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 แคลเซียมไอออนเปนสารสงสัญญาณระดับที่สองในเซลลที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการทํางาน
ของเซลลยูแคริโอตในหลายกระบวนการตั้งแตในยีสตถึงมนุษย ในยีสตการกระตุนสัญญาณของแคลเซียมที่มาก
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Calcium ion (Ca2+) is a universal second messenger that is important in the regulation of 

diverse biological processes in eukaryotic organisms from yeast to human. Hyperactivation of 
Ca2+-signals in yeast causes a severe defect of growth through the inhibition of the cell-cycle 
engine in G2 phase. Because of the Ca2+ sensitivity observed a zds1-null yeast strain, a novel 
high throughput drug screening system to detect small-molecule inhibitors of the Ca2+-dependent 
cell-cycle regulation was developed. Upon screening in Thai medicinal plant extract, pinostrobin, 
a pure compound from Boesenbergia pandurata, was identified as an inhibitor of Ca2+-signal 
mediated growth regulation in Saccharomyces cerevisiae. The aim of this study is to determine 
the molecule target of pinostrobin in the Ca2+-signaling pathway in yeast. The result showed that 
pinostrobin suppressed the growth defect caused by the genetic activations of SWE1. Western 
blot analysis of Swe1 level indicated that the effect of pinostrobin was attributable to the inhibition 
of the Ca2+-dependent accumulation of Swe1. Pinostrobin at 1 mM concentration could 
accelerate the rate of destabilization of Swe1 and also decreased the expression level of the 
SWE1. In addition, the effect of pinostrobin on proliferation of twelve human cancer cell lines 
(A375, SW620, Kato III, HepG2, BT474, MDA MB 231, THP-1, HL-60, Jurkat, HeLa, Ca-Ski and 
SiHa) was evaluated on the numbers of the viable cells by MTT proliferation assay. The result 
showed that pinostrobin inhibited proliferation of Jurkat, A375, KatoIII and Ca-Ski cell lines with 
IC50 value of 56, 67, 86 and 145 µM, respectively.  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

สถานภาพของอุตสาหกรรมการผลิตยาในประเทศไทยเปนอุตสาหกรรมขั้นปลาย
หรือข้ันที ่3 (ข้ันที ่1 คนควายาใหม ข้ันที่ 2 ผลิตวัตถุดิบ และข้ันที ่3 ผลิตยาสําเรจ็รูป) โดยนําเขา
วัตถุดิบยามาผสม (formulation) เปนยาสําเร็จรูป ซึง่เปนการใชระดบัเทคโนโลยีข้ันตนเทานั้น สวน
การผลิตวัตถดุิบตัวยาเพื่อใชในประเทศมคีอนขางนอย และมีศักยภาพต่ําในการผลติวัตถุดิบตัวยา
ใหม เนื่องจากตองลงทนุมาก และตองไดรับความชวยเหลือจากภาครัฐ และความรวมมือจาก
ภาคเอกชน ขอมูลจากศูนยวิจัยกสิกรไทย (http://www.positioningmag.com) ระบุวาประเทศ
ไทยขาดดุลการคาทางดานยารักษาโรคในมูลคาสูง ทั้งนี้เนื่องมาจากยารักษาโรคที่นําเขามาใน
ประเทศไทย สวนใหญเปนยาที่ไดรับการคุมครองทางดานสทิธิบัตร ซึ่งสวนมาก คือ ยาที่มาจาก
ประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศในทวปียุโรป    โดยปกติแลวการผลิตยาตนแบบ (Original 
Drug) ที่ไดมีการคิดคนขึ้นเปนรายแรกของโลกจะไดรับความคุมครองทางสิทธิบัตรประมาณ 20 ป   
โดยที่ยาตนแบบที่คิดคนพฒันาขึน้ และไดรับการคุมครองทางสิทธบิัตรจะมีราคาสูง ในปจจุบัน
สหรัฐอเมริกา และประเทศในยุโรป ถือเปนกลุมประเทศผูผลิตยาตนแบบรายใหญของโลก สวน
ของประเทศไทยนั้นการคิดคนและพัฒนายาตนแบบยงัมีขอจํากัดหลายอยาง ทัง้ในเรื่องเงนิลงทุน
ดานเครื่องจกัรและการวิจัย รวมทั้งการพฒันาและติดตามผล ดังนั้นจงึยังจําเปนตองนาํเขายาจาก
ตางประเทศในสัดสวนที่สูง  ปจจุบันคนไทยจาํนวนมากยงัขาดโอกาสในการเขาถึงยา เนื่องจาก
ปญหาความยากจน ในขณะที่ภาครัฐขาดแคลนงบประมาณสนับสนนุเนื่องจากปญหายาทีม่ีราคา
แพง สงผลใหภาครัฐไมสามารถจัดสรรยาใหกับผูปวยที่ตองไดรับยาอยางตอเนื่อง ไดอยางทัว่ถึง 
เชน ผูปวยโรคเอดส โรคหวัใจ และมะเร็ง เปนตน  และจากขอมลูของกระทรวงสาธารณสุข ป 
2549 เผยวาโรคมะเร็งเปนสาเหตุการตายอันดับ 1 ของประเทศไทยโดยมีผูเสียชวีิตปละประมาณ 
5.2 หมื่นคน อัตราเฉลี่ย 83 คนตอประชากรแสนคน นอกจากนี้ในแตละปยังพบผูปวยดวยมะเร็ง
รายใหมประมาณ 1 แสนคน หรือเฉลีย่วนัละ 274 คน และมีแนวโนมพบมากขึ้นเรื่อยๆ สงผลทําให
ยาตานมะเรง็ที่ติดสิทธิบัตรคุมครอง สามารถผูกขาดตลาดไดจึงมีราคาสูงมาก ดังนัน้ทกุฝายทั้ง
ภาครัฐและผูประกอบการตองเรงสรางความยอมรับดานคุณภาพมาตรฐานยาไทย ดวยสงเสริม
การวิจยัและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตทีท่นัสมัย รวมทั้งรณรงคใหคนไทยหันมาใชยารักษาโรคที่
ผลิตในประเทศในสวนที่มีคณุภาพเทาเทยีมและราคาถกูกวาหรือใกลเคียงกับตางประเทศ เพื่อลด
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การพึง่พาการนําเขายารักษาโรคจากตางประเทศ ทั้งยาแผนปจจุบนัและยาสมนุไพรซึง่ไทยมี
วัตถุดิบในประเทศทีห่ลากหลายซึ่งสามารถนํามาใชผลิตเปนยาแผนโบราณที่สามารถใชทดแทน
ยาแผนปจจุบนัโดยมีผลขางเคียงนอยกวา ประเทศไทยตั้งอยูในแถบรอนชื้นของโลก ทาํใหมีความ
หลากหลายทางชวีภาพของสิ่งมีชีวิตสงู พิพิธภัณฑพืช กรมวิชาการเกษตร ไดสํารวจพรรณพชื
ตั้งแตปที่กอต้ังจนถึงปจจุบนั พบวามีตัวอยางพืช 62,000 ตัวอยาง ประมาณ 14,000 ชนิด 230 
วงศ และตามภูมิปญญาไทยดั้งเดมิที่สืบทอดกันมา ไดนําพืชสมุนไพรมาใชเพื่อปองกันและรกัษา
โรคมากมาย อีกทั้งยังมีรายงานวายาที่ใชในปจจุบนักวารอยละ 25 นั้นไดมาจากพืช (Hamburger 
และ Hostettmann, 1991) ดังนัน้การศกึษาวิจัยและพัฒนายาซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ที่ไดมาจากพืช
จะเปนการชวยแกปญหาการพึ่งพายานาํเขาที่ทาํใหไทยตองขาดดุลการคาปละกวา 20,000 ลาน
บาทได และทาํใหประชาชนสามารถเขาถงึยาอยางทัว่ถงึ รวมทัง้ยงัเปนการแกปญหายาราคาแพง
ได  

ปจจุบันงานวจิัยที่เกี่ยวของกับฤทธิ์ทางชวีภาพของสมนุไพรมีแนวโนมเพิ่มข้ึน เชน 
ฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรค (Phongpaichit และคณะ, 2005) ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Voravuthikunchai 
และ Kitpipit 2005) หรือฤทธิ์ตานมะเรง็ (Itharat และคณะ, 2004) แตการศึกษาในเชิงลกึถงึกลไก
ในระดับโมเลกุลของสารบรสุิทธิ์ที่แยกไดจากสมนุไพรยงัมีนอยมาก ซึ่งผลจากงานวิจัยนี้คาดวาจะ
เปนองคความรูเพื่อการพฒันายาขึ้นใชเองในประเทศ การทราบกลไกในระดับโมเลกุลของสารที่
สนใจจะทําใหทราบถงึฤทธิท์างชีวภาพโดยละเอียด รวมทัง้ผลขางเคียงที่จะเกิดขึน้จากการใชสาร
บริสุทธิ์ดังกลาวเปนยา 

วิถีสัญญาณของแคลเซียม (Ca2+ signaling pathway) เปนหนึ่งในวิถีที่สําคัญ
ของการสงสญัญาณภายในเซลล มีบทบาทตอการควบคุมกระบวนการทางชีวภาพมากมาย ไดแก 
การแบงตัวเพิม่จํานวน (cell proliferation) การกระตุนเซลลภูมคิุมกันชนิด T-cell (T-cell 
activation) รวมถงึการหลั่งสารสื่อประสาท (neurotransmitter) ในสิ่งมีชีวิตชัน้สงู (Clapham, 
1995) ซึ่งถาหากสารที่ออกฤทธิ์ไปยับยัง้วถิสัีญญาณของแคลเซียม (Ca2+ signaling inhibitor) จะ
มีศักยภาพในการพัฒนาเปนยารักษาโรคไดหลายโรค ไดแก ยาตานมะเร็ง ยาตานการอักเสบ เปน
ตน (Shitamukai และคณะ, 2000) 

กระบวนการทางชวีภาพที่เกดิขึ้นใน Saccharomyces cerevisiae เชน การ
สังเคราะหโปรตีน การแบงตวั การสงัเคราะหและซอมแซมดีเอ็นเอ เปนตน นั้นคลายกันกับของใน
เซลลส่ิงมีชวีิตชั้นสูง (Mager และ Winderickx 2005) และพบวาประมาณรอยละ 2 ของโปรตีน
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ของยีสตสามารถใชเปนเปาหมายของยารักษาโรคได (Drews, 1996) และจากการเปรียบเทยีบ
จีโนมของมนษุยและยีสตพบวาประมาณรอยละ 50 ของยีนทีท่ราบแลววาเกี่ยวของกับการกอโรค
ในมนษุยคลายกันกับในยีสต (Hartwell, 2004) รวมทั้งผลการศึกษาที่ผานมาพบวา ความสัมพนัธ
ระหวางยาและโมเลกุลเปาหมาย (drug target) ทัง้ของในยีสตและในมนุษยมีความใกลเคียงกัน
มาก ดังเชน โมเลกุลเปาหมายของสารกดภูมิคุมกัน Rapamycin ถูกคนพบในยสีตกอนและถกู
ยืนยนัผลในมนุษย ในเวลาตอมา (Heitman และคณะ, 1991) จากเหตุผลดังกลาวทําใหยีสต
เหมาะสมที่จะถูกนาํไปใชเปนเครื่องมือในการคนหาและศึกษาสมบัติของยาชนิดใหมๆ  

วชิรศักดิ์ วังกงัวาน (2550) ไดใชยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 เพื่อคัดกรองหาสาร
ออกฤทธิท์ี่ยับยั้งวถิีสัญญาณแคลเซียมจากพืชสมุนไพรไทย และไดพบวาสารบริสุทธิ์พโินสโทรบนิ
ที่เปนสารหลกัชนิดหนึ่ง ที่แยกไดจากสวนรากของกระชายเหลืองมีฤทธิด์ังกลาว 

กระชายเหลือง  (Boesenbergia pandurata) เปนพืชสมุนไพรพืน้บาน ที่ไดมีการ
นําไปใชประกอบอาหารและเปนยารักษาโรคตามภูมิปญญาไทยดั้งเดิมโดยมีสรรพคุณเปนยา ใช
แกทองอืดทองเฟอ แกลมจุกเสียด แกโรคกระเพาะ รักษาแผลในปาก (เพ็ญนภา ทรัพยเจรญิ, 
2547) ในกระชายเหลืองพบสารประกอบตางๆมากมาย ไดแก กลุมไดไฮโดรซาลโคน 
boesenbergin A กลุม ฟลาโวน ฟลาวาโนน และฟลาโวนอยด (ไดแก alpinetin, pinostrobin) 
และ pinocembrin (Mongkolsuk และ Dean 1964; Jaipetch และคณะ, 1982) จากรายงานที่
ผานมาพบวา มีการคนพบฤทธิ์ทางชีวภาพของพิโนสโทรบินหลายดาน ไดแก ฤทธิต์านอักเสบ (Wu 
และคณะ, 2002) ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Bharmapravati และคณะ, 2003) หรือฤทธิ์ตานมะเร็งบาง
ชนิด (Smolarz และคณะ, 2006; Ashidi และคณะ, 2007) แตจนถงึปจจุบนัยังมรีายงายวจิัยนอย
มากในเชิงลกึ ถงึกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารบริสุทธิจ์ากกระชายเหลือง การทราบ
ถึงฤทธิท์างชีวภาพของพโินสโทรบินที่ไปยบัยั้งการทาํงานของโปรตีนใดโปรตีนหนึง่ในวิถีสัญญาณ
ของแคลเซียมในยีสต จะเปนขอมูลที่สามารถเชื่อมโยงไปสูโปรตีนดงักลาวในมนษุย ดวยการใช
เทคโนโลยีชวีสารสนเทศ (bioinformatics) ฐานขอมูลของจีโนมในยสีตและในมนษุย เพื่อนําไปสู
การศึกษากลไกการออกฤทธิใ์นระดับโมเลกุลของสารดังกลาวในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

งานวิจยันี้จงึมุงหมายตอยอดงานวิจัยของ วชิรศักดิ์ วังกังวาน (2550) โดยเนน
ศึกษาเพื่อหาโปรตีนในวถิีสัญญาณของแคลเซียมในยีสต ที่ถูกยบัยัง้การทาํงานโดยพิโนสโทรบนิ 
และศึกษาฤทธิ์ของพิโนสโทรบินในการตานการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเรง็ของมนุษยบางชนดิ 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1) ศึกษาลักษณะสมบัติการออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบนิในวถิีการสงสัญญาณของ
แคลเซียมในยสีต  

2) ศึกษาฤทธิ์ของพิโนสโทรบินในการตานการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของ
มนุษย 

3) ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลเบื้องตนของพิโนสโทรบนิในการตาน
การเพิม่จํานวนของเซลลไลนมะเรง็บางชนิดของมนุษย 

 

 

1.3 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 
พิโนสโทรบนิ กระชายเหลือง วถิีสัญญาณของแคลเซียม มะเร็ง Saccharomyces 

cerevisiae 
 
 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ผลของงานวิจยันี้จะเปนทั้งการสรางองคความรูใหมรวมทั้งตอยอดองคความรู
เดิมในเชงิลึกของพิโนสโทรบินจากกระชายเหลือง อันจะเปนประโยชนตอการนําไปพัฒนาเปนยา
รักษาโรค เพื่อทดแทนการนาํเขายาจากตางประเทศตอไป 
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1.5 วิธีดําเนนิการวิจัย 

1) สรางยีสตสายพันธุกลาย โดยวิธีเพิ่มหรือลดจํานวนยนี  MIH1, HSL1 และ SWE1 
ซึ่งเปนยีนที่เกีย่วของในวิถีสัญญาณแคลเซียมใน S. cerevisiae 

2) ศึกษาลักษณะสมบัติการออกฤทธิเ์บื้องตนของพโินสโทรบินในยีสตโดยใชเทคนิค
ทางพนัธุศาสตรของยีสต 

3) ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต โดยวธิีเวสเทิรนบลอต 

4) ศึกษาการแสดงออกของยนีประมวลรหัสโปรตีนเปาหมายดังกลาว ดวยวธิี real-
time reverse transcription-PCR  

5) ศึกษาผลของพิโนสโทรบนิตอการยับยัง้การเจริญของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย
จํานวน 12 เซลลไลนไดแก เซลลไลนมะเร็งตับ (HepG2) เซลลไลนมะเรง็ลําไส 
(SW620) เซลลไลนมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) เซลลไลนมะเร็งเตานม 
(BT474 และ MDA MB 231) เซลลไลนมะเร็งผิวหนัง (A375) เซลลมะเร็งปาก
มดลูก (HeLa, Ca-Ski และ SiHa) และเซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาว (THP-1, 
HL-60 และ Jurkat) โดยวธิี MTT proliferation assay 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
ในปจจุบนังานวิจยัดานผลติภัณฑธรรมชาติ และการวิจัยยาแผนโบราณแนวใหม เพื่อ

พัฒนาเปนยารักษาโรค ยงัคงมีอยางแพรหลายและตอเนื่อง ซึ่งงานวจิัยที่เกี่ยวของไดแก การเกบ็
รวบรวมตัวอยาง การสกัดแยกและหาสตูรโครงสรางของสาร การปรับเปลี่ยนโครงสรางและการ
สังเคราะหสารใหม การทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ การศึกษาดานพษิวทิยา การศึกษาทางกลไกการ
ออกฤทธิ์ของสาร เปนตน โดยงานวจิยัที่ศึกษาสารออกฤทธิจ์ากพืช สัตว หรือจุลินทรีย เพื่อ
นํามาใชประโยชนนั้นอาจจะนําสารออกฤทธิ์ที่ไดมาใชโดยตรง หรือนํามาเปนโครงสรางตนแบบ
เพื่อทาํการปรับเปลี่ยนโครงสราง ใหมีฤทธิ์ทางชวีภาพสงูขึ้น หรือมีฤทธิ์ทางชวีภาพดานอื่นที่ตางไป
จากเดิม หรือนําไปใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารชนิดอื่นๆในระดับอุตสาหกรรม ประเทศ
ไทยจะไดรับประโยชนจากการวิจัยดานนี้เปนอยางยิง่ เนื่องจากการวิจยัแนวนีต้ั้งอยูบนพื้นฐาน
ความหลากหลายทางชีวภาพที่มมีากมาย และจําเพาะในภูมิภาคตาง ๆ ของประเทศ 

วิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยทั่วไป ใชหลักการที่สารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพสามารถยับยั้งการเจริญของ เซลลบงชี้ (indicator cell) เชน แบคทีเรีย รา ยีสต หรือ ปรสิต
กอโรคตางๆ หรือระบบการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์อ่ืนๆ ที่มีการใชทั่วไป เนื่องจากวิธีดังกลาวนี้
เปนที่นิยมใชกันทั่วไปทําใหมีความเปนไปไดสูงที่จะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดเดิมที่ไดมีการ
คนพบกอนหนานี้แลว ดังที่ National Cancer Institute ของสหรัฐอเมริกา ไดรายงานวา จากการ
ทดสอบสาร 114,500 ชนิด ที่สกัดไดจากพืช 35,000 ชนิด นักวิจัยของสถาบันดังกลาวไมพบสาร
ตอตานมะเร็งชนิดใหมเลย  (Richard, 1985) ดังนั้นการพัฒนาวิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่มีหลักการใหมจะชวยเพิ่มโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมที่ยังอาจไม
ถูกคนพบโดยวิธีการคัดกรองที่มีอยูเดิมหรืออาจคนพบฤทธิ์ทางชีวภาพใหมจากสารออกฤทธิ์ที่มี
การคนพบแลวได 

งานวิจัยเพื่อพัฒนาวิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยใชยีสตเปนเซลลบงชี้มี
หลากหลาย เนื่องจาก S. cerevisiae เปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียวที่ถูกจัดเปนยูแคริโอตขั้นพื้นฐาน ซึ่ง
ไดถูกใชเปนสิ่งมีชีวิตตนแบบ (model organism) ในการศึกษากระบวนการทางชีวภาพตางๆ(
biological processes) ในระดับโมเลกุลและระดับเซลล เชน การศึกษากระบวนการควบคุมการ
แบงเซลล (regulation of cell cycle) ของยูแคริโอต และของเซลลมะเร็ง (Botstein และคณะ, 
1997; Hartwell, 2002) 
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เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
2.1 ยีสต (S. cerevisiae) 
 
 S. cerevisiae เปนยีสตที่จัดอยูในแฟมิล่ี Saccharomycetaceae จีนัส Saccharomyces 
สปชีส S. cereviseae สามารถเลี้ยงไดงาย มีวัฎจักรการแบงเซลล (cell cycle) ส้ันประมาณ 90 
นาที เพิ่มจํานวนเร็ว เสียคาใชจายนอยเมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเซลล ถูกจัดอยูในกลุม
สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่มีความปลอดภัย (generally recognized as safe หรือ GRAS) และสามารถ
ดัดแปลงทางพันธุกรรมไดงายและรวดเร็วกวา เชน การทําลายยีน (gene disruption) การติดตาม
ยีน (gene marking) การกลายพันธุ (mutation) และการศึกษาผลของจํานวนชุดของยีน (gene-
dosage effect)  เหตุผลหนึ่งเนื่องมาจากเมื่อเทียบกับส่ิงมีชีวิตอื่นๆในกลุมยูแคริโอต แลวยีสตมี
อัตราการเกิดรีคอมบิเนชันสูง ทําใหการแทรกชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการสามารถทําไดโดยงายโดยใช
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Wach และคณะ, 1994)  อีกทั้งขอมูลลําดับเบสของทั้งจีโนม 
(Goffeau และคณะ, 1996) รวมทั้งลําดับเบสที่คาดวาจะเปน open reading frame (ORF) 
จํานวน 6,466 ORF (Kumar และคณะ, 2002) ไดถูกรายงานอยางสมบูรณ และขอมูลที่เกี่ยวของ
ก็สามารถเขาถึงไดโดยทั่วไปดังตารางที่ 2.1   
 
ตารางที่ 2.1 เวบไซตของฐานขอมูลหรืองานวิจัยที่เกี่ยวของกับ S. cerevisiae 

ฐานขอมูลหรืองานวจิัย เวบไซต 
General yeast genome and proteome databases 

Saccharomyces Genome Database            
(SGD Stanford) 

http://www.yeastgenome.org/ 

Comprehensive Yeast Genome Database 
(CYGD-MIPS) 

http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/index
.jsp 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(KEGG) 

http://www.genome.jp/kegg/ 

Yeast mutant collections 
Saccharomyces Genome Deletion Project 

 
http://www.sequence.stanford.edu/group

/yeast_deletion_project/ 
EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive 

for Functional analysis (EUROSCARF) 
http://web.unifrankfurt.de/fb15/mikro/eur

oscarf/ 



 
 
8

ตารางที่ 2.1 เวบไซตของฐานขอมูลหรืองานวิจัยที่เกี่ยวของกับ S. cerevisiae (ตอ) 
ฐานขอมูลหรืองานวจิัย เวบไซต 

Yeast–mammalian or yeast–human homology searches 
Mammalian homology to yeast (SGD) http://www.yeastgenome.org/mammal/ 

Clusters of orthologous groups of proteins 
(COGs) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ 

Discover homologs (Homologene) 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query
.fcgi?dbZhomologene 

Yeast–human diseases 
Mitochondria-related proteins, genes and 

diseases (MitoP) 
http://ihg.gsf.de/mitop2/ 

Yeast homologs of human disease-associated 
genes 

http://mips.gsf.de/proj/yeast/reviews/hu
man_diseases.html 

ที่มา: Mager และ Winderickx (2005) 
 
 
2.2 ความสัมพันธระหวางยีสตกับมนุษย 
 

กระบวนการทางชวีภาพที่เกดิขึ้นในยีสตดงักลาวเชน การสังเคราะหโปรตีน การแบงตัว 
การสังเคราะหและซอมแซมดีเอ็นเอ เปนตน นัน้คลายกบัของในเซลลส่ิงมีชีวิตชัน้สงู (Mager และ 
Winderickx, 2005) ดังภาพที่ 2.1 พบวาประมาณรอยละ 2 ของโปรตีนทัง้หมดของมนษุยสามารถ
ใชเปนเปาหมายของยารักษาโรคได (Drews, 1996) และจากการเปรียบเทียบจโีนมของมนษุยและ
ยีสตพบวาประมาณรอยละ 50 ของยีนทีท่ราบแลววาเกี่ยวของกับการกอโรคในมนษุยคลายกันกบั
ในยีสต (Hartwell, 2004) รวมทัง้จากผลการศึกษาที่ผานมา พบวา ความสัมพันธระหวางยาและ
โมเลกุลเปาหมาย (drug target) ทั้งของในยีสตและในมนุษยมีความใกลเคียงกันมาก ดงัเชน 
โมเลกุลเปาหมายของสารกดภูมิคุมกัน Rapamycin ถูกคนพบในยีสตกอนและถูกยนืยนัผลใน
มนุษยในเวลาตอมา (Heitman และคณะ, 1991) จากเหตุผลดังกลาวทาํให S. cerevisiae 
เหมาะสมเปนสิ่งมีชีวิตที่ใชเปนเครื่องมือในการศึกษาหายาชนิดใหมๆ   เชนในขั้นตอนของงานวจิัย
ที่พัฒนาวิธีคัดกรองหาสารออกฤทธิท์างชวีภาพชนิดใหมที่ใชหลกัการทีต่างไปจากหลกัการเดิมๆที่
ใชกันอยูในปจจุบัน  
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ที่มา: Hughes (2002) 
 
ภาพที่ 2.1 ความสัมพันธของ essential gene ที่ทําหนาที่หลักในเซลลมนุษยและ

ยีสต 
 
 
2.3 การใชยีสตเปนเครื่องมือในการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

การทดสอบหาหนาที่ของโปรตีนของมนุษยภายใตภาวะที่อยูในเซลลยีสตและการทดลอง
หาหนาที่ของแตละโปรตีนเปาหมายของยาในสี่กลุมหลักไดแก ion channel, nuclear receptor, 
G-protein-coupled-receptors (GPCRs) และเอนไซม ทําใหสามารถนําผลที่ไดมาประยุกตใช
สําหรับการใชยีสตเปนเครื่องมือในการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ชนิดใหม ดังนี้ 

M2 polypeptides ของไวรัสมีผลใหโปรตอนไหลจากเอนโดโซมเขามาในไวริออน ทําใหคา
ความเปนกรดดางลดลงและกระตุนใหเกิดการปลอยจีโนมไวรัสเขาสูเซลล ซึ่งเปนชวงแรกของวัฎ
จักรการติดเชื้อไวรัส คณะนักวิจัยพบวาเมื่อนําโปรตีนดังกลาวไปแสดงออกในยีสต จะทําใหยีสตมี
การเจริญเติบโตลดลง การพัฒนาวิธีการคัดกรองจากหลักการนี้ทําใหสามารถพบสารที่สามารถ
ยับยั้งการแบงตัวของไวรัสไดใน plaque reduction assay โดยมีคา IC50 คือ 0.26 ไมโครโมลาร 
(Kurtz และคณะ, 1995) 
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เนื่องจาก GPCRs ของมนุษยมีลักษณะโครงสรางคลายกับโปรตีน Ste2 ของยีสตซึ่งเปน 
mating pheromone receptor ดังนั้นเมื่อนํามาแสดงออกในยีสตทําใหพบวา ลิแกนดที่จับกับ 
GPCR สามารถกระตุนการทํางานของวิถีการสงสัญญาณของฟโรโมนและกระตุนยีนที่จําเพาะตอ 
mating ไดเชนเดียวกับการกระตุนการทํางานของ mating pheromone receptor ของยีสตจาก
ขอมูลนี้ทําใหมีการพัฒนาการคัดกรองหาลิแกนดที่จําเพาะตอ GPCR โดยใชยีสตซึ่งที่มีการเชื่อม
ยีนรายงานผลตอเขากับโปรโมเตอรของยีนที่จําเพาะตอ mating เชน pFUS1- lacZ (Dowell และ 
Brown, 2002) 

Perkins และคณะ (2001) รายงานวา สามารถคัดกรองสารออกฤทธิ์ยับยั้ง human poly 
(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) โดยใชระบบยีสตและพบสารออกฤทธิ์ชนิดใหม PARP1 
เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยาย poly (ADP-ribose) ของโปรตีนหลายชนิดรวมทั้งโปรตีน p53 และการ
ทํางานของ PARP1 จะถูกกระตุนเมื่อเกิดการทําลายดีเอ็นเอสายคู และการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมนี้ทําใหสามารถใชประโยชนเปนยาควบคุมการตอบสนองตอการเกิดการทําลายดีเอ็นเอที่
ใชเปนยาตานมะเร็งได โดยเมื่อนํา PARP1 ไปแสดงออกในยีสตเปนผลทําใหยีสตไมสามารถเจริญ
ได ถามีสารไปยับยั้งการทํางานของ PARP1 ไดจะทําใหยีสตสามารถกลับมาเจริญเติบโตได
ตามปกติ 

Bach และคณะ (2003) ไดใชระบบยีสตในการคัดกรองหายาตาน prion ซึ่งเปนสาเหตุ
ของการเกิดโรควัวบา โดยทําการคนหาสารยับยั้งโปรตีน [PSI+] และ [URE3] ซึ่งเปนโปรตีนของ
ยีสตที่มีลักษณะคลาย prion ของมนุษยและพบวาสารยับยั้ง prion ชนิดใหมที่คัดแยกไดจากการ
ทดลองนี้สามารถยับยั้ง prion ของมนุษยไดทําใหสามารถสรุปเพิ่มเติมไดวากลไกการเกิด prion มี
การอนุรักษ (conserve) จากยีสตสูมนุษย 
 Middendorp และคณะ (2004) ทําการคัดกรองหาสารยับยั้ง ß secretase โดยใชระบบ
ยีสต ß secretase เปนเอนไซมที่ทําใหเกิดการตกตะกอนของเพปไทด amyloid- ß ซึ่งเปนสาเหตุ
หนึ่งของการเกิดโรค Alzheimer และจากการคัดกรองพบสารที่สามารถลดการตกตะกอนของเพป
ไทด amyloid- ß โดยมีคา IC50 ที่ 7 ไมโครโมลาร อีกทั้งสารดังกลาวสามารถยับยั้ง ß secretase 
ในระบบยีสตไดที่ความเขมขนเทากัน แสดงวาระบบยีสตนี้สามารถใชเปนระบบคัดกรองหาสาร
ยับยั้งการเกิดโรค Alzheimer ได  
 Shitamukai และคณะ (2000) ศึกษายีสตสายพันธุกลายที่ไมมียีน ZDS1 (∆zds1) พบวา
เมื่อเลี้ยงเซลลในภาวะที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูง เซลลจะไมสามารถเจริญได เนื่องจากวิถี
การสงสัญญาณของแคลเซียมถูกกระตุน และขาดโปรตีน Zds1 ที่ทําหนาที่ยับยั้งการทํางานของ
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โปรตีน Swe1 จึงทําใหโปรตีน Swe1 อยูในภาวะที่สามารถทํางานได  เปนผลทําใหเซลลหยุดหรือ
ชะลอการแบงเซลลอยูในระยะ G2  Swe1 เปนโปรตีนไคเนส (protein kinase) ในภาวะที่ทํางาน
ได (active form) จะทําการเติมหมูฟอสเฟตที่ไทโรซีนตําแหนงที่ 19 บน Cdc28 ทําใหโปรตีน
เชิงซอน Clb-Cdc28 ไมอยูในภาวะที่ทํางานได เซลลจึงหยุดอยูในระยะ G2 ของวัฎจักรการแบง
เซลล ซึ่งควบคุมระยะการแบงเซลลจาก G2 ไปสูระยะไมโทซิส (ดังภาพที่ 2.2) ดังนั้นยีสตสายพันธุ
กลายดังกลาวจึงไมสามารถเจริญไดในภาวะที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูง  แตถามีสารที่มี
โมเลกุลขนาดเล็กไปยับยั้งที่สวนใดสวนหนึ่งของวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมจะทําใหยีสต
สายพันธุกลายดังกลาวสามารถเจริญในภาวะที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูงได  

 
 

2.4 วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม 
 

วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม เปนหนึ่งในวิถีสําคัญที่มีบทบาทตอการควบคุม การ
แบงตัวเพิ่มจํานวน (cell proliferation) การกระตุนเซลลภูมิคุมกันชนิด T-cell (T-cell activation) 
กระบวนการหลั่งสาร (secretion) การหดตัวของกลามเนื้อ (muscle contraction) รวมถึงการหลั่ง
สารส่ือประสาท (neurotransmitter) ในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง (Clapham, 1995) สําหรับใน S. 
cerevisiae วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม (ดังภาพที่ 2.2) ควบคุมข้ันตอนการแบงเซลลใน
ระยะโดยการควบคุมการทํางานของโปรตีน Swe1 ซึ่งเปนโปรตีนไคเนส โปรตีน Swe1 จะเติมหมู
ฟอสเฟต (phosphorylation) ใหโปรตีน Cdc28 ซึ่งเปน cyclin-dependent protein kinase ซึ่งทํา
ใหโปรตีน cyclin-Cdc28 ไมมีแอกทิวิตีทําใหเซลลหยุดหรือชะลอการแบงเซลลอยูที่ระยะ G2 
(Booher และคณะ, 1993; Means, 1994) วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมที่ควบคุมการแบงตัว
ของเซลลเกิดขึ้นโดย 2 วิถีคูขนานไดแก วิถีที่สงสัญญาณของแคลเซียมผาน calcineurin  และวิถีที่
สงสัญญาณของแคลเซียมผาน Mpk1 โดยทั้งสองวิถีนี้ทํางานรวมกันในการกระตุนการทํางานของ
โปรตีน Swe1 (Mizunuma และคณะ, 1998) ในเซลลปกติจะมีโปรตีน Zds1 ทําหนาที่เปนตัว
ควบคุมเชิงลบ (negative regulator) (Bi และ Pringle, 1996) ทําใหเกิดความสมดุลยระหวาง
สัญญาณการกระตุนและยับยั้งการทํางานของโปรตีน Swe1  
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 ที่มา: Mizunuma และคณะ (1998) 
 

ภาพที่ 2.2 แบบจําลองวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน S. cerevisiae  
 
 
 Shitamukai และคณะ (2000) ไดเสนอวายีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 สามารถใชเปน
เซลลบงชี้ (indicator cell) ในระบบคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เกี่ยวของกับวิถีการสง
สัญญาณของแคลเซียมได โดยระบบนี้ใชหลักการที่แตกตางไปจากระบบที่ใชกันอยูทั่วไป เปนการ
เพิ่มโอกาสที่จะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม และสารออกฤทธิ์ที่ไดจะมีความจําเพาะกับ
โมเลกุลเปาหมายสูง ถาสารออกฤทธิ์ไปยับยั้งโปรตีน Mpk1 ซึ่งเปนโปรตีน MAP kinase ชนิดหนึ่ง 
สารออกฤทธิ์นี้นาจะเปนสารออกฤทธิ์ตานมะเร็งหรือสารตานการอักเสบ   เนื่องจากโปรตีน Mpk นี้
มีความคลายคลึงกับ Erk1/Erk2 ในมนุษย (Sugiura และคณะ, 2002) ในเซลลมะเร็งบางชนิดนั้น 
Erk1/Erk2  จะถูกกระตุนตลอดโดยไคเนส Ras เปนผลใหเกิดการสงเสริมการแบงเซลลใน
เซลลมะเร็ง และ Erk1/Erk2 มีบทบาทเกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ  โดยที่เมื่อ Erk1/Erk2 ถูก
กระตุนนั้นจะไปควบคุมการทํางานของ  transcription factor ในกลุม AP-1 โดย  AP-1 
transcription factor ทําหนาที่ควบคุมการสรางไซโทไคน IL-2 ที่มีบทบาทสําคัญในการกระตุนการ
แบงตัวของ T-cell  ตัวอยางรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับสารยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 มีดังนี้ 
 Duan และคณะ (2004) รายงานวา U0126 ซึ่งเปนสารยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 สามารถ
ยับยั้งแอนติเจนตนแบบ Ovalalbumin (OVA) ในการกระตุนเม็ดเลือดขาวชนิดอีโอซิโนฟลใน
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กระแสเลือด และการเกิดเมือกที่ทางเดินหายใจ รวมทั้งการแสดงออกของ VCAM-1 ในเนื้อเยื่อ
ปอดของหนูได และจากผลของการศึกษาปอดหนูที่กระตุนดวย OVA และวิเคราะห โดยวิธีเวส
เทิรนบลอต พบวา U0126 สามารถปองกันการกระตุนวิถี Erk1/Erk2 อันเนื่องมาจาก OVA ได 
แสดงวาการยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 สามารถที่จะใชเปนแนวทางการรักษาโรคภูมิแพในระบบทางเดิน
หายใจได 
 Sebolt-Leopold และคณะ (1999) รายงานวา PD184352 (CL-1040) ซึ่งเปนสารยับยั้ง
วิถี Erk1/Erk2 สามารถยับยั้งการเจริญของมะเร็งได โดยพบวาจากการใหสารดังกลาวโดยวิธีกิน
พบวาสารดังกลาวสามารถปองกันการเจริญของมะเร็งลําไสในสัตวทดลองได ซึ่งจากการ
ตรวจสอบพบวาเกี่ยวของกับการลดการกระตุนวิถี Erk1/Erk2 ซึ่งแปรผันตรงกับความเขมขนของ
สารที่ให 

ถาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีโมเลกุลเปาหมายเปน Calcineurin สารออกฤทธิ์ที่จะได
นาจะเปนสารออกฤทธิ์ตานการอักเสบหรือสารกดภูมิคุมกันเปนตน เนื่องจาก Calcineurin ในยีสต
ซึ่งเปนสวนหนึ่งในวิถีการสงสัญญาณแคลเซียมนี้มีความคลายคลึงกับ Calcineurin ในมนุษย มี
บทบาทสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอแคลเซียม มีโมเลกุลเปาหมายที่
สําคัญอยางหนึ่งไดแก transcription factor ในกลุม Nuclear factor of activated T cells (NFAT) 
ซึ่งปกติอยูในไซโทพลาซึม   แตถา Calcineurin ถูกกระตุน จะเกิดการขนสง NFAT เขาไปยัง
นิวเคลียสเพื่อไปกระตุนยีนประมวลรหัสไซโทไคน ไดแก IL-2 ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการกระตุน T-
cell (Sugiura และคณะ, 2002) ตัวอยางยาที่ยับยั้ง Calcineurin ไดแก FK506 และ cyclosporin 
A ซึ่งเปนยากดภูมิคุมกันที่มีการใชกันอยูทั่วไป 
 ถาสารออกฤทธิ์ไปยับยั้งที่โปรตีนไคเนส  Mck1  สารออกฤทธิ์ที่ไดนาจะเปนสารออกฤทธิ์
ตานโรคเบาหวานประเภทที่ 2 (Diabetes type 2) และหรืออาจเปนสารตานโรค Alzheimer 
เนื่องจากโปรตีน Mck1 ซึ่งเปนสวนหนึ่งในวิถีสงสัญญาณแคลเซียมนี้มีความคลายคลึงกับ GSK-
3ß ในมนุษย (Kassir และคณะ, 2006) GSK-3ß มีกลไกการทํางานตรงกันขามกับกระบวนการ
สรางไกลโคเจน (Nikoulina และคณะ, 2000) ในผูปวยโรคเบาหวานพบวามีระดับของ GSK-3ß 
ผิดปกติ ดังนั้นการยับยั้ง GSK-3ß อาจจะสามารถนําไปรักษาโรคเบาหวานได นอกจากนี้ในระบบ
ประสาทสวนกลางของผูปวยโรค Alzheimer  ไดถูกพบการเกิดการตกตะกอนของโปรตีน Tau 
สาเหตุเนื่องมาจากระดับของ GSK-3ß ที่ผิดปกติ โดยมีการเติมหมูฟอสเฟตใหโปรตีน Tau มากจน
เปนผลใหโปรตีนสูญเสียโครงสรางและจับตัวตกตะกอนเกิดเปนแอมีลอยดในระบบประสาท
สวนกลาง สงผลใหเซลลสมองหรือระบบประสาทสวนกลางเสียหาย (Bhat และคณะ, 2004)    
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 ดังนั้นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาจะไดจากวิธีการคัดกรองในระบบยีสตนี้ ไดแก สาร
ตานการอักเสบ สารกดภูมิคุมกัน และสารตานมะเร็ง เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2 ความสัมพันธระหวางโมเลกุลเปาหมายกับฤทธิ์ทางชีวภาพในระบบคัดกรอง
ที่ใชยีสตสายกลาย ∆zds1 เปนเซลลบงชี้ 

 
โมเลกลุเปาหมาย ฤทธิ์ทางชวีภาพ 

Calcineurin 
 

Immunosuppressants, 
Allergy remedy 

MPK1 (ERK1, ERK2) 
 

Anticancer agent, 
Anti-inflammatory 

MCK1 (GSK-3) 
 

Alzheimer disease, 
Type II diabetes 

 
 
ยาที่ใชในปจจุบันกวารอยละ 25 ไดมาจากพืช (Hamburger และ Hostettmann, 1991) 

และจากการทีป่ระเทศไทยตัง้อยูในเขตรอนชื้นของโลก  ทําใหมีความหลากหลายของพนัธุพืชสูง 
จากรายงานของธนาคารโลกในป 1992 พบวาประเทศไทยมีพืชไมต่ํากวา 14,000 ชนิด ดังนั้น
การศึกษาวิจัยและพัฒนายาซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ที่ไดมาจากพชืจะเปนการชวยแกปญหาการพึง่พา
การนาํเขายาที่ทาํใหไทยตองขาดดุลการคาปละกวา 20,000 ลานบาทได และทําใหประชาชน
สามารถเขาถงึยาไดอยางทัว่ถึง รวมทั้งยงัเปนการแกปญหายาทีม่ีราคาแพงได ปจจุบันงานวิจยัที่
เกี่ยวของกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสมนุไพรมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น เชน ฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรค 
(Phongpaichit และคณะ, 2005) ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Voravuthikunchai และ Kitpipit, 2005) 
หรือฤทธิ์ตานมะเร็ง (Itharat และคณะ, 2004) แตการศึกษาในเชิงลกึถึงกลไกในระดับโมเลกุลของ
สารบริสุทธิท์ี่แยกไดจากสมนุไพรยังมีนอยมาก ซึ่งผลจากงานวจิัยนี้คาดวาจะเปนองคความรูเพื่อ
การพัฒนายาขึ้นใชเองในประเทศ การทราบกลไกในระดบัโมเลกุลของสารที่สนใจจะทําใหทราบถึง
ฤทธิท์างชีวภาพโดยละเอยีด รวมทั้งผลขางเคียงที่จะเกิดข้ึนจากการใชสารบริสุทธิ์ดังกลาวเปนยา 



 
 
15

วชิรศักดิ์ วังกงัวาน (2550) ไดใชยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 เพื่อคัดกรองหาสารออกฤทธิ์
ที่ยับยัง้วถิีสัญญาณแคลเซียมจากพืชสมนุไพรไทย และไดพบวาสารบริสุทธิ์พโินสโทรบินที่เปนสาร
หลักชนิดหนึ่ง ที่แยกไดจากสวนรากของกระชายเหลืองมฤีทธิ์ดงักลาว 
 
2.5 กระชายเหลือง 
 

กระชายเหลือง  (Boesenbergia pandurata) เปนพืชสมุนไพรพืน้บาน ที่ไดมีการนําไปใช
ประกอบอาหารและเปนยารักษาโรคตามภูมิปญญาไทยดั้งเดิมโดยมสีรรพคุณเปนยา ใชแกทองอืด
ทองเฟอ แกลมจุกเสียด แกโรคกระเพาะ รักษาแผลในปาก (เพ็ญนภา ทรัพยเจรญิ, 2547) ใน
กระชายเหลืองพบสารประกอบตางๆ มากมาย ไดแก กลุมไดไฮโดรซาลโคน boesenbergin A 
กลุม ฟลาโวน ฟลาวาโนน และฟลาโวนอยด (ไดแก alpinetin, pinostrobin) และ pinocembrin 
(Mongkolsuk และ Dean, 1964; Jaipetch และคณะ, 1982) จากรายงานที่ผานมา มีการคนพบ
ฤทธิท์างชีวภาพของพิโนสโทรบินหลายดาน ไดแก  

Wu และคณะ (2002) รายงานวาพิโนสโทรบินสามารถยบัยั้ง Cyclooxygenase (COX) I 
และ COX II ในหลอดทดลองได โดย COX I/II เปนเอนไซมที่เปนสวนหนึง่ของวถิีการสรางโพรสตา
แกลนดินซึง่เปนสวนสําคัญในการเกิดกระบวนการอักเสบ 

Bharmapravati และคณะ (2003) รายงานวาพิโนสโทรบนิมีฤทธิ์ตานการเจริญของ 
Helicobacter pylori ซึ่งปจจุบันเปนทีย่อมรับวาเปนสาเหตุของโรคกระเพาะอาหาร 

Trakoontivakorn และคณะ (2001) รายงานวาพิโนสโทรบินมฤีทธิ์ตานการกอกลายพันธุ 
(antimutagenic activity) จากสาร 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole (Trp-P-2) and 
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) โดยมคีา IC50 คือ 5.3±1.0 ไมโคร
โมลาร 

Fahey และ Stephenson (2002) ศึกษาความสามารถของสารสกัดจากพืชในการ
เหนีย่วนําเอนไซมที่ใชกาํจัดสารพิษ (phase 2 detoxification enzyme) ในมะเร็งตับของหน ู
พบวาพิโนสโทรบินสามารถเพิ่มประสทิธิภาพของ quinone reductase ที่ใชกาํจัดสารพิษในตับได 

Smolarz และคณะ (2006) คัดกรองหาสารสกัดจากพืชทีม่ีฤทธิ์ตอตานมะเร็งเมด็เลือด
ขาวในมนุษย พบวาพิโนสโทรบินมีฤทธิท์ําใหเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว (Jurkat และ HL-60) มีการ
ตายแบบอะพอพโทซิส โดยมีการตายเพิ่มข้ึนตามความเขมขนที่เพิม่ข้ึนของพโินสโทรบิน โดย
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พบวาที ่10 นาโนโมลาร ทําใหเซลลตายรอยละ 25-60 ที ่100 นาโนโมลารทาํใหเซลลตาย รอยละ 
45-76 และที ่1 ไมโครโมลารทําใหเซลลตายรอยละ 70-88 ตามลําดับ 

Ashidi และคณะ (2007) ทดสอบฤทธิพ์ิโนสโทรบินในมะเร็งเมด็เลือดขาวในมนุษย 
(CCRF-CEM) พบวาสามารถยับยัง้การแบงตัวของมะเร็งเม็ดเลือดขาว และยังทําใหเกิด reactive 
oxygen species (ROS) ที่ไปทําลายเยือ่หุมไมโทคอนเดรียทีม่ีบทบาทสาํคัญในการตายแบบอะ
พอพโทซิส 

แตจนถึงปจจุบันยงัมีรายงายวิจัยนอยมากในเชงิลึก ถึงกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล
ของสารบริสุทธิ์จากกระชายเหลือง การทราบถึงฤทธิท์างชีวภาพของพโินสโทรบิน ที่ไปยับยัง้การ
ทํางานของโปรตีนใดโปรตีนหนึง่ในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสต จะถกูใชเปนขอมูลที่
สามารถเชื่อมโยงไปสูโปรตนีดังกลาวในมนุษยได ดวยการใชชวีสารสนเทศ (bioinformatics) 
ฐานขอมูลของจีโนมในยีสตและในมนษุย เพื่อนําไปสูการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกลุ
ของสารดังกลาวในเซลลไลนมะเรง็ของมนุษย 

งานวิจยันี้จงึมุงหมายตอยอดงานวิจัยของ วชิรศักดิ์ วงักังวาน (2550) โดยเนนศึกษาเพื่อ
หาโปรตนีในวถิีสัญญาณของแคลเซียมในยีสต ที่ถูกยับยั้งการทาํงานโดยพิโนสโทรบิน และศึกษา
ฤทธิ์ของพิโนสโทรบินในการตานการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งบางชนิดของมนษุยตอไป 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 
1. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
2. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษทั LAB Service, Thailand 
4. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S-20K ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 
5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH Thermo-

Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea 
6. เครื่องชั่ง  รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
7. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
8. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan 
9. เครื่องหมนุเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 2600 ของบริษัท Denvelle, 

Germany 
10. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน NST 2000 ของบริษัท 

EYELA, Japan 
11. เครื่องโซนิเคเตอร (Sonicator) รุน RK100 บริษัท BANDELIN, Germany 
12. เครื่องนับจํานวนเม็ดเลือด (Haemacytometer) 
13. ชุดเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุน N-1NW บริษัท EYELA, 

Japan 
14. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท    

 Gilson, France 
15. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
16. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร  Restek,Thailand 
17. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น  4.4.1 ของบริษัท  
       Bio-Rad, USA     
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18. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซสิ (agarose gel electrophoresis) Mini gel 
electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan 

19. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ยี่หอ Clifton Ceraplate 
20. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbera รุน MW-2020 
21. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน Elx 800 ของบรษิัท Bio-tek instrument 
22. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) รุน S20-K ของบริษัท Mettler Toldo 
23. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส รุน ULT 1786 ของบริษัท 

FORMA Scientific, USA 
24. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส รุน MDF-U332 ของ

บริษัท SANYO Electric, Japan 
25. ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 
26. ชุดเครื่องมือทาํ SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Protein III System) ของบริษัท 

Biorad, USA 
27. ชุดเครื่องมือทาํ semi-dry electrophoretic transfer cell รุน Trans-Blot® SD ของบริษัท Bio-

Rad, USA 
28. แผนกระจกสไลด 
29. กระจกปดสไลด 
30. ตะเกียงแอลกอฮอล 
31. ถาดประกบฟลม ของบริษทั OKAMOTO 
32. ฟลมเอ็กซเรย (Kodak Medical x-ray flim) 
33. กระดาษกรอง (filter paper) 
34. กลอง inverted microscope ของบริษัท Olympus 
35. ปเปตตแกว (seropipette) 1, 5 และ10 มิลลิลิตร 
36. ภาชนะเลีย้งเซลล (Tissue culture Flask ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ยีห่อ Corning 

Incorporation, USA 
37. จานเลีย้งเซลลขนาด 35 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร ยีห่อ Corning Incorporation, USA 
38. ถาดเลี้ยงเซลล 24 หลุม (tissue culture plate 24 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark 
39. ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark  
40. Cane ใสหลอดเก็บเซลล 
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41. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยีห่อ Taylor-Wharton 
42. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
43. บีกเกอร 
44. ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 100 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
45. หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
46. เครื่องปมอากาศ (air pump) 
47. ทิปปลอดอารเอ็นเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 2 , 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
48. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษทั Perkin Elmer, USA 
49. พาราฟลม (Parafilm) 
50. กระบอกตวง (cylinder) 
51. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
52. หลอดพีซีอาร (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
53. หลอดไมโครเซนตริฟวจ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, USA 
54. เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid) ยี่หอ Drummond 
55. พลาสติกใส (Wrap membrane) 
56. Polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane ของบริษทั Amersham Biosciences, UK 
 
 
3.2 เคมีภัณฑ 
 
1. yeast extract ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
2. glucose ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
3. agarose gel ของบริษัท Prondisa, Spain  
4. Sodium hydroxide (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
5. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
6. Acetic acid (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
7. Glycerol ของบริษัท Carlo ERBA, France 
8. Lithium acetate (LiAc) ของบริษัท  Merck, Germany 
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9. carrier DNA ดีเอ็นเอทีม่ีมวลโมเลกุลสูง (Deoxyribonuclei acid Sodium salt Type lll from 
salmon testes) ของบริษัท Sigma, USA 

10. phenol ของบริษัท  Merck, Germany 
11. Polyethylene glycol (PEG) ของบริษัท Sigma, USA 
12. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA 
13. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2) ของบริษัท Sigma, USA 
14. EGTA (Ethylene-bis (oxyethylenenitrilo) tetraacetic acid tetrasodium) (C14H20N2O10Na4) 

ของบริษัท Sigma, USA 
15. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
16. Potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
17. Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
18. Sodium di-hydrogen phosphate (Na2HPO4) ของบรษิัท Merck, Germany 
19. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) ยี่หอ Anala® ของบริษัท BDH, UK 
20. Trypsin-EDTA ของบริษัท Hyclone 
21. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) ของบริษัท Hyclone 
22. Sodium pyruvate ของบริษัท Hyclone 
23. MTT (3-(4,5-dimethlthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ของบริษัท Bio Basic 

inc, Canada 
24. DEPC (diethylpyrocarbonate ) ของบริษัท Sigma, USA 
25. Random hexamer ของบริษัท Fermentus, Canada 
26. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Fermentus, Canada 
27. HPLC water ของบริษัท Merck, Germany 
28. Tag polymerase ของบริษทั Fermentus, Canada 
29. M-MuLV reverse transcriptase ของบริษัท Fermentus, Canada 
30. dNTP mix ของบริษัท Fermentus, Canada 
31. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Sigma, USA 
32. Tween20 ของบริษัท Sigma, USA 
33. Cycloheximide ของบริษัท Sigma, USA 
34. α-factor ของบริษัท Sigma, USA 
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35. เอนไซมตัดจําเพาะทุกชนิดของบริษัท New England Biolabs, UK 
36. 100 bp และ 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas, USA 
37. Phusion polymerase ของบริษัท New England Biolabs, UK 
38. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั New England Biolabs, UK 
39. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 
40. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA Absolute alcohol ของบริษัท Merck, Germany 
41. Isopropanol ของบริษัท Merck, Germany 
42. Protease inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
43. Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
44. Buffer B สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
45. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
46. Acrylamide/Bisacrylamide 40% solution ของบริษัท Sigma, USA 
47. TEMED (N,N,N,N-Tetramethyethylenediamide) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
48. Amonium persulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
49. β-mercapto-ethanol ของบริษัท Sigma, USA 
50. Dithiothreitol (DTT) ของบริษัท USB corporation, USA 
51. ECL western bloting ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
52. Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 
53. Tris buffer pH 8.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
54. Tris buffer pH 6.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
55. Prestain molecular weight marker ของบริษัท Fermentus, Canada 
56. Bromphenol blue ของบริษทั Sigma, USA 
57. น้ํายาลางฟลม ของบริษัทเจเนเซน 
58. Fetal Bovine Serum (FBS) ของบริษัท Hyclone 
59. อาหารเลีย้งเซลล (RPMI 1640) ของบริษัท Hyclone 
60. อาหารเลีย้งเซลล (MEM) ของบริษัท Hyclone 
61. BCATM protein assay ของบริษัท PIERCE 
62. Dimethysulfoxide (DMSO) ของบริษัท Sigma, USA 
63. Trypan blue 0.5%w/v ของบริษัท Biochrom AG, Germany 
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64. Rabbit anti-c-myc; catalog# sc-789 (A-14) ของบริษัท Sata cruz Biotechnology 
65. Rabbit anti-p-Cdc2; catalog# sc-7989 (Tyr15) ของบริษัท Sata cruz Biotechnology 
66. Rabbit anti-Cdc2; catalog# sc-53 (PSTAIRE) ของบริษัท Sata cruz Biotechnology 
67. Donkey anti-rabbit IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
68. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
69. ชุดไลเกชั่นคิด  Rapid DNA Ligation Kit ของบริษัท Fermentas, USA 
70. ชุดสกัดอารเอ็นเอ MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE, USA 
71. น้ํายา real-time PCR LightCyclerR 480 SYBR Green I Master ของบริษัท Roche, Germany 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
 
 
3.3 ยีสต 
 รายละเอียดของยีสตที่ใชในการทดลองไดแสดงในตารางที ่3.1  
 
ตารางที ่3.1 สายพันธุยีสตที่ใชในงานวิจัยนี ้
สายพันธุยีสต จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง/

แหลงที่มา 
W303 trp1-1 leu2-3 ade2-1 ura3-1 112 his3-11 can1-

100 
R. Rothstein 

∆zds1 เหมือนกับ W303 ยกเวน zds1::TRP1 syr1::HIS3   
pdr1::hisG-URA3-hisG pdr3::hisG-URA3-hisG 

ไดรับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 
Hiroshima University; 
YNS17 (Chanklan และ
คณะ, 2008) 

∆hsl1 เหมือนกับ W303 ยกเวน hsl1::URA3 สรางในงานวจิัยนี ้
∆mih1 เหมือนกับ W303 ยกเวน mih1::URA3 สรางในงานวจิัยนี ้
swe1::GAL1p-
SWE1 

เหมือนกับ W303 ยกเวน TRP1 swe1::GAL-SWE1-
HA::LEU2 TRP1 syr1::HIS3 pdr1::hisG-URA3-
hisG pdr3::hisG-URA3-hisG 

ไดรับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 
Hiroshima University; 
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YRC2 (Chanklan และ
คณะ, 2008) 

∆zds1 swe1-
MYC  

เหมือนกับ W303 ยกเวน swe1::HIS3::SWE1-
9xmyc::URA3 CLN2-3xHA::LEU zds1::Genr 
erg3::HIS3 pdr1::hisG pdr3::hisG TRP1 

ไดรับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 
Hiroshima University; 
YRC3 (Chanklan และ
คณะ, 2008) 

 

3.4 เซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
 รายละเอียดของเซลลไลนทีใ่ชในการทดลองไดแสดงในตารางที่ 3.2  

ตารางที ่3.2 ชนิดเซลลไลนที่ใชในงานวิจัยนี ้
ชนิดเซลลไลน (cell line) รหัส (ATCC number) 

Jurkat (Human acute T cell leukemia) CRL-2063 

HL-60 (Human acute promyelocytic leukemia) CCL-240 

THP-1 (Human acute monocytic leukemia) TIB-202 

HepG2 (Human liver hepatoblastoma) HB-8065 

A375 (Human malignant melanoma) CRL-1619 

SW620 (Human colorectal adenocarcinoma) CCL-227 

KATO III (Human gastric carcinoma) HTB-103 

BT474 (Human breast ductal carcinoma) HTB-20 

MDA-MB-231 (Human breast adenocarcinoma) HTB-26 

HeLa (Human cervical adenocarcinoma) CCL-2 

Ca-Ski (Human cervical epidermoid carcinoma) CRL-1550 

SiHa (Human cervical squamous cell  carcinoma) HTB-35 
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3.5 พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 

พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.3 และ 3.4 
ตามลําดับ 
 
ตารางที ่3.3 พลาสมิดที่ใชในงานวิจยันี้ 
พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป หมายเหต ุ
pYES2 AmpR  URA3 บริษัท Invitrogen 
 
ตารางที ่3.4 โอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรที่ใชในงานวิจยันี ้

ยีน ลําดับนวิคลีโอไทด Tm(ºC) หมายเหต ุ
∆hsl1 Fwd: 5’-CTTTATTATTTGTTATTAATATTTTTTA 

TTTTTACCACACGACCATCGATAAGCTAGTT
TTC-3’ 
Rev: 5’-CAAATTATTGTTGTATAATTATATAAC 
ATCTATATAGAATTGCATTTACTTATAATACA
G-3’ 

50 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

∆mih1 Fwd: 5’-GAATATATACTTCTTTTTTTCATAATA 
CTTCATGCACATGTAGTACATCGATAAGCA
GCTTTTC-3’ 
Rev: 5’-GTGGACAAACCAGGATTGAAGTCA 
GCGAGGGTGAAGAAACCTGCATTTACTTAT 
AATACAG-3’ 

57 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

pYES2_
FW  

Fwd: 5’-GTATTGTTAGCGGTTTGAAG-3’ 
 

52 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

hsl1_ 
FW 

Fwd: 5’-CAACCAACTATATTCACTCC-3’ 
 

51 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

mih1_ 
FW 

Fwd: 5’-CATAATACTTCATGCACATGTAG-3’ 51 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

hsl1_ Rev: 5’-CAAATTATTGTTGTATAATTATATAAC 50 ออกแบบในงานวิจยันี ้
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RV-30 ATC-3’ (confrim disruption) 
ยีน ลําดับนวิคลีโอไทด Tm(ºC) หมายเหต ุ

mih1_ 
RV-30 

Rev: 5’-GACAAACCAGGATTGAAGTC-3’ 52 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

hsl1_ 
RV-500 

Rev: 5’-CTGGAACAAGGATTTTAAGC-3’ 51 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

mih1_ 
RV-500 

Rev: 5’-CATCGTACAAAAGCAAGAGG-3’ 52 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

SWE1 Fwd: 5’-AGTGTCATTGTCATAGCGT-3’ 
Rev: 5’-AAATAGAGAGCTAACAAACAGTTTA 
C-3’ 

55 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(real time RT-PCR) 

ACT1 Fwd: 5’-TGAAGCTCCAATGAACCCT-3’ 
Rev: 5’-AACACCATCACCGGAAT-3’ 

55 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(real time RT-PCR) 

 
 
3.6 แอนติบอดีที่ใชในการทําเวสเทรินบลอต 
แอนติบอดีที่ใชในการทําเวสเทิรนบลอตที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.5 
 
ตารางที ่3.5 แสดงแอนติบอดีที่ใชในการทาํเวสเทรินบลอต 
แอนติเจน อัตราสวนแอนติบอดีปฐมภูมิตอ 

Bloking solution 
อัตราสวนแอนติบอดีทุติยภมูิตอ 

Blocking solution 
Swe1-myc Rabbit anti-c-myc 1:500 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
p-Cdc2 Rabbit anti-p-Cdc2 1:1000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
Cdc2 Rabbit anti-Cdc2 1:1000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
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3.7 สรางยีสตสายพันธุกลาย ∆mih1 และ∆hsl1 โดยวิธกีารทําลายยีน 
 

3.7.1 เพิม่ปริมาณดีเอ็นของยีน URA3 โดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 
นําพลาสมิด pYES2 มาทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร โดยออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี URA3 ขนาด 20 mers โดยดานปลาย 5’ 
ของไพรเมอรประกอบดวย upstream regulatory region ของยีน MIH1 หรือ HSL1 ขนาด40 
mers และรีเวิรสไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี URA3 ขนาด 20 mers โดยดานปลาย 5’ ของไพรเมอร 
ประกอบดวย downstream regulatory region ของยนี MIH1 หรือ HSL1 ขนาด 40 mers เพื่อ
สามารถแทนที่ตําแหนงยีน MIH1 หรือ HSL1 ในโครโมโซมของยีสตได (Wendland, 2003) โดยใช
ภาวะของปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดังตารางที ่3.6 
 

URA 3
upstream regulatory region 

   MIH1 or HSL1 40 mers

R primer
F primer

downstream regulatory region 
   MIH1 or HSL1 40 mers

URA3 20 mers

URA3 20 mers

5’

5’  
ภาพที่ 3.1 การออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 

 
ตารางที ่3.6 สารละลายทีใ่ชเปนสวนผสม ในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย 
Phusion HF 5x Buffer  5 เทา 10 ไมโครลิตร 1 เทา 
dNPT mix 25 มิลลิโมลาร 0.4 ไมโครลิตร 200 ไมโครโมลาร 
ฟอรเวิรดไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 2.5 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร 
รีเวิรสไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 2.5 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร 
Phusion DNA polymerase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.2 ไมโครลิตร 1 ยูนิต 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  33.9 ไมโครลิตร  
พลาสมิด pYES2  0.5 ไมโครลิตร  
ปริมาตรสุทธ ิ  50 ไมโครลิตร  
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โดยใชภาวะของปฏิกริยาลกูโซพอลิเมอเรสดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 15 นาท;ี 94 
องศาเซลเซยีส 30 วินาท;ี 55 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท;ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาท;ี 35 รอบ; 72 
องศาเซลเซยีส 5 นาท ีเก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ

รีซิส   ซึ่งทาํโดยเตรียมอะกาโรสรอยละ 1 ซึ่งหลอมในบฟัเฟอร 1XTAE (ภาคผนวก ข)   เทลงใน
แบบพิมพที่มหีวีเสยีบอยู  ระวงัอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 
นาที  วางชิน้อะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร  เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสงูกวาอะกาโรสเจล
เล็กนอย   ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีตดิตาม (ภาคผนวก ข) ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา   
หยอดดีเอ็นเอหรือหยอดดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ลงในชองวิง่ จากนั้นทําอิเลก็
โทรโฟรีซิสโดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟรีซิส Mupid ตั้งความตางศักยที ่100 โวลต ทิ้งไวจนกระทั่งสนี้ํา
เงินของบรอมฟนอลบลูเคลือ่นลงมาจนเกอืบสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน ยอมอะกาโรสเจลดวย
เอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 5-10 นาที   
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation   โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-
Rad, USA)     

 
3.7.2 ทําผลติภัณฑลกูโซพอลิเมอเรสใหบริสทุธิ์ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 
 

สกัดผลิตภัณฑจากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส   ดวยชุดสกัดพลาสมิดออกจาก
เจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีของบริษัทผูผลิต โดยตัดชิ้นอะกา
โรสเจลที่มีดีเอน็เอขนาดที่ตองการ  จากนัน้เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้าํหนักอะกาโรส
เจล (น้าํหนักอะกาโรสเจล 100 มิลลิกรัม มีปริมาตรเทากับ 100 มิลลิลิตร) นําไปบมที่อุณหภูม ิ 50 

องศาเซลเซยีสเปนเวลา 10 นาท ี หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายจนหมด นาํสวนสารละลายสี
เหลืองใสลงใน QIAquick spin column  นําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 12,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใสทิ้ง  เติมบฟัเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงใน
คอลัมน  นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาท ีที่อุณหภูมหิอง เท
สวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะหมนุเหวี่ยงซ้าํอีกครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้าํใสที่เหลือติดคอลัมน  ยายคอลัมนมายัง
หลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรอืบัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร 
ใหลงตรงแผนกรอง  ตัง้ทิง้ไว 1 นาที  นาํไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
1 นาที ที่อุณหภูมิหอง   จะไดสารละลายดเีอ็นเอยูในสวนน้าํใส       
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3.7.3 ทรานสฟอรมผลิตภัณฑลกูโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.5.2 เขาสูเซลลยสีตสาย
พันธุ W303-1A  
 
          นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.5.2 มาชักนําเขาสูยีสตสายพันธุ W303-
1A ดวยวิธ ีLithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของยีสต W303-
1A ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มลิลิลิตร  แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสขามคืน (16-20 ชัว่โมง) จากนัน้ถายเชื้อใสอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPAUD 50 มิลลิลิตร ให
มีความเขมขนเซลลแขวนลอยเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 3-5 ชั่วโมง จนกระทัง่มีความเขมขนของเซลลแขวนลอยเปน 2 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นาํไปหมนุเหวีย่งเพื่อแยก
เซลลที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้าํใสทิง้และละลายตะกอนเซลลดวย
น้ํากลัน่ปลอดเชื้อ และหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีอีกครั้งเพื่อแยก
เซลล  เทสวนน้ําใสทิ้ง จากนั้นเติม 0.1 โมลาร LiAc ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และถายใสหลอดไมโคร
ฟวจ นาํไปหมนุเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 วินาท ีดูดสวนใส
ออกและละลายตะกอนเซลลดวย LiAc ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ระหวาง
ที่ปนแยกเซลลใหบม carrier DNA (ภาคผนวก ข)  ในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาทีและทําใหเยน็อยาง
รวดเร็วโดยการแชในน้ําแข็งทันที  ถายเซลลแขวนลอยที่เตรียมไวใสหลอดไมโคฟวจหลอดละ 50 
ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลล และละลายตะกอนเซลลที่ไดโดยการเติมรอยละ 50 
ของ PEG (ภาคผนวก ข)  ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, LiAc เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 36 ไมโครลิตร
, carrier DNA ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตรและดีเอ็นเอที่ตองการ
ชักนาํเขาสูเซลลเจาบานปรมิาตร 50 ไมโครลิตร ตามลําดับผสมเขากนัดวยเครื่องเขยาผสม 
จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที  และ heat shock ที่ อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 20 นาทตีามลําดับ    นํามาปนเพื่อแยกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 6,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 15 วนิาท ี แลวดูดสวนน้ําใสออก ละลายตะกอนเซลลที่ไดดวยน้าํกลั่นปลอดเชือ้
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และนําเซลลมาเกลี่ยในอาหาร synthetic complete (SC) medium ที่
ขาดยูราซิล (ภาคผนวก ก)   เพื่อคัดเลือกเซลลเจาบานที่ไดรับยีน URA3 จากนัน้บมที่อุณหภูม ิ30 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 1-2 วัน  ซึง่ทรานสฟอรแมนทที่ไดจะเก็บรักษาไวที่อุณภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพื่อยืนยนัวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.5.2 เขาไปแทรกแทนทีย่ีนที่ตองการ
ทําลายในโครโมโซมอยูจริง จึงไดทาํปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอของทรานส
ฟอรแมนทที่ไดเปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชจีโนมกิดีเอ็นเอยีสต W303-1A เปนชดุควบคุมผลบวก
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และผลลบตามลําดับ และทําปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส ตามวิธทีี่ไดกลาวในขอ 3.7.1 ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  ตามวธิีที่กลาวไวในขอ 
3.7.1 
 

upstream regulatory region
YFG gene 

downstream regulatory region
YFG gene 

pYES2

URA3

URA3

URA3

URA3

YFG
YFG

YFG

YFG : your favorite gene

ura3-

 
  

ภาพที่ 3.2 ขั้นตอนการทาํลายยีนดวยวิธีปฏิกิรยิาลกูโซพอลิเมอเรส  
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3.8 การตรวจสอบหาโมเลกลุเปาหมายเบื้องตนของพิโนสโทรบนิในการยับยับ้การสง
สัญญาณของแคลเซียมในเซลลยีสต 

 
3.8.1 การตรวจสอบผลของพิโนสโทรบินที่มีตอ Hsl1 หรือ Mih1 

   
3.8.1.1 กรณอีาหารแขง็ 

            
นํายีสตสายพนัธุกลาย (∆hsl1) หรือ (∆mih1)  ที่ไดจากขอ 3.5.3 มา

เลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมในตูบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1-2 
วัน จากนัน้เขีย่เชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลล
แขวนลอยอยูในชวง exponential  phase (2-5 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร)  เตรียม YPAUD soft 
agar (รอยละ 0.7) ปริมาณ 8 มิลลิลิตรตอหลอด ทีท่ําการหลอมจนเปนเนื้อเดยีวกนั และเก็บไวที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีสในอางน้าํควบคุมอุณหภูม ิ จากนั้นนับเซลลเพื่อหาความหนาแนนของ
เซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร เติมเซลลแขวนลอยใสอาหาร YPAUD soft agar โดยใหมีความ
หนาแนนเซลลสุดทายของยสีตสายพนัธุกลายเปน 1 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย 
CaCl2 โดยใหความเขมขนของเซลลแขวนลอยมีคาความเขมขนสุดทายของ CaCl2 เปน 300 มิลลิ
โมลารตามลาํดับ ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาผสม เทราดลงบนจานเพาะเชื้อ แลวทิ้งไวใหแข็งใน
ตูปราศจากเชือ้ จากนั้นหยดพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตรตามลําดับ โดยมี FK506 ซึ่งเปนสารยับยั้ง calcineurin ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตรและเอททานอลปริมาตร 5 ไมโครลิตรปนสารควบคุมผลบวกและผลลบ
ตามลําดับ บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 40 ชั่วโมง แลวอานผลการเจริญของยีสต  
   

3.8.1.2 กรณอีาหารเหลว 
    

นํายีสตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 หรือ ∆mih1 ที่ไดจากขอ 3.5.3 มาเลีย้ง
ลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน 
จากนั้นเขี่ยเชือ้มาเลี้ยงในอาหารเหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลล
แขวนลอยอยูในชวง early log phase (0.5-1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชือ้ปริมาตร 50 



 
 
31

มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทเีปนเวลา 
5 นาท ี แลวเทสวนน้าํใสออกและละลายตะะกอนเซลลดวยน้าํปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็ว
รอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี และเทสวนน้ําใสออกและละลายตะกอนเซลลดวย
อาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนัน้นับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮมีาไซโทมิเตอร 
แลวปรับความเขมขนสุดทายของเซลลแขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใส
หลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตร และเติมพิโนสโทรบนิใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลาร
บมที ่ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาท ี โดยใชสาร FK506 ความเขมขน 500 นาโนโมลารและ 
รอยละ 1.5 ของ DMSO เปนชุดควบคมุผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามลําดับ จากนั้นจงึเตมิ 
CaCl2 ความเขมขน 4 โมลารใหไดความเขมขนสุดทายเปน 200 มิลลิโมลารบมที่อุณหภูม ิ 30 
องศาเซลเซยีส จากนัน้ทาํการนับเซลลทุกๆ 2 ชั่วโมงเปนเวลานาน 14 ชั่วโมงนบัเซลลเพื่อหาความ
หนาแนนของเซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร  
    
       3.8.2 การตรวจสอบผลของพโินสโทรบินที่มีตอ Swe1 

          
3.8.2.1 กรณอีาหารแขง็ 

     
นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC2 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และ

นําไปบมในตูบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วนั จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทัง่มคีวามเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง exponential  
phase (2-5 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร)  เตรียม YPGalactose soft agar (รอยละ 0.7) ปริมาณ 8 
มิลลิลิตรตอหลอด ทีท่ําการหลอมจนเปนเนื้อเดียวกัน และเก็บไวที่ 55 องศาเซลเซยีส ในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ นับเซลลเพื่อหาความหนาแนนของเซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร เติมเซลลแขวนลอย
ใสอาหาร YPGalactose soft agar โดยใหมีความหนาแนนเซลลสุดทายของยีสตสายพนัธุ
กลายเปน 1 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องเขยาผสม เทราดลงบนจานเพาะเชื้อ 
แลวทิ้งไวใหแข็งในตูปราศจากเชื้อ จากนัน้หยดพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 1 2  และ 3 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตรตามลําดับ โดยมี Radicicol ซึ่งเปนสารยับยั้งโปรตีน Swe1 (Chanklan และ
คณะ, 2008) ความเขมขน 500 นาโนโมลาร ปริมาตร 3 ไมโครลิตรและเอทานอลปริมาตร 5 
ไมโครลิตรเปนสารควบคุมผลบวกและผลลบตามลําดบั บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
40 ชั่วโมง แลวอานผลการเจริญของยีสต  
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3.8.2.2 กรณอีาหารเหลว 
 

   นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC2 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และ
นําไปบมในตูบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วนั จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early log phase 
(0.5-1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไป
ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทเีปนเวลา 5 นาท ีแลวเทสวนน้ําใสออกและละลาย
ตะะกอนเซลลดวยน้าํปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที 
และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YP ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 
7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีจํานวน 2 คร้ัง จากนั้นละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว 
YP ปริมาตร 5 มลิลิลิตร จากนัน้นับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮีมาไซโทมเิตอร แลวปรับความ
เขมขนสุดทายของเซลลแขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลอง
หลอดละ 1 มลิลิลิตรและเติมพิโนสโทรบนิใหไดความเขมขนสุดทาย 3 มิลลิโมลารบมที ่ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที โดยใชสาร Radicicol ความเขมขน 1 ไมโครโมลารและรอยละ 1.5 ของ 
DMSO เปนชุดควบคุมผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามลําดับ จากนัน้จึงเติมน้าํตาลกาแลคโตส
ความเขมขนรอยละ 20 (w/v) ใหไดความเขมขนสุดทายเปนรอยละ 1 แลวบมที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซียส จากนั้นทํานับเซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร ทุกๆ 2 ชั่วโมงเปนเวลานาน 24 ชั่วโมง เพื่อหา
ความหนาแนนของเซลล 
 

3.9 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต โดยวธิีเวสเทรินบลอต 
 

3.9.1 การสกดัโปรตีนสาํหรับวิเคราะหโดยวิธีเวสเทิรนบลอต 
 
นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC3 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมใน

ตูบมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว 
YPAUD 50 มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอ
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นาท ี เปนเวลา 18-24 ชัว่โมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early log 
phase (0.5-1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโคร
ฟวจ นําไปปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ีแลวเทสวนน้ําใสออก
และละลายตะะกอนเซลลดวยน้ําปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 5 นาท ี และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร จากนัน้นับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮีมาไซโทมิเตอร แลวปรับความเขมขนสุดทาย
ของเซลลแขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 5 
มิลลิลิตรและเติมพิโนสโทรบนิใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารบมที ่30 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาท ี โดยใชรอยละ 0.5 ของ DMSO เปนชุดควบคุมผลลบ จากนัน้จงึเตมิ CaCl2 ความ
เขมขน 4 โมลารใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิโมลารบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 
จากนั้นทําการเก็บเซลลทกุๆ 1 ชั่วโมงเปนเวลานาน 4 ชั่วโมง โดยถายลงหลอดไมโครฟวจปริมาตร 
1 มิลลิลิตรแลวนาํไปปนที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 2 นาททีี่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นเทสวนใสทิง้ ใชนิ้วเคาะหลอดไมโครเซนตริฟวจเบาๆ ใหตะกอนเซลลกระจาย ปน
ลางดวยน้าํปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 2 นาททีี่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เทสวนใสทิง้ ปนลางดวย buffer A (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตรที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทเีปนเวลานาน 2 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวน
ใสทิ้ง เติม buffer B (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 20-80 ไมโครลิตรทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที 
แลวนําไปตมในน้าํเดือดนาน 8 นาท ี จากนัน้แชในน้ําแข็งทันที นาํไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาทเีปนเวลานาน 2 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เก็บสวนใสใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ
หลอดใหมเก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส 
 

3.9.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวธิ ีBicinchoninic Acid Assay ( ฺBCA assay) 
 
ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธ ี BCA assay โดยใชชุดทดสอบ BCATM 

protein assay kit ของบริษทั PIERCE ตามคําแนะนาํของผูผลิต ดังนี ้ เตรียม working reagent 
ดวยการผสมรเีอเจนต A กบั รีเอเจนต B ในอัตราสวน A:B = 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน 
BSA และสารตัวอยาง โดยทําการเจือจางสารมาตรฐาน BSA 2 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ดวยน้ําปลอด
ประจุในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม ซึ่งจะเจือจางลง 2 เทาดวยน้าํปลอดประจุทําใหมีความเขมขน
สุดทาย 0 31.25 62.5 125 250 500 1000 และ 2000 ไมโครกรัมตอมิลลิตร และสารตัวอยางเจอื
จางที่ความเขมขน 1:10 จํานวน 10 ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุ (ทําสองหลุมตอหนึง่ตัวอยาง) 
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เติม working reagent ลงไปในหลุมที่มสีารมาตรฐานและสารตัวอยางหลุมละ 200 ไมโครลิตร 
เขยาถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม เบาๆประมาณ 30 วินาท ีกอนนําไปเขาตูบม 37 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาท ีจากนัน้นาํถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุมออกมาวางไวใหเยน็ที่อุณหภูมหิองประมาณ 2-3 
นาท ี แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรโดยใชเครื่อง microplate 
reader 
 

3.9.3 การแยกโปรตีนโดยวิธ ี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) 

 
เตรียมเจล SDS-polyacrylamide gel ขนาด 8.3x8.3 เซนติเมตร หนา 1.5 

มิลลิเมตร โดย separating gel และ stacking gel ใช acrylamide ความเขมขน 7.5-12% และ 
5% ตามลําดบั (ภาคผนวก ข) เตรียมตัวอยางทดสอบปริมาณ 50 ไมโครกรัม โดยปรับใหมี
ปริมาตร 10 ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุ เติม staining buffer 10 ไมโครลิตรผสมใหเขากนั 
นําไปตมที ่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาทเีพื่อทําลายโครงสรางทุตยิภูมิของโปรตีน หยอด
สารละลายโปรตีนแตละตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้าํหนกัโมเลกุลลงในชอง SDS-
polyacrylamide gel ทําการแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟาคงที ่ 90 โวลต เปนเวลา 80 นาท ี ใน 
Western blot running buffer (ภาคผนวก ข) โดยใชชดุเครื่องมือ Protein III System ของบริษัท 
Bio-Rad, USA     
 

3.9.4 การถายโอนโปรตีนจากเจลไปยงั polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane 
 

หลังจากแยกโปรตีนดวยวธิขีางตนแลว ตัดบริเวณ stacking gel ทิ้ง วัดขนาดของ
เจล นาํเจลไปแชใน transfer buffer (ภาคผนวก ข) วางบนเครื่องเขยาประมาณ 5 นาท ี ตัด
กระดาษกรองและ PVDF membrane ใหมีขนาดเทากบัเจลจํานวน 6 แผน และ 1 แผนตามลาํดับ 
นําแผน PVDF membrane แชในเมทานอลสัมบูรณ (absolute methanol) ใหซึมทั่วทั้งแผน ลาง
ดวยน้าํปลอดประจุ 2 คร้ัง แลวนาํมาแชใน transfer buffer จากนัน้นํากระดาษกรองที่แชใน 
transfer buffer จํานวน 3 แผน PVDF membrane เจล และ กระดาษกรองที่แชใน transfer buffer 
จํานวน 3 แผน วางบนเครื่อง Semi-dry transfer apparatus ตามลําดบั ทําการไลฟองอากาศโดย
กลิ้งหลอดแกวบนกระดาษกรองและ PVDF membrane เบาๆ 3 คร้ังไปในทิศทางเดียวกนั หยด 
transfer buffer ปริมาตรเพยีงเล็กนอย ปดฝาเครื่อง semi-dry Western blot ทําการสงถายโปรตีน
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จากเจลไปยงั PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟาคงที ่80 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 90 นาท ีตอ
เจลหนึง่แผน 
 

3.9.5 การวิเคราะหการแสดงออกโดยวิธีเวสเทิรนบลอตโดยใชแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ c-myc, p-Cdc2 และ Cdc2 
 

ปดสวิตซ power supply ของเครื่อง semi-dry Western blot จากนัน้เปดฝา
เครื่องแกะ PVDF membrane มาแชใน blocking solution (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 5 นาท ี2 คร้ัง 
นํามาแชในแอนติบอดีปฐมภูมิ (primary antibody) ที่จําเพาะตอโปรตนีที่ตองการตรวจสอบซึ่งเจือ
จางใน blocking solution (ภาคผนวก ข) ตามตารางที ่ 3.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เก็บในตูเยน็ 4 
องศาเซลเซยีสทิ้งไวขามคืน จากนัน้นาํมาวางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 60 นาท ี เทแอนติบอดีปฐม
ภูมิใสในหลอดทดลองลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาท ี2 คร้ัง 15 นาท ี2 คร้ัง 
เท PBST ทิ้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูม ิ (secondary antibody) ที่ม ีHorse-radish peroxidase ติด
ฉลากอยู ซึ่งเจือจางใน blocking solution ตามตารางที ่ 3.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่อง
เขยาเปนเวลา 60 นาที ลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาท ี2 คร้ัง 15 นาท ี3 คร้ัง 
 

3.9.6 การตรวจสัญญาณดวยวธิ ีchemiluminescence และ การทําใหเกิดสญัญาณ
บนแผนฟลม X-ray 
 

เตรียมซับสเตรตของ Horse-radish peroxidase โดยใช ECL Western Blot 
Reagent โดยผสมรีเอเจนต 1 กับ รีเอเจนต 2 ในอัตราสวน 1:1 (v/v) นํา PVDF membrane แชลง
ไปในซับสเตรต นาน 1 นาท ี ใชปากคบีคีบเมมเบรนวางลงบนพลาสติกใส (wrap membrane) 
และปดทับเมมเบรน ใชกรรไกรตัดพลาสติกใสใหหางจากเมนเบรนเล็กนอย นําไปวางบนถาด
ประกบฟลม ใชเทปกาวติดทั้งสี่มมุ ปดฝาถาด นําไปประกบฟลม X-ray และลางฟลม X-ray ใน
หองมืด 
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3.10 ผลของพิโนสโทรบินตอความเสถยีรของโปรตีนเปาหมายของวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธีเวสเทิรนบลอต 
 
 นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC3 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมในตูบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1-2 วัน จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว YPAUD 50 
มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 18-24 ช่ัวโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early log phase (0.5-
1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปน
แยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ี แลวเทสวนน้ําใสออกและละลาย
ตะะกอนเซลลดวยน้าํปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที 
และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นนับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮมีาไซโทมิเตอร แลวปรับความเขมขนสุดทายของเซลล
แขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 5 มิลลิลิตรและ
เติมพิโนสโทรบินใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารบมที ่30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที 
โดยใชรอยละ 0.5 ของ DMSO เปนชุดควบคุมผลลบตามลําดับ จากนัน้จงึเติม CaCl2 ความ
เขมขน 4 โมลารใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิโมลารพรอมกบัเติมไซโคลเฮกซิไมดความ
เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ใหไดความเขมขนสดุทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส จากนั้นทําการเก็บเซลลทกุๆ 15 นาทีเปนเวลา 75 นาที จากนัน้สกัด
โปรตีน และตรวจสอบผลตามวิธีดงัขอที ่3.9.1-3.9.6 
 
3.11 ผลของพิโนสโทรบินตอการแสดงออกของยีนเปาหมายในวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธ ีreal-time reverse transcription-PCR  
 

3.11.1 การสกัด RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป  
 

สกัด RNA ดวยชุดสกัด RNA MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit 
(EPICENTRE, USA) โดยนาํยีสตสายพนัธุกลาย YRC3 มาเลีย้งลงบนอาหารแข็ง YPAUD และ
นําไปบมในตูบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPAUD 50 มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early 
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log phase (0.5-1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร) จากนัน้จึงเติม α-factor ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ใหไดความเขมขนสุดทาย 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลานาน 160 นาท ีที่อุณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนแยก
เซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ีแลวเทสวนน้ําใสออกและละลายตะกอน
เซลลดวยน้ําปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีจาํนวน 3 
คร้ัง และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นนับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮมีาไซโทมิเตอร แลวปรับความเขมขนสุดทายของเซลล
แขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตรและ
เติมพิโนสโทรบินใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารบมที ่30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที 
โดยใชรอยละ 0.5 ของ DMSO เปนชุดควบคุมผลลบ จากนัน้จงึเติม CaCl2 ความเขมขน 4 โมลาร
ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิโมลารบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้ทําการเก็บ
เซลลทุกๆ 15 นาทีเปนเวลานาน 150 นาที โดยถายลงหลอดไมโครฟวจปริมาตร 1 มิลลิลิตรแลว
นําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทเีปนเวลานาน 2 นาททีี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้
เทสวนใสทิง้ ใชนิ้วเคาะหลอดไมโครเซนตริฟวจเบาๆ ใหตะกอนเซลลกระจาย ปนลางดวยน้ํา
ปลอดเชื้อปลอด RNAase ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 2 
นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวนใสทิ้ง เติม Extraction Reagent for RNA 300 ไมโครลิตร
ที่ผสม Proteinase K 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง
ปนผสมสารนาน 10 วนิาท ีบมที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที จากนัน้แชในน้าํแข็ง 5 
นาท ีเติม MPC 175 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง แลวแชในน้าํแข็ง 5 นาท ีปนที่ความเรว็ 
12,000 รอบตอนาทเีปนเวลานาน 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้จึงดูดสวนใสใส
หลอดใหม เตมิ isopropanal 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง ปนที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาททีี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายทิ้ง เติม DNaseI 
Solution 200 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาท ี เติม 2XT&C 200 
ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง เตมิ MPC 200 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง แชใน
น้ําแข็ง 5 นาที ปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นจงึดูดสวนใสใสหลอดใหม เติมไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 
60 คร้ัง ปนทีค่วามเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาทีทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดดู
สารละลายทิ้ง เติมรอยละ 70 เอทานอล ปนที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาที
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ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ละลายตะกอน RNA ดวยน้ําDEPC 20 ไมโครลิตรที่ผสม RNAase 
inhibitor 0.57 ไมโครลิตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส 
 

3.11.2 การวดัปริมาณ RNA 
 

เจือจางสารละลาย RNA ทีส่กัดได 50 เทา ดวยน้ําปลอดประจุปลอด RNAase 
โดยปเปตตสารละลาย RNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในน้าํปลอดประจุปลอด RNA ปริมาตร 98 
ไมโครลิตรจากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260 และ 280 นาโนเมตร 
ตามลําดับ โดยใชน้ําปลอดประจุปลอด RNA เปนตัวเปรียบเทียบ (blank) คาํนวณหาคาความ
เขมขนของ RNA จากสมการดังนี้  

 
ปริมาณ RNA (ไมโครกรัมตอลิตร) = A260 x 40 x dilution factor 

 
เมื่อกําหนดให  

A260 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
RNA 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

เทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) ความบริสุทธิข์อง RNA คํานวณไดจากอตัราสวนระหวาง 
A260/A280 คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามโีปรตีนปนเปอนสงู 
ถาคามากกวา 2.0 แสดงวามี DNA ปนเปอนสูง 

 
3.11.3 การสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยรีเวอรสทรานสคริป

เทส 
 

ใช RNA ตัวอยางที่เตรียมไดตามขอ 3.11.1 จํานวน 1 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา 
เปนตนแบบในการสงัเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใสในหลอดพีซีอาร จากนัน้เติม random 
hexamer ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมน้ําปลอดประจุ
ปลอด RNAase จนปริมาตรครบ 12.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสารและปน
เหวีย่งใหสารละลายตกลงที่กนหลอดพซีอีารประมาณ 2-3 วินาท ี นําไปใสในเครือ่งเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ (Thermal Cycler; Perkin Elmer, USA) โดยตั้งอุณหภูมทิี ่65 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที 
และ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาท ี นํามาเติม 5X Reverse Transcriptase buffer ปริมาตร 4 
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ไมโครลิตร dNPT mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลารปริมาตร 2 ไมโครลิตร Ribonuclease inhibitor 
ความเขมขน 40 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครือ่งปนผสมสาร
และปนเหวี่ยงใหสารละลายตกลงทีก่นหลอดพีซีอารประมาณ 2-3 วินาท ีตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 
5 นาท ีเติม Reverse Transcriptase ความเขมขน 200 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตั้ง
ไวที่อุณหภูมหิอง นาน 10 นาท ีจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาท ี ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาท ี แลวหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาท ีดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เก็บรักษาคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ไดเก็บที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส หรือนาํไปทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 

 
3.11.4 ปฏิกิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส  
 

ดําเนนิปฏิกิริยา Real time RT-PCR โดยใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอจากขอ 
3.11.3 เปนตนแบบ ในปฏกิิริยา โดยใชไพรเมอร ACT1 และ SWE1 ตามตารางที3่.4 โดยมี
สวนผสมของปฏิกิริยาดังตารางที ่3.7 
 
ตารางที ่3.7 สารละลายทีใ่ชเปนสวนผสม ในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส (RT-PCR) 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตร ความเขมขน
สุดทาย 

SYBR Green I Master 
Mix 

2 เทา 5 ไมโครลิตร 1 เทา 

ฟอรเวิรดไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 0.25 ไมโครลิตร 0.25 ไมโครโมลาร 
รีเวิรสไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 0.25 ไมโครลิตร 0.25 ไมโครโมลาร 
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 1 ไมโครกรัม 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  3.5 ไมโครลิตร  
ปริมาตรสุทธ ิ  10 ไมโครลิตร  
 
และดําเนนิภาวะการทําปฏิกริิยาดังตอไปนี ้
Pre-incubation  1 รอบ 
Amplification   45 รอบ 
Melting   1 รอบ 
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Cooling  1 รอบ 
 

Pre-incubation   ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส  5 นาท ี
Amplification   ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส  10 วินาท ี

    ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส 15 วินาท ี  
    ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส  20 วินาท ี

Melting   ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส  5 วินาท ี 
    ที่อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี
    ที่อุณหภูม ิ97 องศาเซลเซยีส continuous 

Cooling   ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส  10 วินาท ี
 

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอรลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (LightCyclerR 480 
Multiwell Plate96, Roche) ตามภาวะการทําปฏิกริิยาที่กาํหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจาก
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยโปรแกรม LightCyclerR 480 software, Roche และคํานวณคาทาง
สถิติดวยโปรแกรม SPSS (Version16.0) ดวยคา P ≤ 0.05 และ 0.001 
 
3.12 ผลของพิโนสโทรบินตอการยับยัง้การเจริญของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย โดยวิธ ี
MTT proliferation assay 

 
3.12.1 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

 
นําเซลลมะเร็งทั้ง 12 ชนิด (HepG2, SW620, KATO III, A375, BT474, MDA-

MB-231, HeLa, Ca-Ski, SiHa, THP-1, HL-60 และ Jurkat) ซึ่งแชแข็งอยูในถงัไนโตรเจนเหลว
ออกมาเลี้ยง โดยแชหลอดเก็บเซลลในอางน้ําอุน 37 องศาเซลเซียสทนัท ี แกวงหลอดไปมาให
น้ําแข็งละลายอยางรวดเร็ว โดยใหรอยตอของฝาหลอดอยูเหนือระดับน้ําเสมอ เช็ดหลอดดวย
แอลกอฮอลรอยละ 70 ใชปเปตตแกวดูดเซลลแขวนลอยใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่มีอาหาร
เลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม (serum free media) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายใน
ตูปลอดเชื้อ นาํไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี นาน 5 นาท ี เทสวนใสทิง้ เติมอาหารเลี้ยง
เซลล ที่ม ี fetal bovine serum (FBS) ความเขมขนรอยละ 10 ของHEPES ความเขมขนรอยละ 1 
ของโซเดียมไพรูเวทความเขมขนรอยละ 1 ของเพนนิซิลินจีความเขมขน 104 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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สเตร็ปโตมัยซนิความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือ complete media ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ใชปเปตตแกวดูดขึ้นลงใหเซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว จากนั้นดูดใสในภาชนะเลี้ยงเซลล 
(ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลบั 
นําไปบมใหเซลลเจริญในตูบมอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ตรวจดูสัณฐาน
วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลับทุกวัน เมื่อเซลลเจริญหนาแนนทําการเปลี่ยนถาย
อาหารเลีย้งเซลลทุก 3-4 วัน (กัลยาณี จิรศรีพงศพนัธ, 2547) ดังนี ้
 

3.12.2 การเปลี่ยนถายอาหารเลี้ยงเซลลเกาะผิว (HepG2, SW620, KATO III, 
A375, BT474, MDA-MB-231, HeLa, Ca-Ski และ SiHa) ดวยทริปซิน  

 
ใชปเปตตแกวดูดอาหารเลี้ยงเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลลออกใหหมดดวยเทคนิค

ปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ ลางเซลลดวยสารละลาย PBS (ปลอด Ca2+ และ Mg2+) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เอียงใหทั่วผวิภาชนะเลี้ยงเซลล 5-6 คร้ังแลวดูดทิ้ง เติม trypsin-EDTA ความเขมขน 
0.25% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานประมาณ 3-5 นาท ี (ข้ึนอยูกับ
ชนิดของเซลล) สังเกตภายใตกลองจุลทรรศน เมือ่เซลลเริ่มหดตัวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่
ปราศจากซีรัมปริมาตร 5 มิลลิลิตรและดูดสารละลายชะเซลลใหหลดุออกจากภาชนะเลีย้งเซลล 
จากนั้นดูดใสหลอดเซนตรฟิวจนําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี นาน 5 นาท ี เทสวนใสทิ้ง
เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชปเปตตดูดขึ้นลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลี้ยงเซลล
ขวดใหม เพื่อเพิ่มจาํนวนหรอืนําไปใชในการทดลองตอไป หรือนํากลบัไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว
ข้ึนอยูกับวัตถปุระสงค การนําไปใชตอไป หรือถาตองการเลีย้งในภาชนะเดิมหลงัจากชะเซลลให
หลุดออกจากภาชนะเลีย้งเซลล แลวใหเหลือเซลลไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร จากนั้นเตมิ 
complete media ใหมีปริมาตรครบ 8 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ตอไป 
 

3.12.3 การเปลี่ยนถายอาหารเลี้ยงเซลลแขวนลอย (THP-1, Jurkat และ HL-60) 
 
ใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลีย้งเซลลข้ึนลงเบาๆ 2-3 คร้ัง เพื่อทําใหเซลล

ที่จับกลุมเปนกอนใหหลุดแยกเปนเซลลเดี่ยวๆ ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ ดูดใส
หลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี นาน 5 นาท ี เทสวนใสทิ้ง เติม 
complete media ใชปเปตตดูดขึ้นลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลีย้งเซลลใหมเพื่อเพิ่มจํานวนหรือ
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นําไปใชในการทดลองตอไป หรือนํากลับไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวขึ้นอยูกบัวตัถุประสงคการ
นําไปใชตอไป หรือถาตองการเลี้ยงในภาชนะเดิมใหใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลีย้งเซลล
ข้ึนลงเบาๆ 2-3 คร้ัง ดูดทิ้ง โดยเหลือสารละลายไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิ 
complete media ใหมีปริมาตรครบ 8 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% ตอไป 

 
3.12.4 การเก็บรักษาเซลลแบบระยะยาวในไนโตรเจนเหลว 

 
นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.12.2 และ 3.12.3 มาเทสวนใส

ทิ้งและใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตัว เติมอาหารสาํหรับเก็บเซลลแชแข็งปริมาตร 1 
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก) ดูดขึ้นลงเบาๆ แลวดูดใสในหลอดเก็บเซลลแชเยือกแข็ง (cryotube) เก็บ
ในตูเย็น -80 องศาเซลเซยีส นาน 1 วันแลวนาํไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 
 

3.12.5 การนับจํานวนเซลลไลนมะเรง็ของมนุษยที่มีชีวิต โดยยอมดวยส ี trypan 
blue 
 

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.12.2 และ 3.12.3 มาเทสวนใส
ทิ้งและใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตัว เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูด
ข้ึนลงเบาๆปเปตตเซลลปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ เติม Trypan blue 
ความเขมขน 0.5%(w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปเปตตเซลลปริมาตร 11 
ไมโครลิตรลงตรงชองวางระหวางตวัฮีมาไซโทมิเตอรกับกระจกปดสไลด นับจํานวนเซลลภายใต
กลองจุลทรรศนหวักลับโดยนับเซลลในชองสี่เหลีย่มใหญ 1 มุม (16 ชองเล็ก) และคํานวณจํานวน
เซลลตามสูตรตอไปนี้ 
 
จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต (เซลล/มิลลิลิตร) = (จํานวนเซลลไมติดสี trypan blue ทั้งหมด /4) x 104 x 2 
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3.12.6 ศึกษาผลของพิโนสโทรบินตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งของ
มนุษย 12 ชนิด โดยวธิ ีMTT proliferation assay 

 
เตรียมเซลล HepG2, SW620, KATO III, A375, BT474, MDA-MB-231, HeLa, 

Ca-Ski และ SiHa ความเขมขน 5x104 เซลลตอมิลลิลิตร หยอดลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลมุ
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สําหรับเซลลเกาะผวินาํเซลลไปเพาะเลีย้งในตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% นาน 18 ชั่วโมง ยกเวนเซลล HepG2, BT474, HeLa, Ca-Ski และ 
SiHa ทิง้ไวนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิง้ แลวจึงเติมอาหารเลี้ยง
เซลลใหมที่ผสมพิโนสโทรบนิที่ความเขมขนตางๆซึ่งละลายใน DMSO 100% ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรลงไปแทน นาํเซลลไปเพาะเลีย้งในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% 
นาน 4 วัน โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา สวนเซลล THP-1, HL-60 และ Jurkat เตรียมใหมีความเขมขน 
1x105 เซลลตอมิลลิลิตรหยอดลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติม
อาหารเลีย้งเซลลที่ผสมพโินสโทรบินที่ความเขมขนตางๆซึ่งละลายใน DMSO 100% ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรลงไป นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% 
นาน 4 วัน ในวนัที ่ 4 เติม MTT ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Mosmann, 1983) ซึ่ง
ละลายใน PBS ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส
บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม HCl ความเขมขน 0.04 นอรมัลในไอโซโพรพา
นอลปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมโดยใชปเปตตหลายชอง (multi channel pipette) ดูดขึ้นลง
ใหตะกอนสมีวงละลายจนหมด จากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
microplate reader และคํานวณหาเปอรเซ็นตการมชีีวิตของเซลล (%viability) โดยใชสมการ
ตอไปนี้ 
 

%Viability = (ODtest average-ODblank average) x 100 
                     ODcontrol cell average- ODblank average 

 
ODtest average = คาเฉลีย่การดูดกลืนแสงของเซลลที่เติมพโินสโทรบิน หรือ DMSO 
ODcontrol cell average = คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลล 
ODblank average = คาเฉลี่ยการดูดกลนืแสงของอาหารเลี้ยงเซลลทีป่ราศจากซีรัม 
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
 
จากผลงานวิจัยของวชิรศักดิ์ วังกังวาน (2550) ซึ่งศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนถึง

โมเลกุลเปาหมายของการออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบิน ในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสต
พบวา พิโนสโทรบินไมไดออกฤทธิ์โดยการลดระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล และไมไดยับยั้ง
โปรตีน Calcineurin, Mpk1 หรือ Mck1 จึงคาดวาอาจมีผลไปยับยั้งที่โมเลกุลเปาหมายที่เหลือคือ 
Hsl1, Mih1 และ Swe1 ซึ่ง Mih1 เปนโปรตีนฟอสฟาเทส (phosphatase) สวน Hsl1 และ Swe1 
เปนโปรตีนไคเนส ตามลําดับดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาโมเลกุลเปาหมายเบื้องตนของพิโนส
โทรบินในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในเซลลยีสต โดยวิธีทางพันธุศาสตรของยีสต เพื่อ
ศึกษาถึงผลของพิโนสโทรบินที่อาจมีผลไปกระตุนหรือยับยั้งโปรตีนเปาหมายที่เหลือวามีสวน
เกี่ยวของกับวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม ซึ่งจะใชยีสตสายพันธุกลายที่มีการเพิ่มและลดการ
แสดงออกยีน  
 
4.1 สรางยีสตสายพันธุกลายโดยวธิีทาํลายยีน (gene disruption) HSL1 และ MIH1 
 

4.1.1 เพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอของยีน URA3 โดยปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส  
 

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชพลาสมิด pYES2 เปนตนแบบใน
ปฏิกิริยาโดยใชโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอร ∆hsl1_FW และ ∆hsl1_RV หรือ ∆mih1_FW และ 
∆mih1_RV เพื่อทาํลายยีน HSL1 หรือ MIH1 ตามลําดับ ดังตารางที ่3.4 จากการตรวจสอบผล
การทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรทั้งสองชนิดดวยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรสเขมขนรอยละ 1.0 ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE พบวาให
ผลิตภัณฑที่มขีนาดเทากนัคอื 1065 คูเบส ซึง่มีขนาดเทากนักับขนาดของยีน URA3 (ดังภาพที่ 
4.1) 
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ภาพที่ 4.1 ผลแสดงผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มปริมาณยนี 
URA3 

1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 2-4  คือ ดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณยนีดวยไพรเมอร ∆hsl1  

5-7  คือ ดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณยนีดวยไพรเมอร ∆mih1 
8     คือ ชุดควบคุมผลลบของไพรเมอร ∆hsl1 
9     คือ ชุดควบคุมผลลบของไพรเมอร ∆mih1 

 
 
 
 
 
 
 
 

   1       2       3      4      5      6      7      8      9     

10000 
5000 

1500 
1000 

500 

3500 

อะกาโรส 1.0%  

คูเบส 

1065 คูเบส 
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4.1.2 ทรานสฟอรมผลิตภัณฑลกูโซพอลิเมอเรสจากขอ 4.1.1 เขาสูเซลลยีสตสาย
พันธุ W303-1A  

 
  นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 4.1.1 มาชกันาํเขาสูยีสตสายพันธุ W303-
1A ดวยวธิี Lithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) และคัดเลือกทรานสฟอรแมนตบน 
synthetic complete medium ที่ไมเติมยรูาซิล (SC-Ura) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 วนั ยืนยันผลการทาํลายยนี ดวยวธิีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร 2 คู โดยไพร
เมอรคูแรกออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรที่จาํเพาะตอ upstream regulatory region ของยีน HSL1 
หรือ MIH1 (hsl1_FW หรือ mih1_FW) และรีเวิรสไพรเมอรที่จําเพาะตอ downstream regulatory 
region ของยนี MIH1 หรือ HSL1 ที่อยูปลายน้าํลงไป 30 mers (hsl1_ RV-30 หรือ mih1_RV-30) 
สวนไพรเมอรคูที่สองออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรที่จาํเพาะตอโปรโมเตอรยีน URA3 (pYES2_FW) 
และรีเวิรสไพรเมอรที่จําเพาะตอ downstream regulatory region ของยีน MIH1 หรือ HSL1 ทีอ่ยู
ปลายน้าํถัดลงไป 500 mers (hsl1_ RV-500 หรือ mih1_RV-500) (ดังภาพที่ 4.2) 

ตรวจสอบผลการทาํลายยีนจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี
ซิส   โดยถาหากทาํลายยนี Hsl1 หรือ MIH1 ไดสําเร็จจะไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสทั้งหมด 3 
ชิ้นซึ่งมีขนาด 475, 975 และ 1200 คูเบส ตามลาํดับ แตถาทาํลายยนี HSL1 หรือ MIH1 ไมสําเร็จ
จะไมสามารถสังเคราะหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสได และจากผลการตรวจสอบ พบวาสามารถ
ทําลายยนีไดสําเร็จโดยสามารถสังเคราะหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดตามที่คาดไว (ดัง
ภาพที ่4.3) 
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ก. 

URA3   1065 base

475 base

975 base

~1.2 kb

Uupstream
target gene

Udownstream
target gene

PCR

MIH1_FW 
or HSL1_FW pYES2_FW 

MIH1_RV-30
or HSL1_RV-30

MIH1_RV-500
or HSL1_RV-500

 
 
ข. 

Target gene  (Hsl1 4.5kb or Mih1 1.66kb)Uupstream
target gene

Udownstream
target gene

PCR

pYES2_FW 

MIH1_RV-30
or HSL1_RV-30

No product  
 
ภาพที่ 4.2 การออกแบบไพรเมอรสาํหรับการยืนยันผลการทําลายยีน 

ก. กรณีทําลายยนีได 
ข. กรณีที่ทาํลายยีนไมได 

 
 
 
 
 
 
 
 

 No complement 

mih1_FW or 
hsl1_FW 

mih1_RV-30 or 
hsl1_ RV-30 

mih1_RV-500 or 
hsl1_ RV-500 

mih1_RV-30 or 
hsl1_ RV-30 
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 ภาพที่ 4.3 ผลแสดงผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อยืนยันการ
ทําลายยนี MIH1 
  1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
  5 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

2 คือ ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณยีนดวยไพรเมอร pYES2_FW และ mih1_RV-30 
  3 คือ ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณยีนดวยไพรเมอร pYES2_FW และ mih1_RV-500 
  4 คือ ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณยีนดวยไพรเมอร mih1_FW และ mih1_RV-30 
  
 
 
 
 
 
 

    1     2     3     4     5  

  คูเบส 

1500 
1000 

500 

3500 

1200 คูเบส 
975 คูเบส 
475 คูเบส 

อะกาโรส 1.0% 
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ดังนัน้จะได yeast disruptant สายพนัธุ ∆hsl1::URA3 และ ∆mih1::URA3 ซึ่ง yeast 
disruptant ทั้งสองสายพนัธุ สามารถเจรญิไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมยูราซิล (ดงัภาพที่ 4.4)
แสดงใหเหน็วายีน URA3 ไดเขาไปแทนทีใ่นโครโมโซมของยีสตดังกลาวได 
 
 

ก. 

 
ข. 

 
 
 
ภาพที่ 4.4 แสดงลกัษณะฟโนไทปของ W303-1A ที่สามารถเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม
เติมยูราซิล เมื่อยีน URA3 ไดเขาไปแทนที่ในโครโมโซมได 

ก. ยีน URA3 เขาไปแทนที่ในโครโมโซมตรงตําแหนงยีน HSL1 
ข. ยีน URA3 เขาไปแทนที่ในโครโมโซมตรงตําแหนงยีน MIH1 

 
 
 

∆hsl1::URA3 

∆mih1::URA3 

W303-1A 

W303-1A 
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4.2 การตรวจสอบหาโมเลกลุเปาหมายเบื้องตนของพิโนสโทรบนิในการยับยัง้การสง
สัญญาณของแคลเซียมในเซลลยีสต 
 
 วชิรศักดิ์ วงักงัวาน (2550) ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนถึงโมเลกุลเปาหมายของการ
ออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบนิ ในวิถกีารสงสญัญาณของแคลเซียมในยีสตพบวา พิโนสโทรบินไมได
ออกฤทธิโ์ดยการลดระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล และไมไดยับยั้งโปรตีน Calcineurin, Mpk1 
หรือ Mck1 จึงคาดวาอาจมีผลไปยับยั้งที่โมเลกุลเปาหมายที่เหลือคือ Hsl1, Mih1 และ Swe1 ซึ่ง 
Mih1 เปนโปรตีนฟอสฟาเทส สวน Hsl1 และ Swe1 เปนโปรตีนไคเนส ตามลําดับ 
 

4.2.1 การเตรียมพิโนสโทรบิน 
   

นําพิโนสโทรบนิบริสุทธ (ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการวิเคราะหดวย  Gas 
Chromatography ดังภาคผนวก ง) ที่สกัดจากกระชายเหลืองจากวทิยานพินธของนางสาว 
สายพนิ บุญเกิด นิสิตปริญญาเอก ภาคเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั ที่ดําเนินการวจิัยใน พ.ศ. 2548 มาละลายดวยตัวทําละลายเอทานอล หรือ DMSO 
ที่ความเขมขนตางๆ  

 
4.2.2 การคัดกรองโดยใชระบบยสีต (ดัดแปลงจาก Shitamukai และคณะ, 2000)  

   
  4.2.2.1 การตรวจสอบผลของพโินสโทรบินที่มีตอโปรตีน Hsl1  
  
   เพื่อศึกษาวาพิโนสโทรบนิมผีลยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
เซลลยีสต โดยไปยับยั้งการทํางานของโปรตีน Hsl1 หรือไม โดยอาศัยหลักการทีว่ายีสตสายพนัธุ
กลาย ∆hsl1 จะมีลักษณะคลายกับ ∆zds1 เนื่องจากวาเมื่อมีการสงสัญญาณแคลเซียมมาจะ
กระตุนโปรตีน Hsl1 ซึ่งทําหนาที่เปนโปรตีนไคเนส เตมิหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีน Swe1 ทําให
โปรตีน Swe1 อยูในรูปไมทาํงาน แตเมื่อขาดโปรตีน Hsl1 ที่ทาํหนาที่ยับยัง้การทาํงานของโปรตนี 
Swe1 จึงทาํใหโปรตีน Swe1 อยูในภาวะที่สามารถทํางานได เปนผลทําใหเซลลหยดุหรือชะลอการ
แบงเซลลอยูในระยะ G2 (Shitamukai และคณะ, 2000) ดังนัน้เซลลยีสตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 
จึงสามารถเจรญิไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียม แตจะไมสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติมแคลเซียม ดงัเชนในชุดควบคมุผลลบทีห่ยดตัวทําละลาย แตอยางไรก็ตามหากมีการ
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ขัดขวางการสงสัญญาณของแคลเซียม ยสีตสายพนัธุกลายดังกลาวจะสามารถกลบัมาเจริญไดใน
อาหารที่มีการเติมแคลเซียม ดังเชนในชดุควบคุมผลบวกทีห่ยด FK506 ซึ่งเปนสารยับยั้งการ
ทํางานของ Calcineurin ทาํใหเซลลยีสตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติมแคลเซียม 
  จากการตรวจสอบพบวาเมือ่เติมพิโนสโทรบิน เซลลยสีตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 
จะมีการเจริญเติบโตขึ้นไดทั้งในอาหารแขง็และอาหารเหลว (ดังภาพที ่4.5 ก และ ข) ซึ่งในอาหาร
แข็งจะเหน็วา เมื่อเพิ่มความเขมขนของพิโนสโทรบนิสูงขึน้เซลลก็จะเจริญไดมากขึ้น และในอาหาร
เหลวจะเหน็ไดชัดวาพิโนสโทรบินสามารถบรรเทาการเจริญที่ผิดปกติไดพอๆกับชุดควบคุมผลบวก 
ถึงแมวาเซลลยีสตสายพันธุดังกลาวนี้ไดถกูทําลายยีน HSL1 ไปแลวก็ตาม แตยงัสามารถเจริญได
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแคลเซียมเมื่อเติมพโินสโทรบนิ แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบนิสามารถยับยัง้วถิี
การสงสัญญาณของแคลเชียม โดยไปยบัยั้งการทาํงานโปรตีนตัวอืน่ที่ไมใชโปรตนี Hsl1 ดังนัน้พิ
โนสโทรบินจงึไมไดมีโมเลกลุเปาหมายเปนโปรตีน Hsl1   
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  ก. 

5 mM
Pinostrobin

2.5 mM
Pinostrobin

FK506

Ethanol  
   

ข. 

0
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Time (h)  
 

ภาพที ่ 4.5 ผลการทดสอบพิโนสโทรบินที่มีผลตอการเจริญของยีสตสายพันธุ
กลาย ∆hsl1 ในภาวะที่มคีวามเขมขนของแคลเซียมสูง  

ก.) การเจริญของเซลลยีสตบนอาหารแข็ง YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 300 มลิลิโม
ลาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 40 ชัว่โมง ชุดควบคุมผลบวก FK506 0.5 ไมโครโม
ลาร และชุดควบคุมผลลบ เอทานอล  

ข.) ผลของพิโนสโทรบนิในอาหารเหลว YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร 
( , YPD; , YPD+ CaCl2 200 มิลลิโมลาร; , YPD+ CaCl2 200 มิลลิโมลาร + พิโนสโทร
บิน 3 มิลลิโมลาร; , YPD+ CaCl2 200 มิลลิโมลาร + FK506 0.5 ไมโครโมลาร)  

 
 

∆hsl1 
Ce

lls 
de

ns
ity

 (X
10

7 ce
lls/

ml
) 



 
 
53

4.2.2.2 การทดสอบผลของพิโนสโทรบินที่มีตอโปรตีน Mih1 
 

จากการทดสอบขางตนพบวาพิโนสโทรบินไมมีผลตอโปรตีน Hsl1 ดังนั้น
ในการทดลองนี้จึงมุงที่จะศกึษาวา พิโนสโทรบนิมีผลยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
เซลลยีสต โดยไปยับยั้งการทํางานของโปรตีน Mih1 หรือไม โดยอาศัยหลักการทีว่ายีสตสายพนัธุ
กลาย ∆mih1 มีลักษณะคลายกับ ∆zds1 เนื่องจากวาโปรตีน Mih1 ทําหนาทีเ่ปนโปรตีนฟอสฟา
เทสตัดหมูฟอสเฟตออกจากไทโรซีนตําแหนงที่ 19 บนโปรตีน Cdc28 ทําใหโปรตนีเชิงซอน Clb-
Cdc28 อยูในภาวะทีท่ํางานได เซลลจงึสามารถเคลือ่นจากระยะ G2 ไปสูระยะไมโทซิสได 
(Shitamukai และคณะ, 2000) แตเมื่อขาดโปรตีน Mih1 ทาํใหโปรตีนเชิงซอน Clb-Cdc28 ไม
อยูในภาวะทีท่ํางานได เซลลจึงหยุดหรอืชะลอการแบงเซลลที่ในระยะ G2 ดังนั้นเซลลยีสตสาย
พันธุกลาย ∆mih1 จะไมสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติมแคลเซียม ดงัเชนในชุดควบคุม
ผลลบ แตอยางไรก็ตามหากมีการขัดขวางการสงสัญญาณของแคลเซียม ยีสตสายพนัธุกลาย
ดังกลาวจะสามารถกลับมาเจริญไดในอาหารทีม่ีการเติมแคลเซียม ดงัเชนในชุดควบคุมผลบวก  
   จากการทดลองพบวาพิโนสโทรบินสามารถชวยทําใหมกีารเจริญของ
เซลลยีสตสายพันธุกลาย ∆mih1 ทั้งในอาหารแข็งและอาหารเหลว (ดังภาพที ่4.6 ก และ ข) ) ซึ่ง
ในอาหารแข็งจะเหน็วา เมื่อเพิ่มความเขมขนของพิโนสโทรบินสงูขึ้นเซลลก็จะเจริญไดมากขึ้น และ
ในอาหารเหลวจะเห็นไดชัดวาพโินสโทรบนิสามารถบรรเทาการเจริญที่ผิดปกติได และแมวาเซลล
ยีสตสายพันธุดังกลาวนี้ไดถกูทําลายยีน MIH1 ไปแลวแตยังสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี
แคลเซียมเมื่อเติมพิโนสโทรบิน แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบินสามารถยับยัง้วิถกีารสงสัญญาณของ
แคลเชียมไดในเซลลยีสตสายพันธุกลาย ∆mih1 โดยไปยับยั้งการทาํงานโปรตีนตัวอื่นที่ไมใช
โปรตีน Mih1 ดังนัน้พิโนสโทรบินจึงไมไดมโีมเลกุลเปาหมายเปนโปรตนี Mih1   
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ภาพที ่ 4.6 ผลการทดสอบพิโนสโทรบินที่มีผลตอการเจริญของยีสตสายพันธุ
กลาย ∆mih1 ในภาวะทีม่ีความเขมขนของแคลเซยีมสูง  

ก.) การเจริญของเซลลยีสตบนอาหารแข็ง YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 300 มลิลิโม
ลาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 40 ชัว่โมง ชุดควบคุมผลบวก FK506 0.5 ไมโครโม
ลาร และชุดควบคุมผลลบ เอทานอล  

ข.) ผลของพิโนสโทรบนิในอาหารเหลว YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร 
( , YPD; , YPD+ 200 มิลลิโมลาร CaCl2; , YPD+ 200 มิลลิโมลาร CaCl2+3 มิลลิโมลาร 
พิโนสโทรบนิ; , YPD+ 200 มิลลิโมลาร CaCl2+0.5 ไมโครโมลาร FK506) 
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4.2.2.3 การทดสอบผลของพิโนสโทรบินตอชวงปลายน้ําจากโปรตีน Swe1 
 
   เนื่องจากการทดลองขางตนพบวาการยบัยั้งวถิีสัญญาณแคลเซียสของ  
พิโนสโทรบนิไมไดเปนเพราะยับยัง้ การทาํงานของโปรตีน Hsl1 หรือ Mih1 (ดังภาพที ่ 4.5-4.6) 
ดังนัน้ในการทดลองนี้จงึทาํการศึกษาถึงผลของพิโนสโทรบินในการยับยั้งวถิีสัญญาณแคลเซียม
ในชวงปลายน้าํจากโปรตีน Swe1 เมื่อทาํใหมกีารแสดงออกมากเกนิของยีน SWE1 ภายใตการ
ควบคุมของโปรโมเตอรของยีน GAL1 ที่ซึง่แทรกอยูในโครโมโซมตรงตําแหนงขางหนายนี SWE1 
ในยีสตทีม่ีจีโนไทปเปน ∆zds1 ถามกีารกระตุนใหมีการแสดงออกมากเกินของยนี SWE1 โดยเตมิ
น้ําตาลกาแลคโทสลงไป จะชักนาํใหยีน SWE1 มีการแสดงออกที่มากเกิน ทั้งยังไมข้ึนกับระดับของ
แคลเซียสในเซลล และอาหารเลี้ยงเชื้อ และระดับโปรตีน Swe1 ที่มากขึ้นนี ้ จะเปนผลใหเกิด
ลักษณะที่คลายกนักับการเติมแคลเซียม หรือ การแสดงออกมากเกนิของยีน CMP∆2C ในเซลล
ยีสตที่มีการแสดงออกของยนี SWE1 ปกติ กลาวคือเซลลจะหยุดการเจริญ และชะลอระยะการ
แบงเซลลสะสมอยูที่ระยะ G2 (G2 delay) (Mizunuma และคณะ, 1998; Miyakawa และ 
Mizunuma, 2007) แตถามีการขัดขวางการสงสัญญาณที่เกิดจากการทําใหมีการแสดงออกมาก
เกินของยีน SWE1 จะทําใหสามารถยับยั้งการเจริญที่ผิดปกติไดดังเชน จากการศึกษาของ 
Chanklan และคณะ (2008) พบวาการทําใหมีการแสดงออกเกนิของยีน SWE1 ในยีสตสายพนัธุ
กลาย ∆zds1 ที่เติม Radicicol สามารถบรรเทาการเจริญที่ผิดปกติ รวมทั้งยังลดการชะลอการ
แบงเซลลที่สะสมอยูระยะ G2 ลงได สงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโตขึ้น 
   จากผลการทดลองพบวา ในอาหารแข็งบริเวณที่มีการหยดพิโนสโทรบนิ
ความเขมขน 1 2 และ 3 มิลลิโมลารลงไปนั้นมีลักษณะรูปแบบที่คลายกนักับบริเวณที่มกีารหยด 
Radicicol ความเขมขน 500 นาโนโมลารซึ่งตางจากบริเวณทีห่ยดเอทานอล ซึ่งเปนชุดควบคุมผล
ลบ (ดังภาพที ่4.7 ก) และเมื่อมาทดสอบในอาหารเหลว พบวาชุดการทดลองทีม่ีการเติมพิโนสโทร
บินลงไปนั้นมกีารเจริญเติบโตเชนเดียวกนักับชุดควบคมุผลบวกที่เตมิ Radicicol และในชุด
ควบคุมผลลบที่เติม DMSO ซึ่งมีการเจรญิเติบโตที่นอยกวา (ดังภาพที ่ 4.7 ข) แสดงวาพิโนสโทร
บินสามารถยบัยั้งความผิดปกติที่เกิดขึ้นจากการแสดงออกมากเกินของยีน SWE1 ลงไดเหมอืน 
Radicicol ดังนัน้พิโนสโทรบินจึงนาจะมโีมเลกุลเปาหมายเปนโปรตนี Swe1 คลายกนักับ 
Radicicol (Chanklan และคณะ, 2008) 
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ภาพที่ 4.7 ผลการทดสอบพิโนสโทรบนิที่มีผลตอการเจริญของยีสตสายพันธุ
กลายYRC2 

ก.) การเจริญของเซลลยีสตบนอาหารแข็ง YPGalactose บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 40 ชัว่โมง ชุดควบคุมผลบวก Radicicol 500 นาโนโมลาร และชุดควบคุมผลลบ เอ
ทานอล  

ข.) ผลของพิโนสโทรบนิในอาหารเหลวภายใตภาวะที่มกีารแสดงออกของยีน SWE1 มาก
เกิน ( , YPGalactose; , YPGalactose + พิโนสโทรบิน 3 มิลลิโมลาร; ♦, YPGalactose + 
Radicicol 1 ไมโครโมลาร) 
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4.3 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต โดยวธิีเวสเทรินบลอต 
 
  เนื่องจากเมื่อมีแคลเซียมเขามาภายในเซลล เซลลจะสงสัญญาณโดยการกระตุนให
เกิดการถอดรหัสของยนี SWE1 มากขึน้สงผลใหเซลลนั้นมีลักษณะที่ผิดปกติไป เชน หยุดการ
เจริญเติบโต เซลลมีลักษณะยืดยาว หรือหยุดการแบงเซลลที่ระยะ G2 (Chanklan และคณะ, 
2008) และจากการทดลองขางตนซึ่งเปนหลกัฐานทางพนัธศุาสตร พบวาการยับยั้งวิถีการสง
สัญญาณแคลเซียมของพิโนสโทรบินนาจะมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Swe1 ดังนัน้ในการ
ทดลองนี้ จงึศึกษาหลักฐานทางชีวเคมถีึงผลของพิโนสโทรบินตอระดับการแสดงออกของโปรตีน 
Swe1 โดยใชยีสตสายพันธุกลายที่ติดแทรก myc ที่สวนปลายดานหมูคารบอกซีของโปรตีน Swe1 
ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอรของยีน SWE1 ภายในเซลลยีสตที่มีจีโนไทป ∆zds1 และ
สามารถตรวจสอบติดตามระดับการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ไดดวยแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 
myc เพื่อยนืยนัวาพิโนสโทรบินนั้นสามารถกดวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมไดจริง โดยมี
เปาหมายโมเลกุลเปนโปรตนี Swe1 ในเซลลยีสต 
 จากผลการทดลองพบวา เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เติม และไมเติมพิโนสโทรบนิที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลารเปนเวลา 30 นาที หลงัจากนัน้
จึงเติมแคลเซยีม 100 มิลลิโมลาร และเกบ็โปรตนีทนัท ีและเก็บทกุๆชั่วโมง เปนเวลานาน 4 ชั่วโมง 
พบวาในชัว่โมงที่ 1 ระดับการแสดงออกของโปรตีน Swe1 นั้นมีปริมาณที่เพิ่มข้ึนทัง้ในเซลลที่เตมิ 
และไมเติมพิโนสโทรบนิ เนือ่งจากแคลเซยีมนัน้จะไปกระตุนการถอดรหัสยีน SWE1 (Chanklan 
และคณะ, 2008) แตเมื่อเวลาผานไป เซลลที่มีการเติมพิโนสโทรบินมีระดับการแสดงออกของ
โปรตีน Swe1 ลดลงเรว็กวาเมื่อเปรียบเทยีบกับเซลลที่ไมไดเติมพโินสโทรบิน (ดังภาพที่ 4.8) และ
นอกจากนี ้เพือ่ยืนยนัแอกตวิิตขีองโปรตีน Swe1 วาถกูกดการทาํงานโดยพิโนสโทรบินจริง จึงไดทํา
การตรวจสอบโปรตีน Cdc28 ในรูปที่เติมหมูฟอสเฟต (p-Cdc28, Phosphorylated form) ซึ่งเปน
ผลิตภัณฑของโปรตีน Swe1 เนื่องจากโปรตีน Swe1 นั้นทาํหนาที่เปนโปรตีนไคเนสเติมหมู
ฟอสเฟตที่ไทโรซีนตําแหนงที่ 19 บนโปรตีน Cdc28 ทําใหโปรตีนเชิงซอน Clb-Cdc28 อยูในภาวะ
ที่ทาํงานได (Shitamukai และคณะ, 2000) จากการทดลองพบวา เซลลที่ไมไดเติมพโินสโทรบินนั้น
มีระดับการแสดงออกของโปรตีน Cdc28 ในรูปที่เติมหมูฟอสเฟตนัน้คงที่ เมื่อเวลาผานไป แต
ในทางตรงกันขามเซลลทีเ่ติมพิโนสโทรบนิกลับมีระดับการแสดงออกของโปรตีน Cdc28 ในรูปที่
เติมหมูฟอสเฟตลดลงเมื่อเวลาผานไป (ดังภาพที่ 4.8) ดังนัน้เมื่อเซลลไดรับพิโนสโทรบินแลว วถิี
การสงสัญญาณแคลเซียมจะถูกกด สงผลใหมีระดับการแสดงออกลดลงของทัง้โปรตีน Swe1 และ 
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p-Cdc28 แสดงใหเหน็วาพิโนสโทรบินนั้นสามารถยบัยั้งวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมไดจริง 
โดยมีโปรตีนเปาหมายคือ Swe1 
 

 
ภาพที ่4.8 ผลของพโินสโทรบินที่มีตอระดับการแสดงออกของโปรตีน Swe1 และ 

p-Cdc28 โดยวิธเีวสเทิรนบลอต 
ยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ที่แทรกยนี SWE1 ที่ติดยีน C-MYC จํานวน 9 ชุดตรงตําแหนง 

3’ ของยีน SWE1 ลงไปในโครโมโซมของเซลลยีสตสายพันธุ ∆zds1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
YPD ที่ผสมแคลเซียม 100 มิลลิโมลาร ที่เติมและไมเติมพิโนสโทรบนิความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิ
โมลารที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตัวอยางเซลลจะถูกเก็บหลังจากเติมแคลเซียมทุก 1 ชั่วโมง 
และโปรตีนที่สกัดจากเซลลยสีตจะถูกหยอดลงในเจล SDS-polyacrylamide 7.5% และ 12% และ
ตรวจสอบโปรตีนโดยวธิีเวสเทิรนบลอต โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Myc และ p-Cdc2 (Tyr15) 
และใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ PSTAIR หรือ โปรตีน Cdc28 เปนตัวควบคุมปริมาณการหยอด
โปรตีน และภาพที่แสดงนี้เปนตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 

 
 
 
 
 
 
 

CaCl2 

Swe1 

Cdc28 
 

CaCl2 + Pinostrobin 
Time (h)        0        1        2        3        4              0        1        2        3        4 

p-Cdc28 
 

   1.00       1.45       1.14      0.94       0.72              1.00      1.42        0.91     0.60       0.29 

   1.00       1.58       1.48      1.33       1.43              1.00      0.88        1.26     1.10      0.83 

∆zds1 
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4.4 ผลของพโินสโทรบินตอความเสถยีรของโปรตีนเปาหมายในวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธีเวสเทิรนบลอต 
 
 จากผลการทดลองทางพันธศุาสตรของ วชิรศักดิ์ วังกงัวาน (2550) ชี้ใหเหน็วา พิโนสโทร
บินนัน้เกีย่วของกับการยับยั้งวถิีการสงสญัญาณของแคลเซียม เชน สามารถเจรญิไดในภาวะที่มี
แคลเซียมสูง ลดการยืดยาว หรือการแตกหนอที่ผิดปกต ิและลดเปอรเซ็นตของเซลลที่หยุดอยูระยะ 
G2 ได นอกจากนี้การทดลองขางตนยงัพบวา พิโนสโทรบินนั้นมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน 
Swe1 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมุงที่จะศกึษาตอไปวาพิโนสโทรบนิมผีลตอความเสถียรของโปรตีน 
Swe1 หรือไม โดยการเติมไซโคลเฮกซิไมด เพื่อหยุดกระบวนการสงัเคราะหโปรตีนทั้งหมดภายใน
เซลลเนื่องจาก ไซโคลเฮกซิไมดจะเขาไปจับที่บริเวณ 60S ไรโบโซม สงผลใหไมมีการสงัเคราะห
โปรตีนเกิดขึ้น  (Baliga และคณะ, 1969) ทําใหสามารถตรวจสอบอัตราการสลายตัวของโปรตีนได 
ซึ่งการทดลองนี้จะใชยีสตสายพันธุกลายเชนเดียวกับขอ 4.3  

จากผลการทดลองพบวา เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติม และไมเติมพิโนสโทรบินที่ความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารเปนเวลา 30 นาที หลังจาก
นั้นจงึเติมแคลเซียม 100 มิลลิโมลาร พรอมกันกบัไซโคลเฮกซิไมดความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเก็บโปรตีนทนัท ี โดยเก็บตัวอยางเซลลยสีตทุก 15 นาท ี พบวาความ
เขมของแถบโปรตีน Swe1 เมื่อเติมพิโนสโทรบินนั้นลดหายไปเร็วกวา ชุดที่ไมไดเติมพิโนสโทรบิน 
(ดังภาพที่ 4.9) แสดงวาพิโนสโทรบินนั้นชกันําใหเกิดการสลายตัวของโปรตีน Swe1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
60

ก. 

 
 
ข. 

-20
0

20
40

60
80

100
120

0 15 30 45 60 75
Time (min)

flo
d i

nd
uc

tio
n n

orm
ali

ze
 w

ith
 C

dc
28

DMSO
pinostrobin

 
ภาพที่ 4.9 แสดงผลของพิโนสโทรบินที่มีตอความเสถียรของโปรตีน Swe1  
ก.) ยีสตสายพันธุกลาย YRC3 เมื้อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่เติมและไมเติมพิโนส

โทรบินความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 30 นาทีแลวจงึเติม
แคลเซียมความเขมขนสุดทาย 100 มิลลิโมลาร และไซโคลเฮกซิไมดความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตัวอยางเซลลยีสตจะถูกเก็บทันทีทกุ 15 นาที และโปรตีนที่สกัดไดจาก
ตัวอยางเซลลยีสตจะถูกหยอดลงในเจล  SDS-polyacrylamide 7.5% และตรวจสอบโปรตีนโดย
วิธีเวสเทิรนบลอต โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Myc และ p-Cdc2 (Tyr15) และใชแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ PSTAIR หรือ โปรตีน Cdc28 เปนตวัควบคมุปริมาณการหยอดโปรตีน 

CaCl2 +CHX 

Swe1 

Cdc28 
 

CaCl2 +CHX+Pinostrobin 
   Time (min)       0     15     30    45    60     75           0     15    30    45    60    75  

∆zds1 

CHX; cycloheximide 
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ข.) ความเขมของแถบโปรตีน Swe1 ถูกปรับใหมีการแสดงออกของโปรตีน Cdc28 
สม่ําเสมอกนัดวยโปรแกรม Quantity One (ภาคผนวก ค) และภาพที่แสดงนี้เปนตัวแทนจากการ
ทดลอง 3 ซ้ํา 

 

 
4.5 ผลของพโินสโทรบินตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวถิีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธ ีreal-time reverse transcription-PCR 
 
 จาการทดลองขางตนชี้ใหเหน็วา พโินสโทรบินนั้นไปเรงการสลายตัวของโปรตีน Swe1 
ดังนัน้ในการทดลองนี้จงึมุงทีจ่ะศึกษาวา พิโนสโทรบนินัน้มีผลตอการแสดงออกของโปรตีน Swe1 
โดยไปกดที่ระดับการถอดรหัส (transcription) ของยนี SWE1 หรือไม โดยจะทาํการตรวจสอบ
ระดับการแสดงออกของยนี SWE1 ซึ่งการทดลองนี้ใชยสีตสายพนัธุกลายเชนเดียวกับขอ 4.3 ที่ได
ทําการหยุดการแบงเซลลไวที่ระยะ G1 ดวยการเติม α-factor  
 จากผลการทดลองพบวา เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติม และไมเติมพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลารเปนเวลา 30 นาท ี หลังจากนั้นจงึ
เติมแคลเซียม 100 มิลลิโมลาร และเกบ็ตัวอยางเซลลเพื่อสกัดและเก็บอารเอ็นเอทันท ี ทกุๆ 15 
นาทีนาน 150 นาท ีพบวาเซลลที่มีการเติมพิโนสโทรบนินัน้ มีระดับการแสดงออกของยีน SWE1 ที่
ลดลง ตางจากเซลลที่ไมไดเติมพิโนสโทรบนิอยางมนีัยสาํคัญที่ระดับนยัสําคัญ P ≤ 0.05 และ 
0.001 แตที่ชวงเวลา 30 นาที และ 150 นาท ีการแสดงออกของยีนทีม่ีพิโนสโทรบนิอยูนั้นไมถูกกด
นาจะเปนเพราะวาปกติแลวการแสดงออกของยีน SWE1 นัน้จะขึน้ลงตามระยะการแบงตัวของ
เซลล โดยในระยะ G1/S จะมีระดับการแสดงออกที่สูง แตในระยะ G2/M จะมีระดับการแสดงออก
ที่ต่ํา (Sia และคณะ, 1998) ดังนัน้เมื่อเซลลยีสตไดรับพิโนสโทรบนิแลว วิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียมจะถกูกด ทั้งนี้เนื่องจากพิโนสโทรบินกดการถอดรหัสยีน SWE1  
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ภาพที่ 4.10 ผลของพิโนสโทรบินตอการแสดงออกของยีน SWE1 ในเซลลยสีต

โดยวิธ ีreal-time reverse transcription-PCR 
ยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ที่ผานการชักนําดวย α-factor แลว ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่

เติมและไมเติมพิโนสโทรบนิความเขมขนสดุทาย 1 มิลลิโมลารที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 30 
นาที แลวจงึเติมแคลเซียมความเขมขนสดุทาย 100 มิลลิโมลาร และ อารเอ็นเอจะถูกเก็บทนัททีุก 
15 นาท ีและตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธ ีreal time RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ
ตอยีน SWE1 และใช ACT1 เปนตัวควบคุม และเปรียบเทียบความแตกตางดวยโปรแกรม SPSS 
เวอรชั่น 16.0 (* คือ P ≤ 0.05 และ ** คือ P ≤ 0.001) และภาพที่แสดงนี้เปนตัวแทนจากการ
ทดลอง 3 ซ้ํา 
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4.6 ผลของพโินสโทรบินตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 12 ชนิดโดยวธิี 
MTT proliferation assay 

จากการศึกษาของ (Widmann และคณะ, 1999) พบวาในระหวางววิัฒนาการตั้งแตยีสต
ถึงมนุษยมีการอนุรักษลําดบัเบส (conserve sequence) ที่สําคญัไวสูง เชน โปรตีนไคเนสที่มี
บทบาทสําคญัตอการควบคุมกระบวนการทางชีวภาพโดยทําหนาทีก่ระตุนหรือยบัยั้งการทาํงาน
ของโปรตีน ซึง่วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสตลวนเกี่ยวของกับโปรตีนไคเนส และการเกิด
ความผิดปกตขิองโปรตีนไคเนสหลายๆชนดิมีสวนความเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดมะเร็ง 
(Hughes, 2002) โดยผลจากงานวิจัยที่ผานมา พบวาพิโนสโทรบนิสามารถตอตาน และปองกัน
การเกิดมะเร็งบางชนิดได เชน มะเร็งเตานม และมะเร็งเม็ดเลือดขาวในมนษุย ดังนัน้ในการทดลอง
นี้จึงมุงหมายศึกษาผลของพิโนสโทรบนิตอการยับยัง้การเจริญของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย  

การศึกษาผลของพิโนสโทรบินตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 12 ชนิด 
คือ HepG2, SW620, KATO III, A375, BT474, MDA-MB-231, HeLa, Ca-Ski, SiHa, THP-1, 
HL-60 และ Jurkat โดยวธิี MTT proliferation assay พบวา พิโนสโทรบินสามารถกดการเพิม่
จํานวนของเซลลไลนบางชนดิ ไดแก A375, KATO III, Jurkat และ Ca-Ski แสดงผลดังภาพที่ 
4.11-4.22  โดยมีคา IC50 ดังตารางที่ 4.1 
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ภาพที ่ 4.11 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

A375 โดยวิธ ีMTT proliferation assay  

 

 

SW620

1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100

120

concentration of pinostrobin (µM)

%
 v

ia
bi

lit
y

 

ภาพที ่ 4.12 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
SW620 โดยวิธี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.13 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

KATO III โดยวิธ ีMTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.14 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

HepG2 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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BT474
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ภาพที ่ 4.15 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

BT474 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.16 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

MDA MB 231 โดยวิธ ีMTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.17 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

HL-60 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.18 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

Jurkat โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.19 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
THP-1 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.20 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

HeLa โดยวธิ ีMTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.21 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

Ca-Ski โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.22 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

SiHa โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ตารางที ่4.1 ผลของพิโนสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย 
ชนิด เซลลไลน IC50 (ไมโครโมลาร) 

มะเร็งผิวหนัง  A375 67 
มะเร็งกระเพาะอาหาร KATOIII 86 
มะเร็งลําไส  SW620 >200 
มะเร็งตับ HepG2 >200 

BT474 >200 มะเร็งเตานม  
MDA MB 231 >200 

HeLa >200 
Ca-Ski 145 

มะเร็งปากมดลูก 

SiHa >200 
THP-1 >100 
HL-60 >100 

มะเร็งเม็ดเลือดขาว 

Jurkat 56 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

1. สามารถเพิม่จํานวนยนี URA3 ที่มีสวนตนเปน upstream regulatory region ของยีน 
HSL1 หรือ MIH1 ขนาด 40 mers และสวนปลายเปน downstream regulatory region ของยีน 
HSL1 หรือ MIH1 ขนาด 40 mers 

2. สามารถทําลายยีน MIH1 หรือ HSL1 ไดสําเร็จโดยการนํายีน URA3 เขาไปแทรก
แทนที่ในโครโมโซมของยนี HSL1 หรือ MIH1 

3.  ได yeast disruptant สายพนัธุ ∆hsl1::URA3 และ ∆mih1::URA3 ซึ่ง yeast 
disruptant ทั้งสองสายพนัธุ สามารถเจรญิไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมยูราซิล  

4. พิโนสโทรบนิไมไดมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Hsl1 และ Mih1 แตนาจะมีโมเลกุล
เปาหมายเปนโปรตีน Swe1 

5. พิโนสโทรบนินัน้สามารถยับยั้งวถิีการสงสญัญาณของแคลเซียมไดจริง โดยลดการ
สะสมโปรตีนเปาหมายคือ Swe1 

6. พิโนสโทรบนินัน้ชักนําใหเกดิการสลายตวัของโปรตีน Swe1 เร็วขึ้น 
7. พิโนสโทรบนิมผีลตอการแสดงออกของยนี SWE1 ในระดับการถอดรหัสของยนี 
8. พิโนสโทรบนิสามารถกดการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนบางชนิด ไดแก A375, KATO III, 

Jurkat และ Ca-Ski โดยมีคา IC50 เทากับ 67, 86, 56 และ 145 ไมโครโมลาร ตามลาํดับ 

 

5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
จากการศึกษาระบบการคัดกรองเชิงบวก เพื่อตรวจสอบกลไกเชิงลึกของพิโนสโทรบินที่

สามารถกดลักษณะที่ผิดปกติ เชนการแตกหนอที่ผิดปกติ หรือการชะลอการแบงเซลลในระยะ G2
ของเซลลยีสตสายพนัธุกลาย ∆zds1 ในภาวะที่มีแคลเซียมสูงไดนัน้ จะทําใหทราบวาพิโนสโทร
บินสามารถยบัยั้งที่ชวง หรือโมเลกุลเปาหมายใดในวถิกีารสงสัญญาณของแคลเซียม ซึง่จะชวยให
สามารถทราบหรือคาดเดาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารได อยางเชน การออกฤทธิ์ตานอักเสบ ตานมะ
เร็ง เปนตน (ดังตารางที ่ 2.2) จากการศกึษาของ วชิรศักดิ์ วงักงัวาน (2550) พบวาพิโนสโทรบิน

 



 
 
72

ไมไดออกฤทธิโ์ดยการลดระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล และไมไดยับยั้งโปรตนี Calcineurin, 
Mpk1 หรือ Mck1 แตนาจะมีผลไปยับยั้งทีโ่มเลกุลเปาหมายที่เหลือคือ Hsl1, Mih1 และ Swe1 
ดังนัน้ในงานวจิัยนี้จงึมุงที่จะศึกษาวาพโินสโทรบินนั้นไปยับยั้งที่ชวงหรือโมเลกุลเปาหมายใดที่
เหลือในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม เพื่อตอยอดจากงานวิจัยของ วชิรศักดิ์ วงักังวาน (2550) 
 จากผลการทดลองในรูป 4.5 และ 4.6 พบวาพิโนสโทรบนิสามารถยับยั้งวิถกีารสง
สัญญาณของแคลเซียมไดในเซลลยีสตสายพันธุกลาย ∆hsl1 หรือ ∆mih1 ซึ่งยีสตสายพนัธุกลาย
ดังกลาวนี้จะมลัีกษณะคลายกับ ∆zds1 ที่สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียม 
แตจะไมสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมแคลเซยีม แตอยางไรก็ตามหากมีการขัดขวาง
การสงสัญญาณของแคลเซียม ยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 จะสามารถกลับมาเจริญไดในอาหารที่
มีการเตมิแคลเซียม (Shitamukai และคณะ, 2000) ในทาํนองเดียวกันเซลลยีสตสายพนัธุ ∆hsl1 
หรือ ∆mih1 นี้ไดถูกทาํลายยีน HSL1 หรือ MIH1 แลว แตกลับสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชื้อ
ที่มีแคลเซียมเมื่อเติมพิโนสโทรบิน แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบนิสามารถยับยั้งวิถกีารสงสัญญาณ
ของแคลเซียมได และไมไดมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Hsl1 หรือ Mih1 จากนัน้จงึมา
ทําการศึกษาถึงผลของพิโนสโทรบินตอโปรตีน Swe1 และในชวงปลายน้ําจากโปรตีน Swe1 โดย
การทาํใหมีการแสดงออกเกนิของยนี SWE1 ในยีสตสายพนัธุกลาย ∆zds1 พบวาพโินสโทรบนิ
สามารถยับยัง้การเจริญที่ผิดปกติได ดงันัน้โมเลกุลเปาหมายของพโินสโทรบินจงึนาจะเปนโปรตีน 
Swe1 เนื่องจากเปนโปรตีนตัวสุดทายในวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมที่มีผลตอโปรตีนเชิงซอน 
Clb-Cdc28 (Mizunuma และคณะ, 1998) นอกจากนีย้ังไดศึกษาตอมาถงึผลของพิโนสโทรบนิตอ
การแสดงออกของโปรตีนเปาหมาย โดยวิธีเวสเทิรนบลอต พบวาเมือ่เซลลไดรับพิโนสโทรบิน วถิี
การสงสัญญาณของแคลเซียมจะถกูกด สงผลใหมีระดบัการแสดงออกลดลงของทั้งโปรตีน Swe1 
และ p-Cdc28 (ดังภาพที่ 4.8) แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบินนั้นสามารถยับยัง้วถิีการสงสัญญาณ
ของแคลเซียมไดจริง โดยมีโปรตีนเปาหมายคือ Swe1  

และจากผลการทดลองในภาพที่ 4.9 และ 4.10 แสดงใหเหน็วาพโินสโทรบินนั้นสามารถ
กดการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ไดทั้งในระดับหลงัการแปลรหัส (ความเสถียรของโปรตีน) และ
ระดับการถอดรหัสของยนี โดยไปเรงใหเกดิการสลายตัวของโปรตีน Swe1 ใหเกิดเร็วขึ้น และลด
การสังเคราะหปริมาณ mRNA ของยีน SWE1 ใหนอยลง แตนาจะมีผลที่ระดับหลังการแปลรหสั
มากกวา เนื่องจากโปรตีน Swe1 นั้นหายไปเร็วมากภายใน 30 นาทีแรก ขณะทีก่ารแสดงออกของ
ยีน SWE1 นั้นยังคงแสดงออกอยู แตแสดงออกในระดับที่ต่ํากวาเซลลที่ไมไดเติมพิโนสโทรบนิ  
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วิถีสัญญาณแคลเซียมนัน้จะกระตุนการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ผานการทาํงานของ
โปรตีน Calcineurin ที่ควบคุม 3 วิถีคือ 1) ควบคุม transcription factor ที่กระตุนการถอดรหัส
ของยีน SWE1 2) ยับยัง้การทํางานของโปรตีน Hsl1 ซึ่งเปนตัวควบคุมเชิงลบของโปรตีนไคเนส 
Swe1 3) ยับยั้งการทาํงานของโปรตีน Yap1 ซึ่งมหีนาที่กระตุนการทาํงานของโปรตีเอโซมในการ
ยอยสลายโปรตีน Swe1 (Miyakawa และ Mizunuma, 2007) และจากการศึกษาในงานวิจยันี้
แสดงใหเหน็วาพิโนสโทรบินนาจะมีบทบาทตอโปรตีน Swe1 ผานระบบ ubiquitin-proteasome 
ทามกลางทีว่ถิีสัญญาณแคลเซียมถกูกระตุน  

นอกจากนีก้ารหาโมเลกุลเปาหมายของพิโนสโทรบนิสามารถทาํไดโดย วิธีการทางชีวเคม ี
เชน Photo-crosslinking และ Radiolabeled ligand binding และ Affinity chromatography 
(Becker และคณะ, 2004) หรือวิธีที่ใชเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมโคลนนิง่ cDNA library เชนวิธี 
yeast three-hybrid (Licitra และ Liu 1996; Becker และคณะ, 2004) วิธี Phage display (Sche 
และคณะ, 1999) วิธ ีDrug western (Tanaka และคณะ, 1999) วิธี mRNA display (McPherson 
และคณะ, 2002) และ การแสดงออก cDNA library เพื่อหาโคลนทีก่ดลักษณะการดื้อตอยาของ
ยีสตที่เกิดการกลายพันธุเปนสายพนัธุที่ดือ้ตอยา (Kobayashi และคณะ, 2006) เปนตน 

จากรายงานทีผ่านมาพบวามีสารหลายชนิดที่สามารถยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม แตที่ไดจําแนกวามีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Swe1 มีเพียงหนึ่งชนิดเทานัน้คอื 
Radicicol (Chanklan และคณะ, 2008) ซึ่งเปนสารที่ยับยั้งการทํางานของโปรตีน Hsp90 
(Schulte และคณะ, 1998; Shamma และคณะ, 1998; Ki และคณะ, 2001) ที่ใชในการรักษา
โรคมะเร็ง (Schulte และคณะ, 1999; Soga และคณะ, 2003) ดังนัน้พิโนสโทรบินจึงนาจะมี
ศักยภาพที่จะใชเปนยารักษาโรคมะเร็ง ซึง่สอดคลองกบัรายงานกอนหนานีท้ี่พบวา พโินสโทรบินมี
ฤทธิ์ในการตานเซลลไลนมะเร็งบางชนิด (Sukardiman และคณะ, 2000; Fahey และ 
Stephenson, 2002; Smolarz และคณะ, 2006)  

ดังนัน้ในการทดลองตอมาจึงไดทําการศึกษาผลของพิโนสโทรบินตอการเพิ่มจาํนวนของ
เซลลไลนมะเรง็ของมนุษยทัง้ 12 ชนิดไดแก มะเร็งผิวหนัง (A375) มะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATOIII) มะเร็งลําไส (SW620) มะเรง็ตับ (HepG2) มะเร็งเตานม (BT474 และ MDA MB 231) 
มะเร็งปากมดลูก (HeLa, Ca-Ski และ SiHa) มะเร็งเมด็เลือดขาว (THP-1, HL-60 และ Jurkat) 
พบวา     พิโนสโทรบนิสามารถกดการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนบางชนิด ไดแก A375, KATO III, 
Jurkat และ Ca-Ski โดยมีคา IC50 เทากับ 67, 86, 56 และ 145 ไมโครโมลาร ตามลาํดับ ซึ่งขัดแยง
กับรายงานกอนหนานี ้วาพิโนสโทรบนิสามารถยับยั้ง มะเร็งเตานม มะเร็งตับ และมะเร็งเม็ดเลือด
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ขาวที่ความเขมขนต่ํากวาที่ไดในการศึกษานี้ (Sukardiman และคณะ, 2000; Fahey และ 
Stephenson, 2002; Smolarz และคณะ, 2006) สาเหตุที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะวา 1) เซลลไลน
มะเร็งที่เลี้ยงแมวาจะมาจากแหลงเดียวกนั แตอยางไรก็ตาม วิธกีารเลี้ยงเซลลไลนของแตละ
หองปฏิบัติการอาจจะแตกตางกนั ทําใหเซลลไลนที่ไดนัน้อาจจะมีสมบัติที่เปลี่ยนแปลงไป 2) เซลล
ไลนมะเร็งตับ และมะเร็งเตานมที่ใชศึกษาในรายงานกอนหนานี้เปนชนิดที่ตางกนั และ 3) มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวนั้นแมวาจะใชชนิดเดียวกันแตวิธีการตรวจสอบผลนั้นใชวิธีแตกตางกัน ถึงแมวาพิ
โนสโทรบินจะสามารถกดการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนบางชนิดไดก็ตาม แตตองใชความเขมขนที่
สูง ซึง่จะสงัเกตไดจากเมื่อใชความเขมขนสูงอัตราการรอดชีวิตของเซลลไลนจะต่ําลงเปนอยางมาก
แสดงวาการใชพิโนสโทรบนิที่ความเขมขนสูงนัน้ อาจจะทําใหเปนพษิตอเซลลได ดังนัน้จงึไม
เหมาะทีจ่ะนาํมาใชศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของพิโนสโทรบินในเซลลไลนมะเร็ง
ของมนุษยดวยเวสเทิรนบลอต แตอาจจะใชพิโนสโทรบนิเปนสารตั้งตน (lead compound) ในการ
ปรับเปลี่ยนสายขาง (side chain) ดวยวิธทีางเคมีเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพของสาร และลดความเปน
พิษของสารลง 

เมื่อเร็วๆนี ้ มงีานวิจยัอื่นทีส่นับสนนุวาการใชตัวยับยัง้ตอโปรตีน Wee1 ในมนุษยซึ่งเปน 
ortholog ของโปรตีน Swe1 ในยีสต (Booher และคณะ, 1993) คือ PD0166283 และ MK-1775 
โดยสารเหลานี้ชวยเพิม่ประสิทธิภาพการรกัษาโรคมะเร็งได (Wang และคณะ, 2001; Mizuarai 
และคณะ, 2009) โดยโปรตีนไคเนส Wee1 ทําหนาที่ควบคุมการเขาสูกระบวนการไมโทซิส ดวย
การเติมหมูฟอสเฟตที่โปรตนีเชิงซอน Cdc2/cyclin B (Nurse, 1997) ในไทโรซีนตาํแหนงที ่ 15 
สงผลทาํใหอยูในรูปที่ไมสามารถทาํงานได แตถูกตัดหมูฟอสเฟตออกไปดวยโปรตีนฟอสฟาเทส 
Cdc25C ซึ่งเปน ortholog ของโปรตีน Mih1 ในยีสต (Russell และคณะ, 1989) ทําใหเกิดสมดุล
ในการเคลื่อนของเซลลจากระยะ G2 ไป M ในกระบวนการแบงเซลล แอกทิวิตีของ Wee1 ไคเนส
เพิ่มสูงขึน้ในระหวางระยะ S และ G2 ในทางคูขนานก็เพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนดวย แต
แอกทิวิตนีี้จะลดเมื่อเซลลเคลื่อนตัวเขาสูระยะไมโทซิส รวมทัง้ระดบัโปรตีนที่แสดงออกมาก็ลดลง
ตามไปดวยในระยะ M ถึง G1 (McGowan และ Russell, 1995; Watanabe และคณะ, 1995)  

ในเซลลส่ิงมีชวีิตชั้นสงูกระบวนการแบงเซลลจะชะลอตวัลง เพื่อตอบสนองตอการทําลาย
ดีเอ็นเอ เนื่องจากกระบวนการตรวจสอบความผิดปกต ิ (checkpoint) ถูกกระตุน ซึ่งหนึง่ในกลไกที่
ตอบสนองตอการตรวจสอบความผิดปกตนิั้นคือ การหยุดหรือชะลอเซลลอยูที่ระยะ G1 ที่ซึ่งใน
เซลลมะเร็งสวนมาก กวารอยละ 50 นั้นสญูเสียกระบวนการนี้ไป ดวยการการเกิดการกลายพนัธุที่
ยีนกดมะเร็ง P53 แตอยางไรก็ตามมักพบวาเซลลมะเรง็สวนใหญ ชะลอการแบงเซลลที่ระยะ G2 
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แทนเมื่อเกิดความเสยีหายกบัดีเอ็นเอ ดวยการกระตุนกลไกตรวจสอบความผิดปกติอ่ืนๆ เพือ่
ปองกันไมใหโปรตีนเชิงซอน Cdc2/cyclin B สามารถทํางานได โดยยับยัง้การทํางานของโปรตนี 
Cdc25 ดวยการเติมหมูฟอสเฟตจากโปรตีนไคเนส Chk1 (Furnari และคณะ, 1999) และกระตุน
การทาํงานของโปรตีน Wee1 ซึ่งเปนตัวควบคุมที่สําคญัในการเกิดกระบวนการชะลอการแบงเซลล
ที่ระยะ G2 โดยเติมหมูฟอสเฟตโปรตีน Cdc2 ทําใหไมสามารถทาํงานได  (Heald และคณะ, 
1993; Leach และคณะ, 1998) ดังนัน้เซลลจึงชะลออยูที่ระยะ G2 เพือ่ใหเกิดการซอมแซมดีเอ็นเอ 
ดังนัน้การยบัยั้งการทาํงานของโปรตีน Wee1 และ Chk1 ในเซลลมะเร็งที่มคีวามบกพรองใน
กระบวนการตรวจสอบในระยะ G1 (G1 checkpoint) รวมกับการใชยา หรือ สารเคมีที่กอใหเกิด
ความเสยีหายกับดีเอ็นเอแลวเหนี่ยวนาํใหเกิดอะพอพโทซิส จะเปนอีกแนวทางหนึ่งที่ชวยในการ
รักษาโรคมะเรง็ 

Wang และคณะ (2001); Li และคณะ (2002) รายงานวา การใชตวัยับยัง้ PD0166283 
ตอโปรตีน Wee1 รวมกันกับการใหรังส ีจะทําใหเซลลไลนที่มยีีน P53 กลายพันธุไปตายเร็วขึ้นเมือ่
เทียบกบัเซลลไลนที่มยีีน P53 ปกติ 

Wang และคณะ (2004) รายงานวาการใชเทคนิค siRNA ทีท่ําใหปริมาณ mRNA ของยีน 
WEE1 ลดนอยลง สงผลใหเซลลที่มียนี P53 กลายพันธุที่ไดรับ Adriamycin เกิดอะพอพโทซิสมาก
ข้ึน  

Mizuarai และคณะ (2009) แสดงใหเหน็วาการใชตัวยบัยั้ง MK-1775 ตอโปรตีน Wee1 
รวมกันกับการใหสารเคม ี Gemcitabine ในเซลลไลนมะเร็งรังไขที่ม ี P53 ปกติและผิดปกติ พบวา
การให Gemcitabine เพียงอยางเดียวไมมีผลตอเซลลทั้งสองชนิด แตเมื่อให MK-1775 รวมดวย 
กลับพบวาเซลลไลนที่ม ี P53 ผิดปกติเทานั้นที่มีการเกิดอะพอพโทซิสเพิ่มข้ึน เมื่อความเขมขนของ 
MK-1775 เพิม่ข้ึน ในขณะที่เซลลที่มี P53 ปกตินัน้ไมมกีารเปลี่ยนแปลง 

ซึ่งขอมูลเหลานี้จะเปนจะหลกัฐานสนับสนนุวา การยบัยั้งโปรตีน Wee1 จะเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการรักษามะเร็งที่ใชอยูทั่วไปไมวาจะเปนการฉายรังสี หรือการใหยาเคมีบําบดั 
แกผูปวยมะเร็งชนิดที่ยนีกดมะเร็ง P53 เกดิการกลายพนัธุ โดยการไปยกเลิกการชะลอเซลลที่ระยะ 
G2  

งานวิจยัครั้งนีใ้ชยีสตสายพนัธุกลายทําหนาที่เปนเซลลบงชี้เพื่อหาโมเลกลุเปาหมาย
เบื้องตนในเซลลยีสต แมวาสารที่ใชในการศึกษาคือพิโนสโทรบนิทีเ่คยมีรายงานถงึฤทธิท์างชีวภาพ
บางแลว แตยังไมมีงานวิจัยใดที่ศึกษาถึงกลไกการออกฤทธิท์ี่แนชัดของพิโนสโทรบิน ฉะนัน้ผลจาก
งานวิจยันี้จะเปนองคความรูพื้นฐานที่นาํไปสูการเขาใจถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารดังกลาวได
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ตอไป เพื่อประยุกตใชเปนสารเพิ่มประสทิธิภาพในการรกัษามะเร็งในมนุษยจากวิธกีารรักษาเดิมที่
ใชอยูในปจจุบนั 

 

5.3 ขอเสนอแนะ 
 

1. ทําการศึกษา ChIP assay เพื่อดูวา transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีน SWE1 นั้นถูกจับดวยพิโนสโทรบนิหรือไม เนื่องจากพโินสโทรบนินัน้ไปกดการแสดงออกยีน 
SWE1 ที่ในระดับ mRNA ดวย 

2. ทําการศึกษาผลของพิโนสโทรบินรวมกับการใชยารักษามะเรง็ในเซลลไลน KATOIII, 
BT474, MDA MB 231, HL-60, THP-1 และ Jurkat เปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตดวยวิธ ี
MTT proliferation assay เนื่องจากเมือ่ตรวจสอบเซลลไลนมะเร็งที่ใชในงานวิจยันี้วาชนิดไหนมี
ยีน p53 เกิดการกลายพนัธุบางเมื่อเทยีบกับฐานขอมลู cell line p53 handbook พบวา เซลล
เหลานั้นมียนี p53 เกิดการกลายพันธุไป (Bartek และคณะ, 1990; Cheng และ Haas, 1990; 
Sugimoto และคณะ, 1992; O'Connor และคณะ, 1997) แตเซลล A375, HepG2, HeLa, Ca-
Ski และ SiHa นัน้มียนี p53 ที่เปนปกต ิ (Lin และคณะ, 1996; Jia และคณะ, 1997) สวนเซลล 
SW620 ยังไมพบรายงาน  

3. ทําการศึกษาผลของพิโนสโทรบินและศึกษาถงึประสิทธภิาพความเปนพิษและ
ผลขางเคียงในระดับสัตวทดลอง เพื่อใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการนําไปใชในมนุษยตอไป โดยทาํ
การฉีดเซลลไลนมะเรง็ชนิดใดก็ไดที่เปน P53 negative เขาไปใตผิวหนังของหนทูดลอง nude 
mice เพื่อปลูกกอนมะเร็ง หลงัจากนัน้ฉีดพิโนสโทรบนิรวมกนักับยาฆามะเร็ง แลววัดขนาดเสน
ผานศนูยกลางของกอนมะเร็ง ซึง่คาดวากอนมะเร็งจะมีขนาดเล็กลงเนื่องจากพิโนสโทรบินอาจไป
ยับยั้งการชะลอการแบงเซลลที่ระยะ G2 ทําใหเซลลมะเร็งไวตอยาฆามะเร็งมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone dextrose (YPD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 4.5 และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone     20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 
Adenine     400 มิลลิกรัม 
Uracil      200 มิลลิกรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPAUD ละลายอะการ 20 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 
นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast peptone adenine uracil dextrose soft agar (YPAUD soft 
agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPD ละลายอะการ 7 กรัมตออาหารเลีย้งเชื้อ 1 ลิตร นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว synthetic complete medium (SC medium) 
Yeast nitrogen base without amino acid  6.7 กรัม 
Glucose      20 กรัม 
10 x amino acid without uracil    100 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 4.5 นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดัน
ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Synthetic complete medium (SC medium agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SC medium ละลายอะการ 20 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 
ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone galactose (YPGal) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Galactose    20 กรัม 
Raffinose    10 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 4.5 และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone (YP) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Raffinose    10 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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20% galactose 
Galactose    20 กรัม 

  H2O     100 มิลลิลิตร 
10 x amino acid without uracil 

Adenine sulfate    200 มิลลิกรัม 
L-Tryptophan     200 มิลลิกรัม 
L-Histidine HCl    200 มิลลิกรัม 
L-Argine HCl     200 มิลลิกรัม 
L-Methionine     200 มิลลิกรัม 
L-Tryosine    300 มิลลิกรัม 
L-Leucine     1000 มิลลิกรมั 
L-Isoleucine     300 มิลลิกรัม 
L-Lysine HCl     300 มิลลิกรัม 
L-Phenylalanine    500 มิลลิกรัม 
L-Glutamic acid    1000 มิลลิกรมั 
L-Aspartic acid    1000 มิลลิกรมั 
L-Valine     1500 มิลลิกรมั 
L-Threonine     2000 มิลลิกรมั 
L-Serine     4000 มิลลิกรมั 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน
ไอ15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป  10.4 กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2 กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกนั 

ปรับคาความเปนกรด-เบส ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับใหได
ปริมาตร1 ลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขวดละ 90 มลิลิลิตร ปดฝาและพัน 
พาราฟลม เก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่ม ี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% (working 
reagent) สําหรับเล้ียงเซลลมะเร็ง A375, SW620, Kato III, HepG2, BT474, THP-1, Jurkat and 
Ca-Ski  

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 (stock reagent)  90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
penicilin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 High glucose ที่ม ี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% 
(working reagent) สําหรับเลี้ยงเซลลมะเร็ง HL-60 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 High glucose 90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
Penicillin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
Streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลล MEM (stock reagent) 

อาหารเลีย้งเซลล MEM ผงสาํเร็จรูป   9.5 กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2 กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกนั 

ปรับคาความเปนกรด-เบส ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับใหได
ปริมาตร1 ลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร ปดฝาและพัน 
พาราฟลม เก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
 



   92 
 

อาหารเลี้ยงเซลล MEM ที่มี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% (working reagent) 
สําหรับเล้ียงเซลลมะเร็ง HeLa และ SiHa 

อาหารเลีย้งเซลล MEM (stock reagent)   90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
Penicillin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
Streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลล MEM + NAA ที่ม ี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% (working 
reagent) สําหรับเล้ียงเซลลมะเร็ง MDA MB 231 

อาหารเลีย้งเซลล MEM (stock reagent)   90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
Penicillin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
Streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 
Non essential amino acid    1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลลสําหรบัเก็บเซลลแชแข็ง 

อาหารเลีย้งเซลล (working reagent)  9 มิลลิลิตร 
DMSO      1 มิลลิลิตร 
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 ภาคผนวก ข  
 สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง  
 
กลีเซอรอล 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศา 
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชือ้ซํ้าอีก 2 รอบ 
 
สารละลาย Tris-HCl 1 M ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

Trisma base    121.1 กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน    42 มิลลิลิตร 

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดไฮโดร 
คลอริกเขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย EDTA 0.5 M ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

EDTA      186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด    20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดร 
อกไซด คนใหเขากันรอใหเยน็ลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
ใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอ ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

Tris-HCl     10 มิลลิโมลาร 
EDTA      1 มิลลิโมลาร 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
Tris base     242 กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน    57.1 มิลลิลิตร 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0 100 มิลลิลิตร ละลายสวนประกอบทั้งหมด
ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้าํปลอดประจุ จนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 
นาท ี
 
High extraction buffer 

Tris-HCl, pH 8.0      250 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   50 มิลลิโมลาร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด   125 มิลลิโมลาร 
น้ําปลอดประจุ 

 
สารละลายฟนอล (phenol) 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซยีส จากนัน้เติมผงไฮ
ดรอกซีควิโนลนี ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลารความเปน
กรด-เบสเปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตัง้ทิง้ไวจน
สารละลายแยกชั้น ดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-เบสใหไดเทากบั 7.8 (ใช pH paperวัด) ถา
ยังไมไดใหดูดสารละลายชัน้บนทิง้แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-เบสเทากับ 
8.0 ลงไปอีกครั้ง เขยาใหเขากนัทาํเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทัง่ชัน้ฟนอลมีความเปนกรด-เบส
เทากับ 7.8 สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเทากับ 8 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายชั้นบนทิง้ เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเทากบั 8 
ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 
 
สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

ผสมสารละลายฟนอลอิม่ตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) ผสมใหเขากนั เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ 

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
Loading dye 

Bromphenolblue    0.025% 
ซูโครส      40% 

ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท 3 M ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร นาํไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลกิรมัตอมิลลลิิตร 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย RNase A 10 mg/ml 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มลิลิกรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 
70% เอธานอล 

99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
น้ํากลัน่ปลอดประจุ    300 มิลลิลิตร 
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สารละลาย 50% PEG 
ผสมสารละลาย PEG 50 มิลลิลิตรลงในน้ํากลัน่ปลอดเชื้อกับน้าํกลัน่ใหไดปริมาตรครบ 

100 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ121 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย carrier DNA 2 mg/ml 

ละลาย ดีเอ็นเอที่มีมวลโมเลกุลสูง (Deoxyribonuclei acid Sodium salt Type lll from 
salmon testes) น้ําหนกั 2 มิลลิกรัมในน้าํใหครบปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20 องศา 
เซลเซียส 
 
บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free) ความเปนกรด-เบส 7.4 

NaCl      8.0 กรัม 
KCl      0.2 กรัม 
NaHPO4     1.44 กรัม 
KH2PO4     0.24 กรัม 

นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 
7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีสความดนัไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 

MTT     50 มิลลิกรัม 
PBS (สําหรับทําการเพาะเลีย้งเซลลเทานัน้) 10 มิลลิลิตร 

ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลยีวขนาด 15 มลิลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน 
กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปลอดเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 
ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที ่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หมายเหต ุMTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนชัง่หรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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สารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol 
นํา volume metric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมไอโซโพพานอล จํานวน 80 มิลลิลิตร 

เติม HCl 0.331 มิลลิลิตรปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวยไอโซโพพานอล เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
สารละลาย 0.5 M EGTA 

ละลาย EGTA จํานวน 9.52 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ีเก็บที่อุณหภมูิ 
หอง 

 
สารละลาย 5 M NaCl 

 ละลาย NaCl จาํนวน 14.625 กรัม ในน้าํปลอดประจ ุ 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา
เชื้อที่อุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี เก็บที่
อุณหภูมิหอง 
 
สารละลาย 1 M Dithiothreitol (DTT) 

ละลาย DTT จํานวน 3.09 กรัม ใน Sodium acetate ความเขมขน 0.01 M pH 5.2
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร กรองผานหวักรอง (filter disc) ขนาด 0.22 ไมโครเมตรแบงใสหลอดไมโค
รเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย 1 M Tris-HCl (คาความเปนกรด-เบส 7.2) 

ละลาย Tris-HCl จํานวน 15.76 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน 
กรด-เบส เปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวย 
กระบอกตวงจนครบ 100 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน 

1 M Tris-HCl (pH 7.5)  0.5 มิลลิลิตร 
0.1 M EDTA (pH 8.0)  0.5 มิลลิลิตร 
0.5 M EGTA (pH 8.0)  0.2 มิลลิลิตร 
5 M NaCl    0.05 มิลลิลิตร 
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100% Tween20   0.005 มิลลิลิตร 
100% glycerol   1 มิลลิลิตร 
ddH2O    7.745 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Buffer B สําหรับสกัดโปรตีน 

Buffer A    690 ไมโครลิตร 
10% SDS   200 ไมโครลิตร 
10x protease inhibitor  100 ไมโครลิตร 
Phosphatase   10 ไมโครลิตร 
1 M DTT    1 ไมโครลิตร 

 
สารละลาย BCATM protein assay 

สารละลาย A     50 สวน 
สารละลาย B     1 สวน 

 
สารละลาย 1.5 M Tris ความเปนกรด-เบส 8.8 

ละลาย trisma base จํานวน 90.855 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 400 มิลลิลิตร ปรับคาความ
เปนกรด-เบส เปน 8.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรให
ครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว เปน เวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 1 M Tris ความเปนกรด-เบส 6.8 

ละลาย trisma base จํานวน 12.114 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความ
เปนกรด-เบส เปน 6.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรให
ครบ 100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลาย 10% SDS 
ละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) จํานวน 5 กรัมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ 40 

มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 
1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจนครบ 50 มิลลิลิตร 
 
สารละลาย 10% Ammonium persulfate (APS) 

ละลาย Ammonium persulfate จํานวน 0.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
7.5% Separating gel 

ddH2O     3.836 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    1.5 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris pH 8.8    2.0 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.08 มลิลิลิตร 
10% APS     0.08 มิลลิลิตร 
TEMED     0.004 มิลลิลิตร 

 
5% staking gel 

ddH2O     1.204 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    0.25 มิลลิลิตร 
1 M Tris pH 6.8    0.504 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.02 มิลลิลิตร 
10% APS     0.02 มิลลิลิตร 
TEMED     0.002 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 5x Running buffer 

trisma base     15.1 กรัม 
glycine     94 กรัม 
SDS      5 กรัม 
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นําแตละสวนคอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกระบอก
ตวงจนครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 2x loading buffer 

10% SDS     4 มิลลิลิตร 
Glycerol 87%    2.29 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris pH 6.8    1 มิลลิลิตร 
ddH2O     2.71 มิลลิลิตร 
Bromphenol blue    0.001 กรัม 

 
สารละลาย Staining buffer 

β-mercapto ethanol    100 ไมโครลิตร 
2x loading buffer    900 ไมโครลิตร 

 
สารละลาย Transfer buffer 

Glycine     2.9 กรัม 
Trisma base     15.1 กรัม 
SDS      0.37 กรัม 

ละลายสวนประกอบทัง้หมดในน้ําปลอดประจุ 700 มิลลิลิตร เติมเมทานอลสัมบูรณ 
จํานวน 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 10x Phosphate buffer saline (PBS) 

NaCl      80.0 กรัม 
KCl      2.0 กรัม 
NaHPO4     14.4 กรัม 
KH2PO4     2.4 กรัม 

นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 
7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
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ครบ 1000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย Phosphate buffer saline tween20 (PBST) 

1x Phosphate buffer    1 ลิตร 
Tween 20     0.5 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Blocking solution (PBST in 3% non-fat dry milk) 

PBST      200 มิลลิลิตร 
skim milk     6 กรัม 

 
ECL Western blot reagent 

สารละลาย 1     2 มิลลิลิตร 
สารละลาย 2     2 มิลลิลิตร 

 
น้ํายาลางฟลม 

Developer  1 สวน : น้ํา 4 สวน 
Fixer   1 สวน : น้ํา 4 สวน 

 
น้ําปลอด RNAase (DEPC water) 

เติมสารละลาย Diethylpyrocarbonate (DEPC) 10 ไมโครลิตรลงในน้ํา HPLC ตั้งทิ้งไวที ่
อุณหภูมิหองขามคืน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 70% Ethanol in DEPC water 

Absolute Ethanol    70 มิลลิลิตร 
DEPC water     30 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 50x TAE buffer 

Tris base acetate    48.4 กรัม 
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Garcial acetic acid    11.42 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA pH 8.0    20 มิลลิลิตร 

นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
 
1% Agarose gel 

สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.2 กรัม 

 
2% Agarose gel 

สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.4 กรัม 

 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 

ละลายเอธเิดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 ไมโครกรัม 
ตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนทิในทีม่ืด 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหผล 

 
1. การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ดวย Western blot 
 การคํานวณ 

1. นําฟลม X-ray ที่ตองการวเิคราะหผลมาสแกนรูปโดยเซฟในรูป TIF ไฟล 
2. นํารูปที่ไดมาคาํนวณหาความเขมแบนโปรตีน ดวยโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น

4.4.1  ของบรษิัท Bio-Rad, USA จะไดคา Adjust Volume (INT*mm2) 
3. ทําการปรับคาความเขมแบนใหมีการแสดงออกของ reference gene เทาๆกนั เพื่อ

สามารถเปรียบเทียบคาความเขมได ดังสมการ  
 

Intensity = Adjust Volume Swe1 (target) / Adjust Volume Cdc28 (reference) 
 

4. เปรียบเทียบคาการแสดงออกของโปรตีน target ระหวางชุดควบคุม และชุดทดลอง 
ดังสมการ 
 

Fold induction = Intensity pinostrobin (sample) / Intensity DMSO (control) 
 

  
2. การวิเคราะหการแสดงออกของยีน SWE1 ดวย real-time RT-PCR 
 การคํานวณ 

1. ทําการปรับคา CP ใหมีการแสดงออกของ reference gene เทาๆกนั เพื่อสามารถ
เปรียบเทียบคา CP target gene ได ดังสมการ 

 
∆ CP = CP SWE1 (target) – CP ACT1 (reference) 
 

2. ทําการหาคา CP ที่แตกตางกันระหวางชุดควบคุม และชดุทดลอง ดังสมการ 
 

∆∆ CP = ∆ CP pinostrobin (sample) - ∆ CP DMSO (control) 
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3. นํา ∆∆ CP ทีไ่ดมาเขาสูตร 2n ซี่งเปนคา โดยที่ n คือ จํานวนรอบของการทํา PCR 

ดังนัน้จะได 
 

คาสัมประสิทธิ์ของ = 2(-∆∆ CP) 
   
  
ตารางที ่ค1   วิเคราะหผลของพิโนสโทรบินตอการแสดงออกของยีน SWE1 ดวย SPSS v16.0 
 

Group Statistics 
time=0 min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.0085 0.15195 0.08773 expression 
Pinostrobin 3 1.2145 0.08958 0.05172 

 
Independent Samples Test 

Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

  

F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 1.606 0.274 

-
2.02 4 0.113 -0.20606 0.10184 -0.489 0.0767 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

2.02 3.24 0.129 -0.20606 0.10184 -0.517 0.1049 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 1.606 0.274 

-
2.02 4 0.113 -0.20606 0.10184 -1.083 0.6708 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

2.02 3.24 0.129 -0.20606 0.10184 -1.369 0.9567 
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Group Statistics 
Time=30min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 0.3763 0.01308 0.00755 expression 
Pinostrobin 3 0.692 0.03227 0.01863 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 4.708 0.096 

-
15.7 4 0 -0.31565 0.0201 -0.371 -0.26 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

15.7 2.64 0.001 -0.31565 0.0201 -0.385 -0.246 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 4.708 0.096 

-
15.7 4 0 -0.31565 0.0201 -0.489 -0.143 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

  
-

15.7 2.64 0.001 -0.31565 0.0201 -0.644 0.0128 
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Group Statistics 
Time=60min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 2.2393 0.10481 0.06051 expression 
Pinostrobin 3 1.4658 0.04923 0.02842 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.493 0.189 11.57 4 0 0.77353 0.06686 0.5879 0.9592 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

11.57 2.841 0.002 0.77353 0.06686 0.5539 0.9932 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.493 0.189 11.57 4 0 0.77353 0.06686 0.1979 1.3492 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

11.57 2.841 0.002 0.77353 0.06686 -0.177 1.7237 
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Group Statistics 
Time=90min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.0698 0.02359 0.01362 expression 
Pinostrobin 3 0.2949 0.01951 0.01126 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 0.128 0.739 43.85 4 0 0.77488 0.01767 0.7258 0.824 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

43.85 3.864 0 0.77488 0.01767 0.7251 0.8246 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 0.128 0.739 43.85 4 0 0.77488 0.01767 0.6227 0.927 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

43.85 3.864 0 0.77488 0.01767 0.6163 0.9334 
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Group Statistics 
Time=120min 

Cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.7623 0.11725 0.06769 expression 
Pinostrobin 3 0.9937 0.05837 0.0337 

 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 3.09 0.154 10.17 4 0.001 0.76868 0.07562 0.5587 0.9786 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    

10.17 2.934 0.002 0.76868 0.07562 0.5249 1.0124 
 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 3.09 0.154 10.17 4 0.001 0.76868 0.07562 0.1176 1.4198 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    

10.17 2.934 0.002 0.76868 0.07562 -0.247 1.784 
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Group Statistics 
Time=150min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.4099 0.0772 0.04457 expression 
Pinostrobin 3 1.4872 0.04217 0.02434 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.136 0.218 

-
1.52 4 0.203 -0.07727 0.05078 -0.218 0.0637 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

1.52 3.096 0.223 -0.07727 0.05078 -0.236 0.0816 
 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.136 0.218 

-
1.52 4 0.203 -0.07727 0.05078 -0.515 0.36 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

1.52 3.096 0.223 -0.07727 0.05078 -0.7 0.5458 
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ภาคผนวก ง 

 

 
 
ภาพที่ ง1   ผลวิเคราะหโครงสรางของพิโนสโทรบนิ ดวย NMR 
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H
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ภาพที่ ง2   ผลวิเคราะหความบริสุทธิ์ของพิโนสโทรบนิ ดวย LC-MS 
 
 

 

 
 
ภาพที่ ง3   ผลวิเคราะหความบริสุทธิ์ของพิโนสโทรบนิ ดวย GC 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวสิรินพร สุขสวัสด์ิอํานวย เกิดเมื่อวนัที ่ 21 ธันวาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชวีภาพ
ภาควิชาชวีวทิยาประยกุต คณะวทิยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหาร
ลาดกระบัง ในปการศึกษา 2548 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบณัฑิต สาขาจลุ
ชีววทิยาทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2549 

 

ผลงานทางวชิาการ 
  Suksawatamnuay, S., Wangkangwan, W., Palaga, T., Boonkerd, S., 
Chavasiri, W., Miyakawa, T. and Yompakdee, C. Mode of action of pinostrobin from 
Boesenbergia pandurata that suppresses the Ca2+-signal mediated cell-cycle regulation 
in yeast, Saccharomyces cerevisiae. The 20th Annual Meeting of the Thai Society for 
Biotechnology: Biotechnology for Health Care; 2008 October 14-17, Taksila Hotel, Maha 
Sarakham, Thailand.  
 

Yompakdee, C., Suksawatamnuay, S., Wangkangwan, W., Palaga, T.,  
Boonkerd, S., Chavasiri, W., and Miyakawa, T. Pinostrobin from Boesenbergia 
pandurata inhibits Ca2+-signal-dependent growth regulation in yeast Saccharomyces  
cerevisiae by inhibition of Swe1 kinase accumulation. The 27th Annual Meeting of the 
International Specialized Symposium on Yeasts; 2009 September 26-29, Institute 
pasteur, Paris, France.  
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