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บทคัดยอ
โรคมะเร็งทอนํ้าดีเปนโรคท่ีมีอุบัติการณสูงในประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคอีสาน ผูปวยสวนใหญไดรับ

การวินิจฉัยในระยะทายและมักไมตอบสนองตอยาเคมีบําบัด ดังน้ันการพัฒนาเทคนิคเพ่ือตรวจสอบการตอบสนอง
ตอยาเคมีบําบัดจึงมีความสําคัญตอผลการรักษา เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโครสเปกโตรสโคปเปน
เทคนิคท่ีตรวจหาความเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลภายในเซลลและเน้ือเยื่อท่ีมีพยาธิสภาพได การศึกษาน้ีมี
วัตถุประสงคเพ่ือประเมินระดับการตอบสนองตอยาเคมีบําบัด 5-FU ดวยวิธีฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโครส
เปกโตรสโคป ในตัวอยางช้ินเน้ือมะเร็งทอนํ้าดีจากผูปวย 8 ราย ซึ่งถูกจัดกลุมการตอบสนองตอยาดวยวิธี
Histoculture drug response assay ท่ีทําการเลี้ยงช้ินเน้ือในสภาวะท่ีมียาเคมีบําบัด 5-FU ความเขมขน 200
µM นําช้ินเน้ือท่ีไดฝงในพาราฟนและตัดช้ินเน้ือแบงเปน 2 สวน สวนท่ีหน่ึงนําไปวัดการเกิดอะพอพโตซิสดวยการ
ยอม TUNEL คํานวณหาการตอบสนองตอยาเปนคารอยละของการยับยั้งดวยยาเคมีบําบัด (%Inhibition
Index;%II) ช้ินเน้ือสวนท่ีสองนําไปตรวจวัดดวยวิธีฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโครสเปกโตรสโคปและทําการ
วิเคราะหจําแนกความแตกตาง เปรียบเทียบกับ %II ดวย Principal component analysis (PCA) ผลการศึกษา
พบวาอินฟราเรดสเปกตรัมของตัวอยางท่ีดื้อตอยาหรือมีคา %II ต่ําสามารถแยกออกจากกลุมท่ีไวตอยาหรือคา %II



96 KKU Science Journal Volume 45 Number 1 Research

สูงได และสเปกตรัมท่ีใชจําแนกคือตําแหนง 1621 cm-1 และ 1639 cm-1 มาจากผลการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน
ภายในเซลลเน่ืองจากกระบวนการอะพอพโตซิส ช้ีใหเห็นความเปนไปไดในการใชเทคนิคอินฟราเรดไมโครสเปกโต
รสโคปเพ่ือคัดกรองการตอบสนองตอยา อยางไรก็ตามควรทําการศึกษาในตัวอยางท่ีมีเซลลอะพอพโตซิสในระดับ
ตาง ๆ เพ่ิมข้ึน เพ่ือสามารถใช คํานวณระดับของเซลลตายแบบอะพอพโตซิสตอไป

ABSTRACT
Cholangiocarcinoma (CCA) is an epithelial bile duct cancer which is found mostly in the

northeast of Thailand. CCA patients have a low rate of survival due to delayed diagnosis and
poor responses to chemotherapeutic drugs. Thus, drug response screening is expected to
improve the clinical outcome. Recently, Fourier Transform Infrared (FTIR) microspectroscopy is a
potential tool for molecular changed detection in cells and tissues. Therefore, this study aimed
to classify the chemotherapeutic responses in 8 CCA tissues by using Conventional-FTIR
microspectroscopy. Tissue biopsies from CCA patients were cultured with 200 µM of 5-FU.
Samples were paraffin embedded and sectioned into two pieces for, first, TUNEL staining to
count apoptotic cells and calculate drug response as a % inhibitory index (%II) and, second, FTIR
measurement. Principal Component Analysis (PCA) was performed after FTIR experiment to
classify the group of apoptotic levels. The results showed that FTIR microspectroscopy could
distinguish resistant samples from a set of sensitive samples. In particular, we observed changes
of bands at 1621 cm-1 in resistant samples shift to 1639 cm-1 in sensitive samples which is
associated to the process of cell apoptosis. This approach is proposed as a rapid method for the
apoptotic cell detection in chemotherapeutic response of CCA tissues before treatment. The
correlation between the IR spectral signature and various % II should be evaluated in more
samples in further study.

คําสําคัญ: ระดับเซลลตายแบบอะพอพโตซิส มะเร็งทอนํ้าดี ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโคร
สเปกโตรสโคป อินฟราเรดสเปกตรัม

Keywords: Apoptotic cell detection, Cholangiocarcinoma, Fourier Transform Infrared
Microspectroscopy, Infrared spectrum

บทนํา
มะเร็งทอนํ้าดีเปนโรคมะเร็งท่ีพบไดสูงใน

อันดับตนและยังคงเปนปญหาท่ีสําคัญในภาคอีสาน
โดยมีพยาธิกําเนิดท่ีสัมพันธกับการติดเช้ือพยาธิใบไม

ตับ โดยพบอุบัติการณของโรคน้ีถึง 317.6 รายตอ
100,000 คน และมีแนวโนมเ พ่ิมสูง ข้ึนในทุก ๆ ป
(Vatanasapt et al., 2002; Sriamporn et al.,
2004; Patel, 2006; Sripa et al., 2008) การรักษา
ดวยการผาตัดมักไดผลดีกับผูปวยท่ีเปนมะเร็งทอนํ้าดี
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ระยะตนแตผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีสวนใหญไมแสดงอาการ
จึงไดรับการวินิจฉัยในระยะทาย ทําใหผูปวยมะเร็งทอ
นํ้าดีมีระยะการรอดชีพหลังการรักษาสั้นเพียง 5-7
เดือน (Shaib et al., 2004) แนวทางการรักษาจึง
พิจารณาการผาตัดและรักษาดวยยาเคมีบําบัดหลังการ
ผาตัดซึ่งเปนทางเลือกใหผูปวยมีอัตราการรอดชีวิตท่ี
ยาวข้ึน โดย 5-Fluorouracil (5-FU) เปนยาตัวเลือก
หน่ึงในการรักษา ซึ่งกลไกการออกฤทธ์ิอาศัยการยับยั้ง
การแบงเซลลและเหน่ียวนําใหเกิด DNA damage และ
เกิดการตายแบบอะพอพโตซิส (Longley et al.,
2003) โดยเซลลท่ีเกิดการตายแบบอะพอพโตซิสหรือ
เซลลอะพอพโตซิส แสดงถึงความไวตอการตอบสนอง
ตอการรักษาดวยยาชนิดน้ี อยางไรก็ตามการรักษาดวย
ยาเคมีบําบัดอาจไมพบการตอบสนองในทุกราย หรือท่ี
เรียกวา การดื้อตอยาเคมีบําบัด ปจจุบันยังไมมีขอบงช้ี
ใดสําหรับแนวทางท่ีใหผลการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพใน
ผู ป ว ย เ ฉพาะ ร าย  โ ดยแพทย ทํ า ก า รป ระ เ มิ น
ผลการรักษาจากขนาดของกอนมะเร็งท่ีลดลงซึ่งตอง
ประเมินหลังการรักษาทําใหมีคาใชจายสูงและเสี่ยงตอ
การท่ีผูปวยจะพัฒนาการดื้อยาและมีการดําเนินโรคท่ี
รุนแรงมากข้ึน ดังน้ัน การตรวจการตอบสนองของ
เซลลมะ เร็ ง ในคนไข เ ฉพาะราย (Personalized
chemotherapy) เพ่ือวิเคราะหการตอบสนองกับยา
เคมีบําบัดกอนใหการรักษา จึงอาจเปนแนวทางชวย
แพทยตัดสินใจในการเลือกยาเคมีบําบัดท่ีจะใหผลใน
การรักษาดีข้ึนลดอัตราการดื้อยาและเพ่ิมอัตราการรอด
ชีวิตในผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี ปจจุบันมีรายงานเทคนิค
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อมะเร็งเพ่ือทดสอบฤทธ์ิของยาใน
หลอดทดลอง เรียกวา Histoculture drug response
assay (HDRA) ท่ีมีศักยภาพในการนํามาใชตรวจคัด
กรอง เพ่ือทํานายการตอบสนองหรือเลือกใชเคมีบําบัด
ตอผูปวยมะเร็งโดยตรง (Furukawa et al., 1995)

และนําเซลลไปวัดจํานวนเซลลท่ีตายดวยเทคนิคทาง
ชีวโมเลกุล ท่ีใช ในหองปฏิ บัติการ เชน การยอม
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling (TUNEL) (Muppidi et al.,
2004; Hewitson et al., 2010) เปนตน อยางไรก็ตาม
การประเมินการตอบสนองตอยาเคมีบําบัดดวยวิธี
HDRA ยังมีขอจํากัดเน่ืองจาก American Society of
Clinical Oncology (ASCO) ไมแนะนําใหใชในการคัด
กรองการตอบสนองตอยาเคมีบําบัด โดย ASCO ให
ความสําคัญกับการพิจารณาจากงานวิจัยเชิงทดลอง
ทางคลินิก (Clinical trials) และสุขภาพของผูปวยเปน
หลัก (Burstein et al., 2011) ฉะน้ัน การหาเทคนิค
และวิธีการเพ่ือใชในการตรวจวิเคราะหถึงระดับของ
การเกิดอะพอพโตซิสของเซลลมะเร็งตอการตอบสนอง
ตอยาเคมีบําบัดอันจักเปนประโยชนในการบงช้ีการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัดของผูปวยแต
ละรายไดนําไปสูการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและประสบ
ผลสําเร็จในการรักษา

เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโคร
สเปกโตรสโครป (Fourier Transform Infrared; FTIR
microspectroscopy) เปนเทคนิคท่ีสามารถตรวจ
วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลภายในเซลลหรือ
เน้ือเยื่อ โดยอาศัยการวัดการสั่นของพันธะโควาเลนท
ในโมเลกุล และแสดงผลเปนรูปแบบของอินฟราเรด
สเปกตรัมท่ีจําเพาะของโปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน
และกรดนิวคลิอิกได (Dumas et al., 2006; Cao et
al., 2013) ซึ่งมีหลายการศึกษาท่ีนําเทคนิค FTIR
microspectroscopy มาประยุกต ใช ในการตรวจ
มะเร็งชนิดตาง ๆ เชน มะเร็งปากมดลูก (Wood et
al., 2004; Walsh et al., 2007) มะเร็งเตานม
(Fabian et al., 2006) และมะเร็งตับ (Chiriboga et
al., 2000; Diem et al., 2000; Sheng et al., 2015)
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เปนตน รวมท้ังเทคนิคน้ียังสามารถใชในการตรวจหา
การตายของเซลลแบบอะพอพโตซิส (Gasparri et al.,
2003; Munro et al., 2010) และเซลลท่ีดื้อตอยาเคมี
บําบัด (Zwielly et al., 2009; Rutter et al., 2014;
Wongwattanakul et al., 2016) ดังน้ันการศึกษาน้ีจึง
มีวัตถุประสงคท่ีจะนํา FTIR microspectroscopy มา
ใชในการตรวจวิเคราะหจําแนกระดับของเซลลอะพอพ
โตซิสในตัวอยางช้ินเน้ือของผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี ท่ี
ทดสอบการตอบสนองตอยาเคมีบําบัดชนิด 5-FU ซึ่ง
ผลท่ีไดนาจะเปนประโยชนในการวางแผนการรักษา
ผูปวยมะเร็งไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน

วัสดุและวิธีการศึกษา
1. ตัวอยางชิ้นเนื้อผูปวยมะเร็งทอน้ําดี

ตัวอยางช้ินเน้ือในการศึกษาน้ีท้ังหมด 8 ราย
ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยพยาธิใบไมตับและ
มะเร็งทอนํ้าดี โดยผูปวยมะเร็งทอนํ้าดีเขารับการผาตัด
ณ โรงพยาบาลศรีนครินทร มหาวิทยาลัยขอนแกน และ
การศึกษาน้ีผานการรับรองจริยธรรมการวิจัยในมนุษย
จากมหาวิทยาลัยขอนแกนเลขท่ี HE571442
2. การทดสอบการตอบสนองตอยาเคมีบําบัด5-FU
ดวยวิธี Histoculture drug response assay
(HDRA) และการตรวจวัดระดับเซลลอะพอพโตซิส

ตัวอยางช้ินเน้ือมะเร็งทอนํ้าดีท่ีไดหลังจาก
การผาตัด ถูกนําสงโดยเก็บในอาหารเลี้ยงเซลล ชนิด
RPMI 1640 ท่ีมี 20% Fetal bovine serum และ
2.5% Penicillin/Streptomycin เพ่ือนํามาทดสอบ
การตอบสนองตอยาเคมีบําบัด 5-FU ดวยวิธี HDRA
โดยช้ินเน้ือถูกตัดดวยเทคนิคปราศจากเช้ือ เปนช้ินท่ีมี
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 mm แลวนําไปวางบน
Collagen gel sponge (Pharmacia and Upjohn,

MI, USA) ท่ีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลสมบูรณ (PRMI
1640 ท่ีประกอบดวย 10% Fetal bovine serum
และ 1% Penicillin/Streptomycin) สําหรับเปน
ตัวอยางควบคุม และอาหารเลี้ยงเซลลสมบูรณท่ีเติมยา
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อุณหภูมิ 37ºC ท่ีมี CO2 เขมขน 5% เปนเวลา 4 วัน
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Formalin buffer และนําไปทําการฝงในพาราฟน
(Paraffin-embedding)

การตรวจวัดระดับเซลลอะพอพโตซิสทําโดย
การยอม TUNEL ซึ่งตัวอยางช้ินเน้ือท่ีตัดใหมีความบาง
4 µm ถูกนํามายอมตามวิธีการในคูมือประกอบนํ้ายา
ของบริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา หลังจาก
น้ันนํามาคํานวณคารอยละของการยับยั้งดวยยาเคมี
บําบัด (% Inhibitory index; %II) (Hahnvaja-
nawong et al., 2012) โดยสมการ %II = [1-(คาเฉลี่ย
รอยละของเซลลมะเร็งท่ีมีชีวิตในกลุมทดสอบ/คาเฉลี่ย
รอยละของเซลลมะเร็งท่ีมีชีวิตในกลุมควบคุม)] x 100
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Bruker Vertex 70 FTIR spectrometer เช่ือมกับ
Bruker Hyperion 2000 FTIR microscope และมีตัว
ตรวจวัดชนิด Liquid nitrogen cooled mercury
cadmium telluride (MCT) ซึ่งพารามิเตอรท่ีใชใน
การตรวจวิเคราะหคือ 128 co-added scans ดวย
ขนาดของ aperture ท่ี 20 µm x 20 µm และใช
Spectral resolution ท่ี 4 cm-1

อินฟราเรดสเปกตรัมท่ีไดจากการตรวจวัดถูก
วิเคราะหดวยการทํา Second derivative ดวย 9
Smoothing points และ Third order polynomial
ห ลั ง จ า ก น้ั น วิ เ ค ร า ะ ห ด ว ย ก า ร ทํ า Extended
Multiplicative Scattering Correction (EMSC) เพ่ือ
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%II นอยกวา 40% จัดเปนกลุมท่ีดื้อตอยาเคมีบําบัด
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เคมีบําบัดเน่ืองจากพบเซลลท่ีตายแบบอะพอพโตซิส
มากกวา ดังตารางท่ี 1
2. ผลการจําแนกระดับเซลลตายแบบอะพอพโตซิส
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FTIR microspectroscopy มาใชในการประเมินการ
ตอบสนองของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีตอยาเคมีบําบัด 5-
FU จากการศึกษาได ทําการวิเคราะห อินฟราเรด
สเปกตรัมของตัวอยางกลุมทดสอบดวยวิธี PCA เพ่ือ
จําแนกระดับของเซลลท่ีตายแบบอะพอพโตซิส ซึ่งทํา
การเปรียบเทียบแบบจับคู และเน่ืองจากการแบงกลุม
โดยใชคามัธยฐานท่ี 40%II ทําใหสามารถแบงกลุม
ตัวอยางท่ีไวตอยาเคมีบําบัดไดเปน 3 ระดับ (ตารางท่ี
1) โดยตัวอยางท่ี 66.6%II น้ัน มีการตอบสนองท่ีระดับ
ก่ึงกลางของกลุมไวตอยา 5-FU

ดั ง น้ันการศึ กษา น้ีจึ ง ใช ตั วอย า ง ท่ีมี ค า
66.6%II เปนเกณฑในการวิเคราะหเปรียบเทียบกับ
กลุมตัวอยางอ่ืน ๆ ซึ่งผลของการวิเคราะหเปรียบเทียบ
แสดงในรูปท่ี 2 พบวากลุมตัวอยางท่ีใหคาท่ี 0%II ท้ัง 2
ราย ซึ่งไมพบเซลลอะพอพโตซิส สามารถจําแนกออก
จากตัวอยางท่ีมีการตอบสนองตอยาท่ี 66.6%II ได
อยางชัดเจนโดยแกน PC1 (รูป 2A) สําหรับตัวอยางท่ีมี
คา %II เทากับ 36.3% พบวามีการกระจายของ
อินฟราเรดสเปกตรัมของเซลลมะเร็งแตกตางจากช้ิน
เน้ือท่ีมีการตอบสนองตอยาท่ี 66.6%II อยางชัดเจน
แยกไดโดยแกน PC2 (รูปท่ี 2B) และในการวิเคราะห
ตัวอยางช้ินเน้ือท่ีมีการตอบสนองตอยา 38.8% กับ
66.6%II พบวาเริ่มมีการซอนทับกันของอินฟราเรด
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สเปกตรัมท่ีไดจากการตรวจวัดเซลลมะเร็งท่ีมีการ
เกิดอะพอพโตซิส แตยังคงสามารถแยกสองตัวอยางน้ี
ไดโดยแกน PC1 (รูปท่ี 2C) ขณะท่ีตัวอยางท่ีจัดอยูใน
กลุมไวตอยาเคมีบําบัดชนิด 5-FU (42.8%II และ
100%II) ไมสามารถแยกออกจากตัวอยางท่ี 66.6%II
โดยใชแกน PC1 และ PC2 ซึ่งเปนแกนท่ีมี
ความสามารถสูงท่ีสุดในการจําแนก แตสามารถใชแกน
PC3 ในการแบงตัวอยางสองกลุม แมวายังคงพบการ
ซอนทับของอินฟราเรดสเปกตรัมท่ีไดจากการตรวจวัด
เซลลมะเร็งท่ีมีการเกิดอะพอพโตซิสอยู

จากผลการวิเคราะหจําแนกความแตกตางน้ี
สามารถบ ง ช้ี ถึ งความจํ า เพาะของ เซลล ท่ีมีการ
ตอบสนองตอยาเคมีบําบัดไดโดยการอานคาจากกราฟ
Loading plots ซึ่งพบวามีตําแหนงของพีคอินฟราเรด
สเปกตรัมท่ีสําคัญท่ีพบตรงกันในกลุมตัวอยางท่ีดื้อตอ
ยาเคมีบําบัดชนิด 5-FU ท่ี 1621 cm-1 โดยพีคท่ี
ตําแหนงน้ีสัมพันธกับการโครงสราง β-sheet ของ
โปรตีน ในขณะท่ีตัวอยางกลุมท่ีไวตอยาเคมีบําบัดชนิด
5-FU มีพีคของอินฟราเรดสเปกตรัมท่ีสําคัญท่ีชวง
1630-1639 cm-1 ซึ่งสัมพันธกับ Amide I ของโปรตีน

ตารางท่ี 1 ระดับเซลลอะพอพโตซิสและการแปลผลของการตอบสนองตอยาเคมีบําบัด 5-FU ในตัวอยางช้ินเน้ือ
ของผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี

คารอยละของการยบัยั้งดวยยาเคมี
บําบดั (%II)

จํานวนตัวอยาง การแปลผล

0 2 ด้ือตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
36.3 1 ด้ือตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
38.8 1 ด้ือตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
42.8 1 ไวตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
66.6 1 ไวตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
100 2 ไวตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU

รูปท่ี 1 ตัวอยางช้ินเน้ือท่ียอมเซลลอะพอพโตซิสดวยวิธี TUNEL โดยภาพ A แสดงตัวอยางท่ีใหผลบวกตอการ
ยอม (ลูกศรช้ี) และ ภาพ B แสดงตัวอยางท่ีใหผลลบตอการยอมเซลลอะพอพโตซิส
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สเปกตรัมท่ีไดจากการตรวจวัดเซลลมะเร็งท่ีมีการ
เกิดอะพอพโตซิส แตยังคงสามารถแยกสองตัวอยางน้ี
ไดโดยแกน PC1 (รูปท่ี 2C) ขณะท่ีตัวอยางท่ีจัดอยูใน
กลุมไวตอยาเคมีบําบัดชนิด 5-FU (42.8%II และ
100%II) ไมสามารถแยกออกจากตัวอยางท่ี 66.6%II
โดยใชแกน PC1 และ PC2 ซึ่งเปนแกนท่ีมี
ความสามารถสูงท่ีสุดในการจําแนก แตสามารถใชแกน
PC3 ในการแบงตัวอยางสองกลุม แมวายังคงพบการ
ซอนทับของอินฟราเรดสเปกตรัมท่ีไดจากการตรวจวัด
เซลลมะเร็งท่ีมีการเกิดอะพอพโตซิสอยู

จากผลการวิเคราะหจําแนกความแตกตางน้ี
สามารถบ ง ช้ี ถึ งความจํ า เพาะของ เซลล ท่ีมีการ
ตอบสนองตอยาเคมีบําบัดไดโดยการอานคาจากกราฟ
Loading plots ซึ่งพบวามีตําแหนงของพีคอินฟราเรด
สเปกตรัมท่ีสําคัญท่ีพบตรงกันในกลุมตัวอยางท่ีดื้อตอ
ยาเคมีบําบัดชนิด 5-FU ท่ี 1621 cm-1 โดยพีคท่ี
ตําแหนงน้ีสัมพันธกับการโครงสราง β-sheet ของ
โปรตีน ในขณะท่ีตัวอยางกลุมท่ีไวตอยาเคมีบําบัดชนิด
5-FU มีพีคของอินฟราเรดสเปกตรัมท่ีสําคัญท่ีชวง
1630-1639 cm-1 ซึ่งสัมพันธกับ Amide I ของโปรตีน

ตารางท่ี 1 ระดับเซลลอะพอพโตซิสและการแปลผลของการตอบสนองตอยาเคมีบําบัด 5-FU ในตัวอยางช้ินเน้ือ
ของผูปวยมะเร็งทอนํ้าดี

คารอยละของการยบัยั้งดวยยาเคมี
บําบดั (%II)

จํานวนตัวอยาง การแปลผล

0 2 ด้ือตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
36.3 1 ด้ือตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
38.8 1 ด้ือตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
42.8 1 ไวตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
66.6 1 ไวตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU
100 2 ไวตอการรักษาดวยยาเคมีบําบัด 5-FU

รูปท่ี 1 ตัวอยางช้ินเน้ือท่ียอมเซลลอะพอพโตซิสดวยวิธี TUNEL โดยภาพ A แสดงตัวอยางท่ีใหผลบวกตอการ
ยอม (ลูกศรช้ี) และ ภาพ B แสดงตัวอยางท่ีใหผลลบตอการยอมเซลลอะพอพโตซิส
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รูปท่ี 2 ผลการจําแนกอินฟราเรดสเปกตรัมของตัวอยางช้ินเน้ือตามระดับคารอยละของการยับยั้งดวยยาเคมี
บําบัด (%II) จากการวิเคราะหดวย Principal Component Analysis (PCA) โดยกลุมตัวอยางท่ีถูกเลือก
ในวงกลมเสนทึบแสดงตัวอยางท่ีมีคา 66.6%II และวงกลมเสนประแสดงตัวอยางท่ีมีคา %II นอยกวา
และมากกวา 66%
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วิจารณผลการศึกษา
การตรวจวิเคราะหเซลลท่ีตายแบบอะพอพโต

ซิสดวยการยอม TUNEL มีขอจํากัดคือไมจําเพาะตอ
เซลลอะพอพโตซิสเพียงอยางเดียวแตยังสามารถยอม
ติดเซลลท่ีมีการตายแบบเนกโครซิสได (Graslkraupp
et al., 1995) และยังสามารถใหผลบวกปลอมจากการ
ท่ีมี endogenous endonucleases ท่ีกําจัดไดไมหมด
ระหวางข้ันตอนการยอมในตัวอยางช้ินเน้ือ (Stahelin
et al., 1998) ดังน้ันการพัฒนาเทคนิคหรือวิธีการท่ีมี
ความจําเพาะในการตรวจวัดเซลลท่ีตายแบบอะพอพโต
ซิสจึงยังคงมีความสําคัญ

การศึกษา น้ี ให ผล ท่ีสามารถแยกความ
แตกตางในแตละระดับของการเกิดอะพอพโตซิสจาก
การทดสอบดวยยาเคมีบําบัดชนิด 5-FU ในผูปวยมะเร็ง
ทอนํ้าดีแตละรายได ซึ่งยังไมพบการรายงานการใช
ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโครสเปกโตรสโคปใน
การจําแนกระดับการเกิดอะพอพโตซิสในช้ินเน้ือมะเร็ง
มากอน อยางไรก็ตามมีการศึกษาดวยเทคนิคน้ีใน
ตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งเม็ดเลือดขาวท่ีใหยา
Arsenic trioxide และพบการเปลี่ยนแปลงของ
อินฟราเรดสเปกตรัมในเซลลท่ีมีการเกิดอะพอพโตซิส
โดยมีการยายตําแหนงของพีคอินฟราเรดสเปกตรัมจาก
1639 cm-1 ในเซลลท่ีไมมีการตายแบบอะพอพโตซีส
เน่ืองจากไมไดใหยา เปน 1650 cm-1 ในเซลลท่ีเกิดอะ
พอพโตซิส (Munro et al., 2010) ซึ่งคลายกับผล
การศึกษาของผูวิจัยในครั้งน้ีท่ีพบวากลุมตัวอยางท่ีดื้อ
ตอยามีพีคของอินฟราเรดสเปกตรัมท่ี 1621 cm-1 และ
มีการยายตําแหนงของพีคอินฟราเรดสเปกตรัมท่ี 1639
cm-1 ในกลุมท่ีไวตอยาซึ่งมีเซลลตายแบบอะพอพโตซิส
นอกจากน้ีผลการศึกษาน้ียังคลายกับการศึกษาของ
Gasparri และคณะ ท่ีไมพบพีคท่ี 1621 cm-1 ในเซลล
ท่ีตายแบบอะพอพโตซิส (Gasparri et al., 2003) โดย

การพบเหตุการณเชนน้ีเกิดจากมีการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนภายในเซลลจากกระบวนการอะพอพโตซิส

สรุปผลการศึกษา
การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาเทคนิคฟูเรียร

ทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโครสเปกโตรสโคปมี
ความสามารถในการจําแนกระดับของเซลลตายแบบอะ
พอพโตซิสในตัวอยางช้ินเน้ือมะเร็งหลังจากท่ีไดรับยา
เคมีบําบัดไดโดยตรง เครื่องมืออินฟราเรดไมโครสเปก
โตรสโคปดังกลาวสามารถวิเคราะหไดในหองปฏิบัติการ
โดยไมตองใชนํ้ายาทดสอบ อยางไรก็ตามขอจํากัดของ
การใช เทคนิค น้ีคือการแปลผลยังตองอาศัยการ
วิเคราะห ดวยโปรแกรมท่ีจําเพาะและตองการผูชํานาญ
ดังน้ันการศึกษาในตัวอยางท่ีมีเซลลอะพอพโตซิสใน
ระดับตาง ๆ ท่ีเพ่ิมข้ึน เพ่ือสรางเปนโมเดล บงช้ีระดับ
ของเซลลตายแบบอะพอพโตซิสดวยการใชเทคนิค
ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดไมโครสเปกโตรสโคป
โดยตรง จะชวยใหการนําไปใชมีความสะดวกและ
ถูกตองมากข้ึนในอนาคต
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