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ค าน า 

 โครงการปริญญานิพนธ์ถือเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต คณะ

เภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อันมีวัตถุประสงค์ให้นิสิตเภสัชศาสตร์ได้ฝึกฝนตนเองให้มี

ความสามารถในการคิดและแก้ปัญหาอย่างเป็นระบบ มีความรู้ความสามารถในการวางแผนและ

ด าเนินงาน สามารถร่วมพัฒนาและสรรค์สร้างงานทางด้านเภสัชศาสตร์จากองค์ความรู้ที่ได้รับจากการ

เรียนการสอน 

 รายงานนี้จัดท าขึ้นเพ่ือน าเสนอโครงการปริญญานิพนธ์ในหัวข้อ “ผลการเสริมฤทธิ์ของสารไรนา

แคนทิน-ซี ต่อการเสริมฤทธิ์ยาต้านมะเร็งในเซลล์มะเร็งเต้านม” โดยเนื้อหาของรายงานได้กล่าวถึง

รายละเอียดเกี่ยวกับขั้นตอนและกระบวนการท าวิจัยตั้งแต่เริ่มต้นจนกระทั่งเสร็จสมบูรณ์ ซึ่งในแต่ละ

ขั้นตอนได้มีการอธิบายไว้ในเนื้อหาของแต่ละบท ประกอบไปด้วย ส่วนของบทน า เอกสารและงานวิจัยที่

เกี่ยวข้อง ซึ่งกล่าวถึงท่ีมาของการท าโครงการปริญญานิพนธ์เรื่องนี้ วิธีการด าเนินการวิจัย ผลการวิเคราะห์

ข้อมูล และสรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ ที่น่าจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจไม่มากก็น้อย 

 รายงานโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ได้จัดท าขึ้นด้วยความตั้งใจ และความพยายามตลอดการ

ศึกษาวิจัย คณะผู้จัดท าหวังเป็นอย่างยิ่งว่าโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจทั้งใน

สายงานที่เกี่ยวข้อง เป็นแนวทางและแรงบันดาลใจให้เกิดการสร้างสรรค์งานวิจัยใหม่ที่เป็นประโยชน์ต่อ

สังคมและประเทศชาติต่อไป 
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        สารไรนาแคนทิน-ซี เป็นสารที่ได้จากใบและรากของต้นทองพันช่ัง (Rhinacanthus nasutus KURZ.) สารนี้
อยูใ่นกลุ่ม naphthoquinone ester โดยพบว่าสารไรนาแคนทิน-ซี จะไปรบกวนการท างานของทั้ง P-gp และ MRP2 
efflux pump โดยออกฤทธิ์กับ P-gp ได้ดีกว่า ผู้วิจัยจึงเล็งเห็นถึงประโยชน์ในการน าสารดังกล่าวมาศึกษา โดยให้
ร่วมกับยาต้านมะเร็งต่างๆ เพื่อเพิ่มความเข้มข้นของยาต้านมะเร็งในเซลล์ให้ความเข้มข้นถึงระดับที่ต้องการ แล้วท าให้
ไม่ต้องเพิ่มขนาดของยาต้านมะเร็ง ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาผลของสารไรนาแคนทิน-ซีต่อยา
ต้านมะเร็ง 4 ตัว ได้แก่ doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine  โดยยาทั้ง 4 ตัวนี้มีกลไกการ
ออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันและอยู่ต่างกลุ่มกัน โดยเซลล์ที่ใช้เป็นแบบจ าลอง คือ เซลล์มะเร็งเต้านม MCF-7 ซึ่งน ามา
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม  
        เริ่มต้นท าการศึกษาการท างานของ P-gp, MRP1 และ MRP2 บนของผิวเซลล์มะเร็ง MCF-7 โดยวิธี uptake 
assay ซึ่งเปรียบเทียบการสะสมของสารเรอืงแสงในกลุ่มเซลลท์ี่ได้รับตัวยับยั้งที่มีความจ าเพาะกับโปรตีนขนส่งยานั้นๆ 
กับกลุ่มโปรตีนท่ีได้รับสับเสตรทเพียงอย่างเดียว พบว่ามีการสะสมของสารเรืองแสงท่ีเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสับ
เสตรทของ P-gp, MRP1 และ MRP2 8.0 เท่า 1.4 เท่า และ 2.6 เท่า ตามล าดับ อย่างไรก็ตามพบว่า มีเพียง P-gp 
และ MRP2 ท่ีมีการท างานและการแสดงออกที่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 ดังนั้นจะเห็นได้ว่าบนผิว
เซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยง MCF-7 มีการท างานและการแสดงออกของโปรตีนขนส่งยาที่สอดคล้องกับการท างานของสาร 
ไรนาแคนทิน-ซี ท่ียับยั้งการท างานของ P-gp และ MRP-2  
        จากการศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay โดยให้สารไรนาแคนทิน-ซี 0.1 nM ร่วมกับยา
มะเร็งเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง พบว่าสารไรนาแคนทิน-ซี ไม่มีผลเสริมฤทธิ์ยามะเร็งทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ doxorubicin, 
mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine ที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ p < 0.05  
        แต่อย่างไรก็ตามอาจต้องมีการศึกษาสารไรนาแคนทิน-ซี ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้นเพิ่มเติม เพื่อหาความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสมที่ช่วยเสริมฤทธิ์ของยามะเร็ง และไม่ส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเพิ่มมากข้ึน 
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        Rhinacanthin-C is a naphthoquinone ester derivative which was isolated from leaves and 
roots of Rhinacanthus nasutus Kurz(Acanthaceae); additionally, several studies have  revealed that 
Rhinacanthin-C has ability to interfere normal function as efflux pump of P-gp and MRP2. Hence, 
using this agent with cytotoxic agents might raise intracellular concentration of cytotoxic agents in 
cancer cell to reach the effective cytotoxic concentration without titrating up its concentration.    
In this project, we aim to study an enhancement effect of Rhinacanthin-C on 4 cytotoxic agents 
which have different mechanisms of action including doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen, and 
vinblastine in MCF-7 cell line that was cultured in an appropriate environment. 
        Initially, the activities of P-gp, MRP1, and MRP2 on the surface of MCF-7 cell line were 
determined by using uptake assay which will compare fluorescence intensity between MCF-7 cell 
line that was treated with a known efflux pump inhibitor and a specific substrate of each 
transporter with MCF-7 cell line that was given individually specific substrate. The result showed 
that the fluorescence intensity of P-gp, MRP1, and MRP2 are 8.0, 1.4, and 2.6 fold, respectively. 
However, only P-gp and MRP2 had significant expression and function. Obviously, the surface of 
MCF-7 cell line had the expression and function of transporters which correspond to the function 
of Rhinacanthin-C which is P-gp and MRP2 inhibitor. 
        The following step, cell viability test, was conducted by using MTT assay. MCF-7 cell line was 
treated for 48 hours with Rhinacanthin-C at 0.1 nM and cytotoxic agents. All in all, Rhinacanthin-C 
could not enhance effect of cytotoxic agents. 
        The further study regarding to Rhinacanthin-C at the higher concentration might be needed in 
order to find out proper concentration that can enhance the effect of cytotoxic agents. 
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ข้อบกพร่อง ตลอดจนให้ความรู้และข้อคิดเห็นที่เป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อโครงการนี้ 

 ขอขอบคุณ นายทัศรุจน์ ชัยสิทธิ์ และนางสาวพลอย วรรณภากร ที่ให้ความรู้ ค าปรึกษา อบรม
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เซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงที่ใช้ในโครงการนี้ 

 ขอขอบคุณ นิสิตบัณฑิตศึกษา นักวิทยาศาสตร์ และเจ้าหน้าที่ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา 

คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ส าหรับแนวทางปฏิบัติในการวิจัย ความกรุณาเอ้ือเฟ้ือและ

ความช่วยเหลือในการท าการทดลองตลอดโครงการ 

 ขอขอบคุณฝ่ายวิชาการ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ส าหรับเงินทุนในการด าเนิน

โครงการ 

 ขอขอบคุณ ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา ศูนย์เครื่องมือวิจัยทางเภสัชศาสตร์ และศูนย์

คอมพิวเตอร์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่อ านวยความสะดวกตลอดการด าเนินโครงการ 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับต้นๆ ของคนทั่วโลก จากข้อมูลขององค์การอนามัยโลก
พบว่าในปี พ.ศ. 2551 มีผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งราว 7.6 ล้านคน คิดเป็น 13% จากสาเหตุการเสียชีวิต
ของคนทั่วโลก ซึ่งมากกว่าจ านวนผู้เสียชีวิตด้วยโรคเอดส์ วัณโรค และมาลาเรียรวมกัน (กระทรวง
สาธารณสุข, 2556) โดยมะเร็งเต้านมเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับหนึ่งในผู้หญิง และเป็นสาเหตุการตาย
ที่ส าคัญในผู้หญิง (CDC, 2015a) มะเร็งชนิดนี้สามารถพบได้ในทุกช่วงอายุของผู้หญิง โดยความรุนแรงของ
อาการจะมากขึ้นตามอายุ (CDC, 2015b) ในปัจจุบันพบว่า อัตราการเกิดมะเร็งเต้านมเพ่ิมขึ้น เนื่องจาก
ประชากรสัมผัสปัจจัยเสี่ยงมากขึ้น เช่น การดื่มแอลกอฮอล์ พักผ่อนไม่เพียงพอ การรักษาด้วยการใช้
ฮอร์โมนทดแทนเป็นระยะเวลานาน เป็นต้น ในส่วนของการรักษาด้วยยาต้านมะเร็งที่มีการใช้ในปัจจุบันก็
พบว่ามีการดื้อของเซลล์มะเร็งต่อยาในอัตราสูง ทั้งนี้กลไกการดื้อยาส่วนหนึ่งอยู่ในลักษณะ multidrug 
resistance (MDR) นั่นคือเซลล์มะเร็งดื้อต่อยาหลายกลุ่มที่มีโครงสร้างและกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่าง
กัน ส่วนหนึ่งเกิดจากเซลล์มะเร็งมีการแสดงออกของโปรตีนขนส่งยากลุ่ม ATP-binding cassette (ABC) 
transporter proteins เช่น P-glycoprotein(P-gp) บนผิวของเซลล์มะเร็งมากขึ้น และเป็นสาเหตุหลักที่
ท าให้การรักษาด้วยยาต้านมะเร็งล้มเหลว เนื่องจากโปรตีนตัวพากลุ่มนี้ขับยาออกนอกเซลล์ (Eid et al., 
2012) ยาต้านมะเร็งหลายกลุ่ม เช่น vinblastine, doxorubicin เป็นทั้งสับสเตรทและตัวกระตุ้นการเพ่ิม
การแสดงออกของ ATP-binding cassette (ABC) transporter proteins บนผิวของเซลล์มะเร็ง ดังเช่น
การดื้อยา vinblastine ส่วนหนึ่งเกิดจากการเพ่ิมขึ้นของ P-gp ที่เป็น efflux pump transporter เพ่ิม
มากขึ้น ท าให้เซลล์มะเร็งดื้อยากลุ่ม vinca alkaloids จะดื้อยากลุ่มอ่ืน เช่น mitoxantrone 
(Wongwanakul et al., 2013; วัชรี ลิ้มปนสิทธิกุล, 2555) ที่เป็นดังนี้เพราะตัวขนส่งยาออก (efflux 
pump) ท าให้ยาต้านมะเร็งเหล่านี้ถูกก าจัดออกจากเซลล์มะเร็งก่อนที่ความเข้มข้นของยาต้านมะเร็งจะสูง
พอที่จะท าลายเซลล์มะเร็ง และน ามาสู่การเพ่ิมขนาดการใช้ยาเพ่ือให้ระดับความเข้มข้นของยาใน
เซลล์มะเร็งสูงถึงระดับที่จะท าลายเซลล์มะเร็งได้ แต่การเพ่ิมขนาดยาอาจท าให้ผู้ป่วยเกิดผลข้างเคียงของ
ยาต้านมะเร็งเพ่ิมมากขึ้น เป็นผลให้ความร่วมมือในการใช้ยาต้านมะเร็งของผู้ป่วยลดลง ซึ่งส่งผลให้การ
รักษาดว้ยยาต้านมะเร็งล้มเหลว 
 ผู้วิจัยได้ศึกษาค้นคว้าข้อมูลเกี่ยวกับผลของสารไรนาแคนทิน-ซี ซึ่งเป็นสารที่ได้จากใบและรากของ

ต้นทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus KURZ.) สารนี้อยู่ในกลุ่ม naphthoquinone ester โดยพบว่า

สารไรนาแคนทิน-ซี จะไปรบกวนการท างานของทั้ง P-gp และ MRP2 efflux pump โดยออกฤทธิ์กับ   

P-gp ได้ดีกว่า (Wongwanakul et al., 2013) นอกจากนี้ยังมีรายงานล่าสุดพบว่า สารไรนาแคนทิน-ซี ที่
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ความเข้มข้น 0.1 µM สามารถเพ่ิมการสะสมของยา doxorubicin ในเซลล์ MCF-7 ได้ (chaisit et al., 

2017) ท าให้ผู้วิจัยเล็งเห็นถึงประโยชน์ในการน าสารดังกล่าวมาศึกษา โดยให้ร่วมกับยาต้านมะเร็งต่างๆ 

เพ่ือเพ่ิมความเข้มข้นของยาต้านมะเร็งในเซลล์ให้ความเข้มข้นถึงระดับที่ต้องการ แล้วท าให้ไม่ต้องเพ่ิม

ขนาดของยาต้านมะเร็งให้สูงขึ้น ซึ่งในงานวิจัยนี้จะท าการศึกษาผลของสารไรนาแคนทิน-ซีในขนาดต่ าต่อ

ยาต้านมะเร็ง 4 ชนิด ได้แก่ doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine  โดยยาทั้ง 4 

ชนิดนี้มีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันและอยู่ต่างกลุ่มกัน 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของสารไรนาแคนทิน-ซี ในขนาดต่ าต่อการเสริมฤทธิ์ยาต้านมะเร็ง 4 ชนิด 

ได้แก่ doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine ในการฆ่าเซลล์มะเร็งเต้านม 

1.3 วิธีด ำเนินงำนโดยย่อ 

1. เลี้ยงเซลล์มะเร็ง MCF-7 และทดสอบการแสดงออกของ P-gp, MRP1 และ MRP2 ซึ่งเป็นตัว 

              ขนส่งยาในกลุ่ม ATP-binding cassette (ABC) transporter proteins 

 2. เลือกความเข้มข้นที่ต้องการศึกษาของสารไรนาแคนทิน-ซี โดยใช้ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษกับ 

        เซลล์มะเร็ง MCF-7 

 3. ศึกษาความเป็นพิษของยาต้านมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (doxorubicin,  

    mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine) ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีสารไรนาแคนทิน-ซี 

     โดยวิธี MTT assay 

              3.1 ทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็ง MCF-7 ในสภาวะที่มีและไม่มีสารไรนาแคนทิน-ซี  

โดยแบ่งกลุ่ม ดังนี้  

            1) กลุ่มควบคุมท่ีได้รับตัวท าละลายเพียงอย่างเดียว  

            2) กลุ่มท่ีได้รับยา doxorubicin ที่ความเข้มข้นต่างๆ 6-7 ความเข้มข้น  

    (± สารไรนาแคนทิน-ซี) 

            3) กลุ่มท่ีได้รับยา mitoxantrone ที่ความเข้มข้นต่างๆ 6-7 ความเข้มข้น  

     (± สารไรนาแคนทิน-ซี) 

4) กลุ่มท่ีได้รับยา tamoxifen ที่ความเข้มข้นต่างๆ 6-7 ความเข้มข้น  

   (± สารไรนาแคนทิน-ซี) 
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5) กลุ่มท่ีได้รับยา vinblastine ที่ความเข้มข้นต่างๆ 6-7 ความเข้มข้น  

              (± สารไรนาแคนทิน-ซี) 

 4. ประมวลผลข้อมูลที่ได้จากการทดลอง และหาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของยาต้าน 

     มะเร็งกับอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ (Dose-response curve) ในสภาวะที่มีและไม่มีสาร    

    ไรนาแคนทิน-ซี เพ่ือค านวณหาค่า Combination Index (CI) และ Cytotoxic  

    Enhancement Ratio (CER) ค่าดังกล่าวจะใช้ส าหรับการประเมินประสิทธิภาพการเสริม 

    ฤทธิ์ของสารไรนาแคนทิน-ซี ในยาต้านมะเร็งทั้ง 4 ชนิด 

 5. วิเคราะห์และแปลผลข้อมูลที่ได้จากการทดลอง 

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 1. องค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยชิ้นนี้สามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยหรือพัฒนาสารไรนาแคนทิน -ซี 

เป็นยาเพื่อใช้เสริมฤทธิ์ในการรักษาของยาต้านมะเร็งได้ในอนาคต 

       2. องค์ความรู้เกี่ยวกับกลไกในการเสริมฤทธิ์ยาต้านมะเร็งของสารไรนาแคนทิน-ซี 
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บทท่ี 2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคมะเร็งและกำรดื้อยำ 

 มะเร็ง  คือเซลล์ที่มีการเจริญเติบโตอย่างควบคุมไม่ได้  มีการรุกรานเนื้อเยื่อข้างเคียง (local 

tissue invasion) และมีการแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืน (distant metastases) ได้ (DiPiro et al., 

2012) จากข้อมูลขององค์การอนามัยโลก (WHO) โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับต้นๆ ของ

ประชากรทั่วโลก โดยจากข้อมูลในปี ค.ศ. 2012 พบว่ามีผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่ถึง  14 ล้านรายทั่วโลก มี

ผู้ป่วยมะเร็งเสียชีวิตมากถึง 8.2 ล้านราย ซึ่งจ านวนผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่นั้นเพ่ิมสูงขึ้นถึง 70% ในช่วง 2 

ทศวรรษที่ผ่านมา โดยโรคมะเร็งที่พบมากสุด 5 อันดับแรกในผู้หญิงคือ มะเร็งเต้านม มะเร็งล าไส้ใหญ่ 

มะเร็งปอด มะเร็งปากมดลูก และมะเร็งกระเพาะอาหาร (WHO, 2015) จะเห็นได้ว่ามะเร็งเต้านมพบมาก

เป็นอันดับหนึ่งในผู้หญิง 

 จากการรวบรวมข้อมูลของ Genevieve และคณะ พบว่าโรคมะเร็งนั้นเมื่อได้รับการรักษาไปเป็น

ระยะเวลาหนึ่ง เซลล์มะเร็งสามารถที่จะพัฒนาตนเองจะสามารถที่จะทนต่อการรักษาได้ และมีแนวโน้มที่

จะเพ่ิมสูงขึ้น จึงมีความจ าเป็นที่ต้องหาวิธีการรักษาที่เหมาะสมต่อไป (Genevieve et al.,2014) โดย

กลไกการดื้อยาของเซลล์มะเร็งเกิดได้จากหลายสาเหตุ เช่น เซลล์มะเร็งหลั่งสารบางชนิดออกมา ท าให้ยา

มะเร็งไม่สามารถออกฤทธิ์ได้ หรือเป้าหมายที่ยามะเร็งจะเข้าจับกับเซลล์มะเร็งมีการเปลี่ยนแปลง หรือยา

ถูกขับออกจากเซลล์มะเร็งอย่างรวดเร็วจนเหลือปริมาณไม่เพียงพอที่จะท าลายเซลล์มะเร็งได้ หรือเกิดการ

ยับยั้งการตายของเซลล์มะเร็ง (cell death inhibition) เป็นต้น 

 การดื้อยาหลายขนาน (Multidrug resistance) เป็นปรากฏการณ์ที่พบว่าเมื่อเซลล์มะเร็งดื้อยาที่

ใช้รักษาแล้ว จะดื้อยาชนิดอ่ืนที่มีโครงสร้างโมเลกุลต่างกันหรือกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันด้วย และ

จัดเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้การรักษาด้วยยาเคมีบ าบัดล้มเหลว โดยการดื้อยาหลายขนานนั้นมีความ

เกี่ยวข้องกับตัวน าส่งยากลุ่ม ATP-binding cassette domains (ABC transporters) ที่มีหน้าที่ก าจัด

สารพิษออกจากเซลล์ โดยมีการศึกษาในเซลล์มะเร็งที่ดื้อยา พบว่าที่ผิวของเซลล์มะเร็งจะมีการแสดงออก

ของ ABC transporters มากกว่าปกติ และกลไกการดื้อยาหลายขนาน (Multidrug resistance) มีความ

เกี่ยวข้องกับระดับการแสดงออกของ P-gp (หรือ ABCB), MRP1 (หรือ ABCC1) และ BCRP (หรือ 

ABCG2) ที่มากกว่าเซลล์ชนิดที่ไม่ดื้อยาด้วย ซึ่งในปัจจุบันพบว่ามี ABC transporters อย่างน้อย 12 ตัว

จาก  ABC subfamilies 4 กลุ่มที่มีบทบาทต่อการดื้อยาของเซลล์มะเร็ง (Szakács et al., 2006) 
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2.2 ควำมส ำคัญของ Transporter กับยำมะเร็ง 

ที่ผ่านมาการรักษา metastatic breast cancer (MBC) มีการใช้ยากลุ่มต่างๆ เป็น first-line 

หรือ second-line ดังนี้ ในช่วงปี ค.ศ. 1980 -1989 เป็นยุคของยากลุ่ม anthracycline (เช่น 

doxorubicin, mitoxantrone) ช่วงปีค.ศ. 1990-1999 เป็นยุคของยากลุ่ม taxane ต่อมาในช่วงปี 2000-

2009 เป็นยุคของยากลุ่ม biologic (คือ ผลิตภัณฑ์โมเลกุลที่ซับซ้อน เกิดจากสิ่งมีชีวิต ซึ่งอาจได้มาจาก

ระดับเซลล์หรือเนื้อเยื่อ เช่น น้ าตาล โปรตีน นิวคลีอิคแอซิด ) นอกจากนี้ยังมีการรักษาแบบ 

combination เช่นการให้ยาต้านมะเร็ง ร่วมกับ targeted therapy ซึ่งช่วยในการเพ่ิมประสิทธิภาพใน

การรักษา (Stebbing and Glassman, 2004; National Comprehensive Cancer Network, 2005) 

อย่างไรก็ตามทั้งๆที่มีการพัฒนายาต้านมะเร็งและวิธีการรักษา แต่อัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย MBC ใน

สหรัฐอเมริกาเพ่ิมขึ้นเพียง 26% (National Cancer Institute, 2005) นอกจากนี้มีการศึกษาพบว่า

ประมาณ 90% ของผู้ป่วย MBC ประสบภาวะการรักษาล้มเหลวซึ่งเกิดจากการดื้อของเซลล์มะเร็งต่อยา

ต้านมะเร็ง (Longley et al., 2005) การดื้อต่อยาต้านมะเร็งนั้นมีหลายกลไก เช่น การเปลี่ยนเป้าหมาย

การออกฤทธิ์ของยา (Drug target alteration) การยับยั้งการตายของเซลล์ (Cell death inhibition) 

(Housman et al., 2014) โดยกลไกที่มีการศึกษามาก คือ การดื้อยาของเซลล์มะเร็งที่เกี่ยวข้องกับตัวน า

ส่งยากลุ่ม ATP-binding cassette domains (ABC transporters) ที่มีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นที่ผิว

ของเซลล์มะเร็ง ซึ่งถือเป็นส่วนหนึ่งที่ท าให้เกิด multidrug resistance (MDR) นั่นคือเซลล์มะเร็งดื้อต่อยา

หลายกลุ่มที่มีโครงสร้างและกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกัน (Eid, 2012) มีการศึกษาพบว่า ยาต้านมะเร็ง

หลายกลุ่ม เช่น vinblastine, doxorubicin เป็นทั้งสับสเตรทและตัวกระตุ้นการเพ่ิมการแสดงออกของ 

ATP-binding cassette (ABC) transporter proteins บนผิวของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นหากเซลล์ดื้อยาที่ใช้

รักษาเป็น substrate ของ ATP-binding cassette (ABC) transporter proteins เช่น vinca alkaloids 

จะดื้อยาต้านมะเร็งตัวอ่ืนๆด้วย (Wongwanakul et al., 2013; วัชรี ลิ้มปนสิทธิกุล, 2555) การดื้อต่อยา

ต้านมะเร็งข้างต้นเกิดจากการที่ยาต้านมะเร็งถูกก าจัดออกจากเซลล์มะเร็งก่อนที่ความเข้มข้นของยาต้าน

มะเร็งจะสูงพอที่จะท าลายเซลล์มะเร็งได้ จึงน ามาสู่การเพ่ิมขนาดการใช้ยาเพื่อให้ระดับความเข้มข้นของยา

ในเซลล์มะเร็งสูงถึงระดับที่จะท าลายเซลล์มะเร็ง แต่การกระท านี้อาจท าให้ผู้ป่วยเกิดผลข้างเคียงของยา

ต้านมะเร็งเพ่ิมมากขึ้น เป็นผลให้ความร่วมมือในการใช้ยาต้านมะเร็งของผู้ป่วยลดลง และน าไปสู่การ

ล้มเหลวในการรักษาด้วยยาต้านมะเร็ง (Helen, 2008)  
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 ตัวขนส่งยาออกเป็นโปรตีนในกลุ่ม ABC transporter  เช่น P-glycoprotein (P-gp), breast 

cancer resistance protein (BCRP), multidrug resistance-associated protein 1(MRP1) และ 

multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2)  ซึ่งถือเป็นโปรตีนหลักที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา 

ในเซลล์มะเร็ง และได้มีการศึกษาอย่างกว้างขวาง มีรายละเอียดที่น่าสนใจดังนี้ 

 P-gp ถูกพบครั้งแรกในเซลล์รังไข่ของ Chinese hamster ในปี ค.ศ.1976 (Juliano et al., 

1976) จากการศึกษาในมนุษย์และหนูพบว่า P-gp มีปริมาณมากที่ต าแหน่งด้านบน (apical) ของเซลล์

เนื้อเยื่อบุผิวของล าไส้ใหญ่ ล าไส้เล็ก ท่อตับอ่อน ท่อน้ าดี หลอดไตฝอยส่วนต้น ต่อมหมวกไต และเซลล์

สร้างเส้นใยของรก จะเห็นได้ว่าทั้งหมดเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่ในการขจัดยา และจะพบ P-gp ได้น้อยใน

เนื้อเยื่อทั่วไป (Cordon-Cardo et al., 1990; Croop et al., 1989; Gil et al., 2005; Thiebaut et al., 

1987) นอกจากนี้ยังมีหลายการศึกษาซึ่งแสดงให้เห็นบทบาทของ P-gp ต่อการป้องกันการสะสมของยา

และสิ่งแปลกปลอมในสมองและระบบประสาทส่วนกลางเช่น Doran และคณะที่รายงาน ค่าการสะสมยา

ในสมองหนูที่ปราศจาก P-gp ว่าพบมากกว่าสมองหนูปกติ (Doran et al., 2005)  และการศึกษาของ 

Schinkel และคณะ (1994) พบว่า หนูที่ปราศจาก P-gp มีปริมาณของ ivermectin ซึ่งเป็นสารที่มีพิษต่อ

ระบบประสาทในระดับสูงกว่าหนูปรกติประมาณ 100 เท่า ตัวขนส่งยา P-gp  สามารถขนส่งสารที่มี

ลักษณะที่หลากหลายตั้งแต่ยาต้านมะเร็งจนถึงเปปไทด์ เช่น vinblastine (Horio et al, 1988) 

daunorubicin, doxorubicin, mitroxantrone, vincristine, irinotecan เป็นต้น (Taylor et al., 

1991; Hoki et al., 1997; Horio et al., 1989)  

 BCRP ถูกพบครั้งแรกจากเซลล์มะเร็งเต้านม Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7) ที่ดื้อ

ต่อยา Adriamycin และสามารถลดการดื้อยา Adriamycin ได้ด้วยยา verapamil (MCF-7/AdrVp) 

(Doyle et al., 1998) การแสดงออกของ BCRP พบมากที่เนื้อเยื่อรกในส่วนเซลล์ชั้นนอกซึ่งเป็นเซลล์ที่ไม่

มีขอบแยกออกจากกันชัดเจน (syncytiotrophoblast) ระบบประสาทส่วนกลาง ล าไส้เล็ก ล าไส้ใหญ่ ตับ 

ต่อมหมวกไต ต่อมลูกหมาก อัณฑะและมดลูก (Fetsch et al., 2006; Maliepaard et al., 2001) ยาต้าน

มะเร็งที่สามารถถูกขนส่งด้วยโปรตีน BCRP ได้แก่ anthracycline, etoposide, teniposide, 

topotecan, methotrexate และยาในกลุ่ม tyrosine kinase inhibitors (Allen et al., 1999; Chen 

et al., 1990; Yang et al., 1995; Burger et al., 2004; Elkind et al., 2005) 

 MRP1 ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1992 (Cole et al., 1992; Mirski et al., 1987) พบการ

แสดงออกของ MRP1 จ านวนมากที่ปอด อัณฑะ รก และ ไต และพบโปรตีนนี้น้อยที่ล าไส้เล็ก ล าไส้ใหญ่ 

เยื่อหุ้มสมอง ยาต้านมะเร็งที่สามารถถูกขนส่งด้วยโปรตีน MRP1 ได้แก่ chlorambucil, daunorubicin, 
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doxorubicin, methotrexate, vinblastine เป็นต้น (Hooijberg et al., 1999; Barnouin et al., 

1998; Jedlitschky et al., 1996; Loe et al., 1998; Renes et al., 1999)  

 MRP2 มีการแสดงออกมากที่ต าแหน่งด้านบน (apical) ของเซลล์เนื้อเยื่อตับ หลอดไตส่วนต้น 

และเซลล์สร้างเส้นใยของรก ยาต้านมะเร็งที่สามารถถูกขนส่งด้วยโปรตีน MRP2 เช่น cisplatin,  

etoposide, doxorubicin, vincristine, vinblastine, methotrexate และ mitoxantrone  

(Jedlitschky et al., 2006) 

 การแก้ไขปัญหากลไกการดื้อยาจากโปรตีน ABC transporter มีอยู่หลายวิธี เช่น การใช้ยาต้าน

มะเร็งที่ไม่สามารถถูกขับออกได้โดยโปรตีน ABC transporter  หรือ การให้ยาหรือสารที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการท างานของ ABC transporter ร่วมกับการให้ยาต้านมะเร็ง  

  ไรนาแคนทิน-ซีเป็นสารกลุ่ม naphthoquinone ester ที่พบได้จากใบและรากของต้นทองพันชั่ง 

(Rhinacanthus nasutus KURZ.) ต้นทองพันชั่งนั้นมีการน ามาใช้กันมากในการแพทย์แผนไทยส าหรับ

รักษา eczema, skin disease, tuberculosis, hepatitis, hypertension และมะเร็ง (Siripong et al., 

2006) และเมื่อไม่นานมานี้ได้มีรายงานว่าไรนาแคนทิน-ซีสามารถยับยั้งการท างานของ P-gp และ MRP2 

efflux pump ในเซลล์ Caco-2 (Wongwanakul et al., 2013) และจากการศึกษาล่าสุดพบว่า ความ

เข้มข้นของไรนาแคนทิน-ซี ที่ไม่ท าให้เกิดพิษต่อเซลล์มะเร็ง (0.1 µm) สามารถเพ่ิมความเป็นพิษของยา 

doxorubicin ต่อเซลล์ MCF-7 ได้ถึง 38 เท่า หลังจากบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยเซลล์ MCF-7 ที่

ท าการศึกษานี้พบว่ามีการท างานของ P-gp และ MRP2 (Chaisit et al., 2017) ท าให้ผู้วิจัยเล็งเห็นถึง

ความเป็นไปได้ในการน าสารไรนาแคนทิน-ซี มาศึกษาความสามารถในการเสริมฤทธิ์ยาต้านมะเร็งอ่ืนๆผ่าน

กลไกยับยั้งตัวขนส่งยาออก โดยเมื่อให้สารไรนาแคนทิน-ซี ร่วมกับยาต้านมะเร็งต่างๆ จะเพ่ิมความเข้มข้น

ของยาต้านมะเร็งในเซลล์ให้ความเข้มข้นถึงระดับที่ต้องการเพ่ือที่จะไม่ต้องเพ่ิมขนาดของยาต้านมะเร็งให้

สูงขึ้น  

2.3 เซลล์มะเร็งที่ใช้ในกำรทดลอง 

 เซลล์มะเร็งที่ใช้ในการทดลอง คือ เซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ซื้อมาจาก American Type 

Culture Collection (ATCC) 

2.4 กำรวัดอัตรำกำรมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วย MTT assay 

 MTT assay เป็นการวิเคราะห์ที่อาศัยหลักการเปลี่ยนแปลงสี (colorimetric assay) ของ        

3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ซึ่งเป็นผงละเอียดสีเหลือง 
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อ่อน โดยจะเปลี่ยนจากสีเหลืองไปเป็นผลึก formazan ซึ่งมีสีม่วง (รูปที่ 1) โดยปฏิกิริยารีดักชันของ

เอนไซม์ mitochondrial succinate dehydrogenase ซึ่งพบในเซลล์ที่มีชีวิตเท่านั้น โดยความเข้มข้นที่

นิยมใช้อยู่ในช่วง 0.2 – 0.5 mg/ml และน าไปบ่มเป็นเวลา 1 - 4 ชั่วโมง ดังนั้นปริมาณ formazan จะบ่ง

บอกถึงจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ได้ (Mosmann, 1983; Riss et al., 2004) และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ที่ช่วงความยาวคลื่น 570 nm (van Tonder et al., 2015; Maioli et al., 2009) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 การ reduced สาร MTT เป็นผลึก formazan โดยเอนไซม์ mitochondrial reductase 

2.5 กำรวัดกำรท ำงำนของโปรตีนตัวขนส่งยำ (Uptake Transporter Assay) 

 เป็นการศึกษาถึงกลไกและบทบาทของโปรตีนตัวขนส่งยานั้นมีความส าคัญในการศึกษาทางเภสัช

จลนศาสตร์ของยาหรือสารต่างๆ โดยการศึกษานี้ช่วยให้คาดการณ์ถึงการแพร่ผ่านของสารนั้นผ่านเนื้อเยื่อ 

ที่มีโปรตีนตัวขนส่งยาอยู่ และเป็นเครื่องมือที่ช่วยในการประเมินช่องทางการดูดซึมของยา การกระจาย

ของยาไปยังอวัยวะต่างๆ และการขจัดยาออกจากเซลล์ได้ด้วย (Shitara et al., 2003) 

 โดยมีหลักการ คือ เปรียบเทียบการสะสมของสารเรืองแสงที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงของสับ

เสตรทที่จ าเพาะกับโปรตีนขนส่งยาที่ศึกษาโดยเอนไซม์ภายในเซลล์ ในกลุ่มเซลล์ที่ได้รับตัวยับยั้งที่มี

ความจ าเพาะกับโปรตีนขนส่งยานั้นๆ กับกลุ่มเซลล์ที่ได้รับสับเสตรทเพียงอย่างเดียว โดยสารเรืองแสงที่

เกิดขึ้น เช่น Calcein-AM ซึ่งเป็นสับเสตรทของ P-gp จะถูกเปลี่ยนเป็น Calcein (สารเรืองแสง) และ

น าไปวัดค่าฟลูออเรสเซนต์ของสารเรืองแสงที่เกิดขึ้นได้ที่ความยาวคลื่น excitation/emission 485/535 

nM (Chaisit et al., 2016)  
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บทท่ี 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

3.1 สำรไรนำแคนทิน-ซี 

 สารไรนาแคนทิน-ซี ได้รับความอนุเคราะห์จากสถาบันมะเร็งแห่งชาติ 

3.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

1. Laminar air flow cabinet 

 2. Microcentrifuge tube 

  3. Mechanical pipette ขนาด 0.5-10 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL 

  4. Carbondioxide incubator 

  5. 5ortex – 2TM Genie 

  6. ell culture Flask 

 7. 24-well plate 

  8. 96-well plate 

  9. เครื่องชั่ง Mettler Toledo AG 135 

  10. Microplate reader 

  11. Orbital Shaker 

  12.  Microscope 

3.3 สำรเคมี 

 1. Dimethylsulphoxide [(CH3)2SO4; DMSO] 

  2. RPMI-1640 

  3. L-Glutamine [C5H10N2O3] 

  4. Penicillin Streptomycin 

  5. Fetal Bovine Serum [FBS] 

  6. Phosphate Buffer Saline [PBS] 

  7. Ethanol [C2H6O] 

  8. Tryptan Blue 
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  9. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  

      [C18H16N5SBr; MTT] 

  10. Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)   

  11. Lysis buffer (1% tritonx-100 with 0.3 N NaOH) 

  12. Indomethacin  

  13. Calcein acetoxymethyl (calcein-AM), 5(6)-carboxy-2´, 7´ –dichlorofluorescein  

     diacetate (CDCFDA)  

  14. DCDF 

  15. Cyclosporin  

  16. Calcein  

3.4 เซลล์มะเร็ง  

  MCF-7 (human breast adenocarcinoma cell) ซื้อมาจาก American Type Culture 

Collection (ATCC) 

3.5 วิธีกำรศึกษำ 

      3.5.1 กำรเตรียม culture medium 

     น า Ultra-Purified Water (UPW) ที่ผ่านการ autoclave และตั้งทิ้งไว้จนเย็นแล้ว น าไปท า

ละลายกับผง RPMI medium ที่ชั่งเตรียมไว้ ในสัดส่วน ผง RPMI medium 10.10 กรัม ต่อ UPW 1 ลิตร 

หลังจากท าละลายและปรับ pH เป็น 7.25 แล้ว น าสารละลาย RPMI medium ไปผ่านการกรองด้วยหัว

กรองขนาด 0.22 µM และบรรจุใส่ขวด Duran เก็บไว้ในที่เย็น อุณหภูมิประมาณ 4 – 8 °C   

       การเตรียม Complete medium นั้นให้ผสมสารต่างๆกับ RPMI medium ที่ได้เตรียมไว้แล้ว

ให้ได้ความเข้มข้นดังนี้ FBS 10% v/v, Penstrep 1% v/v และ  L-glutamine 1% v/v 

      3.5.2 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ 

     1. เพาะเลี้ยงเซลล์ให้มีความหนาแน่น 5.5 x 104 cell/cm2  

     2. เปลี่ยน culture medium วันเว้นวัน และ subculture ทุก 3 วัน โดยมีวิธีการดังนี้ 

        2.1 ดูด culture media ออก ล้าง flask ด้วย PBS ประมาณ 5 - 10 ml 

        2.2 ดูด PBS ออก ใส่ trypsin 2 ml บ่มที่ 37°C, 5% CO2 และมีความชื้นสัมพัทธ์ 100%  

            นาน 2 นาที 
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        2.3 หลังจากนั้นเติม complete medium 6 ml เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ trypsin 

        2.4 ใช้ปิเปตดูดเซลล์ทั้งหมดใน flask ใส่ลงใน tube ขนาด 15 ml และน าไปเข้าเครื่อง 

    centrifuge ตั้งเครื่องที่ความเร็ว 12000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เซลล์จะตกตะกอน 

         2.5 เทของเหลวใน tube ทิ้ง โดยระมัดระวังไม่ให้เซลล์ที่ตกตะกอนอยู่ก้น tube ไหลตกลง 

      ไปด้วย หลังจากนั้นดูด complete medium 3 ml ลงไปใน tube และเขย่าให้ 

     เซลล์กระจายจนทั่ว 

2.6 ใช้ปิเปตแก้วดูด cell suspension จาก tube 1 ml ใส่ลงไปใน flask ที่ท าความ 

     สะอาดแล้ว ซึ่งมี complete medium เติมอยู่แล้ว 12 ml จากนั้นน าเซลล์ไปบ่มที่  

     37°C, 5% CO2 และมีความชื้นสัมพัทธ์ 100% 

      3.5.3 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ใน 96 well plate 

     1. ดูด complete medium เก่าออกจาก flask 

     2. ล้างเซลล์ที่อยู่ใน flask ด้วย PBS ครั้งละ 5 – 10 ml 

     3. หลังจากการล้างด้วย PBS แล้ว ใส่ trypsin 1 – 2 ml บ่มที่ 37°C, 5% CO2 และมี 

        ความชื้นสัมพัทธ์ 100% นาน 2 นาที 

     4. ใส่ complete medium 6 ml เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ trypsin 

     5. น า cell suspension 25 µl ผสมกับ tryptan blue 25 µl นับจ านวนเซลล์ใต้กล้อง 

        จลุทรรศน์ก าลังขยาย 40 เท่า เพื่อค านวณความเข้มข้นของ cell suspension ที่จะเตรียม  

    6. เตรียม cell suspension ให้มีความเข้มข้น 25 x 103 cells/ml 

        ส าหรับ MCF-7 

      7. น าเซลล์จากข้อ 6. เพาะเลี้ยงใน ของ 96-well plate (ที่มีความหนาแน่นเริ่มแรก 5 x 103  

            cells/well) 

      3.5.4 กำรวัดกำรท ำงำนของโปรตีนตัวขนส่งยำบนผิวเซลล์ MCF-7 

     1. น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้ใน 24 well plate ออกจาก incubator 

      2. ดูด medium เก่าออก และล้างเซลล์ด้วย HBSS 500 µL/well 2 รอบ 

      3. ท า Pretreat คือการใส่ยาหรือสารที่เป็น inhibitors ของ transporters ที่ต้องการ 

        ทดสอบเพียงอย่างเดียวก่อน เป็นเวลานาน 30 นาที 

     4. ท า Cotreat คือการใส่ยาหรือสารที่เป็น inhibitors + substrates ของ transporters  

        ที่ต้องการทดสอบ และบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที 
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     5. ดูด medium เก่าออก  และล้างเซลล์ด้วย ice cold PBS 500 µL/well 2 รอบ 

      6. ท าการย่อยเซลล์โดยใช้ 1% triton-x100 with 0.3 N NaOH 500 µL/well นาน 20 นาที 

     7. ดูดสารละลายข้างต้นมา 200 µL/well ใส่ plate ทึบน าไปวัด absorption ที ่

         excitation/emission: 485/535  

       3.5.5 กำรวัดอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay 

     ทดสอบฤทธิ์ในเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง โดยวิธี MTT assay ทดสอบใน 2 สภาวะ คือ 

    1.ทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็ง MCF-7 เมื่อได้รับยาต้านมะเร็ง 

              2.ทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็ง MCF-7 เมื่อได้รับยาต้านมะเร็งร่วมกับสารไรนาแคน 

       ทิน-ซี 

    โดยมีวิธีการดังนี้ 

     1. เตรียม stock solution ของยามะเร็งและไรนาแคนทิน-ซี ใน 100% DMSO ให้ได้ความ 

        เข้มข้นคงที่ 

        - ไรนาแคนทิน-ซี 1 mM, doxorubicin 500 µM, mitoxantrone 500 µM,  

 vinblastine 20 µM และ tamoxifen 5 mM 

    2. น า stock solution มาเจือจางด้วย RPMI ด้วยวิธี serial dilution ตามความเข้มข้นที่ 

        ก าหนดไว้ ดังนี้ 

        doxorubicin: 2 µM, 1.5 µM, 1 µM, 0.5 µM, 0.1 µM, 0.05 µM และ 0.01 µM 

        mitoxantrone: 2.5 µM, 1.5 µM, 0.5 µM, 0.25 µM, 0.1 µM, 0.05 µM และ 0.01 µM 

        vinblastine: 20 nM, 15 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 0.5 nM และ 0.1 nM 

        tamoxifen: 20 µM, 17.5 µM, 15 µM, 12.5 µM, 10 µM, 5 µM และ 1 µM 

        ไรนาแคนทิน-ซี (RN-C) 0.01 µM (เป็น negative control) 

         โดยเตรียมปริมาตรแต่ละความเข้มข้นอย่างน้อย 800 µl และแบ่งส าหรับ 2 ภาวะ คือ 

       300 µl ในภาวะที่ไม่มีไรนาแคนทิน-ซี และ 500 µl ในภาวะที่มีไรนาแคนทิน-ซี 

        และเตรียม DMSO ความเขม้ข้น 0.5% เป็น negative control 

     3. เอาเซลล์เพาะเลี้ยงที่เตรียมไว้มาเปลี่ยน medium เป็น medium ที่มียาผสมอยู่ ตามข้อ 2.   

       และ negative control ต่างๆ ลงในแต่ละ well ตามที่ได้วางแผนการทดลองไว้ ใน 

       ปริมาตร 200 µl/well ส าหรับยามะเร็งแบบเดี่ยวๆ และแบบ combination จะท าแบบ  

       duplicate และส่วนที่เป็น control จะท า 5 wells/สาร  
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    4. น าเซลล์ที่ศึกษาไปบ่มที่ 37°C, 5% CO2 และมีความชื้นสัมพัทธ์ 100% เป็นเวลา  

       48 ชัว่โมง 

    5. เตรียม MTT solution โดยละลายผง MTT ใน PBS ให้ได้ความเข้มข้น 0.85 mg/ml 

    6. เติม MTT solution 15 µl จากนั้นน า culture plate ไปบ่มที่ 37°C, 5% CO2 และมี 

        ความชื้นสัมพัทธ์ 100% เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 

    7. เปลี่ยน medium เดิมที่มี MTT ผสมอยู่เป็น DMSO 100 µl/well เพ่ือละลาย 

         ผลึก Formazan จากนั้นน า culture plate ไป shake บน shaker ประมาณ 15 นาที 

    8. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละ well โดยใช้ microplate reader ที่ 570 nm 

    9. น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณหา %viability และรายงานผลในรูปของ mean ± 

        SD หรือ SEM 

3.6 สถิติที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

 ข้อมูลการอยู่รอดของเซลล์จะถูกน ามาเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วย One-way 

ANOVA และ Post Hoc analysis Bonferroni test 
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Treatments 

บทท่ี 4 

ผลกำรวิจัย 

4.1 ผลทดสอบกำรท ำงำนของโปรตีนตัวขนส่งยำ MRP1, MRP2 และ P-gp 

 การศึกษาในเบื้องต้นผู้วิจัยได้ท าการศึกษาการท างานของโปรตีนตัวขนส่งยา MRP1, MRP2 และ 

P-gp บนผิวเซลล์ MCF-7 โดยใช้สารหรือยาซึ่งเป็นสับเสตรทและตัวยับยั้งที่จ าเพาะกับโปรตีนตัวขนส่งยา

แต่ละตัว ดังนี้ DCDF (5.2 µM) เป็นสับเสตรทของ MRP1, CDCFDA (5 µM) เป็นสับเสตรทของ MRP2 

และ calcein-AM (0.4 µM) เป็นสับเสตรทของ P-gp โดยในการทดลองนั้นจะกลุ่มเซลล์จะได้รับตัวยับยั้ง

เพียงอย่างเดียวก่อน (pretreat) ส่วนเซลล์อีกกลุ่มจะได้รับ 0.5% DMSO แทน แล้วน าไปบ่มเป็นเวลา 30 

นาที หลังจากนั้นกลุ่มเซลล์จะได้รับตัวยับยั้งพร้อมสับเสรตทที่จ าเพาะ (cotreat) และน าไปวัดค่าฟลูออ

เรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น excitation/emission 485/535 nM เพ่ือวัดการสะสมของสารเรืองแสงที่เกิด

จากสับเสตรทเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ที่โปรตีนตัวพาไม่ได้ถูกยับยั้ง ผลการศึกษาที่ได้เป็นดังนี้ 

รูปที่ 2 ผลการท างานของ MRP1 บนผิวเซลล์ MCF-7  

 

 

 

 

 

 

 

 

 จากรูปที่ 2 จะเห็นว่าเมื่อให้ DCDF และ Indomethacin ซึ่งเป็นสับเสตรทที่จ าเพาะและตัวยับยั้ง

ของ MRP1 ตามล าดับ พบว่ากลุ่มเซลล์ MCF-7 ที่ได้รับ DCDF ร่วมกับ Indomethacin จะมีการสะสม

ของ DCDF มากกว่ากลุ่มเซลล์ MCF-7 ที่ได้รับสับเสตรทเพียงอย่างเดียวถึง 1.4 เท่า แต่จากการค านวณ

ทางสถิติพบว่าไม่แตกต่างอย่างมีส าคัญที่ p < 0.05  
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รูปที่ 3 ผลการท างานของ MRP2 บนผิวเซลล์ MCF-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จากรูปที่ 3 จะเห็นว่าเมื่อให้ CDCFDA และ Indomethacin ซึ่งเป็นสับเสตรทที่จ าเพาะและ ตัว

ยับยั้งของ MRP2 ตามล าดับ พบว่ากลุ่มเซลล์ MCF-7 ที่ได้รับ CDCFDA ร่วมกับ Indomethacin จะมีการ

สะสมของ CDCFDA มากกว่ากลุ่มเซลล์ MCF-7 ที่ได้รับ CDCFDA เพียงอย่างเดียวถึง 2.6 เท่า และจาก

การค านวณทางสถิติพบว่าแตกต่างอย่างมีส าคัญท่ี p < 0.05 

รูปที่ 4 ผลการท างานของ P-gp บนผิวเซลล์ MCF-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จากรูปที่ 4 จะเห็นว่าเมื่อให้ Calcein AM และ Cyclosporin A ซึ่งเป็นสับเสตรทที่จ าเพาะและ

ตัวยับยั้งของ P-gp ตามล าดับ พบว่ากลุ่มเซลล์ MCF-7 ที่ได้รับ Calcein AM ร่วมกับ Cyclosporin A จะ

มีการสะสมของ Calcein AM มากกว่ากลุ่มเซลล์ MCF-7 ที่ได้รับ Calcein AM เพียงอย่างเดียวถึง 8.0 

เท่า และจากการค านวณทางสถิติพบว่าแตกต่างอย่างมีส าคัญที่ p < 0.05 
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* p value < 0.05, n = 3 

* p value < 0.05, n = 3 
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4.2 ผลของสำรไรนำแคนทิน-ซีต่อกำรรอดชีวิตของเซลล์ MCF-7 

 ในการศึกษาผลของสารไรนาแคนทิน-ซี ความเข้มข้น 0.1 nM ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อ

เซลล์) ต่อการเสริมฤทธิ์ยามะเร็ง 4 ชนิด (doxorubicin, mitoxantrone, vinblastine และ tamoxifen

ชนิดละ 7 ความเข้มข้น ดังแสดงในกราฟ 4, 5, 6 และ 7 ตามล าดับ โดยเซลล์ถูกบ่มร่วมกับยาและสารไร

นาแคนทิน-ซี เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม

เซลล์ที่ได้รับยามะเร็งเพียงอย่างเดียวกับกลุ่มเซลล์ที่ได้รับยามะเร็งร่วมกับสารไรนาแคนทิน-ซี ผล

การศึกษาที่ได้เป็นดังนี้ 

รูปที่ 5 ผลของสารไรนาแคนทิน-ซีต่อการเสริมฤทธิ์ยา doxorubicin  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จากรูปที่ 5 จะเห็นว่าที่ความเข้มข้นของ doxorubicin ขนาดต่ า (0.01, 0.05, 0.1 และ 0.5 µM) 

พบการเสริมฤทธิ์ของสารไรนาแคนทิน-ซีต่อยา doxorubicin คือเซลล์มีอัตราการรอดชีวิตลดลง แต่ไม่

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้นของยา doxorubicin ขนาดสูง 

(1, 1.5 และ 2 µM) กลับพบว่าการให้สารไรนาแคนทิน-ซีร่วมกับยา doxorubicin มีผลท าให้อัตราการ

รอดชีวิตของเซลล์ MCF-7 เพ่ิมมากข้ึน แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 
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รูปที่ 6 ผลของสารไรนาแคนทิน-ซี ต่อการเสริมฤทธิ์ยา mitoxantrone 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

จากรูปที่ 6 จะเห็นว่าที่ความเข้มข้นของ mitoxantrone 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.5 และ 

2.5 µM พบการเสริมฤทธิ์ของสารไรนาแคนทิน-ซีต่อยา mitoxantrone คือเซลล์มีอัตราการรอดชีวิต

ลดลง แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 อย่างไรก็ตามท่ีความเข้มข้น 2.5 µM กลับพบ 

ว่าการให้สารไรนาแคนทิน-ซีร่วมกับยา mitoxantrone มีผลท าให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ MCF-7 

เพ่ิมมากข้ึน แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 

รูปที่ 7 ผลของสารไรนาแคนทิน-ซี ต่อการเสริมฤทธิ์ยา tamoxifen 
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จากรูปที่ 7 จะเห็นว่าที่ความเข้มข้นของ tamoxifen 1, 12.5, 15 และ 20 µM พบการเสริมฤทธิ์

ของสารไรนาแคนทิน-ซีต่อยา tamoxifen คือเซลล์มีอัตราการรอดชีวิตลดลง แต่ไม่พบความแตกต่างอย่าง

มีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 17.5 µM กลับพบว่าการให้สาร

ไรนาแคนทิน-ซีร่วมกับยา tamoxifen นั้นมีผลท าให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ MCF-7 เพ่ิมมากขึ้น แต่

ไม่พบแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี p < 0.05 

รูปที่ 8 ผลของสารไรนาแคนทิน-ซี ต่อการเสริมฤทธิ์ยา vinblastine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

จากรูปที่ 8 จะเห็นว่าที่ความเข้มข้นของ vinblastine 0.1, 0.5, 1, 5, 15 และ 20 nM พบการ

เสริมฤทธิ์ของสารไรนาแคนทิน-ซีต่อยา vinblastine คือเซลล์มีอัตราการรอดชีวิตลดลง โดยไม่พบความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 ยกเว้นที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 nM นั้นมีความแตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 10 nM พบว่าการให้สารไรนาแคนทิน-

ซีร่วมกับยา vinblastine นั้นมีผลท าให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ MCF-7 เพ่ิมมากขึ้น แต่ไม่พบแตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 

  

* 

* 

* p value < 0.05, n = 3 
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บทท่ี 5 
อภิปรำยและสรุปผลกำรวิจัย 

 
 การดื้อยาหลายขนานเป็นปัญหาส าคัญในการรักษามะเร็ง โดยการดื้อยาหลายขนานนั้นมีความ
เกี่ยวข้องกับตัวน าส่งยากลุ่ม ATP-binding cassette domains (ABC transporters) เช่น                 
P-glycoprotein (P-gp), breast cancer resistance protein (BCRP), multidrug resistance-
associated protein 1(MRP1) และ multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) ที่มีหน้าที่
ก าจัดสารพิษออกจากเซลล์ โดยมีการศึกษาพบว่า ผิวของเซลล์มะเร็งที่ดื้อยาจะมีการแสดงออกของ ABC 
transporters มากกว่าปกติ (Szakács et al., 2006) ท าให้ยามะเร็งสะสมในเซลล์มะเร็งเป้าหมายได้
น้อยลง เป็นผลให้การรักษามะเร็งล้มเหลว โดยมีการศึกษารายงานว่าสารไรนาแคนทิน-ซี จะไปรบกวนการ
ท างานของทั้ง P-gp และ MRP2 efflux pump (Wongwanakul et al., 2013) และจากการศึกษาล่าสุด

พบว่าความเข้มข้นของไรนาแคนทิน-ซี ที่ไม่ท าให้เกิดพิษต่อเซลล์มะเร็ง (0.1 µm) สามารถเพ่ิมความเป็น
พิษของยา doxorubicin ต่อเซลล์ MCF-7 ได้ถึง 38 เท่า หลังจากบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยเซลล์  
MCF-7 ที่ท าการศึกษานี้พบว่ามีการท างานของ P-gp และ MRP2 (Chaisit et al., 2017) 

ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยเล็งเห็นถึงประโยชน์ในการน าสารดังกล่าวมาศึกษาที่ความเข้มข้นต่ า โดยให้
ร่วมกับยาต้านมะเร็งต่างๆ เพือ่เพ่ิมความเข้มข้นของยาต้านมะเร็งที่สะสมในเซลล์ให้มีความเข้มข้นถึงระดับ
ที่ต้องการ ท าให้ไม่ต้องเพ่ิมขนาดของยาต้านมะเร็งให้สูงขึ้น ซึ่งในงานวิจัยนี้จะท าการศึกษาผลของสารไร
นาแคนทิน-ซีต่อยาต้านมะเร็ง 4 ชนิด ได้แก่ doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen และ 
vinblastine  โดยยาทั้ง 4 ชนิดนี้มีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันและอยู่ต่างกลุ่มกัน และมีสมมติฐาน
งานวิจัยว่า สารไรนาแคนทิน-ซี ในความเข้มข้นต่ ามีประสิทธิภาพในการเสริมฤทธิ์ยาต้านมะเร็ง 4 ชนิด 
ได้แก่ doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine ในการฆ่าเซลล์มะเร็งโดยกลไกที่
เกี่ยวข้องกับการยับยั้ง ATP-binding cassette (ABC) transporter proteins มีการศึกษาพบว่ายา 
doxorubicin และ vinblastine เป็นสับเสตรทของ P-gp, MRP1 และ MRP2 ยา mitoxantrone เป็น
สับเสตรทของ P-gp และ MRP2 ยา tamoxifen เป็นสับเสตรทของ P-gp (Rao, 1994; Coley, 2008) 
และความเข้มข้นของยาแต่ละชนิดที่เลือกมาใช้นั้นต้องท าให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตอยู่ในข่วง 20 – 80% 
เนื่องจากที่ความเข้มข้นที่มากกว่า 80% จะให้ฤทธิ์ในการรักษาเพ่ิมขึ้นไม่มากเมื่อเทียบกับผลข้างเคียงที่
เกิดจากการได้รับยามากขึ้น.(Birkett, 1995) 

ผู้วิจัยเริ่มต้นศึกษาการท างานของ ABC transporters บนผิวของเซลล์ MCF-7 โดยวิธี uptake 
assay ซึ่งเปรียบเทียบการสะสมของสารเรืองแสงในกลุ่มเซลล์ที่ได้รับตัวยับยั้งที่มีความจ าเพาะกับโปรตีน
ขนส่งยานั้นๆ กับกลุ่มโปรตีนที่ได้รับสับเสตรทเพียงอย่างเดียว จากการทดลองพบว่า มีการสะสมของสาร
เรืองแสงที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสับเสตรทของ P-gp, MRP1 และ MRP2 8.0 เท่า 1.4 เท่า และ 
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2.6 เท่า ตามล าดับ อย่างไรก็ตามพบว่า มีเพียง P-gp และ MRP2 ที่มีการท างานและการแสดงออกที่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 ดังนั้นจะเห็นได้ว่าบนผิวเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยง MCF-7 มี
การท างานและการแสดงออกของโปรตีนขนส่งยาที่สอดคล้องกับการท างานของสารไรนาแคนทิน -ซี ที่
ยับยั้งการท างานของ P-gp และ MRP-2 
 จากการศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay โดยให้สารไรนาแคนทิน-ซี 0.1 nM 
ร่วมกับยามะเร็งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสารไรนาแคนทิน-ซี ไม่มีผลเสริมฤทธิ์ยามะเร็งทั้ง 4 ชนิด ที่
ระดับนัยส าคัญทางสถิติ p < 0.05 แต่อย่างไรก็ตามผลการทดลองมีค่าการกระจายที่กว้าง อาจ
เนื่องมาจาก ผู้วิจัยมีความเชี่ยวชาญและเทคนิคในการท าปฏิบัติการยังไม่ดีพอ ท าให้มีความคลาดเคลื่อน
ของเวลาในการ seed cells และเวลาการให้ยามะเร็งและสารไรนาแคนทิน-ซี กับเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยง
เพราะมีเวลาจ ากัดในการฝึกฝนและท าการทดลอง นอกจากนี้อาจเป็นผลมาจากการแสดงออกของโปรตีน
บนผิวเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกันในแต่ละช่วงอายุของเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยง เป็นต้น และยังพบว่า
อัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงที่ได้รับและไม่ได้รับสารไรนาแคนทิน -ซี ร่วมกับยามะเร็งที่
ความเข้มข้นต่างๆ ไม่อยู่ในช่วง 20 – 80 % แต่มีแนวโน้มความสัมพันธ์แบบ dose dependent ที่ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p < 0.05 
 จากผลการศึกษาสรุปได้ว่า สารไรนาแคนทินซีที่ความเข้มข้น 0.1 nM ไม่มีผลต่อการเสริมฤทธิ์ยา 

ต้านมะเร็ง 4 ชนิด ได้แก่ doxorubicin, mitoxantrone, tamoxifen และ vinblastine ในการลดอัตรา

การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเต้านมที่มีการท างานและแสดงออกของ P-gp และ MRP2 แต่ผู้วิจัยคาดว่า

หากมีการเพิ่มความเข้มข้นของสารไรนาแคนทิน-ซี ก็อาจก่อให้เกิดการเสริมฤทธิ์ต่อยามะเร็งทั้ง 4 ชนิดได้ 

อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาสารไรนาแคนทิน-ซี ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้นเพ่ิมเติม เพ่ือหาความเข้มข้น

ที่เหมาะสมที่ช่วยเสริมฤทธิ์ของยามะเร็ง  
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