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ค าน า 
 

กระบวนการ autophagy พบได้ในเซลล์ eukaryote ทกุชนิด เป็นกระบวนการการกลืนกิน

ตวัเองของเซลล์เม่ือเกิดสภาวะอดอาหาร ภาวะเครียด การติดเชือ้ไวรัส การติดเชือ้แบคทีเรีย ออ

แกเนลเสียหาย รวมถึงการเกิดโรคมะเร็งและโรคต่างๆ สามารถเกิดได้ทัง้ในเซลล์ปกติและ

เซลล์มะเร็ง กระบวนการ autophagy มีสว่นส าคญัในการควบคุมระบบภายในร่างกาย เม่ือเกิด

กระบวนการดังกล่าว เซลล์จะถูกย่อยสลายหรือถูกท าลายไป จะเห็นได้ว่ากระบวนการ 

autophagy มีความส าคญัตอ่การมีชีวิตรอดของเซลล์ในสภาวะตา่งๆ ในโรคมะเร็ง  

จากความส าคญัของกระบวนการ autophagy ท าให้ผู้วิจัยสนใจท่ีจะสร้างเซลล์ต้นแบบท่ี

สามารถน าไปทดสอบหายาต้านมะเร็งท่ีเป็น autophagy modulator ทัง้ autophagy inducer 

และ inhibitor โดยใช้ยีน LC3B ท่ีติดร่วมกับสารเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent protein; 

GFP) เป็น marker ในการติดตาม การใช้ยีน LC3B เป็น marker ในการติดตามกระบวนการ 

autophagy เน่ืองจาก LC3B เป็นโปรตีนท่ีพบได้ในเยื่อหุ้มของ autophagosome  โดยจะพบ 

LC3B กระจายทัว่ไปใน cytoplasm และ nucleolus พบว่า LC3B สร้างจาก proLC3B โดยมี

เอนไซม์ Atg4 ช่วยในการเปลี่ยนเป็น LC3B-I ซึ่งอยู่ในรูป free form เม่ือเกิดการสร้าง 

autophagosome จะมีเอนไซม์ Atg7 และ Atg3 กระตุ้นให้ LC3B-I เกิดการ conjugated รวมกับ 

phosphotidylethanolamin (PE) ได้เป็น LC3B-II สามารถพบได้ทัง้ในและนอกเยื่อหุ้มเซลล์ของ 

autophagosome ดงันัน้การพบ LC3B-II จึงใช้เป็น marker ในการบ่งบอกการเกิดกระบวนการ 

autophagy ได้ 

 
ผู้วิจยั 
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บทคัดย่อ 
 

กระบวนการ autophagy มีความส าคญัในโรคหลายชนิด รวมถึงโรคมะเร็ง ในงานวิจัยนีมี้

วตัถปุระสงค์ในการสร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสีเขียวร่วมกับ

ยีน LC3B โดยท าการคดัเลือกเซลล์ด้วย G418 โดยพบการแสดงออกของเซลล์ถึงร้อยละ 100 

ภายใต้การสงัเกตใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ และผลการทดสอบคุณลกัษณะของเซลล์ 

LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B พบว่าทัง้จ านวนเซลล์ ระดบัความเข้มของสารเรือง

แสงสีเขียว และปริมาณของ RNA copy ของ LC3B เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัท่ีเวลา 24, 48 และ 

72 ชัว่โมง autophagy marker คือการหาอตัราสว่นของ LC3B-ll/LC3B-l พบวา่มีอตัราสว่นท่ีสงูใน

สภาวะปกติ และมีแนวโน้มท่ีเพิ่มสงูขึน้อยา่งชดัเจนในวนัท่ี 5 และ 7 นอกจากนีย้งัพบ GFP/LC3B 

puncta ในเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B ด้วย ดงันัน้ในงานวิจัยนีส้ามารถ

สร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B ได้ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน

การทดสอบเบือ้งต้นเพื่อหาสารท่ีมีฤทธ์ิเป็น autophagy modulator ได้ 
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Abstract 

 Autophagy is a key process in many diseases including cancer. This study 
aimed to generate a stable cell line containing a green fluorescent and microtubule-
associated protein light chain 3 gene (GFP/LC3B) for a cell-based model. Stably 
transfected clones were selected by G418 screening. Fluorescent microscopy 
demonstrated the expression rates of GFP reached to 100%. Results indicate that a 
stable of LLC-MK2 (GFP/LC3B) cell line has significantly increased cell number, GFP 
intensity and RNA copy of LC3B at 24, 48 and 72 hours. Autophagy marker is 
measured as a ratio of LC3B-II/LC3B-I which are active in basal conditions and 
potential increased after 5 and 7 days and GFP/LC3B puncta also has been found in 
a stable of LLC-MK2 (GFP/LC3B) cell line. This study indicated that this LLC-MK2 
(GFP/LC3B) cell line is available and can be applied as a screening test for autophagy 
modulator 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

กระบวนการ autophagy พบได้ในเซลล์ eukaryote ทกุชนิด เป็นกระบวนการการกลืนกิน

ตวัเองของเซลล์เม่ือเกิดสภาวะอดอาหาร, ภาวะเครียด, การติดเชือ้ไวรัส, การติดเชือ้แบคทีเรีย, 

ออร์กาเนลเสียหาย รวมถึงการเกิดโรคมะเร็งและโรคต่างๆ สามารถเกิดได้ทัง้ในเซลล์ปกติและ

เซลล์มะเร็ง กระบวนการ autophagy มีสว่นส าคญัในการควบคุมระบบภายในร่างกาย โดยมี

ขัน้ตอน ดงันี ้1. initiation  2. nucleation 3. elongation และ completion 4. docking และ 

fusion 5. degradation และ recycling โดยเม่ือเกิดกระบวนการดงักลา่ว เซลล์จะถูกย่อยสลาย

หรือถูกท าลายไป โดย pathway ท่ีเก่ียวข้อง คือ PI3K/Akt pa, MAPK และ p53 pathway ดงันัน้

จะเห็นได้วา่กระบวนการ autophagy มีความส าคญัตอ่การมีชีวิตรอดของเซลล์ในสภาวะตา่งๆ  

กระบวนการ autophagy มีความเก่ียวข้องกับโรคมะเร็งผ่าน Beclin 1 ซึ่งเป็นโปรตีนท่ี

จ าเป็นส าหรับกระบวนการ autophagy และท าหน้าท่ีเป็น tumor suppressor protein และ สว่น

tumor suppressor protein อ่ืนๆท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการ autophagy คือ p53, Bcl2 และ 

PTEN  ดังนัน้ถ้าการเกิด autophagy ลดลงจะท าให้เกิด tumor progression และมีหลาย

การศึกษาท่ีบ่งบอกว่า autophagy เป็นทัง้การปกป้องตัวเองของเซลล์ (cell protective) และ

เก่ียวกบัการตายของเซลล์ (apoptosis) 

ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ะสร้างเซลล์ต้นแบบท่ีสามารถน าไปทดสอบหายาต้านมะเร็งท่ีควบคุม

autophagy (autophagy modulator) ทัง้ autophagy inducer และ inhibitor โดยใช้ยีน LC3B ท่ี

ติดร่วมกับสารเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent protein; GFP) เป็น marker ในการติดตาม 

กระบวนการ autophagy โดย LC3B เป็นโปรตีนท่ีพบได้ในเยื่อหุ้มของ autophagosome  โดยจะ

พบ LC3B กระจายทัว่ไปใน cytoplasm และ nucleolus โดยพบว่า LC3B สร้างจาก proLC3B 

โดยมีเอนไซม์ Atg4 ช่วยในการเปลี่ยนเป็น LC3B-I ซึ่งอยู่ในรูป free form เม่ือเกิดการสร้าง 

autophagosome จะมีเอนไซม์ Atg7 และ Atg3 กระตุ้นให้ LC3B-I เกิดการ conjugated รวมกับ 
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phosphotidylethanolamine (PE) ได้เป็น LC3B-II ซึ่งสามารถพบได้ทัง้ในและนอกเยื่อหุ้มเซลล์

ของ autophagosome ดังนัน้การพบ LC3B-II จึงใช้เป็น marker ในการบ่งบอกการเกิด

กระบวนการ autophagy ได้ 

โดยเซลล์ท่ีน ามาใช้เป็นเซลล์ต้นแบบท่ีมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสีเขียวร่วมกับยีน 

LC3B คือ เซลล์ LLC-MK2 เป็นเซลล์ท่ีได้จากเนือ้เยื่อไตของลิง Macaca mulatta โดยเป็นเซลล์

ปกติ ไม่มีภาวะหรือโรคต่างๆ ซึ่งท าให้ง่ายต่อการเพาะเลีย้งเซลล์ โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

เพาะเลีย้งเซลล์ คือ เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ MEM บม่ท่ีอุณหภูมิ 37 oC และ 5% CO2 โดยจะน า

ยีน LC3B มาติดร่วมกับสารเรืองแสงสีเขียว (GFP) แล้วน าเข้าสู่เซลล์ LLC-MK2 โดยใช้วิธี 

transfection แล้วท าการคดัเลือกเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของยีน LC3B-GFP โดยใช้ 

neomycin (G418) เป็นตวัคดัเลอืก จากนัน้จะท าการทดสอบคณุลกัษณะของเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมี

การแสดงออกของยีน LC3B-GFP ท่ีสร้างขึน้มาได้ 

 

วัตถุประสงค์ 

1. เพื่อสร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสีเขียวร่วมกับยีน 

LC3B 

2. ทดสอบคุณลกัษณะของเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสี

เขียวร่วมกบัยีน LC3B 

 

กรอบแนวคิดงานวจัิย 
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สมมตฐิาน  
สามารถสร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสเีขียวร่วมกับยีน 

LC3B ได้และมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสีเขียวร่วมกับยีน LC3B อย่างถาวร (stable cell 

line) 

นิยามศัพท์เฉพาะ 

1. LC3B  คือ โปรตีนท่ีพบได้ในเยื่อหุ้มของ autophagosome ในกระบวนการ autophagy 

2. GFP คือ สารเรืองแสงสีเขียว ใช้ในการติดตามผลการทดลอง โดยดูจาก fluorescence 

microscopy 

3. Autophagy คือ กระบวนการกลืนกินตัวเองของเซลล์เม่ือเกิดสภาวะขาดอาหาร, ภาวะ

เครียดการติดเชือ้, ออแกเนลเสยีหาย รวมถึงโรคมะเร็ง  

4. Transfection คือ การถ่ายโอนสารพนัธุกรรมรูปแบบหนึง่จากภายนอกเข้าสูเ่ซลล์ 

5. Neomycin resistance คือ ยีนท่ีใส่ลงไปในพลาสมิดเพ่ือสามารถต้านทานฤทธ์ิ 

neomycin ได้ 

6. G418 คือ อนพุนัธ์ของ neomycin ท่ีใช้ในการคดัเลอืกเซลล์ต้นแบบ 

7. Reverse transcription คือ กระบวนการย้อนการถอดรหสัจาก mRNA เป็น cDNA 

8. PCR (polymerase chain reaction) คือ กระบวนการเพิ่มจ านวนของ DNA 

9. Immunoassay protein analysis คือ การวิเคราะห์โปรตีนท่ีตรวจสอบจากปฏิกิริยา

ระหวา่งแอนติบอดีแ้ละแอนติเจน 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
1. สามารถสร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรืองแสงสเีขียวร่วมกับยีน 

LC3B ได้ 

2. สามารถทดสอบคุณลกัษณะของเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรือง

แสงสเีขียวร่วมกบัยีน LC3B ได้ 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

1. กระบวนการ Autophagy 
เป็นกระบวนการกลืนกินตวัเองของเซลล์เม่ือเกิดสภาวะขาดอาหาร ภาวะเครียด การติด

เชือ้ออร์กาเนลเสยีหาย รวมถึงมะเร็ง autophagy สามารถเกิดได้ในเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็งโดย

กระบวนการมีดงันี ้

 Initiation และ Nucleation ของ autophagy คือ มีการสร้างของ phagophore 

ประกอบด้วย protein complex 2 แบบได้แก่ class III PI3K/Vps34, Atg6/Beclin1, Atg14 และ

Vps15/p150.73 และ serine/threonine kinase Atg1/ULK1 เป็นตวัควบคุมส าคญัในการเกิด 

autophagosome ในขัน้ Elongation และ Completion มีการสร้าง double membrane 

autophagosome ขัน้ตอนนีต้้องการ two ubiquitin และ Atg7 เม่ือสร้าง autophagosome ให้

สมบูรณ์ ในขัน้เกิดการ Fusion จะมีการรวมตวัระหว่าง autophagosome และ lysosome ได้เป็น 

autolysosome หลัง Fusion มีการย่อยสลายโดย acid hydrolases เรียกว่าขบวนการ 

degradation ได้โมเลกลุเลก็ๆท่ีเกิดจากการยอ่ย โดยเฉพาะกรดอะมิโนจะถูกสง่กลบัไปท่ี cytosol 

เพื่อสงัเคราะห์โปรตีนและควบคุม cellular function ภายใต้สภาวะอดอาหาร เรียกว่าขบวนการ 

Recycling (1) 

1.1. Pathway ที่เก่ียวข้องในกระบวนการ Autophagy 

1.1.1. PI3K/Akt Pathway (2) 

 PI3K/Akt จะสง่สญัญาณไปกระตุ้น mTOR เกิดเป็น PI3K-Akt-mTOR pathway พบมาก

ในมะเร็งเต้านม มะเร็งปอดและมะเร็งต่อมลูกหมาก การกระตุ้น pathway นีเ้ป็นผลมาจากการ

เปลีย่นแปลงโมเลกลุของหนึง่ในสามสว่นประกอบท่ีส าคญั คือ PI3K, Akt และ mTOR  

การกระตุ้น pathway นีใ้ห้เพิ่มขึน้มกัเก่ียวข้องกบั tumor progression และการต่อต้านใน

การรักษาโรคมะเร็ง PI3K แบง่เป็น 3 ประเภท ซึง่แตล่ะตวัมีความจ าเพาะเจาะจงในเนือ้เยื่อแต่ละ

ชนิดและจ าเพาะตอ่กลไกการท างาน class lAPIK3 เป็นประเภทท่ีเก่ียวข้องกับมะเร็งมากสดุใน 3 

ประเภท class lAPI3K ยงัมี isoform อีก 4 แบบ คือ PI3K-alpha, PI3K-beta, PI3K-gamma และ 

PI3K-delta มีหน้าที่แตกตา่งกนั การเกิด mutation ของ PIK3-alpha ได้รับการวินจิฉยัวา่ท าให้เกิด
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โรคมะเร็งได้หลากหลาย การเกิด mutation นีท้ าให้มีการเพิ่มของ Kinase การเกิด mutation ใน 

PI3KCA (gene coding for PI3K-alpha) สามารถพบในมะเร็งหลายรูปแบบ ซึ่ง PI3KCA ท าให้

เกิดเนือ้งอกมากท่ีสดุ 

 การยบัยัง้ PI3K อาจขดัขวางการเจริญของเนือ้งอก โดยกระตุ้นจาก RTKs ท าให้ PTEN 

สญูเสยีการท างาน ซึง่การยบัยัง้อาจจะใช้ adenosine 5’-triphosphate (ATP)-competitive pan-

PI3K selective inhibitor และ isoform-specific PI3K inhibitors 

 Akt เป็นตวักระตุ้น protein kinase พบได้บ่อยท่ีสดุในคนท่ีเป็นโรคมะเร็ง โดยการกระตุ้ น 

Akt มากไปอาจท าให้เซลล์เกิดการเจริญเติบโตผิดปกติและมีการตอ่ต้าน apoptosis 

1.1.2. MAPK Pathway (3) 

 MAPK pathway มีการสง่สญัญาณท่ีส าคญัและเกิด phosphorylation ท่ีมีสว่นท าให้เกิด

การสร้างเนือ้งอกมะเร็ง การกระตุ้ น kinase จะส่งสัญญาณให้ภายนอกเซลล์ท่ีควบคุมการ

เจริญเติบโตของเซลล์ โดยมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของ RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK (RAS-

MAPK) pathway ซึง่มีรายงานว่า จากการกระตุ้นท่ีผิดปกติของ receptor tyrosine kinase หรือ 

mutation ใน RAS หรือ RAF gene พบในคนท่ีเป็นโรคมะเร็ง 

1.1.3. p53 Pathway (4) 

 p53 มีบทบาทส าคัญในการตรวจจับ genotoxic แสดงให้เห็นว่า การกระตุ้ น p53 

สามารถยบัยัง้การท างาน mTOR ได้และควบคมุ downstream target ได้แก่ autophagy และการ

ยบัยัง้การเกิดเนือ้งอก  

1.2. Autophagy ในเซลล์มะเร็ง (5),(6) 

autophagy ในมะเร็งมีความซบัซ้อนและอาจแตกต่างกันไปขึน้อยู่กับชนิดและภาวะของ

เนือ้งอก กระบวนการ autophagy ป้องกันการเปลี่ยนเซลล์ปกติไปเป็นเซลล์มะเร็ง โดย

กระบวนการ clearing reactive oxygen species (ROS) ซึ่งช่วยก าจัดความผิดปกติของออ

แกเนลและช่วยลด DNA damage อย่างไรก็ตามเซลล์มะเร็งใช้ประโยชน์จากกระบวนการเกิด 

autophagy เพือ่เอาตวัรอดจากสภาวะท่ีมีสารอาหารจ ากัดและสภาพแวดล้อมท่ีไม่เอือ้อ านวยได้ 

ดังนัน้กระบวนการ autophagy สามารถส่งเสริมกระบวนการการสร้างหลอดเลือดใหม่ 

(angiogenesis) การสร้างสารอาหาร และการปรับตวัเพื่อตอบสนองของกระบวนการอักเสบใน
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เซลล์มะเร็งได้ โดยการศกึษาพบวา่ ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด รวมถึงมะเร็งตบัอ่อนและมะเร็งปอด

ใช้กระบวนการ autophagy ในการเจริญเติบโต ซึ่งเซลล์มะเร็ง มีความต้องการกระบวนการเผา

ผลาญอาหารเพื่อน ามาใช้ในการเจริญเติบโตโดยการกระตุ้นการเกิด autophagy และยบัยัง้การ

เกิด apoptosis ท่ีเกิดจาก mitochondrial malfunction และการสร้าง reactive oxygen species 

(ROS)   

การศึกษาพบว่าความต้านทานของเซลล์มะเร็งต่อการรักษาด้วย radiotherapy และ 

chemotherapy มีความเก่ียวข้องกบัการกระตุ้นการเกิด autophagy ยิ่งกว่านัน้พบว่าการศึกษาท่ี

ใช้  animal model ท่ี เ ก่ียวกับเนือ้ งอก การยับยั ง้การเกิด autophagy มีผลท าให้เพิ่ม 

chemosensitivity และเป็น tumor suppression  

จากการศึกษานีท้ าให้มีการพัฒนายาท่ีสามารถยับยัง้การเกิด autophagy อย่างเช่น 

chloroquine และอนุพนัธ์ต่างๆ โดยสรุปกระบวนการเกิด autophagy สามารถเป็นได้ทัง้ tumor 

suppression และ tumor promotion  

1.2.1. บทบาทของ Autophagy ในการเป็น tumor suppressor (7) 

Autophagy ในการเป็น tumor suppressor มีความเก่ียวข้องกับยีนส าคัญ คือ 

ATG6/Beclin 1 ซึ่งพบได้ในเซลล์มะเร็งต่อมลกูหมาก มะเร็งเต้านม และมะเร็งรังไข่ โดยการกด

การท างานของกระบวนการ autophagy, กระตุ้นเซลล์มะเร็งให้เจริญเติบโต, การเกิด mutation 

ของ Beclin 1 ในหน ูจะมีแนวโน้มพฒันาเป็นมะเร็งตบั มะเร็งปอด และมะเร็งตอ่มน า้เหลอืง 

1.2.2. บทบางของ Autophagy ในการเป็น tumor promotion (3) 

 เซลล์มะเร็งพึง่พากระบวนการ autophagy ในหลายๆกรณี มากกวา่เซลล์ปกติและเนือ้เยื่อ

ปกติในสภาวะทัว่ไป autophagy จะเพิ่มขึน้ในภาวะ starvation, stress, hypoxia และภาวะอ่ืนๆ 

จึงมีความจ าเป็นในการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็ง ทัง้การเจริญเติบโต การมีชีวิตรอด ขบวนการ

เกิดเนือ้งอก การลกุลาม (invasive) และการแพร่กระจายไปอวยัวะอ่ืน (metastatis)  
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2. LC3B และสารเรืองแสงสีเขียว (GFP) 
2.1. LC3s (8) 

 Microtublue-associated protein light chain 3 (MAP1-LC3 หรือ LC3) ในมนษุย์พบยีน 

LC3 อยู ่3 ชนิด ได้แก่ LC3A, LC3B และ LC3C โดยต าแหนง่ท่ีพบของแตล่ะชนิดมีดงันี ้ 

รูปที่ 1  แสดงต าแหนง่ของ LC3s แตล่ะชนิด (8) 

 จากการศึกษาของ Koukourakis MI  และคณะ (8) พบว่า LC3A และ LC3B มี

ความสมัพนัธ์กบักระบวนการ autophagy ซึ่งสามารถพบได้ในทุกเซลล์เม่ือเกิดสภาวะเครียด ท า

ให้สามารถใช้ประเมิน autophagic flux ได้ LC3B สร้างจาก proLC3B โดยมีเอนไซม์ Atg4 ช่วย

ในการเปลีย่นเป็น LC3B-I ซึง่อยูใ่นรูป free form เม่ือเกิดการสร้าง autophagosome จะมีเอนไซม์ 

Atg7 และ Atg3 กระตุ้นให้ LC3B-I เกิดการ conjugated รวมกบั PE ได้เป็น LC3B-II สามารถพบ

ได้ทัง้ในและนอกเยื่อหุ้มเซลล์ของ autophagosome ดงันัน้การพบ LC3B-II จึงใช้เป็น marker ใน

การบง่บอกการเกิดกระบวนการ autophagy 

 
รูปที่ 2 แสดงการเกิดกระบวนการของ LC3 (9) 
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นอกจาก LC3B ท่ีใช้เป็น autophagy marker แล้ว โปรตีน p62 ท่ีเป็น autophagy  

substrate ก็ใช้เป็นตวับอก autophagy activity ได้เช่นกัน โดย p62 เป็นตวัขนสง่ ubiquitinated 

protein เช่น  proteasome ส าหรับกระบวนการ degradation นอกจากนีย้งัสามารถเป็นตวัขนสง่

ระหวา่ง nucleus และ cytoplasm เพื่อไปจบักบั ubiquitinated cargoes (6) ส าหรับ autophagy 

degradation ผา่นทาง c-terminal UBA domain หรือ LIR domain และ PB1 domain ดงันัน้การ

กระตุ้นการเกิด autophagy ท าให้ลดการแสดงออกของ p62 และการยบัยัง้การเกิด autophagy 

ท าให้เพิ่มระดับของ p62 แม้ว่า p62 ไม่มีความจ าเป็นในกระบวนการของ autophagosome 

formation ทัง้ในสภาวะปกติและสภาวะอดอาหาร แต่บางเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ p62 มาก

เกินไป ท าให้เกิด protein aggregation และมีผลในการมีชีวิตรอดของเซลล์ นอกจากนีก้ารเกิด

deletion p62 มีผลให้การสร้างของ LC3B-II, aggresome และ autophagosome ในสภาวะปกติ

และสภาวะเครียดนัน้ไม่สมบูรณ์ มีผลท าให้เซลล์ตาย ในทางกลบักันการเกิด silencing p62 มีผล

กระตุ้นการเกิด autophagy โดยการเพิ่มอตัราของการเปลีย่น LC3B-I เป็น LC3B-II (10) 

2.2. Green fluorescent protein (GFP) 

Green fluorescent protein (GFP) เป็นโปรตีนของสารเรืองแสงสีเขียวท่ีได้มาจาก

แมงกะพรุน มีลกัษณะเป็น polypeptide ประกอบด้วยกรดอะมิโน 238 ตวั เป็นโครงสร้างที่เรียกวา่ 

beta can ซึง่สามารถเรืองแสงได้และยงัสามารถเปลีย่นแปลงความยาวคลืน่แสงท่ีปลอ่ยออกมาได้

โดย GFP ดูดแสงจากรังสี UV และแสงสีฟ้าจะปลดปลอ่ยแสงสีเขียวออกมา หนึ่งในคุณสมบติัท่ี

น่าสนใจของ GFP คือไม่จ าเป็นต้องมีปัจจัยเพิ่มเติม อธิบายได้ว่ารูปแบบ fluorophore เกิดจาก

การปรับเปลีย่นล าดบักรดอะมิโนแสดงให้เห็นว่า GFP จากแมงกะพรุนจะเรืองแสงเม่ือแสดงออก

ในสิง่มีชีวิตอ่ืน ดงันัน้จึงไม่ต้องมีองค์ประกอบอ่ืนเพิ่มเติมคุณสมบติัหลายอย่างของ GFP ท าให้ใช้

เป็น marker ทางชีวภาพ เน่ืองจากการเรืองแสงอาศัยการแสดงออกของยีนโดยการใช้  GFP 

คอ่นข้างไม่เป็นอนัตราย (11) GFP มีประโยชน์ในการใช้เป็นตวัติดตามหรือตรวจสอบกระบวนการ

ต่างๆ ทัง้ physiological processes, visualizing protein localization และ detecting 

transgenic expression in vivo (12) นอกจากนี ้GFP ยงัมีประโยชน์ในการหาต าแหน่งย่อยของ 

subcellular ของโปรตีนท่ีน่าสนใจ และ GFP ยงัสามารถระบุถึงการมีไวรัสและจุลลินทรีย์ได้อีก
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ด้วย ปัจจุบนัได้มีการผลิตโปรตีนท่ีผสม GFP ซึ่งท าให้เกิดการเรืองแสงของ GFP เพื่อใช้ทาง

ชีวภาพท่ีเจาะจง (11)  

3. เซลล์ LLC-MK2 (13) 

  LLC-MK2 เป็นเยื่อบุผิวท่ีพบเม่ือปี ค.ศ. 1950 จากการเตรียมเนือ้เยื่อไตท่ีผ่าตดัออกมา

จากลิง Macaca mulatta จ านวน 6 ตัว LLC-MK2 ประกอบด้วย protease plasminogen ท่ี

เก่ียวข้องกบัไต ท่ีปกติจะเร่ิมกระบวนการ fibrinolysis โดยการแปลง plasminogen เป็น plasmin 

โดยท่ีเซลล์ LLC-MK2 มีความอ่อนแอตอ่ poliovirus และให้ผล negative ส าหรับการท า reverse 

transcription แสดงให้เห็นวา่มีจีโนมของ retrovirus ท่ีไม่สมบูรณ์ ดงันัน้จึงนิยมน าเซลล์ LLC-MK2 

มาทดสอบโดยวิธี transfection มีการใช้น าเซลล์ LLC-MK2 ในการผลิตวคัซีนคางทูม, ใช้ในการ

แยก para-influenza virus และได้มีการน ามาใช้ทางวิทยาศาสตร์หลายด้าน (14)   

4. Stable cell line models 

มีหลายวิธีในการสร้าง stable cell line ขึน้อยู่กับประเภท ของการแสดงออกของยีน 
(Expression) ท่ีเราสนใจวา่เป็นแบบ ยีนถูกเหน่ียวน าให้สร้างขึน้บางสภาวะ (inducible) หรือ ยีน
ท่ีถูกเหน่ียวน าให้สร้างขึน้ตลอดเวลา (constitutive) โดยมี protocol ดังนี ้น าโปรตีนท่ีสนใจไป
โคลนกบัสารเรืองแสงชนิดตา่งๆ เช่น EGFP, EFYP และ ECFP เป็นต้น การแสดงออกของโปรตีนท่ี
อยู่ในเซลล์จะใช้วิธี transfection ท่ีแตกต่างกันแต่ละ model ในขัน้ตอนการคดัเลือกเซลล์จะใช้ 
antibiotic ท่ีแตกต่างกัน เช่น neomycin, puromycin เป็นต้น โดยปัจจุบนัพบการสร้าง stable 
cell line model ท่ีมีการแสดงออกของ LC3B ร่วมกบัโปรตีนเรืองแสงชนิดตา่งๆ (15) 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. การสร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 
1.1 Cell culture 
 การเพาะเลีย้งเซลล์ LLC-MK2 ใช้อาหารเลีย้งเซลล์ MEM(sigma-Aldrich,USA), 10% 

FBS (sigma-Aldrich,USA) บม่ทีอุณหภมิู 37 oC, 5% CO2 เปลีย่น medium ทกุ 3-4 วนั (16) 

1.2 Transfection 

น าเซลล์ LLC-MK2 ใน 24-well plate มีการกระจายเซลล์ (confluent) ท่ี 80-90% มาใช้

ในการ transfection โดยน าพลาสมิด GFP-LC3B ท่ีได้มา น าเข้าสูเ่ซลล์ LLC-MK2 (transfect) 

โดยมีขัน้ตอนดงันี ้น าพลาสมิด GFP-LC3B มาผสมกับ serum-free medium น าไป incubate 15 

นาที ณ อุณหภูมิห้อง (ห้าม vortex) โดยสารบรรจุอยู่ใน eppendorf tube (A) และ eppendorf 

tube (B) มีสว่นผสมของ serum-free medium กบั lipofectamine (sigma-Aldrich, USA) ซึง่เป็น 

transfectin น า eppendorf tube (A) ผสมลงใน eppendorf tube (B) แล้วน าไป vortex น าสารท่ี

ผสมแล้วใน eppendorf tube ใสล่งใน LLC-MK2 ใน 24-well plate หลงัจากนัน้บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37°C , 5% CO2 นาน 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบ plate โดยใช้ fluorescence microscopy ทุก 24 

ชัว่โมง (18)               

 1.3 การคัดเลือกเซลล์ที่มีการแสดงออกของ GFP/LC3B 

1.3.1 การทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการคดัเลือกเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ 

GFP/LC3B น าเซลล์ท่ีมีการ transfect แล้ว จาก 1.2 มาเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ MEM ท่ีมีการ

เติม 10% FBS และ G418 (0.15-1.5 mg/ml) (sigma-Aldrich, USA) ใน 24-well plated โดยมี

การสงัเกตสารเรืองแสงสีเขียวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ทุกๆวนั นานประมาณ 1-2 

สปัดาห์ (ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมคือเซลล์ท่ีไม่มี GFP ต้องตายขณะท่ีเซลล์ท่ีมี GFP ต้องสามารถ

เพิ่มจ านวนได้และพบมากกวา่ 95-100 %) 

1.3.2 น าเซลล์ท่ีมีการ transfect แล้ว จาก 1.2 เลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ opti-

MEM(sigma-Aldrich,USA) ท่ีมีการเติม 20% FBS และ G418 (ความเข้มข้นท่ีได้จากการทดสอบ 

1.3.1) ใน 24-well plated โดยมีการสงัเกตสารเรืองแสงสีเขียวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรส
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เซนต์ทกุๆ วนั นานประมาณ 4-5 สปัดาห์ และต้องมีการเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ทุกๆ 2-3 วนั และ

เม่ือพบวา่เซลล์มีการแสดงสารเรืองแสงสเีขียวมากกว่า 90% จะท าการ trypsinized เซลล์นัน้และ

ย้ายมาเลีย้งใน 24-well plated โดยมีการสงัเกตสารเรืองแสงสีเขียวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลอูอ

เรสเซนต์ทุกๆ วัน เม่ือพบว่าเซลล์มีการแสดงสารเรืองแสงสีเขียวมากกว่า 95% จะท าการ 

trypsinized เซลล์นัน้และย้ายมาเลีย้งใน 96-well plated โดยมีการสงัเกตสารเรืองแสงสีเขียว

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ทุกๆวัน เม่ือพบว่าเซลล์มีการแสดงสารเรืองแสงสีเขียว

มากกว่า 100% จะท าการ trypsinized เซลล์นัน้และท าการแช่แข็งเซลล์ด้วย 5% DMSO highly 

purity grade (sigma-Aldrich,USA) 

 

2. การทดสอบคุณลักษณะของ LLC-MK2 ที่มีการแสดงออกของ GFP/LC3B 
2.1 วิเคราะห์จ านวน LLC-MK2 ที่มีการแสดงออกของ GFP/LC3B และความเข้มของ GFP 

น าเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B จาก 1.3.2. มาเลีย้งต่อด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ 

MEM ท่ีมีการเติม 10% FBS ท่ี 37 oC ในตู้  5% CO2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ท าการ

บนัทกึภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ และใช้โปรแกรม NIS-Elements D 4.50.00 64 

bit Nikon Instrument inc., USA เพื่อวิเคราะห์จ านวน LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ 

GFP/LC3B และความเข้มของ GFP 

2.2 การหายีน LC3B ด้วยวิธี two step RT-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)                               
 น าเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B จาก 1.3.2. มาเลีย้งต่อด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ 
MEM ท่ีมีการเติม 10% FBS ท่ี 37 oC ในตู้  5% CO2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ท าการสกัด 
RNA ด้วย RNA extraction kit (Qiagen, USA) และหาปริมาณ RNA ด้วย RT-PCR โดยมีวิธีพอ
สงัเขปดงันี ้ใช้ total RNA 10 ng, 2x Reaction buffer, RT enzyme mater mix, dNTP Mix 10 
µM, Primer LC3B reverse 5 µM (1:1000) incubate reaction ท่ี 42ºC, 60 นาที และ 70 ºC, 10 
นาที แล้วน า RT reaction (cDNA) ท่ีได้มาเพิ่มปริมาณด้วยวิธี PCR โดยมีวิธีพอสงัเขปดงันี ้ใช้ RT 
reaction (Dilute 1:50), Primer LC3B-Bgl II (Forward) 10 µM/µL, Primer LC3B-Sal II 
(Reverse) 10 µM/µL ,dNTP mix 2 µM, 10x Tag Buffer , Tag PCR enzyme , MgCl2 25 µM 
และ Diethyl pyrocarbonate incubate reaction ท่ี 95 ºC, 30 วินาที จ านวน 1 รอบ และ 95 ºC, 
30 วินาท,ี 55 ºC, 30 วินาท,ี 68 ºC, 30 วินาที จ านวน 30 รอบ และ 68 ºC, 5 นาที จ านวน 1 รอบ
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น า PCR product ท่ีได้มาท า gel electrophoresis โดยใช้ 1% Agarose gel และรันใน TBE 
buffer ท่ี 100 volts เป็นเวลา 60 นาที ด้วยเคร่ือง gel electrophoresis แล้วย้อม DNA เจล ด้วย 
ethidium bromide เป็นเวลา 20 นาที ท าการถ่ายภาพและน าภาพถ่ายของเจลท่ีได้ ไปวิเคราะห์
ปริมาณ DNA ด้วยโปรแกรม ImageJ 
 
2.3 ทดสอบการสร้างโปรตีน LC3B ด้วย Western Blot และวิเคราะห์อัตราส่วนของโปรตีน 
LC3B-II ต่อ LC3B-I โดย ImageJ       
 น าเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B จาก 1.3.2. มาเลีย้งต่อด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ 
MEM ท่ีมี การเติม FBS 10% ท่ี 37 oC ในตู้  5% CO2 ท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 5 และ 7 วนั   ท าการสกัด
โปรตีนด้วย complete cell extraction buffer น าสว่นสกัดมาแยกโปรตีนด้วย 10% SDS-PAGE  
gel แล้วท าการย้อมโปรตีนด้วย primary rabbit anti-mouse monoclonal antibody 
(Abcam,USA) ต่อ LC3B (1:1000) และ secondary goat anti-rabbit IgG-horseradish 
peroxidase (HRP) conjugated antibody(Abcam,USA) (1:2000) และวิเคราะห์อัตราสว่นของ
โปรตีน LC3B-II ตอ่ LC3B-I โดยโปรแกรม ImageJ   
2.4 การระบุต าแหน่งของโปรตนี LC3B ในเซลล์ LLCMK2 (GFP/LC3B) และ GFP/LC3B 

puncta โดยวิธี immunoassay 
 น าเซลล์ LLC-MK2 (GFP/LC3B) มาเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ MEM ท่ีมี การเติม FBS 
10% ใน 96-well plate แล้วน าไปวิเคราะห์ต าแหน่งของโปรตีน LC3B ในเซลล์ ด้วยการ ย้อม
โปรตีนด้วย primary rabbit anti-mouse monoclonal antibody(Abcam,USA) ต่อ LC3B 
(1:1000) และ secondary goat anti-rabbit IgG-FICT conjugated antibody(Abcam,USA) 
(1:2000) และย้อมส่วนนิวเคลียสของเซลล์ด้วย DAPI(sigma-Aldrich, USA) แล้วสงัเกตและ
บนัทกึภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ 
 
3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
 ข้อมูลท่ีได้แสดงค่าเป็น mean ± SD เป็นการทดลองซ า้ 3 ครัง้ และวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
สถิติ one way ANOVA โดยใช้โปรแกรม GraphPad prism software version 8 และมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ี p < 0.05 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 

1. การคัดเลือกเซลล์ LLC-MK2 ที่มีการแสดงออกของ GFP ร่วมกับยีน LC3B  

1.1 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ G418 ในการคัดเลือกเซลล์ที่มี
การแสดงออกของ GFP/LC3B  

ผลการด าเนินงานและสรุปผล ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ G418 ในการคดัเลือกเซลล์ท่ี
มีการแสดงออกของ GFP/LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 คือ 0.35 mg/ml  

1.2 การคัดเลือกเซลล์ที่มีการแสดงออกของ GFP/LC3B  
โดยน าเซลล์ท่ีมีการ transfect แล้ว มาเลีย้งต่อด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ opti-MEM ท่ีมีการ

เติม FBS 20% และ ความเข้มข้นของ G418 ในเซลล์ LLC-MK2 คือ 0.35 mg/ml  
ผลการด าเนินงานและสรุปผล สามารถคดัเลือกเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B 

ในเซลล์ LLC-MK2 ได้โดยพบการแสดงออกของ GFP/LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 ได้ร้อยละ 100 
(รูปท่ี 3) 

 
รูปที่ 3. เซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของของ GFP/LC3B ท่ีถกูคดัเลอืกด้วย G418 

(neomycin) 
 

10x 
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2. การทดสอบคุณลักษณะของเซลล์ LLC-MK2 ที่มีการแสดงออกของ GFP 
ร่วมกับ LC3B  

 2.1 จ านวนเซลล์ และความเข้มของสารเรืองแสงสีเขียว (GFP)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่  4A. ภาพแสดงฟลอูอเรสเซนต์ GFP/LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 A1) ท่ี 24 ชั่วโมง A2) ท่ี 48 
ชั่วโมง และ A3) ท่ี 72 ชั่วโมง 4B. กราฟแสดงจ านวนของเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ 
GFP/LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 ท่ี 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 4C. กราฟแสดงความเข้มของสารเรือง
แสงสเีขียว (GFP) ท่ี 24, 48 และ 72 ชัว่โมง (ข้อมลูได้จากการท าการทดลองซ า้สามครัง้, แสดงค่า
เป็น mean ± SD และ * มีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p < 0.05) 
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ผลการด าเนินงานและสรุปผล ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง, 48 ชัว่โมง และ 72 ชั่วโมง พบว่าจ านวน
เซลล์มีการเพิ่มจ านวนขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p = 0.0069 และเซลล์มีความเข้ม
ของสารเรืองแสงสีเขียว (GFP) เพิ่มขึน้เม่ือเวลาผ่านไปท่ี 24, 48 และ 72 ชั่วโมง อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ี p = 0.0176 ซึ่งสอดคล้องกับจ านวนเซลล์ท่ีแบ่งตวัเพิ่มจ านวนมาก
ขึน้ 
 
2.2 การหายีน LC3B ด้วยวิธี RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polymerase Chain 
Reaction) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
รูปที่ 5. ภาพแสดง DNA ของ LC3B ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ด้วยวิธี Gel electrophoresis 
(ขนาด DNA ของ LC3B ประมาณ 426 base pairs) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

24 h 48 h 72 h 

DNA marker 

426 bp 
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รูปที่ 6. กราฟแสดงปริมาณของ DNA ของ LC3B ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ด้วยวิธี RT-PCR 
ผลการด าเนินงานและสรุปผล ปริมาณ DNA copy ของยีน LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 ท่ีเวลา 24, 
48 และ 72 ชัว่โมง มีปริมาณเพิ่มขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p = 0.0011  

 
2.3 การทดสอบการสร้างโปรตีน LC3B ด้วยวิธี Western blot 
 
 

 
 

 
 
รูปที่ 7. แสดงภาพโปรตีน LC3B ด้วยวิธี Western blot (LC3B-l มีขนาดโปรตีนประมาณ 19 kDa 
และ LC3B-lI มีขนาดโปรตีนประมาณ 17 kDa) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8. กราฟแสดงอตัราสว่นระหวา่ง LC3B-ll ตอ่ LC3B-l ท่ีเกิดขึน้ของเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการ
แสดงออกของ GFP/LC3B ในวนัท่ี 0, 1, 2, 3, 5 และ 7 
ผลการด าเนินงานและสรุปผล ในวนัท่ี 0,1, 2 และ 3 อัตราสว่นของยีน LC3B-ll ต่อ LC3B-l ไม่มี
ความแตกตา่งกนั แตใ่นวนัท่ี 5 และ 7 อัตราสว่นของยีน LC3B-ll ต่อ LC3B-l มีความแตกต่างกัน
อยา่งชดัเจน 
 
 
 

LC3B-l 
LC3B-ll 

0 day 1 day 2 day 3 day 5 day 7 day 

LC3B-l 
LC3B-ll 

0 day 1 day 2 day 3 day 5 day 7 day 
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2.4  การระบุต าแหน่งของโปรตนี LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 (GFP/LC3B) 

 
รูปที่ 9. แสดงต าแหนง่ของยีน LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 

ผลการด าเนินงานและสรุปผล พบการกระจายตวัของยีน LC3B ในไซโตพลาสซมึและนิวเคลยีส
ของเซลล์ LLC-MK2 และพบ GFP/LC3B puncta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

20x 
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
  ผลจากการสร้างเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP ร่วมกับยีน LC3B เร่ิมจาก
การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ G418 เพื่อท าการคดัเลือกเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออก
ของยีน LC3B ร่วมกบั GFP ได้อยา่งถาวร โดยมีหลกัการ คือ เซลล์ท่ีมีการเจริญเติบโตและมีชีวิต
รอดได้นัน้ จะเป็นเซลล์ท่ีทนตอ่ฤทธ์ิของ G418 ได้ เน่ืองจากเซลล์จะมียีนต้านทานฤทธ์ิของ G418 
ในขณะท่ีเซลล์ท่ีไม่มียีนต้านทานฤทธ์ิของ G418 จะไม่สามารถมีชีวิตรอดอยู่ได้ เม่ือท าการเติม 
G418 ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม คือ 0.35 mg/ml ใน 6-well plated และท าการสงัเกตสารเรืองแสง
สีเขียวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ทุกวนั จนเซลล์มีการแสดงออกของสารเรืองแสงสี
เขียวมากกวา่ 90% ผลจากการทดลองพบวา่เซลล์ LLC-MK2 มีการแสดงออกของ GFP/LC3B ได้ 
100%  
 เม่ือได้เซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B ได้อย่างถาวรแล้วนัน้ ขัน้ตอน
ต่อมาจะท าการทดสอบคุณลกัษณะของเซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B เร่ิม
จากการดจู านวนเซลล์และความเข้มของสารเรืองแสงสเีขียวท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ผลการ
ทดลองพบวา่เซลล์ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของ GFP/LC3B มีการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนมากขึน้ 
และเม่ือดคูวามเข้มของสารเรืองสเีขียว (GFP) ท่ีสอ่งภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์แบบหวั
กลบั และวิเคราะห์ผ่านโปรแกรม NIS-Elements D 4.50.00 64 bit Nikon Instrument inc., USA 
พบวา่เซลล์มีความเข้มของสารเรืองแสงสีเขียวเพิ่มขึน้ สมัพนัธ์กบัจ านวนเซลล์ท่ีแบง่ตวัเพิ่มมากขึน้  
 ตอ่มาท าการทดลองหาปริมาณ RNA ของยีน LC3B ด้วยวิธี RT-PCR โดยวิเคราะห์ความ
เข้มของแบนด้วยโปรแกรม ImageJ ผลการทดลองพบว่าปริมาณ RNA copy ของยีน LC3B ใน
เซลล์ LLC-MK2 ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง มีปริมาณเพิ่มขึน้ สอดคล้องกับจ านวนเซลล์และ
ระดับความเข้มของสารเรืองแสงสีเขียวท่ีเพิ่มขึน้  ท าให้แน่ใจได้ว่าเซลล์ LLC-MK2 นัน้มีการ
แสดงออกของ GFP/LC3B อยา่งแท้จริง  
 ต่อมาท าการวิเคราะห์การสร้างโปรตีน LC3B ด้วยวิธี Western blot เพื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณของโปรตีน LC3B-l และ LC3B-ll ท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 5 และ 7 วนั โดยดูจากอัตราสว่นของ 
LC3B-ll ต่อ LC3B-l วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ พบว่าเม่ือเวลาผ่านไปยีน LC3B-l และ 
LC3B-ll มีแนวโน้มของจ านวนท่ีเพิ่มมากขึน้ โดยปริมาณของยีน LC3B-ll มากกว่ายีน LC3B-l 
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อยา่งเห็นได้ชดัในวนัท่ี 5 และวนัท่ี 7 เน่ืองจากเม่ือเวลาผ่านไปเซลล์มีการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนมาก
ขึน้ท าให้สารอาหารไม่เพียงพอตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ จึงท าให้เซลล์อยู่ในสภาวะอดอาหาร 
เม่ือเซลล์เกิดสภาวะอดอาหารขึน้ จึงเกิดกระบวนการ  autophagy ท าให้โปรตีน LC3B-l ท่ีอยู่ใน
รูปอิสระเกิดการ conjugated กบั phosphotidylethanolamine (PE) ท าให้เกิดเป็นโปรตีน LC3B-
ll ขึน้ท่ีบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของ autophagosome และเกิดกระบวนการ autophagy ขึน้ จึงท าให้
เซลล์สามารถมีชีวิตรอดได้ในสภาวะอดอาหาร แต่ในสภาวะปกติอัตราสว่นระหว่าง LC3B-ll ต่อ 
LC3B-l มีการเพิ่มจ านวนเช่นเดียวกัน แต่อยู่ในระดับท่ีต ่ากว่าสภาวะอดอาหาร สอดคล้องกับ
งานวิจยัก่อนหน้านี ้(16)  
 ต่อมาเป็นการทดสอบระบุต าแหน่งของยีน LC3B ในเซลล์ LLC-MK2 ด้วยวิ ธี 
Immunoassay โดยท าการย้อมเซลล์ด้วย monoclonal antibody-FITC ท่ีไปจับกับโปรตีน LC3B 
และย้อมนิวเคลยีสด้วย DAPI และใช้เทคนิคการรวมภาพ (merged) ของ FITC และ DAPI ดงั รูป
ที่  9. ผลการทดลองพบการกระจายตวัของยีน LC3B ในไซโตพลาสซึมและนิวเคลียสของเซลล์ 
LLC-MK2 สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านีท่ี้บอกว่าจะพบ LC3B ในไซโตพลาสซึมและนิวเคียส
ทัง้ในเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็ง (8) โดย LC3B สร้างจาก proLC3B โดยจะมีเอนไซม์ Atg4 ช่วยใน
การเปลีย่นเป็น LC3B-I ซึง่อยูใ่นรูป free form เม่ือเกิดสภาวะเครียด อดอาหาร ติดเชือ้ รวมทัง้การ
เกิดมะเร็ง จะเกิดการกระตุ้นกระบวนการ autophagy ซึ่งจะมีเอนไซม์ Atg7 และ Atg3 กระตุ้นให้ 
LC3B-I เกิดการ conjugated รวมกับ phosphotidylethanolamine (PE) ได้เป็น LC3B-II ซึ่ง
สามารถพบได้ทัง้ในและนอกเยื่อหุ้มเซลล์ของ autophagosome ดงันัน้การพบ LC3B-II จึงใช้เป็น 
marker ในการบ่งบอกการเกิดกระบวนการ autophagy ได้ นอกจากนีย้งัพบการรวมตวักันของ 
LC3B-ll ในบริเวณท่ีมีการสร้าง autophagosome เรียกว่า LC3B-GFP puncta หรือ autophagic 
puncta ในการทดลองนีด้้วย 

ดงันัน้ในงานวิจัยนีส้ามารถสร้างเซลล์ต้นแบบ LLC-MK2 ท่ีมีการแสดงออกของสารเรือง
แสงสเีขียว (GFP) ร่วมกบัยีน LC3B ได้ และมีคณุลกัษณะท่ีเหมาะสม โดยอาจใช้เซลล์ LLC-MK2 
(GFP/LC3B) เพื่อการทดสอบเบือ้งต้น (screening test) กับสารท่ีอาจมีฤทธ์ิต้านมะเร็ง โดยมี
คณุสมบติัเป็น autophagy modulator โดยประยกุต์ใช้กบัสารหลายๆ ชนิดท่ีความเข้มข้นต่างๆกัน 
ซึง่ จะทราบผลได้อยา่งรวดเร็ว ช่วยประหยดัเวลา และคา่ใช้จ่ายในการทดสอบ นอกจากนีอ้าจน า 
cell-based model ตลอดจนพลาสมิด pCMV-EGFP/LC3B ท่ีถกูสร้างในการศึกษานี ้ไปดดัแปลง
เพื่อใช้ในการศึกษากลไก และหน้าท่ีของกระบวนการ autophagy ภายในเซลล์ ได้อย่าง
หลากหลายตอ่ไปด้วย  
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ในงานวิจัยครัง้นีมี้ข้อบกพร่องในเร่ืองของระยะเวลาท่ีจ ากัด ท าให้การทดลองไม่เป็นไป
ตามท่ีตัง้ไว้ เน่ืองจากบางการทดลองต้องใช้ระยะเวลานาน ซึง่ท าให้ต้องยกเลกิไป และความพร้อม
ของเคร่ืองมือ เน่ืองจากเป็นเคร่ืองมือท่ีไม่ได้ถูกใช้งานมานาน หรือไม่เคยถูกใช้งานมาก่อน ท าให้
เคร่ืองมือไม่สามารถพร้อมใช้งานได้ทนัทีรวมไปถึงสภาวะของห้องท าการทดลองท่ีควบคมุค่อนข้าง
ยากอาจท าให้ผลคลาดเคลื่อนได้ง่าย ในงานวิจัยครัง้นีมี้หนึ่งการทดลองท่ีไม่มีข้อมูลทางสถิติ 
เน่ืองจากท าการทดลองเพียงครัง้เดียว และไม่ได้ท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้เหมือนการทดลองอ่ืนๆ 
ซึง่แม้วา่ผลการทดลองท่ีได้จะเป็นไปตามทฤษฎี แต่ไม่ได้มีการยืนยนัข้อมูลท่ีได้ด้วยสถิติ อาจท า
ให้ความนา่เช่ือถือของข้อมลูลดลงได้ ดงันัน้หากมีการท างานวิจัยนีต้่อไป อาจจะต้องพิจารณาท า
การทดลองซ า้เพิ่มเติม เพื่อให้สามารถวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติได้และเพิ่มความน่าเช่ือถือของ
ข้อมลู 
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