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บทคดัย่อ 

การแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งของผูป่้วยโรคมะเร็งในระยะแรกนั้นมกัเกิดความผิดพลาดในการตรวจสอบ

ทาํใหก้ารกาํหนดแนวทางการรักษาล่าชา้ได ้เซลลม์ะเร็งส่วนใหญ่กลายพนัธ์ุมาจากเซลลเ์ยือ่บุและจากรายงานการศึกษา

ก่อนหนา้น้ีพบวา่ SHP1-P2 มีระดบัเมทิเลชัน่สูงในเซลลช์นิดเยือ่บุเท่านั้น ดงันั้นทางคณะผูว้ิจยัจึงพฒันาเทคนิค CMST 

Real-time PCR ข้ึนมาเพ่ือวดัระดบัเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 จากต่อมนํ้าเหลืองของผูป่้วยโรคมะเร็งลาํไส้ใหญ่จาํนวน 76 

คนแบ่งเป็นต่อมนํ้ าเหลืองท่ีมีการแพร่กระจายและไม่มีการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งโดยนักพยาธิวิทยา ผลการ

ทดลองพบวา่ระดบัเมทิเลชัน่ของกลุ่มท่ีมีการแพร่กระจายสูงกวา่อีกกลุ่มอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ผลของ ROC curve 

analysis ไดค้่าความไว ความจาํเพาะ และ likely hood ratio ท่ีระดบัร้อยละของเมทิเลชัน่ 55.44 คือ 78.79% 97.67% และ 

33.88 ตามลาํดบั ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่เทคนิคน้ีสามารถแยกต่อมนํ้าเหลืองท่ีมีการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งได ้
 

ABSTRACT 

Detection of micrometastases tumor is the problem in misinterprets tumor staging and leads to improper 

therapeutic management. SHP1-P2 has been proved for specific hypermethylated CpGs in epithelial cell. We used 

SHP-1P2 methylation to detect the DNA of colon cancer in the lymph nodes by performing CMST Real-Time PCR. 

76 colon cancer patients were selected from histologically positive lymph nodes and compared with histologically 

negative lymph nodes. The methylation level in the selected group was significantly higher than the control group. By 

performing assessments by the ROC curve analysis, the area under the curve was 0.9605. At the cut-off of 54.44%, 

sensitivity, specificity and likelihood ratio were 78.79%, 97.67%, and 33.88 respectively. In summary, the CMST 

Real-Time PCR has a potential value to differentiate between positive and negative lymph nodes. 

 
 

 

คาํสําคญั: ดีเอน็เอเมทิเลชัน่ โปรโมเตอร์ท่ี 2 ของยนีชิพวนั การแพร่กระจายของมะเร็งไปท่ีต่อมนํ้าเหลือง 

Key Words: DNA Methylation, SHP1-P2, Lymph node metastases 

* นิสิต หลกัสูตรวิทยาศาสตร์การแพทย์ (Medical science) สาขาอณูชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

** รองศาสตราจารย์ นายแพทย์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

*** ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ทันตแพทย์ ภาควิชาพยาธิวิทยาช่องปากและแมก็ซิลโลเฟเชียล คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล 

**** ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 

761



  BMP13-2 

 

บทนํา 

ปัจจุบนัโรคมะเร็งลาํไส้ใหญ่เป็นโรคท่ีเป็นสาเหตุ

ของการเสียชีวิตผูค้นเป็นอนัดบัตน้ๆจากการรายงานของ

สถาบนัมะเร็งแห่งชาติปี 2554 การตรวจวินิจฉยัส่วนใหญ่

จะตอ้งอาศยัความรู้และความเช่ียวชาญของผูว้ินิจฉัยอยา่ง

สูงเช่นการคดักรองมะเร็งลาํไส้ใหญ่มกัจะใชว้ิธีการตรวจ

ส่องกลอ้งลาํไส้ใหญ่  (Colonoscopy) ส่องหากอ้นเน้ืองอก

ท่ีผิดปกติ (Polyp) (Attasara and Buasom, 2012)  เป็นตน้ 

หลงัจากตรวจคดักรองเบ้ืองตน้แลว้พบกอ้นเน้ือท่ีสงสัยวา่

ผิดปกติ แพทยจ์ะทาํการตดัช้ินเน้ือท่ีผิดปกติบางส่วนนั้น

ไปตรวจ (Incisional biopsy) ถา้ผลการตรวจวา่เป็นกอ้น

เน้ือมะเร็ง แพทย์จะทาํการผ่าตัดใหญ่เพื่อตัดก้อนเน้ือ

มะเร็งทั้ งหมดและต่อมนํ้ าเหลืองบริ เวณข้างเคียง 

(Excisional biopsy) มาตรวจสอบทางพยาธิวทิยาเพ่ือยนืยนั

ความผิดปกติของเน้ือนั้นและวินิจฉัยถึงสภาวะของการ

แพร่กระจ่าย (Metastases) ของเซลลม์ะเร็งเพ่ือใชป้ระกอบ

ในการระบุระยะของมะเร็งโดยใชม้าตรฐาน Union for 

International Cancer Control (UICC) ในการจดัเกรดของ

มะเร็งเป็นแบบ 2TNM Classification (Ludwig and 

Weinstein, 2005) เทคนิคท่ีใชใ้นการตรวจหาเซลลม์ะเร็ง

นั้ นจะใช้เทคนิคของทางพยาธิวิทยาซ่ึงเป็นเทคนิค

มาตรฐานสําหรับการวินิจฉัย ซ่ึงวิธีน้ีมีโอกาสผิดพลาด

เน่ืองจากการเลือกส่วนของต่อมนํ้ าเหลืองท่ีปราศจาก

เซลลม์ะเร็งเป็นตน้ ปัจจุบนัน้ีเทคนิคทางดา้นชีวโมเลกุล

ได้พัฒนาเพ่ือนํามาใช้ในการตรวจสอบได้เช่นการ

ตรวจสอบโปรตีนหรือดีเอ็นเอท่ีผิดปกติของเซลลม์ะเร็ง

ไดแ้ก่การตรวจหาโปรตีนก่อมะเร็ง (Onco-protein) หรือ 

การตรวจสอบยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยบัย ั้งมะเร็ง (Tumor 

suppressor gene) (Patel et al., 2008) เป็นตน้ 

ดีเอน็เอเมทิเลชัน่ (DNA methylation) เป็นหน่ึงใน

กระบวนการเหนือพนัธุกรรม (Epigenetic) มีหน้าท่ีใน

การควบคุมการแสดงออกของยีน (Gene expression) 

หรือปรากฏการณ์ทางพนัธุกรรมต่างๆ  ซ่ึงความจาํเพาะ

ของดีเอ็นเอเมทิเลชัน่ของยีนต่างๆในเซลล์แต่ละชนิด

นั้นสามารถนาํมาใชใ้นการตรวจวดัเพ่ือจาํแนกชนิดของ

เซลลแ์ละเน้ือเยือ่ (Cell and tissue specific methylation) 

หรือใช้ในการตรวจสอบเซลล์หรือเน้ือเยื่อท่ีมีความ

ผดิปกติ (Patel et al., 2003) เป็นตน้ 

 จากงานวิจยัก่อนหน้าน้ีไดร้ายงานว่าโปรโม

เตอร์ท่ีสองของยีน SHP1 (SHP1-P2) นั้นเป็นไฮเปอร์

เมทิเลชัน่ (Hypermethylation) เฉพาะในเซลล์เยื่อบุ 

(Epithelial cell) เท่านั้นส่วนในเซลลท่ี์ไม่ใช่เซลลเ์ยือ่บุ 

(Non-epithelial cell) จะเป็นไฮโปเมทิเลชั่น 

(Hypomethylation) ทั้งหมด(Ruchusatsawat et al., 

2006) ดังนั้นจึงมีการศึกษาประยุกต์นําเมทิเลชั่นของ 

SHP1-P2 มาตรวจสอบวินิจฉัยและพยากรณ์โรคของ

ผูป่้วยมะเร็งปอดชนิด Non-small cell lung cancer 

(NSCLC) พบว่าสามารถนาํเมทิลชัน่ของ SHP1-P2 ไป

ใชใ้นการตรวจสอบการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งท่ี

นอ้ยมาก (micro-metastases) (Vinayanuwattikun et al., 

2013a) ไดแ้ละเม่ือเปรียบเทียบผลสาํเร็จของการใชเ้มทิ

เลชัน่ของ SHP1-P2 กบัเมททิเลชัน่ท่ีโปรโมเตอร์ของ

ยนียบัย ั้งมะเร็ง (Tumor suppressor gene) เช่นยีน p16 

หรือ CDH13  ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีมะเร็ง (Tumor marker) 

ปอดท่ีไดรั้บความนิยมมาก พบวา่ผลสาํเร็จนอ้ยกวา่การ

ใชเ้มทิเลชัน่ของ SHP1-P2 (Vinayanuwattikun et al., 

2013b) ดงัรูปท่ี 1 

  
รูปที ่1 แสดงดีเอน็เอเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ในเซลล ์

ปอดและเซลล์มะเ ร็ งปอด ซ่ึ งดี เอ็นเอของ

เซลลม์ะเร็งปอดยงัสามารถแพร่กระจายไปสู่ต่อม

นํ้ าเหลืองและในกระแสเลือดได ้ทาํให้สามารถ

ตรวจสอบการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งไดจ้าก

การตรวจวดัดีเอ็นเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 และ

ผลสาํเร็จของการวดัโปรโมเตอร์เมทิเลชัน่ของยีน 

p16 (ผลสาํเร็จ = 27%) และ CDH13 (ผลสาํเร็จ = 

33%) นอ้ยกวา่ของ SHP1-P2 (ผลสาํเร็จ = 87%) 

อีกดว้ย 
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งานวิจยัน้ีมีจุดประสงคเ์พ่ือนาํหลกัการของดีเอน็เอ

เมทิเลชัน่มาประยุกตใ์ชใ้นการพฒันาหรือสร้างเทคนิค

ใหม่ในการตรวจคัดกรอง วินิจฉัยหรือพยากรณ์โรค 

โดยตรวจหาดีเอน็เอของมะเร็งซ่อนเร้น (Occult tumor 

DNA) ในต่อมนํ้ าเหลือง (Lymph node) ของผูป่้วย

มะเร็งท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลลเ์ยื่อบุต่างๆเพื่อใชว้ินิจฉัยการ

แพร่กระจายของเซลล์มะเ ร็งนั้ น โดยใช้หลักการ

ตรวจวดัหาปริมาณดีเอ็นเอจากเซลล์มะเร็งท่ีปนเป้ือน

ในต่อมนํ้ าเหลือง ซ่ึงงานวิจยัน้ีไดท้าํการศึกษาในต่อม

นํ้ าเหลืองจากผูป่้วยเป็นโรคมะเร็งลาํไส้ใหญ่ซ่ึงเป็น

โรคมะเร็งท่ีพบมากในประเทศไทยในการศึกษา 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

1. สร้างเทคนิคท่ีมีความจาํเพาะและความไวสูงใน

การตรวจหาเซลล์เยื่อบุ เพ่ือใชใ้นการคดักรอง วินิจฉัย

และพยากรณ์โรคมะเร็ง 

2. นาํเทคนิคท่ีไดไ้ปใชใ้นการตรวจหาดีเอน็เอของ

เซลลม์ะเร็งในต่อมนํ้าเหลืองของผูป่้วยมะเร็งลาํไส้ใหญ่ 

 

วธีิการวจิัย 

ออกแบบเทคนิค Combined Methylation 

Specific primers and Taqman probes Real-time 

PCR (CMST-Realtime-PCR) ศึกษาตาํแหน่งเมทิ

เลชั่นของซีพีจีบนโปรโมเตอร์ท่ีสองของยีน SHP1 

(SHP1-P2) จากงานวิจยัก่อนหนา้น้ีดงัท่ีแสดงในรูปท่ี 2 

และออกแบบไพร์เมอร์และโพรบโดยเลือกตาํแหน่งซีพี

จีท่ีอยู่ติดกนัส่ีตาํแหน่ง ซีพีจีทั้ งส่ีตาํแหน่งน้ีตอ้งมีเมทิ

เลชัน่ทั้ งหมดในเซลล์เพาะเล้ียง HepII ซ่ึงเป็นเซลล์

เพาะเล้ียงประเภทเซลล์เยื่อบุและอนัเมทิเลชัน่ทั้งหมด

ในเซลลเ์พาะเล้ียง Daudi ซ่ึงเป็นเซลลเ์พาะเล้ียงประเภท

เม็ดเลือดขาว ออกแบบไพร์เมอร์และโพรบสําหรับ

เทคนิคเมทิเลชัน่สเปคซิฟิคแทคแมนเรียลไทม์พีซีอาร์ 

โดยใช้ 0 โ ป ร แ ก ร ม  OligoCalc บ น

เวบ็ไซต์ [http://www.basic.northwestern.edu/biotools/ol

igocalc.html] เพื่อกาํหนดอุณหภูมิ และเทียบค่า GC content 

ของไพร์เมอร์และโพรบแต่ละเส้น ของแต่ละตําแหน่ง ซ่ึง 0

ออกแบบทั้ งหมดสามชุดคือ 1) ชุดเมทิเลชั่น 

(Methylation set) ซ่ึงซีพีจีทั้งส่ีตาํแหน่งน้ีมีเมทิเลชัน่

ทั้งหมด 2) ชุดอนัเมทิเลชัน่ (Unmethylation set) ซ่ึงซีพี

จีทั้ งส่ีต ําแหน่งน้ีไม่มีเมทิเลชั่นทั้ งหมด และ 3) ชุด

ควบคุมภายใน (Internal control set) ซ่ึงใชล้าํดบัเบส

ของยนีเบตา้แอคติน (ACTB gene) ท่ีผา่นกระบวนการ

ดดัแปลงดว้ยไบซัลไฟต์เป็นตน้แบบในการออกแบบ 

โดยออกแบบใหไ้ม่มีตาํแหน่งซีพีจีบนไพร์เมอร์และโพ

รบดงัรูปท่ี 2 

 
รูปที ่2   แสดงลาํดบัเบสของไพร์เมอร์และโพรบของยนี  

SHP1 ท่ีโปรโมเตอร์ท่ี 2 และยนีเบตา้แอกตินท่ี

ผ่านกระบวนการดดัแปลงดว้ยไบซัลไฟตแ์ลว้ 

A) ลาํดบัเบสของเมทิเลทดีเอน็เอ, B) ลาํดบัเบส

ข อ ง อั น เ ม ทิ เ ล ท ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง  SHP1-P2 

ตามลาํดบัและ C) ลาํดบัเบสของเมทิเลทดีเอน็

เอของยนีเบตา้แอกติน (CG และ CT ท่ีขีดเส้น

ใตคื้อตาํแหน่งซีพีจีท่ีศึกษา)  

นาํไพร์เมอร์ท่ีออกแบบไวท้ั้งสองชุดไปทาํพีซีอาร์ โดย

ชุดเมทิเลชั่นจะใช้ดีเอ็นเอของเซลล์เพาะเล้ียง HepII 

เป็นตวัควบคุม และชุดอนัเมทิเลชั่นจะใชดี้เอ็นเอของ

เซลลเ์พาะเล้ียง Daudi เป็นตวัควบคุม ซ่ึงดีเอน็เอเป็นดี

เอน็เอท่ีผา่นการดดัแปลงดว้ยไบซลัไฟทแ์ลว้ จากนั้นนาํ

ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้ไปทาํการหาลาํดับเบสด้วยวิธี

โคลนน่ิง (Clone sequencing) โดยใชพ้ลาสมิดในระบบ

ของ pGem®-T Easy Vector System I (Promega, USA)  
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ทดสอบความเที่ยงตรงและทดสอบความแม่นยํา 

(Precision and Accuracy) ทดสอบความเท่ียงตรงของ

การทดลองโดยการทาํเมทิเลชั่นสเปคซิฟิคแทคแมน

เรียลไทม์พีซีอาร์ทั้งชุดเมทิเลชัน่และอนัเมทิเลชัน่ของ

ซีเรียลไดลูชัน่ (Serial dilution) ของดีเอน็เอของเซลล์

เพาะเล้ียง HepII และ Daudi ในชุดเมทิเลชัน่และอนัเมทิ

เลชัน่ตามลาํดบั ทดสอบความแม่นยาํของการทดลอง

โดยการทาํเมทิเลชัน่สเปคซิฟิคแทคแมนเรียลไทม์พีซี

อาร์ของทั้งสองชุดโดยใชดี้เอน็เอท่ีมีสัดส่วนผสมของดี

เอน็เอระหวา่งเซลลเ์พาะเล้ียง HepII และ Daudi ท่ีต่างๆ 

กนั 

เกณฑ์การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง การศึกษาวิจยัน้ีได้

ผ่านการอนุมติัจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัใน

มนุษยเ์ลขท่ี IRB No. 476/56 คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยจาํนวนตวัอยา่งท่ีนาํมาใช้

ในงานวิจยัน้ีไดอ้า้งอิงมาจากการศึกษาท่ีคลา้ยกนัก่อน

หนา้น้ี (Kitkumthorn et al., 2012) ซ่ึงพบวา่ใชจ้าํนวน

ตัวอย่างเน้ือเยื่อต่อมนํ้ าเหลืองทั้ งหมด 20 ตัวอย่างก็

สามารถหาความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญได้ ดังนั้ น

งานวิจยัน้ีจึงใชจ้าํนวนเน้ือเยื่อต่อมนํ้ าเหลืองท่ีมากกว่า

ในการศึกษางานวิจยัน้ี กลุ่มตวัอยา่งในงานวิจยัน้ีเป็น

ตวัอยา่งเน้ือเยือ่ต่อมนํ้าเหลืองท่ีเกบ็ไวใ้นพาราฟินบลอ็ค

ด้วยเทคนิค Formalin-Fixed Paraffin-Embedded 

(FFPE) ท่ีไดม้าจากการตรวจพยาธิวิทยาของผูป่้วย

ม ะ เ ร็ ง ลํา ไ ส้ ใ ห ญ่  ท่ี ภ า ค วิ ช า พ ย า ธิ วิ ท ย า  ค ณ ะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยัซ่ึงทางงานวิจยั

ได้รับอนุญาตเพ่ือนํามาใช้ในการทดลอง ซ่ึงกลุ่ม

ตัวอย่างทั้ งหมดได้ผ่านการตรวจยืนยนัซํ้ าทางกล้อง

จุลทรรศน์ โดยผูเ้ชียวชาญทางพยาธิวิทยา เพ่ือตรวจ

ยืนยนัเน้ือต่อมนํ้ าเหลืองในทุกกลุ่ม ซ่ึงงานวิจัยน้ีจะ

แบ่งกลุ่มเน้ือเยื่อต่อมนํ้ าเหลืองของผูป่้วยมะเร็งลาํไส้

ใหญ่ออกเป็น 2 กลุ่มคือกลุ่มท่ี 1 (-LN) เป็นกลุ่มท่ีไม่มี

เซลลม์ะเร็งในต่อมนํ้ าเหลืองจาํนวนอยา่ง 43 ตวัอยา่ง 

กลุ่มท่ี 2 (+LN) มีเซลลม์ะเร็งไปท่ีต่อมนํ้ าเหลืองอยา่ง

นอ้ยกลุ่มละ 33 ตวัอยา่ง  

การสกัดดีเอ็นเอและกระบวนการไบซัลไฟต์ทรี

เมนท์ นาํช้ินเน้ือเยื่อทั้งหมดมาตดั section โดยความ

หนาของช้ินเน้ือเยื่อประมาณ 5 ไมครอนต่อสไลด์

จาํนวนไม่นอ้ยกวา่ 20 ช้ินจากนั้นนาํพาราฟินออกดว้ย

ไซลีน (Xylene) และนาํมาสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธีฟีนอล

คลอโรฟอร์มมาตรฐาน (Standard phenol chloroform) 

และนํา ดี เอ็น เอ ท่ีสกัดได้ มา เข้ากระบวนการไบ

ซลัไฟตท์รีเมนทข์องชุดสาํเร็จรูป EZ DNA Methylation 

ของบริษทั Zymo research เพ่ือเปล่ียนเบสไซโตซีนท่ี

ไม่มีหมู่เมทิลใหก้ลายเป็นเบสท่ีคลา้ยยรูาซิล นาํดีเอน็เอ

ท่ีผ่านกระบวนการไบซัลไฟท์ทรีทเมนท์ไปทําเมทิ

เลชัน่สเปคซิฟิคแทคแมนเรียลไทม์พีซีอาร์ โดยใชย้ีน

เบตา้แอคตินเป็นตวันอร์มอลไลซ์ 

การวิเคราะห์ข้อมูล งานวิจยัน้ีไดค้าํนวนระดบัเมทิ

เลชัน่ของ SHP1-P2 โดย 

((ปริมาณเมทิลเลทเท็ดดีเอน็เอ / ปริมาณยีน

เบตา้แอกติน) x 100) / ((ปริมาณเมทิลเลทเทด็ดีเอน็เอ / 

ปริมาณยีนเบตา้แอกติน) + (ปริมาณอนัเมทิลเลทเท็ดดี

เอน็เอ / ปริมาณยนีเบตา้แอกติน)) 

ใชค้่าสถิติในการวิเคราะห์ดงัน้ี ค่า Co-efficiency of 

variation (C.V.) ใชใ้นการวิเคราะห์ค่าความเท่ียงตรง

ของเทคนิค ค่า Pearson’s correlation ใชใ้นการทดสอบ

ความถูกตอ้งของเทคนิค ค่า T test analysis ใชใ้นการ

เปรียบเทียบความแตกต่างระดบัเมทิเลชัน่ในกลุ่มของ

ต่อมนํ้ าเหลืองโดยมีค่าความเช่ือมัน่ท่ี 95% (p value = 

0.05) ค่า ROC curve analysis ใชใ้นการหาความจาํเพาะ

และความไวในการตรวจวดั 

 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการวจิัย 

การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีวิธีฟีนอลคลอโรฟอร์ม

มาตรฐานนั้นไดดี้เอน็เอในปริมาณ 100 ถึง 120 ng ต่อ 1 

ul (50 ul) จากเซลลเ์พาะเล้ียงประมาณ 1,000,000 เซลล ์

และ 9 ถึง 10 ng ต่อ 1 ul (50 ul) จากช้ินเน้ือต่อม

นํ้าเหลือง (FFPE) ขนาด 100,000 ตารางไมครอน โดย

แต่ละต่อมนํ้ าเหลืองจะมีความหนาประมาณ 3 – 5 

ไมครอน หลงัจากผา่นกระบวนการดดัแปลงดว้ยไบ 
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ซัลไฟตแ์ลว้ปริมาณดีเอน็เอท่ีเหลือจะลดลงจากตั้ง

ตน้เพียงเลก็นอ้ยเท่านั้น 

ผลการทดลองแบ่งออกเป็นสองส่วนคือส่วนท่ีเป็น

การศึกษาในหลอดทดลอง (In vitro) เพ่ือทดสอบความ

เท่ียงตรงและความถูกตอ้งของเทคนิค CMST Real-time 

PCR และการศึกษาในส่ิงมีชีวิต (In vivo) เพ่ือศึกษาความ

แตกต่างของระดับร้อยละของเมทิเลชั่นของ SHP1-P2 

ระหวา่งกลุ่ม –LN และ +LN ดงัน้ี 

การศึกษาในหลอดทดลอง (In vitro study)  

1. ทดสอบความเท่ียงตรงของเทคนิคโดยการวดัค่า 

Threshold cycle (Ct) ของเซตดีเอน็เอเมทิเลชัน่และอนั

เมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ในเซลลเ์พาะเล้ียง HepII และ 

Daudi ตามลาํดบัแบบซีเรียลไดลูชัน่ (Serial dilution) 10 

เท่า ตั้งแต่ 20 ng ถึง 0.02 pg จาํนวนอยา่งละ 10 ซํ้ า ผลท่ี

ไดคื้อค่า C.V. ของทั้ง 2 เซต อยูใ่นช่วง 0.38 - 4.99 และ

0.5 – 0.67 ตามลาํดบั ดงัรูปท่ี 3A และ 3B  

จากรูปแสดงว่าเทคนิคน้ีมีความเท่ียงตรงสูงมาก

เน่ืองจากค่า C.V.ของแต่ละตวัอย่างมีค่าน้อยมาก แต่เม่ือ

พิจารณาค่า Ct ของทั้ง 2 เซตท่ีปริมาณดีเอน็เอ 2 pg – 0.02 

pg พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยสําคญัทางสถิติ

เน่ืองจากปริมาณดีเอ็นเอท่ีนอ้ยมาก แต่ดว้ยปริมาณดีเอ็น

เอท่ีมากกวา่ 2 pg เทคนิคน้ีสามารถหาความแตกต่างไดดี้ 

นั่นหมายความว่าขอ้จาํกดัในเร่ืองปริมาณดีเอ็นเอท่ีน้อย

ท่ีสุดท่ีเทคนิคน้ีจะทาํการวดัไดอ้ยา่งเท่ียงตรงคือมากกว่า 

2 pg ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีนอ้ยกว่าดีเอน็เอในเซลลม์นุษย ์1 

เซลล ์(6.667 pg) นัน่หมายความวา่เซลลเ์พียงหน่ึงเซลลก์็

เพียงพอในการตรวจพบ 

 
รูปที่ 3 แสดงค่า Ct ท่ีปริมาณดีเอน็เอต่างๆโดย A) ค่า Ct  

ของเซตเมทิเลชัน่ B) ค่า Ct ของเซตอนัเมทิเลชัน่  

 

2. ทดสอบความถูกตอ้งของเทคนิคโดยการผสมพ

ลาสมิดท่ีมีล ําดับเบสของ SHP1-P2 เป็นเมทิเลชั่นกับ

ผสมพลาสมิดท่ีมีลาํดับเบสของ SHP1-P2 เป็นอันเมทิ

เลชัน่ ซ่ึงพลาสมิดถกูสกดัมาจากโคโลน่ีท่ีไดรั้บการยนืยนั

ลาํดบัเบสจากการหาลาํดบัเบสดว้ยวิธีโคลนน่ิงวา่มีลาํดบั

เบสแบบเมทิเลชัน่และโคโลนีท่ีมีลาํดบัเบสเป็นอนัเมทิล

เลชัน่ ซ่ึงตรงกบังานวิจยัของ Ruchusatsawat และคณะท่ี

ไดร้ายงานว่าลาํดบัเบสของ SHP1-P2 ในเซลล์เพาะเล้ียง 

HepII ทุกซีพีจีเป็นเมทิเลชั่นทั้ งหมดและในเซลล์

เพาะเล้ียง Daudi  ทุกซีพีจีเป็นอนัเมทิเลชัน่ทั้ งหมด 

(Ruchusatsawat et al., 2006)  

อัตราส่วนผสมของพลาสมิดทั้ งสองนั้ นผสมใน

อตัราส่วนร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ตั้งแต่ 0 – 

100 แลว้ทาํการวดัระดบัเมทิเลชัน่ของตวัอยา่งทั้งหมด 7 

ซํ้ า ผลท่ีไดคื้อค่า Pearson’s coloration r2 = 0.9994 (p < 

0.0001) ดงัรูปท่ี 4 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่เทคนิคน้ีนอกจาก

จะมีความเท่ียงตรงในการวดัแลว้ยงัมีความถูกตอ้งสูงอีก
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ดว้ยเพราะสามารถวดัระดบัของเมทิเลชัน่ของตวัอยา่งท่ี

กาํหนดไดอ้ยา่งแม่นยาํ 

 
รูปที ่4 แสดงค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าร้อยละของ เมทิ 

เลชัน่ของ SHP1-P2 ท่ีไดจ้ากการวดัดว้ยเทคนิค 

CMST Real-time PCR 

เม่ือนาํเทคนิค CMST Real-time PCR ไปวดัระดบั

ร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ในสัดส่วนผสมต่างๆ

ระหวา่งเซลลเ์พาะเล้ียง HepII และ Daudi ดงัรูปท่ี 5 พบวา่

ค่าเฉล่ียระดบัร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ในเซลล์

เพาะเล้ียง HepII และ Daudi คือ 76.77 ± 1.264  และ 1.400 

± 0.1353 ตามลาํดบั และเม่ือเปรียบเทียบความแตกต่าง

ของระดบัร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ท่ีสัดส่วน

ผสมของเซลลต่์อเน่ืองทั้งสอง (HepII : Daudi) พบว่า

ค่าเฉล่ียของระดบัร้อยละเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 แตกต่าง

กนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติในทุกๆคู่ของสัดส่วนผสมท่ี

ติดกนัโดยค่า P value ท่ีไดอ้ยูร่ะหวา่ง < 0.0001 ถึง 0.0205 

โดยเฉพาะค่าเฉล่ียของระดบัเมทิเลชั่นระหว่างสัดส่วน

ผสมท่ี 10:0 (76.77 ± 1.264) เทียบกบั 9:1 (68.94 ± 1.957)  

และ 1:9 (2.045 ± 0.1562) เทียบกบั 0:10 (1.400 ± 0.1353)

มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติคือ P value =    

0.0152 และ 0.0205 ตามลาํดบั แสดงวา่เทคนิคน้ีสามารถ

ตรวจวดัความแตกต่างของระดบัเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 

ในสัดส่วนผสมของเซลล์ต่อเน่ืองทั้งสองชนิดไดอ้ย่างมี

นยัสาํคญัทางสถิติ 

 
รูปที ่5 แสดงค่าร้อยละเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ใน 

สัดส่วนผสมต่างๆระหว่างเซลล์เพาะเล้ียง 

HepII และ Daudi  

จากงานวิจัยก่อนหน้าน้ีของ Vinayanuwattikun 

และคณะไดน้าํเสนอเทคนิค Absolute quantitative 

analysis of methylated alleles (AQAMA) PCR ในการ

ตรวจวดัระดับการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปอด

ช นิ ด  NSCLC ใ น พ ล า ส ม่ า ข อ ง ผู ้ป่ ว ย ม ะ เ ร็ ง ป อ ด 

(Vinayanuwattikun et al., 2011) ผลท่ีไดคื้อความไวใน

การตรวจวดัปริมาณดีเอน็เอนั้นอยูท่ี่มากกวา่ 0.2 ng ข้ึน

ไปแต่เทคใหม่น้ีสามารถตรวจวดัดีเอน็เอไดน้อ้ยถึง 2 pg 

เน่ืองจากโดยเทคนิค AQAMA PCR เป็นเทคนิค 

Taqman probe Real-time PCR เหมือนกบัเทคนิค 

CMST Real-time PCR แต่หลกัการต่างกนัคือเทคนิค 

AQAMA PCR ใชไ้พร์เมอร์คู่เดียวในการเพิ่มจาํนวน

ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์และให้โพรบท่ีจาํเพาะกบัเมทิเลชั่น

และอนัเมทิเลชัน่แยง่กบัจบัแล่ะส่งสัญญาณ ซ่ึงตาํแหน่ง

เมทิเลชั่นท่ีใช้ในการตรวจสอบมีเพียงตาํแหน่งเดียว 

ในขณะท่ีเทคนิค CMST Real-time PCR น้ีจะแบ่งเซต

พีซีอาร์เป็นสองเซตท่ีมีไพร์เมอร์และโพรบจาํเพาะกบั

ตําแหน่งเมทิ เลชั่นและอันเมทิ เลชั่นรวมกันถึง ส่ี

ตาํแหน่ง (ตาํแหน่งเดียวกนัทั้ งสองเซต) และนอมอล

ไลซ์ปริมาณเมทิเลทดีเอน็เอและอนัเมทิเลทดีเอน็เอดว้ย

ยีนเบตา้แอคติน ดงันั้นเทคนิคใหม่น้ีจึงมีความจาํเพาะ

ในการตรวจวดัสูงกว่าเทคนิคเดิมและเน่ืองจากเทคนิค
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เก่านั้ นใช้การแย่งจับกันของโพรบสองชนิดทําให้

ประสิทธิภาพและความไวในการตรวจวดัไม่สูง แต่

เทคนิคใหม่น้ีไดใ้ห้ไพร์เมอร์และโพรบทาํงานแยกกนั

ตรวจวดัปริมาณเมทิเลทดีเอน็เอและอนัเมทิเลทดีเอน็เอ

อยา่งอิสระต่อกนัทาํใหค้วามไวในการตรวจวดัสูงข้ึน  

การศึกษาในส่ิงมชีีวติ (In vivo) 

3. ค่าเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ในกลุ่มต่างๆพบว่า 

กลุ่ม -LN ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีผูเ้ช่ียวชาญทางพยาธิวิทยายนืยนั

วา่ไม่มีเซลลม์ะเร็งลาํไส้ใหญ่มีค่าเมทิเลชัน่เฉล่ียท่ี 23.17 ± 

2.362 และ +LN ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีมีเซลลม์ะเร็งสําไส้ใหญ่

แพร่กระจายอยู่อย่างน้อยตั้ งแต่ร้อยละ 70 ของต่อม

นํ้าเหลืองทั้งหมดมีค่าเมทิเลชัน่เฉล่ียท่ี 63.89 ± 2.928 ดงั

รูปท่ี 6 

 
รูปที ่6 แสดงร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ของกลุ่ม 

ต่อมนํ้ าเหลืองปกติ (-LN) กบั กลุ่มต่อมนํ้ าเหลือง

ท่ีมีการแพร่กระจ่ายของเซลล์มะเร็งลาํไส้ใหญ่ 

(+LN) 

เม่ือวิเคราะห์ความต่างระหว่างกลุ่ม –LN กบักลุ่ม 

+LN พบวา่ กลุ่ม –LN มีค่าเฉล่ียเมทิเลชัน่นอ้ยกวา่อยา่งมี

นยัสําคญัทางสถิติคือมีค่าเฉล่ียเมทิเลชัน่ต่างกนั 40.73 ± 

3.721 (p < 0.0001) สอดคลอ้งกบัผลทางพยาธิวิทยาวา่กลุ่ม 

+LN มีเซลลม์ะเร็งลาํไส้อยูอ่ยา่งนอ้ยร้อยละ 70 ซ่ึงกลุ่ม  –

LN นั้นไม่พบเซลลม์ะเร็งปนเป้ือน 

จากการศึกษาใน in vivo พบวา่มีต่อมนํ้ าเหลืองของ

ผูป่้วยมะเร็งลาํไส้ใหญ่บางรายในกลุ่ม +LN มีระดบัเมทิ

เลชัน่ของ SHP1-P2 สูงกว่าค่าเฉล่ียของเซลล์เพาะเล้ียง 

HepII มากและระดบัเมทิเลชั่นของ SHP1-P2 ในต่อม

นํ้าเหลืองของผูป่้วยมะเร็งลาํไส้ใหญ่บางรายในกลุ่ม –LN 

มีระดบัเมทิเลชัน่ตํ่ากวา่ค่าเฉล่ียของเซลลเ์พาะเล้ียง Daudi 

แสดงวา่ระดบัเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 ใน in vitro ไม่

เหมือนกบัใน in vivo เน่ืองจากใน in vitro นั้นเป็น

การศึกษาจากเซลล์เพาะเล้ียงชนิดเดียวปราศจากการ

รบกวนจากปัจจยัอ่ืนแต่ใน in vivo นั้น ในต่อมนํ้าเหลือง

ประกอบไปดว้ยเซลลป์ระสาท (Nerve cell) และหลอด

เลือด (Blood vessel) ซ่ึงประกอบไปดว้ยเซลลเ์ยื่อบุผนงั

หลอดเลือด (Endothelial cell) ทาํให้ระดบัเมทิเลชัน่ของ 

SHP1-P2 แตกต่างไปจากเซลลเ์พาะเล้ียง 

ต่อมนํ้ าเหลืองของคนปกตินั้นจะมีค่าเมทิเลชัน่ของ 

SHP1-P2 ประมาณ 11.96 ± 1.327 (ไม่ไดแ้สดงในรูป) จาก

การใชเ้ทคนิค CMST Real-time PCR ซ่ึงค่าเมทิเลชัน่ใน

กลุ่ม –LN นั้นมีค่าเมทิเลชัน่ท่ีสูงกว่าต่อมนํ้ าเหลืองของ

คนปกติ ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าต่อมนํ้ าเหลืองของผูป่้วย

มะเร็งลาํไส้ใหญ่มีการแพร่กระจายเขา้มาของเซลลม์ะเร็ง

เพียงแต่แพร่กระจายเขา้มาในปริมาณท่ีน้อยมากจนนัก

พยาธิวิทยาไม่สามารถตรวจวดัได้ด้วยเทคนิคการยอ้ม 

Immunohistrochemistry และ Hematoxylin & Eosin  

ปริมาณการแพร่กระจายมีผลต่อระดบัเมทิเลชัน่ของ 

SHP1-P2 เน่ืองจากเม่ือทางคณะผูว้ิจยัไดน้าํต่อมนํ้ าเหลือง

ท่ีไม่มีเซลลม์ะเร็งปนเป้ือนของผูป่้วยมะเร็งลาํไส้ใหญ่ใน

กลุ่ม +LN ไปทาํการตดัสไลดเ์พิ่มมาทาํการตรวจวดัระดบั

ร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 พบว่าค่าเฉล่ียระดบั

ร้อยละของเมทิเลชั่นนั้ นตํ่ากว่าค่าเฉล่ียของกลุ่ม +LN 

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติแต่ยงัคงสูงกวา่กลุ่ม –LN อยา่งมี

นัยสําคัญทางสถิติเช่นกัน จากท่ีได้กล่าวมานั้ นพบว่า

ระดบัร้อยละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 นั้นข้ึนอยูก่บั

ปริมาณการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งลาํไส้ใหญ่ดว้ย 

ดงันั้นต่อมนํ้ าเหลืองของผูป่้วยบางรายในกลุ่ม –LN นั้น

อาจจะมีเซลลม์ะเร็งลาํไส้ใหญ่ซ่อนเร้นอยูเ่น่ืองจากค่าร้อย

ละของเมทิเลชัน่ของ SHP1-P2 นั้นสูงกว่าค่าเฉล่ียของ

ต่อมนํ้าเหลืองของคนปกติ 
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4. ทดสอบความไวและความจาํเพาะของเทคนิคต่อ

ต่อมนํ้ าเหลืองของกลุ่ม –LN และ +LN โดยใชค้่า ROC 

curve analysis ดงัรูปท่ี 7 พบวา่ค่าพ้ืนท่ีใตก้ราฟ = 0.9605 

(p < 0.0001) แสดงว่าเทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีมี

ประสิทธิภาพสูงในการคัดกรองต่อมนํ้ าเหลืองท่ีมีการ

แพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ใหญ่ไดดี้มาก และเม่ือ

พิจารณาถึงค่า likelihood ratio พบวา่ท่ีร้อยละของระดบั

เมทิลชัน่ 54.44 มีค่า likelihood ratio = 33.88 ความไวและ

ความจาํเพาะมีค่าเท่ากบั 78.79 และ 97.67 ตามลาํดบั  

 
รูปที ่7 แสดงความไวและความจาํเพาะของเทคนิค CMST  

Real-time PCR  

 

สรุปผลการวจิัย 

เทคนิค CMST Real-time PCR เป็นเทคนิคท่ีมี

ความเท่ียงตรง ถูกตอ้ง และแม่นยาํสูงโดยสรุปจากค่า 

C.V. ท่ีน้อยมาก (น้อยกว่า 5) และค่า Pearson’s 

coloration r2 ท่ีสูงมาก (r2 = 0.9994)  

และเม่ือนําเทคนิคน้ีมาใช้ตรวจคัดกรองต่อม

นํ้ าเหลืองท่ีถูกวินิจฉัยดว้ยนักพยาธิวิทยาว่ามีและไม่มี

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่ พบว่า

เทคนิคน้ีสามารถใชแ้ยกต่อมนํ้ าเหลืองทั้งสองกลุ่มน้ีได้

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (ต่างกนั 40.73 ± 3.721, p < 

0.0001) โดยมีความไวและความจาํเพาะสูงมาก (78.79 

และ 97.67 ท่ีระดบัเมทิเลชัน่ = 54.44)  

 

ข้อเสนอแนะ  

1. สามารถประยกุตเ์ทคนิคน้ีในการตรวจหาดีเอน็

เอของเซลล์มะเร็งซ่อนเร้น (Occult tumor DNA) ใน

ต่อมนํ้ าเหลืองของผูป่้วยโรคมะเร็งลาํไส้ใหญ่ เพ่ือเพิ่ม

ประสิทธิภาพและความถูกตอ้งในการวินิจฉยัและรักษา

ผูป่้วยได ้

2. นอกจากการคดักรองต่อมนํ้าเหลืองท่ีมีการ

แพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ใหญ่แลว้ ยงัสามารถ

ประยกุตใ์ชใ้นการตรวจคดักรองต่อมนํ้าเหลืองท่ีมีการ

แพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งอ่ืนๆท่ีกลายพนัธ์ุมาจาก

เซลลเยือ่บุหรือบริเวณอ่ืนท่ีไม่มีเซลลเ์ยือ่บุไดเ้ช่นการ

ตรวจหาการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งไปท่ีนํ้าเล้ียงใน

สมองและไขสันหลงั (Cerebrospinal fluid) ได ้
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