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หลักการและวัตถุประสงค:์ มะเร็งท่อน�้ำดี เป็นมะเร็งที่เกิด
จากเซลล์เย่ือบุผิวของท่อน�้ำดีที่อยู่ในและนอกตับ จัดเป็น 
โรคมะเร็งที่มีความรุนแรงสูง มีการพยากรณ์โรคท่ีไม่ด ี
การวนิจิฉยัมะเร็งในระยะเร่ิมแรกมคีวามส�ำคัญต่อการมีชีวติ
รอดที่ยาวนานของผู้ป่วย วัตถุประสงค์การศึกษานี้ เพื่อหา
และวิเคราะห์น�้ำดีด้วยเทคนิค ฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรด
สเปกโทรสโกปี ในการแยกสารบ่งชี้ชีวภาพของผู้ป่วยที่เป็น
โรคมะเร็งท่อน�้ำดีและไม่เป็นมะเร็งท่อน�้ำดี 
วิธีการศึกษา: โครงการวิจัยที่ผ่านการรับรองจริยธรรมใน
มนุษย์ (HE581251) ศึกษาน�้ำดีจากอาสาสมัครด้วยฟูเรียร์
ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี อาสาสมคัร เป็นผู้ป่วย
แบ่งออก 2 กลุม่ คือ กลุ่มที ่1 ผู้ป่วยเป็นมะเรง็ท่อน�ำ้ด ี30 ราย 
กลุ่มที่ 2 ผู้ป่วยที่ไม่เป็นมะเร็งท่อน�้ำดี แต่วินิจฉัยว่ามีนิ่วใน
ถุงน�้ำดี 30 ราย 
ผลการศึกษา: สเปกตรัม ช่วงองค์ประกอบของไขมัน 
คลอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิพิด และ ครีเอทีน ผู้ป่วยเป็นนิ่ว
และผู้ป่วยมะเร็งท่อน�้ำดีมีความแตกต่างกัน ส่วนสเปกตรัม 
ช่วงองค์ประกอบของบิลิรูบิน ผู้ป่วยเป็นนิ่วและผู้ป่วยมะเร็ง
ท่อน�้ำดีไม่มีความแตกต่างกัน

Background and Objective: Cholangiocarcinoma (CCA) 
is a cancer of the biliary duct system that commonly 
invades surrounding liver tissue and extrahepatic bile 
ducts. It tends to have a poor prognosis at an early stage, 
high morbidity. Early diagnosis of malignant tumors is very 
important to prolong the survival of patients. The aim of 
this study was therefore to determine and analysis of 
bile spectral profiles obtained by FTIR spectroscopy may 
differentiate biomarker from patients with CCA and without 
bile duct malignant strictures.
Methods: This study was approved by the Human Ethics 
Committee (HE581251). Using FTIR spectroscopy 
study volunteers bile. The volunteers was performed in 
two groups of patients. The first group consisted of 30 
patients with malignant biliary strictures. The second group 
consisted of 30 patients without malignant biliary strictures, 
but diagnostic with gallstone.
Results: The difference spectrum of lipid absorbance 
bands such as cholesterol, phospholipids, and creatine 
were higher in the malignant bile sample group than in the 
gall stone. The spectrum of bilirubin was no difference in 
the malignant bile sample and in the gall stone.
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บทน�ำ
	 มะเร็งท่อน�้ำดี เป็นมะเร็งที่เกิดจากเซลล์เยื่อบุผิวของท่อ
น�้ำดีที่อยู่ในและนอกตับ จัดเป็นมะเร็งที่ธรรมชาติของโรคมี
ความรุนแรงสูง มีการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี ผู้ป่วยมักจะมาพบ
แพทย์เมื่อเข้าสู่ระยะที่ลุกลามแล้ว  นิ่วในถุงน�้ำดี เกิดจาก
ภาวะไม่สมดุลของสารประกอบในน�้ำดี เมื่อมีนิ่วเกิดขึ้นแล้ว 
อาจมีอาการตั้งแต่ ท้องอืด อาหารไม่ย่อย บางครั้งนิ่วไปอุด
ท่อถุงน�้ำดี จะท�ำให้มีอาการปวด ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งถุงน�้ำดี 
พบว่ามีนิ่วร่วมดว้ย โรคเหลา่นี้พบไดใ้นประเทศไทย ประเทศ
เพือ่นบ้านใกล้เคียง และในประเทศต่างๆ ทัว่โลก1-4 การรกัษา
มะเร็งท่อน�้ำดี ท�ำได้โดยการผ่าตัด เคมีบ�ำบัด การฉายรังสี 
รวมถึง การใส่สายระบายน�้ำดีผ่านทางผิวหนัง เป็นต้น5-8 

ถ้าหากสามารถตรวจพบอาการในระยะเริ่มแรกได้ ก็จะเพิ่ม
โอกาสในการรักษาและรอดชีวิตได้ 9,10 
 	 ในปัจจบุนัเพือ่ช่วยในการวนิจิฉยัและรกัษาโรค ได้มกีาร
ตรวจทางห้องปฏบิติัการด้วยวธิกีารทางอิมมโูนวทิยา ตรวจหา
สารบ่งชีท้างชวีภาพ (biomarkers) ต่างๆ ในกระแสเลอืด เช่น 
carcinoembryonic antigen (CEA) หรือ cancer antigen 
(CA) 19-9 หรอื Interleukin-6 (IL-6) หรอื mucin-5AC แต่วธีิ
การเหล่านี้ ก็ยังไม่มีความจ�ำเพาะต่อโรคมะเร็ง11-17 

น�ำ้ด ีประกอบด้วย กรดน�ำ้ด ีคอเลสเตอรอล ฟอสโฟลพิดิ 
กรดน�ำ้ด ีคอื อนุพนัธ์ของโคเลสเตอรอลทีร่่างกายสังเคราะห์ขึน้
ทีต่บั น�ำ้ดีถูกล�ำเลียงผ่านออกมาทางท่อน�ำ้ดตีบั (bile duct)18 
น�้ำดีที่พักไว้ในถุงไหลลงสู่ระบบน�้ำดีเข้าสู่ทางเดินอาหาร 
เพือ่ย่อยสลายอาหาร ใช้ในกระบวนการดดูซึมไขมนัและวติามนิ
ทีล่ะลายในไขมนั19,20 น�ำ้ดมีบีทบาทในการสือ่สญัญาณเซลล์ 
หากเกิดการอุดตันของท่อน�้ำดี มีการคั่งของน�้ำดี น�้ำดีมีการ
อักเสบ หรือการเป็นมะเร็งท่อน�้ำดี องค์ประกอบของน�้ำดีจะ
มีการเปลี่ยนแปลง 21

เทคนิคฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี 
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy; FTIR) เป็น
เทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์สารประกอบชีวเคมีที่แสดงออก
มาในลักษณะของสเปกตรัมที่แตกต่างกัน โดยอาศัยการเกิด

อนัตรกริยิา (interaction) ระหว่างวตัถกุบัคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้า
ในย่านอนิฟราเรด เม่ือปลดปล่อยคลืน่แม่เหล็กไปกระทบกบั
วัตถุ จะท�ำให้เกิดการดูดกลืน หักเห ทะลุผ่านในนิวเคลียส
เหล่านี้มีสมบัติทางเคมีที่ต่างกัน เนื่องจากเป็นเครื่องที่มี
ประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ ไวต่อการเปลี่ยนแปลงต่อ
องค์ประกอบโมเลกุล การใช้ตัวอย่างเพียงเล็กน้อยในการ
ตรวจและมีกลไกการท�ำงานที่ง่ายอีกด้วย22,23 ผู้วิจัยจึงมี
ความสนใจที่จะศึกษาผลจากการวิเคราะห์น�้ำดีด้วยเทคนิค 
FTIR เพื่อวิเคราะห์และศึกษาสเปกตรัมของน�้ำดีและหาสาร
บ่งชี้ชีวภาพของผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งท่อน�้ำดีและไม่เป็น
มะเร็งท่อน�้ำดี เพื่อเป็นแนวทางในการวินิจฉัยโรคและรักษา
โรคต่อไป

วิธีการศึกษา
การเก็บตัวอย่างน�้ำดีจากอาสาสมัคร

การศึกษานี้น�ำน�้ำดีจากอาสาสมัคร ณ โรงพยาบาล
ศรนีครนิทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น รายละ 
1 -2 มิลลิลิตร จ�ำนวน 60 ราย จากการโครงการวิจัยที่ผ่าน
การรบัรองจรยิธรรมในมนษุย์ (HE581251) อาสาสมัคร แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 จ�ำนวน 30 ราย ได้รับการบริจาค
น�ำ้ดจีากอาสาสมคัรทีป่่วยเป็นมะเรง็ท่อน�ำ้ด ีทีผ่่านการตรวจ
ว่าเป็นมะเร็งท่อน�้ำดี ด้วยการตรวจชิ้นเนื้อ หรือ ตรวจวินิจฉัย
ด้วยเครื่องสร้างภาพทางการแพทย์ ได้แก่ เครื่องสร้างภาพ
เอกซเรย์คอมพวิเตอร์ (computed tomography) เครือ่งสร้าง 
ภาพเอม็อาร์ (magnetic resonance image) และเข้ารบัการ
ตรวจด้วยการใส่สายระบายน�ำ้ดผ่ีานทางผวิหนงั (percutaneous  
transhepatic biliary drainage; PTBD) กลุ่มที่ 2 จ�ำนวน 
30 ราย ได้รับการบริจาคน�้ำดีจากอาสาสมัครที่ไม่เป็นมะเร็ง
ท่อน�ำ้ด ีแต่เป็นนิว่ในถงุน�ำ้ด ีทีผ่่านการตรวจรังสวีนิจิฉยัด้วย
การส่องกล้อง (retrograde cholangiopancreatography; 
ERCP) โดยจะเก็บน�้ำดีจากอาสามาสมัคร ก่อนที่จะมีการ
ฉีดสารเปรียบต่าง (contrast media) เข้าสู่ท่อน�้ำดี และ 
จะน�ำน�้ำดีของอาสามสมัครใส่หลอดทดลอง ปิดพาราฟินน�ำ

Conclusions: This work demonstrated the potential 
of using FTIR spectroscopy as a diagnostic tool for 
differentiate biomarker from patients bile with CCA and 
without bile duct malignant strictures.
Keywords: Fourier transform infrared spectroscopy, Bile, 
Cholangiocarcinoma, Gall stone

สรุป :  งานนี้แสดงให ้ เห็นความสามารถของเทคนิค
ฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ท่ีเป็นเคร่ืองมือ
ในการวนิจิฉยัทีแ่สดงความแตกต่างของสารชวีภาพจากน�ำ้ดี
ในผู้ป่วยที่เป็นและไม่เป็นมะเร็งท่อน�้ำดี 
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ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และ ก่อนการศึกษา 
จะน�ำน�้ำดีออกมาจากตู้แช่ รอจนน�้ำดีละลายที่อุณหภูมิห้อง

การวิเคราะห์น�้ำดีด ้วยเทคนิคฟูเรียร ์ทรานฟอร์ม
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี

ทุกครั้งก่อนหยดตัวอย่างน�้ำดีลงบนหัววัด (Diamond 
ATR crystal detector) ของเครือ่งวิเคราะห์ฟเูรยีร์ทรานฟอร์ม
อนิฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Agilent technologies รุน่ 4,500a 
FTIR) จะท�ำความสะอาดหัววัด โดยใช้กระดาษแห้งเช็ด
คราบสกปรก จากนัน้จะเชด็ซ�ำ้ด้วยน�ำ้สะอาด และเมทานอล  
แล้วปล่อยให้หัววัดแห้ง น�้ำดีจากอาสาสมัครแต่ละคน  
จะน�ำมาวิเคราะห์ จ�ำนวน 3 ครั้ง แต่ละครั้งใช้น�้ำดี ประมาณ 
3 ไมโครลติร โดยหยดน�ำ้ดลีงบนหวัวดั น�ำ้ดทีีท่�ำการศกึษาจะ
มี 2 แบบ คือ (1) แบบตัวอย่างเปียก (wet sample) (2) แบบ
ตัวอย่างแห้ง (dry sample) โดยศกึษาจากตวัอย่างน�ำ้ดแีบบ
เปียกก่อน แล้วบันทึกข้อมูลเข้าสู่คอมพิวเตอร์ เมื่อเก็บข้อมูล
เรียบร้อยแล้ว ใช้เครื่องเป่าผม เป่าให้ลมผ่านเหนือตัวอย่าง
น�้ำดีเปียก เป็นเวลา 7 นาที จะได้น�้ำดีแห้ง จากน้ันบันทึก
ข้อมูล (รูปที่ 1 และ 2)

การวิเคราะห์ข้อมูล
ข้อมูลท่ีบันทึกไว้ทั้งหมด จะน�ำมาวิเคราะห์โดยใช้

โปรแกรม The Unscrambler® X (version 10.3, CAMO, 
Oslo, Norway) เพื่อหาสารบ่งชี้ชีวภาพท่ีมีในน�้ำดีของ
อาสาสมัครทั้ง 2 กลุ่ม เมื่อได้ข้อมูลมาแล้ว จะท�ำการแปลง
ข้อมลูสเปกตรมัด้วยอนพุนัธ์อันดบัทีส่อง (second derivative 
transform) เพื่อท�ำให้สามารถแยกพีคที่มีการซ้อนทับกัน
ออกจากกัน จากนั้นจะท�ำการบีบอัดสเปกตรัมทั้งหมดใน

แต่ละกลุ่ม ด้วยเทคนิคการปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ 
(multiplicative scatter correction transform; MSC/EMSC) 
เพือ่ให้ได้สเปคตรมัเฉลีย่ และใช้โปรแกรม Wilcoxon Signed 
Ranks Test เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างสารบ่งชี้ชีวภาพ
ที่มีในน�้ำดีของอาสาสมัครทั้ง 2 กลุ่ม

ผลการศึกษา
การวิเคราะห์สเปกตรัมของน�้ำดีของอาสาสมัครที่เป็น

มะเร็งท่อน�้ำดีและเป็นนิ่วในถุงน�้ำดี ด้วยเทคนิคฟูเรียร์
ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ผลการศึกษานี้ โดย
แสดงสเปกตรมั ตัง้แต่ 4,000 -800 ซม-1 พบว่า สเปกตรมัของ
น�้ำดีตัวอย่างแบบเปียก และ ตัวอย่างแบบแห้ง สเปกตรัมมี
ความแตกต่างกัน ในสเปกตรัมของน�้ำดีแบบเปียก น�้ำดีที่มี
น�้ำเป็นส่วนประกอบจะพบพีค (peak) ของน�้ำ ในปริมาณสูง 
จนท�ำให้บดบังพีคของสารท่ีเป็นส่วนประกอบของน�้ำดีอื่นๆ 
ส่วนสเปกตรัมของน�้ำดีแบบแห้ง ใช้ลมร้อนไล่น�้ำที่อยู่ใน
น�้ำดีออกไป ท�ำให้พบพีคของสารอื่นๆ ที่เป็นส่วนประกอบ
ของน�้ำดีปรากฏชัดเจนขึ้น ส�ำหรับสเปกตรัม ระหว่าง 3,700-
3,200 ซม-1 เป็นช่วงองค์ประกอบของโปรตีน (protein) และ 
สเปกตรัม ระหว่าง 3,000-2,800 ซม-1 เป็นช่วงองค์ประกอบ 
ของไขมัน (lipid) คลอเลสเตอรอล (Cholesterol) ฟอสโฟลพิดิ  
(phospholipids) และ ครีเอทีน (creatine)24-26 พบว่า 
สเปกตรัม 3,000-2,800 ซม.-1 ผู้ป่วยเป็นนิ่วและผู้ป่วยมะเร็ง
ท่อน�้ำดีมีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน (p<0.000) ส่วน
สเปกตรัม ระหว่าง 1,700-1,500 ซม.-1 เป็นช่วงองค์ประกอบ
ของบิลิรูบิน (Bilirubin)27,28 ผู้ป่วยเป็นนิ่วและผู้ป่วยมะเร็ง
ท่อน�้ำดีไม่มีความแตกต่างกัน (p=1.000) (ตารางที่ 1) โดย 
p<0.05* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ

รูปที่ 1 	แสดงล�ำดับการน�ำน�้ำดีของอาสาสมัครมาผ่านขั้นตอนการด�ำเนินการด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปก

โทรสโกปี และปรับแต่งสเปกตรัม ก่อนน�ำข้อมูลไปวิเคราะห์
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รูปที่ 2 	ตัวอย่างสเปกตรัม ช่วงตั้งแต่ 4,000 -800 ซม-1 สเปกตรัมของน�้ำดีตัวอย่างแบบเปียก () และ ตัวอย่างแบบแห้ง (X)

รูปที่ 3 	บางส่วนของสเปกตรัม ระหว่าง 4,000-800 ซม-1 ของน�้ำดีกลุ่มอาสาสมัคร ผู้ป่วยมะเร็งท่อน�้ำดี ผ่านการตรวจจาก 

PTBD และ ผู้ป่วยเป็นนิ่ว ผ่านการตรวจจาก ERCP ศรชี้ ช่วงองค์ประกอบของคลอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิพิด และ ครีเอทีน

รูปที่ 4 	 เปรียบเทียบสเปกตรัมเฉลี่ย ระหว่าง 3,700-3,200 ซม-1 เป็นช่วงองค์ประกอบของโปรตีน (protein) และ สเปกตรัม

ระหว่าง 3,000-2,800 ซม-1 เป็นช่วงองค์ประกอบของ คลอเลสเตอรอล (Cholesterol) ฟอสโฟลพิิด (phospholipids) และครเีอทนี 

(creatine) ของน�้ำดีอาสาสมัคร ผู้ป่วยมะเร็งท่อน�้ำดี ผ่านการตรวจจาก PTBD และ ผู้ป่วยเป็นนิ่ว ผ่านการตรวจจาก ERCP
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ตารางที่ 1 	เปรียบเทียบพื้นที่เฉลี่ยสเปกตรัม ของน�้ำดีอาสาสมัคร ผู้ป่วยมะเร็งท่อน�้ำดี ผ่านการตรวจจาก PTBD และ ผู้ป่วย
เป็นนิ่ว ผ่านการตรวจจาก ERCP ที่เป็นช่วงองค์ประกอบของ คลอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิพิด ครีเอทีน และ บิลิรูบิน 

กลุ่มตัวอย่าง พื้นที่เฉลี่ยสเปกตรัม (Mean + SD)
คลอเลสเตอรอล ฟอสโฟลิพิด และ ครีเอทีน

3,000-2,800 ซม.-1

บิลิรูบิน 

1,700-1,500 ซม.-1

PTBD 13.29 ± 7.14 14.57 ± 7.43
ERCP 29.36 ± 4.82 15.43 ± 7.29

p-value 0.000* 1.000

(p<0.05*) แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ

วิจารณ์
จากการศกึษาโดยใช้เทคนคิฟเูรยีร์ทรานฟอร์มอนิฟราเรด

สเปกโทรสโกปี แสดงสเปกตรัมของน�้ำดีจากผู้ป่วยมะเร็ง
ท ่อน�้ ำดีและผู ้ป ่วยนิ่ วในถุงน�้ ำดีมีความแตกต ่างกัน 
โดยเฉพาะในส่วนสเปกตรมัทีเ่ป็นส่วนของคอเลสเตอรอล ทีเ่ป็น 
องค์ประกอบของน�้ำดีและไขมัน ซึ่งไขมันเป็นหนึ่งใน 
องค์ประกอบที่จ�ำเป็นในการควบคุมการท�ำงานของเซลล์
และสภาวะสมดุล และตับมีบทบาทส�ำคัญในการเผาผลาญ 
ไขมนัในหลายข้ันตอนของการสังเคราะห์ไขมนัและการขนส่ง 
ดงันัน้ในผูป่้วยทีเ่ป็นมะเร็งท่อน�ำ้ดทีีม่คีวามผิดปกตใินท่อน�ำ้ดี
และตับ ตับอยู่ในภาวะที่บกพร่อง จึงท�ำให้การสังเคราะห์
คอเลสเตอรอลลดลง29 การศึกษานี้สอดคล้องกับ  Nagana 
และคณะ ท�ำการศึกษาน�้ำดีผู ้ป่วยมะเร็งตับด้วยเทคนิค 
นวิเคลยีร์แมกเนตกิรโีซแนซสเปกโทรสโกปี (nuclear magnetic  
resonance spectroscopy) พบว่า มกีารลดลงของคอเลสเตอรอล 
และฟอสโฟลิพิด30 มะเร็งท่อน�้ำดี เป็นโรคมีความรุนแรงสูง 
มีการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี จากการศึกษานี้สามารถใช้เทคนิค
ฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี แสดงให้เห็นว่า
สารบ่งชี้ชีวภาพ คือ ปริมาณของคอเลสเตอรอล ของผู้ป่วย 
ที่เป็นโรคมะเร็งท่อน�้ำดี มีการลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีไม่เป็นมะเร็งท่อน�้ำดี ที่สามารถแสดงจากสเปกตรัม 
ช่วง 3,000-2,800 ซม-1 การตรวจสารชีวภาพที่มีน�้ำเป็น
ส่วนประกอบจะพบพีค (peak) ของน�้ำ ในสเปกตรัมจะบด
บังพีคของสารที่เป็นส่วนประกอบอื่นๆ ในการศึกษานี้ได้ใช้
ลมร้อนไล่น�้ำที่อยู่ในน�้ำออกไป ท�ำให้พบพีคของสารอื่นๆ ที่
เป็นส่วนประกอบของน�้ำดีปรากฏชัดเจนขึ้น 

สรุป
เทคนคิฟเูรียร์ทรานฟอร์มอนิฟราเรดสเปกโทรสโกปี เป็น

เทคนิคใช้ระยะเวลาในการตรวจหาสารบ่งชี้ชีวภาพท่ีสั้น ได้
ผลการตรวจที่รวดเร็ว เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถน�ำมาใช้
ประกอบการวินิจฉัยโรคต่อไป
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