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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

โปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมท่ีมีปริมาณเพิ่มข้ึนจากปกติสามารถตรวจพบไดใ้นมะเร็งหลายๆชนิดและมี
ความสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีหรือระยะรอดชีพสั้นในผูป่้วยมะเร็ง  โดยหลายการศึกษาแสดงให้
เห็นวา่โปรตีน YKL-40 มีบทบาทในดา้นการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผา่นกระบวนกระตุน้
การสร้างหลอดใหม่เพื่อน าอาหารมาเล้ียงเซลล์มะเร็งเพิ่มข้ึน  ในการศึกษาของผูว้ิจยัก่อนหนา้น้ีพบโปรตีน 
YKL-40 ในซีร่ัมปริมาณเพิ่มข้ึนในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีเม่ือเปรียบเทียบกบัคนปกติและยงัพบวา่ผูป่้วยมะเร็ง
ท่อน ้าดีท่ีมีปริมาณโปรตีน YKL-40 เพิ่มข้ึนกวา่ค่าปกติน้ีมีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพสั้น  จากการศึกษา
ของผูว้ิจยัพบว่าโปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมท่ีมีปริมาณเพิ่มข้ึนน้ีมีแหล่งผลิตมาจากเซลล์หลายๆชนิดไดแ้ก่ 
เซลล์ตบั เซลล์เน้ือเยื่อเก่ียวพนั และเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี  แต่เม่ือพิจารณาระดบัการแสดงออกของโปรตีน 
YKL-40 พบเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีมีการแสดงออกท่ีต ่ากว่าเซลล์ตบัและเซลล์เน้ือเยื่อเก่ียวพนัท่ีอยูใ่นบริเวณ
เน้ือเยือ่มะเร็ง  ดว้ยเหตุน้ีจึงน ามาสู่วตัถุประสงคข์องการศึกษาคร้ังน้ี ศึกษาบทบาทของโปรตีน YKL-40 ใน
ดา้นการพฒันาของมะเร็งท่อน ้ าดีผา่นการกระตุน้ของโปรตีน YKL-40 ท่ีมีแหล่งผลิตจากภายนอกและ/หรือ
ภายในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี   โดยผูว้ิจยัไดผ้ลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท ์YKL-40 (recombinant YKL-40; rYKL-
40) และน าไปทดลองกบัเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี พบโปรตีน rYKL-40 สามารถกระตุน้การแบ่งตวัของ
เซลล์เพิ่มข้ึน รวมทั้งมีผลให้เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีมีความสามารถในการยึดเกาะและเคล่ือนท่ีได้
เพิ่มข้ึนอีกดว้ย  ในขณะท่ีการทดสอบบทบาทหนา้ท่ีของโปรตีน YKL-40 ท่ีมีแหล่งผลิตมาจากภายในเซลล์
เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีเอง  ผลการทดลองท่ีเกิดข้ึนไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาการกระตุน้ด้วย
โปรตีน r YKL-40 คือ การแบ่งตวัของเซลล ์ การเคล่ือนท่ีของเซลล ์และการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งแบบ
อิสระจากการยึดเกาะเพิ่มข้ึน  นอกจากน้ียงัพบอีกว่าหากเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีมีการแสดงออกของ
โปรตีน YKL-40 มากข้ึนจะมีผลให้เซลล์มีคุณสมบติัในการด้ือยาโดยเฉพาะยาเคมีบ าบดัชนิด ซีสปลาติน 
(cisplatin)  โดยสรุปการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน YKL-40 มีบทบาทในการส่งเสริมการพฒันาของ
มะเร็งท่อน ้ าดีทั้งจากการกระตุน้จากภายนอกและภายในเซลล์ และยงัส่งเสริมการด้ือต่อยาเคมีบ าบดัดว้ย 
ดงันั้นการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมหรือในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีน่าจะสามารถน ามาใชเ้ป็นตวั
บ่งช้ีทางชีวภาพท่ีบอกถึงระดบัการพฒันาของมะเร็งท่อน ้าดี และโปรตีน YKL-40 อาจจะน ามาพฒันาใชเ้ป็น
ยนีเป้าหมายส าหรับการรักษามะเร็งท่อน ้าดีต่อไป 
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Abstract 

Elevated YKL-40 plasma concentration has been found in several malignancies and is associated 
with poor prognosis and short survival time of the cancer patients.  It has also been shown that YKL-40 
can stimulate the growth of tumor by regulating angiogenesis.  We previously showed that YKL-40 
plasma concentration is significantly increased in CCA patients.  Overall survival is worst in patients with 
elevated YKL-40 plasma concentration.  However YKL- 40 is rarely express in CCA tumor cells, but 
highly expressed in liver cells and connective tissue at intratumoral stroma.  In this study, we demonstrated 
further that YKL-40 has an autocrine and paracrine functions in CCA progression.  We expressed and 
purified recombinant YKL-40 (rYKL-40) in mammalian system for investigating the paracrine effects. 
Purified rYKL-40 protein significantly enhanced growth, cells adhesion, and migration of CCA cells.  
Similar effects were seen in CCA cells with exogenous YKL-40 overexpression that cell proliferation, 
anchorage-independent growth, and migration of CCA cells were increased.  Moreover, overexpression of 
YKL-40 also led to an increased resistance to cisplatin.  In summary, the present study showed that YKL-
40 had an autocrine and paracrine functions to promote CCA progression and chemoresistance of CCA 
cells.  Hence, YKL-40 expression level in plasma or CCA cells may use as a marker for monitoring 
disease progression and chemotherapeutic response in CCA and YKL-40 may serve as a potential 
therapeutic molecular target for treating CCA. 
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สารบัญภาพ 
 
 
  หนา้ 
ภาพท่ี 1 ผลการกระตุน้ดว้ย recombinant YKL-40 protein (rYKL-40) ในเซลล์

เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี 
10 

ภาพท่ี 2 การแสดงออกของโปรตีน pERK1/2, ERK1/2 และ pAKT ในเซลล์
เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยโปรตีน rYKL-40  80 ng/mL 
เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

11 

ภาพท่ี 3 ผลการศึกษาเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน 
YKL-40 เพิ่มข้ึน โดยรูปแบบวธีิ overexpression 

13 

ภาพท่ี  4 เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 
เพิ่มข้ึนแบบถาวร ส่งเสริมการด้ือต่อยาซิสปลาติน (cisplatin) 

14 

 
 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่ 1 
บทน า 

 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย 
     โปรตีนเหมือนไคติเนส หรือ chitinase-like proteins (CLPs) ถูกคน้พบคร้ังแรกในสารคดัหลัง่จาก
เน้ือเยื่อบุผิดปกติและในซีร่ัมของผูป่้วยติดเช้ืออกัเสบเร้ือรัง โดย CLPs เป็นกลุ่มของโปรตีนในแฟมิลี 18 
ไกลโคซิล ไฮโดรเลส ท่ีมีโครงสร้าง (β/α)8 TIM barrel domain เหมือนเอนไซมไ์คติเนส (Houston et al., 
2003) ท่ีมีร่องจบักบัไคตินไดแ้ต่ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทได ้เน่ืองจากมีกรดอะมิโน Glu ท่ี
ท  าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาเปล่ียนไปเป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืน (Fusetti et al. 2003)   ปัจจุบนัมีรายงานเก่ียวกบั
ปริมาณโปรตีนเหมือนไคติเนสท่ีเพิ่มข้ึนผิดปกติในซีร่ัมของผูท่ี้มีภาวะอกัเสบเร้ือรังหรือผูป่้วยมะเร็ง โดย
โปรตีนเหมือนไคติเนสน้ีคือ YKL-40 (หรือรู้จกัในช่ือ chitinase-3-like-1 และ human cartilage glycoprotein-
39) โปรตีนน้ีเป็นไกลโคโปรตีนท่ีจบักบั heparin sulfate แบบจ าเพาะ และมีน ้ าหนกัโมเลกุล 40 kDa มีล าดบั
ของกรดอะมิโนดา้นปลาย N (N-terminus) สามตวัเรียงกนัคือ tyrosine-lysine-leucine หรือ Y-K-L และ
โปรตีนน้ีคน้พบคร้ังแรกจากการศึกษา In vitro โดยพบวา่มีการหลัง่ออกมามากโดย osteosarcoma cell line 
MG63 (Johansen et al., 1992)   และจากการศึกษาหลายช้ินพบวา่ปริมาณ YKL-40 ท่ีเพิ่มข้ึนผิดปกติในซีร่ัม
ของผูป่้วยมะเร็งหรือการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนในเน้ือเยือ่มะเร็งมีความสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีหรือ
มีระยะการรอดชีพสั้น   ดงันั้น Johansen et al. (2006) ไดเ้สนอให้ใช้ YKL-40 เป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพ 
(biomarker) ของโรคมะเร็งชนิด solid tumor โดย ณ ปัจจุบนัระดบัการแสดงออกของ YKL-40 ในซีร่ัมถูก
น ามาใชเ้พื่อเป็นตวับ่งช้ีในการพยากรณ์โรค (prognostic biomarker) ในมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งเตา้นม 
มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งสมอง  มะเร็งรังไข่  และมะเร็งผิวหนงั เป็นตน้ (Johansen et 
al., 2006; Johansen et al., 2008; Yamac et al., 2008; and Høgdall et al., 2009)  ณ ปัจจุบนัทางผูว้ิจยัไดต้รวจ
พบวา่มีระดบัของโปรตีน YKL-40 เพิ่มสูงในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี (ค่าเฉล่ีย 169.5 ng/mL) เม่ือเทียบกบัระดบั
ของโปรตีน YKL-40 ในกลุ่มคนปกติ (ค่าเฉล่ีย 46.92 ng/mL) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และผลการวิเคราะห์
ความสัมพนัธ์ของระยะรอดชีพของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีกบัระดบัของโปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมพบผูป่้วย
มะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีระดบั YKL-40 มากกวา่ 100 ng/mL จะมีพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี (ค่ามธัยฐานของระยะรอดชีพ 
หรือ median overall survival 207 วนั) เม่ือเปรียบเทียบกบัผูป้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีระดบั YKL-40 นอ้ยกวา่ 
หรือเท่ากบั 100 ng/mL  (ค่ามธัยฐานของระยะรอดชีพ 336 วนั) นอกจากน้ีทางผูว้ิจยัไดศึ้กษาการแสดงออก
ของ YKL-40 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี พบว่าเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 
ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลต์บัและเน้ือเยือ่เก่ียวพนับริเวณรอบๆมะเร็งท่อน ้ าดี  จากผลการแสดงออกของ 
YKL-40 ในเน้ือเยื่อมะเร็งน้ีแสดงให้เห็นวา่ปริมาณ YKL-40 ท่ีสูงเพิ่มข้ึนในซีร่ัมของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี
น่าจะมีแหล่งสร้างและผลิตมาจากเซลล์หลายชนิด (Thongsom et al., under review by European Journal of 
Cancer)  
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อยา่งไรก็ตามหนา้ท่ีทางชีวภาพ (biological functions) ของ YKL-40 ต่อการเกิดและการพฒันาของมะเร็งนั้น
ยงัไม่แน่ชัด แต่จากการศึกษาเบ้ืองต้นพบว่า YKL-40 มีส่วนเก่ียวข้องในการควบคุมการแบ่งตวัของ
เซลลม์ะเร็ง (cell proliferation) การเปล่ียนแปลงไปท าหนา้ท่ีเฉพาะของเซลล์ (differentiation) และการสร้าง
เส้นเลือดใหม่ (angiogenesis) เป็นตน้ (Eurich et al. 2009;  Shao et al., 2009; Lee et al., 2011) นอกจากน้ียงั
พบหลกัฐานท่ีแสดงถึงหน้าท่ีของ YKL-40 ในการส่งเสริมการพฒันาของมะเร็ง  โดยพบว่าระดบัของ
โปรตีน YKL-40 ในเซลล์มะเร็งเตา้นมและมะเร็งล าไส้จะเพิ่มข้ึนตามการพฒันาการของเซลล์มะเร็งผ่าน
กระบวนการท่ีมีการเพิ่มการสร้างหลอดเลือดใหม่ หรือ tumor angiogenesis โดยการเหน่ียวน าร่วมกนั
ระหว่างตวัรับบนผิวเซลล์ syndecan-1 และ integrin αvβ3 และกระตุน้กลไกภายในผา่น focal adhesion 
kinase (FAK) และ MAP kinase/ Erk 1/2 ในเซลล ์endothelial (Shao et al., 2009)   
 
    งานวจิยัในคร้ังน้ีเป็นการศึกษาต่อยอดจากศึกษาก่อนหนา้น้ีท่ีทางผูว้ิจยัไดพ้บวา่มีระดบัของโปรตีน
เหมือนไคติเนสท่ีมีช่ือเรียกว่า YKL-40 เพิ่มสูงข้ึนในซีร่ัมของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีอย่างมีนัยส าคญัเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มคนปกติ  ดงันั้นขอ้มูลดงักล่าวจึงเป็นมูลเหตุใหท้างผูว้จิยัมีความสนใจท่ีจะศึกษาบทบาท
หนา้ท่ีทางชีวภาพของ YKL-40 ในมะเร็งท่อน ้าดี เน่ืองจากยงัไม่มีรายงานการศึกษาดงักล่าวในมะเร็งท่อน ้ าดี 
และผูว้จิยัตระหนกัวา่โรคมะเร็งท่อน ้าดีเป็นมะเร็งท่ีส าคญัท่ีเกิดข้ึนมากทางภาคอีสานของประเทศไทย  และ
เป็นมะเร็งท่ีมีอตัราการตายสูง การวินิจฉัยท าไดย้ากเพราะไม่มีตวับ่งช้ีของโรคท่ีแน่นอน ผูป่้วยมกัมาพบ
แพทยใ์นระยะท่ีโรคลุกลามมากแลว้ (Gatto et al.,2010)  ดงันั้นการศึกษาระดบัของโปรตีนเหมือนไคติเนส 
คือ YKL-40 และหนา้ท่ีการท างาน จะน าไปสู่องคค์วามรู้ใหม่และน าไปใชใ้นการวินิจฉัยหรืออธิบายกลไก
การเจริญพฒันาของมะเร็งท่อน ้ าดี และอาจน าไปสู่การพฒันาการรักษาผูป่้วยมะเร็งชนิดน้ีในอนาคตอยา่งมี
ประสิทธิภาพ 
 
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
 
1.เพื่อศึกษาบทบาทหน้าท่ีทางชีวภาพ (biological functions) ของโปรตีน YKL-40 กบัลกัษณะของ
เซลล์มะเร็งท่ีเปล่ียนแปลง (phenotypic change) ท่ีส่งผลให้มีความสามารถในการแบ่งตวัของเซลล ์
(proliferation) หรือ การเคล่ือนของเซลล ์(migration)  
2. เพื่อศึกษากระบวนการและกลไกการกระตุน้ (signaling pathway) ของโปรตีน YKL-40 ในเซลล์มะเร็งท่อ
น ้าดี 
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ขอบเขตของการวจัิย  
ศึกษาบทบาทหนา้ท่ีทางชีวภาพ (biological function) ไดแ้ก่ การแบ่งตวัของเซลล์ (proliferation) หรือ การ
เคล่ือนท่ีของเซลล์ (migration)  และกลไกการท างานของโปรตีน YKL-40) เป็นตน้ โดยเป็นการศึกษาใน
รูปแบบหลอดทดลอง โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 

1. การศึกษาบทบาทหน้าท่ีทางชีวภาพของโปรตีน YKL-40 ในมะเร็งท่อน ้ าดี ด้วยการกระตุน้ดว้ย 
โปรตีนรีคอมบิแนนท ์YKL-40 (recombinant YKL-40 protein ; rYKL-40) 

1.1 การผลิตโปรตีน rYKL-40 ในเซลล์ HEK239T cell ดว้ยรูปแบบ mammalian expression 
model และการท าใหโ้ปรตีน YKL-40 บริสุทธ์ิ (protein purification) 

1.2  การทดสอบลกัษณะของเซลล์มะเร็งท่ีเปล่ียนแปลง (phenotypic change) เม่ือมีการกระตุน้
ดว้ยโปรตีน rYKL-40 ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี  

 การวดัอตัราการแบ่งตวัของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย โปรตีน 
rYKL-40 โดยวธีิ cell proliferation assay 

 การวดัอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี เม่ือได้รับการกระตุน้ด้วย 
โปรตีน rYKL-40 โดยวธีิ migration assay  

1.3 การตรวจหาโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการกระตุน้ของโปรตีน YKL-40 ด้วยเทคนิด 
Western blotting โดยการเปรียบเทียบระหวา่งเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี ท่ีไดรั้บการ
กระตุน้ดว้ย โปรตีน rYKL-40 กบัเซลลค์วบคุม 
 

2. การศึกษาบทบาทหน้า ท่ีทางชีวภาพของโปรตีน YKL-40 ในมะเ ร็งท่อน ้ า ดี  ในรูปแบบ 
overexpression model 

2.1 โคลนยนี human YKL-40 ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี ดว้ยเทคนิค 
overexpression และติดตามประสิทธิภาพของการแสดงออกของยีน YKL-40 ในเซลล์
เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี ในระดบั mRNA และโปรตีนด้วยวิธี quantitative Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) และ Western blotting  ตามล าดบั 

2.2 การทดสอบลกัษณะของเซลล์มะเร็งท่ีเปล่ียนแปลง (phenotypic change) เม่ือมีปริมาณ
โปรตีน YKL-40 มากข้ึนในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี  

 การวดัอตัราการแบ่งตวัของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของ YKL-40 
มากข้ึนเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุมดว้ยวธีิ cell proliferation assay 

 การวดัอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของ YKL-40 
มาหข้ึนเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุมดว้ยวธีิ migration assay  

2.3 การตรวจหาโปรตีนท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการกระตุ้นของโปรตีน YKL-40 ด้วยวิธี 
Western blotting โดยการเปรียบเทียบระหว่างเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการ
แสดงออกของ YKL-40 เพิ่มข้ึนเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุม   
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ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย  

ผลส าเร็จท่ีไดห้ลงัจากเสร็จส้ินโครงการงานวจิยัน้ีคือโปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมท่ีมี ปริมาณเพิม่ข้ึน 
ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีหรือการแสดงออกของยนี YKL-40 มากกวา่ปกติในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี มีผล
สามารถกระตุน้การพฒันาของมะเร็งท่อน ้าดีในดา้นการเจริญเติบโตและการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี 
ดว้ยองคค์วามรู้ใหม่น้ีอาจจะน าไปพฒันาการใชโ้ปรตีน YKL-40 เป็นสารบ่งช้ีชีวภาพ (biomarker) หรือเป็น
โปรตีนเป้าหมาย (target gene) เพื่อการรักษามะเร็งท่อน ้าดีต่อไป  

การน าเสนอผลงานในการประชุมวชิาการและผลงานการตีพิมพ ์
1) การน าเสนอผลงานในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติจ านวน 2 คร้ัง ในรูปแบบของ

โปสเตอร์ ไดแ้ก่  
- งานประชุมวชิาการ THE JOINT 7TH AOHUPO CONGRESS AND 9TH 

INTERNATIONAL SYMPOSIUM OF THE PROTEIN SOCIETY OF THAILAND  จดั
ข้ึนวนัท่ี 6-8 สิงหาคม 2557 ณ สถาบนัวจิยัจุฬาภรณ์ กรุงเทพมหานคร โดยน าเสนอในช่ือ
เร่ือง  Human YKL-40 promotes malignant phenotype and is associated with prognosis of 
patients with cholangiocarcinoma (รายละเอียดตามเอกสารใน ภาคผนวก ก) 

- งานประชุมวชิาการ THE 10TH INTERNATIONAL SYMPOSIUM OF THE PROTEIN 
SOCIETY OF THAILAND  จดัข้ึนวนัท่ี 15-17 กรกฎาคม 2558 ณ สถาบนัวจิยัจุฬาภรณ์ 
กรุงเทพมหานคร โดยน าเสนอในช่ือเร่ือง  Autocrine and paracrine functions of YKL-40 is 
associated with tumor progression in cholangiocarcinoma (รายละเอียดตามเอกสารใน 
ภาคผนวก ก) 

2) ผลงานการตีพิมพ:์  
- Thongsom S, Chaocharoen W, Silsirivanit A, Wongkham S, Sripa B, Choe H, Suginta W, 

Talabnin C. (2016). YKL-40/chitinase-3-like protein 1 is associated with poor prognosis 
and promotes cell growth and migration of cholangiocarcinoma. Tumour Biol. (doi:10.
1007/s13277-016-4838-z). 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaocharoen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26781979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silsirivanit%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26781979
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Talabnin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26781979
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http://dx.doi.org/10.1007/s13277-016-4838-z


 

บทที ่ 2 
วธีิด าเนินการวจัิย 

 

แหล่งทีม่าของข้อมูล 
การศึกษาคร้ังน้ีใชเ้ซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี จ  านวน 2 ชนิดไดแ้ก่ KKU-M055 และ KKU-M213 

ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์พยาธิใบไม้ตบัและมะเร็งท่อน ้ าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
ขอนแก่น โดยเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี ถูกเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์และตูเ้ล้ียงท่ีปราศจากการ
ปนเป้ือนท่ี 37 องศาเซลเซียส และ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 โดยอาหารเล้ียงเซลล์ Ham's F12 
Nutrient ซ่ึงมีองค์ประกอบของ 10% fetal bovine serum (FBS), streptomycin (100 µg/mL) และ 
amphotericin B (50 µg/mL)  นอกจากน้ีเซลล์เพาะเล้ียง HEK293T cells ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ผศ.
ดร. พนิดา ขนัแกว้หลา้  สาขาวิชาชีวเคมี ส านกัวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี สุรนารี โดยจะ
น ามาใชใ้นการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ YKL-40 (recombinant YKL-40; rYKL-40)  โดย HEK293T cells 
จะเล้ียงในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ีมีองค์ประกอบของ 10% FBS, 
streptomycin (100 µg/mL) และ  amphotericin B (50 µg/mL) 
 
วธีิการเกบ็รวบรวมข้อมูล 

1. การโคลนยนีและการผลติโปรตีนรีคอมบิแนนท์ (recombinant YKL-40 protein; rYKL-40) 
พลาสมิดรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน YKL-40 (CHI3L1/pCMV/hygro-His construct)  ซ่ึงประกอบดว้ยดีเอ็น

เอของยีน YKL-40 ซ่ึงต่อเช่ือมกบัพลาสมิดพาหะ ( Sino Biological Inc. Beijing, China) ถูกน าเขา้เซลล์
เพาะเล้ียง HEK293T จ านวน 1.5 X 106 เซลล ์ในอาหารเล้ียงปริมาณ 10 มิลลิลิตร ในจานเพาะเล้ียงขนาด 10 
เซนติเมตรโดยมีตวัน าพา Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) และท าการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นอาหาร
เพาะเล้ียงเซลล์ (condition medium) จะถูกน าไปป่ันเพื่อเอาเศษเซลล์ออก ท่ีความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที
(rpm)  เป็นเวลา 10 นาที ก่อนท่ีจะน าไปสกดัโปรตีน rYKL-40 และท าให้บริสุทธ์ิ ดว้ยวิธี Ni-NTA beads 
(GenScript USA Inc., NJ, USA)  เม่ือไดโ้ปรตีน rYKL-40 ท่ีบริสุทธ์ิแลว้  หลงัจากนั้นศึกษาแบบแผนของ
โปรตีนท่ีแยกไดบ้ริสุทธ์ิบน 12% sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) และตรวจวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ย Novagen®  BCA Protein Assay Kit จากบริษทั 
EMD Millipore (Billerica, MA)  โปรตีน rYKL-40 ท่ีไดน้ี้จะถูกน าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
หากยงัไม่มีการน าไปใชใ้นการทดสอบ 
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2. การโคลนพลาสมิดรีคอมบิแนนท์โปรตีน YKL-40 เข้าเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน ้าดี  (cell 
transfection) 

พลาสมิดรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน YKL-40 (CHI3L1/pCMV6-flag tag construct) ซ่ึงประกอบดว้ยดีเอ็นเอ
ของยีน YKL-40 ซ่ึงต่อเช่ือมกบัพลาสมิดพาหะ (Origene, Singapore) ถูกน าเขา้เซลล์เพาะเล้ียง KKU-M055 
และ KKU-M213 จ านวน 1.5 X 105 เซลล์ ในอาหารเล้ียงปริมาณ 2 มิลลิลิตร ในเพลทเพาะเล้ียงแบบ 6 ช่อง 
(6-well plate) ตวัน าพา Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) จากนั้นเซลล์เพาะเล้ียง KKU-M055 และ KKU-
M213  น้ีจะท าการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  หลังจากนั้นเซลล์ถูกน าไปวิเคราะห์หาการแสดงออกของโปรตีน  การ
ทดสอบการวดัอตัราการแบ่งตวัของเซลล์ (Cell proliferation assay)   การวดัอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล ์
(Transwell migration assay) และการวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์แบบอิสระจากการยึดเกาะ
(anchorage-dependent growth assay)  ในกรณี KKU-M055 ท่ีมีการผลิตโปรตีน YKL-40  แบบถาวร เม่ือ
น าเอาพลาสมิดรีคอมบิแนนท์โปรตีน YKL-40 เขา้สูเซลล์แล้ว  เซลล์ถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงท่ีมียา G418 
(Invitrogen) เป็นเวลา 2 สัปดาห์เพื่อก าจดัเซลล์ท่ีไม่มีการน าเอาพลาสมิดรีคอมบิแนนท์โปรตีน YKL-40 
ออกไป 

3. การวดัอตัราการแบ่งตัวของเซลล์ (Cell proliferation assay)  

เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 2.5 ×  103 เซลล์ถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ท่ีมีและไม่มีการเติม rYKL-40 ท่ีความเขม้ขน้  80 ng/mL ในเพลทแบบช่อง 96 ช่อง (96-well 
plate)  เม่ือเวลา 0, 24,  48 และ 72 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียงในตูเ้ล้ียงท่ีปราศจากการปนเป้ือนท่ี 37 องศา
เซลเซียส และ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5  อตัราการแบ่งตวัของเซลล์จะถูกวิเคราะห์ดว้ยวิธี MTS 
assay โดยใชส้าร CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent ของบริษทั Promega  (Madison, WI, USA)  
ระดบัของสีเหลืองส้มท่ีเกิดข้ึนจากการท าปฏิกิริยาของเซลล์กบัสาร CellTiter 96 Aqueous One Solution 
Reagent ถูกวเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร  การทดสอบน้ีท าทั้งหมด 3 คร้ัง
เพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปทดสอบทางสถิติต่อไป 

4. การวดัอตัราการเคลือ่นทีข่องเซลล์ (Transwell migration assay) 

เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 1 ×  105 เซลล์ถูกเล้ียงในเพลทแบบช่อง 24 ช่องโดยแต่ละช่องมี
ภาชนะดา้นบนเล้ียงเซลลซ่ึ์งภาชนะดงักล่าวน้ีมีช่องขนาด 8.0 µm เพื่อใหเ้ซลลส์ามารถเคล่ือนท่ีรอดออกจาก
ช่องดา้นบนลงสู่ช่องดา้นล่างท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเซลล์ 600 ไมโครลิตรท่ีเติมและไม่เติมโปรตีน rYKL-40  
หลังจาก 6 ชั่วโมงของการเพาะเล้ียงท่ีตู้เล้ียงท่ีปราศจากการปนเป้ือนท่ี 37 องศาเซลเซียส และ ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5  ช่องดา้นบนจะถูกน ามาวิเคราะห์จ านวนเซลล์  โดยใชส้ าลีเช็ดเอาเซลล์ท่ีอยู่
ด้านก้นภายในช่องออกก่อน ส่วนเซลล์ท่ีอยู่ทีก้นช่องด้านบนถูกท าให้คงสภาพด้วย  3.7% (v/v) 
formaldehyde และใช ้100% ethanol เพื่อให้ผนงัเซลล์เป็นรูเพื่อให้ติดสียอ้ม crystal violet   จากนั้นจ านวน
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เซลล์ถูกนบัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 100 เท่า โดยนับทั้งหมด 6 fields แลว้น าค่าท่ีไดม้าเฉล่ีย
เพื่อใหไ้ดจ้  านวนเซลลท่ี์ถูกตอ้ง การทดสอบน้ีท าทั้งหมด 3 คร้ังเพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปทดสอบทางสถิติต่อไป 

5. การวดัอตัราการยดึเกาะพืน้ผวิของเซลล์ (Adhesion assay)   

โปรตีน rYKL-40 1 ไมโครกรัมหรือโปรตีนควบคุม bovine serum albumin ถูกน ามาเคลือบท่ีกน้เพลท
แบบ 96ช่อง และน าเขา้ตูอ้บท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  จากนั้นเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี
จ  านวน 5 x 104 เซลลถู์กเติมเขา้ไปในช่องท่ีมีการเคลือบโปรตีนทั้งสองแบบดงักล่าว  หลงัจากการเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 1 ชัว่โมงตูเ้ล้ียงท่ีปราศจากการปนเป้ือนท่ี 37 องศาเซลเซียส และ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 
5  เซลล์ท่ีไม่มีการยึดเกาะติดกบัโปรตีนดงักล่าวถูกลา้งออก และจ านวนเซลล์ท่ียึดติดเกาะกบัโปรตีนท่ีกน้
เพลทถูกวิเคราะห์ดว้ย MTS assay ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ท าเช่นเดียวกบัการวดัอตัราการแบ่งตวัของ
เซลลด์งัท่ีกล่าวขา้งตน้ และจ านวนเซลลท่ี์นบัไดม้าค านวณดว้ยสมการ  

Adhesion (% of control) = (A492 of YKL-40 coated)/ (A492 of 1% BSA coated) x 100 

 การทดสอบน้ีท าทั้งหมด 3 คร้ังเพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปทดสอบทางสถิติต่อไป 

6. การวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์แบบอิสระจากการยึดเกาะ  (anchorage-dependent growth 
assay)  

KKU-M055 ท่ีมีการผลิตโปรตีน YKL-40 แบบถาวร ถูกน ามาทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์แบบ
อิสระจากการยดึเกาะ  โดยเพลทแบบ 6 ช่องจะถูกเติมท่ีกน้เพลทดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีวุน้ผสมร้อยละ 0.5 
หรือ 0.5% agarose medium และน าเขา้ตูอ้บ 37 องศาเซลเซียสรอจนวุน้แข็ง จากนั้นเซลล์จ  านวน 1x104 
เซลล์ผสมกบัอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีวุน้ผสมให้ไดร้้อยละ 0.35 ถูกเติมดา้นบนของ 0.5 % agarose gel medium
และรอจนแข็ง ตามดว้ยเติมอาหารเล้ียงเซลล์อีก 1 มิลลิลิตรและเติมทุก 2 วนัจนครบ 14 วนัหรือจนกระทัง่
สามารถเห็นโคโลนี  เม่ือเห็นเซลล์โตเป็นโคโลนีจะน าเพลทดงักล่าวไปยอ้มดว้ยสี crystal violet เพื่อให้
สะดวกต่อการนบัและการบนัทึกผล   การทดสอบน้ีท าทั้งหมด 3 คร้ังเพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปทดสอบทางสถิติ
ต่อไป 

7. การวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน (Western blot analysis) 

การตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของ rYKL-40 ท่ีไดจ้ากเซลล์เพาะเล้ียง HEK293T และการแสดงออก
ของ YKL-40 ในเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการน าเอาพลาสมิดรีคอมบิแนนท์โปรตีน YKL-40 เขา้สู่
เซลล์  โดยอาหารเล้ียงเซลล์ HEK-293T ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน rYKL-40 และเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็ง
ท่อน ้ าดีท่ีท าให้มีการแสดงออกของยีน YKL-40 ถูกน ามาศึกษาแบบแผนของโปรตีนบน 10% SDS-PAGE 
และหลงัจากการแยกโปรตีน  โปรตีนบนแผน่เจลถ่ายลงบนแผน่ nitrocellulouse membrane ต่อดว้ยการแช่
ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีประกอบดว้ย 5% (w/v) skimmed milk และ 0.05% (v/v) Tween 20 (0.05% PBST) 
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เป็นเวลา 1 ชัว่โมงเพื่อป้องกนัปฏิกิริยาท่ีไม่จ  าเพาะ  หลงัเวลา 1 ชัว่โมงน าแผ่น nitrocellouse membrane 
ดงักล่าวมาแช่ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีประกอบด้วย 1% (w/v) skimmed milk และ 0.05% PBST ท่ีมี
แอนติบอดีตวัสอบ rabbit anti-human YKL-40 polyclonal antibody (Quidel, San Diego, CA) หรือ 
monoclonal mouse anti-human GAPDH (Chemicon, Temecula, CA) เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง  หลงัจากนั้น
แผน่ nitrocellouse membrane ถูกลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์และแช่ต่อใน horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibodies ไดแ้ก่ horse anti-mouse (Vector Laboratories, Burlingame, CA) หรือ goat anti-rabbit 
IgG (GenScript)] โดยจะเจือจางในอตัราส่วน 1: 5,000 ดว้ย 0.05% PBST ท่ีมี 1% (w/v) skimmed milk เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง  ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ล้างดว้ย 0.05% PBST จากนั้นตรวจสอบแถบโปรตีนดว้ย ECL 
chemiluminescence kit และผลการแสดงออกของโปรตีนจะปรากฏบนแผน่ฟิลม์เอก็ซเรย ์(x-ray film) 

การตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนในกลุ่ม pAkt, Erk1/2 และ pErk1/2 ในเซลล์เพาะเล้ียง
มะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการกระตุน้ดว้ย  rYKL-40 และเซลลค์วบคุมนั้น  หลงัการกระตุน้เซลล์ถูกลา้งดว้ยฟอสเฟต
บปัเฟอร์และเซลล์ถูกท าให้แตกโดย lysis buffer ท่ีประกอบดว้ย 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 
1% (v/v) NP-40, 5% (v/v) glycerol and protease inhibitor cocktail (Roche, Indianapolis, IN) เป็นเวลา 20 
นาทีโดยแช่ในน ้าแขง็  หลงัจากนั้นตวัอยา่งเซลล์ถูกน าไปป่ันท่ี 14,000 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 30 นาที 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   โปรตีนตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงดงักล่าวจะน าไปวดัความเขม้ขน้ดว้ยวิธี 
BCA Protein assay kit (Pierce Biotechnology)  และถูกน ามาศึกษาแบบแผนของโปรตีนบน 10% SDS-
PAGE และการตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนดังเช่นได้กล่าวมาข้างต้น  แต่จะแตกต่างท่ี
แอนติบอดีตวัสอบไดแ้ก่ rabbit anti-human pAkt หรือ Erk1/2 หรือ pErk1/2 polyclonal antibodies (Cell 
signaling, Beverly, MA) 

 
วธีิวเิคราะห์ข้อมูล  
  อตัราการแบ่งตวัของเซลล์ การเคล่ือนท่ีแบบ migration ของเซลล์ และ การเจริญเติบโตของเซลล์
แบบ anchorage-dependent growth แต่ละการทดสอบจะท าการทดลองทั้งหมด 3 คร้ังจากนั้นจะท าการ
เปรียบเทียบโดย student –t-test    ดว้ยโปรแกรม  SPSS Statistics 16.0 ซ่ึงหากผลการศึกษามีความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติจะตอ้งใหค้่า P value นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 0.05 ผลการทดลองท่ีแสดงดว้ยกราฟเส้น
หรือกราฟแท่งจะถูกวเิคราะห์ดว้ย GraphPad Prism 5.0.  ซ่ึงมาจากการทดลองทั้งหมด 3 คร้ัง ขอ้มูลท่ีไดจ้าก 
western blot จะน าไปหาความเขม้ของแถบโปรตีนแลว้น ามาวิเคราะห์ โดยใชค้่าทางสถิติ ANOVA ในการ
ประเมินความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (p < 0.05) ระหว่างกลุ่ม treatment และกลุ่มควบคุม

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่ 3 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 
1. การศึกษาบทบาทหนา้ท่ีทางชีวภาพของโปรตีน YKL-40 ในมะเร็งท่อน ้าดี ดว้ยการกระตุน้ดว้ย   

รีคอมบิแนนท ์YKL-40 (recombinant YKL-40 protein ; rYKL-40) 
เพื่อศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของโปรตีน YKL-40 ท่ีพบปริมาณสูงในซีร่ัมของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี  ใน

การศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการผลิตโปรตีน recombinant YKL-40 (rYKL-40)  จากเซลล์เพาะเล้ียง HEK239T cell  
(ภาพท่ี 1ก) เพื่อใชใ้นการกระตุน้และทดสอบบทบาทหนา้ท่ีของโปรตีน YKL-40 ในเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็ง
ท่อน ้าดีไดแ้ก่ KKU-M055 และ KKU-M213  โดยการศึกษาน้ีเป็นการจ าลองเสมือนเหตุการณ์ท่ีพบในผูป่้วย
มะเร็งท่อน ้ าดี   ผลการศึกษาการกระตุน้ดว้ยโปรตีน rYKL-40 ท่ีความเขม้ขน้ 80 ng/mL ในเซลลเ์พาะเล้ียง
มะเร็งท่อน ้าดีคือ KKU-M055 และ KKU-M213 พบวา่มีการแบ่งตวัของเซลล์ KKU-M055 และ KKU-M213 
เพิ่มข้ึนท่ีช่วงเวลา 72 ชัว่โมงตามล าดบัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (KKU-M055, P=0.005 และ KKU-M213, 
P=0.038)  เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุม (ภาพท่ี 1ข)  ในขณะท่ีการวดัอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์โดยวิธี 
transwell migration  assay   เซลล์ KKU-M213 เม่ือไดรั้บการกระตุน้จากโปรตีน  rYKL-40  80 ng/mL ใน
ระยะเวลา 6 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ีไม่มีปัจจยัของการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์มารบกวน พบ  KKU-
M213 มีความสามารถในการเคล่ือนท่ีได้มากข้ึนถึง 1.8 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ควบคุม โดยมีค่า
นยัส าคญัทางสถิติเท่ากบั 0.036   (ภาพท่ี 1ค)  อยา่งไรก็ตามการวดัอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์  ผูว้ิจยัท าการ
ทดสอบในเซลล์ KKU-M055 ดว้ยแต่เน่ืองจากเซลล์ KKU-M055 มีคุณลกัษณะท่ีมีการเคล่ือนท่ีไดน้อ้ยมาก
จึงไม่พบการเปล่ียนแปลงในการตรวจวดัการเคล่ือนท่ีของเซลลน้ี์  

เน่ืองจากการกระตุน้ดว้ยโปรตีน rYKL-40 ในเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีสามารถเพิ่มการแบ่งตวั
ของเซลลแ์ละการเคล่ือนท่ีของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีโดยเฉพาะ KKU-M213 ให้ผลชดัเจนกวา่ KKU-
M055 ดงันั้น cell adhesion assay จึงถูกน ามาใชใ้นการศึกษาเพื่อพิสูจน์วา่โปรตีน rYKL-40 สามารถจบัได้
กบัตวัรับท่ีจ าเพาะบนผิวเซลล์ KKU-M213 และมีผลกระตุน้กลไกภายในเซลล์   ผลการศึกษาพบจ านวน
เซลล์ KKU-M213 ในหลอดทดลองท่ีมี rYKL-40 ประมาณ 1.5 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัจ านวนเซลล์ KKU-
M213 ในหลอดทดลองควบคุมท่ีมี bovine serum albumin หรือ BSA อยา่งมีนยัส าคญัทางสิถิติ (P=0.007, 
ภาพท่ี 1ง)   และยงัพบวา่เม่ือกระตุน้ดว้ยโปรตีน rYKL-40 ในเซลล ์KKU-M213 จะชกัน าใหมี้การแสดงออก
ของโปรตีน Akt ท่ี 24 ชัว่โมง และ Erk1/2 ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 2) 

จากขอ้มูลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่โปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมท่ีมีปริมาณสูงข้ึนในผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้าดี น่าจะส่งเสริมใหเ้ซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีมีความสามารถในการแบ่งตวัของเซลล์และความสามารถเคล่ือนท่ี
และบุกรุกเพิ่มข้ึน ซ่ึงอาจเป็นผลใหเ้กิดการพฒันาและการแพร่กระจายของมะเร็ง  
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ภาพท่ี1. ผลการกระตุน้ดว้ย recombinant YKL-40 protein (rYKL-40) ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี  

ก. ผลการแสดงออกของโปรตีน rYKL-40 จากอาหารเล้ียงเซลล์ 293T HEK ท่ีน าเอา pCMV-YKL-40 construct 
plasmid เขา้สู่เซลล ์  

ข. การกระตุน้ดว้ย recombinant YKL-40 protein (rYKL-40) 80 ng/mL ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี KKU-
M055 และ KKU-M213 ส่งเสริมการแบ่งตวัเพ่ิมจ านวนของเซลลท่ี์เวลา 72 ชัว่โมงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   

ค. การกระตุน้ดว้ย recombinant YKL-40 protein (rYKL-40) 80 ng/mL ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี KKU-
M213 ส่งเสริมการเคล่ือนท่ีของเซลล ์(ภาพซา้ย, ภาพตวัอยา่งแสดงเซลลเ์พาะเล้ียงท่ีเคล่ือนท่ีอยูด่า้นล่างของช่อง
เล้ียงเซลล;์ ภาพขวา, กราฟแสดงจ านวนเซลลจ์ากการนบัจ านวน 6 fields ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์) 

ง. เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี KKU-M213 สามารถยึดเกาะติดกบัโปรตีน rYKL-40 ท่ีเคลือบกน้เพลทไดม้ากกวา่
กน้เพลทท่ีเคลือบดว้ย Bovine Serum Albumin ท่ีเป็นโปรตีนควบคุม 
กราฟแสดงช่วงค่าความผิดพลาด หรือ Error bars จากค่าบวกและลบ Standard Error Mean จากการทดสอบซ ้ า
จ านวน 3 คร้ัง  
* แสดงมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05), หรือ ** แสดงมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.01) ดว้ย student’s t- test 
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ภาพท่ี 2 การแสดงออกของโปรตีน pERK1/2, ERK1/2 และ pAKT ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีเม่ือมีการ
กระตุน้ดว้ยโปรตีน rYKL-40  80 ng/mL เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
 
 

2. การศึกษาบทบาทหน้า ท่ีทางชีวภาพของโปรตีน YKL-40 ในมะเร็งท่อน ้ า ดี  ในรูปแบบ 
overexpression model 
ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีพบโปรตีน YKL-40 ใน

เซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีแต่จะมีการแสดงออกลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ตบัและเน้ือเยื่อเก่ียวพนับริเวณ
รอบๆมะเร็งท่อน ้ าดี  ดงันั้นการศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาบทบาทหน้าของโปรตีน YKL-40 ท่ี
ผลิตจากเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี สามารถหลัง่ออกมาและ/หรือกลบัมากระตุน้เซลล์มะเร็งผา่นตวัรับบนผิว
เซลล ์ แลว้ส่งผลการเพิ่มความสามารถการแบ่งตวัของเซลล์และการเคล่ือนของมะเร็งท่อน ้ าดีไดห้รือไม่   
ผูว้ิจยัไดน้ าเอายีน YKL-40 ในรูปของ mammalian expression vector ใส่เขา้ไปในเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี 
KKU-M055 และ KKU-M213  พบเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีสามารถสร้างโปรตีน YKL-40 ได้
เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุม (ภาพท่ี 3ก)   ผลการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีทางชีวภาพ (biological 
function) ของโปรตีน YKL-40 ท่ีมีผลต่อลกัษณะของเซลล์มะเร็งท่ีเปล่ียนแปลง (phenotypic change)  
พบ KKU- M055 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40  มากข้ึนจากวิธี gene overexpression  มี
ความสามารถในการแบ่งตวัของเซลล์เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ี 72 ชั่วโมงอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P=0.003)  ขณะท่ีความสามารถในการแบ่งตวัของเซลล์ KKU-M213 ท่ีมีการ
แสดงออกของโปรตีน YKL-40  ไม่มีความแตกต่างจากเซลล์ควบคุม(ภาพท่ี 3ข)     แต่เม่ือวดัอตัราการ
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เคล่ือนท่ีของเซลล์โดยวิธี transwell migration  assay   พบเฉพาะเซลล์ KKU-M213 ท่ีมีการแสดงออก
ของโปรตีน YKL-40 มากข้ึน สามารถในการเคล่ือนท่ีได้มากข้ึนถึง 2 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์
ควบคุม ในระยะเวลา 6 ชัว่โมงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P=0.0018, ภาพท่ี 3ค)   

เน่ืองจากเซลล์ KKU-M055 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 มากข้ึนจากวิธี gene 
overexpression ดงักล่าวขา้งตน้มีการผลิตโปรตีน YKL-40 แบบชัว่คราว ดงันั้นผูว้ิจยัไดพ้ฒันาเซลล ์
KKU-M055 ท่ีสามารถผลิตโปรตีน YKL-40  จ  านวนมากแบบถาวร  เพื่อใชใ้นการทดสอบ anchorage-
dependent growth assay ท่ีตอ้งท าการวเิคราะห์เป็นระยะเวลานาน ประมาณ 14 วนั เพื่อยืนยนัวา่โปรตีน 
YKL-40 มีคุณสมบติักระตุน้การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี   ผลการศึกษาพบจ านวนโคโลนีใน
เซลล์  KKU-M055 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40  แบบถาวร  มากกวา่จ านวนโคโลนีในเซลล์
ควบคุม (KKU-M055 ท่ีมีการผลิตโปรตีน YKL-40 ปกติ) (ภาพท่ี 3ง)    และนอกจากน้ีเม่ือน าเซลล ์
KKU-M055 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40  แบบถาวร  ไปทดสอบการด้ือยาเคมีบ าบดัจ านวน 3 
ชนิดไดแ้ก่ doxorubicin cisplatin และ piperlongumine โดยยาทั้ง 3 ชนิดน้ีมีกลไกการท างานท่ีชกัน าให้
เซลล์ตายแตกต่างกนั   โดยพบวา่ในเวลา 24 ชัว่โมงของการทดสอบยาแต่ละชนิดในเซลล์ KKU-M055 
ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40  แบบถาวรและเซลล์ควบคุม  ผลการด้ือยาพบไดใ้นการทดสอบ
ของซิสปลาติน (cisplatin) โดยเซลล์ KKU-M055 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40  แบบถาวร มี 
IC50 เท่ากบั 18.40+2.04 ไมโครโมลาร์  เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ควบคุมท่ีมี   IC50 เท่ากบั 8.55+1.46 
ไมโครโมลาร์  (ภาพท่ี 4ก)  และผลการด้ือยา cisplatin ถูกยนืยนัดว้ยผลของการศึกษา cell cycle analysis 
ซ่ึงพบเซลล์ sub-G1  จ านวนร้อยละ 23.98  เม่ือเทียบกบัการตายของเซลล์ KKU-M055 ท่ีมีการ
แสดงออกของโปรตีน YKL-40  แบบถาวร ท่ีคิดเป็นร้อยละ 9.4 เม่ือทดสอบดว้ยซิสปลาติน (cisplatin)  
ความเขม้ขน้ 10  ไมโครโมลาร์ แต่อยา่งไรก็ตาม cisplatin ท่ีความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ มีผลท าให้
เซลลต์ายเช่นเดียวกบั KKU-M055 ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40  แบบถาวรและเซลล์ควบคุม 
(ภาพท่ี 4ข) 
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ภาพท่ี 3 ผลการศึกษาในเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 เพ่ิมข้ึน โดยรูปแบบวิธี 
overexpression  

ก. ผลการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีน าเอา pCMV6-YKL-40 construct 
plasmid เขา้สู่เซลล ์  

ข. เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี (KKU-M055) มีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 เพ่ิมข้ึน มีผลส่งเสริมการ
แบ่งตวัเพ่ิมจ านวนของเซลลท่ี์เวลา 72 ชัว่โมงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   

ค. เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี (KKU-M213) มีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 เพ่ิมข้ึน ส่งเสริมการเคล่ือนท่ี
ของเซลล ์(ภาพซา้ย, ภาพตวัอยา่งแสดงเซลลเ์พาะเล้ียงท่ีเคล่ือนท่ีอยูด่า้นล่างของช่องเล้ียงเซลล;์ ภาพขวา, กราฟ
แสดงจ านวนเซลลจ์ากการนบัจ านวน 6 fields ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์) 

ง. เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี (KKU-M055) มีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 เพ่ิมข้ึนแบบถาวร ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตแบบอิสระจากการยดึเกาะ   
กราฟแสดงช่วงค่าความผิดพลาด หรือ Error bars จากค่าบวกและลบ Standard Error Mean จากการทดสอบซ ้ า
จ านวน 3 คร้ัง  
* แสดงมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05), หรือ ** แสดงมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.01) ดว้ย student’s t- test 
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ภาพท่ี 4  เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 เพ่ิมข้ึนแบบถาวร ส่งเสริมการด้ือต่อยา 

cisplatin 
ก. ผลการทดสอบอตัราการตายของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี (KKU-M055) ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-

40 เพ่ิมข้ึนแบบถาวร เม่ือไดรั้บยา pilerlongumine  doxorubicin และ cisplatin  
ข. การศึกษา cell cycle analysis ภายในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี (KKU-M055) ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน 

YKL-40 เพ่ิมข้ึนแบบถาวรทดสอบดว้ย cisplatin ความเขม้ขน้ 0, 10, และ 20 uM    

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่4 
ข้อวจิารณ์ 

โปรตีน YKL-40 มีบทบาทหน้าท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งโดยทางออ้มผ่านการ
กระตุน้การสร้างหลอดเลือดใหม่เพื่อเป็นแหล่งอาหารใหก้บัเซลลม์ะเร็ง (Shao et al., 2009) โดยการศึกษาใน
มะเร็งสมอง (glioblastoma) พบโปรตีน YKL-40 กระตุน้ให้เซลล์มะเร็งสร้างและหลัง่สารกระตุน้การสร้าง
หลอดเลือด (angiogenic factors)  ไดแ้ก่ vascular endothelial growth factors หรือ VEGF  โดยโปรตีน VEGF 
มีผลกระตุน้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด (endothelial cell) ให้มีการแบ่งตวัของเซลล์และการเคล่ือนท่ีของเซลล์
เพิ่มข้ึนเพื่อสร้างหลอดเลือดใหม่ (Francescone et al., 2011)  แต่บทบาทหนา้ท่ีของโปรตีน YKL-40 ท่ีมีผล
โดยตรงกบัเซลล์มะเร็งนั้นยงัคงไม่ชดัเจนมากนกั ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าโปรตีนรีคอมบิแนนท ์
YKL-40 สามารถกระตุน้เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีโดยตรง ซ่ึงส่งผลให้เพิ่มความสามารถในการแบ่งตวั
ของเซลล์ การเคล่ือนท่ีและการยึดเกาะของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี ผลการศึกษาดังกล่าวมีความ
สอดคลอ้งกบัการกระตุน้เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) ดว้ยโปรตีนรีคอมบิแนนท ์YKL-
40 ท่ีมีผลส่งเสริมการแบ่งตวัของเซลล์และการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง (Ngernyuang et al., 2014)   เม่ือ
ศึกษาเก่ียวกบักลไกภายในเซลล์เม่ือเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีถูกกระตุน้ดว้ยโปรตีนรีคอมบิแนนท ์YKL-40 พบ
โปรตีนรีคอมบิแนนท ์YKL-40 น่าจะสามารถจบักบัตวัรับบนผวิของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีได ้จากผล
การศึกษาของการยึดเกาะของเซลล์ (cell adhesion assay) และส่งผลให้มีการแสดงออกของโปรตีนภายใน
เซลลใ์นกลุ่ม Akt และ Erk เพิ่มข้ึน  ดงันั้นการแสดงออกของโปรตีนภายในเซลลน้ี์น่าจะอธิบายไดว้า่โปรตีน 
YKL-40 มีผลต่อการเพิ่มการแบ่งตวัของเซลลแ์ละความสามารถในการเคล่ือนท่ีของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อ
น ้ าดีผา่นกลไกท่ีเรียกวา่ Akt/Erk pathway   โดยกลไก mitogen-activated protein (MAP) kinase Erk 
(MAPK/Erk) และ PI3K-AKT-dependent pathway ถือเป็นกลไกหลกัท่ีพบไดใ้นมะเร็งหลายชนิดรวมถึง
มะเร็งท่อน ้ าดี (Utispan et al., 2012) ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยตวัจบับนผิวเซลล์อยา่งจ าเพาะและส่งเสริมการพฒันา
ของมะเร็งในดา้นการแบ่งตวัของเซลล์ การเคล่ือนท่ีของเซลล์ จากขอ้มูล ณ ขณะน้ีแสดงให้เห็นวา่โปรตีน 
YKL-40 มีลกัษณะการกระตุน้แบบพาราไครน์ (paracrine fashion)  และเน่ืองจากโปรตีน YKL-40 เป็น
โปรตีนท่ีมีการแสดงออกภายในเซลล์หรือสามารถคดัหลัง่ออกจากเซลล์ หลายๆชนิดรวมทั้งเซลล์มะเร็งท่อ
น ้าดีดว้ย  ดงันั้นโปรตีน YKL-40 ในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีน่าจะมีบทบาทในการกระตุน้อยูภ่ายในและภายนอก
เซลล ์ จากผลการศึกษาพบวา่เซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 มากข้ึนภายในเซลล ์
มีผลส่งเสริมความสามารถของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีให้มีการแบ่งตวัของเซลล์ และการเคล่ือนท่ีของ
เซลล์เพิ่มข้ึนเช่นเดียวกบัการกระตุน้ดว้ยโปรตีนรีคอมบิแนนท์ YKL-40 จากภายนอกเซลล์ ดงันั้นการ
กระตุน้ของโปรตีน YKL-40 ในมะเร็งท่อน ้ าดีน่าจะมีทั้งแบบพาราไครน์และออโตไครน์ (paracrine and 
autocrine fashions)  นอกจากน้ียงัพบคุณสมบติัในการด้ือยาเคมีบ าบดัซิสปลาติน (cisplatin) เพิ่มข้ึนดว้ย  ผล
การศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัการให้รังสีแกมมา (γ-irradiation) ต่อเซลล์มะเร็งสมอง (glioblastoma) และมีผล
เพิ่มการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 และ ปกป้องเซลล์มะเร็งจากการชกัน าให้ตายดว้ยรังสีแกมมา  และ

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
  

ส่งเสริมการสร้างหลอดเลือดใหม่ในลกัษณะพาราไครน์ (Francescone et al., 2011)  จากขอ้มูลการศึกษาวิจยั
ในคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน YKL-40 มีบทบาทส าคญัในการส่งเสริมการพฒันาของมะเร็งท่อน ้ าดี ดงันั้น
โปรตีน YKL-40 อาจจะน าไปใชเ้ป็นยนีเป้าหมายในการรักษามะเร็งท่อน ้ าดีต่อไปในอนาคต หรือในอีกดา้น
หน่ึงโปรตีน YKL-40 อาจน าไปใชเ้ป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพในการติดตามการรักษาหรือใช้ในการพยากรณ์
โรคมะเร็งท่อน ้าดีต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่ 5 
บทสรุป 

 
สรุปและข้อเสนอแนะ 
 โปรตีน YKL-40 เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทหนา้ท่ีต่อการพฒันาของมะเร็งท่อน ้ าดี ในดา้นการส่งเสริม
การแบ่งตวัของเซลล ์การเคล่ือนท่ีของเซลล ์และการด้ือยาเคมีบ าบดั ผา่นกระบวนการกระตุน้เซลล์มะเร็งท่อ
น ้าดีแบบพาราไครน์และออโตไครน์  ดงันั้นในการศึกษาต่อไปการวิเคราะห์ชนิดของตวัรับโปรตีน 
YKL-40 บนผวิเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีท่ีจ  าเพาะ เป็นส่วนท่ีส าคญั ซ่ึงจะช่วยให้เราสามารถคน้หากลไกภายในท่ี
จ าเพาะท่ีเกิดจากการตอบสนองจากการกระตุน้ดว้ยโปรตีน YKL-40  และขอ้มูลน้ีน่าจะน ามาสู่การรักษาท่ี
จ าเพาะและมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึน  และเน่ืองจากเซลล์มะเร็งท่ีมีการแสดงออกโปรตีน YKL-40 มากข้ึน มี
คุณสมบติัด้ือยาซิสปลาติน(cisplatin)  ดงันั้นหากเราท าการวิเคราะห์การด้ือยาเคมีบ าบดัตวัอ่ืนๆ ท่ีไดมี้การ
น ามาใช้ในการรักษามะเร็งท่อน ้ าดีอยู่ น่าจะช่วยให้การรักษาด้วยยาเคมีบ าบดัมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึนอีก
เน่ืองจากสามารถเลือกชนิดของยาเคมีบ าบดัท่ีจ  าเพาะเหมาะสมต่อผูป่้วยท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน YKL-
40 ท่ีแตกต่างได ้
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