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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 รุ่งนภา บุตรศรี : การแสดงออกของยีนและคุณลักษณะของเซลล์ตน้กำเนิดมะเร็งในประชากรเซลล์

ไลน์ U87MG glioblastoma  . ( Gene expression and characterization of cancer stem 
cell populations in U87MG glioblastoma cell line  ) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ดร.นพัต จันทรวิสตูร 

  
มะเร็งสมองชนิดกลัยโอบลาสโตมา (Glioblastoma หรือ GBM) เป็นมะเร็งสมองชนิดท่ีพบมากท่ีสุด มีความ

รุนแรงและมีอัตราการเสียชีวิตสูง ทำให้คนไข้โดยเฉลี่ยเสียชีวิตภายในหน่ึงปี นอกจากนี้เซลล์ GBM ยังมีความหลากหลาย
ทางสัณฐาน ดังน้ันผู้วิจัยจึงเล็งเห็นความสำคัญของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งท่ีเป็นประชากรท่ีมีความสำคัญในแง่ของการ
ตอบสนองต่อการรักษาและการกลับมาเป็นซ้ำของโรคมะเร็ง  การท่ีจะสามารถพัฒนาการรักษาท่ีมีความจำเพาะในการ
กำจัดเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งน้ี จะต้องมีกระบวนการในการระบุเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (identification) ท่ีมีความจำเพาะ
และแม่นยำ ผู้วิจัยจึงต้องการค้นคว้าในเชิงลึกเพื่อหาการแสดงออกของยีนและโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับความเป็นเซลล์ต้น
กำเนิดมะเร็ง โดยทำการแยกประชากรเซลล์ U87MG ออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่ 
และประชากรเซลล์เล็กออกจากกัน โดยใช้ความแตกต่างของขนาดเซลล์ ด้วยเทคนิค Fluorescence-activated cell 
sorting (FACS) จากนั้นนำประชากรดังกล่าวมาเลี้ยงแยกกัน โดยทำการศึกษาประชากรท้ังหมด ประชากรขนาดใหญ่และ
ประชากรขนาดเล็ก แล้วศึกษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดในระดับอาร์เอ็นเอด้วยเทคนิค Real-Time PCR โดยมุ่งเน้นไปท่ี
การศึกษา (1) pluripotency markers/ transcription factor ได้แก่ OCT4, SOX2, NANOG และ c-MYC (2) cancer 
stem cell signalling ได้แก่ mTOR pathway โดยเน้นไปท่ี mTORC2 และ LIN28/let-7 pathway และ (3) cellular 
phenotypes ได้แก่ วัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) การแบ่งตัวของเซลล์ (cell proliferation) และการเคลื่อนท่ีของ
เซลล์ (cell migration) งานวิจัยน้ีเป็นรายงานแรกท่ีศึกษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง GBM ใน U87MG โดยการแยก
เซลล์ออกเป็นประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กด้วย FACS โดยพบว่าเซลล์ U87MG มีการแสดงออกของยีนท่ี
บ่งชี้ความเป็นเซลล์ต้นกำเนิด ได้แก่ OCT4, SOX2, LIN28B,c-MYC, ZWINT, TYMS  และ RCF4 ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับ 
GBM ท่ีทำการศึกษาการแสดงออก  ได้แก่  SPARCL1, GDF15, LAMA1, RPL13A, EGFR, AKT และ  RICTOR  ใน
ประชากรเซลล์รวมมีการแสดงออกของยีนท่ีบ่งชี้ความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดสูงท่ีสุด อีกท้ังยังพบว่าเซลล์ U87MG ต้องการ
การอยู่รวมกันของเซลล์จึงจะสามารถแบ่งตัวเพิ่มจำนวนได้ตามปกติ การค้นพบน้ีอาจนำไปสู่การหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพใน
การวินิจฉัยโรคมะเร็ง GBM ท่ีมีความจำเพาะแม่นยำ และอาจนำไปสู่วิธีการรักษาใหม่ 

 

สาขาวิชา ชีวเคมีทางการแพทย ์ ลายมือช่ือนิสติ ................................................ 
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 Rungnapa Bootsri : Gene expression and characterization of cancer stem cell populations in 

U87MG glioblastoma cell line  . Advisor: Naphat Chantaravisoot, Ph.D. 
  

Glioblastoma brain cancer (GBM) is the most common type of brain cancer. It is extremely 
aggressive and has a high mortality rate. GBM patient has low survival within one year. In addition, the 
heterogeneity characteristics of GBM cells result in a variety of GBM cell sizes. Here, we recognized the 
importance of cancer stem cells as an essential population in response to treatment and cancer 
recurrence. To be able to develop a specific treatment to eliminate the cancer stem cells a process 
to specifically and accurately identify cancer stem cells is required. Here, we aimed to study the 
expression of stemness-related genes and proteins by separating the U87MG cell lines into three 
groups: U87A (All population), U87B (Big population), and U87Sm (Small population). We isolated U87 
glioblastoma cell populations according to cells forward scatter detection followed by fluorescence-
activated cell sorting (FACS). Then, we studied the three populations that were maintained separately 
(U87A, U87B and U87Sm). The expression of genes associated with stemness properties and 
proliferation was studied by Real-Time PCR technique, focusing on (1) pluripotency 
markers/transcription factors including OCT4, SOX2, NANOG and c-MYC (2) cancer stem cells signaling, 
including the mTOR pathway, emphasizing the mTORC2 and LIN28/let-7 pathways and (3) cellular 
phenotypes, including cell cycle, cell proliferation, and cell migration. This is the first report to study 
GBM cancer stem cells in U87MG by separating cells into U87B and U87Sm populations by FACS. We 
found that U87MG cells express all stemness-related marker genes, including OCT4, SOX2, LIN28B, c-
MYC, ZWINT, TYMS, RCF4. GBM-associated genes investigated in this study include SPARCL1, GDF15, 
LAMA1, RPL13A, EGFR, AKT, and RICTOR.  The U87A population significantly expressed higher cancer 
stemness-related genes than U87B and U87Sm populations. In addition, the proliferation of the U87A 
population is the highest compared to the others. Both U87B and U87Sm cells might support each 
other to grow. These findings might lead to the discovery of novel biomarkers for the precise diagnosis 
of GBM and developing new cancer treatments. 
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บทที่ 1  
บทนำ 

 
ความสำคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย 

กลัยโอบลาสโตมา (Glioblastoma หรือ GBM) เป็นเนื้องอกท่ีมีต้นกำเนิดมาจากเซลล์เกลีย 
(glia cell) จัดอยู่ในกลุ่มของมะเร็งแอสโตรไซโตมาเกรดสูง (high-grade astrocytoma) ในระดับที่ 
4 ตามองค์การอนามัยโลก (World Health Organization หรือ WHO) ที่ได้แบ่งระดับความรุนแรง
ของมะเร็งสมองตามลักษณะอัตราการเติบโตของเนื้อเยื่อ คือ ระดับที่ I ถึงระดับที่ IV (การ
เจริญเติบโตที่ช้าที่สุดไปจนถึงการเจริญเติบโตที่เร็วที่สุดตามลำดับ) โดยระดับ III และ IV จัดเป็นกลัย
โอมาท่ีมีความรุนแรงสูงที่สุด (high-grade gliomas หรือ HGG) (1) มีรายงานสถิติของการเกิดเนื้อ
งอกสมองน้อยกว่าร้อยละ 2 ของการเกิดโรคมะเร็งทั้งหมด (2) โดยพบเนื้องอกสมองแอสโตรไซโตมา
เกรดสูง ที่ 3.56 ต่อ 100,000 ประชากร และร้อยละ 90 เป็นมะเร็ง GBM (3) GBM จึงเป็นมะเร็ง
สมองชนิดที่พบมากท่ีสุดและมีการเสียชีวิตสูง โดยเฉลี่ยเสียชีวิตภายในหนึ่งปีหากไม่ได้รับการรักษาใด 
ๆ (1, 4) แม้ว่าในปัจจุบัน WHO จะมีการทำการประเมินด้วย molecular classification เพ่ือใช้เป็น
ตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการวินิจฉัยโรค (diagnostic biomarkers markers) ที่แนะนำไว้เดิม เช่น 
TP53/ TERTp mutant/ EGFR amplified (5) แต่วิธีการรักษายังมีไม่มากและมะเร็งมักต้านทานต่อ
การรักษาทำให้การรักษาไม่ได้ผล เนื่องจากความรุนแรงของ GBM ขึ้นอยู่กับลักษณะของเซลล์ที่มี
คุณสมบัติใกล้เคียงความเป็นเซลล์ต้นกำเนิด คือ เป็นเซลล์ที่สามารถเพ่ิมจำนวนของตัวเองได้อย่างไม่
จำกัด (self-renewal) และสามารถเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ที่จำเพาะได้ (differentiation) (6-9) ถ้า 
GBM ใกล้เคียงความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมากก็จะยิ่งมีความรุนแรง (aggressiveness) มาก อีกทั้งยัง
เกี่ยวข้องกับวิถีสัญญาณและกระบวนการในเซลล์ เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับ cell cycle, aging และ 
morphogenesis (10) โดยเฉพาะยีนที่เป็นตัวหลักในมะเร็งหลายชนิด เช่น RAS, TP53, PIK3 เป็น
ต้น (11, 12) ซึ่งยีนที่ใช้ยารักษา GBM เช่น EGFR พบว่าถูก amplified มากประมาณร้อยละ 50 และ
หนึ่งในวิถีสัญญาณที่ถูกกระตุ้นโดยโปรตีน EGFR คือ PI3K/ AKT/ mTOR พบว่าสัญญาณนี้ถูกกระตุ้น
มากถึงร้อยละ 90 (13) อีกทั้ง GBM บางกลุ่มมียีน EGFR ที่กลายพันธุ์ทำให้ยาที่ใช้ในการยับยั้งไม่
ได้ผล นอกจากนี้ยังมีรายงานพบว่า GBM มีการแสดงออกของ mammalian target of rapamycin 
complex 2 (mTORC2) โดยสัญญาณนี้ถูกกระตุ้นมากถึงร้อยละ 80-90 (12, 13, 20, 21) ส่งผลต่อ
โอกาสที่จะรักษาคนไข้กลับมาเป็นมะเร็งใหม่หลังการรักษาภายในระยะเวลาอันสั้นโดยเฉลี่ยร้อยละ 
25 ของผู้ป่วยจะมีมัธยฐานระยะเวลาการอยู่รอด (median survival) เป็นเวลา 2 ปี และร้อยละ 10 
ของผู้ป่วยจะอยู่รอดเป็นเวลา 5 ปี (14)  
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การสร้างเซลล์ประสาท (neurogenesis) และการพัฒนาของระบบประสาทส่วนกลาง 
(central nervous system) และระบบประสาทส่วนปลาย (peripheral nervous system) มีความ
เกี่ยวข้องกับวิถีสัญญาณในระดับเซลล์โดยเฉพาะ mammalian target of rapamycin (mTOR) ทั้ง
หน้าที่ทางสรีรวิทยาหลายอย่าง เช่น การเจริญเติบโตของเซลล์ (cell growth) การเพ่ิมจำนวนเซลล์ 
(cell proliferation) การเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) การสังเคราะห์โปรตีน (protein 
synthesis) และการแปลรหัส (transcription) รวมถึงเก่ียวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึม 
(metabolism) ในร่างกายของสิ่งมีชีวิต  นอกจากนี้บทบาทการส่งสัญญาณ mTOR pathway ใน 
Glioma Stem / Progenitor Cells (GSPCs) ยังมีส่วนร่วมในการสร้างเซลล์ต้นกำเนิดของเซลล์
ประสาท (neural stem cells หรือ NSCs) (11, 12) อีกด้วย  

งานวิจัยทางด้านเซลล์ต้นกำเนิดมีการค้นพบว่า LIN28/let-7 pathway เป็นหนึ่งในวิถีท่ี
ควบคุมสภาวะความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดและความเป็นเซลล์จำเพาะ (undifferentiated vs 
differentiated states) โดย LIN28 เป็น RNA binding protein ที่มีบทบาทควบคุมการเจริญเติบโต 
เมแทบอลิซึมและวัฏจักรของเซลล์ LIN28 สามารถจับกับ microRNA ชื่อว่า let-7 และยับยั้ง
กระบวนการสร้าง mature let-7 ได้ ในทางตรงกันข้าม let-7 microRNAs สามารถยับยั้ง LIN28 
ด้วยการจับกับ 3’UTR และทำให้ mRNA ถูกย่อยสลาย (15) การที่ LIN28/let-7 ทำหน้าที่ตรงข้าม
และยับยั้งกันและกันนั้น ทำให้เซลล์สามารถดำรงอยู่ในสภาวะใดสภาวะหนึ่งได้ เช่น ถ้ามีปริมาณ 
LIN28 สูง ก็จะยับยั้ง let-7 และทำให้เซลล์อยู่ในสภาวะของเซลล์ต้นกำเนิด เป็นต้น 

ปัจจุบันมีหลักฐานการศึกษามากมายในการยืนยันถึงการมีอยู่จริงของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง
(16-24) ซึ่งพบในมะเร็งหลายชนิด พบว่าเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งมีบทบาทสำคัญอย่างมากในการทำให้
การกลับเป็นซ้ำของมะเร็ง (relapse) (14, 25, 26) (18) ทำให้เกิดการก้าวหน้าของมะเร็ง 
(progression) (27-30) และการแพร่กระจาย (metastasis) (31, 32) การศึกษาเซลล์ต้นกำเนิด
มะเร็งอย่างกว้างขวางเพ่ือมุ่งเป้าในการทำลายเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งเพ่ือหวังผลให้การรักษามะเร็ง
หายขาด ในการระบุประชากรเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง โดยทั่วไปจะใช้การระบุจากโปรตีนจำเพาะที่ผิว
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (surface marker) แตป่ัจจุบันยังไม่มี surface marker ที่จำเพาะต่อเซลล์ต้น
กำเนิดมะเร็งที่สามารถใช้ตรวจได้ในมะเร็งทุกชนิด จึงเป็นความยากในการที่จะมุ่งเป้าในการทำลาย
เฉพาะเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง เนื่องจากมะเร็งมี progression ของโรคทำให้มีการเปลี่ยนแปลงของ 
surface marker ยิ่งเพ่ิมความยากในการระบุเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (18, 19, 33-35) อย่างไรก็ตาม
จากการศึกษาทั้งในระดับ in vitro และ in vivo เพ่ือพัฒนาวิธีการต่างๆ ในการกำจัดเซลล์ต้นกำเนิด
มะเร็ง ไม่ว่าจะเป็นการมุ่งเป้าโดยอาศัย surface marker ของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง ATP-driven 
efflux transporters ต่างๆ (20, 36-40) key signaling cascade ของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (18, 
41) หรือแม้กระทั่งการทำลาย microenvironment niche ของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (29, 30) 
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แม้ว่าหลายวิธีจะมีแนวโน้มในการรักษาที่ดีแต่ก็ยังไม่สามารถกำจัดมะเร็งได้ จากความสัมพันธ์ที่กล่าว
มาข้างต้น คุณสมบัติของกลุ่มประชากรเซลล์ GBM มีความหลากหลาย (heterogeneity) ที่ภายใน
เนื้อเยื่อมะเร็งจะปรากฏความหลากหลายของลักษณะทางจุลกายพยาธิสภาพ (Histopathological 
appearances) และลักษณะการแสดงออกทางโมเลกุล (Molecular expression profile) ของ
เซลล์มะเร็งและยังมีความใกล้เคียงกับเซลล์ต้นกำเนิด (glioblastoma stem cells หรือ GSCs) ทำให้
มะเร็งมีความรุนแรง (aggressiveness) รวมถึงเก่ียวข้องกับวิถีสัญญาณและกระบวนการในเซลล์ ซึ่ง
ปัจจัยดังกล่าวส่งผลต่อการรักษา จึงถือเป็นปัญหาที่ต้องการการแก้ไข และพัฒนาและการศึกษา
ค้นคว้าต่อไปเพ่ือให้มีประสิทธิภาพในการรักษามากขึ้น  
 ดังนั้นผู้วิจัยจึงเล็งเห็นความสำคัญของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งทีเ่ป็นประชากรที่มีความสำคัญใน
แง่ของการตอบสนองต่อการรักษาและการกลับมาเป็นซ้ำของโรคมะเร็ง การที่จะสามารถพัฒนาการ
รักษาที่มีความจำเพาะในการกำจัดเซลล์มะเร็งต้นกำเนิดนี้ จะต้องมีการศึกษาเกี่ยวกับคุณลักษณะของ
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง ซ่ึงในการศึกษาเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งจะต้องมีกระบวนการในการระบุเซลล์ต้น
กำเนิดมะเร็ง (identification) ที่ให้ความจำเพาะและแม่นยำ ผู้วิจัยจึงต้องการค้นคว้าในเชิงลึกเพ่ือหา
การแสดงออกของยีนและโปรตีนที่เกี่ยวข้องใหม่เพ่ิมเติม โดยมุ่งเน้นไปที่การศึกษา (1) pluripotency 
markers/ transcription factor ได้แก่ OCT4, SOX2, NANOG และ c-MYC (2) cancer stem 
cell signaling ได้แก่ mTOR pathway โดยเน้นไปที่ mTORC2 และ  LIN28/let-7 pathway และ 
(3) cellular phenotypes ได้แก่ วัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) การแบ่งตัวของเซลล์ (cell 
proliferation) และการเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) ซึ่งอาจนำไปสู่การหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ
ในการวินิจฉัยโรคมะเร็ง GBM ที่มีความจำเพาะแม่นยำ และอาจนำไปสู่วิธีการรักษาใหม่ สามารถที่จะ
กำจัดเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งได้และทำให้มะเร็งสามารถรักษาหายขาดได้ต่อไปในอนาคต 

 
คำถามของงานวิจัย 

1.สามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนและคุณลักษณะของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งใน
ประชากรเซลล์ U87MG ได้หรือไม่ 

2.ประชากรเซลล์ U87MG ทีข่นาดแตกต่างกันมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับความ
เป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งต่างกันหรือไม่ 
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วัตถุประสงค์การวิจัย 
1.เพ่ือตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่บ่งบอกความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งใน

ประชากรเซลล์ของ U87MG โดยใช้เทคนิค Real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR) 
2. เพ่ือศึกษา cellular phenotypes หลัก ของ U87MG ในประชากรเซลล์รวม ประชากร

เซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก 
 
สมมติฐาน 

1.สามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนและคุณลักษณะของเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งได้ใน
ประชากรเซลล์ U87MG  

2.ประชากรเซลล์ U87MG ทีข่นาดแตกต่างกันมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับความ
เป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งต่างกัน 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

1. การตรวจสอบ cellular phenotypes ของ U87MG cell line 
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 2. การวัดระดับการทำงานของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ด้วยวิธี Real-time reverse 
transcription PCR (qRT-PCR) ในประชากรเซลล์ U87MG 
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3. การตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนในประชากรเซลล์ U87MG ด้วย Western 
blot analysis 

 
คำสำคัญ 

Glioblastoma (GBM) 
Cancer stem cells (CSCs) 
U87MG glioblastoma cell line 
Gene expression 
Cell characterization 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 งานวิจัยนี้ทำให้ทราบว่ามีจำนวนประชากรเซลล์ของ U87MG ที่แบ่งตามขนาดของเซลล์ 
และความสัมพันธ์ของประชากรเซลล์ U87MG ที่แตกต่างกันมีการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับ
ความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดต่างกัน ซึ่งหากมีความต่างกันกันอาจนำมาใช้เป็นการศึกษาเพ่ือหาตัวบ่งชี้
ทางชีวภาพในการวินิจฉัย และ/หรือทำนายความรุนแรงของโรคมะเร็ง GBM ได้ในอนาคต 
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บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
มะเร็งสมองชนิด Glioblastoma (GBM) 

เนื้องอกกลัยโอบลาสโตมา (Glioblastoma tumours) เปน็เนื้องอกที่มีต้นกำเนิดมาจาก
เซลล์เกลีย (Glia cell) จัดเปน็มะเร็งในระดับ 4 ตามองค์กรอนามัยโลก (WHO) ที่มีความรุนแรงที่สุด 
(High-grade gliomas หรือ HGG) (1) แสดงดังภาพที่ 1  

 

 
ภาพที่ 1 แสดงการจำแนกระดับความรุนแรงของมะเร็งสมองตามองค์กรอนามัยโลก (WHO) (1) 

 
กลุ่มมะเร็งกลัยโอมาส่วนใหญ่ คือกลุ่มแอสโตรไซโตมา (Astrocytoma) ซึ่งประกอบด้วย

มะเร็งที่พบบ่อย คือมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา และมะเร็งแอนนาพลาสติกแอสโตรไซโตมา (Anaplastic 
Astrocytoma หรือ AA) โดยทั้งสองชนิดดังกล่าวที่มีความรุนแรงหรือเรียกรวมกันว่า high-grade 
astrocytoma glioblastoma โดยเฉพาะอย่างยิ่งเนื้องอก GBM เป็นเนื้องอกสมองที่มีความรุนแรง
มากและพบบ่อยที่สุด (1, 42) แสดงดังภาพที่ 2  
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ภาพที่ 2 แสดงอัตราที่พบมะเร็งสมองที่มีต้นกำเนิดมาจากเซลล์เกลีย (Glia cell)(42) 

 
Glioblastoma แบ่งเป็น 4 ประเภท ได้แก่ (1) neural: NL (2) proneural: PN                    

(3) mesenchymal: MES และ (4) classical: CL (43) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้จัดอยู่ในกลุ่ม CL ความ
รุนแรง (aggressive) ของมะเร็งสมองชนิด GBM ขึ้นอยู่กับลักษณะของเซลล์ โดยเซลล์ที่มีคุณสมบัติ
เข้าใกล้ความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมากก็จะยิ่งมีความรุนแรงมาก (aggressiveness) มากส่งผลต่อ
โอกาสในการรักษา ซึ่งการค้นพบในปัจจุบันเกี่ยวกับวิถีสัญญาณและกระบวนการในเซลล์ที่มีบทบาท
ในมะเร็ง GBM หนึ่งในวิถีสัญญาณท่ีถูกกระตุ้นโดยโปรตีน EGFR ได้แก่ PI3K/Akt/mTOR ที่ทำหน้าที่
ควบคุมการอยู่รอดของเซลล์ การเพ่ิมจำนวนของเซลล์แลพการสร้างหลอดเลือด โดยกลไกในการส่ง
สัญญาณของวิถีนี้เริ่มต้นจากตัวกระตุ้นที่จำเพาะ (specific ligand) เช่น epidermal growth factor 
(EGF) และ insulin-like growth factor (IGF) จับกับ receptor tyrosine kinase บนผิวเซลล์แล้ว
ทำให้เกิดการจับคู่และเติมหมู่ฟอสเฟตที่ตำแหน่งกรดอะมิโนไทโรซีน เมื่อโปรตีนตัวรับได้รับสัญญาณ
จากปัจกระตุ้นต่างๆ โปรตีนตัวรับก็จะไปกระตุ้น phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase (PI3K) เพ่ือเติมหมู่ฟอสเฟตแก่ phosphatidylinositol-4,5- bisphosphate (PI(4,5)P2) ซึ่ง
ได้ผลผลิตคือ phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PI(3,4,5)P3) สารตัวนี้จะไปกระตุ้น
โปรตีน Akt ซึ่งเป็น serine/threonine kinase จัดเป็น downstream effector ของ PI3K โดย Akt 
จะถูกกระตุ้นโดยการเติมหมู่ฟอสเฟตสองตำแหน่ง คือ ทรีโอนีน 308 (T308) ของ kinase domain 
และ เซอรีน 473 (S473) ของบริเวณ regulatory domain การเติมฟอสเฟตที่ตำแหน่ง T308 ใช้
เอนไซม์ชื่อ phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1) ส่วนการเติมฟอสเฟตที่
ตำแหน่ง S473 ใช้ mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2) เมื่อ Akt อยู่ใน
สภาวะถูกกระตุ้นจะทำหน้าที่เป็นตัวกลาง จากนั้นโปรตีน Akt จะไปกระตุ้นโปรตีน mechanistic 
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target of rapamycin (mTOR) โดยการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีน mTOR จากนั้นจะส่งสัญญาณ
ไปยังตัวตอบสนอง 2 ชนิด ซึ่งทํางานเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแปลรหัส ได้แก่ 70kDa ribosomal 
protein S6 kinase (p70S6K) และ 40S ribosomal protein S6 (40S rpS6) (26, 44, 45) 
นอกจากนี้ S6K ยังเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการสร้างพลังงานเพ่ือช่วยส่งเสริมให้เกิดการแปลไปเป็น
โปรตีนและการสร้างไรโบโซมซึ่งส่งผลต่อขนาดและมวลของเซลล์ (46) ดังภาพที่ 4 การกระตุ้น 
PI3K/Akt จะสิ้นสุดลงเมื่อ PTEN ดึงหมู่ฟอสเฟตออกจาก PIP3 ที่ตำแหน่ง 3'-OH group ใน 
inositol ring หรือเอนไซม์ SH2 domain-containing inositol polyphosphate 5-phosphatase 
(SHIP) ทำหน้าที่ดึงหมู่ฟอสเฟตออกจาก PIP3 ที่ตำแหน่ง 5'-OH group และพบว่า PH domain 
and leucine rich repeat protein phosphatase (PHLPP) สามารถยับยั้ง Akt ได้โดยดึงหมู่
ฟอสเฟตออกจากตำแหน่ง S473 และ/หรือ T308 ของ Akt ดังนั้น PTEN, SHIP และ PHPLP จึงทำ
หน้าที่เป็นตัวควบคุม(negative regulator) สำหรับวิถีนี้ดังภาพที่ 3  

 

 
ภาพที่ 3 แสดงวิถีการส่งสัญญาณ PI3K/Akt/mTOR pathway ในมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา (45) 
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ภาพที่ 4 แสดงวิถีการส่งสัญญาณ PI3K / AKT / SOX2ที่เก่ียวข้องกับการรักษาความเป็นเซลล์ต้น
กำเนิด กระบวนการ cellular reprogramming และการเกิดมะเร็ง (46) 

 

 ความสามารถในการแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนของเซลล์มะเร็งเกี่ยวข้องกับวิถี PI3K/Akt/mTOR หาก
มีการกลายพันธุ์เกิดขึ้นกับเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับวิถีนี้จะทำให้เซลล์แบ่งตัวอย่างไม่จำกัดขณะเดียวกัน 
GBM มีการแสดงออกของ mTORC2 มากกว่ามะเร็งชนิดอ่ืน กล่าวคือ ถ้ามีปริมาณมาก การเติม
ฟอสเฟตที่ตำแหน่ง S473 จะเกิดขึ้นในระดับที่มากกว่าปกติ ส่งผลให้เกิดการตอบสนองของเซลล์ใน
ปริมาณที่มากขึ้นอันเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็ง ได้แก่ การเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) 
การบุกรุกของเนื้อเยื่อ (tissue invasion) การแบ่งตัวของเซลล์ (cell proliferation) การต้านยาเคมี
บำบัด (chemoresistance) และการกลับมาเป็นใหม่ (relapse) ดังภาพที่ 5 ในทางตรงกันข้ามถ้ามี
ปริมาณที่น้อยจะส่งผลให้การเติมฟอสเฟตที่ตำแหน่ง S473 ไม่สมดุล ทำให้เซลล์เกิดภาวะเครียด 
เซลล์จึงมีกลไกการเกิด negative feedback เพ่ือให้เซลล์มีการรับส่งสัญญาณในภาวะปกติซ่ึงจัดเป็น
การควบคุมการทำงานของเซลล์เพ่ือให้สามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ 
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ภาพที่ 5 แสดงบทบาทการส่งสัญญาณ mTOR ใน Glioma Stem / Progenitor Cells (GSPCs)  
mTOR ใน Glioma Stem / Progenitor Cells (GSPCs) มีส่วนเกี่ยวข้องในการส่งสัญญาณให้เซลล์
ตั้งต้นเปลี่ยนไปเป็นเซลล์สมองและระบบประสาทที่สมบูรณ์ สามารถแบ่งจำนวนได้อย่างไม่จำกัดและ
เปลี่ยนแปลงไปทำหน้าที่จำเพาะได้ (47) 
 
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งชนิดกลัยโอบลาสโตมา (Glioblastoma) 

เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (Cancer stem cells หรือ CSCs) หรือเซลล์ตั้งต้นที่ทำให้เกิด
เซลล์มะเร็ง (cancer initiating cells หรือ CICs) จะมีความสามารถในการรักษาคุณสมบัติในการ
แบ่งเซลล์เพ่ิมจำนวนของตัวเองได้อย่างไม่จำกัดและสามารถพัฒนาเป็นเซลล์จำเพาะได้หลายชนิด
(multilineage differentiation) เหมือนกับเซลล์ต้นกำเนิดทั่วไป แต่เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งจะมี
คุณสมบัติที่แตกต่างจากเซลล์ต้นกำเนิดทั่ว ๆ ไป คือ สามารถเกิดเป็นมะเร็งก้อนใหม่ได้ (tumor 
formation) ทำให้เกิดการพัฒนาก้าวหน้าของโรค (progression) และเกิดการกระจายไปยังที่อ่ืน ๆ 
(metastasis) เซลล์สมองโดยปกติจะมีการแสดงออกของ transcription factor ที่ควบคุมการ
เปลี่ยนแปลงสถานะของเซลล์ (differentiation) เช่น OCT4, SOX2 และ NANOG ในระดับท่ีต่ำ
หรือไม่พบการแสดงเลย เนื่องจากมีการปิดการทำงานของยีนที่ทำหน้าที่ในการแบ่งเซลล์เพิ่มจำนวน
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ของตัวเองได้อย่างไม่จำกัด (self-renewal) ขณะเดียวกันก็มีการเปิดการทำงานของยีนที่ทำหน้าที่
ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสถานะของเซลล์ (differentiation genes) ส่งผลให้เซลล์ประสาทสามารถ
เปลี่ยนแปลงไปทำหน้าที่จำเพาะได้ตามปกติ แต่มะเร็งสมองชนิด GBM จะมีการแสดงออกของ 
transcription factor ที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสถานะของเซลล์ (differentiation) ดังกล่าว ใน
ระดับท่ีสูง กล่าวคือมีการเปิดการทำงานของยีนที่ทำหน้าที่ในการแบ่งเซลล์เพ่ิมจำนวนของตัวเองได้
อย่างไม่จำกัด (self-renewal) และปิดการทำงานของยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการเปลี่ยนแปลงสถานะ
ของเซลล์ (differentiation genes)  เป็นสาเหตุที่ทำให้ GBM มีคุณสมบัติที่ใกล้เคียงกับเซลล์ต้น
กำเนิดและมีความรุนแรงสูง (48) แสดงดังภาพที่ 6 จึงมีการศึกษาเกี่ยวกับเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งมาก
ขึ้นเพ่ือให้พยากรณ์โรคมะเร็งในผู้ป่วยได้แม่นยำขึ้น โดยปกติประชากรเซลล์ในก้อนมะเร็งส่วนใหญ่จะ
ตอบสนองดีต่อการรักษาแบบให้ยาเคมีบำบัดควบคู่กับการฉายรังสี มีเพียงประชากรส่วนน้อยที่
เรียกว่าเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง ที่มีคุณสมบัติดื้อต่อการรักษา โดยมีรายงานพบว่าเกิดจากหลายกลไกท่ี
พบในเซลล์มะเร็งต้นกำเนิดแต่ไม่พบในเซลล์ปกติทั่วไป เช่น มีการเพิ่มขึ้นของกลไก Wnt/β-catenin, 
Hedgehog และ Notch signalling (18, 49) และมีกระบวนการซ่อมแซม DNA  ที่ดี (36) เป็นต้น 
ดังนั้นการที่จะรักษามะเร็งให้หายขาดไม่กลับมาเป็นซ้ำอีก ต้องทำลายเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งและส่งผล
กระทบน้อยต่อเซลล์ปกติ การศึกษาเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งจึงต้องมีวิธีการที่จะระบุเซลล์ต้นกำเนิด
มะเร็งได้อย่างแม่นยำและจำเพาะซึ่งปัจจุบันวิธีใน การระบุเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งยังไม่มีข้อสรุปชัดเจน 

 
ภาพที่ 6 แสดงการทำงานของ pluripotency transcription factors ใน GBM (48) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13 

 ปัจจุบันมีการศึกษาเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งกันมากข้ึน ทำให้มีข้อมูลในด้านต่าง ๆ เพ่ิมมากขึ้น
เช่น (1) วิถีสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับการรักษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง ได้แก่  Hedgehog (HH), 
Notch, JAK/STAT, PI3K/Akt/mTOR และ Wnt/ β-catenin pathway (2) ตัวบ่งชี้ที่อยู่บนพื้นผิวที่
เกี่ยวข้องกับการรักษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง เช่น TRA-1-60, SSEA-1, EpCam, CD133 
เป็นต้น (3) transcriptional factors การรักษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง เช่น OCT4, SOX2, 
KLF4, NANOG และ SALL4 (50) แสดงดังภาพที่ 7 ซึ่งบทบาทหน้าที่ของตัวบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิด
มะเร็งก็แตกต่างแสดงดังตารางที่ 1 

 

 
ภาพที่ 7 แสดงประเภทของตัวบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (50) 
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ตารางที่ 1 แสดงหน้าที่ของตัวบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งที่สำคัญใน GBM 
 

Marker Other names Function in stem 
cell 

Characteristics Selected 
Refs 

OCT4 Oct3/4 or 
POU5F1 

Stem cell self-
renew and 
pluripotency 
maintenance 

Oct family of 
POU5 transcription 
factor 

(51, 52) 

SOX2 - Stem cell self-
renew and 
pluripotency 
maintenance 

1) HMG-box-type 
transcription factor 
2) Oct4 partner 

(52-54) 

KLF4 - Stem cell self-
renew and 
pluripotency 
maintenance 

Zinc-finger 
transcription factor 

(55-57) 

C-MYC - Stem cell self-
renewal 

Transcription 
factor and an 
oncogene 

(52, 58, 
59) 

NANOG - Stem cell self-
renew and 
pluripotency 
maintenance 

Transcription 
factor 

(60, 61) 
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Mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2) ในมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา 
 mTOR เป็นกลุ่ม protein Kinase ที่ทำหน้าที่เป็นตัวรับสัญญาณสารต่าง ๆ เพ่ือควบคุม
ระดับพลังงานภายในเซลล์ เพ่ือให้เซลล์สามารถการเจริญเติบโต (cell growth) ได้ mTOR ประกอบ
ไปด้วยกลุ่มโปรตีน 2 complex คือ mTOR complex 1 (mTORC1) เป็นตัวกลางสำคัญใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกาย ถูกควบคุมโดย growth factors, oxidative stress, กรดอะมิ
โน, ปริมาณ ATP, ระดับกรด phosphatidic และระดับกลูโคส ส่วน mTOR complex 2 
(mTORC2) เกี่ยวข้องกับโครงสร้างค้ำจุนของเซลล์ (cytoskeleton) มีส่วนเกีย่วข้องกับการ
เจริญเติบโตของเซลล์ mTORC2 ถูกกระตุ้นได้ด้วย growth factor เท่านั้น mTORC2 ประกอบด้วย 
DEPTOR (DEP domain TOR-binding protein), mSIN1 (Stress-activated map kinase-
interacting protein 1), PROTOR (Protein observed with RICTOR และ RICTOR 
(Rapamycin-insensitive companion of mTOR) (46, 62, 63) ดังภาพที่ 8 
 โดยปกติแล้ว mTOR มีการใช้ตัวยับยั้ง (inhibitor) ของ mTOR เช่น rapamycin ในการ
ยับยั้งมะเร็ง GBM ผ่านทางโปรตีน EGFR แต่ต่อมามีการศึกษาพบว่า EGFR ที่กลายพันธุ์ทำให้ยาใช้
ยับยั้งไม่ได้ผล และยังมีรายงานพบว่ามะเร็งชนิด GBM มักมีการแสดงออกของ mTORC2 เพ่ิมข้ึน แต่
ยา rapamycin ไม่ได้มีคุณสมบัติในการยับยั้ง mTORC2 (64) 

 
ภาพที่ 8 แสดงวิถีการส่งสัญญาณ mTORCA) แสดงหน้าที่ของ mTORC1 และ mTORC2 B) แสดง 
downstream ของ mTORC1 C) แสดง downstream ของ mTORC2 (63)  
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LIN28/let-7 pathway ในมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา 
 บทบาทของ LIN28/let-7 pathway มีรายงานพบว่า LIN28 สามารถจับกับ microRNA ที่
ชื่อว่า let-7 และยับยั้งกระบวนการสร้าง mature let-7 ได้ และในทางตรงกันข้าม let-7 
microRNAs ก็สามารถยับยั้ง LIN28 ด้วยการจับกับ 3’UTR และทำให้ mRNA ถูกย่อยสลายหรือ   
ไม่ถูกแปลไปเป็นโปรตีน (15) บทบาทของ LIN28/let-7 โดยส่วนมากเป็นความสัมพันธ์ของ LIN28B 
(LIN28 paralog) ใน GBM (15, 64, 65) โดยมีรายงานพบว่า LIN28B มีความเก่ียวข้อง               
ในกระบวนการเกิดและดำเนินไปของมะเร็ง และยังพบว่าการยับยั้ง LIN28B ด้วย การใช้ siRNAs    
นั้นให้ผลดีในการรักษามะเร็งในหนู (64, 66) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่า LIN28A สามารถจับกับ
ดีเอนเอได้โดยทำงานร่วมกับ Tet1 ในการเปลี่ยนแปลง DNA methylation ได้โดยตรง (67) 
 
เครื่องหมายแอนติเจน (antigenic marker) ที่ใชในการตรวจสอบตัวบ่งช้ีที่นิยมใช้ในการศึกษา 
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา 
 ปัจจุบันยังไม่มีหลักฐานยืนยันว่าวิธีการใดเป็นวิธีที่เหมาะสมและมีความแม่นยำมากที่สุดใน
การระบุประชากรเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง แต่มวีิธีการที่นิยมมากและใช้กันอย่างแพร่หลาย คือการ
วิเคราะห์โปรตีนบ่งชี้ (marker-based analysis) โดยอาศัยโปรตีนบ่งชี้ที่มีความจำเพาะ (specific 
marker) กับการแสดงออกของโปรตีนที่จำเพาะกับเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง หรือจับการแสดงออกของ
โปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์ (intracellular marker) เช่น โปรตีนที่อยู่ภายในนิวเคลียส (nuclear 
protein) หรือโปรตีนที่อยู่ในน้ำภายในเซลล์ (cytoskeletal protein)  
 การศึกษาเครื่องหมายแอนติเจน (antigenic marker) ที่ใชในการบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง 
กลัยโอบลาสโตมาท่ีนิยม เช่น E-cadherin, CD133, SOX2, OLIG2, NESTIN, CD15/SSEA-1, 
CD44, integrin alpha6, L1CAM เป็นต้น (68-71) การยึดเกาะของเซลล์จะอาศัยการทำงานของ 
cell adhesion molecule (CAMs) เป็นหลัก (72) CAMs เป็นโปรตีนประเภทที่อยู่บนผิวของเซลล์
เมมเบรน (transmembrane proteins) ทำให้เนื้อเยื่อคงรูปร่างและทำงานได้ โครงสร้างของ CAMs 
ประกอบด้วย 3 โดเมน คือ transmembrane domain, extracellular domain และ 
intracellular domain ซึ่งเชื่อมโยงกับส่วนโครงสร้างค้ำจุน (cytoskeleton) โดย CAMs จำแนก
ออกได้เป็น 4 ประเภท คือ integrin, cadherin, selectin และ immunoglobulin superfamily 
(Ig-SF) (70, 71) และหนึ่งในตัวที่นิยมใช้ในการศึกษา คือ E-cadherin (CDH1) ซึ่งทำหน้าที่เป็น
โมเลกุลใน adherens junction ช่วยในการยึดจับกันระหว่าง epithelial cell กับโครงสร้างค้ำจุน
ภายในเซลล์ โดยผ่านโปรตนีที่ทำหน้าที่เชื่อมต่อ เช่น catenin (71) นอกจากนี้ E-cadherin         
ยังเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการทำงานของวิถีส่งสัญญาณต่าง ๆ เช่น PI3K และ MAPK และท่ีสำคัญ
การลดลงของ E-cadherin ยังช่วยส่งเสริมการเกิดกระบวนการ Epithelial–mesenchymal 
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transition (EMT) ที่ทำให้เกิดการสูญเสียความสามารถในการยึดเกาะกันของเซลล์ และลุกลามไปยัง
บริเวณอ่ืน (71)  
 Nestin เปน intermediate filament protein ซึ่งมักใช้เป็น marker ของ Neuronal 
stem cells มีบทบาทสำคัญในการทำหน้าที่เป็นโปรตีนโครงสราง (structural protein) ของเนื้อเยื่อ
ประสาทแรกเริ่ม (primitive neural tissue) (69) จึงสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งได้ดี 
 CD133 เปนโปรตีนที่พบบนผิวเซลล โดยเฉพาะในมะเร็งสมองกลัยโอมา จะมีการแสดงออก
ของโปรตีน CD133 ที่สูง ซึ่งใช้บอกได้ว่าเซลลนี้จะสามารถพัฒนาไปเปนเซลลประสาทหรือเซลลเกลีย
ต่อไป (68) บทบาทของ CD133 จึงเป็นตัวบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งได้ โดยอาศัยหลักการที่เซลล์ต้น
กำเนิดมะเร็งมีโปรตีนที่ผิวเซลล์ที่จำเพาะแตกต่างจากเซลล์ปกติอ่ืนๆ (73) 
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บทท่ี 3  

วิธีดำเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มประชากรเซลล์ที่มีขนาดต่างกัน ระหว่าง
ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก รวมถึงเปรียบเทียบผลการวิจัย 
(Analytical study design) ของแต่ละกลุ่มประชากรเซลล์ โดยผ่านการพิจารณาและอนุมัติจาก
คณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics 
Committee) IRB No. 061/63 
 
วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ทั่วไปที่ใช้ในงานวิจัย 
 1. Autoclave (Hirayama, USA) 
 2. BD FACSAria™ II (BD Biosciences) 
 3. Eppendorf Centrifuge 5810R (Hettich Centrifuge, UK) 
 4. Class II Laminar Airflow (Thermo Scientific, USA) 
 5. Electrophoresis chamber set (Major Science, USA) 
 6. Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 
 7. Freezer -80°C (Panasonic, Japan) 
 8. Heating block (Bioer Technology, USA) 
 9. Microwave oven (Sharp, Japan) 
 10. Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, 

  USA) 
 11. StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Scientific, USA) 

3.2 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 
 1. Automatic pipette: (0.1-0.2 µl), (0.5-10.0 µl), (2.0-20.0 µl), (20.0- 
 200.0 µl) and (100-1,000 µl) (Eppendorf, Germany) 
 2. Micro centrifuge tube: 1.5 ml (ExtraGene, USA) 
 3. Parafilm (Plastic Packaging, USA) 
 4. Petri dishes: 100 mm (Thermo Scientific, USA) 
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 5. PCR tube: 0.2 ml and 0.5 ml (Bioline, USA) 
 6. Pipette tip: 10 µl, 20 µl, 200 µl and 1,000 µl (Thermo Scientific, USA) 
 7. Plate: 6 and 96 Well Plate (Thermo Scientific, USA) 
 8. Polypropylene conical tube: 15 ml and 50 ml (ExtraGene, USA) 
 9. Real-Time PCR tube (Kisker Biotech, Netherlands) 

3.3 สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 1. Absolute ethanol (Merc, Germany) 
 2. Chloroform (RCI Labscan, Thailand) 3. Nuclease free water 
 4. DNase I (Cat. no. M0303S, New England Biolabs, England) 
 5. QIAzol Lysis Reagent (Cat. no.79306217004, Qiagen, Germany) 
 6. RNeasy Mini Kit (Cat. no. 217004, Qiagen, Germany) 

3.4 สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการสกัดโปรตีน 
 1. NaCl  
 2. EDTA  
 3. Triton X-100 
 4. Tris HCl 

3.5 สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการ Reverse transcription 
 1. miRCURY LNA RT kit (Qiagen, Germany) 
 2. cDNA reveres transcription kit 
 3. Nuclease-free water (Thermo Scientific, USA; Cat No.R0581)  

3.6 สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการ Real-Time PCR  
 1. 2X Luna® Universal SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Cat.  

  no.M3003, New   
      England Biolabs, England) 

 2. Specific primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 
 3. Nuclease-free water (Thermo Scientific, USA; Cat No.R0581)  
 4. cDNA template (RT product) 
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3.7 สารเคมีที่ใช้ในการทำ Cell culture 
 1. 0.25% Trypsin EDTA (Gibco)  
 2. Antibiotic-Antimycotic (Gibco)  
 3. Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Low glucose (Hyclone) 
 4. Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone) 

3.8 สารเคมีใช้ในการทำ Cell proliferation assay  
 1. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS)  

  (Cat. no.G358c, Promega) 

3.9 cell lines 
 U-87 MG (ATCC) 

3.10 โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA) 
 
วิธีดำเนินการวิจัย 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

ทำการเลี้ยงเซลล์ U87MG ในน้ำยาเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's Modified Eagle Medium  
(DMEM) low glucose ที่ประกอบด้วย 10% fetal bovine serum (FBS) และ 1% antibiotic-
antimycotic เมื่อเซลล์โตแน่น (confluency) ภาชนะเลี้ยงเซลล์ประมาณ 80-90% ต้องทำการ 
subculture เซลล์ไปใส่ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ใหม่เพ่ือเพ่ิมจำนวน เพ่ือป้องกันการเกิด 
overconfluency ซึ่งอาจทำให้เซลล์เกิดความผิดปกติได้ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้บ่ม 5% CO2 ที่
อุณหภูมิ 37°C  
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การเตรียมเซลล์สำหรับแยกเซลล์ด้วย Fluorescence-activated cell sorting (FACS) โดย 
ใช้ side scatter และ forward scatter  

นำเซลล์ U87MG ที่เพาะเลี้ยงในน้ำยาเลี้ยงเซลล์ มาทำการดูดน้ำยาเลี้ยงเซลล์ออกจาก 
ภาชนะท่ีใช้เพาะเลี้ยงเซลล์ แล้วล้างด้วย 1X phosphate buffered saline (PBS) 1 ครั้ง จากนั้นทำ
ให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะโดยเติม 0.25% trypsin ปริมาตร 5 ml ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 10 mm หรือพอให้ท่วมผิวเซลล์แล้วนำไปบ่มในตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 4 
นาที จากนั้นนำภาชนะมาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพ่ือตรวจสอบว่าเซลล์หลุดออกจากพ้ืนผิว
ภาชนะหมดแล้ว แล้วใส่น้ำยาเลี้ยงเซลล์ใหม่ เพ่ือยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ trypsin 
(neutralization step) ปริมาตร 10 ml และปิเปตขึ้นลงเบา ๆ เพ่ือให้เซลล์แยกตัวเป็นเซลล์เดี่ยว ๆ 
(single cell suspension) และนับจำนวนเซลล์ด้วย  hemocytometer โดยใช้ 300,000 เซลล์
สำหรับแยกเซลล์ด้วย FACS จากนั้นนำเซลล์ suspension ไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,400 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 4 นาที และดูดน้ำยาเลี้ยงเซลล์ออกให้เหลือเฉพาะเซลล์ pellet และเติม 1% FBS ใน 1X PBS 
อัตราส่วน 1:10 จากนั้นนำเซลล์ไปทำการแยกเซลล์ด้วย FACS  โดยแยกด้วยขนาดแบ่งเป็นประชากร
เซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กเพ่ือใช้ในการทำการทดลองต่อไป 
 
การสกัดอาร์เอ็นเอด้วย RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

นำเซลล์ที่ได้จากการแยกเซลล์ด้วย FACS มาทำการสกัดอาร์เอ็นเอ โดยแบ่งการสกัดเป็น 3  
กลุ่มประชากรเซลล์ ได้แก่ประชากรเซลล์รวมที่ไม่ได้ทำการแยก ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากร
เซลล์เล็ก จากนั้นนำแต่ละประชากรเซลล์มาเติม chloroform ปริมาตร 140 µl เพ่ือย่อยเซลล์ให้เป็น
เนื้อเดียวกัน (homogenize) แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  15 นาที อุณหภูมิ 4°C แล้วดูดเอาสารละลายใสส่วนบน ย้ายลงใน
หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ จากนั้นเติม 70%  ethanol ปริมาตร 600 µl ผสมให้เข้ากัน 
แล้วนำนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 14,500 เป็นเวลา  5 นาที อุณหภูมิ 25°C และล้าง pellet อีกครั้งด้วย RPE 
buffer ปริมาตร 500 µl แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 14,500 เป็นเวลา  5 นาที อุณหภูมิ 25°C จากนั้นล้าง 
pellet ด้วย RWT buffer ปริมาตร 700 µl  แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 14,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา  5 
นาที อุณหภูมิ 25°C ทำการละลาย pellet ของอาร์เอ็นเอ ด้วย RNase free water ปรมิาตร 30 µl 
และทำการกำจัดดีเอ็นเอที่เจือปน (DNase treatment) โดยการผสมเอนไซม์ DNase และ DNase 
buffer อย่างละ 1 µl ในอาร์เอ็นเอตัวอย่าง 10 µl แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที เติม
สารละลาย EDTA 1 µl เพ่ือยับยั้งการทำงานของ DNase บ่มที่อุณหภูมิ 65°C เป็นเวลา 5 นาที วัด
ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง nanodrop โดยวัดได้จากอัตราส่วนระหว่าง 
A260/A280 ซึ่งควรมีค่าอยู่ระหว่าง 1.80-2.00  
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การวัดระดับการทำงานของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ด้วยวิธี Real-time reverse 
transcription PCR (qRT-PCR) 

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการบ่งบอกความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งใน 
ประชากรเซลล์ของ U87MG ด้วยวิธี real-time polymerase chain reaction (real-time PCR)                
โดยเริ่มจากนำเซลล์ที่สกัดได้จากข้อ 3 จากนั้นทำการสังเคราะห์ complementary 
deoxyribonucleic acid (cDNA) โดยใช้ชุดสกัด miRCURY LNA RT kit (Qiagen, Germany) 
ต่อมาทำการเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอ (PCR amplification) ด้วยการใช้ primer ที่จำเพาะกับยีนเป้าหมาย 
ดังตารางที่ 2 สภาวะสำหรับการทำ real-time PCR แสดงดังตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 2 Primers สำหรับ real-time PCR 

No. 
 

Name and Nucleotide 
positions 

Sequene (5’-3’) No.of 
Sequenes 

Tm 

1 h1RICTOR_F_5073-5092 AAATGCATGAAGAAGCAGAG 20 54.0 

h1RICTOR_R_5270-5249 AACAGTGTACAGAAGATACTC 21 52.0 
2 hOCT4_F_595- 615 TATTCAGCCAAACGACCATCT 21 54.1 

hOCT4_R_697- 678 TCAGCTTCCTCCACCCACTT 20 58.4 
3 hSOX2_F_919- 941 GCACATGAACGGCTGGAGCAAC

G 
23 

63.3 

hSOX2_R_1124- 1101 GCTGCGAGTAGGACATGCTGTA
GG 

24 61.2 

4 NANOG_F_1-24 ACCAGAACTGTGTTCTCTTCCA
CC 

24 58.7 

NANOG_R_505-528 CCATTGCTATTCTTCGGCCAGTT
G 

24 58.2 

5 hLIN28B_F_279- 301 CATCTCCATGATAAACCGAGAG
G 

23 58.0 

hLIN28B_R_443- 423 GTTACCCGTATTGACTCAAGG 21 56.0 

6 c-MYC_F_1131-1148 TGAGGAGACACCGCCCAC 18 59.9 
c-MYC_R_1201-1177 CAACATCGATTTCTTCCTCATCT

TC 
25 53.9 
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No. 
 

Name and Nucleotide 
positions 

Sequene (5’-3’) No.of 
Sequenes 

Tm 

7 RFC4_F_ 136- 157 GCGGAAACCTGAGGAACGAGCC 22 62.6 

RFC4_R_ 277 -255 TGGCAGCTACTCCTCGATCCTT
G 

23 60.5 

8 ZWINT_F_595- 621 CCGCTCGAGCCCAACCATCATT
ACAGG 

27 64.6 

ZWINT_R_697- 690 AGCTTTCCTGCAGGATTCTGGT
TCACCGCAAG 

32 66.3 

9 TYMS_F_574-555 GCAGTTGGTCAACTCCCTGT 20 57.6 

TYMS_R_466-485 AGAGAAGAAGGGGACTTGGG 20 56.1 
10 SPARCL1_F_1837-1856 GCCAGGATCCAGTGACTTGT 20 57.1 

SPARCL1_R_1896-1877 TGTCAGTGCCACAAACTTGA 20 54.8 

11 EEF1A1_F_1057-1074 GACCCACCAATGGAAGCA 18 55.3 
EEF1A1_R_1126-1106 CGCTTATTTGGCCTGGATGGT 21 58.0 

12 GDF15_F_245-264 GAGCTGGGAAGATTCGAACA 20 54.7 

GDF15_R_350-331 AGAGATACGCAGGTGCAGGT 20 58.4 
13 LAMA1_F_7046-7065 GGCTACCGTGACCCAGATAA 20 56.3 

LAMA1_R_7194-7175 GTCCTGAACCCAGGTCAGTC 20 57.3 

14 EGFR_F_749-770 CACTGCCTCATCTCTCACCATC 22 57.2 

EGFR_R_905-886 GACTCACCGTAGCTCCAGAC 20 56.9 
15 AKT_F_52-68 GAAGGACGGGAGCAGGC 17 58.8 

AKT_R_687-668 AAGGTGCGTTCGATGACAGT 20 56.9 
16 GAPDH_F_ 86-105 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 20 60.0 

GAPDH_R_192-171 TCAATGAAGGGGTCATTGATGG 22 58.0 

17 RPL13A_F_749-768 CATAGGAAGCTGGGAGCAAG 20 55.4 
RPL13A_R_905-886 GCCCTCCAATCAGTCTTCTG 20 55.4 

18 TBP_F_1023-1043 GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC 21 53.8 

TBP_R_1140-1119 TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG 22 52.1 
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ตารางที่ 3 แสดงสภาวะในการทำ real-time PCR ของยีนที่เก่ียวข้องกับการบ่งบอกความเป็น                  
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งในประชากรเซลล์ของ U87MG 
 

Step Temperature (ºC) Times Cycle 
Pre-denaturation 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 15 วินาที  
40 Annealing 50-68# 30 วินาที 

Extension 72 20 วินาที * 

   * หมายถึง Fluorescence detection 
# ขึ้นอยู่กับชนิดของยีนที่ตรวจวัด 

 
การวัดระดับการทำงานของยีนในระดับโปรตีน ด้วยวิธี western blot analysis 

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการบ่งบอกความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งใน
ประชากรเซลล์ของ U87MG ด้วยวิธี western blot analysis ซึ่งใช้ antibody ที่จำเพาะกับโปรตีนที่
สนใจเช่นเดียวกับท่ีใช้ในการศึกษายีนในระดับอาร์เอ็นเอ โดยเริ่มจากนำเซลล์ในแต่ละประชากรเซลล์
รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก มาทำการสกัดโปรตีนโดยการใช้ cell lysis buffer 
ซึ่งมี protease inhibitor และ phosphatase inhibitor เป็นส่วนประกอบด้วย จากนั้นนำโปรตีนที่
สกัดได้มาทำการแยกโปรตีนด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 10% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel ทำการแยกโดยใช้เครื่อง SE 260 mini-vertical gel electrophoresis ความ
ต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 120 นาท ีจากนั้นทำการย้ายโปรตีนจากเจลมายังแผ่นเมมเบรน 
(nitrocellulose membrane) แล้วบ่มแผ่นเมมเบรนด้วย 5% bovine serum albumin เป็นเวลา 
2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบกำหนดเวลาแล้วทำการล้างแผ่นเมมเบรนด้วย Tris-buffered 
saline ที่มี 0.1% tween-20 จากนั้นย้อมด้วย primary antibody ที่จำเพาะกับโปรตีนที่สนใจ 
เช่นเดียวกันกับการทำ real-time PCR บ่มที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทำ
การล้างแผ่นเมมเบรน จากนั้นย้อมด้วยด้วย secondary antibody และทำการตรวจสอบโปรตีนที่
ตรวจหาโดยใช้ Odyssey Imaging System 
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ตรวจสอบการอยู่รอดของเซลล์ด้วย Cell viability assay 
ทำการ seed เซลล์ U87MG ในแต่ละประชากรเซลล์ ประกอบด้วย ประชากรเซลล์รวม  

ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก ลงใน 96-well plate จำนวน 30,000 เซลล์/หลุม  โดย
ใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM low glucose ปริมาตร 100 µl จากนั้นนำบ่มตู้บ่ม 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 
37ºC เมื่อเซลล์ลงเกาะที่พ้ืนผิวภาชนะ ทำการนับเซลล์ที่ 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ตามลำดับ โดย
การ trypsinize และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 1,300 รอบต่อนาที เป็นเวลา  3 นาที อุณหภูมิ 25ºC แล้ว  
resuspend ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ จากนั้นนับเซลล์ด้วย hemocytometer แล้วบันทึกผลที่ได้ 
 
ตรวจสอบการอยู่รอดของเซลล์ (living cell) ด้วย Cell proliferation assay  

ทำการเลี้ยงเซลล์ U87MG ที่แยกประชากรเซลล์แล้ว ประกอบด้วย ประชากรเซลล์รวม 
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก ในน้ำยาเลี้ยงเซลล์ DMEM low glucose เมื่อเซลล์โต
แน่นภาชนะเลี้ยงเซลล์ประมาณ 90% จากนั้นทำให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะโดยเติม 0.25% 
trypsin ปริมาตร  5 ml ในภาชนะเลี้ยงเซลล์แล้วนำไปบ่มในตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 4 นาท ี
จากนั้นใส่น้ำยาเลี้ยงเซลล์ใหม่ เพ่ือยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ trypsin (neutralization step) 
และปิเปตข้ึนลง  เบา ๆ เพ่ือให้เซลล์แยกตัวเป็นเซลล์เดี่ยว ๆ (single cell suspension) นับจำนวน
เซลล์ด้วย  hemocytometer แล้วดูดลงใน 96-well plate จำนวน 2,000 เซลล์/หลุม จากนั้นทำ
การวัด proliferation ด้วย MTS assay โดยทำการวัดที่ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ตามลำดับ เริ่มต้น
ด้วยการ         ปิเปต CellTiter 96® AQueous One Solution ปริมาตร 20 µl แล้วบ่มเป็นเวลา 3 
ชั่วโมง ในตู่บ่มอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาทำการวัดการอยู่รอดของเซลล์ด้วย 
microplate reader โดยใช้ค่าดูดกลืนแสงที่ 490 nm ซึ่งจำนวนของ living cell จะมีสัดส่วน
สัมพันธ์กับปริมาณของ formazan product จากนั้นคำนวณ %viability แล้วเปรียบเทียบแต่ละ
ประชากรเซลล์ดังกล่าว 
 
ศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งกลัยโอบลาสโตมา ด้วยวิธี Wound healing assay  

ทำการเลี้ยงเซลล์ U87MG ที่แยกประชากรเซลล์แล้ว ประกอบด้วย ประชากรเซลล์รวม 
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก ในน้ำยาเลี้ยงเซลล์ DMEM low glucose เลี้ยงเซลล์
จนกระท่ังโตแน่นภาชนะประมาณ 95% ใน 6-well plate  บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ จากนั้นขูดเซลล์
ด้วยปิเปตทิปขนาด 200 µl หรือความกว้าง 1 mm ให้เป็นเส้นตรงกลางหลุมและล้างเศษเซลล์ที่ขูด
ออกด้วยสารละลาย 1X phosphate buffer saline (PBS) นำไปถ่ายรูปด้วยกล้อง phase-contrast 
microscope และทำการวัดความกว้างของรอยแผลที่ขูดที่เวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง 
จากนั้นคำนวณความกว้างที่เปลี่ยนแปลงไป โดยคำนวณเป็นเปอร์เซ็นการปิดของรอยที่ทำการขูด 
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ศึกษาการแสดงออกของ CD133, E-Cadherin และ Nestin ด้วยวิธี Immunofluorescence 
staining 

เลี้ยงเซลล์ U87MG ที่แยกประชากรเซลล์แล้ว ประกอบด้วยประชากรเซลล์รวม ประชากร
เซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก ในน้ำยาเลี้ยงเซลล์ DMEM low glucose โดยเลี้ยงเซลล์จำนวน 
2,000 เซลล์/หลุม ใน 8-well chambers ขนาด 40 µm บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ เมื่อเซลล์โตแน่น
ภาชนะประมาณ 80-90% นำไปทำ indirect immunofluorescence เริ่มต้นโดยการดูดอาหารเลี้ยง
เซลล์ทิ้งแล้วล้างเซลล์ด้วย 1X PBS 3 ครั้ง จากนั้น fix เซลล์ด้วย 4% paraformaldehyde บ่มที่
อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที จากนั้นล้างด้วย 1X PBS 3 ครั้ง แล้ว permeabilize ด้วย 0.1% triton 
X-100 บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที ล้างเซลล์ด้วย 1X PBS 3 ครั้ง จากนั้นทำการ block เซลล์ใน 
1% BSA บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นย้อม primary antibody ของโปรตีนที่สนใจ 
ได้แก่ Rabbit Anti-CD133, Mouse Anti-E Cadherin และ Rat Anti-Nestin ทำการย้อมคู่กับ 
secondary antibody ได้แก่ Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 594), Goat Anti-
Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 555) และ Goat Anti-Rat IgG H&L (Alexa Fluor® 488) 
ตามลำดับ และย้อมนิวเคลียสด้วย DAPI โดยใช้ความเข้มข้น 1/1,000 บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 
นาที และ dry slide ด้วย 100% ethanol แล้วปิด coverslip ด้วยน้ำยาเคลือบเล็บ และวิเคราะห์
ผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ confocal 
 
ศึกษาการแบ่งตัวของเซลล์ด้วยวิธี Cell cycle analysis 

เตรียมเซลล์ให้มีความหนาแน่น 5 x 105 ถึง 1 x 106 cells/ml จากนั้นเติม 1X nuclear 
green CCS1 แล้วบ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 30-60 นาท ี แล้วล้างเซลล์ด้วย 1X PBS 3 ครั้ง 
นำไปปั่นเหวี่ยงที ่ 1,000 รอบต่อนาที นาน 4 นาที จากนั้น resuspend เซลล์ด้วย 0.5 ml assay 
buffer (component B) แล้วนำไปวิเคราะห์ผลด้วย flow cytometer โดยใช้  FL1 channel 
(Ex/Em = 490/525 nm 
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 11.1 การวิเคราะห์แยกประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก 
จากผลการทำ FACS โดยใช้ side scatter และ forward scatter 
 11.2 การวิเคราะห์ relative quantitation ที่ได้จากผล real-time PCR โดยใช้ค่า Ct 
 นำมาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ โดยเลือก unpaired t-test โดยนำเสนอในรูปแบบค่าเฉลีย่ 
± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและพิจารณาผลโดยมีค่านัยสำคัญทางสถิติอยู่ที่ p < 0.05 คำนวณค่าทาง
สถิติโดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA) 
 
ข้อจำกัดในการวิจัย 
 ประชากรเซลล์ไลน์ U87MG ที่ใช้ในการศึกษาในหลอดทดลอง อาจไม่สามารถแยก
ประชากรเซลล์ใหญ่กับประชากรเซลล์เล็กออกจากกันได้อย่างชัดเจน เนื่องจากการคัดเลือกขนาดของ
เซลล์ยังไม่มีตัวคัดแยกที่ชัดเจน  
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บทท่ี 4  

ผลการทดลอง 

 
4.1 การเตรียมเซลล์สำหรับแยกเซลล์ด้วย Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 
โดยใช ้side scatter และ forward scatter 

หลังจากท่ีนำเซลล์เพาะเลี้ยงมาทำการแยกเซลล์ด้วยเครื่อง FACS โดยใช้ side scatter และ 
forward scatter โดยประชากรเซลล์รวมที่นำไปทำการแยกในครั้งที่ 1 ทั้งหมด 300,000 เซลล์ 
สามารถแยกประชากรเซลล์ใหญ่ได้จำนวน 41,111 เซลล์ และประชากรเซลล์เล็กได้จำนวน  
222,000 เซลล์ และเมื่อนำเซลล์เล็กที่ได้จากการแยกครั้งที่ 1 ไปทำการแยกต่อในครั้งที่ 2 และเมื่อนำ
เซลล์เล็กที่ได้จากการแยกครั้งที่ 1 (1st Sort) ไปทำการเลี้ยงต่อเป็นเวลาประมาณ 1 สัปดาห์ หรือ 2 
passage ก่อนจะนำมาแยกต่อในครั้งที่ 2 (2nd Sort) โดยประชากรเซลล์เล็กท้ังหมดที่นำไปทำการ
แยก ทั้งหมด 500,000 เซลล์ สามารถแยกเซลล์ใหญ่ได้จำนวน 86,500 เซลล์ และเซลล์เล็กได้จำนวน  
398,060 เซลล์ ดังนั้นพบว่าจำนวนประชากรเซลล์รวมของเซลล์ U87MG ประกอบด้วยเซลล์ที่มี
ขนาดหลากหลาย ตั้งแต่เล็กถึงใหญ่ โดยสัดส่วนของเซลล์ขนาดใหญ่มีจำนวนน้อยกว่าประชากรเซลล์
ที่มีขนาดเล็กประมาณ 5 เท่าจากประชากรเซลล์รวมแสดงดังภาพที่ 9 และเซลล์มีลักษณะทาง
สัณฐานและขนาดที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน และทำการแยกเซลล์ด้วยวิธีที่กล่าวข้างต้นไปทั้งหมด 5 
ครั้ง พบว่าลักษณะของประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กจะอยู่บริเวณเดิม คือมีขนาด
ใกล้เคียงกันนั่นเองดังแสดงในภาพที่ 10  
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ภาพที่ 9 แสดงการแยกเซลล์ด้วยเครื่อง FACSโดยใช้ side scatter และ forward scatter โดยสี
แดงแสดงประชากรเซลล์เล็กและสีน้ำเงินแสดงประชากรเซลล์ใหญ่ sort เซลล์ U87 ครั้งที่ 1 จำนวน
เซลล์ทั้งหมด 300,000 เซลล์ มีจำนวนเซลล์ใหญ่ 41,111 และจำนวนเซลล์เล็ก 222,000 เซลล์ การ 
sort ครัง้ที่ 2 จำนวนเซลล์ทั้งหมด 500,000 เซลล์ มีจำนวนเซลล์ใหญ่ 86,500   และจำนวนเซลล์
เล็ก 398,060 เซลล์ 
 

ภาพที่ 10 แสดงจำนวนครั้งที่ทำการแยกเซลล์ด้วยเครื่อง FACS โดยใช้ side scatter และ forward 
scatter โดยสีแดงแสดงประชากรเซลล์เล็กและสีน้ำเงินแสดงประชากรเซลล์ใหญ่ ค่าสถิติเปรียบเทียบ
ระหว่างประชากรเซลล์ใหญ่กับประชากรเซลล์เล็กในแต่ละครั้ง (*, p < 0.05, **p<0.01, 
***p<0.001) 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30 

4.2 การประเมินความบริสุทธ์และความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากประชากรเซลล์รวม
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก 

ความเข้มข้นและความบริสุทธ์ของอาร์เอ็นเอ ทำการวัดโดยใช้เครื่อง Nanophotometer   
ประเมินผลและเปรียบเทียบค่า A260/A230 และพบว่าค่าท่ีได้ในแต่ละประชากรเซลล์มีค่าตาม
มาตรฐานความบริสุทธ์ของอาร์เอ็นเอ กล่าวคือไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้น และมีความเข้มข้นเพียงพอ
ต่อการนำไปทำ RT-PCR ซึ่งต้องการความเข้มข้นที่ 10 µg แสดงในตารางที่ 4 

ผลการทำ RT-PCR โดยใช้ miRCURY LNA RT kit (Qiagen, Germany) ความเข้มข้นและ 
ความบริสุทธ์ของ cDNA พบว่าไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้น และมีความเข้มข้นเพียงพอต่อการนำไปทำ  
real-time PCR แสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 4 ความเข้มข้นและคุณภาพของอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากประชากรเซลล์ U87MG ทั้งหมดของ
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

No. Sample 
Total 
volume 
(µl) 

Nanophotometer 
Conc. 
(ng/µl) 

Total RNA 
(µg) 

A260/280 A260/230 

1 U87A 30 1987.8 59.634 1.96 2.12 
2 U87B 30 1773.6 53.208 1.94 2.31 
3 U87Sm 30 1325.4 39.762 1.91 2.07 
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ตารางที่ 5 ความเข้มข้นและคุณภาพของ cDNA จากการทำ RT-PCR ของประชากรเซลล์ U87MG
ทั้งหมดของ ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก 
 

 
4.3 การวัดระดับการทำงานของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ด้วยวิธี Real-time reverse 
transcription PCR (qRT-PCR) 

การวัดระดับการทำงานของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ ด้วยวิธี Real-time reverse 
transcription PCR (qRT-PCR) ใช้การตรวจวัดสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent signal) 
ที่เกิดขึ้นจากการทำ PCR ในแต่ละรอบ โดยสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ดังกล่าวเกิดจากการติดฉลาก
ด้วยสารเรืองแสงประเภท fluorochrome คือ SYBR Green พบว่ามีการแสดงของของยีน ดังนี้  

ยีนที่แสดงออกใน Stemness-related marker ได้แก่ OCT4, SOX2, และ LIN28B พบว่า
ทั้ง 3 ยีนมีการแสดงออกในประชากรเซลล์รวมมากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05  

ยีน c-Myc พบว่ามีการแสดงออกในประชากรเซลล์รวมมากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และ
ประชากรเซลล์เล็ก อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05 

ยีน ZWINT, TYMS และ RCF4 พบว่ามีการแสดงออกในประชากรเซลล์รวมมากกว่า
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05 

ยีน RICTOR พบว่ามีการแสดงออกในประชากรเซลล์รวมมากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และ
ประชากรเซลล์เล็ก อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05 

 
 
 
 
 

 

No. Sample 
Total 
volume 
(µl) 

Nanophotometer 
Conc. 
(ng/µl) 

Total RNA 
(µg) 

A260/280 A260/230 

1 U87A 10 698.40 20.95 2.06 2.24 
2 U87B 10 614.35 18.43 2.01 2.24 
3 U87Sm 10 974.90 29.25 2.02 2.16 
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นอกจากนี้ยังพบว่าทั้งยีน OCT4, SOX2, LIN28B, c-Myc, ZWINT, TYMS, RCF4 และ 
RICTOR มีการแสดงออกของอาร์เอ็นเอในประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กไม่แตกต่างกัน 

ยีนที่แสดงออกใน GBM ได้แก่ SPARCL1, GDF15, LAMA1, RPL13A พบว่าทุกยีนสามารถ
เพ่ิมจำนวนในทุก ๆ ประชากรเซลล์ได้ทั้งหมดในปริมาณท่ีแตกต่างกัน ในขณะที่ยีน EGFR และ AKT 
พบว่ามีการแสดงออกในประชากรเซลล์รวมมากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และแสดงออกในประชากร
เซลล์ใหญ่มากกว่าประชากรเซลล์เล็กอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05 ดังภาพที่ 
11  
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ภาพที่ 11 แสดงกราฟข้อมูลการแสดงออกของยีนในเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง  OCT4, SOX2, LIN28B, 
c-MYC, ZWINT, TYMS, RCF4 และยีนที่แสดงออกใน GBM ได้แก่ SPARCL1, GDF15, LAMA1, 
RPL13A, EGFR, AKTและ RICTOR เมื่อทำการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มประชากรเซลล์รวม 
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก (*, p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
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4.4 การตรวจสอบ Cellular phenotypes 
 4.4.1 Cell cycle checkpoints analysis by propidium iodide (PI) 

วัฏจักรของเซลล์ในระยะ  Interphase ประกอบไปด้วยระยะย่อย G1, S และ G2/M ซ่ึง
สามารถวัดได้จาก DNA  content และนำไปวิเคราะห์ผลโดยใช้  FACS หลังย้อมสีเซลล์ด้วย PI  
ได้ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 12 พบว่าในระยะ G0/G1 ประชากรเซลล์เล็กมีจำนวนมากที่สุด 
ระยะ G2/M ประชากรเซลล์รวมมีจำนวนมากที่สุดและระยะ S ประชากรเซลล์ใหญ่มีจำนวนมากที่สุด
แสดงให้เห็นว่า U87MG ต้องการการอยู่รวมกันของเซลล์จึงจะสามารถแบ่งตัวเพ่ิมจำนวนได้ตามปกติ 
 

 
ภาพที่ 12 แสดงจำนวนเซลล์ของประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กใน
ระยะ Interphase(*, p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
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 4.4.2 Cell proliferation assay 
 จากการวัดการเพ่ิมจำนวนเซลล์ด้วย MTS assay ใน 96-well plate บ่มเป็นเลา 3 ชั่วโมง 
แล้ววัดค่าการดูดกลืนสงที่ 490 nm ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ในแต่ละประชากรเซลล์ ได้แก่ 
ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก พบว่าเมื่อเปรียบเทียบ ร้อยละการอยู่
รอด (%viability) ประชากรเซลล์ทั้งหมดมีการเพ่ิมจำนวนเซลล์หรือสามารถอยู่รอดได้มากกว่า
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 0.01 ดัง
ภาพที่ 13 
 นอกจากนี้การวัดการเพิ่มจำนวนเซลล์ด้วย 6-well plate โดย seed เซลล์ลงในภาชนะ
จำนวน 32,000 โดยคำนวณจากอัตราของจำนวนเซลล์ต่อพ้ืนที่ภาชนะ ในแต่ละประชากรเซลล์ ได้แก่ 
ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก พบว่าเมื่อเปรียบเทียบร้อยละการอยู่
รอด (%viability) ประชากรเซลล์รวมมีการเพิ่มจำนวนเซลล์หรือสามารถอยู่รอดได้มากกว่าประชากร
เซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กไม่แตกต่างกันดังภาพที่ 14 อย่างไรก็ตาม ในการทดลองนี้ผู้วิจัยได้
ดำเนินการทดลองจำนวน 3 ซ้ำ เพ่ือดูแนวโน้มและยืนยันความแม่นยำของผลจาก MTS assay 
เท่านั้น จึงไม่สามารถคิดค่านัยสำคัญทางสถิติได้ 
 

 
ภาพที่ 13 ร้อยละการอยู่รอดของประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กที่
เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง (*, p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
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ภาพที่ 14 จำนวนเซลล์ที่เพ่ิมขึ้นของประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กที่
เวลา 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
 

 4.4.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาและขนาดของเซลล์ 
จากการศึกษาวัฏจักรของเซลล์ในระยะ Interphase โดยการย้อมสีเซลล์ด้วย Propidium 

iodide (PI) ซึ่งเป็นสีฟลูออเรสเซนต์สำหรับย้อม DNA และนำไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ Flow 
cytometerโดยได้ทำการวัดขนาดของเซลล์ในแต่ละประชากรเซลล์ จำนวน 150 เซลล์ ผลที่ได้พบว่า

ขนาดของประชากรเซลล์รวมเฉลี่ยที่ 466.73 μm2 ประชากรเซลลใ์หญ่เฉลี่ยที่ 1213.59 μm2 

ประชากรเซลล์เล็กเฉลี่ยที่ 182.09 μm2 ในขณะที่เซลล์มะเร็งชนิดที่มีความรุนแรงต่ำกว่า คือ  

LN229 และ H4 มีขนาดเฉลี่ยที่ 580.10 μm2 620.68 μm2 ตามลำดับแสดงในภาพที่ 15  
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ภาพที่ 15 แสดงขนาดของประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก รวมถึง
ประชากรเซลล์มะเร็ง LN229 และ H4 ที่มีความรุนแรงต่ำกว่าประชากรเซลล์ U87MG  
 
4.5 การเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งกลัยโอบลาสโตมา ด้วยวิธี wound healing assay  

จากการวัดการทำให้เกิดช่องว่างระหว่างเซลล์เพ่ือวัดเคลื่อนที่ของเซลล์ โดยการ scrape 
เซลล์ให้มีความกว้าง 1 มิลลิเมตร ในแต่ละประชากรเซลล์ ได้แก่ ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์
ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก แล้วสังเกตการเคลื่อนที่ของเซลล์ทุก ๆ 4 ชั่งโมงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
พบว่าประชากรเซลล์รวมมีการเคลื่อนที่เข้าหากันจนปิดบริเวณช่องว่างที่เวลา 16 ชั่วโมง ประชากร
เซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กเคลื่อนที่เข้าหากันจนปิดบริเวณช่องว่างที่เวลา 20 ชั่วโมง แสดงว่า
ประชากรเซลล์รวมเคลื่อนที่เร็วกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก ดังตารางที่ 6 
 
 
 
 

 
U87A U87B U87Sm LN229 H4 

Std. Deviation 398.42 488.78 216.77 135.68 118.95 

Std. Error of Mean 32.53 39.91 17.70 11.08 9.71 
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4.6 การตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนด้วย Western blot analysis 
 ผลการแสดงออกของโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการบ่งบอกความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งใน
ประชากรเซลล์ของ U87MG ด้วยวิธี western blot analysis โดยโปรตีนที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ 
OCT4, SOX2, NANOG, LIN28B, RICTOR, พบว่าการแสดงออกของโปรตีนในแต่ละประชากรเซลล์ 
คือ ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กมีการแสดงออกของโปรตีนที่
ศึกษาดังกล่าวไม่แตกต่างกัน ในขณะที่ pAKT(S473) และ tAKT พบว่าประชากรเซลล์ใหญ่มีการ
แสดงออกของโปรตีนน้อยกว่าประชากรเซลล์รวมและประชากรเซลล์เล็กแสดงดังภาพที่ 16  
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ภาพที่ 16 แสดงการแสดงออกของโปรตีน OCT4, SOX2, NANOG, LIN28B, RICTOR, pAKT(S473) 
และ tAKT A) แสดง Protein band B) แสดง Band intensity ใน U87MG ในประชากรเซลล์รวม 
ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก และเซลล์มะเร็งชนิดรุนแรงต่ำกว่า ได้แก่ LN229 และ 
H4 

A 
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4.7 ผลศึกษาการแสดงออกของ CD133, E-Cadherin และ Nestin ด้วยวิธี 
Immunofluorescence staining 
 การศึกษาการแสดงออกของเครื่องหมายแอนติเจน (antigenic marker) ที่ใชในการบ่งชี้
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา ได้แก่ CD133, E-Cadherin และ Nestin พบว่าเครื่องหมาย
แอนติเจนทั้ง 3 ตัวในประชากรเซลล์รวมมีการแสดงออกกระจายทั่วทั้งเซลล์ ในขณะที่ประชากรเซลล์
ใหญแ่ละประชากรเซลล์เล็กจะมีการแสดงออกของ CD133, E-Cadherin และ Nestin บริเวณ
นิวเคลียสมากกว่าปกติ ดังภาพที่ 17 
 

 
ภาพที่ 17 แสดงภาพถ่ายจากกล้อง confocal เครื่องหมายแอนติเจน (antigenic marker) ที่ใชใน
การบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา ได้แก่ CD133, E-Cadherin และ Nestin ของ
ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก โดยสีแดงแสดง CD133 สีเหลือง
แสดง E-Cadherin และสีเขียวแสดง Nestin ตามลำดับ 
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บทท่ี 5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

 
งานวิจัยนี้เป็นรายงานแรกที่ศึกษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง GBM ใน U87MG โดยการ

แยกเซลล์ออกเป็นประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กด้วย FACS ใช้วิธีในการแยกโดย side 
scatter และ forward scatter เนื่องจากยังไม่มีตัวบ่งชี้ขนาดของเซลล์ที่ชัดเจน ซึ่งจากผลการ
ทดลองพบว่าสามารถทำการแยกประชากรเซลล์ได้ทั้ง 5 ครั้ง พบว่าจำนวนประชากรเซลล์ใหญ่มี
จำนวนน้อยกว่าประชากรเซลล์เล็กประมาณ 5 เท่าจากประชากรเซลล์รวม แสดงให้เห็นว่าเซลล์ยัง
สามารถแบ่งตัวเจริญต่อไปได้แม้จะถูกทำให้ประชากรเซลล์โดยปกติเปลี่ยนไป ซึ่งการที่เซลล์ยัง
สามารถแบ่งตัวเจริญได้อาจเป็นผลมาจากการแยกประชากรเซลล์ใหญ่และเล็กออกจากกันไม่หมดแล้ว
ทำให้เซลล์เจริญเติบโตได้ตามปกติ โดยที่สิ่งแวดล้อมในการส่งสัญญาณของเซลล์เพ่ือนบ้านเปลี่ยนไป 
(6-9) อีกทั้งการแยกเซลล์โดยใช้ side scatter และ forward scatter นั้นยังไม่สามารถแยก
ประชากรเซลล์ได้ทั้งหมด เพราะไม่ได้ทำการย้อมเซลล์ เนื่องจาก Flow cytometry เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้
ในการวิเคราะห์เซลล์ด้วยการฉายแสงเลเซอร์ลงสู่เซลล์ แล้ววัดการเรืองแสงที่เกิดข้ึนบนผิวเซลล์หรือ
ภายในเซลล์และไหลผ่านเครื่อง ซ่ึงเทคนิคนี้มีความไวสูง สามารถวัดเซลล์จำนวนมากได้รวดเร็ว และมี
การแยกความเข้มของแสงหรือขนาดของเซลล์ได้อย่างแม่นยำ (74) 
 ความเข้มข้นและความบริสุทธ์ของอาร์เอ็นเอ ที่ทำการวัดโดยใช้เครื่อง Nanophotometer  
พบว่าไม่มีความปนเปื้อนและมีความเข้มข้นมาก แต่ค่าที่ได้จาก Nanophotometer จะมีความ
แม่นยำน้อยกว่า Qubit flurometer เนื่องจากเป็นการใช้สาร fluorescent จับกับอาร์เอ็นเอ ทำให้
เกิดความผิดพลาดได้ ในขณะที่ Nanophotometer ใช้การดูดกลืนแสงในการวัดความเข้มข้นของ
อาร์เอ็นเอ(75) ซึ่งต่อไปในอนาคตหากจะสกัดอาร์เอ็นเอสำหรับทำ RNA sequencing ควรทำการวัด
ทั้ง Nanophotometer, Qubit flurometer และ Bioanalyzer เพ่ือวัด RNA integrity number 
(RIN) เป็นค่าที่บอกถึงความสมบูรณ์ของ RNA หลังจากการสกัด  

ยีนที่แสดงออกในเซลล์ต้นกำเนิด ได้แก่ OCT4, SOX2, NANOG และ LIN28B รวมถึงยีนใน 
mTORC2 คือ RICTOR พบว่าทุกยีนสามารถเพ่ิมจำนวนในทุก ๆ ประชากรเซลล์รวม โดยยีน 
RICTOR, LIN28B, OCT4, SOX2, NANOG มีการแสดงออกของอาร์เอ็นเอในจำนวนประชากรเซลล์
รวมมากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก แสดงว่าในระดับอาร์เอ็นเอประชากรเซลล์
ของ U87MG มีความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง ซึ่งจากการศึกษาเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งนั้นถูกค้นพบ
ครั้งแรกในมะเร็งเม็ดเลือดขาว (acute myeloid leukemia, AML) โดย John dick และคณะ (76) 
ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นที่ทำให้มีการศึกษาเกี่ยวกับเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง และภายหลังทำให้มีข้อมูลมากข้ึน 
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ทำให้ทราบว่าเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (cancer stem cells หรือ cancer initiating cells) จะมี
ลักษณะจำเพาะ ประกอบไปด้วย ความสามารถในการแบ่งตัวเจริญเติบโตได้อย่างไม่จำกัด (infinited 
proliferative capacity) สามารถแบ่งตัวเป็นเซลล์ที่ทำหน้าที่ต่างๆ ได้หลายชนิด (multilineage 
differentiation potential) รวมถึงความสามารถในการแบ่งตัวแล้วได้เซลล์ที่มีคุณสมบัติเหมือน
ตัวเอง (self-renewal ability) ซึ่งคุณสมบัติจำเพาะดังกล่าวจะเหมือนกับเซลฃล์ต้นกำเนิดปกต ิ แต่
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งจะมีคุณสมบัติที่แตกต่างออกไป คือ สามารถส่งเสริมให้เกิดเป็นก้อนมะเร็งขึ้น
ใหม่ (tumor formation) ทำให้เกิดการพัฒนาก้าวหน้าของโรค (progression) และทำให้เกิดการ
กระจายไปที่อ่ืน (metastasis) (14, 25, 26) (18) และจากรายงานลักษณะของเซลล์ต้นกำเนิดจะ
สามารถแบงเซลลไดอยางตอเนื่องในชวงระยะเวลาที่ยาวนานจะถูกควบคุมใหถูกตองแมนยําโดยการ
ควบคุมของยีนตาง ๆ เชน Oct3/4, Sox2, NANOG และ LIN28B เปนตน (77-81) แสดงให้เห็นว่า
เมื่อแยกประชากรเซลล์ U87MG ออกจากกันมีผลต่อการลดความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งลดลง (6-
9) รวมถึงยีน RICTOR ก็พบว่ามีการแสดงออกของยีนไปในทางเดียวกันกับยีนที่ทำหน้าที่ในการรักษา
ความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งดังที่กล่าวข้างต้น ซึ่งมีรายงานก่อนหน้านี้ว่าความสามารถในการแบ
งตัวเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเก่ียวของกับวิถี PI3K/Akt/mTOR หากมีการกลายพันธุเกิดข้ึนกับเอน
ไซมที่เกี่ยวของกับวิถีนี้จะทําใหเซลลแบงตัวอยางไมจํากัดขณะเดียวกัน GBM มีการแสดงออกของ 
mTORC2 มากกว่ามะเร็งชนิดอื่น ซึ่งจะพบยีน RICTOR ใน mTORC2 กล่าวคือถ้ามีปริมาณมาก การ
เติมฟอสเฟตที่ตำแหน่ง S473 จะเกิดขึ้นในระดับที่มากกว่าปกติ ส่งผลให้เกิดการตอบสนองของเซลล์
ในปริมาณท่ีมากขึ้นอันเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็ง ได้แก่ การเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) 
การบุกรุกของเนื้อเยื่อ (tissue invasion) การแบ่งตัวของเซลล์ (cell proliferation) การต้านยาเคมี
บำบัด (chemoresistance) และการกลับมาเป็นใหม่ (relapse) นั่นเอง (46, 62, 63) นอกจากนี้ผล
การทดลองยังพบว่าการแสดงออกของอาร์เอ็นเอในประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กไม่
แตกต่างกัน ซึ่งในการทดลองนี้ยังไม่สามารถระบุสาเหตุได้ว่าเพราะเหตุใดในประชากรเซลล์ใหญ่จึงมี
การแสดงออกของความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดน้อยกว่าประชากรเซลล์เล็ก สรุปได้เพียงว่าประชากรเซลล์
ใหญ่มีการแสดงออกของความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดสูงที่สุด  

สำหรับปฏิกิริยา real-time PCR พบว่าอุณหภูมิ annealing ที่ 60 องศาเซลเซียส เหมาะสม
ที่จะนำอุณหภูมิดังกล่าวมาใช้ในปฏิกิริยา PCR เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่ไม่ต่ำกว่า Tm ที่คำนวณจาก
ความยาวของไพร์เมอร์ ให้ไม่เกิด non-specific band และอุณหภูมิไม่สูงเกิน ±5 องศาเซลเซียสทำ
ให้ไพร์เมอร์ จับได้อย่างจำเพาะและสมบูรณ์ตามขนาดที่ blast ได้จากฐานข้อมูล NBCI  
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จากการวัดการเพ่ิมจำนวนเซลล์ด้วย MTS assay พบว่าเมื่อเปรียบเทียบ %viability 
ประชากรเซลล์รวมมีการเพิ่มจำนวนเซลล์หรือสามารถอยู่รอดได้มากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และ
ประชากรเซลล์เล็ก แสดงให้เห็นว่าประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กมีผลต่อการอยู่รอดของ
เซลล์ U87MG และเซลล์ U87MG จะสามารถแบ่งจำนวนได้ตามปกติเม่ืออยู่ในสิ่งแวดล้อมของ
ประชากรรวมที่มีความหลากหลายตามปกติ 

จากการวัดการทำให้เกิดช่องว่างระหว่างเซลล์เพ่ือวัดเคลื่อนที่ของเซลล์ พบว่าประชากรเซลล์
รวมมีการเคลื่อนที่เข้าหากันได้เร็วกว่าประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็ก อาจเกิดจากการที่
เซลล์ U87MG จะสามารถแบ่งเซลล์ได้ตามปกติจำเป็นที่จะต้องอยู่รวมกัน เพราะเมื่อทำการแยกเซลล์
พบว่ามีการแบ่งตัวช้ากว่าตอนอยู่รวมกันและส่งผลให้การเคลื่อนที่ของเซลล์ที่ทำการแยกประชากรช้า
ลงด้วย 

จากผลการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการบ่งบอกความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งใน
ประชากรเซลล์ของ U87MG ด้วยวิธี western blot analysis โดยโปรตีนที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ 
OCT4, SOX2, NANOG, LIN28B และ RICTOR พบว่าการแสดงออกของโปรตีนในแต่ละประชากร 
คือ ประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์เล็กมีการแสดงออกของโปรตีนที่
ศึกษาดังกล่าวไม่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่ายีนที่แสดงออกถึงความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งในระดับ
อาร์เอ็นเอมีการแสดงออกมากและแตกต่างกัน แต่ในระดับโปรตีนมีการแสดงออกน้อยและไม่แตกต่าง
กัน เนื่องจากยีนดังกล่าวอาจถูกแปลรหัสเป็นโปรตีนในปริมาณท่ีน้อยนั่นเอง แต่ที่น่าสนใจคือ การ
แสดงออกของโปรตีน pAKT/AKT ของประชากรเซลล์ใหญ่น้อยกว่าในประชากรเซลล์รวมและ
ประชากรเซลล์เล็กอย่างชัดเจน ซึ่งจากรายงานการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการที่สัดส่วนของ 
pAKT/AKT สูงขึ้นหรือต่ำลงเกี่ยวข้องกับวิถี PI3K/AKT ที่ทำหน้าที่ควบคุมการอยู่รอดของเซลล์ การ
เพ่ิมจำนวนของเซลล์และการสร้างหลอดเลือด เพ่ือรักษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็ง (42) อีกทั้ง
ยังเกี่ยวข้องกับวิถีสัญญาณและกระบวนการในเซลล์ เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับ cell cycle, aging และ 
morphogenesis (10) โดยเฉพาะยีนที่เป็นตัวหลักในมะเร็งหลายชนิด เช่น RAS, TP53, PIK3 เป็น
ต้น (11, 12) ซึ่งยีนที่ใช้ยารักษา GBM เช่น EGFR พบว่าถูก amplified มากประมาณร้อยละ 50 และ
หนึ่งในวิถีสัญญาณที่ถูกกระตุ้นโดยโปรตีน EGFR คือ PI3K/ AKT พบว่าสัญญาณนี้ถูกกระตุ้นมากถึง
ร้อยละ 90 (13) อีกท้ัง GBM บางกลุ่มมียีน EGFR ที่กลายพันธุ์ทำให้ยาที่ใช้ในการยับยั้งไม่ได้ผล แต่
ทั้งนี้ก็ยังไม่สามารถระบุได้ชัดเจนว่าประชากรเซลล์เล็กที่มีการแสดงออกของ pAKT จะมีความเป็น
เซลล์ต้นกำเนิดมากกว่าประชากรเซลล์ใหญ่ เนื่องจากการทำงานของ cell signaling ในเซลล์แต่ละ
ประชากรเซลล์อาจมีความแตกต่างกันซึ่งยังต้องต้องทำการศึกษาเพ่ิมเติม 
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การศึกษาการแสดงออกของเครื่องหมายแอนติเจน (antigenic marker) ที่ใชในการบ่งชี้
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งกลัยโอบลาสโตมา ได้แก่ CD133, E-Cadherin และ Nestin พบว่าเครื่องหมาย
แอนติเจนทั้ง 3 ตัวมีการแสดงออกบริเวณขอบเซลล์ในประชากรเซลล์ใหญ่ ในขณะที่ประชากรเซลล์
เล็กจะมีการแสดงออกของ CD133, E-Cadherin และ Nestin ในนิวเคลียสมากกว่าบริเวณขอบเซลล์ 
แต่เมื่ออยู่รวมกันเป็นประชากรเซลล์รวมทั้ง CD133, E-Cadherin และ Nestin พบว่ามีการ
แสดงออกท่ัวทั้งเซลล์ ซึ่งจากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า E-cadherin มีบทบาทสำคัญในการทำหน้าที่
เป็นโมเลกุลช่วยในการยึดจับกันระหว่าง epithelial cell กับโครงสร้างค้ำจุนภายในเซลล์ (71) และ
เกี่ยวข้องกับเกิดการกระตุ้นการทำงานของวิถีส่งสัญญาณต่าง ๆ เช่น PI3K และ MAPK และท่ีสำคัญ
การลดลงของ E-cadherin ยังช่วยส่งเสริมการเกิดกระบวนการ Epithelial–mesenchymal 
transition (EMT) ที่ทำให้เกิดการสูญเสียความสามารถในการยึดเกาะกันของเซลล์ และลุกลามไปยัง
บริเวณอ่ืน (71) นอกจากนี้ยังพบการแสดงออกของ Nestin มีบทบาทสำคัญในการทำหน้าที่โปรตีน
โครงสราง (structural protein) ของเนื้อเยื่อประสาทแรกเริ่ม (primitive neural tissue) (69) จึง
สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งได้ดี และพบการแสดงออกของ CD133 ซึ่งเปนโปรตีนที่
จะมีการแสดงออกสูงในมะเร็งสมองกลัยโอมา ซึ่งใช้บอกได้ว่าเซลลนี้จะสามารถพัฒนาไปเปนเซลล
ประสาทหรือเซลลเกลียต่อไป (68) แสดงว่าการมีอยู่ของโปรตีนทั้ง 3 ตัวบ่งบอกถึงการมีความเป็น
เซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งที่จะสามารถแบ่งตัวเพ่ิมจำนวนไปได้เรื่อยๆ อย่างยาวนานเมื่อมีการอยู่รวมกัน
เป็นประชากรเซลล์รวม เพราะพบการแสดงออกท่ัวทั้งเซลล์ แต่เมื่อแยกกันพบว่ามีการแสดงออก
บริเวณท่ีแตกต่างกันในปริมาณท่ีไม่เท่ากัน ซึ่งในการศึกษานี้ยังไม่สามารถระบุได้ว่าประชากรเซลล์ใด
ที่ทำหน้าที่รักษาความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดมะเร็งไว้ 

กล่าวโดยสรุปการศึกษานี้ทำการศึกษาตัวบ่งชี้ของความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดในประชากรของ 
U87MG ในประชากรที่ทำการแยกเป็นประชากรเซลล์รวม ประชากรเซลล์ใหญ่และประชากรเซลล์
เล็ก โดยใช้เทคนิค real-time PCR พบว่าเซลล์ U87MG มีการแสดงออกของยีนที่บ่งชี้ความเป็นเซลล์
ต้นกำเนิด ได้แก่ OCT4, SOX2, LIN28B,c-MYC, ZWINT, TYMS, RCF4 ยีนที่แสดงออกใน GBM 
ได้แก่ SPARCL1, GDF15, LAMA1, RPL13A,EGFR, AKT และ RICTOR  ในประชากรเซลล์รวม
ประชากรเซลล์ใหญ่ละประชากรเซลล์เล็ก และในประชากรเซลล์รวมมีการแสดงออกของยีนที่บ่งชี้
ความเป็นเซลล์ต้นกำเนิดสูงที่สุด อีกท้ังยังพบว่าเซลล์ U87MG ต้องการการอยู่รวมกันของเซลล์จึงจะ
สามารถแบ่งตัวเพ่ิมจำนวนได้ตามปกติ 

ในอนาคตควรศึกษาความหลากหลายของขนาดเซลล์ต่อการแสดงออกของยีนอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม
ทั้งในระดับโปรตีน โดยอาจศึกษาในระดับ omics เช่น transcriptomics, proteomics รวมถึง
การศึกษาเพ่ิมเติมในสัตว์ทดลอง เพ่ืออธิบายคุณสมบัติและความแตกต่างของเซลล์ได้อย่างชัดเจนและ
แม่นยำมากยิ่งข้ึน 
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ประวัติผู้เขียน 
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ชื่อ-สกุล รุ่งนภา  บุตรศรี 
วัน เดือน ปี เกิด 6 พฤศจิกายน 2538 
สถานที่เกิด อำเภอยางตลาด จังหวัดกาฬสินธุ ์
วุฒิการศึกษา วิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาชีววิทยา  

มหาวิทยาลัยบูรพา 
ที่อยู่ปัจจุบัน 21/13 บ้านคำแมด ตำบลบัวบาน อำเภอยางตลาด จังหวัดกาฬสินธุ์ 
ผลงานตีพิมพ์ นำเสนอผลงานวิจัยรูปแบบบรรยาย ในหัวข้อ The Study of Stemness-

Related Markers in U87 Glioblastoma Populations  
by Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 
ณ งานประชุมวิชาการนำเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติครั้งที่ 
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