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บทคดัย่อ 
โรคมะเร็งท่อน ้ าดี (cholangiocarcinoma) เป็นโรคมะเร็งท่ีมีความรุนแรงและยากต่อการตรวจวินิจฉัยในระยะ

เร่ิมตน้ จึงมีการหากลยทุธ์ใหม่เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา เฟนฟอร์มินเป็นอนุพนัธ์ุของไบกวัไนด ์เช่น เมทฟอร์
มิน ซ่ึงละลายในไขมนัไดดี้กวา่ และไม่ตอ้งการตวัขนส่งในการน าเขา้สู่เซลล ์ท าใหย้าเฟนฟอร์มินมีศกัยภาพในการออก
ฤทธ์ิดีกวา่ โครงการวิจยัศึกษาฤทธ์ิของยาเฟนฟอร์มินในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต และการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อ
น ้ าดีชนิด KKU-452  KKU-M156 และ KKU-100 โดยใช้เทคนิค sulforhodamine-B assay และ wound healing assay 
ตามล าดบั ผลการวิจยัพบวา่ยาเฟนฟอร์มินสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดีไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั ค่า 
IC50 ของ เซลล์  KKU-452  KKU-M156 และ KKU-100 มี เ ท่ ากับ  57.4±11.0, 124.0±35.7 และ  357.8±248.9 M 
ตามล าดบั และสามารถยบัย ั้งการแพร่กระจายของเซลล ์KKU-452 เห็นผลท่ีเวลา 6 ชัว่โมง และ KKU-M156 ท่ีเวลา 18 
ชัว่โมง งานวจิยัจึงแสดงใหเ้ห็นในเบ้ืองตน้วา่เฟนฟอร์มินมีศกัยภาพในการน ามาใชใ้นการรักษาโรคมะเร็งท่อน ้าดี 

 

ABSTRACT 
Cholangiocarcinoma (CCA) is an aggressive malignancy and very difficult in diagnosis. Phenformin is a 

biguanide derivative of metformin, with higher potency than metformin. Phenformin is more lipophilic and does not 
require transporters to enter cells. In the present study, the effects of phenformin in CCA cells were investigated. 
Antiproliferation and migration on KKU-452 KKU-M156 and KKU-100 CCA calls were assessed using 
sulforhodamine-B assay and wound healing method respectively. The results showed that phenformin significantly 
inhibited cell proliferation within a concentration- and time-dependent manners. The most sensitive cell line is KKU-
452, and the most resistance cell line is KKU-100 with IC50 values of 57.4±11.0, 124.0±35.7 and 357.8±248.9 M 
respectively. Phenformin significantly suppressed cell migration of both cells. This study shows that phenformin has a 
potential to be used in the treatment of CCA. 

 

ค าส าคัญ: มะเร็งท่อน ้าดี เฟนฟอร์มิน การเคล่ือนท่ีของเซลล ์ 
Keywords: Cholangiocarcinoma, Phenformin, Migration 
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บทน า 
 โรคมะเร็งท่อน ้าดี เป็นโรคมะเร็งท่ีเกิดจากเซลลเ์ยือ่บุของท่อทางเดินน ้าดี พบมากในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทย มีความรุนแรงสูง และยากต่อการตรวจวนิิจฉยัในระยะเร่ิมตน้ การรักษาในปัจจุบนัท่ีมีประสิทธิภาพดีคือ
การผ่าตดั และการใชย้าเคมีบ าบดั ซ่ึงมีผลขา้งเคียงสูงและมีโอกาสกลบัมาเป็นซ ้ าได ้ถึงแมว้่าในปัจจุบนัแนวทางการ
วินิจฉยัและวิธีการรักษาจะกา้วหนา้ไปมาก แต่อตัราการเสียชีวิตของผูป่้วยยงัสูง โดยผูป่้วยส่วนใหญ่ท่ีไดรั้บการวินิจฉยั
คร้ังแรกมกัอยูใ่นระยะทา้ยของโรค ท าใหจ้ าเป็นตอ้งมีการศึกษาหายาชนิดใหม่หรือกลยทุธ์ใหม่เพื่อใชใ้นการรักษา เพิ่ม
ประสิทธิภาพ และลดผลขา้งเคียงท่ีจะเกิดข้ึน (Razumilava and Gores, 2014) พยาธิใบไมต้บัเป็นปัจจยัเส่ียงส าคญัของ
มะเร็งท่อน ้ าดี โดยมีคุณลกัษณะของการกลายพนัธ์ุ (mutation) และการแสดงออกของยีน (gene expression) แตกต่าง
จากมะเร็งท่อน ้าดีท่ีเกิดข้ึนในภูมิภาคท่ีไม่มีการติดเช้ือพยาธิใบไมต้บั (Jinawath et al., 2006; Kongpetch et al., 2015) 

เมทฟอร์มิน (metformin) เป็นยาท่ีใช้รักษาโรคเบาหวาน มีงานวิจัยท่ีแสดงให้เห็นถึงฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
กระบวนการเจริญเติบโตและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งหลายชนิดรวมทั้งมะเร็งท่อน ้ าดี โดยการกระตุน้เอนไซม ์
AMPK ลดการท างานของ Akt, mTOR และ p70S6K (Wandee et al., 2018) แต่เน่ืองจากตอ้งใชค้วามเขม้ขน้สูงกวา่การ
รักษาโรคเบาหวานมาก จึงเป็นขอ้จ ากดัท่ีจะใชใ้นการรักษา ยาเฟนฟอร์มิน (phenformin) เป็นอนุพนัธ์ุของเมทฟอร์มิน 
ซ่ึงละลายในไขมนัไดดี้กวา่ และไม่ตอ้งการตวัขนส่ง (transporter) เช่น Oct1 ในการน าเขา้สู่เซลล ์ท าให้ยาเฟนฟอร์มิน  
มีศกัยภาพในการออกฤทธ์ิไดดี้กว่าเมทฟอร์มิน โดยมีรายงานว่าสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของมะเร็งกระเพาะ
ปัสสาวะ จากการกระตุน้การท างานของเอนไซม์ AMPK และ EGFR (Huang et al., 2018) เน่ืองจากยงัไม่มีการศึกษา
ฤทธ์ิของยาเฟนฟอร์มินในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีจากภูมิภาคท่ีมีการติดเช้ือพยาธิใบไมใ้นตบั ในงานวจิยัน้ีท าการศึกษาฤทธ์ิ
ของยาเฟนฟอร์มินในการลดการเจริญเติบโตและการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีจากผูป่้วยในภูมิภาคท่ีมีการติดเช้ือ
พยาธิใบไมใ้นตบั 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 
ศึกษาความเป็นพิษของยาเฟนฟอร์มินต่อเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี และความสามารถในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของ

เซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี  
 

วธีิการวจิัย 
 การเพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งท่อน า้ดี 
 เซลลท่ี์ใชใ้นการศึกษาวิจยัน้ีเป็นเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีชนิด KKU-452  KKU-M156 และ KKU-100 ซ่ึงเพาะเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเซลลช์นิด Ham’s F12 (Life Technologies, USA) ท่ีประกอบดว้ย 10 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-
N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES) pH 7.3, gentamycin sulphate (50 µg/ml), penicillin (100 unit/ml), และ 10% fetal 
bovine serum โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37oC และ 5% CO2 ท าการ subculture ทุกๆ 2 วนัดว้ย 0.25% trypsin-EDTA 
 

การทดสอบความเป็นพิษของยาเฟนฟอร์มิน ต่อเซลล์มะเร็งท่อน ้าดี ด้วยวิธี sulphorhodamine B (SRB) 
assay 

ใส่เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีชนิด KKU-452 KKU-M156 และ KKU-100 ใน 96 well plate ปริมาณ 7,500 
เซลล์/หลุม ในอาหารเล้ียงเซลล์ Ham’s F12 ท าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยการเติมยาเฟนฟอร์มิน ความ
เขม้ขน้สุดทา้ย 30,100,300 และ 600 µM เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาดูดอาหารเล้ียงเซลลเ์ก่าออก ท า
การ fix เซลลโ์ดยเติม 10% trichloroacetic acid เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งออกดว้ย deionized water จากนั้นยอ้มสีเซลล์
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ดว้ยสารละลาย 0.4% SRB ใน 1% acetic acid เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ย 1% acetic acid รอให้แห้ง จากนั้น
ละลายสีออกดว้ย  10 mM Tris base pH 10.5 ท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 
540 nm และค านวณหาร้อยละความเป็นพิษต่อเซลล ์(%cytotoxicity) 

 

การทดสอบฤทธ์ิของยาเฟนฟอร์มิน ในการยบัยั้งการเคล่ือนทีข่องเซลล์มะเร็งท่อน า้ดี ด้วยวธีิ wound healing 
assay 

เล้ียงเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีชนิด KKU-452 และ KKU-M156 ใน 24 well plate จ านวน 300,000 เซลล์/หลุม ใน
อาหารเล้ียงเซลล ์Ham’s F12 จากนั้นสร้างรอยแผลเป็นเส้นตรงบริเวณกลางหลุมโดยใชปิ้เปตทิป (pipette tip) ลา้งเซลล์
ท่ีหลุดออกดว้ย phosphate buffer saline จากนั้นเติมยาเฟนฟอร์มิน ความเขม้ขน้สุดทา้ย 30, 100 และ 300 µM ถ่ายรูปท่ี 
0, 6 และ 12 ชัว่โมง ในเซลล์ชนิด KKU-452 และท่ี 0, 18 และ 24 ชัว่โมง ในเซลล์ชนิด KKU-M156 วดัพื้นท่ีของรอย
แผล เพื่อน าไปค านวณหาความกวา้ง และร้อยละการปิดของรอยแผล (%wound closure) 

 

สถิตทิีใ่ช้ในงานวจิัย 
ผลการทดลองแสดงโดยใชค้่าเฉล่ีย (mean) ± SD และใชก้ารเปรียบเทียบสถิติแบบ one way ANOVA หรือ 

Student’s t-test เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มควบคุม (control group) และกลุ่มทดสอบ (treatment group) 
พิจารณาผลโดยใชค้่านยัส าคญัทางสถิติท่ี p<0.05 ค่า median inhibitory concentration (IC50) เป็นค่าความเขม้ขน้ของยา
ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลไ์ดร้้อยละ 50 ของความสามารถสุดสูงในการยบัย ั้งเซลล ์และค่า Emax (%) หรือ
ค่าร้อยละความสามารถสุดสูงในการยบัย ั้งเซลล ์ค านวณค่าโดยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism  

 

ผลการวิจัย 
1. ผลการทดสอบความเป็นพษิของยาเฟนฟอร์มินต่อเซลล์มะเร็งท่อน า้ดี ด้วยวธีิ SRB assay 
 ผลการทดสอบความเป็นพิษของยาเฟนฟอร์มิน ดว้ยวิธี SRB assay ต่อเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี 3 ชนิด ไดแ้ก่ 

KKU-452  KKU-M156 และ KKU-100 ท่ีเล้ียงในช่วงเวลา 24-48 ชัว่โมง ยาเฟนฟอร์มินมีความเป็นพิษต่อเซลล์อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงผลการยบัย ั้งเป็นไปตามความเขม้ขน้และเวลาท่ีไดรั้บสาร (รูปท่ี 1) เซลล ์KKU-452 มีความไวต่อ
ยามากท่ีสุด และ KKU-100 ตอบสนองต่อยานอ้ยท่ีสุด ค่า IC50 และ Emax ของยาต่อเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีแสดงดงัตารางท่ี 1 
 

 

 

 

 
 
 
  
รูปที ่1  ค่าความเป็นพิษของเซลล์ KKU-452 (a) KKU-M156 (b) และ KKU-100 (c) เม่ือได้รับยาเฟนฟอร์มินความ

เขม้ขน้ 30-600 µM เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง *p < 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม 
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ตารางที ่1 แสดงค่า IC50 ของยาเฟนฟอร์มิน ในเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีเม่ือไดรั้บยาเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 CCA cell line 

KKU-452 KKU-M156 KKU-100 
IC50 (M) 57.4±11.0 124.0±35.7 357.8±248.9 
Emax (%) 63.7±3.1 73.7±6.9 53.7±17.9 

 
2. ผลการทดสอบฤทธ์ิของยาเฟนฟอร์มินในการยบัยั้งการเคล่ือนทีข่องเซลล์มะเร็งท่อน า้ดี 
 การทดสอบฤทธ์ิของยาเฟนฟอร์มินในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดีชนิด KKU-452 และ 

KKU-M156 ดว้ยวิธี wound healing assay พบวา่ยาเฟนฟอร์มินสามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดีไดท้ั้ง
สองชนิด โดยความเขม้ขน้ 100 และ 300 µM ท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมง สามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล ์KKU-452 และ
ท่ีระยะเวลา 18 ชัว่โมง สามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล ์KKU-M156 ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (รูปท่ี 2) 
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รูปที ่2  ผลของยาเฟนฟอร์มินในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีดว้ยวธีิ wound healing assay รูป 2a แสดง

การเคล่ือนท่ีของเซลล ์KKU-452 ท่ีเวลา  0, 4, และ 12 ชัว่โมง รูป 2b แสดงการเคล่ือนท่ีของเซลล ์KKU-M156 
ท่ีเวลา 0, 18, และ 24 ชัว่โมง รูป 2c,d แสดงการปิดของรอยแผล (% wound closure) *p < 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม 
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   MMP16-6 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 
 ผลการทดลองพบวา่ยาเฟนฟอร์มินสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดีไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 
โดยเซลล ์KKU-452 ไวต่อยาเฟนฟอร์มินมากท่ีสุด รองลงมาคือเซลล ์KKU-M156 และเซลลท่ี์ด้ือต่อยาเฟนฟอร์มินมาก
ท่ีสุดคือเซลล ์KKU-100  เม่ือเปรียบเทียบกบัยาเมทฟอร์มิน (Wandee et al., 2018) พบวา่ยาเฟนฟอร์มินมีประสิทธิภาพ
สูงกว่าในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี การศึกษาความสามารถในยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของ
เซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดีพบว่ายาเฟนฟอร์มินสามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้ าดีชนิด KKU-452 ไดท่ี้เวลา 6 
ชัว่โมง และ KKU-M156 ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง และเม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของยาเฟน
ฟอร์มินกบัเซลลม์ะเร็งอ่ืน เช่น มะเร็งกระเพาะอาหาร  neuroblastoma  และมะเร็งต่อลูกหมาก พบวา่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตใกลเ้คียงกนั (Caraci et al., 2003; Huang et al., 2018) ในขณะท่ีเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ไวต่อยาเฟนฟอร์
มินมากกวา่ (Lea et al., 2018) ดงันั้นงานวิจยัจึงแสดงให้เห็นในเบ้ืองตน้ว่ายาเฟนฟอร์มินมีศกัยภาพในการน ามาใชใ้น
การรักษาโรคมะเร็งท่อน ้าดี 
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