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บทคัดย่อ 
 บทน า: มะเร็งปอดมีอุบัติการณ์การเกิดและการตายของผู้ป่วยสูงเป็นล าดับต้นๆใน

ประชากรโลก โดยบ่อยครั้งพบว่ากระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น  (DNA methylation) มีบทบาทต่อ
การสูญเสียการแสดงออกในระดับ ยีนและมีแนวโน้มว่าสามารถน าไปใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพใน
ผู้ป่วยมะเร็งได้ การสูญเสียการแสดงออกของยีน 14-3-3ซิกมา (14-3-3σ) ได้รับการรายงานในหลาย
โรคมะเร็ง แต่อย่างไรก็ตามบทบาทของ 14-3-3σ methylation ในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์
เล็ก (Non-Small Cell Lung Cancer; NSCLC) ยังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน  

วัตถุประสงค์ : เพื่อตรวจสอบ  14-3-3σ methylation ในผู้ป่วย NSCLC จ านวน 36 
ตัวอย่าง  โดยท าการสกัด DNA จากตัวอย่างชิ้นเน้ือและตัวอย่างซีร่ัมจากผู้ป่วยคนเดียวกัน ท าการ
ตรวจสอบระดับ 14-3-3σ methylation โดยอาศัยเทคนิคเมทิเลชั่นสเปคซิฟิคพีซีอาร์  (MSP) และหา
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ 14-3-3σ methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัมโดยใช้
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบสเปียร์แมน ยอมรับค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ค่า p<0.05  

ผลการศึกษา : มีตัวอย่างมะเร็งปอดชนิด squamous carcinoma (SCC) จ านวน 15 
ตัวอย่าง (41.7%), ชนิด adenocarcinoma (ADC) จ านวน 17 ตัวอย่าง (47.2%) และไม่สามารถระบุ
ชนิดได้จ านวน 4 ตัวอย่าง (11.1%) โดยในตัวอย่างซีร่ัมพบระดับของ 14-3-3σ methylation 
(87.70±9.15) สูงกว่าในตัวอย่างชิ้นเน้ือ (46.72±10.23) อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.001) และไม่พบ
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ 14-3-3σ methylation และการแสดงออกระดับ mRNA ในทุกชนิด 
อย่างไรก็ตา มการศึกษาคร้ังนี้ในตัวอย่างชนิด ADC มีแนวโน้มของความสัมพันธ์ระหว่างระดับ    
14-3-3σ methylation ของตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัม (r=-0.449, p=0.071) อีกทั้งยังมีแนวโน้มความ
แตกต่างของระดับ 14-3-3σ methylation กับการแสดงออกของโปรตีน (p=0.055) 

สรุป: การศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นว่าความผิดปกติของ 14-3-3σ methylation อาจ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดโรคมะเร็ง และตัวอย่างซีร่ัมอาจสามารถน ามาเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ
ส าหรับช่วยวินิจฉัยในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด ADC ได้ 
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ABSTRACT 
Introduction: Lung cancer has a high morbidity and mortality worldwide. CpG 

island methylation is frequently associated with gene silencing and appears as a promising cancer 
marker. Loss of 14-3-3σ expression has been shown in numerous cancers; however, role of      
14-3-3σ methylation in non-small cell lung cancer (NSCLC) remains unclear.  

Aim: The aim of this study was investigate the methylation status of 14-3-3σ 
gene in NSCLC patients (n=36). DNA was obtained from tumor tissues and matched serum 
samples. Methylation status was determined by Methylation-Specific PCR (MSP) technique. 
Absolute quantity of methylated and unmethylated PCR product was used to evaluate the 
methylation level. Association of methylation marker in tissues and serum was determined using 
Spearman’s correlation. p-value<0.05 was considered as significance.  

Results: There were 41.7% (n=15) of squamous carcinoma (SCC), 47.2% 
(n=17) of adenocarcinoma (ADC) and 11.1% (n=4) of unclassified type. 14-3-3σ methylation 
level was significantly higher in matched serum sample (88±10) than tumor tissues (47±10) with 
p-value<0.001. There was no significant of 14-3-3σ methylation level and mRNA expression in 
all histological types of NSCLC. However, we found a trend to significant of moderate 
correlation between of 14-3-3σ methylation level in tumor tissue and matched serum sample in 
ADC (r=-0.449, p=0.071). In addition, in ADC, a marginal trend toward significance of the 
difference of 14-3-3σ methylation level and protein expression was also shown with                    
p-value=0.055. 

Conclusion: In conclusion, this study suggests that aberrant 14-3-3σ methylation 
may be involved in lung tumorigenesis and it may be used as a blood-based marker for helping 
diagnosis in ADC of lung.  
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1 บทน าต้นเร่ือง 
 

มะเร็งปอด  (Lung cancer) มีอุบัติการณ์การเกิดของโรคสูงเป็นล าดับต้นๆใน
ประชากรโลก โดยพบอุบัติการณ์การเกิด และการตายของโรคสูงเป็นอันดับหน่ึง ในเพศชายคิดเป็น 
34.2 และ 30.0 คนต่อประชากรเพศชายหนึ่งแสนคนตามล าดับ ในเพศหญิงพบอุบัติการณ์การเกิด
เป็นอันดับสี่คิดเป็น 13.6 คนต่อประชากรเพศหญิงหนึ่งแสนคน รองจากมะเร็งเต้านม , มะเร็งล าไส้  
และมะเร็งปากมดลูกตามล าดับ1 มะเร็งปอดแบ่งออกเป็นสองชนิดหลัก คือมะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก 
(small cell lung cancer; SCLC) และมะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก ( non-small cell lung cancer; 
NSCLC) โดยชนิด SCLC มีการแพร่กระจายในร่างกายรวดเร็วแต่พบได้ประมาณ 20% ของผู้ป่วย
มะเร็งปอดทั้งหมดต่างจากชนิด NSCLC ซึ่งเป็นชนิดมะเร็งที่มีรูปร่างเซลล์ใหญ่กว่าสามารถพบได้
บ่อยจากผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมดประมาณ  90%2 แม้ว่าในปัจจุบันในโรคมะเร็งปอดมีการน า
เทคโนโลยีและยาที่มีประสิทธิภาพมาใช้ในการรักษา แต่อัตราการตายของผู้ป่วยเนื่องจากโรคมะเร็ง
ปอดก็ยังคงสูงอยู่ ทั้งนี้เนื่องมาจากไม่สามารถตรวจพบมะเร็งได้ในระยะเร่ิมแรกหรือการตรวจพบ
การกลับมาเป็นซ้ าของโรคมะเร็งภายหลังจากได้รับการรักษายังไม่สามารถท าได้ ดังนั้นการหา 
biomarkers ที่มีประสิทธิภาพเพื่อช่วยในการวินิจฉัยหรือใช้ในการพยากรณ์ความรุนแรงของโรคจึง
ยังคงมีความส าคัญ 

โปรตีน 14-3-3 เป็นกลุ่มของโปรตีนที่พบได้ เจ็ดไอโซฟอร์มในมนุษย์ ซึ่งได้แก่ไอ
โซฟอร์ม β, γ, ε, σ, δ, τ และε

3 จากการศึกษาพบว่าโปรตีนในกลุ่มนี้มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เกิดมะเร็งที่หลากหลายภายในเซล าล์ เช่น วิถีการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส ( apoptosis 
pathway), การถ่ายทอดสัญญาณ (signal transductions) และการควบคุมวัฏจักรของเซลล์ ( cell cycle 
regulation) เป็นต้น 3 ซึ่งความผิดปกติของกระบวนการเหล่านี้จะส่งผลต่อการด าเนินของโรคที่
รุนแรงมากยิ่งขึ้น โดยไอโซฟอร์ม 14-3-3 ซิกมา (14-3-3σ) มักถูกน ามาศึกษาและรายงานว่ามีส่วน
เกี่ยวข้องโดยตรงกับโรคมะเร็ง3 ยีน 14-3-3σ ตั้งอยู่บนโครโมโซมแท่งที่  1p36 มีขนาด 1.31 kb. โดย
มีสายนิวคลีโอไทด์จ านวน 747 นิวคลีโอไทด์ และถอดรหัสได้ 248 กรดอะมิโน โดยจากหลาย
การศึกษา พบว่าการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ ในระดับที่แตกต่างกันจะมีความสัมพันธ์กับ
อัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็ง กล่าวคือ การแสดงออกในระดับที่สูงของโปรตีน 14-3-3σ  
มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่ลดลงของผู้ป่วยมะเร็งช่องปากชนิดสความัสเซลล์ 4 และ
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มะเร็งล าไส้5 แต่ในผู้ป่วยมะเร็งที่หลังโพรงจมูก 6 และมะเร็งหลอดอาหารชนิดสความัสเซลล์ 7 นั้นมี
ความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่ดีขึ้น จากรายงานเหล่านี้อาจกล่าวได้ว่าการแสดงออกโปรตีน 
14-3-3σ อาจพบได้ในระดับที่แตกต่างกันไปในมะเร็งชนิดต่างๆ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับพยาธิสภาพและ
ความรุนแรงของโรคที่เกิดขึ้น 

ส าหรับการลดลง หรือการสูญเสียการแสดงออกของ โปรตีน 14-3-3σ ในมะเร็ง
หลายๆชนิด บ่อยคร้ังมีรายงานว่าเกิดจากกระบวนการ  DNA methylation ซึ่งเป็นกระบวนการที่เกิด
ความผิดปกติในระดับเหนือยีนจากการเติมหมู่เมทิลที่เบสไซโตซีนซึ่งหากกระบวนการน้ีเกิดขึ้นใน
ระดับสูงหรือที่เรียกว่า DNA hypermethylation ก็จะส่งผลท าให้ ยีนแสดงออกน้อยลงหรือที่เรียกว่า 
epigenetic silencing8 ส าหรับยีน 14-3-3σ มีรายงานการเกิด DNA hypermethylation ในมะเร็ง
หลายๆชนิด เช่น มะเร็งเต้านม 9, มะเร็งตับ 10 และมะเร็ง ในระบบสืบพันธุ์ (มะเร็ง รังไข่, มะเร็งต่อม
ลูกหมากและ มะเร็ง เยื่อบุโพรงมดลูก )11 นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธ์ของการเกิด DNA 
hypermethylation ของยีน 14-3-3σ กับอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยที่ลดลงใน มะเร็งเต้านม 12 และ
มะเร็งรังไข่ 13 มีการศึกษาการเกิด DNA hypermethylation ของยีน 14-3-3σ ในเซลล์มะเร็งปอด
เพาะเลี้ยง 37 ชนิดพบว่า การเกิด  DNA hypermethylation สามารถตรวจพบได้ในเซลล์มะเร็งปอด
เพาะเลี้ยงชนิด SCLC 69 % และชนิด large cell carcinoma คิดเป็น 57% แต่ในชนิดอ่ืนๆของกลุ่ม 
NSCLC พบเพียง 6% ซึ่งผลการศึกษาข้างต้นส่ง ผลต่อการแสดงออกที่ลดลง หรือการสูญเสีย การ
แสดงออกทั้งในระดับ RNA และระดับโปรตีนในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงทั้งหมดข้างต้นอีกทั้งยัง
มีการศึกษาเพิ่มเติม ในชิ้นเน้ือมะเร็งปอด เพื่อดูการแสดงออกในระดับโปรตีน เพื่อทดสอบว่าจะ
เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ เซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง หรือไม่ พบว่าชนิด SCLC มีการแสดงออก
ของโปรตีนดังกล่าว คิดเป็น 100% ในขณะที่พบการแสดงออกเพียง 5% ในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดชนิด 
NSCLC14  

นอกจากนี้จากการศึกษาของทีมผู้วิจัย  Raungrut P และคณะ (อยู่ระหว่าง
ด าเนินการตีพิมพ์) จากผลการศึกษา ไม่พบการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วย
มะเร็งปอดชนิด NSCLC ถึง 83.83 % (140 ตัวอย่าง จาก167 ตัวอย่าง)  แม้ว่าผลจากการศึกษานี้จะ
แตกต่างจากการศึกษาข้างต้น แต่ก็อาจเป็นไปได้ว่า การสูญเสียการแสดงออกของโปรตีนตัวนี้ใน
ชิ้นเน้ือของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด NSCLC อาจเกิดจากกระบวนการ DNA hypermethylation ยิ่งไป
กว่านั้นยังมีรายงานว่าการเกิด DNA methylation สามารถตรวจพบได้จาก  DNA ที่ถูกปลดปล่อย
ออกมาภายในกระแสเลือด (circulating free DNA, CFDNA) โดยท าในซีร่ัมของผู้ป่วยมะเร็งปอด
ชนิด NSCLC ที่ได้รับยาเคมีบ าบัด 15 แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีการตรวจสอบการเกิด DNA 
methylation ของยีนดังกล่าวในซีร่ัมของผู้ป่วยที่ยังไม่ได้รับการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด  ดังนั้น
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การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์หลักคือศึกษาการเกิด DNA methylation วิเคราะห์หาความสัมพันธ์
ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งปอดชนิด NSCLC และซีร่ัมจากผู้ป่วยคนเดียวกันที่ยังไม่ได้เข้ารับการรักษา
ด้วยยาเคมีบ าบัด และ วิเคราะห์หา ความสัมพันธ์ ระหว่าง การเกิด DNA methylation กับการ
แสดงออกทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนในตัวอย่างชิ้นเน้ือของผู้ป่วย  ซึ่งในการศึกษาคร้ังนี้คาด
ว่าจะได้มาซึ่งข้อมูลเบื้องต้น อันน าไปสู่การพัฒนา biomarker เพื่อช่วยในการวินิจฉัยหรือคัดกรอง
ผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่ดีและมีประสิทธิภาพได้ในอนาคต 
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1.2 บทตรวจเอกสาร 
 

1.2.1) มะเร็งปอด  
โรคมะเร็งปอดเป็นเน้ืองอกชนิดร้ายบริเวณปอด 16 เร่ิมแรกจะเป็นก้อนขนาดเล็ก หาก

ปล่อยทิ้งไว้ก้อนมะเร็งจะโตขึ้น และลุกลามเข้าแทนที่เน้ือปอดปกติ จนที่สุดจะแพร่ กระจายไปสู่
อวัยวะอ่ืนๆ สาเหตุของมะเร็งปอดยังไม่เป็นทีท่ราบแน่ชัด แต่มีรายงานถึงสาเหตุส่งเสริมหรือปัจจัย
เสี่ยงในการเกิดมะเร็งปอด หลายปัจจัย 16 เช่น การสูบบุหร่ีพบว่าผู้มีประวัติในการสูบบุหร่ีมีปัจจัย
เสี่ยงในการเกิดโรคมากกว่าผู้ที่ไม่สูบ , การได้รับสารเคมีหรือรังสีอย่างต่อเน่ือง , คนในครอบครัวมี
ประวัติการเป็นโรคมะเร็งปอด และอาการป่วยอื่นๆที่ส่งผลให้เกิดแผลบริเวณปอด เช่น วัณโรคปอด 
หรือโรคถุงลมโป่งพอง เป็นต้นส าหรับอาการที่พบได้บ่อย16 ได้แก่ 
1) อาการไอแห้งๆ เร้ือรัง หรือมีเสมหะปนเลือด รู้สึกเจ็บหน้าอก  
2) น้ าหนักลดรวดเร็ว เกิดอาการเบื่ออาหารกลืนได้อาหารล าบาก ตัวซีด รู้สึกอ่อนเพลีย 
3) มีอาการหอบและเหนื่อยง่าย 
4) มีอาการบวมบริเวณใบหน้าช่วงคอ หรือหน้าอก จากการที่ก้อนของมะเร็งกดทับเส้นเลือดด าใหญ่ 

โดยอาการข้างต้นอาจเป็นอาการของ โรคอื่น ๆ  ที่เกี่ยวข้องกับปอดด้วยเช่นกันจะ
ทราบแน่ชัดว่าเป็นมะเร็งปอดก็ต่อเมื่อได้รับการ ตรวจวินิจฉัยจากแพทย์ซึ่งวิธีการวินิจฉัยโรคมะเร็ง
ปอด ได้แก่ การเอกซเรย์ปอด,การตรวจเสมหะเพื่อหาเซลล์มะเร็ง , การส่องกล้องเพื่อตรวจดูภายใน
หลอดลม  หรือปอดและการ ตัดชิ้นเน้ือบางส่วนจากหลอดลม  หรือปอด เพื่อใช้วินิจฉัยทางพยาธิ
วิทยา16 จากนั้นเมื่อแพทย์ตรวจว่าเป็นมะเร็งปอดแน่ชัดแล้วจะเข้าสู่ขั้นตอนการรักษา โดยแพทย์จะ
ท าการตัดสินใจหรือเลือกวิธีการรักษาให้เหมาะสมกับผู้ป่วยโดยพิจารณาจากปัจจัยต่างๆของผู้ป่วย 
เช่น อายุ, ชนิดของมะเร็ง หรือระยะของโรค เป็นต้น โดยวิธีรักษาผู้ป่วยมะเร็งปอด มีด้วยกันหลักๆ 
3 วิธี คือ 1) การผ่าตัด มักท าในผู้ป่วยระยะเร่ิมแรก, 2) การฉายรังสีเพื่อรักษา และ 3) การรักษาโดย
ใช้เคมีบ าบัด ซึ่งในผู้ป่วยบางรายอาจใช้วิธีการรักษามากกว่า 1 วิธีร่วมกันได้ ถ้าเหมาะสมกับผู้ป่วย 
และช่วยรักษาหรือบรรเทาอาการของผู้ป่วยลงได้16 
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1.2.1.1) อุบัติการณ์ของโรค 
มะเร็งปอดเป็นมะเร็งที่พบบ่อยและเป็นสาเหตุการตายอันดับต้นๆของโลก  จาก

ฐานข้อมูล GLOBOCAN 201217 ในเพศชาย พบอุบัติการณ์การเกิด และการตายของโรค สูงเป็น
อันดับหน่ึง  34.2 และ 30.0 คนต่อประชากร เพศชายหนึ่ง แสนคน ตามล าดับ ในเพศหญิงพบ
อุบัติการณ์การเกิด เป็นอันดับสี่รองจากมะเร็งเต้านม , มะเร็งล าไส้ และมะเร็งปากมดลูกตามล าดับ  
โดยมีอุบัติการณ์การเกิด 13.6 คนต่อประชากรเพศหญิงหนึ่งแสนคน และพบอุบัติการณ์การตายเป็น
อันดับสองรองมาจากมะเร็งเต้านม  พบผู้ป่วย  11.1 คนต่อประชากรเพศหญิงหนึ่งแสนคน จาก
ฐานข้อมูลเดียวกันสถิติในประเทศไทยพบว่าในเพศชายมะเร็งปอดมีอุบัติการณ์การเกิด และการตาย
สูงเป็นอันดับสองรองจากมะเร็งตับ พบผู้ป่วย  30.7 และ 27.9 คนต่อประชากรเพศชายหนึ่งแสนคน
ตามล าดับ ในเพศหญิงมะเร็งปอดพบบ่อยเป็นอันดับสามรองจากมะเร็งเต้านม และมะเร็งปากมดลูก  
พบผู้ป่วย 12.6 คนต่อประชากรเพศหญิงหนึ่งแสนคน แต่กลับมีอุบัติการณ์การตาย 11.6 คนต่อ
ประชากรเพศหญิงหนึ่งแสนคนซึ่งสูงเป็นอันดับหน่ึง (ภาพที่ 1) 
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ภาพท่ี 1 อุบัติการณ์การเกิดและการตายของผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งสูงสุด 10 อันดับ จากสถิติโลก  และ
สถิติประเทศไทย17  
หมายเหตุ ASR (Age-Standardized Rate) คือ อุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งของประชากรในพื้นที่ที่สนใจ เทียบกับจ านวนประชากร
มาตรฐานโลก โดยที่ประชากรนั้นมีโครงสร้างประชากร (อายุและเพศ) เหมือนกันกับประชากรมาตรฐานโลกค านวณโดยน าจ านวน
ผู้ป่วยมะเร็งในกลุ่มอายุหนึ่ง หารด้วยจ านวนประชากรในช่วงอายุเดียวกัน น าผลลัพธ์ที่ได้ไปคูณด้วยค่าประชากรมาตรฐานโลกใน
แต่ละช่วงอายุ โดยผลรวมของค่าประชากรมาตรฐานโลกจากทุกช่วงอายุมีค่าเท่ากับ 100,000 หลังจากนั้นน าผลลัพธ์ที่ได้ทุกช่วงอายุ
มารวมกัน ก็จะได้ค่า ASR ต่อประชากรหนึ่งแสนคน 
 

1.2.1.2) กายวิภาคศาสตร์ของปอด 
ปอดเป็นอวัยวะที่ อยู่ในระบบทางเดินหายใจ ท าหน้าที่ในการแลกเปลี่ยนก๊าซเพื่อรักษา

ระดับออกซิเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ให้คงที่ แบ่งออกเป็นสองข้างซ้ายขวา ซึ่งแต่ละข้างจะแบ่ง
ออกเป็นกลีบ ( lobe) โดยปอดข้างขวามี 3 lobe ได้แก่ superior lobe, middle lobe และ inferior lobe 
ปอดข้างซ้ายมี 2 lobe ได้แก่ superior lobe และ inferior lobe ปอดประกอบด้วยสามส่วนส าคัญ คือ 
ทางเดินหายใจ ถุงลมปอด และหลอดเลือดฝอยที่น าเลือดมาแลกเปลี่ยนก๊าซ18 ปอดถูกหุ้มด้วยเยื่อหุ้ม
ปอด 2 ชั้น ที่เรียกว่า pleura โดยเยื่อหุ้มปอดชั้นที่ติดกับเนื้อปอดเรียกว่า visceral pleura และชั้นที่ติด
กับผนังทรวงอกเรียกว่า pleural cavity ภายในปอดจะมีท่อน าอากาศ หรือหลอดลมที่ขั้วปอดเรียกว่า 
trachea และท่อทางด้านซ้ายและขวาที่แยกออกมาจากหลอดลมเรียกว่า bronchi จนเมื่อเข้ามาภายใน
ปอด bronchi จะแยกออกเป็นหลอดลมขนาดเล็กจ านวนมาก  (secondary bronchi) จนถึงหลอดลม
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ฝอย (bronchiole) และสิ้นสุดเป็นถุงลมขนาดเล็ก ( alveoli) ซึ่งอยู่ภายในปอดเป็นจ านวนมาก และ
เป็นบริเวณที่เกิดการแลกเปลี่ยนก๊าซกับหลอดเลือดฝอยภายในปอด19 (ภาพที่ 2)  

 

 
ภาพท่ี 2 กายวิภาคศาสตร์ของปอด20  

 

1.2.1.3) ชนิดของมะเร็งปอด 
องค์การอนามัยโลก ( World Health Organization-WHO) จัดหมวดหมู่ มะเร็งปอดตาม

ลักษณะทางเนื้อเยื่อวิทยาไว้หลากหลาย  แต่ชนิดที่พบได้บ่อยในผู้ป่วยมะเร็งปอดสามารถจ าแนกได้
สองกลุ่มหลักคือ มะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก ( SCLC) และมะเร็งปอดชนิดเซลล์ไม่เล็ก ( NSCLC) ซึ่ง
ในมะเร็งปอดชนิด NSCLC สามารถแบ่งย่อยออกได้ 3 ชนิดหลัก ได้แก่ squamous cell carcinoma 
(SCC), adenocarcinoma (ADC) และ large cell carcinoma21  

1) SCLC เป็นมะเร็งปอดที่มีขนาดเซลล์เล็ก เซลล์มะเร็งมีต้นก าเนิดจาก bronchial 
epithelium เมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์เซลล์จะมีลักษณะคล้ายร าข้าวโอ๊ต  (oat cell carcinoma) 
และมีการพยากรณ์โรคแย่กว่าในชนิด NSCLC22 ภายในเซลล์พบนิวเคลียสเป็นส่วนใหญ่ พบไซ
โตพลาสซึมน้อย ท าให้เห็นเป็นเซลล์ขนาดเล็กที่มีนิวเคลียสอัดแน่นเกือบเต็มเซลล์ เซลล์มะเร็งมี
การเรียงตัวแน่นหนา มีการแบ่งตัว และแพร่กระจายเร็ว23 (ภาพที่ 3) 

2) NSCLC เป็นกลุ่มมะเร็งที่พบได้บ่อยสุดในผู้ป่วยมะเร็งปอด โดย แบ่งเป็นตามลักษณะ
ของเซลล์ได้ 3 ชนิดได้แก่ 
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ก) ADC เป็นมะเร็งชนิดที่สามารถพบได้ ในคนที่ไม่สูบบุหรี่ โดยพบอุบัติการณ์การเกิด
โรคในเพศหญิงและเพศชายเท่าๆกัน มะเร็งปอดชนิดนี้มัก เกิดจากแผลเป็น ภายในปอด 22 เป็น
เซลล์มะเร็งที่มีการสร้างสารพวกมิวซิน มีลักษณะคล้ายต่อม หรือนิ้วมือ23 (ภาพที่ 3) 

ข) SCC เป็นชนิดที่เกิดจากเยื่อบุหลอดลมมีความผิดปรกติ บางส่วนของเน่ือเยื่อมีการ
สร้างสารเคอราติน 23 เชื่อว่าเซลล์มะเร็งมีต้นก าเนิดมาจากเซลล์เยื่อบุชนิดสความัสที่เปลี่ยนมาจาก
เซลล์เยื่อบุชนิดคอลัมนาร์ ( metaplastic squamous epithelium) มักพบในผู้ป่วยเพศชายที่มีประวัติ
การสูบบุหรี่22 (ภาพที่ 3) 

ค) Large cell carcinoma เซลล์มีขนาดใหญ่ พบได้น้อยมาก ภายในเซลล์ประกอบไปด้วย
ไซโตพลาซึมเป็นส่วนใหญ่ มีการเรียงตัวของเซลล์แตกต่างกับในชนิด SCC และ ADC23 (ภาพที่3) 

 

 
ภาพท่ี 3 ชนิดของเซลล์มะเร็งปอด ย้อมด้วยสี hematoxilin และ eosin23 

 
จากการรายงานจากสถิติโลกปีคริสต์ศักราช 2008 ของผู้ป่วยมะเร็งปอดรายใหม่

จ านวน 1.6 ล้านคน พบว่าในผู้ป่วยมะเร็งปอดรายใหม่ทั้งหมดเป็นผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด ADC 
ประมาณ 40% ตามด้วยชนิด SCC พบประมาณ 30 % และชนิด large cell carcinoma พบประมาณ 
12 % และชนิด SCLC พบประมาณ 18 % 2 ส าหรับผู้ป่วยในผู้ป่วยคนไทยด้วยโรคมะเร็งปอดราย
ใหม่ในปีพุทธศักราช 2542 จ านวน 12,725 คน พบชนิด NSCLC สูงถึง 90% จากผู้ป่วยมะเร็งปอด
ทั้งหมด (พบชนิด adenocarcinoma ประมาณ 55%, ชนิด squamous cell carcinoma ประมาณ 25%, 
และชนิด large cell carcinoma ประมาณ 10%) และพบชนิด SCLC เพียงแค่ 10% 24 (ภาพที่ 4)  
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ภาพท่ี4 สัดส่วนของอุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งปอดเมื่อแยกตามชนิดของเซลล์มะเร็ง  

1.2.2) โปรตีน และยีน 14-3-3 
 

โปรตีน 14-3-3 ถูกค้นพบครั้งแรกจากสมองสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในปีคริสต์ศัก ราช 
1967 โดย Moore และ Perez ซึ่งที่มาของชื่อ 14-3-3 ได้จาก fraction number ของโปรตีนเมื่อถูกแยก
ด้วยวิธี two-dimensional DEAE (diethylaminoethyl)-cellulose chromatography25 กลุ่มโปรตีน    
14-3-3 มีคุณสมบัติ เป็น acidic protein ที่มีขนาดเล็กขนาดประมาณ 28-33 kD ต่อหนึ่งโมโนเมอร์
(monomer) และสามารถจับตัวกันเป็นไดเมอร์ (dimer) เพื่อเข้าจับกับโปรตีนตัวอ่ืนได้หลากหลาย
ภายในเซลล์ ปัจจุบัน ในมนุษย์ พบในยีนที่แตกต่างกันชัดเจนจ านวน 7 ไอโซฟอร์ม ( บีตา ( β), 
แกมมา (γ), เอปไซลอน (ε), ซีตา (δ), อีตา (ε), เทา (τ) และ ซิกมา (σ )), จ านวน 15 ไอโซฟอร์มใน
พืช และจ านวน  2 ไอโซฟอร์มในยีสต์ 26 ในมนุษย์ทุกไอโซฟอร์มมีการแสดงออกทั่วไปใน
หลากหลายเน้ือเยื่อ ยกเว้นไอโซฟอร์ม τ และ σ ที่พบการแสดงออกแค่ใน T cells และเซลล์ เยื่อบุผิว 
(epithelial cells) เท่านั้น 27 โดย  14-3-3 ถูกรายงานว่าเป็นกลุ่มโปรตีนที่ มีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเกิดมะเร็งที่หลากหลายภายในเซลล์ เช่น วิถีการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส 
(apoptosis pathway), การถ่ายทอดสัญญาณ (signal transductions) และวัฏจักรของเซลล์ ( cell cycle) 
เป็นต้น28  

ในปีพุทธศักราช 2557 จากฐานข้อมูล National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) พบว่ากลุ่มยีน 14-3-3 มีต าแหน่งบนโครโมโซม และขนาดของยีนในแต่ละไอ
โซฟอร์มแตกต่างกัน โดยยีน 14-3-3σ มีขนาดเล็กสุด ( 1.31kb) และ 14-3-3ε มีขนาดใหญ่สุด 
(55.84kb) รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 1 และเป็นที่น่าแปลกใจว่าถึงแม้กลุ่ม 14-3-3 จะมาจากยีน
ที่มีต าแหน่งบนโครโมโซม แตกต่างกันชั ดเจน แต่เมื่อมีการแปลรหัสพันธุกรรมออกมากลับพบว่า
กลุ่มโปรตีน 14-3-3 มีคุณสมบัติเป็น highly conserved proteins คือมีบริเวณการอนุรักษ์ล าดับ
กรดอะมิโน (conserve region) ที่คล้ายคลึงกันเป็นส่วนใหญ่จากล าดับอะมิโนทั้งหมด29,30  
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ตารางท่ี 1 รายละเอียดของยีน 14-3-3 แต่ละไอโซฟอร์มในมนุษย์ 
14-3-3 isoforms Gene symbol Genomic localization Size (kb) 
β YWHAB 20q13.1 22.93 
γ YWHAG 7q11.23 32.23 
ε YWHAE 17p13.3 55.84 
δ YWHAZ 8q23.1 34.91 
ε YWHAH 22q12.3 13.11 
τ YWHAQ 2p25.1 47.09 
σ YWHAS 1p35.3 1.31 

 
1.2.2.1) โครงสร้างของโปรตีน 14-3-3 

โครงสร้างของโปรตีน 14-3-3 มีรูปร่างคล้ายถ้วยขนาดใหญ่ที่เกิดจากการจับตัว
ของ monomer ของโปรตีน 14-3-3 จ านวน 2 monomer ประกอบกันเป็น  dimer โดยแต่ละmonomer 
มีโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน เป็นรูปร่างเกลียวที่เรียกว่า แอลฟาฮีลิค ( α-helices) จ านวน 9α-
helices (H1-H9) (ภาพ 5) ซึ่งหาก dimer นั้นเกิดจากการจับตัวกันของ monomer โปรตีน 14-3-3 ที่
เหมือนกัน 2 ชนิดจะเรียกว่า homodimer แต่หากเกิดจาก monomerโปรตีน 14-3-3 ที่ต่างกันก็จะ
เรียกว่า heterodimer31 โดย α-helice ที่ 1 ถึง α-helice ที่ 4 เป็นต าแหน่งที่ เข้ามาจับกันเพื่อประกอบ
เป็น dimer และส าหรับ  α-helice อ่ืนที่เหลือจะประกอบกันเป็นร่องแอมฟลิพาติค ( amphipathic 
groove) เพื่อเป็นต าแหน่งส าหรับเข้าจับกับโปรตีนตัวรับ  (ligand protein)3 ถึงแม้ว่าโครงสร้างของ
โปรตีน 14-3-3 ทั้ง 7 ไอโซฟอร์มมีลักษณะคล้ายคลึงกันมาก ทั้งในรูปแบบที่เป็น 14-3-3 dimer 
หรือรูปแบบที่เข้าจับกับ ligand protein ก็ตาม แต่ยังพบความแตกต่างเมื่อน ามาเปรียบเทียบ
โครงสร้างระหว่างไอโซฟอร์ม32,33 โดยความแตกต่างนั้นเกิดจากต าแหน่งของ monomer ที่เข้าจับกัน
เป็น dimer มีความแตกต่างกัน ส่งผลให้เมื่อฟอร์มตัวเป็น dimer มุมที่เกิดขึ้นจะมีความแตกต่างกัน 
โดยความแตกต่างนี้ส่งผลให้โปรตีน 14-3-3 มีความยืดหยุ่นในการเข้าจับกับ ligand protein ที่มี
ขนาดหรือรูปร่างที่แตกต่างกันได้ 32 และอีกหนึ่งความแตกต่างที่พบคือความยาวของ α-helice โดย
พบความแตกต่างของความยาวบริเวณ α-helice ที่ 3 และ 4 และการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ loop ที่
แตกต่างกัน ตรง loop ระหว่าง α-helice ที่ 3 และ 4 และ loop ระหว่าง α-helice ที่ 8 และ 933,34  
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ภาพท่ี 5 โครงสร้างริบบิ้นของโปรตีน 14-3-3 dimer35  
 

จากล าดับดับกรดอะมิโนของโปรตีน 14-3-3 ที่พบในมนุษย์ทั้ง 7 ไอโซฟอร์ม 
(ภาพที่ 6) พบว่ากลุ่มโปรตีน  14-3-3 มีจ านวนกรดอะมิโนอยู่ในช่วง 251–258 กรดอะมิโน และมี
บริเวณที่มีการอนุรักษ์ล าดับกรดอะมิโน (conserve region) โดยบริเวณที่มีการอนุรักษ์ล าดับกรดอะ
มิโนสูง (high sequence conservation) คือบริเวณที่แสดงด้วยเส้นตรงใต้ล าดับกรดอะมิโน มีจ านวน 
5 บริเวณโดยบริเวณนี้มีความเกี่ยวข้องกับการเข้าจับกับ ligand protein และการฟอร์มเป็น 14-3-3 
dimer26,36 ส าหรับต าแหน่ง ที่แสดงด้วย วงกลมสีด าคือต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เข้าจับกับ ligand 
protein, บริเวณเส้นตรงหนาทึบสีด าด้านบนล าดับกรดอะมิโนแสดงถึง α-helice ที่ 1 ถึง 9 และ
บริเวณที่แสดงด้วยเส้นประใต้ล าดับกรดอะมิโนแสดงบริเวณปลาย  C-terminal โดยบริเวณปลาย   
C-terminal มีการรายงานว่ามีความเกี่ยวข้องกับการเข้าจับกับ ligand protein37,38 และมีล าดับอะมิโน
ที่มีการอนุรักษ์ล าดับอะมิโนต่ า ( low sequence conservation) อยู่ภายในซึ่งแสดงด้วยกรดอะมิโนที่
อยู่ในกล่องสีขาว 
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ภาพท่ี 6 ล าดับกรดอะมิโนโปรตีน 14-3-3 ทั้ง 7 ไอโซฟอร์ม ภาพดัดแปลงจาก Yaffe MB, 200239 

โปรตีน 14-3-3 จะเข้าจับกับ ligand protein ได้อย่างจ าเพาะก็ต่อเมื่อ ligand protein 
มีการเติมหมู่ฟอตเฟสโดยอาศัยปฏิกิริยา ฟอสโฟรีเลชั่น ตรงกรดอะมิโน serine หรือกรดอะมิโน 
threonine ตรงบริเวณที่มีล าดับกรดอะมิโน 3 รูปแบบคือ 1) รูปแบบที่ 1 มีล าดับอะมิโน 
RSXpS/TXP ซึ่งพบล าดับอะมิโนข้างต้นได้ในหลากหลายโปรตีน เช่นโปรตีน  Raf1, CDC25C และ 
MEKK เป็นต้น40 2) รูปแบบที่ 2 มีล าดับอะมิโน RXXXpS/TXP สามารถพบได้ในโปรตีน BAD, 
CDC25A, PKCγ และ BRC เป็นต้น41 3) รูปแบบที่ 3 มีล าดับอะมิโน pS/T-X(1-2)-COOH สามารถ
พบได้ที่ปลาย C-terminal ของ ligand protein ซึ่งพบล าดับอะมิโนนี้ในโปรตีน arylalkylamine N-
acetyltransferase (AANAT)42 เมื่อ pS/T คือกรดอะมิโน serine หรือกรดอะมิโน threonine ที่มีการ
เติมหมู่ฟอตเฟต, X หมายถึงกรดอะมิโนตัวใดก็ได้, X (1-2) หมายถึงกรดอะมิโนตัวใดก็ได้จ านวน 1 
หรือ 2 ตัว, S คือกรดอะมิโน serine ที่ไม่มีการเติมหมู่ฟอตเฟต, R คือกรดอะมิโน arginine และ P 
คือกรดอะมิโน proline เน่ืองจากสามารถพบล าดับอะมิโนทั้ง 3 รูปแบบในหลายโปรตีน เป็นสาเหตุ
ให้โปรตีน 14-3-3 สามารถเข้าจับกับ ligand protein และเข้าไปเกี่ยวข้องกับหลายกระบวนการ
ภายในเซลล์ 
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1.2.2.2) การควบคุมการท างานและหน้าที่ของโปรตีน 14-3-3 
การควบคุมการท างานของโปรตีน 14-3-3 เกิดขึ้นเมื่อ ligand protein มีการเติมหมู่

ฟอสเฟสโดยอาศัยปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่น ( phosphorylation) ด้วยเอนไซม์ serine/threonine kinase 
ตรงต าแหน่งกรดอะมิโน serine หรือ threonine ส่งผลให้โปรตีน 14-3-3 สามารถเข้าจับกับ  ligand 
protein ตรงบริเวณ  amphipathic groove ได้ซึ่งการเข้าจับของโปรตีน 14-3-3 ส่งผลต่อ ligand 
protein โดยจะมีผลเข้าไปเปลี่ยนแปลง ligand protein ได้ 3 รูปแบบหลัก 3,35 (ภาพ 7) ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงนั้นจะส่งผลให้ 14-3-3 โปรตีนเข้าไปท าหน้าที่ได้แตกต่างกัน ดังน้ี 

1. กระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ  ligand proteinโดยตรงจากนั้นจะ
ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของเอนไซม์ (regulation of enzymatic activity) เช่น เมื่อโปรตีน        
14-3-3δ เข้าจับกับโปรตีน serotonin-N-acetyltransferase (AANAT) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับ
การผลิตสารเมลาโทนิน (melatonin) ส่งผลให้การท างานของ AANAT เพิ่มขึ้น35 โดย AANAT เป็น
เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาในการขนย้ายหมู่  acetyl จาก acetyl-coenzyme A ไปยัง serotonin ได้ผลิตภัณฑ์
เป็น n-acetylserotonin ซึ่งเป็นสารต้ังต้นในการผลิตสาร melatonin จากการศึกษาของ Ganguly และ
คณะพบว่า AANAT จัดเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ไม่มีประสิทธิภาพเนื่องจาก มีความสัมพันธ์ต่ า  (low 
affinity) ในการเข้าจับกับซับสเตรตของตัวมันเอง43 แต่เมื่อมีการเข้าจับของโปรตีน 14-3-3 ส่งผลให้
โครงสร้างของ AANAT เกิดการเปลี่ยนแปลงและไปเพิ่มความสัมพันธ์ในการเข้าจับกับ ซับสเตรต
ของตัวมันเองให้มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นประมาณ 60%44  

2. เข้าบดบังล าดับอะมิโนที่จ าเพาะในการเข้าจับกับคู่โปรตีนของ ligand protein จะ
ส่งผลให้มีหน้าที่หลากหลาย เช่น 1) ควบคุมการเปลี่ยนแปลงต าแหน่งที่อยู่ของ ligand protein 
(regulation of subcellular localization) เช่น ในกระบวนการตายแบบ apoptosis บริเวณผนังของไม
โทคอนเดรียมีโปรตีน BAD จับกับโปรตีน Bcl-xL แต่เมื่อโปรตีน 14-3-3 เข้าจับกับโปรตีน BAD 
ส่งผลให้ BAD ไม่สามารถเข้าจับกับโปรตีน Bcl-xL ได้ เน่ืองจาก monomer ของโปรตีน 14-3-3 เข้า
บดบังล าดับอะมิโนที่จ าเพาะในการเข้าจับระหว่างโปรตีน BAD และโปรตีน Bcl-xL จากนั้นโปรตีน 
BAD ถูกเปลี่ยนต าแหน่งที่อยู่จากไมโทคอนเดรียออกมายัง ไซโทพลาซึม โดยผ่านกระบวนการ
ควบคุมจากโปรตีน 14-3-345,46 2) ยับยั้งการเข้าจับกันของระหว่างคู่โปรตีน ( inhibition of protein-
protein interactions) เช่น เมื่อโปรตีน 14-3-3 เข้าจับกับ ligand protein จะส่งผลให้โปรตีนนั้นๆ ไม่
สามารถเข้าจับกับโปรตีนตัวอ่ืนได้ เช่นการเข้าจับของโปรตีน 14-3-3 กับโปรตีน Cdc25A ท าให้
โปรตีน Cdc25A สูญเสียความสามารถในการเข้าจับกับโปรตีน CyclinB/Cdk1 ซึ่งเป็นตัว 
checkpoint ในขั้นตอน G2/M ส่งผลให้โปรตีน Cyclin B/Cdk1 ไม่สามารถท างานได้ เกิดการยับยั้ง
กระบวนการ cell cycle ในที่สุด47  
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3. เป็นโปรตีนสคาฟโฟลด์ ตัวเชื่อม ligand protein โดยมีหน้าที่ในการรักษา
เสถียรภาพในการเข้าจับของ ligand protein ที่แตกต่างกัน (stabilization of multiprotein complex) 
คือ monomer แรกก็เข้าจับกับ ligand protein ตัวที่หน่ึง และอีก monomer ก็เข้าจับกับ ligand protein 
ตัวที่สอง48 เช่นในการศึกษาของ Braselmann และ McCormick พบว่า โปรตีน RAF1 และโปรตีน 
BCR สามารถเข้าจับกันได้โดยผ่านทางการท างานของโปรตีน 14-3-349  

 

 
ภาพท่ี 7 การควบคุมการท างานและหน้าที่ของโปรตีน 14-3-335 

 
1.2.2.3) บทบาทของโปรตีน 14-3-3 ต่อกระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis 

กระบวนการ apoptosis เป็นการตายของเซลล์ แบบตั้งโปรแกรมไว้แล้ว โดยเมื่อ
เซลล์เกิดความเสียหายและไม่สามารถซ่อมแซมได้ เซลล์จะสามารถถูกท าลายโดยกระบวนการ 
apoptosis เซลล์ที่ก าลังเข้าสู่กระบวนการ apoptosis จะมีลักษณะหลายรูปแบบ เช่น นิวเครียสมีการ
แตกตัวเป็นชิ้นๆ , เซลล์มีการหดตัวเล็กลง , เซลล์มีการปูดพอง  และ DNA มีการแตกตัวเป็นท่อน 
ลักษณะต่างๆเหล่านี้ส่งผลให้เกิดเป็นรูปแบบที่มีความจ าเพาะเรียกว่า apoptotic body ซึ่งจะถูก
ท าลายต่อโดยเซลล์ phagocyte ด้วยวิธี phagocytosis50 กระบวนการ apoptosis ถูกควบคุมผ่านการ
ส่งสัญญาณของเซลล์ สามารถแบ่งออกเป็น 2 ทางหลักคือ 

Extrinsic pathway คือการส่งสัญญาณจากภายนอกเซลล์ เร่ิมจากโปรตีนไลแกนด์
จากภายนอกเซลล์เข้ามาจับกับโปรตีน death receptor  เช่นโปรตีน FAS และ TNFR1 เกิดเป็น
โครงสร้างเชิงซ้อนของโปรตีนเรียกว่า death inducing signaling complex (DISC) ที่สามารถเข้าจับ
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กับ adaptor protein เช่นโปรตีน FADD ซึ่งโครงสร้างนี้ ส่งผลกระตุ้นเอนไซม์  caspase 8, 6, 7, 3 
และเกิดกระบวนการ apoptosis ในที่สุด51 

Intrinsic pathway คือการส่งสัญญาณภายในเซลล์ เป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้อง
กับในไมโทคอนเดรีย 52 ซึ่งจะท างานโดยผ่านการควบคุมของโปรตีนในกลุ่ม BCL-2 family53 โดย
แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ  
ก) กลุ่มโปรตีนที่ยับยั้งการตาย (anti-apoptotic proteins) เช่นโปรตีน BCL2 และBCL-xL

54  
ข) กลุ่มโปรตีนที่ส่งเสริมการตาย (pro-apoptotic proteins) โดยในกลุ่มนี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 
กลุ่มย่อยคือ 1) Multidomain pro-apoptotic proteins เช่นโปรตีน BAX และ BAK ซึ่งโดยกลไกปกติ
นั้น เร่ิมต้นจากโปรตีน BAX และ BAK ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนย้ายจากไซโตซอลมายังผนังเซลล์ไม
โทคอนเดรีย และเกิดการเข้าจับกันเองของทั้งสองโปรตีน (BAX-BAK oligomerization) ส่งผลให้
ผนังเซลล์ไมโทคอนเดรียเสียสภาพ หลั่ง  cytochrom c ออกจากไมโตคอนเดรียเข้าสู่ไซโตซอล รวม
กับ Apaf-1 และ procaspase-9 กลายเป็น apoptosome จากนั้นกระตุ้น procaspase 9, 3 และเกิด
กระบวนการ apoptosis ในที่สุด55 2) Pro-apoptotic BH3-only proteins ซึ่งในกลุ่มนี้ก็สามารถแบ่ง
ออกย่อยออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มแรกคือกลุ่ม BH3-only activators โดยโปรตีนกลุ่มนี้มีหน้าที่ส่งเสริม
กระบวนการการเกิด BAX-BAK oligomerization โดยตรง เช่นโปรตีน BID และ BIM51 และอีก
กลุ่มหนึ่งคือกลุ่ม BH3-only sensitizers โดยโปรตีนในกลุ่มนี้มีหน้าที่ยับยั้งการท างานของ anti-
apoptotic proteins ซึ่งจะส่งผลให้ไม่มีโปรตีน anti-apoptotic proteins ไปยับยั้งการท างานของ
โปรตีน BID และ BIM จัดว่าเป็นการส่งเสริมกระบวนการการเกิด BAX-BAK oligomerization 
ทางอ้อม มีโปรตีนหลากหลายตัวในกลุ่มนี้ เช่นโปรตีน BAD, BIK และ BMF เป็นต้น56 ผลจากการ
ท างานของโปรตีนใน 2 กลุ่มนี้ จะเข้าไปส่งเสริมการเกิดกระบวนการ apoptosis ในที่สุด  

ส าหรับบทบาทโปรตีน 14-3-3 ต่อกระบวนการ apoptosis มีรายงานว่าเกี่ยวข้อง
กับโปรตีน BAD โดยกระบวนการปรกติโปรตีน BAD จะเข้าจับและยับยั้งการท างานของโปรตีน 
BCL2 หรือ  BCL-xL

53 โดยจากการศึกษาของ Zha J และคณะ ที่ท าการศึกษาในเซลล์เม็ดเลือด
เพาะเลี้ยงในลูกหนู (FL5.12) พบว่าเมื่อโปรตีน BAD ซึ่งปกติจับกับโปรตีน BCL2 ถูกเติมหมู่
ฟอสเฟตตรงต าแหน่งกรดอะมิโน serine 112 และ 136 โดยการกระตุ้นของเอนไซม์ 
serine/threonine kinase (AKT) ส่งผลให้โปรตีน 14-3-3 ไอโซฟอร์มบีตาและไอโซฟอร์มซีตาเข้าจับ
กับโปรตีน BAD และเมื่อเกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตอีกครั้งตรงต าแหน่งกรดอะมิโน serine 115 โดย
การเหนี่ยวน าของเอนไซม์ protein kinase A (PKA) ส่งผลให้ BCL2หลุดออกจากการจับกับโปรตีน 
BAD เข้าไปยับยั้งกระบวนการเกิด apoptosis ในที่สุด45 ในทางตรงข้ามจากการศึกษาของ Won J 
และคณะ ในเซลล์เพาะเลี้ยงไตปกติของมนุษย์ (HEK 293) พบว่าโปรตีน 14-3-3 epsilon ส่งเสริมให้
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เกิดกระบวนการ apoptosis เมื่อเซลล์เกิดกระบวนการ apoptosis ส่งผลให้เอนไซม์ caspase-3 
สามารถเข้าไปเปลี่ยนโครงสร้างของโปรตีน 14-3-3 epsilon โดยการตัดกรดอะมิโนกรดแอสปาร์ติก
ที่ต าแหน่ง 238 ได้ ส่งผลให้โปรตีน 14-3-3 epsilon ไม่สามารถเข้าจับกับโปรตีน BAD อีกทั้งยัง
ส่งเสริมการจับของโปรตีน BAD กับ BCL-xL และกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ apoptosis ในที่สุด57 
จะเห็นได้ว่าจากการรายงานความเกี่ยวข้องของโปรตีนกลุ่ม 14-3-3 กับกระบวนการ apoptosis 
ข้างต้นยังมีความแตกต่างกัน แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาข้างต้นเป็นการศึกษาของโปรตีนกลุ่ม      
14-3-3 ที่มีไอโซฟอร์มที่แตกต่างกัน 
 
1.2.2.4) บทบาทของโปรตีน 14-3-3 ในวัฏจักรของเซลล์ 

วัฏจักรของเซลล์  (cell cycle) คือกระบวนการแบ่งตัวหรือเพิ่มจ านวนของเซลล์
เป็นวัฏจักร ในหน่ึง  cell cycle จะประกอบด้วย 4 ระยะ คือ 1) ระยะ G0/G1 เป็นระยะเตรียมความ
พร้อมก่อนสร้าง DNA, 2) ระยะ S เป็นระยะสร้าง DNA, 3) ระยะ G2 เป็นระยะหลังสร้าง DNA และ 
4) ระยะ  M-phase เป็นระยะที่เซลล์เร่ิมมีการเเบ่งตัว 58 โดยในแต่ละ ระยะต้องมีกระบวนการ
ตรวจสอบ (checkpoints) ซึ่งเป็นการท างานร่วมกันของโปรตีน cyclin-dependent kinases (CDKs) 
และ cyclins รวมกันเป็นโครงสร้างเชิงซ้อนเรียกว่า CDK/cyclin complexes ซึ่งแต่ละระยะจะมี 
CDKs และ cyclins ที่ควบคุมแตกต่างกัน เพื่อตรวจสอบความพร้อมที่จะเข้าสู่ระยะต่อไป  โดย 
CDKs จะท างานได้ก็ต่อเมื่อถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์กลุ่ม CDK activating enzymes ได้แก่โปรตีนใน
กลุ่ม Cdc25 phosphatase family เช่น Cdc25A, Cdc25B และ Cdc25C59 แต่หากเซลล์เกิดความ
เสียหายขึ้น กระบวนการ cell cycle จะถูกสั่งให้หยุดเพื่อซ่อมแซมตัวเอง โดยการท างานของโปรตีน
ในกลุ่ม cyclin-dependent kinase inhibitors (CKIs) เช่นโปรตีน p16, p21 และ p27 เป็นต้น โดย
โปรตีนในกลุ่มนี้จะยับยั้งการท างานของโปรตีน cyclins ส่งผลให้โปรตีน cyclin เข้าจับกับโปรตีน 
CDK ไม่ได้ ท าให้กระบวนการ cell cycle หยุดชะงักหรือที่เรียกว่า  cell cycle arrest60,61 ส าหรับใน 
cell cycle โปรตีน 14-3-3 เกี่ยวข้องในหลาย ๆขั้นตอน 62 เช่น ในระยะ G1/S และ G2/M โปรตีน     
14-3-3 ท าหน้าที่ควบคุมการท างานของโปรตีน  checkpoints เช่น Cdc25C, CDK2 และ Cdc25A 
ส่งผลให้หน้าที่ของโปรตีนเหล่านี้เปลี่ยนแปลงไป จากการศึกษาของ Chen MS และคณะ ซึ่ง
ท าการศึกษาในเซลล์มะเร็งปากมดลูกเพาะเลี้ยง (HeLa cell) โดยใช้เทคนิค phosphatase assays 
พบว่าหลังจากโปรตีน  CDC25A มีการเติมหมู่ฟอสเฟตด้วยปฏิกิริยา phosphorylation โดยเอนไซม์  
serine/threonine protein kinase ที่ต าแหน่งกรดอะมิโน  serine178 และ  Threonine507 ส่งผลให้
โปรตีน 14-3-3 เข้าจับกับโปรตีน CDC25A ได้ จากการเข้าจับของโปรตีนสองชนิดน้ีท าให้เซลล์ไม่
สามารถเข้าสู่ระยะ M ได้ และเกิดการยับยั้งกระบวนการ cell cycle ในที่สุด47 ในทางตรงกันข้ามจาก
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การศึกษาของ Naoya F และคณะ 63 ซึ่งท าการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยง 2 ชนิด ได้แก่ เซลล์ไตของ
มนุษย์ (293T cell line) และเซลล์ไตของลิง ( COS-7 cell line) ด้วยเทคนิค immunoprecipitation 
พบว่าเมื่อโปรตีน p27 ถูกเติมหมู่ฟอตเฟสด้วยปฏิกิริยา phosphorylation โดยเอนไซม์ protein 
kinase B ตรงต าแหน่งกรดอะมิโน Threonine198 ท าให้โปรตีน 14-3-3 สามารถเข้าจับได้ การเข้า
จับของโปรตีน 14-3-3 ท าให้ p27 ถูกกักไว้ในไซโทพลาสซึม และไม่สามารถเข้าสู่ภายในนิวเครียส
เพื่อยับยั้งการท างานของโปรตีน cyclin ได้ ส่งผลให้ cell cycle ด าเนินต่อไปแม้เซลล์จะมีความ
เสียหาย63  
 
1.2.2.5) รายละเอียด 14-3-3σ โดยภาพรวม 

14-3-3σ มีชื่อเรียกอีกได้ว่า stratifin (SFN), HEM-1 หรือ human epithelial marker 
42 ตั้งอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 1 บริเวณแขนข้างสั้น p36.11 มีขนาด 1.31kb (1,315 เบส) จากเบส 
26863142 ถึง 26864456 โดยประกอบไปด้วย 1 exon มี 747 นิวคลีโอไทด์ สามารถแปลรหัสได้ 248 
กรดอะมิโน มีรูปร่างและโครงสร้างคล้ายกับไอโซฟอร์มอื่นในกลุ่มโปรตีน 14-3-3 คือมีรูปร่าง
คล้ายถ้วยประกอบไปด้วย 9α-helice และมีล าดับกรดอะมิโนค่อนข้างคงที่ (conserve region)  

โปรตีน 14-3-3σ พบการแสดงออก ในระดับสูงที่ เซลล์เยื่อบุผิว ( epithelial cell) 
สามารถตรวจเจอการติดสีของ  14-3-3σ ด้วยเทคนิค IHC ทั้งในไซพลาสซึมและนิวเคลียสภายใน
เน้ือเยื่อปกติของมนุษย์ 64 จากการทดลองข้างต้น แสดงให้เห็นว่า โปรตีน 14-3-3σ เป็น dynamic 
protein คือโปรตีน ที่ถูกส่งจากไซโตพลาสซึมเพื่อกลับเข้าไปท างานภาย ในนิวเครียส โดย จาก
การศึกษาเดียวกันนี้พบว่าโปรตีน 14-3-3σ มีการแสดงออกสูงใน คีราติโนไซต์ของชั้นผิวหนัง, เยื่อ
บุ urothelium ในกระเพาะปัสสาวะ, เซลล์ periductal และ periglandular ของต่อมลูกหมาก และเต้า
นม และในเยื่อบุ squamous ของปากมดลูกบริเวณที่ใกล้เคียงกับช่องคลอด ( exocervix) แต่ไม่พบ
การแสดงออกใน  germinal cell ใน อัณฑะ, รังไข่, ต่อมน้ าเหลือง, และกล้ามเนื้อโครงร่าง ( skeletal 
muscle)64 โดย 14-3-3σ ถูกควบคุมการท างานจากหลากหลายกลไก ซึ่งท าให้เข้าไปมีผลโดยตร งต่อ
การเกิดโรคมะเร็ง 3 โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกระบวนการ cell cycle มีการรายงานออกมาว่าโปรตีน   
14-3-3σ มีบทบาทในการยับยั้ง กระบวนการ cell cycle ในระยะ  G1/S และระยะ G2/M

65 เช่น ใน
การศึกษาของ Hermeking H. และคณะในปีคริสต์ศักราช  1997 พบว่าเมื่อ DNA ถูกท าให้เกิดการ
เสียสภาพด้วยการฉายรังสีแกรมม่าในเซลล์มะเร็งล าไส้เพาะเลี้ยง จะเกิดการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นของ
โปรตีน 14-3-3σ ในระยะ G1/S โดยผ่านการควมคุมการท างานจากโปรตีน p53 ซึ่ง14-3-3σ มี
บทบาทในการยับยั้งการท างานของโปรตีน CDK ส่งผลให้เกิดการยับยั้ง กระบวนการ cell cycle 
ระยะ G1/S ในที่สุด

66 หรือในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งเต้านม ซึ่งจากการศึกษาของ Laronga C. และ
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คณะ พบว่าในเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง โปรตี น 14-3-3σ เข้าไปยับ ยั้งการท างานของโปรตีน 
Cdk2 โดยการเข้าจับโดย ตรง 67 และจากการศึกษาของ Chan TA. และคณะ ซึ่งศึกษาในเซลล์
เพาะเลี้ยงมะเร็งล าไส้ พบว่า ในระยะ  G2/M มีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นของ 14-3-3σ ซึ่งเข้าไป
เปลี่ยนแปลงต าแหน่งที่อยู่ของคู่โปรตีน Cdc2/cyclinB1 จากนิวเคลียสออกมายังไซโตพลาสซึม 
ส่งผลให้เกิดการยับยั้งระยะ G2/M ในที่สุด 68 อีกหนึ่งกระบวนการส าคัญที่มีการรายงานว่าโปรตีน 
14-3-3σ เข้าไปเกี่ยวข้องคือกระบวนการตายของเซลล์แบบ  apoptosis โดยการศึกษาของ Samuel T. 
และคณะ ในปี คริสต์ศักราช 2001 พบว่าในเซลล์มะเร็งล าไส้เมื่อเซลล์ได้รับยาเคมีบ าบัด การขาด
หายของ โปรตีน 14-3-3σ กระตุ้นให้เซลล์สู่เข้ากระบวนการตายแบบ apoptosis เน่ืองจากโปรตีน 
14-3-3σ บทบาทเข้าไปควบคุมการเปลี่ยนแปลงต าแหน่งที่อยู่ของ โปรตีน Bax ซึ่งโปรตีน  Bax ท า
หน้าที่ในการส่งเสริมกระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis ส่งผลให้โปรตีน 14-3-3σ มีบทบาท
ในการยับยั้งกระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis69 แต่ในทิศทางตรงกันข้ามกันจากรายงาน
ของ Tsuruta F. และคณะ ในปีคริสต์ศักราช 2004 กลับพบว่า c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) 
กระตุ้นการการเคลื่อนย้ายโปรตีน Bax ไปยังไมโทคอนเดรียโดยผ่านทางการท างานของโปรตีน  
14-3-3σ อาจกล่าวได้ว่ากระบวนการข้างต้นเป็นกระบวนการที่ส่งเสริมกระบวนการตายของเซลล์
แบบ apoptosis ในที่สุด70 กล่าวโดยสรุปคือจากการรายงานทั้งหมดข้างต้นทั้งในกระบวนการ cell 
cycle และ apoptosis ยังไม่สามารถสรุปบทบาทหน้าที่ของ 14-3-3σ ได้อย่างชัดเจนว่ามีบทบาทเป็น 
tumor suppressor หรือ oncogene ขึ้นอยู่กับว่าโปรตีน 14-3-3σ เข้าไปเกี่ยวข้องในกระบวนการหรือ
โมเลกุลใด และส่งผลในแง่ใดในที่สุด 
 
1.2.3) กระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น (DNA methylation) 
 

อีพีเจเนติกส์ ( epigenetics) คือการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนโดยไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงล าดับ nucleotide ของสาย DNA ซึ่งงานวิจัยในอดีตที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่าการ
เปลี่ยนแปลงแบบ epigenetics มีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการเกิดโรคมะเร็ง  การเปลี่ยนแปลงแบบ 
epigenetics ที่มักเกิดขึ้นระหว่างการพัฒนาของโรคมะเร็งมี 2 แบบหลัก คือ การเติมหมู่เมทิลบนสาย 
DNA (DNA methylation) และการดัดแปลงหมู่ฮิสโตน (histone modifications) ของสายโครมาติน
71 ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหล่านี้ท้ายสุดจะน าไปสู่การยับยั้งการแสดงออกของยีน การเปลี่ยนแปลง
แบบ epigenetics บ่อยครั้งจะเกิดผ่านกระบวนการ DNA methylation ซึ่งเป็นกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ DNA ผ่านการเติมหมู่เมทิลโดยอาศัยเอนไซม์ดีเอ็นเอเมทิลทรานเฟอ
เรส (DNA methyltransferase; DNMT) ให้กับสาย DNA ตรงเบส cytosine ต าแหน่งที่  5 ภายใน
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บริเวณ CpG island72 โดย CpG island คือบริเวณที่มีเบส C และ G อยู่อย่างหนาแน่นโดยมีพันธะ 
phosphodiester เชื่อมต่อระหว่างเบส C และ G ในภาวะปกติ CpG island มักพบบริเวณโปรโมเตอร์
ของยีนในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (ประมาณ 60% ของยีนทั้งหมด) ซึ่งโดยทั่วไป CpG island ในบริเวณ
นี้ของเซลล์มักไม่เกิดกระบวนการ DNA methylation73  

 
1.2.3.1) กระบวนการ DNA methylation ในมนุษย์ 

กระบวนการ DNA methylation ในเซลล์ปกติจะเกิดขึ้นโดยอาศัย เอนไซม์ DNMT 
ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่  1) เอนไซม์ DNMT1 ซึ่ง ท าหน้าที่รักษารูปแบบของ  DNA 
methylation ให้เหมือน กับสาย  DNA แม่แบบ  จัด เป็น เอนไซน์แบบ maintenance 
methyltransferase74 และ 2) เอนไซม์ DNMT3a และเอนไซม์ DNMT3b ที่ท าหน้าที่เติมหมู่เมทิล ตรง
ต าแหน่งของ DNA ที่เสียหมู่เมทิลไปในระหว่าง กระบวนการ DNA replication จัดเป็น เอนไซม์
แบบ de-novo methyltransferase75 ส าหรับในเซลล์มะเร็งพบการแสดงออกในระดับ mRNA และ
โปรตีนของเอนไซม์ DNMTs ทั้ง 2 แบบในระดับที่สูง76  

ความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการ DNA methylation จนน าไปสู่การระงับการ
แสดงออกของยีนเร่ิมจาก CpG-dinucleotides ที่อยู่บนสาย active chromatin เกิดกระบวนการ DNA 
methylation โดยอาศัยเอนไซม์ DNMTs จนเหนี่ยวน าให้เกิดการเข้าจับของ methyl-CpG-binding 
domain (MBD) และเอนไซม์ histone deacetylases (HDAC) ท าให้เกิดกระบวนการดึงหมู่  acetyl 
(deacetylation) ออกจากสาย chromatin ตรงบริเวณ n-terminal ของโปรตีนฮิสโตน H3 และ H4 
ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ นิวคลีโอโซม  หลังจากนั้นจะมีการเติมหมู่เมทิลที่
โปรตีน histone (histone methylation) ตรงบริเวณ กรดอะมิโนไลซีนต าแหน่งที่ 9 ของโปรตีน H3 
และกรดอะมิโนไลซีนต าแหน่งที่ 20 ของโปรตีน H4 ด้วยเอนไซม์ histone methyltransferases 
(HMTs) ส่งผลให้โปรตีน heterochromatin binding protein 1 (HP1) เข้าจับ และท าให้โครมาตินอยู่
ในรูปที่ไม่สามารถท างานได้ (inactive chromatin) ซึ่งไม่สามารถเกิดกระบวนการ transcription ได้
ในที่สุด73 (ภาพที่ 8)  
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ภาพท่ี 8 ขั้นตอนการเกิด DNA methylationที่น าไปสู่การเกิด gene silencing73 

 
1.2.3.2) กระบวนการ DNA methylation และโรคมะเร็ง 

กระบวนการ DNA methylation มักเกิดตรงต าแหน่ง CpG island บริเวณ promoter 
ของยีน หรือที่เรียกว่า promoter methylation  ส่งผลให้ยีนนั้นสูญเสียการแสดงออกซึ่งเป็น
เหตุการณ์ปกติที่เกิดขึ้นเพื่อควบคุมการแสดงออกของยีน 77 แต่อย่างไรก็ตามในมะเร็งหลายชนิด 
พบว่าความผิดปกติของ DNA methylation จะส่งผลต่อกลุ่มยีนหลายชนิดที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการ
เกิดโรคมะเร็ง เช่นกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต, apoptosis, angiogenesis, invasion, 
metastasis, และ genomic instability (ตารางที่ 2) จากการศึกษาของ Umbricht CB และคณะ 
(2001)78 พบการเกิด DNA methylation ของยีน 14-3-3σ ในชิ้นเนิ้อมะเร็งเต้านมในระดับสูง        
(14-3-3σ hypermethylation) เมื่อเปรียบเทียบกับชิ้นเน้ือเต้านมปกติซึ่งตรวจไม่พบการเกิด DNA 
methylation ของยีนชนิดน้ี 78 ปัจจุบัน  14-3-3σ มีรายงานว่าท าหน้าที่เป็น tumor suppressor79 โดย
การควบคุมกระบวนการ cell cycle โดยในศึกษาของ Umbricht CB และคณะ ข้างต้น  ระบุว่าการ
เกิด 14-3-3σ methylation จะมีระดับที่เพิ่มสูงขึ้นตั้งแต่ในระยะเร่ิมต้นของการเป็นโรคมะเร็ง ซึ่งเป็น
เหตุใหสู้ญเสียการแสดงออกของยีนดังกล่าว และจากการศึกษาของ Graff JR และคณะ (2000)80 ซึ่ง
ท าการศึกษาการเกิด DNA methylation ของยีน  E-cadherin ในชิ้นเน้ือเต้านมปรกติและชิ้นเนื้อ
มะเร็งเต้านม แสดงให้เห็นว่า ไม่พบการเกิด E-cadherin methylation ในชิ้นเน้ือเต้านมปรกติแต่พบ
การเกิด E-cadherin methylation เพิ่มสูงขึ้นในชิ้นเน้ือมะเร็งเต้านมระยะลุกลาม ซึ่งโดยทั่วไป E-
cadherin ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการ ยึดเกาะของเซลล์ และผลจาการเกิด methylation ของยีนชนิดน้ี
ส่งผลให้เซลล์สูญเสียคุณสมบัติในการยึดเกาะระหว่างเซลล์ และอาจไปส่งเสริมกระบวนการ 
invasion และ metastasis เซลล์มะเร็งได้80  
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ตารางท่ี  2 แสดงผลการลดการแสดงออกของกลุ่มยีนชนิดต่างๆ เนื่องจากกระบวนการ  DNA 
methylation ที่น าไปสู่การเกิดโรคมะเร็ง ดัดแปลงจาก Taby R และ Issa J-PJ, 201077 

 

การเกิด DNA methylation แบ่งออกได้เป็น  2 รูปแบบหลัก คือ  DNA 
hypermethylation และ DNA hypomethylation โดยทั้งสองมีความแตกต่างกันคือ 
1) กระบวนการ DNA hypermethylation มักพบภายใน บริเวณ CpG islands ของยีน แต่การเกิด 
DNA hypomethylation มักพบได้ในบริเวณล าดับ DNA ที่มีความซ้ า (repeated DNA sequences)81 
(ภาพที่ 9) 
2) กระบวนการ DNA hypermethylation มักส่งผลต่อการ transcription ของยีนที่น าไปสู่การเกิด 
gene silencing ในขณะที่การเกิด DNA hypomethylation ไม่มีรายงานว่ามีเกี่ยวข้องอย่างชัดเจน81  

 

 
ภาพท่ี 9 การเกิด DNA hypermethylation และ DNA hypomethylation ในโรคมะเร็ง81  
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การจ าแนกชนิดของกระบวนการ DNA methylation 
1) กระบวนการ DNA hypermethylation 

การเกิด DNA hypermethylation ในโรคมะเร็ง มักพบที่บริเวณ CpG island ตรง
ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของ ยีนหรือบริเวณใกล้เคียงกับโปรโมเตอร์ เช่น บริเวณ exon1 ซึ่งในเซลล์
ปกติบริเวณเหล่านี้จะไม่พบการเกิด DNA hypermethylation82 จากการศึกษาของ Costello JF และ
คณะ (2000) โดยการตรวจหาการเกิด DNA methylation ในต าแหน่งสุ่มที่เป็นบริเวณ  CpG island 
จ านวน 1,184 ต าแหน่ง ในชิ้นเน้ือมะเร็งชนิดต่างๆ (มะเร็งเต้านม , มะเร็งล าไส้ , มะเร็งสมอง , มะเร็ง
หู คอ จมูก) จ านวน 98 ตัวอย่าง ด้วยวิธี restriction landmark genomic scanning (RLGS) พบว่ามี
การเกิด  DNA hypermethylation และเกิดขึ้น เฉลี่ยประมาณ 600 ต าแหน่งในบริเวณ CpG island 
โดยพบอีกว่าการเกิดกระบวน  DNA hypermethylation ในต าแหน่งที่เป็นบริเวณ CpG island ของ
ชิ้นเน้ือมะเร็งข้างต้นน ามาสู่การ เกิด gene silencing82 โดยการเกิด DNA hypermethylation มักพบ
บ่อยในกลุ่ม tumor suppressor gene81 ซึ่งจะสอดคล้องกับการพัฒนาของโรคมะเร็ง โดยเมื่อเกิด
กระบวนการ DNA hypermethylation ที่บริเวณโปรโมเตอร์ของ ยีน จะส่งผลให้โครงสร้างนิวคลีโอ
ไทด์บริเวณนั้นเกิดการเปลี่ยนแปลงไปท าให้ transcription factor ต่างๆไม่สามารถเข้ามาจับกับโปร
โมเตอร์เพื่อควบคุมการเกิด transcription ได้เป็นผลให้เกิด gene silencing และไม่มีการสร้างโปรตีน
หรือสร้างโปรตีนลดน้อยลงในที่สุด83  
2) กระบวนการ DNA hypomethylation 

กระบวนการ DNA hypomethylation มักพบในช่วง ที่ เซลล์ เร่ิม เกิดการ
เปลี่ยนแปลง84 และถูกระบุว่ามีบทบาทส าคัญในการเกิด genomic instability น าไปสู่การพัฒนาเป็น
โรคมะเร็งในที่สุด 85 โดย  Feinberg AP และ  Vogelstein B ได้อธิบายถึงกระบวนการ  
hypomethylation ว่ามีความเกี่ยวข้องกับโรคมะเร็ง โดยเข้าไปเกี่ยวข้องในบริเวณที่ไม่ใช่โปรโม
เตอร์86 การเกิด DNA hypomethylation จะเกิดขึ้นได้ทั้งบริเวณที่มีล าดับเบสไม่ซ้ า (non-repetitive 
sequence หรือ unique sequence หรือ single-copy DNA) ซึ่งมีอยูประมาณ 75% ของ DNA ในจี
โนม และบริเวณที่มีเบสซ้ า (repetitive sequence) ซึ่งมีอยู่ประมาณ 25% ของ DNA ในจีโนม ทั้งที่
เป็น high-copy repeats (มีจ านวนล าดับเบสซ้ าประมาณ  106 copy/genome) และ moderate-copy 
repeats (มีจ านวนล าดับเบสซ้ าประมาณ 103-105 copy/genome)87  
ก) การเกิด DNA hypomethylation ที่บริเวณ high-copy repeats มักพบในกลุ่มยีน 2 ชนิด  

1) กลุ่ม satellite DNA ซึ่งเป็นกลุ่มยีนที่มีการเรียงตัวของเบสซ้ าๆ กันในลักษณะที่
เรียกว่า tandem array และ satellite DNA มักพบได้ที่บริเวณ centromere และ telomere ของ
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โครโมโซม โดยในจีโนมจะมี satellite DNA ขนาดสั้นๆ เรียกว่า minisatellite (มีเบสซ้ า 20–30 คู)่ 
และ microsatellite หรือ short tandem repeat (STR, มีเบสซ้ า2-7คู)่87  

2) กลุ่ม interspersed DNA sequences ซึ่งเป็นกลุ่ม DNA sequence ที่พบได้หลาย
ชุดกระจายอยู่ทั่วทั้งจีโนม สามารถเคลื่อนย้ายไปยังจุดต่างๆภายในสาย DNA ได้ ส่งผลให้เกิดการ
กลายพันธุ์หรือแบ่งตัวผิดปรกติภายในเซลล์ เช่น long interspersed nuclear elements-1 (LINE-1) ซึ่ง
มีความยาวอยู่ในช่วง 500-7,000 คู่เบส87 ยกตัวอย่างจากการศึกษาของ Qu G และคณะ ท าศึกษาการ
เกิด satellite 2 DNA methylation บนโครโมโซมคู่ที่ 1 และโครโมโซมคู่ที่ 16 ในชิ้นเน้ือมะเร็งรังไข่ 
ซึ่ง satellite 2 DNA จัดเป็น satellite DNA ชนิดหน่ึง พบได้บริเวณที่ใกล้กับ เซนโทรเมียร์บนแท่ง
โครโมโซม โดยมักพบ การจัดเรียงตัวใหม่ ( rearrangements) และ การเกิด กระบวนการ 
hypomethylation บริเวณ  satellite 2 DNA ในผู้ป่วยที่เป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบได้น้อย (rare 
recessive genetic disease) ต่างจากในเซลล์ปกติที่มักจะมีการเกิด DNA methylation ในระดับสูง
ตรงบริเวณดังกล่าว โดยทีมผู้วิจัยได้ท าการศึกษาในชิ้นเนื้อรังไข่ปกติ , เน้ืองอกรังไข่, ชิ้นเน้ือมะเร็ง
รังไข่ชนิดไม่รุนแรง และชิ้นเน้ือมะเร็งรังไข่ พบว่าในชิ้นเน้ือมะเร็งรังไข่ชนิดไม่รุนแรง  และชิ้นเน้ือ
มะเร็งรังไข่ มีการเกิด satellite 2 DNA hypomethylation ในโครโมโซมคู่ที่ 1 และ คู่ที่ 16 ต่างจากใน
เน้ืองอกรังไข่ ที่มีรูปแบบการเกิด DNA methylation คล้ายกับในชิ้นเน้ือรังไข่ปกติ และจาก
การศึกษาข้างต้นพบว่าการเกิด DNA hypomethylation มีความสัมพันธ์กับการพัฒนาไปของ
โรคมะเร็งรังไข่ โดยผลการศึกษาสอดคล้องกับสมมุติฐานที่ว่าการเกิด DNA hypomethylation จะ
ส่งเสริมการพัฒนาตัวของโรคมะเร็ง โดยการเกิด  satellite DNA hypomethylation อาจจะส่งผลให้
โครงสร้างของโครโมโซมเกิดการผิดปกติไป 88 และการเกิด LINE-1 hypomethylation โดยใน
สภาวะปกติ  LINE-1 จะถูกยับยั้งการท างานและการแสดงออกด้วยกระบวนการ DNA 
hypermethylation ด้วย เอนไซม์ DNMT แต่เมื่อเอนไซม์ DNMT เกิดความผิดปกติ ท าให้ไม่มี
เอนไซม์ที่ท าการขนย้ายและเติมหมู่เมทิลให้กับเบสไซโตซีนส่งผลให้ LINE-1 เกิด DNA 
methylation น้อยลง ส่งผลให้ LINE-1 ท างานผิดปกติ สามารถแทรกตัวและยับยั้ง การสร้างโปรตีน
กลุ่ม tumor suppressor หรือไปกระตุ้นการสร้างโปรตีนกลุ่ม oncogene และส่งเสริมการพัฒนาของ
โรคมะเร็งในที่สุด89 โดยการเกิด DNA hypomethylation ที่กลุ่มยีนข้างต้นจะไม่สามารถสะสมความ
ผิดปกติ นี้ได้ต่อไปในรุ่นลูกหลาน  ท าให้เกิด ความเสถียรทางพันธุศาสตร์ หรือที่เรียกว่า genome 
stability90  
ข) การเกิด DNA hypomethylation ที่บริเวณ moderate-copy repeats เช่นใน retroviruses ซึ่งคือ  
viral RNA ที่สามารถเปลี่ยนกลับไปเป็นดีเอ็นเอ เพื่อให้สามารถแฝงตัวเป็นกาฝากอยู่ในโครโมโซม
ของเซลล์เจ้าบ้านที่มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอได้ซึ่งการเกิด hypomethylation ของ retroviruses 
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ส่งผลให้เกิดการท างานของกระบวนการ transcription เช่นจากการศึกษาของ Howard G และคณะ
ในปีคริสต์ศักราช  2008 ซึ่งท าการศึกษากระบวนการ hypomethylation ของ endogenous retroviral 
DNA พบว่าการเกิ ดกระบวนการ hypomethylation ของ retroviruses จะส่งผลให้ กระตุ้น
กระบวนการ transcription และส่งเสริมกระบวนการเกิดโรคมะเร็งได้ในหนู91  
ค) การเกิด DNA hypomethylation ที่บริเวณ unique sequence ซึ่ง unique sequence จัดเป็น
nonrepetitive มี DNA อยู่ประมาณ 75% ภายในจีโนม การเรียงตัวของเบส มักจะไม่ซ้ ากัน หน้าที่
ของ unique sequence ยังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน แต่พบว่า ส่วนหน่ึงของ DNA ชนิดน้ี ท าหน้าที่เป็น 
structural genes ซึ่งการเกิด DNA hypomethylation ในบริเวณนี้อาจจะส่งผลต่อการแสดงออกที่
เพิ่มขึ้นในยีนที่ส่งเสริมกระบวนการเกิดโรคมะเร็ง 81 ยกตัวอย่างเช่นการศึกษาของ Laner T และ
คณะ ที่ท าการศึกษากระบวนการ methylation ของยีน X-inactive specific transcript (XIST) ใน
มะเร็งต่อมลูกหมาก โดยยีน XIST เป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซม X ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ท าหน้าที่
ส าคัญส่งผลให้เกิดกระบวนการ X inactivation โดยผู้ท าการวิจัยพบว่ามีการแสดงออกที่ต่ าในเนื้อ
เยื้อต่อมลูกหมากปกติ และมีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นเล็กน้อยในเนื้อเยื่อมะเร็งและเซลล์เพาะเลี้ยง
มะเร็งต่อมลูกหมาก จากการศึกษานี้อาจจะเป็นไปได้ว่ากระบวนการเกิด XIST hypomethylation 
อาจส่งผลต่อการเพิ่มระดับการแสดงออกของยีน XIST ในผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก92  
 
1.2.3.3) การเกิด DNA methylation ของยีน 14-3-3σ 

การเกิด DNA methylation ของยีน 14-3-3σ จะเกิดในบริเวณ CpG island ที่อยู่
ภายใน exon แรกของยีนใกล้กับ transcription initiation site มีความยาวทั้งหมดประมาณ 800 bp9 
ปัจจุบันมีรายงานการเกิด DNA methylation ของยีน 14-3-3σ ในหลากหลายโรคมะเร็ง ดังแสดงใน
ตารางที่ 3 
 

การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในโรคมะเร็งเต้านม 
จากการศึกษาของ  Ferguson A และคณะ (2000) ด้วยเทคนิค  Nucleotide 

sequencing ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งเต้านมโดยการออกแบบ primer ครอบคลุม CpG dinucletides 
จ านวน 27 ต าแหน่ง ใน CpG island  พบว่าในชิ้นเน้ือมะเร็งเต้านมเกิด DNA methylation (partial 
หรือ complete methylation) ใน CpG dinucletides ทั้ง 27 ต าแหน่ง9 และเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
methylation specific PCR (MSP) ด้วย primer ที่ครอบคลุม CpG dinucletides ระหว่าง CpG 
dinucletides ต าแหน่งที่ 3 ถึง 9 พบว่าเกิด DNA methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งเต้านมคิดเป็น 86% 
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(43 ตัวอย่าง จากชิ้นเนื้อมะเร็งเต้านม 50 ตัวอย่าง) ซึ่งสอดคล้องกับการสูญเสียการแสดงออกของยีน 
14-3-3 ที่ศึกษาโดยใช้เทคนิค northern blot analysis9  

Luo J และคณะ (2010) ตรวจหาการเกิด  14-3-3σ methylation บริเวณ promoter 
ของยีน ด้วยเทคนิค MSP ในชิ้นเน้ือมะเร็งเต้านม จ านวน 68 ตัวอย่างและชิ้นเนื้อเต้านมปกติจ านวน 
10 ตัวอย่าง พบว่าเกิด 14-3-3σ methylation ในชิ้นเนื้อมะเร็งเต้านม 90% (61 ตัวอย่างจากชิ้นเนื้อ
มะเร็งเต้านม 68 ตัวอย่าง) และไม่พบการเกิด 14-3-3σ methylation ในชิ้นเนื้อเต้านมปกติ อีกทั้ง
พบว่าการเกิด  14-3-3σ methylation สัมพันธ์กับการลดการแสดงออกของยีนเมื่อวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค real time PCR คิดเป็น 83% (15 ตัวอย่างจากชิ้นเนื้อมะเร็งเต้านม 18 ตัวอย่าง) นอกจากนั้น
การเกิด 14-3-3σ methylation ยังสัมพันธ์กับ histology type, grade, และ lymph node metastases 
อย่างไรก็ตามการเกิด  14-3-3σ promoter methylation ไม่สัมพันธ์กับการรอดชีวิต (5 years survival) 
ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม12  

Zurita M และคณะ (2010) ศึกษาการเกิด 14-3-3σ promoter methylation ในซีร่ัม
อาสาสมัครสุขภาพปกติ (healthy control: HC) จ านวน 34 ตัวอย่าง, ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่ไม่แสดง
อาการ ( disease-free breast cancer; DFBC) จ านวน 77 ตัวอย่าง , และซีร่ัมของผู้ป่วยระยะ
แพร่กระจาย  (metastatic breast cancer; MBC) จ านวน 34 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค quantitative 
methylation-specific PCR พบการเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมทั้งในกลุ่มผู้ป่วย DFBC และ 
MBC สูงอย่างมีนัยยะส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม HC นอกจากนั้นจากการวิเคราะห์ด้วย  
ROC analysis พบว่าระดับการเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมยังสามารถแบ่งแยกกลุ่มผู้ป่วย 
MBC จากกลุ่มควบคุม HC ได้ โดยพบว่ามีความไว (sensitivity) 81% และมีความจ าเพาะ 
(specificity) ถึง 96.2% ดังนั้นจึงอาจใช้การตรวจวัด 14-3-3σ promoter methylation ในซีร่ัม เป็นตัว
บ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarker) เพื่อคัดแยกผู้ป่วยกลุ่ม MBC หรือใช้ในการติดตามการรักษาของผู้ป่วย
ในกลุ่มนี้ได้93  

Gheibi A และคณะ  (2012) ท าการศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ใน 20 
ตัวอย่างชิ้นเน้ือปกติ และชิ้นเนื้อมะเร็งจากผู้ป่วยเพศหญิงคนเดียวกัน โดยกลุ่มผู้ป่วยมีอายุ 44-58 ปี 
และใน 20 ตัวอย่างเลือดจากผู้บริจาคซึ่งมีร่างกายแข็งแรง ท าการศึกษาโดย อาศัยเทคนิค MSP พบ
การเกิด  14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือปกติ 20% (4 ตัวอย่าง จาก 20 ตัวอย่าง) และในชิ้นเน้ือ
มะเร็งพบ 70% (14 ตัวอย่าง จาก 20 ตัวอย่าง ) ทดสอบทางสถิติพบว่าระดับการเกิด 14-3-3σ 
methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งมีระดับที่สูงกว่าในชิ้นเน้ือปกติอย่างมีนัยส าคั ญ และพบว่าในตัวอย่าง
เลือดจากกลุ่มประชากรที่มีร่างกายแข็งแรงพบการเกิด 14-3-3σ methylation 20% (4 ตัวอย่าง จาก 
20 ตัวอย่าง ) เช่นเดียวกันกับในตัวอย่างชิ้นเน้ือปกติ อย่างไรก็ตามทีมผู้วิจัยไม่พบความสัมพันธ์
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ระหว่างการเกิด 14-3-3σ methylation กับอายุของผู้ป่วย ดังนั้นจาก การศึกษานี้สามารถยืนยันได้ว่า
การเกิด 14-3-3σ methylation อาจน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในการตรวรจหาโรคมะเร็งเต้านม
ที่มีประสิทธิภาพได้ในอนาคต94  

 
การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในโรคโรคมะเร็งตับ 

Iwata N และคณะ  (2000) ศึกษาการเกิด  14-3-3σ methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือ
ตับปกติ 4 ตัวอย่าง, ชิ้นเน้ือมะเร็งตับ , และชิ้นเน้ือข้างเคียงที่ไม่ใช่มะเร็ง (adjacent non-tumor liver) 
จ านวน 19 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค  bisulfite-single strand conformation polymorphism (bisulfite-
SSCP) พบการเกิด  14-3-3σ hypermethylation ระดับสูงในชิ้นเนื้อมะเร็งตับ  89% (17 ตัวอย่าง จาก
ชิ้นเน้ือมะเร็งตับ 19 ตัวอย่าง) แต่ไม่พบในชิ้นเนื้อตับปกติ สอดคล้องกับการศึกษาการแสดงออกใน
ระดับโปรตีนด้วยเทคนิค immunohistochemistry (IHC) พบว่าในชิ้นเน้ือมะเร็งตับที่เกิด 14-3-3σ 
hypermethylation ไม่มีการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ ในขณะที่พบการแสดงออกของโปรตีน
ชนิดน้ีในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดที่ไม่เกิด methylation ของยีน ส าหรับ adjacent non-tumor liver พบว่ามี
การเกิด 14-3-3σ methylation ในระดับต่ ากว่าชิ้นเน้ือมะเร็งและยังมีการแสดงออกของโปรตีนในทุก
ตัวอย่าง10  

 
การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในโรคมะเร็งเย่ือบุโพรงมดลูก 

จากการศึกษาของ Mhawech P และคณะ  (2005) ได้ท าการศึกษาการเกิด  14-3-3σ 
methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งจ านวน 46 ตัวอย่าง โดยอาศัยเทคนิค MSP พบว่าการเกิด 14-3-3σ 
methylation มีความสัมพันธ์ต่อการแสดงออกที่ลดน้อยลงในระดับโปรตีนโดยอาศัยเทคนิค IHC 
คิดเป็น 57% (26 ตัวอย่าง จาก 46 ตัวอย่าง) จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่ากระบวนการเกิด        
14-3-3σ methylation อาจมีความเกี่ยวข้องต่อการแสดงออกที่ลดลงในระดับโปรตีนในผู้ป่วยด้วย
โรคมะเร็งเยื่อบุโพรงมดลูก11  
 
การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในโรคมะเร็งรังไข่ 

จากการศึกษาของ Akahira J และคณะ  (2004) ศึกษาการเกิด  14-3-3σ methylation 
ในเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง 12 ชนิดด้วยเทคนิค MSP พบว่าเกิด 14-3-3σ methylation ใน
เซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง 7 ชนิด (คิดเป็น 58%) และมีความสัมพันธ์กับการลดการแสดงออกของ
ยีนเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR นอกจากนี้เมื่อตรวจสอบหาความสัมพันธ์ของ
การแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ กับการพยากรณ์โรคในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งรังไข่จ านวน 102 
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ตัวอย่าง พบว่าโปรตีน 14-3-3σ ไม่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้การเกิดมะเร็งรังไข่ได้แต่อย่างไรก็ตาม
การสูญเสียการแสดงออกของโปรตี น 14-3-3σ สัมพันธ์กับการรอดชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งรังไข่ที่
ลดลง (worse overall survival)13  

จากการศึกษาของ Mhawech P และคณะ  (2005) ได้ท าการศึกษาการเกิด 14-3-3σ 
methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งแบบ paraffin-embedded จ านวน 17 ตัวอย่าง โดยอาศัยเทคนิค 
MSP พบว่าการเกิด 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งคิดเป็น 59% (10 ตัวอย่างจากตัวอย่างชิ้น
เน้ือมะเร็ง 17 ตัวอย่าง) และเมื่อศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีนด้วยเทคนิค IHC พบว่าการเกิด 
14-3-3σ methylation มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกที่ลดน้อยลงในระดับโปรตีน  คิดเป็น 33%  
(7 ตัวอย่าง จาก 21 ตัวอย่าง) จึงอาจเป็นไปได้ว่ากระบวนการเกิด 14-3-3σ methylation อาจมีความ
เกี่ยวข้องต่อการแสดงออกที่ลดลงในระดับโปรตีนในผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งรังไข่11  
 
การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 

จากการศึกษาของ Mhawech P และคณะ (2005) ได้ท าการศึกษาการเกิด  14-3-3σ 
methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งจ านวน 40 ตัวอย่าง โดยอาศัยเทคนิค MSP พบว่าการเกิด 14-3-3σ 
methylation มีความสัมพันธ์ต่อการแสดงออกที่ลดน้อยลงในระดับโปรตีนโดยอาศัยเทคนิค IHC 
คิดเป็น 55% (22 ตัวอย่าง จาก 40 ตัวอย่าง) จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่ากระบวนการเกิด        
14-3-3σ methylation อาจมีความเกี่ยวข้องต่อการแสดงออกที่ลดลงในระดับโปรตีนในผู้ป่วยด้วย
โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก11  
 
การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในโรคมะเร็งท่ีหลังโพรงจมูก 

จากการศึกษาของ Yi B และคณะ  (2009) ได้ท าการศึกษาการเกิด  14-3-3σ 
methylation ในเซลล์มะเร็ง ที่หลังโพรงจมูก เพาะเลี้ยงจ านวน 4 ตัวอย่าง , ในชิ้นเน้ือปกติ  (non-
cancerous nasopharyngeal epithelial tissue ;NNET) จ านวน  25 ตัวอย่าง และ ในชิ้นเน้ือมะเร็ง 
(nasopharyngeal carcinoma ;NPC) จ านวน75 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค MSP จากการศึกษาพบการเกิด 
14-3-3σ promoter methylation ในเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงทั้งหมด 100% และผลในชิ้นเน้ือพบว่าใน 
NPC มีระดับ 14-3-3σ methylation คิดเป็น 84% (63 ตัวอย่างจาก 75 ตัวอย่าง) ซึ่งสูงกว่าใน  NNET 
ที่พบระดับ 14-3-3σ methylation คิดเป็น 28% (7 ตัวอย่าง จาก 25 ตัวอย่าง) และได้รายงานว่าการ
เกิด 14-3-3σ methylation มีความสัมพันธ์เชิงลบกับการแสดงออกทั้งในระดับ mRNA เมื่อศึกษา
ด้วยเทคนิค RT-PCR และการแสดงออกในระดับ โปรตีนเมื่อศึกษาด้วยวิธี western blot และ IHC 
อีกทั้ง ยังเป็นการรายงานคร้ังแรกที่พบว่าการเกิด 14-3-3σ methylation สัมพันธ์กับ การเกิด
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แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยัง  lymph node และอวัยวะห่างไกล  (distant metastasis) ในผู้ป่วย
ด้วยโรคมะเร็งที่หลังโพรงจมูก95  

 
การศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในมะเร็งปอด 

Osada H และคณะ (2002) พบการเกิด 14-3-3σ methylation โดยอาศัยเทคนิค MSP 
ในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง 37 ชนิด สามารถตรวจพบความผิดปกติดังกล่าวได้ในเซลล์มะเร็งปอด
เพาะเลี้ยงชนิด SCLC คิดเป็น 69% และในชนิด large cell carcinoma คิดเป็น 57% ในขณะที่ชนิด 
NSCLC พบเพียง 6% ซึ่งสอดคล้องกับผลการแสดงออกที่ลดลงหรือไม่พบการแสดงออกในระดับ
โปรตีนที่ศึกษาในชิ้นเน้ือมะเร็งปอด ซึ่งพบความผิดปกติดังกล่าวในชนิด SCLC ทั้งหมดในทุก
ตัวอย่าง (8 ตัวอย่าง ) ในขณะที่พบเพียง 5% ในชนิด NSCLC การการศึกษาคร้ังนี้ทีมผู้สรุปว่าเป็น
การรายงานคร้ังแรกของการขาดหายไปหรือลดลงในการแสดงออกในระดับโปรตีน อาจเป็นผลมา
จากการเกิด  14-3-3σ methylation ในมะเร็งปอดชนิด SCLC แต่ไม่ใช่ในชนิด NSCLC ซึ่งอาจ
เป็นไปได้ว่าผลของการเกิด 14-3-3σ methylation อาจมีความจ าเพาะกับลักษณะทางพยาธิวิทยาหรือ
ชนิดของโรคมะเร็ง14 

Ramirez และคณะ (2005) รายงานการเกิด  14-3-3σ methylation โดยอาศัยเทคนิค 
MSP ในตัวอย่างซีร่ัมผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่ได้รับยาเคมีบ าบัด ชนิด Cisplatin-Plus-
Gemcitabine จ านวน 115 ตัวอย่าง โดยพบว่าในผู้ป่วยที่มีเกิด 14-3-3σ methylation (39 ตัวอย่าง จาก 
115 ตัวอย่าง ) จะมีอัตราการรอดชีวิตที่สูงกว่าในผู้ป่วยที่ไม่มีการเกิ ด 14-3-3σ methylation (76 
ตัวอย่าง จาก 115 ตัวอย่าง) และเมื่อมีการจัดกลุ่มออกเป็นผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษาจ านวน 51 
ตัวอย่างจาก 115 ตัวอย่าง พบว่าผู้ป่วยในกลุ่มนี้เมื่อตรวจพบการเกิด 14-3-3σ methylation (22 
ตัวอย่างจาก 51 ตัวอย่าง) จะมีอัตราการรอดชีวิตที่ดีกว่าผู้ป่วยที่ไม่มีการเกิด 14-3-3σ methylation 
(29 ตัวอย่าง จาก 51 ตัวอย่าง ) เช่นเดียวกัน จากการศึกษานี้อาจจะกล่าวได้ว่าการเกิด 14-3-3σ 
methylation อาจสามารถน ามาพยากรณ์อัตราการรอดชีวิตที่ดีในกลุ่มผู้ป่วย NSCLC ที่ได้รับการ
รักษาด้วยยาเคมีบ าบัดชนิด Cisplatin-Plus-Gemcitabine ได้15 

Vijayababu M และคณะ  (2011) ศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation ในตัวอย่าง 
ชิ้นเน้ือปกติ 12 ตัวอย่าง และในชิ้นเนื้อมะเร็งปอด NSCLC ชนิด ADC และ SCC จ านวน  24 
ตัวอย่าง โดยอาศัยเทคนิค massaray เปรียบเทียบกับการแสดงออกในระดับ mRNA โดยอาศัย
เทคนิค real-time PCR พบว่า ในชิ้นเนื้อเน้ือปกติมีอัตราการเกิด  14-3-3σ methylation (อยู่ในช่วง 
65-75%) สูงกว่าในชิ้นเน้ือมะเร็ง (อยู่ในช่วง 8-75%) ซึ่งพบว่าระดับการเกิด 14-3-3σ methylation ที่
ต่ าในชิ้นเนื้อมะเร็งมีความสัมพันธ์กับการแสดงออกระดับ mRNA ที่สูงเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
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quantitative RT-PCR จากการศึกษานี้อาจจะมีความเป็นไปได้ว่าการแสดงออกที่ผิดปรกติของยีน 
14-3-3σ อาจเกิดจากระดับของ 14-3-3σ methylation ที่เปลี่ยนแปลงไป96  

 Shiba-Ishii A และคณะ (2012) ศึกษาการเกิด 14-3-3σ methylation โดยอาศัย
เทคนิค real-time methylation-specific PCR ในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยง 8 ชนิด และในชิ้นเน้ือ
มะเร็งปอด 32 ตัวอย่าง โดย 11 ตัวอย่างเป็นมะเร็งปอดชนิด ADC in situ และ 21 ตัวอย่างเป็นมะเร็ง
ปอดชนิด invasive ADC จากผลการศึกษาพบว่าในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดชนิด ADC in situ มีการเกิด 
14-3-3σ methylation อย่างสมบูรณ์ ส่งผลให้ระดับการแสดงออกของ ยีนและโปรตีนสูญเสียไป 
ในขณะที่ในชิ้นเนื้อมะเร็งปอดชนิด invasive ADC มีการเกิด 14-3-3σ methylation ลดลง และมี
ระดับการแสดงออกของ ยีนและโปรตีนเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง มะเร็งปอดชนิด 
ADC in situ จากการศึกษานี้อาจกล่าวได้ว่าการเกิด 14-3-3σ methylation อาจมีความเกี่ยวข้องกับ
การด าเนินโรคที่รุนแรงมากยิ่งขึ้นในผู้ป่วยด้วยมะเร็งปอดชนิด ADC97  
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ตารางท่ี 3 กระบวนการ 14-3-3σ methylation ที่มีผลต่อการแสดงออกในหลายโรคมะเร็ง 
โรค 
มะเร็ง 

การเกิด CpG methylation การเกิด down-regulation อ้างอิง 

เต้านม 86% (43/50) primary tumors 
100% (32/32) microdissected carcinoma 

96% (43/45) primary tumors ในระดับ mRNA  
และไม่ได้ท าการศึกษาในระดับโปรตีน 

Ferguson A และคณะ(2000)9 

0% (0/10) normal tissues 
90% (62/68) tumor tissues 

83% (15/18) primary tumors ในระดับ mRNA  
และไม่ได้ท าการศึกษาในระดับโปรตีน 

Luo J และคณะ (2010)12 
 

low level in serum of healthy control and disease-free breast cancer 
high  level metastatic breast 

ไม่ได้ท าการศึกษาทั้งในระดับ mRNA  
และระดับโปรตีน 

Zurita M และคณะ (2010)92 

ตับ 89% (17/19) primary HCC 88% (14/16) primary HCC ในระดับโปรตีน  
และไม่ได้ศึกษาในระดับ mRNA 

Iwata N และคณะ (2000)10 

รังไข ่ 58% (7/12) ovarian cancer cell linesmicrodissected ADC 58% (7/12) ovarian cancer cell lines ในระดับ mRNA  
และ 26% (27/102) primary ADC ในระดับโปรตีน 

Akahira J และคณะ (2004)13 
 

59% (10/17) ovarian tumor tissues 33% (7/21) of primary ADC ในระดับโปรตีน  
และไม่ได้ศึกษาในระดับ mRNA 

Mhawech P และคณะ (2005)11 

เยื่อบุ 
โพรงมดลูก 

57% (26/46) primary ADC 43 % (20/46) primary ADC  
และไม่ได้ท าการศึกษาในระดับ mRNA 

Akahira J และและคณะ(2004)13 

ปอด 33% (/24) microdissected primary SCLC, 69% (9/13) SCLC cell 
lines, 57% (4/7) large-cell NSCLC cell lines and 6% (1/17) other 
NSCLC cell lines 

100% (8/8) primary SCLC, 5% (1/22) primary 
NSCLC และไม่ได้ท าการศึกษาในระดับ mRNA 

Osada H และและคณะ (2002)14 
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1.2.3) DNA ท่ีถูกปลดปล่อยออกมาภายในกระแสเลือด (circulating free DNA; CFDNA) 
 

CFDNA คือ DNA ที่ถูกปลดปล่อยออกมาภายในกระแสเลือด  ถูกพบและรายงาน
คร้ังแรกโดย Mandel P. และ Metais P. ในปีคริสต์ศักราช 1948 และในปีคริสต์ศักราช 1977 จาก
การศึกษาของ Leon S.A. และคณะ 98 พบระดับ  CFDNA ที่สูงผิดปกติในตัวอย่างซีร่ัมในผู้ป่วย
หลากหลายโรคมะเร็งเมื่อเปรียบเทียบกับในซีรั่มของคนที่ไม่เป็นโรคมะเร็ง โดยได้ท าการศึกษาใน
ซีร่ัมของผู้ป่วยมะเร็งต่างๆจ านวน 173 ตัวอย่าง และซีร่ัมของผู้ที่ไม่เป็นมะเร็งจ านวน 55 ตัวอย่าง 
โดยอาศัยเทคนิค radioimmunoassay พบว่าในซีร่ัมของ ผู้ป่วยมะเร็งพบ  CFDNA มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
180±38 ng/ml และในซีร่ัมของผู้ไม่ป่วยเป็นโรคมะเร็งพบ CFDNA มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 13±3 ng/ml98 
จากการรายงานค่าข้างต้นพบว่า ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ CFDNA ในเลือดผู้ป่วยมะเร็งมีค่าสูงกว่า
ในเลือดคนปกติมากกว่า 10 เท่า จึงเป็นที่น่าสนใจว่า CFDNA อาจสามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทาง
ชีวภาพส าหรับวินิจฉัยโรค หรือพยากรณ์โรคได้ ปัจจุบันพบว่ามีการพยายามศึกษา เพื่อน า CFDNA 
มาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ ทั้งในแง่ที่เกี่ยวกับการเกิด mutation หรือ epigenetig ของยีนต่างๆใน
หลายโรคมะเร็ง 99 อย่างไรก็ตามปริมาณที่มากขึ้นของ CFDNA ภายในกระแสเลือดไม่ได้มีสาเหตุ
จากเซลล์มะเร็งในผู้ป่วยมะเร็งเพียงเท่านั้น มีรายงานว่า CFDNA อาจมาจากผู้ป่วยที่เป็นเนื้องอก , 
เป็นโรคที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ, เป็นโรคหลอดเลือดสมอง, ผู้ป่วยที่มีภาวะบาดเจ็บ หรือภาวะการ
ติดเชื้อได้เช่นกัน 99 โดยปัจจุบันกลไกทางชีวภาพเกี่ยวกับการปลดปล่อย CFDNA ออกมาภายใน
กระแสเลือดยังไม่เป็นที่ชัดเจนมากนัก แต่ในปัจจุบันมีสองกลไกหลักที่ถูกน าเสนอคือ 1) ผ่าน
กระบวนการ apoptosis หรือ necrosis ซึ่งเซลล์จะถูกท าลายและปล่อย CFDNA ออกมาในกระแส
เลือด 2) จากเซลล์ปกติที่อยู่ใกล้เคียงกับเซลล์มะเร็งและก าลังจะแก่ตาย ท าการปลดปล่อย CFDNA 
ออกมา100 (ภาพที่ 10) โดยมีการรายงานสนับสนุนคือ ในการศึกษาของ Jahr S. และคณะ พบว่า
รูปแบบการแตกหักของ CFDNA ที่พบมีลักษณะคล้ายกับรูปแบบการแตกหักจากเซลล์ที่เกิด 
apoptosis มีลักษณะเป็น apoptosis ladder จากการศึกษานี้จึงเป็นไปได้ว่า CFDNA ที่ถูกปลดปล่อย
ออกมาภายในกระแสเลือดอาจมาจากกระบวนการเกิด apoptosis ของเซลล์มะเร็ง 101 ต่อมาจาก
การศึกษาของ Diehl F. และคณะ ได้ศึกษาการกลายพันธ์ (mutations) ของยีน Adenomatous 
polyposis coli (APC) โดยท าการศึกษาใน CFDNA จากพลาสมาของผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็งล าไส้ โดย
ผู้ท าการวิจัยข้างต้นพบความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด APC mutation กับ DNA ที่เกิดการแตกหัก แต่
ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่าง APC mutation กับ DNA ที่ไม่มีการแตกหัก 102 จากการศึกษาข้างต้น
ผู้ท าการวิจัยได้สรุปว่า การเกิด mutation ใน DNA ที่มีการแตกหัก อาจมีต้นก าเนิดมาจากเซลล์ที่มี
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การตายแบบ necrotic ซึ่งผ่านทางการท างานของเซลล์ macrophages ซึ่งเข้าไปท าลายและปล่อย 
DNA ที่มีการแตกหักบางส่วนออกมา สุดท้ายส าหรับกลไกที่ถูกเสนอว่า CFDNA บางส่วนมาจาก
จากเซลล์ปกติที่อยู่ใกล้เคียงหรือรอบๆเซลล์มะเร็ง จากการศึกษาของ Jahr S. และคณะ พบว่าจาก 
CFDNA ทั้งหมด นอกจากมาจากเซลล์มะเร็งแล้ว ก็เป็นเป็นได้ว่าบางส่วนอาจมาจากเซลล์ปกติ
รอบๆเซลล์มะเร็งที่เกิดความเสียหายเนื่องจากการขยายตัวของเซลล์มะเร็ง และท าการปลดปล่อย 
CFDNA ออกมา101  
 

ภาพท่ี 10 กลไกที่ถูกน าเสนอว่าเป็นไปได้ ในการปลดปล่อย CFDNA ออกมาภายในกระแสเลือด; 
ภาพ ก. แสดง CFDNA ถูกปล่อยเมื่อเซลล์ผ่านกระบวนการ apoptosis หรือ necrosis และภาพ ข.  
แสดง CFDNA ที่ถูกปล่อยจากเซลล์ปกติที่อยู่ใกล้เคียงกับเซลล์มะเร็ง ดัดแปลงจาก Gormally E. 
และคณะ, 2007100  
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1.3 วัตถุประสงค์ 
 
1. เพื่อตรวจสอบการเกิด 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งและซีร่ัมของผู้ป่วย NSCLC 
2. วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งและซีร่ัม

ของผู้ป่วย NSCLC 
3. วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด 14-3-3σ methylation กับการแสดงออกในระดับ

ยีนและโปรตีน ในชิ้นเนื้อของผู้ป่วย NSCLC 
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 
2.1 วัสดุและอุปกรณ์ 
2.1.1 สารเคมี 

ชื่อสารเคมี บริษัทผู้ผลิต 

Absolute ethanol Avantor performance materials, Inc. 
Acrylamide/Bis solution 19:1 Amresco 
Agarose Merck Millipore 
Ammonium persulfate Usb corporation 
Beta-mercaptoethanol (beta-ME) Sigma-Aldrich corporation 
Boric acid Merck Millipore 
Chloroform RCI lab-scan 
Citric acid Ajax Finechem Pty Ltd. 
Diethylpyrocarbonate water (DEPC) Amresco 
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Avantor performance materials, Inc. 
DNA ladder New England Biolabs 
dNTP mixture: dATP, dTTP, dGTPและ dCTP Amresco 
Ethedium bromide (EtBr) Sigma-Aldrich corporation 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Bio Basic INC. 
EZ DNA Methylation-Gold Kit Zymo research corporation 
Glacial acetic acid VWR Corporate 
Hydrogen chloride (HCl) Honeywell international, Inc. 
Isoamyl alcohol BIO BASIC Int. 
Magnesium chloride (MgCl2) Thermo Fisher Scientific Inc. 
Methylated & non-methylated DNA 
Mouse monoclonal (IgG1) anti-14-3-3σ antibody 
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethanediamine (TEMED) 
NovoLink Min Polymer Detection system kit 
Sodium hydroxide (NaOH 

Zymo research corporation  
Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Usb corporation 
Leica microsystems 
Sigma-Aldrich corporation 
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ชื่อสารเคมี บริษัทผู้ผลิต 
PCR buffer Thermo Fisher Scientific Inc. 
Permount mounting medium Merck Millipore 
Phenol saturated Amresco 
Platinum taq DNA polymerase Thermo Fisher Scientific Inc. 
Potassium chloride (KCl) Ajax finechem Pty Ltd. 
Potassium Dihydrogen Phosphate (KH2PO4) RCI lab-scan 
Proteinase K Amresco 
RNAlater Qiagen 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Usb corporation 
Taq DNA polymerase Thermo Fisher Scientific Inc. 
Tris base Merck Millipore 
Viral RNA Mini Kit Qiagen 
Xylene Avantor performance materials, Inc. 
 
2.1.2 อุปกรณ์ 

ชื่ออุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต 

Gel docTM XR and ChemidocTM XRS+ Image LabTM 3.0 Bio-Rad 
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer Thermo Scientific 
Thermo cycle 1000TM Bio-Rad 
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2.2 วิธีการวิจัย วิธีการเก็บตัวอย่าง และรายละเอียดตัวอย่างในการศึกษา 
 

การศึกษาคร้ังนี้ท าการเก็บตัวอย่างสองส่วนคือชิ้นเน้ือปอดและเลือด (ภาพที่ 11)  
1) ตัวอย่างชิ้นเน้ือปอด  โดยชิ้นเน้ือปอดทั้งหมดได้รับจากผู้ป่วยที่เข้ารับการวินิจฉัยโรคใน
โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ ในช่วงเดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2555 ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 โดย
ผู้ป่วยต้องลงนามให้ความยินยอมเป็นลายลักษณ์อักษรก่อนการเก็บตัวอย่าง การเก็บชิ้นเน้ือปอดจะ
คัดเลือกตัวอย่างชิ้นเน้ือที่ต้องการจากผู้ป่วยที่เข้ารับการวินิจฉัยจ านวน 62 ตัวอย่าง โดยหลังการ
วินิจฉัยพบผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด NSCLC จ านวน 36 ราย ที่เหลือเป็นผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด SCLC 
จ านวน 1 ราย, ผู้ป่วยวัณโรคปอดและโรคปอดอักเสบอื่นๆจ านวน 22 ราย และเป็นปอดปกติจ านวน 
3 ราย ในจ านวนผู้ป่วยชนิด NSCLC (n=36) มี 2 ราย ที่สามารถเก็บชิ้นเน้ือปอดปกติได้จากบริเวณ 
loop ที่แตกต่างจากเก็บชิ้นเนื้อมะเร็ง ฉะนั้นในการศึกษาครั้งน้ีจะได้ชิ้นเนื้อปอดปกติที่ไม่ใช่มะเร็ง 
(non-tumor lung tissue) จ านวน 5 ราย ดังแสดงในภาพที่ 11 ส าหรับชิ้นเน้ือใช้ศึกษาแบ่งเป็น 3 ส่วน 
(ภาพที่ 11) 

1.1) น าตัวอย่างชิ้นเน้ือทั้งหมด จ านวน 36 ตัวอย่าง แบ่งออกเป็นตัวอย่างชนิด SCC 
จ านวน 15 ตัวอย่าง, ADC จ านวน 17 ตัวอย่างและชนิด unclassified type จ านวน 4 ตัวอย่าง มาสกัด 
DNA ด้วยวิธีมาตรฐานฟีนอล-คลอโรฟอร์ม  เพื่อตรวจสอบการเกิด 14-3-3σ methylation โดยอาศัย
เทคนิค Methylation specific PCR (MSP) (ตารางที่ 4) 

1.2) น าชิ้นเนื้อมะเร็งมาสกัด RNA ด้วย RNeasy Mini Kit (QAIGEN) เพื่อ
ตรวจสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของ 14-3-3σ โดยอาศัยเทคนิค Reverse Transcriptase PCR 
(RT-PCR) โดยชิ้นเนื้อจะถูกน ามาแช่ในน้ ายาเฉพาะ ( RNAlater) ทันทีหลังเก็บเพื่อป้องกันการ
เสียหายของ RNA และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4  °C นาน 16 ชั่วโมง ก่อนน าชิ้นเนื้อออกจาก RNAlater 
และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 °C จนกระทั่งน าไปวิเคราะห์  ในการศึกษาส่วนน้ีท าใน 32 ตัวอย่าง 
เน่ืองจากมี 4 ตัวอย่างเกิด RNA degraded (ตัวอย่างชนิด ADC จ านวน 3 ตัวอย่างและชนิด 
unclassified type จ านวน 1 ตัวอย่าง) (ตารางที่ 4) 

1.3) น าชิ้นเนื้อมะเร็งไปท า paraffin block เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของ
โปรตีน 14-3-3σ โดยอาศัยเทคนิค Immunohistochemistry (IHC) การทดลองนี้ศึกษาใน 32 ตัวอย่าง 
เน่ืองจากมี 3 ตัวอย่างชิ้นเน้ือไม่เพียงพอน ามาท า paraffin block และ 1 ตัวอย่างชิ้นเน้ือมีเซลล์มะเร็ง
น้อยไม่เพียงพอส าหรับน ามาวิเคราะห์ผล จาก 4 ตัวอย่างแบ่งเป็นตัวอย่างชนิด  SCC จ านวน 2 
ตัวอย่าง, ADC จ านวน 1 ตัวอย่างและชนิด unclassified type จ านวน 1 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4) 
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2) ตัวอย่างเลือด ส าหรับการเก็บตัวอย่างเลือดเพื่อน ามาแยกซีร่ัม  ส่วนแรกได้ซีรั่มจากคู่ตัวอย่างชิ้น
เน้ือมะเร็ง NSCLC จ านวน 36 ตัวอย่าง และส่วนที่สองได้จากอาสาสมัครสุขภาพปกติจ านวน 7 ราย 
โดยตัวอย่างเลือดถูกเก็บโดยนักเทคนิคการแพทย์คร้ังละ 7-10 มิลลิลิตร ตัวอย่างเลือดจะถูกน ามาตั้ง
ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 2 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างปั่นแยกเพื่อเก็บซีร่ัมที่ความ เร็วรอบ 1,600 xg 
เป็นเวลา 10 นาที เก็บซีร่ัมไว้ที่อุณหภูมิ - 70 C° เพื่อน ามาสกัด DNA เพื่อตรวจสอบการเกิด DNA 
methylation ด้วยเทคนิค MSP (ตารางที่ 4) 

และสุดท้ายน าผลการศึกษาที่ได้ไปวิเคราะห์ทางสถิติ (ภาพที่11) โดยก่อนท าการ
เก็บตัวอย่างในผู้ป่วย โครงการวิจัยได้ยื่นเร่ืองและผ่านการพิจารณา ได้รับความเห็นชอบจาก
คณะกรรมการจริยธรรมด้านวิจัยเกี่ยวกับการบริบาลผู้ป่วย สิ่งส่งตรวจ และสังคมศาสตร์ จากคณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์แล้ว หมายเลข EC 55-020-04-1-2 (ภาคผนวก จ) 
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ภาพท่ี 11 แสดงตัวอย่างและวิธีการที่ใช้ในการศึกษา 
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ตารางท่ี 4 ชนิดและจ านวนตัวอย่างในแต่ละขั้นตอนการศึกษา 

Sample ydutS Type of sample Note 
  NSCLC sample  
  SCC ADC Unclassified type Total  

Tissue 
and 

Serum 

DNA 
methylation 

15 17 4 36 - 

Tissue mRNA 
expression 

15 
 

14 3 32 4 degraded RNA 

Tissue Protein 
expression 

13 
 

16 
 

3 
 

32 3 samples, tissues were not 
adequate and 1 sample, there 
was no cancer cells 

  Non-tumor sample  
  Total cases  

Tissue DNA 
methylation 

5 - 
Serum 7 - 

 
2.2.2 การสกัดสารพันธุกรรม (DNA และ RNA) 
 
การสกัด DNA จากตัวอย่างชิ้นเน้ือ 

น าชิ้นเน้ือมาบดให้ละเอียดบนน้ าแข็ง เติม SLB (2M Tris, 0.4M EDTA, 3M NaCl, 
20% SDS) ปริมาตร 600 µl, 1 M ß-mercaptanol ปริมาตร 15 µl, 10 mg/ml proteneinase K ปริมาตร 
6 µl บ่มที่อุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 3 ชม. น าไปปั่นหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 xg เป็นเวลา 10 นาที 
เก็บสารละลาย ส่วนใสด้านบน เติมสารประกอบ phenol: chloroform: isoamyl alcohol สัดส่วน 
25:24:1 ปริมาตรหนึ่งเท่าตัวของสารละลาย ใสด้านบนที่เก็บได้ และผสม ให้เข้ากันโดยการพลิก
หลอดขึ้นลงเป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่นหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บ
สารละลายส่วนใสด้านบน เติมสารประกอบ phenol: chloroform: isoamyl alcohol สัดส่วน 25:24:1 
ปริมาตร หนึ่ง เท่าตัวของสารละลายใสด้านบนที่เก็บได้อีกคร้ัง  และผสมให้เข้ากันโดยการพลิก
หลอดขึ้นลงเป็นเวลา 10 นาที ปั่นหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บสารละลาย
ส่วนใสด้านบนเติม chloroform: isoamyl alcohol สัดส่วน 24:1 ปริมาตรหนึ่งเท่าตัวของสารละลาย
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ใสด้านบนที่เก็บได้ และผสม ให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลงเป็นเวลา 10 นาที  ปั่นหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 13,000 xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บสารละลายส่วนใสด้านบนมาตกตะกอน DNA ด้วย 
100% ethanol ปริมาตรสองเท่าของสารละลายใสด้านบนที่เก็บได้  ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 
xg เป็นเวลา 20 นาที ดูด ethanol ทิ้ง เก็บตะกอน  DNA ไว้ ล้างตะกอน  DNA ด้วย 70% ethanol 
ปริมาตร 500 µl ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 xg เป็นเวลา 20 นาที ดูด ethanol ทิ้ง ระเหยแห้ง
ตะกอน DNA โดยเปิดฝาหลอดและวางคว่ าไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณครึ่งชั่วโมง หรือ
จนกว่าตะกอน DNA แห้ง ละลายตะกอน DNA โดยเติมน้ า DEPC ที่ปราศจากเชื้อ 

 
การสกัด DNA จากตัวอย่างซีร่ัม 

ตั้งต้นด้วยซีร่ัมปริมาตร 348 µl เติม 20% SDS ปริมาตร 150 µl เติม 10 mg/ml 
proteneinase K ปริมาตร 102 µl ที่ละลายในสารละลาย SLB เขย่าสารละลายให้เข้ากัน  บ่มในเคร่ือง
บ่มแบบเขย่า 160 rpm ที่อุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 3 ชม. หรือจนกว่าสารละลายใส  เติมสารประกอบ 
phenol: chloroform: isoamyl alcohol สัดส่วน 25:24:1 ปริมาตรหนึ่งเท่าตัวของสารละลาย  ผสมให้
เข้ากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลงเป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่นหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 16,000 xg เป็น
เวลา 10 นาที ที่ 4 °C เก็บสารละลายส่วนใสด้านบน เติมสารประกอบ phenol: chloroform: isoamyl 
alcohol สัดส่วน 25:24:1 ปริมาตรหนึ่งเท่าตัวของสารละลายใสด้านบนที่เก็บได้อีกคร้ั งผสมให้เข้า
กันโดยการพลิกหลอดขึ้นลงเป็นเวลา 10 นาที ปั่นหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 16,000 xg เป็นเวลา 10 นาที 
เก็บสารละลายส่วนใสด้านบน เติม chloroform: isoamyl alcohol สัดส่วน 24:1 ปริมาตรหนึ่งเท่าตัว
ของสารละลายใสด้านบนที่เก็บได้  ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลงเป็นเวลา 10 นาที ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 16,000 xg เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใสด้านบนมาตกตะกอน 
DNA ด้วย 100% ethanol ปริมาตรสองเท่าของสารละลายใสด้านบนที่เก็บได้  บ่มที่อุณหภูมิ -70 °C 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 xg เป็นเวลา 20 นาที ดูด ethanol ทิ้ง เก็บ
ตะกอน DNA ไว้ ล้างตะกอน DNA ด้วย 70% ethanol ปริมาตร 500 µl ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 xg เป็นเวลา 20 นาที ดูด ethanol ทิ้ง ระเหยแห้งตะกอน DNA โดยเปิดฝาหลอดและวางคว่ า
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณครึ่งชั่วโมงหรือจนกว่าตะกอน DNA แห้ง ละลายตะกอน DNA 
โดยเติมน้ า DEPC ที่ปราศจากเชื้อ 
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การสกัด RNA จากตัวอย่างชิ้นเน้ือ 
การสกัด RNA จากชิ้นเนื้อจะใช้ชุด RNeasy Mini Kit โดยมีขั้นตอนดังน้ีน าชิ้นเนื้อ

มาเติมสาร RLT buffer ที่มีส่วนผสมของ beta-ME ปริมาตร 600 µl ท าให้ชิ้นเนื้อและสารละลาย
เป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้แท่งบดชิ้นเนื้อ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 xg เป็นเวลา 3 นาที เก็บ
ส่วนละลายใสด้านบน  เติม 70% ethanol ปริมาตรหนึ่งเท่าตัวของสารละลาย และผสมสารโดยการ
พลิกหลอดขึ้นลง  ดูดสารละลาย ปริมาตร 700 µl มาท าบริสุทธิ์โดยใช้คอลัมน์ (RNeasy spin 
column) ด้วย RPE buffer ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 xg เป็นเวลา 2 นาที เป็นจ านวน 2 คร้ัง 
ท าการชะสารโดยใช้ RNase-free water ปริมาตร 30 µl  

ท้ายสุดทั้ง DNA และ RNA ที่ได้จะน ามาตรวจวัด เชิงคุณภาพของสารพันธุกรรรม
ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 1% agarose และตรวจวัดความเข้มข้นและความบริสุทธิ์โดยใช้ 
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer ก่อนน าไปใช้และท าการเก็บ DNA และ RNA 
ไว้ที่อุณหภูมิ -70 °C จนกระทั่งน าไปวิเคราะห์ 

 
2.2.3 วิธีการ Methylation specific PCR (MSP) 

 
การตรวจวัด DNA methylation จะท าโดยอาศัยเทคนิค MSP ซึ่งวิธีการ MSP 

ประกอบด้วย 2 ขั้นตอนคือ 
1) Bisulfite treatment  

Bisulfite treatment เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ genomic DNA 
โดยมีหลักการคือ เร่ิมแรก DNA ถูกท าให้เสียสภาพ  (denaturation) โดยอาศัยความร้อน หรือ
สารเคมี จากนั้นดัดแปลงโครงสร้างด้วยสาร sodium bisulfite (HSO3

-) โดยในขั้นตอนนี้อาศัย
ปฏิกิริยา 3 ปฏิกิริยา ดังภาพที่ 12 1) sulfonation คือกระบวนการที่มีการเติมหมู่ซัลไฟต์ (SO3

-) ที่เบส
ไซโตซีน (cytosine) คาร์บอนตรงต าแหน่งที่ 6 ส่งผลท าให้ cytosine เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
กลายเป็น cytosine sulfonate, 2) จากนั้นจะเข้าสู่ปฏิกิริยา hydrolytic deamination โดยมีการเติมน้ า
และน าหมู่ NH2 ตรงคาร์บอนต าแหน่งที่ 4 ส่งผลให้โมเลกุลอยู่ในรูปที่เรียกว่า uracil sulfonate, และ 
3) กระบวนการ alkali desulfonation ซึ่งเป็นการน าหมู่ SO3- ออกจากคาร์บอนต าแหน่งที่ 6 ท าให้
เกิดเบสยูราซิล โดยปฏิกิริยาข้างต้นจะเกิดขึ้นเฉพาะเบส cytosine ที่ไม่มีหมู่ methyl เกาะอยู่ แต่ใน
สภาวะเดียวกันจะไม่เข้าไปเปลี่ยนแปลงเบส cytosine ที่มีหมู่ methyl เกาะอยู่ ส่งผลให้บริเวณนั้น
ยังคงเป็นเบส cytosine ดังเดิม 
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ภาพท่ี 12 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างจากเบส cytosine ไปเป็นเบส uracil โดยอาศัยวิธีการ bisulfite 
treatment103  
 

ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ DNA จะอาศัยชุด EZ DNA 
Methylation-Gold Kit โดยมีขั้นตอนดังน้ี  ใช้ genomic DNA เร่ิมต้นปริมาตร 500 ng-1 µg เติมสาร 
CT conversion reagent ปริมาตร 130 µl จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง thermo cycle 1000 TM 
ซึ่งgenomic DNA จะถูกท าให้เสียสภาพที่อุณห ภูมิ 98 C° เป็นเวลา 10 นาที และถูกเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างที่อุณหภูมิ 64 C° เป็นเวลา 2.30 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างมาท าบริสุทธิ์โดยใช้คอลัมน์
ด้วย M-Wash buffer 1 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นน ามา
เติมสาร M-Desulphonation buffer เพื่อน าหมู่ SO3

-ออก ท าการล้างด้วย M-Wash buffer และปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบและเวลาเท่าเดิมอีก 2 ครั้ง ท าการชะสารโดย elution buffer ปริมาตร 15 µl 
จากนั้นน า DNA ไปวัดความเข้มข้นด้วยเคร่ือง NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer 
ท าการเก็บตัวอย่าง bisulfite treated DNA ไว้ที่ -20 C° จนกระทั่งน าไปวิเคราะห์ 
2) Polymerase chain reaction (PCR)  

วิธีการ PCR ในขั้นตอนนี้ท าเพื่อเพิ่มจ านวนปริมาณ bisulfite treated DNA ใน
ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 µl ต่อหนึ่งปฏิกิริยา  ซึ่งประกอบด้วย bisulfite treated DNA ปริมาณ 50 
ng, 1X PCR buffer ปริมาตร 2 µl, 1.5 mM MgCl2ปริมาตร 0.6 µl, 0.2 mM dNTP ปริมาตร 1.6 µl, 
0.2 pmole forward และ reverse primer ปริมาตร 0.4 µl, 0.04 U/L platinum taq DNA polymerase 
ปริมาตร 0.16 µl และน้ า DEPC โดยคู่ไพรเมอร์จะประกอบไปด้วยต าแหน่ง CG dinucleotide 2 
ต าแหน่งในแต่ละเส้นของคู่ไพร์เมอร์ คือ CG dinucleotide ต าแหน่ง 3 และ 4 ในเส้น forward และ
ต าแหน่ง  8 และ 9 ในเส้น reverse primer (แสดงรายละเอียดในภาคผนวก ก. ) โดยไพร์เมอร์
methylation มีล าดับนิวคลีโอไทด์ คือ forward: 5’-GATATGGTAGTTTTTATGAAAGGCGTCG-
3’ และ reverse: 5’-CCTCTAACCGCCCACCACG-3’ ขนาดของ MSP product เท่ากับ 108 bpและ
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ไพร์เมอร์  unmethylation มีล าดับนิ วคลีโอไทด์คือ forward: 5’-GATATGGTAGTTTTTA 
TGAAAGGTGTTGTG-3’ และ reverse: 5’-CCCTCTAACCACCCACCACA-3’ ขนาดของ MSP 
product เท่ากับ 109 bp15 โดยในการศึกษาใช้ universal methylated & non-methylated DNA เป็นตัว
ควบคุมส าหรับ methylation และ unmethylation primer ในแต่ละคู่ไพรเมอร์  และใช้ H2O เป็นตัว
ควบคุมที่ปราศจาก DNA ตั้งต้น 

ท าการ เพิ่มจ านวน DNA ด้วยเคร่ือง thermo cycle 1000 TM โดยปฏิกิริยา
ประกอบด้วยขั้นตอน denaturation ซึ่งใช้อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นตามด้วย
ขั้นตอน annealing ที่อุณหภูมิ 64 °C ส าหรับ methylation primer และ ที่อุณหภูมิ 59 °C ส าหรับ 
unmethylation primer เป็นเวลา 30 วินาที และสุดท้ายตามด้วยขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72 °C 
เป็นเวลา 45 วินาที ท าการเพิ่มปริมาณ DNA เป็นจ านวน 30 รอบ จากนั้น MSP product ที่ได้จะ
น ามาตรวจสอบด้วยวิธีการ electrophoresis ด้วย 10% polyacrylamide (40% acry:bis ปริมาตร 2.5 
ml, 10X TBE ปริมาตร 1 ml, 10% APS ปริมาตร 100 µl, TEMED ปริมาตร 5 µl, H2O ปริมาตร 6.5 
ml.) ตามด้วยการย้อม ethidium bromide เพื่อดูแถบ MSP product ในแผ่นเจล จากนั้นท าการ
วิเคราะห์หาความเข้มในแถบ MSP product ด้วยโปรแกรม Image lab™ 3.0 และท าการแปลผลการ
เกิด DNA methylation เป็นเปอร์เซ็นต์ (percentage of methylation) ดังสูตรที่ตามมา 

 

 
 
 

2.2.4 Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) 
 

การตรวจสอบการแสดงออกในระดับ mRNA จะท าโดยอาศัยเทคนิค RT-PCR ซึ่ง
วิธีการ RT-PCR ประกอบด้วย 2 ขั้นตอนคือ 
1) การเปลี่ยน total RNA เป็น cDNA โดยใช้ random hexamer จากชุด SuperScript pre-
amplification kit ในขั้นตอนนี้ ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 µl ต่อหนึ่งปฏิกิริยา ซึ่งมีขั้นตอน
ดังต่อไปนี้ ตั้งต้นจาก RNA ปริมาณ 500 ng ในปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 8 µl ผสมกับ  random 
hexamer และ dNTP ปริมาตรอย่างละ 1 µl โดย RNA จะถูกท าให้เสียสภาพที่อุณห ภูมิ 65C° เป็น
เวลา 5 นาที และแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าสารละลายข้างต้นมาผสมด้วย 10X RT 
buffer ปริมาตร 2 µl, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 4 µl, 0.1 M DTT ปริมาตร 2µl, RNA out ปริมาตร 1 
µl และ super script III RT ปริมาตร 1µl และน า total RNA ไปเปลี่ยนเป็น cDNA โดยใช้สภาวะ1 
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รอบของ  25°C เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วย 50°C เป็นเวลา 50 นาทีและ 85°C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
เติม RNase H ปริมาตร 1 µl เพื่อท าลาย RNA ที่ยังเหลืออยู่ บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 20 นาที ท า
การเก็บตัวอย่าง cDNAไว้ที่ -20 C° จนกระทั่งน าไปวิเคราะห์ 
2) Polymerase chain reaction (PCR)  

วิธีการ PCR ในขั้นตอนนี้ท าเพื่อเพิ่มจ านวนปริมาณ  cDNA เพื่อดูการแสดงออกใน
ระดับ mRNA ของ 14-3-3σ โดยเพิ่มจ านวนปริมาณ cDNA ในปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 25 µl ต่อ
หนึ่งปฏิกิริยา ซึ่งประกอบด้วย cDNA ปริมาตร 2 µl, 1X PCR buffer ปริมาตร 2.5 µl, 1.5 mM 
MgCl2ปริมาตร 0.75 µl, 0.2 Mm dNTP ปริมาตร 2 µl, 0.4 pmole forward และ reverse primer 
ปริมาตร 1 µl, 0.04 U/L taq DNA polymerase ปริมาตร 0.2 µl และน้ า DEPC โดยอาศัย primer ที่มี
ความจ าเพาะ 14 มีล าดับนิวคลีโอไทด์คือ forward: 5’-CCTGCTGGACA GCCACCTCA-3’ และ 
reverse: 5’-TGTCGGCCGTCCACAGTGTC -3’ เพิ่มจ านวนให้ผลิตภัณฑ์ RT-PCR เท่ากับ 397 bp 
และใช้  GAPDH เป็น internal control มีล าดับนิวคลีโอไทด์คือ  forward: 5’-ACCACAGTCCA 
TGCCATCAC-3’ และ reverse: 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ ขนาดของ  PCR เท่ากับ 
452 bp PCR product จะถูกเพิ่มจ านวน ด้วยเคร่ือง thermo cycle 1000 TM โดยปฏิกิริยา
ประกอบด้วยขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 45 วินาที จากนั้นตามด้วยขั้นตอน 
annealing ที่อุณหภูมิ 61 °C เป็นเวลา 30 วินาที และสุดท้ายตามด้วยขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 
72 °C เป็นเวลา 30 วินาที ท าการเพิ่มปริมาณ cDNA เป็นจ านวน 40 รอบ จากนั้น  PCR product ที่ได้
จะน ามาตรวจสอบด้วยวิธีการ electrophoresis ด้วย  2% Agarose ตามด้วยการย้อม ethidium 
bromide เพื่อดูแถบ  PCR product ในแผ่นเจล จากนั้นท าการวิเคราะห์หาความเข้มในแถบ PCR 
product ด้วยโปรแกรม Image lab™ 3.0 และท าการแปลผลการแสดงออกในระดับ ยีนของ 14-3-3σ 
ดังสูตรที่ตามมา 
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2.2.5 อิมมูโนฮิสโตเคมิสทริ (Immunohistochemistry; IHC) 

การดูการแสดงออกระดับโปรตีน โดยอาศัยเทคนิค IHC เป็นเทคนิคที่ใช้ ตรวจจับ
เอนติเจนโดยหลักการของ เอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับ เอนติเจนที่เราต้องการตรวจวัด  ซึ่งส าหรับ
ในการศึกษานี้เอนติเจนที่เราต้องการตรวจวัดคือโปรตีน 14-3-3σ ชิ้นเน้ือมะเร็ง ในการศึกษานี้จะท า
โดยอาศัยเทคนิค IHC วิธี indirect method แบบ polymer-conjugate technology ดังแสดงในภาพที่ 
13 

 
ภาพท่ี 13 การตรวจวัดเอนติเจนด้วยเทคนิค IHC แบบ polymer-conjugate technology 
ที่มา: http://vitrovivo.com/new-generation-ihc-detection-systems.html 
 

โดยเทคนิค IHC มีขั้นตอนดังต่อไปนี้  เร่ิมจากละลายพาราฟินออกจากชิ้นเน้ือ  (deparaffinization) ที่
อุณหภูมิ 58 °C จุ่มสไลด์พร้อมทั้งเขย่าในสารละลาย xylene เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 คร้ังเพื่อน า
พาราฟินออกจากชิ้นเน้ือ ซึ่งในขั้นตอนนี้ควรท าด้วยความรวดเร็วเพื่อป้องกันการกลับไปเคลือบตัว
ของพาราฟินบนชิ้นเนื้อ  จากนั้นเข้าสู่กระบวนการ น าน้ าเข้าเซลล์ (rehydration) โดยจุ่มสไลด์พร้อม
ทั้งเขย่าใน  100% ethanol เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง ล้างสไลด์ใน  PBS บัฟเฟอร์เป็นเวลา 5 
นาที จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นท าการกู้เอนติเจน (retrieve antigen) โดยใช้ 0.01 M citric acid บัฟเฟอร์ 
(pH 6.0) โดยใช้ความร้อนจากไมโครเวฟเป็นเวลา 10 นาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกว่าบัฟเฟอร์
จะเย็นตัวลง ล้างสไลด์ด้วยน้ า DI เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 คร้ัง วงขอบเขตของชิ้นเน้ือด้วยปากกา
อิมมูโน (immunopen) และยับยั้งเอนไซม์ endogenous peroxidase โดยหยอดสาร  peroxidase block 
เป็นเวลา 5 นาที ล้างสไลด์โดยจุ่มสไลด์ใน TBS บัฟเฟอร์ เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง ท าการ

http://vitrovivo.com/new-generation-ihc-detection-systems.html
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ยับยั้งโปรตีนที่ไม่สนใจด้วย Novocastra™ protein block เป็นเวลา 5 นาที ล้างสไลด์ใน TBS 
บัฟเฟอร์ เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง หยอด primary antibody โดยใช้  Mouse monoclonal 
(IgG1) anti-14-3-3σ antibody สัดส่วน 1:500 บ่มที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ล้างสไลด์ใน 
TBS บัฟเฟอร์ เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นหยอดสาร post primary (Rabbit anti Mouse 
IgG) ซึ่งเป็น secondary antibodyโดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที  ล้างสไลด์ใน TBS 
บัฟเฟอร์ เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง  หยอดสาร Novolink™ Polymer เพื่อจับกับ secondary 
antibody และบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที  ล้างสไลด์ใน TBS บัฟเฟอร์ เป็นเวลา 5 นาที 
จ านวน 2 ครั้ง ต่อมาย้อมด้วย DAB reagent โดยบริเวณที่มีการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ จะ
ย้อมติดสีน้ าตาลของ DAB หลังจาก ล้างสไลด์ ในน้ ากลั่น  สไลด์จะถูกน ามาย้อมอีกครั้งด้วย  
hematoxylin ซึ่งจะท าให้นิวเคลียสภายในเซลล์ติดสีม่วงน้ าเงินของ hematoxylin ล้างสไลด์โดยจุ่ม
สไลด์ในน้ ากลั่น เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าการดึงน้ าออกจากชิ้นเน้ือ (dehydration) ในสารละลาย  
ethanol ที่ความเข้มข้นต่างๆ 70%, 95% และ 100% ตามล าดับ ขั้นตอนละ 3 นาที ตามด้วยการจุ่ม
สไลด์ในสารละลาย 100% xylene เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 3 คร้ัง น าสไลด์ที่ผ่านกระบวนการ
ทั้งหมดมาท าการเคลือบชิ้นเนื้อโดยใช้ permount และปิดทับด้วย  cover slip รอจนกว่าสไลด์แห้ง  
สุดท้ายน าสไลด์ไปส่องและวิเคราะห์ผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

โดยในการศึกษา ใช้ชิ้นเน้ือมะเร็งช่องปากชนิดสความัสเป็นตัวควบคุมผลบวก 
(positive control) และใช้ชิ้นเน้ือชนิดเดียวกันแต่ไม่มีการบ่มด้วย primary antibody เป็นตัวควบคุม
ผลลบ (negative control) ซึ่งการวิเคราะห์ผลจากสไลด์จะท าการวิเคราะห์ทั้งในเชิงคุณภาพและเชิง
ปริมาณของสี DAB ที่ย้อมติดโปรตีนภายในเซลล์มะเร็งเมื่อเทียบกับตัวควบคุม โดยการวิเคราะห์
ผลเชิงคุณภาพแปลผลตามความเข้มของสีที่ย้อมติดโปรตีนภายในเซลล์มะเร็ง โดยมี 4 ระดับคือ 
ระดับ 0 เท่ากับย้อมไม่ติดสี, 1 เท่ากับย้อมติดระดับสีอ่อน, 2 เท่ากับย้อมติดสีระดับปานกลาง และ 3 
เท่ากับย้อมติดสีระดับเข้ม  ส าหรับการวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณแปลผลตามเปอร์เซ็นต์ของจ านวน
เซลล์ที่ย้อมติดโปรตีนภายในเซลล์มะเร็งโดยจะมีค่าอยู่ในช่วงระหว่าง 0-100% จากนั้นน าผลการ
วิเคราะห์ทั้งสองส่วนมาคูณกันออกมาเป็นค่าสุดท้าย (final score) ซึ่งจะอยู่ในช่วง 0-300 ท าการ
แปลผลการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ ของเซลล์มะเร็งจาก final score โดยแบ่งออกเป็นช่วงคือ 
ที่ค่า 0 แปลผลว่าไม่มีการแสดงออกของโปรตีน , ที่ช่วงระหว่าง 1-100 แปลผลว่ามีการแสดงออก
ของโปรตีนระดับต่ า, ที่ช่วงระหว่าง 101-200 แปลผลว่ามีการแสดงออกของโปรตีนระดับปานกลาง 
และที่ช่วงระหว่าง 201-300 แปลผลว่ามีการแสดงออกของโปรตีนในระดับสูง 
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สถิติท่ีใช้ในการวิเคราะห์  
 

ความแตกต่างของการเกิด 14-3-3σ methylation ระหว่างกลุ่มตัวอย่าง  Non-tumor 
sample และกลุ่ม NSCLC จะถูกทดสอบโดยใช้สถิติ independent sample t-test ความแตกต่างของ
การเกิด 14-3-3σ methylation ระหว่างตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัมของกลุ่มผู้ป่วย NSCLC จะถูก
ทดสอบโดยใช้สถิติ  paired sample t-test และความ ความสัมพันธ์ ระหว่างการเกิด 14-3-3σ 
methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งและลักษณะของผู้ป่วย จะถูกทดสอบโดยใช้สถิติ chi-square 
test ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด 14-3-3σ methylation กับการแสดงออกในระดับ RNA จะถูก
ทดสอบโดยใช้สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบสเปียร์แมน  (Spearman’s correlation) ความแตกต่าง
ของระดับ 14-3-3σ methylation ต่อการแสดงของโปรตีนจะถูกทดสอบโดยใช้สถิติ independent 
sample t-test โดยยอมรับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์                   
(p-value <0.05) วิเคราะห์สถิติโดยใช้โปรแกรม R 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
3.1) ลักษณะตัวอย่างในการศึกษา 

 
ตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัมจากผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด NSCLC จากคนเดียวกัน มี

ลักษณะดังแสดงในตารางที่ 6 โดยจากตัวอย่างทั้งหมด  36 คู่ตัวอย่าง มาจากผู้ป่วยหญิง 15 คน และ
ผู้ป่วยชาย 21 คน ผู้ป่วยมีอายุอยู่ในช่วง 32-83 ปี มีอายุเฉลี่ย 61±13 ปี แบ่งตามชนิดทางจุลพยาธิ
วิทยาสามารถแบ่งออกได้เป็น  3 กลุ่ม เป็น  SCC 15 ตัวอย่าง ( 41.7%), ADC 17 ตัวอย่าง (47.2%) 
และ  NSCLC ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้  4 ตัวอย่าง (11.1%) การแบ่งระยะ โรคแบ่งตามระบบ  
Tumor, Nodes และ Metastasis (TNM) ของ American Joint Committee on Cancer (AJCC) พบว่า
ผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วยในระยะ 3 ถึง 4 จ านวน 28 คน พบการกระจายสู่อวัยวะ ห่างไกล  (distant 
metastases) จ านวน 22 คน (61.1%) ส าหรับตัวอย่างชิ้นเน้ือปอด ที่ไม่ใช่มะเร็ง จ านวน 5 ตัวอย่าง มี
อายุอยู่ในช่วง 55-78 ปี มีค่า อายุ เฉลี่ย 66 ±9 ปี  และตัวอย่างซีร่ั มของ ผู้บริจาค โลหิต จ านวน 7 
ตัวอย่าง  เป็นผู้บริจาค เพศหญิง 6 ตัวอย่าง และชาย 1 ตัวอย่าง  มีอายุอยู่ในช่วง 24-55 ปี และมีอายุ
เฉลี่ย 41±13 ปี จากข้อมูลเราพบว่าอายุเฉลี่ยของผู้ป่วยส่วนใหญ่มีอายุประมาณ 60 ปี ยกเว้นในกลุ่ม
ของผู้บริจาคโลหิตที่มีค่าเฉลี่ยของอายุน้อยกว่า 60 ปี จึงท าให้มีความแตกต่างของชุดข้อมูลในเร่ือง
อายุเมื่อเทียบกับกลุ่มที่เป็นมะเร็ง โดยมีจ านวนผู้ป่วยระหว่างเพศชายและเพศหญิงใกล้เคียงกัน และ
ผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วยมะเร็งในระยะท้าย และมีการกระจายของมะเร็งไปยังอวัยวะห่างไกล
มากกว่า 80% (ตารางที่ 6 ) 
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3.2) ค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิข์อง DNA และ RNA ที่ใช้ในการศึกษา 
 

3.2.1) Genomic DNA 
Genomic DNA จากชิ้นเนื้อมะเร็งและซีร่ัมจ านวน 36 คู่ตัวอย่าง มีค่าความเข้มข้น

ของ DNA ในชิ้นเนื้อ อยู่ในช่วง  13.4-878.8 ng/µl และค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ  
(OD260/OD230) อยู่ในช่วง  1.63-2.32 และ 0.30-2.61 ตามล าดับ ในตัวอย่างซีร่ัม DNA มีความเข้มข้น
อยู่ในช่วง 8.5-293.2 ng/µl และค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ (OD260/OD230) อยู่ในช่วง  0.93-
1.70 และ 0.16-0.47 ตามล าดับ (ตารางที่ 12) เมื่อค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) เป็นค่าที่แสดงถึง
ความบริสุทธิ์ของสารละลาย DNA ต่อการปนเปื้อนจากโปรตีน และค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD230) 
เป็นค่าที่แสดงถึงความบริสุทธิ์ของสารละลาย DNA ต่อการปนเปื้อนจากคลอโรฟอร์ม หรือ ethanol 
โดยค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ (OD260/OD230) ของ DNA ที่ดีควรอยู่ในช่วง 1.80-2.00 ซึ่ง
ค่าข้างต้นจากผลการทดลองในบางตัวอย่างมีค่าความบริสุทธิ์ของ DNA อยู่นอกช่วงค่าที่ดี แต่
สามารถยอมรับและน ามาท าการทดลองต่อได้ 
 
3.2.2) Bisulfite DNA 

Bisulfite DNA จากชิ้นเนื้อมะเร็งและซีร่ัมจ านวน 36 คู่ตัวอย่าง มีค่าความเข้มข้น
ของ DNA จากชิ้นเนื้อ อยู่ในช่วง  24.8-103.2 ng/µl และค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ 
(OD260/OD230) อยู่ในช่วง 1.03-2.98 และ 0.28-1.64 ตามล าดับ ส าหรับตัวอย่างซีร่ัม มีค่าความเข้มข้น
ของ DNA อยู่ในช่วง 7.3-23.4 ng/µl และค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ (OD260/OD230) อยู่
ในช่วง  0.57-1.10 และ 0.22-0.55 ตามล าดับ (ตารางที่13) โดยค่าบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ 
(OD260/OD230) ของ bisulfite DNA ที่ดีควรอยู่ในช่วง 2.00-2.20 ซึ่งค่าข้างต้นจากผลการทดลองใน
บางตัวอย่างมีค่าความบริสุทธิ์ของ DNA อยู่นอกช่วงค่าที่ดี แต่สามารถยอมรับและน ามาท าการ
ทดลองต่อได้ 
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3.2.3) Total RNA 
RNA ทั้งหมดจากชิ้นเนื้อมะเร็งจ านวน 32 ตัวอย่าง มีค่าความเข้มข้นของ DNA 

จากชิ้นเนื้ออยู่ในช่วง  12.8-404.3 (ng/µl) และค่าความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ (OD260/OD230) 
อยู่ในช่วง 1.83-2.13 และ 0.05-2.10 ตามล าดับ รายละเอียดแสดงในภาคผนวก ง ตารางที่  14 โดยค่า
ความบริสุทธิ์ (OD260/OD280) และ (OD260/OD230) ของ RNA ที่ดีควรอยู่ในช่วง 2.00-2.20 ซึ่งค่า
ข้างต้นจากผลการทดลองในบางตัวอย่างมีค่าความบริสุทธิ์ของ RNA อยู่นอกช่วงค่าที่ดี แต่สามารถ
ยอมรับและน ามาท าการทดลองต่อได้ 

 
3.3) ระดับ 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือปอดและในซีร่ัม 

 
ผลิตผลจาก MSP เมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีโพลีอะคริลาไมล์เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

เปรียบเทียบกับ DNA ladder ดังแสดงในภาพที่14 
 

 
ภาพท่ี 14 ระดับของ 14-3-3σ methylation เมื่อเพิ่มปริมาณด้วยวิธี MSP ในชิ้นเนื้อมะเร็ง

ปอด (T) และในซีร่ัม (S) จ านวน 3 คู่ตัวอย่าง   เมื่อ CUM แสดงตัวควบคุมส าหรับไพร์เมอร์ 
unmethylated, CM แสดงตัวควบคุมส าหรับไพร์เมอร์ methylated, UM แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เมื่อ
ถูกเพิ่มจ านวนด้วยไพร์เมอร์ unmethylated และ M แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เมื่อถูกเพิ่มจ านวนด้วย
ไพร์เมอร์methylated  
 
3.3.1 ระดับ 14-3-3σ methylation ของกลุ่มตัวอย่าง  
 

จากตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็ง ทั้งหมด 36 คู่ตัวอย่าง มี ระดับ 14-3-3σ methylation อยู่ในช่วง 
25%-69% ค่าเฉลี่ย 47±10% และในซีร่ัมพบระดับ 14-3-3σ methylation อยู่ในช่วง 65%-100% 
ค่าเฉลี่ย 88±10% (ตารางที่ 5) ส าหรับระดับ 14-3-3σ methylation ของตัวอย่างที่ไม่ใช่มะเร็ง จาก
ตัวอย่างชิ้นเน้ือปอดที่ไม่ใช่มะเร็งจ านวน 5 ตัวอย่าง และซีร่ัมจากผู้บริจาคโลหิต 7 ตัวอย่าง มีระดับ 
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14-3-3σ methylation ของชิ้นเนื้อมะเร็งอยู่ในช่วง 45%-58% มีค่าเฉลี่ย 54±6% และในซีร่ัมระดับ 
14-3-3σ methylation อยู่ในช่วง 50%-75% มีค่าเฉลี่ย 60±9% ระดับ 14-3-3σ methylation ตามล าดับ
(ตารางที่ 5) เมื่อเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ  independent-sample T-test ทั้งในตัวอย่างมะเร็ง และ
ตัวอย่างที่ไม่ใช่มะเร็ง พบว่าระดับ 14-3-3σ methylation มีระดับสูงใน non-tumor tissue (54±6%) 
มากกว่าใน  NSCLC tissue (47±10%) อย่างมีนัยส าคัญด้วยค่า  p<0.001 (ภาพที่ 15) ในขณะที่
ตรวจวัดระดับ 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมของผู้ป่วย NSCLC (88±10%) สูงกว่าของคนปกติ 
(60±9%) อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.001) ดังแสดงในภาพที่ 15 อย่างไรก็ตามจากการศึกษาเราไม่พบ
ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด 14-3-3σ methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งและลักษณะของผู้ป่วย 
(ตารางที่ 6)  

 
ตารางท่ี 5 ระดับ 14-3-3σ methylation ของกลุ่มตัวอย่างในการศึกษา 

Type of  
samples 

% Methylation in tissue % Methylation in serum  
p– value Min-Max Mean±SD Min-Max Mean±SD 

NSCLC sample 
SCC 

(n=15) 
33-69% 49±11% 65-100% 89±10% p<0.001 

ADC 
(n=17) 

25-56% 44±8% 66-100% 86±10% p<0.001 

Unclassified type 
(n=4) 

33-69% 53±15% 83-98% 89±6% p<0.001 

Total cases 
(n=36) 

25-69% 47±10% 65-100% 88±10% p<0.001 

Non-tumor sample      
Lung tissues 

(n=5) 
45-58% 54±6% - 

- 
- 0 

 
Serum 
(n=7) 

- 
- 

- 50-75% 60±9% 

p– value ของสถิติ Paired t-test 
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ภาพท่ี 15 กราฟบอกซ์พลอตแสดงระดับ 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือปอด และซีร่ัม โดยใช้สถิติ 
independent-sample T-test 
 

 
ภาพท่ี 16 กราฟบอกซ์พลอตแสดงระดับ  14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็ง  (T) และซีร่ัม  (S) 
เมื่อแบ่งตามชนิดทางจุลพยาธิวิทยา โดยใช้สถิติ paired-sample T-test 
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ตารางท่ี 6 ความความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด 14-3-3σ methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งและ
ลักษณะของผู้ป่วย  
Characteristics No. of Patients (n=36) 

(%) 
% of 14-3-3σ methylation  

p-value <40 (n=11) ≥40 (n=25) 
Age (year) 
≤60 
>60 
Gender 
Male 
Female 
Histology 
SCC 
ADC 
Unclassified type 
Tumor stage 
I 
II 
III 
IV 
Unknown 
Distant metastases 
Yes 
No 
Unknown 

 
14 (38.9) 
22 (61.1) 
 
21 (58.3) 
15 (41.7) 
 
15 (41.7) 
17 (47.2) 
4   (11.1) 
 
1   (2.8) 
1   (2.8) 
5   (13.9) 
23 (63.9) 
6   (16.6) 
 
22  (61.1) 
 6   (16.6) 
 8   (22.3) 

 
4 
7 
 
6 
5 
 
4 
6 
1 
 
0 
1 
2 
7 
1 
 
6 
2 
3 

 
10 
15 
 
15 
10 
 
11 
11 
3 
 
1 
0 
3 
16 
5 
 
16 
4 
5 

 
1 
 
 
0.7598 
 
 
0.8763 
 
 
 
0.5766 
 
 
 
 
 
0.8808 
 
 

p– value ของสถิติ chi-square test 
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3.4) ความสัมพันธ์ของ 14-3-3σ methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งและซีร่ัม 
 

ผลการวิเคราะห์ค่าความสัมพันธ์ระหว่างระดับ 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือ
มะเร็งกับซีร่ัมจากผู้ป่วยทั้งหมดพบว่าไม่มีความสัมพันธ์ของระดับ  methylation ที่ค่าสหสัมพันธ์
เท่ากับ -0.036 (p= 0.837) ดังแสดงในภาพ 17ก และเมื่อวิเคราะห์แบบแยกชนิดพบว่ากลุ่มตัวอย่าง
ชนิด SCC มีความสัมพันธ์ระหว่างระดับ methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งและซีร่ัม ในระดับต่ า (weak 
correlation) ที่ค่าความระดับความสัมพันธ์เท่ากับ 0.270 (p = 0.331) (ภาพที่ 17ข) ซึ่งรูปแบบ
ความสัมพันธ์เป็นเชิงบวกคือมีระดับ 14-3-3σ methylation ไปด้วยกันทั้งในตัวอย่างซีร่ัมและชิ้นเนื้อ 
ส่วนกลุ่มตัวอย่างชนิด ADC มีแนวโน้มความสัมพันธ์ระดับปานกลาง  (moderate correlation) ที่ค่า
สหสัมพันธ์เท่ากับ  -0.449 (p = 0.071) (ภาพ 17ค) โดยรูปแบบความสัมพันธ์มีแนวโน้มในความ
เป็นไปได้ว่าผู้ป่วยมะเร็งปอดด้วยชนิด ADC อาจจะมีระดับ  14-3-3σ methylation สูงในตัวอย่าง
ซีร่ัมและมีระดับ 14-3-3σ methylation ต่ าในตัวอย่างชิ้นเน้ือ 
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ภาพท่ี 17 แผนภูมิกระจายแสดงระดับของ 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือมะเร็งกับซีร่ัม ของผู้ป่วย
มะเร็งทั้งหมด (ภาพ ก) , SCC (ภาพ ข) และ ADC (ภาพ ค) โดยใช้สถิติสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  
สเปียร์แมน  
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3.5) ระดับ mRNA ของ 14-3-3σ ในตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็ง 
 
ผลิตผลจาก RT-PCR เมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

ให้ผลดังแสดงในภาพที่ 18ก พบว่าระดับการแสดงออกของ 14-3-3σ mRNA ในกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วย
ทั้งหมด 32 ตัวอย่าง มีค่าการแสดงออกอยู่ในช่วง 0.30-1.10 มีค่าเฉลี่ย 0.74±0.21 และเมื่อวิเคราะห์
แยกตามชนิดของผู้ป่วย พบว่าในกลุ่ม SCC พบค่าการแสดงออกของ  14-3-3σ mRNA ในช่วง 0.33-
1.00 มีค่าเฉลี่ย 0.71±0.17 ในกลุ่ม ADC พบค่าการแสดงออกในช่วง 0.30-1.10 มีค่าเฉลี่ย 0.76±0.23 
และในกลุ่มผู้ป่วย  NSCLC ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ พบค่า 14-3-3σ mRNA ในช่วง 0.37-0.89 มี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.72±0.29 (ภาพ  18ข) จากผลการค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกของ 14-3-3σ 
mRNA มีค่าใกล้เคียงกันทั้งเมื่อวิเคราะห์แบบไม่แยกชนิด และวิเคราะห์แบบแยกชนิด 

 

 
ภาพท่ี 18 ภาพ ก แสดงแผ่นเจลระดับ mRNA ของ 14-3-3σ เมื่อใช้ GAPDH เป็นตัว internal control 
เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส  และภาพ ข แสดงแผนภูมิแท่งระดับการ
แสดงออกของยีน 14-3-3σ mRNA เมื่อแยกตามชนิดของผู้ป่วย NSCLC  
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3.6) ความสัมพันธ์ระหว่าง 14-3-3σ methylation และการแสดงออกของ 14-3-3σ mRNA ใน
ตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็ง 

 
จากผลการศึกษาพบว่าในทุกกลุ่มเมื่อวิเคราะห์แบบไม่แยกชนิด และแยกชนิด ตาม 

histological type พบว่าในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด และกลุ่ม SCC ไม่พบความสัมพันธ์ (no 
correlation) โดยในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมดมีรูปแบบความสัมพันธ์ในเชิงลบ คือเมื่อระดับค่า 
methylation สูง ค่าการแสดงออกของ 14-3-3σ mRNA จะมีระดับต่ า (r = -0.128, p= 0.484) (รูปที่ 
19ก) ในขณะที่กลุ่มตัวอย่าง SCC ค่าความสัมพันธ์จะเป็นเชิงบวกคือเมื่อระดับ 14-3-3σ methylation 
สูงค่าการแสดงออกของ 14-3-3σ mRNA จะสูงด้วย (รูปที่ 19ข) ส าหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ของระดับ 14-3-3σ methylation และ 14-3-3σ mRNA ในกลุ่มผู้ป่วย ADC พบว่ารูปแบบ
ความสัมพันธ์เป็นไปในทางลบและมีค่าความสัมพันธ์ในระดับต่ า (weak correlation) ด้วยค่า
สหสัมพันธ์ r = -0.381 (p =0.179) ดังแสดงในรูป 19ค อย่างไรก็ตามค่าความสัมพันธ์เหล่านี้ก็ไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ 
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ภาพท่ี 19 แผนภูมิกระจายแสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ 14-3-3σ methylation และระดับ
การแสดงออกของ  14-3-3σ mRNA ในผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด (ภาพ ก), SCC (ภาพ ข) และ ADC 
(ภาพ ค) โดยใช้สถิติสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์สเปียร์แมน 
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3.7) ผลการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ  
 

 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ ในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดโดยวิธี IHC 
(ภาพที่ 20) พบว่าในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดทั้งหมด 32 ตัวอย่าง มีการย้อมติดสี DAB ในไซโตพลาสซึม
ของเซลล์ทั้งในเซลล์ bronchial epithelium และเซลล์มะเร็ง โดยไม่มีค่าการแสดงออกของโปรตีน  
(no expression) จ านวน 12 ตัวอย่าง (38%), ค่าการแสดงออกในระดับต่ า  (weak expression) จ านวน 
16 ตัวอย่าง (50%), ค่าการแสดงออกในระดับปานกลาง  (moderate expression) จ านวน 3 ตัวอย่าง 
(9%), และค่าการแสดงออกในระดับสูง  (strong expression) จ านวน 1 ตัวอย่าง  (3%) ดังแสดงใน
ภาพที่ 21ก เมื่อน าแยกวิเคราะหต์ามชนิดของผู้ป่วย พบว่าในกลุ่ม SCC ผู้ป่วยส่วนใหญ่มีการสูญเสีย
การแสดงออกของโปรตีน ( no expression,15% และ weak expression, 62%) คิดเป็น 77% โดย
ผู้ป่วยที่เหลือมีการแสดงออกในระดับ moderate expression คิดเป็น 23% (ภาพที่ 21ข) ส าหรับใน
กลุ่ม ADC มีการสูญเสียการแสดงออกของโปรตีนถึง 94% (no expression, 50% และ weak 
expression, 38%) และที่เหลือเป็นผู้ป่วยที่มีการแสดงออกของโปรตีนในระดับ strong expression 
(6%) (ภาพที่ 21ค) และในกลุ่มผู้ป่วย unclassified type พบว่าในชิ้นเนื้อมะเร็งไม่มีการแสดงออก  
(no expression) จ านวน 1 ตัวอย่าง (33.33%) และพบการแสดงออกในระดับ weak expression 
จ านวน 2 ตัวอย่าง ( 66.67%) ซึ่งจากการวิเคราะห์ผลข้างต้นอาจกล่าวได้ว่าในตัวอย่างส่วนใหญ่มี
การสูญเสียการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ  
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ภาพท่ี 20 ลักษณะการติดสีในชิ้นเนื้อเมื่อย้อม ด้วยวิธีอิมมูโนฮิสโตเค็มมิสตรี  ภาพ A) ลักษณะจุล
พยาธิวิทยาของชิ้นเนื้อมะเร็งช่องปากชนิด SCC (positive control) ย้อมด้วย anti-14-3-3σ antibody 
ติดสีใน cytoplasm ระดับ 3+, ภาพ B) ชิ้นเน้ือมะเร็งช่องปากชนิด SCC ย้อมด้วยบัฟเฟอร์แทนการ
ใช้ antibody (negative control)ไม่ติดสีใน cytoplasm, ภาพ C) และ D) ชิ้นเน้ือมะเร็งปอดชนิด SCC; 
*= เซลล์มะเร็ง,  = เซลล์เยื่อบุท่อลมปกติที่มีการย้อมติดสี, และภาพ E) และ F) ชิ้นเน้ือมะเร็งปอด
ชนิด ADC; X= เซลล์มะเร็งปอดชนิด ADC ภาพถ่ายที่ก าลังขยาย 20X 
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ภาพท่ี 21 แผนภูมิวงกลมแสดงร้อยละของตัวอย่างที่แสดงออกระดับการแสดงออกของโปรตีน   
14-3-3σ ในผู้ป่วยมะเร็งปอดทั้งหมด (ภาพ ก), SCC (ภาพ ข) และ ADC (ภาพ ค) 
  
3.8) การเปรียบเทียบระดับ 14-3-3σ methylation ในการแสดงออกระดับโปรตีน 
 

เมื่อแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็นกลุ่มชิ้นเน้ือที่มีการแสดงออกของโปรตีน ( positive 
expression) โดยรวมตัวอย่างที่มีการแสดงออกในทุกระดับทั้ง weak, moderate, strong expression 
และกลุ่มที่ไม่มีการแสดงออกของโปรตีน (no expression) หรือ negative expression พบว่าในกลุ่ม
ผู้ป่วย NSCLC ทั้งหมดมีค่าเฉลี่ยของระดับ 14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือที่มี positive expression 
(48%) สูงกว่าในชิ้นเน้ือที่มี negative expression (45%) ต่างกับกลุ่ม SCC ที่มีค่าเฉลี่ยของระดับ   
14-3-3σ methylation ในชิ้นเน้ือที่มี positive expression (48%) ต่ ากว่าในชิ้นเนื้อที่มี negative 
expression (58%) อย่างไรก็ตามในกลุ่มตัวอย่างชนิด ADC พบค่าสถิติที่มีแนวโน้มความแตกต่าง
ของระดับ 14-3-3σ methylation ที่ส่งผลต่อการแสดงออกในระดับโปรตีน โดยพบว่าในกลุ่มที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน จะมีระดับ  14-3-3σ methylation ที่สูง (48%) กว่าในกลุ่มที่ไม่มีการ
แสดงออกของโปรตีน (41%) (p= 0.055) ดังแสดงในภาพที่ 22 
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ภาพท่ี 22 กราฟบอกซ์พลอตแสดงระดับ  14-3-3σ methylation ดูตามการแสดงออกของโปรตีนเมื่อ
แบ่งกลุ่มตามการย้อม IHC แบบติดสี (positive) และไม่ติดสี  (negative) ของชิ้นเน้ือผู้ป่วยมะเร็ง
ปอดทั้งหมด (ภาพ ก), SCC (ภาพ ข) และ ADC (ภาพ ค) โดยใช้สถิติ independent-sample T-test 
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บทที ่4 
บทวิจารณ์ 

 
มีรายงานอย่างต่อเน่ืองว่าโปรตีน  14-3-3σ เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง  และหลาย

การศึกษาแสดงให้เห็นว่าการสูญเสียการแสดงออกของโปรตีนชนิดน้ีเกิดจากกระบวนการ DNA 
hypermethylation ของยีน 14-3-3σ ที่เกิดขึ้นในบริเวณ CpG island ของ promoter หรือบริเวณ
ใกล้เคียง73 นอกจากนี้การเกิด 14-3-3σ hypermethylation ยังสามารถตรวจวัดได้ในซีร่ัม ดังนั้นจึงมี
ความเป็นไปได้ว่าการเกิด 14-3-3σ hypermethylation สามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้การเกิดมะเร็ง 
(tumor marker) เพื่อช่วยวินิจฉัยในเลือดได้ การศึกษาครั้งน้ี ผู้วิจัยศึกษาการเกิด 14-3-3σ 
methylation ในตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัมของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด NSCLC และประเมินผลของการ
เกิด 14-3-3σ methylation โดยการวัดการแสดงออกระดับ mRNA และโปรตีนในชิ้นเนื้อมะเร็ง จาก
ผลการศึกษาพบการเกิด 14-3-3σ methylation ทั้งในชิ้นเนื้อและซีร่ัมของผู้ป่วย และการเกิด         
14-3-3σ methylation อาจน ามาศึกษาและพัฒนาต่อเพื่อใช้เป็น  blood-based tumor marker ในมะเร็ง
ปอดชนิด ADC ได้  

ในผลการศึกษาของทีมผู้วิจัยครั้งนี้พบว่าการเกิด 14-3-3σ methylation มีระดับสูง
ในซีร่ัมผู้ป่วย NSCLC เมื่อเปรียบเทียบกับคู่ตัวอย่างชิ้นเน้ือ ทั้งนี้อาจเป็นผลจาก การปนเปื้อน DNA 
จากเซลล์เม็ดเลือดขาวภายในตัวอย่างซีร่ัม โดยมีรายงานว่าการแข็งตัวของเลือดอาจท าให้เซลล์เม็ด
เลือดขาวมีการแตกตัว และปลดปล่อย DNA ออกมาได้ ด้วยเหตุนี้ส่งผลให้ปริมาณของ CFDNA 
ภายในตัวอย่างซีร่ัมมีสูง104 แต่อย่างไรก็ตามระหว่างขั้นตอนการศึกษา ในการเก็บตัวอย่างซีร่ัมเราได้
ท าการควบคุมเพื่อลดความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนข้างต้นโดยการน าตัวอย่างเลือดมาต้ังไว้ที่
อุณหภูมิห้องนาน 1.5-2 ชั่วโมง ก่อนน าไปปั่นเหว่ียงและเก็บตัวอย่างซีร่ัม เพื่อได้มาซึ่ง CFDNA ที่ดี
และประสิทธิภาพสูง เนื่องจากที่อุณหภูมิและช่วงเวลาข้างต้นที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างเลือดมีการ
รายงานออกมาจาก Xiaoyan X. และคณะ ว่าสามารถควบคุมการปนเปื้อน DNA จากแหล่งอื่น
ภายในเลือดได้ 105 อีกทั้งในการศึกษาครั้งน้ีเราได้ศึกษาตัวอย่างซีร่ัมในผู้บริจาคโลหิตที่มีร่างกาย
แข็งแรงเป็นกลุ่มควบคุม และจากผลการศึกษาเราพบการเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมของ
ผู้ป่วยสูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นอาจจึงเป็นไปได้ว่าระดับที่สูงในซีรั่มของกลุ่ม
ผู้ป่วย NSCLC เกิดจากเซลล์มะเร็งที่มีการปลดปล่อย DNA เข้าสู่กระแสเลือดมากกว่าปกติ แม้ว่าใน
ปัจจุบันกลไกของการปลดปล่อย CFDNA ออกมาภายในกระแสเลือดยังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน แต่ก็
มีความเป็นไปได้ว่าปริมาณที่มากขึ้นของ CFDNA ในตัวอย่างซีร่ัมของผู้ป่วยนั้น อาจมีสาเหตุจาก
ร่างกายมีกลไกในการก าจัดเซลล์มะเร็ง เช่นการเกิด apoptosis และ necrosis ส่งผลให้เซลล์มะเร็ง



64 
 

เกิดความเสียหายและท าการปลดปล่อย CFDNA ออกมาในที่สุด 106 อีกทั้งยังพบว่าในตัวอย่างชิ้น
เน้ือที่ไม่ใช่มะเร็งมีระดับ 14-3-3σ methylation สูงกว่าในชิ้นเน้ือมะเร็ง NSCLC ต่างจากกลุ่ม
ตัวอย่างซีร่ัม ที่ตัวอย่างซีร่ัมจากผู้ป่วย NSCLC มีระดับสูงกว่าในซีร่ัมผู้บริจาคที่มีร่างกายแข็งแรง 
จะเห็นได้ว่าจากผลการศึกษาได้แสดงให้เห็นว่าเทคนิค MSP เป็นเทคนิคที่สามารถน ามาวิเคราะห์
หาความแตกต่างของระดับ 14-3-3σ methylation ระหว่างกลุ่มผู้ป่วย  NSCLC และกลุ่มที่ไม่ใช่
มะเร็งได้ ทั้งในกลุ่มตัวอย่างชิ้นเน้ือและตัวอย่างซีร่ัม 

สิ่งที่น่าสนใจจากการศึกษาครั้งน้ีคือการพบแนวโน้มความสัมพันธ์ของการเกิด    
14-3-3σ methylation ในชิ้นเนื้อและซีร่ัมของผู้ป่วยมะเร็งชนิด ADC โดยพบ 14-3-3σ methylation 
level ในซีร่ัม ( 86%) สูงกว่าในชิ้นเน้ือมะเร็ง (43%) ปัจจุบันการตรวจวัดการเกิด methylation จาก 
DNA ในซีร่ัมได้รับการยอมรับมากยิ่งขึ้นและในมะเร็งหลายๆชนิด พบว่าการเกิด DNA 
methylation สามารถน ามาใช้เป็น blood-based tumor marker ได้107 จากการศึกษาของ Reibenwein 
J. และคณะ แสดงให้เห็นว่าการเกิด 14-3-3σ hypermethylation สามารถตรวจพบได้ในซีรั่มของ
ผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากสูงถึง 86% (54 ตัวอย่างจาก 62 ตัวอย่าง) เมื่อเปรียบเทียบกับซีรัมจาก
อาสาสมัครสุภาพปกติ (55.1%, 27 ตัวอย่างจาก 49 ตัวอย่าง) สอดคล้องกับการศึกษาในมะเร็งเต้านม
ซึ่งพบระดับการเกิด 14-3-3σ hypermethylation ในซีร่ัมผู้ป่วยมะเร็งเต้านมและเน้ืองอก (benign 
disease) สูงถึง 2.5 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับซีร่ัมจากอาสาสมัครที่ไม่ได้เป็นโรคเกี่ยวกับเต้านม 108 
อย่างไรก็ตามยังไม่มีการรายงานเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ 14-3-3σ methylation ใน
ชิ้นเน้ือมะเร็ง NSCLC และ matched serum ออกมา อาจเป็นไปได้ว่าการเกิด 14-3-3σ methylation 
อาจมีความจ าเพาะกับ histological type ซึ่งจากผลการศึกษาของเรา มีความเป็นไปได้ว่าระดับของ 
14-3-3σ methylation ในตัวอย่างซีร่ัม อาจน ามาศึกษาเพิ่มและพัฒนาเป็น blood-based tumor 
marker ในมะเร็งปอดชนิด ADC ได้ 

ในมะเร็งปอดมีรายงานจาก  Ramirez และคณะ ว่าการเกิด 14-3-3σ methylation 
สามารถน ามาใช้พยากรณ์โรคในซีร่ัมของผู้ป่วยชนิด NSCLC ระยะท้ายที่ได้รับการรักษาด้วยยาเคมี
บ าบัด (Cisplatin-Plus-gemcitabine) ได้ จากการศึกษานี้พบการเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัม
ผู้ป่วย 39 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 115 ตัวอย่าง (33.9%) อีกทั้งยังพบว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ตรวจพบการเกิด 
14-3-3σ methylation มีอัตราการรรอดชีวิตที่ดีกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่ไม่พบการการเกิด 14-3-3σ 

methylation นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์แยกกลุ่มผู้ป่วยที่ตอบสนองต่อการรักษา (responders) ตรวจพบ
การเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมของผู้ป่วย คิดเป็น 43.1% ซึ่งพบว่าในกลุ่มผู้ป่วยที่ตอบสนอง
ต่อการรักษาและตรวจพบการเกิด 14-3-3σ methylation จะมีอัตราการรรอดชีวิตที่ดีกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่
ไม่พบการการเกิด 14-3-3σ methylation เช่นกัน15 อย่างไรก็ตามในการศึกษาข้างต้นเป็นการศึกษา
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ในผู้ป่วย NSCLC ระยะท้ายที่ได้รับการรักษาแล้ว  ซึ่งต่างจากการศึกษาของเรา ที่ท าการศึกษาใน
ผู้ป่วย NSCLC ระยะท้ายที่ยังไม่ได้รับการรักษา โดยผลการศึกษาจากทีม Ramirez และคณะ ตรวจ
พบการเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมของผู้ป่วยคิดเป็น 33.9% แตกต่างจากการศึกษาของเราที่
พบการเกิด 14-3-3σ methylation ในซีร่ัมผู้ป่วยทั้งหมด (36 ตัวอย่าง ) จากผลของการศึกษาที่
แตกต่างนี้อาจเน่ืองจากกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษามีความแตกต่างกัน อาจกล่าวได้ว่าการรักษา
ด้วยยาเคมีบ าบัดอาจมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการเกิด 14-3-3σ methylation  

ในการศึกษาครั้งน้ีเราพบว่าระดับการแสดงออกในระดับ mRNA มีค่าใกล้เคียงกัน
ทั้งในกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด และเมื่อแยกเป็นชนิดย่อยทั้ง SCC และ ADC และไม่พบความสัมพันธ์
ระหว่าง 14-3-3σ methylation และ การแสดงออกในระดับ mRNA ในทุกกลุ่มตัวอย่าง อาจเกิดจาก
ตัวอย่างชิ้นเน้ือมะเร็งที่น ามาสกัด RNA อาจมีการปนเปื้อน RNA จากชิ้นเนื้อปอดปกติบริเวณ
ใกล้เคียงจึงท าให้ระดับการแสดงออกในระดับ mRNA ในการศึกษาส่วนใหญ่อยู่ในระดับปานกลาง
จนถึงระดับสูง ( 0.71-0.76) เพื่อลดข้อผิดพลาดข้างต้นในการศึกษาหน้าเทคนิคอื่นๆ เช่นเทคนิค 
laser capture microdissection อาจมีความจ าเป็นในการเลือกตัดเฉพาะเซลล์มะเร็งออกมาศึกษา 

และอีกหลายๆ การศึกษาได้แสดงให้เห็นว่า การสูญเสียการแสดงออกของโปรตีน 
14-3-3σ เกิดจาก DNA hypermethylation เช่นการเกิด 14-3-3σ methylation ที่บริเวณ promoter ของ
ยีนจะพบในชิ้นเนื้อมะเร็งโพรงหลังจมูก 84% (63 ตัวอย่างจาก 75 ตัวอย่าง) เมื่อเปรียบเทียบกับชิ้น
เน้ือที่ไม่ใช่มะเร็งซึ่งพบแค่ 28% (7 ตัวอย่างจาก 25 ตัวอย่าง) โดยการเกิด 14-3-3σ methylation นี้จะ
ส่งผลให้ mRNA และโปรตีนมีการแสดงออกลดลง 95 เช่นเดียวกับในมะเร็งปอด Osada และคณะ
ชี้ให้เห็นว่า 14-3-3σ hypermethylation จะพบสูงในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงชนิด SCLC ถึง 69% 
(9 ชนิดจาก 13 ชนิด) ในขณะที่เจอเพียงแค่ 6% ในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงชนิด NSCLC (1 ชนิด
จาก 17 ชนิด) ซึ่งสอดคล้องกับการแสดงออกในระดับโปรตีนที่ตรวจพบการสูญเสียการแสดงออก
ในชิ้นเน้ือ SCLC 100% จากจ านวนชิ้นเนื้อ 8 ตัวอย่างแต่เจอเพียงแค่ 5% ในชิ้นเน้ือ NSCLC (1 
ตัวอย่างจาก 22 ตัวอย่าง)14 อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของทีมผู้วิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าการ
สูญเสียการแสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ ในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดชนิด NSCLC สามารถเกิดขึ้น
เกิดขึ้นได้สูงถึง 83.83% (140 ตัวอย่าง จาก 167 ตัวอย่าง ) (Raungrut P และคณะ , อยู่ระหว่าง
ด าเนินการตีพิมพ์) สอดคล้องกับการศึกษาคร้ังนี้เมื่อวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของโปรตีนด้วย
เทคนิค immunohistochemistry พบว่ามีชิ้นเน้ือ NSCLC ที่ไม่มีการแสดงออก (no expression) หรือ
มีการแสดงออกในระดับต่ า  (weak expression) สูงถึง 87.50 % (28 ตัวอย่างจาก 32 ตัวอย่าง) จาก
ความต่างผลการศึกษาของทีมผู้วิจัยและ Osada และคณะ อาจเกิดจากความต่างของกลุ่มประชากร  
และขนาดของตัวอย่าง โดยการศึกษาคร้ังนี้ยังแสดงให้เห็นว่าการสูญเสียการแสดงออกของโปรตีน 
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14-3-3σ อาจเกี่ยวข้องกับการเกิด methylation ของยีน โดยตรวจพบการเกิด 14-3-3σ methylation 
ในชิ้นเน้ือมะเร็งปอดชนิด NSCLC ทุกตัวอย่าง (32 ตัวอย่าง ) ด้วยค่าเฉลี่ยของระดับ 14-3-3σ 
methylation  คิดเป็น 47% และเมื่อวิเคราะห์ความแตกต่าง ของระดับ 14-3-3σ methylation แบ่งตาม
การแสดงออกของโปรตีนกลับพบแนวโน้มความแตกต่างแค่ในมะเร็งปอด NSCLC ชนิด ADC 
เท่านั้น โดยพบว่ากลุ่มที่มีการแสดงออกของโปรตีนพบมีแนวโน้มของระดับการเกิด 14-3-3σ 
methylation ที่สูง (48%) กว่ากลุ่มที่ไม่มีการแสดงออกของโปรตีนซึ่งพบว่ามีค่าเฉลี่ยของระดับการ
เกิด 14-3-3σ methylation ที่ประมาณ 41% (p = 0.055)  

ส าหรับการรายงานที่มีมาก่อนหน้าเกี่ยวกับการเกิด 14-3-3σ methylation ในชิ้น
เน้ือผู้ป่วย ADC จากการศึกษาของ Shiba-Ishii และคณะ รายงานว่าระดับการแสดงออกของโปรตีน 
14-3-3σ จะเพิ่มสูงขึ้นในมะเร็งปอดชนิด ADC ที่อยู่ในระยะลุกลาม (invasive adenocarcinoma) คิด
เป็น 98% (74 ตัวอย่างจาก 75 ตัวอย่าง) เมื่อเปรียบเทียบกับมะเร็งปอดชนิด ADC ระยะต้น 
(adenocarcinoma in situ) ซึ่งมีการแสดงออกเพียงแค่ 13% (4 ตัวอย่างจาก 31 ตัวอย่าง)97 และจาก
การศึกษาต่อเน่ืองของ Shiba-Ishii และคณะ ยังพบอีกว่ารูปแบบของการเกิด  14-3-3σ methylation 
ในมะเร็งปอดชนิด ADC จะเปลี่ยนแปลงไปตามระยะความรุนแรงของโรค กล่าวคือการเกิด        
14-3-3σ methylation มักจะเกิดขึ้นในมะเร็งปอด adenocarcinoma in situ แต่ในทางตรงข้ามเมื่อ
มะเร็งปอดรุนแรงขึ้นจนเข้าสู่ระยะ invasive adenocarcinoma การเกิด 14-3-3σ methylation กลับ
ลดลงซึ่งสัมพันธ์กันกับระดับการแสดงออกที่เพิ่มสูงขึ้นของ mRMA และโปรตีน 97 ดังนั้นจึงมีความ
เป็นไปได้ว่าการเกิด 14-3-3σ methylation ในมะเร็งปอดชนิด ADC ของทีมผู้วิจัยอาจสัมพันธ์กับ 
histological subtype อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ไม่ได้ระบุ histological subtype อีกทั้งขนาดตัวอย่างที่
ใช้ในการศึกษามีน้อย ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยใช้ขนาดตัวอย่างที่มากขึ้นเพื่อวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ของการเกิด 14-3-3σ methylation กับ histological subtype ของมะเร็งปอดชนิด ADC  
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บทที่ 5 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
การศึกษาคร้ังนี้สามารถเป็นข้อมูลเบื้องต้นที่พอสรุปได้ว่าการเกิด การสูญเสียการ

แสดงออกของโปรตีน 14-3-3σ อาจเป็นผลเน่ืองจากกระบวนการ 14-3-3σ methylation และระดับ 
14-3-3σ methylation ในซีร่ัมอาจสามารถน ามาศึกษาต่อและพัฒนาเป็น  blood-based biomarker ใน
ผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด ADC ได้ แต่อย่างไรก็ตามการศึกษานี้เป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้น จ านวน
ตัวอย่างที่มากขึ้น และตัวอย่างที่เป็นชิ้นเนื้อปอดปกติยังมีความจ าเป็นและควรได้รับการศึกษาใน
การศึกษาหน้า เพื่อความสมบูรณ์และความจ าเพาะของข้อมูลที่มากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
 
1. การออกแบบไพร์เมอร์เพื่อตรวจสอบการเกิด 14-3-3σ methylation โดยใช้เทคนิค MSP 

  
ใช้ข้อมูลนิวคลีโอไทด์มาจากฐานข้อมูล National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ซึ่งพบว่าจีน 14-3-3σ ตั้งอยู่บนโครโมโซม 1p36.11 ในต าแหน่งที่  26862944 
ถึง 26864652 มีจ านวนเบสเท่ากับ 1,709 bp มีจ านวน 1 exon คือต าแหน่งเบสที่ 199 ถึงเบส 1,513 
โดย mRNA ข้างต้นสามารถแปลรหัสออกมาเป็นกรดอะมิโน โดยเร่ิมต้นแปลรหัสจากเบสที่  270 
และสิ้นสุดการแปลรหัสที่เบส 1,016 สามารถแปลรหัสอะมิโนออกมาได้จ านวน 248 กรดอะมิโน
ดังแสดงในภาพที่ 23  
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1       GCCCACGCCC AGATTTCTCC TGCTGACTGT TCTGATGATT CACCCCCACA TCCCAGCCTT 
61     TTTACCTTTA CTGCAGAGCC GGAAAGGGTG TGGGGAAGAG AGGAGAGGGA GGCAGGTCTT 
121   GGGCCCTGGT CCCGCCCCCT GCTCCTCCCC ACCCTTCTCT GGGCCTGGCC ACCCAGCCAA 
181   AAGGCAGGCC AAGAGCAGGAGAGACACAGA GTCCGGCATT GGTCCCAGGC AGCAGTTAGC 
241   CCGCCGCCCG CCTGTGTGTC CCCAGAGCCATGGAGAGAGC CAGTCTGATC CAGAAGGCCA 
301   AGCTGGCAGA GCAGGCCGAA CGCTATGAGG ACATGGCAGC CTTCATGAAA GGCGCCGTGG 
361   AGAAGGGCGA GGAGCTCTCC TGCGAAGAGC GAAACCTGCT CTCAGTAGCC TATAAGAACG 
421   TGGTGGGCGG CCAGAGGGCT GCCTGGAGGG TGCTGTCCAG TATTGAGCAG AAAAGCAACG 
481   AGGAGGGCTC GGAGGAGAAG GGGCCCGAGG TGCGTGAGTA CCGGGAGAAG GTGGAGACTG 
541   AGCTCCAGGG CGTGTGCGAC ACCGTGCTGG GCCTGCTGGA CAGCCACCTC ATCAAGGAGG 
601   CCGGGGACGC CGAGAGCCGG GTCTTCTACC TGAAGATGAA GGGTGACTAC TACCGCTACC 
661   TGGCCGAGGT GGCCACCGGT GACGACAAGA AGCGCATCAT TGACTCAGCC CGGTCAGCCT 
721   ACCAGGAGGC CATGGACATC AGCAAGAAGG AGATGCCGCC CACCAACCCC ATCCGCCTGG 
781   GCCTGGCCCT GAACTTTTCC GTCTTCCACT ACGAGATCGC CAACAGCCCC GAGGAGGCCA 
841   TCTCTCTGGC CAAGACCACT TTCGACGAGG CCATGGCTGA TCTGCACACC CTCAGCGAGG 
901   ACTCCTACAA AGACAGCACC CTCATCATGC AGCTGCTGCG AGACAACCTG ACACTGTGGA 
961   CGGCCGACAA CGCCGGGGAA GAGGGGGGCG AGGCTCCCCA GGAGCCCCAG AGCTGAGTGT 
1021 TGCCCGCCAC CGCCCCGCCC TGCCCCCTCC AGTCCCCCAC CCTGCCGAGA GGACTAGTAT 
1081 GGGGTGGGAG GCCCCACCCT TCTCCCCTAG GCGCTGTTCT TGCTCCAAAG GGCTCCGTGG 
1141 AGAGGGACTG GCAGAGCTGA GGCCACCTGG GGCTGGGGAT CCCACTCTTC TTGCAGCTGT 
1201 TGAGCGCACC TAACCACTGG TCATGCCCCC ACCCCTGCTC TCCGCACCCG CTTCCTCCCG 
1261 ACCCCAGGAC CAGGCTACTT CTCCCCTCCT CTTGCCTCCC TCCTGCCCCT GCTGCCTCTG 
1321 ATCGTAGGAA TTGAGGAGTG TCCCGCCTTG TGGCTGAGAA CTGGACAGTG GCAGGGGCTG 
1381 GAGATGGGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG TGCGCGCGCG CCAGTGCAAG 
1441 ACCGAGATTG AGGGAAAGCA TGTCTGCTGG GTGTGACCAT GTTTCCTCTC AATAAAGTTC 
1501 CCCTGTGACA CTCCTCCTGT CTCTCTTCCA GTTCTTGGCG ATGGGCTGGG AGTGGGACTG 
1561 GAATCTGACT TAGAGACCCT GACTTTGGAC CTCTGAGTTA GGGCCCTGAA CTCCCTAGGT  
1621 GGCTCAGTGG CCCGCACGCA AGACTTTGAG TCCAGGTGAG GCCGGGGTCC GGCTCTCTCC  
1681 ATCACGGCGG CCCCAGTCAA ACTGGACGG 

ภาพท่ี 23 แสดงล าดับเบสของ 14-3-3σ ที่ตั้งบนโครโมโซม 1p36.11 ในมนุษย์ โดยบริเวณกล่องสี
ด าตรงต าแหน่งเบสที่ 1 ถึง เบสที่ 198 คือต าแหน่งโปรโมเตอร์ , บริเวณที่ขีดเส้นใต้คือบริเวณ 
mRNA พบจ านวน 1 exon และบริเวณตัวอักษรสีด าหนาเอียงคือบริเวณที่ไม่มีการแปลรหัสออกมา
เป็นกรดอะมิโน  
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จากนั้นน าล าดับเบสข้างต้นมาหาต าแหน่งของ CpG island โดยใช้ โปรแกรม CpG 
Island Searcher (http://cpgislands.usc.edu/) ท าการเลือกและใส่ ข้อมูลนิวคลีโอไทด์ ของ 14-3-3σ 

มาจากฐานข้อมูล NCBI ในช่องดังแสดงในภาพที่ 24  
 

 

ภาพท่ี 24 โปรแกรม CpG Island Searcher โดย CpG island คือบริเวณที่มีสาย DNA ที่มีความยาว
มากกว่า 500 bp ที่มีปริมาณของคู่เบส G และเบส C อยู่ในช่วง 55-60%    
 

พบบริเวณ CpG island เร่ิมต้นจากเบสที่ 316 ถึงเบสที่ 976 เป็นบริเวณ CpG island 
จ านวน 661 เบส มีปริมาณ 41 คู่ CG dinucleotind คิดเป็น 61.7% ภายใน CpG island (ภาพที่ 25) 

 

ภาพท่ี 25 ต าแหน่ง CpG island ของ 14-3-3σ เมื่อหาด้วยโปรแกรม CpG Island Searcher บริเวณ

แถบสีด าหนาใต้เส้นล าดับนิวคลีโอไทด์คือบริเวณของ 14-3-3σ CpG island และขีดด าบนเส้นล าดับ

นิวคลีโอไทด์คือบริเวณคู่ CG dinucleotide ภายในล าดับเบส 

 

ช่องส าหรับใส่ล าดับเบส 
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จากนั้นเมื่อทราบต าแหน่งของ CpG island ท าการออกแบบไพร์เมอร์โดย 
methylation primer ต้องออกแบบจาก methylated DNA template และ unmethylation primer ต้อง
ออกแบบมาจาก unmethylated DNA template ได้ไพร์เมอร์ดังแสดงในภาพที่ 26 

 
Methylated DNA template and methylation primer 
ATGGAGAGAG TTAGTTTGAT TTAGAAGGTT AAGTTGGTAG AGTAGGTCG1A ACG2TTATGAG 
GATATGGTAG TTTTTATGAA AGG*CG3T*CG4TG GAGAAGGGCG5 AGGAGTTTTT 
TTGCG6AAGAG CG7AAATTTGC TTTTAGTAGT TTATAAGAA*C G8TGGTGGG*CG9 GTTAGAGGGT 
TGTTTGGAGG GTGTTGTTTA GTATTGAGTA GAAAAGTAAC G10AGGAGGGTT CG11GAGGAGAA 
GGGGTTCG12AG GTGCG13TGA 

Unmethylated DNA template and unmethylation primer 
ATGGAGAGAG TTAGTTTGAT TTAGAAGGTT AAGTTGGTAG AGTAGGTTG1A ATG2TTATGAG 
GATATGGTAG TTTTTATGAA AGG*TG3T*TG4TG GAGAAGGGTG5 AGGAGTTTTT TTGTG6AAGAG 
TG7AAATTTGC TTTTAGTAGT TTATAAGAA*T G8TGGTGGG*TG9 GTTAGAGGGT TGTTTGGAGG 
GTGTTGTTTA GTATTGAGTA GAAAAGTAAT G10AGGAGGGTT TG11GAGGAGAA GGGGTTTG12AG 
GTGTG13TGA 

ภาพท่ี 26 แสดงล าดับเบสและไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบการเกิด 14-3-3σ methylation 

 

 

 

 

 

 

 

 

Forward primer 

Reverse primer 

Forward primer 

Reverse primer 
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2.) การออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกในระดับ mRNA ของ 14-3-3σ ด้วย
วิธีการ RT-PCR 
 

ใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูล NCBI ส าหรับออกแบบไพร์เมอร์  เมื่อน าล าดับเบสไปออกแบบ
ไพร์เมอร์ได้ต าแหน่งของไพร์เมอร์ดังแสดงในภาพที่ 29 โดยต าแหน่งที่ท าการตรวจสอบการ
แสดงออกในระดับ mRNA อยู่หลังต าแหน่งท าการตรวจสอบการเกิด DNA methylation เพื่อเป็น
ตรวจสอบว่าการเกิด DNA methylation ตรงบริเวณที่ใช้ในการศึกษานั้นส่งผลต่อการแสดงออกใน
ระดับ mRNA ของยีน 14-3-3σ หรือไม่ 

 
1    GAGAGACACA GAGTCCGGCA TTGGTCCCAG GCAGCAGTTA GCCCGCCGCC CGCCTGTGTG 
61  TCCCCAGAGC CATGGAGAGA GCCAGTCTGA TCCAGAAGGC CAAGCTGGCA GAGCAGGCCG 
121 AACGCTATGA GGACATGGCA GCCTTCATGA AAGGCGCCGT GGAGAAGGGC GAGGAGCTCT 
181 CCTGCGAAGA GCGAAACCTG CTCTCAGTAG CCTATAAGAA CGTGGTGGGC GGCCAGAGGG 
241 CTGCCTGGAG GGTGCTGTCC AGTATTGAGC AGAAAAGCAA CGAGGAGGGC TCGGAGGAGA 
301 AGGGGCCCGA GGTGCGTGAG TACCGGGAGA AGGTGGAGAC TGAGCTCCAG GGCGTGTGCG 
361 ACACCGTGCT GGGCCTGCTG GACAGCCACC TCATCAAGGA GGCCGGGGAC GCCGAGAGCC 
421 GGGTCTTCTA CCTGAAGATG AAGGGTGACT ACTACCGCTA CCTGGCCGAG GTGGCCACCG 
481 GTGACGACAA GAAGCGCATC ATTGACTCAG CCCGGTCAGC CTACCAGGAG GCCATGGACA 
541 TCAGCAAGAA GGAGATGCCG CCCACCAACC CCATCCGCCT GGGCCTGGCC CTGAACTTTT 
601 CCGTCTTCCA CTACGAGATC GCCAACAGCC CCGAGGAGGC CATCTCTCTG GCCAAGACCA 
661 CTTTCGACGA GGCCATGGCT GATCTGCACA CCCTCAGCGA GGACTCCTAC AAAGACAGCA 
721 CCCTCATCAT GCAGCTGCTG CGAGACAACC TGACACTGTG GACGGCCGAC AACGCCGGGG 
781 AAGAGGGGGG CGAGGCTCCC CAGGAGCCCC AGAGCTGA 

ภาพท่ี 27 แสดงล าดับเบสและไพร์เมอร์ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของ 14-3-3σ mRNA 
 

 
 
 
 
 
 
 

Forward primer 

Reverse primer 
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ภาคผนวก ข 
 

การสกัด DNA จากชิ้นเน้ือ 
 

Homogeneous tissue 
Added 600 µl of SLB, 15 µl of 1M β-Mercaptanol, 6 µl of 10 mg/ml proteinase K 

Incubated at 55 °C for 3 hr. 
Centrifuged at 8,000 xgfor 10 min 

Supernatant 
Added 1 Volumeof Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol (25:24:1), then shake for 10 min 

Centrifuged at 13,000 xg for 10 min 
Upper phase 

Added 1 Volumeof Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol (25:24:1), then shake for 10 min 
Centrifuged at 13,000 xg for 10 min 

Upper phase 
Added 1 Volume of Chloroform-Isoamyl alcohol (24:1), then shake for 10 min 

Centrifuged at 13,000 xg for 10 min 
Upper phase 

Added 2 Volume of 100% ethanol 
Centrifuged at 13,000 xg for 20 min 
Washed by 500 µl of 70% ethanol 

Centrifuged at 13,000 xg for 20 min 
Air dried at room temperature and dissolved in DEPC water 20 µl, then stored at -20 °C 
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การสกัด DNA จากซีร่ัม 
 

Serum 348 µl 
Added 102 µl of 10mg/ml proteinase in SLB 

Added 150 µl of 20% SDS 
Incubated shaker (160 rpm) at 55 °C for 3 hr.  

Added 1 Volume of Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol (25:24:1)  
Centrifuged at 16,000 xg for 10 min at 4 °C 

Upper phase 
Added 1 Volume of Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol (25:24:1) 

Centrifuged at 16,000 xg for 10 min at 4 °C 
Upper phase 

Added 1 Volume of Chloroform-Isoamyl alcohol (24:1)  
Centrifuged at 16,000 xg for 10 min at 4 °C 

Upper phase 
Added 2 Volume of 100% ethanol 

Precipitated at -70 °C for 3 hr.  
Centrifuged at 10,000 xg for 20 min 
Washed by 500 µl of 70% ethanol 

Centrifuged at 10,000 xg for 20 min 
Air dried at room temperature and Dissolved in DEPC water 15 µl, then stored at -20 °C 
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วิธีการ IHC 
 

Heated slides at 58 °C until paraffin melted 
De-paraffinize sections in xylene for 5 minutes (2 times)  
Re-hydrate through 100% ethanol for 5 minutes (2 times)  

Wash slides in PBS buffer for 5 minutes (2 times)  
Perform antigen retrieval; Microwave for 10 minutes in 0.01 M citric acid buffer pH 6.0 
Let cool at room temperature and wash slides in de-ionized water for 5 minutes (2 times)  

Neutralize endogenous peroxidase using Peroxidase Block for 5 minutes 
Wash in TBS for 5 minutes (2 times) 

Incubate with Protein Block for 5 minutes and wash in TBS for 5 minutes (2 times)  
Incubate with mouse monoclonal (IgG1) anti-14-3-3σ antibody (1:500) for 3 hours at 4 °C 

Wash in TBS for 5 minutes (2 times)  
Incubate with Post Primary for 30 minutes and wash in TBS for 5 minutes (2 times) 

Incubate with Novolink™ Polymer for 30 minutes and wash in TBS for 5 minutes (2 times) 
Develop peroxidase activity with DAB working solution andrinse slides in DW 

Counterstain with Hematoxylin and rinse slides in DW for 5 minutes 
Dehydrate in 70%, 95% and 100% ethanol for 5 minutes 

Dehydrate continues in xylene for 5 minutes (2 times) 
Clear and mount section 
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ตารางท่ี 7 Master mix ส าหรับปฏิกิริยา MSP 

Reagent Stock Final conc. Reaction (1X) 
PCR buffer (X) 10 1 2 
Mgcl2 (mM) 50 1.5 0.6 
dNTP (mM) 2.5 0.2 1.6 
Forward primer (pmole) 10 0.2 0.4 
Reverse primer (pmole) 10 0.2 0.4 
Platinum taq DNA polymerase 5 0.04 0.16 
H2O (µl) - - 9.84 
Total master mix (µl) - - 15 
DNA or H2O (µl) - - 5 
Total volume (µl) - - 20 

 
ตารางท่ี 8 ขั้นตอนและสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MSP 

Reaction Temp. (°C) Time Cycle 
1) Initiation denaturation 94 30 วินาที 1 

2) Denaturation 94 30 วินาที 
 

3) Annealing   30 วินาที 

 for methylation primer 64  
for unmethylation primer 59  

4) Extension 72 5 วินาที 

5) Final extension 72 10 นาที 1 

 

 

 

 

 

3
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ตารางท่ี 9 Master mix ส าหรับปฏิกิริยา RT-PCR 

Reagent Stock Final conc. Reaction (1X) 
PCR buffer (X) 10 1 2.5 

Mgcl2 (mM) 50 1.5 0.75 
dNTP (mM) 2.5 0.2 2.0 

Forward primer (pmole) 10 0.2 1.0 
Reverse primer (pmole) 10 0.2 1.0 

Platinum taq DNA polymerase 5 0.04 0.2 
H2O (µl) - - 15.55 

Total master mix (µl) - - 23 
DNA or H2O (µl) - - 2 
Total volume (µl) - - 25 

 

ตารางท่ี 10 ขั้นตอนและสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา RT-PCR 

Reaction Temp. (°C) Time cycle 
1) Initiation denaturation 95 5 นาที 1 

2) Denaturation 95 45 วินาที 
 

3) Annealing  61 30 วินาที 

4) Extension 72 30 วินาที 

5) Final extension 72 10 นาที 1 

 
 

 

 

 

 

4
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ภาคผนวก ค 
 

10% Ammonium persulfate (1 ml) 
APS     0.10  g 
Distilled water     1  ml 

 
0.01 M Citrate buffer pH 6.0 (1,000 ml) 
Citric acid     2.1  g 
Distilled water     1,000  ml 
Adjust to pH 6.0 using NaOH 

 
0.4 M EDTA pH 8.0 (1,000 ml) 
EDTA (FW = 372.24)    148.90  g 
Distilled water     1,000  ml 
Adjust to pH 8.0 using NaOH 

 
DEPC water (1,000 ml) 
Milli-Q water     1  L  
DEPC     1  ml  
*DEPC drop wise into the water 

 
3M NaCl (1,000 ml) 
NaCl    175.32  g 
Distilled water up to 1,000 ml 
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SLB solution (1,000 ml) 
2M Tris pH 7.6     5  ml 
0.4 M EDTA pH 8.0    25  ml 
3M NaCl    17  ml 
Add 250 ml distilled water 
20% SDS     10  ml 
Distilled water up to 1,000 ml 

 
50X TAE buffer (1,000 ml) 
Tris base     242.28  g 
Glacial acetic acid    57.1  ml 
EDTA     18.61  g 
Distilled water up to 1,000 ml 

 
1M Tris-HCL pH 8.0 (1,000) 
Tris base     121.14  g 
Distilled water     1,000  ml 
Adjust to pH 8.0 using HCl 

 
 

2M Tris-HCL pH 7.6 (1,000 ml) 
Tris base     242.2  g 
Adjust to pH 7.6 using HCl 
Distilled water up to 1,000 ml 
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10X TBE buffer (1,000 ml) 
Tris base     109.03  g 
Boric acid     55.65  g 
EDTA     7.45  g 
Distilled water up to 1,000 ml 

 
10X TBS buffer pH 7.6 (1,000 ml) 
Tris base    24.2  g 
NaCl    80  g  
Distilled water up to 1,000 ml 
Adjust to pH 7.6 using Hcl 
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ภาคผนวก ง 
 

           ตารางท่ี 11 รายละเอียดของผู้ป่วย NSCLC ที่ใช้ในการศึกษา 

Sample No. Age Gender Histological type Sites of tumor Grade Stage Metastases 
LCT 002 
LCT 003 
LCT 008 
LCT 010 
LCT 011 
LCT 012 
LCT 013 
LCT 014 
LCT 015 
LCT 016 
LCT 017 
LCT 020 
LCT 021 

70 
65 
64 
67 
69 
63 
35 
52 
67 
53 
74 
72 
76 

Male 
Male 
Male 
Male 
Male 
Female 
Male 
Female 
Female 
Female 
Female 
Male 
Female 

ADC 
Unclassified type of NSCLC 
SCC 
SCC 
SCC 
Pleura, ADC 
Pleura, ADC 
Pleura, ADC 
ADC 
SCC 
ADC 
SCC 
ADC 

Over lobe lesion of lung 
Lung, NOS 
Middle lobe, lung 
Middle lobe, lung 
Over lobe lesion of lung 
Over lobe lesion of lung 
Over lobe lesion of lung 
Over lobe lesion of lung 
Lower lobe, lung 
Lower lobe, lung 
Lung, NOS 
Lower lobe, lung 
Upper lobe, lung 

9  
9 
9 
9 
9 
9  
9 
9 
9 
3 
1 
9 
9 

4 
4 
3 
4 
3 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
No data 
4 

Distant metastases 
Distant metastases 
Regional lymph nodes 
Distant metastases 
No data 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
No data 
No data 

NOS = not otherwise specified 
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Sample No. Age Gender Histological type Sites of tumor Grade Stage Metastases 
LCT 022 
LCT 024 
LCT 025 
LCT 026 
LCT 031 
LCT 032 
LCT 034 
LCT 036 
LCT 037 
LCT 043 
LCT 044 
LCT 046 
LCT 047 
LCT 049 
LCT 051 
LCT 053 

71 
53 
58 
64 
68 
39 
77 
64 
53 
63 
59 
79 
67 
75 
83 
41 

Female 
Male 
Male 
Male 
Female 
Female 
Female  
Male 
Male 
Male 
Male 
Male 
Male 
Male 
Male 
Female 

SCC 
ADC  
Unclassified type of NSCLC 
SCC 
ADC 
ADC 
ADC 
SCC 
Unclassified type of NSCLC 
SCC 
SCC 
SCC 
ADC 
SCC 
Unclassified type of NSCLC 
ADC 

Upper lobe, lung 
Lung, NOS  
Over lobe lesion of lung 
Over lobe lesion of lung 
Over lobe lesion of lung 
Lung, NOS 
Lower lobe, lung 
Over lobe lesion of lung 
Middle lobe, lung 
Lower lobe, lung 
Over lobe lesion of lung 
Upper lobe, lung 
Upper lobe, lung 
Upper lobe, lung 
Middle lobe, lung 
Over lobe lesion of lung 

2 
9 
9 
9 
9 
1 
9 
2 
9 
2 
9 
9 
1 
3 
9 
9 

4 
4 
No data 
3 
No data 
No data 
4 
No data 
4 
4 
4 
4 
2 
3 
3 
No data 

Distant metastases 
Distant metastases  
No data 
No data 
No data 
No data 
Distant metastases 
No data  
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Localized 
Direct extension 
Regional lymph nodes 
Regional lymph nodes 

NOS = not otherwise specified 
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Sample No. Age Gender Histological type Sites of tumor Grade Stage Metastases 
LCT 054 
LCT 055 
LCT 057 
LCT 058 
LCT 059 
LCT 061 
LCT 062 

39 
57 
32 
68 
58 
76 
57 

Female 
Female 
Female 
Female  
Male 
Male 
Male 

SCC 
ADC 
ADC 
SCC  
ADC 
ADC 
SCC 

Middle lobe, lung 
Lower lobe, lung 
Lung, NOS 
Middle lobe, lung  
Upper lobe, lung 
Upper lobe, lung 
Lung, NOS 

2 
9 
1 
2 
9 
3 
3 

1 
4 
4 
4 
4 
4 
4 

No  metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 
Distant metastases 

 NOS = not otherwise specified 
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ตารางท่ี 12 ค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของ genomic DNA ในตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัม 

ตัวอย่าง
ชิ้นเน้ือ 

ค่าความ
เข้มข้น 
(ng/µl) 

ค่าความบริสุทธิ์ ตัวอย่าง
ซีร่ัม 

ค่าความ 
เข้มข้น 
(ng/µl) 

ค่าความบริสุทธิ์ 

OD260/ 
OD280 

OD260/
OD230 

OD260/
OD280 

OD260/
OD230 

LCT 002 
LCT 003 
LCT 008 
LCT 010 
LCT 011 
LCT 012 
LCT 013 
LCT 014 
LCT 015 
LCT 016 
LCT 017 
LCT 020 
LCT 021 
LCT 022 
LCT 024 
LCT 025 
LCT 026 
LCT 031 
LCT 032 
LCT 034 
LCT 036 
LCT 037 
LCT 043 
LCT 044 
LCT 046 
LCT 047 

112.5 
93.7 
27.1 

462.5 
753.9 
159.9 
124.1 
194.1 
878.8 
622.8 
141.4 
412.2 
47.0 

709.9 
13.4 
26.3 

101.5 
21.6 
52.4 
46.6 

411.4 
46.7 

380.9 
594.9 
108.7 
206.0 

1.92 
1.88 
2.32 
1.94 
1.98 
1.89 
1.87 
1.88 
1.89 
1.77 
1.86 
1.91 
1.63 
1.89 
2.03 
1.98 
1.74 
1.99 
1.89 
1.78 
1.89 
1.91 
1.90 
1.88 
1.92 
1.87 

1.28 
1.17 
1.48 
2.10 
2.18 
1.96 
2.11 
2.09 
2.21 
2.27 
2.09 
2.25 
0.30 
2.14 
1.07 
1.24 
1.49 
1.81 
1.93 
1.50 
2.61 
1.72 
2.14 
1.89 
2.45 
2.17 

LCS 002 
LCS 003 
LCS 008 
LCS 010 
LCS 011 
LCS 012 
LCS 013 
LCS 014 
LCS 015 
LCS 016 
LCS 017 
LCS 020 
LCS 021 
LCS 022 
LCS 024 
LCS 025 
LCS 026 
LCS 031 
LCS 032 
LCS 034 
LCS 036 
LCS 037 
LCS 043 
LCS 044 
LCS 046 
LCS 047 

62.9 
106.5 
74.8 
48.9 
77.6 

135.9 
117.9 
44.6 
60.8 

196.1 
106.7 
201.5 
72.0 

101.0 
202.0 
195.9 
44.1 

127.2 
124.7 
159.8 
293.2 
176.6 
56.0 

116.4 
37.2 
8.5 

1.48 
1.14 
0.98 
1.59 
1.40 
0.98 
1.30 
1.59 
1.58 
1.03 
1.19 
1.02 
1.54 
1.28 
1.14 
0.98 
1.57 
1.16 
1.22 
1.11 
0.99 
1.00 
1.23 
0.93 
1.59 
1.70 

0.39 
0.20 
0.16 
0.39 
0.31 
0.18 
0.34 
0.30 
0.38 
0.25 
0.23 
0.25 
0.44 
0.26 
0.25 
0.24 
0.35 
0.21 
0.23 
0.24 
0.37 
0.22 
0.37 
0.16 
0.47 
0.31 



97 
 

LCT 049 
LCT 051 
LCT 053 
LCT 054 
LCT 055 
LCT 057 
LCT 058 
LCT 059 
LCT 061 
LCT 062 

338.9 
220.7 
339.8 
143.8 
126.9 
60.4 

459.8 
155.8 
111.0 
61.9 

1.91 
1.83 
1.94 
1.86 
1.85 
1.89 
1.90 
2.13 
2.18 
2.26 

1.17 
1.21 
1.97 
0.61 
1.21 
1.41 
1.97 
1.22 
1.09 
0.81 

LCS 049 
LCS 051 
LCS 053 
LCS 054 
LCS 055 
LCS 057 
LCS 058 
LCS 059 
LCS 061 
LCS 062 

63.0 
43.1 
45.4 
41.2 
45.7 
54.9 
72.6 
61.2 
49.5 
31.4 

0.97 
1.35 
1.53 
1.56 
1.54 
0.95 
1.40 
0.98 
1.13 
0.96 

0.17 
0.34 
0.45 
0.43 
0.29 
0.17 
0.31 
0.16 
0.33 
0.18 
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ตารางท่ี 13 ค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของ bisulfite DNA ในตัวอย่างชิ้นเน้ือและซีร่ัม 

ตัวอย่าง
ชิ้นเน้ือ 

ค่าความ
เข้มข้น 
(ng/µl) 

ค่าความบริสุทธิ์ ตัวอย่าง
ซีร่ัม 

ค่าความ 
เข้มข้น 
(ng/µl) 

ค่าความบริสุทธิ์ 

OD260/ 
OD280 

OD260/
OD230 

OD260/
OD280 

OD260/
OD230 

LCT 002 
LCT 003 
LCT 008 
LCT 010 
LCT 011 
LCT 012 
LCT 013 
LCT 014 
LCT 015 
LCT 016 
LCT 017 
LCT 020 
LCT 021 
LCT 022 
LCT 024 
LCT 025 
LCT 026 
LCT 031 
LCT 032 
LCT 034 
LCT 036 
LCT 037 
LCT 043 
LCT 044 
LCT 046 
LCT 047 

31.7 
51.9 
69.9 
50.5 
66.0 

103.2 
95.0 
72.4 
60.1 
93.3 
85.1 
57.4 
31.2 
87.6 
31.8 
43.5 
35.5 
83.6 
28.9 
43.0 
72.0 
65.1 
49.7 
26.5 
67.7 
24.8 

1.66 
2.98 
1.55 
1.45 
1.62 
1.77 
2.33 
1.63 
1.56 
1.71 
1.70 
1.54 
1.19 
1.63 
1.24 
1.34 
1.22 
1.83 
1.10 
1.36 
1.58 
1.54 
1.51 
1.06 
1.67 
1.03 

0.28 
0.40 
1.14 
0.84 
1.18 
1.39 
0.64 
0.78 
0.78 
0.97 
1.02 
1.03 
0.56 
1.23 
0.42 
0.84 
0.77 
1.64 
0.54 
0.90 
1.06 
1.07 
0.90 
0.49 
1.14 
0.47 

LCS 002 
LCS 003 
LCS 008 
LCS 010 
LCS 011 
LCS 012 
LCS 013 
LCS 014 
LCS 015 
LCS 016 
LCS 017 
LCS 020 
LCS 021 
LCS 022 
LCS 024 
LCS 025 
LCS 026 
LCS 031 
LCS 032 
LCS 034 
LCS 036 
LCS 037 
LCS 043 
LCS 044 
LCS 046 
LCS 047 

23.4 
18.5 
13.3 
14.1 
17.1 
13.0 
12.2 
12.0 
13.4 
13.9 
7.3 

10.3 
13.7 
10.9 
15.9 
10.9 
12.5 
10.1 
13.9 
14.9 
12.8 
11.7 
12.9 
14.9 
10.1 
12.1 

0.96 
0.84 
0.68 
0.70 
0.79 
0.80 
0.76 
0.67 
0.71 
0.79 
0.62 
0.68 
0.75 
0.67 
0.88 
0.60 
0.79 
0.57 
0.73 
0.74 
0.66 
0.62 
0.77 
0.85 
0.70 
0.71 

0.48 
0.25 
0.28 
0.29 
0.30 
0.35 
0.31 
0.27 
0.28 
0.32 
0.23 
0.27 
0.30 
0.27 
0.38 
0.22 
0.32 
0.22 
0.30 
0.30 
0.27 
0.24 
0.22 
0.37 
0.25 
0.28 
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LCT 049 
LCT 051 
LCT 053 
LCT 054 
LCT 055 
LCT 057 
LCT 058 
LCT 059 
LCT 061 
LCT 062 

52.3 
35.4 
42.6 
31.3 
96.3 
55.2 
38.9 
43.5 
41.9 
30.7 

1.44 
1.26 
1.36 
1.23 
1.79 
1.51 
1.32 
1.44 
1.41 
1.25 

0.80 
0.67 
0.69 
0.60 
1.35 
0.92 
0.70 
0.89 
0.88 
0.74 

LCS 049 
LCS 051 
LCS 053 
LCS 054 
LCS 055 
LCS 057 
LCS 058 
LCS 059 
LCS 061 
LCS 062 

17.4 
12.2 
12.1 
11.9 
12.3 
12.7 
13.1 
14.3 
17.0 
22.4 

0.98 
0.71 
0.72 
0.71 
0.72 
0.79 
0.75 
0.86 
0.93 
1.10 

0.46 
0.27 
0.28 
0.26 
0.29 
0.35 
0.31 
0.35 
0.42 
0.55 
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ตารางท่ี 14 ค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของ RNA ทั้งหมดในตัวอย่างชิ้นเน้ือ 
 

ตัวอย่างชิ้นเน้ือ 
 

ความเข้มข้นของ RNA (ng/µl) 
ความบริสุทธิ์ของ RNA 

OD260/OD280 OD260/OD230 
LCT 003 
LCT 008 
LCT 010 
LCT 011 
LCT 013 
LCT 014 
LCT 015 
LCT 016 
LCT 017 
LCT 020 
LCT 021 
LCT 022 
LCT 024 
LCT 025 
LCT 026 
LCT 032 
LCT 034 
LCT 036 
LCT 043 
LCT 044 
LCT 046 
LCT 047 
LCT 049 
LCT 051 
LCT 053 
LCT 054 
LCT 055 

153.2 
54.6 

186.3 
64.5 

233.5 
70.9 

198.5 
185.6 
46.7 
40.7 
12.8 
39.4 
74.7 
78.0 
29.0 
23.9 
33.0 

156.0 
26.4 

121.0 
23.0 
22.5 

353.2 
69.2 
53.9 
19.7 
33.8 

2.08 
1.83 
2.07 
2.06 
2.08 
2.06 
2.13 
2.13 
2.13 
2.06 
2.01 
2.07 
2.08 
2.00 
2.06 
1.91 
1.99 
2.07 
1.93 
2.08 
2.10 
2.12 
2.10 
2.02 
1.97 
2.05 
1.95 

2.03 
0.98 
2.07 
1.59 
1.90 
1.68 
1.13 
1.12 
0.32 
0.35 
0.24 
0.40 
1.35 
0.49 
0.49 
1.35 
1.17 
2.03 
1.05 
1.59 
0.09 
0.05 
2.10 
0.29 
0.26 
0.29 
0.86 
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LCT 057 
LCT 058 
LCT 059 
LCT 061 
LCT 062 

26.0 
60.9 

404.3 
160.6 
54.9 

2.08 
2.01 
2.07 
2.11 
2.08 

0.12 
0.97 
2.08 
1.11 
0.45 
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ตารางท่ี 15 ผลการศึกษาในตัวอย่าง NSCLC  

ตัวอย่าง 
NSCLC 

Methylation 
level 

Relative 
mRNA 

expression 

 
Protein expression level 

Tissue Serum 
LCT 002 
LCT 003 
LCT 008 
LCT 010 
LCT 011 
LCT 012 
LCT 013 
LCT 014 
LCT 015 
LCT 016 
LCT 017 
LCT 020 
LCT 021 
LCT 022 
LCT 024 
LCT 025 
LCT 026 
LCT 031 
LCT 032 
LCT 034 
LCT 036 
LCT 037 
LCT 043 
LCT 044 
LCT 046 
LCT 047 

25.25 
69.19 
51.80 
34.25 
38.50 
47.73 
47.65 
38.35 
43.98 
32.70 
41.80 
47.87 
35.51 
46.96 
41.40 
55.56 
50.42 
45.54 
37.85 
56.25 
46.75 
54.15 
50.34 
48.02 
34.07 
37.85 

89.60 
88.04 
96.83 
83.72 
84.38 
80.00 
98.17 
86.11 
86.05 
95.45 
71.61 
82.44 
98.96 
90.10 
77.32 
97.59 

100.00 
87.04 

100.00 
81.46 
94.40 
82.98 
64.62 
78.26 
93.33 
94.96 

RNA degrade 
0.37 
0.61 
0.68 
0.92 

RNA degrade 
0.30 
0.55 
0.35 
0.67 
0.82 
0.72 
0.84 
0.98 
0.94 
0.87 
1.00 

RNA degrade 
0.68 
0.53 
0.73 

RNA degrade 
0.68 
0.73 
0.72 
1.10 

0 
Tissue sample has not adequate to be slide 

Tissue slide has not cancer cell 
Tissue sample has not adequate to be slide 

80 
0 
5 
0 

20 
70 
1 

10 
Tissue sample has not adequate to be slide 

140 
0 
0 

100 
0 
0 
0 

160 
5 
5 
0 

40 
0 
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LCT 049 
LCT 051 
LCT 053 
LCT 054 
LCT 055 
LCT 057 
LCT 058 
LCT 059 
LCT 061 
LCT 062 

57.52 
32.84 
45.25 
68.52 
38.73 
52.58 
68.64 
56.05 
50.00 
51.90 

100.00 
87.76 
77.08 
82.35 
91.04 
97.94 
96.36 
66.07 
79.78 
95.56 

0.31 
0.89 
0.84 
0.81 
0.89 
0.86 
0.97 
0.56 
0.77 
0.89 

10 
80 
50 
0 
0 

60 
150 
210 
80 
60 

ตารางท่ี 16 ผลการศึกษาในตัวอย่างที่ไม่ใช่มะเร็ง  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ตัวอย่าง Methylation level 

Non cancer tissue 
NCT 008 
NCT 009 
NCT 010 
NCT 018 
NCT 019 

 
44.91 
58.43 
50.53 
57.65 
57.09 

Normal serum 
NCS 001 
NCS 002 
NCS 003 
NCS 004 
NCS 005 
NCS 006 
NCS 007 

 
50.00 
75.00 
50.00 
83.33 
62.86 
54.22 
59.52 
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ภาคผนวก จ 
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