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บทคัดย่อ 
 มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา เกิดจากความผิดปกติของเซลล์เมลาโนไซต์ในชั้นผิวหนัง ซึ่งพบอุบัติการณ์
ค่อนข้างน้อยแต่มีการรายงานถึงคุณสมบัติการแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่าง ๆ สูง กลุ่มวิจัยได้ศึกษาการท างานของ 
Serine-arginine protein kinase (SRPKs) ที่ท าหน้าที่ เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ Serine-Arginine rich splicing 
factors หรือ SRSFs แล้วไปควบคุมกระบวนการตัดแต่งชิ้นส่วน mRNA (mRNA splicing) โดยก่อนหน้านี้มี
รายงานการใช้สารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPKs (SRPK inhibitors) ลดคุณสมบัติต่าง ๆ ในเซลล์มะเร็งหลาย
ชนิด การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของ SRPK inhibitors ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ต่อ
คุณสมบัติการเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Wound 
healing assay และ Transwell invasion assay ตามล าดับ รวมถึงศึกษาผลต่อการจัดเรียงตัวของ  Actin 
filament ด้วยเทคนิค Immunofluorescence และผลของสารต่อการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการบุก
รุกเนื้อเยื่อ คือ MMP-2 ด้วยเทคนิค Western blot ผลการทดลองพบว่า SRPK inhibitors ทั้งสองชนิดส่งผลให้
เซลล์ A375 เคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อได้ช้าลง รวมทั้งส่งผลลดการจัดเรียงตัวของ Actin filament ในลักษณะ
การเคลื่อนที่ และลดการแสดงออกของโปรตีน MMP-2 ผลการศึกษาที่ได้เป็นข้อมูลเบื้องต้นเพ่ือออกแบบการ
ทดลองในการศึกษาคุณสมบัติอ่ืน ๆที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์ต่อไป เพ่ือพัฒนาแนวทาง
หรือรูปแบบการรักษาผู้ป่วยมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 
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ABSTRACT 

Cutaneous melanoma is caused by abnormalities of melanocytes in skin epidermis. Even 
rare cases were reported, but a number of metastatic cases were recorded. Our group studies the 
function of Serine-Arginine protein kinases (SRPKs) that phosphorylates Serine-Arginine rich splicing 
factors (SRSFs) which regulate alternative splicing process. Several studies reported the utility of 
SRPK inhibitors for suppressing oncogenic properties in various cancers. Therefore, this study 
aimed to investigate the effect of SRPK inhibitors (SRPIN340  and SPHINX31 )  on migration and 
invasion ability of A3 7 5  cutaneous melanoma cell by wound healing and Transwell assay. 
Arrangement of actin filament by immunofluorescence. The expression of matrix 
metalloproteinase 2 (MMP-2) by western blot. The result revealed that both SRPK inhibitors can 
decrease migration and invasion ability of A375, Arrangement of actin filament in motility profile. 
We also found the downregulation of MMP-2. Our study notion a basic information for 
experimental design to explore other metastasis-associated phenotypes, for development or 
suggestion an alternative treatment strategy for cutaneous melanoma. 
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กราฟ                                                                                                               หน้า 

กราฟที่ 1 แสดงผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375       22 
หลังจากยับยั้งโดยใส่ SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิดตามความเข้มข้นที่ก าหนด  
โดยเทคนิค Wound healing assay 

กราฟที่ 2 แสดงผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375      24 
หลังจากยับยั้งโดยใส่ SRPK inhibitors ทัง้ 2 ชนิดตามความเข้มข้นที่ก าหนด  
โดยเทคนิค Transwell invasion assay 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous melanoma) เป็นมะเร็งที่เกิดขึ้นจากความผิดปกติของเซลล์เมลา
โนไซต์ (Melanocyte) ในผิวหนังชั้น Epidermis มีสาเหตุการเกิดที่ส าคัญมาจากการได้รับรังสีอัลตราไวโอเลตใน
ปริมาณมากเป็นเวลานานจนเกิดความผิดปกติในระดับยีน และมีการพัฒนาจนเป็นมะเร็งในที่สุด อาการแสดงออก
ของโรคปรากฎเป็นไฝที่มีลักษณะผิดปกติ เช่น มีเลือดออก มีความรู้สึกเจ็บหรือคัน เป็นต้น มะเร็งผิวหนังเมลาโน
มามีอุบัติการณ์เกิดน้อยในประเทศไทย แต่มีอัตราการเสียชีวิตค่อนข้างสูง เนื่องจากสามารถตรวจพบได้ในระยะที่มี
การแพร่กระจายแล้ว จึงยากต่อการรักษาและเป็นสาเหตุการเสียชีวิตได้ 

กระบวนการแพร่กระจายของมะเร็ง เป็นกระบวนการที่ส่งผลโดยตรงต่อความรุนแรงของโรคมะเร็ง โดย
ประกอบไปด้วยกระบวนการย่อยอีกหลายกระบวนการ ตัวอย่างเช่นกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ ซึ่งเกิดจาก 
Actin filament ภายในเซลล์มีการรวมตัวกัน และส่งผลต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ อีกกระบวนการหนึ่งคือการบุก
รุกเนื้อเยื่อของเซลล์ โดยมีโปรตีนที่มีความสามารถในการย่อยสารเคลือบเซลล์ หรือ Extracellular matrix (ECM) 
คือโปรตีนในกลุ่ม Matrix metalloproteinase (MMP) ท าให้เซลล์สามารถบุกรุกผ่านเนื้อเยื่อไปได้  

กระบวนการที่ส่งผลต่อการด าเนินไปของมะเร็งที่กลุ่มผู้วิจัยสนใจ คือ กระบวนการตัดแต่งชิ้นส่วนของ 
mRNA ที่ผิดปกติ หรือกระบวนการ Aberrant alternative splicing ซึ่งได้มีการรายงานว่าเป็นอีกหนึ่งคุณสมบัติ
ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเกิดของมะเร็งได้ โดยส่งผลให้เกิดการผลิตไอโซฟอร์มต่าง ๆ ของยีนที่มีคุณสมบัติ
ส่งเสริมการเป็นมะเร็ง (Oncogenic isoforms) ซึ่งกลุ่มโปรตีนส าคัญที่ควบคุมการเกิด Alternative splicing คือ 
Serine-arginine rich splicing factors (SRSFs) มีทั้งหมด 12 ชนิด โดยแต่ละชนิดจะมีต าแหน่งจับที่ส าคัญ 2 
ต าแหน่ง คือ RNA recognition motifs (RRM) เป็นต าแหน่งจับ mRNA ที่จ าเพาะ และ Arginine-serine rich 
domain (RS) เป็นต าแหน่งที่ถูกเตมิหมูฟ่อสเฟต เพ่ือให้ SRSFs สามารถท างานได ้

ก่อนหน้านี้ ได้มีการศึกษาการแสดงออกของ Serine-arginine protein kinase หรือ SRPKs ซึ่งเป็น 
Upstream ของ SRSF โดย SRPKs มีหน้าที่เข้าไปเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ SRSFs ท าให้ SRSFs อยู่ในรูปที่สามารถ
ท างานได ้(active form) และเกิดกระบวนการ Alternative splicing เกิดเป็นโปรตีนที่ท างานได้ปกติ แต่หากเกิด 
Aberrant alternative splicing ก็จะได้เป็นโปรตีนที่ท างานผิดปกติหรือไม่สามารถท างานได้ และอาจส่งเสริม
กระบวนการเกิดและด าเนินไปของโรคมะเร็ง จากการศึกษาพบว่า SRPKs มีการแสดงออกสูงในโรคมะเร็งเมลาโน
มาหลายชนิด โดยพบการแสดงออกสูงในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 และการแสดงออกของ SRPK1 
สูงในเซลล์ยังสามารถส่งผลต่อการเจริญของโรคมะเร็งได้ ตัวอย่างเช่นในการศึกษาการพัฒนาก้อนเนื้อมะเร็งในหนู
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ทดลองโดยใช้เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของ SRPK1 ซึ่งผลการศึกษา
พบว่าเมื่อยับยั้งการแสดงออกของ SRPK1 และก้อนเนื้อที่ได้มีขนาดเล็กลง  

ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาผลของ SRPK inhibitors หรือสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPKs ต่อคุณสมบัติ
การเคลื่อนทีแ่ละบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์ ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการแพร่กระจาย (Metastasis) โดยจะศึกษา
ผลของสาร SRPK inhibitors 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ SPHINX31 ต่อคุณสมบัติการเคลื่อนที่และการบุกรุก
เนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 เนื่องจากในปัจจุบันมีสารหลายชนิดที่อยู่ ในขั้นตอน
การศึกษา โดยมุ่งเป้าการออกฤทธิ์ไปที่โมเลกุลที่จ าเพาะเจาะจงต่อกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ซึ่งมี
ความคาดหวังว่าอาจน าไปใช้เป็นโมเลกุลเป้าหมายใหม่ ในการพัฒนายา หรือตัวยับยั้งเพ่ือรักษาโรคมะเร็งผิวหนัง
เมลาโนมาต่อไปในอนาคต 
 
จุดมุ่งหมายของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของสารยับยั้งโปรตีน SRPKs ชนิด SRPIN340 และ SPHINX31 ต่อคุณสมบัติการ 
เคลื่อนที ่และการจัดเรียงตัวของ Actin filament ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 

2. เพ่ือศึกษาผลของสารยับยั้งโปรตีน SRPKs ชนิด SRPIN340 และ SPHINX31 ต่อคุณสมบัติการบุก 
รุกเนื้อเยื่อ และการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการบุกรุกเนื้อเยื่อในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลา
โนมาชนิด A375  

 
ความส าคัญของการวิจัย 
 โรคมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous melanoma) เป็นโรคมะเร็งที่มีสาเหตุมาจากการได้รับรังสี
อัลตราไวโอเลตหรือรังสียูวี (Ultraviolet: UV) จากแสงอาทิตย์ โดยรังสีดังกล่าวสามารถก่อให้เกิดความเสียหายต่อ
ดีเอ็นเอ ความไม่สมดุลของการเกิดอนุมูลอิสระในร่างกาย รวมถึงท าให้เกิดการอักเสบใต้ผิวหนัง ได้  อีกทั้งยัง
สามารถเกิดจากรอยต าหนิบนร่างกายที่มีอยู่ก่อนแล้วได้ เช่น ไฝ กระในบริเวณที่สัมผัสแสงแดดได้ง่าย ท าให้การ
พยากรณ์โรคท าได้ยาก ผู้ป่วยจะเข้าสู่กระบวนการการรักษาในระยะที่มีการแพร่กระจายของมะเร็งไปแล้ว 
โรคมะเร็งผิวหนังเมลาโนมามีอุบัติการณ์เกิดโรคในประเทศไทยน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับประเทศอ่ืน แต่ประเทศ
ไทยมีอัตราการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งชนิดนี้สูงถึงร้อยละ 48.08 เมื่อเทียบกับอัตราการเกิดโรค ในขณะเดียวกัน 
ประเทศท่ีมีอัตราการเกิดโรคมะเร็งผิวหนังเมลาโนมาสูงที่สุดคือประเทศออสเตรเลีย มีอัตราการเสียชีวิตต่อการเกิด
โรคเพียงร้อยละ 6.56  
 หนึ่งในกระบวนการที่ส่งผลต่อการเกิดโรคมะเร็งที่น่าสนใจคือกระบวนการ Alternative splicing ซึ่งเป็น
กระบวนการการตัดแต่งชิ้นส่วนของ mRNA เพ่ือน าไปแปลรหัส สร้างเป็นโปรตีนต่อไป หากกระบวนการนี้เกิด
ความผิดปกติ หรือเกิด Aberrant alternative splicing จะสามารถส่งผลต่อการแปลรหัสให้เกิดความผิดปกติ 
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หรือเกิดการกลายพันธุ์ ท าให้โปรตีนที่ถูกสร้างออกมามีความผิดปกติ ซึ่งจะส่งผลต่อการเกิดและพัฒนาความ
รุนแรงของโรคมะเร็งได้ โดยโปรตีนตัวหนึ่งที่ควบคุมกระบวนการนี้คือ Serine-arginine protein kinase (SRPKs) 
การศึกษาพบว่าการแสดงออกของโปรตีน SRPKs ในเซลล์สามารถส่งผลต่อการเจริญของโรคมะเร็งได้ จึงมี
การศึกษาเกี่ยวกับสารที่สามารถยับยั้งการท างานของโปรตีนตัวดังกล่าว   
 จากการศึกษาก่อนหน้าถึงผลของสาร SRPK inhibitors ต่อการยับยั้งคุณสมบัติที่เกี่ยวข้องกับการ
แพร่กระจายของมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา โดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด A375 ท าการทดสอบด้วยสาร SRPIN340 
และศึกษาการพัฒนาเป็นก้อนเนื้อของเซลล์ในหนูทดลอง ผลการศึกษาพบว่าก้อนเนื้อจากเซลล์ที่ถูกทดสอบด้วย
สาร SRPIN340 มีปริมาตรลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และมีการศึกษาผลของ SRPIN340 ต่อคุณสมบัติการ
สร้างหลอดเลือดใหม่ในดวงตาของหนูทดลอง ผลการศึกษาพบว่าในกลุ่มที่มีการทดสอบด้วยสาร การสร้างหลอด
เลือดใหม่ในดวงตาเกิดขึ้นน้อยลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมเช่นเดียวกัน  ซึ่งทั้งกระบวนการพัฒนาก้อนเนื้อและ
กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ เป็นส่วนหนึ่งในกระบวนการการแพร่กระจายของมะเร็งอีกด้วย  
 
 ขอบเขตการวิจัย 

1. การศึกษาการเคลื่อนที่ ด้วยเทคนิค Wound healing assay และการจัดเรียงตัวของ Actin filament 
ด้วยเทคนิค Immunofluorescence เมื่อยับยั้งด้วย SRPK inhibitors ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโน
มา ชนิด A375 

2. การศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อ ด้วยเทคนิค Transwell invasion assay และการแสดงออกของโปรตีน 
MMP-2 ด้วยเทคนิค Western blot เมื่อยับยั้งด้วย SRPK inhibitors ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโน
มา ชนิด A375 

 

 
ภาพที่ 1 แสดงขอบเขตการวิจัย 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous Melanoma) 
 มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous melanoma) เกิดจากความผิดปกติของเซลล์เมลาโนไซต์  
(Melanocyte) ในผิวหนัง สามารถเกิดได้ทุกต าแหน่งในร่างกาย การเกดิโรคมะเร็งผิวหนังเมลาโนมามักมาจากรอย
ต าหนิเดิมที่มีอยู่บนร่างกาย เช่น ไฝที่มีขนาดใหญ่ หรือมีจ านวนหลายเม็ดและมีความผิดปกติ ฝ้า กระ รอยแผลเป็น
หรือแผลเรื้อรัง ปัจจัยทางพันธุกรรม คือการที่เคยมีคนในครอบครัวป่วยเป็นโรคมะเร็งเมลาโนมามาก่อน การป่วย
เป็นโรคบางชนิด รวมไปถึงการได้รับรังสีรักษา ภาวะภูมิคุ้มกันในร่างกายต่ าจากการได้รับสารเคมีบางชนิด การที่
เคยมีประวัติการถูกท าลายชั้นผิวหนังโดยตรงจากแสงแดด เช่น มีประวัติการเป็นตุ่มน้ าจากการถูกแดดเผา มี
ประวัติผิวไหม้จากแสงแดด เป็นต้น อย่างไรก็ตาม โรคมะเร็งผิวหนังเมลาโนมามีสาเหตุส าคัญมาจากการได้รับรังสี
อัลตราไวโอเลตในปริมาณมากเป็นเวลานาน โดยบริเวณรอยโรคยังมีอาการแสดงออกผิดปกติ เช่น มีเลือดออก มี
เหงื่อออก มีอาการคันหรือรู้สึกเจ็บปวดร่วมกับการแสดงลักษณะคล้ายไฝที่มีความผิดปกติ เช่นมีหลายสีในบริเวณ
เดียวกัน มีขอบเขตขรุขระไม่เรียบ ผิวในบริเวณนั้นยกขึ้น ไม่สม่ าเสมอ หรือเยื่อบุผิวมีการแตกเป็นแผล โดย
ลักษณะของรอยโรคมะเร็งเมลาโนมาบนชั้นผิวหนังสามารถแสดงเป็นภาพกราฟิกได้ โดยแสดงในภาพที่ 2 
(McGrath et al, 2010) (Sitawarin, Voravud & Vipakool, 1998) มะเร็งผิวหนังเมลาโนมามีลักษณะอาการที่
ง่ายต่อการมองข้าม อีกทั้งความสามารถในการแพร่กระจายสูง ผู้ป่วยมักเข้ารับการรักษาในระยะที่มีการ
แพร่กระจายแล้ว ส่งผลให้การรักษาท าได้ยากและเป็นสาเหตุการเสียชีวิตได้ โดยมีอุบัติการณ์เกิดโรคในประเทศ
ไทยประมาณ 0.52 คน และอัตราการตายอยู่ที่ 0.25 คนต่อประชากร 100,000 คน คิดเป็นร้อยละ 48.08 (ภาพที่ 
3)  (World Health Organization, 2020) 
 

 
ภาพที่ 2 มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 

ที่มา : ดัดแปลงจาก McGrath et al, 2010 
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การรักษาโรคมะเร็งเมลาโนมาในปัจจุบันมีหลายวิธี ได้แก่ การผ่าตัดเนื้อส่วนที่เป็นมะเร็งออกทั้งหมดแล้ว
น าเนื้อส่วนอ่ืนมาปิดแทนที่ ในกรณีที่ผู้ป่วยไม่สามารถเข้ารับการผ่าตัดได้ แพทย์จะใช้การรักษาด้วยรังสีบ าบัด
รวมถึงในกรณีที่ต้องผ่าตัดต่อมน้ าเหลืองก็จะมีการใช้รังสีบ าบัดควบคู่กับการผ่าตัดด้วย การรักษาด้วยการใช้ยาเคมี
บ าบัดจะถูกใช้รักษาโรคชนิดรุนแรง อย่างไรก็ตาม แพทย์อาจวินิจฉัยให้ใช้วิธีการฉีดสารกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 
หรือวิธีการรักษาด้วยภูมิคุ้มกันบ าบัด (Wanitphakdeedecha, 2021) แต่วิธีเหล่านี้มีผลข้างเคียงมากพอสมควร 
จึงมีการคิดวิธีการรักษาแบบใหม่ คือวิธีการรักษาโดยใช้ยารักษาอย่างเจาะจงโมเลกุลเป้าหมาย หรือการรักษาอย่าง
จ าเพาะเจาะจง อย่างไรก็ตามการรักษาในปัจจุบันยังไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ ท าให้โรคมะเร็งยังสามารถพัฒนา
ต่อได้  

  

 
ภาพที่ 3 อุบัติการณ์เกิดโรคและการเสยีชีวิตจากโรคมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 

ที่มา : ดัดแปลงจาก World Health Organization, 2020 
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ลักษณะท่ัวไปในการบ่งชี้มะเร็ง (Hallmark of cancer) 
ในปี 2000 มีการพบลักษณะทั่วไปในการบ่งชี้เซลล์มะเร็ง (Hallmark of cancer) ทั้งหมด 6 ลักษณะ คือ 

การไวต่อสัญญาณในการเร่งการเจริญเติบโต การต้านทานต่อสัญญาณยับยั้งการเจริญเติบโต การต่อต้านการตาย
ของเซลล์ สามารถแบ่งตัวได้แบบไม่มีขีดจ ากัด การกระตุ้นกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ การบุกรุกและการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ต่อมาในปี 2011 มีการพบเพิ่มอีก 4 ลักษณะคือ การอักเสบ ความไม่เสถียรของระบบ
จีโนม การหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน และความผิดปกติของระบบ Metabolism และในปี 2013 มีการพบเพิ่มอีก 1 
ลักษณะ คือ กระบวนการ alternative splicing หรือกระบวนการตัดแต่งชิ้นส่วน mRNA ที่ผิดปกติ (ภาพที่ 4) 
(Ladomery et al, 2013) 

 

 
ภาพที่ 4 ลักษณะทั่วไปในการบ่งช้ีเซลลม์ะเร็ง 

ที่มา : Ladomery et al, 2013  
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กระบวนการแพร่กระจาย (Metastasis) 
กระบวนการแพร่กระจายเป็นหนึ่งในคุณสมบัติบ่งชี้การเป็นมะเร็ง และยังเป็นปัจจัยส าคัญปัจจัยหนึ่งที่

ส่งผลต่อความรุนแรงของโรคมะเร็งให้มีความรุนแรงมากขึ้น  โดยกระบวนการแพร่กระจายเกิดจากการที่
เซลล์มะเร็งก่อตัวเป็นก้อนเนื้อ จากนั้นเมื่อมีการสร้างหลอดเลือดใหม่ไปเลี้ยงก้อนเนื้อดังกล่าว เซลล์ที่มีคุณสมบัติ
ในการบุกรุกและแพร่กระจายจะเคลื่อนที่บุกรุกเข้าสู่หลอดเลือดที่สร้างใหม่นั้น และไหลไปตามกระแสเลือดจนถึง
บริเวณอวัยวะเป้าหมาย จากนั้นจะยึดเกาะที่ผนังหลอดเลือดเพ่ือบุกรุกออกจากหลอดเลือด เข้าสู่อวัยวะเป้าหมาย 
เกิดการแพร่กระจายในที่สุด (ภาพท่ี 5) (Talmadge & Fidler, 2010) 
 

 
ภาพที่ 5 กระบวนการ Metastasis 
ที่มา: Talmadge & Fidler, 2010 

 
 การแพร่กระจายของมะเร็ง เกิดหลายกระบวนการเกิดขึ้นร่วมกัน เช่น การสร้างหลอดเลือดใหม่ 
(Angiogenesis) และการยึดเกาะของเซลล์ (Adherence) โดยหนึ่งในกระบวนการส าคัญที่ท าให้เกิดการ
แพร่กระจาย คือกระบวนการการเคลื่อนที่ (Migration) และบุกรุกเนื้อเยื่อ (Invasion) ของเซลล์มะเร็ง 
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การเคลื่อนที่ของเซลล์ (Cell movement)  
 Cell movement เป็นกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่เกิดจาก Microfilament หรือ Actin filament 
ใน Cytoskeleton fibers ที่บริเวณขอบของเซลล์ (ภาพท่ี 6) กระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์จะเริ่มจากการรวมกัน
ของ Actin filament ในทิศทางที่เซลล์จะเคลื่อนที่ไป หรือด้านหน้าของเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์จะยืดขยายออกและยึด
เกาะที่พ้ืนผิวด้านหน้า ในขณะเดียวกันด้านตรงข้าม หรือด้านท้ายของเซลล์จะปล่อยการยึดเกาะ ท าให้เซลล์
สามารถเคลื่อนที่ไปข้างหน้าได้ (ภาพท่ี 7) (Ananthakrishnan & Ehrlicher, 2007) 
 

 
ภาพที่ 6 ภาพแสดง Actin filament ที่ย้อมติดสสีะท้อนแสงในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

ที่มา: https://www.mybiosource.com/polyclonal-actb-human-antibody/beta-actin/9407911 

 

 
ภาพที่ 7 การเคลื่อนที่ของเซลล์ (Cell movement) 

ที่มา: Ananthakrishnan & Ehrlicher. 2007 
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โปรตีน Matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) 
 Matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) เป็นโปรตีนในกลุ่ม  MMPs มีความส าคัญในกระบวนการ 

Tissue remodeling เช่น การเคลื่อนที่ การบุกรุกเนื้อเยื่อ และการสร้างหลอดเลือดใหม่ของเซลล์ โดยโปรตีน 
MMP-2 มีความสามารถในท าลายโครงสร้างของสารเคลือบเซลล์ หรือ Extracellular matrix (ECM) ท าให้เซลล์
สามารถเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อได้ (ภาพท่ี 8) (Opdenakker & Van Damme, 1992)  
 

 
ภาพที่ 8 การท างานของ MMP-2 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Opdenakker & Van Damme, 1992 

 
อีกท้ังยังมีการศึกษาพบว่ามีการแสดงออกของ MMP-2 ในก้อนเนื้อที่เป็นมะเร็งปอดสูงกว่าในเนื้อเยื่อที่ไม่

เป็นมะเร็ง ผลการศึกษาพบว่า MMP-2 ส่งผลต่อการรอดชีวิตในผู้ป่วย การเจริญของก้อนเนื้อและการบุกรุก
เนื้อเยื่อซึ่งส่งผลต่อการแพร่กระจายของมะเร็ง (Han et al, 2020) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



10 
 

กระบวนการ Epithelial-mesenchymal transition (EMT) 
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) ถือเป็นกระบวนการที่มีบทบาทส าคัญของเซลล์มะเร็งคือ 

การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์จาก Epithelial cells ให้เกิดการสูญเสียความมีขั้ว ลดความสามารถในการยึด
เกาะกับ basement membrane และลดความสามารถในการยึดเกาะกันระหว่างเซลล์ ท าให้เซลล์ที่จัดเรียงตัว
แบบแผ่น ยึดเกาะกันแน่น เปลี่ยนเป็นเซลล์ที่มีรูปร่างคล้ายกระสวย หรือที่เรียกว่า Mesenchymal cells โดย
พบว่าการที่เซลล์เปลี่ยนแปลงรูปร่างท าให้เซลล์สามารถเคลื่อนที่ บุกรุก และแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่าง ๆ ได้
โดยมีโปรตีนบ่งชี้การเปลี่ยนแปลงรูปร่างที่เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะของเซลล์สามารถแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ 
Epithelial markers ประกอบด้วย E-cadherin, Claudin-1, Cytokeratins และ Occludins เป็นต้น และ 
Mesenchymal markers ประกอบด้วย N-cadherin, Vimentin, Snail และ Fibronectin เป็นต้น (ภาพที่ 9) 
(Xu et al, 2017) 

 

 
ภาพที่ 9 กระบวนการเปลีย่นแปลงรูปร่างของเซลล์ (EMT) 

ที่มา Xu et al, 2017 
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กระบวนการ Alternative Splicing 
Alternative Splicing เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นใน Central dogma หลังกระบวนการ Transcription 

ซึ่ ง เป็นการถอดรหัส DNA ให้กลายเป็น pre-mRNA จากนั้นจะเข้าสู่ กระบวนการ Post transcriptional 
modification โดยจะมีการตัดแต่งชิ้นส่วน mRNA โดยตัดส่วน introns ออก และเชื่อมส่วน exons เข้าด้วยกัน 
ท าให้ได้เป็น mRNA ที่สมบูรณ์หลายรูปแบบ เมื่อ mRNA ถูก Translation ไปเป็นโปรตีนก็จะท าให้ได้โปรตีนที่มี 
isoform ต่างกันออกไป และสามารถท างานได้อย่างจ าเพาะ (ภาพท่ี 10) (Uversky, 2014) ซ่ึงกระบวนการเหล่านี้
ถูกควบคุมโดย Splicing Factors (Wang et al. 2015) 

 

 
ภาพที่ 10 กระบวนการเกิด Alternative splicing 

ที่มา : Uversky, 2014 

 
 
 
 
 
 
 
 



12 
 

Serine-arginine protein kinase (SRPKs) 
 Serine-arginine protein kinase หรือ SRPKs คือโปรตีนกลุ่ม Kinase ที่มีหน้าที่ในการควบคุมการเติม
หมู่ฟอสเฟตให้กับ Splicing Factors คือ Serine-arginine rich splicing factors (SRSFs) ให้อยู่ในรูปที่สามารถ
ท างานได้ เพ่ือควบคุมการตัดแต่ง mRNA ในกระบวนการ Alternative splicing หลังการ Transcription โดย 
SRSFs จะถูกเติมหมู่ฟอสเฟตในต าแหน่งของ arginine-serine rich (RS) domain เมื่อ SRSFs ได้รับการเติมหมู่
ฟอสเฟตแล้ว จะเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสไปจับกับ mRNA เพ่ือท าการตัดแต่ง และหากเกิดความผิดปกติ หรือ 
Aberrant alternative splicing จะท าให้ได้ mRNA ที่ผิดปกติ ซึ่งอาจพัฒนากลายเป็นโรคมะเร็ง (ภาพที่ 11) 
(Änkö et al, 2014) 
 

 
ภาพที่ 11 การท างานของโปรตีน SRPKs 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Änkö et al, 2014 

 
ก่อนหน้านี้ได้มีการศึกษาโดยดูการแสดงออกของโปรตีน SRPK1 ในเซลล์มะเร็งเมลาโนมาหลายชนิด 

ได้ แก่  Cutaneous melanoma ชนิด  A375, Uveal melanoma ชนิด  Omm2.5, Mel270 และ92.1 โดย
เปรียบเทียบกับ RPE หรือ Retinal pigment epithelium ซึ่งเป็นเยื่อบุจอประสาทตา พบว่า SRPK1 มีการ
แสดงออกสูงในเซลล์ Cutaneous melanoma ชนิด A375 (ภาพที่ 12) (Gammons et al, 2014) รวมทั้งเมื่อ
ศึกษาการพัฒนาของก้อนเนื้อเมื่อยับยั้ งการแสดงออกของโปรตีน SRPK1 โดยท าในเซลล์ Cutaneous 
melanoma ชนิด A375 พบว่าขนาดของก้อนเนื้อที่ได้เมื่อยับยั้งการแสดงออกของของโปรตีน SRPK1 มีปริมาตร
น้อยกว่ากลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 13) (Gammons et al, 2014) 
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ภาพที่ 12 ผลการศึกษาการแสดงออกของ SRPK1 ใน melanoma cell line 

ที่มา : Gammons et al, 2014 

 

 
ภาพที่ 13 ผลการศึกษาการพัฒนาของก้อนเนื้อเมื่อยับยั้งการแสดงออกของ SRPK1  

ที่มา : Gammons et al, 2014 
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Serine-arginine protein kinase (SRPK) inhibitors 
 SRPK inhibitors จะท างานโดยการแย่งจับที่บริเวณ ATP binding site ของโปรตีน SRPKs (ภาพที่ 14) 
(Siqueira et al, 2015) ท าให้ SRPKs ไม่สามารถเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ SRSFs ซึ่งเป็น Splicing factor ส่งผลให้ 
SRSFs ไม่สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสไปท าการตัดแต่งชิ้นส่วน mRNA ได้ ซึ่ง SRPK inhibitors ที่ใช้ในการ
ทดลองมี 2 ชนิด คือ SRPIN340 ซึ่งสามารถยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK1, SRPK2 และ SPHINX31 ซึ่ง
พัฒนามาจาก SRPIN340 ให้มีความจ าเพาะต่อโปรตีน SRPK1 (ภาพท่ี 15) (Batson et al, 2018) 

 
ภาพที่ 14 การท างานของ SRPK inhibitors 

ที่มา : Siqueira et al, 2015 

 

 
ภาพที่ 15 สารยับยั้งการท าของของโปรตีน SRPKs (SRPK inhibitors) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Batson et al, 2018 
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 ก่อนหน้านี้ได้มีการศึกษาในหนูทดลอง โดยดูการพัฒนาเป็นก้อนเนื้อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา
ชนิด A375 เมื่อใช้สาร SRPIN340 ยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK พบว่าการพัฒนาเป็นก้อนเนื้อลดลงเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 16) (Gammons et al, 2014) และมีการศึกษาการสร้างหลอดเลือดใหม่ในดวงตา
ของโมเดลหนูทดลอง (Mouse model of choroidal neovascularisation) เมื่อใช้สาร SPHINX31 พบว่าการ
สร้างหลอดเลือดลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ใช้สารความเข้มข้นต่ ากว่าและกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 17) (Batson et al, 
2017) ซึ่งการพัฒนาเป็นก้อนเนื้อและการสร้างหลอดเลือดใหม่ เป็นหนึ่งในกระบวนการการแพร่กระจายของมะเร็ง 
ซึ่งสามารถส่งผลต่อความรุนแรงของโรคมะเร็งได้  
 

 
ภาพที่ 16 ผลการศึกษาขนาดของก้อนเนื้อเมื่อใช้สาร SRPIN340 

ที่มา : Gammons et al, 2014 
 

 
ภาพที่ 17 ผลการศึกษาการสร้างหลอดเลือดใหม่ในดวงตาเมื่อใช้สาร SPHINX31 

ที่มา : Batson et al, 2017 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
เซลลเ์พาะเลี้ยง, สารยับยั้ง และแอนติบอดี 

1.  เซลลเ์พาะเลี้ยง 
Cutaneous Melanoma cell (A375) เป็นเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาที่ได้มาจากผู้ป่วย

โรคมะเร็งผิวหนัง (ชนิด malignant melanoma พบในผู้ป่วยเพศหญิงอายุ 54 ปี) เซลล์มีลักษณะ
เกาะติดพ้ืนผิว (adherent) โดยอาหารที่เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์คือ Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM) ที่มี 10% fetal bovine serum (FBS) สภาวะที่เหมาะสมคือ  
อุณหภูมิ 37 ˚c, 5% CO2 (ภาพที ่18) 

 

 
ภาพที่ 18 เซลล์มะเร็งเมลาโนมาชนิด A375 

ที่มา : https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/CRL-1619.ashx 

 
2.  สารยับยั้ง 

-  SRPIN340 เป็นสารยับยั้งที่จ าเพาะต่อการท างานของ SRPK1 และ SRPK2 (Sigma 
Aldrich) 

-  SPHINX31 เป็นสารยับยั้งที่จ าเพาะต่อการท างานของ SRPK1 (Sigma-Aldrich) 
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3.  แอนติบอดี 
-  Primary antibody 
 1. Rabbit anti-GADPH (Merck Millipore) 
 2. Rabbit anti-MMP2 (Cell signaling) 
- Secondary antibody 

1. HRP conjugated Goat anti-rabbit IgG (Merck Millipore) 
- Alexa Fluor conjugated Phalloidin anti-F-actin (Cell signaling) 
 

การยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 
ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Wound healing assay  

1. Seed เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 จ านวน 400,000 cells/wells ลงใน 12 wells 
plate บ่มในตู ้incubator ที่ 37 °C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. ใช้ pipette tips ขนาด 200 µl กรีดพ้ืน plate ให้เป็นรอยยาวตรงกลาง 1 แผล ทดสอบด้วยสาร 
SRPIN340 และสาร SPHINX31 ที่ความเข้มข้น 20 µM จากนั้นบ่มในตู ้incubator  

3. ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์หัวกลับทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมงเพ่ือติดตามผล 
4. วัดขนาดของรอยแผลที่แต่ละช่วงเวลาด้วยโปรแกรม CellSens 

 
การยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโน
มา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Transwell invasion assay  

1. ท ากา ร  Coated 0 . 4%  Matrigel 100  µl/wells ล ง ใน  Transwell 24  well plate บ่ ม ใ นตู้  
incubator ที่ 37 °C และ 5% CO2 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

2. Seed เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (A375) จ านวน 40,000 cells/300 µl/wells และทดสอบด้วย
สาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 ที่ความเข้มข้น 10 และ 20 µM ลงบน Matrigel และเติม 
Complete media 600 µl/wells ลงใน Lower chamber จากนั้นบ่มในตู้  incubator ที่37 °C 
และ 5% CO2 เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 

3. จากนั้นดูดเซลล์รวมทั้ง Media และ Matrigel ออกจาก Upper chamber ของ Transwell และล้าง
ด้วย PBS 2 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้แห้ง 

4. Fix ด้วย 4% formaldehyde เป็นเวลา 2 นาที และล้างด้วย PBS 2 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้แห้ง 15 นาที 
5. ย้อมดว้ย 0.4% crystal violet เป็นเวลา 20 นาที และล้างด้วย PBS 2 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้แห้ง 
6. น าไปถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ และนับเซลล์ด้วยโปรแกรม ImageJ 
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การยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการจัดเรียงตัวของ Actin filament ใน
เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Immunofluorescence  

1. Seed เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (A375) 24,000 cells/well ลงใน 24 well บ่มในตู ้incubator 
ที่ 37 °C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. Treated ด้วย SRPK inhibitors 
3. Fix ด้วย 70% ethanol เป็นเวลา 10 นาทกี่อนจะล้างด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
4. Fix ด้วย 4% paraformaldehyde-containing PBS เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิห้องแล้วล้างด้วย 

PBS 3 ครั้งครั้งละ 5 นาที 
5. บ่มใน DW containing 0.5% hydrogen peroxide เป็นเวลา 10 นาททีี่อุณหภูมิห้อง  
6. Blocking non-specific ด้วย 1% BSA in 1XPBS เป็นเวลา 20 นาท ีล้างด้วย PBS  
7. ใส่ Rhodamine phalloidin ความเข้มข้น 330 nM บ่มในที่มืด 30 นาที ก่อนจะล้างด้วย PBS 3 ครั้ง 
8. ถ่ายภาพด้วยกล้อง Confocal microscope 

 
การยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้การเปลี่ยนแปลง
รูปร่าง ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ดว้ยเทคนิค Western blot 

1. Seed เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (A375) จ านวน 200,000 cells/well ลงใน 6 well plates บ่ม
ในตู ้incubator ที่ 37 °C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. Treated ด้วย SRPK inhibitors เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

การสกัดโปรตีนโดยใช้ RIPA buffer 
1. ท าการสกัดโปรตีนจากเซลล์ด้วย Radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer ที่มีสว่นผสมของสาร

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ฟอสฟาเตส (phosphatase inhibitors) ไดแ้ก่ โซเดียมฟลูออไรด์ (NaF) 
และโซเดียมออโทวานาเดท (Na3VO4) จากนั้น Vortex และแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 

2. น าไป sonicate เพ่ือท าการแตกเซลล์ที่เวลา 1 นาที พัก 10 วินาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 
rpm เป็นเวลา 20 นาทีที่อุณหภูมิ 4 °C 

3. ดูดส่วนใสใส่ในหลอด 1.5 ml หลอดใหม่ และเก็บตัวอย่างไว้ในกลอ่งน้ าแข็ง หรือที่อุณหภูมิ 4˚c 
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การวัดปริมาณโปรตีน โดยวิธี Bradford assay โดยใช้ BSA เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
1. เตรียม stock BSA 0.5 mg/ml และเจือจางกับน้ ากลั่นให้ ได้ความเข้มข้นดังนี้  0 mg/ml, 0.1 

mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml ใน 96 well plate 
2. ดูดตัวอย่างโปรตีน 1 µl และเจือจางให้เป็น 10 เท่าโดยใส่น้ ากลั่น 9 µl ใน 96 well plate 
3. เติมสารละลาย Bradford 200 µl/well และผสมให้สารละลายเข้ากัน โดยระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ 
4. น าไปวัดคา่การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm 
5. น าค่า OD ที่ได้ลบกับ Blank แล้วน าไปค านวณความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างเทียบกับโปรตีน

มาตรฐาน (ใช้สูตรสมการเส้นตรงจากกราฟ) 
6. เมื่อค านวณค่าความเข้มข้นได้แล้ว ท าการดูดตัวอย่างโปรตีนตามที่ค านวณได้ผสมกับ RIPA buffer 

และเติม 5X dye buffer ลงไป จากนั้นน าไปใหค้วามร้อนที่ 95˚c เป็นเวลา 5 นาที 
 

การแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุลด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
1. เตรียม polyacrylamide gel โดยเตรียม 12% polyacrylamide gel ส าหรับ separating gel และ 

4% polyacrylamide gel ส าหรับ stacking gel 
2. เติม 1x running buffer (ใช้ Tris-Glycine-SDS buffer) ส าหรับ polyacrylamide gel ที่เตรียมเอง) 

ลงใน electrophoresis chamber และโหลดปริมาณโปรตีน 30 µg ต่อหลุม (ผสม 5 sample 
buffer) โดยใช้ protein marker คือ BLUelf Prestained Protein Ladder 1.5 µl 

3. เปิดเครื่อง power supply ใช้กระแสไฟฟ้าในการรันเจล 120 โวลต์ 1 ชั่วโมง 30 นาที 
 
การขนย้ายโปรตีนจาก SDS-PAGE ไปยัง PVDF membrane  
1. เตรียม working 1x transfer buffer ส าหรับใช้ในแตล่ะครั้ง (แช่เย็น) ประกอบด้วย 
- 10x transfer buffer 100 ml 
- 20% methanol 200 ml  
- DW 700 ml 
2. เตรียม PVDF membrane แช่ใน methanol ประมาณ 10 นาที จุ่มใหชุ้่มทั่วทั้งแผ่น และน าไปแช่ใน 

1x transfer buffer อีกประมาณ 10 นาที 
3. น าแผ่นเจลที่ได้จาก SDS-PAGE รวมทั้ง Fiber pad และ Filter paper แช่ใน 1x transfer buffer 

ประมาณ 10 นาที 
4. ท าการ blot แบบ wet system โดยประกอบชุด transfer โดยวางแผ่นเจลไว้ที่ขั้วลบและ PVDF 

membrane ที่ข้ัวบวก ซึ่งประกบด้วย Filter paper และ Fiber pad เป็นลักษณะแซนวิช 
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5. จากนั้นน า Gel holder cassette ที่ประกบไว้ไปประกอบลงใน Buffer tank ที่อยู่ในถังน้ าแข็ง (ควร
อยู่ในที่เย็นตลอดเพ่ือประสิทธิภาพในการ transfer) และเติม 1x transfer buffer ให้เต็มBuffer 
tank 

6. เปิดเครื่อง power supply โดยใช้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 
7. เมื่อครบเวลาน าแผ่นเจลไปย้อมสี Coomassie blue เพ่ือตรวจสอบว่ามีโปรตีนเหลือที่เจลหรือไม่ 
 
ขั้นตอนการยับย้ังการจับอย่างไม่จ าเพาะของ Antibodies 
1. เตรียม 5% skim milk ปริมาณ 60 ml 
2. น า PVDF membrane แช่ใน 5% skim milk เพ่ือ Block non-specific binding sites เขย่าบน

เครื่อง shaker ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
3. ล้างแผ่น membrane ด้วย TBST buffer จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
 
การท าปฏิกิริยาของ Antibodies 
1. น า PVDF membrane บ่มดว้ย primary antibody ในถุงพลาสติกและซีลถุงให้เรียบร้อย จากนั้นทิ้ง 

ไว้ที่อุณหภูมิ 4˚c เป็นเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง 
2. เมื่อครบเวลา ล้าง membrane ด้วย TBST buffer จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
3. น า PVDF membrane บ่ม Secondary antibody ภายในภาชนะที่มีฝาปิด ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
4. เมื่อครบเวลาล้าง membrane ด้วย TBST buffer จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
 
ขั้นตอนการตรวจจับสัญญาณ 
1. เตรียม enhanced chemiluminescence (ECL) โดยผสม ECL solution A และ B อย่างละ 200 

µl (อัตราส่วน 1:1) ควรหลีกเลี่ยงแสงไฟ 
2. ค่อยๆหยด ECL solution ที่เตรียมไว้ให้ทั่วแผ่น membrane 
3. ถ่ายภาพแผ่น membrane เพ่ือตรวจจับสัญญาณchemiluminescence ด้วยเครื่องถ่ายภาพ Gel 

document Image Quant LAS 500 และ วิเคราะห์ผลความเข้มของแถบโปรตีนด้วยโปรแกรม 
ImageJ  
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การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 
 ข้อมูลที่ได้ถูกน ามาวิเคราะห์ทางสถิติโดยหาค่าเฉลี่ย (Mean) และความน่าเชื่อถือของค่าเฉลี่ยแสดงโดยใช้
ค่า standard deviation (SD) การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างเซลล์กลุ่มที่ได้รับสารยับยั้งการ
ท างานของโปรตีน SRPK กับเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK โดยใช้วิธี one-
way ANOVA โดยตั้งค่านัยส าคัญทางสถิติท่ี * = p<0.05 และ ** = p<0.01 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
ผลการทดลองการยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Wound healing assay 
 จากผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Wound 
healing assay โดยยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors ที่มีความจ าเพาะ 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ 
SPHINX31 โดยศึกษาที่ความเข้มข้นของ Inhibitors ทั้ง 2 ชนิด คือ 10 และ 20 µM เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
คือ 0.5% DMSO  และท าการบ่มในตู้ Incubator ที ่37 ˚c, 5% CO₂  เป็นเวลา 16 ชั่วโมง  

จากผลการศึกษาพบว่า SRPIN340 และ SPHINX31 สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ปิดรอยแผลของ
เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ได ้โดยเห็นได้ชัดที่ระยะเวลา 36 และ 48 ชั่วโมง เซลล์ที่ถูกทดสอบด้วย
สารมีการเคลื่อนที่ปิดร้อยแผลที่น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพที ่19)  

 

 
ภาพที ่19 แสดงผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนดิ A375 หลังจากยับยัง้โดยใส่ SRPK inhibitors ทั้ง 

2 ชนิดตามความเขม้ข้นท่ีก าหนด โดยเทคนิค Wound healing assay 
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ระยะห่างของรอยแผลในแต่ละช่วงเวลาจะถูกวัดขนาดและค านวนเป็นร้อยละการเคลื่อนที่  โดยแสดงใน
กราฟที่ 1  โดยเส้นสีเทาแสดงการเคลื่อนที่ของกลุ่มควบคุม เส้นสีฟ้าและสีแดงแสดงการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่ถูก
ทดสอบด้วยสาร SRPIN340 และ SPHINX31 ตามล าดับ โดยสารทั้งสองชนิดสามารถลดการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยสาร SPHINX31 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงกว่าสาร SRPIN340 (กราฟท่ี 1) 

 

 
กราฟที ่1 แสดงผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนดิ A375 หลังจากยับยัง้โดยใส่ SRPK inhibitors ทั้ง 

2 ชนิดตามความเขม้ข้นท่ีก าหนด โดยเทคนิค Wound healing assay 
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ผลการทดลองการยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Transwell invasion assay  

จากผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Transwell 
invasion assay โดยยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors ที่มีความจ าเพาะ 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ 
SPHINX31 โดยศึกษาที่ความเข้มข้นของ Inhibitors ทั้ง 2 ชนิด คือ 10 และ 20 µM เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
คือ 0.5% DMSO  และท าการบ่มในตู้ incubator ที ่37 ˚c, 5% CO₂  เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 

จากผลการศึกษาพบว่า SRPIN340 และ SPHINX31 สามารถยับยั้งการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ได้ตามความเข้มข้นของสารยับยั้งที่ใส่ในการทดลอง โดยสามารถสังเกตได้จาก
จ านวนการบุกรุกของเซลล์ลงมาที่พ้ืนผิวใต้ Lower chamber ซึ่งย้อมติดสีน้ าเงิน ในกลุ่มที่มีการทดสอบด้วยสาร 
SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิด มีจ านวนเซลล์ที่บุกรุกน้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างเห็นได้ชัด (ภาพที่ 20) 

 

 
ภาพที ่20 แสดงผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 หลังจากยับยั้งโดยใส่ SRPK 

inhibitors ทั้ง 2 ชนิดตามความเข้มข้นที่ก าหนด โดยเทคนิค Transwell invasion assay 

 
 
 
 
 



25 
 

จ านวนเซลล์ที่เกิดการบุกรุกลงมายังพ้ืนผิวใต้ Lower chamber จะถูกนับด้วยโปรแกรม ImageJ และถูก
ค านวณเป็นค่าร้อยละของการบุกรุกเนื้อเยื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยแสดงในกราฟที่ 2 กราฟแท่งสีฟ้าและสีแดง
แสดงอัตราการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์ที่ถูกทดสอบด้วยสาร SRPIN340 และ SPHINX31 ตามล าดับ โดบเทียบกลุ่ม
ควบคุมเป็นร้อยละ 100 สามารถสรุปผลได้ว่าสาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิดสามารถยับยั้งคุณสมบัติการบุกรุก
เนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาได้แบบ Dose dependent อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (กราฟท่ี 2) 
 

 
กราฟที ่2 แสดงผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 หลังจากยับยั้งโดยใส่ SRPK 

inhibitors ทั้ง 2 ชนิดตามความเข้มข้นที่ก าหนด โดยเทคนิค Transwell invasion assay 
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ผลการทดลองการยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการจัดเรียงตัวของ Actin 
filament ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Immunofluorescence  
 จากผลการศึกษาการจัดเรียงตัวของ Actin filament ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วย
เทคนิค Immunofluorescence โดยยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors ที่มีความจ าเพาะ 2 ชนิด คือ 
SRPIN340 และ SPHINX31 โดยศึกษาท่ีความเข้มข้นของ inhibitors ทั้ง 2 ชนิด คือ 10 และ 20 µM เปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมคือ 0.5% DMSO โดยใช้ Antibody คือ Rhodamine phalloidin เจือจางใน PBS ในอัตราส่วน 
1:20 (330 nM) 

จากผลการศึกษาพบว่า SRPIN340 และ SPHINX31 สามารถยับยั้งการจัดเรียงตัวของ Actin filament 
ในลักษณะของการเคลื่อนที่ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ได้ตามความเข้มข้นของสารยับยั้งที่ใส่ใน
การทดลอง โดยการจัดเรียงตัวของ Actin filament ในรูปแบบการเคลื่อนที่จะเห็นเป็นเส้นสีเขียวที่หนาแน่นใน
บริเวณของเยื่อหุ้มเซลล์ดังแสดงในภาพที่  21 การรวมกันที่ขอบเยื่อหุ้มเซลล์ของ Actin filament ในกลุ่มที่ถูก
ทดสอบด้วยสาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิดเกิดข้ึนน้อยกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างเห็นได้ชัด (ภาพที่ 21) 

 
ภาพที ่21 แสดงผลการศึกษาการจัดเรยีงตัวของ Actin filament ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนดิ A375 หลังจากยับยั้งโดย

ใส่ SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิดตามความเขม้ข้นท่ีก าหนด โดยเทคนิค Immunofluorescence 
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ผลการทดลองการยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับการบุกรุกเนื้อเยื่อในเซลลม์ะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ดว้ยเทคนิค Western blot 
 จากผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการบุกรุกเนื้อเยื่อ คือ MMP-2 ในเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 หลังยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPKs ด้วย Inhibitors ที่มีความจ าเพาะ 2 ชนิด 
คือ SRPIN340 และ SPHINX31 โดยศึกษาที่ความเข้มข้นของ 10 µM เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมคือ 0.5% 
DMSO ด้วยเทคนิค Western blot โดยใช้ GAPDH ซึ่งมีขนาดโปรตีนเท่ากับ 37 kDa เป็น Internal control โดย
ใช้ Primary Antibody คือ Rabbit anti-GAPDH ที่จ าเพาะต่อโปรตีน GAPDH เจือจางใน TBST buffer ใน
อัตราส่วน 1:10,000 และใช้ Secondary Antibody คือ Goat anti-rabbit IgG เจือจางใน TBST buffer ใน
อัตราส่วน 1:5,000 การแสดงออกในระดับโปรตีนของ MMP2 ซึ่งมีขนาดโปรตีน เท่ากับ 75 kDa ถูกตรวจสอบโดย
ใช้ Primary Antibody คือ Rabbit anti-MMP2 ที่จ าเพาะต่อโปรตีน MMP-2 เจือจางใน TBST buffer ใน
อัตราส่วน 1:1,500 และใช้  Secondary Antibody คือ Goat anti-rabbit IgG เจือจางใน TBST buffer ใน
อัตราส่วน 1:5,000  

จากผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการบุกรุกเนื้อเยื่อ คือ MMP-2 ในเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา พบการแสดงออกของ MMP-2 ที่ขนาด 75 kDa หลังถูกยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย 
Inhibitors คือ SRPIN340 และ SPHINX31 โดยเฉพาะในกลุ่มที่ทดสอบด้วยสาร SPHINX31 มีการแสดงออกของ 
MMP-2 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการบุกรุกเนื้อเยื่อลดน้อยลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพที ่22)  
 

 
ภาพที ่22 แสดงผลการแสดงออกของโปรตีน MMP-2 ในเซลลม์ะเรง็ผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 หลงัจากยับยั้งโดยใส่ SRPK 

inhibitors ทั้ง 2 ชนิดตามความเข้มข้นที่ก าหนด โดยเทคนิค Western blot 
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการศึกษา 

 
ผลการทดลองการยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Wound healing assay 
 

 
ภาพที ่23 แสดงผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนดิ A375 หลังจากยับยัง้โดยใส่ SRPK inhibitors ทั้ง 

2 ชนิดตามความเขม้ข้นท่ีก าหนด โดยเทคนิค Wound healing assay 

 
 จากผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา เมื่อใช้สาร SRPIN340 และ SPHINX31 
ที่ความเข้มข้น 20 µM เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในช่วงเวลาต่าง ๆ โดยเทียบเป็นค่าร้อยละการเคลื่อนที่ (ภาพที่ 
23) พบว่ากลุ่มที่มีการใช้สารมีการเคลื่อนที่ปิดรอยแผลน้อยกว่ากลุ่มควบคุม โดยที่ 48 ชั่วโมงมีการเคลื่อนที่ของ
เซลล์กลุ่มท่ีใช้สาร SRPIN340 และ SPHINX31 ร้อยละ 74.12 และ 61.90 ตามล าดับ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
ซึ่งมีการเคลื่อนที่ร้อยละ 85.01 แสดงให้เห็นว่าสาร SRPIN340 และ SPHINX31 สามารถยับยั้งคุณสมบัติการ
เคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 ได ้
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ภาพที ่24 ผลของสารยับยั้ง SRPKs ต่อคุณสมบัติการเคลื่อนทีข่องเซลลม์ะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด B16F10 

ที่มา : Moreira et al, 2018 

 
จากผลการศึกษาพบว่า SRPK inhibitors สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 

ชนิด A375 ได้ (ภาพท่ี 23) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาผลของ SRPK inhibitors ต่อการยับยั้งการ
แพร่กระจายของเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด B16F10 โดยท าการทดสอบเซลล์ด้วยสาร 
SRPIN340 ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25 µM เมื่อศึกษาคุณสมบัติการเคลื่อนที่ พบว่าเซลล์ที่ทดสอบด้วยสาร 
SRPIN340 สามารถบุกรุกเนื้อเยื่อได้น้อยลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (DMSO) (ภาพท่ี 24) 

 

 
ภาพที ่25 แสดงผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 หลังจากยับยั้งโดยใส่ SPHINX31 

ตามความเข้มข้นท่ีก าหนด โดยเทคนิค Wound healing assay 

 
จากผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (ภาพที่ 23) สาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 

ชนิดสามารถยับยั้งคุณสมบัติการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้ โดยสาร SPHINX31 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ได้ดีกว่าสาร SRPIN340 ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์เมื่อใช้สาร SPHINX31 ที่
ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 µM ตามล าดับ โดยผลการศึกษาพบว่าสารสามารถลดการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้แบบ 
Dose dependent (ภาพท่ี 25) 
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ภาพที่ 26 ผลการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี ชนิด KKU-213A หลังจากยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วยสาร SRPIN340 

และสาร SPHINX31 โดยเทคนคิ Wound healing assay  
ที่มา : Chaturong Inpad, Unpublished data 

 
 จากผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (ภาพที่ 23) สาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 
ชนิด คือ SRPIN340 และ SPHINX31 สามารถยับยั้งคุณสมบัติการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของนายจตุรงค์ อินผัด ที่ได้ศึกษาผลของ SRPK inhibitors ต่อคุณสมบัติการเคลื่อนที่ของเเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี 
ชนิด KKU-213A โดยท าการทดสอบเซลล์ด้วยสาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 ที่ความเข้มข้น 20 และ 40 
µM  เมื่อศึกษาคุณสมบัติการเคลื่อนที่ของเซลล์ พบว่าเซลล์ที่ทดสอบด้วยสาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 
สามารถเคลื่อนที่ปิดบาดแผลได้ช้าลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (DMSO) (ภาพท่ี 26) 
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ผลการทดลองการยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วย Inhibitors เพื่อศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Transwell invasion assay  
 

 
ภาพที่ 27 แสดงผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 หลังจากยับยั้งโดยใส่ SRPK 

inhibitors ทั้ง 2 ชนิดตามความเข้มข้นที่ก าหนด โดยเทคนิค Transwell invasion assay 

 
จากผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา เมื่อใช้สาร  SRPIN340 และ 

SPHINX31 ที่ความเข้มข้น 10 และ 20 µM เป็นเวลา 16 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยเทียบเป็นค่าร้อย
ละการบุกรุกเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 27) พบว่ากลุ่มที่มีการใช้สาร มีการบุกรุกเนื้อเยื่อน้อยกว่ากลุ่มควบคุม โดยกลุ่มที่ใช้
สาร SRPIN340 ความเข้มข้น 10 และ 20 µM มีร้อยละการบุกรุกเนื้อเยื่อเท่ากับ 87.85 และ 66.58 กลุ่มท่ีใช้สาร 
SPHINX31 ความเข้มข้น 10 และ 20 µM มีร้อยละการบุกรุกเนื้อเยื่อเท่ากับ 73.82 และ 39.95 เปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมซ่ึงมีการบุกรุกเนื้อเยื่อเทียบเป็นร้อยละ 100 แสดงให้เห็นว่าสาร SRPIN340 และ SPHINX31 สามารถ
ยับยั้งคุณสมบัติการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 ได ้
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ภาพที่ 28 ผลของสารยับยั้ง SRPKs ต่อคุณสมบัติการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด B16F10 

ที่มา : Moreira et al, 2018 

 
จากผลการศึกษาพบว่าสาร SRPK inhibitors สามารถยับยั้งการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเม

ลาโนมา ชนิด A375 ได้ (ภาพที่ 27) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาผลของ SRPK inhibitors ต่อการ

ยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด B16F10 โดยท าการทดสอบเซลล์ด้วยสาร 

SRPIN340 ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25 µM เมื่อศึกษาคุณสมบัติการบุกรุกเนื้อเยื่อ พบว่าเซลล์ที่ทดสอบด้วย

สาร SRPIN340 สามารถบุกรุกเนื้อเยื่อได้น้อยลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (DMSO) (ภาพท่ี 28) 

 

 
ภาพที่ 29 ผลการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี ชนิด KKU-213A หลังจากยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วยสาร 

SRPIN340 และสาร SPHINX31 โดยเทคนิค Transwell invasion assay  
ที่มา : Sunisa Saengchan, Unpublished data 
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จากผลการศึกษาพบว่าสาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 สามารถยับยั้งการบุกรุกเนื้อเยื่อของ
เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ได้ (ภาพท่ี 27) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของนางสาวสุนิสา แสงจันทร์ ที่
ได้ศึกษาผลของ SRPK inhibitors ต่อคุณสมบัติการบุกรุกเนื้อเยื่อของเเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี ชนิด KKU-213A โดย
ท าการทดสอบเซลล์ด้วยสาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 ที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 µM พบว่าเซลล์ที่
ทดสอบด้วยสาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 สามารถบุกรุกเนื้อเยื่อได้น้อยกว่า เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(DMSO) (ภาพท่ี 29) 

 

 
ภาพที่ 30 ผลการศึกษาการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งเตา้นม ชนิด MDA-MB-231, BT-549 และ MDA-MB-468 หลังจาก

ยับยั้งการท างานของ SRPKs ด้วยสาร SRPIN340 โดยเทคนิค 3D spheroid invasion assay 
ที่มา : Malvi et al,2020 

 
 จากผลการศึกษาพบว่าสาร SRPK inhibitors สามารถยับยั้งการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเม
ลาโนมา ชนิด A375 ได้ (ภาพที่ 27) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาผลของ SRPK inhibitors คือ 
SRPIN340 ต่อการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์เซลล์มะเร็งเต้านม ชนิด MDA-MB-231, BT-549 และ MDA-MB-468 
โดยเทคนิค 3D spheroid invasion assay โดยเทคนิคดังกล่าวเป็นอีกเทคนิคที่ใช้ส าหรับการศึกษาการเคลื่อนที่
และบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์ โดยเลี้ยงเซลล์ให้เป็นกลุ่ม แล้วดูการเคลื่อนที่บุกรุกออกจากกลุ่มเซลล์นั้น จากผล
การศึกษาพบว่ากลุ่มที่ใช้สาร SRPIN340 เซลล์มีการบุกรุกเนื้อเยื่อลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (DMSO) (ภาพที่ 
30) 
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย 

 
 ในการด าเนินงานวิจัยในรายวิชาวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาตรีครั้งนี้ ได้ท าการทดลองโดยมีจุดประสงค์เพ่ือ
ศึกษาผลของสารยับยั้งการท างานของ SRPKs หรือ SRPK inhibitors ที่มีความจ าเพาะ 2 ชนิด คือ SRPIN340 
และ SPHINX31 ต่อคุณสมบัติการเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ผลพบว่าสาร
สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์ได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่ทดสอบผลของสาร 
SRPIN340 ต่อคุณสมบัติการเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา พบว่าสารสามารถยับยั้ง
การเคลื่อนที่และบุรุกเนื้อเยื่อได้เช่นกัน และผลการศึกษายังแสดงให้เห็นว่าสาร SPHINX31 มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งคุณสมบัติการเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาได้ดีกว่าสาร SRPIN340 รวมทั้งยัง
ลดการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้แบบ Dose dependent และยังสอดคล้องกับผลการศึกษาการเคลื่อนที่และการบุกรุก
เนื้อเยื่อในเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีโดยใช้สาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิด พบว่าสารสามารถลดการเคลื่อนที่และบุกรุก
เนื้อเยื่อของเซลล์ได้เช่นกัน 
   จากวัตถุประสงค์เ พ่ือศึกษาผลของสารยับยั้งการท างานของ  SRPKs หรือ SRPK inhibitors ที่มี
ความจ าเพาะ 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ SPHINX31 ต่อการจัดเรียงตัวของ Actin filament ในลักษณะของการ
เคลื่อนที่ และการแสดงออกของโปรตีน MMP-2 ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ผลพบว่าสารสามารถยับยั้งการ
จัดเรียงตัวของ Actin filament ในลักษณะการเคลื่อนที่ลงได้ และสาร SPHINX31 ยังสามารถลดการแสดงออก
ของโปรตีน MMP-2 ในเซลล์ได้ 
 จากผลการศึกษานี้สรุปได้ว่า สาร SRPK inhibitors สามารถลดคุณสมบัติการเคลื่อนที่และบุกรุกเนื้อเยื่อ
ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาได้ รวมทั้งสามารถลดการจัดเรียงตัวของ Actin filament ในลักษณะของการ
เคลื่อนที่ และการแสดงออกของโปรตีน MMP-2 ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับการบุกรุกเนื้อเยื่อของเซลล์ได้อีกด้วย 
 
 ข้อเสนอแนะส าหรับการวางแผนการทดลองต่อไป คือ การศึกษาสารยับยั้งการท างานของ SRPKs ต่อ
คุณสมบัติต่าง ๆ ในกระบวนการแพร่กระจายของมะเร็ง เช่น การสร้างหลอดเลือดใหม่ รวมทั้งการศึกษาคุณสมบัติ
เดิมให้ละเอียดมากขึ้น เช่นการศึกษาการแสดงออกของ Matrix metalloproteinases ชนิดอ่ืนที่มีความเกี่ยวข้อง
ในกระบวนการบุกรุกเนื้อเยื่อเหมือนกันควบคู่กับ MMP-2 ในการศึกษาเดิมนี้ คือ MMP-9 ด้วยเทคนิค Gelatin 
zymography เนื่องจาก MMP-2, MMP-9 เป็น Matrix metalloproteinases ในกลุ่ม Gelatinases ที่สามารถ
ย่อย collagen ซึ่งเปน็โปรตีนเมทริกทีเ่ป็นส่วนประกอบใน basement membrane ได ้
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ความคาดหวังในการท าวิทยานิพนธ์ 
ในขั้นตอนการสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์ แผนงานเดิมของวิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีการทดลองอีกส่วนซึ่งจะท า

ให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น คือ การศึกษาผลของสาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิด คือ SRPIN340 
และ SPHINX31 ต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง หรือ EMT markers ซึ่งเป็นโปรตีนใน
กระบวนการ Epithelial-mesenchymal transition (EMT) โดยจะท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 2 
กลุ่ม คือ Epithelial markers และ Mesenchymal markers แต่เนื่องด้วยสถานการณ์ COVID-19 ท าให้การ
ทดลองในหัวข้อนี้ไม่สามารถท าได้  

 

 
ภาพแสดงขอบเขตุงานวิจยัเดมิของวิทยานิพนธ ์

 
ผู้วิจัยได้ท าการทดลองในส่วนของ Epithelial markers คือ E-cadherin และ Claudin-1 ด้วยเทคนิค 

Western blot ไปแล้ว 1 ครั้ง โดยทดสอบด้วยสาร SRPK inhibitors 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ SPHINX31 ที่
ความเข้มข้น 10 และ 20 µM เปรียบเทียบกับ GADPH ซึ่งเป็น Internal control แต่ยังไม่พบรูปแบบและวิธีการ
ที่ดีที่สุดในการท าการทดลอง ท าให้ผลการทดลองในส่วนนี้ไม่สามารถน ามาประกอบในเล่มวิทยานิพนธ์นี้ได้  
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ภาพแสดงผลการศึกษาผลของสาร SRPK inhibitors ทั้ง 2 ชนิด ต่อการแสดงออกของโปรตีน Epithelial markers ในเซลล์มะเร็ง

ผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 

 
 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน E-cadherin และ Claudin-1 ซึ่งเป็นโปรตีนบ่งชี้การเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของเซลล์แบบ Epithelial ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 เมื่อทดสอบด้วยสาร SRPK 
inhibitors ทั้ง 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ SPHINX31 แสดงให้เห็นว่าในกลุ่มที่มีการใช้สารทั้ง 2 ชนิด โปรตีน 
Claudin-1 มีการเพ่ิมขึ้น แต่ไม่สามารถมองเห็นได้อย่างชัดเจนเนื่องจากโปรตีน Claudin-1 มีขนาดเล็กเพียง 20 
kDa ท าให้ไม่สามารถมองเห็นเป็น Band โปรตีนได้ ในส่วนของโปรตีน E-cadherin ไม่สามารถสรุปผลการศึกษา
ได้ เนื่องจาก ไม่สามารถมองเห็นการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของโปรตีนได้ อาจเพราะ Primary antibody ที่น ามาใช้มี
ความเข้มข้นต่ าเกินไป  
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          ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 

(Effect of SRPK protein inhibitors  
on cutaneous melanoma cell migration) 
จากรายวิชาปัญหาพิเศษ 

     (คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร) 
ประวัติการศึกษา 
พ.ศ.2560    ส าเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย 
     จากโรงเรียนลาซาลโชติรวี อ าเภอเมือง จ.นครสวรรค์ 
ปัจจุบัน     ก าลังศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์  
     คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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ภาคผนวก 
ค าสั่งคณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
เรื่อง แต่งตั้งกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาตรี 
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ภาคผนวก 
บทความวิจัยตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ  

ที่สืบเนื่องจากการท าวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาตรี 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


