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บทคัดยอ 

โรคมะเร็งทอนํ้าดีเปนโรคมะเร็งชนิดท่ีมีอุบัติการณสูงในประเทศไทย มีอัตราการตายสูงเน่ืองจากวิธีการตรวจ

วินิจฉัยท่ียังไมมีประสิทธิภาพเน่ืองจากยังไมมีตัวบงช้ีสําหรับการวินิจฉัยในระยะแรก ขอมูลลาสุดไดมีการรวบรวม

ไอโซฟอรมของโปรตีนท่ีเกิดจากการตัดแตงยีนท่ีผิดปกติและสัมพันธกับการพัฒนาของโรคมะเรง็ทอนํ้าดี กระบวนการน้ีถูก

ควบคุมโดย Serine/Arginine-rich Splicing Factors (SRSFs) การศึกษาครั้งน้ี ผูวิจัยจึงทําการศึกษาโปรตีน SRSF1 และ

ผลการศึกษายืนยันวามีการแสดงออกสูงข้ึนในเน้ือเยื่อผูปวยและในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี เมื่อศึกษาผลการยับยั้งการ

แสดงออกของ SRSF1 ดวย small interfering RNA (siRNA) พบวามีการตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีเพ่ิมข้ึน โดยพบการ

ตายของเซลลท้ังแบบอะพอพโทซิสและออโตฟาจี ดังน้ัน โปรตีน SRSF1 อาจสามารถใชเปนโมเลกุลเปาหมายใหมเพ่ือ

พัฒนาการรักษาแบบการแพทยแมนยําสําหรับโรคมะเร็งทอนํ้าดี 

 

ABSTRACT 

Cholangiocarcinoma (CCA) is a high incidence cancer in Thailand which presents high mortality 

rate resulting from low sensitivity of diagnosis.  Recent publication summarized the contribution of 

aberrant alternative splicing with CCA development, this process is regulated by Serine/ Arginine- rich 

splicing factors or SRSFs.  In this study, we focused on SRSF1 and demonstrated that SRSF1 was 

upregulated in both CCA patients’  tissues and CCA cells.  After SRSF1 expression was suppressed by 

small interfering RNA ( siRNA) .  Increasing of death cell number was demonstrated and categorized into 

apoptosis and autophagy-dependent cell death. Therefore, SRSF1 might be serving as a new alternative 

target for precision therapeutic strategy of CCA. 
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บทนํา 

มะเร็งทอนํ้าดี (Cholangiocarcinoma หรือ CCA) เกิดจากการเจริญเติบโตท่ีผิดปกติของเซลลเยื่อบุผนังทอทางเดิน

นํ้าดี มีอุบัติการณสูงในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของประเทศไทย 

(Bridgewater et al., 2014) ปจจัยเสี่ยงสําคัญเกิดจากการรับประทานปลานํ้าจืดท่ีปรุงไมสุกท่ีปนเปอนตัวออนระยะติดตอของ

พยาธิใบไมตับ (Opisthorchis viverrini) และนําสูการพัฒนาเปนมะเร็งทอนํ้าดี โดยมะเร็งทอนํ้าดีจะไมแสดงอาการจําเพาะใน

ระยะเริ่มตน จนกระท่ังเขาสูระยะรุนแรงของโรคและมีการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังอวัยวะตาง ๆ (Prueksapanich 

et al., 2018) วิธีการตรวจวินิจฉัยในปจจุบันยังมีความไวและความจําเพาะต่ําเปนผลทําใหอัตราการรอดชีวิตของผูปวยลดลง 

อีกท้ังการรักษาโดยการผาตัด การใหยาเคมีบําบัดหรือการฉายรังสีท่ีอาจยังมีประสิทธิภาพไมเพียงพอสําหรับการตรวจวินิจฉัย

ผูปวยในระยะแรก รวมท้ังการรักษาผูปวยโดยเฉพาะในระยะรุนแรงของโรค ดังน้ันการเขาใจถึงความรูพ้ืนฐานเก่ียวกับ

กระบวนการเกิดของโรคมะเร็งทอนํ้าดีและการทํางานของโมเลกุลตางๆ ท่ีเก่ียวของน้ัน อาจนํามาเปนขอมูลในการพัฒนา

แนวทางและกลยุทธการรักษาแบบการแพทยแมนยําใหกับผูปวยโรคมะเร็งทอนํ้าดีได 

กระบวนการสําคัญระดับเซลลท่ีผูวิจัยสนใจ คือ กระบวนการตัดแตงช้ินสวนของ mRNA หรือ Alternative Splicing 

ซึ่งเปนกลไกท่ีเกิดข้ึนหลังกระบวนการถอดรหัสของยีน (Post-transcriptional modification) โดยหากกระบวนการตัดแตง

ช้ินสวนของ mRNA ผิดปกติหรือไมสมบูรณจะสามารถนําไปแปลรหัสไดเปนโปรตีนท่ีมีไอโซฟอรมท่ีแตกตางกันไป (Wang 

et al., 2015) ซึ่งอาจไดเปนไอโซฟอรมท่ีสามารถสงเสริมการเกิดและการพัฒนาของมะเร็งได (oncogenic isoform) จึงมีการ

บันทึกใหเปนอีกหน่ึงเครื่องหมายบงช้ีการเปนมะเร็ง (cancer hallmark) (Ladomery, 2013) กอนหนาน้ีมีการตีพิมพงานวิจัย

เก่ียวกับการเกิดความผิดปกติของกระบวนการ Alternative splicing ในมะเร็งทอนํ้าดี โดยไดยกตัวอยางความผิดปกติท่ีเกิดข้ึน

ในยีนสําคัญ ไดแก CD44 (CD44v6/CD44v8-10) Wnt-Inducible Secreted Protein 1(WISP1v) Tumor Protein 53 

(Δ133p53) และ Anterior gradient2 (AGR2vH) ซึ่งไอโซฟอรมท่ีเกิดข้ึนเหลาน้ีชวยสงเสริมการพัฒนาของมะเร็ง ไดแก การ

เพ่ิมจํานวนของเซลล การเกิดเน้ืองอก การดื้อตอการตายแบบอะพอพโทซิส การแพรกระจายและการดื้อตอยาเคมีบําบัด 

เปนตน (Yosudjai et al., 2019) ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาบทบาทของโปรตีนในกลุมท่ีทําหนาท่ีควบคุมกระบวนการน้ี ไดแก 

Serine/Arginine-rich Splicing Factors (SRSFs)  ซึ่งมีจํานวน 12 ชนิด (SRSF1-SRSF12) แตละชนิดประกอบดวย 2 โดเมน

สําคัญ ไดแก โดเมนสําหรับการจดจํา mRNA เปาหมาย (RNA recognition motif; RRM) และโดเมนสําหรับการถูกกระตุนการ

ทํางานโดยการเติมหมูฟอสเฟตซึ่งมีการเรียงตัวซ้ําของกรดอะมีโนชนิดเซอรีนและอารจินีน (Serine/Arginine rich domain; RS 

domain) (Änkö, 2014) ซึ่งนอกเหนือจากการทําหนาท่ีในการนําสง mRNA (mRNA export) จากนิวเคลียสออกไปยังไซ

โทพลาสซึม (Das, Krainer, 2014) โปรตีนกลุม SRSFs ยังมีการทํางานรวมกับ spliceosome โดยเขาจับท่ีตําแหนงจําเพาะเพ่ือ

ทําการตัด intron ออกจาก pre-mRNA จากน้ันเช่ือมตอ exon เขารวมกัน (Wang et al., 2015) ดังน้ัน หาก SRSFs มีการ

ทํางานท่ีผิดปกติไปอาจนําไปสูการสังเคราะหไดเปนไอโซฟอรมของโปรตีนท่ีอาจสงเสริมคุณสมบัติการเปนมะเร็ง (oncogenic 

isoform) (Bonomi et al., 2003; Pajares et al., 2007; Silva et al., 2015) 

ในการศึกษาครั้งน้ี ผูวิจัยสนใจมุงเปาศึกษา SRSF1 เน่ืองจากมีการแสดงออกท่ีสูงข้ึนในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีเมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลลทอนํ้าดีปกติและมีความแตกตางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับ SRSF โมเลกุลอ่ืนๆ นอกจากน้ียังพบวา

สัมพันธกับการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีในระดับหลอดทดลอง (ผูวิจัยไมไดแสดงขอมูลในบทความน้ี) อีกท้ัง มี

การรายงานแสดงขอมูลวา SRSF1 มีการแสดงออกสูงในมะเร็งหลายชนิด ไดแก มะเร็งเตานม (Anczuków et al., 2015) 

มะเร็งลําไส (Chen et al., 2017) และมะเร็งปอด (Jiang et al., 2016) โดยพบวา SRSF1 มีบทบาทเก่ียวของในการ

สงเสริมคุณสมบัติในการหลบหลีกการตายของเซลลมะเร็ง ยกตัวอยางเชน SRSF1 ท่ีมีการแสดงออกสูงในมะเร็งเตานมทํา

ใหยีน BIM ถูกตัดแตงไดเปน BIMγ1 ทําใหไมสามารถยับยั้งการทํางานของ Bcl-2 สงผลใหเซลลมะเร็งเตานมสามารถหลบ
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หลีกกระบวนการตายของเซลล แตเมื่อยับยั้งการทํางานของ SRSF1 ดวย short hairpin RNA (shRNA) พบวา เซลลมะเรง็

เตานมมีการเขาสูกระบวนการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิสมากข้ึน (Anczuków et al., 2012) ในการศึกษาครั้งน้ี 

ผูวิจัยจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษายืนยันการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อผูปวยและในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี และ

ทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 เพ่ือศึกษาการตายในรูปแบบท่ีจําเพาะของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี โดยดูการแสดงออก

ของโปรตีนท่ีบงช้ีการตายในรูปแบบอะพอพโทซิศและออโตฟาจี 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อผูปวยและในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี และการยับยั้งโปรตีน SRSF1 

ดวย small interfering RNA (siRNA) ท่ีจําเพาะ แลวตรวจสอบการตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท้ังในรูปแบบอะพอพโทซิส

และออโตฟาจี 

 

วิธีการวิจัย 

ตัวอยางเนื้อเย่ือผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  

ตัวอยางเน้ือเยื้อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีจํานวน 5 ตัวอยาง ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยมะเร็งทอนํ้าดี 

มหาวิทยาลัยขอนแกน โดยเปนผูปวยท่ีไดรับการผาตัดท่ีโรงพยาบาลศรีนครินทรและไดรับความยินยอมเปนลายลักษณ

อักษร (HE521209) การออกแบบและข้ันตอนการทดลองไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาดานจริยธรรมของ

มนุษยของมหาวิทยาลัยนเรศวร (NU-IRB0895/61) อางอิงตามเอกสาร Declaration of Helsinki, The Belmont 

report, CIOMS Guideline International and  conference on harmonization in good clinical practice โดยใน

การศึกษาครั้งน้ีไดทําการระบุบรเิวณท่ีเปนเน้ือเยือ่มะเรง็ทอนํ้าดี (Tumor; T) และเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง (Adjacent 

non-tumor; N) 

การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งทอน้ําดี  

เซลลท่ีใชในการศึกษาวิจัยน้ี ประกอบดวย เซลลทอนํ้าดีชนิด MMNK-1 (immortalized cholangiocyte) และ

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอนํ้าดีท่ีระบุระดับการเปลี่ยนแปลงสภาพ (Cell differentiation) แตกตางกัน ไดแก KKU-055 

และ KKU-213 ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยมะเร็งทอนํ้าดี มหาวิทยาลัยขอนแกน เพาะเลี้ยงในอาหาร 

Dulbecco’ s modified Eagle medium ( DMEM)  ท่ี ป ร ะ ก อ บด ว ย  10%  fetal bovine serum, 1%  Penicillin 

Streptomycin-antibiotic (Thermo Fisher Scientific, MA) โดยเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 ᵒC และ 5% CO2  

 การเตรียมตัวอยางโปรตีนและการศึกษาการแสดงออกระดับโปรตีนดวยวิธี Western blot   

ทําการสกัดโปตีนจากเซลล MMNK-1 KKU-055 และ KKU-213 ดวย Radioimmunoprecipitation assay 

(RIPA) buffer และวัดปรมิาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay โปรตนี 20 ไมโครกรัม จากแตละตัวอยางเซลลถูกนํามาแยก

ขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE กอนทําการยายโปรตีนไปยังแผน PVDF membrane กอนนําไปบมดวย primary 

antibody ท่ีจําเพาะกับโปรตีนเปาหมาย (mouse anti-human SRSF1, rabbit anti-human BAX และ rabbit anti-

human LC3B) จากน้ันตดิตามดวย HRP-linked secondary antibody (rabbit anti-mouse และ Donkey anti rabbit) 

และตรวจสอบดวย Enhance Chemiluminescence (ECL) Prime Western Blotting Detection System สุดทายทํา

การถายรูปดวยเครื่อง ImageQuantTM 4000 image analyzer เพ่ือนําไปวิเคราะหความเขมของแถบโปรตีนดวยโปรแกรม 

ImageJTM 
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การยับย้ังการแสดงออกของโปรตีนดวย small interfering RNA (siRNA) ท่ีจําเพาะ  

ผูวิจัยใช siRNA ท่ีจําเพาะตอ SRSF1 จํานวน 2 เสน ไดแก siSRSF1-1; 5’-CCAACAAGATAGAGTATAA-3’ 

(Jiang et al., 2016) และ siSRSF1-2; 5’-GGAAAGAAGATATGACCTA-3’ (Fu et al., 2013) เปรียบเทียบกับ Negative 

control siRNA (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Waltman, MA) โดยข้ันตอนการนําสง siRNA เขาสู เซลลใช 

Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher, USA) ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 จํานวนตั้งตน 2x105 เซลลเปน

เวลา 48 ช่ัวโมง ในข้ันตอนสุดทายนําเซลลมาสกัดและเตรียมตัวอยางโปรตีนเพ่ือใชตรวจสอบผลการยับยั้งการแสดงออก

ของ SRSF1 ดวยเทคนิค Western blot 

การศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลลดวยเทคนิคการยอมสี Trypan blue  

นําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNAs แลว 48 ช่ัวโมงผสม

กับสี Trypan blue ในอัตราสวน 1:1 โดยอาศัยหลักการการกําจดัสอีอกจากเซลลท่ีมีชีวิต (Dye exclusion assay) (Xiao 

et al., 2006) จากน้ันนับแยกเซลลท่ีมีชีวิต (เซลลท่ีกําจดัสีออกได) และเซลลตาย (เซลลท่ียอมตดิสี) ภายใตกลองจลุทรรศน 

โดยใชอุปกรณ Hemocytometer ในการนับแยกเซลล 

การศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสดวยการยอมสี AnnexinV/7-AAD  

นําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNAs แลว 48 ช่ัวโมง 

จํานวน 4x105 เซลลผสมกับ MuseTM AnnexinV & Death Cell Reagent (Merck Millipore, USA) ปริมาตร 75 

ไมโครลติร บมท้ิงไว 20 นาทีท่ีอุณหภูมิหองและดูการตายของเซลลดวยเครื่อง Muse® Cell Analyzer เพ่ือจําแนกเซลลท่ี

มีชีวิต (เซลลท่ียอมไมติดสี AnnexinV และ 7-AAD) กับเซลลท่ียอมท่ีตายแบบอะพอพโทซสิ (เซลลท่ียอมติดสี AnnexinV 

หรือยอมตดิสีท้ัง AnnexinV และ 7-AAD) 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีบงชี้รูปแบบการตายอยางจําเพาะ 

นําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNAs แลว 48 ช่ัวโมง มา

สกัดและเตรียมตัวอยางโปรตีนเพ่ือใชตรวจสอบผลการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ตอการแสดงออกของ BAX (Bcl-2 

associated X, Apoptosis regulator) ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายในรูปแบบอะพอพโทซิสและการแสดงออกของ LC3B 

(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายในรูปแบบออโตฟาจี ดวยเทคนิค 

Western blot 

สถิติท่ีใชในการวิจัย 

ผลการทดลองแสดงโดยใชคาเฉลี่ย (mean)±SD และใชการเปรยีบเทียบสถิติแบบ Student’s t-test เพ่ือเปรียบเทียบ

ความแตกตางระหวางกลุมควบคมุและกลุมทดสอบ คํานวณคาโดยใช GraphPad Prism และพิจารณาโดยใชคานัยสําคัญทาง

สถิติ ดังน้ี *p< 0.05, **p < 0.01 และ ***p<0.001 

 

ผลการวิจัย 

ผลการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในตัวอยางเนื้อเย่ือผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 จากตัวอยางโปรตีนท่ีสกัดไดจากเน้ือเยื้อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีจํานวน

ท้ัง 5 ตัวอยาง โดยไดระบุบริเวณท่ีเปนเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดี (T) และเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง (N) พบวาโปรตนี SRSF1 มี

การแสดงออกในระดับท่ีต่ําในเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง ยกเวนในเน้ือเยื่อผูปวยรายท่ี 1 (Case 1) ท่ีมีการแสดงออกของ

โปรตีน SRSF1 อยูแลว อยางไรก็ตาม พบวามีการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ท่ีสูงข้ึนในบริเวณท่ีเปนเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดี
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ของผูปวยท้ัง 5 ราย และเมื่อนําคาความเขมของแถบโปรตีนท่ีคํานวณไดมาสรางกราฟเปรียบเทียบก็พบวา การแสดงออกของ

โปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดี (T) สูงกวาเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง (N) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปท่ี 1) 

 

รูปท่ี 1 การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีเปรียบเทียบระหวางเน้ือเยื่อปกติบริเวณรอบๆ

มะเร็ง (N) และเน้ือเยื่อบริเวณมะเร็ง (T) (a) และกราฟแสดงผลการคํานวณความเขมของแถบโปรตีนและคา

นัยสําคัญทางสถิติ (b) 

 

ผลการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี  

ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ดวยวิธี Western blot จากตัวอยางโปรตีนท่ีสกัดไดจากเซลลทอนํ้าดี

ชนิด MMNK-1 และเซลลมะเร็งทอนํ้าดี KKU-055 และ KKU-213 พบวาโปรตีน SRSF1 มีการแสดงออกท่ีต่ําในเซลล MMNK-1 

และมกีารแสดงออกท่ีสูงในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี และเมื่อนําคาความเขมของแถบโปรตีนท่ีคํานวณไดมาสรางกราฟเปรียบเทียบก็

พบวา การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท้ัง 2 ชนิดสูงข้ึนกวาเซลลทอนํ้าดีปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

(รูปท่ี 2) 

 

รูปท่ี 2 การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี (KKU-055 และ KKU-213) เปรียบเทียบกับเซลลทอนํ้าดี

ปกติ(MMNK-1) (a) และกราฟแสดงผลการคํานวณความเขมของแถบโปรตีนและคานัยสําคัญทางสถิต ิ(b) 
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ผลการยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ท่ีสงผลตอการรอดชีวิตของเซลลมะเร็งทอน้ําดี  

ผลการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ดวย siRNA ท่ีจําเพาะในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 

พบวา siRNA ท้ัง 2 เสนสามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ไดสําเร็จ เมื่อเปรียบเทียบกับการใช siControl 

และเมื่อนําคาความเขมของแถบโปรตีนท่ีคํานวณไดมาสรางกราฟเปรียบเทียบก็พบวา การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 

ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเฉพาะอยางยิ่งผลของ siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2)   

นอกจากน้ัน เมื่อนําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNA ท้ัง 

2 เสนเปนเวลา 48 ช่ัวโมงมาศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลลดวยเทคนิคการยอมสี Trypan blue และตรวจนับแยก

เซลลท่ีมีชีวิต (เซลลท่ีกําจัดสีออกได) และเซลลตาย (เซลลท่ียอมติดสี) ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา มีการลดลงของเซลล

ท่ีมีชีวิตและมีจํานวนเซลลตายเพ่ิมมากข้ึน โดยทําการแสดงผลเปนกราฟการนับแยกจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต (Survival) และ

เซลลตาย (Death) ท่ีแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 สามารถสงเสริมใหเกิดการ

ตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีโดยเฉพาะอยางยิ่งผลของ siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) ท่ีแสดงการเพ่ิมข้ึนของจํานวนเซลล

ตายอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปท่ี 3)  

 

รูปท่ี 3 ประสิทธิภาพของ siRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 และสงผลตอการตายของเซลลมะเร็งทอ

นํ้าดีชนิด KKU-213 ผลการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 โดย siRNA จํานวน 2 เสน (a) กราฟแสดงผล

การคํานวณความเขมของแบนโปรตีนและคานัยสําคัญทางสถิติ (b) และกราฟแสดงผลการนับแยกจํานวนเซลลท่ีมี

ชีวิตและเซลลตายท่ียอมติดสี Trypan blue หลังยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 (c) 
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ผลการยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ท่ีสงผลตอการตายของเซลลมะเร็งทอน้ําดี 

เมื่อนําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNA ท้ัง 2 เสนเปน

เวลา 48 ช่ัวโมงมาศึกษาการตายโดยการยอมสี AnnexinV/7AAD แลววิเคราะหดวยเทคนิค Flow cytometry พบวามี

กลุมประชากรเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสเพ่ิมสูงข้ึน โดยการยับยั้ง siRNA เสนท่ี 1 (siSRSF1-1) สงผลใหเกิดการเพ่ิมข้ึน

ของเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสในระยะทาย (Late apoptosis) ในขณะท่ีการยับยั้ง siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) สงผล

ใหเกิดการเพ่ิมข้ึนของเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสในระยะแรก (Early apoptosis) 

นอกจากน้ีผูวิจัยสนใจศึกษารูปแบบการตายท่ีจําเพาะโดยยืนยันดวยการแสดงออกของโปรตีนบงช้ีการตาย

รูปแบบตางๆ ผลการศึกษาพบวา เมื่อยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 เปน

เวลา 48 ช่ัวโมงสงผลใหมีการแสดงออกของโปรตีน BAX ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบอะพอพโทซิสเพ่ิมข้ึนเล็กนอย 

โดยสังเกตไดจากผลจากการยับยั้ง siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) แตสามารถสังเกตผลไดชัดเจนเมื่อศึกษาการแสดงออก

ของโปรตีน LC3B ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบออโตฟาจี โดยตรวจวัดอัตราสวนระหวางโปรตีน LC3B-II (ขนาด 14 

kDa) ตอโปรตีน LC3B-I (ขนาด 16 kDa) ซึ่งผลการยับยั้งโปรตีน SRSF1 ดวย siRNA ท้ัง 2 เสนใหผลการเพ่ิมข้ึนของ

โปรตีน LC3B-II ไปในทิศทางท่ีสอดคลองกัน (รูปท่ี 4) 

 

รูปท่ี 4 ผลของการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ตอรูปแบบการตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ภาพ

แสดงสัดสวนกลุมประชากรเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสหลังยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 (a) การ

แสดงออกของโปรตีน BAX ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบอะพอพโทซิส (b) และการแสดงออกของโปรตีน 

LC3B-II ตอโปรตีน LC3B-I ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบออโตฟาจี (c) 
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อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 จากตัวอยางโปรตีนท่ีสกัดไดจากเน้ือเยื้อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี พบวามีการ

แสดงออกท่ีสูงข้ึนในบริเวณท่ีเปนเน้ือเยื่อมะเรง็ทอนํ้าดีของผูปวยท้ัง 5 ราย (รูปท่ี 1) ซึ่งสอดคลองกับผลการแสดงออกของ

โปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี ท่ีพบวาโปรตีน SRSF1 มีการแสดงออกท่ีสูงในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท้ัง 2 ชนิดท่ีใชใน

การศึกษา (รูปท่ี 2) โดยสัมพันธกับการรายงานลาสุดท่ีแสดงผลการวิเคราะหระดับการแสดงออกของ SRSF1 ในมะเร็ง

ชนิดตางๆ โดยโปรแกรม Genevestigator พบวา SRSF1 มีการแสดงออกสูงกวา SRSF ชนิดอ่ืนๆ ในตัวอยางผูปวยมะเร็ง 

8 ชนิด ไดแก มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งปอด มะเร็งกระดูก มะเร็งเมลาโนมา มะเร็งเตานม มะเร็งรังไข มะเร็งตับออนและ

มะเร็งสมอง ยกเวน การแสดงออกในมะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึ่ง SRSF1 มีการแสดงออกท่ีนอยกวา SRSF9 SRSF10 SRSF2 

และ SRSF3 (Zhou et al., 2019)   

ในการศกึษาครั้งน้ี ผูวิจัยยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 โดยใช siRNA 2 เสนซึ่งอางอิงมาจากงานวิจัยในมะเร็ง

ปอด 2 เรื่องท่ีออกแบบ siRNA จากคนละตําแหนงบนโครงสรางของ mRNA ของ SRSF1 (Fu et al., 2013; Jiang et al., 

2016) ซึ่งจากการทดลองครั้งน้ี แสดงใหเห็นวา siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) มีประสิทธิภาพของการยับยั้งการแสดงออก 

(Knockdown efficiency) ท่ีเห็นไดชัดกวา siRNA เสนท่ี 1 (siSRSF1-1) (รูปท่ี 3a และ 3b)  

เมื่อนําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 มาศึกษาอัตราการรอดชีวิต

ของเซลล พบวา มีแนวโนมของการลดลงของเซลลท่ีมีชีวิตและมีจํานวนเซลลตายจากการยับยั้งดวย siRNA เสนท่ี 1 

(siSRSF1-1) และมีการลดลงของเซลลท่ีมีชีวิตและมีจํานวนเซลลตายท่ีเพ่ิมมากข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการยับยั้ง

ดวย siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) (รูปท่ี 3c) ซึ่งสัมพันธกับประสทิธิภาพของการยับยั้งการแสดงออกของ siRNA ซึ่งอัตรา

การรอดชีวิตท่ีลดลงจากการศึกษาครั้งน้ีก็สัมพันธกับการศึกษาโดยสมาชิกในกลุมวิจัยท่ีพบวามีการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งทอนํ้าดีในระดับหลอดทดลองท่ีลดลงหลังยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 (ผูวิจัยไมไดแสดงขอมูลในบทความ

น้ี) นอกเหนือจากน้ีผลการศึกษาในมะเร็งชนิดอ่ืนก็ยังพบวา การยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 น้ันสามารถลดการ

เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสชนิด RKO และ SW620 ได (Chen et al., 2017) และเซลลมะเร็งสมองชนิด U87MG 

และ U251 (Zhou et al., 2019) ท่ีนอกเหนือจากการเจริญเติบโตของเซลลแลวยังสงผลตอการหยุดวัฏจักรเซลลในระยะ 

G1 ของเซลลมะเร็งสมองอีกดวย 

สําหรับบทบาทของโปรตีน SRSF1 ท่ีเก่ียวของในการสงเสริมคุณสมบัติในการหลบหลีกการตายของเซลลมะเร็ง 

ซึ่งเปนคุณสมบัติของมะเร็งท่ีผูวิจัยสนใจก็มีรายงานการศึกษาในเซลลมะเร็งเตานมท่ีรายงานวา  SRSF1 ท่ีมีการแสดงออก

สูงข้ึนทําใหยีน BIM ถูกตัดแตงไดเปน BIMγ1 ท่ีไมสามารถยับยั้งการทํางานของ Bcl-2 แลวสงผลใหเซลลมะเร็งเตานม

สามารถหลบหลีกกระบวนการตายของเซลลได (Anczuków et al., 2012) 

ในการศึกษาครั้งน้ี การยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีสงผลใหมีการ

เพ่ิมข้ึนของกลุมประชากรเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิส (รูปท่ี 4a) และการแสดงออกของโปรตีน BAX ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ี

การตายแบบอะพอพโทซิส (รูปท่ี 4b) อีกท้ังเมื่อตรวจสอบการตายอีกรูปแบบหน่ึงท่ีสําคัญ คือ การตายแบบออโตฟาจีหรือ

การกลืนกินตัวเองของเซลลก็พบวาการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีสงผลใหมี

การเพ่ิมข้ึนของอัตราสวนระหวางโปรตีน LC3B-II ตอโปรตีน LC3B-I (รูปท่ี 4c) ซึ่งบงช้ีการตายแบบออโตฟาจีได 

ลําดับตอไป ผูวิจัยสนใจศึกษาลักษณะการตายของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

(Transmission Electron microscope) ซึ่งสามารถสังเกตเพ่ือแยกรูปแบบการตายจากลักษณะภายในเซลลหรือออ

แกแนลท่ีเกิดความเสียหายได (Phimsen et al., 2012; Shan et al., 2018) อยางไรก็ตามจากผลการศึกษาเบ้ืองตนของ

งานวิจัยน้ีท่ีพบวาการยับยั้งโปรตีน SRSF1 สามารถเหน่ียวนําใหเซลลมะเรง็ทอนํ้าดีเกิดการตายท้ังแบบอะพอพโทซิสและ
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ออโตฟาจี ดังน้ัน จึงเปนขอมูลพ้ืนฐานสําคัญในการสนับสนุนและตอยอดเพ่ือวางแผนงานวิจัยในการประยุกตใชโปรตีน 

SRSF1 เปนโมเลกุลเปาหมายใหมเพ่ือพัฒนากลยุทธและวิธีการรักษาแบบการแพทยแมนยําสําหรับโรคมะเร็งทอนํ้าดี  
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