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บทคัดย่อ 

 มะเร็งรังไข่เป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัท่ี 4 ในสตรีไทย แตรั่กษาได้ยากเน่ืองจากผู้ ป่วยใน

ระยะแรกมกัไม่แสดงอาการ สาเหตขุองโรค เช่น การกลายพนัธุ์ และสภาวะเหนือพนัธุกรรม ดงันัน้

การศึกษาพนัธุกรรมในระดบัโมเลกุลอาจมีประโยชน์ในการวินิจฉัยโรคได้ การศึกษาก่อนหน้าโดย

การวิเคราะห์ผลจากการทดลองด้วยวิธีเมทิลเลชันไมโครอาร์เรย์ใน GEO dataset ในฐานข้อมูล 

NCBI พบว่าเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่มีการเกิดไฮโปเมทิลเลชันของยีน  serine/threonine kinase 38 

(STK38) ซึง่ท าหน้าท่ีเก่ียวกบัการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบัโปรตีน   วฏัจกัรของเซลล์ และอะพอพโทซิส 

รวมถึงมีการศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างการแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอของยีนนีก้บัเนือ้เย่ือมะเร็ง

รังไข่ด้วยวิธี duplex RT-PCR พบวา่เนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ท่ีมีภาวะไฮโปเมทิลเลชนัมีการแสดงออกของ

ยีน STK38 เพิ่มขึน้ ดงันัน้โครงงานนีจ้ึงได้ท าการศึกษาต่อยอดจากการศึกษาการแสดงออกของยีน 

STK38 ในระดบัอาร์เอ็นเอ โดยเพิ่มจ านวนตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษา คือ ตวัอยา่งเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ 

29 ตวัอย่าง และตวัอย่างเนือ้เย่ือรังไข่ปกติ 22 ตวัอย่าง และใช้เทคนิค quantitative real-time PCR 

(RT-qPCR) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย ามากกว่า ซึง่จากผลการทดลองและการวิเคราะห์ทางสถิติ 

แสดงให้เห็นว่าในเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่มีการแสดงออกของยีน STK38 มากกว่าในเนือ้เย่ือรังไข่ปกติ 

4.82 เท่า โดยคา่ p-value เท่ากับ 0.0509 สรุปได้ว่า การแสดงออกของยีน STK38 ในระดบัอาร์เอ็น

เอไม่มีความสมัพนัธ์กบัมะเร็งรังไข่ แต่ควรท าการทดลองเพิ่มเติมโดยการเพิ่มจ านวนตวัอย่าง เพ่ือ

ศกึษาแนวโน้มความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน STK38 และมะเร็งรังไขท่ี่มีความชดัเจนแมน่ย ามากขึน้ 

ค าส าคญั : มะเร็งรังไข,่ อาร์เอ็นเอ, การแสดงออกของยีน, ยีน STK38 , real-time PCR  
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Abstract 

 Ovarian cancer is the fourth most common cancer in Thai women, but it is difficult 

to treat as patients do not show any symptoms in the early stages. It can be caused by 

mutations or epigenetics. Therefore, molecular genetic analysis may be useful in the 

disease diagnosis. A previous study using data from methylation microarray method from 

GEO dataset in NCBI database indicated that ovarian cancer tissue has hypomethylation 

of the serine/threonine kinase 38 (STK38) gene. The STK38 gene functions in protein 

phosphorylation, cell cycle, and apoptosis. Another study by duplex RT-PCR for 

expression analysis at the RNA level reported that hypomethylation of the STK38 gene 

correlated with the increased expression of the gene in ovarian cancer tissue. Therefore, 

this study continues from the previous study by increasing samples which are ovarian 

cancer tissue 29 samples and normal ovarian tissue 22 samples and using quantitative 

real-time PCR (RT-qPCR) technique which is more accurate. The results and statistical 

analysis indicated that the STK38 gene was expressed in the ovarian cancer tissue at a 

higher level than in normal ovarian tissues at 4.82 fold (p-value = 0.0509). In conclusion, 

the expression at RNA level of the STK38 gene is not correlated with ovarian cancer. 

However, additional experiments by increasing sample numbers are needed to precisely 

indicate the trend of correlation between the STK38 gene and ovarian cancer. 

 

Keywords: Ovarian cancer, RNA, Gene expression, STK38 gene, real-time PCR  
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บทที่ 1  

บทน ำ 

มะเร็งรังไข่ เป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัท่ี 4 ในสตรีไทย รองจากมะเร็งเต้านม มะเร็ง
ปากมดลูก และมะเร็งเย่ือบุโพรงมดลูก โดยในประเทศไทยพบผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ประมาณ 1,600 
รายตอ่ปี ซึง่เป็นอตัราการเสียชีวิตท่ีสงูสดุ เม่ือเทียบจากอตัราการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งทางนรีเวช
ชนิดอ่ืน ๆ อีกทัง้ยงัสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมจากแม่สู่ลกูได้ (รักชาย บหุงาชาติ , 2550) โดย
อาการของโรคมะเร็งรังไข่ในระยะแรกจะไม่แสดงอาการ แตเ่ม่ือรุนแรงขึน้จะคล าพบก้อนเนือ้ท่ีโต
ขึน้บริเวณท้องน้อย  และจะกดเบียดอวยัวะข้างเคียง ท าให้เกิดอาการไม่สบายท้อง ปัสสาวะบอ่ย 
ท้องผกู ท้องโตเน่ืองจากมีน า้ในช่องท้อง ประจ าเดือนมาไม่ปกติ รวมถึงอาการทัว่ไป เช่น มีไข้ เบื่อ
อาหาร น า้หนักลด เป็นต้น โดยมะเร็งรังไข่ในระยะแรกจะสามารถวินิจฉัยหรือตรวจพบได้ยาก 
เน่ืองจากไม่แสดงอาการ จึงมักตรวจพบในระยะท่ี 3 หรือระยะท่ี 4 ซึ่งเป็นระยะท่ีเซลล์มะเร็ง
ลุกลามไปยงัเย่ือบุช่องท้องและอวยัวะข้างเคียงแล้ว ท าให้ยากต่อการรักษา ปัจจุบนัท าได้เพียง
รักษาตามอาการเทา่นัน้ ได้แก่ การใช้รังสีรักษาและการใช้เคมีบ าบดั (Silva et al., 1991) ซึ่งแม้ว่า
ผู้ ป่วยจะได้รับการผ่าตดัชิน้เนือ้มะเร็งออกไปแล้ว อาจเกิดภาวะแทรกซ้อน หรือมีโอกาสกลบัมา
เป็นใหม่ได้ ดงันัน้หากสามารถวินิจฉัยโรคมะเร็งรังไข่ได้ในระยะแรก ๆ จะเป็นประโยชน์อย่างมาก
ในการรักษา  

ปัจจยัเส่ียงอนัก่อให้เกิดมะเร็งรังไข่ ได้แก่ สตรีท่ีมีอายุประมาณ 63 ปีขึน้ไป สตรีท่ีมีบุตร
น้อยหรือมีบตุรยาก การได้รับสารระคายเคืองตอ่เย่ือบชุ่องท้อง การใช้สารทดแทนฮอร์โมนเอสโตร
เจนในสตรีวยัหมดประจ าเดือน การท่ีตนเองหรือครอบครัวเคยมีประวตัิเป็นมะเร็งรังไข่ มะเร็งเต้า
นม มะเร็งล าไส้ใหญ่ หรืออาจเกิดเป็นโรคแทรกซ้อนจากโรคอ้วน (Braun, 2015) รวมไปถึงเคยมี
การศกึษาเก่ียวกบัยีนอนัเป็นปัจจยัทางพนัธุกรรมของการเกิดมะเร็งรังไข ่โดยการเกิดสภาวะเหนือ
พันธุกรรม (epigenetics) ของยีน erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2), MYC proto-
oncogene และ KRAS จะส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนเหล่านีม้ากกว่าปกติ (Aunoble et 
al., 2000) จากการศึกษานีท้ าให้เห็นได้ว่า การแสดงออกท่ีผิดปกติของยีนก็เป็นอีกสาเหตหุนึ่งท่ี
เก่ียวข้องกบัโรคมะเร็งรังไขเ่ชน่กนั 
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เน่ืองจากสภาวะเหนือพนัธุกรรม เป็นกระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีนโดยไมข้่อง
เก่ียวกบัล าดบัพนัธุกรรมนัน้มีหลายประเภท และการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนแปลงไปนีส้ามารถ
ผนักลบัได้ รวมถึงสามารถถ่ายทอดสู่รุ่นลกูได้ เช่น การดดัแปลงหมู่ฮิสโตน การเติมหมู่เมทิลบนดี
เอ็นเอหรือดีเอ็นเอเมทิลเลชนั (DNA methylation) การปรับเปล่ียนโครงสร้างของโครมาติน (โชติ
กา หยกทองวัฒนา, 2554) อีกทัง้มีการศึกษาพบว่า ดีเอ็นเอเมทิลเลชันมีความสัมพันธ์กับ
โรคมะเร็ง โดยเซลล์ท่ีเกิดไฮโปเมทิลเลชนั (hypomethylation)  ในยีนกลุม่โปรโตออนโคยีน (proto-
oncogene) จะท าให้เกิดความไม่เสถียรของจีโนม และสง่ผลให้ยีนในกลุ่มนีมี้การแสดงออกท่ีมาก
ขึน้จนน าไปสู่การเกิดมะเร็งขึน้ได้ ส่วนการเกิดไฮเปอร์เมทิลเลชนั (hypermethylation) ในยีนกลุ่ม
ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) ได้แก่ ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการควบคมุการแบ่งเซลล์ การ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอ การถอดรหสั การส่งสญัญาณระหว่างเซลล์ และอะพอพโทซิส (apoptosis) จะ
ส่งผลให้ยีนในกลุ่มต้านมะเร็งมีการแสดงออกท่ีลดลง ท าให้เกิดมะเร็งได้เช่นกัน (Robertson, 
2005) ซึ่งโครงงานนีจ้ะมุ่งเน้นศกึษาระดบัการแสดงออกท่ีเป็นผลจากการเกิดไฮโปเมทิลเลชนัของ
ยีน 

จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า การเกิดไฮโปเมทิลเลชนัของยีน serine/threonine kinase 
38 (STK38) ในเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคนี ้ซึ่งอ้างอิงข้อมูลจาก GEO 
dataset ในฐานข้อมลู NCBI โดยใช้ข้อมลูท่ีทดลองด้วยวิธีเมทิลเลชนั ไมโครอาร์เรย์ (methylation 
microarray) (ฟาติมา ติ๊บทา, 2560ก) อีกทัง้ยังมีการศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างการแสดงออก
ของยีน STK38 ในระดบัอาร์เอ็นเอกบัการเกิดโรคมะเร็งรังไข่วา่ เนือ้เย่ือรังไขป่กติจะมีภาวะไฮเปอร์
เมทิลเลชนั ส่งผลให้ไม่มีการแสดงออกของยีน ส่วนในเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่มีภาวะไฮโปเมทิลเลชนั 
สง่ผลให้มีการแสดงออกของยีน STK38 มากขึน้ ซึง่ใช้วิธีการ duplex RT-PCR ในการศกึษา (ฟาติ
มา ติ๊บทา, 2560ข) ดงันัน้โครงงานนีจ้ึงศึกษาเพิ่มเติมตอ่ยอดจากการศกึษาดงักล่าว โดยจะเพิ่ม
จ านวนตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษาเพ่ือเพิ่มความน่าเช่ือถือ และท าการศกึษาการแสดงออกในระดบั
อาร์เอ็นเอของยีน STK38 ซึ่งใช้วิธีการท่ีตา่งไปจากการศกึษาก่อนหน้า ได้แก่ เทคนิค quantitative 
real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย า 
ความนา่เช่ือถือและเป็นท่ียอมรับในปัจจบุนั (Machado et al., 2015) 
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โครงงานนีเ้ป็นการตอ่ยอดการศกึษาการแสดงออกของยีน STK38 หรือช่ืออ่ืน คือ nuclear 
dbf2-related (NDR หรือ NDR1) ท่ีอยู่บนโครโมโซมคู่ท่ี 6 บริเวณ p21.31 เป็นยีนท่ีผลิตโปรตีนท่ี
เป็นสมาชิกในกลุม่ AGC serine/threonine kinase ซึง่มีหน้าท่ีในการเติมหมู่ฟอสเฟต และมีความ
เก่ียวข้องกบัการแบง่ตวัของเซลล์ อะพอพโทซิส รวมไปถึงการควบคมุเสถียรภาพและกระบวนการ
ถอดรหัสของ MYC oncogene ด้วย ดังนัน้ยีน STK38 จึงถูกตีความว่าเป็น proto-oncogene 
(Bisikirska et al., 2013) และอาจน าไปสู่การพฒันาเพ่ือเป็นยีนเปา้หมายในการวินิจฉัยและรักษา
มะเร็งรังไข่ได้ ซึ่งงานวิจยันีจ้ะศึกษาการแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอของยีน STK38 ในเนือ้เย่ือ
มะเร็งรังไข่ โดยเปรียบเทียบกบัเนือ้เย่ือรังไข่ของคนปกต ิเพ่ือวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีนท่ี
เปล่ียนแปลงไป รวมถึงศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างไฮโปเมทิลเลชนัและระดบัการแสดงออกบนยีน 
STK38 ซึ่งโครงงานนีจ้ะเป็นประโยชน์ และอาจน าไปสู่การพัฒนาทางการแพทย์ได้ เช่น แนว
ทางการวินิจฉยัโรคได้อย่างจ าเพาะเจาะจง การคาดคะเนความเส่ียง รวมถึงขัน้ตอนการรักษา เป็น
ต้น 

วัตถุประสงค์ 

เพ่ือศกึษาระดบัการแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอของยีน STK38 ในเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่  
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บทที่ 2 

กำรตรวจเอกสำรของงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. มะเร็งรังไข่ (ovarian cancer) 

มะเร็งรังไข่ เป็นโรคท่ีพบมากเป็นอนัดบัท่ี 7 ของโลก โดยในปี 2012 พบผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่
มากถึง 238,700 คน อีกทัง้มะเร็งรังไขย่งัเป็นสาเหตกุารเสียชีวิตสงูถึงอนัดบัท่ี 8 ของโลก ซึ่งมะเร็ง
รังไข่ได้คร่าชีวิตผู้คนไปมากถึง 151,900 คน อีกทัง้มะเร็งรังไข่ยงัเป็นมะเร็งท่ีพยากรณ์โรคได้ยาก
ท่ีสดุชนิดหนึ่งซึ่งมีอตัราการเสียชีวิตสงูท่ีสดุเม่ือเทียบจากมะเร็งทางนรีเวชวิทยาทัง้หมด และเป็น
สาเหตกุารเสียชีวิตของผู้หญิงในชว่งอาย ุ35 ถึง 74 ปี มากเป็นอนัดบัท่ี 5 ของโลก  (Coburn et al., 
2017; Torpy, Burke and Golub, 2011) 

ในประเทศไทยพบผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ประมาณ 1,600 รายต่อปี ซึ่งเป็นอตัราการเสียชีวิตท่ี
สงูสดุ เม่ือเทียบจากอตัราการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งทางนรีเวชชนิดอ่ืน ๆ และผู้ ป่วยมีอตัราการอยู่
รอดในช่วง 5 ปีเพียง 26% เท่านัน้ โดยพบว่าประมาณ 5-10% ของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ทัง้หมดมัก
ได้รับการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมจากแมสู่ล่กู (รักชาย บหุงาชาต,ิ 2550) 

ชนิดของมะเร็งรังไข่ 
มะเร็งรังไข่แบง่ออกได้เป็น 3 ประเภท โดยใช้ชนิดของเซลล์ตัง้ต้นเป็นเกณฑ์ในการจดักลุ่ม 

ได้แก่ มะเร็งรังไข่ท่ีมีเซลล์ตัง้ต้นมาจากเซลล์สืบพนัธุ์ (germ cell) มะเร็งรังไขท่ี่มีเซลล์ตัง้ต้นมาจาก
เซลล์เนือ้เย่ือเก่ียวพนั (sex cord and stromal tumors) และมะเร็งรังไขท่ี่มีเซลล์ตัง้ต้นมาจากเซลล์
เย่ือบผุิว (epithelial cell) ซึง่เป็นประเภทท่ีพบมากถึง 80 – 85% ของมะเร็งรังไขท่ัง้หมด และมะเร็ง
รังไขท่ี่มีเซลล์ตัง้ต้นมาจากเซลล์เย่ือบผุิว ยงัสามารถแบง่ได้เป็น 4 ประเภท โดยลกัษณะทางพยาธิ
วิทยาเป็นเกณฑ์ในการจดักลุ่ม (รูปท่ี 1) นัน่คือ serous carcinomas พบมากท่ีสดุประมาณ 70% 
รองลงมาคือ endometrioid พบ 10% และ clear cell carcinomas พบประมาณ 5-10% ส่วน
ประเภทท่ีพบน้อยท่ีสุด ได้แก่ mucinous ซึ่งพบเพียง 3% เท่านัน้ (Devouassoux-Shisheboran 
and Ganestie, 2015) 
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รูปท่ี 1 ลกัษณะทางพยาธิวิทยาของมะเร็งรังไขท่ี่มีต้นก าเนิดจากเซลล์เย่ือบผุิว 
 (Karst and Deraplin, 2010) 

ปัจจัยเส่ียงที่อำจเป็นสำเหตุในกำรก่อโรคมะเร็งรังไข่ 
มะเร็งรังไข่เกิดได้จากหลายปัจจยัร่วมกนั เช่น จากอายุท่ีเพิ่มขึน้ เน่ืองจากมะเร็งรังไข่มกั

พบในสตรีท่ีมีอายุมากกว่า 63 ปี และพบได้น้อยในสตรีท่ีอายุน้อยกว่า 40 ปี หรือสตรีท่ีหมด
ประจ าเดือนช้า ตัง้ครรภ์ไม่ครบตามระยะเวลา มีประวตัิการแท้งลกู และสตรีท่ีมีบตุรช้าหรือมีบตุร
ยาก การมีน า้หนกัเกินเกณฑ์ หรือเป็นโรคอ้วนก็เป็นอีกปัจจยัหนึ่งท่ีอาจก่อให้เกิดโรคมะเร็งได้อีก
ทัง้การใช้ยากระตุ้นฮอร์โมนเอสโตรเจนในวยัหมดประจ าเดือน การได้รับสารท่ีระคายเคืองตอ่เย่ือบุ
ผิว รวมไปถึงปัจจยัทางพนัธุกรรม เช่น การมีประวตัิครอบครัวเคยเป็นมะเร็งรังไข่ มะเร็งเต้านม 
หรือมะเร็งล าไส้ใหญ่ (American Cancer Society, 2018 : online) นอกจากนีย้งัมีการศึกษาการ
กลายพันธุ์ ของยีนอันเป็นปัจจัยเ ส่ียง ท่ีก่อให้ เ กิดมะเ ร็ง รังไข่  ไ ด้แก่  ยีน  breast cancer 
susceptibility gene 1 (BRCA1)  และ breast cancer susceptibility gene 2 (BRCA2) ซึ่งเป็น
กลุ่มยีนท่ีท าหน้าท่ีเป็นยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) ซึ่งมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกับการ
ควบคมุการแบง่เซลล์ วฏัจกัรของเซลล์ และการซ่อมแซมดีเอ็นเอ ดงันัน้เม่ือยีนดงักล่าวเกิดกลาย
พนัธุ์จึงอาจส่งผลให้เกิดมะเร็งรังไข่ได้ โดยจากการศึกษาพบว่า 90% ของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ท่ีมี
ประวตัิครอบครัวเคยเป็นมะเร็งรังไข่มาก่อน จะได้รับการสืบทอดการกลายพนัธุ์ของยีน BRCA1 
หรือ BRCA2 (Daniilidis and Karagiannis, 2007; Ramus and Gayther, 2009) นอกจากนีย้ังมี
ยีนท่ีมีการถ่ายทอดและเพิ่มโอกาสเส่ียงในการเป็นมะเร็งรังไข่อ่ืน ๆ อีก หากเกิดการกลายพนัธุ์ซึ่ง
มักยีนต้านมะเร็ง เช่น ยีน PTEN, CDKN2A, MLH1, CDH1, RASSF1A และ TP53 เป็นต้น รวม
ไปถึงการเกิดสภาวะเหนือพนัธุกรรม (epigenetics) ก็เป็นอีกสาเหตหุนึ่งท่ีก่อให้เกิดมะเร็งรังไข่ได้ 
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เน่ืองจากส่งผลให้มีการแสดงออกของยีนมากขึน้ หรือน้อยลงกว่าปกติ โดยการเกิดสภาวะเหนือ
พนัธุกรรมท่ีพบมากในผู้ ป่วยมะเร็งรังไข ่ได้แก่ ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั (DNA methylation) โดยการเติม
หมู่เมทิลบนสายนิวคลีโอไทด์ของยีนต้านมะเร็ง ร่วมกบัการดดัแปลงหมู่ฮิสโทน จะส่งผลให้ยีนนัน้ 
ๆ มีระดบัการแสดงออกท่ีลดลง จึงเพิ่มความเส่ียงในการเป็นมะเร็งรังไข่ได้ (Natanzon, Goode 
and Cunningham, 2018) 

อำกำรของมะเร็งรังไข่ 
ประมาณ 60% ของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ พบว่าเป็นโรคมะเร็งรังไข่ระยะลุกลามและไม่

สามารถรักษาให้หายขาดได้ คือมีการแพร่กระจายของมะเร็งไปยงักระแสเลือดหรืออวยัวะข้างเคียง
แล้ว เน่ืองจากในระยะเร่ิมแรกมะเร็งรังไขจ่ะไม่มีการแสดงอาการท่ีชดัเจนนัก จงึท าให้ตรวจพบและ
วินิจฉยัได้ยาก สว่นในมะเร็งรังไข่ในระยะท่ีรุนแรงขึน้ ผู้ ป่วยสว่นมากมกัจะมีการแสดงอาการ ดงันี ้
อ่อนแรง ปวดหลัง ท้องป่อง ปวดบริเวณช่องท้องท่ีอาจเกิดร่วมกับการคล่ืนไส้ อาเจียน ท้องอืด 
ท้องผูก เบื่ออาหารหรืออยากอาหารมากกว่าปกติ อาการไข้ รวมไปถึงอาจมีกลุ่มอาการทางเดิน
ปัสสาวะร่วมด้วย เช่น กระเพาะปัสสาวะอกัเสบ ภาวะกระเพาะปัสสาวะบีบตวัไวกว่าปกติ เป็นต้น 
นอกจากนีอ้าจมีอาการแสดงทางผิวหนังของกลุ่มอาการพารานีโอพลาสติก (paraneoplastic 
syndromes) ซึ่งเป็นผลจากเซลล์มะเร็งมีการสร้างสารท่ีท าหน้าท่ีคล้ายฮอร์โมน ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของร่างกาย อีกทัง้ผู้ ป่วยท่ีมะเร็งลุกลามไปยังอวัยวะข้างเคียงและ
กระแสเลือดแล้ว อาจจะมีภาวะล าไส้อุดตัน ทางเดินปัสสาวะอุดตัน หรือหายใจล าบากได้ 
(Doubeni, Doubeni and Myers, 2016a) 

กำรวินิจฉัยมะเร็งรังไข่ 
มะเร็งรังไขใ่นระยะแรกจะไม่มีอาการแสดง ท าให้วินิจฉัยได้ยาก จงึมกัตรวจพบมะเร็งรังไข่

เม่ืออยู่ในระยะท่ีรุนแรงแล้ว อย่างไรก็ตามการวินิจฉัยมะเร็งรังไข่ในปัจจุบนัท าได้หลายวิธี เช่น 
การอลัตราซาวน์เพ่ือตรวจหาก้อนมะเร็งบริเวณชอ่งท้อง ท่ีมกัใช้กบัผู้ ป่วยท่ีมีอาการท้องบวมหรือมี
ก้อนเนือ้แล้ว และอีกวิธีหนึ่งท่ีนิยมใช้ในการวินิจฉัย ได้แก่ การตรวจในห้องปฏิบตัิการ คือการเจาะ
เลือดผู้ ป่วยเ พ่ือหาโปรตีน carbohydrate-antigen 125 (CA-125) และ human epididymis 
protein 4 (HE4) ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายบ่งชีม้ะเร็ง (tumor markers) โดยในผู้ ป่วยมะเร็งจะมีคา่ของ
โปรตีน CA-125 มากกว่าหรือเท่ากับ 35 U/ml และค่าของโปรตีน HE4 มากกว่าหรือเท่ากับ 140 
pmol/l (Doubeni, Doubeni and Myers, 2016b; Wei, Li and Zhang, 2016) 
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วิธีกำรรักษำมะเร็งรังไข่ 

มะเร็งรังไข่ในปัจจบุนัยงัไม่มีการรักษาท่ีจ าเพาะกบัโรค และวิธีการรักษาจะต้องพิจารณา
จากชนิดของมะเร็ง ความรุนแรงหรือระยะของมะเร็ง และสขุภาพของผู้ รับการรักษา เพ่ือหลีกเล่ียง
ผลข้างเคียงจากการรักษา โดยวิธีการรักษาท่ีมกัใช้กับผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่คือ การผ่าตดัเอาชิน้เนือ้
มะเร็งออก และการใช้เคมีบ าบดั หรืออาจใช้ทัง้สองวิธี ร่วมกันในการรักษา ซึ่งสารเคมีท่ีใช้ในการ
บ าบดัเป็นยาท่ีมีสารประกอบแพลทินมั (platinum compound) หรือเท็กเซน (taxane) เช่น แพคลิ
แท็คเซล (paclitaxel) โดซีแท็คเซล (docetaxel) และในผู้ รับการรักษาบางคนอาจเกิดอาการเวียน
หวั คล่ืนไส้ อาเจียน เน่ืองจากผลข้างเคียงของยาเคมี แต่หลงัการรักษาครัง้แรกประมาณ 6 – 12 
เดือน เซลล์มะเร็งจะสามารถแบ่งตวัขึน้ใหม่ได้อีก จึงจ าเป็นต้องมีการติดตามอาการ และรักษา
ตามอาการควบคูไ่ปด้วย (American Cancer Society, 2018 : online; Braun, 2015) 

2. ดีเอ็นเอเมทลิเลชัน (DNA methylation) 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั เป็นอีกกระบวนการหนึ่งของสภาวะเหนือพนัธุกรรม (epigenetics)  ซึ่ง
สภาวะเหนือพนัธุกรรม คือ กระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีนโดยไม่เก่ียวข้องกับล าดบั
เบสของพนัธุกรรม โดยกลไกนีส้ามารถถกูเปล่ียนแปลงกลบัไปมาได้ และสามารถสง่ตอ่ลกัษณะ
นัน้ไปสู่รุ่นลูกได้ เช่น การปรับเปล่ียนโครงสร้างของโครมาทิน (chromatin remodeling) การ
ดดัแปลงหมู่ฮิสโทน (histone modification) และดีเอ็นเอเมทิลเลชนั (DNA methylation) เป็นต้น 
(จนัทนา รักแผน, 2555) 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั มีความเก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีน และเป็นกระบวนการท่ีเกิด
ตามปกติในจีโนม โดยการเติมหมู่เมทิล (-CH3) บนดีเอ็นเอ ด้วยเอนไซม์ดีเอ็นเอเมทิลทรานสเฟอ
เรส (DNA methylatransferase; DNMTs) โดยจะเติมหมู่ เมทิลจาก S-adenosylmethionine 
(SAM) ไปยงัต าแหน่งคาร์บอนท่ี 5 ในวงไซโทซีน (cytosine ring) (รูปท่ี 2) และ 98% ของการเกิด
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน จะมีการเติมหมู่เมทิล ณ ต าแหน่งเบส cytosine (C) ท่ีต่อด้วยเบส guanine 
(G) บนล าดบัสารพนัธุกรรม เรียกต าแหนง่นีว้่า CpG dinucleotides โดยถ้ามีต าแหน่งท่ีเป็น CpG 
เป็นจ านวนมาก จะเรียกบริเวณนัน้ว่า CpG island  (รูปท่ี 3) ซึ่งมกัจะพบบริเวณ โพรโมเตอร์ ซึ่ง
ส่งผลต่อการแสดงออกของยีนได้ และการเกิดเมทิลเลชันจะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ
กระบวนการขดม้วนของโครมาติน (chromotin modification) โดยโครมาตินจะ  ขดตวักนัแน่นกับ
โปรตีนฮิสโทน (histone protein) ท าให้ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ (transcription factors) ไม่
สามารถลงมาจบักับโพรโมเตอร์ได้ จะส่งผลให้ยีนท่ีเกิดเมทิลเลชนัมีระดบัการแสดงออกท่ีลดลง
หรือยบัยัง้การแสดงออกของยีนได้  (Jin, Li and Robertson, 2011; Métivier et al., 2008) 
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รูปท่ี 2 กลไกการเกิดเมทิลเลชนัท่ีต าแหนง่คาร์บอนท่ี 5 ของวงไซโทซีน โดยเอนไซม์ DNMTs ท า
หน้าท่ีในการดงึหมูเ่มทิลจาก SAM แล้วไปเตมิท่ีเบสไซโทซีน (Walter, 2015) 

 

 

 

รูปท่ี 3 ต าแนง่ของ CpG island ซึง่มกัพบบริเวณโพรโมเตอร์ จงึสง่ผลตอ่การแสดงออกของยีน  
(ท่ีมา: http://missinglink.ucsf.edu/lm/genes_and_genomes/methylation.html) 

  



9 
 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมี 2 รูปแบบ ได้แก่ ไฮเปอร์เมทิลเลชนั (hypermethylation) และไฮโป
เมทิลเลชนั (hypomethylation) โดยการเกิดไฮเปอร์เมทิลเลชนัในโรคมะเร็ง เป็นการเกิดเมทิลเล
ชนัมากกว่าปกติในจีโนมของมนุษย์ ซึ่งมกัพบท่ีบริเวณ CpG island ท่ีโพรโมเตอร์ของยีนในกลุ่ม
ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor genes) หรือบริเวณใกล้เคียง เช่น บริเวณเอ็กซอน (exon) ท่ี 1 
หรือ 2 เป็นต้น โดยปกติแล้วบริเวณนีจ้ะไมมี่การเกิดไฮเปอร์เมทิลเลชนั ส่งผลให้ยีนต้านมะเร็งเกิด
ความผิดปกติไปจากเดิม ท าให้มีการแสดงออกท่ีลดลง และไม่สามารถผลิตโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีใน
การต้านมะเร็งได้ ส่วนไฮโปเมทิลเลชนัท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็ง  เป็นการเกิดเมทิลเลชนัน้อย
กว่าปกติในจีโนมของมนุษย์ ส่งผลให้มีการเพิ่มการแสดงออกของยีนก่อมะเร็งหรือยีนกลุ่มโปรโต
ออนโคยีน (proto-oncogenes) และเปล่ียนไปเป็นออนโคยีน (oncogenes) ซึ่งกลไกการเกิดเมทิล
เลชนัท่ีผิดปกติไปนี ้ท าให้เกิดการแสดงออกของยีนท่ีผิดปกติไป ส่งผลให้เกิดความไม่เสถียรของจี
โนม มีความผิดปกติของการควบคมุการแบง่เซลล์ การซอ่มแซมดีเอ็นเอ กระบวนการถอดรหสั การ
ส่งสญัญาณระหว่างเซลล์ และการตายของเซลล์ชนิดอะพอพโทซิส (apoptosis) กล่าวคือเซลล์มี
การแบ่งตัวตลอดเวลา และกลายเป็นเซลล์มะเร็ง (Ehrlich, 2009; Herman,1999; Robertson, 
2005) 

 

3. กำรแสดงออกของยีนในระดับอำร์เอ็นเอ  

อาร์เอ็นเอ เป็นข้อมูลทางพันธุกรรมท่ีเกิดจากกระบวนการถอดรหัส ดีเอ็นเอแม่แบบ 
(transcription) เพ่ือใช้เป็นแม่แบบในกระบวนการแปลรหสั (translation) เพ่ือสงัเคราะห์โปรตีนใน
การท าหน้าท่ีต่าง ๆ ภายในเซลล์ ซึ่งจะเกิดขึน้ในเวลาและปริมาณท่ีต่างกัน ขึน้อยู่กับหน้าท่ีและ
ความจ าเป็นของโปรตีนชนิดนัน้ ๆ โดยในจีโนมของมนษุย์แบง่อาร์เอ็นเอเป็น 3 ชนิดหลกั ๆ (รูปท่ี 4) 
ได้แก่ transfer RNA (tRNA) เป็นอาร์เอ็นเอท่ีท าหน้าท่ีในการขนส่งกรดอะมิโนภายในเซลล์เพ่ือมา
ตอ่เป็นสายโพลิเปบไทด์ท่ีไรโบโซมระหว่างกระบวนการแปลรหสั ribosomal RNA (rRNA) เป็นอาร์
เอ็นเอท่ีท าหน้าท่ีเป็นองค์ประกอบของไรโบโซมอันเป็นบริเวณท่ีใช้ส าหรับการสังเคราะห์โปรตีน
ภายในเซลล์ และ messenger RNA (mRNA) เป็นอาร์เอ็นเอท่ีได้จากการถอดรหัสสายดีเอ็นเอ
แม่แบบและเป็นสายแม่แบบในการสังเคราะห์โปรตีน โดยจะเรียงเป็นรหัสพนัธุกรรม (codon) ซึ่ง
รหสัพนัธุกรรมแตล่ะรหสัจะก าหนดกรดอะมิโนหนึง่ชนิด (Lodish et al., 2000) 
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รูปท่ี 4 ชนิดของอาร์เอ็นเอในจีโนมมนษุย์ (mRNA, tRNA และ rRNA ตามล าดบั โดยเรียงจากซ้าย
ไปขวา) (ท่ีมา: http://www.alyvea.com/biologystudyguides/transcriptiontranslation.php) 

ดงันัน้หากมีการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั และเกิดการขดตวักนัระหวา่งโครมาตินและโปรตีน
ฮิสโทน จะท าให้ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ลงมาจับท่ีโพรโมเตอร์ไม่ได้ จึงไม่เกิดกระบวนการ
ถอดรหสั และไมมี่การผลิตอาร์เอ็นเอซึ่งจะเป็นสายแมแ่บบในการสงัเคราะห์โปรตีนในกระบวนการ
แปลรหสั ส่งผลให้ยีนมีการแสดงออกท่ีลดลงหรือมีผลในการยงัยัง้การแสดงออกของยีน แต่หาก
เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัน้อยกว่าปกติ จะท าให้โครมาทินคลายตวั และพนักับโปรตีนฮีสโทนอย่าง
หลวม ๆ ซึ่งส่งผลให้ทรานสคริปชันแฟคเตอร์จับกับโพรโมเตอร์ได้ดีขึน้ ท าให้เกิดกระบวนการ
ถอดรหสั และสงัเคราะห์อาร์เอ็นเอได้มากขึน้ จึงท าให้มีการแสดงออกของยีนมากกว่าปกติ ดงันัน้
ถ้ายีนนัน้เป็นยีนในกลุ่มโปรโตออนโคยีนจะส่งผลให้เกิดเซลล์มะเร็งได้ (Tongelen, Loriot and 
Smet, 2017)  
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4. กระบวนกำรถอดรหัสย้อนกลับ (reverse transcription) 

กระบวนการถอดรหสัย้อนกลบั พบครัง้แรกจากเอนไซม์ในไวรัสท่ีสามารถเปล่ียนอาร์เอ็น
เอเป็นดีเอ็นเอได้ เรียกเอนไซม์นีว้า่ รีเวิร์สทรานคริปเทส (reverse transcriptase) ซึง่ท าหน้าท่ีในการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอจากปลาย 5’ ไปยังปลาย 3’ โดยดีเอ็นเอสายคู่ท่ีถูกสังเคราะห์ขึน้จาก
กระบวนการย้อนการถอดรหสัจะถูกเรียกว่า ดีเอ็นเอสายคู่สม (complementary DNA; cDNA) ซึ่ง
ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้จากกระบวนการย้อนการถอดรหสันีจ้ะมีเฉพาะดีเอ็นเอส่วนท่ีเป็น exon เท่านัน้ 
เน่ืองจากสายอาร์เอ็นเอแม่แบบเป็น mRNA ซึ่งผ่านกระบวนการตดัแต่งหลังการถอดรหสั (post-
transcriptional modification) และยังมีประโยชน์ เ พ่ือเพิ่มปริมาณดีเ อ็นเอในกระบวนการ 
polymerase chain reaction (PCR) โดยไพรเมอร์ท่ีใช้เป็นรหสัเร่ิมต้นมี 3 ชนิด ได้แก่ gene specific 
primers (GSP) ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีนท่ีต้องการศกึษาและมกัมีอณุหภูมิหลอมเหลวสงู (Tm) ท าให้
การเข้าคู่กันของเบสมีความจ าเพาะสูง ส่วน random hexamer สามารถเข้าคู่ได้กับทุกยีนบนสาย
แม่แบบ แต่อาจได้ผลิตภัณฑ์ท่ีไม่ต้องการมาด้วย และ oligo(dT) สามารถเข้าคู่กับทุกยีนบนสาย 
mRNA เน่ืองจากไพรเมอร์นีจ้ะเข้าคู่กับเบส adenine (A) ท่ีต่อกันเป็นสายยาว ซึ่งมีอยู่บน poly A 
tail ของ mRNA หลงัผา่นกระบวนการตดัแตง่อาร์เอ็นเอหลงัการถอดรหสั โดยกระบวนการนีมี้เฉพาะ
ในสิ่งมีชีวิตจ าพวกยคูาริโอตเทา่นัน้ (ThermoFisher Scientific, 2018 : online)  
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5. real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

real-time PCR เป็นเทคนิคท่ีพฒันาขึน้มาจากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสหรือ PCR แบบดัง้เดิม 
(polymerase chain reaction หรือ conventional PCR) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้กับงานในระดับ
โมเลกลุ โดยเทคนิค real-time PCR จะรวมขัน้ตอนของการเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑ์ และขัน้ตอนการ
วิเคราะห์ปริมาณผลิตภณัฑ์ไว้ในเทคนิคเดียว นอกจากนีย้งัเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย าสงูกว่า PCR 
แบบดัง้เดิม เน่ืองจาก  real-time PCR สามารถติดตามปริมาณผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ ณ เวลานัน้ ๆ ได้ 
โดยไม่ต้องน าไปท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (รูปท่ี 5) ในขณะท่ี PCR แบบดัง้เดิมนัน้ สามารถตรวจสอบ
ได้เฉพาะปริมาณและขนาดของผลิตภณัฑ์เม่ือสิน้สุดปฏิกิริยาจากการท าเจลอิเล็กโทรโฟริซิสเท่านัน้ 
ท าให้ลดเวลา จ านวนอปุกรณ์ และสารเคมีในการปฏิบตัิการน้อยลง โดยหลกัการของเทคนิค real-
time PCR คือการผสมสารพนัธุกรรมตัง้ต้นกบัสารเรืองแสง โดยในโครงงานนีเ้ลือกใช้ SYBR Green I 
Dye ซึง่เป็นสารเรืองแสงท่ีจบักบัดีเอ็นเอสายคูเ่ทา่นัน้ จึงเร่ิมเรืองแสงในขัน้ annealing และการเรือง
แสงจะลดลงอีกครัง้เม่ือถึงขัน้ denaturation (รูปท่ี 6) เน่ืองจากสารเรืองแสงจะหลุดออกจากสายดี
เอ็นเอ เม่ือท าการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมตอ่ไป สารเรืองแสงจะเพิ่มมากขึน้ตามปริมาณผลิตภณัฑ์
และจ านวนรอบท่ีท าปฏิกิริยา จนกระทัง่มีการสะสมสารเรืองแสงของผลิตภณัฑ์มากกว่าคา่เรืองแสง
เร่ิมต้น (threshold) เรียกจุดนีว้่า threshold cycle (Ct) หรือ crossing point โดยค่า Ct นีส้ามารถ
น าไปค านวณหาผลิตภณัฑ์หรือคา่การแสดงออกของยีนได้ (ศภุจิรา ศรีจางวาง, 2558; Bernard and 
Wittwer, 2002) 

 

รูปท่ี 5 ตวัอยา่งกราฟท่ีได้จากการใช้เทคนิค real-time PCR โดยใช้สารพนัธุกรรมแม่แบบหลายความ
เข้มข้น ซึง่สามารถน าไปค านวณปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการทดลอง ณ เวลานัน้ ๆ (Bernard and 

Wittwer, 2002) 
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รูปท่ี 6  กลไกการท างานของสารเรืองแสง SYBR Green สามารถจบักับพนัธะไฮโดรเจนบนสาร
พนัธุกรรมสายคู่ได้ ดงันัน้ดีเอ็นเอสายคู่ถูกให้อุณหภูมิสงูและคลายพนัธะออกจากสายคู่
สมในขัน้ denaturation นัน้ สารเรืองแสง SYBR Green จึงไม่สามารถตรวจจับได้ แต่ใน
ขัน้ annealing และขัน้ extension ท่ีมีการเข้าคู่กันของสายคู่สม สารSYBR Green จะลง
ไ ป จั บ กั บ พั น ธ ะ ไ ฮ โ ด ร เ จ น แ ล ะ เ รื อ ง แ ส ง อ อ ก ม า ไ ด้  ( ท่ี ม า : 
http://www.sinobiological.com/sybr-green-qpcr-method-cro-service.html) 
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6. กำรค ำนวณระดับกำรแสดงออกด้วยวิธี 2-ΔΔCt  

 2-ΔΔCt เป็นการค านวณคา่การแสดงออกของยีนท่ีได้จากจากการใช้เทคนิค real-time PCR 
เพ่ือหาสัดส่วนการเปล่ียนแปลงระดับการแสดงออกเป็นจ านวนเท่าระหว่างกลุ่มตัวอย่างของ

กรณีศึกษาและกลุ่มควบคุม โดยเร่ิมจากการค านวณ ΔΔCt เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนท่ี
ต้องการศึกษา ระหว่างกลุ่มตัวอย่างทัง้ 2 กลุ่ม โดยจะต้องตัดค่าจากการแสดงออกของยีน 
housekeeping ท่ีมีการแสดงออกเป็นพืน้ฐานของแต่ละเซลล์ก่อน เช่น ยีน glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH)  ห รื อ ยี น  actin beta (ACTB)  เ ป็ น ต้ น  โ ด ย ยี น 
housekeeping จะท าหน้าท่ีเป็นตวัควบคุมภายในการบวนการทดลอง เรียกว่า  endogenous 
control หรือ internal control จากนัน้จึงจะน าค่าท่ีได้ไปหาการเปล่ียนแปลงระดับการแสดง
ออกเป็นจ านวนเทา่ (Livak and Schmittgen, 2001) ดงัสตูรตอ่ไปนี ้

 

ΔΔCt = (Ctstudy – Ctcontrol) cancer - (Ctstudy – Ctcontrol) normal 

Fold change = 2-ΔΔCt 

 

โดย Ctstudy ของ cancer คือ threshold cycle ของยีนท่ีต้องการศกึษาจากตวัอย่างของมะเร็ง 

 Ctcontrol ของ cancer คือ threshold cycle ของยีน housekeeping จากตวัอย่างของมะเร็ง 

 Ctstudy ของ normal คือ threshold cycle เฉล่ียของยีนท่ีต้องการศกึษาจากตวัอย่างของคนปกต ิ

 Ctcontrol ของ normal คือ threshold cycle เฉล่ียของยีน housekeeping จากตวัอยา่งของคนปกต ิ
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิกำรด ำเนินงำน 

กลุ่มประชำกรตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรศึกษำ 

 กลุ่มตวัอย่างแบง่ออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ ตวัอย่างจากผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ และตวัอย่างจาก
คนปกติหรือไม่ได้เป็นโรคมะเร็งรังไข่ โดยจ านวนตวัอย่างท่ีใช้คือ ชิน้เนือ้รังไข่จากผู้ ป่วยมะเร็ง 34 
ตวัอย่าง และชิน้เนือ้รังไข่จากคนปกติ 22 ตวัอย่าง ซึ่งตวัอย่างทัง้หมดได้รับมาจากภาควิชาสูติ
ศาสตร์และนรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทาลยั โดยตวัอย่างจะต้องอยู่ในรูป
ของชิน้เนือ้สดเท่านัน้ ภายใต้การอนุมัติของคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะ
แพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เอกสารรับรองโครงการวิจยัเลขท่ี IRB no.396/59 

เคร่ืองมือ วัสดุ อุปกรณ์ 

- ตู้ปลอดเชือ้ class II (Biosafety cabinet class II) (Gelman science, Singapore) 
- ตู้ปลอดเชือ้ class I (S.K. Powerable, Thailand) 
- ตู้เลีย้งเซลล์ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 (Shel lab, USA) 
- อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Memmert, Germany) 
- เคร่ือง NanoDrop™ Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) 
- เคร่ือง Thermo cycler (Eppendorf, Germany) 
- เคร่ืองจา่ยกระแสไฟ (Bio-RAD, USA) 
- เคร่ืองถ่ายภาพเจล ( Image scanner (STORM)) (GE Healthcare Bio-sciences 

AB, Sweden) 
- เคร่ือง QuantiStudio™ 6 Flex Real-Time PCR (Thermo Scientific, USA) 
- ตู้แชเ่ย็นอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส (Panasonic, Japan) 
- ตู้แชแ่ข็งอณุหภมูิต ่า -20 องศาเซลเซียส (Revco, Japan) 
- ตู้แชแ่ข็งอณุหภมูิต ่า -80 องศาเซลเซียส (Revco, Japan) 
- เคร่ืองป่ันเหว่ียงสารส าหรับหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (Biobase, 

China) 
- เคร่ืองป่ันเหว่ียงสารส าหรับหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Boeco, 

Germany) 
- เคร่ืองป่ันเหว่ียงสารส าหรับหลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 15 มิลลิลิตร (Boeco, Germany) 
- กล้องจลุทรรศน์ phase contrast ชนิด 2 ตา (Nikon, Japan) 
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- อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Memmert, Germany) 
- เค ร่ืองควบคุมการดูด -จ่ายสารอัตโนมัติ  (Pipette boy) (Integra Biosciences, 

Switzerland) 
- ไมโครปิเปตขนาด 10 ไมโครลิตร (Trasferpette, Germany) 
- ไมโครปิเปตขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Axygen, USA) 
- ไมโครปิเปตทิปขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Axygen, USA) 
- หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 15 มิลลิลิตร (Corning, USA) 
- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 2.0 และ 1.5 ไมโครลิตร 
- microtubes ขนาด 0.6 ไมโครลิตร 
- PCR microtubes ขนาด 0.2 ไมโครลิตร 
- แทน่วางหลอดเซนตริฟิวจ์ และหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (Autopack, USA) 
- เข็มฉีดยา ขนาด 21G x 1” (0.8 x 25 มม.) (Nipro, Japan) 
- Real-Time PCR 96-well plate (Thermo Scientific, USA) 
- Optical adhesive film (Thermo Scientific, USA) 
- ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 25 มิลลิลิตร (Corning, USA) 
- กลอ่งลดอณุหภมูิเพ่ือแชแ่ข็งเซลล์ (Cryobox) (Nalgene labware, USA) 
- Cryovial tube (Corning, USA) 
- กระบอกตวงขนาด 100 และ 1,000 มิลลิลิตร (Vitlab, Germany) 
- บีกเกอร์ขนาด 50, 100  และ 1,000 มิลลิลิตร (Pyrex, USA) 
- ถงุมือส าหรับการตรวจวินิจฉยัทางการแพทย์ (Sri Trang Gloves, Thailand) 
- ถาดเตรียมเจลพร้อมหวี (Bio-Rad, USA) 
- ถงัไนโตรเจนเหลว 
- ด้ามมีดผา่ตดั 
- ใบมีดผา่ตดั เบอร์ 10 
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สำรเคมีที่ใช้ในงำนวิจัย 

1. สารเคมีท่ีใช้เลีย้งเซลล์ 
- Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (Gibco, USA) 
- Fetal bovine serum (FBS) (Gibco, USA) 
- Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, USA) 
- Trypsin EDTA (Gibco, USA) 

2. สารเคมีท่ีใช้ในการสกดัอาร์เอ็นเอ 
- TRIzol™ reagent (Invitrogen, California, USA) 
- Chloroform (Merck, Germany) 
- Isopropanol (Merck, Germany) 
- 75% ethanol (Merck, Germany) 
- Type I water (RNAse Free Water (DEPC)) 
- Phosphate buffered saline (PBS) 

3. สารเคมีท่ีใช้ในสงัเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 
- RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit ( Thermo Scientific, 

USA) 
4. สารเคมีท่ีใช้ในการท า gradient PCR 

- Oligonucleotide primers (Integrated DNA Technologies, Korea) 
- PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Scientific, USA) 
- น า้กลัน่ท่ีผา่นกระบวนการ autoclave 

5. สารเคมีท่ีใช้ในเทคนิค real-time PCR 
- Oligonucleotide primers (Integrated DNA Technologies, Korea) 
- PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Scientific, USA) 
- น า้กลัน่ท่ีผา่นกระบวนการ autoclave  
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-  
6. ส า ร เ ค มี ท่ี ใ ช้ ใ น ก า รท า อ ะค ริ ล า ไ ม ด์ เ จ ล อิ เ ล็ ก โ ท ร โฟ ริ ซิ ส  ( acrylamide gel 

electrophoresis) 
- 40% acrylamide (Bio-Rad, USA) 
- Tris (Affymetrix, USA) 
- Boric acid (Affymetrix, USA) 
- EDTA (Affymetrix, USA) 
- OmniPur® TEMED (Merck, Germany) 
- 10% Ammonium Persulfate (APS) (Merck, Germany) 
- 25 bp DNA ladder (Promega., USA) 
- 6X bromophenol blue loading dye (Fermentas International Inc., Canada) 
- SYBR™ Green I nucleic acid gel stain (Lonza, USA)
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วิธีกำรด ำเนินกำร 

กำรวบรวมตัวอย่ำง 

ได้รับความอนุเคราะห์ตวัอย่างเนือ้เย่ือรังไข่มาจากภาคสูติศาสตร์และนรีเวชวิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซึง่ได้รับการอนมุตัิจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัใน
มนุษย์ คณะแพทย์ศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เอกสารรับรองโครงการวิจัยเลขท่ี IRB no. 
396/59 โดยแช่แข็งชิน้เนือ้รังไข่ในสารรักษาสภาพชิน้เนือ้ ( tissue freezing medium) (Leica 
Biosystems, Germany) ในตู้เย็นอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 

กำรเพำะเลีย้งเซลล์ 

 ในงานวิจยันีเ้ลือกใช้เซลล์เพาะเลีย้งของมะเร็งรังไข่สายพนัธุ์  OVISE เน่ืองจากมีอตัราการ
เจริญค่อนข้างเร็ว ซึ่งได้รับการอนุเคราะห์เซลล์แช่แข็งจากห้องปฏิบตัิการ ศนูย์เช่ียวชาญเฉพาะ
ทางอณูพนัธุศาสตร์ของมะเร็ง และโรคของมนษุย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
โดยเร่ิมต้นเลีย้งเซลล์จากเซลล์แช่แข็ง (thaw cell) และเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ Roswell Park 
Memorial Institute (RPMI) 1640 ผสมกับ Fetal bovine serum (FBS) 10% จากนัน้น าหลอด 
cryovial tube ท่ีบรรจุเซลล์แช่แข็งมาละลายในอ่างน า้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส 
จากนัน้ดูดเซลล์ภายในหลอด cryovial tube ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วปิเปตอาหารเลีย้งเซลล์ 
RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 25 มิลลิลิตร และเอียงขวดเลีย้งเซลล์
ไป-มา เพ่ือให้อาหารและเซลล์กระจายทัว่ขวดเลีย้งเซลล์ ตอ่มาจงึน าขวดเลีย้งเซลล์ไปบม่ในตู้เลีย้ง
เซลล์ท่ีมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% (v/v) ความชืน้ 95% อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้เซลล์เกาะท่ีผิวของขวดเลีย้งเซลล์ แล้วจงึน ามาเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ 
โดยปิเปตอาหารเลีย้งเซลล์ออกจนหมด แล้วเติมสาร Phosphate buffered saline (PBS) ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เพ่ือล้างอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีหลงเหลืออยู่ออก จากนัน้จึงเติมอาหารเลีย้งเซลล์ใหม่
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มในตู้ เลีย้งเซลล์ ซึ่งเม่ือผ่านไป 2 – 3 วัน หลังการเร่ิมต้นเลีย้ง
เซลล์แล้วพบว่า เซลล์ท่ีเลีย้งมีการกระจายตวัเต็มขวดเลีย้งเซลล์มากกว่า 80% ของพืน้ท่ีในขวด
เลีย้งเซลล์ เม่ือส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์ phase contrast ชนิด 2 ตา หรือพบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ 
RPMI 1640 ท่ีมี phenol red เป็นตวัชีว้ัด (indicator) เปล่ียนสีจากสีแดงเป็นสีเหลือง เน่ืองจาก
เซลล์โตเต็มขวดเลีย้งเซลล์ ท าให้เซลล์มีการผลิตของเสียท่ีมีสภาพเป็นกรดเพิ่มขึน้ รวมถึงเซลล์ไม่มี
พืน้ท่ีในการเจริญได้อีก จงึควรท าการ subculture เพ่ือให้เซลล์มีอาหารและพืน้ท่ีในการเจริญได้อีก 
โดยปิเปตอาหารเลีย้งเซลล์ทัง้หมดออกจากขวดเลีย้งเซล์ แล้วล้างด้วยสารละลาย PBS ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร และปิเปตสารละลายทิง้ไป จากนัน้เตมิสาร trypsin EDTA ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล้วจึง
น าไปบม่ในตู้เลีย้งเซลล์เป็นเวลา 3 - 5 นาที เพ่ือยอ่ยโปรตีนท่ียึดติดระหว่างเซลล์ ท าให้เซลล์หลดุ
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ออกจากกัน และหลุดจากพืน้ขวดเลีย้งเซลล์ จากนัน้ท าการยับยัง้ปฏิกิริยา ทริปซิไนเซชัน 
(trypsinization) ด้วยการปิเปตอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร และใช้ปิเปต
ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ขึน้-ลง ให้ทั่วพืน้ขวดเลีย้งเซลล์ ท าให้เซลล์ไม่เกาะกลุ่มกัน และกระจายตวั
เป็นเซลล์เด่ียว แล้วจึงปิเปตอาหารท่ีมีเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แบ่งใส่ในขวดเลีย้งเซลล์ใหม่ 
จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ในขวดเลีย้งเซลล์เก่า 4.5 มิลลิลิตร และขวดเลีย้งเซลล์ใหม่ 4 
มิลลิลิตร เพ่ือให้ได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปบม่ในตู้เลีย้งเซลล์ โดยจะท าขัน้ตอน subculture 
ซ า้ไปเร่ือย ๆ จนกว่าจะได้ปริมาณเซลล์ท่ีเพียงพอ จึงจะท าการเก็บเก่ียวเซลล์ และน าไปสกดัอาร์
เอ็นเอ 

กำรสกัดอำร์เอ็นเอ 

 ตัดแบ่งชิน้เนือ้รังไข่ท่ีแช่แข็งไว้ในสารรักษาสภาพชิน้เนือ้ ( tissue freezing medium) 
(Leica Biosystems, Germany) แล้วล้างสารรักษาสภาพชิน้เนือ้ด้วยสารละลาย Phosphate 
buffered saline (PBS) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยจะท าซ า้ทัง้หมด 2 ครัง้ จากนัน้เตมิสาร TRizol™ 
Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากันด้วยปิเปต 
และน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ใส่สารคลอโรฟอร์มปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 g ท่ีอณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จึงได้สารละลายท่ีแบ่งออกเป็น 3 ชัน้ จากนัน้ดูดส่วนใสด้าน
บนสุดปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองใหม่ แล้วใส่สาร Isopropanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร เพ่ือตกตะกอนอาร์เอ็นเอ บม่สารบนน า้แข็งเป็นเวลา 10 นาที และน าไปป่ันเหว่ียงด้วย
ความเร็ว 12,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนัน้เทสารละลาย
ด้านบนทิง้ไป แล้วจึงล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 75% เอทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร และน าไปป่ัน
เหว่ียงด้วยความเร็ว 7,500 g ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยจะล้างตะกอนซ า้ 2 
รอบ จากนัน้ท าตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม type I water 
(DEPC) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และน าไปบม่ในอา่งน า้ควบคมุอณุหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที แล้วจึงน าไปเก็บรักษาในตู้ เย็นอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือคงสภาพอาร์เอ็นเอ
และสามารถน าไปใช้ในขัน้ตอนตอ่ไปได้ 
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กำรสังเครำะห์ complementary DNA (cDNA) ด้วยกระบวนกำรถอดรหัสย้อนกลับ 
(ดัดแปลงจำก Thermo Scientific, USA) 

 ตรวจวิเคราะห์ปริมาณและคณุภาพของอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้จากวิธีการวดัค่าการดดูกลืน
แสงของ    อาร์เอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Nanodrop 
spectrophotometer โดยควรมีค่ามากกว่า 1.8 จากนัน้เจือจางความเข้มข้นอาร์เอ็นเอด้วย type I 
water (DEPC) ให้ได้ 500 นาโนกรัม ปริมาตร 11 ไมโครลิตร ต่อมาจึงเติม 0.5 µg Oligo(dT)18 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วจึงน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ด้วยเคร่ือง 
Thermo cycler โดยระหว่างท่ีบ่มอาร์เอ็นเอ จะท าการเตรียมสาร Master Mix ส าหรับการ
สังเคราะห์ cDNA ซึ่งจะต้องเตรียมในท่ีเย็น โดยใช้สารจาก RevertAid H Minus First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) จากนัน้เติม Master Mix ท่ีเตรียมไว้ลงในหลอด
อาร์เอ็นเอท่ีผา่นการบม่มาแล้ว หลอดละ 8 ไมโครลิตร จะได้ปริมาตรรวมในแตล่ะหลอดเทา่กบั 20 
ไมโครลิตร จากนัน้น าไปบ่มในเคร่ือง Thermo cycler ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
นาที และอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จะได้ผลิตภัณฑ์ cDNA ซึ่งสามารถเก็บได้
ในตู้เย็นอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส หรือตู้เย็นอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปใช้ในขัน้ตอน
อ่ืนๆตอ่ไป 

กำรท ำ gradient PCR 

 gradient PCR ท าเพ่ือหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของไพร์เมอร์ในการจับกับสายแม่แบบใน
ขัน้ตอน annealing ในการทดลองครัง้นี ้โดยจะต้องออกแบบไพร์เมอร์ของยีน STK38 และยีน 
GAPDH ให้คร่อมระหว่าง exon และมี annealing temperature (Tm) ใกล้เคียงกนั จากนัน้เตรียม 
Master Mix ส าหรับการท า real-time PCR โดยใช้สดัส่วนของสารเคมีต่อหนึ่งหลอดทดลองขนาด 
0.2 มิลลิลิตร คือน า้กลั่นท่ีผ่านกระบวนการ autoclave แล้ว ปริมาตร 3.9 ไมโครลิตร 2X 
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 5.0 ไมโครลิตร 20 µM Forward primer 0.05 ไมโครลิตร 
20 µM Reverse primer 0.05 ไมโครลิตร และ cDNA ของเซลล์เพาะเลีย้งของมะเร็งรังไข่สายพนัธุ์ 
OVISE ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งจะได้ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตรต่อหนึ่งปฏิกิริยา จากนัน้น าไป
บม่ในเคร่ือง Thermo cycler โดยมีขัน้ตอนของการท า PCR ดงันี ้เร่ิมจาก    ขัน้ pre-denature ท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ต่อมาเป็นขัน้ denature 95 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 45 วินาที ขัน้ annealing ท่ีอุณหภูมิตัง้แต่ 58 ถึง 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที ขัน้ 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที โดยจะท าซ า้ตัง้แต่ขัน้ denature 
จนถึง   ขัน้ extension เป็นจ านวน 50 รอบ แล้วจึงเป็นขัน้ post-extension 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที  
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ตำรำงท่ี 1 ข้อมลูไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศกึษาการแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอ 

Primer Primer sequence Tm (◦C) Product 
Forward 
Primer 
STK38 

5’ CCTAAAAGATGAGGAGAAACGACTCCGG 3’ 60.1 
 
 

135 bp 
Reverse 
Primer 
STK38 

5’ CCAAATGCTCCTCTGCCTATTACTTTTAAGG 3’ 59.0 

Forward 
Primer 
GAPDH 

5’ TGGAAGGACTCATGACCACAG 3’ 59.0 
 
 

163 bp 
Reverse 
Primer 
GAPDH 

5’ TTCAGCTCAGGGATGACCTT 3’ 56.5 

 
กำรตรวจสอบกำรเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมด้วยอะคริลำไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(Acrylamide Gel electrophoresis)  

 เตรียมเจลอะคริลาไมด์ความเข้มข้น 8% โดยใช้สดัส่วนดงันี ้40% acrylamide ปริมาตร 2 
มิ ล ลิ ลิ ต ร  10X TBE ป ริ ม า ต ร  1 มิ ล ลิ ลิ ต ร  น ้า ก ลั่ น  ( dH2O)  ป ริ ม า ต ร  7 มิ ล ลิ ลิ ต ร 
Tetramethylethylenediamine (TEMED)  ป ริมาตร  10 ไม โครลิตร  และ  10% Ammonium 
Persulfate (APS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซึ่งเป็นปริมาณสารเคมีท่ีใช้ใน การเตรียมเจลอะคริลา
ไมด์เจล 1 เจล จากนัน้รอให้เจลแข็งตัวเป็นเวลา 30 นาที ต่อมาจึงหยอดดีเอ็นเอ และ 25 bp 
ladder ลงในเจลโดยผสมกับสี 6X Bromophenol blue loading dye ปริมาตร 3 ไมโครลิตร แล้ว
เปิดเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที เม่ือครบเวลาจึงแกะ  
เจลออกจากกระจกแล้วแช่ในสารละลาย SYBR Green เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้จึงบนัทึกภาพ
เจลด้วยเคร่ือง Image scanner (STORM) (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden)  
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กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time polymerase chain 
reaction (qRT-PCR) 

 เตรียม Master Mix ด้วยน า้กลั่น ท่ีผ่านกระบวนการ autoclave แล้ว ปริมาตร 3.9 
ไมโครลิตร 2X PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 5.0 ไมโครลิตร 20 µM Forward primer 
0.05 ไมโครลิตร 20 µM Reverse primer 0.05 ไมโครลิตร (ตารางท่ี 1) แล้วแบ่งใส่หลุมใน Real-
time PCR 96 well-plate จากนัน้ใส่ cDNA จากตวัอย่างลงไปในหลุม หลุมละ 1 ไมโครลิตร แล้ว
ติด optical adhesive film จากนัน้จึงน าไปใส่ในเคร่ือง QuantStudioTM 6 Flex Real-time PCR 
(Thermo Fisher Scientific, USA) และตัง้คา่โปรแกรมโดยก าหนดให้มีปริมาณสาร 10 ไมโครลิตร
ต่อหลุม และก าหนดขัน้ตอนการท า PCR ดงันี ้ขัน้ holding stage ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ขัน้ PCR stage ท่ีอุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส 15 วินาที และท่ีอุณหภูมิท่ีได้หลังจากการตรวจสอบด้วย gradient PCR เป็น
เวลา 1 นาที โดยจะท าขัน้ PCR stage ซ า้จ านวน 50 รอบ จึงจะเข้าสู่ขัน้ melt curve stage ท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที ท่ีอุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
และท่ีอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด จะได้ข้อมูลออกมา
เป็นค่า threshold cycle (Ct) และการทดลองนีจ้ะท าซ า้ทัง้หมด 2 ครัง้ในแต่ละตัวอย่าง เพ่ือ
ปอ้งกนัความคลาดเคล่ือนในการทดลอง 

กำรวิเครำะห์ผลทำงสถติ ิ

 ค านวณระดบัการแสดงออกของยีน STK38 ด้วยวิธี 2-ΔΔCt โดยเทียบกบัยีน GAPDH  ซึ่ง
เป็น endogenous control แล้วน าค่าการแสดงออกของยีนในทัง้ 2 กลุ่มตวัอย่างมาเปรียบเทียบ
กันด้วยวิธี Independent t-test เพ่ือหาความสมัพนัธ์ของการแสดงออกของยีน STK38 ในระดบั
อาร์เอ็นเอในมะเร็งรังไข่ โดยก าหนดค่า p-value < 0.05 ด้วยโปรแกรม Statistical Package for 
the Social Science for Windows (SPSS) ในการวิเคราะห์ข้อมลู และใช้โปรแกรมในการค านวณ
จุดตัด (cut-off point) ค่าความไว (sensitivity) และค่าความจ าเพาะ  (specificity) ของการ
แสดงออกของยีน STK38 ด้วยการสร้างเ ส้นโค้ง Receiver Operator Characteristic (ROC 
curve) และค านวณพืน้ท่ีใต้เส้นโค้งเพ่ือพิจารณาความสามารถในการวินิจฉัย ด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 5 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลอง 

กำรรวบรวมตัวอย่ำง 

 จากการรวบรวมตวัอย่างชิน้เนือ้จากภาคสูติศาสตร์และนรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ได้น าตวัอย่างชิน้เนือ้รังไข่เก็บไว้ในสารแช่แข็งชิน้เนือ้ (tissue freezing 
media) โดยแบ่งกลุ่มตวัอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ ชิน้เนือ้รังไข่ปกติ 22 ตวัอย่าง และชิน้เนือ้
มะเร็งรังไข่ 34 ตวัอย่าง โดยแบ่งเป็นชนิด clear cell carcinomas 15 ตัวอย่าง endometrioid 6 
ตวัอย่าง serous carcinomas 5 ตวัอย่าง mucinous 3 ตวัอย่าง และมะเร็งรังไข่ท่ีไม่ได้มีเซลล์ตัง้
ต้นมาจากเซลล์เย่ือบผุิวหรือไม่ได้เป็นมะเร็ง 5 ตวัอยา่ง ซึง่ไม่สามารถใช้เป็นกลุม่ตวัอย่างมะเร็งได้ 
จงึมีตวัอยา่งมะเร็งรังไข ่29 ตวัอยา่ง จากนัน้จงึน าตวัอยา่งทัง้หมดไปสกดัอาร์เอ็นเอ 

ผลกำรสกัดอำร์เอ็นเอ 

ตัวอย่างท่ีน ามาสกัดอาร์เอ็นเอมีทัง้หมด 51 ตัวอย่าง ประกอบไปด้วยอาร์เอ็นเอจาก
ตวัอย่างมะเร็ง  รังไข่ 29 ตวัอย่าง และอาร์เอ็นเอจากตวัอย่างรังไข่ปกติ 22 ตวัอย่าง จากนัน้น าไป
ตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงของอาร์เอ็นเอด้วยเคร่ือง NanoDrop™ Spectrophotometer 
(Thermo Scientific, USA) พบว่า อาร์เอ็นเอจากตวัอย่างชิน้เนือ้มีคา่ OD260/OD280  อยู่ในช่วง 1.8 
ถึง 2.1 ซึง่ถือวา่มีความบริสทุธ์ิสามารถน าไปสงัเคราะห์ complementary DNA (cDNA) ตอ่ไปได้ 

ผลกำรท ำ gradient PCR และตรวจสอบด้วยอะคริลำไมด์เจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 ตัง้คา่ให้อณุหภูมิในขัน้ตอน annealing อยูใ่นช่วง 58 ถึง 65 องศาเซลเซียส โดยใช้ cDNA 
ของเซลล์เพาะเลีย้งของมะเร็งรังไข่สายพนัธุ์ OVISE เป็นต้นแบบในการเพิ่มจ านวน cDNA เพ่ือหา
อณุหภูมิท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์ส าหรับยีน STK38 และยีน GAPDH แล้วน าไปตรวจสอบผลการ
เพิ่มปริมาณ cDNA ท่ีอณุหภูมิตา่ง ๆ ด้วยอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟริซิส พบว่า ทัง้สองยีนมีผล 
PCR products ท่ีถกูต้อง และชดัเจนท่ีสดุ ท่ีอณุหภมูิ 64 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 7 และ 8)  
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รูปท่ี 7 ผลการหาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing ของยีน STK38 ด้วยกระบวนการ 
gradient PCR ท่ีชว่งอณุหภมูิ 58 ถึง 65 องศาเซลเซียส ซึง่ได้ PCR product ขนาด 135 bp 

 

รูปท่ี 8 ผลการหาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing ของยีน GAPDH  ด้วยกระบวนการ 
gradient PCR ท่ีชว่งอณุหภมูิ 58 ถึง 65 องศาเซลเซียส ซึง่ได้ PCR product ขนาด 163 bp 
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ผลกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real-time polymerase chain reaction 

 เม่ือได้อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาแล้ว จึงน า cDNA ของตวัอย่างชิน้เนือ้รังไข่
ท่ีได้สงัเคราะห์ไว้ในขัน้ตอนก่อนหน้า มาเข้ากระบวนการ real-time PCR โดยใช้ positive control 
เป็น cDNA ของเซลล์เพาะเลีย้งของมะเร็งรังไข่สายพนัธุ์ OVISE และ endogenous control เป็น
ยีน GAPDH หลงัจากนัน้จึงน าข้อมลูท่ีได้จากการท า real-time PCR ในรูปแบบของคา่ threshold 

cycle (Ct)  มาค านวณค่าการแสดงออกของยีน STK38 และยีน GAPDH ด้วยวิธี ΔΔCT ซึ่งได้
ผา่นการค านวณและประเมินคา่ผิดปกติ (outlier) อนัเป็นข้อมลูท่ีมีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั
จากข้อมูลตวัอ่ืน ๆ ในตวัอย่าง จึงตดัคา่ผิดปกติออกไปจากชดุข้อมลูจริง และได้ผลวิเคราะห์ตาม
ตารางท่ี 2 และรูปท่ี 9  

ตำรำงท่ี 2 ผลการน าคา่ threshold cycle (Ct) ของตวัอยา่งชิน้เนือ้รังไขจ่ากผู้ ป่วยมะเร็งรังไข ่และ

ตวัอยา่งชิน้เนือ้รังไขจ่ากคนปกติ มาค านวณหาการแสดงออกของยีน STK38 ด้วยวิธี ΔΔCT 
method 

Sample 
Average of 

2- ΔΔCT 

Relative of  

2- ΔΔCT 
Ovarian cancer tissue 

(N = 29) 
5.96 ± 6.67 

 
4.82 

Normal ovarian tissue 
(N = 22) 

1.24 ± 0.87 
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(ก)   (ข)  

   

รูปท่ี 9 (ก) กราฟคา่เฉล่ีย threshold cycle (Ct) ของยีน STK38 ในแตล่ะตวัอย่าง โดยแบง่ออกเป็น
ตวัอย่างจากมะเร็งรังไข่ และตวัอย่างเนือ้เย่ือรังไข่ปกติ (ข) กราฟค่าเฉล่ีย threshold cycle ของยีน 
GAPDH  ในแต่ละตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็นตัวอย่างจากมะเร็งรังไข่  29 ตัวอย่าง และตวัอย่าง
เนือ้เย่ือรังไข่ปกติ 22 ตวัอย่าง โดยสญัลกัษณ์รูปวงกลม คือ คา่ Ct ของตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ 
และสญัลกัษณ์รูปสามเหล่ียม คือ คา่ Ct ของตวัอยา่งเนือ้เย่ือรังไขป่กต ิ

จากการศกึษาในกลุ่มตวัอยา่งเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ 29 ตวัอย่าง และกลุม่ตวัอยา่งเนือ้เย่ือรัง
ไข่ปกติ 22 ตวัอย่าง พบว่า ตวัอย่างเนือ้เย่ือรังไข่ทัง้หมดมีการแสดงออกของยีน GAPDH ส่วน
ตวัอย่างท่ีมีการแสดงออกของยีน STK38 แบง่เป็นตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข ่จ านวน 14 ตวัอย่าง 
และตวัอยา่งเนือ้เย่ือรังไข่ปกติ จ านวน 10 ตวัอยา่ง ซึ่งเม่ือน าคา่ threshold cycle ของทัง้สองกลุ่ม
ตวัอย่างมาเปรียบเทียบเพ่ือหาสดัส่วนการเปล่ียนแปลงจ านวนเท่า (fold change) จะได้สดัส่วน
เทา่กบั 4.82 (รูปท่ี 10) และเม่ือน าข้อมลูท่ีได้มาวิเคราะห์ทางสถิตด้ิวยวิธี Independent t-test เพ่ือ
หาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน STK38 กับมะเร็งรังไข่ ได้ค่า p-value เท่ากับ 
0.0509 ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.05 นั่นคือ ยีน STK38 และมะเร็งรังไข่ไม่มีความสัมพันธ์กันอย่างมี

นยัส าคญัท่ีความเช่ือมัน่ 95% รวมถึงได้น าคา่ 2- ΔΔCT ของตวัอยา่งทัง้สองกลุ่มไปหาความสมัพนัธ์
ระหว่างความไว และความจ าเพาะ (sensitivity and specificity) โดยการสร้างกราฟ Receiver 
Operator Characteristic (ROC curve) ซึ่งมีพืน้ท่ีได้กราฟ (area under the ROC curve: AUC) 
เท่ากับ 0.6667 และจะได้ค่า sensitivity เท่ากับ 77.78% และค่า specificity เท่ากับ 70.00% ดงั
รูปท่ี 11 
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รูปท่ี 10 กราฟแสดงผลการหาสดัส่วนคา่การแสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็นจ านวนเท่า (actual 
fold change) ของกลุ่มตวัอย่างมะเร็งรังไข่จ านวน 29 ตวัอย่าง และกลุ่มตัวอย่างรังไช่ปกติ 22 
ตวัอยา่ง ท่ีมีคา่จดุตดั (cut-off point) ท่ี 1.305 ซึง่เป็นจดุท่ีแยกระหวา่งคา่ปกตแิละคา่ผิดปกติ โดย

สญัลกัษณ์รูปวงกลม คือ คา่ 2- ΔΔCT ของตวัอยา่งเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข ่และสญัลกัษณ์รูปสามเหล่ียม 

คือ คา่ 2- ΔΔCT ของตวัอยา่งเนือ้เย่ือรังไขป่กต ิ

 

รูปท่ี 11 ผลการค านวณหาคา่ความไว (sensitivity) และคา่ความจ าเพาะ (specificity) ของการ
วิเคราะห์การแสดงออกของยีน STK38 โดยการสร้างเส้นโค้ง Receiver Operator Characteristic 
(ROC curve)  
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บทที่ 5 

อภปิรำยผล และสรุปผล 

อภปิรำยผลกำรทดลอง 

 โครงงานวิทยาศาสตร์นีเ้ป็นการทดลองท่ีตอ่ยอดจากโครงงานวิทยาศาสตร์ของนายฟาติ
มา ติ๊บทา ท่ีได้ท าการศึกษาเก่ียวกบัการแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอของยีน STK38 ในมะเร็งรัง
ไข่ ด้วยวิธี duplex-PCR (ฟาติมา ติ๊บทา,2560ข) ซึ่งได้รายงานผลไว้ว่า มีการพบความสัมพันธ์
ระหวา่งการแสดงออกของยีน STK38 ในระดบัอาร์เอ็นเอกบัการเกิดโรคมะเร็งรังไข ่โดยในตวัอยา่ง
มะเร็งรังไข่มีการแสดงออกของยีน STK38 มากกว่าในตวัอยา่งรังไข่ปกติอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
ท่ีค่า p-value = 0.004 เพราะการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันในรูปแบบไฮโปเมทิลเลชัน แต่ในการ
ทดลองดังกล่าวใช้ตัวอย่างจ านวนน้อย ซึ่งอาจท าให้ได้ผลวิเคราะห์ ท่ีมีแนวโน้มไม่ชัดเจนนัก 
รวมถึงวิธีการทดลองท่ีใช้นัน้มีความแม่นย าน้อย ดงันัน้ในโครงงานวิทยาศาสตร์นีจ้ึงเพิ่มจ านวน
ตวัอย่างจากการศกึษาก่อนหน้า เพ่ือให้ได้ผลวิเคราะห์ทางสถิติท่ีมีแนวโน้มชดัเจนมากขึน้ และให้
เห็นความสัมพันธ์ของยีน STK38 และการเกิดโรคมะเร็ง รังไข่ได้อย่างชัดเจนมากขึน้ อีกทัง้ยัง
ออกแบบไพรเมอร์ท่ีคร่อมระหว่าง  2 exon เพราะมีความจ าเพาะกับตัวอย่างท่ีเป็น mRNA 
มากกว่าไพรเมอร์ของการทดลองก่อนหน้านี ้และได้ใช้เทคนิค real-time PCR เน่ืองจากมีความ
นา่เช่ือถือ และในปัจจบุนัเป็นท่ียอมรับมากกว่าวิธี duplex-PCR ท่ีใช้ในการศกึษาก่อนหน้า แตผ่ล
ท่ีได้จากการท าการทดลองครัง้นีพ้บว่า การแสดงออกของยีน STK38 ในตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรัง
ไข ่และตวัอยา่งเนือ้เย่ือรังไขป่กติไมมี่ความสมัพนัธ์กนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีคา่ p-value = 0.0509 

 การรวบรวมตัวอย่าง สามารถรวบรวมตัวอย่างเนือ้เย่ือรังไข่ปกติได้ 22 ตวัอย่าง และ
ตวัอยา่งเนือ้เย่ือท่ีผ่านการวินิจฉัยด้วย biopsy วา่เป็นมะเร็งรังไข่ได้ 34 ตวัอยา่ง แตเ่ม่ือน าตวัอยา่ง
ชิน้เนือ้ทัง้หมดไปท า formalin-fixed paraffin-embbed (FFPE) แล้วน าไปย้อมสี Hematoxylin 
and eosin stain (H&E stain) พบว่า ตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ 5 ตวัอย่างไม่ได้เป็นมะเร็งรังไข่ท่ี
มีเซลล์ตัง้ต้นมาจากเซลล์เย่ือบผุิว (epithelial ovarian cancer) ซึ่งไม่สามารถใช้ในการทดลองได้ 
จงึใช้ตวัอยา่งเนือ้เย่ือมะเร็งรังไขท่ัง้ 29 ตวัอยา่งในการศกึษา 

 การออกแบบไพรเมอร์ในการทดลองนีต้่างจากโครงงานวิทยาศาสตร์ก่อนหน้า
ของนายฟาติมา ติ๊บทาโดยออกแบบในบริเวณยีนท่ีต่างกัน คือการศึกษาก่อนหน้าออกแบบ 
forward primer ท่ีบริเวณ exon ท่ี 1 และ reverse primer ท่ีบริเวณ exon ท่ี 2 ซึ่งหากในขัน้ตอน
การสกดัอาร์เอ็นเอไม่บริสทุธ์ิมากพอ อาจท าให้มีสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ จงึมีความเป็นไปได้ทีจะได้ 
PCR product ไม่แม่นย า หรือมีแบนท่ีได้จากดีเอ็นเอปนเปือ้นขึน้บนเจล ดงันัน้ในการทดลองนีจ้ึง
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ได้ออกแบบไพรเมอร์คูใ่หม่โดย forward primer คร่อมระหวา่ง exon ท่ี 3 และ 4 คือจ าเพาะกบัเอ็ม
อาร์เอ็นเอ (mRNA) มากกว่าการทดลองก่อนหน้า เน่ืองจากตดับริเวณท่ีเป็น intron ของยีนออกไป
แล้ว ส่วน reverse primer อยู่บริเวณ exon ท่ี 4 ดงันัน้แม้ว่าในขัน้ตอนการสกัดอาร์เอ็นเอจะไม่
บริสทุธ์ิ หรือมีดีเอ็นเอปนเปือ้น ก็จะไมส่ง่ผลให้ PCR product มี PCR product ท่ีไม่ต้องการ จงึท า
ให้ไพรเมอร์ของการทดลองนีมี้แนวโน้มท่ีจ าเพาะกบัการแสดงออกของยีน STK38 ในระดบัอาร์เอ็น
เอมากกวา่ 

เน่ืองจากตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ท่ีน ามาใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอและท าการทดลอง 
เป็นตวัอย่างท่ีมีทัง้สว่นท่ีเป็นเนือ้เย่ือรังไข่ปกติ และส่วนท่ีเป็นเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ ซึง่ผลการทดลอง
ท่ีได้อาจเป็นการแสดงออกของยีน STK38 ของส่วนท่ีเป็นเนือ้เย่ือรังไขป่กติในชิน้เนือ้ ดงันัน้ก่อนท า
การทดลองในขัน้สกัดอาร์เอ็นเอจึงควรน าชิน้เนือ้มะเร็งรังไข่ประเมินบริเวณท่ีเป็นมะเร็ง โดยน า
ตวัอย่างชิน้เนือ้ไปท า formalin-fixed paraffin-embbed (FFPE) ท าสไลด์ ย้อมสี H&E ด้วยวิธีการ
ทางจลุพยาธิวิทยา และให้แพทย์ผู้ เช่ียวชาญประเมินบริเวณท่ีเป็นมะเร็งก่อน แล้วจึงเลือกชิน้เนือ้
บริเวณนัน้มาใช้ในการทดลองขัน้ต่อไป เพ่ือให้ได้ชิน้เนือ้เฉพาะส่วนท่ีเป็นตัวอย่างมะเร็งรังไข่
เทา่นัน้ 

ขัน้ตอนการท า real-time PCR  พบว่าเคร่ือง QuantStudioTM 6 Flex Real-time PCR 
(Thermo Fisher Scientific, USA) พบปัญหาจากการท่ีเคร่ือง real-time PCR ไม่สามารถตรวจจบั
ยีน STK38 ได้จากตวัอย่างเนือ้เย่ือรังไข่บางตวัอย่าง แต่ในตวัอย่างเดียวกันนัน้กลบัตรวจจบัการ
แสดงออกและมีค่า threshold cycle ของยีน GAPDH ได้ท่ีจ านวนรอบท่ี 40 เป็นต้นไป ซึ่งเป็น
จ านวนรอบท้าย ๆ ของการท าปฏิกิริยา คือไพรเมอร์ของยีนเปา้หมายไม่สามารถตรวจจบัและเข้า
ไปต่อสายคู่สมกับ cDNA ของตัวอย่างได้ ท าให้สาร SYBR Green ไม่สามารถตรวจจับพันธะ
ไฮโดรเจนระหว่างสายคู่สมได้ จึงเป็นไปได้ว่าตวัอย่างดงักล่าวไม่มีการแสดงออกของยีน STK38 
หรืออาจเกิดจากความผิดพลาดท่ีเกิดจากตวัอย่างนัน้ ๆ เช่น มีการเก็บรักษาตวัอย่างเนือ้เย่ือด้วย
ระยะเวลาท่ีนานเกินไป ท าให้เกิดการเส่ือมสภาพของเนือ้เย่ือ และการเส่ือมสภาพของสาร
พนัธุกรรม หรืออาจเกิดจากข้อผิดพลาดของเทคนิคในการทดลองจากตวัผู้ทดลองเอง ไม่วา่จะเป็น
ในขัน้ตอนการสกัดอาร์เอ็นเอ การสังเคราะห์สาย cDNA การเตรียมสาร Master Mix หรือการ
ปนเปือ้นของดีเอ็นเอและสารอ่ืน จึงควรท าการทดลองโดยการเพิ่มจ านวนในการท าซ า้ รวมถึงการ
เก็บตวัอยา่งชิน้เนือ้เย่ือท่ีสดใหมอ่าจให้ผลการทดลองท่ีมีแนวโน้มท่ีแมน่ย ามากขึน้ 
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จากผลท่ีได้พบทัง้ตัวอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ท่ีมีการแสดงออกของยีน STK38 และ
ตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ทีไม่มีการแสดงออกของยีน  STK38 จึงน าตวัอย่างเนือ้เย่ือนัน้ ๆ ไป
ประเมินลักษณะทางพยาธิวิทยาและความรุนแรงของมะเร็งรังไข่โดยผู้ เช่ียวชาญพบว่า จาก
ตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ท่ีมีการแสดงออกของยีน STK38 มีลกัษณะทางพยาธิวิยา ดงันี ้clear 
cell carcinomas 7 ตัวอย่าง endometrioid 2 ตัวอย่าง serous carcinomas 4 ตัวอย่าง และ 
mucinous 1 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ไม่มีการแสดงออกของยีน STK38 มี
ลักษณะทางพยาธิวิทยาแบบ clear cell carcinomas 8 ตัวอย่าง endometrioid 4 ตัวอย่าง 
serous carcinomas 1 ตัวอย่าง และ mucinous 2 ตัวอย่าง ซึ่งลักษะทางพยาธิวิทยาของกลุ่ม
ตวัอย่างท่ีมีการแสดงออกของยีน และกลุ่มท่ีไม่มีการแสดงออกของยีนมีสดัส่วนต่างกัน ดงันัน้ผู้
ทดลองจึงคาดว่า ระดบัการแสดงออกของยีน STK38 อาจขึน้อยู่กับสภาพทางพยาธิวิทยาของ
มะเร็งรังไขด้่วย จงึควรมีการศกึษาเพิ่มเตมิ เพ่ือการน าไปใช้ประโยชน์ในอนาคต 

เม่ือค านวณค่าหาสดัส่วนค่าการแสดงออกท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็นจ านวนเท่า (actual fold 
change) ในเร่ิมแรก ได้คา่สดัส่วนการแสดงออกท่ีเปล่ียนไปเป็นจ านวนเท่าสงูผิดปกติ ซึ่งเกิดจาก
ความผิดพลาดในการวิเคราะห์และคดัเลือกข้อมลูดิบ ดงันัน้ก่อนค านวณผลด้วยวิธีทางสถิติจึงได้
ท าการค านวณค่าผิดปกติ (outlier) และคดัทิง้ค่าผิดปกตินีอ้อก ซึ่งเป็นข้อมูลท่ีมีความแตกต่าง
อย่างมีนยัส าคญัจากข้อมลูตวัอ่ืน ๆ ในตวัอยา่งออกจากชดุข้อมลูจริงก่อน เพราะคา่ดงักลา่วท าให้
เกิดความผิดพลาดในการวิเคราะห์ผลทางสถิติ และอาจมีผลตอ่การเปล่ียนแปลงส าคญัในบทสรุป
ของการทดลอง  

จากการศกึษาและวิเคราะห์ผลด้วย ROC curve พบว่า ท่ีคา่จดุตดั (cut-off point) เทา่กบั 
1.305 มีค่าความไวและค่าความจ าเพาะท่ีสูงท่ีสุดอยู่ท่ี 77.78% และ 70.00% ตามล าดับ โดย
จดุตดัเป็นคา่ท่ีใช้ในการคดัคา่ปกติและผิดปกติออกจากกนัหมายความวา่ ผู้ ท่ีมีการแสดงออกของ
ยีน STK38 มากกว่า 1.305 มีความเส่ียงท่ีจะเป็นโรคมะเร็งรังไข่ได้ นอกจากนีจ้ากการสร้างกราฟ 
ROC curve มกัใช้ในการทดสอบความสามารถของการวินิจฉัยโรคพบว่า มีพืน้ท่ีใต้เส้นโค้ง (Area 
Under the Curve: AUC) ท่ี 0.6667 ซึ่งอยู่ในระดับค่อนข้างต ่าถึงระดับพอใช้  เ ม่ือเทียบกับ
การศกึษาในยีนอ่ืน เชน่ BRCA1, CA125 และ HE4 ซึง่เป็นเคร่ืองหมายบง่ชีม้ะเร็งของโรคมะเร็งรัง
ไข่มีพืน้ท่ีใต้เส้นโค้งเท่ากับ 0.8700, 1.000 และ 1.000 ตามล าดบั ซึ่งมีค่าเข้าใกล้ 1.000 (Fawzy 
et al., 2016; Teixeira et al., 2017) แสดงว่า หากจะน าวิธีการวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน 
STK38 ไปใช้ในการวินิจฉยัโรคมะเร็งรังไข่อาจมีความจ าเพาะไมม่ากพอ 
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เม่ือค านวณทางสถิติด้วยวิธี Independent t-test เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างการ
แสดงออกของยีน STK38 และมะเร็งรังไข ่ได้คา่ p-value เทา่กบั 0.0509 ซึง่มีคา่มากกว่า 0.05 นัน่
คือ ยีน STK38 ไม่มีความสมัพนัธ์กับการเกิดมะเร็งรังไข่อย่างมีนยัส าคญัท่ีความเช่ือมัน่ 95% ซึ่ง
ผลการทดลองไม่เป็นไปตามสมมติฐานท่ีคาดไว้ว่า เนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่จะมีการแสดงออกในระดบั
อาร์เอ็นเอของยีน STK38 มากกว่าเนือ้เย่ือรังไข่ปกติ โดยทัง้นีอ้าจเกิดจากความคลาดเคล่ือนจาก
การค านวณคา่ทางสถิติ เทคนิคในห้องปฏิบตักิารของผู้ทดลอง รวมถึงความคลาดเคล่ือนท่ีเกิดจาก
อุปกรณ์ในการทดลอง อาจจ าเป็นต้องเพิ่มจ านวนตัวอย่างและการเพิ่มจ านวนซ า้ เพ่ือหา
ความสมัพนัธ์ระหว่างยีน STK38 และมะเร็งรังไข่ท่ีมีความแม่นย ามากขึน้ และอาจน าไปใช้ในการ
วินิจฉยัทางการแพทย์ได้ในอนาคต 

สรุปผลกำรทดลอง 

 จากการวิเคราะห์การแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอของยีน STK38 ในมะเร็งรังไข่พบว่า 
การแสดงออกของยีน STK38 ในระดบัอาร์เอ็นเอของกลุ่มตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ และกลุ่ม
ตวัอย่างเนือ้เย่ือรังไข่ปกติไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัท่ีค่า p-value = 0.0509 โดยในตวัอย่าง
เนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่มีคา่เฉล่ียของการแสดงออกของยีนเท่ากบั 5.96 ± 6.67 สว่นตวัอยา่งเนือ้เย่ือรัง
ไข่ปกติมีค่าเฉล่ียของการแสดงออกของยีนเท่ากับ 1.24 ± 0.87 และสดัส่วนค่าการแสดงออกท่ี
เปล่ียนแปลงไปเป็นจ านวนเทา่ (fold change) เทา่กบั 4.82  

ดงันัน้จงึอาจสรุปได้ว่า การแสดงออกของยีน STK38 ในระดบัอาร์เอ็นเอไมมี่ความสมัพนัธ์
กันกับโรคมะเร็งรังไข่ จึงปฏิเสธสมมติฐานท่ีว่า เนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่จะมีการแสดงออกของยีน 
STK38 มากกวา่เนือ้เย่ือรังไขป่กติ  
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 รายช่ือของกลุม่ตวัอย่างท่ีใช้ในการทดลองเพ่ือศกึษาการแสดงออกในระดบัอาร์เอ็นเอของ
ยีน STK38  ทัง้หมด 51 ตวัอย่าง โดยแบง่ออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข่ 
29 ตวัอยา่ง และกลุม่ตวัอยา่งเนือ้เย่ือรังไขป่กติ 22 ตวัอยา่ง 

ตำรำงท่ี 3 รายช่ือตวัอยา่งเนือ้เย่ือมะเร็งรังไขท่ี่ใช้ในการทดลองจ านวน 29 ตวัอย่าง 

รหสัตวัอยา่ง อาย ุ ชนิด 
OC11 47 clear cell 
OC12 40 clear cell 
OC13 61 endometrioid 
OC15 52 clear cell 
OC17 70 serous 
OC18 57 clear cell 
OC19 57 clear cell 
OC20 52 poorly differentiated serous 
OC23 - mucinous 
OC71 56 endometrioid 
OC72 59 clear cell 
OC75 72 clear cell 
OC76 48 clear cell 
OC77 41 clear cell 
OC79 35 serous 
OC80 52 mucinous 

OC81 37 clear cell 
OC82 47 clear cell 
OC83 53 mucinous 
OC85 40 clear cell 
OC86 41 serous 
OC87 59 pooly differentiated carcinoma:highly 

suspected to serous and clear cell 
(35%) 
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รหสัตวัอยา่ง อาย ุ ชนิด 
OC88 67 clear cell 
OC92 42 clear cell 
OC93 79 endometrioid 
OC95 64 endometrioid 
OC96 52 endometrioid 
OC97 48 endometrioid 

OC99 48 clear cell 
 

ตำรำงท่ี 4 รายช่ือตวัอยา่งเนือ้เย่ือรังไขป่กตท่ีิใช้ในการทดลองจ านวน 22 ตวัอย่าง 

รหสัตวัอยา่ง อาย ุ ชนิด 
NO14 50 Leiomyoma 
NO15 46 Leiomyoma 
NO17 50 endomethioid 
NO18 53 Myometrium adenomyosis 
NO23 57 ovarian cysts 
NO33 57 complex hyperplasia with atypia 
NO41 49 Leiomyoma 
NO42 48 Left ovarian cysts 
NO44 52 Leiomyoma 
NO45 50 Leiomyoma, cystis follicles 
NO46 54 adenomyosis with Leiomyoma, ovarian 

cyst  
NO47 63 Endometrium cyst, cervix carcinoma 
NO49 49 Endometriotic cyst (right ovary) 
NO50 59 endometrium : proliferative 

endometrium, endometrial polyp, left 
fallopain partubal cysts 

NO51 47 no diagnosis 
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NO54 55 Adenomyosis, Leiomyoma 
NO57   
NO58 47 Intramural leiomyoma,cystic follicles 
NO59 51 Intramural leiomyoma 
NO60 47 adenomyosis 
NO61 50 left ovary hemorrhagic corpus luteum, 

Adenomyosis 
NO62 50 right ovary cystic follicles, Adenomyosis 

 

 ตัวอย่างท่ีน ามาสกัดอาร์เอ็นเอทัง้หมด 51 ตัวอย่าง รวมถึงเซลล์เพาะเลีย้งสายพันธุ์  
OVISE อีก 1 ตัวอย่าง มาวัดค่าการดูดกลืนของแสงของอาร์เ อ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยเคร่ือง 
NanoDrop™ Spectrophotometer พบว่า อาร์เอ็นเอจากตัวอย่างท่ีสกัดแล้วมีค่า OD260/OD280 
อยูใ่นชว่ง 1.8 – 2.1 

ตำรำงท่ี 5 คา่การดดูกลืนแสงของอาร์เอ็นเอ ท่ีวดัด้วยเคร่ือง NanoDrop™ Spectrophotometer 

รหสัตวัอยา่ง ความเข้มข้น (ng/µl) 260/280 

OVISE 217.6 2 

OC11 471.6 1.85 

OC12 96.7 1.88 

OC13 21.6 1.8 

OC15 3962.3 1.82 

OC17 2939.3 2.02 

OC18 271.3 1.81 

OC19 4334.8 1.91 

OC20 1917.3 1.94 

OC23 85.7 1.84 

OC71 105.5 1.91 

OC72 95.7 1.87 

OC75 286.7 1.92 

OC76 2407.6 2.01 
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รหสัตวัอยา่ง ความเข้มข้น (ng/µl) 260/280 

OC77 10.9 1.81 

OC79 434 1.88 

OC80 2520 1.92 

OC81 2265.1 2.04 

OC82 83.5 1.8 

OC83 120.8 1.92 

OC85 9.3 1.8 

OC86 36.3 1.82 

OC87 166.4 1.88 

OC88 12.5 1.81 

OC92 710.9 1.89 

OC93 332.1 1.81 

OC95 1048 1.9 

OC96 31.8 1.84 

OC97 665.9 1.9 

OC99 56.5 1.82 

NO14 2092.2 1.84 

NO15 860.9 1.89 

NO17 1162.5 1.85 

NO18 1466 1.8 

NO23 372.1 1.83 

NO33 1237 1.9 

NO41 8.5 1.8 

NO42 91 1.96 

NO44 13.8 1.8 

NO45 17 1.8 

NO46 129 1.85 

NO47 100 1.81 
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รหสัตวัอยา่ง ความเข้มข้น (ng/µl) 260/280 

NO49 311.1 1.92 

NO50 76.8 1.87 

NO51 11.2 1.84 

NO54 81.4 1.92 

NO57 71 1.9 

NO58 86.7 1.83 

NO59 84.4 1.88 

NO60 321.5 1.98 

NO61 84.1 1.86 

NO62 153.8 1.97 

 

 ค่าเฉล่ียของ threshold cycle (Ct) ในแต่ละตวัอย่าง หลังจากท าซ า้ตัวอย่างละ 2 รอบ 
โดยในแตล่ะตวัอยา่งจะตรวจจบั 2 ยีน คือ ยีน STK38 และยีน GAPDH  

ตำรำงท่ี 6 คา่เฉล่ียของ threshold cycle ของยีน STK38 และยีน GAPDH ในตวัอย่างเนือ้เย่ือ
มะเร็งรังไข ่

รหสัตวัอยา่ง คา่เฉล่ีย Ct ของยีน STK38 คา่เฉล่ีย Ct ของยีน GAPDH 
OC11 34.580 23.297 
OC12 Undetermined 34.062 
OC13 Undetermined 36.673 
OC15 29.519 24.556 
OC17 31.218 26.175 
OC18 31.126 27.001 
OC19 34.7724 26.945 
OC20 Undetermined 25.013 
OC23 Undetermined 34.755 
OC71 Undetermined 35.212 
OC72 Undetermined 44.930 
OC75 Undetermined 36.217 
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รหสัตวัอยา่ง คา่เฉล่ีย Ct ของยีน STK38 คา่เฉล่ีย Ct ของยีน GAPDH 
OC76 27.510 23.460 
OC77 Undetermined 35.595 
OC79 27.874 16.223 
OC80 Undetermined 34.242 
OC81 34.624 34.634 
OC82 Undetermined 34.903 
OC83 33.601 32.153 
OC85 Undetermined 40.633 
OC86 35.549 28.616 
OC87 33.113 26.789 
OC88 44.501 42.061 
OC92 Undetermined 40.155 
OC93 Undetermined 35.207 
OC95 33.084 33.084 
OC96 Undetermined 33.138 
OC97 35.421 25.411 
OC99 Undetermined 32.826 
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ตำรำงท่ี 7 คา่เฉล่ียของ threshold cycle ของยีน STK38 และยีน GAPDH ในตวัอย่างเนือ้เย่ือรัง
ไขป่กติ 

รหสัตวัอยา่ง คา่เฉล่ีย Ct ของยีน STK38 คา่เฉล่ีย Ct ของยีน GAPDH 
NO14 32.482 23.857 
NO15 31.166 24.287 
NO17 Undetermined 30.666 
NO18 31.272 22.621 
NO23 Undetermined 28.056 
NO33 34.022 23.984 
NO41 33.978 25.919 
NO42 30.750 22.461 
NO44 Undetermined 36.556 
NO45 Undetermined 41.859 
NO46 Undetermined 47.888 
NO47 Undetermined 38.290 
NO49 Undetermined 38.006 
NO50 Undetermined 35.805 
NO51 Undetermined 36.946 
NO54 29.501 20.940 
NO57 Undetermined 32.322 
NO58 Undetermined 32.759 
NO59 Undetermined 33.254 
NO60 20.566 30.405 
NO61 30.140 22.349 
NO62 35.852 29.222 
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