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Abstract
CD44 is a cell surface protein detected in cancer stem cells of colon and other cancer 

types. This study aimed to real-time monitor cell proliferation by using cell index analysis of 

SW620 colorectal cancer cell line following co-culture with PHA-stimulated lymphocytes.  

The effects of anti-CD44 antibody on cell proliferation and CD44 expression following  

cytotoxic and apoptotic induction were also assessed. The cell proliferation of SW620 cells was 

decreased by anti-CD44 antibody in dose-dependent manner and more pronounced following 

co-culture with PHA-stimulated lymphocytes, compared to the untreated SW620 control cells. 

The expression of CD44 on SW620 cell line was significantly increased after induction of  

cytotoxicity and apoptosis as compared to the SW620 control cells (p < 0.05, paired t-test).  

Our study demonstrated a role of CD44 on cell proliferation and survival of SW620 cell line. 

These findings may lead to further applicative study of CD44 and other specific surface markers 

on colorectal cancer stem cells. 
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บทคัดย่อ
CD44 เป็นโปรตีนที่ตรวจพบในเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็งลำ�ไส้และมะเร็งชนิดอื่นหลายชนิด  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจติดตามการเพิ่มจำ�นวนในสภาพจริงของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ SW620 

หลงัเพาะเลีย้งรว่มกบัลมิโฟซยัตท์ีถ่กูกระตุน้ดว้ย PHA โดยอาศยัหลกัการวดัคา่ความตา่งศกัยข์องเซลล ์

(cell index) และตรวจวัดการแสดงออกของ CD44 หลังจากเหนี่ยวนำ�ให้เกิดความเป็นพิษและการตาย

แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ผลการทดสอบพบว่า การยับยั้งโปรตีน CD44 บนผิวเซลล์มะเร็งลำ�ไส้

ทำ�ใหก้ารแบง่ตวัและรอดชวีติเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสล้ดลงแปรผนัตามความเขม้ขน้ของ anti-CD44 antibody 

เมื่อนำ�เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ถูกยับยั้งโปรตีน CD44 มาเพาะเลี้ยงร่วมกับลิมโฟซัยต์ พบว่าค่า cell index 

ของการแบ่งตัวและรอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ลดลงมากขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้กลุ่ม

ควบคุม และการแสดงออกของ CD44 เพิ่มมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้กลุ่มควบคุม 

หลงัจากเหนีย่วนำ�ใหเ้ซลลม์ะเรง็ลำ�ไสเ้กดิความเป็นพษิและการตายแบบอะพอพโทซสิ (p < 0.05, paired 

t-test) การศึกษานี้สามารถทดสอบและตรวจติดตามการเพ่ิมจำ�นวนในสภาพจริงของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ 

SW620 และแสดงให้เห็นความสำ�คัญของ CD44 ในการแบ่งตัวและรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ 

ที่อาจมีผลต่อการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง และสามารถเป็นต้นแบบการทดลองสำ�หรับศึกษาวิจัย

บทบาทของ CD44 ร่วมกับโปรตีนชนิดอื่นบนผิวเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็งลำ�ไส้ 

คำ�สำ�คัญ: เซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็ง เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ SW620 CD44 สภาวะเซลล์เป็นพิษ สภาวะอะพอพโทซิส 
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บทน�ำ
สาเหตุของการรักษามะเร็งไม่หายขาดและ

กลับเป็นซ้ำ� เกิดจากในเนื้อเยื่อมะเร็งประกอบด้วย

เซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็ง (cancer stem cell) ที่มีความ

สามารถในการแบง่ตวัไดอ้ยา่งไมจ่ำ�กดั ทำ�ใหเ้กดิความ

รนุแรง และเหนีย่วนำ�ใหเ้กดิการกลายพนัธุข์องมะเรง็ 

ส่งผลให้เกิดการดื้อต่อการรักษา ไม่สามารถกำ�จัดได้

โดยวิธีเคมีบำ�บัด และทำ�ให้มะเร็งแพร่กระจายไปที่

อวัยวะอื่น(1 - 3) วิธีการระบุเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็งที่ใช้

กันมาก คอื การวิเคราะห์โปรตนีบง่ชี ้(marker-based 

analysis) ที่มีความจำ�เพาะกับการแสดงออกของ

โปรตีนบนผิวเซลล์ (surface marker) ของเซลล์ต้น

กำ�เนดิมะเรง็ แตข่อ้จำ�กดัของการวเิคราะห์โปรตนีบน

ผวิเซลล์ คอื โปรตนีมกีารเปลีย่นแปลงเมือ่เซลลม์กีาร

เติบโตเพิ่มจำ�นวน จึงทำ�ให้ไม่สามารถระบุเซลล์ต้น

กำ�เนิดมะเรง็ได ้ทัง้ทีม่เีซลลต์น้กำ�เนดิมะเรง็อยู ่ทำ�ให้

ผลตรวจวดัมคีวามแมน่ยำ�ต่ำ� และจากรายงานวจิยัพบ

โปรตีนหลายชนิดบนผิวเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็ง โดย

มะเร็งแต่ละชนิดมีการแสดงออกของโปรตีนบน 

ผิวเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็งแตกต่างกัน อีกทั้งบทบาท

ความสำ�คัญของโปรตีนแต่ละชนิดยังไม่เป็นที่ทราบ

แน่ชัด(3) 

ปัจจุบันมีวิธีการตรวจติดตามเซลล์มะเร็ง 

ทุกช่วงเวลาแบบเวลาจริง (real-time monitoring) 

อาศัยหลักการวัดการเปลี่ยนแปลงกระแสไฟฟ้าและ 

วัดค่าความต่างศักย์ของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ ผลการ

วิเคราะห์ที่ได้จะแสดงค่า cell index และอัตรา 

(slope) ของการแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนเซลล์ มีรายงาน

วิจัยหลายฉบับตรวจติดตามเซลล์มะเร็งทุกช่วงเวลา

แบบเวลาจริงด้วยเทคนิคนี้และแสดงผลการตรวจ

ติดตามเซลล์ได้อย่างแม่นยำ�ในสภาพจริง(4 - 7) 

เนื่องจากพบรายงานอุบัติการณ์มะเร็งลำ�ไส้ 

ใหญ่เป็นอันดับสามในประเทศไทย(8) การศึกษานี้ 

จึงมวีตัถุประสงคเ์พือ่ทดสอบตรวจตดิตามเซลลม์ะเรง็

ลำ�ไส้ SW620 หลังเพาะเลี้ยงร่วมกับลิมโฟซัยต์ 

ทุกช่วงเวลาแบบเวลาจริง โดยอาศัยหลักการวัดการ

เปลี่ยนแปลงกระแสไฟฟ้า และตรวจติดตามการ

แสดงออกของ CD44 หลงัจากเหนีย่วนำ�ใหเ้กดิความ

เป็นพิษและการตายแบบอะพอพโทซิส ด้วยวิธี flow 

cytometry ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความแม่นยำ�และ

ประสิทธิภาพสูงในการตรวจวัดโปรตีนบนผิวเซลล์(9) 

CD44 เป็นโปรตีนทำ�หน้าที่ยึดเกาะกับผิวเซลล์ และ

มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่และกระตุ้นต่อม 

น้ำ�เหลือง(10, 11) รายงานวจัิยตรวจพบ CD44 ในเซลล์

ต้นกำ�เนิดมะเร็งหลายชนิด ได้แก่ มะเร็งลำ�ไส้ใหญ่ 

มะเรง็เตา้นม มะเรง็ตบัอ่อน มะเรง็ตอ่มลูกหมาก และ

มะเรง็ศรีษะและคอ(10, 12, 13) พบรายงานความสมัพนัธ์

ของ CD44 กับการบุกรุกเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ การกระตุ้น 

ระบบตอ่มน้ำ�เหลอืง และการดำ�เนนิโรคมะเรง็ลำ�ไส้(14) 

และพบรายงานว่าการเพิ่มขึ้นของปริมาณ CD44 

สมัพนัธก์บัการเพิม่จำ�นวนของเซลลม์ะเรง็ลำ�ไส้(15, 16) 

นอกจากนี้ มีรายงานว่าเมื่อนำ�เซลล์มะเร็งเต้านมที่มี

การแสดงออกของ CD44 มาปลูกถ่ายในสัตว์ทดลอง

ทาํใหเ้ซลลส์ตัวท์ดลองเกดิการเปลีย่นแปลงเปน็เซลล์

มะเร็งเต้านมใหม่ได้(17)

การศกึษานี้ไดต้รวจตดิตามเซลลม์ะเรง็ลำ�ไส ้

SW620 ในสภาพจริง ร่วมกับการตรวจวัดการ 

แสดงออกของ CD44 เพื่อให้สามารถติดตามการ

เปล่ียนแปลงเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ให้ผลความจำ�เพาะ

และแมน่ยำ�สงู ศกึษาการเปลีย่นแปลงของเซลลม์ะเรง็

ลำ�ไส้ ได้ในสภาพจริง และทดสอบความสำ�คัญของ 

CD44 บนผิวเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ในขณะที่เซลล์มีการ

เปล่ียนแปลงได้ ผลการวิจัยนี้สามารถต่อยอดเพื่อ

ศึกษาบทบาทของ CD44 ในเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็ง

ลำ�ไส ้และเปน็ตน้แบบการทดลองสำ�หรบัตรวจตดิตาม

ความสำ�คัญของโปรตีนอื่นในเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็ง

ลำ�ไส้ได้
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วัสดุและวิธีการ
1.	 การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งล�ำไส้

เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ (SW620, 

ATCC®CCL227™ human colorectal adeno-

carcinoma) ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ (culture flask) 

ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco Modified Eagle 

Medium, 10% v/v fetal bovine serum และ 1% 

v/v penicillin/streptomycin (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, CA, USA) บ่มเซลล์มะเร็ง

ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37°C, 5% CO
2
  

ตรวจดกูารเจรญิของเซลลม์ะเรง็ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์

เมือ่เซลลม์ะเรง็แบง่ตวั จนไดเ้ซลลห์นาแนน่ประมาณ

ร้อยละ 80-90 ของพื้นที่เพาะเลี้ยง จึงดูดอาหาร 

เลี้ยงเซลล์เก่าทิ้งและล้างเซลล์ด้วย Dulbecco  

Phosphate Buffer Saline (Thermo Fisher  

Scientific, Carlsbad, CA, USA) เติมสารละลาย 

0.05% trypsin-EDTA (Thermo Fisher  

Scientific, Carlsbad, CA, USA) เพื่อย่อยให้เซลล์

มะเร็งหลุดออกจากผิวขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ บ่มเซลล์

มะเรง็ในตูเ้พาะเลีย้งเซลล ์เปน็เวลาประมาณ 2-5 นาท ี

นำ�เซลลท์ีห่ลดุมาทำ�ใหก้ระจายตวัในอาหารเลีย้งเซลล ์

เซลล์ที่ ได้สามารถนำ�ไปเพาะเลี้ยงต่อ หรือนำ�ไป

ทดสอบในขั้นตอนต่อไป

2.	 การตรวจติดตามเซลล์มะเร็งล�ำไส้ในสภาวะ 
	 ต่างๆ ทุกช่วงเวลาแบบเวลาจริง (real time  
	 monitoring) 

2.1	การแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวน (cell prolif-

eration)

ตรวจวัดการแบ่งตัวและเพิ่มจำ�นวนของ

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่จำ�นวนเซลล์เริ่มต้นแตกต่างกัน 

ตั้งแต่ (3-8) × 104 เซลล์ โดยเติมเซลล์ที่  

ความเข้มข้นแตกต่างกันลงใน E-plate 16 (ACEA  

Biosciences, Inc, San Diego, CA, USA) และ

วางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เพื่อให้เซลล์ 

เข้าสู่ภาวะสมดุลแล้วนำ�เข้าเครื่อง xCELLigence® 

RTCA DP instrument (ACEA Biosciences Inc, 

San Diego, CA, USA ) ในตูเ้พาะเลีย้งเซลลอ์ณุหภมู ิ

37°C, 5% CO
2
 เพื่อให้เซลล์เกาะและเพิ่มจำ�นวน 

ตรวจติดตามการแบ่งตัวของเซลล์โดยวัดค่าสัญญาณ

ความต่างศักย์แบบต่อเนื่องทุก 1 ชั่วโมงเป็นเวลา 96 

ชัว่โมง ครบเวลาวเิคราะหก์ารแบง่ตวัเพิม่จำ�นวนเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ด้วยโปรแกรม RTCA Analyzer โดย

วิเคราะห์ผลกราฟค่า cell index และ อัตราการเพิ่ม

จำ�นวนและรอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ได้

2.2 การยับยั้งโปรตีน CD44

นำ�เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ความหนาแน่น 8 × 104 

เซลล์ เติมใน E-plate 16 และวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 30 นาที ครบเวลา เติม anti-CD44  

antibody (RabMab EPR1013Y, Abcam UK) 

เพื่อยับยั้งโปรตีน CD44 บนผิวเซลล์มะเร็งลำ�ไส้  

โดยทดสอบเพื่อคัดเลือกหาความเข้มข้น anti-CD44 

antibody ที่เหมาะสม ที่ความเข้มข้น 1, 5 และ 10 

μg/mL ที่ไม่ยับย้ังการเจริญเติบโตและทำ�ลายเซลล์

มะเร็ง นำ� E-plate ไปแช่เย็นที่ 4°C เป็นเวลา  

45 นาทีครบเวลา นำ� E-plate 16 ออกวางที่อุณหภูมิ

ห้อง เป็นเวลา 30 นาทีก่อนนำ�เข้าเครื่อง xCELLi-

gence® RTCA DP instrument ในตู้เพาะเล้ียง

เซลล์อุณหภูมิ 37°C 5% CO
2
 ตรวจติดตามการแบ่ง

ตัวเพิ่มจำ�นวนและรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ทุก  

1 ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาวิเคราะห์

ข้อมูลด้วยโปรแกรม RTCA Analyzer โดยวิเคราะห์

กราฟค่า cell index และ อัตราการเพิ่มจำ�นวนและ

รอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ได้ 

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้กลุ่มควบคุม คือเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ที่ไม่ยับยั้งโปรตีน CD44 และในการ

ทดลอง มีการทดสอบ isotype control ร่วมด้วย 

(Rabbit IgG, monoclonal EPR25A, Abcam UK) 
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เพื่อเป็นการตรวจสอบว่าผลการทดสอบที่ได้มีความ

จำ�เพาะ

2.3 การเพาะเลีย้งรว่มกบัเซลลเ์มด็เลอืดขาว 

ลิมโฟซัยต์ที่กระตุ้นด้วย PHA

นำ�ตัวอย่าง leukocyte-enriched buffy 

coats จากอาสาสมัคร จำ�นวน 3 ราย มาคัดแยกเซลล์

เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ (peripheral blood  

mononuclear cells, PBMC) ด้วย Ficoll- 

Hypaque นำ� PBMC มากระตุ้นด้วย 10 μg/mL 

phytohemagglutinin (PHA) เป็นเวลา 3 วัน  

ครบเวลานำ� PHA-stimulated lymphocyte ที่ได้ 

มาเพาะเลี้ยงใน E-plate 16 ร่วมกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้

ที่ยับยั้ง CD44 (อัตราส่วนเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ : PBMC 

เท่ากับ 1:1, 1:5 และ 1:20) นำ� E-plate 16 เข้า

เครื่อง xCELLigence® RTCA DP instrument 

ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37°C, 5% CO
2
 ตรวจ

ติดตามเซลล์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เซลล์มะเร็งลำ�ไส้

กลุ่มควบคุม คือ เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ ที่ไม่ยับยั้ง CD44 

ครบเวลา วิเคราะห์ข้อมูลการแบ่งตัวรอดชีวิตเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ ในสภาวะต่างๆ ด้วยโปรแกรม RTCA 

Analyzer โดยวิเคราะห์กราฟค่า cell index และ 

อัตราการเพ่ิมจำ�นวนและรอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้  

ในสภาวะต่างๆ

ตวัอยา่ง leukocyte-enriched buffy coats 

ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย (เอกสารเลขที่ ศล.3228/2555) 

ซึ่งเป็นตัวอย่างเลือดผู้บริจาคเหลือใช้และได้รับการ

ยนิยอมตามกระบวนการบรจิาคโลหติ และไมส่ามารถ

ระบถึุงตวับคุคลผูบ้รจิาคได ้โดยใชเ้กณฑก์ารคดัเลอืก

เลือดผู้บริจาคสุขภาพดีและไม่มีการติดเชื้อไวรัส 

เอชไอวี ไวรัสตับอักเสบบี และไวรัสตับอักเสบซี

2.4	การกระตุน้สภาวะเซลลเ์ปน็พษิ (cell 

cytotoxicity)

ตรวจวัดการแบ่งตัวและเพิ่มจำ�นวนเซลล์

มะเรง็ลำ�ไส้ในสภาวะเซลล์เปน็พษิโดยเตมิเซลล์มะเรง็

ลำ�ไส้ ความหนาแน่น 3 ×104 เซลล์ ใน E-plate 16 

และวางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ก่อนนำ�เข้า

เครื่อง xCELLigence® RTCA DP instrument  

ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37°C, 5% CO
2
 เพื่อ

ให้เซลล์เกาะและเพิ่มจำ�นวน อ่านค่าสัญญาณ 

ความต่างศักย์แบบต่อเนื่องทุก 1 ชั่วโมงเป็นเวลา 30 

ชั่วโมง ครบเวลา เติมสาร mitomycin-C (MMC) 

ที่ความเข้มข้น 1, 10 และ 50 μg/mL เพื่อกระตุ้น

ให้เกิดสภาวะเซลล์เป็นพิษ นำ�เซลล์เข้าเครื่อง  

xCELLigence® RTCA DP instrument ในตูเ้พาะ

เล้ียงเซลล์อุณหภูม ิ37°C 5%CO
2
 และตรวจตดิตาม

เซลล์อย่างต่อเนื่องโดยวัดสัญญาณความต่างศักย์ทุก 

1 ชั่วโมงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง เซลล์มะเร็งลำ�ไส้กลุ่ม

ควบคุม คือเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ไม่กระตุ้นสภาวะเซลล์

เป็นพิษ ครบเวลาวิเคราะห์ข้อมูลการแบ่งตัวและ 

รอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ในสภาวะเซลล์เป็นพิษด้วย

โปรแกรม RTCA Analyzer โดยวิเคราะห์กราฟค่า 

cell index และ อัตราการเพิ่มจำ�นวนและรอดชีวิต

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ได้

2.5 การกระตุ้นสภาวะเซลล์ตายแบบ 

อะพอพโทซิส 

ตรวจวัดการแบ่งตัวและเพิ่มจำ�นวนของ

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ในสภาวะเซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส 

โดยเตมิเซลลม์ะเรง็ลำ�ไส ้ความหนาแนน่ 3×104 เซลล ์

ใน E-plate 16 และวางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  

30 นาท ีก่อนนำ�เขา้เครือ่ง xCELLigence® RTCA 

DP instrument เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37°C, 

5% CO
2
 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ครบเวลา เติม  

(S)-(+)- camptothecin (CPT) ความเข้มข้น 1, 2 

และ 4 µM เพื่อกระตุ้นให้เซลล์เกิดสภาวะเซลล์ตาย

แบบอะพอพโทซิส นำ�เซลล์เข้าเครื่อง xCELLi-

gence® RTCA DP instrument ในตู้เพาะเล้ียง

เซลล์อุณหภูมิ 37°C, 5% CO
2
 เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ 
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กลุ่มควบคุม คือเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ไม่กระตุ้นสภาวะ

เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส ตรวจติดตามเซลล์เป็น

เวลา 96 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาวิเคราะห์ข้อมูลการแบ่ง

ตัวและรอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ในสภาวะเซลล์ตาย

แบบอะพอพโทซิส ด้วยโปรแกรม RTCA Analyzer 

โดยวิเคราะห์กราฟค่า cell index และ อัตราการเพิ่ม

จำ�นวนและรอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ได้

2.6 การตรวจวัดปริมาณโปรตีน CD44 

บนผวิเซลลม์ะเรง็ลำ�ไส ้หลงัจากเหนีย่วนำ�ใหเ้ซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ เกิดความเป็นพิษและการตายแบบ 

อะพอพโทซิส 

ตรวจวัดการแสดงออกของ CD44 โดยวิธี 

flow cytometry หลังจากเหนี่ยวนำ�ให้เซลล์มะเร็ง

ลำ�ไส้ เกิดความเปน็พษิและการตายแบบอะพอพโทซสิ 

โดยย้อมเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ด้วย CD44 antibody  

ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง (anti-Human/mouse 

CD44-PE, Monoclonal IM7, Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, CA, USA) ตรวจวัดการ

แสดงออกของ CD44 บนผวิเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสด้ว้ยเคร่ือง 

FACS Calibur instrument (BD Biosciences,  

San Jose, CA, USA) โดยมีการทดสอบ isotype 

control ร่วมด้วยในการทดลอง (Rat IgG2b kappa 

isotype control, PE, eB149/10H5, Thermo 

Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) เพื่อ

เป็นการตรวจสอบว่าผลการทดสอบที่ ได้มีความ

จำ�เพาะ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ ความแตกต่าง

ของการแสดงออก %CD44 ในกลุม่เซลลม์ะเรง็ลำ�ไส้

ที่เกิดความเป็นพิษและการตายแบบอะพอพโทซิส 

เปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์มะเร็งลำ �ไส้ควบคุม 

(SW620 cell control) ในแต่ละช่วงเวลา คำ�นวณ

โดยใช้โปรแกรม Statistic Package for the Social 

Sciences (SPSS) โดยใชส้ถติ ิpaired t-test ทีร่ะดบั

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p < 0.005)

ผลการศึกษา
1.	 การตรวจตดิตามการแบ่งตวัเพิม่จ�ำนวนเซลล์ 
	 มะเร็งล�ำไส้ทุกช่วงเวลาแบบเวลาจริง 

วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้เพื่อหาความ

หนาแน่นเซลล์ที่เหมาะสมสำ�หรับศึกษาทดลอง จึงได้

ตรวจติดตามเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ SW620 ทุกช่วงเวลา

แบบเวลาจริง ที่ความหนาแน่นเซลล์ตั้งต้นต่างกัน  

(3-8 × 104) เปน็เวลา 96 ชัว่โมง ผลการตรวจตดิตาม

พบค่า cell index การแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนเซลล์มะเร็ง

ลำ�ไส้ (Fig. 1A) และอัตราการแบ่งตัว (slope,  

Fig. 1B) แปรผันตามจำ�นวนเซลล์ตั้งต้น จึงสามารถ

คดัเลอืกความหนาแนน่เซลลต์ัง้ตน้ทีเ่หมาะสมสำ�หรบั

ศึกษาในแต่ละการทดสอบต่อไป

2.	 การตรวจติดตามเซลล์มะเร็งล�ำไส้ ในสภาวะ 
	 เพาะเลีย้งร่วมกบัเซลล์เมด็เลอืดขาวลมิโฟซยัต์ 

	 และยับยั้ง CD44

2.1 เมือ่เพาะเลีย้งรว่มกบัเซลลเ์มด็เลอืด

ขาวลิมโฟซัยต์ที่กระตุ้นด้วย PHA

เนือ่งจากเซลลเ์มด็เลอืดขาวมบีทบาทสำ�คญั

ในการทำ�ลายเซลล์มะเร็งไม่ให้แพร่กระจายและเพิ่ม

จำ�นวน การทดสอบนี้จึงทำ�เพื่อตรวจติดตามการเพิ่ม

จำ�นวนในสภาพจริงของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ SW620 

หลังเพาะเล้ียงร่วมกับเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ 

โดยคัดแยกลิมโฟซัยต์จากอาสาสมัครสุขภาพดี 

มาทดสอบกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ SW620 ในอัตราส่วน

ต่างกัน ผลทดสอบพบว่าหลังเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง

ลำ�ไส้ SW620 ร่วมกับเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ 

พบคา่ cell index การแบง่ตวัและรอดชวีติเซลลม์ะเรง็

ลำ�ไส้ลดลงแปรผันตามจำ�นวนลิมโฟซัยต์ เมื่อเปรียบ

เทียบกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้เพาะ

เลี้ยงร่วมกับลิมโฟซัยต์ (Fig. 2A, Table 1)
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Fig.1A

Fig.1B

Fig. 1 	Real-time monitoring of SW620 cell proliferation started at different cell densities. Cell index (A) 
and slope (B) of SW620 cell proliferation were cell-density dependent. Results were the average 
of three independent experiments. Error bars represent standard deviation of the mean.
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Fig. 2A

Fig. 2B

Fig. 2C



การตรวจติดตามการเพิ่มจำ�นวนในสภาพจริงของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ SW620 หลังเพาะเลี้ยงร่วมกับลิมโฟซัยต์ที่ถูกกระตุ้น
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Fig. 2D

Fig. 2 	 Real time monitoring of SW620 cells. (A) SW620 cells co-cultured with peripheral blood  
mononuclear cells (PBMC), (B) SW620 cells blocked with anti-CD44 antibody, (C) Cell index 
and (D) slope, SW620 cells blocked with anti-CD44 antibody and co-cultured with  
PHA-stimulated lymphocytes. Results were the average of three independent experiments. 
Error bars represent standard deviation of the mean.

Time
Cell Index ± SD

	 24 hrs.	 72 hrs.	 96 hrs.

SW620 cell control	 0.99 ± 0.06	 5.77 ± 0.82	 5.26 ± 0.79
SW620 + PHA-Stimulated lymphocytes (1:1)	 0.97 ± 0.14	 4.52 ± 0.74	 3.80 ± 0.68
SW620 + PHA-Stimulated lymphocytes (1:5)	 0.81 ± 0.06	 2.92 ± 0.46	 2.01 ± 0.40
SW620 + Anti CD44 1 μg 	 0.71 ± 0.05	 4.63 ± 0.60	 4.34 ± 0.09
SW620 + Anti CD44 5 μg 	 0.93 ± 0.07	 4.47 ± 0.15	 4.68 ± 0.13
SW620 + PHA-Stimulated lymphocytes (1:1) + Anti CD44 1 μg	 0.71 ± 0.11	 4.48 ± 0.17	 4.05 ± 0.10
SW620 + PHA-Stimulated lymphocytes (1:1) + Anti CD44 5 μg	 0.63 ± 0.06	 3.50 ± 0.13	 3.18 ± 0.20
SW620 + PHA-Stimulated lymphocytes (1:5) + Anti CD44 1 μg	 0.88 ± 0.02	 3.09 ± 0.16	 2.41 ± 0.10
SW620 + PHA-Stimulated lymphocytes (1:5) + Anti CD44 5 μg	 0.79 ± 0.16	 2.77 ± 0.21	 1.90 ± 0.24
cell culture media	 0.05 ± 0.10	 0.08 ± 0.10	 0.08 ± 0.09

Table 1 Cell index of SW620 cells co-cultured with PHA-stimulated lymphocytes
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2.2 เม่ือเพาะเลีย้งในสภาวะยบัยัง้โปรตนี 

CD44

การศกึษาความสำ�คญั CD44 ในเซลลม์ะเรง็

ลำ�ไส้ทำ�โดยการทดสอบยับยั้งโปรตีน CD44 ในเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ด้วย anti-CD44 antibody ที่ความเข้ม

ข้นต่างกัน และตรวจติดตามการแบ่งตัวเซลล์มะเร็ง

ลำ�ไส้เป็นเวลาต่อเนื่อง พบค่า cell index การแบ่งตัว

และรอดชวีติเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสล้ดลงแปรผนัตามความ

เข้มข้นของ anti-CD44 antibody เมื่อเปรียบเทียบ

กบัเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสก้ลุม่ควบคมุที่ไม่ไดย้บัยัง้ CD44 

และผลทดสอบ isotype control ไมม่ผีลยบัยัง้ CD44 

เพื่อเป็นการตรวจสอบว่าผลการทดสอบที่ได้มีความ

จำ�เพาะ (Fig. 2B, Table 1) 

2.3 เม่ือเพาะเลีย้งรว่มกับเซลลเ์ม็ดเลอืด

ขาวลิมโฟซัยต์ และยับยั้งโปรตีน CD44 

การทดสอบความสำ�คญั CD44 ในการหลบหน ี

การทำ�ลายจากเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ ทำ�โดย

การตรวจติดตามการแบ่งตัวเซลล์มะเร็งลำ�ไส้หลัง

เพาะเลี้ยงร่วมกับลิมโฟซัยต์และยับยั้งโปรตีน CD44 

ในอัตราส่วนต่างกัน พบค่า cell index การแบ่งตัว

และรอดชวีติเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสล้ดลงแปรผนัตามความ

เข้มข้นของ anti-CD44 antibody และจำ�นวน

ลิมโฟซัยต์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ 

กลุ่มควบคมุที่ไม่ไดเ้พาะเลีย้งรว่มกบัลมิโฟซยัต ์(Fig. 

2C, 2D, Table 1) ผลการศึกษานี้อาจเกิดจากการ 

ยับยั้ง CD44 บนผิวเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ทำ�ให้การแบ่งตัว

รอดชีวิตลดลง และส่งผลให้เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ถูก

ทำ�ลายโดยเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์เพิ่มมากขึ้น 

3.	 การตรวจติดตามเซลล์มะเร็งล�ำไส้ ในสภาวะ 
	 เซลล ์ เป ็นพิษและสภาวะเซลล ์ตายแบบ 
	 อะพอพโทซิส 

การศึกษาเพื่อทดสอบความสำ�คัญของ 

CD44 ต่อการแบ่งตัวและรอดชีวิตเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ 

SW620 ในสภาวะเซลล์เป็นพิษทำ�โดยการเหนี่ยว 

นำ�เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ ให้ เกิดความเป็นพิษ ด้วย  

mitomycin C (MMC) และเหนีย่วนำ�ใหเ้กิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส โดยกระตุ้นด้วย camptothecin 

ทีค่วามเขม้ขน้ตา่งๆ กนั และตรวจตดิตามการแบง่ตวั

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ เป็นเวลาต่อเนื่อง 96 ชั่วโมง ผล

ทดสอบ พบค่า cell index การแบ่งตัวและรอดชีวิต

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ลดลงในสภาวะเซลล์เป็นพิษและ

สภาวะเซลลต์ายแบบอะพอพโทซสิ แปรผนัตามความ

เข้มข้นของ MMC และ CPT ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบ

เทียบกับเซลล์มะเร็งลำ�ไส้กลุ่มควบคุมที่ไม่ถูกเหนี่ยว

นำ�ให้เข้าสู่สภาวะเซลล์เป็นพิษและตายแบบอะพอพ

โทซิส (Fig. 3A, B)

ผลการตรวจวัด %CD44 ด้วยวิธี flow 

cytometry ทีเ่วลา 48, 72 และ 96 ชัว่โมง เมือ่เปรยีบ

เทยีบกบัเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสก้ลุม่ควบคมุ พบวา่ในสภาวะ

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้เป็นพิษ หลังจากกระตุ้นด้วย  

mitomycin-C ที่ความเข้มข้น 1, 10 และ 50 μg/mL 

เป็นเวลา 48, 72 และ 96 ชั่วโมง ค่า %CD44  

สูงขึ้น (p < 0.05, paired t-test ) และในสภาวะ 

เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส หลังจากกระตุ้นด้วย 

camptothecin ความเข้มข้น 2 และ 4 μM ค่า 

%CD44 สูงขึ้น ที่เวลา 96 ชั่วโมง (p < 0.05, paired 

t-test) (Table 2, Fig. 4) แสดงให้เห็นว่า CD44 

อาจมีบทบาทในการแบ่งตัวและรอดชีวิตของเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ในสภาวะเซลล์เป็นพิษและสภาวะเซลล์

ตายแบบ อะพอพโทซิส 

วิจารณ์
การศึกษานี้ตรวจวัดปริมาณ CD44 บนผิว

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ด้วยวิธี flow cytometry และตรวจ

ติดตามการแบ่งตัวเพิ่มจำ�นวน และรอดชีวิตเซลล์

มะเรง็ลำ�ไส้ ทกุชว่งเวลาแบบเวลาจรงิ ในสภาวะเพาะ

เลี้ยงร่วมกับเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ สภาวะ
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Fig. 3 	 Real-time monitoring of SW620 after induction of cytotoxicity (A) and apoptosis (B)

Fig. 3B 	Reduction of SW620 cell index after induction of apoptosis is CPT dose dependent. Results 
were the average of three independent experiments. Error bars represent standard deviation 
of the mean

Fig. 3A 	Reduction of SW620 cell index after induction of cytotoxicity is MMC dose dependent. Results 
were the average of three independent experiments. Error bars represent standard deviation 
of the mean
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Fig. 4 	 The percentage of CD44 expression on SW620 cell control, SW620 cell cytotoxicity and SW620 
cell apoptosis. Data showed FACS plots of SW620 cells stained with anti CD44-PE antibody 
selected from one of three independent experiments 
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เซลล์เป็นพิษ (cytotoxicity) และสภาวะเซลล์ตาย

แบบอะพอพโทซิสด้วยหลักการวัดค่าความต่างศักย์

ของเซลล์ทำ�ให้สามารถตรวจติดตามเซลล์ ได้อย่าง

จำ�เพาะและมีความแม่นยำ�สูง และเพื่อให้ได้ผลการ

ทดสอบที่ถูกต้องน่าเชื่อถือและไม่มีความแปรปรวน

จากปัจจัยภายในเซลล์ ทุกครั้งก่อนทดสอบได้ 

ตรวจสอบคุณลักษณะและความสมบูรณ์ของเซลล์ 

เพ่ือให้ ได้เซลล์ที่มีคุณลักษณะไม่แตกต่างกันใน 

ทกุการทดสอบ ทำ�ใหผ้ลตรวจตดิตามเซลลท์ี่ไดม้คีวาม

ถูกต้องและแม่นยำ� 

ผลการศกึษาพบวา่ การยบัยัง้โปรตนี CD44 

บนผวิเซลล์มะเรง็ลำ�ไส ้ทำ�ใหจ้ำ�นวนและอตัราการรอด

ชีวิตของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ลดลง แปรผันตามความ 

เข้มข้นของ anti-CD44 antibody แสดงให้เห็นว่า 

CD44 อาจมบีทบาทในการแบง่ตวัและรอดชวีติเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ และเมื่อนำ�เซลล์มะเร็งลำ�ไส้ที่ยับย้ัง

โปรตนี CD44 มาเพาะเลีย้งรว่มกบัเซลลเ์มด็เลอืดขาว

ลิมโฟซัยต์ พบว่าเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ถูกทำ�ลายเพิ่มขึ้น 

แสดงให้เห็นว่าการยับยั้ง CD44 ทำ�ให้เซลล์มะเร็ง

ลำ�ไส้แบ่งตัวและรอดชีวิตลดลง เม่ือนำ�มาเพาะเล้ียง

รว่มกับเซลลเ์มด็เลอืดขาวลมิโฟซยัตจ์งึอาจถกูทำ�ลาย

มากขึ้น หรือ CD44 อาจมีส่วนเกี่ยวข้องในการยับยั้ง

เซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ และทำ�ให้เซลล์มะเร็ง

แพรก่ระจายมากขึน้ สอดคลอ้งกบัรายงานศกึษาทีพ่บ

ปรมิาณ CD44 เพิม่ขึน้สมัพนัธก์บัการเพิม่จำ�นวนของ

เซลล์มะเร็งลำ�ไส้(15, 16) และพบรายงานความสำ�คัญ

ของ CD44 ในการบุกรุกเซลล์ มะเร็งลำ�ไส้ส่งผล 

กระตุ้นระบบต่อมน้ำ�เหลืองและทำ�ให้การดำ�เนิน 

โรคมะเร็งลำ�ไส้เพิ่มมากขึ้น(14) และการวิจัยในสัตว์

ทดลอง พบวา่เซลลต์น้กำ�เนดิมะเรง็เมด็เลอืดขาวทีถ่กู

ยับยั้ง CD44 และนำ�มาปลูกถ่ายในหนูทดลอง ทำ�ให้

ความรุนแรงของมะเร็งเม็ดเลือดขาวในหนูทดลอง 

ลดลง(18)

ผลตรวจวัด CD44 พบปริมาณเพิ่มมากขึ้น

ในเซลล์มะเร็งลำ�ไส้สภาวะเซลล์เป็นพิษ และสภาวะ

เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส แสดงให้เห็นว่า CD44 

อาจมีบทบาทความสำ�คัญในการรอดชีวิตของเซลล์

มะเร็งลำ�ไส้ ในสภาวะเซลล์เป็นพิษหรือเซลล์ตาย 

แบบอะพอพโทซิส อาจเกิดจาก CD44 มีบทบาท

เกี่ยวข้องกับกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ ดังเช่นที่

มีการตรวจพบในเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็งผิวหนัง(19, 20) 

หรอื CD44 ในเซลล์มะเรง็ลำ�ไส้มบีทบาทในการขนส่ง

และถา่ยทอดสญัญาณระหวา่งเซลลช์นดิอืน่และเซลล์

ตน้กำ�เนดิมะเรง็ทำ�ใหเ้ซลลม์ะเรง็สามารถแพรก่ระจาย

Table 2 The percentages of CD44 in SW620 cell lines in the induction of cytotoxicity and apoptosis 
experiments. Results were the average of three independent experiments. *, p < 0.005, paired 
t-test (SW620 cell control vs treated cells at different time)

Time (hrs)
SW620 cell 

control
SW620 cell control cytotoxicity

	MIMC 1 μg/ml	 MIMC 10 μg/ml	MIMC 50 μg/ml 	 cpt 1 μm	 cpt 2 μm	 cpt 4 μm

	 48	 36.26	 66.30*	 75.81*	 82.61*	 57.87	 57.81	 63.77

	 72	 47.17	 57.30*	 84.27*	 87.73*	 65.92	 34.01	 63.58

	 96	 23.24	 37.53*	 70.98*	 71.60*	 46.13	 53.99*	 47.80*

SW620 cell Apoptosis

%CD44
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และดื้อต่อการรักษา ดังรายงานวิจัยที่พบในมะเร็งตับ

อ่อน(21) อย่างไรก็ตาม ควรศึกษาวิจัยต่อยอดบทบาท

และกลไกความสำ�คญั CD44 ในเซลลต์น้กำ�เนดิมะเรง็

ลำ�ไส้ต่อไป

การตรวจติดตามคุณสมบัติและความสำ�คัญ

ของ CD44 ในเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ในสภาวะเพาะเลี้ยง

ร่วมกับเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟซัยต์ สภาวะเซลล์ 

เป็นพิษ (cytotoxicity) และสภาวะเซลล์ตายแบบ 

อะพอพโทซิสนี้ สามารถเป็นต้นแบบการทดลอง 

เพื่อนำ�ไปศึกษาวิจัยต่อยอดเพื่อตรวจติดตามและ

ทดสอบบทบาทความสำ�คญัของโปรตนีอืน่บนผวิเซลล์

ต้นกำ�เนิดมะเร็งลำ�ไส้ร่วมด้วย เช่น CD133, CD66 

และ CD24(3) เพื่อสามารถตรวจติดตามการ 

เปลีย่นแปลงโปรตนีบนผวิเซลลต์น้กำ�เนดิมะเรง็ลำ�ไส ้

ในสภาพจริง และศึกษาความสำ�คัญที่แน่ชัดได้ต่อไป 

สรุป
การศึกษานี้สามารถตรวจติดตามการเพิ่ม

จำ�นวนในสภาพจรงิของเซลลม์ะเรง็ลำ�ไส ้และทดสอบ

ความสำ�คัญของ CD44 ในเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ขณะ 

ที่เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงได้ ผลการตรวจติดตามการ

การยับย้ังโปรตนี CD44 ในเซลลม์ะเรง็ลำ�ไสห้ลงัเพาะ

เล้ียงรว่มกับเซลลเ์มด็เลอืดขาวลมิโฟซยัตพ์บการแบง่

ตัวและรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งลำ�ไส้ลดลง และพบ

ปริมาณ CD44 เพิ่มมากขึ้นในสภาวะเซลล์เป็นพิษ 

และสภาวะเซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส แสดงให้เห็น

บทบาทความสำ�คญัของ CD44 ในการแบง่ตวัและรอด

ชวีติของเซลล์มะเรง็ลำ�ไส ้ทีอ่าจเปน็สาเหตทุำ�ใหเ้ซลล์

มะเร็งลำ�ไส้แพร่กระจายและดื้อต่อการรักษา การศึกษานี้ 

สามารถเป็นต้นแบบการทดลองสำ�หรับนำ�ไปตรวจวัด

การเปลี่ยนแปลงเซลล์ในแต่ละสภาวะที่สนใจศึกษา 

โดยร่วมกับการตรวจวัดโปรตีนที่จำ�เพาะบนผิวเซลล์

ต้นกำ�เนิดมะเร็ง จึงควรศึกษาต่อยอดในด้านบทบาท

ของ CD44 รว่มกบัโปรตนีอืน่ในเซลลต์น้กำ�เนดิมะเรง็

ลำ�ไส้ เพื่อนำ�ไปพัฒนาป้องกันการแพร่กระจายและ

กำ�จัดเซลล์ต้นกำ�เนิดมะเร็งลำ�ไส้ได้ต่อไป
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