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บทคัดยอ 
 

โปรตีน “a distintegrin and metalloprotease” (ADAM) จัดอยูในแฟมลีิ transmembrane ทําหนาที
เปน proteinase เรงการยอยสลาย extracellular matrix proteins และ integral membrane ดังนั้นโปรตีน 
ADAMs จึงมีบทบาทในการควบคุมการเกาะติดกันระหวางเซลล และการทําลาย basement membrane 
ดังนั้นเอนไซมนี้อาจเรงการยอยสลายโปรตีนที่เปนโครงสรางรากฐานของเซลลขางเคียงมะเร็งปฐมภูมิ 
และ/หรือ เยือ่บุเสนเลือด กอนที่มะเรง็จะแพรลุกลามออกไป กลุมผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาระดับของ
โปรตีน ADAM 12 ในซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเปรียบเทียบกับคนปกติโดยวิธี western blot analysis โดย
ตัวอยางทีใ่ชในการศึกษาครัง้นี้ประกอบดวยซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดจีํานวน 57 ราย และ ซีรัมคนปกติ
จํานวน 18 ราย ซ่ึงผูปวยทกุรายมีผลทางพยาธิวิทยายืนยันวาเปนมะเร็ง จากนั้นทําการประเมินคาที่
ตรวจวดัไดเพือ่หาคาจุดตัดทีเ่หมาะสมโดยวิธี Receiver Operating Characteristic (ROC) curve จึงไดคา 
cut-off ของความหนาแนนที่ 3380 จากนั้นทดสอบ diagnosis value ของจุดตัดดงักลาว พบวามี % 
sensitivity เทากับ 84 % และ % positive predictive value เทากับ 87 % เมื่อทดสอบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยของ ADAM 12 ที่ตรวจวัดไดระหวางกลุมคนปกติ และในกลุมผูปวย พบวาผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมี
ระดับของ ADAM 12 ในซีรัมสูงกวาคนปกติอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001) จากผลการศึกษา
ดังกลาวการศึกษานี้ไดทําการแยกบริสุทธิ์โปรตีน ADAM12 จากซีรัมรวมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดดีวยวิธี
โครมาโตกราฟ โดยใช Q-FF (Fast Flow) ซ่ึงเปนตัวกลางในการแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange) 
และจากการทาํ SDS-PAGE พบวามแีถบโปรตีนหนึ่งแถบขนาด ~ 92 KDa ซ่ึงมีขนาดเทากบัโปรตีน 
ADAM12  ในการประเมนิความสามารถในการยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM12 ดวยสมุนไพร 
ซ่ึงใชน้ําสกัดจากสมุนไพร 25 ชนิดพบวาสมุนไพรที่ใหผลการยับยั้งการยอยสลายเจลาติน (Gelatinase 
activity) มากที่สุดคือ ตะขาบหิน (Platyciada (F.b. Muell.) Meissn ) ซ่ึงสามารถยับยั้งไดถึงรอยละ 92.3 
สวนสมุนไพรตัวอ่ืนๆที่สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมรองลงมาคือ บุนนาค ( Mesua ferrea Linn),
หวาย(Calamus siamensis)  ,ผักชีฝร่ัง (Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Hill), ละหุง ( Ricinus 
communis  L ) ซ่ึงผลการยับยั้งคิดเปนรอยละ 81.5, 78.3, 77.9 และ74.7 ตามลําดับ ซ่ึงผลการศึกษา
เกี่ยวกับสมุนไพรในครั้งนี้อาจเปนไปไดที่จะนําสมุนไพรดังกลาวมาใชเปนยาที่ชวยในการรักษา
โรคมะเร็ง  แตอยางไรก็ตามสมุนไพรที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ยังไมมีขอมลูพื้นฐาน ความรูหรือ
งานวิจยัที่ชวยสนับสนุน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเปนเพียงการศึกษาขั้นตนทีน่ําไปสูการวิจยัหาสารเคมี
หรือสารที่ทําหนาที่สําคัญในการยับยั้งการลุกลามของมะเร็งตอไป 
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Abstract 
 

The “a distintegrin and metalloprotease” (ADAM) family contributes to regulation of the cell-cell and  
cell-matrix interaction that are critical determinants of malignancy. It also play important roles in the 
degradation of the basement membrane during tumor invasion.  To establish the diagnostic utility of 
serum ADAM protein for patients with cholangiocarcinoma (CCA), the serum ADAM 12 was 
determined in 75 pathologically confirmed, 57 with CCA and 18 healthy people by western blot 
analysis.  The ability of test was verified using an analysis of Receiver Operating Characteristic (ROC) 
curve.  The mean value of serum ADAM 12 in CCA patients was significantly higher than healthy 
people (p < 0.001).  The area under the ROC curve was 0.8055.  A cut-off value of 3380 densitometry 
units discriminated between the CCA and healthy group with a sensitivity of 84 % and a positive 
predictive value of 87 %. This study provided good differentiating between CCA and healthy people as 
diagnostic tool.  Therefore, the human ADAM12 was purified from cholangiocarcinoma patient’s 
pooled serum using simple chromatographic procedure. The enzyme was purified using Q-FF (Fast 
Flow) strong anion exchange chromatographic media. Results showed a single band of approximately 
92 KDa protein in SDS–PAGE, corresponding to the human ADAM 12. The water extracts obtained 
from 25 plants were then evaluated for enzyme inhibition. The strongest inhibitory effect on gelatinase 
activity is Platyciada (F.b. Muell.) Meissn at 92%.  Mesua ferrea Linn., Calamus siamensis, 
Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Hill, Ricinus communis  L also showed potent enzyme inhibitor at 
81.5%, 78.3%, 77.9% and 74.7 %, respectively. The result of this study suggests that these plants are 
helpful and possibly used for cancer therapeutic natural agent. However, most are utilized without 
appropriate base knowledge or research support. This study is a basic study leading to further research 
works to find out chemicals or agents which function as critical components. 
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 

ทุนพัฒนาศักยภาพในการทาํงานวิจัยของอาจารยรุนใหม 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

1.ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 โรคมะเร็งเปนสาเหตุหลักสาเหตุหนึ่งของการเสียชีวิตของคนไทยในปจจุบัน มะเร็งเกิดจากเซลล
ในรางกายสูญเสียการควบคมุการแบงเซลลและการเพิ่มจํานวน โดยเซลลมะเร็งจะกระจายตวัแทรกซึม
และเบียดเซลลปกติที่อยูรอบขาง ทําใหเซลลสูญเสียการจัดระเบยีบ แลวลุกลามเขาสูหลอดโลหิตและ
น้ําเหลือง กอใหเกิดพยาธิสภาพและแพรกระจายจากอวัยวะตนกําเนดิไปยังอวัยวะอื่น หากเปนอวัยวะที่มี
ความสําคญั ไดแก ปอด ตบั และสมอง ก็มักจะทําใหผูปวยเสยีชีวิตในเวลาอันรวดเร็ว การแพรกระจาย
ของมะเร็งเกีย่วของกับการทาํงานของจีนหลายจีน  ผลจากการแสดงออกของจีนที่เกี่ยวของทําใหการ
ควบคุมการแพรกระจายมีลักษณะเฉพาะตวัของมะเร็งแตละชนิด (1)   

การแพรกระจายของเซลลมะเร็งในรางกายจะเคลื่อนผานโครงรางที่เปนฐานรากของเซลล 
(interstitial matrix) ซ่ึงประกอบดวย proteoglycans, glycoproteins และ filament proteins พบวาระดับ
ของเอนไซมเรงการยอยสลายโปรตีน (proteinases) เพิ่มสูงขึ้นในโรคมะเร็งหลายชนิด เอนไซมดังกลาว
แบงออกเปน 4 กลุมใหญคือ matrix metalloproteinases (MMPs), serine proteinases, cysteine proteinases 
และ aspartate proteinases  เอนไซมเหลานี้จะเรงการยอยสลายโปรตีนที่เปนโครงสรางรากฐานของเซลล
ขางเคียงมะเร็งปฐมภูมิ และ/หรือ เยื่อบุเสนเลือด กอนที่มะเร็งจะแพรลุกลามออกไป (2) 

A Disintegrin And Metalloproteinases (ADAMs) เปน MMPs ชนิดหนึ่ง และเปน membrane-
bound enzyme โครงสรางของ ADAMs ประกอบไปดวย disintegrin domain และ metalloproteinase 
domain อยูในสาย polypeptide เสนเดยีวกัน ปจจุบนั ADAMs มีสมาชิก 40 ตัว  มีรายงานแนชัดวา 
ADAMs ทําหนาที่เปน proteinase เรงการยอยสลาย extracellular matrix proteins และ integral membrane 
ดังนั้นโปรตีน ADAMs จึงมีบทบาทหลักตอการทําลาย extracellular matrix  และลด adhesion ของเซลล 
ทําใหเซลลมะเร็งแพรกระจายออกไป (3) 

มีรายงานพบปริมาณของ ADAM mRNA เพิ่มสูงขึ้นในผูปวยมะเร็งชนิดตาง ๆ เชน มะเร็งตับ 4)  
มะเร็งเตานม (5)  มะเร็งกระเพาะอาหาร 6)  เปนตน โดยเฉพาะมะเร็งตบัจะม ีmRNA ของ ADAM ชนิด 
12 เพิ่มขึ้นถึง 6 เทา โดยมีความสัมพันธโดยตรงกับความรุนแรงของโรค (4) นอกจากนี้ ยังพบโปรตนี 
ADAM 12 หลุดออกมาในปสสาวะของผูปวยมะเร็งเตานม  ซ่ึงปริมาณของโปรตีน ADAM 12 ใน
ปสสาวะจะแปรผันโดยตรงกับความรุนแรงของโรค  ถาเปนมะเร็งระยะลุกลามจะพบระดับสูงกวาระยะ
เร่ิมแรกอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (7)  สวนในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ซ่ึงเปนมะเร็งที่มีอุบัติการณสูงใน
ภูมิภาคตะวนัออกเฉียงเหนอืนั้น ยังไมมรีายงานการศกึษาระดับของโปรตีน ADAM12 แตอยางใด จาก
งานวิจยันี้พบวาผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดบัของ ADAM12 มากกวาในคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้จึงสนใจที่จะแยกบรสุิทธิ์เอนไซมดังกลาวเพื่ออาจนําไปทดสอบกับ inhibitor ที่
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เปนสารสกัดจากพืชผักสมุนไพรธรรมชาติซ่ึงอาจนํามาประยุกตใชในการรักษาและควบคุมการ
แพรกระจายของโรคมะเร็งได 
 
2. วัตถุประสงค 

1. เพื่อตรวจกรองหา disintegrin/metalloprotease activity ของโปรตีน ADAM ในซีรัมของผูปวย
มะเร็งทอน้ําดเีปรียบเทียบกบัคนปกต ิ

2. เพื่อศึกษาศกัยภาพในการเปนตัวตรวจวดัมะเร็งทอน้ําดี 
3. เพื่อทําการแยกบริสุทธิ์ของ ADAM12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  และทดสอบสารยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมโดยใชสารสกัดจากพืชผักและสมุนไพรไทย  จํานวน 25 ชนดิ     
 
3. ขั้นตอนการศึกษา 

3.1 ขั้นตอนการศึกษาเพื่อตรวจกรองหา disintegrin/metalloprotease activity ของโปรตีน 
ADAM ในซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเปรียบเทียบกับคนปกต ิ
   -ปรับความเขมขนของโปรตีนในตวัอยางซีรัมที่จะใหในการศึกษาใหเทากันทุกรายที่ 50 ug 

  -นําตัวอยางซรัีมดังตารางที่ 1 มาตรวจหาโปรตีน ADAM12  activity ดวยเทคนิค zymography 
  -นําตัวอยางซรัีมดังตารางที่ 1 มาตรวจหาโปรตีน ADAM12  ดวยเทคนคิ western  blot   
 - วัดความเขมของ ADAM 12 บนแผน nitrocellulose โดยใชโปรแกรม Image J 

   - เปรยีบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยของความเขมขนของ ADAM 12 ที่ตรวจพบในซีรัมคน
ปกติ และซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยสถิติ One way ANOVA โดยโปรแกรม SPSS version 10 
และหาคา cut-off โดยวิธี ROC curves และคํานวณคา % sensitivity และ % specificity 
 

3.2 ขั้นตอนการศึกษาเพื่อทาํการแยกบริสุทธิ์ของ ADAM12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  และ
ทดสอบสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยใชสารสกดัจากพืชผักและสมุนไพรไทย  จํานวน 25 ชนิด     

-เลือกตัวอยางซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีที่ตรวจพบวามีโปรตีน ADAM12 ดวยเทคนิค western  
blot  โดยใชตวัอยางซีรัมจํานวน 10 รายแลวนํามาผสมกันเพื่อใชในการแยกบริสุทธิ์ 

   -ทําการแยกบริสุทธิ์ ADAM12 ดวยเทคนิค anion exchange chromatography  โดยใชเครื่อง 
Mini HPLC  รุน ÄKTAprime™ plus 

-ตรวจวัดความบริสุทธิ์โดยวิธี  SDS-PAGE 
-ตรวจวัด activity ของเอนไซม ADAM12  ดวยวิธี  zymography 
-นําซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมาทดสอบกับ inhibitor (EDTA) และพืชสมุนไพรชนิดตางๆ 
แลวตรวจวดั activity ของเอนไซม ADAM12  ดวยวิธี  zymography 
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4. สรุปผลการศึกษา 

จากการศึกษานี้พบวาการใช gelatinase activity เพื่อตรวจกรองเพื่อแยกความแตกตางของการ
ทํางานของโปรตีน ADAM ระหวางซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีและคนปกตินัน้อาจไมเหมาะสม
เนื่องจากไมสามารถแยกความแตกตางได แตอยางไรก็ตามอาจใชเทคนิคนี้ไดในกรณีที่ใชตรวจสอบวา
เอนไซมกลุม disintegrin/metalloprotease ยังมีแอคตวิิตี้อยูหรือไม  
จากการตรวจทางอิมมิวโนวทิยาโดยใช anti ADAM 9 และ 12 นั้น จะพบแตโปรตีน ADAM 12  ในซีรัม
ตัวอยางทกุราย ในขณะที่ตรวจไมพบ ADAM 9 เลย นอกจากนี้ยังพบวาระดบัของ ADAM 12 ในซีรัม
ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีความเขมขนมากกวาในคนปกติอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ p < 0.001 เมื่อ
แบงกลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีตาม histologycal type พบวาระดับของ ADAM 12 ในกระแสเลือดมี
แนวโนมสูงเมือ่ความรุนแรงของโรคเพิ่มขึ้นถึงแมวาผลการทดสอบทางสถิติจะไมพบวามีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัก็ตาม จากนัน้ทําการทดสอบหาคา diagnostic values ณ จุด cut-off ที่ 3380 พบวา  % 
Sensitivity  = 84, % Specificity  = 70, % Positive predictive value  = 87 และ % Negative predictive 
value = 64 ดังนั้นหากจะนาํ ADAM 12 ในซีรัมมาประยุกตใชในการตรวจแยกคนปกติและผูปวยมะเร็ง
ทอน้ําดีอาจตองใชตรวจควบคูไปกับการตรวจตามมาตรฐานทางคลินิก  หรือการตรวจอยางอื่นรวมดวย  
             จากการตรวจกรอง ADAM 12 ดวย rabbit anti- human ADAM 12 (primary antibody) และ     
Goat anti-rabbit IgG conjugated Alkalinephosphatase (secondary antibody) โดยวธีิ Western Blot ผล
การตรวจพบวาใหผลบวกรอยละ 100 ในการตรวจพบโปรตีน ADAM12 
            จากผลการศึกษาสรุปไดวาสามารถแยกบริสุทธิ์โปรตีน ADAM 12 ไดโดยใชเทคนิค HPLC ดวย  
anion exchange chromatography ดวยการผาน Q-FF (Fast Flow)  ซ่ึงเปนแบบ strong anion exchange  
chromatography แลว elute ดวย 0-0.4 M NaCl in  50 mM Tris buffer pH 7.5 และสามารถตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของเอนไซม ADAM 12  ไดโดยวิธี SDS-PAGE  
         จากการศึกษาการออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 ดวย EDTA และพืชสมุนไพร
จํานวน 25 ชนดิโดยวิธี zymography ผลการทดลองพบวา ตะขาบหินมฤีทธิ์ยับยั้งมากที่สุด คิดเปนรอยละ 
92.3 นอกจากนี้ยังพบวา พชืสมุนไพรตัวอ่ืนที่นาสนใจ คือ บุนนาค หวาย ผักชีฝร่ัง และละหุง พบวามี
ฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 ที่สูง (มีการยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 
มากกวา รอยละ 70) คิดเปนรอยละ 81.5, 78.3, 77.9 และ 74.7 ตามลําดับ 
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บทนํา 

1.ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 โรคมะเร็งเปนสาเหตุหลักสาเหตุหนึ่งของการเสียชีวิตของคนไทยในปจจุบัน มะเร็งเกิดจากเซลล
ในรางกายสูญเสียการควบคมุการแบงเซลลและการเพิ่มจํานวน โดยเซลลมะเร็งจะกระจายตวัแทรกซึม
และเบียดเซลลปกติที่อยูรอบขาง ทําใหเซลลสูญเสียการจัดระเบยีบ แลวลุกลามเขาสูหลอดโลหิตและ
น้ําเหลือง กอใหเกิดพยาธิสภาพและแพรกระจายจากอวัยวะตนกําเนดิไปยังอวัยวะอื่น หากเปนอวัยวะที่มี
ความสาํคัญ ไดแก ปอด ตบั และสมอง ก็มักจะทําใหผูปวยเสยีชีวิตในเวลาอันรวดเร็ว การแพรกระจาย
ของมะเร็งเกีย่วของกับการทาํงานของจีนหลายจีน  ผลจากการแสดงออกของจีนที่เกี่ยวของทําใหการ
ควบคุมการแพรกระจายมีลักษณะเฉพาะตวัของมะเร็งแตละชนิด (1)   

             การแพรกระจายของเซลลมะเร็งในรางกายจะเคลื่อนผานโครงรางที่เปนฐานรากของ
เซลล (interstitial matrix) ซ่ึงประกอบดวย proteoglycans, glycoproteins และ filament proteins พบวา
ระดับของเอนไซมเรงการยอยสลายโปรตีน (proteinases) เพิ่มสูงขึ้นในโรคมะเร็งหลายชนิด เอนไซม
ดังกลาวแบงออกเปน 4 กลุมใหญคือ matrix metalloproteinases (MMPs), serine proteinases, cysteine 
proteinases และ aspartate proteinases  เอนไซมเหลานี้จะเรงการยอยสลายโปรตีนที่เปนโครงสราง
รากฐานของเซลลขางเคียงมะเร็งปฐมภูม ิและ/หรือ เยื่อบุเสนเลือด กอนที่มะเร็งจะแพรลุกลามออกไป (2) 

A Disintegrin And Metalloproteinases (ADAMs) เปน MMPs ชนิดหนึ่ง และเปน membrane-
bound enzyme โครงสรางของ ADAMs ประกอบไปดวย disintegrin domain และ metalloproteinase 
domain อยูในสาย polypeptide เสนเดยีวกัน ปจจุบนั ADAMs มีสมาชิก 40 ตัว  มีรายงานแนชัดวา 
ADAMs ทาํหนาที่เปน proteinase เรงการยอยสลาย extracellular matrix proteins และ integral membrane 
ดังนั้นโปรตีน ADAMs จึงมีบทบาทหลักตอการทําลาย extracellular matrix  และลด adhesion ของเซลล 
ทําใหเซลลมะเร็งแพรกระจายออกไป (3) 

มีรายงานพบปริมาณของ ADAM mRNA เพิ่มสูงขึ้นในผูปวยมะเร็งชนิดตาง ๆ เชน มะเร็งตับ 4)  
มะเร็งเตานม (5)  มะเร็งกระเพาะอาหาร 6)  เปนตน โดยเฉพาะมะเร็งตบัจะม ีmRNA ของ ADAM ชนิด 
12 เพิ่มขึ้นถึง 6 เทา โดยมีความสัมพันธโดยตรงกับความรุนแรงของโรค (4) นอกจากนี้ ยังพบโปรตีน 
ADAM 12 หลุดออกมาในปสสาวะของผูปวยมะเร็งเตานม  ซ่ึงปริมาณของโปรตีน ADAM 12 ใน
ปสสาวะจะแปรผันโดยตรงกับความรุนแรงของโรค  ถาเปนมะเร็งระยะลุกลามจะพบระดับสูงกวาระยะ
เร่ิมแรกอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (7)  สวนในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ซ่ึงเปนมะเร็งที่มีอุบัติการณสูงใน
ภูมิภาคตะวนัออกเฉียงเหนอืนั้น ยังไมมรีายงานการศกึษาระดับของโปรตีน ADAM12 แตอยางใด จาก
งานวิจยันี้พบวาผูปวยมะเร็งทอน้ําดมีีระดบัของ ADAM12 มากกวาในคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้จึงสนใจที่จะแยกบรสุิทธิ์เอนไซมดังกลาวเพื่ออาจนําไปทดสอบกับ inhibitor ที่
เปนสารสกัดจากพืชผักสมุนไพรธรรมชาติซ่ึงอาจนํามาประยุกตใชในการรักษาและควบคุมการ
แพรกระจายของโรคมะเร็งได 
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การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 

1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับมะเร็ง 

           มะเร็ง คือการที่เซลลเสียการควบคุมเกี่ยวกับการเจริญของเซลล ทําใหเซลลแบงตัวเพิ่มจํานวนมาก
ขึ้น และสามารถรุกลํ้าเซลลขางเคียงและอวัยวะอ่ืนๆ สาเหตุของการเกิดมะเร็งเนื่องจากการทํางานที่ไม
สมดุลของจีนกอมะเร็ง (oncogene) จีนตานมะเร็ง (Tumor suppressor gene) และจีนซอมแซมดีเอ็นเอ 
(DNA repair gene) ซ่ึงเปนความผิดปกตใินสวน genetic หรือ epigenetic 
           จีนกอมะเร็ง (Oncogene) เปนจนีที่เกี่ยวของกับการแบงตัวและการเจริญเติบโตของเซลล (positive 
regulatory) และสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง (transformation) สาเหตุของความ
ผิดปกติของจนีกอมะเร็งเนือ่งมาจาก การกลายพันธุ (mutation) การเพิ่มจํานวน (amplification) หรือการ
เคลื่อนยายตําแหนง (translocation) เมื่อมีความผิดปกติเกิดขึน้กับจนีเพียงหนึ่งอัลลีลสามารถกอใหเกิด
มะเร็งได ความผิดปกติจึงเปนแบบ Dominant 
           จีนตานมะเร็ง (Tumor suppressor gene) เปนจนีควบคุมการแบงตัวของเซลลไมใหมีการแบงตัว
มากเกินไป (negative regulation) ความผิดปกตขิองจีนตานมะเร็งที่พบเชน การขาดหายของโครโมโซมที่
มีจีนตานมะเรง็อยู (loss of heterozygosity) หรือการกลายพันธุทีท่ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
ตําแหนงเดยีว (point mutation) รวมไปถึงการเกิด methylation ซ่ึงความผิดปกติตองเกดิทั้งสองขางของอัล
ลีลจึงทําใหเกดิมะเร็ง ความผิดปกติจึงเปนแบบ recessive 
          จีนซอมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair gene) เปนจีนที่ควบคุมทางออม (indirect) โดยควบคุมอัตรา
การเกิดการกลายพันธุของจนีที่ควบคุมอัตราการเจริญเตบิโตของเซลล 
          ความผดิปกตใินสวน genetic คือ ความผิดปกติทีม่ีผลตอการที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
ในจีนตางๆ ไดแก Loss of heterozygosity (LOH) และ mutation      
          ความผดิปกติท่ีเก่ียวของกับ epigenetic เปนการดัดแปลงจโีนมซึ่งไมทําใหลําดับเบสของจีน
เปลี่ยนแปลง จีโนมที่ถูกดัดแปลงนี้สามารถถายทอดไดระหวางที่เซลลมีการแบงตัว ซ่ึงขบวนการหนึ่งที่
พบไดบอยคือ DNA methylation   (8) 
2. มะเร็งทอน้ําดี (Cholangiocarcinoma) 

               มะเร็งทอน้ําดีเปนมะเร็งซึ่งเปลี่ยนแปลงมาจากเซลลเยื่อบขุองทอน้ําดี ซ่ึงรวมทั้งบริเวณ Intrac
และ Extrahepatic portion pdg;ho gall bladder และ ampulla of Vater การจัดกลุมมะเร็งทอน้ําดจีะแบง
ออกเปน 2 ประเภทคือ มะเรง็ทอน้ําดีภายในตับ (Intrahepatic cholangiocarcinoma   หรือ peripheral type 
cholangiocarcinoma) และ มะเร็งทอน้าํดีภายนอกตับ (Extrahepatic cholangiocarcinoma) โดย
ศาสตราจารยนายแพทยทองอวบ อุตรวเิชยีร และรองศาสตราจารยนายแพทยวัชรพงศ พุทธิสวัสดิ์ไดเปน
ผูริเร่ิมเกี่ยวกับมะเร็งทอน้ําด ีพบวาโรคนี้เปนโรคที่พบในผูชายมากกวาในผูหญิง คือ 135.4 ตอ 100,000 
ในชาย และ 43.0 ตอ 100,000 ในหญิง (9) 



 3 

            จากการศึกษาในสัตวทดลองโดยธรรมวิทยและคณะ (10) พบวาการตดิเชื้อพยาธิใบไมในตับ  
Opisthorchis viverrini รวมกับการไดรับสาร Dimethylnitrosamine  สามารถสงเสริมใหสัตวทดลองเกิด
มะเร็งได ทั้งนี้พบวาสัตวทดลองที่ไดรับเฉพาะ Opisthorchis viverrini หรือสาร Dimethylnitrosamine  
เพียงอยางเดยีวไมพบการเกดิมะเร็งทอน้ําดี ดังนั้นผลการศึกษาทั้งทางดานสัตวทดลองและระบาดวิทยา
สามารถสรุปไดวาพยาธิใบไมในตับ Opisthorchis viverrini กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเยือ่บุทอ
ทางเดินน้ําดีทาํใหมีการอักเสบและมีความไวตอสารกอมะเร็งสงผลใหเซลลเยื่อบุทอทางเดินน้ําดมีีการ
เปลี่ยนแปลงในระดับจนีและพัฒนาไปเปนมะเร็งทอน้ําดีในที่สุด 
           สําหรับกลไกการเกิดมะเร็งทอน้ําดทีี่เกิดรวมกับการติดเชื้อพยาธิใบไมในตับนั้นเชื่อกนัวาเปนแบบ 
Multistep carcinogenesis โดย Kim (1984) ไดมีการตั้งสมมุติฐานวา สารกอมะเร็งกลุม nitrosamine เปน
ตัวที่ทําใหเกดิ initiation โดยไปสราง DNA adduct ทําใหเกิดมะเร็งและการพฒันาตอไปเปนมะเร็งที่
สมบูรณแบบ อยางไรก็ตาม สาเหตุและกลไกการเกิดมะเร็งทอน้ําดกี็ยังไมเปนที่ทราบแนชัด มะเร็งทอ
น้ําดีเปนปญหาที่สําคัญของภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย เนื่องจากในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือมีอุบัตกิารณของมะเร็งทอน้ําดีสูง โดยเฉพาะจังหวัดขอนแกนมีอุบัติการณของมะเร็ง
ทอน้ําดีสูงที่สุดในประเทศและในโลก (9-15) อาจเนื่องจากชาวอิสานสวนใหญมีฐานะไมคอยด ี 
ประกอบกับการขาดความรูดานสุขศึกษา ดังนั้นผูปวยมะเร็งทอน้ําดจีึงมักมาพบแพทยเมื่อมะเรง็ลุกลามสู
ระยะสุดทาย  พยากรณโรคหลังการผาตัดก็ยังใหผลไมเปนที่นาพอใจ  อันเปนผลจากการลุกลามของ
มะเร็ง(15)   
 3. ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) 

โปรตีน ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) เปนไกลโคโปรตีนที่พบในยูคาริโอต 
จัดอยูในแฟมลีิ transmembrane proteins เปนเอนไซมที่ออกฤทธิ์ที่ภาวะเปนกลาง และอาศัยไอออน
สังกะสีในการทํางาน (zinc dependent metalloprotienases) จึงจัดอยูใน zinc protease superfamily โปรตีน
ใน ADAM แฟมิลีมีสมาชิกประมาณ 40 ตัว แตละตัวมีบทบาทแตกตางกันซึ่งอาจควบคุมเกีย่วกับการ 
membrane fusion, cell-cell และ cell-matrix interaction, cytokine, growth factor shedding และ cell 
migration ทั้งในสภาวะที่เซลลมีการเจริญเติบโตปกติและสภาวะที่เซลลเกิดพยาธิสภาพบางชนิดเชน การ
อักเสบ มะเร็ง cardiac hypertrophy, Alzheimer, arthritis (16-18) 

โปรตีน ADAM ทําหนาที่เปนเอนไซม proteinase ยอย integral membrane หรือ extracellular 
matrix proteins แลวจึง remodeling ใหม (19)  โครงสรางของโปรตีน ADAM ประกอบไปดวย 
prodomain, metalloproteinase domain, disintegrin domain, cysteine-rich domain, EGF-like domain, 
transmembrane domain และ cytoplasmic tail อยูในโมเลกุลเดียวกนั  prodomain มีบทบาทในการมวนตัว 
(folding) ของโปรตีน ADAM สวน metalloprotease domain เปนบริเวณเรงของเอนไซมใหเกิดการยอย
ซับสเตรทโดยมี Zn2+ เปน cofactor และน้ําเปนโมเลกุลสําคัญที่จําเปนในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  
disintegrin domain มีบทบาทในการจับกบั integrin receptors, cysteine-rich domain มีบทบาทในการจับ
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กับ tumor cell line ชนิดตาง ๆและมีการศึกษาพบวา โปรตีน ADAM มีโครงสรางโมเลกุลคลายกับ
โปรตีนในพิษงู (Snake venom metalloprotienases ;SVMPs) (20-21)   

 การแสดงออกของจีน ADAM ในสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ จะแตกตางกนั  สําหรับสัตวเล้ียงลูกดวย
นมพบวาโปรตีน ADAMs 2,7,18,20,21,29,30 อยูในเซลลสืบพันธุ โปรตีนADAMs 
8,9,10,11,12,15,17,19,22,23,28,33 พบไดในอวัยวะอ่ืน ๆ ADAMs 9,12,19 พบที่ myoblasts (22)  โดย
โปรตีนเหลานีม้ีการแสดงออกที่เปนแบบแผนแตกตางกนั  ซ่ึงโปรตีน ADAMs บางชนิดจะแสดง
ออกเปน multiple splice forms เชน ADAM 22 (23) สวน ADAM 29,30 จะมี 2-3 รูปแบบที่มีความยาว
ของ cytoplasmic tail ตางกนั  (24) 

ADAM 12 เปนโปรตีนที่มีผูตรวจพบในปสสาวะ ในขณะที่ ADAM proteins ชนิดอื่น ๆ ยังไมมี
รายงาน    โปรตีน ADAM 12 มี 2 รูปแบบ คือ L และ S (25)  (L = membrane- anchored long form, S = 
shorter secreted form) รูปแบบที่หลุดออกมาในปสสาวะคือ S มีน้ําหนักโมเลกุล 68 kD  ทําหนาที่เปน 
protease ยอยซับสเตรทจําพวกเจลาติน คอลลาเจน type IV  ไฟบรโินเจน  แตถาหากมีสาร chelating 
agent เชน hydroxamate compounds, TIMP-3 รวมอยูในปฏิกิริยา เอนไซมนี้จะถูกยับยั้งการทํางานเพราะ 
Zn2+ ถูก chelating agent จับไว  เอนไซมจงึขาดโคแฟกเตอร 

ในป ค.ศ.2004 Roy และคณะ (7)  เปนกลุมวิจยักลุมแรกที่รายงานการคนพบโปรตีน ADAM 12 
ในปสสาวะของผูปวยมะเร็งเตานม  และเมื่อทําการตรวจวัดระดับของโปรตีน ADAM 12 ในปสสาวะ
ของผูปวยมะเร็งเตานมระยะตาง ๆ พบวาระดับโปรตีน ADAM 12 จะเพิ่มขึ้นตามความรุนแรงของโรค 
จากการประเมนิความไว (sensitivity) ของการตรวจวัดเพื่อการวินจิฉัยโรคพบวามีความไวสูง โดยมะเร็ง
เตานมระยะเริม่แรกมีความไว 85% และระยะลุกลามมีความไวถึง 100%  แตจะพบ ADAM 12 ไดนอย
มากในปสสาวะของคนปกต ิ

  

วัตถุประสงค 
1. เพื่อตรวจกรองหา disintegrin/metalloprotease activity ของโปรตีน ADAM ในซีรัมของผูปวย

มะเร็งทอน้ําดเีปรียบเทียบกบัคนปกต ิ
2. เพื่อศึกษาศกัยภาพในการเปนตัวตรวจวดัมะเร็งทอน้ําดี 
3. เพื่อทําการแยกบริสุทธิ์ของ ADAM12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  และทดสอบสารยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมโดยใชสารสกัดจากพืชผักและสมุนไพรไทย  จํานวน 25 ชนดิ     
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วัสดุ และขั้นตอนการศึกษา 
1.ตัวอยางทีใ่ชศึกษา 

เก็บตัวอยางซรัีมจากคนปกติจํานวน 18 ราย และซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 57 ราย ที่มารับ
การรักษาที่ Tumor clinic โรงพยาบาลศรีนครินทร ซ่ึงทุกรายมีผลการตรวจยนืยันทางพยาธิวิทยาวาเปนมะเร็ง
ทอน้ําด ีและจาํแนกผลทาง histological type ดังตารางที่ 1 
  
ตารางที่ 1 ขอมูลเบื้องตนของกลุมตัวอยางที่ใชศึกษา 

กลุมตัวอยาง ขอมูลตาง ๆ จํานวน 
 1.คนปกต ิ - 18 

Histological type  

• Papillary 18 

• Well diff. 28 

 2.ผูปวยมะเร็งทอน้ําด ี

• Poorly /Moderately diff. 11 

Total - 75 
 
ตารางที่ 2 แสดงหมายเลขตัวอยางและผลการตรวจทางจุลกายวิภาคศาสตรของเนื้อเยื่อสําหรับ 
               ใชในการแยกบริสุทธิ์ 

Code ผล Histochemistry Protien concentration 
ปริมาตรตัวอยางที่
ใชทดสอบ (ul) 

X163 Moderately  differentiated 1.3 
T002 Moderately  differentiated 1.6 
T003 Moderately  differentiated 1.5 
T013 Moderately  differentiated 1.6 
T017 Moderately  differentiated 1.4 
T048 Moderately  differentiated 1.5 
T062 Moderately  differentiated 1.2 
T073 Moderately  differentiated 3.4 
T079 Moderately  differentiated 1.4 
T092 Moderately  differentiated 2.4 
T131 Moderately  differentiated 

50 ug 

1.1 
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2.วัสดุและอุปกรณ 
2.1 Automatic pipette 
2.2        Automatic pipette tip 
2.3        Cylinder 
2.4       Test tube 
2.5        Breaker 
2.6        เครื่องชั่งสาร 
2.7        ชอนตักสาร 
2.8        Stirring rod 
2.9        pH meter 
2.10      Electrophoresis set 
2.11      Eppendrof tube 
2.12 กระดาษกรอง 
2.13 Nitrocellulose membrane 
2.14      Blotting  equipment 
2.15      เครื่อง Mini HPLC รุน ÄKTAprime™ plus 

 
3. น้ํายาและสารเคมี 

   3.1 น้ํายาและสารเคมีที่ใชในการทํา SDS-PAGE 
           3.1.1  Tris-HCl buffer pH 8.8 for separating gel ( Solution A ) 
           3.1.2  Tris-HCl buffer pH 6.8 for stacking gel ( Solution B ) 
           3.1.3  30% acrylamide stock for SDS-PAGE ( Solution C ) 
           3.1.4  Tris-glycine buffer pH 8.0 (Running buffer) 
           3.1.5  10% Ammonium persulfonic 
           3.1.6  TEMED 
           3.1.7  CBB staining solution 
           3.1.8  Destain solution 
           3.1.9 Quick start Bradford protein assay kit 
           3.1.10 AP conjugate substrate kit 
           3.1.11 Laemli sample buffer 
           3.1.12 Low molecular weight makers 
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  3.2 น้ํายาและสารเคมีที่ใชในการทํา Western blot 
          3.2.1  Transfer buffer (Transblotting buffer) 

 3.2.2  TBS  buffer 
           3.2.3  TBST buffer 
           3.2.4  Blocking solution (5% skim milk in TBST buffer) 
           3.2.5  Rabbit anti-human ADAM 9 และ 12 (primary antibody)  
           3.2.6  Goat anti-rabbit IgG conjugated Alkalinephosphatase  (secondary antibody) 
           3.2.7  substrate buffer 
           3.2.8  p- nitrophenol phosphate (PNPP) 
           3.2.9 High Range Rainbow Molecular Weight Markers 
   
 3.3 น้ํายาและสารเคมีที่ใชในการทํา การแยกบริสุทธิ์ ADAM12  
          3.3.1 50 mM Tris, pH 7.5  (Running buffer) 
          3.3.2 0.4 M NaCl in 50 mM Tris, pH 7.5 (Eluting buffer)                    
          3.3.3 20%Ethanol  
3.4 น้ํายาและสารเคมีที่ใชในการทํา Gelatinase activity (Zymogrphy ) 
        3.4.1 2.5% Triton X-100 
         3.4.2 substrate buffer 
         3.4.3 0.1% CBB staining solution 
         3.4.4 Destain solution 
         3.4.5 Distill water (DW) 
         3.4.5 gelatin 
         3.4.6 Native sample buffer 
 
4. ขั้นตอนการศึกษาเพื่อตรวจกรองหา disintegrin/metalloprotease activity ของโปรตีน ADAM ในซีรัม 
    ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเปรียบเทียบกับคนปกต ิ
   -ปรับความเขมขนของโปรตีนในตวัอยางซีรัมที่จะใหในการศึกษาใหเทากันทุกรายที่ 50 ug 

  -นําตัวอยางซรัีมดังตารางที่ 1 มาตรวจหาโปรตีน ADAM12  activity ดวยเทคนิค zymography 
  -นําตัวอยางซรัีมดังตารางที่ 1 มาตรวจหาโปรตีน ADAM12  ดวยเทคนคิ western  blot   
 - วัดความเขมของ ADAM 12 บนแผน nitrocellulose โดยใชโปรแกรม Image J 

   - เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยของความเขมขนของ ADAM 12 ที่ตรวจพบในซีรัมคน
ปกติ และซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยสถิติ One way ANOVA โดยโปรแกรม SPSS version 10 
และหาคา cut-off โดยวิธี ROC curves และคํานวณคา % sensitivity และ % specificity 
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5. ขั้นตอนการศึกษาเพื่อทําการแยกบริสุทธิ์ของ ADAM12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้าํดี  และทดสอบสาร
ยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยใชสารสกดัจากพืชผักและสมุนไพรไทย  จํานวน 25 ชนิด     

-เลือกตัวอยางซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีที่ตรวจพบวามีโปรตีน ADAM12 ดวยเทคนิค western  
blot  โดยใชตวัอยางซีรัมจํานวน 10 รายแลวนํามาผสมกันเพื่อใชในการแยกบริสุทธิ์ 

   -ทําการแยกบริสุทธิ์ ADAM12 ดวยเทคนิค anion exchange chromatography  โดยใชเครื่อง 
Mini HPLC  รุน ÄKTAprime™ plus 

-ตรวจวัดความบริสุทธิ์โดยวิธี  SDS-PAGE 
-ตรวจวัด activity ของเอนไซม ADAM12  ดวยวิธี  zymography 
-นําซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมาทดสอบกับ inhibitor (EDTA) และพืชสมุนไพรชนิดตางๆ 
แลวตรวจวดั activity ของเอนไซม ADAM12  ดวยวิธี  zymography 
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วิธีการศึกษา 
 

1. การตรวจหาความเขมขนของโปรตีนรวมในซีรัมตัวอยางโดย Quick start Bradford protein assay kit  
 เตรียม bovine serum albumin ความเขมขน 1mg/ ml  เพื่อใชเปนสารมาตรฐานสําหรับทํา 

standard curve จากนัน้ เจอืจางสารมาตรฐานใหไดความเขมขน 0.125, 0.25, 0.5 และ 0.75 mg/ml 
ตามลําดับ  แลว pipette สารละลายมาตรฐาน 1 ul ลงใน dye 1 ml ผสมใหเขากนัดี วางที่อุณหภูมิหองนาน 
5 นาที แลววดัคาการดูดกลืนแสงที่ 595 nm  จากนั้นสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง
ที่ได (แกน Y) กับปริมาณ bovine serum albumin (แกน X) ดังรูปที่ 1  สําหรับการตรวจหาโปรตีนรวมใน
ตัวอยาง ก็ทําเชนเดียวกนั แลวนําคาที่ไดไปเทียบกับ standard curve กจ็ะทําใหทราบความเขมขน  

Bradford Protein Assay 

y = 0.6897x + 0.0276
R2 = 0.9959
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รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานของการตรวจวดัโปรตีนรวมโดยวธีิ Bradford  
 
2. การเตรียม Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

เตรียม 8.5 % separating gel solution นําไปเทลงในกระจกของชุด gel electrophoresis (ATTO 
patent P, Japan) หลังจาก gel มีการจัดเรยีงตัวที่สมบูรณซ่ึงใชเวลาไมนอยกวา 30 นาที แลวจึงเท 6 % 
stacking gel ที่ดานบนของ separating gel แลวตั้งทิ้งไวอยางนอย 30 นาที หลังจากนั้นทําการเตรียม
ตัวอยางซีรัมโดยนํามาผสมกับ solubilizing buffer จากนั้น load สวนผสมดังกลาว บน stacking gel ดวย
ปริมาณที่เหมาะสม แลวใสกระแสไฟฟาแกชุด gel electrophoresis ดวยกระแสไฟฟา จนกระทั่งแถบสี
ของ solubilizing buffer เคลื่อนไปจนเกือบถึงปลาย gel จึงนํา gel ที่ไดไปยอมดวย 0.1% coomassie 
brilliant blue R-250 หรือนําไปทํา Western immunoblotting ตอไปดังรายละเอียดดานลางนี้ 
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      - การเตรียมเจล สําหรับทํา SDS-PAGE โดยมีขั้นตอนการเตรียมดงัตาราง 
 

            
       

 
 

 
 
 
 
 
 
-การ เตรียมตวัอยาง สําหรับทํา SDS-PAGE โดยใชซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีที่มกีารวัด          

ความเขมขนแลวดวย Quick start Bradford protein assay kit โดยใชประมาณ 1-2 ul  (ขึน้อยูกับผูปวยแต
ละราย) ซ่ึงจะมีความเขมขน 50 ug  ผสมกับ native sample buffer 10 ul นําไปตมเดือดเปนเวลา 2  นาท ี
และทําใหเยน็ทันทีดวยน้ําแข็งแลวนําไปโหลดลงเจลที่เตรียมไว 

        -การ Run electrophoresis จะใชกระแสไฟฟาคงที่ 30 mA (สําหรับ ชวง Stacking gel)                
และ 40 mA (สําหรับชวง Separating gel) นานประมาณ 3 ช่ัวโมง หลังจากนัน้จึงนาํไปยอมดวย 0.1% 
CBB หรือนําไปทํา Western immunoblotting ตอไป 
 
3. Western Immunoblotting 
 นําสารละลายตัวอยางที่มีความเขมขนของโปรตีน 50 ug มาแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE ดัง
ขอที่ 2 แลว transfer ไปยังแผน nitrocellulose เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนําไปแชใน blocking solution (5% 

skim milk ใน TBST) ที่ 4°C อยางนอย 1 ช่ัวโมงหรือขามคืน จากนั้นนําไปแชใน rabbit anti-human 
ADAM12 (Sigma Catalog no.A3351) ที่เจือจางดวย blocking solution (1:500)  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลว
ลางดวย TBST buffer 3x5 นาที แชแผน nitrocellulose ใน goat anti-rabbit IgG linked with alkaline 
phosphatase เจือจางดวย TBST buffer (1:500) นาน 1 ช่ัวโมง ลางดวย TBST buffer 3x5 นาที TBS buffer 
3x5 นาที และ substrate buffer 2x30 วินาที นําไป develop ใน NBT/BCIP substrate solution จนกระทั่ง
สังเกตเห็นเปนแถบสีมวงปรากฏขึ้น จึงหยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น   
วิธีการทํา western blot มีขั้นตอนโดยละเอียดดังนี ้

 เช็ดเครื่อง blotting  ใหสะอาดดวย 70% alcohol 
 แชแผน nitrocellulose และกระดาษกรองจาํนวน 6-8 แผนใน transblotting buffer 15 นาที 
 จากนั้นวาง nitrocellulose และกระดาษกรองตามลําดบัดังนี้  

Final gel concentration 
Component 8.5%separating gel 6% stacking gel 

Solution C 2 ml 0.3 ml 
Solution A 1.5 ml - 
Solution B - 0.75 ml 

DW 2.5 ml 1.95 ml 

ผสมใหเขากันดี 

10%APS 40 ul 30 ul 
TEMED 3 ul 2 ul 
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o กระดาษกรอง 4 แผน 
o Nitrocellulose 
o Gel  
o กระดาษกรอง 4 แผน 

 ทําการ blotting โดยใชเครื่อง blotting  
o ตอกระแสไฟฟาโดยกําหนดให 160 mA 60 min (1 แผน) 90 min (2 แผน) 

 เตรียม 5% skim milk ใน TBST buffer เพื่อใชเปน Blocking solution สําหรับ block nonspecific  

 แช nitrocellulose ใน blocking solution  นาน 60 นาทีหรือขามคืนที่ 4 °C                                        
( 1 g skim milk ใน 20 ml TBST ) 

 เจือจาง primary antibody ( Rabbit anti-human ADAM12 ) ดวย 5% skim milk ใน TBST buffer 
ในอัตราสวน1:500 

 incubate แผน nitrocellulose ใน primary antibody เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
 ลางแผน nitrocellulose ดวย TBST buffer 3 คร้ังๆละ 5 นาที 
 เจือจาง secondary antibody ( Mouse anti-rabbit Igs conjugated Alkaliphosphatase ) ดวย 5% 

skim milk ใน TBST buffer ในอัตราสวน 1:500 
 incubate แผน nitrocellulose ใน secondary antibody เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 ลางแผน nitrocellulose ดวย TBST buffer 3 คร้ังๆละ 5 นาที 
 ลางแผน nitrocellulose ดวย TBS buffer 3 คร้ังๆละ 5 นาที 
 แช ดวย substrate buffer 2 คร้ังๆ ละ 30 วินาที 
 เติม substrate (p-nitrophenol phosphate (PNPP) ) จนเหน็ band แลวหยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น 

 
4. การเตรียม substrate gel เพื่อใชในการตรวจกรอง gelatinase activity ของ ADAMsโปรตีน 

เตรียม 8.5 % separating gel solution โดยเติมสารละลาย gelatin ลงไปดวยโดยใหไดความ
เขมขนสุทธิที่ 0.1 g% จากนัน้นําไปเทลงในกระจกของชดุ gel electrophoresis (ATTO patent P, Japan) 
หลังจาก gel มีการจัดเรียงตัวที่สมบูรณซ่ึงใชเวลาไมนอยกวา 30 นาที แลวเท 6 % stacking gel ที่ดานบน
ของ separating gel แลวตั้งทิง้ไวอยางนอย 30 นาที อีกดานหนึ่ง เตรยีมซีรัมตัวอยางมาผสมกับ 
solubilizing buffer จากนัน้ load ซีรัม บน stacking gel ดวยปริมาณที่เหมาะสม แลวใสกระแสไฟฟาแก
ชุด gel electrophoresis ดวยกระแสไฟฟาที่ที่ 20 มิลลิแอมป จนกระทัง่แถบสีของ solubilizing buffer 
เคลื่อนไปจนเกือบถึงปลาย gel จึงนําแผน gel ที่ไดไปลางดวย 2.5% Triton X-100 จํานวน 2 คร้ัง ๆ ละ 15 
นาที   
จากนั้นนําแผนเจลไป incubate ใน substrate buffer (50 mM Tris, pH 7.6, containing 5 mM CaCl2, 1 uM 
ZnCl2, and 0.02% NaN3 ) ตอเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนาํ gel ไปยอมดวย 0.1% coomassie brilliant blue 
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R-250 ประมาณ 2 ช่ัวโมง แลว destain ดวยน้ําประปา โดยบริเวณที่มี gelatinase activity จะมองเหน็ clear 
zone  จึงหยุดลางเจล 

 
5. การแยกบริสุทธิ์ ADAM12 ดวยเทคนิค anion exchange chromatography โดยใชเครื่อง   
   Mini HPLC รุนÄKTAprime™ plus 

5.1 เตรียมตัวอยางซีรัม ซ่ึงตรวจสอบดวยเทคนิค western blot แลววามีโปรตีน ADAM12 
 นํา pooled serum ปริมาตร 200 ul ผสม 50 mM Tris , pH 7.5  จํานวน 800 ul (อัตราสวน 1:4) 
ผสมใหเขากันดีแลวกรองโดยใชกระดาษกรองที่มี pore size ~ 0.45 μm 

          5.2  ฉีด (inject) ตวัอยางซีรัมเขาเครื่อง Mini HPLC รุน ÄKTAprime™ plus 
                 โดยใช Syringe ขนาด 1 ml 

              5.3 HPLC condition คือ 
 Eluent     : 50 mM Tris, pH 7.5 (solv A) 

            0.4 M NaCl in 50 mM Tris, pH 7.5 (solv B)  
 Gradient : 0-100 % of solv B (20 min) 
 Flow rate : 1 ml/min 
 Detection : mAu, 280 nm 
 Column   : Q-FF column (strong anion exchange  chromatography) 

 5.4 เก็บ Fraction โดยใชหลอดทดลองขนาด 13 x 100 โดยแตละ Fraction เก็บประมาณ 1 ml 

6. ตรวจวดัความบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE (ขอ2)  และตรวจวัด activity ของเอนไซม ADAM 12  ดวยวิธี  
zymography (ขอ4) 
 
7. การเตรียมน้าํสกัดจากพืชผักสมุนไพร 
              นําพืชผักสมุนไพรชนิดตางๆ (ตารางที่ 2) มาหั่นใหเปนชิน้เล็กๆ แลวนําไปบดโดยใชสมุนไพร
ตอน้ํากลั่นในอัตราสวน 1 g/ml หลังจากนั้นนํามากรองผานผากอซหลายๆชั้น เพื่อกรองเอาเศษสมุนไพร
ที่มีขนาดใหญออกไปแลวนาํน้ํากรองที่เปนน้ําสกัดสมุนไพรชนิดตางๆไปทํา lyophilized แลวเก็บไวที่   -
20  °C  กอนนาํมาทดสอบใหละลายน้ําสกดัสมุนไพรทุกชนิดดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 200 mg  
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 ตารางที่ 3  แสดงรายการพชืผักสมุนไพรที่นํามาทําการทดสอบการยบัยั้ง activity ของเอนไซมADAM 12 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. ทดสอบการยับยั้งการทํางานของเอนไซมกับ inhibitor (EDTA) และพชืผักสมุนไพร 25 ชนิด 

นําซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดมีาทดสอบกับ inhibitor (EDTA) และพืชผักสมุนไพร 25 ชนิด   
      แลวตรวจวัด  activity ของเอนไซม ADAM 12  ดวยวิธี  zymography 

          8.1 เตรียมตัวอยางโดยนําซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 10 ราย มาผสมรวมกันเพื่อใชในการทดสอบ   
                  แลวนําซีรัมไป incubate ที่ 37 °C เปนเวลา 18 – 24 ช่ัวโมง กับสารทดสอบตางๆ โดยมี  
                 อัตราสวนดังนี ้
 

Serum   Substrate buffer  สารทดสอบ  

2 ul 15 ul 40 mM EDTA      15 ul       ( Negative control ) 
2 ul 15 ul DW                       15 ul       ( positive control ) 
2 ul 15 ul พืชผักสมุนไพร     15 ul       (มี 25 ชนิด) 

                    
จากนั้น นํามาเติม native sample buffer 30 ul แลวนําไปทาํ zymography โดยโหลดตวัอยาง หลุมละ 20 ul 

 

ลําดับที่ ช่ือพืชผักสมุนไพร ลําดับที่ ช่ือพืชผักสมุนไพร 

1 จักรนารายณ 13 น้ําสามตอน 

2 บุนนาค 14 หวายลิง 

3 รัก 15 คนทีสอ 

4 ฟาทะลายโจน 16 วานเพชรหึง 

5 เสลดพังพอน 17 ประคําดีควาย 

6 เครือซูด 18 ตะขาบหิน 

7 พนมสวรรค 19 ล้ินมังกร 

8 ดอกหางเสือ 20 วานน้ําทอง 

9 ผักบุงทะเล 21 วานรอนทอง 

10 ละหุง 22 กระโดนน้ํา 

11 หวาย 23 ผักบุง 

12 หวายตะมอย 24 ขี้เหล็ก 

  25 ผักชีฝร่ัง 
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9. วัดความเขมของ clear zone บนแผน zymography โดยใชโปรแกรม Image J 
 
10. คํานวณ % inhibition ของพืชผักสมุนไพรตอการทํางานของ ADAM 12  
 
      สูตรที่ใชในการคํานวณ :      % activity = Peak area × Calculation factor 

                                                  Calculation factor = 100 / Peak area of positive control 

                                                   % inhibition = 100 - % activity 
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ผลการทดลอง 
ผลการศึกษาเพื่อตรวจกรองหา disintegrin/metalloprotease activity ของโปรตีน ADAM ในซีรัมของ

ผูปวยมะเร็งทอน้ําดีเปรียบเทียบกับคนปกต ิ

1.ไดทําการตรวจกรองหา disintegrin/metalloprotease activity ของโปรตีน ADAM ดวยวิธี 
Polyacrylamide gel zymography ในซีรัมจํานวน 75 ตัวอยาง โดยเปนซีรัมจากคนปกติจํานวน 18  
ราย และเปนซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 57 ราย ผลของการตรวจในซีรัมของตวัอยางทั้ง 2 กลุม
ยังไมสามารถแยกความแตกตางไดอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงเปนตัวอยางในรูปที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ไดทําการจาํแนกชนิดของ ADAM protein ดวย rabbit anti human ADAM 9 และ 12 โดยวิธี 
Western Blot Analysis ผลการตรวจพบวาเฉพาะ ADAM 12 เทานั้นที่ใหผล positive ในขณะที่ 
ADAM 9 ใหผล negative ในทุกตัวอยางทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 ผลการตรวจจําแนกชนิดของ ADAM protein ดวย rabbit anti human ADAM 9 และ 12 

               โดยวิธี Western Blot Analysis 

กลุมตัวอยาง ADAM 9 (no.) ADAM 12 (no.) 

กลุมปกต ิ 0 (18) 18 (18) 

กลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 0 (57) 57 (57) 

รวม 0 (75) 75 (75) 

รูปที่ 2 ผลการตรวจกรอง disintegrin/metalloprotease activity โดยใช gelatin เปนซับสเตรท 
         ผลบวกจะแสดง clear zone ใหเหน็ซึ่งมีตําแหนงที ่92 kDa.    
         แถวที่ 1 คือ Marker 
         แถวที่ 2 คือ ซีรัมจากคนปกต ิ
         แถวที่ 3 และ 4 คือ ซีรัมจากผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  
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3. ทําการวัดความเขมขนของแบนที่ปรากฏในแผน nitrocellulose ดวยโปรแกรม Image J ซ่ึง 

    ไดผลดังแสดงเปนตวัอยางในรูปที่ 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 ผลการทํา Western blot analysis โดยใช rabbit anti human ADAM 12  
         แถวที่ 1 คือ Marker 
         แถวที่ 2-6 คือซีรัมจากคนปกต ิ
         แถวที่ 7-9 คือซีรัมจากผูปวยมะเร็งทอน้ําดี แบบ Well differentiated 
         แถวที่ 10-12  คือซีรัมจากผูปวยมะเร็งทอน้ําดี แบบ Moderately differentiated 
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4. ทําการทดสอบความแตกตางของคาความเขมขนของแบนที่วัดไดในซีรัมคนปกติ กับในซีรัมผูปวย
มะเร็งทอน้ําดโีดยใชสถิติ One way ANOVA ผลการทดสอบพบวาผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีระดับของ 
ADAM12 ในซีรัมมากกวาคนปกติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.001) (รูปที่ 4) เมื่อเปรียบเทียบความ
แตกตางตามลกัษณะของ histological type ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดไีมพบความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

* 

รูปที่ 4 แสดงการกระจายขอมูลของ densitometric units ของ ADAM12 ในซีรัม   
         ของกลุมตัวอยางที่ศกึษาโดยวิธี  immunoblots ซ่ึงตัวอยางไดแบงตาม 
             ลักษณะของ histological type ดังนี้ 
          1 คือ Normal (n = 18) 
          2 คือ Papillary (n = 18) 
          3 คือ Well differentiated (n = 28) 
          4 คือ Poorly / Moderately differentiated (n = 11) 
* คือมีความแตกตางของคาเฉลี่ยในกลุมทีน่ํามาศึกษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05 

* P < 0.001 
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5. หาคา cut-off โดยวิธี ROC curves ซ่ึงมีคา AUC (The area under the ROC curve) เทากับ 0.8055 
(รูปที่ 5) และไดคา cut-off เทากับ 3380 Densitometric score   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. หาคา diagnostic values     

   Cancer 

    + - 

+ 48 7 
cutoff=3380 

- 9 16 
 
% Sensitivity  = 84 
% Specificity  = 70 
% Positive predictive value  = 87 
% Negative predictive value = 64 
 

 
 

รูปที่ 5 แสดง The ROC curve ของ ADAM12  
            ลูกศรชี้แสดงคา cut-off point ที่ 3380  
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ผลการศึกษา 
เพื่อทําการแยกบริสุทธ์ิของ ADAM12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดี  และทดสอบสารยับยัง้การ
ทํางานของเอนไซมโดยใชสารสกัดจากพืชผักและสมุนไพรไทย  จํานวน 25 ชนดิ 

 
7. การตรวจกรองหาระดับโปรตีน  ADAM12 ในซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวย  เทคนิค western  blot  
ซ่ึงไดผลการทดสอบดังรูปที่ 6 

                                       

M X
16

3

T0
02

T0
03

T0
13

T0
17

T0
48

T0
62

T0
73

T0
79

T0
92

T1
31

  

                       
                    รูปท่ี 6 ผลการตรวจกรองหาระดับโปรตีนADAM12 ในซรัีมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดดีวย 
                               เทคนิค western blot 
 
 8. การแยกบริสุทธิ์ ADAM12 ดวยเทคนิค anion exchange chromatography โดยใชเครื่อง   
       Mini HPLC รุน ÄKTAprime™ plus ซ่ึงไดผลการศึกษาเปนดังนี ้
        หลังจากที่ทําการแยกบริสุทธิ์ไดมีการเลือก fraction โดยเทียบกับ HPLC profile ที่ไดออกมา ซ่ึง
หลักในการเลือกคือ เลือก fraction ตรงกับเสนกราฟที่สูงขึ้นในชวงที่ทาํการชะ (Elute)โปรตีนออกจาก
คอลัมนดวย 0.4 M NaCl in 50 mM Tris, pH 7.5 ดังรูปที่ 7 

M :  Molecular weight marker
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    จากนัน้ทําการวัดความเขมขนของโปรตีนในแตละ Fraction ดวย Bradford protein assay kit   ซ่ึง
มีผลความเขมขนแสดงในตารางที่ 5 แลวจึงนํา Fraction ดังกลาวไปทํา Dialysis แลวจึงนํามาทําการ
ทดสอบ SDS-PAGE และ Western blot ตามลําดับ 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 

4 0.20
5 0.07
6 0.21
7 0.19
8 0.17
9 0.53
10 1.09
11 1.21
12 1.09
13 3.32
14 4.13

final concentration 
(ug/20ul)

fraction No.

  รูปท่ี 7      Profile ของการทําบริสุทธิ์ ADAM 12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยการผาน Q-FF (Fast Flow) 
 ซ่ึงเปนแบบ strong anion exchange chromatography แลว elute ดวย 0-0.4 M NaCl in 50 mM Tris buffer pH 7.5 

 ตารางที่ 5 ผลความเขมขนของโปรตีนในแตละ Fraction ที่ตรวจวดัโดย Bradford protein assay kit    

Elution : 0-0.4 M NaCl in 50 mM Tris buffer pH 7.5

Wash1

Wash2
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9. ตรวจวดัความบริสุทธิ์โดยวธีิ SDS-PAGE,Western blot และตรวจวดั activity ของเอนไซม     
ADAM 12 ดวยวิธี zymography ใหผลการทดสอบดังรูปที่ 8 
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25  

 

รูปท่ี 8 Profile ของการทําบริสุทธิ์ ADAM 12 จากซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีดวยการผาน Q-FF (Fast Flow) ซ่ึง 
            เปนแบบ strong anion exchange chromatography  

(A) นํา fraction จากรูปที่ 2 หมายเลข 4-14 มาทํา SDS-PAGE 
(B) นํา fraction จากรูปที่ 2 หมายเลข 4-14 มาทํา western blot โดยใช Anti-ADAM12  

                     เปน antibody ที่จําเพาะ  
M คือ Molecular weight marker, ตัวเลขตาง ๆ คือหมายเลขของ fraction 

รูปที่ 8A 

Fraction No. 

Fraction No. 

รูปที่ 8B  
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10. นําซีรัมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมาทดสอบกับ inhibitor (EDTA) และพืชผักสมนุไพร 25 ชนิดแลว
ตรวจวดั activity ของเอนไซม ADAM 12 ดวยวิธี zymography แลววดัความเขมของ clear zone บนแผน 
zymography โดยใชโปรแกรม Image J และคํานวณ % inhibition ของพืชผักสมุนไพรตอการทํางานของ 
ADAM 12 ใหผลการทดสอบดังรูปที่ 9 สําหรับพืชที่มี gelatinase activity ในบริเวณกวางจะไมนํามา
คํานวณ  % inhibition เชน รัก ฟาทะลายโจร ผักบุงทะเล เปนตน 
      
                  
 
 
 
 
                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 9A 
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รูปท่ี 9B 
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 รูปท่ี 9C 
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รูปท่ี 9 แสดงกราฟและแผนเจลของการตรวจวัด activity ของเอนไซม ADAM 12 เมื่อทดสอบกับ EDTA
และพืชผักสมนุไพร 25 ชนิดดวยวิธี zymography และกราฟแสดง% inhibition ของพืชผักสมุนไพรตอการ
ทํางานของเอนไซมADAM 12 (9A-9D) 

รูปท่ี 9D 
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รูปท่ี 10 แสดง% inhibition ของพืชผักสมุนไพร 14 ชนิดตอการทํางานของเอนไซมADAM 
12 โดยมีการเรียง % inhibition จากมากไปนอย 
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สรุปผลการศึกษา 

จากการศึกษานี้พบวาการใช gelatinase activity เพื่อตรวจกรองเพื่อแยกความแตกตางของการ
ทํางานของโปรตีน ADAM ระหวางซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีและคนปกตินัน้อาจไมเหมาะสม
เนื่องจากไมสามารถแยกความแตกตางได แตอยางไรก็ตามอาจใชเทคนิคนี้ไดในกรณีที่ใชตรวจสอบวา
เอนไซมกลุม disintegrin/metalloprotease ยังมีแอคตวิิตี้อยูหรือไม  
จากการตรวจทางอิมมิวโนวทิยาโดยใช anti ADAM 9 และ 12 นั้น จะพบแตโปรตีน ADAM 12  ในซีรัม
ตัวอยางทกุราย ในขณะที่ตรวจไมพบ ADAM 9 เลย นอกจากนี้ยังพบวาระดับของ ADAM 12 ในซีรัม
ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีความเขมขนมากกวาในคนปกติอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ p < 0.001 เมื่อ
แบงกลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีตาม histologycal type พบวาระดับของ ADAM 12 ในกระแสเลือดมี
แนวโนมสูงเมือ่ความรุนแรงของโรคเพิ่มขึ้นถึงแมวาผลการทดสอบทางสถิติจะไมพบวามีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัก็ตาม จากนัน้ทําการทดสอบหาคา diagnostic values ณ จุด cut-off ที่ 3380 พบวา  % 
Sensitivity  = 84, % Specificity  = 70, % Positive predictive value  = 87 และ % Negative predictive 
value = 64 ดังนั้นหากจะนาํ ADAM 12 ในซีรัมมาประยุกตใชในการตรวจแยกคนปกติและผูปวยมะเร็ง
ทอน้ําดีอาจตองใชตรวจควบคูไปกับการตรวจตามมาตรฐานทางคลินิก  หรือการตรวจอยางอื่นรวมดวย  
             จากการตรวจกรอง ADAM 12 ดวย rabbit anti- human ADAM 12 (primary antibody) และ     
Goat anti-rabbit IgG conjugated Alkalinephosphatase (secondary antibody) โดยวธีิ Western Blot ผล
การตรวจพบวาใหผลบวกรอยละ 100 ในการตรวจพบโปรตีน ADAM12 
            จากผลการศึกษาสรุปไดวาสามารถแยกบริสุทธิ์โปรตีน ADAM 12 ไดโดยใชเทคนิค HPLC ดวย  
anion exchange chromatography ดวยการผาน Q-FF (Fast Flow)  ซ่ึงเปนแบบ strong anion exchange  
chromatography แลว elute ดวย 0-0.4 M NaCl in  50 mM Tris buffer pH 7.5 และสามารถตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของเอนไซม ADAM 12  ไดโดยวิธี SDS-PAGE  
         จากการศึกษาการออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 ดวย EDTA และพืชสมุนไพร
จํานวน 25 ชนดิโดยวิธี zymography ผลการทดลองพบวา ตะขาบหินมฤีทธิ์ยับยั้งมากที่สุด คิดเปนรอยละ 
92.3 นอกจากนี้ยังพบวา พชืสมุนไพรตัวอ่ืนที่นาสนใจ คือ บุนนาค หวาย ผักชีฝร่ัง และละหุง พบวามี
ฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 ที่สูง (มีการยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 
มากกวา รอยละ 70) คิดเปนรอยละ 81.5, 78.3, 77.9 และ 74.7 ตามลําดับ 
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วิจารณผลการทดสอบ 

จากการรายงานพบปริมาณของ ADAM mRNA เพิ่มสูงขึ้นในผูปวยมะเร็งชนิดตาง ๆ เชน มะเร็ง
ตับ [4]  มะเร็งเตานม [5]  มะเร็งกระเพาะอาหาร [6]  เปนตน โดยเฉพาะมะเร็งตบัจะม ี mRNA ของ 
ADAM ชนิด 12 เพิ่มขึ้นถึง 6 เทา โดยมีความสัมพันธโดยตรงกับความรุนแรงของโรค [4] นอกจากนี้ ยัง
พบโปรตีน ADAM 12 หลุดออกมาในปสสาวะของผูปวยมะเร็งเตานม  ซ่ึงปริมาณของโปรตีน ADAM 
12 ในปสสาวะจะแปรผันโดยตรงกับความรุนแรงของโรค  ถาเปนมะเร็งระยะลุกลามจะพบระดับสูงกวา
ระยะเริ่มแรกอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ [7]  โปรตีน ADAM 12 มี 2 รูปแบบ คือ L และ S [18]  (L = 
membrane- anchored long form, S = shorter secreted form)  ซ่ึงในการศึกษาโปรตีน ADAM 12 หลุด
ออกมาในปสสาวะของผูปวยมะเร็งเตานมโดยการทํา western blot จะพบวาโปรตีนที่ตรวจสอบไดมี
ขนาดโมเลกุล  ~ 68 KDa ซ่ึงเปน shorter secreted form สามารถหลุดออกมาในปสสาวะได ซ่ึงแตกตาง
กับการวจิัยในครั้งนี้ซ่ึงทําการศึกษาในซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี โดยในการศึกษาไดมีการทํา western 
blot พบวาโปรตีนที่ตรวจสอบไดมีขนาดโมเลกุล ~ 92 KDa ซ่ึงเปน membrane- anchored long form ของ
โปรตีน   ADAM12 
      ในการแยกบริสุทธิ์โปรตีน ADAM12ดวยเทคนิค anion exchange chromatography โดยใชเครื่อง 
Mini HPLC รุน ÄKTAprime™ plus สามารถทําการแยกบริสุทธไดแตปริมาณโปรตีน ADAM 12ที่ทํา
การแยกบริสุทธิ์ไดมีปริมาณนอย ทําใหไมสามารถนํามาทดสอบกับสารยับยั้งชนดิตางๆได ดังนัน้จงึไดมี
การนําตัวอยางซีรัมของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีที่ไมไดผานการแยกบริสุทธิ์มาทําการทดสอบกับพืชผัก
สมุนไพรจํานวน 25 ชนิดเพือ่ทดสอบหาความสามารถในการยับยั้งการทํางานของโปรตีน ADAM 12  
      จากรายงานพบวาโปรตนี ADAMs มีโครงสรางโมเลกุลคลายกับโปรตีนในพิษงู (Snake venom 
metalloprotienases; SVMPs) และจากภูมิปญญาพื้นบานไทยทีไ่ดมีการใชสมุนไพรในการรักษาผูที่ถูกงู
พิษกัดสืบตอกนัมา ผูวจิัยจึงสนใจที่จะศึกษาพืชผักสมุนไพรพื้นบานที่ใชในการรักษาผูที่ถูกงูพิษกัด
รวมทั้งสมุนไพรพื้นบานอื่นๆที่ใชในการรกัษาแผลจากแมลงสัตวกัดตอย ซ่ึงสมุนไพรดังกลาวอาจมีฤทธิ์
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม ADAM 12 และอาจนํามาประยุกตใชในการรักษา และควบคมุการลกุลาม
แพรกระจายของมะเร็งในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี จากการศึกษาการออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
ADAM 12 โดยใชพืชสมนุจํานวน 25 ชนิดพบวา พืชจํานวน 14 ชนิดสามารถยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม ADAM 12 ไดโดยพบวา ตะขาบหินมีฤทธิ์ยับยั้งมากที่สุด คิดเปนรอยละ 92.3 นอกจากนี ้
บุนนาค หวาย ผักชีฝร่ัง ละหุง เสลดพังพอน ก็พบวาฤทธิ์ยับยั้งที่สูง คิดเปนรอยละ 81.5, 78.3, 77.9, 74.7, 
58.4  ตามลําดับ  
       อยางไรกต็าม การศึกษาในครั้งนีไ้มไดทําการทดสอบหาวาในน้ําสกัดสมุนไพรแตละชนดิมีเอนไซม
ที่สามารถยอยสลายเจลาติน (Gelatinase activity) หรือไม ดังนั้นควรเพิม่การทดสอบ zymography ในน้ํา
สกัดผักทุกชนดิที่นํามาทดสอบดวย 
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ภาคผนวก 
 

ลําดับ ชื่อสมุนไพร ชื่อวิทยาศาสตร วงศ สวนท่ีใช สรรพคุณ 
1 จักรนารายณ  Gynura 

sarmentosa(L.) DC. 
ASTERACEAE ใบ แกอาการอักเสบ ปวดบวม ผ่ืนคัน     

แกพิษแมลงกัดตอย และโรคเริม 
2 บุนนาค  Mesua ferrea Linn.  GUITTIFERAE ดอกแหง 

เนื้อใน
เมล็ด 

บํารุงหัวใจ เปนยาขับเสมหะ 
ตําพอกแผล 

3 รัก   Calotropis 
gigantea  L. Dryandr 
ex W.T.Aiton 

ASCLEPIADACEAE - - 

4 ฟาทะลายโจร   Andrographis 
paniculata (Burm.) 
Wall. ex Nees 

ACANTHACEAE ดอก เปนยาแกเจ็บคอ  แกทองเสีย แกไข 

5 เสลดพังพอน Barleria lupulina 
Lindl. 

ACANTHACEAE ใบ 
 
ราก 

 พอกฝ แกชํ้าบวม ทั้งตน แกพิษงู แก
ปวดฟน                                             
ฝนกับสุรา ทาถอนพิษงู ตะขาบ แมลง
ปอง ผ้ึง 

6 เครือซูด Parameria laevigata 
(Juss.) Moldenke 

 APOCYNACEAE เปลือก - 

7 พนมสวรรค Clerodendrum 
paniculatum Linn. 

 

VERBENACEAE 

 

ราก 
ตน 
ใบ 

ใชเปนยาถาย 
 ใชแกพิษตะขาบ หรือแมลงปองตอย 
ใชแกลมในทรวงอก หรือนํามาตําพอก
ลดอาการปวดขอ 

8 ดอกหางเสือ - - - - 
9 ผักบุงทะเล Ipomoea pes-caprae 

(Linn.) Sweet  
CONVOLVULACEAE ใบ  

 
ตน  
 
 
เมล็ด   
ราก  

ใชทาภายนอก  แกแผลเรื้อรัง  แกอา 
การจุกเสียด แกพิษจากแมงกะพรุน  
ใชเปนยาถอนพิษลมเพลมพัด  ใชทาแก
พิษแมงกะพรุนไฟ  ตมอาบแกอาการ
คันตามผิวหนัง 
ใชเปนยาแกปวดทอง  แกตะคริว 
แกโรคกระเพาะปสสาวะอักเสบ  

10 
 
 
 

ละหุง 
 
 
 

Ricinus communis  L. 
 
 
 

EUPHORBIACEAE 
 
 
 

ใบ 
 
ราก 
 

เปนยาขับน้ํานม แกชํ้ารั่ว (อาการกลั้น
ปสสาวะไมอยู) 
ใชเปนยาแกพิษ แกไขเซื่องซึม 
 

ตารางที่ 6 ช่ือพืชผักสมุนไพรและสรรพคุณทางยา 
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11 

 
หวาย 

 
Calamus siamensis 

 
PALMACEAE 

 
ยอดออน 

 
สมานแผลในกระเพาะและลําไส ขับลม  
ขับเหงื่อ ชวยระบายทอง  เปนอาหาร
บํารุงธาตุดิน 

12 หวายตะมอย Pothos scandens Linn. ARACEAE ใบ บดผสมกับน้ําเย็น ใชอาบแกโรคชัก 
และโรคลมบาหมู ตําพอกทองเด็ก ทํา
ใหรอน เพื่อขับพยาธิในลําไส พอกปด
แผลฝดาษ 

13 น้ําสามตอน - - - - 
14 หวายลิง Flagellaria  FLAGELLARIACEAE - - 
15 คนทีสอ Vertex trilolic Linn. VERBENACEAE ผล แกริดสีดวงทวาร, แกไอหืด 
16 วานเพชรหึง Grammatophyllum 

speciosum 
GRAMMATOPHYLLU
M 

- - 

17 ประคําดีควาย Sapindus 
emarginatus Wall. 

SAPINDACEAE ดอก 
เมล็ด  
ตน 
เปลือกตน 

แกพิษผดผื่นคัน 
แกโรคผิวหนัง 
แกลมคลื่นเหียน 
แกไข แกกษัย 
แกรังแค แกชันตุ 

18 ตะขาบหิน Platyciada (F.b. 
Muell.) Meissn 

POLYGONACEAE ตนและ
ใบ 

ตําผสมเหลาพอกหรือคั้นเอาน้ําทา ถอน
พิษแมลงปองและตะขาบ, แกฟกบวม
เคล็ดขัดยอก 

19 ล้ินมังกร   Sauropus changiana 
S.Y.Hu 

EUPHORBIACEAE     ใบ     
 
 
 ดอก  

แกไอแหง ๆ  เจ็บคอ  หอบหืด  บํารุง
ปอด  ไอเปนเลือดเสียงแหบ
แหง                                                      
แกไอเปนเลือด  ใชดอกสดตมน้ํากิน 

20 วานน้ําทอง Ludisia discolor (Ker-
Gawl.) A. Rich. 
 

ORCHIDACEAE ตน และ 
ราก 
 
 
ดอก 

รักษาเลือดลม หืด ไอ โรคริดสีดวง 
ทองมาน กระเพาะอาหารพิการ 
เสนประสาทไมปกติ แกปวดขอ ปวด
กระดูก หรือแกทองอืดเฟอ  
ใชเปนยาขับเหงื่อและรักษาโรคปอด 

21 วานรอนทอง Globba malaccensis 
Ridl. 

ZINGIBERACEAE หัว ใชเปนยารักษาพิษฝ พิษงู พิษตะขาบ 
พิษแมงปอง  

22 
 
 

กระโดนน้ํา 
 
 

Barringtonia 
Acutangula 
(Linn.)Gaertn. 

BARRINGTONIACEAE  
 
 

เปลือก 
ใบ 
ราก 

ใชลางบาดแผล  สมานแผลเรื้อรัง 
แกทองรวง 
ใชเปนยาระบาย 
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23 ผักบุง Ipomoea aquatica 

Foisk. 
Ipomoeareptans Poir. 
(Syn.) 

CONVOLVULACEAE ทั้งตน ถอนพิษเบื่อเมา 

24 ขี้เหล็ก Cassia siamea Britt. LEGUMINOSAE ดอก 
ใบออน 
ใบ 

เปนยานอนหลับ ลดความดันโลหิต 
เปนยาระบาย 
แกระดูขาว แกนิ่ว ขับปสสาวะ 

25 ผักชีฝรั่ง Petroselinum 
crispum (Mill.) A.W. 
Hill 

UMBELLIFERAE ใบ 

ทั้งตน 

ใบและ
ดอก 

-เอามาตําเปนยาทาแกแผลเรื้อรัง และ 
แกบวม  
-แกแมลงสัตวกัดตอย แกปวดศรีษะ 
อาหารเปนพิษ 
 -ชวยลดอาการทองอืด ทองเฟอ ขับลม
ในกระเพาะอาหาร 
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