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บทคััดย่่อ

	วั ัตถุุประสงค์์ : เพื่่�อทดสอบการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เก็็บจากผู้้�ป่่วยมะเร็็ง และนำไปใช้้ทดสอบ

ผลการตอบสนองต่่อยาเคมีีบำบััดในผู้้�ป่่วยมะเร็็งแต่่ละบุุคคลนอกร่่างกาย

	รู ปูแบบและวิิธีวีิจิัยั : เก็บ็น้ำ้ในช่อ่งเยื่่�อหุ้้�มปอดจากผู้้�ป่วยมะเร็ง็ที่่�เข้า้รัับการรัักษาตััวที่่�สถาบันัมะเร็ง็แห่ง่ชาติ ิระหว่่าง

เดืือนมกราคม-มิิถุุนายน 2565 ยื ืนยัันผลการพบเซลล์์มะเร็็งโดยวิิธีีการตรวจทางเซลล์์วิิทยา และทำการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ใน

อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ชนิิด DMEM ที่่�มีี 20% Fetal bovine serum ทดสอบการตอบสนองต่่อยานอกร่่างกายด้้วยวิิธีี MTT assay

	 ผลการศึึกษา : ผู้้�ป่่วยทั้้�งหมดจำนวน 8 ราย ประกอบด้้วย มะเร็็งปอด 2 ราย และมะเร็็งเต้้านม 6 ราย ปริิมาณน้้ำใน

ช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เก็็บได้้ 3-40 มิิลลิิลิิตร พบว่่ามีีเซลล์์มะเร็็งจำนวน 5 ราย (62.5%) โดยยืืนยัันจากการตรวจทางเซลล์์วิิทยา 

และสามารถนำไปเพาะเลี้้�ยงได้ท้ั้้�ง 5 ราย ผลการทดสอบของเซลล์ต์่อ่ยา Cisplatin พบว่า่เซลล์ข์องผู้้�ป่ว่ยแต่ล่ะรายมีอัีัตราการ

ตอบสนองแตกต่่างกััน โดยมีีผู้้�ป่่วย 1 รายมีีแนวโน้้มตอบสนองได้้ดีีต่่อยา ขณะที่่� 1 รายมีีแนวโน้้มไม่่ตอบสนองต่่อยา

	 สรุุปผลการศึึกษา : สามารถเพาะเลี้้�ยงเซลล์์จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เก็็บจากผู้้�ป่่วยมะเร็็ง นำไปใช้้ในการทดสอบ

การตอบสนองต่่อยาและการพััฒนายา

	 คำสำคััญ : น้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด, การเพาะเลี้้�ยงเซลล์์, โรคมะเร็็ง, การตอบสนองต่่อยา, การแพทย์์เฉพาะบุุคคล
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ABSTRACT

	 Objective  : To determine the sensitivity to anticancer drug in a model of primary cell culture 

obtained from malginant pleural effusion (MPE).

	 Method : The MPEs of cancer patients were obtained by thoracentesis at the National Cancer 

Institute of Thailand between January and June 2022. Cytology test was used to diagnosed cancer. Cells 

were cultured in DMEM media supplemented with 20% fetal bovine serum in 6-cm cell culture plates. Ex 

vivo sensitivity to anti-cancer drugs was analyzed using MTT assay.

	 Result : 8 MPEs from 2 lung cancer patients and 6 breast cancer patients were collected in this 

study (Volume 3-40 mL). Five patients (62.5%) had positive cytology whereas three patients (37.5%) had 

negative cytology. Interestingly, primary cell culture was successfully established from 5 out of 5 patients 

with positive cytology. The degree of sensitivity to cisplatin varied from person to person. 1 patient was 

classified as good responders whereas 1 patient had no response to this drug.

	 Conclusion : The established primary cell culture from pleural effusion could serve as a valuable 

tool for drug screening and drug development.

	 Keyword : pleural effusion, primary cell culture, cancer, drug response, personalized medicine
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บทนำ

	 การแยกเซลล์์จากผู้้�ป่่วยมะเร็็งโดยการเก็็บชิ้้�นเนื้้�อขนาดเล็็ก (Tissue biopsy) เพื่่�อทำการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ (Primary 

cell culture) และทดสอบการตอบสนองหรืือดื้้�อต่่อยาในห้้องปฏิิบััติิการถืือเป็็นโมเดลที่่�สำคััญสำหรัับการแพทย์์แม่่นยำ 

(Precision medicine) หรือืการแพทย์เ์ฉพาะบุคุคล (Personalized medicine)(1,2) ที่่�มีเป้า้หมายในการเลือืกยาที่่�ผู้้�ป่ว่ยแต่่ละ

รายมีีแนวโน้้มในการตอบสนองได้้ดีีที่่�สุุด(3,4) แต่่การเก็็บชิ้้�นเนื้้�อเพีียงชิ้้�นเล็็กๆ จากส่่วนใดส่่วนหนึ่่�งของก้้อนมะเร็็ง รวมถึึงการ

แยกเซลล์์มะเร็็งให้้เหลืือเพีียงชนิิดเดีียวโดยการกำจััดส่่วนขององค์์ประกอบนอกเซลล์์มะเร็็ง (Tumor microenvironment) 

ทำให้้สภาพแวดล้้อมของเซลล์์มะเร็็งที่่�ถูกเลี้้�ยงในห้้องปฏิิบััติิการมีีความแตกต่่างจากสภาวะจริิงในร่่างกายของผู้้�ป่วย ซึ่่� งองค์์

ประกอบนอกเซลล์ม์ะเร็ง็นั้้�นมีสี่ว่นสนับัสนุุนให้เ้ซลล์ม์ะเร็ง็มีกีารพััฒนามากขึ้้�น ทั้้�งแง่่ของการลุุกลามและแพร่่กระจายของเซลล์์

มะเร็็ง(5) และการตอบสนองหรืือดื้้�อต่่อยา(6,7) ผลการทดสอบที่่�ได้้จึึงสามารถแตกต่่างจากการตอบสนองต่่อยาในร่่างกายของ

คนไข้้ด้้วยเช่่นกััน

	 ภาวะน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดมากเกิิน (Pleural effusion) คืือ การมีีของเหลวในพื้้�นที่่�ระหว่่างเยื่่�อหุ้้�มปอดและเยื่่�อหุ้้�ม

ช่อ่งอกมากกว่า่ปกติ ิเกิดิได้จ้ากหลายเหตุ ุเช่น่ โรคหััวใจ โรคไต การอักัเสบจากสาเหตุตุ่่างๆ รวมถึงึโรคมะเร็ง็ทั้้�งมะเร็ง็ของเยื่่�อ

หุ้้�มปอดเองและมะเร็็งที่่�แพร่่กระจายมายัังช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด(8) สถิิติิในประเทศสหรััฐอเมริิกาพบว่่า ภาวะน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด

ที่่�มากเกิินพบในผู้้�ป่่วยมะเร็็ง (Malignant pleural effusion) 125,000 รายต่่อปีี โดยมะเร็็งที่่�พบมีีว่่ามีีอุุบััติิการณ์์เกิิดภาวะนี้้�

ส่่วนใหญ่่เป็็นมะเร็็งจากอวััยวะอื่่�นๆ ที่่�แพร่่กระจายมายัังช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด ได้้แก่่ มะเร็็งปอด มะเร็็งเต้้านม มะเร็็งต่่อมน้้ำเหลืือง 

และมะเร็็งปากมดลููก(9) ผู้้�ป่่วยมัักมีีอาการไอ หายใจลำบาก และเจ็็บหน้้าอกขณะหายใจ เนื่่�องจากปอดถููกกดทัับจากน้้ำที่่�มาก

เกิิน แพทย์์มัักทำการระบายน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดออกเพื่่�อบรรเทาอาการ เรีียกวิิธีีการนี้้�ว่่า Thoracentesis(10) น้้ำในช่่องเยื่่�อ

หุ้้�มปอดที่่�เก็็บจากผู้้�ป่วยมะเร็็งจะถููกส่่งตรวจทางเซลล์์วิิทยาเพื่่�อการวิินิิจฉััยมะเร็็ง ตรวจสอบองค์์ประกอบทางเคมีีหรืือการ

ตรวจทางจุุลชีีววิิทยาในกรณีีที่่�สงสััยการติิดเชื้้�อร่่วมด้้วย หลัังจากวิินิิจฉััยและยืืนยัันผลเซลล์์มะเร็็งเสร็็จสิ้้�น น้ ้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�ม

ปอดส่่วนที่่�เหลืือจะถููกทำลาย

	 น้ำ้ในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�มีสาเหตุุจากการแพร่่กระจายของมะเร็ง็ประกอบด้้วยเซลล์ห์ลายชนิิด(11) ทั้้�งเซลล์ม์ะเร็ง็รวมถึึง

เซลล์์ที่่�เป็็นสิ่่�งแวดล้้อมของมะเร็็ง เช่่น เซลล์์ในระบบภููมิิคุ้้�มกััน activated mesothelial cells รวมถึึงโปรตีีนต่่างๆ ที่่�ถููกหลั่่�ง

ออกมาจากเซลล์์เหล่่านี้้� เช่่น growth factor หรืือ cytokine ดัังนั้้�นน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดถืือว่่าเป็็นสิ่่�งส่่งตรวจที่่�สามารถนำมา

เพาะเลี้้�ยงเซลล์์เพื่่�อเป็็นแบบจำลองในการทดสอบการตอบสนองต่่อยานอกร่่างกาย(12-14) ดัังนั้้�น งานวิิจััยชิ้้�นนี้้�จึึงมุ่่�งหวัังในการ

ทดสอบการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�แยกได้้จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดของผู้้�ป่วยมะเร็ง็และใช้เ้ซลล์์เหล่่านี้้�ในการทดสอบการตอบสนอง

ต่่อยา ประโยชน์์ที่่�ได้้จากงานวิิจััยนี้้�นัับว่่าเป็็นการใช้้สิ่่�งส่่งตรวจของคนไข้้ที่่�มีีอยู่่�แล้้วให้้เกิิดประโยชน์์ต่่อคนไข้้มากยิ่่�งขึ้้�น เซลล์์

ที่่�แยกได้้สามารถนำมาใช้้ศึึกษาความรุุนแรงของโรคและช่่วยแพทย์์ในการเลืือกยาที่่�เหมาะสมให้้กัับคนไข้้มะเร็็งแต่่ละบุุคคล

สำหรัับการแพทย์์แม่่นยำ

วััตถุุประสงค์์

	 เพื่่�อทดสอบการเพาะเลี้้�ยงเซลล์จ์ากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เก็็บจากผู้้�ป่วยมะเร็ง็ และนำไปใช้ท้ดสอบผลการตอบสนอง

ต่่อยาเคมีีบำบััดในผู้้�ป่่วยมะเร็็งแต่่ละบุุคคลนอกร่่างกาย
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รููปแบบและวิิธีีวิิจััย

	 1. ตัวัอย่า่งที่่�ใช้ใ้นการศึกึษา ตัวอย่า่งน้ำ้ในช่อ่งเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�ใช้ใ้นโครงการวิจิัยันี้้�ได้จ้ากผู้้�ป่ว่ยมะเร็ง็ที่่�มีแีผนการเจาะ

เก็บ็น้ำ้ในช่อ่งเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�สถาบัันมะเร็ง็แห่ง่ชาติริะหว่า่งเดืือนมกราคม-มิิถุนุายน 2565 และอาสาสมััครลงชื่่�อยิินยอมเข้า้ร่ว่ม

โครงการวิิจััย (Informed consent) โครงการวิิจััยชิ้้�นนี้้�ผ่่านการรัับรองโดยคณะกรรมการทบทวนจริิยธรรมการวิิจััยในมนุุษย์์ 

สถาบัันมะเร็็งแห่่งชาติิ เลขที่่� 013/2564

	 2. การเก็็บและการขนส่่งตััวอย่่าง น้ำ้ในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดจากผู้้�ป่วยมะเร็ง็เก็บ็ในขวดพลาสติิกขนาด 50 มิลิลิลิิิตร โดย

ไม่่เติิมสารใดๆ จากห้้องเก็็บสิ่่�งส่่งตรวจสถาบัันมะเร็็งแห่่งชาติิ ไปยัังห้้องปฏิิบััติิการเซลล์์วิิทยา เพื่่�อยืืนยัันเซลล์์มะเร็็ง และส่่ง

มายังัห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเพาะเลี้้�ยงเซลล์ส์ำหรับัแยกเซลล์เ์พาะเลี้้�ยง โดยทำการแยกเซลล์จ์ากสิ่่�งส่ง่ตรวจภายใน 24 ชั่่�วโมง หากยังั

ไม่่ทำการแยกทัันทีีจะเก็็บสิ่่�งส่่งตรวจที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส

	 3. การแยกเซลล์์และเพาะเลี้้�ยงเซลล์์จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด นำน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดใส่่ในหลอดทดลองและปั่่�น

เหวี่่�ยงที่่�ความเร็็วรอบ 800 g เป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่�อุ ุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส เพื่่�อแยกส่่วนตะกอนเซลล์์กัับของเหลวและ

พลาสมา ล้้างส่่วนตะกอนโดย 2% Fetal Bovine Serum (FBS)/ Phosphate Buffer Saline (PBS) จากนั้้�นนำไปปั่่�นแยก

เซลล์ต์ามความหนาแน่่นในน้้ำยา LymphoprepTM เซลล์ท์ี่่�ได้้จะถููกนำไปตรวจสอบความมีีชีวีิติของเซลล์โ์ดยวิิธี ีTrypan blue 

dye exclusion ทำการเพาะเลี้้�ยงเซลล์ใ์นอาหารเลี้้�ยงเซลล์ช์นิดิ Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ที่่�มี 20% 

fetal bovine serum และยาต้้านจุุลชีีพชนิิด penicillin/streptomycin ในภาชนะเพาะเลี้้�ยงขนาด 6 เซนติิเมตร นำไปบ่่ม

ในสภาวะ 37 องศาเซลเซียีส, 5% CO
2
 ในตู้้� CO

2
 incubator เปลี่่�ยนอาหารเลี้้�ยงเซลล์ท์ุกุ ๆ  3 วัน จนเซลล์เ์จริิญเติบิโตมากกว่า่

ร้้อยละ 80 จึึงจะทำการทดลองและแบ่่งเซลล์์เพื่่�อแช่่แข็็งไว้้เพื่่�อทำการศึึกษาต่่อไป  

	 4. การยืืนยัันผลเซลล์์มะเร็็ง น้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดยืืนยัันการพบเซลล์์มะเร็็งที่่�งานเซลล์์วิิทยา สถาบัันมะเร็็งแห่่งชาติิ

	 5. การทดสอบผลของยาเคมีีบำบััดต่่อเซลล์์ในรููปแบบสองมิิติิด้้วยวิิธีี 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-

phenyl tetrazoliumbromine ( MTT assay)  วิิธีี MTT assay เป็็นการทดสอบหาปริิมาณเซลล์์ที่่�มีีชีีวิิตกล่่าวคืือเซลล์์

ที่่�มีชีีวิิตจะสามารถใช้้เอนไซม์์ succinate dehydrogenase ในไมโทรคอนเดีียร์์ต่่อการรีีดิิวส์์   tetrazodium ไปเป็็นผลึึก 

formazan ที่่�ให้้สีีม่่วง 

	 นำเซลล์์ที่่�แยกได้้จากผู้้�ป่วยใน passage (การแบ่่งเซลล์์ที่่�เจริิญเติิบโตได้้ 80-100% ของภาชนะเพื่่�อเพาะเลี้้�ยงในภาชนะ

และอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ใหม่่) ที่่� 2, 3 และ 4  เพาะเลี้้�ยงใน 96 well plates จำนวน 4,000 เซลล์์ต่่อหลุุม บ่่มที่่� 37 องศาเซลเซีียส 

ใน 5% CO
2
 incubator เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง เติิมอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีียาเคมีีบำบััด Cisplatin ที่่�ความเข้้มข้้น  0-30 ไมโคร

โมลาร์ ์แล้ว้บ่่มเซลล์ต์่อ่เป็น็เวลา 72 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลา ดูดอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ออก 100 ไมโครลิติรต่่อหลุมุ แล้้วเติิม MTT-dye 

solution (5 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) ปริิมาณ 15 ไมโครลิิตร แล้้วบ่่มเซลล์์ต่่อเป็็นเวลา 4 ชั่่�วโมง ดููดอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ออกจน

หมด แล้้วเติิม DMSO ปริิมาณ 200 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม แล้้วนำไปวััดการดููดกลืืนแสงด้้วย ELISA reader (ความยาวคลื่่�น 540 

นาโนเมตร และใช้้ 630 นาโนเมตรเป็็นตััวอ้้างอิิง)

	 คำนวณค่่าอััตราการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ (%Survival) เทีียบกัับหลุุมที่่�เป็็นชุุดควบคุุม โดยกำหนดให้้ชุุดควบคุุมมีี 

%Survival เป็็น 100%
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6. การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

	 ใช้้การวิิเคราะห์์แบบสถิิติิเชิิงพรรณนาในการคำนวณร้้อยละของจำนวนตััวอย่่างที่่�ศึกษา ค่ าเฉลี่่�ยและส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐานของอััตราการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์

ผลการศึึกษา

	 1. ข้้อมููลอาสาสมััครผู้้�ป่่วยมะเร็็งที่่�เข้้ารัับการเก็็บน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด

น้ำ้ในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดในการศึกึษานี้้�ได้เ้ก็บ็จากผู้้�ป่ว่ยมะเร็ง็ 8 ราย ได้แ้ก่ ่ผู้้�ป่วยมะเร็ง็เต้า้นม 6 ราย แบ่ง่เป็น็ชนิิดมีกีารแสดงออก

ของฮอร์์โมนรีีเซปเตอร์์ (Hormone receptor; HR) 3 ราย และชนิิดไม่่มีีการแสดงออกของฮอร์์โมนรีีเซปเตอร์์และเฮอร์์ทููรีีเซ

ปเตอร์์ (Triple Negative Breast Cancer; TNBC) 1 ราย โดยผู้้�ป่่วยอีีก 2 รายไม่่มีีรายงานชนิิดของมะเร็็ง ผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอด

ทั้้�ง 2 รายเป็็นชนิิดเซลล์์ไม่่เล็็ก (Non-Small Cell Lung Cancer; NSCLC) อาสาสมััครเป็็นเพศหญิิงทั้้�งหมด อายุุเฉลี่่�ย 59 ปีี 

(45-77 ปีี) ระยะเวลาตั้้�งแต่่การตรวจพบมะเร็็งตำแหน่่งแรกจนเกิิดภาวะน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดเกิินอยู่่�ที่่� 0-18 ปีี (เฉลี่่�ย 7.25 

ปีี) เป็็นผู้้�ป่่วยในระยะท้้าย (ระยะที่่� 4) และผู้้�ป่่วย 7 รายเคยได้้รัับการรัักษาด้้วยยาเคมีีบำบััด มีีผู้้�ป่่วยรายที่่� 8 เพีียงรายเดีียว

ที่่�ไม่่เคยผ่่านการรัักษาด้้วยยาเคมีีบำบััด รายละเอีียดของอาสาสมััครแสดงในตารางที่่� 1

ตารางที่่� 1 แสดงข้้อมููลอาสาสมััครผู้้�ป่่วยมะเร็็ง 8 รายในโครงการวิิจััย

ลำดัับที่่�	เพศ	 อายุุ	 มะเร็็งตำแหน่่งแรก  ชนิิดของมะเร็็ง   ปีีที่่�พบมะเร็็งครั้้�งแรก	ระยะ      ประวััติิการรัักษาด้้วยยา/

												            ชนิดิยาที่่�เคยได้ร้ับั

1	 หญิิง	 65	 	 เต้้านม	 	 HR+	 	 2548	 	 4	 	 FAC, Paclitaxel 

2	 หญิิง	 77	 	 ปอด	 	 NSCLC		 2547	 	 4 	 Erlotinib (EGFR - del 19)

3	 หญิิง	 56	 	 เต้้านม	 	 HR+	 	 2559	 	 4	 	 AC, Paclitaxel, 		

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Capecitabine 

4	 หญิิง	 50	 	 เต้้านม	 	 NR	 	 2559	 	 4	 	 AC, Paclitaxel, 		

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Capecitabine, Docetaxel

5	 หญิิง	 57	 	 เต้้านม	 	 NR	 	 2562	 	 4	 	 AC , Paclitaxel, 	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Capecitabine, Docetaxel

6	 หญิิง	 48	 	 เต้้านม	 	 TNBC	 	 2563	 	 4	 	 AC, Paclitaxel, 		

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Capecitabine

7	 หญิิง	 45	 	 เต้้านม	 	 HR+	 	 2559	 	 4	 	 FAC, Capecitabine

8	 หญิิง	 66	 	 ปอด	 	 NSCLC		 2565	 	 4	 	 ไม่่เคยรัับยา

หมายเหตุุ HR (Hormone receptor), TNBC (Triple negative breast cancer), NSCLC (Non-small cell lung cancer), 

NR (No Record), AC (Doxorubicin, Cyclophosphamide), FAC (Doxorubicin, Cyclophosphamide, 5-FU)
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	 2. เซลล์์เพาะเลี้้�ยงที่่�แยกได้้จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอด

ข้้อมููลการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์จากสิ่่�งส่่งตรวจน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดของผู้้�ป่วยมะเร็็ง แสดงในตารางที่่�  2 จากการยืืนยัันทางเซลล์์

วิิทยาพบว่่า มีีน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดของผู้้�ป่่วย 5 รายจากจำนวน 8 ราย ที่่�ยืืนยัันพบเซลล์์มะเร็็ง แบ่่งเป็็น ผู้้�ป่่วยมะเร็็งเต้้านม 

3 ราย และผู้้�ป่ว่ยมะเร็ง็ปอด 2 ราย ปริมิาณน้ำ้ในช่อ่งเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�ทำการปั่่�นแยกเซลล์ม์ีปีริิมาณ 3-40 มิลลิลิิิตร (เฉลี่่�ย 27.25 

มิิลลิิลิิตร) เวลาที่่�ทำการปั่่�นแยกเซลล์์หลัังจากเก็็บสิ่่�งส่่งตรวจอยู่่�ที่่� 0-15 ชั่่�วโมง สามารถเพาะเลี้้�ยงเซลล์์โดยใช้้โมเดลการเพาะ

เลี้้�ยงแบบสองมิิติิในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ชนิิด DMEM ที่่�มีี 20% FBS ในห้้องปฏิิบััติิการสำเร็็จ 5 ราย เป็็นผู้้�ป่่วยที่่�ยืืนยัันพบเซลล์์

มะเร็ง็ทั้้�งหมด เซลล์ท์ี่่�แยกได้ม้ีรีูปูร่า่งดังัแสดงในรูปูที่่� 1 โดยเซลล์จ์ากผู้้�ป่ว่ยมะเร็ง็ปอดมีลีักัษณะปลายเรียีวแหลม โตในลักัษณะ

เกาะกลุ่่�ม และเซลล์์จากผู้้�ป่่วยมะเร็็งเต้้านมจะมีีลัักษณะการโตแบบกระจายตััว ผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอดลำดัับที่่� 2 พบว่่า เซลล์์มีีการ

แบ่ง่ตััวได้้ 2 passage และหยุุดการแบ่่งตััวตายไป ดังนั้้�น จึงไม่่สามารถนำมาใช้ใ้นการทดสอบผลการตอบสนองต่่อยาเคมีีบำบััด

ได้ค้รบถ้้วนตามกำหนด อัตราการเจริิญเติิบโตของเซลล์์มะเร็ง็เต้้านมต่่อรอบการแบ่่งตััว (Passage) อยู่่�ที่่� 7 วัน และมะเร็ง็ปอด 

14 วััน ในภาชนะเลี้้�ยงเซลล์์ขนาด 6 เซนติิเมตร ระยะเวลาที่่�เซลล์์สามารถแบ่่งตััวจนมีีปริิมาณเซลล์์ที่่�เพีียงพอในการทดสอบ

การตอบสนองต่่อยาอยู่่�ที่่� 7-14 วััน

ตารางที่่� 2 แสดงข้้อมููลการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์จากสิ่่�งส่่งตรวจน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดของผู้้�ป่่วยมะเร็็ง

ลำดัับที่่�    ผลยืืนยััน 		              ระยะเวลาเพาะเลี้้�ยง 		  ผลการเพาะ	 ได้้รัับการทดสอบการ	

	 พบเซลล์์มะเร็็ง	  ปริิมาณ	 เซลล์์หลัังการเก็็บ (ชั่่�วโมง)		         เลี้้�ยงเซลล์์ตอบสนองต่่อยา		

	 ทางเซลล์์วิิทยา  (มิิลลิิลิิตร)

									          

1	 ไม่่พบ	 	 17	 	 	 15	 	 	 ไม่่สำเร็็จ		 	 ✖		

2	 พบ	 	 3	 	 	 2	 	 	 สำเร็็จ	  	 	 ✖
3	 พบ	 	 22	 	 	 15	 	 	 สำเร็็จ	 	 	 ✔
4	 พบ	 	 38	 	 	 0	 	 	 สำเร็็จ	 	 	 ✔
5	 ไม่่พบ	 	 40	 	 	 15	 	 	 ไม่่สำเร็็จ		 	 ✖
6	 ไม่่พบ	 	 36	 	 	 0	 	 	 ไม่่สำเร็็จ		 	 ✖
7	 พบ	 	 27	 	 	 0	 	 	 สำเร็็จ	 	 	 ✔
8	 พบ	 	 35	 	 	 15	 	 	 สำเร็็จ	 	 	 ✔
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รููปที่่� 1 ภาพแสดงตััวอย่่างเซลล์์ที่่�แยกได้้จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดของผู้้�ป่่วยมะเร็็งเพาะเลี้้�ยง (Passage 1) ผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอด 

(ก) ลำดัับที่่� 2 (ข) ลำดัับที่่� 8 ผู้้�ป่่วยมะเร็็งเต้้านม (ค) ลำดัับที่่� 3, (ง) ลำดัับที่่� 4 และ (จ) ลำดัับที่่� 7 (กล้้องจุุลทรรศน์์กำลัังขยาย 

20x) 

	 3. การตอบสนองของเซลล์์ที่่�แยกได้้จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดของผู้้�ป่่วยเร็็งต่่อยาเคมีีบำบััดชนิิด Cisplatin

	 ผลของยาเคมีีบำบััดชนิิด Cisplatin ในการยัับยั้้�งการเจริิญเติิบโตของเซลล์์ที่่�แยกได้้จากผู้้�ป่่วยใน passage ที่่� 2 , 3 

และ 4 ของผู้้�ป่่วยมะเร็็ง 4 ราย ได้้แก่่ ผู้้�ป่่วยลำดัับที่่� 3, 4, 7 ซึ่่�งเป็็นผู้้�ป่่วยมะเร็็งเต้้านม และ 8 ซึ่่�งเป็็นผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอด ทดสอบ

โดยวิิธีี MTT assay จะแสดงโดยใช้้ความเข้้มข้้นที่่�ทำให้้เซลล์์มีีอััตราการตายร้้อยละ 50 (IC50) และ ความเข้้มข้้นที่่�ทำให้้เซลล์์

มีีอััตราการตายร้้อยละ 20 (IC20) เมื่่�อทำการบ่่มยาเคมีีบำบััดชนิิด Cisplatin ความเข้้มข้้น 0-30 ไมโครโมลาร์์ กัับเซลล์์ที่่�แยก

ได้้จากผู้้�ป่่วยเป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง 

	 ผลการทดลองพบว่่าผู้้�ป่่วยแต่่ละรายมีีการตอบสนองต่่อยาเคมีีบำบััดแตกต่่างกัันไป โดยสามารถแบ่่งออกได้้เป็็นสาม

กลุ่่�มคืือ กลุ่่�มที่่�มีีแนวโน้้มในการตอบสนองต่่อยา cisplatin ดีี ได้้แก่่ ผู้้�ป่่วยรายที่่� 4 มีีค่่า IC20 เท่่ากัับ 7.0±1.0 ไมโครโมลาร์์ 

และ IC50 เท่่ากัับ 22.0±5.5 ไมโครโมลาร์์ กลุ่่�มที่่�สองมีีแนวโน้้มในการตอบสนองต่่อยา cisplatin ปานกลาง ได้้แก่่ผู้้�ป่่วยราย

ที่่� 3 และ 8 มีีค่่า IC20 เท่่ากัับ 27.0±6.4 ไมโครโมลาร์์ และ 27.0±3.8 ไมโครโมลาร์์ ตามลำดัับ แม้้ไม่่สามารถหาค่่า IC50 

ได้ท้ี่่�ความเข้ม้ข้้นของยาที่่�ใช้ใ้นการทดลอง แต่ม่ีแีนวโน้้มการตายของเซลล์์เพิ่่�มขึ้้�นเมื่่�อเพิ่่�มความเข้ม้ข้้นของยา กลุ่่�มที่่�สาม มีแนว

โน้้มจะมีีการดื้้�อยา Cisplatin ได้้แก่่ ผู้้�ป่่วยรายที่่� 7 พบว่่าไม่่สามารถหาค่่า IC20 และ IC50 ได้้ที่่�ความเข้้มข้้นของยา Cisplatin 

30 ไมโครโมลาร์์ แสดงดัังรููปที่่� 2

	 ผู้้�ป่่วยมะเร็็งที่่�เข้้าร่่วมงานวิิจััยนี้้�  ได้้รัับการรัักษาโดยการให้้ยาตามแนวทางเวชปฏิิบััติิการรัักษาที่่�มีีตััวยาแตกต่่างกััน 

ทำให้้ไม่่สามารถนำผลของการให้้ยา Cisplatin ทางคลิินิิกมาเปรีียบเทีียบได้้ อย่่างไรก็็ตามผลการศึึกษาเบื้้�องต้้นนี้้�สามารถนำ

ไปต่่อยอดสำหรัับการพััฒนาการใช้้เซลล์์ของผู้้�ป่่วยเพื่่�อทดสอบการตอบสนองต่่อยาสำหรัับการแพทย์์เฉพาะบุุคคลในอนาคต
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รููปที่่� 2 การตอบสนองต่่อยาเคมีีบำบััดชนิิด Cisplatin ความเข้้มข้้น 0-30 ไมโครโมลาร์์ เป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง ด้้วยวิิธีี MTT 

assay

อภิิปรายผลการศึึกษา 

  	 การแพทย์แ์ม่น่ยำหรือืการแพทย์เ์ฉพาะบุคุคลเป็น็ที่่�สนใจของวงการแพทย์ท์ั่่�วโลกในปัจัจุบุันัและเป็น็ความหวังัของผู้้�

ป่ว่ยในการได้ร้ับัการรักัษาโดยอาศัยัข้อ้มูลูเฉพาะทางพันัธุกุรรมของผู้้�ป่ว่ยแต่่ละรายในการเลือืกการรักัษาอย่า่งเฉพาะเจาะจง(15) 

การแยกเซลล์จ์ากผู้้�ป่ว่ยเพื่่�อทดสอบการตอบสนองต่อ่ยาเป็น็ทางเลือืกหนึ่่�งของงานวิจิัยัการแพทย์แ์ม่น่ยำ การศึกึษานี้้�เป็น็การ

ศึกึษาเบื้้�องต้น้โดยทดสอบการเพาะเลี้้�ยงเซลล์จ์ากสิ่่�งส่่งตรวจน้้ำในช่อ่งเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เก็บ็ได้จ้ากผู้้�ป่วยมะเร็ง็เพื่่�อทดสอบผลการ

ตอบสนองต่่อยาเคมีีบำบััดนอกร่่างกาย มี ีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อช่่วยแพทย์์ในการเลืือกใช้้ยาที่่�ผู้้�ป่่วยมะเร็็งมีีแนวโน้้มในการตอบ

สนองดีีที่่�สุุด 

	 การศึึกษาครั้้�งนี้้�ผู้้�วิิจััยเก็็บตััวอย่่างน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดจากผู้้�ป่่วยมะเร็็ง 8 ราย ได้้แก่่ ผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอด 2 รายและ

มะเร็็งเต้้านม 6 ราย ให้้ผลยืืนยัันพบเซลล์์มะเร็็งทางเซลล์์วิิทยา 5 ราย (62.5%) โดยผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอดทั้้�ง 2 รายให้้ผลพบเซลล์์

มะเร็็ง (100%) และผู้้�ป่่วยมะเร็็งเต้้านมให้้ผลพบเซลล์์มะเร็็ง 3 รายจากทั้้�งหมด 6 ราย (50%) ซึ่่�งมีีแนวโน้้มเป็็นไปในทิิศทาง

เดีียวกัันกัับการศึึกษาจากประเทศไทยในปีี พ.ศ. 2564 โดย Chantharakhit C และคณะทำการเก็็บตััวอย่่างน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�ม

ปอดจากผู้้�ป่่วยมะเร็็ง 155 ราย ให้้ผลพบเซลล์์มะเร็็งทางเซลล์์วิิทยาจำนวน 78 ราย (50.32%) โดยผู้้�ป่่วยมะเร็็งปอดพบว่่ามีี

อุบุัตัิกิารณ์์ในการพบเซลล์ม์ะเร็ง็มากที่่�สุดที่่� 66.67% รองลงมาคืือผู้้�ป่ว่ยมะเร็ง็เต้า้นมให้้ผลพบเซลล์ม์ะเร็ง็ 38.46%(16) ปัจัจุุบััน

ยัังไม่่พบรายงานการนำเซลล์์จากน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เหลืือจากการวิินิิจฉััยเพื่่�อเพาะเลี้้�ยงในห้้องปฏิิบััติิการ มี ีรายงานการ

วิิจััยในต่่างประเทศที่่�ใช้้ปริิมาณน้้ำในช่่องปอดปริิมาณมาก (200-1,000 มิิลลิิลิิตร)(17)
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ซึ่่�งการเจาะเก็บ็ทางคลินิิกิพบว่า่ผู้้�ป่วยบางรายไม่ส่ามารถเจาะเก็บ็ได้เ้นื่่�องจากมีปีริมิาณน้อ้ย จากการเก็บ็สิ่่�งส่ง่ตรวจและเพาะ

เลี้้�ยงเซลล์์ในครั้้�งนี้้�พบว่่า น้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดมีีปริิมาณตั้้�งแต่่ 3-40 มิิลลิิลิิตร โดยเซลล์์จากผู้้�ป่่วยมะเร็็งทั้้�ง 5 ราย ที่่�ให้้ผลพบ

เซลล์ม์ะเร็ง็ทางเซลล์ว์ิทิยา สามารถเจริิญเติบิโตได้ท้ั้้�งหมด (100%) ผู้้�ป่วยรายที่่� 2 ซึ่่�งมีนี้ำ้ในช่อ่งปอดเพีียง 3 มิลิลิลิิติร สามารถ

ทดสอบการตอบสนองต่่อยาเคมีีบำบััดได้้ 1 ครั้้�ง แม้้ไม่่สามารถเก็็บข้้อมููลทางสถิิติิได้้ แต่่สามารถทราบแนวโน้้มการตอบสนอง

ต่อ่ยาในเบื้้�องต้น้ โดยผู้้�ป่ว่ย 3 รายที่่�ให้ผ้ลลบต่อ่การตรวจทางเซลล์ว์ิทิยาและไม่ส่ามารถเพาะเลี้้�ยงเซลล์ไ์ด้ ้ภาวะน้ำ้ในช่อ่งเยื่่�อ

หุ้้�มปอดเกิินที่่�เกิดิขึ้้�นอาจเกิิดจากสาเหตุุอื่่�นหรืือเซลล์์มีปีริมิาณน้อ้ยมากจนไม่่สามารถตรวจสอบได้้ นอกจากนั้้�น พบว่า่การแยก

เพาะเลี้้�ยงเซลล์์ภายในระยะเวลาไม่่เกิิน 24 ชั่่� วโมง ให้้ผลสำเร็็จไม่่แตกต่่างจากการแยกเก็็บเซลล์์ทัันทีี ซึ่่� งช่่วงเวลารอคอยนี้้�

ทำให้้สะดวกต่่อการวางแผนจััดการทางห้้องปฏิิบััติิการ โดยสามารถเก็็บข้้ามคืืนได้้หากมีีการเก็็บน้้ำในช่่องเยื่่�อหุ้้�มปอดในเวลา

ค่่ำที่่�ไม่่มีีเจ้้าหน้้าที่่�ปฏิิบััติิงาน ถืือเป็็นผลพลอยได้้จากการศึึกษานี้้�

	 ยาเคมีีบำบััดเข้้ามามีีบทบาทมากในการรัักษาผู้้�ป่่วยมะเร็็งในระยะแพร่่กระจาย มี ีการศึึกษาพบว่่าผู้้�ป่่วยที่่�มีีการตอบ

สนองต่่อการรัักษาด้้วยยาเคมีีบำบััด จะมีีชีีวิิตยืืนยาวกว่่าผู้้�ป่วยที่่�ไม่่ตอบสนองต่่อการรัักษา(18,19) การศึึกษานี้้�ทดสอบผลของ

การใช้้ยาเคมีีบำบััดชนิิด Cisplatin ซึ่่�งอยู่่�ในกลุ่่�มยาแพลทิินััม (Platinum-based drug) มีีผลทำให้้เซลล์์หยุุดการเจริิญแบ่่งตััว

และตายในที่่�สุด เป็็นยาพื้้�นฐานที่่�สามารถเลืือกใช้้ได้้สำหรัับทั้้�งผู้้�ป่่วยมะเร็็งเต้้านมและมะเร็็งปอด ทดสอบโดยการให้้ยาเดี่่�ยว 

(Monotherapy) พบว่่า ผู้้�ป่่วยมะเร็็งแต่่ละรายให้้ผลตอบสนองแตกต่่างกััน ในจำนวนนี้้�มีี 1 รายที่่�มีีแนวโน้้มในการตอบสนอง

ต่่อยาดีี มีีผู้้�ป่่วย 1 รายไม่่ตอบสนองต่่อยาโดยไม่่พบการตายของเซลล์์หลัังจากมีีบ่่มร่่วมกัับยาเป็็นเวลา 3 วััน และผู้้�ป่่วยอีีก 2 

รายสามารถตอบสนองต่่อยาในระดัับปานกลาง ประโยชน์์ของการใช้ย้าเคมีีบำบัดัร่ว่มกันั (Combination therapy) ได้ร้ับัการ

รายงานในหลายการศึึกษา(20) ซึ่่� งการศึึกษาผลของเซลล์์เหล่่านี้้�ต่่อการใช้้ยาเคมีีบำบััดหลายชนิิด รวมถึึงปััจจััยที่่�ส่่งผลให้้เซลล์์

ของผู้้�ป่่วยมะเร็็งมีีการตอบสนองต่่อยาที่่�แตกต่่างกัันทางผู้้�วิิจััยจะได้้ทำการศึึกษาต่่อไปในอนาคต สำหรัับการนำมาใช้้จริิงทาง

คลิินิิก ระยะเวลาในการออกผลมีีความสำคััญอย่่างมากเนื่่�องจากจำเป็็นต้้องใช้้ผลในการเลืือกยาให้้กัับคนไข้้ จากการศึึกษานี้้�

พบว่่า ระยะเวลาที่่�เซลล์์สามารถแบ่่งตััวจนมีีปริิมาณเซลล์์ที่่�เพีียงพอในการทดสอบการตอบสนองต่่อยาอยู่่�ที่่�  7-14 วััน ซึ่่�งใน

อนาคต จำเป็น็ต้อ้งมีกีารหาวิธิีใีนการลดระยะเวลาในการทดสอบลง ข้อ้จำกัดัของการศึกึษาครั้้�งนี้้� ได้้แก่ ่ผู้้�ป่ว่ยมะเร็ง็ที่่�เข้า้ร่ว่ม

งานวิิจััยได้้รัับการรัักษาโดยการให้้ยาตามแนวทางเวชปฏิิบััติิการรัักษาที่่�มีีตััวยาแตกต่่างกััน ทำให้้ไม่่สามารถนำผลของการให้้

ยา Cisplatin ทางคลิินิกิมาเปรีียบเทีียบได้้ จำเป็็นต้อ้งมีีการศึึกษาผลของการให้้ยาชนิิดเดีียวกัันทั้้�งทางคลิินิกิและหลอดทดลอง

ในการศึึกษาถััดไป

สรุุปผลการศึึกษา 

	 การศึกึษาเบื้้�องต้น้นี้้�แสดงให้เ้ห็น็ว่า่ การใช้ส้ิ่่�งส่ง่ตรวจน้ำ้ในช่อ่งเยื่่�อหุ้้�มปอดที่่�เหลือืจากการตรวจวินิิจิฉัยัเพื่่�อเพาะเลี้้�ยง

เซลล์แ์ละทดสอบการตอบสนองต่่อยาในห้้องปฏิิบัตัิกิาร สามารถแสดงความแตกต่่างของระดัับการตอบสนองได้้ในผู้้�ป่วยมะเร็ง็

แต่่ละราย สามารถนำมาใช้้ต่่อยอดเพื่่�อช่่วยแพทย์์ในการเลืือกยาที่่�เหมาะสมให้้กัับคนไข้้มะเร็็งแต่่ละบุุคคลสำหรัับการแพทย์์
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