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อะพอพโทซิส: วิถีและการตรวจวดั 
ปกปอง ประยงคP1P  นาถธิดา วรีะปรียากูรP

1,2,∗
P  สหพฒัน บรศัวรักษP3,4

P
 

P

1
Pคณะเภสัชศาสตร  P
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Pศูนยวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑสุขภาพจากสมุนไพร  P

3
Pคณะเทคนิคการแพทย   
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4
Pศูนยวิจัยและพัฒนาการตรวจวนิิจฉัยทางหองปฏิบัติการทางการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน

 
 
บทคัดยอ: อะพอพโทซิสเปนขบวนการตายที่ถูกควบคุมโดยยีน มีบทบาทสําคัญในการพัฒนาและรักษาสมดุล
ของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล การควบคุมอะพอพโทซิสที่ไมเหมาะสมเกี่ยวของกับการกอโรคเชน โรคอัลไซเมอร 
โรคภาวะหลอดเลือดหัวใจตีบตัน โรคออโตอิมมูน และโรคมะเร็งชนิดตางๆ วิถีอะพอพโทซิสมี 2 แบบคือ 1) วิถี
จากภายนอกที่เหนี่ยวนําโดย death receptor และ 2) วิถีจากภายในที่มีไมโตคอนเดรียกับอะพอพโทโซมเปน
ตัวกลาง อะพอพโทซิสสามารถตรวจสอบไดหลายวิธีเชนการสังเกตรูปสัณฐานของเซลลดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต โดยเซลลที่เกิดอะพอพโทซิสจะหดตัว ผนังเซลลโปงพอง โครมาตินจับตัวแนน และมีการแยก
ยอยของดีเอ็นเอ วิธีนี้ใชตรวจสอบอะพอพโทซิสในระยะสุดทายอยางคราวๆ แตยังไมสามารถจําแนกชนิดการ
ตายไดอยางแมนยํา การตรวจยืนยันโดยวิธีที่มีความจําเพาะจึงมีความสําคัญ เชน การใช Annexin V ในการจับ
กับ phosphatidylserine ที่เยื่อหุมพลาสมา การตรวจสอบการแยกตัวของดีเอ็นเอดวย electrophoresis gels 
หรือ TUNEL การวิเคราะหหนาที่ของไมโตคอนเดรียระหวางที่เกิดอะพอพโทซิส และ การวิเคราะหทางชีวเคมี
ของการตายแบบอะพอพโทซิสอื่นๆ การตรวจอะพอพโทซิสดังกลาวสามารถวิเคราะหทั้งในเชิงปริมาณและ   
เชิงคุณภาพ มีประโยชนในการบงชี้การเกิดอะพอพโทซิสและอธิบายถึงวิถีการเกิดอะพอพโทซิส ดวยเหตุนี้การ
ตรวจวิเคราะหดังกลาวจึงนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรคตางๆ ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการตายอะพอพ    
โทซิสที่ผิดปกติ และใชในการศึกษาวิจัยถึงเปาหมายในการออกฤทธิ์ของสารที่มีคุณคาในการออกแบบและ
พัฒนายาที่เกี่ยวของกับวิถีอะพอพโทซิสตอไป 
คําสําคัญ: อะพอพโทซิส แคสเปส โปรตีนบีซีแอล 2 
 

 
บทนํา: อะพอพโทซิส (apoptosis) เปนแบบแผนการ 
ตายของเซลล (programmed cell death) ที่ควบคุมโดยยีน 
มีบทบาทสําคัญในการพัฒนาและรักษาสมดุลของส่ิงมีชีวิต
หลายเซลล มีลักษณะแสดงคือเซลลเกิดการสูญเสียปริมาตร
ของเซลล (loss of cell volume) เย่ือหุมเซลลหดแฟบ 
(plasma membrane blebbing) นิวเคลียสรวมตัวกันแนน 
(nuclear condensation) โครมาตินเกาะกลุม (chromatin 
aggregation) และ ดีเอ็นเอถูกยอยเปนชิ้นเล็ก (endonucleo 
cytic degradation of DNA into nucleo- somal fragments) 
การเปล่ียนแปลงของเซลลจะเกิดภายหลังจากขบวนการ
เชื่อมโยงของการสัญญาณภายในเซลล (cascade of cell 
signalling) และ ขบวนการที่อาศัยเอ็นไซม caspase ที่เปน
ตัวกลาง (caspase-mediated events) โดยการควบคุมของ
โปรตีนที่ทําใหเกิดการตาย (proapoptotic proteins) และ 
โปรตีนยับย้ังไมใหเกิดการตาย (antiapoptotic proteins) 
การควบคุมอะพอพโทซิสที่ไมเหมาะสมเกี่ยวของกับการกอ
โรคเชน โรคอัลไซเมอร โรคภาวะหลอดเลือดหัวใจตีบตัน 
โรคออโตอิมมูน และโรคมะเร็งชนิดตางๆ อะพอพโทซิสยัง
สามารถถูกกระตุนจากปจจัยภายนอกเซลลไดจากสาเหตุ
ตางๆ เปนตนวาการผาเหลา โรคมะเร็ง การติดเชื้อไวรัส 
 

โรคทางระบบภูมิคุมกัน และ โรคทางระบบประสาท เปนตน 
การตรวจอะพอพโทซิสมีหลายวิธีเลือกใชในการศึกษา

แตกตางกันตามวัตถุประสงค โดยตองคํานึงถึงวิถีการเกิดที่
มีการสรางสารควบคุมการตายภายในเซลลดวยลักษณะ
จําเพาะ หากเลือกใชเทคนิคเหมาะสมที่ตรวจหาหลักฐาน
ดังกลาวไดจะสามารถบงชี้การเกิดอะพอพโทซิสและอธิบาย
วิถีการเกิดอะพอพโทซิสได 

การตายของเซลล  
การเจริญและการตายของเซลลเปนขบวนการที่จําเปน

ตลอดชีวิต ในคนที่โตเต็มวัยมีการตายของเซลลถึง 10P

9
P 

เซลลตอวัน การตายของเซลลเกิดจากขบวนการที่แตกตาง
กันอยางนอยสองขบวนการคือ การตายแบบอะพอพโทซิส 
ซึ่งเปนการตายแบบใชพลังงานและ การตายแบบเนโครซิส
ซึ่งเปนการตายแบบไมอาศัยพลังงานP

1
P สามารถแบงแยก

ความแตกตางระหวางรูปแบบการตายทั้งสองชนิดออกจาก
กันโดยดูการเปลี่ยนแปลงทางรูปสัณฐานของเซลล ดังกลาว
สรุปในตารางที่ 1 การตายของเซลลสามารถจําแนกตาม 
Clarke’s Classification of programmed cell death (PCD) 
ไดเปน 3 แบบP

2,3
P โดยมีรายละเอียดดังสรุปใวในตารางที่ 1 

และรูปที่ 1 

P

∗
Pติดตอไดที่ natthida@kkku.ac.th โทรศัพท/ โทรสาร 0 4336 2091 
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รูปท่ี 1 ลักษณะรูปแบบการตายแบบเนโครซิส และอะพอพโทซิสP

4 
P
 

ก. Type-I PCD (Apoptosis): เกิดการหด
ของเซลล oligonucleosome DNA fragmentation, 
chromatin condensation ซึ่งทําใหเกิดลักษณะที่
เรียกวา pyknotic nuclei และการแยกสลายของ
เซลลเปนรูปแบบที่เรียกวา apoptotic bodies  

ข. Type-II PCD (Autophagocytosis): มี
การสราง autophagic vacuoles มีการขยายของ
ไมโตคอนเดรีย และ เอนโดพลาสมิกเรติคูลัม 
(endoplasmic reticulum, ER) และการขยายตัว
เล็กนอยใน Golgi apparatus  

ค. Type-III PCD (Necrosis-like): มีการ
บวม (osmotic swelling) ของ cell membranes 
และ organelles ตางๆ และเกิดขบวนการอักเสบ
ตามมา 

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบการตายของเซลลรูปแบบตาง Pๆ

3
P  

ลักษณะ Type I 
(Apoptosis) 

Type II 
(Autophagocytosis) 

Type III 
(Necrosis-like) 

ไซโตพลาสม Condensation/ blebbing/ fragmentation 
Cytoskeletal protein breakdown (fodrin, 
myosin, light chain, actin) 

Autophagic vacules (Avs)  
Cytoskeletal protein preservation 

Swelling of cytoplasm 
and mitochondria 

นิวเคลียส pyknotic pyknotic no 
Nuclear protein 
breakdown yes no no 

 DNA fragmentation    
    HMW* 
    LMW* 

 
yes 
yes 

 
yes 
no 

 

Random digestion 

Morphological  
change 

cell shrinkage 
 

cell fragmentation into smaller bodies 

 
Autophagic vacuoles 

 

 
Cell membrane is lysed 

ATP requirement yes yes no 
Inflammatory 
response no no yes 

การตรวจ  DNA ladder formation assay 
TUNEL and annexin V 
FACS analysis 
Electron microscopy 

Electron microscopy 
Monodansylcadaverine (MDC) 
Autophagosome membrane (LC3) 

Gel  electrophoresis 

*HMW = High molecular weight, LMW = Low molecular weight 
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วิถีอะพอพโทซิส 
อะพอพโทซิสถูกควบคุมโดยยีนหลายตัวเชน tumor 

suppressor genes เชน p53 และ Tensin Homolog Deleted 
on Chromosome 10 (PTEN gene) และ oncogenes เชน 
AKT และ BCL-2 และมีโมเลกุลเกี่ยวของหลายกลุมเชน กลุม 
anti-apoptotic proteins (Bcl-2และ Bcl-XBLB) และ กลุม pro -
apoptotic proteins (Apaf-1และ caspases) รวมทั้งไมโต-
คอนเดรียที่มีบทบาทสําคัญในการหลั่งสารที่จะเหนี่ยวนําให
เกิดอะพอพโทซิส เชน cytochrome C และ apoptosis -
inducing factor (AIF)P

5 
Pอะพอพโทซิสเกิดเมื่อมีการเชื่อมโยง

สัญญาณภายในเซลล (cascade of cell signalling) โดย
อาศัยเอนไซม caspase เปนตัวกลาง (caspase-mediated 
events) และ pro- apoptotic proteins เปนตัวชักนําการตาย 
โดยมี anti-apoptotic proteins เปนตัวยับย้ังการตาย การ
เหนี่ยวนําอะพอพโทซิสเกิดได 2 วิถี ทั้งสองวิถีจะสัมพันธ
ตอเนื่องกัน ดังแสดงในรูปที่ 2 โดยกระตุนการทํางานของ
เอ็นไซม effector caspases ที่ยอยโปรตีนองคประกอบใน
เซลลตางๆเชน actin, lamin A, ICAD/CAD, PARP, Rb, 
p27, p21 ชึ่งจะนําไปสูอะพอพโทซิส P

5,6
P  

ก) Death-receptor-induced extrinsic pathwayP

7
P: วิถี

ภายนอกเกิดเมื่อ death receptors (DRs) เชน tumor 
necrosis factor receptor (TNFR), Fas receptor (FasR), 
DR3, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAILR1 
หรือ DR4 และ TRAILR2 หรือ DR5) และ DR6 เปนตนP

8
P 

ถูกกระตุนดวยการจับของลิแกนดที่จําเพาะ เกิดโครงสรางที่
ประกอบดวย adaptor protein และ initiator caspase (pro 
caspase 8 หรือ 10) เรียกวา “death-inducing signaling 
complex” (DISC) กระตุนให pro caspase เปน initiator 
caspase ซึ่งจะเหนี่ยวนําให effector caspases ทํางานและ
นําไปสู อะพอพโทซิส ดังแสดงในรูปที่ 2  

ข) Mitochondrial-apotosome-mediated apoptotic 
intrinsic pathwayP

7
P: วิถีจากภายในที่มีไมโตคอนเดรีย 

และอะพอพโทโซมเปนตัวกลางเกิดเมื่อมีการกระตุนจากสิ่ง
เราตางๆเชน แสงอัลตราไวโอเลต รังสีแกมมา ภาวะเครียด
ออกซิเดชัน หรือการใชยาเคมีบําบัด (oxidative stress) ที่
ทําใหเกิดการชํารุดเสียหายของ ดีเอ็นเอ เกิดขึ้น P

9
P
 

อะพอพโทซิสมีตัวควบคุม (regulators) อ่ืนอีกหลายตัว
โดยสามารถแบงการควบคุมได 2 กลุม คือ ตัวควบคุมที่ทํา
ใหเกิดการตาย (proapoptotic regulators) และ ตัวควบคมุที่
ยับย้ังการตาย (anti-apoptotic regulators) ซึ่งหากมีการ
ควบคุมที่ผิดปกติเชน การกระตุนใหตัวควบคุมที่ทําใหเกิด
การตายมากเกินไปก็จะเปนสาเหตุของโรคตางๆ เชน 
โรคอัลไซเมอร โรคภาวะหลอดเลือดหัวใจตีบตัน โรคออ
โตอิมมูน แตหากมีการกระตุนใหตัวควบคุมที่ยับย้ังการตาย 
ก็จะเปนสาเหตุหนึ่ งของขบวนการเกิดมะเร็ง ดังนั้น
การศึกษาอะพอพโทซิส จึงสามารถใชตัวควบคุมตางๆมา
เปนตัวชี้บง (marker) หรือ ใชเปนเปาหมายในการออกฤทธิ์
ของยาตอวิถีการตายแบบดังกลาวได ดังแสดงในตารางที่ 2

  

ตารางท่ี 2 ตัวควบคุมอะพอพโทซิสชนิดทําใหเกิดการตาย (proapoptotic) และ ชนิดยับยั้งการตาย (anti-apoptotic)P

10
P  

Proapoptotic regulators Anti-apoptotic regulators 
Bid 
Bad 
Bax 
Bim 
Bak 
Puma (p53 upregulated mediator of apoptosis) 
AIF (apoptosis inducing factor) 
Cytochrome C 
Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1) 
p53  
p73 
Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator) 
Caspases (Cysteine aspartyl-specific proteases) 
HtrA2/Omi 
IkB (inhibitor of NF-κB) 
CAD (caspase activated DNase) 

Bcl-XBLB 

Bcl-2 
Bcl-w 
Bcl-B 
Mcl-1 
FLIP (FLICE-inhibitory protein) 
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) 
c-IAP1 (cellular inhibitor of apoptosis 1) 
c-IAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2) 
Survivin 
NF-κB  
ICAD 
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ความสําคัญของไมโตคอนเดรียตออะพอพโทซิส 
ไมโตคอนเดรียทําหนาที่สํารองพลังงานตอเซลลผาน

ขบวนการที่เรียกวา “oxidative phosphorylation” มีความ 
สําคัญตออะพอพโทซิสP

11
P ไมโตคอนเดรียมีชองวาง (inter 

membranespace; IMS) คั่นระหวางเยื่อหุมภายนอก (outer 
membrane; OM) และเยื่อหุมภายใน (inner membrane; IM) 
ชั้น IM มี matrix, เอ็นไซมที่เกี่ยวกับ citric acid cycle, ß-
oxidation และมีต่ิงที่เรียกวา “cristae” เปนสวนประกอบของ 
electron transport chain และ  FB0BFB1B-ATPase ในการควบคุม
ขบวนการ oxidative phosphorylationP

12
P สวนชั้น IMS จะมี

สารหลายชนิดเชน caspase-independence death effector 
(nucleases และ / หรือ proteases), caspase activators, 
pro-caspases 2, 3 และ 9 ซึ่งสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดอะ
พอพโทซิสP

2  
P สารเหลานี้จะผานจากชั้น OM ออกสูไซโตซอล 

(cytosol) ทางชอง mitochondria permeability transition 
pore (PTP) ซึ่งเปน ion channels ที่พบในไมโตคอนเดรีย 
เชน adenine nucleotide translocator (ANT protein), 
voltage dependent anion channel (VDAC), benzodia-
zepine receptor และ cyclophilin D ในภาวะปกติเซลลจะมี
ระบบ Mitochondria Outer membrane permeabili- zation 
(MOMP) ภายใตการควบคุมของโปรตีนกลุม Bcl-2 familyP

2,12
P 

ควบคุมไมใหสารเหลานี้ผานออกมา เมื่อมีส่ิงกระตุนใน
สภาวะตางๆ เชน สภาวะเครียด (stress-induced apoptosis) 
เชน การใชสารเคมี หรือ ยาเคมีบําบัด รังสียูวี อนุมูลอิสระ 

การเสียสมดุลของแคลเซียมไอออน (disruption of CaP

2+
P 

homeostasis) จะรบกวน electrochemical gradient ทําให 
PTP เปด จะมีสารรั่วออกมามีผลใหไมโตคอนเดรียบวม และ 
OM เกิดรอยรั่ว ทําใหโปรตีน apoptogenic factors เชน 
cytochrome C, apoptosis-inducing factor (AIF), endo 
nuclease G (Endo G) และ second mitochondria-derived 
activator of caspases / direct IAP binding protein with a 
low iso- electric point (Smac / DIABLO) รั่วออกมาจาก
ชั้น IMS หล่ังเขาสูไซโตซอล โดย AIF และ EndoG จะ
สงผานเขาไปยังนิวเคลียสเพ่ือเนี่ยวนําใหเกิด chromatin 
condensation และ DNA fragmentation ซ่ึงขบวนการนี้ไม
อาศัย ATP และไมขึ้นกับการทํางานของเอนไซม caspase 
สวน Smac / DIABLO จะมีหนาที่ในการยับย้ัง X-linked 
inhibitor of apoptosis protein (XIAPs)P

2
P เมื่อ cytochrome 

C หล่ังจากไมโตคอนเดรียเขาสูไซโตซอลจะไปจับ apoptosis 
protein-activating factor 1 (Apaf-1) เกิดการไฮโดรไลซิส
ของ dATP / ATP ไปเปน dADP / ADP สงผลใหเกิดการ
รวมกัน (oligomerisation) ของ cytochrome C, Apaf-1 และ 
pro-caspase-9 เป น โครงสร า ง เชิ งซ อนที่ เ รี ยกว า 
“apoptosome”P

2,6,10
P ทําให pro-caspase-9 สามารถแยกยอย

ตัวเอง (self-cleavage analogue) ใหเปนเอนไซมที่พรอม
ทํางานคือ caspase-9 แลวไปกระตุนให effector caspases 
ทํางาน และเหนี่ยวนําใหเซลลมีการตายแบบ อะพอพโทซิส
ขึ้น (รูปที่ 2) 

 

รูปท่ี 2 วิถีอะพอพโทซิส (apoptosis pathway)P

7
P
 

a) วิถีภายนอกเหนี่ยวนาํโดย death receptor 
(death-receptor-induced extrinsic pathway) 
เม่ือลิแกนดจับกับ death receptor domain (DD) จะ
เกิดสัญญาณผานไปกระตุนเอนไซม caspase 8 ชัก
นําสูอะพอพโทซิส,  
b) วิถีภายในท่ีมีไมโตคอนเดรียและอะพอพโท
โซมเปนตัวกลาง (mitochondrial-apotosome-
mediated apoptotic intrinsic pathway) สารที่
หลั่งจากชองวางระหวางเยื่อหุมไมโตคอนเดรียไดแก 
cytochrome C และ AIF จะชักนําสูอะพอพโทซิส ทั้ง
สองวิถีมีจุดรวมตรงการตัดยอยตัวกลาง (mediators) 
ตางๆ ดวย initiator caspases เชน caspase 8 และ 
caspase 10 



Review Article 231

เอ็นไซม CASPASES  
Cysteine aspartyl-specific proteases (caspases) 

เปนกลุมเอ็นไซมที่มีกรดอะมิโน cysteine - residue ตรง
ตําแหนงกระตุน (active site) เพ่ือจําเพาะตอการเรงปฏิ-
กิริยาของ aspartate-residue เกี่ยวของกับอะพอพโทซิส
และขบวนการอักเสบที่เกี่ยวของกับ cytokine10 ปจจุบันมี
รายงานอยางนอย 14 ชนิดแบงเปน 2 กลุมตามหนาที่การ
ทํางาน13  

ก. Initiator caspases: เปนกลุม caspase ที่มี pro 
domain ใหญกวา 100 กรดอะมิโนเชน caspase-1, -2, -4, -
5, -8, -9, -10 และ -12 ในสวนของ prodomain จะมี
โครงสรางพิเศษ (structural motifs) เชนใน caspase-8 และ 
-10 จะมี death effector domain (DED) หรือใน caspase-
4, -5 และ -9 จะมี caspase recruitment domain (CARD) 
สําหรับใชจับกับ adaptor molecule (FADDหรือ Apaf-1) 
ในการกระตุนการทํางานของ effector caspases ตอไป 

ข. Effector caspases: เปนกลุม caspase ที่มี pro 
domain นอยกวา 30 กรดอะมิโนเชน caspase-3, -6, -7 
และ -14 มีหนาที่แยกยอยสารที่เรียกวา death substrates 
ซึ่งมีฤทธิ์ในการตานกลไกการรอดชีวิต ดวยการยอยสลาย
โปรตีนโครงสรางตางๆ อันไดแก actin, fodrin  และ lamin 
กระตุนให เซลล เกิดการแยกตัวและนิวเคลียสหดตัว  
สงเสริมการทํางานของ caspase-activated DNase / DNA 
fragmentation factor (CAD / DFF) ทํ า ให เ กิ ด  DNA 

fragmentation โดยการสลายเอ็นไซม poly (ADP - ribose) 
polymerase (PARP) ซึ่งหนาที่ซอมแซมดีเอ็นเอ และทําลาย 
caspase-activated DNase inhibitor (ICAD) เอ็นไซมกลุมนี้
ยังสามารถยอยโปรตีนในวัฏจักรเซลลทําใหในการแบงตัว
ของเซลลหยุดชะงัก 

caspases ถูกสรางในรูป proenzyme (pro-caspases) 
โดยมีโครงสรางหลักประกอบดวย prodomain (PRO) ทาง 
ดานปลาย N-ter และ หนวยยอย (subunits)มีสวน large 
subunit (~ 20 kDa) และสวน small subunit (~ 10 kDa) 
โดยสวน large  subunit จะมีตําแหนงกระตุนที่เปน cysteine-
residue มีลําดับกรดอะมิโน     (pentapeptide  sequence) แบบ 
conserved QACXG motif (Gln-Ala-Cys-X-Gly, โดย X 
อาจเปน Arg, Gln หรือ Gly)1,14 การตัดยอย (cleavage)14 
จะเกิดที่ตําแหนงจําเพาะเชน procaspase-3 จะถูกตัดยอย
ที่ Asp-9 หรือ Asp-28 (รูปที่ 3) จากนั้นจะรวมกัน (dimeri-
zation)  เปนเฮเทอโรไดเมอไรเซชัน ประกอบดวย large 
subunit 2 หนวย และ small subunit 2 หนวย โดยมีตําแหนง

กระตุนจากสวน large subunit และ small subunit ทําใหมี
โครงสรางแบบเฮเทอโรเตตราเมอริกที่จําเปนตอการทํางาน15  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3 รูปจําลองโครงสรางเอ็นไซม caspases 14 เอ็นไซม 
caspases มีโครงสรางหลักประกอบดวย prodomain (PRO) 
ทางดานปลาย N-ter และ หนวยยอย (subunits) มีสวน large 
subunit (~ 20 kDa) และสวน small subunit (~ 10 kDa) การตัด
ยอย (cleavage) จะเกิดที่ตําแหนงจําเพาะเชน ตําแหนงที่ถูกตัด
ยอยของ procaspase-3 จะเกิดที่ Asp-9 หรือ Asp-28  

 
โปรตีน BCL-2 FAMILY 

โปรตีน Bcl-2 family16 มีหนวยยอยของโครงสราง 
(domain regions) รวมกันในสวน BH1-4 (Bcl-2 homology) 
ดังแสดงในรูปที่ 4 และมีสวน N-terminal transmembrane 
region ของ Bcl-2 proteins โดยโปรตีน Bcl-2 family มี
บทบาทควบคุมวิถีอะพอพโทซิสทางไมโตคอนเดรียซึ่งจะ
ถูกเคล่ือนยายไปยังสวนเยื่อหุมชั้นนอกของไมโตคอนเดรีย
เพ่ือรักษาความคงตัว (mitochondrial integrity) เพ่ือควบคุม
การหลั่ง cytochrome C จากไมโตคอนเดรียเขาสูไซโตซอล 
ปจจุบันโปรตีน Bcl-2 family ถูกคนพบมากกวา 20 ชนิด 
สามารถแบงแยกตามโครงสรางและหนาที่ เปน 3 ชนิดยอย
คือ6  
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ก. anti-apoptotic fraction: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, 
A1, Mcl-1 และ Boo 

ข. pro-apoptotic Bax/Bak-like group: Bax, Bok, 
Bcl-XS, Bak และ Bcl-GL

ค. pro-apoptotic BH-3 only proteins: Bad, Bik, 
Bid, Hrk, Bim, Bmf, Noxa และ Puma  

วิถีอะพอพโทซิสทางไมโตคอนเดรียจะถูกควบคุมโดย
โปรตีนทั้งสองกลุม โดย pro-apoptotic Bax/Bak จะกระตุน
ใหมีการหล่ัง cytochrome C และการทํางานของ pro-
apoptotic factors อื่นๆ สวน pro-apoptotic BH-3 only 
proteins Bid จะชวยสนับสนุนการทํางานของ Bax และ Bak 
โดยทําใหเกิด homo-oligomerization และ การเคลื่อนยายไป
ยังไมโตคอนเดรีย ในทางกลับกัน anti-apoptotic Bcl-2 และ 
Bcl-XL จะยับย้ังการหลั่งของ mitochondrial factors ตางๆ 
และควบคุมขบวนการ hyperphosphorylation และเกิดอันตร
กิริยากับ BH-3 only proteins ทําใหยับย้ังการกระตุนของ 
Bax และ Bak8

ความผิดปกติจากการเสียสมดุลของอะพอพโทซิส 
อะพอพโทซิสอาจเปนทั้งตนเหตุของโรค หรืออาจเปน

ผลจากโรค ทั้งนี้ในภาวะปกติรางกายจะรักษาสมดุลของ
การแบงตัวและเกิดอะพอพโทซิส หากมีการเหนี่ยวนําหรือ
ยับย้ังอะพอพโทซิสจนเสียสมดุลจะนําไปสูโรคตางๆ
มากมาย ยกตัวอยางเชน  

ความผิดปกติจากการเหนี่ยวนําอะพอพโทซิส: พบ
ไดในการติดเชื้อไวรัส, โรคทางระบบภูมิคุมกัน และโรคทาง
ระบบประสาท เปนตน ยกตัวอยางเชน ในผูติดเชื้อ human 
immunodeficiency virus (HIV) หากมีการเหนี่ยวนําใหเกิด 

อะพอพโทซิสของเซลลที่ติดเชื้อและไมติดเชื้อไวรัส human 
immunodeficiency virus (HIV) จะมีผลทําใหแสดงอาการจน
เขาสูระยะเอดส17 หรือในระหวางการพัฒนาสมองอะพอพ  
โทซิสที่ผิดปกติมีผลในการทําลายเซลลประสาทมากกวา 
รอยละ 50 ยอมทําใหเกิดความผิดปกติไมเพียงแค neuro- 
degenerative disorders เชน Alzheimer’s, Huntington’s 
และ Parknson’s disease ยังเกี่ยวของกับ neurodevelop- 
mental disorder อื่นๆ เชน autism, Fragile X syndrome 
และ schizophrenia เปนตน18,19  

ความผิดปกติจากการยับยั้งอะพอพโทซิส : การ
ยับยั้งอะพอพโทซิสเปนการเพ่ิมของเซลลที่มีความผิดปกติ
จนรางกายไมสามารถรักษาสมดุลไดยกตัวอยางเชน การ
ผาเหลาของยีนอยางจําเพาะมีผลตอการเกิดอะพอพโทซิส
ซึ่งพบในโรค autoimmune เชน systemic lupus erythema 
tosis (SLE)20,21 หรือการรอดของเซลลมะเร็งจากวัฏจักร
เซลล และการเพิ่มจํานวนของไวรัสที่กอโรค เชน ไวรัส 
Epstein-Barr ที่เปนสาเหตุของ infectious mononucleosis, 
nasopharyngeal carcinoma, post - transplant lympho-
proliferative disorder และ Burkitt’s lymphoma เปนตน 

การตรวจวดัอะพอพโทซิส 
อะพอพโทซิสสามารถตรวจวัดไดหลายวิธี แตละวิธีมี

หลักการและมีขอดี ขอดอยแตกตางกัน การเลือกใชเทคนิค
ที่เหมาะสมเพื่อตรวจสอบจึงมีประโยชนสามารถบงชี้การ
เกิดอะพอพโทซิสและอธิบายถึงวิถีการเกิดอะพอพโทซิสได 
บทความนี้ไดรวบรวมหลักการตรวจและตัวอยางการ
ประยุกตไปใชงานของแตละวิธี 

 

รูปท่ี 4 รูปจําลองโครงสราง
โปรตีน Bcl-2 family16

โปรตีน Bcl-2 มีโครงสรางของ 
domain ที่รวมกันในตําแหนง BH 
1-4 และสวนใหญจะมีสวนปลาย 
N-terminal (TM) ที่จําเปนในการ
เคลื่อนยายไปยังเยื่อหุมของไมโต
คอนเดรีย  
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1. วิธีตรวจรูปสัณฐาน22

หลักการ: เซลลที่เกิดอะพอพโทซิสระยะสุดทายจะมี
การหดตัว ผนังเซลลโปงพอง โครมาตินจับตัวแนน และมี
การแยกยอยของดีเอ็นเอ การตรวจอะพอพโทซิสดวยกลอง
จุลทรรศนเพ่ือประเมินรูปสัณฐานจึงสังเกตการเปลี่ยนแปลง
ของนิวเคลียสและ โครงสรางของ apoptotic body โดยการ
ยอมดวย Haematoxylin และ Thionin การยอมสีทั้งสอง
ชนิดนี้จะใชกับตัวอยางเซลลเน้ือเยื่อท่ีทําการ fix ดวย 
formaldahyde และ wax-embebed เซลลจะยอมติดสีฟา
ตรงตําแหนง nuclei ทั้งหมดและมีสีที่ตัดกันดี โครมาตินที่
อัดแนนภายในเซลลที่เกิดอะพอพโทซิสจะติดสีที่คอนขาง
เขม และมีขอบเขตที่คมชัดตางจาก mitotic nuclei เซลล
เพาะเลี้ยงสามารถยอมนิวเคลียสดวยสารเรืองแสงไดโดยไม
ตอง fix เซลลกอน สารเรืองแสงที่นิยมใชมีหลายตัวไดแก 
4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), Hoechst 33258, 
Hoechst 33342, Acridine orange, Ethidium bromide และ 
Propidium iodide จําแนกการตายของเซลลไดจากลักษณะ
การยอมติดสี DNA หรือ RNA ที่แตกตางกัน และเซลลที่มี
ชีวิตสวนใหญไมยอมใหสารเรืองแสงแพรผานเยื่อหุมเซลล 
ดังสรุปในตารางที่ 3 วิธีตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนตเหมาะตอการศึกษาอะพอพโทซิสในระยะ
สุดทายอยางคราวๆ แตยังไมสามารถจําแนกชนิดการตาย
ไดอยางแมนยํา 

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้ง
การแบงตัวของเซลล และฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษ
ตอเซลลมะเร็งตับ HepG2 (wild type p53) และ Hep3B 
(delete p53) เมื่อรับสารสกัดเมทานอลจากไมซีเลีย (MEM) 
ของเชื้อรา Antrodia camphorata (Polyporacea, Aphyllo-
phorales) ทําการตรวจอะพอพโทซิสโดยการยอมดูดวย 
DAPI ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต23  

2. วิธีตรวจ Annexin V/ PI binding24 

หลักการ: เซลลระยะเริ่มเกิดอะพอพโทซิสจะมีการ
เปล่ียนแปลงของพลาสมาเมมเบรน โดย phosphotidyl serine       
 

(PS) ซึ่งอยูดานในจะเคลื่อนที่ดานนอก (PS externalization 
หรือ PS redistribution) ในระยะนี้ propidium iodide (PI) ยัง
ไมสามารถผานไดเนื่องจากพลาสมาเมมเบรน ยังไมสูญเสีย
คุณสมบัติ แตหลังจากเกิด chromatin condensation แลว 
Annexin V จะสามารถจับกับประจุลบของ phosphotidyl 
serine ได ดังนั้นหากเชื่อม Annexin V กับสารเรืองแสง 
(fluorescein) จะสามารถตรวจสอบการตายแบบอะพอพ-   
โทซิสไดโดยใชโฟลไซโทมิเตอร และหากใช Annexin V – 
fluorescein รวมกับ PI จะทําใหสามารถจําแนกเซลลออก 
เปนกลุมท่ีมีชีวิต (Annexin V negative / PI negative), Early 
apoptotic cell (Annexin V Positive / PI negative) และ Late 
apoptotic cell หรือ Necrosis (PI positive) ได25, 26

ตัวอยางการประยุกต ใช : การศึกษาฤทธิ์ต าน
เซลลมะเร็งตับ (Hep G2, Hep 3B และ PLC/PRF/5) ของ
สารสกัดน้ํา และสารสกัดเมทานอลจากตน Physalis 
angulata และ P. peruviana ตรวจวัดอะพอพโทซิสโดยการ
ตรวจการเปลี่ยนแปลงของพลาสมาเมมเบรนดวยวิธี 
annexin V binding โดยใช Annexin V-FITC กอนที่จะ
นํามาวิเคราะหดวยโฟลไซโตมิเตอร24

3. วิธีตรวจ DNA fragmentation26

หลักการ: เซลลอะพอพโทซิสจะเกิดการแตกหักของ 
genomic DNA (DNA fragmentation) เปน oligonucleo- 
somal fragments หรือ fragmented DNA ที่มีรูปแบบจําเพาะ
ขนาด 180-200 bp โดยมี Extensive DNA degrad-ation 
ซึ่งเปนลักษณะที่พบในอะพอพโทซิสระยะแรก (early 
apoptosis) เมื่อเกิดการยอยแยก DNA จะขาดเปนชิ้นสวน
เล็กๆของ double-stranded, LMW-DNA fragments (mono- 
และ oligonucleosome) เชนเดียวกับ single strand breaks 
(“nicks”) ใน HMW-DNA ตรวจสอบไดโดยการแทรก modified 
nucleotides ที่ติดฉลาก (X-dUTP,โดย X จะเปนสวนที่ติด
ฉลากเชน X=biotin, DIG หรือ สารเรืองแสง) เขากับปลาย 
3′-OH termini ในสายชิ้นสวน DNA เอนไซมที่ใชเติม X-
dUTP nucleotides มี 2 ชนิด คือ 

ตารางท่ี 3 คุณสมบัติของสารเรืองแสงในการแพรผานเยื่อหุมและการยอมติดนิวเคลียสของเซลล  

การแพรผานเยื่อหุมเซลล การยอมติดนิวเคลียส สารเรืองแสงที่ใชยอม 
เซลลมีชีวิต เซลลไมมีชีวิต Nucleus (DNA) Cytoplasm (RNA) 

Acridine orange ผาน ผาน เขียว แดง-สม 
Hoechst 33342 ผาน ผาน ฟา ไมติดสี 
Hoechst 33258 ไมผาน ผาน ฟา ไมติดสี 

DAPI ไมผาน ผาน ฟาสวาง ไมติดสี 
Ethidium bromide ไมผาน ผาน สม คอนขางแดง 
Propidium iodide ไมผาน ผาน แดง ไมติดสี 
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ก. terminal deoxynucleotidyl transferase (end 
labeling) เปนการเติม X-dUTP เขากับปลายทูของ double 
- strand DNA breaks โดยไมตองใช template เรียกวิธีนี้วา 
terminal deoxynucleotide transferase (TdT) - mediated 
conjugated dUTP nick end- labeling (TUNEL) 

ข. DNA polymerase I (nick translation) เปนการเตมิ 
X-dUTP เขากับ template DNA ที่ไดถูก nicked เรียกวิธีนี้
วา “In situ nick translocation, ISNT” สามารถตรวจ apop-
totic DNA และ random fragmentation ของ DNA ได 

การตรวจ  fragmented DNA เบ้ืองตน ทําได โดยวิธี 
Agarose gel electrophoresis22 การตรวจปริมาณของ 
fragmented DNA ของเซลลอะพอพโทซิสในเซลลเดี่ยว 
(individual cells) อาศัยการยอมสี DNA ภายในเซลลโดยวิธี 
enzymatic labeling เชน วิธี TUNEL enzymatic labeling 
assay หรือ การยอมดีเอ็นเอดวยสารเรืองแสง เชน วิธีการ
วัดปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล9

3.1 วิธี Agarose gel electrophoresis  
            ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ในการ
ยับย้ังการแบงตัวของเซลล และฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิด
พิษตอเซลลมะเร็งตับ HepG2 (wild type p53) และ Hep 
3B (delete p53) เมื่อรับสารสกัดเมทานอลจากไมซีเลียของ  
เชื้อรา Antrodia camphorata (Polyporaceae, Aphyllo-
phorales) ตรวจวัดอะพอพโทซิสเบื้องตนโดยการตรวจ 
fragmented    DNA ดวยวิธี Agarose gel electro-phoresis23

3.2 วิธี TUNEL (terminal deoxynucleotide trans- 
ferase (TdT) - mediated conjugated dUTP nick end- 
labeling) assay 

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้ง
การแบงตัวของเซลล และฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษ
ตอเซลลมะเร็งตับ HepG2 (wild type p53) และ Hep3B 
(delete p53) เมื่อรับสารสกัดเมทานอลจากไมซีเลีย (MEM) 
ของเชื้อรา Antrodia camphorata (Polyporaceae, Aphyllo-
phorales) ทําการตรวจยืนยันอะพอพโทซิสโดยการตรวจ 
fragmented DNA ดวยวิธี TUNEL23  

3.3 วิธี Measurement of cellular DNA content  
       ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ตาน
เซลลมะเร็งตับ (Hep G2, Hep 3B และ PLC/PRF/5) เมื่อ
รับสารสกัดน้ํา และสารสกัดเมทานอลจากตน Physalis 
angulata และ P. peruviana ตรวจยืนยันอะพอพโทซิสโดย
การตรวจปริมาณ DNA histograms (fractional DNA) โดย
โฟลไซโตมิเตอร และวิเคราะหขอมูลดวยการประมาณ 
 

รอยละในแตละวัฏจักรของเซลล การเกิดอะพอพโทซิสจะ
พิจารณาจากระดับการเพิ่มขึ้นของสัดสวนของเซลล sub-
G1 (hypodiploid)27

4. วิธีตรวจ mitochondrial transmembrane potential  
หลักการ: การสูญเสียหนาที่ของ mitochondrial trans 

membrane potential (ΔΨm) ΔΨm เปนผลมาจากการ
กระจายตัวอยางไมสม่ําเสมอของโปรตอนในชั้น IM ของไมโต 
คอนเดรีย ทําใหมีประจุลบเพ่ิมขึ้นบน inner side ของ IM 
ทําให ΔΨm มีคาศักยลดลง สารเรืองแสงหลายชนิดดัง
แสดงในตารางที่ 4 ซึ่งมีคุณสมบัติ cationic และ lipophilic 
สามารถใชยอมตรวจไมโตคอนเดรียเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลง 
ΔΨm ได จึงใชเปนตัวชี้วัดอะพอพโทซิสในระยะ early 
stage28  

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาผลของ สาร 4-
nonylphenol (4-NP) ตอการเหนี่ยวนําเซลลในระบบภูมิคุมกัน
ใหเกิดอะพอพโทซิส การศึกษาไดตรวจยืนยันอะพอพโทซิส
โดยการตรวจการเปลี่ยนแปลงของ ΔΨm ดวยการยอมดวย 
JC-129  

5. วิธีอื่นๆ 
อะพอพโทซิส ถูกควบคุมโดยยีน มีการสรางสารชีวเคมี

ตางๆ เชน โปรตีน เอนไซม ตัวรับ   (receptors)   และ ตัวควบคุม
อื่นๆ การตรวจสารชีวเคมีที่เกี่ยวกับอะพอพโทซิสจึงระบุวิถี 
อะพอพโทซิสได การตรวจจึงมีหลายวิธีเชน การตรวจ 
catalytic enzyme ตอสารตั้งตนที่ถูกเรงปฏิกิริยาใหเปนสาร
เรืองแสงสามารถตรวจวัดการเรืองแสงไดเพ่ือบอกถึง
ปริมาณการทํางานของเอนไซม การใชแอนติบอดี้เชื่อมตอ 
กับสารเรืองแสงในการจับกับโปรตีนจําเพาะ การใชเทคนิค 
Enzyme - Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) การ
วิเคราะห mRNA ดวยเทคนิค Reverse transcriptase -
polymerase chain reaction (RT-PCR) การใชเทคนิค 
Southern blot analysis รวมทั้งเทคนิคทางโฟลไซโตมิเตอร
ที่สามารถวิเคราะหการตายในเชิงปริมาณได30   

5.1 วิธีตรวจ Caspase activity assay  
หลักการ: 7-amino-4-trifluoromethyl-coumarin (AFC) 

ถูกเชื่อมดวยพันธะเปปไทดกับ DEVD-, LETD หรือ LEHD 
tetrapeptide ซึ่งเปนสารตั้งตนที่จําเพาะของ caspase-3, -8 
และ -9 ตามลําดับ เมื่อมี caspase-3, -8 และ -9 ทํางานจะ
ยอยสารประกอบเชิงซอนทําให AFC ถูกปลดปลอยและ
เรืองแสงสัมพันธกับปริมาณการทํางานของ caspase-3, -8 
และ -923
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ตารางท่ี 4 ชนิดของสารเรืองแสงที่ใชในการยอมเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงΔΨm28

สารเรืองแสง Excitation/emission เซลลวิเคราะห ความเขมขนท่ี
เหมาะสม 

DiOC6(3) 484 nm/499 nm Live cells 20-40 nM 
Rhodamine123 485 nm/530 nm Live cells 5 μM 
JC-1 485 nm/530 nm Live cells 10 μM 
CMXRos 578 nm/591 nm Live cells, fixed cells 50-200 nM 
 

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ในการยับย้ัง
การแบงตัวของเซลลและฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษตอ
เซลลมะเร็งตับ HepG2 (wild type p53) และ Hep3B 
(delete p53) เมื่อไดรับสารสกัดเมทานอลจากไมซีเลียของ
เชื้อรา Antrodia camphorata (Polyporaceae, Aphyllo-
phorales) ทําการตรวจอะพอพโทซิสโดยการตรวจวัด 
caspase -3, -8 และ -9 activity23

5.2 วิธีตรวจ procaspase activation   
หลักการ: caspases ถูกสรางในรูป proenzyme (pro-

caspases) ประกอบดวย prodomain (PRO) ทางดานปลาย 
N-ter และ หนวยยอย (subunits)มีสวน large subunit (~ 
20 kDa) และสวน small subunit (~ 10 kDa) การตัดยอย
จะเกิดที่ตําแหนงจําเพาะ จากนั้นจะรวมกัน (dimerization) 
เปนเฮเทอโรไดเมอไรเซชัน ประกอบดวย large subunit 2 
หนวย และ small subunit 2 หนวยที่จําเปนตอการทํางาน15 
การกระตุน caspases ทั้งกลุม initiator caspases หรือ 
effector caspases จะเปนดัชนีที่บงถึงการเกิดอะพอพโท
ซิส การทดสอบหาชนิดของ caspase ทําโดยใชแอนติบอดี
ที่จําเพาะตรวจ หลังจากแยกโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลใน
สนามไฟฟา และยายไปอยูบนเมมเบรน (Western blotting) 
การวิเคราะหโดยเทคนิค Western blotting นี้สามารถ
ประยุกตใชกับตัวควบคุมอื่นๆ ที่เปนโปรตีนเกี่ยวของกับอะ
พอพโทซิส โดยใช antibodies ที่จําเพาะตอแตละโปรตีน 
สามารถดูปริมาณไดจากความเขมของแถบปฏิกิริยา 

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้ง
การแบงตัวของเซลลและฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษตอ
เซลลมะเร็งตับ 2 สายพันธุไดแก HepG2 (wild type p53) 
และ Hep3B (delete p53) เมื่อไดรับสารสกัดเมทานอลจาก
ไมซีเลียของเชื้อรา Antrodia camphorata (Polyporaceae,  
Aphyllophorales) ทําการตรวจอะพอพโทซิสโดยการตรวจวัด
การกระตุน caspase ดวยการตรวจการเปลี่ยนแปลง
ความสัมพันธ เชิ งปริมาณของ caspase -3, -8 และ 

procaspase -3, -8 activation ดวยเทคนิค Western 
blotting23  
5.3 วิธีตรวจ DNA binding   

หลักการ: อะพอพโทซิสควบคุมโดยยีน การเหนี่ยวนํา
ใหมีการแสดงออกอาศัย transcription factor เชน NF-κB 
(p65 subunit) เขาจับกับดีเอ็นเอ (DNAbinding) ในตาํแหนง
ที่จําเพาะเพื่อเหน่ียวนําใหมีการแสดงออก การตรวจวัดการ
ทํางานของ NF-κB ในการจับกับดีเอ็นเอ (DNAbinding 
capacity) จึงเปนตัวบงชี้การแสดงออกของยีนเปาหมาย31

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ตานการ
อักเสบและฤทธิ์ตานเนื้องอก ของสาร curcumin ที่สกัดมา
จากขมิ้นตอเซลล HA22T/VGH โดยใชสารสกัดจากนิวเคลียส 
(nuclear extracts) ของเซลล HA22T/VGH ซึ่งมีคุณสมบัติ
แสดงออก activated NF-κB ทําการตรวจอะพอพโทซิสโดย
ตรวจการแสดงออกของ IAPs และ NF-κB target genes 
อื่นๆโดยเทคนิค ELISA31  
5.4 วิธีตรวจปริมาณ mRNA  

หลักการ:  เมื่อเกิดอะพอพโทซิส จะมีการสราง RNA ที่
กําหนดการสรางสารชีวเคมีตางๆ ที่ควบคุมอะพอพโทซิส 
เชน Bcl-2, Bcl-XL, c-IAP-1, c-IAP-2, NAIP, XIAP, 
survivin, livin, β-catenin,  COX-2, c-myc การวิเคราะห 
mRNA ดวยเทคนิค Reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) จึงเปนอีกวิธีที่สามารถใชศึกษา
การเกิดอะพอพโทซิสได โดยสกัด RNA ออกมาแลวทําการ
เปล่ียนเปน complementary DNA (cDNA) ดวยเอ็นไซม 
Reverse transcriptase activity และทําการเพิ่มจํานวน 
DNA โดยเทคนิค PCR ซึ่งสามารถบงชี้การแสดงออก
เพ่ิมขึ้น (up regulation) หรือลดลง (down regulation) ของ
ยีนตางๆที่ควบคุม (proapoptotic/ antiapoptotic genes)  
อะพอพโทซิส31  
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ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาฤทธิ์ตานการ
อักเสบและฤทธิ์ตานเนื้องอก ของสาร curcumin ที่สกัดมา
จากขมิ้นตอเซลล HA22T/VGH ทําการตรวจอะพอพโทซิส
โดยการตรวจการตรวจระดับปริมาณ mRNA ของ Bcl-2, 
Bcl-XL, c-IAP-1, c-IAP-2, NAIP, XIAP, survivin, livin, β--

catenin, COX-2, c-myc โดยเทคนิค RT-PCR31  
5.5 วิธีตรวจการเคลื่อนยายของโปรตีนจากไมโตคอน
เดรีย (translocation of proteins from mitochondrial 
in cells) 

หลักการ: การเกิดอะพอพโทซิสระยะเริ่มแรก ไมโตคอน
เดรียจะมีการเปล่ียนแปลงอยูสองลักษณะใหญๆ คือ เยื่อหุม
ภายนอก (OM) ยอมใหโปรตีนซึมผานทําใหมีการหลั่งสาร 
pro-apoptotic activity เชน cytochrome C และ AIF ใน
ระหวางชั้น IMS เขาสูไซโตพลาสม และอีกลักษณะคือ คา
ศักย inner mitochondrial membrane transmembrane 
potential (ΔΨm) ลดลง32 ขณะที่ขบวนการ อะพอพโทซิส 
ดําเนินอยู การศึกษาอาจมีความจําเปนในการติดตามการ
เคล่ือนยายของโปรตีนในเซลลดวยเทคนิคการแยกสวน 
ประกอบของเซลล (cellular fractionation) รวมกับเทคนิค 
Western blotting จึงเปนวิธีที่นิยมวิธีหนึ่ง33

ตัวอยางการประยุกตใช: การศึกษาการกระตุนการ
ทํางานของ caspases ในเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร (gastric 
epithelial cells, AGS) ที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดอะพอพโทซิส
โดยเชื้อ H. pylori โดยไดเพาะเล้ียงเซลล differentiated 
human gastric cancer cells และ human gastric mucous 
cell primary cultures บมกับเชื้อ H. pylori ตรวจอะพอพโทซิส
โดยติดตามการหลั่ง cytochrome C จากไมโตคอนเดรีย ดวย 
เทคนิค Western blotting34

บทสรุป: 
อะพอพโทซิสมีลักษณะที่แตกตางจากการตายแบบ    

เนโครซิส คือ ผนังเซลลโปงพอง เซลลหดตัว โครมาตินจับ
ตัวกันแนน และ มีการแยกยอยของดีเอ็นเอ อะพอพโทซิส
เกิดโดย 2 วิถี คือ วิถีภายนอกเหนี่ยวนําโดย death 
receptor และวิถีภายในมีไมโตคอนเดรียกับอะพอพโทโซม
เปนตัวกลาง อะพอพโทซิสมีบทบาทสําคัญตอการพัฒนา
และรักษาสมดุลของส่ิงมีชีวิตหลายเซลล หากเสียสมดุลจาก
การเหนี่ยวนําหรือยับยั้งอะพอพโทซิสจะนําไปสูโรคตางๆ
มากมาย อะพอพโทซิสอาจเปนทั้งตนเหตุของโรค หรืออาจ
เปนผลของโรคก็ได การตรวจวัดอะพอพโทซิสมีหลายวิธี 
การสังเกตรูปสัณฐานของเซลลดวยกลองจุลทรรศนฟลูออ
เรสเซนต เปนวิธีที่ไมซับซอนที่มักเลือกเปนวิธีเบ้ืองตน แต

จะไมเหมาะตอการตรวจสอบอะพอพโทซิสระยะเริ่มตน การ
ตรวจยืนยันโดยวิธีที่มีความจําเพาะเชนการใช Annexin V 
ในการจับกับ Phosphatidylserine ที่เย่ือหุมพลาสมา การ
ตรวจสอบการแยกตัวของดีเอ็นเอดวย electrophoresis gels 
หรือ TUNEL การวิเคราะหหนาที่ของไมโตคอนเดรียระหวาง
ที่เกิดอะพอพโทซิส และ การวิเคราะหทางชีวเคมีของการ
ตายแบบอะพอพโทซิสอื่นๆ จะสามารถจําแนกชนิดการตาย
ไดอยางแมนยํา ดังนั้นการเลือกใชเทคนิคที่เหมาะสมเพื่อ
ตรวจสอบจะมีประโยชนสามารถใชบงชี้การเกิดอะพอพโทซิส 
และอธิบายถึงวิถีการเกิดอะพอพโทซิสได 
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APOPTOSIS: PATHWAY AND ASSAY 
Pokpong Prayong1 Natthida Weerapreeyakul1,2, ∗ Sahapat Barusrux3,4
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ABSTRACT: Apoptosis is the gene-regulated process, which has an important role involving with development 
and homeostasis of multicellular organisms. An inappropriate control of apoptosis can cause the diseases such as 
Alzheimer, Ischaemic disease, autoimmune disorders and several forms of cancer. Apoptosis is processed 
through 2 major pathways: 1) the death-receptor-induced extrinsic and 2) mitochondria-apoptosome-mediated 
apoptotic intrinsic pathway. Apoptosis can be analysed by many methods. For instance; detection of morphology 
changes by using fluorescent microscope to determine the appearance of cell and nuclear staining. Apoptptic cell 
will show plasma membrane blebbing, cell shrinkage, chromatin condensation and DNA fragmentation. This 
method can estimate apoptosis in the late stage but can not discriminate cell death accurately. The specific 
apoptosis detection is thus necessary. For example an early detection of apoptosis can be confirmed by using 
mitochondrial function analysis, other biochemical assays or Annexin V which binds to the phosphatidylserine 
presented at plasma membrane. DNA fragmentation can be detected by using electrophoresis gels or TUNEL. 
These assay methods can be performed as qualitative and quantitative analyses which can indicate the occurring 
and apoptotic pathway. The obtained result can be used for diagnosis the apoptosis related disease and for 
define specific target of the test compound in drug design and development. 
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