
รหัสโครงการ SUT6-606-58-12-04 

 

รายงานการวิจัย 
 
 
 

 
สารชี้วัดชีวภาพคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้้าดี  

Glycan Biomarkers in Serum of Cholangiocarcinoma Patients  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 
 
 
 
 
 
 

ผลงานวิจัยเป็นความรับผิดชอบของหัวหน้าโครงการวิจัยแต่เพียงผู้เดียว 
 



 
รหัสโครงการ SUT6-606-58-12-04 

 

รายงานการวิจัย 
 
 
 

 
สารชี้วัดชีวภาพคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้้าดี  

Glycan Biomarkers in Serum of Cholangiocarcinoma Patients  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คณะผู้วิจัย 
 

หัวหน้าโครงการ 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กระจ่าง ตลับนิล 

สาขาวิชาพยาธิวิทยา 
ส านักวิชาแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 
 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปีงบประมาณ พ.ศ. 2558 

ผลงานวิจัยเป็นความรับผิดชอบของหัวหน้าโครงการวิจัยแต่เพียงผู้เดียว 
 

พฤษภาคม 2560



 
กิตติกรรมประกาศ 

 
โครงการวิจัยเรื่องสารชี้วัดชีวภาพคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี สามารถส าเร็จตาม 

วัตถุประสงค์ที่ได้ตั้งไว้ ข้าพเจ้า ดร.กระจ่าง ตลับนิล หัวหน้าโครงการวิจัย ขอขอบคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.
ชุติมา ตลับนิล อาจารย์ประจ าสาขาวิชาเคมี ส านักวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี Miss 
Mayumi Ishihara ผู้เชี่ยวชาญด้านไกลโคโปรตีน และ Dr. Parastoo Azadi ผู้เชี่ยวชาญด้าน Mass 
Spectrometry จาก Complex Carbohydrate Research Center, The University of Georgia, USA ที่
ให้ค าปรึกษาท าให้งานวิจัยชิ้นนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ 

 ขอขอบพระคุณศูนย์วิจัยพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน้ าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
ที่กรุณาอนุเคราะห์ตัวอย่างซีรัมที่ใช้ในการศึกษา ส านักวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ที่
สนับสนุนและเอ้ือเฟ้ือสถานที่ในการท าวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปีงบประมาณ 2558  
 
 

              กระจ่าง ตลับนิล 
พฤษภาคม 2560



 

 

บทคัดย่อ 
 

 การเปลี่ยนแปลงของกระบวนการเติมสารคาร์โบไฮเดรตให้กับโปรตีนมีการรายงานในมะเร็งชนิดต่าง 
ๆ รวมถึงในมะเร็งท่อน ้าดี การศึกษาครั งนี เป็นการวิเคราะห์รูปแบบของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans 
ที่มีการแสดงออกในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีเปรียบเทียบกับซีรัมของประชากรปกติ โดยอาศัยเทคนิค 
mass spectrometry ผลการศึกษาพบว่า รูปแบบสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ประกอบด้วย 9 
โครงสร้าง โดยแบ่งเป็นโครงสร้างแบบ high-mannose types จ านวน 5 โครงสร้าง (M5N2, M6N2, M7N2, 
M8N2 และ M9N2) และโครงสร้างแบบ complex types จ านวน 4 โครงสร้าง (NeuAc1H2N2M3N2, 
NeuAc2H2N2M3N2, NeuAc2H2N3M3N2F และ NeuAc3H3N3M3N2F) พบว่า M7N2 มีการแสดงออก
มากที่สุดในกลุ่มของโครงสร้างแบบ high-mannose types (control 12.12±2.54% vs. tumor 
9.27±2.66%) และ NeuAc2H2N2M3N2 มีการแสดงออกมากที่สุดในกลุ่มของโครงสร้างแบบ complex 
types (control 61.17±2.55% vs. tumor 64.68±4.23%) เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างซีรัมของ
ผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี (n=8) กับซีรัมของประชากรปกติ (n=4) พบว่าการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด 
M6N2 (p=0.044) และ NeuAc3H3N3M3N2F (p=0.002) มีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ในทางตรงกันข้าม สารคาร์โบไฮเดรตชนิด M9N2 (p=0.030) มีการแสดงออกที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
การแสดงออกของโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตที่เปลี่ยนแปลงในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีบ่งบอกถึง
ความสัมพันธ์ของสารคาร์โบไฮเดรตกับการด าเนินโรค ซึ่งอาจน าไปประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยและติดตามการ
พยากรณ์โรคของมะเร็งท่อน้ าดีได้  
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

Abstract 
 

Alterations in protein glycosylation have been reported in various cancers, including 

cholangiocarcinoma (CCA). Using nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry (NSI-

MSn), we demonstrated the comparative structural glycomics of the N-linked glycans in 

serum from CCA patients compared with healthy controls. Five high-mannose types and 4 

complex types of N-linked glycans were detected. M7N2 was the most abundant structure 

among the high-mannose types (control 12.12±2.54% vs. tumor 9.27±2.66%), while 

NeuAc2H2N2M3N2 predominated the complex types (control 61.17±2.55% vs. tumor 

64.68±4.23%). Between the 4 control and 8 tumor cases, the respective 3 N-glycans with 

significantly different amounts was M6N2 (p=0.044), M9N2 (p=0.030) and NeuAc3H3N3M3N2F 

(p=0.002). These 3 glycan structures may, therefore, be associated with tumor progression 

and useful for diagnosis.  
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บทที่ 1  

บทน ำ 

1. ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวิจัย 

 มะเร็งท่อน ้ำดีเป็นมะเร็งที่เกิดจำกเซลล์เยื่อบุผนังของท่อทำงเดินน ้ำดีทั งภำยในและภำยนอกตับแต่ไม่

รวมถึงเยื่อบุของถุงน ้ำดีและ Papilla of Vater (1) จำกกำรศึกษำของ Parkin และหน่วยมะเร็งของโรง 

พยำบำลศรีนครินทร์ จังหวัดขอนแก่น พบว่ำโรคมะเร็งท่อน ้ำดีมีอุบัติกำรณ์สูงมำกที่สุดในโลกที่จังหวัด

ขอนแก่น ประเทศไทย โดยเกิดในผู้ชำยมำกกว่ำผู้หญิง คือ 88.1 ต่อ 100,000 ในชำย และ 36.7 ต่อ 

100,000 ในหญิง และเกิดในกลุ่มคนอำยุ 45-65 ปี (2, 3) จำกกำรศึกษำ ณ ปัจจุบันพบว่ำกำรเกิดมะเร็งท่อ

น ้ำดีมีควำมสัมพันธ์กับกำรติดเชื อพยำธิใบไม้ตับ (Opisthorchis viverrini) และกำรรับประทำนอำหำร

ประเภทหมักดอง เช่น ปลำร้ำ ปลำจ่อม และปลำเจ่ำ ซึ่งมีสำรประกอบ N-nitroso compound และ 

Nitrosamine โดยข้อมูล ดังกล่ำวได้รับกำรสนับสนุนโดยงำนวิจัยทั งในห้องปฏิบัติกำรและในสัตว์ทดลอง (4-

7)  

กำรวินิจฉัยโรคมะเร็งท่อน ้ำดีในระยะเริ่มต้นท้ำได้ยำก ผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่เข้ำรับกำรรักษำจะได้รับกำร

วินิจฉัยว่ำเป็นมะเร็งท่อน ้ำดีในระยะท้ำย กำรรักษำด้วยกำรผ่ำตัดและรังสีรักษำมักไม่ได้ผล ดังนั นจึงมีควำม

จ้ำเป็นเร่งด่วนในกำรหำสำรชี วัดชีวภำพ (Biomarkers) และวิธีกำรตรวจคัดกรองโรคในระยะแรก (Early 

detection) เพ่ือช่วยในกำรวินิจฉัยและกำรพยำกรณก์ำรรักษำของโรคมะเร็งท่อน ้ำดี  

ณ ปัจจุบันพบว่ำสำรคำร์โบไฮเดรตโดยเฉพำะสำรไกลโคโปรตีนมีควำมสัมพันธ์กับกำรเปลี่ยนแปลงของ

เซลล์มะเร็ง (8) กำรศึกษำในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีพบว่ำคำร์โบไฮเดรตแอนติเจน S121 มีควำมสัมพันธ์

กับกำรพยำกรณ์โรคและจ้ำเพำะกับมะเร็งท่อน ้ำดี  (9) กำรศึกษำในสัตว์ทดลองพบกำรแสดงออกของ

แอนติเจน S121 ในเซลล์ของเนื อเยื่อทำงเดินน ้ำดีในระยะแรกของกำรเป็นมะเร็งและมีกำรแสดงออกของ

แอนติเจนมำกขึ นเมื่อมีกำรเจริญของเนื อเยื่อมะเร็ง (10) กำรศึกษำในเนื อเยื่อของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีด้วย

เทคนิค Immunohistochemistry พบกำรแสดงออกที่เพ่ิมขึ นของสำรคำร์โบไฮเดรต GlcNAc (11) และ

เอนไซม์ O-GlcNAc transferase ที่ใช้ในกระบวนกำร O-linked glycosylation (12) กำรศึกษำในซีรัมของ

ผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีด้วยเทคนิค Sandwich ELISA พบคำร์โบไฮเดรต epitope CA-S27 มีควำมเกี่ยวข้องกับ

กำรด้ำเนินโรคและอำจน้ำมำใช้ในกำรวินิจฉัยและพยำกรณ์โรคได้ (13) มีกำรศึกษำโดยเทคนิค lectin micro-

array เพ่ือ ตรวจหำสำรไกลโคโปรตีนในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีซึ่งอำจน้ำมำใช้ในกำรวินิจฉัยโรคได้ (14) 

ล่ำสุดมีกำร ศึกษำโครงสร้ำงของสำรคำร์โบไฮเดรตในเซลล์เพำะเลี ยงมะเร็งท่อน ้ำดีพบว่ำ กำรแสดงออกของ
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สารคาร์โบไฮเดรตมีความแตกต่างกันในแต่ละจุลกายวิภาคศาสตร์ (Histological types) ของมะเร็งท่อน  าดี

และสัมพันธ์กับการด าเนินโรค (15) 
การศึกษารูปแบบของสารคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีอาจน าไปสู่การค้นพบสารชี วัด 

ชีวภาพในการวินิจฉัยระยะแรกของมะเร็งท่อน  าดีและอาจเป็นเป้าหมายตัวใหม่ในการรักษาโรคมะเร็งต่อไป 
 
2. วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือศึกษารูปแบบของสารคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี 
2. เพ่ือหารูปแบบของสารคาร์โบไฮเดรตที่มีความสัมพันธ์กับการด าเนินโรคของมะเร็งท่อน  าดี 

 
3. ขอบเขตของกำรวิจัย  

ขอบเขตในงานวิจัยนี ท าการศึกษาทางชีวเคมีในระดับโมเลกุลดังนี  
1. ศึกษาโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีทั งในเชิงคุณภาพและเชิง

ปริมาณโดยอาศัยเทคนิค Mass spectrometry และ HPLC  
2. ศึกษาความสัมพันธ์ของสารคาร์โบไฮเดรตที่พบในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีแต่ละประเภท

เปรียบเทียบกับประชากรปกติ 
 
4. ประโยชน์ที่ได้รับจำกกำรวิจัย  
  การแสดงออกของโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตที่เปลี่ยนแปลงในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีบ่ง

บอกถึงความสัมพันธ์ระหว่างสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans กับการด าเนินโรค สารคาร์โบไฮเดรต M6N2 
และ NeuAc3H3N3M3N2F ซึ่งมีการแสดงออกที่มีนัยส าคัญทางสถิติอาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นสารชี วัด

ชีวภาพ (biomarkers) เพ่ือใช้ในการวินิจฉัยและติดตามการพยากรณ์โรคมะเร็งท่อน  าดีได้  
การน าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการและผลงานการตีพิมพ์ 
1) การน าเสนอผลงานวิจัย: 
น าเสนอในรูปแบบวาจา (Oral presentation) ในการประชุมวิชาการ Frontier in Cancer 

Research II: “Glycomics and Proteomics in Biomedicine: Basic to Advance Application” จัดขึ น

วันที่ 18-19 พฤษภาคม 2559 ณ อาคารเวชวิชชาคาร คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น โดยน าเสนอ

ในหัวข้อเรื่อง“Increased expression of NeuAc3H3N3M3N2F tri-antennary N-glycans in 
cholangiocarcinoma serum”  
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2) ผลงานการตีพิมพ์:  

Talabnin K, Talabnin C, Ishihara M, Azadi P. Increased expression of the high-

mannose M6N2 and NeuAc3H3N3M3N2F tri-antennary N-glycans in cholangiocarcinoma. 

Oncol lett. 2018; 15: 1030-1036. (รายละเอียดในภาคผนวก) 

 
 
 
 



 

บทที ่2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 มะเร็งท่อน  าดีเป็นมะเร็งที่เกิดจากเซลล์เยื่อบุผนังของท่อทางเดินน  าดี ซึ่งรวมถึงท่อทางเดินน  าดี

ภายในและภายนอกตับแต่ไม่รวมถึงเยื่อบุของถุงน  าดีและ Papilla of Vater (1) มากกว่าร้อยละ 90 ของ

ผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีเป็นมะเร็งชนิด adenocarcinoma ซึ่งแบ่งตามลักษณะของเนื อเยื่อมะเร็งได้ 4 ชนิด 

ได้แก่ (1) adenocarcinoma (2) papillary adenocarcinoma (3) intestinal-type adenocarcinoma 
และ (4) mucinous adenocarcinoma (16) มะเร็งท่อน  าดีเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับที่ 2 ในกลุ่มของ

มะเร็งตับโดยคิดเป็นร้อยละ 30 ของกลุ่มมะเร็งตับจากทั่วโลกและมีอัตราการตายสูงเนื่องจากการตรวจ

วินิจฉัยพบในระยะท้ายของการเป็นโรคมะเร็ง (17, 18) อุบัติการณ์ของการเกิดโรคมะเร็งท่อน  าดีมีแนวโน้ม

เพ่ิมสูง ขึ นทั งในยุโรปและสหรัฐอเมริกา (19-21) โดยมีอุบัติการในสหรัฐอเมริกาโดยประมาณอยู่ที่ 2000-
3000 รายต่อปี (22) ในยุโรปอุบัติการณ์ของการเกิดมะเร็งตับมีแนวโน้มลดลงแต่พบว่าอุบัติการณ์ของมะเร็ง 

ท่อน  าดีมีแนวโน้มสูงขึ นร้อยละ 9 จากข้อมูลในปัจจุบันพื นที่ที่มีอุบัติการณ์ของมะเร็งท่อน  าดีสูงที่สุดในโลกคือ

พื นที่ลุ่มแม่น  าโขงตอนล่างของเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ซึ่งมีการระบาดของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis 
viverrini  
 สาเหตุของการเกิดมะเร็งท่อน  าดีมีความสัมพันธ์กับกระบวนการอักเสบเรื อรั งและการอุดตันของท่อ

ทางเดินน  าดีจากการเป็นโรค เช่น โรค Primary sclerosing cholangitis โรค hepatolithiasis การติดเชื อ

พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini หรือ Clonorchis sinensis (23, 24) ในเอเชียการติดเชื อพยาธิใบไม้ตับ O. 
viverrini เป็นปัจจัยเสี่ยงส าคัญของมะเร็งท่อน  าดีในประเทศไทย ลาว และมาเลเซีย ขณะที่การติดเชื อ C. 
sinensis พบในผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีในประเทศญี่ปุ่น เกาหลี และเวียดนาม (25, 26) ความสัมพันธ์ของการติด

เชื อพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini กับการเกิดมะเร็งท่อน  าดีมีการรายงานกันอย่างแพร่หลายทั งในเชิงระบาด

วิทยาและในสัตว์ทดลอง ในปี ค.ศ. 1994 พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ไดถู้กจัดให้เป็นสารก่อมะเร็งชนิด type 
I carcinogen โดย International Agency for Research in Cancer (IARC) ซึ่งจัดให้อยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ

เชื อ Helicobactor pylori เชื อแบคทีเรียก่อโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร (27)  
 การรักษามะเร็งท่อน  าดีประกอบด้วยการผ่าตัดตับ (liver resection) การปลูกถ่ายอวัยวะ 

(transplantation) และรังสีรักษา (Radio therapy) (28-30) ซึ่งโดยทั่วไปแล้วการพยากรณ์โรคของมะเร็ง 

ท่อน  าดีถือว่าไม่ดี โดยมีอัตราการรอดชีวิต 5 ปีหลังการรักษา (5-year survival rates) น้อยกว่าร้อยละ 20 
(31-34) การรักษาทีไ่ด้ผลดสีามารถพบได้ในผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีแบบ perihilar cholangiocarcinoma ด้วย

การรักษาแบบ neo-adjuvant therapy ร่วมกับการผ่าตัดมีอัตราการรอดชีวิต 5 ปีหลังการรักษาร้อยละ 65 

(35) การตรวจวินิจฉัยในระยะแรกของมะเร็งน าไปสู่การผ่าตัดที่ประสบความส าเร็จและเพ่ิมโอกาสการรอด

ชีวิตและคุณภาพชีวิตของผู้ป่วย (31, 36, 37) 
 ในประเทศไทยมีการประมาณจ านวนผู้เสียชีวิตจากมะเร็งท่อน  าดีเฉพาะในภาคอีสานมากกว่า 

20,000 คนต่อปี (38) โดยอัตราการตายมีความสัมพันธ์โดยตรงกับความยากของการตรวจวินิจฉัยในระยะ
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เริ่มต้น ของมะเร็งซึ่งการรักษาโดยการผ่าตัดมีโอกาสประสบความส าเร็จ ผู้ป่วยส่วนใหญ่ได้รับการวินิจฉัยว่า  

เป็นมะเร็งในระยะท้าย มะเร็งท่อน  าดีมักพบในผู้ป่วยอายุมากกว่า 40 ปี และพบในเพศชายมากกว่าเพศหญิง 

ท าให้นอกจากผู้ป่วยจะได้รับผลกระทบจากการเป็นมะเร็งท่อน  าดีแล้ว ครอบครัวของผู้ป่วยก็ได้รับผลกระทบ  

ทั งทางเศรษฐกิจและสังคม (39) 

กระบวนการเติมสารคาร์โบไฮเดรต (Glycosylation) เป็นกระบวนการที่เกิดขึ นหลังกระบวนการ 

สังเคราะห์โปรตีนโดยพบประมาณ 50% ของโปรตีนที ่พบในคน (40, 41) กระบวนการเติมสาร

คาร์โบไฮเดรตให้โปรตีนแบ่งได้เป็น 4 ชนิด ได้แก่ (1) N-linked glycosylation (2) O-linked 

glycosylation (3) C-glycosylation (42) และ (4) S-linked glycosylation (พบเฉพาะในแบคทีเรีย) (43, 

44)  

N-linked glycosylation พบบนกรดอะมิโนแอสพาราจีน (Asn) ในล าดับกรดอะมิโน Asn-X-

Ser/Thr โดย X คือ กรดอะมิโนใดๆ ยกเว้น โพรลีน (Proline) กระบวนการ N-linked glycosylation 

เกิดขึ นบริเวณ rough endoplasmic reticulum (RER) ที่มีการเติมโมเลกุลของน  าตาล Man5GlcNAc2 ให้

สารตั งต้น dolichol pyrophosphate ได้เป็นโครงสร้าง Glc3Man9GlcNAc2-PP-dol (45-47). N-Glycans 

สามารถแบ่งตามชนิดและการจัดเรียงตัวของน  าตาลบนโครงสร้างหลักได้เป็น 3 ชนิด คือ (1) high-mannose 

type (2) antennary complex type และ (3) hybrid type (47)  

O-linked glycosylation พบบนกรดอะมิโนเซอรีน (Ser) หรือ ทรีโอนีน (Thr) โดยการเติมน  าตาล 

กลูโคซามีน (N-acetylglucosamine) แมนโนส (mannose) ฟิวโคส (fucose) กลูโคส (glucose) กาแลคโต

ซามีน (N-acetylgalactosamine) หรือ xylose บนกรดอะมิโนเซอรีนหรือทรีโอนีน (Ser/Thr) (46, 47) 

โครงสร้างเริ่มต้นที่พบมากที่สุดคือการเติม N-acetylgalactosamine ด้วยพันธะ α-glycosidic linkages 

บน Ser/Thr เกิดขึ นขณะที่โปรตีนถูกขนส่งผ่าน Golgi apparatus ในกระบวนการขนส่งสารโปรตีน 

โครงสร้าง O-glycans จะถูกต่อด้วยน  าตาลกาแลคโตส (galactose) หรือ กาแลคโตซามีน (N-acetyl 

galactosamine) กรดเซียลิค (sialic acid) และ/หรือ น  าตาลฟิวโคส (fucose) mucin type O-

glycosylation อาจเป็นสารชี วัดชีวภาพของโรคมะเร็งที่ส าคัญเนื่องจากมีความเกี่ยวข้องของ O-linked 

glycosylation ในกระบวนการเกาะติดของเซลล์ (cell adhesion) การลุกลามของเซลล์ (invasion) และ

การตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (immune response) (48) C-glycosylation เกิดจากการเติมน  าตาลแมนโนส

ให้กรดอะมิโนทริฟโตแฟน (Trp) นอกจากนี โครงสร้างของน  าตาลทั งหลายอาจมีการเติมหมู่ซัลเฟต 

(Sulfation) หรือฟอสเฟส (Phosphorylation) เพ่ือการดัดแปลงโครงสร้างของโมเลกุล 

การวิเคราะห์สารคาร์โบไฮเดรตในไกลโคโปรตีนด้วยเทคนิค Mass spectrometry ท าได้โดยการ 

แยกสารคาร์โบไฮเดรตออกจากโปรตีนด้วยเอนไซม์ เช่น PNGaseF (ส าหรับ N-glycans) หรือใช้ปฏิกิริยาเคมี 

(ส าหรับ O-glycans) (49) จากนั นน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง mass spectrometer เพ่ือให้กระบวนการแตก

ตัวเป็นไอออนของสารคาร์โบไฮเดรตมีประสิทธิภาพมากขึ น สารคาร์โบไฮเดรตจะถูกเปลี่ยนแปลงด้วย 

กระบวนการต่างๆ ได้แก่ permethylation (50, 51) หรือ methylation (52, 53) หรือ derivatization 

(54, 55) ก่อนที่จะท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง mass spectrometer สารคาร์โบไอเดรตที่มีโครงสร้าง 
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แตกต่างกันก็จะให้ค่าสัดส่วน mass/charge (m/z) ที่แตกต่างกันสามารถใช้เป็นข้อมูลในการวิเคราะห์หา 

ชนิดและองค์ประกอบของน  าตาลในโมเลกุลของสารคาร์โบไฮเดรตที่ท าการศึกษาได้ 
การแสดงออกของกระบวนการเติมสารคาร์โบไฮเดรตที่เพ่ิมขึ นอาจเป็นผลมาจากจีนที่ผิดปกติ ภาวะ 

มะเร็งและการอักเสบ การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ นอาจส่งผลต่อโครงสร้างและการท าหน้าที่ของโปรตีน ต าแหน่ง

ของการเติมสารคาร์โบไฮเดรตบนโปรตีนและโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตสามารถถูกเปลี่ยนแปลงในระยะ

เริ่มต้นหรือในขณะของการด าเนินโรค ตัวอย่างเช่น การเปลี่ยนแปลงของกรดเซียลิกและน  าตาลแลกโตสใน

โรคมะเร็ง (56) มีการศึกษาตัวชี วัดชีวภาพทั งในส่วนของโครงสร้างและการแสดงออกของไกลโคโปรตีนหรือ

เฉพาะส่วนของคาร์โบไฮเดรตเพ่ือช่วยในการวินิจฉัยและการรักษาอย่างแพร่หลายทั งในพลาสมา (57, 58) 
ซีรัม (59, 60) เนื อเยื่อ (61, 62) และสารคัดหลั่ง (63, 64) มีการรายงานความสัมพันธ์ของ N-linked 
glycoproteins ในมะเร็งต่อมลูกหมาก (65, 66) มะเร็งเต้านม (67, 68) และมะเร็งรังไข่ (69, 70) มี

การศึกษา O-linked glycoproteins ในมะเร็งล าใส้ใหญ่ (71) และมะเร็งต่อมลูกหมาก (72) และมะเร็ง

กระเพาะอาหาร (73) มีการศึกษา N- และ O-linked glycans เพ่ือใช้เป็นตัวชี วัดชีวภาพของโรคมะเร็งอย่าง

แพร่หลาย (74-76)  
 

 



 

บทที ่3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1. สำรเคมี  

สารโซเดียมโบโรไฮไดด์ (NaBH4) และโซเดียมไฮดอกไซด์ (NaOH) ได้มาจากบริษัทซิกมา (Sigma-

Aldrich) สารไกลโคโปรตีนและสารเคมีอ่ืนๆ ได้มาจากแหล่งจ าหน่ายสารเคมีมาตรฐาน  

2. วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

ตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีและประชากรปกติ  
ตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีจ านวน 8 รายและซีรัมของประชากรปกติจ านวน 4 ราย ได้รับ 

ความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน  าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

ผ่านการพิจารณาของคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์เลขที่ HE521209  
 

การเตรียมโปรตีนจากตัวอย่างซีรัม 

เตรียมตามวิธีของ Talabnin et al. (77) โดยใช้ 20 PL ของตัวอย่างซีรัมในแต่ละรายถูกสกัดด้วย 

สารคลอโรฟอร์ม: เมทานอล: น  า ในอัตราส่วน 4:8:3 ที่อุณหภูมิห้อง นาน 2 ชม. จากนั นท าการปั่นสารสกัด 

เพ่ือตกตะกอนโปรตีนที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที (rpm) นาน 15 นาที ตะกอนโปรตีนที่ได้จะถูกท าให้แห้ง 

ด้วยก๊าซไนโตรเจนและเก็บไว้ในตู้ดูดความชื นที่ -20 ºC  
 

การเตรียมสารไกลโคเปปไทด์และสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans  
ตะกอนโปรตีนจากตัวอย่างซีรัมจ านวน 1 mg จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน (trypsin) และไคโม- 

ทริปซิน (chymotrypsin) ที่อุณหภูมิ 37 qC นาน 18 ชม. ในทริซบัฟเฟอร์ (0.1 M Tris-HCl, pH 8.2, 

containing 1 mM CaCl2) สารไกลโคเปปไทด์ที่ถูกย่อยจะถูกน าไปผ่าน Sep-Pak C18 cartridge column 

ตามวิธีของ Aoki et al. (78) จากนั นสารไกลโคเปปไทด์จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ PNGaseF จ านวน 2 Pl (7.5 

U/mL) ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (50 PL of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5) ที่ 37 qC 

นาน 18 ชม. สารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans จะถูกแยกจากเปปไทด์และเอนไซม์โดยการสกัดผ่าน Sep-

Pak C18 cartridge 
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การตรวจวิเคราะห์ด้วย Nanospray Ionization-Linear Ion Trap Mass Spectrometry 
การตรวจวิเคราะห์ด้วย NSI-MS

n
 ตามวิธีของ Aoki et al. (78) สารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans 

จากการเติมหมู่เมททิล (permethylation) ตามวิธีของ Anumula and Taylor (79) จะถูกละลายใน 1 mM 

NaOH ใน 50% เมทานอลและท าการฉีดสารตัวอย่างเข้าสู่เครื่อง linear ion trap mass spectrometer 

(LTQ; Thermo Scientific) โดยใช้ nanospray source โดยท าการตรวจวิเคราะห์ใน positive ion mode 

และตรวจ MS/MS spectra ที่ 28 % collision energy โดยใช้ total ion mapping (TIM) ซึ่งถูกควบคุม 

โดยโปรแกรม Xcalibur (software version 2.0) อนุพันธ์ของสารคาร์โบไฮเดรต (fragmentation) ที่ได้จาก 

MS/MS spectra จะถูกวิเคราะห์และเรียกชื่อตามวิธีของ Domon และ Costello (80). 

 

หลักการวิเคราะห์โครงสร้างสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans   
การวิเคราะห์โครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ท าได้โดยอ้างอิงหลักการดังนี  (1) 

วิเคราะห์จาก NSI-MS parent mass ion (2) วิเคราะห์จาก NSI-MS/MS fragmentation ion และ (3) 
วิเคราะห์เปรียบเทียบกับโครงสร้างคาร์โบไฮเดรตมาตรฐานและข้อจ ากัดของเอนไซม์ที่ใช้ในการสังเคราะห์สาร

คาร์โบไฮเดรตในมนุษย์ ปริมาณการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตแต่ละชนิดจะถูกรายงานในรูปของร้อยละ 

(% Total Profile) โดยเทียบจากค่า signal intensity ของสารคาร์โบไฮเดรตทั งหมดที่ตรวจพบ  

3. สถิติที่ใช้วิเครำะห์ข้อมูล  

ปริมาณการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตแต่ละชนิด (% Total profile) ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง 

ท่อน  าดีเปรียบเทียบกับซีรัมของประชากรปกตริายงานในรูปของค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (means 

± SD) วิเคราะห์ค่าความแตกต่างโดยใช้ independent t test วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออก 

ของสารคาร์โบไฮเดรตกับพยาธิวิทยาและอาการแสดงทางคลินิกโดยใช้ Χ2
 test การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ทั งหมดท าโดยโปรแกรม SPSS (IBM SPSS 19) ที่ระดับนัยส าคัญ p <0.05      

 



 

บทที่ 4 
ผลกำรวิจัย 

1. โครงสร้ำงสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  ำดีและซีรัมประชำกรปกติ  
รูปแบบสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีและซีรัมของประชากร 

ปกติแสดงดังรูปที่ 1 สารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ประกอบไปด้วย 9 โครงสร้าง โดยแบ่งย่อย 

โครงสร้างเป็นแบบ high-mannose types (M5-9N2) จ านวน 5 โครงสร้าง ได้แก่ M5N2, M6N2, M7N2, 

M8N2 และ M9N2 (Structure 1, 3, 5, 7 และ 8 ตามล าดับ) และโครงสร้างแบบ complex types จ านวน 

4 โครงสร้าง (NeuAc1-3Hex2-3HexNAc2-3 + M3N2F0-1) ได้แก่ NeuAc1H2N2M3N2, NeuAc2H2N2- 
M3N2, NeuAc2H2N3M3N2F และ NeuAc3H3N3M3N2F (Structure 2, 4, 6 และ 9 ตามล าดับ) โดย

โครงสร้างแบบ high-mannose types ที่ตรวจพบจะมีโครงสร้างตั งแต่ M5N2-M9N2 ส่วนโครงสร้างแบบ 

complex types พบโครงสร้างในรูปของ bi-antennary structures (NeuAc1H2N2M3N2 และ 

NeuAc2H2N2M3N2) และ tri-antennary structures (NeuAc2H2N3M3N2F และ NeuAc3H3N3- 
M3N2F) โดยมีน  าตาลกาแล็กโตส (Gal) และกรดเซียลิก (NeuAc) เป็นน  าตาลตัวสุดท้ายของโครงสร้าง ตาราง

ที่ 1 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อ น  าดี

และซีรัมของประชากรปกติ และรูปที่ 2 แสดงการวิเคราะห์อนุพันธ์โครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตแบบ 

high-mannose types และ complex types 

 
รูปที่ 1. รูปแบบสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีและซีรัมของประชากร 

ปกติโดย NSI-MS พบโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose types จ านวน 5 โครงสร้าง 

และโครงสร้างแบบ complex types จ านวน 4 โครงสร้าง โดยตรวจพบโครงสร้างที่ระดับประจุ 2+ และ 3+ 

รูปกราฟิกของโครงสร้างและโมเลกุลของน  าตาลแสดงตามระบบของ the Consortium for Functional 

Glycomics (http://glycomics.scripps.edu/CFGnomenclature.pdf).      

http://glycomics.scripps.edu/CFGnomenclature.pdf
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รูปที่ 2. การวิเคราะห์อนุพันธ์( MS2) โครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose types และ 

complex types จากซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี จากรูปแสดงอนุพันธ์ของ parent ion ที่ m/z = 9042+ 

ของโครงสร้างแบบ high-mannose type (A) และ parent ion ที่ m/z  = 12763+ ของโครงสร้างแบบ 

complex type (B) อนุพันธ์ของ parent ion ที่ m/z = 9042+ (Structure 3) fragments ใน MS2 ให้ m/z 

= 7652+ (loss of reducing end GlcNAc, ∆m/z = 1392+), และ m/z = 7952+ (loss of terminal man, 

∆m/z = 1092+). อนุพันธ์ของ parent ion ที่ m/z = 12763+ (Structure 9) fragments ใน MS2 ให้ m/z 

= 11053+ และ 10253+ (loss of terminal NeuAc (1st) และ NeuAc (2nd), ∆m/z = 1253+ตามล าดับ) 

และ m/z = 398 (terminal NeuAc with Na+ ) 
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ตำรำงที่ 1. กำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  ำดีและ 

ซีรัมของประชำกรปกติ  

Structures Group
$
 n Relative abundance (%) p values 

      Mean ± SD   

1 M5N2 N 4 2.45 ± 0.24 0.247 

 

T 8 2.19 ± 0.39 

 2 NeuAc1H2N2M3N2 N 4 14.21 ± 2.18 0.248 

 

T 8 12.58 ± 2.17 

 3 M6N2 N 4 3.13 ± 0.56 *0.044 

 

T 8 3.91 ± 0.55 

 4 NeuAc2H2N2M3N2 N 4 61.17 ± 2.55 0.162 

 

T 8 64.68 ± 4.23 

 5 M7N2 N 4 12.12 ± 2.54 0.106 

 

T 8 9.27 ± 2.66 

 6 NeuAc2H2N3M3N2F N 4 3.99 ± 0.50 0.554 

 

T 8 3.53 ± 1.45 

 7 M8N2 N 4 0.89 ± 0.36 0.168 

 

T 8 0.66 ± 0.20 

 8 M9N2 N 4 1.21 ± 0.25 *0.030 

 

T 8 0.84 ± 0.24 

 9 NeuAc3H3N3M3N2F N 4 0.80 ± 0.30 *0.002 

  T 8 2.36 ± 0.68   
$ 
N, Healthy sera; T, CCA sera 

* p < 0.05, considered significant difference 
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2. กำรเปลี่ยนแปลงกำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  ำดี 
และซีรัมของประชำกรปกติ  

ด้วยเทคนิค mass spectrometry สามารถวิเคราะห์โครงสร้างและศึกษาเปรียบเทียบการแสดง 

ออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีและซีรัมของประชากรปกติโดย 
พบว่าสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ที่มีโครงสร้างแบบ high-mannose type, M6N2 (structure 3, 
p=0.044) และโครงสร้างแบบ tri-antennary complex type, NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9, 
p=0.002) มีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีเปรียบเทียบ 
กับซีรัมของประชากรปกติ ในทางตรงกันข้ามโครงสร้างสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans แบบ high-
mannose type, M9N2 (structure 8, p=0.044) มีการแสดงออกท่ีลดลง (ตารางที่ 1.) 

 
3. ควำมสัมพันธ์ของกำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อ 
น  ำดีกับลักษณะทำงพยำธิวิทยำและอำกำรทำงคลินิก  

ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตทั ง 3 โครงสร้างที่มีความแตกต่างอย่างมี 

นัยส าคัญทางสถิติในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีเทียบกับประชากรปกติโดย univariate analysis พบว่า 

การแสดงออกที่เพ่ิมขึ นของ M6N2 (structure 3) และ NeuAc3H3N3M3N2F (Structure 9) มีความ 
สัมพันธ์กับอายุของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีที่มีอายุน้อยกว่า 60 ปี (p=0.028 และ p=0.005 ตามล าดับ) และ ไม่

พบความสัมพันธ์ที่มีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างการแสดงออกของ M9N2 (Structure 8) กับอายุ เพศ ชนิด

ของเนื อเยื่อมะเร็ง (histologic types) ระดับขั นของมะเร็ง (tumor stages) และการแพร่กระจาย (vascular 
or lymphatic invasion) (ตารางที ่2.)  
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ตำรำงที่ 2. ควำมสัมพันธ์ของกำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วย 
มะเร็งท่อน  ำดีกับลักษณะทำงพยำธิวิทยำและอำกำรทำงคลินิก (n = 8)  

Variables 

M6N2 

expression   

M9N2 

expression   

NeuAc3H3N3M3N2F 

expression 

  Low  High p-value Low  High p-value Low  High p-value   

Age (y) 

            <60 1 3 0.028* 1 3 0.157 0 4 0.005* 

   ≥60 4 0 

 

3 1 

 

4 0 

  Sex 

            Male 3 2 0.850 2 3 0.465 3 2 0.465 

   Female 2 1 

 

2 1 

 

1 2 

  Histologic type 

            Papillary  2 0 0.206 1 1 1.000 2 0 0.102 

   Nonpapillary  3 3 

 

3 3 

 

2 4 

  Stage 

             III 2 1 0.850 2 1 0.465 2 1 0.465 

    IV 3 2 

 

2 3 

 

2 3 

  Lymphatic 

Invasion 

            Present 3 1 0.465 2 2 1.000 2 2 1.000 

   Absent 2 2 

 

2 2 

 

2 2 

  Vascular Invasion 

            Present 2 0 0.206 2 0 0.102 2 0 0.102 

   Absent 3 3   2 4   2 4     

* p < 0.05, considered statistically significant  

 

 



 

บทที่ 5  
สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และข้อเสนอแนะ 

 การเพ่ิมปริมาณการแสดงออกของสารไกลโคโปรตีนมีการรายงานในกลุ่มของโรคติดต่อ กลุ่มของโรค 
เรื อรัง รวมถึงในกลุ่มของโรคมะเร็ง สารคาร์โบไฮเดรตหลายชนิดถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการเป็นสารชี วัด 
ชวีภาพ (biomarkers) ของโรค การวิจัยครั งนี เป็นการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรต 
ชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีกับซีรัมของประชากรปกติโดยอาศัยเทคนิค mass spectro- 
metry 
 จากผลการทดลองพบว่า ในจ านวนผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี 8 รายและประชากรปกติ 4 ราย สารคาร์โบ- 
ไฮเดรตชนิด N-glycan ที่มีการแสดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ได้แก่ M6N2 (structure 3, 
p=0.044), M9N2 (structure 8, p=0.030) และ NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9, p=0.002) โดย 

M6N2 และ NeuAc3H3N3M3N2F มีการแสดงออกเพ่ิมขึ นในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี ส่วน M9N2 มี

การแสดงออกลดลง การแสดงออกที่เพ่ิมขึ นของโครงสร้างสารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose type 
สอดคล้องกับที่มีรายงานในโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ มะเร็งเต้านม (breast cancer) (81, 82) และมะเร็ง 
ล าใส้ใหญ่ (colorectal cancer) (83) การเพ่ิมขึ นของ M6N2 แสดงถึงกลไกการเติมสารคาร์โบไฮเดรต 

(glycosylation) ที่ไม่สมบูรณ์ของ N-linked glycosylation และสัมพันธ์กับการด าเนินโรคของมะเร็งท่อ 
น  าดี 

การแสดงออกที่เพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส าคัญของ core fucosylated tri-antennary N-glycans; 
NeuAc3H3N3M3N2F (Structure 9) ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของสาร 
คาร์โบไฮเดรตที่พบได้ในโรคมะเร็งและมีรายงานในมะเร็งชนิดต่างๆ ได้แก่ มะเร็งเต้านม (breast cancer) 
(81) มะเร็งล าใส้ใหญ่ (colorectal cancer) (83) มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) (84) และ มะเร็ง

รังไข่ (ovarian cancer) (85) มีการรายงานความสัมพันธ์ของโครงสร้างแบบ core fucosylated กับการ

แพร่กระจาย (metastasis) ของมะเร็ง (86) และลักษณะโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตแบบ tri-
antennary N-glycans ยังมีความเกี่ยวข้องกับการแพร่กระจายของมะเร็งและถูกใช้เป็นสารชี วัดชีวภาพ 

(tumor biomarker) ในการติดตามโรคมะเร็ง (87) สารคาร์โบไฮเดรต NeuAc3H3N3M3N2F ที่พบการ 

แสดงออกมากขึ นในมะเร็งท่อน  าดี บ่งบอกถึงความสัมพันธ์และการมีบทบาทกับการด าเนินโรค 
สารคาร์โบไฮเดรต M9N2 ที่มีการแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แสดงถึงกระบวนการ glycosyla- 

tion ที่มีการตัดโครงสร้างแบบ high-mannose type ของ M9N2 และเพ่ิมการสร้างโครงสร้างแบบ   

complex และ hybrid type มากขึ นในมะเร็งท่อน  าดี การลดลงของสารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose 
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type N-glycans มีรายงานในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งรังไข่ (ovarian cancer) (88) และมะเร็งกระเพาะอาหาร 

(gastric cancer) (89) การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ นของ high-mannose type N-glycans; M6N2 และ M9N2 

ในมะเร็งท่อน  าดีแสดงถึงความซับซ้อนของกระบวนการ N-linked glycosylation ของสารคาร์โบไฮเดรต กับ

การด าเนินโรค  

จากข้อมูลโครงสร้างและปริมาณการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตในมะเร็งท่อน  าดีสามารถอ้างถึง 

การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการ N-linked glycosylation การเพ่ิมขึ นของโครงสร้าง 

แบบ tri-antennary structures แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มเอนไซม์ glycosyltransferases ที่ส าคัญ 

ได้แก่ GnT-III, GnT-IV และ GnT-V โดยเฉพาะ GnT-V ที่มีความสัมพันธ์กับกระบวนการแพร่กระจาย ของ

มะเร็ง (cancer metastasis) และ GnT-III ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการยับยั งการเจริญของมะเร็ง  (cancer 

suppression) (87) การพบโครงสร้างสารคาร์โบไฮเดรตที่มี terminal sialic acid (NeuAc) จ านวนมากใน

ซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี แสดงถึงการแสดงออกที่มากขึ นของกลุ่มเอนไซม์ sialyl-transferase ได้แก่ 

ST3Gal และ ST6Gal ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่มีบทบาทความส าคัญในการด าเนินโรค ของมะเร็ง (90) 

ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycan ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง 

ท่อน  าดีกับพยาธิวิทยาและอาการทางคลินิก โดยพบว่าการแสดงออกที่เพ่ิมขึ นของ M6N2 และ NeuAc3- 

H3N3M3N2F มีความสัมพันธ์กับอายุของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีที่มีอายุต่ ากว่า 60 ปี ความสัมพันธ์ของอายุ กับ

การเปลี่ยนแปลงของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycan มีการรายงานในคนเชื อสายยุโรป (Belgians และ 

Italians) (91) และคนเชื อสายจีน (Chinese) (92) โรคมะเร็งท่อน  าดีเป็นโรคที่พบได้น้อยมากในกลุ่มคน ที่

อายุน้อยกว่า 40 ปี การเปลี่ยนแปลงของ N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีอาจมีผลมาจากทั ง การ

เป็นมะเร็งและอายุของผู้ป่วย 

กล่าวโดยสรุป การเปลี่ยนแปลงของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง ท่อ

น  าดีแสดงถึงการมีบทบาทของสารคาร์โบไฮเดรตในการเจริญและพัฒนาของมะเร็ง สารคาร์โบไฮเดรต M6N2 

และ NeuAc3H3N3M3N2F ที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส าคัญในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี อาจ

น าไปสู่การพัฒนาเป็นสารชี วัดชีวภาพ (biomarkers) ของมะเร็งท่อน  าดีได ้
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Abstract. Changes in protein glycosylation have been reported 
in various types of cancer, including cholangiocarcinoma 
(CCA). Nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry 
(NSI-MSn) was used in the present study to determine the 
comparative structural glycomics of the N-linked glycans 
in the serum of patients with CCA compared with healthy 
controls. A total of 5 high-mannose and 4 complex N-linked 
glycans were detected. Mannose7-N-acetyl-glucosamine2 
was the most abundant structure among the high-mannose 
types (control 12.12±2.54 vs. CCA 9.27±2.66%), whereas 
NeuAc2H2N2M3N2 predominated the complex types (control 
61.17±2.55 vs. CCA 64.68±4.23%). The expression of 3 different 
N‑glycans differed significantly between the CCA cases and 
controls. These included mannose6-N-acetyl-glucosamine2 
(P=0.044), mannose9-N-acetyl-glucosamine2 (Ρ=0.030) 
and NeuAc3H3N3M3N2F (Ρ=0.002). These three glycan 
structures may therefore be associated with tumor progression 
in CCA and may be useful for its diagnosis.

Introduction

Cholangiocarcinoma (CCA), a cancer of the bile duct, is a 
major health problem in Northeastern Thailand and Southeast 
Asia. It is associated with infestation by the liver fluke 
Opisthorchis viverrini (1). The incidence of CCA is high in 
East and Southeast Asia and its incidence is also increasing in 
England, the USA and Australia (2,3). Diagnoses of CCA are 
usually made when the disease is advanced or disseminated, 

meaning that the prognosis of patients is poor; therefore, novel 
target biomarkers are required to enable early diagnosis of 
CCA, as well as increase the therapeutic efficacy of treatments 
for CCA.

Protein glycosylation is the most common post-transla-
tional modification that occurs in human proteins (4,5). It 
is important in cell and tissue development, host-pathogen 
interactions, inflammation and malignancy (6). Alterations in 
protein glycosylation have been reported in various diseases, 
including different types of cancer (7). Identifying altered 
cancer-associated glycoproteins may facilitate the development 
of potential biomarkers of cancer or novel targets for treatment.

A number of in vitro and in vivo molecular studies 
investigating glycoproteins in CCA have been performed. It 
has been demonstrated that the expression of sialyl-LewisA 
in the tissues of patients with CCA is associated with poor 
prognosis (8). Furthermore, a study using monoclonal anti-
bodies against serum glycoprotein mucin 5AC revealed that 
levels of serum glycan epitope (S121) are associated with 
patient prognosis and is specific to CCA (9). This asso-
ciation was investigated further in an animal model. It was 
demonstrated that the glycan epitope (S121) was expressed in 
the cytoplasm and apical surface of biliary cells during the 
early stages of tumor development, and that this expression 
increased further with tumor progression (10). Immunohisto-
chemical studies have revealed that N-acetylglucosamine 
(GlcNAc) (11) and O-GlcNAc transferase are overexpressed 
in CCA (12). Furthermore, the results of ELISA performed 
on the serum of patients with CCA revealed that the 
association between glycan epitope CA-S27 and patient 
prognosis is specific to CCA and may have immunodiagnostic 
value (13).

It has been demonstrated that the lectin microarray-based 
sero-biomarker is able to detect O-linked glycosylation in 
CCA (14). Furthermore, using different CCA cell lines, it has 
been revealed that different histological types of CCA exhibit 
differential expression levels of O-glycans (15). In-depth 
characterization of the glycans expressed in the serum of 
patients with CCA may facilitate the identification of potential 
CCA biomarkers.
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The present study assessed the structural glycomics of 
N-glycans in the serum of patients with CCA compared 
with healthy controls. Three candidate glycan markers were 
proposed and it was hypothesized that these specific glycans 
may aid in the development of diagnostic and/or therapeutic 
markers of CCA.

Patients and methods

Reagents. Sodium borohydride and sodium hydroxide were 
purchased from Sigma-Aldrich; Merck KGaA (Darmstadt, 
Germany). Fetuin glycoprotein standard was obtained from 
Sigma-Aldrich; Merck KGaA. D-galactose, D-mannose and 
N-acetyl-D-glucosamine were obtained from EMD Millipore 
(Billerica, MA, USA).

Patients with CCA and healthy controls. A total of 8 serum 
samples from patients with CCA (mean age, 60.25±9.59; 
3 females and 5 males) and 4 samples from healthy controls 
(mean age, 41.75±16.88; 3 females and 1 male) were obtained 
from participants recruited between January 2014 and May 2014 
in the Liver Fluke and Cholangiocarcinoma Research Center, 
Faculty of Medicine, Khon Kaen University (Khon Kaen, 
Thailand). Patients were enrolled in the study if they had been 
diagnosed with intrahepatic CCA and had no apparent chronic 
inflammatory diseases, including diabetes mellitus or rheuma-
toid arthritis. The Ethics Committee of Khon Kaen University 
reviewed and approved the study protocol (registration number 
HE521209) and patients provided informed consent for the 
use of their material in the present study. Through peripheral 
venipuncture, a single blood sample was drawn into a 10 ml 
BD Vacutainer sterile vacuum tube (BD Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ, USA) in the absence of anticoagulant. Blood was 
immediately centrifuged at 1,000 x g for 10 min at room 
temperature. The serum supernatant was collected and centri-
fuged at 2,500 x g for 10 min at room temperature. Following 
liquidation, serum was maintained at ‑80˚C until use.

Preparation of protein powder from the serum of patients 
with CCA and healthy controls. Preparation of protein powder 
from the serum of patients with CCA and healthy controls 
was performed following a previously described protocol (16). 
Briefly, 50 µl serum obtained from patients with CCA and 
healthy controls were dissolved on ice in cold 50% methanol. 
The serum mixture was then extracted in a 4:8:3 ratio of chloro-
form to methanol to water for 2 h at room temperature. Extracts 
were centrifuged at 2,500 x g for 15 min at room temperature. 
The resulting pellets were then dried under nitrogen and stored 
at ‑20˚C until further use.

Preparation of glycopeptides and release of N-glycans. 
The preparation of glycopeptides and release of N-glycans 
was performed as previously described (16). Briefly, 1 mg 
protein powder from the serum of patients with CCA and 
healthy controls was digested with trypsin and chymotrypsin 
for 18 h at 37˚C in 0.1 M Tris‑HCl (pH 8.2) containing 
1 mM CaCl2. Digestion products were enriched and freed 
of contaminants using a 1 ml Sep-Pak C18 cartridge column 
(Waters Corporation, Milford, MA, USA), as described by 
Aoki et al (17). Glycopeptides were then digested with 2 µl 

peptide N-glycosidase F (7.5 U/ml, New England BioLabs, 
Inc., Ipswich, MA, USA) in 50 µl 20 mM sodium phosphate 
buffer (pH 7.5) for 18 h at 37˚C. Released glycans were sepa-
rated from peptides and enzymes by passing through a 1 ml 
Sep-Pak C18 cartridge high-performance liquid chromatog-
raphy column.

Permethylation of glycans. Released glycan mixtures were 
permethylated as described by Anumula and Taylor (18). Briefly, 
released glycan mixtures were permethylated under water-free 
conditions using 500 µl DMSO, 10 µg NaOH and 200 µl 
methyliodide (all Sigma-Aldrich; Merck KGaA) for 30 min at 
room temperature. Permethylated glycans were then extracted 
with dichloromethane and dried under a stream of nitrogen.

Nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry 
(NSI-MSn). NSI-MSn was performed as described by 
Aoki et al (17). Briefly, permethylated glycans were dissolved 
in 1 mM NaOH in 50% methanol and infused directly into a 
linear ion trap mass spectrometer (LTQ Orbitrap Discovery; 
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) using a 
Thermo Fisher Scientific™ nanospray ion source (Thermo 
Fisher Scientific, Inc.). MS analysis was performed in a 
positive ion mode and MS/MS spectra (at 28% collision 
energy) were obtained using the total ion mapping function 
of the Xcalibur software (version 2; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.). The fragmentation derived from the MS/MS spectra was 
identified using the nomenclature described by Domon and 
Costello (19).

Glycomic analysis of N-glycans in the serum of patients 
with CCA and healthy controls. The expression of glycans 
from the serum of patients with CCA and healthy controls 
were qualitatively and quantitatively compared. The glycans 
from these sera were enzymatically released, purified and 
analyzed in their permethylated forms using positive ion 
NSI‑MS/MS. Identification of the glycan structures was based 
on the i) NSI-MS parent mass ion; ii) NSI-MS/MS fragmen-
tation ion; and iii) similarity to known glycan structures 
and known biosynthetic limitations. The prevalence of each 
individual glycan (percentage total profile) in each profile was 
quantified by comparing its signal intensity to the sum of the 
signal intensities for all identified glycans.

Statistical analysis. The respective prevalence of glycans 
(percentage total profile) in the sera of patients with 
CCA vs. healthy controls was reported as the mean ± standard 
deviation. The difference in the expression between groups 
was analyzed using the independent t-test. Cross-tabulations 
were analyzed using the χ2 test to determine the association 
between N-glycan expression and the clinicopathological 
features of CCA. All analyses were performed using SPSS 
statistical software (version 19.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, 
USA) and P<0.05 was considered to indicate a statistically 
significant difference.

Results

Structural characterization of N-glycans in the serum from 
patients with CCA and healthy controls. The N-glycan 
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Table I. Characteristics and prevalence of N-linked glycans in the serum of patients with CCA compared with healthy controls.

Structure Group Number Relative abundance, % P-value

M5N2 N 4 2.45±0.24 0.247
 T 8 2.19±0.39 
NeuAc1H2N2M3N2 N 4 14.21±2.18 0.248
 T 8 12.58±2.17 
M6N2 N 4 3.13±0.56 0.044a

 T 8 3.91±0.55 
NeuAc2H2N2M3N2 N 4 61.17±2.55 0.162
 T 8 64.68±4.23 
M7N2 N 4 12.12±2.54 0.106
 T 8 9.27±2.66 
NeuAc2H2N3M3N2F N 4 3.99±0.50 0.554
 T 8 3.53±1.45 
M8N2 N 4 0.89±0.36 0.168
 T 8 0.66±0.20 
M9N2 N 4 1.21±0.25 0.030a

 T 8 0.84±0.24 
NeuAc3H3N3M3N2F N 4 0.80±0.30 0.002a

 T 8 2.36±0.68 

The prevalence of each indicated glycan is expressed as a percentage of the total pool of detected glycans (% total profile, mean ± standard 
deviation). aP<0.05 vs. N. N, healthy sera; T, CCA sera; CCA, cholangiocarcinoma.

Figure 1. MS spectra of permethylated N-linked glycans in the serum of patients with CCA compared with healthy controls, as detected using NSI-MS. 
Glycans released from the serum of patients with CCA and healthy controls were permethylated and analyzed. MS spectra present the predominance of the 
complex type and high‑mannose type oligosaccharides in (A) healthy sera vs. (B) CCA sera. The glycan profiles (A vs. B) demonstrate similar glycan patterns, 
but they differ in their relative quantities. Glycans were detected as doubly [2+] and triply charged species [3+]. The graphical representation of monosac-
charide residues are defined in the figure and are consistent with the suggested nomenclature of the Consortium for Functional Glycomics (http://glycomics.
scripps.edu/CFGnomenclature.pdf). MS, mass spectrometry; CCA, cholangiocarcinoma; NSI-MS, nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry; 
m/z, mass/charge ratio; Glc, N-acetylglucosamine.
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profiles in the serum of patients with CCA and healthy 
controls are presented in Fig. 1. N-glycans were assigned 
as high-mannose (M5-9N2; Structures 1, 3, 5, 7 and 8) or 
complex types (NeuAc1-3Hex2-3HexNAc2-3 + M3N2F0-1; 
Structures 2, 4, 6 and 9). High-mannose N-glycans were 
detected from M5N2-M9N2. Complex N-glycans were 
detected as bi-and tri-antennary structures with the terminal 
galactose and sialic acid (N-acetylneuraminic acid; NeuAc). 
A summary of N-glycan structures in the sera of patients 
with CCA and healthy controls, and their relative abundance 
is presented in Table I. The representative fragmentation 
of the high-mannose type and complex type N-glycans are 
presented in Fig. 2.

Altered expression of N-glycan structures in serum from 
patients with CCA compared with healthy controls. N-glycans 
in the serum of patients with CCA and healthy controls 
were qualitatively and quantitatively assessed using positive 
ion NSI-MS/MS (Table I). The detected N-glycans were 
high-mannose-and complex types (bi-and tri-antennary struc-
tures) with the terminal galactose and sialic acid (NeuAc). The 
expression of the high-mannose type N-glycan, M6N2 (struc-
ture 3) and the complex tri-antennary N-glycan containing a 
core fucose and terminal tri-sialic acid, NeuAc3H3N3M3N2F 
(structure 9), were significantly increased in the serum of 
patients with CCA compared with healthy controls (P=0.044 
and P=0.002, respectively). By contrast, the expression of the 

Figure 2. Representative MS/MS spectra of permethylated N-linked glycans from the sera of patients with cholangiocarcinoma. Fragmentation of 
(A) parent ion at m/z=9042+ of high-mannose type structure and (B) parent ion at m/z=12763+ of complex type structure are depicted. The parent ion at 
m/z=9042+ (structure 3) fragments in MS2 to give m/z=7652+ (loss of reducing end GlcNAc; ∆m/z=1392+) and m/z=7952+ (loss of terminal man; ∆m/z=1092+). 
The parent ion at m/z=12763+ (structure 9) fragments in MS2 to give m/z=11053+ and 10253+ [loss of terminal NeuAc (first) and NeuAc (second) respec-
tively; ∆m/z=1253+] and m/z=398 (terminal NeuAc with Na+). MS, mass spectrometry; m/z, mass/charge ratio; GlcNAc, N-acetylglucosamine; NeuAc, 
N-acetylneuraminic acid.
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high-mannose N‑glycan M9N2 (structure 8) was significantly 
decreased in patients with CCA compared with healthy 
controls (P=0.030).

Serum N-glycan expression and clinicopathological features 
of CCA. The association between the expression of the three 
differentially expressed N-glycans in the serum of patients 
with CCA and clinicopathological features of CCA were quan-
titatively analyzed. High expression of M6N2 (structure 3) and 
NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9) were associated with an age 
<60 years (P=0.028 and P=0.005, respectively). However, there 
were no significant associations between M9N2 (Structure 8) 
expression and patient age, sex, histological type, tumor stage, 
vascular or lymphatic invasion (Table II).

Discussion

Aberrant protein glycosylation has been reported in various 
diseases, including cancer, and certain glycan structures are 
well-known tumor markers. The present study demonstrated 
the comparative structural glycomics of the N-glycans in the 
serum from patients with CCA compared with healthy controls 
using MS.

The expression of 3 N-glycans, including M6N2 
(structure 3; P=0.044), M9N2 (structure 8, P=0.030) and 
NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9; P=0.002), differed 
significantly between the 4 controls and 8 patients with CCA. 
The expression of M6N2 and NeuAc3H3N3M3N2F were 

significantly increased in the serum of patients with CCA, 
whereas M9N2 expression was significantly decreased. The 
increased expression of high-mannose N-glycans in patients 
with CCA is consistent with the results of previous studies 
investigating N-glycan expression in different types of 
cancer, including breast (20,21) and colorectal cancer (22). 
The increased expression of M6N2 high-mannose structures 
indicates an incomplete maturation of the N-glycans in the 
glycosylation process and an association with CCA tumor 
progression.

The significant increase of core fucosylated tri‑antennary 
N-glycans (NeuAc3H3N3M3N2F; structure 9) in the serum 
of patients with CCA may be an example of the alteration to 
the glycomic profile observed in different types of cancer, 
including breast cancer (20), colorectal cancer (22), hepatocel-
lular carcinoma (23) and ovarian cancer (24). Furthermore, 
core fucosylation has been identified as an important feature 
in tumor progression and is associated with increased cancer 
metastasis (25). Tri-antennary N-glycans and core fucose 
structures have been associated with cancer metastasis and 
serve as a useful tumor biomarker (26); This suggests that 
these N-glycans may be associated with tumor progression in 
patients with CCA.

M9N2 was significantly decreased in CCA, indicating an 
increase in the glycosylation process that decreases M9N2 
expression to produce complex and hybrid oligosaccharides 
in CCA. Decreased levels of high-mannose type of N-glycans 
have been detected in ovarian (27) and gastric cancer (28). 

Table II. Association between N-linked glycan expression and the clinicopathological features of patients with CCA. 

   NeuAc3H3N3M3N2F
 M6N2 expression M9N2 expression expression
 ------------------------------------------------------ ------------------------------------------------------ -----------------------------------------------------
Variable Low High P-value Low High P-value Low High P-value

Age, years
  <60 1 3 0.028a 1 3 0.157 0 4 0.005a

  ≥60 4 0  3 1  4 0  
Sex
  Male 3 2 0.850 2 3 0.465 3 2 0.465
  Female 2 1  2 1  1 2  
Histological type          
  Papillary  2 0 0.206 1 1 1.000 2 0 0.102
  Non-papillary  3 3  3 3  2 4  
Stage          
   III 2 1 0.850 2 1 0.465 2 1 0.465
   IV 3 2  2 3  2 3  
Lymphatic Invasion          
  Present 3 1 0.465 2 2 1.000 2 2 1.000
  Absent 2 2  2 2  2 2  
Vascular Invasion          
  Present 2 0 0.206 2 0 0.102 2 0 0.102
  Absent 3 3  2 4  2 4

n=8; aP<0.05 vs. low expression. CCA, cholangiocarcinoma.
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Furthermore, the alteration of high-mannose glycans, 
M6N2 and M9N2, may be due to a more complex process 
that occurs during biosynthetic machinery, involving CCA 
glycosylation.

Based on the glycan structural analysis, the changes 
in glycan expression that occur during CCA may reflect 
specific changes that occur in glycosyltransferase expression. 
The increase of tri-antennary structures may be attributed 
to the altered expression of glycosyltransferases, including 
N-acetylglucosaminyltransferase (GnT)-III, -IV and-V. GnT-V 
is markedly associated with cancer metastasis, whereas GnT-III 
is associated with cancer suppression (26). The abundance 
of terminal sialic acid (NeuAc) in CCA may be attributed 
to the dominant activity of sialyltransferases, including ST3 
β-galactoside α-2,3-sialyltransferase 3 and ST6 β-galactoside 
α-2,6-sialyltransferase, that represent the majority of glycos-
yltransferases in CCA and may serve a pivotal role in cancer 
progression (29).

The present study identified an association between 
N-glycan expression and age in patients with CCA. The 
increased expression of M6N2 and NeuAc3H3N3M3N2F 
is associated with an age of <60 years old in patients with 
CCA. Age-related changes in the expression of human serum 
N-glycans have been reported in European (30) and Chinese 
patients (31). CCA is rarely diagnosed in patients <40 years 
old; changes in the expression of N-glycans in the serum of 
patients with CCA may occur due to tumorigenicity and aging.

In conclusion, the altered expression of N-glycans in 
the serum of patients with CCA indicate that they serve an 
important role in tumor growth and progression. M6N2 and 
NeuAc3H3N3M3N2F, which exhibit significantly increased 
expression in the serum of patients with CCA, may therefore 
be potentially promising biomarkers for CCA.
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