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การสร้างและทดสอบคุณสมบติัของเซลล์ท่ีแสดงออกยีนแสงสีเขียว (Gfp) ร่วมกบั 
ยีน SQSTM1/p62 เพ่ือใช้ในการค้นหาสารควบคมุกลไกเซลล์กินตวัเอง (autophagy 
modulator)  
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บทคดัย่อ 

กระบวนการเซลลก์นิตวัเอง  มบีทบาทส าคญัในโรคหลายชนิด รวมทัง้มะเรง็ การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อ
สร้างเซลล์ BHK-21 ที่มีการแสดงออกของยีนแสงสีเขยีว (Gfp) ร่วมกับยีน SQSTM1/p62 ส าหรับเป็น cell-based 
model ในการหาสารควบคุมกระบวนการเซลลก์นิตวัเอง  stable BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) cell line ในการศกึษา
นี้ถูกน ามาทดสอบโดยใช้ Rapamycin และ Chloroquine ซึ่งเป็น autophagy modulators การหมุนเวยีนของโปรตีน 
SQSTM1/p62 ใชว้ดัการท างานของกระบวนการเซลลก์นิตวัเอง  โดยการศกึษาพบว่าโปรตนี SQSTM1/p62 สามารถ
พบไดใ้นเซลลท์ีเ่จรญิในสภาวะปกตทิีร่ะดบัพืน้ฐาน การเหนี่ยวน า autophagy จะเพิม่การสลายโปรตนี SQSTM1/p62 
จึงลดระดบั โปรตีนSQSTM1/p62 ในเซลล์ ขณะการลดหรือยบัยัง้ autophagy จะพบโปรตีน SQSTM1/p62 สะสม
เพิม่ขึน้จงึเพิม่ระดบั โปรตนี SQSTM1/p62 ในเซลล ์การศกึษานี้บ่งชีว้่า stable BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) cell line 
สามารถใชแ้ละมปีระสทิธภิาพส าหรบัการวเิคราะหก์ารท างานของกระบวนการ autophagy 

 

ค าส าคญั:  กระบวนการเซลล์กินตวัเอง, สารควบคุมกระบวนการเซลล์กินตวัเอง, เซลล์ที่แสดงออกยนีแสงสเีขยีว 
(Gfp) ร่วมกบัยนี SQSTM1/p62 
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Abstract 
Autophagy plays a key role in a number of diseases, including cancer. This study aimed to generate 

a stable BHK-21 cell line containing a green fluorescent protein gene (Gfp) and sequestosome 1 gene 
(SQSTM1/p62) for a cell-based model to screen autophagy modulator. Stable BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) cell 
line was established in this study then examined for effectiveness in an autophagy modulator screening assay 
using rapamycin and chloroquine known autophagy modulators. The SQSTM1/p62 protein turnover has been 
measured as autophagy activity. The results showed that SQSTM1/p62 protein is active in normal growing 
conditions at basal level. An induction of autophagy, however, increase the degradation of SQSTM1/p62 protein 
causes SQSTM1/p62 protein reduction in cells while a decrease or block of this pathway causes SQSTM1/p62 
protein accumulation which increases SQSTM1/p62 protein level in cells. This study indicated that stable BHK-
21 (Gfp/SQSTM1/p62) cell line is available and efficient for use in an autophagy activity analysis. 
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บทน า 

การรวมตวักนัของโปรตนีหรอืออกาเนลลต่์างๆ 
ภายในเซลล ์ตลอดจนเชือ้โรคต่างๆ ทีม่ขีนาดใหญ่จน
ไม่สามารถท าลายไดด้ว้ย proteasome จากการศกึษา
พบว่าเซลล์จะมีการใช้กระบวนการเซลล์กินตัวเอง  
(autophagy) ซึง่พบว่าเป็นกระบวนการเดยีวทีส่ามารถ
ก าจัดการรวมตัวแบบนี้ได้อย่างมีประสทิธิภาพที่สุด 
เพื่อรกัษาสมดุลภายในเซลล ์ autophagy มกีารคน้พบ
ครัง้แรกในยสีต์และจากการศกึษาในปัจจุบนัยนืยนัว่า 
autophagy พบในเซลล ์eukaryote ทุกชนิด [1] โดยทัว่ไป 
การเกิด autophagy โดยสมบูรณ์นั ้นประกอบด้วย
หลายขัน้ตอน เริ่มตัง้แต่ induction, vesicle nucleation, 
vesicle elongation, completion, docking และ fusion 
จนกระทัง่  degradation และ recycling [2] เมื่อเริ่ม
กระบวนการเกดิ autophagy เซลลจ์ะถูกกระตุ้นให้สร้าง 
autophagosome และจากการศึกษาพบว่าเยื่อหุ้ม 
autophagosome มีโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบส าคัญ 
ค ือ  microtubule-associated protein 1A/1B light 
chain 3 (MAP1-LC3 หรือ  LC3s) ในมนุษย์พบยีน 
LC3s สามชนิด ได้แก่ LC3A, LC3B และ LC3C โดย 
LC3A จะพบในบริเวณ perinuclear และนิวเคลียส 
ขณะที่ LC3B จะพบกระจายทัว่ไปในส่วนไซโตพลาสซมึ
และ ในบรเิวณนิวเคลยีส ส่วน LC3C พบในไซโตพลา
สซมึ และนิวเคลยีส ยกเวน้บรเิวณนิวคลโีอลสั การพบ
การกระจายตวัทีแ่ตกต่างกนัเช่นนี้อาจบ่งบอกหน้าทีท่ี่

แตกต่างกนัในกระบวนการ autophagy [3] การศกึษาใน
ปัจจุบนั LC3B เป็นโปรตีนที่มกีารศกึษามากที่สุด โดย
พบว่าโปรตีน LC3B สร้างจากโปรตีน proLC3B ซึ่งมี
ขนาด 30 kDa โดยจะมีเอนไซม์ Atg4 สร้างได้เป็น
โปรตีน LC3B-I ซึ่งอยู่ในรูปอิสระ หากเกิดการสร้าง 
autophagosome โปรตนี LC3B-I ซึง่อยู่ในรูปอสิระจะถูก
กระตุ้นด้วยเอนไซม์ Atg7 และเอนไซม์ Atg3 มีผลให้
โปรตนี LC3B-I เกดิการจบักบั phosphatidylethanolamine 
(PE) ไดเ้ป็นโปรตนี LC3B-II  [4] โดยพบโปรตนี LC3B-
II ได้ทัง้ภายในและภายนอกเยื่อหุ้ม autophagosome 
ส่วนด้านในเยื่อหุ้มจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ไฮโดรเลส 
ขณะสว่นดา้นนอกเยื่อหุม้จะอยู่ในสว่นไซโตพลาสซมึ [5]  

ดงันัน้การพบ โปรตนี LC3B-II ในเยื่อหุม้ของ 
autophagosome จงึใชเ้ป็นสญัลกัษณ์ของ autophagy 
(autophagy maker) ซึง่บ่งบอกการท างานของ autophagy 
ได ้โดยมกีารศกึษาทัง้ในระดบัคลนิิกและในเซลลช์นิดต่าง  ๆ
[6]  ATG7 เป็นโปรตีนที่มคีวามส าคญัในกระบวนการ 
autophagy โดยจะกระตุ้นการสร้าง ATG5-ATG12-
ATG16 complex ซึ่งจะร่วมกบัโปรตีน LC3B-II มี
บทบาทส าคัญในการสร้าง autophagosome ขณะที่
สว่น SQSTM1/p62 ทีเ่ป็น adaptor protein จะจบัอย่าง
เฉพาะเจาะจงกบัโปรตนีทีจ่ าเพาะหลายๆชนิด โดยการ
ใชส้่วนทีเ่รยีกว่า ubiquitin-binding domain แลว้ท าให้
โปรตนีเหล่านัน้จบักบัโปรตนี LC3B-II ทีเ่ยื่อหุม้ดา้นใน
ของ autophagosome ผ่านบริเวณที่ เรียกว่ า  LC3 
interacting region (LIR) มีผลให้เกิด sequestration ของ
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โปรตีนหรอืโมเลกุลใน autophagosome และเกดิการ
ย่อยสลายดว้ยเอนไซมใ์นไลโซโซม [7] การหมุนเวยีน
ของโปรตีน SQSTM1/p62 (SQSTM1/p62 turnover) 
สามารถน ามาใชเ้ป็น autophagy marker  

โดยการศกึษาพบว่า ในเซลลท์ีเ่จรญิเตบิโตที่
สภาวะปกติจะมรีะดบัโปรตีน SQSTM1/p62 ในระดบั 
พื้นฐาน แต่เมื่อมีการเหนี่ยวน าการเกิด autophagy  
จะพบการสลายของโปรตีน SQSTM1/p62 เพิ่มขึ้น 
หากลดหรอืยบัยัง้ autophagy SQSTM1/p62 จะมกีาร
รวมตัวกันมากขึ้น ดังนัน้การหมุนเวียนของโปรตีน 
SQSTM1/p62 จึงช่วยจ าแนกสารหรือโมเลกุลที่เป็น 
autophagy modulator ได้ [8-9] จะอย่างไรก็ตาม 
โมเลกุลหรอืโปรตนีหลายชนิดโปรตนีของ autophagy 
ถูกศกึษาและน ามาใชเ้ป็น autophagy marker แต่การ
เปลี่ยนจากโปรตีน LC3B-I ไปเป็นโปรตีน LC3B-II 
โดยการจบักบั phosphatidylethanolamine (PE)  
ถูกยอมรับอย่างกว้างขวางว่าเป็นการบ่งขี้การสร้าง 
autophagosome ขณะที่ โปรตีน SQSTM1/p62 ก็มี
ความส าคญัมากเช่นกนั เนื่องจากท าหน้าที่เป็นตวัรบั
ของโปรตีน LC3B-II ในการย่อยสลายของ ubiquitinated 
proteins และ organelles ในระหว่างเกิด autophagy 
นอกจากนี้ยงัพบโมเลกุลหรอืโปรตนีอื่นๆ ที่มบีทบาท
ส าคญัในกระบวนการ autophagy เช่น Atg6 (Beclin-
1), Atg1 (ULK1, ULK2) และ  Atg2 (Atg2A, Atg2B) 
เป็นต้น [7] จากการศกึษาพบว่าเซลล์จะถูกเหนี่ยวน า
ใหเ้กดิกระบวนการ autophagy ในหลายๆสภาวะ เช่น 
การอดอาหาร, การขาด growth factor และ immune factor 
และความบกพร่องของกระบวนการเกิด autophagy 
ภายในเซลล์จงึท าให้เกดิโรคหลายๆชนิด เช่น มะเรง็ 
โรคเกี่ยวกบัการเสื่อมของเซลล์ประสาท และ โรคติด
เชือ้ชนิดต่างๆ [10] ส าหรบับทบาทของ autophagy ใน
โรคมะเร็ง พบว่ามีการศึกษาการเกิด autophagy ใน
เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ [11] โดยการศึกษาพบว่าทัง้
เซลล์ทัว่ไปและเซลล์มะเรง็หลายๆ ชนิดจะถูกกระตุ้น
ให้เกดิ autophagy ในสภาวะดงัต่อไปนี้ เช่น การขาด
สารอาหาร metabolic stress endoplasmic reticulum 
(ER)-stress การฉายแสง และการได้รบัยาต้านมะเรง็ 
ความเกีย่วขอ้งของการเกดิ autophagy กบัโรคมะเรง็มี
การคน้พบเมื่อ ค.ศ.1999  

โดยพบว่ายนี autophagy ที่เรยีกว่า Beclin1 
(Becn1 หรือ Atg6) สามารถยบัยัง้การเกิดมะเรง็และ
ถูกเรยีกว่าเป็น tumor  suppressor ยนี [12] ซึง่หากมี
การยบัยัง้การแสดงออกของยนีน้ีหรอืลดการแสดงออก
ของยนีน้ีอาจท าใหเ้กดิมะเรง็ได ้ผลการศกึษาสว่นใหญ่
พบว่าการเหนี่ยวน าให้เกิด autophagy ในเซลล์จะ
เกี่ ย วข้องกับยีน  mammalian target of rapamycin 
complex 1(mTORC1) ซึง่มหีน้าทีส่ าคญัในการควบคมุ
การเจริญเติบโตของเซลล์ต่างๆ [13] นอกจากนี้ยงัมี
การศึกษาการส่งสัญญาณภายในเซลล์ (signaling 
pathway) ที่ส าคัญที่ท าหน้าที่ควบคุม autophagy   
โดยพบว่า PI3K-Akt pathway ซึ่งเป็นสัญญาณของ
เซลล ์ทีส่ าคญัในการควบคุมการเจรญิเตบิโตของเซลล ์
มีความผิดปกติในมะเร็งหลายๆชนิดที่พบในมนุษย์ 
โดยจากการศึกษา PI3K-Akt pathway จะท าหน้าที่
ควบคุมยีน mTORC1 จากการศึกษายงัพบว่า PI3K-
Akt pathway มี ผ ล ล ด ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ยี น  
TSC1/TSC2 complex ซึ่งเป็น tumor suppressor ยีน 
ที่พบได้ในมะเรง็หลายๆชนิดด้วย [14] และ PI3K-Akt 
pathway ยัง ส าม า รถลดการแสดงออกของ ยีน 
mTORC1 มากขึ้นโดยการยับยัง้โปรตีนที่จ ับกับยีน 
mTORC1 เช่น Rheb ซึ่งพบว่ามีผลให้เซลล์รอดชวีติ 
(pro-survival) ในเซลลม์ะเรง็ [15] การศกึษาในปัจจบุนั
ไดม้กีารคน้พบยาต้านมะเรง็ชนิดใหม่ๆ โดยเฉพาะยา
หรอืสารในกลุ่มทีเ่รยีกว่าสารควบคุมกระบวนการเซลล์
กนิตวัเอง (autophagy modulator) ทัง้ทีส่ามารถกระตุน้
การเกิด autophagy เช่น rapamycin ที่มีผลยับยัง้ยีน 
mTORC1 จึงสามารถกระตุ้นการเกิด autophagy ช่วยให้
เซลล์มีชีวิตรอดจาก metabolic stress หรือ hypoxic 
stress, irinotecan และ bevacizumab หรือ สารที่สามารถ
ยบัยัง้การเกดิ autophagy เช่น chloroquine (CQ) ซึ่ง
มีคุณสมบัติเป็น lysosomotropic weak base และจะ
อยู่ในรูป monoprotonated chloroquine ซึมผ่านเข้า
สู่ ไลโซโซม แล้ว เปลี่ยนไปเป็นรูป diprotonated 
chloroquine และจะตดิอยู่ภายในไลโซโซม protonated 
chloroquine มผีลเปลี่ยนแปลงความเป็นกรดด่างของ 
ไลโซโซม ท าใหย้บัยัง้การสลายของ autophagosome 
ในไลโซโซม ท าให้ไม่ เกิด autophagy completion  
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จึงยับยัง้  autophagy [16] และ hydroxychloroquine 
(HCQ)  

โดยปัจจุบนัมกีารน ายาหรือสารเหล่านี้มาใช้
เพื่อรักษาโรคมะเร็งหลายๆ ชนิด [11] High content 
screening (HCS) และ  high throughput screening 
(HTS) เป็น cell-based model ที่สามารถน ามาใช้เพื่อ
การค้นหาและตรวจสอบสารนับพันๆ  ชนิดที่เป็น 
autophagy modulator วธินีี้ได้รบัการยอมรบัว่าเป็น in 
vitro assay ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูมากและมกีารประยุกต์ 
ใช้กันอย่างแพร่หลายในหลายๆ โรคไม่เฉพาะแต่
โรคมะเรง็ เช่น การคน้หายาต้านไวรสัโดยการใช ้dengue 
replicon ที่มกีารแสดงออกของยนีไวรสัร่วมกบัยนีแสง 
สเีขยีว (Gfp) [17] ส าหรบั screening assay ทีใ่ชค้น้หา 
autophagy modulator โดยมากจะมกีารใชโ้ปรตนี LC3s 
เป็น autophagy maker โดยมกีารน ายนี LC3 conjugate 
กับเอนไซม์หลายๆชนิด เช่น luciferase (Luc)-based 
screening assay [18] ส่วนการน ายนี LC3 จบัคู่กบัยนี
ของแสงสต่ีางๆ เช่น Gfp และ Rfp เพื่อสร้างเป็น cell-
based model ในเซลล์หลายๆชนิดก็เป็นที่แพร่หลาย
เช่นกนั [19] โดยในการศกึษาครัง้นี้ผูว้จิยัท าการพฒันา 
High-Throughput screening assay โดยสร้ า ง เซลล์   
(cell-based model) ที่มกีารแสดงออกของยีนแสงสเีขยีว 
(Gfp) ร่วมกับยีน SQSTM1/p62 ภายในเซลล์ baby 
hamster kidney (BHK-21) โ ด ย  stable BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p62) cell line ที่ สร้ างได้ ถู กทดสอบ
คุณสมบัติ และประยุกต์ใช้โดยการทดสอบกับสาร
มาตรฐานทีเ่ป็น autophagy modulator 

  
วสัดแุละวิธีการ 
การสรา้ง cell-based model ท่ีมีการแสดงออกของ
ยีน Gfp/SQSTM1/p62 

สกัด RNA จากเซลล์ BHK-21 ด้วย Trizol 
แล้วน า RNA มาท า reverse transcription โดย ใช้ 
total RNA 100 ng, dNTP Mix 10 µM, 5xReaction 
buffer, RevertAidTM Reverse transcriptase, Primer 
reverse 5 µM (1:1000) incubate reaction ที่  42ºC, 
60 นาที และ 70ºC, 10 นาที แล้วน า RT reaction ที่
ได้มาท า PCR โดยใช้  RT reaction 2 µl, dNTP Mix 
2 µM, 10xHF buffer with MgCl2, High Fidelity 

enzyme mix, Primer  SQSTM1 / p6 2  forward และ 
reverse 10 µM (1:1000) incubate reaction ที่  94ºC, 
1 นาท ีและ 94ºC, 30 วนิาท,ี 55ºC, 30 วนิาท,ี 72ºC, 
30 วนิาท ีจ านวน 30 รอบ และ 72ºC, 10 นาท ีแลว้น า
ชิ้น PCR ที่ได้มาตดัด้วยเอนไซม ์BglII และ SalI แลว้
ต่อเข้ากบัพลาสมิด pCMV-GFP/SQSTM1/p62 ที่ถูก
ตัดด้วยเอนไซม์ชนิดเดียวกันด้วยเอนไซม์ T4 DNA 
ligase และได้เป็น พลาสมิด pCMV-GFP/SQSTM1/ 
p62 น าพลาสมิด pCMV-GFP/SQSTM1/p62 ที่ได้มา 
transfect เขา้สู่เซลล ์BHK-21 โดยวธิ ีElectroporation 
(285 Volts, 1100 µF, 500 Ohmes, 1 pulse) น า เซลล์  
transfected BHK-21 มาเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 
MEM ทีม่กีารเตมิ FBS 10% และ G418 (0.98 mg/ml) ใน 
6-well plate โดยมกีารสงัเกตแสงสเีขยีวภายใต้กล้อง
จุลทรรศ์ฟลูออเรสเซนต์หัวกลับ (Eclipse TS100 
fluorescent inverted microscope, Nikon, USA) ทุกๆ 
วนั นานประมาณ 4-5 สปัดาห์ และต้องมีการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 2-3 วนั และเมื่อพบว่าเซลล์มี
การแสดงแสงสเีขยีวมากกว่า 90% จะท าการแยกเซลล์
ออกมาด้วยเอนไซมท์รปิซนิ (trypsinization) และยา้ย
มาเลี้ยงใน 24-well plate โดยมกีารสงัเกตแสงสเีขยีว
ภายใต้กล้องจุลทรรศฟ์ลูออเรสเซนต์หวักลบัทุกๆ วนั 
เมื่อพบว่าเซลล์มีการแสดงแสงสเีขยีวมากกว่า 98%  
จะ trypsinization และย้ายมาเลี้ยงใน 96-well plate 
โดยมกีารสงัเกตแสงสเีขยีวภายใตก้ลอ้งจุลทรรศ์ฟลูออ
เรสเซนต์ทุกๆ วัน เมื่อพบว่าเซลล์มีการแสดงแสง 
สีเขียว 100% จะ trypsinization และท าการแช่แข็ง
เซลลด์ว้ย 5% DMSO high purity grade 

 

ก า ร ท ดส อบคุณ สมบั ติ ข อ ง เ ซ ลล์  BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p62)  
การเตรียมเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  

น าเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ที่แช่
แขง็ไว ้มาละลายและเลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์MEM 
ที่มกีารเติม FBS 10% ใน flask 150 cm2  ที่ 37oC ในตู้ 
5% CO2 เป็นเวลา 7 วนั แลว้ท าการ subculture เซลล ์
BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ทุก 5 วัน จนครบ 40 
passages เก็บแช่แข็ง เซลล์ด้วย  5% DMSO high 
purity grade ในทุก passage และแบ่งเซลล์ passage 
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ที ่10, 20, 30 และ 40 จ านวน 100000 เซลล ์เพื่อน าไป
ทดสอบคุณสมบตัขิองเซลลต่์อไป 

 

ทดสอบการสร้างโปรตีน GFP/SQSTM1/p62 ด้วย 
flow cytometry 

น าเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ของ 
passage ที่ 10, 20, 30 และ 40 ที่ได้จากการเตรียม
เซลล ์มาเลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์MEM ทีม่กีารเตมิ 
FBS 10% ใน flask 25 cm2  ที่  37oC ในตู้  5% CO2  
แลว้ท าการขดูและเกบ็เซลล ์ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง น าเซลล์
ทัง้หมดมาท าการ dilute 1:100 ใส่ในหลอดฟลูออเรส
เซนต์ น าไปวิเคราะห์ความเข้มของฟลูออเรสเซนต ์
ของโปรตีน  GFP/SQSTM1 /p62  เฉลี่ ย ต่ อ เซลล์  
(GFP/SQSTM1/p62 intensity/cell) ด้วยเครื่อง flow 
cytometry (FACScan, USA) 

 

ทดสอบการสร้างโปรตีน SQSTM1 /p62  ด้วย 
Western Blot 

น าเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ของ 
passage ที่ 10, 20, 30 และ 40  ที่ได้จากการเตรียม
เซลล ์มาเลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์MEM ทีม่กีารเตมิ 
FBS 10% ใน  flask 25 cm2 ที่  37oC ในตู้  5% CO2  
แลว้ trypsinization ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง น าเซลลท์ัง้หมด
มาท าการสกัดโปรตีนด้วย complete cell extraction 
buffer น าส่วนสกัดมาแยกโปรตีนด้วย 10% SDS-
PAGE  gel แลว้ท าการยอ้มโปรตนีดว้ย primary rabbit 
anti-mouse monoclonal antibody ต่อ SQSTM1/p62 
(1:1000) (Abcam, USA) และ  secondary goat anti-
rabbit IgG-horseradish peroxidase (HRP) conjugated 
antibody (1:2000) (Abcam, USA) และวเิคราะหอ์ตัรา 
ส่วนโปรตนี SQSTM1/p62 ต่อ β-actin โดยโปรแกรม 
ImageJ 

 

การหาปริมาณ RNA copy ของ SQSTM1/p62 ด้วย
วิธี Real-time RT-PCR  

น าเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ของ 
passage ที่ 10, 20, 30 และ 40 ที่ได้จากการเตรียม
เซลลม์าเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล ์MEM ทีม่กีารเตมิ 
FBS 10% ใน flask 25 cm2 ต่อที่ 37oC ในตู้ 5% CO2  
แลว้ trypsinization ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง น าเซลลท์ัง้หมด

ท าการสกดั RNA ด้วย TrizolTM และหาปรมิาณ RNA 
ด้วย  Real-time RT-PCR โดยมีวิธีพอสัง เขปดังนี้   
ใช้ total RNA 10 ng, 2x Quantitect Reaction buffer, 
Quantitect RT enzyme master mix, dNTP Mix 10 µM, 
Primer reverse 5 µM (1:1000) incubate reaction ที่  
42ºC, 60 นาท ีและ 70ºC, 10 นาท ีแล้วน า RT reaction 
ทีไ่ดม้าท า PCR โดยใช ้RT reaction 2 µl, 2x Quantitect 
Reaction buffer, Quantitect PCR enzyme master 
mix, SYBR Green dye I, dNTP Mix 10 µM, Primer 
SQSTM1/p62 realtime  forward และ reverse 5 µM 
(1:1000) incubate reaction ที่  94ºC, 1 นาที  แ ละ 
94ºC, 30 วินาที, 55ºC, 30 วินาที, 72ºC, 30 วินาที 
จ านวน 30 รอบ และ 72ºC, 10 นาที โดยวิเคราะห์
ปริมาณ RNA copy ของ SQSTM1/p62 ด้วย Biorad 
CFX96 qPCR system 

 

การทดสอบเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  กบั 
autophagy modulator  

น า เ ซลล์  BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) มา
เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ที่มีการเติม FBS 
10% ใน flask 25 cm2 นาน 24 ชัว่โมงที่ 37oC ในตู้ 
5% CO2 แลว้น ามาบ่มกบั rapamycin (500 nM) และ/
หรือ chloroquine (50 nM) นาน 24 ชัว่โมง ถ่ายภาพ
การแสดงออกของโปรตีน GFP/SQSTM1/p62 ของ
เ ซ ล ล์  BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ไ ว้ ด้ ว ย ก ล้ อ ง
จุลทรรศ์ฟลูออเรสเซนต์หัวกลับ แล้วท าการขูดและ 
เก็บเซลล์น าไปวิเคราะห์ความเข้มฟลูออเรสเซนต์ 
ของ โป รตีน  GFP/SQSTM1/p62 เ ฉ ลี่ ย ต่ อ เซลล์  
(GFP/SQSTM1/p62 intensity/cell) ด้วยเครื่ อง  flow 
cytometry และระดับ โปรตีน  SQSTM1 /p62 ด้วย 
western blot ตามวธิดีงักล่าวไปขา้งตน้  

 

การวิเคราะหส์ถิติ 
ข้อมูลที่ ได้แสดงเ ป็น mean±SD ท าการ

ทดลองซ ้าอย่างน้อย 3 ครัง้ และวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
สถิติ One-way ANOVA โดยใช้โปรแกรม GraphPad 
prism software version 8 และมีนัยส าคญัทางสถิติที่ 
P<0.05 
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ผลการศึกษา 
ผลการสร้างและคดัเลือกเซลลท่ี์มีการแสดงออก
ของโปรตีน GFP/SQSTM1/p62 

มกีารแสดงออกของโปรตีน GFP/SQSTM1/ 
p62 ภายใต้กล้องจุลทรรศ์ฟลูออเรสเซนต์หัวกลับ 
พบว่าเซลล์ BHK-21 มีการแสดงออกของโปรตีน 
GFP/SQSTM1/p62 ที่  passage 10, 20, 30 และ 40 
(รปู 1 A) 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
รปู 1  A) ภาพแสดงเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ที ่Passage 10, 20, 30 และ 40 โดยกลอ้งจุลทรรศฟ์ลอูอเรสเซนต์ 
หวักลบั (x20)  B) ความเขม้ฟลอูอเรสเซนตข์องโปรตนี GFP/SQSTM1/p62 ต่อเซลล ์(GFP/SQSTM1/p62 intensity/cell) 
ที ่Passage 10, 20, 30 และ 40 โดย flow cytometry (mean±SD) 
 
ผลการทดสอบคุณสมบัติของเซลล์ BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p62)  
ผลการสร้างโปรตีน GFP/SQSTM1/p62 วิเคราะห์
ด้วย flow cytometry 

มกีารแสดงออกของโปรตนี GFP/SQSTM1/p62 
ใน เซลล์  BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ที่  passage  
10, 20, 30 แ ล ะ  40 โ ด ย มี  GFP/SQSTM1/ p62 
intensity/cell แตกต่างกนัอย่างไม่มนีัยส าคญัทางสถิติ 
(รปู 1 B) 

ผลการสร้างโปรตีน SQSTM1/p62 วิเคราะห์ด้วย 
Western Blot 

พบการสรา้งโปรตนี SQSTM1/p62 ของเซลล ์
BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  และอัตราส่วนโปรตีน 
SQSTM1/p62/β-actin ที่  passage 10, 20, 30 แ ละ 
40 แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยมี
ขนาดโปรตีน SQSTM1/p62 ประมาณ 62 kDa และ 
β-actin ประมาณ 42 kDa  (รปู 2 A และ B) 
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รูป 2  A) ภาพแสดงโปรตีน SQSTM1/p62 ของเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ที่ Passage 10, 20, 30 และ 40  
โดย western blot  B) อตัราส่วนโปรตนี SQSTM1/p62 ต่อ β-actin (mean±SD) วเิคราะห์ด้วย ImageJ (mean±SD)  
C) RNA copy ของ  SQSTM1/p62 ข อ ง เซลล์  BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62)  ที่  Passage 10, 20, 30 และ  40  
โดย real-time RT-PCR (mean±SD) 
 
ผลการหาปริมาณ RNA copy ของ SQSTM1/p62 
ด้วยวิธี Real-time RT-PCR  

ปริมาณของ RNA copy ของ SQSTM1/p62 
ใน เซลล์  BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62)  ที่  passage 
10, 20, 30 และ 40 แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ
ทางสถติ ิ(รปู 2 C) 

 

ผลการทดสอบเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  
กบั autophagy modulator  

เซลล ์BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ทีบ่่มกบั 
rapamycin ทีค่วามเขม้ขน้ 500 nM พบว่า GFP/SQSTM1/ 
p62 intensity/cell และอตัราสว่นโปรตนี SQSTM1/p62 
ต่อ β -actin ต ่ ากว่า control (บ่มกับ 0.02% DMSO 
เท่านั ้น) ขณะเซลล์ BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ที่

บ่มกับ chloroquine ที่ความเข้มข้น 50 nM พบว่า 
GFP/ SQSTM1 /p62  intensity/cell และอัต ราส่ วน
โปรตีน SQSTM1/p62 ต่อ β-actin สูงกว่า control 
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (รูป 3 B และ 4 B, P<0.05) 
และเซลล์ BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ที่มีการบ่ม 
กับทั ้ง  rapamycin และ  chloroquine พบว่ า  GFP/ 
SQSTM1/p62 intensity/cell และอัตราส่วนโปรตีน 
SQSTM1 /p62 ต่ อ  β -actin สูงกว่ า เซลล์  BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p62)  ที่บ่มกบั rapamycin อย่างเดยีว 
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (รูป 3 B และ 4 B, P<0.05) 
ซึ่งผลทัง้หมดสอดคล้องกบัการแสดงออกของโปรตีน 
GFP/SQSTM1/p62 เมื่อสังเกตด้วยกล้องจุลทรรศ์
ฟลูออเรสเซนต์หวักลบั (รูป 3 A) และ ระดบัโปรตีน 
SQSTM1/p62 โดย western blot  (รปู 4 A) 
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รปูท่ี 3  A) ภาพแสดงเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ทีบ่่มกบั rapamycin (500 nM) และ/หรอื chloroquine (CQ) 
(50 nM) นาน 24 ชัว่โมง โดยกล้องจุลทรรศ์ฟลูออเรสเซนต์หวักลบั (x20)  B) ความเขม้ฟลูออเรสเซนต์ของโปรตีน 
GFP/SQSTM1/p62 ต่อเซลล ์(GFP/SQSTM1/p62 intensity/cell) บ่มกบั rapamycin (500 nM) และ/หรอื chloroquine 
(CQ) (50 nM) นาน 24 ชัว่โมง วิเคราะห์โดย flow cytometry (mean±SD, *P<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control  
(บ่มกบั 0.02% DMSO) และ †P<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ที่บ่มกบั rapamycin 
หรอื chloroquine อย่างเดยีว) 

 
รูปท่ี 4  A) ภาพแสดงโปรตีน SQSTM1/p62 ของเซลล์ BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ที่บ่มกบั rapamycin (500 nM) 
และ/หรอื chloroquine (CQ) (50 nM) นาน 24 ชัว่โมง วเิคราะหโ์ดย western blot   B) อตัราสว่นโปรตนี SQSTM1/p62 
ต่อ β-actin ของเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  (Mean±SEM, *P<0.05 เมื่อเปรยีบเทยีบกบั control และ †P<0.05 
เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ทีบ่่มกบั rapamycin หรอื chloroquine อย่างเดยีว) 
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วิจารณ์ 
ผลการสรา้ง cell-based model ทีม่กีารแสดง 

ออกของยนี Gfp/SQSTM1/p62 เริม่ต้นดว้ยการตดัต่อ
ยนี SQSTM1/p62 เขา้สู่พลาสมดิ pCMV-GFP ไดเ้ป็น 
พลาสมิด pCMV-GFP/SQSTM1/p62 แล้วน าเข้าสู่  
E.coli ด้วย วิธี electroporation จากนัน้ท าการเพิ่ม
จ านวนพลาสมดิ pCMV-GFP/SQSTM1/p62 ใน E.coli 
จนได้ปริมาณที่มากพอ ในการใช้ในการทดลองขัน้
ต่อไป และท าการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
พลาสมิด pCMV-GFP/SQSTM1/p62 พบว่ามีความ
ถูกตอ้ง เพื่อสรา้งเป็น stable cell line ทีม่กีารแสดงออก
ของยนี Gfp/SQSTM1/p62 มกีารน าพลาสมดิ pCMV-
GFP/SQSTM1/p62 ทีท่ าการตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทด์
เรยีบร้อยแล้ว มา transfect เขา้สู่เซลล์ BHK-21 โดยวิธี 
electroporation  

ผลการทดลองพบว่า เซลลม์จี านวน positive 
เซลล์  คือ เซลล์ที่ มี ก า รแสดงออกของ โปรตีน 
GFP/SQSTM1/p62 เมื่อตรวจสอบดว้ยกลอ้งฟลอูอเรส
เซนต์หวักลบั ประมาณ 90% หลงัจากการ transfect 
ใน 48 ชัว่โมง ต่อมาเพื่อคดัเลอืกเฉพาะเซลล์ที่มีการ
แสดงออกของยนี Gfp/SQSTM1/p62  ในเซลล์ BHK-
21 โดยการเตมิ G418 ดว้ยหลกัการ ทีว่่า เซลลท์ีม่ยีนี 
Gfp/SQSTM1/p62 จ ะ ส า ม า ร ถ เ จ ริญ เ ติ บ โ ต ไ ด้  
เนื่องจากมีความทนต่อ G418 เพราะมียีนในเซลล์ที่
ต้านความเป็นพิษของ G418 (neomycin resistance 
gene) ในขณะที่เซลล์ที่ไม่มียีน Gfp/SQSTM1/p62  
จะตาย เนื่องจากไม่มยีนีในเซลล์ที่ต้านความเป็นพิษ
ของ G418 นัน่เอง โดยการเตมิ G418 ความเขม้ขน้ที่
เหมาะสมของ G418 ในการคัดเลือกเซลล์ที่มีการ
แสดงออกของยีน Gfp/SQSTM1/p62 ในเซลล์ BHK-
21 คือ 0.98 mg/ml ใน 6-well plate โดยมีการสงัเกต
การแสดงออกของโปรตีนแสงสีเขยีว (GFP) ภายใต้
กล้องจุลทรรศ์ฟลูออเรสเซนต์ทุกๆ วนั นานประมาณ 
4-5 สปัดาห์ และต้องมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 
ทุกๆ 2-3 วนั และท าการเปลีย่นภาชนะการเลีย้งเซลล์
ไปเรื่อยๆ จนกระทัง่พบว่าเซลล์มีการแสดงออกของ
โปรตนีแสงสเีขยีวมากกว่า 100% ผลการทดลองพบว่า 
สามารถคัดเลือกเซลล์ที่มีการแสดงออกของยีน 
Gfp/SQSTM1/p62 ในเซลล์ BHK-21 ได้ และมีการ

เลี้ยงเซลล์อย่างต่อเนื่องจาก passage 1 ถึง 40 โดย
พบการแสดงออกของโปรตีน GFP/SQSTM1/p62  
ในเซลล์  BHK-21 ที่  Passage 10, 20, 30 และ 40   
(รปู 1A )  

เมื่ อ ได้  stable cell line ของ  BHK-21 ที่ม ี
การแสดงออกของยนี Gfp/SQSTM1/p62 ซึ่งเรยีกว่า 
BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ใ นก า รศึกษ านี้ แ ล้ ว  
การทดลองขัน้ต่อมา คือการทดสอบคุณสมบัติของ
เซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) โดยผลการทดลอง
พบว่า เซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ที ่passage 
10, 20, 30 และ 40 มรีะดบัความเขม้ฟลูออเรสเซนต์
ข อ ง โปรตีน  GFP/SQSTM1 /p62  ต่ อ เซลล์  (GFP/ 
SQSTM1/p62 intensity/cell) ที ่24 ชัว่โมง แตกต่างกนั
อย่างไม่มนีัยส าคญัทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวธิ ีflow 
cytometry (รูป 1 B) เมื่อวิเคราะห์การสร้างโปรตีน 
SQSTM1/p62 ด้วย western blot กพ็บการแสดงออก
ของโปรตีน  SQSTM1/p62 ที่  passage 10, 20, 30 
และ 40 (รปู 2 A) และ อตัราสว่นโปรตนี SQSTM1/p26 
ต่อ β-actin แตกต่างกนัอย่างไม่มนีัยส าคญัทางสถิติ 
โดยโปรตีน SQSTM1/p62 มีขนาด 62 kDa ต่อมามี
การทดลองการหาปรมิาณ RNA copy ของ SQSTM1/ 
p26 ด้วยวิธี Real-time RT-PCR ในเซลล์ BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p26) passage ที ่10, 20, 30 และ 40  

โดยการทดลองพบว่าระดับ RNA copy ที่  
24 ชัว่โมง แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
(รูป 2 C) ซึ่งสอดคล้องกับระดับความเข้มฟลูออเรส
เซนต์ของโปรตีน GFP/SQSTM1/p26 ต่อเซลล์ และ
โ ป รตีน  SQSTM1 / p2 6  ใ น เซลล์  BHK-21 (Gfp/ 
SQSTM1/p26) ท าให้แน่ใจได้ว่าความเข้มฟลูออเรส
เซนต์ของโปรตีน GFP/SQSTM1/p26 ต่อเซลล์ ที่พบ
เป็นผลมาจากการแสดงออกร่วมกนัระหว่างยีน Gfp 
และ SQSTM1/p26 ที่แท้จริง โดยจะพบว่าในภาวะ
ปกติ คอืการทีเ่ซลล์ไดร้บัสารอาหารเพยีงพอและไม่มี
ปัจจัยมากระตุ้นให้เกิด autophagy จะพบระดับการ
แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง โ ป ร ตี น  SQSTM1 / p62 ไ ด้ ใ น
ระดับพื้นฐาน [7] นอกจากนี้จากการทดลองพบว่า
สัญญาณของฟลูออเรสเซนต์ไม่ลดลงแม้จะมีการ
เพาะเลีย้งเซลลต่์อเนื่องกต็าม โดยทัว่ไปเซลลเ์ลีย้งลกู
ด้วยนมที่มกีารเพาะเลี้ยงเซลล์อย่างต่อเนื่องนานกว่า 
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130 วนั อาจพบการลดลงของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์
ได้ [20-21] และความไม่คงตัวของเซลล์ ซึ่งเกิดจาก
การกลายพันธุ์ของยีนที่ควบคุมการแสดงออกของ
โปรตนี ทีอ่าจหายหรอืลดลงไป [22-23] อนัเป็นผลจาก
การเกดิ population heterogeneity ของเซลล ์ 

โดยพบว่า intrinsic heterogeneity สามารถ
เกิดจากการแยกกนัของยีนในระหว่างการแบ่งเซลล์ 
และ spontaneous mutation จากคู่ เบสเดี่ยว  จนน า 
ไปสู่การเรยีงตวัของโครโมโซมทีผ่ดิปกต ิ[24-25] การ
ทดลองทัง้หมดจึงสรุปได้ว่ า เซลล์ BHK-21 (Gfp/ 
SQSTM1/p62) ที่สร้างในการทดลองนี้ ไม่พบผลของ 
population heterogeneity และ ยนี Gfpในเซลล ์BHK-
21 (Gfp/SQSTM1/p62)  มคีวามคงตวัสูง แม้จะมกีาร
เพาะเลีย้งเซลล์อย่างต่อเนื่องเช่นในการทดลองนี้ กไ็ม่
พบการลดลงของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต ์ดงันัน้ เซลล ์
BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62)  จึงมีความคงตัวของ
การแสดงออกของยนี Gfp/SQSTM1/ p62 ซึง่เหมาะสม
ในการน ามาประยุกต์ ใช้ เพื่ อทดสอบและศึกษา
กระบวนการ autophagy 

ในการทดลองสุดท้ายของการวิจยั คือ การ
ประยุกต์ ใช้  cell-based model ในการทดสอบกับ 
autophagy modulator ได้แก่ rapamycin (autophagy 
inducer) แ ล ะ  chloroquine (autophagy inhibitor)  
ซึ่งใช้เป็นสารมาตราฐาน พบว่าเซลล์ BHK-21 (Gfp/ 
SQSTM1/p62)  ที่บ่มกับ rapamycin ที่ความเข้มข้น 
500 nM พบว่า GFP/SQSTM1/p62 intensity/cell และ
อตัราส่วนโปรตีน SQSTM1/p26 ต่อ β-actin ต ่ากว่า 
control ขณะเซลล ์BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62)  ทีบ่ม่
กับ  chloroquine ที่ ค ว าม เ ข้ม ข้น  50 nM พบว่ า 
GFP/SQSTM1 /p62  intensity/cell แ ละอัต ร าส่ วน
โปรตีน SQSTM1/p26 ต่อ β-actin สูงกว่า control 
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (รูปที ่3B และ 4B, P<0.05)  
ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาในเซลลช์นิดต่าง ๆ [26-28] 
ที่พบว่าการแสดงออกของโปรตีน SQSTM1/p62 
ลดลงหลงัการบ่มกบั rapamycin และเพิม่ขึน้หลงัการ
บ่มกับ  chloroquine เมื่ อ เปรียบเทียบกับ control  
ซึ่งจากผลการทดลองทัง้หมดบ่งชีว้่า การบ่มเซลลก์บั 
rapamycin จะกระตุ้นการเกิด autophagosome โดย
การยบัยัง้ mTOR  เลยีนแบบภาวะการขาดสารอาหาร 

ซึ่งมีผลกระตุ้นการเกิด autophagy ในเซลล์ จึงเพิ่ม
การสลายของโปรตีน  SQSTM1/p62 จึงลดระดับ
โปรตีน  SQSTM1 /p62 ซึ่ งการสลายของโปรตีน 
SQSTM1/p62 กระตุ้นการลดลงของสญัญาณฟลูออ
เรสเซนตอ์ย่างมนียัส าคญั ขณะที ่chloroquine มผีลลด
การเกิด autophagy ในเซลล์ โดยยบัยัง้กระบวนการ
เปลีย่น autophagosome ใหไ้ปเป็น autolysosome ผล
ก็คือ ลดระดับ autolysosome แต่เพิ่มการคัง่ของ 
autophagosome แ ล ะ เ พิ่ ม ก า ร คั ่ง ข อ ง โ ป ร ตี น 
SQSTM1/p62 จงึเพิม่ระดบัโปรตนี SQSTM1/p62 ซึง่
การรวมตวัของโปรตนี SQSTM1/p62  กระตุน้การเพิม่
ของสญัญาณฟลอูอเรสเซนตอ์ย่างมนียัส าคญั  

นอกจากนี้การทดลองพบว่า เซลล์ BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p62)  ที่มีก ารบ่ มกับทั ้ง  rapamycin 
และ chloroquine พบว่า GFP/SQSTM1/p62 intensity/ 
cell และอตัราส่วนโปรตีน SQSTM1/p26 ต่อ β-actin 
สูงกว่ า เซลล์  BHK-21(Gfp/SQSTM1/p62) ที่บ่มกับ 
rapamycin หรอื chloroquine เพยีงอย่างเดยีว อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (รูป 3B และ 4B, P<0.05) ซึ่งก็
สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้านี้  [29] ที่พบว่าเซลล์
ส่วนใหญ่พบการแสดงออกของโปรตีน SQSTM1/p62  
ในระดับพื้นฐาน การรวมตัวของโปรตีน LC3II และ 
SQSTM1/p62 เพิม่ขึน้หลงัการเติม chloroquine โดย
เซลลท์ัว่ไปจะมคีวามไวในระดบัปานกลางในการยบัยัง้ 
autophagy หลงัการเตมิ chloroquine แต่ chloroquine 
มีผลอย่างชัดเจนในการเปลี่ยนของโปรตีน LC3B-II 
การรวมตัวของโปรตีน SQSTM1/p62 การเกาะกลุ่ม
ของไลโซโซม และการคัง่ของ lipid droplet ซึง่บ่งบอก
การยบัยัง้ไลโซโซม ขณะทีก่ารบ่มเซลลก์บั rapamycin 
จะกระตุ้นการเกดิ autophagosome โดยการยบัยัง้ยนี 
mTOR  ดงัทีก่ล่าวไป  

แต่การบ่มเซลล์กับทัง้  chloroquine และ 
rapamycin ส่งผลให้เกิดการบวมของไลโซโซม และ
การคัง่ของ lipid droplet อย่างชดัเจน ซึ่งบ่งบอกการ
ยับยัง้ไลโซโซมที่ระดับสูง ท าให้พบการรวมตัวของ
โปรตีน SQSTM1/p62 ในเซลล์มากขึ้นกว่าการบ่ม
เซลล์กับ chloroquine หรือ rapamycin เพียงอย่าง
เดยีว โดยทัว่ไปเซลลจ์ะอาศยั lipid droplet ทีเ่กบ็กรด
ไขมัน เพื่ อมาใช้ เ ป็นพลัง งานในภาวะการขาด
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สารอาหาร [30] Lippincott-Schwartz และคณะ แสดง
ใหเ้หน็ว่ากรดไขมนัจะถูกปล่อยจาก lipid droplet โดย
กระบวนการสลายไขมนั และรวมเขา้กบั lipid droplet 
และไมโตคอนเดรยีส าหรบักระบวนการหายใจโดยใช้
ออกซิเจน [31] การบ่มเซลล์กบัทัง้ chloroquine และ 
rapamycin จะมผีลใหเ้ยื่อหุม้ของไลโซโซมไม่คงตวัจงึ
เกิดการสลายของไลโซโซมมากขึ้น และท าให้ lipid 
droplet เกดิการรวมตวั อกีทัง้ยบัยัง้การสลายของ lipid 
droplet จงึมผีลท าใหก้ารท างานของไมโตคอนเดรยีใน
กระบวนการหายใจโดยใช้ออกซเิจนต ่าลง เนื่องจาก
ขาดกรดไขมนั ส่วนกลไกของกรดไขมนัหลงัการบ่ม
ดว้ย chloroquine และ rapamycin ทีม่ผีลเปลีย่นแปลง
ไมโตคอนเดรยีมกีารศกึษาเพิม่เตมิ [31-32]  

การหมุนเวียนของโปรตีน SQSTM1/p26 
เป็นวิธีทางเลือกที่มีการใช้อย่างกว้างขวางในการ
ติดตามการท างานของ autophagy โดย western blot 
อย่างที่กล่าวไป  แต่สิ่งส าคัญที่ต้องค านึงถึง เมื่ อ
วเิคราะหก์ารหมุนเวยีนของโปรตนี SQSMT1/p26 คอื
มกีารรายงานว่า ภายใตส้ภาวะบางอย่าง เช่น การขาด
แคลน amino acid เซลลบ์างชนิดจะกระตุน้ autophagy 
ในระดบัสงู จงึเพิม่การสลายของโปรตนี SQSTM1/p26 
ใ น ไ ล โ ซ โ ซ ม  แ ต่ ที่  steady-state ที่ พ บ  normal 
autophagy พบว่าระดับของโปรตีน SQSTM1/p26  
ไม่เปลี่ยนแปลง เพราะการย่อยสลายถูกทดแทนโดย
การสงัเคราะหข์ึน้มาใหม่ [8] เช่นเดยีวกบัการวเิคราะห์
โปรตีน LC3 ด้วย western blot การวัด autophagic 
flux โดยใช้การหมุนเวียนของโปรตีน SQSTM1/p26 
ด้วย western blot ต้องการการทดลองที่มี และไม่มี
ของ protein synthesis inhibitor เช่น cycloheximide 
เพื่อยับยัง้การสงัเคราะห์ใหม่ของโปรตีน SQSTM1/ 
p26 ดังนั ้น เมื่อใช้วิธีการทดสอบนี้ ในเซลล์  และ
ต้องการศึกษากลไกของสารต่างๆ ต่อกระบวนการ 
autophagy จึงควรมีการเปรียบเทียบปริมาณของ
โปรตีน SQSMT1/p26 ด้วย western blot ในสภาวะ
การเตมิ และไม่เตมิ cycloheximide ซึง่จะช่วยใหไ้ดผ้ล
การศกึษาที่ชดัเจนยิง่ขึน้ และมกีารศกึษาทีแ่นะน า ให้
วเิคราะหก์ารหมุนเวยีนของโปรตนี SQSTM1/p26 โดย 
western blot  ร่วมกบัระดบัของ LC3 Lipidation เพื่อ
ยนืยนัการเปลีย่นแปลงใน autophagic flux [8, 33-34]  

นอกจากนี้เซลล ์BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ทีส่รา้ง
ไดจ้ากการศกึษานี้ อาจยงัมขีอ้จ ากดัเช่นเดยีวกบัเซลล์
ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี GFP ทีพ่บไดท้ัว่ไป เช่น 
การแสดงออกของโปรตีน GFP ต้องการออกซิเจน 
และมคีวามไวต่อกรด [35] ดงันัน้การประยุกต์ใชเ้ซลล์
จากการศึกษานี้ ส าหรบับางสภาวะที่ขาดออกซิเจน 
หรอืมคีวามเป็นกรดสงู เช่น tumor condition อาจมผีล
ลดการแสดงออกของโปรตีน GFP และใช้ศึกษาได้
เฉพาะ tagged protein ที่สนใจในเซลล์เท่านั ้น ไม่
สามารถใชใ้นการศกึษา biomolecule อื่นๆ เช่น DNA 
RNA และ lipids ในเซลล์ได้โดยตรง และการกระตุ้น
สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ของโปรตีน GFP อาจมีผล
กระตุน้สญัญาณฟลอูอเรสเซนตข์องสว่นประกอบอื่น ๆ 
ภายในเซลล์ หรือในอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่เรียกว่า 
autofluorescence หากสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ของ
โปรตีน GFP เกิด overlap กับ autofluorescence จะ
ท าใหย้ากแก่การวเิคราะห ์

แมจ้ะมขีอ้จ ากดัของการศกึษานี้ดงัทีก่ล่าวไป 
แต่จากผลการทดลองทัง้หมดจึงอาจสรุปได้ว่า การ
ประยุกต์ใช้ cell-based model กับสารมาตราฐาน 
ไดแ้ก่ rapamycin (autophagy inducer) และ chloroquine 
(autophagy inhibitor) พบว่าสามารถใชเ้ซลล ์BHK-21 
(Gfp/SQSTM1/p62) ทีส่รา้งขึน้จากการวจิยันี้ เพื่อการ
ทดสอบเบื้องต้น (screening test) กับสารที่อาจมี
คุณสมบัติการเป็น autophagy modulator โดยอาจ
ประยุกต์ใช้กบัสารหลายๆชนิดที่ความเข้มข้นต่างๆ 
กนั ซึง่จะช่วยประหยดัเวลาเพราะสามารถทดสอบกบั
สารที่มีมากมายหลายชนิดในคราวเดียว อีกทัง้การ
วเิคราะห์ผลมคีวามน่าเชื่อถือ นอกจากนี้อาจน าเซลล์ 
BHK-21 (Gfp/SQSTM1/p62) ตลอดจนพล า สมิด 
pCMV-GFP/SQSTM1/p62 ที่ถูกสร้างในการศึกษานี้ 
ไปดดัแปลงเพื่อใช้ในการศึกษากลไก และหน้าที่ของ
กระบวนการ autophagy ภายในเซลล์  ได้อย่ าง
หลากหลายต่อไปด้วย ผู้วิจ ัยเสนอให้มีการขยาย
ผลการวจิยัและประยุกตใ์ช ้โดยเฉพาะการน าพลาสมดิ 
pCMV-GFP/SQSTM1/p62 ทีส่รา้งไดไ้ป transfect เขา้
เซลลช์นิดต่างๆ โดยเน้นการใชเ้ทคนิค flow cytometry 
อย่างที่ ใช้ในการทดลองนี้  ร่ วมกับ imaging flow 
cytometry ซึ่งถูกใช้ส าหรบัการวเิคราะห์ขัน้สูงเพื่อวดั 
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autophagic flux ในเซลลท์ีม่ชีวีติ โดยเฉพาะเซลลท์ีไ่ม่
เกาะกับพื้นผิว เช่น เซลล์เม็ดเลือด โดยขณะ flow 
cytometry ประเมินความเขม้ของสญัญาณทัง้หมดใน
เซลล์ imaging flow cytometry ซึ่งเป็นการรวมของ 
flow cytometry กบักลอ้งจุลทรรศจ์ะถ่ายภาพของเซลล์
ทีแ่สดงสญัญาณฟลูเรสเซนต์ไว ้และเป็นผลใหบ้รเิวณ
ที่พบสัญญาณภายในเซลล์จะสังเกตเห็นและวัดได้ 
ส่วนสารตัง้ต้นของ autophagy ที่เป็น fluorescently-
tagged เช่น โปรตีน GFP-SQSTM1/p26 เช่นในการ
ทดลองนี้ สามารถใช้ เ ป็น โปรตีนส าหรับการวัด 
autophagic flux โ ดย  flow cytometry และ  imaging 
flow cytometry ซึ่ ง ก า ร สล ายขอ ง โป รตีน  GFP-
SQSTM1/p26 กระตุ้นการลดลงของสญัญาณฟลูออ
เรสเซนต์อย่างมีนัยส าคัญ [36-37] นอกจากนี้อาจ
ดัดแปลง ให้ เซลล์มีก ารแสดงออก ของ โปรตีน  
mRFP/mCherry-GFP-SQSTM1/p62 ที่ช่วยประเมิน 
autophagic flux ได้โดยตรง และแยกความแตกต่าง
ระหว่าง autophagosome และไลโซโซมได ้ 

 
กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจาก
งบประมาณเงนิรายได ้คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยั
บรูพา เลขทีส่ญัญา 8/2562 
 
เอกสารอ้างอิง 
1. Levine B, Mizushima N, Virgin HW. Autophagy 

in immunity and inflammation. Nature 2011; 

469: 323-35. 

2. Liu B, Cheng Y, Liu Q, Bao JK, Yang JM. 

Autophagic pathways as new targets for 

cancer drug development. Acta Pharmacol 

Sin. 2010 Sep;31(9):1154-64. 

3. Koukourakis MI, Kalamida D, Giatromanolaki 

A, Zois CE, Sivridis E, Pouliliou S, et al. 

Autophagosome proteins LC3A, LC3B and 

LC3C have distinct subcellular distribution 

kinetics and expression in cancer cell lines. 

PLoS One. 2015 Sep; 17;10(9): e0137675 doi: 

10.1371 

4. Ichimura Y, Kirisako T, Takao T, Satomi Y, 

Shimonishi Y, Ishihara N, et al. A ubiquitin-like 

system mediates protein lipidation. Nature 

2000; 408: 488–92. 

5. Komatsu M, Waguri S, Chiba T, Murata S, 

Iwata J, Tanida I, et al. Loss of autophagy in 

the central nervous system causes 

neurodegeneration in mice. Nature 2006; 441: 

880-84. 

6. Kabeya Y, Mizushima N, Ueno T, Yamamoto 

A, Kirisako T, Noda T, et al. LC3, a mammalian 

homologue of yeast Apg8p, is localized in 

autophagosome membranes after processing. 

EMBO J. 2000; 19(21): 5720-28. 

7. Klionsky DJ, Abdelmohsen K, Abe A, Abedin 

MJ, Abeliovich H, Arozena JMA, et al. 

Guidelines for the use and interpretation of 

assays for monitoring autophagy (3rd edition). 

Autophagy 2006; 12(1): 1-222. 

8. Sahani MH, Itakura E, Mizushima N. 

Expression of the autophagy substrate 

SQSTM1/p62 is restored during prolonged 

starvation depending on transcriptional 

upregulation and autophagy-derived amino 

acids. Autophagy 2014; 10: 431–41. 

9. Bjørkøy G, Lamark T, Brech A, Outzen H, 

Perander M, Overvatn A, et al. SQSTM1/p62 

forms protein aggregates degraded by 

autophagy and has a protective effect on 

huntingtin-Induced cell death. J. Cell Biol 2005; 

171: 603–14. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20694022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20694022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20694022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bao%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20694022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20694022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koukourakis%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalamida%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giatromanolaki%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giatromanolaki%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zois%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sivridis%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pouliliou%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26378792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Komatsu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16625205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waguri%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16625205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiba%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16625205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murata%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16625205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwata%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16625205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanida%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16625205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kabeya%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizushima%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ueno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamamoto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamamoto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirisako%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Noda%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11060023


Naresuan Phayao Journal                                                                 Vol. 14 No. 1,  January – April 2021  |  45 

10. He C, Klionsky DJ. Regulation mechanisms 
and signaling pathways of autophagy. Annu 
Rev Genet. 2009;  43: 67-93. 

11. Maycotte P, Thorburn A. Autophagy and 

cancer therapy. Cancer Biol Ther 2011; 11: 

127–37. 

12. Janku F, McConkey DJ, Hong DS, Kurzrock R. 

Autophagy as a target for anticancer therapy. 

Nat Rev Clin Oncol 2011; 8: 528–39. 

13. Kang R, Zeh HJ, Lotze MT, Tang D. The 

Beclin 1 network regulates autophagy and 

apoptosis. Cell Death Differ 2011; 18: 571–80. 

14. Jung CH, Ro SH, Cao J, Otto NM, Kim DH. 

mTOR regulation of autophagy. FEBS Lett 

2010; 584: 1287–95.  

15. Elwira S, Dagmar K. The role of AKT/mTOR 

pathway in stress response to UV-irradiation: 

implication in skin carcinogenesis by regulation of 

apoptosis, Autophagy and Senescence. Int J Mol 

Sci. 2013 Aug; 14(8): 15260–85.  

16. Homewood CA, Warhurst DC, Peters W, 

Baggaley VC. Lysosomes, pH and the anti-

malarial action of chloroquine. Nature 1972; 

235(5332): 50–52. 

17. Leardkamolkarn V,  Sirigulpanit  W.  

Establishment of a stable cell line coexpressing 

dengue virus-2 and green fluorescent protein for 

screening of antiviral compounds. Journal of 

Biomolecular Screening 2012; 17(2): 183-93. 

18. Farkas T, Hoyer-Hansen M, Jaattela M. 

Identification of novel autophagy regulators by 

a luciferase-based assay for the kinetics of 

autophagic flux. Autophagy 2009; 5: 1018–25. 

 

19. Kimura S, Noda T, Yoshimori T. Dissection of 

the autophagosome maturation process by a 

novel reporter protein, tandem fluorescent 

tagged LC3. Autophagy 2007; 3: 452–60. 

20. Beckmann TF, Krämer O, Klausing S, Heinrich 

C, Thüte T, Büntemeyer H, et al. Effects of 

high passage cultivation on CHO cells: a global 

analysis. Appl Microbiol Biot 2012; 94(3): 659–

71. 

21. Valente KN, Lenhoff AM, Lee KH. Expression 

of difficult-to-remove host cell protein 

impurities during extended Chinese hamster 

ovary cell culture and their impact on 

continuous bioprocessing. Biotechnol Bioeng 

2015; 112(6): 1232–42.  

22. Ko P. Probing the importance of clonality: 

single cell subcloning of clonally derived CHO 

cell lines yields widely diverse clones differing 

in growth, productivity, and product quality. 

Biotechnol Prog 2018; 34(3): 624–34. 

23. Davies SL, Lovelady CS, Grainger RK, Racher 

AJ, Young RJ, James DC. Functional 

heterogeneity and heritability in CHO cell 

populations. Biotechnol Bioeng 

2013;110(1):260–74. 

24. Grynkiewicz G, Poenie M, Tsien RY. A new 

generation of Ca2+ indicators with greatly 

improved fluorescence properties. J Biol 

Chem. 1985 ; 260: 3440–50.   

25. Zhang AY, Yi F, Teggatz EG, Zou AP. 

Enhanced production and action of cyclic ADP-

ribose during oxidative stress in small bovine 

coronary arterial smooth muscle. Microvasc 

Res. 2004; 67: 159–67. 



46  |  Vol. 14 No. 1,  January – April 2021                                                                  Naresuan Phayao Journal 

26. Iwai-Kanai E, Yuan H, Huang C, Sayen MR, 

Perry-Garza CN, Kim L, et al. A method to 

measure cardiac autophagic flux in vivo. 

Autophagy 2008; 4(3): 322-29. 

27. Liu WJ,Luo MN,Tan J, Chen W,Huang LZ, 

Yang C, et al. Autophagy activation reduces 

renal tubular injury induced by urinary proteins. 

Autophagy 2013; 10(2): 243-56 

DOI: 10.4161/auto.27004  

28. Cai Y,Jiajing Cai, Ma Q, Xu Y, Zou J, Xu L, et 

al. Chloroquine affects autophagy to achieve 

an anticancer effect in EC109 esophageal 

carcinoma cells in vitro. Oncol Lett. 2018; 

15(1): 1143–48. 

29. Hsu SPC, Kuo JS, Chiang HC, Wang 

HE, Wang YS, Huang CC, et al. 

Temozolomide, sirolimus and chloroquine is a 

new therapeutic combination that synergizes to 

disrupt lysosomal function and cholesterol 

homeostasis in GBM cells . Oncotarget. 2018; 

9(6): 6883–96. 

30. Cabodevilla AG, Sanchez-Caballero L, Nintou 

E, Boiadjieva VG, Picatoste F, Gubern A, et al. 

Cell survival during complete nutrient 

deprivation depends on lipid droplet-fueled 

beta-oxidation of fatty acids. J Biol 

Chem. 2013; 288: 27777–88. 

 

 

31. Rambold AS, Cohen S, Lippincott-Schwartz J. 

Fatty acid trafficking in starved cells: regulation 

by lipid droplet lipolysis, autophagy, and 

mitochondrial fusion dynamics. Dev 

Cell. 2015; 32: 678–92. 

32. Wrighton KH. Lipid metabolism: fatty acids on 

the move. Nat Rev Mol Cell Biol. 2015; 16: 

204. 

33. Rodríguez-Arribas M, Yakhine-Diop SM, 

Gonzalez-Polo RA, Niso-Santano M, Fuentes 

JM. Turnover of lipidated LC3 and autophagic 

cargoes in mammalian cells. Methods 

Enzymol. 2017;587:55–70. 

34. Tooze SA, Dooley HC, Jefferies HB, Joachim 

J, Judith D, Lamb CA, et al. Assessing 

mammalian autophagy. Methods Mol 

Biol. 2015;1270:155–165.  

35. Tsien RY. The green fluorescent protein. Ann 

Rev Biochem. 1998;67: 509–44. 

36. Larsen KB, Lamark T, Øvervatn A, 

Harneshaug I, Johansen T, Bjørkøy G. A 

reporter cell system to monitor autophagy 

based on SQSTM1/p62. Autophagy 2010; 6: 

784–93. doi: 10.4161/auto.6.6.12510.  

37. Klionsky D, Agholme L, Agnello M, Agostinis 

P, Aguirre-ghiso JA, Ahn HJ, et al. Guidelines 

for the use and interpretation of assays for 

monitoring autophagy. Autophagy 2016; 8: 

445–544. doi: 10.4161/auto.19496.  

 
 
 

https://www.tandfonline.com/author/Liu%2C+Wei+Jing
https://www.tandfonline.com/author/Luo%2C+Mian-Na
https://www.tandfonline.com/author/Tan%2C+Jin
https://www.tandfonline.com/author/Chen%2C+Wei
https://www.tandfonline.com/author/Huang%2C+Lei-zhao
https://www.tandfonline.com/author/Yang%2C+Chen
https://www.tandfonline.com/author/Yang%2C+Chen
https://www.researchgate.net/journal/1554-8635_Autophagy
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.4161%2Fauto.27004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cai%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29422973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cai%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29422973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29422973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29422973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zou%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29422973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29422973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5772993/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuo%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiang%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5805523/

