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ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาป้องกันการตาย


ของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดี


โดยกระตุ้นขบวนการส่งสัญญาณ MAPK และ AKT


TNF-alpha Confers Apoptosis Resistance to Cholangiocarcinoma 

Cells by Activating MAPK and AKT Signaling


บทคัดย่อ


	 วัตถุประสงค์ในการวิจัยในครั้งนี้ คือต้องการเข้าใจถึงสาเหตุที่ทำให้มะเร็งท่อน้ำดีเป็นมะเร็งที่มี

ความก้าวร้าวและต่อต้านการรักษาตามแบบแผนในปัจจุบัน ผู้วิจัยจึงทำการทดสอบที่จำเพาะลงไปถึง
 

การต่อต้านทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟา (TNF-alpha) ในการฆ่าเซลล์มะเร็งท่อน้ำดี ซึ่งต่างจาก

เซลลม์ะเรง็ชนดิอืน่ ๆ การวจิยัในครัง้นี ้จงึไดท้ดสอบกลไกการตอ่ตา้นการฆา่ดว้ยทเูมอรเ์นคครอซสิแฟคเตอร
์ 

แอลฟาโดยใช้เซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 ซึ่งได้จากผู้ป่วยคนไทยมาเป็นต้นแบบ การทดสอบ
 

ด้วยวิธีเอ็มทีที พบว่า การใส่ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาที่มีความเข้มข้นถึง 80 นาโนกรัมต่อ
 

มิลลิลิตร ไม่ส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดี อย่างไรก็ตาม การเพิ่มความเข้มข้นของ
 

ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟามีผลต่อการเพิ่มระดับของ pMAPK1/2 และ pAKT ซึ่งชี้ให้เห็นว่า 

ขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ/หรือ AKT อาจเกี่ยวข้องกับการต่อต้านการฆ่าเซลล์มะเร็งด้วย
 

ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟา ดั้งนั้น จึงได้ทดสอบโดยยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK หรือ 

AKT โดยใช้ U0126 หรือ LY294002 ซึ่งเป็นตัวยับยั้ง MEK1/2 และ AKT ตามลำดับ และประเมินผล
 

การยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณนี้ในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 ร่วมกับภาวะที่มีทูเมอร์เนคครอซิส
 

แฟคเตอร์แอลฟา ผลการทดสอบพบว่า ภาวะร่วมกันนี้ มีผลต่อการลดลงของการอยู่รอดของเซลล์อย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับภาวะที่มีทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟาหรือตัวยับยั้งเพียงอย่างเดียว 

นอกจากนี้ ผลการทดสอบในภาวะนี้ยังสอดคล้องกับการเกิดอะพอพโทซิสที่เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ 
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เมื่อทดสอบด้วยการย้อมสี DAPI สรุปโดยภาพรวม ทูเมอร์เนคครอซิสแฟคเตอร์แอลฟากระตุ้นขบวนการ
 

ส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT เป็นคุณลักษณะสำคัญในการต่อต้านการฆ่าเซลล์มะเร็งท่อน้ำดี ซึ่งเป็น

สาเหตุของความก้าวร้าวในมะเร็งท่อน้ำดี


คำสำคัญ : ทูเมอร์เนคโครซิสแฟคเตอร์ MAPK AKT


Abstract


	 The objective of this study was to understand what made cholangiocarcinoma an 

aggressive cancer and why it is resistant to conventional therapy. Specifically, we aim to 

determine why, unlike many cancer cell types, cholangiocarcinoma cells are tolerant to 

killing induced by TNF-alpha. Here, the underlying mechanism of this tolerance was 

investigated using KKU-100, a cholangiocarcinoma cell line derived from a Thai patient as 

a model. Treatment with TNF-alpha up to 80 ng/ mL had no significant effect on KKU-100 

cell viability as determined by MTT assay. However, increasing concentrations of TNF-

alpha enhanced pMAPK1/2 and pAKT levels, suggest that activation of MAPK and/or AKT 

signaling pathways might be responsible for tolerance to TNF-alpha-induced cell death. 

This idea was tested by blocking the MAPK or AKT signaling pathways with U0126 or 

LY294002, a MEK1/2 or an AKT inhibitor, respectively, and assessing the effects of this 

blocking in the TNF-alpha-treated KKU-100 cells. The results showed that the 

combination therapy significantly reduced cell viability in KKU-100 cells compared to 

monotherapy with TNF-alpha or the inhibitor alone. In addition, significantly more 

apoptotic nuclei were induced as shown by nuclear staining with DAPI. Together, results 

of this study show that MAPK and AKT signaling pathways were activated by TNF-alpha 

and this may be an important attribute to TNF-alpha tolerance which underlies the 

aggressiveness in cholangiocarcinoma cells.


Keywords : TNF-alpha, MAPK, AKT
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บทนำ


	 มะเร็งท่อน้ำดี มีปัจจัยเสี่ยงมาจากการอักเสบเรื้อรัง เช่น การติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ (Opisthorchis 

viverrini (OV)) ซึ่งระบาดมากในประเทศไทยและประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้(1) วิธีในการรักษาที่ดี

ที่สุดคือ การผ่าตัด แต่ผู้ป่วยประมาณ ร้อยละ 70-90 จะมีพยาธิสภาพที่ทำให้ไม่สามารถผ่าตัดได้ และในผู้ที่

สามารถผ่าตัดได้ มีอัตราสูงในการกลับมาเป็นซ้ำอีก และอัตราการรอดชีวิต 5 ปี อยู่ที่ ร้อยละ 0-40(2,3) 

ประเทศไทยพบอัตราการเป็นมะเร็งท่อน้ำดีพบมากเป็นอันดับหนึ่งของโลก โดยพบมากทางภาคตะวันออก

เฉียงเหนือ(1) การรักษามะเร็งท่อน้ำดีในผู้ป่วยที่ไม่สามารถผ่าตัดได้นั้น ส่วนใหญ่จะให้ยาเคมีบำบัด(4) 

อย่างไรก็ตาม อัตราการดื้อยาเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง มะเร็งท่อน้ำดีมีความสัมพันธ์กับการอักเสบเรื้อรังที่เกิด

ขึ้นภายในท่อน้ำดี ซึ่งไซโตไคน์ที่มีความสัมพันธ์กับมะเร็งท่อน้ำดี คือ TNF-alpha ที่มีบทบาททั้งในการทำ

ให้เกิดอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งและการส่งเสริมเซลล์มะเร็งในการเพิ่มจำนวนและการบุกรุก(5) อะพอพ

โทซิสเป็นจุดหมายหลักในการทำลายเซลล์มะเร็ง แต่ จากงานวิจัยที่ผ่านมา(6) พบว่า TNF-alpha 
 

ไม่สามารถกระตุ้นให้เกิดอะพอพโทซิสได้ในมะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 และ KKU-M213 ซึ่งเป็นเซลล์

มะเร็งที่มีการแสดงออกของทั้ง TNFR1 และ TNFR2 งานวิจัยในครั้งนี้ จึงต้องการศึกษากลไกที่เกี่ยวข้องกับ

การต่อต้านการเกิดอะพอพโทซิสในมะเร็งท่อน้ำดี 


วัตถุประสงค์ของการวิจัย 


	 เพื่อศึกษากลไกการต่อต้านการฆ่าเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100(7) เมื่อกระตุ้นด้วย TNF-

alpha 


วิธีดำเนินการวิจัย


	 การทดสอบฤทธิ์ของ TNF-alpha ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 

โดยวิธี MTT assay เลี้ยงเซลล์มะเร็ง จำนวน 5.0 x 103 cells/100 µL ทดสอบกับ TNF-alpha ที่ความ

เข้มข้น 0, 5, 10, 20, 40 และ 80 ng/mL เป็นเวลา 3 วัน เมื่อครบเวลาจึงเปลี่ยนเป็นสารละลาย 0.5 mg/

mL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-Yl)-2,5- diphenylte-trazolium  bromide) นำไปวัดค่าการดูด

กลืนแสง ที่ 540 nm 


	 การทดสอบผลของ TNF- alpha ต่อขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT โดยวิธี 

Western blot เลี้ยงเซลล์ KKU-100 105 cells/plate ทดสอบในภาวะที่มี TNF- alpha 0, 20, 40, 80 

และ 160 ng/mL เป็นเวลา 15 นาที ทำการทดสอบโดยใช้วิธี western blot โดยใช้แอนติบอดีชนิดต่าง ๆ 

ดังนี้ phospho-MAPK primary antibody, phospho-AKT antibody, Total MAPK antibody และ 

Total AKT antibody 




วารสาร มฉก.วิชาการ	 ปีที่ 21 ฉบับที่ 41 กรกฎาคม - ธันวาคม 2560
4

	 การทดสอบผลของการยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT เมื่อกระตุ้นด้วย 

TNF-alpha โดยวิธี Western blot เลี้ยงเซลล์ KKU-100 จำนวน 1.0 x 105 cells/plate และทดสอบ

โดยใช้ 80 ng/mL TNF-alpha เพียงอย่างเดียว และ 80 ng/mL TNF-alpha ร่วมกับ U0126 หรือ 

LY294002 ที่ความเข้มข้น 160 µM โดยมี 0.32% dimethysulfoxide (DMSO) เป็น ภาวะควบคุม เป็น

เวลา 15 นาที ทำการทดสอบหาโปรตีนโดย Western blot 


	 การทดสอบการอยู่รอดของเซลล์เมื่อยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT โดย

ใช้ U0126 และ LY294002 เลี้ยงเซลล์ KKU-100 จำนวน 5.0 x 103 cells/well ทดสอบกับ 80 ng/mL 

TNF-alpha และ 80 ng/mL TNF-alpha ร่วมกับ U0126 หรือ LY294002 ที่ความเข้มข้น 160 µM โดยมี 

0.32% DMSO เป็น ภาวะควบคุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เติม 0.5mg/mL MTT นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ที่ 540 nm ด้วยเครื่อง microplate reader 


	 การศึกษาผลของการเกิดอะพอพโทซิสโดยใช้ DAPI assay เลี้ยงเซลล์ KKU-100 จำนวน 
 

2.0 x 105 cells บนกระจกปิดสไลด์ที่ปราศจากเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทำการทดสอบด้วย 80 ng/mL 

TNF-alpha เพียงอย่างเดียว และ 80 ng/mL TNF-alpha ร่วมกับ U0126 หรือ LY294002 ที่ความ
 

เข้มข้น 160 µM โดยมี 0.32% DMSO เป็นภาวะควบคุม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ย้อมด้วยสี DAPI 
 

(4’,6-diamidino-2-phenylindole) (50 mg/mL in PBS) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ดูผลภายใต้กล้อง
 

ฟลูออเรสเซนต์


สถิติที่ใช้ในการวิจัย 


	 one-way ANOVA (p<0.05), SPSS v.17


ผลการวิจัย


	 ผลการศึกษาบทบาทของ TNF-alpha ต่อการเจริญเติบโตในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-

100 โดยใช้ MTT assay ผลการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดี จากการกระตุ้นด้วย 

TNF-alpha ไม่เพิ่มการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเมื่อเทียบกับภาวะของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีที่ไม่มี TNF-

alpha (control) (p<0.05) ดังรูปที่ 1
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รูปที่ 1 การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งชนิด KKU-100 ในภาวะที่มี TNF-alpha


รูปที่ 2 การกระตุ้นขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT โดย TNF-alpha


	 ผลการศึกษาบทบาทของ TNF-alpha ต่อการกระตุ้นขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ 

AKT ในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 ผลการทดสอบ พบว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ TNF-alpha 

จะพบ phosphorylation form ของ MAPK และ AKT เพิ่มขึ้น การทดสอบนี้ใช้ Total MAPK และ 

Total AKT ในการควบคุมปริมาณโปรตีนในแต่ละความเข้มข้น ดังรูปที่ 2
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รูปที่ 3 การยับยั้ง phosphorylation form ของ MAPK (3A) และ AKT (3B)


รปูที ่4 การอยูร่อดของเซลลม์ะเรง็ทอ่นำ้ดชีนดิ KKU-100 เมือ่ยบัยัง้ขบวนการสง่สญัญาณของ MAPK และ AKT

	 * มคีวามแตกตา่งอยา่งมนียัสำคญัเมือ่เทยีบกบั ภาวะทีม่เีฉพาะ TNF-alpha

	 ** มคีวามแตกตา่งอยา่งมนียัสำคญัเมือ่เทยีบกบัภาวะทีม่เีฉพาะ


	 การยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT ในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 

ผลการทดสอบ พบว่า U0126 และ LY294002 สามารถยับยั้งการเกิด phosphory-lation ของ MAPK 

และ AKT ได้โดย phosphory-lation form ของ MAPK และ AKT ลดลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบ

กับภาวะที่กระตุ้นด้วย TNF-alpha เพียงอย่างเดียว ดังรูปที่ 3A และ 3B




















	 ผลการศึกษาการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 เมื่อการยับยั้งขบวนการส่ง

สัญญาณของ MAPK และ AKT ผลการทดสอบ พบว่า ในภาวะที่มี TNF- alpha เพียงอย่างเดียวการอยู่

รอดของเซลล์มะเร็งไม่มีความแตกต่างจากภาวะควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ในขณะที่ TNF-alpha 

ร่วมกับ LY294002 หรือ TNF-alpha ร่วมกับ U0126 หรือภาวะที่มีเพียง LY294002 และ U0126 จะพบ

การอยู่รอดของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ภาวะที่มี U0126 ร่วมกับ TNF-alpha มีการ

อยู่รอดของเซลล์ลดลงมากกว่าภาวะที่มีเพียง U0126 เพียงอย่างเดียวอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

รูปที่ 4
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รูปที่ 5 การเกิดอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100


	 ผลการศึกษาอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 เมื่อยับยั้งขบวนการส่ง
 

สัญญาณของ MAPK และ AKT ผลการทดสอบ พบว่า TNF-alpha เพียงอย่างเดียว ไม่สามารถกระตุ้น
 

ให้เกิดอะพอพโทซิสได้เมื่อเทียบกับภาวะควบคุม แต่เมื่อมีการยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK 
 

และ AKT พบว่า เซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 เกิดอะพอพโทซิสมากขึ้นเมื่อเทียบกับภาวะควบคุม 
 

ดังรูปที่ 5


















































สรุปและอภิปรายผลการวิจัย

	 ในปี ค.ศ. 2006 พบว่า TNF-alpha สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของยา doxorubicin (DOX) ใน

การทำลายเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงของมนุษย์ชนิด MCF-7/Adr และ MCF-7 ได้ โดยปกติ MCF-7/

Adr และ MCF-7 จะดื้อต่อการรักษาด้วยยา doxorubicin แต่เมื่อใช้ TNF-alpha ร่วมกับการรักษาด้วยยา 

doxorubicin ส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งมากขึ้น โดยพบว่าการตายของเซลล์มะเร็งนี้เกิดจาก

การลดระดับ mRNA ของ anti-apoptosis protein(8) นอกจากนี้ TNF-alpha ยังสามารถกระตุ้นให้เกิด
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อะพอพโทซิสได้ในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด HuCCA-1 และ HuCCA-1 Nu เมื่อใช้ TNF-alpha ร่วมกับ 

actinomycin D(9) ในทางตรงข้าม TNF-alpha สามารถกระตุ้นการบุกรุกเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด CCKS1 

ได้โดยผ่านทาง TNFR2 โดยการกระตุ้น MAPK, AKT, NF- κB (nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) และการหลั่งของ MMP (matrix metalloproteinase)(5) การวิจัยใน

ครั้งนี้ พบว่า TNF-alpha ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 

ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาในเซลล์ไฟโบรบลาสที่หัวใจ (cardiac fibroblast) พบว่า TNF-alpha สามารถ

กระตุ้นการเจริญเติบโตได้เช่นเดียวกัน(10) ซึ่งการกระตุ้นการเจริญเติบโตในไฟโบรบลาสที่หัวใจ พบว่า 
 

เกิดจากการกระตุ้น WNT1-inducible signaling pathway protein-1 (WISP1) ซึ่งเป็นกลุ่มโปรตีน
 

ของโกรทแฟคเตอร์ CYR61/CTGF/Nov family ซึ่งผลการทดลองต่างกับเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีในครั้งนี้ 
 

อาจเนื่องจากในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 ไม่ได้มีการแสดงออกของ WISP1 การยับยั้งขบวนการ

ส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT โดย U0126 และ LY294002 ส่งผลให้การอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง
 

ท่อน้ำดีชนิด KKU-100 ลดลงอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับ TNF-alpha เพียงอย่างเดียว (รูปที่ 4) 
 

ซึ่งผลสอดคล้องกับการศึกษาในมะเร็งเซลล์เมลาโนไซต์ (melanocyte) ในมนุษย์ ของ Wang 
 

et al(11) การยับยั้งขบวนการส่งสัญญาณของ MAPK และ AKT ในภาวะที่ไม่ได้กระตุ้นด้วย TNF-alpha 
 

พบว่า สามารถลดการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งได้เช่นกัน เนื่องจากภาวะปกติในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีมีการ

กระตุ้น MAPK และ AKT signaling pathway เป็นฐานเดิมอยู่แล้ว จะเห็นได้ว่าการยับยั้ง MAPK และ 

AKT ต่ำกว่าภาวะควบคุม (รูปที่ 3A และ 3B) จึงเห็นการลดลงของการอยู่รอดของเซลล์และอะพอพโทซิส 

แม้ในภาวะที่ไม่มี TNF-alpha (รูปที่ 4 และ 5) ซึ่งสอดคล้องกับผลของการวิจัยของ Leelawat et al(12) 
 

ที่พบว่า เซลล์มะเร็งท่อน้ำดีชนิด KKU-100 และ RMCCA-1 ดื้อต่อการใช้ยา oxaliplatin แต่เมื่อยับยั้ง 

AKT signaling โดยใช้ LY294002 ร่วมกับการใช้ยา oxaliplatin พบว่า สามารถเพิ่มความเป็นพิษต่อเซลล์

และเพิ่มการเกิดอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งท่อน้ำดีทั้งสองชนิดนี้ได้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า AKT และ MAPK 

signaling เป็นปัจจัยสำคัญในการที่ทำให้เซลล์มะเร็งดื้อต่อการฆ่าด้วย TNF-alpha
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