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การตดิเชื�อพยาธใิบไมต้บั Opisthorchis viverrini (Ov) เป็นปจจยัเสี3ยงั สําคญัของการ
เกดิโรคมะเรง็ท่อนํ�าดี  เมื3อไมน่านมานี�มรีายงานว่าสารคดัหลั 3งจาก Ov สามารถเหนี3ยวนําใหเ้กดิ
การแบ่งตวัเพิ3มขึ�นของเซลล ์ fibroblast โครงการวจิยันี�มวีตัถุประสงคเ์พื3อศกึษาแบบแผนการ
แสดงออกของจนีในการตอบสนองของเซลลต่์อสารคดัหลั 3งจาก Ov โดยเทคนิค cDNA array 
และศกึษาเสน้ทางสื3อสญัญาณภายในเซลล ์ ที3พยาธใิชใ้นการกระตุน้ใหเ้กดิการแบ่งเซลลโ์ดย
เทคนิค RNAi ผลการทดลองพบว่าในเซลลท์ี3สมัผสักบัสารคดัหลั 3งจากพยาธ ิ มจีนีจาํนวน 239 
จนีจากทั �งหมด 15,000 จนี ที3มรีะดบัการแสดงออกเพิ3มขึ�นตั �งแต่ 2 เท่าขึ�นไป ผลการยนืยนั
ระดบัการแสดงออกของจนีโดยเทคนิค real time RT-PCR บ่งชี�ระดบัการแสดงออกที3เพิ3มขึ�น
ของจนี tgfβ 1i4 ซึ3งเป็นจนีตอบสนองเมื3อเซลลถ์ูกกระตุน้ดว้ย transforming growth factor-beta 
(TGF-β) เช่นเดยีวกบัจนี smad 4 ซึ3งเป็นโมเลกุลสื3อสญัญาณของ TGF-β นอกจากนี�เมื3อใช ้
siTBRII ยบัยั �งการแสดงออกของโปรตนีตวัรบัที3ผวิเซลลช์นิด TGF-β receptor type II (TBRII) 
พบว่าสามารถลดปรมิาณ TBRII  ไดป้ระมาณ 50-80% ของระดบัปกตใินเซลล ์เซลลท์ี3มปีรมิาณ 
TBRII ตํ3าลงนี�จะไมส่ามารถตอบสนองต่อการกระตุน้การแบ่งเซลลโ์ดยสารคดัหลั 3งจากพยาธไิด้
เท่าเซลลท์ี3มปีรมิาณ TBRII ปกต ิ โดยสรปุผลการทดลองบ่งชี�ความเป็นไปไดท้ี3สารคดัหลั 3งจาก
พยาธใิบไมต้บั Ov สามารถเหนี3ยวนําใหเ้กดิการแบ่งตวัของเซลล ์ fibroblast ผ่านเสน้ทางสื3อ
สญัญาณของ TGF-β โดยกระตุน้ผ่านตวัรบั TBRII และแมว้่าในอนาคตยงัตอ้งการการศกึษา
เพิ3มเตมิเกี3ยวกบัสารที3ทําหน้าที3เหมอืน growth factor ในสารคดัหลั 3งจากพยาธ ิเพื3อศกึษากลไก
ที3แน่นอนที3สารดงักล่าวทําใหเ้กดิการแบ่งเซลล ์ หากขอ้มลูที3ไดจ้ากโครงการนี�บ่งชี�ความเป็นไป
ไดเ้กี3ยวกบัการกระตุน้เสน้ทางสื3อสญัญาณของ TGF-β โดยสารคดัหลั 3งจากพยาธ ิ การยบัยั �ง
เสน้ทางสื3อสญัญาณดงักล่าว อาจนําไปสู่การยบัยั �งกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดจีากการ 
เหนี3ยวนําโดยสารคดัหลั 3งจากพยาธใิบไมต้บั Ov  
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Abstract 
Project Code : TRG4880004 
Project Title : Study of signal transduction gene expression and its knockdown effect in 

Opisthorchis viverrini excretory/secretory products induced NIH-3T3 cell 
proliferation 

Investigator : Assistant Professor Dr. Chanitra Thuwajit M.D. 
                   Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Khon Kaen University 
E-mail Address : tchani@kku.ac.th 
Project Period : July 2005-June 2007 

Opisthorchis viverrini (Ov) is a strong risk factor of bile duct cancer. Its 
excretory/secretory (ES) product has recently been reported to induce fibroblast cell 
proliferation. We aim to study the response of fibroblasts to Ov ES product especially 
the intracellular signal transduction pathway activated by this parasitic product. Gene 
expression profile of cells exposed to Ov ES product was studied by cDNA array. The 
results indicated that among a total of 15,000 genes/ESTs, 239 genes with established 
cell proliferation-related functions were 2 fold-and more-up-regulated by Ov ES product 
compared to those in cells without exposure. Real time RT-PCR confirmed the highest 
up-regulated expression of tgfβ 1i4 which is the representative molecule of transforming 
growth factor-beta (TGF-β) pathway stimulation. In addition, the up-regulated expression 
of smad 4, an important TGF-β signal transduction molecule, was observed in fibroblast 
treated with Ov ES product. RNAi against TGF-β receptor type II (TBRII) was performed 
and could successfully decrease around 50-80% of intrinsic TBRII level. A significant 
decrement of Ov-induced cell proliferation was observed in TBRII-knockdown cells 
compared to those without siTBRII treatment. These results indicated that fibroblast cell 
proliferation induced by Ov ES product might be through TBRII-mediated signal 
transduction pathway. Though, in the future, the exact growth factor-like substance in 
Ov ES product should be identified to study in depth of what is the exact mechanism the 
parasitic product uses to activate cell proliferation. This data may highlight the possibility 
to do interfering of TGF-β-mediated signal transduction pathway to inhibit Ov ES 
product-driven cholangiocarcinogenesis.  
 
Keywords: Opisthorchis viverrini; Excretory/secretory product; Intracellular signal 
transduction pathway; cDNA array; siTBRII 
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เนื�อหางานวจยัิ  
 
1.  บทนํา (INTRODUCTION) 
 
 มะเรง็ท่อนํ�าด ี(cholangiocarcinoma) เป็นปญหาสาธารณสุขที&สาํคญัของประชากรในั

ภมูภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ เช่น ประเทศไทย ลาว และเวยีดนาม (1, 2) ในประชากรภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยการตดิเชื�อพยาธใิบไมต้บั Opisthorchis viverrini (O. 

viverrini) เป็นปจจยัเสี&ยงสาํคญัั ต่อการเกดิโรคมะเรง็ท่อนํ�าด ีพบว่าการตดิเชื�อพยาธใิบไมต้บั O. 

viverrini ควบคู่กบัการไดร้บัสาร N-nitrosamine สามารถเหนี&ยวนําใหเ้กดิมะเรง็ท่อนํ�าดไีด ้(3-6) 
การศกึษาในสตัวท์ดลองและในมนุษยท์ี&ตดิพยาธใิบไมต้บั O. viverrini พบว่ากระบวนการเกดิ
มะเรง็ท่อนํ�าดจีากการเหนี&ยวนําของพยาธใิบไมต้บั (O. viverrini-associated cholangiocarcino-
genesis)  ประกอบดว้ยหลายขั �นตอนและเกี&ยวขอ้งกบักลไกหลายอยา่ง (7) (รปูที& 1) การตดิเชื�อ
พยาธทิําใหเ้กดิ chronic irritation ต่อเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดปีกติ  และเหนี&ยวนําใหเ้ซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�า
เกดิการแบ่งเซลลเ์พื&อทดแทนเซลลท์ี&ถูกทาํลายไป ต่อมาจะเกดิ adenomatous hyperplasia 
และ periductal fibrosis ของเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดบีรเิวณที&มพียาธอิาศยัอยู ่(8, 9) การ
เปลี&ยนแปลงเหล่านี�อาจเกดิจากปจจยัทาง ั mechanical หรอื biochemical  โดยประการหลงัเชื&อ
ว่าเกดิจากสารคดัหลั &ง (excretory/secretory product, ES product) ที&ปล่อยออกมาจากตวั
พยาธ ิ(2) กล่าวคอืสารคดัหลั &งที&ปล่อยออกมาจากตวัพยาธอิาจมผีลโดยตรงต่อวฏัจกัรเซลล ์(cell 
cycle) ของเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดี  ทําใหเ้ซลลม์คีวามสามารถในการแบ่งเซลลเ์พิ&มขึ�น  และเกดิการ 
กลายพนัธุ ์ (mutation) เมื&อโดนกระตุ้นดว้ยสารก่อมะเรง็ (carcinogen) ถา้การกลายพนัธุนี์�เกดิที&
จนีที&เกี&ยวขอ้งกบักระบวนการเกดิมะเรง็ เช่น oncogene, tumor suppressor gene, cell cycle 
control gene, DNA repairing gene จะกระตุ้นใหเ้ซลลป์กตกิลายเป็นเซลลม์ะเรง็ไดเ้รว็ขึ�น  
 

   
รปูที" 1 การเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดแีบบ O. viverrini-associated cholangiocarcinogenesis (7) 
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   จากทฤษฎ ีmultistage carcinogenesis (10, 11) ซึ&งประกอบดว้ยกระบวนการที&สําคญั 
ไดแ้ก่ กระบวนการ initiation, promotion และ progression เมื&อนํามาใชใ้นการอธบิาย 
cholangiocarcinogenesis เชื&อว่าในขั �นตอนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดนีั �น nitrosamine เป็นสารที&ทํา
ใหเ้กดิกระบวนการ initiation เนื&องจากเป็นสารที&มคีุณสมบตัทิาํใหเ้กดิ DNA damage หรอื
เรยีกว่า initiator แต่ยงัไมท่ําใหเ้ซลลเ์ปลี&ยนแปลงรปูรา่ง และเชื&อว่าสารที&ผลติจากพยาธใิบไมต้บั 

O. viverrini เป็นสารที&ทาํใหเ้กดิกระบวนการ promotion เรยีกสารประเภทนี�ว่า promoter มี
คุณสมบตักิระตุน้การแบ่งเซลล ์ (cell proliferation) เกดิเป็นภาวะที&เรยีกว่า hyperplasia ต่อมา
จะเหน็การเปลี&ยนแปลงรปูร่างของเซลลใ์นภาวะ dysplasia หลงัจากนั �นจงึเป็นกระบวนการ 
progression ซึ&งเซลลจ์ะม ีDNA aberration สะสมมากขึ�นโดยเฉพาะจนีในกลุ่ม oncogenes และ 
tumor suppressor genes ซึ&งเป็น irreversible process และทา้ยสุดเกดิเป็นเซลลม์ะเรง็ท่อนํ�าด ี 

 บทบาทของ O. viverrini ในกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดนีั �นสามารถสรุปไดด้งัรปูที& 2 
โดยในส่วนของ O. viverrini ES product นั �น แมว้่ามสีมมตฐิานเกี&ยวกบัความสามารถในการ
เหนี&ยวนําใหเ้ซลลเ์กดิการแบ่งตวัเพิ&มขึ�น หากยงัไม่มขีอ้พสิจูน์ชดัเจนเกี&ยวกบับทบาทดงักล่าว  

 

 
 
รปูที" 2 บทบาทของ O. viverrini ในกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าด ี 
 

รายงานในวารสารวชิาการเกี&ยวกบัการศกึษาวจิยัผลของสารคดัหลั &งจากพยาธชินิดต่างๆ 
ต่อเซลล ์ เช่น การศกึษาผลของสารคดัหลั &งจาก Trypanosoma cruzi ต่อการเตบิโตของ 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) โดยเลี�ยงเซลล ์PBMC และพยาธริ่วมกนัโดยวธิี
ที&เรยีกว่า co-culture technique (12) ผลการศกึษาพบว่าสารคดัหลั &งของ T. cruzi มฤีทธยิบัยั �งg
การแบ่งตวัของ PBMC นอกจากนี�การศกึษาผลของสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บัชนิด 
Fasciola hepatica (13) พบว่าสารคดัหลั &งจากพยาธติวันี�สามารถยบัยั �งการแบ่งตวัของเซลลเ์มด็
เลอืดขาวของแกะ (sheep lymphocyte) ได ้ และในขณะเดยีวกนักล็ดปรมิาณ CD4 บนผวิเซลล์
เมด็เลอืดขาวนั �นดว้ย ซึ&งทั �งหมดนี�ทาํใหก้ระบวนการสรา้งภมูคิุม้กนั (immune system) ของ
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โฮสต ์ (host) ลดลง อนัจะเป็นประโยชน์ต่อพยาธใินการอาศยั และเตบิโตไดใ้นเซลลต์บัและท่อ
นํ�าดี จากผลการวจิยัดงักล่าวเหล่านี�  จะเหน็ว่าการวจิยัเกี&ยวกบัผลของสารคดัหลั &งจากพยาธมิกัจ
ศกึษากบัเซลลภ์มูคิุม้กนั โดยสารคดัหลั &งจากพยาธมิผีลต่อเซลลใ์นลกัษณะลดการแบ่งตวัของ
เซลลภ์มูคิุม้กนั 

 การวจิยัโดยชนิตรา ธุวจติตแ์ละคณะ (14) เมื&อไมน่านมานี�เกี&ยวกบัผลของสารคดัหลั &ง
จากพยาธ ิ O. viverrini ต่อเซลลเ์พาะเลี�ยงในหลอดทดลองโดยใชเ้ทคนิค non-contact co-
culture ใน double chamber plate โดยเลี�ยงพยาธ ิ O. viverrini ไวใ้นส่วนที&เรยีกว่า upper 
chamber ซึ&งมรีพูรุน และเลี�ยงเซลลท์ี&ตอ้งการดกูารเปลี&ยนแปลงไวใ้นส่วน lower chamber (รปู
ที& 3) ในการทดลองดงักล่าวนี�เลอืกใชเ้ซลล ์mouse fibroblast cell line ชนิด NIH-3T3 เนื&องจาก
ขอ้ดขีองเซลลท์ี&มคีวามไวต่อการกระตุ้นจากสารจากภายนอก กล่าวอกีนยัหนึ&งคอืสามารถเหน็
การเปลี&ยนแปลงคุณสมบตัขิองเซลลไ์ดง้า่ย แมว้่าสารกระตุน้จากภายนอกจะมปีรมิาณไมม่ากก็
ตาม ในเทคนิค non-contact co-culture นี� สารคดัหลั &งที&สรา้งจากพยาธจิะสามารถแพรผ่่านรู
พรนุลงไปสู่เซลล ์ NIH-3T3 ที&เพาะเลี�ยงอยูด่า้นล่างได ้ ขอ้ไดเ้ปรยีบของเทคนิคนี�เทยีบกบั
การศกึษาในสตัวท์ดลอง (in vivo) คอื ในเทคนิค non-contact co-culture นี� จะไม่มผีลของการ
สมัผสักนัของตวัพยาธกิบัเซลลเ์พาะเลี�ยงมารบกวน ทําใหส้ามารถศกึษาผลของสารคดัหลั &งจาก
พยาธต่ิอเซลลแ์ต่เพยีงอยา่งเดยีวได ้ การทดลองดงักล่าวสรปุว่าสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั 
O. viverrini สามารถเหนี&ยวนําใหเ้ซลล ์ NIH-3T3 ที&เพาะเลี�ยงไวร้ว่มกนัมกีารแบ่งเซลลเ์พิ&มขึ�น 
(increased cell proliferation) โดยผ่านกลไกการควบคุมที& G1-S phase ของ cell cycle โดย
เซลลท์ี&ถูกกระตุน้ดว้ยสารคดัหลั &งจากพยาธจิะมกีารแสดงออกของโปรตนีที&สาํคญั 2 ตวั คอื 
cyclin D1 และ phosphorylated retinoblastoma (pRB) เพิ&มขึ�น ทาํใหเ้ซลลผ์่านเขา้สู่ระยะ S-
phase ของ cell cycle ไดม้ากขึ�น เหน็ไดจ้ากจาํนวนเซลลท์ี&เพิ&มขึ�นในระยะ S-phase จากการ
นบัจาํนวนเซลลใ์นแต่ละระยะของ cell cycle ดว้ย flow cytometer จากความรูเ้กี&ยวกบั 
cholangiocarcinogenesis ที&เกดิจากการเหนี&ยวนําโดยพยาธ ิO. viverrini ดงัแสดงในรปูที& 1 (7) 
พบว่ากระบวนการเพิ&มการแบ่งเซลล ์ (induction of cell proliferation) เป็นขั �นตอนที&สาํคญัของ
กระบวนการเกดิมะเรง็ เนื&องจากเซลลท์ี&มคีวามสามารถในการแบ่งเซลลเ์พิ&มขึ�น (hyperplastic 
cell) จะเป็นเซลลท์ี&เกดิ DNA damage ไดง้า่ยเมื&อถูกกระตุน้ดว้ยสารก่อมะเรง็ (carcinogen) 
และเมื&อ DNA damage นั �นเกดิที&จนีที&เกี&ยวขอ้งกบัการเกดิมะเรง็ เช่น oncogene, tumor 
suppressor gene, DNA repairing gene หรอื cell cycle control gene กจ็ะสามารถทาํใหเ้ซลล์
นั �นเปลี&ยนแปลงไปเป็นเซลลม์ะเรง็ไดใ้นที&สุด ในกรณขีอง cholangiocarcinogenesis มงีานวจิยั
หลายชิ�นพสิจูน์ว่าม ี endogenous และ exogenous carcinogens หลายชนิดที&lสรา้งจากเซลล์
ภมูคิุม้กนัของรา่งกายต่อพยาธ ิ ทาํใหเ้กดิ DNA damage ของเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าด ี (15-17) จงึ
เป็นไปไดท้ี&บทบาทของพยาธใิบไมต้บัในการก่อใหเ้กดิมะเรง็ท่อนํ�าดนีั �น  นอกจากตวัพยาธ ิO. 

viverrini จะเป็น initiator แลว้ อาจทาํหน้าที&เป็น promoter ในการทําใหเ้ซลลแ์บ่งตวัไดเ้พิ&มขึ�น
อกีดว้ย ซึ&งทั �งหมดนี�จะเหนี&ยวนําใหเ้ซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดปีกตเิปลี&ยนเป็นเซลลม์ะเรง็ไดใ้นที&สุด  
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รปูที" 3 องคป์ระกอบของระบบ double chamber culture สาํหรบัศกึษาผลของ ในหลอดทดลอง 
(18) 

A. ชั �นล่าง (lower chamber) เป็นหลุมที&ใชเ้ลี�ยงเซลล ์NIH-3T3   
B. ชั �นบน (upper chamber) เป็นชิ�นส่วนซึ&งจะประกอบเขา้ในชั �นล่าง โดยส่วนประกอบ

ของชั �นบนจะมแีผ่นกรองที&มรีขูนาดเลก็อยูด่า้นใต ้เพื&อกั �นระหว่างองคป์ระกอบของชั �นบนและชั �น
ล่าง โดยขนาดของรจูะเลก็พอที&จะกั �นไมใ่หพ้ยาธติวัเตม็วยัลอดหลุดออกมาในชั �นล่างได ้ 

C. องคป์ระกอบเมื&อทาํการทดลอง non-contact co-culture นํ�าเลี�ยงเซลลจ์ะเป็นชนิด 
เดยีวกนัทั �งเซลลช์ั �นบนและชั �นล่าง O. viverrini ES product สามารถลอดผ่านแผ่นกรองมาอยูใ่น
ชั �นล่างซึ&งมเีซลล ์NIH-3T3 อยู ่  

D. เซลล ์NIH-3T3 จะถูกเกบ็เพื&อไปนบัจาํนวนและ/หรอืศกึษาการตอบสนองต่อ O. 

viverrini ES product 
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   นอกจากนี�ผลการวจิยัโดย ชนิตรา ธุวจติต ์ และคณะ (14) ยงับ่งชี�ว่าการเปลี&ยนแปลง
ของเซลลท์ี&เกดิจากการเหนี&ยวนําของสารคดัหลั &งจากพยาธ ิ O. viverrini ทาํใหเ้ซลลม์ี
ความสามารถในการแบ่งเซลลเ์พิ&มขึ�นนั �น เหมอืนกบัผลที&เกดิขึ�นในเซลล ์ NIH-3T3 ที&ถูกกระตุน้
ดว้ย 10% serum ดงันั �นคณะผูว้จิยัจงึตั �งสมมตฐิานว่าในสารคดัหลั &งจากพยาธ ิO. viverrini อาจ
มสีารที&ทําหน้าที&คลา้ยกบั growth factor (growth factor-like substance) ที&มอียูใ่น serum ซึ&ง
สามารถมากระตุน้ใหเ้ซลลม์คีวามสามารถในการแบ่งเซลลเ์พิ&มขึ�นได ้การตอบสนองของเซลลต่์อ
สิ&งกระตุน้จากภายนอกที&เป็นสารพวก growth factor เกดิเมื&อ growth factor มาจบักบัตวัรบัที&
ผวิเซลล ์ (cell surface receptor or membrane receptor) และกระตุน้ใหเ้กดิ intracellular 
signal transduction เพื&อส่งสญัญาณเขา้ไปในเซลลแ์บบเป็นลาํดบัขั �น (signaling cascade) และ
ทา้ยสุดเขา้ไปกระตุน้ใหเ้กดิการเปลี&ยนแปลงที&ระดบัการแสดงออกของจนีที&เกี&ยวขอ้งทั �งโดยตรง
และโดยออ้มต่อการแบ่งตวัของเซลล ์ 

ขอ้มลูเบื�องตน้จาก ชนิตรา ธุวจติต ์ และคณะ (unpublished data) พบว่าเมื&อนําเซลล ์
NIH-3T3 ที&เลี�ยงรว่มกบัพยาธใิบไมต้บั O. viverrini มาทําการศกึษาการแสดงออกของจนี
ทั �งหมดในเซลลโ์ดยเทคนิค cDNA microaray บ่งชี�วา่มจีนีหลายกลุ่มที&มรีะดบัการแสดงออกที&
ระดบั mRNA เพิ&มขึ�นเมื&อถูกกระตุน้โดยสารคดัหลั &งจากพยาธ ิ O. viverrini โดยกลุ่มจนีที&มี
ความสาํคญัในการบ่งชี�ว่าเซลลต์อบสนองต่อ O. viverrini growth factor-liked substance 
อยา่งไรนั �น ไดแ้ก่ จนีในกลุ่ม signal transduction pathway และ transcription factor ดงันั �นทาง
คณะผูว้จิยัจงึมคีวามสนใจศกึษาการแสดงออกของจนีกลุ่ม signal transduction pathway ใน
เซลล ์ NIH-3T3 ที&ถูกกระตุน้โดยสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini เปรยีบเทยีบกบั
เซลล ์NIH-3T3 ปกต ิเพื&ออธบิายกลไกภายในเซลลท์ี&สารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini 
กระตุน้ใหเ้ซลลเ์กดิการแบ่งตวั โดยไดค้ดัเลอืกจนีที&มรีะดบัการแสดงออกมากขึ�นเป็นจาํนวน 2 
เท่าขึ�นไป จากผลการศกึษาดว้ยเทคนิค cDNA array และเป็นจนีที&เกี&ยวขอ้งกบั signal 
transduction pathway ของ known growth factor ไดแ้ก่ epidermal growth factor (EGF) 
platelet-derived growth factor (PDGF) และ transforming growth factor-beta (TGF-β) จนีที&
เกี&ยวขอ้งใน pathway ของการกระตุน้โดย PDGF ไดแ้ก่ จนี tyrosine kinase (abl) (19, 20), 
protein kinase C (pkC) (21, 22), PDGF receptor α-polypeptide (pdgfrα), h ras และ jak 1 
protein tyrosine kinase (23, 24) จนีที&เกี&ยวขอ้งใน pathway ของการกระตุน้โดย EGF ไดแ้ก่ 
EGF receptor pathway substrate 8 (eps 8) (25) และจนีที&เกี&ยวขอ้งใน pathway ของการ
กระตุน้โดย TGF-β ไดแ้ก่ TGF-β1 induced transcript 4 (tgfβ 1i4) และ serine-threonine 
receptor-associated protein (strap) (26, 27) ดงัไดส้รปุรายชื&อจนีและระดบัการแสดงออกที&
เพิ&มขึ�นในเซลล ์NIH-3T3 จากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES product เปรยีบเทยีบกบัระดบั
ปกตใินเซลล ์ NIH-3T3 (ตารางที& 1) ในโครงการวจิยันี�จะไดศ้กึษายนืยนัระดบัการแสดงออก
ดงักล่าวโดยเทคนิค real time RT-PCR  
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ตารางที" 1 รายชื&อจนีกลุ่ม signal transduction pathway ที&จะทําการศกึษายนืยนัระดบัการ
แสดงออก โดยเทคนิค real time RT-PCR (แบ่งเป็น 3 กลุ่ม ตามชนิดของ growth factor) 
 

ลาํดบัที" Gene name(s) Up-regulated fold 
(cDNA array data) 

PDGF/EGF signal transduction genes 
1 Tyrosine kinase  7.12 
2 Protein kinase C 4.23 
3 Platelet-derived growth factor, alpha 

polypeptide 
2.64 

4 JAK1 protein tyrosine kinase 2.56 
5 H-ras 2.26 

EGF signal transduction gene 
6 EGF receptor pathway substrate 8 2.32 

TGF-ββββ  signal transduction genes 
7 TGF-β induced transcript 4 8.24 
8 Serine/threonine kinase receptor-associated 

protein 
3.40 

    
นอกจากนี�ผูว้จิยัยงัไดว้างแผนครอบคลุมการใชเ้ทคนิค RNA interference (RNAi) ใน

การทดสอบบทบาทของจนีกลุ่ม signal transduction pathway ที&มรีะดบัการแสดงออกสงู เพื&อ
บ่งชี�บทบาทของจนีนั �นต่อการกระตุน้การแบ่งเซลลจ์ากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES 
product โดยเทคนิค RNAi ไดร้บัการพสิูจน์ว่ามปีระสทิธภิาพในการยบัยั �งการแสดงออกของจนี 
(gene silencing) (28, 29) แมว้่าประสทิธภิาพในการทาํ RNAi ใน mammalian cell จะไม่
แน่นอนขึ�นกบัชนิดของเซลลแ์ละจนีที&ตอ้งการยบัยั �ง แต่รายงานการทาํ RNAi เพื&อทาํใหเ้กดิการ
ลดลงของระดบัโปรตนี (protein knockout) ในเซลล ์ NIH-3T3 นั �นมปีระสทิธภิาพสงู (30) ใน
โครงการวจิยันี� signal transduction pathway ที&มผีลบ่งชี�ว่าน่าจะถูกกระตุน้โดย O. viverrini ES 
product จะถูกยบัยั �งการส่งสญัญาณ แลว้นําเซลลด์งักล่าวไปทดสอบการตอบสนองต่อการ
กระตุน้โดยสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini เปรยีบเทยีบกบัเซลล ์ NIH-3T3 ปกต ิ
โดยเฉพาะคุณสมบตัใินการแบ่งเซลล ์
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2. วตัถปุระสงคข์องโครงการวจยัิ  (OBJECTIVES) 
2.1 เพื&อศกึษาและเปรยีบเทยีบการแสดงออกของจนีกลุ่ม signal transduction ในเซลล์

เพาะเลี�ยง  NIH-3T3 ที&ถูกกระตุน้โดยสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini 
2.2 เพื&อพสิจูน์หน้าที&ของจนีกลุ่ม signal transduction ต่อการแบ่งเซลลจ์ากการกระตุน้

โดยสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini 
2.3 เพื&อบ่งชี� signal transduction pathway ที&สารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini  

ใชใ้นการกระตุน้การแบ่งเซลล ์
 

3. วธีิ การทดลอง (MATERIALS AND METHODS) 
 
3.1 การเตรียมพยาธิใบไม้ตบั O. viverrini ตวัเตม็วยั  
 พยาธใิบไมต้บั O. viverrini ระยะ metacercaria ถูกคดัแยกจากการยอ่ยเนื�อปลากลุ่ม 
cyprinoid (cyprinoid fish) ซึ&งหาไดใ้น endemic area ของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ อนัเป็น
แหล่งที&มอีตัราการตดิเชื�อพยาธใิบไมต้บัในปลาสงู โดยนําเนื�อปลามายอ่ยดว้ย Pepsin-HCl 
จากนั �นคดัเลอืกเฉพาะพยาธใิบไมต้บัระยะ metacercaria ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ นํา 
metacercaria ที&ไดไ้ปใหห้นู hamster อายปุระมาณ 6-8 สปัดาหก์นิ (ad libitum) ในอตัราส่วน 
metacercaria 50 ตวัต่อหนู 1 ตวั เลี�ยงหนูเป็นเวลา 4-6 สปัดาห ์พยาธจิะพฒันาเป็นพยาธใิบไม้
ตบัตวัเตม็วยั อยูใ่นท่อนํ�าด ี ของหนู hamster จากนั �นคดัแยกพยาธใิบไมต้บัตวัเตม็วยัจากหนู 
โดยวธิ ี semi-sterile นําพยาธติวัเตม็วยัลา้งในสารละลาย PBS ที&ม ี 100 mg/L penicillin และ 
100 kU/L streptomycin จาํนวน 2 ครั �ง และแช่พยาธใินสารละลายดงักล่าว ที& 37oC เป็นเวลา 
30 นาท ี เพื&อเป็นการฆ่าเชื�อโรคที&อาจปนเปื�อนมาในขั �นตอนของการคดัแยกพยาธ ิ นําพยาธิ
ใบไมต้บัตวัเตม็วยัไปใชใ้นขั �นตอนการเพาะเลี�ยงรว่มกบัเซลล ์ NIH-3T3 หรอืใชใ้นการเกบ็ ES 
product ต่อไป การทดลองในส่วนนี�ไดร้บัการอนุมตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัใน
สตัวท์ดลอง มหาวทิยาลยัขอนแก่น (Animal Ethics Committee of Khon Kaen University) 
เลขที&อนุมตั ิ AEKKU011/04 ซึ&งเป็นไปตามหลกัการทําการทดลองที&ถูกตอ้งในสตัวท์ดลองของ 
Ethics of Animal Experimentation of National Research Council of Thailand 
 
3.2 การเพาะเลี ยงเซลล ์ NIH-3T3 และการเพาะเลี ยงเซลล ์ NIH-3T3 ร่วมกบัพยาธิใบไม้
ตบั O. viverrini ตวัเตม็วยัแบบ non-contact co-culture   
 เซลล ์mouse fibroblast cell line ชนิด NIH-3T3 จดัซื�อจาก American Type Culture 
Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) เพาะเลี�ยงเซลล ์NIH-3T3 ในอาหารเลี�ยงเซลลช์นิด 
DMEM (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) ที&ประกอบดว้ย 100 mL/L (10%) calf serum 
(Gibco, Gaithersburg, MD, USA) (complete medium) ในตู ้ CO2 ที&อุณหภมู ิ 37

0C ในแบบ
เซลลเ์กาะตดิ (adherent cell) เมื&อเซลลม์จีาํนวนมากพอ trypsinize เซลล ์ โดยใช ้ 0.25% 
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trypsin pH 7.5 เพาะเลี�ยงใน cell culture flask ใหม่ ใชเ้ทคนิค trypan blue staining ในการ
ยอ้มเพื&อนบัจาํนวนเซลลม์ชีวีติ (viable cell) โดยเซลลท์ี&ม ีviability มากกว่า 95% จะถูกนําไปใช้
ในการเพาะเลี�ยงรว่มกบัพยาธใิบไมต้บั O. viverrini ตวัเตม็วยัต่อไป 
 เซลล ์ NIH-3T3 และพยาธใิบไมต้บั O. viverrini ตวัเตม็วยัถูกนํามาเพาะเลี�ยงรว่มกนั
แบบ non-contact co-culture (14) ใน 24-well transwell (Costar, Corning Incorporated, 
Cambridge, NY, USA) โดยเพาะเลี�ยงเซลล ์NIH-3T3 ไวใ้นส่วน lower chamber (รปูที& 3) และ
เลี�ยงพยาธใิบไมต้บั O. viverrini ตวัเตม็วยัในส่วน upper chamber ซึ&งประกอบดว้ย membrane 
ที&มรีขูนาด 8-µm ซึ&งสารคดัหลั &งจากพยาธสิามารถผ่าน membrane ดงักล่าวลงไปสมัผสักบั
เซลล ์NIH-3T3 ที&อยูด่า้นล่างได ้โดยเพาะเลี�ยงเซลล ์NIH-3T3 จาํนวน 10,000 เซลลเ์ป็นเวลา 2 
วนั เพื&อใหเ้ซลลเ์กาะตดิกบั cell culture plate อยา่งด ี และจงึเปลี&ยนอาหารเลี�ยงเซลลเ์ป็น 
DMEM ที&ไม่ม ี calf serum (serum free medium) ใส่พยาธตวัเตม็วยัใน upper chamber 
จาํนวน 5 ตวั เพาะเลี&ยงรว่มกบัพยาธใิบไมต้บัตวัเตม็วยัเป็นเวลา 2 วนั จากนั �นใชเ้ทคนิค 
trypan blue staining ในการนบัจาํนวนเซลลท์ั �งหมด (total cell) เซลลท์ี&มชีวีติ (viable cell) และ
เซลลต์าย (dead cell) โดยเปรยีบเทยีบจาํนวนเซลลท์ี&เพาะเลี�ยงรว่มกบัพยาธแิละที&เพาะเลี�ยง
ตามลาํพงั โดยใชส้ภาวะที&เพาะเลี�ยงเซลล ์NIH-3T3 ใน complete medium และใน serum free 
medium เป็น positive และ negative controls ตามลาํดบั เกบ็เซลลท์ี&เพาะเลี�ยงรว่มกบัพยาธติวั
เตม็วยัส่วนหนึ&งใน RNAlater (Ambion®, Hilden, Germany) เพื&อใชใ้นการสกดัแยก RNA เพื&อ
ทดสอบระดบัการแสดงออกของจนีกลุ่ม signal transduction pathway ในการทดลองต่อไป 
 
3.3 การวดัระดบัการแสดงออกของจีนกลุม ่ signal transduction ในเซลล ์ NIH-3T3 ที"
เพาะเลี�ยงรวมกบัพยาธใบไม้ตบัตวัเตม็วยั โดยเทคนค ่ ิ ิ real-time RT-PCR 
 สกดัแยก total RNA จากเซลล ์NIH-3T3 ที�เพาะเลี�ยงรว่มกบัพยาธใิบไมต้บัโดย Total 
RNA Extraction Miniprep System (Viogene, Fegersheim, France) ตามขั �นตอนที�ระบุใน
เอกสารประกอบสนิคา้ (manufacturer’s leaflet) กําจดัการปนเปื�อน DNA โดยใช ้ DNase I 
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) ที�อุณหภมู ิ 37oC เป็นเวลา 30 นาท ี จากนั �น
ทาํลาย DNase I โดย incubate ที� 75oC เป็นเวลา 10 นาท ีจากนั �นนํา total RNA จาํนวน 1 µg 
ไปเปลี�ยนเป็น cDNA โดยใช ้ Reverse Transcription System (Promega Corporation, 
Madison, WI, USA) นํา cDNA ที�ไดไ้ปวดัการแสดงออกของจนีกลุ่ม signal transduction 
pathway แบบ semi-quantitative PCR โดยใช ้SYBR-based method ทาํปฏกิริยิาปรมิาณรวม
12.5 µL ในเครื�อง Rotor Gene RG-3000 (Corbett Research) โดยมขีั �นตอนการทาํ real time 
PCR ดงัต่อไปนี� denature cDNA ที� 95oC เป็นเวลา 10 นาท ีทาํ PCR จาํนวน 50 cycles; 
Denaturation ที& 95oC เป็นเวลา 30 วนิาท ีAnnealing ที& 52, 55, 58, 58, 54, 52, 52, 62, 65, 
และ 60oC สาํหรบัจนี  abl 1, pkc, pdgfrα, jak 1, eps 8, tgfβ 1i4, strap, raf 1, h ras, และ 
β2m ตามลาํดบั เป็นเวลา 30 วนิาท ีและ Extension ที& 72

oC เป็นเวลา 45 วนิาท ี(ตารางที& 2) 
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ลาํดบัเบสของ primer สาํหรบัแต่ละจนีแสดงในตารางที& 2 ใช ้β2-microglobulin (β2m) 
เป็นจนีควบคุม (internal control) เปรยีบเทยีบค่า CT ที&ไดจ้ากการทาํ real time PCR กบั
ปรมิาณ RNA ตั �งตน้ โดยการทํา standard curve และใชเ้ทยีบค่า CT ที&ไดจ้ากการทดลองเพื&อ
บ่งชี�ปรมิาณ RNA ของจนีชนิดต่างๆ ในเซลล ์NIH-3T3 ที&เลี�ยงรว่มกบัพยาธเิทยีบกบัเซลล ์NIH-
3T3 ปกต ิ โดยทาํการทดลองซํ�า 3 ครั �ง วเิคราะหห์าความแตกต่างและความน่าเชื&อถอืทางสถติ ิ
โดย STATA version 8 (StataCorp LP, Texas, USA) นําค่าการแสดงออกของจนีแต่ละตวั
เปรยีบเทยีบกบัค่าที&ไดจ้ากการศกึษาโดย cDNA array (วธิทีาํการทดลองและผลการทดลอง 
cDNA array แสดงใน Appendix)  
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ตารางที" 2 แสดง nucleotide sequences ของ primer แต่ละตวัสาํหรบัจนีกลุ่ม signal 
transduction pathway   

Group of 
stimulating 
growth 
factor1 

 

Gene 

       

 Primer sequence 

Annealing 
temperature(oC)/ 
Product size (bp) 

PDGF/EGF abl 1 

 

Forward: 5’-TGAAGTTGGTGGGCTGCA-3’ 
Reverse: 5’-TTTTCACTGGGCCCGCA-3’ 

52/148 

 pkC  Forward: 5’-GGCATGCCTTGTCCTGGAGA-3’ 
Reverse: 5’-TGTAGCCCTGCCTCGAGAGA-3’ 

55/149 

 jak 1 Forward: 5’-CAGCCTCGCTCGTCCTT-3’ 
Reverse: 5’-CCAAGCCCTTCAGAGCT-3’ 

58/147 

 raf 1 Forward: 5’-TTTCCCGGATGCCTGCTA-3’ 

Reverse: 5’-TCCTGCTGTCCCATGCA-3’ 

62/147 

 h ras Forward: 5’-TGGTGGGCAACAAGTGTGA-3’ 
Reverse: 5’-CCGCAATTTATGCTGCCGAA  

65/150 

PDGF pdgfrα Forward: 5’-TGCGGGGAAGGACTGGA-3’ 
Reverse: 5’-GTGAGGAGACAGCTGAGGA-3’ 

58/122 

EGF eps  8 Forward: 5’-CCGCTCCGTGGGTATGGA-3’ 
Reverse: 5’-ACGTCCGACACACTGCTGA-3’ 

54/146 

TGF-β tgfβ 1i4 Forward: 5’-GCAAGTGTGGTAGCTATCGA-3’ 
Reverse: 5’-CAGATTGTTCTCCTGCTCC-3’ 

52/136 

 strap Forward: 5’-GCCGGGAGATACAGGAGA-3’ 
Reverse: 5’-TGCTTATGAGCCGGGTCA-3’ 

52/153 

 1แบ่งตามการทาํงานของผลติผลของจนีในแต่ละ signal transduction pathway โดยการกระตุน้
จาก growth factor ที&ต่างกนั; PDGF; platelet-derived growth factor, EGF; epidermal growth 
factor, TGF-β; transforming growth factor-β 
 2Primers สาํหรบั internal control (β2m): 5’-CATGGCTCGCTCGGTGA-3’ forward primer 
และ 5’-AATGTGAGGCGGGTGGAA-3’ reverse primer โดยใช ้ annealing temperature และได ้
product size เทา่กบั 60oC และ 148 bp ตามลาํดบั 
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3.4 การยบัยั �งการแสดงออกของ transforming growth factor-ββββ receptor type II (TBRII) 
โดยเทคนค ิ RNAi  
  เทคนิค RNAi ถูกนํามาใชเ้พื&อลดการแสดงออกของจนี transforming growth factor-
β receptor type II (TBRII) ตามขั �นตอนที&ไดม้กีารรายงานในวารสาร (31) ขั �นตอนโดยยอ่ ไดแ้ก่
การออกแบบ siRNA ที&จาํเพาะต่อ mRNA ของจนี TBRII โดยใชโ้ปรแกรม RNAi designer 
(StealthTM RNAi, invitrogenTM) ไดส้าย siRNA ที&เหมาะสมในการยบัยั �งการแสดงออกของจนี 
TBRII จาํนวน 3 สาย (ตารางที& 3) ซึ&งจบัที&บรเิวณที&แตกต่างกนัไปบนสาย mRNA ของจนี 
TBRII (รปูที& 4) นํา siRNA ทั �ง 3 สายไปทดสอบประสทิธภิาพในการยบัยั �งการแสดงออกของจนี 
TBRII ทั �งแบบใชส้ายเดยีว และแบบผสม โดยใช ้ siRNA สายที& 2, สายที& 2+1 และสายที& 2+3 
ปรมิาณ 20 µg รว่มกบั Lipofectamine (Invitrogen) ในอตัราส่วน 1:40 ใสส่ารละลาย siRNA 
แต่ละชนิดดงักล่าวในเซลล ์NIH-3T3 ที&เพาะเลี�ยงใน complete medium มาเป็นเวลา 1 วนั โดย 
incubate สารละลาย siRNA กบัเซลลเ์ป็นเวลา 4 ชั &วโมง จากนั �นจงึเปลี&ยนอาหารเลี�ยงเป็น 
complete medium และเพาะเลี�ยงเซลลต่์อเป็นเวลา 48 ชั &วโมง แลว้จงึ trypsinize เซลลโ์ดยใช ้
0.25% trypsin pH 7.5  เพื&อนําไปสกดัแยก total RNA ในขั �นตอนต่อไป ทั �งนี�เพื&อยนืยนั
ประสทิธภิาพการยบัยั �งการแสดงออกของจนี TBRII 
 
ตารางที" 3 แสดงลาํดบัเบสของสาย siRNA ต่อจนี TBRII (siTBRII) 

No. siRNA sequences Coverage (base-base) 

1 GGUUCAGCCAAUUGUCACUACAGUA 86-110 

2 ACAUUGUACCUUCUCACGUUGCUAA 412-436 

3 AGUUCUCGAGAUUGUAGGAUCACUU 1139-1163 

 

 

 

 
รปูที" 4 แสดงตําแหน่งการจบัของ siRNA แต่ละชนิดบนสาย mRNA ของจนี TBRII  
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3.5 การวดัระดบัการแสดงออกของจีน TBRII โดยเทคนค ิ real time RT-PCR  
  สกดัแยก total RNA โดยใชส้าร Trizol (Invitrogen) ตามขั �นตอนที&ระบุในเอกสาร
ประกอบสนิคา้ (manufacturer’s leaflet) กําจดัการปนเปื�อน DNA โดยใช ้ DNaseI (Promega 
Corporation, Madison, WI, USA) ที&อุณหภมู ิ37oC เป็นเวลา 30 นาท ีจากนั �นทําลาย DNase I 
โดย incubate ที& 75oC เป็นเวลา 10 นาท ีจากนั �นนํา total RNA จาํนวน 1 µg ไปเปลี&ยนเป็น 
cDNA โดยใช ้Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison, WI, USA) 
นํา cDNA ที&ไดไ้ปวดัการแสดงออกของจนี TBRII แบบ Relative-quantification PCR โดยใช ้
SYBR-based method ทาํปฏกิริยิาปรมิาณ 25 µL ในเครื&อง ABI 7500 (Apply Biosystem) 
โดยมขีั �นตอนการทํา real time PCR ดงัต่อไปนี� denature cDNA ที& 95oC เป็นเวลา 10 นาท ีทํา 
PCR จาํนวน 50 cycles; denaturation ที&อุณหภมู ิ 95oC เป็นเวลา 15 วนิาท ี annealing ที&
อุณหภมู ิ54oC เป็นเวลา 30 วนิาท ีextension ที&อุณหภูม ิ72oC เป็นเวลา 45 วนิาท ีลาํดบั base 
ของ TBRII primers ที&ใชค้อื 5’ GGCTTCACTCTGGAAGATGC 3’ สาํหรบั forward primer 
และ 5’ GGGACTGCTGGTGGTGTATT 3’ สาํหรบั reverse primer ใช ้ β2m เป็น internal 
control โดยใช ้primers และ annealing temperature ดงัที&แสดงในขอ้ 2.3 นําค่า CT ที&ไดจ้าก
การศกึษารดับัการแสดงออกของจนี TBRII ในเซลล ์NIH-3T3 ที&ถูก treat ดว้ย siTBRII, เซลลท์ี& 
treat ดว้ย lipofectamine และเซลล ์ NIH-3T3 ปกต ิ มาเปรยีบเทยีบกนัโดยใชส้ตูรการคํานวณ 
แบบ Relative-quantification 2 -∆∆CT Method (32)  
 
3.6 การวดัผลการกระตุ้นเซลล ์NIH-3T3 ที"ถกูยบัยั �งการแสดงออกของ TBRII โดยสารคดั
หลั "งจากพยาธใบไม้ตบั ิ O. viverrini  
 หลงัจากที&ยบัยั �งการแสดงออกของ TBRII ดว้ยเทคนิค RNAi โดยวธิกีารดงักล่าว ใน 2.4 
แลว้ เซลลส์ว่นหนึ&งจะถูกนําไปวดัผลการกระตุน้การแบ่งเซลลโ์ดยสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั 
O. viverrini เปรยีบเทยีบกบัเซลล ์ NIH-3T3 ที& treat ดว้ยสาร Lipofectamine และเซลล ์ NIH-
3T3 ปกต ิโดยเพาะเลี�ยงเซลลใ์น 96-well plate จาํนวน 6,000 cells ใน complete medium ในตู ้
CO2 ที&อุณหภูม ิ37

0C เป็นเวลา 24 ชั &วโมง แลว้ดดูอาหารเลี�ยงเชื�อเดมิออก ลา้งดว้ยอาหารเลี�ยง
เชื�อชนิด DMEM ที&ปราศจาก serum (serum-free medium) เพื&อกําจดั serum ที&ปนเปื�อนอยูใ่น
อาหารเลี�ยงเชื�อเดมิออก จากนั �นเตมิสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini จาํนวน 200 µl 
เพาะเลี�ยงต่อไปเป็นเวลา 48 ชั &วโมง แลว้จงึ trypsinize เซลล ์ โดยใช ้ 0.25% trypsin pH 7.5  
เพื&อนบัจาํนวนเซลลท์ั �งหมด (total cell) เซลลท์ี&มชีวีติ (viable cell) และเซลลต์าย (dead cell) 
โดยใชเ้ทคนิค trypan blue staining โดยเปรยีบเทยีบจาํนวนเซลล ์NIH-3T3 ที&เพาะเลี�ยงรว่มกบั
พยาธแิละที&เพาะเลี�ยงตามลาํพงั โดยใชส้ภาวะที&เพาะเลี�ยงเซลล ์ NIH-3T3 ใน complete 
medium และใน serum free medium เป็น positive และ negative controls ตามลาํดบั   
 
 



 13 

4. ผลการทดลอง (RESULTS) 
 

4.1 การแสดงออกของ signal transduction-related genes ตอสารคดัหลั =งจากพยาธ ่ ิ
ใบไม้ตบั O. viverrini  

 ผลการศกึษาแบบแผนการแสดงออกของจนี (gene expression profile) ในเซลล ์NIH-
3T3 ที&ถูกกระตุน้จาก O. viverrini ES product โดยเทคนิค cDNA array พบว่ามจีนีมากกว่า 
885 ชนิดที&มรีะดบัการแสดงออกสงูขึ�นจากเซลล ์NIH-3T3 ปกต ิ(รายละเอยีดใน Appendix) ใน
จาํนวนจนีดงักล่าวม ี 239 จนี ที&มหีน้าที&เกี&ยวขอ้งกบัการแบ่งเซลล ์ (cell proliferation-related 
function) และเมื&อนํามาแบ่งกลุ่มตามหน้าที&พบว่าอยูใ่นกลุ่ม energy and metabolism, signal 
transduction, protein synthesis and translation, matrix and structural protein, transcription 
control, cell cycle และ DNA replication ซึ&งเป็นโปรตนีที&เกี&ยวขอ้งทั �งโดยตรงและโดยออ้มต่อ
การแบ่งตวัและการเตบิโตของเซลล ์ 

 เมื&อพจิารณาจนีกลุ่มที&ทําหน้าที&ส่งสญัญาณในเซลล ์ (signal transduction pathway) 
พบว่ามจีาํนวน 59 จนี ที&ถูกเหนี&ยวนําโดยสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั O. viverrini ES 
product ใหม้กีารแสดงออกมากขึ�นกว่าในเซลลท์ี&ไมไ่ดส้มัผสักบัสารคดัหลั &ง เป็นจาํนวน 2 เท่า
ขึ�นไป ไดแ้ก่จนีที&เกี&ยวขอ้งใน signal transduction pathway ของการกระตุน้โดย growth factor 
ต่างชนิดกนั ไดแ้ก่ PDGF or EGF, PDGF, EGF และ TGF-β (ตารางที& 4) โดยจนี tgfβ 1i4 
และ abl 1 ซึ&งเป็นจนีใน signal transduction pathway ของ TGF-β และของ PDGF/EGF 
ตามลาํดบั มรีะดบัการแสดงออกเพิ&มขึ�นมากที&สุดสองลาํดบัแรก 

 นอกจากจนีที&ทําหน้าที&สรา้งโปรตนีจาํเพาะใน signal transduction pathway แลว้ ยงัมี
การแสดงออกของจนีที&ทําหน้าที&เป็น receptor เพิ&มขึ�น จากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES 
product เช่น tyrosine kinase และ serine-threonine kinase receptors (ตารางที& 5)  
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ตารางที" 4 รายชื&อ signal transduction-related genes ในเซลล ์NIH-3T3 ที&ถูกกระตุน้โดย O. 

viverrini (แบ่งเป็นกลุ่มตามการตอบสนองต่อ growth factor แต่ละชนิด)  

Related growth factor 

(Accession number) 

Gene name/Production  Folding 

(cDNA array 
data) 

PDGF/EGF 

  AW544655 

  C80388 

  AU042564 

  C87299 

  AU046274 

   

  C87788 

  AU017366 

  AW552623 

 

Tyrosine kinase (v abl)  

Protein kinase C (pkC) 

Casein kinase I-alpha isoform (csnk 1α1)1 

Casein kinase I-epsilon (csnk 1ε) 

Ras-GTPase activating protein SH3-domain 
binding protein (c3bp-pending) 

JAK1 protein tyrosine kinase  

H ras  

N ras 

 

7.12 

4.23 

3.81 

2.88 

2.73 

 

2.56 

2.26 

2.01 

PDGF 

  AW537708 

 

PDGF receptor, alpha-polypeptide (pdgfr α) 

 

2.64 

EGF 

  C88280 

 

Epidermal growth factor receptor pathway 
substrate (eps 8) 

 

2.32 

TGF-ββββ 

  AW546174 

 

  AU016757 

  C79202 

 

Transforming growth factor beta 1 induced 
transcript 4 (tgfβ 1i4) 

c myc 

Serine/threonine kinase receptor associated 
protein (strap) 

 

8.24 

 

3.70 

3.40 

 1represents human gene 
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ตารางที" 5 รายชื&อ kinase receptors ในเซลล ์NIH-3T3 ที&ถูกกระตุน้โดย O. viverrini  

Receptor kinases Gene names 

(Accession number) 

Folding 

(cDNA array data) 

Serine-threonine kinase receptor Serine/tthreonine kinase receptor 
associated protein  

(C85710) 

Serine/threonine kinase*  

(C81033) 

3.40 

 

 

3.88 

 Serine/threonine protein-kinase* 

(AW546799) 

2.05 

Tyrosine kinase receptor  TYRO3 protein tyrosine kinase 3 

(AW556118) 

2.60 

 JAK1 protein tyrosine kinase 

(C87788) 

2.56 

 Proein tyrosine kinase 9 

(AW544421) 

1.83 

 Downstream of tyrosine kinase 

(AW557123) 

1.59 
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4.2 การแสดงออกของ signal transduction-related genes จาํเพาะตอ ่ growth factor 
ชนดิ ตางๆ ่  

การศกึษายนืยนัระดบัการแสดงออกของจนีในกลุ่ม signal transduction pathway ที&
จาํเพาะต่อการกระตุน้โดย growth factor แต่ละชนิด โดยเทคนิค real time RT-PCR พบว่าผล
การทํา real time PCR มคีวามน่าเชื&อถอื เนื&องจากสภาวะที&ใชใ้นการทาํ PCR ใหผ้ลเป็น single 
peak แสดงว่าไมม่ ี non-specific product เกดิขึ�นในขั �นตอนของการทาํ PCR (รปูที& 5) ผลการ
ทดลองบ่งชี�ปรมิาณการแสดงออกที&ต่างกนัของจนีในเซลลท์ี&สมัผสั และไมไ่ดส้มัผสักบั O. 

viverrini ES product (รปูที& 6) เมื&อนําค่า CT ที&ไดจ้ากตวัอยา่งทั �งสองไปเปรยีบเทยีบกบักราฟ
ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า CT และปรมิาณ mRNA ตั �งตน้ (standard curve) (รปูที& 7 และ 8) พบ
ระดบัการแสดงออกของจนี tgfβ 1i4, eps 8, pkC เพิ&มขึ�นอยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ จนี jak 1, 
strap และ  h ras มกีารแสดงออกเพิ&มขึ�นเลก็น้อยจากการเหนี&ยวโดย O. viverrini ES product 
ในขณะที&ระดบัการแสดงออกของจนี pdgfrα ไมเ่ปลี&ยนแปลง และจนี abl 1 และ raf 1 มกีาร
แสดงออกที&ลดลงเมื&อเซลลส์มัผสักบั O. viverrini ES product (ตารางที& 6) 

เมื&อเปรยีบเทยีบระดบัการแสดงออกของจนีจากการศกึษาโดยเทคนิค real time RT-
PCR กบัผลการศกึษาโดย cDNA array พบว่าทั �งสองเทคนิคใหผ้ลการแสดงออกของจนีที&
สอดคลอ้งกนัเป็นส่วนมาก กล่าวคอื จนี pkC, jak 1, h ras, pdgfrα, eps 8, tgfβ 1i4, และ strap 
มรีะดบัการแสดงออกที&สงูขึ�นจากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES product เหมอืนกนัจากทั �ง
สองเทคนิค อยา่งไรกต็ามระดบัการแสดงออกที&เพิ&มขึ�นอยา่งมนียัสําคญัทางสถติ ิไดแ้ก่ จนี pkC, 
eps 8 และ tgfβ 1i4 เท่านั �น ในขณะที&ผลจากการทาํ real time RT-PCR บ่งชี�ระดบัการ
แสดงออกที&ลดลงของจนี abl 1 และ raf 1 ต่างจากผลที&ไดจ้าก cDNA array (รปูที& 9) 

 
รปูที" 5 ตวัอยา่ง Melting peak จากการทํา real time RT-PCR  
   A = β2m (internal control)   
   B = eps8 
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รปูที" 6 กราฟแสดงผล real time RT-PCR ของจนีในเซลล ์ NIH-3T3 ที&เลี�ยงและไมไ่ดเ้ลี�ยง
รว่มกบัพยาธใิบไมต้บัตวัเตม็วยั 
 A = raf 1  B = abl  C = eps 8 D = strap    
 E = pdgfrα F = pkC G = jak 1 H = tgfβ 1i4   
 I = h ras  J = β 2m (internal control) 
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รปูที" 7 กราฟแสดงผล real time RT-PCR ของจนี เมื&อใช ้cDNA ปรมิาณต่างๆ  
  A = raf 1  B = abl  C = eps 8 D = strap  
  E = pdgfrα  F = pkC G = jak 1 H = tgfβ 1i4   
  I = h ras  J = β 2m (internal control) 
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รปูที" 8 Standard curve จากการทํา real time RT-PCR ของจนีต่างๆ   
 A = raf 1  B = abl  C = eps 8 D = strap   
 E = pdgfrα  F = pkC G = jak 1 H = tgfβ 1i4   
 I = h ras  J = β 2m (internal control) 
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ตารางที" 6 ผลการศกึษาระดบัการแสดงออกของ signal transduction genes โดยเทคนิค real 
time RT-PCR ในเซลล ์NIH-3T3 ที&เลี�ยงในสภาวะต่างๆ  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* (p-value < 0.05)    

 

* p value < 0.05 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amount of interested gene/amount of β2m in NIH-
3T3 cells treated with (mean value) 

Genes 
 

0% seruma 
O. viverrini

b 10% serum 

Up-regulation folding 
(b/a) 

(mean±SD) 
tgfβ 1i4 0.22 1.31 2.59 5.95+1.455* 
strap 1.24 1.44 1.16 1.16+0.163 
abl 1 1.43 1.40 2.50 0.98+0.107 
raf 1 1.70 1.32 2.13 0.78+0.001 
eps 8 0.50 2.25 1.93 4.40+0.099* 
h ras 0.7 0.74 0.71 1.066 + 0.0815 
jak 1 1.47 1.85 1.52 1.25+0.177 
pkC 0.65 0.86 0.3 1.53+0.124* 
pdgfrα 2.1 2.28 1.13 1.08+0.442 
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รปูที" 9 ระดบัการแสดงออกของจนีในกลุ่ม signal transduction pathway เปรยีบเทยีบระหว่าง

เทคนิค DNA array และ real time RT-PCR (mean±SD, ap value < 0.05) 
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4.2 ผลการแสดงออกของจีนที =เกี =ยวข้องกบั TGF-ββββ (TGF-ββββ realted gene) ในเซลล ์NIH-
3T3 ที =ถกูกระตุ้นโดย O. viverrini ES product  
 ในเสน้ทางส่งสญัญาณของเซลลจ์ากการกระตุน้โดย TGF-β (TGF-β mediated signal 
transduction pathway) นั �นพบว่ามเีสน้ทางที&สําคญั 2 เสน้ทางภายในเซลลท์ี&สามารถส่ง
สญัญาณในการควบคุมการตอบสนองของเซลล ์ ไดแ้ก่ เสน้ทางที&ใช ้ smad เป็นโปรตนีถ่ายทอด
สญัญาณ (smad dependent) และเสน้ทางที&ไมใ่ช ้ smad เป็นโปรตนีถ่ายทอดสญัญาณ smad 
independent (33) โดยมรีายงานว่าเสน้ทางที&เป็น smad dependent เป็นเสน้ทางสําคญัที& TGF-
β ใชใ้นการกระตุน้การเตบิโตและเพิ&มจาํนวนของเซลล ์ fibroblast (34) พบว่าเมื&อนําเซลล ์NIH-
3T3 ที&สมัผสักบั O. viverrini ES product มาศกึษาระดบัการแสดงออกของจนี smad 4 พบว่า
ระดบัการแสดงออกของจนี smad 4 เพิ&มขึ�นอย่างมนียัสําคญัทางสถติ ิ เปรยีบเทยีบกบัระดบัการ
แสดงออกของจนีดงักล่าวในเซลล ์ NIH-3T3 ที&เพาะเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเซลลท์ี&ไม่ม ี growth 
factor เป็นส่วนประกอบ (serum-free medium)  เช่นเดยีวกบัอาหารเลี�ยงเซลลท์ี&ม ี serum 
(serum containing medium) (รปูที& 10) ในขณะที&จนี tgfβ 1i4 ซึ&งเป็นจนีตอบสนอง 
(responsive gene) ต่อการการตุน้โดย TGF-β พบว่ามรีะดบัการแสดงออกสงูขึ�นอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถติจิากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES product ขอ้มลูนี�บ่งชี�ว่า O. viverrini 
ES product สามารถกระตุ้น TGF-β mediated signal transduction pathway โดยน่าจะผ่าน 
smad dependent pathway 
 
 

 

รปูที" 10 แสดงระดบัการแสดงออกที&เพิ&มขึ�นของจนี smad 4 ในเซลล ์NIH-3T3 จากการกระตุน้

โดย O. viverrini ES product (* p value < 0.05) 
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4.3 ผลการยบัยั  งการแสดงออกของ TBRII โดยเทคนคิ  RNAi 
 เนื&องจากขอ้มลูในขอ้ที&กล่าวผ่านมาขา้งตน้ บ่งชี�ความเป็นไปไดท้ี&เซลล ์ NIH-3T3 จะถูก
กระตุน้ใหม้กีารทาํงานของ TGF-β mediated signal transduction pathway เพิ&มขึ�น จากการ
เหนียวนําโดย O. viverrini ES product ดงันั �นเพื&อเป็นการพสิูจน์สมมตฐิานดงักล่าว ผูว้จิยัไดท้าํ
การขดัขวางเสน้ทางการส่งสญัญาณของ TGF-β mediated signal transduction pathway เพื&อ
ศกึษาการตอบสนองของเซลลต่์อการกระตุน้การแบ่งตวัโดย O. viverrini ES product 
เปรยีบเทยีบกบัในเซลลท์ี&ม ี signal transduction pathway ดงักล่าวปกต ิ เนื&องจากเสน้ทางการ
ส่งสญัญาณโดย TGF-β ไม่ว่าจะเป็นแบบ smad dependent หรอื smad independent กต็าม
จะตอ้งใช ้TBRII ซึ&งเป็นโปรตนีตวัรบัที&ผวิเซลล ์(membrane receptor) ผูว้จิยัไดใ้ชเ้ทคนิค RNAi 
ในการยบัยั �งการแสดงออกของจนี TGF-β receptor type II (TBRII) โดยหลกัการหากโปรตนีตวั
นี�มรีะดบัการแสดงออกน้อยลง การตอบสนองของเซลลต่์อการกระตุน้โดย TGF-β จะน้อยลงดว้ย 
 ผลการทดลองโดยใช ้ siRNA ต่อ TGF-β ที&มตีําแหน่งจบัที&แตกต่างกนับน mRNA ของ
จนี TBRII (ตารางที& 3) พบว่า siRNA แต่ละสายมปีระสทิธภิาพในการยบัยั �งการแสดงออกของ
จนี TBRII แตกต่างกนั (รปูที& 11) โดยสามารถลดระดบัการแสดงออกของจนี TBRII ในเซลล ์
NIH-3T3 ไดป้ระมาณ 50-70% ของระดบัการแสดงออกปกต ิ ทั �งนี�การใช ้ siRNA สายที& 2 
รว่มกบัสายที& 3 จะมปีระสทิธภิาพสงูสุดในการยบัยั �งการแสดงออกของจนี TBRII 
 

  
 
รปูที" 11 ผลการยบัยั �งการแสดงออกของจนี TBRII โดยใช ้siTBRII ที&ตําแหน่งต่างกนับน mRNA 
ของจนี TBRII (* p value ≤ 0.05) 
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4.3 ผลการกระตุ้นการแบงตวัของเซลล ์่ TBRII-knockdown NIH-3T3 
 เมื&อนําเซลล ์ NIH-3T3 ที&ถูกยบัยั �งการแสดงออกของจนี TBRII (TBRII-knockdown 
NIH-3T3) ไปสมัผสักบั O. viverrini ES product เป็นระยะเวลา 2 วนั ซึ&งเป็นระยะเวลาที&พสิจูน์
แลว้ว่าในเซลล ์ NIH-3T3 ยงัมรีะดบัการแสดงออกของจนี TBRII ตํ&ากว่าเซลล ์ NIH-3T3 ปกต ิ
(รปูที& 12) ผลการทดลองพบว่าเซลล ์TBRII-knockdown NIH-3T3 ไมส่ามารถถูกเหนี&ยวนําใหม้ี
การแบ่งเซลลเ์พิ&มขึ�นไดเ้มื&อสมัผสักบั O. viverrini ES product (รปูที& 13) ต่างจากเซลล ์ NIH-
3T3 ปกตทิี&มจีาํนวนเซลลเ์พิ&มขึ�นอย่างชดัเจนจากการเหนี&ยวนําโดย ES product นอกจากนี�ผล
การยบัยั �งการแสดงออกของจนี TBRII ยงัทาํใหเ้ซลล ์ NIH-3T3 ที&เลี�ยงในอาหารเลี�ยงเซลลท์ี&ม ี
serum (serum containing medium) ตอบสนองต่อ serum น้อยลงกว่าเซลลท์ี&มรีะดบัการ
แสดงออกของ TBRII ปกตอิกีดว้ย 
 

 

รปูที" 12 ระดบัการแสดงออกของจนี TBRII ในระยะเวลา 48 และ 96 ชั &วโมงหลงัสมัผสั siTBRII                

(* p value < 0.05) 
 

 

รปูที" 13 การตอบสนองของเซลล ์ TBRII-knockdown NIH-3T3 ในอาหารเลี�ยงเซลลช์นิดต่างๆ 

(* p value < 0.05) 
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5. สรปุและวจารณ์ผลการทดลอง ิ (CONCLUSION AND DISCUSSION) 
 
 การตดิเชื�อพยาธใิบไมต้บั O. viverrini เป็นสาเหตุสาํคญัของการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดใีน
ประชากรภูมภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ ไดแ้ก่ ประเทศไทย ประเทศลาว ประเทศเวยีดนาม 
และประเทศจนีตอนใต ้ (1, 2) ในประเทศไทยพบอุบตักิารณ์การเกดิโรคมะเรง็ท่อนํ�าดสีงูใน
ประชากรภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยมรีายงานอุบตักิารณ์สงูสุดอยู่ที&จงัหวดัขอนแก่น พบ
ผูป้วยมะเรง็ท่อนํ�าดมีากถงึ ่ 88 คน ต่อประชากร 100,000 คน (35) กลไกการเหนี&ยวนําใหเ้ซลล์
เยื&อบุท่อนํ�าดปีกตเิปลี&ยนไปเป็นเซลลม์ะเรง็ท่อนํ�าดโีดยพยาธใิบไมต้บันั �น มผีูศ้กึษามาเป็น
เวลานานพบว่าการกดักนิเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดจีากปากของพยาธ ิ(sucker) ก่อใหเ้กดิความ
เสยีหายต่อเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าด ี(mechanical damage) และการตอบสนองของระบบภูมคิุม้กนั
ของรา่งกายต่อตวัพยาธ ิ (immunological damage) เป็นสาเหตุสาํคญัในการเกดิพยาธสิภาพ
ของเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดี  เมื&อไมน่านมานี�มรีายงานที&บ่งชี�  ความสาํคญัของสารคดัหลั &งจากพยาธ ิ
ใบไมต้บั (ES product) ในการกระตุน้ใหเ้ซลลแ์บ่งตวัเพิ&มขึ�น (increased cell proliferation) (14) 
หากยงัไมม่รีายงานเกี&ยวกบักลไกที&พยาธใิชใ้นการเหนี&ยวนําใหเ้กดิการแบ่งตวัของเซลล ์

 งานวจิยันี�ไดท้ําการศกึษากลไกการตอบสนองของเซลลต่์อ O. viverrini ES product 
เพื&ออธบิายกลไกที& ES product ใชใ้นการเหนี&ยวนําใหเ้ซลลแ์บ่งตวัเพิ&มขึ�น จากผลการศกึษา
เบื�องตน้เกี&ยวกบัการตอบสนองของเซลลต่์อ ES product โดยศกึษาแบบแผนการแสดงออกของ
จนี (gene expression profile) ในเซลลท์ี&สมัผสักบัสารคดัหลั &งโดยเทคนิค cDNA array พบว่า
จากจนีและ EST จาํนวน 15,000 ชนิด มจีนีจาํนวน 885 ชนิดมรีะดบัการแสดงออกเพิ&มขึ�น 
(เท่ากบัหรอืมากกว่า 2 เท่า) ในเซลลท์ี&สมัผสักบั ES product เทยีบกบัเซลลป์กต ิและพบอกีว่า
มเีพยีง 239 จนีเท่านั �นที&มรีายงานว่ามหีน้าที&เกี&ยวกบัการแบ่งตวัของเซลล ์ไดแ้ก่ จนีผลติโปรตนี
ที&เกี&ยวขอ้งกบั enzymatic metabolism และ biosynthesis เช่น glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase, alpha-enolase, aldehyde dehydrogenase, cytochrome C oxidase และ 
ATP synthase เป็นตน้ จนีผลติโปรตนีที&เกี&ยวขอ้งกบักระบวนการ DNA replication เช่น 
RPII215 polymerase, topoisomerase II และDNA primase เป็นตน้ จนีผลติโปรตนีที&เกี&ยวขอ้ง
กบัcell cycle progression เช่น cyclins และ CDKs ชนิดต่างๆ เป็นตน้ จนีผลติโปรตนีที&
เกี&ยวขอ้งกบั protein synthesis/degradation of superfluous proteins เช่น translation 
initiation factors, elongation factors, translation initiation factors และ elongation factors 
เป็นตน้ จนีผลติโปรตนีที&เกี&ยวขอ้งกบั matrix and structural proteins (รายละเอยีดใน 
Appendix) ขอ้มลูทั �งหมดแสดงใหเ้หน็ความสามารถในการเหนี&ยวการแบ่งเซลลข์อง O. viverrini 
ES product ที&คลา้ยคลงึกบัฤทธขิอง g growth factor (36)  
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 นอกเหนือจากการศกึษาการตอบสนองของเซลลต่์อ O. viverrini ES product ใน
ภาพรวมโดยดแูบบแผนการแสดงออกของจนีดงักล่าวแลว้ ผลการศกึษาระดบัการแสดงออกของ
จนีกลุ่ม signal transduction pathway ยงัมคีวามสาํคญัในการบ่งชี� pathway ที&ถูกกระตุน้โดย 
ES product และเป็นผลใหเ้ซลลม์กีารแบ่งตวัเพิ&มขึ�น ทั �งนี�โดยเปรยีบเทยีบกบัแบบแผนการ
แสดงออกของจนีกลุ่ม signal transduction pathway จาํเพาะที&ตอบสนองต่อ growth factors 
ชนิดต่างๆ ตามที&มรีายงานมาแลว้ ประกอบกบัผลการศกึษาของกลุ่มผูว้จิยั พบว่าคุณสมบตักิาร
กระตุน้ใหเ้กดิการแบ่งเซลลข์อง O. viverrini ES product นั �น มสี่วนคลา้ยคลงึกบัสภาวะที&
เกดิขึ�นจากการเหนี&ยวนําเซลลด์ว้ย calf serum (37) ซึ&งประกอบดว้ย growth factors หลาย
ชนิด ไดแ้ก่ platelet-derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), 
transforming growth factor-β และ insulin-liked growth factor (IGF) เซลลส์ามารถตอบสนอง
ต่อ growth factors ชนิดต่างๆ ดงักล่าวดว้ยรปูแบบการแสดงออกของจนีที&แตกต่างกนั (38, 39) 
การศกึษาในโครงการนี�ผูว้จิยัจงึไดเ้จาะลกึที&แบบแผนการแสดงออกของจนีกลุ่ม signal 
transduction pathway เพื&อบ่งชี� signal transduction pathway ที& O. viverrini ES product ใช้
ในการกระตุน้การแบ่งเซลล ์

ผลการศกึษาโดย cDNA array สามารถคดัเลอืกจนีกลุ่ม signal transduction pathway 
จาํนวน 9 จนี ที&มรีะดบัการแสดงสงูขึ�นจากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES product และเป็น
ตวัแทนของการกระตุน้โดย growth factor ต่างชนิดกนั ไดแ้ก่จนี abl 1, pkC, h ras, jak 1 และ 
raf 1 ทาํหน้าที&ใน signal transduction pathway ของ PDGF และ/หรอื EGF (PDGF/EGF) จนี 
pdgfrα ทาํหน้าที&ใน signal transduction pathway ของ PDGF จนี eps 8 ทาํหน้าที&ใน signal 
transduction pathway ของ EGF และจนี tgfβ 1i4 ทาํหน้าที&ใน signal transduction pathway 
ของ TGF-β (38, 39) 

เมื&อพจิารณา signal transduction molecule ระหว่าง pathway ที&กระตุน้โดย TGF-β 
และที&กระตุน้โดย EGF/PDGF จะพบว่าสิ&งที&แตกต่างกนัในระดบัแรก และมคีวามสาํคญัในการ
แยก signal transduction pathway ทั �งสองกลุ่มนี�ออกจากนั คอืชนิดของ receptor โดย 
receptor ของ TGF-β-mediated signal transduction pathway คอื กลุ่มที&มกีารทํางานเป็น 
serine-threonine kinase ในขณะที& EGF/PDGF-mediated signal transduction pathway ใช ้
tyrosine kinase receptor (38, 39) ผลการศกึษาระดบัการแสดงออกของจนีกําหนดโปรตนี 
receptor ทั �งสองกลุ่มนี�โดยเทคนิค cDNA array บ่งชี�ว่ามรีะดบัการแสดงออกที&เพิ&มขึ�นเลก็น้อย
จากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES product จงึยงัไมส่ามารถใชข้อ้มลูนี�ในการบ่งชี�แน่ชดัว่า 
O. viverrini ES product มผีลไปกระตุน้ signal transduction pathway ใดในเซลลเ์ป็นสาํคญั  

อยา่งไรกต็าม เนื&องจากการศกึษาระดบัการแสดงออกของจนีโดยเทคนิค cDNA array 
สามารถบ่งชี�รปูแบบการแสดงออกของจนีแต่ละกลุ่ม (gene expression pattern)  และคดักรอง 
(screening) จนีที&มรีะดบัการแสดงออกเปลี&ยนแปลงไปโดยสิ&งกระตุน้ต่างๆ ไดด้ ีแต่หากตอ้งการ
บอกระดบัการแสดงออกที&แน่นนอนของจนี ตอ้งอาศยัเทคนิคอื&นในการยนืยนัผลการทดลอง 
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เทคนิคที&นิยมใชใ้นการยนืยนัผลการศกึษาระดบัการแสดงออกของจนี คอื เทคนิค real time RT-
PCR เนื&องจากเป็นเทคนิคที&น่าเชื&อถอื ทาํไดง้า่ย และราคาไมแ่พง ผลการศกึษายนืยนัระดบัการ
แสดงของจนีกลุ่ม signal transduction pathway ทั �ง 9 ชนิด พบว่าระดบัการแสดงออกของจนีที&
ศกึษาโดยใชเ้ทคนิค real time RT-PCR ใหผ้ลระดบัการแสดงออกตรงกบัที&ไดจ้าก cDNA array 
ทุกจนี ยกเวน้จนี abl 1 และ raf 1 อยา่งไรกต็ามในจาํนวนจนีที&มรีะดบัการแสดงออกเพิ&มขึ�น 
จากการศกึษาทั �งสองเทคนิคนั �นพบว่า จนี tgfβ 1i4, eps 8 และ pkC มรีะดบัการแสดงออก
เพิ&มขึ�นอย่างมนียัสําคญัทางสถติ ิ(p value < 0.05) ในเซลลท์ี&เลี�ยงรว่มกบัพยาธใิบไมต้บัระยะตวั
เตม็วยัเมื&อเทยีบกบั negative control โดยเพิ&มขึ�น 5.95, 4.40 และ 1.53 เท่าตามลาํดบั (ตาราง
ที& 6 และรปูที& 9) อยา่งไรกต็ามยงัม ีsignal transduction gene บางตวัที&ผลการทดสอบดว้ย real 
time RT-PCR ใหผ้ลการแสดงออกเพิ&มขึ�นหากไมม่คีวามสําคญัทางสถติไิดแ้ก่ strap,  jak 1 
และ h ras ส่วน pdgfα ไม่มกีารเปลี&ยนแปลงระดบัการแสดงออก ในขณะที& abl 1 และ raf 1 มี
ระดบัการแสดงออกที&ลดลงในเซลลท์ี&สมัผสักบัสารคดัหลั &งจากพยาธ ิ และเมื&อพจิารณาจากระดบั
การแสดงออกที&เพิ&มขึ�นมากที&สุดของจนี tgfβ 1i4 ทั �งจากการศกึษาโดยเทคนิค cDNA array 
และยนืยนัผลโดยเทคนิค real time RT-PCR ดงันั �นจงึมคีวามเป็นไปไดส้งูที& O. viverrini ES 
product กระตุน้ใหเ้กดิการแบ่งเซลลโ์ดยอาศยั signal transduction pathway ของ TGF-β  

มรีายงานว่าเมื&อเซลลถ์ูกกระตุน้โดย TFG-β จะมรีะดบัการแสดงออกของจนี tgfβ 1i4 
(40, 41) โดยจนี tgfβ 1i4 เป็น transcriptional modulator ของการกระตุน้โดย TFG-β นอกจาก 
TFG-β แลว้พบว่าจนี tgfβ 1i4 สามารถถูกกระตุ้นไดโ้ดย 12-myristate 13-acetate และ serum 
แต่ไมม่รีายงานว่าถูกกระตุน้ไดโ้ดย EGF (41) ประกอบกบัพบว่าระดบัการแสดงออกของจนี 
strap ซึ&งเป็นตวัยบัยั �ง pathway ดงักล่าวอยูใ่นเกณฑป์กต ิ ขอ้มลูนี�สนบัสนุนความเป็นไปไดท้ี& 
O. viverrini ES product สามารถกระตุน้การแบ่งเซลล ์ โดยใช ้ TGF-β signal transduction 
pathway  

ในส่วนการแสดงออกของจนี abl 1, jak 1, h ras และ raf 1 ซึ&งเป็น signal molecule 
ของ EGF/PDGF-stimulated signal transduction pathway ที&มรีะดบัการแสดงออกเพิ&มขึ�น
อยา่งไม่มนีัยสาํคญัทางสถติ ิรว่มกบัระดบัการแสดงออกของจนี pdgfrα ซึ&งทาํหน้าที&ใน PDGF-
mediated signal transduction pathway อยูใ่นเกณฑป์กต ิ ขอ้มลูดงักล่าวบ่งชี�ความเป็นไปได้
น้อยที&เซลลจ์ะใช ้ EGF/PDGF-stimulated signal transduction pathway ในการตอบสนองต่อ
การกระตุน้โดย O. viverrini ES product 

ในส่วนการกระตุน้จาํเพาะของ EGF-stimulated signal transduction pathway นั �น 
ขอ้มลูการแสดงออกของจนี eps 8 และ pkC ที&เพิ&มขึ�นอยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ บ่งชี�ว่า O. 

viverrini ES product อาจกระตุ้นเสน้ทางดงักล่าว เพื&อใชใ้นการเหนี&ยวนําใหเ้ซลลแ์บ่งตวัมาก
ขึ�น เนื&องจากมรีายงานว่า eps 8 เกี&ยวขอ้งโดยตรงกบัฤทธใินการกระตุน้การแบ่งเซลล์g ของ EGF 
(42)  
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โดยสรปุขอ้มลูการแสดงออกของจนีจากการกระตุน้โดย O. viverrini บ่งชี�ความเป็นไป
ไดม้ากที&เซลลจ์ะใช ้ TGF-β stimulated signal transduction pathway หรอื EGF-stimulated 
signal transduction pathway ในการตอบสนองต่อ O. viverrini ES product มรีายงานว่าทั �ง 
TGF-β และ EGF มบีทบาทสําคญัในการกระตุน้เซลลป์กตใิหก้ลายเป็นเซลลม์ะเรง็ได ้ โดย 
TGF-β สามารถกระตุน้การแบ่งเซลลไ์ดท้ั �งเซลลเ์ยื&อบุหรอืเซลล ์stroma (stromal cell) (43) ทาํ
ใหส้ามารถใชก้ารกระตุน้โดย TGF-β ในการบ่งชี�และพยากรณ์สภาวะมะเรง็ได ้ ส่วนการ
แสดงออกของจนี EGF นั �นสามารถพบไดใ้นมะเรง็หลายชนิด (44) จงึมคีวามเป็นไปไดท้ี&เซลล์
เยื&อบุท่อนํ�าดสีมัผสักบัพยาธใิบไมต้บัตวัเตม็วยัจะไดร้บัการกระตุน้จาก  ES product ที&มฤีทธใินg
การกระตุน้เซลลแ์บเดยีวกบั TGF-β หรอื EGF เหนี&ยวนําให ้ TGF-β mediated signal 
transduction pathway และ/หรอื EGF mediated signal transduction pathway ถูกกระตุน้อยู่
ตลอดเวลา สภาวะแบบนี�สามารถเหนี&ยวนําใหเ้ซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดปีกต ิ เปลี&ยนไปเป็นเซลลม์ะเรง็
ท่อนํ�าดไีดใ้นที&สุด  อยา่งไรกต็ามขอ้มลูระดบัการแสดงออกของจนี tgfβ 1i4 และ smad 4 ที&สงู
มากในเซลลท์ี&สมัผสักบั O. viverrini ES product (รปูที& 10) สนบัสนุนขอ้มลูที& TGF-β-mediated 
signal transduction pathway น่าจะเป็น pathway ที&พยาธใิบไมต้บัใชใ้นการเหนี&ยวนําใหเ้กดิ
การแบ่งเซลลม์ากที&สุด 

การส่งสญัญาณภายในเซลลจ์ากการกระตุน้โดย TGF-β นั �น เป็นที&ทราบกนัดวี่าเริ&มต้นที&
ตวัรบัที&ผวิเซลล ์ (membrane) ที&ชื&อว่า TGF-β receptor type II (TBRII) และผ่าน signal 
transduction molecule ที&สาํคญัคอื smad เรยีกว่า smad-dependent signal transduction 
pathway (33)  แมว้่ามรีายงานการกระตุน้เซลลโ์ดย TGF-β โดยไมใ่ช ้ smad (smad-
independent signal transduction pathway) แต่พบว่าเซลล ์ fibroblast จะตอบสนองต่อ TGF-
β ในทศิทางการแบ่งตวัเพิ&มขึ�นนั �นมกัใช ้ smad-dependent signal transduction (34) ผลการ
ทดลองพบว่าเมื&อยบัยั �งการแสดงออกของจนี TBRII โดยเทคนิค RNAi ซึ&งสามารถลดระดบัการ
แสดงออกของจนี TBRII ไดโ้ดยเซลลย์งัมชีวีติอยู ่ และยงัสามารถตอบสนองต่อสิ&งกระตุน้จาก
ภายนอก เช่น growth factor ใน serum ได ้(รปูที& 13) และเมื&อนํา TBRII-knockdown fibroblast 
ดงักล่าวไปทดสอบการกระตุน้การแบ่งเซลลโ์ดย O. viverrini ES product พบว่าเซลลด์งักล่าวมี
การตอบสนองต่อสารคดัหลั &งจากพยาธน้ิอยว่าเซลล ์NIH-3T3 ปกตอิยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติ ิผล
การทดลองนี�บ่งชี�ความเป็นไปไดท้ี& O. viverrini ES product สามารถกระตุน้การแบ่งเซลลโ์ดยใช ้
TGF-β-mediated signal transduction pathway และเนื&องจาก TBRII-knockdown fibroblast 
สามารถตอบสนองต่อ O. viverrini ES product ไดน้้อยมาก ในขณะที&สามารถเกดิการแบ่งเซลล์
ไดบ้า้งในสภาวะการกระตุน้โดย serum ซึ&งใน serum นั �นเป็นที&ทราบกนัดวี่าประกอบดว้ย 
growth factor หลายชนิด ขอ้มลูนี�บ่งชี�โดยออ้มว่า growth factor-like substance ใน O. 

viverrini ES product น่าจะใช ้TGF-β-mediated signal transduction pathway เป็นหลกัในการ
กระตุน้การแบ่งเซลล ์ เมื&อ TBRII ซึ&งเป็นโมเลกุลส่งสญัญาณที&สาํคญัใน pathway นี�มรีะดบัการ
แสดงออกที&น้อยลง จงึส่งผลต่อการกระตุน้การแบ่งเซลลโ์ดย ES product อยา่งเหน็ไดช้ดั 
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 ในกระบวนการเกดิมะเรง็ของเยื&อบุ (carcinoma) นั �นพบว่านอกจากการเปลี&ยนแปลง
ภายในเซลลเ์ยื&อบุ (epithelial cell) แลว้ มรีายงานการเปลี&ยนแปลงในเซลลก์ลุ่ม stroma 
(stromal cell) โดยมรีายงานการเกดิ fibrosis จากการกระตุน้เซลล ์ fibroblast ใหม้กีารสรา้ง 
collagen มากขึ�น มรีายงานทั �งในสตัวท์ดลองและในมนุษยว์่าสามารถพบภาวะ periductal 
fibrosis (8, 9)  ในกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดไีด้ จงึอาจเป็นไปไดท้ี&นอกจาก O. viverrini ES 
product จะไปกระตุน้การแบ่งตวัของเซลลเ์ยื&อบุท่อนํ�าดโีดยตรงดงัที&ไดก้ล่าวแลว้ O. viverrini 
ES product ยงัสามารถเหนี&ยวนําใหเ้ซลล ์ fibroblast ใตช้ั �นเยื&อบุท่อนํ�าดแีบ่งตวัเพิ&มขึ�น  และ 
เหนี&ยวนําใหเ้กดิกกระบวนการสรา้ง collagen (ขอ้มลู cDNA array บ่งชี�การแสดงออกเพิ&มขึ�น
ของจนีกําหนดการสรา้ง collagen ในเซลล ์ NIH-3T3 จากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES 
product, unpublished data) สะสมจนเกดิภาวะ fibrosis ในที&สุด นอกจากนี�อาจเกดิจากการที& 
O. viverrini ES product ไปกระตุน้เซลลใ์นระบบภูมคิุม้กนัและส่งผลโดยออ้มใหเ้กดิการกระตุน้
เซลล ์fibroblast อกีต่อหนึ&ง ทั �งหมดนี�บ่งชี�ความสําคญัของบทบาทของ O. viverrini ES product 
ในกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าด ี

โดยสรปุงานวจิยันี�แสดงขอ้มลูการแสดงออกของจนี (gene expression profile) ในเซลล ์
ที&มกีารแบ่งตวัเพิ&มขึ�นจากการเหนี&ยวนําโดย O. viverrini ES product ขอ้มลูการแสดงออกของ
จนีสนับสนุนปรากฏการณ์ที&เซลลแ์บ่งตวัเพิ&มขึ�นเมื&อสมัผสักบัสารคดัหลั &งจากพยาธ ิ เนื&องจากจนี
ส่วนมากที&มรีะดบัการแสดงออกเพิ&มขึ�นนั �น มหีน้าที&เกี&ยวขอ้งกบักระบวนการแบ่งเซลล ์ แบบ
แผนการแสดงออกของจนีกลุ่ม signal transduction pathway สามารถบ่งชี�เสน้ทางที& O. 

viverrini ES product ใชใ้นการเหนี&ยวนําใหเ้ซลลแ์บ่งตวัเพิ&มขึ�น ขอ้มลูทั �งจากการศกึษาโดย
เทคนิค cDNA array และเทคนิค real time RT-PCR ในเซลลท์ี&สมัผสักบัสารคดัหลั &งจากพยาธิ
ยนืยนัระดบัการแสดงออกที&สงูขึ�นของจนีที&เกี&ยวขอ้งใน TGF-β และ EGF-stimulated signal 
transduction pathway นอกจากนี�ขอ้มลูที&ไดย้งับ่งชี�ว่าเซลลล์ดการตอบสนองต่อ O. viverrini 
ES product อยา่งมนียัสําคญัทางสถติ ิ เมื&อเซลลม์รีะดบัการแสดงออกของจนี TBRII ลดลง 
ทั �งหมดนี�บ่งชี�ความเป็นไปไดท้ี& TBRII-mediated signal transduction pathway จะมบีทบาท
สาํคญัในการตอบสนองต่อการกระตุน้โดย O. viverrini ES product แมใ้นปจจบุนัยงัไมม่ขีอ้มลูที&ั

แน่ชดัเกี&ยวกบั growth factor-like substance ในสารคดัหลั &งจากพยาธใิบไมต้บั หากขอ้มลูที&ได้
บ่งชี�บทบาทสําคญัของ O. viverrini ES product ในกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดี  อนัอาจ
สามารถประยุกตใ์ชข้อ้มลูดงักล่าว ในการยบัยั �งกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าดจีากการเหนี&นวนํา
โดย O. viverrini ES product ได ้
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การทดสอบแบบแผนการแสดงออกของจีน (Gene expression profile) ในเซลล ์NIH-3T3 
จากการกระตุ้นโดยสารคดัหลั "งจากพยาธใบไม้ตบัิ  O. viverrini (ES product) 

 
Hybridization and array data analysis 

The in-house prepared mouse cDNA array was prepared by Dr. Kazuhiko 
Uchida, Department of Biochemistry and Molecular Oncology, Comprehensive Human 
Science, Graduate School, University of Tsukuba, Japan. It consists of 15K of either 
mouse or human genes/ESTs. Firstly, the total RNA extraction from NIH-3T3 cells 
treated and untreated with adult O. viverrini ES product was performed. Briefly, total of 
2-5x106 cells were collected in RNAlater solution (Ambion®, Hilden, Germany) and 
processed for total RNA with a commercial kit (ISOGEN; Nippon Gene, Tokyo, Japan) 
according to the manufacturer’s protocol. The RNA quality was confirmed by subjecting 
the samples to electrophoresis on formaldehyde-agarose gel and staining the 18S and 
28S RNA bands for visualization. Then, a 2-µg portion of the intact total RNA was 
dissolved in 8 µL of RNase-free water; 2 µL of oligo(dT) primer (1 g/L; Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) were then added. The sample was heated for 10 min at 70 oC and 
immediately chilled on ice. The following were then added to the sample: 5 µL of first-
strand cDNA synthesis buffer, 1 µL of DTT (0.1 mol/L final concentration), 1.5 µL of 
deoxynucleotide triphosphates (20 mmol/L dATP, dGTP, and dTTP), 1.5 µL of 
SuperScript (200 MU/L; Invitrogen), and [33P]dCTP (111 PBq/mol; Amersham). The 
reaction was incubated at 37 oC for 90 min. Labeled cDNA was then denatured for 3 
min at 95 oC. The array was prehybridized at 42 oC for 2 h in MicroHyb solution 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with 0.5 mg/L poly(dA) and 1 mg/L COT1 DNA 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The probes were hybridized at 42 oC overnight in the 
same solution. The membrane array was washed twice at 50 oC with 2X SSC-10 g/L 
SDS for 20 min and at room temperature with 0.5X SSC-10 g/L SDS for 15 min. The 
membrane array was exposed to an imaging plate which was scanned with a BAS 5000 
imaging analyzer (Fuji Film, Tokyo, Japan). Spot intensity was quantified with 
ArrayVision version 5.0 software (Imaging Research, Ontario, Canada). GeneSpring 
version 5.0 software (Silicon Genetics, Redwood, CA) was used to normalize values for 
each gene for data analysis. 
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Gene responding to O. viverrini ES product 

Using a mouse cDNA array, we examined the gene expression profile of cell 
proliferation stimulated by O. viverrini ES product. A total of 15 000 genes and ESTs 
were tested. O. viverrini caused widespread alteration in gene expression. The ratios of 
gene expression between treated and untreated with the parasite ES product equal and 
greater than 2 were focused on because of their striking changes. Among all 
genes/ESTs in 15K cDNA array, 885 genes fitted to this criterion. Among these genes, 
only 536 genes had a variety of molecular functions and only 239 genes within these 
536 genes had cell proliferation-related functions. These 239 genes were categorized in 
groups as proteins playing roles in energy and metabolism, signal transduction, protein 
synthesis and translation, matrix and structural protein, transcription control, cell cycle 
and DNA replication. The percentage distribution of genes in each group is 25.2, 21, 
18.9, 17, 12.6, 3.3, and 2, respectively. The examples of genes in each group are 
summarized in Table 1. 
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Table 1 Proliferation-related genes with 2-fold and more1 up-regulated in fibroblast cell 
proliferation activated by the O. viverrini ES product compared with the negative control 
(not exhaustive) 

A. Energy and metabolism Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(gapd), cytochrome C oxidase, alpha-enolase, 
ATP synthase beta subunit2, thioredoxin, 
aldyhyde dehydrogenase 

B. Signal transduction Transforming growth factor beta 1 induced 
transcript 4 (tgfβ 1i4), tyrosine kinase (abl 1), 
interleukin 1 receptor-associated kinase, MAP 
kinase phosphatase (mkp 6), colony stimulating 
factor 3 receptor, protein kinase C, Janus kinase 
2 (jak 2), casein kinase I alpha (csnk 1a1), c myc 

C. Protein synthesis and 
translation 

Polyubiquitin C (Ubc) gene, ribosomal protein 
S27a2, ribosomal protein L27, elongation factor 
Tu, RNA polymerase 1-2, translation initiation 
factor 4 gamma2 

D. Matrix and structural protein Lysophospholipase 1 (lypla 1) 

E. Transcription control Transformation/transcription domain-associated 
protein (trrap)2, telomeric repeat binding factor 1 
(terf 1), transcription factor EB (tcfeb), DEAD-box 
RNA helicase (ddx 21)2 

F. Cell cycle Kinesin family member 3a (kif 3a), mitotic kinesin-
liked protein 12, cyclin dependent kinase 4 (cdk 
4), cdk 5, cyclin B1 

G. DNA replication RPII215 polymerase II large subunit, 
topoisomerase II alpha, DNA primase p58 subunit 
(prim 2), ribonucleotide reductase 

 1Sequence in each group is ordered from high to low expression increases 
2represents human gene 

 



 38 

Output ที"ได้จากโครงการ 
�������������������� 

 
1. ผลงานตีพมพใ์นวารสารวชาการนานาชาติ ิ ิ  
1.1 Thuwajit C*, Thuwajit P, Uchida K, Daoraueng D, Kaewkes S, Wongkham S, 

Miwa M (2006). Gene expression profiling defined pathways correlated with 
fibroblast cell proliferation induced by Opisthorchis viverrini excretory/secretory 
product. World Journal Gastroenterology, 12: 3585-3592 (impact factor 3.3) 

1.2 Thuwajit C*, Utispan K, Chuaysri C, Thuwajit P. The mitogenic effect of 
Opisthorchis viverrini excretory/secretory product and its activated signal 
transduction pathways, Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public 
Health, in press (impact factor 0.1) 

1.3 Utispan K, Daorueang D, Thuwajit P,Thuwajit C*. RNA interference targeting 

transforming growth factor-β receptor type II decreases fibroblast cell proliferation 
induced by Opisthorchis viverrini excretory/secretory product, Biochemical and 
Biophysical Research Communications, in preparation (impact factor 3.00)          

 
* Corresponding author 
 
2. การนําผลงานไปใช้ประโยชน์ 
  เชงวชาการ ิ ิ โครงการนี�สามารถส่งเสรมิหวัหน้าโครงการวจิยั ซึ&งเป็นนกัวจิยัรุน่ใหม่
ในการทาํงานวจิยัของตนเอง โดยมนีกัวจิยัรุ่นพี&เป็น mentor ทาํใหส้ามารถเริ&มต้นงานวจิยัและ
พฒันาตนเองเป็นนกัวจิยัที&มคีุณภาพในอนาคต นอกจากนี�ยงัทําใหผู้ว้จิยัไดม้โีอกาสตดิต่อกบั
นกัวจิยัทั �งในและนอกประเทศ อนัจะส่งเสรมิใหผู้ว้จิยัสามารถสรา้งเครอืขา่ยงานวจิยัต่อไปใน
อนาคต นอกจากนี�โครงการวจิยันี�ยงัไดช่้วยสนบัสนุนใหน้กัศกึษาระดบัปรญิญาโทมโีอกาสฝึกหดั
เทคนิคทางชวีโมเลกุลต่างๆ และไดม้เีรยีนรูก้ารทํางานวจิยัที&เป็นระบบ นอกจากนี�ยงัสามารถ
เผยแพรผ่ลงานวจิยัในการประชุมระดบัชาตแิละนานาชาต ิ รวมทั �งเผยแพรผ่ลงานในวารสาร
ระดบันานาชาตไิด ้ ผลงานที&ไดจ้ากโครงการนี�เป็นส่วนหนึ&งในผลงานของสถาบนัการศกึษาและ
ศูนยว์จิยัตน้สงักดั ไดแ้ก่ คณะแพทยศาสตร ์ และศูนยว์จิยัพยาธใิบไมต้บัและมะเรง็ท่อนํ�าด ี
มหาวทิยาลยัขอนแก่น รวมถงึสาํนกังานกองทุนสนับสนุนการวจิยั และมหาวทิยาลยัขอนแก่น 
ทา้ยที&สุดผลงานที&ไดน้ับเป็นองคค์วามรูใ้นการส่งเสรมิใหเ้กดิแนวทางใหม ่ ในการปองกนัและ้

ยบัยั �งกระบวนการเกดิมะเรง็ท่อนํ�าด ี
 
 



 39 

3. อื"นๆ 
 การนําเสนอผลงานในที"ประชุมวชาการิ  

Poster presentation 
1. Thuwajit C, Daoruaeng D, Thuwajit P, Yongvanit P, Kaewkes S (2004). 

Expression of raf-1 and ras signaling genes in Opisthorchis viverrini 
excretory/secretory products induced cell proliferation. In the “17th FAOBMB 
Symposium/ 2nd IUBMB Special Meeting/A-IMBN Meeting: Genomic and Health in 
the 21st Century”, 22-26 November, Bangkok, Thailand. 

2. Thuwajit C, Daoruaeng D, Thuwajit P, Kazuhiko U, Kaewkes S, Masanao M, 
Wongkham S (2006). Candidate signal transduction pathways in cell proliferation 
induced by Opisthorchis viverrini. 20th IUBMB International Congress of 
Biochemistry and Molecular Biology and 11th FAOBMB Congress, 18-23 June, 
Kyoto, Japan. 

 
Oral presentation 

3. Thuwajit C, Dowruang D, Thuwajit P, Kaewkes S, Uchida K, Miwa M, Wongkham 
S (2005). Expression profile of signaling genes in cell proliferation stimulated by 
Opisthorchis viverrini excretory/secretory product(s). In the “3rd Takeo Wada 
Cancer Research Symposium: Molecular Targets for Cancer Prevention and 
Control”, 24-25 February, Khon Kaen, Thailand. 

4. Thuwajit C (2006). The mitogenic effect of Opisthorchis viverrini 
excretory/secretory product and its activated signal transduction pathways. In the 
5th Seminar on Food- and Water-Borne Parasitic Zoonoses, 28-30 November, 
Bangkok, Thailand.  

5. Utispan K, Daorueang D, Thuwajit P,Thuwajit C* (2007). RNA interference 

targeting transforming growth factor-β receptor type II decreases fibroblast cell 
proliferation induced by Opisthorchis viverrini excretory/secretory product. In the 
1st Biochemistry and Molecular Biology (BMB) Conference: Biochemistry and 
Molecular Biology for the Integration of Life, 26-27 April, Bangkok, Thailand. 
 
 
 
 
 



 40 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41 

 
 

 
 
 
 
 
 

Publication ที" 1 
 
Gene expression profiling defined pathways correlated with fibroblast cell 
proliferation induced by Opisthorchis viverrini excretory/secretory product 
 
Chanitra Thuwajit*, Peti Thuwajit, Kazuhiko Uchida, Daoyot Daorueang, Sasithorn 

Kaewkes, Sopit Wongkham, and Masanao Miwa 

* corresponding author 
 
World Journal Gastroenterology 2006, 12: 3585-3592 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Publication ที" 2 
 

The mitogenic effect of Opisthorchis viverrini excretory/secretory product and its 
activated signal transduction pathways 

  
Chanitra Thuwajit*, Kusumawadee Utispan, Chanisa Chuaysri and Peti Thuwajit 

* corresponding author 

 
Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, in press 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 43 

 
 
 
 
 
 
 
 

Manuscript 3 
 

RNA interference targeting transforming growth factor-b receptor type II  
decreases fibroblast cell proliferation induced by Opisthorchis viverrini 

excretory/secretory product 
 

Utispan K, Daorueang D, Thuwajit P,Thuwajit C* 
 
 
Biochemical and Biophysical Research Communications, in preparation 
 
 
 
 
 
 


