ซับยูนิต ไดแก presinilin (PS) anterior pharynx-defective phenotype (aph-1) nicastrin และ 
presinilin enhancer (pen-2) (Kimbely และคณะ, 2003) โดย PS เปนองคประกอบที่สําคัญ คือเปน
บริเวณเรง (catalytic center) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 

 
 

รูปท่ี 2.3 โครงสรางของเอนไซมแกมมาซีครีเทส (Tian และคณะ, 2003)  
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แกมมาซีครีเทสเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ตัด Notch หลังจากที่ Notch receptor ทําอันตรกิริยา
กับลิแกนดแลว โดยเอนไซมนี้เปนเอนไซมชนิดเดยีวกันกบัที่ทําหนาที่ตดัโปรตีน amyloid  
precursor  protein (APP) ในเซลลประสาท (Destrooper และคณะ, 1999; Selkoe และ Kopan, 2003) 
การเกิดการกลายพันธุของยนีที่เปนองคประกอบของเอนไซมแกมมาซีครีเทส (บริเวณซับยนูิต PS) 
ทําใหมีการตดั APP ในตําแหนงที่ผิดปกตยิงัผลใหเกิดการสะสมของ amyloid-β peptide เพิ่มขึ้นใน
เนื้อเยื่อสมองและสงผลใหเซลลประสาทตาย ซ่ึงเปนสาเหตุหนึ่งของภาวะอัลไซเมอร (Alzheimer’s 
disease) (Citron และคณะ, 1992) ดังนั้น จึงมีการคนควาพัฒนา GSI มาใชในการยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมแกมมาซีครีเทส เพื่อบําบัดภาวะอัลไซเมอรและพบวายาบางชนิดสามารถกดวิถี
สัญญาณจาก Notch ไดเชนกัน (Brerezovska และคณะ, 2000) โดยไดมีการเริ่มนํายาที่มีฤทธิ์
ดังกลาวมาใชในการขัดขวางการสงสัญญาณ Notch ในเซลลมะเร็ง ดงัรายงานตอไปนี้ 

Curry และคณะ (2005) รายงานวา GSI (Z-Leu-Leu-Nle-CHO และ LY-411,575) สามารถ
ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเนื้อเยื่อประสานชนิดคารโพซี (Kaposi’s sarcoma) ทั้งใน
หลอดทดลอง (in vitro) และสัตวทดลอง (in vivo)  

Paris และคณะ (2005) รายงานวา beta secretase inhibitor (Z-VLL-CHO และ DM99-2) 
และ gamma secretase inhibitor (L-658,458 DAPT และ JLK-6) สามารถยับยั้งการเจริญของ  
human brain endothelial cell บน Matrigel โดยไมเปนพิษตอเซลล และกดการสรางเสนเลือดฝอย 
(Capillary structure) ในระดบัหลอดทดลอง  

Hallahan และคณะ (2004) รายงานวา DAPT สามารถลดการเจริญของ medulloblastoma 
ในหนูทดลองได 

O’ Neil และคณะ (2006) รายงานวา หนูทดลองที่ถูกชักนําใหเกิดมะเรง็เม็ดเลือดขาวชนิด 
T-ALL เมื่อไดรับ DAPT จะชักนําใหเซลลเขาสูระยะพกั (G0-G1) 
     Weng และคณะ (2004) รายงานวา GSI (compound E) สามารถยับยั้งการเจริญของ       
เซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-ALL ที่ไมมีการเคลี่อนยาย Notch1 ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 7 
ไปเชื่อมตอกับสวนของโปรโมเตอรของ T-cell β receptor ซ่ึงอยูบนโครโมโซมที่ 9 
(t(7;9)(q34;q34.3)) โดยทําใหเซลลเขาสูระยะ Go-G1 เพิ่มขึ้น 

สารที่มีฤทธิ์กดเอนไซมแกมมาซีครีเทสมีหลายชนิด เชน JLK-6 L-685,458 Compound E 
LY-411,575 ซ่ึงในงานวจิัยนี้ใช N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-Butyl 
Ester (DAPT) ซ่ึงเปนตัวยับยั้งแบบแขงขัน มีโครงสรางคลายคลึงกับซับสเตรตจึงสามารถแยงจับ
กับเอนไซมได ทําใหเอนไซมไมสามารถจับกับซับสเตรตได โดย DAPT จะจับกับเอนไซมบริเวณ        
carboxyl-terminal fragment ของ Presenilin ซ่ึงเปนบริเวณที่แยกจากบริเวณเรงและบริเวณทีจ่ับกับ
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ซับสเตรต (Morohashi และคณะ, 2006) DAPT มีสูตรโครงสราง แสดงดังรูปที่ 2.3 และมีจําหนาย
เชิงพานิชยเพือ่การวิจยัศึกษา 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.4 สูตรโครงสรางของ N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-Butyl 
Ester (DAPT)  (สูตรโมเลกุล C23H26F2N2O4  MW=432.5)  

2.6 การบําบัดมะเร็งแบบจําเพาะ 

ปจจุบันวิธีการบําบัดโรคมะเร็งที่ใชทั่วไปม ี3 วิธี คือ วิธีศัลยกรรม ฉายรังสี และการรักษา
ดวยยาเคมีบําบัด ซ่ึงแตละวธีิมีขอจํากัดในการรักษา เชน การรักษาดวยยาเคมีบําบัด เปนการรักษา
โดยการรับประทานยาหรือฉีดยาที่มีความสามารถในการฆาหรือทําลายเซลลมะเร็ง ซ่ึงเปนการ
รักษามะเร็งแบบทั้งตัวของผูปวย สงผลใหทั้งเซลลปกติและเซลลมะเร็งตาย เปนผลใหเกดิมีอาการ
ขางเคียงที่รุนแรงได ดังนั้น ในปจจุบนัจึงไดมีความพยายามที่จะนําองคความรูพื้นฐานที่เกีย่วกับยีน
ที่เปนสาเหตุของมะเร็งมาใชในการบําบัดแบบจําเพาะ โดยทําการตั้งเปาการทําลายของยาไปที่
ความผิดปกตทิี่เกิดขึ้นในเซลลมะเร็ง โดยมีผลกระทบนอยตอเซลลปกติ เชน ยารักษามะเร็งเม็ด
เลือดขาวที่มีการแสดงออดของยีน BCR-ABL (Philadelphia chromosome-positive CML) โดยยา 
Gleevec/Glivec หรือ Imatinib (ST-571) ซ่ึงมีฤทธิ์จําเพาะตอเอนไซมไคเนสของโปรตีน BCR-ABL 
ซ่ึงสามารถ ทําใหเซลลที่มี Philadelphia chromosome-positive หายไปได (cytogenic remission)  
ในอัตราที่สูงมากกวาวิธีการรกัษาที่เคยมีมากอนทั้งหมด คือ ยาเคมีบําบดัและ interferon alfa-2b 
เปนตน (Druker และคณะ, 1996; La Rosee, O'Dwyer และ Druker, 2002 )  

การใช GSI ในงานวจิัยนี้จึงเปนความพยายามในการที่จะนําองคความรูที่เกี่ยวกับ Notch    
receptor มาใช เปนการบําบดัแบบจําเพาะตอเซลลมะเร็งบางชนิดที่มีความผิดปกติทีจ่าํเพาะตอวิถี
สัญญาณ Notch โดย GSI จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทสเทานั้น มีผลทําให
ขัดขวางการสงสัญญาณ Notch โดยตรง ทําใหเซลลมะเร็งฝอไปในที่สุด  
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ดังนั้น งานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของ GSI ที่มีตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลน
มะเร็งของมนษุย 6 ชนดิ คือ มะเร็งลําไส (SW620) มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) มะเร็งตับ 
(HepG2) มะเรง็เตานม (BT474) มะเร็งผิวหนัง (A375) และมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) ซ่ึงใน
งานวิจยันีจ้ะใช DAPT ซ่ึงเปน GSI ที่จําเพาะตอวิถีสัญญาณของ Notch ตัวหนึ่งและศกึษาหนาที่ของ 
Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยดังกลาว เพื่อคนหาองคความรูใหมเกี่ยวกับหนาที่ของ Notch 
ในเซลลมะเร็งและการพัฒนานํา GSI มาใชในการบําบัดโรคมะเร็งบางชนิดที่มีความจําเพาะตอ    
วิถีสัญญาณ Notch  ตอไป  



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

3.1 อุปกรณท่ีใชในการดําเนนิการทดลอง 

1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, JAPAN 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Memmert, Germany 
4. เครื่องชั่งรุน PG-200-S และ AG 285 ของบริษัท METLER TOLEDO, Switzerland 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
6. ตูบม 37ºซ บรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5 % (5 % CO2 incubator) รุน 311 ของ

บริษัท Thermo electron corporation   
7. เครื่องปนเหวี่ยงชนดิตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene® ของบริษัท  
    Profuge                                     
8. เครื่องปนเหวี่ยงชนดิควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท  
     Kubota, Japan  
9. ตูปลอดเชื้อ (laminar flow cabinet) รุน H1 ของบริษัท Lab service LTD part 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lamda 25 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) รุน S20-K ของบริษัท Mettler Toldo 
12. ตูแชแข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70ºซ รุน ULT 1786 ของบริษัท 

FORMA Scientific, USA 
13. ตูแชแข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20ºซ รุน MDF-U332 ของบริษัท 

SANYO Electric, Japan 
14. ตูเย็น 4 ºซ รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 
 15. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)             

รุน Mupid-2 Advance ของบริษัท Cosmo Bio  
16. ชุดเครื่องมือทํา SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Protein III System) ของ

บริษัท Biorad, USA 
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17. ชุดเครื่องมือทํา semi-dry electrophoretic transfer cell รุน Trans-Blot® SD ของบริษัท 
Bio-Rad, USA 

18. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 
USA 

19. อุปกรณสําหรับถายภาพ Gel Documentation และ โปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 
4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA 

20. ทิปปลอดอารเอ็นเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 2 , 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
21. เครื่องปมอากาศ (air pump) 
22. หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Corning Incorporation, USA                     
23. ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 100 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA                      
24. บีกเกอร 
25. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 0.22 ไมโครเมตร  
26. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยี่หอ Taylor-Wharton       

Cryogenics ของบริษัท Harsco corporation, USA 
27. Cane ใสหลอดเก็บเซลล 
28. ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark 
29. ถาดเลี้ยงเซลล 24 หลุม (tissue culture plate 24 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark 
30. จานเลี้ยงเซลลขนาด 35 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร ยี่หอ Corning Incorporation, USA 
31. ภาชนะเลี้ยงเซลล (Tissue culture Flask ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ยี่หอ Corning 

Incorporation, USA 
32. ปเปตตแกว (seropipette) 1, 5 และ10 มิลลิลิตร 
33. กลองฟลูออเรสเซนซ (Fluorescence microscope) ของบริษัท Nikon 
34. กลองถายรูป USB High-Definition CCD Camera รุน artcam-2000SH ของบริษัท 

Artray 
35. กลอง inverted microscope ของบริษัท Olympus 
36. กระดาษกรอง (filter paper) 
37. ฮโีมไซโทมิเตอร (Haemocytometer) ของบริษัท Boeco 
38. ฟลมเอ็กซเรย (Kodak Medical x-ray flim) 
39. ถาดประกบฟลม ของบริษัท OKAMOTO 
40. เข็มฉีดยา 
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41. กระบอกฉดียาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
42. ตะเกยีงแอลกอฮอล 
43. Cover Slip 
44. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P2 P20 P100 และ P1000 ของบริษัท Gilson, France 
  - ปริมาตร 0.01 – 2        ไมโครลิตร 
  - ปริมาตร 0.1 – 20        ไมโครลิตร 
   - ปริมาตร 10 – 100      ไมโครลิตร 
                - ปริมาตร          100 –1000    ไมโครลิตร                                               
45. แผนกระจกสไลด  
46. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน Elx 800 ของบริษัท Bio-tek 

instrument 
47. เครื่องปนเหวีย่ง Hettich รุน Rotafix 32 ของบริษัท Becthai, Germany    
48. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbera รุน MW-2020 
49. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ยี่หอ Clifton Ceraplate        
50. ที่ขูดเซลล (cell lifter) 
51. พาราฟลม (Parafilm) 
52. กระบอกตวง (cylinder) 
53. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, 

USA                     
54. หลอดพีซีอาร (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, 

USA 
55. หลอดไมโครเซนตริฟวจ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen     

Scientific, USA 
56. เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid) ยี่หอ Drummond 
57. พลาสติกใส (Wrap membrane) 
58. Polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane ของบริษัท Amersham Biosciences, UK 
59. ตูบมอุณหภูมิ 37ºซ ซ่ึงมีเครื่องเขยา (shaker) 
60. คิวเวต ขนาด 0.4 เซนติเมตร ของบริษัท Biorad, USA 
61. Heat block รุน Thermomixer compact ยี่หอ eppendroft  
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

1. Dimethysulfoxide (DMSO) ของบริษัท Sigma, USA 
2. Trisma base (tris[hydroxymethyl] aminomethane, C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA 
3. Sodium azide ของบริษัท Merck, Germany 
4. Glutaroldehyde ของบริษัท Merck, Germany 
5. Alcohol 70% 
6. Hoechst 33342 (Bisbenzimide) ของบริษัท Sigma, USA 
7. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
8. Potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
9. Sodium Chloride (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
10. Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
11. Sodium di-hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
12. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) ยี่หอ Anala® ของบริษัทBDH, UK 
13. Trypsin-EDTA ของบริษัท Hyclone  
14. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) ของบริษัท Hyclone 
15. Sodium pyruvate ของบริษัท Hyclone 
16. DAPT ของบริษัท Merck, Germany 
17. MTT (3-(4,5-dimethlthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ของบริษัท Bio 

Basic inc, Canada 
18. น้ํายาสกัด RNA (Trizol reagent ) ของบริษัท Invitrogen , UK 
19. DEPC (diethylpyrocarbonate ) ของบริษัท Sigma, USA 
20. 100 bp DNA ladder ของบริษัท Fermentus, Canada 
21. Random hexamer ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
22. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Fermentus, Canada 
23. HPLC water ของบริษัท Merck, Germany 
24. Tag polymerase ของบริษัท Fermentus, Canada 
25. M-MuLV reverse transcriptase ของบริษัท Fermentus, Canada 
26. dNTP mix ของบริษัท Fermentus, Canada 
27. Agarose gel ของบริษัท Research organics 
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28. Absolute alcohol ของบริษัท Merck, Germany 
29. Isopropanol ของบริษัท Merck, Germany 
30. Ethidium bromide 
31. Protease inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
32. Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรยีมดภูาคผนวก ข) 
33. Buffer B สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรยีมดภูาคผนวก ข) 
34. Sodium dodecyl sulfate (SDS) ของบริษัท Sigma, USA 
35. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
36. Acrylamide/Bisacrylamide 40% solution ของบริษัท Sigma, USA 
37. TEMED (N,N,N′,N′-Tetramethyethylenediamide) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
38. Amonium persulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada  
39. β-mercapto-ethanol ของบริษัท Sigma, USA  
40. Dithiothreitol (DTT) ของบริษัท USB corporation, USA 
41. ECL western bloting ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
42. Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 
 43. Tris buffer pH 8.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
44. Tris buffer pH 6.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
45. Prestain molecular weight marker ของบริษัท Fermentus, Canada 
46. Glycerol ของบริษัท Cario ERBA, France  
47. Bromphenol blue ของบริษัท Sigma, USA 
48. BCATM protein assay ของบริษัท PIERCE 
49. Bovine serum albumin (BSA) ของบริษัท Sigma, USA 
50. น้ํายาลางฟลม ของบริษัทเจเนเซน 
51. Fetal Bovine Serum (FBS) ของบริษัท Hyclone  
52. น้ํายาทาเลบ็ 
53. อาหารเลี้ยงเซลล (RPMI 1640) ของบริษัท Hyclone 
54. G418 (Antibiotic G418 sulfate) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
55. Gentamycin sulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
56. Trypan blue 0.5%w/v ของบริษัท Biochrom AG, Germany 
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57. พลาสมิด pcDNA3 ของบริษัท Invitrogen ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor 
Barbara Osborne, University of Massachusetts, USA) 

58. พลาสมิด pcDNA3-ICN1ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Barbara Osborne, 
University of Massachusetts, USA) 

59. Fugen6 reagent ของบริษัท Roche 
60. QIA prep spin miniprep kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
61. Escherichia coli สายพันธ DH5α 

62. Amplicilin ของบริษัท Bio Basic inc, Canada  
63. Mouse anti-actin ของบริษัท Chemicon international   
64. Rabbit anti-Notch1 ของบริษัท Sata cruz Biotechnology                 
65. Rabbit anti-Cleaved Notch1 ของบริษัท Cell signal technology   
66. Goat anti-Jagged1 ของบริษัท Sata cruz Biotechnology                                 
67. Sheep anti-mouse IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
68. Donkey anti-rabbit IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
69. Rabbit anti-goat IgG-HRP ของบริษัท Sigma, USA  
                   

3.3 เซลลไลนมะเร็งของมนษุย 

Jurkat (Human acute T cell leukemia)   ATCC no. CRL-2063 
HepG2 (Human liver hepatoblastoma)      ATCC no. HB-8065 
A375 (Human malignant melanoma)   ATCC no. CRL-1619 
SW620 (Human colorectal adenocarcinoma)  ATCC no. CCL-227 
BT474 (Human ductal carcinoma)   ATCC no. HTB-20 
KATO III (Human gastric carcinoma)   ATCC no. HTB-103 
 

3.4 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.1 
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ตารางที่ 3.1 แสดงโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 
ยีน Gene Bank 

acession 
number 

Anealin
g temp. 

(ºซ ) 

ลําดับนิวคลีโอไทด ( 5′-3′ ) เอกสารอางอิง 

Notch1 AF 308602 55 Fwd CAGCCTGCACAACCAGACAGA 
Rev TGAGTTGATGAGGTCCTCCAG 

ออกแบบใน
งานวิจยันี ้

Notch2 AF 315356 55 Fwd TGAGTAGGCTCCATCCAGTC 
Rev TGGTGTCAGGTAGGGATGCT 

Nijjar  
และคณะ, 
2001 

Notch3 U97669 56 Fwd TCTTGCTGCTGGTCATTCTC 
Rev TGCCTCATCCTCTTCAGTTG 

Nijjar  
และคณะ, 
2001 

Notch4 U95299 56 Fwd CACTGAGCCAAGGCATAGAC 
Rev ATCTCCACCTCACACCACTG 

Nijjar  
และคณะ, 
2001 

Hes1 NM 005524 55 Fwd ACGACACCGGATAAACCAAA 
Rev CGGAGGTGCTTCACTGTCAT 

Chiarmonte 
และคณะ, 
2005 

Jagged2 AF029778 57 Fwd AATGGTGGCATCTGTGTTGA 
Rev GCGATACCCGTTGATCTCAT 

Chiarmonte 
และคณะ, 
2005 

Dlk1 NM003836 58 Fwd CCACGCAGATCAAGAACACC 
Rev TTGCTATGACGCACTCATCC 

Hopfer  
และคณะ, 
2005 

β- actin NM001101 55  Fwd ACCAACTGGGACGACATGGACAA 
Rew GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

Kuroda     
และคณะ, 
2002 
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3.5 แอนติบอดีท่ีใชในการทํา Western blot 

แอนติบอดีทีใ่ชในการทํา Western blot ที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3.2 
 

ตารางที่ 3.2 แสดงแอนติบอดีท่ีใชในการทํา Western blot 

 
แอนติเจน อัตราสวนแอนติบอดีปฐมภมูิตอ 

Bloking solution 
อัตราสวนแอนติบอดีทุติยภมูิตอ 
Bloking solition 

Notch1 Rabbit anti-Notch1                1:1,000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
Cleaved  
Notch1 

Rabbit anti-Cleaved Notch1  1:1,000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 

Jagged1 Goat anti-Jagged1                  1:1,000 Rabbit anti-goat IgG-HRP     1:12,000 
Actin Mouse anti-actin                    1:5,000  Sheep anti-mouse IgG-HRP  1:5,000 
 

 
3.6 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งของมนษุย 

นําเซลลมะเร็งทั้ง 6 ชนิด (HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat)           
ซ่ึงแชแข็งอยูในถังไนโตรเจนเหลวออกมาเลี้ยง โดยแชหลอดเก็บเซลลในอางน้ําอุน 37°ซ ทันที        
แกวงหลอดไปมาใหน้ําแข็งละลายอยางรวดเร็วโดยใหรอยตอของฝาหลอดอยูเหนือระดับน้ําเสมอ       
เช็ดหลอดดวยแอลกอฮอล 70% ใชปเปตตแกวดูดเซลลแขวนลอยใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจทีม่ี
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่ปราศจากซีรัม (serum free media) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ดวยเทคนคิ
ปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ นําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง   
เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่มี fetal bovine serum (FBS) ความเขมขน 10% HEPES ความ
เขมขน 1% sodium pyruvate ความเขมขน 1% gentamycin ความเขมขน 1 มิลลิกรัมเปอรมิลลิลิตร 
หรือ complete media ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใชปเปตตแกวดดูขึ้นลงใหเซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว 
จากนั้นดูดใสในภาชนะเลี้ยงเซลล (ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลล
ภายใตกลองจลุทรรศนหัวกลับ นําไปบมใหเซลลเจริญในตูบมอุณหภมูิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% 
ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับทุกวัน เมื่อเซลลเจริญหนาแนนทําการ
เปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3-4 วัน (กลัยาณี จิรศรีพงศพันธ, 2547) ดังนี ้
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3.6.1 การเปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลเกาะผิวดวยเอนไซมทริปซิน (HepG2, SW620,  
KATO III, BT474 และ A375) 

ใชปเปตตแกวดูดอาหารเลี้ยงเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลลออกใหหมดดวยเทคนิคปลอดเชื้อ
ภายในตูปลอดเชื้อ ลางเซลลดวยสารละลาย PBS (ปลอด Ca2+ และ Mg2+) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เอียงใหทั่วผิวภาชนะเลี้ยงเซลล 5-6 คร้ังแลวดูดทิ้ง เติม trypsin-EDTA ความเขมขน 0.25%  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร สังเกตุภายใตกลองจุลทรรศน เมื่อเซลลเร่ิมหดตัวแลวดูด trypsin-EDTA    
ความเขมขน 0.25%  ทิ้ง ใชเวลาประมาณ 3-5 นาที (ขึ้นอยูกับชนดิของเซลล) เติมอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI-1640 ที่ปราศจากซีรัมปริมาตร 5 มิลลิลิตรและดูดสารละลายชะเซลลใหหลุดออกจากภาชนะ
เล้ียงเซลล ดูดใสหลอดเซนตริฟวจนําไปปนที่ความเรว็ 1,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิง้ 
เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชปเปตตดูดขึน้ลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลี้ยงเซลล
ขวดใหมเพื่อเพิ่มจํานวนหรอืนําไปใชในการทดลองตอไป หรือนํากลับไปแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวขึ้นอยูกับวตัถุประสงค การนําไปใชตอไป หรือถาตองการเลี้ยงในภาชนะเดิม 
หลังจากชะเซลลใหหลุดออกจากภาชนะเลี้ยงเซลลแลวใหเหลือเซลลไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม complete media ใหมีปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 
37°ซ บรรยากาศ CO2 5% ตอไป 

3.6.2 การเปล่ียนถายอาหารเลี้ยงเซลลแขวนลอย (Jurkat)  

ใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลขึ้นลงเบาๆ 2-3 คร้ัง เพื่อทําใหเซลลที่จบักลุม
เปนกอนใหหลุดแยกเปนเซลลเดี่ยวๆ ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ ดูดใสหลอด          
ไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม complete 
media ใชปเปตตดูดขึ้นลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลี้ยงเซลลใหมเพื่อเพิม่จํานวนหรือนําไปใชใน
การทดลองตอไป หรือนํากลบัไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวขึ้นอยูกับวัตถุประสงคการนําไปใช
ตอไป หรือถาตองการเลี้ยงในภาชนะเดิมใหใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลขึ้นลง
เบาๆ 2-3 คร้ัง ดูดทิ้ง โดยเหลือสารละลายไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตรจากนั้นเติม complete media 
ใหมีปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% 
ตอไป 
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3.6.3 การเก็บรักษาเซลลแบบถาวรในไนโตรเจนเหลว 

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากการปนในขอ 3.6.1 และ 3.6.2 มาเทสวนใสทิ้งและ          
ใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตวั เติมอาหารสําหรับเก็บเซลลแชแข็งปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ก) ดูดขึ้นลงเบาๆ แลวดูดใสในหลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) เก็บในตูเยน็ -80°ซ 
นาน 1 วนัแลวนําไปเก็บในถงัไนโตรเจนเหลว 

3.6.4 การนับจํานวนเซลลไลนมะเร็งของมนุษย โดยตรงดวยฮีโมไซโทมิเตอร    
(haemocymeter) 

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากการปนในขอ 3.6.1 และ 3.6.2 มาเทสวนใสทิ้งและ         
ใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตวั เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ      
แลวปเปตตเซลลปริมาตร 11 ไมโครลิตรลงตรงชองวางระหวางตัวฮีโมไซโทมิเตอร กับ cover slip         
นับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ โดยนับเซลลในชองสี่เหล่ียมใหญ 1 มุม                
(16 ชองเล็ก) และคํานวณจํานวนเซลลตามสูตรตอไปนี้ 

 
จํานวนเซลลที่นับได (เซลล/มิลลิลิตร) = จํานวนเซลลทั้งหมดที่นับได x 104 

                                                                                   4 
 

3.6.5 การนับจํานวนเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีมีชีวติ โดยยอมดวยสี trypan blue  

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงทีไ่ดจากการปนในขอ 3.6.1 และ 3.6.2 มาเทสวนใสทิ้งและ         
ใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตวั เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ 
ปเปตตเซลลปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ เตมิ Trypan blue ความเขมขน
0.5%w/v ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ปเปตตเซลลปริมาตร 11 ไมโครลิตรลงตรง
ชองวางระหวางตัวฮีโมไซโทมิเตอร กับ cover slip นับจาํนวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ 
โดยนับเซลลในชองสี่เหล่ียมใหญ 1 มุม (16 ชองเล็ก) และคํานวณจํานวนเซลลตามสูตรตอไปนี ้

 
จํานวนเซลลที่นับได (เซลล/มิลลิลิตร) = จํานวนเซลลทั้งหมดที่นับได x 104x2 
                                                                                            4 
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3.7 ศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนดิ 

เตรียมเซลล  HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat ความเขมขน 1x105 
เซลล/มิลลิลิตร แปรความเขมขนของ GSI และ DMSO ที่ใชในการทดสอบ โดยทําการเจือจาง GSI 
ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ซ่ึงทําละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 100% ที่อัตราสวน 
1:200 ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัมลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ จากนัน้นาํมาเจือจางลง  
2 เทา ลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม โดยทํา 3 ซํ้า เพื่อใหไดความเขมขนของ GSI เทากบั 0, 0.032, 
0.016, 0.8, 10, 20 และ 100 ไมโครโมลาร และ DMSO เทากับ  3.2x10-7, 1.6x10-6, 8x10-5, 4x10-4, 
2x10-3 และ 1x10-2 เปอรเซ็นต จากนัน้เติมเซลลที่ตองการทดสอบจํานวน 50 ไมโครลิตรตอหลุม 
ดังนั้น ความเขมขนสุดทายของ GSI เทากบั 0, 0.016, 0.008, 0.4, 5, 10 และ 50 ไมโครโมลาร และ 
DMSO เทากับ 1.6 x 10-7, 0.8 x 10-6 , 4 x 10-5, 2 x 10-5, 1 x 10-3 และ 5 x 10-3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 วัน ในวนัที่ 4 เติม MTT 
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมเปอรมิลลิลิตร (Mosmann, 1983) ซ่ึงละลายใน PBS ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรตอหลุม บมไวในตูบมอุณหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม 
HCl ความเขมขน 0.04 N ในไอโซโพรพานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมโดยใชปเปตต 
หลายชอง (multi channel pipette) ดูดขึ้นลงใหตะกอนสีมวงละลายจนหมด จากนั้นนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader และคํานวณหาเปอรเซ็นตการมีชีวิต
ของเซลล (%viability) โดยใชสมการตอไปนี้ 

 
%Viability = (ODtest average-ODblank average) x 100 
                      ODcontrol cell average- ODblank average 

 
ODtest average =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลที่ใชทดสอบดวย GSI หรือ DMSO 

  ODcontrol cell average =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลล   
 ODblank average =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม 

  
3.8 ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และลิแกนดของ Notch (Jagged1) ในเซลล
ไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนดิ โดยวิธี Western blot 

3.8.1 การสกัดโปรตีนสาํหรับวิเคราะหโดย Western blot 
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ทําการสกัดโปรตีนเซลลไลนมะเร็งของมนษุย 6 ชนดิโดยเซลลเกาะผิวใหทําการขูดเซลล
ใหหลุดออกจากผิวภาชนะเลี้ยงเซลลโดยใชที่ขูดเซลล (rubber policeman) สวนเซลลแขวนลอย
สามารถนํามาสกัดโปรตีนไดเลย โดยใชปเปตตดูดใสหลอดไมโครเซนตริฟวจปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
นําไปปนที่ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ใชนิว้เคาะหลอดไมโครเซนตริฟวจ
เบาๆ ใหตะกอนเซลลกระจาย ปนลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที        
นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ปนลางดวย buffer A (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรที่ความเร็ว 
3,000 รอบ/นาที นาน 5 นาท ีเทสวนใสทิ้ง เติม buffer B (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร   
เติม protease inhibitor ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปปนทีค่วามเร็ว 7,500 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ 
นาน 5 นาที เกบ็สวนใสใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหมเกบ็ที่อุณหภูมิ -80°ซ 

3.8.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bicinchoninic Acid Assay ( ฺBCA assay) 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA assay โดยใชชุดทดสอบ BCATM protein 
assay kit ของบริษัท PIERCE ตามคําแนะนําของผูผลิต ดังนี้ เตรียม working reagent ดวยการผสม 
รีเอเจนต A กับ รีเอเจนต B ในอัตราสวน A:B = 50:1 จากนั้นเตรยีมสารมาตรฐาน BSA และ      
สารตัวอยาง โดยทําการเจือจางดวยน้ําปลอดประจใุนถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุมซึ่งสารมาตรฐาน BSA       
1 มิลลิกรัมตอมิลลิตร เจือจางลง 2 เทาดวยน้ําปลอดประจุที่ความเขมขน 0, 31.25, 62.5, 125, 250, 
500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิตร และสารตัวอยางเจือจางที่ความเขมขน 1:10 จํานวน 10 
ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุ (ทําสองหลุมตอหนึ่งตัวอยาง) เติม working reagent ลงไปในหลุม  
ที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยางหลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม เบาๆ 
ประมาณ 30 วนิาที กอนนําไปเขาตูบม 37°ซ เปนเวลา 30 นาที จากนัน้นําถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม
ออกมาวางไวใหเย็นที่อุณหภมูิหองประมาณ 2-3 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตรโดยใชเครื่อง microplate reader  

3.8.3 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

เตรียมเจล SDS-polyacrylamide gel ขนาด 8.3x8.3 เซนติเมตรหนา 1.5 มิลลิเมตรโดย
separating gel และ stacking gel ใช acrylamide ความเขมขน 8% และ 5% ตามลําดับ (ภาคผนวก ข) 
เตรียมตัวอยางทดสอบความเขมขน 30 ไมโครกรัมโดยปรับใหมีปริมาตร 30 ไมโครลิตรดวย        
น้ําปลอดประจุ เติม staining buffer 30 ไมโครลิตรผสมให เขากันนําไปตม 100°ซ เปนเวลา 5 นาที 
เพื่อทําลายโครงสรางทุติยภมูิของโปรตีน หยอดสารละลายโปรตีนแตละตัวอยางและโปรตีน
มาตรฐานที่ทราบน้ําหนกัโมเลกุลลงในชอง SDS-polyacrylamide gel ทําการแยกโปรตีนดวย
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กระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที ใน Western blot running buffer (ภาคผนวก ข)   
โดยใชชุดเครื่องมือ Protein III System ของบริษัท Biorad 

3.8.4 โอนถายโปรตีนจากเจลไปยงั polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane  

หลังจากแยกโปรตีนดวยวิธีขางตนแลว ตดับริเวณ stacking gel ทิ้ง วัดขนาดของเจล        
นําเจลไปแชใน transfer buffer (ภาคผนวก ข) วางบนเครือ่งเขยาประมาณ 5 นาที ตัดกระดาษกรอง
และ PVDF membrane ใหมขีนาดเทากับเจลจํานวน 6 แผน และ 1 แผนตามลําดับ นําแผน PVDF 
membrane แชในเมทานอลสมับูรณ (absolute methanol) ใหซึมทั่วทั้งแผน ลางดวยน้าํปลอดประจุ   
2 คร้ัง แลวนํามาแชใน transfer buffer จากนั้นนํากระดาษกรองที่แชใน transfer buffer จํานวน        
3 แผน PVDF membrane เจล และ กระดาษกรองที่แชใน transfer buffer จํานวน 3 แผน วางบน
เครื่อง Semi-dry transfer apparatus ตามลําดับ ทําการไลฟองอากาศโดยกลิ้งหลอดแกวบนกระดาษ
กรองและ PVDF membrane เบาๆ 3 คร้ังไปในทิศทางเดยีวกัน หยด transfer buffer ปริมาตรเพียง
เล็กนอย ปดฝาเครื่อง semi-dry western blot ทําการสงถายโปรตีนจากเจลไปยัง PVDF membrane 
โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 60 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 90 นาที ตอเจลหนึง่แผน 

3.8.5 การวิเคราะหการแสดงออกโดยวิธี Western blolt โดยใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ 
Notch1, cleaved Notch1 และ Jagged1 

ปดสวิตซ power supply ของเครื่อง semi-dry western blot จากนั้นเปดฝาเครื่อง             
แกะ PVDF membrane มาแชใน blocking solution (ภาคผนวก ข)  เปนเวลา 5 นาที 2 คร้ัง นํามาแช
ในแอนติบอดปีฐมภูม ิ(primary antibody) ที่จําเพาะตอโปรตีนที่ตองการตรวจสอบซึ่งเจือจางใน 
blocking solution (ภาคผนวก ข) ตามตารางที่ 3.2 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็น 4°ซ ทิ้งไว
ขามคืน จากนัน้นํามาวางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 30 นาที เทแอนติบอดีปฐมภูมใิสในหลอดทดลอง 
ลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 คร้ัง 15 นาที 2 คร้ัง เท PBST ทิ้ง เติม
แอนติบอดีทุตยิภูมิ (secondary antibody) ที่มีเอนไซม Horse-radish peroxidase ติดฉลากอยู ซ่ึงเจือ
จางใน blocking solution ตามตารางที่ 3.2 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 60 นาท ี
ลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาที 2 คร้ัง 15 นาที 2 คร้ัง                   

3.8.6 การตรวจสัญญาณดวยวิธี chemiluminescence และ autoradiography 

เตรียมซับสเตรตของเอนไซม horse-radish peroxidase โดยใช ECL Western Blot Reagent 
ของบริษัท Amersham Biosciences โดยผสมรีเอเจนต 1 กับ รีเอเจนต 2 ในอัตราสวน 1:1 (v/v)     
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นํา PVDF membrane แชลงไปในซับสเตรต นาน 30 วินาที ใชปากคีบคีบเมมเบรนวางลงบน
พลาสติกใส (wrap membrane) และปดทบัเมมเบรน ใชกรรไกรตัดพลาสติกใสใหหางจากเมนเบรน
เล็กนอย นําไปวางบนถาดประกบฟลม ใชเทปกาวตดิทัง้สี่มุม ปดฝาถาด นําไปประกบฟลม X-ray 
และลางฟลม X-ray ในหองมืด 

 
3.9 ศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1 และลิแกนดของ Notch  
(Jagged 2, Delta-like 1) ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ี GSI มีผลยับยัง้การเพิ่มจํานวนโดยวิธี 
RT-PCR 

3.9.1 การสกัด RNA 

เซลลเกาะผิวใหปล่ียนถายเลีย้งเซลลจากภาชนะเลี้ยงเซลลไปยังถาดเลี้ยงเซลลขนาด         
24 หลุม ตามวธีิทําในขอ 3.6.1 บมในตูบมอณุหภูมิ 37°ซ บรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 1-2 วัน     
ใหเซลลเจริญดีและเปนชั้นเดียว (monolayer) ดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ถาเปนเซลลแขวนลอยใหดดู
เซลลปริมาตร 1-1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 1,000   
รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาท ีเทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติมน้ํายา Trizol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในถาด
เล้ียงเซลลขนาด 24 หลุมหรือหลอดไมโครเซนตริฟวจ และใชปเปตตดูดขึ้นลง ตั้งไวที่อุณหภูมหิอง
เปนเวลา 5 นาที เติมคลอโรฟอรม (chloroform) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อแยก RNAใหอยูใน 
aqueous phase ปดฝาหลอดใหสนิท เขยาแรงๆประมาณ 15 วินาที ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 g 
นาน 15 นาที ที่ 2-8°ซ เก็บสวนน้ําใสซึ่งมี RNA อยูใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม
ประมาณ 400-450 ไมโครลิตร เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอน RNA 
ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ หกครั้ง ตั้งไวที่อุณหภมูหิองนาน 10 นาที ปนเหวี่ยง
ดวยความเรว็รอบ 12,000 g นาน 10 นาที ที่ 2-8°ซ หลังจากนั้นสังเกตจุะเห็นตะกอน RNA สีขาว  
เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอน RNA ดวยเอทานอล 75% ในน้ําปลอดประจุปลอด RNAase (DEPC 
water) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมสาร (vortex mixer) ปนเหวีย่งที่
ความเร็ว 7,500 g นาน 5 นาที เทสวนใสทิง้ คว่ําหลอดไมโครเซนตริฟวจลงบนกระดาษทิชชู     
นานประมาณ 15 นาที สังเกตุตอนแรกจะเห็นตะกอนสีขาว ถาเริ่มแหงจะใสขึ้น เติมน้ําปลอดประจุ
ปลอด RNAase ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมในเครื่องทําน้ําอุนที่อุณหภูมิ 55-60°ซ นาน 10 นาที 
เก็บที่ -80°ซ หรือนําไปวดัปริมาณ RNA 
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3.9.2 การวัดปริมาณ RNA 

เจือจางสารละลาย RNA ที่สกัดได 100 เทา ดวยน้ําปลอดประจุปลอด RNAase โดยปเปตต
สารละลาย RNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในน้ําปลอดประจุปลอด RNA ปริมาตร 198 ไมโครลิตร 
จากนั้นนําไปวัดดดูกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใชน้ําปลอดประจุปลอด RNA เปนตัว
เปรียบเทียบ (blank) คํานวณหาคาเขมขนของ RNA จากสมการดังนี ้

 
ปริมาณ RNA (ไมโครกรัมตอลิตร) = A260 x 40 x dilution factor  
 

              เมื่อกําหนดให RNA 40 นาโนกรมัตอไมโครลิตร มีคาดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 260    
นาโนเมตร เทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ 1999) 

ความบริสุทธิ์ของ RNA คํานวณไดจากอตัรสวนระหวาง A260/A280 คาที่เหมาะสมอยูควรอยู
ในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง ถาคามากกวา 2.0 แสดงวามี DNA 
ปนเปอนสูง  

3.9.3 การสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยรีเวอรสทรานสคริปเทส 

ใช RNA ตัวอยางที่เตรียมไดตามขอ 3.9.2 จํานวน 1 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา เปนตนแบบ 
ในการสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใสในหลอดพีซีอาร เติม random hexamer  ความ
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร เติมน้ําปลอดประจุปลอด RNAase 
จนปริมาตรครบ 11 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมสารและปนเหวี่ยงใหสารละลาย
ตกลงที่กนหลอดพีซีอารประมาณ 2-3 วินาที นําไปใสในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal 
Cycler; Perkin Elmer,USA) โดยตั้งอุณหภมูิที่ 75oซ นาน 15 นาที และ 4oซ นาน 5 นาที นํามาเติม   
5 x Reverse Transcriptase buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร dNPT mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Ribonuclease inhibitor ความเขมขน 20 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร               
1 ไมโครลิตร น้ําปลอดประจุปริมาตร 1 ไมโครลิตรผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสารและ      
ปนเหวี่ยงใหสารละลายตกลงที่กนหลอดพซีีอารประมาณ 2-3 วินาที ตั้งไวที่อุณหภมูิหอง          
นาน 5 นาที เติมเอนไซม Reverse Transcriptase ความเขมขน 200 ยูนิต/ไมโครลิตรปริมาตร           
1 ไมโครลิตร ตั้งไวที่อุณหภมูิหอง นาน 10 นาที จากนัน้ดําเนินปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42oซ เปนเวลา     
60 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70oซ นาน 10 นาที ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เก็บรักษา
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ -80oซ หรือนําไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 
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3.9.4 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR)  

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอจากขอ 3.9.3 เปนตนแบบ
ในปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอร Actin, Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1, Jagged2 และ      
Delta-like1โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังตารางที่ 3.3 

 

ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสม ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตร ความเขมขนสดุทาย 

Taq 10x Buffer 10 เทา 2.5 ไมโครลิตร           1 เทา 
dNPT mix 10 มิลลิโมลาร 1.6 ไมโครลิตร 0.64 มิลลิโมลาร 
Forward primer    10 ไมโครโมลาร 0.5 ไมโครลิตร      0.2 ไมโครโมลาร 
Reverse primer   10 ไมโครโมลาร 0.5 ไมโครลิตร      0.2 ไมโครโมลาร 
Taq polymerase    5 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร    2.5 ยูนิต/ไมโครลิตร 
Mg2+ 25 มิลลิโมลาร    2 ไมโครลิตร      2 มิลลิโมลาร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ    14.9 ไมโครลิตร  
cDNA  2.5 ไมโครลิตร  
ปริมาตรสุทธิ  25 ไมโครลิตร  
  
และดําเนินภาวะการทําปฏิกริิยาดังตอไปนี ้
 
Hot Start ที่อุณหภูม ิ 94ºซ   5 นาที  
Denaturation ที่อุณหภูม ิ 94ºซ 30 วินาท ี  
Annealing ที่อุณหภูม ิ 55ºซ 30 วินาที           30 รอบ 
Extension ที่อุณหภูม ิ 72ºซ 30 วินาท ี  
Final Extension ที่อุณหภูม ิ 72ºซ 10 นาที  
   
หมายเหต ุทุกไพรเมอรใช Annealing Temperature ที่ 55oซ ยกเวน Notch3, Notch4, Jagged2,   
                 Delta-like1 ใช Annealing Temperature ที่ 56, 56, 57 และ 58oซ ตามลําดับ  
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ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอรลิเมอรเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
ตามภาวะการทําปฏิกิริยาที่กาํหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสดวย   
การทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยใชอะกาโรสเจลความเขมขน 2% กระแสไฟฟา 100 
โวลต นาน 30 นาที จากนัน้ยอมอะกาโรสดวยเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที ลางเอธิเดยีมโบรไมดที่เกินออกในน้ํากลั่นปลอดประจุเปนเวลา 5-10 
นาที แลวตรวจดูแถบดีเอน็เอดวยแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร (โดยใชเครื่อง    
Gel doc ของบริษัท Bio-Rad) 

 
3.10 ศึกษาผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 
Notch1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI โดยวิธี RT-PCR และ Western blot  

ทําการศึกษาผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) 
และ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat และ HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน25 และ 
50 ไมโครโมลาร ซ่ึงทําละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 0.025 และ 0.05 เปอรเซ็นต    
ในเซลลไลน Jurkat และ HepG2  ตามลําดับเปนเวลา 4 วนัโดยวิธี RT-PCR และเปนเวลา 4 วัน และ
เปนชวงเวลา 1, 2, 3 และ 4 วัน โดยวิธี Western blot ซ่ึงวิธีทําเหมือนขอ 3.9 และ 3.8  ตามลําดับ 

 
3.11  ศึกษาผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI 
โดยวิธียอมดวย DNA dye Hoechst 33342  

3.11.1 เซลลแขวนลอย (Jurkat) 

เตรียมเซลล Jurkat ความเขมขน 1 x 106 เซลล/ลูกบาศกมลิลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร      
ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม จํานวน 3 หลุม เติม GSI ความเขมขน 25 ไมโครโมลาร   
ซ่ึงทําละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 0.025 เปอรเซ็นต ลงในหลุมที่ 1 และ 2 
ตามลําดับ เล้ียงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37oซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 วัน โดยมีเซลล Jurkat      
ที่เติม etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เล้ียงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37oซ บรรยากาศ         
CO2 5% นาน 12 ชั่วโมงเปนผลบวกควบคมุ ใชปเปตตดดูใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่
ความเร็ว 1,000 รอบ/นาที เทสวนใสทิ้ง ปนลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 1,000 
รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม glutaraldehyde ความเขมขน 1% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   
เก็บไวในที่มดื นาน 2 ช่ัวโมง หรือเก็บไวในตูเยน็ 4oซ ขามคืน ปเปตต glutaraldehyde ความเขมขน 
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1% ทิ้ง นํามาปนลางดวย PBS จํานวน 300 ไมโครลิตร ที่ความเร็ว 1,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที     
เทสวนใสทิ้งเติม PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวในที่มืดนาน 5 นาที ใชปเปตตดูดไวบนกระจกสไลด ปดดวยแผน
กระจกใส (cover slip) ใชน้ํายาทาเล็บปดรอบๆดาน cover slip ตรวจนบัจํานวนเซลลที่มี apoptotic 
nuclei ดวยกลองฟลูออเรสเซนซ 

3.11.2 เซลลเกาะผิว ( HepG2) 

เตรียม HepG2 ความเขมขน 1 x 106 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงจานเพาะเลี้ยง
ขนาด 35 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร จํานวน 3 จาน เติม GSI ความเขมขน 50 ไมโครโมลารซ่ึงทํา
ละลายใน DMSO และ DMSO ความเขมขน 0.05% ลงในจานเพาะเลีย้งเซลล (ซ่ึงมี cover slip ที่
ปราศจากเชื้อวางอยู) จานที่ 1 และ 2 ตามลําดับ เล้ียงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37oซ บรรยากาศ CO2 
5% นาน 4 วัน โดยมีเซลล HepG2 ที่เติม etoposide ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ซ่ึงเล้ียงเซลลใน
ตูบมที่อุณหภมูิ 37oซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 36 ชั่วโมง เปนเซลลผลบวกควบคุม ใชปเปตตดูด
อาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง ลางดวย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดทิ้ง เติม glutaraldehyde ความเขมขน 1% 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดนาน 2 ชั่วโมง หรือเกบ็ไวในตูเย็น 4oซ นาน 24 ชั่วโมง ปเปตต
glutaraldehyde ความเขมขน 1% ทิ้ง ลางดวย PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ปเปตต PBS ทิ้ง     
ใชปเปตตดดู PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนกระจกสไลด เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน  
1 มิลลิโมลาร จํานวน 2 ไมโครลิตร ใชคีมคีบแผน cover slip โดยหันดานที่มีเซลลเกาะอยูคว่ําลงบน
กระจกสไลดตัง้ไวในที่มืดนาน 5 นาที ใชน้าํยาทาเล็บปดรอบๆดาน cover slip ตรวจนับจํานวน
เซลลที่มี apoptotic nuclei ดวยกลองฟลูออเรสเซนซ 

 
3.12 ศึกษาผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ 
GSI  

การแสดงออกเกินของ intracellular Notch1 (ICN1) ในเซลลไลน Jurkat และ HepG2  
โดยใชพลาสมดิ pcDNA3 ที่มียีน ICN1 (pCDNA3-ICN1) เฉพาะบริเวณที่ประมวลรหัสระหวาง       
กรดอะมิโนที่ 1759-2556 และพลาสมิด pcDNA3 ที่เปนเวกเตอรพาหะ (ไดรับความอนุเคราะหจาก 
Professor Barbara Osborne, University of Massachusetts, USA) แสดงดังรูป 13.1โดยวิธี      
ทรานสเฟคชัน (transfection) เขาไปในเซลลไลน HepG2 และ Jurkat แบบชั่วคราวและแบบถาวร
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โดยใชกลไกไลโพโซม (liposome) โดยใช Fugene6 reagent ของบริษัท Roche ตามวธีิที่ผูผลิต
แนะนํา และวธีิอิเล็กโทรพอเรชัน (Electroporation) ตามลําดับ ซ่ึงมีวิธีทําดังตอไปนี ้ 

3.12.1 วิธีเตรียมพลาสมิด 

3.12.1.1 การถายโอนพลาสมดิเขาไปในแบคทีเรียเพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิด 
(transformation) โดยวิธี heat-shock  

นํา competent cell (Escherichia coli สายพนัธุ DH5α) ออกมาจากตูแชแข็งจุดเยือกแข็ง
ต่ําอุณหภูมิ -70ºซ ทิ้งไวใหละลายในน้ําแขง็ ปเปตตสารละลายใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ   
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จํานวน 3 หลอด เติมพลาสมิด pCDNA3 และ pCDNA3-ICN1 ปริมาตร     
1 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดที่ 1 และ 2 วางไวในน้ําแข็งนาน 30 นาที นําไปจุมในอางน้ําอุน
ควบคุมอุณหภมูิ 42ºซ นาน 90 วินาที นําไปวางในน้ําแข็งนาน 2 นาที ปเปตตสารละลายในแตละ
หลอดใสในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปวางบนเครื่องเขยา (shaker) 
ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง นาน 60 นาที จากนั้นปเปตตสารละลายปริมาตร               
50 ไมโครลิตรลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ซ่ึงเติมแอมพิซิลลิน (ampicillin) ใหมีความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (LBA) ใชแทงแกว (spreader) แชในแอลกอฮอล 95% ยกแทง
แกวไปเผาไฟบนตะเกียงแอลกอฮอลเพื่อทําใหปราศจากเชื้อ ตั้งทิ้งไวเยน็สักครู นําแทงแกวไป
กระจายเชื้อทีอ่ยูบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LBA ใหทัว่ นําไปบมในตูบมอุณหภูม ิ37ºซ นาน      
16-18 ช่ัวโมง สังเกตุโคโลนี  

ก. 
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ข. 

 
 

รูปท่ี 3.1 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิดท่ีใชในการทดลอง   

ก. แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิด pCDNA3  
ข. แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิด pCDNA3 ที่มียีนของ Notch1 ระหวางกรด     
     อะมิโนที่ 1759-2556 แทรกอยู (pCDNA3-ICN1) ภายใตโปรโมเตอรของ Cytomegalo  
     virus (CMV)  
 

3.12.1.2 การสกัดพลาสมิด 

  นํา Escherichia coli สายพนัธุ DH5α ที่ไดรับพลาสมิด pCDNA3 และ pCDNA3-ICN1   
ในขอ 13.12.1.1 มาทําการสกัดพลาสมิด โดยเขีย่เชื้อโคโลนีเดี่ยวใสในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว LB 
ปริมาตร 2  มิลลิลิตร ซ่ึงเติมแอมพิซิลลินใหมีความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร     
นําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีในตูบมอุณหภูม ิ37ºซ นาน 16-18 ชั่วโมง     
ถายเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเรว็ 3,000 รอบตอ
นาที นาน 30 วินาที เทสวนใสทิ้ง จากนัน้ทําการสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย
ของ QIA prep spin miniprep kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต เก็บรักษา 
พลาสมิดไวทีอุ่ณหภูมิ -20ºซ  
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3.12.1.3 การวัดปริมาณพลาสมิด 

   เจือจางสารละลายพลาสมิดที่สกัดได 50 เทา ดวยน้ําปลอดประจุ โดยปเปตตสารละลาย 
พลาสมิดตัวอยางปริมาตร 3 ไมโครลิตรลงในน้ําปลอดประจุ 147 ไมโครลิตร แลวนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใชน้ําปลอดประจุเปนตวัเปรียบเทียบ คาํนวณหาคา
ความเขมขนของพลาสมิดจากสมการ   

       
ปริมาณพลาสมิด (ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร) = A260 x50xdilution factor 
 
เมื่อกําหนดใหพลาสมิดดีเอ็นเอ 50 นาโนกรมัตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรเทากับ 1.0 
ความบริสุทธิ์ของ DNA คํานวณไดจากอตัรสวนระหวาง A260/A280 คาที่เหมาะสมอยูควรอยู

ในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง ถาคามากกวา 2.0 แสดงวามี RNA 
ปนเปอนสูง  

 

3.12.2 วิธีทราสเฟคชัน  

3.12.2.1 กลไกไลโพโซมโดยใช Fugene6 reagent  

ถายเลี้ยงเซลล HepG2 ดวยเอนไซมทริปซิน ตามวิธีทําในขอ 3.6.1 นับและปรับจํานวน
เซลล เทากับ 5x105 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตรตอหลุม ใสในถาดเลีย้งเซลลขนาด         
24 หลุม จํานวน 3 หลุม บมในตูบม 37ºซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 24 ชัว่โมง ใชปเปตตอัตโนมัติ
ดูดอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่ปราศจาก FBS ความเขมขน 10% ปริมาตร 18.8 ไมโครลิตรลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ปราศจากเชือ้ เติมสารละลาย Fugene6 ของบริษัท Roche ปริมาตร   
1.2 ไมโครลิตรลงไปตรงกลางหลอดไมโครเซนตริฟวจ (หามผัสกับดานขางของหลอด) ผสมให  
เขากันดวยเครื่องปนผสมสารที่ความเร็วรอบสูงสุดนาน 1 วินาที ตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที 
เติม pCDNA3 และ  pCDNA3-ICN1 จํานวน 0.4 ไมโครกรัม ผสมใหเขากันดวยเครือ่งดวยเครื่อง
ปนผสมสารที่ความเร็วรอบสูงสุด นาน 1 วินาที ตั้งไวทีอุ่ณหภูมิหองนาน 15 นาที จากนั้นนําไป 
เติมลงในถาดเลี้ยงเซลล HepG2 ที่เตรียมไว ผสมใหเขากนัโดยการเขยาถาดเลี้ยงเซลลเบาๆ เล้ียง
เซลลในตูบมที่อุณหภูม ิ37oซ บรรยากาศ CO2 5%  นาน 2 วัน เก็บเซลลที่ไดรับพลาสมิดชั่วคราว 
(transient transfection) เพื่อสกัดโปรตีนสําหรับทํา Western blot หรือเติมสารปฎิชีวนะ G418 
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จํานวน 800 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เพื่อคัดเลือกเฉพาะเซลลที่ไดรับพลาสมิด (stable 
transfection) บมเล้ียงเซลลตอไป สังเกตดุวยกลอง inverted microscope ทุกวัน ประมาณ                 
2-3 อาทิตย จะสังเกตุเห็นกลุมเซลลที่ไดรับพลาสมิด ทําการถายเลี้ยงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนเซลล         
โดยลดความเขมขนของสารปฎิชีวนะ G418 ลงครึ่งหนึ่ง       

                                                                                                                         
3.12.2.2 วิธีอิเล็กโทรพอเรชัน 

ถายเลี้ยงเซลล Jurkat ตามวิธีทําในขอ 3.6.2 นับและปรับจาํนวนเซลล เทากับ 1x106 เซลล
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสในคิวเวตต ขนาด 0.4 เซนติเมตร (cuvette 0.4 cm Gap) 
จํานวน 3 คิวเวต แชในน้ําแข็งนาน 5 นาที เติมพลาสมิด pCDNA3 และ pCDNA3-ICN1 จํานวน   
0.5 ไมโครกรัมลงไปในหลอดที่ 1 และ 2 ทําการถายยีนโดยใชเครื่องอเิล็กโทรพอเรเตอรของบริษัท 
Biorad ใชกระแสไฟฟา 280 โวลต 950 µF จากนั้นนําคิวเวตตมาแชในน้ําแข็งนาน 15 นาที         
ใชปเปตตดดูใสในถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม เติม complete media ปริมาตร 500 ไมโครลิตร   
บมเล้ียงเซลลในตูบม 37ºซ บรรยากาศ CO2 5% นาน 48 ชั่วโมง เติมยาปฎิชีวนะ G418 จํานวน 800 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เพื่อคัดเลือกเฉพาะเซลลที่ไดรับพลาสมิด (stable transfection) บมเล้ียง
เซลลตอไป สังเกตุดวยกลอง inverted microscope ทุกวนั ประมาณ 2-3 อาทิตย จะสงัเกตุเหน็กลุม
เซลลที่ไดรับพลาสมิด ทําการถายเลี้ยงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนเซลล โดยลดความเขมขนของ          
ยาปฎิชีวนะ G418 ลงครึ่งหนึ่ง                                                                                                                                       

เมื่อเซลลที่ไดรับพลาสมิดเจริญดีแลวจะนาํไปตรวจสอบผลการแสดงออกเกินของ ICN1 
โดยวิธี Western blot และศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลที่ไดรับพลาสมิดโดยวิธี 
MTT cell proliferation assay ตามวิธีทําในขอ 3.7 -3.10 ตอไป 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย  6 ชนิด 

การศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย  6 ชนิด คือ  
HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat โดยวิธี MTT proliferation assay พบวา   
GSI สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ Jurkat และ HepG2 โดยไมมีผลกดการเพิ่มจํานวนของเซลล   
ชนิดอื่น ความเขมขนของ GSI ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ Jurkat และ HepG2 คือ 25 และ    
50 ไมโครโมลาร ตามลําดับโดยมีคาเปอรเซน็ตการมีชีวิตของเซลลเทากับ 48 และ 59 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ แสดงผลดังรูปที่ 4.1-4.6 
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รูปท่ี 4.1 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat โดยวิธี MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน 
0.005 % เทากับ 83 %) 

Jurkat 
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รูปท่ี 4.2 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 โดยวิธี MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน 
0.005 % เทากับ 97 %) 
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รูปท่ี 4.3 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย KATO III โดยวิธี         

MTT proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ี         
ความเขมขน 0.005 % เทากับ 88 %) 

HepG2 

KATO III 
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 รูปท่ี 4.4 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย BT474 โดยวิธี MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน  
0.005 % เทากับ 97 %) 
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รูปท่ี 4.5 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย A375 โดยวธีิ MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน   
0.005 % เทากับ 85 %) 

BT474 

A375 
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รูปท่ี4.6 ผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย SW 620 โดยวธีิ MTT 

proliferation assay (คาเปอรเซ็นตการมีชวีิตของเซลลท่ีไดรับ DMSO ท่ีความเขมขน   
0.005 % เทากับ 92 %) 

 จากผลของ GSI ที่มีตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ดังแสดงขางตน     
จึงทําการศึกษาในหนาที่ของวิถีสัญญาณ Notch ตอการเจริญของสองเซลลไลนนี้ในการทดลอง
ตอไปในงานวจิัยนี ้

 
4.2 การแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และลิแกนดของ Notch (Jagged 1) ในเซลลไลน
มะเร็งของมนษุยท้ัง  6 ชนิดโดยวิธี Western blot      

เพื่อเปนการยนืยันวาในเซลลไลนที่ใชในการวิจยันี้ มีการแสดงออกของโปรตีน Notch1  
จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Cleaved Notch1 และ Jagged 1 ของเซลลไลนมะเร็งของ
มนุษย  6 ชนิด คือ HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat โดยพบวาทกุเซลลไลนมี
การแสดงออกของ Notch1 และ Jagged 1ในระดับทีแ่ตกตางกัน ยกเวน BT474 ไมมีการแสดงออก
ของ Jagged 1 ในเซลลไลนทั้งหมด แถบโปรตีนที่พบเมื่อวิเคราะหโดยใชแอนติบอดีทีจ่ําเพาะตอ 
Notch1 นั้นมขีนาดที่แตกตางกัน และในเซลลไลนบางชนิดก็พบมกีารแสดงออกหลายแถบ ซ่ึงคาด
วานาจะมีสาเหตุมาจากการเกิดการผาเหลาของยีน Notch1 ทําใหโปรตนีที่มีการแสดงออกมีขนาด
เปล่ียนไป โดยมากมีขนาดสั้นลง อีกทั้งเมื่อใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน Notch1 ที่มีการยอย
โดยเอนไซมแกมมาซคีรีเทสพบวาเฉพาะในเซลลไลน SW620 และ Jurkat มีการแสดงออกของ 

SW620 
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Cleaved Notch1 ดังแสดงผลในรูปที่ 4.7 ดังนั้น จึงสามารถสรุปเบื้องตนไดวาในเซลลไลนสองชนิด
นี้มีการสงสัญญาณผาน Notch1 อยางตอเนื่อง 

 
ก.  

 
 
ข. 

 
 
ค. 

 
 

รูปท่ี 4.7 การแสดงออกของ Notch1, cleaved Notch1 และ Jagged 1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
HepG2, SW620, KATO III, BT474, A375 และ Jurkat โดยวิธี Western blot  
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ก. การแสดงออกของ Notch1 
ข. การแสดงออกของ cleaved Notch1  
ค. การแสดงออกของ Jagged 1 
 

4.3 การแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1 และลิแกนดของ Notch (Jagged 2, 
Delta-like 1) ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ี GSI มีผลยบัยั้งการเพิ่มจํานวนโดยวิธี RT-PCR 

เพื่อศึกษาวาเซลลไลนที่มีความไวตอ GSI มีการแสดงออกของยีน Notch อ่ืนๆและลิแกนด 
หรือไม จึงทําการศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Jagged 2 และ       
Delta-like 1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat และ HepG2 โดยวิธี RT-PCR พบวาทั้งสอง     
เซลลไลนมีการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Jagged 2 และ Delta-like 1 แตไมมีการ
แสดงออกของ Notch4 ดังแสดงผลดังรูปที่ 4.8 และ 4.9 และเมื่อศึกษาการแสดงออกของยีน Hes1 
ซ่ึงเปนหนึ่งในยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch พบวามีการแสดงออกในเซลลไลนทั้งสองใน
ภาวะปกติ ดังนั้น จึงสรุปไดวาในเซลลไลนทั้งสองนี้มีการสงสัญญาณผานวิถีสัญญาณ Notch     
อยางตอเนื่อง ซ่ึงอาจจะเปนการสงสัญญาณโดยใชลิแกนดที่มีการแสดงออกในเซลลเหลานี้  

 
 

รูปท่ี 4.8 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ Notch1, Notch2, 
Notch3, Notch4  และ Hes1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat และ HepG2             
ผลลบควบคุมคือ HPLC water 
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รูปท่ี 4.9 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ Jagged 2 และ        
Delta-like 1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat และ HepG2 ผลลบควบคุมคือ     
HPLC water ผลบวกควบคมุคือ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 

 
4.4 ผลของ GSI ตอการแสดงออกของยนีเปาหมายของวถิีสัญญาณ Notch (HES1) และ Notch1 ใน
เซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI โดยวิธี RT-PCR และวิธี Western blot  

เพื่อยืนยันวาเมื่อเซลลไดรับยา GSI แลว มกีารกดสัญญาณ Notch จริง จึงทําการศึกษา     
ผลของ GSI  ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch ไดแก HES1 และ Notch1      
ในเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat และ HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 และ 50             
ไมโครโมลารในเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ตามลําดับเปนเวลา 4 วนั พบวาทั้ง Jurkat และ 
HepG2 มีการแสดงออกของ HES1 ลดลง ในสวนของการแสดงออกของ Notch1 พบวามีการ
แสดงออกของ mRNAไมเปล่ียนแปลงในเซลล Jurkat และลดลงในเซลล HepG2 เมื่อทําการศึกษา
ผลของ GSI ตอการแสดงออกของ Notch1 ดวยวิธี Western blot โดยเตมิ GSI ความเขนขน 25 และ 
50 ไมโครโมลารในเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 3 วัน พบวามี
ปริมาณของ Notch1 เพิ่มขึ้นทั้งสองเซลลและเมื่อทําการศึกษาใหละเอยีดขึ้นโดยศึกษาที่เวลา 1, 2, 3 
และ 4 วัน พบวามีการแสดงออกของ Notch1 เพิ่มขึ้นทั้งสองเซลลไลน ดังแสดงผลดงัรูปที่ 4.10, 
4.11, 4.12 และ 4.13  

ดังนั้น เมื่อเซลลไลนทั้งสองไดรับยา GSI แลว วิถีสัญญาณ Notch ถูกกด สงผลใหมีการ
ลดลงของยีนเปาหมาย Hes1 ในระดบัการถอดรหัส สวนการแสดงออกของ Notch1 ในระดบั 
mRNA ในเซลล Jurkat นั้นไมเปล่ียนแปลง แตในเซลล HepG2 มีระดับลดลง แสดงใหเห็นวาใน
เซลลไลนสองชนิดนี้มีกระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีน Notch1 ตางกัน กลาวคือ ในเซลล 
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Jurkat นั้น การแสดงออกของ Notch1 ไมอยูภายใตการควบคุมของวถีิสัญญาณ Notch แตในเซลล 
HepG2 วิถีสัญญาณ Notch ทําหนาที่สําคัญในการควบคุมระดับการแสดงออก 

จากการที่พบวามีปริมาณโปรตีน Notch1 สะสมในเซลลทั้งสองชนิดที่ไดรับยา GSI นั้น 
คาดวานาจะเปนผลที่ Notch1 ไมถูกตัด เนื่องจากมีการกดของยา GSI ทําใหมีโปรตีนสะสมบน     
ผิวเซลล เพราะหากโปรตนีถูกตัดแลว จะมีการ turn over ของโปรตีนอยางรวดเรว็ โดยจะถูกยอย
ผานกระบวนการของ Proteasome  

 
ก.                  

 
 
ข. 
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ค. (1)                 

 
 
   (2) 

 
 
รูปท่ี 4.10 ผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 

Notch1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat โดยวิธี RT-PCR และวิธี Western blot 

ก. อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ HES1 และ Notch1     
     ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 ไมโครโมลาร    
     เปนเวลานาน 4 วัน 
ข. Fold induction ที่ไดจากการวิเคราะหผลจากรูป 4.10 ก  
ค. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat เมื่อเติม GSI ที่ความ 
     เขนขน 25 ไมโครโมลาร โดยวิธี Western blot 
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     (1) เปนเวลานาน 3 วัน 
     (2) เปนเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 วัน 
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ค. (1)         

 
 
   (2) 

 
 

รูปท่ี 4.11 ผลของ GSI ตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES1) และ 
Notch1  ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2  โดยวิธี RT-PCR และวิธี Western blot                                  

ก. อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ HES1 และ Notch1       
       ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 ไมโครโมลาร             
       เปนเวลานาน 4 วัน  
ข. Fold induction ที่ไดจากการวิเคราะหผลจากรูป 4.11 ก                                          

ค. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat เมื่อเติม GSI ที่ความ 
     เขนขน 25 ไมโครโมลารโดยวิธี Western blot 
     (1) เปนเวลานาน 3 วัน 
     (2) เปนเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 วัน 
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4.5 ผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย โดยวิธียอมดวย 
DNA dye Hoechst 33342  

เพื่อศึกษาวาเมือ่เซลลไดรับยา GSI แลว GSI ทําลายเซลลมะเร็งโดยกระตุนใหเซลลเขาสู
โปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิส หรือเพียงแคยับยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเทานัน้     
จึงทําการศึกษาผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat 
และ HepG2 เมื่อเติม GSI ที่ความเขนขน 25 และ 50 ไมโครโมลารในเซลลไลน Jurkat และ HepG2 

ตามลําดับเปนเวลา 4 วันโดยวิธียอมดวย Hoechst 33342 พบวาทั้งสองเซลลไมมีการตายแบบ        
อะพอพโทซิส แสดงวา GSI มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลเทานั้นแสดงผลดังรูปที่ 4.12       
และ 4.13 
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ค. 
           

                   
 
ง.  
 

                   
 

จ. 
                     

                   
 
 

รูปท่ี 4.12 ผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat 
ภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 200 เทา (รูปซายแสงฟลูออเรสเซนซและรูปขวาแสง
ธรรมดา) 
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ก. เปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat เมื่อเติม GSI ความ  
     เขนขน 25 ไมโครโมลาร                                                        
ข. เติม GSI ความเขนขน 25 ไมโครโมลารเปนเวลา 4 วัน 
ค. เติม DMSO ความเขมขน 0.025 เปอรเซ็นตเปนเวลา 4 วัน 
ง. เซลลผลลบควบคุม                                                                                                                             
จ.  เซลลผลบวกควบคุม (เติม Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลารเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
 เครื่องหมายลกูศรชี้ (        ) คือ เซลลที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส  
                
                                            
ก. 
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ค.  
                               

                   
 
ง. 
                   

                     
 
จ. 
                

                     
 

รูปท่ี 4.13 ผลของ GSI ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 
ภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 200 เทา (รูปซายแสงฟลูออเรสเซนซและรูปขวาแสง
ธรรมดา)                                                                                                                                                            

ก. เปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย Jurkat เมื่อเติม GSI ความ 
    เขนขน 25 ไมโครโมลาร                          
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ข. เติม GSI ความเขนขน 50 ไมโครโมลารเปนเวลา 4 วัน 
ค. เติม DMSO ความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นตเปนเวลา 4 วนั                                                                              
ง. เซลลผลลบควบคุม                                                                                                                             
จ. เซลลผลบวกควบคุม (เติม Etoposide ความเขมขน 200 ไมโครโมลารเปนเวลา  
    24 ช่ัวโมง 
เครื่องหมายลกูศรชี้ (         ) คือ เซลลที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส      

                                                             
4.6 ผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษยท่ีไวตอ GSI   

เพื่อพิสูจนวาฤทธิ์ของ GSI ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งทั้งสองชนิดผานการ
กดวิถีสัญญาณ Notch จึงทาํการศึกษาการแสดงออกเกนิของ truncated Notch โดยใชพลาสมิดที่มี
ยีน intracellular Notch1 (pcDNA3-ICN1) โดยการทํา stable transfection ในเซลล Jurkat โดยวิธี 
อิเล็กโทรพอเรชัน พบการแสดงออกเกินของโปรตีน Notch1 เมื่อตรวจสอบโดยวิธี Western blot 
และเมื่อเติม GSI และ DMSO เปนเวลา 4 วัน พบวา GSI ไมมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลที่
ไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 ซ่ึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p > 0.005 (t-test) 
เมื่อเทียบกับในภาวะที่มี DMSO ซ่ึงวิเคราะหโดยวิธี MTT proliferation assay ดังรูปที่ 4.14  

 การศึกษาการแสดงออกเกนิของ truncated Notch โดยใชพลาสมิดที่มียนี intracellular 
Notch1 (pcDNA3-ICN1) โดยการทํา transient tranfection ในเซลลไลน HepG2 โดยใช Fugene6 
reagent เมื่อตรวจสอบโดยวิธี Western blot พบวามกีารแสดงออกของโปรตีน Notch1 เพิ่มขึ้นเมื่อ
เทียบกับเซลลที่ไดรับพลาสมิด pcDNA3 และเซลลที่ไมไดรับพลาสมิด ในขณะที่ stable 
transfection ไมพบการแสดงออกเกินของโปรตีน Notch1 และเมื่อเติม GSI และ DMSO เปนเวลา   
4 วัน พบวา GSI ไมมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลที่ไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 ซ่ึงไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ p > 0.005 (t-test) เมื่อเทียบกับในภาวะที่มี DMSO ซ่ึง
วิเคราะหโดยวธีิ MTT proliferation assay ดังรูปที่ 4.15 

แสดงวา truncated Notch1 สามารถชวยใหเซลลมีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นเมื่ออยูในภาวะที่มี GSI 
หรือ GSI ยับยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งทั้งสองชนิดผานการกดวิถีสัญญาณ Notch  
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รูปท่ี 4.14 ผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ท่ี      

ไดรับพลาสมดิ pcDNA3-ICN1 (stable transfection) โดยวิธี อิเล็กโทรพอเรชัน 

ก. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ที่ไดรับพลาสมิด  
    pcDNA3-ICN1 วิเคราะหโดยวิธี Western blot     
ข. ผลของ GSI ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ที่ไดรับ      
    พลาสมิด pcDNA3-ICN1 โดยวิธี MTT proliferation assay 
หมายเหตุ  เครือ่งหมาย    แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร 
*  แสดงคาความแตกตางระหวางกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

* *
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รูปท่ี 4.15 ผลของการแสดงออกเกินของ truncated Notch ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2    

ท่ีไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 (transient and stable transfection) โดยใช Fugene6 
reagent  

 ก. การแสดงออกของ Notch1 ในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย HepG2 ที่ไดรับพลาสมิด 
     pcDNA3-ICN1 วิเคราะหโดยวิธี Western blot (transient transfection)                                                        
 ข. ผลของ GSI ตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย Jurkat ที่ไดรับ      
     พลาสมิด pcDNA3I-CN1โดยวิธี MTT proliferation assay (stable transfection) 
 หมายเหตุ  เครื่องหมาย    แสดงคาความแปรปรวนของกลุมประชากร 
*  แสดงคาความแตกตางระหวางกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

* ** 



บทที่ 5 

วิจารณผลการทดลอง 

การศึกษาผลของ GSI ตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 6 ชนิด คือ 
SW620, Kato III, HepG2, BT474, A375 และ Jurkat พบวา GSI สามารถยับยั้งการเพิม่จํานวนของ 
Jurkat และ HepG2 ที่ความเขมขน 25 ถึง 50 ไมโครโมลาร ทั้งหกเซลลไลนมีการแสดงออกของ 
Notch1 และ Jagged1 ในระดับที่แตกตางกัน ยกเวน BT474 ไมมีการแสดงออกของ Jagged1 
นอกจากนั้น Jurkat และ SW620 มีการแสดงออกของ cleaved Notch1(actived form)  Jurkat และ 
HepG2 มีการแสดงออกของ Notch1, Notch2, Notch3, Hes1 (ยนีเปาหมายของ Notch) , Jagged1, 
Jagged2 และ Dlk1 (Notch ligand) แตไมมกีารแสดงออกของ Notch4 ซ่ึงการแสดงออกของ Notch1, 
Jagged1, Jagged2 และ Dlk1 ใน Jurkat ไดผลคลายกับรายงานการวิจยัของ Chiaramonte และคณะ 
(2005) สวนการแสดงออกของ Notch3, Jagged1, Dlk1 และ Hes1 ในเซลล HepG2 ไดผลคลายกับ
รายงานการวิจยัของ Giovannini และคณะ (2006) และ GSIไมไดสงผลให Jurkat และ HepG2 มีการ
ตายแบบอะพอพโทซิส แสดงวา GSI มีผลเพียงแคยับยัง้การเพิ่มจํานวนของเซลลเทานั้น เมื่อเซลล 
Jurkat และ HepG2 ไดรับ GSI เปนเวลา 4 วัน พบวาทั้งสองเซลลไลนมีการแสดงออกของยีน Hes1 
ลดลง ในขณะที่ Notch1 คงที่ในเซลลไลน Jurkat และลดลงในเซลลไลน HepG2 และทั้งสอง   
เซลลไลนมีการแสดงออกของ Notch1 เพิ่มขึ้นในวันที่ 1-4  จึงสัณนษิฐานวาในเซลล Jurkat มีการ
สังเคราะห mRNA ของ Notch1 ในระดับเทาเดิมแตไมสามารถทํางานไดเนื่องจาก GSI ไปยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทส Notch1 จึงไมถูกตดัใหส้ันลง หรือมี intracellular Notch1 
(active form) ลดลง ทําใหระดับการแสดงของ Hes1 ลดลง และมีการสะสมของโปรตีน Notch1  
บนผิวเซลลเพิ่มขึ้น แสดงวาการแสดงออกของ Notch1 ไมอยูภายใตการควบคุมของวถีิสัญญาณ 
Notch ซ่ึงอาจมีวิถีสัญญาณอื่นไปควบคุมการแสดงออกของ Notch1 (upregulation) ดังรูปที่ 5.1 
สวนในเซลลไลน HepG2  สัณนิษฐานวาวถีิสัญญาณของ Notch1ทําหนาที่สําคัญในการควบคุมการ
แสดงออกของ Notch1 เอง (autoregulation) จึงมีการสังเคราะห mRNA ของ Hes1 และ Notch1 
ลดลงตามไปดวย เนื่องจาก GSI ไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมแกมมาซีครีเทส Notch1 จึงไมถูก
ตัดใหส้ันลงหรือมี intracellular Notch1 ลดลง ทําใหระดบัการแสดงออกของ Hes1 ลดลง และมีการ
สะสมของโปรตีน Notch1 บนผิวเซลลเพิ่มขึ้น ดังรูปที่ 5.2 ผลการศึกษาขางตนสอดคลองกับ
รายงานการวิจยัของ Weng และคณะ (2003) พบวา DEF-AA (compound E) ซ่ึงเปน GSI ตัวหนึ่ง
สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลไลน T6E และมกีารสะสมของโปรตีน Notch1 (สวนที่เหลือ
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จากการตัดดวย fulin like convertase และ TACE) บนผิวเซลลเพิ่มขึ้นตั้งแต 3 ช่ัวโมงหลังจากไดรับ 
GSI ซ่ึงมีความเสถียรเพราะหากโปรตีนถูกตัดแลว จะมกีาร turn over ของโปรตีนอยางรวดเร็ว    
โดยจะถูกยอยผานกระบวนการของ Proteasome เมื่อศึกษาการแสดงออกเกินของ ICN1 ใน Jurkat 
(stable transfection ) และ HepG2 (transient transfection) พบการแสดงออกเกินของโปรตีน 
Notch1 ในเซลลไลนทั้งสองที่ไดรับพลาสมิด pcDNA3-ICN1 แตใน HepG2 (stable transfection) 
ไมพบการแสดงออกเกนิของโปรตีน Notch ซ่ึงคาดวาในเซลลไลน HepG2 นาจะมกีลไกที่สามารถ
กดการแสดงออกของ Notch1 หรือเมื่อเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลานานๆ อาจมีการกลายพันธุของเซลล 
HepG2 ที่ไดรับพลาสมิดทําใหไมมกีารแสดงออกของ Notch1 และเมื่อเติม GSI และ DMSO      
เปนเวลา 4 วัน พบวา GSI ไมมีผลตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนทั้งสองที่ไดรับพลาสมิด 
pcDNA3-ICN1 ซ่ึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p > 0.005 (t-test) เมื่อเทียบกับใน
ภาวะที่มี DMSO แสดงวา truncated Notch1 สามารถชวยใหเซลลมีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นเมือ่อยูในภาวะ
ที่มี GSI หรือกลาวไดวา GSI ยับยัง้การเพิม่จํานวนของเซลลไลนมะเร็งทั้งสองชนิดผานการกดวิถี
สัญญาณ Notch  

จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวาวิถีสัญญาณ Notch มีสวนเกีย่วของกับการเพิ่มจาํนวน
ของเซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาวและมะเร็งตับ ซ่ึงการยับยั้งแบบจําเพาะตอวิถีสัญญาณของ Notch 
โดยตรงดวย GSI นั้นไดมีรายงานที่คลายกับงานวจิียนี้ในสวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาวแบบ    
T-ALL มากอนหนานี้แลว ซ่ึง GSI ที่ใชคือ compound E (Weng และคณะ, 2004) แตสําหรับผลของ
GSI ที่มีตอเซลลมะเร็งตับนั้น ยังไมมีรายงานมากอน ซ่ึงผลการทดลองของงานวิจยันีจ้ะเปน
แนวทางในการริเร่ิมประยุกตใชรักษามะเร็งทั้งสองชนิดแบบจําเพาะตอไป  

เนื่องจากการศกึษาในงานวิจยันี้เปนการทดลองในระดับเซลลไลนมะเร็งของมนุษยเทานั้น      
ซ่ึงถาจะนําไปใชไดจริงตองทําการศึกษาตอในระดับสัตวทดลองและระดับคลีนิกในมนุษยตอไป
และตองศึกษาถึงประสิทธิภาพ ความเปนพษิและผลขางเคียงของ GSI  เนื่องจากวิถีสัญญาณ Notch 
พบไดในเซลลปกติทั่วๆไป และ GSI ไมมีความจําเพาะในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch เทานั้นแตยัง
มีความจําเพาะกับซับสเตรทอื่นๆ เนื่องจากเอนไซมแกมมาซีครีเทสมีซับสเตรทหลายชนิด เชน 
Notch ligand (Delta-like1 และ Jagged2) (Ikeuchi และ Sisodia, 2003) ErbB4 receptor tyrosine 
kinase (Ni และคณะ, 2001; Leeและคณะ, 2002) E-cadherin (cell adhesion molecules) 
(Marambaud และคณะ, 2002) CD44 (cell surfate adhesion) (Okamoto และคณะ, 2001) ดังนั้น 
GSI อาจมีผลยบัยั้งซับสเตรทเหลานี้ไดเชนกัน อีกทั้งเซลลมะเร็งของแตละบุคคลถึงแมวาจะมีจดุ
กําเนิดมาจากอวัยวะเดียวกนัก็ตาม อาจมคีวามแตกตางกันในความผดิปกติระดับโมเลกุล ดังนั้น จึง
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มีความจําเปนที่จะตองคัดกรองมะเร็งที่มีความผิดปกติของวิถีสัญญาณ Notch ดังที่แสดงผลใน
งานวิจยันี้ ในกลุมยีน Notch เองนั้นก็มหีลายยีนที่มกีารแสดงออกเกินในเซลลไลนมะเร็ง แตการใช
GSI นั้นจะกดวิถีสัญญาณทั้งหมด โดยไมแยกแยะวามาจาก Notch ใด ดงันั้น เพื่อเปนการศึกษาใน
รายละเอียดวา Notch ใดมีหนาที่หลักในกระบวนการเกดิมะเร็ง จําเปนตองใชเทคนิคการลดการ
แสดงออกของยีนแบบจําเพาะ เชน วิธี Small interfering RNA (siRNA) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
ตอตานการทํางานของ RNA เปนตน มารวมใชในการศึกษาตอไป นอกจากนั้นควรทําการศึกษา 
Cell cycle analysis ของเซลล Jurkat และ HepG2 หลังจากไดรับ GSI โดยยอมดวยสารเรืองแสง 
เชน  propidium iodide แลววัดปริมาณดีเอน็เอโดยใชเครื่อง Flow cytometry เพื่อบงบอกวา GSI มี
ผลทําใหเซลลมะเร็งทั้งสองเขาสูระยะ G0/G1 หรือไม เนือ่งจากเซลลทั้งสองเมื่อไดรับ GSI ไมตาย
แตหยุดการแบงตัว ดังมีรายงานวาวิถีสัญญาณ Notch ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ
การเขาสูวัฐจกัรของเซลลหลายยีน เชน cyclin D (Ronchini และ Capobianco, 2001) และ c-myc 
(Satoh และคณะ, 2004; Weng และคณะ, 2007)  

 
 

 
 
 

รูปท่ี 5.1 ไดอะแกรมเสนอผลของ GSI ตอวถิีสัญญาณ Notch ในเซลล Jurkat 
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รูปท่ี 5.2 ไดอะแกรมเสนอผลของ GSI ตอวถิีสัญญาณ Notch ในเซลล HepG2 



บทที่ 6  

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

1. GSI สามารถยับยั้งการเพิม่จํานวนของ Jurkat และ HepG2 ที่ความเขมขน 25 ถึง 50      
ไมโครโมลาร โดยวิธี  MTT proliferation assay 

2. เซลลที่นํามาใชในงานวจิยั (SW620, Kato III, HepG2, BT474, A375 และ Jurkat) มีการ
แสดงออกของโปรตีน Notch1 และ Jagged1 ในระดับที่แตกตางกัน ยกเวน BT474 ไมมีการ
แสดงออกของ Jagged1 

3. Jurkat และ SW620 มีการแสดงออกของ cleaved Notch1 
4. Jurkat และ HepG2 มีการสงสัญญาณผานวิถีสัญญาณ Notch อยางตอเนื่อง ซ่ึงอาจจะเปน

การสงสัญญาณโดยใชลิแกนดที่มีการแสดงออกในเซลลเหลานี้ เพราะมีการแสดงออกของ mRNA 
ของ Notch1, Notch2, Notch3, Hes1, Jagged1, Jagged2 และ Dlk1 แตไมมีการแสดงออกของ 
Notch4                

5. GSI มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ Jurkat และ HepG2 โดยไมสงผลใหมีการตายแบบ 
อะพอพโทซิส  

6. เมื่อเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ไดรับ GSI แลววิถีสัญญาณ Notch ถูกกดสงผลทําให
การแสดงออกของ Hes1 ลดลงในระดับการถอดรหัส สวนการแสดงออกของ Notch1 ในระดบั 
mRNA ในเซลล Jurkat นั้นไมเปล่ียนแปลง แตในเซลล HepG2 มีระดับลดลง และทั้งสองเซลลไลน
มีการสะสมของโปรตีน Notch1 บนผิวเซลลเพิ่มขึ้น  

7. การแสดงออกเกินของ truncated Notch1 สามารถชวยใหเซลลมีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นเมื่ออยู
ในภาวะที่มี GSI หรือ GSI สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลไลน Jurkat และ HepG2 ผานการ
กดวิถีสัญญาณ Notch  

8. วิถีสัญญาณ  Notch มีสวนเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาว
และมะเร็งตับ 
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6.2 ขอเสนอแนะ 

1. ทําการศึกษา Cell cycle analysis ของเซลล Jurkat และ HepG2 หลังจากไดรับ GSIโดย
ยอมดวยสารเรืองแสง เชน propidium iodide แลววดัปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเครื่อง Flow cytometry 
เพื่อบงบอกวา GSI มีผลทําใหเซลลมะเร็งทั้งสองเขาสูระยะ G0/G1 หรือไม เนื่องจากเซลลทั้งสอง
เมื่อไดรับ GSI ไมตายแตหยดุการแบงตวั  

2. ทําการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Notch และยีนเปาหมายของวิถีสัญญาณ Notch 
อ่ืนๆ นอกเหนอืจากที่ไดทําการศึกษาในงานวิจยันี้ เพื่อเปนดัชนีบงบอกถึงแอคติวิตีของวิถีสัญญาณ
นี้ เชน Hes5 และ Deltex1 เปนตน 

3. ใชเทคนิคการลดการแสดงออกของยีนแบบจําเพาะ เชน วิธี siRNA ซ่ึงมีคุณสมบัติใน
การลดการแสดงออกของ mRNA มาใชเพือ่ศึกษาในรายละเอียดวา Notch ใดมีหนาทีห่ลักใน
กระบวนการเกิดมะเร็งตอไปในอนาคต โดยนํา small interfering RNA ของ Notch แตละชนิดเขาสู
เซลล Jurkat และ HepG2 นําไปทดสอบดวยวิธี MTT proliferation assay เปอรเซ็นตการมีชีวิติของ
เซลลจะมีคาลดลงเมื่อเทียบเซลลปกติ โดยกลไกการทํางานของ siRNA คือในเซลลจะมีการทํางาน
ของเอนไซม dicer เพื่อยอยใหเปน siRNA ซ่ึงจะจับกับ RNA-induced silencing complex (RISC) 
complex สงผลให siRNA คลายตัวเปน single strand siRNA ซ่ึงจะจับกบั senese-strand mRNA ที่
สรางขึ้นในเซลล ทําใหถูกยอยโดยเอนไซม slicer สงผลใหการแสดงออกของ Notch ลดลง  

4. ทําการศึกษาผลของ GSI และศึกษาถึงประสิทธิภาพ ความเปนพษิและผลขางเคียงของ
GSI ในระดับสัตวทดลอง (in vivo) เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตนในการนําไปใชในมนุษยตอไป โดย
ทําการฉีดเซลลไลนมะเร็ง Jurkat หรือ HepG2 เขาไปใตผิวหนังของหนูทดลอง Nude mice เพื่อ
ปลูกกอนมะเร็ง หลังจากนัน้ฉีด GSI แลววดัขนาดเสนผานศูนยกลางของกอนมะเร็ง ซ่ึงจะมีขนาด
เล็กลงเนื่องจาก GSI ไปยับยัง้การทํางานของวิถีสัญญาณ Notch  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

1. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป            10.4   กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2   กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับใหไดปริมาตร   
1 ลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร ปดฝาและพัน             
พาราฟลม เก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 ºซ 

 
2. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี Fetal bovine serum ความเขมขน 10 % (working reagent) 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent)              90   มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)                          10   มิลลิลิตร 
Gentamycin (100 mg/ml)                                          100   ไมโครลิตร 
HEPES                                                                           1   มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate                                                            1   มิลลิลิตร 
                                                   

3. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 สําหรับเก็บเซลลแชแข็ง 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (working reagent) 9   มิลลิลิตร 
DMSO      1   มิลลิลิตร 
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) (Sambrook และ Russell, 2001) 

ทริปโตน (tryptone)                                               10   กรัม 
ผงสกัดจากยีสต                                                       5   กรัม 
โซเดียมคลอไรด                                                      5   กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.0 มิลลิลิตร ดวย NaOH ความเขมขน 1 N ปรับใหไดปริมาตร        
1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (LB agar) (Sambrook และ Russell, 2001) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB เติมวุน (Bacto agar) จํานวน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ       
จํานวน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา         
20 นาที 

  
6. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งท่ีมียา Ampicillin (LBA agar)  

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (LB agar) หลังจากนําไปนึ่งฆาเชื้อแลว ทิ้งไวใหเยน็อุณหภูมิ
ประมาณ 55ºซ เติม Ampicillin ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

 สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

1. บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free) ความเปนกรด-ดาง 7.4 

NaCl   8.0     กรัม 
KCl   0.2     กรัม 
NaHPO4  1.44   กรัม 
KH2PO4  0.24   กรัม 
นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําปลอดประจ ุ800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 

7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาที 

 
2. สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 

MTT         50   มิลลิกรัม 
PBS  (สําหรับทําการเพาะเลี้ยงเซลลเทานั้น)  10   มิลลิลิตร 
ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    

กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 
ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่
อุณหภูมิ 4ºซ 

หมายเหตุ MTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนชัง่หรือเตรียมสารทุกครั้ง 
 

3. สารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol 

นํา volume metric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมไอโซโพพานอล จํานวน 80 มิลลิลิตร                          
เติม HCl 0.331 มิลลิลิตรปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวยไอโซโพพานอล เก็บที่อุณหภูมหิอง 
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4. สารละลาย 100 mM DAPT   

ละลาย DAPT จํานวน 5 มิลลิกรัม ใน DMSO 115.7 ไมโครลิตร ใหละลายจนหมด (ทาํในตู 
ปลอดเชื้อ) แบงใสหลอดไมโครเซนติฟวจทีป่ลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 10 ไมโครลิตร              
เก็บที่อุณหภูม ิ-80°ซ  

 
5. สารละลาย 10 mM EGTA 

ละลาย EGTA จํานวน 0.11 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121°ซ  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาที เก็บที่อุณหภูมิ 4ºซ 

 
6. สารละลาย 1 M Dithiothreitol (DTT)   

ละลาย DTT จาํนวน  3.09 กรัม ใน Sodium acetate ความเขมขน 0.01 M pH 5.2 ปริมาตร 
40 มิลลิลิตร กรองผานหัวกรอง (filter disc) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสหลอดไมโครเซนติฟวจ
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20ºซ 

 
7. สารละลาย 500 mM Tris-HCl (คาความเปนกรด-ดาง 7.2) 

ละลาย Tris-HCl จํานวน 7.88 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน     
กรด-ดาง เปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวย
กระบอกตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
8. สารละลาย 1.4 M KCl 

ละลาย KCl จํานวน10.437 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกระบอก
ตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาท ี
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9. สารละลาย 25 mM MgCl 

ละลาย MgCl จํานวน 0.508 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย
กระบอกตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
10. สารละลาย Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน  

10mM EGTA    1   มิลลิลิตร 
10mM DTT     1   มิลลิลิตร 
500mM Tris-HCl (pH 7.2) 1   มิลลิลิตร 
1.4 M KCl    1   มิลลิลิตร 
25mM MgCl   1   มิลลิลิตร 
ddH2O    5   มิลลิลิตร 
 

11. สารละลาย Buffer B    

Buffer A              990   ไมโครลิตร 
1% Nonidet p-40              10   ไมโครลิตร 
   

12. สารละลาย มาตรฐาน BSA 10 mg/ml 

  BSA   0.02   กรัม  
ddH2O       2   มิลลิลิตร 
แบงใสหลอดไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 500 ไมโครลิตร 

เก็บที่อุณหภูม ิ-20ºซ  
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13. สารละลาย BCATM protein assay 

สารละลาย A    50   สวน 
สารละลาย B      1   สวน 
 

14. สารละลาย 1.5M Tris ความเปนกรด-ดาง 8.8 

 ละลาย trisma base จํานวน 90.855 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 400 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน       
กรด-ดาง เปน 8.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรใหครบ 
500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 
นาที 

 
15. สารละลาย 1M Tris ความเปนกรด-ดาง 6.8 

ละลาย trisma base จํานวน 12.114 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดาง เปน 6.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

 
16. สารละลาย 10% SDS 

ละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) จํานวน 5 กรัมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ            
40 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH             
ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจนครบ 50 มิลลิลิตร  

 
17. สารละลาย 10% Ammonium persulfate (APS) 

ละลาย Ammonium persulfate จํานวน 0.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4ºซ 
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18. 8% Separating gel  

ddH2O   5.3 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide  2.0 มิลลิลิตร 
1.5 M  Tris pH 8.8 2.5 มิลลิลิตร 
10% SDS  0.1 มิลลิลิตร 
10% APS  0.1 มิลลิลิตร 
TEMED  0.006 มิลลิลิตร 
 

19. 5% staking gel 

ddH2O   1.482 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide  0.248 มิลลิลิตร 
1.5 M  Tris pH 6.8 0.25 มิลลิลิตร 
10% SDS  0.02 มิลลิลิตร 
10% APS  0.02 มิลลิลิตร 
TEMED  0.002 มิลลิลิตร 
 

20. สารละลาย 5x Running buffer  

trisma base      15.1   กรัม 
glycine      94      กรัม 
SDS           5      กรัม 
นําแตละสวนคอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวง

จนครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาท ี

 
 
 
 



 

76

 

 

21. สารละลาย 2x laemmli buffer 

10% SD         4   มิลลิลิตร 
Glycerol 87%                2.29   มิลลิลิตร 
1.0 M Tris pH 6.8                    1   มิลลิลิตร 
ddH2O                 2.71   มิลลิลิตร 
Bromphenol blue             0.001   กรัม 
 

22. สารละลาย Staining buffer   

 β-mercapto ethanol  100   ไมโครลิตร 
2x laemmli buffer  900   ไมโครลิตร 
     

23. สารละลาย Transfer buffer 

Glycine     2.9   กรัม 
Trisma base       15.1   กรัม 
 SDS          0.37   กรัม 
ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ 700 มิลลิลิตร เติมเมทานอลสัมบูรณ 

จํานวน 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจ ุนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
  
24. สารละลาย 10x Phosphate buffer saline (PBS) 

NaCl   80.0   กรัม 
KCl     2.0   กรัม 
NaHPO4  14.4   กรัม 
KH2PO4    2.4   กรัม 
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นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําปลอดประจ ุ800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 
7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาที 
 
25. สารละลาย Phosphate buffer saline tween20 (PBST)  

1x Phosphate buffer   1   ลิตร 
Tween 20                       0.5   มิลลิลิตร 
 

26. สารละลาย Blocking solution (PBST in 3% non-fat dry milk) 

PBST          200   มิลลิลิตร 
non fat dry milk                      6   กรัม 
 

27. ECL Western blot reagent 

สารละลาย 1             2   มิลลิลิตร 
สารละลาย 2            2    มิลลิลิตร 
 

28. น้ํายาลางฟลม 

Developer  1  สวน : น้ํา   4  สวน 
Fixer          1  สวน : น้ํา   4  สวน 
 

29. น้ําปลอด RNAase (DEPC water) 

เติมสารละลาย Diethylpyrocarbonate (DEPC) 10 ไมโครลิตรลงในน้ํา HPLC ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองขามคืน นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาที 
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30. สารละลาย 75% Ethanol in DEPC water 

Absolute Ethanol   7.5   มิลลิลิตร 
DEPC water  2.5   มิลลิลิตร 
 

31. สารละลาย 50x TAE buffer  

Tris base acetate          48.4     กรัม 
Garcial acetic acid           11.42   มิลลิลิตร 
0.5M EDTA pH 8.0      20        มิลลิลิตร 
นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ          

1000 มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจ ุนําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121ºซ ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
32. 2% Agarose gel  

สารละลาย 1x TAE buffer           20   มิลลิลิตร 
Agarose gel                                0.4   กรัม 
 

33. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 

ละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
34. สารละลาย Ampicillin 50 mg/ml 

ละลาย Ampicillin จํานวน 0.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจํานวน 10 มิลลิลิตรให
ละลายจนหมด (ทําในตูปลอดเชื้อ) กรองผานหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เแบงใสหลอด       
ไมโครเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ 
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35. สารละลาย Gentamycin 100 mg/ml 

ละลาย Gentamycin จํานวน 1 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจํานวน 10 มิลลิลิตรให
ละลายจนหมด (ทําในตูปลอดเชื้อ) กรองผานหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เแบงใสหลอด       
ไมโครเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ  

 
36. สารละลาย G418 50 mg/ml 

ละลาย G418 จํานวน 1 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจํานวน 20 มิลลิลิตร                   
ใหละลายจนหมด (ทําในตูปลอดเชื้อ) กรองผานหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เแบงใส        
หลอดไมโครเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20°ซ  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสายพณิ สุวรรณจณุี เกดิวันที่ 7 เมษายน พ.ศ 2516 ทีจ่ังหวดัแพร สําเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคนิคการแพทย ภาควิชาเทคนคิการแพทย คณะเทคนิค
การแพทย มหาวิยาลัยเชียงใหม ในปการศกึษา 2537 เขารับราชการ ณ สถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ
มหาราชินี สังกัดกรมการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ในป 2540 และศึกษาตอในระดับมหาบณัฑติ 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2547 
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