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บทคัอยอ 
 

มะเร็งทอน้ําดี (Cholangiocarcinoma  หรือ CCA) เปนมะเร็งท่ีบรเิวณเย่ือบุทอน้ําดีที่มีความรุนแรงสูง

และมีอุบัติการสูงในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สวนโปรตีน YKL-40 หรือ chitinase-3–

like-1 (CH3L1) เปนไกลโคโปรตีนที่ถูกหลั่งออกมาโดย stromal cells และพบวามีระดับสูงข้ึนในผูปวยมะเร็ง

หลายชนิด ในการศึกษาครั้งนี้ ผูวิจัยทําการตรวจหาระดบัการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในซีรั่มโดยวิธี 

ELISA และในเนื้อเยื่อของผูปวย CCA โดยวิธี immunohistochemistry เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธ

ระหวาง YKL-40 กับลักษณะทางคลินิกของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ไดแก อายุ เพศ ระยะของการดําเนินโรค 

(Tumor Stage) และมหจุลชีวิทยา (Histology Type) พบวาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของ YKL-40 สูง

กวาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเม่ือวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง YKL-40 กับลักษณะทางคลินิกของ

ผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ไดแก อายุ เพศ   และเมื่อวิเคราะหเพื่อหาความสัมพันธของระยะรอดชีพของผูปวยมะเร็ง

ทอน้ําดีกับ YKL-40 พบวาการรอดชีพของผูปวยท่ีมี YKL-40 สูงมีระยะรอดชีพท่ีสั้นกวาผูปวยที่มี YKL-40 ต่ํา

การศึกษาแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเนื้อเย่ือมะเรง็ทอน้ําดีดวยเทคนิค การวิเคราะหการแสดงออกของ 

YKL-40 mRNA พบมีการแสดงออกต่ํากับ CAA cell lines ที่ทดสอบ สวนการศึกษาดาน

immunohistochemistry พบวาโปรตีน YKL-40 มีการแสดงอออกนอยในเซลลมะเร็ง แตพบเซลลที่ยอมให

ผลบวกที่บริเวณใกลเคียงไดแก เซลลตับและเซลลเนื้อเย่ือเก่ียวพัน ไดแก fibroblast และ infiltrating 

macrophages   
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ABSTRACT 
 

Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignancy of the bile duct epithelium. CCA is a devastating 

cancer with a high incidence in Northeast Thailand. YKL-40 or chitinase-3–like-1 (CH3L1) is a 

secreted glycoprotein, which is commonly expressed in stromal cells and highly elevated in 

patients with several types of cancers. In this study, we determined YKL-40 expression in 

plasma and tumor tissues of CCA patients by ELISA and immunohistochemistry. Correlations 

between YKL-40 expression in plasma and tumor tissues, clinicopathological features and 

patient survival were investigated. YKL-40 plasma concentrations were significantly increased 

in CCA patients as compared to those in the control group. Overall survival was worst in 

patients with elevated YKL-40 plasma concentration. YKL-40 mRNA was found at low level in 

CCA cell lines. Immunohistochemical study of YKL-40 in CCA tissues indicated that YKL-40 

was rarely expressed in CCA tumor cells, but was highly expressed in liver cells and cells 

around connective tissue, including fibroblast and infiltrating macrophages.  
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

โปรตีนเหมือไคติเนส หรอื chitinase-like proteins (CLPs) ถูกคนพบครั้งแรกในสารคัดหลั่งจากเนื้อเย่ือบุผิดปกติและใน

ซีรั่มของผูปวยติดเชื้ออักเสบเร้ือรัง โดย CLPs เปนกลุมของโปรตีนในแฟมิลี 18 ไกลโคซิล ไฮโดรเลส ที่มีโครงสราง (β/α)8 

TIM barrel domain เหมือนเอนไซมไคตเินส (Houston et al., 2003) ที่มีรองจับกับไคตินไดแตไมสามารถเรงปฏิกิริยา

การสลายสับสเตรทได เนื่องจากมีกรดอะมิโน Glu ที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาเปลี่ยนไปเปนกรดอะมิโนชนิดอื่น (Kavada et 

al., 2007) โปรตีน CLPs ที่มีการศึกษาเชิงโครงสรางหรือหนาที่ไดแก chitinase 3-like 1 protein (CHI3L1 หรือ YKL-

40 หรือ HC gp-39) (Johansen et al., 1992) chitinase 3-like 2 protein (YKL-39) (Hu et al., 1996) YM-1 

(chitinase 3-like-3 หรือ CHI3L3) (Chang et al., 2001) oviduct-specific glycoprotein (oviductin หรือ Mucin 

9) (Arias et al., 1994) และ stabilin-1 interacting chitinase-like protein (SI-CLP) (Kzhykowaka et al., 2007) 

รูปที่ 1.1 แสดงโดเมนโครงสรางของ CLPS ชนิดตาง ๆ เทียบกับเอนไซมไคติเนส 

 

 
 

รูปที่ 1.1 (a) แสดงองคประกอบของโดเมนในโปรตีนในแฟมิลี 18: human chitinases ไดแก chitotriosidase และ 

AMcase) สวน chitinase-like proteins ไดแก SI-CLP YKL-39 YKL-40 YM1 และ Oviduction สวน (b) แสดง

 

 

 

 

 

 

 

 



 2

ตําแหนงของกรดอะมิโนเรงปฏิกรยิา Glu ที่ถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโน Leu Ile หรือ Trp ใน CLPs (Kzhyshkowska et 

al., 2006) 

 

โปรตีนที่สําคัญที่มีรายงานเก่ียวกับการภาวะการอักเสบและมะเร็งไดแก YKL-40 (หรือรูจักในชื่อ chitinase-3-like-1 และ 

human cartilage glycoprotein-39) โปรตีนนี้เปนไกลโคโปรตีนที่จับกับ heparin sulfate แบบจําเพาะ มีการตรวจ

พบวาโปรตีน YKL-40 ถูกหลั่งออกมาในซีรั่มมากผิดปกติในผูปวยที่มีสภาวะพยาธิสภาพของการอับเสบเรื้อรัง การติดเชื้อ

โรคตางๆ โรคหัวใจ โรคเบาหวาน และโรคมะเรง็ เปนตน โปรตีนนี้มีน้ําหนักโมเลกุล 40 kDa มลีําดับของกรดอะมิโนดาน

ปลาย N (N-terminus) สามตัวเรยีงกันคือ Y-K-L และโปรตีนนี้คนพบครั้งแรกจากการศึกษา In vitro โดยพบวามีการ

หลั่งออกมามากโดย osteosarcoma cell line MG63 (Johansen et al., 1992)   จากการศึกษาหลายชิ้นพบวาบริเวณ

รองจับของโปรตีน YKL-40 ไมพบกรดอะมิโนดังกลาวที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาการยอยไคตินและยังพบวาตําแหนงของ

กรดอะมิโนกลูตามิคเอซิดถูกแทนที่ดวยกรดอะมิโนลิวซีน (Renkema et al., 1998; Fusetti et al., 2003; and 

Houston et al., 2003) ปจจุบันมีงานวิจัยหลายชิ้นศกึษาเก่ียวกับบทบาทของ YKL-40 โดยพบวา YKL-40 สวนใหญถูก

สรางจากเซลลแมโครฟาจ (macrophage)  นิวโทรฟล (neutrophil) และเซลลมะเร็ง (cancer cell) ระดับของ YKL-40 

สามารถตรวจพบไดจากเลือดหรือซีรั่ม  โดยจากการศึกษาพบวาระดับของ YKL-40 ที่เพิ่มสูงข้ึนจากระดับปกติจะสามารถ

ตรวจพบไดในผูปวยท่ีเปนโรคที่มีภาวะเก่ียวของกับการอักเสบเรื้อรัง (inflammation) และการกอรูปเนื้อเย่ือ (tissue 

remodeling) เชน โรคมะเร็ง  โรคภาวะหัวใจขาดเลือด โรคขออักเสบรมูาตอยด  โรคลําไสอักเสบเร้ือรัง โรคเบาหวาน 

โรคหอบหืด โรคปอดเรื้อรัง โรคปอดอักเสบ และโรคพังผืดที่ตับ (liver fibrosis) เปนตน (Johansen et al., 2006; 

Rathcke et al., 2006; Letuve et al., 2008; and Fontana et al., 2010) อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศกึษาแน

ชัดถึงหนาที่ของ YKL-40 ตอพยาธิสภาพของโรคตางๆ แตมีการใหขอเสนอวา YKL-40 อาจทําหนาที่เปนตัวกระตุนใน

ระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immune response ผานวิถี allergen-induced Th2 inflammation โดยบริเวณที่เกิด

การอักเสบแบบ Th2 จะมีการสราง cytokines หรือ interleukin (IL)-13 ซึ่งจะกระตุนการสรางโปรตีน YKL-40  ใน

เซลลแมโครฟาจ และเซลลเยื่อบุ โปรตีน YKL-40 ที่เพ่ิมข้ึนจะมีผลกระตุนกระบวนการอักเสบโดยลดการตาย 

(apoptosis) ของเซลลแมโครฟาจและเหนี่ยวนําการทําหนาที่เฉพาะของเซลลแมโครฟาจแบบ alternative (M2) โดย

เพ่ิมจํานวนของ dendritic cells (DC) ที่ถูกกระตุนแลว และยับยั้งการ apoptosis ของ Th2 cell   นอกจากนี้ Th2 

cytokines ที่ถูกผลิตออกมาจะมีผลเหนี่ยวนําใหมีการสรางสาร chemokines และ transforming growth factor 

(TGF)-β1 ซึ่งจะสงผลทําใหเกิดการอักเสบ และการกอรูปของเนื้อเย่ือ (tissue remodeling) ที่ผิดปกติตอไป (Lee et 

al., 2009; and Lee et al., 2011)  

ตัวอยางการศกึษาระดับการแสดงออกของ YKL-40 ที่มีความสัมพันธกับโรคมะเร็ง ไดแก การศึกษาทาง 

immunohistochemistry ในผูปวย high-grade neck cancer (Roslind et al., 2008) และมะเร็งรังไข (Yang et al., 

2009) พบผลการยอมติดสีโปรตีน YKL-40 ในเซลลมะเร็งดังแสดงในรูปที่ 1.2  
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รูปที่ 1.2 การวิเคราะหทาง immunohistochemistry ของเนื้อเย่ือที่ทํา paraffin section เซลลที่ยอมตดิสีน้ําตาล

แสดงผลบวกของแอนติบอดีกับโปรตีน YKL-40 รปู (A) มะเร็งคอ  (B) มะเร็งรังไข 

ผลการศึกษาอ่ืน ๆ เชนในมะเร็งมดลูกชนิด endometrial cancer ใหผลเหมือนกับการศึกษาอ่ืน ๆ โดยพบระดับของ

โปรตีน YKL-40 สูงกวา 61 ng/mL เทียบกับคนปกติ และระดับของโปรตีนมีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญกับระดับของ

โปรตีนบงชี้จําเพาะของมะเร็งนี้คอื CA-125 ดังแสดงในรูปที่ 1.3  

 

 
 

 

รูปที่ 1.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาระดับโปรตีน YKL-40 และระดับโปรตีนบงชี้ CA-125 ในผูปวยมะเร็งเย่ือบุโพรง

มดลูก (Diefenbach et al., 2007) 
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ตอมา Johansen et al. (2006) ไดเสนอใหใช YKL-40 เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ (biomarker) ของโรคมะเร็งชนิด solid 

tumor โดย ณ ปจจุบันระดับการแสดงออกของ YKL-40 ในซีรั่มถูกนํามาใชเพ่ือเปนตัวบงชี้ในการพยากรณโรค 

(prognostic biomarker) ในมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งเตานม มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งสมอง  

มะเร็งรังไข  และมะเร็งผิวหนัง เปนตน โดยพบวาถาผูปวยมะเร็งมีระดับของ YKL-40 เพิ่มข้ึนสูงจากระดับปกติจะสงผลให

มีพยากรณโรคแย ระยะการรอดชีพ (survival time) สั้น แตขณะที่ผูปวยมะเร็งที่มรีะดับของ YKL-40 ในระดับปกติจะมี

พยากรณโรคที่ดี มีระยะการรอดชีพที่ยาวนานกวา (Johansen et al., 2006; Johansen et al., 2008; Yamac et al., 

2008; and Høgdall et al., 2009) ในคนปกติคาเฉลี่ยของ YKL-40 ในเลือดเทากับ 40-60 ng/mL โดยระดับของ YKL-

40 ไมข้ึนอยูกับความแตกตางระหวางเพศ แตจะเพิ่มข้ึนตามอายุ (Bojesen et al., 2011)  อยางไรก็ตามหนาที่ทาง

ชีวภาพ (biological function) ของ YKL-40 ตอการเกิดมะเร็งน้ันยังไมแนชัด แตจากการศึกษาเบื้องตนพบวา YKL-40 มี

สวนเก่ียวของในการควบคุมการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง (cell proliferation) การเปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่เฉพาะของ

เซลล (differentiation) และการสรางเสนเลือดใหม (angiogenesis) เปนตน (Eurich et al. 2009;  Shao et al., 

2009; Lee et al., 2011) นอกจากนี้ยังพบหลักฐานที่แสดงถึงหนาที่ของ YKL-40 ในการสงเสริมการพัฒนาของมะเร็ง  

โดยพบวาระดับของโปรตีน YKL-40 ในเซลลมะเร็งเตานมและมะเร็งลําไสจะเพ่ิมขึ้นตามการพัฒนาการของเซลลมะเร็ง

ผานกระบวนการ tumor angiogenesis โดยการเหนี่ยวนํารวมกันระหวางตัวรับบนผิวเซลล syndecan-1 และ integrin 

αvβ3 และกระตุน intracellular signaling cascade ประกอบดวย focal adhesion kinase (FAK) และ MAP kinase/ 

Erk 1/2 ภายในเซลล endothelial (Shao et al., 2009)   

 

สวนโปรตีน YKL-39 หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา chitinase3-like 2 (CHI3L2) ไดมกีารศึกษาครั้งแรกพบใน primary 

culture ของ human articular chondrocytes (Hu et al., 1996) โปรตีนนี้มีลําดับกรดอะมิโนที่ปลายดานเอ็นเหมือน 

YKL-40 คือ tyrosine (Y) lysine (K) และ leucine (L) แตมีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาคื 39 kDa โปรตีนนี้ผลิตออกมามาก

ในเซลลกระดูกออน (chondrocyte) และเซลลเย่ือบุขอ (synoviocytes) มีการศึกษาพบวาโปรตีนนี้นาจะมีสวนเก่ียวของ

กับการอักเสบของขอตอและการเกิดภาวะโรคขอเสื่อม(Osteoarthritis) โดยมีรายงานวาระดับการแสดงออกของ YKL-39 

mRNA expression มีความสัมพันธโดยตรงกับระดับของ collagen type 2 (Steck et al., 2002) นอกจากนี้ยังมี

การศึกษาพบวา YKL-39 อาจทําหนาที่เก่ียวของกับ tissue modeling และเปนตัวเหนี่ยวนําระบบ autoimmune ของ

รางกาย (Sakata et al., 2002) ในสวนของความเกี่ยวของกับโรคมะเร็งยังไมมีรายงานที่แนชัด แตอยางไรก็ตามจากการ

วิเคราะหขอมูลเบื้องตน DNA expression profiling ที่ไดจากฐานขอมูล DNA microarray ของผูปวยโรคมะเร็งทอน้ําดี 

พบวามีการ down-regulate ของโปรตีน YKL-39 ประมาณ 1.8 เทาของระดับการแสดงออกของตัวอยางคนปกติ 

 

1.2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเหมือนไคตเินสในซีรั่มและเนื้อเยื่อของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

2. เพื่อศึกษาการแสดงออกระดับอารเอ็นเอของโปรตีนเหมือนไคตเินสในผูปวยโรคมะเร็งทอน้ําดีเปรียบเทียบกับคนปกติ 

3. เพื่อศึกษาศักยภาพในการทําหนาที่เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพโปรตีนเหมือนไคตเินสในโรคมะเร็งทอน้ําดี 

1.3. ขอบเขตของการวิจัย 

ขอบเขตในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาทางชีวเคมีและทางอิมมูโนวิทยาระดับโมเลกุลดังนี้ 
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1. การโคลนยีน human YKL-39 หรือ YKL-40 และการศึกษาการแสดงออกในระบบแบคทีเรยี E. coli   

2. การผลิตและการทําบริสุทธิ์แอนติเจน YKL-39 หรอื YKL-40   

3. การทดสอบหาระดับโปรตีน YKL-39 หรือ YKL-40 จากชีรัมตัวอยางของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเทียบกับคนปกติดวย

เทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)   

4. การทดสอบระดับการแสดงออกของ YKL-39 mRNA หรือ YKL-40 mRNA ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเทียบกับคนปกติ

โดยเทคนิต Reverse transcriptase PCR (RT-PCR) หรือเทคนิค Real time PCR   

5. การทดสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนในซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยวิธี Western blotting   

6. การทดสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนในเนื้อเย่ือผูปวยมะเรง็ทอน้ําดีดวยวิธี Immunohistochemistry   

 

1.4. ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

งานวิจัยนี้ตองการตรวจวัดการแสดงออกของยีนและปริมาณโปรตีนเหมือนไคติเนสในผูปวยมะเรง็ทอน้ําดีที่เปนมะเร็งที่พบมาก

ที่สุดในกลุมประชากรภาคอีสานของประเทศไทย โดยผลการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนหรือระดับของโปรตีนอาจ

นําไปสูการพัฒนาตัวบงชี้มะเร็งทอน้ําดีระยะลุกลามและชวยทํานายอาการของโรค หรือ prognosis และการกลับมาใหม หรอื 

recurrent ของมะเร็งหลังการรักษาได งานวิจัยนี้ยังไมมีผูใดดําเนินการมากอน ดังนั้นผลงานวิจัยที่ไดถือเปนองคความรูใหม 

เทคนิคที่ตองการพัฒนามีเปาหมายชัดเจนและใหผลกระทบตอวงการแพทยและคุณภาพของประชากรไทยสูง โดยผลสําเร็จท่ี

คาดวาจะไดรับหลังจากเสร็จสิ้นโครงการคอื 

1.  การตีพิมพในวารสารที่มคีา impact factor สูง 1 เรื่อง 

2. การนําเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมระดับชาติหรอืระดับนานาชาติ 1 ครั้ง 

3. การผลิตนักวิจัยรุนเยาวท่ีมีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง 1 คน 

 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชประโยชนคือ 

1. มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

2. สถาบันวิจัยทางการแพทยทั้งในและตางประเทศ 

3. สถาบันมะเร็งแหงชาติทั้งในและตางประเทศ 
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บทที่ 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

2.1. การเก็บตัวอยางผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

ผูวิจัยไดรับตัวอยางเลือดหรือตัวอยางเนื้อเยื่อบนแผนพาราฟลมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจากธนาคารตัวอยางพยาธิใบไมในตับ

และศูนยวิจัยมะเร็งทอน้ําดี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ตัวอยางเลือดและเนื้อเย่ือที่ไดรับไดรับการเซ็นยินยอม

จากผูปวยและงานวิจัยไดรับการอนุมัติโดย the Ethics Committee for Human Research ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุร

นารี ตัวอยางเลือดที่ไดรับมีจํานวน 57 ตัวอยาง สวนตัวอยางคนที่มีสุขภาพแข็งมีทั้งหมด 41 ตัวอยาง โดยกลุมควบคุมไดรับ

การตรวจสุขภาพจากโรงพยาบาลวามีอายุอยูในวัยเดียวกับผูปวยมะเร็งทอน้ําดี แตไมมีอาการของโรคมะเร็งหรืออาการติดเชื้อ

พยาธิใบไมในตับ ตัวอยางเลือดทั้งหมดกอนนํามาวิเคราะหถูกเก็บไวที่อุณหภูมิ -40 ºC  

 

2.2. การตรวจหาระดับโปรตนี YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยวิธี ELISA  

ทําการวัดระดับโปรตีน YKL-40 โดยใช YKL-40 ELISA kit (BlueGene Biotech, Shanghai, China) ในคนปกติจํานวน 41 

คน และผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 57 คน ซึ่งวิธีการวัดทําตามคําแนะนําที่แนบมากับชุด kit โดยมีหลักการคือ competitive 

ELISA โดยเปนการทํางานรวมกันของ monoclonal anti-YKL-40 antibody และ YKL-40-HRP conjugate โดยที่ตัวอยาง

พลาสมาที่ตองการวัดหาปริมาณ YKL-40 จะถูกผสมกับ YKL-40-HRP conjugate ลงไปใน pre-coated plate ของชุด kit 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 °C จากนั้นจึงลางออกแลวเติม substrates ทิ้งไวเปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 37 °C 

จากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาโดยเติม stop solution และทําการวัดคา Optical Density (OD) ที่ความยาวคลื่น 450 nm ปริมาณ

โปรตีน YKL-40 ในตัวอยางคํานวณไดจากกราฟมาตราฐาน (standard curve) ของ YKL-40 ที่ปริมาณความเขมขนของโปรตีน 

YKL-40 เทากับ 0 – 250 ng/ml จากนั้นนําคาที่ไดมาวิเคราะหทางสถิติเพื่อหาความสัมพันธระหวาง YKL-40 กับลักษณะทาง

คลินิกและระยะการรอดชีพ โดยใชโปรแกรม SPSS v.16.0   

 

2 3. การหาคาทางสถิติ 

ทําการวิเคราะหขอมูลทางสถิติที่ไดรับจากการวัดหาระดับความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางเลือดของผูปวยเทียบ

กลุมควบคุมดวยโปรแกรม SPSS Statistics 16.0 (IBM, NY, USA) และความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของโปรตีน 

YKL-40 กับลักษณะทางพยาธิสภาพของกลุมตัวอยางดวยใชการทดสอบแบบ chi-square test หาความสัมพันธระหวางการ

แสดงออกของโปรตีน YKL-40 กับอัตราการอยูรอดของผูปวยหลังการผาตัดรักษาถึงเวลาที่ผูปวยเสียชีวิตดวยวิธี Kaplan-

Meier method และทดสอบความแตกตางทางสถิติดวยวิธี log-lank statistics. และใชวิธี Cox Proportional-Hazards 

Regression model เพ่ือจําแนกคาindependent prognostic factor โดยการวิเคราะหทุกวิธีกําหนดใหความสัมพันธมี

นัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05  
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2.4. การตรวจหาระดับการแสดงออกของ YKL-40 mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

ทําการตรวจหาระดับของการแสดงออกของระดับ YKL-40 mRNA ดวยวิธี real-time reverse transcriptase polymerase 

chain reaction (RT-PCR) โดยใชวิธีตาม protocol ของ Applied Biosystems 7900HT Sequence Detection System 

โดยทําปฏิกิริยาใน 96-well  plate ทําการสกัด total RNA จากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวย TRIzol reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) หลังจากน้ันทําการสราง cDNA โดยปฏิกริยาของ reverse transcriptase โดยใช protocol 

ที่มากับ ImProm-II™Reverse Transcription System (Promega, Medison, WI)  โดยสวนประกอบใน PCR reaction 

ไดแก 1) 100 nM each primer 2) diluted cDNA template และ 3) FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 

(Roche Applied Science, Indianapolis, IN) โดยตั้งคาการทําปฏิกิริยาดังนี้  

จํานวน PCR cycles: 40 cycles  Denaturation: 95°C for 30 seconds  

Annealing: 58°C 30 seconds  Extension: 72°C for 30 seconds 

ในแตละปฏิกิริยาเพิ่มจํานวน mRNA จาก cDNA ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งโดยใชปฏิกิริยาการเพ่ิมจํานวน ของ β-actin mRNA 

เปนปฏิกิริยาควบคุมและใชระดับของ β -actin mRNA เปนตัวเทียบหาระดับของการสราง mRNA จากตัวอยางโดยใช

ความสัมพันธ 2−ΔCT โดยที่ ΔCT = [Ct(β-actin) - Ct(YKL-40)] ไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยา RT PCR ออกแบบมาจากสวนของ 

human YKL-40 gene [GenBank: NM_001276.2] ไดแก 5" CACCCTAATCAAGGAAATGAA 3" (sense) และ 5" 

CCAGGTGTTGGGATATCTTG 3" (antisense) สําหรับยีน β-actin ใชprimers ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 5" 

CTGGAACGGTGAAGGTGACA 3" (sense) และ 5" AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 3" (antisense) 

 

2.5. การตรวจหาระดับการแสดงออกของ YKL-40 ในเนื้อเย่ือผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

ทําการยอมชิ้นเนื้อมะเร็งทอน้ําดี เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเน้ือเย่ือมะเร็งทอนํ้าดี โดยใชเทคนิคอิมมูโน

พยาธิวิทยา (Immunohistochemistry) โดยใช EnVision + system (Dako, Carpinteria, CA) เปน detection system ซึ่ง

มีวิธีการทดลองดังนี้คือ ตัวอยางเนื้อเย่ือพาราฟนของมะเร็งทอน้ําดี (paraffin section) จะถูกลางพาราฟนออกดวย xylene 

ตอดวยการ rehydrated โดยผานแอลกอฮอลจากเปอรเซ็นตสูงไปต่ํา หลังจากยับยั้ง Endogenous Enzyme โดยใช 0.5% 

Hydrogen peroxide ใน methanol แลว เนื้อเยื่อจะถูกคืนสภาพแอนติเจน (Antigen retrieval) ใน 10 mM Citrate 

Buffer, pH 6.0 แลวใหความรอนโดยใชไมโครเวฟ จากนั้นจึงยับยั้งการจับกันอยางไมจําเพาะโดยใช normal horse serum ที่

ความเขมขน 1:20 หลังจากนั้นเติม primary antibody หรือ rabbit anti-human YKL-40 (Quidel Corperation, Santa 

Clara,CA) ที่ความเขมขน 1:100 ตั้งทิ้งไวคางคืน (overnight) หลังจากนั้นจึงลาง primary antibody ออกแลวหยด EnVision 

และ System-HRP labeled polymer anti- rabbit IgG ตั้งทิ้งไวนาน 1 ชั่วโมง  จากนั้นลางสไลดดวย PBS แลวจึงหยด 3, 3 

Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ท้ิงไวนาน 5 นาทีแลวลางออกดวยน้ําประปา และทําการยอมเนื้อเยื่อที่ไม

ติดสี (counterstain) โดยใช  hematoxylin จากนั้นจึงทําการ dehydrated โดยผานแอลกอฮอลจากเปอรเซ็นตสูงไปต่ําแลว

ตอดวย xylene  และปดสไลดโดยหยด permount แลวปดทับดวยแผน coverslip จากนั้นนําสไลดไปตรวจหาปฏิกิริยาการ

ติดสีของแอนติเจนภายใตกลองจุลทรรศน 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและขอวิจารณ 
3.1. การวัดระดับของ YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี Indirect ELISA assay 

ทําการตรวจหาระดับของ YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีโดยใชชุดตรวจวัดที่เปน commercial YKL-40 ELISA kit 

(BlueGene Biotech, Shanghai, China) และทําการทดลองซ้ําสองครั้งตามวิธีที่แนะนําใน protocol ของชุดสกัดโดยมี

หลักการการจับแบบแขงขันระหวาง monoclonal anti-YKL-40 antibody และ YKL-40 – HRP conjugate ขั้นตอน

แรกทําการสรางกราฟมาตรฐานของโปรตีน YKL-40 ที่มากับชุดสกัด ดวยการบมสารละลาย YKL-40 ที่ความเขมขนตาง ๆ 

กับ YKL-40 – HRP conjugate ใน pre-coated plate เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางตัวอยางออกใหสะอาดแลว

เติมสับสเตรทสําหรับ  เอนไซม horse radish peroxidase  จะไดสีของปฏิกิริยาระหวาง enzyme-substrate เปนสีน้ํา

เงิน  ซึ่งเมื่อหยุดปฏิกิริยาดวยแลวจะเปลี่ยนสีเปนสีเหลืองซึ่งวัดดวยคาดูดกลืนแสงที่ 450 nm ดวยเคร่ือง microplate 

reader  ขอมูลที่ไดจากการวัดหาคาดูดกลืนแสง A450 ที่ความเขมขนของ YKL-40 มาตรฐานที่ไดแลวนํามาคํานวณหาคา

สัดสวนการจับกับโปรตีน YKL-40 ที่ความเขมขนตาง ๆ ในปฏิกิริยาเมื่อเทียบกับคาการจับของปฏิกิริยาที่ไมมี YKL-40 (%

B/B0) ตัวอยางขอมูลที่ไดจากการวัดแสดงในตารางที่ 3.1. 

ตารางที่ 3.1. คาการจับของโปรตีนมาตรฐาน YKL-40 ทีว่ัดดวยวิธี Enzyme-linked Indirect ELISA assay 

Standard (Average std.) 
 YKL-40 (ng/ml) %B/B0 log(YKL-40) 

250 24.08 2.40 
100 33.92 2.00 
50 43.56 1.70 
25 53.28 1.40 
10 66.54 1.00 
0 100.00 - 

ซึ่งขอมูลในตารางที่ 3.1. นํามาสรางเปนกราฟมาตรฐานการจับของโปรตีน YKL-40 ไดดังแสดงในรูปที่ 3.1. 
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รูปที่ 3.1. ตัวอยางกราฟมาตรฐานที่ไดจากการวัดดวยวิธี Indirect ELISA assay ที่นํามาคํานวณหาคาระดับการจับของ YKL-

40 ในตัวอยางเลือดของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

3.2. การวัดระดับของโปรตีน YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

เม่ือสรางกราฟมาตรฐานที่เชื่อถือไดแลว การทดลองตอมาคือการวัดหาระดับโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางซีร่ัมผูปวยมะเรง็ทอ

น้ําดี 57 ตัวอยางเทียบกับตัวอยางซีร่ัมของคนปกติ 41 ตัวอยาง โดยวิธี Indirect ELISA assay จากชุดสกัดชุดเดยีวกัน โดย

ระดับความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางเลือดที่ไดจากกราฟมาตรฐานแสดงในตารางที่ 3.2.  

ตารางที่ 3.2.ระดับความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในซีร่ัมคนปกติเทียบกับซีรั่มของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

Healthy CCA 
No. YKL-40 (ng/ml) No. YKL-40 (ng/ml) No. YKL-40 (ng/ml) 

H2 98.89 
W14

7 237.51 
M13

3 203.34 

H3 61.47 
W17

8 105.19 
M13

7 36.45 

H4 37.80 
W12

0 102.78 
M15

8 79.99 

H5 17.61 
W10

5 177.24 
M17

4 104.56 

H6 51.52 
W14

0 163.18 
M20

7 235.56 

H7 66.30 
W10

8 236.99 
M21

2 48.81 

H8 34.30 
W11

1 161.04 
M21

5 129.66 

H9 47.09 
W12

2 543.38 
M22

8 180.61 

H46 31.46 
W12

3 117.85 
M23

6 174.00 

H57 48.29 
W12

9 90.38 
M24

0 248.85 

H58 45.91 
W13

0 55.26 
M25

0 101.17 

H67 68.73 
W13

2 77.97 
M26

5 90.85 

H68 46.92 
W13

3 147.18 
M27

2 169.47 

H69 60.16 
W14

9 175.05 
M17

6 281.40 

H70 73.60 
W15

1 304.38 
M30

3 252.71 

71 81.12 
W16

3 53.61 
M31

1 274.69 

H72 48.46 
W16

9 111.98 
M31

9 178.64 

H73 42.72 
W17

1 112.70 
M22

3 237.03 
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H74 35.81 
W18

3 59.56 
M25

2 164.77 

H75 12.24 
W19

0 528.10 
M30

0 162.49 

H015 49.98 X29 105.90 
M00

1 179.09 

H031 66.61 X30 64.30 
M07

1 296.96 

H073 13.91 X33 203.68 
M09

7 143.47 

H082 35.15 M019 59.51 
M13

3 203.34 

H091 57.43 M174 96.08 
M13

7 36.45 

H014 25.65 M128 91.75 
M15

8 79.99 

H153 39.10 M259 229.06 
M17

4 104.56 

H180 53.08 M032 167.07 
M20

7 235.56 

H017 82.43 M067 223.70 
M21

2 48.81 

H032 20.34 M109 213.07 
M21

5 129.66 

H056 36.14 M113 88.56 
M22

8 180.61 

H078 116.67 M140 223.70 
M23

6 174.00 

H007 28.27 M141 226.30 
M24

0 248.85 

H154 52.11 M152 90.43 
M25

0 101.17 

H159 28.27 M156 183.72 
M26

5 90.85 

H030 23.60 M171 136.58 
M27

2 169.47 

H043 21.81 M182 137.53 
M17

6 281.40 

H108 13.04 M210 174.18 
M30

3 252.71 

H143 11.19 M213 225.78 
M31

1 274.69 

H183 47.06 M223 237.03 
M31

9 178.64 
H161 58.78 M252 164.77 N 57 

N  41 M300 162.49 SD 95.92 
SD 23.56 M001 179.09 mean 169.50 

mea
n 

46.92 M071 296.96 %CV 56.76 
%CV 51.08 M097 143.47 
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3.2.ความมนีัยสําคัญของระดับโปรตีน YKL-40 ระหวางผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

 

จากการวิเคราะหทางสถิติคา median ของโปรตีน YKL-40 ในซีรั่มผูปวยทั้งหมดมีคาเทากับ 169.5 ng.mL-1 และมีชวง

ระหวาง 36.45 – 543.4 ng.mL-1 เมื่อเทียบกับคา median ของซีรั่มกลุมปกติที่มีคาเทากับ 46.92 ng.mL-1  และอยู

ในชวง 11.2–116.7 ng.mL-1   (รูปที่ 3.2. ) ซึ่งคาความแตกตางที่ไดถือวามีนัยสําคัญทางสถิติที่คา P < 0.0001     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2. ระดับความเขมขนของ serum YKL-40 ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเมื่อเทียบกับกลุมควบคมุ 

 

3.3.ความสัมพันธเชิงสถิติระหวางระดับ serum YKL-40 กับลักษณะทางคลีนิคของผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี 

 

จากการวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับความเขมขนของ serum YKL-40 ที่คา 25th percentile (100.7 ng.mL-1)  

กับลักษณะทางพยาธิสภาพตาง ๆ ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี เชน อายุ เพศ ระยะการดําเนินไปของโรคพบวาความสัมพันธ

ไมมีนัยสําคัญทางสถิติที่คา P<0.05 ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกลมตัวอยางที่วิเคราะหมีขนาดคอนขางเล็ก (ตารางที่ 3.3) แต

อยางไรก็ตามขอมูลที่วิเคราะหมีความนาสนใจอยูมากโดยพบวาโดยรวมระดับของโปรตีน YKL-40 มีคาสูงข้ึนเมื่ออายุของ

ผูปวยเพิ่มขึ้น ระดับโปรตีนสูงในเพศชายมีคาสูงกวาเพศหญิง นอกจากนี้ระยะของมะเร็งที่ลุกลามจากระยะที่ 1 ถึง 4 ยัง

พบระดับของโปรตีน YKL-40 สูงข้ึนตามลําดับดวย เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง YKL-40 กับมหจุลชีวิทยา 

(Histology Type) พบวาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของ YKL-40 สูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับในคนปกติเปน 169.5 

ng.mL-1   และ 46.9 ng.mL-1  ตามลําดับอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางที่ 3.3. ความสัมพันธเชงิสถิติระหวางระดับ serum YKL-40 กับลักษณทางคลีนิคของผูปวย CCA 

อยางไรก็ตามเมื่อทําการวิเคราะหทางสถิติแบบ Univariate analysis  โดยวิธี Cox Proportional Hazard Regression เพื่อ

หาความสัมพันธระหวางระยะการรอดชีพกับลักษณะทางคลีนิคพบวามีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับ 1) ระยะการ

ดำเนินไปของโรค 2) มหจุลชีววิทยาแบบ non-papillary และ 3) ระดับของโปรตีน YKL-40 ดังแสดงในตารางที่ 3.4. 

 

 

 
Number 

YKL-40 staining (%) 
P value 

Negative Positive 

Age (years)     

   < 56   19 4  (21.1) 15  (78.9) 0.051 

   ≥ 56   15 8  (53.3) 7  (46.7)  

Sex     

   Male     19 7  (36.8) 10  (63.2) 0.832 

   Female   15 5  (33.3) 12  (66.7)  

Tumor Stage     

   II    17 4  (41.2) 13   (58.8) 0.473 

   III & IV     17 6  (29.4) 10  (70.6)  

T stage     

  T2 6 1 (16.7) 5 (83.3) 0.160 

  T3 21 10 (47.6) 11 (52.4)  

  T4 7 1 (14.3) 6 (85.7)  

N stage     

  N0 20 6 (30.0) 14 (70.0) 0.440 

  N1 14 6 (42.9) 8 (57.1)  

AJCC stage     

  II 2 0 (0.0) 2 (100.0) 0.241 

  III 2 1 (50.0) 1 (50.0)  

  IVA 16 4 (25.0) 12 (75.0)  

  IVB 1 1 (100.0) 0 (0.0)  

Histology Type     

   Papillary  12 8 (66.7) 4   (33.3) 0.005* 

   Non-Papillary   22 4 (18.2) 18  (81.8)  
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ตารางที่ 3.4 Univariate และ Multivariate analysis of prognosis โดยวิธี Cox Proportional Hazard Regression 

model ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี   

 

 Univariate analysis  Multivariate analysis 

Variable HR P value  HR 95% CI P value 

Age:     

        < 56   

1      

        ≥ 56   0.696 (0.394 – 1.227) 0.208  1.046 0.569 – 1.926 0.884 

Sex:  

        Male     

1      

        Female   1.020 (0.570 – 1.823) 0.948  1.022 0.558 – 1.875 0.943 

Tumor Stage:   

        I-II    

1      

        III     1.856 (0.836 – 4.122) 0.124     

        IV 3.298 (1.771 – 6.141) <0.0001*  2.817 1.428 – 5.559 0.003* 

Histology Type:   

        Papillary  

1      

        Non-papillary                     2.647 (1.309 – 5.356)   0.005*  1.870 0.868 – 4.026  0.110 

Serum YKL-40:   

        Normal  

1      

        Elevated  2.117 (1.027 – 4.363) 0.038*  1.642 0.780 – 3.455 0.192 

 

สวนการวิเคราะหขอมูลแบบ Multivariate Cox Analysis พบวาใหความสัมพันธอยางมนีัยสําคัญทาง 

สถิตริะหวางอัตราการรอดชีพกับระยะการดําเนินไปของโรคเพียงอยางเดียวที่คา p<0.05 (ตารางที่ 3.4.) โดยไมมีความสัมพันธ

กับระดับการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ซึ่งผลการวิเคราะหขอมูลที่ไดแสดงใหเห็นวาความสัมพันธระหวางอัตราการรอดชีพ

กับระยะการดําเนินไปของโรคเปนปจจัยอิสระจากความสัมพันธระหวางอัตราการรอดชีพกับระดับการแสดงออกของโปรตนี 

YKL-40  

 

3.4.ความสัมพันธเชิงสถิติระหวางระยะการรอดชีพกับระดับโปรตีน YKL-40 
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เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธของระยะการรอดชีพของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีกับ YKL-40 ดังแสดงในรูปที่ 3.3. พบวาผูปวยที่มี

ระดับ YKL-40 สูงมีระยะการรอดชีพที่สั้นกวาผูปวยที่มี YKL-40 ต่ํา (p = 0.038) อยางไรก็ตาม YKL-40 ไมไดเปนปจจัยหลัก

ตอระยะการรอดชีพของผูปวยแตข้ึนอยูกับระยะของการดาํเนินโรคมากกวาเมื่อพิจารณาจากคาทางสถิติแบบ Univariate และ 

Multivariate Analysis ดังแสดงในตารางที่ 3.4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.3.  การวิเคราะห Kaplan-Meier survival curve แสดงความสัมพันธระหวางระดับโปรตีน YKL-40 กับระยะการรอด

ชีพของผูปวยหลังการผาตัดรกัษา 

 

3.5. การศึกษาการแสดงออกของระดับ mRNA ของ YKL-40 ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี (CCA cell lines) 

 

ทําการทดสอบหาระดับการแสดงออกของ YKL-40 mRNA ในเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี RT-PCR แลวทําการเปรียบเทียบผล

ระดับ mRNA จาก CCA จํานวน 5 cell lines ไดแก M213 M214 M055 M139 และ KKU100 กับผลของ myeloid cell 

lines คือ U937 cells และ THP-1 cells ซึ่งเปนกลุมควบคุมบวก (positive control) ผลการวิเคราะหขอมูลพบวา CCA cell 

lines ทั้ง 5 ชนิดมีการแสดงออก YKL-40 mRNA ต่ํากวาระดับของ YKL-40 mRNA ของกลุมควบคุม (รูปที่ 3.4.) การทดลอง

ไดรบับงชี้วา YKL-40 อาจไมถูกสรางโดยตรงโดยเซลลมะเร็งทอน้ําดี แตถูกกระตุนใหมีสรางจากเนื้อเย่ืออื่นแลวอาจถูกสงมายัง

กระแสเลือดไปมีผลตอการทํางานของเซลลมะเร็งผานกระบวนการอ่ืนเชนกระตุน angiogenesis หรือ CCA cell 

proliferation ที่ไมไดเกิดจากการสงสัญญาณของเซลลแบบ autocrine ไดมีการศึกษากอนหนาพบวาระดับYKL-40 ใน
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เซลลมะเร็งเตานมและมะเร็งลําไสจะเพิ่มข้ึนตามการพัฒนาการของเซลลมะเร็งผานกระบวนการ tumor angiogenesis ผาน

การจับกับตัวรับบนผิวเซลล syndecan-1 และ integrin αvβ3 และกระตุน intracellular signaling cascade ประกอบดวย 

focal adhesion kinase (FAK) และ MAP kinase/ Erk 1/2 (Shao et al., 2009)   

 

M213 M214 M055 M139 KKU100 U937 THP-1
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รูปที่ 3.4. การวิเคราะหการแสดงออกของ YKL-40 mRNA โดยวิธี RT PCR  

ทําการเปรียบเทียบระดับของ YKL-40 mRNA ที่วัดไดจากเซลลมะเร็งทอน้ําดี 5 สายพันธไดแก KKU100 M213 M214 M055 

และ M139 levels กับการแสดงออกของ ᵦ-actin mRNA ซึ่งจัดเปน house keeping mRNA และใช myeloid cell lines 

(U937 and THP-1) เปน positive control 

 

3.6. การศึกษาการแสดงออกของ YKL-40 ในเนื้อเยื่อมะเร็งทอน้ําดี 

จากการศึกษาแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเน้ือเย่ือมะเร็งทอน้ําดีดวยเทคนิค immunohistochemistry พบผลบวกโดย

การติดสีน้ําตาลในบริเวณ stromal cells ไดแก fibroblast infiltrating macrophages บริเวณภายในทอน้ําดี และเซลลตับ

ปกติ โดยเฉพาะใน infiltrating macrophage จะมีผลบวกสูง (รูปที่ 3.5. ตําแหนงลูกศรชี้) อยางไรก็ตามในบริเวณที่เปนมะเร็ง

มีผลบวกต่ําเม่ือเทียบกับเซลลตับปกติ ซึ่งเปนไปไดวาเซลลมะเร็งไมไดเปนตัวหลักในการสรางโปรตีน YKL-40 แตอาจมาจาก

เซลล macrophages ที่อยูภายในบริเวณรอบ ๆ เซลลมะเร็งแตเซลลที่เปนมะเร็งไมไดสรางโปรตีน YKL-40 โดยตรงซึ่งผลการ

ทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองหาระดับ YKL-40 mRNA โดยวิธี RT PCR  
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ตัวอยาง CCA parafilm section ที่ R104/20 

         (A)                                                             (B) 

              
ตัวอยาง CCA parafilm section ที่ Y140/6 

    (C)                                                                 (D) 

            
 

รูปที่  3.5. การยอมเน้ือเย่ือ CCA ดวยวิธี Immunoperoxidase staining 

ทําการยอมเนื้อเย่ืดดวย anti YKL-40 polyclonal antibodies (10X HP) ลูกศรชี้แสดง (A) แสดงตําแหนงเนื้อเยื่อที่ยอมติด 

YKL-40 ในเซลลมะเร็ง (B) ตําแหนงการยอมติด YKL-40 ที่ hyperplasia lesion ของ bile duct  (C) การยอมติด YKL-

40 ที่บริเวณ stromal cells และ infiltrating macrophages (D) การยอมติด YKL-40 ที่ fibroblast 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 17

 

 

 

บทที่ 4 

บทสรุป 
4.1. สรุปผลการทดลอง 
 

โปรตีนYKL-40 (chitinase-3-like-1 และ human cartilage glycoprotein-39) เปนไกลโคโปรตีนที่สําคัญที่มีรายงาน

เก่ียวกับการภาวะการอักเสบเรื้อรัง ในชวงเวลาที่ผานมามีรายงานหลายชิ้นแสดงใหเห็นวาระดับของโปรตีน YKL-40 ที่สูงข้ึนมี

ความสัมพันธกับสภาวะพยาธิสภาพของมะเร็งชนิดตาง ๆ แตยังไมมีรายงานความเก่ียวโยงระหวางโปรตีน YKL-40 กับมะเร็ง

ทอน้ําดี งานวิจัยนี้ผูวิจัยทําการศกึษาตรวจวัดหาระดับของโปรตีน YKL-40 ในซีรั่มของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 57 คนและ

เปรียบเทียบผลกับซีรั่มของผูมสีุขภาพดี 41 คน ผลการวิเคราะหพบวาซีรั่มของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของโปรตีน YKL-40 

สูงข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยมีคาเฉลี่ยอยูท่ี 169.5 ng.mL-1 ที่ เมื่อเทียบกับคาเฉลี่ยของซีรั่มกลุมปกติที่มีคา 46.9 

ng.mL-1  การวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับของโปรตีน YKL-40 กับลักษณะทางคลีนิคตาง ๆ เชน อายุ เพศ ระยะการ

ดําเนินไปของโรคพบวาความสัมพันธไมมีนัยสําคัญทางสถิติ แตโดยรวมระดับของโปรตีน YKL-40 มีคาสูงข้ึนเม่ืออายุของผูปวย

เพ่ิมขึ้น ระดับโปรตีนในเพศชายมีคาสูงกวาเพศหญิง และระยะของมะเร็งท่ีลุกลามไปที่ระยะที่ 4 ก็มีระดับของโปรตีน YKL-40 

สูงข้ึนดวย ขณะที่ผูปวยมะเร็งทอน้ําดีที่มีมหจุลชีวิทยา (Histology Type) แบบ non-papillary มีระดับของ YKL-40 สูงกวา

คนปกติอยางมีนัยสําคญั การวิเคราะหทางสถิติแบบ Univariate analysis แสดงความสัมพันธที่มีนัยสําคัญทางสถิติกับระหวาง

ระยะการรอดชีพกับลักษณะทางคลีนิค 1) ระยะการดำเนินไปของโรค 2) มหจุลชีววิทยาแบบ non-papillary และ 3) 

ระดับของโปรตนี YKL-40 สวนการวิเคราะหขอมูลแบบ Multivariate Analysis  กราฟความสัมพันธของระยะการรอดชีพ

โดยรวมหลังการผาตัด (overall servival) กับระดับ YKL-40 พบวาผูปวยมะเร็.ที่มีระดับ YKL-40 สูงมีระยะการรอดชีพที่สั้น

กวาผูปวยที่มีระดับ YKL-40 ต่ํา  

 

การวิเคราะหการแสดงออกที่ระดับอารเอ็นเอใน CCA cell lines 5 ชนิดพบวามีการแสดงออก YKL-40 mRNA ในระดับต่ํา 

ผลการทดลองนี้สอดคลองกับการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน YKL-40 ในเนื้อเย่ือมะเรง็ทอน้ําดีที่พบผลบวกโดยการติดสี

น้ําตาลในบริเวณ stromal cells ไดแก fibroblast infiltrating macrophages บริเวณภายในทอน้ําดีที่อยูรอบเซลลมะเร็ง 

แตในเซลลมะเรง็มีระดับโปรตีน YKL-401 ต่ํา ผลการทดลองที่ไดรับบงชี้วา YKL-40 อาจไมถูกสรางโดยตรงโดยเซลลมะเร็งทอ

น้ําดี แตถูกกระตุนใหมีสรางจากเนื้อเยื่ออ่ืนแลวอาจถูกสงมายังกระแสเลือดไปชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งผาน

กระบวนการอ่ืนเชน angiogenesis หรือ cell proliferation 
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2538-2541  ปริญญาดุษฎีบัณฑิต (ชีวเคมี) มหาวิทยาลัย Edinburgh ประเทศอังกฤษ 

2533-2536  ปริญญามหาบัณฑิต (ชีวเคมี) มหาวิทยาลัยมหิดล 

2530-2533  ปริญญาบัณฑิต (พันธุศาสตร) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ   

 ชีวเคมีของเอนไซมและโปรตีนที่เยื่อเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ 

7.3 รางวัลผลงานวิจัยระดับชาติ/นานาชาติ 

2014 “2014 Prof. MR. Jisnuson Svasti BMB Award” from The Science Society of Thailand under 

the Patronage of His Majesty the King 

2013 “2013 TRF-CHE-Scopus Researcher Award” from The Thailand Research Fund and Elsveir 

2009-2012 “Alexander von Humboldt Fellowship for Experienced Researchers” from The Alexander 

von Humboldt Foundation, Bonn, Germany.   

2010   “2010 SUT Outstanding Research Award” from Suranaree University of Technology. 

2006 Suranaree University of Technology Award for “Outstanding Academic Performance in 

Science” 

2005  “2005 For Women in Science Fellowship” from L’OREAL/UNESCO Thailand. 

2003  “Visiting Scientist Fellowship” from the German Academic Exchange Service  

(DAAD), Germany.    

1999-2000 “Wellcome Trust fellowship” for Postdoctoral Research Study at  

The Membrane Biology Group, The University of Edinburgh, United Kingdom. 
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1995-1999  “Royal Thai Government Ph.D. Scholarship” from the Royal Thai Government to carry out 

a Ph.D. study in United Kingdom.  
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2. Chaocharoen W, Suginta W, Ranok A, Limbut W, Numnuam A, Khunkaewla P, Kanatharana P, 
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mammalian chitinase-like protein and disease marker. Bioelectrochem. In Press. 

3. Sirimontree P, Suginta W*, Sritho N, Kanda Y, Shinya S, Ohnuma T, and Fukamzo T*. (2014) 

Mutation strategies for obtaining chitooligosaccharides with longer chains by transglycosylation 

reaction of a family GH18 chitinase. Biosci Biotech Biochem. In press. 

4. Aunkham A, Schulte A, Winterhalter M, Suginta W* (2014) BpsOmp38 porin involvement in 

cephalosporin and carbapenem resistance of the ultraresistant melioidosis bacterium 

Burkholderia pseudomallei. PLos One. 9:e95918. 

5. Ranok A, Khunkaewla P, Suginta W* (2013) Human cartilage chitinase 3-like protein 2: Cloning, 

expression, production of polyclonal and monoclonal antibodies for osteoarthritis detection 

and identification of potential binding partners. Monoclon Antib Immunodiagn Immunother 

(formerly Hybridoma). 32, 317-325. 

6. Suginta W, Smith MF* (2013) Single-molecule trapping dynamics of sugar-uptake channels in 

marine bacteria. Phys Rev Lett. 110, 238102. 

7. Suginta W, Khunkaewla P, Schulte A* (2013) Electrochemical biosensor applications of 
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10. Suginta W*, Sritho N. (2012) Multiple roles of Asp313 in the refined catalytic cycle of chitin 

degradation by Vibrio harveyi chitinase A. Biosci Biotech Biochem. 76, 2275-2281.  

11. Sritho N & Suginta W* (2012) Role of Tyr-435 of Vibrio harveyi chitinase A in chitin utilization. App 

Biochem Biotech. 166, 1192–1202.  
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13.  Suginta W*, Mahendran KR, Chumjan W, Hajjar E, Schulte A, Winterhalter M, Weingart H*. (2011) 

Molecular analysis of antimicrobial agent translocation through the membrane porin 

BpsOmp38 from an ultraresistant Burkholderia pseudomallei strain. BBA-Biomembr. 1808, 

1552-1559. 

14.  Suginta W*, Chuenark D, Masuhara M, Fukamizo T (2010) Novel β-N-acetylglucosaminidases from 

Vibrio harveyi 650: Cloning, expression, enzymatic properties, and subsite identification. BMC 

Biochem. 11:40. (Highly accessed)  

15.  Schulte A, Ruamchan S, Khunkaewla P, Suginta W* (2009) The outer membrane protein VhOmp 

from Vibrio harveyi: The pore-forming properties in black lipid membranes. J Membr Biol. 230, 

101-111.  

16.  Suginta W*, Pantoom S, Prinz H (2009) Substrate binding modes and anomer selectivity of 

chitinase A from Vibrio harveyi. J Chem Biol. 2, 191-202. 
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Vibrio harveyi chitinase A complexed with chitooligosaccharides: Implications for the catalytic 

mechanism. J Struct Biol. 162, 491-499. 

18.  Pantoom S, Songsiriritthigul C, Suginta W* (2008) The effects of the surface-exposed residues on 

the binding and hydrolytic activities of Vibrio carchariae chitinase A. BMC-Biochem. 9:2.  

19.  Suginta W*, Songsiriritthigul C, Kobdaj A, Opassiri R, Svasti J (2007) Mutations of Trp275 and Trp397 

altered the binding selectivity of Vibrio carchariae chitinase A. BBA-General Subjects. 1770, 

1151-1160. 

20.  Suginta W* (2007) Identification of chitin binding proteins and characterization of two chitinase 

isoforms from Vibrio alginolyticus 283. Enzyme Microb Tech. 41, 212-220. 

21.  Songsiriritthigul C, Yuvaniyama J, Robinson RC, Vongsuwan A, Prinz H, Suginta W* (2005) Expression, 

purification, crystallization and preliminary crystallographic analysis of chitinase A from Vibrio 

carchariae. Acta Cryst. Section F. 61, 895-898. 

22.  Suginta W*, Vongsuwan A, Songsiriritthigul C, Svasti J, Prinz H (2005) Enzymatic properties of wild-

type and active site mutants of chitinase A from Vibrio carchariae, as revealed by HPLC-MS. 

FEBS J. 272, 3376-3386.  

23.  Siritapetawee J, Prinz H, Krittanai C, Suginta W* (2004) Expression, refolding of Omp38 from 

Burkholderia pseudomallei and B. thailandensis, and its function as a diffusion porin. Biochem 
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