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ต่อเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง 
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ลูพาลบิจีนินเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีสกัดได้จากเถาของเถาวัลย์เปรียง มีรายงานถึงฤทธิ์ความเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาในเซลล์มะเร็งรังไข่ ในการศึกษานี้  

จึงใช้เซลล์มะเร็งรังไข่สองชนิด ได้แก่ SKOV3 ซ่ึงเป็นเซลล์ adenocarcinoma และ PA-1 ซ่ึงเป็นเซลล์ teratocarcinoma 

ในการทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ของลูพาลบิจีนิน พบว่าความเข้มข้นของลูพาลบิจีนินท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็ง

ชนิด SKOV3 และ PA-1 ได้ร้อยละ 50 มีค่าเป็น 52.12±5.49 และ 29.37±1.61 ไมโครโมลาร์ ตามลําดับ ลูพาลบิจีนิน  

ท่ีความเข้มข้นท่ีออกฤทธิ์ยับย้ังเซลล์ได้ร้อยละ 50 สามารถกระตุ้นให้ SKOV3 เกิดการตายแบบ apoptosis และมีการ

แสดงออกของเอนไซม์ caspase หลายชนิด เม่ือศึกษาการแสดงออกของยีน caspase-3, 8 และ 9 ซ่ึงเป็นยีนท่ีมี

ความสําคัญต่อกระบวนการตายแบบ apoptosis พบการแสดงออกของยีนดังกล่าวเพิ่มข้ึนสูงสุดท่ีเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้น  

จึงลดลง ท้ังนี้ควรมีการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องในกระบวนการตายแบบ apoptosis เพ่ิมเติมโดยละเอียด 

เพ่ือให้ทราบถึงกลไกการออกฤทธ์ิของสารท่ีชัดเจนย่ิงข้ึน  

ในขณะที่เซลล์ PA-1 เม่ือได้รับลูพาลบิจีนินท่ีความเข้มข้นท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังเซลล์ได้ร้อยละ 50 นั้นกระตุ้นให้เซลล์

เกิดการตายแบบ necrosis ในชั่วโมงท่ี 12 ถึง 48 และพบการตายแบบ apoptosis ในชั่วโมงท่ี 72 สอดคล้องกับ  

ผลการแสดงออกของเอนไซม์ caspase หลายชนิดหลังจากชั่วโมงท่ี 48 ท้ังนี้ลูพาลบิจีนินมีผลกระตุ้นให้เซลล์ PA-1 เกิดการ

ตายแบบ necrosis ช่วงแรกและแบบ apoptosis ตามมาในช่วงหลัง อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาฤทธ์ิของลูพาลบิจีนิน  

ต่อเซลล์ PA-1 เพ่ือให้ทราบกลไกการออกฤทธิ์ท่ีแน่ชัดต่อไป 
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Lupalbigenin is a flavonoid extracted from stems of Derris scandens Benth. Previous study 
showed that lupalbigenin has cytotoxicity against many cancer cells such as lung and breast cancer cells. 
However, cytotoxicity against ovarian cancer cells has not been carried out yet. In this study, we aimed to 
investigate the cytotoxicity of lupalbigenin against two types of ovarian cancer cell lines, SKOV3 
(adenocarcinoma) and PA-1 (teratocarcinoma). It was found that lupalbigenin exhibits cytotoxicity towards 
SKOV3 and PA-1. The IC50 of SKOV3 and PA-1 were 52.12±5.49 and 29.37±1.61 μM, respectively.  
From flow cytometry analysis, lupalbigenin induced apoptosis in SKOV3 by multicaspase enzymes 
expression. Multicaspase enzymes including caspase-1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 enzyme play an important 
role in apoptosis. In real-time PCR, the expression of caspase-3, 8 and 9 genes gradually increased until 24 
h and then decreased. In further study, expression of proteins related to apoptosis need to be done.  
It would provide more evidence concerning the clearly mechanism of action of lupalbigenin.  

The necrosis of PA-1 was observed by flow cytometry analysis after lupalbigenin treatment. 
However, the apoptotic cells were also detected after 72 h treatment correlating to multicaspase 
expression which gradually increased after 48 hours. This interesting result suggested that lupalbigenin 
can induce cell death by both apoptosis and necrosis pathways since the necrosis cells were early 
detected within 12 h after treatment and apoptotic cells were determined later. Nevertheless, the exact 
mode of action of lupalbigenin against PA-1 need to be clarified. 
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คํานํา 

 โครงการปริญญานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้นิสิตเภสัชศาสตร์ได้มีการเรียนรู้ให้มีความเชี่ยวชาญ   

ในด้านที่ตนสนใจ รวมถึงฝึกฝนตนเอง ทั้งในเร่ืองของการคิดวิเคราะห์ การคิดวางแผนการทํางาน      

อย่างเป็นระบบ การทํางานเป็นทีม รวมถึงการวิจัยและพัฒนาองค์ความรู้ทางด้านเภสัชศาสตร์  

เพ่ือประโยชน์ในการพัฒนาวิชาชีพ และส่งเสริมสุขภาพที่ดีให้แก่ประชาชน 

 

 รายงานโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับ น้ีจัดทํ าขึ้ น เ พ่ือ เสนอผลการวิจัยในหั ว ข้อเรื่ อง               

ฤทธ์ิความเป็นพิษของสารลูพาลบิจีนินจากเถาวัลย์เปรียงต่อเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง ซึ่งมีเน้ือหาในเรื่อง

ของท่ีมาและความสําคัญของโครงการ ขั้นตอนและวัสดุที่ใช้ในการศึกษา ผลการวิจัยรวมถึงการอภิปราย

และสรุปผลการวิจัย ซึ่งคณะผู้วิจัยมีความมุ่งหวังว่ารายงานฉบับน้ีจะสามารถนําไปวิจัยเพ่ิมเติมเพ่ือหา

กลไกของสารชนิดน้ีต่อเซลล์มะเร็งรังไข่ รวมไปถึงเพ่ือสามารถนําไปพัฒนาเป็นยาที่สามารถใช้ยับย้ัง    

มะเร็งรังไข่หรือใช้เป็นประโยชน์กับผู้ ป่วยมะเร็งได้ในอนาคต หากโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับน้ี            

มีข้อผิดพลาดประการใด คณะผู้วิจัยขออภัยไว้ ณ ที่น้ีด้วย 

คณะผู้วิจัย 
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กิตติกรรมประกาศ 

 ในการศึกษาโครงการปริญญานิพนธ์น้ี คณะผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์      

เภสัชกรหญิง  ร.ต.อ.หญิง ดร.สุชาดา สุขหร่อง อาจารย์ที่ปรึกษา และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วรัญญู    

พูลเจริญ อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม ที่กรุณาให้คําแนะนําตลอดทั้งให้ข้อคิดเห็นที่เป็นประโยชน์ รวมถึง      

ช่วยตรวจสอบความถูกต้องและแก้ไขข้อบกพร่องของโครงการปริญญานิพนธ์น้ี จนทําให้โครงการ       

ปริญญานิพนธ์และรายงานฉบับน้ีสําเร็จลุล่วงไปได้ 

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร .สุรีรัตน์ พรธาดาวิทย์ ภาควิชาเคมีคลินิก          

คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ได้ให้คําแนะนําและให้ความช่วยเหลือในการเริ่มต้น

เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งรังไข่ 

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ เภสัชกร.ดร.ปิติ จันทร์วรโชติ ภาควิชาเภสัชวิทยาและ

สรีระวิทยา ที่ได้ให้คําแนะนําในเร่ืองลักษณะการตายของเซลล์ รวมถึงข้อแนะนําต่างๆท่ีใช้ประกอบการทํา

โครงการปริญญานิพนธ์น้ี 

ขอขอบคุณ ดร.จิรยุทธ์ ใจแผ้ว ที่กรุณาให้ความช่วยเหลือและคําแนะนําในด้านต่างๆโดยเฉพาะใน

เร่ืองของการทํา real-time PCR จนกระทั่งโครงการปริญญานิพนธ์น้ีสําเร็จลุล่วงไปได้ 

ขอขอบคุณ เภสัชกรหญิง นภัสวรรณ ภูรีจารุโรจน์ นิสิตปริญญาโท ภาควิชาเภสัชเวท             

และเภสัชพฤกษศาสตร์ ที่กรุณาให้ความช่วยเหลือตลอดจนคําแนะนํา วิธีการในการเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็ง

รังไข่และการทํา MTT assay  
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คําอธิบายสญัลักษณ์และคําย่อ  

 

FBS  = Fetal bovine serum 

%  = ร้อยละ 

 oC  = องศาเซลเซียส 

 μl  = microliter (ไมโครลิตร)  

DMSO  = Dimethyl sulfoxide 

μM  = micromolar(ไมโครโมลาร์) 

MTT  = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  

    bromide 

nm  = nanometer (นาโนเมตร) 

IC50  = The half maximal inhibitory concentration 

ml  = milliliter (มิลลิลิตร) 

FLICA  = Fluorescent-Labeled Inhibitor of Caspases 

 7-AAD  = 7-aminoactinomycin D 

 PCR  = Polymerase chain reaction 

 cDNA  = complementary DNA 

 mM  = millimolar(ไมโครโมลาร์) 

 M  = molar (โมลาร์) 

 dNTP  = Deoxynucleotide 

 RT buffer = reverse transcriptase buffer 

 DTT  = Dithiothreitol 

 RNase OUT = Recombinant Ribonuclease Inhibitor 

 GAPDH  = Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญ 

  โรคมะเร็งคร่าชีวิตมนุษย์มากที่สุดเป็นอันดับ 1 ทั้งในประเทศไทยและทั่วโลก พบว่า                

ในปี พ.ศ. 2557 มีผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งประมาณ 70,000 คนหรือคิดเป็น 16.71% จากสาเหตุการ

เสียชีวิตของประชากรทั้งหมดและมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2541  จนถึงปัจจุบัน1 

มะเร็งรังไข่ (ovarian cancer) เป็นมะเร็งทางนรีเวชที่พบมากเป็นอันดับสอง คิดเป็น 5.6 คนต่อประชากร 

100,000 คน1 แม้ว่าอุบัติการณ์จะไม่สูงเท่ามะเร็งบางชนิด แต่มะเร็งรังไข่เป็นมะเร็งชนิดที่มีความรุนแรง

มากที่สุดในมะเร็งทางนรีเวช และมีอัตราการเสียชีวิตมากที่สุด สตรีที่หมดประจําเดือนแล้วเสี่ยงที่จะพบ

ก้อนเน้ืองอกบริเวณรังไข่ ที่เป็นเน้ืองอกมะเร็งถึง 40% จากการเกิดก้อนเน้ืองอกทั้งหมด2 อีกทั้งมะเร็งรังไข่

ยังไม่มีวัคซีนในการป้องกัน  

ในปัจจุบันมีการรักษาด้วยวิธีต่างๆ เช่น การรักษาเคมีบําบัด การฉายรังสี การผ่าตัด และการใช้ยา 

โดยสามารถรักษาให้หายขาดได้หากตรวจพบและเริ่มรับการรักษาในระยะเริ่มต้น3มีสารจากธรรมชาติ

หลายชนิดที่นํามาพัฒนาเป็นยาต้านมะเร็งรังไข่ เช่น paclitaxel จากเปลือกของต้น Pacific yew4 และ 

etoposide จากรากของต้น mayapple5,6 

ลูพาลบิจีนินเป็นสารธรรมชาติที่สกัดได้จากเถาของเถาวัลย์เปรียง มีรายงานการศึกษาฤทธ์ิยับย้ัง

เซลล์มะเร็งมาแล้วหลายชนิด7,8 แต่ยังไม่พบการศึกษาในมะเร็งรังไข่ ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาฤทธ์ิความ

เป็นพิษของลูพาลบิจีนินต่อเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง เป็นการศึกษาเบ้ืองต้นเพ่ือนําข้อมูลที่ได้            

มาใช้เป็นแนวทางในการพัฒนายาต้านมะเร็งได้ในอนาคต 

 
1.2 วัตถุประสงค ์

1. ศึกษาฤทธ์ิและกลไกความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงของลูพาลบิจีนินที่สกัด

จากเถาวัลย์เปรียง 

2. หาค่าความเข้มข้นลูพาลบิจนิีนที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งรังไข่

เพาะเลี้ยงได้ร้อยละ 50 (IC50) 
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1.3 วิธีการดําเนนิงานโดยย่อ 

1. เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA-1 และ SKOV3  

2. ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ของลูพาลบิจีนินและหาค่า IC50 

2.1. แบ่งเซลล์รังไขเ่พาะเลี้ยง PA-1 และ SKOV3 ลงใน plate แล้วบ่มทิ้งไว้ในตู้บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ข้ามคืน 

2.2. เตรียมสารละลายลูพาลบิจีนินให้มีความเขม้ข้น 1 5 25 50 100 และ 200 μM  

2.3. ให้สารละลายลูพาลบิจีนินความเข้มข้น 1 5 25 50 และ 100 μM แก่เซลล์  

PA-1 และความเข้มข้น 5 25 50 100 และ 200 μM แก่เซลล์ SKOV3 

2.4. นําเซลล์ทีใ่ห้สารแล้วไปบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.5. ดูดสารออกให้หมดแล้วเติมสารละลาย MTT แล้วบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 

2.6. ดูดสาร MTT ออกแล้วเติม DMSO  

2.7. นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที ่540 nm ด้วยเครื่อง Microplate reader 

3. ทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์โดยถ่ายภาพจากกล้อง Inverted Microscope และ

ทดสอบ Annexin V and Dead Cell 

3.1. แบ่งเซลลม์ะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA-1 และ SKOV3 ลงใน plate แล้วบ่มทิง้ไว้ใน

ตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ข้ามคืน 

3.2. เตรียมสารละลายลูพาลบิจีนินที่ความเข้มขน้ IC50 ของแต่ละเซลล ์

3.3. ให้สารละลายลูพาลบิจีนินแก่เซลล ์PA-1 และ SKOV3 

3.4. ทําการทดสอบที่ 0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมงหลังการให้สาร โดยเก็บไว้ในตู้บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

3.5. เมื่อครบแต่ละเวลาแล้วนําเซลล์ไปถ่ายภาพด้วยกล้อง Inverted Microscope 
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3.6. trypsinized เซลล์ออกจาก plate แล้วเติม Annexin V and Dead Cell 

reagent บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที 

3.7. นําไปวัดผลด้วยเครื่อง Guava® EasyCyte flow cytometry  

4. ทดสอบความสามารถในการเหนี่ยวนําโปรตีน Caspase ที่มีบทบาทต่อการเกิด 

apoptosis 

4.1. แบ่งเซลลม์ะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA-1 และ SKOV3 ลงใน plate แล้วบ่มทิง้ไว้ 

ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ข้ามคืน 

4.2. เตรียมสารละลายลูพาลบิจีนินที่ความเข้มขน้ IC50 ของแต่ละเซลล ์

4.3. ทําการทดสอบที่ 0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมงหลังการให้สาร เก็บเซลลไ์ว้ 

ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

4.4. เมื่อครบแต่ละเวลาแล้ว trypsinized เซลลอ์อกจาก plate แล้วเติม caspase 

reagent บ่มในตู้บ่มเป็นเวลา 30 นาที  

4.5. เมื่อครบเวลา เติม 7AAD บ่มต่อในที่มืด 10 นาที  

4.6. นําไปวัดผลด้วยเครื่อง Guava® EasyCyte flow cytometry  

5. ทดสอบการแสดงออกของยีน Caspase หลงัให้ลูพาลบิจีนิน 

5.1. แบ่งเซลลม์ะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA-1 และ SKOV3 ลงใน plate แล้วบ่มทิง้ไว้ 

ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ข้ามคืน 

5.2. เตรียมสารละลายลูพาลบิจีนินที่ความเข้มขน้ IC50 ของแต่ละเซลล ์

5.3. ทําการทดสอบที่ 0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมงหลังการให้สาร เก็บเซลลไ์ว้ 

ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

5.4. เมื่อครบเวลา ทําให้เซลล์แตกและหลุดออกมาจาก plate  

5.5. สกัด RNA โดยใช้ชุดสกัด Purelink® RNA mini purification kit  

5.6. เปลี่ยน RNA เป็น cDNA โดยใช้ชุด Superscript III 1st strand synthesis 

system  

5.7. นําไป PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวน cDNA  
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5.8. นํา cDNA มาเติม taq Polymerase และ primer ที่จําเพาะต่อ GAPDH ที่เป็น 

house keeping gene เพ่ือใช้เป็นมาตรฐานในการปรับคา่โปรตีนชนิดอ่ืนๆ 

เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

5.9. นําไปวัดผลโดยเครื่อง real time PCR 

 

1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบฤทธ์ิความเป็นพิษของลูพาลบิจีนินต่อเซลลม์ะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง SKOV3  

และ PA-1 

2. ทราบค่าความเข้มข้นลูพาลบิจีนินที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งรังไข่ 

ได้ร้อยละ 50 (IC50) ของลูพาลบิจีนินที่เวลา 24 ช่ัวโมง 

3. ทราบรูปแบบการตายของเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA-1 และ SKOV3 ที่เกิดขึ้น 

หลังได้รับลูพาลบิจีนิน 
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บทท่ี 2 

การปริทัศน์วรรณกรรม 
2.1 ธรรมชาติของเซลล์มะเร็ง 

เซลล์มะเร็งคือเซลล์ที่มีการแบ่งตัวผิดปกติ ไม่สามารถควบคุมได้ มีความสามารถในการรุกราน

เซลล์อ่ืนๆ สามารถแพร่กระจายไปกับระบบน้ําเหลืองเพ่ือไปเจริญเติบโตเป็นก้อนมะเร็งที่จุดอ่ืนๆได้       

ข้อสันนิษฐานการเกิดมะเร็งเท่าที่ทราบในปัจจุบันมี 2 รูปแบบคือ Stochastic model และ Hierarchy 

model ซึ่งทั้ง 2 รูปแบบต่างกันที่ Stochastic model จะเช่ือว่าเซลล์ปกติทุกเซลล์ในร่างกายจะสามารถ

กลายเป็นเซลล์มะเร็งได้ แต่ต้องได้รับการกระตุ้นจากปัจจัยภายนอก เช่น สารเคมี9,10,11 อาหาร12,13,14   

การอักเสบติดเช้ือ12,15 การได้รับรังสี12,16,17 สารที่มีการสัมผัสทางกายภาพ18,19 เป็นต้น แต่ Hierarchy 

model เช่ือว่ามีแค่เพียงบางเซลล์เท่าน้ันที่จะสามารถเกิดเป็นมะเร็ง หรือมีโอกาสที่จะเกิดมะเร็งได้ ส่วน

เซลล์อ่ืนๆจะไม่กลายเป็นมะเร็ง20 ซึ่งเซลล์ที่กลายเป็นมะเร็งน้ีจะแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนเซลล์ไปเรื่อยๆ 

ก่อให้เกิดการโตของก้อนมะเร็ง โดยจะเรียกเซลล์ที่แบ่งตัวเป็นก้อนมะเร็งน้ีว่า Cancer Stem Cell 

(CSC)21,22,23           มีแบบจําลองที่เกี่ยวกับเซลล์แต่ละชนิดในก้อนมะเร็งที่ไม่เหมือนกันของ Hierarchy 

model อีก 3 แบบจําลอง คือ Clonal evolution model เช่ือว่าแต่ละเซลล์มีความรุนแรงและ

ความสามารถในการแบ่งตัวไม่เท่ากัน24 CSC สามารถเคลื่อนที่ไปตามระบบนํ้าเหลืองเพื่อเกิดเป็น

ก้อนมะเร็งที่จุดใหม่ หรือที่เรียกว่า metastasis25,26,27 โดยลักษณะการ metastasis จะคล้ายการเกิด 

Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) ของเซลล์ปกติ28 ที่เป็นกระบวนการเปลี่ยนจากเซลล์ 

epithelial ที่เกาะพ้ืนผิว เป็นเซลล์ mesenchymal ที่เหมาะแก่การเคลื่อนที่29การเปลี่ยนแปลงน้ีจะทําให้

เกิดการย้ายที่ของเซลล์และเกิดการด้ือยาได้30,31 นอกจาก EMT และ CSC จะมี marker ที่แตกต่างกัน

แล้ว32,33 ยังมีความแตกต่างกันที่ EMT จะแบ่งตัวได้เร็วกว่าและไม่สามารถไปที่อวัยวะอ่ืนๆแล้วแบ่งตัวต่อ

ได้ ส่วน CSC จะแบ่งตัวได้ช้า เมื่อไปที่อวัยวะอ่ืนๆแล้วยังสามารถแบ่งตัวก่อเน้ืองอกหรือมะเร็งได้34      

สรุปคือหากไม่ใช่ CSC จะไม่สามารถไปเกิดก้อนเน้ืองอกใหม่ที่จุดอ่ืนได้ 

การแบ่งตัวของเซลล์โดยปกติจะมีการควบคุมที่ check point ในบางขั้นตอน เพ่ือตรวจสอบ

ความพร้อมของเซลล์ก่อนที่จะเข้าสู่กระบวนการต่อไป35 หากเซลล์มีความผิดปกติ หรือสารต่างๆภายใน

เซลล์ไม่พร้อมสําหรับการแบ่งเซลล์ check point จะส่งสัญญาณเพ่ือให้เซลล์ที่ผิดปกติน้ันหยุดการแบ่งตัว
36,37,38,39 แต่เซลล์มะเร็งมีการแบ่งตัวที่ผิดปกติ เกิดจากความผิดปกติของการทํางานของ check point 

หรือการกระตุ้นการเกิดการส่งสัญญาณต่างๆ เช่น P53 P21 หรือ Mad2 เป็นต้น40,41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



 
 

6 
 

 

2.2 ประเภทของมะเร็งรังไข่ 

มะเร็งรังไข่มีการแบ่งชนิดได้หลายแบบด้วยกัน หากแบ่งชนิดตาม Cancer Treatment Centers 

of America จะแยกย่อยออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ42,43,44,45 ดังน้ี  

1. common epithelial tumors หรือมะเร็งชนิดเน้ือเย่ือบุผิว คือมะเร็งที่เกิดจากเซลล์ 

เย่ือบุช่องท้อง (coelomic epithelium) มีอุบัติการณ์สูงที่สุด แบ่งเป็นชนิดย่อยๆได้เป็น  
 

1.1. serous tumors พบอุบัติการณ์ประมาณ 80% ของมะเร็งชนิดเน้ือเย่ือบุผิว

เซลล์มีลักษณะเป็น columnar เรียงซ้อนกันจนแน่น ก้อนมะเร็งมีลักษณะเป็น

ถุงนํ้า หรือลักษณะเน้ือแน่นปนกับถุงนํ้า มีการลามออกไปนอกผิวรังไข่46,47,48 

1.2. mucinous tumors เซลล์จะมีลักษณะเป็น Tall columnar เรียงตัวซ้อนกัน

หลายช้ัน นิวเคลียสมีขนาดใหญ่ พยาธิสภาพมักจะพบพร้อมกันในรังไข่ทั้ง       

2 ข้าง ส่วนใหญ่จะเป็นถุงนํ้าผสมกับส่วนที่แน่นทึบ ผิวนอกเรียบ แต่เมื่อตัดก้อน

จะพบถุงซ้อนกันหลายถุง46,47,48 

1.3. endometrioid tumors เซลล์จะมีลักษณะคล้าย endometrium เป็นเซลล์ 

stratified columnar พยาธิสภาพมีลักษณะเป็นถุงนํ้าเน้ือแน่น มีเลือดออกใน

ถุงนํ้าบางคร้ัง บริเวณท่ีเป็นเน้ือแน่นจะคล้ายดอกกะหล่ํา46,47,48 

1.4. clear-cell tumors เซลล์จะประกอบไปด้วยเซลล์ที่มี cytoplasm ใส (clear 

cell) มีขนาดใหญ่ และเซลล์ Hobnail cell ที่มีนิวเคลียสขนาดใหญ่จนเกือบ

เต็มเซลล์ ย่ืนเป็นหัวตะปูอยู่ทางด้านช่องว่าง พยาธิสภาพมักเป็นก้อนมะเร็งที่  

ปูดขึ้นมาในผนังด้านในของถุงนํ้า46,47,48 

1.5. transitional cell (Brenner) tumors จะมีลักษณะคล้ายเซลล์มะเร็งใน      

เย่ือบุกระเพาะปัสสาวะ แต่จะมีก้อนเน้ืองอก Brenner ร่วมด้วย46,48 

1.6. mixed epithelial tumors เป็นชนิดที่มีลักษณะผสมผสานของมะเร็ง       

ชนิดเน้ือเย่ือบุผิวหลายๆแบบเข้าด้วยกัน 

1.7. undifferentiated and unclassified tumors เป็นกลุ่มที่ไม่สามารถระบุ   

หรือแยกชนิดได้ 
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2. germ cell tumors คือมะเร็งที่เกิดข้ึนจากเซลล์กลุ่มแรก (primordial germ cells) 

ของตัวอ่อน (embryo) ที่จะเติบโตมาเป็นอวัยวะเพศที่สร้างไข่หรือสเปิร์มในวัยเจริญ

พันธ์ุ (gonads) จึงทําให้เกิดก้อนเน้ืองอกเกิดข้ึนใน gonads หรือบริเวณช่องกลางลําตัว
49,50 แบ่งชนิดย่อยๆได้เป็น 

2.1. Teratoma จะประกอบไปด้วยเนื้อเย่ือจาก germ cell หรือเซลล์ต้นกําเนิด  

คือ ectoderm mesoderm และ endoderm และพบ neural elements  

ซึ่งชนิดน้ีจะสามารถแบ่งความรุนแรงออกเป็น 3 ระดับตามลักษณะการ

เ ป ลี่ ย น แ ป ล ง รู ป ร่ า ง ไ ป จ า ก เ ซ ล ล์ ป ก ติ  แ ล ะ ป ริ ม าณ  immature 

neuroephithelium46,47,48 

2.2. Dysgerminoma มะเร็งชนิดน้ีจะมีเซลล์รูปร่างกลม รี หรือเหล่ียม เรียงตัวกัน

เป็นกลุ่ม และจะมีเน้ือเย่ือเกี่ยวพันที่มีจุดสีแทรกอยู่ พยาธิสภาพเป็นก้อนเน้ือ

แน่น มีหย่อมเลือดออกหรือเน้ือตาย (necrosis) อยู่บ้าง46,48 

2.3. Yolk sac tunmor (endodermal sinus tumor) มะเร็งชนิดน้ีจะพบที่รังไข่

ข้างเดียว เซลล์มี Schiller-Duval body คลุมด้วย flattened หรือ irregular 

endothelium ตรงกลางจะมีหลอดเลือดแดงฝอยอยู่ มี eosinophillic 

globules อยู่ในเซลล์46,47,48 

2.4. Embryonal carcinoma 

2.5. Polyembryoma 

2.6. Choriocarcinoma 

2.7. Mixed germ-cell tumors 

 

3. sex-cord stromal tumors ที่เกิดมาจากเนื้อเย่ือเก่ียวพันที่หลอดเลือดฝอยมาเลี้ยงมาก 

เป็นเน้ือเย่ือพ้ืนผิวของรังไข่หรืออัณฑะ (specialized gonadal stroma) เช่น corpus 

luteum, Zona pellucida เป็นต้น สามารถแบ่งเป็นชนิดย่อยๆได้คือ 

3.1. Granulosa-stromal cell tumors เซลล์จะมีลักษณะเป็น Granulosa cell มี 

cytoplasm น้อย เมื่อย้อมสีโครมาตินจะเห็นเป็นลักษณะคล้ายเมล็ดกาแฟ 

พยาธิสภาพมีถุงนํ้าภายในก้อน ผิวเรียบ มีส่วนที่เป็นเน้ือแข็งลักษณะเป็นเม็ด

เล็กๆหรือเป็นแผ่นก้ัน46,47,48 
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3.2. Sertoli-stromal cell tumors 

3.3. Gonadoblastoma ภายในก้อนมะเร็งจะประกอบด้วย germ cell และ sex-

cord stromal elements ส่วนมากจะไม่มีการแพร่กระจาย พบผู้ป่วย 40% ที่

เป็นในรังไข่ทั้ง 2 ข้าง49,511,52 

3.4. Sex-cord tumor with annular tubules เกิดจาก sex cords กับ stroma 

ของ gonad ที่กําลังแบ่งตัวจะพบเซลล์ granulosa และ theca cellของรังไข่49 

3.5. Unclassified sex-cord tumors คือมะเร็งที่เกิดจาก sex cords ที่ไม่สามารถ

ระบุประเภทได้ 

3.6. Steroid cell tumors  

 

2.3 เซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงที่ใช้ในการทดลอง 

2.3.1 Teratocarcinoma   

หรือเซลล์เพาะเลี้ยง PA-1 คือมะเร็งรังไข่ชนิด germ cell มีความผิดปกติต้ังแต่การ

แบ่งตัว ในระยะตัวอ่อน (embrio) ซึ่งกลุ่มเซลล์ต้นกําเนิดน้ัน (stem cell) ที่จะพัฒนาไปเป็น

เน้ือเย่ือต่างๆ (pluripotent cell) แบ่งตัวได้ไม่สมบูรณ์ โดยแบ่ง nucleus ออกเป็น 2 ชุด แต่

ไม่ได้แยกออกจากกัน ไม่เกิดเป็น 2 เซลล์ และคงสภาพอยู่เช่นน้ันโดยไม่ก่อให้เกิดความผิดปกติ

ใดๆ ไปจนผู้ป่วยมีอายุประมาณหน่ึง หลังจากน้ันเซลล์น้ีจะเกิดการแบ่งตัวและส่งสัญญาณการ

แบ่งตัว ซึ่งเซลล์น้ีแยกได้จากผู้ป่วยที่มีอาการท้องมานร่วมด้วย53,54,55,56 

 

2.3.2 Adenocarcinoma 

หรือเซลล์เพาะเล้ียง SKOV3 คือเซลล์มะเร็งรังไข่ชนิดเน้ือเย่ือบุผิว เป็นมะเร็งที่เจริญมา

จากเน้ือเย่ือต่อมซึ่งในที่น้ีคือรังไข่ แยกได้จากผู้ป่วยที่มีอาการท้องมานร่วมด้วย54,55,57  
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2.4 การตายของเซลล์ 

การตายของเซลล์ทั้งในเซลลป์กติและเซลลม์ะเร็งเกิดได้จาก 2 กลไกคือ apoptosis และ 

necrosis ซึ่งกลไกการตายจะมีความแตกต่างกัน คือ 

 

2.4.1 การตายแบบ necrosis  

การตายในรูปแบบน้ีเป็นการตายแบบที่ไม่มีการส่งสัญญาณการตาย เมื่อเกิดขึ้นแล้วจะทํา

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ตามมา มีลักษณะที่ไม่ต่อเน่ือง ซึ่งพยาธิสภาพจะมีความ

แตกต่างกันในแต่ละชนิดของเซลล์ สาเหตุการตายรูปแบบน้ีอาจมาจากการกระตุ้น RIP1 หรือ

เรียกว่า RIP1-dependent regulated necrosis หรืออาจผ่านทาง RIP3-dependent 

regulated necrosis ซึ่งจะมี necrostatins เป็นตัวที่คอยยับย้ังการเกิด necrosis จาก

กระบวนการน้ี หรือการถูกกระตุ้นผ่าน tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1), trimers 

recruit TNFR-associated death domain (TRADD), receptor-interacting protein kinase 

1 (RIP1), cellular inhibitor of apoptosis 1 (cIAP1), cIAP2, TNFR-associated factor 2 

(TRAF2) และ TRAF5  

เมื่อเกิดการจับกันของตัวรับเหล่าน้ีจะทําให้ RIP1 ถูก cIAPs เติม ubiquitine ซึ่งเป็น

ฉลากที่ทําให้เซลล์ถูกทําลาย จึงทําให้เกิด transforming growth factor b (TGFb)-activated 

kinase 1 (TAK1), TAK1-binding protein 2 (TAB2) และ TAB3 มีปริมาณมากขึ้น ในบางพยาธิ

สภาพและการทําการทดลอง เมื่อไหร่ที่ Caspase-8 หรือ caspases ถูกยับย้ังโดยสารท่ีสนใจ   

จะทําให้กระตุ้นการตายแบบ necrosis หรืออาจจะถูกเหน่ียวนําโดยการทําลาย DNA, สารที่เป็น 

Reactive Oxygen Species (ROS), ในบางครั้งถูกเหน่ียวนําโดย FADD หรือ FAS-associated 

ที่เป็นโปรตีนการตาย58,59 หรืออาจจะเกิดการตายในรูปแบบน้ีได้หากเซลล์มีแหล่งพลังงาน (ATP) 

ไม่พอและสามารถเปลี่ยนกลับไปตายแบบ apoptosis ได้อีกครั้งหากมีปริมาณ ATP เพียงพอ60 

ลักษณะสัณฐานของเซลล์ที่เกิดการตายในรูปแบบน้ีคือจะมีการบวมพองของเซลล์     

เย่ือหุ้มเซลล์เสียสภาพ เกิดการแตกและปล่อย organell ที่อยู่ภายในเซลล์ออกมา ทําให้บริเวณ

ใกล้เคียงเกิดการอักเสบแต่ไม่มีการส่งสัญญาณให้เซลล์เม็ดเลือดขาวมากลืนกินเพ่ือกําจัดเซลล์ที่

ตาย จึงทําให้ขอบเขตการตายไม่ชัดเจนและไม่สามารถนําส่วนของเซลล์ที่ตายน้ีกลับมาใช้ใหม่ได้
61,62 เน่ืองจากการตายแบบ necrosis จะทําให้เซลล์บวมพอง เย่ือหุ้มเซลล์แตก เกิดเซลล์รั่ว      

จึงมีการตรวจวัดการตายแบบ necrosis โดยตายย้อมสีที่จะไม่สามารถแพร่เข้าเซลล์ได้หากเย่ือหุ้ม
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เซลล์ไม่เกิดการรั่ว, ย้อมสีนิวเคลียสเพ่ือดูลักษณะนิวเคลียสที่จะไม่เกิดการหดตัว หรือสามารถใช้

กล้อง Inverted Microscope ส่องดูสัณฐานของเซลล์ได้63
 

 

2.4.2 การตายแบบ apoptosis 

การตายในรูปแบบน้ีจะเกิดเป็นลําดับขั้น โดยเร่ิมจากการส่งสัญญาณการตาย ที่ปกติจะมี

ความเก่ียวข้องกับกระบวนการชีวเคมี หรือบางกรณีอาจจะไม่ผ่านกระบวนการชีวเคมีเลยก็ได้ 

โดย Phosphatidylserine (PS) ที่อยู่ภายในเซลล์จะเป็นเคร่ืองหมายการเกิดการตายแบบ 

apoptosis ได้ในระยะเริ่มต้น สําหรับกระบวนการเกิด apoptosis น้ียังสามารถแยกได้เป็น 2 

แบบคือ 
 

2.4.2.1 Extrinsic Apoptosis 

หรือเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า execute apoptosis หรือการตายแบบรวดเร็ว จะเกิด

จากสภาวะภายนอกเซลล์หรือสารที่อยู่นอกเซลล์ (Extracellular) กระตุ้นตัวรับสัญญาณ

ที่ฝังอยู่บนเย่ือหุ้มเซลล์ ตัวอย่างสัญญาณที่กระตุ้นการเกิด extrinsic apoptosis เช่น 

FAS/CD95 ligand (FASL/CD95L), tumor necrosis factor a (TNFa) และ TNF 

superfamily หรือ TNFSF10 ที่รู้จักกันดีในช่ือ TNF-related apoptosis inducing 

ligand (TRAIL) เป็นต้น ซึ่งตัวรับบางชนิดอาจต้องถูกกระตุ้นก่อนจึงจะทํางาน ที่เรียก

โดยรวมว่า dependence receptors เช่น netrin receptors เป็นต้น 

สัญญาณเด่นของการตายชนิดน้ีคือสัญญาณ FAS ผ่าน pre ligand assembly 

domain (PLAD) โปรตีนต่างๆ เช่น RIP1 จะมาที่ตัวรับสัญญาณการตายที่เรียกว่า 

death domain (DD) ซึ่งจะเรียกการรวมตัวกันของ FAS RIP1 และ DD ว่า FAS-

associated protein with a DD (FADD) แล้ว FADD จะส่งสัญญาณไปกระตุ้น pro-

caspase-8 ให้ทํางานกลายเป็น caspase-8 ซึ่งเป็นสัญญาณ caspase ตัวแรกใน 

extrinsic apoptosis จากน้ันจะเกิดการกระตุ้นไปเรื่อยๆ จนสุดท้ายจะไปกระตุ้น 

caspase-3 แล้วเซลล์เกิดการ apoptosis ในที่สุด58,64 
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2.4.2.1 Intrinsic Apoptosis 

การตายในรูปแบบนี้จะเกิดจากการกระตุ้นของความเครียดภายในเซลล์ที่มาก

เกินไป เช่น การเสียหายของ DNA, oxydative stress, ปริมาณแคลเซียมประจุภายใน

เซลล์ที่มากเกินไป เป็นต้ฎน ซึ่งจะมี mitochondria เป็นศูนย์กลางในการควบคุม

กระบวนการภายในเซลล์ ที่เย่ือหุ้ม mitochondria จะมีความสมดุลกันระหว่างสัญญาณ

ที่เตรียมพร้อมสําหรับการตาย ยกตัวอย่างเช่น BCL-2 protein family เช่น BAK และ 

BAX ที่เป็นโปรตีนที่ทําให้เซลล์เกิดรู กับกระบวนการยับย้ังการตาย (pro apoptotic 

signaling และ anti-apoptotic mechanism)65,66 

การเกิดกระบวนการตายแบบ intrinsic apoptosis จะเกิดจาก MOMP หรือ 

cytosolic CYTC ทํางานร่วมกับ APAF1 และ dATP กระตุ้น pro-caspase-9 ให้

กลายเป็น caspase-9 ที่สามารถไปกระตุ้น caspase อ่ืนๆต่อได้ โดยสุดท้ายจะไป

กระตุ้นท่ีโปรตีน caspase-3 จนเซลล์เกิด apoptosis ในที่สุด58,67 

 

การตายแบบ extrinsic หรือ intrinsic apoptosis น้ีขึ้นอยู่กับการจับตัวรับสัญญาณการ

ตายของสารต่อเซลล์ หากสารจับกับ FAS หรือ netrin-1 ที่เย่ือหุ้มเซลล์64 จะทําให้เกิดการตาย

แบบ extrinsic แต่หากสารเข้าไปจับกับสัญญาณการตายที่เย่ือหุ้ม mitochondria หรือที่ DNA 

จะทําให้เกิดการส่งสัญญาณการตายแบบ intrinsic ซึ่งสารตัวเดียวกันสามารถจับกับตัวรับแบบใด

แบบหนึ่งหรือทั้ง 2 แบบก็เป็นได้ ซึ่งจะมีสัญญาณทุติยภูมิเป็น Cytochrom C (CytC)ที่หลั่งจาก 

mitochondria เป็นตัวกระตุ้นการทํางานของโปรตีน caspase ต่างๆ หรือเซลล์เกิดสัญญาณการ

ตายโดยตรงโดยไม่ผ่านโปรตีน caspase จากการท่ีเกิดความเครียดภายในเซลล์ เช่น ภายในเซลล์

มีปริมาณ ROS มาก, การถูกยับย้ังกระบวนการหายใจระดับเซลล์ เป็นต้น ทําให้เกิดสัญญาณทุติย

ภูมิไปทําลาย cytoskeleton หรือส่งสัญญาณไปตัดสาย DNA ออกเป็นท่อนๆเลยก็สามารถพบได้
58 

เมื่อเกิดการตายแบบ apoptosis เซลล์จะเกิดการหดตัว จนได้เป็นส่วนของเซลล์เล็กๆ 

(blebling) มีลักษณะกลม สาย DNA หักเป็นท่อนๆ มีการหดของนิวเคลียสทําให้ความหนาแน่น

เพ่ิมขึ้น และจะมีการแสดงออกของโปรตีน caspase โดยโปรตีน caspase-3 จะแสดงออก

แน่นอนหากเซลล์เกิดการ apoptosis จากการส่งสัญญาณผ่านโปรตีน caspase67 
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ing agents 
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oxygen หรือ
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บวนการสังเคร

งจําเป็นในกา

บ่งเป็นแบบทีต่

น caspase 

ตามกลไกในก

ctive alkylat

อ phosphoru

ของโมเลกุลใน

ทําให้รหัสบน
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ราะห์ DNA 

รสร้าง DNA 
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ting moiety

us ที่เป็นส่วน
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และ RNA ย
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ยาที่ใช้บ่อยใน
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e  

ดังน้ี     

group ที่

สาย DNA 

จะจับคู่กับ 

นกลุ่มน้ีคือ 

งการสร้าง 

ปออกฤทธ์ิ
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เฉพาะเจาะจงต่อวงจรชีวิตของเซลล์ที่ระยะ S โดยไปยับย้ัง DNA polymerase ทําให้ไม่สามารถ

สร้าง DNA และ RNA ได้ ทําให้การเจริญเติบโตและการแบ่งเซลล์ลดลง ยาส่วนใหญ่มีฤทธ์ิยับย้ังที่

ระยะ S และระยะอ่ืนๆ ยกเว้นระยะ G0 แบ่งยากลุ่มน้ีเป็น 3 ประเภท ได้แก่ 

2.1. Folic acid analogues หรือ Antifolates ออกฤทธ์ิยับย้ังที่ระยะ S ขัดขวางการสร้าง 

purine และ pyrimidine โดยไปยับยั้งการทํางานของ dihydrofolate reductase 

(DHFR) ที่ใช้ในการเปลี่ยน folic acid ให้กลายเป็น tetrahydrofolic acid ที่มีความ

จําเป็นต่อการสร้าง purine และ pyrimidine ทําให้การสร้าง DNA และ RNA 

หยุดชะงัก การสร้างโปรตีนในระยะ G1 ลดลง เซลล์เข้าสู่ระยะ S ช้าลง ยาในกลุ่มน้ีเช่น 

methotrexate เป็นต้น 

2.2. Purine analogues ยากลุ่มน้ีมีสูตรโครงสร้างคล้ายกับ purine เมื่อเข้าสู่ร่างกายจะถูก

เปลี่ยนแปลงโดยเอนไซม์ hypoxantine guanine phosphoribosyl transferase 

(HGPRT) ได้สารพวก ribonucleotide ซึ่งจะยับย้ังเอนไซม์ในการสังเคราะห์ purine  

ทําให้การสร้าง purine หยุดชะงักลง ยากลุ่มน้ีเช่น mercaptopurine เป็นต้น 

2.3. Pyrimidine analogues สําหรับ fluorouracil (5-FU) มีสูตรโครงสร้างคล้ายกับ uracil 

ออกฤทธ์ิโดยตรงต่อวงจรชีวิตของเซลล์ที่ระยะ S ตัวยาเองไม่มีฤทธ์ิเมื่อถูกดูดซึมเข้าสู่

เซลล์แล้วจะถูกเปลี่ยนเป็นสารที่มีฤทธ์ิโดยเอนไซม์ pyrimidine phosphoribosyl 

transferase จึงมีฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์ RNA และ DNA ส่วนกลไกของยา cytosine 

arabinoside (Ara-C) ทําให้เกิดการยับย้ังเอนไซม์ DNA polymerase เกิดการหยุดการ

สร้าง DNA จากการที่ยาเข้าไปในสายของ RNA ยากลุ่มน้ีเช่น fluorouracil (5-FU), 

cytosine arabinoside (Ara-C), fludarabine เป็นต้น 

 

3. Platinum 

จะจับกับ DNA ได้เป็น platinum-DNA adduct โดยมากจะเป็น intrastrand 

crosslink ซึ่งจะรบกวนการสร้างสาย DNA มีผลทําให้เซลล์ตายโดยผ่านกระบวนการ Apoptosis 

ยากลุ่มน้ีเช่น cisplatin, carboplatin เป็นต้น 
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4. Topoisomerase inhibitors  

ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ topoisomerase ซึ่งมีบทบาทในการตัดต่อสาย DNA ใน

กระบวนการสังเคราะห์สาย DNA ส่งผลให้วัฏจักรเซลล์หยุดอยู่ในระยะ G2 และ S เหน่ียวนําให้

เซลล์ตายผ่านกระบวนการ apoptosis ยากลุ่มน้ีเช่น doxorubicin, topotecan, etoposide 

เป็นต้น 
 

5. Antimicrotubule agents  

ออกฤทธ์ิต่อ microtubule ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ mitotic spindle ที่มีหน้าที่สําคัญ

ในการแบ่งตัวของเซลล์ การเคล่ือนไหวของเซลล์และการขนส่งสารภายในเซลล์ ทําให้สมดุลการ

ทํางานของ microtubule ผิดปกติไป เหน่ียวนําให้เซลล์ตายผ่านกระบวนการ apoptosis  

แบ่งยากลุ่มน้ีเป็น 2 ประเภท ได้แก่  

5.1. Taxanes ยาไปจับกับ b-subunit ของ tubulin ใน microtubule เพ่ิมการ 

polymerization ของ tubulin ให้กลายเป็น stable tubulin มากข้ึน และยับย้ัง

กระบวนการ depolymerization ยากลุ่มน้ีเช่น paclitaxel, docetaxel เป็นต้น 

5.2. Vinca alkaloids ยาไปจับกับ b-subunit ของ tubulin ใน microtubule ยับย้ัง

ขบวนการ polymerization ของ tubulin และเร่งขบวนการ depolymerization  

ยากลุ่มน้ีเช่น vinblastine, vincristine เป็นต้น69
 

 

6. Antibiotics  

ออกฤทธ์ิโดยจะเข้าไปจับ polynucleotides โดยแทรกตัวอยู่ในระหว่างคู่เบสของ DNA 

และป้องกันการสังเคราะห์ polynucleotide ตัวใหม่ นอกจากน้ียังทําให้สาย DNA มีการ

เรียงลําดับเบสในสายผิดปกติทําให้ขาดเป็นท่อนๆ เหน่ียวนําให้เซลล์เกิดการตาย ยาไปทําให้เกิด 

free radical ที่เป็นพิษต่อเซลล์และทําให้เซลล์ตายในที่สุด ยากลุ่มน้ีเช่น actinomycin D, 

bleomycin, mitomycin D, doxorubicin70,71,72,73,74 

 

2.6 การศึกษาฤทธิ์ของลูพาลบิจีนินที่ผ่านมา 

ลูพาลบิจีนินเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่สกัดได้จากเถาของเถาวัลย์เปรียง (Derris scandens 
Benth) ที่เป็นพืชในวงศ์ Leguminosae พบได้ทั่วๆไปในทวีปเอเชียและทางตอนเหนือของทวีป
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ออสเตรเลีย75,76  ซึ่งมีการใช้เป็นยาพ้ืนบ้านกันอย่างแพร่หลายในด้านของการช่วยขับเสมหะ แก้ไอขับ

ปัสสาวะ และรักษาโรคบิด รวมไปถึงรักษาอาการปวดของกล้ามเนื้อ ุ77,78 การศึกษาที่ผ่านมาน้ันพบ

องค์ประกอบทางเคมีที่สามารถแยกได้จากเถาวัลย์เปรียงเช่นสารจําพวก คูมาริน ฟีนิลคูมาริน ฟลาโวน   

ไอโซฟลาโวน และไอโซฟลาโวน ไกลโคไซค์78,79 และยังมีการรายงานฤทธ์ิอ่ืนๆดังน้ี ต้านการอักเสบ       

ลดความดันโลหิต ต้านเช้ือเอสไอวีและควบคุมระบบภูมิคุ้มกัน มีฤทธ์ิกําจัดอนุมูลอิสระจากลูพาลบิจีนินที่

แยกได้จากรากของเถาวัลย์เปรียงรวมไปถึงมีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือ Staphylococcus aureusทั้งสายพันธ์ุ

ที่ไวต่อยาเพนนิซิลลิน (ATCC25923) และสายพันธ์ุที่ด้ือต่อยาเมทิซิลลิน (MRSA SK1)78 

 ยังมีการศึกษาฤทธ์ิของลูพาลบิจีนินในเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆเช่น เซลล์มะเร็งปอด8 เซลล์มะเร็ง

ลําไส้ใหญ่7 เซลล์มะเร็งเต้านม7 เป็นต้น การศึกษาลูพาลบิจีนินในการเหนี่ยวนําให้เกิดการตายของเซลล์ต่อ

เซลล์มะเร็งปอดเพาะเล้ียงพบว่าลูพาลบิจีนินมีฤทธ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดเพาะเล้ียงและ

เซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่เพาะเล้ียงชนิด SW-620 ที่สูง แต่มีความจําเพาะกับเซลล์ MCF-7 และ MDA-MB-

231 มากกว่าเซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่เพาะเลี้ยงชนิด SW-620 อย่างมีนัยสําคัญอาจเกิดจากความจําเพาะของ

สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ต่อ breast cancer resistance protein (BCRP)7 ซึ่งเป็นส่วนสําคัญในทางเภสัช

จลนศาสตร์80 ย่ิงไปกว่าน้ันยังพบว่าสารฟลาโวนอยด์ยังมีความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์ aromatase 

และลดการสังเคราะห์ของเอสโตรเจนรวมถึงการหมุนเวียนระดับเอสโตรเจน81,82,83 ซึ่งกลไกน้ีส่งผลต่อการ

เจริญของมะเร็งเต้านม และเมื่อนําลูพาลบิจีนินไปทดสอบกับเซลล์เพาะเลี้ยง L-292 เป็นไฟโบรบลาสเซลล์

ของหนูเมาส์เป็นตัวแทนของเซลล์ปกติพบว่าสารมีฤทธ์เป็นพิษต่อเซลล์น้ีน้อยแสดงให้เห็นว่า ลูพาลบิจีนิน

จําเพาะกับการออกฤทธ์ิต่อเซลล์มะเร็งเต้านมมากกว่าเซลล์ปกติ ยังมีการรายงานว่าลูพาลบิจีนินกระตุ้นให้

เกิดการหยุดชะงักของวัฏจักรของเซลล์โดยไปเหน่ียวนําการแสดงออกของโปรตีน p21 ในเซลล์ MDA-MB-

231 ส่วนในเซลล์ MCF-7 ระดับของโปรตีน p21 ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง ลูพาลบิจีนินยังไปยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเซลล์ MCF-7, MDA-MB-231 และ MDA-MB-468 และยังมีฤทธ์ิในการเหน่ียวนําให้เกิด

การหยุดชะงักของวัฏจักรของเซลล์ผ่านการควบคุม p21 และทําให้เกิดการตายแบบ apoptosis ผ่าน 

mitochondrial pathway โดยไปยับย้ังการแสดงออกของ Bcl-2 และไปเหน่ียวนําการแสดงออกของ Bax 

และการปลดปล่อยของ cytochrome C ในเซลล์มะเร็งรังไข่ของมนุษย์อีกด้วย7 
 ในการศึกษาฤทธ์ิของลูพาลบิจีนินในเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์พบว่ามีฤทธ์ิในการต้านการแบ่งตัว 

รวมถึงไปเพ่ิมการเกิด anoikis ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 และยังสามารถยับย้ังการเจริญของเน้ืองอก

ได้ การศึกษายังพบอีกว่าลูพาลบิจีนินยังมีผลในการ down-regulation Bcl-2, AKT และ ERK8 
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บทท่ี 3 

วัสดุและวิธีการดําเนินการวิจัย 
3.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในงานวิจัย 

1. incubator 

2. biosafety cabinet class II 

3. auto pipette 

4. disposable pipette ขนาด 5, 10 และ 25 ml 

5. Corning® cell culture flask 75 cm2 

6. micropipette ขนาด 2-20, 10-100, 20-200 และ 100-1000 μl 

7. microtip 

8. microcentrifuge tube 

9. เคร่ืองช่ังทศนิยม 2 และ 4 ตําแหน่ง 

10. sonicator 

11. vortex mixer 

12. เคร่ือง centrifuge 

13. 96-well cell culture plate 

14. 24-well cell culture plate 

15. microplate reader 

16. Guava® EasyCyte flow cytometer 

17. spin column 

18. เคร่ือง PCR 

19. เคร่ือง real-time PCR 

20. Inverted Microscope (IM) 
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3.2 สารเคมีทีใ่ช้ในงานวิจัย 

1. ลูพาลบิจีนิน (lupalbigenin) 

2. อาหารเลี้ยงเซลล์ Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) 

3. อาหารเลี้ยงเซลล์ McCoy’s 5a Medium Modified 

4. Fetal Bovine Serum (FBS) 

5. Phosphate buffered saline (PBS) 

6. trypsin/EDTA 0.025% 

7. ethanol 70% 

8. MTT 

9. DMSO 

10. Annexin V reagent 

11. FLICA reagent 

12. 7-AAD reagent 

13. lysis buffer 

14. 2-mercaptoethanol 

15. wash buffer I 

16. wash buffer II 

17. Oligo dT 50 μM 

18. dNTP 10 mM 

19. RT buffer 

20. MgCl2 25 mM 

21. DTT 0.1 M 

22. RNase OUT 

23. Reverse transcriptase  

24. taq polymerase 

25. forward and reverse GAPDH primer 

26. forward and reverse caspase 3 primer 

27. forward and reverse caspase 8 primer 
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28. forward and reverse caspase 9 primer 

 

3.3 เซลล์ทีใ่ชใ้นงานวิจัย 

 เซลลม์ะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง SKOV-3 

 เซลลม์ะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA1 

 

3.4 วิธีการทีใ่ช้ในงานวิจัยและขัน้ตอนการทํา 

3.4.1 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งรงัไข่เพาะเลี้ยง 

เซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง PA-1 เป็นมะเร็งรังไข่ชนิด teratocarcinoma ภาวะมีนํ้าใน

ช่องท้อง เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ที่เติม 

FBS 10% ส่วนเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยง SKOV3 ที่เป็นมะเร็งรังไข่ชนิด adenocarcinoma 

แบบภาวะมีนํ้าในช่องท้อง เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด McCoy’s 5a Medium Modified ที่

เติม FBS 10% โดยท้ัง 2 สายพันธ์ุเซลล์แยกจากเซลล์ของมนุษย์ ได้มาจาก American Type 

Culture Collection (ATCC) เลี้ยงในตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
 

3.4.2 การทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assays 

แบ่งเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงแต่ละชนิดลงใน 96-well plate ให้มีจํานวนหลุมละ 

1,000 เซลล์ ในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ชนิดน้ันๆ 100 μl ทิ้งไว้ข้ามคืนในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 

37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% จากน้ันดูดเอาอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก แล้วเติมสารละลายลูพาล

บิจีนินที่ละลายด้วย DMSO และเจือจางกับอาหารเลี้ยงเซลล์ให้มีความเข้มข้น 1 5 25 50 และ 

100 μM โดยใช้ DMSO 0.3% ในอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นหลุมควบคุม หลุมละ 100 μl ในเซลล์

เพาะเลี้ยง PA-1 และความเข้มข้น 5 25 50 100 และ 200 μM โดยใช้ DMSO 0.5% ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์เป็นหลุมควบคุม หลุมละ 100 μl ในเซลล์เพาะเลี้ยง SKOV3 จากน้ันนําไปบ่มต่อในตู้

บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาวัดอัตราการรอด

ชีวิตของเซลล์โดยใช้ MTT ที่เจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล์ ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อมิลลิลิตร นําไว้

ในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง แล้วดูดสารละลาย 

MTT ทิ้ง เติม DMSO เพ่ือละลายผลึก formazan แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm 

วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม Graphpad Prism 5 
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3.4.3 การถ่ายภาพเซลล์ 

แบ่งเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงแต่ละชนิดลงใน 24-well plate หลุมละ 8 x 104 เซลล์ 

ในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ชนิดน้ันๆหลุมละ 1 ml ทิ้งไว้ข้ามคืนในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 37oC 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% จากน้ันดูดเอาอาหารเลี้ยงเซลล์ออกและเติมสารละลายลูพาลบิจีนิน    

ที่ความเข้มข้น IC50 ของแต่ละเซลล์หลุมละ 1 ml นําเซลล์ไปบ่มต่อที่ตู้บ่มในอุณหภูมิ 37oC 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อครบแต่ละเวลานําเซลล์

ออกมาถ่ายภาพด้วยกล้อง Inverted Microscope (IM) 
 

3.4.4 การทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์โดยใช้ชุดทดสอบ Annexin V and Dead Cell 

 จาก MuseTM 

แบ่งเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงแต่ละชนิดลงใน 24-well plate หลุมละ 8 x 104 เซลล์ 

ในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ชนิดน้ันๆหลุมละ 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ข้ามคืนในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 

37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% จากน้ันดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกและใส่สารละลายลูพาลบิจีนิน   

ที่ความเข้มข้น IC50 ของแต่ละเซลล์ปริมาณหลุมละ 1 ml นําเซลล์ไปบ่มต่อที่ตู้บ่มในอุณหภูมิ 

37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมง หลังจากครบแต่ละเวลา

แล้ว นําเซลล์ออกมาและทําการ trypsinization จากน้ันนําไปตกตะกอนให้ได้เซลล์แล้วจึงเติม

อาหารเลี้ยงเซลล์ตัวอย่างละ 100 ml และสารละลาย Annexin V and Dead Cell kit 100 μl 

บ่มไว้ในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที แล้วนําไปวัดรูปแบบการตายของเซลล์ด้วยเคร่ือง Guava® 

EasyCyte flow cytometer วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม Graphpad Prism 5 
 

3.4.5 การทดสอบ Caspase Enzyme โดยใช้ชุดทดสอบ Multicaspase จาก MuseTM 

แบ่งเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงแต่ละชนิดลงใน 24-well plate หลุมละ 8 x 104 เซลล์

ในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์ชนิดน้ันๆหลุมละ 1 ml ทิ้งไว้ข้ามคืนในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 37oC 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% จากน้ันใช้สารละลายลูพาลบิจีนินที่ความเข้มข้น IC50 ของแต่ละเซลล์ใส่

แทนอาหารเลี้ยงเซลล์เดิม หลุมละ 1 ml นําเซลล์ไปบ่มต่อที่ตู้บ่มในอุณหภูมิ 37oC 

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมง หลังจากครบแต่ละเวลาแล้วนํา

เซลล์ออกมาทําการ trypsinization จากน้ันนําไปตกตะกอนให้ได้เซลล์แล้วจึงเติม caspase 

reagent บ่มในตู้บ่มเป็นเวลา 30 นาที จากน้ันเติม 7AAD บ่มต่อในที่มืดอีก 10 นาที แล้วนําไป
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วัดค่าด้วยเคร่ือง Guava® EasyCyte flow cytometer วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม 

Graphpad Prism 5 
 

3.4.6 การทดสอบการแสดงออกของยีน caspase โดย real-time PCR 

แบ่งสายพันธ์ุเซลล์ลงใน 24-well plate หลุมละ 8 x 104 เซลล์ ในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์

ชนิดน้ันๆหลุมละ 1 ml ทิ้งไว้ข้ามคืนในตู้บ่มที่ควบคุมอุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

จากน้ัน ใช้สารละลายลูพาลบิจีนินที่ความเข้มข้น IC50 ของแต่ละเซลล์ใส่แทนอาหารเลี้ยงเซลล์

เดิม หลุมละ 1 ml นําเซลล์ไปบ่มต่อที่ตู้บ่มในอุณหภูมิ 37oC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 

0 12 24 48 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อครบแต่ละเวลาแล้วจึงนําเซลล์มาสกัด RNA ด้วยชุดสกัด 

Purelink® RNA mini purification kit จากบริษัท Thermo fisher scientific โดยทําให้เซลล์

แตกและหลุดออกมาโดยใช้ lysis buffer จากน้ันนําไปสกัดโดยใช้ spin column ที่สามารถกัก 

RNA ไว้ด้านบนได้ นําไปป่ันล้างด้วย wash buffer เมื่อได้เป็น RNA แล้วจึงใช้ชุด Superscript III 

1st strand synthesis system จากบริษัท Thermo fisher scientific ในการเปลี่ยน RNA เป็น 

cDNA โดยการเติม Oligo dT 50 μM, dNTP 10 mM, RT buffer, MgCl2 25 mM, DTT 0.1 

M, RNase OUT และ Reverse transcriptase ก่อนที่จะนําไป PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวน cDNA 

หลังจากน้ันนํา cDNA มาเติม taq Polymerase และ primer ที่จําเพาะต่อ GAPDH ที่เป็น 

house keeping gene เพ่ือใช้เป็นตัวมาตรฐาน และมีโปรตีนชนิดอ่ืนๆ คือ Caspase-3, 
Caspase-8 และ Caspase-9 เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน ใช้ primer ดังน้ี 

Caspase-3: 

(forward) 5′-GTGGAATTGATGCGTGATGTTTC-3′, 

(reverse) 5′-GTCCAGTTCTGTACCACGGC-3′; 

Caspase-8: 

(forward) 5′-GGATGGCCACTGTGAATAACTG-3′, 

(reverse) 5′-TCGAGGACATCGCTCTCTCA-3′; 

Caspase-9: 

(forward) 5′-CACCCAGACCAGTGGACATT-3′, 

(reverse) 5′-TGCTCAGGATGTAAGCCAAATCT-3′; 

GAPDH: 
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(forward) 5′-ACTTTGGTATCGTGGAAGGACT-3′, 

(reverse) 5′-GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT-3′.
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4.1.2.1 ภาพถ่ายเซลล์หลังการให้ลูพาลบิจีนินที่ระยะเวลาต่างๆ  

 จากภาพที่ 3(ก) และ (ข) พบว่า ที่เวลา 0 ช่ัวโมง เซลล์มี spindle leg ที่เห็นได้

ชัด การยึดเกาะ plate แน่น รวมถึงรูปร่างลักษณะของเซลล์เป็นเหมือนปกติและมีสภาพ

ที่สมบูรณ์ เมื่อให้ลูพาลบิจีนินเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง พบว่าเซลล์บางส่วนเริ่มมีรูปร่างที่

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม เห็นส่วนของนิวเคลียสชัดข้ึน แต่ยังคงสังเกตเห็น spindle leg 

ในบางเซลล์ เมื่อระยะเวลาผ่านไปนานย่ิงขึ้นที่เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง เซลล์มีรูปร่าง

ลักษณะเปลี่ยนแปลงไป สังเกตเห็นส่วนของนิวเคลียสชัดเจนขึ้น spindle leg ลดลงจน

แทบไม่พบในที่สุด อีกทั้งปริมาณของเซลล์ที่ติดอยู่กับ plate ก็มีจํานวนลดน้อยลง จนถึง

เวลา 72 ช่ัวโมงเซลล์ที่เกาะ plate มีจํานวนลดน้อยลงอย่างมาก และลักษณะของเซลล์

ที่เปลี่ยนแปลงไปคล้ายกับเซลล์ที่มีการตายแบบ apoptosis  

 

4.1.2.2 ผลการทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์โดยใช้ชุดทดสอบ  

Annexin V and Dead Cell 

จากผลการทดลอง (ภาพท่ี 3(ค)) ภาพแสดงจํานวนเซลล์เพาะเลี้ยงที่ติดสี หลัง

การนําไปย้อมสี Annexin V และ 7-AAD เมื่อให้ลูพาลบิจีนินที่ระยะเวลาต่างๆ โดยแกน 

X แสดงความเข้ม (intensity) ของสี Annexin V และแกน Y แสดงความเข้ม 

(intensity) ของสี 7-AAD 

ในเซลล์ SKOV3 แสดงให้เห็นว่า หลังให้ลูพาลบิจีนินที่เวลา 0 ช่ัวโมง เซลล์ 

SKOV3 ส่วนใหญ่จะยังไม่ติดสีใดๆ มีเซลล์เพียงเล็กน้อยเท่าน้ันที่ย้อมติดทั้งสี Annexin V 

และ 7-AAD เมื่อเวลาผ่านไป 12 ช่ัวโมง จํานวนเซลล์ที่ย้อมติดทั้งสี Annexin V และ7-

AAD มีจํานวนเพ่ิมขึ้น และมีเซลล์จํานวนเล็กน้อยที่ติดเฉพาะสี Annexin V ที่เวลา 24 

ช่ัวโมง พบว่าจํานวนเซลล์ที่ติดทั้งสี Annexin V และ 7-AAD มีจํานวนเพ่ิมขึ้น และเพ่ิม

มากย่ิงขึ้นที่เวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง ส่วนจํานวนเซลล์ที่ติดเฉพาะสีใดสีหน่ึงเพ่ิมขึ้นเพียง

เล็กน้อยเท่าน้ัน 

 

4.1.2.3 ผลการทดสอบ caspase enzyme ด้วยชุดทดสอบ Multicaspase  

จากผลการทดลอง (ภาพที่ 4(ง)) แสดงจํานวนเซลล์ที่ติดสี FLICA และสี 7-AAD  
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4.1.3.1 ภาพถ่ายเซลล์หลังการให้ลูพาลบิจีนินที่ระยะเวลาต่างๆ  

จากภาพที่ 5(ก) และ (ข) หลังจากให้ลูพาลบิจีนินกับเซลล์ PA-1 ที่เวลา 0 

ช่ัวโมงพบว่าเซลล์มีรูปร่างลักษณะเป็นตามปกติทั่วไปและมีสภาพที่สมบูรณ์ ที่เวลา 12 

ช่ัวโมง พบว่าเซลล์เริ่มมีการเปลี่ยนรูปร่างไปจากเดิม เมื่อเวลาผ่านไปนานขึ้นที่เวลา 24 

และ 48 ช่ัวโมง เซลล์มีลักษณะเปลี่ยนไปจากเดิม ขอบเขตเริ่มไม่ชัดเจน และพบปริมาณ

เซลล์ที่ติดอยู่กับ plate มีจํานวนลดน้อยลงเร่ือยๆ จนเมื่อครบเวลา 72 ช่ัวโมง พบว่า

เซลล์ PA-1 มีรูปร่างไม่แน่นอนแตกต่างจากที่เวลา 0 ช่ัวโมง ขอบเขตและรูปร่างลักษณะ

ของเซลล์ไม่ชัดเจน ลักษณะของเซลล์คล้ายเซลล์ที่มีการตายแบบ necrosis และมี

ปริมาณเซลล์ในจํานวนที่น้อยลง 

 

4.1.3.2 ผลการทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์โดยใช้ชุดทดสอบ Annexin V and  

Dead Cell 

จากภาพที่ 5(ค) แสดงจํานวนเซลล์ที่ติดสี หลังการนําไปย้อมสี Annexin V และ 

7-AAD เมื่อให้ลูพาลบิจีนินเป็นระยะเวลาต่างๆ โดยแกน X แสดงความเข้ม (intensity) 

ของสี Annexin V และแกน Y แสดงความเข้ม (intensity) ของสี 7-AAD  

ที่เวลา 0 ช่ัวโมงมีเซลล์ที่ติดเฉพาะสี 7-AAD อยู่จํานวนเล็กน้อย เมื่อเวลาผ่านไป  

12 ช่ัวโมง พบว่าเร่ิมมีเซลล์ที่ย้อมติดทั้ง 2 สีคือทั้ง Annexin V และ 7-AAD รวมถึงมี

เซลล์ที่ติดเพียงสี 7-AAD เพ่ิมขึ้น ที่เวลา 24 ช่ัวโมง พบว่าจํานวนเซลล์ที่ย้อมติดเฉพาะสี 

7-AAD มีจํานวนเพ่ิมมากขึ้น และเซลล์ที่ติดทั้ง 2 สีเพ่ิมขึ้นกว่าเดิมเล็กน้อย ที่เวลา 48 

ช่ัวโมง จํานวนเซลล์ที่ติดเฉพาะสี 7-AAD มีจํานวนเพ่ิมมากย่ิงขึ้น และที่เวลา 72 ช่ัวโมง

จํานวนเซลล์ที่ติดเฉพาะสี 7-AAD ยังคงมีจํานวนเพ่ิมมากย่ิงขึ้น รวมท้ังจํานวนเซลล์ที่ติด

สี Annexin V และ 7-AAD ก็มีจํานวนเพ่ิมมากขึ้นด้วย  

 

  4.1.3.3 ผลการทดสอบ caspase enzyme ด้วยชุดทดสอบ Multicaspase  

จากภาพที่ 5(ง) แสดงจํานวนเซลล์ที่ติดสี FLICA และสี 7-AAD เมื่อให้ลูพาลบิ

จีนินเป็นระยะเวลาต่างๆกัน โดยแกน X แสดงความเข้ม (intensity)ของสี FLICA ส่วน

แกน Y แสดงความเข้ม (intensity) ของสี 7-AAD    ใน เซลล์ 

PA-1 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า หลังให้ลูพาลบิจีนินที่เวลา 0 ช่ัวโมง มีเซลล์ที่ติด
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เฉพาะสี 7-AAD และเซลล์ที่ย้อมติดทั้ง 2 สีคือ 7-AAD และสี FLICA เป็นจํานวน

เล็กน้อย เมื่อเวลาผ่านไปที่ 12 และ 24 ช่ัวโมง เริ่มมีจํานวนเซลล์ที่ย้อมติดสี 7-AAD 

เพ่ิมมากขึ้น และที่เวลา 48 ช่ัวโมง จํานวนเซลล์ที่ย้อมติดเฉพาะสี7-AAD กับเซลล์ที่ย้อม

ติดทั้งสี 7-AAD และ FLICA เพ่ิมข้ึนเป็นจํานวนมาก และมีจํานวนไม่แตกต่างกัน เมื่อ

ครบเวลา 72 ช่ัวโมง พบว่าเซลล์ที่ย้อมติดทั้งสี FLICA และสี 7-AAD มีจํานวนเพ่ิมขึ้น

มากที่สุด จํานวนเซลล์ที่ย้อมติดเฉพาะสี 7-AAD มีปริมาณลดน้อยลง และแทบจะไม่มี

เซลล์ที่ย้อมไม่ติดสีใดๆเหลืออยู่ 

 

4.2 อภิปรายผล 

 4.2.1. อภิปรายผลการทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assays  

จากค่าความเข้มข้นที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตได้ร้อยละ 50 (IC50) ที่ได้พบว่า       

ลูพาลบิจีนินมีความเป็นพิษต่อทั้งเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเลี้ยงชนิด PA-1 และ SKOV3 โดยที่เซลล์ 

PA-1 มีค่า IC50 ที่น้อยกว่าของเซลล์ SKOV3 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ PA-1 อาจมีความไวต่อ         

ลูพาลบิจีนินมากกว่าเซลล์ SKOV3 

 4.2.2. อภิปรายผลจากภาพถ่ายเซลล์หลังการให้ลูพาลบิจีนินที่ระยะเวลาต่างๆ  

จากการสังเกตรูปร่างของเซลล์ รวมไปถึงที่ระยะเวลาต้ังแต่ 48 ช่ัวโมง เร่ิมเห็นการ

เปลี่ยนแปลงของลักษณะเซลล์เป็นลักษณะที่ไม่ชัดเจน อีกทั้งยังมีจํานวนเซลล์ลดลงเรื่อยๆเมื่อ

เวลาเพ่ิมมากขึ้น แสดงให้เห็นว่าเซลล์ PA-1 อาจเกิดการตายในรูปแบบ necrosis เพ่ิมข้ึนตาม

ระยะเวลาที่ลูพาลบิจีนินได้สัมผัสกับเซลล์61,62 

รูปร่างของเซลล์ SKOV3 แสดงให้เห็นว่าเซลล์อาจเกิดการตายแบบ apoptosis เพ่ิมขึ้น

ตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น จากการสังเกตว่า spindle leg ของเซลล์ค่อยๆลดลง และเซลล์มีรูปร่าง

เปลฎีฎยนไป มีขนาดเล็กลง ยังคงเห็นขอบเขตของเซลล์ได้ชัดเจน จึงสันนิษฐานได้ว่าวงกลมขนาด

เล็กน้ันคือส่วน blebling ของเซลล์ที่เกิดการตายในรูปแบบน้ี61,62 

 

 4.2.3. อภิปรายผลการทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์ 

สี Annexin V จะย้อมติด phosphotidylserine (PS) ที่ปกติจะอยู่ด้านในเย่ือหุ้มเซลล์ 

แต่เมื่อมีสัญญาณการตาย PS จะเคลื่อนที่กลับออกมาด้านนอกของเย่ือหุ้มเซลล์84,85ทําให้ 
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Annexin V ไปจับได้ ส่วนสี 7-AAD จะสามารถแพร่เข้าสู่เซลล์ได้เฉพาะเมื่อเซลล์เกิดการสูญเสีย

คุณสมบัติของเย่ือหุ้มเซลล์86 ดังน้ัน เซลล์ที่ย้อมติดเฉพาะสี Annexin V คือเซลล์ที่เริ่มมีสัญญาณ

การตายแต่เซลล์ยังไม่เสียสภาพ หรือเรียกว่าอยู่ในสภาวะ early apoptosis เซลล์ที่ย้อมติด

เฉพาะสี 7-AAD คือ เซลล์ที่เย่ือหุ้มเซลล์เสียสภาพ แสดงถึงเซลล์ที่เกิดการตายแบบ necrosis 

ส่วนเซลล์ที่ย้อมติดทั้งสี Annexin V และ 7-AAD แสดงว่าเซลล์มีการแสดงออกของสัญญาณการ

ตายและเย่ือหุ้มเซลล์เสียสภาพไปแล้ว กล่าวคือ เซลล์อยู่ในระยะ late apoptosis ที่เซลล์เริ่มมี

การตาย87,88,89 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เซลล์ PA-1 เกิดการตายแบบ necrosis เมื่อได้รับ          

ลูพาลบิจีนินต้ังแต่ที่เวลา 12 ถึง 48 ช่ัวโมง และกิดการตายแบบ apoptosis ในช่ัวโมงที่ 72     

อย่างไรก็ดี จํานวนเซลล์ที่ตายแบบ necrosis ยังคงมีปริมาณมากกว่าเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis 

แสดงให้เห็นว่าลูพาลบิจีนินส่งผลทําให้เย่ือหุ้มเซลล์ของ PA-1 เสียสภาพได้มากกว่าการกระตุ้นให้

เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ผลการทดลองลักษณะน้ีอาจเกิดได้จากการกลไกการออกฤทธ์ิ

ของลูพาลบิจีนินเอง หรือการที่เซลล์ PA-1 ไวต่อสารน้ีมาก 

สําหรับเซลล์ SKOV3 เริ่มเกิดการตายแบบ apoptosis ต้ังแต่ที่เวลา 12 ช่ัวโมง หลังจาก

น้ันปริมาณเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis ก็มีปริมาณเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆตายระยะเวลาที่เพ่ิมข้ึน                

และมีจํานวนสูงที่สุดที่ 72 ช่ัวโมง โดยแทบจะไม่พบการตายแบบ necrosis ลูพาลบิจีนินทําให้

เซลล์ SKOV3 เกิดสัญญาณการตายแบบ apoptosis และเย่ือหุ้มเซลล์เสียสภาพในเวลาเดียวกัน 

สันนิษฐานได้ว่าลูพาลบิจีนินมีกลไกที่ทําให้เย่ือหุ้มเซลล์เกิดการเสียสภาพอีกทั้งทําให้เกิดสัญญาณ 

apoptosis ไปพร้อมๆกัน 

จากการศึกษาข้อมูลของลูพาลบิจีนินในงานวิจัยที่มีการรายงานไว้ พบว่าสารมีฤทธ์ิทําให้

เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ได้7,8 นอกจากน้ีเมื่อศึกษาข้อมูลของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์

ต่อเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืนๆ เช่น เซลล์มะเร็งตับ HepG2 พบว่าสารในกลุ่ม flvonoids ทําให้เกิด 

Reactive oxygen species (ROS) ภายในเซลล์ และพบการเหน่ียวนําการตายแบบ apoptosis 

โดยการกระตุ้นการหลั่ง Cytochrome C (CytC) จาก mitochondria90,91,92 จึงสันนิษฐานได้ว่า 

ลูพาลบิจีนินที่จัดเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์อาจทําให้เกิด ROS เหน่ียวนําให้เย่ือหุ้มเซลล์เสีย

สภาพพร้อมกับการเหน่ียวนําการตายแบบ apoptosis ทั้งน้ีควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเร่ืองการ

เกิด ROS เพ่ือให้ทราบกลไกการออกฤทธ์ิของลูพาลบิจีนินที่ชัดเจนย่ิงขึ้น 
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ในเซลล์ PA-1 เกิดการตายแบบ necrosis ได้มากกว่าการตายแบบ apoptosis ต่างจาก

เซลล์ SKOV3 ที่เกิดการตายแบบ apoptosis ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะเซลล์ PA-1 มีความไวต่อลูพาล

บิจีนิน มากกว่า ส่วนการท่ีลูพาลบิจีนินสามารถกระตุ้นทั้ง 2 กลไกได้พร้อมกันในเซลล์เดียวกัน

อาจเกิดจาก เมื่อเซลล์ที่เย่ือหุ้มเซลล์เริ่มมีการเสียสภาพจะทําให้ลูพาลบิจีนินเข้าไปจับกับ death 

domain หรือตัวรับสัญญาณการตายท่ีเย่ือหุ้ม mitochondria ได้ง่ายย่ิงขึ้นและเมื่อลูพาลบิจีนิน

เข้าไปจับกับตัวรับเหล่าน้ี จะทําให้เกิดการกระตุ้นสัญญาณการตายต่อไปเรื่อยๆจนเซลล์เกิด 

apoptosis ในที่สุด  

 4.2.4. อภิปรายผลการทดสอบ caspase enzyme 

การทดสอบ multicaspase93 ตัวอย่างจะถูกย้อมด้วย VAD peptide ซึ่งเป็น caspase 

inhibitor ที่กับติดสีเรืองแสงหรือที่เรียกว่า Fluorescent-Labeled Inhibitor of Caspses 

(FLICA) ที่สามารถซึมผ่านเข้าเซลล์แล้วย้อมติด activated caspase ได้ ซึ่ง activated caspase 

ในชุดน้ีคือ caspase-1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ที่เป็นสัญญาณที่ทําให้เกิดกระบวนการ 

apoptosis ส่วนสี 7-AAD จะสามารถเข้าสู่เซลล์ได้เฉพาะเมื่อเย่ือหุ้มเซลล์เกิดการร่ัว หรือเย่ือหุ้ม

เซลล์เกิดการเสื่อมสภาพ ดังน้ันจะสามารถใช้ตรวจสอบเซลล์ที่ตายได้ โดยเซลล์ที่ย้อมติดเฉพาะสี 

7-AAD คือเซลล์ที่มีการเสียสภาพของเย่ือหุ้มเซลล์หรือเกิดการตาย แต่ไม่มีการกระตุ้น caspase 

enzyme เทียบได้กับการตายแบบ necrosis เซลล์ที่ติดเฉพาะสี FLICA คือเซลล์ที่พบ activated 

caspase แต่ยังไม่พบการตาย หรือเทียบได้กับเซลล์ในสภาวะ early apoptosis ส่วนเซลล์ที่ย้อม

ติดทั้งสี 7-AAD และสี FLICA จะแสดงถึงเซลล์ที่พบ activated caspase พร้อมทั้งพบการตาย

ของเซลล์ เช่นเดียวกับเซลล์ที่สภาวะ late apoptosis94,95 

จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าลูพาลบิจีนินทําให้เซลล์เพาะเลี้ยง PA-1 เกิดการตายโดย

ไม่มีการแสดงออกของ caspase หรือการตายแบบ necrosis เริ่มต้ังแต่ในช่ัวโมงที่ 12 ไปจนถึง

ช่ัวโมงที่ 48 จากน้ันในช่ัวโมงที่ 72 กลับพบเซลล์ที่แสดงลักษณะการตายแบบ apoptosis แทน 

ส่วนในเซลล์ SKOV3 พบว่าลูพาลบิจีนินทําให้เกิดการแสดงออกของ caspase พร้อมทั้ง

ทําให้เซลล์ตายได้ต้ังแต่ในช่ัวโมงที่ 12 และมีจํานวนเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น ผลการ

ทดสอบ caspase enzyme น้ี มีความสอดคล้องกับผลที่ได้จากการทดสอบรูปแบบการตายโดย

ใช้ชุดทดสอบ Annexin V and Dead Cell ทั้งในเซลล์ PA-1 และเซลล์ SKOV3 กล่าวคือ ใน

เซลล์ PA-1 มีการแสดงออกของ caspase enzyme น้อย แล้วจึงเร่ิมมีการแสดงออกที่มากขึ้นใน
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ช่ัวโมงที่ 48 ซึ่งผลการทดสอบรูปแบบการตายได้ผลเป็นการตายในแบบ necrosis แล้วจึงเร่ิมมี

เซลล์ที่เกิดการตายแบบ apoptosis มากขึ้นในช่วงหลัง ส่วนในเซลล์ SKOV3 พบการแสดงออก

ของ caspase enzyme มากต้ังแต่ช่ัวโมงที่ 12 และเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆสอดคล้องกับที่เซลล์พบการ

ตายแบบ apoptosis ต้ังแต่ช่ัวโมงที่ 12 และเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น แต่ทั้งนี้ในชุด

ทดสอบประกอบด้วยการทดสอบ caspase enzymeหลายชนิด ดังน้ันจึงจะใช้พิจารณาประกอบ

กันกับผลการทดสอบยีน caspase ในการทดลอง real-time PCR ถัดไป 

 

 4.2.5. อภิปรายผลการทดสอบการแสดงออกของยีน caspase 
หลังจากเซลล์ SKOV3 ได้รับลูพาลบิจีนินพบว่ารูปแบบการแสดงออกของยีนทั้ง 

caspase-3, caspase-8 และ caspase-9 ค่อนข้างคล้ายคลึงกัน เพียงแต่ในยีน caspase-9 

หลังจากช่ัวโมงที่ 24 แล้วมีปริมาณลดลงจนตํ่ากว่าที่เวลา 0 ช่ัวโมง ในขณะที่อีก 2 ยีนหลังจาก

เวลา 24 ช่ัวโมงก็ยังคงมีปริมาณสูงกว่ายีนที่เวลา 0 ช่ัวโมง 

จากผลการทดลองสันนิษฐานว่าอาจเกิดจาก ระยะเวลาการออกฤทธ์ิของลูพาลบิจีนินที่

ออกฤทธ์ิได้เต็มที่ที่เวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันลูพาลบิจีนินอาจไม่ส่งผลกระตุ้นให้เกิดการแสดงออก

ของยีน caspase-3, caspase-8 และ caspase-9 ยีนเหล่าน้ีจึงมีปริมาณลดลง
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย 
จากการนําลูพาลบิจีนินมาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งรังไข่เพาะเล้ียงชนิด 

SKOV3 (adenocarcinoma) และ PA-1 (teratocarcinoma)  

ผลการศึกษาในเซลล์ SKOV3 พบว่าค่าความเข้มข้นของลูพาลบิจีนินที่สามารถยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเซลล์ ได้ร้อยละ 50 (IC50) เท่ากับ 52.12 ± 5.49 ไมโครโมลาร์และในเซลล์ PA-1 

มีค่าเท่ากับ 29.37 ± 1.61 ไมโครโมลาร์ ซึ่งแสดงถึงความเป็นพิษของสารต่อเซลล์ 

เมื่อศึกษาเพ่ิมเติมในเซลล์ SKOV3 พบว่าลูพาลบิจีนินมีผลทําให้เซลล์เกิดการตายแบบ 

apoptosis โดยสังเกตจากรูปร่างลักษณะเซลล์หลังจากได้รับสาร ผลการทดสอบรูปแบบการตาย

ของเซลล์ด้วยสีย้อม Annexin V ร่วมกับผลการทดสอบหาเอนไซม์ caspase หลายชนิดด้วยชุด

ทดสอบ multicaspase พบว่าเซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis เพ่ิมขึ้น ดังภาพที่ 6(ก) พร้อม

ทั้งพบการทํางานของเอนไซม์ caspase ที่เพ่ิมมากขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป ดังภาพที่ 6(ค) ส่วนการ

แสดงออกของยีน caspase-3, caspase-8 และ caspase-9 ก็มีจํานวนเพ่ิมขึ้นจนถึงช่ัวโมงที่ 24 

แล้วจึงลดลง อย่างไรก็ตามยังคงตรวจพบเอนไซม์ caspase เพ่ิมข้ึนจากผลการทดสอบเอนไซม์ 

multicaspase คาดว่าอาจมีผลมาจากการถอดรหัสยีนเพ่ือสร้างเอนไซม์ยังคงเกิดข้ึนแม้จะมีการ

แสดงออกของยีนที่ลดลงแล้ว เป็นผลให้เกิดการตายแบบ apoptosis อย่างต่อเน่ือง  

สรุปได้ว่า ลูพาลบิจีนินอาจมีระยะเวลาออกฤทธ์ิได้เต็มที่ที่เวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันลูพาล

บิจีนินอาจไม่ส่งผลกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีน caspase-3, caspase-8 และ caspase-
9 จึงทําให้การแสดงออกของยีนเหล่าน้ีจึงมีปริมาณลดลงอย่างเห็นได้ชัด  

อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการ 

apoptosis เพ่ิมเติมโดยละเอียด อีกทั้งศึกษาการเกิด ROS เมื่อให้ลูพาลบิจีนินแก่เซลล์ เพ่ือให้

ทราบถึงกลไกการออกฤทธ์ิของสารที่ชัดเจนย่ิงขึ้น  

สําหรับเซลล์ PA-1 หลังจากได้รับลูพาลบิจีนินพบว่าสารกระตุ้นเซลล์ให้เกิดการตายใน

รูปแบบ necrosis ที่สามารถสังเกตได้จากทั้งรูปร่างของเซลล์ที่มีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปหลังจาก

ได้รับสารเป็นระยะเวลานาน และเมื่อนํามาทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์โดยใช้สีย้อม 

Annexin V   หลังจากได้รับลูพาลบิจีนิน ดังภาพที่ 6(ข) พบการตายแบบ necrosis ในช่วงแรก

จากนั้นพบการตายแบบ apoptosis ในช่ัวโมงที่ 72 ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบเอนไซม์ 
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