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การยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 เพ่ือเหนี่ยวนําใหเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและ 

ออโตฟาจีในเซลลมะเร็งทอน้ําดี 
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บทคัดยอ 

โรคมะเร็งทอนํ้าดีเปนโรคมะเร็งชนิดท่ีมีอุบัติการณสูงในประเทศไทย มีอัตราการตายสูงเน่ืองจากวิธีการตรวจ

วินิจฉัยท่ียังไมมีประสิทธิภาพเน่ืองจากยังไมมีตัวบงช้ีสําหรับการวินิจฉัยในระยะแรก ขอมูลลาสุดไดมีการรวบรวม

ไอโซฟอรมของโปรตีนท่ีเกิดจากการตัดแตงยีนท่ีผิดปกติและสัมพันธกับการพัฒนาของโรคมะเรง็ทอนํ้าดี กระบวนการน้ีถูก

ควบคุมโดย Serine/Arginine-rich Splicing Factors (SRSFs) การศึกษาครั้งน้ี ผูวิจัยจึงทําการศึกษาโปรตีน SRSF1 และ

ผลการศึกษายืนยันวามีการแสดงออกสูงข้ึนในเน้ือเยื่อผูปวยและในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี เมื่อศึกษาผลการยับยั้งการ

แสดงออกของ SRSF1 ดวย small interfering RNA (siRNA) พบวามีการตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีเพ่ิมข้ึน โดยพบการ

ตายของเซลลท้ังแบบอะพอพโทซิสและออโตฟาจี ดังน้ัน โปรตีน SRSF1 อาจสามารถใชเปนโมเลกุลเปาหมายใหมเพ่ือ

พัฒนาการรักษาแบบการแพทยแมนยําสําหรับโรคมะเร็งทอนํ้าดี 

 

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. 

 

   

คําสําคัญ: มะเร็งทอนํ้าดี SRSF1 การตายของเซลล  

Keywords: Cholangiocarcinoma, SRSF1, Cell death 

*นิสิต หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชวีเคมี คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

**นิสิต หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตรการแพทย คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

***อาจารย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

****ผูชวยศาสตราจารย สาขาวิชาชวีเคมี คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

4



   MMO1-2 
 

บทนํา 

มะเร็งทอนํ้าดี (Cholangiocarcinoma หรือ CCA) เกิดจากการเจริญเติบโตท่ีผิดปกติของเซลลเยื่อบุผนังทอทางเดิน

นํ้าดี มีอุบัติการณสูงในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของประเทศไทย 

(Bridgewater et al., 2014) ปจจัยเสี่ยงสําคัญเกิดจากการรับประทานปลานํ้าจืดท่ีปรุงไมสุกท่ีปนเปอนตัวออนระยะติดตอของ

พยาธิใบไมตับ (Opisthorchis viverrini) และนําสูการพัฒนาเปนมะเร็งทอนํ้าดี โดยมะเร็งทอนํ้าดีจะไมแสดงอาการจําเพาะใน

ระยะเริ่มตน จนกระท่ังเขาสูระยะรุนแรงของโรคและมีการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังอวัยวะตาง ๆ (Prueksapanich 

et al., 2018) วิธีการตรวจวินิจฉัยในปจจุบันยังมีความไวและความจําเพาะต่ําเปนผลทําใหอัตราการรอดชีวิตของผูปวยลดลง 

อีกท้ังการรักษาโดยการผาตัด การใหยาเคมีบําบัดหรือการฉายรังสีท่ีอาจยังมีประสิทธิภาพไมเพียงพอสําหรับการตรวจวินิจฉัย

ผูปวยในระยะแรก รวมท้ังการรักษาผูปวยโดยเฉพาะในระยะรุนแรงของโรค ดังน้ันการเขาใจถึงความรูพ้ืนฐานเก่ียวกับ

กระบวนการเกิดของโรคมะเร็งทอนํ้าดีและการทํางานของโมเลกุลตางๆ ท่ีเก่ียวของน้ัน อาจนํามาเปนขอมูลในการพัฒนา

แนวทางและกลยุทธการรักษาแบบการแพทยแมนยําใหกับผูปวยโรคมะเร็งทอนํ้าดีได 

กระบวนการสําคัญระดับเซลลท่ีผูวิจัยสนใจ คือ กระบวนการตัดแตงช้ินสวนของ mRNA หรือ Alternative Splicing 

ซึ่งเปนกลไกท่ีเกิดข้ึนหลังกระบวนการถอดรหัสของยีน (Post-transcriptional modification) โดยหากกระบวนการตัดแตง

ช้ินสวนของ mRNA ผิดปกติหรือไมสมบูรณจะสามารถนําไปแปลรหัสไดเปนโปรตีนท่ีมีไอโซฟอรมท่ีแตกตางกันไป (Wang 

et al., 2015) ซึ่งอาจไดเปนไอโซฟอรมท่ีสามารถสงเสริมการเกิดและการพัฒนาของมะเร็งได (oncogenic isoform) จึงมีการ

บันทึกใหเปนอีกหน่ึงเครื่องหมายบงช้ีการเปนมะเร็ง (cancer hallmark) (Ladomery, 2013) กอนหนาน้ีมีการตีพิมพงานวิจัย

เก่ียวกับการเกิดความผิดปกติของกระบวนการ Alternative splicing ในมะเร็งทอนํ้าดี โดยไดยกตัวอยางความผิดปกติท่ีเกิดข้ึน

ในยีนสําคัญ ไดแก CD44 (CD44v6/CD44v8-10) Wnt-Inducible Secreted Protein 1(WISP1v) Tumor Protein 53 

(Δ133p53) และ Anterior gradient2 (AGR2vH) ซึ่งไอโซฟอรมท่ีเกิดข้ึนเหลาน้ีชวยสงเสริมการพัฒนาของมะเร็ง ไดแก การ

เพ่ิมจํานวนของเซลล การเกิดเน้ืองอก การดื้อตอการตายแบบอะพอพโทซิส การแพรกระจายและการดื้อตอยาเคมีบําบัด 

เปนตน (Yosudjai et al., 2019) ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาบทบาทของโปรตีนในกลุมท่ีทําหนาท่ีควบคุมกระบวนการน้ี ไดแก 

Serine/Arginine-rich Splicing Factors (SRSFs)  ซึ่งมีจํานวน 12 ชนิด (SRSF1-SRSF12) แตละชนิดประกอบดวย 2 โดเมน

สําคัญ ไดแก โดเมนสําหรับการจดจํา mRNA เปาหมาย (RNA recognition motif; RRM) และโดเมนสําหรับการถูกกระตุนการ

ทํางานโดยการเติมหมูฟอสเฟตซึ่งมีการเรียงตัวซ้ําของกรดอะมีโนชนิดเซอรีนและอารจินีน (Serine/Arginine rich domain; RS 

domain) (Änkö, 2014) ซึ่งนอกเหนือจากการทําหนาท่ีในการนําสง mRNA (mRNA export) จากนิวเคลียสออกไปยังไซ

โทพลาสซึม (Das, Krainer, 2014) โปรตีนกลุม SRSFs ยังมีการทํางานรวมกับ spliceosome โดยเขาจับท่ีตําแหนงจําเพาะเพ่ือ

ทําการตัด intron ออกจาก pre-mRNA จากน้ันเช่ือมตอ exon เขารวมกัน (Wang et al., 2015) ดังน้ัน หาก SRSFs มีการ

ทํางานท่ีผิดปกติไปอาจนําไปสูการสังเคราะหไดเปนไอโซฟอรมของโปรตีนท่ีอาจสงเสริมคุณสมบัติการเปนมะเร็ง (oncogenic 

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

ในการศึกษาครั้งน้ี ผูวิจัยสนใจมุงเปาศึกษา SRSF1 เน่ืองจากมีการแสดงออกท่ีสูงข้ึนในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีเมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลลทอนํ้าดีปกติและมีความแตกตางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับ SRSF โมเลกุลอ่ืนๆ นอกจากน้ียังพบวา

สัมพันธกับการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีในระดับหลอดทดลอง (ผูวิจัยไมไดแสดงขอมูลในบทความน้ี) อีกท้ัง มี

การรายงานแสดงขอมูลวา SRSF1 มีการแสดงออกสูงในมะเร็งหลายชนิด ไดแก มะเร็งเตานม (Anczuków et al., 2015) 

มะเร็งลําไส (Chen et al., 2017) และมะเร็งปอด (Jiang et al., 2016) โดยพบวา SRSF1 มีบทบาทเก่ียวของในการ

สงเสริมคุณสมบัติในการหลบหลีกการตายของเซลลมะเร็ง ยกตัวอยางเชน SRSF1 ท่ีมีการแสดงออกสูงในมะเร็งเตานมทํา

ใหยีน BIM ถูกตัดแตงไดเปน BIMγ1 ทําใหไมสามารถยับยั้งการทํางานของ Bcl-2 สงผลใหเซลลมะเร็งเตานมสามารถหลบ
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หลีกกระบวนการตายของเซลล แตเมื่อยับยั้งการทํางานของ SRSF1 ดวย short hairpin RNA (shRNA) พบวา เซลลมะเรง็

เตานมมีการเขาสูกระบวนการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิสมากข้ึน (Anczuków et al., 2012) ในการศึกษาครั้งน้ี 

ผูวิจัยจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษายืนยันการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อผูปวยและในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี และ

ทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 เพ่ือศึกษาการตายในรูปแบบท่ีจําเพาะของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี โดยดูการแสดงออก

ของโปรตีนท่ีบงช้ีการตายในรูปแบบอะพอพโทซิศและออโตฟาจี 

 

วัตถุประสงคการวิจัย 

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อผูปวยและในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี และการยับยั้งโปรตีน SRSF1 

ดวย small interfering RNA (siRNA) ท่ีจําเพาะ แลวตรวจสอบการตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท้ังในรูปแบบอะพอพโทซิส

และออโตฟาจี 

 

วิธีการวิจัย 

ตัวอยางเนื้อเย่ือผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  

ตัวอยางเน้ือเยื้อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีจํานวน 5 ตัวอยาง ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยมะเร็งทอนํ้าดี 

มหาวิทยาลัยขอนแกน โดยเปนผูปวยท่ีไดรับการผาตัดท่ีโรงพยาบาลศรีนครินทรและไดรับความยินยอมเปนลายลักษณ

อักษร (HE521209) การออกแบบและข้ันตอนการทดลองไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาดานจริยธรรมของ

มนุษยของมหาวิทยาลัยนเรศวร (NU-IRB0895/61) อางอิงตามเอกสาร Declaration of Helsinki, The Belmont 

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

การศึกษาครั้งน้ีไดทําการระบุบรเิวณท่ีเปนเน้ือเยือ่มะเรง็ทอนํ้าดี (Tumor; T) และเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง (Adjacent 

non-tumor; N) 

การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งทอน้ําดี  

เซลลท่ีใชในการศึกษาวิจัยน้ี ประกอบดวย เซลลทอนํ้าดีชนิด MMNK-1 (immortalized cholangiocyte) และ

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอนํ้าดีท่ีระบุระดับการเปลี่ยนแปลงสภาพ (Cell differentiation) แตกตางกัน ไดแก KKU-055 

และ KKU-213 ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยมะเร็งทอนํ้าดี มหาวิทยาลัยขอนแกน 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  

 การเตรียมตัวอยางโปรตีนและการศึกษาการแสดงออกระดับโปรตีนดวยวิธี Western blot   

ทําการสกัดโปตีนจากเซลล MMNK-1 KKU-055 และ KKU-213 ดวย Radioimmunoprecipitation assay 

(RIPA) buffer และวัดปรมิาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay โปรตนี 20 ไมโครกรัม จากแตละตัวอยางเซลลถูกนํามาแยก

ขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE กอนทําการยายโปรตีนไปยังแผน PVDF membrane กอนนําไปบมดวย primary 

antibody ท่ีจําเพาะกับโปรตีนเปาหมาย (mouse anti-human SRSF1, rabbit anti-human BAX และ rabbit anti-

human LC3B) จากน้ันตดิตามดวย HRP-linked secondary antibody (rabbit anti-mouse และ Donkey anti rabbit) 

และตรวจสอบดวย Enhance Chemiluminescence (ECL) Prime Western Blotting Detection System สุดทายทํา

การถายรูปดวยเครื่อง ImageQuantTM 4000 image analyzer เพ่ือนําไปวิเคราะหความเขมของแถบโปรตีนดวยโปรแกรม 

ImageJTM 
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การยับย้ังการแสดงออกของโปรตีนดวย small interfering RNA (siRNA) ท่ีจําเพาะ  

ผูวิจัยใช siRNA ท่ีจําเพาะตอ SRSF1 จํานวน 2 เสน ไดแก 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) โดยข้ันตอนการนําสง siRNA เขาสู เซลลใช 

Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher, USA) ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 จํานวนตั้งตน 2x105 เซลลเปน

เวลา 48 ช่ัวโมง ในข้ันตอนสุดทายนําเซลลมาสกัดและเตรียมตัวอยางโปรตีนเพ่ือใชตรวจสอบผลการยับยั้งการแสดงออก

ของ SRSF1 ดวยเทคนิค Western blot 

การศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลลดวยเทคนิคการยอมสี Trypan blue  

นําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNAs แลว 48 ช่ัวโมงผสม

กับสี Trypan blue ในอัตราสวน 1:1 โดยอาศัยหลักการการกําจดัสอีอกจากเซลลท่ีมีชีวิต (Dye exclusion assay) (Xiao 

et al., 2006) จากน้ันนับแยกเซลลท่ีมีชีวิต (เซลลท่ีกําจดัสีออกได) และเซลลตาย (เซลลท่ียอมตดิสี) ภายใตกลองจลุทรรศน 

โดยใชอุปกรณ Hemocytometer ในการนับแยกเซลล 

การศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสดวยการยอมสี AnnexinV/7-AAD  

นําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNAs แลว 48 ช่ัวโมง 

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

ไมโครลติร บมท้ิงไว 20 นาทีท่ีอุณหภูมิหองและดูการตายของเซลลดวยเครื่อง Muse® Cell Analyzer เพ่ือจําแนกเซลลท่ี

มีชีวิต (เซลลท่ียอมไมติดสี AnnexinV และ 7-AAD) กับเซลลท่ียอมท่ีตายแบบอะพอพโทซสิ (เซลลท่ียอมติดสี AnnexinV 

หรือยอมตดิสีท้ัง AnnexinV และ 7-AAD) 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีบงชี้รูปแบบการตายอยางจําเพาะ 

นําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNAs แลว 48 ช่ัวโมง มา

สกัดและเตรียมตัวอยางโปรตีนเพ่ือใชตรวจสอบผลการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ตอการแสดงออกของ BAX (Bcl-2 

associated X, Apoptosis regulator) ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายในรูปแบบอะพอพโทซิสและการแสดงออกของ LC3B 

(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายในรูปแบบออโตฟาจี ดวยเทคนิค 

Western blot 

สถิติท่ีใชในการวิจัย 

ผลการทดลองแสดงโดยใชคาเฉลี่ย (mean)±SD และใชการเปรยีบเทียบสถิติแบบ Student’s t-test เพ่ือเปรียบเทียบ

ความแตกตางระหวางกลุมควบคมุและกลุมทดสอบ คํานวณคาโดยใช GraphPad Prism และพิจารณาโดยใชคานัยสําคัญทาง

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

 

ผลการวิจัย 

ผลการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในตัวอยางเนื้อเย่ือผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 จากตัวอยางโปรตีนท่ีสกัดไดจากเน้ือเยื้อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีจํานวน

ท้ัง 5 ตัวอยาง โดยไดระบุบริเวณท่ีเปนเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดี (T) และเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง (N) พบวาโปรตนี SRSF1 มี

การแสดงออกในระดับท่ีต่ําในเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง ยกเวนในเน้ือเยื่อผูปวยรายท่ี 1 (Case 1) ท่ีมีการแสดงออกของ

โปรตีน SRSF1 อยูแลว อยางไรก็ตาม พบวามีการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ท่ีสูงข้ึนในบริเวณท่ีเปนเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดี
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ของผูปวยท้ัง 5 ราย และเมื่อนําคาความเขมของแถบโปรตีนท่ีคํานวณไดมาสรางกราฟเปรียบเทียบก็พบวา การแสดงออกของ

โปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดี (T) สูงกวาเน้ือเยื่อปกติบริเวณขางเคียง (N) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปท่ี 1) 

 

รูปท่ี 1 การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเน้ือเยื่อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีเปรียบเทียบระหวางเน้ือเยื่อปกติบริเวณรอบๆ

มะเร็ง (N) และเน้ือเยื่อบริเวณมะเร็ง (T) (a) และกราฟแสดงผลการคํานวณความเขมของแถบโปรตีนและคา

นัยสําคัญทางสถิติ (b) 

 

ผลการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี  

ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ดวยวิธี Western blot จากตัวอยางโปรตีนท่ีสกัดไดจากเซลลทอนํ้าดี

ชนิด MMNK-1 และเซลลมะเร็งทอนํ้าดี KKU-055 และ KKU-213 พบวาโปรตีน SRSF1 มีการแสดงออกท่ีต่ําในเซลล MMNK-1 

และมกีารแสดงออกท่ีสูงในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี และเมื่อนําคาความเขมของแถบโปรตีนท่ีคํานวณไดมาสรางกราฟเปรียบเทียบก็

พบวา การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท้ัง 2 ชนิดสูงข้ึนกวาเซลลทอนํ้าดีปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

(รูปท่ี 2) 

 

รูปท่ี 2 การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี (KKU-055 และ KKU-213) เปรียบเทียบกับเซลลทอนํ้าดี

ปกติ(MMNK-1) (a) และกราฟแสดงผลการคํานวณความเขมของแถบโปรตีนและคานัยสําคัญทางสถิต ิ(b) 
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ผลการยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ท่ีสงผลตอการรอดชีวิตของเซลลมะเร็งทอน้ําดี  

ผลการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ดวย siRNA ท่ีจําเพาะในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 

พบวา siRNA ท้ัง 2 เสนสามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ไดสําเร็จ เมื่อเปรียบเทียบกับการใช siControl 

และเมื่อนําคาความเขมของแถบโปรตีนท่ีคํานวณไดมาสรางกราฟเปรียบเทียบก็พบวา การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 

ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเฉพาะอยางยิ่งผลของ siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2)   

นอกจากน้ัน เมื่อนําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNA ท้ัง 

2 เสนเปนเวลา 48 ช่ัวโมงมาศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลลดวยเทคนิคการยอมสี Trypan blue และตรวจนับแยก

เซลลท่ีมีชีวิต (เซลลท่ีกําจัดสีออกได) และเซลลตาย (เซลลท่ียอมติดสี) ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา มีการลดลงของเซลล

ท่ีมีชีวิตและมีจํานวนเซลลตายเพ่ิมมากข้ึน โดยทําการแสดงผลเปนกราฟการนับแยกจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต (Survival) และ

เซลลตาย (Death) ท่ีแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 สามารถสงเสริมใหเกิดการ

ตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีโดยเฉพาะอยางยิ่งผลของ siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) ท่ีแสดงการเพ่ิมข้ึนของจํานวนเซลล

ตายอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปท่ี 3)  

 

รูปท่ี 3 ประสิทธิภาพของ siRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 และสงผลตอการตายของเซลลมะเร็งทอ

นํ้าดีชนิด KKU-213 ผลการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 โดย siRNA จํานวน 2 เสน (a) กราฟแสดงผล

การคํานวณความเขมของแบนโปรตีนและคานัยสําคัญทางสถิติ (b) และกราฟแสดงผลการนับแยกจํานวนเซลลท่ีมี

ชีวิตและเซลลตายท่ียอมติดสี Trypan blue หลังยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 (c) 
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ผลการยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ท่ีสงผลตอการตายของเซลลมะเร็งทอน้ําดี 

เมื่อนําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ดวย siRNA ท้ัง 2 เสนเปน

เวลา 48 ช่ัวโมงมาศึกษาการตายโดยการยอมสี AnnexinV/7AAD แลววิเคราะหดวยเทคนิค Flow cytometry พบวามี

กลุมประชากรเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสเพ่ิมสูงข้ึน โดยการยับยั้ง siRNA เสนท่ี 1 (siSRSF1-1) สงผลใหเกิดการเพ่ิมข้ึน

ของเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสในระยะทาย (Late apoptosis) ในขณะท่ีการยับยั้ง siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) สงผล

ใหเกิดการเพ่ิมข้ึนของเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสในระยะแรก (Early apoptosis) 

นอกจากน้ีผูวิจัยสนใจศึกษารูปแบบการตายท่ีจําเพาะโดยยืนยันดวยการแสดงออกของโปรตีนบงช้ีการตาย

รูปแบบตางๆ ผลการศึกษาพบวา เมื่อยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 เปน

เวลา 48 ช่ัวโมงสงผลใหมีการแสดงออกของโปรตีน BAX ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบอะพอพโทซิสเพ่ิมข้ึนเล็กนอย 

โดยสังเกตไดจากผลจากการยับยั้ง siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) แตสามารถสังเกตผลไดชัดเจนเมื่อศึกษาการแสดงออก

ของโปรตีน LC3B ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบออโตฟาจี โดยตรวจวัดอัตราสวนระหวางโปรตีน LC3B-II (ขนาด 14 

kDa) ตอโปรตีน LC3B-I (ขนาด 16 kDa) ซึ่งผลการยับยั้งโปรตีน SRSF1 ดวย siRNA ท้ัง 2 เสนใหผลการเพ่ิมข้ึนของ

โปรตีน LC3B-II ไปในทิศทางท่ีสอดคลองกัน (รูปท่ี 4) 

 

รูปท่ี 4 ผลของการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 ตอรูปแบบการตายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ภาพ

แสดงสัดสวนกลุมประชากรเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสหลังยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRSF1 (a) การ

แสดงออกของโปรตีน BAX ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบอะพอพโทซิส (b) และการแสดงออกของโปรตีน 

LC3B-II ตอโปรตีน LC3B-I ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ีการตายแบบออโตฟาจี (c) 
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อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

การแสดงออกของโปรตีน SRSF1 จากตัวอยางโปรตีนท่ีสกัดไดจากเน้ือเยื้อผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี พบวามีการ

แสดงออกท่ีสูงข้ึนในบริเวณท่ีเปนเน้ือเยื่อมะเรง็ทอนํ้าดีของผูปวยท้ัง 5 ราย (รูปท่ี 1) ซึ่งสอดคลองกับผลการแสดงออกของ

โปรตีน SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดี ท่ีพบวาโปรตีน SRSF1 มีการแสดงออกท่ีสูงในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท้ัง 2 ชนิดท่ีใชใน

การศึกษา (รูปท่ี 2) โดยสัมพันธกับการรายงานลาสุดท่ีแสดงผลการวิเคราะหระดับการแสดงออกของ SRSF1 ในมะเร็ง

ชนิดตางๆ โดยโปรแกรม Genevestigator พบวา SRSF1 มีการแสดงออกสูงกวา SRSF ชนิดอ่ืนๆ ในตัวอยางผูปวยมะเร็ง 

8 ชนิด ไดแก มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งปอด มะเร็งกระดูก มะเร็งเมลาโนมา มะเร็งเตานม มะเร็งรังไข มะเร็งตับออนและ

มะเร็งสมอง ยกเวน การแสดงออกในมะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึ่ง SRSF1 มีการแสดงออกท่ีนอยกวา SRSF9 SRSF10 SRSF2 

และ SRSF3 (Zhou et al., 2019)   

ในการศกึษาครั้งน้ี ผูวิจัยยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 โดยใช siRNA 2 เสนซึ่งอางอิงมาจากงานวิจัยในมะเร็ง

ปอด 2 เรื่องท่ีออกแบบ siRNA จากคนละตําแหนงบนโครงสรางของ mRNA ของ SRSF1 (Fu et al., 2013; Jiang et al., 

2016) ซึ่งจากการทดลองครั้งน้ี แสดงใหเห็นวา siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) มีประสิทธิภาพของการยับยั้งการแสดงออก 

(Knockdown efficiency) ท่ีเห็นไดชัดกวา siRNA เสนท่ี 1 (siSRSF1-1) (รูปท่ี 3a และ 3b)  

เมื่อนําเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีทําการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 มาศึกษาอัตราการรอดชีวิต

ของเซลล พบวา มีแนวโนมของการลดลงของเซลลท่ีมีชีวิตและมีจํานวนเซลลตายจากการยับยั้งดวย siRNA เสนท่ี 1 

(siSRSF1-1) และมีการลดลงของเซลลท่ีมีชีวิตและมีจํานวนเซลลตายท่ีเพ่ิมมากข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการยับยั้ง

ดวย siRNA เสนท่ี 2 (siSRSF1-2) (รูปท่ี 3c) ซึ่งสัมพันธกับประสทิธิภาพของการยับยั้งการแสดงออกของ siRNA ซึ่งอัตรา

การรอดชีวิตท่ีลดลงจากการศึกษาครั้งน้ีก็สัมพันธกับการศึกษาโดยสมาชิกในกลุมวิจัยท่ีพบวามีการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งทอนํ้าดีในระดับหลอดทดลองท่ีลดลงหลังยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 (ผูวิจัยไมไดแสดงขอมูลในบทความ

น้ี) นอกเหนือจากน้ีผลการศึกษาในมะเร็งชนิดอ่ืนก็ยังพบวา การยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 น้ันสามารถลดการ

เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสชนิด RKO และ SW620 ได (Chen et al., 2017) และเซลลมะเร็งสมองชนิด U87MG 

และ U251 (Zhou et al., 2019) ท่ีนอกเหนือจากการเจริญเติบโตของเซลลแลวยังสงผลตอการหยุดวัฏจักรเซลลในระยะ 

G1 ของเซลลมะเร็งสมองอีกดวย 

สําหรับบทบาทของโปรตีน SRSF1 ท่ีเก่ียวของในการสงเสริมคุณสมบัติในการหลบหลีกการตายของเซลลมะเร็ง 

ซึ่งเปนคุณสมบัติของมะเร็งท่ีผูวิจัยสนใจก็มีรายงานการศึกษาในเซลลมะเร็งเตานมท่ีรายงานวา  SRSF1 ท่ีมีการแสดงออก

สูงข้ึนทําใหยีน BIM ถูกตัดแตงไดเปน BIMγ1 ท่ีไมสามารถยับยั้งการทํางานของ Bcl-2 แลวสงผลใหเซลลมะเร็งเตานม

สามารถหลบหลีกกระบวนการตายของเซลลได (Anczuków et al., 2012) 

ในการศึกษาครั้งน้ี การยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีสงผลใหมีการ

เพ่ิมข้ึนของกลุมประชากรเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิส (รูปท่ี 4a) และการแสดงออกของโปรตีน BAX ซึ่งเปนโปรตีนบงช้ี

การตายแบบอะพอพโทซิส (รูปท่ี 4b) อีกท้ังเมื่อตรวจสอบการตายอีกรูปแบบหน่ึงท่ีสําคัญ คือ การตายแบบออโตฟาจีหรือ

การกลืนกินตัวเองของเซลลก็พบวาการยับยั้งการแสดงออกของ SRSF1 ในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีชนิด KKU-213 ท่ีสงผลใหมี

การเพ่ิมข้ึนของอัตราสวนระหวางโปรตีน LC3B-II ตอโปรตีน LC3B-I (รูปท่ี 4c) ซึ่งบงช้ีการตายแบบออโตฟาจีได 

ลําดับตอไป ผูวิจัยสนใจศึกษาลักษณะการตายของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

(Transmission Electron microscope) ซึ่งสามารถสังเกตเพ่ือแยกรูปแบบการตายจากลักษณะภายในเซลลหรือออ

แกแนลท่ีเกิดความเสียหายได (Phimsen et al., 2012; Shan et al., 2018) อยางไรก็ตามจากผลการศึกษาเบ้ืองตนของ

งานวิจัยน้ีท่ีพบวาการยับยั้งโปรตีน SRSF1 สามารถเหน่ียวนําใหเซลลมะเรง็ทอนํ้าดีเกิดการตายท้ังแบบอะพอพโทซิสและ
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ออโตฟาจี ดังน้ัน จึงเปนขอมูลพ้ืนฐานสําคัญในการสนับสนุนและตอยอดเพ่ือวางแผนงานวิจัยในการประยุกตใชโปรตีน 

SRSF1 เปนโมเลกุลเปาหมายใหมเพ่ือพัฒนากลยุทธและวิธีการรักษาแบบการแพทยแมนยําสําหรับโรคมะเร็งทอนํ้าดี  
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