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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

Ring finger protein 43 (RNF43) คือ RING-type E3 ubiquitin ligase ซ่ึงมีบทบาทในการควบคุมการ
ท างานของการส่ือสัญญาณภายในเซลลท่ี์เรียกวิถีน้ีวา่ Wnt/β-catenin signaling pathway   โดย RNF43 จะท า
หนา้ท่ีในการท าลายตวัรับสัญญาณของวิถีน้ีท่ีเรียกวา่ frizzled receptor   การกลายพนัธ์ุของยีน RNF43 ถูก
รายงานในมะเร็งหลากหลายชนิดรวมถึงมะเร็งท่อน ้ าดี ซ่ึงการกลายพันธ์ุของยีนดังกล่าว พบว่ามี
ความสัมพนัธ์กับพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีของผูป่้วยมะเร็ง   ในการศึกษาคร้ังน้ีทางผูว้ิจยัท าการศึกษาการ
แสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีซ่ึงยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อน และเพื่อศึกษา
ความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีนกบัอาการทางพยาธิคลินิกและระยะรอดชีพของผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้ าดี  ผลการศึกษาพบการแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีมีระดับต ่า แต่ไม่พบ
ความสัมพนัธ์ของระดบัการแสดงออกของยนีน้ีกบัอาการทางพยาธิคลินิกใดๆ  เช่น เพศ อายุ ลกัษณะทางจุล
พยาธิ ระยะของโรค และการแพร่กระจายของมะเร็ง  แต่อย่างไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีทางผูว้ิจยัพบว่า
ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีระยะรอดชีพสั้นจะสัมพนัธ์กบัการมีการแสดงออกของยีนท่ีต ่า และยงัพบอีกว่าการ
แสดงออกของยนี RNF43 สามารถใชเ้ป็นตวัพยากรณ์โรคแบบอิสระ โดยไม่ข้ึนกบัปัจจยัทางพยาธิอ่ืนๆ  จาก
ขอ้มูลการศึกษาในคร้ังน้ีบ่งช้ีให้เห็นว่า RNF43 มีการแสดงออกในระดบัต ่าในมะเร็งท่อน ้ าดี และการ
แสดงออกของยนี RNF43 น้ีน่าจะถูกน าไปใชเ้ป็นตวัพยากรณ์โรคมะเร็งต่อไป 
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Abstract 

 
Ring finger protein 43 (RNF43) is a RING-type E3 ubiquitin ligase that negatively regulates the 

Wnt/β-catenin signaling pathway by selectively ubiquitinating frizzled receptors at the plasma membrane 
and promotes its endocytosis and lysosome degradation.  It has been shown that RNF43 is frequently 
mutated in several type of cancer including CCA.  In this study, we determined RNF43 expression in CCA 
tissues and demonstrated the correlation between RNF43 expression and clinicopathological features and 
prognosis of CCA patients.  We found that RNF43 had a reduced expression in CCA.  However, there was 
no statistically significant association of RNF43 expression and any clinicopathological features. Overall 
survival was worst in patients with downregulation of RNF43 expression.  In addition, multivariate 
survival analysis demonstrated that RNF43 expression was an independent prognostic marker for 
monitoring CCA patients.  These results indicate that RNF43 is down regulated in CCA and may serve as 
a promising prognosis marker for CCA.  
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สารบัญตาราง 
 
  หน้า 
ตารางท่ี 1   ความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน RNF43 กบัอาการ

ทางพยาธิคลินิก (clinicopathological features) ของมะเร็งท่อน ้าดี 
 

7 

ตารางท่ี 2 การวเิคราะห์ปัจจยัท่ีมีผลต่อระยะการรอดชีพของผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้ าดีโดย multivariate Cox proportional hazard regression 
analysis 
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สารบัญภาพ 
 
  หน้า 
ภาพท่ี 1 การแสดงออกของยีน RNF43 ในนิวเคลียสของเซลล์ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อ

น ้าดีโดยเทคนิค Immunohistochemistry  A) เซลลต์บั (หวัลูกศรสีด า) ท่ีอยู่
บริเวณรอยต่อกับเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี  B) เซลล์เยื่อบุท่อทางเดินน ้ าดี
บริเวณท่อน ้ าดีท่ีมีการขยายตวั (Bile duct dilation with hyperplasia) C) 
เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีท่ีใหผ้ลบวก  D) เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีท่ีใหผ้ลลบ 
 

5 

ภาพท่ี 2 Kplan-Meier Curve แสดง Overall survival time ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี
กบัการแสดงออกของยนี RNF43  
 

8 

 
       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  บทที ่ 1 
บทน า 

 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย 
มะเร็งท่อน ้ าดี คือมะเร็งที่เกิดจากเซลล์เยื่อบุผนงัของท่อทางเดินน ้ าดี อุบตัิการณ์และอตัราการ

เสียชีวิตของมะเร็งท่อน ้ าดีเพิ่มสูงข้ึนทัว่โลก แต่พบอุบตัิการณ์สูงที่สุดบริเวณเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้
โดยเฉพาะเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย (1-7) เน่ืองจากมะเร็งชนิดน้ีมีความสัมพนัธ์กบั
การติดเช้ือพยาธิใบไมใ้นตบั (Opisthorchis viverrini) ที่มีอตัราการติดเช้ือสูงในบริเวณดงักล่าว โดย
พยาธิดงักล่าวไดถู้กจดัให้เป็นสารก่อมะเร็งในกลุ่มท่ี 1 (Group 1 carcinogen) จาก International Agency 
for Research on Cancer  (IARC) ภายใตอ้งค์การอนามยัโลก (World Health Organization) (8-10) 
มะเร็งท่อน ้ าดีเป็นมะเร็งที่มีการเติบโตช้าแต่มีการลุกลามและการแพร่กระจายสูง เน่ืองจากไม่มีอาการ
แสดงท่ีชดัเจนในระยะแรกของโรค ผูป่้วยจึงมารับการรักษาเม่ือมะเร็งเขา้สู่ระยะทา้ย  การรักษาดว้ยการ
ผ่าตดัถือเป็นการรักษาที่ให้ผลดีที่สุด  และระยะรอดชีพเพิ่มข้ึนหากไดร้ับการให้ยาเคมีบ าบดัหลงัการ
ผ่าตดั  แต่เน่ืองจากผูป่้วยมาพบแพทยใ์นระยะที่มีการแพร่กระจายหรือระยะทา้ยของโรค การผ่าตดัหรือ
การรักษาดว้ยยาเคมีบ าบดัจึงเป็นการรักษาเพื่อบรรเทาอาการของผูป่้วยเท่านั้น (11) 

การศึกษาการเปล่ียนทางพนัธุกรรมของมะเร็งท่อน ้าดีมีเพิ่มมากข้ึน ณ ปัจจุบนั ท าให้คน้พบยีนท่ี
มีการกลายพนัธุ์หลากหลายยีนที่เช่ือว่า มีผลต่อการเกิดมะเร็งท่อน ้ าดีโดยเฉพาะยีน TP53 Kras SMAD4 
เป็นตน้ (12-13) และดว้ยการศึกษาทางพนัธุกรรมโดยเทคนิคขั้นสูงที่เรียก whole exome recapture 
sequencing ในมะเร็งท่อน ้ าดีที่มีปัจจยัเส่ียงจากการติดเช้ือพยาธิใบไมต้บั สามารถคน้พบยีนกลายพนัธ์ุ
ใหม่ๆหลายยีนที่สัมพนัธ์กบัมะเร็งท่อน ้ าดี โดยหน่ึงในกลุ่มของยีนกลายพนัธุ์ใหม่คือยีน Ring finger 
protein 43 (RNF43)  พบมีการกลายพนัธุ์ประมาณ 9 % ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีมีปัจจยัเส่ียงจากการติด
เช้ือพยาธิใบไมต้บั (12) และยงัมีรายงานการกลายพนัธุ์ของยีนน้ีในมะเร็งอีกหลายชนิดไดแ้ก่ มะเร็งท่อ
น ้ าดีที่ไม่มีมีปัจจยัเส่ียงจากการติดเช้ือพยาธิใบไมต้บั (14)  มะเร็งตบัอ่อน (15-16) มะเร็งรังไข่ (17-19)  
มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งมดลูก (20) เป็นตน้  ยีน RNF43 หรือ RING-type E3 ubiquitin ligase เป็นยีนที่มี
หน้าท่ีในการควบคุมการท างานของการส่ือสัญญาณภายในเซลล์ที่เรียกวิธีน้ีว่า Wnt/β-catenin signaling 
pathway โดย RNF43 จะท าหน้าท่ีควบคุมปริมาณตวัรับสัญญาณ (frizzled receptor) โดยเร่งให้มีการย่อย
สลายตวัรับดงักล่าว (21)  ยีน RNF43 เป็นยีนที่เกี่ยวขอ้งกบัการความคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ 
(tumor suppressor gene)  เน่ืองจากหลายการศึกษาพบ ยีน RNF43 มีการกลายพนัธุ์และส่งผลให้ไม่มี
หรือมีการแสดงออกของยีนลดลง  ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัการด าเนินของโรคที่ไม่ดี จากขอ้มูลดงักล่าว
แสดงให้เห็นว่ายีน RNF43 น่าจะเป็นยีนที่มีความส าคญัต่อมะเร็งท่อน ้ าดี ในดา้นการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตและการพฒันาของเซลล์มะเร็ง 

งานวิจยัในคร้ังน้ีผูว้ิจยัตอ้งการศึกษาการแสดงออกของยีน RNF43 ในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี และ
ศึกษาความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยีนกบัอาการทางคลินิกและระยะรอดชีพ เพื่อเป็นประโยชน์ใน
การน าไปใชพ้ยากรณ์ความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งท่อน ้าดีหรือพยากรณ์การด าเนินของโรคต่อไป 
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1.   เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนี RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี 
2.   เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยนี RNF43 กบัพยาธิสภาพทางคลินิกของผูป่้วยมะเร็งท่อ 
      น ้าดี 
3.  เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยนี RNF43 กบัการพยากรณ์โรคของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี 
 
ขอบเขตของการวจัิย  
ขอบเขตในงานวจิยัน้ีท าการศึกษาทางชีวเคมีในระดบัโมเลกุลดงัน้ี 
1. ศึกษาการแสดงออกของ RNF43 ในเน้ือเยือ่เซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีโดยใชเ้ทคนิค immunohistochemistry  
2. ศึกษาความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยีนกบัพยาธิสภาพทางคลินิก หรือ การพยากรณ์โรค โดยการ

วเิคราะห์ทางสถิติ 
 
ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย  

ผลส าเร็จท่ีไดห้ลงัจากเสร็จส้ินโครงการงานวิจยัน้ีคือ การแสดงออกของยีน Ring finger protein 43 
(RNF43) ท่ีลดลงในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี มีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้นลงของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี 
จากขอ้มูลดงักล่าวบ่งบอกว่า การตรวจวิเคราะห์การแสดงของยีน RNF43 ในเน้ือมะเร็งน่าจะน าไปใช้เป็น
ตวัช้ีวดัทางชีวภาพส าหรับการพยากรณ์โรคของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีน้ี  และจากผลการศึกษาน้ีจะถูกน าไป
ศึกษาต่อยอด เพื่อให้เกิดองค์ความรู้ใหม่ ในการอธิบายกลไกการเกิดและพัฒนาของมะเร็งท่อน ้ าดี  
นอกจากน้ี ผลของงานวิจัยคร้ังน้ีได้ถูกน าไปเผยแพร่ในงานประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 2 คร้ัง 
(รายละเอียดตามเอกสารใน ภาคผนวก ก) 

1) การน าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติจ านวน 1คร้ัง ในรูปแบบของ
โปสเตอร์ (poster presentation) ไดแ้ก่  
- งานประชุมวิชาการนานาชาติ 40th Congress of The Federation of European Biochemical 

Societies (FEBS)   ซ่ึงจดัข้ึนในระหว่างวนัท่ี 4-9 กรกฎาคม 2558 ณ เมือง เบอร์ลิน 
ประเทศเยอรมนี โดยน าเสนอในช่ือ Reduced expression of RNF43 is associated with the 
presence of somatic mutation and poor prognosis of cholangiocarcinoma patients  

2) การน าเสนอผลงานในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติจ านวน 1คร้ัง ในรูปแบบของการ
น าเสนอปากเปล่า (oral presentation) ไดแ้ก่  
- งานประชุมวชิาการนานาชาติ Frontier in Cancer Research I: Systems Biology for Cancer 

Research ซ่ึงจดัข้ึนในระหวา่งวนัท่ี 7-8 พฤษภาคม 2558 คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัขอนแก่น  โดยน าเสนอในช่ือ Reduced expression of Ring finger protein 43 
indicates a poor prognosis of cholangiocarcinoma

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
บทที ่ 2 

วธีิด าเนินการวจัิย 

 

แหล่งทีม่าของข้อมูล 
การศึกษาคร้ังน้ีใช้เน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีผ่านกระบวนการเตรียมและเก็บเน้ือเยื่อให้คงสภาพท่ี

เรียกวา่ paraffin-embedded blocks โดยเน้ือเยื่อมะเร็งดงักล่าวไดรั้บความอนุเคราะห์มาจากศูนยพ์ยาธิใบไม้
ตบัและมะเร็งท่อน ้าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น  
1. ตวัอย่างเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 50 ตวัอย่าง ไดม้าจากคนไขท่ี้เขา้รับการรักษาดว้ยการผ่าตดัท่ี

โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น โดยผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีทุกรายไดล้ง
นามยินยอมให้น าเน้ือเยื่อดงักล่าวไปใชเ้พื่อการวิจยั (จริยธรรม มหาวิทยาลยัขอนแก่น;HE521209 และ 
จริยธรรม มหาวทิยาลยัเทคโนโลย ีสุรนารี; EC-57-25) และทุกตวัอยา่งน้ีไดมี้การตรวจวินิจฉยัทางพยาธิ
วทิยา (Pathological examination) ยนืยนัวา่เป็นมะเร็งท่อน ้าดี  

2. ขอ้มูลทางพยาธิคลินิก (clinicopathological features) ดงัแสดงในตารางท่ี 1  และระยะการรอดชีพของ
ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี (survival time)ไดรั้บความอนุเคราะห์มาจากศูนยพ์ยาธิใบไมต้บัและมะเร็งท่อน ้ าดี 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น   โดยระยะรอดชีพของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีแต่ละรายจะถูก
บนัทึกจากวนัท่ีไดรั้บการผ่าตดัจนวนัท่ีผูป่้วยเสียชีวิตจากโรคแต่ตอ้งมากกวา่ 30 วนัข้ึนไป หรือจนถึง
วนัท่ี 27 ตุลาคม 2557   โดยระยะเวลาการติดตามระยะรอดชีพของผูป่้วยทั้งหมด เฉล่ียอยา่งนอ้ย 4 ปี  ค่า 
มธัยฐาน 10 เดือนหรืออยูใ่นช่วง 1-83 เดือน 

 
วธีิการเกบ็รวบรวมข้อมูล 

การย้อมสีเนือ้เยือ่ด้วยตัวจับอย่างจ าเพาะต่อยนี RNF43 ด้วยวธีิ  Immunohistochemistry 
เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีถูกน ามารักษาสภาพดว้ย 10 % ฟอร์มาลีน และเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีจะถูกน าไปข้ึนรูป
ในพาราฟิน (formalin fixation and paraffin embedded section) หลงัจากนั้นจะน าเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีข้ึน
รูปผงัในพาราฟินน้ีไปตดัให้เป็นแผน่เน้ือเยื่อบางๆ ขนาด 5 ไมโครเมตร   เน้ือเยื่อแผน่บางน้ีถูกน ามาตึงบน
แผ่นกระจก (glass slide) เพื่อจะน าไปใชใ้นการยอ้มสีต่อไป  หลงัจากกระบวนการตดัและตึงเน้ือเยื่อแผ่น
บางบนกระจกสไลดแ์ลว้  เน้ือเยื่อดงักล่าวถูกน าไปเขา้กระบวนการเอาพาราฟินออก (deparffinization) และ
น าน ้าเขา้ (rehydration) ดว้ยไซลีน และ แอลกอฮอล์ความเขม้ขน้ร้อยละ 100, 90 และ 70 ตามล าดบั  จากนั้น
เน้ือเยื่อมะเร็งถูกน าไปตม้ใน 0.1 M citrate buffer pH 6.0 โดยอุ่นในไมโครเวฟเป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้
โปรตีนท่ีตอ้งการตรวจวิเคราะห์เปิดเผยออกมา  หลงัจากตม้รอให้เน้ือเยื่อเยน็ และเติม 0.5% H2O2 ในเมทา
นอล เป็นเวลา 30 นาที อุณหภูมิห้อง และเติม 20% normal horse serum  เป็นเวลา 30 นาทีเช่นกนั  เพื่อท า
ป้องกนัการเกิดการยอ้มสีแบบไม่จ  าเพาะ เม่ือครบเวลาเติม primary rabbit anti-human RNF43 polyclonal 
antibody ความเขม้ขน้ 1:100 ลงในเน้ือเยือ่และบ่มไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ในภาชนะท่ีมีความช้ืน  วนั
ถดัมาลา้งเอาส่วนเกินของ primary rabbit anti-human RNF43 polyclonal antibody และตามดว้ยการเติมสาร 
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Envision™/HRP, Rabbit (Dako, Carpinteria, CA) และ  3'3'-diaminobenzidine-tetrahydrochloride; Liquid 
DAB+ (Dako, Carpinteria, CA) เพื่อให้เกิดสีน ้ าตาลแดงบริเวณท่ีมี primary rabbit anti-human RNF43 
polyclonal antibody จบัอยู่ เน้ือเยื่อน้ีถูกน าไปยอ้มต่อด้วย hematoxylin เพื่อให้เห็นขอบเขตของเซลล ์  
ความจ าเพาะของการยอ้มน้ี ทางผูว้จิยัไดท้  าการวเิคราะห์เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้ าดีควบคุมท่ีให้ผลลบ โดยไม่เติม 
primary rabbit anti-human RNF43 polyclonal antibody จ  านวน 1 ตวัอยา่งและเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีควบคุม 
ท่ีใหผ้ลบวกจ านวน 2 ตวัอยา่ง (W039 และ T157) ทุกรอบของการยอ้ม immunohistochemistry  การแปลผล  
เน่ืองจากผลบวกของการติดสีน ้ าตาลแดงในนิวเคลียสมีลกัษณะความเขม้ของการติดสีเท่าๆกนั ดงันั้นการ
แปลผลจะถูกวเิคราะห์โดยร้อยละของจ านวนเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีท่ีใหผ้ลบวกต่อจ านวนเซลลม์ะเร็งทั้งหมดท่ี
ปรากฏในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีนั้น โดยจดัเป็นกลุ่มยอ่ยตามร้อยละของจ านวนเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีท่ีให้ผล
การแสดงของยนี RNF43 โดยมีเกณฑใ์นการใหเ้กรด 0 ถึง 3+ ดงัน้ี   
0 =   ไม่มีเซลลใ์ดเลยติดสีน ้าตาลแดงท่ีนิวเคลียสของเซลล ์(0%)   หรือ ผลลบ 
1+ = พบเซลลม์ะเร็งติดสีน ้าตาลแดงท่ีนิวเคลียสของเซลล ์(จ านวน 1% - 10 %)    
2+ = พบเซลลม์ะเร็งติดสีน ้าตาลแดงท่ีนิวเคลียสของเซลล ์(จ านวน 11% - 50%)    
3+ =   พบเซลลม์ะเร็งติดสีน ้าตาลแดงท่ีนิวเคลียสของเซลล ์(จ านวน > 50% - 100%)       
 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน RNF43 จากการยอ้มดว้ยสารตวัจบัจ าเพาะถูกประเมินดว้ย
นกัวจิยัท่ีมีความเช่ียวชาญทางพยาธิวิทยาจ านวน 2 ท่านโดยแต่ละท่านไม่ไดรั้บการแจง้รายละเอียดเก่ียวกบั
อาการใดทางคลินิกเลย   การน าผลการแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีของผูป่้วยจ านวน 
50 รายมาหาความสัมพนัธ์ทางสถิติ ทางผูว้ิจยัไดแ้บ่งระดบัของการแสดงออกเป็น 2 กลุ่มคือ การแสดงออก
ของยนี RNF43 ต ่า (low expression) เม่ือเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีนั้นใหเ้กรด 0 และ 1+  และกลุ่มการแสดงออก
ของยนี RNF43 สูง เม่ือเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีนั้นใหเ้กรด 2+ และ 3+ (high expression)  
 
วธีิวเิคราะห์ข้อมูล  

การวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีน RNF43 กบัอาการทางพยาธิคลินิก ถูก
วเิคราะห์โดย chi-square test วเิคราะห์ระยะรอดชีพท่ีมีผลจากระดบัการแสดงออกของยีน RNF43 ท่ีแตกต่าง
กนัโดย  Kaplan-Meier survival analysis และ เปรียบเทียบความแตกต่างของระยะรอดชีพของผูป่้วยท่ีมีการ
แสดงออกของยีน RNF43 ท่ีแตกต่างกนัดว้ย  log-rank test  โดยการวิเคราะห์ทางสถิติท่ีกล่าวมาน้ีผา่นการ
วิเคราะห์โดย SPSS statistical software version 16.0.1 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).  หากการ
วเิคราะห์ใหผ้ลมีนยัส าคญัทางสถิติ จะตอ้งมีค่า  P < 0.05 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่ 3 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

1. การแสดงออกของยนี Ring finger protein 43 (RNF43) ทีต่ ่าในเนือ้เยือ่มะเร็งท่อน า้ดี 
การศึกษาหาการแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี ทางผูว้ิจยัสามารถเก็บตวัอย่าง

เน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีไดจ้  านวน 50 ตวัอยา่งโดยทั้งหมดน้ีถูกน าผา่นกระบวนการรักษาสภาพ  หลงัจากนั้น
เน้ือเยื่อจะถูกตดัให้มีความหนา 5 ไมโครเมตรและน าไปยึดติดกบัแผน่กระจก (glass slide) และจะถูกน าไป
ยอ้มดว้ยวิธี Immunohistochemistry ซ่ึงอาศยัตวัจบัท่ีเรียกว่า antibody (rabbit anti-human RNF43) ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อโปรตีน RNF43  ผลการศึกษาพบโปรตีน RNF43 มีการแสดงออกในนิวเคลียสของเซลล์ตบั 
เซลล์เยื่อบุผนงัท่อน ้ าดีปกติ และเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี โดยไม่พบการแสดงออกในส่วนของไซโตพลาสซึม
ของเซลลใ์ดๆ ดงัแสดงในภาพท่ี 1 ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้ าดี
จ  านวน 50 ตวัอยา่ง พบจ านวน 18 ตวัอยา่งท่ีใหผ้ลการแสดงออกของยนี RNF43 ในนิวเคลียส (เกรด +2 และ 
+3) คิดเป็น   36%  และท่ีเหลืออีก 32 ตวัอยา่งให้ผลลบคือมีการแสดงออกต ่าหรือไม่มีพบการแสดงออกเลย  
(เกรด 0 และ +1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 การแสดงออกของยีน RNF43 ในนิวเคลียสของเซลล์ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีโดยเทคนิค 
Immunohistochemistry  A) เซลลต์บั (หวัลูกศรสีด า) ท่ีอยูบ่ริเวณรอยต่อกบัเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี  B) เซลล์เยื่อ
บุท่อทางเดินน ้ าดีบริเวณท่อน ้ าดีท่ีมีการขยายตวั (Bile duct dilation with hyperplasia) C) เน้ือเยื่อมะเร็งท่อ
น ้าดีท่ีการแสดงออกของยนี RNF43 สูง  D) เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีท่ีไม่มีการแสดงออกของยนี RNF43 
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2. ความ สัมพัน ธ์ ร ะห ว่ า ง ก า รแสดงออกของยี น  RNF43  แล ะอ าก า รทางพยา ธิคลิ นิ ก 
(clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน า้ดี 

การวิเคราะห์ดว้ยสถิติ chi-square test เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน RNF43 ใน
เน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี กบัอาการทางพยาธิคลินิก (clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน ้ าดี โดยทาง
ผูว้ิจยัแบ่งกลุ่มผูป่้วยเป็นสองกลุ่มโดยใชก้ารแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี  กลุ่ม high 
expression คือผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีผลการยอ้มเกรด 2+ และ 3+  ส่วนผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีผลการยอ้ม
เกรด 0 และ 1+  จดัใหเ้ป็นกลุ่ม low expression  ผลการวเิคราะห์พบการแสดงออกของยีน RNF43ในเน้ือเยื่อ
มะเร็งท่อน ้าดีในระดบัสูงหรือต ่าไม่มีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัอาการทางพยาธิคลินิก ไดแ้ก่ 
เพศ อายุ  ลกัษณะทางจุลพยาธิ (Histological type) ระยะของโรค (Staging) การแพร่กระจายทางระบบ
น ้าเหลือง (Lymphatic invasion) และ การแพร่กระจายทางหลอดเลือด (Vascular invasion) ดงัตารางท่ี 1  

 

3. ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน RNF43 และระยะรอดชีวิต (overall survival time) 
ของผู้ป่วยมะเร็งท่อน า้ดี  

ผลของการแสดงออกของยนี RNF43 ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 49 รายจากจ านวนทั้งหมด 50 ราย
ถูกน ามาวิเคราะห์กบัระยะรอดชีวิต (survival analysis) ของผูป่้วย โดยจ านวน 1 ราย ผูป่้วยเสียชีวิตก่อน 30 
วนัหลงัจากไดรั้บการผา่ตดั (Preoperative dead) จะไม่น ามาวิเคราะห์เพื่อพิจารณาระยะรอดชีวิต Kaplan-
Meier Curve พบผูป่้วยท่ีมีการแสดงออกของยีน RNF43 ต ่าหรือไม่มีการแสดงออกของยีน (RNF43 
negative) จ านวน 31 ราย (Median survival tome = 237 + 31 วนั) มีแนวโนม้ของระยะเวลาการรอดชีวติท่ีสั้น
กวา่ผูป่้วยท่ีมีการแสดงออกของยีน RNF43 สูงในเน้ือเยื่อมะเร็ง (RNF43 positive) จ านวน 18 ราย (Median 
survival tome = 475 + 91 วนั) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.016)     ดงัแสดงในภาพท่ี 2  และเม่ือทดสอบ
โดย multivariate Cox proportional hazard regression analysis พบระยะรอดชีพท่ีสั้นลงของผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้ าดี มีความจ าเพาะกบัการแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีต ่าหรือไม่มีการแสดงออก 
(P=0.057) โดยไม่มีผลจากปัจจยัทางพยาธิคลินิกอ่ืนๆ เช่น เพศ อาย ุลกัษณะทางจุลพยาธิ ระยะของโรค และ
ลกัษณะการแพร่กระจายของมะเร็ง ดงัแสดงตารางท่ี 3 
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ตารางที่  1  ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน RNF43 กับอาการทางพยาธิคลินิก 
(clinicopathological features) ของมะเร็งท่อน ้าดี 

 
ปัจจัยทางพยาธิคลนิิก 

การแสดงออกของยนี RNF43 

(RNF43 expression) 

P value* 

ต ่า (Low) 
(n = 32) 

สูง (High) 
(n = 18) 

 

อายุ 
< 56 ปี 
> 56 ปี 

 
14 
18 

 
6 
12 

 
0.470 

เพศ 
ชาย 
หญิง 

 
4 
28 

 
6 
12 

 
0.077 

ลกัษณะทางจุลพยาธิ (Histological type) 
Papillary type 
Non-papillary type 

 
12 
20 

 
9 
9 

 
0.390 

ระยะของโรค (Stage) 
I-II-III 
IV 

 
16 
16 

 
9 
9 

 
>0.05 

การแพร่กระจายทางระบบน า้เหลอืง  
(Lymphatic invasion) 
มี 
ไม่มี 

 
 
24 
8 

 
 
12 
6 

 
 
0.529 

การแพร่กระจายทางหลอดเลอืด  
(Vascular invasion) 
 มี 
ไม่มี 

 
 
23 
9 

 
 
12 
6 

 
 
0.700 

* P < 0.05 แสดงวา่มีนยัส าคญัทางสถิติ   
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ภาพที่ 2 Kplan-Meier Curve แสดงระยะรอดชีพ (Overall survival time) ของผูม้ะเร็งท่อน ้ าดีกบัการ
แสดงออกของยนี RNF43  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ตารางที ่2  การวเิคราะห์ปัจจยัท่ีมีผลต่อระยะการรอดชีพของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีโดย multivariate Cox proportional hazard regression analysis 
  Univariate analysisa Multivariate analysisb 

Variables 
Hazard ratio 

P  
Hazard ratio 

P ** 
 (95%CI)c     (95%CI) 

อายุ:  
ระหวา่ง ≥ 56 ปี กบั < 56 ปี 

2.143 (0.986-4.656) 0.049 1.746 (0.754-4.042) 0.193 

เพศ:   
ระหวา่ง ชาย กบั หญิง 

1.210 (0.666-2.198) 0.530 1.206 (0.640-2.270) 0.562 

ลกัษณะทางจุลพยาธิ:  
ระหวา่ง papillary vs. non-papillary  

1.739 (0.945-3.198) 0.071 1.336 (0.656-2.720) 0.424 

ระยะของโรค:  
ระหวา่ง VI กบั I-III 

0.951 (0.529-1.709) 0.865 0.803 (0.396-1.628) 0.542 

การแพร่กระจายทางระบบน า้เหลอืง: 
 ระหวา่ง มี กบั ไม่มี 

1.067 (0.553-2.061) 0.846 0.756 (0.339-1.688) 0.495 

การแพร่กระจายทางหลอดเลอืด:   
ระหวา่ง มี กบั ไม่มี 

1.748 (0.920-3.320) 0.083 1.822 (0.881-3.767) 0.106 

การแสดงออกของยนี RNF43:  
ระหวา่ง ต ่า กบั สูง 

2.142 (1.137-4.036) 0.016 1.961 (0.981-3.920) 0.057 

a Univariate analysis, Cox proportional hazards regression 
b Multivariate analysis, Cox proportional hazards regression 
c 95% CI, 95% confidence interval 
** Partial likelihood ratio test 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่4 
ข้อวจิารณ์ 

RING-type E3 ubiquitin ligase มีบทบาทส าคญัในกระบวนการ ubiquitination เน่ืองจากท าหนา้ท่ี
ในการจบักบัโปรตีนเป้าหมายไดอ้ยา่งจ าเพาะผา่น RING domain และน าส่ง ubiquitin สู่โปรตีนเป้าหมาย
ก่อนเข้าสู่กระบวนการสลายโปรตีนโดย proteasome ปัจจุบันมีรายงานเก่ียวกับความผิดปกติของการ
แสดงออกของยนีหรือการกลายพนัธ์ุของ RING-type E3 ubiquitin ligase หลายชนิด ในมะเร็งหลายชนิดโดย
พบความผิดปกติของ RING-type E3 ubiquitin ligase ดงักล่าวสัมพนัธ์กบัการด าเนินการพฒันาของมะเร็ง 
(22)  เน่ืองจาก RING-type E3 ubiquitin ligase มีผลต่อโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการเจริญเติบโตของ
เซลล์ หรือการตายของเซลล์มะเร็งเหล่านั้น (23)  ring finger protein 43 หรือ RNF43 เป็นยีนท่ีจดัในกลุ่ม  
RING-type E3 ubiquitin ligase ท่ีพบมีการกลายพนัธ์ุในมะเร็งหลากหลายชนิด หมายรวมถึงมะเร็งท่อน ้ าดี 
(12) ซ่ึงพบวา่หากผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีมีกลายพนัธ์ุของยีน RNF43 จะสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้นลง  ใน
การศึกษาคร้ังน้ีทางผูว้ิจยัพบการแสดงออกของยีน RNF43 สามารถตรวจพบไดใ้นนิวเคลียสของเซลล์ตบั 
เซลลเ์ยือ่บุท่อทางเดินน ้าดี และเซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดี  พบอีกวา่การแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็ง
ท่อน ้าดีส่วนใหญ่มีระดบัต ่าหรือไม่มีการแสดงออกเลย ซ่ึงสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้นลง แต่อยา่งไรก็ตาม
ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีน RNF43 กบัอาการทางพยาธิคลินิก เช่น เพศ อายุ ลกัษณะ
ทางจุลพยาธิ ระยะของโรค  การแพร่กระจายทางระบบน ้ าเหลือง และการแพร่กระจายทางหลอดเลือด เป็น
ตน้ จากผลการศึกษาน้ีให้ผลสอดคลอ้งเช่นเดียวกบัมะเร็งสมองและตบัอ่อน (16,24)  เม่ือท าการทดสอบ 

Cox- regression analysis เพื่อคน้หาความจ าเพาะของการตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของยีน RNF43 กบั
ระยะรอดชีพ พบการแสดงออกของยีน RNF43 ในการศึกษาคร้ังน้ีมีจ  าเพาะกบัมะเร็งท่อน ้ าดีโดยท่ีไม่มีผล
จากปัจจยัอ่ืนๆ ได้แก่ เพศ อายุ ระยะของโรค ลกัษณะทางจุลพยาธิ เป็นตน้  ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองมาจาก
เน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 50 ตวัอย่าง ส่วนใหญ่แล้วมาจากผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีในระยะทา้ยของโรค     
จากขอ้มูลในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่การแสดงออกของยีน RNF43 ท่ีต  ่าลงในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี 
สามารถใชเ้ป็นตวับ่งช้ีอิสระเพื่อพยากรณ์โรคใหแ้ก่ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีหลงัผา่ตดัได ้  และยีน RNF43 น่าจะ
เป็นยีนท่ีมีความส าคญัในการเจริญหรือพฒันาของเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี  ดงันั้นหนา้ท่ีการท างานของยีนน้ีใน
มะเร็งท่อน ้าดีจึงมีความส าคญัท่ีน่าจะท าการศึกษาต่อไป   
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
บทที ่ 5 
บทสรุป 

 
สรุปและข้อเสนอแนะ 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีของผูว้ิจยั แสดงให้เห็นวา่ การแสดงออกของยีน ring finger protein 43 หรือ 
RNF43 ท่ีต  ่าลงมีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้ นลง ซ่ึงให้ผลสอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหน้าน้ี คือ 
ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีพบการกลายพนัธ์ุของยีน RNF43 จะมีระยะรอดชีพท่ีสั้นลง (12) โดยขอ้มูลดงักล่าว
แสดงใหเ้ห็นวา่ยนี RNF43 มีคุณสมบติัท่ีเรียกวา่ tumor suppressor gene และอาจจะมีหน้าท่ีเก่ียวขอ้งในดา้น
การควบคุมการเจริญของเซลล์หรือการตายของเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี  ด้วยผลการศึกษาน้ี ท าให้น าไปสู่
การศึกษาต่อยอดของทางผูว้ิจยัในแง่บทบาทหน้าท่ีทางชีวภาพของยีน RNF43 เพื่อช่วยยืนยนัความส าคญั
ของยนี RNF43 ในมะเร็งท่อน ้ าดี และอาจน าไปสู่การน ายีนน้ีไปเป็นยีนเป้าหมายในการรักษามะเร็งท่อน ้ าดี
ต่อไป 
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ประวตัิผู้วจัิย 
 ดร.ชุติมา ตลบันิล (ทรัพยอ่ิ์มเอิบ) เป็นอาจารยส์าขาชีวเคมี ส านกัวิชาวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี เกิดเม่ือวนัท่ี 13 เมษายน พ.ศ. 2525 สถานท่ีเกิดจงัหวดันครราชสีมา 
การศึกษาระดบัปริญญาตรี วทิยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย)์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ปีท่ีส าเร็จ
การศึกษา พ.ศ. 2547 และระดับปริญญาเอก ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (ชีวเคมีทางการแพทย์) 
มหาวทิยาลยัขอนแก่น ปีท่ีส าเร็จการศึกษา พ.ศ. 2553 หลงัจบการศึกษาระดบัปริญญาเอก ท างานเป็น
นกัวิจยัท่ีสถาบนัมะเร็งแห่งชาติประเทศสิงคโปร์ (National Cancer Centre Singapore) เป็นเวลา 18 
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