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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

 ลักษณะส าคัญอย่างหนึ่งของเซลล์มะเร็ง คือ การเปลี่ยนแปลงรูปแบบการใช้พลังงานและเมตาบอลิซึม 
ซึ่งวิถีเพนโตสฟอสเฟตเป็นวิถีท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยมีเอนไซม์กลูโคส 6 ฟอสเฟตดีไฮโดร
จีเนส (G6PD) เป็นกุญแจส าคัญในปฏิกิริยา จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า G6PD มีการแสดงออกมากขึ้นใน
เซลล์มะเร็งหลายชนิด เช่น เซลล์มะเร็งตับ อีกทั้งจากการทดสอบระดับการแสดงออกของยีนเทียบกับเซลล์
ปกติโดยใช้โปรแกรม CU-DREAM (Connection Up- and Down-Regulation Expression Analysis of 
Microarrays) พบว่า G6PD มีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นในเซลล์มะเร็งตับ และปอด โดยมะเร็งปอดสามารถ
พบได้เป็นอันดับ 2 ของผู้ป่วยมะเร็ง อีกทั้งอัตราการรอดชีวิตภายหลังการตรวจพบโรคมะเร็งปอดนั้นต่ า 
ปัจจุบันพบว่ายังมีผู้ป่วยมะเร็งปอดบางรายที่ไม่ตอบสนองต่อยาและวิธีการรักษาแบบอ่ืน งานวิจัยนี้จึงศึกษา
ระดับการแสดงออกและบทบาทของ G6PD ต่อมะเร็งปอดทั้งในเนื้อเยื่อของผู้ป่วยมะเร็งปอดและเซลล์
เพาะเลี้ยง 
 ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ได้ท าการย้อมตัวอย่างชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งปอดชาวไทย 64 รายพบการ
ย้อมติด G6PD ในส่วนของเซลล์มะเร็งทั้งหมดเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติข้างเคียง อีกท้ังพบการย้อมติด G6PD ใน 
non-small cell (NSCLC) ร้อยละ 81.8 (36/44 ราย) และ small cell ร้อยละ 10 (2/20) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า 
G6PD มีความส าคัญต่อมะเร็งปอดโดยเฉพาะชนิด NSCLC อีกทั้งผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD 
โดยใช้ DHEA และการลดระดับการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA สามารถยับยั้งระดับการเพ่ิมจ านวน
เซลล์, migration และ colony formation ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 ได้ โดยการยับยั้งเอนไซม์ G6PD 
ไปรบกวนการแสดงออกของโปรตีนต่างๆ ที่ควบคุม DNA methylation และ apoptosis โดยไปเพ่ิมขึ้นการ
แสดงออกของยีน DNMT3a และ Bax/Bcl-2 ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวน่าจะส่งผลให้วัฏจักรของเซลล์หยุด
ลง ระดับ apoptosis เพ่ิมข้ึน และ ระดับ methylation ของ genome ที่เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลกระทบให้การ
เพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งปอดถูกยับยั้ง ผลการวิจัยทั้งหมดแสดงให้เห็นถึงบทบาทของเอนไซม์ G6PD ที่มี
ความส าคัญอย่างมากต่อการพัฒนาของเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC ซึ่งอาจเป็นประโยชน์ในทางการแพทย์ที่
จะพัฒนายายับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD ในการรักษามะเร็งต่อไปในอนาคต 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

 Metabolic reprogramming is one important cancer hallmark characterized by the up-
regulation of biosynthetic and bioenergetic pathways such as pentose phosphate pathway 
(PPP). Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is a key enzyme in PPP, highly expressed 
in many cancerous tissues, for example, liver cancer. Analysis of gene expression datasets 
available for several types of cancers using CU-DREAM (Connection Up- and Down-Regulation 
Expression Analysis of Microarrays) revealed that G6PD was significantly up-regulated in liver 
and lung cancers (p<0.05). Lung cancer is the second most common cause of cancer death. 
Survival rate of patients with lung cancer after diagnosis was low. Moreover, some patients 
were not responded to anticancer drugs and chemotherapy. Therefore, this research was 
proposed to investigate the roles of G6PD in lung cancer, both immunohistochemical study 
and in vitro studies. 
 Immunohistochemical study of lung cancer biopsy tissue samples from 64 Thai 
patients demonstrated that all lung cancer cells were strongly positive for G6PD as compared 
to surrounding normal cells. The majority of non-small cell lung cancer (NSCLC) tissue samples 
(81.8%; 36/44 cases) were stained positive for G6PD. On the contrary, only 2 cases out of 20 
(10.0%) of small cell lung cancer tissue samples were stained positive for G6PD. These findings 
suggested that G6PD may play a significant role in NSCLC. Results further showed that 
suppression of G6PD using G6PD inhibitor (DHEA) and siRNA decreased cell proliferation, cell 
migration and colony formation of NSCLC cell lines, including NCI-H292 and NCI-H1975. 
Suppression of G6PD also altered expression levels of genes involved in DNA methylation and 
apoptosis. For example, DNMT3a and Bax/Bcl-2 were increased after the suppression of G6PD. 
It was postulated that altered expression of these genes could lead to cell cycle arrest, 
apoptosis and genomic hypermethylation and therefore suppressing of NSCLC proliferation. 
The results of this study indicate that G6PD has important roles in NSCLC progression Thus, 
suppression of G6PD may be potential therapeutic strategy for lung cancer. 
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บทน า (Introduction) 
มะเร็งเป็นสาเหตุการตายล าดับต้นๆ ของประชากรทั่วโลก ในปี 2012 พบผู้เสียชีวิตจากมะเร็งมากกว่า 

8.8 ล้านคน (World Cancer Report 2014) โดย 2 อันดับแรก ได้แก่ มะเร็งปอด (1.59 ล้านราย) และมะเร็ง
ตับ (745,000 ราย) จากการส ารวจของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ (1) พบว่าตั้งแต่ปี 2006 ถึงปี 2015 เป็นต้นมา 
จ านวนผู้ป่วยมะเร็งมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ โดยในปี 2015 พบว่ามีจ านวนผู้ป่วยใหม่ที่ได้รับการวินิจฉัยว่า
เป็นมะเร็งและมารับบริการที่สถาบันมะเร็ง 3,439 ราย โดยแบ่งออกเป็นเพศชาย 1,418 ราย (คิดเป็นร้อยละ 
41.2) และเพศหญิง 2,021 ราย (คิดเป็นร้อยละ 58.8) จากข้อมูลทางสถิติที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่ามะเร็งเป็น
ปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของประเทศ การรักษามะเร็งปอดในปัจจุบันนั้นมีหลายวิธี เช่น precision 
medicine, การผ่าตัด (surgery) รังสีบ าบัด (radiation therapy) และเคมีบ าบัด (chemotherapy) เป็นต้น
(2) การเลือกใช้วิธีรักษาขึ้นอยู่กับการกลายพันธุ์ของยีน EGFR, EML4-ALK, BRAF, ระยะของมะเร็ง (stage) 
ต าแหน่ง (location) และการตอบสนองต่อยา อีกท้ังแต่ละวิธีมีข้อจ ากัดและมีผลข้างเคียงที่ต่างกัน เช่น การไม่
ตอบสนองต่อยา EGFR, ALK inhibitors วิธีการผ่าตัดและการฉายแสงนั้นเหมาะกับเซลล์มะเร็งที่ยั งไม่
แพร่กระจายไปยังต าแหน่งอ่ืน(3) การฉายรังสีก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนัง (skin irritation) บริเวณท่ีรับ
รังสีโดยตรง ขณะที่รังสีบ าบัดอาจท าให้เกิดภาวะปอดอักเสบ (radiation pneumonitis)(4) ส่วนเคมีบ าบัดนั้น
เหมาะกับมะเร็งที่กระจายไปยังหลายต าแหน่ง เพ่ือยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง แต่มีผลข้างเคียงท าให้
คลื่นไส้ (nausea) และอาเจียน (vomiting) เบื่ออาหาร (loss of appetite) ท้องร่วง (diarrhea) ผมร่วง (hair 
loss) เป็นต้น(5) ซึ่งอาการจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับปริมาณยาที่ใช้และผู้ป่วยแต่ละราย ดังนั้นการศึกษากลไก
ของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งจึงมีความส าคัญต่อการพัฒนาวิธีการยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง เพ่ือน าข้อมูลมาประยุกต์ใช้ในการรักษาให้มีประสิทธิภาพต่อไป  

ลักษณะที่ส าคัญ (hallmark) ของเซลล์มะเร็งลักษณะหนึ่งคือ การเปลี่ยนแปลงวิถีเมตาบอลิซึม 
(metabolism) ส าหรับการสร้างพลังงาน (energy metabolism reprogramming: EMR)(6, 7) โดยพบว่า 
เซลล์มะเร็งหลายชนิดเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจน มักอาศัยวิถีแอโรบิกไกลโคไลสิส (aerobic glycolysis) 
หรือที่เรียกว่า Warburg effect โดยมีวิถี glycolysis และเพนโตสฟอสเฟต (pentose phosphate pathway: 
PPP หรือ hexose monophosphate shunt; HMS) ร่วมในกระบวนการ(6-9) ซึ่งวิถีดังกล่าวแม้จะให้พลังงาน
น้อยกว่ากระบวนการออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเรชั่น (oxidative phosphorylation) แต่สามารถผลิต ATP เพ่ือ
สนองต่อความต้องการของเซลล์ได้รวดเร็วกว่า  

เอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose 6-phosphate dehydrogenase: G6PD) อยู่ใน
วิถี เพนโตสฟอสเฟต ท าหน้าที่ เร่งปฏิกิริยาการสร้างนิโคตินาไมด์อะดินีนไดนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต 
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADPH) ซึ่ ง เ ป็ น โ ค เ อน ไ ซ ม์  ( coenzyme) ใ น
กระบวนการรีดอกซ์ (redox) และการสังเคราะห์กรดไขมัน(7) อีกทั้งวิถีเพนโตสฟอสเฟตยังสร้างน้ าตาลไรโบส 
5-ฟอสเฟต (ribose 5-phosphate) ที่ส าคัญต่อการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิก (nucleic acid)(8) ซึ่งผลิตผล 
(product) ทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนจากวิถีเพนโตสฟอสเฟตล้วนแล้วแต่มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเซลล์มะเร็ง 
ทั้งการเจริญเติบโต (proliferation) และการอยู่รอด (survival) ของเซลล์มะเร็ง(9) 
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ในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเซลล์เนื้องอกและมะเร็งหลายชนิดทั้ง primary cells และ cell lines มี
ระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ที่สูงขึ้น เช่น มะเร็งผิวหนัง (melanoma)(10) เนื้อเยื่อมะเร็งกระเพาะ
อาหาร (gastric cancer tissue)(11) มะเร็งเต้านม (primary breast carcinoma)(12) และเนื้องอกปอด (lung 
tumor)(13) เป็นต้น ซึ่งสอดคล้องกับการวิเคราะห์ข้อมูล cDNA microarray ใน GEO dataset ของ NCBI ด้วย
โปรแกรม CU-DREAM ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดและตับ ที่พบว่า G6PD มีระดับการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) อีกทั้งยังพบว่าระดับเอนไซม์ G6PD ที่สูงขึ้นแปรผันตรงกับการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็ง (metastasis) และ poor prognosis ขณะเดียวกัน G6PD แปรผกผันกับอัตราการรอดชีวิต 
(survival rate)(14, 15) ด้วยเหตุนี้เอนไซม์ G6PD จึงเป็นเป้าหมายที่ส าคัญต่อการวิจัยโรคมะเร็งในปัจจุบัน เช่น 
การศึกษาบทบาทของภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD (G6PD deficiency) ในเซลล์มะเร็งผิวหนัง (human 
melanoma cell) และมะเร็งตับ (HepG2)(16) แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาที่ผ่านมา ความสัมพันธ์ระหว่าง
ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ในผู้ป่วยมะเร็งยังไม่พบความสัมพันธ์ที่แน่ชัด(17-20) อีกทั้งมะเร็งแต่ละ
ชนิดมีกลไกและการควบคุมภายในเซลล์ที่แตกต่างกัน จากการศึกษาในผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งเต้านมที่มีระดับ
การแสดงออกของ G6PD เป็นบวก (positive) เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ป่วยด้วยโรคมะเร็งเต้านมที่มีผล G6PD 
เป็นลบ (negative) พบว่าอัตราการรอดชีวิตโดยรวม (overall survival) ไม่แตกต่างกัน(12) แสดงให้เห็นว่า 
G6PD มีความส าคัญต่างกันในแต่ละชนิดของมะเร็ง โดยปัจจุบันยังไม่มีการยืนยันถึงความสัมพันธ์และบทบาท
หน้าที่ของ G6PD ในมะเร็งปอด จึงเป็นที่มาของการศึกษาเพ่ือยืนยันระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD 
ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดเทียบกับเนื้อเยื่อปกติในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลล์ขนาดใหญ่ (Non Small Cell Lung 
Cancer Cells: NSCLC)  ร่วมกับการศึกษาพยาธิก าเนิดระดับโมเลกุลภายใต้การลดระดับการแสดงออกของ 
G6PD ด้วย siRNA และการยับยั้งกัมมันตภาพเอนไซม์โดยใช้ตัวยับยั้ง หรือ dehydroepiandrosterone 
(DHEA) ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดมะเร็งปอด โดยผลที่ได้จากการศึกษาวิจัยนี้นอกจากจะเป็นความรู้พื้นฐานที่ท า
ให้เข้าใจถึงบทบาทของเอนไซม์ G6PD ต่อการเจริญเติบโตของมะเร็งปอดแล้ว G6PD ยังเป็นเป้าหมายที่ส าคัญ
ต่อการพัฒนากลยุทธ์ในการรักษามะเร็งปอดชนิด NSCLC อีกด้วย    

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (Objectives) 

1. เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดของผู้ป่วยเปรียบเทียบกับ
เนื้อเยื่อปกติด้วยวิธี Immunohistochemistry 

2. เพ่ือสร้างโมเดลของเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปอดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD และศึกษาผลของภาวะ
ดังกล่าวต่อความสามารถในการเพิ่มจ านวนและการแพร่กระจาย (metastasis) ของเซลล์มะเร็งปอด 

3. เพ่ือศึกษาผลของ DHEA ต่อการยับยั้งเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปอดผ่านการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
G6PD 

4. เพ่ือสร้างนักวิจัยรุ่นใหม่ระดับปริญญาโท-เอกที่มีความรู้ ความชานาญในงานวิจัยระดับลึก ซึ่งจะเป็น
ทรัพยากรบุคคลที่มีคุณค่าแก่สังคม และประเทศชาติ และมีความพร้อมที่จะพัฒนาผลิตภัณฑ์ และ
เทคโนโลยีการแพทย์อ่ืนๆ ต่อไปในอนาคต อันเป็นการสนับสนุนการด าเนินการตามนโยบายแห่งชาติ 
ในการพัฒนาคนและสังคมที่มีคุณภาพให้ยั่งยืน 
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5. เพ่ือผลิตผลงานวิชาการ ให้เป็นแหล่งความรู้และอ้างอิงในสาขาชีวเคมีทางการแพทย์ อณูชีววิทยาของ
ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD และพยาธิกาเนิดในระดับโมเลกุลของเซลล์มะเร็ง ทั้งระดับชาติและ
นานาชาติ 

 
ขอบเขตของโครงการวิจัย (Scope of project) 
  การศึกษาแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ การศึกษา immunohistochemistry เพ่ือตรวจระดับการแสดงออก
ของเอนไซม์ G6PD ใน cancerous cell เทียบกับ non-cancerous cell ในเนื้อเยื่อปอดของผู้ป่วยมะเร็งปอด
จ านวน 162 คน และการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยง เพ่ือสร้างโมเดลของเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปอด (NCI-
H1975, NCI-H292) ที่ถูกท าให้มีภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ด้วยการ knock down ยีน G6PD เซลล์โมเดลที่
ได้จะน าไปใช้อธิบายกระบวนการตอบสนองและกลไกพยาธิก าเนิดในระดับโมเลกุลของเซลล์มะเร็งปอดที่มี
ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ถูก knock down ยีน G6PD ในด้านต่างๆ ได้แก่ 
การเพ่ิมจ านวนและการแพร่กระจาย (metastasis) ของเซลล์มะเร็ง และเมตาบอลิซึมของ lactate รวมถึง
ความไวของเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปอด จากการใช้ DHEA ไปยับยั้ง G6PD องค์ความรู้ใหม่ที่ได้นอกจากจะท า
ให้เข้าใจถึงบทบาทของเอนไซม์ G6PD ต่อการเจริญเติบโตของมะเร็งปอดแล้ว ยังจะเป็นส่วนหนึ่งของการ
พัฒนากลยุทธ์ป้องกันและรักษามะเร็งปอดแบบชี้เป้า ซึ่งอาจจะน าไปสู่การขยายผลไปยังมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ต่อไป
อีกด้วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



12 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย (Materials and methods) 
 

 
  
1) Immunohistochemistry 

งานวิจัยนี้ผ่านการรับรองจริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB 561/59, COA No. 1034/2016) 

ตัวอย่างชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชา
พยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเป็นชิ้นเนื้อที่เก็บจากผู้ป่วยมะเร็งปอดที่มารับ
การรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ตั้งแต่ปี 2552 - 2557 จ านวน 64 ราย แบ่งเป็น non-
small cell จ านวน 44 ราย และ small cell 20 ราย เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของ G6PD ในเนื้อเยื่อ
มะเร็งปอดของผู้ป่วยมะเร็งปอด ที่ถูกเก็บรักษาไว้ในพาราฟีน โดยใช้เทคนิค Immunohistochemistry  

 
1.1. ขั้นตอนการก าจัดพาราฟีน  

 เนื้อเยื่อมะเร็งปอดในพาราฟีนจะถูกก าจัดพาราฟีน (deparaffinize) และเติมน้ ากลับสู่เนื้อ
เยื้อ (rehydrate) โดยการจุ่มสไลด์ที่มีแผ่นพาราฟีนของเนื้อเยื้อมะเร็งปอดที่ผ่านการตัดมาแล้วลงใน 
xylene เพ่ือจ ากัดพาราฟีน เป็นเวลา 5 นาที น าไปจุ่มใน ethanol 100%, 95%, 70% และ 50% 
ตามล าดับเพื่อคืนน้ าสู่เนื้อเยื่อ แล้วจึงล้างในน้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที  

 
1.2. ขั้นตอนการย้อม Hematoxylin และ Eosin 

 น าแผ่นสไลด์ชิ้นเนื้อที่ผ่านการก าจัดพาราฟีนมาท าการย้อมด้วย hematoxylin เป็นเวลา 5 
นาที จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือล้างสีส่วนเกินออก แล้วจึงก าจัดน้ าส่วนเกินโดยจุ่ม
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สไลด์ลงใน 95% ethanol จุ่มสไสด์ลงในสี eosin เป็นเวลา 5 นาที ล้างสไลด์ขึ้นลง 2 ครั้ง ด้วย 
95% ethanol เพ่ือล้างสีส่วนเกิน แล้งจึงล้างด้วย absolute ethanol เพ่ือดึงน้ าส่วนเกินออก ก าจัด 
ethanol และท าให้เนื้อเยื้อใสขึ้นโดยจุ่มสไลด์ขึ้นลง 10 ครั้งใน xylene จากนั้นเช็ดแผ่นสไลด์ให้แห้ง 
แล้วจึงท าการตรึงเนื้อเยื้อโดยหยด mounting medium บนชิ้นเนื้อแล้วจึงน าแผ่นกระจกมาปิดทับ
ทิ้งไว้ให้แห้งก่อนไปน าไปศึกษา 
 

1.3. ขั้นตอนการย้อมด้วยเทคนิค immunohistochemistry 
  เนื่องจากเนื้อเยื่อมะเร็งปอดที่ถูกเตรียมในฟอร์มาลีน ท าให้เกิดการรวมตัวกันของกรดอะมิโน 
 (aldehyde linkage หรือ methylene bridge) ท าให้แอนติบอดี (antibody) ไม่สามารถเข้าจับได้ดี 
 จึงต้องมีการคืนสภาพแอนติเจน (antigen retrieval) โดยใช้ความร้อน (heat-induced epitope 
 retrieval) 

  ชิ้นเนื้อบนสไลด์ที่ผ่านการก าจัดพาราฟีนออกแล้วจากขั้นตอนที่ 1.1 น ามาเติม
สารละลาย Tris/EDTA pH 9.0 และ sodium citrate pH 6.0 บนสไลด์ แล้วให้ความร้อนโดย
ไมโครเวฟ เป็นเวลา 3 นาที แล้วจึงล้างด้วยน้ าสะอาดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นล้างสไลด์ด้วย TBS 
plus 0.025% Triton X-100 แล้วหยุดปฎิกิริยาด้วย 10% normal serum ร่วมกับ 1% BSA ใน 
TBS เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง ซับสารละลายส่วนเกินรอบๆ ชิ้นเนื้อบนสไลด์ จากนั้นย้อมสี 
hematoxylin เป็นเวลา 8 นาที แล้วจึงล้างน้ าเพ่ือก าจัดสีส่วนเกินออก แล้วจึงย้อม G6PD primary 
antibody (HPA000247) (Sigma, USA) สัดส่วน 1 ส่วน ต่อ TBS 500 ส่วน ร่วมกับ 1% BSA แล้ว
บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 1 คืน หลังจากนั้นล้างสไลด์ใน TBS 0.025% Triton 2 รอบ ครั้งละ 5 
นาท ีบ่มกับ Secondary antibody ที่ละลายใน TBS ร่วมกับ 1% BSA บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง แล้วล้างด้วย TBS 5 นาที 3 รอบ รอการเกิดสี Horseradish peroxidase (HRP) 3,3 '-
Diaminobenzidine (DAB) ซึ่งให้สีน้ าตาลบริเวณท่ีมีการแสดงออกของ G6PD และท าการบันทึกภาพ
และวัดความเข้มของสีโดยใช้กล้องจุลทรรศ์ Inverted phase contrast (Nikon Eclipse TS100) 
(Nikon, Japan) 
 

2) การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
เพาะเลี้ยงในภาชนะส าหรับเลี้ยงเซลล์ขนาด T75 (Corning, USA) โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640  (HyClone™, USA) ส าหรั บ  NCI-H1975  และ  Dulbecco's 
Modified Eagle's medium (DMEM) ชนิด High Glucose (HyClone™, USA) ส าหรับ NCI-H292 ร่วมกับ 
10% fetal bovine serum (FBS) (ThermoFisher, USA) เลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเลี้ยง (BINDER, Germany) 
ภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ระดับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ร้อยละ 5 และความชื้นสัมพัทธ์
ร้อยละ 95-99 
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ตารางท่ี 1 เซลล์มะเร็งปอดท่ีใช้ในงานวิจัย 
Cell line Characteristic Gender Gene mutations Gene Sequence 
NCI-H1975 adenocarcinoma; 

non-small cell 
lung cancer 

Female EGFR (epidermal 
growth factor 
receptor)  
 
PIK3CA 
(phosphatidylinositol-
4, 5-bisphosphate 3-
kinase, catalytic 
subunit alpha)  
 
CDKN2A (Cyclin-
dependent kinase 
inhibitor 2A)  
 
TP53 (tumor 
suppressor 
transcription factor)  

c.2573T>G, 
c.2369C>T 
 
 
c.353G>A  
 
 
 
 
 
c.205G>T  
 
 
 
c.818G>A 

NCI-H292 mucoepidermoid 
carcinoma; non-
small cell lung 
cancer 

Female CDKN2A  c.1_471del471 

 
 
3) การ Knockdown ยีน G6PD 

 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 (ตารางที่ 1) ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 

หลุม (24-well plates) (Costar®, USA) โดยให้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 1.9 x 105 ด้วยอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 10 จนกระทั่งเซลล์โตเต็มพ้ืนที่ประมาณร้อยละ 70 ของภาชนะเลี้ยงเซลล์ เตรียม 

Opti-MEM  (HyClone™, USA) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ Lipofectamine® 3000 (ThermoFisher, 

USA) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (หลอด A) ผสม Opti-MEM (ThermoFisher, USA) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร กับ 

siRNA (ThermoFisher, USA) (ตารางท่ี 2) ที่มีความเข้มข้น 100 นาโนโมล่าร์ตามล าดับ (หลอด B) 

ผสมสารจากหลอด A และหลอด B เข้าด้วยกันและบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที เติม

สารละลายดังกล่าวปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์อยู่แล้ว 

450 ไมโครลิตร  เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนน าเซลล์ไปท าการทดลองต่อไป 
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เพ่ือวัดความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดเมื่อลดการแสดงออกของ G6PD โดยใช้ siRNA 

เซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 จะถูกเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุมที่ความหนาแน่น

ของเซลล์เริ่มต้น 0.5 x 104 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกาะกับภาชนะที่เลี้ยง แล้วจึงเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ผสมด้วย siRNA 

ความเข้มข้น 100 นาโนโมล่าร์ เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS 

ร้อยละ 10 ระดับการแบ่งตัวของเซลล์จะถูกวัดที่ 24 และ 48 ชั่วโมง โดยเทคนิค MTT assay 

ตารางท่ี 2 แสดงล าดับ RNA ของ siRNA ที่จ าเพาะต่อ G6PD mRNA และ Scrambled (control) 
Gene Sequence (5'—› 3') 
G6PD_siG6PD_571 Sense: GGCCGUCACCAAGAACAUU 

Antisense : UGUUCUUGGUGACGGCCUU 
G6PD_Scrambled Sense: GGCACUACCAGACACGAUU 

Antisense : UCGUGUCUGGUAGUGCCUU 

   
 

4) การวัดระดับการท างานของเอนไซม์ 

 วิธีการที่ใช้ในการวัดระดับกัมมันตภาพเอนไซม์เป็นไปตามการศึกษาก่อนหน้า(21) pellet ที่ถูกเก็บไว้

ใน 1X PBS จะถูกน าไปท าให้แตกด้วยคลื่นเสียงโดยใช้ sonicator (The VIRTIS Co, Inc., USA) และน าไปวัด

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด โดยปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมส าหรับการวัดกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD เท่ากับ 1 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดูดสารละลายจากเซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ master mix ปริมาตร 490 

ไมโครลิตร  ซึ่ งประกอบด้วย NADP (Sigma, USA) 0.38 มิลลิ โมลาร์ , MgCl2 (Bio Basic Canada Inc., 

Canada) 6.3 มิลลิ โมลาร์ , glucose 6-phosphate (Sigma, USA) 3.3 มิลลิ โมลาร์ , maleimide (Sigma, 

USA) 5 มิลลิโมลาร์, Tris-HCl (pH7.5) buffer (Bio Basic Canada Inc., Canada) 50 มิลลิโมลาร์   

 แบ่งลงภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม (96-well plates) (Costar®, USA)  150 ไมโครลิตรต่อหลุม 

และน าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 340 นาโนเมตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 15 นาที ด้วย

เครื่อง microplate reader (Synergy Ht) (Biotek, USA)  ค่าที่ ได้จะถูกน าไปค านวณเทียบกับ NADH 

standard curve (NADH มีค่า maximum wavelength ที่ 340 nm เช่นเดียวกับ NADPH ที่ เกิดขึ้นใน

ปฏิกิริยา) ตามวิธีการของ Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit 

(BioVision, USA) โดยเจือจาง NADH ออกเป็นความเข้มข้นที่ 0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 นาโนโมลต่อหลุม 

ตามล าดับ น าค่าที่ได้จากการวัดการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร มาค านวณ ดังสมการ 
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G6PD Activity (nmol/min/mg of protein) = ((
B

(T2−T1)
)x Sample dilution)/P 

B = NADH ที่เกิดขึ้น ณ ช่วงเวลา T2-T1 (นาโนโมล) 

T1 = เวลาที่เริ่มต้นการวัด 

T2 = เวลาสุดท้ายของการวัด 

P = ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม) 

 
5) วัดปริมาณ cell viability 

เพ่ือหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของ DHEA (Merck Millipore, USA) ต่อความสามารถในการ
ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดโดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์  โดยพิจารณาจากอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ 
(cell viability) เมื่อท าการเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292  ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 
หลุม ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 0.5 x 104 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 1 ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรต่อหลุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกาะกับภาชนะที่เลี้ยง แล้วจึงเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยง
เซลล์ผสมด้วย DHEA ที่ความเข้ม 1, 10, 100 นาโนโมลาร์ และ 1, 10, 100, 200, 300, 400, 500 ไมโครโม
ลาร์ โดยท าละลาย DHEA ใน Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA) แล้วจึงเจือจางให้ได้ความเข้มข้น
ที่ต้องการด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมด้วย FBS ร้อยละ 10 ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม ระดับการ
เจริญเติบโตของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 0 , 1, 3, 6, 12, 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค MTT assay โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate reader 

 
6) การวัดความสามารถในการเคลื่อนตัวของเซลล์มะเร็ง 

เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปอด NCl-H1975 และ NCl-H292 ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 24 หลุม โดยให้

ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 1.9 x 105 และเลี้ยงจนกระทั่งเซลล์เรียงตัว 1 ชั้น (monolayer) จนเต็ม

ภาชนะเลี้ยงเซลล์ 

 ใช้ทิป (tip) ขนาด 200 ไมโครลิตร ขูดเซลล์เป็นเส้นตรงผ่านเส้นผ่าศูนย์กลางของหลุม แล้วล้างด้วย 

1X PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง เพ่ือก าจัดเซลล์ที่หลุดออกมาจากขั้นตอนการขูดเซลล์  แล้ว

เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสม DHEA  ถ่ายรูปการเคลื่อนตัวของเซลล์มะเร็งปอดที่มาปิดช่องว่างจากการขูด  โดย

ใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted phase contrast (Nikon Eclipse TS100) (Nikon, Japan) ด้วยก าลังขยาย 

100 เท่า ตั้งแต่ช่วงเวลา 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 ชั่วโมง ตามล าดับ  

ค านวณอัตราการปิดช่องว่าง (wound confluence) โดยใช้สูตรดังนี้ 

% wound confluence = 
(𝐴−𝐵)∗100%

𝐴
 

A = พ้ืนที่ของช่องว่างเริ่มต้น 

B = พ้ืนที่ของช่องว่างที่ช่วงเวลา x 
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7) การวัดระดับแลคเตท (lactate) 

pellet และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ถูกเก็บจากการทดลองจะน าไปวิเคราะห์ระดับแลคเตทโดยใช้ Lactate 

Assay Kit II (Sigma, USA) ผสม supernatant ใน lactate assay buffer ที่ปริมาตร 4 เท่าของตัวอย่าง 

น าไปผ่าน Amicon Ultra 0.5 mL centrifugal filters MWCO 10 kDa (Merck Millipore, USA) เพ่ือก าจัด

โปรตีนของ lactate dehydrogenase เตรียม lactate standards โดยเจือจาง 10 ไมโครลิตร ของ 100 มิลลิ

โมลาร์ lactate standard ด้วย lactate assay ปริมาตร 990 ไมโครลิตร  เติม lactate standards ลงใน

ภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม  ปริมาตร 0, 2, 4, 6, 8, 10 ไมโครลิตร ตามล าดับ เติม lactate assay 

buffer ในแต่ละหลุม ให้ได้ปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของ lactate standards ที่ 0, 

2, 4, 6, 8 และ 10 นาโนโมลต่อหลุมตามล าดับ     

 7.1 ขั้นเตรียม master mix และ blank sample  

 เตรียม master mix ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย  

a. Lactate Assay buffer 46 ไมโครลิตร 

b. Lactate Enzyme Mix 2 ไมโครลิตร 

c. Lactate Substrate Mix 2 ไมโครลิตร 

 ใส่ตัวอย่างปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยเตรียม blank 

 sample ซึ่ งประกอบด้ วย  Lactate Assay Buffer 48 ไมโครลิตร , Lactate Substrate Mix 2 

 ไมโครลิตร และ  ตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร 
 

 7.2 ขั้นตอนการค านวณระดับแลคเตท 

 วัดระดับการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร โดยเครื่อง microplate reader  โดยสีที่เกิดขึ้น

 จะคงอยู่ประมาณ 4 ชั่วโมง  เนื่องจาก NADH และ NADPH จากเซลล์สามารถรบกวนผลการวัดได้  

 จึงต้องท าการหักลบ (subtracted) กับ blank ค านวณความเข้มข้นของแลคเตทที่วัดได้โดยใช้สมการ

 ดังนี้ 

Sa/Sv = C 

Sa = ปริมาณกรดแลตเตดที่วัดได้จากตัวอย่าง (unknown sample) (nmole) 

เทียบจากกราฟมาตรฐาน (standard curve) 

Sv = ปริมาตรตัวอย่างที่ใส่ลงในแต่ละ well (ไมโครลิตร) 

C = ความเข้มข้นของกรดแลคเตทในตัวอย่าง 
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8) การวัดความสามารถการสร้างโคโลนี (colony forming assay)  

 เพ่ือศึกษาความสามารถในการสร้างโคโลนี (colony formation) ของเซลล์มะเร็งปอด เซลล์ NCI-

H292 และ NCI-H1975 ถูกเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม (6-well plates) (Costar®, USA) ที่ความ

หนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 200 เซลล์ต่อหลุม ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสม FBS ร้อยละ 1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

ต่อหลุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลล์ จากนั้นเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสม

ด้วย DHEA หรือ siRNA กับ FBS รอ้ยละ 10 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ต่อหลุม เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน 

 เพ่ือท าการนับจ านวนโคโลนีที่เกิดขึ้น ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล์ ล้างด้วย 

1X PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อหลุม เติมสีย้อมซึ่งประกอบด้วย 6.0% glutaraldehyde และ 0.5% crystal 

violet  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วเอียงภาชนะให้สีย้อมสัมผัสกับโคโลนีอย่างทั่วถึง บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 30 นาที ดูดสีย้อมทั้งหมดออก ท าการล้างสีย้อมส่วนเกินโดยจุ่มภาชนะท่ีย้อมลงในอ่างที่มีน้ าประปา และ

ทิ้งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ท าการนับจ านวนโคโลนีทั้งหมดที่เกิดข้ึนบนกระดาษสีขาว 

 

9) การวัดระดับการแสดงออกของยีนและโปรตีน G6PD 

 9.1 การเก็บรักษาเพลเลต (pellet) เพ่ือน ามาใช้ในการทดลอง 
 เพ่ือเก็บรักษาเซลล์ให้อยู่ในสภาพที่เหมาะส าหรับใช้ในการทดสอบ เซลล์จะถูกแยกออกจาก

 ภาชนะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการทริปซิไนเซชั่น (trypsinization) โดยใช้ทริปซิน (trypsin) ร้อยละ 0.25 

 (HyClone™, USA) เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 

 นาที  (centrifuge H-11n) (Kokusan Corp, Japan) pellet จ ะถู ก ผ สมกั บ  1X Phosphate 

 Buffered Saline (PBS) (Bio Basic Canada Inc., Canada) ซึ่งประกอบด้วย KCl 2.7 มิลลิโมลาร์, 

 NaCl 137 มิลลิโมลาร์ และ Phosphate Buffer 10 มิลลิโมลาร์ (pH 7.5) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –80 

 องศาเซลเซียส จนกว่าจะถูกน าออกมาใช้ในการทดลอง 

 9.2 การสกัดและวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
  ท าให้ pellet แตกด้วยคลื่นเสียงด้วยเครื่อง sonicator แล้วจึงน าส่วน supernatant ที่ได้มา

 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยใช้ Bicinchoninic acid (BCA) assay kits (ThermoFisher, USA) 

  เตรียม BCA Working Reagent (WR) โดยผสม สาร A ปริมาตร 50 ส่วน เข้ากับสาร B 

 ปริมาตร 1 ส่วน ผสมสารละลายโปรตีนที่ได้จากการท าให้ pellet แตก ปริมาตร 25 ไมโคลิตร เข้ากับ 

 WR ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุด บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยเครื่อง 

 microplate reader 
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 9.3 การสกัดอาร์เอนเอ (RNA) 
 น า เซลล์มะเ ร็ งปอดที่ ได้ จากการทดลองมาสกั ด  RNA โดยใช้  TRIzol® Reagent 

 (ThermoFisher, USA)  ล้างเซลล์ที่อยู่ ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ T25 หรือ T75 ด้วย 1X PBS เติม 

 TRIzol® Reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ส าหรับภาชนะเลี้ยงเซลล์ T25 หรือ 2 มิลลิลิตร ส าหรับ

 ภาชนะเลี้ยงเซลล์ T75 แล้วทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที และเคาะภาชนะเลี้ยงเซลล์เบาๆ 

 ทุกๆ 5 นาที เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะ สามารถเพ่ิมเวลาได้หากเซลล์ยังไม่ออกจากภาชนะ 

 ดูด TRIzol® Reagent ที่มีเซลล์อยู่จากภาชนะเลี้ยงเซลล์มายังหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เติม chloroform (Merck Millipore, USA) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  ต่อ TRIzol® 

Reagent 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่า (Vortex labnet vx 100) (MO BIO Laboratories, Inc., USA) 

เป็นเวลา 15 วินาที จน TRIzol® Reagent และ chloroform ผสมเข้ากันดีจนเห็นเป็นสีนมชมพู 

(milky pink) และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5-10 นาที หากยังเห็น pellet ของเซลล์อยู่  ควรเพิ่มเวลาการ

บ่มอีกประมาณ 10 นาที จากนั้นจึงเขย่าอีกครั้งเพ่ือให้เซลล์แตกตัวอย่างสมบูรณ์  น าไปปั้นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที (RPM) หรือ 12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จนแยกออกเป็นสาร 3 ชั้น   ย้ายสารละลายใสส่วนบนสุด (aqueous phase) ซึ่ ง

ประกอบด้วย RNA ไปยังหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดใหม่   เติม Isopropanol (Merck 

Millipore, USA) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียสข้ามคืน  น าไปปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 RPM หรือ 12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เท 

Isopropanol ทิ้งแล้วเติม 75% ethanol (Merck Millipore, USA) เย็น (-20 องศาเซลเซียส) น าไป

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท 75% 

ethanol ทิ้งและวางหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ pellet แห้ง  

เติม RNAse free water (HyClone™, USA) ปริมาตรประมาณ 20 ไมโครลิตร เพ่ือละลาย 

pellet และวัดปริมาณ RNA โดยใช้เครื่อง Nanodrop (ThermoFisher, USA) และเก็บ RNA ที่สกัด

ได้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกว่าจะถูกน าออกมาใช้ท าการทดลองในขั้นต่อไป 

 9.4 การสังเคราะห์ cDNA 
RNA ที่สกัดได้จากขั้นตอนการสกัด RNA จะถูกเปลี่ยนเป็น complementary DNA (cDNA) 

โดยใช้ RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher, USA)  โดยผสม master 

mix ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยประกอบด้วย Oligo (dT)18 

Primers ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5X Reaction Buffer ปริมาตร  4 ไมโครลิตร RiboLock Rnase 

Inhibitor ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP Mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร RevertAid M-Mµl VRT 
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ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม RNA temple และปรับปริมาตรสุทธิให้ได้ 20 ไมโครลิตร ด้วย RNAse 

free water โดยปริมาณ RNA สุทธิควรอยู่ที่ 0.1 นาโนกรัม ถึง 5 ไมโครกรัม แล้วจึงบ่มที่อุณหภูมิ 42 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง และ 70 องศาเซลเซียส 5 นาทีตามล าดับ โดยใช้เครื่อง Applied 

Biosystems ProFlex PCR (ThermoFisher, USA)  เก็บ cDNA ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

จนกว่าจะถูกน ามาใช้ท าการทดลอง 

 9.5 การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการแบ่งเซลล์ การตายของเซลล์ apoptosis 
และการเกิด DNA methylation ด้วยเทคนิค Real-time PCR  

  cDNA ที่สังเคราะห์ได้จะถูกน าไปวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ mRNA ด้วยเทคนิค 

real-time polymerase chain reaction ด้วยเครื่อง Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-

Time PCR (ThermoFisher, USA) โดยผสม cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

เข้ากับ 2X maxima SYBR Green (ThermoFisher, USA) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ forward 

primers และ reverse primers (IDT, USA) ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร แล้วเติม RNAse free 

water ให้ปริมาตรสุทธิเท่ากับ 10 ไมโครลิตร ในหลอด real-time PCR ขนาด 0.1 ไมโครลิตร 

(Corning, USA) โดยล าดับขั้นอุณหภูมิที่ใช้ตามตารางท่ี 3 และ 4  

 
ตารางท่ี 3 สภาวะที่ใช้ส าหรับ Real-time PCR 

Stage Temperature (°C) Time (min) 

Pre-denaturation 95 15 
Denaturation 95 15 sec 

Annealing ตารางที่ 4 30 sec       40 รอบ 
Extension 72 30 sec 
Melt curve  95 

64 

95 

15 sec 
1 
15 
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ตารางท่ี 4 ไพร์เมอร์ (Primers) ส าหรับ Real-time PCR 
Gene Sequence 5'  3' Annealing 

temp. 
PCR Product 

size (bp) 

β-Actin Forward primer: ACT CTT CCA GCC TTC CTT C 
Reverse primer: ATC TCC TTC TGC ATC CTG TC 

57 171 

G6PD 
 
 

Forward primer: GTC AAG GTG TTG AAA TGC ATC 
Reverse primer: CAT CCC ACC TCT CAT TCT CC 

57 187 

BAX Forward primer: AAC ATG GAG CTG CAG AGG AT 
Reverse primer: CAG CCC ATG ATG GTT CTG AT  

57 200 

Bcl-2 Forward primer: GGT GGG GTC ATG TGT GTG 
Reverse primer: CGG TTC AGG TAC TCA GTC ATC 

57 89 

DNMT1 Forward primer: AGG TGA AAA GGC CCT CAT CG 
Reverse primer: CGG CCT CGT CAT AAC TCT CC 

57 290 

DNMT3a Forward primer: TGA TGG AAT CGC TAC AGG GC 
Reverse primer: CCT CTT GTC ACT AAC GCC CA 

57 382 

 

ผลการทดลอง (Results) 
1) การย้อมโปรตีน G6PD ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วยวิธี immunohistochemistry และ

ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วย 

  จากการวิเคราะห์ข้อมูลของผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด 64 ราย แบ่งเป็น non small cell 

จ านวน 44 ราย และ small cell 20 ราย ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 5, 6 เมื่อศึกษาระดับโปรตีน G6PD 

ด้วยเทคนิค immunohistochemistry ในตัวอย่างชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด พบการย้อมติดสี 

G6PD (positive stain) เฉพาะในเซลล์มะเร็งเท่านั้น แต่ไม่พบในเซลล์ปกติที่อยู่ข้างเคียง (รูปที่ 1) แสดง

ให้เห็นว่าเอนไซม์ G6PD มีการแสดงออกอย่างมากในเซลล์มะเร็งปอด อีกทั้งพบการย้อมติดสี G6PD ใน

ชิ้นเนื้อชนิด non small cell จ านวน 36 ราย คิดเป็นร้อยละ 81.8 ของตัวอย่างชิ้นเนื้อชนิด non small 

cell ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากชนิด small cell ที่พบเพียง 2 ราย คิดเป็นร้อยละ 10 ของ

ตัวอย่างชิ้นเนื้อชนิด small cell (p<0.001) (รูปที ่1) แสดงให้เห็นว่าระดับโปรตีน G6PD มีความสัมพันธ์

กับชนิดของมะเร็งปอดชนิด non small cell 

 

 



22 
 

A)   B)  

C)   D)  

E)   F)  

   G)   H)  

        I)   J)  

รู ป ที่  1  ผ ล ก า ร ย้ อ ม ช้ิ น เ นื้ อ ข อ ง ผู้ ป่ ว ย ม ะ เ ร็ ง ป อ ด ด้ ว ย  hematoxylin & eosin (ค อลั ม น์ ซ้ า ย )  แ ล ะ 
immunohistochemistry ต่อ G6PD (คอลัมน์ขวา) (A, B) adenocacinoma ที่ย้อมติด G6PD (G6PD positive) (C, 
D) adenocacinoma ที่ย้อมไม่ติด G6PD (G6PD negative) (E, F) squamous cell carcinoma ที่ย้อมติด G6PD (G, 
H) squamous cell carcinorma ทีย่้อมไม่ติด G6PD และ (I, J) small cell ทีย่้อมไม่ติด G6PD 
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ตารางท่ี 5 ระดับของโปรตีน G6PD กับ parameter เชิงปริมาณ  
Parameters Number G6PD (n) P-value# 

Negative (mean ± SD) Positive (mean ± SD) 

Age (years) 64 26 (68.69 ±10.93) 38 (70.05 ±13.50) 
 

   Non small cell 44 8 (69.13 ± 11.85) 36 (70.31 ± 13.65) 0.822 
   Small cell 20 18 (68.50 ± 10.85) 2 (65.50 ±13.435) 0.719 
   P-value#  0.896 0.631  
Size of tumor (cm) 62* 24 (5.83 ± 2.91) 38 (3.90 ± 2.18) 

 

   Non small cell 44 8 (4.39 ± 1.61) 36 (3.91 ±2.23) 0.607 
   Small cell 18 16 (6.58 ± 3.17) 2 (3.75 ± 1.77) 0.241 
   P-value#  0.074 0.924  
# Independent t-test, * ข้อมูลของคนไข้บางรายไม่ครบถ้วน 

 
ตารางท่ี 6 ระดับของโปรตีน G6PD กับ parameter เชิงคุณภาพ  

Characteristics Number G6PD (n) P value 
Negative (%) Positive (%) 

Sex       0.013* 
   Non small cell       0.259** 
      Male 24 6 (25.0) 18 (75.0) 

 

      Female 20 2 (10.0) 18 (90.0) 
 

   Small cell  
   

0.368** 
      Male 16 15 (93.8) 1 (6.3) 

 

      Female 4 3 (75.0) 1 (25.0) 
 

Lung cancer types 
   

< 0.001* 
   Non small cell 44 8 (18.2) 36 (81.8) 0.434** 

      Adenocarcinoma 28 4 (14.3) 24 (85.7) 
 

      Squamous cell 16 4 (25.0) 12 (75.0) 
 

   Small cell 20 18 (90.0) 2 (10.0) 
 

Stages 
   

0.021* 
   Non small cell 42# 8 (19.0) 34 (81.0) 0.482** 
     I – II 27 6 (22.2) 21 (77.8) 

 

     III – IV 15 2 (13.3) 13 (86.7) 
 

   Small cell 20 18 (90.0) 2 (10.0) 0.732** 
     I – II 1 1 (100.0) 0 (0.0) 

 

     III - IV 19 17 (89.5) 2 (10.5) 
 

* Chi-square test ระหว่าง negative และ positive โดยไม่แยกชนิดของเซลลม์ะเร็งปอด 

** Chi-square test ระหว่าง negative และ positive ภายในกลุม่ชนิดของเซลลม์ะเร็งปอด 
# ข้อมูลของคนไข้บางรายไม่ครบถว้น 
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2) ระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD ในแต่ละชนิดของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง 
  หลังจากที่พบระดับเอนไซม์ G6PD ที่แตกต่างกันในแต่ละชนิดของเซลล์มะเร็งปอดจากการ
ย้อมชิ้นเนื้อด้วยวิธี immunohistochemistry แล้ว ผู้วิจัยจึงท าการประเมินระดับการท างานของเอนไซม์ 
G6PD ในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด โดยพบว่า NCL-H292 มีระดับการท างานของเอนไซม์ 
G6PD มากกว่า NCL-H1975 ร้อยละ 92.5 (รูปที่  2A) อีกทั้ งพบว่าเซลล์  NCL-292 มี อัตราการ
เจริญเติบโตที่เร็วกว่า NCL-1975 ร้อยละ 187.64 (รูปที่ 2B) จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า G6PD 
น่าจะมีบทบาทส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง ผู้วิจัยจึงได้ท าการทดสอบ
สมมติฐานในการทดลองต่อไป 

 

A)  B)  

รูปที่ 2 แสดงผลของระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ของ NCI-H1975 เปรยีบเทียบกับ NCI-H292 ในสภาวะปกติ (A) และ
ระดับการเพิ่มจ านวนของเซลล์ NCI-H1975 เปรียบเทียบกับ NCI-H292 ในสภาวะปกติ ข้อมูลแสดงคา่เฉลี่ยของร้อยละ
การเพิ่มจ านวนของเซลล์ (mean) ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดย **p<0.01 

 

3) ผลการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD 

3.1 ความเป็นพิษของตัวท าละลาย DHEA และอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 

เพ่ือทดสอบระดับความเข้มข้นของ DMSO (ตัวท าละลายของ DHEA) ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดย

พิจารณาจากอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) ที่เวลา 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 ชั่วโมง

ด้วยเทคนิค MTT assay ผลการทดลองพบว่าอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 

ของ DMSO ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ DMSO ที่ความ

เข้มข้นร้อยละ 0.4 เป็นตัวท าละลาย DHEA ในการทดลองต่อไป (รูปที่ 3) 

อัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งปอด NCI-H1975 และ NCI-H292 ที่ช่วงเวลา 24 และ 48 

ชั่วโมง มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 3) จึงเลือก 2 ช่วงเวลาดังกล่าวมา

ศึกษาอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ในการทดลองต่อไป  
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A) B)  

รูปที่ 3 แสดงผลการเพิ่มจ านวนของเซลล์ NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เมื่อเลี้ยงใน DMSO ร้อยละ 0.4 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยของร้อยละการเพิ่มจ านวนของเซลล์ ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
โดย **p<0.01 

 

3.2 การยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA 

เพ่ือหาระยะเวลาและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ DHEA ต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

G6PD โดยพิจารณาจากระดับกัมมันตภาพเอนไซม์ G6PD และความเสถียรของการยับยั้ง DHEA ที่ความ

เข้มข้น 1, 10, 100 นาโนโมลาร์ และ 1, 10, 100, 200, 300, 400, 500 ไมโครโมลาร์ โดยระดับกัมมันต

ภาพเอนไซม์  G6PD ของเซลล์ จะถูกวั ดที่ เ วลา  0 , 1 , 3 , 6 , 12 , 24 , 48 ชั่ ว โมงด้ วย เทคนิ ค 

spectrophotometry โดยใช้ Microplate reader  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ของ DHEA สามารถยับยั้งการ

ท างานของเอนไซม์ G6PD ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 56.8 และ 76.4 ทีเ่วลา 24 

ชั่วโมงตามล าดับ และลดลงเหลือร้อยละ 39.7 และ 53.5 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที ่4) ในขณะ

ที่พบการตกตะกอนของ DHEA ที่ความเข้มข้น 400 และ 500 ไมโครโมลาร์ จากสภาวะอ่ิมตัว จึงไม่น า

ความเข้มข้นดังกล่าวมาใช้ในการทดลองต่อไป 

 

A) 
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B) 

 

รูปที่  4  แสดงผลการยับยั้ งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle) ข้อมูลแสดง Mean ±  SD โดย * p<0.05 และ **p < 0.001 

 

3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของ siRNA ต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD โดยใช้ siRNA โดยระดับ

การแสดงออกของยีน G6PD ของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค RT-qPCR  

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า siRNA สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD ของ NCI-

H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือ 0.46 และ 0.33 เท่า และลดลงเหลือ 0.01 และ 0.44 เท่า ที่ 48 

ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 5) นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบการตอบสนองของเซลล์ต่อการยับยั้ง

การท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA โดยพบว่าเซลล์พยายามรักษาสมดุลของระดับเอนไซม์ 

G6PD ด้วยการเพ่ิมการแสดงออกของยีน G6PD โดยพบระดับของ mRNA G6PD ของ NCI-H1975 

และ NCI-H292 เพ่ิมข้ึน 2.13 และ 1.22 เท่า ในช่วงเวลา 24 ชั่วโมงและเพ่ิมข้ึน 2.93 และ 3.20 เท่า 

ในช่วงเวลา 48 ชั่วโมงตามล าดับ (รูปที่ 5) 

A) B)  

รูปที่ 5แสดงผลระดับการแสดงออกของยีน G6PD เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD โดย DHEA หรือลดการ
แสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, 
Scramble) ข้อมูลแสดงระดับการแสดงออกของยีน (fold change) Mean ± SD โดย *p<0.05 และ **p<0.001 
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3.4 การยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และ siRNA 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดยใช้ DHEA ที่ความ

เข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ และการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน G6PD โดยใช้ siRNA โดยระดับกัม

มันตภาพเอนไซม์ G6PD ของเซลล์จะถูกวัดที่เวลา 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค spectrophotometry 

โดยใช้ Microplate reader  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ของ DHEA สามารถยับยั้งการ

ท างานของโปรตีน G6PD ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 56.8 และ 82.0 ที่เวลา 

24 ชั่วโมงตามล าดับ และลดลงเหลือร้อยละ 39.7 และ 37.7  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่

การลดระดับการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA สามารถยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD ของ 

NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 39.5 และ 42.9 ที่เวลา 24 ชั่วโมงตามล าดับ และลดลง

เหลือร้อยละ 53.5 และ 65.4  ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 6)  

 

A) . B)   

รูปที่ 6 แสดงผลการยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และ siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 
(B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดง Mean ± SD โดย *p<0.05 และ **p<0.001 

  

4)  การยับย้ังการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งปอดโดย DHEA และ siRNA 

ภายหลังจากท่ีผู้วิจัยได้ระดับความเข้มข้นของ DHEA, siRNA และช่วงเวลาที่เหมาะสมที่สามารถ

ลดการท างานของเอนไซม์ G6PD ได้แล้ว จึงท าการทดสอบการเปลี่ยนแปลงอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ 

เมื่อถูกยับยั้ง ด้วย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือ siRNA โดยวัดระดับการเพ่ิมจ านวนของ

เซลล์ที่เวลา 24, 48 ชั่วโมงด้วยเทคนิค MTT assay โดยใช้เครื่อง Microplate reader  
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A)  B)  

รูปที่ 7 แสดงผลระดับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เมื่อถูกยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA และ 
siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดง 
Mean ± SD โดย **p<0.001 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ของ DHEA สามารถยับยั้งการ

เพ่ิมจ านวน ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 63.1 และ 76.5 ที่เวลา 24 ชั่วโมง

ตามล าดับ และลดลงเหลือ 21.4 และ 53.5 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่ siRNA สามารถยับยั้ง

การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ NCI-H1975 และ NCI-H292 ลงเหลือร้อยละ 76.9 และ 79.8 ที่เวลา 24 ชั่วโมง

ตามล าดับ และลดลงเหลือร้อยละ 77.3 และ 79.9 ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 7) 

 

5) ความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือยับย้ังการท างานของโปรตีน G6PD โดย 
DHEA และเม่ือลดการแสดงออกของ G6PD โดยใช้ siRNA 

  ภายหลังจากทราบว่าการลดการท างานของเอนไซม์ G6PD มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลล์

แล้ว ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาคุณสมบัติ migration ของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง เมื่อถูกยับยั้งการท างาน

ของโปรตีน G6PD โดย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือเมื่อถูกลดระดับการแสดงออกของ 

G6PD โดย siRNA ที่ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ ตั้งแต่ช่วงเวลา 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 ชั่วโมง 

ตามล าดับ ด้วยการวัดอัตราการเข้ามาปิดช่องว่าง (wound confluence) ซึ่งเปรียบเทียบกับช่วงเวลา

เริ่มต้น 

  ผลการทดลองพบว่าเซลล์มะเร็งปอดที่ถูกยับยั้งการท างานของโปรตีน G6PD โดย DHEA มี

อัตราการเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่เวลา 24 ชั่วโมง NCI-H1975 และ 

NCI-H292 ในกลุ่มที่ถูกยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA มีอัตราการเคลื่อนที่มาปิด

ช่องว่างร้อยละ 28.4, 25.9 ตามล าดับเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle) ที่ 24 ชั่วโมง ที่มีอัตราการ

เคลื่อนทีม่าปิดช่องว่างร้อยละ 97.4  และ 71.4 ตามล าดับ (รูปที่ 8A-D) 

  ผลการทดลองพบว่าเซลล์ NCI-H292 ที่ถูกลดระดับการแสดงออกของ G6PD mRNA  โดย 

siRNA มีอัตราการเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 24 ชั่วโมง อัตราการ
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เคลื่อนที่มาปิดช่องว่างของกลุ่มที่ใส่ siRNA อยู่ที่ร้อยละ 23.54 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (scramble) 

ที่สามารถเคลื่อนที่มาปิดช่องว่างได้ร้อยละ 59.0 ที่ช่วงเวลาเดียวกัน ในขณะที่อัตราการเคลื่อนที่มาปิด

ช่องว่างของเซลล์ NCI-H1975 ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(รูปที่ 8E-H) 

A)  B)  

C)           D)  

E)    F)  
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G)   H)  

รูปที่ 8 แสดงผลอัตราการเข้ามาปิดช่องว่างของเซลล์ เมื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA (A-D) หรือ
ยับยั้งการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA (E-H) ใน NCI-H1975 (A, C, E, G) และ NCI-H292 (B, D, F, H) เปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม (Vehicle) ข้อมูลแสดงอัตราการเข้ามาปิดช่องว่างของเซลล์ Mean ± SD โดย **p<0.001 

 

6) ความสามารถในการสร้างโคโลนี (colony formation) 

  ลักษณะของเซลล์มะเร็งที่ส าคัญอีกหนึ่งอย่างคือ colony formation ดังนั้นผู้วิจัยจึงทดสอบ

ประสิทธิภาพของเซลล์ NCI-H292 และ NCI-H1975 ต่อ colony formation เมื่อถูกยับยั้งการท างานของ 

G6PD โดย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือลดการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ที่ความ

เข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 200 เซลล์  เป็นเวลา 7 วัน 

แล้วจึงท าการนับจ านวนโคโลนีที่ปรากฏภายหลังจากการย้อมด้วย 6.0%  glutaraldehyde และ 0.5% 

crystal violet และท าการเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์สามารถลดการสร้าง

โคโลนีลงได้มากกว่าร้อยละ 99 ทั้งใน NCI-H1975 และ NCI-H292 ในขณะที่การลดการแสดงออกของ 

G6PD โดยใช้ siRNA ให้ผลที่ไม่แตกต่างกันกับกลุ่มควบคุมทั้งใน NCI-H1975 และ NCI-H292 (รูปที่ 9) 
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 รูปที่ 9 แสดงผลอัตราการสร้างโคโลนีของเซลล์ เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD โดย DHEA หรือลดการ
 แสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, 
 Scramble) ข้อมูลแสดงอัตราการสร้างโคโลนีของเซลล์ Mean ± SD โดย **p<0.001 

 
7) ระดับของ lactate 

  จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า DHEA และ siRNA G6PD มีผลต่อ cancer progression 

ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาต่อว่า การลดการท างานและลดการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD มีผลต่อ Warburg 

effect ของเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงหรือไม่ จึงท าการวัดระดับ lactate ใน media เซลล์หลั่งออกมา

นอกเซลล์ ซ่ึง lactate เป็นผลผลิตที่ได้มาจากการเปลี่ยนจาก pyruvate เป็น lactate ด้วยอาศัยเอนไซม์ 

lactate dehydrogenase โดยปกติกระบวนการนี้จะเกิดขึ้นได้มากในเซลล์มะเร็งเป็นผลมาจาก 

Warburg effect เพ่ือผลิต ATP ให้แก่เซลล์ ดังนั้นการวัดระดับ lactate ที่เกิดขึ้นสามารถท านายระดับ 

Warburg effect ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์มะเร็งได้  

  เพ่ือวัดระดับ lactate ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์ของเซลล์ที่ถูกยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ หรือลดการแสดงออกของ G6PD ด้วย 

siRNA เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า NCI-H1975 ที่ถูกยับยั้งการท างาน

ของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA มีระดับlactate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (24.4 นาโนโมลาร์) มากกว่ากลุ่ม

ควบคุม (13.6 นาโนโมลาร์) ที่ช่วงเวลา 24 ชั่วโมง แต่ลดลง (8.9 นาโนโมลาร์) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม (10.8 นาโนโมลาร์) ที่ช่วงเวลา 48 ชั่วโมง ในขณะที่  NCI-H292 มีการเพ่ิมขึ้นของ lactate ใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่เวลา 24 ชั่วโมง (17.4 นาโนโมลาร์) และ 48 ชั่วโมง (20.2 นาโนโมลาร์) เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (vehicle) ในช่วงเวลาเดียวกัน (8.25 นาโนโมลาร์ที่ 24 ชั่วโมง และ 5.6 นา

โนโมลาร์ ที่ 48 ชั่วโมง) (รูปที ่10) 
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A) B)  

 
 รูปที่ 10 แสดงผลระดับ lactate ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD หรือลดการแสดงออก
ของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, Scramble) 
ข้อมูลแสดงระดับ lactate (nM) mean ± SD โดย *p < 0.05 และ **p < 0.001 

 
 
8) ระดับการแสดงออกของยีน 

  จากการทดสอบการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA และ siRNA G6PD พบว่าการยับยั้ง

เอนไซม์ G6PD สามารถควบคุม cancer progression ทั้งการลดจ านวนของเซลล์มะเร็ง การลด colony 

formation, การลด migration ของเซลล์ อีกท้ังกระทบต่อ Warburg effect ของเซลล์มะเร็ง ด้วยเหตุนี้

ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาต่อในระดับโมเลกุล เพ่ือท าการศึกษาว่าการยับยั้งเอนไซม์  G6PD มีผลกระทบต่อ

กระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์อย่างไรบ้าง เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรของเซลล์ การตายของเซลล์ 

และเอนไซม์ที่ควบคุม DNA methylation เป็นต้น โดยท าการวัดระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค 

Real-time PCR  
 

6.1 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
  Bax และ Bcl2 เป็นโปรตีนที่ควบคุมการเกิด apoptosis โดย Bax เป็นยีนที่กระตุ้นการเกิด 

apoptosis และ Bcl2 เป็นยีนที่ยับยั้งการเกิด apoptosis ดังนั้นการศึกษาการแสดงออกของยีน

เหล่านี้จึงอาจท านาย apoptosis ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือเอนไซม์ G6PD ถูกยับยั้ง 

  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อยับยั้งการแสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA G6PD ใน 

NCI-H1975 และ NCI-H292 ตามล าดับ สัดส่วนการแสดงออกของ mRNA Bax และ Bcl 2 เท่ากับ 

1.0 และ 2.8 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 0.7, 1.0 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่เมื่อยับยั้ง

การท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบว่าสัดส่วนการ

แสดงออกของ mRNA Bax และ Bcl 2 เท่ากับ 1.4 และ 0.9 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และเพ่ิมขึ้น 1.3 

และ 3.8 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 11) 
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A)   B)  

 
รูปที่ 11 แสดงผลระดับการแสดงออกของยีน Bax/Bcl2 เมื่อยับยั้งการท างานเอนไซม์ G6PD โดย DHEA หรือลดการ
แสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A) และ NCI-H292 (B) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vehicle, 
Scramble) ข้อมูลแสดงระดับการแสดงออกของยีน (fold change) ± SD โดย * p<0.05 และ **p<0.001 

 

6.2 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ DNA methylation  
  โปรตีน DNMT1 และ DNMT3a เป็นเอนไซม์ในกลุ่มที่ควบคุม DNA methylation โดย 

DNMT1 เป็นเอนไซม์ท่ีรักษาระดับ DNA methylation ของ DNA สายใหม่ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการ 

DNA replication ในขณะที่ DNMT3a เป็นเอนไซม์ท่ีควบคุมการเกิด DNA methylation ในต าแหน่ง

ใหม่ (de novo) บนสาย DNA ดังนั้นการแสดงออกของยีนเหล่านี้จึงอาจใช้ท านายการเปลี่ยนแปลง

ระดับ DNA methylation ของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือเอนไซม์ G6PD ถูกยับยั้ง 

  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อลดการแสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA G6PD ใน NCI-

H1975 และ NCI-H292 ระดับ mRNA DNMT1 เพ่ิมข้ึนเป็น 2.8 และ 4.5 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ

เป็น 0.3, 1.5 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ ในขณะที่เมื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย 

DHEA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบว่าระดับ mRNA DNMT1 ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 

0.5 และ 1.1  เท่า ในขณะที่ 48 ชั่วโมง มีแสดงออกเป็น 1.8  และ  0.8 เท่า ตามล าดับ (รูปที่ 12) 

  เมื่อลดการแสดงออกของ G6PD ด้วย siRNA G6PD ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบ

ระดับ mRNA DNMT3a เท่ากับ 1.0 และ 3.2 เท่า ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 0.1, 1.7 เท่า ที่ 48 ชั่วโมง 

ตามล าดับ และเมื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 

พบว่าการแสดงออกของ mRNA DNMT3a ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีการแสดงออกเป็น 0.9 และ 2.5 เท่า 

ในขณะที่ 48 ชั่วโมง มีการแสดงออกเป็น 1.0 และ 1.9 เท่า ตามล าดับ (รูปที่ 12) 
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A)  B)  

C)  D)  

 
รูปที่ 12 แสดงผลระดับการแสดงออกของยีน DNMT1 และ DNMT3a เมื่อการท างานเอนไซม์ G6PD โดย DHEA หรือ
ลดการแสดงออกของ G6PD โดย siRNA ใน NCI-H1975 (A, C) และ NCI-H292 (B, D) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(Vehicle, Scramble) ข้อมูลแสดงระดับการแสดงออกของยีน (fold change) ± SD โดย *p<0.05 และ **p<0.001 

 
อภิปราย/วิจารณ์ (Discussion) 

ปัจจุบันพบว่า G6PD มีความสัมพันธ์และส าคัญต่อมะเร็งหลายชนิด แต่ก็ ยังไม่มีการยืนยันถึง

ความสัมพันธ์และบทบาทหน้าที่ของ G6PD ในมะเร็งปอด จึงเป็นที่มาของการศึกษานี้เพ่ือแสดงระดับการ

แสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งปอด โดยผลจากการศึกษาพยาธิวิทยาจากชิ้นเนื้อของผู้ป่วย

มะเร็งปอดทั้งหมด 64 ราย พบการย้อมติดสีของ G6PD (positive staining) ได้เฉพาะส่วนที่เป็นเซลล์มะเร็ง

เท่านั้น ส่วนเซลล์ข้างเคียงจากชื้นเนื้อเดียวกันที่ไม่ใช่เซลล์มะเร็งนั้นไม่พบการย้อมติดสีของ G6PD แสดงให้

เห็นอย่างชัดเจนว่าเอนไซม์ G6PD มีความสัมพันธ์กับมะเร็งปอดอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งการวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรก

ที่แสดงถึงระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ที่เพ่ิมขึ้นอย่างชัดเจนในเซลล์มะเร็งปอดของผู้ป่วย โดยที่

ระดับการแสดงออกมีความส าคัญต่อชนิดของเซลล์มะเร็งปอดร่วมด้วย  

จากการวิเคราะห์ข้อมูลผู้ป่วยมะเร็งปอด พบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่อยู่ในวัยสูงอายุ ทั้งกลุ่มที่ย้อมติดและ

ไม่ติด G6PD และกลุ่ม non small cell และ small cell ซึ่งจากข้อมูลของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ (1) พบว่า

ผู้ป่วยมะเร็งปอดมักพบอยู่ในกลุ่มอายุประมาณ 60 ถึง 65 ปี เช่นกัน แสดงให้เห็นว่าผู้สูงอายุมีความเสี่ยงต่อ

การเป็นมะเร็งปอดมากกว่ากลุ่มท่ีอายุน้อยกว่า อีกท้ังแสดงให้เห็นว่ากลุ่มตัวอย่างที่เลือกมานั้นมีความใกล้เคียง

ประชากรผู้ป่วยมะเร็งในภาพรวม นอกจากนี้ผู้วิจัยได้วิเคราะห์ขนาดของมะเร็ง ซึ่งไม่พบความแตกต่างอย่างมี

V e h ic l
e

D H EA
 (3

0 0  
M )

S c r
am

b le

s iG
6 P D  (1

0 0  n
M )

0

1

2

3

4

N C I-H 1975

D
N

M
T

1 
m

RN
A

 e
xp

re
ss

io
n

(f
ol

d
 c

h
an

ge
)

2 4  h

48  h

* *

* *

*
*

V e h ic l
e

D H EA
 (3

0 0  
M )

S c r
am

b le

s iG
6 P D  (1

0 0  n
M )

0

2

4

6

8

1 0

N C I-H 292

D
N

M
T

1 
m

RN
A

 e
xp

re
ss

io
n

(f
o

ld
 c

h
an

ge
)

2 4  h

48  h

* *

*

V e h ic l
e

D H EA
 (3

0 0  
M )

S c r
am

b le

s iG
6 P D  (1

0 0  n
M )

0

2

4

6

8

N C I-H 1975

D
N

M
T

3a
 m

RN
A

 e
xp

re
ss

io
n

(f
ol

d
 c

h
an

ge
)

2 4  h

48  h

* *

* * *

V e h ic l
e

D H EA
 (3

0 0  
M )

S c r
am

b le

s iG
6 P D  (1

0 0  n
M )

0

1

2

3

4

5

N C I-H 292

D
N

M
T

3a
 m

RN
A

 e
xp

re
ss

io
n

(f
o

ld
 c

h
an

ge
)

2 4  h

48  h

* *

*

*

*

*

*



35 
 

นัยส าคัญทางสถิติ ทั้งในกลุ่มที่ย้อมติดและไม่ติด G6PD และกลุ่ม non small cell และ small cell แต่ผู้วิจัย

พบว่าเซลล์มะเร็งปอดชนิด non small cell จานวน 44 ราย สามารถย้อมติด G6PD ถึงร้อยละ 81.8 ขณะที่

ชนิด small cell จานวน 20 ราย พบเพียงร้อยละ 10.0 แสดงให้เห็นว่าระดับของเอนไซม์ G6PD มี

ความสัมพันธ์กับมะเร็งปอดชนิด non small cell อย่างมีนัยสาคัญทางสถิติ (p<0.01) ซึ่งเป็นการค้นพบใหม่ที่

พบว่าระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD มีความสัมพันธ์กับ subtype ของเซลล์มะเร็ง สะท้อนให้เห็นว่า

เซลล์มะเร็งมีความต้องการเอนไซม์ G6PD ไม่เท่ากันแม้ว่าจะเป็นเซลล์มะเร็งปอดเหมือนกันก็ตาม นอกจาก

การค้นพบนี้จะเป็นประโยชน์ในการวิจัยพ้ืนฐานแล้ว ยังอาจเป็นประโยชน์ในการประยุกต์นาการย้อม G6PD 

ไปใช้เป็น biomarker ร่วมกับ biomarker อ่ืนๆ ในการวิเคราะห์ชนิดของ non small cell lung cancer 

cells (NSCLC) ได้อีกด้วย 

จากการวิเคราะห์เบื้องต้นถึงระดับการแสดงออกของเอนไซม์ G6PD ในเนื้อเยื่อมะเร็งชนิดต่างๆ โดย

อาศัยข้อมูล cDNA microarray ใน GEO dataset ของ NCBI ด้วยการใช้โปรแกรม CU-DREAM ผู้วิจัยพบว่า

เซลล์มะเร็งปอดและมะเร็งตับมีระดับของเอนไซม์ G6PD เพ่ิมขึ้นกว่าเซลล์ปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ซึ่งผลการวิเคราะห์นี้สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ในมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งผิวหนัง 

(melanoma)(10) เนื้อเยื่อมะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric cancer tissue)(11) มะเร็งเต้านม (primary breast 

carcinoma)(12) และเนื้องอกปอด (lung tumor)(13) ที่พบว่าระดับของเอนไซม์ G6PD จะเพ่ิมมากขึ้นใน

เซลล์มะเร็ง หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งเอนไซม์ G6PD น่าจะมีบทบาทที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง

ปอด เพ่ือทดสอบบทบาทของเอนไซม์ G6PD ต่อ cancer progression ในเซลล์มะเร็งปอด ผู้วิจัยจึงใช้

เซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC ได้แก่ NCI-H1975 และ NCI-H292 เป็นตัวแทนในการทดสอบต่อไป  

ในการทดสอบความสัมพันธ์ระหว่างระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD กับการเพิ่มจ านวนของเซลล์

ใน NCI-H1975 และ NCI-H292 พบว่า NCI-H292 มีระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD และอัตราการเพ่ิม

จ านวนมากกว่า NCI-H1975 ถึงร้อยละ 92.5 และ 65.2 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า G6PD มีบทบาทส าคัญ

อย่างมากต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็ง ด้วยสาเหตุประการหนึ่งเป็นเพราะเอนไซม์ G6PD มีส่วนช่วยใน

การสร้างสารตัวกลางที่ส าคัญส าหรับการแบ่งตัวของเซลล์  เช่น NADPH และ ribose 5-phosphate ที่ใช้ใน

การสร้างกรดไขมัน และ nucleotide ตามล าดับ อีกทั้ง NADPH ช่วยลดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ จึง

ท าให้ลด oxidative stress ที่เป็นพิษต่อเซลล์อีกประการหนึ่ง จากผลการทดสอบชี้ให้เห็นว่าเซลล์มะเร็งปอด

โดยเฉพาะ NSCLC ชนิด NCI-H292 มีความต้องการเอนไซม์ G6PD อย่างมาก ดังนั้นหากเซลล์มะเร็งปอดตก

อยู่ในภาวะที่ขาดเอนไซม์ G6PD ย่อมมีผลต่อการเจริญเติบโต ผู้วิจัยจึงได้ท าการยับยั้งเอนไซม์ G6PD ทั้งระดับ

การท างานของเอนไซม์ผ่านการใช้ G6PD inhibitor หรือ DHEA และระดับการแสดงออกของยีน G6PD ผ่าน

ทาง siRNA ต่อ mRNA ของ G6PD และติดตาม cancer progression ในเซลล์ทั้งสองชนิด 
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จากผลการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดย DHEA พบว่า DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโคร

โมลาร์สามารถลดระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD ของทั้งสองเซลล์มะเร็งได้ทั้งช่วงเวลา 24 และ 48 

ชั่วโมง อีกทั้งให้ผลดีกว่าที่ระดับความเข้มข้นอ่ืนๆ โดยพบว่าที่ความเข้มข้นสูงๆ เช่น 400-500 ไมโครโมลาร์ 

DHEA เกิดการอิ่มตัวและตกตะกอน ท าให้ได้ผลการทดสอบที่อาจไม่สะท้อนคุณสมบัติของ DHEA อย่างแท้จริง 

นอกจากนี้พบว่า DHEA ที่ระดับความเข้มข้นต่ าๆ กลับเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ G6PD ในเซลล์มะเร็งทั้ง

สองชนิดได้ ซึ่งอาจเป็นเพราะยีน G6PD มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญภายหลังการใส่ DHEA ดังจะ

เห็นได้จากผลการทดสอบการแสดงออกของยีน G6PD ซึ่งอาจจะอธิบายได้ว่าเป็นสภาวะที่เซลล์พยายาม

ตอบสนองต่อ DHEA หรือตัวยับยั้งแบบ non-competitive inhibitor ด้วยการเร่งสร้างเอนไซม์ G6PD ใหม่

เพ่ือทดแทนส่วนที่ถูกยับยั้งไป ดังนั้นหากเซลล์มีการแสดงออกของ G6PD มากพอเมื่อเทียบกับระดับ DHEA 

แล้วเซลล์ก็อาจจะสามารถปรับสภาพภายในเซลล์ให้เหมือนเดิมได้ แต่หากใช้ DHEA ให้มากเกินพอ เกินกว่าที่

เซลล์จะสร้างเอนไซม์ G6PD ได้พอเพียงก็สามารถลดระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD ได้ ดังผลการทดสอบ

ของ DHEA ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์  

เมื่อได้ความเข้มข้นของ DHEA ที่เหมาะสมแล้ว ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบคุณสมบัติของ DHEA ต่อการ

ยับยั้ง cancer progression ของเซลล์ทั้งสองชนิดผ่านการติดตามการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ migration และ 

colony formation โดยพบว่า DHEA สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ migration และ colony 

formation ของ NCI-H1975 และ NCI-H292 ได้ดี ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่า DHEA 

สามารถลดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งปากมดลูก (human cervical cancer cell lines; HeLa, SiHa) 

(103) และเซลล์มะเร็งเต้านม (human breast cancer cell lines; MDA-MB-231, MCF-7, Hs578T)(14, 15)  

การ migration ของเซลล์มะเร็งเป็นหนึ่งในปัจจัยที่ท าให้มะเร็งสามารถแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน

ในร่างกาย และน าไปสู่การรักษาที่ยากยิ่งขึ้น เพราะจ าเป็นต้องใช้การรักษาด้วยเคมีบ าบัดเข้าร่วมกับการรักษา 

รวมไปถึงโอกาสในการกลับมาเป็นซ้ าของมะเร็ง ดังนั้นการลดความสามารถในการ migration ของเซลล์มะเร็ง

จึงเป็นอีกหนึ่งเป้าหมายในการควบคุมการแพร่กระจายและการลุกลามของเซลล์มะเร็ง จากผลการทดสอบโดย

ใช้ DHEA พบว่าสามารถลดระดับการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดได้ทั้ง NCI-H1975 และ NCI-H292 

ทั้งนี้การยับยั้ง cell migration ของมะเร็งปอดโดยใช้ DHEA อาจไม่ได้มีสาเหตุมาจากการที่ DHEA ไปยับยั้ง

การท างานของ G6PD แล้วส่งผลต่อ cell migration แต่อาจเป็นผลโดยตรงของ DHEA เองที่ไปยับยั้ง cell 

migration ได้โดยไม่ต้องอาศัย G6PD เป็นสื่อกลาง ดังผลการทดสอบก่อนหน้าที่พบว่า DHEA สามารถยับยั้ง

การ migration ของเซลล์มะเร็งเต้านม(15, 22) มะเร็งปากมดลูก(23) และ vascular smooth muscle cells ได้ 

โดย DHEA ไปยับยั้งการยึดเกาะกับ fibronectin ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ migration ของเซลล์(24) 

การศึกษาวิจัยนี้ยังไม่สามารถสรุปบทบาทของ G6PD ต่อการ migration ของเซลล์มะเร็งปอดได้ จ าเป็นต้องมี

การศึกษาเพ่ิมเติม แต่อย่างไรก็ตาม ท าให้ทราบว่า DHEA สามารถยับยั้ง cell migration ของมะเร็งปอดได้  
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การวัดความสามารถด้าน colony formation นั้นเป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนาเพ่ือวัดอัตราการรอดชีวิต

ของเซลล์และการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่เริ่มต้นจากเซลล์ 1 เซลล์และพัฒนาไปเป็น colony จากผลการ

ทดสอบด้วย DHEA ที่สามารถลดการสร้าง colony ของเซลล์มะเร็งปอดลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ (p<0.01) 

แสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD น่าจะมีบทบาทส าคัญต่อการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง

ปอด  

ขณะที่การลดระดับการแสดงออกของยีน G6PD ผ่านทาง siRNA ซึ่งเป็นการยับยั้งที่ขั้นตอนก่อนที่ 

mRNA จะถูกแปลรหัสเป็นโปรตีน ท าให้ระดับการท างานของเอนไซม์ G6PD และระดับการแสดงออกของยีน 

G6PD ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทั้ง NCI-H1975 และ NCI-H292 และท้ังสองช่วงเวลา เมื่อ siRNA สามารถยับยั้ง

การแสดงออกของยีน G6PD ได้ ผู้วิจัยจึงท าการทดสอบ cancer progression ใน NCI-H1975 และ NCI-

H292 โดยพบว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีน G6PD ผ่าน siRNA สามารถลดการเพ่ิมจ านวนของ NCI-

H292 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่า siRNA, shRNA ต่อ mRNA 

G6PD สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งตับ (HepG2)(25) และเซลล์มะเร็งเต้านมได้(14)  แต่อย่างไร

ก็ตามผู้วิจัยพบว่า siRNA ต่อ mRNA G6PD ไม่สามารถลด migration ของเซลล์ NCI-H1975 ได้  ใน

ขณะเดียวกันผู้วิจัยไม่สามารถทดสอบ colony formation กับ siRNA ได้ เนื่องจากวิธี colony formation 

นั้นต้องใช้เวลาในการทดสอบ 7 วัน แต่ siRNA เป็นระบบการยับยั้งการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว 

(transient translation inhibition) หรือก่อนที่เซลล์จะแบ่งตัวรอบต่อไป ดังนั้นเมื่อต้องเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 

วัน siRNA ที่ใส่เข้าไปในเซลล์ไม่สามารถที่จะเพ่ิมจ านวนตามเซลล์ที่แบ่งได้ จึงท าให้ไม่สามารถยับยั้งการ

แสดงออกของยีนได้ตามต้องการได้ หรืออาจจะต้องใส่ siRNA เพ่ิมอยู่ตลอดระยะเวลาของการศึกษา colony 

formation เพ่ือยืนยันผลของ siRNA อย่างไรก็ตามผู้วิจัยได้พยายามใช้ shRNA เพ่ือท าการยับยั้งการแสดงออก

ของยีน G6PD อย่างถาวร (permanent translation inhibition) ในเซลล์มะเร็งปอดท้ังสองชนิด เพ่ือทดสอบ

บทบาทของ G6PD ต่อการอยู่รอดของมะเร็งปอดแล้ว พบว่าเซลล์มะเร็งปอดมีอัตราการรอดชีวิตต่ ามาก จนไม่

สามารถน ามาท าการศึกษาใดๆ ต่อได้ ชี้ให้เห็นว่า G6PD บทบาทส าคัญอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งปอด 

หากเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD และ cancer progression 

โดยใช้ DHEA และ siRNA แล้วพบว่า DHEA จะให้ผลดีในระยะยาว ขณะที่ siRNA จะให้ผลดีในระยะสั้นๆ 

และไม่เสถียรเท่ากับ DHEA อีกท้ัง siRNA ไม่สามารถลด cell migration ของ NCI-H1975 ได้ รวมทั้งไม่ให้ผล

ต่อการศึกษา colony formation เนื่องด้วย siRNA ไม่เสถียรเท่ากับ DHEA 

จากการศึกษาก่อนหน้าในเซลล์มะเร็งตับ (human hepatocellular carcinoma; HepG2) พบว่า

การลดการแสดงออกของยีน G6PD โดยใช้ shRNA ท าให้ระดับความเครียดของเซลล์ (oxidative stress) เพ่ิม

สูงขึ้นน าไปสู่การยับยั้งการท างานของ mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP-1) ซึ่ง
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เป็นโปรตีนที่ควบคุมการส่งสัญญาณภายในเซลล์ ( intracellular signalling) ส าหรับการควบคุมการเพ่ิม

จ านวนและพัฒนาการของเซลล์(26) นอกจากนี้ยังพบว่าการยับยั้ง MKP-1 ไปมีผลต่อ cell viability ของเซลล์

ไลน์มะเร็งผิวหนัง (human melanoma cell line; A375)(10) ได้เช่นเดียวกัน ซึ่งผลการวิจัยในครั้งนี้ประกอบ

กับงานวิจัยที่กล่าวมา ชี้ให้เห็นว่าอัตราการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่ลดลงนั้นอาจเป็นผลสืบเนื่องมาจากระดับ 

ROS ภายในเซลล์ที่เพ่ิมข้ึน จากสาเหตุระดับเอนไซม์ G6PD ที่ลดลง(7) ท าให้ NADPH และระบบ anti-oxidant 

ภายในเซลล์เสียสมดุล ซึ่งส่งผลกระทบต่อการส่งสัญญาณเพื่อความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งในที่สุด (รูปที่ 13) 

จากที่กล่าวมาข้างต้น ภาวะเครียดออกซิเดชั่นที่เกิดขึ้นได้สร้างความเสียหายต่อ macromolecule 

ต่างๆ ภายในเซลล์ ท าให้ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนต่างๆ ที่ เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 

เช่น วัฏจักรของเซลล์ DNA methylation และการตายของเซลล์ เป็นต้น ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องเช่น Bax, Bcl 2, DMNT1 และ DMNT3a  

การเปลี่ยนแปลงระดับ DNA methylation ที่ก่อให้เกิด genomic instability ก็มีสาเหตุมาจาก ROS 

ที่ เ พ่ิมขึ้นในเซลล์ จากการศึกษาระดับ global DNA methylation ในเซลล์มะเร็งหลายๆ ชนิดพบว่า 

เซลล์มะเร็งมักมีระดับ DNA methylation ลดต่ าลง (hypomethylation) และมักพบการกลายพันธุ์ของยีน 

DNMT3a ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด ชี้ให้เห็นถึงความส าคัญของ DNMT3a ซึ่งเป็นโปรตีนที่ส าคัญต่อการเติม

หมู่เมทิลให้แก่ DNA ในต าแหน่งใหม่ (de novo methyltransferase) การสูญเสียการท างานของ DNMT3a 

นั้นสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการพัฒนาไปเป็นเซลล์เนื้องอก (tumorigenesis)(27) จากการทดสอบการยับยั้ง

เอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA และ siRNA ใน NCI-H292 และ NCI-H1975 พบการเพ่ิมขึ้นของระดับการ

แสดงออกของ DNMT3a ซึ่งอาจน าไปสู่การเพ่ิมระดับ global DNA methylation ของเซลล์มะเร็งปอด หรือ 

hypermethylation ในขณะที่ DNMT1 นั้นมีหน้าที่ในการควบคุมการรักษาระดับ DNA methylation 

ภายในเซลล์เมื่อเกิดการสังเคราะห์ DNA สายใหม่ จากการทดลองในครั้งนี้ ผู้วิจัยไม่พบระดับการแสดงออก

ของ DNMT1 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ยกเว้น NCI-H1975 ที่ใช้ siRNA แสดงให้เห็นว่าโดยรวมแล้วระดับการ

แสดงออกของ DNMT1 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผ่านการยับยั้งเอนไซม์ G6PD 

มะเร็งปอด  

จากที่กล่าวไปข้างต้น หากเซลล์มีความเสียหายอย่างรุนแรง เซลล์จะถูกเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ 

apoptosis โดยการศึกษาในครั้งนี้ได้วัดระดับการแสดงออกของยีน Bax/Bcl-2 ซึ่งเป็นกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับ 

apoptosis  โดยพบว่าอัตราส่วนของการแสดงออกของ Bax ต่อ Bcl-2 มีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น เมื่อมีการยับยั้ง

เอนไซม์ G6PD ด้วย DHEA และ siRNA ใน NCI-H292 และ NCI-H1975 แสดงให้เห็นถึงโอกาสที่เซลล์จะเกิด 

apoptosis ขึ้น ทั้งนี้เซลล์ NCI-H1975 สามารถตอบสนองต่อการใช้ DHEA ได้ดีกว่า NCI-292 ที่จะตอบสนอง

ต่อ siRNA ได้มากกว่า อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้ไม่ได้วัดระดับ ROS ที่แท้จริงที่เกิดขึ้นภายในเซลล์
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ภายหลังการใส่ DHEA หรือ siRNA ผลการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องจึงใช้เป็นส่วนหนึ่งในการคาดการณ์ถึง

การส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่เกิดขึ้น 

 

 

รูปที่ 13 G6PD กับการรักษาสมดลุของระดับ ROS ภายในเซลล์(28) 

 

 การยับยั้งเอนไซม์ G6PD ก่อให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของการสร้าง lactate เนื่องจาก glucose 6-

phosphate ที่เกิดขึ้นไม่สามารถเข้าสู่วิถี PPP ได้ จึงถูกเปลี่ยนเป็น pyruvate และ lactate มากขึ้นตามล าดับ 

แสดงให้เห็นว่าเซลล์มะเร็งปอดมีความพยายามที่จะปรับวิถี metabolism ให้เซลล์สามารถอยู่รอดได้ โดยปกติ

ในเซลล์มะเร็ง lactate มีส่วนส าคัญในการส่งสัญญาณให้เกิดการสร้างหลอดเลือด (angiogenesis) รวมไปถึง

กดการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน (immunosuppression)(29-32) จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้ว่าสภาวะที่

เป็นกรด สามารถยับยั้ง proliferation ของ T-cell และการสร้าง cytokine ของ human cytotoxic T 

lymphocytes ลงถึงร้อยละ 95(29) นอกจากนี้สภาวะ acidic microenvironment ที่เกิดขึ้นรอบๆ เซลล์มะเร็ง

ยังสามารถกระตุ้นให้เกิดความเจ็บปวด (pain) และ metastasis ของมะเร็งในผู้ป่วยโรคมะเร็งบางชนิดอีกด้วย
(32) การศึกษาในเนื้อเยื่อมะเร็งปากมดลูกจากผู้ป่วยจ านวน 34 คน พบว่าระดับ lactate มีความสัมพันธ์กับการ

แพร่กระจายของมะเร็ง (metastatic spread) โดยผู้ป่วยที่มีการแพร่กระจายตัวของเซลล์มะเร็งมีระดับ 

lactate ที่สูงกว่า (10.0 ± 2.9 µmol/g; n=20) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการแพร่กระจายตัวของมะเร็ง 

(6.3 ± 2.8 µmol/g; n=14) และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณ lactate กับอัตราการรอดชีวิตโดยรวม (overall 

survival) และอัตราการรอดชีวิตที่ปลอดจากโรค (disease free survival) ของผู้ป่วยมะเร็ง พบว่ากลุ่มที่มี

ระดับ lactate ต่ ามีอัตราการรอดชีวิตโดยรวมและอัตราการรอดชีวิตที่ปลอดจากโรคสูงกว่ากลุ่มที่มีระดับ 
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lactate สูง (p=0.015 และ 0.014 ตามล าดับ) (109) จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่า lactate มี

บทบาทที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตและหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน แต่ไม่ได้ช่วยส่งเสริมให้เซลล์มะเร็งเพ่ิม

จ านวนได้ อย่างไรก็ตามการเพิ่มข้ึนของ lactate ที่มากเกินไปแม้จะท าให้เซลล์มะเร็งตาย แต่อาจส่งผลกระทบ

ต่อเซลล์ปกติได้เช่นกัน  

 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD และการลดการแสดงออกของ G6PD mRNA นั้นอาจให้ผลที่

แตกต่างกันในแต่ละเซลล์ที่น ามาใช้ในการทดลองในครั้งนี้ เนื่องจาก NCI-H1975 มีระดับการท างานของ

เอนไซม์ G6PD เพียงร้อยละ 7.5 เมื่อเปรียบเทียบกับ NCI-H292 ซึ่งมากกว่าถึงร้อยละ 92.5 แสดงให้เห็นว่า

การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด NCI-H1975 นั้นอาจไม่ได้ขึ้นอยู่กับ G6PD (G6PD independent) เพียง

อย่างเดียว แต่อย่างไรก็ตามการทดลองในครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่า เมื่อยับยั้งเอนไซม์ G6PD การเพ่ิมจ านวนของ

เซลล์มะเร็งปอด NCI-H1975 ก็ถูกยับยั้งไปด้วยเช่นกัน แสดงให้เห็น G6PD ยังคงมีบทบาทที่ส าคัญต่อการ

พัฒนาของเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC โดยพบการแสดงออกของ G6PD เพ่ิมขึ้นในเนื้อเยื่อมะเร็งปอดชนิด 

NSCLC ของผู้ป่วย ซึ่งยืนยันผลการศึกษาว่า G6PD อาจมีความส าคัญกับการพัฒนาของเซลล์มะเร็งปอดชนิด 

NSCLC ซึ่งสอดคล้องไปกับการทดลอง in vitro ซึ่งศึกษาใน NCI-H1975 และ NCI-H292 ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์ของ

มะเร็งชนิด NSCLC โดยท าการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ G6PD โดยใช้ DHEA และลดระดับการแสดงออก

ของ G6PD โดยใช้ siRNA พบว่าสามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวน การ migration และ colony formation ได้ 

(รูปที่ 14) ดังนั้น G6PD จึงอาจเป็น targeted therapy ของการรักษามะเร็งปอดชนิด NSCLC ได้ โดยในปี 

2017 Clinical Practice Guidelines in Oncology ได้อธิบายแนวทางการรักษาผู้ป่วยมะเร็งปอด (33) (รูปที่ 

15) ว่าการตรวจการกลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของเซลล์มะเร็งนั้นมีความส าคัญต่อการ

เลือกใช้ยารักษาผู้ป่วย เช่น deletion ของยีน Epidermal growth factor receptor (EGFR) ที่ exon 19 

และ exon 21 โดยพบได้ร้อยละ 45 และร้อยละ 40 ของผู้ป่วย NSCLC ที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน EGFR 

ตามล าดับ โดยการกลายพันธุ์ของ EGFR ส่งผลต่อการท างานของ tyrosine kinase ที่มากผิดปกติ ซึ่งผู้ป่วยจะ

ตอบสนองต่อยาในกลุ่มที่ยับยั้งการท างานของ tyrosine kinase (tyrosine kinase inhibitor; TKIs) ได้ดี เช่น 

gefitinib และ afatinib เป็นต้น (34) ส่ วนการ fusion ของยีน echinoderm microtubule-associated 

protein-like 4 (EML4) และ anaplastic lymphoma kinase (ALK) พบได้ร้อยละ 2 – 7 ของผู้ป่วย NSCLC 

โดยตรวจได้ด้วยเทคนิค in situ hybridization (FISH) ซึ่งผู้ป่วยในกลุ่มนี้จะตอบสนองไม่ดีต่อยากลุ่ม EGFR 

TKIs แต่มีลักษณะทางคลีนิก (clinical characteristics) คล้ายกลุ่มที่มีการกลายพันธุ์ของยีน EGFR ดังนั้น

การศึกษาวิจัยนี้อาจเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนายาเพ่ือน ามารักษาผู้ป่วยมะเร็งปอดที่ไม่ตอบสนองต่อยาที่มีอยู่

ในปัจจุบันได้ หรือ G6PD อาจมีบทบาทในการใช้เป็น biomarker ส าหรับการแยกมะเร็งปอดชนิด non-small 

cell และ small cell อย่างไรก็ตามความสัมพันธ์ของ G6PD กับชนิดของมะเร็งปอดท่ีพบในการศึกษาครั้งนี้ยัง



41 
 

อาจน าไปสู่การศึกษาบทบาทของเอนไซม์ G6PD ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง และกลไกที่ควบคุมการ

แสดงออกของ G6PD ในเซลล์มะเร็งปอดและมะเร็งชนิดอื่นๆ ต่อไป 

 

 รูปที่ 14 การยับยั้งการท างานของเอนไซม์และการลดระดับการแสดงออกของ G6PD ต่อเซลล์มะเร็งปอด 

 

 

 รูปที่ 15 แนวทางการคัดกรองและรักษาผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งปอด(33) 
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สรุปผลการวิจัย (Conclusion) 
เซลล์มะเร็งปอดมีระดับการแสดงของโปรตีน G6PD สูงเมื่อเทียบกับเนื้อเยื่อปอดปกติ โดยเฉพาะชนิด 

NSCLC อีกทั้งเอนไซม์ G6PD มีบทบาทอย่างมากต่อการพัฒนาของเซลล์มะเร็งปอดชนิด NSCLC โดยเฉพาะ
การเจริญเติบโต ซึ่ง G6PD น่าจะเป็นโมเลกุลเป้าหมายที่ส าคัญส าหรับการรักษามะเร็งปอดชนิด NSCLC หรือ
ที่ไม่ตอบสนองต่อยาในปัจจุบัน โดยอาจจะใช้ DHEA หรือ compound สังเคราะห์ที่สามารถยับยั้ง G6PD ได้
โดยตรง โดยไม่มีผลกระทบต่อชีววิทยาของเซลล์อ่ืนๆ 

ทั้งนี้งานวิจัยนี้ยังมีข้อจ ากัดหลายประการที่ควรแก้ไขเพ่ิมเติมเพ่ือให้งานวิจัยสมบูรณ์ยิ่งขึ้น เช่น การ
ทดสอบการแสดงออกของโปรตีนควบคู่กับระดับ mRNA การทดสอบระดับ ROS การวัดระดับ DNA global 
methylation และการพิสูจน์หน้าที่ของเอนไซม์ G6PD ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด 
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