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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาผลการตอบสนองต่อจํานวนเซลล์ IL-5+ และ IL-13+ ในหนูแฮมสเตอร์ที่ถูกทําให้

เป็นมะเร็งท่อน้ําดีและได้รับการรักษาด้วย melatonin ร่วมกับ gemcitabine ในช้ินเน้ือตับ  

วิธีการศึกษา ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของจํานวนเซลล์ IL-5+ และ IL-13+ โดยดูการแสดงออกของ IL-5, 

IL-13 และ CD4 ด้วยเทคนิค Immunohistochemistry (IHC) และดูการแสดงออกของ eosinophil, 

basophil และ neutrophil ในชิ้นเนื้อตับที่ย้อมด้วยสี Hematoxylin และ Eosin (H&E) กลุ่มตัวอย่าง

เป็นหนูแฮมสเตอร์ที่ถูกเหนี่ยวนําให้เกิดมะเร็งท่อนํ้าดีด้วยการให้ระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ตับ (OV) 

ร่วมกับสารก่อมะเร็ง (NDMA) จากนั้นแบ่งเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 1) กลุ่มควบคุม (ON: OV+NDMA) 2) กลุ่ม

ที ่ได้รับการรักษาด้วย melatonin (ONM: OV+NDMA+melatonin) 3) กลุ ่มที ่ได้รับการรักษาด้วย 

gemcitabine (ONG: OV+NDMA+gemcitabine) 4) กลุ่มที ่ได้รับการรักษาด้วย melatonin ร่วมกับ 

gemcitabine (ONMG: ON+NDMA+melatonin+gemcytabine) จํานวนกลุ ่มละ 5 ตัวเป็นเวลา 1 

เดือน 

ผลการศึกษา ผล IHC พบว่าชิ้นเนื้อตับแฮมสเตอร์ทั้ง 4 กลุ่มมีจํานวนเซลล์ที่มีการแสดงออกของ IL-5 

และ IL-13 ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) ส่วนผล H&E พบว่าจํานวน eosinophil, 

basophil และ neutrophil มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) เช่นกัน

โดยแฮมสเตอร์กลุ่มท่ีได้รับ melatonin หรือ gemcitabine เมื่อใช้เพียงชนิดเดียวสามารถลดจํานวน

เซลล์ IL-5+, IL-13+ และ eosinophil ได้ และเมื ่อใช้ melatonin ร่วมกับ gemcitabine สามารถลด

จํานวนเซลล์ IL-13+ และ eosinophil ได้มากขึ้น อีกทั้งยังช่วยลดปริมาณ basophil เมื่อเทียบกับการให้ 

gemcitabine เพียงอย่างเดียว 
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สรุปผลการศึกษา การใช้ melatonin ร่วมกับ gemcitabine ในการรักษามะเร็งท่อนํ้าดีในแฮมสเตอร์

สามารถลดจํานวนเซลล์ IL-13+ และ eosinophil ได้ดีกว่าการใช้แบบเดี่ยวซึ่งอาจส่งผลในการลดการ

เจริญของมะเร็งและการเกิดการทําลายของเน้ือเย่ือ 
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Abstract 

 

Objective: To investigate the response of IL-5+ and IL-13+ cell numbers in 

cholangiocarcinoma-induced hamsters treated with melatonin in combination with 

gemcitabine. 

Method: Immunohistochemistry (IHC) was used to determine the numbers of IL-5, IL-13 

and CD4 expressing cells. In addition, Hematoxylin and Eosin staining (H&E) was used to 

determine eosinophil, basophil and neutrophil on the hamster liver tissues. Liver fluke 

metacercaria (OV) and NDMA were used to induce cholangiocarcinoma in hamsters. 

Hamsters were divided into 4 group: 1) control group (ON) 2) melatonin-treated group 

(ONM) 3) gemcitabine-treated group (ONG) 4) melatonin and gemcitabine-treated group 

(ONMG). Each group was treated for 1 month and contained 5 animals. 

Result: For IHC, the numbers of IL-5+ and IL-13+ cells were statistically significant different 

amongst 4 groups (P<0.001). For H&E staining, the numbers of eosinophil, basophil and 

neutrophil were statistically significant different amongst 4 groups (P<0.001). Melatonin or 

gemcitabine alone could reduce the expressions of IL-5+, IL-13+ cells and eosinophils. In 

addition, melatonin combines with gemcitabine could significantly reduced the epression 

ค 
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of IL-13+ cells and eosinophils, and also reduced the expression of basophil compared to 

gemcitabine alone. 

Conclusion: The combination of melatonin and gemcitabine for the treatment of 

cholangiocarcinoma in hamsters could reduce the number of IL-13+ and eosinophil cells 

better than the monotherapy. This may result in reduced cancer growth and tissue 

damage. 
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บทที ่1 
บทนํา

 
ความสําคัญ และท่ีมาของปัญหา 

Cholangiocarcinoma (CCA) เป็นมะเร็งที่เกิดจากเซลล์เยื ่อบุผิวภายในท่อนํ้าดีเจริญเติบโต

อย่างผิดปกติ ในประเทศไทยพบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยพบในผู้ชาย 135 คนและในผู้หญิง 

48 คนต่อประชากรแสนคน ซึ่งเป็นอุบัติการณ์ที่สูงที่สุดในโลก ในแต่ละปีมีผู้ป่วยชาวอีสานเสียชีวิตด้วย

โรคมะเร ็งท่อนํ ้าด ีประมาณ 14,000 คน พบว่ามีปัจจัยเสี ่ยงหลักคือการติดพยาธิใบไม้ตับชนิด 

Opisthorchis viverrine (OV) จากการรับประทานอาหารปรุงไม่สุก เช่น ก้อยปลา ปลาดิบ ปลาร้าที่ไม่

สุก เป็นต้น มะเร็งท่อนํ้าดีมีการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี เนื่องจากผู้ป่วยในระยะแรกจะไม่มีอาการแสดงท่ี

จําเพาะทําให้ผู้ป่วยมักมาพบแพทย์เมื่อมีอาการระยะท้ายๆ โดยส่วนใหญ่จะมีอาการตัวเหลืองตาเหลือง

และแน่นท้อง สําหรับการรักษาจะขึ้นอยู่กับตําแหน่งและระยะของโรค ซึ่งส่วนใหญ่เป็นการผ่าตัดร่วมกับ

การใช้เคมีบําบัดหลังการผ่าตัดเพ่ือเพ่ิมโอกาสการหายขาด (1)  

Innate lymphoid cell type 2 (ILC2) เป็นเซลล์ท่ีอยู่ในเน้ือเย่ือ โดยส่วนใหญ่พบใน ปอด ลําไส้ 

ผิวหนัง และเนื้อเยื่อไขมัน มีหน้าที่ในการตอบสนองต่อปรสิต หนอนพยาธิ และควบคุมการตอบสนองทาง

ภูมิคุ้มกันชนิดท่ี 2 ตลอดจนรักษาสภาวะสมดุลของเนื้อเยื่อต่างๆ โดย ILC2 จะสามารถหลั่ง cytokine 

ชนิดต่างๆ เช่น IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 และ Areg ซึ่งถูกกระตุ้นโดย IL-25 และ IL-33 ที่หลั่งจากเนื้อเย่ือ

ที่บาดเจ็บ พบว่า ILC2 และมะเร็งมีความสัมพันธ์กันคือผู้ป่วยมะเร็งจะมีปริมาณ ILC2 สูงกว่าในคนปกติ 

การนํา melatonin มาใช้ร่วมกับยาเคมีบําบัดในการรักษาโรคมะเร็ง เช่น มะเร็งปอด มะเร็งเต้านมและ

มะเร็งลําไส้ใหญ่ในสัตว์ทดลอง พบว่าเมลาโทนินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของมะเร็งได้ (2-6) ด้วย

เหตุผลข้างต้นคณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาการตอบสนองต่อจํานวนของ ILC2 ในหนูแฮมสเตอร์

ท่ีถูกทําให้เป็นมะเร็งท่อน้ําดีและได้รับการรักษาด้วย melatonin ร่วมกับ gemcitabine ในช้ินเน้ือตับ 

 

วัตถุประสงค์ของวิทยานิพนธ์  

เพื่อศึกษาผลการตอบสนองต่อจํานวนเซลล์ IL-5+ และ IL-13+ ในหนูแฮมสเตอร์ที่ถูกทําให้เป็น

มะเร็งท่อนํ้าดีและได้รับการรักษาด้วย melatonin ร่วมกับ gemcitabine ในชิ้นเนื้อตับ ในการรักษา

มะเร็งท่อดีของหนูแฮมสเตอร์  
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ขอบเขตการวิจัย 

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาเกี่ยวกับการรักษาโรคมะเร็งท่อนํ้าดีของหนูแฮมสเตอร์โดยใช้ 

melatonin และ gemcitabine โดยการศึกษาการเปลี่ยนแปลงจํานวนเซลล์ IL-5+ และ IL-13+ โดยดู     

การแสดงออกของ IL-5 และ IL-13 ด้วยวิธี Immunohistochemistry (IHC) โดยใช้ชิ้นเนื้อตับจากหนู

แฮมสเตอร์ ทั้งหมด 4 กลุ่มๆละ 5 ตัว ได้แก่ 1) OV-induced CCA เป็นกลุ่มควบคุม (control) 2) OV-

induced CCA ไ ด ้ ร ั บ  melatonin 50 mg/kg 3 คร ั ้ ง ต ่ อ ส ั ป ด า ห์  3) OV-induced CCA ไ ด ้ รั บ 

gemcitabine 25 mg/kg 3 ครั ้งต่อสัปดาห์ 4) OV-induced CCA ได้รับ melatonin 50 mg/kg และ 

gemcitabine 25 mg/kg 3 ครั้งต่อสัปดาห์ โดยเลี้ยงหนูแฮมสเตอร์ทั้ง 4 กลุ่มเป็นเวลา 1 เดือน จากน้ัน

ทําการุณฆาตและเก็บช้ินเน้ือตับรักษาสภาพในสารละลาย 10% formalin 
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บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรม 
มะเร็งท่อน้ําดี  

มะเร็งท่อนํ้าดีเป็นมะเร็งที่เกิดจากเซลล์เยื่อบุผนังของท่อนํ้าทางเดินนํ้าดีภายในตับและภายนอก

ตับที่เจริญผิดปกติ เป็นมะเร็งที่มีการพยากรณ์โรคไม่ดีเนื่องจากผู้ป่วยมักจะมาพบแพทย์เมื่อมีอาการใน

ระยะท6ายของโรค 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
  

 

 

ภาพ 1 การจําแนกทางกายวิภาคของมะเร็งท่อน้ําดี บนพ้ืนฐานของแหล่งกําเนิด 

มะเร็งท่อน้ําดี แบ่งออกเป็น 3 ประเภท ดังน้ี  

1. Intrahepatic cholangiocarcinoma (iCCA) มะเร็งท่อนํ ้าดีที ่ เก ิดภายในตับ เกิดขึ ้นท่ี

บริเวณแขนงท่อน้ําดีขนาดเล็กท่ีอยู่ภายในตับ ซ่ึงบางคร้ังทําให้เกิดความสับสนว่าเป็นมะเร็งตับ 

2. Perihilar cholangiocarcinoma (pCCA) มะเร็งท่อน้ําดีบริเวณท่อน้ําดีท่ีออกจากตับบริเวณ

ท่ีท่อน้ําดีตับด้านซ้ายและด้านขวามาบรรจบกันท่ีด้านนอกของตับ ซ่ึงเป็นมะเร็งท่อน้ําดีชนิดท่ีพบมากท่ีสุด 

(50-60%) และทําให้มีการอุดตันของท่อน้ําดีหลักของตับท้ังกลีบซ้ายและขวา 

3. Distal cholangiocarcinoma (dCCA) มะเร็งท่อน้ําดีบริเวณท่อน้ําดีส่วนปลาย เกิดข้ึนท่ีท่อ 



4 

 

นํ้าดีภายนอกตับบริเวณส่วนปลายของท่อนํ้าดีที่เชื่อมต่อกับลําไส้เล็กตอนต้นในส่วน duodenum หรือ

บริเวณท่ีเรียกว่า common bile duct  

การจําแนกทางจุลพยาธิวิทยาและเซลล์ต้นกําเนิดของมะเร็งท่อนํ้าดีขึ้นอยู่กับขนาดของท่อ โดย

ท่อนํ้าดีภายในตับสามารถแบ่งย่อยได้อีกเป็น intrahepatic bile ducts (iBDs) หรือท่อนํ้าดีภายในตับ

ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ iBD ขนาดเล็กรายเรียงไปด้วยเซลล์บุท่อทรงลูกบาศก์ขนาดเล็ก (cuboidal 

cholangiocytes) ในขณะท่ี iBD ขนาดใหญ่ เซลล์บุท่อจะเป็นรูปแท่งและสร้าง mucus ได้ (columnar 

and mucous cholangiocytes) โดยปกติ iBD ขนาดใหญ่จะมีต่อมนํ้าเหลืองอยู่ภายในผนังดังแสดงใน

ภาพจําลองเป็นสีเขียว และ mucus แสดงเป็นสีชมพูอ่อนในภาพ 2 (7) 

 

 
ภาพ 2 การจําแนกทางจุลพยาธิวิทยาและเซลล์ต้นกําเนิดของมะเร็งท่อน้ําดี 
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อุบัติการณ์ของมะเร็งท่อน้ําดี 

โรคมะเร็งท่อนํ้าดีจัดเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สําคัญในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

ซึ่งพบว่าเป็นสาเหตุการตายอันดับหนึ่งเมื่อแบ่งแยกตามภาค โดยในปี พ.ศ. 2554-2557 มีอัตราการตาย 

34.9, 34.9, 35.5 และ 35 ต่อประชากรแสนคน รองลงมาคือภาคเหนือ อัตราตาย 22.4, 22.9, 25.7 และ

25.2 ต่อประชากรแสนคน ตามลําดับ จังหวัดอุบลราชธานีก็มีผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งท่อน้ําดีท่ีเพ่ิมข้ึนโดย

ในปี พ.ศ. 2556 และ 2557 มีอัตราตาย 32.99 และ 42.6 ต่อประชากรแสนคน สะท้อนให้เห็นถึงความ

รุนแรงจากโรคมะเร็งท่อน้ําดีเป็นปัญหาสุขภาพท่ีพบได้มากในภาคอีสาน  

อุบัติการณ์โรคมะเร็งท่อนํ้าดีในประเทศแถบตะวันตก มีเพียง 0.5-2 ต่อประชากรแสนคน แต่มี

อุบัติการณ์สูงในภูมิภาคเอเชีย และพบความชุกของมะเร็งท่อน้ําดีสูงสุดอยู่ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียง

ใต้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทย มีอัตราป่วยสูงถึง 14.6 ต่อประชากรแสนคน เป็นท่ีน่าสังเกตว่า

มะเร็งตับและท่อนํ้าดีในประเทศ ไทยเมื่อแยกตามพยาธิวิทยา พบว่าอัตราส่วนของมะเร็งตับและท่อนํ้าดี

ในจังหวัดภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีอัตราส่วนของมะเร็งท่อน้ําดีมากกว่ามะเร็งเซลล์ตับท้ัง

ในเพศชายและเพศหญิง (1) 

 
พยาธิใบไม้ในตับ 

พยาธิใบไม้ตับที่พบในมนุษย์มี 5 ชนิด ซึ่งทั้ง 5 ชนิดมีวงจรชีวิตและสามารถก่อโรคได้คล้ายคลึง

กัน โดยในประเทศไทยพบเฉพาะ Opisthorchis viverrini ซึ่งเป็นโรคประจําถิ่นในไทย ลาว กัมพูชา และ

เวียดนาม ส่วน Fasiola hepatica และ Fasiola gigantica เป็นโรคประจําถิ ่นในทวีปอเมริกา ยุโรป 

เอเชีย แถบตะวันตกของแปซิฟิกและอัฟริกาเหนือ Opisthorchis felinus เป็นโรคประจําถิ่นในรัสเซีย ไซ

บีเรีย ยูเครน และคาซัคสถาน และ Clonorchis sinensis เป็นโรคประจําถิ่นในจีน เกาหลี ญี่ปุ่น ไต้หวัน 

และบางส่วนของรัสเซีย (8) 

วงจรชีวิตและการติดต่อของพยาธิใบไม้ตับ 

พยาธิตัวเต็มวัยจะอาศัยในท่อนํ้าดีของคน แมวและสุนัขซึ่งเป็นโฮสท์เฉพาะ พยาธิอาจจะอาศัยใน

ถุงนํ้าดีหรือท่อของตับอ่อน ไข่จะปนออกมากับนํ้าดีเข้าสู่ลําไส้เล็กและออกมาพร้อมกับอุจาระ ดังภาพ 3 

(หมายเลข 1) ถ้าถ่ายอุจาระลงในนํ้าพวกหอยซึ่งเป็นโฮสท์กลางที่หน่ึง (หมายเลข 2) จะกินไข่พยาธิ 

ภายในตัวหอย ไข่จะฟักตัวเป็นตัวอ่อน miracidia (2a) ซึ่งจะเจริญไปเป็น sporocysts (2b) rediae (2c) 

และ cercariae (2d) ตามลําดับ cercariae จะออกจากหอย (หมายเลข 3) และเข้าสู่ปลานํ้าจืด ได้แก่ 

ปลาแม่สะแด้ง ปลาตะเพียนขาว ปลาสร้อยนกเขา ปลาสูตร และปลากะมัง ซึ่งเป็นโฮสท์ตัวกลางที่สอง
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และเจริญเป็น metacercaria ในเนื้อปลา (หมายเลข 4) ซึ่งเป็นระยะติดต่อเมื่อคนหรือสัตว์ที่เป็นโฮสท์

เฉพาะรับประทานปลาดิบๆสุกๆ เช่น ก้อยปลา metacercaria จะออกจาก cyst เข้าสู ่ล ําไส้เล็ก 

(หมายเลข 5)และเคลื่อนที่เข้า ampulla of Vater สู่ท่อนํ้าดี และเจริญเป็นตัวแก่และออกไข่ใน 3-4 

สัปดาห์ (หมายเลข 6) (9) 

 
ภาพ 3 วงจรชีวิตและการติดต่อของพยาธิใบไม้ตับ 

 

การเกิดมะเร็งท่อน้ําดีกับ O. viverrini 

ในขั้นต้น การติดเชื้อพยาธิใบไม้ในตับทําให้เกิดการอักเสบเฉียบพลันของท่อนํ้าดีตับขนาดใหญ่

และ portal connective tissue อย่างไรก็ตามการติดเชื้อเรื้อรังและการอักเสบแสดงให้เห็นว่าเป็นปัจจัย

เสี ่ยงสําหรับการพัฒนาของการเกิดมะเร็งหลายระยะ แม้จะรักษาได้ง่ายด้วยยาต้านหนอนพยาธิ 

praziquantel แต่การติดเช้ือซ้ําและการติดเช้ือเร้ือรังสามารถพบได้เป็นปกติ 

ในการติดเชื ้อเร ื ้อร ัง สามารถพบการเกิด hyperplasia ได้ทั ้งแบบ adenomatous และ 

granulomatous การอักเสบของเยื่อบุผิวท่อนํ้าดีซึ่งเกิดจากผลผลิตทางเมตาบอลิซึมของพยาธิใบไม้และ

การบาดเจ็บที่เกิดจาก oral และ ventral suckers ในกระบวนการย่อยอาหารของพยาธิใบไม้ และการ

เคลื่อนท่ีของพยาธิทําให้เกิดการบาดเจ็บของเซลล์เยื่อบุซึ่งนําไปสู่การเกิดแผลของเนื้อเยื่อรอบนอก วิธีน้ี

ทําให้ไข่พยาธิสามารถเข้าสู่เนื้อเยื่อทําให้เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อรอบๆ ผลผลิตทางเมตาบอลิซึมของ

พยาธิใบไม้ อาจเป็นพิษหรือสามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน และสามารถส่งผลต่อเย่ือ
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บุผิวท่อนํ้าดีเพื่อกระตุ้นให้เกิด hyperplasia ได้เกิด Infiltration ของเซลล์อักเสบมีความสัมพันธ์กับการ

ติดเชื้อ O. viverrini ซึ่งการติดเชื้อซํ้าหลายครั้งเป็นปัจจัยในการเกิด CCA โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการผลิต 

nitric oxide (NO) เพิ่มขึ้น เกิดการยับยั้งการซ่อมแซม DNA และการยับยั้งการ apoptosis ของเซลล์ ซ่ึง

เพ่ิมประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ N-nitrosamines เช่น N-dimethylnitrosamine (NDMA) (10) 

 

Melatonin 

melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) เป ็นสาร Indoleamine ที ่ผล ิตจากต ่อม

ไพเนียลเพื่อตอบสนองต่อความมืด มีหน้าที ่หลายอย่างรวมถึงการควบคุมจังหวะการเต้นของหัวใจ 

นอกจากน้ีการสังเคราะห์ melatonin ยังพบได้ในอวัยวะอื่นๆ อีกหลายแห่ง เช่น เรตินา ระบบทางเดิน

อาหาร ผิวหนัง ไขกระดูก และ lymphocyte หลายการศึกษาได้รายงานว่า melatonin สามารถต้าน

มะเร็งหลายชนิดได้ โดยอาศัยการรบกวนลักษณะเด่นต่างๆของมะเร็ง (11) 

การสังเคราะห์ melatonin 

melatonin สังเคราะห์ขึ้นภายใต้การควบคุมของระบบประสาท sympathetic โดยต่อมไพเนียล

จะกระตุ ้น pinerocytes cell ให้เปลี ่ยน tryptophan ไปเป็น 5-hydroxytryptophan โดยเอนไซม์ 

Tryptophan hydroxylase และไปเป็น serotonin โดย decarboxylase จากนั ้น serotonin จะถูก 

acetylated เพื่อสร้าง N -acetylserotonin โดย arylakylamine N -acetyltransferase (AA-NAT) ซ่ึง 

N -acetylserotonin จะถูกเปลี ่ยนเป็น melatonin โดย Acetylserotonin O -methyltransferase 

ตามลําดับ ดังภาพ 4 โดยมีความมืดเป็นตัวกระตุ้นและแสงสว่างเป็นตัวยับย้ัง (12) 
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ภาพ 4 การสังเคราะห์เมลาโทนิน 

กลไกการออกฤทธ์ิของ melatonin 

melatonin ที่ถูกปล่อยเข้าสู่กระแสเลือดและส่งผลต่อไปยังอวัยวะเป้าหมายโดยมีกลไกในการ

ออกฤทธ์ิ 4 ลักษณะ คือ 

1. จับกับ melatonin receptor ที่เยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งจําแนกชนิดตัวรับออกเป็น 3 ชนิด ได้แก่ 1) 

MT1 พบท่ีสมองและส่วนน้อยที่อวัยวะอื่นๆ เช่น หัวใจ หลอดเลือด ต่อมลูกหมาก ต่อมนํ้านม ถุงนํ้าดี 

ผิวหนัง และเซลล์เม็ดเลือดขาว มีผลยับยั้งอัตราการเกิดกระแสประสาทที่ suprachiasmatic nucleus 

และการสร้างฮอร์โมน prolactin จาก pars tuberalis ทําให้เกิดการหดตัวของหลอดเลือด 2) MT2 พบท่ี 

cerebellum หัวใจ หลอดเลือด และบริเวณจอตา มีหน้าที่ในการยับยั้งการปล่อย dopamine ที่จอตา 

ชักนําการเพิ่มของเซลล์ม้าม ยับยั้งการ leukocyte rolling ในหลอดเลือดแดง และเพิ่มการตอบสนอง

ของระบบภูมิคุ้มกัน ทําให้เกิด vasodilation และ 3) MT3 พบที่ สมอง ไตและปอด มีผลกระตุ้นการ

ทํางานของ phosphoinositol เพ่ิมแคลเซียมในกระแสเลือดและป้องกันกระบวนการเกิดพิษ 

2. จับกับ nuclear receptor โดย melatonin สามารถซึมผ่านผนังเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปจับกับ

นิวเคลียส ซึ ่งประกอบด้วย retinoid-Z-receptor (RZR) และ retinoid orphan receptor (ROR) มี

บทบาทเก่ียวกับการปรับจังหวะในรอบวันและระบบภูมิคุ้มกัน  

3. จับกับโปรตีนภายในเซลล์โดย melatonin สามารถซึมผ่านผนังเย่ือหุ้มเซลล์ไปจับกับโปรตีน 
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ภายในเซลล์ เช่น calmodulin ส่งผลยับยั้งเอนไซม์ calmodulin kinase II ทําให้จับกับ calcium ได้

น้อยลง ซ่ึงอาจเป็นกลไกสําคัญในการป้องกันและรักษามะเร็งเต้านม  

4. จับกับอนุมูลอิสระภายในเซลล์ที่ระดับ mitochondria โดย melatonin สามารถซึมผ่าน

ผนังเยื่อหุ้มเซลล์เข้าไปรวมกับอนุมูลอิสระต่างๆ เช่น hydroxyl, hydrogen peroxide, superoxide, 

nitric oxide, hypochlorous acid (HOCI) เป็นต้น จึงทําให้ melatonin มีฤทธ์ิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

ท่ีมีศักยภาพตัวหน่ึง (13) 

 

Melatonin กับการรักษามะเร็ง 

จากผลการวิจัยต่างๆ พบว่า melatonin มีบทบาทสําคัญในการยับย้ังการแพร่กระจายของมะเร็ง 

อย่างไรก็ตาม การศึกษาพบว่า melatonin สามารถลดความมีชีวิตของเซลล์มะเร็งผิวหนังชนิด B16F10 

โดยการปรับวิถี P13 K/Akt/TOR ในมะเร็งผิวหนังซึ ่งเป็นมะเร็งที ่เกิดจากความเสียหายของ DNA 

เนื่องจากการได้รับรังสีอัลตราไวโอเลตมากเกินไป melatonin มีผลช่วยเพิ่มการต้านมะเร็งของ fisetin 

โดยการย ับย ั ้ งการส ่ งส ัญญาณ  NF-kB/p300 และ  COX-2/iNOS และกระต ุ ้น  cytochrome c-

dependent apoptosis pathway ในการศึกษาอื่นพบว่า melatonin ยังแสดงผลต้านมะเร็งต่อมะเร็งท่ี

หลั่ง prolactin จากต่อมใต้สมอง melatonin กระตุ้นการ Apoptosis โดยการกระตุ้น mitochondria

และการเพ่ิมการผลิต ATP  

ในมนุษย์ melatonin ยังสามารถยับยั้ง leiomyosarcoma (LMS) ได้โดยการยับยั้งผลของการ

ดูดซึม linoleic acid และ aerobic glycolysis และ melatonin สามารถกระตุ้นการตายของเซลล์ใน

ลักษณะท่ีข้ึนกับปริมาณท่ีให้และเวลาการให้ใน alveolar rhabdomyosarcoma  

นอกจากน้ี melatonin ยังมีฤทธิ์ต้านมะเร็งที่ดีต่อ pulmonary adenocarcinoma A549 cell, 

glioblastoma A172 cells, chondrosarcoma sw-1353 cells, เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด acute 

myeloid HL-60 โดยการปรับลดฟังก์ชันและการแสดงออกของ adenosine triphosphate-binding 

cassette transporter ABCG2/BCRP  

melatonin และเคมีบําบัดบางชนิดสามารถแสดงฤทธิ์ต้านมะเร็งร่วมกันได้ โดย melatonin ยัง

ม ีฤทธ ิ ์ต ้าน N-MC human Ewing sarcoma cancer cells เม ื ่อให ้ยา vincristine และ ifosfamide    

อีกทั้ง melatonin ยังต้านการสร้างหลอดเลือด โดยการอาศัยกลไกต่างๆ ซึ่งรวมถึงกลไกที่ขึ้นกับตัวรับ

เมมเบรนและไม่ขึ้นกับตัวรับ ซึ่งการสร้างเส้นเลือดใหม่มีความสําคัญในการพัฒนาของมะเร็ง โดยทั่วไป
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เซลล์มะเร็งจะกระตุ้นการสร้างเส้นเลือดใหม่โดยกระตุ้นปัจจัยสร้างหลอดเลือดและยับยั้งปัจจัยการกําเนิด

หลอดเลือด  

โดยรวมแล้ว melatonin มีกลไกการต้านมะเร็งท่ีหลากหลาย แสดงดังภาพ 5 และยังมีบทบาท

สําคัญเม่ือให้ร่วมกับยาเคมีบําบัด (14) 

 

 
ภาพ 5 กลไกของ melatonin ในการต้านการเกิดมะเร็ง 

 

Gemcitabine 

gemcitabine ซึ่งเป็นยาที่มีความคล้าย nucleoside ของ deoxycytidine ได้รับการอนุมัติจาก

องค์การอาหารและยาในปี พ.ศ. 2539 และปัจจุบันมีการใช้กันอย่างแพร่หลายในการรักษามะเร็งที่เป็น

ก้อน เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งรังไข่ มะเร็งปอด และ pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) 

การทํางานของ gemcitabine เป็นพิษต่อเซลล์ (2′,2′-difluoro 2′-deoxycytidine, dFdC) ซึ ่งส่งผล

กระทบหลายประการในการสังเคราะห์ DNA เนื ่องจากการแทนที่ของ fluorine ที่ตําแหน่ง 2' ของ 

furanose ring (15) 
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กลไกการออกฤทธ์ิ ประกอบด้วย 4 รูปแบบ 

1. Drug access to the cell หลังจากที่ระบบไหลเวียนโลหิตส่งยาไปยังมะเร็งแล้วส่งผลให้

ปริมาณหลอดเลือดในมะเร็งลดลง และ stroma หนาแน่นซ่ึงล้อมรอบเซลล์มะเร็ง 

gemcitabine เป็นสารที่ชอบนํ้า ดังนั้นการแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ที่ไม่ชอบนํ้าจะช้า จึงต้องการตัว

ช่วยในการขนส่งเข้าสู่เซลล์มี 2 กลุ่มคือ 1) Human equilibrative nuclear transporters (hENTs) จะ

ขับเคลื ่อน gemcitabine ไปในทิศทางของการไล่ระดับความเข้มข้น 2) Human concentrative 

nucleoside transporters (hCNTs) เป็นสารต้านการขับออกของโซเดียมในขณะนํานิวคลีโอไซด์ 

พลังงานที่ได้จากการ Na+ extrusion จะเป็นตัวช่วยในการขนส่งสามารถรวม Gemcitabine ทําให้

เข้มข้น 

Greenhalf และคณะ ศึกษาความแตกต่างในการรอดชีวิตโดยรวมในผู้ป่วยที่ได้รับการผ่าตัด โดย

จะมีการแสดงออกของ hENT1 สูงและตํ่า โดยบทบาทของการแสดงออกของ hENT1 ต่อประสิทธิผลของ

การรักษาด้วย gemcitabine และ 5-FU/กรดโฟลินิก-กรดเสริมต่อการรอดชีวิตโดยรวมในผู้ป่วย PDAC 

2. Intracellular inactivation ขั้นตอนแรกของการกระตุ้นประกอบด้วย phosphorylation 

โดย deoxycytidine kinase การได้รับ deoxycytidine kinase ที่ลดลงขัดขวางขั้นตอนแรกของการ

กระตุ้นของ gemcitabine ซ่ึงส่งผลให้เกิดการต่อต้านการแสดงออกท่ีต่ําของ deoxycytidine kinase ทํา

ให้เกิดการพยากรณ์โรคที่ไม่ดีและการรอดชีวิตที่สั้นลงในผู้ป่วยมะเร็งตับอ่อนที่ตัดออกได้ซึ่งได้รับเคมี

บําบัด แสดงดังภาพ 6 จากนั้นเป็นขั้นตอนที่สองคือ การเพิ่มฟอสเฟตอีกสองตัวโดยเอ็นไซม์อีกสองตัว 

ได้แก่ nucleoside monophosphate kinase และ nucleoside diphosphate kinase ภาพ 7 

ภาพ 6 ข้ันตอนแรกของการกระตุ้นของ Gemcitabine 
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ภาพ 7 ข้ันตอนท่ีสองของการกระตุ้นของ Gemcitabine 

 

3. Effects on DNA synthesis Difluordeoxycytidine triphosphate รวมกับ DNA ใหม่ ทํา

ให้ขัดขวางการสร้าง DNA ต่อไป ส่งผลให้เซลล์ตายโดย gemcitabine ทํางานเป็น antimetabolite 

การแสดงออกที ่ต ํ ่าหรือการหยุดทํางานของ deoxycytidine kinase หรือการทํางานของ 

gemcitabine ที่ลดลงน้ี พบว่าเป็นกลไกการดื้อ gemcitabine ที่พบบ่อย และ gemcitabine ยังยับย้ัง

เอนไซม์ ribonucleotide reductase ซึ่งเปลี่ยน citidinediphosphate (CDP) เป็น deoxycytidine-

diphosphate (dCDP) อย่างไรก็ตามการยับยั ้ง ribonucleotide reductase เป็นการทํางานของ 

difluordeoxycytidine diphosphate  

gemcitabine สามารถส่งผลกระทบ 4 ประการต่อ synthetic phase ของ cell cycle คือ 

1. ยับยั ้ง ribonucleotide reductase ซึ ่งเปลี ่ยน ribose nucleotides เป็น deoxyribose 

nucleotides และเป็นเอนไซม์ที ่เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์ deoxycytidine monophosphate ซ่ึง

หลังจาก phosphorylation จะถูกรวมเข้ากับ DNA 

2. เป็น antimetabolite ยา gemcitabine ในรูปแบบออกฤทธิ์ (gemcitabine triphosphate) 

คือ รวมเข้ากับสาย DNA ขัดขวางกระบวนการ replication 

3. gemcitabine ไม่ไวต่อการ excision-repair จึงทําให้เกิดการตายของเซลล์โดยทางอ้อม 

4. นอกจากน้ียังมีผลยับย้ังการสังเคราะห์ thymidylate 
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4 Intracellular inactivation gemcitabine ถ ูก  catabolized ในเน ื ้ อ เย ื ่ อผ ่ าน  cytidine 

deaminase เอนไซม์นี้แปลง gemcitabine เป็น 2', 2'- difluorodexyuridine ซึ่งไปแข่งขันกับการดูด

ซึม gemcitabine เนื่องจากถูกขนส่งโดย hENT และ hCNT แสดงให้เห็นว่า cytidine deaminase มี

บทบาทสองประการในการดื้อยา gemcitabine โดยทําให้ยาหมดฤทธิ์และโดยทางอ้อมจากการลดการส่ง

เข้าไปในเซลล์ 

สิ ่งที ่น ่าสนใจคือ หากการบีบอัด difluorouridine ถูกปิดกั ้นจะส่งผลยับยั ้งต่อ cytidine 

delaminate โดย tumor associated macrophages (TAMS) กระตุ ้นการแสดงออกของ cytidine 

deaminase ดังนั ้นจึงทําให้ยาหยุดทํางานและมีส่วนร่วมกับเคมีบําบัด โดยทั่วไปเคมีบําบัดจะเพ่ิม 

colony-stimulating factor - 1 (CSF-1) ซ่ึงเพ่ิมการแทรกซึม ของ TAMs (16) 

 
N-nitrosodimethylamine (NDMA)  

เป็นสารเคมีที่เป็นพิษต่อทางพันธุกรรมอย่างแพร่หลาย พบได้ในสิ่งแวดล้อม อาหาร เครื่องด่ืม

บางชนิดและควันบุหร่ี มีรายงานว่าการพบ NDMA ในเนื้อเยื่อต่างๆ เช่น ไต ปอด และตับ สามารถก่อให้ 

เกิดมะเร็งได้ (17) 

อันตรายจาก NDMA แสดงให้เห็นว่าทําให้ตับถูกทําลายและการเกิดพังผืดของเนื้อเยื่อ โดยใน

สัตว์ทดลองพบว่าการสัมผัสกับ NDMA ทําให้เซลล์เกิดการเพิ่มจํานวนขึ้นอย่างมาก (cell hyperplasia) 

การสะสมไขมันในตับภายหลังการสัมผัส 7 วัน และการแทรกซึมของ neutrophil ที่รุนแรงในหลายๆ

ตําแหน่งของเน้ือเย่ือตับ  

NDMA เป>น nitrosamine ที่เป>นของเหลวที่ระเหยได6 ติดไฟได6 มีสีเหลืองและเป>นน้ำมัน โดยมี
กล่ินเฉพาะตัวเล็กน6อยเม่ือสลายตัวจากการสัมผัสกับแสง และปล\อยควันพิษของไนโตรเจนออกไซด_เม่ือถูก
ความร6อนจนสลายตัว NDMA ถูกใช6เป>นหลักในการวิจัยเพื่อกระตุ6นการเกิดมะเร็งในสัตว_ทดลอง สารน้ี

อาจก\อตัวขึ้นในระหว\างการปรุงอาหาร โดยเฉพาะเนื้อสัตว_และปลาที่ผ\านการเติมโซเดียมไนไตรท_เป>นสาร
กันบูด และยังพบได6ในผัก ชีส เครื่องดื่มแอลกอฮอล_และผลไม6หลายชนิด อีกทั้งเป>นสารปนเปfgอนใน
ผลิตภัณฑ_ยาง การสัมผัสกับ NDMA ส\งผลให6เกิดการระคายเคืองต\อผิวหนังและดวงตา และมีฤทธ์ิทำลาย

ตับ (18) 
จากการศึกษาทางระบาดวิทยาและหลักฐานการทดลองกับสัตว_ หน\วยงานระหว\างประเทศเพ่ือ

วิจัยโรคมะเร็ง (IARC) ได6ให6การยอมรับว\า NDMA และ N-nitrosodiethylamine (NDEA) อาจเป>นสาร

ก\อมะเร็งในมนุษย_ N-nitrosamines อื ่นๆ ท่ีสามารถพบได6ทั ่วไปในเนื ้อสัตว_ผลิตภัณฑ_ เช\น N-
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nitrosodibutylamine (NDBA), N-nitrosopiperidine (NPIP) และ N-nitrosopyrrolidine (NPYR) จัด
อยู\ในประเภทท่ีก\อให6เกิดมะเร็งในมนุษย_ได6 เช\น มะเร็งลำไส6 มะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งหลอด

อาหาร อ6างอิงจาก WHO ขีดจำกัดของ total nitrosamine ต\อวันคือ 10 ไมโครกรัมต\อน้ำหนักร\างกาย
หน\วยกิโลกรัม เพื่อความปลอดภัยของอาหาร ระดับของอันตรายสารประกอบในผลิตภัณฑ_อาหารต6อง
ได6รับการตรวจสอบด6วยวิธีการท่ีเหมาะสมและเทคนิคต\างๆ (19) 

 

CD4 T cell  

CD4 T cell มีบทบาทสําคัญในการพัฒนาและกระตุ้น B cell และ CD8 T cell ถ้าเป็นเปปไทด์

จะนําเสนอโดยโมเลกุล HLA-II และมีความสําคัญในการควบคุมและกําจัดการติดเชื ้อโดยการผลิต 

cytokines ซึ่งสามารถดึงเซลล์อื่นๆของระบบภูมิคุ้มกันไปยังบริเวณที่ติดเชื้อเพื่อช่วยจัดการกับเชื้อโรคท่ี

บุกรุก โดยจํานวน CD4 T cell จะลดลงอย่างมากหลังจากเริ ่มมีการติดเชื ้อ ซึ ่งหลังการติดเช้ือ

ความสามารถในการเพิ่มจํานวนของ CD4 T cell จะลดลงและจะผลิต effector cytokines ที่ลดลง จะ

ทําให้เกิดการบกพร่องในการทํางานของ T cell และ CD4 T cell ของโฮสต์ที ่มีการติดเชื ้อจะมีการ

แสดงออกของ inhibition receptor ซึ่งรวมถึง PD-1, 2B4, BTLA และ TRAIL โดยจะส่งผลกระทบกับ

ความสามารถในการตอบสนองต่อการติดเชื ้ออย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนี ้การแสดงออกของ 

inhibition receptor ยังมีศักยภาพที่จะส่งกระทบต่อความช่วยเหลือที่ได้รับจาก CD4 ต่อเซลล์อื่นๆ ซ่ึง

รวมไปถึง B cell และ T cell และให้ DC กระตุ้น naïve CD8 T cell นอกจากนี้ CD4 T cell ยังช่วย B 

cell ในการสร้างแอนติบอดี และช่วยส่งเสริม somatic hypermutation ทําให้เกิดการสร้างแอนติบอดี

ของ isotype ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดสําหรับการติดเชื้อ และยังสามารถแสดงความสามารถในการเป็นพิษ

ต่อเซลล์ซ่ึงมีบทบาทโดยตรงในการขจัดเช้ือโรคมากข้ึน (20)  

 
Innate lymphoid cells (ILC) 

Innate lymphoid cells เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันในเนื้อเยื่อที่ได้มาจากต้นกําเนิดของต่อมนํ้าเหลือง 

โดยเซลล์กลุ่มน้ีจะขาด receptor เพื่อจดจําแอนติเจนที่จําเพาะ ดังนั้นการกระตุ้นจึงขึ้นอยู่กับ cytokines 

ที่มีอยู่ใน microenvironment โดย ILC มีความหลากหลายคล้ายกับ T lymphocytes ซึ่งสามารถแบ่ง

ตามหน้าท่ีท่ีคล้ายคลึงกันออกเป็น cytotoxic NK cells และ 3 กลุ่มย่อยของ ILC ได้แก่ ILC1, ILC2 และ 

ILC3 (5) 
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ILC1 ตอบสนองต่อเชื ้อโรคในเซลล์เป็นแบบภูมิคุ ้มกันชนิดที่ 1 มีการผลิต IFN-g และ TNF 

อย่างไรก็ตาม ILC1 ขาด perforin-dependent cytotoxicity แต่สามารถฆ่าเซลล์เป้าหมายผ่าน 

alternative pathway เช่น การเหน่ียวนํา apoptosis โดยอาศัยตัวรับ TNF  

ILC2 เป็นเซลล์ที่อยู่ในเนื้อเยื่อ ซึ่งส่วนใหญ่พบในปอด ลําไส้ ผิวหนัง และ เนื้อเยื่อไขมัน มีหน้าท่ี

ในการตอบสนองต่อปรสิต หนอนพยาธิ และควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ตลอดจนรักษาสภาวะ

สมดุลของเนื้อเยื่อต่างๆ โดยการทํางานขึ้นอยู่กับการแสดงออกของ GATA-3 transcription factor และ

สามารถถูกกระตุ้นได้โดย cytokines ที่หลั ่งออกมาจากเยื ่อบุผิวหรือเนื ้อเยื ่อที ่บาดเจ็บ เช่น IL-25, 

thymic stromal lymphopoietin (TSLP) และ IL-33 โดย ILC2 สามารถหลั่ง IL-4, IL-5, IL-9 และ IL-

13 รวมท้ัง amphiregulin (AREG) เพ่ือมาต่อสู้กับหนอนพยาธิ (21) 

ILC3s ประกอบด้วย retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR) ท่ีแตกต่างกัน 

ทําหน้าท่ีหลั่ง IL-22 เพื่อเสริมเกราะกั้นเยื่อบุผิว สิ่งเหล่านี้รวมถึงเซลล์ตัวเหนี่ยวนําเนื้อเยื่อนํ้าเหลืองใน

ครรภ์ ซึ่งจําเป็นสําหรับการสร้าง secondary lymphoid tissues ในระหว่างการพัฒนาของหนูที่โตเต็ม

วัยและผลิต IL-17 ซึ่งทําหน้าที่คล้าย Th17 คือตอบสนองต่อ Extracellular bacteria โดยมีตัวกระตุ้น

คือ IL-1 และ IL-23 ท่ีหล่ังมาจาก macrophage (21) 

 

Immune Response Against Helminths 

ILC2 ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อต้านปรสิตและหนอนพยาธิผ่านการหล่ังของ type 2 immune 

response cytokines ได้แก่ IL-5, IL-9 และ IL-13 เม่ือถูกกระตุ้นโดย IL-33 หรือ IL-25 ดัง  

 

ภาพ 8 

โดย IL-5 เป็นตัวหลักในการชักนําให้เกิด eosinophilia ซ่ึงมีส่วนช่วยในการกําจัดปรสิต IL-4 

และ IL-13 เป็นปัจจัยสําคัญในการควบคุมการตอบสนองของ IgE ใน B cells การผลิต mucus การสร้าง

เซลล์เย่ือบุผิว การกระตุ้น macrophage และการเปล่ียนแปลงของ Th2 lymphocyte ในทางกลับกัน 

IL-13 ยังทําหน้าท่ีกระตุ้นการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบและการปรับเปล่ียนเย่ือบุผิวเพ่ือขับหนอนพยาธิ 

IL-9 ท่ีได้มาจาก ILC2 แสดงให้เห็นว่าจําเป็นสําหรับการกําจัดหนอนพยาธิ กระตุ้นให้กล้ามเน้ือหดตัว 

goblet cell hyperplasia และ mast cell hyperproliferation ซ่ึง ILC2s ไม่เพียงแต่ผลิต type 2 

cytokine เท่าน้ันแต่ยังผลิต amphiregulin (AREG) ซ่ึงควบคุมการเกิด fibrosis การซ่อมแซมการสร้าง



16 

 

เน้ือเย่ือใหม่ ดังน้ันการสะสมและการกระตุ้นของ ILC2 จึงถือว่ามีความสําคัญในการเกิด type 2 

inflammatory disease (5, 21)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 8 กลไกการตอบสนองต่อการติดปรสิตของ ILC2 (3) 

Interleukin-4 (IL-4)  

IL4 หลั่งมาจากเซลล์ภูมิคุ้มกันหลายตัว เช่น Th2 lymphocytes, basophil และ eosinophil 

ทําหน้าที่ต้านการอักเสบและกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน จากการศึกษาพบว่า IL-4 อาจยับยั้งการ

เฝ้าระวังของระบบภูมิคุ้มกันจากเซลล์มะเร็งและเพ่ิมการแพร่กระจายของมะเร็ง โดย IL-4 สามารถกระตุ้น

การเพิ่มจํานวนเซลล์มะเร็งโดยตรงและเพิ่มการดื้อต่อ apoptosis เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของมะเร็ง

(22)  



17 

 

Interleukin-5 (IL-5)  

สร้างมากที่สุดโดย Th2 cells เพื่อตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรคหรือ microenvironment 

โดยในสภาวะเหล่านี้ IL-5 มักแสดงออกร่วมกับ cytokines อื่นๆ เช่น IL-4 และ IL-13 ส่งผลให้มีการซึม

ผ่านหลอดเลือดเพิ่มมากขึ้น เพิ่มการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ รวมถึงการผลิต IgE แหล่งสร้างรองลงมา

คือ transformed epithelial cells เช่น มะเร็งปากมดลูก มะเร็งลําไส้ใหญ่หรือมะเร็ง อีกทั้งยังสามารถ

สร้างได้จาก type 2 innate lymphoid cells โดยถูกกระตุ้นการสร้างจาก IL-25, IL-33 และ TSLP ซ่ึง

ส่งผลทําให้เกิด eosinophilic inflammation ท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของมะเร็ง 

IL-5 ส \ งผลหลายอย \างต \อ eosinophil ได 6แก\  1)  ช \วยในการเจร ิญเต ิบโตโดยกระตุ6น

hematopoietic stem cell ให6แบ\งตัวเป>น eosinophil 2) กระตุ6นการรอดชีวิต 3) การเคล่ือนท่ีออกจาก

กระแสเลือดและการเคลื่อนที่ไปยังระบบทางเดินหายใจ จึงถือได6ว\า IL-5 เป>นศูนย_กลางการควบคุม 

cytokine สำหรับการผลิต eosinophil ดังภาพ 9 (23, 24) 

  

ภาพ 9 กลไกของ IL-5 ต่อ eosinophil 
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Interleukin-9 (IL-9) 

IL-9 ส่วนใหญ่สร้างและหลั ่งมาจาก Th9 cells, Th2 cells, Th17 cells และ regulatory T 

cells นอกจากนี้ยังสามารถหลั่งได้จากระบบภูมิคุ้มกันโดยกําเนิด IL-9 โดยก่อนหน้านี้ถูกเรียกว่า growth 

factor P40 ซึ่งมีลักษณะท่ีคล้ายกับ TCGFII (T cell growth factor III) หรือ MEA (mast cell growth 

enhancing activity) factor จากน้ันถูกเปล่ียนมาเป็น IL-9 ยังพบอีกว่า mastocytosis mucosal mast 

cells สามารถสร้าง cytokine นี้ได้ และ IL-9 สามารถหลั ่งได้จาก eosinophils, neutrophils, และ 

innate lymphoid cells เช่นเดียวกับ natural killer T cells (NKT) ที่สร้าง IL-9 ผ่านการกระตุ้นของ 

IL-2 อย่างไรก็ตาม IL-9 ที่หลั่งจากเซลล์ที่ต่างกันเซลล์เป้าหมายจะต่างกันด้วย ก่อนหน้านี้ถูกอธิบายว่า

เป็น growth factor cytokine IL-9 สามารถกระตุ ้นเซลล์ได้หลายชนิด รวมถึง mast cells, T cell 

clones และ B lymphocytes ดังแสดงในภาพ 10 (25) IL-9 ส\วนใหญ\ผลิตจาก ILC2 ในลักษณะของ 

autocrine หรือ paracrine ซึ ่งมีผลกลับมากระตุ 6น ILC2 แสดงให6เห็นว\า IL-9 มีความสำคัญต\อการ

ซ\อมแซมเน้ือเยื่อหลังการอักเสบของปอดหรือข6ออักเสบ (21) IL-9 มีบทบาทในการต้านมะเร็งและส่งเสริม

มะเร็ง ดังภาพ 11 

 
ภาพ 10 แหล่งสร้างและ transcription factor ของ IL-9 
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ภาพ 11 เซลล์ท่ีสร้าง IL-9 และบทบาทในมะเร็ง 

 

Antitumorigenic role of IL-9 

IL-9 สามารถควบคุมภูมิคุ้มกันต้านมะเร็งโดยกระตุ้นการตอบสนองของภูมิคุ้มกันแบบ adaptive 

หรือ innate immune ใน nude mouse และยังสามารถยับยั้งการเติบโตของมะเร็งกระเพาะอาหารได้

อย่างมีนัยสําคัญ พบว่าระดับของ IL-4, IL-10, VEGF และ TGF-! ลดลงใน nude mouse ที่เป็นมะเร็ง

ที่ได้รับการรักษาด้วย IL-9 นอกจากนี้ IL-9 สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนและการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร SGC-7901 ในหลอดทดลอง และยังตอบสนองต่อการต้านมะเร็งที่รุนแรงใน

มะเร็งลําไส้ใหญ่ นอกจากน้ีระดับการแสดงออกของ IL-9 ในมะเร็งลําไส้ใหญ่มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ

ระยะ TNM การแพร่กระจายของต่อมนํ้าเหลือง และมีการพยากรณ์โรคที่ดี นอกจากนี้การแสดงออกของ 

IL-9 มากสามารถยับยั้งการเติบโตของมะเร็งและเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของหนูที่มีมะเร็งใต้ผิวหนัง ฤทธ์ิ

ต้านมะเร็งของ IL-9 อาจเกิดจากการควบคุมการทํางานของ T cell  (26) 

Tumorigenic role of IL-9 in solid tumor 

IL-9 มีบทบาทในการกระตุ้นการเจริญเติบโตและการแพร่กระจายของมะเร็ง โดยมีงานวิจัยพบว่า

ในมะเร็งตับอ่อน มีการกระตุ้นผ่าน miR-200a/β-catenin axis โดย β-catenin เป็นยีนส์เป้าหมายของ 

miR-200a และการแสดงออกที่มากเกินไปของ miR-200a ในมะเร็งตับอ่อนจะลดการแสดงออกของ β-

catenin ซึ่ง IL-9 สามารถลดการเกิดนี้ได้ โดยการลดการแสดงออกของ miR-200a ทําให้ช่วยในการ

พัฒนาของมะเร็งตับอ่อน นอกจากนี ้ย ังมีการศึกษาอื ่นพบว่าการแสดงออกของ IL-9 ใน colitis-

associated cancer (CAC) tissue มีค่าสูงมากกว่าเนื้อเยื่อปกติ เช่นเดียวกับในมะเร็งเต้านม ซึ่งจะช่วย
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ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง นอกจากนี้ยังมีหลักฐานที่บ่งชี้ว่า IL-9 สามารถส่งเสริมการ

ทํางานของภูมิคุ้มกันของเซลล์ Treg cells และป้องกันเซลล์มะเร็งจากการโดนทําลายโดยเซลล์ภูมิคุ้มกัน 

(26) 

 

Interleukin-13 (IL-13) 

IL-13 และ IL-4 เป็น cytokine ที่มีตัวรับที่คล้ายคลึงกัน ซึ่งส่วนใหญ่จะถูกหลั่งมาจาก Th2 cell 

และถูกจัดว่าเป็น Th2 cytokine ที่มีหน้าที่คล้ายคลึงกัน นอกจากนี้ IL-13 ยังสามารถหลั่งได้จากเซลล์

หลายชนิด เช่น epithelial cells, lymphocytes, eosinophils, basophils และ mast cells ทําหน้าท่ี

ในการควบคุมภูมิคุ้มกัน ควบคุมการทํางานของ B-cell ในมนุษย์และ monocyte (macrophage) ในหนู 

IL-13 สามารถกระตุ้นเซลล์สาย monocyte และยับยั้งการผลิต cytokine ท่ีมีการอักเสบ (IL-1a, IL-

1b, IL-6, IL-8, G-CSF และ IFN-a) IL-13 ทําให้เกิดการเปลี่ยน isotype ของ IgG ใน B lymphocyte 

เป็น IgE ดังนั้นจึงมีบทบาทเกี่ยวกับภูมิแพ้และป้องกันจากการติดเชื้อหนอนพยาธิ อีกทั้งการแสดงออกท่ี

มากเกินไปของ IL-13 ยังช่วยในการเปลี่ยนแปลงของ macrophage จาก M1 ไปเป็น M2 ซึ่งจะช่วย

ส่งเสริมการเติบโตของมะเร็ง ดังภาพ 12 (27, 28)  
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ภาพ 12 การทำงานของ IL-13 ในมะเร็ง 

Neutrophil 

neutrophil เป็น granulocyte ที ่ม ีอายุส ั ้น ทําหน้าท่ีป้องกันการบุกรุกของเชื ้อโรคผ่าน 

phagocytosis, degranulation, ผลิต reactive oxygen species (ROS), chemokines และ cytokines 

เพื่อเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน อีกทั้ง neutrophils ยังช่วยเพิ่มคุณสมบัติในการต้านจุลชีพโดยการ

หล่ัง neutrophil extracellular traps (NETs) ซ่ึงประกอบด้วย extracellular chromatin decorated 

with histones และ granular proteins จํานวนมาก และถูกระบุว่าเป็นส่วนหนึ่งของ innate immune 

response  

การสร้าง NET เริ่มต้นด้วยการกระตุ้นนิวโทรฟิลผ่านการจดจําสิ่งเร้าและการกระตุ้น NADPH 

oxidase (NOX) ผ่านโปรตีน kinase C (PKC)-Raf/MERK/ERK ซ่ึงจะกระตุ้น myeloperoxidase (MPO) 

neutrophil elastase (NE) และ protein-arginine deiminase type 4 (PAD4) หน้าที่ของ PAD4 คือ

เร่งปฏิกิริยา citrullinated histones และส่งเสริมการควบแน่นของโครมาติน ในขณะท่ี ROS specie 

ส่งเสริม NETosis โดยทําให้เกิดการแยกตัวทีละน้อยและการสูญเสียเยื่อหุ้มนิวเคลียสด้วยการปล่อย      

โครมาตินออกนอกเซลล์ผ่านรูพรุนของเมมเบรน การสลายตัวของเซลล์จะมีการปลดปล่อย DNA, 

citrullinated histones (citH3) และ granule อื่นๆภายในเซลล์ NETosis เกิดขึ้นเพื่อตอบสนองต่อส่ิง

เร้าท่ีส่งเสริมการทําลายเช้ือโรคโดยการดักจับ (trapping) และการฆ่าโดยอาศัยความเป็นพิษของจุลินทรีย์

หรือทําให้จุลินทรีย์เคลื่อนที่ไม่ได้ ซึ่งจะเพิ่มการทําลายโดย neutrophils และ phagocyte อื่นๆ (29) มี

รายงานว่า NET สามารถสนับสนุนการพัฒนาของโรคระยะแพร่กระจาย และการป้องกันเซลล์มะเร็งจาก

เซลล์ภูมิคุ้มกันของโฮสต์  

Tumor associated neutrophils (TANs) เ ก ี ่ ย ว ข ้ อ ง ก ั บ  tumor microenvironment by 

cytokines และ chemokines สามารถแบ่งตามการกระตุ้นและ cytokine status และผลกระทบต่อการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้เป็น N1 และ N2 TAN ดังภาพ 13 โดย N1 TAN จะมีการหลั่ง TNFα, 

CCL3, ICAM-1 ที ่ส ูงและมีฤทธิ ์ต ้านมะเร็งโดย cytotoxicity แต่ N2 TAN จะมีลักษณะจําเพาะคือ 

chemokines ที ่ส ูง (CCL2, CCL3, CCL4, CCL8, CCL12, and CCL17, and CXCL1, CXCL2, IL-8/

CXCL8 and CXCL16) โดยจะกระตุ้นการกดภูมิคุ้มกัน การเติบโตของมะเร็ง การสร้างเส้นเลือดใหม่ และ 

metastasis โดย DNA ที่ไม่เสถียร หรือโดยการปล่อย cytokines และ chemokines ในผู้ป่วยมะเร็ง 

TAN และอัตราส่วน neutrophil ต่อ lymphocyte (NLR) ที่สูงจะมีความสัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคท่ี

ไม่ดี (30) 
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ภาพ 13 N1 และ N2 Tumor associated neutrophils (TANs) 

 

Eosinophil 

eosinophil เป็นเม็ดเลือดขาวชนิด granulocyte ที่ส่วนใหญ่จะมีความสามารถในการต่อสู้กับ

ปรสิตและก่อให้เกิดการแพ้ eosinophil ที่โตเต็มที่จะแสดงตัวรับพื้นผิวที่หลากหลายซึ่งจะเกี่ยวข้องกับ

การยึดเกาะ การกระตุ้น การเคลื่อนท่ี และการจดจํารูปแบบ นอกจากนี้ยังมีการแสดงออกของ IL-5 

receptor alpha subunit, CC-chemokine receptor (CCR3) หรือ CD125 และ eotaxin receptor 

โดย eosinophil สามารถแสดงลักษณะเฉพาะภายในเซลล์โดย granule จําเพาะที ่มี Major basic 

protein (MBP), Eosinophil peroxidase, Eosinophil cationic protein (ECP) และ  Eosinophil-

derived neurotoxin (EDN) โดย IL-5 ท่ีผลิตจาก Th2 cell และ type 2 innate lymphoid cell จะมี

บทบาทสําคัญในการเพิ่มจํานวน การกระตุ้น และการอยู่รอดของ eosinophil โดยเฉพาะอย่างยิ่ง IL-5 ท่ี

ถูกกระตุ ้นด้วย ILC2 จะสามารถทําหน้าที ่โดยตรงกับ eosinophil และพบว่าการเคลื ่อนย้ายของ 

eosinophil จะได้รับการส่งเสริมจาก eotaxins ซึ่งเป็นกลุ่มของ chemokine ที่สามารถรับ eosinophil 

ร่วมกับ IL-5  โดยผลของ eotaxins จะข้ึนอยู่กับการจับกับ CCR3 ท่ีแสดงออกบน eosinophil นอกจากน้ี 

eosinophil ยังสามารถนําเสนอแอนติเจนส่งผลให้เกิดการกระตุ้น T-cell โดยผ่าน MHC class II 

eosinophilia เป็นหนึ'งในลกัษณะเด่นของการติดเชื :อหนอนพยาธิ ในช่วงเริ'มต้นของการติด
เชื :อและมีการบกุรุกหรือมีความเสียหายของเนื :อเยื'อ โดยปรสติที'แพร่กระจายไปยงัเนื :อเยื'อจนเกิดความ
เสียหายทางกายภาพที'นําไปสู่การปล่อย host-derived alarmins รวมถึง IL-33, IL-25 และ TSLP ซึ'ง
มีแนวโน้มว่ามีบทบาทสําคัญในการเริ'มต้นการตอบสนองต่อการอักเสบเมื'อเกิดการติดเชื :อแล้ว 
eosinophil มกัจะสะสมใกล้กบัปรสติและหนอนพยาธิหรือบริเวณที'เกิดความเสียหายของเนื :อเยื'อที'เกิด
จากปรสิต ในขณะที' CCL11 (eotaxin-1) และ receptor (CCR3) จะมีความสําคญัในกระบวนการนี : 
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เม ื ่อม ีการกระต ุ ้น eosinophil จะม ีการหล ั ่ งโปรต ีน granule จ ําเพาะ ,  cytokine, chemokine, 

leukotrienes, Charcot Leyden crystals และ reactive oxygen ซึ่งจะนําไปสู่การฆ่าปรสิตและการ

ปรับตัวทางภูมิคุ้มกัน (31, 32) 

 

Basophil 

basophil มีความสัมพันธ์กับขนาดและขอบเขตของมะเร็งรวมถึงจํานวนต่อมนํ ้าเหลืองท่ี

เกี ่ยวข้องกับมะเร็งและหลอดเลือดดํา การพร่องของ T cell มีความสัมพันธ์กับการแทรกซึมของ 

basophil ควบคู่ไปกับ CD8+ T cell ในรอยโรคของมะเร็ง และ basophil ที่หลั่ง CCL3 และ CCL4 เพ่ือ

เรียก CD8+ T cell ใน TME สารเชิงซ้อนของแอนติบอดี IL-3 และ anti-IL-3 กระตุ้น basophilia และ

การแทรกซึมของ T cell ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับ Tumor rejection และยังพบว่า basophils ใน TME 

อาจส่งสัญญาณ pro-tumorigenic ที่แตกต่างกัน ผ่านการปลดปล่อย Th2 immune mediators เช่น 

CD40L, IL-4 , IL-6 , IL-1 3 , vascular endothelial growth factor (VEGF)-A/B, B cell activating 

factor (BAFF) และ histamine อย่างไรก็ตาม basophils อาจมีคุณสมบัติต่อต้านมะเร็งผ่านการปล่อย 

proinflammatory mediators, TNF-α และ tryptase  

basophils ที'แสดง FcεRI มีสว่นเกี'ยวข้องในการ infiltrate และการสะสมของ IgE ในผิวหนงั
ทําให้เกิดความเสียหายของ DNA และเยื'อบผิุว มีรายงานว่า basophil infiltration ควบคู่ไปกบั class 

switching และการผลติ IgE ภายในร่างกาย สามารถปอ้งกนัจากการเกิดมะเร็งเยื'อบผิุวได้  
basophils ที'ถกูกระตุ้นโดย IgE โดยเซลล์มะเร็งที'แสดงแอนติเจนของมะเร็ง สามารถผลติ IL-4 

และปรับเพิ'ม CD40L สิ'งเหลา่นี :ถือเป็นสญัญาณพื :นฐานที'มีอิทธิพลตอ่การสง่สญัญาณและการกระตุ้น
เซลล์ B และเพื'อสง่เสริม class switching และการสร้าง IgE ของ B cell (33)  

 

Amphiregulin 

amphiregulin (AREG) เป็น transmembrane protein ซึ ่งช่วยในการเพิ ่มจํานวนของเซลล์

ปกติและเซลล์มะเร็ง การยับยั้ง ADAM17 ด้วยสารยับยั้ง protease สามารถป้องกันการหลั่ง AREG และ

รบกวนการกระตุ้น EGFR ซึ่งเป็นตัวรับสัญญาณ Tyrosine kinase ที่เกิดการ mutation หรือเกิดความ

ผิดปกติท่ีพบได้ในมะเร็งหลายชนิด 

AREG ถูกควบคุมการ transcription โดย estrogen ในระหว่างการพัฒนาของต่อมนํ้านมปกติ 

และในมะเร็งเต้านม ระดับการแสดงออกของ AREG สูงมีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของ estrogen 
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receptor-alpha ในมะเร็งเต้านม และเมื่อมีการแสดงออกที่มากเกินไป จะส่งเสริมการส่งสัญญาณ EGF 

(34) 

เมื่อเร็วๆนี้ยังพบว่า AREG ทําให้มีการเปลี่ยนแปลงของ T cell ไปเป็น Treg ภายใน tumor 

microenvironment แสดงให้เห็นว่า AREG ใน microenvironment ส่งผลกระทบหลายอย่างต่อมะเร็ง

และสามารถยับย้ังการแพร่กระจายและการกดภูมิของมะเร็งได้ (35) 

 
งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

melatonin เป็นสารที ่พบได้ปกติในร่างกาย สร้างได้จาก 2 แหล่ง คือ pineal gland และ 

enterochromaffin cell (EC cell) ในลําไส้ ซึ่งเป็นสารอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการอักเสบ การ

สร้างหลอดเลือดใหม่ การพัฒนาและการเพ่ิมจํานวนของเซลล์มะเร็ง โดยกระตุ้นการ apoptosis พบว่าใน

ผู้ป่วยมะเร็งปากจะมีปริมาณของ melatonin ที่สูงกว่าคนปกติ ส่วนในโรคลําไส้อักเสบจะมีปริมาณตํ่า ได้

มีการนํา melatonin มาใช้ร ่วมกับยาเคมีบําบัดต่างๆ เช่น ใช้ในการรักษาโรคลําไส้อ ักเสบจาก 

Oxazolone พบว่าเมลาโทนินสามารถยับยั ้งการอักเสบของลําไส้ได้โดยการยับยั ้งการหลั ่ง type II 

cytokine ของ ILC2 และ Th2 cell ซ่ึงมีความเก่ียวข้องกับการกระตุ้นการอักเสบ (2, 36-39)  

ในผู้ป่วยมะเร็งต่างๆ เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งลําไส้ และมะเร็งตับจะมีการพบ ILC2 ที่มากกว่า

ปกติ ซ่ึงการเพ่ิมข้ึนของ ILC2 จะช่วยในการพัฒนาและการเพ่ิมจํานวนของเซลล์มะเร็ง (2, 40, 41)  

จากการศึกษา ILC2 ท่ีอยู่ในภาวะท่ีขาดออกซิเจนเช่นในมะเร็งตับอ่อน พบว่าจะมีการเปลี่ยนเป็น 

IL10+ regulatory phenotype (ILCregs) ซึ่งจะมีความสัมพันธ์กับการแพร่กระจายของมะเร็งตับอ่อน 

และการใช้ยาเคมีบําบัดสามารถลดการแพร่กระจายของมะเร็งได้ (42) 

จากการศึกษา ILCs ด้วยวิธีการทํา RNA sequencing แต่ละเซลล์ พบว่าสามารถแบ่งตาม

คุณสมบัติท่ีคล้ายกันได้เป็น 7 กลุ่มย่อย ได้แก่ ILC1a, IlC1b, ILC1c, ILC1d, ILC2a, ILC2b และ ILC3 

พบว่าเซลล์ ICOS+ILC2a มีสัดส่วนท่ีสูงในมะเร็งตับซึ่งสัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี ทางด้านกลไก

พบว่า B cell โดยเฉพาะ naïve B cell มีความเกี่ยวข้องกับการ differentiation ของเซลล์ ILC2 ซึ่งการ

ส่งสัญญาณของ B cell ผ่าน ICOSL ทําให้เกิดการอักเสบท่ีรุนแรงขึ้นโดยมีการแสดงออกของ IL13 ท่ี

เพิ่มขึ้นในเซลล์ ICOS+ILC2a นอกจากนี้ยังพบว่ายีน Heat Shock Protein 70 (HSP70), Heat Shock 

Protein Family A Member 1A (HSPA1A) และ  Heat Shock Protein Family A Member 1B 

(HSPA1B) มีการแสดงออกใน ILC2s สูงข้ึนในระยะท้ายของมะเร็งตับ และการรักษาท่ีพุ่งเป้าท่ี ICOS และ 
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HSP70 ใน ILC2s สามารถยับยั ้งการเจริญเติบโตของมะเร็งและปรับสภาพแวดล้อมของมะเร็งที ่กด

ภูมิคุ้มกันได้ (43) 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินงานวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 

วิจัยประเภทการวิจัยพ้ืนฐานเชิงทดลอง 

3.2 ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

ตัวอย่างเนื้อเยื่อตับหนูแฮมสเตอร์ที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ.ดร. สมชาย ปิ่นละออ สังกัด

คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  

3.3 เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่าง 

เลือกหนูสายพันธุ์ Syrian golden hamster เพศผู้ อายุ 6-8 สัปดาห์ นํ้าหนัก 150 กรัม จํานวน 

80 ตัว ทําให้ติดพยาธิ Opisthorchis viverrini โดยการให้ตัวอ่อนระยะ metacercaria จํานวนตัวละ 50 

เม็ด ทําการเลี้ยงหนูแฮมสเตอร์เป็นเวลา 1 เดือน จากนั้นให้สารก่อมะเร็ง NDMA ความเข้มข้น 12.5 

ppm โดยให้หนูกินแทนน้ําปกติ เป็นเวลา 3 เดือน จากน้ันแบ่งหนูออกเป็น 4 กลุ่มๆ ละ 5 ตัว คือ 1) OV-

induced CCA เป็นกลุ่มควบคุม (control) 2) OV-induced CCA ได้รับ melatonin 50 mg/kg 3 คร้ัง

ต่อสัปดาห์ 3) OV-induced CCA ได้รับ gemcitabine 25 mg/kg 3 ครั้งต่อสัปดาห์ 4) OV-induced 

CCA ได้รับ melatonin 50 mg/kg และ gemcitabine 25 mg/kg 3 ครั้งต่อสัปดาห์ โดยเลี้ยงหนูแฮม

สเตอร์ทั้ง 4 กลุ่มเป็นเวลา 1 เดือน จากนั้นทําการการุณฆาตและเก็บชิ้นเนื้อตับแช่ใน 10% formalin 

เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่างในการทํา Immunohistochemistry จะเลือกชิ้นเนื้อตับหนูแฮมสเตอร์ที่ถูก

รักษาสภาพด้วย formalin และถูกฝังใน paraffin จํานวน 5 ตัวอย่างต่อกลุ่ม โดยพิจารณาจากพยาธิ

สภาพบนสไลด์ H&E staining เลือกตัวอย่างที ่ม ีภาพพยาธิร ่วมกับมี lymphocyte infiltrate และ 

fibrosis ท่ีชัดเจน 

 

3.4 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

3.4.1 Immunohistochemistry 

 3.4.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1. Glass bottle 

2. Beaker  

3. Staining rack  

4. Staining jar  
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5. Moist chamber  

6. Forceps  

7. Auto pipette  

8. Pipette tip  

9. Aluminum foil  

10. Coverslip  

11. Fume hood  

12. Autoclave  

13. Rotator  

14. Vortex  

15. Microcentrifuge tube  

16. Light microscope  

 3.4.1.2 สารเคมี 

1. Xylene  

2. Absolute alcohol  

3. 95% alcohol  

4. 70% alcohol  

5. Phosphate buffer saline (PBS)  

6. Phosphate buffer saline – Tween 20 (PBST)  

7. Citrate buffer solution  

8. Tween 20  

9. Fetal bovine serum  

10. 30% H2O2   

11. mouse anti-CD4  

12. rabbit anti-IL5  

13. rabbit anti-IL13 

14. Anti-mouse IgG -HRP  

15. Anti-rabbit IgG-HRP  
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16. 3, 3’-diaminobenzidine (DAB)  

17. Hematoxylin  

18. PermountTM 

3.5 วิธีดําเนินการทดลอง 

3.5.1 ศึกษาการเปลี ่ยนแปลงของจํานวน IL-5, IL-13 และ CD4 โดยวิธ ี Immunohisto-

chemistry มีข้ันตอนดังน้ี 

3.5.1.1 ข้ันตอนการนํา paraffin ออกจากช้ินเน้ือ 

 นําชิ้นเนื้อตับของหนูทดลองที่ถูกตรึงสภาพด้วย formalin ซึ่ง embed ใน paraffin มา

ทําการกําจัด paraffin ออกก่อนด้วยการแช่สไลด์ใน Xylene 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที 

3.5.1.2 ข้ันตอนการ rehydration 

 ใช้ absolute ethanol (EtOH) 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที, 95% EtOH 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 

ตามด้วย 70% EtOH 1 คร้ัง 5 นาที และแช่ใน PBS 1 คร้ัง 5 นาที  

3.5.1.3 ข้ันตอนการซ่อมแซมแอนติเจน 

 ทําการซ่อมแซมแอนติเจนที่เสียไป (retrieve antigen) เพื่อให้แอนติบอดีสามารถจับกับ

แอนติเจนบนชิ้นเนื้อได้ดีขึ้น โดยทําด้วยการนึ่งแบบ steaming 30 นาที ใน citrate buffer จากนั้นตั้งท้ิง

ไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง ล้างช้ินเน้ือท่ีต้ังท้ิงไว้ด้วย PBST 3 คร้ังๆ ละ 2 นาที 

3.5.1.4 ข้ันตอนการ block endogenous peroxidase 

 Endogenous peroxidase enzyme เป็นเอนไซม์ที่สามารถพบได้ในเม็ดเลือดขาว เม็ด

เลือดแดง และเซลล์ตับ ทําให้เกิดการติดสีแบบไม่จําเพาะ ซึ่งสามารถทําให้เกิดผลบวกผิดพลาดหรือ 

background staining ได้ กําจัดได้โดยใช้ 3% H2O2 เป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างด้วย PBST 2 ครั้งๆ ละ 

5 นาที 

3.5.1.5 ข้ันตอนการ block nonspecific binding 

 การจับกันอย่างไม่จําเพาะเกิดขึ้นได้จากปฏิกิริยา hydrophobic bonding ระหว่าง 

Immunoglobulin กับ tissue proteins  ทําให ้ primary antibody และบางส ่วนของ secondary 

antibody จับกับเนื ้อเยื ่อโดยตรงซึ ่งไม่ใช่แอนติเจนเป้าหมาย แก้ไขด้วยการเติม 5% fetal bovine 

serum ใน PBS เป็นเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง  
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3.5.1.6 ข้ันตอนการทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี 

 วางสไลด์ใน moist chamber เติม primary antibody ที่เจือจางดังนี้ rabbit anti-IL5 

และ rabbit anti-IL13 1:200 และ mouse anti-CD4 1:50 ลงบนชิ ้นเนื ้อ วางไว้ที ่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ข้ามคืน ล้างด้วย PBST 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จากนั้นเติม secondary antibody ได้แก่ Anti-

mouse IgG-HRP ที่เจือจาง 1:25 ซึ่งใช้กับการศึกษาเซลล์ CD4+ และ Anti-rabbit IgG-HRP ที่เจือจาง 

1:2000 ซึ่งใช้กับการศึกษาเซลล์ IL-5 และ IL-13 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง และล้างด้วย PBST 

2 คร้ังๆ ละ 5 นาที และ PBS 1 คร้ัง 5 นาที  

3.5.1.7 ข้ันตอนการ Visualization 

 เป็นการทําให้มองเห็นบริเวณเซลล์ที่สนใจศึกษา โดยการเติม DAB เป็นเวลา 10 นาที ท่ี

อุณหภูมิห้อง ซึ ่งอยู ่ในรูปละลายนํ ้าได้ เป็น substrate ให้เอนไซม์ HRP ที ่ติดอยู ่บน secondary 

antibody ทําการย่อยและเปลี่ยนไปอยู่ในรูปไม่ละลายนํ้าทําให้เกิดการตกตะกอน จากนั้นนําไปไหลผ่าน

น้ําประปา 3 นาที 

3.5.1.8 ข้ันตอนการ Counterstain 

 เป็นการย้อมเนื้อเย่ือที่ไม่ติดสีจากปฏิกิริยาการย้อม เพื่อให้เนื้อเยื่อติดสี counterstain 

ทําให้เห็นโครงสร้างเนื้อเยื ่อชัดเจน เพื่อให้เกิดความสะดวกในการตรวจวิเคราะห์โดยจุ่มสไลด์ลงใน 

Hematoxylin เวลา 20 วินาที จากน้ันนําไปไหลผ่านน้ําประปา 1 นาที 

3.5.1.9 ข้ันตอนการ Dehydrate 

 แช่สไลด์ใน 70% EtOH 1 ครั้ง 5 นาที, 95% EtOH 2 ครั้งๆ ละ 5 นาที, absolute 

EtOH 2 ครั้งๆ ละ 5 นาที, และ xylene 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จากนั้นทําการ mounting slide ด้วยนํ้ายา 

PermountTM และนําไปส่องกล้องจุลทรรศน์โดยดูบริเวณที่มีการอักเสบรอบท่อนํ้าดีที่มีตัวพยาธิปรากฏ

และชิ้นเนื้อตับ หากสามารถนับจํานวนเซลล์ที่ให้ผลบวกได้ จะทําการนับจากเม็ดเลือดขาวจํานวน 500 

เซลล์ ท่ีกําลังขยาย 400 เท่าโดยจะให้นิสิตนับท้ัง 3 คน 
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3.5.2 ศึกษาการเปล่ียนแปลงของจํานวนเซลล์ Eosinophil, Basophil และ Neutrophil จาก

การนับแยกชนิดเซลล์จากช้ินเน้ือท่ีผ่านการย้อมสี H&E มีข้ันตอนดังน้ี 

นับแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil, basophil และ eosinophil บริเวณรอบท่อนํ้าดีท่ี

มีการอักเสบและพบพยาธิ โดยนับแยกชนิดจากเม็ดเลือดขาวทั้งหมดจํานวน 500 เซลล์ ที่กําลังขยาย 

1,000 เท่าโดยนิสิตท้ัง 3 คน 

 

3.6 การเก็บรวบรวมข้อมูล 

การเก็บรวบรวมข้อมูลของวิธี Immunohistochemistry  

เก็บข้อมูลจากการนับจํานวนเซลล์ที่มีการแสดงออกของ IL-5, IL-13 และ CD4 ในเม็ดเลือดขาว

ท้ังหมดจํานวน 500 เซลล์ ท่ีกําลังขยาย 400 เท่า โดยนิสิตนับท้ัง 3 คน  

ค่าที่นับได้จะถูกนํามาคํานวณหาค่าสัมประสิทธิ์ของการแปรปรวน (CV) ซึ่งควรมีค่าไม่เกิน 10% 

จากน้ันนําค่าท่ีนิสิตท้ัง 3 คนนับได้มาเฉล่ียแล้วทําการคํานวณทางสถิติต่อไป  

การเก็บรวบรวมข้อมูลของวิธี H&E staining  

เก็บข้อมูลจากการนับจํานวนเซลล์ Neutrophil, Eosinophil, Basophil ในเม็ดเลือดขาว นวน 

500 เซลล์ ท่ีกําลังขยาย 1000 เท่า โดยนิสิตนับท้ัง 3 คน  

ค่าที่นับได้จะถูกนํามาคํานวณหาค่าสัมประสิทธิ์ของการแปรปรวน (CV) ซึ่งควรมีค่าไม่เกิน 10% 

จากน้ันนําค่าท่ีนิสิตท้ัง 3 คนนับได้มาเฉล่ียแล้วทําการคํานวณทางสถิติต่อไป  

 

3.7 การวิเคราะห์ข้อมูล 

การศึกษานี้วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโประแกรม SPSS แล้วนําเสนอผลด้วยกราฟที่สร้างจาก

โปรแกรม Graphpad Prism  

วิเคราะห์ข้อมูลการแสดงออกของ marker ที่สนใจศึกษาโดยนําข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์การ

กระจายของข้อมูลว่ามีการกระจายปกติหรือไม่โดยสถิติ Shapiro-Wilk test หากมีการกระจายปกติจะ

รายงานค่ากลางเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และทําการเปรียบเทียบความแตกต่างของกลุ่ม

ตัวอย่างโดยสถิติ one-way ANOVA หากพบว่ามีความแตกต่างกันจึงทําการทดสอบความแตกต่างเป็น

รายคู่โดยใช้สถิติ Post hoc analysis แต่หากข้อมูลมีการกระจายแบบไม่ปกติจะรายงานค่ากลางเป็น

ค่ามัธยฐานและค่าพิสัย และทําการเปรียบเทียบความแตกต่างของกลุ่มตัวอย่างโดยสถิติ Kruskal Wallis 

Test หากพบว่ามีความแตกต่างกันจะไม่สามารถหาความแตกต่างรายคู่ได้ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

4.1 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี Immunohistochemistry 

การศึกษาจํานวน ILC2 โดยดูจํานวนเซลล์ IL-5+, IL-13+ และ CD4+ ในชิ้นเนื้อตับของหนูกลุ่ม 

ON, ONM, ONG, และ ONMG ที่ได้จากวิธี IHC โดยเซลล์ที่มีการแสดงออกของ marker ดังกล่าวจะมี

ลักษณะเป็นสีนํ้าตาลดังภาพ 14 และ 15 คณะผู้วิจัยได้ทําการนับจํานวนเซลล์แล้วนํามาหาค่าเฉลี่ยแสดง

ดังตาราง 1 และภาพ 16 จากนั้นนําค่ากลางของจํานวนเซลล์มาเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่ม พบว่ามี

ค่าเฉล่ียของ IL-5+ และ IL-13+ แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) แต่ไม่สามารถนํามา

เปรียบเทียบรายกลุ่มได้เน่ืองจากพบค่าการกระจายตัวของข้อมูลไม่ปกติ 

สําหรับ CD4 น้ันคณะผู้วิจัยได้ทําการหา condition ท่ีเหมาะสม โดยทําการเลือกทําท่ี anti-CD4 

เจือจาง 1:50 และ 1:100 ส่วน secondary antibody เจือจาง 1:25 และ 1:50 มาทําการย้อมในชิ้นเน้ือ

ตับและใช้เม็ดเลือดขาวชนิด PBMC เพื่อเป็น positive control พบว่าไม่มีการติดสี DAB อาจเกิดจากยัง

ไม่ได้สภาวะท่ีเหมาะสม หรืออาจต้องการวิธีการซ่อมแซมแอนติเจนท่ีแตกต่างออกไป เช่นการใช้ enzyme 

(Proteinase K, Trypsin และ Pepsin) หรือการใช้ความร้อน (Citrate buffer, EDTA buffer และ Tris-

EDTA buffer) จึงไม่ได้ทําการย้อมในตัวอย่างท้ังหมด  
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ภาพ 14 การแสดงออกของ IL-5 ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยวิธี IHC  
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ภาพ 15 การแสดงออกของ IL-13 ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยวิธี IHC 
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ตาราง 1 แสดงค่ากลางของจํานวนเซลล์อักเสบท่ีมีการแสดงออกของ IL-5 และ IL-13 โดยวิธี IHC 

Group Median ในเม็ดเลือดขาว 500 เซลล์ (range) 

IL-5+cell IL-13+cell 

ON 15.00 (10-29) 22.00 (15-43) 

ONM 1.00 (0-2) 3.00 (2-6) 

ONG 0.00 (0-5) 7.00 (3-14) 

ONMG 0.00 (0-5) 0.00 (0-10) 

 

ภาพ 16 กราฟแสดงจํานวนเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีมีการแสดงออกของ IL-5 และ IL-13 ในช้ินเน้ือตับหนู

ด้วยวิธี IHC  

  

OV+N
DM

A

OV+N
DM

A+M
el

OV+N
DM

A+G
em

OV+N
DM

A+M
el

+G
em

0

10

20

30

40

IL-5

C
el
ln
um
be
rs

OV+N
DM

A

OV+N
DM

A+M
el

OV+N
DM

A+G
em

OV+N
DM

A+M
el

+G
em

0

10

20

30

40

50

IL-13

C
el
ln
um
be
rs



35 

 

4.2 ผลการวิเคราะห์จากสไลด์ท่ีย้อม H&E  

การศึกษาจํานวนเซลล์ eosinophil, basophil และ neutrophil ในชิ้นเนื้อตับของหนูในกลุ่ม 

ON, ONM, ONG, และ ONMG ที่ได้จากสไลด์ที่ย้อม H&E โดยในเซลล์ eosinophil จะมีแกรนูลสีแดง

ขนาดเล็ก basophil จะมีแกรนูลนํ้าเงินขนาดใหญ่กระจายอยู่ทั่วเซลล์ ส่วน neutrophil จะมีแกรนูลสี

ชมพูขนาดเล็ก ดังภาพ 17 โดยในการศึกษาครั ้งนี ้คณะผู้วิจัยได้ทําการนับจํานวนของ eosinophil, 

basophil และ neutrophil ในเม็ดเลือดขาว 500 เซลล์ แล้วนํามาหาค่าเฉลี่ย จากนั้นนําจํานวนเซลล์

เฉล่ียมาเปรียบเทียบระหว่าง 4 กลุ่ม 

 

 
(A) 

 
(B) 

Eosinophil 

Basophil 
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(C) 

ภาพ 17 (A) Eosinophil (B) Basophil และ (C) Neutrophil ในช้ินเน้ือตับหนูในกลุ่ม ON ท่ีย้อมด้วยสี 

H&E 

พบว่าจํานวน eosinophil มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001)  

โดยพบว่ากลุ่ม ON มีจํานวนมากกว่าอีก 3 กลุ่ม และพบจํานวน eosinophil ในกลุ่ม ONM มากกว่า 

ONMG แต่ไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่ม ONM กับ ONG, และ ONG กับ ONMG ด้วยค่า p value     

ดังแสดงในตาราง 2 และภาพ 18-19 

จํานวน basophil มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) โดยพบ

จํานวนสูงสุดในกลุ่ม ONG ซึ่งมีจํานวนมากกว่ากลุ่ม ON, ONM และ ONMG อย่างมีนัยสําคัญ ด้วยค่า     

p value ดังแสดงในตาราง 3 และภาพ 20  

จํานวน neutrophil มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) โดย

พบจํานวนสูงสุดในกลุ ่ม ONG ซึ ่งมีจํานวนมากกว่ากลุ ่ม ON, และ ONM อย่างมีนัยสําคัญ ด้วยค่า           

p value ดังแสดงในตาราง 4 และภาพ 21  

  

Neutrophil 
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ภาพ 18 เซลล์ Eosinophil, Basophil และ Neutrophil ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E  
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ตาราง 2 จํานวน Eosinophil ในหนูแต่ละกลุ่ม ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E  

Sample group Eosinophil 

จํานวนเซลล์เฉล่ียใน 

500 เซลล์ 

ร้อยละ 

ON 163.07 32.61 

ONM 113.60        22.72 

ONG 103.67        20.73 

ONMG 100.47 20.09 

P value   

Amongst 4 group <0.001  

ON vs ONM <0.001  

ON vs ONG <0.001  

ON vs ONMG <0.001  

ONM vs ONG 0.732  

ONM vs ONMG 

ONG vs ONMG 

0.026 
0.999 

 
 

 
ภาพ 19 กราฟเปรียบเทียบจํานวน Eosinophil ในหนูแต่ละกลุ่ม ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E 
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ตาราง 3 จํานวน Basophil ในหนูแต่ละกลุ่ม ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E  

Sample group Basophil 

จํานวนเซลล์เฉล่ียใน 

500 เซลล์ 

ร้อยละ 

ON 15.93 3.186 

ONM 21.20 4.24 

ONG 32.27 6.45 

ONMG 22.00 4.4 

P value   

Amongst 4 group <0.001  

ON vs ONM 0.046  

ON vs ONG 0.001  

ON vs ONMG 0.035   

ONM vs ONG 0.023  

ONM vs ONMG 1.000  

ONG vs ONMG 0.045  

 
ภาพ 20 กราฟเปรียบเทียบจํานวน Basophil ในหนูแต่ละกลุ่ม ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E 
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ตาราง 4 จํานวน Neutrophil ในหนูแต่ละกลุ่ม ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E 

Sample group Neutrophil 

จํานวนเซลล์เฉล่ียใน 

500 เซลล์ 

ร้อยละ 

ON 150.93 30.19 

ONM 238.73 47.75 

ONG 274.00 54.80 

ONMG 265.73 53.15 

P value   

Amongst 4 group <0.001  

ON vs ONM <0.001  

ON vs ONG <0.001  

ON vs ONMG <0.001  

ONM vs ONG <0.001  

ONM vs ONMG 0.023  

ONG vs ONMG 0.914  

 
ภาพ 21 กราฟเปรียบเทียบจํานวน Neutrophil ในหนูแต่ละกลุ่ม ในช้ินเน้ือตับท่ีย้อมด้วยสี H&E  
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บทที่ 5 
อภิปรายและวิจารณ์ผลการทดลอง 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นการศึกษาจํานวนเซลล์อักเสบที่มีการแสดงออกของ IL-5, IL-13 รวมถึงจํานวน

เซลล์ eosinophil, basophil และ neutrophil ในชิ้นเนื้อตับของหนูแฮมสเตอร์กลุ่ม ON, ONM, ONG, 

และ ONMG แต่เนื ่องจากผู ้วิจัยยังไม่พบสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการย้อม CD4 marker ทําให้ไม่

สามารถแยกว่าเซลล์อักเสบที่มีการแสดงออกของ IL5, และ IL13 เป็น Th2 cell (CD4+) หรือ ILC2 cell 

(CD4-) ดังน้ันจึงรายงานผลเป็น IL5+ cell และ IL13+ cell 

IL-5 มีบทบาทสําคัญในการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรคหรือ microenvironment โดย

มักแสดงออกร่วมกับ cytokines อื่นๆ ส่งผลในการเพิ่มความสามารถในการเคลื่อนที่ไปยังหลอดเลือด 

เพิ ่มการหดตัวของกล้ามเนื ้อเรียบ รวมถึงการผลิต IgE อีกทั ้งยังสามารถสร้างจาก transformed 

epithelial cells ได้ (23, 24) การศึกษานี้พบว่าหนูแฮมสเตอร์ทั้ง 4 กลุ่ม มีปริมาณของ IL-5 ต่างกัน

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ จึงคาดว่าการเพิ่มขึ้นของ IL-5 ในหนูกลุ่มที่ได้รับระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ตับ

และสารก่อมะเร็ง NDMA อาจเป็นการตอบสนองต่อการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับและสารก่อมะเร็ง NDMA 

และการติดสีนํ้าตาลบริเวณรอบท่อนํ้าดีที่มีการเปล่ียนแปลงแบบ metaplasia แสดงถึงการอักเสบที่อาจ

พัฒนาเป็นมะเร็งท่อนํ้าดีซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่พบว่าการอักเสบแบบเรื้อรังจะส่งเสริมการเพิ่มจํานวน

ของมะเร็งตับอ่อน และเซลล์ภูมิคุ้มกัน เช่น eosinophil และ IL-5 โดย IL-5 ในตับอ่อนจะกระตุ้น IL-

5Rα เพ่ือเพ่ิมการลุกลามของมะเร็ง 

IL-13 ทําหน้าที่ในการควบคุมภูมิคุ้มกัน สามารถกระตุ้นเซลล์สาย monocyte และยับยั้งการ

ผลิต cytokine ท่ีเก่ียวกับการอักเสบ อีกท้ังยังทําให้เกิดการเปล่ียน isotype ของ IgG ใน B lymphocyte 

เป็น IgE ดังนั้นจึงมีบทบาทเกี่ยวกับภูมิแพ้และป้องกันจากการติดเชื้อหนอนพยาธิ และการแสดงออกท่ี

มากเกินไปของ IL-13 ยังช่วยในการเปลี่ยนแปลงของ macrophage จาก M1 ไปเป็น M2 ซึ่งจะช่วย

ส่งเสริมการเติบโตของมะเร็ง การศึกษานี้พบว่าหนูแฮมสเตอร์ทั้ง 4 กลุ่ม มีปริมาณของ IL-13 ต่างกัน

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงถึงความสามารถในการเกิด Class switching จาก B cell ไปเป็น IgE ซ่ึง

เป็นการตอบสนองต่อการติดเชื ้อพยาธิ ทําให้เกิดการอักเสบที่นําไปสู่การพัฒนาเป็นมะเร็งท่อนํ้าดี 

สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีพบว่าหนูที่มีการแสดงออกของ IL-13 จะมีระดับ ROS ที่เพิ่มขึ้นซึ่งชักนําให้เกิด

ความเป็นพิษต่อยีน และยังพบว่าการเพิ่มขึ้นของ IL-13 ยังสัมพันธ์กับ IgE ท่ีเป็นตัวกลางสําคัญของโรค

หอบหืดจากภูมิแพ้และทําให้เกิดการอักเสบในหนูท่ีเป็นโรคมากข้ึน (44) 
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eosinophil เป็นเม็ดเลือดขาวชนิด granulocyte ท่ีส่วนใหญ่จะมีความสามารถในการต้านปรสิต

และก่อให้เกิดการแพ้ โดยภาวะ eosinophilia เป็นหนึ'งในลกัษณะเดน่ของการติดเชื :อหนอนพยาธิ ซึ'งมี
แนวโน้มว่ามีบทบาทสําคญัในการตอบสนองต่อการอกัเสบ เมื'อเกิดการติดเชื :อแล้ว eosinophil จะ
สะสมใกล้กบับริเวณที'เกิดความเสียหายของเนื :อเยื'อจากปรสิตและหนอนพยาธิ เกิดการหลั่ง cytokine 

นําไปสู ่การฆ่าปรสิตและการปรับตัวทางภูมิคุ ้มกัน (31, 32) การศึกษานี ้พบว่าหนูแฮมสเตอร์ที ่ถูก

เหนี่ยวนําให้เป็นมะเร็งท่อนํ้าดีด้วยการรับระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ตับและสารก่อมะเร็ง NDMA มี

จํานวน eosinophil สูงกว่ากลุ ่มที ่ได้ร ับ melatonin กลุ ่มที ่ได้ร ับ gemcitabine และกลุ ่มที ่ได้รับ 

melatonin ร่วมกับ gemcitabine อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาท่ีผ่านมาดังน้ี  

1) eosinophil มีปริมาณเพิ่มสูงขึ้น ในระยะต้นของมะเร็งเต้านมของหนูเมาส์ เนื่องจากเป็น

ปฏิกิริยาการอักเสบระยะเร่ิมต้น (45)  

2) อาการทางคลินิกที ่สําคัญของการตอบสนองทางภูมิคุ ้มกันต่อพยาธิ ได้แก่ ไข้ ปวดท้อง 

eosinophilia และ Hepatosplenomegaly (46)  

ดังนั้นการพบจํานวน eosinophil สูงในหนูกลุ่มน้ีแสดงถึงการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อการติด

เช้ือพยาธิ และอาจพัฒนาไปสู่การเป็นมะเร็งท่อน้ําดีได้ 

basophil และ mast cells เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันโดยกําเนิดที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อปรสิตและ

เป็นตัวประสานสําคัญของโรคภูมิแพ้ (47) โดยความสามารถของ Basophil ในการหล่ัง IL-4 และ type 2 

cytokines ได้สนับสนุนแนวคิดที่ว่า basophil มีส่วนทําให้เกิดภูมิคุ้มกันต้านพยาธิในการส่งเสริมการ

ตอบสนองของเซลล์ T helper 2 (Th2) (48) การศึกษานี้พบว่าเมื่อหนูแฮมสเตอร์ได้รับ melatonin, 

gemcitabine หรือได้รับ melatonin ร่วมกับ gemcitabine จะมีจํานวน basophil เพ่ิมข้ึน ซ่ึงสอดคล้อง

กับการศึกษาดังน้ี 

1) basophil ไม่มีความเก่ียวข้องกับการติดเช้ือพยาธิในคร้ังแรก (49) 

2) ในหนูพร่อง regulatory T cell มีความเกี่ยวข้องกับการ infiltration ของ basophil และ 

CD8 T cell มายังบริเวณมะเร็ง ซึ่ง Basophil สนับสนุน recruitment ของ CD8+ T cells 

ใน TME ท่ีเก่ียวกับการต้านมะเร็ง (33) 

3) basophils เป็นตัวหลักในการตอบสนองต่อการมีอยู่ของ IL-4 ในผู้ป่วย PDAC 

neutrophils เป็น granulocyte ที่มีอายุสั้น มีบทบาทที่หลากหลายในโรคต่างๆ รวมถึงโรคติด

เชื้อ โรคเมตาบอลิซึม โรคภูมิต้านตนเอง และโรคที่เกี่ยวข้องกับอายุ อีกทั้ง neutrophils ยังทําหน้าที่ใน

การป้องกันโฮสต์ รวมทั้งต้านแบคทีเรีย เช้ือรา ไวรัส และปรสิต นอกจากนี้ยังสามารถกําจัดเศษเซลล์ผ่าน
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การ apoptosis ซึ่งจะส่งผลต่อการสร้างเนื้อเยื่อและเส้นเลือดใหม่หลังจากเกิดความเสียหายของเนื้อเย่ือ 

การศึกษานี้พบว่าหนูแฮมสเตอร์ที่ถูกเหนี่ยวนําให้เป็นมะเร็งท่อนํ้าดีด้วยการรับระยะติดต่อของพยาธิใบไม้

ตับและสารก่อมะเร็ง NDMA มีจํานวน neutrophil ตํ่าที ่สุด และจะมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นเมื ่อได้รับ 

melatonin, melatonin ร่วม gemcitabine และ gemcitabine ตามลําดับซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา

ดังน้ี 

1. ในมะเร็งลําไส้ระยะท่ี 3 ท่ีได้รับเคมีบําบัดที่ 5-fluorouracil จะมีจํานวนของ neutrophil 

ในมะเร็งที่สูงขึ้น ซึ่งจะสัมพันธ์กับโอกาสในการตอบสนองต่อยาเคมีบําบัดแบบ 5-FU ท่ี

สูงขึ้น ดังนั้นการที่มีจํานวนของ neutrophil ในมะเร็งที่สูงขึ้น อาจช่วยให้ผู้ป่วยมีแนวโน้มท่ี

จะตอบสนองต่อเคมีบําบัดมากข้ึน (50) 

2. การเพิ่มขึ ้นของ neutrophil สัมพันธ์กับความสารถในการรักษาด้วย Orf virus เพื่อเพ่ิม

ระยะเวลาการอยู่รอดและลดมะเร็ง (51) 

melatonin เป็นสารอนุมูลอิสระที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการอักเสบ การสร้างหลอดเลือดใหม่ การ

พัฒนาและการเพิ่มจํานวนของเซลล์มะเร็ง โดยกระตุ้นการ apoptosis ซึ่งในการศึกษานี้พบว่าหนูแฮม

สเตอร์ท่ีได้รับ melatonin มีจํานวนของ eosinophil ที่ลดลงจากกลุ่มที่ไม่ได้รับอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ซึ่งการลดลงนี้บ่งบอกถึงความสามารถของ melatonin ในการลดการอักเสบซึ่งมีส่วนช่วยในการยับย้ัง

การเกิดมะเร็งท่อนํ้าดี สอดคล้องกับการศึกษาท่ีพบว่า melatonin ทําหน้าที่ยับยั้งการเกิดสารก่อมะเร็ง 

(carcinogenesis) และการแพร่กระจาย (metastasis) ของเซลล์มะเร็ง พบว่าการมี melatonin ลดลง

จะเพ่ิมความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็ง และทําให้เซลล์มะเร็งด้ือต่อการรักษาด้วยยาเคมีบําบัด (13, 52)  

นอกจากน้ีได้มีการนํา melatonin มาใช้ร่วมกับยาเคมีบําบัดต่างๆ เช่น ใช้ในการรักษาโรคลําไส้

อักเสบจาก Oxazolone พบว่า melatonin สามารถยับยั้งการอักเสบของลําไส้ได้โดยการยับยั้งการหล่ัง 

type 2 cytokine ของ ILC2 และ Th2 cell ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการอักเสบ (2, 36-39) 

โดยในการศึกษาน้ีพบว่าหนูแฮมสเตอร์ท่ีได้รับการรักษาด้วย melatonin ร่วมกับ gemcitabine มีจํานวน

ของ eosinophil ที่ลดลง basophil และ neutrophil ที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้อง

กับการศึกษาท่ีผ่านมาดังน้ี 

1. melatonin และสารเมตาบอไลต ์  N1-acetyl-N2- formyl-5-methoxykynuramine 

(afmk) AFMK สามารถเพิ่มความไวต่อการต้านมะเร็งของ Gemcitabine ในเซลล์ PANC-1 

ได้ โดยผ่านการ Apoptosis ของเซลล์ 
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2. พบว่า melatonin ไม่เพียงแต่ยับยั ้งการเพิ ่มจํานวนและการบุกรุกของเซลล์ PDCA ใน

ลักษณะท่ีไม่ข้ึนกับตัวรับ แต่ยังเพ่ิม cytotoxicity ของ gemcitabine (53) 

3. การใช้ melatonin สามารถเพิ่มระยะเวลาการรอดชีวิต และลดอาการไม่พึงประสงค์ของ

ผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ําดีได้ (54) 
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย 

ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงจํานวนของ IL-5+ และ IL-13+ ในหนูที่ถูกทําให้เป็นมะเร็งท่อนํ้าดี

และได้รับการรักษาด้วย melatonin ร่วมกับ gemcitabine พบว่ามีความแตกต่างของจํานวนเซลล์

อักเสบที่มีการแสดงออกของ IL-5 และ IL-13 ในหนูทั้ง 4 กลุ่ม โดยพบปริมาณเซลล์สูงในกลุ่มควบคุม 

(ON) แต่ลดลงในกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย melatonin, gemcitabine หรือได้รับยาทั้งสองตัวร่วมกัน 

นอกจากนี้ยังพบการแสดงออกของ IL-5 และ IL-13 ในเซลล์บุรอบท่อทางเดินนํ้าดีท่ีมีการอักเสบหรือเกิด

การเปลี่ยนแปลงสภาพแบบ metaplasia เช่นเดียวกับจํานวนเซลล์ eosinophil แต่สําหรับ basophil 

และ neutrophil พบว่ามีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นในหนูกลุ่มที่ได้รับ gemcitabine มากกว่ากลุ่มควบคุม

และกลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วย melatonin จึงสามารถสรุปได้ว่า melatonin สามารถลดการแสดงออก

ของ IL-5, IL-13, และeosinophil และเมื่อใช้ melatonin ร่วมกับ gemcitabine สามารถลดปริมาณ

เซลล์ที่มีการแสดงออกของ IL-13 และ eosinophil ได้มากขึ้น และยังช่วยลดปริมาณ basophil เม่ือ

เทียบกับการให้ gemcitabine เพียงอย่างเดียว(13, 16) 
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ภาคผนวก ก การเตรียมน้ํายาและสารเคมี 

 

1.การเตรียม 10X PBS (pH7.4) 

 Na2HPO4     10.9 g 

 NaH2PO4     3.2 g 

 NaCl      90 g 

 Deionized water    1000 ml 

2.การเตรียม 1X PBS 

 10X PBS     100 ml 

 Deionized water    900 ml 

3.การเตรียม 0.05% PBST 

 1X PBS      1000 ml 

 Tween 20     500 ul 

4.การเตรียม 5x Citrate buffer (pH 6.0) 

 Tri-sodium citrate (dihydrate)   14.7  g 

 Tween 20     500  ul 

 Distilled water     1000 ml 

5.การเตรียม 1X Citrate buffer 

 5X Citrate buffer    200 ml 

 Distilled water     800 ml 

6.การเตรียม working DAB 

 Stock DAB (1 mg/ml)    25  ul 

 30%H2O2     1 ul 

 PBS      500 ul 
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ภาคผนวก ข ข้อควรระวังในการย้อม IHC 

 

1. ทุกขั้นตอนในการทดลอง ห้ามให้สไลด์แห้งโดยเด็ดขาด เพราะอาจทําให้ชิ้นเนื้อตับลอกออก หรือ
อาจทําให้สีติดเข้มมากบริเวรณท่ีช้ินเน้ือแห้ง 

2. ขั้นตอนการกําจัด paraffin ควรมีการเขย่า staining rack ด้วยเพื่อช่วยในการเอา paraffin ออก

จากช้ินเน้ือให้หมด 

3. ควรเปลี่ยน staining rack ระหว่าง xylene กับ alcohol เพื่อช่วยเพิ่มอายุการใช้งานของสารท้ัง

สองชนิด 

4. ขั้นตอนหลังจากการย้อม primary antibody ไม่ควรเขย่าแรงเกินไป เพราะอาจทําให้ primary 

antibody หลุดออกได้ 

5. ทุกขั้นตอนในการทดลองควรสวมอุปกรณ์ป้องกันตนเอง เช่น เสื้อกาวน์ ถุงมือ เป็นต้น โดยเฉพาะ
ข้ันตอนการทดลองท่ีใช้ DAB ควรสวมถุงมือทุกคร้ัง เน่ืองจากมีคุณสมบัติ carcinogen 
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