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     บทคัดยBอ 

งานวิจัยน้ีศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดบางชนิดท่ีคัดแยก

ได<ในประเทศไทยในการยับยั้งการเติบโตของเซลล6มะเร็งปากมดลูก โดยทำการสกัดสารพอลิแซ็กคา

ไรด6จากเส<นใยบริสุทธิ์ของเห็ดที่คัดแยกได< 3 ตัวอยDาง ได<แกD MH2-ORG, DTM 1.1 และ CU-07 ด<วย

วิธีสกัดด<วยน้ำร<อนโดยใช< soxhlet จากนั้นวัดปริมาณพอลิแซ็กคาไรด6ด<วยวิธี anthrone test พบวDา 

MH2-ORG มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด6มากที่สุดคือ 6.55 มิลลิกรัมตDอมิลลิลิตร จากนั้นนำสารสกัด

หยาบที่ได<ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพตDอเซลล6มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ด<วยเทคนิค MTT assay 

พบวDาสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6ที่ได<จากตัวอยDาง CU-07 มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด6เทDากับ 2.07 

มิลลิกรัมตDอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเซลล6มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ได<ดีที่สุด โดยมีคDาการมีชีวิตของ

เซลล6อยูDที่ 40.50 % จากนั้นนำ CU-07 มาตรวจสอบด<วยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลด<วยการ

หาลำดับนิวคลีโอไทด6บริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) โดยสามารถสกัดดีเอ็นเอ และ

เพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ ITS ด<วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ได<  

 

คำสำคัญ มะเร็งปากมดลูก สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ด Internal Transcribed Spacer 

(ITS) 
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Abstract 

This research studies the biological activity of the polysaccharide crude extracts 

from some types of selected mushrooms in Thailand in the inhibition of the growth of 

cervical cancer cells by extracting the polysaccharide from mycelia of three sample 

selected mushrooms, namely MH2-ORG, DTM 1.1, and CU-07 by hot water extraction 

using Soxhlet. Then, from the measurement of the polysaccharides by anthrone 

method, it was found that MH2-ORG had the highest polysaccharide content of 6 .55 

milligrams per milliliter. Afterwards, the crude extracts were tested for biological 

activity against SiHa cervical cancer cells using MTT assay technique. It was found that 

the polysaccharide crude extracts obtained from the CU-07 sample contained 

polysaccharides at 2.07 milligrams per milliliter. These extracts could inhibit the SiHa 

cervical cancer cells best, with the viability of cells at 40.50%. The CU-07 was then 

examined using molecular biology techniques by DNA sequencing in the Internal 

Transcribed Spacer (ITS). The DNA could be extracted and the number of genes in the 

ITS could be amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. 

 

Keywords cervical cancer, crude polysaccharide extracted from mushroom, Internal 

Transcribed Spacer (ITS)  
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บทที่ 1 
บทนำ 

1.1 ความเปlนมาและความสำคัญของปmญหา 

มะเร็งปากมดลูก เป�นมะเร็งที่พบมากที่สุดอันดับท่ี 2 ของมะเร็งในสตรีไทย เกิดจากการท่ี

เซลล6บริเวณปากมดลูกมีการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล6 มีการเจริญเติบโตผิดปกติและควบคุมไมDได< 

สามารถแทรกแซงเนื้อเยื่อใกล<เคียงและมีการกระจายไปสูDอวัยวะอื่น ๆ ของรDางกายได<ทางหลอดเลือด

และระบบน้ำเหลือง โดยมีการรักษาด<วยวิธีตDาง ๆ ดังน้ี การผDาตัด ถ<ามะเร็งอยูDเฉพาะปากมดลูก

อาจจะตัดแคDบริเวณปากมดลูก แตDถ<ามะเร็งแพรDกระจายมากแพทย6อาจจะตัดมดลูกทDอรังไขDเว<นรังไขD

รวมทั้งตDอมน้ำเหลืองใกล<เคียง การให<รังสีรักษาทำได< 2 วิธี โดยการให<รังสีรักษาจากเครื่อง แพทย6จะ

ให<รังสีเพ่ือฆDาเซลล6มะเร็ง การให<เคมีบำบัด โดยการให<เคมีเข<าในเลือดเพ่ือฆDาเซลล6มะเร็ง เป�นการสร<าง

ภูมิคุ<มกันเพื่อให<ภูมิคุ<มกันทำลายเซลล6มะเร็งมักใช<ในการรักษามะเร็งที่ระยะแพรDกระจายไปมากแล<ว

หรือระยะกลับมาเป�นใหมDหรือใช<หลาย ๆ วิธีรDวมกัน แตDวิธีรักษาข<างต<นมักพบอาการข<างเคียงด<วย

เสมอ เนื่องจากสารเคมีจะไปทำลายเซลล6ปกติบางสDวนด<วย จึงมีการศึกษาเพื่อหาสารใหมD ๆ ที่มี

ประสิทธิภาพดีและมีผลข<างเคียงจากการรักษาน<อย โดยสารสกัดพอลิเซ็กคาไรด6จากเห็ดเป�นหนึ่งใน

สารท่ีมีการศึกษาเพ่ือนำมาพัฒนาเป�นยา (Jang et al., 1997; World Health Organization, 2014) 

 เห็ดเป�นกลุDมของสิ่งมีชีวิตที่เติบโตในรูปแบบของเส<นใยตDอเมื่อถึงระยะสร<างเซลล6สืบพันธุ6จะ

รวมตัวกันเป�นกลุDม เกิดเป�นโครงสร<างขนาดใหญD สามารถมองเห็นได<ด<วยตาเปลDาและสามารถพบพอลิ

แซ็กคาไรด6 โปรตีน กรดไขมันไมDอิ่มตัว ได<เป�นจำนวนมาก   พอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดเป�นพอลิเมอร6

ของคาร6โบไฮเดรตที่พบได<เป�นจำนวนมากบนผนังเซลล6 (วินัย กลิ่นหอม และอุษา กลิ่นหอม, 2548; 

อนงค6 จันทร6ศรีกุล และคณะ, 2551; Moradali et al., 2007) 

 พอลิแซ็กคาไรด6สายหลักที่พบจะเป�นโครงสร<างของน้ำตาลกลูโคสตDอกันเป�นสายยาวด<วย

พันธะเบต<า – (1,3) [β – (1,3)] เรียกวDา กลูแคน (glucan) ซึ่งละลายน้ำได<  สำหรับชื่อเรียกของพอลิ-

แซ็กคาไรด6ตัวอื่น ที่พบในเห็ดเชDน เฮทเทอโร-เบต<า-กลูแคน (hetero-β-glucans), อัลฟา-แมนโน-

เบต<า-กลูแคน-คอมเพล็กซ6 (α-manno-β-glucan complexs) หรือเรียกตามชนิดของเห็ดนั้น ๆ เชDน 

เลนติแนน (lentinan) จาก Lentinula edodes เป�นต<น ตDางก็มีโครงสร<างสายหลักเป�นกลูแคนท้ังส้ิน 

แตDแตกตDางกันที่ชนิดของน้ำตาลที่มาตDอเป�นโซDกิ่งที่พันธะเบต<า – (1,6) [ β - (1,6) ] ซึ่งสDงผลให<มี

คุณสมบัติในการต<านเซลล6มะเร็งได<ตDางกันด<วย (Mizuno, 1996, 1999; Wasser and Weis, 1999; 

Ikekawa, 2001)  

 การสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด6ที่มีฤทธิ์ต<านมะเร็งปากมดลูกจากเห็ดหมื่นป§ (Ganoderma 

lucidum (Fr).) Karst. โดยทดสอบการออกฤทธิ์ของสารพอลิแซ็กคาไรด6ในการต<านเซลล6มะเร็งปาก

มดลูกคนที่เจริญในหนูไมซ6ไร<ขน พบวDาสารพอลิแซ็กคาไรด6ที่แยกได<จากทั้งเส<นใยหรือดอกเห็ดมีฤทธ์ิ
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ยับยั้งการเจริญของเซลล6มะเร็งในหนูไร<ขนสูงมาก และเมื่อทดสอบความเป�นพิษของสารพอลิแซ็กคา

ไรด6ที่แยกได< โดยการฉีดให<แกDหนูไร<ขน พบวDาตลอดระยะเวลาที่ทำการทดลอง 90 วันซึ่งแสดงวDาสาร

ท่ีสกัดได<ไมDมีผลตDอเซลล6ปกติและไมDทำให<น้ำหนักตัวหนูลดลง (ปริญญา รัตนะพิมาน, 2535) 

การระบุชนิดของเห็ดตามวิธีมาตรฐานโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานเป�นหลักยังคงมีข<อจำกัด

จากความแปรผันทางสัณฐานวิทยาจึงมีการจำแนกเห็ดโดยใช<สารพันธุกรรมจำเพาะท่ีบDงบอกชนิดและ

สายพันธุ6จึงมีการศึกษาสารพันธุกรรมสDวน Internal transcribed spacer (ITS) คือบริเวณลําดับเบส

ที่เรียกวDา non- coding sequence โดยมีอยูD 2 ตำแหนDง คือ ITS1 ตั้งอยูDระหวDางยีน 18S และ 5.8S 

และ ITS2 ตั ้งอยู DระหวDาง5.8S และ large subunit ribosomal DNA ซึ ่งเป�นลําดับเบสที่สามารถ

นํามาศึกษาความสัมพันธ6ทางพันธุกรรมระหวDางชนิดของเห็ดได< โดยสิ่งมีชีวิตที่ตDางชนิดกันมีการแตก

แขนงออกมาจากสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันจึงมีการศึกษาทางวิวัฒนาการเพื่อศึกษาความสัมพันธ6ที่มีอยูDใน

อดีตและความใกล<เคียงกันทางพันธุกรรม ในการทดลองนี้จึงเลือกศึกษาบริเวณ ITS โดยนำข<อมูลที่ได<

เปรียบเทียบกับข<อมูลที่มีอยูDในฐานข<อมูลออนไลน6 เพื่อระบุชนิดเห็ดที่มีผลตDอเซลล6มะเร็งปากมดลูก

และนำข<อมูลมาสร<างแผนภูมิความสัมพันธ6ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) เพื่อศึกษาความ

เชื่อมโยงระหวDางเห็ดแตDละชนิด (กมลพร ปานงDอม, สุคนธ6ทิพย6 บุญวงค6 และกุลชนา เกศสุวรรณ6, 

2554; อมรรัตน6 โมªี, 2549; Chen et al., 2016) 

 

1.2 วัตถุประสงค? 

   เพื ่อศึกษาผลของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดที่คัดแยกได<ในประเทศไทยตDอ

เซลล6มะเร็งปากมดลูก 
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บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวขHอง 

 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 มะเร็งและสาเหตุการเกิดมะเร็ง 

 มะเร็งคือ โรคท่ีเกิดจากการเจริญของเซลล6ที่ผิดปกติ ไมDสามารถควบคุมได<เหมือนเซลล6ทั่ว ๆ 

ไป พบในบริเวณที่ผิดปกติ ผลลัพธ6ที่ได<คือคลุDมความผิดปกติของเซลล6ซึ่งสามารถขยายขนาดได<ไมD

สิ้นสุด ชักนำให<มีเส<นเลือดมาเลี้ยงตัวเองได< ต<านการตายของเซลล6 (apoptosis) สามารถบุกรุกเซลล6

ข<างเคียงและกระจายไปตามสDวนตDางๆของรDางกายได< โดยสาเหตุของความผิดปกติสามารถเกิดได<จาก

พันธุกรรมและสิ่งแวดล<อม (Gibbs, 2003)  เนื่องจากสาเหตุเหลDานี้ทำให<สารพันธุกรรมในเซลล6เกิด

ความเสียหายและเกิดเป�นเซลล6มะเร็งได< สามารถแบDงยีนที่เกี่ยวข<องกับการเกิดมะเร็งได<ออกเป�น 3 

กลุDมคือ ยีนกDอมะเร็ง ยีนต<านมะเร็งและยีนที่เกี่ยวข<องกับการซDอมดีเอ็นเอภายในจีโนม ยีนกDอมะเร็ง 

(oncogene) คือยีนที่โดยปกติมีสDวนเกี่ยวข<องกับวัฏจักรของเซลล6โดยทำหน<าที่ควบคุมวัฏจักรเซลล6

หรือเกี่ยวข<องกับการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล6 (proto-oncogene) แตDเมื่อยีนนี้เกิดการกลาย

สDงผลให<เกิดเป�นยีนที่สามารถกDอมะเร็งได< โดยสDงเสริมให<เซลล6มีวัฏจักรที่เปลี่ยนแปลงไป เซลล6มีการ

เจริญเติบโตอยDางงรวดเร็วไมDสามารถควบคุมได< ยีนต<านมะเร็ง (tumor suppressor gene) ในภาวะ

ปกติยีนนี้จะทำหน<าที่ควบคุมการเจริญของเซลล6ให<ปกติและควบคุมกระบวนการการฆDาตัวตายของ

เซลล6 เมื่อเกิดการสูญเสียหน<าที่ของยีนเป�นผลมาจากการขาดของโครโมโซม การกลายหรือความ

ผิดปกติของยีนท้ัง 2 แอลลีล ยีนท่ีเก่ียวข<องกับการซDอมดีเอ็นเอภายในจีโนม (DNA mismatch repair 

gene) ในภาวะปกติยีนที่เกี่ยวข<องกับการซDอมแซมดีเอ็นเอจะซDอมแซมดีเอ็นเอที่มีความเสียหายได<

ปกติแตDถ<ายีนซDอมแซมเกิดความเสียหายทำให<ยีนขาดความสามารถในการซDอมแซมยีนเชDนยีนกDอ

มะเร็งหรือยีนต<านมะเร็งจะสDงผลให<เซลล6นั้นสามารถเป�นเซลล6มะเร็งได< สาเหตุของความผิดปกติที่เกิด

จากสิ่งแวดล<อม ได<แกD อาหารกDอมะเร็ง เชื้อราในอาหาร อาหารป��ง ยDาง รมควัน สารพีเอเอช ยาฆDา

แมลง การสูบบุหรี่และดื่มสุรา รังสีเอ็กซ6และรังสีอุลตร<าไวโอเลต จากแสงแดด การติดเช้ือไวรัส 

Human papillomavirus (HPV) เป�นต<น (Daba and Ezeronye, 2003; ปฐมวดี ญาณทัศนีย6จิต 

และศุภกิจ โขวุฒิธรรม, 2555) 

 

2.1.2 วิธีการรักษามะเร็งในป�จจุบัน  

1) การผDาตัดหรือการศัลยกรรม เป�นวิธีมาตรฐานโดยการตัดเอาก<อนเนื้อหรือบริเวณที่เป�น

มะเร็งออก 
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2) การให<ยาเคมีบำบัด (chemotherapy) มักใช<ในกรณีที่มีความรุนแรงจากการแพรDกระจาย

ของเซลล6มะเร็งไปตามทDอน้ำเหลือง ตDอมน้ำเหลือง หรืออวัยวะอื ่นๆภายในรDางกาย โดยการ

รับประทานยาท่ีมีความจำเพาะตDอเซลล6มะเร็งในปริมาณท่ีน<อยและมีผลกระทบตDอเซลล6ปกติน<อยท่ีสุด 

วิธีน้ีมักมีข<อเสียคือเซลล6ปกติอาจจะถูกทำลายไปบางสDวน 

3) การใช<รังสีรักษา (radiotherapy) เป�นการให<รังสีไปที่บริเวณที่เป�นมะเร็งโดยตรง อาจทำ

การรักษารDามกับการผDาตัด มันมีผลข<างเคียงคือป�สสาวะแสบขัด ผิวหนังแสบแดงเป�นต<น 

4) การใช<ฮอร6โมน เป�นวิธีท่ีใช<ได<ผลดีกับเซลล6มะเร็งบางบริเวณเทDาน้ัน จึงไมDเป�นที่นิยมในการ

นำมารักษา 

5) การเพิ่มภูมิคุ <มกันให<กับรDางกาย วิธีนี ้เป�นการนำสารสกัดจากธรรมชาติมาใช<เพื่อเพ่ิม

ภูมิคุ<มกันให<กับรDางกาย เชDน สมุนไพร กระเทียม บอระเพ็ด สารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดหลินจือ 

เป�นต<น วิธีน้ีมักใช<รDวมกับการทำเคมีบำบัด 

6) การรักษาที่ยีนที่ทำให<เกิดมะเร็งโดยตรง เป�นวิธีที่ยากและไมDนิยมนำมาใช<เนื่องจากยังไมD

เป�นท่ีประสบผลสำเร็จมากนัก (Jang et al., 1997; World Health Organization, 2014) 

  

2.1.3 เห็ด 

 เห็ด คือราที่มีวิวัฒนาการสูงกวDาราชนิดอื่นๆ เป�นกลุDมราที่มีเส<นใยรวมกันเกิดเป�นโครงสร<าง

ดอก ไมDมีคอลโรฟ�ลด6จึงไมDสามารถสร<างอาหารเองได< จัดอยู Dใน 2 ไฟลัม คือเบซิดิโอไมโคตา 

(basidiomycota) และแอสโคไมโคตา (ascomycota) แตDสDวนใหญDจัดอยูDในไฟลัมเบซิดิโอไมโคตา 

วงจรชีวิตเห็ดที่เกิดขึ้นในธรรมชาติเริ่มจากสปอร6ที่ถูกสร<างขึ้นโดยอาศัยเพศเรียกวDา เบซิดิโอสปอร6 

(basidiospore) เห็ดบางชนิดในไฟลัมแอสโคไมโคตา ซึ่งมีสปอร6ที่เกิดแบบอาศัยเพศเรียกวDาแอสโค

สปอร6 (ascospore) เมื่อสปอร6เหลDานี้อยูDในสภาวะที่เหมาะสมจะเกิดเป�นเส<นใยจากนั้นจะพัฒนาไป

เป�นดอกเห็ดโดยดอกเห็ดจะอยูDได<ไมDนานแตDเส<นใยของเห็ดสามารถอยูDได<นานหลายป§ทั้งในซากพืช 

ซากสัตว6 ในดิน เส<นใยของดอกจะมีการรวมตัวกันเป�นกลุDมเรียกวDา ไมซีเลียม (mycelium) โดย

เปล่ียนไปทำหน<าท่ีสืบพันธุ6และขยายพันธุ6 (อนงค6 จันทร6ศรีกุล และคณะ, 2551) 

 

2.1.4 สารสกัดจากเห็ดท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพกับการรักษามะเร็ง 

  ในประเทศจีน ญี่ปุ�นและเกาหลีนิยมรับประทานอาหารที่ทำจากเห็ดเนื่องจากมีงานวิจัยท่ี

พบวDาเห็ดมีสรรพคุณในการต<านมะเร็ง จึงมีการนำเห็ดหลายสายพันธุ6มาสกัดเพื่อใช<ในการรักษา

โรคมะเร ็งร Dวมกับการทำเคมีบำบัดเช Dน เห็ดกระดุมบราซิล (Agaricus blazei) เห็ดหลินจือ

(Ganoderma lucidum) เป�นต<น พบวDาสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่พบได<ในเห็ดเชDน พอลิแซ็กคาไรด6 

สามารถกระตุ<นการตายของเซลล6 (apoptosis) ของเซลล6มะเร็งได< วิตามินบีรวม วิตามินดี และสาร
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อื่นๆ เชDน Pantothenic และ Lentinan ซึ่งชDวยกระตุ<นภูมิคุ<มกันของผู<ป�วย โดยที่สารสกัดจากเห็ด

เหลDานี้ไมDพบวDาเป�นพิษตDอเซลล6ปกติในรDางกายและไมDพบผลข<างเคียงในการนำไปใช< (Wu et al., 

2012) 

 

2.1.5 พอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ด 

 พอลิแซ็กคาไรด6 เป�นพอลิเมอร6ของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวโดยเชื่อมตDอกันด<วยพันธะไกลโคซิดิก 

(glycosidic linker) เป�นโมเลกุลที่คDอนข<างมีความซับซ<อนเนื่องจากบางครั้งเกิดพันธะโควาเลนท6กับ

คาร6บอนอะตอมหลายคูD ด<วยเหตุผลน้ีทำให<น้ำตาลหน่ึงหนDวยสามารถเกิดพันธะกับโมเลกุลของน้ำตาล

มากกวDา 2 โมเลกุลได< สDงผลให<เป�นโมเลกุลที่มีขนาดใหญDและแตกแขนงมาก พอลิแซ็กคาไรด6จึงเป�น

โครงสร<างที่มีความหลากหลายและแปรปรวนทางโครงสร<างสูง พอลิแซ็กคาไรด6ในเห็ดพบได<มาบริเวณ

ผนังเซลล6 มีทั้งที่ละลายน้ำได<และละลายน้ำไมDได< สDวนใหญDมักเป�นกลูแคน (glucan) เชื่อมกันด<วย

พันธะเบต<า – (1,3), (1,6) [β – (1,3), (1,6)] และพันธะเบต<า – (1,3) [β – (1,3)] แตDสDวนมากเป�นเฮท

เทอโรไกลแคน (heteroglycans) ที ่สามารถมีน้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยวชนิดอื ่นๆมาเชื ่อมตDอเป�น

กิ่งก<านสาขาไมDสิ้นสุดโดยการที่มีน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวตDางชนิดกันเชDน กาแลคโทส (galactose) แมน

โนส (mannose) อะราบิโนส (arabinose) และไซโลส (xylose) เป�นต<นมาตDอเป�นโซDกิ่งที่พันธะเบต<า 

– (1,6) [ β - (1,6) ] สDงผลให<มีคุณสมบัติในการต<านเซลล6มะเร็งได<ตDางกันด<วย (Wasser, 2002)       

โดยกลูแคนที่มีมวลโมเลกุลมากกวDามักมีฤทธิ์ในการต<านเซลล6มะเร็งมากกวDากลูแคนที่มีมวลโมเลกุล

น<อย (Mizuno et al., 1996; Mizuno, 1999) 

 

2.1.6 กลไกการทำงานของพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดในการต<านเซลล6มะเร็ง 

กลไกการทำงานของสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดกับเซลล6มะเร็งมีทั้งหมด 3 กลไกคือ การ

กระตุ<นภูมิคุ<มกันของรDางกายให<เพิ่มขึ้น โดยกลไกนี้พอลิแซ็กคาไรด6จะไปเพิ่มการทำงานของเซลล6เม็ด

เลือดขาวและเอนไซม6ตDางๆท่ีเกี่ยวข<อง ซึ่งกลไกนี้เป�นกลไกที่คDอนข<างได<รับการยอมรับและสามารถ

พิสูจน6ได< เชDน เลนติแนน โดยเลนติแนนจะไปกระตุ <นการทำงานของ tumor necrosis factor 

(TNFα), interleukin-1 , interleukin-3 , interferon (ITF), Natural Killer cell แ ล ะ  cytotoxic                      

T lymphocytes ให<มีจำนวนมากขึ้นและเข<าทำลายเซลล6มะเร็งได<ดีขึ้น รูปแบบที่ 2 คือการกระตุ<น

การสร<างสารบางชนิดเพื ่อป­องกันการบุกรุกของเซลล6มะเร ็ง ส Dวนกลไกที ่  3 เก ี ่ยวข<องกับ

กระบวนการอะพอพโทซิส (apoptosis) โดยนักวิทยาศาสตร6คาดวDาบนเซลล6มะเร็งจะมีตัวรับท่ี

จำเพาะตDอสารพอลิแซ็กคาไรด6 และเมื ่อพอลิแซ็กคาไรด6ไปจับกับตัวรับทำให<เกิดการกระตุ<น

กระบวนการฆDาตัวตายของเซลล6 แตDกลไกน้ียังเป�นกลไกท่ียังไมDได<รับการพิสูจน6ท่ีชัดเจน (Moradali et 

al., 2007) 
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มีการศึกษาเกี่ยวกับผลของการนำพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดไปใช<ในการรักษามะเร็งชนิดตDางๆใน

สัตว6ทดลอง เชDน 

  

Ikekawa (2001) มีการทำการทดลองในหนูไมซ6 โดยถDายเซลล6มะเร็งปอดให<กับหนูไมซ6ที่เคย

ได<รับสารพอลิแซ็กคาไรด6และไมDได<รับสารพอลิแซ็กคาไรด6 พบวDาหนูที่เคยได<รับสารพอลิแซ็กคาไรด6

เป�นมะเร็งน<อยกวDาน<อยกวDาหนูท่ีไมDได<รับสาพอลิแซ็กคาไรด6 

 

Ishii และคณะ (2011) พบวDาหนูทดลองท่ีได<รับอาหารเสริมจากสารสกัดเห็ดกระดุมบราซิล 

(Agaricus blazei) ติดตDอกันเป�นเวลา 4 สัปดาห6 ชDวยเพิ่มระดับเม็ดเลือดขาวชนิด monocyte ใน

รDางกายให<สูงขึ้น ทำให<ประสิทธิภาพในการกำจัดเซลล6ที่มีการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอ หรือเซลล6ท่ี

สามารถกลายเป�นเซลล6มะเร็งได<ได<ดีขึ้น Ahn และคณะ (2004) พบวDา ผู<ป�วยโรคมะเร็งปากมดลูก 

มะเร็งรังไขD และมะเร็งเย่ือบุโพรงมดลูก ที่ได<รับสารสกัดเห็ดกระดุมบราซิล รDางกายจะมีการทำงาน

ของ Natural killer cell ซ่ึงมีบทบาทสำคัญในการกำจัดเซลล6มะเร็งดีข้ึน 

 

 Loganathan และคณะ (2014) พิสูจน6วDาสารสกัดจากเห็ดหลินจือ ซ่ึงอุดมไปด<วยโปรตีน 

คาร6โบไฮเดรต ไขมัน วิตามิน แรDธาตุและยังมี เทอร6พีนอยด6, พอลิแซ็กคาไรด6 และ ฟ§นอล ซ่ึงชDวย

ตDอต<านอนุมูลอิสระ ชDวยลดขนาดของก<อนมะเร็งเต<านมในหนูทดลองและป­องกันการแพรDกระจายของ

มะเร็งไปสูDปอด โดยผDานการกดการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข<อง โดยมีผลตDอเซลล6ปกติเล็กน<อย 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการวิจัย 

3.1 เซลล?ท่ีใชcในการวิจัย 

     เซลล6มะเร็งปากมดลูก SiHa 

 

3.2 เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณ? 

     อุปกรณ?  บริษัท / ประเทศ 

     กล<องจุลทรรศน6แบบใช<แสง                     Olympus optical Co., Ltd/ Japan 

     เคร่ืองกรองสุญญากาศ                             Tokyo Rikakikai Co., Ltd/ Japan  

     เคร่ืองเขยDา Labcon/ The Repulic of South Africa  

     เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหนDง รุDน TC-205  Denver Instument Company/USA 

     เคร่ืองป�¯นเหว่ียง                            Hettich/ Germany 

     เคร่ืองสกัดสาร Soxhlet 

     เคร่ืองวัดคDาการดูดกลืนแสง                 Agilant/ USA  

     ตู<น่ึงฆDาเช้ือ                                           REXMED Industries Co., Ltd/ Taiwan   

     ตู<ปลอดเช้ือ (Laminar flow hood)   ISSOC/ Thailand 

     ตู<อบ 60 องศาเซลเซียส Memmert/ Germany 

     ถาดเล้ียงเซลล6ชนิด 96 หลุม 

     ป�เปตอัตโนมัติ 

     Hemacytometer 

     Microplate reader            Moleculae Devices/ USA 

  

3.3 สารเคมีท่ีใชcในงานวิจัย 

     สารเคมี           บริษัท / ประเทศ 

     Anthrone (9, 10 – dihydro - 9 – oxoanthracene)  Fluka/ India 

     D-glucose       Ajax Finechem/ Australia 
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     สารเคมีท่ีใชcในการเล้ียงเซลล? 

     Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco/ USA 

     Fetal Bovine Serum (FBS)      Gibco/ USA 

     0.25% Trypsin-EDTA      Gibco/ USA 

     Phosphate Buffered Saline (PBS)    Gibco/ USA 

     Antibiotic-Actinomycotic      Gibco/ USA 

     AlamarBlue      Gold Biotechnology/USA 
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3.4 วิธีดำเนินงานวิจัย 

 3.4.1 รวบรวมตัวอยDางเห็ด 

รวบรวมตัวอยDางเชื ้อเห็ด (mycelial culture) ที ่ได<รับความอนุเคราะห6จากหนDวย

ปฏิบัติการวิจัยการใช<ประโยชน6จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร6 คณะวิทยาศาสตร6 

จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย จำนวน 3 ตัวอยDาง ได<แกD MH2-ORG, DTM 1.1 และ CU-07  

 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ลักษณะของโคโลนีของตัวอยDางเห็ดท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป�นเวลา 7 วัน 

        A. MH2-ORG B. DTM 1.1 C. CU-07 

 

3.4.2 เตรียมเส<นใยบริสุทธ์ิอบแห<งท่ีคัดแยกได<กDอนสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด6  

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ข) นำเส<นใยบริสุทธ์ิของ

ตัวอยDางเห็ดที่ได<รับวางลงบน PDA เป�นระยะเวลา 5 วันและเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato 

Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆDาเชื้อ PDB ที่ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด6ตDอตารางนิ้ว ระยะเวลา 15 นาที ทิ้งให<เย็น นำเส<นใยบริสุทธิ์ที่อยูD

ในจานเพาะเชื้อมาเจาะเป�นวงกลมด<วย cork border ขนาดเส<นผDานศูนย6กลาง 1 เซนติเมตร 

จำนวน 10 ชิ้นใสDลงใน PDB เลี้ยงเส<นใยเห็ดบนเครื่องเขยDาที่มีความเร็วรอบ 250 รอบตDอนาทีท่ี

อุณภูมิห<อง เป�นเวลา 5 วัน จึงนำเส<นใยเห็ดที่เจริญออกจาก PDB ในขวดเลี้ยงมาล<างด<วยน้ำ

กลั่น  นำเส<นใยที่ได<ไปอบแห<งท่ี 60 องศาเซลเซียส จนได<น้ำหนักแห<งคงท่ี โดยทำการทดลอง

ท้ังหมด 3 ซ้ำ 

 

3.4.3 สกัดสารพอลิแซ็กคาไรด6จากเส<นใยบริสุทธ์ิอบแห<ง โดยใช<น้ำรDวมกับความร<อน  

     ทำการบดเส<นใยบริสุทธ์ิที่อบแห<งแล<วนำไปสกัดด<วยน้ำร<อน ในอัตราสDวนเส<นใยหรือดอก

เห็ด 1 กรัมตDอน้ำกลั่น 10 มิลลิลิตร เป�นเวลา 3 ชั่วโมง ด<วยเครื่องสกัดสาร soxhlet จากนั้นนำ

C B A 
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สารสกัดหยาบจากเห็ดที่ได<กรองผDานกระดาษกรองโดยใช<เครื่องกรองสุญญากาศ (vacuum 

pump) 

 

 3.4.4 หาปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด6ด<วยวิธี anthrone test  

      เตรียมสารละลายอันโทรน (anthrone) โดยชั่งสารอันโทรนจำนวน 0.2 กรัม ละลายใน

กรดซัลฟูริกเข<มข<น 98 เปอร6เซ็นต6 (conc.H2SO4 98%) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให<เข<ากัน

ในภาชนะทึบตั้งทิ้งไว< 30 นาที นำมาทดสอบกับสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดเพื่อหา

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด6โดย ผสมสารสกัดหยาบจากเห็ดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรกับสารละลายอัน

โทรนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นภายใน 5 นาที สารสกัดที่มีสารพอ

ลิแว็กคาไรด6จะเปลี่ยนจากสีเหลืองเป�นสีเขียวหรือสีเขียวแกมน้ำเงิน นำไปวัดคDาดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ทำจำนวน 3 ซ้ำ และนำคDาดูดกลืนแสงที่ได<เทียบกับกราฟ

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน (ภาคผนวก ก)  

 

3.4.5 ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพตDอการต<านเซลล6มะเร็ง  

3.4.5.1 เพาะเล้ียงเซลล6มะเร็งปากมดลูก  

เพาะเลี้ยงเซลล6มะเร็งปากมดลูก C33a และ SiHa ที่ได<รับความอนุเคราะห6จาก   

รองศาสตราจารย6 ดร.ปฐมวดี ญาณทัศนีย6จิต ภาควิชาพฤกษศาสตร6 คณะวิทยาศาสตร6 

จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย โดยเลี้ยงใน Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ี

มี Fetal Bovine Serum (FBS) 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะ Antibiotic-Antimycotic 1% 

(v/v) ในภาวะท ี ่ ไม D ม ี สารสก ัดหยาบพอล ิแซ ็กคาไรด 6 จากเห ็ด  โดยบ Dมในต ู < บD ม

คาร6บอนไดออกไซด6ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และก³าซคาร6บอนไดออกไซด6ที่ 5 

เปอร6เซ็นต6 และมีความช้ืน  

   3.4.5.2 นับจำนวนเซลล6เพ่ือนำมาคำนวณหาความหนาแนDนของเซลล6 โดยใช<  

hemacytometer  

  3.4.5.3  การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบที่มีพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ด

ตDอการมีชีวิตของเซลล6โดย MTT assay  

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบที่มีพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดตDอการมีชีวิต

ของเซลล6โดย MTT assay นำเซลล6ชนิด SiHa แบDงลงในถาดเลี้ยงเซลล6 96 หลุม โดยมีเซลล6

เริ่มต<นประมาณ 1.2x104 เซลล6 บDมในตู<บDมคาร6บอนไดออกไซด6ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศา

เซลเซียส และก³าซคาร6บอนไดออกไซด6ที่ 5 เปอร6เซ็นต6 และมีความชื้น เป�นเวลา 48 ชั่วโมง 

เตรียมสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดทั้ง 3 ตัวอยDาง ปริมาตร 20 ไมโครลิตรและ cDMEM 
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ปริมาตร 180 ไมโครลิตร บDมรDวมกับเซลล6เป�นเวลา 48 ชั่วโมง นำมาตรวจสอบการมีชีวิตของ

เซลล6โดยใช<สารทดสอบคือ AlamarBlue (Gold Biotechnology, USA) เติมลงใน ถาดเล้ียง

เซลล6 96 หลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บDม 1 ชั่วโมง นำไปวัดคDาดูดกลืนแสงด<วยเครื่อง 

microplate reader ที่ความยาวคลื่นชDวง emission ที่ 570 นาโนเมตร และ excited ท่ี 

600 นาโนเมตร 

 

3.4.6  ตรวจสอบด<วยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลด<วยการหาลําดับนิวคลีโอไทด6บริเวณ 

ITS 

สกัดดีเอ ็นเอเส<นใยบริส ุทธิ ์ของเห็ดโดยเขี ่ยเส <นใยมาบดให<ละเอียดโดยใช<

ไนโตรเจนเหลว จากนั ้นนำตัวอยDางที ่บดละเอียด 0.5 กรัมใสDลงในหลอดปริมาตร 1.5 

มิลลิลิตร จากน้ันเติม 2X CTAB buffer จำนวน 700 ไมโครลิตร นำไปป�¯นเหว่ียง จากน้ันเติม 

chloroform 700 ไมโครลิตร นำไปป�¯นเหวี่ยง 10 นาทีที่ความเร็ว 12,000 รอบตDอนาที ดูด

สารละลายด<านบนใสDหลอดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหมD เติม isopropanol 500 

ไมโครลิตร นำไปป�¯นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตDอนาที เป�นเวลา 5 นาที เทสารลละลายทิ้งและ

ล<างด<วย 70% ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ป�¯นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตDอ

นาที เป�นเวลา 3 นาที เทสารละลายทิ้งและเติม TE buffer 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลาย

ดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 

ด<วยปฏิกิริยาลูกโซDพอลิเมอเรส โดยใช<ไพรเมอร6สากล และตรวจสอบด<วยเทคนิค gel 

electrophoresis  

 

3.4.7 การวิเคราะห6ข<อมูล 

ทดสอบคDาทางสถิติด<วยวิธี one-way ANOVA ท่ี p<0.05 ด<วยโปรแกรม IBM SPSS 

statistic version 22 (SPSS, USA) แสดงผลการทดสอบด<วยคDาเฉลี ่ย ± สDวนเบี ่ยงเบน

มาตรฐาน  

 

3.4.8 สรุปผลและเขียนรายงาน 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลการเตรียมเสcนใยบริสุทธ์ิอบแหcงและสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด?โดยใชcน้ำรBวมกับความรcอน 

 แยกเส<นใยให<บริสุทธ์ิโดยเล้ียงเช้ือบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) พบวDามีเส<นใย

เจริญออกจากเน้ือเย่ือ นำเส<นใยจากเห็ดท้ัง 3 ตัวอยDางมาเพ่ิมบริมาณโดยเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด 

PDB ในสภาวะเขยDาเป�นเวลา 5 วัน พบวDาได<เส<นใยเห็ดท่ีมีลักษณะเป�นก<อน มีสีขาว นำเส<นใยบริสุทธ์ิ

มากรองและล<างด<วยน้ำกล่ัน จากน้ันนำไปอบแห<งท่ีตู< 60 องศาเซลเซียส จนน้ำหนักคงท่ี แล<วนำไปบด

ให<เป�นผง พบวDามีลักษณะเป�นผงสีน้ำตาลเข<ม (ภาพท่ี 4.1) โดยเฉล่ียได<น้ำหนักเส<นใยบริสุทธ์ิแห<ง   

2.24 ± 0.05 กรัมตDออาหารเล้ียงปริมาตร 100 มิลลิลิตร เม่ือนำผงเส<นใยบริสุทธ์ิแห<งไปทำการสกัด

ด<วยน้ำร<อน ระยะเวลา 3 ช่ัวโมง ด<วยเคร่ืองสกัดสาร Soxhlet ด<วยอัตราสDวนเส<นใย 1 กรัมตDอน้ำ 100 

มิลลิลิตรเป�นเวลา 3 ช่ัวโมง พบวDาสารสกัดท่ีได<มีลักษณะเป�นสารละลายสีน้ำตาลเข<มหรือสีน้ำตาลอDอน 

(ภาพท่ี 4.2) มีกล่ินท่ีมีเอกลักษณ6เฉพาะโดยข้ึนอยูDกับชนิดของเห็ด 
 
 

          
 

ภาพท่ี 4.1 ลักษณะของเส<นใยบริสุทธ์ิเห็ดอบแห<งท่ีผDานการบดกDอนนำไปสกัดสาร 

               A. MH2-ORG B. DTM 1.1 C. CU-07 

  

A B C 
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ภาพท่ี 4.2 สารสกัดหยาบจากเส<นใยบริสุทธ์ิเห็ดชนิดตDางๆ 

   A. MH2-ORG B. DTM 1.1 C. CU-07 

 

 

4.2 ผลการหาปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด?ดcวยวิธี anthrone test 

 นำสารสกัดหยาบปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายอันโทรน ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 

ตั้งที่ไว<เป�นเวลา 5 นาทีในสภาวะมืด พบวDาสารละลายเปลี่ยนเป�นสีเขียวหรือสีเขียวแกมน้ำเงิน และ

นำไปวัดคDาดูดกลืนแสงที่ 625 นาโนเมตร จำนวน 3 ซ้ำ พบวDา MH2-ORG, DTM 1.1 และ CU-07 มี

คDาดูดกลืนแสงเฉลี่ยเทDากับ 0.656, 0.274 และ 0.620 ตามลำดับ และนำคDาดูดกลืนแสงที่วัดได<ไป

คำนวนหาความเข<มข<นของพอลิแซ็กคาไรด6ท่ีสกัดได<จากเส<นใยบริสุทธ์ิเห็ดแตDละชนิดพบวDามีคDาเทDากับ 

6.55, 1.77 และ 2.07 มิลลิกรัมตDอมิลลิลิตร ตามลำดับและ 1 กรัมของเส<นใยบริสุทธิ์อบแห<งจะให<

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด6 73.85, 18.71 และ 24.33 กรัม ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

 

ตารางท่ี 4.1 ปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด6ของสารสกัดหยาบ 

ตัวอยDางเห็ด ความเข<มข<นของพอลิแซ็กคาไรด6

ในสารสกัดหยาบจากเส<นใย

บริสุทธ์ิเห็ด  

(มิลลิกรัมตDอมิลลิลิตร) 

ความเข<มข<นของ 

พอลิแซ็กคาไรด6ตDอผงเห็ด 1 

กรัม 

(มิลลิกรัม) 

MH2-ORG 6.55 73.85 ± 0.79 

DTM 1.1 1.77 18.71 ± 0.88 

CU-07 2.07 24.33 ± 0.41 

 

A B C 
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4.3 ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด?ตBอการตcานเซลล?มะเร็งปากมดลูก     
4.3.1 เพาะเล้ียงเซลล6มะเร็งปากมดลูก 

เลี้ยงเซลล6มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa (ภาพที่ 4.3) ซึ่งเป�นเซลล6ที่มีการติดเชื้อไวรัส Human 

papillomavirus (HPV16) ในขวดเลี้ยงเซลล6โดยใช<อาหารเลี้ยงเซลล6ชนิด Complete Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (cDMEM)  ในภาวะที่ไมDมีสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ด บDมในตู<

คาร6บอนไดออกไซด6ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก³าซคาร6บอนไดออกไซด6 5 เปอร6เซ็นต6 และมี

ความช้ืน โดยเซลล6มะเร็งปากมดลูกมีลักษณะเป�นรูปคล<ายกระสวยและเป�นเซลล6เกาะผิว  
 

 

 
 

ภาพท่ี 4.3 ลักษณะเซลล6มะเร็งชนิด SiHa ท่ีกำลังขยาย 20x 

 

4.3.2  การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบที่มีพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดตDอการมีชีวิตของ

เซลล6โดยวิธี MTT assay  

 จากการทดลองเมื่อนำเซลล6มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa มาทดสอบด<วยสารสกัดหยาบพอลิ-

แซ็กคาไรด6จากเห็ดทั้ง 3 ตัวอยDาง บDมเป�นเวลา 48 ชั่วโมง ในถาดเลี้ยงเซลล6 96 หลุมและตรวจสอบ

การมีชีวิตของเซลล6ด<วยวิธี MTT assay และวัดคDาดูดกลืนแสง จากนั้นนำคDาดูดกลืนแสงมาคิดร<อยละ

การมีชีวิตรอดของเซลล6 (% cell viability) พบวDา สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากตัวอยDาง CU-

07, DTM-1.1 และ MH2-ORG ให<คDาร<อยละการมีชีวิตรอดของเซลล6มะเร็งปากมดลูกเทDากับ 40.50, 

93.68 และ 99.34 ตามลำดับ (ภาพที่ 4.4) ดังนั้นสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากตัวอยDาง CU-07 

มีประสิทธิภาพสูงสุดในการต<านการเจริญของเซลล6มะเร็งปากมดลูก โดยให<ร<อยละการมีชีวิตรอดของ

เซลล6ต่ำท่ีสุด พบวDาเซลล6มีรูปรDางท่ีเปล่ียนไป ไมDยึดเกาะพ้ืนผิว แขวนลอยอยูDในสารละลาย 
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ภาพท่ี 4.4 ร<อยละการมีชีวิตรอดของเซลล6มะเร็งปากมดลูกเม่ือบDมรDวมกับสารสกัดหยาบ 

            พอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดชนิดตDางๆ  

 

4.4  ผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด?บริเวณ ITS ดcวยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

จากการสกัดดีเอ็นเอจากเส<นใยบริสุทธิ์ของตัวอยDางเห็ด CU-07 นำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

บริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 และตรวจสอบด<วยเทคนิค gel electrophoresis พบวDา PCR products 

เกิดแถบข้ึนบริเวณความยาว 500 คูDเบส แสดงดังภาพ 4.8 

 

 
ภาพท่ี 4.5 ผลการทำ PCR ยีน ITS จากตัวอยDาง CU-07   
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บทที่ 5  

อภิปรายผลการทดลองและสรุปผลการทดลอง 

 

สรุปวDาจากการทดลองทำการสกัดสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดทั้งหมด 3 

ตัวอยDางโดยสกัดด<วยวิธีการใช<น้ำรDวมกับความร<อนด<วยเคร่ืองสกัด Soxhlet พบวDาสารสกัดจาก

ตัวอยDาง MH2-ORG ให<ปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด6มากที่สุดจาก 3 ตัวอยDาง เมื่อนำไปทดสอบ

ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเซลล6มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa พบวDาสารสกัดจากตัวอยDาง CU-

07 สามารถยับยั้งเซลล6มะเร็งปากมดลูกได<ดีที่สุดโดยมีคDาร<อยละการมีชีวิตรอดของเซลล6เทDากับ 

40.50 จากนั้นจึงนำตัวอยDาง CU-07 ไปตรวจสอบด<วยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลด<วย

การหาลําดับนิวคลีโอไทด6บริเวณ ITS 

 

การเพ่ิมปริมาณเส<นใยบริสุทธ์ิของเห็ดทำโดยเล้ียงเส<นใยบริสุทธ์ิของเห็ดใน PDB เล้ียงใน

สภาวะเขยDาเพ่ือลดระยะเวลาในการเพ่ิมปริมาณเม่ือเทียบกับวิธีต้ังในสภาวะน่ิง (วิศรุต กิจพิพิธ, 

2552) การเล้ียงในสภาวะเขยDาสามารถให<เส<นใยบริสุทธ์ิในปริมาณท่ีใกล<เคียงกับการต้ังไว<ในสภาวะน่ิง

โดยใช<ระยะเวลาท่ีน<อยกวDา  

 

 สารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดตัวอยDาง CU-07 ที่มีความเข<มข<นของสารพอลิแซ็กคาไรด6 

2.07 มิลลิกรัมตDอมิลลิลิตร สามารถให<คDาร<อยละการมีชีวิตรอดของเซลล6มะเร็งปากมดลูกน<อยที่สุด

จากทั้ง 3 ตัวอยDาง ปริญญา รัตนะพิมาน (2535) ได<มีการศึกษาเกี่ยวกับสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6จาก

เห็ด (Ganoderma lucidum (Fr).) Karst. ทดสอบฤทธิ์การต<านเจริญของมะเร็งปากมดลูกของคนท่ี

ปลูกถDายเข<าสูDหนู พบวDาสามารถต<านการเจริญของเซลล6มะเร็งปากมดลูกได<เมื่อเทียบกับหนูที่ได<รับน้ำ

กลั่น และสารสกัดไมDเป�นพิษตDอเซลล6ปกติ สำหรับการศึกษานี้แสดงให<เห็นวDาสารสกัดหยาบจากเห็ด

ตัวอยDาง CU-07 สามารถต<านการเจริญเติบโตของเซลล6มะเร็งปากมดลูกได<เชDนเดียวกับสารสกัดหยาบ

พอลิแซ็กคาไรด6จากเห็ดบางชนิด   

  

จากงานวิจัยกDอนหน<านี้พบวDาสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล6มะเร็งตับชนิด HepG2 (Zeng and Zhu,2017) โดยเป�นสารสกัดพอลิแซ็ก- 

คาไรด6จาก Helvella leucopus ซึ ่งเป�นเห็ดกินได<และพบได<ในประเทศจีน ซึ่งตรงกับผล

การศึกษาในครั้งนี้ที่พบวDาสารสกัดจากเห็ดมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเซลล6มะเร็งปากมดลูก

เชDนเดียวกับรายงานการศึกษาอื่นๆเกี ่ยวกับสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6ที ่มีฤทธิ ์ ในการยับยั ้ง

เซลล6มะเร็งชนิดตDางๆ เชDน สารสกัดพอลิแซ็กคาไรด6จาก Lentinula edodes มีฤทธิ์ในการ
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ยับยั้งเซลล6มะเร็งปอด เซลล6มะเร็งกระเพาะอาหาร รวมถึงเซลล6มะเร็งปากมดลูก เป�นต<น 

(Zhang et al., 2019) 

  

การศึกษาในอนาคตควรมีการศึกษาด<านการทำบริสุทธิ์สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด6

และนำสารพอลิแซ็กคาไรด6แตDละชนิดมาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพตDอเซลล6มะเร็งปากมดลูก และ

ควรมีการศึกษาเพิ ่มเติมในมะเร็งชนิดอื ่นๆ เนื ่องจากสารสกัดอาจจะมีฤทธิ ์ ในการยับยั ้ง

เซลล6มะเร็งชนิดอื่นได<ดี ควรศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับความสามารถในการทำให<เซลล6มะเร็งลดลง

ไปครึ่งหนึ่งและนำไปทดสอบความเป�นพิษตDอเซลล6ปกติเพื่อเป�นประโยชน6ตDอการนำไปใช<ใน

อนาคต นอกจากนี้ควรทำการระบุชนิดพันธุ6ของเห็ดที่นำมาทดสอบเพื่อหาความสัมพันธ6ทาง

วิวัฒนาการและงDายตDอการนำไปศึกษาตDอ 
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ภาคผนวก ก 

ก.1 การทำกราฟสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

           กราฟสารละลายกลูโคสมาตรฐานสามารถเตรียมได<โดย เตรียมสารละลายกลูโคสความ

เข<มข<นตDางๆคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมตDอมิลลิลิตร ใสDในหลอดทดลอง

แก<วหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายอันโทรนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว<เป�นเวลา 5 นาที

ในที่มืด นำไปวัดคDาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร นำคDาดูดกลืนแสงที่ได<มาสร<างกราฟ

สารละลายมาตรฐานกลูโคสมาตรฐาน (ภาพท่ี ก.1) 

 

 
ภาพท่ี ก.1 กราฟสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ด<วยวิธีอันโทรน 

 

ก.2 การคำนวณเซลล6 

 นำสารละลายท่ีมีเซลล6ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย trypan blue stain 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากน้ันนำสารละลายท่ีได<ปริมาตร 10 ไมโครลิตรใสDลงใน hemocytometer 

นับจำนวนเซลล6จากน้ันนำมาคำนวณเซลล6ท่ีต<องใช<โดยใช<สูตร  

    ปริมาณเซลล6ตDอมิลลิลิตร = 
จำนวนเซลล(รวม	"	ช,อง

"
 x 2 x 104 

 

  ปริมาณสารละลายท่ีใช<ผสมกับเซลล6 (ml) = 
ปริมาณเซลล(ที่ต7อง

ปริมาณเซลล(ต,อมิลลิลิตร
 

y = 2.9929x 

R² = 0.9919
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ก.3 การคำนวณร<อยละการมีชีวิตรอดของเซลล6มะเร็งปากมดลูก 

ตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล6ด<วยเทคนิค MTT assay นำไปวัดคDาการดูดกลืนแสงความยาว 

คลื่นชDวง emission ที่ 570 นาโนเมตร และ excited ที่ 600 นาโนเมตร นำคDาที่ได<มาคำนวณด<วย

สูตรดังน้ี  

 

 ร<อยละการมีชีวิตของเซลล6  =  
ค"าการดูดกลืนแสงของเซลล2ในหลุมที่ทดสอบกับสารสกัด	"	#$$

ค"าการดูดกลืนแสงของเซลล2ในหลุมที่ไม"มีสารสกัด
 

             (% of cell viability) 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสาร 

ข.1 อาหารเล้ียงเช้ือ 

  

1) Potato Dextrose Agar (PDA) 

  มันฝร่ัง                200 กรัม 

  เดกโทรส (Dextrose) หรือ กลูโคส (Glucose)  20 กรัม 

  ผงวุ<น      20 กรัม 

  น้ำกล่ัน      1,000 มิลลิลิตร 

  

หั่นมันฝรั่งเป�นชิ้นเล็กๆ นำไปต<มในน้ำกลั่นจนชิ้นมันฝรั่งเริ่มนิ่ม กรองเนื้อมันฝรั่งออกด<วยผ<า

ขาวบาง เติมเดกโทรสหรือกลูโคส คนให<ละลาย ปรับปริมาตรสารละลายให<ได< 1,000 มิลลิลิตร แบDง

ใสDลงในขวดรูปชมพูDที่มีผงวุ<นอยูD จากนั้นนำไปนึ่งฆDาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด6ตDอ

ตารางน้ิว ระยะเวลา 15 นาที 

 

2) Potato Dextrose Broth (PDA) 

  มันฝร่ัง                200 กรัม 

  เดกโทรส (Dextrose) หรือ กลูโคส (Glucose)  20 กรัม 

  น้ำกล่ัน      1,000 มิลลิลิตร 

 

หั่นมันฝรั่งเป�นชิ้นเล็กๆ นำไปต<มในน้ำกลั่นจนชิ้นมันฝรั่งเริ่มนิ่ม กรองเนื้อมันฝรั่งออกด<วยผ<า

ขาวบาง เติมเดกโทรสหรือกลูโคส คนให<ละลาย ปรับปริมาตรสารละลายให<ได< 1,000 มิลลิลิตรจากน้ัน

นำไปน่ึงฆDาเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด6ตDอตารางน้ิว ระยะเวลา 15 นาที 

 

 

  



 

 25 

ข.2 เล้ียงเซลล6 

  

1) อาหารเล้ียงเซลล6 Dulbecco’s Modified Eagel Medium (DMEM)  

ผง Dulbecco’s Modified Eagle Medium   1 ซอง 

   น้ำปลอดเช้ือ              1,000 มิลลิลิตร 

   ผงโซเดียมไฮโดรเจนคาร6บอเนต                      ปริมาณข้ึนอยูDกับสูตรแตDละบริษัท 

  

 เตรียมน้ำปลอดเช้ือ 900 มิลลิลิตรผสมกับผง Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1 

ซอง ในขวดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให<เข<ากัน จากน้ันเติมผงโซเดียมไฮโดรเจนคาร6บอเนตตาม

สูตรของแตDละบริษัท ปรับปริมาตรเป�น 1,000 มิลลิลิตร นำไปกรองและเก็บเพ่ือนำไปใช<ตDอ 

 

2) การเตรียม Complete Dulbecco’s Modified Eagel Medium (cDMEM) 

DMEM       94 มิลลิลิตร 

Fetal bovine serum (FBS)     5 มิลลิลิตร 

Antibiotic-Antimycotic (100x)     1 มิลลิลิตร 

 

 นำ DMEM ท่ีเตรียมไว<ผสมกับ FBS และ Antibiotic-Antimycotic (100x) ลงในขวด

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

3) Phosphate buffered saline (PBS) 

โซเดียมคลอไรด6 (NaCl)      8 กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด6 (KCl)    0.2 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.2 กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   1.25 กรัม 

น้ำกล่ัน        1,000  มิลลิลิตร 

  

ผสมโซเดียมคลอไรด6 โพแทสเซียมคลอไรด6 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ไดโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต และน้ำกลั่น ให<เข<ากัน จากนั้นนำไปนึ่งฆDาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด6ตDอตารางน้ิว ระยะเวลา 15 นาที และเก็บท่ีอุณหภูมิห<อง 
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