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Abstract

Introduction: Leukemia is a hematologic malignant disease. To date, chemotherapy is the most effective method 

for leukemia treatment. However, multidrug resistance (MDR) is a major obstacle of leukemia treatment failure. 

Previous studies have shown that multidrug resistance phenotype is associated with P-glycoprotein (P-gp) and 

survivin which is a drug transporter protein and inhibitors of apoptosis proteins (IAPs), respectively. Moreover,  

overexpressed CD147 has been reported to be involved in the multidrug resistance cell lines. However, the relationship  

of P-gp, survivin, and CD147 in leukemia with MDR phenotype have not been reported.
 

Objective: The purpose of this study was to investigate the expressions of P-gp, survivin and CD147 in leukemic 

cells with MDR phenotype K562/Adr compared to drug sensitive K562 cells.
 

Materials and methods: The sensitivity of the adriamycin on K562/Adr (drug resistance) and K562 (drug sensitive) 

cells were determined by MTT assay. Expressions of P-gp, survivin, and CD147 were then investigated by RT-PCR 

and Western blotting.

Results:  Adriamycin showed the cytotoxic effect on K562 cells more than K562/Adr cells with the inhibitory  

concentration at 50% growth (IC
50
) values of 2.17±1.02 µM and >10 µM, respectively. P-gp, survivin, and CD147 

showed the significant increase in both protein and mRNA levels in K562/Adr cells by Western blot and RT-PCR
. 

Conclusion: This study is the first report describing the high level expression of P-gp, survivin, and CD147 in  

leukemia with multidrug resistance phenotype. 
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บทคัดย่อ

บทน�า: มะเรง็เมด็เลอืดขาวเป็นโรคทางระบบโลหติ ในปัจจบุนัการรกัษาโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาวทีม่ปีระสทิธภิาพท่ีสดุคอืเคมบี�าบดั 

แต่ปัญหาตามมาที่มักพบคือ การดื้อยาแบบหลายขนาน (multidrug resistance; MDR) การศึกษาก่อนหน้านี้ชี้ให้เห็นว่า  

การดื้อยาแบบหลายขนานมีความสัมพันธ์กับ พี-กลัยโคโปรตีนและเซอร์ไววิน ซึ่งเป็นโปรตีนขับไล่ยา (drug transporter) และ

โปรตีนท่ียับยั้งอะพอพโทสิส (inhibitors of apoptosis proteins; IAPs) ตามล�าดับ นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า โปรตีน CD147  

มีการแสดงออกสูงขึ้นและสัมพันธ์กับการด้ือยาหลายขนานในเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยง อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีรายงานยืนยันว่า 

โปรตีนทั้ง 3 ชนิดท�างานร่วมกันอย่างไรต่อการด้ือยาในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว รายงานนี้เป็นงานวิจัยแรกท่ีแสดง 

ความสมัพนัธ์เบือ้งต้นของโปรตีนพี-กลัยโคโปรตีน เซอร์ไววิน และ CD147

วัตถปุระสงค์: เพือ่ศึกษาการแสดงออกของ พ-ีกลยัโคโปรตนี เซอร์ไววนิ และโมเลกุล CD147 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวท่ี

ดือ้ยาหลายขนานชนิด K562/Adr เปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่ไวต่อยาชนิด K562
 

วัสดุและวิธีการ: ศึกษาการตอบสนองต่อยาอะเดรียมัยซินของเซลล์ K562/Adr และ K562 โดยวิธี MTT และการแสดงออกของ  

พี-กลัยโคโปรตีน เซอร์ไววิน และ CD147 ในระดับยีนและโปรตีนโดยวิธี RT-PCR และ Western blotting
 

ผลการศึกษา: ยาอะเดรียมัยซินมีความเป็นพิษต่อเซลล์ในเซลล์ K562 มากกว่า K562/Adr โดยแสดงค่า IC
50
 ในเซลล์ K562  

และ K562/Adr เท่ากับ 2.17±1.02 µM และ >10 µM ตามล�าดับ และพบว่าในเซลล์ K562/Adr มีการแสดงออกของ  

พ–ีกลยัโคลโปรตนี เซอร์ไววนิ และ CD147 ชนดิในระดับทีสู่งกว่า เซลล์ K562 ทัง้ในระดับโปรตนีและยนี โดยวธิ ีWestern blot 

และ RT-PCR ตามล�าดบั

สรุปผลการศึกษา: การศึกษานี้เป็นรายงานแรกท่ียืนยันว่า พี–กลัยโคโปรตีน เซอร์ไววิน และ CD147 มีการแสดงออก 

เพิ่มขึ้นร่วมกันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงดื้อยาชนิด K562/Adr

วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2558; 48(3): 173-181

ค�ารหัส: การดื้อต่อยาแบบหลายชนิด พี-กลัยโคโปรตีน CD147 เซอร์ไววิน เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว K562  

 มะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติ 

ของเซลล์ต ้นก�าเนิดหรือเซลล์เม็ดเลือด ท�าให้ไขกระดูก 

มีการสร้างเซลล์เม็ดเลือดผิดปกติ  มะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นโรค 

ท่ีมอีบุตักิารณ์เกิดเป็นอนัดับ 6 ของโรคมะเรง็ทัง้หมดทีพ่บทัว่โลก  

และประมาณร้อยละ 32.6 ของโรคมะเร็งที่พบในเด็ก1 ปัจจุบัน

การรักษาท่ีมีประสิทธิภาพคือการรักษาด้วยยาเคมีบ�าบัด 

(chemotherapy) ซึง่เป็นการใช้ยาหลายชนดิร่วมกัน แต่ปัญหา 

ที่มักพบคือ เกิดการด้ือยาแบบหลายขนาน (multidrug  

resistance; MDR) ท�าให้การรักษาโรคไม่ประสบผลส�าเร็จ  

การด้ือยาในโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาวมหีลายกลไก2 กลไกทีส่�าคญัคือ  

การแสดงออกของ พ-ีกลยัโคโปรตนี (P-glycoprotein หรอื P-gp) 

ที่เพิ่มขึ้นบนผิวเซลล์มะเร็งท่ีด้ือยา ท�าหน้าท่ีในการขับยา 

ออกนอกเซลล์3 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า พ-ีกลยัโคโปรตนี 

มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นบนผิวเซลล์มะเร็งหลายชนิดที่ด้ือต่อยา

หลายขนาน รวมถึงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว4,5 

บทน�า  พ-ีกลยัโคโปรตนี เป็นโปรตนีทีส่ร้างโดยยนีเอม็ดีอาร์วนั 

(Multidrug resistance gene1 หรือ MDR1)4 ท�าหน้าที่ในการ 

ขับสารต่างๆ ออกจากเซลล์ (efflux pump) เช่น สารพิษ  

ยาเคมบี�าบดั เซลล์มะเรง็ทีม่กีารแสดงออกของพ-ีกลยัโคโปรตนี 

เพิ่มขึ้นจะท�าให้มีการขับยาเคมีบ�าบัดออกนอกเซลล์มากขึ้น 

ลดการสะสมของยาภายในเซลล์ ส่งผลให้การรักษาโรคมะเร็ง

ไม่ประสบความส�าเร็จ และมีความจ�าเป็นต้องใช้ยาเคมีบ�าบัด 

ในปรมิาณสงูขึน้ ท�าให้เกิดการด้ือยา6 การศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่า 

การแสดงออกของพี-กลัยโคโปรตีนบ่งชี้การพยากรณ์โรค 

ทีไ่ม่ดี7-9 อย่างไรก็ตามยงัไม่มข้ีอมลูทีช่ดัเจนเกีย่วกับการควบคมุ 

การแสดงออกของพี-กลัยโคโปรตีน 

 การด้ือต่อการตายแบบอะพอพโทสิส (apoptosis  

resistance) เป็นอกีกลไกส�าคญัทีก่่อให้เกิดการด้ือยาหลายขนาน 

ของเซลล์มะเร็ง10-11 โดยพบว่าเซลล์มะเร็งมีการแสดงออก 

ของโปรตีนในกลุ่มยับยั้งอะพอพโทสิส (inhibitor of apoptosis  

proteins หรอื IAPs) เพิม่ขึน้ โปรตนีกลุม่นีย้บัยัง้กระบวนการตาย 

.  Doi: 10.14456/jams.2015.21
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แบบอะพอพโทสิสโดยยับยั้ง caspase cascade11 เซอร์ไววิน 

(survivin) หรือ baculoviral inhibitor of apoptosis-repeat 

containing 5 เป็นโปรตีนท่ีก�าหนดการสร้างโดยยีน BIRC5 

เป็นสมาชิกในกลุ ่ม IAPs ที่มีบทบาทส�าคัญในโรคมะเร็ง  

การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าเซอร์ไววินยับยั้งอะพอพโทสิส 

ทั้งทางตรงและทางอ้อมโดยยับยั้ง caspase-3 และ 7 และ 

ยบัยัง้การกระตุน้ caspase-912-14 ผูป่้วยมะเรง็ทีม่กีารแสดงออก 

ของเซอร์ไววนิในระดับสงูจะมอีายสุัน้15 มโีอกาสกลบัมาเป็นโรค 

ซ�้าสูง16 และเกิดการด้ือต่อการรักษาด้วยเคมีบ�าบัดสูง17-18  

โดยปกติเซอร์ไววินมีการแสดงออกมากในเนื้อเยื่อตัวอ่อน  

(embryonic tissues) และเซลล์มะเรง็รวมถงึมะเรง็เมด็เลอืดขาว 

แต่ไม่พบในเซลล์ปกติ19 การศึกษาของ Zaffaroni และคณะ20 

ช้ีให้เห็นว่าเซอร์ไววินเป็นหนึ่งในปัจจัยส�าคัญที่ท�าให้เกิด 

การด้ือยาในเซลล์มะเรง็ ซึง่สอดคล้องกับหลายการศกึษาทีพ่บว่า 

เซลล์ที่มีการแสดงออกของเซอร์ไววินสูงด้ือต่อยาเคมีบ�าบัด 

ที่มีฤทธิ์ท�าให้เซลล์มะเร็งเกิดอะพอพโทสิส (antican-

cer drug-induced apoptosis)21-22 ดังนั้นจะเห็นว่า เซอร์ไววิน 

เป็นอีกหนึ่งโมเลกุลส�าคัญท่ีมีบทบาทต่อการเกิดการด้ือยา

แบบหลายขนานในเซลล์มะเร็ง แต่ยังไม่มีความชัดเจน 

ในกลไกควบคุมการท�างาน

 โปรตีน CD147 หรือ basigin23-24  หรือ EMMPRIN25 

(extracellular matrix metalloproteinase inducer) หรือ 

M6 Ag26 เป็นโปรตีนในกลุ่ม immunoglobulin superfamily27 

ก�าหนดการสร้างโดยยนี basigin (BSG) CD147 มกีารแสดงออก 

ทั้งในเซลล์เม็ดเลือดและเซลล์ชนิดอื่น (hematopoietic and  

non-hematopoietic cells)28 และมแีสดงออกเพิม่ขึน้ในเซลล์มะเรง็ 

หลายชนิดรวมทั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว29 การศึกษาพบว่า  

CD147 เป็นโปรตนีทีม่ผีลต่อการเจรญิเตบิโตของเซลล์ การแพร่ 

กระจายของเซลล์มะเร็ง การตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิส  

และมรีายงานว่า CD147 เก่ียวข้องกับการดือ้ยาแบบหลายขนาน 

ของเซลล์มะเรง็ด้วย30-32 การศกึษาของ Li และคณะ33 ยงัพบว่า  

CD147 มีผลต่อการด้ือยาแบบหลายขนานโดยควบคุม 

การแสดงออกของยีน MDR1 ในเซลล์มะเร็งเต้านม และ 

การยบัยัง้การแสดงออกของ CD147 โดยวธิ ี RNA interference 

สามารถเพิม่การตอบสนองต่อยา paclitaxel ในเซลล์มะเรง็รงัไข่34 

และเพิม่การตายแบบอะพอพโทสสิในเซลล์มะเรง็เยือ่บชุ่องปาก35 

ดังนั้นจะพบความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน CD147 กับการเกิด

การดื้อยาแบบหลายขนานของเซลล์มะเร็งดังกล่าว แต่ยังไม่มี 

รายงานใดกล่าวถึงความสัมพันธ์ของการแสดงออกของ  

พ-ีกลยัโคโปรตนี เซอร์ไววนิ และ CD147 ในมะเรง็เมด็เลอืดขาว 

ที่ด้ือยาแบบหลายขนาน จึงเป็นเรื่องท่ีน่าสนใจในการศึกษา 

ความสัมพนัธ์ของโปรตนีทัง้สามชนดิในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว   

รายงานนี้ผู ้วิจัยเลือกใช้ยาอะเดรียมัยซิน (adriamycin) 

ซึ่งเป็นยาเคมีบ�าบัดที่มีประสิทธิภาพในการรักษาสูงและใช้ 

ในการรักษาโรคมะเร็งหลายชนิดรวมถึงมะเร็งเม็ดเลือดขาว

เป็นตัวแทนของยาท่ีมักเกิดการด้ือต่อยาแบบหลายขนาน 

ในเซลล์มะเรง็หลายชนดิ โดยมวีตัถปุระสงค์เพือ่ศึกษาการแสดงออก 

ของ พี-กลัยโคโปรตีน เซอร์ไววิน และ CD147 ท้ังในระดับ 

โปรตนีและยนี ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวทีด้ื่อต่อยาหลายขนาน 

เปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่ไวต่อยา

1. การเพาะเลี้ยงเซลล์

 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562  

(sensitive phenotype) และ K562/Adr (resistant phenotype) 

(RIKEN, Japan) เพาะเลี้ยงใน RPMI 1640 (GIBCOTM  

Grand Island, NY, USA) ท่ีมี fetal calf serum (FCS)  

ความเข้มข้น 10% เพาะเลีย้งทีอ่ณุหภมู ิ37 °C มคีาร์บอนไดออกไซด์ 

5% และความชื้นสัมพัทธ์ 95%

 ก่อนการทดลอง เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 

ชนิด K562/Adr ในสภาวะที่เพิ่มยาอะเดรียมัยซินตั้งแต่ 

ความเข้มข้นที่ 0.1 ถึง 1 µM เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์
 

2. การศึกษาฟีโนทัยป์ของการดื้อยาของเซลล์มะเร็ง 

เม็ดเลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562/Adr เปรยีบเทยีบกบั K562 

 ศึกษาความแตกต่างของฟีโนทัยป์การด้ือต่อยา 

อะเดรียมัยซินของเซลล ์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 

ทั้งสองชนิด โดยวิธี MTT [3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5  

diphenyltetrazolium bromide] assay โดยใช้เซลล์จ�านวน 

1x104 เซลล์/100 µL/หลุม ใน 96-well plate บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 

37°C ใน CO2 incubator นาน 24 ชั่วโมง ครบเวลาเติมยา 

อะเดรียมัยซินที่ความเข้มข้นต่างๆ (0-10 µM) บ่มเซลล์ 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ครบเวลาดูดอาหารเลีย้งเซลล์ออก 100 µL 

และเตมิ MTT dye (Bio Basic Canada Inc, Canada) ปรมิาตร 

15 µL บ่มเซลล์ต่อเป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาคว�่าเพลท

และเติม DMSO (RCI Labscan, Thailand) ปริมาตร 200 µL 

น�าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 540 และ 630 nm  

ค�านวณค่าร ้อยละการมีชีวิตของเซลล ์ (cel l viabi l i ty)  

โดยเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงระหว่างหลุมทดสอบ

กับหลุมควบคุมดังสมการ 

% Cell viability =  (ค่าการดูดกลนืแสงของหลมุทดสอบ) x 100

  (ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม)
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แบบอะพอพโทสิสโดยยับยั้ง caspase cascade11 เซอร์ไววิน 

(survivin) หรือ baculoviral inhibitor of apoptosis-repeat 

containing 5 เป็นโปรตีนท่ีก�าหนดการสร้างโดยยีน BIRC5 

เป็นสมาชิกในกลุ ่ม IAPs ที่มีบทบาทส�าคัญในโรคมะเร็ง  

การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าเซอร์ไววินยับยั้งอะพอพโทสิส 

ท้ังทางตรงและทางอ้อมโดยยับยั้ง caspase-3 และ 7 และ 

ยบัยัง้การกระตุน้ caspase-912-14 ผูป่้วยมะเรง็ทีม่กีารแสดงออก 

ของเซอร์ไววนิในระดับสูงจะมอีายส้ัุน15 มโีอกาสกลบัมาเป็นโรค 

ซ�้าสูง16 และเกิดการด้ือต่อการรักษาด้วยเคมีบ�าบัดสูง17-18  

โดยปกติเซอร์ไววินมีการแสดงออกมากในเนื้อเยื่อตัวอ่อน  

(embryonic tissues) และเซลล์มะเรง็รวมถงึมะเรง็เมด็เลอืดขาว 

แต่ไม่พบในเซลล์ปกติ19 การศึกษาของ Zaffaroni และคณะ20 

ชี้ให้เห็นว่าเซอร์ไววินเป็นหนึ่งในปัจจัยส�าคัญที่ท�าให้เกิด 

การด้ือยาในเซลล์มะเรง็ ซึง่สอดคล้องกับหลายการศกึษาทีพ่บว่า 

เซลล์ที่มีการแสดงออกของเซอร์ไววินสูงด้ือต่อยาเคมีบ�าบัด 

ที่มีฤทธิ์ท�าให้เซลล์มะเร็งเกิดอะพอพโทสิส (antican-

cer drug-induced apoptosis)21-22 ดังนั้นจะเห็นว่า เซอร์ไววิน 

เป็นอีกหนึ่งโมเลกุลส�าคัญท่ีมีบทบาทต่อการเกิดการด้ือยา

แบบหลายขนานในเซลล์มะเร็ง แต่ยังไม่มีความชัดเจน 

ในกลไกควบคุมการท�างาน

 โปรตีน CD147 หรือ basigin23-24  หรือ EMMPRIN25 

(extracellular matrix metalloproteinase inducer) หรือ 

M6 Ag26 เป็นโปรตีนในกลุ่ม immunoglobulin superfamily27 

ก�าหนดการสร้างโดยยนี basigin (BSG) CD147 มกีารแสดงออก 

ทั้งในเซลล์เม็ดเลือดและเซลล์ชนิดอื่น (hematopoietic and  

non-hematopoietic cells)28 และมแีสดงออกเพิม่ขึน้ในเซลล์มะเรง็ 

หลายชนิดรวมทั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว29 การศึกษาพบว่า  

CD147 เป็นโปรตนีทีม่ผีลต่อการเจรญิเตบิโตของเซลล์ การแพร่ 

กระจายของเซลล์มะเร็ง การตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิส  

และมรีายงานว่า CD147 เก่ียวข้องกับการดือ้ยาแบบหลายขนาน 

ของเซลล์มะเรง็ด้วย30-32 การศกึษาของ Li และคณะ33 ยงัพบว่า  

CD147 มีผลต่อการด้ือยาแบบหลายขนานโดยควบคุม 

การแสดงออกของยีน MDR1 ในเซลล์มะเร็งเต้านม และ 

การยบัยัง้การแสดงออกของ CD147 โดยวธีิ RNA interference 

สามารถเพิม่การตอบสนองต่อยา paclitaxel ในเซลล์มะเรง็รงัไข่34 

และเพิม่การตายแบบอะพอพโทสสิในเซลล์มะเรง็เยือ่บชุ่องปาก35 

ดังนั้นจะพบความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน CD147 กับการเกิด

การดื้อยาแบบหลายขนานของเซลล์มะเร็งดังกล่าว แต่ยังไม่มี 

รายงานใดกล่าวถึงความสัมพันธ์ของการแสดงออกของ  

พ-ีกลยัโคโปรตนี เซอร์ไววนิ และ CD147 ในมะเรง็เมด็เลอืดขาว 

ที่ด้ือยาแบบหลายขนาน จึงเป็นเรื่องที่น่าสนใจในการศึกษา 

ความสัมพนัธ์ของโปรตนีทัง้สามชนดิในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว   

รายงานนี้ผู ้วิจัยเลือกใช้ยาอะเดรียมัยซิน (adriamycin) 

ซึ่งเป็นยาเคมีบ�าบัดที่มีประสิทธิภาพในการรักษาสูงและใช้ 

ในการรักษาโรคมะเร็งหลายชนิดรวมถึงมะเร็งเม็ดเลือดขาว

เป็นตัวแทนของยาที่มักเกิดการด้ือต่อยาแบบหลายขนาน 

ในเซลล์มะเรง็หลายชนดิ โดยมวีตัถปุระสงค์เพือ่ศึกษาการแสดงออก 

ของ พี-กลัยโคโปรตีน เซอร์ไววิน และ CD147 ทั้งในระดับ 

โปรตนีและยนี ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวทีด้ื่อต่อยาหลายขนาน 

เปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่ไวต่อยา

1. การเพาะเลี้ยงเซลล์

 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562  

(sensitive phenotype) และ K562/Adr (resistant phenotype) 

(RIKEN, Japan) เพาะเลี้ยงใน RPMI 1640 (GIBCOTM  

Grand Island, NY, USA) ท่ีมี fetal calf serum (FCS)  

ความเข้มข้น 10% เพาะเลีย้งทีอ่ณุหภมู ิ37 °C มคีาร์บอนไดออกไซด์ 

5% และความชื้นสัมพัทธ์ 95%

 ก่อนการทดลอง เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 

ชนิด K562/Adr ในสภาวะที่เพิ่มยาอะเดรียมัยซินตั้งแต่ 

ความเข้มข้นที่ 0.1 ถึง 1 µM เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์
 

2. การศึกษาฟีโนทัยป์ของการดื้อยาของเซลล์มะเร็ง 

เม็ดเลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562/Adr เปรยีบเทยีบกบั K562 

 ศึกษาความแตกต่างของฟีโนทัยป์การด้ือต่อยา 

อะเดรียมัยซินของเซลล ์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 

ทั้งสองชนิด โดยวิธี MTT [3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5  

diphenyltetrazolium bromide] assay โดยใช้เซลล์จ�านวน 

1x104 เซลล์/100 µL/หลุม ใน 96-well plate บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 

37°C ใน CO2 incubator นาน 24 ชั่วโมง ครบเวลาเติมยา 

อะเดรียมัยซินที่ความเข้มข้นต่างๆ (0-10 µM) บ่มเซลล์ 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ครบเวลาดูดอาหารเลีย้งเซลล์ออก 100 µL 

และเตมิ MTT dye (Bio Basic Canada Inc, Canada) ปรมิาตร 

15 µL บ่มเซลล์ต่อเป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาคว�่าเพลท

และเติม DMSO (RCI Labscan, Thailand) ปริมาตร 200 µL 

น�าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 540 และ 630 nm  

ค�านวณค่าร ้อยละการมีชีวิตของเซลล ์ (cel l viabi l i ty)  

โดยเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงระหว่างหลุมทดสอบ

กับหลุมควบคุมดังสมการ 

% Cell viability =  (ค่าการดูดกลนืแสงของหลมุทดสอบ) x 100

  (ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุม)
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3. การศกึษาการแสดงออกของ พี-กลยัโคโปรตีน เซอร์ไววิน  

และ CD147 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 

K562 และ K562/Adr โดยวิธี Western blot

 ปั่นล้างเซลล์ K562 และ K562/Adr จ�านวน 3 ครั้ง

ด้วย ice-cold PBS ปรบัความเข้มข้นเซลล์เป็น 5-10×106 cell/mL  

แตกเซลล์โดยเติม RIPA lysis buffer ปริมาตร 100 µL และ

บ่มท่ี 4 ๐C นาน 1 ชั่วโมง ครบเวลาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

10,000g นาน 15 นาที เก็บส่วนใสซึ่งประกอบด้วยโปรตีนและ

วัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Folin-Lowry หลังจากนั้นน�าโปรตีนที่

สกัดได้ปริมาณ 30 µg มาแยกโดยใช้ 12% gel SDS-PAGE 

และถ่ายโอนโปรตนีลงบนแผ่น PVDF โดยใช้ semi-dry blotter 

และตรวจวดัการแสดงออกของโปรตนี CD147 และพ-ีกลยัโคโปรตนี 

โดยใช้ mouse anti-Pgp antibody (MT-Pgp1)36 และ rabbit  

anti-CD147 antibody (Abcam, Cambridge, UK) เป็น  

primary antibody ท�าปฏิกิริยานาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง 

เมื่อครบเวลา ล้างแผ่นเมมแบรนด้วย 0.1% tween-PBS และ

เติม goat anti-rabbit IgG-HRP (Abcam, Cambridge, UK) 

หรอื rabbit anti-mouse Ig-HRP (Dako, Humburg, Germany)  

ท�าปฏิกิริยานาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลา  

ล้างเมมแบรนด้วย 0.1% tween-PBS และตรวจหาแถบโปรตีน

ที่สนใจโดยใช้ ECL chemiluminescent kit (LuminataTM 

Forte Western HRP Substrate, Merck Millipore)

4. การศึกษาการแสดงออกของ MDR1, BIRC5 และ BSG 

mRNA ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 

และ K562/Adr โดยวิธี Semi-Quantitative RT-PCR

 ปั่นล้างเซลล์ K562 และ K562/Adr ด้วย ice-cold 

PBS และปรับความเข้มข้นเป็น 5-10×106 cell/µL สกัด 

อาร์เอน็เอโดยใช้ Trizol® reagent (Invitrogen™) น�าอาร์เอน็เอ 

ท่ีสกัดได้ปรมิาณ 1 µg สังเคราะห์เป็นดีเอน็เอคู่สม (complementary 

DNA, cDNA) โดยใช้ RevertAid  strand cDNA Synthesis 

Kit (Thermo Scientific, USA)  RT-PCR mixture ประกอบ

ด้วย random hexamer primer, 5X reaction  buffer, 10 mM 

dNTP mix, RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL), RevertAid 

RT (200 U/µL) อาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ 1 µg ท�าปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 5 นาที และ 42 °C นาน 60 นาที 

หยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 70 °C เป็นเวลา 5 นาที หลังจาก 

การสังเคราะห์ดีเอ็นเอคู่สม ท�าการเพิ่มชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สนใจ  

โดยใช้ DreamTaq Green PCR Master Mix ปฏกิิรยิาประกอบด้วย  

2X DreamTaq Green PCR Master Mix, ไพร์เมอร์ (ตารางที ่1)  

และ ดีเอ็นที่สังเคราะห์ได้ 1 µL ปฏิกิริยา PCR ของแต่ละยีน

ที่สนใจ (ตารางที่ 2) หลังสิ้นสุดปฏิกิริยา น�า PCR product  

มาแยกด้วย agarose gel electrophoresis โดยใช้ความเข้มข้นของ 

agarose 1.5% และย้อมด้วย ethidium bromide ความเข้มข้น 

1 mg/mL วิเคราะห์ความเข้มของแถบแบนโดยเครื่อง Gel  

documentation system (gel documentation XR+, BioRad, USA) 

Gene Primer sequence

MDR136 Sense       5’-AAAGCGACTGAATGTTCAGTGG-3’

Antisense  5’-AATAGATGCCTTTCTGTGCCAG-3’

BSG35 Sense       5’-GCAGCGGTTGGAGGTTGT-3’

Antisense  5’-AGCCACGATGCCCAGGAAAGG-3’

Survivin36 Sense       5’-TGGCTGCCATGGATTGAG-3’

Antisense  5’-TCTGAGGAGGCACAGGTGT-3’

GAPDH36 Sense       5’-CAACGTGTCAGTGGTGGACCTG-3’

Antisense  5’-TTACTCCTTGGAGGCCATGTGG-3’

Table 1 The sequences of primers used to amplify P-gp, CD-147, survivin and GAPDH by PCR amplification.
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 ผลการทดลองแสดงในรูปของ Mean±SD และ

ท�าการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้ student’s t test 

โดยแต่ละการทดลองท�า 3 ซ�้าในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน

การวิเคราะห์ข้อมูล

1. ฟีโนทัยป์ดื้อยาในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง

ชนิด K562 และ K562/Adr

 หลั งการเพาะเลี้ ยง เซลล ์มะเร็ ง เม็ด เลือดขาว 

ทั้งสองชนิดร่วมกับยาอะเดรียมัยซินที่ความเข้มข้นต่างๆ  

ผลการศึกษา

Figure 1. Cytotoxicity of adriamycin on K562/Adr and K562 leukemia cell lines by MTT assay. Data presented as mean+SD of three independent 

experiments; *p<0.05 when compared to K562 cells.

Table 2 The thermal cycling conditions used to amplify P-gp, CD-147, survivin and GAPDH by PCR amplification.

Gene Cycling conditions

MDR1 & GAPDH Denature       94 ๐C  3 minutes

Annealing        58 ๐C  1 minutes 

Extension       72 ๐C  1 minutes

Final extension       72 ๐C  5 minutes

The RT-PCR cycling was performed for 28 cycle

BSG Denature       97 ๐C  20 second

Annealing        60 ๐C  20 second

Extension       72 ๐C  20 second

Final extension       72 ๐C  10 minutes

The RT-PCR cycling was performed for 30 cycle. 

Survivin Denature       94 ๐C  3 minutes

Annealing        62 ๐C  30 second 

Extension       72 ๐C  1 minutes

Final extension       72 ๐C  5 minutes

The RT-PCR cycling was performed for 26 cycle. 

พบว่าเซลล์ K562 มีความไวต่อยาอะเดรียมัยซินมากกว่า

เซลล์ K562/Adr โดยมีค่า IC
50
 2.17±1.02 µM ในขณะที่เซลล์ 

K562/Adr ยังคงมีชีวิตอยู่ที่ความเข้มข้นของยาอะเดรียมัยซิน  

10 µM (รปูที ่1) แสดงให้เหน็ว่าเซลล์ K562/Adr มกีารตอบสนอง 

ต่อยาอะเดรยีมยัซนิน้อยกว่าเซลล์ K562 ซึง่อาจบ่งชีถ้งึฟีโนทัยป์ 

ของการดื้อต่อยาอะเดรียมัยซิน
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Figure 1. Cytotoxicity of adriamycin on K562/Adr and K562 leukemia cell lines by MTT assay. Data presented as mean+SD of three independent 

experiments; *p<0.05 when compared to K562 cells.

Table 2 The thermal cycling conditions used to amplify P-gp, CD-147, survivin and GAPDH by PCR amplification.

Gene Cycling conditions

MDR1 & GAPDH Denature       94 ๐C  3 minutes

Annealing        58 ๐C  1 minutes 

Extension       72 ๐C  1 minutes
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Extension       72 ๐C  20 second

Final extension       72 ๐C  10 minutes

The RT-PCR cycling was performed for 30 cycle. 

Survivin Denature       94 ๐C  3 minutes

Annealing        62 ๐C  30 second 

Extension       72 ๐C  1 minutes

Final extension       72 ๐C  5 minutes

The RT-PCR cycling was performed for 26 cycle. 

พบว่าเซลล์ K562 มีความไวต่อยาอะเดรียมัยซินมากกว่า

เซลล์ K562/Adr โดยมีค่า IC
50
 2.17±1.02 µM ในขณะที่เซลล์ 

K562/Adr ยังคงมีชีวิตอยู่ท่ีความเข้มข้นของยาอะเดรียมัยซิน  

10 µM (รปูที ่1) แสดงให้เหน็ว่าเซลล์ K562/Adr มกีารตอบสนอง 

ต่อยาอะเดรยีมยัซนิน้อยกว่าเซลล์ K562 ซึง่อาจบ่งชีถ้งึฟีโนทัยป์ 

ของการดื้อต่อยาอะเดรียมัยซิน
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BIRC5 mRNA ที่ก�าหนดการสร้างเซอร์ไววินเพิ่มสูงขึ้นอย่าง 

มนียัส�าคญัทางสถติ ิ ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ 

K562/Adr เมื่อเทียบกับเซลล์ K562 (รูปที่ 2A และ 3A) 

 นอกจากนี้ยังพบว่าการแสดงออกของ BSG mRNA 

ที่ก�าหนดการสร้าง CD147 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 

K562/Adr เพิ่มสูงกว่าในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว K562 อย่าง

มีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 2B) สอดคล้องกับระดับ

โปรตีน CD147 ในเซลล์ K562/Adr เพิ่มสูงมากกว่าในเซลล์  

K562 อย ่ างมีนั ยส� า คัญทางสถิติ  (p<0 .05 )  ( รูป  3B)  

ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าโปรตีน CD147 มีการแสดงออก 

ที่มากขึ้นในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562/Adr

Figure 2. The levels of of MDR1, BIRC5 and BSG mRNA in K562 and K562/Adr cells. (A) Results are representative of three similar experiments 

by quantificative RT-PCR analysis and (B) quantification of MDR1, BIRC5 and BSG mRNA expression in K562 and K562/Adr cells, the mRNA 

levels were normalized to the loading control GAPDH. The ratios of MDR1, BIRC5 and BSG mRNAs were calculated for each group. Data  

presented as mean+SD of three independent experiments; *p<0.05 when compared to K562 cells.

Figure 3. The protein expressions of P-gp, Survivin, and CD147 on K562 and K562/Adr cell lines. (A) Results are representative of three similar 

experiments by Western blotting and (B) quantification of P-gp, Survivin, and CD147 expressions in K562 and K562/Adr cells, the protein levels were 

normalized to the loading control GAPDH. The ratios of P-gp, Survivin and CD147 were calculated for each group. Data presented as mean+SD  

of three independent experiments; *p<0.05 when compared to K562 cells.

2.  การแสดงออกของ MDR1, BIRC5 และ BSG mRNA  

ทีก่�าหนดการสร้าง  พ-ีกลยัโคโปรตนี เซอร์ไววิน และ CD 147 

ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และ 

K562/Adr

 การศึกษาการแสดงออกของ MDR1 mRNA และ 

พี-กลัยโคโปรตีน ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 

K562 และ K562/Adr โดยวิธี Western blotting และ 

semi-quantitative RT-PCR พบว่าระดับของ MDR1 mRNA 

และ พี-กลัยโคโปรตีนเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต ิ

ในเซลล ์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562/Adr  

เมือ่เทียบกับเซลล์ K562 (รปูที ่2A และ 3A) การแสดงออกของ 
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 การให้ยาเคมีบ�าบัดเป็นวิธีการรักษาโรคมะเร็งท่ีมี 

ประสทิธภิาพดีทีส่ดุ แต่มกัพบปัญหาการด้ือยาแบบหลายขนาน  

การวจิยัครัง้นี ้ ผูว้จิยัรายงานพบความแตกต่างของการด้ือต่อยา 

อะเดรียมัยซินของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงทั้งสอง

ชนิดพบว่า เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562/Adr 

มกีารด้ือยาอะเดรยีมยัซนิ โดยมกีลไกส�าคัญคอืเพิม่การแสดงออก 

ของพี-กลัยโคโปรตีน3 การศึกษาครั้งนี้พบว่า เซลล์มะเร็ง 

เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562/Adr มีการแสดงออกของ 

พี-กลัยโคโปรตีนในสูงกว่าในเซลล์ชนิด K562 ทั้งในระดับ 

โปรตนีและยนี  สอดคล้องกับหลายรายงานท่ีพบว่าพ-ีกลยัโคโปรตนี 

มีการแสดงออกสูงในเซลล์มะเร็งด้ือยาหลายชนิด35,37-39 ซึ่ง

แสดงถึงความสัมพันธ์ของพี-กลัยโคโปรตีนต่อการด้ือต่อยา

เคมีบ�าบัด 

 การด้ือต่อการตายแบบอะพอพโทสิส เป็นอีกกลไก

ส�าคัญที่ก่อให้เกิดการด้ือยาแบบหลายขนานของเซลล์มะเร็ง 

หลายชนิด10-11 เซอร์ไววิน เป็นโปรตีนในกลุ ่ม IAPs ที่มี 

บทบาทส�าคัญยับยั้ งอะพอพโทสิส การศึกษานี้พบว ่า 

ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562/Adr มีการ

แสดงออกของเซอร์ไววินสูงกว่าในเซลล์ชนิด K562 ท้ังใน

ระดับโปรตีนและยีน แสดงให้เห็นถึงบทบาทของเซอร์ไววินใน

วิจารณ์ผลการศึกษา เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวดื้อยาเช่นกัน

 CD147 เป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกบนผิวเซลล์ 

หลายชนิดและเพิ่มขึ้นในเซลล ์มะเร็งหลายชนิดรวมทั้ง 

เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว จากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่า CD147 

เป ็นมีความเก่ียวข ้องกับการด้ือยาของเซลล ์มะเร็ง30-32  

อย่างไรก็ตามไม่มีการรายงานการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นใน 

มะเร็งเม็ดเลือดขาวดื้อยา และความสัมพันธ์ของโมเลกุล 

ท้ังสามชนิด รายงานนี้พบว่า CD147 มีการแสดงออกสูงใน

เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562/Adr ทัง้ในระดับ

โปรตีนและยีน เนื่องจาก CD147 เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาท 

ในการควบคุมปัจจัยการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งหลายอย่าง 

เช่น การเจริญเติบโต การแพร่กระจาย และการด้ือต่อยา

ของเซลล์มะเร็ง24,31,40-41 และ ควบคุมการเกิดการด้ือยาของ 

เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากชนิด KB ผ่านการลดลงของ XIAP ซึ่ง

เป ็นสมาชิกในกลุ ่ม IAPs35  ผลการวิจัยครั้งนี้จึงเป ็น 

การรายงานครัง้แรกทีพ่บว่าโปรตนีทัง้ 3 ชนดิคือ พ-ีกลยัโคโปรตนี 

เซอร์ไววนิ และ CD147 เพิม่ขึน้ในมะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้ง 

ชนิดดื้อยา K562/Adr ผู้วิจัยตั้งสมมุติฐานว่าโปรตีนทั้ง 3 ชนิด 

อาจมคีวามสมัพนัธ์กนั และเกีย่วข้องกับการด้ือต่อยาหลายขนาน 

ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวซึ่งควรจะมีการศึกษาต่อไป 
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ท้ังสามชนิด รายงานนี้พบว่า CD147 มีการแสดงออกสูงใน

เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562/Adr ทัง้ในระดับ

โปรตีนและยีน เนื่องจาก CD147 เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาท 

ในการควบคุมปัจจัยการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งหลายอย่าง 

เช่น การเจริญเติบโต การแพร่กระจาย และการด้ือต่อยา

ของเซลล์มะเร็ง24,31,40-41 และ ควบคุมการเกิดการด้ือยาของ 

เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปากชนิด KB ผ่านการลดลงของ XIAP ซึ่ง

เป ็นสมาชิกในกลุ ่ม IAPs35  ผลการวิจัยครั้งนี้จึงเป ็น 

การรายงานครัง้แรกทีพ่บว่าโปรตนีทัง้ 3 ชนดิคือ พ-ีกลยัโคโปรตนี 

เซอร์ไววนิ และ CD147 เพิม่ขึน้ในมะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้ง 

ชนิดดื้อยา K562/Adr ผู้วิจัยตั้งสมมุติฐานว่าโปรตีนทั้ง 3 ชนิด 

อาจมคีวามสมัพนัธ์กนั และเกีย่วข้องกับการด้ือต่อยาหลายขนาน 

ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวซึ่งควรจะมีการศึกษาต่อไป 
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