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บทคดัย่อ 
 Mitotic checkpoint เป็นกลไกท่ีส าคญัในการป้องกนัความผิดพลาดท่ีอาจเกิดข้ึนในขณะท่ีเซลลท์ าการแบ่งตวั
แบบไมโทซิส มีรายงานวา่ประสิทธิภาพของ DNA damage checkpoints มีผลกระทบต่อความไวต่อรังสีของเซลลม์ะเร็ง 
แต่ยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อนวา่ mitotic checkpoint มีความเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อรังสีของเซลลม์ะเร็งหรือไม่ 
งานวจิยัในคร้ังน้ีจึงไดท้ าการศึกษาวา่ประสิทธิภาพของ mitotic checkpoint มีผลต่อการตอบสนองต่อรังสีของเซลลไ์ลน์
มะเร็งปากมดลูก C-33A หรือไม่ โดยท าการศึกษาประสิทธิภาพของ mitotic checkpoint ของเซลล์ C-33A ในการ
ตอบสนองต่อยาพาคลิแทคเซล จากการตรวจสอบการกระจายตวัของเซลลต์ามวฏัจกัรเซลลท่ี์เวลา 48 และ 72 ชัว่โมง
หลงัไดรั้บยาพาคลิแทคเซล พบวา่มีการเพ่ิมจ านวนของเซลลใ์นระยะ G2/M อยา่งเห็นไดช้ดั ผลการทดลองน้ีแสดงให้
เห็นวา่เซลล ์C-33A มีการท างานของ mitotic checkpoint ท่ีปกติ และเม่ือท าการทดสอบการตอบสนองต่อรังสีของเซลล ์
C-33A หลงัการยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ดว้ยสาร NMS-P715 พบว่าการตอบสนองต่อรังสีของเซลล์  
C-33A ท่ีไดรั้บสาร NMS-P715 ไม่มีความแตกต่างกบัเซลล ์C-33A ท่ีไม่ไดรั้บสาร NMS-P715 และยงัพบวา่การไดรั้บ
สาร NMS-P715 ไม่ส่งผลกระทบต่อรูปแบบการตายหลกัหลงัการไดรั้บรังสี งานวจิยัน้ีสรุปไดว้า่การท างานของ mitotic 
checkpoint ไม่มีความเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อรังสีและรูปแบบการตายของเซลล ์C-33A หลงัจากไดรั้บรังสีเอกซ์ 

 

ABSTRACT 
 Mitotic checkpoint is one of the most important failsafe mechanisms during mitosis cell division. It has been welled 
documented that the efficiency of DNA damage checkpoints effect radiosensitivity of cancer cell.  Nevertheless, the role of 
mitotic checkpoint on the radiosensitivity of cancer cell has never been investigated.  In this study, we assessed whether the 
proficiency of mitotic checkpoint has an impact on the radiosensitivity of cervical cancer cell line C-33A.  We determined 
mitotic checkpoint proficiency of C-33A cell in response to Paclitaxel treatment.  We found that the proportion of the cells in 
G2/M phases strikingly increased as determined at 48 and 72 hours after treatment.  This result indicated an intact function of 
mitotic checkpoint of C-33A cell.  We further investigated the effect of mitotic checkpoint inhibition on the radiosensitivity of 
C-33A cell by using NMS-P715. The result showed that mitotic checkpoint inhibition did not affect cellular radiosensitivity of 
C-33A cell. Furthermore, we evaluated the mode of cell death by using NMS-P715. We found that mitotic checkpoint inhibition 
did not change the mode of cell death of C-33A cell after using mitotic checkpoint inhibition. In conclusion, inhibition of mitotic 
checkpoint had no impact on radiosensitivity and mode of cell death of C-33A cell after x-ray irradiation. 
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บทน า 

 การรักษามะเร็งดว้ยรังสีเป็นหน่ึงในวิธีมาตรฐานในการรักษามะเร็ง โดยประสิทธิภาพของการรักษาข้ึนอยู่กบั
การตอบสนองต่อรังสีของเซลล์มะเร็ง กล่าวคือมีประสิทธิภาพของการรักษาสูงในมะเร็งท่ีมีความไวต่อรังสีมาก  
แต่มีประสิทธิภาพของการรักษาต ่าในมะเร็งท่ีด้ือต่อรังสี (Orth et al., 2014) การตอบสนองต่อรังสีนั้นข้ึนอยูก่บัปัจจยั
หลายอยา่ง ซ่ึงประสิทธิภาพการท างานของ cell cycle checkpoints เป็นหน่ึงในปัจจยัท่ีส าคญัท่ีมีผลต่อความไวต่อการ
ตอบสนองต่อรังสีของเซลลม์ะเร็ง (Pawlik, Keyomarsi, 2004; Hematulin et al., 2014) โดย DNA damage checkpoints 
ท าหน้าท่ียบัย ั้ งวฏัจักรเซลล์เพ่ือให้เซลล์มีเวลาในการซ่อมแซมความเสียหายท่ีเกิดข้ึนกับดีเอ็นเอ นอกจากนั้ น  
DNA damage checkpoints ยงัสามารถเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิดการตายเม่ือความเสียหายท่ีเกิดข้ึนกบัดีเอน็เอมีความรุนแรง
จนไม่สามารถซ่อมแซมได ้(Barnum, O’Connell, 2014) โดยทัว่ไปเซลล์มะเร็งมกัมีความบกพร่องของ G1 checkpoint 
ท าให้เซลล์สูญเสียกลไกในการยบัย ั้งวฏัจกัรเซลล์และกลไกการตายของเซลล์ในระยะ G1 ส่งผลให้เซลล์มะเร็งด้ือ 
ต่อรังสี (Kim et al., 2015) และหากเซลลม์ะเร็งชนิดนั้นมีการท างานของ G2 checkpoint ท่ีปกติ G2 checkpoint ก็จะเป็น
กลไกหลกัในการยบัย ั้งการด าเนินไปของวฏัจกัรเซลลเ์ม่ือเซลลไ์ดรั้บรังสี แต่ถา้หากเซลลม์ะเร็งชนิดนั้นมีความบกพร่อง
ของ G2 checkpoint เซลล์ก็จะมีความไวต่อรังสีมากข้ึน เน่ืองจากเซลล์ท่ีดีเอ็นเอเกิดความเสียหายจากการไดรั้บรังสี 
จะท าการแบ่งตวัโดยท่ีความเสียหายของดีเอ็นเอยงัไม่มีการซ่อมแซม ส่งผลให้เซลลม์ะเร็งเกิดการตายในขณะท่ีก าลงั
แบ่งตวัหรือตายหลงัจากแบ่งตวัไปแลว้ (Vance et al., 2011; Bridges et al., 2016) 
 นอกจาก DNA damage checkpoints แล้ว เซลล์ในระยะไมโทซิสยังมี mitotic checkpoint ซ่ึงท าหน้าท่ี 
ในการป้องกันความผิดพลาดท่ีอาจเกิดข้ึนในขณะท่ีเซลล์ท าการแบ่งตวั โดยท าหน้าท่ีตรวจสอบความถูกตอ้งของ 
การยึดเช่ือมกนัระหวา่งเส้นใยสปินเดิลและไคนีโตคอร์ และตรวจสอบความสมดุลยข์องแรงดึงในการแยกโครโมโซม 
ซ่ึงหากตรวจพบความเสียหาย mitotic checkpoint จะยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลลจ์นกวา่ความเสียหายนั้นจะถูกซ่อมแซม
ให้เป็นปกติหรือหากไม่สามารถท าการซ่อมแซมได้ mitotic checkpoint จะเหน่ียวน าให้เกิดการตายของเซลล์  
(Burgess et al., 2014; Ferrari, Gentili, 2016) ความเก่ียวข้องระหว่างประสิทธิภาพการท างานของ DNA damage 
checkpoints ต่อความไวต่อรังสีของเซลล์มะเร็งนั้นมีการศึกษากันอย่างกวา้งขวาง (Ahmed et al., 2015; Wang et al., 
2015) แต่ยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อนว่าการท างานของ mitotic checkpoint มีความเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อรังสี
ของเซลลม์ะเร็งหรือไม่ งานวิจยัในคร้ังน้ีจึงไดท้ าการศึกษาวา่ประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint มีผลต่อ
การตอบสนองต่อรังสีของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หรือไม่ โดยท าการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของการ
ตอบสนองต่อรังสีเม่ือท าการยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ด้วยสาร NMS-P715 ในเซลล์ C-33A ท่ีมีการ
ท างานของ mitotic checkpoint ท่ีปกติกับเซลล์ C-33A ท่ี ถูกย ับย ั้ งการท างานของ mitotic checkpoint ด้วยสาร  
NMS-P715 โดยผลท่ีไดจ้ากการทดลองจะเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานทางวิทยาศาสตร์ท่ีส าคญัซ่ึงอาจสามารถน าไปสู่การศึกษา
ต่อยอดและการประยกุตใ์ชใ้นการรักษามะเร็งเพ่ือเพ่ิมการตอบสนองต่อการรักษาของผูป่้วยมะเร็งในอนาคต 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 
 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ต่อการตอบสนองต่อรังสีของเซลล์ไลน์มะเร็ง 
ปากมดลูก C-33A 
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วธีิการวจิยั 
 การเพาะเลีย้งเซลล์ 

 เซลล์ท่ีใช้ในศึกษาน้ีคือเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูกของมนุษย์ C-33A โดยเป็นเซลล์ทางการคา้ของบริษทั 
American Type Culture Collection (ATCC) ซ่ึงไม่มีการติดเช้ือไวรัสเอชพีวี แต่มีความผิดปกติของขนาดโปรตีน 
retinoblastoma และมีการกลายพนัธ์ุของยีน TP53 แบบ point mutation จากการเปล่ียนแปลงล าดบัของโปรตีนอาร์จีนีน
ไปเป็นโปรตีนซีสทีน (McCormack et al., 2013) โดยเซลลไ์ลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A ถูกเล้ียงดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์ 
DMEM ท่ี มีการเติม sodium bicarbonate 0.25% , heat- inactivated FBS 10% , streptomyces 1% (100 µg/mL)  และ 
penicillin 1% (100 U/mL) ในตูเ้พาะเล้ียง ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
และความช้ืนสมัพทัธ์ 95% 

 การให้สารแก่เซลล์เพาะเลีย้ง 
 การให้ยาแพคลิแทกเซล (Paclitaxel) เพื่อกระตุ ้นการท างานของ mitotic checkpoint แก่เซลล์ไลน์มะเร็ง 

ปากมดลูก C-33A โดยละลายยาพาคลิแทคเซลในอาหารเล้ียงเซลล์ให้ได้ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ แก่เซลล ์
เป็นเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง ก่อนน าเซลลไ์ปใชใ้นการทดลอง 

 การให้สาร NMS-P715 เพื่อยบัย ั้ งท างานของ mitotic checkpoint แก่เซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A  
โดยละลายสาร NMS-P715 ในอาหารเล้ียงเซลลใ์ห้ไดค้วามเขม้ขน้ 0.2 และ 1 ไมโครโมลาร์ แก่เซลลเ์ป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
ก่อนน าเซลลไ์ปฉายรังสีและใชใ้นการทดลอง 
 การฉายรังสีแก่เซลล์เพาะเลีย้ง 

 ท าการฉายรังสีใหแ้ก่เซลลไ์ลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A ดว้ยเคร่ืองเร่งอนุภาคแนวตรงยีห่อ้ Varian รุ่น Trilogy 
ณ แผนกรังสีรักษา โรงพยาบาลจุฬาภรณ์ วิทยาลัยวิทยาศาสตร์การแพทยเ์จ้าฟ้าจุฬาภรณ์ ราชวิทยาลัยจุฬาภรณ์ 
กรุงเทพมหานคร ดว้ยโฟตอนพลงังาน 6 เมกะโวลต ์อตัราการแผรั่งสี 600 MU/min พ้ืนท่ีล ารังสี 25x25 ตารางเซนติเมตร 
ด้วยเทคนิค source to axis distance (SAD technique) ใช้ back scatter ขนาด 5 เซนติเมตร ด้วยเทคนิคการฉายรังสี 
แบบคร้ังเดียว ปริมาณรังสี 2 เกรย ์(212 MU), 4 เกรย ์(424 MU), 6 เกรย ์(636 MU) และ 8 เกรย ์(848 MU) โดยการฉาย
รังสีใหแ้ก่เซลลใ์นการทดลองใชป้ริมาณรังสี 4 เกรย ์
 การวเิคราะห์การกระจายตวัของเซลล์ในแต่ละระยะของวฏัจกัรเซลล์ด้วยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี 

 หลงัให้ยาแพคลิแทกเซลเพื่อกระตุน้การท างานของ mitotic checkpoint แก่เซลลไ์ลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A 
จากนั้นท าการเก็บเซลล์ตามระยะเวลาต่าง ๆ เพ่ือศึกษาการกระจายตวัของเซลล์ในแต่ละระยะของวฏัจกัรเซลล์ด้วย
เทคนิคโฟลไซโตเมทรี ท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัการใหย้าพาคลิแทคเซล โดยท าการตรึงและท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ 
เสียสภาพดว้ยเอทานอลท่ีเยน็จดัความเขม้ขน้ 70% แลว้เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือจะน าเซลลไ์ป
วิเคราะห์การกระจายตัวของเซลล์ ท าการล้างและป่ันเซลล์ด้วย PBS จากนั้ นย ้อมนิวเคลียสด้วยสารละลาย 
โพรพริเดียมไอโอไดด์ (PI) ท่ีประกอบด้วย PI, RNase A และ Na-citrate ปริมาตร 500 มิลลิลิตร บ่มสารละลายท่ี
อุณหภูมิหอ้งและหลีกเล่ียงจากแสงเป็นเวลา 30 นาที แลว้น าไปวเิคราะห์ผลดว้ยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์  
 การศึกษาสัดส่วนการรอดชีวติของเซลล์ด้วยการทดสอบการสร้างโคโลนี 

 ใหส้าร NMS-P715 ความเขม้ขน้ 0.2 และ 1 ไมโครโมลาร์ แก่เซลลก่์อนการฉายรังสีเป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น า
เซลลไ์ปฉายรังสีดว้ยเทคนิคการฉายรังสีแบบคร้ังเดียว ปริมาณรังสี 0, 2, 4, 6 และ 8 เกรย ์หลงัการฉายรังสีท าการลา้ง 
สาร NMS-P715 ออกดว้ย PBS จากนั้นท าการเพาะเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 13 วนั จนกระทัง่สามารถมองเห็นโคโลนีของ
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เซลลท่ี์รอดชีวิตไดด้ว้ยตาเปล่า โดยใน 1 โคโลนีตอ้งมีจ านวนเซลลไ์ม่นอ้ยกวา่ 50 เซลล ์หลงัการนบัโคโลนีค านวณหา
ประสิทธิภาพในการเล้ียงเซลล ์และค านวณหาสัดส่วนการรอดชีวิตของเซลล ์เพ่ือน าไปใชเ้ปรียบเทียบการตอบสนอง
ต่อรังสีของเซลลโ์ดยพิจารณาจากปริมาณรังสีท่ีท าใหเ้ซลลเ์กิดการรอดชีวติร้อยละ 37 (D37) จากจ านวนตั้งตน้  
 การศึกษารูปแบบการตายของเซลล์หลงัการได้รับรังสีจากลกัษณะสัณฐานวทิยาของนิวเคลยีส 

 ใหส้าร NMS-P715 ความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ แก่เซลลก่์อนการฉายรังสีเป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น าเซลลไ์ป
ฉายรังสีปริมาณ 0 หรือ 4 เกรย ์หลงัการฉายรังสีท าการลา้งสาร NMS-P715 ออกดว้ย PBS แลว้เติมอาหารเล้ียงเซลล ์
จากนั้นท าการเก็บเซลลท่ี์เวลา 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัจากเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล ์จากนั้นท าการยอ้มนิวเคลียสของเซลล ์
โดยเร่ิมจากการตรึงและท าใหเ้ยื่อหุม้เซลลเ์สียสภาพดว้ยเมทานอลท่ีเยน็จดัความเขม้ขน้ 90% เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ลา้งเมทานอลออกดว้ย PBS แลว้ยอ้มนิวเคลียสดว้ยสารเรืองแสง Hoechst 33342 บ่มท่ีอุณหภูมิห้องและหลีกเล่ียงจาก
แสงเป็นเวลา 5 นาที แลว้ลา้งออกดว้ย PBS จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นประกบแผ่นกระจกเขา้กบัแผน่สไลด์ดว้ย anti-faded 
solution แลว้ประเมินลกัษณะสัณฐานวิทยาของนิวเคลียสภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ท่ีก าลงัขยาย 40X  
จากการถ่ายภาพแบบสุ่มทัว่ทั้งแผน่สไลด ์การประเมินรูปแบบการตายของเซลลห์ลงัการไดรั้บรังสีจากลกัษณะสัณฐาน
วิทยาของนิวเคลียสจากนิวเคลียสอยา่งนอ้ย 500 เซลลใ์นแต่ละกลุ่มการทดลอง โดยประเมินรูปแบบการตายของเซลล์
หลงัการไดรั้บรังสีตามวธีิการของ Amornwichet N (Amornwichet et al., 2014) โดยการตายแบบ apoptosis ลกัษณะของ
นิวเคลียสติดสีเขม้และพบช้ินส่วนของ apoptotic bodies การตายแบบ mitotic catastrophe ลกัษณะของนิวเคลียสติดสี
เป็นพโูดยมีจ านวนมากกวา่ 2 พข้ึูนไป และการตายแบบ senescence ลกัษณะของนิวเคลียสติดสีไม่สม ่าเสมอและพบการ
ติดสีของขอบเซลลจ์าง ๆ 
 การวเิคราะห์ข้อมูล 

 ขอ้มูลการกระจายตวัของเซลลใ์นแต่ละระยะของวฏัจกัรเซลลแ์สดงในรูปของร้อยละ ขอ้มูลการตอบสนองต่อ
รังสีของเซลล์แสดงในรูปของค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน สร้างกราฟสัดส่วนการรอดชีวิตของเซลลใ์นรูปแบบ
เอกซ์โพเนนเชียล จากนั้นค านวณหาปริมาณรังสีท่ีท าใหเ้ซลลเ์กิดการรอดชีวติร้อยละ 37 จากจ านวนตั้งตน้ และหาความ
แตกต่างของสัดส่วนการรอดชีวิตของเซลล์ในแต่ละกลุ่มการทดลองดว้ยสถิติ one-way ANOVA ท่ีระดับนัยส าคญั 
ทางสถิติ 0.05 (p ≤ 0.05) และขอ้มูลรูปแบบการตายของเซลลจ์ากลกัษณะสัณฐานวิทยาของนิวเคลียสแสดงในรูปของ
ร้อยละจากค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
ผลการวจิยั 
 ประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A ในการยับยั้ง 

การด าเนินไปในวฏัจกัรเซลล์หลงัได้รับยาพาคลแิทคเซล  
 การกระจายตัวของเซลล์ในแต่ละระยะของวัฏจักรเซลล์ดังแสดงในรูปท่ี 1 พบว่าเซลล์ท่ีไม่ได้รับ 
ยาพาคลิแทคเซลมีการกระจายตวัของเซลล์ในระยะ G1, S และ G2/M เท่ากับ 59.2%, 22.2% และ 17.5% ตามล าดบั 
เซลลท่ี์ไดรั้บยาพาคลิแทคเซลเป็นเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง มีการหยดุในระยะ G2/M โดยมีสดัส่วนประชากรของเซลลใ์น
ระยะ G2/M เท่ากับ 64.8% และ 68.3% ตามล าดับ ซ่ึงเป็นการเพ่ิมข้ึนอย่างชัดเจนเม่ือเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ได้รับ 
ยาพาคลิแทคเซล ผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า mitotic checkpoint ของเซลล์ C-33A มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง 
การด าเนินไปในวฏัจกัรเซลลห์ลงัไดรั้บยาพาคลิแทคเซล 
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รูปที ่1 การกระจายตวัของเซลล์ในแต่ละระยะของวฏัจกัรเซลล์ของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หลงัไดรั้บ
 ยาพาคลิแทคเซลท่ีเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง เซลล์ท่ีไม่ได้รับยาพาคลิแทคเซล (Control) และเซลล์ท่ีไดรั้บ
 ยาพาคลิแทคเซล ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ (10 µM Paclitaxel) 

 

 ประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ต่อการตอบสนองต่อรังสีของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก  
C-33A 
 ในการศึกษาประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ว่ามีผลต่อความไวต่อรังสีของเซลล์หรือไม่ 
สามารถศึกษาโดยการเปรียบเทียบความไวต่อรังสีของเซลลร์ะหวา่งเซลล ์C-33A ท่ีมีการท างานของ mitotic checkpoint 
ท่ีปกติกบัเซลล ์C-33A ท่ีถูกยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ดว้ยสาร NMS-P715 โดยประเมินจากความสามารถ
ในการสร้างโคโลนีของเซลลห์ลงัไดรั้บรังสี 
 สัดส่วนการรอดชีวิตของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A ดงัแสดงในรูปท่ี 2 พบวา่เซลลท่ี์ไดรั้บรังสีเพียง
อย่างเดียว และเซลล์ท่ีไดรั้บสาร NMS-P715 ด้วยความเขม้ขน้ 0.2 และ 1 ไมโครโมลาร์ ก่อนการฉายรังสีเป็นเวลา  
2 ชัว่โมง มีค่าของปริมาณรังสีท่ีท าให้เซลลเ์กิดการรอดชีวิตร้อยละ 37 จากจ านวนตั้งตน้ เท่ากบั 1.85±0.07, 1.78±0.09 
และ 1.80±0.10 เกรย ์ตามล าดับ และเม่ือวิเคราะห์ความแตกต่างของสัดส่วนการรอดชีวิตของเซลล์ในแต่ละกลุ่ม 
การทดลองดว้ยสถิติ one-way ANOVA ท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 (p ≤ 0.05) พบวา่สดัส่วนการรอดชีวติของเซลล์
ทั้งสามกลุ่มไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p = 0.583) ผลการทดลองท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ประสิทธิภาพ
การท างานของ mitotic checkpoint ไม่มีผลต่อความไวต่อรังสีของเซลล ์C-33A 
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รูปที ่2 สัดส่วนการรอดชีวิตของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A ท่ีได้รับรังสีเพียงอย่างเดียว (Control)  
 เซลล์ท่ีไดรั้บสาร NMS-P715 ความเขม้ขน้ 0.2 และ 1 ไมโครโมลาร์ ก่อนการไดรั้บรังสีเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
 (0.2 และ 1 µM NMS-P715 ตามล าดบั) 

 

 รูปแบบการตายของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หลงัการได้รับรังสี 
 ลกัษณะสัณฐานวิทยาของนิวเคลียสของเซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หลงัการไดรั้บรังสีดงัแสดงใน 
รูปท่ี 3 ลกัษณะของนิวเคลียสของเซลลท่ี์มีชีวติดงัแสดงในรูปท่ี 3 (a) เซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis มีลกัษณะของนิวเคลียส
ติดสีเขม้และพบช้ินส่วนของ apoptotic bodies ดงัแสดงในรูปท่ี 3 (b) เซลลท่ี์ตายแบบ mitotic catastrophe มีลกัษณะของ
นิวเคลียสขนาดใหญ่ เกิดการติดสีเป็นพูโดยมีการติดสีของนิวเคลียสมากกวา่ 2 พู และพบลกัษณะของนิวเคลียสขนาด
เล็กดังแสดงในรูปท่ี 3 (c) เม่ือเวลาผ่านไป 48 ชั่วโมง เซลล์ท่ีไม่ได้รับทั้งรังสีและสาร NMS-P715 พบลกัษณะของ
นิวเคลียสของเซลล์ท่ีมีชีวิต และเซลล์ท่ีตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากับ 95.70±0.04 และ 4.30±0.06 ตามล าดับ 
เซลลท่ี์ไดรั้บสาร NMS-P715 ดว้ยความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง พบลกัษณะของนิวเคลียสของเซลล์
ท่ีมีชีวิต เซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis และเซลลท่ี์ตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากบั 93.77±1.67, 0.40±0.09, 5.83±2.28 
ตามล าดับ เซลล์ท่ีได้รับการฉายรังสีปริมาณ 4 เกรย ์พบลกัษณะของนิวเคลียสของเซลล์ท่ีมีชีวิต เซลล์ท่ีตายแบบ 
apoptosis และเซลล์ท่ีตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากบั 82.92±3.57, 0.69±0.31, 16.39±5.35 ตามล าดบั และเซลลท่ี์
ไดรั้บสาร NMS-P715 ดว้ยความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมงก่อนการฉายรังสี พบลกัษณะของนิวเคลียส
ของเซลล์ท่ีมีชีวิต เซลล์ท่ีตายแบบ apoptosis และเซลล์ท่ีตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากบั 80.03±4.87, 2.00±0.02, 
17.96±6.91 ตามล าดบั เม่ือเวลาผา่นไป 72 ชัว่โมง เซลลท่ี์ไม่ไดรั้บทั้งรังสีและสาร NMS-P715 พบลกัษณะของนิวเคลียส
ของเซลล์ท่ีมีชีวิต เซลล์ท่ีตายแบบ apoptosis และเซลล์ท่ีตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากบั 97.86±0.51, 0.16±0.10, 
1.97±0.82 ตามล าดบั เซลล์ท่ีไดรั้บสาร NMS-P715 ดว้ยความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง พบลกัษณะ
ของนิวเคลียสของเซลลท่ี์มีชีวติ เซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis และเซลลท่ี์ตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากบั 94.80±0.60, 
1.16±0.26, 4.04±0.59 ตามล าดบั เซลลท่ี์ไดรั้บการฉายรังสีปริมาณ 4 เกรย ์พบลกัษณะของนิวเคลียสของเซลลท่ี์มีชีวิต 
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เซลล์ท่ีตายแบบ apoptosis และเซลล์ท่ีตายแบบ mitotic catastrophe เ ท่ากับ 73.09±6.47, 4.18±1.65, 22.74±7.50 
ตามล าดบั และเซลล์ท่ีไดรั้บสาร NMS-P715 ดว้ยความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมงก่อนการฉายรังสี  
พบลกัษณะของนิวเคลียสของเซลลท่ี์มีชีวิต เซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis และเซลลท่ี์ตายแบบ mitotic catastrophe เท่ากบั 
65.17±8.58, 4.65±0.35, 30.18±11.78 ตามล าดบั โดยรูปแบบการตายหลกัของเซลลห์ลงัการไดรั้บรังสีเป็นการตายแบบ 
apoptosis และ mitotic catastrophe 

 

รูปที ่3  ร้อยละของรูปแบบการตายของเซลลไ์ลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หลงัการไดรั้บรังสีท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง  
 เซลล์ท่ีไม่ได้รับทั้ งรังสีและสาร NMS-P715 (Control) เซลล์ท่ีได้รับสาร NMS-P715 ด้วยความเข้มข้น 
 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (1 µM NMS-715) เซลลท่ี์ไดรั้บการฉายรังสีปริมาณ 4 เกรย ์(4 Gy IR) และ
 เซลล์ท่ีได้รับสาร NMS-P715 ด้วยความเข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมงก่อนการฉายรังสี 
 ปริมาณ 4 เกรย ์(NMS-715+IR)  

 

 

รูปที ่4  ลักษณะสัณฐานวิทยาของนิวเคลียสของ เซลล์ไลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หลังการได้รับรังสี   
 โดย (a) คือลกัษณะของนิวเคลียสของเซลลท่ี์มีชีวติ (b) คือเซลลท่ี์ตายแบบ apoptosis (AP) และ (c) คือเซลลท่ี์
 ตายแบบ  mitotic catastrophe (MC)  
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อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
 อภิปรายผลการวจิยั 

ประสิทธิภาพของการฉายรังสีเพ่ือรักษามะเร็งข้ึนอยู่กับการตอบสนองต่อรังสีของเซลล์มะเร็ง โดย
ประสิทธิภาพการท างานของ cell cycle checkpoints เป็นปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อความไวต่อรังสีของเซลล์มะเร็ง  
(Pawlik, Keyomarsi, 2004; Hematulin et al., 2014) โดย DNA damage checkpoints ท าหนา้ท่ีตรวจสอบความสมบูรณ์
ของดีเอ็นเอของเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟส (Shaltiel et al., 2015) แต่เม่ือเซลล์ผ่านจากระยะอินเตอร์เฟสไปยงัระยะ 
ไมโทซิสแล้ว mitotic checkpoint จะท่ีท าหน้าท่ีในการตรวจสอบความพร้อมของเซลล์ก่อนท่ีจะท าการแบ่งตัว  
(Liu, Zhang, 2016) มีรายงานวา่เซลลท่ี์มีความเสียหายของดีเอ็นเอเม่ือผ่านเขา้สู่ระยะไมโทซิส เซลลจ์ะมีกลไกในการ
ตรวจจบัความผิดปกติและมีการส่งต่อสญัญาณภายในเซลลเ์พ่ือใหมี้การซ่อมแซมดีเอน็เอในระยะถดัไปหลงัจากเซลลท์ า
การแบ่งตัวไปแล้ว แต่ถ้าหากความเสียหายของดีเอ็นเอมีความรุนแรง เซลล์จะเกิดการตายขณะท่ีก าลังแบ่งตัว  
(Ferrari, Gentili, 2016) แต่ยงัไม่มีการศึกษาท่ีชดัเจนว่าการตรวจจบัดีเอ็นเอท่ีมีความเสียหาย และกลไกการตายของ
เซลลใ์นระยะไมโทซิสมีความเก่ียวขอ้งกบัประสิทธิภาพท างานของ mitotic checkpoint หรือไม่  
 การศึกษาประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ของเซลลไ์ลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A สามารถท า
ไดโ้ดยวเิคราะห์จากการกระจายตวัของเซลลใ์นแต่ละระยะของวฏัจกัรเซลลด์ว้ยเทคนิคโฟลไซโตเมทรีหลงัการกระตุน้
การท างานของ mitotic checkpoint ดว้ยยาพาคลิแทคเซลซ่ึงเขา้จบักบั β-subunit ของทิวบูลินในไมโครทิวบูลอนัเป็น
สารตั้งตน้ในการสงัเคราะห์เสน้ใยสปินเดิล โดยยาพาคลิแทคเซลท าใหทิ้วบูลินเกิดการคงรูปไม่สามารถเกิดการหดและ
คลายตวัได ้จึงส่งผลให้ไม่เกิดการยึดเช่ือมกนัระหว่างเส้นใยสปินเดิลและไคนีโตคอร์ และไม่เกิดแรงดึงในการแยก 
โครมาติด (Matson, Stukenberg, 2011) โดยเม่ือกระตุน้การท างานของ mitotic checkpoint ดว้ยยาพาคลิแทคเซลพบว่า
เซลลท่ี์ไดรั้บยาพาคลิแทคเซลความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ มีสัดส่วนประชากรของเซลลใ์นระยะ G2/M เพ่ิมข้ึนอยา่ง
ชดัเจนเม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ไดรั้บยาพาคลิแทคเซล ผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าเซลล์ C-33A มีการท างานของ 
mitotic checkpoint ท่ีมีประสิทธิภาพ 

 เพ่ือศึกษาวา่การท างานของ mitotic checkpoint ส่งผลต่อความไวต่อรังสีของเซลลห์รือไม่ งานวจิยัน้ีจึงท าการ
เปรียบเทียบความไวต่อรังสีของเซลล ์C-33A ท่ีไม่มีการยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint กบัเซลล ์C-33A ท่ีถูก
ยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ดว้ยสาร NMS-P715 ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้งการท างานของ MPS1 kinase อนัเป็น
โปรตีนท่ีส าคัญในการท างานของ mitotic checkpoint (Musacchio, 2015) ผลการทดลองพบว่าหลังการได้รับรังสี 
เซลล ์C-33A ท่ีไม่ไดรั้บสาร NMS-P715 และเซลล ์C-33A ท่ีไดรั้บสาร NMS-P715 มีสัดส่วนการรอดชีวิตไม่แตกต่าง
กนัซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่การท างานของ mitotic checkpoint ไม่มีผลต่อความไวต่อรังสีของเซลล ์C-33A 
 ขอ้จ ากดัของงานวิจยัในคร้ังน้ีคือความเป็นพิษของสาร NMS-P715 โดยการใชส้าร NMS-P715 ความเขม้เขม้ 
0.2 และ 1ไมโครโมลาร์ เป็นความเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่ค่า IC50 ท่ี 0.182 ไมโครโมลาร์ ท าให้หลงัการฉายรังสีผูว้ิจยัลา้งสาร 
NMS-P715 ออก (Caldarelli et al., 2011; Colombo et al., 2010; Maachani et al., 2015) ซ่ึงการลา้งสาร NMS-P715 ออก 
อาจส่งผลต่อการยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ดงันั้นหากตอ้งการหลีกเล่ียงขอ้จ ากดัของสาร NMS-P715 
ผูว้จิยัเสนอใหท้ าการยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint โดยใช ้small interfering RNA ท่ีจ  าเพาะกบั MPS1 kinase 
แทน นอกจากนั้นในงานวจิยัน้ีท าการประเมินรูปแบบการตายของเซลลห์ลงัการไดรั้บรังสีจากการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
สัณฐานวิทยาของนิวเคลียสเท่านั้น ซ่ึงหากตอ้งการยืนยนักลไกการตายของเซลล์ท่ีจ าเพาะมากข้ึนจะตอ้งท าการศึกษา
โปรตีนอ่ืน ๆ ท่ีจ าเพาะต่อกลไกการตายของเซลลแ์ต่ละชนิดร่วมดว้ย เช่น คาสเปส หรือเบตา้กาแลคโตซิเดส เป็นตน้ 
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 สรุปผลการวจิยั 

 การศึกษาประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ของเซลลไ์ลน์มะเร็งปากมดลูก C-33A หลงักระตุน้
การท างานของ mitotic checkpoint ดว้ยยาพาคลิแทคเซล โดยประเมินจากการกระจายตวัของเซลลใ์นแต่ละระยะของ 
วฏัจักรเซลล์ด้วยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี ท าให้ทราบว่าเซลล์ C-33A มีการท างานของ mitotic checkpoint ท่ีปกติ  
เม่ือท าการศึกษาประสิทธิภาพการท างานของ mitotic checkpoint ท่ีส่งผลต่อการตอบสนองต่อรังสีของเซลล ์โดยการ
ยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ด้วยสาร NMS-P715 พบว่าการท างานของ mitotic checkpoint ไม่มีผลต่อ 
ความไวต่อรังสีของเซลล ์นอกจากน้ีการยบัย ั้งการท างานของ mitotic checkpoint ไม่เปล่ียนแปลงรูปแบบการตายหลกั
ของเซลลห์ลงัการไดรั้บรังสี ผลจากการศึกษาในคร้ังน้ีเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานทางรังสีชีววิทยาท่ีอาจน าไปใชใ้นการศึกษา 
เชิงลึกต่อไปไดใ้นอนาคต 
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