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บทคดัย่อ 

มะเร็งปากมดลูกเป็นสาเหตุอันดับตน้ของการเสียชีวิตของผูห้ญิงในประเทศไทยส่วนใหญ่ซึ่งเป็นผล

จากการติดเชื ้อไวรัส human papilloma virus จึงมีความต้องการรักษาและผลิตยาเพิ่มมากขึน้ โดยมีการ

ประยกุตใ์ชย้าสมนุไพรรว่มกบัการแพทยแ์ผนปัจจบุนั เพื่อน าไปรกัษาและบรรเทาอาการท่ีเกิดจากโรคมะเรง็ปาก

มดลกู เห็ดกระถินพิมาน (Phellinus igniarius) เป็นเห็ดที่มส่ีวนประกอบของพอลีแซ็กคาไรดซ์ึ่งสามารถออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพยับยัง้การแบ่งตัวและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งและส่งผลขา้งเคียงต่อผูป่้วยไดน้อ้ย โดยใน

งานวิจยัฉบบันี ้ไดศ้กึษาฤทธ์ิของสารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1 % เพื่อ

ศึกษาระดบัการมีชีวิต และอตัราการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง และศึกษาการแสดงออกของยีน FOXP3 ที่มี

หน้าที่เก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ ้มกันของมนุษย์ โดยศึกษาในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A และ SiHa 

เปรียบเทียบกับเซลลไ์ตปกติชนิด HEK-293 เมื่อบ่มเซลลด์ว้ยสารสกัดที่ความเขม้ขน้ 0 100 200 300 400 และ 

513 ไมโครกรมัต่อมิลลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผลจากการศึกษาพบว่าสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานดว้ยน า้

กลั่น พบว่าเปอรเ์ซ็นตค์่าความเขม้ขน้ของสารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 

1%  มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้เซลลล์ดลงครึ่งหนึ่ง (IC50) ในเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa อยู่ที่ 488.376 

± 18.438 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเซลล์ไตปกติชนิด HEK-293 อยู่ที่  505.549 ± 58.875 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามล าดบั พบว่าสารสกัดของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ส่งผลต่อ

ระดับการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa มีค่าลดลงมากกว่าเมื่อเทียบกับเซลลไ์ตปกติชนิด HEK-

293 เมื่อทดสอบการแสดงออกของยีน FOXP3 ภายในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A ที่ถูกใหส้ารสกัดเห็ด

กระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1 % พบว่าไม่มีการแสดงออกของยีนในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิดดงักล่าว 
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Abstract 

Cervical cancer is the leading cause of death for the most women in Thailand as a result of 

consequently, human papilloma virus infection has increased demand for treatment and drug 

productions. Therefore, it has been applied to herbal medicine. It is used in conjunction with modern 

medical treatment to treat and relieve symptoms caused by cervical cancer. Phellinus igniarius is a 

polysaccharide-active mushroom, which inhibits proliferation and metastasis of cervical cancer cells 

and has less side effects on patients. In this research shows the effects of formula 6 products from 1% 

P.ignarius extracts on cervical cancer and human cell lines. To study the cell viability and the cell 

proliferation rate of cancer cells by the expression of the FOXP3 gene which in immune system. It was 

studied in C33A and SiHa type cervical cancer cells compared with HEK-293 normal kidney cells with 

extracts at concentrations of 0100  200  300  400  and 513  μg / mL for 48  hours with 52.69 % of 

polysaccharide. The results showed that the extracts of P.ignarius with distilled water were found that 

the concentration percentage of formula 6 product extracts was a component of 1% P.ignarius  is 

effective in inhibitory concentration (IC50) in SiHa and HEK-293 normal kidney cells were 

488.376±18.438  and  505.549±58.875 μg / mL, respectively. In conclusion, 1% of P. igniarius formula 

6 product extracts showed significant antitumor more effective against on SiHa cervical cancer cells 

than normal kidney cells HEK-293 as equal concentration in vitro. Detection in FOXP3 gene expression 

on C33A cervical cells which treated by 1% of P. igniarius extracts showed that no expression on C33A 

cervical cells. 

Keywords: Cervical cancer, Phellinus igniarius, immunology system, gene expression, cell viability  
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บทที ่1 

บทน า 

1.1. ความเป็นมาและความส าคัญ 

ในปัจจุบนัมะเร็งปากมดลูกเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ส  าคัญของประเทศไทยจาก

รายงานของ WHO/ICO Information Centre on HPV and Cervical Cancer ไดร้ายงานว่า พ.ศ.

2562 ประเทศไทยมีประชากรสตรีที่เสี่ยงต่อมะเร็งปากมดลกู 29 ลา้นคน โดยอบุติัการณก์ารเกิด

โรคมีแนวโนม้พบผูป่้วยใหม่สูงขึน้โดยคาดว่า ในปี พ.ศ. 2568 จะมีจ านวนผูป่้วยรายใหม่สูงขึน้

เป็นปีละประมาณ 8,622 คน และมะเรง็ปากมดลกูเป็นโรคมะเรง็ที่อยู่ในอนัดบั 2 จากจ านวนสตรี

ที่เป็นโรคมะเรง็ (Bruni et al., 2019) แสดงใหเ้ห็นว่าอตัราการเกิดโรคมะเรง็ปากมดลกูในประเทศ

ไทยเพิ่มขึน้สงูมากขึน้ ดงันัน้ความตอ้งการในการรกัษาหรือผลิตยารกัษาจึงเพิ่มขึน้ตามไปดว้ย 

ในปัจจุบันมีการใชย้าสมุนไพรอย่างแพร่หลายเราจึงสนใจสมุนไพรที่ใชเ้ก่ียวกับการ

รักษาโรคมะเร็ง ยาสมุนไพรในการศึกษาครั้งนี ้ ได้ความอนุเคราะห์จากบริษัทเอกชน ซึ่ง

สว่นประกอบในยาดงักลา่วสามารถน าไปใชป้ระโยชนใ์นการรกัษาโรคเก่ียวกบัระบบภมูิคุม้กนั โดย

ยาดังกล่าวมีส่วนประกอบส าคัญที่เป็นสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานซึ่งเป็นสูตรที่ 6 โดยแต่ละ

สตูรจะมีปริมาณของสารประกอบต่างกนั โดยสตูรที่ 6 นีม้ีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% 

ซึ่งเห็ดกระถินพิมานเป็นเห็ดที่สามารถพบไดต้ามธรรมชาติและนิยมน ามาใชเ้ป็นส่วนประกอบใน

ยาสมุนไพรเพื่อรกัษาโรคในแถบเอเชียนตะวันออก รวมไปถึงประเทศจีน เกาหลี และญ่ีปุ่ น (Lee 

and Yan et al., 2011) โดยมีการค้นพบว่าสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานมีคุณสมบัติพิเศษที่

สามารถยับยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล ์การแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็ง และผลกระทบจากยา

ตา้นมะเร็งในเนือ้เยื่อเทียมจากการทดลอง (Song et al.,2008; Shon and Nam, 2001) รวมไปถึง

โมเลกุลคารโ์บไฮเดรตขนาดยาวในเห็ดกระถินพิมานสามารถยบัยัง้การเกิดเนื ้องอกได ้(Li et al., 

2015)  

โมเลกุลดังกล่าวมีฤทธิ์ยับยั้งยีนก่อมะเร็ง เพิ่มประสิทธิภาพของระบบภูมิคุม้กันและ

ยับยั้งการ เกิด เนื ้องอกได้โดยตรงด้วยการกระตุ้นกระบวนการฆ่ าตัวตายของ เซลล์  
(Wasser, 2002; Zhang et al., 2007)  

จากการศกึษาจากงานวิจยัของ Jing-Kun Yan และคณะพบว่าสารสกดัจากเห็ดกระถิน

พิมานอาจมีฤทธิ์ในการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ได ้(Yan et al., 2017) โดยพบว่า สาย polysaccharides 
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ในเห็ดกระถินพิมานประกอบไปด้วย กลูโคส และ แมนโนส ซึ่ งมีความเก่ียวข้องในการยับยั้ง

เซลลม์ะเร็ง เนื่องจากมีโครงสรา้งที่ท าหนา้ที่กระตุน้การท างานของเซลล ์macrophage ในระบบ

ภูมิคุม้กนัของมนุษย ์  (Lombard, 1994) ดงันัน้จึงตอ้งการพิสจูนก์ระบวนการดงักล่าวโดยเลือกที่

จะศึกษาการแสดงออกในยีน FOXP3  โดยยีน FOXP3 มีหนา้ที่ในการเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์, 

ยับยั้งกระบวนการฆ่าตัวตายของเซลล์และเพิ่มการบุกรุกของเซลลม์ะเร็ง (Luo et al., 2015) 

เนื่องจากการปรากฏของ transcription factor ของยีน FOXP3 มีส่วนช่วยให ้naïve T cells เกิด

การเปลี่ยนสภาพเซลล์เป็น FoxP3+ regulatory T cells (Treg) โดยมีหน้าที่ส  าคัญคือกดการ

ตอบสนองในระบบภูมิคุม้กนัในหลาย ๆ ขั้นตอน โดย Treg มีความสามารถในการปล่อยไซโตไคน์

ออกมาท าใหเ้กิดการยับยั้งการท าหน้าที่ของ T cell หลายชนิดเช่น IL-10 และ TGF-E ซึ่งท าให้

ประสิทธิภาพของระบบภูมิคุ้มกันลดลง (พงศกร เชื่อมไมตรี, 2556) จึงท าให้เซลล์ที่เกิดการ

แสดงออกของยีน FOXP3 อาจท าใหน้ าไปสูก่ารเกิดเป็นเซลลม์ะเรง็ไดใ้นที่สดุ 

 เทคนิคที่ส  าคญัในการทดลองคือ MTT assay เป็นเทคนิคที่ใชศ้ึกษาระดับการมีชีวิตของ

เซลลโ์ดยนบัจากอตัราการมีชีวิดรอดของเซลลโ์ดยศึกษาจากการทดสอบความเป็นพิษในเนือ้เยือ้

เซลลเ์พาะเลีย้ง (Stoddart, 2011) ซึ่งเป็นเทคนิคการวดัการเพิ่มจ านวนของเซลลโ์ดยใชก้ารยอ้มสี

โปรตีนเพื่อศึกษาในขัน้ตอนการแบ่งตวัของเซลล ์และกระบวนการ Real time PCR ซี่งเป็นเทคนิค

ใชเ้พื่อศึกษาเก่ียวกับการแสดงออกของยีน FOXP3 ในเนือ้เยื่อมะเร็งปากมดลูกที่ไดร้บัสารสกัด

จากเห็ดกระถินพิมาน ดว้ยเหตดุงักล่าวผูศ้ึกษาคาดว่าผลการศึกษาจากโครงงานวิทยาศาสตรใ์น

หัวข้อเรื่องดังกล่าว สามารถก่อให้เกิดประโยชน์อย่างมาก รวมไปถึงการน าสารสกัดจากเห็ด

กระถินพิมาณไปต่อยอดในการรกัษามะเรง็ปากมดลดูได ้

1.2. วัตถปุระสงค ์

 เพื่อศึกษาสารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 

1% สามารถส่งผลต่อการมีชีวิตในเซลลม์ะเร็งและตรวจสอบการแสดงออกของยีน FOXP3 ใน

เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูที่ไดร้บัสารสกดัจากเห็ดกระถินพิมาน 

1.3. ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 

ทราบผลจากการทดสอบดว้ยสารสกัดของของผลิตภณัฑส์ูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถิน

พิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ที่ใชค้วามเขม้ขน้ 100 200 300 400 และ 513 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

ส าหรบัการทดลองมีผลต่อการลดลงของปรมิาณเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa เซลลม์ะเรง็ปาก
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มดลูกชนิด C33A และเซลลไ์ตปกติ  HEK-293  อีกทัง้พบระดับการแสดงออกของยีน FOXP3 ที่

ไดร้บัผลกระทบจากสารสกดัต่อการท างานของระบบภมูิคุม้กนัในร่างกาย เพื่อน าไปศกึษาหากลไก

การยบัยัง้การเจรญิของเซลลม์ะเรง็ต่อไป 

  



4 
 

บทที ่2 

การตรวจเอกสารของงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

2.1. มะเร็งปากมดลูก 

ในปัจจุบนัมะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่อยู่ในอันดับตน้ที่ก่อใหเ้กิดโรคมะเร็งทั่วโลก ซึ่ง

เป็นโรคมะเร็งที่เกิดในผูห้ญิงมากที่สุด (Brisson and Drolet, 2019) เกิดจากการพฒันาของเซลล์

ผิดปกติที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงบริเวณปากมดลกู   ซึ่งท าใหเ้กิดเซลลเ์นือ้เยื่อที่มีความผิดปกติ

บริเวณเนือ้เยื่อ epithelium ที่เรียกว่า cervical intraepithelial neoplasia (CIN)   โดยเมื่อศึกษา

จากลักษณะทางชีวภาพและทางพันธุกรรมของเซลล์    เมื่อศึกษาจากการท า cancer in situ 

พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ขึน้จนน าไปสู่การแพร่กระจายของเซลล์ 

(metastasized)  ซึ่งสาเหตใุนการเกิดโรคมะเร็งชนิดดงักล่าวอาจเกิดขึน้ไดจ้ากการติดเชือ้จากเชือ้

ไวรัสชนิด human papilloma virus ซึ่งเกิดจากการร่วมเพศ (Al-Daraji and Smith, 2009) และ

อาจเกิดจากพนัธุกรรมซึ่งมียีนที่ผิดปกติท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลโ์ดยการแบ่งตวัที่มาก

เกินไปจนน าไปสู่การเกิดเป็นมะเรง็ในที่สดุ หนทางในการรกัษาอาจใชว้คัซีนในการป้องกนัการเกิด

โรคมะเร็งที่เกิดจากเชือ้ไวรสัและใชว้ิธีผ่าตัดในขัน้ระยะการเกิดมะเร็งในขัน้ที่รุนแรงขึน้อยู่กับการ

วินิจฉยัจากแพทยผ์ูเ้ชี่ยวชาญ 

 

2.2. การก่อตัวของมะเร็งปากมดลูกและความเกี่ยวข้องในยีน FOXP3  

มะเรง็ปากมดลกูเป็นมะเรง็ชนิด adenocarcinoma ซึ่งเกิดจากการเจรญิเติบโตของเซลลท์ี่

ผิดปกติมากเกินไปบริเวณอวัยวะที่ท าหน้าที่เป็นต่อม มักเกิดในบริเวณของเนือ้เยื่อ epithelium 

โดยมะเรง็ปากมดลกูสามารถแบ่งระยะการเกิดได ้2 ระยะคือ preinvasive คือระยะก่อนที่จะมีการ

รุกล า้ท าลายชัน้เนือ้เยื่อเมมเบรนและระยะ invasive lesions คือระยะที่เกิดการขยายขนาดเป็น

กอ้นเนือ้งอกจนกลายเป็นมะเร็ง และเกิดการแพร่ของเซลลม์ะเร็งไปสู่อวัยวะขา้งเคียง ดังรูปที่ 1

เช่น uterine corpus, vagina, parametrium เป็นตน้ หรือแพร่ผ่านท่อน า้เหลือง โดยระยะที่แบ่ง

ตาม  IFGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) (Yan, et al. 2019) มี

ทัง้หมด 5 ระยะ คือ 0, I (IA IA2 IB IB2), II (IIA IIB), III (IIIA IIIB) และ IV (IVA IVB) ดงัรูปที่ 2 ซึ่ง

แบ่งตามขนาดของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกู เมื่อเขา้สูร่ะยะ IA และ IB มกัจะเขา้รบัการรกัษาโดยการ

ผ่าตดั (Bhatla, N., et al. 2019) 
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รูปที่ 1 บริเวณที่เกิดมะเร็งปากมดลกูและการแพร่ของเซลลม์ะเร็งเขา้สู่ระบบท่อน า้เหลือง (ลกูศร) 

จะอยู่บริเวณปากมดลูก (ภาพขวา) เมื่อเขา้สู่ระยะที่มีความรุนแรงมากขึน้จะแพร่เขา้สู่อวัยวะ

ขา้งเคียง (ภาพซา้ย) (ดดัแปลงจาก: Dong et al. 2015) 

 

 

รูปที่ 2 ลกัษณะรูปร่างและขนาดของมะเรง็ปากมดลกูในการพฒันาของเซลลแ์ต่ละต าแหน่งทัง้ 5 

ระยะ  ไดแ้ก่ระยะ  0, I, II, III และ IV โดยในแต่ระยะมีอตัราในการรอดชีวิตและการลกุลามสู่

อวยัวะขา้งเคียงแตกต่างกนั (ดดัแปลงจาก: 

http://medicalhealthguides.blogspot.com/2015/08/staging-of-cervical-cancer.html) 

ในร่างกายของมนุษยน์ัน้มี Regulatory T cells (Treg cells) คือกลุ่มของ T cells ที่เจริญ

เต็มที่ถูกเก็บไวใ้นต่อมไทมัสตามการกระตุน้ของ peripheral naïve T cells โดย Treg cells เป็น

เซลลท์ี่มีความส าคญัอย่างยิ่งในการรกัษาการตอบสนองของร่างกายดว้ยการเกิดแอนติบอดีแบบ

อตัโนมติัและการยบัยัง้ระบบภูมิคุม้กนัที่ท างานมากเกินไปจนอาจน าไปสู่การเกิดความเสียหายใน

รา่งกายได ้ในทางตรงกนัขา้มเมื่อเกิดการท างานของ Treg cells มากเกินไปอาจท าใหเ้กิดการหยุด
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การป้องกนัของระบบภูมิคุม้กนั ซึ่งอาจท าใหเ้กิดการติดเชือ้และเกิดเนือ้งอกขึน้ไดใ้นเวลาเดียวกนั

โดย Forkhead/ winged-helix transcription factor box P3 (FOXP3) ซึ่งมีโครงสร้างดังรูปที่  3 

และเป็นสมาชิกในกลุ่มของ forkhead/winged-helix และท าหน้าที่เป็น transcription factor มี

ความส าคญัต่อการแสดงออกของ Treg cells โดย FOXP3 มีบทบาทส าคญัต่อพฒันาการท างาน

ของ Treg cells โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีการแสดงออกของ FOXP3 ที่สูงอาจแสดงใหเ้ห็นว่าเกิด

การยับยั้งกระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กัน  การหยุดการท างานของ Treg cells เช่น 

การเกิดการกลายพันธุ์ในยีน FOXP3 แบบ loss-of-function เป็นตน้ อาจท าใหเ้กิดโรคภูมิคุม้กัน

ท าลายตนเอง โดยขึน้กบัต าแหน่งบน allele ของ FOXP3 ยกตวัอย่างเช่น FOXP3A384T เมื่อเกิดการ

กลายพนัธุจ์ะส่งผลท าใหเ้กิดการอกัเสบของ Treg cells ดงัรูปที่ 4 และ 5 ตามล าดบั (Hayatsu et 

al., 2017) มากไปกว่านัน้ FOXP3 ยงัแสดงออกทัง้ในไซโทพลาสซึมและนิวเคลียสของเซลลม์ะเรง็

ดงัรูปที่ 6 อีกทัง้ยงักระตุน้การเกิดการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ เมื่อเกิดการแสดงออกที่ผิดปกติ

ของ FOXP3 อาจยบัยัง้หรือก่อใหเ้กิดการพฒันาของเซลลม์ะเรง็ไดเ้ช่นกนั (Luo et al., 2015) 

ระดับการแสดงออกของ FOXP3 ยังส่งผลต่อระบบภูมิคุม้กันดว้ย โดยแสดงใหเ้ห็นว่าเมื่อ

ระดับของ FOXP3 สูงจะท าให้เกิดการยับยั้ง PPARJ และ caspase-3 รวมไปถึงกระตุ้นการ

แสดงออกของโปรตีน NF-KB p65 และ Cyclin D ส่งผลใหเ้กิดการเพิ่มจ านวนและเคลื่อนยา้ยของ

เซลลม์ะเร็ง เพื่อป้องกันการเกิดการท าลายตัวเองของเซลลม์ะเร็ง ความส าคัญของระดับการ

แสดงออกของยีน FOXP3 สามารถเป็นสิ่งที่ใชท้ านายการเกิดโรคมะเร็งในแต่ละชนิดได ้แต่ใน

การศึกษาไดใ้ช้ตัวอย่างของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกเป็นตัวก าหนด โดยอาจขึน้อยู่กับการจับกับ 

promoter ที่แตกต่างกนัส่งผลใหเ้กิดการแสดงออกที่ต่างกนั เช่น เมื่อจบักบับริเวณ 5’ regulatory 

region ของ CTLA4 หรือ IL2RA สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน FOXP3 ท าให้เกิด 

transcription ของ CTLA-4 และ CD25 ภายใน T cells (up-regulation) ไดแ้ละท าใหเ้กิด histone 

acetylation ในทางตรงกันขา้มเมื่อจับกับ promoter ของ IL-2, IL-7RA, interferon สามารยับยั้ง

กระบวนการ acetylation ของโปรตีนฮิสโตนและการสรา้งโครมาติน โดยสรุปไดว้่าการแสดงออก

ของ IL-7R และ IL-2 ใน T cells ถูกยับยั้งหรือเกิดการ down-regulation (Martin et al., 2010) 

ดังนั้นการแสดงออกของ FOXP3 จึงขึน้อยู่กับปัจจัยหลากหลายอย่างเพื่อส่งผลโดยตรงต่อ

กระบวนการท างานภายในของ regulatory T cells เมื่อระดบัการแสดงออกของ FOXP3 มาก จะ

แสดงใหเ้ห็นว่าเกิดมะเรง็ปากมดลกูเกิดขึน้ภายในอวยัวะหรือเซลลใ์นร่างกายที่คน้พบ (Chu et al., 

2015) 
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รูปที่ 3 ลกัษณะการรวมตวัแบบ Dimerization บรเิวณพืน้ที่ผิว Forkhead Domain ของ FOXP3 

(ดดัแปลงจาก: Bandukwala et al., 2011) 

 

 

รูปที่ 4 บทบาทและหนา้ที่ของ FOXP3 บนแต่ละต าแหน่งของ allele แต่ละชนิด เมื่อเกิดการกลาย

พนัธุแ์บบเฉพาะที่ของยีน FOXP3 โดยเปลี่ยนจาก ท าใหย้บัยัง้การแสดงออกของยีน Batf เกิดการ

ท างานของภมูิคุม้กนัที่มากเกินไป (ดดัแปลงจาก: Hayatsu et al., 2017)  
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รูปที่ 5 การท า Sequence alignment บริเวณต าแหน่ง FKH domain ของยีน FOXP3 ในหนูและ

มนุษย ์แสดงดงัโครงสรา้งดา้นบน และ การวิเคราะหก์ารกลายพันธุ์บนแต่ละต าแหน่งที่เก่ียวขอ้ง

กับ DNA-binding, NFAT interaction และ โครงสรา้งแบบ domain-swapped dimer (ดัดแปลง

จาก: Bandukwala et al., 2011) 

 

รูปที่ 6 การแสดงออก FOXP3 บนเนือ้เยื่อ normal cervical epithelium (A) และ แสดงออกใน 

เนือ้เยื่อ Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) (B) (ดดัแปลงจาก: Luo et al. 2015) 

โดยในระดบัของการแสดงออกของ FOXP3 สามารถพบไดใ้นทัง้เนือ้เยื่อของเซลลม์ะเร็ง

ปากมดลูกหลากหลายชนิดและเป็นยีนที่ท าหนา้ที่เก่ียวขอ้งกับระบบภูมิคุม้กัน ดังนัน้จึงเลือกยีน

ชนิดดงักลา่วมาศกึษาเก่ียวกบัอตัราการอยู่รอดและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกู  

2.3. เหด็กระถินพิมาน 

เห็ดกระถินพิมาน (Phellinus igniarius) เป็นกลุ่มเชือ้ราขนาดใหญ่ (macrofungi) เกาะ

กลุม่อยู่บรเิวณตน้ไมย้ืนตน้ ดงัรูปที่ 7 มีลกัษณะเปลือกเป็นสีน า้ตาลเขม้ปนเหลือง มโีครงสรา้งของ 

pileus เป็นครึ่งวงกลม เป็นเห็ดที่นิยมใชใ้นแถบเอเชียตะวันออกและแถบเอเชียตะวันตกเฉียงใต ้ 
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โดยน ามาประยกุตใ์นการรกัษาทางการแพทยแ์ละแพร่หลายในการใชเ้ป็นวตัถดิุบสมนุไพรที่ส  าคญั 

โดยมักน าส่วนที่เรียกว่า fruiting body ที่มีส่วนประกอบเป็น ลิกนิน และ เซลลูโลส ซึ่งมีหนา้ที่ใน

การสรา้งสปอรท์ี่ไดจ้ากการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศและฟังไจบางชนิดที่ด  ารงชีวิตเป็นปรสิต มี

ลกัษณะเป็นเสน้ใย ที่จะเปลี่ยนแปลงเป็นโครงสรา้งที่สามารถดดูซบัสารอาหารจากเซลลข์องโฮสต์

ได ้ซึ่งมักเชื่อว่าสามารถบรรเทาอาการของโรคหนองใน, ทอ้งเสีย และกลา้มเนือ้อ่อนแรง เป็นตน้ 

(Leung, A.Y., 2006) 

 

รูปที่  7 เห็ดกระถินพิมาน (Phellinus igniarius) มีลักษณะเปลือกสีน ้าตาลเข้มปนเหลือง มี

โครงสรา้งของ pileus เป็นครึง่วงกลม 

ที่มา: https://ultimate-mushroom.com/poisonous/175-phellinus-igniarius.html 

 

2.4. ฤทธิ์ของผลิตภัณฑจ์ากสารสกัดเหด็กระถินพิมานต่อเซลลม์ะเร็ง 

จากการศึกษาจากงานวิจยัของ Jing-Kun Yan และคณะพบว่าสารสกดัจากเห็ดกระถิน

พิมานอาจมีฤทธิ์ในการยบัยัง้เซลลม์ะเร็งได ้(Yan et al., 2017) โดยพบว่าโครงสรา้งสายพอลีแซก

คาไรดใ์นเห็ดกระถินพิมานประกอบไปดว้ย กลูโคส และ แมนโนส โดยในงานวิจัยของ Gao และ

คณะ พบว่ามีโครงสรา้งแบบ (1 → 3; 1 → 6)-β-D-polysaccharide (Gao et al., 2015) ซึ่งมี

ความเก่ียวขอ้งในการยับยัง้เซลลม์ะเร็ง เนื่องจากเป็นโครงสรา้งที่มีความสามารถในการกระตุน้

การท างานของเซลล ์macrophage ภายในระบบภูมิคุม้กันของมนุษย ์ (Lombard, 1994) อีกทัง้

พอลีแซกคาไรดจ์ากสารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานถูกคน้พบว่ามีความสามารถในการต่อตา้นการ

เกิดเนือ้งอก (Li et  al., 2015) มากไปกว่านัน้สาร styrylpyrones และ hispolon ยงัเป็นโครงสรา้ง
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ทางชีวโมเลกุล ซึ่งมีส่วนประกอบส าคญัที่พบมากในเห็ดชนิดดงักลา่ว อีกทัง้ยงัมีความสามารถใน

การในการต่อตา้นโรคมะเรง็หลายชนิด เช่น มะเรง็กระเพาะอาหาร, มะเรง็เม็ดเลือดขาว, มะเรง็เตา้

นม, มะเร็งต่อมลูกหมาก, มะเร็งปากมดลูก ซึ่งใชเ้ป็นตัวอย่าง cell line ในการทดลอง เป็นต้น 

(Chen et al., 2016) โดยสารสกัดเห็ดกระถินพิมานสูตรที่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากบริษัทเพื่อ

น ามาใช้ในการทดลองมีส่วนประกอบไปด้วยสมุนไพร 5 ชนิดและเห็ดกระถินพิมานที่ เป็น

องคป์ระกอบ 1% 

จากการศึกษาวิจยัของ Wang et al. (2018) พบว่าสารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานสง่ผล

ต่อการแบ่งของเซลลไ์ดแ้ตกต่างกันแต่สามารถต่อตา้นเซลลส์ายพันธุ์มะเร็งในการจ าลองแบบ in 

vitro และ in vivo ซึ่งสามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโดยเกิดการท าลายตัวเองของเซลล์ 

(Apoptosis) รวมไปถึงหยุดการแบ่งตัวของเซลลใ์นระยะ G0/G1 ผ่านการแสดงออกที่ลดลงของ 

cyclin D1  สารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานยังสามารถกระตุ้นการท างานของ mitochondria 

dependent intrinsic apoptotic pathway ผ่านการ down-regulated ของ Bcl-2 ที่ท าหน้าที่ส่ง

สญัญาณและการกระตุน้การแสดงออกของ Bax protein, caspase-9 และ caspase-3 โดยต่อมา

ยังน าไปสู่การเกิด DNA fragmentation และ เกิดการลดลงของ nuclear PARP ระหว่างการเกิด 

apoptosis (Kuranaga et al., 2012) 

อีกทัง้ในการศึกษาสารสกดัเห็ดกระถินพิมานของ Dong et al. (2015) สามารถอธิบาย

ไดว้่าสารสกัดเห็ดกระถินพิมานช่วยกระตุน้การสรา้งสารอนุมูลอิสระของออกซิเจนภายในเซลล์

และน าพาไปสูก่ารเกิดการท าลายตวัเองของเซลล ์ดงัรูปที่ 8 
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 รูปที่ 8 Molecular mechanisms ของเห็ดกระถินพิมานส่งผลภายใตก้ระบวนการยับยัง้การเกิด

เนือ้งอกหรือเซลลม์ะเร็ง การเพิ่มระดบัการสรา้งสารอนุมลูอิสระของออกซิเจนภายในเซลลม์ะเร็ง  

น าไปสู่การเกิด apoptosis pathway ของสารสกดัเห็ดกระถินพิมาน ซึ่งสามารถกระตุน้การท างาน

ของโปรตีน caspase-9 จากการลดการแสดงออกของยีน Bcl-2 ท าใหเ้กิดการส่งต่อสญัญาณผ่าน

โปรตีน caspase-3 สู่การชกัน าโปรตีน PARP ท าใหเ้กิดกระบวนการ apoptosis ซึ่งท าใหเ้กิดการ

ตายของเซลลไ์ด ้(ดดัแปลงจาก: Dong et al., 2015) 

ดงันัน้จากการศึกษางานวิจัยในหลากหลายรูปแบบ พบว่าสารสกดัเห็ดกระถินพิมานมี

ฤทธิ์ทางชีวภาพ อาจกระตุน้กระบวนการในรา่งกาย ใหม้ีความสามารถในการยบัยัง้เซลลม์ะเร็งที่มี

ความผิดปกติได ้โดยอาจชกัน าโปรตีนต่างๆ จึงสนใจที่ศกึษาทดลองผลของสารสกดัผลิตภณัทส์ูตร

ที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบต่อระดับการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็ง เพื่อน าไปวิเคราะห์

เพื่อสนบัสนนุผลการวิจยัดงักลา่วต่อไป 
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2.5. เทคนิคทีใ่ช้ในการวิจัย 

2.5.1. MTT assay 

เทคนิค MTT assay ที่ใช้ในการทดลองเป็นการใช้วิธีการในการวัดการระดับ

ความมี ชี วิ ตของ เซลล์ โดยใช้ทฤษฏี ในการแตกตัวตัวของ  tetrazolium salt, 3- ( 4 ,5 -

dimethylthiazol-2-yl)-2 และ 5-diphenyl tetrazolium bromide ไปเป็นผลกึ formazan ซึ่งมีสีม่วง 

เกิด จากการสงัเคราะหเ์อนไซม ์succinate dehydrogenase โดยไมโทรคอนเดรีย ของเซลลท์ี่มี

ชีวิต โดยวัดจากค่าดูดกลืนของแสงในช่วงคลื่นประมาณ 540-570 นาโนเมตร จึงสามารถน า

เทคนิคดงักลา่วมาใชต้รวจสอบในการมีด ารงอยู่ของเซลลใ์นการทดลอง (Sylvester, 2011)  

2.5.2. Reverse Transcription PCR (RT-PCR) 

เทคนิค Reverse Transcription PCR (RT-PCR) ส  าหรับใช้ในการทดลองโดย

การท า PCR ดงักลา่วมีตวัอย่างตัง้ตน้เป็นสายอารเ์อ็นเอ ในขัน้ตอนเริ่มตน้จะตอ้งมีการเปลี่ยนรหสั

บนสายอารเ์อ็นเอ (mRNA) ไปเป็นสายดีเอ็นเอก่อนโดยใชเ้อนไซม ์reverse transcriptase ซึ่งสาย

ดีเอ็นเอที่สรา้งขึน้โดยมีอารเ์อ็นเอเป็นตน้แบบ เรียกว่า cDNA (complementary DNA) การสรา้ง 

cDNA จะใช้ไพรเมอรซ์ึ่งแบ่งได้เป็น 3 ประเภท ได้แก่ random primer, oligo (dT) primer และ 

gene-specific primer จากนัน้สาย cDNA ที่ไดจ้ะถูกน ามาใชเ้ป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณใน

บรเิวณที่ตอ้งการศึกษาดว้ยเทคนิค PCR ต่อไป ซึ่งเทคนิค RT-PCR นิยมน ามาใชใ้นการตรวจสอบ

การแสดงออกของยีน (Seifi et al ., 2012) 
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บทที ่3 

วัสดุ อุปกรณ ์และวธิีการด าเนินการศึกษา 

3.1 วัสดุอุปกรณท์ีใ่ช้ด าเนินการ 

ไมโครปิเปต: P1000 (0.1-1 mL) (Gilson, France) 

ขวดเลีย้งเซลล ์T-25  

ปิเปต ขนาด 1.5 และ 5 mL 

ปิเปตตป์ลอดเชือ้ 

ปิเปตตด์ดูจ่ายอตัโนมติั 

ขวดรูปชมพู่ 250 mL 

บิกเกอร ์50 mL 

กระบอกตวง 100 mL 

ตูเ้ย็น 4 °C 

เครื่องชั่งดิจิตอล 

เครื่อง Soxhlet extractor  

Water bath 

เครื่องอบแหง้ 

กลอ้งจลุทรรศนแ์บบหวักลบัส าหรบัส่องเซลล ์(Inverted microscope) (Motic, Germany) 

ตูส้  าหรบัเลีย้งเซลล ์(CO2 incubator)  

เครื่องนึ่งความดนัส าหรบัฆ่าเชือ้ (Autoclaved)  

ที่กรองสาร 500 mL (Bottle Top Filter) (CORNING, USA) 

ผงของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มเีห็ดกระถินพิมานเป็งองคป์ระกอบ 1% 

ผงของผลิตภณัฑท์ี่มเีห็ดกระถินพิมานเป็งองคป์ระกอบ 100% 

เซลลท์ีใ่ช้ในการเลีย้งเวลล ์

เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A 

เซลลไ์ต HEK293 

เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด SiHa  

3.2. สารเคมีทีใ่ช้ในการด าเนินการ 

สารเคมีท่ัวไป 

Lysis buffer (Thermo Scientific, USA) 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, Japan) 

Proteinase K (USB, USA)  

Phenol-chloroform-isoamyalcohol (25:24:1) (Sigma, USA) 

Chloroform (Merck, Germany) 
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Absolute ethanol (Merck, Germany) 

Ammonium acetate (CH3COONH4) (Merck, Germany) 

Trizol reagent (Invitrogen, USA) 

Isopropanol (VWR, France) 

Nuclease free water (GE healthcare, UK) 

75% ETOH 

สารเคมีทีใ่ช้ในการสังเคราะหด์ีเอ็นเอคู่สม (cDNA) 

cDNA synthesis kit (Biotechrabbit, Germany) 

สารเคมีใช้ในการเลีย้งเซลลแ์ละใช้ในกระบวนการ MTT assays 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, USA) 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-High Modified without phenol red  

(phenol red free DMEM) (GE Healthcare Life Sciences, USA) 

Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO, USA) 

Charcoal Stripped FBS One ShotTM (GIBCO, USA) 

Trypsin-EDTA (GIBCO, USA) 

100x Antibiotic-Antimycotic (GIBCO, USA) 

Phosphate Buffered Saline (PBS) 

PBS Buffer (10X) (VISUALPROTEIN, Taiwan) 

Sodium hydrogenphosphate dihydrate (NaHPO4)2H2O 

Potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4) 

Sodium bicarbonate (NaHCO3) 

Trypan Blue Stain 0.4% (GIBCO, USA) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (AMRESCO, USA) 

Cisplatin (Glentham Life Sciences Ltd, UK) 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich, USA) 

5-Bromo-2’-deoxyuridine (Sigma-Aldrich, USA) 

Poly-D-Lysine (Thermo Fisher Scientific, USA) 

สารเคมีส าหรับท า PCR 

 10X PCR buffer (Qiagen, Germany) 

 25mM Magnesium chloride (Qiagen, Germany) 

10mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Promega, USA) 

 Oligonucleotide primers (Bionics, Korea) 

 Taq DNA polymerase (Thermo Scientific, USA) 

สารเคมีในการท า gel electrophoresis 
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40% Acrylamide/Bis solution (Bio-Rad, USA) 

1X Tri-Borate-EDTA (1X TBE buffer) (Sigma, USA) 

Ammonium Persulfate (APS) (Thermo Scientific, USA) 

50 bp ladder (Biotechrabbit, Germany) 

6X DNA loading dye (Fermentas International Inc., Canada) 

RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (20,000x) (iNtRON Biotechnology, 

South Korea) 

LE Agarose (Bioexpress and VWR, USA) 

3.3. วิธีด าเนินการ 

3.3.1. การเตรียมและสกัดผลิตภัณทผ์งเหด็กระถินพิมานด้วยเคร่ือง Soxhlet 

extractor 

เตรียมการสกัดผลิตภัณท์ผงสมุนไพรสูตรที่  6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็น

องคป์ระกอบ 1% น าผงเห็ดกระถินพิมานที่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากทางบริษัท ไปชั่งน า้หนกั 10 

กรมั แลว้น าเขา้เครื่องอบที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงน ามาชั่งน า้หนักก่อนอบและ

หลังอบ ต่อมาจึงน ามาสกัดดว้ยเครื่อง Soxhlet extractor โดยใชน้ า้กลั่นปริมาณ 200 มิลลิลิตร 

เป็นตวัท าละลาย น าผงผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ที่ไดอ้บแลว้

มาสกัด โดยใส่ลงใน chamber ปริมาณ 4 กรมั (อัตราส่วนของ น า้กลั่น : สารสกัด = 50:1) ซึ่งใช้

เวลาในการสกัดแบ่งเป็น 2 วัน โดยวันแรกสกัดประมาณ 3 ชั่วโมง น าสารละลายที่สกัดได ้มาใช้

ส  าหรบัการสกดัต่อในวนัที่สอง โดยใส่ผงสารสกดัอีก 4 กรมัลงใน chamber เดิม โดยสกดัต่ออีก 3 

ชั่วโมง โดยท าการสกัดทัง้หมด 3 ซ า้ในแต่ละขัน้ตอนการท า น าสารสกัดที่ไดม้ากรองดว้ยที่กรอง

ขนาด 0.45 µ ใส่ลงในขวดชมพู่ที่ผ่านการฆ่าเชือ้ โดยปริมาณสารละลายที่สกัดสุทธิที่ไดคื้อ 150 

มิลลิลิตร จากนัน้แบ่งมาวดัความเขม้ขน้สทุธิของสารละลายที่สกัดได ้โดยน าสารละลายที่ที่ไดม้า

ใส่บิกเกอรป์ริมาณ 10 มิลลิลิตร (3 ซ า้) โดยขั้นตอนดังกล่าวปฏิบัติตามเทคนิคการกีดกั้นเชื ้อ

ทั้งหมด แล้วน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จึงน ามาชั่งน า้หนักแห้งเพื่อ

ค านวณหาความเขม้ขน้สทุธิของสารละลายที่สกดัได ้และเก็บ Stock ไวท้ี่อณุหภูมิ 4 °C เพื่อใชใ้น

การทดลองในขัน้ต่อไป  
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3.3.2. การเลีย้งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกและเซลลไ์ตปกติ 

เซลล ์ C33A เป็นเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูที่ไดม้าจากเนือ้เยื่อชัน้ Epithelial  

บรเิวณ Retinoblastoma โดยเป็นเนือ้เยื่อมะเรง็ของคนไขเ้พศหญิงชาวคอเคเชี่ยน เซลล ์SiHa เป็น

เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูที่ไดม้าจากเนือ้เยื่อชัน้ Epithelial บรเิวณภายในปากมดลกูโดยเป็นเนือ้เยื่อ

มะเรง็ของคนไขเ้พศหญิงชาวเอเชียซึ่งมีอายปุระมาณ 55 ปี โดยเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูทัง้สองชนิด

ไดร้บัจาก American Type Culture Collection (ATCC) เซลลม์ะเรง็ชนิด Human Embryonic 

Kidney Cell Lines (HEK-293) เป็นเซลลไ์ตที่ไดจ้าก fetus ซึ่งถกูสรา้งโดย Michele Calos's 

laboratory โดยมีสว่นประกอบเป็น plasmid ที่ถอดรหสัไดจ้ากการกลายพนัธุข์อง SV40 large T 

antigen ท าใหส้ามารถเกิดการแบ่งตวัของเซลลไ์ด ้ โดยน าเซลลท์ัง้สามชนิดมาทดลองเลีย้งเซลล์

เพื่อท าการทดลองในขัน้ต่อไป 

3.3.3. การเพาะเลีย้งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHA C33A และเซลลไ์ตชนิด 

HEK- 293 (ดัดแปลงจาก Corning Incorporate, USA) 

โดยท าเมื่อจ านวนของเซลลม์ีจ านวนมากกว่า 90 เปอรเ์ซ็นตข์องพืน้ที่

ของขวดเลีย้งเซลล ์T-25 ดดูอาหารเก่าออกจากขวดเลีย้งเซลล ์T-25 ที่มีเซลลเ์ก่าอยู่ เติม PBS 5 มิ

ลิลิตร (กลัว้ใหท้ั่วทัง้ภาชนะ) เพื่อลา้ง FBS ออก โดย FBS เป็น serum ที่มีองคป์ระกอบของโปรตีน 

albumins โดย serum ดังกล่าวจะส่งผลโดยเร่งการเจริญเติบโตของเซลล ์หลงัจากนัน้จึงดูดออก 

แลว้จึงเติม Trypsin ลงไป 500 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 3 นาที (น าออกมา

เคาะและสอ่งกลอ้งดวู่าเซลลม์ีการกระจายตวัดีหรือหลดุออกจากภาชนะหมดหรือไม่) หลงัจากนัน้

จึงเติม cDMEM ลงไป 3 เท่าของปรมิาณ Trypsin (1.5 มิลลิลิตร) เพื่อหยดุการท างานของ Trypsin 

ดดูขึน้ลงใหเ้ขา้กนั จึงดดูสารละลายทัง้หมดใส่ในภาชนะใหม่ที่มีอาหารเลีย้งเซลลใ์หม่ (cDMEM) 

อยู่  5 มิลลิลิตร โดยจะใส่ลงไปประมาณ 100 – 200 ไมโครลิตร ขึน้อยู่กับการวางแผนการ

ด าเนินงานและน าไปเลีย้งต่อในตูเ้ลีย้งเซลลท์ี่มีปริมาณคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นต ์และมี

อณุหภมูิอยู่ที่ 37 °C  

3.3.4. การศึกษาผลสารสกัดของผลิตภัณฑท์ี่ประกอบด้วยเห็ดกระถินพิมานต่อ

การระดับการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทั้งสองชนิดและเซลลไ์ต

ด้วยกระบวนการ MTT assay (ดัดแปลงจาก Sylvester, 2011) 

3.3.4.1. น าเซลลท์ี่เลีย้งลงใน 96 well plate ส าหรบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด 

C33A และเซลลไ์ตปกติชนิด HEK-293 จ านวนเซลล ์6,000 cell/ well ส่วนเซลลม์ะเร็งปากมดลูก

ชนิด SiHa ใชจ้ านวน 3,000 cell/well ตามล าดบั โดยเฉพาะเมื่อตอ้งการเลีย้งเซลลไ์ตชนิด HEK-
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293 ใน 96 well plate จะตอ้งท าการ coat plate ดว้ย Poly-D-Lysine หลมุละ 200 ไมโครลิตรและ

ดูดออก ปล่อยทิง้ไวใ้หแ้หง้เป็นเวลา 30 นาที (เพื่อช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ไตมากขึน้) เมื่อ

เซลลม์ะเร็งปากมดลกูทัง้สองชนิดและเซลลไ์ตมีจ านวน 90 เปอรเ์ซ็นตข์องพืน้ที่หนา้ตัดขวดเลีย้ง

เซลล ์T-25 ดดูอาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM เก่าทิง้ ลา้งเซลลม์ะเร็งปากมดลกูและเซลลไ์ตดว้ย PBS 

5 มิลลิลิตร กลัว้เบาๆ ใหท้ั่วทัง้ภาชนะ หลงัจากนัน้จึงดูดออก เติม Trypsin 500 ไมโครลิตร กลัว้

ภาชนะเพื่อใหเ้อนไซมก์ระจายทั่วพืน้ผิว แลว้น าไปบ่มในตูเ้ลีย้งเซลลท์ี่อณุหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 3 

นาที (น าออกมาเคาะและส่องกลอ้งดูว่าเซลลม์ีการกระจายตัวดีหรือหลุดออกจากภาชนะหมด

หรือไม่) แลว้จึงเติมอาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM ลงไปปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร ดดูสารละลายทัง้หมด

ใส่ลงใน tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลท์ี่ความเร็วรอบ 8000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที สงัเกตบริเวณสารละลาย ดูด supernatant (ส่วนใสดา้นบน) ออกและ

เติมอาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปิเปตตข์ึน้ลงเพื่อใหเ้ซลลก์ระจายตัว แลว้

น ามาผสมกับอาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM 4 มิลลิลิตร เพื่อใหเ้ป็นสารละลายเซลลท์ี่มีปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ปิเปตขึน้ลงใหเ้ซลลท์ี่ตกตะกอนดา้นล่างกระจายตวัทั่วทัง้สารละลาย จากนัน้ท าการเจือ

จางสารละลายท่ีไดก้บัอาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM 90 ไมโครลิตรกบัสารละลายเซลล ์10 ไมโครลิตร 

(อาจเป็น 10X/5X/1X ขึน้กับจ านวนเซลล)์ เพื่อนับเซลลด์ว้ยสไลดน์ับเซลล ์(Haemacytometer) 

เมื่อทราบความหนาแน่นของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทัง้สองชนิดและเซลลไ์ต ปรบัความหนาแน่น

โดยใหเ้ซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A กบั เซลลไ์ต HEK-293 ใชจ้ านวนเซลลเ์ท่ากบั 1,008,000 

เซลลต่์อมิลลิลิตร และเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ใชจ้ านวนเซลลเ์ท่ากับ SiHa 504,000 

เซลลต่์อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ค านวณจากการทดลอง 6 ชุดการทดลอง เผื่อความคลาดเคลื่อน 1 

ชดุการทดลอง จึงใชท้ัง้หมด 7 ชดุการทดลอง ท าทัง้หมด 6 ซ า้ ต่อการวดั MTT assays 2 วนั) แลว้

น าเซลลท์ี่นบัไดม้าค านวณ เมื่อทราบจ านวนเซลลท์ี่นบัจึงค านวณตามปริมาณการใชเ้ซลล์ น ามา

เปรียบเทียบดว้ยบญัญัติไตรยางศเ์พื่อหาปริมาตรสารละลายเซลลท์ี่ตอ้งใชก้ับอาหารเลีย้งเซลล์ 

(ภาคผนวก ก) เพื่อท าการเลีย้งเซลลม์ะเร็งปากมดลกูและเซลลไ์ตภายในถาดเลีย้งเซลลแ์บบ 96 

well plate โดยใส่หลุมละ 200 ไมโครลิตร (เซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A และเซลลไ์ต HEK-

293 ใช ้6,000 เซลลต่์อหลุมและเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ใช ้3,000 เซลลต่์อหลุม) โดย

เลีย้งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทั้งสองชนิดและเซลลไ์ตในตู้เลีย้งเซลลท์ี่มีสภาวะก๊าซคารบ์อกได

ออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นต ์ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

3.3.4.2. เมื่อครบเวลาการบ่มจึงท าการเจือจางสารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มี

เห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 1% ปริมาณ 10 เท่าด้วยน า้กลั่นให้มีความเข้มข้นตามที่
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ตอ้งการโดยจะตอ้งเตรียมสารละลายโดยการเจือจางใหม้ีความเขม้ขน้เท่ากบั 100 200 300 400 

และ 513 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเจือจางยารักษาโรคมะเร็ง Cisplatin ใหม้ีความเข้มขน้

เท่ากบั 3 ไมโครโมลาร ์ จากนัน้น าสารสกดัและ Cisplatin มาผสมกบัอาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM 

(ในอตัราส่วน สารสกดัหรือ Cisplatin : cDMEM เท่ากบั 1:9) โดยปริมาตรที่จะใชต่้อหลมุเท่ากับ 

200 ไมโครลิตร เมื่อครบเวลา ดดูอาหารเลีย้งเซลลจ์ากในหลมุทิง้ ท าการใส่สารที่เตรียมไวโ้ดยมี

การทดลองทัง้หมด 6 ชดุการทดลอง ดงันี ้

- อาหารเลีย้งเซลล ์(cDMEM) ปรมิาตร 180 ไมโครลิตรเป็นกลุ่มควบคมุเพื่อใชเ้ป็น 

negative control 

- สารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มเีห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% โดยใช้

ความเขม้ขน้ 100, 200, 300, 400 และ 513 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

- สารสกัดของผลิตภัณฑท์ี่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 100% ซึ่งเป็นค่าความ

เขม้ขน้ของสารสกัดของผลิตภัณฑท์ี่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 100% ที่มี

ประสิทธิภาพในการยบัยัง้ของเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด C33A SiHa และเซลล์

ไตชนิด HEK-293 เท่ากับ  247.039,  226.917  และ 377.037 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาคผนวก ข) เพื่อใชเ้ป็น positive control 

- ยารกัษาโรคมะเรง็ Cisplatin เพื่อใชเ้ป็น positive control 

โดยใส่อาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตรเพื่อใชเ้ป็น 

negative control โดยท าการทดลองทัง้หมด 3 ชดุการทดลอง โดยตวัอย่างในแต่ละชุดการทดลอง 

ท าทัง้หมด 6 ซ า้ เมื่อใสส่ารที่เตรียมไวแ้ลว้ จึงน าไปบ่มในตูเ้ลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

3.3.4.3.  เมื่อครบเวลาที่ก าหนด ท า MTT assay ดูดอาหารเก่าทิ ้ง เติม MTT 

Molecular probes ® ที่เจือจางดว้ย DMEM (ในอัตราส่วน 1:9) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ 

บ่มดว้ยตูเ้ซลลเ์ป็นเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที เมื่อครบเวลาดดูอาหารออก ละลายตะกอนดว้ย DMSO 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เมื่อครบเวลาน าไปเขย่าบนไมโครเพลทเป็นเวลา 5 วินาที จึง

น าไปวัดระดับความมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทัง้สองชนิดและเซลลไ์ตดว้ยเครื่องวัดการ

ดดูกลืนแสงโดยใชค้วามยาวคลื่น 570 นาโนเมตร หลงัจากนัน้น าผลมาวิเคราะหเ์พื่อหาเปอรเ์ซ็นต์

ระดบัการมีชีวิต (% Cell viability) จากสมการ 

ค่าการดดูกลืนแสงของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูทัง้สองชนิดหรือเซลลไ์ตดว้ยสารต่างๆ (ค่าเฉล่ีย)
ค่าการดดูกลืนแสงของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูหรือเซลลไ์ตในกลุ่มชดุควบคมุลบ (ค่าเฉล่ีย)

×  100 
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จากนัน้น าเปอรเ์ซ็นตร์ะดับความมีชีวิต (%Cell viability) มาวิเคราะหท์างสถิติ

โดยเปรียบเทียบระดบัความมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลกูและเซลลท์ี่ทดสอบดว้ยสารต่างๆ  ใน

แต่ละความเขม้ขน้กบักลุ่มควบคมุ ว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ที่ระดบัความ

เชื่อมั่นมากกว่า 95 เปอรเ์ซ็นตห์รือไม่ โดยใชก้ารวิเคราะหท์างสถิติวิธี ในโปรแกรม Statistical 

Package for the Social Sciences 22 (SPSS) (IBM, USA) 

3.3.5. การศึกษาผลสารสกัดของผลิตภัณฑท์ีป่ระกอบด้วยเหด็กระถินพิมานทีม่ี

ความเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน FOXP3 ต่อเซลลม์ะเร็งปาก

มดลูกชนิด C33A  

3.3.5.1. การเลีย้งเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด C33A และใหส้ารสกดัของ

ผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% และสารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ด

กระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100%  

ท าการเลีย้งเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูภายในขวดเลีย้งเซลล ์T-25 เมื่อ

เซลลม์ีการเจริญเติบโต จ านวน 90 เปอรเ์ซ็นต ์ของพืน้ที่หนา้ตดัขวดเลีย้งเซลล ์T-25 จึงน ามาท า

ตามขัน้ตอนที่ 3.3.4. โดยใชเ้ซลลม์ะเร็งปากมดลกูจ านวน 150,000 เซลลล์งใน 6 well plates ท า

การบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงท าการเจือจางสารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมาน

เป็นองค์ประกอบ 1% และและสารสกัดของผลิตภัณฑ์ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 

100% ตามความเขม้ขน้ที่มีประสิทธิภาพสามารถยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A ผสมกบั

อาหารเลี ้ยงเซลล์ cDMEM ในอัตราส่วน สารสกัดหรือ Cisplatin : cDMEM เท่ากับ 1:9 โดย

ปริมาตรที่จะใชต่้อหลุมเท่ากับ 2 มิลลิลิตร เมื่อครบเวลา ดูดอาหารเลีย้งเซลลจ์ากในหลมุทิง้ ท า

การใสส่ารที่เตรียมไวโ้ดยมีการทดลองทัง้หมด 6 ชดุการทดลอง ดงันี ้

- อาหารเลีย้งเซลล ์cDMEM ปริมาตร 1.80 มิลลิลิตรเป็นกลุ่มควบคุมเพื่อใชเ้ป็น 

negative control 

- สารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่ 6 ที่ประกอบด้วยเห็ดกระถินพิมาน 1% โดยใช้

ความเขม้ขน้ที่มีค่าใกลเ้คียงกบัค่า IC50 เท่ากบั 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

- สารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% โดยใชค้วาม

เขม้ขน้ 247.039 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ซึ่งเป็นค่าความเขม้ขน้

ของสารสกัดของผลิตภัณฑท์ี่ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100%  ที่มี

ประสิทธิภาพในการยับยัง้เซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A ลดลงครึ่งหนึ่ง เพื่อ

ใชเ้ป็น positive control 
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โดยท าการทดลองทัง้หมด 2 ซ า้ต่อ 1 ชดุการทดลอง เมื่อใสส่ารที่เตรียมไวแ้ลว้ จึง

น าไปบ่มในตูเ้ลีย้งเซลลท์ี่มีสภาวะก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นต ์ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง 

3.3.5.2. การสกดัอารเ์อ็นเอ  

เมื่อครบเวลาจึงน าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A ที่ถูกบ่มดว้ย

สารสกดัของผลิตภณัทส์ูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% และสารสกดัของผลิต

ภณัทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100 % น ามาดดูอาหารเลีย้งเซลลเ์ก่าออก ท าการลา้ง

เศษเซลลด์ว้ย PBS 1 มิลลิตร (กลัว้ใหท้ั่วทัง้ภาชนะ) เพื่อลา้ง FBS ออก  ใส่ trizol reagent 400 

ไมโครลิตร ใชช้ะลา้งบริเวณหลุมใหเ้ซลลห์ลุดออกมาใหม้ากที่สุด จึงดูดลงในหลอดขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ดว้ยไมโครปิเปตต ์น าไปป่ันเหวี่ยงที่แรงหนีศูนยก์ลางสมัพัทธ์ 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใส่ choloroform 80 ไมโครลิตร พลิกหลอดขึน้ลง 15 วินาที จึง

น าแค่เฉพาะสว่นใส (supernatant) ใสล่งในหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มที่อณุหภมูิหอ้ง เป็น

เวลา 3 นาที จึงน าไปป่ันเหวี่ยงที่แรงหนีศูนยก์ลางสมัพัทธ ์12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 

15 นาที ดูดบริเวณ aqueous phase ใส่ลงในหลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่แช่ในน า้แข็ง ใส่ 

isopropanol 200 ไมโครลิตร พลิกหลอดขึน้ลงแลว้วางแช่ไวใ้นน า้แข็ง 10 นาที  น าไปป่ันเหวี่ยงที่

แรงหนีศูนยก์ลางสัมพัทธ์ 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทส่วนใสทิง้ ลา้ง

ตะกอนด้วย 75% ETOH 400 ไมโครลิตร ท าการผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex เป็นเวลา 5 

วินาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่แรงหนีศูนยก์ลางสมัพัทธ์ 7,500 xg ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 5 นาทีดูด

ส่วนใสทิง้ น าไปท าใหแ้หง้ดว้ยบรรยากาศปกติ เมื่อตะกอน RNA แหง้สนิทจึงละลายตะกอนดว้ย

น า้กลั่นชนิด type I  20 ไมโครลิตร ปิเปตขึน้ลงแลว้น าไปวดัความเขม้ขน้และคณุภาพของของอาร์

เอ็นเอดว้ยเครื่อง Nanodrop 2000  (Thermo Scientific, USA) โดยใชป้ริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อ

การวดั 1 ครัง้ ค่า O.D. 260/280 (ภาคผนวก ข) ที่ไดค้วรอยู่ประมาณ 2.00 จึงจะถือเป็นอารเ์อ็นเอ

ที่มีคณุภาพดี 

3.3.5.3. การสงัเคราะหดี์เอ็นเอคู่สม (cDNA) (Biotechrabbit, Germany) 

น าชดุ cDNA synthesis kit (Biotechrabbit, Germany) มาใชใ้นการ

สงัเคราะห ์cDNA จากอารเ์อ็นเอที่สกดัไดใ้นขอ้ 3.3.5.2. มาเขา้กระบวนการตามวิธีค าแนะน าของ
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บริษัท ใส่ master mix ที่ผสมกบั RNA template ใหเ้ขา้กนั น าไปเขา้กระบวนการ PCR เป็นเวลา 

1 ชั่วโมง จึงจะได ้cDNA ของเซลล ์C33A  

3.3.6. การตรวจสอบการแสดงออกของยีน FOXP3 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก

ชนิด C33A ด้วยเทคนิค PCR 

3.3.6.1. การออกแบบไพรเมอร ์

ออกแบบไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อยีน FOXP3 ที่ใชส้  าหรบัการท า PCR 

โ ดยน า ข้อมู ล ล า ดั บนิ ว คลี โ อ ไ ทด์ข อ ง ยี น มาจ ากฐ านข้อมู ล  EnsembIASIA ใน  NCBI 

(ENST00000376207.10) แลว้ออกแบบไพรเมอรใ์หค้รอบคลุมบริเวณของ Intron เพื่อแยกความ

แตกต่างระหว่างขนาดของ PCR product ของอารเ์อ็นเอที่สกัดไดก้ับดีเอ็นเอที่ปนเป้ือนในสาร

ตวัอย่าง ซึ่งมี PCR product ขนาดประมาณ 118 bp โดยที่คู่ไพรเมอรม์ีขนาดประมาณ 25 bp มี 

%GC content ประมาณ 40-60% และมี annealing temperature ที่ห่างกันไม่เกิน 4 °C โดยใช้

โปรแกรม Oligo Calculator version 3.27 ในการค านวณ %GC และ annealing temperature  

3.3.6.2. เทคนิค PCR  

เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอในบรเิวณที่สนใจของยีนดว้ยเทคนิค PCR โดยใส่

ไพรเมอร ์2 คู่ ใน PCR reaction โดยใช ้Forward primer และ Reverse primer ที่จ  าเพาะต่อยีน 

FOXP3  แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร์ ยี น  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

(NG_007073.2) ) เป็น housekeeping gene ส าหรบัใชเ้ป็น internal control ที่มีล  าดับนิวคลีโอ

ไทดข์องไพรเมอร ์ดงัตารางที่ 1 
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ตารางที ่1 ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละความเขม้ขน้ของไพรเมอร ์FOXP3 และ GAPDH 

ยีน ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร ์

ขนาดของ PCR 

Product จาก RNA 

 (bp) 

FOXP3 
F: 5’ ACAATGTCTCCTCCAGAGAGA 3’ 

118 
R: 5’ AGCCTTGGTCAGTGCCATTTT 3’ 

GAPDH 
F: 5’ CAGCCGCATCTTCTTTTG 3’ 

163 
R: 5’ GCCCAATACGACCAAATC 3’ 

 

ส าหรับ Forward primers และ Reverse primers ตามล าดับ โดย

แบ่ง PCR reaction เป็นสองชุดที่มีความแตกต่างของคู่ไพรเมอรท์ี่ใช้ แต่มีส่วนผสมที่ใช้ PCR 

เช่นเดียวกนัคือ ใส ่Distilled water 7.0 ไมโครลิตร ใส ่10X PCR buffer 1.0 ไมโครลิตร ใส ่25 มิลลิ

โมลาร ์Mgcl2 0.4 ไมโครลิตร ใส่ 0.2 มิลลิโมลาร ์dNTPs 0.4 ไมโครลิตร ใส่ Taq polymerase 0.1 

ไมโครลิตร ใส่ 10 ไมโครโมลาร ์Forward FOXP3  primer และ 10 ไมโครโมลาร ์Reverse FOXP3  

primer 0.15 ไมโครลิตร เช่นเดียวกบั 10 ไมโครโมลาร ์Forward GAPDH  primer และ 10 ไมโคร

โมลาร ์Reverse GAPDH primer ในคนละ PCR reaction จึงได้เป็น PCR Master Mix ผสมกับ 

cDNA 1.0 ไมโครลิตร จะได้ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ต่อ PCR 1 หลอด จากนั้นน าไปเข้า

กระบวนการ PCR โดยใชส้ภาวะในการท า PCR ซึ่งเริ่มจากขัน้ตอน Initial denaturation ที่ 95°C 

เป็นเวลา 3 นาที ใช ้PCR cycle 30 รอบ ที่ ประกอบดว้ย ขัน้ตอน Denaturation ที่ 95°C เป็นเวลา 

1 นาที Annealing ที่ 58 °C เป็นเวลา 1 นาที และ Extension ที่ 72°C เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้เขา้

สู่ขั้นตอน Final extension ที่ 72 °C เป็นเวลา 10 นาที แล้ว Holding ที่ 4°C เพื่อใช้ในการเพิ่ม

จ านวน cDNA ในบริเวณที่สนใจของยีน FOXP3 เมื่อได ้PCR product จึงน าไปตรวจสอบขนาด

ของ PCR product และการปนเป้ือนดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟรซิิส 

3.3.6.3. เจลอิเล็กโทรโฟลิซิส 

น า PCR product ที่ได ้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาผ่านเจลอิเล็กโทร

โฟลิซิสโดยใช้ 1% polyacrylamide gel ผสมกับ  1X Triborate-EDTA (1X TBE buffer) โดยใช้

ความต่างศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา  35 นาที แลว้แช่เจลลงใน 10X TBE buffer แลว้ตรวจสอบแถบ

ดีเอ็นเอของยีน FOXP3 ดว้ยเครื่อง Electrophoresis chambers (Bio-rad, USA) 
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3.3.7. การวิเคราะหก์ารแสดงออกของยีนด้วยวิธีการทางสถิติ 

                       น าค่าระดับการมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa C33A และเซลลไ์ต

ปกติชนิด HEK-293 ที่มีกลุ่มการทดลอง 5 กลุ่มตัวอย่างจากข้อ 3.3.4. มาเปรียบเทียบกันด้วย

วิธีการวิเคราะหค์วามแปรปรวนแบบ One-Way ANOVA เพื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละชุด

การทดลองภายในแต่ละเซลล์ และน าค่าความเข้มข้นของสารสกัดเห็ดกระถินพิมานการเป็น

สว่นประกอบ 1% ที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูที่ลดลงครึง่หนึ่ง > IC50 

( Inhibitory Concentration) @ ของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และเซลลไ์ต HEK-293 มา

เปรียบเทียบกันดว้ยวิธี Independent t-test เพื่อหาความสมัพันธ์ของค่า IC50 ระหว่างสองเซลล ์

โดยก าหนดค่า p-value �0.05 ในการวิเคราะหข์อ้มลูและสรา้งกราฟ ดว้ยโปรแกรม SPSS ver.22 

(SPSS Inc, USA) และ Microsoft Excel 2019 
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บทที ่4 

ผลการศึกษา 

4.1. ผลการสกัดและความเข้มข้นทีไ่ด้จากสารทีม่ีส่วนประกอบของเหด็กระถินพิมาน  

เมื่อน าผงของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% มา

อบที่อณุหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะไดผ้งที่มีลกัษณะสีน า้ตาลเขม้และหลงัจากชั่งน า้หนกั

ก่อนอบได ้48.44 กรมัและหลงัอบได ้48.10 กรมั ซึ่งน า้หนักลดลง 0.34 กรมั หลงัจากน ามาสกัด

ด้วยเครื่อง Soxhlet extractor ได้สารสกัดของผลิตภัณท์สูตรที่  6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็น

ส่วนประกอบ 1% ซึ่งมีลกัษณะสีเหลืองเขม้ ดังรูปที่ 9 เมื่อน าค่าน า้หนักหลงัอบใหแ้หง้ที่ชั่งด้วย

เครื่องชั่งดิจิตอลทั้งหมด 3 ครั้งมาลบกับค่าบิกเกอรท์ี่วัดได้ ดังนั้น x̅= 0.0513 กรัม จึงน ามา

ค านวณความเข้มขน้ของสารสกัดที่มีเห็ดกระถินพิมาน เป็นองคป์ระกอบ 1% โดยมีค่าเท่ากับ 

5,130 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  

 

รูปที่ 9 ลักษณะสารสกัดของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% มีสี

เหลืองเขม้ 
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4.2. การเลี้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ก าหนด คือ C33A และ เซลล์ไตปกติชนิด 

Human embryonic kidney 293 cells (HEK-293) 

 เมื่อน าเซลลไ์ตมาเลีย้ง พบว่า เซลลไ์ตชนิด HEK-293 ที่ไดเ้ลีย้งไวม้ีรูปร่างคลา้ย

หวักระสวย และรูปรา่งเซลลม์ีลกัษณะคลา้ยสี่เหลี่ยมหนา้จั่ว รวมกลุม่เกาะติดแน่น เป็นเซลลท์ี่เป็น

เนือ้เยื่อบผุิวของไต (Epithelial) ดงัรูปที่ 10 

 

รูปที่ 10 ลกัษณะของเซลลไ์ตชนิด HEK-293 มีลกัษณะรูปรา่งเป็นกระสวยและมี fibroblast ยดึติด

บรเิวณผนงัของ flask  

เมื่อน าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A มาเลีย้ง มีลกัษณะรูปร่างขอบเขตของ

เซลลค่์อนข้างใหญ่ เป็นรูปร่างเป็นทรงกลมและมีนิวเคลียสขนาดใหญ่  รวมไปถึงมีอัตราการ

เจรญิเติบโตที่ชา้กว่าเซลลช์นิดอ่ืนๆ ดงัรูปที่ 11 
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รูปที่ 11 เซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A ลักษณะรูปร่างขอบเขตของเซลลค่์อนขา้งใหญ่ เป็น

รูปรา่งกลมและมีนิวเคลียสขนาดใหญ่ 

เมื่อน าเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด Siha มาเลีย้งพบว่ามีลกัษณะรูปร่างของเซลล์

เรียว มีนิวเคลียสขนาดใหญ่และมีลกัษณะเป็นกระสวยดงัรูปที่ 12 

 

รูปที่  12 เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด Siha มาเลี ้ยงพบว่ามีลักษณะรูปร่างของเซลล์เรียว มี

นิวเคลียสขนาดใหญ่และมีลกัษณะเป็นกระสวย  
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4.3. การศึกษาผลของสารสกัดผลิตภัณฑ์สูตรที่  6 ที่มี เห็ดกระถินพิมานเป็น

องค์ประกอบ 1% ต่อระดับความมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa, 

C33A และ เซลลไ์ตชนิด HEK-293 ด้วยกระบวนการ MTT assay  

เมื่อเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูทัง้สองชนิดและเซลลไ์ตในถาดหลมุเลีย้งเซลล์

ชนิด 96 หลมุและทดสอบเซลลม์ะเรง็ปากมดลูก C33A SiHa และเซลลไ์ตชนิด HEK-293 ทัง้หมด 

3 ซ า้ ดว้ยสารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่ 6 ที่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 1% โดยมี cDMEM 

และ สารสกัดของผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยเห็ดกระถินพิมาน 100% และ Cisplatin เป็นกลุ่ม

ควบคมุ เมื่อเวลาผ่านไป  48 ชั่วโมง พบว่าระดบัความมีชีวิตของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A  

ต่อสารสกัดของผลิตภณัฑส์ูตรที่ 6 ที่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 1% โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ

สารสกัด 100 200 300 400 และ 513 ไมโครกรมัต่อมิลิลิตร มีค่าเท่ากับ 120.6507, 103.1526, 

104.3591, 59.0311 และ 75.1779 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรตามล าดบั จากรูปที่ 13 (บน) พบว่าผล

ของสารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่ 6 ที่ประกอบด้วยเห็ดกระถินพิมาน 1% ต่อเซลลม์ะเร็งปาก

มดลกูชนิด C33A ลดลงตามปริมาณความเขม้ขน้ของสารสกดัเห็ดกระถินพิมานอย่างมีนยัส าคญั

ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ยกเว้นที่ความเข้มข้น 300 และ 513 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

จากรูปที่  13 (ล่าง ) หาสมการมาตรฐานได้เ ป็น y = -0.1104x + 133.66 

และมีค่า R² = 0.9794 ซึ่งความสมัพนัธจ์ะใชเ้ป็นค่าอา้งอิงในการค านวณค่าความเขม้ขน้ของสาร

สกัดของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 1% ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

ของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A ลดลงครึ่งหนึ่ง > IC50 ( Inhibitory Concentration) @  
พบว่ามีระดับความมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A ลดลงไม่ถึง 50 % ท าให้ไม่

สามารถหาค่าดงักลา่วไดใ้นเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A 
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รูปท่ี 13 (บน) ระดบัความมีชีวิต (เปอรเ์ซ็นต)์ ของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33a เมื่อทดสอบดว้ยความเขม้ขน้

ในสารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 1% เมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบ

กบักลุ่มควบคมุที่ไม่ไดร้บัสาร สารสกดัของผลิตภณัทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% และยารกัษา

มะเร็ง Cisplatin 
 ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% (P�0.05) (ล่าง) 

สมการเสน้ตรงของระดบัการมีชีวิตของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A ต่อสารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มี

เห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1%  

 

จากรูปที่ 14 (บน) แสดงผลของสารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่ 6 ที่ประกอบด้วย

เห็ดกระถินพิมาน 1% ต่อระดับความมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลูก ชนิด SiHa ในการบ่มเป็น

เวลา 48 ชั่ วโมง โดยใช้ความเข้มข้นของสารสกัด 100 200 300 400 และ 513 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 84.3973,  92.1448,  89.9905,  63.1883  และ 47.2126 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามล าดับ โดยลดลงตามปริมาณความเขม้ขน้ของสารสกัดเห็ดกระถินพิมานอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  ยกเว้นที่ความเข้มข้น 200 และ 300 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  
จาก รูปที่14 (ล่า ง ) หาสมการมาตรฐานได้ เ ป็น  y = -0.1084x + 104.6 

และมีค่า R² = 0.9971 ซึ่งความสมัพนัธจ์ะใชเ้ป็นค่าอา้งอิงในการค านวณค่าความเขม้ขน้ของสาร

สกัดของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 1% ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

ของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ลดลงครึ่งหนึ่ง (IC50) โดยมีค่าเท่ากับ 493.131 ± 18.439 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
 

 

 
รูปที่ 14 ระดบัความมีชีวิต (เปอรเ์ซ็นต)์ ของเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa เมื่อทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ ใน

สารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 1% เมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกบั
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กลุ่มควบคุมที่ไม่ไดร้บัสาร สารสกัดของผลิตภัณทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% และยารกัษา

มะเร็ง Cisplatin 
 ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ P�0.05  (ล่าง) แสดงสมการเสน้ตรง

ของระดบัการมีชีวิตของเซลลเ์ซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด SiHa ต่อสารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถิน

พิมานเป็นองคป์ระกอบ 1%  

 

จากรูปที่ 15 (บน) แสดงผลของสารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถิน

พิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ต่อระดบัความมีชีวิตของเซลลไ์ตชนิด HEK-293 ในการบ่มเป็นเวลา 

48 ชั่วโมง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดั 100 200 300 400 และ 513 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มี

ค่าเท่ากบั 75.5915 86.9813 65.3091 57.6105 และ 50.9305 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 

โดยลดลงตามปริมาณความเขม้ขน้ของสารสกัดเห็ดกระถินพิมานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ

เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ ยกเวน้ที่ความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  

จาก รูปที่15 (ล่าง ) หาสมการมาตรฐานได้ เ ป็น   y = -0.1616x + 129.69 

และมีค่า R² = 0.9219  ซึ่งความสมัพนัธจ์ะใชเ้ป็นค่าอา้งอิงในการค านวณค่าความเขม้ขน้ของสาร

สกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ที่มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ลดลงครึ่งหนึ่ง (IC50) โดยมีค่าเท่ากับ 505.549 ± 

58.875 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  
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รูปท่ี 15 ระดบัความมีชีวิต (เปอรเ์ซ็นต)์ ของเซลลไ์ตชนิด HEK-293 เมื่อทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ในสารสกดัของ

ผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1%  เมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมที่ไม่ไดร้บัสาร สารสกัดของผลิตภณัทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% และยารกัษามะเรง็ 

Cisplatin 
 ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ P�0.05 (ล่าง) สมการเสน้ตรงของระดบัการมี

ชีวิตของเซลลเ์ซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด HEK-293 ต่อสารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็น

องคป์ระกอบ 1%  

จากผลการศึกษาโดยการท า MTT assay ภายในเซลล์ปากมดลูกชนิดทั้งสอง 

C33A SiHa ตามล าดับ และเซลลไ์ตปกติชนิด HEK-293 ในการบ่มเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อน ามา

เปรียบเทียบค่า IC50 (เปอรเ์ซ็นต์ค่าความเข้มข้นของสารสกัดของผลิตภัณท์สูตรที่ 6 ที่มีเห็ด

กระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 1% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งของเซลล์ที่ลดลงครึ่งหนึ่ง 

(Inhibitory Concentration : IC50) พบว่าค่าเฉลี่ยมีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่

ความเชื่อมั่น 95% โดยค่า IC50 ของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด SiHa ในการวดั MTT assay มีค่า

นอ้ยกว่าเซลลไ์ตปกติชนิด HEK293T ยกเวน้ค่า IC50 ของเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด C33A ที่ไม่

สามารถหาค่าได ้ดงัตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 ตารางเปรียบเทียบค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามเขม้ขน้ของสารสกดัของผลิตภณัทส์ูตรที่ 6 ที่มี

เห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 1% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งของเซลลท์ี่ลดลงครึ่งหนึ่ง 

(Inhibitory Concentration : IC50) ระหว่างเซลล์มะเร็งปากมดสองลูกชนิด C33A SiHa และ 

เซลลไ์ตปกติชนิด HEK-293  

ชนิดของเซลล์ 
IC50±SE 

(µg/mL) 
R-Squared 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A หาค่าไม่ได้ หาค่าไม่ได้ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa 493.131 ± 18.439a 0.9971 

เซลล์มะเร็งไตปกติชนิด HEK-293 505.549 ± 58.875b 0.9219 
a.b คือค่าเฉลี่ยที่แตกต่างกัน หมายความว่า ค่าเฉลี่ยแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95% (P�0.05) โดยทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ 

4.3. การพิสูจนก์ารแสดงออกของยีน FOXP3 ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A 

เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดของผลิตภัณทส์ูตรที ่6 ทีม่ีเหด็กระถินพิมานเป็น

องคป์ระกอบ 1% 

4.3.1. ผลจากการออกแบบไพรเ์มอรข์องยีน FOXP3 ดงัตารางดงันี ้

ตารางที ่3 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด ์Melting temperature และ ค่าเปอรเ์ซ็นต ์GC ของ Forward 

และ Reverse Primer ในยีน  FOXP3  

ยีน ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร ์ 
Tm 

(°C) 
% GC 

FOXP3 
F: 5’ ACAATGTCTCCTCCAGAGAGA 3’ 55.5 47.6 

R: 5’ AGCCTTGGTCAGTGCCATTTT 3’ 58.4 47.6 

 

4.3.2. พิสจูนก์ารแสดงออกของยีน FOXP3 ในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A 

เมื่อน าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด C33A มาใส่สารสกัดของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่มี

เห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ที่ค่าใกลเ้คียง IC50 เท่ากับ 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  

สารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% ที่ค่า IC50 เท่ากบั 247.037 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และอาหารเลีย้งเซลล ์(cDMEM) น ามาสกดั RNA มาเขา้กระบวนการ PCR 

เพื่อท าให้เป็น cDNA ต้นแบบ มาเพิ่มปริมาณยีน FOXP3 แล้วน า PCR Product ผ่านการท า

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อตรวจสอบว่าสารสารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็น
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องคป์ระกอบ 1% และสารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% ส่งผล

ต่อการแสดงออกของยีน FOXP3 หรือไม่ ผลจากการทดลองดงัรูปที่ 15 ผลที่ไดคื้อพบ band ที่เป็น 

DNA จาก PCR product ของยีน FOXP3 ขนาด 323 bp และพบ band ที่เป็น RNA จาก PCR 

product ของยีน GAPDH  ขนาด 163 bp ที่มีความเข้มของ band ที่ไม่เท่ากัน เมื่อทดสอบใน

เซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด C33A ที่ถูกทดลองดว้ยสารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถิน

พิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% สารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% 

และอาหารเลีย้งเซลล ์(cDMEM) 

 

รูปที่ 16 ผลการแสดงออกของยีน FOXP3 และ GAPDH  จาก cDNA ของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกู

ชนิด C33A จากการใหส้ารสกดัของผลิตภณัทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% (สตูรที่ 

6) โดยท าการทดลองทัง้หมด 2 ซ า้ต่อชดุการทดลอง โดย Neg คือ Negative control, cDMEM 

คือ อาหารเลีย้งเซลล,์ 1% และ 100% EEPI คือ สารสกดัของผลิตภณัฑส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถิน

พิมานเป็นองคป์ระกอบ 1%  และสารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 

100% ตามล าดบั 
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บทที ่5 

อภปิรายผลการทดลองและ สรุปผลการด าเนินการ 

5.1. อภปิรายผลการทดลอง 

จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าสารสกัดของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมาน

เป็นองคป์ระกอบ 1% ส่งผลต่อระดับการมีชีวิตของเซลลใ์นระดับความเขม้ขน้ที่แตกต่างกัน โดย

ขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารสกดัดงักล่าวทัง้ในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูทัง้สองชนิด C33A และ SiHa 

ตามล าดับ รวมไปถึงเซลลไ์ตปกติชนิด HEK-293 ดว้ยเช่นกัน อีกทั้งยังแสดงใหเ้ห็นว่ามีฤทธิ์ที่

ส่งผลต่อการต่อตา้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ไดดี้กว่าเซลลไ์ตปกติชนิด HEK-293 เมื่อ

เทียบจากค่าความเข้มข้นของสารสกัดของผลิตภัณท์สตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 

1% ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งของเซลล์ที่ลดลงครึ่งหนึ่ง ( Inhibitory Concentration : IC50) ซึ่ง

มีค่านอ้ยกว่าในช่วงเวลาการบ่มที่เท่ากัน เนื่องจากเห็ดกระถินพิมานมีฤทธิ์ในการกระตุน้ใหเ้กิด

การยบัยัง้เนือ้งอกหรือเซลลม์ะเรง็ผ่านทางระบบภมูิคุม้กนั รวมไปถึงมีความสามารถในการกระตุน้

ผ่านกระบวนการฆ่าตัวตายของเซลลม์ะเร็ง (Dong et al., 2015) แต่ไม่สามารถหาค่า IC50 ของ

เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A อาจเป็นผลจากสารละลายที่สกดัไดถู้กน ามาใชต่้างช่วงเวลากนั

และถูกแช่เย็นโดยเก็บไวใ้นสถานะของเหลวเป็นเวลานาน อาจท าใหเ้กิดการเสื่อมประสิทธิภาพ

ของสารละลายของเหลวที่สกดัได ้อีกทัง้เซลลเ์พาะเลีย้งที่น ามาใช ้อาจถูก subculture ไม่มากพอ

สง่ผลท าใหค้วามสามารถในการมีชีวิตของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A มากกว่าปกติ 

จากการศกึษาของ Luo et al. 2015 พบว่าเมื่อมีการแสดงออกของยีน FOXP3 อาจท าให้

เซลลม์ีคุณสมบัติเป็นเซลลม์ะเร็งมากขึน้ เนื่องมาจากมีความสามารถในการกดภูมิคุม้กัน โดย

กระตุน้ใหเ้กิดการท างานของ regulatory T cell ซึ่งมีหนา้ที่ยับยัง้การท างานของ Effector T cell 

เช่น CD helper T cells, Cytotoxic T cells เป็นต้น (Verma et al., 2019) จึงสันนิษฐานว่ายีน

ดงักลา่วควรเกิดการแสดงออกมากขึน้ภายในเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูปกติชนิด C33A เนื่องจากไปมี

ผลกระตุน้ใหห้ลั่งสาร cytokine ชนิด IL-10 และ TGF-E ท าใหเ้กิดการยบัยัง้การท างานของระบบ

ภมูิคุม้กนัสง่ผลใหเ้ซลลม์ะเรง็มีความสามารถในการแพรก่ระจายมากขึน้ (Verma et al., 2019) แต่

เมื่อน ามาศึกษาผลการทดลองโดยจ าลองสภาพภายในเซลล ์พบว่าเมื่อน าเซลลม์ะเร็งปากมดลูก

ชนิด C33A ที่ ไม่ได้ทดลองด้วยสารสกัดของผลิตภัณท์สูตรที่  6 ที่มี เห็ดกระถินพิมานเป็น

องคป์ระกอบ 1% และสารสกัดของผลิตภัณทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% เมื่อ

น ามาทดสอบ พบว่าไม่เกิดการแสดงออกของยีน FOXP3 จึงไดน้ ามาเปรียบเทียบกับเซลลม์ะเร็ง
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ปากมดลกูชนิด C33A ที่ถกูทดลองดว้ยสารสกดัของผลิตภณัทท์ัง้สองสตูรขา้งตน้ ผลการทดลองที่

ไดคื้อไม่ปรากฏการแสดงออกของยีน FOXP3 ท าใหค้าดว่าอาจไม่เกิดการแสดงของยีน FOXP3 ใน

เซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด C33A อาจเนื่องมาจากปัจจยัจากการแสดงออกของโปรตีนชนิดอ่ืนๆ 

เช่น CD39 CD73 เป็นต้น (Dai et al., 2016) รวมถึงเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A เป็น

เซลลม์ะเรง็ปากมดลกูที่ไม่ติดเชือ้ไวรสั Human papillomavirus (HPV)  อาจสนันิษฐานว่าไม่มีการ

กระตุน้ใหเ้กิดการท างานของระบบภูมิคุม้กนั  จึงเมื่อน าสารสกัดดงักล่าวมาทดสอบอาจท าให้ไม่

สามารถท านายการแสดงออกของยีนดงักลา่วได ้เนื่องจากเกิดขอ้จ ากดัของกระบวนการ PCR โดย

ไม่สามารถท า PCR Reaction ใหเ้ป็น duplex ไดซ้ึ่งเป็นวิธีที่ควรใชศ้ึกษาระดบัการแสดงออกของ

ยีน FOXP3 และ GAPDH เพื่อใชเ้ปรียบเทียบ ซึ่งใชย้ีน GAPDH เป็นยีน house keeping เพราะ

พบการแสดงออกของยีนดังกล่าวในทุกเซลลท์ี่มีชีวิต แต่เลือกใชเ้ป็นการท า PCR Reaction เป็น

แบบ Simplex แทน ผลการทดลองที่ไดคื้อ ไม่ปรากฏ band ที่เป็น RNA product แต่ขึน้ band ที่

เป็น DNA product ของยีน FOXP3 เมื่อน ามาหาค่า optical density ในตวัอย่างที่ไดม้ากจากการ

สกดั RNA พบว่ามีค่าในตวัอย่างไม่ใกลเ้คียงค่ามาตรฐาน ซึ่งเกิดจากการปนเป้ือนในขัน้ตอนการ

สกัด RNA แต่ปรากฏ band ของยีน GAPDH ที่เป็นขนาดของ RNA product โดยความเขม้ของ 

band ไม่ เท่ากัน คาดว่าอาจเกิดจากการเสื่อมของ RNA รวมไปถึง  ข้อจ ากัดในการท า  

conventional PCR ซึ่งเป็นวิธีที่ไม่สามารถระบุได้ว่ารอบที่เท่าใดเป็นรอบแรกในการแสดงของ 

band ที่ปรากฏ  จึงเมื่อน าสารสกดัดงักล่าวมาทดสอบอาจท าใหไ้ม่สามารถท านายการแสดงออก

ของยีนดงักลา่วได ้ 

ดังนัน้ขอ้เสนอแนะส าหรบัแนวทางในการศึกษาต่อไป ควรศึกษาในกระบวนการ BrDu 

assay เพื่อวดัอตัราการเจรญิเติบโตของเซลลช์นิดต่างๆ เมื่อทดลองดว้ยสารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตร

ที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% เพื่อใชเ้ปรียบเทียบกับค่า IC50 ที่ไดจ้ากการวัด

ระดบัการมีชีวิตของเซลลแ์ต่ละชนิด หากไม่สามารถท ากระบวนการ  BrDu assay ไดโ้ดยตรงอาจ

สามารถวัดอัตราการเจริญเติบโตของเซลลช์นิดต่างๆ ทางออ้มดว้ยกระบวนการ MTT assay ที่

เวลาหลังจากเซลล์ถูกเลี ้ยงในสารสกัดของผลิตภัณฑ์สูตรที่  6 ที่มี เห็ดกระถินพิมานเป็น

องค์ประกอบ 1% เป็นเวลา 48, 54 และ 56 ชั่ วโมง เพื่อดูแนวโน้มการเพิ่มขึ ้นของจ านวน

เซลลม์ะเร็งปากมกลดูและเซลลไ์ตปกติ อีกทัง้ควรท าการทดลองโดยทดสอบรอบของการท า PCR 

ในช่วงที่นอ้ยกว่า 30 รอบ เพื่อใหส้ามารถระบุไดว้่า band ที่ขึน้ไม่ไดเ้ป็นผลมาจากการขึน้ที่คงที่

ของ band ใน PCR Product นอกจากนัน้ควรศึกษาการแสดงออกของยีน FOXP3 ในเซลลม์ะเร็ง



36 
 

หลากหลายชนิดที่ไม่ถูกใหส้ารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 

1% ก่อนเพื่อเปรียบเทียบกบัการทดลองเมื่อใหส้ารสกดัดงักล่าวว่ามีความแตกต่างกนัหรือไม่ โดย

ควรศึกษาในเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa เนื่องจากมีการติดเชือ้ไวรสั HPV (Xu et al., 2015) 

อาจกระตุน้ใหส้ง่ผลต่อการท างานของระบบภูมิคุม้กนัได ้โดยคาดว่าเมื่อน าเซลล ์SiHa มาทดสอบ

ดว้ยสารสกัดของผลิตภัณฑ์สตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 1% อาจทำให้ทราบถึง

กลไกการแสดงออกของยีน FOXP3 ได้เข้าใจมากขึ้น อีกทัง้ควรศึกษาเพิ่มเติมในเซลลช์นิดอ่ืนๆ เช่น 

เซลลไ์ตปกติ HEK-293 และเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 เป็นตน้ เพื่อยืนยันบทบาทหน้าที่ใน

การแสดงออกของยีน FOXP3 ทั้งในเซลลป์กติ เซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆ ที่ไม่ไดถู้กทดลองและถูก

ทดลองดว้ยสารสกดัมีเห็ดกระถินพิมานเป็นองค์ประกอบ 1% 
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5.2. สรุปผลการด าเนินการ  

 เมื่อเพาะเลีย้งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทัง้สองชนิดไดแ้ก่ C33A SiHa และเซลลไ์ตปกติ 

HEK-293 เพื่อตอ้งการศึกษาผลของสารสกดัของผลิตภณัทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 

1% (สูตรที่  6) สามารถส่งผลต่อการมีชีวิตในเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ จากผลการทดลอง

แบบจ าลองสภาพแวดลอ้มภายในเซลล ์ (In Vitro) พบว่าเมื่อใชค้วามเขม้ขน้ในช่วง 100 200 300 

400 และ 513 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 48 ชั่วโมง ส่งผลใหร้ะดับการมีชีวิตของ

เซลลป์ากมดลูกและเซลลไ์ตปกติลดลงตามความเขม้ของสารสกดัที่เพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบ

กบักลุม่ควบคมุโดยสารสกดัของผลิตภณัทท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% สง่ผลใหเ้ห็น

ว่ามีฤทธิ์ยับ้ยัง้การมีชีวิตของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ไดม้ีประสิทธิภาพมากกว่าเซลลไ์ต

ปกติเมื่อเทียบจากค่า IC50 ( Inhibitory Concentration) เท่ากบั 488.376 ± 18.438 และ 505.549 

± 58.875 ตามล าดบั ในช่วงความเขม้ขน้ที่เท่ากนั  ผลการทดลองของสารสกดัของผลิตภณัทส์ูตรที่ 

6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% ต่อการแสดงออกของยีน FOXP3 ในเซลลป์ากมดลกู

ชนิด พบว่าสารสกดัอาจไม่สามารถสรุปไดว้่าสง่ผลต่อการแสดงออกของยีนดงักล่าว ซึ่งเป็นยีนที่มี

หนา้ที่เก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัในมนษุย ์ดงันัน้ส  าหรบัการใชส้ารสกดัของผลิตภณัทส์ตูรที่ 6 ที่

มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% เพื่อน ามาใชเ้ป็นยาในการรกัษาผูป่้วยมะเร็งปากมดลูก

หรือผู้ป่วยโรคภูมิคุ้มกันอ่ืนๆ จะต้องมีการตรวจสอบประสิทธิภาพของไตในการกรองของเสีย

เพิ่มขึน้ เนื่องจากผลจากการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าสารสกัดดงักล่าวส่งผลต่อการลดลงของเซลล์

ไตเช่นกนั จึงตอ้งควรอยู่ภายใตค้ าแนะน าของแพทย ์เนื่องจากการรกัษาดว้ยยาสมนุไพรดงักล่าว

สามารถสง่ผลขา้งเคียงต่อผูป่้วยไดเ้ช่นกนั  
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ภาคผนวก ก 

1. สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเซลล ์

1.1.  เตรียมผง Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 1 ซอง แลว้เทลง

ขวดปรมิาตร 1000 มิลลิลิตร ที่มีน า้ที่ผ่านการautoclave 900 มิลลิลิตร เขย่าให้

เขา้กนั 

1.2.  ชั่งผงโซเดียมไฮโดรเจนคารบ์อเนตปรมิาณ 3.7 กรมั ลงในขวดขอ้ 1.1 

1.3.  ปรปัปรมิาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร 

1.4.  หยดกรดไฮโดรคลอรกิ วดัค่า pH ดว้ยเครื่อง pH Meter ใหค่้าอยู่ประมาณ 7.20 

1.5.  น าไปกรอกดว้ยเครื่องกรอง 
1.6.  เก็บเพื่อใชต่้อไป 

2. การเตรียม Complete DMEM (500 ml) 

2.1.  เติมDMEM จากที่เตรียมไว ้ปรมิาตร 445 มิลลิลิตร  ลงในขวด 500 มิลลิลิตร  

2.2.  เติม Fetal bovine serum (FBS) ปรมิาตร 50 มิลลิลิตร  ลงในขวดขอ้ 2.1. 

2.3.  เติม Antibiotic-Antimycotic (100x) 5 มิลลิลิตร  

3. Cell trypsinization 

3.1.  ท าการเทอาหารเลีย้งเซลลเ์ก่า (media) ภายในขวดเลีย้งเซลล ์T25 ทิง้ไป 

3.2.  ลา้งขวดเลีย้งเซลล ์T25 ดว้ยสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS) 5 

มิลลิลิตร 

3.3.  เติมสารละลาย trypsin ปริมาณ 500 ไมโครลิตร 

3.4.  น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 °C และ 5% คารบ์อนไดออกไซด ์เป็นเวลา 3-5 นาที 

3.5.  น าขวดเลีย้งเซลล ์T25 มาสอ่งดว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์หากเซลลไ์ม่หลดุใหเ้คาะ

เล็กนอ้ย ใหเ้ซลลม์ีลกัษณะแยกตวักนัเป็นเซลลเ์ดี่ยวไม่เกาะกลุม่กนั 

3.6.  หยดุปฏิกิรยิาของสาร trypsin ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์(cDMEM) 1.5 มิลลิลิตร 

ดดูขึน้ลงใหส้ารผสมเขา้กนั  

3.7.  น ามาใสใ่นขวดเลีย้งเซลล ์T25 ที่ใสอ่าหารเลีย้งเซลล ์(cDMEM) 5 มิลลิลิตร 

ตามปรมิาณที่ตอ้งการใหเ้ซลลเ์จรญิเติบโตในแต่ละการทดลอง 

4. การนับเซลลโ์ดยใช้ Hemocytometer  

4.1.  หลงัจากการ Cell trypsinization น าสารละลายเซลลใ์ส่ลงในหลอด 2 มิลลิลิตร  

4.2.  น าไป spin-down เป็นเวลา 5 นาที  
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4.3. ดดูสว่นใสออก (supernantant) ประมาณ 750 ไมโครลิตร  

4.4. เจือจางสารละลายเซลลโ์ดยใสป่ระมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกบัอาหารเลีย้งเซลล ์

(cDMEM) 4 มิลลิลิตร 

4.5. น าสารละลายที่มีเซลลอ์ยู่หลงัจากเจือจางมา 10 ไมโครลิตร กบัอาหารเลีย้งเซลล ์

(cDMEM) 90 ไมโครลิตร 

4.6.   น าสารละลายท่ีมีเซลลอ์ยู่ 10 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย trypan blue stain 

10 ไมโครลิตร 

4.7. น าสารที่ผสมเขา้กนัดีแลว้มา 10 ไมโครลิตร ใสใ่น hemocytometer glass 

4.8.  นบัจ านวนเซลลโ์ดยใชก้ลอ้งจลุทรรศน ์โดยใชเ้ครื่องนบัจ านวน 

4.9.  ค านวณปรมิาณเซลลต่์อมิลลิลิตร 

จ านวนเซลล ์(cell/มิลลิลิตร) = 
จ านวนเซลลท์ี่นบัได้

5
× 10 × 2 × 104 

ค านวณปรมิาณสารละลายที่บรรจปุรมิาณเซลลท์ี่ตอ้งการใช ้

ปรมิาณสารละลาย(มิลลิลิตร) = 
ปรมิาณเซลลท์ี่ตอ้งการ

ปรมิาณเซลลต่์อมิลลิตร
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 ตารางที ่4 สารที่ใชใ้นการสงัเคราะห ์cDNA  

 

ตารางที่ 5 ตารางค่า Obtical Density ของการสกดั RNA จากเซลลม์ะเร็งปากมดลกูชนิด C33A 

ต่อสารสกัดของผลิตภัณฑส์ูตรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% และสารสกัดของ

ผลิตภณัฑท์ี่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100%  

ตวัอย่าง 
A260 A280 O.D. 260/280 

ng/µl 

C33A เมื่อถกูเลีย้งในใหส้าร cDMEM ซ า้ 1 6.804 3.789 1.80 

C33A เมื่อถกูใหส้าร cDMEM ซ า้ 2 8.455 4.245 2.00 

C33A เมื่อถูกเลีย้งในสารสารสกัดของผลิตภัณฑ์

สตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% 

ที่ความเขม้ขน้ 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิตร ซ า้ 1 
0.231 0.143 1.62 

C33A เมื่อถูกเลีย้งในสารสารสกัดของผลิตภัณฑ์

สตูรที่ 6 ที่มีเห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 1% 

ที่ความเขม้ขน้ 400 ไมโครกรมัต่อมิลลิตร ซ า้ 2 

0.256 0.135 1.90 

C33A เมื่อถูกเลีย้งในสารสารสกัดของผลิตภัณฑ์

เห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% ที่ความ

เขม้ขน้ 247.039 ไมโครกรมัต่อมิลลิตร ซ า้ 1 

0.432 0.276 1.57 

ชนิดของสาร ความเขม้ขน้ที่ปรมิาตรสดุทา้ย ปรมิาตร 

dNTP Mix 1 mM 2 

RNase Inhibutor 1U/µl 0.5 

Oligo (dT)12-18 0.25 µM 0.5 

5x Reverse Transcriptase 

Buffer 
1x 4 

RNA template 100ng 12 µg 

RevertUPTM II Reverse 

Transcriptase 
10U/µl 1 

ปรมิาตรรวม 20 µl 
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C33A เมื่อถูกเลีย้งในสารสารสกัดของผลิตภัณฑ์

เห็ดกระถินพิมานเป็นองคป์ระกอบ 100% ที่ความ

เขม้ขน้ 247.039 ไมโครกรมัต่อมิลลิตร ซ า้ 2 

0.245 0.114 2.15 
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ภาคผนวก ข 

 

 
ภาพกราฟผลของสารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 100% ต่อระดบั

การมีชีวิตของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด C33A  

 

ภาพกราฟผลของสารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 100% ต่อระดบั

การมีชีวิตของเซลลม์ะเรง็ปากมดลกูชนิด SiHa 

IC50=377.037 Pg/mL 
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ภาพกราฟผลของสารสกดัของผลิตภณัฑท์ี่ประกอบดว้ยเห็ดกระถินพิมาน 100% ต่อระดบั

การมีชีวิตของเซลลไ์ตชนิด HEK-293 
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