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เอนไซม MMP-2 เปนเอนไซมที่มีความเกีย่วของกับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังเนื้อเยื่อ

ขางเคียง  การทดลองครั้งนี้ มีวัตถุประสงคที่จะศึกษาความสัมพันธระหวางเซลลมะเร็ง HSC-7 ซึ่งเปนเซลล

ไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของชองปาก และเซลลไฟโบรบลาสทจากเหงือก  ในแงของการเหนี่ยวนํา

การเปลี่ยนแปลงระดับของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 การกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 และการ

เคลื่อนที่ของเซลลมะเร็ง โดยศึกษาความสัมพันธระหวางเซลลทั้งสองชนิด ทั้งทางตรง และทางออม  การ

ทดลองศึกษาผลทางออม โดยการใชเล้ียงเซลลเหงือกดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจากเซลลมะเร็ง และ

เล้ียงเซลลมะเร็งในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจากเซลลเหงือก  สวนผลทางตรง จะทําการศึกษา 2 วิธ ีในวิธี

แรก จะเตรียมเฉพาะสวนผนังเซลลจากเซลลทั้งสองชนิด และนําไปใชกระตุนเซลลอีกชนิดหนึ่ง  และวิธีที่สอง

เปนการเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดในจานเลี้ยงเซลลแบบหลุมที่มี 2 หนา (Transwell) โดยเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิด

คนละดานของหลุม 2 หนาดังกลาว ผลการทดลองพบวา การเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจาก

เซลลอีกชนิดหนี่ง  รวมทั้งการกระตุนเซลลดวยผนังเซลลของเซลลอีกชนิดหนึ่งนั้น ไมมีผลตอปริมาณ และการ

กระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 คงมีเพียงการเลี้ยงในหลุม 2 ดานเทานั้นที่ใหผลในการ

กระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 สวนการศึกษาผลของการเคลื่อนที่ของเซลล จะทําในเครื่องมือสําหรับ

ศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล (48-well microchemotaxis chamber apparatus) และพบวา อาหารเลี้ยง

เซลลของเซลลเหงือกสามารถกระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลมะเร็ง ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลจากเซลลมะเร็ง

สามารถกระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลเหงือก  จากผลการทดลองดังกลาว สรุปไดวา สารหลั่งจากเซลลเหงือก 

และเซลลฺมะเร็ง สามารถกระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลอีกชนิดหนึ่งใหเขามาใกลกันได แตไมมีผลตอการ

กระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ในขณะที่การสัมผัสกันของเซลลที่ยังมีชีวิต สามารถเหนี่ยวนําการ

กระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ซึ่งกลไกดงักลาวนี้ อาจเปนกลไกสําคัญในการกระตุนการ

แพรกระจายของเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของชองปาก 
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Abstract 

MMP-2 has been considered to be an important enzyme for tumor metastasis.  In this 

study, we investigated the interaction between HSC-7, oral squamouse carcinoma cell line, and 

HGF (human gingival fibroblast) in terms of MMP-2 and MMP-9 modulation, MMP-2 activation and 

cell migration.  We studied both direct and indirect interactions between these two cell types.  For 

the indirect interaction, we cultured HGF with the conditioned medium from HSC-7 and vice versa.  

For direct interaction, we prepared the cell membrane extract from one cell type and applied to 

culture of the other, and vice versa.  We also cultured both cells in the transwell, an apparatus that 

allows cells to be grown on each side of the membrane, and contact each other through the 

membrane pore.  The results indicated that transferring of the conditioned medium and 

application of membrane extract could either activate or modulate the levels of MMP-2 and MMP-

9.  However, cells cultured on the transwell clearly showed the MMP-2 activation by gelatin 

zymography.  For migration assay, we used 48-well microchemotaxis chamber.  The results 

showed that conditioned medium from HGF could induce HSC-7 migration and vice versa.  These 

results suggested that conditioned medium contained the ability to induce cell migration towards 

each other without effect on MMP-2 activation.  In addition, direct cell contact in the living cells 

could induce MMP-2 activation.  These mechanisms might be one of the important step in the 

process of oral squamous cell migration and metastasis. 
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บทนํา  

มะเร็งชนิดสแควมัสเซลล (Squamous cell carcinoma) เปนมะเร็งในชองปาก ที่พบมากเปน

อันดับที่ 1 ในประชากรไทย มะเร็งชนิดนี้ เปนมะเร็งที่มีการพยากรณโรคไมดี (Poor prognosis) ทั้งนี้

เนื่องจากเซลลมะเร็งชนิดนี้มีความสามารถในการแทรกตัวไปยังเนื้อเยื่อขางเคียงไดดี รวมทั้งมีอุบัติการณ

ของการแพรกระจายไปสูตอมน้ําเหลืองและอวัยวะที่อยูหางออกไปสูง ทําใหมีอัตราการเสียชีวิตของผูปวย

สูง (Slootweg et al., 1996; Vokes et al., 1993; Zbaren and Lehmann, 1987) 

มะเร็งเปนพยาธิสภาพที่เซลลในรางกายมีอัตราการแบงตัวที่ผิดปกติ จนทําใหมีการขยายขนาด

ของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะในบริเวณนั้น ซึ่งอาจรบกวนการทํางานปกติของอวัยวะขางเคียง การเพิ่มจํานวน

เซลลอยางมาก อาจมีสาเหตุมาจากความผิดปกติของกลไกที่ควบคุมการแบงตัว (Dictor et al., 1999; 

Roussel et al., 1996; Sherr, 1996) หรือกลไกที่ควบคุมการตายของเซลล (Hogarty, 2003; 

Nefedova et al., 2003) โดยความผิดปกติของกลไกการควบคุมทั้งสองนี้ อาจเกิดขึ้นในสองลักษณะ คือ 

จากการเปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรมของเซลล (Dictor et al., 1999; Hogarty, 2003) หรือจากการ

เหนี่ยวนําโดยเซลลที่อยูขางเคียง  

ในการเหนี่ยวนําโดยเซลลที่อยูขางเคียงนี้อาจเปนการเหนี่ยวนําจากเซลลมะเร็งดวยกันเอง 

(Rahimi et al., 1996) หรืออาจเปนเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Stromal cells) ที่อยูรอบๆ (Hauptmann 

et al., 2003; Johnson et al., 1998; Kijima et al., 2002; Nefedova et al., 2003; Tokuda et al., 

2003)  

สําหรับการเหนี่ยวนําอันเกิดจากปฏิสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งและ Stromal cells นั้น สามารถ

เกิดขึ้นไดใน 2 ทิศทาง ทั้งจากการที่เซลลมะเร็งเหนี่ยวนํา Stromal cells หรือในทางกลับกนั ดังที่กลาวไว

ขางตน ทั้งนี้กลไกที่เซลลใช แบงออกไดเปน 2 ลักษณะใหญๆ คือ เกิดขึ้นจากการสัมผัสกันระหวางเซลล

สองชนิด หรือเกิดขึ้นเมื่อเซลลชนิดหนึ่งไดรับเพียงสารหลั่งจากเซลลอีกชนดิหนึ่ง โดยไมมกีารสัมผัสของ

เซลล (Alessandro and Kohn, 2002)  



 

 

2 

ปฏิสัมพันธระหวางเซลลนี้ มีสวนสําคัญในกระบวนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งในมะเร็ง

หลายๆชนิดเชน มะเร็งเตานม มะเร็งรังไข มะเร็งกลามเนื้อลาย และ มะเร็งตอมลูกหมาก เปนตน 

(Brooks et al., 1997; Cooper et al., 2003; Li et al., 2003; Libura et al., 2002; Parrott et al., 

2001)   

มีรายงานถึงการเหนี่ยวนํา Stromal cells ที่อยูบริเวณขอบของกอนมะเร็ง โดยเซลลมะเร็งหลั่ง 

Transforming growth factor beta (TGF-β) ทําให Stromal cells ซึ่งปกติเปน Fibroblast เปล่ียนเปน 

Myofibroblast ซึ่งเปนเซลลที่มีลักษณะรวมของ Fibroblast และ Smooth muscle cell และมี

ความสามารถหลั่งสารที่มีคุณสมบัติเปน Pro-invasive signal ยอนกลับมากระตุนเซลลมะเร็งใหเคลื่อนที่ 

และเกิดการแพรกระจายในที่สุด นอกจากนี้ Myofibroblast ยังสราง N-cadherin ซึ่งสงเสริมใหทั้ง 

myofibroblast และเซลลมะเร็ง แพรกระจายเขาสูเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเพิ่มมากยิ่งขึ้น (De Wever and 

Mareel, 2002; De Wever and Mareel, 2003) สําหรับมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก มี

รายงานถึงปฏิสัมพันธระหวางเซลล ในการชักนําใหมีการเคลื่อนของเซลลมะเร็งไปสูตอมน้ําเหลือง

บริเวณคอ ซึ่งเปนผลของการจับกันของ chemokine ชนิดหนึ่ง ซึ่งสรางขึ้นจาก Stromal cells และ 

Receptor ที่มีอยูที่เซลลมะเร็ง (Uchida et al., 2003)  

สําหรับกลไกในการแพรกระจายของเซลลมะเร็งนั้น ตองอาศัยกระบวนการยอยสลายเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันที่อยูรอบกอนมะเร็ง รวมกับการเคลื่อนตัวของเซลลมะเร็งผานบริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ถูกยอย

สลาย (Stetler-Stevenson et al., 1993) ซึ่งเริ่มจากการที่เซลลมะเร็งจะยอยทําลายและเคลื่อนตัวผาน 

Basement membrane ที่อยูใตตอเซลลมะเร็ง แลวจึงเคลื่อนตัวไปสูตอมนํ้าเหลือง หรืออวัยวะที่อยูหาง

ออกไป โดยผานไปกับกระแสเลือด ซึ่งการผานเขาและออกจากกระแสเลือดของเซลลมะเร็งนั้น 

เซลลมะเร็งจะตองแทรกตัวผานเซลลบุผนังหลอดเลือด (Endothelial cells) และ Basement membrane 

ของหลอดเลือดดวย นอกจากนี้เซลลมะเร็งยังยอยสลายเมทริกซนอกเซลล (Extracellular matrix; ECM) 



 

 

3 

ที่พบในระหวางการเคลื่อนที่ดวย (Curran and Murray, 2000; Stetler-Stevenson et al., 1993; 

Timar et al., 2001) 

เมทริกเมเทโลโปรทีเนส (Matrix metalloproteinases; MMPs) เปนกลุมของเอนไซมที่มี

ความสามารถในการยอยสลาย ECM ไดครอบคลุมทุกชนิด รวมทั้งคอลลาเจนซึ่งเปนองคประกอบ

มากกวารอยละ 80 ของโปรตีนใน ECM ของรางกาย และจากการที่คอลลาเจนนั้นไมสามารถถูกยอย

สลายไดดวยProteinases ในกลุมอื่นๆ ดงันั้น MMP จึงเปนกลุมของเอนไซมที่มบีทบาทสําคัญใน

กระบวนการแพรกระจายของมะเร็ง (Curran and Murray, 2000; John and Tuszynski, 2001; Timar 

et al., 2001) จนถึงปจจุบันพบมีเอนไซมอยูในกลุมนี้กวา 20 ตัว โดยเอนไซมในกลุมนี้ จะถูกสรางขึ้นใน

ลักษณะที่ยังไมพรอมทํางาน (Latent form) ในสภาวะปกติ และตองการการกระตุนโดยการตัด Pro-

peptide domain ออก รวมท้ังตองการ Zinc ion ที่ตําแหนง Catalytic domain จึงจะถูกเปลี่ยนใหอยูใน

รูปที่พรอมทํางาน (Active form) ซึ่งในระหวางกระบวนการกระตุนการทํางานนี้ อาจจะพบเอนไซมในรูป 

Intermediate ซึ่งมีการตัด Propeptide ไปแลวบางสวนได (Curran and Murray, 2000; John and 

Tuszynski, 2001; Nelson et al., 2000; Timar et al., 2001)  

 เอนไซม MMP ในกลุมเจลาติเนส (Gelatinases) ซึ่งประกอบดวย MMP-2 (Gelatinase A) และ 

MMP-9 (Gelatinase B) เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะในการยอยสลายคอลลาเจนชนิดที่ 4 (Type IV 

collagen) ซึง่เปนองคประกอบหลักของ Basement membrane และการทําลาย Basement 

membrane นั้นเปนขั้นตอนแรกในการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง มีรายงานพบมีการเพิ่มการสรางและ

ระดับการทํางานที่สูงขึ้นในรอยโรคมะเร็งหลายๆชนิดรวมทัง้ในมะเร็งชนิดสแควรมัสเซลลดวย ทั้งนี้พบวา

ระดับของ MMP-2 และ MMP-9 ที่สูงขึ้นนี้มีความสัมพันธกับระดับความรุนแรงของรอยโรคในดาน

ความสามารถในการแพรกระจาย (Katori et al., 2002; Kawamata et al., 1998; Kusukawa et al., 

1993; Nelson et al., 2000; O-chareonrat P et al., 2001; Tokumaru et al., 2000) อยางไรก็ตาม 
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MMP อื่นๆ กพ็บมีความเกี่ยวเนื่องในบางขัน้ตอนของการลุกลามของโรคมะเร็งดวย (Chambers and 

Matrisian, 1997)  

ผลจากการศึกษาโดยใชตัวยบัยั้ง (specific inhibitor) MMI-166 ที่มีความจาํเพาะตอ MMP-2 

และ MMP-9 ทดสอบในเซลลไลนจากมะเร็งตับออน (Matsushita et al., 2001) และ มะเร็งลําไส (Ohta 

et al., 2001) พบวาตัวยบัยัง้สามารถลดอัตราการแพรกระจายของเซลลมะเร็งได นอกจากนี้ยังชวยลด

อัตราการเจริญ (Tumor growth) ของกอนมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลในสัตวทดลองดวย (Katori et al., 

2002) ผลการทดลองดังกลาว สนับสนุนบทบาทของเอนไซมทั้งสองในกระบวนการแพรกระจายของ

เซลลมะเร็งเปนอยางดี   

MMP-2 ยังมีคณุสมบัติที่แตกตางจากเอนไซม MMP อื่นๆ คือกลไกการกระตุนการทํางานของ

เอนไซมแตกตางจาก MMP อืน่ๆ รวมทั้ง MMP-9 โดยตองการ MMP บนผิวเซลล หรือ Membrane type 

MMP (MT-MMP) เปนตัวกระตุน ซึ่งกระบวนการกระตุนการทํางานของ MMP-2 ซึ่งเปนที่ยอมรับกันอยาง

กวางขวางจนถงึปจจบุัน ถูกเสนอโดย Strongin และคณะในป 1995 โดยพบวา Latent MMP-2 (72 

kDa) จะยึดกบัเซลลโดยยึดเกาะผานไปกับ MT-MMP ที่อยูบนผิวเซลล และมีโมเลกุลของ Tissue 

inhibitor of matrix metalloproteinase-2 (TIMP-2) ซึ่งปกติทําหนาที่เปนตัวยับยั้งการทํางานจําเพาะ

ของ MMP-2 รวมเกาะอยูดวย โดย Latent MMP-2 จะยดึกับสวนของโมเลกุล TIMP-2 เกิดเปน Tri-

molecular complex จากนั้น บางสวนของ Propeptide domain ของ Latent MMP-2 จะถูกตัดออกโดย 

MT-MMP อีกตัวหนึ่งที่อยูใกลเคียงบนผิวเซลล เกิดเปน Intermediate MMP-2 (68 kDa) และสวนของ 

Propeptide domain ที่เหลืออยูใน Intermediate  MMP-2 จะหลุดออกไปทั้งหมดโดยอัตโนมัติ ไดเปน 

Active MMP-2 (59 kDa) ซึง่เอนไซมในรูป Active MMP-2 นี้เทานั้นที่สามารถทําการยอยสลายสารตั้ง

ตนตางๆของเอนไซมได โดยที่เอนไซมในรูป Intermediate ไมมีความสามารถนี้ (Strongin et al., 1995) 
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สวนการกระตุนการทํางานของ MMP อื่นๆ นั้น จะเกิดโดยอาศัยเอนไซมกลุม Serine 

proteinases ตัด Propeptide domain ออก เพื่อกลายเปน Active MMP (Curran and Murray, 2000; 

Nelson et al., 2000) 

ในการศึกษามะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและลําคอ (Head and neck squamous cell 

carcinoma) จากชิ้นเนื้อมะเร็งที่ตัดไดจากผูปวย พบการเพิ่มขึ้นของ MMP-2 และ MMP-9 ทั้งในระดับ

ของ  อารเอ็นเอนํารหัส (mRNA) โปรตีน รวมทั้งระดับของ Enzymatic activity โดยมีความสัมพันธกบั

ระดับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังตอมนํ้าเหลือง (Kurahara et al., 1999; Kusukawa et al., 

1993; O-chareonrat P et al., 2001) แมจะมีรายงานที่แสดงถึงความสําคัญของ MMP-2 และ MMP-9 

ในการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง แตจํานวนของการศึกษาในเรื่องนี้ยังมีอยูนอย และยังไมมีความ

ชัดเจนมากนัก 

ดังที่กลาวขางตน เนื่องจากในธรรมชาติ เซลลมะเร็งมิไดอยูโดยลําพัง แตจะอยูทามกลางเซลล

ปกติของรางกายทั้งที่เปนเซลลหลักของอวัยวะนั้น (Parenchymal cells) และ Stromal cells การศึกษา

ในมะเร็งหลายๆชนิด พบวาปฏิสัมพันธระหวางเซลล ที่เกิดขึ้นจากการไดรับสารหลั่ง หรือจากการสัมผัส

กันของเซลลนั้น สงเสริมการสราง MMP-2 หรือกระตุนการทํางานของ MMP-2 เชน เมื่อเลี้ยง MCF-7 ซึ่ง

เปนเซลลมะเร็งเตานมชนิดไมรุนแรงรวมกับ Fibroblast ที่ไดจากเนื้อเยื่อในบริเวณใกลเคียง พบวาการ

สัมผัสระหวางเซลล ทําใหโปรตีนบนผิวเซลลของ MCF-7 เหนี่ยวนําใหมีการสราง MMP-2 เพิ่มขึ้นใน 

Fibroblast ในขณะที่สารหลั่งจาก MCF-7 กระตุนการสราง MMP-1 และ MMP-3 (Ito et al., 1995) 

สวนการเลี้ยงเซลลมะเร็งของ Proximal tubule จากไตรวมกบั Fibroblast ที่ไดจากบริเวณเดียวกัน พบวา

เซลลของ Proximal tubule หล่ัง Growth factors เชน TGF-beta1 และ PDGF-AB ซึ่งสงเสริมใหมีการ

แบงตัว เพิ่มการสรางคอลลาเจน และการสราง MMP-2 และ MMP-9 ใน Fibroblast (Johnson et al., 

1998) นอกจากนี้ พบวา Interleukin-6 ที่สรางโดย Bone marrow stromal cell ตอบสนองตอ 

Interleukin-6 receptor alpha บน Myeloma cell โดยสงเสริมใหมีการสราง MMP-1 และ MMP-2 
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เพิ่มขึ้น ในรอยโรค Multiple myeloma   (Barille et al., 2000) สําหรับเซลลมะเร็งของตอมลูกหมากเมือ่

เล้ียงรวมกับ Fibroblast จะเพิม่การสราง MMP-9 ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก และ ลดการสราง TIMP-1 

และ TIMP-2 ใน Fibroblast ซึ่งเปนผลจากสารหลั่งจากเซลล โดยไมจําเปนตองมีการสมัผัสกันของเซลล

ทั้งสองชนิด (Dong et al., 2001) ในขณะที่มะเร็งชนิดสแควรมัสเซลลของศีรษะและลําคอ เมือ่เล้ียง

เซลลมะเร็งรวมกับ Skin fibroblast จะเกิดการกระตุนการทํางานของ MMP-2 ไดโดยออม จากการ

เพิ่มขึ้นของ MT1-MMP บนผิวเซลลมะเรง็ (Sato et al., 1999) 

จากการศึกษาของคณะผูวิจัยเองที่ผานมา (Sanchavanakit, 2003a) พบวา เมื่อเล้ียงเซลลไลน

ของมะเร็งชนิดสแควรมัสเซลล 3 ชนิด ที่ไดจากชองปากของมนุษย (Human squamous cell 

carcinoma) คือ HSC-3 HSC-6 และ HSC-7 รวมกับเซลลเหงือกของมนุษย (Human gingival 

fibroblast; HGF) จะมีผลกระตุนการทํางานของ MMP ในกลุม Gelatinases; MMP-2 และ MMP-9 ได 

โดยพบวา HSC-3 หรือ HSC-7 ที่เล้ียงรวมกับ HGF ในหลุมเล้ียงเซลลเดียวกันที่เซลลสัมผัสกันโดยตรง 

สงเสริมให latent MMP-2 ถูกเปลี่ยนใหเปน active แตเมื่อเล้ียงเซลลทั้งสองชนิดรวมกัน โดยเลี้ยง HSC 

ใน Transwell ซึ่งมีลักษณะเปน removable chamber insert ที่สวมลงในจานเลี้ยงเซลล ซึ่งที่พื้นของ 

Transwell จะเปนแผน membrane ที่มีรูขนาดเล็กพอใหสารหลั่งจากเซลลสามารถผานเขาออกได แลว

วาง Transwell ลงในจานเลี้ยงเซลลที่มี HGF เล้ียงอยูที่กนหลุม เพื่อใหการสื่อสารระหวางเซลลที่เกิดขึ้น 

เกิดขึ้นจากสารหลั่งจากเซลลที่ผานไปในอาหารเลี้ยงเซลลเทานั้น พบวาการเลี้ยงเซลลในลักษณะนี้ไมพบ

มี active MMP เกิดขึ้น 

อยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยมีความเห็นวา ผลการทดลองขางตนอาจจะไมถกูตองสมบูรณทั้งหมด 

เนื่องจากขอจาํกัดบางประการของการใช Transwell เชน จากการที่เซลลใน Transwell มีความหนาแนน

มาก ทําใหมีความเปนไปไดทีส่ารหลั่งบางชนิดจากภายใน Transwell ไมสามารถเคลื่อนลงสู Lower 

chamber หรือเคลื่อนที่ในทิศทางกลับกันจาก Lower chamber เขาสู Upper chamber ทําใหสัดสวน

ของสารหลั่งที่เซลลชนิดหนึ่งไดรับไมเปนไปในสัดสวนเดียวกันกับท่ีเซลลอีกชนิดหนึ่งสรางขึ้น สังเกตได
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จากระดับ MMP-2 และ MMP-9 ที่เซลลหลั่ง ไมเขาสูสมดุล ระหวางใน Transwell กับใน Lower 

chamber (Sanchavanakit, 2003a) ดังนั้นเซลลทั้งสองชนิดจึงไมไดอยูในสิ่งแวดลอมเดียวกันอยาง

แทจริง  

นอกจากนี้ ผลที่ไดยังไมสามารถสรุปไดวากลไกที่ทําใหเกิดการกระตุนการทํางานของ MMP-2 

นั้น อาศัยเพียงการสัมผัสกันระหวางเซลล หรือตองการสารบางชนิดที่หลั่งจากเซลลเขามาประกอบ 

ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ จะทําการศึกษาตอเพื่อใหเกิดความชัดเจนถึงกลไกที่ทําใหเกิดการ

กระตุนการทํางานของ MMP-2 ในเซลลไลนของมะเร็ง หรือในเซลล HGF ใน 2 สภาวะ คือ 

1. เมื่อเซลลไลนของมะเร็ง หรือเซลล HGF ไดรับเพียงสารหลั่งจากเซลล HGF หรือจาก

เซลลไลนของมะเร็งตามลําดับ  

2. เมื่อเกิดเพียงการสัมผัสกันระหวางเซลลไลนของมะเร็ง และเซลล HGF  

นอกเหนือจากปฏิสัมพันธระหวางเซลลที่นําไปสูการกระตุนการทํางานของ MMP-2 แลว ไมอาจ

ปฏิเสธไดวายังมีความเปนไปไดที่ความสัมพันธระหวางเซลลทั้งสองกลุมนี้ จะกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

อื่นๆ ที่จะสงผลใหเซลลมะเร็งมีความรุนแรงมากขึ้น  

ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้ จะทําการศึกษาเพิ่มเติมถึงอิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลไลนของมะเร็ง 

หรือจากเซลล HGF ตอการเพิ่มจํานวนเซลล การหลั่งเอนไซม Gelatinases ตลอดจนความสามารถใน

การเคลื่อนที่ของเซลล ในเซลล HGF หรือในเซลลไลนของมะเร็ง ตามลําดับ โดยจะเลือกศึกษาในเซลล

ไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลล HSC-7 ซึ่งมีระดับการหลั่ง MMP-2 และ MMP-9 ต่ํา แตสามารถ

กระตุนใหเกิด active MMP-2 ได (Sanchavanakit, 2003b) เนื่องจากจะทําใหเกิดความชัดเจนของผล

การทดลอง  หากเกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกหรือระดับของการหลั่งเอนไซม 

Gelatinases ซึ่งจะเพิ่มความเขาใจธรรมชาติของเซลลไลนชนิดนี้ในสภาวะที่มีปฏิสัมพันธกับ Stromal 

cell คือเซลล HGF ซึ่งจะเปนสวนหนึ่งในการอธิบายปรากฏการณที่เกิดขึ้นในการแพรกระจายของ
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เซลลมะเร็งในชองปาก และเปนขอมูลพื้นฐาน ที่จะนําไปพัฒนาแนวทางและวิธีการขัดขวางและปองกัน

การแพรกระจายของเซลลมะเร็งในระดับของการรักษาตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การเพาะเลี้ยงเซลลไลนที่เตรียมจากมะเร็งชนดิสแควมัสเซลลของมนุษย (human squamous 

carcinoma; HSC-7) และ เซลลไฟโบรบลาสตจากเนื้อเยื่อเหงือกของมนุษย (human gingival 

fibroblast; HGF) 

เซลลไลน HSC-7 เตรียมไดจากชิ้นเนื้อมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของผูปวย และไดรับความ

อนุเคราะหจาก Professor Teruo Amagasa, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo, Japan 

สําหรับเซลล Fibroblast จากเนื้อเยื่อเหงือกของมนุษย (HGF) เตรียมจากชิ้นเหงือกที่ไดจากผูปวย 6 คน 

ที่มาถอนฟนกรามซี่สุดทายที่ภาควิชาศัลยศาสตร คณะทันตแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดย

ฟนที่ถอนนั้นเนื่องจากการจัดฟนหรือเปนฟนคุดโดยไมมีการอักเสบของฟนหรือเหงือก ชิ้นเนื้อเหงือกที่ติด

อยูกับคอฟนที่ถูกถอนจะถูกตดัออกมาเพาะเลี้ยงตามวิธีที่เคยรายงานไวแลว (Sanchavanakit, 2003a) 

และเซลลที่ใชในการทดลองจะใชเซลลในรุนที่ 3-5 

เซลลทั้งสองชนิดถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Dulbecco Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) ที่ประกอบดวย 10% ซีรัมจากฟตัสของวัว (Fetal Bovine Serum; FBS) กลูตามีน (L-

Glutamine) 2mM เพนนิซิลลิน (Penicillin) 100U/ml สเตร็ปโตมัยซินซลัเฟต (Streptomycin sulfate) 

100μg/ml และแอมโฟเทอริซนิบี (Amphotericin B) 0.25μg/ml โดยอาหารเลี้ยงเซลลและสารประกอบ

ทั้งหมดจะไดจาก GibcoBRL (NY, USA) เซลลจะถูกเลี้ยงในตูอบท่ีมคีวามชื้น อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส (oC) และมี 5% คารบอนไดออกไซด การขยายจาํนวนเซลลจะทําโดยการถายเซลล 

(Subculture) ที่เจริญเต็มจานเลี้ยงลงสูจานเลี้ยงเซลลใหมในอัตราสวน 1:5 โดยใชเอนไซมทริปซิน-อีดีที

เอ (Trypsin-EDTA) เซลลจะถูกถายสัปดาหละ 1 คร้ัง 

 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสารหลั่งจาก HSC-7 และ HGF 

เซลล HSC หรือ HGF จะถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลที่มีเสนผานศูนยกลาง 60 mm จํานวน 10 

จาน ที่ความหนาแนน 10,000 เซลล/cm2 โดยจะมีความหนาแนนของเซลลประมาณ 80% โดยอาหาร
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เล้ียงเซลลมี 10% FBS เล้ียงเซลลไปเปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นจึงเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่ไม

มีซีรัม (Serum free medium; SFM) ปริมาตร 3 ml เล้ียงเซลลตอไปอีกเปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นจงึ

เก็บอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นดูดเก็บอาหารเลี้ยงเซลลจากแตละจานเลี้ยงเซลลรวมกันแลวนําไปแยกสวน

ของเศษเซลลที่อาจปะปนมาออกดวยเครื่องปนแยกความเร็วสูง แยกสวนใสออกไปเก็บท่ีอุณหภูมิ – 20 

oC จนกวาจะนาํมาใช  

 

3. การกระตุนเซลลดวยสารหลั่งจากเซลลที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ไมมีซรีัม 

เซลล HSC-7 หรือ HGF ถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 

เซลล/หลุม เพื่อวิเคราะหความสามารถในการแบงตัวของเซลลโดยวิธี MTT และจานเลี้ยงเซลลแบบ 6 

หลุม สําหรับจะนําไปสกัด RNA และโปรตีน โดยเลี้ยงเซลลไปเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเปล่ียนอาหาร

เล้ียงเซลลเปน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนเริ่มการทดลอง ในการทดลองเซลลจะถูกเลี้ยงในอาหาร

เล้ียงเซลลที่ผานการเลี้ยง HGF และ HSC-7 มาแลว ตามลําดับ เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้อาหารเลี้ยง

เซลลจะถูกนําไปวิเคราะหระดับของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ 

(Gelatin zymography) และตัวเซลลจะถูกนําไปวิเคราะหความสามารถในการแบงตัว นําไปสกัด RNA 

และโปรตีน เพื่อวิเคราะหระดับของยีนและโปรตีนที่สนใจตอไป ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และใน

แตละการทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   

 

4. การสราง Feeder layer 

เพื่อเปนการตรวจสอบผลของการสัมผัสกันของ HSC-7 และ HGF จึงใช Mitomycin C ซึ่งมี

คุณสมบัติในการยับยั้งการแบงตัว และ ยับยั้งการสรางโปรตีนใหมของเซลล (Sadeghi et al., 1998) 

กระตุน HSC-7 หรือ HGF โดยหวังผลใหเซลลที่ถูกกระตุนอยูในสภาวะทีน่ิ่ง และมี Activity ต่ําสุด เพื่อ

ใหผลการตอบสนองที่จะเกิดขึ้นเมื่อเล้ียงรวมกับเซลล HGF หรือเซลล HSC-7 ปกติ ที่ไมไดรับยา  นาจะ

เกิดขึ้นจากการสัมผัสกับโปรตนีที่มีอยูแลวบนผิวเซลล    การทดลองทําโดยหวานเซลลลงในจานเลี้ยง
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เซลล และเมื่อเจริญจนเต็มจานเลี้ยงเซลลแลว แบงเซลลออกเปน 3 กลุม กระตุนเซลลดวย Mitomycin C  

ที่ความเขมขน 1 μg/ml เปนเวลา 3, 5 และ 7 นาที (Hu et al., 2000; Sadeghi et al., 1998; Woo et 

al., 1997) แลวลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรเซลายด (Phosphate buffer saline; PBS) จะได feeder layer 

ของเซลล HSC-7 หรือ HGF เพื่อใชสําหรับการทดสอบอทิธิพลของการสัมผัสของเซลลเมื่อเซลล HGF 

หรือเซลล HSC-7 ปกติ ที่ไมไดรับยาตามลําดับ  ที่จะถกูหวานทับลงไป  เพือ่ท่ีจะไดทราบวาระดับการ

แสดงออกของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ที่อาจเปลี่ยนไป ตลอดจนการกระตุนใหเกิดการทํางานของ

เอนไซม MMP-2 ที่อาจเกิดขึ้น เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลรวมกันนั้น เปนผลมาจากการสัมผัสโดยตรงของเซลล

หรือไม และโดยเซลลตัวใด ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยาง

นอย 3 หลุม   

 

5. การสกัดแยกเยื่อหุมเซลลของเซลล HSC-7 และ HGF 

เยื่อหุมเซลลของเซลล HSC-7 และ HGF เตรียมขึ้นเพื่อนําไปทดสอบการกระตุนการเกิด Active 

MMP-2 ที่อาจเกิดขึ้นโดยตรงจากเพียงการสัมผัสกับโปรตนีที่มอียูแลวบนผิวเซลลดังกลาว เมื่อนําไปใส

ใหกับเซลล HGF และ HSC-7 ตามลําดับ ทั้งนี้จะไดไมมผีลในทางออมอันอาจเนื่องมาจากปฏิสัมพันธ

ระหวางเซลลที่เกิดจากความมีชีวิตของเซลล     

การเตรียมทําโดยเลี้ยงเซลล HSC หรือ HGF ในจานเลี้ยงเซลลที่มีเสนผานศูนยกลาง 100 mm 

จํานวน 10 จาน เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS จนไดเซลลที่มีความหนาแนนประมาณ 80% 

จากนั้นจึงเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลเปน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําเซลลออกจากจานเลี้ยง

เซลลโดยการขูดเซลลโดยใชแผนยางสําหรับขูดเซลล (Rubber policeman) แลวนําเซลลจากทั้ง 10 จาน

มารวมกัน แลวนําไปปนแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเซลลเดิมดวยเครื่องปนแยกที่ 1000g เปนเวลา 5 

นาที ที่ 4oC จากนั้นเติม SFM ใหมลงไป พรอมกับเติม cocktail proteinase inhibitors แลวนําเซลลไป

ทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง sonicator ท ี่ความถี ่ 20 kHz เป ็นเวลา 15 วินาที พัก 15 วินาท ี 5 คร้ัง 
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ภายหลังการ sonicate นําไปปนที่ 3000 g 10 นาที ที่ 4oC เพื่อกําจัดเซลลที่ไมแตก Nucleus และ 

Organelles ที่มีขนาดใหญออกไปกอน จากนั้นนําเฉพาะสารละลายใสสวนบนปนแยกเยื่อหุมเซลลออก

จากสวนที่เหลืออื่นๆของเซลลอีกครั้ง ดวยเครื่องปนแยกความเร็วสูงที่ 100,000g เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่ 

4oC ตะกอนที่ไดคือสวนของเยื่อหุมเซลลของเซลล ซึ่งนําไปละลายใน SFM กอนที่จะนําไปวัดปริมาณ

โปรตีนโดยใช BCA kit แล วแบงเก็บที่อุณหภูมิ – 80oC จนกวาจะนํามาใช  (Ko et al., 2000) 

 

6. การกระตุน HSC-7 หรือ HGF ดวยเย่ือหุมเซลล  

เซลล HSC-7 หรือ HGF ถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 

เซลล/หลุม จากนั้นเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลชนิด SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมเยื่อหุมเซลลสกัด

ของ HSC-7 ลงในเซลล HGFและเติมเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGFลงในเซลล HSC-7 ที่ความเขมขนของ

โปรตีนตาง 80 μg/μl เปนเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนําไปวิเคราะหระดับของ

เอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิค Gelatin zymography ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง 

และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   

 

7. การเลี้ยงเซลล HSC-7 และ HGF รวมกัน  

เซลล HSC-7 และ HGF ถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 

เซลล/หลุม เมื่อใชเซลลเพียงชนิดเดียว สวนหลุมที่เล้ียงเซลลรวมกันทั้งสองชนิดจะถายเซลลแตละชนิด

จํานวน 25,000 เซลลลงในหลุมเดียวกัน เพื่อวิเคราะหผลของการเลี้ยงรวมกันตอความสามารถในการ

แบงตัวของเซลลโดยวิธี MTT สําหรับการสกัด RNA และโปรตีน จากเซลล เซลลถูกถายลงในจานเลี้ยง

เซลลแบบ 6 หลุม โดยหลังจากถายเซลลลงหลุม ที่ความหนาแนน 200,000 เซลล/หลุม จะเลี้ยงเซลลเปน

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเปล่ียนเปน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนเริ่มการทดลอง โดยในการทดลอง

เซลลจะถูกเลี้ยงใน SFM เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนําไปวิเคราะหระดับของ

เอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิค Gelatin zymography และตัวเซลลจะถูกนําไปวิเคราะห
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ความสามารถในการแบงตัว นําไปสกัด RNA และโปรตนี เพื่อวิเคราะหระดับของยีนและโปรตีนของ 

MT1-MMP และ TIMP-2 ตอไป ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และในแตละการทดลองจะทําซ้าํอยาง

นอย 3 หลุม   

 

8. การเลี้ยงเซลลใน Transwell โดยใหมีการสัมผัสกันของเซลล HSC-7 และ HGF 

Transwell (Nunc, IL, USA) ที่มีลักษณะเปนหลุมที่สามารถถอดเขาออกได (Removable well) 

และสามารถสวมลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม โดยมสีวนของขาเล็กๆ 3 จุดที่สัมผัสกับกนหลุมของ

จานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ทําใหกนหลุมของ Transwell มีระยะหางและไมสัมผัสกับกนหลุมของจาน

เล้ียงเซลลแบบ 24 หลุม ที่กนหลุมของ Transwell เปนแผน Membrane ที่มีรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 

0.02 μm ซึ่งเปนขนาดมาตรฐานที่เล็กพอที่เซลลที่ไดจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมไมสามารถลอดผานได แต

สารหลั่งตางๆจากเซลลและอาหารเลี้ยงเซลลสามารถผานเขาออกได ปกติจะนํามาใชศกึษาปฏิสัมพันธ

ระหวางเซลลในลักษณะที่เซลลไมสัมผัสกัน โดยการถายเซลลชนิดหนึ่งไวใน Transwell ในขณะที่เซลล

อีกชนิดหนึ่งจะถูกถายลงที่กนหลุม 

สําหรับการศึกษาในครั้งนี้จะทําการประยุกตโดยตองการใหเซลลสัมผัสกัน แตสามารถแยกชนิด

ของเซลลออกไดภายหลังเสร็จส้ินการทดลองเพื่อนําไปสกัดแยก RNA เพื่อนําไปวเิคราะหระดับการ

แสดงออกของยีนในแตละชนิดของเซลล ซึ่งไมสามารถทําไดถาเลี้ยงใหเซลลสัมผัสกันแบบเลี้ยงในหลุม

เดียวกัน การประยุกตทําโดยคว ำ Transwell กอน แลวถาย HSC-7 ลงไป 25,000 เซลล ในอาหารเลี้ยง

เซลลที่มี 10% FBS เล้ียงในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 7 ชั่วโมงเพื่อใหเซลลเกาะ จากนั้นหงาย Transwell ข ึ้น 

แลวถาย HGF ลงไป 10,000 เซลล ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS เล้ียงตอไปในตูเล้ียงเซลลอีก 16 

ชั่วโมง จากนัน้จึงเปล่ียนเปน SFM เล้ียงตอไปอีกเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเซลลไป

วิเคราะหระดับของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ดวยเทคนิค Gelatin zymography และตัวเซลลจะถูก

นําไปสกัด RNA เพื่อวิเคราะหระดับของยีนที่สนใจตอไป สําหรับกลุมควบคุมจะมีเพียงเซลลชนิดเดียวถูก
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ถายลงใน Transwell ในฝงเดียวกันกับในกลุมทดลอง ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง และในแตละ

การทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   

 

9. การวิเคราะหระดับการหลั่งและรูปแบบที่พรอมทาํงานของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 

ดวยเทคนิค Gelatin zymography 

อาหารเลี้ยงเซลลในแตละการทดลองจะถูกนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค Gelatin zymography 

ซึ่งมีวิธีการโดยยอคือ อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกแยกดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) ในเจลที่มี

ความเขมขน 10% Acrylamide และ 0.1% Gelatin โดย Gelatin จะเปน Substrate สําหรับเอนไซม 

MMP-2 เมื่อทําการแยกโปรตนีดวยไฟฟาเรียบรอยแลว เจลจะถูกลางดวยสารละลาย 2.5% TritonX-100 

สามรอบ รอบละ 10 นาที กอนนําไปบมในสารละลาย Developing buffer (0.15 M NaCl, 10 mM 

CaCl2, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Brij35) เปนเวลา 1 คืน ที่อุณหภูม ิ37oC จากนั้นจึงยอมเจลดวย

สารละลาย 0.5% Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma, MO, USA) ในสารละลายผสมของ 40% 

Methanol และ 10% Acetic acid เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายผสมของ

ของ 5% Methanol และ 7.5% Acetic acid บริเวณที่มีเอนไซม MMP-2 จะปรากฏเปนแถบใสบนเจลสี

น้ําเงิน ตําแหนงของเอนไซม MMP-2 บนเจลจะตรวจสอบกับระดับของเอนไซม MMP-2 ที่หลั่งจากเซลล

ไลน U2Os ซึง่เปนเซลลไลนจากมะเร็งของกระดูกของมนุษย (Human osteosarcoma cell line) ที่ใช

เปนตัวควบคุมแบบบวก (Positive control) สําหรับการวเิคราะหดวยเทคนิค Gelatin zymography 

เซลลไลนนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก Associate Professor Erik W. Thompson, St. Vincent’s 

Institute of Medical Research, Melbourne, Australia 
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10. การวิเคราะหระดับการแสดงออกในระดับ mRNA ดวยเทคนิคอารท-ีพีซีอาร (RT-PCR) 

RNA จากเซลลจะถูกเตรียมโดยใช TRI-reagent (MRC, OH, USA) ตามวิธีการที่แนะนําโดย

บริษัทผูผลิตแลวนําไปสังเคราะห complementary DNA (cDNA) ดวยเอนไซม AMV (Avian 

myeloblastosis virus; Promega, WI, USA) และ oligo dT primer (Promega, WI, USA) ที่อุณหภูมิ 

42 oC เปนเวลา 90 นาท ี

จากนั้นนํา cDNA ที่ไดไปเพิ่มจํานวนดวยกระบวนการ (polymerase chain reaction: PCR) ซึ่ง

ประกอบดวยขัน้ตอนในแตละรอบดังนี้ Initial denaturation, Denaturation, Annealing และ Extension โดย

การใชสาย Primer ที่จําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequence) ของ MMP-2, MMP-9, MT1-

MMP, TIMP-2 และใชสาย Primer ที่จําเพาะตอ GAPDH (Glyceraldehyde 3 phosphate 

dehydrogenase) ควบคูกันไป เพื่อใชเปนตวัควบคุมภายใน (Internal control) ของการทดลอง จํานวนรอบ

ที่ใชในการเพิ่มจํานวน cDNA ดวยกระบวนการ PCR แตกตางกันไปในแตละชนิดของยีน สําหรับลําดับนิวคลี

โอไทดของของ mRNA ของแตละยีนที่ศกึษา สามารถตรวจสอบไดจาก GenBank ผานทาง website ของ 

National Institute of Health (NIH)   

เมื่อส้ินสุดกระบวนการ PCR แลว สายพันธุกรรมที่ไดจะถูกวเิคราะหโดยการแยกดวย

กระแสไฟฟาใน 2% Agarose gel 

 

11. การวัดปรมิาณโปรตีนทัง้หมดที่สกัดไดจากตัวเซลล (Cell lysate) โดยใชชดุ BCA 

ในกรณีที่ตองการวัดระดับโปรตีนที่เซลลสรางขึ้น โปรตีนทั้งหมดที่สกัดไดจากตัวเซลลถูกนํามา

วิเคราะหดวยชุดวัดระดับโปรตีน BCA (Pierce) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้ ภายหลั่งจากที่เซลล HSC-7 และ 

HGF ไดรับการกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลล หรือจากการเลี้ยงรวมกัน อาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมจะ

ถูกดูดออกแลวลางดวย PBS 2 ครั้ง เซลลและ ECM จะถกูทําละลายดวยสารที่ใชสกัดโปรตีนจากเซลล 

RIPA จากนัน้แบงออกสวนหนึ่งออกมาวัดปริมาณโปรตีนดวยชุด BCA โดยทําตามขอแนะนําของ
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ผลิตภัณฑจากทางบริษัท ปริมาณโปรตีนจะถูกเปรียบเทียบกับคาโปรตีนมาตรฐานที่วัดจากโปรตีน 

Albumin ที่ทราบความเขมขน 

 

12. การวิเคราะหระดับการแสดงออกของของโปรตีนดวยเทคนิคเวสเทิรน  (Western analysis) 

ปริมาณโปรตีนที่เทากันจากแตละกลุมทดลอง ซึ่งวิเคราะหโดยใชชุด BCA จะถูกแยกดวย 

Polyacrylamide gel electrophoresis จากนั้นโปรตีนจะถูกถายลงบนแผน PVDF แลวยอมดวย

แอนติบอดีปฐมภูมิ (Primary antibody) ตอโปรตีน MT1-MMP จากนั้นจึงยอมดวยแอนติบอดีทุติยภูมิ 

(Secondary antibody) ที่ติดสลากดวย Biotin และตรวจสอบโดยการบมแผน PVDF ในสารละลาย 

Streptavidin ติดสลากดวยเอนไซม Peroxidase แลวจึงเคลือบแผน PVDF ดวยชุดขยายสัญญาณแบบ

เคมี (Chemiluminescence detection system) เพื่อตรวจจับสัญญาณดวยแผนฟลมเอกซเรย (Auto-

fluorography) จากนั้น PVDF แผนเดิมนี้จะถูกยอมอีกครั้งดวย Primary antibody ที่จําเพาะตอโปรตีน 

Actin แลวตามดวยขั้นตอนตางๆ เชนเดียวกับในรอบแรก ทั้งนี้เนื่องจาก Actin เปนโปรตีนที่มักไมมีการ

เปล่ียนแปลงระดับ เมื่อมีส่ิงมากระตุน ดังนั้นจึงใชเปนตัวควบคุมและเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่นํามา

วิเคราะหใหเทากัน 

 

13. การวิเคราะหระดบัการแสดงออกของของโปรตีนดวยเทคนคิอีไลซา (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay; ELISA) 

อิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีน TIMP-2 ถูกวิเคราะหดวย

เทคนิค ELISA (R&D) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้ HSC-7 และ HGF จะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

Phenol red (Phenol red-free DME medium) ตลอดการทดลอง เพื่อกําจัดการรบกวนของสีในขั้นตอน

การวัดการดูดกลืนแสงของเทคนิคนี้ จากนั้น ภายหลังจากการกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลลหรือการเลี้ยง

รวมกัน นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมมาวิเคราะหดวยเทคนคิ ELISA ตามขั้นตอนที่ระบุไวโดยบริษทั 

โดยอาศัยหลักการที่วา ในหลุมของ ELISA plate จะถูกเคลือบผิวไวดวย  Antibody ที่มคีวามจาํเพาะกบั 
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TIMP-2 จากนั้น อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บหลังจากเซลลไดรับการกระตุน จะถูกนํามาเติม พรอมๆกับ 

Antibody ตัวที ่2 ที่มีความจําเพาะกับ TIMP-2 เชนเดียวกัน แตคนละตําแหนง (Epitope) กับ Antibody 

ตัวแรก และปลายอีกดานหนึ่งตออยูกับ Biotin ซึ่งจะตอกับตัวแสดงสัญญาณตอไป   ดังนั้น TIMP-2 ที่มี

อยูในอาหารเลี้ยงเซลลจะจับกบั Antibody ทั้งสองตัวและถูกดึงมาติดที่กนหลุม จากนั้น Antibody ตัวที่ 

2 และโปรตีนสวนเกินจะถูกลางออก แลวเติม Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin ซึง่

จะไปจับกบั Biotin จากนั้นเติมสารตั้งตน (Substrate) ของ Peroxidase ก็จะทําใหเกิดเปนสารละลายสี

ขึ้น  แลวนําสารละลายที่มีสีนี้ไปวัดคาการดูดกลืนแสง คาการดูดกลืนแสงที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตราฐานกจ็ะคํานวณกลับมาเปนปริมาณโปรตีนตอไป จากนั้นปริมาณโปรตีนที่คํานวณไดจะถูก

เปรียบเทียบเปนปริมาณโปรตีนตอ จํานวนเซลลที่วิเคราะหไดจากเทคนิค MTT แลวจึงนําเสนอเปนกราฟ

ตอไป 

 

 

14. การศึกษาความสามารถในการแบงตัวของเซลลโดยวิธี MTT 

อิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลตอการเพิ่มจํานวนเซลลจะวิเคราะหดวยวิธี MTT ดังขั้นตอนโดย

ยอดังนี้ ภายหลั่งจากที่เซลล HSC-7 และ HGF ไดรับการกระตุนดังที่กลาวไวขางตนมา อาหารเลี้ยงเซลล

ในแตละหลุมจะถูกดูดออกแลวลางดวย PBS 2 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลาย MTT (Thiazolyl blue, 

Sigma, MO, USA) ลงใน Phenol red-free medium ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0.5 mg/ml ใน 4 

ชั่วโมงสุดทายของการกระตุน เมื่อครบเวลา 48 ชั่วโมง ทําการดูดสารละลาย MTT ออก แลวทําละลาย

ผลึกสีมวงเขมของ Formazan ดวยสารละลายผสมระหวางไกลซีนบัฟเฟอร (Glycine buffer) และ 

DMSO (Dimethylsulfoxide, Merck, Darmstradt, Germany) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 ในปริมาตร 1 ml 

จะไดสารละลายใสสีมวง แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอร 

(Spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 570 nm แลวนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบหาจํานวนเซลลจากกราฟ

มาตรฐาน ทําการทดลองซ้ําอยางนอย 3 ครั้ง และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยางนอย 3 หลุม   
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กราฟมาตรฐานทําขึ้นจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่ทราบจํานวนลงในจานเลี้ยงเซลลแบบเดียวกับ

ขางตนเปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวตรวจวัดจํานวนเซลลโดยวิธีขางตน คาที่ไดจะนํามาใชเปรียบเทียบกับ

จํานวนเซลลที่ทราบเพื่อหาความสัมพันธระหวางจํานวนเซลลกับคาการดูดกลืนแสง 

  

15. การศึกษาความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล  

การศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลลโดยใช 48-well microchemotaxis chamber assay 

(Neuroprobe, Cabin John, MD, USA) ซึ่งมีลักษณะเปน Multi well culture chamber โดยแตละ 

chamber จะถูกแบงออกเปนสองสวนดวยแผนโพลีคารบอเนตที่ปราศจากโพลีไวนิล ไพโรลิโดน 

(polyvinyl pyrrolidone-free polycarbonate filter) ที่มีรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 μm กั้นอยูตรงกลาง 

ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลลพิจารณาจากจํานวนเซลลใน Upper chamber ที่เคลื่อนผานแผน 

Polycarbonate ไปสูอีกดานของแผนในฝงของ Lower chamber ซึ่งเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจาก HSC-

7 หรือ HGF เพื่อดึงดูดใหเกิดการเคลื่อนที่ของ HGF หรือ HSC-7 ผานลงมาใน Lower chamber 

ตามลําดับ 

วิธกีารศึกษา เซลลจะถูกทําใหหลุดจากจานเลี้ยงเซลลเดิมดวยสารละลาย 0.2 mg/ml EDTA ใน 

PBS และถูกพักอยูใน SFM เปนเวลา 1 ชั่วโมงในตูเล้ียงเซลลกอน เพื่อให Receptor บนผิวเซลลกลับคืน

สูสภาพปกติพรอมที่จะใชในการยึดเกาะ จากนั้นถายเซลลที่ความหนาแนน 1,000,000 เซลล/ml ที่อยูใน 

SFM แตมี 0.1% Bovine serum albumin (BSA) 56 μl ลงใน Upper chamber แลวเลี้ยงเซลลในตู

เล้ียงเซลลที่ 37oC คารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 7 ชั่วโมง จากนั้นจงึแยกเอาแผน Polycarbonate 

มาตรึง (fix) ดวย 4% Formaldehyde เปนเวลา 30 นาทีแลวยอมดวย Hematoxylin จากนั้นยึด (mount) 

แผน Polycarbonate ดานที่หันเขาหา Lower chamber ที่มีเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate 

ออกมานี้ไวบนแผนสไลดกระจก (glass slide) สวนเซลลที่ไมเคลื่อนผานแผน Polycarbonate ที่อยูดาน

ตรงขามจะถูกเช็ดออกดวยสําลี สัดสวนของจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate จะคํานวณ
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โดยใชโปรแกรม Scion Image การทดลองซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง และในแตละการทดลองจะทําซ้ําอยาง

นอย 4 หลุม   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

20 

ผลการวิจัย 
 

การแลกเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลจากเซลลชนิดหนึ่งไปยังอีกเซลลอีกชนิดหนึ่งไมทําใหเกิด 

Active MMP-2  

โดยปกติ HGF จะหลั่ง Latent MMP-2 ที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 72kDa และไมหลั่งเอนไซม 

MMP-9 (92kDa) สวน HSC-7 จะหลั่งเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 เฉพาะในรูป Latent ในระดับท่ีต่ํา

มาก ทําใหบางครั้งอาจปรากฏหรือไมปรากฏเมื่อทําการวเิคาะหระดับการหลั่งของเอนไซมทั้งสองนี้โดย

เทคนิค Gelatin zymography ในรูปที่ 1A จะพบวา ในเวลา 24 ชั่วโมง กรณีที่มีเพียงเซลล HGF พบแต 

Pro MMP-2 สวนในสารหลั่งที่ไดจาก HSC-7 และจะนํามาเติมใหกับเซลล HGF นั้น พบ Pro MMP-2 ใน

ระดับที่ต่ํามากๆและไมพบ MMP-9 เมื่อนาํสารหลั่งจาก HSC-7 มาเติมใหกับเซลล HGF ไมพบการ

เหนี่ยวนําใหเกิด Active MMP-2 (59kDa) แตอยางใด ในทางกลับกัน ในรูปท่ี 1B กรณีที่มีเพียงเซลล 

HSC-7 ไมสามารถตรวจพบระดับ MMP-2 และ MMP-9 สวนสารหลั่งจาก HGF ที่นํามาเติมใหกับเซลล 

HSC-7 นั้น ก็พบเฉพาะ Pro MMP-2 และเมื่อนําสารหลั่งจาก HGF มาเติมใหกับ HSC-7 กไ็มพบการ

เหนี่ยวนําใหเกิด Active MMP-2 เชนกัน  

 

การแลกเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลจากเซลลชนิดหนึ่งไปยังอีกเซลลอีกชนิดหนึ่งไมทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงระดับของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิด Active MMP-2 

 การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของระดับยีนและโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิด Active MMP-2 

ถูกวิเคราะหจาก RNA จากโปรตีนรวมที่สกัดจากเซลล (Total cell lysate) รวมทั้งโปรตีนที่หลั่งออกมาใน

อาหารเลี้ยงเซลล (Conditioned medium) ภายหลังจากที่เซลล HGF และ HSC-7 ไดรับการแลกเปลี่ยน

สารหลั่งจากอีกเซลลหนึ่ง โดยถูกกระตุนดวยสารหลั่งดังกลาวเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา เซลล HGF เมื่อ

ไดรับสารหลั่งจากเซลล HSC-7 มีระดับการแสดงออกของยีนของ MT1-MMP เพิ่มขึ้น อยางชัดเจน 
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วิเคราะหโดยเทคนิค RT-PCR (รูปที ่ 2A) แตระดับโปรตีนซึ่งวิเคราะหโดยเทคนิค Western blot กลับไม

เปล่ียนแปลง โดยจะเห็นวาแถบของโปรตีน MT1-MMP ที เกิดขึ้นมีขนาดและความหนาใกลเคียงกัน ทั้งนี้

เปรียบเทียบกับระดับของ Actin โปรตีน ซึง่เปนโปรตีนที่ไมคอยมีการเปลี่ยนแปลงระดับภายในเซลล ซึ่ง

ใชเปนตัวควบคุมภายในเพื่อแสดงระดับที่เทากันของโปรตนีที่นํามาวิเคราะหเปรียบเทียบ (รูปที่ 3A) สวน

ระดับการแสดงออกของ TIMP-2 ไมเปล่ียนแปลงทั้งในสวนของยนี (รูปที่ 2A) และโปรตีน (รูปที ่4A) โดย

ในสวนของโปรตีนนั้นวิเคราะหโดยเทคนิค ELISA ซึ่งนําเสนอในรูปของกราฟแสดงปริมาณ TIMP-2 ที่มี

อยูในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจาก HSC-7 กอนจะนํามาเติมใหกับ HGF (HSC-7 CM) ประมาณ 1.75 

ng/ml ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจาก HGF ที่เล้ียงโดยไมไดรับ HSC-7 CM มี TIMP-2 เฉลี่ย 6.5 

ng/ml  และเมื่อ HGF ไดรับ HSC-7 CM แลวในอาหารเลี้ยงเซลลมีระดับ TIMP-2 เฉลี่ย 9 ng/ml ซึ่ง

ประมาณเทากบัผลรวมของปริมาณที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลกับปริมาณที่เซลลสรางอยูแลวปกติ จึงถือ

วาระดับการแสดงออกของโปรตีน TIMP-2 ไมมีการเปล่ียนแปลง 

สวนในกรณีที่เซลล HSC-7 ไดรับสารหลั่งจากเซลล HGF พบการเปลี่ยนแปลงในลักษณะ

เดียวกันคือมีการเพิ่มการแสดงออกของยีน MT1-MMP อยางชัดเจน (รูปท่ี 2B) ในขณะที่ระดับโปรตีนไม

มีการเปล่ียนแปลง (รูปที่ 3B)  สวนระดับการแสดงออกของ TIMP-2 นั้นเพิ่มขึ้นเล็กนอยในระดับยีน (รูปท่ี 

2B) แตไมมีการเปล่ียนแปลงในระดับโปรตีนเชนกัน (รูปท่ี 4B) โดยระดับของ TIMP-2 ท่ีวิเคราะหโดย

เทคนิค ELISA นั้น กราฟแสดงปริมาณ TIMP-2 ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจาก HGF CM กอนจะ

นํามาเติมใหกบั HSC-7 (HGF CM) ประมาณ 10.5 ng/ml ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจาก HSC-7 

ที่เล้ียงโดยไมไดรับ HGF CM มี TIMP-2 เฉลี่ย 0.312 ng/ml  และเมื่อ HSC-7 ไดรับ HGF CM แลวมี

ระดับ TIMP-2 เฉลี่ย 10.5 ng/ml ซึ่งก็ประมาณเทากับผลรวมของปรมิาณที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลกับ

ปริมาณที่เซลลสรางอยูแลวปกติ จึงถือวาระดับการแสดงออกของโปรตีน TIMP-2 ไมเปล่ียนแปลงเชนกัน 
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เย่ือหุมเซลลสกัดไมเหนี่ยวนําใหเกดิ Active MMP-2  

 การเตรียมเซลล HSC-7 หรือ HGF เพื่อใชสําหรับเปน Feeder layer ใหกับเซลลอกีตัวหนึ่ง

สลับกัน โดยเทคนิคที่ใชยา Mitomycin C ซึ่งหวังผลใหเซลลที่ถูกกระตุนอยูในสภาวะที่นิ่ง และมี Activity 

ต่ําสุด เพื่อใหผลการตอบสนองที่จะเกิดขึ้นเมื่อนําเซลล HSC-7 หรือ HGF ที่เคยไดรับยามาเลี้ยงรวมกับ

เซลล HGF หรือ HSC-7 ที่ไมไดรับยาตามลาํดับ  นาจะเกดิขึ้นจากการสัมผัสกับโปรตีนที่มีอยูแลวบนผิว

เซลล    แตพบวาไมเปนไปตามวัตถุประสงคที่ตองการ ดังผลการวิเคราะหพฤติกรรมในดานการสรางและ

กระตุนเอนไซม MMP-2 ในเซลล HGF โดยเทคนิค Gelatin zymography ดังแสดงในรูปที่ 5 เซลล HGF 

ที่ไมไดรับยา เมื่อไมไดรับหรือไดรับสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลของ HSC-7 (HSC-7 CM) ซึ่งเปน

กลุมควบคุม (แถวที่1 และ 2 ) ไมพบเปลี่ยนแปลงของการหลั่งและกระตุนเอนไซม MMP-2 ซึ่งสอดคลอง

กับผลการทดลองในรูปที่ 1A ในขณะที่เมื่อเซลล HSC-7 ไดรับยาในทุกๆ Treatment มีระดับการหลั่ง

เอนไซม MMP-2 ลดลงเล็กนอย และม ีActive MMP-2 เกิดขึ้นเล็กนอย เมื่อทดลองกระตุนเซลลที่ไดรับยา

ดวย HSC-7 CM กลับมีระดับ Active MMP-2 เพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (แถวที3่ ถึง 8) 

 เทคนิคการกระตุนเซลลดวยเยื่อหุมเซลลสกัดจึงถูกนํามาใชทดแทน เพื่อเลียนแบบสภาวะที่

เซลลสัมผัสกับโปรตีนที่มีอยูแลวบนผิวเซลลอีกชนิดหนึ่ง (เยื่อหุมเซลลสกัด, cell membrane extract) 

พบวาเมือ่ใสเยือ่หุมเซลลสกัดของ HSC-7 ซึง่ไมปรากฏวามเีอนไซม MMP-2 อยูเลย (รูปท่ี 6A แถวที่3) 

ลงไปในเซลล HGF ซึ่งในสภาวะที่ไมถูกกระตุนมีการหลั่ง Pro MMP-2 ในระดับหนึ่ง (รูปที่ 6A แถวที่1) 

เมื่อเติมเยื่อหุมเซลลสกัดจาก HSC-7 ให กับเวลล HGF แล วพบวาไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับ

เอนไซม MMP-2 ที่หลั่งออกมา และไมกระตุนใหเกิด Active MMP-2 (รูปท่ี 6A แถวที่2)  

ในทางกลับกันเมื่อใสเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGF ซึ่งมปีริมาณ Pro และ Active MMP-2 อย ูใน

ระดับหนึ่ง (รูปที่ 6B แถวที่3) ลงไปในเซลล HSC-7 ซึ่งในสภาวะที่ไมถูกกระตุนมีปริมาณเอนไซม MMP-2 

อยูต่ํามาก (รูปที่ 6B แถวที1่) พบวาเมื่อเติมเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGF ให กับเซลล HSC-7 แล ว ระดบั 
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Pro และ Active MMP-2 ปรากฏมีปริมาณเทากับท่ีพบในเยื่อหุมเซลลสกัดของ HGF อยูกอนแลว และไม

กระตุนใหเกิด Active MMP-2 แตอยางใด (รูปที่ 6B แถวที่2)  

 

การสัมผัสของ HSC-7 และ HGF ทําใหเกิด Active MMP-2  

จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาลําพังสารหลั่งจากเซลล ตลอดจนการสัมผัสพื้นผิวของ

เซลลอีกชนิดหนึ่ง ไมเพียงพอตอการกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ผลที่เกิดจากปฏิสัมพันธ

ระหวางเซลล 2 ชนิดในขณะที่เซลลยังมีชีวิตและมีการสัมผัสกนั นาจะนําไปสูการเกิด Active MMP-2 

 การทดลองในสวนตอมาจึงทาํการเลี้ยงเซลล 2 ชนิดในหลุมเล้ียงเซลลเดียวกัน (Co-culture) ซึ่ง

เซลลจะสัมผัสกันโดยตรง พบวาการสัมผัสกันของเซลลในลักษณะนี้กระตุนใหเกิด Active MMP-2  ดัง

แสดงในรูปที่ 7A ซึ่งวิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลลโดยใชเทคนิค Gelatin zymography โดยในแถวที่ 1 

แสดงอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลล U2Os ซึ่งใชเปนตัวควบคุมบวกแสดงตําแหนง Pro MMP-

9 (92kDa)  และ Pro MMP-2 (72kDa) ในแถวที่ 2 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของ HGF ที่เล้ียงโดยลําพัง 

พบการหลั่งของ Pro MMP-2 อยางชัดเจน สวนแถวที่ 4 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของ HSC-7 ที่เล้ียงโดย

ลําพัง พบการหลั่งของ Pro MMP-9 และ Pro MMP-2 เล็กนอย ในขณะที่แถวที่ 3 ซึ่งไดจากอาหารเลี้ยง

เซลลที่เล้ียงเซลล 2 ชนิดรวมกัน พบม ีActive MMP-2 เกิดขึ้นอยางชัดเจน แตระดับของ Pro MMP-9 ที่

พบกลับลดลงจนไมสามารถตรวจวัดได  

จากนั้นระดับการแสดงออกของ MT1-MMP และ TIMP-2 ทั้งในระดับของยีน และโปรตีน ถูก

วิเคราะห โดยพบการเพิ่มขึ้นของ MT1-MMP ในเซลลที่เล้ียงรวมกันทั้งในระดับของยีน (รูปท่ี 7B) และ

โปรตีน (รูปที ่ 8)  เมือ่เทียบกับการแสดงออกของเซลลแตละชนิดที่เล้ียงโดยลําพัง สําหรับ TIMP-2 ใน

เซลลที่เล้ียงรวมกัน พบวาระดับการแสดงออกอยูระหวางการแสดงออกของ TIMP-2 ที่มากกวาของ HGF 

และ นอยกวาของ HSC-7 ทั้งในระดับของยีน (รูปท่ี 7B) และโปรตีน (รูปที่ 9)  เมื่อเทียบกับการแสดงออก

ของเซลลแตละชนิดที่เล้ียงโดยลําพัง โดยระดับของ TIMP-2 ที่วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA นั้น กราฟ



 

 

24 

แสดงปริมาณ TIMP-2 ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลล HGF เฉล่ีย 10 ng/ml จากเซลล HSC-7 ประมาณ 

0.7775 ng/ml ในขณะที่อาหารเลี้ยงเซลลไดจากการเลี้ยงเซลลรวมกัน (Co-culture) เฉลี่ย 8 ng/ml   

 จากการทดลองในสวนนี้แสดงใหเห็นการเพิ่มขึ้นที่ชัดเจนของตัวกระตุนการเกิด Active MMP-2 

ค ือ MT1-MMP และ การลดลงของตัวยับยั้ง คือ TIMP-2 ในการเลี้ยงเซลล 2 ชนิดรวมกนั อยางไรก็ตาม

การทดลองในสวนนี้ยังไมสามารถบอกไดชดัเจนวาเพียงเซลลชนิดใดชนิดหนึ่ง หรือท้ังสองเซลลที่

ตอบสนองตอการเลี้ยงรวมกันและสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงนี้ 

 จึงนํามาสูการออกแบบการทดลองโดยใช Transwell แบบประยุกต โดยเลี้ยงเซลล HSC-7 และ 

HGF ใหสัมผัสกันโดยใช Transwell ซึ่งเซลลสามารถสัมผัสกันไดผานทางรูพรุนบนแผน Membrane 

เทานั้น ดังที่อธิบายไวในวิธีการทดลอง พบวาการสัมผัสกันของเซลลสามารถเหนี่ยวนําใหเกิด Active 

MMP-2 และมกีารลดลงของ Pro MMP-9 ในลักษณะเดียวกันกับท่ีเล้ียงรวมกันในหลุมเดียวกัน ดังแสดง

ในรูปที่ 10A ซึ่งวิเคราะหโดยใชเทคนิค Gelatin zymography โดยในแถวที่ 1 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลล

ของ HGF ที่เล้ียงโดยลําพัง ที่ดานบนของแผน Membrane ของ Transwell พบการหลั่งของ Pro MMP-2 

สวนแถวที่ 3 ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของ HSC-7 ที่เล้ียงโดยลําพัง ที่ดานลางของแผน Membrane ของ 

Transwell พบการหลั่งของ Pro MMP-9 และ Pro MMP-2 ในขณะที่แถวที่ 2 ซึ่งไดจากอาหารเลี้ยงเซลล

ที่เล้ียงเซลล 2 ชนิดรวมกัน โดยที่ HGF อยูตอนบนและ HSC-7 อยูตอนลางของ แผน Membrane ซึ่งพบ

มีระดับ Active MMP-2 เก ิดขึ้นอยางชัดเจน ประกอบกับระดับ Pro MMP-9 ที่ลดลงอยางชัดเจนเชนกัน มี

ขอสังเกตวาปริมาณ MMP-9 ที หลั่งออกมามปีริมาณมากกวาเมื่อเทียบกับการเลี้ยงเซลลบนหลุมเล้ียง

เซลลปกติ  

ขอดีของการใช Transwell แบบประยุกตนี้คือ ทําใหสามารถวิเคราะหระดับการแสดงออกของ

ยีน MT1-MMP และ TIMP-2 แยกตามชนิดของเซลลได เนื่องจากเซลลอยูคนละฝงของแผน Membrane  

การเก็บผลทําโดยเซลลจะถูกขูดออกมาจากแตละฝงดวยความระมัดระวัง ทําใหสามารถสกัด RNA แยก

ตามชนิดของเซลลไดโดยไมปะปนกัน ผลการวิเคราะหพบวา การเพิ่มขึ้นของ MT1-MMP ที่พบในการ
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เล้ียงรวมกัน (Co-culture) (รูปที่ 7B) นาจะเปนผลมากจากการเพิ่มการแสดงออกในเซลล HSC-7 แตไมมี

ผลตอการแสดงออกในเซลล HGF ซึ่งแสดงโดยการใช Transwell แบบประยุกต (รูปที่ 10B)  ในขณะที่

ระดับของ TIMP-2 นั้นไมมีการเปล่ียนแปลงทั้งใน HGF และ HSC-7 เมื่อใช Transwell แบบประยุกต (รูป

ที่ 10B) ดังนั้นการเลี้ยงรวมกันแบบปกต ิ (Co-culture) ที่พบระดับการแสดงออกของ TIMP-2 ท ี่อยู

ระหวางระดับการแสดงออกของ HGF และ HSC-7 นั้น (รูปที่ 7B)  นาจะเปนมาจากผลรวมของการ

แสดงออกตามสัดสวนของแตละเซลลแตละชนิดเมื่อนํามาเลี้ยงรวมกันมากกวา 

สําหรับระดับการแสดงออกของยีน (รูปที่ 7B และ 10B) ของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 นั้น

พบวาสอดคลองกับระดับของโปรตีนที่แสดงโดยเทคนิค Gelatin zymography (รูปที่ 7A และ 10A) คือมี

การเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของเอนไซม MMP-2 เล็กนอย จากเซลล HSC-7 (รูปที่ 10B) และมีการลดลง

ของการแสดงออกของเอนไซม MMP-9 ซึ่งชัดเจนมากขึ้นในการทดลองที่ใช Transwell แบบประยุกต 

โดยเทคนิคนี้แสดงใหเห็นจากการแสดงออกในระดับยีนวา การลดลงของ MMP-9 นั้นเกิดจากการลดการ

แสดงออกของ HSC-7 เทานั้น โดยไมมีการเพิ่มการแสดงออกของ MMP-9 จาก HGF มารวมดวย (รูปที่ 

10B) 

 

อิทธิพลของสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลตอความสามารถในการเพิ่มจํานวนเซลล 

เมื่อศึกษาความสามารถในการเพิ่มจํานวนเซลลเมื่อไดรับสารหลั่งจากเซลลอีกชนิดหนึ่งที่อยูใน

อาหารเลี้ยงเซลลชนิดที่ไมมีซรัีม ที่เวลา 48 ชั่วโมง แสดงผลดังรูปท่ี 11 ซึ่งเปนกราฟที่แสดงความสัมพนัธ

ระหวางความเขมขนตางๆ (1/3, ½ และ 2/3) ของสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลล (CM) กบัจํานวน

เซลลที่คิดเปนรอยละ โดยเทียบใหรอยละของจํานวนเซลลที่ไดรับ SFM เทากับ 100 และใหอาหารเลี้ยง

เซลลที่มี 2% FBS เปนกลุมควบคุมบวก พบวา HSC-7 เมื่อไดรับสารหลั่งจาก HGF มีจาํนวนเซลล

เพิ่มขึ้นเล็กนอย (รูปที ่ 11A) ในทางกลับกัน จํานวนเซลลของ HGF เมื่อไดรับสารหลั่งจาก HSC-7 ไม

แตกตางจากเมื่อไดรับเพียง SFM (รูปที่ 11B) 
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อิทธิพลของสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลตอความสามารถในการเคลื่อนทีข่องเซลล 

เมื่อศึกษาความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลลผานรูของแผน Polycarbonate เขาหาสาร

ดึงดูดเซลล (Chemoattractant) ที่ Lower chamber ที่เวลา 7 ชั่วโมง แสดงผลดังรูปที่ 12 พบวา ในรูปท่ี 

12A เมื่อใชสารหลั่งจากเซลลที่อยูใน SFM ที่ไดจาก HGF มาเปนสารดึงดูดใหกับ HSC-7 เมื่อใชความ

เขมขนเพียงครึ่งหนึ่ง (1/2CM) สามารถเพิ่มจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate ลงมาไดถึง 

2.7 เทา เมือ่เทียบกบั เมื่อเซลลไมไดรับสารดึงดูด (SFM) เมื่อกําหนดใหจํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน 

Polycarbonate เมื่อไมไดรับสารดึงดูดเทียบเปน 1 เทา และจํานวนเซลลเพิ่มเปน  3.1 เทา เมื่อเซลล

ไดรับสารหลั่งที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลล HGF แบบที่ไมไดทําใหเจือจาง (CM) ในขณะที่เมื่อใช 10%FBS 

เปนสารดึงดูด จาํนวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate มีจาํนวนใกลเคียงกับเมื่อเซลลไมไดรับ

สารดึงดูด (SFM)  

สวน HGF นั้นเมื่อไดรับสารหลั่งจาก HSC-7 ที่เล้ียงอยูใน SFM มาเปนสารดึงดูด พบวาใหผลใน

ลักษณะเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 12B คือ จํานวนเซลลเพิ่มเปน  2.4 เทา เมื่อไดรับแบบ 1/2CM และ

จํานวนเซลลเพิ่มเปน 2.9 เทา เมื่อไดรับแบบ CM โดยจํานวนเซลลเมื่อไมไดรับสารดึงดูดเทียบเปน 1 เทา 

แตเมื่อใช 10%FBS เปนสารดึงดูด จํานวนเซลลที่เคลื่อนผานแผน Polycarbonate มจีาํนวนเพิ่มขึ้น 1.9 

เทา จํานวนเทาของเซลลที่แสดงเปนคาเฉล่ียจากการทดลอง 2 คร้ัง และในแตละการทดลอง แตละ

ตัวอยางจะทําซ้ํา 4 หลุม  
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 วิเคราะหผลการวิจัย 

ความสามารถในการกระตุนใหเกิด Active เอนไซมเปนปจจยัสําคัญประการหนึ่งในกระบวนการ

แพรกระจายของเซลลมะเร็ง (metastasis) ซึ่งแมตัวเซลล HSC-7 เองจะมีความสามารถในการหลั่ง

เอนไซม MMP-2 และ MMP-9 ไดนอย แตในสภาวะธรรมชาติ เซลลมิไดอยูโดยลําพัง โดยเซลลมะเร็ง

เหลานี้ฝงตัวและแวดลอมอยูดวย Stromal cell ซึ่งมีรายงานวาเปนแหลงผลิตที่สําคัญของเอนไซม MMP-

2 และ MMP-9 ในรางกายใหกับเซลลมะเร็ง (Poulsom et al., 1992; Schutz et al., 2002) ดังนั้น

ความสามารถที่เซลลจะกระตุนใหเกิด Active เอนไซมไดจงึสําคัญกวาความสามารถในการสรางหรือหลั่ง

เอนไซมเมื่อพิจารณาจากสภาวะที่แทจริง  

ผลการศึกษาอิทธิพลของสารหลั่งตอเซลลแสดงใหเห็นวาลําพังสารหลั่งจากเซลล HSC-7 เมื่อ

นําไปใสใหเซลล HGF หรือในทางกลับกัน คือนําสารหลั่งจากเซลล HGF ใสใหกับเซลล HSC-7 ไมพบวา

กระตุนใหเกิด active MMP-2 แตอยางใด (รูปท่ี 1) โดยพบวาสารหลั่งนี้สามารถเพิ่มระดบัการแสดงออก

ของ MT1-MMP mRNA ได (รูปที่ 2) แตระดับโปรตีนที่สรางขึ้น (Translation) กลับไมเปล่ียนแปลง (รูปที่ 

3) การที่การเปลี่ยนแปลงของ mRNA กับโปรตีนไมเปนไปในทิศทางเดียวกันนั้นมีความเปนไปได โดยถกู

ควบคุมในระดบั Post-transcription โดยมรีายงานวาการแสดงออกของเอนไซม MMP-13 ภายหลั่งถูก

กระตุนดวย TGF-β มีการแสดงออกในระดับยีนสูงขึ้น แตระดับโปรตีนไมเปล่ียนแปลง เนื่องจากมีโปรตีน 

TIAR ซึ่งยับยั้งการเขาสูขั้นตอน Translation ของเซลล ในบางสภาวะ (Yu et al., 2003) อยางไรก็ตาม

สมมติฐานในสวนนี้ยังไมไดมีการพิสูจน สวนระดับของ TIMP-2 ก็ไมมีการเปล่ียนแปลง โดยใหผล

สอดคลองกันทั้งในระดับยีน (รูปที่ 2) และโปรตีน (รูปท่ี 4) จะเห็นไดวา การกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลล

ไมเพียงพอที่จะทําให MT1-MMP และ TIMP-2 เกิดการเปลี่ยนแปลงและไมเกิด active MMP-2 ในเซลล 

HSC-7 หรือ HGF  

การศึกษาในสวนตอมา เมือ่ลองทําการยั้บยั้ง Activity ของเซลล เพื่อตองการศึกษาผลที่เกิดขึ้น

ตอการกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ในสภาวะที่เซลลมีการสัมผัสกันเทานั้น และอาศัยเพียงโปรตีนที่มี
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อยูแลวบนผิวเซลล (Direct effect) โดยที่ไมตองการใหเกิดการตอบสนองของเซลลอันเปนผลตอเนื่อง

อื่นๆ (Indirect effect) โดยการใชยา Mitomycin C ซึ่งมีรายงานวาสามารถลด Activity ของเซลลที่ไดรับ

ยาลง จนเหลือแต Activity พื้นฐานที่เพียงพอตอการดาํรงชีวิตเทานั้น เชนการหายใจ แลวดูการ

ตอบสนองของเซลลอีกชนิดหนึ่งที่ใสลงไปเลี้ยงรวมกัน ซึ่งเมือ่ลองวิเคราะห Activity ของเซลลในแงของ

การสรางโปรตีนใหม เมือ่ทดสอบยาในเซลล HGF กลับพบวายังคงมีการสรางเอนไซม MMP-2 อยู

เหมือนเดิม และยังสามารถตอบสนองตอการกระตุนดวยสารหลั่งจาก HSC-7 คือมผีลใหเกิด Active 

MMP-2 (รูปที่ 5) และเมื่อทดสอบยาในเซลล HSC-7 ก็ใหผลในลักษณะคลายกัน (ไมไดแสดงผล) ดังนั้น

คณะผูวิจัย จึงเปลี่ยนมาใชการสกัดเอาเฉพาะเยื่อหุมเซลล โดยอาศัยพื้นฐานความคิดเดิม คือ Direct 

effect แตก็พบวาเมื่อใสเยื่อหุมเซลลของ HGF ลงใน HSC-7  และในทางกลับกันคือใสเยื่อหุมเซลลของ 

HSC-7 ลงใน HGF (รูปที่ 6) ไมกระตุนใหเกิด Active MMP-2 แตอยางใด จากการทดลองในสวนนี้แสดง

ใหเห็นวาการสัมผัสกันของเซลลเพียงอยางเดียวไมสงผลใหกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ทั้งนี้มี

หลายรายงานที่แสดงความสําคัญของโปรตนีบนผิวเซลลโดยใชเทคนิคในลักษณะเดียวกันนี้ เชน การใช

เยื่อหุมเซลลสกัดจากเซลลตับ (Theret et al., 1997) หรือจากเซลลมะเร็งลําไส (Ko et al., 2000) ใส

ใหกับ Fibroblast ที่ไดจากบริเวณเดียวกัน แลวพบการเกิด Active MMP-2  

การศึกษาที่ผานมาของคณะผูวิจัย (Sanchavanakit, 2003a) ซึ่งไดทดลองเลี้ยงเซลลทั้งสอง

ชนิดนี้ในระบบของ Transwell ปกติ ซึ่งเซลลไมไดสัมผัสกัน โดยเซลล HSC-7 เล ี้ยงอยูใน Transwell 

ในขณะที่เซลล HGF เล ี้ยงอยูที่กนหลุมของจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ซึ่งเซลลมีชีวิตและพรอมท่ีจะ

ตอบสนองตอกนัและกันได โดยผานทางสารหลั่งที่แพรไปในอาหารเลี้ยงเซลล ผลการศึกษาพบวาใน

สภาวะดังกลาว ไมกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ในขณะที่ผลการศึกษาอีกสวนหนึ่งซึ่งทําโดยเลี้ยงเซลล 

HSC-7 และ HGF ปะปนในหลุมเดียวกัน (Co-culture) ซึ่งไดทําซ้ําอีกครั้งการศึกษาครั้งนี้ ใหผล

เหมือนกันคือ เกิด Active MMP-2 ผูวิจยัจึงมีสมมติฐานวาการกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ใน

ปฏิสัมพันธระหวาง HGF และ HSC-7 นั้นอาจจะไมไดเกิดโดยตรงหลังการสัมผัส แตเกิดโดยออม 
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กลาวคือ การสัมผัสในครั้งแรกกระตุนการตอบสนองในลักษณะหนึ่งกอน จากนั้นผลการตอบสนองจะ

เปนตัวเหนี่ยวนํากระบวนการกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ซึ่งหากสมมติฐานนี้เปนจริง ก็จะ

สามารถอธบิายผลที่เยื่อหุมเซลลไมสามารถกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ดังนั้นเซลลทั้ง 2 ชนิดจึง

จําเปนตองอยูในสภาวะที่มีชีวติ  

อยางไรก็ตามการศึกษาที่ทําในมะเร็งชนิดอื่นๆ ก็ใหผลในลักษณะที่แตกตางกันไป เชน 

เซลลมะเร็งของเยื่อบุมดลูก (Endometrial cancer) ที่ไดรับสารหลั่งจากเซลล Fibroblast ที่ไดจากบริเวณ

ขางเคียงกับรอยโรค ซึ่งพบม ี Hepatocyte growth factor (HGF) กระตุนใหเกิดการเพิ่มขึ้นของ MT1-

MMP และเกิด Active MMP-2 (Park et al., 2003) หรือในการเลี้ยงเซลลมะเร็งของลําไสรวมกับเซลล 

Fibroblast ใน Transwell ที่ไมมีการสัมผัสของเซลลก็พบการกระตุนการทํางานของ MMP-2 ได เนื่องจาก

การเพิ่มขึ้นของ MT1-MMP ในเซลลมะเร็งเอง (Ko et al., 2000) ดังนั้นการตอบสนองของเซลลจะเปนไป

ในรูปแบบใดขึน้อยูกับองคประกอบทีม่ีอยูในสารหลั่งและกลไกที่เซลลมะเร็งใชในการตอบสนองซึ่งพบวา

อาจไมเปนไปในลักษณะเดียวกันในแตละชนิดของมะเรง็ 

สําหรับการศึกษาผลของการเลี้ยงเซลลรวมกันในหลุมเล้ียงเซลลเดียวกันในงานวิจัยในครั้งนี้ได

ทําตอเนื่องจากครั้งกอน โดยศึกษาตอถึงระดับ mRNA และโปรตีน ของ MT1-MMP และ TIMP-2 และ

วิเคราะหผลรวมกับผลที่ไดจากการใช Transwell แบบประยุกต  ซึ่งโดยปกติ Transwell จะนํามาใช

ศึกษาปฏิสัมพนัธระหวางเซลลในลักษณะที่เซลลไมสัมผัสกัน (Joo et al., 2002; Suzuki et al., 2004) 

ในการทดลองครั้งนี้ทําการประยุกตโดยเลี้ยงเซลลชนิดหนึ่งเลี้ยงไวใน Transwell เช นปกติ แตเซลลอีก

ชนิดหนึ่งเลี้ยงโดยใหเกาะที่ดานลางของแผน Membrane ดังที่อธิบายไวในวิธีทดลอง โดยคาดวา

ตําแหนงรูของแผน Membrane จะเปนตําแหนงที่เซลลทั้งสองชนิดจะมีโอกาสสัมผัสกันแมวาพื้นที่

ผิวสัมผัสจะนอยกวาเมื่อเล้ียงปนกันในหลุมเดียวกันก็ตาม ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการสัมผัสกันใน

ระดับนี้ก็สามารถกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ไดชัดเจน (รูปที่ 10) และขอไดเปรียบของเทคนิคนี้คือ ทํา

ใหสามารถสกดั mRNA ของเซลลแตละชนิดแยกจากกันไดโดยไมปะปนกัน ทําใหสามารถวิเคราะหการ
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เปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นในแตละชนิดของเซลลได โดยพบวาผลที่เกิดจากการสัมผัสกันของเซลลทั้ง 2 ชนิดนี้ 

นําไปสูการเพิ่ม MT1-MMP ในระดับยีนโดยเซลล HSC-7 ซึง่นาจะนําไปสู Active MMP-2 ที่เกิดขึ้น ทั้งนี้

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับ TIMP-2 

อยางไรก็ตามในการศึกษาในสวนนี้ไมสามารถนําเสนอการแสดงออกในระดับโปรตีน ของ MT1-

MMP และ TIMP-2 เนื่องจาก Transwell ที่ใชเปนขนาดที่ใชกับจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม มีขอจาํกัด

อยูบางประการ โดยในกรณีที่ตรวจวัด MT1-MMP นั้น ปริมาณโปรตีนรวมที่สกัดไดจากเซลล (Total 

protein extract) ที่เล้ียงบน Transwell ทั้งจากดานบนและดานลางของแผน Membrane มีปริมาณนอย

ไมเพียงพอตอความไว (Sensitivity) ของ Antibody ตอ MT1-MMP ที่จะวิเคราะหโดยเทคนิค Western 

ได เพราะโดยปกติตองใชเซลลปริมาณมากเทากับที่เล้ียงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 6 หลุม ซึ่งมีขนาดเสน

ผานศูนย 35 mm แต Transwell มีขนาดเสนผานศูนยกลางเพียง 5 ทท ในสวนของ TIMP-2 ซึ่งปกติจะ

วิเคราะหระดับโปรตีนจากอาหารเลี้ยงเซลล เนื่องจาก TIMP-2 เปนโปรตีนที่หลั่งออกจากเซลลไมสะสมที่

เซลล ซึ่งการใช Transwell แบบประยุกตนี้ ที่มีขอดีที่ทําใหสามารถสกัด RNA หรือโปรตีนที่สรางและ

สะสมไวที่ตัวเซลล แยกตามชนิดของเซลลได แตในกรณีของโปรตีนที่อยูในรูปของสารหลั่ง การใช 

Transwell แบบประยุกตก็ยังมีปญหาการปะปนกันของโปรตีนในลักษณะเดียวกับการใช Transwell ใน

รูปแบบปกติ ดงันั้นจึงยังไมสามารถที่จะวิเคราะหระดับของ TIMP-2 แยกตามชนิดของเซลลได    

สวนผลการศึกษาอิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลชนิดหนึ่งตอพฤติกรรมของเซลลอีกชนิดหนึ่งนั้น 

พบวามีผลสงเสริมการเคลื่อนที่ซึ่งกันและกันของเซลล HSC-7 และ HGF อยางชัดเจน (รูปที่ 12) แมวา

จะมีผลตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลแตละชนิดนอย (รูปที่ 11) ซึ่งในสภาวะธรรมชาต ิการที่เซลลเคลื่อนที่

เขาหากันมากขึ้น นาจะสงผลใหเกิด Active MMP-2 รวมทั้งการเพิ่มระดับของ Pro MMP-2 ใหกับเซลล 

HSC-7 เนื่องจากเพิ่มโอกาสที่เซลลจะสัมผัสกันและกันมากขึ้นตามกลไกที่กลาวไวขางตน ซึ่งแสดงให

เห็นวาปฏิสัมพนัธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นทําใหเกิดการรุกลามของรอยโรคเชน

ในหลายๆการศึกษาที่ผานมา  
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การศึกษาปฏิสัมพันธระหวางเซลลของเซลลมะเร็งของกลองเสียง (Laryngeal cancer) กับ

เซลล Fibroblast ที่ไดจากบริเวณใกลเคียง โดยใชเทคนิคเยื่อหุมเซลลสกัด พบวาโปรตีน EMMPRIN ซึ่ง

เปนโปรตีนที่พบในเยื่อหุมเซลลสกัดที่ไดจากเซลลมะเร็ง ที่เติมใหกับเซลล Fibroblast เปนตัวกระตุนใหมี

การสราง MMP-2 เพิ่มขึ้นรวมท้ังพบการเพิม่ขึ้นของ MT1-MMP mRNA รวมกับระดับของ Active MMP-

2 ที่เพิ่มขึ้นในเซลล Fibroblast (Suzuki et al., 2004) อยางไรก็ตามมีรายงานวาระดับการแสดงออกของ 

EMMPRIN จะสัมพันธกับระดบัความรุนแรงของเซลลมะเร็ง (Kanekura et al., 2002; Polette et al., 

1997)  

จึงเปนที่นาสนใจวาเซลล HSC-7 สราง EMMPRIN ไดหรือไมและระดับการสรางมีการ

เปล่ียนแปลงหรือไมเมื่อมีการเลี้ยงรวมกับเซลล HGF แมวาผลการศึกษาโดยใชเยื่อหุมเซลลสกัดที่ไดจาก

เซลล HSC-7 ใหผลลบ แตอาจเปนไปไดดังสมมติฐานที่ตั้งไววาปฏิสัมพันธเร่ิมแรกที่เกิดขึ้นจากการที่

เซลลสัมผัสกัน อาจเปนตัวชักนําใหสราง EMMPRIN หรือโปรตีนอื่นที่ยังไมไดพิสูจน ซึ่งจะมีผลในขั้นตอน

ตอไป ดังนั้นถานํา Transwell แบบประยุกตมาใช โดยหา Transwell ที่มีขนาดใหญขึ้น เพื่อท่ีจะได

ปริมาณโปรตีนที่มากพอกจ็ะชวยตอบคําถามในสวนนี้ เพื่อหาระดับ EMMPRIN หรือโปรตีนอื่นและชวย

ใหวิเคราะหระดับ MT1-MMP โปรตีนเนื่องมาจากขอจํากัดของ Transwell ขนาดเล็กดวย 

สําหรับการศึกษาเพื่อที่จะหาวาเซลลชนิดใดระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน มี

บทบาทสําคัญมากกวากันในการเกิด Active MMP-2 นั้นมีหลายรายงาน โดยสวนใหญมักแสดงใหเห็น

วาเซลลมะเร็งมีบทบาทชักนําใหเกิด Active MMP-2 โดยเพิ่มการสราง MT1-MMP ในระดับ RNA หรือ 

โปรตีน ซึ่งสอดคลองกับที่พฤติกรรมของเซลล HSC-7 ในการศึกษาครั้งนี้ (Boyd and Balkwill, 1999; 

Suzuki et al., 2004; Theret et al., 1997; Tokumaru et al., 2000)  
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สรุป 

จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา  

1. โดยลําพังของสารหลั่งที่ไดจาก HSC-7 หรือ HGF ตลอดจนการสัมผัสของเซลลกับโปรตีนที่มี

อยูแลวบนผิวเซลลอีกชนิดหนึ่ง ไมเพียงพอที่จะกระตุนการทํางานของเอนไซม MMP-2 ในเซลล HGF 

หรือ HSC-7 ตามลําดับ จาํเปนตองอาศัยการตอบสนองของเซลลอันเปนผลตอเนื่องตามมา ภายหลัง

จากการสัมผัสกันของเซลล จงึจะกระตุนใหเกิด Active MMP-2 ได 

 2. สารหลั่งจาก HGF สงเสริมการแบงตัวของเซลล  HSC-7 เล็กนอย ในขณะที่สารหลั่งจาก 

HSC-7 ไมมีผลตอการแบงตัวของเซลล  HGF 

 3. สารหลั่งจาก HGF สงเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล  HSC-7 และสารหลั่งจาก HSC-7 ก็สงเสริม

การเคลื่อนที่ของเซลล  HGF เชนกัน 
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รูปที่ 1 Gelatin zymograph แสดงระดับของเอนไซม MMP-2 วิเคราะหจากอาหาร
เลี้ยงเซลล ภายหลังเลี้ยงในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไมไดรับ (-) 
หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HSC-7 (B) เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สาร
หลั่งจากเซลล HGF

- +        +      HSC-7 CM
+        +        - HGF
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รูปที่ 2 ภาพแสดงระดับของ mRNA วิเคราะหโดยเทคนิค RT-PCR ของ MT1-MMP 
และ TIMP-2 สกัดจากเซลลภายหลังทําการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดย (A) เซลล HGF เมือ่
ไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HSC-7 (B) เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) 
หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HGF เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ที่เทากัน 
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รปูที่ 4 กราฟแสดงระดับของโปรตีน TIMP-2 (ng/ml) วเิคราะหโดยเทคนิค ELISA โดยวิเคราะห
จากอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลลภายหลังทาํการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชัว่โมง โดย (A) ปริมาณ TIMP-2 ใน
สารหลั่งจากเซลล HSC-7 ที่บมในตุเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมงโดยไมมีเซลลแสดงระดับ TIMP-2 ที่มี
อยูเดิม (HSC-7 CM), เซลล HGF เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HSC-7, (B) ปริมาณ 
TIMP-2 ในสารหลั่งจากเซลล HGF ที่บมในตุเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมงโดยไมมีเซลลแสดงระดับ 
TIMP-2 ที่มีอยูเดิม (HGF CM), เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HGF

รูปที่ 3 ภาพแสดงระดับของโปรตีน MT1-MMP วิเคราะหโดยเทคนิค Western blot ซึ่งสกัด
จากเซลลภายหลังทําการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดย (A) เซลล HGF เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) 
สารหลั่งจากเซลล HSC-7 (B) เซลล HSC-7 เมื่อไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) สารหลั่งจากเซลล HGF เมื่อ
เปรียบเทียบตอระดับของโปรตีน Actin ที่เทากัน 
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I--------3 min-------I---------5 min-------I-------7 min------I         

- +          - +           - +          - +      HSC-7 CM 
- - +           +           +           +          +     +      mitomycin C

รูปที่ 5 Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม MMP-2 วิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลล ที่ได
จากเซลล HGF ที่ไมไดรับยา Mitomycin C (-) และไดรับยา Mitomycin C (+) ที่ระยะเวลา 3, 5 และ 7 
นาที และในสภาวะที่ไมไดรับ (-) หรือไดรับ (+) การกระตุนดวยสารหลั่งจากเซลล HSC-7 (HSC-7 CM)  
ภายหลังทําการเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง

pro MMP-2
MMP-2
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รปูที่ 6 Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม และ active MMP-2 วเิคราะหจาก
อาหารเลี้ยงเซลล ภายหลังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไดรับเยื่อหุมเซลล
สกัดของเซลล HSC-7 ที่ความเขมขน 80 μg/ml  และ (B) เซลล HSC-7 เมื่อไดรับเยื่อหุมเซลลสกัด
ของเซลล HGF ที่ความเขมขน 80 μg/ml  

HGF          HGF +      HSC-7 memb
HSC-7 memb

pro MMP-2
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รปูที่ 7 (A) Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 วิเคราะหจากอาหาร
เลี้ยงเซลล ภายหลังเลีย้งเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยการเลี้ยงเซลล 2 ชนิดรวมกนั (Co-culture), HGF ที่
เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF), HSC-7 ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HSC-7) และ HGF และ HSC-7 ที่เลี้ยงรวมในหลุม
เดียวกนั (HGF+HSC-7) ตาํแหนงของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 บนเจลจะตรวจสอบกับระดับของ
เอนไซมที่ไดจากอาหารเลี้ยงเซลลของเซลลไลน U2Os ที่ใชเปน positive control (U2Os)

(B) ภาพแสดงระดับ mRNA วิเคราะหโดยเทคนิค RT-PCR ของ MT1-MMP, TIMP-2, 
MMP-2 และ MMP-9 สกัดจากเซลล HGF ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF)  HSC-7 ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HSC-7) และ 
HGF และ HSC-7 ที่เลี้ยงรวมในหลุมเดียวกัน (HGF+HSC-7) เมื่อเปรียบเทยีบตอระดับของ GAPDH ที่
เทากนั 
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รปูที่ 8          ภาพแสดงระดับของโปรตีน MT1-MMP วิเคราะหโดยเทคนคิ Western blot ซึง่สกดั
จากเซลล HGF ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF)  HSC-7 ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HSC-7) และ HGF และ HSC-
7 ที่เลี้ยงรวมในหลุมเดียวกนั (HGF+HSC-7) เมื่อเปรียบเทยีบตอระดับของโปรตีน Actin ที่เทากนั 

รปูที่ 9 กราฟแสดงระดับของโปรตีน TIMP-2 (ng/ml) วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA โดย
วิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลล HGF ที่เลี้ยงโดยลาํพงั (HGF)  HSC-7 ที่เลี้ยงโดย
ลําพงั (HSC-7) และ HGF และ HSC-7 ที่เลี้ยงรวมในหลุมเดียวกัน (HGF+HSC-7)
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รปูที่ 10 (A) Gelatin zymograph แสดงระดับเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 วิเคราะหจาก
อาหารเลี้ยงเซลล ภายหลังเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 ชัว่โมง โดยใช Transwell  แบบประยุกต เมื่อเลี้ยง 
HGF ที่ดานบนของ membrane (HGF) หรือ เลี้ยง HSC-7 ที่ดานลางของ membrane (HSC-7) โดย
ลําพงั หรือเลี้ยงเซลลสองชนดิใน Transwell เดียวกนัแตอยูคนละดานของ membrane (HGF+HSC-7)   

(B) ภาพแสดงระดับ mRNA วเิคราะหโดยเทคนคิ RT-PCR ของ MT1-MMP, TIMP-2, 
MMP-2 และ MMP-9 สกดัจากเซลล HGF ทีด่านบนของ membrane (HGF) หรือ เลี้ยง HSC-7 ที่
ดานลางของ membrane (HSC-7) โดยลําพงั หรือจากเซลล HGF ที่มาจากดานบนของ membrane 
ของ Transwell ที่เลี้ยงเซลลสองชนดิ (HGF tw) และจากเซลล HSC-7 ที่มาจากดานลางของmembrane 
ของ Transwell ที่เลี้ยงเซลลสองชนดิ (HSC-7 tw) เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ที่เทากนั 
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รูปที่ 11 กราฟแสดงความสามารถในการแบงตัวของเซลล แสดงเปนจํานวนรอยละของ
เซลล ภายหลังเลี้ยงในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ังจาก
เซลล HSC-7 (CM) (B) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ังจากเซลล HSC-7 (CM) โดยไดรับในสัดสวน 
1/3, ½ และ 2/3 โดยเซลลที่ไดรับ SFM เปนกลุมควบคุมลบ (SFM) และ เซลลที่ไดรับ 2%FBS เปน
กลุมควบคุมบวก (2%FBS) กําหนดใหจํานวนเซลลที่ไดรับ SFM เทากับรอยละ 100 จํานวนรอยละ
ของเซลลที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 คร้ัง และในแตละการทดลองแตละตวัอยางจะทาํซ้าํ 
3 หลุม
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รปูที่ 12 กราฟแสดงความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลล แสดงเปนจาํนวนรอยละ
ของเซลล ภายหลังเลีย้งในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 7 ชัว่โมง ใน (A) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ัง
จากเซลล HSC-7 (CM) (B) เซลล HGF เมื่อไดรับสารหล่ังจากเซลล HSC-7 (CM) โดยไดรับใน
สัดสวน 1/2, และ 1 โดยเซลลที่ไดรับ SFM เปนกลุมควบคุมลบ (SFM) และ เซลลที่ไดรับ 
10%FBS เปนกลุมควบคุมบวก (10%FBS) กาํหนดใหจาํนวนเซลลที่ไดรับเทากับรอยละ 100 
จาํนวนรอยละของเซลลที่แสดงเปนคาเฉลีย่จากการทดลอง 2 คร้ัง และในแตละการทดลองแต
ละตวัอยางจะทาํซ้าํ 4 หลุม
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