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การแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 ในช้ินเน้ือมะเร็งปากมดลกูที่ฝง
ในพาราฟนโดยวธีิอิมมูโนฮิสโตเคมี 

สหพัฒน  บรัศวรักษ1,2, ∗  วัชนันท วงศเสนา3  วิภาวี แกวโพธ์ิ 4  ชาญวิทย ลลีายุวัฒน1,2 
บรรจบ ศรีภา5  พัชรี เจียรนัยกูร1,2  อรุณรัฐ รมพฤกษ1,2  เตม็ดวง ลิ้มไพบูลย1,2  พิศมัย ยืนยาว6 

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

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

 
 
บทคัดยอ: Matrix metalloprotease-9 (MMP-9) และ Matrix metalloprotease-11 (MMP-11) เปนเอน็ไซม
ที่สรางจากเซลลในรางกายหลายชนิด MMPs สามารถยอยสารประกอบโครงสรางของ basement membrane 
และ extracellular matrix หากมีการแสดงออกมากข้ึนยอมแสดงถึงเกิดการสลายโครงสรางดังกลาว งานวิจัย
นี้มีวัตถปุระสงคเพ่ือพัฒนาเทคนิคสําหรับศกึษาการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 
ของเซลลมะเร็งปากมดลูก เพ่ือใชอธิบายความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 ของ
เซลลมะเรง็ปากมดลูกกับความรุนแรงของโรค ผลการศึกษาตัวอยางชิน้เนื้อปากมดลูกทีฝ่งในพาราฟน ดวย
เทคนคิยอมอมิมูโนฮิสโตเคมี พบวา rabbit anti-MMP-9 (M5302) และ anti-MMP-11 (M0806) ความเขมขน 
0.5 μg/ml และ 3.0 μg/ml ใหผลเหมาะสมตอการยอม MMP-9 และ MMP-11 ตามลําดับ โดยมีรูปแบบการ
ติดสีกระจายตัวสม่ําเสมอในไซโตพลาสซมึของเซลลมะเร็ง ประเมนิผลการยอมดวยผลคณูคาคะแนนความเขม
ของการติดสีและจํานวนเซลล (final score) พบวาตัวอยางช้ินเนือ้ปากมดลูกมีคา final score > 0 ซึ่งบงถึง
การแสดงออกของ MMP-9/ MMP-11 ในกลุมผูปวยมะเร็งรอยละ 65.38 (17/26 ราย)/ รอยละ 69.23 (18/26 
ราย) เทยีบกับกลุมมดลูกโต (myoma) รอยละ 0 (0/16 ราย)/ รอยละ 0 (0/24 ราย) ตามลําดับ สรุปพบอตัรา
การแสดงออกของ MMP-9/ MMP-11 ของเนือ้เยือ่ปากมดลูกสูงข้ึนในกลุมผูปวยมะเร็ง สนับสนุนวาการแสดง 
ออกของ MMP-9/ MMP-11 ในเซลลมะเร็งมคีวามสัมพันธกับการพัฒนามะเร็งปากมดลูก 
คําสําคัญ: เอ็มเอ็มพี-9 เอ็มเอ็มพี-11 มะเร็งปากมดลูก อิมมูโนฮิสโตเคมี 
 

 
บทนํา: โอกาสรอดของผูปวยมะเร็งปากมดลูกสัมพันธกับ
ระยะมะเร็งเมื่อเริ่มการรักษา โดยหากเขารับการรักษาใน
ระยะแรกมีคา 5-year survival rate ในอัตรารอยละ 80-951) 
แตหากเขารับการรักษาหลังจากท่ีเซลลมะเร็งมีการแพร 
กระจายเขาสูตอมน้ําเหลืองจะมีคา 5-year survival rate 
ลดลงเหลือเพียงรอยละ 40-502,3) ผูปวยมะเร็งปากมดลูกท่ี
เคยผานการรักษาตามขั้นตอนและหายพบวารอยละ 17 มี
โอกาสกลับเปนซ้ํา (recurrence) โดยพบไดท้ังแบบเกิดซ้ํา
ในบริ เวณเดิม/ใกล เคียงหรือแบบเกิดท่ีอวัยวะอ่ืน มี
การศึกษาเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาอยางตอเนื่อง2-

7) แตผลก็ยังไมเปนท่ีนาพอใจมากนัก8) ผูปวยกลับเปนซ้ํามี
คาเฉล่ีย disease-free interval (DFI) นาน 18 เดือน และมี
คา survival rate เพียง 2-12 เดือน การตรวจกรองมะเร็ง
ปากมดลูกโดยวิธี Pap test จะตรวจเมื่อยังไมมีอาการใดๆ 
เพ่ือดูความเปล่ียนแปลงของเซลลบริเวณปากมดลูก หาก
พบความผิดปกติจําเปนตองมีการตรวจชิ้นเนื้อ (biopsy) 
แบบวิธี LEEP หรือ Cone กอนเริ่มการรักษา อยางไรก็ตาม
ถาการตรวจ Pap test ไดผลปกติก็ไมสามารถยืนยันวาไมมี

เซลลมะเร็ง เนื่องจากพบวาประมาณรอยละ 10 ของผูปวย
มะเร็งปากมดลูกท่ีใหผล Pap test ปกติ9) จึงตองยืนยันดวย
ผลการตรวจชิ้นเนื้อเทานั้น มูลเหตุท่ีพบการกลับเปนซ้ํา 
เริ่มจากผูปวยมีอาการผิดปกติอยางอื่นนํา ผูปวยมีอาการ
ผิดปกติท่ีชัดเจน และจากการทํา vaginal smear รอยละ 
87, 9 และ 2 ตามลําดับ8) แสดงวาตรวจกรองมะเร็งปาก
มดลูกและการติดตามการรักษายังมีความไวต่ํา 

MMPs เปนกลุมเอ็นไซมหลายชนิด (MMP-1,-2,-3,-7,-8,-
9,-10,-11,12,-13,-14,-15,-16,-17,-19,-20,-21,-22,-23,-24,-
25,-26,-27,-28) สามารถจัดกลุมตามชนิดสับสเตรท คือ กลุม 

collagenase (MMP-1, -8,-13) กลุม gelatinases (MMP -2,-
9) กลุม stromelysins (MMP-3,-10,-11) กลุม matrilysins 
(MMP-7,-26) กลุม membrane-type MMPs (MMP-14,-
15,-16,-17,-24,-25) และกลุมอืน่ๆ (MMP-12,-19,-20,-21,-
22,-23,-27,-28)10,11)

 MMPs สวนใหญจะไมแสดงออกภายใต
สภาวะปกติ แตจะถูกกระตุนจากหลายปจจัยเชน cytokines, 
growth factors, oncogene products และ mechanical 
stress12) MMPs สวนใหญจะถูกหล่ังออกมาเปน inactive 
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zymogen (proMMPs) และถูกยอยภายนอกเซลลเปน activated 
extracellular ยกเวนกลุม membrane type MMPs (MT-
MMPs) ซึ่งจะเกาะบนผิวเซลล และจับกับ tissue imhibitor 
of MMP (TIMP) เพ่ือใชเปนตวัเชื่อมท่ีจะจับกบั proMMP 
จากนั้น MT-MMP อีกโมเลกุลก็จะสามารถ activate proMMP 
ท่ีถูกเชื่อมอยูใหกลายเปน activated MMP10) การทํางานถูก
ควบคุมโดย tissue inhibitor of MMP (TIMP) ท่ีเขาจับแบบ
จําเพาะ13-14) โดย TIMP-1 ยับย้ัง MMP-115), TIMP-2 ยับย้ัง 
MMP-216), TIMP-3 ยับย้ัง MMP-1,-2,-3,-9,-1317), TIMP-4 
ยับย้ัง MMP-2,-7,-1,-3,-9)18) MMP เกี่ยวของกบัการจัดโครง
รางใหม (remodeling) ของเนื้อเย่ือ และสลายดานขวางกั้นการ
เคล่ือนยาย (barrier) ของเซลลมะเร็งเนื่องจาก Basement 
membrane (Bm) ประกอบดวย collagen type-IV, laminin, 
nidogen และ extracellular matrix (ECM) ประกอบดวย 
collagen type -I, -II และ -III ซึ่งเปนสับสเตรทของ MMPs10) 
ท้ังในภาวะปกต ิ เชน embryonic tissue development19), 
wound healing20-21)

 หรือในภาวะที่เกิดพยาธิสภาพ เชน 

inflammation22), tumor development23-26) เปนตน จากขอมูล
การทํา cDNA microarray ใน cervical cancer พบยนี MMP-
9 และ MMP-11 มีการแสดงออกมากข้ึนในเซลลมะเร็งปาก
มดลูก27) MMP-9 (gelatinase B, 92 kDa gelatinase) จัด
อยูในกลุม gelatinases, MMP-11 (stromelysin-3) จัดอยูใน
กลุม stromelysins เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับ extracellular 
matrix component/ extracellular matrix modeling10-11)   

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีตรวจหาการ
แสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 ในชิ้นเนื้อปากมดลูก
ท่ีฝงในพาราฟนโดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี สําหรับใชศึกษา
การเปล่ียนแปลงการแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 
ของเซลลมะเร็งปากมดลูก เพ่ือใชอธิบายความสัมพันธ
ระหวางการแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 ของ
เซลลมะเร็งปากมดลูกกับความรุนแรงโรค 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ: 
กลุมตัวอยางศึกษาและตัวอยางตรวจ 

โครงการนี้เปนโครงการยอยภายใตชุดโครงการวิทยา
มะเร็งและภูมิคุมกันระดับโมเลกุลในโรคมะเร็งปากมดลูก ท่ี
ผานการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยใน
มนุษย มหาวิทยาลัยขอนแกน หมายเลข HE480227  
คัดเลือกกลุมตัวอยางศึกษาจากผูปวยท่ีเซ็นชื่อใหความ
ยินยอมเขารวมโครงการ และเขารับการตรวจรักษาท่ี
โรงพยาบาลศรีนครินทร มหาวิทยาลัยขอนแกนโดยสูตินรี
แพทย และรับการวินิจฉัยยืนยันจากพยาธิแพทย ตามระบบ 

FIGO staging system28)
 กลุมตัวอยางศึกษาความสัมพันธ

ระหวางการแสดงออกของ  MMP-9/ MMP-11 ของเซลล 
มะเร็งปากมดลูกกับความรุนแรงของมะเร็งปากมดลูก 
จํานวน 54 ราย ประกอบดวย กลุมผูปวยมะเร็งปากมดลูก 
26 ราย ต้ังแตระยะที่ 1 ถึงระยะท่ี 4 และกลุมมดลูกโต 
(myoma) ท่ีมีผล ThinPrepR ใหผลลบ 28 ราย โดยสูตินรี
แพทยจะเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อปากมดลูก ต้ังแตครั้งแรกท่ีมา
ตรวจรักษา และฝงในพาราฟน ตัวอยางชิ้นเนื้อควบคุมเปน
ชิ้นเนื้อเย่ือเหงือก (gingival tissue section) จากผูปวย
เหงือกอักเสบเรื้อรัง (Oral Lichen Planus: OLP) ท่ีฝงใน
พาราฟน ซึ่งมีผลการตรวจพบ MMP-9 ของเซลลบริเวณท่ี
อักเสบตามรายงานการศึกษาท่ีผานมา29) เพ่ือใชเปนชิ้นเนื้อ
ควบคุมสําหรับหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอมโดยเทคนิค
อิมมูโนฮิสโตเคมี 
ความเขมขนแอนติบอดี anti- MMP-9 (M5302), 
anti-MMP-11 (M0806) 

Rabbit anti-MMP-9 (M5302) และ anti-MMP-11 (M08 
06) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา ถูกนํามาหา
ความเขมขนท่ีเหมาะสมเพื่อปรับขั้นตอนการยอมเริ่มตนใน
ชิ้นเนื้อเย่ือเหงือก (gingival tissue) จากผูปวยเหงือกอักเสบ
เรื้อรัง (Oral Lichen Planus: OLP) ซึ่งเปนชิ้นเนื้อควบคุม
การยอม MMP-929) แอนติบอดีเจือจางดวย PBS ความ
เขมขน 0.25, 0.5 และ 1.0 μg/ml สําหรับ anti- MMP-9 
(M5302) และ ความเขมขน 2.0, 3.0, 4.0, และ 5.0 μg/ml 
สําหรับ anti-MMP-11 (M0806) 
การยอม MMP-9 และ MMP-11 โดยการยอมอิมมูโน
ฮิสโตเคมี 

เตรียมสไลดโดยนําสไลดชิ้นเนื้อเย่ือหนา 4 μm มาผาน 
ข้ันตอน deparaffinized โดยจุมใน xylene 3 อาง นาน 30 
นาที ในอางแรก และ 5 นาที ในอางท่ีเหลือ จากน้ัน re-
hydrated โดยจุมใน 100% เอธานอล 2 อาง และ 95% 
เอธานอล 2 อาง อางละ 2 นาที ตามลําดับ แลวจุมในนํ้ากล่ัน 
2 นาที นําสไลดไปตมใน citrate buffer (pH 6.0) นาน 20 
นาที เพ่ือใหแอนติเจนเผยออก (retrieve antigen) วางสไลด
ใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง นาน 20 นาที จากนั้นนําไปจุมลาง
ดวยบัฟเฟอร 2 นาที ทําการยับย้ัง endogenous peroxi-
dase activity ดวย 3 % H2O2 นาน 30 นาที และจุมลางใน
บัฟเฟอร อางละ 5 นาที 2 อาง และหยดทับดวย 5% bovine 
serum ท้ิงไวนาน 30 นาที เมื่อครบเวลาเทท้ิงและเติม rabbit 
anti-MMP-9 (M5302) และ anti-MMP-11 (M08 06) ใหทวม 
และวางใวท่ีอุณหภูมิหอง ในอางความช้ืน 1 คืน จากน้ันจุม
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ในบัฟเฟอร 5 นาที 2 อาง และหยด rabbit EnVision+ 
reagent (DAKO, Carpinteria, CA) ใหทวม และวางไวท่ี 
อุณหภูมิหอง ในอางความช้ืน 30 นาที เมื่อครบเวลานําไป
จุมลางในอางบัฟเฟอร 2 อาง นาน 5 นาที จากนัน้หยด
สับสเตรท 3,3’-diaminobenzidine (DAB) (DAKO, Carpinteria, 
CA, U.S.A) ใหทวมและวางไวในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง ในอาง 
ความช้ืน 30 นาที เมื่อครบเวลานําไปลางโดยผานน้ําประปา 
5 นาที นําไปยอมทับดวย hematoxylin (ACTA) โดยการจุม
10 ครั้ง นาน 10 วินาที แลวลางโดยผานน้าํประปา 5 นาที 
และ dehydrated โดยจุมในอาง 95% เอธานอล 2 อาง อาง 
100% เอธานอล 2 อาง และ xylene 2 อาง นานอางละ 2 
นาที ตามลําดับ จากนั้นปดทับดวย permount 
การยอม MMP-9/MMP-11 โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี
ในตัวอยางช้ินเนื้อปากมดลูก 

ยอม MMP-9/ MMP-11 ในชิ้นเนื้อปากมดลูก จํานวน 
54 รายประกอบดวย กลุมผูปวยมะเร็งปากมดลูก 26 ราย 
และ กลุมมดลูกโต (myoma) ท่ีมีผล ThinPrepR ใหผลลบ 
28 ราย โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีดวย anti-MMP-9 (M53 
02), anti-MMP-11 (M0806) ดวยความเขมขนเหมาะสม  
การอานผลและรายงานผลการยอม MMP-9/MMP-
11 โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี 

การอานผลดัดแปลงจากวิธีรายงานผลการยอม Immuno- 
histochemistry (IHC) จากชิ้นเนื้อมะเร็งปากมดลูก30) และ
มะเร็งตับออน31) โดยอานผลท่ัวท้ังสไลด แลวรายงานผลเปน 
2 พารามิเตอร คือ 1) ผลเชิงปริมาณ พิจารณาจากจํานวน 
เซลลท่ียอมติด (immunoreactive cell number) แบงคา 
คะแนน (score) เปน 4 ระดับ ดังน้ี: 0= เซลลยอมติด 
นอยกวา 10 %; 1= เซลลยอมติดประมาณ 10-40%; 2= 
เซลลยอมติดประมาณ 40-60%; 3= เซลลยอมติดมากกวา 
60%  2) ผลเชิงคุณภาพ พิจารณาจากความเขมของการ 
ยอมติด (immunoreactive intensity) แบงคาคะแนน เปน 3 
ระดับ ดังน้ี 0 = ยอมไมติด (no staining); 1= ยอมติดนอย 
มาก (weak staining); 2= ยอมติดปานกลาง (moderate 
staining); 3= ยอมติดเขมชัดเจน (intense staining) โดย
เปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อควบคุม นาํคาท้ัง 2 พารามิเตอร มา 
คูณกันไดเปนคาคะแนนสุดทาย (final score) สําหรับการ 
รายงานผล32)  

ผล: 
ผลการหาสภาวะยอมที่เหมาะสมในช้ินเนื้อควบคุม 

ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการยอม MMP-9 
ในชิ้นเนื้อควบคมุ พบวา rabbit anti-MMP-9 (M5302) ความ

เขมขน 0.25 μg/ml ไดผลยอมติดจางๆ (w+) ความเขมขน 
0.5 และ 1.0 μg/ml ไดผลยอมติดไมชัด โดยมลัีกษณะการ
ติดแบบไมจําเพาะรวม (nonspecific) (ตารางที่ 1-I) ซึ่งแสดง
วาความเขมขนท่ีเหมาะสมนาจะอยูในชวงตั้งแตมากกวา 0.5 
μg/ml แตจําเปนตองศึกษาเพ่ือปรับขั้นตอนการยอมท่ีเหมาะสม 
โดยกอนการ deparaffin จะตองนําสไลดชิ้นเนื้อจุมใน xylene 
30 นาที แทนการการอุนสไลดชิน้เนื้อท่ี 60oซ ในเบ้ืองตน
เมื่อใช anti-MMP-9 (M5302) ความเขมขน 0.5 และ 1.0 
μg/ml และ anti-MMP-11 (M0806) ความเขมขน 3.0, 4.0, 
และ 5.0 μg/ml จะไดผลการยอมชัดเจนไมม ี nonspecific 
background แสดงวาความเขมขนท่ีเหมาะสมในการยอม MMP-
9 และ MMP-11 เทากับ 0.5 μg/ml และ 3.0 μg/ml ตามลําดับ 
(ตารางที่ 1-II) เมื่อทดลองยอมซ้าํโดยใชความเขมขน anti-
MMP-9 (M5302) 0.5 μg/ml และ anti-MMP-11 (M0806) 
3.0 μg/ml พบวาไดผลยอมชัดเจน (3+) ไมม ี nonspecific 
background (ตารางที่ 1-III) โดยมีรูปแบบการติดสีกระจายตัว 
สม่ําเสมอท่ัวท้ังไซโตพลาสซึม  (cytoplasmic staining pattern) 
ของ Squamous cell ในชิ้นเนื้อควบคุม ดังรูปท่ี 1   
ผลยอม MMP-9/MMP-11 โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี
ในตัวอยางช้ินเนื้อปากมดลูก 

ผลยอม MMP-9/MMP-11 ในชิ้นเนื้อปากมดลูก จํานวน 
54 ราย ประกอบดวย กลุมมะเร็งปากมดลูก 26 ราย และ
กลุมมดลูกโต (myoma) ท่ีมีผล ThinPrepR ใหผลลบ 28 
ราย โดยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีดวย anti-MMP-9 (M5302) 
0.5 μg/ml และ anti-MMP-11 (M0806) 3.0 μg/ml ไดผล
ยอมชัดเจน โดยมีรูปแบบการติดสีกระจายตัวสม่ําเสมอท่ัว
ท้ังไซโตพลาสซมึ (cytoplasmic staining pattern) ของเซลล 

Table 1 Optimization of immunohistochemistry staining for 
MMP-9 and MMP-11 with rabbit anti-MMP-9 (M5302) และ anti-
MMP-11 (M0806) 

Antibody concentration 
(μg/ml) 

staining result 
1-I 1-II 1-III 

anti-MMP-9 (M5302) 
0.25 

 
w+ 

 
/ 

 
/ 

0.5  ?/bg 3+ 3+ 
1.0 ?/bg 3+ / 

anti-MMP-11 (M0806) 
2.0 

 
/ 

 
w+ 

 
/ 

3.0 / 3+ 3+ 
4.0 / 3+ / 
5.0 / 3+ / 

 w+ = weak, ? = not clear, bg = nonspecific background, 3+ = 
well and clear, / = not done 
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มะเร็งปากมดลูก ดังรูปท่ี 1 และการแสดงออก MMP-9 ใน
กลุมมะเร็งปากมดลูก มีคามัธยฐานของ immunoreactive 
cell number score(A) =1.5; immunoreactive intensity 
score (B) =1; และ final score (A*B) = 2 โดยพบคา final 
score > 6 รอยละ 23.08 (6/26 ราย) คา final score = 3-4 
รอยละ 19.23 (5/26 ราย) คา final score = 1-2 รอยละ 
23.08 (6/26 ราย) คา final score = 0 รอยละ 34.62 (9/26 
ราย) เมื่อพิจารณาจากคา final score > 0 ซึ่งบงถึงการแสดง 
ออกของ MMP-9 พบในกลุมผูปวยมะเร็งรอยละ 65.38 (17/ 
26 ราย) ดังแสดงในตารางที่ 2 และ ตารางที่ 4 

การแสดงออก MMP-11 ในกลุมมะเร็งปากมดลูก มี
คามัธยฐานของ immunoreactive cell number score(A) 
=2; immunoreactive intensity score (B) = 1; และ final 
score (A*B) = 2 โดยมีคา final score > 6 รอยละ 15.38 
(4/26 ราย) คา final score = 3-4 รอยละ 19.23 (5/26 ราย) 
คา final score = 1-2 รอยละ 34.62 (9/26 ราย) คา final 
score = 0 รอยละ 30.77 (8/26 ราย) เมื่อพิจารณาจากคา 
final score >0 ซึ่งบงถึงการแสดงออก MMP-11 พบในกลุม
ผูปวยมะเร็งรอยละ 69.23 (18/26 ราย) ดังแสดงในตารางที่ 
2 และ ตารางที่ 4 

กลุมมดลูกโต (myoma) ตรวจไมพบการแสดงออก 
MMP-9 และ MMP-11 ดังรูปท่ี 1 ตารางที่ 3 และตารางที่ 4 

วิจารณ: การศึกษานี้สามารถพัฒนาวิธีตรวจหาการ
แสดงออกของ MMP-9/ MMP-11 ในชิ้นเนื้อปากมดลูกท่ีฝง
ในพาราฟน ซึ่งจะสามารถนําไปใชศึกษาความสัมพันธของ
ความเปล่ียนแปลงการแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-
11 กับความรุนแรงของโรคมะเร็งปากมดลูกตอไป โดยใช 
rabbit anti-MMP-9 (M5302) และ rabbit anti-MMP-11 
(M0806) สําหรับยอมชิ้นเนื้อปากมดลูกท่ีฝงในพาราฟน 
การศึกษาพบวา ความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับการยอม
MMP-9 และ MMP-11 เทากับ 0.5 μg/ml และ 3.0 μg/ml 
ตามลําดับ การแชชิ้นเนื้อใน xylene นานขึ้น 30 นาที แทน
การอุนสไลดชิ้นเนื้อท่ี 60o ซ กอนการ deparaffin ไดผลการ
ยอมติดชัดเจนขึ้น โดยไมมี nonspecific background มี
รูปแบบการติดสีกระจายตัวสม่ําเสมอท่ัวท้ังไซโตพลาสซึม 
(cytoplasmic staining pattern) ของเซลล ผลการตรวจการ
แสดงออก MMP-9 และ MMP-11ในชิ้นเนื้อปากมดลูกพบวา 
กลุมมะเร็งปากมดลูกรอยละ 65.38 (17/26 ราย) มีคา 
MMP-9 final score >0 ซึ่งบงถึงการแสดงออก MMP-9 โดย
มีคามัธยฐานของ immunoreactive cell number score (A) 
=1.5; immunoreactive intensity score (B) =1; และ final 

score (A*B) = 2  มีคา MMP-11 final score >0 ซึ่งบงถึง
การแสดงออก MMP-11 รอยละ 69.23 (18/26 ราย) โดยมี
คามัธยฐานของ immunoreactive cell number score (A) 
=2; immunoreactive intensity score (B) = 1; และ final 
score (A*B) = 2 โดยกลุมมดลูกโต (myoma) ตรวจไมพบ
การแสดงออก MMP-9 และ MMP-11 แสดงวากลุมมะเร็ง
ปากมดลูก มีการแสดงออกของ MMP-9 และ MMP-11 
สูงขึ้นในชิ้นเนื้อปากมดลูก เมื่อเทียบกับกลุมมดลูกโต 
(myoma) สอดคลองกับท่ีเคยมีรายงานการแสดงออก 
MMP-2, MMP-9, MMP-11 มีความสัมพันธกับมะเร็งหลาย
ชนิด11,27,33-47) เชนมีรายงานความสัมพันธระหวาง MMP-2 
และ/หรือ MMP-9 กับการ invasion และ/หรือ metastasis 
ของมะเร็ง gastric34), thyroid36), breast37), ovarian38), 
squamous cell CA39), cervical cancer40-43), endometrial 
carcinoma44) นอกจากนี้ยังมีรายงานความสัมพันธระหวาง 
MMP-11 กับ invasive carcinoma หลายชนิด45-46) เชน 
colon, head, neck, prostate, breast47) ซึ่งสอดคลองกับ
ขอมูลการทํา cDNA microarray ใน cervical cancer พบยีน 
MMP-9 และ MMP-11 มีการแสดงออกมากขึ้นในเซลล 
มะเร็งปากมดลูก27) 

จากขอมูลการศึกษาในเบ้ืองตนชี้ใหเห็นวาการแสดงออก
ของ MMP-9/ MMP-11 ท่ีสูงขึ้นนาจะมีความสัมพันธกับระยะ
ความรุนแรงของโรค หรือการกลับเปนซ้ํา (cervical cancer 
recurrence) กับมะเร็งปากมดลูก โดย MMP-9/ MMP-11 ท่ี
เพ่ิมมากขึ้นนาจะทําใหมีการยอยสลาย basement membrane 
และ extracellular matrix บริเวณดังกลาวมากขึ้น ชวยใหเซลล 
มะเร็งสามารถบุกรุกหรือแพรกระจายได ซึ่งบงถึงการพัฒนา 
ของมะเร็ง ดังนั้นขอมูลการแสดงออกของ MMP-9/MMP-11 
จึงนาจะมีประโยชนสําหรับใชพยากรณความรุนแรงของโรค
หรือติดตามผลการรักษามะเร็งปากมดลูกไดเบ้ืองตนอีกทาง
หนึ่ง การเพ่ิมจํานวนตัวอยางศึกษา การเลือกกลุมตัวอยาง
ท่ีมีการติดตามการรักษา (follow up case) และการตรวจ       
แอคติวิต้ีของ MMP  (activity assay)  เพ่ิมเติมจะชวยให
สามารถอธิบายกลไกหนาท่ีการทํางานไดชัดเจนมากขึ้น 

กิตติกรรมประกาศ: งานวิจัยนี้เปนสวนหนึ่งของชุด
โครงการวิทยามะเร็งและภูมิคุมกันระดับโมเลกุลในโรคมะเร็ง
ปากมดลูก ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยมหาวิทยาลัยขอนแกน 
ประจําปงบประมาณ 2549 และ 2550 และภายใตการสนับสนุน
บางสวนจากทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารย
รุนใหมของสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) รวมกับ
ทบวงมหาวิทยาลัย สัญญาเลขท่ี MRG4680180 
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Figure 1 Immunohistochemical staining for MMP-9 and MMP-11. Gingival tissue sections (C1 and 
C2) of oral lichen planus (OLP) were stained with 0.5 μg/ml of rabbit anti-MMP-9 (M5302) as 
positive controls. MMP-9 immunoreactivity was a cytoplasmic staining pattern of squamous cell 
with the staining scores (immunoreactive cell number x intensity) of 3x2 (final score=6) for C1 and 
3x3 (final score=9) for C2. Cervical cancer cell in tissue sections showed cytoplasmic staining 
pattern with 3x2 (final score=6) for MMP-9 (CA1) and 3x1(final score=3) for MMP-11(CA2). 
Myoma cases (M1, M2) showed negative stained (staining score 0/0 and final score 0) for either 
MMP-9 or MMP-11. (DAB positive or 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) 
 

MMP11 

MMP9 
 

C1 C2 

M1 CA1 

M2 CA2 

MMP9 
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Table 2 Immunohistochemistry results using rabbit anti-MMP-9 
(M5302) and anti-MMP-11 (M0806) to detect MMP-9/MMP-11 
expression in cervical paraffin embedded tissues sections of 26 
cervical cancer cases. Each immunoreactive cell number score 
(A), immunoreactive intensity score (B), final score (A*B) and 
median score were shown.    

code 

Cervical 
tissue 

sections 
code 

anti-MMP-9 
(M5302) 

anti-MMP-11 
(M0806) 

staining 
score 

Final 
Score 

staining 
score 

Final 
Score 

A B (A*B) A B (A*B) 
CA1 S43-8653A 3 1 3 3 1 3 
CA2 S44-334A 3 1 3 0 0 0 
CA3 S43-9484A 3 2 6 3 2 6 
CA4 S42-3754A 3 2 6 3 3 9 
CA5 S43-9713A 0 0 0 1 1 1 
CA6 S44-916A 3 1 3 0 0 0 
CA7 S44-498A 3 2 6 3 1 3 
CA8 S44-941A 3 2 6 2 1 2 
CA9 S44-537A 3 2 6 2 1 2 
CA10 S43-889A 3 1 3 3 1 3 
CA11 S44-1261A 1 2 2 1 2 2 
CA12 S44-8206A 3 2 6 3 2 6 
CA13 S44-261A 0 0 0 0 0 0 
CA14 S44-228A 2 2 4 2 1 2 
CA15 S45-8270A 0 0 0 0 0 0 
CA16 S44-1413A 0 0 0 0 0 0 
CA17 S44-2492A 2 1 2 3 2 6 
CA18 S44-7071A 1 2 2 1 1 1 
CA19 S44-2536A 1 1 1 2 2 4 
CA20 S44-4891A 0 0 0 2 1 2 
CA21 S44-6952A 0 0 0 0 0 0 
CA22 S44-4220A 0 0 0 0 0 0 
CA23 S44-2361A 0 0 0 2 2 4 
CA24 S44-3473A 0 0 0 0 0 0 
CA25 S44-4013A 1 1 1 1 1 1 
CA26 S44-3782A 2 1 2 2 1 2 
case number 26 26 26 26 26 26 
median score 1.5 1 2 2 1 2 

CA= cervical cancer cases; A*B= final score; A= immunoreactive cell 
number score; 0 <10%, 1=10-40%, 2=40-60%, 3>60%; B= immuno-
reactive intensity score; 0=negative, 1=weak, 2=moderate, 3=intense 

Table 3 Immunohistochemistry results using rabbit anti-MMP-9 
(M5302) and anti-MMP-11 (M0806) to detect MMP-9/MMP-11 
expression in cervical paraffin embedded tissues sections of 28 
myoma cases. Each immunoreactive cell number score (A), 
immunoreactive intensity score (B), final score (A*B) and median 
score were shown.    

code 

Cervical 
tissue 

sections 
code 

anti-MMP-9 
(M5302) 

anti-MMP-11 
(M0806) 

staining 
score 

Final 
Score 

staining 
score 

Final 
Score 

A B (A*B) A B (A*B) 
My1 S47-979A / / / 2 2 4 
My2 S47-1988A 0 0 0 0 0 0 
My3 S47-1806A 0 0 0 0 0 0 
My4 S47-1362A 0 0 0 0 0 0 
My5 S47-1719A / / / 0 0 0 
My6 S47-1907A 0 0 0 / / / 
My7 S47-1989A / / / 0 0 0 
My8 S47-1753A 0 0 0 0 0 0 
My9 S47-1461A / / / 0 0 0 
My10 S47-1410A 0 0 0 0 0 0 
My11 S47-1244A 0 0 0 0 0 0 
My12 S47-1245A 0 0 0 0 0 0 
My13 S47-278A 0 0 0 / / / 
My14 S47-655A / / / 0 0 0 
My15 S47-723A / / / 0 0 0 
My16 S47-540A / / / 0 0 0 
My17 S47-462A / / / 0 0 0 
My18 S47-1141A 0 0 0 0 0 0 
My19 S47-407A 0 0 0 0 0 0 
My20 S47-365A 0 0 0 0 0 0 
My21 S47-928A 0 0 0 0 0 0 
My22 S47-747A / / / 0 0 0 
My23 S47-141A / / / 0 0 0 
My24 S47-142A 0 0 0 / / / 
My25 S47-369A 0 0 0 / / / 
My26 S47-484A / / / 0 0 0 
My27 S47-700A 0 0 0 0 0 0 
My28 S47-724A / / / 0 0 0 
case number 26 16 16 16 24 24 
median score 1.5 0 0 0 0 0 

My= myoma cases; A*B= final score, / = not tested; A= immunoreactive 
cell number score; 0 <10%, 1=10-40%, 2=40-60%, 3>60%; B= immuno-
reactive intensity score; 0=negative, 1=weak, 2=moderate, 3=intense 

Table 4 The final scores of MMP-9/MMP-11 immunohistochemistry results of cervical tissue sections using rabbit anti-MMP-9 
(M5302) and anti-MMP-11 (M0806) in 26 cases of cervical cancer and 28 cases of myoma  
immunohistochemistry 

result (Final score) 
positive cases (%)  immunohistochemistry 

result (Final score) 
positive cases (%) 

MMP-9 MMP-11  MMP-9 MMP-11 
Cervical cancer cases: N=26 N=26  Myoma cases: N=16 N=24 

0 9 (34.62) 8 (30.77)  0 16 (100.00) 24 (100.00) 
1-2 6 (23.08) 9 (34.62)  1-2 0 0 
3-4 5 (19.23) 5 (19.23)  3-4 0 0 
>6 6 (23.08) 4 (15.39)  >6 0 0 
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MMP-9 AND MMP-11 EXPRESSION IN PARAFFIN EMBEDDED CERVICAL 
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ABSTRACT: Matrix metalloprotease-9 (MMP-9) and Matrix metalloprotease-11 (MMP-11) are protease enzymes 
produced by many of human cell types. MMPs can cleavage many component substances of basement membrane 
and extracellular matrix structure. Over-expression of MMP indicates the tissue structure breakdown event. This study 
aimed to set up MMP-9/MMP-11 expression method for paraffin embedded cervical tissues. The method will be useful 
for the correlation studying of MMP-9/MMP-11 expression and disease severity. MMP-9/MMP-11 expression detected 
by immunohistochemistry method was successfully set up with optimal concentration of 0.5 μg/ml rabbit anti-MMP-9 
(M5302) and 3.0 μg/ml anti-MMP-11 (M0806). Immunoreactivity of MMP-9 and MMP-11 was shown as cytoplasmic 
pattern in cervical cancer cells. The scoring numbers of intensity and number of stained cells of cervical paraffin 
embedded tissues sections by these antibodies were multiplied for final score. Positive MMP-9/ MMP-11 expression 
(final score >0) was found 65.38% (17/26 cases)/ 69.23% (18/26 cases) in cervical cancer group and dysplasia group 
64.71% (11/17 cases)/ 61.11% (11/18 cases) compared to 0% (0/16 cases)/ 0% (0/24 cases) in myoma group, 
respectively. In summary, the results showed over-expression of MMP-9/ MMP-11 in cervical tissue section of cervical 
cancer and dysplasia groups which supporting the correlation of cancer development and poor prognosis of cervical 
cancer. 
Keywords: MMP-9, MMP-11, cervical cancer, immunohistochemistry 
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