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การยอมอิมมูโนฮสิโตเคมีสําหรับตรวจการแสดงออกของมิคเอ 
ในเซลลมะเรง็ปากมดลูก 

สหพัฒน บรัศวรักษ1,2, ∗  วัชนันท วงศเสนา3  ชาญวทิย ลลีายุวฒัน1,2  อนุชา พัวไพโรจน4 
พัชรี เจียรนัยกูร1,2  พิศมัย ยืนยาว5  อรุณรัฐ รมพฤกษ1,2  ไชยเชษฐ นานอก6 

1คณะเทคนคิการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน 2ศูนยวิจัยและพัฒนาการตรวจวนิิจฉัยทางหองปฏิบัติการทางการแพทย 

มหาวิทยาลัยขอนแกน 3คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร 4ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยขอนแกน 5ภาควิชาสูตินรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 6นักศึกษาหลักสูตรปริญญาโท 

สาขาวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 

 
บทคัดยอ: พัฒนาวิธีการตรวจหาการแสดงออกของมิคเอหรือเพอรบี 11.1 ซึ่งเปนเปนโมเลกุลเอ็นเคจีทูดี 
ลิแกนบนเนื้อเยื่อปากมดลูก ที่แชในฟอรมาลินและฝงในพาราฟน โดยวิธียอมทางอิมมูโนฮิสโตเคมีดวย 
mouse monoclonal anti-MICA 3 ชนิด ไดแก WW6B7, WW9B8 และ WJ1  โดยทดลองใชตัวอยางชิ้นเนื้อ
ปากมดลูกจากกลุมผูปวยมะเร็งปากมดลูก 10 ราย และกลุมที่ ไมเปนมะเร็งปากมดลูก 5 ราย พบวา anti-
MICA ท้ัง 3 ชนิด(WW6B7, WW9B8, WJ1) ความเขมขน 6, 25, 9 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ สามารถ
ยอมติดมิคเอของเซลลมะเร็งปากมดลูกบนเนื้อเยื่อที่แชในฟอรมาลินและฝงในพาราฟนไดชัดเจน การใช
แอนติบอดีทั้ง 3 ชนิดจะเพ่ิมความไวของวิธีตรวจใหสามารถครอบคลุมอัลลีลที่แตกตางกันของมิคเอ และวิธี
นี้สามารถนาํไปประยุกตใชศึกษาความสัมพันธตอการแสดงออกของมิคเอของเซลลมะเรง็ปากมดลูก เพ่ือการ
พยากรณความรุนแรง หรือการตอบสนองการรักษา หรือการกลับเปนซ้ําตอไป  
คําสําคัญ: มิคเอ เอ็นเคจีทูดี มะเร็งปากมดลูก อิมมูโนฮิสโตเคมี 
 

 

  
บทนํา: มะเร็งปากมดลูกพบไดบอยในหญิงท่ัวโลก 
รวมท้ังประเทศไทย1) แมวาการติดเชื้อ human papillomas 
virus (HPV) ทัปย 16 และ 18 เปนสาเหตุหลักของการเกิด
ภาวะ cervical neoplasia และมีการพบจีโนมของ HPV 
รวมท้ัง viral protein (HPV 16, E6 และ E7) ในผูปวยมะเร็ง
ปากมดลูกสวนใหญ2) แตผูติดเชื้อเพียงบางสวนท่ีมีการ
ดําเนินของโรคจนกลายเปนมะเร็งปากมดลูก ดังนั้นการติด
เชื้อ HPV จึงไมนาเปนปจจัยหลักเพียงอยางเดียวท่ี
กอใหเกิดมะเร็งปากมดลูก ประสิทธิภาพการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันของผู ติดเชื้อนาจะสําคัญในการกําจัด
เซลลมะเร็ง จากการรวมกันของเซลล 2 ชนิด คือ CD8+ T 
cell (Cytotoxic T cell; CTL) และ natural killer cell        
(NK cell) กลไกรับรูและทําลายเซลลมะเร็ง (immune 
surveillance) เกิดได 2 แบบคือ 1) แบบอาศัย T-cell 
receptor (TCR) ซึ่งจําเพาะตอ peptide แอนติเจนท่ี
แปลกปลอม หรือ ท่ีจําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเร็ง จับกับ
โมเลกุลของ MHC class I ดังนั้นเมื่อ T cells พบวาเซลล
ดังกลาวมีความผิดปกติก็จะทําลาย ทําใหเซลลมะเร็งไม
สามารถเจริญเติบโตแพรกระจายตอไป บทบาทการทําลาย
ของเซลลมะเร็งดังกลาวยังขึ้นกับ การทํางานของ NK 
cells3) เซลลมะเร็งหลายชนิดจะหลีกเล่ียงการทําลายของ T 

cells โดยการลดการแสดงออกของ HLA Class I4,5) ทําให  
T cells ไมสามารถทําลายได และ 2) แบบอาศัย NKG2D 
receptor จับกับ NKG2D ligands ท่ีแสดงบนผิวเซลลมะเร็ง 
ท้ังนี ้NKG2D receptors มีความหลากหลาย (polymorphic)3) 
เช่ือวาความหลากหลายของ receptor และ ligand นาจะมี
ผลในการทํางานของ NK cells และชักนําใหเกิด NKG2D 
signal ซึ่งเปน direct immune activation นอกจากนี้ 
NKG2D ligands ยังมีสวนเกี่ยวของในการกระตุนแบบ 
adaptive ซึ่งกลไกในการกระตุนยังไมทราบแนชัด6-8) 
NKG2D receptors พบไดบนผิว NK cell9) CD8+ T cell 
และ γδ T cell10) โดยมีโปรตีนเชื่อม (adaptor protein) 
DAP10 ทําหนาท่ีในการสงสัญญาณกระตุนเปน co -
stimulatory signal ใน CTL11-14) สวน DAP12 พบเฉพาะใน 
NK cell จึงเปนการกระตุน NK cell อยางอิสระ (direct 
activation)6,13,15) และสามารถกระตุนเมื่อมีสัญญาณมากพอ
ชนะ (override) กลไกยับย้ังผานทาง MHC class I8,10,16-18) 
NK receptors แบงเปน 2 ชนิด ไดแก 1) inhibitory 
receptors จับกับ HLA Class I ทําหนาท่ีในการตรวจหาส่ิง
แปลกปลอม และทําลายเซลลท่ีขาด แอนติเจนพวกเดียวกัน 
(self antigens)19) และ 2) activating receptors ไดแก 
NKG2D ถูกกระตุนดวยการจับกับ NKG2D ligands ใน 
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CTL และ NK cell อาศัย DAP10 เพ่ือสงสัญญาณใน
ลักษณะ co-stimulation ผานทาง Src-PTK แตใน NK cell 
ซึ่งมี DAP12 จะสามารถเกิด NKG2D signal อิสระโดยตรง
ผานทาง Syk-PTK13) มีผลใหเกิด activated effector 
cell7,20,21) ชักนํา effector cell ใหทําลายเซลลเปาหมาย
13,14,18,22-24) NKG2D ligands ของคนเปน MHC Class I – 
like molecules แบงเปน 2 กลุม คือ 1) MIC /PERB1125,26) 
ไดแก  MICA (PERB 11.1) และ MICB (PERB 11.2)  มี
โครงสราง 3 โดเมน คลายกับ MHC class I จะพบที่ผิวของ
เซลลบุ (epithelial) ในบางบริเวณเชน gastrointestinal 
epithelium27) เซลลมะเร็งหลายชนิดท่ีมีตนกําเนิดมาจาก 
epithelial cells จะมีการแสดงออกของ PERB11.1 หรือ 
MICA เพ่ิมขึ้น28)  2) UL16 binding protein (ULBP1,2,3,4) 
หรือ RAET1 (Retinoic acid inducible early transcript 1) 
พบบนเซลลปกติหลายชนิด รวมท้ังเซลลมะเร็ง16,29) การ
แสดงออกของ NKG2D ligands จะเพิ่มมากขึ้น ในภาวะที่
เซลลเกิดความเครียด (stress - inducible expression)27) 
เซลลมะเร็งหลายชนิด28) รวมท้ังในภาวะท่ีเซลลมีการติดเชื้อ
เชน CMV6), M. tuberculosis30),  E. coli31) การทํางานของ 
NK cells ขึ้นกับความสมดุลระหวางสัญญาณยับย้ัง และ
สัญญาณกระตุนการทําลายท่ีเกิดจากการจับกันระหวาง 
activating receptor เชน NKG2D receptors และ inhibitory 
receptors เชน Killer immunoglobulin like receptor(KIR) 
กับ MHC Class I หรือ/ และ NKG2D ligands ในสภาวะ
ปกติ NK cells จะไมทําลายเซลลของตัวเอง เนื่องจากจะถูก
ยับย้ังโดย MHC Class I เมื่อเซลลผิดปกติก็จะลดการ
แสดงออกของ MHC Class I และมีโมเลกุลมิคเอเพ่ิมมาก
ขึ้น ทําให NK cells รับรูวาเซลลมีความผิดปกติและเขา
ทําลายไดดีขึ้น6,32) ในทางกลับกันเชื่อวาเซลลมะเร็งอาจมี
กลไกท่ีหลบหลีกการทําลายของ NK cells ดวยการลดการ
แสดงออกของ MHC class I ทําใหปริมาณของ tumor 
rejection antigen ท่ีแสดงบนผิวเซลลนอยลง จนกระท่ัง 
TCR ของ  CTL ตรวจไมพบ หรือเซลลมะเร็งลดการ
แสดงออกของมิคเอนอยลงจนไมสามารถสงสัญญาณ
กระตุนไดเพียงพอใหเกิดการฆาเซลล ทําใหเส่ียงตอการ
เกิดมะเร็งไดงายขึ้น หรือมีความสัมพันธกับความรุนแรง
ของโรค การตรวจติดตามการแสดงออกของมิคเอใน
เซลลมะเร็ง นาจะมีความสําคัญเกี่ยวของกับการตอบสนอง
ของเซลลมะเร็งปากมดลูกตอระบบภูมิคุมกันแบบอาศัย 
NKG2D receptors และนาจะเปนขอมูลท่ีมีประโยชนในการ
พยากรณความรุนแรง หรือการตอบสนองการรักษา หรือ
การกลับเปนซ้ํา แตปจจุบันการตรวจการแสดงออกของมิค

เอในเซลลมะเร็งปากมดลูกยังไมมีผูรายงาน งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีตรวจการแสดงออกของมิคเอของ
เซลลมะเร็งปากมดลูกบนเนื้อเยื่อท่ีแชในฟอรมาลินและฝง
ในพาราฟน เพ่ือใชสําหรับศึกษาการแสดงออกของมิคเอ
ของเซลลมะเร็งปากมดลูกตอไป  
 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ: 
กลุมตวัอยางศึกษาและตวัอยางตรวจ 
 งานวิจัยนี้เปนสวนหนึ่งภายใตชุดโครงการวิทยามะเร็ง
และภูมิคุมกันระดับโมเลกุลในโรคมะเร็งปากมดลูก ซึ่งผาน
การรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย 
มหาวิทยาลัยขอนแกน หมายเลข HE480227 กลุมตัวอยาง
ศึกษาคือ ผูเขารับการตรวจรักษาโดยสูตินรีแพทยท่ีคลินิก
สูตินรีเวช โรงพยาบาลศรีนครินทร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
ท่ีเซ็นชื่อใหความยินยอมเขารวมโครงการ และผานการ
วินิจฉัยยืนยันจากพยาธิแพทย ตามระบบ FIGO staging 
system32) จํานวน 15 รายประกอบดวย กลุมผูปวยมะเร็ง
ปากมดลูก 10 ราย และกลุมท่ีไมเปนมะเร็งปากมดลูก 
(myoma) ท่ีมีผล ThinPrepR ใหผลลบ 5 ราย โดยสูตินรี
แพทยจะเก็บตัวอยางช้ินเน้ือปากมดลูก ต้ังแตครั้งแรกท่ีมา
ตรวจรักษา 
Mouse monoclonal Anti-MICA  
 WW6B7, WW9B8 และ WJ1 เปน Mouse monoclonal 
anti-MICA (Wongsena, et al. submitted) ผลิตขึ้นจาก
ความรวมมือกับ Dr. Soldano Ferrone, สถาบัน Roswell 
Park Cancer Institute ประเทศสหรัฐอเมริกา งานวิจัยนี้
เริ่มตนโดยใช anti-MICA (WW6B7) เจือจางดวย PBS 
ความเขมขน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 10.0, 
20.0 μg/ml สําหรับปรับขั้นตอนการยอมตัวอยางชิ้นเนื้อตับ
ผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ซึ่งใชเปนชิ้นเนื้อควบคุม จากน้ันใช 
anti-MICA (WW9B8) เจือจางดวย PBS ความเขมขน 10.0, 
20.0, 22.0, 25.0, 30.0 μg/ml และใช anti-MICA (WJ1) 
ความเขมขน 5.0, 7.0, 9.0, 10.0, 20.0 μg/ml ตามลําดับ 

การหาสภาวะการยอมมิคเอที่เหมาะสมโดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี 
 นําสไลดชิ้นเนื้อตับซึ่งใชเปนชิ้นเนื้อควบคุมจากผูปวย
มะเร็งทอน้ําดี หนา 4 μm มาผานข้ันตอน deparaffinized 
โดยอุนสไลดชิ้นเนื้อท่ี อุณหภูมิ  60o ซ นาน 15 นาที       
และนําไปแชในอาง xylene 3 อาง โดยแชในอางแรกนาน 
30 นาที และ อางท่ีเหลืออางละ 5 นาที จากน้ันผานข้ันตอน 
rehydrated โดย แชในอาง 100% เอธานอล 2 อาง และ 
อาง 95% เอธานอล 2 อาง อางละ 2 นาที ตามลําดับ 
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แลวแชในน้ํากล่ัน 2 นาที นําสไลดไป retrieve antigen โดย
ตมใน citrate buffer (pH 6.0) นาน 20 นาที วางสไลดให
เย็นท่ีอุณหภูมิหอง นาน 20 นาที จากน้ันนําไปจุมใน
บัฟเฟอร 2 นาที ทําการยับย้ัง endogenous peroxidase 
activity ดวยการแชใน 3 % H2O2 นาน 30 นาที และแชใน
บัฟเฟอร 2 อาง อางละ 5 นาที  และ หยด protein block 
serum free buffer (DAKO) นาน 30 นาที เทท้ิงเมื่อครบ
เวลา และเติม anti-MICA (WW6B7) ใหทวม และวางใวท่ี 
อุณหภูมิหองในอางความช้ืน 1 คืน จากน้ันแชในบัฟเฟอร  
2 อาง อางละ 5 นาที และหยด mouse EnVision+ reagent 
(DAKO, Carpinteria,CA) ใหทวม และวางใวท่ีอุณหภูมิหอง 
ในอางความช้ืน 30 นาที เมื่อครบเวลานําไปแช ในบัฟเฟอร 
2 อาง อางละ 5 นาที จากนั้นหยด DAB (diaminobenzi-
dine) ใหทวม และวางในอางความช้ืน ท่ีอุณหภูมิหอง 30 
นาที  ล างโดยผ านน้ํ าประปา  5 นาที  ยอมทับด วย 
hematoxylin (ACTA) โดยการจุม 10 ครั้ง นาน 10 วินาที 
ลางโดยผานน้ําประปา 5 นาที จากน้ัน dehydrated โดยแช
ในอาง 95% เอธานอล 2 อาง อาง 100% เอธานอล 2 อาง 
xylene 2 อาง อางละ 2 นาที และปดทับดวย permount 
ตามลําดับ เมื่อทราบความเขมขน anti - MICA (WW6B7) 
สําหรับใชยอมชิ้นเนื้อควบคุมในเบ้ืองตนแลว แตผลการ
ย อ มมิ ค เ อ ไ ด ผ ลยั ง ไ ม ชั ด เ จน  แล ะมี  nonspecific 
background จึงไดปรับขั้นตอนการยอม โดยแชใน xylene 
นานข้ึน 30 นาที แทนการการอุนสไลดชิ้นเนื้อท่ี 60o ซ 
กอนการ deparaffin และใชน้ํายา protein block serum free 
buffer แทน 3 % fetal bovine serum สําหรับขั้นตอนการ 
block nonspecific binding เพ่ือใหไดผลการยอมชัดเจน  

การยอมมิคเอโดยวิ ธี อิมมูโนฮิสโตเคมีใน
ตัวอยางชิ้นเน้ือปากมดลูก 
 ทดลองยอมมิคเอในชิ้นเนื้อปากมดลูกจากผูปวยมะเร็ง
ปากมดลูก (cervical cancer) เทียบกับกลุมท่ีไมไดเปนมะเร็ง
ปากมดลูก (myoma)โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีดวย anti-MICA 
(WW6B7, WW9B8, WJ1) ท่ีความเขมขนเหมาะสม  
การอานผลและรายงานผลการยอมมิคเอโดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีในชิ้นเน้ือ 
 วิธีรายงานผลดัดแปลงจากท่ีเคยมีผูรายงานผลการยอม
อิมมูโนฮิสโตเคมี34,35) แตละสไลดจะประเมินในภาพรวมโดย
อานผลอยางนอย 5 บริเวณท่ัวท้ังสไลด รายงานผลเปนคา
คะแนนเปนเชิงปริมาณ (A) และเชิงคุณภาพ (B) รายงานผล
โดยคูณคาคะแนนเปนคาคะแนนสุดทาย (final score; A * B) 
 A) ผลเชิงปริมาณพิจารณาจากจํานวนเซลลท่ียอมติด 

(immunoreactive cell number) แบงเปนเปน 4 ระดับ โดย
ใหคาคะแนนดังน้ี 0 คะแนน (<10% stained cell) แสดงถึง
เซลลยอมติดนอยกวารอยละ 10, 1 คะแนน (10-40% 
stained cell) แสดงถึงเซลลยอมติดรอยละ 10-40, 2 คะแนน 
(40-60% stained cell) แสดงถึงเซลลยอมติดรอยละ 40-60, 
3 คะแนน (>60% stained cell) แสดงถึงเซลลยอมติด
มากกวารอยละ 60  
 B) ผลเชิงคุณภาพ: พิจารณาจากความเขมการยอมติด 
(immunoreactive intensity) แบงเปนเปน 4 ระดับ โดยให
คาคะแนนดังน้ี 0 คะแนน (no staining) แสดงถึงเซลล   
ยอมไมติด, 1 คะแนน (weak staining) แสดงถึงเซลลมี
ความ เขมการยอมติดนอย,  2 คะแนน (moderate staining) 
แสดงถึงเซลลมีความเขมการยอมติดปานกลาง, 3 คะแนน 
(intense staining) แสดงถึงเซลลมีความเขมการยอมติด 
เขมชัดเจน   
ผล: 
ผลการหาสภาวะการยอมมิคเอที่เหมาะสมโดย
วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี  
 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการยอมมิคเอใน
ชิ้นเนื้อตับผูปวยมะเร็งทอน้ําดีซึ่งใชเปนชิ้นเนื้อควบคุม 
ดวย mouse monoclonal Anti-MICA (WW6B7, WW9B8, 
WJ1) พบวา WW6B7 ความเขมขน 0.5, 1.0, 2.0 μg/ml 
ไดผลยอมติดจางๆ (w+) (ตาราง 1-I) เมื่อเพ่ิมความเขมขน 
Anti-MICA (WW6B7) เปน 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0, 20.0 
μg/ml, anti-MICA (WW9B8) 10.0, 20.0, 30.0 μg/ml และ 
anti-MICA (WJ1) 5.0, 10.0, 20.0 μg/ml ตามลําดับ พบวา
ความเขมขน Anti-MICA (WW6B7) 2.0, 3.0 μg/ml, anti-
MICA (WW9B8) 10.0, 20.0 μg/ml และ anti-MICA (WJ1) 
5.0 μg/ml ไดผลยอมติดจางๆไมชัดเจน (w+) (ตาราง 1-II) 
แตความเขมขน Anti-MICA (WW6B7) 4.0, 5.0, 10.0, 20.0 
μg/ml, anti-MICA (WW9B8) 30.0 μg/ml และ anti-MICA 
(WJ1) 10.0, 20.0 μg/ml ไดผลยอมติดไมชัดโดยมีลักษณะ
การติดแบบไมจําเพาะรวม (?/bg) (ตาราง 1-II) แสดงวา
ความเขมขน Anti-MICA (WW6B7, WW9B8, WJ1) ท่ี
เหมาะสมนาจะอยูในชวงมากกวา 4.0, 20.0, 5.0 μg/ml 
ตามลําดับ แตขั้นตอนการยอมยังไมเหมาะสม เมื่อปรับ
ขั้นตอนการยอมโดยแชใน xylene นานขึ้น 30 นาที แทน
การอุนสไลดชิ้นเนื้อท่ี 60o ซ กอนการ deparaffin และใช
น้ํายา protein block serum free buffer (DAKO) แทน 3 % 
fetal bovine serum ในขั้นตอนการ block nonspecific 
binding เมื่อทําการยอมใหมโดยใช Anti-MICA (WW6B7) 
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ความเขมขน 4.0, 6.0, 8.0 μg/ml, anti-MICA (WW9B8) 
22.0, 25.0 μg/ml และ anti - MICA (WJ1) 7.0, 9.0 μg/ml 
ตามลําดับ (ตาราง 1-III) พบวา Anti - MICA (WW6B7, 
WW9B8, WJ1) ความเขมขน 6.0, 25.0, 9.0 μg/ml ตาม 
ลําดับ ไดผลยอมติดชัดเจน (3+) โดยไมมี  nonspecific 
background แต Anti - MICA (WW6B7, WW9B8, WJ1) 
ความเขมขน 4.0, 22.0, 7.0 μg/ml ตามลําดับไดผลยอม 
ติดจางๆ (w+) เมื่อยอมซ้ําโดยใช Anti - MICA (WW6B7, 
WW9B8, WJ1) ความเขมขน 6.0, 25.0, 9.0 μg/ml ตาม 
ลําดับ พบวาไดผลยอมติดชัดเจน (3+) โดยไมมี nonspecific 
background (ตาราง 1-IV) ผลยอมมิคเอในช้ินเนื้อตับผูปวย
มะเร็งทอน้ําดีซึ่งใชเปนชิ้นเนื้อควบคุม ดวย anti - MICA 
(WW6B7) ความเขมขน 6.0 μg/ml จะมีรูปแบบการติดสี
กระจายตัวสม่ําเสมอท่ัวท้ังไซโตพลาสสม (cytoplasmic 
staining pattern) ดังแสดงในรูป 1  
ผลยอมมิคเอโดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีในชิ้นเน้ือ
ปากมดลูก 
 ผลยอมมิคเอในชิ้นเนื้อปากมดลูกจากผูปวยมะเร็งปาก
มดลูก (cervical cancer) 10 รายและกลุมท่ีไมไดเปนมะเร็ง
ปากมดลูก (myoma) 5 ราย โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีดวย 
WW6B7 ความเขมขน 6.0 μg/ml, WW9B8 ความเขมขน 
25.00 μg/ml และ WJ1 ความเขมขน 9.0 μg/ml พบวา 
แอนติบอดี ท้ัง 3 ชนิด สามารถยอมติดไดผลสอดคลองกัน
ท้ัง 9 ราย แตกตางเพียง 1 ราย (CACX8270) ท่ี WW9B8 
สามารถยอมติดชัดเจน (final score=9) และ WJ1 ยอมติดได
ออนๆ (final score = 2) แตยอมไมติดดวย WW6B7 (final 
score=0) ดังแสดงในตาราง 2 โดยลักษณะการยอมติดมิคเอ
ของเซลลมะเร็งจะมีรูปแบบการติดสีกระจายตัวสม่ําเสมอ  
ท่ัวท้ังไซโตพลาสสม (cytoplasmic staining pattern) ดังแสดง
ในรูป 1 ผลยอมมิคเอในชิ้นเนื้อปากมดลูกจากชิ้นเนื้อ     
ปากมดลูกของกลุมท่ีไมไดเปนมะเร็งปากมดลูก (myoma) 
พบวาตัวอยางท้ัง 5 ราย ยอมไมติด (final score = 0) ดวย
แอนติบอดีท้ัง 3 ตัว ดังแสดงในตาราง 2  
สรุปและวิจารณ: การศึกษาคร้ังนี้สามารถพัฒนาวิธี
ตรวจหาการแสดงออกมิคเอของเซลลมะเร็งปากมดลูกบน
เนื้อเย่ือท่ีดองเก็บในฟอรมาลินและฝงในพาราฟนไดโดย
วิธียอมอิมโมโนฮิสโตเคมี โดยใช mouse monoclonal 
anti-MICA 3 ชนิด ไดแก WW6B7, WW9B8 และ WJ1 
โดย WW6B7 ความเขมขน 6.0 μg/ml, WW9B8 ความ
เขมขน 25.00 μg/ml และ WJ1 ความเขมขน 9.0 μg/ml 
ไดผลการยอมมิคเอของเซลลมะเร็งปากมดลูกติดชัดเจน 

โดยพบว ามิ ค เอมี การกระจายทั่ ว ไซ โตพลาสสม
(cytoplasmic statining pattern) นับเปนแอนติบอดีตัวแรก
ในโลกท่ีสามารถยอมบนเนื้อเย่ือท่ีดองเก็บในฟอรมาลิน
และฝงในพาราฟน การใชแอนติบอดีมากกวาหนึ่งชนิด 
แมวาทําใหเสียเวลาและส้ินเปลืองคาใชจายมากข้ึน แตจะ
ชวยสนับสนุนกันในรายที่ผลสอดคลองกัน และไดทําให
ยอมไดครอบคลุมอัลลีลท่ีแตกตางกันของมิคเอซึ่ ง
แอนติบอดีบางตัวอาจยอมไมติด36) จึงเปนการเพ่ิมความ
ไวการตรวจใหสูงขึ้นกวาการใชแอนติบอดีเพียงชนิดเดียว 
ดังท่ีพบในตัวอยาง 1 ราย (CACX8270) ท่ียอมไมติดโดย 
WW6B7 แตสามารถติดไดชัดเจนดวย WW9B8 (final 
score=9) และยอมติดไดจางๆ (final score=2) ดวย WJ1 
ดังผลในตารางที่ 2 เหตุผลประการแรกคือ แอนติบอดีแต
ละตัวอาจมีคุณสมบัติเกิดปฏิกิริยาตอสวนของแอนติเจนท่ี
ตางกัน ทําใหมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาได
แตกต า งกั น  แต นั่ น ไม ไ ด หมาย ถึ ง ว า  WW9B8 มี
ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาไดดีกวา WJ1 และ 
WW6B7 ตามลําดับเสมอไป เพราะมีตัวอยางบางรายที่ผล
การยอมดวย WW6B7 สามารถยอมติดไดดีกวา (CACX 
2410) และบางรายที่ผลการยอมดวย WJ1 สามารถยอม

Table 1 Optimization of MICA staining by immuno- 
histochemistry technique with mouse monoclonal anti- 
MICA (WW6B7, WW9B8 and WJ1) 

Mouse  
monoclonal  
anti-MICA 

(μg/ml) 

Staining result 

1-I 1-II 1-III 1-IV 
WW6B7     

0.5 w+ / / / 
1.0 w+ / / / 
2.0 w+ w+ / / 
3.0 / w+ / / 
4.0 / ?/bg w+ / 
5.0 / ?/bg / / 
6.0 / / 3+ 3+ 
8.0 / / 3+ / 
10.0 / ?/bg / / 
20.0 / ?/bg / / 

WW9B8     
10.0 / w+ / / 
20.0 / w+ / / 
22.0 / / w+ / 
25.0 / / 3+ 3+ 
30.0 / ?/bg / / 
WJ1     
5.0 / w+ / / 
7.0 / / W+ / 
9.0 / / 3+ 3+ 
10.0 / ?/bg / / 
20.0 / ?/bg / / 

w+ = weak, ? = not clear, bg = high background,  
 3+ = well and clear, / = not done 
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Figure 1 Immunohistochemical staining for MICA with 6.0 μg/ml of mouse monoclonal anti – MICA 
(WW6B7) in cholangiocarcinomas(CCA) liver tissue sections (C1, C2). Positive MICA staining was a 
cytoplasmic staining pattern. The results of staining score (immunoreactive cell number/ intensity) were; 
3/3 for C1 and 3/1 for C2 tissue sections. The final scores of C1 and C2 were 9 and 3 respectively. Three 
mouse monoclonal anti-MICA(WW6B7, WW9B8 and WJ1) were used to stained cervical tissue sections 
from 3 cervical cancer cases (CA1,CA2,CA3) and 3 myoma cases (M1,M2,M3) The staining scores 
(immunoreactive cell number/ intensity) with 6.0 μg/ml of WW6B7 were 3/2 for CA1,  0/0 for M1 and with 
25.0 μg/ml of WW9B8 were 3/3 for CA2, 0/0 for M2 and with  9.0 μg/ml of  WJ1 were 3/2 for CA3, 0/0 for 
M3 respectively. The final scores of CA1, CA2, CA3 were 6,9,6 respectively and 0 in all sections from the 
myoma cases (M1,M2,M3) (immunoreactive cell number score; 0 <10%, 1=10-40%, 2=40-60%, 3>60%, 
immunoreactive intensity score; 0=no staining, 1=weak staining, 2=moderate staining, 3=intense staining) 
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ติดไดดีกวา (CACX 9484) เหตุผลประการท่ีสอง  คือ 
ปจจุบันมีรายงานมิคเอมากกวา 59 อัลลีล37-41) ดังนั้นการ
ตรวจโดยใชแอนติบอดีเพียง 1 ชนิดเปนไปไดยากท่ีจะ
สามารถใหผลไดครอบคลุมตอการเกิดปฏิกิริยากับมิคเอ
ไดทุกอัลลีล ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้จึงใชผลการยอมอิมโม
โนฮิสโตเคมีจากแอนติบอดี 3 ชนิด เ พ่ือใหไดผลท่ี
ครอบคลุมตอมิคเออัล ลีลตางๆไดมากขึ้น  และผล
การศึกษาสนับสนุนวาควรใชแอนติบอดีท้ัง 3 ชนิด วิธี
ตรวจการแสดงออกมิคเอของเซลลมะเร็งปากมดลูก โดย
การยอมอิมโมโนฮิสโตเคมีจากการศึกษาครั้ งนี้  มี
ประโยชนสามารถนําไปใชศึกษาการตอบสนองของ
เซลลมะเร็งปากมดลูกตอการทํางานของภูมิคุมกันแบบ
อาศัย NKG2D receptor โดยดูความสัมพันธระหวางการ
แสดงออกมิคเอของเซลลมะเร็งปากมดลูกไดตอไป อันจะ
เปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญในระดับเซลลและระดับโมเลกุล 
ของเซลลมะเร็งท่ีจะสามารถใชตรวจกรองหรือพยากรณ 
ความรุนแรงของโรค และใช ติดตามผลการรักษาได มิคเอ
เปน ligands ตอตัวรับ NKG2D ทําหนาท่ีในการกระตุน 
NK cells และ co-stimulate T cells6,10) มีบทบาทอยาง
มากในการกําจัดเซลลมะเร็งและสรางเสริมภูมิคุมกันใน
การตอสูกับโรคมะเร็ง7,22,42,43) โดยมีงานวิจัยหลายฉบับท่ี
แสดงวามิคเออัลลีลมีความสัมพันธกับการเกิดโรคหลาย
ชนิด เชน PERB11.1*TM06 ซึ่งประกอบดวย 9 GCT 
monomers และมีความสัมพันธกับ HLA-Cw*06 นั้น

สัมพันธกับการเกิดโรค Psoriasis44) และ MICA-ABCD 
ซึ่งสัมพันธกับ  HLA-B*5101 มีความสัมพันธกับโรค 
Bechet disorder45) การท่ีมิคเอมีความหลากหลายมากท้ัง
ในระดับดีเอ็นเอ และโปรตีน บางอัลลีลเชน MICA*010 จะ
มีการแทนท่ีกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 6 โดยเปล่ียนจากอาร
จินีนเปนโปรลีน ทําใหโครงสรางเกิดความผิดปกติไม
เสถียร และทําใหไมสามารถแสดงออกบนผิวเซลล46) หรือ
อาจเกิดจากแอนติบอดีท่ีใชในการศึกษาไมสามารถตรวจ
พบได เปนท่ีนาสังเกตวาอัลลีลดังกลาวมักจะพบรวมกับ 
HLA-B*4637) ซึ่งเปนอัลลีลท่ีพบไดบอยท่ีสุดในชาวไทย   
อิสาน46) และมีความสัมพันธกับโรคมะเร็งหลังโพรงจมูก 
(nasopharyngeal carcinoma) ท่ีพบไดบอยในคนจีนตอน
ใต47) รวมท้ังคนไทยอิสาน จึงนาจะมีผลตอการกระตุน NK 
cells ดังนั้น มิคเอจึงมีความสําคัญตอการเกิดโรคท่ีควร
ไดรับการศึกษาโดยเฉพาะโรคมะเร็งตางๆ   
กิตติกรรมประกาศ: งานวิจัยนี้เปนสวนหนึ่งของ  
ชุดโครงการวิทยามะเร็งและภูมิคุมกันระดับโมเลกุลใน
โรคมะเร็ งปากมดลูก โดยไดรับทุนอุดหนุนการวิจัย 
มหาวิทยาลัยขอนแกน ประจําปงบประมาณ 2548 และ 2550 
และภายใตการสนับสนุนบางสวนจากทุนพัฒนาศักยภาพใน
การทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหมของสํานักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย (สกว.) รวมกับทบวงมหาวิทยาลัย สัญญา
เลขท่ี MRG4680180 
 

 
 
Table 2 The PERB11.1/ MICA immunohistochemistry results of cervical tissue sections using mouse monoclonal anti - PERB11.1/ 
MICA (WW6B7, WW9B8 and WJ1) in 10 cases of cervical cancer and 5 cases of non cervical cancer    

Cervical tissue 
sections code 

WW6B7 WW9B8 WJ1 
staining score Final Score staining score Final Score staining score Final Score 
A B (A*B) A B (A*B) A B (A*B) 

CACX 8653 3 2 6 3 2 6 3 1 3 
CACX 9484 3 2 6 3 2 6 3 3 9 
CACX 9713 3 1 3 3 2 6 3 1 3 
CACX 916 3 3 9 3 2 6 3 1 3 
CACX 2410 3 3 9 3 3 9 3 3 9 
CACX 8894 3 2 6 3 1 3 3 2 6 
CACX 1261 3 1 3 3 1 3 3 2 6 
CACX 261 3 1 3 3 1 3 3 2 6 
CACX 228 2 2 4 3 1 3 3 1 3 
CACX 8270 0 0 0 3 3 9 2 1 2 
My 1616 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
My 1410 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
My 1244 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
My 1245 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
My 278 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CACX= cervical cancer, My= myoma, A= immunoreactive cell number score; 0 <10%, 1=10-40%, 2=40-60%, 3>60%,                            
B= immunoreactive intensity score; 0=no staining, 1=weak staining, 2=moderate staining, 3=intense staining  
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ABSTRACT: The method for detection of a NKG2D ligand, MICA/PERB11.1 expression on cervical cancer cells in 
formalin fixed paraffin embedded tissues was set up using immunohistochemistry (IHC) technique. Cervical tissue sections 
from 10 cases of cervical cancer and 5 cases of non cervical cancer (myoma) were stained by three of mouse 
monoclonal anti - MICA antibodies (WW6B7, WW9B8 and WJ1). The results showed that MICA in all 10 cases of cervical 
cancer tissue sections were clearly demonstrated by all three anti-MICA antibodies. The optimal concentrations of 
antibodies were 6 μg/ml (WW6B7), 25 μg/ml (WW9B8) and 9 μg/ml (WJ1). The detection of MICA expression in cervical 
cancer by IHC with 3 anti - MICA could cover diverse MICA alleles. The method is useful for the study of correlation of 
MICA expression in cervical cancer, and also possible to use as the prognostic marker for disease severity, therapeutic 
response or relapsing cases. 
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