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บทคดั ย่อภาษาไทย 

เอกพล ข าชื่น : ฤทธ์ิของสารสกดัพลคูาวในการชกัน าให้เกิดการตายและฤทธ์ิการต้านการลกุลามของเซลล์มะเร็งปาก
ม ด ลู ก ม นุ ษ ย์  (Induction of program cell death and anti-metastatic activities of Houttuynia cordata 
Thunb.extracts in human cervical cancer cells.) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.เทวิน เทนค าเนาว์, 75 
หน้า. 

ที่มาและความส าคัญ : มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอับดับสองของมะเร็งในผู้ หญิง ในปี ค.ศ. 2012 มี
รายงานผู้ ป่วยมะเร็งปากมดลกูรายใหม่ประมาณ 528,000 ราย และมีผู้ เสียชีวิตประมาณ 266,000 รายทั่วโลก ทัง้นี ้มีหญิงไทย
เสียชีวิตจากมะเร็งปากมดลูกถึง 14 รายต่อวัน การรักษาจะใช้วิธีการผ่าตัดก้อนเนือ้ร้ายออก รังสีรักษา เคมีบ าบัด การใช้ยาที่
จ าเพาะต่อเซลล์มะเร็ง หรือวิธีการเหล่านีร้วมกัน โดยขึน้อยู่กับชนิดของเซลล์มะเร็งและระยะของโรค วิธีการเหล่านีมี้ค่าใช้จ่ายใน
การรักษาที่สงู และมีผลข้างเคียงมาก จึงได้มีการคิดค้นน าพืชสมนุไพรมาร่วมในการรักษา โดยจะมุ่งเน้นให้มีการลดผลข้างเคียง 
และลดค่าใช้จ่ายลง นอกจากนี ้อาจใช้พืชสมนุไพรเพื่อการป้องกันมะเร็งชนิดนี ้การศึกษานี ้มีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษา ฤทธ์ิในการ
ต้านมะเร็งปากมดลกูของสารสกดัพลคูาว ซึ่งเป็นพืชที่พบมากในภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ รวมทัง้ในภาคเหนือของประเทศ
ไทย   

วิธีการ : น าล าต้นก้านและใบพลคูาวมาล้างน า้และอบแห้ง จากนัน้น าไปสกดัด้วยวิธี Soxhlet โดยใช้ตวัท าละลายสาม
ชนิดที่แตกตา่งกนั แล้วน าไประเหยตวัท าละลายออกได้สารสกดัหยาบออกมา เก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสจนกระทัง่ท าการทดสอบ 
โดยทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัต่อเซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ชนิด SiHa ด้วยเทคนิค MTT assay ฤทธ์ิของสารสกดัในการ
ยบัยัง้การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งด้วยเทคนิค Wound healing assay และการวดัปริมาณเอนไซม์ MMP2 ด้วยเทคนิค  ELISA 
รวมทัง้วิเคราะห์รูปแบบการชักน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งปากมดลูกด้วยเทคนิค Flow cytometry การย้อมสี acridine 
orange และ Western blot 

ผลการทดลอง : พบว่าสารสกัดพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย Dichloromethane (DC) ที่ความเข้มข้น 1, 2, 4, 6,8, 10 
µg/mL และ Absolute Ethanol (ET) ที่ความเข้มข้น 2, 4, 6,8, 10 µg/mL เป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% อีกทัง้ ระดบัความเป็นพิษนัน้ ขึน้อยู่กับระดบัความเข้มข้นของสารสกดัพลคูาว และจากผลการ
ทดลองด้วย Flow cytometry พบวา่ การตายนัน้ มีสาเหตจุากความเป็นกรดของไลโซโซม ซึง่เป็นกระบวนการเก่ียวข้องกบัออโตฟา
จี จากการติดสีย้อม acridine orange และทดสอบยืนยนัโปรตีน LC3 ด้วยเทคนิค Western blot ส าหรับฤทธ์ิต้านการแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็งนัน้ พบว่า สารสกัดพลคูาวไม่มีฤทธ์ิต้านการลกุลามของเซลล์มะเร็งปากมดลกู เน่ืองจากไม่มีการลดลงของระดับ
เอนไซม์ MMP-2 และพบว่าสารสกัดพลคูาวในส่วนตวัท าละลาย ET ที่ความเข้มข้น 0.25 µg/mL สามารถยบัยัง้การเคลื่อนที่ของ
เซลล์มะเร็งได้ 0.08% ที่ 24 ชัว่โมง และ 0.18% ที่ 48 ชัว่โมง เม่ือเทียบกบั Control  ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 

สรุปผลการทดลอง : การทดลองครัง้นีเ้ป็นการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดสมนุไพรพลคูาวในการต้านมะเร็งปากมดลูก 
โดยสารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย DC และ ET มีฤทธ์ิในการฆ่าเซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ด้วยการตายของเซลล์มะเร็งนัน้ 
มีสาเหตจุากความเป็นกรดของไลโซโซม ซึง่เป็นกระบวนการเก่ียวข้องกบัออโตฟาจี  สารสกดัพลคูาวจากทกุตวัท าละลาย ไมมี่ฤทธ์ิ
ในการยบัยัง้การลกุลามของเซลล์มะเร็งอย่างมีนัยส าคญั แต่สารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย ET ที่ความเข้มข้น 0.25  µg/mL 
สามารถยบัยัง้การเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งได้ที่  24  และ 48 ชัว่โมง  ดงันัน้ ข้อมลูเหล่านีจ้ึงเป็นข้อมลูพืน้ฐานเพื่อที่จะพัฒนาต่อ
ยอดสารสกดัพลคูาว ส าหรับการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็งปากมดลกูในอนาคต 
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บทคดั ย่อภาษาองักฤษ 
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EKKAPHOL KUMCHUEN: Induction of program cell death and anti-metastatic activities of Houttuynia 
cordata Thunb.extracts in human cervical cancer cells.. ADVISOR: ASST. PROF. TEWIN TENCOMNAO, 75 
pp. 

Background : Cervical cancer is the second most common cancer in women. In 2012, there were an 
estimated 528,000 new cases and 266,000 deaths worldwide. In Thailand, an approximated 14 patients with cervical 
cancer die per day. Treatments of this disease include surgical, radiotherapy, chemotherapy, drug targeted therapy or 
combination depending on type and stage of cancer. These treatments are costly and result in various side effects. 
Therefore, there have been studies on medicinal herbs for preventive and therapeutic applications of cancer as 
alternative approaches for reductions of both costs and side effects. The present study was aimed at evaluating anti-
cervical cancer activities of Houttuynia cordata Thunb, a medicinal plant widely found in Southeast Asia including the 
northern part of Thailand. 

Methods : Stems and leaves of Houttuynia cordata Thunb were dried and extracted by soxhlet extraction 
using three different solvents. Crude extracts were evaporated and stored at 20 ᵒC until use. The human cervical cancer 
cell line, SiHa, was utilized a model in this study. Cytotoxicity test using MTT assay, Wound healing assay, MMP2 ELISA 
including cell death assay with flow cytometry, acridine orange staining and Western blot were performed. 

Results : Our results demonstrated that dichloromethane (DC) fraction of extract at concentrations of 1, 2, 
4, 6, 8, 10 µg/mL and absolute ethanol (ET) fraction of extract at concentrations of 2, 4, 6, 8, 10 µg/mL had cytotoxicity 
to SiHa cells in a dose-dependent manner at 95% confidence and flow cytometry analysis confirmed the result of cell 
death. Acridine orange staining showed positive, thus reflecting the cell death because of an association with lysosomal 
acidic pathway. Western blot analysis demonstrated the change in LC-3 protein expression, which was related to an 
induction of autophagy. Finally, extracts had no effect on invasion of SiHa since no decrease in MMP-2 level was 
observed upon extract treatment. We also found that extract in the fraction of ET at concentration of 0.25 µg/mL could 
inhibit the migration of cervical cancer cells 0.08 % and 0.18 % at 24 and 48 hours, respectively.   

Conclusions : This study showed anti-cervical cancer activities of Houttuynia cordata Thunb. since we 
demonstrated that extracts in the fraction DC and ET had cytotoxic effect and induced cell death by autophagy. 
Regarding anti-metastasis of this plant, there were no prominent activities of inhibition. These basic data may shed 
some lights on further developments of Houttuynia cordata Thunb. for preventive and therapeutic applications of 
Houttuynia cordata Thunb. against cervical cancer in the future. In order to developing in the strategy of treatment and 
pharmacological data for drug development in the future. 
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บทที่ 1 บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

มะเร็งปากมดลกู (Cervical cancer) เป็นโรคมะเร็งท่ีพบมากหนึง่ในสามล าดบัแรกของ
ผู้หญิง ประมาณคา่ในปี 2008 มี ผู้ ป่วยรายรายใหมท่ัว่โลกประมาณ 529,800 ราย มีอตัราการ
เสียชีวิตสงูถึง 287,000 รายและมากกวา่ 85% มกัเป็นประเทศท่ีก าลงัพฒันา [1] ซึง่คาดการณ์วา่
ในปี 2030 จะมีอตัราการเสียชีวิตถึง 410,000 ราย [2] ส าหรับในประเทศไทย มะเร็งปากมดลกู 
พบมากเป็นอนัดบัท่ีสองรองจากมะเร็งเต้านม (Breast cancer) การเกิดมะเร็งปากมดลกูมกัเป็น
ผลมาจากการติดเชือ้ Human papilloma virus (HPV) ซึง่มีมากกวา่ 100 ชนิด แตมี่ประมาณ 40 
ชนิด ท่ีตดิทางระบบสืบพนัธุ์ (genital tract) และชนิดท่ีพบมากแล้วก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลกูใน
อตัราท่ีสงูคือ คือ HPV type 16 และ 18 ซึง่พบสงูถึง 70% ของ case มะเร็งปากมดลกู [3]   ซึง่การ
รักษามะเร็งปากมดลกูส่วนใหญ่จะเป็นการใช้รังสีรักษา การผา่ตดัเอาก้อนเนือ้ร้ายออก การใช้เคมี
บ าบดั และการใช้รังสีรักษาร่วมกบัเคมีบ าบดั [4] 

การน าพืชสมนุไพรมาใช้เป็นพืชท่ีมีสว่นร่วมในการรักษา (complementary medicine) ท าให้
ผู้ ป่วยฟืน้ตวัได้ดีขึน้ ลดการอกัเสบ ลดผลข้างเคียงจากการใช้เคมีบ าบดั และลดคา่ใช้จ่ายในการ
รักษาซึง่มีราคาแพงเพ่ือให้ผู้ ป่วยท่ีมีรายได้น้อยได้มีโอกาสเข้าถึงการรักษามากขึน้ ท าให้ผู้ ป่วยมี
คณุภาพชีวิตท่ีดีขึน้ ซึง่พืชสมนุไพร ท่ีผู้ท าวิจยัให้ความสนใจคือ พลคูาว (Houttuynia cordata 
Thunb.) เป็นพืชท่ีพบมากทางเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ และทางเหนือของประเทศไทย เป็นพืชท่ีมี
ราคาถกูและบริโภคกนัอยา่งแพร่หลายอยูแ่ล้วทางภาคเหนือ มาใช้ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
เพิ่มจ านวน การชกัน าให้เกิดการตายและการลกุลามของเซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ SiHa 45 
ซึง่มี HPV type 16 integration อยู่ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัยและสมมุตฐิาน 

 

- วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัพลคูาวในการฆ่าเซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ 

2. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัพลคูาวในการยบัยัง้การลกุลาม (metastasis) ของเซลล์มะเร็ง
ข้างต้น จากคณุสมบตัิยบัยัง้ cell migration และ cell invasion. 

3. เพ่ือทดสอบว่าสารสกดัพลคูาวสามารถชกัน าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis ได้
หรือไม ่ 

4. เพ่ือทดสอบว่าสารสกดัพลคูาวสามารถชกัท าให้เกิด autophagy ได้หรือไม ่ 

5. เพ่ือสนบัสนนุให้มีการบริโภคพลคูาวกนัอยา่งกว้างขว้าง เพื่อปอ้งกนัหรือยบัยัง้การเกิดมะเร็ง
ปากมดลกูหรือการพฒันาของมะเร็งปากมดลกู 

6. เป็นข้อมลูส าหรับการผลิตและพฒันายาในอนาคต 

 

 - สมมตฐิานงานวิจัย 

1. สารสกดัพลคูาวมีความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งโดยสามารถฆา่เซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ได้ 

2. สารสกดัพลคูาวสามารถยบัยัง้การ metastasis ของเซลล์มะเร็งได้ 

3. สารสกดัพลคูาวสามารถชกัน าให้เซลล์มะเร็งตายแบบ apoptosis ได้ 

4. สารสกดัพลคูาวสามารถชกัน าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบ autophagy ได้ 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

 เป็นการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัพลคูาวซึง่ได้จากการสกดัโดยวิธี Soxhlet extraction โดย
ใช้ตวัท าละลายสามชนิดคือ Petroleum ether (PE), Dichloromethane (DC) และ Ethanol (ET) 
เพ่ือพิสจูน์วา่สารสกดัพลคูาวในแตล่ะตวัท าละลายมีความเป็นพิษ, ความสามารถยบัยัง้การ
เคล่ือนท่ี (migration) และการลกุลาม (Invasion) ซึง่พิจารณาจากกความสามารถในการยบัยัง้
เอนไซม์ matrix metalloproteinase และรูปแบบการชกัน าให้เกิดการตายตอ่เซลล์มะเร็งปาก
มดลกูมนษุย์ (SiHa) ท่ีมีสารพนัธุกรรมของ HPV type 16 integration อยู่ ได้หรือไม ่งานวิจยัครัง้นี ้
เป็นการศกึษาจาก cell culture 
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1.4 ข้อจ ำกัดของกำรวิจัย 

1.4.1 การวิจยัครัง้นีเ้ป็นการทดลองจาก Cell line ซึง่อาจไมไ่ด้สะท้อนถึงสภาวะแวดล้อมจริงๆของ
เซลล์ท่ีอยูใ่นร่างกาย 

1.4.2 ปริมาณสารออกฤทธ์ิจากสมนุไพรท่ีใช้อาจจะเปล่ียนแปลงตามฤดกูาลท่ีเก็บ 

 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงความเป็นพิษของสารสกดัพลคูาวและฤทธ์ิในการยบัยัง้และการแพร่กระจาย 
(metastasis) ของเซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ 

2. ทราบถึงรูปแบบการชกัน าให้เกิดการตายของสารสกดัพลคูาวตอ่เซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์  

3. ใช้เป็นพืชสมนุไพรท่ีมีสว่นร่วมในการรักษา (complementary medicine) 

4. สนบัสนนุให้มีการบริโภคเป็นพืชสมนุไพรต้านมะเร็ง  

5. เป็นข้อมลูพืน้ฐานส าหรับการพฒันายาในอนาคต 

 

1.6 วิธีการด าเนินการวิจัย 

น าพลคูาวส่วนใบล าต้นและก้าน มาสกดัด้วยวิธี Soxhlet extraction โดยใช้ตวัท าละลายท่ีมีขัว้ต ่า
ไปขัว้สงู ดงันี ้1.Petroleum ether (PE), Dichloromethane (DC) และ Ethanol (ET) จากนัน้น าไป
ระเหยตวัท าละลายออกโดยใช้ Rotary evaporator ซึง่จะได้สารสกดัหยาบ (crude extract) 
ออกมา และน าสารสกดัหยาบท่ีได้ไปละลายด้วยตวัท าละลาย โดยตวัท าละลายท่ีใช้คือ Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) น าสารสกดัหยาบท่ีละลายได้ไปทดสอบกบัเซลล์ SiHa ซึง่เป็น cell line เพ่ือ
ทดสอบความเป็นพิษของสารสกดั, ฤทธ์ิในการยบัยัง้การ migration, invasion, และฤทธ์ิในการชกั
น าให้เกิดการตายของเซลล์ว่าเป็นแบบ necrosis, apoptosis หรือ autophagy 

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimethyl_sulfoxide&ei=Nv3fVPqWE4ixuATUv4CgBg&usg=AFQjCNGm-OQ8rHRVV_lS0sxOF0V8Gaw-IA&sig2=Hw4N6cvEM0QXLumM2qxL4A&bvm=bv.85970519,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimethyl_sulfoxide&ei=Nv3fVPqWE4ixuATUv4CgBg&usg=AFQjCNGm-OQ8rHRVV_lS0sxOF0V8Gaw-IA&sig2=Hw4N6cvEM0QXLumM2qxL4A&bvm=bv.85970519,d.c2E
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1.7 กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 
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บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) 

 เป็นโรคซึง่เกิดจากเซลล์บริเวณปากมดลกูเกิดการแบง่ตวัอยา่งควบคมุไมไ่ด้เจริญมากขึน้  
ปากมดลกู (cervix) เป็นบริเวณท่ีอยู่ด้านล่างของมดลกูเช่ือมมดลกูกบัชอ่งคลอด (vagina) บริเวณ
ท่ีอยู่ด้านในมดลกูเรียกวา่ endocervix ซึง่บดุ้วยเซลล์ชนิด glandular cell หรือ columnar 
epithelium บริเวณท่ีอยู่ด้านนอกมดลกูเรียกวา่ exocervix ซึง่จะบดุ้วยเซลล์ชนิด squamous 
epithelial cells บริเวณท่ีเช่ือมตอ่ระหว่างเซลล์สองชนิดนีเ้ข้าด้วยกนัเรียกวา่ Squamocolumnar 
junction เม่ือเข้าสูว่ยัเจริญพนัธุ์ (puberty) จะมีการหลัง่ของฮอร์โมนเอสโทรเจนเพิ่มมากขึน้ สง่ผล
ให้เพิ่มการเก็บ glycogen ไว้ใน nonkeratinized squamous epithelium ของ lower genital tract 
โดยglycogen เป็นแหลง่ carbohydrate ของ lactobacilli ซึง่เป็น normal flora ในชอ่งคลอด 
แบคทีเรียชนิดนีจ้ะท าให้ช่องคลอดมีสภาวะเป็นกรดมากขึน้ (pH<4.5). pH ท่ีน้อยลงนีจ้ะท าให้ 
columnar epithelium มีการเปล่ียนแปลงสภาพไปเป็น squamous epithelium ซึง่เป็นเซลล์ท่ีทน
กรดมากกวา่ โดยเรียกบริเวณท่ีเปล่ียนแปลงไปของเซลล์ columnar epithelium ไปเป็น เซลล์ 
squamous epithelium วา่ “Tranformation zone” พบวา่เป็นบริเวณท่ีมกัจะเป็นจดุเร่ิมต้นของ
การเกิดมะเร็งปากมดลกูมากท่ีสดุ 

 

ภาพที่ 1 แสดงโครงสร้างของมดลกู 
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ภาพที่ 2 แสดง Transformation zone ของปากมดลูก [5] 
 

ปัจจยัเส่ียงตอ่การเกิดมะเร็งปากมดลกูมีดงันีคื้อ 
1. การตดิเชือ้ Humanpapilloma virus (HPV) 
2. การตดิเชือ้ Sexual transmitted pathogen อ่ืนๆ เช่น HIV,HSV-2 
3. การสบูบหุร่ี 
4. การใช้ยาคมุก าเนิดชนิดรับประทานเป็นระยะเวลายาวนาน (oral contraceptives) 
5. ภาวะขาดสารอาหาร  (nutritional status) 
6. ภาวะภมูิคุ้มกนัของร่างกาย  (Immune status) 
ซึง่พบวา่การตดิเชือ้ HPV เป็นหนึง่ในปัจจยัเส่ียงท่ีท าให้เกิดมะเร็งปากมดลกูมากท่ีสดุ  พบวา่
มากกวา่ร้อยละ 90 ของผู้ ป่วยมะเร็งปากมดลกูมีเชือ้ HPV 

2.2 Human papilloma virus (HPV) 

เป็น long circular double strand DNA virus อยูใ่น Family Papillomaviridae ซึง่
ประกอบด้วยสารพนัธุกรรม 8,000 bp [6] ไมมี่ envelop รูปร่างเป็น icosahedral ขนาดเส้นผา่น
ศนูย์กลางประมาณ 52-53 nm มีมากกวา่ 100 ชนิด แตมี่ประมาณ 40 ชนิดท่ีพบวา่ติดเชือ้ตอ่
ระบบสืบพนัธุ์ (genital tract) ซึง่ชกัน าให้เกิด cervical cancer, cervical neoplasia, anogenital 

http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/003094-pdf.pdf
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warts และ anogenital cancer อ่ืนๆตอ่ไปได้ นอกจากนีย้งัสามารถท าให้เกิด head and neck 
cancer ได้อีกด้วย [4] สามารถแบง่ HPV ออกเป็น 3 กลุ่ม ตามความสามารถในการก่อให้เกิด
โรคมะเร็งปากมดลกู ดงันี ้
1. High risk group ได้แก่ 
HPV-16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73,82 จากการศกึษาพบวา่ type 16 และ type 
18 พบในผู้ ป่วย cervical cancer ถึง 70% โดย type  16 พบในผู้ ป่วยมะเร็งปากมดลกูถึงร้อยละ 
50 และ type 18 พบในผู้ ป่วยร้อยละ 35 [7] 

2. Probable high risk group ได้แก่ 
HPV-26, 53 และ 66 
3. Low risk group ได้แก่ 
HPV-6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81 และ CP6108 ซึง่ในกลุม่นีม้กัท าให้เกิด genital warts 
มากกวา่ cervical cancer และ type ท่ีพบมากท่ีท าให้เกิด genital warts คือ type 6 และ type 
11 ซึง่พบมากท่ีสดุและพบรองลงมาตามล าดบั 
โดยจีโนมของ HPV สามารถแบง่ออกได้เป็นสามโดเมน(Domain) ได้แก่  
1. Noncoding upstream regulatory region (URR) คิดเป็นร้อยละ 10 ของจีโนม ซึง่ไมไ่ด้
ถอดรหสัเป็นโปรตีน  แตเ่ป็นสว่นท่ีควบคมุ gene expression, replication และ assembly of 
viral particle 
2. Early region คดิเป็นร้อยละ 50 ของจีโนม ได้แก่ยีน E1, E2, E4, E5, E6, E7 ซึง่สามารถ
ถอดรหสัเป็นโปรตีนได้ดงัตอ่ไปนี ้โดย 
- E1 protein เป็น ATP-dependent helicase โดยจบักบัจีโนมไวรัสในบริเวณ origin of 
replication ซึง่เป็นตวัเร่ิมกระบวนการ DNA replication โดยจะท างานร่วมกบั E2 [8] 

- E2 protein ท าหน้าท่ีชว่ยในกระบวนการ replication โดย E2 จะชว่ยเพิ่มและสนบัสนนุการ
ท างานของ E1 โดยจะจบักบับริเวณ origin of replication เพ่ือให้ E1 มาจบัได้อีกทีนึง และเป็นตวั
ควบคมุกระบวนการ transcription โดยสามารถจบักบั promotor และ URR บนจีโนมของไวรัสได้ 
ทัง้ยบัยัง้และเพิ่มโดยขึน้อยูก่บัต าแหนง่ท่ีจบับน promotor และ cellular factor อ่ืนๆท่ีมาจบั [9] 

- E4 protein หน้าท่ียงัไมท่ราบแนช่ดั แตพ่บวา่มีการแสดงออกสงูใน late stage ของวงจรชีวิต 
HPV ซึง่นา่จะชว่ยในการปลดปล่อยอนภุาคไวรัสท่ีสมบรูณ์ออกจาก host cell [8] 

- E5 protein เป็นโปรตีนท่ีมีขนาดเล็ก ประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีไมช่อบน า้ (hydrophobic amino 
acid) จ านวนมาก หน้าท่ีของมนัเก่ียวข้องกบักระบวนการตา่งๆมากมาย โดยพบวา่ E5 สามารถ
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กระตุ้น EGF-R (Epidermal growth factor receptor) ซึง่เป็น receptor ท่ีอยูบ่น cell membrane 
ท าให้เกิดการกระตุ้น MAPK pathway,PI3K,ERK1/2,AKT,COX2 นอกจากนี ้E5ยงักระตุ้น c-jun, 
c-fos oncogenes expression โดยผา่น NF1 regulatory element, ลดการแสดงออกของ Fas 
receptor จากกระบวนการตา่งๆเหลา่นี ้ท าให้กระตุ้นการเกิดกระบวนการ transcription และ
ยบัยัง้กระบวนการ apoptosis และยงัลดการท างานของระบบภมูิคุ้มกนัโดยลดการแสดงออกของ 
MHC class I, ลด antigen processing และการน าเสนอของ MHC class II ท่ีผิวเซลล์ [10, 11]
ดงัสรุปไว้ในรูปท่ี 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3 แสดง major cell signaling pathway ทีเ่กิดจาก E5 protein ของ HPV [11] 
 

ซึง่กระบวนการตา่งๆเหลา่นีช้กัน าให้เซลล์ปกตเิปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็งได้ และจากการท่ีไม่
พบ E5 mRNA และ protein ใน cervical cancer cells ซึง่คาดว่าเป็นโปรตีนท่ีจ าเป็นตอ่การติด
เชือ้ในระยะแรก (early infection) 
-  E6 protein จะจบักบั E6-AP (E6 associated protein) ซึง่จะท าหน้าท่ีเป็น specific ubiquitin-
ligase for p53 degradation จากนัน้ E6-AP จะจบักบั p53 protein ได้เป็น E6-AP-p53 และเกิด
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การย่อยสลายตอ่ไป ซึง่ยีน p53 เป็น tumor suppressor gene ท าให้มนัท าหน้าท่ีไมไ่ด้ สง่ผลให้
เซลล์ไมเ่กิด apoptosis 

 
               E6 +AP                 degrade p53        no apoptosis. 
 
-  E7 protein  จะจบักบั culin 2 ubiquitin ligase ตอ่จากนัน้จะไปจบักบั pRB (Retinoblastoma 
protein) และเกิดการย่อยสลายโดยกระบวนการ ubiquitination ซึง่ pRB เป็น tumor suppressor 
protein จากนัน้จะกระตุ้น E2F ซึง่เป็น transcription factor ให้ท างานได้ (ปกต ิpRB จะจบักบั 
E2F ท าให้มนัไมส่ามารถท างานได้) ท าให้เกิด DNA replication. 
 
              E7+ pRB      E2F                  Transcription. 
 
3. Late region คดิเป็นร้อยละ 40 ของจีโนมได้แก่ยีน L1, L2 ซึง่สามารถถอดรหสัเป็นโปรตีนได้
ดงันี ้
- L1 protein เก่ียวข้องกบัการสร้าง major capsid protein ของไวรัส ซึง่ major capsid protein 
ท าหน้าท่ีในการจบักบั heparin sulfate proteoglycans (HSPGs) ท่ีอยุบ่น basement 
membrane ของโฮสต์ ระหว่างขัน้ตอนการจบักบัเซลล์ของโฮสต์ (Attachment)  
- L2 protein เก่ียวข้องกบัการสร้าง minor capsid protein ของไวรัส ซึง่ minor capsid protein 
จะถกูยอ่ยและเปล่ียนแปลงรูปร่างไปเพ่ือใช้จบักบั receptor บน epithelial cell ส าหรับการ 
invade เข้าสูเ่ซลล์โฮสต์ตอ่ไป 
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ภาพที่ 4 แสดง จีโนมของ HPV [12] 
 

2.3 กลไกการตดิเชือ้ HPV 

HPV เป็นเชือ้ไวรัสท่ีรุกรานเฉพาะเซลล์ผิวหนงัเทา่นัน้ โดยเม่ือเกิดรอยขีดขว่นหรือ
บาดแผลบริเวณปากมดลกูหรือชอ่งคลอดจะเป็นทางเปิดให้เชือ้ไวรัสเข้าสูเ่ซลล์ได้ เม่ือไวรัสเข้าไปสู่
บริเวณบาดแผลแล้วไวรัสจะใช้สว่นของ L1 จบักบั heparin sulfate proteoglycans (HSPGs) ซึง่
อยูบ่น Basement membrane (BM) ของเจ้าบ้าน จากนัน้ไวรัสจะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างย่ืน
สว่นของ L2 ออกมา L2 ท่ีย่ืนออกมาจะถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์ฟริูน ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีสร้างเป็นปกติอยู่
แล้วในเซลล์มนษุย์ ท าให้ L2 เปล่ียนแปลงรูปร่างและสามารถจบักบั receptor บนผิวเซลล์ผิวหนงั
ได้ ซึง่เซลล์นีเ้ป็นเซลล์ท่ีเรียกวา่ basal keratinocyte ถือว่าเป็น stem cell ของชัน้ผิวหนงัอยูใ่น
สว่นของชัน้ epidermis ท่ีเรียกวา่ stratum basale  ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 5 ระยะนีจ้ะพบการ
แสดงออกของ E1 และ E2 สงู จากนัน้ไวรัสจะเข้าสูเ่ซลล์ basal keratinocyte โดยกระบวนการ 
endocytic pathway เกิดเป็น early endosome ใช้เวลาประมาณ 2-4 ชัว่โมง และพฒันาไปเป็น 
late endosome ใช้เวลาประมาณ 8-12 ชัว่โมง ท่ี late endosome นี ้ไวรัสจะ uncoat capsid 
ออกเหลือเพียง L2 genome complex โดยพบวา่การ uncoat เก่ียวข้องกบั L2 dependent 
mechanism  โดยใช้เวลาประมาณ 24 ชัว่โมง ในการเข้าสูน่ิวเคลียส โดยอาศยัการแตกของเย่ือหุ้ม
นิวเคลียสในระหวา่งท่ีเกิดกระบวนการ mitosis [13]  
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ภาพที่ 5 แสดง การเข้าสูเ่ซลล์ผิวหนงับริเวณท่ีเกิดบาดแผลของเชือ้ HPV [13] 
(A) HPV จบักบั HSPG บน BM (B) Furin cleavage เกิดการยอ่ย L2 โดยเอนไซม์ฟูริน (C) L2 ท่ี
ถกูย่อยโดยเอนไซม์ฟริูนสามารถจบักบั receptor บนผิว basal keratinocyte ได้  
 

 

จากนัน้เกิดกระบวนการ Transcription และ replication แตเ่กิดในอตัราท่ีต ่ามากประมาณ 50-
100 copies/cell หลงัจากนีไ้วรัสจะออกจาก cell basal keratinocyte เข้าสูเ่ซลล์ท่ีอยูใ่นชัน้
เหนือกว่า(stratum spinosum และ stratum granulosum) ซึง่เป็นเซลล์ท่ีเกิดการ differentiate 
อยา่งสมบรูณ์แล้ว พบวา่ไวรัสสามารถเกิด replication ในเซลล์นีใ้นอตัราท่ีสงูอยา่งน้อย 1,000 
copies/cell และเกิดการประกอบเป็นอนภุาคไวรัสท่ีสมบรูณ์ ซึง่ระยะท้ายๆนีก้ารแสดงออกของ 
E1, E2 จะหมดไป แตก่ารแสดงออกของ E6, E7, L1, L2 จะเพิ่มขึน้ [13] และเม่ือใกล้ท่ีจะปลอ่ย
อนภุาคไวรัสออกจากเซลล์เจ้าบ้าน จะพบการแสดงออกของ E4 ท่ีสงู จงึคาดว่า E4 จ าเป็นตอ่การ 
release ของไวรัส  

โดยปกตริะบบภมูิคุ้มกนัของร่างกายทัง้ cell mediated immune response และ humoral 
immune response สามารถก าจดัเชือ้ไวรัสนีไ้ด้ แตถ้่าเกิดการติดเชือ้ซ า้ๆเป็นระยะเวลายาวนาน
จะท าให้ภมูิคุ้มกนัของร่างกายไมส่ามารถตอบสนองตอ่ไวรัสนีไ้ด้ เน่ืองจากวงจรชีวิตของไวรัส HPV 
ตดิเชือ้เฉพาะเซลล์ผิวหนงัในชัน้ epidermis ซึง่อยูไ่กลจากระบบเลือดและน า้เหลือง,การติดเชือ้ไม่
เกิดการกระตุ้นการอกัเสบหรือการตายของเซลล์ จงึไมเ่กิดการกระตุ้นเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกบัระบบ
ภมูิคุ้มกนัดงันัน้จงึสามารถหลบหนีจากการกระตุ้นของระบบภมูิคุ้มกนัได้ อีกทัง้ตวัไวรัสเอง
สามารถผลิตโปรตีนตา่งๆ เช่น E6, E7 ซึง่จะไปยบัยัง้การสง่สญัญาณของ interferon signaling 
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pathway และพบวา่ langerhan cells ท่ีอยูใ่นชัน้ผิวหนงั ซึง่ท าหน้าท่ีเป็น antigen presenting 
cell ไมส่ามารถตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัตอ่ capsid protein ของเชือ้ไวรัสได้ นอกจากนี ้high risk 

HPV ยงัท าให้การแสดงออกของ IFN-α gene ซึง่จ าเป็นตอ่การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัลดลงด้วย 

[14] ดงันัน้โปรตีนท่ีสร้างจาก HPV สามารถท าให้ ตวัมนัไมต่ายจากกระบวนการ apoptosis  
หลบหนีจากระบบภมูิคุ้มกนั แบง่ตวัเพิ่มจ านวนได้อยา่งไมมี่ขีดจ ากดัและควบคมุไมไ่ด้ จนเกิดการ
พฒันากลายเป็นมะเร็งปากมดลกูในท่ีสดุ 

 

2.4 การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก 

2.4.1. การตรวจภายใน (Physical examination) เป็นการตรวจดลูกัษณะของ vagina, cervix, 
uterus, fallopian tube, ovary และ rectum โดยการสอดนิว้เข้าไปใน vagina แล้ววางอีกมือลง
บน lower abdomen เพ่ือสมัผสัถึงขนาด รูปร่าง ต าแหน่งของมดลกูและรังไข ่เป็นการตรวจดกู้อน
เนือ้หรือสิ่งผิดปกติอ่ืนๆ 
2.4.2. Papanicolaou smear (Pap smear) หรือ Pap test เป็นการตรวจดคูวามผิดปกตจิาก
ลกัษณะของเซลล์ท่ีเก็บจากบริเวณปากมดลกู ด้วยกล้องจลุทรรศน์ ซึง่ชว่ยในการวินิจฉยัระยะ
ก่อนเป็นมะเร็งหรือระยะท่ีเป็นมะเร็งได้ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 แสดง การท า Pap smear [Internet]. Available from :  
http://www.drexelmed.edu/home/HealthEncyclopediaArticles/Tests/Papsmear.html 
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การเตรียมตวัก่อนท า Pap smear 
- งดเพศสมัพนัธ์ 24-48 ชัว่โมงก่อนท าการตรวจ 
- ไมเ่หน็บยาใดๆในช่องคลอดหรือล้างชอ่งคลอดก่อนท าการตรวจ 24-48 ชัว่โมง 
- ไมต่รวจในชว่งท่ีมีประจ าเดือน หรือมีการอบัเสบของปากมดลกู 
2.4.3. HPV DNA test เป็นการตรวจสารพนัธุกรรม (DNA) ของเชือ้ไวรัส HPV เพ่ือท่ีจะทราบวา่
ตดิเชือ้ชนิดนีห้รือไม ่แล้วถ้าตดิเป็น type ไหน ใช้วินิจฉยัร่วมกบั Pap smear เพ่ือบง่บอกถึงความ
เส่ียงในการพฒันาไปเป็นระยะก่อนเป็นมะเร็งหรือระยะท่ีเป็นมะเร็งปากมดลกู 
2.4.4. Colposcopy คือการตรวจปากมดลกูและชอ่งคลอดโดยใช้กล้องขยายท่ีเรียกว่า 
‘’Colposcopy” ซึง่มีก าลงัขยาย 3.5-30 เทา่ มีดวงไฟให้แสงสวา่ง เพ่ือตรวจหาบริเวณท่ีผิดปกติ 
ซึง่ไมส่ามารถมองเห็นด้วยตาเปลา่ได้ ใช้ร่วมกบัการตดัชิน้เนือ้ (biopsy) เพ่ือท าการตรวจตอ่ไป
ทางพยาธิวิทยา แนะน าให้ตรวจเม่ือ 
2.4.4.1 ผลการตรวจ Pap smear ให้ผลผิดปกติ 
2.4.4.2 ปากมดลกูมีความผิดปกต ิมีรอยโรค เชน่ มีแผล, มีก้อนเนือ้ เป็นต้น 
2.4.4.3 มีเลือดออกผิดปกตริะหวา่งรอบเดือนท่ีไมส่ามารถอธิบายสาเหตไุด้, เลือดออกหลงัจากมี
เพศสมัพนัธ์ 
2.4.4.4 ตกขาวเป็นระยะเวลานาน โดยไมท่ราบสาเหต ุ
2.4.4.5 ผลการตรวจ Visual inspection using acetic acid (VIA) ให้ผล positive 
 VIA เป็นการตรวจความผิดปกตขิองเซลล์โดยใช้ Acetic acid 3-5% ชโลมบนปากมดลกู 
โดย cotton swab และทิง้ไว้ประมาณ 1-2 นาที เซลล์ปกต ิ(normal squamous epithelium) จะ
เห็นเป็นสีชมพซูึง่เป็นสีของปากมดลกู รายงานผลเป็น VIA negative สว่นเซลล์ท่ีผิดปกตเิชน่ 
เซลล์มะเร็งหรือเซลล์ระยะก่อนเป็นมะเร็ง (cervical intraepithelial neoplasia : CIN) จะให้ฝา้
ขาว รายงานผลเป็น VIA positive การเกิดฝา้ขาวเน่ืองจากมีการเพิ่มขึน้ของ nuclear protein และ 
cytokeratin ท่ีเซลล์บริเวณปากมดลกูซึง่เรียกวา่ acetowhite lesion [5]  การตรวจวิธีนีท้ าได้ง่าย 
ใช้คา่ใช้จา่ยต ่า ไมต้่องใช้เคร่ืองมือยุง่ยาก แตข้่อเสียคือ VIA มีความจ าเพาะคอ่นข้างต ่า เซลล์ท่ี
เกิดการอกัเสบก็สามารถท าให้เกิด acetowhite lesion ได้อีกทัง้ในผู้สงูอาย ุtransformation zone 
จะเล่ือนเข้าไปในมดลกู ท าให้ไมส่ามารถชโลมด้วย acetic acid ได้ จงึไมส่ามารถตรวจพบรอยโรค
ท่ีอาจเกิดขึน้ 
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ภาพท่ี 7  แสดง ปากมดลกูผล VIA negative [15] 
 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 8  แสดง ปากมดลกูผล VIA positive [15] 

 

Cervical Cancer Screening Guidelines 
ตาม American Cancer Society (ACS), American Society for Colposcopy and Cervical 
Pathology (ASCCP), and American Society for Clinical Pathology (ASCP) แนะน าวา่ 

Age(years old) Screening method 
< 21  
21-29 
 
30-65 
 
 

No screening recommended 
Cytology (Pap smear) alone every 3 
years. 
HPV DNA + pap smear every 5 years or 
pap smear alone every 3 years. 
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>65 No screening recommended if adequate 
prior screening has been negative and 
high risk is not present. 

 
การรายงานผล Pap smear 
มีหลายระบบ เชน่ Papanicolaou (Pap) system, Bethesda system (TBS) 2001 ซึง่ World 
Health Organization(WHO) แนะน าให้ TBS 2001 เพราะจะให้รายละเอียดมากกวา่ Bethesda 
system 2001(TBS 2001)  
Squamous cell 

- Atypical squamous cells (ASC) 

- Atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US) 

- Atypical squamous cells  cannot exclude high-grade squamous intraepithelial 

lesion (ASC-H) 

- Low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) 

- Encompassing human papilloma virus, mild dysplasia and cervical intraepithelial 

neoplasia (CIN I) 

- High-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) 

- Squamous cell carcinoma 

Glandular cells 

- Atypical glandular cells (AGC) 

- Specify endocervical, endometrial, or glandular cells not otherwise specified 

- Endocervical adenocarcinoma in situ (AIS) 

- Adenocarcinoma 

- Other (list not comprehensive) 

- Endometrial cells in a woman 40 years or older 

Pap system. [16] 

- Class I หมายถึง ผลปกติ 
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- Class II หมายถึง อาจพบเซลล์ท่ีมีการอกัเสบ แตไ่มพ่บเซลล์มะเร็ง 

- Class III หมายถึง พบเซลล์ผิดปกติ ซึง่ประกอบด้วยความผิดปกตใินระดบั CIN 1 - 2 

หรือ 

Mild to moderate dysplasia 

- Class IV หมายถึง พบเซลล์ผิดปกตใินระดบั CIN 3 หรือ Severe dysplasia หรือสงสยั

เซลล์มะเร็ง (Carcinoma in situ) 

- Class V หมายถึง ตรวจพบเซลล์มะเร็งชนิด Squamous cell carcinoma หรือ

Adenocarcinoma 

สว่นการรายงานผลตรวจทาง Colposcopy ถือว่าเป็นการรายงานผลทาง Histology จะรายงาน
ผลเป็นระบบ Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) หรือระยะก่อนเป็นมะเร็งหรือระยะท่ีเป็น
มะเร็ง (Invasive cancer) ซึง่เซลล์ท่ีจะตดัสินว่าเป็น CIN จะดจูากความผิดปกตขิองนิวเคลียส
และไซโตพลาซมึ โดย นิวเคลียสจะมีขนาดใหญ่ขึน้, อตัราสว่นของนิวเคลียสตอ่ไซโทพลาซมึจะสงู 
ยิ่งถ้าสงูมากก็ยิ่งแสดงวา่เป็น CIN ระดบัสงู, เม่ือย้อมสีนิวเคลียสจะตดิสีเข้ม (hyperchromasia), 
เซลล์จะมาอยูต่ิดๆกนั (clumping) ซึง่เป็นลกัษณะท่ีพบได้ทัว่ไปบอ่ยๆของ CIN และจะแบง่ระดบั
ของ CIN จากความหนาของชัน้เย่ือบผุิวปากมดลกูท่ีผิดปกติ (ดงัแสดงในรูปท่ี 9) โดย CIN  แบง่
ออกเป็นดงันี ้

1. CIN I หรือ mild dysplasia และมีอตัราส่วนระหว่าง nucleus และ cytoplasm (nuclear 

cytoplasmic ratio) ประมาณ 1/3 ของเย่ือบผุิวปากมดลกู ( cervical epithelium  ) พบท่ี

ชัน้ลา่งๆของเซลล์เย่ือบผุิวปากมดลกูซึง่อยู่ตดิกบั basement membrane 

       2.  CIN II หรือ moderate dysplasia พบเซลล์เย่ือบผุิวปากมดลกูท่ีผิดปกติประมาณคร่ึงหนึง่

ของชัน้เย่ือบผุิว (lower half of the epithelium) 

2. CIN III หรือ severe dysplasia พบเซลล์เย่ือบผุิวปากมดลกูท่ีผิดปกตปิระมาณเกือบ

ทัง้หมดของชัน้เย่ือบผุิว 

          ระยะมะเร็ง (Invasive cancer) จะพบเซลล์เย่ือบผุิวปากมดลกูท่ีผิดปกติทัง้หมดของชัน้เย่ือ
บผุิว 
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ภาพท่ี 9 แสดง ลกัษณะของเซลล์แตล่ะระยะของ CIN [17] 
 

ระยะของมะเร็งปากมดลูก (Staging of cervical cancer) 
จะใช้การแบง่ของ  International Federation of Obstetricians and Gynaecologists 

(FIGO) Staging System [21]. ซึง่แบง่ออกเป็นดงันี ้
Stage I  เป็นระยะท่ีเซลล์มะเร็งจ ากดัอยูท่ี่ปากมดลกูเทา่นัน้ แบง่ออกเป็น 

Stage IA : พบเซลล์มะเร็งท่ีปากมดลกูปริมาณเล็กน้อยซึ่งดไูด้จากการตรวจด้วยกล้อง     
จลุทรรสน์เทา่นัน้ โดยพบเซลล์มะเร็ง อยูล่กึมากสดุ 5mm กว้างมากสดุ 7mm ซึง่สามารถ
แบง่ยอ่ยออกเป็นระยะ IA 1 และ IA2 ดงันี ้

                -Stage IA1 : พบเซลล์มะเร็งลกึมากสดุ 3mm กว้างมากสดุ 7mm 
      -Stage IA2 : พบเซลล์มะเร็งลกึมากกวา่ 3 mm แตไ่มเ่กิน 5mm และกว้างมากสดุ  ไม่
เกิน 7mm 
Stage IB : เป็นระยะท่ีพบรอยโรค(Clinical lesion) ท่ีบริเวณปากมดลกูโดยมีขนาด
มากกวา่ Stage IA ซึง่จะแบง่ยอ่ยออกเป็นระยะ IB1 และ IB2 ดงันี ้
      -Stage IB1 :  พบรอยโรคมีขนาดไมเ่กิน 4 cm 
      -Stage IB2 : พบรอยโรคมีขนาดมากกวา่ 4 cm 

Stage II เซลล์มะเร็งลกุลามออกไปนอกปากมดลกู แตย่งัลกุลามยงัไมถ่ึงผนงัของกระดกูเชิงกราน
(Pelvic wall) รวมถึงลกุลามไปท่ีชอ่งคลอดแตย่งัไมค่รอบคลมุทัง้หมดแบง่ออกเป็น 
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              Stage IIA : เซลล์มะเร็งได้กระจายไปท่ีช่องคลอดไมเ่กินสองในสามส่วน แตย่งัไม่
กระจายเข้าสูเ่นือ้เย่ือบริเวณรอบข้างมดลกู 
               Stage IIB : เซลล์มะเร็งได้แพร่กระจายไปสูเ่นือ้เย่ือบริเวณรอบข้างมดลกูแตย่งัไมถ่ึง
ด้านข้างของอุ้งเชิงกราน 
Stage III เซลล์มะเร็งลกุลามไปถึงผนงัด้านข้างของอุ้งเชิงกราน และรวมถึงเคสเกิดภาวะไตบวมน า้
(hydronephrosis) หรือ ภาวะท่ีไตท างานไมไ่ด้ (non-functioning kidney) แบง่ยอ่ยออกดงันี ้
                Stage IIIA : เซลล์มะเร็งยงัไมได้ลกุลามไปท่ีผนงัด้านข้างของอุ้งเชิงกราน แตล่กุลามไป
ท่ีชอ่งคลอดทัง้หมด 
                Stage IIIB : เซลล์มะเร็งลกุลามไปถึงผนงัด้านข้างอุ้งเชิงกราน หรือเกิดภาวะไตบวมน า้
(hydronephrosis) หรือ ภาวะท่ีไตท างานไมไ่ด้ (non-functioning kidney) 
Stage IV เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไปสูอุ่้งเชิงกราน กระเพาะปัสสาวะ หรือไส้ตรง แบง่ออกเป็น
ระยะยอ่ยๆดงันี ้
                 Stage IVA : เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไปท่ีอวยัวะท่ีอยู่ตดิกบัอุ้งเชิงกราน 
                 Stage IVB : เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไปสูอ่วยัวะท่ีอยูไ่กลออกไป 
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ภาพท่ี 10 แสดง FIGO staging of cervical cancer [18] 
 

โดยพบวา่จากระยะท่ีตรวจพบ high risk HPV จนถึงระยะ CIN3 ใช้เวลาประมาณ 3-5 ปี และใช้
เวลาประมาณ 10-20 ปีในการพฒันาไปเป็นมะเร็งปากมดลกู 

2.5 กำรรักษำระยะก่อนเป็นมะเร็ง (Cervical intraepithelial neoplasia) และระยะมะเร็งปำก
มดลูก (Invasive cervical cancer) ได้แก่ 

1. การจีเ้ยน็ (Cryotherapy) เป็นการใช้ความเย็นจากแก๊สไนตรัสออกไซด์(NO2) ท่ีอณุหภมูิ -65 
C° ถึง -85 C° หรือแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ท่ีอณุหภมูิ -60 C° จีบ้ริเวณปากมดลกูโดยผ่าน
อปุกรณ์ท่ีเรียกวา่ cryoprobe ซึง่ประกอบด้วยแผน่โลหะเพื่อน าความเย็น เพ่ือให้เซลล์ผิดปกติ
บริเวณปากมดลกูตายและหลดุออก จงึไมส่ามารถน าไปตรวจวิเคราะห์ทางพยาธิวิทยาตอ่ไปได้ 
วิธีการนีดี้ส าหรับรอยโรคท่ีมีขนาดเล็กไมเ่กินขนาดของ cryoprobe ซึง่ 
2. การตัดด้วยห่วงไฟฟ้า (Loop electrosurgical excision procedure, LEEP หรือ Large 
loop excision of the transformation zone, LLEZ) 
เป็นการใช้หว่งไฟฟ้าตดับริเวณเนือ้เย่ือปากมดลกูท่ีมีความผิดปกตอิอก ดีส าหรับรอยโรคท่ีมีขนาด
เล็กมกัน้อยกวา่ 1 cm  ใช้เวลาไมน่าน ผู้ ป่วยเจ็บไมม่าก ไมจ่ าเป็นต้องใช้ยาสลบหรือให้ยาชา
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เฉพาะท่ี (local anesthesia) กบัผู้ ป่วย หว่งไฟฟ้านอกจากจะท าหน้าท่ีตดัแล้วยงัท าหน้าท่ีในการ
ห้ามเลือดท่ีออกมาด้วยในเวลาเดียวกนั เนือ้เย่ือท่ีถกูตดัออกมาสามารถสง่ตรวจทางพยาธิวิทยา
ตอ่ไปได้ 
3. การใช้มีดตัดปากมดลูกออกเป็นรูปกรวย (Cold knife conization) 
ซึง่วิธีการนีส้ามารถตดับางสว่นของ Endocervix และ Exocervix ได้หรือสามารถตดัทัง้หมดของ 
transformation zone ได้ ซึง่วิธีการนีส้ามารถตดัเป็นบริเวณได้กว้างกว่าวิธีท่ีกล่าวมาข้างต้น แต่
วิธีการนีต้้องมีการใช้ยาชาเฉพาะท่ี (local anesthesia) กบัคนไข้ มกัใช้เม่ือการรักษาด้วย 
cryotherapy และ LEEP ไมไ่ด้ผล เนือ้เย่ือท่ีตดัออกมาสามารถสง่ตรวจทางพยาธิวิทยาตอ่ไปได้ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 11 แสดง บริเวณส าหรับท า Cold knife conization [17] 
 

4. การตัดมดลูก (Hysterectomy) แบง่ออกเป็นหลายรูปแบบตามส่วนของมดลกูและปากมดลกู
ท่ีถกูตดัออกไป เชน่ 
- Total hysterectomy เป็นการตดัมดลกูและปากมดลกูออกทัง้หมด แตเ่หลือรังไขท่ัง้สองข้างไว้ 
- Subtotal hysterectomy เป็นการตดัมดลกูออก แตเ่หลือปากมดลกูเอาไว้ 
- Total hysterectomy with salpingo-oopherectomy เป็นการตดัมดลกูและปากมดลกูออก
ทัง้หมด รวมถึงสว่นของรังไข่และทอ่น าไขท่ัง้สองข้างออกไปด้วย 
- Radical hysterectomy เป็นการตดัมดลกู ปากมดลกู บางสว่นของชอ่งคลอด รังไขแ่ละทอ่น าไข ่
รวมถึงเอ็นตา่งๆรอบอวยัวะดงักลา่วออกด้วย เป็นต้น 
5. Radiotherapy เป็นการใช้รังสีรักษา 
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6. Chemotherapy เป็นการใช้เคมีบ าบดั 
7. Chemoradiotherapy หรือเรียกอีกอยา่งนงึวา่ Chemoradiation เป็นการใช้เคมีบ าบดัร่วมกบั
รังสีรักษา 
ซึง่การจะเลือกว่าจะใช้วิธีไหนในการรักษาและขึน้อยู่กบัระยะของมะเร็ง โดย 

- ระยะ Ia1-Ia2 ใช้การผา่ตดั( surgical excision procedure) อยา่งเดียวก็เพียงพอ 

- ระยะ Ib-IIa ใช้การผ่าตดัหรือใช้เคมีบ าบดัร่วมกบัรังสีรักษา ขึน้กบัลกัษณะและพยาธิ

สภาพอ่ืนๆของผู้ ป่วย เชน่ อาย,ุโรคประจ าตวั เป็นต้น อีกทัง้ขึน้กบัความต้องการในการ

รักษาของผู้ ป่วยด้วย 

ระยะ IIb-IV เป็นระยะท่ีมีการแพร่กระจายของมะเร็งไมส่ามารถใช้การผา่ตดัได้แล้ว ต้องใช้รังสี
รักษา (radiotherapy) หรือ เคมีบ าบดัร่วมกบัรังสีรักษา (chemoradiotherapy) [19] 

 

2.6 พลูคาว 

มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Houttuynia cordata Thunb. 
อยูใ่น          Kingdom       :      Plantae. 
       Family           :      Saururaceae. 
                  Genus           :      Houttuynia  
       Species         :      cordata. 

พลคูาวเป็นไม้ล้มลกุอายหุลายปี  เป็นพืชประจ าถ่ินของเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ส าหรับ
ประเทศไทยพบมากทางภาคเหนือ เน่ืองจากมีกลิ่นคล้ายคาวปลาจงึเรียก พลคูาว แตก็่ยงัมีช่ือ
เรียกตา่งมากมาย ตามพืน้เมืองตา่งๆ เชน่  คาวตอง (ล าปาง,อดุร), คาวทอง (มกุดาหาร
,อตุรดิตถ์), ก้านตอง (แมฮ่อ่งสอน)  ส าหรับภาคกลางมกัจะเรียก พลคูาว ในงานวิจยันีก็้จะใช้ค าว่า
พลคูาว 

พลคูาว มีความสงูประมาณ 15-30 ซม. ล าต้นกลม สีเขียว รากแตกออกตามข้อ ใบเป็นใบ
เดี่ยว ออกเรียงสลบั ใบเป็นรูปหวัใจกว้างประมาณ 4-6 ซม. ยาว 6-10 ซม. ปลายใบเรียวแหลม 
โคนใบเว้าเป็นรูปหวัใจ ท้องใบจะมีลายเส้นสีมว่งอ่อนๆ ส่วนโคนท่ีแตะดนิจะมีรางงอกออกตามข้อ
ของล าต้น ออกดอกเป็นช่ออยูต่รงสว่นยอดของต้น ประกอบด้วยดอกเล็กๆ จ านวนตดิแนน่เป็นแทง่
ทรงกระบอกยาวประมาณ 1 นิว้ มีสีขาวออกเหลือง เป็นพนัธุ์ไม้กลางแจ้งท่ีชอบขึน้ในดินท่ีชืน้แฉะ
หรือริมน า้ทัว่ไป สามารถขยายพนัธุ์ด้วยการแยกหน่อและปักช าต้นท่ีมีราก 
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ส าหรับสรรพคุณในต ารับยาไทย 
1. ต้น : ใช้รักษาโรคตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจสว่นบน แก้โรคบิด ขบัปัสสาวะ ลดอาการบวมน า้  
แก้โรคผิวหนงั ผ่ืนคนั ฝีฝักบวั แผลเป่ือย ตดิเชือ้ในทางเดินปัสสาวะ  
2. ราก : ใช้เป็นยาขบัปัสสาวะ  
3. ใบ : ใช้รักษาริดสีดวงทวาร กามโรค ท าให้น า้เหลืองแห้ง แก้ไขข้อ แก้โรคผิวหนงั หดั ยบัยัง้การ
เจริญของยีสต์และเชือ้ราในปัสสาวะ [20] 

โดยพบวา่สว่นประกอบทางเคมีท่ีพบสว่นใหญ่แบง่ออกเป็น 6 ชนิดคือ 
1. Volatile oils 
2. Flavonoid 
3. Alkaloids 
4. Fatty acid 
5. Sterols 
6. Polyphenolic  acid 
และสารเคมีท่ีพบว่าเป็น major active chemical คือ 
1. Chlorogenic acid 

2. Quercetin-3-O-β-D-galactopyranosyl-7-O- β-D-glucopyranoside 

3. Quercetin-3-O-α-L-rhamnopyra-nosyl-7-O- β-D-glucopyranoside 
4. Quercetin 
5. Rutin 
6. Isoquercitrin 
7. Quercitrin 
8. Hyperin 
9. Afzelin 
10. Piperolactam A 
11.  Aristolactam B [21] 

จากงานวิจยัท่ีผ่านมาพบวา่พลคูาวมีคณุสมบตัิ 1. Anti-inflammatory โดยสามารถยบัยัง้ 
enzyme COX-2 ซึง่เป็นตวัเปล่ียน Arachidonic acid ให้เป็น Prostaglandin (PE) ซึง่เป็น 
mediator ท่ีเก่ียวข้องกบัการอบัเสบ [22] 2. Anti-anaphylaxis โดยสามารถยบัยัง้การหลัง่ 
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cytokine ของ Th2-cell เชน่ IL-4,-5 ซึง่มีความส าคญัตอ่กระบวนการแพ้ โดย IL-4 จะกระตุ้น B-
cell activation และ isotype switching สว่น IL-5 จะกระตุ้นการสร้าง isoenzyme [23]  

3.Immunostimulatory effect โดยจะเพิ่มจ านวน T-lymphocyte ทัง้ T-helper cell และ 
Cytotoxic  T-cell และเพิ่มการหลัง่ cytokine ของ T-cell [24] 4. Block NF-kB activation  ซึง่
จ าเป็นในการ replication ของไวรัส เชน่ HIV, influenza A, severe acute respiratory 
syndrome(SARS), human herpes virus-2 (HSV-2) [25] 5. Anti-oxidation [26] 6. Induction 
of apoptosis ใน colon cancer [27] 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา่ พืชสมนุไพรมกัจะมีฤทธ์ิในการชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์
แบบ program cell death ซึง่เป็นกระบวนการท่ีส าคญัของเซลล์สตัว์ในการพฒันาการของอวยัวะ
ตา่งๆรวมถึงควบคมุสมดลุของร่างกาย เม่ือมีความผิดปกติจะน าไปสูก่ารเกิดโรคตา่งๆได้ เชน่ 
โรคมะเร็ง, โรคทางระบบประสาท, โรคหวัใจและหลอดเลือด, โรคทางเมแทบอลซึมึ เป็นต้น โดย 
program cell death สามารถแบง่ออกได้ 2 รูปแบบ ได้แก่ 

1. Apoptosis 

เป็นกระบวนการท่ีเซลล์ใช้ในการรักษาสมดลุหรือใช้ระหว่างการเกิดการพฒันาการ เป็นการก าจดั
เซลล์ท่ีเกิดความผิดปกต ิเชน่ เซลล์ท่ีเปล่ียนแปลงรูปร่างผิดปกตไิปจากท่ีควรจะเป็น 
(transformed cell),  เซลล์ท่ีตดิเชือ้,  เซลล์ท่ีเกิดการบาดเจ็บ และเซลล์สว่นเกินในระหวา่งการ
พฒันาเจริญของเนือ้เย่ือ โดย  Apoptosis เป็นรูปแบบหนึง่ของการตายของเซลล์ท่ีโปรแกรมไว้แล้ว
ท่ีเรียกวา่ “Program cell death” โดยจะใช้ Caspase (Caspase dependent) ซึง่เป็น 
Proteolytic enzyme ในการเกิดปฏิกิริยาเป็นขัน้ตอน โดย substrate ของ enzyme caspase จะ
เป็นพวกโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัการยดึตดิของเซลล์ ได้แก่ cadherins, demosomes และโปรตีน
โครงสร้าง(cytoskeleton) ได้แก่ actin, gelsolin, myosin, tubulin, fodrin เป็นต้น ซึง่เม่ือเกิดการ
ยอ่ย (proteolysis)แล้วจะท าให้เซลล์ท่ีเกิด apoptosis หลดุออกจากโครงสร้างท่ีเคยยึดตดิ ยกเว้น 
substrate ROCK1 เม่ือเกิด proteolysis เกิดรูป active form แล้วจะphosphorylate myosin 
light chain จะท าให้เกิด membrane blebbing ตอ่ไป ลกัษณะของเซลล์ท่ีเกิด apoptosis มีดงันี ้
1. เซลล์มีลกัษณะนนูออก พองออก (blebbing) 2. ไซโทพลาสซมึหด (cytoplasmic shrinkage) 
3. Chromatin condensation 4.mitochondrial fragmentation 5. Nucleus fragmentation 5. 
Externalization of plasma membrane phosphatidylserine (PS) [28] หลงัจากนัน้เซลล์ท่ีเกิด 
apoptosis ก็จะถกูก าจดัโดย phagocytic cell เชน่ macrophage ซึง่จะไมก่ระตุ้นให้เซลล์หรือ
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เนือ้เย่ือเกิดการบาดเจ็บและตายเหมือนการตายแบบ Necrosis โดยสญัญาณท่ีมากระตุ้นมาจาก 
2 pathway [29] คือ 

1.Extrinsic pathway เกิดจาก Fas death receptor ท่ีอยู่บน target cell จบักบั Fas ligand ท่ีอยู่
บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว กระตุ้น adaptor protein และจะไปกระตุ้น procaspase 8,10 ท าให้ไป
จบักบั death inducing signal complex(DISC) เกิดการ cleavage procaspase 8,10 ให้เป็น 
caspase 8,10 กระตุ้น executioner caspase ซึง่ได้แก่ caspase-3,-6,-7 ท าให้เกิด apoptosis 
ตอ่ไป ซึง่สญัญาณจากภายนอกเชน่ toxin, growth factor, cytokine, nitric oxide 

2. Intrinsic pathway เกิดจากการกระตุ้นภายในเซลล์ เซลล์บาดเจ็บ จากภาวะเครียด (stress) 
เชน่ DNA damage, ภาวะขาด oxygen, nutrient เป็นต้น ท าให้ cytochrome C ซึง่เป็น water 
soluble components ของ mitochondria ถกูหลัง่ออกมาจาก intermembrane space เข้าสู ่
cytosol ของ cell สง่ผลให้เกิดการกระตุ้น Apaf-1 ให้มารวมตวักนัเป็นลกัษณะ wheel-like 
heptamer เรียกวา่ apoptosome ซึง่จะไปกระตุ้น procaspase 9 ให้กลายเป็น caspase 9 
กระตุ้น executioner caspase ท าให้เกิด apoptosis ตอ่ไป 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 12  แสดง apoptosis pathway [30] 
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2. Autophagy 

มาจากค าวา่ auto + phagos แปลวา่ self -eating เป็นหนึง่ในสอง ของ protein 
degradation pathway หลกั คือ Ubiquitin-proteosome pathway และ autophagy pathway.  
เซลล์ต้องมีการปรับตวัให้เข้ากบัสภาพแวดล้อมท่ีเปล่ียนไปเพ่ือท่ีจะมีชีวิตรอด คือ มีสมดลุระหวา่ง
การสร้าง(Biosynthesis) กบั การท าลาย และน ากลบัมาใช้ใหม ่ท่ีเรียกวา่ สมดลุ (homeostasis) 
ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม ส าคญัในการ development, differentiation,  tissue remodeling และ
การท าลายสว่นประกอบของเซลล์ท่ีเส่ือม ท่ีหมดอาย ุนอกจากนีย้งัใช้ในการก าจดัเชือ้โรคท่ีเข้าสู่
ร่างกาย ในระหวา่งท่ีเกิดการกระตุ้น autophagy โดย starvation stress และภาวะเครียดตา่งๆ
เชน่ metabolic stress, anticancer drugs เป็นต้น cytoplasmic contents (protein, organelle) 
จะถกูน าไปท าลายท่ี lysosome  เพ่ือลดการใช้พลงังานของเซลล์ เซลล์จะได้มีชีวิตรอด ความ
บกพร่องในการเกิด autophagy ท าให้เกิดโรคตา่งๆมากมาย เชน่ มะเร็ง, neurodegenerative 
disease, infectious disease, lysosomal storage disease เป็นต้น autophagy แบง่เป็น 3 
pathway คือ 
1. Chaperone mediated autophagy  (CMA) คือกระบวนการใช้ chaperon เป็นตวัขนสง่โปรตีน
ท่ีจะท าลายไปยงั lysosomal membrane โดยโปรตีนตวันัน้ต้องมี receptor ท่ีจ าเพาะตอ่ 
chaperon คือมี KFERQ motif ในล าดบักรดอะมิโน Chaperon ท่ีเก่ียวข้องกบัการขนสง่คือ Hsp 
70 family ท่ีอยูใ่น cytosol คือ Hsc 70 นอกจากนนีย้งัมี Hsp 70 co-chaperon(Hsp40, Hsp90, 
Hip, Hop) เพ่ือควบคมุ activity ของมนั ท่ีผิวของ lysosome จะมี lysosome-associated 
membrane type 2(LAMP-2A) receptor เพ่ือให้ chaperon จบัและมี Hsc 73 ท าหน้าท่ีดงึ
โปรตีนเข้าสู ่lysosome เม่ือขนสง่ไปยงั  lysosomal membrane แล้ว chaperone จะหลดุออกมา
และน ากลบัมาใช้ใหม่ 
2. Macroautophagy เป็นกระบวนการเม่ือเกิด autophagy จะมีการสร้าง membrane ขึน้มาหุ้ม 
cytoplasmic contents เรียก membrane นีว้า่ isolation membrane หรือ phagophore 
กระบวนการสร้างยงัไมเ่ป็นท่ีทราบแนช่ดั  เกิดโครงสร้างท่ีมีลกัษณะเป็น double membrane 
เรียกวา่ autophagosome โดย outer membrane ของ autophagosome จะ fuse กบั lysosomal 
membrane ท าให้ autophagosome เข้าไปใน lysosome และถกูยอ่ยตอ่ไป กระบวนการสร้าง 
autophagosome แบง่เป็น 3 ขัน้ตอนคือ 
1. Initiation step 
ซึง่เก่ียวกบัการกระตุ้น ULK1-Atg13-FIP200 complex 
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2. Nucleation step [Beclin-1, classIII PI3K (phosphatidyl-inositol 3-kinase) complex] 
3.Elongation/enclosure step โดยจะแบง่ออกเป็น 2 ระบบ คือ ATG12-ATG5 conjugation 
system และ ATG8-PE conjugation system [31] 

1. ATG12-ATG5 conjugation system 
ATG 12 จะจบักบั ATG 5 และไปจบักบั ATG 16 เกิดเป็น complex ATG 12-5-16 ซึง่จะ

เคล่ือนท่ีไปอยู่บนเมมเบรนของ autophagosome 
2. ATG 8-PE conjugation system 

ATG8 หรือ protein LC3B หรือ ubiquitin like protein ซึง่เป็นโปรตีนท่ีอยู่ใน cytosol 
และจะถกู proteolysis ตดัส่วน c-terminal ออกโดย Atg4 กลายเป็น LC3BI หรือท่ีเรียกวา่ 
cytosolic form ของ LC3(เป็น post translational modification) เม่ือเกิดการชกัน าให้เกิด
กระบวนการ autophagy protein LC3B I จะมีการเตมิ Phosphatidyl ethanolamine(PE) เกิด
เป็น LC3BII โดยการท างานของ E1(like enzyme ATG7) และ E2(like enzyme ATG3 และจะไป
จบักบั isolation membrane ท าให้เกิดการสร้างเป็น autophagosome ตอ่ไป ซึง่ระบบทัง้สองนี ้
เป็นระบบท่ีชว่ยท าให้เกิด elongation membrane ของ autophagosome เกิดเป็น 
autophagosome ท่ีสมบรูณ์ตอ่ไป 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 13  แสดง โปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัขบวนการ Autophagy [31] 
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3. Microautophagy เป็นการกินโดย lysosome โดยตรงคือ เกิด invagination หรือเกิดการย่ืนสว่น
ของ lysosome ออกไปมีลกัษณะคล้ายนิว้ (finger like protrusion) เข้าไปโอบ cytoplasmic 
contents เข้ามาโดยตรง ไม่มีการสร้างเป็น autophagosome ก่อน 
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บทที่ 3 วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

- (-20)  ºC   Freezer                                                              Sanyo Electric 

- (-80)  ºC   Freezer                                                              IIShin Lab 

-  (4) ºC  Refrigerator                                                          Sharp 

-6 well cell culture plate flat bottom with lid                       Corning incorporation 

-96 well cell culture plate flat bottom with lid                     Corning incorporation 

-Autoradiography films                                                      Thermo scientific 

-Absorbance photometer                                                  BioTek 

-Analytical Balances                                                          Mettler Toledo 

-Auto pipette                                                                      GILSON 

-CO2 
incubator                                                                   Sheldon Manufacturing 

-Cell Culture Flask (25, 75 cm2)                                         Corning incorporation 

-Centrifuge tube (15, 50 ml)                                               Corning Incorporation 

-Disposable Serological pipette (5, 10, 20 ml)                   Corning Incorporation 

-Fluorescence microscope                                                 Olympus 

-Glassware                                                                          Pyrax 

-Hemocytometer counting chamber                                   Hausser Scientific 

-Incubator                                                                            Memmert 

-Inverted microscope                                                          Olympus 

-Light microscope            Olympus 

-Liquid Nitrogen Tank                                                          Taylor-Wharton 

-Membrane filter                                                                  Corning incorporation 

-Multichannel pipette                                                          GILSON 

-Microcentrifuge tube (1.5 ml.)                                           Biologix Research company 
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-Pipette tips (10, 200, 1000 µL.)                                         SorensonTM 
BioScience 

-Rotary evaporator                                                              Fisher scientific 

-Stage micrometer                                                              Gammaco 

-Syringe (10 mL)                                                                 Corning incorporation                                                     

-Vortex Mixer                                                                       FINEPCR  

-Water Bath                                                                         Memmert 

-Whatman no.1 filter paper                                                 Whatman Limited 

-Vertical gel electrophoresis system                                  Bio-Rad 

 

3.2 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

แบง่ออกเป็น 

3.2.1 สารเคมีท่ีใช้ในการเลีย้ง Cell line 

-Alpha MEM                                                                        Hyclone 

-Penicillin-Streptomycin Solution                                        Hyclone 

-Fetal Bovine Serum (FBS)                                                 Hyclone 

-EDTA-Trypsin 0.25% (1X)         Hyclone 

-Phosphate-Buffered Saline (PBS)         Hyclone 

3.2.2 สารเคมีท่ีใช้ในการสกดัสมนุไพร 

-Petroleum Ether (AR grade)         Sigma-Aldrich   

-Dichloromethane (AR grade)         Sigma-Aldrich 

-Ethanol (AR grade)                                                           RCI Labscan 

3.2.3 สารเคมีท่ีใช้ท า MTT assay 

- 3-(4,5-dimethylthianisol-2-yl)-2,5-diphenyl-                    Calbiochem  
  2H-tetrazolium bromide (MTT)  
-Trypan Blue Stain 0.4%                                                    Invitrogen  
-Dimethyl Sulphoxide (DMSO)                                           Merck  
3.2.4 สารเคมีท่ีใช้ท า Acridine orange staining 
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-Acridine Orange Base                                                    Sigma -Aldrich                                 
3.2.5 สารเคมีท่ีใช้ท า MMP-2 assay 

-MMP2- Human ELISA Kit                                                  Abcam® 

3.2.6 สารเคมีท่ีใช้ท า Apoptosis detection 

-Alexa Fluor®488 annexin V and PI for flow cytometry      Invitrogen 

3.2.7 สารเคมีท่ีใช้ท า Western blot 
-Isopropanol                                                                       Merck  
-85% Phosphoric acid                                                        Merck 
-Serva Blue G                                                                     AppliChem 
-Nonidet P 40                                                                     Biobasic 
-Dithiothreitol (DTT)                                                            Biobasic 
-Phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF)                             USB 
-30% Acrylamide and Bis-Acrylamide Solutions                BIO-RAD 
-Ammonium persulfate                                                        BIO-RAD 
-Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)                          Ajax Finechem 
-N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)              Sigma -Aldrich 
-Glycine (Molecular grade)                                                 Merck Millipore 
-Polyxyethylene-20 sorbitan monolaurate (Tween 20)        Biobasic 
-Bovine Serum Albumin                                                       Sigma -Aldrich 
-Rabbit polyclonal antibody (GAPDH)                                 Cell signaling 

  LC3B (D11) XP® Rabbit m Antibody                                  Cell signaling                                      

-SuperSignal West Femto Maximum                                    Thermo scientific 
 Sensitivity Substrate  
-Rabbit HRP linked monoclonal antibody                            Cell signaling 
-Kodak BioMak light film                                                       Sigma- Aldrich 
-Kodak processing chemicals for                       Sigma Aldrich 
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3.3 พืชสมุนไพรท่ีน ามาทดสอบในการวิจัย 

ได้แก่ พลคูาว (Houttuynia cordata Thunb.) ซึง่ได้มาจากตลาดในจงัหวดัเชียงใหม่ชว่งเดือน
พฤษภาคม และได้รับการทดสอบยืนยนัว่าเป็นพลคูาวจริง โดยคณะวิทยาศาสตร์ ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั แล้วเก็บไว้ในพิพิธภณัฑ์พืชศาสตราจารย์กสิน สวุะตะพนัธุ์ 
โดยมี  Voucher number A015285 
 
การเตรียมตัวอย่าง (Sample preparation) 

น าพลคูาว (Houttuynia cordata Thunb.)  สว่นใบล าต้นและก่ิง มาล้างให้สะอาดแล้ว

น าไปอบท่ี hot air oven อณุหภมูิ 50 ⁰C จนแห้ง แล้วน าไปป่ันโดยใช้เคร่ืองป่ันให้ละเอียดเสร็จแล้ว
น าไปท าขัน้ตอนการสกดั 

 
ขัน้ตอนการสกัด (Extraction method)  

สกดัโดยใช้ Soxhlet extraction ซึง่เป็นการสกดัร้อนแบบตอ่เน่ือง hot continuous 
extraction) โดยอปุกรณ์ท่ีเรียกวา่ “Soxhlet apparatus” ดงัรูปท่ี 14  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 14 แสดง Soxhlet apparatus [32] 
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อาศยัการต้มตวัท าละลายให้ระเหยและเกิดการควบแนน่หยดลงบนสมนุไพรท่ีต้องการสกดัซึง่จะ
ใสไ่ว้ใน Cellulose extraction thimble ในเคร่ือง soxhlet จนปริมาตรของตวัท าละลายขึน้สงูถึง
ระดบักาลกัน า้ (ซึง่ในขัน้ตอนนีต้วัท าละลายจะสมัผสักบัสมนุไพรท่ีต้องการสกดัเกิดการสกดัขึน้) ก็
จะไหลผา่น siphon ซึง่เป็นทอ่เล็กๆลงสูข่วดตวัท าละลาย ในขัน้ตอนนีข้วดตวัท าละลายจะมีสาร
สกดัอยูด้่วย จากนัน้สารละลายในขวดตวัท าละลายเดมิซึ่งมีสารสกดัก็จะเกิดการระเหยและ
ควบแนน่ลงบนสมนุไพรท่ีสกดัและเกิดขัน้ตอนตา่งๆซ า้ดงัเดมิท่ีได้กลา่วไว้ข้างต้น ดงันัน้จะเห็นได้
วา่เป็นการสกดัแบบตอ่เน่ือง ได้ปริมาณสารสกดัมาก โดยใช้ตวัท าละลายน้อย [33] ในการทดลอง
นีจ้ะใช้ตวัท าละลายสามชนิด เรียงตามล าดบัความมีขัว้น้อยไปมากดงันีคื้อ Petroleum ether 
(PE), Dichloromethane (DC) และ Ethanol (ET) 
โดย   PE มีจดุเดือด           30-40   ᵒC 

        DC มีจดุเดือด           39-42   ᵒC 
        ET  มีจดุเดือด           78        ᵒC 
โดยมีวิธีการดงันี ้
1.ชัง่พลคูาวท่ีป่ันไว้ 40 g ใส ่cellulose extraction thimble 
2. ตวงตวัท าละลายแรกคือ Petroleum ether 400 mL ใสข่วดก้นกลม เพ่ือให้อตัราส่วนเป็น     
40:400=1:10 
3.ใสก่ระเบือ้งลงไป 2-3 ชิน้เพ่ือปอ้งกนัการเดือดอยา่งรุนแรง 
4. Set อปุกรณ์ดงัรูป 
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5. สกดัจนกวา่สว่น siphon จะใส โดยใช้เวลาประมาณ 12 ชัว่โมง 

6. เทตวัท าละลายท่ีรวมกบัสารสกดัท่ีได้จากขวดก้นกลม ใส ่Duran bottle เก็บไว้ท่ี 2-4 ⁰C รอการ 
evaporation เอาตวัท าละลายออก 
7. เปล่ียนตวัท าละลายเป็น DC และ ET โดยใช้ sample เดมิ แล้วท าตามท่ีกลา่วไว้ข้างต้น 
ก่อนการน าสารจากขวด Duran ใส่ Tube 50 mL ให้ห่อ tube 50 mL ด้วย aluminium foil 
และช่ังน า้หนักก่อนใส่สารและหลังจากระเหยตัวท าละลายออกไปแล้ว เพื่อจะได้น า้หนัก
ของ crude extract น ามาค านวณ เตรียมความเข้มข้นของสารสกัด 
หลงัจากนีใ้ห้ท าการะเหยตวัท าละลายทิง้โดยใช้ เคร่ือง Rotary evaporator (miVac) 
 
การระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้ เคร่ือง Rotary evaporator (miVac) 

น าสารสกดัท่ีมีตวัท าละลายจากขวด Duran bottle ใสห่ลอด 50 mL ประมาณ 30 mL 

เพราะใสม่ากอาจจะล้นได้ แล้วน าเข้าเคร่ือง ตัง้อณุหภมูิการระเหยส าหรับ PE และ DC ท่ี 30 ⁰C 
ET ท่ี 45 ⁰C เสร็จแล้วน าสารสกดัหยาบท่ีได้ไปชัง่น า้หนกั ซึง่ได้น า้หนกัดงันี ้

- Petroleum Ether (PE)      มีน า้หนกัสารสกดัหยาบ       0.53 กรัม 

Siphon 
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- Dichloromethane (DC)   มีน า้หนกัสารสกดัหยาบ       0.23 กรัม 
- Absolute Ethanol (ET)    มีน า้หนกัสารสกดัหยาบ       1.07 กรัม 

 
การเตรียม Stock solution ของสารสกัดหยาบ 
1. เตรียม Stock solution ความเข้มข้น 100 mg/mL ในแตล่ะตวัท าละลาย โดยละลายสารสกดั
หยาบเหล่านีด้้วย DMSO ค านวณด้วยวิธีเทียบบญัยญัไตรยางค์ดงัตวัอยา่ง 
ตวัอย่าง เตรียม Stock solution ของสารสกดัหยาบในสว่นตวัท าละลาย PE ความเข้มข้น 100 
mg/mL ดงันี ้
สารสกดัหยาบในสว่นตวัท าละลาย  PE มีน า้หนกั 0.52 กรัม = 530 mg 
            เตรียม 100 mg                                                                       ใน 1,000   µL 
            มี 530 mg         ดงันัน้ต้องเตมิ DMSO ลงไป   (530×1000)/100 = 5,300    µL 
2. เตรียม Stock solution 100 µg/mL ด้วยการท า Serial dilution โดยเจือจางด้วย Media 
100 mg/mL crude extract                                                       มี DMSO   100   % 
10 mg/mL crude extract                                                    มี DMSO   10     % 
1 mg/mL หรือ 1000 µg/mL crude extract                        มี DMSO    1      % 
100 µg/mL crude extract                                                              มี DMSO    0.1  % 
 
การเตรียมเซลล์ 
เซลล์ที่ใช้ในการทดลองคือ  
-  SiHa  เป็น human squamous cervical cancer cells ท่ีมี HPV type 16 integrate อยู่ 
 
การ sub culture(pass cell) 
เป็นการถ่ายเซลล์ จะท าเม่ือเซลล์เจริญเตบิโตจนเตม็ flask 70-80% เพ่ือไมใ่ห้มีเซลล์มากเกินไป 
เพราะการมีเซลล์มากจะท าให้แยง่สารอาหารกนั เป็นผลให้เซลล์เจริญไมดี่ไมแ่ข็งแรงหรือตายได้ 
(Flask ใหญ่คือมีขนาด 75 mm2, Flask เล็กคือมีขนาด 25 mm2) 
วิธีท าการทดลอง 
1. ดดู media ทิง้ ใส ่1x PBS จ านวนพอท่ีจะล้าง แล้ว mix ให้ดี ล้างสองรอบ 
2. เตมิ enzyme trypsin ส าหรับย่อยเซลล์ออกจาก flask โดยท่ี flask เล็กใช้ 1 mL flask ใหญ่ใช้ 2 
mL 
3. Incubate 37 ⁰C 2-5 นาที 
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4. เขยา่ flask เบาๆให้เซลล์หลดุ แล้วใส่ culture media ลงไปเพ่ือ neutralize trypsin (flask เล็ก
ใช้ 3, flask ใหญ่ใช้ 6 mL) 
5. Mix โดยดดูขึน้ลง 
6. ดดูทัง้หมดใสห่ลอด 15 mL แล้วน าไปป่ัน 1500 rpm 5 นาที 25 ⁰C 
7. เท media ทิง้ เหลือตะกอน แล้วเขย่าให้ตะกอนกระจาย 
8. ดดูใส่ flask ท่ีใส ่culture media ใหมไ่ว้แล้ว (flask เล็กใสมี่เดีย 3 mL, flask ใหญ่ใสมี่เดีย 6 
mL) 
 
การแช่แข็งเซลล์ (Freeze cell). 
วิธีท าการทดลอง 
1. ท าเหมือน sub-culture แตข่ัน้ตอนสดุท้ายให้ดดูตะกอนเซลล์ใส ่Freezing media ท่ีประกอบไป
ด้วย DMSO 10% + Serum 90% 

2. แชท่ี่ 4⁰C 1 ชัว่โมง เปล่ียนไปแชท่ี่  20 ⁰C 1 วนั และเปล่ียนตอ่ไปแชท่ี่ -80 ⁰C อีกหนึง่วนั 
3. น าเข้าแชใ่นถึง Nitrogen เหลว 
 
การละลายเซลล์ (Thawing cell). 
วิธีท าการทดลอง 
1. Pipette อาหารเลีย้งเซลล์จ านวน 5 mL ลงในหลอด 15mL (อาหารเลีย้งเซลล์ควรอุ่นก่อนท่ี 37 
⁰C) 
2. น าเซลล์ออกจากถึง nitrogen เหลว แล้วท าไปบม่ท่ี water bath 37 ⁰C 2 นาทีให้เซลล์ละลาย 
ห้ามแกวง่เกิน 2 นาที DMSO อาจท าให้เซลล์ตายได้ 
3. Pipette เซลล์ลงสู ่หลอดท่ีมีมีเดียเตรียมไว้แล้ว 15 mL ในข้อหนึง่ 

4. น าไปป่ัน 1500 rpm 25⁰C 5 นาที เพ่ือ neutralize DMSO 
5. เท media ทิง้ เหลือแตต่ะกอนเซลล์ แล้วเทมีเดียใหมล่งไป 5 mL 

6.เทใส ่culture flask และน าไป incubate ท่ี 37⁰C , 5%CO2 
 
การนับและค านวณจ านวนเซลล์ 
การนบัและค านวณเซลล์มะเร็งจะใช้เคร่ืองมือท่ีเรียกว่า “Hemocytometer counting chamber” 
ซึง่ก่อนนบัจะมีการย้อมเซลล์ด้วยสี trypan blue เพ่ือเวลานบัเซลล์สามารถประเมินคา่จ านวน
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เซลล์ท่ีมีชีวิตก่อนท่ีจะท าการ seeded เซลล์ได้ โดยคา่เซลล์ท่ีมีชีวิต (Cell viability) ไมค่วรต ่ากว่า 
90% ซึง่ค านวณจาก 
 
Cell viability =                       Total cell count – stained cell (Death cell) 

                           Total cell count 
 

โดยสี Trypan blue จะไมส่ามารถซมึผา่นเซลล์เมมเบรนของเซลล์ท่ีมีชีวิตได้ แตเ่ซลล์ท่ี
ตายเซลล์เมมเบรนจะเส่ือมสลายซึง่ท าให้สามารถซมึเข้าไปได้ จะเห็นเซลล์ตายตดิสีน า้เงินหรือฟ้า 
เซลล์เป็นคือเซลล์ท่ีมีชีวิตจะไมต่ดิสี  Trypan blue เป็นอนพุนัธ์ของ  toluidine ซึง่ช่ือ Trypan blue 
มาจากความสามาถท่ีฆา่เชือ้  trypanosomes ซึง่เป็นปรสิตท่ีท าให้เกิด  sleeping sickness ได้
(http://en.wikipedia.org/wiki/Trypan_blue). 

 
 
 

 
 
 
                        ภาพท่ี 15 แสดง  Chemical structure ของ Trypan blue. 
                        ( http://en.wikipedia.org/wiki/File:Trypan_blue.png) 
 
วิธีท าการทดลอง 
1. ท าเหมือน sub culture จนถึงขัน้ตอนท่ีเจ็ดให้เตมิ Culture media ลงไปในตะกอนเซลล์ 1 mL  

(เพ่ือเจือจางเซลล์ให้นบัจ านวนง่ายขึน้) 

2. ดดู suspension มา 10 µL สี Trypan blue 0.4% มา 90 µL อตัราสว่นเป็น 1:10 

 (Dilute 10 เทา่) 

3. Incubate เป็นเวลา 3 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง 

4. ดดูใส่ counting chamber นบัภายใต้กล้องจลุทรรศน์ Bright field microscope. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Trypan_blue
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Trypan_blue.png
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5. โดยนบัจ านวนส่ีช่องใหญ่ท่ีท ากรอบสีแดง ดงัแสดงในรูปท่ี 17 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 16 แสดง ตาราง counting chamber (กรอบสีแดงคือบริเวณที่นับเซลล์) 
 

6. น าเข้าสตูร 

จ านวนเซลล์ตอ่มิลลิลิตร  =     จ านวนเซลล์ท่ีนบัได้  x  Diltution factor 

                                           จ านวนช่องท่ีใช้นบั x ปริมาตรของ Chamber 

โดยปริมาตรของ Chamber = 1 x 1 x 0.1 = 10-4 ลกูบาศก์เซนตเิมตร 

Dilution factor = 10 

3.4 การทดลองท่ีใช้ในการวิจัยหาฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาว 
3.4.1 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด (Cytotoxicity test) 

3.4.1.1 การหาความเป็นพิษของ DMSO ท่ีใช้ในการละลายสารสกดัหยาบพลคูาว ด้วยวิธี MTT 
assay 

ก่อนท าการทดลองหาฤทธ์ิของสารสกดัพลคูาว ต้องมีการละลายสารสกดัพลคูาวด้วยตวั
ท าละลายอินทรีย์ คือ DMSO ซึง่ DMSO เป็นพิษตอ่เซลล์ ท าให้เซลล์เกิดการตาย ดงันัน้ ต้องหา
ความเข้มข้นของ DMSO ท่ีใช้ละลายสารสกดั จนความเข้มข้นสดุท้ายของสารสกดัมี DMSO อยูไ่ม่
เกินความเข้มข้นของ DMSO ท่ีเป็นพิษกบัเซลล์ท่ีใช้ทดสอบ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิโดยวิธี 
MTT assay  
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MTT assay เป็นวิธีการท่ีใช้ในการตรวจหา cell viability, proliferation และ cytotoxicity 
โดยใช้ความสามารถของ enzyme succinate dehydrogenase ท่ีพบอยูใ่นไมโทคอนเดรียของ
เซลล์ท่ีมีชีวิต ในการเปล่ียน tetrazolium salt (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl_-2,5-
diphenyltetrazolium salt bromide) ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 2 ซึง่เป็นสารละลายท่ีมีสีเหลือง ให้เป็น 
Formazan ซึง่มีลกัษณะเป็นตะกอนสีมว่ง ละลายตะกอนสีมว่งด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ เชน่ 
DMSO  แล้ววดั O.D.ท่ี 550 nm โดย spectrophotometer. Formazan ท่ีเกิดขึน้จะเป็นสดัส่วน
โดยตรงกบั cell ท่ียงัมีชีวิต ดงันัน้ cell ท่ีมีชีวิตมากจะเกิด formazan มาก O.D.ท่ีวดัได้ก็จะสงู 

 

 
ภาพท่ี 17 แสดง Reaction of MTT assay 

(http://2010.igem.org/Image:Freiburg10_MTT_reaction.png). 
 

วิธีการท าการทดลอง 
1. Seed cell จ านวน 5,000 cell per well ปริมาตร 135 µL ลงใน 96 wells- plate และ incubate 
ไว้ 24 ชัว่โมง  
2. เตรียม DMSO ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายใน 96 well plate เป็น 0.1%, 0.05%, 0.025%, 
0.0125%, 0.1% โดย dilute ด้วย culture media  
ตวัอยา่งเชน่ ต้องการ treat เซลล์ด้วย DMSOให้ความเข้มข้นสดุท้ายใน well เป็น 0.1% 
                                                 
                                                 เข้าสตูร C1V1 = C2V2 

http://2010.igem.org/Image:Freiburg10_MTT_reaction.png
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หา C1 = ? , V1 =15 µL (ปริมาตรท่ีจะดดูมาจากหลอด Working DMSO), C2 = 0.1% (ความ
เข้มข้น DMSO สดุท้ายท่ีต้องการใน well),  V2 = 150 µL (ปริมาตรทัง้หมดใน well ท่ีใช้ในการ
ทดลอง) ดังนัน้ C1 = 1% ต้องเตรียมความเข้มข้น DMSO ในหลอด working DMSO ให้มีความ
เข้มข้น 1% ใสล่งใน 96 well plate ท่ีมี solution อยูท่ัง้หมด 150 µL 
หา V1 จะต้องดดู DMSO ความเข้มข้น 100% มาเทา่ไหร่ เพ่ือท่ีจะเตรียมเป็นหลอด Working 
DMSO ความเข้มข้น 1% แล้วใสล่งใน 96 well plate จะมีความเข้มข้นสดุท้ายกลายเป็น 0.1% 
โดยจะเตรียมปริมาตรไว้ 1,000 µL ของหลอด Working DMSO 
 
                                                 เข้าสตูร C1V1 = C2V2 
 
หา V1 = ?, C1 = 1% (ความเข้มข้นในหลอด working DMSO ท่ีค านวณได้จากข้างต้น), C2=0.1% 
(ความเข้มข้น DMSO สดุท้ายท่ีต้องการใน well), V2 = 1000 µL (ปริมาตรท่ีต้องการเตรียม) 
ดังนัน้ V1= 10 µL 
ดงันัน้ดดู DMSO จากขวด DMSO ความเข้มข้น 100% มา 10 µL แล้วใส ่culture media ไป 990 
µL จะได้ working DMSO เม่ือดดูลง 96 well plate 15 µL ก็จะได้ความเข้มข้นสดุท้ายของ 
DMSO ใน 96 well plate เป็น 0.1% 
3. ใส ่DMSO ในชอ่ง A, B, C, D, E, F เรียงตามล าดบัความเข้มข้นคือ 0.1%, 0.05%, 0.025%, 
0.0125%, 0.1% ตามล าดบั จ านวน 15 µL โดยแถว A ตามแนวนอนจะไมใ่สส่ารสกดัพลคูาว ใส่
เป็น culture media แทน (เพ่ือเป็น negative control) และสาม column แรกจะไม ่seeded cells 
เพ่ือให้เป็น Blank จากนัน้ incubate ไว้ 24 ชัว่โมง ดงัแสดงในรูปท่ี 18 
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ภาพท่ี 18  แสดง 96 wells-plate และตวัอย่างการเตมิสารส าหรับ MTT assay 
 

4. ใส ่MTT reagent จ านวน 15 µL ลงไปทกุหลมุ แล้ว incubate ในท่ีมืด (ในตู้  Carbondioxide 
incubator) เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 
5. ดดูส่วนใสทิง้ให้หมด ระวงัดดูตะกอน formazan ตดิไปด้วย 
6. เตมิ DMSO ลงไปหลมุละ 150 µL และ mix ขึน้ลงให้ตะกอนละลาย 
7. ป่ัน plate ท่ี 2000 rpm 10 minutes 
8. ดดูใส่ plate ใหม ่แล้ววดั O.D. ท่ี 550 nm 
จากการทดลองนีพ้บว่า ความเข้มข้นของ DMSO ท่ี 0.01% ไมท่ าให้เซลล์ SiHa  ตายอย่างมี
นยัส าคญั จงึละลายสารสกดัหยาบด้วย DMSO ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายในการทดสอบหาฤทธ์ิ
ของสารสกดัไมเ่กิน 0.01% 

 

 

 

ไม่ seed cell ท่ีช่องนี ้(O.D.blank) 

มีแต ่DMSO กบั Media                  

0% 

0.1%

%% 0.05% 

0.025%

0.0125%

0.01% 

เป็น Control ไม ่treat DMSO 
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3.4.1.2 การหาความเป็นพิษของสารสกดัพลคูาวในการท าให้เซลล์มะเร็งปากมดลกูตายด้วยวิธี 
MTT assay 

วิธีท าการทดลองเหมือนข้อ 3.4.1 การหาความเข้มข้นของ DMSO เพ่ือใช้ในการละลายสารสกดั
หยาบพลคูาว ด้วยวิธี MTT assay แตข่ัน้ตอนท่ี 3 การ treat สารเปล่ียนจาก DMSO เป็นสารสกดั
พลคูาวท่ีละลายให้ความเข้มข้นสดุท้ายใน 96 well plate เป็น 0, 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µg/mL  
ตวัอย่างการค านวณความเข้มข้นสารสกดัใน 96 well plate ใหเ้ป็น 2 ug/mL 
ท า Serial dilution จาก Stock solution ท่ีเตรียมไว้ข้างต้น 
 
 
 

 
เข้าสตูร C1V1 = C2V2 หา C1 คือต้องเตรียมสารสกดัความเข้มข้นเทา่ไหร่ให้ลง 96 well plate ละ
ความเข้มข้นจะกลายเป็น 2 µg/mL โดยจะใช้ V1 คือ ปริมาตรท่ีใช้ในการ treat cell ก าหนดเป็น 15 
µL, C2 = 2 ug/mL (ความเข้มข้นสารสกดัสดุท้ายท่ีต้องการใน well), V2 คือปริมาตรรวมสดุท้ายใน 
96 well plate ก าหนดเป็น 150 µL 
                                                         C1×15 = 2×150 
                                                               C1 = 20 µg/mL 
 
ดงันัน้ต้องเตรียมสารสกดัให้มีความเข้มข้นก่อนลง 96 well plate เป็น 20 µg/mL (Working 
extract) 
เข้าสตูร C1V1 = C2V2 อีกรอบ เพ่ือหา V1 = ? (ปริมาตรท่ีดดูมาเพื่อใช้ในการเตรียมหลอด working 
extract ให้ความเข้มข้นเป็น 20 µg/mL ท่ีค านวณได้ข้างต้น จากหลอด Stock solution ความ
เข้มข้น 100 µg/mL ท่ีเตรียมโดย serial dilution ข้างต้น), C1 = 100 µg/mL (ความเข้มข้นจาก
หลอด stock solution ความเข้มข้น 100 µg/mL), C2 = 20 µg/mL (ความเข้มข้นในหลอด 
working extract) 
                                             100 × V1 = 20 × 200 

  V1 = 40 

Media 900 µL Media 900 µL Media 900 µL Media 900 µL 

100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

Stock solution  100 

mg/mL 10 mg/mL 1 mg/mL 100 µg/mL 10 µg/mL 
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ดงันัน้ดดู จากหลอด Stock solution 100 µg/mL มา 40 µL ใสล่งในหลอดท่ีมี media 160 µL ก็
จะได้ working extract เม่ือดดูลง 96 well plate จ านวน 15 µL จะท าให้มีความเข้มข้นของสาร
สกดัสดุท้ายท่ี treat เซลล์ใน 96 well plate เทา่กบั 2 µg/mL 
เม่ือพิจารณาถึงความเข้มข้นของ DMSO เม่ือ treat เซลล์ท่ีความเข้มข้นดงักลา่วข้างต้น ซึง่ค านวณ
ดงันี ้
เข้าสตูร C1V1 = C2V2 
                                           0.1%  x 40 = C2 x 200 
                                                      C2 = 0.02% 
                                          0.02% x 15 = C2 x 150 
                                                      C2 = 0.002% 
ดงันัน้จะมีความเข้มข้น DMSO 0.002% เม่ือ treat ด้วยสารสกดั ความเข้มข้นสดุท้ายใน 96 well 
plate 2 µg/mL 
                                             
3.4.2 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดต่อการยับยัง้การเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง (Wound 
healing assay)  

เป็นการศกึษาการเคล่ือนท่ีของเซลล์ใน in vitro ซึง่เลียนแบบกระบวนการ wound 
healing ตามธรรมชาติ ถ่ายภาพขณะเร่ิมต้น และขณะท่ีเกิด cell migration เพ่ือปิดบาดแผล เพื่อ
ดคูวามสมัพนัธ์ระหวา่ง cell matrix และ cell-cell interaction ในระหวา่งการเกิด cell migration 
เพ่ือปิดบาดแผล [34, 35] ซึง่มีขัน้ตอนปฏิบตัดิงันี ้ 
วิธีท าการทดลอง 
1. Seeded SiHa cell line ใน six wells plate ท่ี concentration 100,000 cells/cm2 จ านวน
1,500 µL  และ incubate ใน CO2 incubator จนกระทัง้เซลล์มี confluence 80% โดยเปล่ียน 
media ทกุๆสามวนั 
2. ใช้ Tip เหลือง (200µL) ขดู cell monolayer ให้เป็นรอยยาว เพ่ือสร้างบาดแผล 
3. ล้างเซลล์ด้วย 1% PBS และ treat เซลล์ด้วยสารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย PE, DC และ 
ET จ านวน 500 µL ให้ concentration สดุท้ายใน 6 well plate เป็น 1 µg/mL และ 10 µg/mL 
ส าหรับสารสกดัในสว่นตวัท าละลาย PE  และ 0.25 µg/mL,  0.5 µg/mL ส าหรับตวัท าละลาย DC
และ ET โดยหลกัการคดิการเตรียมความเข้มข้นส าหรับ treat สารสกดัเชน่เดียวกบั MTT ท่ีอธิบาย
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ไว้ข้างต้น (ใช้ noncytotoxic dose ซึง่ได้จาก MTT assay) โดย control เป็นหลมุท่ีไมเ่ตมิ extract 
เตมิแค ่media 
4. วดั distance เร่ิมต้นท่ีเวลา 0 hour, 24 hours และ 48 hours โดยใช้ stage micrometer และ
โปรแกรมโฟโตช็อป 
5. ค านวณ % Migration rate จาก 
 
 
                       Average distance between scratch (day 0)  –  Average distance between scratch (day 1 or 2)   
                                                               Average distance between scratch (day 0) 

 
- ซึ่งหมายความว่า ถ้า % Migration rate ยิ่งสูงแปลว่า อัตราการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง
มาก ความสามารถของสารสกัดการยับยัง้การ migration ยิ่งน้อย ดังนัน้ค่าที่ต ่ายิ่งดี 
 
3.4.3 การทดสอบหาฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาวต่อการยับยัง้การรุกรานของเซลล์มะเร็งด้วย
การวัดระดับเอนไซม์ Human Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)  

Matrix metalloproteinase 
 Cancer cells จะถกูล้อมรอบด้วย Extracellular matrix (ECM) ซึง่ประกอบด้วย 
proteoglycans และ non-proteoglycanic matrix components (collagen, laminin, 
fibronectin และ elastin.) การท่ี cancer cells จะลกุล า้ (invasion) หรือแพร่กระจาย 
(metastasis) ได้จะต้องย่อย Extracellular matrix ซึง่มี proteinase 4 กลุม่ท่ีรู้จกัวา่มี
ความสามารถย่อยได้ คือ 
1. Serine proteinases เชน่ trypsin, plasmin, kallikrein. 

2. Aspartic proteases. 

3. Cystein proteinases. 

4. Matrix metalloproteinases (MMPs) หรือ Matrixins. [36] 

จากการศกึษาพบว่าโดยทัว่ไป cancer cells ใช้ MMPs ในการ invasion และ metastasis 
โดยเม่ือเทียบกบั normal cell พบวา่ cancer cell จะมี expression และ activation ของ MMPs 
เพิ่มมากขึน้ ปัจจบุนัพบว่าในมนษุย์มี MMPs 23 ชนิด แบง่ตามความสามารถในการย่อย 
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substrate, การเรียงล าดบัของ peptide domain และความเหมือนของล าดบักรดอะมิโน ออกเป็น 
6 กลุม่ คือ 
1. Collagenases. 
2. Gelatinases. 
3. Stromelysins 
4 .Matrilysins. 
5. Membrane-type MMPs 
6. Others 
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ภาพท่ี 19 แสดง การจดักลุ่มของเอนไซม์ MMP ตามต าแหนง่ของยีนบนโครโมโซม และ Domain 
composition [37] 

 

MMPs สว่นใหญ่จะถกูสงัเคราะห์ออกมาอยูใ่นรูป inactive form (ยกเว้น membrane type MMPs 
จะถกูสงัเคราะห์ออกมาในรูป active form) โดยกรดอะมิโน cysteine ในสว่น propeptide 
domain จะจบักบั Zinc ion( Cys-Zn2+) ท าให้อยูใ่นรูป inactive form หรือ zymogen ซึง่ต้องมี
การท าลายพนัธะจงึจะอยุใ่นรูป active form ได้ โดยใช้ Chaotropic agents หรือ protease ตวั

อ่ืนๆในการกระตุ้น ส าหรับ endogenous inhibitor ของ MMPs ได้แก่ α2-macroglobulin และ 

Tissue inhibitors of metalloproteinase(TIMPs) โดย α2-macroglobulin เป็น plasma protein 
หนกั 725 kDa จะจบั MMPs ไว้ภายในโมเลกลุ และถกูก าจดัโดยกระบวนการ endocytosis สว่น 
TIMPs จะจบักบับริเวณ active site ของเอนไซม์ท าให้ไม่สามารถท างานได้ 
 จากการศกึษาพบว่ามะเร็งหลายชนิดมีการ expression ของ MMP-2, MMP-9 ท่ีสงู  และ
เก่ียวข้องอยา่งมีนยัส าคญักบัการด าเนินไปของโรคมะเร็ง [38] ส าหรับรอยโรคระดบัสงูก่อนท่ีจะ
พฒันาเป็นมะเร็งปากมดลกู (human cervical high- grade lesions) และมะเร็งปากมดลกู พบวา่
มีการ expression ของ MMP-2 ในอตัราท่ีสงูและยงัสอดคล้องกบัการด าเนินไปของโรคมะเร็งปาก
มดลกูอีกด้วย [39, 40] อีกทัง้ในเซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa ท่ีใช้ในการศกึษา มีงานวิจยัพบวา่มี
การ expression ของ MMP-2 ทัง้ในระดบั mRNA และระดบั protein ท่ีสงู [36] จงึน า MMP-2 มา
เป็นตวัแทนของการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัพลคูาวในการยบัยัง้การหลัง่เอนไซม์ MMP ของ SiHa 
cells ซึง่ในการทดลองนีใ้ช้ชดุทดสอบ Human MMP-2 ELISA Kit ของบริษัท Abcam โดยใช้
หลกัการของ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) โดยมีขัน้ตอนสรุปดงันี ้

1. ใช้ 96 well plate ท่ีมี antibody ท่ีจ าเพาะตอ่เอนไซม์ MMP-2 เคลือบอยูท่ี่ก้น plate ซึง่มีในชดุ
ทดสอบ  

2. ปิเปต sample ลงไปใน 96 well plate ถ้าใน sample มีเอนไซม์ MMP-2 อยู ่MMP-2 ก็จะไปจบั
กบั antibody ท่ีเคลือบไว้  

3. Wash ด้วย 1x Wash solution และเตมิ Biotynylated anti-Human MMP-2 antibody ซึง่จะ
จบัจ าเพาะกบั MMP-2  

4. Wash และเตมิ HRP-conjugated streptavidin  

5. Wash อีกครัง้  

6. เตมิ TMB ซึง่เป็น substrate ท่ีจ าเพาะกบั HRP จากนัน้ HRP จะยอ่ย TMB เกิดสีขึน้  
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7. วดั O.D. ท่ี 450 nm สีท่ีเกิดขึน้เป็นสดัสว่นโดยตรงกบัปริมาณ MMP2 ท่ีมีในตวัอย่าง  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 20 แสดง ขัน้ตอนปฏิกิริยา Human MMP2 ELISA Kit (Abcam) 
 

3.4.4 การทดสอบรูปแบบการชักน าให้เกิดการตายของสารสกัด (Apoptosis detection by 
flow cytometry) 

โดยใช้ชดุ kit ของ Invitrogen ท่ีช่ือวา่ Alexa Fluor 488 annexin V/ Dead Cell 

Apoptosis Kit with Alexa Fluor 488 annexin V and PI for flow cytometry 

หลักการ  

Phosphatidyl serine (PS) เป็น aminophospholipid ซึง่ปกตพิบด้านในของเย่ือหุ้มเซลล์ 

แตเ่ม่ือเกิด apoptosis. Phosphatidyl serine จะออกมาอยูด้่านนอกของเย่ือหุ้มเซลล์ จงึอาศยั

คณุสมบตันีิ ้ในการตรวจสอบเซลล์เม่ือเกิด apoptosis โดยในชดุ kit นีจ้ะใช้ Annexin V ซึง่เป็น 

Ca2+ dependent phospholipid binding protein [41] ท่ีติดฉลากด้วยสีฟลอูอเรสเซนส์ Alexa 

Fluor 488 โดย Annexin V มีความสามารถในการจบักบั PS สงู นอกจาก apoptosis จะท าให้ PS 

ออกมาอยุ่ด้านนอกของเย่ือหุ้มเซลล์แล้ว necrosis ก็สามารถเกิดเช่นกนั จงึมีการใช้สีท่ีสอง คือ 

Propidium iodide (PI) ซึง่เป็นสารประกอบเคมีฟลอูอเรสเซนต์ท่ีมีความสามารถในการจบักบั 

Nucleic acid โดย PI ไมส่ามารถซมึผา่นเย่ือหุ้มเซลล์ของเซลล์ท่ีมีชีวิต และเซลล์ท่ีเกิด early 

apoptosis ได้ จงึใช้เป็นตวัแยกระหวา่ง early apoptotic cells กบั necrotic cells ได้ [42] 
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ภาพท่ี 21 แสดง ผล flow cytometry 
ท่ีผา่นการ stain ด้วยชดุ kit Alexa Fluor 488 annexin V (Invitrogen) บริเวณ V คือ Viable cells, 
A คือ Apoptotic cells, N คือ Necrotic cells + late apoptosis cells (A) Jurkatcells ท่ีไมผ่า่น
การ treat ด้วยสาร (B) Jurkat cell ท่ีผา่นการ treat ด้วย 10 µM camptothecin 4 ชัว่โมง 
(https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/mp13241.pdf) 
 

วิธีท าการทดลอง 

ขัน้ตอนเตรียมเซลล์ส าหรับทดสอบ flow cytometry 

1. Seed cell ท่ี density 100,000 cells per well ลง 6 wells plate ปริมาตร 1,500 µL 

2. Incubate ท่ี 37 °C 5% CO2 72 ชัว่โมง (3 วนั) 

3. Treat ด้วยสารสกดัพลคูาว (HCT) ในสว่นตวัท าละลาย Dichloromethane (DC) และตวัท า
ละลาย Ethanol (ET) โดยก าหนดความเข้มข้นดงันี ้

 HCT-DC ให้ความเข้มข้นสดุท้ายใน 6 well plate เป็น 1,  4, 10 µg/mL ใช้ 

ปริมาตรท่ี treat cells 500 µL 

 HCT-ET  ให้ความเข้มข้นสดุท้ายใน 6 well plate เป็น  4, 10  µg/mL   ใช้ 

ปริมาตรท่ี treat cells 500 µL 

(วิธีการค านวณความเข้มข้นส าหรับการ treat สารสกดัมีหลกัการเชน่เดียวกบั MTT assay 
ดงัท่ีกลา่วไว้ข้างต้น) 

https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/mp13241.pdf
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และท า Negative control โดยไมเ่ตมิสารสกดัพลคูาว แตเ่ตมิ culture media ท่ีใช้เลีย้งเซลล์ลงไป 
500 µL 

ท า Positive control โดยใช้ H202 ความเข้มข้นเม่ือลง well แล้วเป็น 0.05% โดยใช้ปริมาตร 500 
µL เชน่กนั 

4. จากนัน้ incubate ตอ่ท่ี 37 °C 5%CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน าไปท าขัน้ตอนการ
เตรียมส าหรับท า flow cytometry ตอ่ไป 

ขัน้ตอนการเตรียมส าหรับทดสอบ flow cytometry โดยชุด kit 

1. Trypsinization เหมือน pass cell ตามปกติ 

2. Wash ด้วย Cold 1x PBS 

3. เตรียม 1X annexin binding buffer  

โดยเตมิ 5x annexin binding buffer ( component C) ลงใน Deionized water 4 mL 

4. เตรียม 100 µg/mL working PI solution 

โดยเตมิ 1 mg/mL PI stock solution (component B) 5 µL ลงใน 1x annexin binding buffer 
45 µL ท่ีเตรียมไว้ข้างต้น 

5. ทิง้ supernatant ท่ีได้จากข้อ 1. และเตมิ 1x annexin binding buffer ลงไป resuspend 
จ านวน 100 µL 

6. เตมิ Alexa Fluor 488 annexin V (component A) ลงไป 5 µL และเตมิ 100 µg/mL PI 
working solution ท่ีเตรียมจากข้อ 3 ลงไป 1 µL 

7. Incubate ท่ี room temp 15 นาที 

8. เตมิ 1x annexin binding buffer ลงไป 400 µL 

9. Mix เบาๆ และวางบนน า้แข็งทนัที 

10. Measure fluorescence ท่ี 530 nm และ 575 nm โดยใช้ excitation ท่ี 488 nm โดยเคร่ือง 
flow cytometer 
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3.4.5 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาวต่อการตายด้วยวิธี Lysosomal degradation 
ด้วย Acridine orange 

Acridine orange เป็นสีฟลอูอเรสเซนต์ท่ีมีประจบุวก สามารถซมึผา่นเซลล์เมมเบรน เข้า
ไปจบักบั DNA ได้ โดยเม่ือจบักบั DNA จะให้แสงสีเขียว เม่ือกระตุ้นด้วยแสงสีน า้เงิน (ความยาว
คล่ืน 440-470 nm) นอกจากนีเ้ม่ือเข้าสู่ organelle ท่ีมี pH เป็นกรด เชน่ lysosome, endosome 
จะถกู protonate เกิดการเรืองแสงสีส้มแดง เม่ือกระตุ้นด้วยแสงสีน า้เงิน [43, 44] ]จงึสามารถ
น ามาประยกุต์ใช้ในการ screening การเกิด autophagy โดยใช้ย้อม autophagolysosome ซึง่มี 
pH เป็นกรด โดยจะเกิดขึน้เม่ือเกิดกระบวนการ  autophagy  เทา่นัน้  
วิธีท าการทดลอง 
1.  Seed cells ท่ีความเข้มข้น 100,000 cells ตอ่ 1 well ใน 6-wells plate โดยใส่ cover slip ลงใน 
well. Well ละหนึง่อนัก่อน seed ปริมาตร 1,500 µL 
2. Incubate 3 วนัท่ี 5% CO2 , 37 °C 
3. วนัท่ี 4 treat สารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย absolute ethanol (HCT-ET) และ 
dichloromethane (HCT-DC) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ท่ีความเข้มข้นดงันี ้

 HCT -ET ก าหนดความเข้มข้นสดุท้ายใน 6 well plate เป็น  4 µg/mL และ 10 µg/mL treat 

สารสกดัด้วยปริมาตร 500 µL 

 HCT-DC ก าหนดความเข้มข้นสดุท้ายใน 6 well plate เป็น  1 µg/mL และ 10 µg/mL treat 

สารสกดัด้วยปริมาตร 500 µL 

(วิธีการค านวณความเข้มข้นส าหรับการ treat สารสกดัมีหลกัการเชน่เดียวกบั MTT assay 

ดงัท่ีกลา่วไว้ข้างต้น) 

และท า Negative control โดยไมเ่ตมิสารสกดัพลคูาว แตเ่ตมิ culture media ท่ีใช้เลีย้งเซลล์  

ลงไป 500 µL 

4. วนัท่ี 5 Acridine orange staining โดยมีขัน้ตอนดงันี ้
4.1 ดดู media (ซึง่ประกอบด้วย culture media และ crude extract) ออก 500 uL 
4.2 ใส ่Acridine orange ท่ีเตรียมไว้ให้ความเข้มเข้นเม่ือลง 6 well plate เป็น 3 µg/mL ลงไป 500 
uL 
4.3 Incubate 15 นาที ท่ี 5% CO2 , 37 °C 
4.4 ล้างด้วย 1xPBS เอา cover slip ออกมาแล้ววางบนแผน่สไลด์ 
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4.5 ทาขอบ cover slip ด้วยน า้ยาทาเล็บ แล้วรีบส่องกล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ทนัที 
 
3.4.6 การทดสอบยืนยันฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาวในการชักน าให้เกิดการตายแบบ 
autophagy ด้วยวิธี Western blot analysis 

Western blot เป็นวิธีการท่ีใช้อยา่งแพร่หลาย เร่ิมต้นในปี ค.ศ. 1979 ในการตรวจวิเคราะห์
หาโปรตีนเปา้หมายจากสิ่งส่งตรวจท่ีมีโปรตีนหลายชนิดรวมกนัอยู ่ ซึง่ใช้ทัง้งานด้านวิจยัและงาน
ด้านคลินิก เชน่ การตรวจ HIV, Lyme disease, Hepatitis B เป็นต้น โดยวิธีการนีป้ระกอบด้วย
ขัน้ตอนการสกดัโปรตีน, วดัปริมาณโปรตีน, การแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าท่ีเรียกว่า อิเล็คโตรโฟ
รีซิส (Electrophoresis), การเคล่ือนย้ายโปรตีนไปยงัแผน่เมมเบรน (Electroblotting), การปอ้งกนั
การเกิด non-specific binding และการใช้แอนตบิอดีท่ี้จ าเพาะในการตรวจจบัโปรตีนเปา้หมาย 
[45, 46] ซึง่โปรตีนเปา้หมายท่ีเราจะตรวจสอบครัง้นีคื้อ LC3BII โดยโปรตีนชนิดนีจ้ะเกิดขึน้เม่ือเกิด
กระบวนการ Autophagy เทา่นัน้ [47] 
3.4.6.1 การสกดัโปรตีน 
ก่อนการสกดัโปรตีนให้ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีจะทดสอบดงันี ้
1. Seed cell ท่ีความเข้มข้น 1x105 cell/well ลงใน 6-well plate จ านวน 3 plate และ incubate ท่ี 

37 ᵒC 5%CO2จนกระทัง่มี confluency ประมาณ 70% โดยท าการเปล่ียน culture media ทกุ 2 
วนั 
2. Treat สารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย DC และ ET ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายใน 6 well plate 
เทา่กบั 10 µg/mL ปริมาตร 500 µL นาน 24 ชัว่โมง (ใช้ 1 plate ตอ่ 1 ความเข้มข้นสารสกดั) และ
ท า Negative Control โดยใส ่media แทนสารสกดั 
วิธีท าการทดลองการสกัดโปรตีน 
เตรียม Nonidet-P 40 lysis buffer ซึง่ประกอบด้วย 
150 mM Nacl, 50 mM Tris pH 8.0, 1% NP-40 และน า้กลัน่ ผสมกบั 1mM Dithiothreitol (DTT) 

30 µl และ PMSF 30 µL(ผสมกบั DTT และ PMSF ก่อนใช้เทา่นัน้) แชใ่นตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 2-8ᵒC 
1. ล้าง 6-well plate ด้วย cold PBS สองรอบ 
2. เตมิ cold lysis buffer ท่ีเตรียมไว้ข้างต้น 100 µL ตอ่ well และขดูเซลล์ด้วย scraper (ล้าง 
scraper โดยจุม่ลงใน 70% alcohol และ PBS ก่อนใช้ทกุครัง้) 
3. ดดู solution ทัง้หมดท่ีได้จากการขดูข้างต้นลงใน microcentrifuge tube 
4. เขยา่โดยใช้ orbital shaker 30 นาที ท่ี 4 ᵒC 
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5. Centrifuge 20 นาที 12,000 rpm ท่ี 4 ᵒC 
6. น า microcentrifuge tube ออกจากเคร่ืองและวางลงบนน า้แข็งทนัที 
7. ดดู supernatant ใสล่งใน microcentrifuge tube อนัใหม ่ 

8. เก็บท่ี -20 ᵒC 
3.4.6.2 การวดัปริมาณโปรตีนทีส่กดัได้ 
วดัปริมาณโปรตีนท่ีสกดัได้ด้วยวิธี Bradford 
วิธีท าการทดลอง 
1. ปิเปตโปรตีนท่ีสกดัไว้ ปริมาตร 2 µL + D.W. 98 µL ลงใน microcentrifuge tube แล้ว mix 
2. ปิเปต Bradford reagent 1,000 µL ลง microcentrifuge tube ในข้อ 1 และ mix 
3. Incubate ท่ี room temp. 10 นาที 
4. ดดู solution จาก microcentrifuge tube มา 150 µL ใสล่งใน 96 well plate 
5. วดั O.D. ท่ี 595 nm ด้วย ELISA reader 
หมายเหตุ : - Standard protein ใช้ Bovine serum albumin (BSA) ผสมกบัน า้กลัน่ให้ความ
เข้มข้นเป็น 10 mg/mL, 1,000 µg/mL, 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 
µg/mL, 15.63 µg/mL, 7.81 µg/mL, 3.91 µg/mL, 1.95 µg/mL 
               - วิธีทดลองส าหรับ standard ท าเหมือน sample แต ่standard ใช้ปริมาตร 1,000 µL 
กบัน า้ยา Bradford 1,000 µL 
               - หลงัค านวณความเข้มข้นโปรตีนแล้ว ให้คณูด้วย 50 (dilution factor) เพราะใช้  
Sample 2 µL+ D.W. 98 µL (1:49 = dilution factor 50) 
3.4.6.3 การแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟา้ (Electrophoresis) 

การแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าต้องมีการใช้เจลท่ีเรียกว่า SDS-PAGE (Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ซึง่มีคณุสมบตัิในการ denature โปรตีน 
และท าให้โปรตีนมีประจเุทา่กนั ดงันัน้การแยกโปรตีนจงึขึน้อยู่กบัมวลโมเลกลุ (molecular weight) 
อยา่งเดียว ซึง่มีวิธีการเตรียมเจลดงันี ้
เตรียม 5% stacking gel โดยใช้ 
- H2O                                                                                        2.1             mL 
- 30% acrylamide mix                                                               0.5             mL 
- 1.0 M Tris (pH 6.8)                                                                  0.38           mL 
- 10% SDS                                                                                 0.03           mL 
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- 10% ammonium persulfate                                                     0.03           mL 
- TEMED                                                                                    0.003         mL 
เตรียม 15% separating gel 
- H2O                                                                                         2.3             mL 
- 30% acrylamide mix                                                                5.0             mL 
- 1.5 M Tris (pH 8.0)                                                                   2.5             mL 
- 10% SDS                                                                                  0.1             mL 
- 10% ammonium persulfate                                                      0.1             mL 
- TEMED                                                                                     0.004         mL 
ตัง้ทิง้ไว้ให้เจลแข็งประมาณ 20 นาที 
หมายเหตุ เจลจะแข็ง ( เกิด polymerization) เม่ือเตมิ Ammonium persulfate กบั TEMED 
จากนัน้เข้าสูข่ัน้ตอนการโหลดโปรตีนลงเจลโดยน าโปรตีนท่ีต้องการทดสอบผสมกบั Laemli 

(Loading dye) ในอตัราสว่น 1:1 และน าไป Incubate ท่ี 95-100 ᵒC นาน 5 นาที mix และโหลด
ลงสูเ่จล โดยตัง้ความตา่งศกัย์ 70 V นาน 20 นาที ส าหรับ Stacking gel และตัง้ความตา่งศ กย์ 120 
V นาน 85 นาที ส าหรับ Separating gel  
3.4.6.4 การถ่ายโอนโปรตีนทีแ่ยกไดไ้ปยงัแผ่นเมมเบรน ( Immunoblotting) 
1. เตรียมแผน่ PVDF membrane โดยแชล่งใน absolute methanol เพ่ือท าให้เกิดขัว้ไฟฟ้า นาน 5 
นาที 
2. น า PVDF membrane แชต่อ่ ใน Transfer buffer ท่ีเย็น และลอกแผน่เจลออกจากแผน่กระจก
ออกมาแชเ่ชน่เดียวกบั PVDF membrane 
3. เตรียมชดุ Transfer buffer โดยใสใ่นตลบัประกบ เรียงตามล าดบัดงันี ้ ฟองน า้, กระดาษกรอง
สามแผน่, แผน่เจลจากการท าอิเล็คโทรโฟเรซิสท่ีแชไ่ว้ใน Transfer buffer, PVDF membrane ท่ีแช่
ไว้ใน transfer buffer, กระดาษกรองสามแผน่, ฟองน า้  
4. ใสต่ลบัลงในแทงค์ โดยหนัด้านขัว้ลบของตลบัเข้าหาด้านขัว้ลบของแทงค์และ ด้านขัว้บวกของ
ตลบัเข้าด้านขัว้บวกของแทงค์ 
5. เตมิ Transfer buffer ท่ีเย็นลงในแทงค์ให้ท่วมตลบัประกบ 
6. ปิดฝาแทงค์ และน าไปวางในภาชนะท่ีใสน่ า้แข็ง เพ่ือหลอ่เย็นตลอดขัน้ตอนการท า 
7. ตัง้ความตา่งศกัย์ 120 mA นาน 1 ชัว่โมง 
8. ครบเวลาน า PVDF membrane แชใ่น TBST-T 
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3.4.6.5 การปอ้งกนัการเกิด non-specific binding 
ปอ้งกนัการเกิด non- specific binding โดยใช้ Non fat dry milk 5% เตรียมโดยใช้ TBS-T 30 mL 
ผสมกบั Non fat dry milk 1.5 g. จากนัน้ 
1. เท TBS-T ท่ีแช ่PVDF membrane ทิง้ 
2. ใส ่5% Non fat dry milk ท่ีเตรียมไว้ข้างต้นลงไปแทน 
3. Incubate ท่ี room temp. พร้อมทัง้เขยา่เบาๆ 1 ชัว่โมง 
 
3.4.6.6 การตรวจจบัโปรตีนเปา้หมายโดยใช้แอนติบอดีที้่จ าเพาะ (Immuno assay) 
โดยใช้แอนตบิอดีท่ี้จ าเพาะ 2 ชนิด ชนิดท่ีหนึง่ (primary antibody) คือ แอนติบอดีท่ี้จ าเพาะตอ่
โปรตีนเปา้หมาย LC3BI และ LC3BII (LC3B rabbit monoclonal antibody) ชนิดท่ีสองคือ แอนติ
บอตีท่ี้จ าเพาะตอ่แอนตีบอดีเ้ปา้หมายแตจ่ะ conjugated ด้วยเอนไซม์ท่ีสามารถย่อย substrate 
เกิดแสงขึน้ได้เป็น chemiluminescence detection ซึง่มีขัน้ตอนดงันี ้
1. เม่ือครบเวลา 1 ชัว่โมงในขัน้ Blocking ให้ล้างแผน่เมมเบรนด้วย TBS-T 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที 
พร้อมทัง้เขยา่เบาๆ 
2. เตรียมแอนตบิอดีต้วัท่ีหนึ่งท่ี dilution 1:1,000 โดยเจือจางด้วย 0.2% BSA ใน TBS-T   
3. Incubate PVDF membrane ด้วยแอนตบิอดีท่ี้เตรียมไว้ overnight ในภาชนะท่ีใสน่ า้แข็ง 
4. เม่ือครบเวลาให้เท solution ทิง้และล้างด้วย TBS-T 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที 
5. เตรียมแอนติบอดีต้วัท่ีสอง (Anti Rabbit Ig G HRP-linked antibody) ท่ี dilution 1:10,000 โดย
เจือจางด้วย 0.2% BSA ใน TBS-T   
6. เม่ือล้างแผน่เมมเบรนเสร็จให้ใสแ่อนตบิอดีต้วัท่ีสองท่ีเตรียมไว้ลงไปและ Incubate 1 ชัว่โมงท่ี 
room temp. 
7. เตรียม Substrate โดยผสม substrate peroxide solution กบั Luminol enhancer A ใน
อตัราสว่น 1:1 (ท าในท่ีมืด) 
8. น า PVDF membrane จุม่ลงใน substrate ท่ีเตรียมไว้ (ท าในท่ีมืด) ประมาณ 5 นาทีแล้วน าไป
ท าขัน้ตอนการประกบฟิล์ม 
ขัน้ตอนการประกบฟิล์ม ดงันี ้
1. ใส ่D.W. ลงในถาด 2 ถาด จ านวน 65 mL 
2. เทน า้ยา Fixer 15 mL ใส่ถาดท่ีหนึง่ แล้ว mix ให้เข้ากนั 
3. เทน า้ยา Developer 15 mL ใสถ่าดท่ีสองแล้ว mix ให้เข้ากนั 
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4. น า PVDF membrane ท่ีชบุ substrate แล้วมาประกบกบัแผน่ฟิล์ม 
5. น าแผน่ฟิล์มจุม่ลงในถาดน า้ยา Developer จนกระทัง่เห็น band และท าการล้างด้วย D.W. 
ประมาณ 1 นาที 
6. น าแผน่ฟิล์มจุม่ลงในถาดน า้ยา Fixer และท าการล้างด้วย D.W. ประมาณ 1 นาที 
7. ตากแผน่ฟิล์มให้แห้ง 
 
 
3.4.7 การวิเคราะห์ข้อมูล 
ข้อมลูท่ีได้จากการวิจยัจะถือวา่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเม่ือคา่ P-value น้อยกวา่ 
0.05 (ระดบัความเช่ือมัน่ 95%) โดยใช้สถิติ Student’s t-tests ซึง่ค านวณโดยโปรแกรม SPSS และ
แสดงผลเป็นรูป ตาราง และกราฟ ด้วยโปรแกรม Microsoft office excel 
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บทที่ 4 ผลการทดลอง 

4.1 การทดสอบความเป็นพษิของสารสกัด (Cytotoxicity test) 
4.1.1 การหาความเป็นพิษของ DMSO ทีใ่ช้ในการละลายสารสกดัหยาบพลูคาว ดว้ยวิธี MTT 
assay 
จากการทดลองใช้เปอร์เซนต์ความเข้มข้น DMSO 5 ความเข้มข้นคือ 0.01%, 0.0125%, 0.025%, 
0.05%, 0.1% treat SiHa cells พบวา่ท่ีความเข้มข้น DMSO 0.01% มีคา่ %Cell viability คือ 
99.08 ดงักราฟท่ี 1 ซึง่ไมท่ าให้เซลล์ตายอยา่งมีนยัส าคญัจงึละลายสารสกดัหยาบพลคูาวโดยให้มี
ความเข้มข้น DMSO ไมเ่กิน 0.01% ในการ treat เซลล์ SiHa ในแตล่ะการทดลอง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 22 แสดง cell viability ของ SiHa cells เม่ือ treat ด้วย DMSO 0.01, 0.0125, 0.025, 
0.05, 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้เก้าครัง้ error bar คือคา่ 
S.D. 

 
4.1.2 การทดสอบหาความเป็นพิษของสารสกดัพลูคาวด้วยวิธี MTT assay 
จากการทดสอบด้วยตวัท าละลายสามชนิด คือ Petroleum ether (PE), Dichloromethane (DC) 
และ Absolute ethanol (ET) ท่ีความเข้มข้น 5 ความเข้มข้น คือ 1, 2, 4, 6, 8, 10 µg/mL พบวา่มี
เพียงตวัท าละลาย DC และ ET ท่ีท าให้เซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa ตายอย่างมีนยัส าคญั ดงัภาพ
ท่ี 23, 24, 25 และตวัท าละลาย DC มีคา่ IC50 เทา่กบั 8 µg/mL 
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ภาพที่ 23 แสดง Cell viability ของ SiHa cells หลงั treat ด้วยสารสกดัพลคูาวในส่วนตวัท า
ละลาย Petroleum Ether (PE) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้เก้าครัง้ error 
bar คือคา่ S.D. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 24 แสดง Cell viability ของ SiHa cells หลงั treat ด้วยสารสกดัพลคูาวในส่วนตวัท า
ละลาย Dichloromethane (DC) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้เก้าครัง้ 
error bar คือคา่ S.D. 
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ภาพที่ 25 แสดง Cell viability ของ SiHa cells หลงั treat ด้วยสารสกดัพลคูาวในส่วนตวัท า
ละลาย Absolute Ethanol (ET) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้เก้าครัง้ error 
bar คือคา่ S.D. 
 
 

จะเห็นได้วา่สารสกดัจากตวัท าละลาย PE แทบไมท่ าให้เกิดการตายของเซลล์เลย สารสกดัจากตวั
ท าละลาย DC สามารถท าให้เซลล์ตายอยา่งมีนยัส าคญัท่ีความเข้มข้นคือ 1, 2, 4, 6, 8, 10 
µg/mL ซึง่ท าให้เปอร์เซ็นต์ cell viability ลดลงเร่ิมต้นท่ี 89.45±6.07 เปอร์เซ็นต์ ลงต ่าสดุถึง 
50.73±2.08 เปอร์เซ็นต์ สว่นสารสกดัจากตวัท าละลาย ET สามารถท าให้เซลล์ตายอย่างมี
นยัส าคญัท่ีความเข้มข้นคือ 4, 6, 8, 10 µg/mL ซึง่ท าให้เปอร์เซ็นต์ cell viability ลดลงเร่ิมต้นท่ี 
97.95±8.32 เปอร์เซ็นต์ ไปยงัคา่ต ่าสดุ 85.95±4.85 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นว่าความสามารถในการชกั
น าให้เซลล์ตาย สารสกดัหยาบในสว่นตวัท าละลาย DC มีฤทธ์ิมากกว่าสารสกดัหยาบในสว่นตวั
ท าละลาย ET และการตายขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของสารสกดัท่ีมากขึน้ (Dose dependent 
manner) 
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4.2 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดต่อการยับยัง้การเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง 

การทดสอบสารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย PE พบวา่ ท่ีความเข้มข้น 10 µg/mL และ 1 
µg/mLไมส่ามารถยบัยัง้ cell migration ได้อยา่งมีนยัส าคญั แตใ่นทางตรงกนัข้ามสามารถเพิ่ม 
cell migration ได้อยา่งมีนยัส าคญัท่ีความเข้มข้น 1 µg/mL ทัง้ 24 และ 48 ชัว่โมง ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ภาพที่ 26 แสดง % Cell migration ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัจาก treat ด้วยสารสกดัพลคูาวใน
สว่นตวัท าละลาย Petroleum Ether (PE)  ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้หก
ครัง้ error bar คือ S.D. ของ % cell migration ทัง้หกครัง้ 
 

เชน่เดียวกบัการทดสอบสารสกดัในตวัท าละลาย DC พบวา่ท่ีความเข้มข้น 0.5 µg/mL และ 0.25 
µg/mL ไมส่ามารถยบัยัง้ cell migration ได้ทัง้ 24 และ 48 ชัว่โมงแตส่ามารถเพิ่ม cell migration 
ได้ท่ี 48 ชัว่โมงทัง้สองความเข้มข้น ดงัแสดงในภาพท่ี 27 มีเพียงสารสกดัจากตวัท าละลาย ET ท่ี
ความเข้มข้น 0.25 µg/mL ท่ีสามารถยบัยัง้ cell migration อยา่งมีนยัส าคญัได้ทัง้ 24 และ 48 
ชัว่โมง ดงัแสดงในภาพท่ี 28 
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ภาพที่ 27 แสดง % Cell migration ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัจาก treat ด้วยสารสกดัพลคูาวใน
สว่นตวัท าละลาย Dichloromethane (DC) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้
หกครัง้ error bar คือ S.D. ของ % cell migration ทัง้หกครัง้ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 28 แสดง % Cell migration ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัจาก treat ด้วยสารสกดัพลคูาวใน
สว่นตวัท าละลาย Ethanol (ET) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เป็นคา่ท่ีได้จากการท าซ า้หกครัง้ error 
bar คือ S.D. ของ % cell migration ทัง้หกครัง้ 
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ตัวอย่าง ภาพจากกล้องจลุทรรศน์ ของ Wound healing assay 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 29 แสดง ผล wound healing assay หลัง treat SiHa cells ด้วยสารสกัดพลูคาว และ 

Control SiHa cells ซึ่งไม่ได้ treat ด้วยสารสกัดพลูคาว 
 

4.3 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดต่อการยับยัง้การรุกรานของเซลล์มะเร็งด้วยการวัด
ระดับเอนไซม์ Human Matrix metalloproteinase (MMP-2) 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 30 
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ภาพที่ 30 แสดง ผลการทดสอบปริมาณ MMP-2 หลงัจาก treat SiHa cells ด้วยสารสกดัพลคูาว
ในสว่นตวัท าละลาย PE, DC และ ET ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% จากการท าซ า้สองครัง้  
 

จะเห็นวา่ไมมี่สารสกดัพลคูาวจากตวัท าละลายใดๆมีผลยบัยัง้การสร้างเอนไซม์ human MMP-2 
อยา่งมีนยัส าคญั 

 

4.4 การทดสอบรูปแบบการชักน าให้เกิดการตายของสารสกัด (Apoptosis detection by 
flow cytometry) 

จากการทดลองโดย Flow cytometry ในภาพท่ี 30  A และ B  คือ Control cells (ไม ่treat 
ด้วยสารสกดั) มีจ านวน viable cells ประมาณ 98% แสดงวา่กระบวนการท าการทดลองเหมาะสม 
เซลล์ไมไ่ด้เกิดการตายเองมากเกินไปจนท าให้การทดลองผิดพลาดได้ C คือ control positive 
cells ซึง่เกิดจากการ treat ด้วย H2O2 ความเข้มข้น 0.5% เพ่ือทดสอบวา่ Annexin V ไมไ่ด้
เส่ือมสภาพสามารถทดสอบได้และเซลล์สามารถตายได้ด้วย Necrosis + late apoptosis และ 
early apoptosis ผลการทดลองพบวา่เม่ือ treat ด้วยสารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย DC เป็น
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ เซลล์ตดิสี PI มากขึน้ตามความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสงูขึน้ ดงัภาพท่ี 
30 D, E, F แตไ่มไ่ด้ติด Annexin V อยา่งเห็นได้ชดั เชน่เดียวกบัการ treat ด้วยสารสกดัพลคูาวใน
สว่นตวัท าละลาย ET ดงัแสดงในภาพท่ี 30 G, H จากข้อมลูทัง้หมดนีจ้งึสรุปว่าเซลล์เกิดการฉีก
ขาดของเย่ือหุ้มเซลล์จนท าให้สี PI ซมึเข้าไปได้ แตไ่มต่ิด annexin V แสดงวา่กระบวนการชกัน าให้
เกิดการตายเป็นรูปแบบ necrosis 

 

A. Control cell 1 
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B. Control cells 2 

 

 

 

 

C. H2O2 0.5% 

 

 

 

 

 

 

D. DC 1 µg/mL 
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E. DC 4 µg/mL 

 

 

 

F. DC 10 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

G. ET 4 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

H. ET 10 µg/mL 
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ภาพท่ี 31  แสดง ผล flow cytometer ของ Control SiHa cells 
(A) คือ Control cells 1 (B) คือ Control cells 2 (C) คือ เซลล์หลงั treat ด้วย H2O2 5% (D,E,F) 
คือเซลล์หลงั treat ด้วยสารสกดัในตวัท าละลาย DC 1, 4 และ 10 µg/mL (G,H) คือเซลล์หลงั 
treat ด้วยสารสกดัในตวัท าละลาย ET 4, 10 µg/mL 
 

 

4.5 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาวต่อการตายแบบ Lysosomal degradation ด้วย 
Acridine orange 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 21 จะเห็นวา่เม่ือเปรียบเทียบกบั control เซลล์ท่ีผา่นการ treat 
ด้วยสารสกดัจะเกิดจดุสีส้มมากกวา่ ทัง้จ านวนและการกระจายตวั โดยจดุสีส้มจะเป็นโครงสร้างท่ี
เป็นกรด อาจเทียบได้กบั autophagolysosome ซึง่จะเกิดขึน้เม่ือเกิดกระบวนการ autophagy 
และจะเห็นวา่สารสกดัในส่วนตวัท าลาย DC จะท าให้เกิดจดุสีส้มได้มากกวา่ ET และการเกิดจะ
มากขึน้ตามจ านวนความเข้มข้นท่ีสงูขึน้ 

 

(A) Control (no crude extract)   (B) HCT-ET 4 µg/mL               (C) HCT-ET 10 µg/mL 

 

                                           (D) HCT-DC 4 µg/mL              (E) HCT-DC 10 µg/mL 
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ภาพท่ี 32 แสดง ผล Acridine orange staining ของ SiHa cells 
(A) Control cell ไม ่treat สารสกดั (B) Treat สารสกดัพลคูาวในส่วนตวัท าละลาย ET ความ
เข้มข้น 4 µg/mL (C) Treat สารสกดัพลคูาวในส่วนตวัท าละลาย ET ความเข้มข้น 10 µg/mL (D) 
Treat สารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย DC ความเข้มข้น 4 µg/mL (E) Treat สารสกดัพลคูาว
ในสว่นตวัท าละลาย DC ความเข้มข้น 10 µg/mL ภาพท่ีได้เป็นตวัแทนของการทดสอบจ านวนสอง
ครัง้ 
 

4.6 การทดสอบยืนยันฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาวในการชักน าให้เกิดการตายแบบ 
autophagy ด้วยวิธี Western blot analysis 

หลงัจากขัน้ตอนการตรวจคดักรองกระบวนการ autophagy แล้ว เข้าสูข่ัน้ตอนการตรวจ
ยืนยนั โดยใช้ Antibody ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีน LC3BI และ LC3BII ซึง่มีขนาดโปรตีน 14 และ 16 
kDa ตามล าดบั โดย LC3BII เป็นโปรตีนท่ีเกิดขึน้เม่ือเกิดกระบวนการ autophagy เทา่นัน้ ซึง่
พบวา่เม่ือท าการ treat เซลล์ SiHa ด้วยสารสกดัพลคูาวท าให้เกิด band ของโปรตีน LC3BII ขึน้ 
ดงันัน้กระบวนการชกัน าท่ีท าให้เกิดการตาย คือ กระบวนการ autophagy ดงัแสดงในภาพท่ี 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 33 แสดง ผล Western blot 
(A) คือโปรตีนท่ีได้จากการใช้แอนติบอตีต้อ่ LC3BI และ LC3BII (B) คือโปรตีนท่ีได้จากการใช้แอน
ตบิอดีต้อ่ GAPDH 
 
 

LC3BII 

LC3BI 

GAPDH 
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ผลความเข้มข้นของ band หลัง normalization ด้วย GAPDH 
control (LC3BI) DC 10 LC3BI DC 10 LC3II ET 10 LC3BI ET 10 LC3II 
0.154968113 0.213153781 0.076135363 0.126819529 0.074555306 

 
พบว่า band LC3BII (Autophagy) เมื่อ treat cell ด้วยสารสกัดพลูคาวในส่วนตัวท าละลาย DC มี
ความเข้มมากกว่า ET 1.02 เท่า แสดงให้เห็นว่าสารสกัดพลูคาวในส่วนตัวท าละลาย DC มีความแรง
มากกว่า ET ที่ความเข้มข้นเดียวกันประมาณ 1 เท่า 
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บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการศกึษานีเ้ป็นการศกึษาเพ่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัพลคูาว (Houttuynia cordata 
thumb.) ในการต้านมะเร็งปากมดลกูมนษุย์ ซึง่กระท าใน cell line (Human squamous cervical 
cancer cells, SiHa) ท่ีมี Human Papilloma virus (HPV) type 16 integrate อยูใ่นจีโนม โดย 
HPV type 16 นีเ้ป็น type ท่ีพบมากท่ีสดุในโลกและอยูใ่นกลุม่ความเส่ียงสงูท่ีจะพฒันาไปเป็น
มะเร็งปากมดลกูเม่ือติดไปแล้ว มาเป็นตวัแทนของเซลล์มะเร็งปากมดลกูในการศกึษา โดยจะ
ศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัจากตวัท าละลาย 3 ชนิดท่ีมีขัว้แตกตา่งกนัเรียงตามล าดบัความมีขัว้น้อย
ไปมากคือ Petroleum Ether (PE), Dichloromethane (DC) และ Absolute Ethanol (ET) ถึง
ความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง, ความสามารถในการยบัยัง้การเคล่ือนท่ีและการลกุลามหรือท่ีเรียกวา่ 
การแพร่กระจาย (metastasis) และรูปแบบการชกัน าให้เกิดการตาย เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานของยา
ท่ีจะพฒันาตอ่ไปในอนาคต ผลการทดลองครัง้นีพ้บวา่ สารสกดัพลคูาวในส่วนตวัท าละลาย DC 
และ ET สามารถท าให้เซลล์ตายได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ 95% การตาย
เป็นไปตามระดบัความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสงูขึน้ (dose dependent manner) โดยสารสกดัจาก
ตวัท าละลาย DC มีฤทธ์ิในการท าให้เซลล์ตายมากกว่า ETและมี IC50 เทา่กบั 8 µg/mL 
 การทดลองความสามารถของสารสกดัในการยบัยัง้การเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง พบวา่ 
ความเข้มข้นท่ี 0.25 µg/mL ของสารสกดัในสว่นตวัท าละลาย ET เทา่นัน้ท่ีสามารถยบัยัง้การ
เคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งได้อยา่งมีนยัส าคญั ทัง้ 24 และ 48 ชัว่โมง ซึง่สารสกดัในส่วนความเข้มข้น
อ่ืนและตวัท าลายอ่ืนมีแนวโน้มในการเพิ่มความสามารถในการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็ง
เชน่เดียวกบัการทดลองการวดัระดบัความเข้มข้นของเอนไซม์ MMP-2 ท่ีหลงัออกมาหลัง่จาก treat 
เซลล์ด้วยสารสกดัพลคูาว พบวา่ สารสกดัพลคูาวทัง้สามตวัท าละลายไมมี่ความสามารถในการ
ยบัยัง้การสร้างเอนไซม์ MMP-2 ได้ ในทางตรงกนัข้ามกลบัเพิ่มปริมาณ MMP-2 แตใ่นสว่นตวัท า
ละลาย DC ท่ีความเข้มข้น 10 µg/mL เห็นได้ชดัวา่สามารถลดปริมาณ MMP-2 ได้ เม่ือเทียบกบั 
Control แตก่ารลดลงนีไ้มไ่ด้เป็นการลดลงอยา่งแท้จริง น่าจะเป็นการลดลงเน่ืองจากเซลล์ตาย 
(เห็นได้จากการทดลอง Cytotoxicity test) จงึไมส่ามารถผลิต Enzyme MMP-2 ได้ เพราะความ
เข้มข้น DC 10 µg/mL เป็นความเข้มข้นท่ีพบว่าท าให้เซลล์มะเร็งตายสงูท่ีสดุในการทดลอง จงึ
กลา่วได้ว่าสารสกดัพลคูาวไมมี่ฤทธ์ิในการยบัยัง้การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปากมดลกูมนษุย์ 
 การทดลองชนิดการชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งปากมดลกู พบวา่เม่ือ treat เซลล์
ด้วยสารสกดัพลคูาวในสว่นตวัท าละลาย DC และ ET เป็นระยะเวลา 24 ชม จะมีการตดิสี PI ได้
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มากขึน้ เน่ืองมาจากเย่ือหุ้มเซลล์เกิดการฉีดขาด สีจงึซมึผา่นเข้าไปได้ แตไ่มต่ิด Annexin V อาจ
เน่ืองจากระยะเวลาท่ีใช้ในการ treat สาร เกินระยะเวลาท่ีเกิด apoptosis ไปแล้ว ซึง่จากการ
ทดลองของ H. Sawai and et al. [48] พบวา่ apoptosis จะเกิดชว่ง 4-5 ชัว่โมงหลงัจาก treat สาร
ท่ีเป็นพิษตอ่เซลล์ ดงันัน้จากการทดลองนีส้รุปได้วา่รูปแบบชกัน าให้เกิดการตายท่ี 24 ชัว่โมง คือ 
necrosis นอกจากนีไ้ด้พบว่ามีกระบวนการอ่ืนท่ีเก่ียวข้องกบัการตายคือ autophagy 
โดยกระบวนการ autophagy นีเ้ป็นท่ีถกเถียงกนั บางการทดสอบ พบวา่ autophagy เป็น
กระบวนการท่ีชว่ยสนบัสนนุให้เซลล์มะเร็งไมต่ายและดือ้ยา [49]  บางการทดสอบพบวา่
กระบวนการ autophagy ชว่ยให้เซลล์มะเร็งถกูท าลาย [50] เชน่เดียวกบัการทดลองนี ้ซึง่ใน
ปัจจบุนัยงัไมมี่การยืนยนัได้อยา่งแนช่ัด จงึกลา่วได้วา่ ขึน้อยูก่บัชนิดของเซลล์มะเร็ง สารเคมีท่ีไป
กระตุ้นการเกิด autophagy ปัจจบุนัมียาเคมีบ าบดัหลายชนิดท่ีกระตุ้นกระบวนการ autophagy 
เชน่ BCR-ABL tyrosine kinase inhibitor, Imatinib, anti-epidermal growth factor receptor 
(EGFR), Cetuximab, proteosome inhibitors, TNF-related apoptosis inducing ligand, 
arsenic trioxide เป็นต้น นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัท่ีผา่นมาทดสอบพลคูาวถึงความปลอดภยัในการ
ใช้ วา่ไมเ่ป็นพิษตอ่ยีนของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม [51] ดงันัน้จงึเป็นท่ีนา่สนใจอยา่งยิ่งถึงสรรพคณุใช้
เป็นพืชในการปอ้งกนัโรค หรือเป็นพืชท่ีมีสว่นร่วมในการรักษา อีกทัง้ข้อมลูในการทดลองยงัเป็น
ข้อมลูพืชฐานส าหรับการพฒันาไปเป็นยารักษาโรคมะเร็งปากมดลกูในอนาคต 
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ภาคผนวก 
การเตรียม Reagent ส าหรับ Western blot analysis 

1. การเตรียม 1X Running buffer (pH8.75) ปริมาตร 1 L 

- 25 mM Tris                                                                                        3.03              g 

- 192 mM Glycine                                                                               14.42             g 

- 0.1 % SDS                                                                                         1                   g 

เตมิ Milli Q water ให้ครบ 1 L 

2. การเตรียม 1X Transfer buffer (8.75) / 1X Tris-Glycine buffer ปริมาตร 1 L 

- 25 mM Tris                                                                                        3.03              g 

- 192 mM Glycine                                                                               14.42            g 

- 20% Methanol                                                                                  200               mL 

เตมิ Milli Q water ให้ครบ 1 L 

3. การเตรียม 1X TBS-Tween 20 หรือ TBS-T ปริมาตร 1 L 

- 20 mM Tris-HCL, pH 7.5                                                                    2.42            g 

- 150 mM NaCl                                                                                     8.76            g 

- 1% Tween-20 (เตมิก่อนใช้)                                                                  1                mL 

เตมิ Milli Q water ให้ครบ 1 L 

การเตรียม Working Bradford solution (1X Bradford) 

- Distilled water                425             mL 

95% Ethanol (100% ethanol 14.25 mL + D.W. 0.73 mL)                     15              mL 

- 85% Phosphoric acid                                                                        30              mL 

- Bradford solution                 30              mL  

(Bradford solution ประกอบด้วย 95% Ethanol 100 mL + 85% Phosphoric acid 200 mL + 
Serva Blue G 350 mg) 

เม่ือผสมสว่นผสมทัง้หมดแล้วให้กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 เก็บในขวดสีชาท่ี 4 ᵒC 
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