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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 ประกายทิพย์ สมจิตต์ : ผลของสารสกัดสมนุไพรที่มีเห็ดกระถินพิมาน Phellinus linteus เป็น

องค์ประกอบต่อการมีชีวิตของเซลล์ วัฏจักรเซลล์ อะพอพโทซสิ และการแสดงออกของยีนใน
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และเซลลม์ะเร็งต่อมลูกหมาก. ( EFFECTS OF HERBAL EXTRACTS 
CONTAINING Phellinus linteus ON CELLVIABILITY, CELL CYCLE, APOPTOSIS AND 
GENE EXPRESSION IN COLON CANCER AND PROSTATE CANCER CELLS) อ.ที่ปรึกษา
หลัก : รศ. ดร.ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต 

  
มะเร็งลำไส้ใหญ่เป็นมะเร็งที่มีอัตราการเกิดและเสียชีวิตเป็นอันดับต้น  ๆ ในทุกกลุ่มอายุ และ

มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นมะเร็งที่มีอัตราการเกิดและเสียชีวิตเป็นอันดับสองในเพศชาย  โดยการศึกษาใน
ปัจจุบันพบว่าเห็ดกระถินพิมาน (Phellinus linteus) และสมุนไพรอ่ืนๆ บางชนิดมีฤทธิ์ป้องกันการเกิด
มะเร็ง การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบฤทธิ์และกลไกการยับยั้งการมีชีวิตของสารสกัดที่มีเห็ด
กระถินพิมานเป็นองค์ประกอบร่วมกับสมุนไพรอ่ืน  ๆ (สูตรตำรับ) และสารสกัดเห็ดกระถินพิมานใน
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ HCT116 SW620 และ HT-29 และเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก PC-3 ผลทดสอบการ
ยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay แสดงให้เห็นว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถยับยั้งการมี
ชีวิตของเซลล์มะเร็งที่ศึกษาได้ 50% (IC50) ที่ความเข้มข้นน้อยกว่าสารสกัดที่มีเห็ดกระถินพิมานเพียง
อย่างเดียวอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  โดยกลไกการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากของสารสกัดสูตรตำรับได้ศึกษาการควบคุมผ่านวัฏจักรเซลล์และกระบวนการอะ
พอพโทซิสโดยใช้เทคนิค PI assay และเทคนิค Annexin V apoptosis assay ตามลำดับ ผลการศึกษา
แสดงให้เห็นว่าสารสกัดสูตรตำรับเพิ่มจำนวนประชากรสะสมในระยะ  G0/G1 และชักนำการตายแบบ 
necrosis ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก และเพิ่มจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 และ 
HT-29 ในระยะ G2 และ SW620 ในระยะ S และชักนำการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งลำไส้
ใหญ่ ฉะนั้นฤทธิ์ของสารสกัดสูตรตำรับในการควบคุมวัฏจักรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและเซลล์มะเร็ง
ลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 เกี่ยวข้องกับการลดการแสดงออกของยีน  KRAS อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
นอกจากนี้การตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด  
HCT116 และ HT-29 เกี่ยวข้องกับการเพิ่มและลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 อย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ ดังนั้นการศึกษานี้สามารถชี้ให้เห็นถึงความสามารถของเห็ดกระถินพิมานร่วมกับสมุนไพรอ่ืนๆ ใน
การควบคุมการตอบสนองในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากผ่านการควบคุมวัฏจักร
เซลล์ อะพอพโทซิส และการแสดงออกของยีน 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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 Prakaithip Somjit : EFFECTS OF HERBAL EXTRACTS CONTAINING Phellinus linteus ON 

CELLVIABILITY, CELL CYCLE, APOPTOSIS AND GENE EXPRESSION IN COLON CANCER 
AND PROSTATE CANCER CELLS. Advisor: Assoc. Prof. PATTAMAWADEE 
YANATATSANEEJIT 

  
Colon cancer is a type of cancer with the highest incidence and mortality rate across 

all age groups and prostate cancer is the second-leading cause of cancer incidence and death 
among males. Current studies found that Phellinus linteus and some other herbs have anti-
cancer effects. The objectives of this study were to determine the anti-tumor effects and 
inhibition mechanisms of an extract containing P. linteus as a constituent with other herbs 
(recipe) and only P. linteus in colon cancer cells HCT116 SW620 and HT-29 and prostate 
cancer cell PC-3. The result of cell viability inhibition using MTT assay showed that the recipe 
extract could inhibit the viability of cancer cells by 50% (IC50) at a lower concentration than 
the extract that only P. linteus significantly. The inhibition mechanism of colon and prostate 
cancer cells of recipe extract was studied through the cell cycle and apoptosis cell death using 
PI assay and Annexin V apoptosis assay, respectively. The recipe extract increased cell cycle 
arrest at the G0/G1 phase and produced necrosis in prostate cancer cells, according to the 
findings. The recipe increased cell population at G2 phase arrest in HCT116 and HT-29 and S 
phase in SW620 colon cancer cells and triggered apoptosis in colon cancer cells. Therefore, 
the effect of the recipe extract on the regulation of cell cycle arrest of prostate cancer and HT-
29 colon cancer cells was associated with a significantly downregulation of KRAS gene 
expression. Moreover, apoptosis of prostate cancer cells and colon cancer cells HCT116 and 
HT-29 were associated with a significant upregulation and downregulation in IFNGR1 gene 
expression. Thus, this study demonstrated the ability of P. linteus in combination with other 
herbs to regulate responses in colon and prostate cancer cells by regulating the cell cycle 
apoptosis and gene expression. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 มะเร็ง เป็นการเจริญเติบโตของเซลล์ที่แบ่งตัวผิดปกติอย่างควบคุมไม่ได้ อีกท้ังเซลล์มะเร็งยัง
มีความสามารถในการหลบหลีกการทำลายจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ทำให้เซลล์มะเร็งสามารถ
รุกรานไปยังอวัยวะข้างเคียงหรือลุกลามไปตามอวัยวะต่าง ๆ ภายในร่างกายผ่านทางระบบไหลเวียน
เลือดและระบบน้ำเหลือง หนึ่งในมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับสี่ในผู้ป่วยมะเร็งทุกกลุ่มอายุ คือมะเร็ง
ลำไส้ใหญ่ (colon cancer) ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีการแบ่งตัวผิดปกติที่เกิดขึ้นบริเวณลำไส้ใหญ่หรือทวาร
หนัก (Terzić et al., 2010) และมีสาเหตุการตายเป็นอันดับสามในผู้ป่วยโรคมะเร็งทั่ วโลก 
(Labianca et al., 2010) โดยพบว่าสาเหตุส่วนใหญ่ในผู้ป่วยมะเร็งลำไส้ใหญ่มาจากการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมซึ่งมีความผิดปกติมาจากการกลายพันธุ์ของยีนที่ทำหน้าที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดีเอ็นเอ 
(DNA repair) (Karanikas and Esebidis, 2016) และอีกหนึ่งมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับต้น ๆ ของ
ผู้ชาย คือมะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีการแบ่งตัวผิดปกติที่เกิดขึ้นบริเวณ
ต่อมลูกหมาก มะเร็งต่อมลูกหมากมักพบในผู้ชายสูงอายุส่วนใหญ่จะพบในผู้ชายอายุ 50 ปีขึ้นไป 
(Quinn and Babb, 2002) อีกทั้งยังพบว่าปัจจัยทางพันธุกรรมมีผลต่อการเป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก
หากพบว่ามีคนในครอบครัวป่วยเป็นมะเร็งต่อมลูกหมากจะมีโอกาสเสี่ยงเป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก
มากกว่าคนทั่วไป รวมถึงเชื้อชาติมีผลต่ออุบัติการณ์ เกิดมะเร็งต่อมลูกหมากโดยมักพบในผู้ชาย
ชาวตะวันตกมากกว่าผู้ชายชาวเอเชีย (Crawford, 2003) ในปัจจุบันการรักษามะเร็งสามารถทำได้
หลายวิธี ได้แก่ การผ่าตัด, การฉายรังสีรักษา, เคมีบำบัด และการรักษาด้วยการแพทย์ทางเลือกโดย
การใช้สมุนไพร 
 เห็ดกระถินพิมาน มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Phellinus linteus ลักษณะทั่วไปของเห็ดกระถิน
พิมาน มีลักษณะคล้ายเปลือกหอย ลำต้นมีสีน้ำตาล ดอกเห็ดมีลักษณะแข็งเหมือนเนื้อไม้ และไม่มี
ก้าน (Pleninger and Volk, 2005) สารสกัดจากสมุนไพรที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบนั้น 
จากการศึกษาบทความวิจัยพบว่า พอลิแซ็กคาไรด์  (polysaccharide) ที่ได้จากสารสกัดของเห็ด
กระถินพิมาน มีความสามารถในการต้านการอักเสบ การต้านอนุมูลอิสระ รักษาความผิดปกติของตับ 
ต้านมะเร็ง และต้านอาการแพ้ และเนื่องจากพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากสารสกัดที่มีเห็ดกระถินพิมาน
เป็นองค์ประกอบมีคุณสมบัติในการกระตุ้นการทำงานของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย อีกทั้งยัง
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง เช่น มะเร็งต่อมลูกหมาก มะเร็งปอด มะเร็งลำไส้ใหญ่ มะเร็ง
ตับและมะเร็งปากมดลูก เป็นต้น (Zhu et al., 2008) 
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 เนื่องจากมีการกล่าวอ้างสรรพคุณของสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานว่าสามารถช่วยรักษาโรค
ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ยกตัวอย่างเช่น โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคอีสุกอีใส โรค
งูสวัด เป็นต้น ดังนั้นจึงสนใจศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันซึ่งจัดเป็นโมเลกุลส่งสัญญาณ (ไซ
โตไคน์) ที่ระบบภูมิคุ้มกันสร้างขึ้นคือ ยีน Interferon gamma receptor 1 (IFNGR1) ที่จะถูกแปล

รหัสได้โปรตีน IFN-R1 เป็นตัวรับสัญญาณของไซโตไคน์ที่มีชื่อว่า interferon gamma (IFN-) ซึ่ง
เป็นไซโตไคน์ที่สามารถชักนำให้เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดต่าง ๆ มากำจัดเซลล์มะเร็งได้หากมีการตรวจ
พบ (Bernabei et al., 2001) นอกจากนั้นอีกหนึ่งยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งโดยตรงได้แก่  ยีน 
GTPase KRas (KRAS) ที่จะถูกแปลรหัสได้โปรตีน K-RAS เป็นตัวแปลงสัญญาณ (signal transducer 
protein) มีหน้าที่ส่งสัญญาณเกี่ยวข้องกับการควบคุมการเพ่ิมจำนวนเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ โดย KRAS 
จะแปลงสัญญาณผ่านหลายเส้นทาง (Jančík et al., 2010) จึงจัดเป็นยีนที่ควบคุมการเจริญเติบโต
ของร่างกาย (proto-oncogene)  
 ในการศึกษาครั้งนี้สนใจศึกษาสารสกัด 2 สูตรคือ สารสกัดที่มี เห็ดกระถินพิมานเป็น
องค์ประกอบ (สูตรตำรับ) ร่วมกับสมุนไพรอ่ืน ๆ เช่น  เหง้าข้าวเย็นเหนือ เหง้าข้าวเย็นใต้ เป็นต้น 
และสารสกัดที่มีเฉพาะเห็ดกระถินพิมาน โดยนำสารสกัดทั้ง 2 สูตรนี้นำไปทดสอบกับเซลล์มะเร็งต่อม
ลูกหมาก PC-3 และเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ 3 ชนิดได้แก่ HCT116 SW620 และ HT-29 ทั้งนี้ได้มีการ
นำยาเคมีบำบัดซิสพลาติน (cisplatin) เป็นชุดควบคุมบวก (positive control) เพ่ือทดสอบการมี
ชีวิตของเซลล์ มะเร็งดังกล่าวหลังจากได้รับสารสกัดทั้ง 2 สูตร และซิสพลาติน เป็นเวลา 72 ชั่วโมงใน
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและ 48 ชั่วโมงในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ หลังจากนั้นทำการประเมินระดับ
การมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) ด้วยวิธี MTT assay ต่อมานำค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ในแต่
ละช่วงความเข้มข้นมาคำนวณหาค่าความเข้มข้นที่ทำให้จำนวนเซลล์มีชีวิตเท่ากับ 50% (50% 
inhibitory concentration: IC50) เพ่ือใช้ในการศึกษาวัฏจักรเซลล์ด้วยวิธี cell cycle analysis (PI 
assay) อะพอพโทซิสด้วยวิธี  Annexin V apoptosis assay และศึกษาการแสดงออกของยีน 
IFNGR1 KRAS และ MKI67 เนื่องจากคุณสมบัติของสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานที่สามารถช่วย
กระตุ้นการทำงานของระบบภูมิคุ้มกันหรือชักนำกระบวนการอะพอพโทซิสและช่วยชะลอ
กระบวนการแบ่งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ของมะเร็งหลายชนิด จึงได้เลือกศึกษาการแสดงออก 3 ยีนที่
กล่าวข้างต้น เพ่ือคาดการณ์กลไกในการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และเซลล์มะเร็งต่อม
ลูกหมากด้วยวิธี Real Time polymerase chain reaction (real-time PCR) และวิเคราะห์ผลทาง
สถิติเพ่ือบ่งชี้ความแตกต่างระหว่างชุดทดลองและชุดควบคุมลบ (negative control) 
 จะเห็นได้ว่าจากการศึกษาครั้งนี้สามารถทำให้ทราบถึงความสามารถของสารสกัดที่มีเห็ด
กระถินพิมานเป็นองค์ประกอบในการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ วัฏจักรเซลล์ อะพอพโทซิสของ และ 
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก และเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ยังสามารถคาดการณ์กลไกที่สารสกัดใช้ในการ
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ยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งทั้ง 4 ชนิดที่ศึกษา เพ่ือนำไปเป็นแนวทางในการรักษาโรคมะเร็งต่อม
ลูกหมากและมะเร็งลำไส้ใหญ่ต่อไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1. เพ่ือตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบต่อการมีชีวิต

ของเซลล์ วัฏจักรเซลล์ อะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก  
2. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน IFNGR1 และยีน KRAS ในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และ

เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 เพ่ือนำข้อมูลฤทธิ์ของสารสกัดเห็ดกระถินพิมานต่อการมีชีวิตของเซลล์ วัฏจักรเซลล์ อะพอพ
โทซิส และการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก ไปใช้ในเป็น
แนวทางในการรักษาโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่และมะเร็งต่อมลูกหมากต่อไป 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 
1. หาค่าความเข้มข้นของสารสกัด 2 สูตรที่ทำให้ระดับการมีชีวิตของเซลล์แต่ละชนิดมีค่าเท่ากับ 

50% เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้รับสารสกัด (ชุดควบคุมลบ) 
2. หาค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์แต่ละชนิดหลังจากได้รับสารสกัดทั้ง 2 

สูตร 
3. หาค่าร้อยละจำนวนเซลล์ในแต่ละระยะของกระบวนการอะพอพโทซิสของเซลล์แต่ละชนิด

หลังจากได้รับสารสกัดท้ัง 2 สูตร 
4. หาระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 และ KRAS ในเซลล์แต่ละชนิดหลังจากได้รับสาร

สกัดทั้ง 2 สูตร 
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บทที่ 2 
ทบทวนเอกสาร 

2.1 มะเร็งต่อมลูกหมาก 

2.1.1 อุบัติการณ์เกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 
 มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นมะเร็งที่มีอัตราการเกิดโรคสูงเป็นอันดับสอง และมีอัตราการเสียชีวิต
เป็นอันดับห้าของผู้ชายทั่วโลก (Alvarez et al., 2018) โดยในปี 2561 มีรายงานพบผู้ป่วยมะเร็งต่อม
ลูกหมากรายใหม่ประมาณ 1,276,000 ราย และเสียชีวิต 359,000 ราย (Ferlay et al., 2018) 
เนื่องจากประชากรโลกก้าวเข้าสูงสังคมผู้สูงอายุมากขึ้น (Center et al., 2012) จากฐานข้อมูลการ
ตายขององค์การอนามัยโลก พบว่า 72% ของผู้ป่วยและ 53% ของผู้เสียชีวิตในประเทศที่พัฒนาแล้ว 
เช่น ทวีปยุโรป อเมริกาเหนือ ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ และญี่ปุ่น แต่จะพบต่ำในแถบประเทศเอเชีย
กลาง แอฟริกาเหนือ และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  (Organization, 2008) ดังแสดงในรูปที่ 1 แต่
อย่างไรก็ตามจากข้อมูลของ International Agency for Research on Cancer (IARC) เกี่ยวกับ
อุบัติการณ์เกิดโรคมะเร็งและอัตราการเสียชีวิตโดยประมาณในทุกประเทศทั่วโลกในฐานข้อมูลของ 
GLOBOCAN ในปี พ.ศ. 2561 ถึงแม้ทวีปเอเชียจะมีอัตราการเกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมากอยู่ในเกณฑ์
ที่ต่ำที่สุดในโลก แต่ในช่วงปี พ.ศ. 2551-2555 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นในบางประเทศเช่น ประเทศไทยพบ
แนวโน้มเพ่ิมข้ึน 6.2% (Culp et al., 2020)  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 อัตราการเกิดมะเร็งต่อมลูกหมากทุกกลุ่มอายุของประชากรชายในทวีปเอเชียปีพ.ศ. 2563 
(International Agency for Research on Cancer, WHO) 
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สำหรับประเทศไทย รายงานจากสถาบันมะเร็งแห่งชาติประเทศไทยเก่ียวกับอุบัติการณ์ของมะเร็งต่อม
ลูกหมากในปัจจุบันเท่ากับ 14.6 รายต่อประชากร 100,000 ราย คิดเป็นอันดับหกรองจากมะเร็งเต้า
นม มะเร็งตับ มะเร็งปอด มะเร็งลำไส้ใหญ่  และมะเร็งปากมดลูกตามลำดับ แต่มีแนวโน้มพบ
อุบัติการณ์เพ่ิมข้ันเรื่อย ๆ ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากเทคโนโลยีทางการแพทย์ในปัจจุบันที่พัฒนาขึ้นทำให้
สามารถตรวจพบมะเร็งต่อมลูกหมากได้มากขึ้น โดยมีอัตราการเกิดสูงในภาคใต้ของประเทศไทยเมื่อ
เทียบกับภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (Alvarez et al., 2018) 

2.1.2 สาเหตุ และปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 
มะเร็งต่อมลูกหมากเกิดจากการแบ่งตัวและเจริญเติบโตที่ผิดปกติของเซลล์ต่อมลูกหมากจน

กลายเป็นก้อนเนื้อมะเร็ง โดยเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากจะสามารถแพร่กระจายผ่านกระแสเลือด หรือ
ต่อมน้ำเหลืองและลุกลามไปยังอวัยวะอ่ืน ๆ ของร่างกาย (Strickler and Goedert, 2001) ปัจจุบัน
ยังไม่สามารถระบุสาเหตุของโรคมะเร็งต่อมลูกหมากที่แน่ชัดได้  (Pernar et al., 2018) แต่อย่างไรก็
ตามผลจากการสำรวจพบว่าอายุเฉลี่ยของผู้ป่วยคือ 72-74 ปี และประมาณ 85% ของผู้ป่วยตรวจพบ
โรคหลังอายุ 65 ปี (Sweden, 2009) จากการศึกษาผู้ชาย 600 คนในเมืองดีทรอยด์ รัฐมิชิแกน 
สหรัฐอเมริกา พบอัตราการเกิดมะเร็งต่อมลูกหมาก 30% ในผู้ชายอายุ 30 ปี 50% ในผู้ชายอายุ 50 
ปีและมากกว่า 70% ในผู้ชายอายุมากกว่า 85 ปี (Sakr et al., 1993) โดยอัตราการเกิดโรคแตกต่าง
กันมากถึง 90 เท่าระหว่างกลุ่มประชากร ซึ่งความแตกต่างนี้อาจมาจากความอ่อนแอทางพันธุกรรม
จากการศึกษาการย้ายถิ่นของชาวเอเชีย (อุบัติการณ์ต่ำ) ไปยังยุโรป (อุบัติการณ์สูง) อุบัติการณ์ของ
ชาวเอเชียเหล่านี้เพิ่มสูงขึ้น (Races and Sexes, 2002) หรือพบอัตราการเกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก
ในสหรัฐอเมริกาในกลุ่มชายผิวดำมากกว่าชายผิวขาว (Howlader et al., 2012) บ่งชี้ถึงอิทธิพลของ
เชื้อชาติและชาติพันธุ์ส่งผลต่ออัตราการเกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก อีกทั้งยังเกี่ยวข้องกับปัจจัยความ
เสี่ยงในด้านพันธุกรรม โดยพบว่าผู้ที่มีประวัติผู้ชายในครอบครัวเป็นโรคมะเร็งต่อมลูกหมากมีความ
เสี่ยงสูงกว่า 2-3 เท่าของผู้ชายที่ไม่มีประวัติครอบครัวเป็นโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (Brandt et al., 
2012) ประมาณการการถ่ายทอดทางพันธุกรรมสูงถึง 57% (Mucci et al., 2016) ผู้ชายที่มีพ่ีชาย
เป็นมะเร็งต่อมลูกหมากมีแนวโน้มที่จะเป็นโรคมะเร็งต่อมลูกหมากมากกว่าผู้ชายที่มีพ่อเป็นโรคมะเร็ง
ต่อมลูกหมาก อาจบ่งชี้ได้ว่าความบกพร่องหรือความอ่อนแอทางพันธุกรรมนี้ถูกส่งต่อผ่านโครโมโซม 
X (Monroe et al., 1995) จากการศึกษาความสัมพันธ์หว่างปัจจัยด้านอาหารกับมะเร็งต่อมลูกหมาก 
(Lee et al., 1998) พบว่าการรับประทานอาหารที่มีไขมัน เนื้อสัตว์ และผลิตภัณฑ์จากนมในปริมาณ

สูงจะได้รับกรด α-linolenic และแคลเซียมในปริมาณสูง ผลการวินิจฉัยของแพทย์พบว่าผู้ชายที่
ได้รับแคลเซียมมากกว่า 600 มิลลิกรัมต่อวันมีโอกาสเกิดมะเร็งต่อมลูกหมากมากกว่าผู้ชายที่บริโภค 
150 มิลลิกรัมต่อวันหรือน้อยกว่า (Chan et al., 2001) 
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2.2 มะเร็งลำไส้ใหญ่ 

2.2.1 อุบัติการณ์เกิดโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่ 
 มะเร็งลำไส้ใหญ่เป็นมะเร็งที่มีอัตราการเกิดโรคสูงเป็นอันดับสี่ และมีอัตราการเสียชีวิตเป็น
อันดับสามของผู้ป่วยมะเร็งทั่วโลก (Terzić et al., 2010) อุบัติการณ์ในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย 
(Jullumstrø et al., 2011) โดยพบมากในประเทศที่พัฒนาแล้วซึ่งมีอัตราการเกิดโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่
ที่สูงกว่าประเทศกำลังพัฒนาหรืออาจกล่าวได้ว่าอัตราการเกิดโรคมะเร็งนี้เพ่ิมขึ้นตามการพัฒนาของ
อุตสาหกรรมและการขยายตัวของชุมชนเมือง โดยมีอุบัติการณ์ที่สูงในประเทศอเมริกาเหนือ ยุโรป 
และออสเตรเลีย (Labianca et al., 2010) แต่อย่างไรก็ตามอัตราการเกิดมะเร็งลำไส้ใหญ่ทั่วโลกพบ
อุบัติการณ์ เกิดโรคที่เพ่ิมขึ้นในแอฟริกาและเอเชียบางประเทศ โดยประมาณ 70% ของผู้ป่วย
โรคมะเร็งลำไส้ใหญ่เป็นกลุ่มอายุ 65 ปีขึ้นไป แต่จะพบได้น้อยในกลุ่มอายุต่ำกว่า 45 ปี (Parkin et 
al., 2001)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2 อัตราการเกิดและอัตราการตายจากโรคมะเร็งของประชากรไทยปีพ.ศ. 2563 
(International Agency for Research on Cancer, WHO) 

สำหรับประเทศไทยพบอุบัติการณ์เกิดโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่สูงเป็นอับดับสามในผู้ป่วยมะเร็งทั้งเพศชาย
และหญิง (Tiankanon et al., 2021) ในปี 2560 อัตราการเกิดโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่ในประเทศไทย
เพ่ิมสูงขึ้น 55% ในเพศชาย และ 19% ในเพศหญิง และในปี 2561 ตรวจพบผู้ป่วยมะเร็งลำไส้ใหญ่
เพ่ิมขึ้นอีก 10.3% ของผู้ป่วยรายใหม่ (Virani et al., 2017) โดยปกติมะเร็งลำไส้ใหญ่นั้นสามารถ
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รักษาให้หายได้หากมีการตรวจพบและรักษาในระยะเริ่มต้น  แต่โดยส่วนมากแล้วผู้ป่วยจะตรวจพบ
หลังจากแสดงอาการของโรคเม่ืออยู่ในขั้นลุกลาม (Levin et al., 2008) 

2.2.2 สาเหตุ และปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่ 
มะเร็งลำไส้ใหญ่เกิดจากดีเอ็นเอในเซลล์ลำไส้ใหญ่เกิดการกลายพันธุ์ (mutation) ทำให้เซลล์

สามารถหลบหลีกการควบคุมของระบบภูมิคุ้มกัน จึงไม่สามารถควบคุมการเจริญเติบโตและการ
แบ่งตัวได้ (Markowitz et al., 2002) โดยพบว่ายีนที่มักพบการกลายพันธุ์ในเซลล์มะเร็งมักเป็นยีนที่
ควบคุมการเจริญเติบโตของร่างกาย (proto-oncogene) ของเซลล์ปกติที่จะเปลี่ยนเป็นยีนก่อมะเร็ง 
(oncogene) อีกทั้งยังทำให้ความสามารถในการซ่อมแซมตัวเองของดีเอ็นเอลดลง (Bogaert and 
Prenen, 2014) โดยมีกลไกการเกิดมะเร็งลำไส้ใหญ่ เริ่มจากมีการสะสมของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ที่มี
การกลายพันธุ์ในยีนก่อมะเร็งและยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor genes) โดยมียีนที่เกี่ยวข้อง
หลายยีนเช่น ยีน Adenomatous Polyposis Coli (Howlader et al.) การกลายพันธุ์ในยีนนี้ทำให้
เซลล์เยื่อบุผนังลำไส้ใหญ่แบ่งเซลล์มากกว่าปกติเกิดเป็นรอยโรคของมะเร็งลำไส้ใหญ่ Aberrant Crypt 
Foci (ACF) (Terzić et al., 2010) และการกลายพันธุ์ของยีน KRAS และยีน Netrin receptor DCC 
(DCC) รวมถึงสูญเสียการทำงานของยีน tumor protein 53 (p53) ซึ่งเป็นยีนควบคุมระยะการแบ่ง
เซลล์จากระยะ G1/S ในวัฏจักรเซลล์ จึงทำให้ก้อนเนื้องอก (adenoma) จะเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็น
มะเร็งที่บริเวณเยื่อบุลำไส้ใหญ่ (carcinoma) ดังแสดงในรูปที่ 3 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3 กลไกการเกิดมะเร็งลำไส้ใหญ่  

(Terzić et al., 2010) 

โดยมีปัจจัยเสี่ยงที่ส่งผลต่อการเป็นโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่  เช่น ความผิดปกติของยีนที่กล่าวข้างต้น
สามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมภายในครอบครัว หากมีบุคคลในครอบครัวเป็นมะเร็งลำไส้ใหญ่จะมี
โอกาสสูงที่จะตรวจพบยีนที่ผิดปกติ จากข้อมูลของศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค 90% ของผู้ป่วย
โรคมะเร็งลำไส้ใหญ่อยู่ในช่วงอายุ 50 ปีขึ้นไปมีความเสี่ยงสูงในการตรวจพบมะเร็งลำไส้ใหญ่ อีกทั้ง
เชื้อชาติยังมีผลต่อการเป็นมะเร็งลำไส้ใหญ่ โดยอุบัติการณ์การเกิดโรคในชาวตะวันมากกว่าชาวเอเชีย 
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(Crawford, 2003) แต่อย่างไรก็ตามยังพบปัจจัยเสี่ยงที่เกิดขึ้นจากการดำเนินชีวิต จากข้อมูลของ 
American Cancer Society (ACS) พบว่า 55% ของการวิจัยโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่ในสหรัฐอเมริกา
สาเหตุมาจากการดำเนินชีวิต เช่น ปัจจัยเสี่ยงในเรื่องอาหาร โดยความเสี่ยงจะสูงขึ้นในผู้ที่รับประทาน
อาหารที่มีไขมันสูง เนื้อสัตว์แปรรูปจำนวนมาก (Johnson et al., 2013) ปัจจัยเสี่ยงในเรื่องน้ำหนัก 
สูงมากในผู้ที่มีน้ำหนักเกินหรือเป็นโรคอ้วน ปัจจัยเสี่ยงในเรื่องการสูบบุหรี่ ประมาณ 12% ของผู้ป่วย
มะเร็งลำไส้ใหญ่มีประวัติการสูบบุหรี่ที่ยาวนานจากอดีตถึงปัจจุบัน และปัจจัยเสี่ยงในการดื่มเครื่องดื่ม
แอลกอฮอล์ปริมาณมากอาจเพ่ิมความเสี่ยงในการเป็นโรคมะเร็งลำไส้ใหญ่ (Haggar and Boushey, 
2009) 

2.3 แนวทางการรักษามะเร็ง 
การรักษามะเร็งจะพิจารณาจากการแบ่งตัวของมะเร็งโดยมีการแบ่งตัว 5 ระยะ ได้แก่ ระยะ

ที่ 0 เป็นมะเร็งระยะก่อนการลุกลามโดยจะเป็นเพียงเซลล์มะเร็งระยะเริ่มต้น ยังไม่แพร่กระจายไปยัง
เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะข้างเคียง ระยะที่ 1 เซลล์มะเร็งก่อตัวเป็นก้อนเนื้อมะเร็งขนาดเล็กเพ่ิงเริ่มเติบโต 
แต่ยังไม่มีการรุกรานไปยังต่อมน้ำเหลืองหรืออวัยวะข้างเคียง ระยะท่ี 2 ก้อนเนื้อมะเร็งมีขนาดใหญ่ขึ้น 
เติบโตบริเวณเนื้อเยื่อบริเวณใกล้เคียง และอาจมีการแพร่กระจายไปยังต่อมน้ำเหลือง ระยะที่ 3 มีการ
รุกรานของเซลล์มะเร็งมากกว่าระยะที่ 2 และระยะท่ี 4 มะเร็งแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่าง ๆ ภายใน
ร่างกาย (Greene et al., 2002) แต่อย่างไรก็ตามโรคมะเร็งเป็นโรคที่สามารถรักษาให้หายขาดได้หาก
ตรวจพบในระยะแรก โดยปัจจุบันการรักษามะเร็งสามารถทำได้หลายวิธี ได้แก่  

2.3.1 การผ่าตัด (surgery) 
 การผ่าตัดมะเร็ง คือการผ่าตัดเอาเนื้อบางส่วนที่มีการติดเชื้อมะเร็งออก แต่ผลเสียจากการ
รักษาโดยการผ่าตัดอาจทำให้เกิดอันตรายต่ออวัยวะข้างเคียงทำให้มีเลือดออก เกิดการติดเชื้อจาก
บาดแผล หรือมีอาการปวดบริเวณแผลที่ผ่าตัด (Reedy, 2019) 

2.3.2 การฉายรังสีรักษา (Collaboration)  
 การฉายรังสี เป็นการรักษามะเร็งเฉพาะตำแหน่ง การฉายรังสีเป็นการรักษามะเร็งโดยใช้รังสี
ที่มีพลังงานสูง ซึ่งการรักษาโดยการฉายรังสีจะขึ้นอยู่กับระยะของโรค หากผู้ป่วยเป็นมะเร็งระยะแรก
จะมีโอกาสหายเกือบ 100% แต่การรักษาโดยการฉายรังสี ผู้ป่วยต้องเข้ารับการฉายแสงอย่างต่ำ 25-
30 ครั้ง ทำให้ผลเสียจากการรักษาโดยการฉายรังสีจะทำให้ผู้ป่วยมีแผลลอกขนาดใหญ่ และแผลที่ได้
จากการรักษามีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อได้ (Lukka et al., 2002) 

2.3.3 เคมีบำบัด (chemotherapy) 
 เคมีบำบัด เป็นการรักษามะเร็งโดยการใช้สารเคมีที่มีผลทำลายเซลล์มะเร็ง โดยกลไกการออก
ฤทธิ์ของยาเคมีบำบัดจะไปขัดขวางการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ทำให้เซลล์มะเร็งหยุดการเจริญลง โดย
ส่วนมากจะใช้วิธีการรักษามะเร็งโดยเคมีบำบัดในผู้ป่วยมะเร็งระยะที่ 3 ซึ่งเซลล์มะเร็งได้มีการลุกลาม

https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/colorectal-cancer-facts-and-figures/colorectal-cancer-facts-and-figures-2020-2022.pdf
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ไปยังอวัยวะต่าง ๆ ในร่างกายแล้ว แต่ผลเสียจากการรักษาโดยเคมีบำบัดจะทำให้ผู้ป่วยมีอาการผม
ร่วง เบื่ออาหาร ปริมาณของเซลล์เม็ดเลือดขาวในร่างกายต่ำ ลงอาจมีภาวะเกล็ดเลือดต่ำ การทำงาน
ของไตลดลง เป็นต้น (cervical cancer meta-analysis collaboration, 2018) 

2.3.4 การรักษาอย่างตรงจุด (targeted cell therapy) 
 ยาสมุนไพรจีน ผลิตจากสมุนไพรและวัตถุดิบจากธรรมชาติซึ่งสมุนไพรจีนมีสรรพคุณในการ
บำรุงร่างกาย และฟ้ืนฟูอวัยวะที่บกพร่อง ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงกับการรักษาโรคต่าง ๆ แต่ผลเสีย
จากการรักษาอาจทำให้ผู้ป่วยมีอาการเบื่ออาหาร และความดันโลหิตสูง (Cassileth, 2013)  

2.4 เห็ดกระถินพิมาน 
 2.4.1 ข้อมูลทั่วไป 
 เห็ดกระถินพิมาน มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Phellinus linteus ลักษณะทั่วไปของเห็ดกระถิน
พิมาน ดอกเห็ดจะมีลักษณะแข็งกระด้างคล้ายเนื้อไม้ มีรูปทรงคล้ายครึ่งวงกลม มักขึ้นอยู่บนต้น
กระถินพิมาน (Sliva, 2010) ดังแสดงในรูปที่ 4 มักเจริญเติบโตในพ้ืนที่เขตร้อนโดยส่วนใหญ่มาจาก
อเมริกา แอฟริกา เอเชียตะวันออกและพบมากในประเทศจีน ญี่ปุ่น เกาหลี โดยได้รับการยอมรับมา
อย่างยาวนานกว่า 2,000 ปีว่ามีประโยชน์ต่อสุขภาพ (Gu, 1955) 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปที่ 4 รูปร่างลักษณะของเห็ดกระถินพิมาน  
(Chen et al., 2019) 
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2.4.2 คุณสมบัติในการรักษาโรค 
สรรพคุณพ้ืนบ้านของเห็ดกระถินพิมานสามารถใช้รักษาอาการปวดหู เริม เบาหวาน ท้องเสีย 

ประจำเดือนมาไม่ปกติ และงูสวัด (Kim et al., 2007) (Zapora et al., 2016) และจากการศึกษา

ค้นคว้าพบว่าในสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานมีองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญ เช่น especially, -
glucan, flavonoids, coumarins, strylpyrones, steroids, macrolides และ  sesquiterpenes 
เป็นต้น  (Lemieszek and Rzeski, 2012) อีกทั้ งยั งพบว่าพอลิแซ็กคาไรด์  โปรติ โอไกลแคน 
(Proteoglycan) และสารประกอบอินทรีย์อ่ืน ๆ เช่น ฮิสโปลอน (Hispolon) กรดคาเฟอิก (caffeic 
acid) davallialactone, interfungins A และ inoscavin A (Sliva, 2010) จากสารสกัดเห็ดกระถิน
พิมานมีฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกันโดยการเพ่ิมกิจกรรมของ T-cells มาโครฟาจ (Macrophage) และ 
natural killer cells และ B-cells (Han et al., 1999) ต้านมะเร็ง (Ikekawa et al., 1968) ต้าน
การอักเสบ ต้านการแพ้ และต้านอนุมูลอิสระ (Kim et al., 2007) ดังนั้นสารประกอบที่แยกได้จาก
สารสกัดเห็ดกระถินพิมานจึงแสดงการยับยั้งเส้นทางการส่งสัญญาณในเซลล์มะเร็งต่าง ๆ จาก
การศึกษาของ Fei-Fei Wang และคณะ พบว่าสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานมีส่วนในการชักนำให้
เกิดกระบวนการอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งในมนุษย์ 5 ชนิด ได้แก่ HepG2 (มะเร็งตับ), AGS และ 
SGC-7901 (มะเร็งกระเพาะอาหาร), Hela (มะเร็งปากมดลูก) และ A549 (มะเร็งปอด) และสามารถ
ปิดการทำงานของจุดตรวจสอบที่อยู่ระหว่างรอยต่อของระยะ G0/G1 ในวัฏจักรของเซลล์ส่งผลทำให้
เซลล์มะเร็งไม่สามารถแบ่งเซลล์ต่อไปได้ และกระตุ้นการทำงานของระบบภูมิคุ้ มกัน (Wang et al., 
2018) ยังมีการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของพอลิแซ็กคาไรด์ในสารสกัดเห็ดกระถินพิมานในเซลล์มะเร็ง
ลำไส้ใหญ่หลายชนิดเช่น SW480 และ HT1080 พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกระถินพิมานมีฤทธิ์
ยับยั้ งการเพ่ิมจำนวนของเซลล์มะเร็งกระตุ้นการปลดปล่อย Cytochrome c เพ่ือทำให้ เกิด
กระบวนการอะพอพโทซิสทำงานของระบบภูมิคุ้มกันเป็นต้น (Li et al., 2004) มีการศึกษาอ่ืนได้
ทำการศึกษาในหนูทดลองและหลอดทดลองที่มีเซลล์ HT-29 พบว่าการศึกษาในหนูปริมาตรและ
น้ำหนักของเนื้องอกลดลง และผลการศึกษาในหลอดทดลองพบว่าพอลิแซ็กคาไรด์มีฤทธิ์เพ่ิมวัฏจักร
เซลล์ในระยะ S อีกทั้งยังเพ่ิมการแสดงออกของ cyclin D1, cyclin E และ CDK2 ในเซลล์ HT-29 
(Li et al., 2011) และพบว่าสารสกัดเห็ดกระถินพิมานมีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ HCT116 
(Sohn et al., 2010) เป็นต้น  

2.5 MTT assay 
Tim Mosmann น ำ เ ส น อ เ ท ค นิ ค  MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) ในปีพ.ศ. 2526 เป็นเทคนิคที่ใช้การวิเคราะห์สารสี
เพ่ือใช้ระบุการเพ่ิมจำนวนเซลล์ การมีชีวิตของเซลล์ และความเป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งสามารถวิเคราะห์
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ผลได้อย่างรวดเร็วโดยเครื่อง spectrophotometer plate reader ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
(Mosmann, 1983) โดยมีหลักการวิเคราะห์จากการลดลงของ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (สีเหลือง) (Sylvester, 2011) โดยสาร MTT จะสามารถเคลื่อนที่
เข้าสู่เซลล์ที่ยังมีชีวิตผ่านเข้าไปในไมโทคอนเดรียซึ่งมี เอนไซม์ succinate dehydrogenase จะ
ทำงานโดยตัดโครงสร้างวงแหวน tetrazolium ของโครงสร้างเคมีของสาร MTT ให้กลายเป็น
ผลึกฟอร์มาซาน (formazan) สีม่วงมีคุณสมบัติไม่ละลายน้ำ ดังแสดงในรูปที่ 5 แต่ผลึกฟอร์มาซานจะ
สะสมอยู่ภายในเซลล์เนื่องจากไม่สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ออกไปได้ ดังนั้นจึงต้องเติมสาร dimethyl 
sulfoxide (DMSO) เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาซาน (Inayat-Hussain et al., 2009) จึงสามารถ
วิเคราะห์ปริมาณสีม่วงของผลึกฟอร์มาซานโดยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นในช่วง 
500-600 นาโนเมตร (Kuete et al., 2017) ดังนั้นหากเป็นเซลล์ที่ตายแล้วจะเสียสภาพการ
สังเคราะห์เอนไซม์ succinate dehydrogenase จึงไม่สามารถเปลี่ยนโครงสร้างเคมีของสาร MTT 
ให้กลายเป็นผลึกฟอร์มาซานได ้ 

 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 การเปลี่ยนโครงสร้างสาร MTT โดยเอนไซม์ succinate dehydrogenase 
เป็นผลึกฟอร์มาซาน (Inayat-Hussain et al., 2009) 

 

2.6 cell cycle analysis (PI assay) 
 กระบวนการจำลองตัวของดีเอ็นเอ (DNA replication) และการแบ่งเซลล์ (Cell division) 
เรียกว่า วัฏจักรของเซลล์ โดยทั่วไปจะแบ่งออกเป็น 5 ระยะคือ G0; ระยะพัก G1; ระยะการ
เจริญเติบโต S; ระยะการจำลองตัวของดีเอ็นเอ G2; ระยะการเตรียมพร้อมเพ่ือเข้าสู่การแบ่งเซลล์ 
และ M; ระยะการแบ่ งตั วแบบไมโทซิส  (Mitosis) (Israels and Israels, 2000) ดั งนั้ นการ
วิเคราะห์วัฏจักรเซลล์โดยการหาร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ในระยะต่าง ๆของวัฏจักรเซลล์โดยใช้
เครื่องวัดขนาดเซลล์โดยใช้แสงเลเซอร์ (Flow cytometer) เพ่ือกำหนดสัดส่วนของดีเอ็นเอในแต่ละ
ช่วงของวัฏจักรเซลล์โดยดีเอ็นเอของมนุษย์สามารถย้อมได้ด้วยสีย้อมที่จับกับดีเอ็นเอได้แก่ PI 
(Propidium Iodide) ซึ่งสีย้อม PI จะไม่สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่เซลล์ที่ยังมีชีวิตได้ (Darzynkiewicz, 
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2011) ดังนั้นการวิเคราะห์วัฏจักรเซลล์โดยการใช้สีย้อม PI จึงจำเป็นต้องมีขั้นตอนการตรึงเซลล์โดย
การใช้เอทานอล (Ethanol) ก่อนการย้อมด้วยสีย้อม PI หลังจากนั้นจำนวนดีเอ็นเอที่ถูกย้อมจะ
แสดงผลตามสัดส่วนการเรืองแสงที่เพ่ิมข้ึน (Chan et al., 2011) ดังแสดงในรูปที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ฮิสโตแกรมจำนวนประชากรเซลล์ในระยะต่าง ๆ ของวัฏจักรเซลล์ 
โดยใช้เครื่อง Flow cytometer วิเคราะห์โดยโปรแกรม FCS Express 4 software 

(Chan et al., 2011) 

2.7 Annexin V apoptosis assay 
 อะพอพ โทซิส  (apoptosis) เป็ นกล ไกควบคุมการตายของเซลล์ อย่ างเป็ นระบบ 
(Programmed cell death) กระบวนการถูกควบคุมด้วยยีนที่เกี่ยวข้องซึ่งมีการตั้งกลไกและเปิดใช้
งานเส้นทางภายในที่เฉพาะเจาะจงจนทำให้เซลล์เกิดการตายในที่สุด เป็นกระบวนการที่มีเพ่ือสร้าง
ความสมดุลของจำนวนเซลล์ภายในร่างกาย เมื่อเทียบกับการตายของเซลล์แบบ necrotic ที่มีความ
รุนแรงและนำไปสู่การบาดเจ็บและการอักเสบของเซลล์ (Elmore, 2007) ดังนั้นการตรวจอะพอพโท
ซิสโดยการใช้ Flow cytometer สามารถวัดประชากรเซลล์ที่อยู่ระหว่างการตายของเซลล์ในระยะ
ต่าง ๆ โดยในระยะแรกของการตายของเซลล์ (early apoptosis) phosphatidyl serine (Konno 
et al.) ได้ซึ่งเป็นฟอสโฟลิลิด (Phospholipid) ชนิดหนึ่งและเป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์จะ
เคลื่อนย้ายจากชั้นในไปชั้นนอก (PS externalization) และในระยะต่อมาเยื่อหุ้มเซลล์จะสูญเสีย
คุณสมบัติการเป็นเยื่อเลือกผ่านอย่างสมบูรณ์ (Vermes et al., 1995) ดังนั้นจึงใช้การเปลี่ยนแปลง
ของเซลล์เมื่อเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสนี้ทดสอบด้วย Flow cytometry โดยอาศัยการทำงาน
ร่วมกันของสีย้อมคือ Annexin V ซึ่งเป็นสารเรืองแสงที่มีคุณสมบัติจับการอย่างจำเพาะกับ PS บน
เยื่อหุ้มเซลล์ และ PI ซึ่งเป็นสารเรืองแสงที่มีคุณสมบัติสามารถแทรกเข้าไปในเซลล์และไปติดสีดีเอ็นเอ
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ที่ เมื่อเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสแล้วจะเกิดการแตกหักหรือเสียหายของดี เอ็นเอ (DNA 
fragmentation) โดยสามารถตรวจสอบอะพอพโทซิสระยะต่าง ๆ ได้โดยการแบ่งแยกเซลล์ที่ติด
เฉพาะสีย้อม Annexin V เป็นเซลล์กลุ่ม early apoptosis (annexin V - /PI +) ส่วนกลุ่มเซลล์ที่ติด
สีย้อมสองสีเป็นเซลล์กลุ่ม late apoptosis (annexin V + /PI +) (Cornelissen et al., 2002) ดัง
แสดงในรูปที่ 7  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 การวิเคราะห์ข้อมูลแบบสองตัวแปรแสดงจำนวนประชากรเซลล์ในระยะต่าง ๆ  
ของกระบวนการอะพอพโทซิสโดย viable (annexin V - /PI -) Early Apoptosis (annexin V - /PI 

+) และ Late Apoptosis (annexin V + /PI +) 

2.8 Real Time polymerase chain reaction (real-time PCR) 
 real-time PCR เป็นเทคนิคที่ใช้เพ่ือเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอและสามารถตรวจวัดการเพ่ิมจำนวน
ของดีเอ็นเอที่สนใจได้ในทุก ๆ รอบของการเพ่ิมจำนวน (CT) ถึงแม้ว่าขณะนั้นปฏิกิริยากำลังดำเนินอยู่
ก็ตาม โดยอาศัยการตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงที่ถูกปล่อยออกมาซึ่งปริมาณแสงที่วัดได้จะเป็น
สัดส่วนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นจากปฏิกิริยาในแต่ละรอบของการเพ่ิมจำนวน (Ferguson 
et al., 2011) จึงถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวางในการหาระดับการแสดงออกของยีน โดยใช้ไพรเมอร์  
(Primer); ดีเอ็นเอสายสั้น ๆ จำนวน 18-22 เบสทำหน้าที่เป็นจุดเริ่มต้นของการจำลองดีเอ็นเอเพ่ือ
สร้างดีเอ็นเอสายใหม่เข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ของเป้าหมาย (double-stranded DNA (dsDNA)) ควร
ออกแบบให้ melting temperature (Sorenson and Eastman) อยู่ในช่วง 50-75°C (Mackay et 
al., 2002) โดยบริเวณนี้จะถูกเพิ่มจำนวนแบบทวีคูณโดยหลักการ PCR ขณะที่มีการเพ่ิมจำนวนของดี
เอ็นเอในทุก ๆรอบนี้สามารถตรวจสอบการเพิ่มจำนวนได้โดยอาศัยการติดสารเรืองแสง (fluorescent 
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probe) ซึ่งสารเรืองแสงที่ได้รับความนิยมได้แก่ SYBR Green สามารถจับดีเอ็นเอสายคู่และส่ง
สัญญาณเรืองแสงที่ความยาวคลื่นอยู่ในช่วง 494 และ 521 นาโนเมตรตามลำดับ TaqMan probes 
รูปร่างเป็นสายเดี่ยวที่บริ เวณปลาย 5’ ของสายมีสี  reporter dye ติดอยู่และปลาย 3’ มีสี  
quencher dye ใช้หลักการคายพลังงานออกมาในรูปแสงฟลูออเรสเซนต์  (Soheili and Samiei, 
2005) วิเคราะห์ผลโดยการหาปริมาณสัมพันธ์ (ΔΔCT) ระหว่างยีนอ้างอิง (reference gene) มักเป็น 
Housekeeping genes เช่น glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) β-actin 
และ 18S rRNA กับยีนเป้าหมาย (target gene) (Rao et al., 2013) 

2.9 ยีน Interferon gamma receptor 1 (IFN-gR1) 
 ยีน IFNGR1 ตั้งอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 6 ของมนุษย์ตำแหน่งบนแขนข้างยาว ตำแหน่งที่ 3 แถบ

ที่ 2 แถบย่อยที่ 3 (6q23.3) เมื่อถูกแปลรหัสได้โปรตีน IFN-R1 ซึ่งทำหน้าที่เป็นตัวรับสัญญาณที่อยู่

บนผิวเซลล์ ที่สามารถจับกันอย่างจำเพาะกับไซโตไคน์ชนิด IFN- ในสภาวะปกติที่เซลล์ภายใน

ร่างกายไม่ถูกรุกราน IFN-R1 จะอยู่บนผิวเซลล์แบบ monomer คู่กับโปรตีนตัวรับอีกชนิดหนึ่งคือ 

interferon gamma receptor 2 (IFN-R2) หากมีการเคลื่อนที่ของ IFN- เข้ามาที่บริเวณผิวเซลล์

ตัวรับสัญญาณที่มี IFN-R1 และ IFN-R2 โมเลกุลของ IFN- จะกระตุ้นให้ IFN-R1 และ IFN-R2 
ที่อยู่บนผิวเซลล์แบบ monomer เคลื่อนที่เข้ามาประกอบกันเป็นโครงสร้างแบบ heterodimer 

(IFN-R1/2) ดังแสดงในรูปที่ 8 ทำให้สามารถเข้าไปจับกับ IFN- ได้อย่างจำเพาะ (Bernabei et al., 

2001) ถ้า IFN- เข้ามาจับกับตัวรับสัญญาณ (IFN-R1/2) ที่อยู่บนผิวเซลล์มะเร็ง IFN- จะชักนำให้

เกิดการส่งสัญญาณผ่านเส้นทาง JAK / STAT ทำให้เกิดกลไกการตอบสนองของเซลล์มะเร็งต่อ IFN- 
ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเพ่ิมจำนวนของเซลล์มะเร็งและชักนำการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสของ
เซลล์มะเร็ง (Majoros et al., 2017) 
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รูปที่ 8 การตอบสนองของภูมิคุ้มกันโดยทำงานผ่าน IFN-𝛾 signaling pathway 
(เส้นทาง JAK / STAT) (Castro et al., 2018) 

 

2.10 ยีน KRAS proto-oncogene (KRAS)  
 ยีน KRAS ตั้งอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 12 ของมนุษย์ตำแหน่งบนแขนข้างสั้น ตำแหน่งที่ 1 แถบที่ 
2 แถบย่อยที่ 1 (12p12.1) เมื่อถูกแปลรหัสได้โปรตีน K-RAS ซึ่งมีหน้าที่เสมือนสวิตช์ที่ถูกเปิดหรือปิด 
หรือโปรตีนถ่ายทอดสัญญาณจากภายนอกเซลล์เข้าสู่นิวเคลียสของเซลล์ ซึ่งจะมีการทำงานได้โดย
โมเลกุล GTP และ GDP โดยมีเอนไซม์  GTP-binding proteins (GTPase) เป็นตัวกระตุ้นการ 
hydrolysis ของ GTP ให้เปลี่ยนเป็น GDP K-RAS จะปิดสวิตช์ กล่าวคือจะไม่มีการส่งสัญญาณไปยัง
นิวเคลียสของเซลล์ กลับกันหาก GDP เปลี่ยนเป็น GTP K-RAS จะเปิดสวิตช์จึงเกิดการส่งสัญญาณไป
ยังนิวเคลียสของเซลล์ (Schwab, 2001) โดยโปรตีน K-RAS เป็นส่วนหนึ่งของ RAS-MAPK pathway 
ซึ่งเป็นเส้นทางการส่งสัญญาณที่สั่งให้เซลล์เกิดการแบ่งตัว หรือเพ่ิมจำนวน การอยู่รอดของเซลล์ การ
เคลื่อนที่  และการสร้างหลอดเลือดใหม่  (angiogenesis) อีกทั้ ง K-RAS ยังจัดว่าเป็น proto-
oncogene หรือยีนก่อมะเร็ง กล่าวคือหากยีน KRAS เกิดการกลายพันธุ์ จะส่งผลให้เซลล์นั้นมีการ
แบ่งตัวและเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วโดยไม่สามารถควบคุมได้และก่อให้เกิดเป็นเซลล์มะเร็งได้ในที่สุด 
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(Kukongviriyapan and Buranrat, 2009 ) การทำงานของโป รตีน  K-RAS ผ่ าน  RAS-MAPK 
pathway โดยเริ่มจาก Epidermal growth factor receptor (EGFR) เป็นตัวรับสัญญาณท่ีอยู่บนผิว
เซลล์  สามารถถูกกระตุ้นได้ด้วยตัวกระตุ้นหลายชนิดคือ epidermal growth factor (EGF), 

transforming growth factor- (TGF-), heparin-binding EGF, amphiregulin, 
betacellulin, epiregulin และ neuregulin G2b  สารหรือฮอร์โมนเหล่านี้กระตุ้นการเจริญเติบโต
ของเซลล์มะเร็งผ่านทางหลายเส้นทางการส่งสัญญาณเช่น phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-Akt, 
mitogen-activated protein kinase (MAPK), phospholipase Cg (PLC-g) เป็นต้น และเกิดการ
ส่ งสัญ ญ าณ เป็ น ลำดับ  ผ่ าน  nucleotide exchange factor Son of Sevenless (SOS) และ 
growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) ส่งผลให้ เกิดการกระตุ้น RAS (H-, K-, N-
isotypes; guanine nucleotide-binding protein) โดยการกระตุ้นให้ GDP เป็น GTP ทำให้เกิด
การทำงาน ส่งผลไปกระตุ้นให้ Raf kinases (ARAF, BRAF and CRAF) ซึ่งทำหน้าที่เป็น MAPK 
kinase kinase (MAPKKK) เพ่ือกระตุ้นการทำงานของ MEK1 และ MEK2 หรือการทำงานของ ERK1 
และ ERK2 kinases เพ่ือส่งสัญญาณต่อเข้าไปภายในนิวเคลียส (Santarpia et al., 2012) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 9 การส่งสัญญาณของโปรตีน K-RAS ผ่านเส้นทาง RAS-MAPK  
เพ่ือส่งสัญญาณเข้าไปในนิวเคลียสของเซลล์เพ่ือสั่งให้เซลล์เกิดการแบ่งตัว หรือเพ่ิมจำนวน  

(Jorge et al., 2009) 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 
- 6 12 and 96 well plate (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Autoclave 

- CO2 Incubators (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- DxFLEX Flow cytometer (Beckman Coulter, USA) 

- Flask cell culture T25 and T75 with filter (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Hemocytometer 

- Hot air oven (Memmert, Germany) 

- Laminar Flow Hood (Heal Force integrates R&D, China) 

- Microscope (Nikon, Japan) 

- Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scienctific, USA), Nanodrop 2000/2000c 

Software 

- PCR plate (96-well) 

- QuantStudioTM 5 (Thermo Fisher Scienctific, USA), QuanStudioTM Design & 

Analysis Software 

- Serological pipette 2, 5, 10 and 25 ml (SPL Life Sciences, USA) 

- Soxhlet extractor 

- Sterile Bottle Top Filters (0.20 µM Pore 33 mm PES membrane) (Thermo 

Fisher Scientific, USA) 
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- Thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, USA) 

- VarioskanTM LUX multimod microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA), 

Skanlt RE 5.0 Software, SoftMax Pro 6.5.1 

- Water bath (Memmert, Germany) 

- กระบอกตวง 

- ขวดแก้ว 

- ขวดรูปชมพู่ 

- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่ง  

- เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Benchmark Scientific, USA) 

- ตู้ควบคุมความเย็น -4˚C (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- ตู้แช่แข็ง -20˚C (Revco Industries Inc, USA) 

- ตู้แช่แข็ง -80˚C (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- บีกเกอร์ 

- ไมโครปิเปตและทิป (Micropipette and tip) 

- หลอด Centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

- หลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 

- หลอด PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

3.2 สารเคมี 
- 10X Blinding Buffer Concentrate (Ambion®, Life Technologies, USA) 

- 75% Ethanol 

- Annexin V- DY-634 PI Apoptosis Staining (Abcam, UK) 

https://www.smartscience.co.th/brand/73/benchmark-scientific-(usa)
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- Antibiotic Antimycotic Solution (100x) 

- CapitalTM qPCR green (Biotechrabbit, Germany) 

- CapitalTM qPCR green (Biotechrabbit, Germany) 

- cDNA Synthesis Kit (Biotechrabbit, Germany) 

- Chloroform 

- Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Emplura®, Germany) 

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) powder (Grand Island Biological 

Company; GIBCO) 

- Fetal Bovine Serum (10x) (FBS) 

- Isopropanol  

- kit cDNA Synthesis Kit (biotechrabbit, Germany) 

- LE Agarose 

- MTT (3 -(4 ,5 -dimethylthiazol-2 -yl)-2 ,5 -diphenyltetrazolium bromide) (Sigma- 

Aldrich, USA) 

- Phosphate Buffered Saline (PBS) 

-  Prodidium Iodide (PI) Staining Solution (BD Biosciences, Canada) 

- RNase A (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Sodium carbonate (Na2CO3) 

- TRIzol® Reagent (Ambion®, Life Technologies, USA)  

- Trypan Blue solution (Sigma-Aldrich, USA) 

- Trypsin-EDTA solution 
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3.3 ตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 
 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีทั้งหมด 2 สูตรได้แก่ สูตรตำรับที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็น
องค์ประกอบหลักร่วมกับสมุนไพรอื่นๆ เช่น เหง้าข้าวเย็นเหนือ และเหง้าข้าวเย็นใต้ เป็นต้น และสูตร 
100% เห็ดกระถินพิมาน ตัวอย่างอยู่ในรูปของผงละเอียดดังแสดงในรูปที่ 10  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ผงตัวอย่างสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 
(A) ตัวอย่างสูตรตำรับ (B) ตัวอย่างสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 

 

3.4 เซลล์ที่ใช้ในการทดลองและการเลี้ยงเซลล์ 
 การศึกษาครั้งนี้สนใจศึกษาความสามารถในการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งผ่านกลไกต่าง 
ๆ ของสารสกัด 2 สูตร โดยเซลล์ที่เลือกมาศึกษาประกอบไปด้วยเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากได้แก่ เซลล์ 
PC-3 (มะเร็งต่อมลูกหมากที่แพร่กระจายไปยังกระดูก) และเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ 3 ชนิดได้แก่ เซลล์ 
HCT116 (พบการกลายพันธุ์บริเวณโคดอน 13 ของ RAS proto-oncogene), เซลล์ SW620 (พบ
การกลายพันธุ์บริเวณโคดอน 273 ของยีน p53), เซลล์ HT-29 (พบการกลายพันธุ์บริเวณโคดอน 273 
ของยีน  p53 มีการแสดงออกของ N-myc proto-oncogene) โดยเซลล์ทั้ งหมดถูกเลี้ ยงใน 
complete DMEM (cDMEM) ประกอบด้วย Antibiotic Antimycotic Solution: 1%, FBS: 10% 
และ DMEM: 89% ทำการเลี้ยงเซลล์ในตู้ CO2 incubator ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 ˚C ที่มีปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

3.5 วิธีการทดลอง 
 3.5.1 การสกัดสารตัวอย่าง 

เริ่มจากการอบผงตัวอย่างสูตรยา 2 สูตรที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เตรียมตัวอย่างในสัดส่วนตัวอย่างน้ำหนักแห้ง 4 กรัมต่อน้ำ 200 มิลลิลิตร สกัดด้วยเครื่อง Soxhlet 
extractor (Rajha et al., 2012) ใช้เวลาสกัดทั้งสิ้น 6 ชั่วโมงแบ่งเป็น 2 รอบ รอบละ 3 ชั่วโมง จงึได้
สารสกัดในรูปของสารละลายสีน้ำตาลและนำสารละลายกรองด้วยฟิลเตอร์กรองขนาด 0.22 
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ไมโครเมตร ต่อมาหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดโดยนำสารสกัดมาระเหยน้ำออกที่อุณหภูมิ 60 °C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และชั่งน้ำหนักแห้งของตะกอนที่เหลือจากการระเหยน้ำออก หลังจากนั้น เก็บ
รักษาสารสกัดไว้ที่ตู้แช่ 4 °C  

3.5.2 การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ 
การทดสอบการมีชี วิตของเซลล์  PC-3, HCT116, SW620 และ  HT-29 เริ่มจากการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ในเพลทขนาด 96 หลุมโดยควบคุมจำนวนเซลล์ 3,000 เซลล์ต่อหลุม จากนั้นนำเซลล์
เลี้ยงในตู้ 5% CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมรวมกับสารสกัดแต่ละ
สูตรลงในหลุมหลังจากที่ดูดอาหารเก่าทิ้ง โดยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมกับสารสกัดสูตรตำรับมีความ
เข้มข้นอยู่ในช่วง 75 ถึง 650 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารสกัดเห็ดกระถินมานมีความเข้มข้นอยู่
ในช่วง 200 ถึง 3,750 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีซิสพลาตินเป็นชุดควบคุมบวกที่ความเข้มข้น 
2.12 ถึง 4.08 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็น และเซลล์ที่ไม่ได้รับสารสกัดเป็นชุดควบคุมลบ โดยแต่ละ
ชุดทดลองจะทำทั้งสิ้น 4 ซ้ำ หลังจากใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมรวมกับสารสกัดลงไปแล้วนำเซลล์เลี้ยง
ใน 5% CO2 incubator เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสำหรับเซลล์ HCT116, SW620, HT-29 และ 72 ชั่วโมง
สำหรับเซลล์ PC-3 เมื่อครบกำหนดเวลานำเซลล์ที่ผ่านการทดสอบด้วยสารสกัดมาประเมินระดับการ
มีชีวิตของเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay โดยใช้สารละลาย MTT ที่ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรผสมกับ DMEM ในสัดส่วน 1:9 และบ่มที่ 37˚C incubator เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที
หลังจากนั้นดูดสารละลาย MTT ทิ้งและทำการละลายผลึกฟอร์มาซานสีม่วงด้วย DMSO และวัดการมี
ชีวิตของเซลล์ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Microplate reader) และจึงนำค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วง
ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตรที่วัดได้มาคำนวณหาค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (% cell viability) 
เพ่ือใช้คำนวณหา IC50 ในสารสกัดสูตรตำรับ และสารสกัดเห็ดกระถินพิมาน เพ่ือใช้ค่าความเข้มข้น
ของ IC50 ที่คำนวณได้จากสมการเชิงเส้นของกราฟเส้นตรงในการทดสอบวัฏจักรเซลล์ อะพอพโทซิส 
และการแสดงออกของยีนต่อไป 

 3.5.3 การทดสอบวัฏจักรเซลล์  

3.5.3.1 การเก็บตัวอย่างเซลล์ 
 เริ่มจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในเพลทขนาด 6 หลุมโดยควบคุมจำนวนเซลล์ 150,000 เซลล์ต่อ
หลุม จากนั้นนำเซลล์เลี้ยงในตู้ 5% CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยสารสกัดสูตรตำรับและ
สารสกัดเห็ดกระถินพิมานใช้ความเข้มข้นตามค่า IC50 ที่คำนวณได้จากการทดสอบหัวข้อ 3.5.2 
รวมถึงชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติส) แต่ละชุดทดลองจะทำทั้งสิ้น 3 ซ้ำ ต่อมานำ
เซลล์เลี้ยงใน 5% CO2 incubator เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสำหรับเซลล์ HCT116, SW620, HT-29 และ 
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72 ชั่วโมงสำหรับเซลล์ PC-3 เมื่อครบกำหนดเวลาดูดอาหารเก่าทิ้ง ทำการแยกเซลล์ออกจากกันโดย
ใช้ทริปซิน (Trypsinization) และเก็บเซลล์ในหลอด centrifuge ขนาด 15 มิลลิลิตร 

3.5.3.2 การเตรียมเซลล์สำหรับวัดจำนวนประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ 
นำเซลล์ในหลอด centrifuge ขนาด 15 ml ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 300g เป็นเวลา 5 

นาที ดูดส่วนบนใสทิ้งเหลือแต่ตะกอนเซลล์ ทำการล้างทริปซินออกด้วย 1X PBS ปริมาตร 1,000 
ไมโครลิตรพร้อมกับย้ายเซลล์ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรพร้อมกับนำไปปั่น
เหวี่ยงที่ค่าแรงเหวี่ยง RCF 300g เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นทำการ fixation เซลล์ด้วย 70% 
Ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรแช่เซลล์ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาทีถึง 1 ชั่วโมงในตู้แช่ -4˚C 
จากนั้นนำมาปั่นเหวี่ยงที่ค่าความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนของ 70% 
Ethanol ทิ้งและล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรและปั่นเหวี่ยงที่ค่าความเร็วรอบ 
10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วน 1X PBS ทิ้งและเติม RNase A 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรพร้อมกับย้ายเซลล์ลง cell strainer flow tubes จากนั้นย้อมเซลล์ด้วย PI 
Staining (BD Biosciences, Canada) ปริมาตร 5 ไมโครลิตรบ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 15 นาท ี

3.5.3.3 การศึกษาวัฏจักรเซลล์ 
การศึกษานี้เป็นการศึกษาต่อจากหัวข้อ 3.5.3.2 หลังจากครบเวลาบ่มเซลล์ด้วย PI Staining 

ทำการเติม RNase A 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 400 ไมโครลิตรก่อนนำไปวัดจำนวน
ประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ด้วยเครื่อง DxFLEX Flow cytometer ต่อมานำค่าร้อยละจำนวน
ประชากรเซลล์มาคำนวณหาค่าเฉลี่ยและค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากนั้นทดสอบความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ของชุดทดลองที่ได้รับสารสกัด และชุดควบคุม
ลบที่ไม่ได้รับสารสกัด โดยวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Independent T-test โดยใช้โปรแกรม IBM 
SPSS Statistics 28 

3.5.4 การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิส 
3.5.4.1 การเก็บตัวอย่างเซลล์ 

 เริ่มจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในเพลทขนาด 6 หลุมโดยควบคุมจำนวนเซลล์ 150,000 เซลล์ต่อ
หลุม จากนั้นนำเซลล์เลี้ยงในตู้ 5% CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเก่าท้ิงโดย
นำอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมสารสกัดแต่ละสูตรใส่ลงในแต่ละหลุม โดยสารสกัดสูตรตำรับและสารสกัด
เห็ดกระถินพิมานใช้ความเข้มข้นตามค่า IC50 ที่คำนวณได้จากการทดสอบหัวข้อ 3.5.2 รวมถึงชุด
ควบคุมลบและชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติส) โดยแต่ละชุดทดลองจะทำทั้งสิ้น 3 ซ้ำ ต่อมานำเซลล์เลี้ยง
ใน 5% CO2 incubator เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสำหรับเซลล์ HCT116, SW620, HT-29 และ 72 ชั่วโมง
สำหรับเซลล์ PC-3 เมื่อครบกำหนดเวลาดูดอาหารเก่าเก็บในหลอด centrifuge ขนาด 15 มิลลิลิตร
ทำการแยกเซลล์ออกจากกันโดยใช้ทริปซินและเก็บเซลล์ในหลอด centrifuge ขนาด 15 มิลลิลิตร 
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3.5.4.2 การเตรียมเซลล์สำหรับวัดจำนวนประชากรเซลล์ที่เข้าสู่กลไกอะพอพโทซิส 
นำเซลล์ในหลอด centrifuge ขนาด 15 มิลลิลิตรปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 300g เป็นเวลา 5 

นาที ดูดส่วนบนใสทิ้งเหลือแต่ตะกอนเซลล์ ทำการล้างทริปซินออกด้วย 1X PBS ปริมาตร 1,000 µl 
พร้อมกับย้ายเซลล์ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรพร้อมกับนำไปปั่นเหวี่ยงที่
ค่าแรงเหวี่ยง RCF 300g เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม 1X Blinding Buffer Concentrate 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรพร้อมกับย้ายเซลล์ลง cell strainer flow tubes จากนั้นย้อมเซลล์ด้วย 
Annexin V- DY-634 PI Apoptosis Staining (Abcam, UK) อย่างละ 5 ไมโครลิตรบ่มทิ้งไว้เป็น
เวลา 15 นาท ี

3.5.4.3 การศึกษาความสามารถในการชักนำเซลล์เข้าสู่กลไกอะพอพโทซิส 
การศึกษานี้เป็นการศึกษาต่อจากหัวข้อ 3.5.4.2 หลังจากครบเวลาบ่มเซลล์ด้วย Annexin V 

และ PI Staining ทำการเติม 1X Blinding Buffer Concentrate ปริมาตร 400 ไมโครลิตรก่อน
นำไปวัดจำนวนประชากรเซลล์ในแต่ละระยะของกลไกอะพอพโทซิส live early apoptosis late 
apoptosis และ necrosis ด้วยเครื่อง DxFLEX Flow cytometer ต่อมานำค่าร้อยละจำนวน
ประชากรเซลล์ในแต่ละระยะของกลไกอะพอพโทซิสมาคำนวณหาค่าเฉลี่ยและค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน จากนั้นทดสอบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ของแต่
ละระยะในกลไกอะพอพโทซิสของชุดการทดลองที่ได้รับสารสกัด และชุดควบคุมลบที่ไม่ได้รับสารสกัด 
โดยวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Independent T-test โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 28 

3.5.5 การทดสอบการแสดงออกของยีน 
3.5.5.1 การเก็บตัวอย่างเซลล์ 

 เริ่มจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในเพลทขนาด 12 หลุมโดยควบคุมจำนวนเซลล์ 50,000 เซลล์ต่อ
หลุม จากนั้นนำเซลล์เลี้ยงในตู้ 5% CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเก่าท้ิงโดย
นำอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมรวมกับสารสกัดแต่ละสูตรใส่ลงในแต่ละหลุม  โดยสารสกัดสูตรตำรับและ
สารสกัดเห็ดกระถินพิมานใช้ความเข้มข้นตามค่า IC50 ที่คำนวณได้จากการทดสอบหัวข้อ 3.5.2 และ
ชุดควบคุมลบ โดยแต่ละชุดการทดลองจะทำทั้งสิ้น 4 ซ้ำ ต่อมานำเซลล์เลี้ยงใน 5% CO2 incubator 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมงสำหรับเซลล์ PC-3 และ 48 ชั่วโมงสำหรับเซลล์ HCT116, SW620, HT-29 เมื่อ
ครบกำหนดเวลาดูดอาหารเก่าทิ้ง เติม TRIzol Reagent (Ambion, USA) หลุมละ 500 ไมโครลิตร 
จากนั้นนำเพรทแช่ในตู้แช่ -4˚C เป็นเวลา 5 นาที ต่อมานำเซลล์ที่อยู่ใน TRIzol แต่ละหลุมใส่ใน
หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรนำเซลล์เก็บในตู้แช่แข็ง -20˚C เป็นเวลา 1 คืน 
(สามารถเก็บได้ไม่เกิน 1 สัปดาห์) 
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3.5.5.2 การสกัดอาร์เอ็นเอ 
 เริ่มจากการนำเซลล์ออกจากตู้แช่แข็ง -20˚C เมื่อเซลล์ละลายแล้วเติม chloroform 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันจากนั้นบ่มในกล่องน้ำแข็งเป็นเวลา 3 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่
ค่าแรงเหวี่ยง RCF 12,000g ควบคุมอุณหภูมิ 10˚C  เป็นเวลา 10 นาที ระหว่างนี้ เตรียมหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรแช่รอในกล่องน้ำแข็ง หลังปั่นเหวี่ยงเสร็จสารละลายในหลอด
จะแบ่งออกเป็น 3 ส่วนทำการดูดส่วนใสชั้นบนสุดลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
ที่แช่รอในกล่องน้ำแข็ง จากนั้นเติม isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันจากนั้นบ่ม
ในกล่องน้ำแข็งเป็นเวลา 10 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ค่าแรงเหวี่ยง RCF 12,000g ควบคุมอุณหภูมิ 
10˚C  เป็นเวลา 10 นาทีเพ่ือตกตะกอนอาร์เอ็นเอ เทสารละลายส่วนใสทิ้ง เติม 75% Ethanol 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรนำไปปั่นเหวี่ยงค่าแรงเหวี่ยง RCF 7,500g ควบคุมอุณหภูมิ 4˚C  เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นเทสารละลายส่วนใสทิ้ง ทำให้หลอดแห้งโดยการคว่ำหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
30 นาทีหรือจนกว่าหลอดจะแห้งสนิท เมื่อหลอดแห้งสนิทเติมน้ำ type I ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
จากนั้นนำหลอดแช่ใน water bath อุณหภูมิ 50˚C เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นวัดค่าความเข้มข้นของ
อาร์เอนเอ (optical density; OD) ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน (Nanodrop 
2000c (Thermo Fisher Scienctific, USA) เก็บตัวอย่างอาร์เอ็นเอของแต่ละชุดการทดลองไว้ที่ตู้แช่
แข็ง -80˚C 

3.5.5.3 การสกัด complementary DNA (cDNA)  
 เริ่มจากการนำค่าความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอที่วัดได้มาคำนวณและเตรียมสารละลายอาร์เอ็น
เอให้มีปริมาณความเข้มข้นเท่ากันในแต่ละชุดการทดลองโดยมีปริมาณอยู่ในช่วง 500-2,000 นาโน
กรั ม ต่ อมิ ล ลิ ลิ ต ร  จ ากนั้ น ใช้ ชุ ด  kit cDNA Synthesis Kit (biotechrabbit, Germany) เพ่ื อ
สังเคราะห์ cDNA และเก็บ cDNA ของแต่ละชุดการทดลองไว้ที่ตู้แช่แข็ง -80˚C เพ่ือนำไปศึกษาการ
แสดงออกของยีนด้วยวิธี real-time PCR 

3.5.5.4 การออกแบบไพรเมอร์ของยีน IFNGR1 และยีน KRAS 
 ออกแบบไพรเมอร์ของยีน IFNGR1 และยีน KRAS โดยใช้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จาก
ฐานข้อมูล  NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/) และใช้ โปรแกรม  Primer 3 
(https://www.primer3plus.com/)  ส ำ ห รั บ อ อ ก แ บ บ ไพ ร เม อ ร์ แ ล ะ ไพ ร เม อ ร์ ข อ งยี น 
glycenraldehydes-3-phophate dehydrogenase (GAPDH) และยีน marker of proliferation 
Ki-67 (MKI67) โดยใช้เป็นยีนอ้างอิงซึ่งได้อ้างอิงลำดับนิวคลีโอไทด์จากการศึกษาของ Chalertpet et 
al., 2019 ดังแสดงในตารางที่ 1  
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/
https://www.primer3plus.com/
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ตารางที่ 1 ข้อมูลไพรเมอร์ที่ ใช้ในเทคนิค real-time PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน
IFNGR1 และ KRAS โดยมียีน GAPDH และ MKI67 เป็นยีนอ้างอิง 

ไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5’→3’) Tm 
(˚C) 

%CG 
content 

อ้างอิง 

Forward 
IFNGR1 primer 

AATTGGACCACCTAAACTGG 53 45% - 

Reverse IFNGR1 
primer 

AGTTGTAACACCCCACACAT 53 45% - 

Forward KRAS 
primer 

GGATATTCTCGACACAGCAGGTC 57.1 52% - 

Reverse KRAS 
primer 

GCTAAGTCCTGAGCCTGTTTTGTG 57.4 50% - 

Forward MKI67 
primer 

CCACACTGTGTCGTCGTTTG 53.8 55% (Chalertpet 
et al., 
2019) 

Reverse MKI67 
primer 

CCGTGCGCTCATCCATTC 52.6 61% Chalertpet 
et al. 
(2019) 

Forward 
GAPDH primer 

GTCTCCTCTGACTTCAACAGCGA 57.1 52% Chalertpet 
et al. 
(2019) 

Reverse GAPDH 
primer 

CCTGTTCGTGTAGCCAAATTCGT 55.3 48% Chalertpet 
et al. 
(2019) 

 
3.5.5.5 การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real-time PCR 

 การศึกษานี้เป็นการศึกษาต่อจากหัวข้อ 3.5.5.3 นำ cDNA ของแต่ละชุดการทดลองออกจาก
ตู้แช่แข็ง -80˚C ทำ real-time PCR โดยการศึกษานี้เลือกใช้สารฟลูออเรสเซนต์ SYBR Green ของ
ชุด CapitalTM qPCR green (Biotechrabbit, Germany) ในการตรวจวัดปริมาณการเพ่ิมจำนวน
ของดีเอ็นเอ โดยแต่ละชุดการทดลองจะทำทั้งสิ้น 3 ซ้ำต่อหนึ่งยีน หลังจากได้ผลการวิเคราะห์ด้วย
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เครื่อง QuantStudioTM 5 (Thermo Fisher Scienctific, USA) นำค่า CT ที่ ได้ในแต่ละชุดการ
ทดลองและแต่ละยีนมาคำนวณระดับการแสดงออกโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมลบ โดยมีระดับการ
แสดงออกของยีน GAPDH เป็นชุดอ้างอิง ใช้วิธี ∆∆CT ในการคำนวณระดับการแสดงออกของแต่ละ
ยีน และนำค่าร้อยละการแสดงออกของยีนของแต่ละชุดการทดลองที่ได้รับสารสกัด และชุดควบคุม
ลบที่ไม่ได้รับสารสกัด วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Independent T-test โดยใช้โปรแกรม IBM 
SPSS Statistics 28 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลการสกัดสารจากผงตัวอย่างท้ัง 2 สูตร และความเข้มข้นของสารสกัด 
สารสกัดที่สกัดได้เป็นสารละลายใสสีน้ำตาลทั้ง 2 สูตรแต่สารสกัดเห็ดกระถินพิมานมีสี

น้ำตาลเข้มกว่าสารสกัดสูตรตำรับดังแสดงในรูปที่ 11 และเมื่อนำสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% 
เห็ดกระถินพิมานมาวัดความเข้มข้นโดยการชั่งน้ำหนักตะกอนแห้งหลังจากระเหยน้ำออกจนหมด
จากนั้นคำนวณความเข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับเท่ากับ 16,300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสาร
สกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานมีความเข้มข้น 42,700 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 สารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 
(A) ตัวอย่างสูตรตำรับ (B) ตัวอย่างสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 

 

4.2 ผลการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ 
 ผลการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ HCT116, SW620, HT-29 และ PC-3 หลังจากได้รับสาร
สกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ในหัวข้อนี้ได้ทำการคำนวณค่าร้อยละการมีชีวิตของ
เซลล์แต่ละชนิดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดทั้ง 2 สูตรข้างต้นโดยผลการทดสอบในหัวข้อนี้จะ
แบ่งออกเป็น 4 หัวข้อย่อยตามชนิดของเซลล์ดังนี้ 

4.2.1 ผลการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 ด้วยสารสกัดสูตร
ตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 

 เซลล์ PC-3 เมื่อได้รับสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้น 100 125 150 175 200 225 250
และ 275 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความเข้มข้นของสารสกัด

A            B 
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สูตรตำรับที่ เพ่ิ มขึ้น โดยมีค่ าร้อยละการมีชี วิตของเซลล์ เท่ ากับ  115.17±0.11 98.30±0.02 
91.39±0.09 75.71±0.03 68.69±0.04 55.61±0.01 46.19±0.06 และ 44.54±0.03% ตามลำดับ 
และเซลล์ PC-3 เมื่อได้รับสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้น 1,250 1,500 1,750 
2,000 2,250 2,500 2,750 และ 3,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์
ลดลงตามความเข้มข้นของสารสกัดสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมี
ชี วิ ต ข อ ง เ ซ ล ล์ เ ท่ า กั บ  58.72±0.04 51.24±0.02 40.23±0.05 30.70±0.04 24.16±0.03 
17.91±0.03 17.30±0.03 และ 14.29±0.03% ตามลำดับดังแสดงในรูป 12 และชุดควบคุมบวกซิสพ
ลาตินที่ ความเข้มข้น 2.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีค่าร้อยละการมีชี วิตของเซลล์ เท่ ากับ 
48.26±0.03% 
 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 12 ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตรอดและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของเซลล์ PC-3 
 หลังจากได้รับ (A) สารสกัดสูตรตำรับและ (B) สูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

4.2.2 ผลการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ด้วยสารสกัดสูตร
ตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 

 เซลล์ HCT116 เมื่อได้รับสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้น 75 100 125 150 175 200 225 
และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความเข้มข้นของสารสกัด
สูตรตำรับที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 87.12±0.04 79.60±0.10 55.53±0.08 
53.97±0.13 42.30±0.07 36.19±0.06 26.28±0.07 และ 22.21±0.05% ตามลำดับ และเซลล์  
HCT116 เมื่อได้รับสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้น 250 500 750 1,000 1,250 
1,500 1,750 และ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความ
เข้มข้นของสารสกัดสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์
เ ท่ า กั บ  92.33±0.05 82.59±0.05 69.80±0.06 58.48±0.08 36.51±0.06 30.89±0.05 
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28.60±0.05 และ 21.90±0.05% ตามลำดับดังแสดงในรูป 13 และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความ
เข้มข้น 1.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 47.99±0.04% 
 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 13 ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของเซลล์ HCT116  

หลังจากได้รับ (A) สารสกัดสูตรตำรับและ (B) สูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

4.2.3 ผลการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 ด้วยสารสกัดสูตร
ตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 

 เซลล์ SW620 เมื่อได้รับสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้น 75 100 125 150 175 200 225 
และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความเข้มข้นของสารสกัด
สูตรตำรับที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 96.53±0.02 85.47±0.07 67.26±0.09 
44.69±0.09 26.73±0.07 23.86±0.14 15.16±0.04 และ 14.61±0.05% ตามลำดับ และเซลล์  
SW620 เมื่อได้รับสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้น 850 900 950 1,000 1,250 
1,500 1,750 และ 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความ
เข้มข้นของสารสกัดสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์
เ ท่ า กั บ  71.09±0.04 61.54±0.04 57.12±0.04 53.56±0.05 44.46±0.04 27.47±0.06 
20.42±0.02 และ 14.37±0.02% ตามลำดับดังแสดงในรูป 14 และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความ
เข้มข้น 2.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 51.42±0.04% 
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รูปที่ 14 ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตรอดและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของเซลล์ SW620  
หลังจากได้รับ (A) สารสกัดสูตรตำรับและ (B) สูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

4.2.4 ผลการทดสอบการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ด้วยสารสกัดสูตรตำรับ
และสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน 

 เซลล์ HT-29 เมื่อได้รับสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้น 300 350 400 450 500 550 600 
และ 650 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความเข้มข้นของสารสกัด
สูตรตำรับที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 96.04±0.06 92.31±0.10 74.89±0.08 
61.79±0.04 43.61±0.03 37.26±0.03 36.85±0.06 และ 30.26±0.08% ตามลำดับ และเซลล์ HT-
29 เมื่อได้รับสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้น 2,250 2,500 2,750 3,000 3,250 
3,500 และ 3,750 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงตามความเข้มข้น
ของสารสกัดสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานที่เพ่ิมขึ้นโดยมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 
62.51±0.05 56.36±0.04 50.01±0.04 40.04±0.04 36.22±0.05 34.51±0.01 แ ล ะ 
30.60±0.09% ตามลำดับดังแสดงในรูป 15 และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 4.80 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เท่ากับ 53.01±0.01% 
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รูปที่ 15 ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตรอดและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของเซลล์ HT-29  
หลังจากได้รับ (A) สารสกัดสูตรตำรับและ (B) สูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

4.2.5 ผลการประเมินความสามารถของสารสกัดสูตรตำรับในการลดการมีชีวิตของเซลล์ 
 ผลการประเมินวิเคราะห์ได้จากการนำค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ PC-3, HCT116, 
SW620 และ HT-29 ในแต่ละช่วงความเข้มข้นของสารสกัดนำมาพล็อตกราฟการถดถอยเชิงเส้น 
(simple linear regression) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์และความ
เข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ ดังแสดงในรูป 16 ทำให้ได้สมการถดถอยอย่างง่ายใช้ในการคำนวณหา
ค่า IC50 เพ่ือใช้ในการประเมินความสามารถของสารสกัดสูตรตำรับโดยพบว่าค่า IC50 ในเซลล์ PC-3, 
HCT116, SW620 และ HT-29 เท่ากับ 239 167 156  และ 492 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรดังแสดงใน
ตาราง 2 จากผลการทดสอบทำให้ทราบว่าสารสกัดสูตรตำรับมีความสามารถในการลดการมีชีวิตของ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก PC-3 และมะเร็งลำไส้ใหญ่ SW620 มากที่สุดตามด้วยเซลล์ HCT116 และ 
HT-29 ตามลำดับ 
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รูปที่ 16 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์และความเข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ 

ในเซลล์ HCT116 (สีม่วง) SW620 (สีดำ) HT-29 (สีส้ม) และ PC-3 (สีน้ำเงิน) ตามลำดับ 
 

ตารางที่ 2 ค่า IC50 สมการถดถอยอย่างง่าย และค่า R-squared ของสารสกัดสูตรตำรับในเซลล์ PC-
3, HCT116, SW620 และ HT-29 

Cells IC50 (µg/ml) simple linear regression R-squared 
PC-3 239 y=-0.4692x+162.05 0.9999 

SW620 156 y=-0.5651x+137.91 0.9800 
HCT116 167 y=-0.5413x+140.06 0.9829 
HT-29 492 y=-0.2462x+171.04 0.9866 

 

4.2.6 ผลการประเมินความสามารถของสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานในการลดการ
มีชีวิตของเซลล์ 

 ผลการประเมินวิเคราะห์ได้จากการนำค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ PC-3, HCT116, 
SW620 และ HT-29 ในแต่ละช่วงความเข้มข้นของสารสกัดนำมาพล็อตกราฟการถดถอยเชิงเส้น 
(simple linear regression) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์และความ
เข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ ดังแสดงในรูป 17 ทำให้ได้สมการถดถอยอย่างง่ายเพ่ือใช้ในการ
คำนวณหาค่า IC50 เพ่ือใช้ในการประเมินความสามารถของสารสกัดสูตรตำรับโดยพบว่าค่า IC50 ใน
เซลล์ PC-3, HCT116, SW620 และ HT-29 เท่ากับ 1,494 1,100 1,104 และ 2,772 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรดังแสดงในตาราง 3 จากผลการทดสอบทำให้ทราบว่าสารสกัดสูตรตำรับมีความสามารถใน
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การลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก PC-3 และมะเร็งลำไส้ใหญ่ HCT116 มากที่สุดตาม
ด้วยเซลล์ SW620 และ HT-29 ตามลำดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 17 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์และความเข้มข้นของสารสกัดสูตร 100% 

เห็ดกระถินพิมานในเซลล์ HCT116 (สีม่วง) SW620 (สีดำ) HT-29 (สีส้ม) และ PC-3 (สีน้ำเงิน)
ตามลำดับ 

 

ตารางที่ 3 ค่า IC50 สมการถดถอยอย่างง่าย และค่า R-squared ของสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถิน
พิมานในเซลล์ PC-3, HCT116, SW620 และ HT-29 

Cells IC50 (µg/ml) simple linear regression R-squared 
PC-3 1,492 y=-0.0337x+100.33 0.9904 

HCT116 1,100 y=-0.0522x+107.44 0.9822 
SW620 1,104 y=-0.0486x+103.63 0.9847 
HT-29 2,772 y=-0.0219x+110.71 0.9804 
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4.3 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์ 
 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์ PC-3, HCT116, SW620 และ HT-29 พบว่าหลังจากได้รับสาร
สกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 มาทดสอบกับเซลล์แต่
ละชนิด พบว่าสารสกัดทั้ง 2 สูตรสามารถชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์ในระยะต่าง ๆ แตกต่างกัน
ไปในแต่ละเซลล์โดยผลการทดสอบในหัวข้อนี้จะแบ่งออกเป็น 4 หัวขอ้ย่อยตามชนิดของเซลล์ดังนี้ 

4.3.1 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 
 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์ PC-3 เมื่อทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ด
กระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 239 และ 1,494 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ
และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 2.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดสูตรตำรับ
สามารถชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์ในระยะ G0-G1 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 
70.69±0.30% สอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ S ที่ลดลงแตกต่างจากชุดควบคุมลบ
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 18 และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชัก
นำการหยุดวัฏจักรของเซลล์ในระยะ S โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 11.00±0.65% 
สอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ที่ลดลงแตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 18 และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์
ในระยะ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 45.81±1.54% แตกต่างจากชุดควบคุมลบ
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ PC-3 ในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 72 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 
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4.3.2 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116  
 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์ HCT116 เมื่อทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ด
กระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 167 และ 1,100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ
และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 1.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดสูตรตำรับ
สามารถชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์ ในระยะ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 
41.72±0.40% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 19 และสารสกัด
สูตร 100% เห็ดกระถินพิมานไม่สามารถชักนำการหยุดวัฏจักรของเซลล์ HCT116 เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมลบพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 และ
ชุดควบคุมบวกซิสพลาตินชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์ในระยะ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์
สะสมเท่ากับ 67.93±0.29% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติดังแสดงในรูปที่ 19  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 19 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ HCT116 ในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 

4.3.3 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 
 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์ SW620 เมื่อทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ด
กระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 156 และ 1,104 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ
และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 2.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดสูตรตำรับ
สามารถชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์ในระยะ S และ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 
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14.41±0.48 และ 33.18±0.98% ตามลำดับ สอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ที่
ลดลงแตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 20 และสารสกัดสูตร 
100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชักนำการหยุดวัฏจักรของเซลล์ในระยะ  S โดยมีจำนวนประชากร
เซลล์สะสมเท่ากับ 13.64±0.49% สอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ที่ลดลง
แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 20 ทั้งนี้เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่
ชนิด SW620 หลังจากได้รับซิสพลาติน ไม่สามารถแสดงผลการทดสอบ เนื่องจากจำนวนเซลล์ 
SW620 เหลือไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง DxFLEX Flow cytometer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 20 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ SW620 ในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 

4.3.4 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 
 ผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์ HT-29 เมื่อทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ด
กระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 492 และ 2,772 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ
และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 4.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดสูตรตำรับ
สามารถชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์ ในระยะ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 
27.77±1.58% สอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ที่ลดลงแตกต่างจากชุดควบคุมลบ
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 21 และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชัก
นำการหยุดวัฏจักรของเซลล์ในระยะ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 33.48±1.35% 
สอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ที่ลดลงแตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
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นัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 21 และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินชักนำการหยุดของวัฏจักรเซลล์
ในระยะ G2 โดยมีจำนวนประชากรเซลล์สะสมเท่ากับ 50.05±1.64% แตกต่างจากชุดควบคุมลบ
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 21 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์ HT-29 ในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 
 

4.4 ผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิส 
 ผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสของเซลล์ PC-3, HCT116, 
SW620 และ HT-29 พบว่าหลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่
ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 มาทดสอบกับเซลล์แต่ละชนิด พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำการ
ตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116, SW620 และ HT-29 
และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสใน
เซลล์ทุกชนิด โดยผลการทดสอบในหัวข้อนี้จะแบ่งออกเป็น 4 หัวข้อย่อยตามชนิดของเซลล์ดังนี้ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 38 

4.4.1 ผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 ผ่าน
กลไกอะพอพโทซิส 

 เมื่อเซลล์ PC-3 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 239 และ 1,494 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ และชุดควบคุมบวก
ซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 2.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิเคราะห์ผลการทดสอบจากค่าร้อยละ
จำนวนเซลล์ที่สะสมในแต่ละของกระบวนการอะพอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับไม่ได้ชักนำการ
ตายของเซลล์  PC-3 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส โดยค่าร้อยละจำนวนเซลล์สะสมในแต่ละของ
กระบวนการอะพอพโทซิสไม่แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value 
เท่ากับ 0.05 ดังแสดงในรูปที่ 22 และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชักนำการตาย
ของเซลล์ PC-3 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ early apoptosis และ 
late apoptosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์เท่ากับ  1.91±0.19 และ 4.24±0.15% ตามลำดับ
แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 22และชุดควบคุมบวกซิสพลาติน
ชักนำการตายของเซลล์ PC-3 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสแตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 22 ร้อยละจำนวนเซลล์ PC-3 ในแต่ละระยะของกระบวนการอะพอพโทซิส 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 72 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 
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4.4.2 ผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ผ่าน
กลไกอะพอพโทซิส 

 เมื่อเซลล์ HCT116 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 167 และ 1,100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ และชุดควบคุมบวก
ซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 1.98 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิเคราะห์ผลการทดสอบจากค่าร้อยละ
จำน วน เซลล์ ที่ ส ะสม ใน ระยะ  live early apoptosis late apoptosis และ  necrosis ขอ ง
กระบวนการอะพอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำการตายของเซลล์ HCT116 ผ่าน
กลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์
เท่ากับ 1.71±0.08% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 23 และ
สารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชักนำการตายของเซลล์ HCT116 ผ่านกลไกอะพอพโท
ซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ ในระยะ late apoptosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์ เท่ากับ 
1.78±0.14% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 23 และชุด
ควบคุมบวกซิสพลาตินชักนำการตายของเซลล์ HCT116 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสแตกต่างจากชุด
ควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 23 ร้อยละจำนวนเซลล์ HCT116 ในแต่ละระยะของกระบวนการอะพอพโทซิส 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 
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4.4.3 ผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 ผ่านกลไกอะ-
พอพโทซิส 

 เมื่อเซลล์ SW620 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 156 และ 1,104 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ และชุดควบคุมบวก
ซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 2.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิเคราะห์ผลการทดสอบจากค่าร้อยละ
จำนวนเซลล์ที่สะสมในแต่ละของกระบวนการอะพอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำ
การตายของเซลล์  SW620 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ ในระยะ late 
apoptosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์เท่ากับ 2.58±0.10% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 24 และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชักนำการ
ตายของเซลล์ SW620 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis 
โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์เท่ากับ 2.59±0.16% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
ดังแสดงในรูปที่ 24 และชุดควบคุมบวกซิสพลาตินชักนำการตายของเซลล์ SW620 ผ่านกลไกอะพอพ
โทซิสแตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 24 ร้อยละจำนวนเซลล์ SW620 ในแต่ละระยะของกระบวนการอะพอพโทซิส 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 
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4.4.4 ผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส 

 เมื่อเซลล์ HT-29 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 492 และ 2,772 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ และชุดควบคุมบวก
ซิสพลาตินที่ความเข้มข้น 4.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิเคราะห์ผลการทดสอบจากค่าร้อยละ
จำนวนเซลล์ที่สะสมในแต่ละของกระบวนการอะพอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำ
การตายของเซลล์  HT-29 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ ในระยะ early 
apoptosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์เท่ากับ 5.04±0.13% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 25 และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถชักนำการ
ตายของเซลล์ HT-29 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ early apoptosis 
และ late apoptosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์เท่ากับ 6.00±0.04 และ 6.30±0.16% ตามลำดับ
แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 25 และชุดควบคุมบวกซิสพ
ลาตินชักนำการตายของเซลล์ HT-29 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสแตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 25 ร้อยละจำนวนเซลล์ HT-29 ในแต่ละระยะของกระบวนการอะพอพโทซิส 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน และซิสพลาติน (ชุดควบคุมบวก) เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง (*, **, *** คา่ P≤0.05, P≤0.01 และ P≤0.001 ตามลำดับ) 
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4.5 ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน 
 ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 หลังจากได้รับสารสกัด
สูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานในเซลล์ PC-3, HCT116, SW620 และ HT-29 พบว่า
สกัดทั้ง 2 สูตรสามารถชักนำการแสดงออกของแต่ละยีนแตกต่างกันไปในแต่ละเซลล์ โดยผลการ
ทดสอบในหัวข้อนี้จะแบ่งออกเป็น 4 หัวข้อย่อยตามชนิดของเซลล์ดังนี้ 

4.5.1 ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์มะเร็งต่อม
ลูกหมากชนิด PC-3 

 เมื่อเซลล์ PC-3 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ 
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 239 และ 1,492 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ พบว่าสารสกัดสูตร
ตำรับสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน  IFNGR1 ที่ ค่ า เฉลี่ ยระดับการแสดงออกเท่ ากับ 
119.56±5.25% และลดการแสดงออกของยีน KRAS ที่ค่าเฉลี่ ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 
84.96±1.26% อีกทั้งยังสามารถลดการแสดงออกของยีน MKI67 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออก
เท่ากับ 90.83±1.43% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 26 ใน
ส่วนของสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานไม่สามารถเปลี่ยนระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมลบพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value 
เท่ากับ 0.05 แต่สามารถลดการแสดงออกของยีน KRAS ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 
55.30±1.53% อีกทั้งยังลดการแสดงออกของยีน MKI67 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 
77.12±6.47% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 ดัง
แสดงในรูปที่ 26 

4.5.2 ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์มะเร็งลำไส้
ใหญ่ชนิด HCT116 

 เมื่อเซลล์ HCT116 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ 
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 167 และ 1,100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ พบว่าสารสกัดสูตร
ตำรับสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน  IFNGR1 ที่ ค่ า เฉลี่ ยระดับการแสดงออกเท่ ากับ 
443.17±4.01% อีกทั้งยังเพ่ิมการแสดงออกของยีน KRAS ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 
735.68±32.52% และลดการแสดงออกของยีน MKI67 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 
85.60±3.79% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 27 ในส่วนของ
สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการ
แสดงออกเท่ากับ 253.10±0.17% เพ่ิมการแสดงออกของยีน KRAS ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออก
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เท่ากับ 286.53±4.43% และลดการแสดงออกของยีน MKI67 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 
47.01±4.01% แตกต่างจากชุดควบคมุลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 26 ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์ PC-3 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ และสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานเป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยแสดง
ระดับการแสดงออกของมียีน MKI67 ซึ่งเป็นยีนเครื่องหมายเพ่ือใช้ยืนยันระดับการเพ่ิมจำนวนของ
เซลล์ และยีน GAPDH เป็นยีนอ้างอิง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 27 ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์ HCT116  
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ และสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยแสดง
ระดับการแสดงออกของมียีน MKI67 ซึ่งเป็นยีนเครื่องหมายเพ่ือใช้ยืนยันระดับการเพ่ิมจำนวนของ
เซลล์ และยีน GAPDH เป็นยีนอ้างอิง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 44 

4.5.3 ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์มะเร็งลำไส
ใหญ่ชนิด SW620 

 เมื่อเซลล์ SW620 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ 
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 156 และ 1,104 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ พบว่าสารสกัดสูตร
ตำรับไม่สามารถเปลี่ยนระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 เมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมลบพบว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 ดังแสดงในรูปที่ 
28 ในส่วนของสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 ที่
ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 149.10±3.28% และเพ่ิมการแสดงออกของยีน KRAS ที่ค่าเฉลี่ย
ระดับการแสดงออกเท่ากับ 145.62±1.80% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่
ไม่สามารถเปลี่ยนระดับการแสดงออกของยีน MKI67 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมลบพบว่าไม่
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 ดังแสดงในรูปที่ 28  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 28 ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์ SW620  
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ และสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยแสดง
ระดับการแสดงออกของมียีน MKI67 ซึ่งเป็นยีนเครื่องหมายเพ่ือใช้ยืนยันระดับการเพ่ิมจำนวนของ
เซลล์ และยีน GAPDH เป็นยีนอ้างอิง 
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4.5.4 ผลการทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์มะเร็งลำไส้
ใหญ่ชนิด HT-29 

 เมื่อเซลล์ HT-29 ทดสอบกับสารสกัดสูตรตำรับและสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ 
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ได้แก่ 492 และ 2,772 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ พบว่าสารสกัดสูตร
ตำรับสามารถลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 75.65±0.95% 
ลดการแสดงออกของยีน KRAS ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 67.81±0.48% และลดการ
แสดงออกของยีน MKI67 ที่ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกเท่ากับ 51.24±0.10% แตกต่างจากชุด
ควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 29 ในส่วนของสารสกัด 100% เห็ดกระถิน
พิมานไม่สามารถเปลี่ยนระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และMKI67 เมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมลบพบว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 แสดงในรูปที่ 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 29 ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ในเซลล์ HT-29  
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ และสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยแสดง
ระดับการแสดงออกของมียีน MKI67 ซึ่งเป็นยีนเครื่องหมายเพ่ือใช้ยืนยันระดับการเพ่ิมจำนวนของ
เซลล์ และยีน GAPDH เป็นยีนอ้างอิง 
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการทดลอง 

5.1 การสกัดสารจากผงตัวอย่างท้ัง 2 สูตร และความเข้มข้นของสารสกัด 
จากผลการสกัดสารสูตรตำรับและสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานพบว่าสารสกัดทั้ง 2 

สูตรมีความเข้มข้นเท่ากับ 16.30 และ 42.70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ ซึ่งค่าความเข้มข้นของ
สารสกัดทั้งสองสูตรมีค่าแตกต่างกันมาก เนื่องมาจากปัจจัยทางด้านความละเอียดของผงตัวอย่างที่
แตกต่างกันซึ่งสังเกตได้ด้วยตาเปล่า โดยพบว่าผงตัวอย่างของ  100% เห็ดกระถินพิมานมีความ
ละเอียดมากกว่าผงตัวอย่างสูตรตำรับที่มีลักษณะที่หยาบ ซึ่งขนาดของผงตัวอย่างนั้นมีความสำคัญต่อ
การสกัดด้วยเทคนิค Soxhlet extraction โดยหากผงตัวอย่างมีขนาดสม่ำเสมอจะทำให้การสกัดมี
ประสิทธิภาพที่ดี เนื่องจากผงตัวอย่างที่ละเอียดจะมีพ้ืนที่ผิวในการสัมผัสจากตัวทำละลายได้ทั่วถึง 
(Gopalasatheeskumar, 2018) เป็นผลทำให้เมื่อนำไปสกัดด้วยน้ำที่อุณหภูมิสูงในเวลาที่เท่ากัน สาร
สกัด 100% เห็ดกระถินพิมานจึงมีค่าความเข้มข้นที่สูงกว่าสารสกัดสูตรตำรับ 

การศึกษาของ Peerapong Jeeno และคณะพบว่าเหง้าข้าวเย็นเหนือและเหง้าข้าวเย็นใต้ที่
สกัดด้วยน้ำพบสารประกอบทางเคมีที่สำคัญคือ สารประกอบฟีนอลิกปริมาณ 0.002 ± 0.001 mg 
GAE/g  จากสารสกัดจากเหง้าข้าวเย็นเหนือและ 0.016 ± 0.001 mg GAE/g จากสารสกัดจากเหง้า
ข้าวเย็นใต้ อีกทั้งยังมีปริมาณ flavonoid จากสารสกัดจากเหง้าข้าวเย็นใต้ 0.006 ± 0.003 mg 
QE/g อีกทั้งพบว่าสารสกัดจากเหง้าข้าวเย็นเหนือและข้าวเย็นใต้มีศักยภาพในการออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพคือ ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก และ
ต้านการอักเสบ (Jeeno et al., 2022) (Chalertpet et al., 2023) 

5.2 การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ 
 จากการศึกษาของ Sensuke Konno และคณะได้ศึกษามะเร็ง 10 ชนิดได้แก่ PC-3 (มะเร็ง
ต่อมลูกหมากแพร่กระจายไปยังกระดูก), DU-145 (มะเร็งต่อมลูกหมากแพร่กระจายไปยังสมอง) และ 
LNCaP (มะเร็งต่อมลูกหมากแพร่กระจายไปยังต่อมน้ำเหลือง) T24 (มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ) ACHN 
(มะเร็งไต) A549 (มะเร็งปอด) MCF-7 (มะเร็งเต้านม) AGS (มะเร็งกระเพาะอาหาร) HepG2 (มะเร็ง
ตับ) และ U-87 (เซลล์มะเร็งสมอง) พบว่าเซลล์มะเร็ง 10 ชนิดมีระดับการมีชีวิตที่ลดลงตามความ
เข้มข้นของสารสกัดเห็ดกระถินพิมานที่เพ่ิมขึ้น (Konno et al., 2015) สอดคล้องกับผลการทดสอบ
การมีชีวิตของเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay ในการศึกษานี้พบว่าสารสกัดสูตรตำรับมีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 โดยค่า IC50 เท่ากับ 239 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีความเป็น
พิษต่อเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 มากที่สุด โดยค่า IC50 เท่ากับ 156 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ค่า IC50 ต่ำสุด) เนื่องจากเซลล์ SW620 เป็นมะเร็งที่แพร่กระจายมาจาก เซลล์ SW480 โดยแพร่ผ่าน
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ทางระบบน้ำเหลืองโดยพบการกลายพันธุ์ในเซลล์ SW620 บริเวณโคดอน 273 ของยีน p53 
(p53Arg273) ส่งผลให้ p53 สูญเสียความสามารถในการยับยั้งการเกิดเซลล์มะเร็ง  (Lu, 2012) 
รองลงมาคือ HCT116 ค่า IC50 เท่ากับ 167 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบการกลายพันธุ์บริเวณโคดอน 
13 ของ RAS proto-oncogene (Schroy et al., 1995) และมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่
ชนิด HT-29 น้อยที่สุด โดยค่า IC50 เท่ากับ 492 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า IC50 สูงสุด) ซึ่งการกลาย
พันธุ์ของเซลล์ HT-29 นั้นมีการกลายพันธุ์บนโคดอน 273 ของยีน p53 และการแสดงออกของ N-
myc proto-oncogene ที่มีบทบาทสำคัญในการควบคุมการเติบโตและการแบ่งตัวของเซลล์ และ
การตายแบบอะพอพโทซิสในปริมาณมากเกินไป (Chen et al., 1987) ในส่วนของสารสกัด 100% 
เห็ดกระถินพิมานนั้นความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 โดยค่า IC50 เท่ากับ 1,494  
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 มากที่สุด โดยค่า 
IC50 เท่ากับ 1,100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า IC50 ต่ำสุด) รองลงมาคือ SW620 ค่า IC50 เท่ากับ 
1,104 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 น้อยที่สุด โดย
ค่า IC50 เท่ากับ 2,772 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า IC50 สูงสุด) ดังนั้นจากค่า IC50 ของสารสกัดสูตร
ตำรับและสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานในแต่ละเซลล์ที่กล่าวข้างต้น พบว่าสกัดสูตรตำรับใช้
ความเข้มข้นที่ค่าน้อยกว่าสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมานในการทำให้เซลล์มีชีวิตรอด 50% ของ
จำนวนเซลล์ทั้งหมด เนื่องมาจากสูตรตำรับมีส่วนประกอบร่วมของสมุนไพรหลายชนิด เช่น เหง้า
ข้าวเย็นเหนือ เหง้าข้าวเย็นใต้ จากการศึกษาของ Boonsong Wungsintaweekul และคณะได้ศึกษา
สารประกอบฟีนอลิกจากสารสกัดเหง้าข้าวเย็นเหนือพบว่ามีองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญเช่น 
resveratrol quercetin และ catechin สามารถยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งเต้านมที่ศึกษา
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Wungsintaweekul et al., 2011) ด้วยเหตุนี้จึงสามารถอนุมาน
ได้ว่าองค์ประกอบทางเคมีบางชนิดในสารสกัดสูตรตำรับที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบร่วมกับ
สมุนไพรชนิดอ่ืนมีฤทธิ์ในการลดระดับการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและเซลล์มะเร็งลำไส้
ใหญ่ได้ดีกว่าการมีเพียงองค์ประกอบทางเคมีจากเห็ดกระถินพิมานเพียงอย่างเดียว 

5.3 การทดสอบวัฏจักรเซลล์ 
 การควบคุมวัฏจักรเซลล์ คือการหยุดการเจริญของวัฏจักรเซลล์ได้ที่ระยะต่าง ๆ ได้แก่ ระยะ 
G0-G1 S และ G2 โดยปกติหากเซลล์ถูกหยุดในระยะ G1 เนื่องจากมีการตรวจสอบพบความเสียหาย
ของดีเอ็นเอและเพ่ือป้องกันไม่ให้ดีเอ็นเอที่เกิดความเสียหายถูกส่งต่อไปยังระยะ S และหากเซลล์ถูก
หยุดในระยะ S เกิดจากตรวจพบความเสียหายของดีเอ็นเอในระหว่างการจำลองดีเอ็นเอ  (DNA 
replication) จึงเกิดการหยุดกระบวนการและมีการซ่อมแซมดีเอ็นเอเกิดขึ้น (DNA repair) (Pan et 
al., 2019) (Pan et al., 2020)  
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5.3.1 การทดสอบวัฏจักรเซลล์ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก 
จากผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 (มะเร็งต่อมลูกหมาก

แพร่กระจายไปยังกระดูก) พบว่าสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง
สามารถชักนำจำนวนประชากรเซลล์ให้สะสมในระยะ G0-G1 เพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับจำนวนประชากร
เซลล์ในระยะ S ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 โดยการที่เซลล์ถูกสะสม
อยู่ในระยะ G0-G1 ถูกควบคุมผ่านการทำงานของ p53 ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการตอบสนองต่อความ
เสียหายของดีเอ็นเอโดยกระตุ้นการปลอดปล่อยโปรตีนที่มีหน้าที่ยับยั้ ง cyclin-CDK complex ซึ่ง
นำไปสู่หยุดการแบ่งเซลล์ในระยะ G1 (Murad et al., 2016) สอดคล้องกับการศึกษาของ Ting Zhu 
และคณะได้ศึกษากลไกในการชักนำกระบวนการอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 
พบว่าความเข้มข้นของเห็ดกระถินพิมานในปริมาณต่ำสามารถชักนำการสะสมของประชากรเซลล์ใน
ระยะ G1 ของวัฏจักรเซลล์ผ่านการควบคุมการแสดงออกของ kinases CDK2, 4, and 6 (Zhu et 
al., 2007) (Sliva, 2010) (Guo et al., 2007) และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 สามารถชักนำการหยุดวัฏจักรเซลล์ในระยะ S เพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับจำนวน
ประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเช่นเดียวกัน ซึ่งการชักนำการหยุดของ
เซลล์ในระยะ S เกิดจากการพบความเสียหายของดีเอ็นเอในระหว่างการจำลองดีเอ็นเอ  ทำให้การ
จำลองดีเอ็นเอหยุดลงแล้วเกิดกลไกการซ่อมแซมดีเอ็นเอภายในเซลล์เกิดขึ้นส่งเสริมให้การทำงานของ 
CDK2/cyclin E complex ลดลงส่งผลให้ระยะ S ยาวนานขึ้นเพ่ือให้มีเวลาในการซ่อมแซมดีเอ็นเอ 
(Barkley et al., 2007) ดังนั้นองค์ประกอบทางเคมีจากเห็ดกระถินพิมานมีส่วนช่วยในการชักนำการ
สะสมของจำนวนประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ PC-3 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

5.3.2 การทดสอบวัฏจักรเซลล์ในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 
จากผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 พบการกลายพันธุ์บริเวณโค

ดอน 13 ของ RAS proto-oncogene จึงทำให้มีความสามารถในการยับยั้งการตายของเซลล์ การ
เจริญเติบโตที่ไม่อาจควบคุมได้ ทั้งนี้พบว่าสารสกัดสูตรตำรับที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบที่
ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสามารถชักนำจำนวนประชากรเซลล์ให้สะสมในระยะ 
G2 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 เนื่องจากอาจมีการตรวจสอบพบ
ความเสียหายของดีเอ็นเออย่างร้ายแรงซึ่งยากต่อการซ่อมแซมในระหว่างการแบ่งเซลล์ ดังนั้นจึงเกิด
การทำงานของโปรตีนหลายชนิดนำไปสู่การลดการทำงานของ CDK1/cyclin B complex จึงส่งผล
ให้เซลล์สะสมอยู่ในระยะ G2 เพ่ิมมากขึ้น (Pan et al., 2019) และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถิน
พิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 ไม่สามารถชักนำการหยุดวัฏจักรของเซลล์ HCT116 ให้สะสมใน
ระยะ G1 ไม่แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05  ดังนั้น
สารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำการหยุดวัฏจักรของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ในระยะ G2 
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อาจเนื่องมาจากสูตรตำรับมีส่วนประกอบร่วมของของสมุนไพรหลายชนิด เช่น เหง้าข้าวเย็นเหนือ 
เหง้าข้าวเย็นใต้ เป็นต้น จากการศึกษาของ Fei Sa และคณะได้ศึกษาความฤทธิ์ต้านมะเร็งตับและ
ต้านการเจริญเติบโตของมะเร็งตับของเหง้าข้าวเย็นใต้ (Smilax glabra Roxb.) ผลการศึกษาพบว่า
เหง้าข้าวเย็นใต้มีฤทธิ์ต้านการเพ่ิมจำนวนของเซลล์มะเร็งตับชนิด HepG2 และ Hep3B อีกทั้งยัง
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งดังกล่าวโดยทำให้เกิดการสะสมของจำนวนประชากร
เซลล์ในระยะ S/G2 ของวัฏจักรเซลล์ (Sa et al., 2008) ดังนั้นองค์ประกอบทางเคมีบางชนิดในสาร
สกัดสูตรตำรับมีฤทธิ์ในการชักนำการเพ่ิมจำนวนประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ได้ดีกว่าองค์ประกอบ
ทางเคมีจากเห็ดกระถินพิมานเพียงอย่างเดียว และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความ
เข้มข้นเท่ากับค่า IC50 นั้นไม่มีความเกี่ยวข้องกับกลไกการชักนำการหยุดวัฏจักรเซลล์ของเซลล์ 
HCT116 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 

5.3.3 การทดสอบวัฏจักรเซลล์ในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 
จากผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 พบการกลายพันธุ์บริเวณโค

ดอน 273 ของยีน p53 จึงทำให้โปรตีน p53 สูญเสียหน้าที่ทำให้ไม่สามารถหยุดการตรวจสอบความ
เสียหายของดีเอ็นเอส่งผลให้เซลล์ที่มีความเสียหายไม่ถูกซ่อมแซมและเจริญเจริญเติบโตแบบควบคุม
ไม่ได้กลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด พบว่าสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 เป็นเวลา 48 
ชั่วโมงสามารถชักนำจำนวนประชากรเซลล์ให้สะสมในระยะ S และ G2 เพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับจำนวน
ประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถิน
พิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 สามารถชักนำการหยุดวัฏจักรเซลล์ในระยะ S เช่นเดียวกัน ฉะนั้น
การชักนำการหยุดของเซลล์ในระยะ S เนื่องจากพบความเสียหายของดีเอ็นเอในระหว่างการจำลองดี
เอ็นเอ ทำให้การจำลองดีเอ็นเอหยุดลงแล้วเกิดกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอภายในเซลล์เกิดขึ้น
ส่งเสริมให้การทำงานของ CDK2/cyclin E complex ลดลงส่งผลให้ระยะ S ยาวนานขึ้นเพ่ือให้มี
เวลาในการซ่อมแซมดีเอ็นเอ (Barkley et al., 2007) ดังนั้นองค์ประกอบทางเคมีจากเห็ดกระถิน
พิมานมีส่วนช่วยในการชักนำการสะสมของจำนวนประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ SW620 ในระยะ S 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

เนื่องจากผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 หลังจากได้รับซิสพลาติน
จำนวนเซลล์ไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ผล อาจเนื่องมาจากซิสพลาตินออกฤทธิ์ชักนำให้เซลล์ 
SW620 สะสมอยู่ในระยะ Sub G1 ในวัฏจักรเซลล์ซึ่งเป็นระยะที่เกิดการชักนำให้เซลล์ตายแบบอะ
พอพโทซิส จึงทำให้จำนวนเซลล์ SW620 เหลือไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง DxFLEX Flow 
cytometer สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Silvia Fernández de Mattos และคณะพบว่าเซลล์ 
SW620 หลังจากได้รับซิสพลาตินเปรียบเทียบระหว่าง 0 ชั่วโมงและ 24 ชั่วโมง ที่เวลา 24 ชั่วโมง
เซลล์ SW620 สะสมอยู่ในระยะ Sub G1 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Fernandez de Mattos et al., 
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2008) อย่ างไรก็ตามการศึกษาควรมีชุดควบคุมบวกอย่างน้อย 2 ชุดคือ  ซิสพลาตินและ 
Cyclophosphamide (CTX) ซึ่งมีการศึกษาพบว่าพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกระถินพิมานสามารถลด
ความเป็นพิษของ CTX และยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ SW620 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Kato et 
al., 2016; Li et al., 2021) 

5.3.4 การทดสอบวัฏจักรเซลล์ในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 
จากผลการทดสอบวัฏจักรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 พบการกลายพันธุ์บริเวณโค

ดอน 273 ของยีน p53 มีการแสดงออกของ N-myc proto-oncogene ส่งผลให้โปรตีน p53 เกิด
ความผิดพลาดในการทำหน้าที่ทำให้เซลล์ไม่เกิดการตรวจสอบความผิดปกติในระหว่างการแบ่งเซลล์
ร่วมกับการแสดงออกที่มากเกินของ N-myc proto-oncogene ซึ่งสอดคล้องกับการส่งเสริมให้เซลล์
พัฒนากลายเป็นเซลล์มะเร็ง พบว่าสารสกัดสูตรตำรับและสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่
ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสามารถชักนำจำนวนประชากรเซลล์ให้สะสมในระยะ 
G2 เพ่ิมขึ้นสอดคล้องกับจำนวนประชากรเซลล์ในระยะ G0-G1 ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ   
เนื่องจากตรวจสอบพบความเสียหายอย่างมากของดีเอ็นเอซึ่งยากต่อการซ่อมแซมในระหว่างการแบ่ง
เซลล์  ดังนั้นจึงเกิดการทำงานร่วมกันของโปรตีนหลายชนิดนำไปสู่การลดการทำงานของ 
CDK1/cyclin B complex จึงส่งผลให้เซลล์สะสมอยู่ในระยะ G2 เพ่ิมมากขึ้น (Pan et al., 2019) 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Shi Zhong และคณะได้ศึกษากลไกของพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกระถิน
พิมาน (P. linteus) ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 โดยได้ศึกษาผลต่อการเพิ่มจำนวน
ของเซลล์ การกระจายตัวของประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ และการแสดงออกของโปรตีนที่สัมพันธ์
กันของวัฏจักรเซลล์ในเซลล์ HT-29 พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกระถินพิมานสามารถลดขนาดของ
ก้อนมะเร็งในหนูทดลอง อีกทั้งยังสามารถชักนำประชากรเซลล์ HT-29 สะสมในระยะ S ของวัฏจักร
เซลล์แต่ไม่มีผลชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิส และสามารถลดการแสดงออกของ
โปรตีน cyclin D1, cyclin E และ CDK2 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ รวมถึงการเพ่ิมการแสดงออกของ 
P27kip1 ในเซลล์ HT-29 ชี้ให้เห็นถึงกลไกการยับยั้งวัฏจักรเซลล์ในระยะ S ผ่านเส้นทาง P27kip1-
cyclin D1/E-CDK2 (Zhong et al., 2013) ฉะนั้นอาจกล่าวได้ว่าองค์ประกอบทางเคมีจากเห็ด
กระถินพิมานมีส่วนช่วยในการชักนำการสะสมของจำนวนประชากรเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ HT-29 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

ดังนั้นจากการศึกษาวัฏจักรเซลล์พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำประชากรเซลล์มะเร็ง
ต่อมลูกหมาก PC-3 ให้สะสมอยู่ในระยะ G0-G1 แต่ในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 SW620 
และ HT-29 ชักนำประชากรเซลล์สะสมอยู่ในระยะ G2 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ กล่าวได้ว่า
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและลำไส้ใหญ่ที่ใช้ในการศึกษานี้มีการตอบสนองต่อองค์ประกอบทางเคมีที่
สำคัญบางตัวในสารสกัดสูตรตำรับแตกต่างกัน และผลการศึกษาพบว่าชุดควบคุมบวกซิสพลาตินชัก



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 51 

นำประชากรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและลำไส้ใหญ่ที่ใช้ในการศึกษานี้สะสมอยู่ ในระยะ G2 อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษาของ C M Sorenson และ A Eastman ต่อการเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด L1210 พบว่าซิสพลาตินมีฤทธิ์หยุดการแบ่งเซลล์ในระยะ G2 

(Sorenson and Eastman, 1988) 

5.4 การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิส 

5.4.1 การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากผ่านกลไกอะพอพโทซิส 
 จากผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 เป็นเวลา 72 ชั่วโมงไม่สามารถชัก
นำการตายของเซลล์ PC-3 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส โดยค่าร้อยละจำนวนเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมลบแล้วพบว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ ค่า P-value เท่ากับ 0.05 ฉะนั้น
ความสามารถของสารสกัดสูตรตำรับในการลดการมีชีวิตของเซลล์ ไม่มีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการอะพอพโทซิส อย่างไรก็ตามเนื่องจากค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดอะพอพโทซิสไม่สูง 
กระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสอาจไม่ใช่กลไกหลักของสารสกัดสูตรตำรับในการยับยั้ง
การมีชีวิตของเซลล์ แต่จากผลการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง DxFLEX Flow cytometer พบว่าสารสกัด
สูตรตำรับสามารถชักนำการตายของเซลล์ PC-3 แบบ necrosis โดยมีค่าร้อยละจำนวนเซลล์เท่ากับ 
1.96±0.25% แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากองค์ประกอบ
ทางเคมีที่สำคัญของสมุนไพรอ่ืนที่เป็นองค์ประกอบร่วมในสูตรตำรับเช่น เหง้าข้าวเย็นเหนือ เหง้า
ข้าวเย็นใต้ เป็นต้น สอดคล้องกับการศึกษาของ Myrtle Ira Thabrew ศึกษาเกี่ยวกับความสามารถ
ของเหง้าข้าวเย็นใต้ (S. glabra) ในการต้านมะเร็งตับชนิด HepG2 ผลการศึกษาพบว่าเหง้า
ข้าวเย็นใต้มีความเป็นพิษต่อเซลล์โดยขึ้นอยู่กับสัดส่วนปริมาณของเหง้าข้าวเย็นใต้ และมีผลชักนำการ
ตายของเซลล์โดยค่าร้อยละจำนวนเซลล์ HepG2 ส่วนใหญ่สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis และ 
necrosis อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Thabrew et al., 2005) และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถิน
พิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 สามารถชักนำการตายของเซลล์ PC-3 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส
โดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ early และ late apoptosis แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษาของ Danie Sliva ได้ศึกษาฤทธิ์องค์ประกอบทางเคมีที่
สำคัญที่แยกได้จากเห็ดกระถินพิมาน (P. linteus) เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ สารประกอบเชิงซ้อนเบต้า
กลูแคน (Beta Glucan Complex) สารประกอบเชิงซ้อนโปรตีนพอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide-
protein complex) และสารประกอบเชิงซ้อนอ่ืน ๆ ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันหรือต้านมะเร็ง ผล
การศึกษาผลว่าเห็ดกระถินพิมานสามารถยับยั้งการเพ่ิมจำนวนและกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็ง
ต่อมลูกหมากชนิด LNCaP และ PC-3 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส (Sliva, 2010) ดังนั้นความสามารถ
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ขององค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากสมุนไพรอ่ืนของสูตรตำรับมีส่วนชักนำการตายของเซลล์  PC-3 
แบบ necrosis มากกว่าองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานเพียงอย่างเดียว  

5.4.2 การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส 
จากผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ผ่านกลไกอะ

พอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับและสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับ
ค่า IC50 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสามารถชักนำการตายของเซลล์ HCT116 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชัก
นำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ  Ji-Hun Kim Yu Chul Kim และ Byoungduck Park ได้ศึ กษา
ความสามารถของ ฮิสโพลอน (Hispolon) จากเห็ดกระถินพิมาน (P. linteus) ในการช่วยลดการดื้อ
ยาที่เหนี่ยวนำโดย The tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ซึ่ง
เป็นลิแกนด์ที่มีศักยภาพในการเหนี่ยวนำการตายของเซลล์มะเร็ง แต่เนื่องด้วยเซลล์มะเร็งบางชนิด
สามารถต่อต้านการชักนำการตายที่เหนี่ยวนำโดย TRAIL ผลการศึกษาพบว่าฮิสโพลอนสามารถทำให้
เซลล์มะเร็งไวต่อ TRAIL อีกทั้งยังสามารถกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 
ผ่านกลไกอะพอพโทซิส (KIm et al., 2016) ดังนั้นจึงอาจกล่าวได้ว่าองค์ประกอบทางเคมีจากเห็ด
กระถินพิมานมีส่วนช่วยในการกระตุ้นการตายของเซลล์ HCT116 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำ
เซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis  

5.4.3 การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส 

 จากผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับและสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับ
ค่า IC50 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสามารถชักนำการตายของเซลล์ SW620 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชัก
นำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Hye-Jin Park และคณะได้ศึกษาศักยภาพการรักษาของเห็ดกระถิน
พิมาน (P. linteus) ในการช่วยเพ่ิมการไวต่อการรักษาของยา cetuximab ในการรักษามะเร็งสำไส้
ใหญ่ โดยใช้สารสกัดเห็ดกระถินพิมานร่วมกับยา cetuximab เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
การมีชีวิตและการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ SW480 ผลการศึกษาพบว่าการใช้สารสกัดจากเห็ดกระถิน
พิมานร่วมกับยา cetuximab สามารถยับยั้งการมีชีวิตและลดจำนวนของเซลล์ SW480 โดยการชัก
นำการตายของเซลล์ SW480 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส (Park et al., 2017) ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่า
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องค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานมีส่วนช่วยในการกระตุ้นการตายของเซลล์ SW620 
ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ late apoptosis  

5.4.4 การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส 

 จากผลการทดสอบการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส พบว่าสารสกัดสูตรตำรับที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสามารถชักนำ
การตายของเซลล์  HT-29 ผ่านกลไกอะพอพโทซิสโดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ ในระยะ early 
apoptosis แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ และสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถิน
พิมานที่ความเข้มข้นเท่ากับค่า IC50 สามารถชักนำการตายของเซลล์ HT-29 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส
โดยชักนำเซลล์ให้สะสมอยู่ในระยะ early และ late apoptosis แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติสอดคล้องกับการศึกษาของ Shi Zhong และคณะได้ศึกษาฤทธิ์ในการต้านมะเร็งใน
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ของ Protocatechualdehyde (PCA) ที่สกัดจากเห็ดกระถิน
พิมาน (P. gilvus) เพ่ือตรวจสอบฤทธิ์ในการรักษาของเห็ดกระถินพิมานต่อการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ 
การกระจายตัวของเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ การตายของเซลล์และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏ
จักรเซลล์ พบว่าปริมาณเห็ดกระถินพิมานที่เหมาะสมสามารถเพ่ิมจำนวนเซลล์สะสมในระยะ S 
ของวัฏจักรเซลล์ และเพ่ิมการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิส และการชักนำการตายของเซลล์
ผ่านกลไกอะพอพโทซิสเกี่ยวข้องกับการทำงานของโปรตีน p27KIP1 ผ่านเส้นทาง cyclin-A/D1-Cdk2 
และเส้นทาง mitochondrial apoptotic (Zhong et al., 2015) ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าองค์ประกอบ
ทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานมีส่วนช่วยในการกระตุ้นการตายของเซลล์ HT-29 ผ่านกลไกอะ
พอพโทซิส 

ดังนั้นจากการศึกษาการชักนำการตายของเซลล์พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำการ
ตายของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 SW620 และ HT-29 ผ่านกลไกอะพอพโทซิส แต่การ
ตายของเซลล์ต่อมลูกหมาก PC-3 ไม่ได้ถูกชักนำผ่านกลไกอะพอพโทซิส อาจเนื่องมากจาก
องค์ประกอบเคมีที่สำคัญในสมุนไพรตัวอ่ืนของสูตรตำรับส่งผลที่แตกต่างในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก
ชนิด PC-3 และผลการศึกษาพบว่าการตายของเซลล์มะเร็งในชุดควบคุมบวกซิสพลาตินถูกชักนำผ่าน
กลไกอะพอพโทซิสสอดคล้องกับผลการชักนำการสะสมของประชากรเซลล์ในระยะ G2 ในหัวข้อ 5.3 
กล่าวคือเซลล์ที่ถูกชักนำสะสมในระยะ G2 เนื่องจากไม่สามารถเกิดการถอดรหัสดีเอ็นเอ  (DNA 
transcription) ที่เสียหายและไม่สามารถซ่อมแซมได้ ฉะนั้นการตายของเซลล์จึงอาจเป็นผลมาจาก
การไม่สามารถซ่อมแซมดีเอ็นได้อย่างสมบูรณ์ (Sorenson and Eastman, 1988) 
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5.5 การทดสอบการแสดงออกของยีน 
 5.5.1 การทดสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก 
 การทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 พบว่าสารสกัดสูตรตำรับและ
สารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน สามารถยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด 
PC-3 (หัวข้อ 4.2.1) อาจเนื่องมาจากการควบคุมผ่านกลไกการส่งสัญญาณผ่านยีน MKI67 เนื่องจาก
สารสกัดทั้ง 2 สูตรสามารถลดการแสดงออกของยีน MKI67 แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ เนื่องด้วยโปรตีน Ki-67 สามารถตรวจพบได้ในกระบวนการแบ่งเซลล์ อีกทั้งยังมี
การศึกษาพบว่าการที่เซลล์มีโปรตีน Ki-67 ลดลงส่งผลทำให้เซลล์เข้าสู่ระยะ S ซึ่งมีการจำลองดีเอ็นเอ
ได้ช้าลง (Sun et al., 2017) ดังนั้นฤทธิ์ของสารสกัดทั้ง 2 สูตรในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็ง
ต่อมลูกหมากชนิด PC-3 อาจควบคุมผ่านการลดการแสดงออกของยีน MKI67 และสารสกัดสูตรตำรับ
สามารถชักนำการยับยั้งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ในระยะ G0-G1 เนื่องจากการควบคุมผ่านกลไกของยีน 
KRAS พบว่าสารสกัดสูตรตำรับสามารถลดการแสดงออกของยีน KRAS แตกต่างจากชุดควบคุมลบ
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยยีน KRAS มีหน้าที่กระตุ้นการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ ยับยั้งการตายของ
เซลล์ เปลี่ยนแปลงเมแทบอริซึมของเซลล์ผ่านเส้นทาง PI3K และ MAPK/ERK signaling (Ferreira 
et al., 2022; Kim et al., 2021) ซึ่ง ERK สามารถควบคุมการเพ่ิมการแบ่งเซลล์ผ่านวัฏจักรเซลล์
โดย KRAS ดังนั้นยีน KRAS จึงถูกจัดเป็นยีนก่อมะเร็ง (Jančík et al., 2010) และควบคุมผ่านกลไก
ของยีน IFNGR1 โดยสารสกัดสูตรตำรับสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 (สร้างโปรตีน 

IFNGR1 เป็นตัวรับจำเพาะกับ Interferon gamma (IFN-γ)) แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ เนื่องจากมีการศึกษาพบว่าโปรตีน IFN-γ สามารถกระตุ้นการทำงานของโปรตีน 
p21 และ p27 ส่ งผลยับยั้ งการทำงานของ cyclin E/CDK2 complex และ cyclin D/CDK4 
complex ด้วยเหตุนี้จึงทำให้วัฏจักรของเซลล์มะเร็งถูกยับยั้งอยู่ในระยะ G1 (Schroder et al., 
2004) อีกทั้งยังมีคุณสมบัติในการชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสแต่เนื่องด้วยผลการ
ทดสอบอะพอพโทซิสพบว่าสารสกัดสูตรตำรับชักนำการตายของเซลล์ PC-3 แบบ necrosis ดังนั้น
ความสามารถของสารสกัดสูตรตำรับในการลดการมีชีวิตของเซลล์ ไม่มีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการอะพอพโทซิส อย่างไรก็ตามเนื่องจากค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดอะพอพโทซิสที่วัดได้ไม่สูง 
กระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสอาจไม่ใช่กลไกหลักของสารสกัดสูตรตำรับในการยับยั้ง
การมีชีวิตของเซลล์ โดย necrosis เป็นการตายของเซลล์ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณเยื่อหุ้ม
เซลล์ทำให้ lysosomal enzyme ไหลออกจาก lysosome เข้าสู่ไซโทพลาซึมจึงเกิดการย่อยสลาย
โปรตีนและส่วนต่างๆภายในเซลล์ และการเปลี่ยนแปลงภายหลังการตายอาจเกิดปฏิกิริยาการอักเสบ 
(inflammation) โดยอาจควบคุมผ่านเส้นทางของยีน tumor necrosis factor (TNF) ส่งสัญญาณ
ผ่านโปรตีนหลายตัวในเส้นทางจนสุดท้ายจะกระตุ้นให้โปรตีน Mixed lineage kinase domain like 
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pseudokinase (MLKL) ซึ่งเป็น oligomerize จะจับกับเยื่อหุ้มเซลล์และเกิดการซึมผ่านและชักนำ
การตายแบบ necrosis ในที่สุด (Lou et al., 2020)  

สารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 แตกต่างจากชุด

ควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ มีการศึกษาพบว่าบทบาทของ IFN- และ TNF-α ในมะเร็งต่อม
ไทรอยด์ 3 ชนิดคือ TPC-1, BCPAP และ K1 ต่อการเกิดการรุกรานของเซลล์มะเร็ง การแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็ง และการแสดงออกของ epithelial-mesenchymal transition (EMT) ซึ่งเกี่ยวข้อง
กับการแพร่กระจายของก้อนมะเร็งและความสามารถของเซลล์มะเร็งในการหลบหลีกการตรวจจับ

ของภูมิคุ้มกัน จากผลการศึกษาบ่งบอกว่า IFN-γ และ TNF-α มีผลไปเพ่ิมการรุกราน เพ่ิมการ

แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งต่อมไทรอยด์ทั้ง 3 ชนิดและ IFN-γ และ TNF-α ไปมีผลส่งเสริมการ
แสดงออกของ EMT ทำให้เซลล์มะเร็งต่อมไทรอยด์ทั้ง 3 ชนิดสามารถแพร่กระจาย และลุกลามไปยัง
บริเวณอ่ืนได้มากขึ้น อีกทั้งยังเพ่ิมความสามารถในการหลบหลีกการตรวจจับของภูมิคุ้มกัน (Lv et 

al., 2015) ฉะนั้นเมื่อ IFN-γ ทำงานร่วมกับ TNF-α จะส่งผลทำให้ไปมีบทบาทในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเพ่ิมมากขึ้น ดังนั้นองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานมี

ฤทธิ์ในการลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 เสมือนกับลดการทำงานร่วมกันกับ TNF-α ลด
ความสามารถในการส่งเสริมเซลล์มะเร็งผ่านกลไกการยับยั้งนี้ในเซลล์มะเร็ง PC-3 และผลการทดสอบ
การแสดงออกของยีน KRAS พบว่าสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถลดการแสดงออก
ของยีน KRAS อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 เนื่องจากยีน KRAS ถูกจัดเป็นยีน
ก่อมะเร็ง และฤทธิ์ในการลดการแสดงออกของยีน KRAS จึงอาจสามารถลดการทำงานในการกระตุ้น
การเพ่ิมจำนวนของเซลล์ ยับยั้งการตายของเซลล์ เพ่ิมการแบ่งเซลล์ผ่านวัฏจักรเซลล์ (Ferreira et 
al., 2022; Kim et al., 2021) ดังนั้นองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานเพียงอย่าง
เดียวมีฤทธิ์ในการลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 ซึ่งลดการส่งสัญญาณการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็ง และลดการแสดงออกของยีน KRAS ส่งผลยับยั้งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ 

5.5.2 การทดสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 
 การทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 พบว่าผลการทดสอบใน
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 สารสกัดสูตรตำรับและสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน
สามารถยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์และการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสนั้น สอดคล้องกับผล
การชักนำการเพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งการทำงานของยีน 
IFNGR1 มีความเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันโดยเป็นตัวรับสัญญาณตั้งอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งจะจับ

จำเพาะกับไซโตไคน์ชนิด IFN-γ ซึ่งจะเกิดการถ่ายทอดสัญญาณผ่านเส้นทาง JAK-STAT1-caspase 
signaling ส่งผลทำให้มีการสังเคราะห์ caspase 3 และ caspase 7 เพ่ิมขึ้นซึ่งจะชักนำให้เกิดการ
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เริ่มต้นกระบวนการอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งเพ่ิมมากขึ้น  (Song et al., 2019) (Tau and 

Rothman, 1999) อีกทั้งการศึกษาของ Chao Ni และคณะ พบว่า IFN-γ สามารถกระตุ้นอะพอพโท
ซิสในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ผ่านเส้นทาง JAK-STAT1-IRF1 signaling (Ni, 2013) ด้วยเหตุนี้จึงกล่าว
ได้ว่าองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานมีฤทธิ์ในการเพ่ิมการแสดงออกของยีน 
IFNGR1 ซึ่งชักนำการส่งสัญญาณอะพอพโทซิสภายในเซลล์มะเร็ง และผลการทดสอบในเซลล์มะเร็ง
ลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 สารสกัดสูตรตำรับและสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานชักนำการเพ่ิม
การแสดงออกของยีน KRAS อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 โดยยีน KRAS มี
หน้าที่กระตุ้นการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ ยับยั้งการตายของเซลล์ เปลี่ยนแปลงเมแทบอริซึมของเซลล์
ผ่านเส้นทาง PI3K และ MAPK/ERK signaling (Ferreira et al., 2022; Kim et al., 2021) ซึ่ง ERK 
สามารถควบคุมการเพ่ิมการแบ่งเซลล์ผ่านวัฏจักรเซลล์จึง KRAS ถูกจัดเป็นยีนก่อมะเร็ง (Jančík et 
al., 2010) แต่เนื่องจากเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 เป็นเซลล์มะเร็งที่เกิดการกลายพันธุ์ในโค
ดอน 13 ของ RAS proto-oncogene ดังนั้นผลการเพ่ิมการแสดงออกของยีน KRAS หลังได้รับสาร
สกัดทั้ง 2 สูตร อาจเนื่องมาจากปริมาณของสารสกัดหรือองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถิน
พิมานมีปริมาณไม่มากพอที่จะลดการแสดงออกของยีน KRAS ที่กลายพันธุ์ในเซลล์ HCT116 หรือผล
การยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ (หัวข้อ 4.2.2) และการยับยั้งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ (หัวข้อ 4.3.2) อาจไม่
เกี่ยวข้องกับการควบคุมการส่งสัญญาณผ่านยีน KRAS แต่ผลการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ (หัวข้อ 
4.2.2) ของสารสกัดทั้ง 2 สูตรอาจมาจากกลไกการควบคุมการส่งสัญญาณผ่านยีน MKI67 เนื่องจาก
ผลการทดสอบของสารสกัดทั้ง 2 สูตรสามารถชักนำการลดการแสดงออกของยีน MKI67 แตกต่าง
จากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 เนื่องด้วยยีน MKI67 จะสร้าง
โปรตีน Ki-67 ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์ อีกท้ังยังมีการศึกษาพบว่าการที่เซลล์
มีโปรตีน Ki-67 ลดลงส่งผลทำให้เซลล์เข้าสู่ระยะ S ซึ่งมีการจำลองดีเอ็นเอได้ช้าลง (Sun et al., 
2017) ดังนั้นจึงสามารถยืนยันผลของสารสกัดทั้ง 2 สูตรในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่
ชนิด HCT116 (หัวข้อ 4.2.2) ผ่านกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน MKI67  

5.5.3 การทดสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 
 การทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ผลการทดสอบในเซลล์มะเร็ง
ลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 พบว่าสารสกัดสูตรตำรับไม่สามารถชักนำการเพ่ิมหรือลดการแสดงออกของ
ยีน IFNGR1 แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 ดังนั้น
ผลการยับยั้งการมีชีวิตรอดของเซลล์ การชักนำเซลล์สะสมในวัฏจักรเซลล์ และการตายของเซลล์ผ่าน
กลไกอะพอพโทซิสจึงไม่ได้เกิดจากการควบคุมผ่านเส้นทางของยีน IFNGR1 แต่อาจเกิดจากการ
ควบคุมผ่านเส้นทางอ่ืนเช่น ควบคุมผ่านเส้นทางของ p53 โดยเป็นเส้นทางการส่งสัญญาณตอบสนอง
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ต่อความเสียหายของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นระหว่างการแบ่งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์และส่งสัญญาณกระตุ้นการ
ชักนำของโปรตีน p21 เพ่ือควบคุมการหยุดวัฏจักรเซลล์เพ่ือซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย หรือหาก
ความเสียหายของดีเอ็นเอมีความรุนแรงจนไม่สามารถซ่อมแซมได้ p53 จะชักนำการเกิดอะพอพโทซิส
ผ่านเส้นทาง Bax เป็นต้น (Shen and White, 2001) ดังนั้นจึงอาจเป็นแนวทางในการศึกษากลไก
การควบคุมของสารสกัดสูตรตำรับผ่านการทำงานของยีนในเส้นทาง p53 ต่อไปในอนาคต อย่างไรก็
ตามจากผลการทดสอบการแสดงออกของยีน KRAS พบว่าสารสกัดสูตรตำรับไม่สามารถลดการ
แสดงออกของยีน KRAS อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 ดังนั้นความสามารถ
ของสารสกัดสูตรตำรับในการลดการมีชีวิตของเซลล์ไม่มีความเกี่ยวข้องกับการลดการส่งสัญญาณผ่าน
ยีน KRAS จึงไม่ใช่กลไกหลักของสารสกัดสูตรตำรับ  (Ferreira et al., 2022) (Kim et al., 2021) 
ดังนั้นองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากสมุนไพรอื่นร่วมกับเห็ดกระถินพิมานในสูตรตำรับมีฤทธิ์ในการ
เพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 ซึ่งชักนำการส่งสัญญาณอะพอพโทซิสภายในเซลล์มะเร็ง SW620 
และลดการแสดงออกของยีน KRAS ส่งผลยับยั้งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์  

สารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานสามารถยับยั้งการมีชีวิตรอดของเซลล์และการตาย
ของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสนั้นสอดคล้องกับผลการชักนำการเพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 
แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยยีน IFNGR1 สร้างโปรตีนที่มีหน้าที่เป็นตัวรับ

สัญญาณบนบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งจะจับจำเพาะกับไซโตไคน์ชนิด IFN-γ เกิดการถ่ายทอดสัญญาณ
ผ่าน เส้นทาง JAK-STAT1 -caspase signaling ส่ งผลทำให้ มีการสั งเคราะห์  caspase 3 และ 
caspase 7 เพ่ิมขึ้นส่งผลชักนำให้เกิดการเริ่มต้นกระบวนการอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งเพ่ิมมากขึ้น 

(Song et al., 2019) (Tau and Rothman, 1999) และ IFN-γ สามารถกระตุ้นอะพอพโทซิสใน
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ผ่านเส้นทาง JAK-STAT1-IRF1 signaling (Ni et al., 2013) ด้วยเหตุนี้จึงกล่าว
ได้ว่าองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมานมีฤทธิ์ในการเพ่ิมการแสดงออกของยีน 
IFNGR1 ซึ่งชักนำการส่งสัญญาณอะพอพโทซิสภายในเซลล์มะเร็ง แต่ในทางตรงกันข้ามผลการ
ทดสอบในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 สารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานชักนำการเพ่ิม
การแสดงออกของยีน KRAS อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่เนื่องจากเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด 
SW620 เป็นเซลล์มะเร็งที่พบการกลายพันธุ์ในโคดอน 273 ของยีน p53 และการแสดงออกของยีน 
c-myc  K-ras H-ras N-ras และ Myb เป็นต้น ดังนั้นองค์ประกอบที่สำคัญจากเห็ดกระถินพิมาน
เพียงอย่างเดียวจึงไม่สามารถลดการแสดงออกของ K-RAS และผลการทดสอบการยับยั้งการมีชีวิต
ของเซลล์ (หัวข้อ 4.2.3) และการยับยั้งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ (หัวข้อ 4.3.3) อาจไม่เกี่ยวข้องกับการ
ควบคุมการส่งสัญญาณผ่านยีน KRAS และยีน MKI67 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
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5.5.4 การทดสอบการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 
 การทดสอบการแสดงออกของยีน IFNGR1 KRAS และ MKI67 ผลการทดสอบในเซลล์มะเร็ง
ลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 พบว่าสารสกัดสูตรตำรับมีผลลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 แตกต่างจาก

ชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ มีการศึกษาพบว่าบทบาทของ IFN- และ TNF-α ทำงาน
ร่วมกันในเซลล์มะเร็งมีอิทธิพลในการชักนำการเกิดการรุกรานของเซลล์มะเร็ง การแพร่กระจายของ

เซลล์มะเร็ง และการแสดงออกของ EMT (Lv et al., 2015) ฉะนั้นเมื่อ IFN-γ ทำงานร่วมกับ TNF-α 
จะส่งผลทำให้ไปมีบทบาทในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเพ่ิมมากขึ้น ดังนั้น
องค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจากสมุนไพรอ่ืนร่วมกับเห็ดกระถินพิมานในสูตรตำรับมีฤทธิ์ในการลด

การแสดงออกของยีน IFNGR1 เสมือนกับลดการทำงานร่วมกันกับ TNF-α ลดความสามารถในการ
ส่งเสริมเซลล์มะเร็งผ่านกลไกการยับยั้งนี้ในเซลล์มะเร็ง HT-29 และผลการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ 
(หัวข้อ 4.2.4) ของสารสกัดสูตรตำรับอาจมาจากการควบคุมผ่านกลไกการส่งสัญญาณผ่านยีน MKI67 
เนื่องจากสารสกัดสูตรตำรับสามารถลดการแสดงออกของยีน MKI67 แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ เนื่องด้วยโปรตีน Ki-67 สามารถตรวจพบได้ในกระบวนการแบ่งเซลล์  โดย
แสดงออกมากในช่วงที่เซลล์กำลังแบ่งตัว (Sun et al., 2017) ดังนั้นจึงสามารถยืนยันผลของสารสกัด
สูตรตำรับในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 (หัวข้อ 4.2.2) ผ่านกลไกการ
ควบคุมการแสดงออกของยีน MKI67 อีกทั้งจากผลการทดสอบการแสดงออกของยีน KRAS พบว่า
สารสกัดสูตรตำรับสามารถลดการแสดงออกของยีน KRAS อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value 
เท่ากับ 0.05 เนื่องจากยีน KRAS ถูกจัดเป็นยีนก่อมะเร็ง และฤทธิ์ในการลดการแสดงออกของยีน 
KRAS จึงอาจสามารถลดการทำงานในการกระตุ้นการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ ยับยั้งการตายของเซลล์ 
เพ่ิมการแบ่งเซลล์ผ่านวัฏจักรเซลล์ (Ferreira et al., 2022; Kim et al., 2021) ดังนั้นองค์ประกอบ
ทางเคมีที่สำคัญจากสมุนไพรอื่นร่วมกับเห็ดกระถินพิมานในสูตรตำรับมีฤทธิ์ในการเพ่ิมการแสดงออก
ของยีน IFNGR1 ซึ่งชักนำการส่งสัญญาณอะพอพโทซิสภายในเซลล์มะเร็ง HT-29 และลดการ
แสดงออกของยีน KRAS ส่งผลยับยั้งเซลล์ในวัฏจักรเซลล์ 

สารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานไม่สามารถชักนำการเพ่ิมหรือลดการแสดงออกของยีน 
IFNGR1 และ KRAS ในเซลล์ HT-29 แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-
value เท่ากับ 0.05 อีกทั้งผลการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์ HT-29 ไม่ถูกควบคุมผ่านกลไกของยีน 
MKI67 เนื่องจากผลการทดสอบสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานไม่สามารถลดการแสดงออก
ของยีน MKI67 แตกต่างจากชุดควบคุมลบอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า P-value เท่ากับ 0.05 แต่
อาจควบคุมผ่านกลไกของยีนและเส้นทางการส่งสัญญาอ่ืนเช่น เส้นทาง PI3K/Akt เส้นทาง 
Ras/MAPK หรือเส้นทาง JAK/STAT (Tang and Xue, 2018) ผลการยับยั้งเซลล์ในระยะ G2 ของวัฏ
จักรเซลล์อาจเป็นผลมาจากมาจากองค์ประกอบทางเคมีของเห็ดกระถินพิมานสามารถยับยั้งการ
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แสดงออกของยีน Cyclin Dependent Kinase 1 (CDK1) โปรตีน CDK1 ถูกยับยั้งจึงทำให้เซลล์ถูก
สะสมในระยะ G2 (Wijnen et al., 2021) และผลการชักนำการตายผ่านกลไกอะพอพโทซิสของ
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ไม่เกี่ยวข้องกับยีน IFNGR1 และ KRAS แต่อาจชักนำผ่านกลไกการ
ทำงานของยีน Tumor Necrosis Factor (TNF) Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) 
ซึ่งเป็นยีนที่สร้างโปรตีน TNF และ TRAIL โดยจัดเป็นปัจจัยภายนอกที่ชักนำการส่งสัญญาณอะพอพ
โทซิส (Ndebele et al., 2008) ดังนั้นจึงอาจเป็นแนวทางในการศึกษากลไกการควบคุมของสารสกัด
สูตร 100% เห็ดกระถินพิมานในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 ผ่านการทำงานของยีนในเส้นทาง
ข้างต้นต่อไปในอนาคต 

ดังนั้นจากผลการศึกษาในระดับโมเลกุล พบว่าฤทธิ์ของสารสกัดสูตรตำรับมีผลต่อการเพ่ิม
และลดแสดงออกของยีนที่ศึกษา โดยการควบคุมการแสดงออกของยีนเกี่ยวข้องกับการควบคุมการ
ทำงานของโป รตี น ฮิส โตน  (Histone) ใน การควบคุ มการดึ งหมู่ อ ะ เซทิ ล (acetyl group)  
(Deacetylation) ออกจากโปรตีนฮิลโตน หรือเติมหมู่อะเซทิล (Acetylation) ให้กับโปรตีนฮิลโตน
ส่งผลต่อการจับแน่นหรือคล้ายตัวออกจากสายดีเอ็นเอ การศึกษาของ  Mark B. Lucera และคณะ 
พบว่า Vorinostat (SAHA) ควบคุมการเพ่ิมการแสดงออกของ CD4+ โดยการไปเติมหมู่อะเซทิล
ให้กับไลซีน (lysine) ส่งผลทำให้ความเป็นบวกของโปรตีนฮิสโตนลดลง (เป็นกลางมากขึ้น) จึงเกิดการ
คล้ายตัวจากสายดีเอ็นเอทำให้ transcription factors สามารถมาจับและเกิดการถอดรหัสของสายดี
เอ็นเอ ส่งผลให้ CD4+ มีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นไวต่อการกำจัดเชื้อ HIV (Lucera et al., 2014) 
และการศึกษาของ Francine Foss และคณะ พบว่า Belinostat (PXD101) ถูกจัดเป็น Histone 
deacetylases (HDACs) ที่มีฤทธิ์ในการควบคุม epigenetic ของการแสดงออกของยีนโดยการ
ป้องกันการเข้ามาจับของหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮิสโตน ทำให้ฮิสโตนมีประจุเป็นบวกและจับกับดีเอ็น
เอแน่นขึ้น ส่งผลกระตุ้นให้เกิดการหยุดวัฏจักรของเซลล์  การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส และ
การลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งลง (Foss et al., 2015) จากการศึกษาข้างต้นจึงอาจกล่าวได้
ว่าองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญของสารสกัดสูตรตำรับมีฤทธิ์เพ่ิมและลดการแสดงออกของยีนในกลไก
ของการควบคุมการเติมหรือยับยั้งการจับของหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮิสโตน ส่งผลต่อการควบคุมการ
แสดงออกของยีน จึงเป็นประเด็นที่น่าสนใจในการเป็นแนวทางศึกษาในระดับกลไกต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 สารสกัดสูตรตำรับมีความสามารถในการยับยั้งการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด 
PC-3 หลังจากได้รับสารสกัดเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 SW620 
และ HT-29 หลังจากได้รับสารสกัดเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าองค์ประกอบทางเคมีที่สำคัญจาก
สมุนไพรอื่นที่เป็นองค์ประกอบร่วมในสูตรตำรับสามารถช่วยส่งเสริมความสามารถในการลดการมีชีวิต
ของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากและมะเร็งลำไส้ใหญ่ที่ศึกษา อีกทั้งยังสามารถยับยั้งวัฏจักรเซลล์ของ
ดังกล่าว สอดคล้องกับความสามารถในการลดการแสดงออกของยีน KRAS ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับการ
เพ่ิมจำนวนเซลล์ SW620 HT-29 และ PC-3 ดังนั้นการชักนำการสะสมของประชากรเซลล์ในวัฏจักร
เซลล์ของสารสกัดสูตรตำรับอาจเกี่ยวข้องกับการลดการทำงานในเส้นทางการส่งสัญญาณของยีน 
KRAS ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก สำหรับเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ผลการสะสมของเซลล์
ในวัฏจักรเซลล์อาจเกี่ยวข้องกับการควบคุมเส้นทางการส่งสัญญาณผ่านเส้นทางอ่ืนที่ไม่เกี่ยวข้องกับ
ยีน KRAS อีกทั้งสารสกัดสูตรตำรับสามารถชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสใน
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ สอดคล้องกับผลการเพ่ิมการแสดงออกของยีน IFNGR1 
ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการชักนำการตายของเซลล์มะเร็งผ่านกลไกการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์ 
HCT116 แต่ในเซลล์ HT29 สารสกัดสูตรตำรับสามารถลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 เนื่องจาก

หาก IFN-γ และ TNF-α ทำงานร่วมกันจะไปส่งเสริมการเกิดเซลล์มะเร็ง ดังนั้นในเซลล์มะเร็ง
ดังกล่าวสารสกัดสูตรตำรับจึงมีฤทธิ์ชักนำการลดการแสดงออกของยีน IFNGR1 ซึ่งเป็นตัวรับสัญญาณ

จำเพาะของ IFN-γ แต่เนื่องด้วยสารสกัดสูตรตำรับส่งเสริมการชักนำการตายของเซลล์ PC-3 แบบ 
necrosis ฉะนั้นกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิสอาจไม่ใช้กลไกหลักของสารสกัดสูตรตำรับในการ
ชักนำการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก จากผลการทดสอบในการศึกษานี้ จึงมีความ
น่าสนใจในการนำผลการศึกษาไปเป็นแนวทางในการพัฒนานำยาสมุนไพรใช้ร่วมกับยาเคมีบำบัดใน
การรักษามะเร็งเพ่ือลดผลข้างเคียงจากการใช้ยาเคมีบำบัด และศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ไตและตับปกติหลังจากได้รับสารสกัดสูตร อีกทั้งยังเป็นแนวทางในอนาคตต่อการศึกษา
เพ่ิมเติมเกี่ยวกับกลไกชักนำการยับยั้งวัฏจักรเซลล์ การชักนำการตายของมะเร็งลำไส้ใหญ่และมะเร็ง
ต่อมลูกหมากผ่านกลไกอะพอพโทซิส รวมถึงการแสดงออกของยีนอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องในกลไกดังกล่าว
เพ่ือใช้ในการพัฒนายาสมุนไพรให้มีความเหมาะสม ปลอดภัย และดีข้ึนในการใช้รักษามะเร็งลำไส้ใหญ่ 
มะเร็งต่อมลูกหมากและมะเร็งอ่ืน ๆ ต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 

ผลการคำนวณความเข้มข้นของสารสกัด 

ตารางที่ 4 ข้อมูลน้ำหนักของสารสกัดสูตรตำรับก่อนและหลังการอบแห้ง 

บีกเกอร์ น้ำหนักก่อนอบ 
(กรัม 

น้ำหนักหลังอบ 
(กรัม) 

น้ำหนักก่อนอบ - น้ำหนักหลังอบ 

1 28.788 28.948 0.160 
2 32.885 32.720 0.165 
3 29.494 29.331 0.163 

ค่าเฉลี่ย 0.163 

คำนวณความเข้มข้น 
ปริมาตรสารสกัดสูตรตำรับก่อนอบ         10   มิลลิลิตร 
ความเข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ        0.163 / 10x10-6     ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ดังนั้น ความเข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ        16,300                 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 5 ข้อมูลน้ำหนักของสารสกัดสูตร 100% เห็ดกระถินพิมานก่อนและหลังการอบแห้ง 

บีกเกอร์ น้ำหนักก่อนอบ 
(กรัม) 

น้ำหนักหลังอบ 
(กรัม) 

น้ำหนักก่อนอบ - น้ำหนักหลังอบ 

1 29.982 30.408 0.426 
2 32.722 33.149 0.427 
3 29.333 29.760 0.427 

ค่าเฉลี่ย 0.427 

คำนวณความเข้มข้น 
ปริมาตรสารสกัดสูตรตำรับก่อนอบ         10   มิลลิลิตร 
ความเข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ        0.427 / 10x10-6     ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ดังนั้น ความเข้มข้นของสารสกัดสูตรตำรับ        42,700                 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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สูตรคำนวณหาค่า % cell viability 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ผลทดสอบการมีชีวิตของเซลล์หลังจากได้รับซิสพลาติน 

 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ 30 ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของเซลล์มะเร็งลำไส้ 

(A) HCT116 และ (B) SW620 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามลำดับ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A
            

B            

% cell viability
x
 =            (Abs

x
-Mean of Abs

cc
) 

(Mean of Abs
b
-mean of Abs

cc
) x 100 

%cell viability
x
: ค่า % การมีชีวิตของเซลล์ที่ความเข้มข้น X 

Abs
x
: ค่าการดูดกลืนแสงที่ความเข้มข้น X 

Mean of Abs
cc

: ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงชุดการทดลองท่ีไม่มีเซลล์ 

Mean of Abs
b
: ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงชุดควบคุม 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 74 

 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ 31  ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของเซลล์มะเร็งลำไส้และมะเร็งต่อม

ลูกหมาก 
(A) HT-29 และ (B) PC-3 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามลำดับ 

 

ตารางที่ 6 ค่า IC50 สมการถดถอยอย่างง่าย และค่า R-squared ของชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 
ในเซลล์ HCT116, SW620, HT-29 และ PC-3 

Cells IC50 (µg/ml) simple linear regression R-squared 
HCT116 1.98 y=-5.1545x+83.755 0.9898 
SW620 2.04 y=-7.2362x+99.088 0.9966 
HT-29 4.80 y=-3.1115x+99.883 0.9803 
PC-3 2.16 y=-4.1032x+79.675 0.9941 

  

A
            

B            
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ผลการวิเคราะห์การทดสอบวัฏจักรเซลล์วัดผลโดยเครื่อง DxFLEX Flow cytometer 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 32 ฮิสโตแกรมร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 ในวัฏจักรเซลล์ 

หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 
แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 3 ซ้ำ 

 

 

 
  

จำ
นว

นป
ระ

ชา
กร

เซ
ลล์

 

DNA content (10
4
) 

untreated สูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 
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ตารางที่ 7 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 สะสมในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวก
ซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 

  Phases of Cell cycle 
ตัวอย่าง IC50 

(µg/ml) 
  

G0-G1 
 
S 

 
G2 

 
 

untreated 

 Replicate 1 44.36 15.19 38.95 
Replicate 2 48.59 19.24 31.58 
Replicate 3 45.94 18.85 34.36 

ค่าเฉลี่ย 46.297 17.760 34.963 
SD 1.234 1.290 2.149 

 
 

recipe 

 
 

167 

Replicate 1 41.07 17.2 40.93 
Replicate 2 42.9 15.1 41.99 
Replicate 3 42.25 15.49 42.23 

ค่าเฉลี่ย 42.073 15.930 41.717 
SD 0.536 0.645 0.399 

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

1,100 

Replicate 1 50.06 12.69 37.22 
Replicate 2 50.61 12.18 37.19 
Replicate 3 58.01 11.74 29.81 

ค่าเฉลี่ย 52.893 12.203 34.740 
SD 2.563 0.274 2.465 

 
 

cisplatin 

 
 

1.98 

Replicate 1 22.22 1.93 75.65 
Replicate 2 21.53 2.2 75.37 
Replicate 3 21.2 1.88 75.8 

ค่าเฉลี่ย 21.650 2.003 75.607 
SD 0.300 0.099 0.126 
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รูปที่ 33 ฮิสโตแกรมร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 ในวัฏจักรเซลล์ 

หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ และสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดทดลองจะทำทั้งสิ้น 3 ซ้ำ 

ตารางที่ 8 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 สะสมในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวก
ซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 

  Phases of Cell cycle 
ตัวอย่าง IC50 

(µg/ml) 
  

G0-G1 
 
S 

 
G2 

 
 

untreated 

 Replicate 1 62.44 10.18 26.66 
Replicate 2 58.05 11.41 29.62 
Replicate 3 57.17 12.04 30.4 

ค่าเฉลี่ย 59.220 11.210 28.893 
SD 1.630 0.546 1.139 

จำ
นว

นป
ระ

ชา
กร

เซ
ลล์

 

DNA content (10
4
) 

untreated สูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 78 

 
 

recipe 

 
 

156 

Replicate 1 50.62 15.15 33.41 
Replicate 2 50.32 13.51 34.75 
Replicate 3 52.69 14.57 31.39 

ค่าเฉลี่ย 51.210 14.410 33.183 
SD 0.745 0.480 0.977 

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

1,104 

Replicate 1 53.2 14.58 30.75 
Replicate 2 49.86 13.4 36.63 
Replicate 3 50.77 12.95 34.36 

ค่าเฉลี่ย 51.277 13.643 33.913 
SD 0.997 0.486 1.712 

 
 

cisplatin 

 
 

2.04 

Replicate 1 - - - 
Replicate 2 - - - 
Replicate 3 - - - 

ค่าเฉลี่ย - - - 
SD - - - 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 34 ฮิสโตแกรมร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29  ในวัฏจักรเซลล์ 

หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 
แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 3 ซ้ำ 

จำ
นว

นป
ระ

ชา
กร

เซ
ลล์

 

DNA content (10
4
) 

untreated สูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 
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ตารางที่ 9 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 สะสมในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวก
ซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 

  Phases of Cell cycle 
ตัวอย่าง IC50 

(µg/ml) 
  

G0-G1 
 
S 

 
G2 

 
 

untreated 

 Replicate 1 65.33 14.46 19.28 
Replicate 2 64.39 16.31 17.93 
Replicate 3 60.21 17.54 21.23 

ค่าเฉลี่ย 63.310 16.103 19.480 
SD 1.574 0.895 0.958 

 
 

recipe 

 
 

492 

Replicate 1 51.16 18.33 28.49 
Replicate 2 58.56 15.72 24.74 
Replicate 3 52.08 17.42 30.08 

ค่าเฉลี่ย 53.933 17.157 27.770 
SD 2.329 0.765 1.583 

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

2,772 

Replicate 1 51.06 15.97 31.88 
Replicate 2 51.35 15.48 32.39 
Replicate 3 50.94 12.89 36.17 

ค่าเฉลี่ย 51.117 14.780 33.480 
SD 0.122 0.956 1.353 

 
 

cisplatin 

 
 

4.80 

Replicate 1 39.56 11.99 46.98 
Replicate 2 38.27 8.15 52.57 
Replicate 3 40.97 7.48 50.61 

ค่าเฉลี่ย 39.600 9.207 50.053 
SD 0.780 1.405 1.638 
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รูปที่ 35 ฮิสโตแกรมร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3  ในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 

แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 3 ซ้ำ 

ตารางที่ 10 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 สะสมในวัฏจักรเซลล์ 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวก
ซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 

  Phases of Cell cycle 
ตัวอย่าง IC50 

(µg/ml) 
  

G0-G1 
 
S 

 
G2 

 
 

untreated 

 Replicate 1 69.86 8.72 21.27 
Replicate 2 69.38 8.7 22.38 
Replicate 3 68.97 9.52 21.66 

จำ
นว

นป
ระ

ชา
กร

เซ
ลล

์ 

DNA content (10
4
) 

untreated สูตรตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 
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ค่าเฉลี่ย 69.403 8.980 21.770 
SD 0.257 0.270 0.325 

 
 

recipe 

 
 

239 

Replicate 1 70.77 7.4 20.44 
Replicate 2 71.16 5.82 22.84 
Replicate 3 70.14 6.32 23.29 

ค่าเฉลี่ย 70.690 6.513 22.190 
SD 0.297 0.466 0.885 

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

1,494 

Replicate 1 64.71 11.41 22.79 
Replicate 2 66.29 11.87 20.96 
Replicate 3 66.6 9.73 23.38 

ค่าเฉลี่ย 65.867 11.003 22.377 
SD 0.585 0.650 0.729 

 
 

cisplatin 

 
 

2.16 

Replicate 1 50.04 7.22 42.79 
Replicate 2 45.05 7.57 46.81 
Replicate 3 43.95 8.13 47.83 

ค่าเฉลี่ย 46.347 7.640 45.810 
SD 1.874 0.265 1.538 
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ผลการวิเคราะห์การทดสอบการชักนำการตายของเซลล์ผ่านกลไกอะพอพโทซิสวัดผลโดยเครื่อง  

DxFLEX Flow cytometer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 36 ฮิสโตแกรมร้อยละของจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 
หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 

แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 3 ซ้ำ ย้อมสีเซลล์ด้วย Annexin V/PI standings 
 
 
 
 
 
 
 
 

untreated สูตรต ารบั สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 
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ตารางที่ 11 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 หลังจากได้รับสารสกัดสูตร
ตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวกซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HCT116 

ตัวอย่าง IC50 
(µg/ml) 

 Live cells Early 
apoptosis 

Late 
apoptosis 

necrosis 

 
 

untreated 

 Replicate 
1 

96.33 1.06 1.35  

Replicate 
2 

96.87 1.06 1.20  

Replicate 
3 

96.82 1.20 1.17  

ค่าเฉลี่ย 96.67 1.11 1.24  
SD 0.172 0.047 0.056  

 
 

recipe 

 
 

167 

Replicate 
1 

96.4 0.77 1.86  

Replicate 
2 

96.1 1.25 1.69  

Replicate 
3 

96.53 1.02 1.57  

ค่าเฉลี่ย 96.343 1.013 1.707  
SD 0.127 0.139 0.084  

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

1,100 

Replicate 
1 

95.8 1.02 2.03  

Replicate 
2 

96 0.99 1.78  

Replicate 
3 

96.37 1.25 1.54  

ค่าเฉลี่ย 96.057 1.087 1.783  
SD 0.167 0.082 0.141  
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cisplatin 

 
 

1.98 

Replicate 
1 

82.05 10.81 6.62  

Replicate 
2 

81.83 11.13 6.39  

Replicate 
3 

81.71 11.63 5.83  

ค่าเฉลี่ย 81.863 11.190 6.280  
SD 0.100 0.239 0.235  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 37 ฮิสโตแกรมร้อยละของจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 

หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 
แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 3 ซ้ำ ย้อมสีเซลล์ด้วย Annexin V/PI standings 

 
 

untreated สูตรต ารบั สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 

Pr
op

id
iu

m
 Io

di
de

 (P
I) 

DY-634 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 85 

ตารางที่ 12 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 หลังจากได้รับสารสกัดสูตร
ตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวกซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด SW620 

ตัวอย่าง IC50 
(µg/ml) 

 Live cells Early 
apoptosis 

Late 
apoptosis 

necrosis 

 
 

untreated 

 Replicate 
1 97.24 0.44 1.86 

 

Replicate 
2 97.23 0.62 1.73 

 

Replicate 
3 96.97 0.84 1.79 

 

ค่าเฉลี่ย 97.147 0.633 1.793  
SD 0.088 0.116 0.038  

 
 

recipe 

 
 

156 

Replicate 
1 96.58 0.37 2.67 

 

Replicate 
2 96.32 0.48 2.69 

 

Replicate 
3 96.24 0.83 2.39 

 

ค่าเฉลี่ย 96.380 0.560 2.583  
SD 0.103 0.139 0.097  

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

1,104 

Replicate 
1 96.13 0.51 2.90 

 

Replicate 
2 96.61 0.58 2.40 

 

Replicate 
3 96.38 0.75 2.47 

 

ค่าเฉลี่ย 96.373 0.613 2.590  
SD 0.139 0.071 0.156  
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cisplatin 

 
 

2.04 

Replicate 
1 85.06 9.27 5.17 

 

Replicate 
2 84.38 10.3 4.71 

 

Replicate 
3 84.78 10.28 4.48 

 

ค่าเฉลี่ย 84.740 9.950 4.787  
SD 0.197 0.340 0.203  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 38 ฮิสโตแกรมร้อยละของจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 
 

  

                 หลังจากได้รับสารสกัด 
สูตรตำรับสารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 
 3 ซ้ำ ย้อมสีเซลล์ด้วย Annexin V/PI standings 

untreated สูตรต ารบั สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน cisplatin 
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ตารางที่ 13 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 หลังจากได้รับสารสกัดสูตร
ตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวกซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด HT-29 

ตัวอย่าง IC50 
(µg/ml) 

 Live cells Early 
apoptosis 

Late 
apoptosis 

necrosis 

 
 

untreated 

 Replicate 
1 91.76 3.42 4.59 

 

Replicate 
2 91.53 3.61 4.58 

 

Replicate 
3 91.26 3.6 4.87 

 

ค่าเฉลี่ย 91.517 3.543 4.680  
SD 0.144 0.062 0.095  

 
 

recipe 

 
 

492 

Replicate 
1 89.41 5.11 5.13 

 

Replicate 
2 89.78 5.22 4.7 

 

Replicate 
3 90.93 4.79 4.01 

 

ค่าเฉลี่ย 90.040 5.040 4.613  
SD 0.458 0.129 0.326  

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

2,772 

Replicate 
1 87.18 6.04 6.55 

 

Replicate 
2 87.75 6.03 6 

 

Replicate 
3 87.47 5.92 6.35 

 

ค่าเฉลี่ย 87.467 6.00 6.300  
SD 0.165 0.038 0.161  
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cisplatin 

 
 

4.80 

Replicate 
1 80.46 12 7.17 

 

Replicate 
2 81.03 11.76 6.79 

 

Replicate 
3 81.03 12.23 6.25 

 

ค่าเฉลี่ย 80.840 11.997 6.737  
SD 0.190 0.136 0.267  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 39 ฮิสโตแกรมร้อยละของจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิด PC-3 

หลังจากได้รับสารสกัดสูตรตำรับ สารสกัด 100% เห็ดกระถินพิมาน และชุดควบคุมบวก (ซิสพลาติน) 
แต่ละชุดทดลองจะทำท้ังสิ้น 3 ซ้ำ ย้อมสีเซลล์ด้วย Annexin V/PI standings 
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ตารางที่ 14 ร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 หลังจากได้รับสารสกัดสูตร
ตำรับ สูตร 100% เห็ดกระถินพิมาน ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวกซิสพลาติส 

 
ค่าร้อยละจำนวนประชากรเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC-3 

ตัวอย่าง IC50 
(µg/ml) 

 Live cells Early 
apoptosis 

Late 
apoptosis 

necrosis 

 
 

untreated 

 Replicate 
1 97 0.9 1.91 

 

Replicate 
2 97.19 0.61 1.97 

 

Replicate 
3 97.43 0.74 1.64 

 

ค่าเฉลี่ย 97.207 0.750 1.840  
SD 0.124 0.084 0.101  

 
 

recipe 

 
 

239 

Replicate 
1 97.48 0.7 1.52 

 

Replicate 
2 96.97 0.74 1.95 

 

Replicate 
3 96.38 0.88 2.4 

 

ค่าเฉลี่ย 96.943 0.773 1.957  
SD 0.318 0.055 0.254  

 
 

100% 
P.linteus 

 
 

1,494 

Replicate 
1 93.31 2.14 4.19 

 

Replicate 
2 93.57 2.05 4.01 

 

Replicate 
3 93.73 1.53 4.51 

 

ค่าเฉลี่ย 93.537 1.907 4.237  
SD 0.122 0.190 0.146  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 90 

 
 

cisplatin 

 
 

2.16 

Replicate 
1 70.18 21.82 7.74 

 

Replicate 
2 73.3 19.26 7.16 

 

Replicate 
3 72.32 20.13 7.24 

 

ค่าเฉลี่ย 71.933 20.403 7.380  
SD 0.921 0.752 0.181  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
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