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 ปัจจบุนัโรคมะเร็งเป็นโรคที�เป็นปัญหาสําคญัทางสาธารณสขุของทกุประเทศทั�วโลก เนื�องจากการตรวจวินิจฉัย
การรักษาและการหาสาเหตขุองโรคมะเร็งระยะแรกยงัมีข้อจาํกัดอยู่ ดงันั �นการวิจยัเพื�อค้นหากลไกการเกิดโรคมะเร็ง
จึงมีความสําคัญในการนําไปใช้ประโยชน์เพื�อควบคุมโรคมะเร็งในอนาคต การใช้เซลล์ต้นกําเนิดของมนุษย์มาเป็น
ตวัแทนเพื�อค้นหาสารก่อมะเร็งในสิ�งแวดล้อมจึงเป็นแนวคิดที�น่าสนใจ และในประเทศไทยยงัไม่มีการศึกษาวิจยัเรื�อง
ดังกล่าวมาก่อน การศึกษานี �จึงมีวัตถุประสงค์เพื�อตรวจหาการเปลี�ยนแปลงของรูปร่าง การแสดงออกของยีน และ
โปรตีนในเซลล์ต้นกําเนิดภายหลังได้รับสารก่อมะเร็งอะฟลาท็อกซิน B1 (Aflatoxin B1: AFB1) โดยทดลองนํา
เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกูของมนษุย์ (human mesenchymal stem cells derived from bone
marrow) มาเป็นแบบจําลองในการศกึษากลไกการเกิดโรคมะเร็งด้วยการใช้ AFB1 ที�ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM
เมื�อเวลาผ่านไป 8, 16 และ 24 ชั�วโมง สงัเกตการเปลี�ยนแปลงรูปร่างและจาํนวนของเซลล์ การแสดงออกของยีน Bmi-1
เปรียบเทียบกบัยีน GAPDH ด้วยวิธี real-time PCR และการเปลี�ยนแปลงของ โปรตีนด้วยการตรวจหาแบบแผนโปรตีน
(proteome pattern) ด้วยเครื�อง MALDI-TOF/TOF mass spectrometer จากการศกึษาพบวา่ มกีารแสดงออกของยนี
Bmi-1 ซึ�งเป็น oncogene ควบคมุการแบง่ตวัของเซลล์เพิ�มขึ �นเป็น 2 เทา่ จากเซลล์ปกติ (2−∆∆CT=2.07) หลงัจากได้รับ
สารก่อมะเร็ง AFB1 ที�ความเข้มข้น 50 µM นาน 24 ชั�วโมง ซึ�งแสดงว่าเซลล์ต้นกําเนิดกําลงัเริ�มมีการเปลี�ยนแปลง
ไปเป็นเซลล์มะเร็ง แต่ยงัไม่กลายเป็นเซลล์มะเร็ง จงึไม่พบการเปลี�ยนแปลงของรูปร่างและจํานวนของเซลล์ ส่วนการ
เปลี�ยนแปลงของโปรตีนพบโปรตีนที�มีมวลโมเลกุล 2423.79 และ 3174.93 ดาลตัน มีการเพิ�มและลดปริมาณลง
แปรผันกับสภาวะของเซลล์ที�กําลังจะกลายเป็นเซลล์มะเร็งตามลําดับ ผลจากการศึกษานี �แสดงให้เห็นแนวโน้มที�จะ
สามารถใช้เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมเีซนไคมอลจากไขกระดกูของมนษุย์เป็นแบบจําลองในการศกึษากลไกการเกิดโรคมะเร็ง
ทดแทนการใช้สัตว์ทดลองได้ และอาจช่วยให้ค้นพบตัวบ่งชี � ทางพันธุกรรมและโปรตีนวิทยาในการวินิจฉัยโรคและ
พยากรณ์โรค เพื�อตดิตามและค้นหาผู้ มีความเสี�ยงสงูที�จะเป็นโรคมะเร็งระยะเริ�มแรกในอนาคต (วารสารโรคมะเร็ง 2561;
38:165-176)
คําสําคัญ: การกลายพันธุ์ ระดับยีน ตัวบ่งชี �ทางชีวภาพระดับโมเลกุล ไขกระดูก เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอล
แบบแผนโปรตีน

1 กลุ่มงานวิจัย สถาบันมะเร็งแห่งชาติ กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข 2 ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ สํานักงานพัฒนา

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
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Detection of Morphology, Gene Expression and Protein Alterations in Mesenchymal Stem
Cells from Bone Marrow after Exposure to Aflatoxin B1
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Abstract Cancer is a major public-health problem worldwide. The treatments and diagnostic techniques
for early-stage cancer remain limited. Understanding the mechanisms of carcinogenesis can
assist cancer control. The use of human mesenchymal stem cells derived from bone marrow as
a model to study environmental carcinogenesis is of interest and has never been undertaken in
Thailand. Therefore, this study aimed to detect morphology, gene expression, and protein alterations,
in mesenchymal stem cells from bone marrow after exposure to carcinogenic aflatoxin B1 (AFB1).
In this study, concentrations of AFB1 at 25 µM, 50 µM, and 100 µM, were applied to stem cells. At
8, 16, and 24 hours post-exposure, we observed changes in morphology, number of cells, Bmi-1
gene expression relative to GAPDH by real-time PCR, and detected proteome pattern by MALDI-
TOF/TOF mass spectrometer. The findings showed that the expression of the Bmi-1 oncogene,
which controls cell division, increased 2-fold compared with normal cells (2−∆∆CT = 2.07) after
exposure to AFB1 at 50 µM AFB1 within 24 hours, indicating that the mesenchymal stem cells
from bone marrow after exposure to carcinogenic AFB1 for 24 hours were being gradually
changed into cancer cells, but not yet completely converted to cancer cells. Therefore, alterations
in morphology and number of stem cells were not detected. Proteome pattern detection showed
that the protein with a molecular weight of 2423.79 daltons was upregulated such that the cells
were going to become cancerous, and the protein with a molecular weight of 3174.93 daltons was
downregulated, such that the cells were going to become cancerous. This study demonstrated
that we can use human mesenchymal stem cells from bone marrow as a model to study the
mechanisms of carcinogenesis instead of laboratory animals. In addition, diagnostic and prognostic
genetic and protein biomarkers may be discovered, leading to the early detection of cancers in
the future. (Thai Cancer J 2018;38:165-176)
Keywords: gene mutation, molecular biomarkers, bone marrow, mesenchymal stem cell, proteome
pattern

บทนาํ
การประยกุต์ใช้เซลล์ต้นกําเนิดของมนษุย์เป็น

ตวัแทนในการค้นหาสารก่อมะเร็งในสิ�งแวดล้อมเป็น

แนวคิดใช้แบบจําลองที�ยังไม่มีการพัฒนามาก่อนใน

ประเทศไทย แตเ่ดมิมกีารใช้แบคทีเรียและสตัว์ทดลอง

เพื�อตรวจสอบหาสารก่อมะเร็งเบื �องต้น ซึ�งบางครั �งไม่

สามารถอธิบายกลไกการเกิดโรคมะเร็งในมนษุย์ได้อยา่ง

สมบรูณ์ ตอ่มามีการพฒันาสร้างแบบจําลองในหลอด

ทดลองโดยใช้เซลล์ primary hepatocytes1-3 แตเ่ซลลม์ี

ความแปรปรวนตามสิ�งมีชวีิตและการทํางานของเซลล์

ตบัลดลงเนื�องจากเซลล์แก่มากขึ �น และมคีวามยากใน

การเพาะเลี �ยงให้ได้เซลลท์ี�สามารถแบง่ตวัได้อยา่งไมมี่

ที�สิ �นสดุ ซึ�งมคีวามแตกตา่งของหน้าที�และกระบวนการ

เมแทบอลิซึม และไมม่ีความเสถียรของสารพนัธุกรรม

เป็นต้น4 ดงันั �นการใช้เซลลต้์นกําเนดิจากมนษุย์มาเป็น

แบบจําลองในการศึกษากลไกการเกิดโรคมะเร็งจึง



167รูปร่าง การแสดงออกของยีน และโปรตีนในเซลลต์น้กาํเนิดหลงัไดร้บั AFBI สธุาสินี อาษายทุธ ์และคณะ

น่าจะเป็นวิธีการหาคําตอบของการเกิดโรคมะเร็งใน

มนุษย์ได้ใกล้เคียงกับความเป็นจริง และน่าเชื�อถือ

มากที�สดุ

เซลล์ต้นกําเนิด (stem cell) เป็นเซลล์ที�มี

คุณสมบัติพิเศษในการแบ่งตัว สามารถสร้างตัวเอง

ขึ �นมาใหมไ่ด้อยา่งไมม่ีที�สิ �นสดุ และสามารถพฒันาไป

เป็นเซลล์หรือเนื �อเยื�อชนิดต่าง ๆ ในร่างกายได้โดยมี

ความคล้ายคลงึกบักระบวนการ หรือกลไกในการพฒันา

ตวัออ่นและอวยัวะตา่ง ๆ  ในสิ�งมชีีวติ5-7 เซลล์ต้นกําเนิด

แบง่ออกเป็น 3 ประเภท คอื เซลลต้์นกําเนิดจากตวัออ่น

(embryonic stem cell) จากเอมบริโอระยะบลาสโตซสิ5

เซลล์ต้นกําเนิดจากเนื �อเยื�อที�โตเต็มวัย (adult stem

cell) จากเลือด ไขกระดูก ฟันนํ �านม และ ผิวหนัง

เป็นต้น8-12 และเซลล์ต้นกําเนิดไอพีเอสหรืออินดิวซ์

พลริูโพเทนท์ [induced pluripotent stem (iPS) cells]

เป็นเซลล์โตเต็มวยัที�ถกูเปลี�ยนกลบั (reprogramming)

ให้มีคณุสมบตัิเหมือนกบัเซลล์ต้นกําเนดิจากตวัออ่น13

เซลล์ต้นกําเนดิชนิดมเีซนไคมอลมกัถกูใช้เป็น

ตวันําพายาหรือสารเคมเีข้าสูเ่ซลล์ หรืออวยัวะเพื�อการ

รักษา ฟื�นฟ ูหรือบรรเทาอาการเจ็บป่วย ในหนทูี�ถกูใช้

แบบจําลองของโรคมะเร็งเนื �อเยื�อเกี�ยวพนัในผู้ป่วยเอดส์

พบว่า เมื�อฉีดเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลที�สกดั

ได้จากไขกระดูกของมนุษย์เข้าสู่ก้อนมะเร็ง สามารถ

ทําให้ก้อนมะเร็งมขีนาดและจํานวนลดลง14 มรีายงานวา่

เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมเีซนไคมอลที�สกดัได้จากสายสะดอื

ของหนสูามารถทําให้หนหูายจากการเป็นมะเร็งเต้านม

และไม่มีการแพร่กระจายของมะเร็ง15 โดยให้ผล

เช่นเดียวกับการฉีดเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอล

ที� สกัดได้จากสายสะดือของมนุษย์เข้าในหนูที� เป็น

มะเร็งเต้านม16 นอกจากนี �สารสกัดเซลล์และอาหาร

เลี �ยงเซลล์ที�ได้จากเซลล์ต้นกําเนดิชนดิมีเซนไคมอลซึ�ง

ถกูสกดัจาก Wharton's jelly จากสายสะดอืของมนษุย์

สามารถทําให้เซลล์มะเร็งชนดิ carcinoma ได้แก ่ เซลล์

มะเร็งเต้านม เซลล์มะเร็งรังไข่ และเซลล์มะเร็งปอด

มีการเปลี�ยนแปลงรูปร่าง หยุดการเจริญเติบโต และ

ลดการแพร่กระจายของมะเร็งในหลอดทดลองได้17และ

ในเซลลต้์นกําเนดิชนดิดงักลา่วมกีารแสดงออกของยนีที�

เกี�ยวข้องกบัการตาย (pro-apoptotic) และการหยดุ

การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็ง (tumor suppressor)

ในระดบัที�สงู18

ในการศึกษาการเกิดมะเร็งตับโดยใช้สาร

ก่อมะเร็ง diethylnitrosamine (DEN, 200 mg./kg.)

ในหนูแรท พบว่าหนูที� ได้ รับสารก่อมะเร็ง 24 ชม.

ตรวจพบสารบ่งชี �การเกิดมะเร็งระยะเริ�มแรกที�มีชื�อว่า

glutathione s-transferase placenta form (GST-P)

ในเซลล์ตบัเพียงหนึ�งเซลลก์ระจายอยูร่ะหวา่งเซลล์ตบั

ปกติอื�นๆ ซึ�งแสดงว่าสารดงักล่าวน่าจะมีฤทธิ�ในการ

ก่อมะเร็งตบัจากเซลล์ต้นกําเนิดของตบัได้19 ซึ�งกลาย

มาเป็นจดุเริ�มต้นของการวิจยัที�นําเซลล์ต้นกําเนดิมาใช้

เป็นต้นแบบจําลองทดแทนการใช้สตัว์ทดลองในการ

ทดสอบสารก่อมะเร็ง

อะฟลาท็อกซินเป็นสารพิษของเชื �อราใน

ตระกลู Aspergillus spp. เป็นสารพษิที�เกิดขึ �นจากการ

เปลี�ยนแปลงโครงสร้างโมเลกลุ หรือเมแทบอลซิมึชนิด

ทตุิยภมูิของเชื �อรา มีคณุสมบตัิทางชีวภาพด้านความ

เป็นพษิตอ่คน สตัว์ และพชื20 องค์การอนามยัโลกจดัให้

อะฟลาท็อกซินเป็นสารก่อมะเร็งที� ร้ายแรงมากที�สุด

ชนิดหนึ�ง ปริมาณของอะฟลาท็อกซิน 1 µg สามารถ
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ทําให้เกิดการกลายพันธุ์ ในแบคทีเรีย และทําให้เกิด

มะเร็งในสตัว์ทดลองได้เมื�อได้รับอยา่งต่อเนื�อง โรคใน

มนษุย์ที�เกิดจากสารอะฟลาท็อกซิน ได้แก่ มะเร็งตบั

ตบัอกัเสบ ตบัแขง็ และสมองอกัเสบ

อะฟลาท็อกซนิ B1 (AFB1) จดัเป็นอะฟลาทอ็กซนิ

ชนิดหนึ�งใน 4 ชนิด ได้แก ่B1, B2, G1 และ G2 เมื�อ

AFB1 เข้าสู่ ร่างกายจะถูกเปลี�ยนในไซโตซอลเป็น

aflatoxicol สว่นในไมโครโซมจะถกูเปลี�ยนเป็นชนดิ M1,

P1, Q1 และ epoxide มีรายงานว่า AFB1 exo-8,

9-epoxide มีความไวมาก และมีคุณสมบัติ เป็น

electrophiles สามารถรวมตวักบัสารชวีโมเลกลุตา่ง ๆ

เชน่ DNA, RNA และโปรตีนได้อยา่งรวดเร็ว โดยจบักบั

บริเวณ nucleophilic sites ในโครงสร้างเกิด DNA

adducts และ albumin adducts ตามลําดับ โดย

กระบวนการเมแทบอลซิมึของเซลล์ เมื�อรวมตวักนัแล้ว

ทําให้โมเลกุลของดี เอ็นเอผิดปกติ  โดยถูกเร่งหรือ

ควบคมุโดย cytochrome P450 และ cytochrome B5

ของกระบวนการ mixed function monooxygenase

ในไมโครโซม ทําให้หน้าที�ทางชีวภาพของดีเอน็เอมกีาร

เปลี�ยนแปลง และทําให้เอนไซม์ nucleic acid poly-

merase ไมส่ามารถทําหน้าที�ได้ สง่ผลให้การสงัเคราะห์

โปรตนีตา่ง ๆ หยดุชะงกัลง21

ดังนั �นการศึกษานี �จึงมีวัตถุประสงค์เพื�อใช้

เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดูกเป็น

แบบจําลองในการศึกษาการเปลี�ยนแปลงทางรูปร่าง

จํานวน ยีน และโปรตีนที� เกิดขึ �นหลังจากได้รับสาร

กอ่มะเร็ง AFB1 ซึ�งนา่จะเป็นการสร้างองค์ความรู้ใหม่

ที�จะนําไปสูก่ารค้นพบสาเหต ุและกลไกของการเกิดโรค

มะเร็ง ตลอดจนการค้นหาวิธีป้องกันและรักษาโรค

มะเร็งที�มีประสิทธิภาพต่อไปได้

วสัดแุละวิธีการ
กลุม่ตวัอย่าง

เซลล์ต้นกําเนดิชนิดมเีซนไคมอลจากไขกระดกู

hMSC-BM-c (Promocell, Germany) เพาะเลี �ยงใน

อาหารเลี �ยงเซลล์ mesenchymal stem cell growth

medium 2 (Promocell, Germany) และ 1% penicillin

10,000 Units/ml - streptomycin 10,000 µg/ml

(Gibco, USA) ที� 37oซ และ 5% CO
2
 แบง่เซลล์ออกเป็น

4 กลุม่ ได้แก่ กลุม่ที� 1 คอืกลุม่ที�ไมไ่ด้รับสารกอ่มะเร็ง

AFB1 (กลุม่ควบคมุ) และกลุม่ที� 2-4 เป็นกลุม่ที�ได้รับ

AFB1 (Sigma, USA) ที�ความเข้มข้น 0.03125 mg/ml

(25 µM), 0.0625 mg/ml (50 µM) และ 0.125 mg/ml

(100 µM) ตามลําดบั

การตรวจหาการเปลี�ยนแปลงรูปร่างและ
จาํนวนของเซลลต์น้กาํเนิด

วิธีการเริ� มด้วยการเลี �ยงเซลล์ในขวดขนาด

75 cm2 (Nunc, Denmark) 200,000 เซลล์ต่อขวด

ในอาหารปริมาณ 7 ml เป็นเวลา 24 ชม. แล้วจึงเริ�ม

ทดสอบด้วยสาร AFB1 (Sigma, USA) ที�ความเข้มข้น

25, 50 และ 100 µM เป็นเวลา 8, 16 และ 24 ชม.

ตามลําดบั สงัเกตเซลลภ์ายใต้กล้อง EVOS XL Core

Imaging System (Life Technology, USA) ทําการ

จดบันทึก ถ่ายรูป และนับจํานวนเซลล์แต่ละกลุ่ม

โดยทําการเกบ็เซลล์ด้วยการเตมิ StemPro Accutase

Cell Dissociation Reagent (Gibco, USA) 5 ml

แล้วนําไปปั� นเหวี� ยง 2100 g นาน 10 นาที  และ
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ย้อมเซลล์ด้วย 0.4% trypan blue stain (Gibco, USA)

โดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ C-Chip (INCYTO, Korea)

ในการนบัเซลล์ แล้วเก็บเซลล์ที� -80oซ จนกวา่จะนําไป

สกดั RNA ตอ่ไป

การสกดั RNA จากเซลลต์น้กาํเนิด
ผู้วจิยันําเซลล์ต้นกําเนิดมาสกดั RNA โดยใช้

ชุดสกดั QuickGene RNA cultured cell HC kit S

(RC-S2, KURABO, Japan) โดยนําตะกอนเซลล์หรือ

อาหารเลี �ยงเซลล์ 100 µl ผสมกบั LRP-01 600 µl และ

2-ME (BDH) 6 µl แล้วเติม SRP-01 100 µl และ

absolute ethanol 300 µl ดดูสารละลายทั �งหมดใสใ่น

cartridges (CA-01) ของเครื�อง nucleic acid isolation

system quickgene-810 (Fujifilm, Japan) เลอืกโหมด

RNA CELL (without DNase treatment)

การสงัเคราะห ์cDNA จาก RNA
ผู้วิจยันํา RNA ที�ได้มาสงัเคราห์ cDNA โดย

ใช้ SuperScriptIII First-Strand Synthesis System

for RT-PCR (Invitrogen, USA) ดดู RNA 5 µl ใสใ่น

สว่นผสมของ 50 ng/µl random hexamers 1 µl, 10 mM

dNTP mix 1 µl และ DEPC-treated water 3 µl บม่

65oซ นาน 5 นาท ีและ -20oซ นาน 1 นาท ีหลงัจากนั �น

เตมิ cDNA Synthesis Mix 10 µl (10x RT buffer 2 µl,

25 mM MgCl2 4 µl และ 0.1 M DTT 2 µl, 40 U/µl

RNaseOUTTM 1 µl และ 200 U/µl SuperScript III RT 1

µl) บม่ที� 25oซ นาน 10 นาท ี50oซ นาน 50 นาท ี85oซ

นาน 5 นาที และ 0oซ นาน 2 นาที แล้วเติม 2 U/µl

E. coli RNase H 1 µl บม่ 37oซ นาน 20 นาท ีนําไปเก็บ

ที� -20oซ จนกวา่จะนําไปใช้

การตรวจสอบการแสดงออกของยนี Bmi-1
ดว้ยวิธี Real-Time PCR

การตรวจสอบเริ�มโดยใช้ cDNA ที�ได้มาเป็น

DNA ต้นแบบ และใช้ไพรเมอร์ยีนมะเร็ง Bmi-1 และ

GAPDH เป็นตวัควบคมุ โดยยีน Bmi-1 มีค่า Tm ที�

83oซ และยีน GAPDH มีค่า Tm ที�  88oซ ก่อนทํา

การเริ�มปฏิกริยาต้องปรับความเข้มข้นของ cDNA ใน

แต่ละตัวอย่างให้มีความใกล้เคียงกัน โดยคํานวณ

จากความเข้มข้นของ RNA เริ�มต้น ใช้ไพรเมอร์ดงันี �

forward Bmi-1: 5' TGGAGAAGGAATGGTCCA

CTTC-3', reverse Bmi-1: 5' GTGAGGAAACTG

TGGATGAGGA-3', forward GAPDH: 5'-ACCACA

GTCCATGCCATCAC-3' และ reverse GAPDH: 5'-

ACACGGAAGGCCATGCCAGTG-3' เริ�มปฏิกิริยา

ด้วย SYBR Select Master Mix (Applied Biosystems,

USA) 10 µl, 10 µM forward และ reverse primers

ชนิดละ 0.4 µl, cDNA template 2 µl และ double

distilled water 7.2 µl เพิ�มจํานวนดเีอน็เอด้วยเครื�อง

StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied

Biosystems, USA) โดยใช้โปรแกรมดงันี � 95oซ นาน

2 นาท ี40 รอบของ 95oซ นาน 15 วินาท ี58oซ นาน 15

วินาที 70oซ นาน 1 นาที 95oซ นาน 15 วินาที และ

95oซ นาน 15 วินาท ี60oซ นาน 1 นาท ีและ 95oซ นาน

15 วินาที แล้วนําค่า CT ที�ได้จากเครื�องมาวิเคราะห์

คํา นวณหาระดับการเปลี� ยนแปลงการแสดงออก

ของยีน (fold change; 2−∆∆CT) โดยใช้สตูร ∆∆C
T
 =

∆C
T
 (Bmi-1

กลุ่ มทดสอบ
 - GAPDH

กลุ่ มทดสอบ
) - ∆CT
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(Bmi-1
กลุม่ควบคมุ

 - GAPDH
กลุม่ควบคมุ

)

การตรวจหาการเปลี�ยนแปลงของโปรตีนโดย
การตรวจหา proteome pattern

วิธีการตรวจเริ�มต้นด้วยการเลี �ยงเซลล์ 700,000

เซลลต์อ่ขวดในอาหาร 7 ml ทดสอบด้วยสารกอ่มะเร็ง

AFB1 ตามความเข้มข้น ระยะเวลา และทําการเก็บ

เซลล์เหมือนการทดลองข้างต้น นําเซลล์ออกจากตู้  -

80oซ วางให้ละลายที� อุณหภูมิ ห้องนาน 15 นาที

นําเซลล์หรืออาหารเลี �ยงเซลล์ที� ได้หลังการทดสอบ

150 µl ผสมกบั steriled deionized water 300 µl

ปิเปตลงใน sample reservoir (Nanosep Centrifuge

Device 10K, PALL, USA ) ปั�น 10,000 g นาน 20 นาที

ที�อณุหภมูิห้อง นําไปทําให้เข้มข้นด้วยวิธี speed vac

ที�อณุหภมูิห้อง จนเหลือปริมาตร 30 µl แล้ววดัความ

เข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Lowry assay และปรับให้

มคีวามเข้มข้น 0.1 µg/µl ด้วย 0.1% trifluoroacetic

acid (TFA, Sigma, USA) นําไปผสมกบัสาร CHCA

matrix solution (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid

(Sigma, USA) 10 mg และ �.�% trifluoroacetic acid/

100% acetonitrile (J.T. Baker, USA) 1 ml ผสม

จนเป็นเนื �อเดียวกนั ในอตัราสว่น 1 : 1 นําไปหยดลงบน

แผน่โลหะ MALDI target plate รอให้ระเหยเป็นผลกึที�

อณุหภมูห้ิองนาน 5-10 นาท ีนํา MALDI target plate

ใส่ในเครื�อง Ultraflex III MALDI-TOF/TOF mass

spectrometer (Matrix Assisted Laser Desorption

Ionization; MALDI, FlexControl version 3.0, Bruker

GmbH, Germany) และตรวจวิเคราะห์โปรตีนด้วย

เทคนิค mass spectrometry ด้วย mass analyzer ชนดิ

Time-of-Flight (TOF) ในชว่งระหวา่ง 1-10 kDa (Linear

mode, Mass suppression 900 Da) ทําการสอบเทยีบ

และจัดรายการมวลสารด้วยโปรแกรม FlexAnalysis

version 3.0 (Bruker GmbH, Germany) โดยใช้

peptide and protein calibration kit (MSCAL1,

Sigma, USA) และวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม

ClinProTools version 2.2 (build 78) (Bruker GmbH,

Germany) โดยแสดงผลเป็นกราฟที�  plot ระหว่าง

ค่ ามวลต่อประจุ  (m/z:mass-to-charge ratio)

ซึ�งก็คือมวลโมเลกลุของโปรตนีกบัคา่ intensity (Arbi-

trary Unit) แสดงถึงปริมาณของโปรตีนที�ตรวจพบ

การวิเคราะหข์อ้มูล
การแสดงออกของยีน Bmi-1 และ pattern

ของโปรตีนที� เปลี� ยนแปลง วิ เคราะห์ทางสถิติ ด้วย

การแสดงเป็นกราฟเพื�อเปรียบเทียบ

ผลการศกึษา
จากการศกึษารูปร่างของเซลลต้์นกําเนดิชนิด

มีเซนไคมอลจากไขกระดกู 200,000 เซลล์ หลงัจาก

ได้รับสารกอ่มะเร็ง AFB1 ที�ความเข้มข้น 25, 50 และ

100 µM และกลุม่ควบคมุ (ไมไ่ด้รับสาร AFB1) เมื�อเวลา

ผา่นไป 8, 16 และ 24 ชม. พบวา่ไมม่ีการเปลี�ยนแปลง

รูปร่างของเซลล ์ดงัรูปที� 1 สว่นจํานวนของเซลล์ต้นกําเนิด

เมื�อได้รบัสารกอ่มะเร็ง AFB1 ทําให้เซลล์ตายจํานวนหนึ�ง

หลงัจากนั �นมีการแบง่ตวัและเพิ�มจํานวนมากขึ �น โดย

ไมม่คีวามแตกตา่งกนัในแตล่ะกลุม่ดงัรูปที� 2

ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน Bmi-1

ซึ�งเป็นยีนแบบจําเพาะต่อเซลล์มะเร็ง พบว่าหลงัจาก
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รูปที� 1 เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกูภายหลงัทดสอบด้วยสารก่อมะเร็ง AFB1 (กําลงัขยาย
40X)

รูปที� 2 จํานวนเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกูภายหลงัทดสอบด้วยสารก่อมะเร็ง AFB1
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ทดสอบเซลลต้์นกําเนิดชนิดมเีซนไคมอลจากไขกระดกู

ด้วยสารก่อมะเร็ง AFB1 ทําให้เซลล์ต้นกําเนิดมีการ

แสดงออกของยีน Bmi-1 เพิ�มขึ �นจากเซลล์ปกติหรือ

กลุม่ควบคมุ (ไมไ่ด้รับสาร AFB1) จนมคีา่การแสดงของ

ยนี Bmi-1 เป็น 2 เทา่ของเซลล์ปกตทิี�ความเข้มข้น 50 µM

AFB1 และ 100 µM AFB1 ในชั�วโมงที� 24 ดงัรูปที� 3

จากการศึกษาการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน

ในเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกูหลงั

ทดสอบด้วยสารก่อมะเร็ง AFB1 ที�ชั�วโมงที� 24 พบ

โปรตีน 2 ชนิดที�มีมวลโมเลกุล 2423.79 ดาลตนั และ

3174.93 ดาลตันมีการเปลี�ยนแปลงไปเมื�อเทียบกับ

กลุม่ควบคมุ (ไมไ่ด้รับสาร AFB1) โดยโปรตีนที�มมีวล

โมเลกลุ 2423.79 ดาลตนัมกีารเพิ�มปริมาณสงูขึ �นตาม

ความเข้นข้นของ AFB1 ที�มากขึ �น โดยที� 25 µM AFB1

รูปที� 3 ระดบัการแสดงออกของยนี Bmi-1 ของเซลล์ต้นกําเนดิชนดิมเีซนไคมอลจากไขกระดกูหลงัทดสอบด้วย
สารกอ่มะเร็ง AFB1 ที�ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM เทยีบกบักลุม่ควบคมุในชว่งเวลาตา่ง ๆ

มปีริมาณโปรตีนเพิ�มขึ �น 1.67 เทา่ และที� 50 µM AFB1

กบั 100 µM AFB1 มปีริมาณโปรตนีเพิ�มขึ �น 2.37 เทา่

เมื�อเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (ไมไ่ด้รับสาร AFB1)

ดังรูปที�  4A ส่วนโปรตีนที�มีมวลโมเลกุล 3174.93

ดาลตนัมกีารลดปริมาณลงเมื�อความเข้นข้นของ AFB1

สงูขึ �น โดยที� 25 µM AFB1 มปีริมาณโปรตีนลดลง 3.47

เท่า และที�  50 µM AFB1 กับ 100 µM AFB1 มี

ปริมาณโปรตีนลดลง 7.87 เท่าเมื�อเปรียบเทียบกับ

กลุม่ควบคมุ (ไมไ่ด้รับสาร AFB1) ดงัรูปที� 4B

วิจารณแ์ละสรุป
การตรวจหาการเปลี� ยนแปลงของรูปร่าง

การแสดงออกของยีน และโปรตีนในเซลล์ต้นกําเนิด

ภายหลงัได้รบัสารกอ่มะเร็ง AFB1 เมื�อเวลาผา่นไป 8,
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รูปที� 4 การเปลี�ยนแปลงปริมาณโปรตีนที�มมีวลโมเลกลุ 2423.79 ดาลตนั (A) และ 3174.93 ดาลตนั (B) ใน
เซลล์ต้นกําเนิดชนดิมเีซนไคมอลจากไขกระดกูหลงัทดสอบด้วยสารก่อมะเร็ง AFB1ที�ความเข้มข้นตา่ง ๆ ที�
ชั�วโมงที� 24
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16 และ 24 ชั�วโมง ที�ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 µM

AFB1 พบวา่มกีารแสดงออกของยนี Bmi-1 ซึ�งเป็น onco-

gene ควบคมุการแบง่ตวัของเซลล์ที�สงูขึ �นเป็น 2 เทา่

จากเซลล์ปกติ โดยช่วงเวลาที�เหมาะสมที�จะใช้ในการ

ทดสอบเซลล์ คือ อย่างน้อย 24 ชั�วโมงขึ �นไป จึงจะ

สามารถเห็นแนวโน้มความสมัพนัธ์ของการแสดงออก

ของยีน Bmi-1 กบัความเข้มข้นของสารกอ่มะเร็ง AFB1

ได้อย่างชดัเจน และความเข้มข้น ของสารก่อมะเร็งที�

เหมาะสมในการทดสอบเซลล ์คอื 50 µM AFB1 เนื�องจาก

ให้ค่าการแสดงออกของยีน Bmi-1 เพิ�มขึ �นอย่างเป็น

ลําดบัขั �น

ทั �งนี �เซลล์ต้นกําเนิดภายหลังได้รับสารก่อ

มะเร็ง AFB1 กําลงัเริ�มมกีารเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์

มะเร็ง โดยเริ�มมแีสดงออกของยนีมะเร็งเพิ�มสงูขึ �นเป็น

2 เทา่จากเซลลป์กต ิแตย่งัไมเ่ป็นเซลล์มะเร็ง จงึไมพ่บ

การเปลี�ยนแปลงของรูปร่างเซลล์ ดงันั �นควรเพิ�มเวลาที�

ใช้ในการทดสอบให้มากกว่า 24 ชั�วโมง เพื�อให้เหน็การ

เปลี�ยนแปลงรูปร่างของเซลล์เมื�อเซลล์ได้กลายพนัธุ์ไป

เป็นเซลล์มะเร็งแล้ว

การเปลี�ยนแปลงของโปรตีนในเซลล์ต้นกําเนิด

ชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกู พบโปรตีนในเซลล์ที�มี

มวลโมเลกลุ 2423.79 ดาลตนัมกีารเพิ�มปริมาณแปรผนั

ตรงกบัระยะของเซลล์ที�กําลงัจะกลายเป็นมะเร็ง สว่น

โปรตีนที�มีมวลโมเลกุล 3174.93 ดาลตันมีการลด

ปริมาณลงแปรผกผันกับระยะของเซลล์ที� กําลังจะ

กลายเป็นเซลล์มะเร็ง ทั �งนี �ควรมีการศึกษาเพิ�มเติม

โดยนําโปรตีนทั �งสองไปวิเคราะห์ต่อในเครื�อง liquid

chromatography-mass spectrometer (LC/MS)

เพื�อหาโครงสร้างและหน้าที�ของโปรตีนทั �งสองต่อไป

ซึ�งอาจใช้โปรตีนทั �งสองชนดิดงักลา่วในการตรวจติดตาม

การเปลี�ยนแปลงจากเซลลป์กติจนกลายเป็นเซลลม์ะเร็ง

จากการสืบค้นข้อมูลในปัจจุบันยังไม่พบการศึกษา

การเปลี�ยนแปลงของรูปร่าง การแสดงออกของยีน

และโปรตีนในเซลล์ต้นกําเนิดหลงัได้รับสารก่อมะเร็ง

AFB1 มาก่อน แต่พบว่าสว่นใหญ่เป็นการศึกษาโดย

ใช้เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากเลือดที�มาจาก

สายรกเด็ก (human umbilical cord blood: UCB)

มาทดสอบด้วย AFB1 เพื�อศกึษาปริมาณและระยะเวลา

ที� ใช้ในการทดสอบที�ส่งผลต่ออัตราการอยู่ รอดของ

เซลล์ (cell viability)23 และความเสยีหายของดเีอน็เอ

(DNA damages)24

โดยสรุปผลจากการศึกษานี �พบว่ามีแนวโน้ม

ที�จะสามารถใช้เซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคมอลจาก

ไขกระดกูของมนษุย์เป็นแบบจําลองในการศกึษากลไก

การเกิดโรคมะเร็งทดแทนการใช้สัตว์ทดลองได้ และ

อาจชว่ยให้ค้นพบตวับง่ชี �ทางพนัธุกรรมและโปรตนีวทิยา

ในการวินิจฉัยโรคและพยากรณ์โรค เพื�อติดตามและ

ค้นหาผู้ มีความเสี�ยงสงูที�จะเป็นโรคมะเร็งระยะเริ�มแรก

ในอนาคต

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยนี �ได้ รับการสนับสนุนงบประมาณ

จากกรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ประจําปี

พ.ศ. 2559 คณะผู้วจิยัขอขอบคณุ ดร.สรีุพร นวลแก้ว

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ ที�ให้คําปรึกษาในขั �นตอน

การทดสอบเซลล์ต้นกําเนิดและการตรวจสอบการ

แสดงออกของยนี Bmi-1 บริษัทไอซายเอนซ์เทคโนโลยี

จํากดัที�เอื �อเฟื�อเครื�อง MaestroNano Spectrophoto-
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