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การเปลี่ยนแปลงระดับของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 การกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 และการ

เคลื่อนที่ของเซลลมะเร็ง โดยศึกษาความสัมพันธระหวางเซลลทั้งสองชนิด ทั้งทางตรง และทางออม  การ

ทดลองศึกษาผลทางออม โดยการใชเล้ียงเซลลเหงือกดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจากเซลลมะเร็ง และ

เล้ียงเซลลมะเร็งในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจากเซลลเหงือก  สวนผลทางตรง จะทําการศึกษา 2 วิธ ีในวิธี

แรก จะเตรียมเฉพาะสวนผนังเซลลจากเซลลทั้งสองชนิด และนําไปใชกระตุนเซลลอีกชนิดหนึ่ง  และวิธีที่สอง

เปนการเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดในจานเลี้ยงเซลลแบบหลุมที่มี 2 หนา (Transwell) โดยเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิด

คนละดานของหลุม 2 หนาดังกลาว ผลการทดลองพบวา การเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจาก

เซลลอีกชนิดหนี่ง  รวมทั้งการกระตุนเซลลดวยผนังเซลลของเซลลอีกชนิดหนึ่งนั้น ไมมีผลตอปริมาณ และการ
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ศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล (48-well microchemotaxis chamber apparatus) และพบวา อาหารเลี้ยง

เซลลของเซลลเหงือกสามารถกระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลมะเร็ง ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลจากเซลลมะเร็ง

สามารถกระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลเหงือก  จากผลการทดลองดังกลาว สรุปไดวา สารหลั่งจากเซลลเหงือก 

และเซลลฺมะเร็ง สามารถกระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลอีกชนิดหนึ่งใหเขามาใกลกันได แตไมมีผลตอการ
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กระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ซึ่งกลไกดงักลาวนี้ อาจเปนกลไกสําคัญในการกระตุนการ

แพรกระจายของเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของชองปาก 
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Abstract 

MMP-2 has been considered to be an important enzyme for tumor metastasis.  In this 

study, we investigated the interaction between HSC-7, oral squamouse carcinoma cell line, and 

HGF (human gingival fibroblast) in terms of MMP-2 and MMP-9 modulation, MMP-2 activation and 

cell migration.  We studied both direct and indirect interactions between these two cell types.  For 

the indirect interaction, we cultured HGF with the conditioned medium from HSC-7 and vice versa.  

For direct interaction, we prepared the cell membrane extract from one cell type and applied to 

culture of the other, and vice versa.  We also cultured both cells in the transwell, an apparatus that 

allows cells to be grown on each side of the membrane, and contact each other through the 

membrane pore.  The results indicated that transferring of the conditioned medium and 

application of membrane extract could either activate or modulate the levels of MMP-2 and MMP-

9.  However, cells cultured on the transwell clearly showed the MMP-2 activation by gelatin 

zymography.  For migration assay, we used 48-well microchemotaxis chamber.  The results 

showed that conditioned medium from HGF could induce HSC-7 migration and vice versa.  These 

results suggested that conditioned medium contained the ability to induce cell migration towards 

each other without effect on MMP-2 activation.  In addition, direct cell contact in the living cells 

could induce MMP-2 activation.  These mechanisms might be one of the important step in the 

process of oral squamous cell migration and metastasis. 
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บทนํา  

มะเร็งชนิดสแควมัสเซลล (Squamous cell carcinoma) เปนมะเร็งในชองปาก ที่พบมากเปน

อันดับที่ 1 ในประชากรไทย มะเร็งชนิดนี้ เปนมะเร็งที่มีการพยากรณโรคไมดี (Poor prognosis) ทั้งนี้

เนื่องจากเซลลมะเร็งชนิดนี้มีความสามารถในการแทรกตัวไปยังเนื้อเยื่อขางเคียงไดดี รวมทั้งมีอุบัติการณ

ของการแพรกระจายไปสูตอมน้ําเหลืองและอวัยวะที่อยูหางออกไปสูง ทําใหมีอัตราการเสียชีวิตของผูปวย

สูง (Slootweg et al., 1996; Vokes et al., 1993; Zbaren and Lehmann, 1987) 

มะเร็งเปนพยาธิสภาพที่เซลลในรางกายมีอัตราการแบงตัวที่ผิดปกติ จนทําใหมีการขยายขนาด

ของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะในบริเวณนั้น ซึ่งอาจรบกวนการทํางานปกติของอวัยวะขางเคียง การเพิ่มจํานวน

เซลลอยางมาก อาจมีสาเหตุมาจากความผิดปกติของกลไกที่ควบคุมการแบงตัว (Dictor et al., 1999; 

Roussel et al., 1996; Sherr, 1996) หรือกลไกที่ควบคุมการตายของเซลล (Hogarty, 2003; 

Nefedova et al., 2003) โดยความผิดปกติของกลไกการควบคุมทั้งสองนี้ อาจเกิดขึ้นในสองลักษณะ คือ 

จากการเปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรมของเซลล (Dictor et al., 1999; Hogarty, 2003) หรือจากการ

เหนี่ยวนําโดยเซลลที่อยูขางเคียง  

ในการเหนี่ยวนําโดยเซลลที่อยูขางเคียงนี้อาจเปนการเหนี่ยวนําจากเซลลมะเร็งดวยกันเอง 

(Rahimi et al., 1996) หรืออาจเปนเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Stromal cells) ที่อยูรอบๆ (Hauptmann 

et al., 2003; Johnson et al., 1998; Kijima et al., 2002; Nefedova et al., 2003; Tokuda et al., 

2003)  

สําหรับการเหนี่ยวนําอันเกิดจากปฏิสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งและ Stromal cells นั้น สามารถ

เกิดขึ้นไดใน 2 ทิศทาง ทั้งจากการที่เซลลมะเร็งเหนี่ยวนํา Stromal cells หรือในทางกลับกนั ดังที่กลาวไว

ขางตน ทั้งนี้กลไกที่เซลลใช แบงออกไดเปน 2 ลักษณะใหญๆ คือ เกิดขึ้นจากการสัมผัสกันระหวางเซลล

สองชนิด หรือเกิดขึ้นเมื่อเซลลชนิดหนึ่งไดรับเพียงสารหลั่งจากเซลลอีกชนดิหนึ่ง โดยไมมกีารสัมผัสของ

เซลล (Alessandro and Kohn, 2002)  



 

 

2 

ปฏิสัมพันธระหวางเซลลนี้ มีสวนสําคัญในกระบวนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งในมะเร็ง

หลายๆชนิดเชน มะเร็งเตานม มะเร็งรังไข มะเร็งกลามเนื้อลาย และ มะเร็งตอมลูกหมาก เปนตน 

(Brooks et al., 1997; Cooper et al., 2003; Li et al., 2003; Libura et al., 2002; Parrott et al., 

2001)   

มีรายงานถึงการเหนี่ยวนํา Stromal cells ที่อยูบริเวณขอบของกอนมะเร็ง โดยเซลลมะเร็งหลั่ง 

Transforming growth factor beta (TGF-β) ทําให Stromal cells ซึ่งปกติเปน Fibroblast เปล่ียนเปน 

Myofibroblast ซึ่งเปนเซลลที่มีลักษณะรวมของ Fibroblast และ Smooth muscle cell และมี

ความสามารถหลั่งสารที่มีคุณสมบัติเปน Pro-invasive signal ยอนกลับมากระตุนเซลลมะเร็งใหเคลื่อนที่ 

และเกิดการแพรกระจายในที่สุด นอกจากนี้ Myofibroblast ยังสราง N-cadherin ซึ่งสงเสริมใหทั้ง 

myofibroblast และเซลลมะเร็ง แพรกระจายเขาสูเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเพิ่มมากยิ่งขึ้น (De Wever and 

Mareel, 2002; De Wever and Mareel, 2003) สําหรับมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก มี

รายงานถึงปฏิสัมพันธระหวางเซลล ในการชักนําใหมีการเคลื่อนของเซลลมะเร็งไปสูตอมน้ําเหลือง

บริเวณคอ ซึ่งเปนผลของการจับกันของ chemokine ชนิดหนึ่ง ซึ่งสรางขึ้นจาก Stromal cells และ 

Receptor ที่มีอยูที่เซลลมะเร็ง (Uchida et al., 2003)  

สําหรับกลไกในการแพรกระจายของเซลลมะเร็งนั้น ตองอาศัยกระบวนการยอยสลายเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันที่อยูรอบกอนมะเร็ง รวมกับการเคลื่อนตัวของเซลลมะเร็งผานบริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ถูกยอย

สลาย (Stetler-Stevenson et al., 1993) ซึ่งเริ่มจากการที่เซลลมะเร็งจะยอยทําลายและเคลื่อนตัวผาน 

Basement membrane ที่อยูใตตอเซลลมะเร็ง แลวจึงเคลื่อนตัวไปสูตอมนํ้าเหลือง หรืออวัยวะที่อยูหาง

ออกไป โดยผานไปกับกระแสเลือด ซึ่งการผานเขาและออกจากกระแสเลือดของเซลลมะเร็งนั้น 

เซลลมะเร็งจะตองแทรกตัวผานเซลลบุผนังหลอดเลือด (Endothelial cells) และ Basement membrane 

ของหลอดเลือดดวย นอกจากนี้เซลลมะเร็งยังยอยสลายเมทริกซนอกเซลล (Extracellular matrix; ECM) 
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ที่พบในระหวางการเคลื่อนที่ดวย (Curran and Murray, 2000; Stetler-Stevenson et al., 1993; 

Timar et al., 2001) 

เมทริกเมเทโลโปรทีเนส (Matrix metalloproteinases; MMPs) เปนกลุมของเอนไซมที่มี

ความสามารถในการยอยสลาย ECM ไดครอบคลุมทุกชนิด รวมทั้งคอลลาเจนซึ่งเปนองคประกอบ

มากกวารอยละ 80 ของโปรตีนใน ECM ของรางกาย และจากการที่คอลลาเจนนั้นไมสามารถถูกยอย

สลายไดดวยProteinases ในกลุมอื่นๆ ดงันั้น MMP จึงเปนกลุมของเอนไซมที่มบีทบาทสําคัญใน

กระบวนการแพรกระจายของมะเร็ง (Curran and Murray, 2000; John and Tuszynski, 2001; Timar 

et al., 2001) จนถึงปจจุบันพบมีเอนไซมอยูในกลุมนี้กวา 20 ตัว โดยเอนไซมในกลุมนี้ จะถูกสรางขึ้นใน

ลักษณะที่ยังไมพรอมทํางาน (Latent form) ในสภาวะปกติ และตองการการกระตุนโดยการตัด Pro-

peptide domain ออก รวมท้ังตองการ Zinc ion ที่ตําแหนง Catalytic domain จึงจะถูกเปลี่ยนใหอยูใน

รูปที่พรอมทํางาน (Active form) ซึ่งในระหวางกระบวนการกระตุนการทํางานนี้ อาจจะพบเอนไซมในรูป 

Intermediate ซึ่งมีการตัด Propeptide ไปแลวบางสวนได (Curran and Murray, 2000; John and 

Tuszynski, 2001; Nelson et al., 2000; Timar et al., 2001)  

 เอนไซม MMP ในกลุมเจลาติเนส (Gelatinases) ซึ่งประกอบดวย MMP-2 (Gelatinase A) และ 

MMP-9 (Gelatinase B) เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะในการยอยสลายคอลลาเจนชนิดที่ 4 (Type IV 

collagen) ซึง่เปนองคประกอบหลักของ Basement membrane และการทําลาย Basement 

membrane นั้นเปนขั้นตอนแรกในการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง มีรายงานพบมีการเพิ่มการสรางและ

ระดับการทํางานที่สูงขึ้นในรอยโรคมะเร็งหลายๆชนิดรวมทัง้ในมะเร็งชนิดสแควรมัสเซลลดวย ทั้งนี้พบวา

ระดับของ MMP-2 และ MMP-9 ที่สูงขึ้นนี้มีความสัมพันธกับระดับความรุนแรงของรอยโรคในดาน

ความสามารถในการแพรกระจาย (Katori et al., 2002; Kawamata et al., 1998; Kusukawa et al., 

1993; Nelson et al., 2000; O-chareonrat P et al., 2001; Tokumaru et al., 2000) อยางไรก็ตาม 
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MMP อื่นๆ กพ็บมีความเกี่ยวเนื่องในบางขัน้ตอนของการลุกลามของโรคมะเร็งดวย (Chambers and 

Matrisian, 1997)  

ผลจากการศึกษาโดยใชตัวยบัยั้ง (specific inhibitor) MMI-166 ที่มีความจาํเพาะตอ MMP-2 

และ MMP-9 ทดสอบในเซลลไลนจากมะเร็งตับออน (Matsushita et al., 2001) และ มะเร็งลําไส (Ohta 

et al., 2001) พบวาตัวยบัยัง้สามารถลดอัตราการแพรกระจายของเซลลมะเร็งได นอกจากนี้ยังชวยลด

อัตราการเจริญ (Tumor growth) ของกอนมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลในสัตวทดลองดวย (Katori et al., 

2002) ผลการทดลองดังกลาว สนับสนุนบทบาทของเอนไซมทั้งสองในกระบวนการแพรกระจายของ

เซลลมะเร็งเปนอยางดี   

MMP-2 ยังมีคณุสมบัติที่แตกตางจากเอนไซม MMP อื่นๆ คือกลไกการกระตุนการทํางานของ

เอนไซมแตกตางจาก MMP อืน่ๆ รวมทั้ง MMP-9 โดยตองการ MMP บนผิวเซลล หรือ Membrane type 

MMP (MT-MMP) เปนตัวกระตุน ซึ่งกระบวนการกระตุนการทํางานของ MMP-2 ซึ่งเปนที่ยอมรับกันอยาง

กวางขวางจนถงึปจจบุัน ถูกเสนอโดย Strongin และคณะในป 1995 โดยพบวา Latent MMP-2 (72 

kDa) จะยึดกบัเซลลโดยยึดเกาะผานไปกับ MT-MMP ที่อยูบนผิวเซลล และมีโมเลกุลของ Tissue 

inhibitor of matrix metalloproteinase-2 (TIMP-2) ซึ่งปกติทําหนาที่เปนตัวยับยั้งการทํางานจําเพาะ

ของ MMP-2 รวมเกาะอยูดวย โดย Latent MMP-2 จะยดึกับสวนของโมเลกุล TIMP-2 เกิดเปน Tri-

molecular complex จากนั้น บางสวนของ Propeptide domain ของ Latent MMP-2 จะถูกตัดออกโดย 

MT-MMP อีกตัวหนึ่งที่อยูใกลเคียงบนผิวเซลล เกิดเปน Intermediate MMP-2 (68 kDa) และสวนของ 

Propeptide domain ที่เหลืออยูใน Intermediate  MMP-2 จะหลุดออกไปทั้งหมดโดยอัตโนมัติ ไดเปน 

Active MMP-2 (59 kDa) ซึง่เอนไซมในรูป Active MMP-2 นี้เทานั้นที่สามารถทําการยอยสลายสารตั้ง

ตนตางๆของเอนไซมได โดยที่เอนไซมในรูป Intermediate ไมมีความสามารถนี้ (Strongin et al., 1995) 
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สวนการกระตุนการทํางานของ MMP อื่นๆ นั้น จะเกิดโดยอาศัยเอนไซมกลุม Serine 

proteinases ตัด Propeptide domain ออก เพื่อกลายเปน Active MMP (Curran and Murray, 2000; 

Nelson et al., 2000) 

ในการศึกษามะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและลําคอ (Head and neck squamous cell 

carcinoma) จากชิ้นเนื้อมะเร็งที่ตัดไดจากผูปวย พบการเพิ่มขึ้นของ MMP-2 และ MMP-9 ทั้งในระดับ

ของ  อารเอ็นเอนํารหัส (mRNA) โปรตีน รวมทั้งระดับของ Enzymatic activity โดยมีความสัมพันธกบั

ระดับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังตอมนํ้าเหลือง (Kurahara et al., 1999; Kusukawa et al., 

1993; O-chareonrat P et al., 2001) แมจะมีรายงานที่แสดงถึงความสําคัญของ MMP-2 และ MMP-9 

ในการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง แตจํานวนของการศึกษาในเรื่องนี้ยังมีอยูนอย และยังไมมีความ

ชัดเจนมากนัก 

ดังที่กลาวขางตน เนื่องจากในธรรมชาติ เซลลมะเร็งมิไดอยูโดยลําพัง แตจะอยูทามกลางเซลล

ปกติของรางกายทั้งที่เปนเซลลหลักของอวัยวะนั้น (Parenchymal cells) และ Stromal cells การศึกษา

ในมะเร็งหลายๆชนิด พบวาปฏิสัมพันธระหวางเซลล ที่เกิดขึ้นจากการไดรับสารหลั่ง หรือจากการสัมผัส

กันของเซลลนั้น สงเสริมการสราง MMP-2 หรือกระตุนการทํางานของ MMP-2 เชน เมื่อเลี้ยง MCF-7 ซึ่ง

เปนเซลลมะเร็งเตานมชนิดไมรุนแรงรวมกับ Fibroblast ที่ไดจากเนื้อเยื่อในบริเวณใกลเคียง พบวาการ

สัมผัสระหวางเซลล ทําใหโปรตีนบนผิวเซลลของ MCF-7 เหนี่ยวนําใหมีการสราง MMP-2 เพิ่มขึ้นใน 

Fibroblast ในขณะที่สารหลั่งจาก MCF-7 กระตุนการสราง MMP-1 และ MMP-3 (Ito et al., 1995) 

สวนการเลี้ยงเซลลมะเร็งของ Proximal tubule จากไตรวมกบั Fibroblast ที่ไดจากบริเวณเดียวกัน พบวา

เซลลของ Proximal tubule หล่ัง Growth factors เชน TGF-beta1 และ PDGF-AB ซึ่งสงเสริมใหมีการ

แบงตัว เพิ่มการสรางคอลลาเจน และการสราง MMP-2 และ MMP-9 ใน Fibroblast (Johnson et al., 

1998) นอกจากนี้ พบวา Interleukin-6 ที่สรางโดย Bone marrow stromal cell ตอบสนองตอ 

Interleukin-6 receptor alpha บน Myeloma cell โดยสงเสริมใหมีการสราง MMP-1 และ MMP-2 
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เพิ่มขึ้น ในรอยโรค Multiple myeloma   (Barille et al., 2000) สําหรับเซลลมะเร็งของตอมลูกหมากเมือ่

เล้ียงรวมกับ Fibroblast จะเพิม่การสราง MMP-9 ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก และ ลดการสราง TIMP-1 

และ TIMP-2 ใน Fibroblast ซึ่งเปนผลจากสารหลั่งจากเซลล โดยไมจําเปนตองมีการสมัผัสกันของเซลล

ทั้งสองชนิด (Dong et al., 2001) ในขณะที่มะเร็งชนิดสแควรมัสเซลลของศีรษะและลําคอ เมือ่เล้ียง

เซลลมะเร็งรวมกับ Skin fibroblast จะเกิดการกระตุนการทํางานของ MMP-2 ไดโดยออม จากการ

เพิ่มขึ้นของ MT1-MMP บนผิวเซลลมะเรง็ (Sato et al., 1999) 

จากการศึกษาของคณะผูวิจัยเองที่ผานมา (Sanchavanakit, 2003a) พบวา เมื่อเล้ียงเซลลไลน

ของมะเร็งชนิดสแควรมัสเซลล 3 ชนิด ที่ไดจากชองปากของมนุษย (Human squamous cell 

carcinoma) คือ HSC-3 HSC-6 และ HSC-7 รวมกับเซลลเหงือกของมนุษย (Human gingival 

fibroblast; HGF) จะมีผลกระตุนการทํางานของ MMP ในกลุม Gelatinases; MMP-2 และ MMP-9 ได 

โดยพบวา HSC-3 หรือ HSC-7 ที่เล้ียงรวมกับ HGF ในหลุมเล้ียงเซลลเดียวกันที่เซลลสัมผัสกันโดยตรง 

สงเสริมให latent MMP-2 ถูกเปลี่ยนใหเปน active แตเมื่อเล้ียงเซลลทั้งสองชนิดรวมกัน โดยเลี้ยง HSC 

ใน Transwell ซึ่งมีลักษณะเปน removable chamber insert ที่สวมลงในจานเลี้ยงเซลล ซึ่งที่พื้นของ 

Transwell จะเปนแผน membrane ที่มีรูขนาดเล็กพอใหสารหลั่งจากเซลลสามารถผานเขาออกได แลว

วาง Transwell ลงในจานเลี้ยงเซลลที่มี HGF เล้ียงอยูที่กนหลุม เพื่อใหการสื่อสารระหวางเซลลที่เกิดขึ้น 

เกิดขึ้นจากสารหลั่งจากเซลลที่ผานไปในอาหารเลี้ยงเซลลเทานั้น พบวาการเลี้ยงเซลลในลักษณะนี้ไมพบ

มี active MMP เกิดขึ้น 

อยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยมีความเห็นวา ผลการทดลองขางตนอาจจะไมถกูตองสมบูรณทั้งหมด 

เนื่องจากขอจาํกัดบางประการของการใช Transwell เชน จากการที่เซลลใน Transwell มีความหนาแนน

มาก ทําใหมีความเปนไปไดทีส่ารหลั่งบางชนิดจากภายใน Transwell ไมสามารถเคลื่อนลงสู Lower 

chamber หรือเคลื่อนที่ในทิศทางกลับกันจาก Lower chamber เขาสู Upper chamber ทําใหสัดสวน

ของสารหลั่งที่เซลลชนิดหนึ่งไดรับไมเปนไปในสัดสวนเดียวกันกับท่ีเซลลอีกชนิดหนึ่งสรางขึ้น สังเกตได
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จากระดับ MMP-2 และ MMP-9 ที่เซลลหลั่ง ไมเขาสูสมดุล ระหวางใน Transwell กับใน Lower 

chamber (Sanchavanakit, 2003a) ดังนั้นเซลลทั้งสองชนิดจึงไมไดอยูในสิ่งแวดลอมเดียวกันอยาง

แทจริง  

นอกจากนี้ ผลที่ไดยังไมสามารถสรุปไดวากลไกที่ทําใหเกิดการกระตุนการทํางานของ MMP-2 

นั้น อาศัยเพียงการสัมผัสกันระหวางเซลล หรือตองการสารบางชนิดที่หลั่งจากเซลลเขามาประกอบ 

ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ จะทําการศึกษาตอเพื่อใหเกิดความชัดเจนถึงกลไกที่ทําใหเกิดการ

กระตุนการทํางานของ MMP-2 ในเซลลไลนของมะเร็ง หรือในเซลล HGF ใน 2 สภาวะ คือ 

1. เมื่อเซลลไลนของมะเร็ง หรือเซลล HGF ไดรับเพียงสารหลั่งจากเซลล HGF หรือจาก

เซลลไลนของมะเร็งตามลําดับ  

2. เมื่อเกิดเพียงการสัมผัสกันระหวางเซลลไลนของมะเร็ง และเซลล HGF  

นอกเหนือจากปฏิสัมพันธระหวางเซลลที่นําไปสูการกระตุนการทํางานของ MMP-2 แลว ไมอาจ

ปฏิเสธไดวายังมีความเปนไปไดที่ความสัมพันธระหวางเซลลทั้งสองกลุมนี้ จะกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

อื่นๆ ที่จะสงผลใหเซลลมะเร็งมีความรุนแรงมากขึ้น  

ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้ จะทําการศึกษาเพิ่มเติมถึงอิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลไลนของมะเร็ง 

หรือจากเซลล HGF ตอการเพิ่มจํานวนเซลล การหลั่งเอนไซม Gelatinases ตลอดจนความสามารถใน

การเคลื่อนที่ของเซลล ในเซลล HGF หรือในเซลลไลนของมะเร็ง ตามลําดับ โดยจะเลือกศึกษาในเซลล

ไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลล HSC-7 ซึ่งมีระดับการหลั่ง MMP-2 และ MMP-9 ต่ํา แตสามารถ

กระตุนใหเกิด active MMP-2 ได (Sanchavanakit, 2003b) เนื่องจากจะทําใหเกิดความชัดเจนของผล

การทดลอง  หากเกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกหรือระดับของการหลั่งเอนไซม 

Gelatinases ซึ่งจะเพิ่มความเขาใจธรรมชาติของเซลลไลนชนิดนี้ในสภาวะที่มีปฏิสัมพันธกับ Stromal 

cell คือเซลล HGF ซึ่งจะเปนสวนหนึ่งในการอธิบายปรากฏการณที่เกิดขึ้นในการแพรกระจายของ
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เซลลมะเร็งในชองปาก และเปนขอมูลพื้นฐาน ที่จะนําไปพัฒนาแนวทางและวิธีการขัดขวางและปองกัน

การแพรกระจายของเซลลมะเร็งในระดับของการรักษาตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การเพาะเลี้ยงเซลลไลนที่เตรียมจากมะเร็งชนดิสแควมัสเซลลของมนุษย (human squamous 

carcinoma; HSC-7) และ เซลลไฟโบรบลาสตจากเนื้อเยื่อเหงือกของมนุษย (human gingival 

fibroblast; HGF) 

เซลลไลน HSC-7 เตรียมไดจากชิ้นเนื้อมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของผูปวย และไดรับความ

อนุเคราะหจาก Professor Teruo Amagasa, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan 

สําหรับเซลล Fibroblast จากเนื้อเยื่อเหงือกของมนุษย (HGF) เตรียมจากชิ้นเหงือกที่ไดจากผูปวย 6 คน 

ที่มาถอนฟนกรามซี่สุดทายที่ภาควิชาศัลยศาสตร คณะทันตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดย

ฟนที่ถอนนั้นเนื่องจากการจัดฟนหรือเปนฟนคุดโดยไมมีการอักเสบของฟนหรือเหงือก ชิ้นเนื้อเหงือกที่ติด

อยูกับคอฟนที่ถูกถอนจะถูกตดัออกมาเพาะเลี้ยงตามวิธีที่เคยรายงานไวแลว (Sanchavanakit, 2003a) 

และเซลลที่ใชในการทดลองจะใชเซลลในรุนที่ 3-5 

เซลลทั้งสองชนิดถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Dulbecco Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) ที่ประกอบดวย 10% ซีรัมจากฟตัสของวัว (Fetal Bovine Serum; FBS) กลูตามีน (L-

Glutamine) 2mM เพนนิซิลลิน (Penicillin) 100U/ml สเตร็ปโตมัยซินซลัเฟต (Streptomycin sulfate) 

100μg/ml และแอมโฟเทอริซนิบี (Amphotericin B) 0.25μg/ml โดยอาหารเลี้ยงเซลลและสารประกอบ

ทั้งหมดจะไดจาก GibcoBRL (NY, USA) เซลลจะถูกเลี้ยงในตูอบท่ีมคีวามชื้น อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส (oC) และมี 5% คารบอนไดออกไซด การขยายจาํนวนเซลลจะทําโดยการถายเซลล 

(Subculture) ที่เจริญเต็มจานเลี้ยงลงสูจานเลี้ยงเซลลใหมในอัตราสวน 1:5 โดยใชเอนไซมทริปซิน-อีดีที

เอ (Trypsin-EDTA) เซลลจะถูกถายสัปดาหละ 1 คร้ัง 

 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจาก HSC-7 และ HGF 

เซลล HSC หรือ HGF จะถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลที่มีเสนผานศูนยกลาง 60 mm จํานวน 10 

จาน ที่ความหนาแนน 10,000 เซลล/cm2 โดยจะมีความหนาแนนของเซลลประมาณ 80% โดยอาหาร
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เล้ียงเซลลมี 10% FBS เล้ียงเซลลไปเปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นจึงเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่ไม

มีซีรัม (Serum free medium; SFM) ปริมาตร 3 ml เล้ียงเซลลตอไปอีกเปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นจงึ

เก็บอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นดูดเก็บอาหารเลี้ยงเซลลจากแตละจานเลี้ยงเซลลรวมกันแลวนําไปแยกสวน

ของเศษเซลลที่อาจปะปนมาออกดวยเครื่องปนแยกความเร็วสูง แยกสวนใสออกไปเก็บท่ีอุณหภูมิ – 20 

oC จนกวาจะนาํมาใช  

 

3. การกระตุนเซลลดวยสารหลั่งจากเซลลที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ไมมีซรีัม 

เซลล HSC-7 หรือ HGF ถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 

เซลล/หลุม เพื่อวิเคราะหความสามารถในการแบงตัวของเซลลโดยวิธี MTT และจานเลี้ยงเซลลแบบ 6 

หลุม สําหรับจะนําไปสกัด RNA และโปรตีน โดยเลี้ยงเซลลไปเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเปล่ียนอาหาร

เล้ียงเซลลเปน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนเริ่มการทดลอง ในการทดลองเซลลจะถูกเลี้ยงในอาหาร

เล้ียงเซลลที่ผานการเลี้ยง HGF และ HSC-7 มาแลว ตามลําดับ เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้อาหารเลี้ยง

เซลลจะถูกนําไปวิเคราะหระดับของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ 

(Gelatin zymography) และตัวเซลลจะถูกนําไปวิเคราะหความสามารถในการแบงตัว นําไปสกัด RNA 

และโปรตีน เพื่อวิเคราะหระดับของยีนและโปรตีนที่สนใจตอไป ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และใน

แตละการทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   

 

4. การสราง Feeder layer 

เพื่อเปนการตรวจสอบผลของการสัมผัสกันของ HSC-7 และ HGF จึงใช Mitomycin C ซึ่งมี

คุณสมบัติในการยับยั้งการแบงตัว และ ยับยั้งการสรางโปรตีนใหมของเซลล (Sadeghi et al., 1998) 

กระตุน HSC-7 หรือ HGF โดยหวังผลใหเซลลที่ถูกกระตุนอยูในสภาวะทีน่ิ่ง และมี Activity ต่ําสุด เพื่อ

ใหผลการตอบสนองที่จะเกิดขึ้นเมื่อเล้ียงรวมกับเซลล HGF หรือเซลล HSC-7 ปกติ ที่ไมไดรับยา  นาจะ

เกิดขึ้นจากการสัมผัสกับโปรตนีที่มีอยูแลวบนผิวเซลล    การทดลองทําโดยหวานเซลลลงในจานเลี้ยง
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เซลล และเมื่อเจริญจนเต็มจานเลี้ยงเซลลแลว แบงเซลลออกเปน 3 กลุม กระตุนเซลลดวย Mitomycin C  

ที่ความเขมขน 1 μg/ml เปนเวลา 3, 5 และ 7 นาที (Hu et al., 2000; Sadeghi et al., 1998; Woo et 

al., 1997) แลวลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรเซลายด (Phosphate buffer saline; PBS) จะได feeder layer 

ของเซลล HSC-7 หรือ HGF เพื่อใชสําหรับการทดสอบอทิธิพลของการสัมผัสของเซลลเมื่อเซลล HGF 

หรือเซลล HSC-7 ปกติ ที่ไมไดรับยาตามลําดับ  ที่จะถกูหวานทับลงไป  เพือ่ท่ีจะไดทราบวาระดับการ

แสดงออกของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ที่อาจเปลี่ยนไป ตลอดจนการกระตุนใหเกิดการทํางานของ

เอนไซม MMP-2 ที่อาจเกิดขึ้น เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลรวมกันนั้น เปนผลมาจากการสัมผัสโดยตรงของเซลล

หรือไม และโดยเซลลตัวใด ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยาง

นอย 3 หลุม   

 

5. การสกัดแยกเยื่อหุมเซลลของเซลล HSC-7 และ HGF 

เยื่อหุมเซลลของเซลล HSC-7 และ HGF เตรียมขึ้นเพื่อนําไปทดสอบการกระตุนการเกิด Active 

MMP-2 ที่อาจเกิดขึ้นโดยตรงจากเพียงการสัมผัสกับโปรตนีที่มอียูแลวบนผิวเซลลดังกลาว เมื่อนําไปใส

ใหกับเซลล HGF และ HSC-7 ตามลําดับ ทั้งนี้จะไดไมมผีลในทางออมอันอาจเนื่องมาจากปฏิสัมพันธ

ระหวางเซลลที่เกิดจากความมีชีวิตของเซลล     

การเตรียมทําโดยเลี้ยงเซลล HSC หรือ HGF ในจานเลี้ยงเซลลที่มีเสนผานศูนยกลาง 100 mm 

จํานวน 10 จาน เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS จนไดเซลลที่มีความหนาแนนประมาณ 80% 

จากนั้นจึงเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลเปน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําเซลลออกจากจานเลี้ยง

เซลลโดยการขูดเซลลโดยใชแผนยางสําหรับขูดเซลล (Rubber policeman) แลวนําเซลลจากทั้ง 10 จาน

มารวมกัน แลวนําไปปนแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเซลลเดิมดวยเครื่องปนแยกที่ 1000g เปนเวลา 5 

นาที ที่ 4oC จากนั้นเติม SFM ใหมลงไป พรอมกับเติม cocktail proteinase inhibitors แลวนําเซลลไป

ทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง sonicator ท ี่ความถี ่ 20 kHz เป ็นเวลา 15 วินาที พัก 15 วินาท ี 5 คร้ัง 
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ภายหลังการ sonicate นําไปปนที่ 3000 g 10 นาที ที่ 4oC เพื่อกําจัดเซลลที่ไมแตก Nucleus และ 

Organelles ที่มีขนาดใหญออกไปกอน จากนั้นนําเฉพาะสารละลายใสสวนบนปนแยกเยื่อหุมเซลลออก

จากสวนที่เหลืออื่นๆของเซลลอีกครั้ง ดวยเครื่องปนแยกความเร็วสูงที่ 100,000g เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่ 

4oC ตะกอนที่ไดคือสวนของเยื่อหุมเซลลของเซลล ซึ่งนําไปละลายใน SFM กอนที่จะนําไปวัดปริมาณ

โปรตีนโดยใช BCA kit แล วแบงเก็บที่อุณหภูมิ – 80oC จนกวาจะนํามาใช  (Ko et al., 2000) 

 

6. การกระตุน HSC-7 หรือ HGF ดวยเย่ือหุมเซลล  

เซลล HSC-7 หรือ HGF ถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 

เซลล/หลุม จากนั้นเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลชนิด SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมเยื่อหุมเซลลสกัด

ของ HSC-7 ลงในเซลล HGFและเติมเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGFลงในเซลล HSC-7 ที่ความเขมขนของ

โปรตีนตาง 80 μg/μl เปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนําไปวิเคราะหระดับของ

เอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิค Gelatin zymography ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง 

และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   

 

7. การเลี้ยงเซลล HSC-7 และ HGF รวมกัน  

เซลล HSC-7 และ HGF ถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 

เซลล/หลุม เมื่อใชเซลลเพียงชนิดเดียว สวนหลุมที่เล้ียงเซลลรวมกันทั้งสองชนิดจะถายเซลลแตละชนิด

จํานวน 25,000 เซลลลงในหลุมเดียวกัน เพื่อวิเคราะหผลของการเลี้ยงรวมกันตอความสามารถในการ

แบงตัวของเซลลโดยวิธี MTT สําหรับการสกัด RNA และโปรตีน จากเซลล เซลลถูกถายลงในจานเลี้ยง

เซลลแบบ 6 หลุม โดยหลังจากถายเซลลลงหลุม ที่ความหนาแนน 200,000 เซลล/หลุม จะเลี้ยงเซลลเปน

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเปล่ียนเปน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนเริ่มการทดลอง โดยในการทดลอง

เซลลจะถูกเลี้ยงใน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนําไปวิเคราะหระดับของ

เอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิค Gelatin zymography และตัวเซลลจะถูกนําไปวิเคราะห
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ความสามารถในการแบงตัว นําไปสกัด RNA และโปรตนี เพื่อวิเคราะหระดับของยีนและโปรตีนของ 

MT1-MMP และ TIMP-2 ตอไป ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และในแตละการทดลองจะทําซ้าํอยาง

นอย 3 หลุม   

 

8. การเลี้ยงเซลลใน Transwell โดยใหมีการสัมผัสกันของเซลล HSC-7 และ HGF 

Transwell (Nunc, IL, USA) ที่มีลักษณะเปนหลุมที่สามารถถอดเขาออกได (Removable well) 

และสามารถสวมลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม โดยมสีวนของขาเล็กๆ 3 จุดที่สัมผัสกับกนหลุมของ

จานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ทําใหกนหลุมของ Transwell มีระยะหางและไมสัมผัสกับกนหลุมของจาน

เล้ียงเซลลแบบ 24 หลุม ที่กนหลุมของ Transwell เปนแผน Membrane ที่มีรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 

0.02 μm ซึ่งเปนขนาดมาตรฐานที่เล็กพอที่เซลลที่ไดจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมไมสามารถลอดผานได แต

สารหลั่งตางๆจากเซลลและอาหารเลี้ยงเซลลสามารถผานเขาออกได ปกติจะนํามาใชศกึษาปฏิสัมพันธ

ระหวางเซลลในลักษณะที่เซลลไมสัมผัสกัน โดยการถายเซลลชนิดหนึ่งไวใน Transwell ในขณะที่เซลล

อีกชนิดหนึ่งจะถูกถายลงที่กนหลุม 

สําหรับการศึกษาในครั้งนี้จะทําการประยุกตโดยตองการใหเซลลสัมผัสกัน แตสามารถแยกชนิด

ของเซลลออกไดภายหลังเสร็จส้ินการทดลองเพื่อนําไปสกัดแยก RNA เพื่อนําไปวเิคราะหระดับการ

แสดงออกของยีนในแตละชนิดของเซลล ซึ่งไมสามารถทําไดถาเลี้ยงใหเซลลสัมผัสกันแบบเลี้ยงในหลุม

เดียวกัน การประยุกตทําโดยคว ำ Transwell กอน แลวถาย HSC-7 ลงไป 25,000 เซลล ในอาหารเลี้ยง

เซลลที่มี 10% FBS เล้ียงในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 7 ชั่วโมงเพื่อใหเซลลเกาะ จากนั้นหงาย Transwell ข ึ้น 

แลวถาย HGF ลงไป 10,000 เซลล ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS เล้ียงตอไปในตูเล้ียงเซลลอีก 16 

ชั่วโมง จากนัน้จึงเปล่ียนเปน SFM เล้ียงตอไปอีกเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเซลลไป

วิเคราะหระดับของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิค Gelatin zymography และตัวเซลลจะถูก

นําไปสกัด RNA เพื่อวิเคราะหระดับของยีนที่สนใจตอไป สําหรับกลุมควบคุมจะมีเพียงเซลลชนิดเดียวถูก
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ถายลงใน Transwell ในฝงเดียวกันกับในกลุมทดลอง ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และในแตละ

การทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   

 

9. การวิเคราะหระดับการหลั่งและรูปแบบที่พรอมทาํงานของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 

ดวยเทคนิค Gelatin zymography 

อาหารเลี้ยงเซลลในแตละการทดลองจะถูกนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค Gelatin zymography 

ซึ่งมีวิธีการโดยยอคือ อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกแยกดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) ในเจลที่มี

ความเขมขน 10% Acrylamide และ 0.1% Gelatin โดย Gelatin จะเปน Substrate สําหรับเอนไซม 

MMP-2 เมื่อทําการแยกโปรตนีดวยไฟฟาเรียบรอยแลว เจลจะถูกลางดวยสารละลาย 2.5% TritonX-100 

สามรอบ รอบละ 10 นาที กอนนําไปบมในสารละลาย Developing buffer (0.15 M NaCl, 10 mM 

CaCl2, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Brij35) เปนเวลา 1 คืน ที่อุณหภูม ิ37oC จากนั้นจึงยอมเจลดวย

สารละลาย 0.5% Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma, MO, USA) ในสารละลายผสมของ 40% 

Methanol และ 10% Acetic acid เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายผสมของ

ของ 5% Methanol และ 7.5% Acetic acid บริเวณที่มีเอนไซม MMP-2 จะปรากฏเปนแถบใสบนเจลสี

น้ําเงิน ตําแหนงของเอนไซม MMP-2 บนเจลจะตรวจสอบกับระดับของเอนไซม MMP-2 ที่หลั่งจากเซลล

ไลน U2Os ซึง่เปนเซลลไลนจากมะเร็งของกระดูกของมนุษย (Human osteosarcoma cell line) ที่ใช

เปนตัวควบคุมแบบบวก (Positive control) สําหรับการวเิคราะหดวยเทคนิค Gelatin zymography 

เซลลไลนนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก Associate Professor Erik W. Thompson, St. Vincent’s 

Institute of Medical Research, Melbourne, Australia 
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10. การวิเคราะหระดับการแสดงออกในระดับ mRNA ดวยเทคนิคอารท-ีพีซีอาร (RT-PCR) 

RNA จากเซลลจะถูกเตรียมโดยใช TRI-reagent (MRC, OH, USA) ตามวิธีการที่แนะนําโดย

บริษัทผูผลิตแลวนําไปสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ดวยเอนไซม AMV (Avian 

myeloblastosis virus; Promega, WI, USA) และ oligo dT primer (Promega, WI, USA) ที่อุณหภูมิ 

42 oC เปนเวลา 90 นาท ี

จากนั้นนํา cDNA ที่ไดไปเพิ่มจํานวนดวยกระบวนการ (polymerase chain reaction: PCR) ซึ่ง

ประกอบดวยขัน้ตอนในแตละรอบดังนี้ Initial denaturation, Denaturation, Annealing และ Extension โดย

การใชสาย Primer ที่จําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequence) ของ MMP-2, MMP-9, MT1-

MMP, TIMP-2 และใชสาย Primer ที่จําเพาะตอ GAPDH (Glyceraldehyde 3 phosphate 

dehydrogenase) ควบคูกันไป เพื่อใชเปนตวัควบคุมภายใน (Internal control) ของการทดลอง จํานวนรอบ

ที่ใชในการเพิ่มจํานวน cDNA ดวยกระบวนการ PCR แตกตางกันไปในแตละชนิดของยีน สําหรับลําดับนิวคลี

โอไทดของของ mRNA ของแตละยีนที่ศกึษา สามารถตรวจสอบไดจาก GenBank ผานทาง website ของ 

National Institute of Health (NIH)   

เมื่อส้ินสุดกระบวนการ PCR แลว สายพันธุกรรมที่ไดจะถูกวเิคราะหโดยการแยกดวย

กระแสไฟฟาใน 2% Agarose gel 

 

11. การวัดปรมิาณโปรตีนทัง้หมดที่สกัดไดจากตัวเซลล (Cell lysate) โดยใชชดุ BCA 

ในกรณีที่ตองการวัดระดับโปรตีนที่เซลลสรางขึ้น โปรตีนทั้งหมดที่สกัดไดจากตัวเซลลถูกนํามา

วิเคราะหดวยชุดวัดระดับโปรตีน BCA (Pierce) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้ ภายหลั่งจากที่เซลล HSC-7 และ 

HGF ไดรับการกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลล หรือจากการเลี้ยงรวมกัน อาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมจะ

ถูกดูดออกแลวลางดวย PBS 2 ครั้ง เซลลและ ECM จะถกูทําละลายดวยสารที่ใชสกัดโปรตีนจากเซลล 

RIPA จากนัน้แบงออกสวนหนึ่งออกมาวัดปริมาณโปรตีนดวยชุด BCA โดยทําตามขอแนะนําของ



 

 

16 

ผลิตภัณฑจากทางบริษัท ปริมาณโปรตีนจะถูกเปรียบเทียบกับคาโปรตีนมาตรฐานที่วัดจากโปรตีน 

Albumin ที่ทราบความเขมขน 

 

12. การวิเคราะหระดับการแสดงออกของของโปรตีนดวยเทคนิคเวสเทิรน  (Western analysis) 

ปริมาณโปรตีนที่เทากันจากแตละกลุมทดลอง ซึ่งวิเคราะหโดยใชชุด BCA จะถูกแยกดวย 

Polyacrylamide gel electrophoresis จากนั้นโปรตีนจะถูกถายลงบนแผน PVDF แลวยอมดวย

แอนติบอดีปฐมภูมิ (Primary antibody) ตอโปรตีน MT1-MMP จากนั้นจึงยอมดวยแอนติบอดีทุติยภูมิ 

(Secondary antibody) ที่ติดสลากดวย Biotin และตรวจสอบโดยการบมแผน PVDF ในสารละลาย 

Streptavidin ติดสลากดวยเอนไซม Peroxidase แลวจึงเคลือบแผน PVDF ดวยชุดขยายสัญญาณแบบ

เคมี (Chemiluminescence detection system) เพื่อตรวจจับสัญญาณดวยแผนฟลมเอกซเรย (Auto-

fluorography) จากนั้น PVDF แผนเดิมนี้จะถูกยอมอีกครั้งดวย Primary antibody ที่จําเพาะตอโปรตีน 

Actin แลวตามดวยขั้นตอนตางๆ เชนเดียวกับในรอบแรก ทั้งนี้เนื่องจาก Actin เปนโปรตีนที่มักไมมีการ

เปล่ียนแปลงระดับ เมื่อมีส่ิงมากระตุน ดังนั้นจึงใชเปนตัวควบคุมและเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่นํามา

วิเคราะหใหเทากัน 

 

13. การวิเคราะหระดบัการแสดงออกของของโปรตีนดวยเทคนคิอีไลซา (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay; ELISA) 

อิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีน TIMP-2 ถูกวิเคราะหดวย

เทคนิค ELISA (R&D) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้ HSC-7 และ HGF จะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

Phenol red (Phenol red-free DME medium) ตลอดการทดลอง เพื่อกําจัดการรบกวนของสีในขั้นตอน

การวัดการดูดกลืนแสงของเทคนิคนี้ จากนั้น ภายหลังจากการกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลลหรือการเลี้ยง

รวมกัน นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมมาวิเคราะหดวยเทคนคิ ELISA ตามขั้นตอนที่ระบุไวโดยบริษทั 

โดยอาศัยหลักการที่วา ในหลุมของ ELISA plate จะถูกเคลือบผิวไวดวย  Antibody ที่มคีวามจาํเพาะกบั 
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TIMP-2 จากนั้น อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บหลังจากเซลลไดรับการกระตุน จะถูกนํามาเติม พรอมๆกับ 

Antibody ตัวที ่2 ที่มีความจําเพาะกับ TIMP-2 เชนเดียวกัน แตคนละตําแหนง (Epitope) กับ Antibody 

ตัวแรก และปลายอีกดานหนึ่งตออยูกับ Biotin ซึ่งจะตอกับตัวแสดงสัญญาณตอไป   ดังนั้น TIMP-2 ที่มี

อยูในอาหารเลี้ยงเซลลจะจับกบั Antibody ทั้งสองตัวและถูกดึงมาติดที่กนหลุม จากนั้น Antibody ตัวที่ 

2 และโปรตีนสวนเกินจะถูกลางออก แลวเติม Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin ซึง่

จะไปจับกบั Biotin จากนั้นเติมสารตั้งตน (Substrate) ของ Peroxidase ก็จะทําใหเกิดเปนสารละลายสี

ขึ้น  แลวนําสารละลายที่มีสีนี้ไปวัดคาการดูดกลืนแสง คาการดูดกลืนแสงที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตราฐานกจ็ะคํานวณกลับมาเปนปริมาณโปรตีนตอไป จากนั้นปริมาณโปรตีนที่คํานวณไดจะถูก

เปรียบเทียบเปนปริมาณโปรตีนตอ จํานวนเซลลที่วิเคราะหไดจากเทคนิค MTT แลวจึงนําเสนอเปนกราฟ

ตอไป 

 

 

14. การศึกษาความสามารถในการแบงตัวของเซลลโดยวิธี MTT 

อิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลตอการเพิ่มจํานวนเซลลจะวิเคราะหดวยวิธี MTT ดังขั้นตอนโดย

ยอดังนี้ ภายหลั่งจากที่เซลล HSC-7 และ HGF ไดรับการกระตุนดังที่กลาวไวขางตนมา อาหารเลี้ยงเซลล

ในแตละหลุมจะถูกดูดออกแลวลางดวย PBS 2 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลาย MTT (Thiazolyl blue, 

Sigma, MO, USA) ลงใน Phenol red-free medium ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0.5 mg/ml ใน 4 

ชั่วโมงสุดทายของการกระตุน เมื่อครบเวลา 48 ชั่วโมง ทําการดูดสารละลาย MTT ออก แลวทําละลาย

ผลึกสีมวงเขมของ Formazan ดวยสารละลายผสมระหวางไกลซีนบัฟเฟอร (Glycine buffer) และ 

DMSO (Dimethylsulfoxide, Merck, Darmstradt, Germany) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 ในปริมาตร 1 ml 

จะไดสารละลายใสสีมวง แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอร 

(Spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 570 nm แลวนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบหาจํานวนเซลลจากกราฟ

มาตรฐาน ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 ครั้ง และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   
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กราฟมาตรฐานทําขึ้นจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่ทราบจํานวนลงในจานเลี้ยงเซลลแบบเดียวกับ

ขางตนเปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวตรวจวัดจํานวนเซลลโดยวิธีขางตน คาที่ไดจะนํามาใชเปรียบเทียบกับ

จํานวนเซลลที่ทราบเพื่อหาความสัมพันธระหวางจํานวนเซลลกับคาการดูดกลืนแสง 

  

15. การศึกษาความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล  

การศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลลโดยใช 48-well microchemotaxis chamber assay 

(Neuroprobe, Cabin John, MD, USA) ซึ่งมีลักษณะเปน Multi well culture chamber โดยแตละ 

chamber จะถูกแบงออกเปนสองสวนดวยแผนโพลีคารบอเนตที่ปราศจากโพลีไวนิล ไพโรลิโดน 

(polyvinyl pyrrolidone-free polycarbonate filter) ที่มีรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 μm กั้นอยูตรงกลาง 

ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลลพิจารณาจากจํานวนเซลลใน Upper chamber ที่เคลื่อนผานแผน 

Polycarbonate ไปสูอีกดานของแผนในฝงของ Lower chamber ซึ่งเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจาก HSC-

7 หรือ HGF เพื่อดึงดูดใหเกิดการเคลื่อนที่ของ HGF หรือ HSC-7 ผานลงมาใน Lower chamber 

ตามลําดับ 

วิธกีารศึกษา เซลลจะถูกทําใหหลุดจากจานเลี้ยงเซลลเดิมดวยสารละลาย 0.2 mg/ml EDTA ใน 

PBS และถูกพักอยูใน SFM เปนเวลา 1 ชั่วโมงในตูเล้ียงเซลลกอน เพื่อให Receptor บนผิวเซลลกลับคืน

สูสภาพปกติพรอมที่จะใชในการยึดเกาะ จากนั้นถายเซลลที่ความหนาแนน 1,000,000 เซลล/ml ที่อยูใน 

SFM แตมี 0.1% Bovine serum albumin (BSA) 56 μl ลงใน Upper chamber แลวเลี้ยงเซลลในตู

เล้ียงเซลลที่ 37oC คารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 7 ชั่วโมง จากนั้นจงึแยกเอาแผน Polycarbonate 

มาตรึง (fix) ดวย 4% Formaldehyde เปนเวลา 30 นาทีแลวยอมดวย Hematoxylin จากนั้นยึด (mount) 

แผน Polycarbonate ดานที่หันเขาหา Lower chamber ที่มีเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate 

ออกมานี้ไวบนแผนสไลดกระจก (glass slide) สวนเซลลที่ไมเคลื่อนผานแผน Polycarbonate ที่อยูดาน

ตรงขามจะถูกเช็ดออกดวยสําลี สัดสวนของจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate จะคํานวณ
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โดยใชโปรแกรม Scion Image การทดลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยาง

นอย 4 หลุม   
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ผลการวิจัย 
 

การแลกเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลจากเซลลชนิดหนึ่งไปยังอีกเซลลอีกชนิดหนึ่งไมทําใหเกิด 

Active MMP-2  

โดยปกติ HGF จะหลั่ง Latent MMP-2 ที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 72kDa และไมหลั่งเอนไซม 

MMP-9 (92kDa) สวน HSC-7 จะหลั่งเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 เฉพาะในรูป Latent ในระดับท่ีต่ํา

มาก ทําใหบางครั้งอาจปรากฏหรือไมปรากฏเมื่อทําการวเิคาะหระดับการหลั่งของเอนไซมทั้งสองนี้โดย

เทคนิค Gelatin zymography ในรูปที่ 1A จะพบวา ในเวลา 24 ชั่วโมง กรณีที่มีเพียงเซลล HGF พบแต 

Pro MMP-2 สวนในสารหลั่งที่ไดจาก HSC-7 และจะนํามาเติมใหกับเซลล HGF นั้น พบ Pro MMP-2 ใน

ระดับที่ต่ํามากๆและไมพบ MMP-9 เมื่อนาํสารหลั่งจาก HSC-7 มาเติมใหกับเซลล HGF ไมพบการ

เหนี่ยวนําใหเกิด Active MMP-2 (59kDa) แตอยางใด ในทางกลับกัน ในรูปท่ี 1B กรณีที่มีเพียงเซลล 

HSC-7 ไมสามารถตรวจพบระดับ MMP-2 และ MMP-9 สวนสารหลั่งจาก HGF ที่นํามาเติมใหกับเซลล 

HSC-7 นั้น ก็พบเฉพาะ Pro MMP-2 และเมื่อนําสารหลั่งจาก HGF มาเติมใหกับ HSC-7 กไ็มพบการ

เหนี่ยวนําใหเกิด Active MMP-2 เชนกัน  

 

การแลกเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลจากเซลลชนิดหนึ่งไปยังอีกเซลลอีกชนิดหนึ่งไมทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงระดับของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิด Active MMP-2 

 การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของระดับยีนและโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิด Active MMP-2 

ถูกวิเคราะหจาก RNA จากโปรตีนรวมที่สกัดจากเซลล (Total cell lysate) รวมทั้งโปรตีนที่หลั่งออกมาใน

อาหารเลี้ยงเซลล (Conditioned medium) ภายหลังจากที่เซลล HGF และ HSC-7 ไดรับการแลกเปลี่ยน

สารหลั่งจากอีกเซลลหนึ่ง โดยถูกกระตุนดวยสารหลั่งดังกลาวเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา เซลล HGF เมื่อ

ไดรับสารหลั่งจากเซลล HSC-7 มีระดับการแสดงออกของยีนของ MT1-MMP เพิ่มขึ้น อยางชัดเจน 
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วิเคราะหโดยเทคนิค RT-PCR (รูปที ่ 2A) แตระดับโปรตีนซึ่งวิเคราะหโดยเทคนิค Western blot กลับไม

เปล่ียนแปลง โดยจะเห็นวาแถบของโปรตีน MT1-MMP ที เกิดขึ้นมีขนาดและความหนาใกลเคียงกัน ทั้งนี้

เปรียบเทียบกับระดับของ Actin โปรตีน ซึง่เปนโปรตีนที่ไมคอยมีการเปลี่ยนแปลงระดับภายในเซลล ซึ่ง

ใชเปนตัวควบคุมภายในเพื่อแสดงระดับที่เทากันของโปรตนีที่นํามาวิเคราะหเปรียบเทียบ (รูปที่ 3A) สวน

ระดับการแสดงออกของ TIMP-2 ไมเปล่ียนแปลงทั้งในสวนของยนี (รูปที่ 2A) และโปรตีน (รูปที ่4A) โดย

ในสวนของโปรตีนนั้นวิเคราะหโดยเทคนิค ELISA ซึ่งนําเสนอในรูปของกราฟแสดงปริมาณ TIMP-2 ที่มี

อยูในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจาก HSC-7 กอนจะนํามาเติมใหกับ HGF (HSC-7 CM) ประมาณ 1.75 

ng/ml ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจาก HGF ที่เล้ียงโดยไมไดรับ HSC-7 CM มี TIMP-2 เฉลี่ย 6.5 

ng/ml  และเมื่อ HGF ไดรับ HSC-7 CM แลวในอาหารเลี้ยงเซลลมีระดับ TIMP-2 เฉลี่ย 9 ng/ml ซึ่ง

ประมาณเทากบัผลรวมของปริมาณที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลกับปริมาณที่เซลลสรางอยูแลวปกติ จึงถือ

วาระดับการแสดงออกของโปรตีน TIMP-2 ไมมีการเปล่ียนแปลง 

สวนในกรณีที่เซลล HSC-7 ไดรับสารหลั่งจากเซลล HGF พบการเปลี่ยนแปลงในลักษณะ

เดียวกันคือมีการเพิ่มการแสดงออกของยีน MT1-MMP อยางชัดเจน (รูปท่ี 2B) ในขณะที่ระดับโปรตีนไม

มีการเปล่ียนแปลง (รูปที่ 3B)  สวนระดับการแสดงออกของ TIMP-2 นั้นเพิ่มขึ้นเล็กนอยในระดับยีน (รูปท่ี 

2B) แตไมมีการเปล่ียนแปลงในระดับโปรตีนเชนกัน (รูปท่ี 4B) โดยระดับของ TIMP-2 ท่ีวิเคราะหโดย

เทคนิค ELISA นั้น กราฟแสดงปริมาณ TIMP-2 ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจาก HGF CM กอนจะ

นํามาเติมใหกบั HSC-7 (HGF CM) ประมาณ 10.5 ng/ml ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจาก HSC-7 

ที่เล้ียงโดยไมไดรับ HGF CM มี TIMP-2 เฉลี่ย 0.312 ng/ml  และเมื่อ HSC-7 ไดรับ HGF CM แลวมี

ระดับ TIMP-2 เฉลี่ย 10.5 ng/ml ซึ่งก็ประมาณเทากับผลรวมของปรมิาณที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลกับ

ปริมาณที่เซลลสรางอยูแลวปกติ จึงถือวาระดับการแสดงออกของโปรตีน TIMP-2 ไมเปล่ียนแปลงเชนกัน 
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เย่ือหุมเซลลสกัดไมเหนี่ยวนําใหเกดิ Active MMP-2  

 การเตรียมเซลล HSC-7 หรือ HGF เพื่อใชสําหรับเปน Feeder layer ใหกับเซลลอกีตัวหนึ่ง

สลับกัน โดยเทคนิคที่ใชยา Mitomycin C ซึ่งหวังผลใหเซลลที่ถูกกระตุนอยูในสภาวะที่นิ่ง และมี Activity 

ต่ําสุด เพื่อใหผลการตอบสนองที่จะเกิดขึ้นเมื่อนําเซลล HSC-7 หรือ HGF ที่เคยไดรับยามาเลี้ยงรวมกับ

เซลล HGF หรือ HSC-7 ที่ไมไดรับยาตามลาํดับ  นาจะเกดิขึ้นจากการสัมผัสกับโปรตีนที่มีอยูแลวบนผิว

เซลล    แตพบวาไมเปนไปตามวัตถุประสงคที่ตองการ ดังผลการวิเคราะหพฤติกรรมในดานการสรางและ

กระตุนเอนไซม MMP-2 ในเซลล HGF โดยเทคนิค Gelatin zymography ดังแสดงในรูปที่ 5 เซลล HGF 

ที่ไมไดรับยา เมื่อไมไดรับหรือไดรับสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลของ HSC-7 (HSC-7 CM) ซึ่งเปน

กลุมควบคุม (แถวที่1 และ 2 ) ไมพบเปลี่ยนแปลงของการหลั่งและกระตุนเอนไซม MMP-2 ซึ่งสอดคลอง

กับผลการทดลองในรูปที่ 1A ในขณะที่เมื่อเซลล HSC-7 ไดรับยาในทุกๆ Treatment มีระดับการหลั่ง

เอนไซม MMP-2 ลดลงเล็กนอย และม ีActive MMP-2 เกิดขึ้นเล็กนอย เมื่อทดลองกระตุนเซลลที่ไดรับยา

ดวย HSC-7 CM กลับมีระดับ Active MMP-2 เพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (แถวที3่ ถึง 8) 

 เทคนิคการกระตุนเซลลดวยเยื่อหุมเซลลสกัดจึงถูกนํามาใชทดแทน เพื่อเลียนแบบสภาวะที่

เซลลสัมผัสกับโปรตีนที่มีอยูแลวบนผิวเซลลอีกชนิดหนึ่ง (เยื่อหุมเซลลสกัด, cell membrane extract) 

พบวาเมือ่ใสเยือ่หุมเซลลสกัดของ HSC-7 ซึง่ไมปรากฏวามเีอนไซม MMP-2 อยูเลย (รูปท่ี 6A แถวที่3) 

ลงไปในเซลล HGF ซึ่งในสภาวะที่ไมถูกกระตุนมีการหลั่ง Pro MMP-2 ในระดับหนึ่ง (รูปที่ 6A แถวที่1) 

เมื่อเติมเยื่อหุมเซลลสกัดจาก HSC-7 ให กับเวลล HGF แล วพบวาไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับ

เอนไซม MMP-2 ที่หลั่งออกมา และไมกระตุนใหเกิด Active MMP-2 (รูปท่ี 6A แถวที่2)  

ในทางกลับกันเมื่อใสเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGF ซึ่งมปีริมาณ Pro และ Active MMP-2 อย ูใน

ระดับหนึ่ง (รูปที่ 6B แถวที่3) ลงไปในเซลล HSC-7 ซึ่งในสภาวะที่ไมถูกกระตุนมีปริมาณเอนไซม MMP-2 

อยูต่ํามาก (รูปที่ 6B แถวที1่) พบวาเมื่อเติมเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGF ให กับเซลล HSC-7 แล ว ระดบั 
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Pro และ Active MMP-2 ปรากฏมีปริมาณเทากับท่ีพบในเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGF อยูกอนแลว และไม

กระตุนใหเกิด Active MMP-2 แตอยางใด (รูปที่ 6B แถวที่2)  

 

การสัมผัสของ HSC-7 และ HGF ทําใหเกิด Active MMP-2  

จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาลําพังสารหลั่งจากเซลล ตลอดจนการสัมผัสพื้นผิวของ

เซลลอีกชนิดหนึ่ง ไมเพียงพอตอการกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ผลที่เกิดจากปฏิสัมพันธ

ระหวางเซลล 2 ชนิดในขณะที่เซลลยังมีชีวิตและมีการสัมผัสกนั นาจะนําไปสูการเกิด Active MMP-2 

 การทดลองในสวนตอมาจึงทาํการเลี้ยงเซลล 2 ชนิดในหลุมเล้ียงเซลลเดียวกัน (Co-culture) ซึ่ง

เซลลจะสัมผัสกันโดยตรง พบวาการสัมผัสกันของเซลลในลักษณะนี้กระตุนใหเกิด Active MMP-2  ดัง

แสดงในรูปที่ 7A ซึ่งวิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลลโดยใชเทคนิค Gelatin zymography โดยในแถวที่ 1 

แสดงอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลล U2Os ซึ่งใชเปนตัวควบคุมบวกแสดงตําแหนง Pro MMP-

9 (92kDa)  และ Pro MMP-2 (72kDa) ในแถวที่ 2 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของ HGF ที่เล้ียงโดยลําพัง 

พบการหลั่งของ Pro MMP-2 อยางชัดเจน สวนแถวที่ 4 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของ HSC-7 ที่เล้ียงโดย

ลําพัง พบการหลั่งของ Pro MMP-9 และ Pro MMP-2 เล็กนอย ในขณะที่แถวที่ 3 ซึ่งไดจากอาหารเลี้ยง

เซลลที่เล้ียงเซลล 2 ชนิดรวมกัน พบม ีActive MMP-2 เกิดขึ้นอยางชัดเจน แตระดับของ Pro MMP-9 ที่

พบกลับลดลงจนไมสามารถตรวจวัดได  

จากนั้นระดับการแสดงออกของ MT1-MMP และ TIMP-2 ทั้งในระดับของยีน และโปรตีน ถูก

วิเคราะห โดยพบการเพิ่มขึ้นของ MT1-MMP ในเซลลที่เล้ียงรวมกันทั้งในระดับของยีน (รูปท่ี 7B) และ

โปรตีน (รูปที ่ 8)  เมือ่เทียบกับการแสดงออกของเซลลแตละชนิดที่เล้ียงโดยลําพัง สําหรับ TIMP-2 ใน

เซลลที่เล้ียงรวมกัน พบวาระดับการแสดงออกอยูระหวางการแสดงออกของ TIMP-2 ที่มากกวาของ HGF 

และ นอยกวาของ HSC-7 ทั้งในระดับของยีน (รูปท่ี 7B) และโปรตีน (รูปที่ 9)  เมื่อเทียบกับการแสดงออก

ของเซลลแตละชนิดที่เล้ียงโดยลําพัง โดยระดับของ TIMP-2 ที่วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA นั้น กราฟ
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แสดงปริมาณ TIMP-2 ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลล HGF เฉล่ีย 10 ng/ml จากเซลล HSC-7 ประมาณ 

0.7775 ng/ml ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลไดจากการเลี้ยงเซลลรวมกัน (Co-culture) เฉลี่ย 8 ng/ml   

 จากการทดลองในสวนนี้แสดงใหเห็นการเพิ่มขึ้นที่ชัดเจนของตัวกระตุนการเกิด Active MMP-2 

ค ือ MT1-MMP และ การลดลงของตัวยับยั้ง คือ TIMP-2 ในการเลี้ยงเซลล 2 ชนิดรวมกนั อยางไรก็ตาม

การทดลองในสวนนี้ยังไมสามารถบอกไดชดัเจนวาเพียงเซลลชนิดใดชนิดหนึ่ง หรือท้ังสองเซลลที่

ตอบสนองตอการเลี้ยงรวมกันและสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงนี้ 

 จึงนํามาสูการออกแบบการทดลองโดยใช Transwell แบบประยุกต โดยเลี้ยงเซลล HSC-7 และ 

HGF ใหสัมผัสกันโดยใช Transwell ซึ่งเซลลสามารถสัมผัสกันไดผานทางรูพรุนบนแผน Membrane 

เทานั้น ดังที่อธิบายไวในวิธีการทดลอง พบวาการสัมผัสกันของเซลลสามารถเหนี่ยวนําใหเกิด Active 

MMP-2 และมกีารลดลงของ Pro MMP-9 ในลักษณะเดียวกันกับท่ีเล้ียงรวมกันในหลุมเดียวกัน ดังแสดง

ในรูปที่ 10A ซึ่งวิเคราะหโดยใชเทคนิค Gelatin zymography โดยในแถวที่ 1 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลล

ของ HGF ที่เล้ียงโดยลําพัง ที่ดานบนของแผน Membrane ของ Transwell พบการหลั่งของ Pro MMP-2 

สวนแถวที่ 3 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของ HSC-7 ที่เล้ียงโดยลําพัง ที่ดานลางของแผน Membrane ของ 

Transwell พบการหลั่งของ Pro MMP-9 และ Pro MMP-2 ในขณะที่แถวที่ 2 ซึ่งไดจากอาหารเลี้ยงเซลล

ที่เล้ียงเซลล 2 ชนิดรวมกัน โดยที่ HGF อยูตอนบนและ HSC-7 อยูตอนลางของ แผน Membrane ซึ่งพบ

มีระดับ Active MMP-2 เก ิดขึ้นอยางชัดเจน ประกอบกับระดับ Pro MMP-9 ที่ลดลงอยางชัดเจนเชนกัน มี

ขอสังเกตวาปริมาณ MMP-9 ที หลั่งออกมามปีริมาณมากกวาเมื่อเทียบกับการเลี้ยงเซลลบนหลุมเล้ียง

เซลลปกติ  

ขอดีของการใช Transwell แบบประยุกตนี้คือ ทําใหสามารถวิเคราะหระดับการแสดงออกของ

ยีน MT1-MMP และ TIMP-2 แยกตามชนิดของเซลลได เนื่องจากเซลลอยูคนละฝงของแผน Membrane  

การเก็บผลทําโดยเซลลจะถูกขูดออกมาจากแตละฝงดวยความระมัดระวัง ทําใหสามารถสกัด RNA แยก

ตามชนิดของเซลลไดโดยไมปะปนกัน ผลการวิเคราะหพบวา การเพิ่มขึ้นของ MT1-MMP ที่พบในการ
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เล้ียงรวมกัน (Co-culture) (รูปที่ 7B) นาจะเปนผลมากจากการเพิ่มการแสดงออกในเซลล HSC-7 แตไมมี

ผลตอการแสดงออกในเซลล HGF ซึ่งแสดงโดยการใช Transwell แบบประยุกต (รูปที่ 10B)  ในขณะที่

ระดับของ TIMP-2 นั้นไมมีการเปล่ียนแปลงทั้งใน HGF และ HSC-7 เมื่อใช Transwell แบบประยุกต (รูป

ที่ 10B) ดังนั้นการเลี้ยงรวมกันแบบปกต ิ (Co-culture) ที่พบระดับการแสดงออกของ TIMP-2 ท ี่อยู

ระหวางระดับการแสดงออกของ HGF และ HSC-7 นั้น (รูปที่ 7B)  นาจะเปนมาจากผลรวมของการ

แสดงออกตามสัดสวนของแตละเซลลแตละชนิดเมื่อนํามาเลี้ยงรวมกันมากกวา 

สําหรับระดับการแสดงออกของยีน (รูปที่ 7B และ 10B) ของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 นั้น

พบวาสอดคลองกับระดับของโปรตีนที่แสดงโดยเทคนิค Gelatin zymography (รูปที่ 7A และ 10A) คือมี

การเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของเอนไซม MMP-2 เล็กนอย จากเซลล HSC-7 (รูปที่ 10B) และมีการลดลง

ของการแสดงออกของเอนไซม MMP-9 ซึ่งชัดเจนมากขึ้นในการทดลองที่ใช Transwell แบบประยุกต 

โดยเทคนิคนี้แสดงใหเห็นจากการแสดงออกในระดับยีนวา การลดลงของ MMP-9 นั้นเกิดจากการลดการ

แสดงออกของ HSC-7 เทานั้น โดยไมมีการเพิ่มการแสดงออกของ MMP-9 จาก HGF มารวมดวย (รูปที่ 

10B) 

 

อิทธิพลของสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลตอความสามารถในการเพิ่มจํานวนเซลล 

เมื่อศึกษาความสามารถในการเพิ่มจํานวนเซลลเมื่อไดรับสารหลั่งจากเซลลอีกชนิดหนึ่งที่อยูใน

อาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ไมมีซรัีม ที่เวลา 48 ชั่วโมง แสดงผลดังรูปท่ี 11 ซึ่งเปนกราฟที่แสดงความสัมพนัธ

ระหวางความเขมขนตางๆ (1/3, ½ และ 2/3) ของสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลล (CM) กบัจํานวน

เซลลที่คิดเปนรอยละ โดยเทียบใหรอยละของจํานวนเซลลที่ไดรับ SFM เทากับ 100 และใหอาหารเลี้ยง

เซลลที่มี 2% FBS เปนกลุมควบคุมบวก พบวา HSC-7 เมื่อไดรับสารหลั่งจาก HGF มีจาํนวนเซลล

เพิ่มขึ้นเล็กนอย (รูปที ่ 11A) ในทางกลับกัน จํานวนเซลลของ HGF เมื่อไดรับสารหลั่งจาก HSC-7 ไม

แตกตางจากเมื่อไดรับเพียง SFM (รูปที่ 11B) 
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อิทธิพลของสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลตอความสามารถในการเคลื่อนทีข่องเซลล 

เมื่อศึกษาความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลลผานรูของแผน Polycarbonate เขาหาสาร

ดึงดูดเซลล (Chemoattractant) ที่ Lower chamber ที่เวลา 7 ชั่วโมง แสดงผลดังรูปที่ 12 พบวา ในรูปท่ี 

12A เมื่อใชสารหลั่งจากเซลลที่อยูใน SFM ที่ไดจาก HGF มาเปนสารดึงดูดใหกับ HSC-7 เมื่อใชความ

เขมขนเพียงครึ่งหนึ่ง (1/2CM) สามารถเพิ่มจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate ลงมาไดถึง 

2.7 เทา เมือ่เทียบกบั เมื่อเซลลไมไดรับสารดึงดูด (SFM) เมื่อกําหนดใหจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน 

Polycarbonate เมื่อไมไดรับสารดึงดูดเทียบเปน 1 เทา และจํานวนเซลลเพิ่มเปน  3.1 เทา เมื่อเซลล

ไดรับสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลล HGF แบบที่ไมไดทําใหเจือจาง (CM) ในขณะที่เมื่อใช 10%FBS 

เปนสารดึงดูด จาํนวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate มีจาํนวนใกลเคียงกับเมื่อเซลลไมไดรับ

สารดึงดูด (SFM)  

สวน HGF นั้นเมื่อไดรับสารหลั่งจาก HSC-7 ที่เล้ียงอยูใน SFM มาเปนสารดึงดูด พบวาใหผลใน

ลักษณะเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 12B คือ จํานวนเซลลเพิ่มเปน  2.4 เทา เมื่อไดรับแบบ 1/2CM และ

จํานวนเซลลเพิ่มเปน 2.9 เทา เมื่อไดรับแบบ CM โดยจํานวนเซลลเมื่อไมไดรับสารดึงดูดเทียบเปน 1 เทา 

แตเมื่อใช 10%FBS เปนสารดึงดูด จํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate มจีาํนวนเพิ่มขึ้น 1.9 

เทา จํานวนเทาของเซลลที่แสดงเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 2 คร้ัง และในแตละการทดลอง แตละ

ตัวอยางจะทําซ้ํา 4 หลุม  
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 วิเคราะหผลการวิจัย 

ความสามารถในการกระตุนใหเกิด Active เอนไซมเปนปจจยัสําคัญประการหนึ่งในกระบวนการ

แพรกระจายของเซลลมะเร็ง (metastasis) ซึ่งแมตัวเซลล HSC-7 เองจะมีความสามารถในการหลั่ง

เอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ไดนอย แตในสภาวะธรรมชาติ เซลลมิไดอยูโดยลําพัง โดยเซลลมะเร็ง

เหลานี้ฝงตัวและแวดลอมอยูดวย Stromal cell ซึ่งมีรายงานวาเปนแหลงผลิตที่สําคัญของเอนไซม MMP-

2 และ MMP-9 ในรางกายใหกับเซลลมะเร็ง (Poulsom et al., 1992; Schutz et al., 2002) ดังนั้น

ความสามารถที่เซลลจะกระตุนใหเกิด Active เอนไซมไดจงึสําคัญกวาความสามารถในการสรางหรือหลั่ง

เอนไซมเมื่อพิจารณาจากสภาวะที่แทจริง  

ผลการศึกษาอิทธิพลของสารหลั่งตอเซลลแสดงใหเห็นวาลําพังสารหลั่งจากเซลล HSC-7 เมื่อ

นําไปใสใหเซลล HGF หรือในทางกลับกัน คือนําสารหลั่งจากเซลล HGF ใสใหกับเซลล HSC-7 ไมพบวา

กระตุนใหเกิด active MMP-2 แตอยางใด (รูปท่ี 1) โดยพบวาสารหลั่งนี้สามารถเพิ่มระดบัการแสดงออก

ของ MT1-MMP mRNA ได (รูปที่ 2) แตระดับโปรตีนที่สรางขึ้น (Translation) กลับไมเปล่ียนแปลง (รูปที่ 

3) การที่การเปลี่ยนแปลงของ mRNA กับโปรตีนไมเปนไปในทิศทางเดียวกันนั้นมีความเปนไปได โดยถกู

ควบคุมในระดบั Post-transcription โดยมรีายงานวาการแสดงออกของเอนไซม MMP-13 ภายหลั่งถูก

กระตุนดวย TGF-β มีการแสดงออกในระดับยีนสูงขึ้น แตระดับโปรตีนไมเปล่ียนแปลง เนื่องจากมีโปรตีน 

TIAR ซึ่งยับยั้งการเขาสูขั้นตอน Translation ของเซลล ในบางสภาวะ (Yu et al., 2003) อยางไรก็ตาม

สมมติฐานในสวนนี้ยังไมไดมีการพิสูจน สวนระดับของ TIMP-2 ก็ไมมีการเปล่ียนแปลง โดยใหผล

สอดคลองกันทั้งในระดับยีน (รูปที่ 2) และโปรตีน (รูปท่ี 4) จะเห็นไดวา การกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลล

ไมเพียงพอที่จะทําให MT1-MMP และ TIMP-2 เกิดการเปลี่ยนแปลงและไมเกิด active MMP-2 ในเซลล 

HSC-7 หรือ HGF  

การศึกษาในสวนตอมา เมือ่ลองทําการยั้บยั้ง Activity ของเซลล เพื่อตองการศึกษาผลที่เกิดขึ้น

ตอการกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ในสภาวะที่เซลลมีการสัมผัสกันเทานั้น และอาศัยเพียงโปรตีนที่มี
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อยูแลวบนผิวเซลล (Direct effect) โดยที่ไมตองการใหเกิดการตอบสนองของเซลลอันเปนผลตอเนื่อง

อื่นๆ (Indirect effect) โดยการใชยา Mitomycin C ซึ่งมีรายงานวาสามารถลด Activity ของเซลลที่ไดรับ

ยาลง จนเหลือแต Activity พื้นฐานที่เพียงพอตอการดาํรงชีวิตเทานั้น เชนการหายใจ แลวดูการ

ตอบสนองของเซลลอีกชนิดหนึ่งที่ใสลงไปเลี้ยงรวมกัน ซึ่งเมือ่ลองวิเคราะห Activity ของเซลลในแงของ

การสรางโปรตีนใหม เมือ่ทดสอบยาในเซลล HGF กลับพบวายังคงมีการสรางเอนไซม MMP-2 อยู

เหมือนเดิม และยังสามารถตอบสนองตอการกระตุนดวยสารหลั่งจาก HSC-7 คือมผีลใหเกิด Active 

MMP-2 (รูปที่ 5) และเมื่อทดสอบยาในเซลล HSC-7 ก็ใหผลในลักษณะคลายกัน (ไมไดแสดงผล) ดังนั้น

คณะผูวิจัย จึงเปลี่ยนมาใชการสกัดเอาเฉพาะเยื่อหุมเซลล โดยอาศัยพื้นฐานความคิดเดิม คือ Direct 

effect แตก็พบวาเมื่อใสเยื่อหุมเซลลของ HGF ลงใน HSC-7  และในทางกลับกันคือใสเยื่อหุมเซลลของ 

HSC-7 ลงใน HGF (รูปที่ 6) ไมกระตุนใหเกิด Active MMP-2 แตอยางใด จากการทดลองในสวนนี้แสดง

ใหเห็นวาการสัมผัสกันของเซลลเพียงอยางเดียวไมสงผลใหกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ทั้งนี้มี

หลายรายงานที่แสดงความสําคัญของโปรตนีบนผิวเซลลโดยใชเทคนิคในลักษณะเดียวกันนี้ เชน การใช

เยื่อหุมเซลลสกัดจากเซลลตับ (Theret et al., 1997) หรือจากเซลลมะเร็งลําไส (Ko et al., 2000) ใส

ใหกับ Fibroblast ที่ไดจากบริเวณเดียวกัน แลวพบการเกิด Active MMP-2  

การศึกษาที่ผานมาของคณะผูวิจัย (Sanchavanakit, 2003a) ซึ่งไดทดลองเลี้ยงเซลลทั้งสอง

ชนิดนี้ในระบบของ Transwell ปกติ ซึ่งเซลลไมไดสัมผัสกัน โดยเซลล HSC-7 เล ี้ยงอยูใน Transwell 

ในขณะที่เซลล HGF เล ี้ยงอยูที่กนหลุมของจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ซึ่งเซลลมีชีวิตและพรอมท่ีจะ

ตอบสนองตอกนัและกันได โดยผานทางสารหลั่งที่แพรไปในอาหารเลี้ยงเซลล ผลการศึกษาพบวาใน

สภาวะดังกลาว ไมกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ในขณะที่ผลการศึกษาอีกสวนหนึ่งซึ่งทําโดยเลี้ยงเซลล 

HSC-7 และ HGF ปะปนในหลุมเดียวกัน (Co-culture) ซึ่งไดทําซ้ําอีกครั้งการศึกษาครั้งนี้ ใหผล

เหมือนกันคือ เกิด Active MMP-2 ผูวิจยัจึงมีสมมติฐานวาการกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ใน

ปฏิสัมพันธระหวาง HGF และ HSC-7 นั้นอาจจะไมไดเกิดโดยตรงหลังการสัมผัส แตเกิดโดยออม 
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กลาวคือ การสัมผัสในครั้งแรกกระตุนการตอบสนองในลักษณะหนึ่งกอน จากนั้นผลการตอบสนองจะ

เปนตัวเหนี่ยวนํากระบวนการกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ซึ่งหากสมมติฐานนี้เปนจริง ก็จะ

สามารถอธบิายผลที่เยื่อหุมเซลลไมสามารถกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ดังนั้นเซลลทั้ง 2 ชนิดจึง

จําเปนตองอยูในสภาวะที่มีชีวติ  

อยางไรก็ตามการศึกษาที่ทําในมะเร็งชนิดอื่นๆ ก็ใหผลในลักษณะที่แตกตางกันไป เชน 

เซลลมะเร็งของเยื่อบุมดลูก (Endometrial cancer) ที่ไดรับสารหลั่งจากเซลล Fibroblast ที่ไดจากบริเวณ

ขางเคียงกับรอยโรค ซึ่งพบม ี Hepatocyte growth factor (HGF) กระตุนใหเกิดการเพิ่มขึ้นของ MT1-

MMP และเกิด Active MMP-2 (Park et al., 2003) หรือในการเลี้ยงเซลลมะเร็งของลําไสรวมกับเซลล 

Fibroblast ใน Transwell ที่ไมมีการสัมผัสของเซลลก็พบการกระตุนการทํางานของ MMP-2 ได เนื่องจาก

การเพิ่มขึ้นของ MT1-MMP ในเซลลมะเร็งเอง (Ko et al., 2000) ดังนั้นการตอบสนองของเซลลจะเปนไป

ในรูปแบบใดขึน้อยูกับองคประกอบทีม่ีอยูในสารหลั่งและกลไกที่เซลลมะเร็งใชในการตอบสนองซึ่งพบวา

อาจไมเปนไปในลักษณะเดียวกันในแตละชนิดของมะเรง็ 

สําหรับการศึกษาผลของการเลี้ยงเซลลรวมกันในหลุมเล้ียงเซลลเดียวกันในงานวิจัยในครั้งนี้ได

ทําตอเนื่องจากครั้งกอน โดยศึกษาตอถึงระดับ mRNA และโปรตีน ของ MT1-MMP และ TIMP-2 และ

วิเคราะหผลรวมกับผลที่ไดจากการใช Transwell แบบประยุกต  ซึ่งโดยปกติ Transwell จะนํามาใช

ศึกษาปฏิสัมพนัธระหวางเซลลในลักษณะที่เซลลไมสัมผัสกัน (Joo et al., 2002; Suzuki et al., 2004) 

ในการทดลองครั้งนี้ทําการประยุกตโดยเลี้ยงเซลลชนิดหนึ่งเลี้ยงไวใน Transwell เช นปกติ แตเซลลอีก

ชนิดหนึ่งเลี้ยงโดยใหเกาะที่ดานลางของแผน Membrane ดังที่อธิบายไวในวิธีทดลอง โดยคาดวา

ตําแหนงรูของแผน Membrane จะเปนตําแหนงที่เซลลทั้งสองชนิดจะมีโอกาสสัมผัสกันแมวาพื้นที่

ผิวสัมผัสจะนอยกวาเมื่อเล้ียงปนกันในหลุมเดียวกันก็ตาม ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการสัมผัสกันใน

ระดับนี้ก็สามารถกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ไดชัดเจน (รูปที่ 10) และขอไดเปรียบของเทคนิคนี้คือ ทํา

ใหสามารถสกดั mRNA ของเซลลแตละชนิดแยกจากกันไดโดยไมปะปนกัน ทําใหสามารถวิเคราะหการ
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เปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นในแตละชนิดของเซลลได โดยพบวาผลที่เกิดจากการสัมผัสกันของเซลลทั้ง 2 ชนิดนี้ 

นําไปสูการเพิ่ม MT1-MMP ในระดับยีนโดยเซลล HSC-7 ซึง่นาจะนําไปสู Active MMP-2 ที่เกิดขึ้น ทั้งนี้

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับ TIMP-2 

อยางไรก็ตามในการศึกษาในสวนนี้ไมสามารถนําเสนอการแสดงออกในระดับโปรตีน ของ MT1-

MMP และ TIMP-2 เนื่องจาก Transwell ที่ใชเปนขนาดที่ใชกับจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม มีขอจาํกัด

อยูบางประการ โดยในกรณีที่ตรวจวัด MT1-MMP นั้น ปริมาณโปรตีนรวมที่สกัดไดจากเซลล (Total 

protein extract) ที่เล้ียงบน Transwell ทั้งจากดานบนและดานลางของแผน Membrane มีปริมาณนอย

ไมเพียงพอตอความไว (Sensitivity) ของ Antibody ตอ MT1-MMP ที่จะวิเคราะหโดยเทคนิค Western 

ได เพราะโดยปกติตองใชเซลลปริมาณมากเทากับที่เล้ียงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 6 หลุม ซึ่งมีขนาดเสน

ผานศูนย 35 mm แต Transwell มีขนาดเสนผานศูนยกลางเพียง 5 ทท ในสวนของ TIMP-2 ซึ่งปกติจะ

วิเคราะหระดับโปรตีนจากอาหารเลี้ยงเซลล เนื่องจาก TIMP-2 เปนโปรตีนที่หลั่งออกจากเซลลไมสะสมที่

เซลล ซึ่งการใช Transwell แบบประยุกตนี้ ที่มีขอดีที่ทําใหสามารถสกัด RNA หรือโปรตีนที่สรางและ

สะสมไวที่ตัวเซลล แยกตามชนิดของเซลลได แตในกรณีของโปรตีนที่อยูในรูปของสารหลั่ง การใช 

Transwell แบบประยุกตก็ยังมีปญหาการปะปนกันของโปรตีนในลักษณะเดียวกับการใช Transwell ใน

รูปแบบปกติ ดงันั้นจึงยังไมสามารถที่จะวิเคราะหระดับของ TIMP-2 แยกตามชนิดของเซลลได    

สวนผลการศึกษาอิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลชนิดหนึ่งตอพฤติกรรมของเซลลอีกชนิดหนึ่งนั้น 

พบวามีผลสงเสริมการเคลื่อนที่ซึ่งกันและกันของเซลล HSC-7 และ HGF อยางชัดเจน (รูปที่ 12) แมวา

จะมีผลตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลแตละชนิดนอย (รูปที่ 11) ซึ่งในสภาวะธรรมชาต ิการที่เซลลเคลื่อนที่

เขาหากันมากขึ้น นาจะสงผลใหเกิด Active MMP-2 รวมทั้งการเพิ่มระดับของ Pro MMP-2 ใหกับเซลล 

HSC-7 เนื่องจากเพิ่มโอกาสที่เซลลจะสัมผัสกันและกันมากขึ้นตามกลไกที่กลาวไวขางตน ซึ่งแสดงให

เห็นวาปฏิสัมพนัธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นทําใหเกิดการรุกลามของรอยโรคเชน

ในหลายๆการศึกษาที่ผานมา  
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การศึกษาปฏิสัมพันธระหวางเซลลของเซลลมะเร็งของกลองเสียง (Laryngeal cancer) กับ

เซลล Fibroblast ที่ไดจากบริเวณใกลเคียง โดยใชเทคนิคเยื่อหุมเซลลสกัด พบวาโปรตีน EMMPRIN ซึ่ง

เปนโปรตีนที่พบในเยื่อหุมเซลลสกัดที่ไดจากเซลลมะเร็ง ที่เติมใหกับเซลล Fibroblast เปนตัวกระตุนใหมี

การสราง MMP-2 เพิ่มขึ้นรวมท้ังพบการเพิม่ขึ้นของ MT1-MMP mRNA รวมกับระดับของ Active MMP-

2 ที่เพิ่มขึ้นในเซลล Fibroblast (Suzuki et al., 2004) อยางไรก็ตามมีรายงานวาระดับการแสดงออกของ 

EMMPRIN จะสัมพันธกับระดบัความรุนแรงของเซลลมะเร็ง (Kanekura et al., 2002; Polette et al., 

1997)  

จึงเปนที่นาสนใจวาเซลล HSC-7 สราง EMMPRIN ไดหรือไมและระดับการสรางมีการ

เปล่ียนแปลงหรือไมเมื่อมีการเลี้ยงรวมกับเซลล HGF แมวาผลการศึกษาโดยใชเยื่อหุมเซลลสกัดที่ไดจาก

เซลล HSC-7 ใหผลลบ แตอาจเปนไปไดดังสมมติฐานที่ตั้งไววาปฏิสัมพันธเร่ิมแรกที่เกิดขึ้นจากการที่

เซลลสัมผัสกัน อาจเปนตัวชักนําใหสราง EMMPRIN หรือโปรตีนอื่นที่ยังไมไดพิสูจน ซึ่งจะมีผลในขั้นตอน

ตอไป ดังนั้นถานํา Transwell แบบประยุกตมาใช โดยหา Transwell ที่มีขนาดใหญขึ้น เพื่อท่ีจะได

ปริมาณโปรตีนที่มากพอกจ็ะชวยตอบคําถามในสวนนี้ เพื่อหาระดับ EMMPRIN หรือโปรตีนอื่นและชวย

ใหวิเคราะหระดับ MT1-MMP โปรตีนเนื่องมาจากขอจํากัดของ Transwell ขนาดเล็กดวย 

สําหรับการศึกษาเพื่อที่จะหาวาเซลลชนิดใดระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน มี

บทบาทสําคัญมากกวากันในการเกิด Active MMP-2 นั้นมีหลายรายงาน โดยสวนใหญมักแสดงใหเห็น

วาเซลลมะเร็งมีบทบาทชักนําใหเกิด Active MMP-2 โดยเพิ่มการสราง MT1-MMP ในระดับ RNA หรือ 

โปรตีน ซึ่งสอดคลองกับที่พฤติกรรมของเซลล HSC-7 ในการศึกษาครั้งนี้ (Boyd and Balkwill, 1999; 

Suzuki et al., 2004; Theret et al., 1997; Tokumaru et al., 2000)  
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สรุป 

จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา  

1. โดยลําพังของสารหลั่งที่ไดจาก HSC-7 หรือ HGF ตลอดจนการสัมผัสของเซลลกับโปรตีนที่มี

อยูแลวบนผิวเซลลอีกชนิดหนึ่ง ไมเพียงพอที่จะกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ในเซลล HGF 

หรือ HSC-7 ตามลําดับ จาํเปนตองอาศัยการตอบสนองของเซลลอันเปนผลตอเนื่องตามมา ภายหลัง

จากการสัมผัสกันของเซลล จงึจะกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ได 

 2. สารหลั่งจาก HGF สงเสริมการแบงตัวของเซลล  HSC-7 เล็กนอย ในขณะที่สารหลั่งจาก 

HSC-7 ไมมีผลตอการแบงตัวของเซลล  HGF 

 3. สารหลั่งจาก HGF สงเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล  HSC-7 และสารหลั่งจาก HSC-7 ก็สงเสริม

การเคลื่อนที่ของเซลล  HGF เชนกัน 
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รูปที่ 1 Gelatin zymograph แสดงระดับของเอนไซม MMP-2 วิเคราะหจากอาหาร
เลี้ยงเซลล ภายหลังเลี้ยงในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไมไดรับ (-) 
หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HSC-7 (B) เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สาร
หลั่งจากเซลล HGF

- +        +      HSC-7 CM
+        +        - HGF
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รูปที่ 2 ภาพแสดงระดับของ mRNA วิเคราะหโดยเทคนิค RT-PCR ของ MT1-MMP 
และ TIMP-2 สกัดจากเซลลภายหลังทําการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดย (A) เซลล HGF เมือ่
ไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HSC-7 (B) เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) 
หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HGF เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ที่เทากัน 

TIMP-2
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รปูที่ 4 กราฟแสดงระดับของโปรตีน TIMP-2 (ng/ml) วเิคราะหโดยเทคนิค ELISA โดยวิเคราะห
จากอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลลภายหลังทาํการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชัว่โมง โดย (A) ปริมาณ TIMP-2 ใน
สารหลั่งจากเซลล HSC-7 ที่บมในตุเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมงโดยไมมีเซลลแสดงระดับ TIMP-2 ที่มี
อยูเดิม (HSC-7 CM), เซลล HGF เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HSC-7, (B) ปริมาณ 
TIMP-2 ในสารหลั่งจากเซลล HGF ที่บมในตุเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมงโดยไมมีเซลลแสดงระดับ 
TIMP-2 ที่มีอยูเดิม (HGF CM), เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HGF

รูปที่ 3 ภาพแสดงระดับของโปรตีน MT1-MMP วิเคราะหโดยเทคนิค Western blot ซึ่งสกัด
จากเซลลภายหลังทําการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดย (A) เซลล HGF เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) 
สารหลั่งจากเซลล HSC-7 (B) เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HGF เมื่อ
เปรียบเทียบตอระดับของโปรตีน Actin ที่เทากัน 
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I--------3 min-------I---------5 min-------I-------7 min------I         

- +          - +           - +          - +      HSC-7 CM 
- - +           +           +           +          +     +      mitomycin C

รูปที่ 5 Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม MMP-2 วิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลล ที่ได
จากเซลล HGF ที่ไมไดรับยา Mitomycin C (-) และไดรับยา Mitomycin C (+) ที่ระยะเวลา 3, 5 และ 7 
นาที และในสภาวะที่ไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) การกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลล HSC-7 (HSC-7 CM)  
ภายหลังทําการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง

pro MMP-2
MMP-2
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รปูที่ 6 Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม และ active MMP-2 วเิคราะหจาก
อาหารเลี้ยงเซลล ภายหลังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไดรับเยื่อหุมเซลล
สกัดของเซลล HSC-7 ที่ความเขมขน 80 μg/ml  และ (B) เซลล HSC-7 เมื่อไดรับเยื่อหุมเซลลสกัด
ของเซลล HGF ที่ความเขมขน 80 μg/ml  

HGF          HGF +      HSC-7 memb
HSC-7 memb

pro MMP-2
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รปูที่ 7 (A) Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 วิเคราะหจากอาหาร
เลี้ยงเซลล ภายหลังเลีย้งเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยการเลี้ยงเซลล 2 ชนิดรวมกนั (Co-culture), HGF ที่
เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF), HSC-7 ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HSC-7) และ HGF และ HSC-7 ที่เลี้ยงรวมในหลุม
เดียวกนั (HGF+HSC-7) ตาํแหนงของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 บนเจลจะตรวจสอบกับระดับของ
เอนไซมที่ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของเซลลไลน U2Os ที่ใชเปน positive control (U2Os)

(B) ภาพแสดงระดับ mRNA วิเคราะหโดยเทคนิค RT-PCR ของ MT1-MMP, TIMP-2, 
MMP-2 และ MMP-9 สกัดจากเซลล HGF ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF)  HSC-7 ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HSC-7) และ 
HGF และ HSC-7 ที่เลี้ยงรวมในหลุมเดียวกัน (HGF+HSC-7) เมื่อเปรียบเทยีบตอระดับของ GAPDH ที่
เทากนั 
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รปูที่ 8          ภาพแสดงระดับของโปรตีน MT1-MMP วิเคราะหโดยเทคนคิ Western blot ซึง่สกดั
จากเซลล HGF ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF)  HSC-7 ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HSC-7) และ HGF และ HSC-
7 ที่เลี้ยงรวมในหลุมเดียวกนั (HGF+HSC-7) เมื่อเปรียบเทยีบตอระดับของโปรตีน Actin ที่เทากนั 

รปูที่ 9 กราฟแสดงระดับของโปรตีน TIMP-2 (ng/ml) วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA โดย
วิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลล HGF ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF)  HSC-7 ที่เลี้ยงโดย
ลําพงั (HSC-7) และ HGF และ HSC-7 ที่เลี้ยงรวมในหลุมเดียวกัน (HGF+HSC-7)
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รปูที่ 10 (A) Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 วิเคราะหจาก
อาหารเลี้ยงเซลล ภายหลังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชัว่โมง โดยใช Transwell  แบบประยุกต เมื่อเลี้ยง 
HGF ที่ดานบนของ membrane (HGF) หรือ เลี้ยง HSC-7 ที่ดานลางของ membrane (HSC-7) โดย
ลําพงั หรือเลี้ยงเซลลสองชนดิใน Transwell เดียวกนัแตอยูคนละดานของ membrane (HGF+HSC-7)   

(B) ภาพแสดงระดับ mRNA วเิคราะหโดยเทคนคิ RT-PCR ของ MT1-MMP, TIMP-2, 
MMP-2 และ MMP-9 สกดัจากเซลล HGF ทีด่านบนของ membrane (HGF) หรือ เลี้ยง HSC-7 ที่
ดานลางของ membrane (HSC-7) โดยลําพงั หรือจากเซลล HGF ที่มาจากดานบนของ membrane 
ของ Transwell ที่เลี้ยงเซลลสองชนดิ (HGF tw) และจากเซลล HSC-7 ที่มาจากดานลางของmembrane 
ของ Transwell ที่เลี้ยงเซลลสองชนดิ (HSC-7 tw) เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ที่เทากนั 

46

HGF   HGF  HSC-7 HSC-7
tw       tw

GAPDH

MMP-2

MT1-MMP

TIMP-2

MMP-9

B

HGF       HGF+      HSC-7
HSC-7

pro MMP-2
MMP-2

pro MMP-9

A



รูปที่ 11 กราฟแสดงความสามารถในการแบงตัวของเซลล แสดงเปนจํานวนรอยละของ
เซลล ภายหลังเลี้ยงในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ังจาก
เซลล HSC-7 (CM) (B) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ังจากเซลล HSC-7 (CM) โดยไดรับในสัดสวน 
1/3, ½ และ 2/3 โดยเซลลที่ไดรับ SFM เปนกลุมควบคุมลบ (SFM) และ เซลลที่ไดรับ 2%FBS เปน
กลุมควบคุมบวก (2%FBS) กําหนดใหจํานวนเซลลที่ไดรับ SFM เทากับรอยละ 100 จํานวนรอยละ
ของเซลลที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 คร้ัง และในแตละการทดลองแตละตวัอยางจะทาํซ้าํ 
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รปูที่ 12 กราฟแสดงความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล แสดงเปนจาํนวนรอยละ
ของเซลล ภายหลังเลีย้งในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 7 ชัว่โมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ัง
จากเซลล HSC-7 (CM) (B) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ังจากเซลล HSC-7 (CM) โดยไดรับใน
สัดสวน 1/2, และ 1 โดยเซลลที่ไดรับ SFM เปนกลุมควบคุมลบ (SFM) และ เซลลที่ไดรับ 
10%FBS เปนกลุมควบคุมบวก (10%FBS) กาํหนดใหจาํนวนเซลลที่ไดรับเทากับรอยละ 100 
จาํนวนรอยละของเซลลที่แสดงเปนคาเฉลีย่จากการทดลอง 2 คร้ัง และในแตละการทดลองแต
ละตวัอยางจะทาํซ้าํ 4 หลุม

A

B
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